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　 　 摘要：　 为了研究戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的黏附作用，采用不同的化学试剂和酶处理 ＳＲ２⁃６，测定其

表面成分黏附性质变化，并提取戊糖片球菌表面的细胞黏附素，进行成分和结构分析。 同时测量了 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞

ＭＵＣ３ 基因表达量的变化。 结果显示，戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 能明显上调 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞 ＭＵＣ３ 基因表达；戊糖片球菌

ＳＲ２⁃６ 的肽聚糖参与了 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞黏附的主要过程，该肽聚糖为 α 型肽聚糖，提取物主要由谷氨酸、丙氨酸、天冬

氨酸、赖氨酸组成，总糖含量为 （９．４２±１􀆰 ５５）％，蛋白质含量为 （４．６１±１􀆰 ８８）％。 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 肽聚糖是一种抑

制性黏附素，浓度越高，对 ＳＲ２⁃６ 黏附 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的抑制越强，同时上调 ＭＵＣ３ 基因表达的作用也越强。
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　 　 肠道病原菌对肠道细胞的黏附是其入侵宿主的

第一步，进而表达毒力因子，作用于肠道感染的细

胞，使其发生病变，从而引发人体各种疾病［１］。 乳

酸菌具有致病菌侵袭肠道细胞所表现出的定殖抗

性，通过表面的 Ｓ 层蛋白［２⁃３］、多糖［４］ 等特异性的黏

附素与肠上皮细胞受体结合，占据结合位点，从而阻

止病原菌与黏膜受体结合产生黏附和定殖，发挥抑

制肠道致病菌定殖和生长，促进机体健康的作用。
戊糖片球菌作为乳酸菌的一种，是革兰氏阳性

菌，细胞壁由多层肽聚糖 （ Ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ，ＰＧＮ） 组

成，脂磷壁酸、壁磷壁酸、胞外多糖、Ｓ 层蛋白及其他

蛋白等镶嵌在肽聚糖层上［５］。
有研究结果［６］表明，戊糖片球菌肽聚糖对戊糖
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片球菌黏附肠道上皮细胞有影响，添加一定浓度的

肽聚糖，对相应细菌在细胞上的黏附具有抑制作用，
浓度较低时，抑制作用就会消失。

消化道黏蛋白（Ｍｕｃｉｎ，ＭＵＣ）是消化道屏障的

主要成分。 消化道 ＭＵＣ 基因表达及其变化与消化

道相关疾病发生有关［７］。 研究结果表明，消化道

ＭＵＣ 基因表达受肠道微生物的影响［８］。 革兰氏阴

性菌中的脂多糖可以增加 ＭＵＣ５ＡＣ、ＭＵＣ５Ｂ 的

ｍＲＮＡ 表达及 ＭＵＣ 的释放；乳酸杆菌可以促进

ＭＵＣ２、ＭＵＣ３ 的 ｍＲＮＡ 的表达，从而抑制致病菌在

肠道的黏附和定殖［９］。
本研究选用从传统发酵食品中筛选并分离鉴定

的戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６，利用不同的化学试剂和酶处

理其细胞壁表面成分，测定其黏附性质变化，分析并

提取参与黏附的成分，测定戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 及其

黏附成分对消化道肠细胞 ＭＵＣ 基因表达的影响，进
而对戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 的黏附素及对致病菌的黏附

抑制机理进行深入的研究，为戊糖片球菌在食品中

的应用和保健功能的开发奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 菌种和细胞

菌种：戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６，由江苏省农业科学院

农产品加工研究所食品生物工程研究室保存；细胞

模型：人结肠腺癌细胞系 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞株，购自上海

博谷生物科技有限公司。
１．２　 试剂与仪器

１．２．１ 　 主要试剂 　 氯化锂、盐酸胍、苯酚、高碘酸

钠、三氯乙酸、考马斯亮蓝 Ｇ⁃２５０ 为分析纯，购自上

海国药集团化学试剂有限公司；ＤＭＥＭ 培养液、胰
酶⁃ＥＤＴＡ、胎牛血清、青⁃链霉素、 ＤＭＳＯ Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ、ＲＴ ｍｉｘ、ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、ＤＥＰＣ、ＳＤＳ、Ａｇａｒｏｓ、
溶菌酶为生物纯，购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。
１．２．２　 仪器　 高速冷冻离心机 ３Ｋ１５（美国 Ｓｉｇｍａ 公

司产品），光学显微镜 ＹＳ１００（Ｎｉｋｏｎ 公司产品），漩
涡混合仪 ＷＨ⁃３（上海跃进医疗器械有限公司产

品），超低温冷冻储存箱 ＤＷ⁃ＨＬ １００（中科美菱低温

科技有限公司产品），ＣＯ２ 培养箱 ＧＲＹＳＴＡＬ（苏州净

化设备有限公司产品）荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＬｉｇｈｔＣｙ⁃
ｃｌｅｒ４８０， Ｒｏｃｈｅ 公司产品），恒温水浴锅 ＤＫＳ２６（上
海双旭电子有限公司产品），紫外透射仪 ＴＶＣ⁃３１２Ｒ
（美国 Ｓｐｅｃｔｒｏｎｉｃｓ 公司产品），净化工作台（上海新

苗医疗器械制造有限公司产品），ＤＮＰ⁃９２７２ 型生化

培养箱（上海精宏实验设备有限公司产品）。
１．３　 不同处理对戊糖片球菌黏附的影响

戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 在 ＭＲＳ 液体培养基中，
３７ ℃培养 ２４～ ４８ ｈ，至浓度为 １．０× １０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，用 ｐＨ ７．２ 的 ＰＢＳ 清洗 ２
次，分别进行以下处理。
１．３．１　 胃蛋白酶 　 将胃蛋白酶溶解于 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
甘氨酸⁃ＨＣｌ 缓冲液（ｐＨ ２􀆰 ２）中，制成 ４００ Ｕ ／ ｍｌ的溶

液，过滤（０􀆰 ２２ μｍ）除菌。 将戊糖片球菌菌体悬浮

于胃蛋白酶溶液中，３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎ。
１．３．２ 　 胰蛋白酶 　 将胰蛋白酶溶于 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ的

ＰＢＳ（ｐＨ ８􀆰 ０）中，制成 ４００ Ｕ ／ ｍｌ的溶液，过滤（０􀆰 ２２
μｍ）除菌。 将戊糖片球菌菌体悬浮于胰蛋白酶溶液

中，３７ ℃作用 ３０ ｍｉｎ。
１．３．３　 氯化锂 　 将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体悬浮于

经过高压灭菌的 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ的氯化锂中，冰浴 ３０ ｍｉｎ。
１．３．４　 盐酸胍 　 将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体悬浮于

经过高压灭菌的 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸胍中，３７ ℃加转子于

磁力搅拌器中搅拌 ３０ ｍｉｎ。
１．３．５　 苯酚 　 将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体悬浮于饱

和苯酚溶液中，６５ ℃作用 ３０ ｍｉｎ 后，在室温下涡旋

混合 ３０ ｍｉｎ。
１．３．６　 热处理　 将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体在１００ ℃
处理 ５ ｍｉｎ。
１．３．７　 高碘酸钠 　 将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体悬浮

于 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ的高碘酸钠溶液（高磺酸钠溶解于

０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸⁃磷酸缓冲液，ｐＨ ４􀆰 ５）中，在 ３７ ℃
的摇床（２００ ｒ ／ ｍｉｎ）培养箱中培养 ６０ ｍｉｎ。

将经上述 ７ 种处理的戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 菌体离

心（１０ ０００ ｇ，４ ℃，１０ ｍｉｎ） ，同时用 ｐＨ ７􀆰 ２ ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后重新悬浮于 ＰＢＳ 中，将菌体浓度调整到

１．０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 进行戊糖片球菌对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞

的黏附试验，计算戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 的黏附数量。
１．４　 不同处理下细胞黏蛋白基因表达量变化

１．４．１　 细胞的培养 　 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞加冻存液保存于

液氮中（－１９６ ℃）。 试验时，从液氮罐中取出细胞，
将冻存管迅速置于 ３７ ℃水浴中复苏细胞，离心收集

细胞后，加入 ５ ｍｌ 经 ５６ ℃、３０ ｍｉｎ 灭活的 ＤＭＥＭ 完

全培养液（含 １０％胎牛血清，１％双抗），于３７ ℃、
ＣＯ２ 浓度为 ５％的培养箱中培养，待细胞生长良好

（７０％～８０％融合）时，用 ０．２５％胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化传
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代。 细胞贴壁生长，通常 ２ ｄ 更换培养液，４ ｄ 进行

传代，传代 ５ 次左右进行试验。
１．４．２　 细胞的黏附　 将细胞接种到 ６ 孔板中，隔天

更换培养液，长至单层。 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细胞 ２
次后，将 １ ｍｌ 经不同处理后的戊糖片球菌悬液分别

添加至细胞孔板中，于 ３７ ℃ 、ＣＯ２ 浓度为 ５％的培

养箱中孵育 ２ ｈ 后，吸去戊糖片球菌悬液，用 ＰＢＳ
（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细胞 ４ 次用于提取细胞 ＲＮＡ。
１．４．３　 细胞 ＲＮＡ 的提取和转录　 按照试剂盒操作

程序提取细胞 ＲＮＡ 并转录成 ｃＤＮＡ。
１．４．４　 荧光定量 ＰＣＲ　 根据目标基因的序列设计

引物（表 １），反应体系总体积 ５０ μｌ，包括 ２×ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２ μｌ，正向引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μｌ，反向引

物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μｌ，模板 ｃＤＮＡ ２ μｌ，加 ｄｄＨ２Ｏ 至

５０ μｌ。

表 １　 ＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ

引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′） 产物（ｂｐ）

ＭＵＣ３⁃Ｆ ＴＡＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＧＴＣＴ １７８

ＭＵＣ３⁃Ｒ ＣＧＡＧＴＴＧＴＣＣＴＧＣＧＴＧＡＴ

Ａｃｔｉｎ⁃Ｆ ＣＡＴＴＣＣＡＡＡＴＡＴＧＡＧＡＴＧＣＧＴＴＧＴ １０３

Ａｃｔｉｎ⁃Ｒ ＴＧＴＧＧＡＣＴＴＧＧＧＡＧＡＧＧＡＣＴ

　 　 荧光定量 ＰＣＲ 的反应条件：９４ ℃预变性 ３０ ｓ；
９４ ℃变性 ２０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，循环 ４５ 次；５５ ℃退

火收集荧光值。 在上述扩增条件后增加 ６０ ℃变性

１５ ｓ 的溶解曲线分析步骤。 分析各基因的 Ｃｔ 值，计
算出标化后的－△△Ｃｔ 值，利用 ２－△△Ｃｔ法对目的基

因的表达量进行评估。
１．５　 肽聚糖对戊糖片球菌黏附细胞的影响

参照文献［１０］方法提取戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 的

肽聚糖，肽聚糖得率［１１］ ＝（得到的肽聚糖质量） ／ （处
理的菌体质量）×１００％。 将提取的戊糖片球菌 ＳＲ２⁃
６ 肽聚糖用 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）溶解为 ５ ｍｇ ／ ｍｌ，并稀释成

不同浓度：０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍｌ、０􀆰 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ、１􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍｌ。
将戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 在 ３７ ℃培养 ２４～４８ ｈ（浓度为

１􀆰 ０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ），培养液在 ４ ℃、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离
心 １０ ｍｉｎ，用 ｐＨ ７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 清洗 ２ 次后重新悬浮于

ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）中，浓度为 １􀆰 ０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ。 将 ＳＲ２⁃
６ 在细胞六孔板中单层培养，ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细

胞 ２ 次。 以 １ ｍｌ ＰＢＳ＋１ ｍｌ 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 溶液

作为对照，１ ｍｌ ＰＢＳ＋１ ｍｌ 不同浓度的肽聚糖溶液＋
１ ｍｌ 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 溶液于３７ ℃、ＣＯ２ 浓度为

５％的培养箱中孵育 ２ ｈ 后，吸去戊糖片球菌悬液，
用 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细胞 ５ 次，以除去未黏附的细

菌。 然后用 １％的 ＴｒｉｏｎＸ⁃１００ 裂解 １０ ｍｉｎ，梯度稀释

后平板计数。
１．６　 肽聚糖对细胞黏蛋白基因表达量的影响

将 ＳＲ２⁃６ 在细胞六孔板中培养，长至单层时，
ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细胞 ２ 次。 以 １ ｍｌ ＰＢＳ 为对照，
分别添加 １ ｍｌ 不同浓度的肽聚糖溶液，于 ３７ ℃ 、
ＣＯ２ 浓度为 ５％的培养箱中孵育 ２ ｈ 后，吸去溶液，
用 ＰＢＳ（ｐＨ ７􀆰 ２）清洗细胞 ４ 次，按照试剂盒操作程

序提取细胞 ＲＮＡ，反转录并进行荧光定量 ＰＣＲ。
１．７　 戊糖片球菌肽聚糖分析

对提取的戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 肽聚糖进行成分分

析和结构验证。
１．７．１　 溶菌酶试验［１２］ 　 称取一定质量的肽聚糖提

取物，加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸缓冲液（ｐＨ ＝ ６􀆰 ２）中，
配置成 １ ｍｇ ／ ｍｌ的溶液，加入蛋清溶菌酶至浓度为

３００ μｇ ／ ｍｌ，于 ３７ ℃、１２０ ｒ ／ ｍｉｎ摇床振荡处理 ２４ ｈ，
其间每隔 １ ｈ 取样一次并 ５ 倍稀释，在 ６００ ｎｍ 处测

定吸光值，检测肽聚糖溶解变化情况。
１．７．２　 氨基酸组分分析 　 称取一定量的肽聚糖提

取物，用 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ的盐酸溶液 １１０ ℃ 真空水解 ２０ ｈ，
用日立 ８３５⁃５０ 型氨基酸分析仪测定氨基酸组成。
１．７．３　 肽聚糖总糖含量测定　 按照参考文献［１３］的
方法以葡萄糖含量（ｍｇ ／ ｍｌ）为横坐标，光密度为纵坐

标，绘制标准曲线。 所得标准曲线 Ｙ ＝ １３􀆰 １３５ ０ｘ －
０．０２７ ８， Ｒ２ ＝０．９９７ ３。 称取肽聚糖样品 １０ ｍｇ，用 ０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ硫酸 １００ ℃水解 ６ ｈ，冷却后蒸馏水定容至 １００
ｍｌ 作为检测样品，按文献［１４］的方法在 ４９０ ｎｍ 下测

定吸光值，利用回归方程计算总糖含量。
１．７． ４ 　 蛋 白 质 含 量 测 定 　 采 用 考 马 斯 亮 蓝

法 ［１５］ 。 以蛋白质含量为横坐标，以吸光值为纵

坐标绘制标准曲线，所得标准曲线 Ｙ ＝ ０．００７ ４ｘ－
０．０２４ ０，Ｒ２ ＝ ０．９９６ ３。
１．７．５　 红外光谱分析 　 取肽聚糖提取物用 ＫＢｒ 压

片，采用傅里叶变换红外光谱分析仪进行红外光谱

分析，扫描范围为 ４ ０００～３７０ ｃｍ－１。
１．８　 数据统计分析

试验每处理重复 ３ 次，每次做 ２～３ 个平行。 结

果以平均值±标准差表示，利用 ＳＰＳＳ １９．０ 软件进行
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显著性分析。

２　 结果与分析

２．１　 不同处理条件下戊糖片球菌对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的

黏附

　 　 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 经过胃蛋白酶、胰蛋白酶、氯
化锂、盐酸胍、苯酚、热和高碘酸钠处理后，对 Ｃａｃｏ⁃２
细胞的黏附均有降低（图 １），其中热处理后戊糖片

球菌 ＳＲ２⁃６ 对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的黏附几乎为零，这是因

为热处理破坏了戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 的活力，失去了

对细胞的黏附能力；高碘酸钠处理过的戊糖片球菌

ＳＲ２⁃６ 对细胞的黏附能力也较低，表明碳水化合物

在戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的黏附力方面

起重要作用。

１：空白； ２：胃蛋白酶；３：胰蛋白酶；４：氯化锂；５：盐酸胍；６：苯

酚；７：热处理；８：高碘酸钠。∗和∗∗分别表示与空白相比，差异达

０．０５ 和 ０．０１ 显著水平。
图 １　 不同处理条件下戊糖片球菌对 Ｃａｃｏ⁃２细胞的黏附

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲ２⁃６ ｔｏ Ｃａｃｏ⁃２ ｃｅｌｌｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．２　 不同处理条件下 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞黏蛋白基因表达

量变化

　 　 图 ２ 显示了不同处理条件下 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞 ＭＵＣ３
基因表达情况，以空白细胞的 ＭＵＣ３ 基因表达量为

标准参考量 １􀆰 ０，其余处理后的细胞 ＭＵＣ３ 基因表

达量为相对参考量。 从图 ２ 可见，戊糖片球菌 ＳＲ２⁃
６ 可显著促进 ＭＵＣ３ 基因表达，上调表达量。 除去

苯酚处理，其他不同处理的戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 与细

胞作用后均能上调 ＭＵＣ３ 的表达，但上调量均比未

经处理的低。 其中，热处理上调 ＭＵＣ３ 表达的作用

最低，其次是高碘酸钠和氯化锂处理。
２．３　 肽聚糖对戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６黏附细胞的影响

图 ３ 显示，添加肽聚糖后 ＳＲ２⁃６ 对细胞的黏附

１：Ｃａｃｏ⁃２ 细胞；２：对照； ３：胃蛋白酶；４：胰蛋白酶；５：氯化锂；６：
盐酸胍；７：苯酚；８：热处理；９：高碘酸钠。 不同小写字母表示显

著差异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ２　 不同处理条件下细胞黏蛋白 ＭＵＣ３ 表达量的变化

Ｆｉｇ． ２ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＵＣ３ ｏｆ Ｃａｃｏ⁃２ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

均比不添加对照的黏附数少，说明戊糖片球菌 ＳＲ２⁃
６ 肽聚糖是一种抑制性黏附素。 其中，添加 ０􀆰 ２５
ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖后，ＳＲ２⁃６ 黏附细胞的数量较其他 ２ 个

高浓度的多，表明低浓度肽聚糖对黏附的抑制作用

小于高浓度的肽聚糖。

１：ＳＲ２⁃６；２：ＳＲ２⁃６＋１􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖；３：ＳＲ２⁃６＋０􀆰 ５０ ｍｇ ／ ｍｌ肽
聚糖；４：ＳＲ２⁃６＋０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖。 不同小写字母表示显著差

异（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
图 ３　 肽聚糖浓度对戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６黏附细胞的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＳＲ２⁃６ ｔｏ Ｃａｃｏ⁃２ ｃｅｌｌｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｅｐｔｉ⁃
ｄｏｇｌｙｃａｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．４　 肽聚糖对 Ｃａｃｏ⁃２细胞黏蛋白基因表达量的影响

　 　 图 ４ 给出了不同浓度肽聚糖作用下 Ｃａｃｏ⁃２ 细

胞 ＭＵＣ３ 基因的表达情况。 添加肽聚糖后，Ｃａｃｏ⁃２
细胞 ＭＵＣ３ 的表达均有显著的增加，且肽聚糖浓度

越高，ＭＵＣ３ 的表达上调程度越高。
２．５　 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６肽聚糖成分分析

２．５．１　 溶菌酶试验　 由图 ５ 可见，随着溶菌酶水解

的进行，溶液的吸光值逐渐降低，吸光值的降低主要
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１：Ｃａｃｏ⁃２ 细胞；２：Ｃａｃｏ⁃２ ＋ １􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖；３：Ｃａｃｏ⁃２ ＋ ０􀆰 ５０
ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖；４：Ｃａｃｏ⁃２＋０􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍｌ肽聚糖。 不同小写字母表

示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
图 ４　 肽聚糖浓度对 Ｃａｃｏ⁃２细胞 ＭＵＣ３ 基因表达量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＵＣ３ ｏｆ Ｃａｃｏ⁃２ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ

出现在最初的 ８ ｈ，１２ ｈ 后基本趋于稳定；未加溶菌

酶的对照组，吸光值基本保持稳定，说明分离物可以

被溶菌酶消化降解，证明分离物主要成分确为肽

聚糖。

图 ５　 溶菌酶处理对肽聚糖提取物溶解性的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｙｓｏｚｙｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｅｐｔｉ⁃
ｄｏｇｌｙｃａｎ

２．５．２　 氨基酸组分分析 　 对从戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６
中提取的肽聚糖进行氨基酸组分分析，发现谷氨酸、
丙氨酸、天冬氨酸、赖氨酸的含量较高（表 １）。 谷氨

酸、丙氨酸和赖氨酸是与肽聚糖 Ｎ⁃乙酰胞壁酸 Ｃ⁃３
位羟基相连的短肽所含的氨基酸分子，甘氨酸为间

肽桥中的氨基酸。
２．５．３　 总糖含量和蛋白质含量 　 根据标准曲线计

算出糖含量约占肽聚糖提取物的 （９．４２±１􀆰 ５５）％，
蛋白质约占 （４．６１±１􀆰 ８８）％。

表 １　 氨基酸组分分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ

氨基酸　 含量 （％） 氨基酸 含量 （％）

氨 ＮＨ３ １．７８６ 异亮氨酸 Ｉｌｅ ３．２２３

苏氨酸 Ｔｈｒ ４．０６０ 亮氨酸 Ｌｅｕ ４．６８９

丝氨酸 Ｓｅｒ ２．３０１ 酪氨酸 Ｔｙｒ ２．０５６

谷氨酸 Ｇｌｕ １１．５６４ 苯丙氨酸 Ｐｈｅ ２．３０８

甘氨酸 Ｇｌｙ ２．６３５ 赖氨酸 Ｌｙｓ ４．８９９

丙氨酸 Ａｌａ ９．９１０ 天冬氨酸 Ａｓｐ ７．６９６

胱氨酸 Ｃｙｓ ０ 组氨酸 Ｈｉｓ １．１６４

缬氨酸 Ｖａｌ ３．８３５ 精氨酸 Ａｒｇ ３．１５９

蛋氨酸 Ｍｅｔ ６．３９３ 脯氨酸 Ｐｒｏ １．５６０

２．５．４　 红外光谱分析　 肽聚糖提取物的红外光谱

如图 ６ 所示。 波数 ３ ５００ ～ ３ ２００ ｃｍ－１处为⁃ＯＨ 伸

缩振动，波数 ３ ０００ ～ ２ ８００ ｃｍ－１处为 Ｃ⁃Ｈ 伸缩振

动，波数 １ ４００ ～ １ ２００ ｃｍ－１处为 Ｃ⁃Ｏ 伸缩振动，均
为糖类物质的特征峰。 波数 １ ６６０ ～ １ ６２０ ｃｍ－１处

有强 吸 收 峰，为 酰 胺 键 Ｃ ＝ Ｏ 伸 缩 振 动； 波 数

１ ５６０ ～ １ ５２０ ｃｍ－１ 处为 Ｎ⁃Ｈ 键的变角振动；波数

１ ０００ ～ １ ２００ ｃｍ－１有吸收峰，此组峰为 Ｃ⁃Ｏ⁃Ｈ 伸缩

振动。 对于糖苷键类型的确定为在 ８４０ ｃｍ－１附近

有 α 构型吸收峰，在 ８８０ ｃｍ－１ 附近有 β 型吸收

峰［１６］ 。 结合图 ６ 可知，戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 肽聚糖

提取物为 α 型肽聚糖。

图 ６　 肽聚糖提取物红外光谱分析

Ｆｉｇ．６　 ＦＩＴＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ
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３　 结 论

细菌的黏附作用受到不同因素的影响，胃蛋白

酶、胰蛋白酶可以破坏细胞壁表面的蛋白质，氯化

锂、盐酸胍可以去除细胞表面通过非共价键结合的

表面蛋白，苯酚可破坏细胞表面的非纤维状蛋白和

磷壁酸［８］，热处理可使细胞失活，破坏细胞壁的表

面蛋白、磷壁酸和碳水化合物，高碘酸钠则可破坏细

胞表面碳水化合物的结构，影响其发挥作用。 本研

究通过不同的酶及化学成分等处理戊糖片球菌

ＳＲ２⁃６，发现细菌表面的碳水化合物在黏附 Ｃａｃｏ⁃２
细胞的过程中起到主要作用。

肠上皮细胞和共生的微生物群落以及肠腔黏液

层，共同构成了肠道的第一道生物屏障，黏蛋白是构

成肠道黏液层的主要成分，起到保护肠道、预防致病

菌损伤的作用。 益生菌在加强肠道屏障功能方面具

有重要作用，可以诱导黏蛋白分泌并上调基因表达，
拮抗致病菌对肠道的黏附和侵袭。 致病菌的肠道定

殖也与 Ｍｕｃｉｎ 基因表达相关。 Ｍａｃｋ 等研究发现选

择性益生菌乳酸杆菌可黏附于肠道上皮细胞上，迅
速诱导 ＭＵＣ３ 基因表达，抑制肠道致病菌的黏附。
ＭＵＣ３ 是典型的跨膜黏蛋白之一，其 Ｃ⁃端结构域包

含一个 １７４ 氨基酸模块［１７］，对大肠的上皮黏膜具有

保护作用。 Ｍｕｒｐｈｅｙ 等［１８］ 报道 ＭＵＣ３ 蛋白在肠道

黏膜防御中发挥积极的作用。 戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 可

以上调 ＭＵＣ３ 的表达，从而起到保护肠道细胞屏障

的功能。 结合戊糖片球菌 ＳＲ２⁃６ 对 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的

黏附情况，可知，碳水化合物和表面蛋白在戊糖片球

菌 ＳＲ２⁃６ 黏附细胞并提高细胞黏蛋白 ＭＵＣ３ 基因表

达方面起到重要作用。
肽聚糖是细菌等原核生物细胞壁的特有组成成

分。 由于革兰氏阳性细菌表面不含具有抗原性的脂

多糖结构，因此肽聚糖被认为是革兰氏阳性细菌细

胞壁中能够引起机体免疫反应的主要成分［１８］。 真

核细胞并不含肽聚糖，但是体内含有若干肽聚糖识

别分子，因此肽聚糖就成了真核生物免疫系统识别

的理想靶位［１８］。 本研究结果显示，戊糖片球菌

ＳＲ２⁃６ 肽聚糖是一种抑制性黏附素，浓度越高，对
ＳＲ２⁃６ 黏附 Ｃａｃｏ⁃２ 细胞的抑制作用越强，同时上调

ＭＵＣ３ 基因表达的作用也越强。 表明戊糖片球菌

ＳＲ２⁃６ 的肽聚糖对于提高人体肠道功能，预防和治

疗肠道性疾病具有重要意义。
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