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乳杆菌胞外蛋白提取鉴定与双向电泳图谱建立
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摘要：采用三氯乙酸（ＴＣＡ）丙酮沉淀法提取乳杆菌胞外蛋白并进行了优化，通过 ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析了该方法用于

７株乳杆菌胞外蛋白的提取效果，同时对乳杆菌不同生长期胞外蛋白的分泌特性进行了研究，采用 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／

ＴＯＦ ＭＳ鉴定了胞外蛋白，最后通过双向电泳（２ ＤＥ）分析了 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４的胞外蛋白组。结果表明：采用终

质量分数为 ６％的 ＴＣＡ提取乳杆菌胞外蛋白效果最好，并且具有通用性；从乳杆菌稳定期提取出种类较多的胞外

蛋白，成功鉴定出 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＳＷ２胞外蛋白中３个蛋白质；使用半合成培养基培养乳杆菌，可以提取出符合２ ＤＥ

样品纯度要求的胞外蛋白，从 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４胞外蛋白组 ２ ＤＥ图谱上检测到（１３０±１０）个蛋白质点，约占

Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ预测分泌蛋白组的 ４６％。
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　　引言

乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）是一类低 Ｇ＋Ｃ含量的革
兰氏 阳 性 菌，属 于 真 细 菌 中 梭 菌 芽 孢 杆 菌

（ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍＢａｃｉｌｌｕｓ） 分 支 中 的 硬 壁 菌 门

（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）［１］，天然存在于乳制品、肉类、发酵植物
食品以及人和动物的口腔、阴道和肠道中

［２］
，是最

为常见的乳酸菌种类之一。乳杆菌传统上作为发酵

剂广泛用于食品工业中，具有延长食品保藏期、改善

食品风味和质构等功能
［３］
，随着近年来不断有研究

表明乳杆菌具有很多对人体健康有益的生理功能，

如今其作为公认的益生菌被广泛研究和开发
［４］
。

细菌胞外蛋白是在核糖体合成后可以跨越细胞

膜转运到细胞外存在于细胞表面或者释放到胞外基

质中的一类蛋白质
［５－６］

。乳杆菌胞外蛋白可以直接

接触宿主粘膜细胞如上皮细胞和免疫细胞，在粘附

肠道表面、诱导免疫调节等益生功能方面发挥重要

作用，是菌体与宿主细胞分子交互感应、进行信号传

导的重要分子基础
［７－９］

。有效提取和鉴定乳杆菌胞

外蛋白，将为深入研究乳杆菌粘附宿主细胞、诱导免

疫调节、拮抗病原物等益生作用的分子机制奠定重

要基础。ＢＯＥＫＨＯＲＳＴ等［１０］
对 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＷＣＦＳ１

的分泌蛋白组预测研究表明，至少有１２个蛋白直接
参与粘附宿主细胞成分如胶原蛋白和粘蛋白。

ＳＡＮＣＨＥＺ等［１１］
研究了 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＢＭＣＭ１２胞外

蛋白对肠道内常见病原菌的影响，结果表明胞外蛋

白可以显著减弱大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）和沙门
氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｃａ）对宿主粘膜表层的粘附；
ＳＡＮＣＨＥＺ等［１２］

进 一 步 研 究 发 现，来 源 于

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ的一种胞外蛋白可以粘附一些糖基化
蛋白，如粘蛋白和存在于上皮细胞表面的蛋白。据

ＹＡＮ 等［１３］
和 ＢＡＵＥＲＬ等［１４］

的 研 究，来 源 于

Ｌ．ｒｈａｍｍｎｏｓｕｓＧＧ和 Ｌ．ｃａｓｅｉＢＬ２３的表面抗原 ｐ４０
和 ｐ７５均可以激活肠上皮细胞（ＩＥＣ）的蛋白激酶
Ａｋｔ和抑制肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）诱导的 ＩＥＣ凋亡，
发挥免疫调节作用。为此，有效提取、分离和鉴定出

乳杆菌胞外蛋白，将为深入研究乳杆菌益生作用的

分子机制奠定重要基础。但是，目前大部分研究都

集中在植物乳杆菌细胞蛋白组的研究，如 ＣＯＨＥＮ
等

［１５］
首次建立了 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ的细胞质蛋白组图

谱并研究了对数期到稳定期蛋白组的变化情况。

ＳＩＲＡＧＵＳＡ等［１６］
研究了 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ为适应食品环

境的蛋白质组变化。有关乳杆菌胞外蛋白组的研究

很少，仅有 ＺＨＵ等［１７］
分析过 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＣＭＣＣ

Ｐ０００２的分泌蛋白组，但是分离出的胞外蛋白数量
较少。

本文以乳杆菌为研究材料，优化三氯乙酸

（ＴＣＡ）丙酮法提取乳杆菌胞外蛋白的方法，通过
ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析检验此方法应用于提取乳杆菌胞
外蛋白的通用性，对不同生长期提取乳杆菌胞外蛋

白的分泌特性进行研究，采用 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦ
ＭＳ对提取的胞外蛋白进行鉴定，并对鉴定蛋白进行
生物信息学分析。进一步采用双向电泳（２ ＤＥ）分
析 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４的胞外蛋白组，确定乳杆菌胞外
蛋白组 ２ ＤＰＡＧＥ的体系条件并得到其胞外蛋白
组图谱。

１　材料与方法

１１　试验材料
（１）菌株来源
副干酪乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ）Ｌ１４、

ＳＷ２、Ｚ３ １１、Ｃ，植物乳杆菌（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＮＬ４２、
ＰＣ４１，发酵乳杆菌 （Ｌ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）Ｚ２ １１，鼠李糖
乳杆菌（Ｌ．ｒｈａｍｎｏｓｕｓ）ＮＬ２４，均由本实验室分离鉴
定保藏

［１８］
。

（２）培养基
ＭＲＳ培养基［１９］

；半合成培养基：以 Ｌ．ｃａｓｅｉ全
合成培养基

［２０］
为基础加入１％ ＭＲＳ培养基，配制后

采用０２２μｍ微孔膜过滤器（康宁公司）除菌。
（３）主要试剂
ＴＣＡ、ＤＴＴ、ＣＨＡＰＳ、ＩＡＡ，购自 Ｓｉｇｍａ公司；脱氧

胆酸钠（ＤＯＣ）、ＡＰＳ、尿素、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰
胺、Ｔｒｉｓ碱、ＳＤＳ、考马斯亮蓝 Ｇ ２５０，购自 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ），购自 Ｔａｋａｒａ公司；硫
脲、ＩＰＧ胶条、ＩＰＧｂｕｆｆｅｒ、Ｄｒｙｓｔｒｉｐ覆盖液、蛋白酶抑
制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ，购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；其他常规生
化试剂为国产分析纯。

（４）主要仪器与设备
ＣＪ ２０型超净工作台，天津市泰斯特仪器有限

公司；ＴＧＬ ２０Ｍ型低温离心机，长沙平凡仪器仪表
有限公司；１ １４型台式高速离心机，德国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＳｏｒｖａｌｌＬＹＮＸ４０００型高速落地离心机，美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ型多功能酶
标仪，瑞士 Ｔｅｃａｎ公司；ＤＨＰ ９０８２型电热恒温培养
箱，上海精宏实验设备有限公司；ＵＶ／ＶＩＳ２８０２ＰＣ型
紫外分光光度计，美国 ＵＮＩＣＯ公司；ＤＹＹ ６Ｃ型电
泳仪，北京市六一仪器厂；ＵＦ／ＮＶＰＬ５１２４型超纯水
系统，美国 Ｐａｌｌ公司；ＥｔｔａｎＩＰＧｐｈｏｒＩＩ型等电聚焦
仪、ＥｔｔａｎＤＡＬＴｓｉｘ型垂直电泳仪、ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒＩＩ
型凝胶扫描仪，ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。
１２　方法

（１）菌种活化与培养条件：按照 １％接种量将
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保藏菌种接种至新鲜 ＭＲＳ液体培养基中活化，３７℃
静置培养，至对数生长后期转接菌种扩大培养。

（２）ＴＣＡ 丙酮沉淀法提取胞外蛋白：参照

ＳＡＮＣＨＥＺ等［１１，２１］
的方法，改进如下：将活化菌种接

种至５０ｍＬＭＲＳ培养液于 ３７℃静置培养至对数生
长中期或稳定期，３５００ｇ离心 １０ｍｉｎ收集上清液，
０２２μｍ微孔膜过滤上清液，加入百分之一体积质
量分数为２％ ＤＯＣ混合均匀后于 ４℃静置 ３０ｍｉｎ，
边搅拌边加入终质量分数为 ６％、１０％ 和 １５％的
ＴＣＡ于４℃沉淀蛋白４ｈ，１３０００ｇ离心悬浊液１５ｍｉｎ
收集沉淀，用４倍体积冰丙酮（－２０℃保存）充分洗
涤沉淀３次（用超声波清洗器助洗），１３０００ｇ离心
１５ｍｉｎ收集沉淀后室温下自然风干丙酮，将蛋白样
品保存在 －８０℃冰箱中备用。２ ＤＥ样品通过接种
至１０００ｍＬ半合成培养基提取胞外蛋白，其他步骤
同上。

（３）乳杆菌胞外蛋白的 ＳＤＳ ＰＡＧＥ：将上述制
得样品充分溶解于 １００μＬ１ ×Ｌａｅｍｍｌｉｂｕｆｆｅｒ［２２］

中。电泳上样前将样品 １５０００ｇ离心 １０ｍｉｎ，收集
上清。在 １２％分离胶中进行 ＳＤＳ ＰＡＧＥ，上样量
２０μＬ。

（４）蛋白质鉴定：将ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳条带脱色
后，手工切取蛋白条带，按照 ＲＯＳＥＮＦＥＬＤ等［２３］

的

方法进行胶内酶解，按照 ＬＩＨＯＮＧ等［２４］
的方法采用

ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦ ＭＳ进行蛋白质鉴定，将得到的
肽段指纹图谱用 ＭＡＳＣＯＴ软件在 ＮＣＢＩｎｒ数据库中
检索。

（５）蛋 白 质 数 据 生 物 信 息 学 分 析：利 用
ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ数据库对鉴定蛋白进行序列比对和功能
注释。利用在线分析软件 ＰＳＯＲＴｂｖｅｒｓｉｏｎ３０２
（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ／ｐｓｏｒｔｂ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍＬ）对鉴定
蛋白进行亚细胞定位预测。参照 ＰＥＴＥＲＳＥＮ等［２５］

的方法，通过在线预测工具 ＳｉｇｎａｌＰ４１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：
∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）预测是否含有
蛋白质分泌信号肽。

（６）乳杆菌胞外蛋白的双向聚丙烯酰氨凝胶电
泳（２ ＤＥ）体系建立：将前述 ＴＣＡ 丙酮沉淀法制

得的蛋白样品溶于１５０μＬ样品制备溶液（７ｍｏｌ／Ｌ尿
素，２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，４％ ＣＨＡＰＳ，２％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒｐＨ４～
７，４０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ和蛋白酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ），超声
波助溶后，１５０００ｇ离心 １５ｍｉｎ取上清液，采用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［２６］

测定蛋白质含量。２ ＤＥ实验参照
ＧＯＲＧ等［２７］

的方法优化改进，详细过程如下：取

６００μｇ蛋白质样品用再水化液 （７ｍｏｌ／Ｌ尿素，
２ｍｏｌ／Ｌ硫脲，２％ ＣＨＡＰＳ，０５％ ＩＰＧＢｕｆｆｅｒｐＨ值
４～７，２０ｍＭＤＴＴ和 ０００２％ 考马斯亮蓝）稀释至

４５０μＬ，充分混匀后加入水化盘，使用 ＩＰＧ胶条
（２４ｃｍ，ｐＨ值 ４～７，ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）覆盖到再水化
液上水化过夜；水化完成后将 ＩＰＧ胶条转移至 Ｅｔｔａｎ
ＩＰＧｐｈｏｒＩＩ进行第一向等电聚焦电泳，电泳程序设定
为：总聚焦９７ｋＶ·ｈ，温度 ２０℃，最大电流 ５０μＡ；等
电聚焦结束后，参照 ＧＯＲＧ等［２８］

的方法将 ＩＰＧ胶条
放入平衡管进行平衡；采用 ＥｔｔａｎＤＡＬＴｓｉｘ进行第
二向 ＳＤＳ ＰＡＧＥ，连续凝胶质量分数为 １２％，电泳
程序设定为：温度２５℃，初始功率为２Ｗ／胶条，胶条
中的蛋白质样品迁移至 ＳＤＳ ＰＡＧＥ连续凝胶中后
功率转换为１７Ｗ／胶条，直至溴酚蓝条带前沿接近
凝胶底端时停止电泳；采用 Ｂｌｕｅｓｉｌｖｅｒ染色法［２９］

对

２ ＤＥ胶进行染色和脱色。
（７）２ ＤＥ图谱分析：用 ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒＩＩＩ扫描

仪扫描脱色后的凝胶块，采用透射模式，分辨率

３００ｄｐｉ，以 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ和 ＴＩＦＦ格式输出文件。采
用 ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７０（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）分
析２ ＤＥ凝胶成像图，对胶上的蛋白点识别并进行
相对丰度分析。

２　结果与分析

２１　不同质量分数ＴＣＡ提取乳杆菌胞外蛋白结果
分别采用终质量分数为 ６％、１０％和 １５％的

ＴＣＡ对２株乳杆菌菌株 ＳＷ２和 Ｚ３ １１提取胞外蛋
白，通过 ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析蛋白样品，结果如图 １所
示。图中１为菌株 ＳＷ２全细胞蛋白；２为菌株 ＳＷ２
胞外蛋白；３为菌株 Ｚ３ １１全细胞蛋白；４为菌株
Ｚ３ １１胞外蛋白；Ｍ为蛋白质相对分子量 Ｍａｒｋｅｒ。
由１５％ ＴＣＡ提取的胞外蛋白条带（见图１ｃ）颜色最
深，表明沉淀蛋白含量最高，但是条带背景较深，难

以明显辨别蛋白条带数量，这是由于 ＭＲＳ培养基本
身成分复杂，含有多种有机提取物成分，会影响

ＴＣＡ沉淀蛋白效果，高浓度的 ＴＣＡ沉淀出了更多的
ＭＲＳ培养基中的杂质导致。由 ６％和 １０％ ＴＣＡ质
量分数提取出的胞外蛋白（分别见图 １ａ和 １ｂ）通过
ＳＤＳ ＰＡＧＥ均可见清晰的蛋白条带，但是 １０％
ＴＣＡ提取的胞外蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱仍有部分区
域背景较深，蛋白条带难以区分。６％ ＴＣＡ提取胞
外蛋白所有条带均清晰可见，背景干净，易于后续鉴

定及分析，而且相较 １０％ ＴＣＡ提取的蛋白条带数
量并未减少，而是有更多颜色较浅的蛋白条带得以

分离。因此，确定后续实验采用终质量分数为 ６％
的 ＴＣＡ提取乳杆菌胞外蛋白。

为了检验采用终质量分数为６％的 ＴＣＡ提取乳
杆菌胞外蛋白是否具有通用性，采用此方法对本实

验室保藏的７株乳杆菌菌株的胞外蛋白进行提取实
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图 １　３种不同质量分数 ＴＣＡ提取乳杆菌胞外蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱对比

Ｆｉｇ．１　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＳＤＳ ＰＡＧＥｇｅｌｓｓｈｏｗｉｎｇＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｒｅｅＴＣＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
　
验，通过 ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析蛋白样品，结果如图 ２所
示。图中 ０为 ＭＲＳ培养基提取物；１为菌株 Ｚ２
１１；２为菌株 Ｃ；３为菌株 ＰＣ４１；４为菌株 ＮＬ４２；５为
菌株 ＮＬ２４；６为菌株 Ｚ３ １１；７为菌株 ＳＷ２；Ｍ为蛋
白质相对分子量 Ｍａｒｋｅｒ。由图可见，仅有 ４号菌株
ＮＬ４２蛋白样品条带模糊，难以明显区分蛋白条带，
这可能与其胞外蛋白组成有一定特异性有关，一种

或几种分子量较为接近的胞外蛋白含量较高，或者

是胞外蛋白发生了化学修饰，又同时或因蛋白质浓

度过高而导致在 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱上高分子量区域
连成一片，而不是单独的蛋白条带。另外 ６株菌株
均可分离得到清晰可见的蛋白条带。因此，采用

６％ ＴＣＡ 丙酮沉淀法可以作为提取乳杆菌胞外蛋

白的有效方法，但是为了得到最佳的提取效果，可以

此方法为基础结合特定乳杆菌菌株及其胞外蛋白特

性作适当调整。

图 ２　７株乳杆菌胞外蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＳＤＳ ＰＡＧＥｇｅｌｓｈｏｗｉｎｇ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｓｅｖｅｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｔａｉｎｓ
　２２　不同生长期提取乳杆菌胞外蛋白结果
为了研究不同生长期乳杆菌分泌胞外蛋白生理

特性，对 ＬｐａｒａｃａｓｅｉＳＷ２在对数生长中期（６００ｎｍ
波长吸光度 ＯＤ６００ｎｍ约为 ０８）和稳定期（ＯＤ６００ｎｍ约
为１８）的 ＭＲＳ培养液中胞外蛋白分别进行了提
取，通过 ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析蛋白样品，结果如图 ３所
示，图中１号泳道培养基初始 ｐＨ值为 ５５；２号泳

道培养基初始 ｐＨ值为 ６８。由图可知，从稳定期
（图３ａ）培养液中提取的胞外蛋白样品通过 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离出约 １４条蛋白条带，而对数生长中期
（图３ｂ）仅分离出约８条蛋白条带，表明乳杆菌在对
数期还没有将全部胞外蛋白分泌到胞外，从对数期

到稳定期胞外蛋白在持续分泌。而稳定后期至衰亡

期，微生物细胞逐渐老化并出现自溶现象，会将胞内

蛋白释放到培养液中，干扰胞外蛋白的提取。因此，

为了能提取出更多种类的乳杆菌胞外蛋白，稳定期

为提取的最佳生长时期。另外，经对 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ
ＳＷ２生长在不同初始 ｐＨ值的培养液中的胞外蛋白
进行提取，ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析蛋白样品，发现无论是
在稳定期还是对数生长中期，初始 ｐＨ值分别为 ５５
（见图３中１号泳道）和６８（见图３中２号泳道）的
培养液中提取的胞外蛋白条带并无明显差异。这可

能是由于乳杆菌本身代谢产酸，对较低浓度的酸环

境有较好的耐受性，并未影响到其蛋白分泌生理功

能所致。

图 ３　副干酪乳杆菌菌株 ＳＷ２不同生长期提取

胞外蛋白 ＳＤＳ ＰＡＧＥ图谱

Ｆｉｇ．３　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＳＤＳ ＰＡＧＥｇｅｌｓｓｈｏｗｉｎｇ

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅＬ．ｐａｒａｃａｓｅｉｓｔａｉｎＳＷ２

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｓ
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２３　蛋白质谱鉴定及生物信息学分析结果
采用 ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ／ＴＯＦ ＭＳ对 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ

ＳＷ２稳定期提取的胞外蛋白进行鉴定，选取图 ３ａ
中较为清晰的６条蛋白条带（Ｓ１～Ｓ６）进行鉴定，成
功鉴定出３个蛋白质（见表１），通过ＮＣＢＩ数据库搜
索３个蛋白质的基本生物信息表明：３个蛋白质的
基因注释均来源于副干酪乳杆菌菌株，与本实验菌

株是相同种属；其中，条带 Ｓ１和 Ｓ６均为细胞壁水解
酶，为常见乳杆菌胞外蛋白，主要功能为分解培养基

营养成分供给菌体
［１０］
；条带 Ｓ５为表面抗原，与

Ｌ．ｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ表面抗原 ｐ４０具有 ８６％同源性。
通过 ＰＳＯＲＴｂ分析鉴定蛋白的亚细胞定位表明：条
带 Ｓ１和 Ｓ５均为胞外蛋白，条带 Ｓ６未知。进一步通
过 ＳｉｇｎａｌＰ分析鉴定蛋白序列是否含有蛋白质分泌
信号肽，结果表明：条带 Ｓ１和 Ｓ５均具有信号肽，并
预测出 Ｓ１的信号肽剪切位点在３２和３３位之间，Ｓ１
的信号肽剪切位点在２８与 ２９位之间；Ｓ６蛋白序列
没有信号肽，经分析，Ｓ６蛋白分子较小，可能是通过
非典型的分泌途径转运到胞外。由此可以验证，本

实验方法提取的确为乳杆菌胞外蛋白。

表 １　Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＳＷ２胞外蛋白质谱鉴定结果

Ｔａｂ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＬ．ｐａｒａｃａｓｅｉＳＷ２

条带编号ａ 蛋白名称ｂ 来源ｃ 登录号ｄ 分子量ｅ ｐＩｆ 得分ｇ ＰＳＯＲＴｂｈ ＳｉｇｎａｌＰｉ

Ｓ１ ｃｅｌｌｗａｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＡＴＣＣ２５３０２ ｇｉ｜２２７５３３０９２ ４９８０４５ ４９９ １３２ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ 有

Ｓ５ ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＡＴＣＣ３３４ ｇｉ｜１１６４９３５９４ ４０７７７４ ６９７ ９６ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ 有

Ｓ６ ｃｅｌｌｗａｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｈｙｄｒｏｌａｓｅ Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＡＴＣＣ３３４ ｇｉ｜１１６４９３８２０ ２３０１３３ ４８６ ２０２ Ｕｎｋｎｏｗｎ 无

　　注：ａ，条带编号对应图３中的蛋白质条带编号；ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ依次为 ＮＣＢＩ数据库中检索得到的蛋白质名称、物种来源、登录号、分子量、等电

点；ｇ为基于质谱峰图利用 ＭＡＳＣＯＴ软件搜索得到的蛋白质得分；ｈ为通过 ＰＳＯＲＴｂ分析得到的蛋白质亚细胞定位；ｉ为通过 ＳｉｇｎａｌＰ分析是否

含有蛋白分泌信号肽。

　　另外３条条带未鉴定出结果，可能是由于数据
库中没有搜索到与其相匹配的同源序列，还有可能

是受限于ＳＤＳ ＰＡＧＥ分离蛋白的分辨率，一条蛋白
条带可能混杂有 １种以上蛋白质，而质谱只能鉴定
单一组分蛋白质，不能鉴定蛋白混合物而导致难以

得出确切结果。因此，为了能够更为全面、深入地研

究乳杆菌胞外蛋白信息，有必要对其进行 ２ ＤＥ分
析。

２４　乳杆菌胞外蛋白含量测定结果
采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定培养于半合成培养基的

Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ菌株 Ｌ１４胞外蛋白含量，以 ＢＳＡ为蛋白
标准品制作标准曲线见图 ４，得到回归方程：ｙ＝
００１８ｘ＋００１４，Ｒ２＝０９８８。将提取的胞外蛋白样
品作适当稀释，使其５９５ｎｍ吸光度落在标准曲线线
性范围内。根据回归方程，将所检测样品的吸光度

换算得到菌株 Ｌ１４胞外蛋白含量为 ０８９６ｇ／Ｌ。
可见，相较芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）蛋白分泌量（大于
等于 ２０ｇ／Ｌ）［３０］，乳杆菌蛋白分泌能力处于较低
水平。

图 ４　蛋白含量测定标准曲线

Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ

２５　乳杆菌胞外蛋白２ ＤＥ结果
鉴于乳杆菌蛋白分泌能力不足，培养液中胞外

蛋白浓度较低，为了能够提取足够的蛋白量以达到

２ ＤＥ对样品上样量的要求，本实验 首先将
Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ菌株 Ｌ１４培养于 １０００ｍＬＭＲＳ培养液
中提取胞外蛋白。但是，采用 ＴＣＡ 丙酮沉淀法在

大体量 ＭＲＳ培养液中提取胞外蛋白时，同时将培养
液中含有的多肽、有机提取物以及色素等复杂组分

大量沉淀下来，严重降低了胞外蛋白纯度，导致提取

的蛋白样品纯度难以达到 ２ ＤＥ对样品纯度的要
求，不能顺利进行等电聚焦。

图 ５　Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４胞外蛋白组 ２ ＤＥ图谱

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ２ ＤＥｉｍａｇｅｓｈｏｗｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｐｒｏｔｅｏｍｅｏｆＬ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４

参考 ＳＡＶＩＪＯＫＩ等［３１］
的研究，结合乳杆菌自身

的营养需求特点，将 Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＬ１４培养于含有
１％ ＭＲＳ的半合成培养基中，结果表明：菌株 Ｌ１４在

８３２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１６年



半合成培养基中生长良好，从中提取的胞外蛋白样

品纯度可以达到 ２ ＤＥ要求，Ｌ１４胞外蛋白组 ２
ＤＥ图谱见图 ５。经过软件分析，检测到图谱中有
（１３０±１０）个蛋白质点。考虑到部分蛋白质分子会
进行 翻 译 后 改 造，引 起 蛋 白 质 周 转 （Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｕｒｎｏｖｅｒ）［３２］而导致蛋白质的分子量和等电点发生
改变，２ ＤＥ胶上部分不同的蛋白点可能会属于同
一种蛋白质。参考 ＧＩＬＡＤ等［３３］

对 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ａｎｉｍａｌｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓＢＢ １２胞外蛋白组的 ２ ＤＥ
分析，鉴定成功的９６个蛋白点可归为７６种蛋白质，
推算本实验检测到蛋白点约为１００种蛋白质。根据
ＺＨＯＵ等［３４］

的 研 究，通 过 比 较 基 因 组 学 预 测

Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉＡＴＣＣ３３４分泌蛋白组共有 ２１９个蛋白
质。经 计 算，本 实 验 检 测 到 的 蛋 白 质 约 占

Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ所有分泌蛋白的４６％。另外，相较 ＺＨＵ
等

［１７］
通过２ ＤＥ分析 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＣＭＣＣ Ｐ０００２

的分泌蛋白仅检测到２８个蛋白质点，本研究所检测
到的蛋白数量为其４倍之多。这可能是由于提取方
法不同导致，ＺＨＵ等单独采用冰丙酮沉淀分泌蛋
白，虽然提取样品不受 ＴＣＡ沉淀 ＭＲＳ中杂质的干
扰，但是蛋白沉淀效率下降，同时由于乳杆菌本身蛋

白分泌水平较低，可能导致很多低丰度的分泌蛋白

难以通过 ２ ＤＥ检测到。由上可见，本研究采用
ＴＣＡ 丙酮沉淀法在半合成培养液中提取乳杆菌胞

外蛋白用于２ ＤＥ分析，效果更好，比较理想。
通过软件对 ２ ＤＥ图谱上蛋白点进行了丰度

分析，发现位于 ｐＨ值 ４～５与分子量 ８０～１００ｋＤａ
之间区域存在有丰度极高的蛋白片，其相对丰度占

到整个图谱所有蛋白点的 ６２％。可见，Ｌ．ｐａｒａｃａｓｅｉ
Ｌ１４胞外蛋白中含有显著的高丰度蛋白，这些高丰
度蛋白的存在会严重干扰低丰度蛋白检测。因此，

在以后的研究中，可以采用分子筛先去除这些大分

子量的高丰度蛋白再进行 ２ ＤＥ分析，将有助于更
好地检测、鉴定其他蛋白。

３　结束语

ＴＣＡ 丙酮沉淀法是提取乳杆菌胞外蛋白的有

效方法，采用终质量分数为 ６％的 ＴＣＡ提取效果最
为理想，可以作为提取乳杆菌胞外蛋白的基本方法。

从稳定期提取出的乳杆菌胞外蛋白种类更为丰富，

是提取乳杆菌胞外蛋白的最佳生长期。通过鉴定胞

外蛋白表明：水解酶和表面抗原为乳杆菌常见胞外

蛋白。乳杆菌蛋白分泌能力较弱，胞外蛋白分泌量

不足１ｇ／Ｌ。将乳杆菌培养于半合成培养基中，生长
良好且可以提取出符合 ２ ＤＥ样品要求的胞外蛋
白，通过乳杆菌胞外蛋白组 ２ ＤＥ图谱分析，所检
出胞外蛋白数量约占预测分泌蛋白数量的近一半，

大大提高了乳杆菌胞外蛋白的实验检出率。本文初

步建立了乳杆菌胞外蛋白的提取、分离及 ２ ＤＥ分
析体系，为深入开展乳杆菌胞外蛋白相关研究奠定

了基础。
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