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乳杆菌表面粘附蛋白的提取、鉴定及粘附特异性的初步研究
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摘 要：以从健康牙鲆肠道中分离筛选的乳杆菌 E21（!"#$%&"#’(()* ;C= E21）和嗜酸乳杆菌 F-GG!#1" 为实验材料，应用

17B.HE E8G. 提取其表面蛋白，利用蛋白印迹法鉴定出在 E21 表面蛋白中分子量为 "2D/IJ4 和 1!D"IJ4 的蛋白质分别参

与对牙鲆和鲤鱼粘液的粘附过程，为新发现的粘附蛋白种类，将其命名为 KFLLCB2 和 KFLL>>。F-GG!#1" 中分子量分

别为 !#D%IJ4 和 "#D#IJ4 的两个表面蛋白参与对牙鲆粘液的粘附，而分子量为 !#D%IJ4 的蛋白参与对鲤鱼粘液的粘

附。同时，蛋白质印迹法显示，E21 和 F-GG!#1" 在牙鲆和鲤鱼肠粘液中均具有相同的粘附受体，在牙鲆肠粘液中是分

子量为 $&D’IJ4 和 #%D#IJ4 的两种蛋白质，而在鲤鱼肠粘液中只有分子量为 $"D$IJ4 的蛋白作为受体参与 E21 和

F-GG!#1" 的粘附过程。结果显示，乳杆菌对肠粘液的粘附不但具有菌种的特异性，而且也有宿主的特异性。
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粘附是细菌细胞的表面结构0粘附素与宿主上

皮细胞表面受体的相互作用，是细菌定植的第一步，

是细菌得以在宿主体内生长繁殖并发挥作用的关

键。乳酸菌通过粘附素与肠粘膜细胞紧密结合，在

肠粘膜表面定植占位，对致病菌与潜在致病菌在正

常微生物群中的定植和繁殖具竞争排斥作用。在乳

酸菌中存在许多不同的介导粘附的表面蛋白，研究

较为清楚的是罗伊氏乳杆菌（!"#$%&"#’(()* +,)$,+’）的

表面蛋白 G+N 和一些乳杆菌的 O 层表面蛋白［2 ( !］。

在陆生动物和水产动物中，均已证实乳酸菌的粘附

具有菌种的特异性，而无宿主特异性［1］。一些来源

人和乳制品的乳酸菌菌株可以粘附鱼的粘液，并对

鱼的病原菌，如弧菌、气单胞菌和黄杆菌的感染有保

护作用［"］。

乳杆 菌 E21 为 一 株 从 牙 鲆 中 分 离 的 乳 杆 菌

（!"#$%&"#’(()* ;C=），该菌在体外对牙鲆消化道粘液

有很强的粘附作用，并对多种致病菌有竞争抑制作

用。在鱼类的苗种培育和养成中应用乳杆菌 E21，

起到了提高成活率，防病、促生长的作用。本文以乳

杆菌 E21 为材料，提取和鉴定参与细菌粘附的表面

蛋白成份，对阐述乳酸菌在体内粘附和定植的机理

和益生菌的应用具有重要的指导意义。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：乳杆菌（ !"#$%&"#’(()* ;C=）E21，分离自

健 康 牙 鲆 肠 道；嗜 酸 乳 杆 菌（ !"#$%&"#’(()*
"#’-(%./’()*）F-GG!#1"，来源于人类咽喉，购自中科

院微生物所菌种保藏中心。

!"!"# 培养基：KPO 培养基见参考文献［’］。

!"!"$ 主 要 试 剂 和 仪 器：酯 化 生 物 素（Q0RSO，

O8974公司），SPL 标记亲和素（SPL0FT8<8+，北京欣

经科生物科技有限公司），JFQ 浓缩显色液（华美生

物科技有限公司），湿式电转仪（Q8B0P4< 公司）。

!"# %!& 和 ’())*$&+ 表面蛋白的提取

参考 -BN4 等［#］方法改动后提取 E21 的表面蛋

白。取 01"%%为 2D% 的菌悬液以 2U接种到 KPO 培

养基中，#’V 培养 2"@ 后，"%%%WH78+ 在 !V 下离心

2%78+ 收 集 菌 体；收 集 的 菌 体 用 2%77B.HE LQO
（CS’D!）洗涤两次，离心收集菌体，冻干；每 %D29 冻

干菌体加入 $%7E 17B.HE 中性 E8G. 后在 #’V下振摇

#@，!V下 2%%%%WH78+ 离心 2%78+ 收集上清，上清液

对 LQO 充分透析后于 !V下用 L6X 浓缩并冻存备

用。



参考 !"#$%# 等［&］方法改动后提取 ’!(( )*+, 的

表面蛋白。取适量 !",-- 达到 ./- 的细菌培养物，

,---#012$ 在 )3 下 离 心 .-12$ 收 集 菌 体；菌 体 用

.-114506 789（:;</)）洗 涤 两 次，再 加 入 -/+16
+14506 62(5（:;=/-），冰水混合液中作用 .+12$，离心

收集上清，上清对 789 充分透析，)3下用 7>? 浓缩

后冻存备用。

!"# $!% 和 &’(( )#%* 菌体全蛋白的制备

利用超声波破碎法进行。菌体培养同上，收集

菌体后加入适量 789 缓冲液重悬，超声波间隔破碎

.@，.----#012$ 离心 .-12$ 收集上清，冻存备用。

!") 肠粘液的制备

!")"! 牙鲆肠粘液的制备：无菌条件下将牙鲆肠道

取出，用含氯化钠 ./<,A的 .-114506 碳酸盐缓冲液

（:;B/+）冲洗后轻轻刮取粘液，刮取物于 )3搅拌

*@，.----#012$ 离心 .-12$ 收集上清，上清过滤后标

定蛋白含量为 +--!C016，冻存备用。

!")"+ 鲤鱼肠粘液的制备：除改用 789 冲洗鲤鱼肠

道并用 789 溶解鲤鱼肠粘液外，其余操作同牙鲆肠

粘液的制备。

!"% 肠粘液和菌体全蛋白的酯化生物素化处理

根据冯涛等的方法改动［B］。.1C 酯化生物素溶

解到 .16 二甲基亚酰胺中，充分溶解后加入到 .-16
蛋白含量为 .1C016 的处理液中，室温轻轻搅拌 *@，

)3下充分透析后冻存备用。

!"* 蛋白印迹法鉴定参与粘附的特异蛋白成份

!"*"! 6.+ 和 ’!(( )*+, 表面蛋白（或粘液蛋白）的

9D9E7’?>：菌体表面蛋白或者粘液蛋白加入 = F 样

品处 理 液 煮 沸 .-12$，上 样 =-!6 进 行 常 规 9D9E
7’?>［.-］。分离胶浓度为 .=/+A，电泳条件为浓缩

胶 ,-G，分离胶 &-G。

!"*"+ 湿式转移电泳［.-］：将 9D9E7’?> 后的聚丙烯

酰胺凝胶进行转移电泳。

!"*"# 特异蛋白成份的鉴定：转印后的硝酸纤维素

膜先用 .-A小牛血清和 -/-+A!H%%$E=- 进行封闭，

室温下振摇 =@；789 洗涤 * 次，每次 +12$；加入酯化

生物素化处理的肠粘液（或者菌体全蛋白），室温下

振摇 *@；789 洗涤 * 次，每次 +12$；加入 . I.--- ;J7E
’K2L2$，室温下振摇 *-12$；789 洗涤 * 次，每次 +12$，

加入 D’8 显色，显色完毕后三蒸水冲洗，干燥保存。

+ 结果

+"! $!% 和 &’(()#%* 的表面蛋白

对提取的 6.+ 和 ’!(()*+, 的 表 面 蛋 白 进 行

9D9E7’?> 后，考马斯亮蓝染色结果显示，两菌体表

面蛋白的种类和数量都有较大的差异。结果显示

（图 .），6.+ 表面蛋白质提取物中含有多种成分，但

是没有明显的主蛋白条带；’!(()*+, 的提取物中蛋

白质成分的种类也有很多，但是分子量为 )*/-MDN 的

9 层蛋白质含量最多，是表面蛋白质中的主要成分。

图 ! 表面蛋白的 ,-,./&01 分析

O2CP . 9D9E7’?> N$N5QR2R 4S T@% R"#SNU% :#4T%2$RP VP VN#M%#；./

9"#SNU% :#4T%2$R 4S ’!(()*+,；=/ 9"#SNU% :#4T%2$R 4S 6.+ P

+"+ $!% 和 &’(()#%* 中参与粘液粘附的蛋白质

的鉴定

经 W%RT%#$ X54T 分析，6.+ 表面蛋白质中只特异

性显示一种蛋白质，分子量为 ,./&MDN（图 =E’ 中第

. 泳道），此种蛋白质并非表面蛋白的主要成分（图 .
中第 = 泳道），6.+ 表面蛋白中其它几种含量较高的

成分均未显示。’!(()*+, 表面蛋白质中有多种成

分存在，如图 . 中第 . 泳道所示，经 W%RT%#$ X54T 分

析，有两种蛋白质特异显示，分子量分别为 )*/-MDN
和 ,*/*MDN（图 =E’ 中第 = 泳道），此两种蛋白质为表

面蛋白质中的主要成分。

提取的 6.+ 和 ’!(()*+, 表面蛋白经与鲤鱼肠

粘液粘附作用，在 6.+ 表面蛋白中只有一种蛋白质

显示，分子量为 +)/,MDN，如图 =E8 中第 . Y * 泳道所

示，此种成分在 6.+ 表面蛋白质（图 . 中第 = 泳道）

中含量比较少，不是主要蛋白种类。’!(()*+, 中只

有分子量为 )*/-MDN 的蛋白质特异显示（图 =E8 中

第 ) 泳道），该蛋白质在其表面蛋白质中（图 . 中第 .
泳道）的含量较高，为主要的蛋白种类。

+"# 肠粘液中参与 $!% 和 &’(()#%* 全蛋白粘附

的蛋白质的鉴定

用酯化生物素化的 6.+ 全蛋白和酯化生物素化

的 ’!(()*+, 全蛋白分别与牙鲆肠粘液作用，均有

两种分子量接近的蛋白质特异显示，分子量分别为

=B/<MDN 和 *-/*MDN，此两种蛋白质属于牙鲆肠粘液

中的主要蛋白质，但是粘液中其它的主要蛋白质在

实验中均没有特异性的显示（图 *）。

&B* (;>Z [2$C #$ %& P 0’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（=--,）),（*）



图 ! "#$ 和 %&’’ ()$* 中参牙鲆与鲤鱼肠粘液粘附的

表面蛋白

!"#$ % &’()*+, -(./,"01 .) 234 *05 67889:4; -*(/"+"-*/,5 "0 *5<,1".0 /.

/<, "0/,1/"0*= >’+’1 .) !"#"$%&’(’)* +$%,"&-.*（6）*05 /+00+1 &"#2（?）$

6：3@ &-,+")"+ -(./,"01 .) 234；%@ &-,+")"+ -(./,"01 .) 67889:4;@?：3 A

:@ &-,+")"+ -(./,"01 .) 234；9@ &-,+")"+ -(./,"01 .) 67889:4;$

图 ) 牙鲆肠粘液中参与粘附的蛋白质

!"#$: B(./,"01 "0 "0/,1/"0*= >’+’1 .) !"#"$%&’(’)* +$%,"&-.* -*(/"+"-*/,5

"0 *5<,1".0$ 6：B(./,"0 "5,0/")",5 CD ?EFG& >*(H,5 I<.=, -(./,"01 .)

67889:4;；?：B(./,"0 "5,0/")",5 CD ?EFG& >*(H,5 I<.=, -(./,"01 .)

234；8：J$ J*(H,(；3@ 7<, I<.=, -(./,"01 "0 "0/,1/"0*= >’+’1 .)

!"#$%&’(’)* +$%,"&-.* $

经酯化生物素处理的 234 全蛋白和 67889:4;
全蛋白与鲤鱼肠粘液作用后，均只有一种蛋白质成

分特异显示，分子量为 %;@%HK*，此种蛋白质成分虽

然在鲤鱼肠粘液中的含量也较高，也属于主要蛋白

质成分，粘液中其它的主要蛋白质在 L,1/,(0 C=./ 后

均没有特异性的显示（图 9）。

图 ( 鲤鱼肠粘液中参与粘附的蛋白质

!"#$ 9 B(./,"01 "0 "0/,1/"0*= >’+’1 .) /+00+1 &"#2 -*/"+"-*/,5 "0

*5<,1".0$ 6：B(./,"0 "5,0/")",5 CD ?EFG& >*(H,5 I<.=, -(./,"01 .)
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234；8：J$ J*(H,(；3@ 7<, I<.=, -(./,"01 "0 "0/,1/"0*= >’+’1 .)

/+00+1 &"#2 $

) 讨论

细菌与上皮细胞或者粘液通过生物化学作用产

生的特异性的粘连称为粘附，根据细菌作用的底物

将粘附分为两种：细胞粘附和粘液粘附。就益生菌

表面粘附蛋白的研究而言，由于粘液成分的复杂性

和不稳定性，粘液粘附在乳酸菌表面粘附蛋白的研

究过程中不受研究者的青睐，目前研究中应用的大

都是细胞模型。但是对肠道内的益生菌来讲，肠粘

液是其生活的直接环境，也是其定植过程中首先接

触的成分，菌体与肠粘液粘附能力的高低会直接影

响到菌体在肠道中的存留，而且生活环境相似的同

一物种的肠粘液中，其蛋白质成分可能会有一定的

差异，但是主蛋白的种类相似，所以粘液模型的构建

具有可行性，%MM% 年 N.O*1 等人以发酵乳杆菌 3M9N
为实验材料，分离纯化了参与猪小肠粘液以及胃粘

液素粘附的表面蛋白质［33］。本文在实验中采用粘

液粘附的模型，对乳杆菌 234 以及 67889:4; 中参与

牙鲆和鲤鱼肠粘液粘附的表面蛋白质进行了研究。

本文运用了蛋白印迹的方法来鉴定菌体中参与

粘附的蛋白质种类。该方法基于酯化生物素和亲和

素的生物学性质。酯化生物素（也称 FE羟基琥珀酰

亚胺生物素酯，?EFG&）可与位于蛋白 F 端和赖氨酸

残基侧链初级氨基基团反应，所以几乎可以标记所

有的蛋白质，而且一般不会影响被标记蛋白的结构

和功能［3%］。亲和素亦称抗生物素蛋白，其与生物素

的结合具有极强的亲和力，一般认为此种结合是不

可逆的，也正是由于两者之间极强的特异性结合，目

前生物素 P 亲和素技术在生命科学的诸多领域中都

有着广泛的应用。

234 作为从牙鲆肠道中分离纯化的一株乳杆

菌，目前国内外尚没有对该菌表面粘附蛋白的研究

报导。利用 L,1/,(0 C=./ 的方法证明，在 234 中分子

量为 ;3@QHK* 和 49@;HK* 的两种蛋白分别可在牙鲆

肠粘液和鲤鱼肠粘液粘附中起作用，分别将其命名

为 J6BB-.3 和 J6BB++。67889:4; 是从人类咽喉中

分离纯化的乳杆菌，?../ 等在 3RR: 年就发现了该菌

表面存在着能够在体外实验中介导粘附的表层蛋白

（&E=*D,( -(./,"0），分子量为 9:@MHK*［3］。本文的实验

证明此 9:@MHK* 的蛋白质可能参与了与牙鲆粘液和

鲤鱼粘液粘附的过程，属于表面粘附蛋白的种类，同

时实验也证明该菌表面存在着另外一种可能介导粘

附的蛋白质，分子量为 ;:@:HK*，这在国内外属首次

报导，将此 ;:@:HK* 的蛋白质命名为 J6BB-.%。

RR:陈 营等：乳杆菌表面粘附蛋白的提取、鉴定及粘附特异性的初步研究 $ S微生物学报（%MM;）9;（:）



由于在鉴定粘液中参与粘附的蛋白质中，!"#
表面蛋白的需要量较大，而且 !"# 表面蛋白在提取

后容易形成不溶性的沉淀，所以实验过程中采用

!"# 菌体全蛋白来进行粘液中特异蛋白质的鉴定。

实验结果显示，在牙鲆和鲤鱼肠粘液中，参与菌体粘

附的蛋白质的种类并不会随着乳杆菌种类的变化而

改变，这个结果与 $%&’%&(& 等的结论相似［#］。牙鲆

肠粘 液 中 粘 附 蛋 白 的 分 子 量 分 别 为 )*+, 和

-.+-’/0，在 鲤 鱼 肠 粘 液 中 粘 附 蛋 白 的 分 子 量 为

)1+)’/0。肠粘液中参与粘附的蛋白质种类不随着

乳杆菌种类的改变而改变，但是相应的细菌表面参

与粘附的蛋白质会随着肠粘液种类的变化而有所不

同，结果说明，!"# 和 23445-#1 表面蛋白和肠粘液

的结合不但具有菌种的特异性，而且可能也具有宿

主特异性，在不同的宿主中参与粘附的蛋白质种类

有所差异，这与细菌的粘附具有宿主特异性的特征

相吻合。
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