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嗜酸乳杆菌 S-层蛋白对肠道细胞黏附及 

巨噬细胞增殖的影响 
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摘要：比较去除 S-层蛋白前后嗜酸乳杆菌对肠道细胞黏附及菌体自我凝集率的变化，并探究 S-层蛋白对巨噬细胞增殖及溶

酶体分泌的影响。采用 4M 氯化锂提取嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 的表层蛋白，经透析及微孔过滤等步骤得到 S-层蛋白，SDS-PAGE

确定其分子量。利用酶标仪测定嗜酸乳杆菌在 37 ℃孵育过程中(0 h~5.5 h)自我凝集率的变化情况，光学显微镜观察去除 S-层蛋

白前后嗜酸乳杆菌对结肠癌细胞 HT-29 的黏附情况变化。将 S-层蛋白与巨噬细胞 RAW264.7 孵育 2 h 后，MTS 法测定细胞增殖

情况，并采用溶酶体荧光探针研究溶酶体分泌量的变化。结果表明：所提蛋白为嗜酸乳杆菌 S-层蛋白(分子量 M≈46ku)。嗜酸乳

杆菌自我凝集率随孵育时间的延长而呈现出上升趋势，去除 S-层蛋白后，菌体自我凝集率降低，嗜酸乳杆菌对 HT-29 细胞的黏

附量也明显减少，且 S-层蛋白能促进巨噬细胞增殖及其溶酶体分泌。 
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Abstract: To investigate the autoaggregation and adherence rate to HT-29 cells of Lactobacillus acidophilus ATCC4356 with or 

without S-layer protein as well as the influence of S-layer protein on the proliferation and lysosomal secretion of macrophages, S-layer 

protein of L. acidophilus ATCC 4356 was extracted by 4 M lithium chloride, followed by further purification using centrifugation, 

dialysis, and microfiltration. The molecular weight was then confirmed by SDS-PAGE. Autoaggregation rate of L. acidophilus at 37C 

was measured by using a microplate reader during the incubation (0 to 5.5 h). Adhesion of L. acidophilus ATCC4356 to HT-29 cells was 

observed by light microscopy. After incubation of S-layer proteins with RAW 264.7 macrophages for 2 h, proliferation and changes in 

lysosomal secretion were evaluated by MTS and Lyso-Tracker Red, respectively. The results showed that the protein extracted was 

S-layer protein from L. acidophilus ATCC 4356 with a molecular weight of about 46 ku. L. acidophilus ATCC4356 autoaggregation rate 

and adhesion to HT-29 cells were reduced when the S-layer protein was removed. L. acidophilus ATCC 4356 autoaggregation rate 

increased as the incubation time was extended. S-layer protein could also promote macrophage proliferation and lysosomal secretion.  
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乳酸杆菌作为人体肠道内的功能性益生菌，同

时也是肠道黏膜生物屏障的主要成分，它能黏附并

定植于肠黏膜上皮细胞表面，使肠细胞免受病原微

生物的侵害。研究表明乳酸杆菌与宿主的相互作用 
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主要与脂磷壁酸、胞外多糖、表面蛋白[1]、菌体表

面疏水性和自凝集[2]等有关。其中，表面蛋白因其

独特的结构及功能特性而被广泛的研究。S-层蛋白

(S-layer protein)作为乳杆菌最常见的表面蛋白

(SLP，Surface layer protein)之一，是一类由蛋白质

亚基组成的单层晶体结构，为细菌较为常见的一类

表层结构[3]。S-层蛋白因其规则的晶体结构可以作为

分子筛应用于材料方面，同时，它可以参与宿主细

胞的黏附从而抑制致病菌的侵入，也能作为抗原的
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传递工具[4]。通过高浓度氯化锂、盐酸胍溶剂破坏

乳酸杆菌细胞壁表面的氢键，经凝胶过滤或离子交

换层析纯化可以获得 S-层蛋白。为了更为直观的观

察细胞变化，乳酸杆菌对宿主细胞的黏附及免疫多

采用体外实验，目前多选用 Caco-2 及 HT-29 结肠癌

细胞作为肠道细胞模型。王斌[5]等通过 Western blot

发现乳杆菌 JCM1081 细胞壁表面的两种蛋白能特

异性识别 HT-29 细胞膜表面的黏附素受体，并与之

结合。 

Boot H J
[6]最早发现嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 具

有 S-层蛋白，其分子量约为 43 ku，随后有关此蛋白

氨基酸序列及基因片段的报道也越来越全面，但有

关其肠道免疫功能及机理研究尚不全面。本文选用

嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 作为实验菌株，研究 S-层蛋

白对菌体自我凝集率、菌体黏附肠道细胞的影响，

并对其免疫功能进行初步探究，为嗜酸乳杆菌

ATCC 4356 S-层蛋白的功能特性提供更为完善的理

论依据，为进一步探究其免疫机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

嗜 酸 乳 杆 菌 ATCC 4356(Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356)购于中国普通微生物菌种保

藏管理中心；HT-29 人结肠癌细胞、巨噬细胞

RAW264.7 购于武汉博士德生物工程有限公司；

MTS 一步法细胞增殖检测试剂 promega-普洛麦格

（北京）生物技术有限公司；SDS-PAGE 标准蛋白 

赛默飞世尔科技公司；氯化锂，上海索莱宝生物科

技有限公司；青霉素 - 链霉素溶液 (100X) 、

Lyso-Tracker Red 溶酶体红色荧光探针 碧云天生物

技术研究所；0.25%胰酶-EDTA、胎牛血清，Gibco

公司；DMEM 培养基 Hyclone 公司。 

1.2  仪器与设备 

立式压力灭菌器 上海申安医疗器械有限公司；

恒温恒湿培养箱 宁波江南仪器厂；冷冻干燥机 北

京博医康实验仪器有限公司；酶标仪 infinite 200pro 

TECAN 公司；二氧化碳培养箱 MCO-18AIC 三洋株

式会社；相差倒置荧光显微镜 IX-53 奥林巴斯； 

1.3  方法 

1.3.1  细菌及细胞培养 

细菌活化及扩大培养：取低温保存的菌株适量

接种于 50 mL MRS 液体培养基中进行活化，37 ℃

恒温培养至OD590约为 1.000。将活化后的菌液按 1%

的体积比接入新鲜的 MRS 液体培养基中，37 ℃恒

温培养 24 h 至稳定期。 

细胞培养及传代：将细胞置于含 120 mL/L 胎牛

血清和 10 mL/L 双抗(100X 青霉素-链霉素溶液)的

DMEM 细胞培养液中，37 ℃、5% CO2的二氧化碳

培养箱中孵育，隔天换液，4~5 d 传代一次，胰酶室

温消化 3~5 min 至细胞变圆，加入培养液终止消化，

吹散细胞悬液后等体积分盘。 

1.3.2  嗜酸乳杆菌 S- 层蛋白的提取及

SDS-PAGE 

S-层蛋白提取参考范郁冰[7]和 Kathene C
 [8]的方

法，稍作调整。扩大培养后的菌液培养至稳定期，离

心收集菌体(5000 r/min，15 min)，0.1 M PBS 缓冲液

洗净培养基(pH=7.4)，收集菌体沉淀用 4 mol/L LiCl

重悬，37 ℃孵育 60 min 后，收集上清液(12000 r/min，

15 min)，于 0.01 mol/L PBS (pH=7.4)中 4 ℃透析以除

尽盐离子，透析内液离心(5000 r/min，15 min)，收集

上清液，微孔滤膜过滤(0.22 μm)，冷冻干燥后得嗜酸

乳杆菌表层粗蛋白，置于-20 ℃备用。 

表层粗蛋白溶解后经 Sephadex G-75 凝胶过滤

层析纯化，0.025 mol/L Tris-HCL 缓冲液平衡层析

柱，上样量为 1 mL。洗脱液为 0.025 mol/L Tris-HCL，

280 nm 处检测吸光值，收集洗脱峰，再次透析，冷

冻干燥后得到嗜酸乳杆菌 S-层蛋白，置于-20 ℃保

存备用。 

将S-层蛋白溶液与5×上样缓冲液沸水浴5 min，

采用 120 g/L 分离胶和 50 g/L 浓缩胶的不连续浓度

梯度电泳，每孔上样量 10 µL，浓缩胶 80 V 恒压约

30 min，分离胶 100 V 恒压约 3.5 h，考马斯亮蓝

R-250 染色。 

1.3.3  嗜酸乳杆菌 S-蛋白质谱鉴定 

切下 SDS-PAGE 凝胶条带，0.01 mol/L PBS 

(pH=7.4)洗 3 次，无菌水洗净。胰蛋白酶酶解后进行

Maldi-TOF-TOF 质谱鉴定，应用 MASCOT 软件搜

索 NCBInr 数据库。质谱鉴定由上海生物工程有限

公司完成。 

1.3.4  自我凝集实验  

参考 Xueyan Chen
[9]的方法，嗜酸乳杆菌菌液培

养至 OD590约为 1.000 左右，收集菌液，PBS 洗净培

养基，用 PBS 及 4 M 氯化锂分别重悬菌体至 OD590

约为 0.5，将重悬液按 3 mL 分装于多个离心管中，

37 ℃恒温孵育。每隔 30 min 测 OD590，每次测定设

定五个重复，测前涡沦混匀 10 s。 
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注：An为 n 时的 OD590值，A0为 0 时的 OD590值。 

1.3.5  嗜酸乳杆菌对结肠癌细胞 HT-29 的黏

附 

将培养好的HT-29细胞胰酶消化后传代于六孔板

中，待细胞密度接近于 80%时进行嗜酸乳杆菌黏附实

验。 

嗜酸乳杆菌菌液 37 ℃恒温培养至 OD590为 1.000

左右，收集 5 mL 菌悬液(5000 g，3 min)，PBS 洗净培

养基(5000 g，3 min)，收集菌体沉淀用 1 mL 新鲜的细

胞培养基重悬，六孔板中每孔加入 500 μL菌悬液，对

照组为未经处理的嗜酸乳杆菌，实验组为经 4 mol/L

氯化锂处理后的嗜酸乳杆菌(去除 S-层蛋白)，每组设

置两个重复。嗜酸乳杆菌与 HT-29 细胞共同孵育 2 h 

(37 ℃，5% CO2)，0.1 M PBS 洗涤六孔板 3 次，显微

镜下观察并拍照。 

1.3.6  S-层蛋白对巨噬细胞增殖及溶酶体分

泌的影响 

将巨噬细胞 RAW264.7 胰酶消化以每孔 100 μL

的接种量置于 96 孔板中，细胞密度约为 4×10
6，显微

镜观察细胞密度生长约为 80%时，将 S-层蛋白溶解于

新鲜培养基中，浓度设定为 0、1.25、2.5、5 mg/mL，

将不同浓度的 S-层蛋白加入 96 孔板中，每孔 200 μL

蛋白溶液，每个浓度组设定 5 个重复，共同孵育 3 h

后，PBS 洗涤培养板 3 次，弃上清。每孔加入 200 μL

新鲜细胞培养液及 20 μL MTS 溶液，4 h 后终止培养，

酶标仪检测 490 nm 处各孔吸光值。 

Lyso-Tracker Red 按 1:20000 的比例加入细胞培

养基中配制成工作液。将 S-层蛋白溶于新鲜的细胞

培养液中，蛋白终浓度为 1.25 mg/mL。在六孔板内

放入洁净的盖玻片，再将巨噬细胞 RAW264.7 以

4×10
6 细胞密度接种于六孔板中，细胞密度生长约为

80%时，加入 S-层蛋白溶液与巨噬细胞共同孵育

3h(37 ℃，5% CO2)，去除板内细胞培养液，PBS 洗 3

次，每孔加入 3 mL 工作液，37 ℃孵育 2 h 后去除工

作液，PBS 洗涤 3 次，制片，并滴加抗荧光淬灭剂，

于荧光显微镜下观察拍照。 

1.3.7 数据分析 

菌体自我凝集率数据分析及作图采用 Origin8.0

软件，SPSS13.0 软件对细胞增殖结果进行统计学分

析。 

2  结果与讨论 

 

2.1  嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 S-层蛋白 SDS- 

PAGE 及质谱鉴定 

 

图 1 嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 的 S-层蛋白 SDS-PAGE 

Fig.1 SDS-PAGE of S-layer protein from Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356  

注：M：预染的分子量标准；1、2：嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 

S-层蛋白(4M 氯化锂处理)。 

图 1 所示 1、2 号泳道为经 4M 氯化锂处理并一定

纯化后的嗜酸乳杆菌 S-层蛋白，图示条带单一，分子

量约为 46ku 左右。采用 4M 氯化锂法提取嗜酸乳杆菌

S-层蛋白效果较好，且蛋白纯化步骤简单，无杂蛋白，

有利于后续免疫实验的进行。 

 

图 2 嗜酸乳杆菌 ATCC 4356 S-层蛋白质谱图 

Fig.2 Mass spectrum of S-layer protein from Lactobacillus 

acidophilus ATCC 4356 

将图 1 中单一蛋白条带切胶回收，Maldi- 

TOF-TOF 对蛋白进行质谱鉴定，图 2 为蛋白质谱图。

MASCOT 软件搜索 NCBInr 数据库，比对结果显示所

提蛋白为嗜酸乳杆菌 S-层蛋白，分子量约为 46ku。 

2.2  嗜酸乳杆菌自我凝集 

图 3 为嗜酸乳杆菌凝集率随孵育时间的变化情

况，随着孵育时间的增加菌体自我凝集率整体呈现出 
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上升的趋势，4 M 氯化锂去除 S-层蛋白后，嗜酸乳杆

菌的自我凝集率均低于未处理组。 

 
图 3 S-层蛋白及孵育时间对嗜酸乳杆菌 ATCC 4356凝集率的影

响 

Fig.3 Effect of S-layer protein and incubation time on 

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 autoaggregation 

结果表明 4 M 氯化锂处理嗜酸乳杆菌，去除 S-

层蛋白后，菌体自我凝集率降低。 

2.3  嗜酸乳杆菌对 HT-29 细胞的黏附 

 

图 4 嗜酸乳杆菌与结肠癌细胞 HT-29黏附图 

Fig.4 Adhesion of Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 to 

HT-29 cells 

注：a：去除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌与 HT-29；b：未去

除 S-层蛋白的嗜酸乳杆菌与 HT-29 放大倍数 100×。 

图 4中 a图为去除 S-层蛋白后的嗜酸乳杆菌与结

肠癌细胞 HT-29 共同孵育 2h 后的黏附情况，细胞周

围可见的乳酸杆菌较少。b 图为正常未经处理的嗜酸

乳杆菌与 HT-29 细胞的黏附情况，菌体多黏附在细胞

周围，明显可见。 

比较 a、b 两图，去除 S-层蛋白后，嗜酸乳杆菌

对肠细胞的黏附量明显降低。表明 S-层蛋白参与了乳

杆菌对肠细胞的黏附，并在黏附过程中起到关键作用。 

2.4  巨噬细胞溶酶体荧光 

图 5 为巨噬细胞 RAW264.7 经 Lyso-Tracker Red

荧光探针染色后的结果，活细胞溶酶体能发出明亮

的红色荧光。图 a 为巨噬细胞 RAW264.7 形态图，

放大倍数为 400×，其形态正常。比较 b、c、d 三图，

加入 S-层蛋白后，图 c 与图 d 荧光强度较图 b 明显

增加，荧光面积增大。嗜酸乳杆菌 S-层蛋白能促进

巨噬细胞溶酶体分泌，从而增强细胞自身免疫能力。 

 
图 5巨噬细胞 RAW 264.7的溶酶体荧光图 

Fig.5 Lysosomal fluorescence of macrophages RAW 264.7 

注：a：RAW264.7 细胞；b：未加 S-层蛋白；c：加入

S-层蛋白(1.25mg/mL)；d：加入 S-层蛋白(2.5mg/mL)；a 图

放大倍数为 400×；b、c、d 图放大倍数均为 100×。 

2.5  S-层蛋白对巨噬细胞增殖的影响 

表 1 S-层蛋白对巨噬细胞增殖情况的影响 

Table 1 Effect of S-layer protein on macrophage proliferation 

巨噬细胞 

MTS 测定吸光值(490nm) 

未处理 
S-层蛋白浓度/(mg/mL) 

1.25 2.50 5.00 

均值±标准差 1.26±0.026 1.84±0.080 1.87±0.063 1.89±0.040 

表 2 统计学均数比较结果 

Table 2 Analysis of compared means 

检验方法 蛋白浓度分组 P 值 平均差 

LSD 

1 2 0.31 0.038 

1 3 0.17 0.052 

2 3 0.70 0.014 

Dunnett t 

1 4 0.00 0.58 

2 4 0.00 0.62 

3 4 0.00 0.63 

注：S-层蛋白浓度分组为 1-1.25 mg/mL，2-2.50 mg/mL，

3-5.00 mg/mL，4-未处理组。 

采用 SPSS13.0 软件对MTS测定结果进行统计学

分析，进行如下操作：分析-均值比较-One Way 

ANOVA。均数比较结果表明加入 S-层蛋白后，巨噬

细胞 490nm 处的吸光值与对照组差异显著。 

随着蛋白浓度的增加，吸光度也随之增大，表明

细胞增殖增多增快，未产生细胞毒性。S-层蛋白能促

进巨噬细胞 RAW264.7 的增殖，一定浓度范围内，S-

层蛋白的浓度增加，巨噬细胞的增殖能力也随之增加。 

3  结论 
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3.1  目前，S-层蛋白的提取多选用氯化锂或盐酸胍等

高浓度溶剂。实验用 4M 氯化锂法处理乳杆菌，经过

一定纯化步骤可以得到乳酸杆菌 S-层蛋白，若结合层

析或液相色谱对提取所得蛋白进行分离，也可以获得

较高纯度的 S-层蛋白条带。 

3.2  Xueyan Chen
[9]用氯化锂溶剂处理发酵乳杆菌

ZJ001 及嗜酸乳杆菌 ATCC4356，发现菌株对 Hela 细

胞的黏附量降低，且菌体的自我凝集率(4 h)也显著降

低。对上述方法稍作改进测定 0 h~5.5 h 内嗜酸乳杆

菌的自我凝集率，结果表明 37 ℃条件下，随着孵育

时间的延长，菌体自我凝集率呈现明显的上升趋势，

4 M 氯化锂去除乳酸杆菌 S-层蛋白后，菌体自我凝集

率降低。 

3.3  相关研究表明乳酸杆菌能定植在肠道黏膜层

上，保护宿主细胞免受病原菌的侵袭[10]，从而发挥

相应的免疫功能。Dayong Ren
[11]选用唾液乳杆菌及

植物乳杆菌黏附 Caco-2 细胞，并探究影响黏附的因

素，结果表明加热及 Licl 处理作为主要的影响因素

能使乳杆菌的黏附能力显著降低。HT-29 与 Caco-2

细胞一样，均为常见的肠道细胞模型，故本文选用

HT-29 作为细胞模型。实验表明嗜酸乳杆菌能大量

的黏附在 HT-29 结肠癌细胞周围，氯化锂处理嗜酸

乳杆菌，去除 S-层蛋白后，细菌的黏附量明显降低。

S-层蛋白作为嗜酸乳杆菌的主要黏附成分之一，能

增进菌体的自我凝集率及肠道细胞黏附力，在维持

肠道微生物稳态及益生功能方面也必将发挥重要作

用。 

3.4  S-层蛋白能对宿主细胞免疫调控起到影响作

用。研究发现嗜酸乳杆菌 S-层蛋白通过降低

caspase-3 酶活性，从而抑制由沙门氏菌引起的

Caco-2 细胞凋亡[12]。艰难梭状芽胞杆菌 SLPs 能引

起相关炎症因子的产生并使巨噬细胞迁移率降低
[13]。将 S-层蛋白与巨噬细胞 RAW264.7 共同孵育，

MTS 测定结果发现加入 S-层蛋白后细胞吸光度值

显著高于未处理组，随着 S-层蛋白浓度的升高，细

胞增殖加快加大，且溶酶体荧光结果表明 S-层蛋白

能促进巨噬细胞溶酶体的分泌。表明 S-层蛋白在一

定程度上能增进巨噬细胞免疫能力，与相关研究结

论相一致。 

3.5  S-层蛋白的功能较多，主要包括维持菌体形态、

黏附肠道细胞、抑制致病菌侵染宿主细胞等功能[14]，

并因其单层晶体分子结构也可应用于材料方面，随

着相关研究的深入，S-层蛋白的应用前景也将更加

广阔。 
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