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　 　 摘要:　 为探讨丝氨酸蛋白酶编码基因 ｐｒｔＰ 对副干酪乳杆菌黏附特性的影响ꎬ利用 λＲｅｄ 重组系统敲除副干酪

乳杆菌的 ｐｒｔＰ 基因ꎬ构建副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株ꎬ比较突变株与亲本株的表面结构、黏附特性的差异ꎮ
结果表明ꎬｐｒｔＰ 基因缺失突变株的生长速度变慢ꎬ疏水性和自聚合性明显下降ꎬ抑菌效果无显著性差异ꎬ对抗生素

的敏感性发生了显著变化ꎬ体外对细胞的黏附性显著降低ꎮ 可见ꎬｐｒｔＰ 基因对副干酪乳杆菌的黏附特性十分重要ꎬ
该基因缺失将改变菌株的生物学特性ꎮ

关键词:　 副干酪乳杆菌ꎻ ｐｒｔＰ 基因ꎻ 基因敲除ꎻ 生物学特性ꎻ 黏附性

中图分类号:　 ＴＳ２０１.３　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０３￣０６８３￣０７

Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｓｅｒｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｐｒｔＰ

ＬＩＵ Ｚｈａｏꎬ　 ＹＵ Ｘｉａｏ￣ｆａｎꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｙｕꎬ　 ＣＨＥＮ Ｚｈｏｎｇ￣ｑｉｎꎬ　 ＧＯＮＧ Ｗｅｉ￣ｌｏｎｇꎬ　 ＸＵ Ｈｕｉ￣ｑｉｎｇꎬ　 ＣＵＩ Ｇｕｉ￣ｙｏｕ
(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｏｕｒｉｓｍ ａｎｄ Ｃｕｉｓｉｎｅꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５１２７ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｐｒｔＰ ｏｎ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａ￣
ｓｅｉꎬ ａｎ ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｐｒｔＰ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｏｕｔ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ λＲｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ. Ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｔｈｅ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｓｌｏｗｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅꎬ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｆ ｃｏｎｄｅｎｓｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉ￣
ｓｏｎ ｔｏ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｄｒｏｐｐｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ
ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉꎻ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅꎻ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔꎻ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎻ ａｄｈｅｓｉｏｎ

　 　 副干酪乳杆菌( Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ)是卫生

部公布的可用于保健食品的益生菌之一ꎮ 副干酪乳

杆菌具有十分重要的应用及研究价值ꎬ在工业生产、

食品发酵及防腐、医疗保健、环境保护等领域均有巨

大应用潜力ꎮ 副干酪乳杆菌在食品工业中应用非常

广泛ꎬ主要集中在乳制品方面ꎬ如干酪和酸奶ꎮ 在国

外ꎬ副干酪乳杆菌产品的开发主要集中在干酪产品

上[１]ꎮ 除了用于乳制品生产ꎬ副干酪乳杆菌还用于

生产乳酸菌制剂ꎮ 此外ꎬ还有将副干酪乳杆菌作为

发酵剂用于改善香肠风味同时抑菌的研究[２]ꎮ
副干酪乳杆菌之所以能广泛地被利用ꎬ源于其

良好的益生特性ꎬ而评价益生性的重要指标之一便
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是益生菌的黏附性能ꎮ 乳酸菌进入肠道后ꎬ黏附性

差的会随着肠道蠕动被排出体外ꎬ只有黏附性高的

乳酸菌才能在肠道存活并繁殖ꎬ从而更好地发挥益

生作用[３]ꎮ 黏附性高的乳酸菌进入肠道后首先与

肠黏膜表面接触ꎬ并通过识别特异性受体与之结合ꎬ
黏附定植于肠黏膜表面[４]ꎮ 乳酸菌的黏附一方面

通过竞争性占位定植形成生物屏障ꎬ阻止了病原菌

与肠黏膜受体结合ꎬ另一方面也延长了乳酸菌影响

宿主肠道免疫系统和微生态区系的时间ꎮ 黏附的乳

酸菌能产生乳酸、细菌素、过氧化氢和某些有机酸等

物质ꎬ抑制肠道中一些致病菌的繁殖ꎬ维持肠道的内

稳态ꎮ 因此ꎬ乳酸菌对肠黏膜上皮细胞的黏附和定

植是其发挥生理作用的前提[５]ꎮ
最新研究发现ꎬ乳酸乳球菌细胞外膜的丝氨酸

蛋白酶(Ｌａｃｔｏｃｅｐｉｎ)能介导乳酸菌的黏附作用ꎬ而且

在某些益生乳酸菌中ꎬＬａｃｔｏｃｅｐｉｎ 对肠道炎性具有良

好的抑制作用ꎬ能够降解部分炎性细胞因子[６]ꎮ 因

此对这种细胞表面蛋白的深入研究不但可以提高益

生菌的益生功能[７]ꎬ而且可为开发肠道免疫调节制

剂提供理论基础ꎮ 但目前尚无在副干酪乳杆菌中该

蛋白质作用的相关报道ꎮ
在本研究中ꎬ我们利用 λＲｅｄ 体内重组系统在

副干酪乳杆菌中敲除 ｐｒｔＰ 基因ꎬ并将 ｐｒｔＰ 突变株与

亲本株在形态结构、生物特性包括黏附性进行对比ꎬ
为进一步研究 ｐｒｔＰ 基因编码的细胞膜丝氨酸蛋白

酶 Ｌａｃｔｏｃｅｐｉｎ 的特性、功能及益生菌的益生特性奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

脾脏细胞、巨噬细胞和小肠上皮细胞取自 ６ ~
８ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎮ 副干酪乳杆菌菌株、质粒

ｐＫＤ３、ｐＫＤ４６、大肠杆菌宿主均由本实验室保存ꎮ
插入氯霉素抗性基因的载体由本室构建和保存ꎮ
氨苄青霉素、氯霉素、Ｔａｑ 酶、Ｍａｒｋｅｒ、６×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆ￣
ｆｕｒ、阿拉伯糖购自上海生工生物工程有限公司ꎮ
沙门氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、副溶血性

弧菌由本实验室分离鉴定后保存ꎮ 药敏试纸为杭

州天 和 微 生 物 试 剂 有 限 公 司 产 品ꎬ ＰＣＲ 引 物

(ＰＰＡ、ＰＰＳ、ＣＰＣ、ＣＰＳ)、琼脂糖购自南京生兴生物

技术有限公司ꎬＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自

北京市科学器材公司ꎬＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 购自美

国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎬ牛血清(ＦＢＳ)购自南京森贝伽生

物科技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ｐｒｔＰ 基因的扩增及克隆载体的构建 　 根据

ＧｅｎＢａｎｋ 公布的序列ꎬ设计扩增 ｐｒｔＰ 基因的特异引

物 ＰＰＡ / ＰＰＳ(表 １)ꎬ引物由上海生物工程技术服务

有限公司合成ꎮ

表 １　 ｐｒｔＰ 基因的 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅ

名称 引物序列(５′→３′) 长度(ｂｐ)

ＰＰＳ ＡＴＣＴＴＡＡＣＴＡＣＡＴＣＡＡＧＣＧＴＡＧＧＧＴＴＴＧＡＴＴＴＧＧＴＴＣＴＧＡＡＡＣＴＴＴＴＧＧＧＡＡＧＴＧＧＡＧＧＧＴＡＴＴＧＧＡＴＧＣ ７０

ＰＰＡ ＧＡＴＡＣＧＣＴＧＣＴＧＣＣＣＴＡＡＡＣＧＴＡＡＣＧＣＡＴＧＧＡＣＡＧＧＣＴＡＴＴＣＴＴＣＡＣＧＴＴＧＴＴＴＣＣＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣＴＡＡＴ ７０

１.２.２　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的构建

　 按照 Ｇａｏ 等的方法[８]ꎬ用 λ￣Ｒｅｄ 重组系统构建副

干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因突变株ꎮ 将质粒 ｐＫＤ４６ 电转

入副干酪乳杆菌以表达重组酶ꎬ以质粒 ｐＫＤ３ 为模

板ꎬ用引物 ＰＰＳ / ＰＰＡ 扩增相应片段ꎬ然后将扩增片

段电转副干酪乳杆菌ꎮ 挑取含氨苄青霉素和氯霉素

双重抗性的菌落ꎬ在 ４２ ℃下去除 ｐＫＤ４６ꎬ得到有氯

霉素抗性的副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株ꎬ命
名为 Ｌ.ｐΔｐｒｔＰꎮ
１.２.３　 突变株表面结构的电镜观察 　 将新鲜的副

干酪乳杆菌培养液离心ꎬ去上清ꎬ然后用 ＰＢＳ 重悬ꎮ
将悬液滴于载网上ꎬ静置５~ １０ ｍｉｎꎬ用滤纸吸去载

网边缘多余液体ꎬ滴加染色液ꎬ染色 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ用滤

纸吸去载网边缘多余液体ꎬ自然干燥ꎬ在透射电镜下

观察[９]ꎮ
１.２.４　 副干酪乳杆菌生长曲线的测定 　 取平板上

的亲本株、突变株单个菌落接种到含 １０ ｍｌ 新鲜培

养基的盐水瓶中培养 １２~１８ ｈꎮ 吸取 ２００ μｌ 菌液加

到 １００ ｍｌ 新鲜培养基中ꎬ将亲本株与突变株的

ＯＤ６００调到同一初始值(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ０９)ꎬ每隔 １ ｈ 测定
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１ 次 ＯＤ６００ꎬ历时 ２４ ｈꎮ 比较亲本株与突变株的生长

速度ꎮ
１.２.５　 副干酪乳杆菌疏水性测定 　 乳酸杆菌表面

疏水性测定采用微生物粘着碳烃化合物法(Ｂａｃｔｅｒｉ￣
ａｌ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓꎬＢＡＴＨ)ꎬ参考任大勇的

方法[１０]测定ꎮ 乳酸杆菌于 ３７ ℃下静置培养 １８ ｈꎬ
菌液在６ ０００ ｒ / ｍｉｎ下离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ收集菌体

沉淀ꎮ 菌体用灭菌的 ＰＢＳ(ｐＨ７.２)溶液洗涤 ２ 次ꎬ
再重新悬浮于灭菌的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３溶液中ꎬ使菌

体悬液的吸光度(ＯＤ６００ ｎｍ)达到 ０.５０±０􀆰 ０２(Ａ０)ꎮ
取 ３ ｍｌ 菌悬液与 １ ｍｌ 二甲苯混合ꎬ在室温静置 １０
ｍｉｎꎬ形成两相体系(水相和有机相)ꎮ 将两相体系

漩涡振荡 ２ ｍｉｎꎬ再静置 ２０ ｍｉｎꎬ重新形成两相体系ꎮ
小心吸取水相ꎬ在 ６００ ｎｍ 下测定吸光度(Ａ１)ꎮ 计

算细胞表面疏水性(取 ３ 次重复的平均值)ꎬ疏水

性＝[１－(Ａ１ / Ａ０)]×１００％ꎮ
１.２.６　 乳酸杆菌自聚合能力测定 　 参考任大勇的

方法[１０]ꎮ 将新培养的乳酸杆菌菌液在室温下离心

(６ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)ꎬ弃上清ꎬ收集菌体ꎮ 菌体用

灭菌的 ＰＢＳ(ｐＨ７􀆰 ２)溶液洗涤 ２ 次并重悬于 ＰＢＳ 溶

液中ꎬ使其在 ６００ ｎｍ 下的吸光度达到 ０.５０± ０􀆰 ０２
(Ａ０ꎬｈ)ꎮ 然后将 ２ ｍｌ 乳酸杆菌悬液涡旋振荡 ２０ ｓꎬ
于 ３７ ℃ 静置 ２ ｈꎮ 小心吸取 １ ｍｌ 上清ꎬ测定其在

６００ ｎｍ 吸光度(Ａ２ꎬｈ)ꎮ 计算乳酸杆菌自聚合能力

(取 ３ 次重复的平均值)ꎬ自聚合能力 ＝ [１－(Ａ１ꎬｈ /
Ａ０ꎬｈ)]×１００％ꎮ
１.２.７　 乳酸菌抑菌能力的测定 　 将活化 ２ 代后的

大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和副溶血性弧

菌接种于 ＬＢ 液体培养基中ꎬ３７ ℃培养 １８ ｈꎬ４ ℃冷

藏备用ꎮ 于无菌操作台中分别吸取活化的致病菌培

养液 ２００ μｌ 加到 ＬＢ 固体培养基平板上ꎬ用无菌涂

抹棒涂布均匀ꎮ 待菌液固定在平板表面后ꎬ每个平

板上均匀掏取 ３ 个大小一致的孔ꎬ用酒精灯灼烧小

孔的底部ꎬ使周围琼脂熔化将孔底封住ꎬ避免漏液ꎮ
吸取待测样品 ２００ μｌ 加入孔中ꎬ于 ３７ ℃培养箱中

静置培养ꎬ用游标卡尺测量抑菌圈大小ꎮ 抑菌能力

判定标准:抑制圈直径 １１~１５ ｍｍ 为低度抑菌ꎻ抑制

圈直径 １６~２０ ｍｍ 为中度抑菌ꎻ抑制圈直径>２０ ｍｍ
为高度抑菌ꎻ无明显抑菌圈为不抑菌ꎮ
１.２.８　 乳酸菌对抗生素的敏感性测定 　 采用 Ｋ￣Ｂ
法即药敏纸片琼脂扩散法测定乳酸菌抗生素敏感

性ꎮ 将乳酸菌按 ２％的接种量接入 ＭＲＳ 液体培养

基ꎬ３７ ℃ 培养ꎬ吸取培养液 ２００ μｌ 并均匀涂布于

ＭＲＳ 固体培养基上ꎬ均匀涂布 ２ 次ꎬ于无菌操作台

中放置数分钟ꎬ待干燥后以无菌镊子取抗生素纸片

贴于固体培养基表面ꎬ置于 ３７ ℃培养箱中培养ꎬ用
游标卡尺测量抑菌圈直径ꎮ
１.２.９　 细胞黏附试验　 将脾脏细胞、巨噬细胞和小

肠上皮细胞悬液(浓度为 １ ｍｌ １×１０６个)加入到 ２４
孔板中ꎬ每孔 １ ｍｌꎮ 于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中

孵育 ４８ ｈꎮ 待细胞完全贴壁ꎬ以无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２
次ꎬ每孔加入 １ ｍｌ 浓度为１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ的乳酸菌悬

液ꎬ孵育１~ ２ ｈꎮ 以镜检法和涂布平板法评价副干

酪乳杆菌亲本株及其 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株 Ｌ. ｐ
△ｐｒｔＰ 对 ３ 种细胞的黏附性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 突变株 Ｌ.ｐΔｐｒｔＰ 的鉴定

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的副干酪乳杆菌的基因序

列ꎬ分析启动子和开放性阅读框ꎬ结果显示基因 ｐｒｔＰ
拥有独立的单个开放阅读框ꎬ含有７ ８２０个碱基对ꎮ
插入氯霉素突变后ꎬ以突变副干酪乳杆菌为模板ꎬ用
引物 ＰＳ / ＰＡ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ得到１ １７５ ｂｐ 的片段

(图 １)ꎬ与预期结果一致ꎬ证实得到的菌株为副干酪

乳杆菌突变株ꎮ

图 １　 副干酪乳杆菌突变株(Ｌ.ｐ△ｐｒｔＰ)的 ｐｒｔＰ 基因片段 ＰＣＲ
扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｔＰ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ
ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ (Ｌ.ｐΔｐｒｔＰ)

２.２　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株与亲本株

的表面结构差异

　 　 在透射电镜下ꎬ副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突

变株(Ｌ. ｐΔｐｒｔＰ)与其亲本株的表面结构无明显差

异ꎬ细胞表面的黑斑状阴影可能是被吸附到表面的

杂质(图 ２)ꎮ

５８６刘　 昭等:丝氨酸蛋白酶编码基因 ｐｒｔＰ 对副干酪乳杆菌黏附特性的影响



Ａ:副干酪乳杆菌亲本株ꎻＢ:副干酪乳杆菌突变株ꎮ
图 ２　 副干酪乳杆菌亲本株及其突变株(Ｌ.ｐΔｐｒｔＰ)电镜图

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ
ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ (Ｌ.ｐΔｐｒｔＰ)

２.３　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的生长曲线

　 　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的生长曲线

与其亲本株类似ꎬ都经历了适应期、对数期和平台期ꎬ
但突变株的生长速度明显慢于亲本株(图 ３)ꎮ 在

ＭＲＳ 培养基中ꎬ从第 ４ ｈ 开始两菌株的生长速度出现

差异ꎬ亲本株在第 １１ ｈ 时生长速度接近稳定ꎬ而突变

株此时仍在对数期ꎬ直到第 １６ ｈ 时才开始稳定ꎮ

图 ３　 副干酪乳杆菌亲本株和突变株的生长曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ
ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

２.４　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的表面疏

水性

　 　 由图 ４ 可以看出ꎬ副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失

突变株与亲本株的表面疏水性差异很大ꎬ亲本株的

疏水性达到 ８５􀆰 ５％ꎬ而突变株仅为 ３５􀆰 ６％ꎬ差异显

著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 在试管中副干酪乳杆菌亲本株菌液

澄清透明ꎬ突变株菌液明显浑浊ꎮ
２.５　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的自聚合

能力

　 　 副干酪乳杆菌突变株与亲本株的自聚合能力差

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ４　 副干酪乳杆菌亲本株和突变株的表面疏水性

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎ￣
ｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ分别为 １６􀆰 ９％、３３􀆰 １％(图 ５)ꎮ
在 ＭＲＳ 培养基中ꎬ副干酪乳杆菌亲本株聚集明显ꎬ
而突变株菌液比较清澈ꎬ聚集较少ꎮ

∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ５　 副干酪乳杆菌亲本株和突变株的自聚合能力

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ａｕｔｏａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ
ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

２.６　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株的抑菌能力

　 　 采用打孔法测定副干酪乳杆菌突变株和亲本株

的抑菌能力ꎮ 结果(表 ２)表明ꎬ两株菌对几种致病

菌均有不同程度的抑制能力ꎬ亲本株的抑菌效果略

好于突变株ꎬ但两者并无显著差异ꎮ

表 ２　 副干酪乳杆菌亲本株和突变株对致病菌的抑制作用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ
ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株

抑菌圈直径(ｍｍ)

大肠
杆菌

沙门
氏菌

副溶血
性弧菌

金黄色
葡萄球菌

亲本株 １９.００±２.００ １８.３３±１.１５ １９.００±１.００ １７.３３±１.１５

突变株 １６.００±０ １６.６７±１.５３ １５.３３±０.５８ １６.６７±１.１５
抑菌圈直径包含孔外径(８ ｍｍ)ꎮ
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２.７　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株对抗生素

的耐受能力

　 　 使用药敏纸片测定副干酪乳杆菌突变株和亲本

株对抗生素的耐受能力ꎮ 结果(表 ３)显示ꎬ亲本株

对诺氟沙星、环丙沙星、多黏菌素 Ｂ、链霉素均具有

耐药性ꎬ对四环素和青霉素 Ｇ 中度敏感ꎬ对利福平、
头孢唑林和头孢拉定均敏感ꎻ突变株对诺氟沙星、多
黏菌素 Ｂ 和链霉素均有耐药性ꎬ对环丙沙星、青霉

素 Ｇ 和头孢拉定中度敏感ꎬ对利福平、四环素、头孢

唑林均敏感ꎮ
２.８　 副干酪乳杆菌 ｐｒｔＰ 基因缺失突变株对 ３ 种细

胞的黏附性

　 　 在显微镜 ２０ 个视野内计算与脾脏细胞、巨噬细

胞和小肠上皮细胞黏附的乳酸菌数量ꎮ 由图 ６ 可

知ꎬ副干酪乳杆菌亲本株(Ｌ.ｐ)的黏附数量明显大于

ｐｒｔＰ 基因缺失突变株(Ｌ.ｐ△ｐｒｔＰ)ꎮ 在脾脏细胞上ꎬ
Ｌ.ｐ 黏附数量为 １９.３±２􀆰 １ 个ꎬ而 Ｌ.ｐ△ｐｒｔＰ 黏附数量

为 １０.７±１􀆰 ５ 个ꎬ两者差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 在巨

噬细胞上ꎬ Ｌ. ｐ 黏附数量为 ２７.７± ２􀆰 ５ 个ꎬ而 Ｌ. ｐ
△ｐｒｔＰ 黏附数量为 １９.３±３􀆰 １ 个ꎬ两者差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 在小肠上皮细胞上ꎬＬ.ｐ 黏附数量为 １４.７±
１􀆰 ５ 个ꎬ而 Ｌ. ｐ△ｐｒｔＰ 黏附数量为 ８.３±１􀆰 ５ 个ꎬ两者

差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 从显微镜图片中可以直观地

看出ꎬ副干酪乳杆菌亲本株更加密集地围绕(黏附)
在 ３ 种细胞的周围ꎬ而突变株明显较少(图 ７)ꎮ

表 ３　 副干酪乳杆菌突变株和亲本株的药敏性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｍｕ￣
ｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

抗菌药　 　 纸片含药量
(μｇꎬ１ 片)

敏感性

亲本株 突变株

诺氟沙星 １０ Ｒ Ｒ

环丙沙星 ３０ Ｒ Ｉ

利福平 ３０ Ｓ Ｓ

四环素 ３０ Ｉ Ｓ

多黏菌素 Ｂ ３０ Ｒ Ｒ

链霉素 １０ Ｒ Ｒ

青霉素 Ｇ １０ Ｉ Ｉ

头孢唑啉 ５ Ｓ Ｓ

头孢拉定 ５ Ｓ Ｉ
Ｒ 为耐药ꎬＩ 为中度敏感ꎬＳ 为敏感ꎮ

∗、∗∗分别表示差异显著(Ｐ<０.０５)和极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ６　 副干酪乳杆菌突变株和亲本株的黏附性(镜检法)
Ｆｉｇ.６ 　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ

ｓｔｒａｉｎ (ｂｙ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ)

图 ７　 显微镜下副干酪乳杆菌突变株和亲本株对 ３ 种细胞的黏附

Ｆｉｇ.７　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

７８６刘　 昭等:丝氨酸蛋白酶编码基因 ｐｒｔＰ 对副干酪乳杆菌黏附特性的影响



　 　 副干酪乳杆菌亲本株和突变株分别与小鼠脾脏

细胞、巨噬细胞和小肠上皮细胞共同培养后ꎬ用无菌

ＰＢＳ 洗去未黏附的乳酸菌ꎬ轻轻刮下培养孔板底部

的细胞ꎬ制成细胞悬浊液ꎬ梯度稀释后涂 ＭＲＳ 板ꎬ培
养并计数ꎬ结果(图 ８)显示亲本株的黏附性高于突

变株ꎮ 脾脏细胞上ꎬ亲本株黏附数为每个细胞

４.１３±０􀆰 ６５ ＣＦＵꎬ突变株黏附数为每个细胞 ２.６７±
０􀆰 ３８ ＣＦＵꎬ差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 巨噬细胞上ꎬ亲本

株黏附数为每个细胞 ３.２３±０􀆰 ４２ ＣＦＵꎬ突变株黏附

数为每个细胞 ２.９７±０􀆰 ４７ ＣＦＵꎬ差异不显著ꎮ 小肠

上皮细胞上ꎬ亲本株黏附数为每个细胞 ３.３７±０􀆰 ７５
ＣＦＵꎬ突变株黏附数为每个细胞 ２.０７±０􀆰 １５ ＣＦＵꎬ差
异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

∗表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ８　 副干酪乳杆菌突变株和亲本株的黏附性(涂板法)
Ｆｉｇ.８ 　 Ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｐａｒａｃａｓｅｉ ｐａｒｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ

ｓｔｒａｉｎ (ｂｙ ｐｌａｔｉｎｇ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ)

３　 讨 论

本研究结果显示 ｐｒｔＰ 基因编码的丝氨酸蛋白

酶(Ｌａｃｔｏｃｅｐｉｎ)影响副干酪乳杆菌的生物学特性及

黏附性ꎬｐｒｔＰ 基因缺失突变株的某些生物学特性与

亲本株相比ꎬ差异显著ꎮ 在对有害菌的抑制作用上ꎬ
亲本株和突变株并无显著性差异ꎻ在对抗生素的敏

感性上ꎬ亲本株和突变株差别也不大ꎬ但在对环丙沙

星、四环素和头孢拉定的敏感性上有差异ꎬ原因有待

进一步研究ꎮ 而在黏附性上ꎬ副干酪乳杆菌亲本株

对小鼠脾脏细胞、巨噬细胞和小肠上皮细胞的黏附

性均好于突变株ꎬ差异显著ꎮ
在中国副干酪乳杆菌的研究和应用尚处于起步

阶段ꎬ主要集中在乳制品的发酵和肉制品的防腐保

鲜ꎬ缺乏深入的研究ꎬ因此ꎬ副干酪乳杆菌亲本株以

及由突变得到的新资源菌株的功能、作用机理以及

应用研究领域具有非常广泛的发展空间[１１]ꎮ 深入

研究副干酪乳杆菌的益生特性ꎬ从分子层面进一步

阐述副干酪乳杆菌益生机制ꎬ对其实际应用非常重

要ꎮ
有研究结果证明ꎬｐｒｔＰ 基因编码的细胞外膜丝

氨酸蛋白酶(Ｌａｃｔｏｃｅｐｉｎ)能介导乳酸菌的黏附作用ꎬ
而乳酸菌的黏附性是决定其免疫调节活性的重要因

素之一[１０]ꎮ 本研究通过敲除 ｐｒｔＰ 基因ꎬ比较了 ｐｒｔＰ
基因的缺失对副干酪乳杆菌生物学特性的影响ꎬ并
测定了菌株黏附性的变化ꎮ

乳酸菌的黏附性对于其在肠道定植、增加与机

体的交互作用、竞争性排斥病原菌在肠道的定植、提
高机体免疫力等方面有重要作用[１０]ꎮ 细菌对黏液

和细胞的黏附过程基本相似ꎮ 首先是可逆的非特异

性黏附阶段ꎬ这是由复杂的物理化学作用介导的ꎬ主
要与菌体的疏水性和细菌所带的电荷有关ꎻ其次是

与特异性受体结合的特异性黏附阶段ꎬ即通常所说

的黏附ꎬ主要是细菌表面黏附素与细胞表面或者黏

液中的黏附受体进行特异性结合[３]ꎮ 目前已发现

的黏附素有脂磷壁酸、Ｓ￣层蛋白、脂多糖及肽聚糖

等ꎮ 除了黏附素以外ꎬ宿主受体也是细菌特异性黏

附过程中的必要因子ꎮ
乳酸菌黏附研究有体内、体外 ２ 方面ꎮ 针对特

定宿主的体内试验能比较真实地反映乳酸菌在宿主

体内的黏附定植情况ꎬ但体内黏附试验成本较高ꎬ影
响因素较多ꎬ所以体外试验应用更广泛ꎮ 常用肠黏

液和细胞建立体外模型[３]ꎮ
细菌表面疏水性常用于研究细菌的黏附作

用[１２]ꎮ 乳酸菌的疏水性与菌体黏附性具有相关性ꎮ
菌体表面疏水性主要由疏水性蛋白质、糖类和其他

化合物决定[１３]ꎮ 由于菌体表层蛋白质具有多样

性[１４]ꎬ因此菌株的表面疏水能力存在差异ꎮ 乳酸菌

表面疏水性与其黏附性成正比ꎬ因而可以通过测定

疏水性来间接判断细菌的黏附性大小[１５]ꎮ 有研究

结果[９]表明细菌疏水性和自聚合性之间具有密切

的相关性ꎬ而本研究结果也验证了这一关系ꎮ 所以

自聚合性也是间接判断细菌黏附性的一个指标ꎮ
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