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摘 要：研究长双歧杆菌 DEE$,%/菌株发酵至稳定期时应激蛋白的表达情况。根据乳酸乳球菌 FG.!%#菌株蛋白质
参考图谱及长双歧杆菌 DEE$,%/基因组注释中应激蛋白的分子量与等电点，确定应激蛋白在双向电泳凝胶上的相
应蛋白点，并利用 HIGJF30KL和M或 4NF3HNMHN对相应蛋白质点进行鉴定。每个蛋白质点的肽指纹图谱均在长双
歧杆菌 DEE$,%/的蛋白质数据库用H6B<CO进行检索，共鉴定到 !!个蛋白点对应 2个应激蛋白。这些蛋白为亲水性
酸性蛋白，大多具有翻译后修饰现象，它们基因的 EIF值除 J*6(外，其余均在 %P/以上，在全细胞表达谱中为高丰
度蛋白；此外，菌体具有较强的抗脂质过氧化和清除 JQQR自由基的能力，而对羟自由基和超氧负离子的清除力较
弱，推测鉴定到的具有逆转氧化损害作用的碱性过氧化氢还原酶（!"#E）可能是体内表达的降低氧损伤的主要酶。
关键词：长双歧杆菌 DEE$,%/；应激蛋白；双向电泳；HIGJF30KL；4NF3HNMHN
中图分类号：S&#" 文献标识码：I 文章编号：%%%.3"$%&（$%%"）%#3%#&%3%,

双歧杆菌是人和动物肠道内主要的生理性乳酸

菌，作为微生态学研究的核心，对宿主具有生物屏

障、营养、免疫、抗肿瘤、控制内毒素血症、延缓衰老、

抗肿瘤等生理作用，同时也是肿瘤基因治疗的一个

十分理想的靶向载体，目前已成为全世界医学、营养

及保健行业研究的热点之一，广泛应用于食品工业，

在临床上可治疗胃肠道菌群失调［.］。

双歧杆菌属于放线菌科双歧杆菌属，具有独特

的果糖3"3磷酸盐磷酸酮酶，严格厌氧，- T EU含量
高，已发现有 ##个种和亚种，其中包括长双歧杆菌
（$%&%’()!*+,-%./ 0(12./）在内的 .%个种与人类有关，
主要寄居的微生态环境是胃肠道。它们通过产生乳

酸和乙酸调节肠道的 VR，抑制外侵的病原菌的生
长，维持肠道内菌群平衡［$］。近年来，双歧杆菌的许

多生物学特点已引起了研究者的广泛关注，尤其是

其分泌的具潜在生物学意义的蛋白质或生物活性物

质。这些研究都需要深入了解双歧杆菌在复杂的微

生态环境中的适应性。

双歧杆菌增强机体免疫功能的重要机制之一是

刺激哺乳动物血液中的嗜中性粒细胞，从而激活细

胞质膜的氧化还原酶系，催化产生活性氧，达到杀灭

外来异物或肿瘤的作用；双歧杆菌对多种自由基有

清除作用，可能是由于双歧杆菌阻碍了自由基链式

反应或菌体表面蛋白质发挥了自由基淬灭作用，其

机制还不清楚［#］。以前文献报道双歧杆菌适当耐

氧，推测具有氧损伤修复酶，如 DIJR3氧化酶、
DIJR3过氧化物酶及 NKJ 等［# ’ /］。但 $%%$ 年 N:+11
等人对长双歧杆菌 DEE$,%/的基因组进行了测序，
$P$"H>的基因组预测编码 .,$&个 KWLB，其中没有
编码 DIJR过氧化物和超氧化物歧化酶的基因，目
前对于双歧杆菌在体内清除自由基的作用机制的研

究尚不清楚［"］。此外，胃内的酸性和肠道里的胆汁

酸盐以及胃肠道内的酶的作用，是影响口服双歧杆

菌制剂到达结肠部位定植的主要因素。因此，双歧

杆菌如果要在肠道环境中定居，需要表达多种应激

蛋白抵抗氧毒害作用、酸、碱及胆汁等不利影响，对

这些蛋白的研究具有很重要的应用价值。

双歧杆菌为乳酸菌（指可发酵碳水化合物主要

产生乳酸的一类细菌的统称）的一种，目前对其双向

电泳图谱研究尚未见报道。$%%#年，I167*等［,］建立
了乳酸乳球菌（ 3!*+(*(**.4 0!*+%4）FG.!%#的蛋白质参
考图谱，鉴定到 .#个应激蛋白。因此，根据乳酸乳
球菌 FG.!%# 菌株蛋白质参考图谱及长双歧杆菌
DEE$,%/ 基因组注释中应激蛋白的分子量与等电
点，采用双向电泳（08C3X75+*B7C*61 +1+<OYCV:CY+B7B，
$J4）与基质辅助激光解析离子化飞行时间质谱
（56OY7Z36BB7BO+X 16B+Y X+BCYVO7C*M7C*7[6O7C* O75+ C\ \179:O，
HIGJF30KL）联用研究了长双歧杆菌 DEE$,%/发酵至



稳定期时的应激蛋白，为进一步研究双歧杆菌的生理

特性及其在人肠道中定居适应性机制奠定基础。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 主要试剂和仪器：!"# 干胶条、蛋白定量试
剂盒（"$%&’() *+, -%.(/ 01/）、蛋白纯化试剂盒（"$%&
’() *+, 2$).(+%3 01/）购自 45)6&7.5 "7.65.81.公司。
蛋白酶抑制剂购自 9:87)。 !"#37:6 等电聚焦仪
（45)6&7.5 "7.65.81.）；"6:;<4= ! >1 垂直电泳槽。
扫描仪为 !5.?)@8.(()6（.5)6&7.5 37.65.81. A1:/)87），
双向电泳凝胶图像分析软件为 !5.?)B.&/)6 *,
"$./1(%5 C)6&1:( DEF。质谱仪为 G<GH<>;B" B4H,!+
;’G+B@（德国，I6%J)6）。电子顺磁共正振波谱仪
<9*FF,+@92购自德国 I6%J)6公司。正交加速电喷
雾串联质谱仪 -+;’G *（英国，B186:5.&& 公司）。
!"!"# 菌株、培养基和生长条件：长双歧杆菌
=22*KFD 由瑞士 =)&/$) 9)&).687 2)(/)6 H.%&.(() 惠
赠。菌株于 LFF5H含 FEFDM H+半胱氨酸的 ,) B.(+
9:?:&.+@7.63)（B9@）培养基中 NKO厌氧培养。厌氧
条件于充 4(.)6:8%$/ =的厌氧罐中进行。培养至稳
定期，!"PFF为 FEQ，菌数为 RED S RFT 2GU 时，按照

45)6&7.5 "7.65.81.生物公司《应用固相 3V梯度的
双向电泳原理和方法》的方法进行，采用 TFFF S ?在
LO下离心 RF51(收集菌体，用预冷的 LF5H低盐清
洗液（N55:$WH 02$，RED55:$WH 0V*"’L，PT55:$WH
=.2$，Q55:$WH =.V*"’L）洗菌体 L次。

!"# 蛋白的样品制备
长双歧杆菌 =22*KFD细胞沉淀（约 FENF?）重悬

于 D5H 裂解液（K5:$WH 尿素，*5:$WH 硫脲，L M（XW
Y）2V4"@，DF55:$WH ,;;），加入蛋白酶抑制剂，采用
@:(1Z1)6 KDF冰浴超声 RF 51(，条件为：*&W*&，NDM振
幅。然后加入 *ED5? 9=.&) 4 和 RFF 单位的 9-R
,=.&)，于 RDO放置 R7使蛋白质充分溶解，*FFFF S ?
离心 *F51(去除不溶性沉淀［T］。取上清用 *+, -%.(/
01/测定蛋白质浓度。按每管 R5?分装，[ KFO保存
备用。

!"$ 双向电泳
等电聚焦使用不同梯度 !"#胶条，!"#37:6第一

向等电聚焦电泳主要依据 #\6?［Q］描述的方法进行，
二向 @,@+"4#<（R*EDM）采用垂直板电泳槽于
NF54W胶条电泳 L7。考马斯亮蓝 #+*DF 染色后，采
用 !5.?)@8.(()6 扫描仪扫描，并经 !5.?)B.&/)6 *,

"$./1(%5 C)6&1:( DEF软件进行分析。
!"% 胶内酶切和肽质量指纹图谱（&’(）分析
切取准备鉴定的蛋白点，按照 H1.:等［RF］描述的

方法进行胶内蛋白酶切。将肽段提取液溶于 *#H
FEDM三氟乙酸中。B4H,!+;’G B@测定是将 .+氰基
+L+羟基肉桂酸（.+224）溶于含 FERM三氟乙酸的
DFM乙腈溶液中，制成饱和溶液，离心，取 R#H上清
与 R#H 肽段提取液等体积混合，取 R#H 点在
@8:68)NTL靶上，送入离子源中，在加速电压 *F0Y，反
射电压为 *N0Y的条件下进行检测。
!") *+,-’+.’+鉴定蛋白质

<@!+B@WB@ 为正交加速电喷雾串联质谱仪 -+
;’G *，配备毛细管液相色谱和纳升喷雾源。所有测
定均在正离子方式下进行。质谱仪的校正是用 #$%+
Z1A的串联质谱碎片校正的，质量准确度小于
FER,.。雾化气为氮气，碰撞气体为氩气。源温
TFO，锥孔电压 DFY左右。;’G加速电压为 QERJY。
B2" 检测器电压为 **FFY。样品经 ]13;13 2RT

;B

313)//) /13& 脱盐，最终体积 D#H。取 L#H 进行 (.(:+
<@!+B@W B@ 分析时，毛细管电压为 QFFY，调节碰撞
能量和碰撞气体的大小使得到一个好的串联质谱图。

该质谱图经 B186:5.&&的专用软件 B.^<(/N处理后，
借助 B.&@)_直接推导出肽段序列，再用推断的序列
与肽段质量相结合，即肽序列标签查询数据库。镀金

属钯的硼硅酸盐电喷雾针（3.$$.‘1%5+8:./)‘ A:6:&1$18./)
)$)8/6:+&36.a ())‘$)）为一次性的专用进样针。
!"/ 蛋白质鉴定
登陆互联网（7//3：WWbbbc 5./61^&81)(8)c 8:5），用

B.&8:/程序在相应数据库中对 B4H,!+;’G 质谱检
测得到的肽质量指纹图谱进行检索。本研究主要采

用我们建立的本地运行 B.&8:/ 选择长双歧杆菌
=22*KFD基因组数据对每个肽质量指纹图谱进行检
索。检索时，可接受的肽段分子量误差为 RFF5?W5H
（有时设为 NFF5?W5H）。氨基酸固定修饰方式选择
2.6A.51‘:5)/7a$（ 2）修 饰、可 能 的 修 饰 方 式 选
’^1‘./1:(（B）修饰；通常鉴定标准为分子量在 *FJ,.，
匹配率为 *FM以上。
!"0 密码子偏好性和疏水性分析
长双歧杆菌 =22*KFD的 ’9G&的密码子适应指

数（;7) 8:‘:( .‘.3/./1:( 1(‘)^，24!）和 #94Yd值（;7)
?6.(‘ .C)6.?) :Z 7a‘6:3./7181/a）的 计 算 应 用
8:‘:(X［RR，$］软件进行分析。

$：")‘)( ec 4(.$a&1& :Z 8:‘:( %&.?)c ,)3.6/5)(/ :Z ?)()/18&，U(1C)6&1/a :Z =://1(?7.5，U0c RQQQ，"7, ;7)&1&c
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!"# 长双歧杆菌 $%%&’()菌体蛋白质抗氧化和抗
自由基活性的测定

长双歧杆菌 !""#$%& 菌体蛋白质对亚油酸不
饱和脂肪酸过氧化体系中抗氧化活性的测定根据文

献［’］的方法进行；对 (，()二苯基苦基苯肼（(，()
*+,-./01)#),+2301-0435601，*778）自由基的清除试验
按文献［(#］方法进行；采用电子自旋共振（9:;）法
测定其清除羟自由基和超氧负离子活性。

& 结果

&"! 长双歧杆菌 $%%&’()的双向电泳和应激蛋白
质鉴定

长双歧杆菌 !""#$%& 的全基因组序列分析预
测具有 ($#<个 =;>?，根据基因组注释，对所有 =;>?
的等电点和分子量采用 9@7A:B 73CD,535E软件进行
计算（-DD,：FFG? H .@,5?0 H C3IFDCC1?F,+)DCC1 H -DE1）。结果
显示 ,J 在 ’ K $ 的酸性蛋白占理论蛋白质组的
$(L$M，, ! 大于 <的蛋白占 (<M，而 , ! 在 $ K <之
间的蛋白占 <L’M（结果略）。这种蛋白质在酸性和
碱性两端区域分布的情况与别的乳酸菌是很相似

的。在基因组注释中应激蛋白主要为细胞质酸性蛋

白，因而选择在 ,8N K $的范围内研究应激蛋白。
样品的蛋白浓度为 <L%#!IF!O。为了提高蛋白

在 ,8N K $区的分辨力，进一步采用 ,8N K $，,8NL%
K &L%和 ,8NL& K &L&的窄胶条进行 #*9，根据乳酸
乳球菌 JO(N%’ 菌株蛋白质参考图谱及长双歧杆菌
!""#$%& 基因组注释中应激蛋白的分子量与等电
点，在胶上相应区域取点进行胶内酶切后，通过

PAO*J)Q=> P: 和 9:J)P:FP: 鉴定蛋白，共鉴定了
NN个蛋白点，代表 R 种不同应激蛋白，鉴定的蛋白
点标记在 ,8 N K $、,8NL% K &L%和 ,8NL& K &L&的电
泳图谱上（图 (）。
&"& 应激蛋白的质谱查询结果
在国家生物医学分析中心本地运行 P5?2CD 检

索时选择长双歧杆菌 !""#$%& 基因组数据（!")
%%N’%$），鉴定到 R 种应激蛋白，包括 S 个与热休克
蛋白相关的分子伴侣———*/5T（UO%&#%）、V3C9O
（UO%%%#）、Q+I（ UO%<N$）、*/5W（ UO%$(<）、V3C9:
（UO(&&R）和 AQ7依赖的 "1,蛋白酶水解亚单位 #蛋
白（AQ7)"1, ,3CD.5?. ,3CD.C10D+2 ?GXG/+D #，UO%<NN），(
个可以抗氧损害的酶———碱性过氧化氢还原酶

（A1Y01 -043C,.3C@+4. 3.4G2D5?.，A-,"，UO%S(&）和 (个
可以使胆盐失活的酶———胆酰甘氨酸水解酶

（"-C1C01I102+/. -043C15?.，UO%$<S）。这些蛋白的检索

图 ! 长双歧杆菌 $%%&’()发酵至稳定期时的应激蛋白
的双向电泳图谱（*+,"( - )"(、*+ ,") - )")和 *+ , - ’）
>+IH( Q-. #)* 9 E5,?（,8 N K $，,8NL% K &L% 5/4 ,8 NL& K &L&）CZ

D-. ?D3.?? ,3CD.+/? .@,3.??.4 X0 " H #$%&’( !""#$%& +/ ?D5D+C/530 ,-5?.H

( K #N：I3C9O；#& K ’(：*/5T；’# K ’’：A-,"；’N K ’&："1,7#；’S：

"1,(；’$：*/5W；’R K N#：Q+I；N’ K NN：V3C9:H

结果及相关信息见表 (。

#<’ B[A! W+/I )* +# H F,-*+ ./-0$1/$#$&/-+ 2/%/-+（#%%S）NS（’）



表 ! 应激蛋白质的质谱检索及相关信息
!"#$% & ’"("#")% )%"*+,-./ *%)0$() ".1 *%$"(%1 -.23*4"(-3. 32 ! 5 "#$%&’ 67789:; )(*%)) <*3(%-.) 3. (,% 8=’ /%$)

>3+0) 67?@ A@
-1%.(-2-%* B<3( 7CA D*3(%-.

’%)+*-<(-3.
!,%3* 5
4.))

!,%3
()

73E%*
F >3+"(-3.! A%.% GH<5IJ

K1 GH<5 () L#0.1".+%

?>:::8 /-：8MNONOMO & : +,"<%*3.% ;OP:M N 598 MQ 7 /*3G> 9:，9MP N 59O M8，OQP
?>C::8 /-：8MNONOM: 8 : +,"<%*3.% ;OPO: N5 98 NN 7 /*3G> N&，:9N N 5Q& M8，O::
?>:::8 /-：8MNONOM: M : +,"<%*3.% ;OPO: N5 98 8; 7 /*3G> MM5 OMM N 5 P& 8P 5 9QM
?>:::8 /-：8MNONOM: N : +,"<%*3.% ;OPO: N 598 8; 7 /*3G> M85 PNQ N 5 PO 8Q，:9O
?>::8 /-：8MNONOM: ; : +,"<%*3.% ;OPO: N 598 &P 7 /*3G> 8Q5PPM N 5PN 8，Q9&
?>C::8 /-：8MNONOM: O : +,"<%*3.% ;OPO: N5 98 8& 7 /*3G> 895 &8; N 5QN &8M，Q9N
?>C::8 /-：8MNONOM: 9 : +,"<%*3.% ;OP:M N 598 ;& 7 /*3G> 9&5MNN N 5OQ 8&，;;;
?>:::8 /-：8MNONOM: P : +,"<%*3.% ;OP:M N 598 M; 7 /*3G> 9:5 &N N 598 OP，;NP
?>:::8 /-：8MNONOM: Q : +,"<%*3.% ;OP:M N5 98 88 7 /*3G> OP5 PN; N 59N &Q:，8OP
?>C::8 /-：8MNONOM: &: : +,"<%*3.% ;OP:M N，98 88 7 /*3G> ;95:QN N 5P& 8O，QO9
?>:::8 /-：8MNONOM: && : +,"<%*3.% ;OP:M N5 98 8Q 7 /*3G> M:5O8& N 5 OM &9，&Q&
?>:::8 /-：8MNONOM: &8 : +,"<%*3.% ;OP:M N5 98 M& 7 /*3G> M85 OQO N 5 9P 8Q，NPO
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"#$ 应激蛋白的翻译后加工
采用 @4"/%I")(%* 8’ D$"(-.04 E%*)-3. ;V:软件分

析胶上 () 和 IJ，结果与它们理论值匹配得较好，
但一些蛋白质可能由于翻译后修饰等原因在理论值
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与胶分析值间存在一些差异，这种现象在别的文献

中也有报道。此外，可能由于酸性区域或碱性区域

的断裂，或磷酸化作用，一些蛋白出现在小于理论

!" 的酸性区（蛋白点 !"#，!$"和 %!&等）或大于理论
!" 的碱性区（蛋白点 %!$，’"(和 !)#等）。
蛋白质组分析能全面了解翻译后修饰，造成的

等电点或分子量改变。已知翻译后修饰在真核生物

中起重要作用，但其在细菌生理中的作用了解甚少。

对于长双歧杆菌 *++)’(!的应激蛋白分析发现，翻
译后修饰作用很普遍，分子伴侣（+,-./012/，34((()）
在胶上出现 )% 个点，52-6 蛋白（34(!)(）出现在 ’
个点，触发因子（70899/0 :-;<10 ;,-./012/，34("%’）出现
!个点，=7>?依赖的 +@. 蛋白酶水解亚单位 ) 蛋白
（34("%%）出现 $个点，碱性过氧化氢还原酶 +)) 蛋
白（=@AB@ ,BC01./01D8C/ 0/CE;<-F/ +))，34(&#!）和分子
伴侣 G01HI蛋白（G01HI，34#!!J）出现在两个点。我
们推测这种现象可能除一些试验方法的因素外，大

部分为生物修饰，如蛋白的断裂、降解、磷酸化、糖基

化、甲基化、乙酰基化等，这种修饰的多样性可能反

映了这些蛋白在细菌生长中功能的必要性。

!"# 应激蛋白的 $%&、高丰度蛋白和 ’(%)*值
编码同一氨基酸的不同同义密码子通常具有不

同的使用频率，密码子的这种使用偏好性是与

<K*=F和基因表达水平相关，高表达的基因主要倾
向使用高丰度的同功 <K*=。+=L 值可用于评价这
种偏好性，+=L值为 #M( 表示使用密码子的最大偏
好性，+=L值（范围为 ( N #）越低则表示该基因完全
随机使用密码子，即采用不适密码子的概率越大。

因此，+=L值可推测蛋白表达丰度。通过 +1C12O软
件计算编码鉴定的应激蛋白的基因 +=L值，结果见
表 )。除 52-P 外，其余应激蛋白的 +=L值均在 (M!
以上。经 LQ-9/R-F</0 )5 >@-<82EQ S/0F812 !M(软件对
获得的双向电泳图谱进行丰度分析，应激蛋白

G01H4、789、=,.+、52-6和 G01HI分别为 !(个最高丰
度蛋白的第 )、#%、)!、)&和 %&，通用应激蛋白 G01H4
是整个胶中第二个高丰度的蛋白，这与大肠杆菌

（ #$%&’()%&)* T %+,)）［!］、乳 酸 乳 球 菌（ -*%.+%+%%/$
,*%.)$）［’］和枯草杆菌（ 0*%),,/$ $/1.),)$）［#$］的报道相
同。

蛋白的疏水性研究有助于预测蛋白在裂解液中

的溶解性，GK=UV值的范围在 W ) N )之间，正值表
明此蛋白为疏水蛋白，负值表明为亲水蛋白。采用

+1C12O软件计算所有鉴定蛋白的 GK=UV值（表 )）
都小于 (，为亲水性蛋白，根据 >F10< S T )M(（,<<.：XX
YYYT .F10< T 109）的注释，它们均定位于细胞质内。

表 ! 长双歧杆菌 +$$!,-.鉴定的应激蛋白基因的 $%&和 ’(%)*值
7-Z@/ ) 7,/ +=L -2C GK=UV S-@E/ 1: J 9/2/F /2;1C829 F<0/FF .01</82F 8C/2<8:8/C 12 )?5 9/@ .[% N ’

41;EF *+3L GL 8C/2<8:8/0 I.1< *1T +\G G/2/ +=L GK=UV
34((() 98：)$%&%&$( # N )% \ 901H4 (T’$) W (T("#J’
34(!)( 98：)$%&!#(" )! N $# \ C2-6 (T&" W (T%(J$#
34(&#! 98：)$%&!#"" $)，$$ \ -,.+ (T’%% W (T)J)J"
34("%% 98：)$%&!!#’ $%，$! \ ;@.>) (T&) W (T)&J)%
34("%! 98：)$%&!!#J $& \ ;@.@ ( T&% W (T#J!""
34(’#" 98：)$%&!)"J $’ \ C2-P ( T%’% W (T%$#!
34("%’ 98：)$%&!!)( $J N %) \ <89 ( T’#% W (T%&&)$
34#!!J 98：)$%&&##( %$，%% \ 901HI (T&!$ W (T$"J"’

!". 长双歧杆菌 +$$!,-.菌体蛋白质抗氧化和抗
自由基活性

双歧杆菌 *++)’(!可以耐受一定浓度的氧，在
生理条件下，可产生一些抗氧压力反应的蛋白，以清

除体内产生的少量自由基。由于双歧杆菌 *++)’(!
的基因组中没有编码 *=5[过氧化物和超氧化物歧
化酶的基因，而且我们也未鉴定到 *=5[氧化酶、
*=5[过氧化物酶和超氧化物歧化酶，因此，我们研
究了长双歧杆菌 *++)’(! 菌体蛋白质抗氧化和抗
自由基活性。对亚油酸不饱和脂肪酸过氧化体系中

抗氧化活性试验及清除 5>>[自由基活性试验结果
表明长双歧杆菌 *++)’(! 菌体蛋白质具有较强的

抗脂质过氧化和清除 5>>[自由基的能力，清除率
分别为 ’%MJ)! ] (M"&$^和 %!M%$$ ] #M&&"^；采用
HIK法对其清除氧自由基试验结果表明长双歧杆菌
*++)’(!菌体蛋白质对羟自由基和超氧负离子的清
除力较弱，清除率分别为 )#MJ^和 ’M!!^。
在本研究中，我们发现了一个可以抗氧对蛋白

和磷脂损害的酶———碱性过氧化氢还原酶 =,.+
（34(&#!），为全细胞蛋白中的高丰度蛋白。因而，推
测 =,.+蛋白可能是双歧杆菌在 RKI培养基生长过
程中表达的降低氧对蛋白质及磷脂损伤的主要酶类

物质，使用 HIL?RIXRI对该蛋白进行肽序列标签分
析确认蛋白，其中分子量为 ’J%的峰图结果见图 )。

%"$ V_=* P829 ’. *, T X2%.* 3)%(+1)+,+4)%* 5)6)%*（)((&）%&（$）



图 ! "#$%&#’&#对 ()*+蛋白肽段的氨基酸序列测定图谱
!"#$% &’(( ()*+,-’ (./0"1# ,.* 2*,*-3"1’,"/1 /4 ’ )’-,"’5 )*),"2* (*67*1+* /4 ,.* 8.)9 )-/,*"1$

, 讨论
生物体在进化过程中形成了防御自由基毒性作

用的完整系统，机体的抗氧化防御体系中主要包括

酶类及非酶类物质，酶类如超氧化物歧化酶（:;<）、
过氧化氢酶（98=）、谷胱甘肽过氧化物酶（>:?@AB）
等，非酶类如 C+、CD、辅酶 E、半胱氨酸、:* 和 F8
等，在生理条件下，可及时有效地清除体内产生的少

量自由基，保护着机体免受氧自由基的损伤，使正常

机体的新陈代谢始终维持一种相对的平衡状态。以

前文献报道，长双歧杆菌可以耐受一定浓度的氧，推

测具有 :;<、98=、谷胱甘肽过氧化物酶（>:?@AB）等
氧损伤修复酶［G H I］，这些结果均是通过检测双歧杆

菌在清除氧自由基中的酶活性等方法推测的，而未

进行分子水平的验证。%JJ%年 :.*55 等人进行了双
歧杆菌 K99%LJI的基因组测序，对基因组分析的结果
表明，其中没有编码 K8<?过氧化物和超氧化物歧化
酶的基因。在本试验中，我们也未鉴定到降低氧毒作

用的酶如 K8<?氧化酶、K8<?过氧化物酶和超氧化
物歧化酶，这与基因组预测结果一致，目前对于双歧

杆菌在体内清除自由基的作用机制尚不清楚［M］。

对长双歧杆菌 K99%LJI 菌体抗氧化和抗自由
基活性的研究表明其菌体蛋白质具有较强的抗脂质

过氧化和清除 <AA?自由基的能力，而对羟自由基
和超氧负离子的清除力较弱。在双向电泳蛋白鉴定

中，我们发现了一个可以抗氧对蛋白和磷脂损害的

酶———碱性过氧化氢还原酶 8.)9（NOJMPI），其表达
丰度为全细胞蛋白中第 %I位高丰度蛋白。因而，推

测 8.)9蛋白可能是双歧杆菌在 &Q:培养基生长过
程中表达的降低氧对蛋白质及磷脂损伤的主要酶类

物质。

在长双歧杆菌 K99%LJI 中与热休克蛋白相关
的 <1’R（NOJI%J）、>-/DO（NOJJJ%）、="#（NOJSTL）、
<1’U（NO JLPS）和 >-/D:（NOPIIV）也可以被盐、轻度
酸处理或 FC辐射诱导产生。双歧杆菌在发酵的过
程中，产生大量的酸性代谢产物，使 )?下降，当发
酵至稳定期时，发酵速度明显下降，)?达到 I以下，
<1’R（NOJI%J），>-/DO（NOJJJ%）和 >-/D:（NOPIIV）等
应激蛋白被酸诱导而大量表达，检测到它们是高丰

度表达的蛋白。

双歧杆菌是人肠道微生态菌的主要成分，它们

具有一个重要的代谢活性，即可以缓解天然产生于

人肠道中的胆盐，我们已鉴定到胆酰甘氨酸水解酶

（9./5/W5#5W+"1* .W2-/5’(*，NOJLSM，D9 GXIXPX%T），它
可以催化水解甘氨酸（>5W+"1*@）和Y或牛磺酸
（=’7-"1*@）共扼结合胆盐到氨基酸残基并使胆盐失
活（形成胆酸），该酶的功能对于菌体是未知的，但它

可能对肠道抗胆盐毒害起重要的作用。?"-/(."
=’1’Z’等［PT］研究了长双歧杆菌中胆酰甘氨酸水解
酶的生化和基因学特性，认为胆酰甘氨酸水解酶天

然的分子可能是四聚体，分子量为 P%IZ<’ 和
PGJZ<’，氨基酸序列分析揭示胆酰甘氨酸水解酶属
于 K@端亲核性水解酶，可以在较低的 )?条件下诱
导产生，我们的结果对其研究提供了新的证据。近

年来，利用乳酸菌去胆盐能力来治疗高胆固醇病人

以降低血液胆固醇水平，或防止健康人体内胆固醇

ISG袁 静等：长双歧杆菌 K99%LJI菌株应激蛋白的研究 $ Y微生物学报（%JJM）TM（G）



水平过高的研究已引起人们的重视。

虽然双歧杆菌的研究近一个世纪，由于很难对

其进行基因操作和对各个菌株研究结果不一致，妨

碍了对双歧杆菌生物合成能力的深入研究。本研究

对长双歧杆菌 !""#$%& 的蛋白质组学分析支持了
’()**等对其生理特性和在人肠道中定居适应性的
假说，更重要的是证明了双歧杆菌在适应体内环境

时而特异性表达的蛋白。
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