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　　摘要：为了研究保加利亚乳杆菌Ｎ－乙酰胞壁质酶基因的结构特征及编码蛋白的功能，根据ＧｅｎＢａｎｋ中其基因的
ＤＮＡ序列设计引物，以保加利亚乳杆菌ＭＮ株的基因组为 ＤＮＡ模板，利用 ＰＣＲ技术扩增 Ｎ－乙酰胞壁质酶基因，将
其克隆到ｐＭＤ－１９Ｔ载体上，进行测序与生物信息学分析。结果表明，ＭＮ株Ｎ－乙酰胞壁质酶基因序列编码２１７个
氨基酸，与ＧｅｎＢａｎｋ中公开的Ｎ－乙酰胞壁质酶基因核苷酸序列的同源性为９８．８％ ～１００．０％；蛋白质的理论分子质
量为２４．５５ｋｕ，理论等电点为９．８３；该蛋白属于亲水性蛋白，二级结构以α－螺旋为主；该蛋白的第１６～３８位氨基酸
残基组成跨膜区，第５６～２１６位氨基酸残基组成ＬＹＺ２结构域。研究结果为今后探讨Ｎ－乙酰胞壁质酶基因的生物学
功能及其功能改造奠定了基础。
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　　保加利亚乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ，简称 ＬＢ）是可
用于保健食品的益生菌菌种之一，具有维持微生态平衡和胃

肠道健康、促进营养物质的消化和吸收、增强免疫功能及抗癌

抗肿瘤等重要生理功能［１］。Ｎ－乙酰胞壁质酶（Ｎ－
ａｃｅｔｙｌｍｕｒａｍｉｄａｓｅ）是ＬＢ的关键自溶酶，可水解肽聚糖 Ｎ－乙
酰葡萄糖胺和Ｎ－乙酰胞壁酸间的β－１，４糖苷键，从而破坏
细胞壁，引起菌体自溶［２－３］。

自溶现象是菌体在不利条件下维持生存的一种自我保护

行为［４－５］。发酵的乳制品不同时，乳酸菌自溶的利弊也不相

同［６－７］。在干酪生产中，乳酸菌自溶释放的蛋白酶、肽酶和脂

肪酶将干酪中的蛋白质、多肽和脂肪水解为游离氨基酸、脂肪

酸等风味物质，从而促进干酪的成熟，并赋予干酪良好的风

味［８］。而在酸奶发酵剂的生产中，乳酸菌自溶制约着菌体的

增殖，不利于菌株的高密度培养［６］。因此，调控乳酸菌自溶

的发生时间和程度，有利于缩短发酵乳制品和发酵剂的生产

周期，改善产品风味，从而提高产品质量。

本研究从ＬＢＭＮ株中克隆了Ｎ－乙酰胞壁质酶基因，并
综合应用生物信息学软件预测该基因编码蛋白质的相关数

据，分析其基因结构及功能，为今后深入开展Ｎ－乙酰胞壁质

酶的功能改造及ＬＢ自溶活性的调控研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验菌株和载体
德氏乳杆菌保加利亚亚种 ＭＮ株，由笔者所在实验室分

离、鉴定和保存；ｐＭＤ１９－Ｔ克隆载体，购自宝生物工程（大
连）有限公司；大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，购自北京全式金
生物技术有限公司。

１．２　主要试剂
ＤｒｅａｍＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶ＮｄｅⅠ和ＨｉｎｄⅢ，为

美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、凝胶回
收试剂盒、质粒提取试剂盒，为宝生物工程（大连）有限公司

产品。

１．３　引物合成
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中保加利亚乳杆菌 ＡＴＣＣ１１８４２（ＮＣ＿
００８０５４．１）的基因组序列，应用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｉｍｅｒ５．０设计 Ｎ－乙
酰胞壁质酶基因的特异引物，由铂尚生物技术（上海）有限公

司合成。上游引物：５′－ＧＧＡＧＣＡＣＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＣＡＣＡ
ＧＡＡＡ－３′，下游引物：５′－ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＡＡＴＴＡＴＣＧＴＡＣＴＴＡＴ
ＴＣＡＧＧＴＴＧ－３′。在上、下游引物的５′端分别引入 ＮｄｅⅠ和
ＢａｍＨⅠ２个酶切位点（分别为ＣＡＴＡＴＧ、ＧＧＡＴＣＣ）。该引物扩
增具有完整开放阅读框（ＯＲＦ）的 Ｎ－乙酰胞壁质酶基因片
段，预计扩增片段长度为６７６ｂｐ。
１．４　目的基因的扩增与克隆

用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取保加利亚乳杆菌
ＭＮ株的基因组 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ模板。ＰＣＲ反应体系：５μＬ
１０×ｂｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），各 ２μＬ上、下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ），３μＬ模板ＤＮＡ，０．２５μＬＤｒｅａｍＴａｑＤＮＡ聚合
酶，加无菌水至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；
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９４℃ 变性４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３４个循环；
７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳后切胶回
收，将目的片段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，并转化ＤＨ５α感受态
细胞，挑取单克隆进行培养，提取质粒后进行 ＰＣＲ及双酶切
鉴定，将阳性质粒送至生工生物工程（上海）股份有限公司进

行测序。所有试验于２０１７年在山东省畜禽疫病防治与繁育
重点实验室完成。

１．５　序列比对分析
利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对已经获得的 Ｎ－乙酰胞壁质酶基

因序列片段进行拼接，并推导其氨基酸序列；运用Ｍｅｇａｌｉｇｎ程
序对ＭＮ株及ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的１０株保加利亚乳杆菌的
该基因序列进行比对分析，运用 ＭＥＧＡ４软件绘制系统进
化树。

１．６　Ｍｕｒ蛋白的生物信息学分析
用ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋

白质氨基酸序列的理化特性；用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒｖ．２．０
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）预测蛋白质的
跨膜区和跨膜方向；用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）分析蛋白质的信号肽；用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）分析蛋白质的亲疏水性；
用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＮｅｔＰｈｏｓ／）分析蛋白质的磷酸化位点；用 ＨｏｐｆｉｅｌｄＨＮＮ
（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ
＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｈｎｎ．ｈｔｍｌ）预测蛋白质的二级结构；用 Ｓｍａｒｔ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）分析预测蛋白质氨基酸
序列的保守结构域；用 Ｐｈｙｒｅ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．
ｕｋ／ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）预测蛋白质的三级
结构。

２　结果与分析

２．１　目的基因的克隆与鉴定
以保加利亚乳杆菌ＭＮ株基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增

Ｎ－乙酰胞壁质酶基因。由图 １可以看出，电泳检测可见
６７６ｂｐ大小的条带，与预期目的基因的片段大小相符。将该
基因片段与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接并转化到ＤＨ５α感受态细胞

中后，提取重组质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－ｍｕｒ，ＰＣＲ能扩增出６７６ｂｐ
大小的目的基因片段，双酶切重组质粒可切出６６３ｂｐ大小的
目的片段和２６９２ｂｐ大小的载体片段（图 ２），表明克隆的
Ｎ－乙酰胞壁质酶基因已成功插入ｐＭＤ１９－Ｔ载体中。

２．２　基因序列分析
测序得到的ＭＮ株Ｎ－乙酰胞壁质酶基因的核苷酸序列

见图３，将该序列与ＧｅｎＢａｎｋ中１０株保加利亚乳杆菌的相应
基因序列进行比对分析，结果表明，核苷酸同源性达到

９８．８％～１００％。用ＭＥＧＡ４绘制系统进化树，由图４可以看
出，ＭＮ株与 ＣＮＣＭＩ－１５１９株、ＬＢＶＩＢ２７株之间的亲缘关系
最近。

２．３　ＭＮ株Ｎ－乙酰胞壁质酶的生物信息学分析
２．３．１　蛋白质的理化特性　用ＰｒｏｔＰａｒａｍ针对蛋白质的基本
理化特性进行分析，结果显示，ＭＮ株 Ｎ－乙酰胞壁质酶含有
２１７个氨基酸，分子质量为２４５４６．１７ｕ，理论等电点（ｐＩ值）

为９．８３；该蛋白质由２０种氨基酸组成，其中丙氨酸（Ａｌａ）和
赖氨酸（Ｌｙｓ）含量最丰富，均达到１０．１％；总带正电荷残基、
带负电荷残基数分别是３３、１６个；不稳定指数为３３．０４，被分
类为稳定蛋白质；脂肪族系数为８５．０２；其总平均疏水指数为
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－０．４６１，为亲水性蛋白。
２．３．２　蛋白质的跨膜结构分析　用 ＴＭＨＭＭ２．０软件预测
Ｎ－乙酰胞壁质酶的跨膜结构，结果显示，该蛋白质由内向外
存在１个可能的跨膜螺旋区域（１６～３８ａａ），Ｎ端的１～１５ａａ
区域为胞内区，Ｃ端的３９～２１７ａａ区域为胞外区（图５）。

２．３．３　蛋白质的信号肽预测　用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１进行 Ｎ－乙酰
胞壁质酶的信号肽预测分析，由图６可以看出，该蛋白质不包
含信号肽。

２．３．４　蛋白质的亲疏水性分析　用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析 Ｎ－乙酰
胞壁质酶的亲疏水性，如图７所示，该蛋白质氨基酸序列绝大
多数为亲水性残基（正值表示疏水，负值表示亲水），具有多

个高亲水性区域，表明该蛋白质为水溶性蛋白。

２．３．５　蛋白质潜在的磷酸化位点分析　用 ＮｅｔＰｈｏｓ进行磷
酸化位点分析，由图８可以看出，Ｎ－乙酰胞壁质酶有１０个
丝氨酸（Ｓｅｒ）、９个苏氨酸（Ｔｈｒ）、７个酪氨酸（Ｔｙｒ）位点，可能
成为蛋白激酶的磷酸化位点。

２．３．６　蛋白质的二级结构预测　用 ＨｏｐｆｉｅｌｄＨＮＮ预测
Ｎ－乙酰胞壁质酶的二级结构，由图９可以看出，该蛋白质含
有的 α－螺旋（用 ｈ表示）占５５．７６％，无规则卷曲（用 ｃ表
示）占３２．７２％，延伸链（用ｅ表示）占１１．５２％。
２．３．７　蛋白质的保守结构域分析　Ｓｍａｒｔ软件分析结果显
示，Ｎ－乙酰胞壁质酶蛋白质的１６～３８位氨基酸残基是跨膜
区，５６～２１６位氨基酸残基是ＬＹＺ２结构域（图１０）。
２．３．８　蛋白质的三级结构预测　用 Ｐｈｙｒｅ２软件在线预测
Ｎ－乙酰胞壁质酶的三级结构，图 １１结果显示，其序列与
ｃ５ｔ１ｑＢ模板的同源性最高，基于该模板预测的 １６８个残基
（７７％的序列）已被建模，可信度达到１００％。

３　讨论

　　乳酸菌的自溶现象普遍存在，大量研究表明，肽聚糖水解
酶在菌体自溶中发挥着重要作用［４，９］。不同乳酸菌所含关键

肽聚糖水解酶的种类存在差异，植物乳杆菌ＷＣＦＳ１和干酪乳
杆菌ＡＴＣＣ２７０９２的关键肽聚糖水解酶是 Ｎ－乙酰氨基葡萄
糖苷酶［１０－１１］，而保加利亚乳杆菌ＬＪＪ的关键肽聚糖水解酶是
Ｎ－乙酰胞壁质酶［２］，这２种酶均是细菌中普遍存在的肽聚
糖水解酶［１２］。

Ｎ－乙酰胞壁质酶俗称溶菌酶，是一种无毒、无害、安全
性很高的盐基水解蛋白酶，已被广泛应用于食品、饲料、医药

等行业［１３－１５］。该酶专一性地作用于肽聚糖的 Ｎ－乙酰胞壁
酸与Ｎ－乙酰葡萄糖胺之间的β－１，４糖苷键，使细胞溶解死
亡。目前，已被证实能够水解肽聚糖的溶菌酶有４类：鸡蛋白
溶菌酶、鹅蛋白溶菌酶、噬菌体 Ｔ４溶菌酶和拟内串生孢霉
（Ｃｈａｌａｒｏｐｓｉｓ）溶菌酶，尽管这４类酶的基因序列差异很大，但
它们的三维结构显示出一些有趣的相似性［１２］。
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　　保加利亚乳杆菌Ｎ－乙酰胞壁质酶的基因序列与上述酶
的基因序列不同。本研究成功克隆了保加利亚乳杆菌ＭＮ株
的Ｎ－乙酰胞壁质酶基因序列，该基因全长６５４ｂｐ，与其他保
加利亚乳杆菌菌株的核苷酸同源性达到９８．８％ ～１００．０％。
系统进化树分析结果表明，其与 ＣＮＣＭＩ－１５１９株、ＬＢＶＩＢ２７
株之间的亲缘关系最近。该基因编码２１７个氨基酸，应用生
物信息学软件分析其基因的结构特征及编码蛋白的功能发

现，该蛋白的分子质量为２４５４６．１７ｕ，理论等电点为９．８３；该
基因编码蛋白不包含信号肽，但由内向外存在１个可能的跨
膜螺旋区域（１６～３８ａａ）；该基因编码蛋白具有多个高亲水性
区域，为水溶性蛋白；该基因编码蛋白可能存在１０个丝氨酸、
９个苏氨酸和 ７个酪氨酸磷酸化位点；蛋白的二级结构以
α－螺旋为主，且保守域５６～２１６位氨基酸残基是 ＬＹＺ２结构
域；Ｐｈｙｒｅ２软件成功模拟出了该蛋白的三级结构，为探索该蛋
白的结构和功能奠定了基础。本研究结果为开展Ｎ－乙酰胞
壁质酶基因的功能改造和保加利亚乳杆菌自溶活性的改造提

供了理论依据。
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