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乳酸菌S一层蛋白的多样性及其研究方法
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摘要：乳酸茵是人体和许多动物肠道的正常茵群，在预防肠道感染、促进人体健康方面，具有不

可或缺的作用。乳酸菌通过竞争性黏附来抑制致病茵的繁殖。研究表明，乳酸茵的黏附作用与细

胞表层蛋白密切相关。表层蛋白又名孓层蛋白(surface layer protein，Sip)，是许多细菌及古生茵

细胞壁表面所包被的生物活性大分子，在一些乳酸茵中也发现了s．层蛋白的存在。孓层蛋白的相

对分子质量在40 000～200 000间，而在已发现的乳酸菌中，孓层蛋白相对分子质量在25 000～

70 000间。作者讨论了乳酸菌中孓层蛋白的多样性及主要特性，对乳酸菌争层蛋白的研究方法进

行了初步探索。
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Heterogeneity of Putative Surface Layer Proteins in Lactobacilli

and Its Research Methods
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Abstract：Lactobacilli，an important intestinal microbiota in human and animals，plays dominant

role on the maintaining of gastrointestinal tract(GIT)stability and the intestinal health．The cell

surface layer protein(S-layers，sip)was considered to be exhibited important role on the

competitively inhibit pathogens．In this manuscript，the distribution，characters and the study

methods were reviewed and introduced．
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乳酸菌是人体和许多动物肠道的正常菌群，在

预防肠道感染、促进人体健康方面，具有不可或缺

的作用。在西方国家中，有76％的内科医生认为，

益生性乳酸菌在疾病治疗中占有重要地位J3。哥

伦比亚的一项人体试验表明，每天用2．5×108 cfu

活性嗜酸乳杆菌及2．5×108cfu双歧杆菌喂养过的

1237名新生儿，比对照组1282名患病新生儿因坏

死性小肠结肠炎引起的死亡率要低60蛤“。Gre—

gor Reid等[J]研究了大量临床试验结果，表明乳酸

菌在预防和治疗因肠道致病菌引起的疾病方面具

有显著效果。

一般认为，乳酸菌抑制致病菌的重要机制为竞
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争性抑制致病菌受体结合位点，因为黏附到小肠上

皮细胞，是致病菌感染的重要环节，通过竞争性黏

附来抑制致病菌在人体肠道中的定殖[3]。影响乳

酸菌与宿主组织黏附作用的主要因素有：细胞表面

疏水性和自动聚集性，脂磷壁酸以及S一层蛋白¨]

等。目前已在许多乳酸菌中发现了S一层蛋白，Miia

]akava—Viljanenf们等从猪小肠中分离刘一些含孓层

蛋白的乳酸菌，体外试验表明，这些乳酸菌对小肠

上皮细胞都有极强的黏附能力。作者从一些不同

分离源中找到了含S一层蛋白的乳酸菌，但未能从婴

儿粪便中分离到含s‘层蛋白的乳酸菌。

1 S一层蛋白的结构特点

S层蛋白(surface layer protein，Slp)是许多细

菌及古生菌细胞壁表面所包被的生物活性大分子，

其相对分子质量在40 000～200 000之间。绝大多

数S一层蛋白都由单一的蛋白质或糖蛋白组成，罕有

由两种或多种蛋白质组成的情况-”。S-层蛋白基因

的表达及S．层蛋白合成、分泌能力很强，质量分数

占到了细菌总蛋白质的10％～1 5％[61]。8-层蛋

白能够表现出倾斜形(P1，P2)，正方形(P4)或是匀

称的六边形(P3，P6)等形态，见图I，是在熵驱动下

经复杂的过程自我组装而成【8]。

pl 倾斜形p2 正方形p4

一圜
圈1 S-层蛋白的形态结构‘’J

Fig．1 Schematic drawing IllIIstmting the various S-layer

lattice types

每种S-层蛋白都以一种多孔结构形式存在，小

孔面积占到网格表面积的70％以上n]。S一层蛋白

的厚度一般在5～15 nwl之间，与细菌内部表层结

构相比，S～层蛋白显得更光滑乎整¨⋯。

s-层蛋白亚基通过非共价键相互连接，并通过

非共价键连接到宿主表面，利用变性剂如尿素、盐

酸胍、金属整合剂或通过阳离子置换法等”川，可将
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孓层蛋白降解成单体。而将分离试剂去除后，S层

蛋白亚基又可在固体基质、气液界面、高脂膜、脂质

体、悬浮液等中重新聚集成规则的单层膜结

构!”1”。

高含量的疏水性氨基酸(31．9％～45％[1 4])及

酸性氨基酸。低等电点，是孓层蛋白的典型特征[7]。

几乎所有的原核§层蛋白都含有一段由25～30个

氨基酸组成的N一端分泌信号肽(the signal peptide；

SP)。在目前已发’现的乳酸菌中都检测到了该信号

肽的存在；嗜酸乳杆菌ATCC 4356含有一段由24

个氨基酸组成的S弘“]；瑞士乳杆菌CNRZ 892含

有一段由30个氨基酸组成的Sp[1sJ等等。

从一级结构上看，乳酸菌S-层蛋白的相似性很

低，即使在同种菌之间也不例外[L“，如此一来，不同

种的乳酸菌或相同种的不同菌株能够黏附到不同

的受体上，以便在同一环境中共存u“。

人们对SI层蛋白的超微结构、生物合成、分子

生物学、遗传学，生物学功能的了解还相当有限，一

般认为孓层蛋白是细胞的保护膜，决定着细胞的形

状、分子及离子阱、黏附位点等功能[I“]。对于一些

致病菌来说，S_层蛋白还是毒力因子【18-2⋯。

2乳酸菌S一层蛋白的多样性

相对于其它细菌而言。目前已发现的含有孓层

蛋白的乳酸菌并不多，主要是：嗜酸乳杆菌(L aci-

dophilus)、瑞士乳杆菌(L．helveticus)、短乳杆菌

(Lactobacillus brevis)、卷曲乳杆菌(L．crispatus)

等，乳酸菌S一层蛋白的多样性不仅表现在种间，而

且在同种的不同菌株间也有差异，见表1。

从表l不难发现，乳酸菌中含有S-层蛋白的主

要是杆菌，还未发现乳球菌有关于s-层蛋白的报

道，而且作者所在实验室在近几年的研究中也未曾

发现含孓层蛋白的乳球菌。相对于乳球菌而言，孓

层蛋白似乎是乳杆菌的专利，而且有的乳杆菌还含

有2～3种u4’3“370S一层蛋白基因。与其他细菌不同

的是，乳酸菌的S．层蛋白等电点相当高，达9．35～

10．4。乳酸菌孓层蛋白的相对分子质量在25 000

70 000之间，是目前所知道的§层蛋白中相对分子

质量最小的。

不同菌株间孓层蛋白的多样性可能与其基因

表达的环境生态有关，Jakava—Viljanen[31 3等的研究

显示，L．brevis ATCCl4869在通风条件下SIpB和

SIpD都能表达；在厌氧条件下仅SIpB能够表达；而

SIpC在实验条件下都未检测到表达，这似乎是微生

物对不同环境的适应。当然不同的分离方法也会
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对孓层蛋白的量产生影响甚至造成s-层蛋白的丢

失m]，这也会对结果产生一定影响。不同的培养基

也会对s-层蛋白的性状和功能造成影响，Prisca

Schar—Zammaretti[243等的研究显示，当大量减少碳

水化合物含量时，嗜酸乳杆菌NCC2628 S一层蛋白

的含量会稍有增加；在没有蛋白胨的培养基中。孓层

蛋白的成分也会发生改变，而且孓层蛋白的表达也

与氮源密切相关。

表l s-层蛋白在乳酸菌中的分布

Tab．1 The dislribution of S-layers in lactobacillus

菌种 菌株 争层蛋白相对分子质量 等电点 参考文献～————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————一
嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 SlpA：43 SlpA 10．4 [14]

SlpB：44，9 SIpB：10．3

瑞士乳杆菌

短乳杆菌

卷曲乳杆菌

L．sabrius

食淀粉乳杆菌

鸡乳杆菌

布氏乳杆菌

干酪乳杆菌

发酵乳细菌

约氏乳杆菌

NCFM

7株

M92

NCC 2628

CNRZ 892

CNRZ 1269

2l株

R0052

ATCC 10797

ATCC 52l

ATCC 12046

lO株

GRLl

GRLl046

ATCC 8287

ATCC 14869

zJ001

JCM 5810

8株

LMG 9496

LMG 9435

ATCC 4005

ATCC 7469

NCIB 6991

NCTC 7230

5株

51．5

Apfl 125．4～28．7

Apf2：29．8～32．4

SIpH 110．19

9．88

SlpB：9．99

slpc：10．12

SIpD：10．08

[21]

[22]

[23]

[24]

[15]

[15]

[16]

[25]

[26]

[26]

[27]

[28]

[29]

[29]

[30]

[31]

Apfl：9．35～9．72 [37]

Apf2：9．60～9．80

高加索酸奶

乳杆菌 ClDCA 8321 66 一 [38]

类商加索酸奶

SLff$ 3株 66～69 一 [38]

“一”表示无相关数据
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除表l中列举的乳酸细菌外，还有一些乳酸菌

也含有S-层蛋白，只是未曾报道，其编码基因收录

在GeneBank中，如卷曲乳杆菌(编号AF253043，

AF253044，ABll0091，ABll0090，AJ007839)，瑞

士乳杆菌(编号AB061776，AB061775，AJ388561，

AJ388560， AJ388559， AJ388558，X92752，

AJ388564，AJ388563，AJ388562)，嗜酸乳杆菌(编

号AF250229)等。在分析了GeneBank中收录的乳

酸菌S_层蛋白基因后发现，不同乳酸菌问s-层蛋白

的基因相似性很低，基因相似性仅存在于同种乳酸

菌间。正是依赖这～特性，M．Venturac2们等利用

PCR技术或探针技术发展了一种瑞士乳杆菌的快

速鉴定法。

3 乳酸茵S-层蛋白的研究方法

3．1超微结构研究技术

电子显微镜和图像分析技术已广泛应用于S一

层蛋白的结构分析，以获得纳米尺度结构信息。这

些超微结构研究表明，目前已知的所有S一层蛋白都

有一个相同的特点。即以二维空间结构形式存

在H”“3；通过电子显微镜我们还可以判断某种孓

层蛋白的晶格类型。用于S一层蛋白的超微结构研

究的电镜技术有：薄切片技术、冷冻蚀刻技术、负染

色技术、阴影投射技术、冷冻干燥技术等。其中研

究乳酸菌孓层蛋白最常用的是负染色技术，薄切片

技术，冷冻蚀刻技术等。此外，Vidgren，G．[3叩等在

研究短乳杆菌SIpA以及Callegari，M．L．[42]等在

瑞士乳杆菌SIpH时，用到了免疫金标记技术。但

是这些技术方法也存在一些不足之处，比如说在用

负染色进行处理时，需将细胞破坏、分离具自动聚

集能力的S层蛋白，因为未经处理的细胞会产生很

强的背景颜色，而不利于观察。为了解决这一问

题，Silja k,vall—Jaaskelainen等[293在研究短乳杆菌

时用到了冷冻蚀刻技术以及薄切片技术。但是这

些技术处理又会使细胞壁原本无序的结构(比如说

聚合物)变得有层理，从而对结果产生影响。

3．2黏附作用研究技术

细胞培养和显微镜技术是常用的研究手段，特

别是随着技术的发展，应用原子力显微镜研究S一层

蛋白变得越来越普遍[6“引。应用原子力显微镜与应

用电子显微镜研究s-层蛋白有许多相似之处：一是

都能够用于观察黏附实验及观察黏附能力的大小；

二是都能够用于晶格类型分析；三是都能够观察到

S一层蛋白的表面形貌等。与电子显微镜相比，原子

力显微镜还有些独特的优点：能够以力的形式直观

地反应孓层蛋白与基质问黏附力的大小，而不用像

电镜那样需要借助小肠上皮细胞；而且原子力显微

镜对样品的破坏几乎可以忽略不计。但是利用原

子力显微镜研究s-层蛋白，对针尖的要求较高，处

理较复杂。Kathene C．Johnson-Henry等比5]在研

究瑞士乳杆菌S一层蛋白对大肠杆菌0157的抑制效

果时，用到了相衬显微镜以及荧光显微镜，两者联

用使对抑菌效果的观察变得非常简便和直观。

3．3基于S-层蛋白的表面展示技术

基于s_层蛋白的表面展示技术，国外的研究较

深入，也取得了很多的成果。Magdalena Plesch—

berger等[443将重链骆驼抗体可变区(cAb—Lys3)融

人球形芽孢杆菌CCM 2177 S-层蛋白中，原子力显

微镜观察显示，融合后的球形芽孢杆菌孓层蛋白，

其自动聚集性、晶格类型等性质均未发生变化。华

中农业大学的农业微生物学国家重点实验室对这

方面也有较深入的研究，利用苏云金芽胞杆菌S层

蛋白CTC作为表面展示载体，将多聚组氨酸肽¨⋯、

淀粉酶和金属硫蛋白n61以及禽流感病毒NP蛋

白H73等展示在细胞表面，均取得了不错的效果。

基于乳酸菌S一层蛋白的表面展示技术，最有代

表性的当属Silja等[2列的抗原表层展示研究；利用

质粒pKTHS006、pKTH5007、pKTHS008、pK—

TH5063以及pKTH5074等将脊髓灰质炎病毒

VPl和人c—myc原癌基因融人短乳杆菌S一层蛋白

中并展示在细胞表面。酶法、免疫荧光及Southern

杂交等显示两抗原均融入了短乳杆菌S一层蛋白中。

如何构建一株稳定的乳酸菌s～层蛋白变异株，一直

困扰着乳酸菌S一层蛋白在生物技术领域的应用研

究；而Silja的研究很好地解决了这一问题。使乳酸

菌S层蛋白在抗原抗体的表面展示方面取得了突

破性进展。

4 结 语

乳酸菌S一层蛋白由于其独特的性质(如自动聚

集性、黏附性以及耐酶的作用)而受到越来越多的

重视，也取得了一些成果，如黏附性的转移‘⋯、抗原

抗体的表达‘291以及酶的固定m1等。目前作者所在

实验室已成功分离出几株产孓层蛋白的乳酸菌，其
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性状的研究工作也正在进行中。
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