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摘　要：【目的】筛选新型广谱有效的抑菌蛋白，为全 面 解 析 植 物 乳 杆 菌 抑 菌 机 制 和 开 发 新 型 抗 菌 制 剂 奠 定 基 础。

【方法】以植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１为研究对象，采用牛津杯法测定其抑菌活性，以低温离心和超滤法初步分离获

得胞外蛋白并测定其抑菌活性，对胞外蛋白进行不同温度、ｐＨ及蛋白酶处理，研究抑菌蛋白理化特性，利用液相色

谱串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）进一步分析鉴定植物乳杆菌代谢产物中的抑菌成分。【结果】植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１
对沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有良好的抑菌作用；发酵上清液在发酵２４ｈ的抑菌能力最强；胞外蛋

白的抑菌能力与发酵上清液相近；植物乳杆菌抑菌蛋白 具 有 较 好 的 耐 热 特 性，与 对 照 组 相 比，在２０～８０℃时 抑 菌

活性均无显著变化（Ｐ＜０．０５），在ｐＨ　６．０～８．０时抑菌活性最佳，对蛋白酶敏感；经ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ鉴 定 分 析，检 测 出

５种可信度较高且与抑菌作用相关的蛋白 质，分 别 是 片 球 菌 素ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１、溶 菌 素（ｌｙｓｉｎ）、聚 酮 合 酶（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ）、辅助蛋白（ａｃｃｅｓｓｏｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ）和ＬｙｓＭ　ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，分子质量分别为

５．３４８、７．３４８、８．３４８、６．３４８和１９．６６２ｋｕ；蛋白质功能分析结果表明，片球菌素ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１与溶菌素主要通过破

坏细菌细胞壁与细 胞 膜，从 而 达 到 抑 菌 效 果。ＬｙｓＭ　ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ可 识 别 含 有

Ｎ－乙酰氨基葡萄糖（ＧｌｃＮＡｃ）残基的肽聚糖，上 调 抗 菌 肽 的 表 达；辅 助 蛋 白 主 要 参 与 细 菌 素 的 合 成，聚 酮 合 酶 主 要

参与抗生素的合成，二者通过参与抑菌物质的合成间接发挥抑菌作用。【结论】本研究成功分离并鉴定植物乳杆菌

ＧＸ２０２００４１７－１的５种抑菌蛋白；植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１可能通过其代谢产物中的多种抑菌蛋白协同发挥抗菌作用。
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ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，ｂｏｔｈ　ｏｆ　ｗｈｉｃｈ　ｐｌａｙｅｄ　ａｎ　ｉｎｄｉｒｅｃｔ
ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ　ｒｏｌｅ　ｂｙ　ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ｉｎ
ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ，ｆｉｖｅ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　ＧＸ２０２００４１７－１ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ｗｈｉｃｈ　ｌａｉｄ　ａ　ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｉｔｓ
ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ　ｔｈａｔ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　ＧＸ２０２００４１７－１ｃｏｕｌｄ　ｐｌａｙ　ａｎ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｒｏｌｅ　ｂｙ　ｔｈｅ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．
Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ： Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ；ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ；ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ；ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；

ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　　植物乳杆菌是一种多功能乳酸菌，作为乳酸菌

的代表，在自然界分布广泛，因其具有良好的抗菌性

能而成为无抗养殖领域的研究重点，是一类具有开

发前景的新型绿色抗菌制剂［１］。
现有研究表明，植物乳杆菌的抗菌特性主要依

赖于其产生的代谢产物，分离到的抑菌物质主要包

括有机 酸［２－３］、脂 肪 酸［４］、抑 菌 蛋 白 或 小 分 子 抗 菌

肽［５－７］。抑菌蛋白或小分子抗菌肽是 植 物 乳 杆 菌 产

生的重要代谢产物，研究证实植物乳杆菌的发酵上

清经蛋白酶处理后，其原本的抑菌能力将会大打折

扣［８］。目前针对植物乳杆菌抑菌蛋白的研究主要集

中在对其进行分离、鉴定及其抑菌机理的探讨。詹

晖等［９］对小鼠进行沙门氏菌攻毒，发现植物乳杆菌

细菌素对沙门氏菌在增殖过程中的细胞膜有破坏作

用。韩金志等［１０］从 植 物 乳 杆 菌 中 分 离 出 一 种 新 型

细菌素，经抑菌试验证实其对大肠杆菌、鼠伤寒沙门

氏菌、金黄色葡萄等食源性致病菌具有不同程度的

抑菌活性。细 菌 素 可 破 坏 病 原 菌 的 细 胞 膜 或 细 胞

壁，使其内容物外泄而达到抑菌作用；也可以菌体的

核酸为作用靶点，阻碍病原菌的增殖分裂从而发挥

抗菌作用。Ｍｉａｏ等［１１］研究发现干酪乳杆菌的细菌

素Ｆ１可通过作用于金黄色葡萄球菌的ＤＮＡ和破

坏细胞 膜 两 种 方 式 抑 制 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 增 殖。

Ｋｈａｌａｆ等［１２］从乳酸菌中分离出的细菌素ＰＬＮＣ８αβ
可通过破坏病原菌的生物膜从而发挥抗菌作用。

与其他非蛋白类抑菌物质相比，抑菌蛋白或小
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分子抗菌肽抑菌活性强、抑菌谱广且抑菌蛋白编码

基因易克隆表达，可为实现工业化生产发挥更大的

应用价值，筛选新型广谱而有效的抑菌蛋白或小分

子抗菌肽可 为 开 发 新 型 替 抗 产 品 提 供 新 思 路 新 选

择。目前针对植物乳杆菌的抑菌效果研究多集中在

有机酸的协同作用，而对于抗菌肽或抑菌蛋白的协

同作用却鲜有报道。本研究通过低温离心和超滤法

提取植物乳杆菌代谢产物中的胞外蛋白，采用液相

色谱串联 质 谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法 进 一 步 分 析 鉴 定 抑

菌蛋白成分，并对抑菌机制进行解析，以期为全面解

析植物乳杆菌的抑菌机制和进一步研发替代抗生素

的新一代绿色安全抑菌蛋白制剂提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与培养基　　试验用菌种植物乳杆菌

ＧＸ２０２００４１７－１，分离自广西市售发酵酸菜，由广西壮

族自治区兽医研究所细菌室提供；指示菌大肠杆菌

ＡＴＣＣ　２５９２２、金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ　６５８３、沙门氏菌

ＳＭ０２２均由广西壮族自治区兽医研究所收藏保存。

ＭＲＳ肉汤培养基购自北京陆桥技术股份有限公司。

１．１．２　主要试剂及仪器　　ＲＩＰＡ裂解液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司）；乙腈（ＡＣＮ）、甲酸（ＦＡ）、碳酸氢铵、二硫苏糖

醇（ＤＴＴ）、碘乙 酰 胺（ＩＡＡ）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公 司）；考

马斯亮蓝染色剂（碧云天生物技术有限公司）。超净

工作 台（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司）；低 温 高 速 离 心 机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ电泳仪（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；毛
细管 高 效 液 相 色 谱 仪 和 电 喷 雾－组 合 型 离 子 阱

Ｏｒｂｉｔｒａｐ质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌种活化及生长性能测定　　将－８０℃保

存的菌种溶 解，灼 烧 接 种 环 至 冷 却 后，蘸 取 少 量 菌

液，轻轻划线接 种 于 指 定 的 平 板 培 养 基，３７℃培 养

２４ｈ后，挑取单个菌落，接种 于 ＭＲＳ液 体 培 养 基，

３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床震荡培养，分别在０、４、８、

１２、２４、３６和４８ｈ吸取发酵液，测定其Ｄ６００ｎｍ值。

１．２．２　植物乳杆菌发酵上清液的制备　　将活化

传代后的植物乳杆菌接种于１５ｍＬ　ＭＲＳ液体培养

基，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒 温 摇 床 震 荡 培 养２４ｈ后，

４℃、１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清经０．２２μｍ
无菌滤膜过滤，并收集滤液。

１．２．３　牛 津 杯 法 检 测 抑 菌 活 性　　分 别 吸 取

２００μＬ　１×１０
８　ＣＦＵ／ｍＬ的指示菌悬液并均匀涂布

于固 体 培 养 板 上，轻 轻 放 置 牛 津 杯，在 杯 中 加 入

２００μＬ发酵 液／发 酵 上 清 液／胞 外 蛋 白，３７℃恒 温

培养２４ｈ，每种处理做３个平行，测定抑菌圈直径。

１．２．４　不同培养时间植物乳杆菌发酵上清液对大肠

杆菌抑菌活性的测定　　将活化的植物乳杆菌接种

于１５ｍＬ　ＭＲＳ液体培养基，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温摇

床震荡培养，分别在培养０、４、８、１２、２４、３６和４８ｈ时吸

取２００μＬ发酵液，按照１．２．２的方法收集发酵上清液，
按照１．２．３的方法测定其对于大肠杆菌的抑菌活性。

１．２．５　胞外蛋白的制备　　将１．２．２收集到的发

酵上清液加入到３ｋｕ超滤膜的１５ｍＬ超 滤 管 中，

４℃、６　５００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ，收集浓缩液，并将浓

缩液稀释于 ＭＲＳ培 养 基 中，使 其 蛋 白 溶 液 总 量 与

初始发酵液体积一致。

１．２．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离胞外蛋白　　取适量胞外

蛋白样 品，与Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（５×）混 合，将 样 品 和

Ｍａｒｋｅｒ依次加入１２％分离凝胶的孔中，１００Ｖ运行

１０ｍｉｎ。然后１２０Ｖ运行６０ｍｉｎ，剥离胶放入考马

斯亮蓝染色液中，室温染色１ｈ。加入脱色液，置于

８０ｒ／ｍｉｎ脱色摇床上，每２０ｍｉｎ更换一次脱色液至

完全脱净。完成脱色后，用双蒸水浸泡，参照蛋白质

分子质量标准将所提纯的蛋白从凝胶中分离出来。

１．２．７　抑菌蛋白理化特性研究

１．２．７．１　温度对抑菌蛋白抑菌活性的影响　将抑菌

蛋白 分 别 在２０、４０、６０、８０、１００和１２１ ℃下 水 浴

３０ｍｉｎ，以室温的抑菌蛋白液为对照组，每组３个重

复，采用牛津杯法测定不同处理后的样品对大肠杆

菌抑菌活性的影响。

１．２．７．２　ｐＨ对 抑 菌 蛋 白 抑 菌 活 性 的 影 响　将 抑

菌蛋白 分 别 用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ和 ＭＥＳ－ＮａＯＨ 缓 冲 液 调

节ｐＨ至２．０、４．０、６．０、８．０、１０．０、１１．０和１２．０，静

置２ｈ，以未处理的抑菌蛋白液为对照组，每组３个

重复，采用牛津杯法测定不同处理后的样品对大肠

杆菌抑菌活性的影响。
无菌 蒸 馏 水 分 别 用 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ和 ＭＥＳ－ＮａＯＨ

缓 冲 液 调 节 ｐＨ 至２．０、３．０、４．０、１０．０、１１．０和

１２．０，采用牛津杯法 测 定 不 同ｐＨ 缓 冲 液 对 大 肠 杆

菌抑菌活性的影响，以排除过酸或过碱条件本身对

抑菌效果的影响。

１．２．７．３　蛋白酶对抑菌蛋白抑菌活性的影响　分

别用胰蛋白酶与蛋白酶Ｋ处理抑菌蛋白，３７℃水浴

３０ｍｉｎ，以未处理的抑菌蛋白液为对照组，每组３个

重复，采用牛津杯法测定不同处理后的样品对大肠

杆菌抑菌活性的影响。

１．２．８　胰蛋白酶酶解　　①胶粒脱色：将目的条带
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切成胶粒，分装进１．５ｍＬ　ＥＰ管中，使用５０％ ＡＣＮ－
５０％５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液脱色。②胶粒脱水：
加入１００％ ＡＣＮ　１００μＬ，放置３０ｍｉｎ，待胶粒呈白色

团状，弃去ＡＣＮ，室温放置干燥。③还原烷基化：加入

适量１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＴ于５６℃ 水浴中还原１ｈ，吸出

弃去。而后加入适量５５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＡＡ，暗处室温反应

１ｈ，吸出弃去，按照①②步骤脱色脱水。④酶切：取

１０μＬ　５ｎｇ／μＬ酶于ＥＰ管中，４℃冰箱孵育４０ｍｉｎ，取
出后每管补加５～１０μＬ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液，
密封于３７℃ 水浴中酶切１６ｈ。⑤肽段提取：加提取

液（５％ＴＦＡ－５０％ＡＣＮ－４５％水）１００μＬ／管，３７℃水浴

１ｈ，超声５ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，重复１次，真空离心干燥。

１．２．９　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测　　经胰蛋白酶酶解后的

肽段在质谱仪中离子化后，通过检测器分析，可得到

各肽段的质荷比（ｍ／ｚ），即一级质谱图；部分肽段再

次被破碎和分析，产生二级质谱图，采用质谱检索软

件选择Ｕｎｉｐｏｒｔ蛋 白 数 据 库，对 获 得 的 全 部 质 谱 数

据进行分析。色谱条件：流动相Ａ：０．１％甲 酸，２％
ＡＣＮ；流 动 相 Ｂ：０．１％ 甲 酸，８０％ ＡＣＮ；流 速：

６００ｎＬ／ｍｉｎ；每个组分分析时间：６６ｍｉｎ。

１．３　数据统计分析

试验数据采用ＳＰＳＳ　２６．０软件进行单因素方差

分析，采用ＬＳＤ法对抑 菌 活 性 进 行 多 重 比 较，采 用

Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法对理化特性各组数据进行多重比较，结
果以平均值±标准差表示，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结　果

２．１　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１生长曲线

由图１可知，植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１在４ｈ
后Ｄ６００ｎｍ值 迅 速 上 升，进 入 对 数 期，２４ｈ后 趋 于 稳

定，进入平台期。

图１　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍＧＸ２０２００４１７－１

２．２　植物乳杆菌抑菌活性测定

植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１对供试指示菌的抑

菌 活 性 见 图 ２。由 图 ２ 可 知，植 物 乳 杆 菌

ＧＸ２０２００４１７－１对沙门氏 菌、大 肠 杆 菌、金黄色葡萄

球菌均具有较好的抑菌效果，其中对大肠杆菌的抑菌

圈直径大于沙门氏菌和金黄色葡萄球菌，抑菌圈直径

为１３．３３ｍｍ，说明植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１对大肠

杆菌的抑菌效果优于沙门氏菌和金黄色葡萄球菌。

图２　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１体外抑菌活性测定

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｐｌａｎｔａｒｕｍＧＸ２０２００４１７－１　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ

２．３　植物乳杆菌发酵上清液对大肠杆菌的抑制活

性测定

由图３可知，发酵液及发酵上清液的抑菌曲线基

本相似且一致；在０～４ｈ内没有抑菌能力，４ｈ后抑

菌能力逐渐增强，并在２４ｈ时达到最大，此时发酵液

及发酵 上 清 液 产 生 的 抑 菌 圈 直 径 分 别 为１３．３３和

１２．２１ｍｍ，随着培养时间的延长，抑菌能力并无显著

变化。ＭＲＳ培养基产生的抑菌圈直径为０ｍｍ，对比

图１与图３可发现，在４～２４ｈ范围内，抑菌圈直径与

Ｄ６００ｎｍ值增长趋势一致，且在２４时达到稳定。

图３　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１发酵液及发酵上清液抑菌曲线

Ｆｉｇ．３ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ

ＧＸ２０２００４１７－１ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｂｒｏｔｈ　ａｎｄ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
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２．４　胞外蛋白的制备及抑菌活性测定

将提取的胞外蛋白按比例稀释于等体积发酵液

的 ＭＲＳ培养基 中，以 保 证 单 位 体 积 的 胞 外 蛋 白 全

部来自于等体积下的菌液或等体积的发酵上清液。
由图４可知，稀释后的胞外蛋白与等体积的发酵液

（１×１０８　ＣＦＵ／ｍＬ）及发酵上清液可产生相近直径的

抑菌圈，说明植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１胞外蛋白对

于大肠杆菌亦具有较好的抑菌活性，进一步说明植物

乳杆菌代谢产物中的抑菌物质主要为抑菌蛋白成分，
通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对提取的胞外蛋白进行分离，分离

到胞外蛋白分子质量在５～１５０ｋｕ之间（图５）。

图４　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１发酵液／发酵上 清／胞 外 蛋

白／培养基对大肠杆菌的抑菌效果

Ｆｉｇ．４ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ

ＧＸ２０２００４１７－１ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｂｒｏｔｈ，ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ，

ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｍｅｄｉｕｍ　ｏｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

Ｍ，蛋白质分子质量标准；１，胞外蛋白；２，培养基

Ｍ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ；２，Ｍｅｄｉｕｍ
图５　胞外蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

Ｆｉｇ．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．５　抑菌蛋白理化特性

与对照组相比，胞外蛋白经２０、４０、６０和８０℃
水浴处理后，抑菌活性均无显著变化（Ｐ＞０．０５），但

其在１００和１２１℃处理后，抑菌活性明显下降，与对

照组及其他温度处理组差异显著（Ｐ＜０．０５）（图６）。
不同ｐＨ缓冲 液 处 理 抑 菌 蛋 白 后，抑 菌 蛋 白 在ｐＨ
为６．０～８．０的环境下，抑菌活性较好，与对照组相

比，在过酸或过碱条件下抑菌活性均受到抑制（Ｐ＜
０．０５）（图７）。为 验 证ｐＨ 缓 冲 液 本 身 是 否 对 大 肠

杆菌 产 生 抑 菌 影 响，在ｐＨ 分 别 为２．０～４．０和

１０．０～１２．０的条件下对大肠杆菌做抑菌处理，结果

显示，ｐＨ 为２．０～４．０和１０．０～１２．０的 无 菌 缓 冲

液均未对大肠杆菌产生抑菌影响（图８）。与对照组

相比，用蛋白酶 Ｋ及胰蛋白酶处理抑菌 蛋 白 后，抑

菌蛋白抑菌活性显著下降（Ｐ＜０．０５）（图９）。

与对照组相比，＊，差 异 显 著（Ｐ＜０．０５）；无＊，差 异 不 显 著

（Ｐ＞０．０５）。下同

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊，Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（Ｐ＜０．０５）；Ｎｏ＊，Ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｔｈｅ

ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图６　温度对抑菌蛋白抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ

ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ

图７　ｐＨ对抑菌蛋白抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎ
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图８　不同ｐＨ缓冲液对大肠杆菌抑菌活性的影响

Ｆｉｇ．８　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ　ｂｕｆｆｅｒ　ｏｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

图９　抑菌蛋白对蛋白酶的敏感性

Ｆｉｇ．９　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｏ　ｐｒｏｔｅａｓｅ

２．６　抑菌蛋白的抑菌特性研究

为进一步研究抑菌蛋白的成分，用液相色谱串

联质谱分析仪进行分析，得到胞外蛋白总离子图谱

（图１０），质 谱 采 集 的 数 据，经 过 软 件 ＭａｘＱｕａｎｔ
（１．６．２．１０）数据库检索，共检测出５种可信度较高且

与抑菌作用相关的蛋白质，依次为片球菌素ｐｅｄｉｏｃｉｎ
ＰＡ－１、辅 助 蛋 白、溶 菌 素、聚 酮 合 酶 和 ＬｙｓＭ
ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ（表１）。

Ｕｎｉｐｏｒｔ蛋白数据库功能预测显示：ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１为

广谱性的细菌素，溶菌素具有溶菌酶活性，二者主要

通过破坏细菌细胞壁与细胞膜，从而达到抑菌效果。
辅助蛋白主要参与细菌素的合成过程，聚酮合酶参与

抗生素的合成。ＬｙｓＭ　ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ在蛋白鉴定结果中显示可信度最

高，但在检索数据库中未显示相关功能。

图１０　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１胞外蛋白总离子图谱

Ｆｉｇ．１０　Ｔｏｔａｌ　ｉｏｎ　ｍａｐ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍＧＸ２０２００４１７－１
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表１　植物乳杆菌ＧＸ２０２００４１７－１抑菌蛋白分析

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍＧＸ２０２００４１７－１

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
蛋白ＩＤ
Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＩＤ

肽段

Ｐｅｐｔｉｄｅ

分子质量

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ／ｋｕ

序列长度

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

片球菌素Ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１ Ａ０Ａ６Ｐ１ＰＥ８８　 １　 ５．３４８　 ５１

辅助蛋白Ａｃｃｅｓｓｏｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ｑ９３ＦＶ５　 ９　 ６．３４８　 １７４

溶菌素Ｌｙｓｉｎ　 Ａ０Ａ０Ｒ２ＧＡ２５　 ４　 ７．３４８　 ４３４

聚酮合酶Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　 Ａ０Ａ７Ｇ５ＹＰ３４　 １　 ８．３４８　 １　７４５

ＬｙｓＭ　ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 Ａ０Ａ７Ｇ５Ｎ５Ｅ７　 １０　 １９．６６２　 １８７

３　讨　论

植物乳杆菌的主要益生特性之一是其广谱的抑

菌性，抑菌特性主要依赖于其产生的复杂代谢产物，

包括有机酸、脂肪酸、抑菌蛋白或小分子抗菌肽等。

国内外学者对抑菌蛋白的分离纯化做了相关研究，

分离纯化方法主要有层析法、蒸发浓缩法、有机溶剂

法、超滤法等［１３］。本研究采用低温离心和超滤法分

离植物乳杆菌代谢产物中的抑菌蛋白，并通过抑菌

活性测定发现抑菌蛋白对大肠杆菌具有良好的抑菌

效果，徐栋 等［１４］从 植 物 乳 杆 菌 中 分 离 出 的 细 菌 素

ＬＺ２２２，以及翟佳琳等［１５］分离出的抑菌蛋 白 对 大 肠

杆菌同 样 具 有 抑 菌 活 性，与 之 不 同 的 是 Ｔｏｄｏｒｏｖ
等［１６］分离出的细菌素ＳＴ２６ＭＳ和ＳＴ２８ＭＳ对大肠

杆菌并无抑菌效 果。本 研 究 通 过 温 度、ｐＨ、酶 处 理

等方法研究 植 物 乳 杆 菌 产 生 的 抑 菌 蛋 白 的 理 化 特

性，发现抑菌蛋白具有较好的热稳定性，经１２１℃处

理后抑菌活 性 并 未 完 全 丧 失；抑 菌 蛋 白 经 不 同ｐＨ
缓冲 液 处 理 后 均 能 保 持 抑 菌 活 性，且 在 ｐＨ 为

６．０～８．０时抑菌活性较强，本研究利用极酸极碱的

无菌缓冲液对大肠杆菌做抑菌处理，证明缓冲液并

未对大肠杆菌产生抑菌影响，这与在酸性条件下抑

菌蛋白依然保持较高抑菌活性的结果相违背［１７］，与

在碱性环境 下 抑 菌 活 性 减 弱 或 丧 失 的 结 果 保 持 一

致［１８－１９］，说明过酸过碱环境可能使抑菌蛋白的构象

发生改变，对其活性产生影响。抑菌蛋白经胰蛋白

酶、蛋白酶 Ｋ处理后抑菌活性明显减弱，可 能 是 抑

菌蛋白发生部分降解，这一结果与徐志娇等［２０］分离

出的抑菌蛋白及Ｓｅｖａｌ等［２１］分离出的ＫＴ１１的抑菌

活性相似。

为进一步研究植物乳杆菌产生的抑菌蛋白的抑

菌特性，通过ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析鉴定出５种可信度较

高且与 抑 菌 作 用 相 关 的 蛋 白 质，依 次 是 片 球 菌 素

ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１、辅助蛋白、溶菌素、聚酮合酶和ＬｙｓＭ

ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ。

ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１是 由５１个 氨 基 酸 组 成 的 细 菌

素，属于植物乳 杆 菌 产 生 的ＣｌａｓｓⅡａ型 细 菌 素，其

杀菌机制主要是在细胞膜上形成孔洞，使细胞内离

子外泄，引起质子驱动势的耗散，最终引发病原菌死

亡［２２］。Ａｌｖａｒｅｚ等［２３］证 实 细 菌 素 以 病 原 体 的 细 胞

膜为攻击靶点，形成孔洞，导致内容物外泄，从而对

大肠杆菌发 挥 抑 菌 作 用。赵 瑞 香 等［２４］发 现 细 菌 素

作用大 肠 杆 菌 后 细 胞 膜 通 透 性 增 大，胞 内 Ｋ＋ 和

ＡＴＰ大量外泄，细胞物质及能量代谢失衡，最终引发

大肠杆菌死亡。已证实化学合成的ｐｅｄｉｏｃｉｎ　ＰＡ－１可

替代天然 细 菌 素 完 成 其 抗 菌 功 能。辅 助 蛋 白 是 由

１７４个氨基酸形 成 的 小 分 子 蛋 白，主 要 功 能 是 参 与

细菌素的生物合成，辅助蛋白具有高度的同源性，推

测其具有辅助细菌素转运的功能。

Ｌｙｓｉｎ是 由４３４个 氨 基 酸 形 成 的 蛋 白 质，具 有

溶菌酶活性，通过水解细菌细胞壁的肽聚糖发挥其

抗菌作用，杀菌活性高且耐药性强，被认为是替抗产

品的潜 在 候 选 蛋 白，Ｌｉ等［２５］发 现 高 度 嵌 和 的ｌｙｓｉｎ

对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 在 体 内 外 均 发 挥 抑 菌 活 性。

Ｃｈｅｎ等［２６］报道了一种独特的ｌｙｓｉｎ嵌合蛋白，该嵌

合蛋白对多药耐药鲍曼不动杆菌的抑菌活性提高十

万倍左右。有关植物乳杆菌ｌｙｓｉｎ的研究罕见报道，

从植物乳 杆 菌 ＧＸ２０２００４１７－１鉴 定 出 的ｌｙｓｉｎ可 作

为分离纯化的重要方向。

聚酮合酶广泛存在于植物、细菌和真菌中，是一

类与次级代谢有着密切关系的酶类，催化合成结构

多样的聚酮化合物，具有良好的抗菌作用［２７］。根据

Ｕｎｉｐｏｒｔ蛋白数 据 库 分 析，植 物 乳 杆 菌 代 谢 产 物 中

９６２３
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的聚酮合酶能催化抗生素的生物合成，其对植物乳

杆菌的抑菌效果发挥间接作用。

ＬｙｓＭ　ｐｅｐｔｉｄｏｇｌｙｃａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ是由１８７个氨基酸形成的小分子蛋白，质谱

结果 经 Ｕｉｎｐｏｒｔ数 据 库 比 对，蛋 白 可 信 度 最 高。

ＬｙｓＭ 结构域存在于许多细菌的肽聚糖水解酶中，

主要 作 用 机 制 是 识 别 含 有 Ｎ－乙 酰 氨 基 葡 萄 糖

（ＧｌｃＮＡｃ）残基的肽聚糖，已有研究者在植物乳杆菌

中鉴定出一种与 免 疫 相 关 的 葡 聚 糖 水 解 酶 即 Ｎ－乙

酰氨基葡糖苷酶（Ａｃｍ２）［２８］，葡 聚 糖 水 解 酶Ｃ端 含

有３个重复的ＬｙｓＭ 结构域［２９］，研究证明ＬｙｓＭ 结

构域通过与肽聚糖的结合识别病原菌，并通过某些

未知的途径调控抗菌肽的表达，从而起到有效的抑

菌作用［３０］。

以上仅是分析鉴定出５种可信度较高的抑菌蛋

白，并未对抑菌蛋白进一步分离得到单一物质，若对

单一物质进行抑菌机理的深入研究，可为替抗产品

的开发提供全新思路。

４　结　论

植物乳 杆 菌 ＧＸ２０２００４１７－１抑 菌 谱 广，能 有 效

抑制多种病原菌的增殖。本研究采用超滤法获得其

抑菌蛋白混合物，抑菌活性强，具有较好的耐热、耐

酸碱性，在ｐＨ　６．０～８．０时 抑 菌 活 性 最 佳，对 蛋 白

酶敏感。利用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析鉴定出５种可信度

较高且与抑菌作用相关的蛋白质，蛋白功能分析显

示，这些抑菌蛋白可通过破坏细菌细胞膜及细胞壁

直接或间接发挥抑菌作用。本研究对抑菌蛋白的分

离及抑菌机制的解析可为新型抗菌制剂的开发提供

参考。
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