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富含S-层蛋白乳酸菌的鉴定及其
消化酶耐受性研究
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摘   要：通过平板划线分离法从新鲜牛奶中筛选获得一株乳酸菌菌株，命名为 M8，SDS-PAGE 分析该菌株富含

S- 层蛋白。结合表型特征、生理生化特征与 16S rRNA 基因序列分析法，鉴定该菌株为短乳杆菌(Lactobacillus
brevis)。对其人工消化液耐受性分析，结果显示：其对人工胃液(3.0g/L，pH2.5)具有良好耐受能力，能在人工

肠液(10g/L，pH8.0)中增殖，且 S- 层蛋白具有耐消化酶酶解能力。提示 S- 层蛋白作为保护屏障，可抵抗消化酶的

作用 。
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Abstract ：A strain of lactic acid bacteria was isolated from fresh milk by plate streaking method. The isolated strain was named
as M8, which was rich in S-layer protein according to sodium dodecyl sulfonate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) analysis. The strain was identified as the species of Lactobacillus brevis via morphological observation, physiological
and biochemical characteristics, and phylogenetic analysis of 16S rRNA sequences. Its excellent tolerance was found during
sequential suspension at 37 ℃ in a mimic gastric juice (pH 2.5) containing pepsin (3 g/L) and citric acid-phosphate buffer (100 mmol/L)
and then in a mimic small intestinal juice (pH 8.0) containing trypsin (10 g/L) and Tris-HCl buffer (25 mmol/L). Therefore, S-layer
protein may function as a protective barrier and resist the invasion of digestive enzymes.
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乳酸细菌是自然界普遍存在的微生物类群，几个世

纪以前就被广泛应用于乳制品及其他发酵食品中，甚至

被直接开发成益生菌(probiotics)，因为它们中的许多种

类构成了人和动物胃肠道中的正常菌群，对宿主的健康

非常有益。显然，乳酸菌在肠道中存活的数量越多、

定殖的时间越长，对人体的健康就会越有利，这也是

评价益生菌的重要指标之一，否则，菌体细胞经摄食

进入胃肠后，只会随消化道的蠕动被迅速排除体外而成

为“过路菌”。因此，乳酸菌能克服消化道中物理及

化学因素的影响，对胃液、肠液等具有良好耐受特性，

并能与胃肠道上皮细胞及黏液进行黏附，是发挥其功效

的前提[1]。随着对黏附机制的深入研究，人们发现乳酸

杆菌和宿主肠细胞的黏附与其菌体表面成分有关，如脂

磷壁酸 ( l i p o t e i c h o i c  a c i d ，L T A ) 、胞外多糖
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(exopolysaccharides，EPS)和 S- 层蛋白(S-layer protein)，
其中 S- 层蛋白起着关键作用[2]。S- 层蛋白介导乳酸菌发

生黏附。如黏附到肠 407 细胞[3]、胃肠黏液(gastric and
intestinal mucus)[4]、纤维黏连蛋白(fibronectin)和层黏连

蛋白(laminin)[5]。

S- 层蛋白是一类能够自我组装的细胞外层蛋白，由

蛋白或糖蛋白亚基呈晶体状排列而成，分子质量为 40～
200kD，占整个细胞蛋白含量的 10%～15%，其主要功

能有：保护细胞免受外界环境的侵害，控制营养代谢与

转运，赋予细胞吸附与表面识别能力，维持细胞形态

与硬度[6-7]。乳酸细菌 S- 层蛋白是已知 S- 层蛋白中分子

质量最小的一类，分子质量在 25～71kD 之间，乳酸菌

S - 层蛋白亚基能够形成规则结构，如：双层 / 多层片

状、圆筒状、球体等[8-10]，其 S- 层蛋白均为碱性蛋白，

而其他细菌的 S- 层蛋白多呈弱酸性[6]。

我国是一个乳酸菌菌种资源十分丰富的国家 [ 1 1 ]，

然而富含 S- 层蛋白的乳酸菌资源尤为稀缺。目前仅在

L. acidophillus[9]、L. helveticus[10]、L. crispatus[12-13]、

L. brevis[2-3,5]、 L. fermentum[4]、L. gallinarum[14]等少数几种

乳酸杆菌中发现有 S- 层蛋白。本研究旨在对本实验室已

筛选获得的 1株富含 S-层蛋白的乳酸菌M8菌株进行鉴定，

并检测该菌株及其 S- 层蛋白对消化酶的耐受能力，为利

用该菌株及其 S- 层蛋白开发新型微生态制剂提供基础。

1 材料与方法

1.1 菌株、培养基与试剂

菌株 M8    分离自新鲜的牛奶[15]。

MRS 肉汤、MRS 琼脂    美国 BD 公司；Laemmli
样品缓冲液、胃蛋白酶、胰蛋白酶(Geneview 分装)    北
京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；pTA2 Vector    日本

(上海)生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

DYCZ-24DM 蛋白电泳槽    北京市六一仪器厂；

MycyclerTM Thermal Cycler PCR 仪    美国 Bio-Rad 公司；

SW-CJ-1FD 单人单面净化操作台    苏州净化设备有限公

司；TGL20M 台式高速冷冻离心机    长沙英泰仪器有限

公司；LMQJ3870C 立式灭菌锅    山东新华医疗器械股份

有限公司；WZZ-2S 数字式自动旋光仪    重庆赛恩斯仪

器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 S- 层蛋白 SDS-PAGE 检测

将受试菌株接种于 MRS 肉汤，37℃恒温培养过夜，

取 1.5mL 培养物于 5000 × g 低温离心 5min，收集菌体，

加纯水 100μL 和 5 × Laemmli 样品缓冲液 25μL，涡旋

振荡数秒后，沸水浴 5min，稍加离心取上清液 15μL 进行

SDS-PAGE[16]，电泳后用考马斯亮蓝染色观察。

1.3.2 表型特征鉴定

参照《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》[ 1 7 ]，观察

菌株 M8 经 37℃培养 48h 后生长于 MRS 平板上的单菌落

形态，包括形状、大小、色泽、表面、边缘等；对

培养细胞进行革兰氏染色后显微镜下观察细胞形态，包

括大小、形状、有无内生芽孢；并分析其生理生化特征，

包括厌氧性实验、接触酶实验、H2S 实验、pH4.5 生长实

验、乳酸旋光性测定。

1.3.3 16S rRNA 基因序列分析

1.3.3.1 菌株基因组 DNA 的提取

将受试菌株接种到 MRS 肉汤，37℃培养至饱和状

态，取 1.5mL 培养物于 5000 × g 低温离心 5min；菌体

用 560μL 的 pH8.0 TE 缓冲液使之重悬，加入适量溶菌

酶(终质量浓度为 2mg/mL)，37℃温育 1h 后，加 10% SDS
30μL 轻轻混匀，继续 37℃温育 30min；加入 5mol/L NaCl
100μL，充分混匀再加入 80μL 十六烷基三甲基溴化铵 -
氯化钠(CTAB-NaCl)溶液，混匀后于 65℃温育 20min；加

等体积的氯仿 - 异戊醇(24:1，V/V)轻轻混匀，12000 × g
低温离心 5 m i n，将上清液转入新管中；加等体积的

酚 - 氯仿 - 异戊醇(25:24:1，V/V)轻轻混匀，12000 × g 低温

离心 5min，将上清液转入新管中；加入 0.6 倍体积的异

丙醇，轻轻混匀，室温放置过夜，1 2 0 0 0 × g 低温离

心 5min；用－ 20℃预冷的 70% 乙醇 1mL 洗涤沉淀，弃

上清液，真空抽干后加 20μL TE(含 20μg/mL 的 Rnase)
缓冲液，室温作用 30min 后，以 1% 琼脂糖电泳检测，

总 DNA 样品于－ 20℃保存备用。

1.3.3.2 PCR 扩增 16S rRNA 基因序列

以制备好的基因组 D N A 为 P C R 扩增模板，1 6 S
rRNA 序列扩增参照文献[18]进行，引物序列为 27F (5′-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 扩增反应体

系(25μL)：DNA 1μL、10 × buffer (Mg2+plus)2.5μL、
dNTP 100μmol/L、每条引物各 10pmol、Taq DNA
ploymerase 1U。PCR 扩增条件：第一步 95℃，预变性

4min；第二步 95℃，变性 50s，52℃，退火 1min，72℃，

延伸 2min，30 个循环；第三步：72℃，延伸 10min。
PCR 产物经胶回收试剂盒纯化后，与 pTA2 Vector 连接，

连接产物转化感受态细胞 DH5α，经异丙基 -β-D- 硫代

吡喃半乳糖苷(IPTG)诱导 5-溴 -4-氯 -3-吲哚 -β-D半乳糖

苷(X-ga l )平板进行蓝白斑筛选，提取蓝白斑质粒，以

EcoR Ⅰ进行酶切，1% 琼脂糖凝胶电泳检测各片段，对

阳性重组子进行序列测定。将所得序列，运用 Blast 程
序与 Genbank 中序列进行相似性比对，以鉴定该富含

S- 层蛋白的乳酸菌菌株 M8 的种属。

1.3.4 菌株对人工胃液、肠液的耐受能力

参照文献[9,19]方法，在 pH2.5、0.1mol/L 柠檬酸 -
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磷酸盐缓冲液中，以过滤除菌法加入适量胃蛋白酶，使

终质量浓度为 3.0g/L(1000U/g)，制得人工胃液；同样方

法向 pH8.0 的 25mmol/L Tris-HCl 缓冲液中，加入适量胰

蛋白酶，使终质量浓度为 10g/L(250U/g)制得人工肠液。

菌悬液过夜培养，活菌数为 109CFU/mL，无菌吸取该菌

悬液 1 ～9 m L 人工胃液中，涡旋混匀( 此时活菌数为

108CFU/mL)，于 37℃恒温培养 3h 后，进行活菌计数，

并立即无菌吸取 1mL 经人工胃液处理 3h 以后的菌液至

9mL 人工肠液中，涡旋混匀后继续于 37℃恒温培养，分

别于 4、8 h 后取样进行活菌计数。

1.3.5 S- 层蛋白耐消化酶能力

称取适量胃蛋白酶、胰蛋白酶，分别用 0.1mol/L 柠

檬酸 - 磷酸盐缓冲液(pH2.5)、25mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲

液(pH8.0)溶解至适宜的浓度备用[9]。无菌吸取 1mL 对数

生长期的菌悬液数管，4℃、5000 × g 离心 5min，弃

上清液收集菌体，用 50mmol/L Tris-HCl(pH7.5)洗涤两

次，分别用 100μL 50μg/mL 胃蛋白酶液、胰蛋白酶液

重悬，涡旋混匀后于 37℃温育 1h，加 5 ×上样缓冲液，

沸水浴5min终止反应，SDS-PAGE检测S-层蛋白降解情况。

2 结果与分析

2.1 菌株 M8 S- 层蛋白检测

M.预染蛋白 Marker；1.培养上清液；2.体细胞。

图 1 菌株 M8 S- 层蛋白 SDS-PAGE 分析

Fig.1   SDS-PAGE analysis of S-layer protein from strain M8
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菌体细胞与 Laemmli 缓冲液混合后，沸水浴过程

中，将 S - 层蛋白氢键、疏水键等次级键打断，使之变

性溶解于 Laemmli 缓冲液中。菌株 M8 的 S- 层蛋白检测

结果见图 1。培养上清液未检测到条带，而菌株 M8 的

菌体细胞显示出约 50kD 大小的优势条带，表明该菌株

不能分泌 100kD 以内的胞外蛋白，菌体细胞本身携带有

丰富的 S- 层蛋白。Leeuw 等[5]研究发现 L.brevis ATCC
8287 的 S- 层蛋白 A(SlpA)由 435 个氨基酸残基组成，分

子质量也为 46kD，略低于菌株 M8 的 S- 层蛋白分子质

量，而 Jakava-Viljanen 等[2]报道的 L.brevis ATCC 14869
菌株的 slpB 基因编码表达的 S- 层蛋白分子质量为 50kD，

这与该实验结果一致。

2.2 菌株 M8 的鉴定

2.2.1 表型特征鉴定

菌落形态特征(图 2a)：圆形、直径为 2～3mm、灰

白色、湿润、菌落平坦、表面光滑、有晕圈、边缘

不整齐、容易挑取。细胞形态特征(图 2b，× 100 油镜)：
革兰氏染色阳性、短杆状、两端钝圆、单个或成短链、

长为 1.4～3.2μm、宽为 0.7～0.8μm，无内生芽孢。

a b

图 2 菌株 M8 菌落及细胞形态图

Fig.2   Morphology of strain M8 colonies and cells

2.2.2 生理生化特征

经生理生化特性分析发现：菌株 M 8 属兼性厌氧

型、接触酶反应阴性、不能产生 H 2S、能在 p H 4 . 5 条

件下生长、可产生 DL- 型乳酸(表 1)。综合表型特征及生

理生化特征，根据《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》[17]，

初步将菌株 M8 鉴定为乳杆菌属(Lactobacillus)。

实验项目 结果

需氧情况 兼性厌氧

接触酶 阴性

是否产 H2S 否

pH4.5 条件下是否生长 是

产乳酸的类型 DL 型

表 1 菌株 M8 生理生化反应

Table 1  Biochemical characteristics of strain M8

2.2.3 16S rRNA 基因序列分析

16S rRNA 基因序列具有高度的保守性和特异性且足

够长， 因此对该基因序列的分析是细菌分类学研究当中

最常用和最有效的手段，人们越来越青睐这种既快速又

可靠的菌种鉴定方法。本研究结合了经典的表型鉴定与

16S rRNA 序列分析方法，对富含 S- 层蛋白的菌株 M8 的

种属进行判定。

经 1 % 琼脂糖凝胶电泳检测显示：提取的基因组

DNA 条带亮、质量高(图 3a)；PCR 扩增产物条带亮、

大小约 1.5kb，与预测结果相符(图 3b)；将阳性克隆的重

组子质粒进行酶切，结果显示插入片段约 1.5kb，与扩增

出来的目的片段大小相符，表明转化成功(图 3c)，对此

质粒进行序列分析(测序工作由上海生工生物工程技术服

务有限公司完成)，获得菌株 M8 16S rRNA 近全长序列，
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与 GenBank 中序列 Blast 比对结果显示(表 2)：与该序列

相似性较高的前 1 0 0 个序列中，9 3 个为短乳杆菌( L .
brevis)，3 个为不可培养细菌克隆子(uncultured bacte-
rium colne)，2 个为不可培养堆肥细菌(uncultured com-
post bacterium)，1 个为香肠乳杆菌(L.faciminis)，1 个

为瘤胃细菌(rumen bacterium)的 16S rRNA 序列的部分序

列，相似性均≥ 99%，且前 37 个均为短乳杆菌，因此

推断该菌株 M8 为 L.brevis M8。

a

1 2

1.0kb
2.0kb

M 1 2

b

M 1 2

4.0kb
3.0kb

2.0kb
1.5kb

图 a：1、2.基因组DNA；图 b：M. DNA Marker，1、2. PCR 产

物；图 c：M. DNA Marker，1.阴性克隆重组子，2.阳性克隆重组子。

图 3 菌株 M8 模板 DNA、PCR 扩增产物、阳性重组子质粒酶切

琼脂糖凝胶电泳图

Fig.3   Agarose gel electrophoresis of strain M8 DNA template, PCR
amplified products and fragments from recombinant plasmid digested

by restriction enzymes

登录号 序列描述 最大匹配分值 总分值 查询序列的覆盖度 /% E 值 最高相似度 /%
HQ702478.1 Lactobacillus brevis strain NS01 16S ribosomal RNA gene 1945 1945 100 0.0 99
HQ293076.1 Lactobacillus brevis strain NWL53 16S ribosomal RNA gene 1945 1945 100 0.0 99
GU125543.1 Lactobacillus brevis strain IMAU80121 16S ribosomal RNA gene 1945 1945 100 0.0 99
AB266535.1 Lactobacillus brevis gene for 16S ribosomal RNA 1945 1945 100 0.0 99
DQ523492.1 Lactobacillus brevis strain LA122 16S ribosomal RNA gene 1945 1945 100 0.0 99
HM058398.1 Lactobacillus brevis strain MGC8-1 16S ribosomal RNA gene 1943 1943 99 0.0 99
CP000416.1 Lactobacillus brevis ATCC 367, complete genome 1940 9689 100 0.0 99
HQ726794.1 Lactobacillus brevis strain CGMCC1306 16S ribosomal RNA gene 1934 1934 100 0.0 99
HM162416.1 Lactobacillus brevis strain CGMCC_1.2028 16S ribosomal RNA gene 1929 1929 99 0.0 99

表 2  菌株 M8 16S rRNA 基因序列与 GenBank 中序列 Blast 比对部分结果

Table 2   Partial list for the results of 16S rRNA gene sequence comparison with Genbank

2.3 耐消化酶能力

L.brevis 是一种极具应用前景的益生性乳酸菌，常

常以益生性乳品辅助物和疫苗载体的形式进入宿主胃肠

道。益生菌摄入消化道后，若对其分泌的消化酶具有

良好耐受能力，则可在消化道顺利存活并增殖，从而

持久地发挥其功效。哺乳动物胃肠道主要分泌胃蛋白

酶、胰蛋白酶、糜蛋白酶，后两种蛋白酶作用相似。

2.3.1 菌株对消化酶耐受能力

对人工胃液和人工肠液的耐受性可用来反馈益生

菌细胞在消化道的存活率。该实验采用这两种消化液

来模拟人体和动物胃肠道环境，测定菌株对消化酶的

耐受能力。

指标 
                      人工胃液(pH2.5) 人工肠液(pH8.0)

0h 3h 0h 4h 8h
活菌数

8.18 ± 0.04 7.01 ± 0.06 6.01 ± 0.06 7.30 ± 0.03 7.02 ± 0.07(lg(CFU/mL ))

表 3 模拟胃肠道环境下活菌数变化(x－± s ,  n ＝ 3)
Table 3  Viable counts in mimic gastrointestinal environments(x－± s, n＝ 3)

由表 3 可见，37℃人工胃液中温育 3h 后，降低了

1.17个对数单位，存活率为67.67%，活菌数仍在107CFU/mL
数量级；在随后的 37℃人工肠液中继续温育 4、8h 后活

菌数分别升高了 1.29 和 1.01 个对数单位，即由 106CFU/mL
增殖到了 107CFU/mL。提示该菌株在上消化道环境中具

有良好的耐受能力，在模拟下消化道环境中可顺利存活

并且能有效增殖。

2.3.2 S- 层蛋白耐消化酶酶解能力

M.预染蛋白Marker；M8. M8酶解前；T. M8菌体胰

胃蛋白酶酶解后；P. M8 菌体胰蛋白酶酶解后。

图 4  消化酶酶解 S- 层蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig.4   SDS-PAGE analysis of the fragments from S-layer protein
digested by digestive enzymes

71kD
M M8 T P

50kD

35kD

25kD

c

由图 4 可见，胃蛋白酶作用菌体后，除含大量

S- 层蛋白未被消化外，降解产物中含较多 30、25kD 的

片段，少量 4 0、3 6 k D 的片段；胰蛋白酶处理后，也

有大量 S- 层蛋白存在，降解产物中略小于 49kD 的片段

居多，4 0、3 2、2 5 k D 片段次之，3 6、2 0 k D 的片段

较少。可见，两种蛋白消化酶分别作用后，均能引起

S- 层的部分降解，但 S - 层蛋白含量仍占主导，表明

L.brevis M8 的 S- 层蛋白具有较强的抗消化能力。

Smit 等[9]报道了 L.acidophillus ATCC 4356 的 S- 层蛋

白(分子质量 43kD)经胰蛋白酶 37℃作用 1h 后被彻底消化，

裂解片段中除了含大量约 36kD 的多肽外，还含有少量

31、25、18kD 的多肽片段，这与本实验中胰蛋白酶消

化 L.brevis M8 的 S- 层蛋白所得的片段大小基本一致。
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3 讨  论

经鉴定确定菌株 M 8 为乳杆菌属，短乳杆菌种

(Lactobacillus brevis)，富含 S- 层蛋白，分子质量大小

约 50kD。国外研究发现几种 L.brevis 均可分泌表达 S- 层
蛋白，但分子质量在 43～50kD 不等[2-3]，可见 S- 层蛋白

的表达具有菌株特异性。L.brevis ATCC 14869 菌株氧气

充足的情况下长成粗造型(R)菌落，分泌表达两种 S- 层
蛋白；而在厌氧条件下长成光滑型( S )菌落，仅分泌表

达一种 S- 层蛋白，分子质量为 50kD[2]；相反，受试菌

株M8却是在氧气充足条件下长成S型菌落，并富含 50kD
的 S- 层蛋白。提示 S- 层蛋白的分泌表达可能决定了菌

落的表型；二者所要求的培养方式不同，故推断编码表

达 50kD 的 S- 层蛋白的 S- 层基因存在差异。

模拟胃环境下，L.brevis M8 细胞活菌数由 108CFU/mL
降低至 107CFU/mL，存活率大于 60%，在随后的模拟肠

环境下，其初始活菌数由 106CFU/mL增殖到了 107CFU/mL，
活菌数不降低反升高。SDS-PAGE 分析显示：经胃肠液

分别处理后，L.brevis M8 菌体细胞上的 S- 层蛋白有少

部分降解，但大量的 S - 层蛋白仍不被消化。提示分布

于细胞壁最外层的 S- 层蛋白，起天然屏障的作用，使细

胞有效抵抗胃蛋白酶、胰蛋白酶的侵袭。Chartreris 等[19]

曾推断，牛奶蛋白、黏液可能为消化蛋白酶缓释剂和抑

制剂，从而在消化道蠕动过程中能够更好地维护摄入体内

的细菌活性。又因为乳杆菌 S- 层蛋白为碱性蛋白质，因

此，L.brevis M8 菌株细胞在 S- 层蛋白保护下，更能适应

pH 8.0 的人工肠液，从而得以顺利存活并有效增殖。

综上所述，M8 菌株为一株 Lactobacillus brevis，
能分泌大量 S- 层蛋白，该菌株及其 S- 层蛋白具有耐消

化酶能力。这些特性显示了 L.brevis M8 及其 S- 层蛋白

应用于益生素具有良好前提和基础。针对该菌株 S- 层蛋

白及 S- 层基因展开相关研究：如探讨 S- 层蛋白的纯化

方法、表面形貌的结构展示、与宿主的黏附及拮抗病

原菌的特性，克隆编码该 S - 层蛋白的基因，使之得

以异源表达，构建基因工程菌株等，将是本课题组下

一步的研究重点。
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