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LiaX超表达增强副干酪乳酪杆菌 L9的胁迫耐受性

刘 婷  马夏吟  严宁宁  陈诗豪  白景富

（长沙理工大学食品与生物工程学院，湖南  长沙   410114）

摘要：［目的］探究表面蛋白 LiaX 在副干酪乳酪杆菌 L9 抵抗外界胁迫（如胆盐、抗生素和消化道环境）中的保护作用。

［方法］通过构建 LiaX 超表达菌株并纯化其蛋白，综合运用 Spent media、体外模拟消化及外源蛋白添加试验，评估 LiaX

对菌株在消化、胆盐及抗生素胁迫下存活率的影响。［结果］成功构建 LiaX 蛋白超表达菌株 LPL9psip0968his，并分离纯

化出 LiaX 蛋白。Spent media 试验和外源加入纯化的 LiaX 蛋白表明超表达 LiaX 菌株的破碎液在多种胁迫因素下对菌

株具有显著的保护作用。体外模拟消化试验表明，LiaX 蛋白对菌株在模拟胃液和肠液消化过程中的存活率具有显著

提升作用。［结论］LiaX 蛋白能显著增强菌株的胁迫抗性。
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Overexpression of LiaX enhances stress tolerance in 

Lacticaseibacillus paracasei L9
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Changsha, Hunan 410114, China）

Abstract: ［［Objective］］ To investigate the protective role of the surface protein LiaX in Lacticaseibacillus paracasei L9 against external 

stresses, such as bile salts, antibiotics, and the gastrointestinal environment. ［［Methods］］ A LiaX-overexpressing strain was constructed and 

the protein was purified. Spent media assays, in vitro simulated digestion, and exogenous protein supplementation experiments were 

comprehensively employed to evaluate the effect of LiaX on the survival rate of the strain under digestive, bile salt, and antibiotic stresses. 

［［Results］］ The LiaX-overexpressing strain LPL9psip0968his was successfully constructed, and the LiaX protein was isolated and purified. 

Spent media assays and exogenous addition of purified LiaX protein showed that the lysate of the LiaX-overexpressing strain exerted a 

significant protective effect on the bacteria under various stress conditions. In vitro simulated digestion experiments showed that LiaX 

significantly improved the survival rate of the strain during simulated gastric and intestinal digestion. ［［Conclusion］］ LiaX protein 

significantly enhances the stress resistance of the strain.

Keywords: LiaX protein; overexpression strain; antibiotic stress; bile salt stress

副干酪乳酪杆菌（Lacticaseibacillus paracasei）L9 是

一株源自长寿老人肠道的益生菌，具备增强免疫、调节肠

道菌群、改善肠道蠕动和缓解便秘等多种生理功能［1-3］。

此外，副干酪乳酪杆菌 L9 在改善肠道代谢紊乱方面具有

显著效果，能够改善高脂饮食诱导的小鼠肝脏高脂血症

和脂质积累［4］，并增加干酪产品中游离氨基酸的数量［5］。

然而，益生乳酸菌在进入人体消化道后会遇到各种各样

的环境胁迫，如胃酸及肠道中的胆盐等［6］。在长期肠道胁

迫环境中，益生菌形成了一系列胆盐耐受机制，其中菌体

表面蛋白在维持细胞膜完整性和抵抗胆盐入侵方面发挥

关键作用。

胡斌等［7］通过对嗜酸乳杆菌 NCFM 进行研究，发现
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随着其表层蛋白的再生，菌体胆盐存活率从 0 h 的 43.4%

提升至 8 h 的 81.8%，凸显出表层蛋白完整性对该菌在胆

盐胁迫环境下生存的关键作用。一种被鉴定为 LiaX 的表

面蛋白已被证明参与了胆汁应激抵抗，因为该基因的插

入失活降低了副干酪乳酪杆菌 L9 的胆汁耐受性。突变株

对甘氨酸脱氧胆酸盐（GDCA）比对其他胆盐成分更敏

感［8］。LiaX 蛋白可作为识别达托霉素（DAP）的传感器，

并参与粪肠球菌和屎肠球菌的 DAP 耐药机制，在对 DAP

耐药的粪肠球菌株中 LiaX 的表达增加，并且 LiaX 的 N-末

端结构域可以直接与 DAP 结合，从而避免抗生素的进

入［9-10］。此外，liaX 基因的功能缺失突变能够增强对 DAP

的耐药性［11］。 Panesso Botero 等［12］研究发现，添加外源

LiaX 可以增加粪肠球菌在 DAP 胁迫下的存活率，这依赖

于 LiaX 和 LiaF 之间的相互作用。Yan 等［13］研究发现，在

胆盐胁迫下，LiaX 通过调控细胞膜蛋白、氧化还原相关基

因及脂肪酸代谢基因的表达，参与细胞膜重塑和胞内氧

化还原状态调节，进而对副干酪乳酪杆菌 L9 的生理功能

发挥关键作用。

研究拟通过构建 LiaX 超表达菌株实现 LiaX 的超表

达，并通过测定消化过程中、抗生素胁迫和胆盐胁迫等各

种胁迫环境下菌株的存活率变化，验证 LiaX 对菌株在胁

迫环境下的保护作用，以期为开发更具竞争力的益生菌

制剂提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂　

副干酪乳酪杆菌 L9 野生菌株（L9GN）：分离自广西

巴马长寿老人肠道；

LPL9_0968-菌株：L9GN 野生菌株 liaX 基因（LPL9_

0968）插入失活突变株，通过同源重组单交换法［8］构建；

MRS（man-rogosa-sharpe）培养基：广东环凯生物科技

有限公司；

红霉素：纯度≥95%，南京诺唯赞生物科技股份有限

公司；

猪胆盐、考马斯亮蓝 R250：分析纯，上海麦克林生化

科技有限公司；

猪胃蛋白酶、猪胰蛋白酶、猪胰脂肪酶、GDCA：纯

度≥95%，美国 Sigma公司；

DAP：上海士峰生物科技有限公司；

氯霉素（CAP）：分析纯，北京索莱宝科技有限公司；

氨苄西林（AMP）：分析纯，北京酷来搏科技有限

公司；

Ni Smart Beads 6FF 填料：常州天地人和生物科技有

限公司；

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液：北京兰杰柯科技有限

公司；

诱导肽：纯度≥95%，南京肽谷生物科技有限公司。

1.1.2　主要仪器与设备　

分光光度计：NanoDrop™ ND-2000 型，赛默飞世尔科

技（中国）有限公司；

超声波破碎仪：JY92-IIN 型，宁波新芝生物科技股份

有限公司；

超微量核酸蛋白测定仪：Nano-300 型，上海嘉鹏科技

有限公司；

电泳仪：DYY-12 型，北京市六一仪器厂；

台式低速离心机：LD5-10 型，北京京立离心机有限

公司；

台式高速冷冻离心机：CenLee 16R 型，湖南湘立科学

仪器有限公司；

电子分析天平：AUY120 型，日本岛津公司。

1.2　方法

1.2.1　带有 His 标签 LiaX 蛋白超表达菌株构建　采用

Primer-BLAST（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Primer-

Blast/）设计引物于表 1，以 FastPure® bacterium DNA 试剂

盒提取的副干酪乳酪杆菌 L9 基因组为模板，通过 PCR 扩

增 LPL9_0968 基因，在蛋白 LiaX 的 C 端引入 6 个组氨酸

序列。

将纯化的 PCR 产物和载体 pSIP411 进行双酶切并连

接，并将重组质粒电转化入副干酪乳酪杆菌 L9 中，获得

LiaX 超表达菌株 L9psip0968his，同时将不含目的基因的

空质粒 pSIP400 通过电转化转入副干酪乳酪杆菌 L9 中，

获得对照菌株 L9psip400。提取重组质粒进行凝胶电泳检

测，并送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序验证。

1.2.2　 LiaX 蛋白纯化　将活化好的菌株 LPL9psip0968

his 和 LPL9psip400 培 养 至 OD600 值 为 0.3，加 入 诱 导 肽

（5 ng/mL）进行诱导，待培养至 OD600 值为 1.8 时收集菌体

（6 000×g，5 min），加入 2 mL PBS 重悬后，利用超声破碎

10 min。离心收集上清，-20 ℃保存待用。

采用 Ni Smart Beads 6FF 填料和亲和层析柱，通过重

力法对重组蛋白进行亲和纯化。将填料混匀后取 2 mL 离

表 1　试验设计引物

Table 1　Primers designed for this experiment

引物名称

LPL9_0968-F-NcoI

LPL9_0968-R-KpnI

LPL9_0968His-R-KpnI

PCR 引物  （5'-3'）

CATGCCATGGGGAATGA

ACGCGAAAGAA

CCGGAATTCGCAATCCC

CTCAGTCATTTGA

CCGGAATTCTTAGAAAT

CGCTCCAGTCAT

长度/bp

28

30

29
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心（500×g，5 min），弃上清。先后加入 5 mL 超纯水和

5 mL 结合液，分别轻摇 3 min 后离心弃上清。用 2 mL 结

合液重悬填料，加入约 3×柱床体积的样品的蛋白样品，

置于往复式摇床轻摇 1 h。将混合物转移至组装好的 PD-

10 纯化柱中，收集流出液。用 4 mL 结合液洗涤填料两

次，收集洗涤液，随后分别使用 1 mL 含有不同浓度咪唑

（50，100，150，200，250，300，500 mmol/L）的洗脱液进行

分级洗脱，收集洗脱液。利用 SDS-PAGE 检测蛋白纯度，

取目的蛋白纯度最高的浓度作为洗脱浓度，使用合适截

留分子量的超滤管进行超滤浓缩与脱盐。首先在 4 ℃、

8 000×g 条件下多次离心，每次 20 min，并重复加入 PBS

进行稀释—浓缩操作，直至将体系中的咪唑浓度降至

0.1 mmol/L 以下。最后将蛋白浓缩至约 200 µL，取样测定

蛋白浓度后于-20 ℃保存。用  NanoDrop™ ND-2000 分

光光度计测定蛋白量。

1.2.3　 LiaX 蛋 白 的 超 表 达 及 纯 化 验 证　 对 纯 化 后 的

LPL9psip0968his、LPL9psip400、LPL9psip0968his（诱导）

和  LPL9psip400（诱导）按照 4∶1 向样品蛋白溶液中加入

5×的蛋白上样缓冲液，室温放置 30 min 后放入沸水浴煮

沸 5 min，14 000 r/min 离心 5 min 进行电泳检测。

1.2.4　Spent media试验验证 LiaX 蛋白在胆盐和抗生素胁

迫下的保护作用　将菌株LPL9psip0968his和LPL9psip400

培 养 到 OD600 值 为 0.3，加 入 诱 导 肽（50 ng/mL）培 养 至

OD600 值为 1.8，分别取 20 mL 菌液进行超声破碎，离心弃

菌体取上清再次破碎浓缩至 10 mL，0.22 μm 滤膜过滤除

菌后分装，4 ℃保存。将过夜活化后的 LPL9_0968-培养

至 OD600值为 0.6 时将菌液分装至 2 mL 离心管，离心后弃

上清，将 LPL9psip0968his 和 LPL9psip400 的 spent media

按照不同比例（体积分数 0.0%，25.0%，37.5%，50.0%）加

入新鲜的 MRS 培养基中后每管分装 2 mL，接着将不同浓

度 GDCA、DAP、AMP 和 CAP 分别加入到以上含有菌体

的离心管中，37 ℃培养 2 h 进行胁迫处理，后对菌液进行

梯度稀释，MRS 固体平板 37 ℃培养 48 h 后进行平板计数

记录各样品的菌落数（CFU），通过式（1）计算不同浓度不

同样品中副干酪乳酪杆菌 L9 的存活率。

SR = N
N 0

× 100%， （1）

式中：

SR——存活率，%；

N——胁迫处理后（特定时间点）的菌落数，CFU；

N0——初始状态的菌落数，CFU。

1.2.5　体外模拟消化过程中菌株存活率测定　体外消化

模 拟 依 照 Brodkorb 等［14］的 方 法 进 行 测 定 。 活 化 菌 株

LPL9GN、LPL9_0968-、LPL9psip0968his 和 LPL9psip400，

各取 1 mL 菌液分别加入 29 mL 超纯水制备“食物消化

液 ”，使 体 系 中 活 菌 数 达 到 1×109 CFU。 胃 消 化 阶 段

（SGF）：取 30 mL 食物或消化液，加入 24 mL 1.25×消化

液原液、0.015 mL 二水氯化钙和胃蛋白酶（使总消化液中

酶活性达到 2 000 U/mL），用 5 mol/L HCl 调 pH 至 3.0，再

加入 pH 3.0 的去离子水定容至 60 mL，于 37 ℃、100 r/min

下孵育 2 h；共制备 60 mL×2：一管混匀后按照 5 个时间点

（0，30，60，90，120 min）分成 5 管，每管 10 mL 混合液；另

一管置于同一环境中连续孵育 2 h，用于肠消化阶段（SIF）

消化液的制备；肠消化阶段（SIF）：用胃消化阶段 60 mL 混

合 液 制 备 出 120 mL，加 入 48 mL 1.25× 消 化 液 原 液 、

0.12 mL 二水氯化钙以及胰蛋白酶、胰脂肪酶（使总消化

液中酶活性分别达到 100，2 000 U/mL）和胆盐（使终浓度

为 10 mmol/L），用 5 mol/L NaOH 调 pH 至 7.0，再 加 入

pH 7.0 的去离子水定容至 120 mL，同样于 37 ℃、100 r/min

下孵育 2 h，混匀后取出 60 mL 混合液，按照 5 个时间点

（0，30，60，90，120 min）分成 5 管，每管 10 mL 混合液，取

样，稀释 10-2，10-3，10-4 至 MRS（含红霉素）固体培养基

平板；样品设置：每个时间点一管，间隔收集，取样稀释，

滴板，MRS 平板 37 ℃培养 48 h，孵育后计数。剩下的样品

于-20 ℃保存。按式（1）计算存活率。

1.2.6　 胆 盐 和 抗 生 素 胁 迫 试 验　 将 经 过 诱 导 后 的

LPL9psip0968his 和 LPL9psip400 菌株在 MRS 培养基中培

养至 OD600值为 0.6，离心后弃上清，将诱导提取及纯化浓

缩后的蛋白分别按照不同浓度（0，50，100 nmol/L）加入新

鲜 的 MRS 培 养 基 中 后 每 管 分 装 2 mL，接 着 将 GDCA

（0.025%）、DAP（300 μg/mL）、AMP（15 μg/mL）分别加入

到以上含有菌体的离心管中。37 ℃培养 2 h 进行胁迫处

理，之后对菌液进行梯度稀释，MRS 固体平板 37 ℃培养

48 h 后进行平板计数，记录各样品的 CFU，通过式（1）计

算不同浓度不同样品中 LPL9_0968-的存活率。

2　结果与讨论

2.1　LiaX蛋白超表达菌株的构建

利用 pSIP 系列质粒作为载体，插入 liaX 基因 LPLP_

0968，在副干酪乳酪杆菌 L9 中实现 LiaX 的同源超表达。

先根据 LPL9_0968 序列设计引物，并在 LiaX 蛋白 C 段引

入 6 个组氨酸标签，然后以副干酪乳酪杆菌 L9 基因组为

模板对目的基因进行扩增。将纯化后的 PCR 产物和 pSIP

载体同时进行双酶切并通过连接酶实现连接。将连接产

物通过电转化转入副干酪乳酪杆菌 L9，在红霉素筛选压

力下获得携带重组质粒的菌株 LPL9psip0968his。提取重

组质粒进行测序，结果如图 1 所示，重组质粒携带完整

liaX 基因序列。此外，将不携带外源基因的质粒 pSIP400

电转化入 L9 中，获得菌株 LPL9psip400 作为空白对照。

利用蛋白电泳检测 LPL9psip0968his 菌株中 LiaX 蛋

白超表达情况。如图 2 所示，空白对照菌株 LPL9psip400

在未诱导及诱导的情况下均未观察到目的蛋白超表达
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现象（CK-0 和 CK-Y 比较），超表达菌株 LPL9psip0968his

在未诱导情况下也无 LiaX 蛋白超表达，只有超表达菌株

经诱导后发现了目的蛋白的超表达（his-0 和 his-Y 比较，

红框内为 LiaX 蛋白）。以上结果表明，LPL9psip0968his

菌 株 经 诱 导 可 实 现 LiaX 蛋 白 的 超 表 达 ，可 用 于 后 续

试验。

2.2　Spent media试验

为了研究 LiaX 蛋白对菌株在胁迫环境下的保护作

用，通过 Spent media 考察 LPL9psip0968his 菌株诱导发酵

后细胞破碎液在胁迫试验中的效果。如图 3 所示，破碎液

体积分数为 25% 时，体积分数 0.025% 和 0.050% GDCA 胁

迫下细胞破碎液对菌株具有显著的保护作用。随着破碎

液比例增加，其对菌株的保护作用逐渐减弱甚至消失，可

能是由于破碎液浓度升高导致新鲜 MRS 培养基比例下

降，营养物质不足进而抑制菌体生长。破碎液体积分数

为 25% 时，体积分数 0.050% GDCA 胁迫下保护作用比体

积分数 0.025% GDCA 胁迫下更为显著。这可能是由于

高浓度 GDCA 胁迫导致菌体更低的存活率或者引起 LiaX

更大程度地响应及参与胆盐胁迫抗性机制。

前期研究［13］发现，LiaX 插入失活突变株导致菌株

LPL9_0968-在胆盐胁迫下存活率显著降低，同时出现细

胞膜受损程度严重以及细胞表面稳定性变差等现象，证

实环境中存在 LiaX 是发挥保护作用的必要条件。试验进

一步构建了 LiaX 同源超表达菌株，并通过胁迫试验证实

了超表达 LiaX 使得菌株胆盐耐受能力提升，从而再次证

实了 LiaX 蛋白在菌株胆盐胁迫抗性机制中起重要作用。

为了进一步探究 LiaX 蛋白超表达菌株对于其他环境

胁迫（抗生素）是否具有更强的抵抗能力，测定 DAP、AMP

和 CAP 3 种抗生素胁迫下菌株的存活率。如图 4 所示，在

A. LPL9psip0968hisPCR 扩增片段测序结果  B. liaX 基因序列

图 1　LPL9psip0968his PCR 扩增序列比对

Figure 1　Sequence alignment of PCR amplification of LPL9psip0968his

his. LiaX 超表达菌株  CK. 空白对照菌株  0. 未加诱导剂  Y. 加

入诱导剂

图 2　LiaX 超表达菌株及对照株诱导表达后蛋白条带差异

Figure 2　Differences in protein bands after induction of 

LiaX overexpression strains and control strains

（a） 0.025% GDCA 胁迫 （b） 0.050% GDCA 胁迫

*表示 P<0.05；**表示 P<0.01；***表示 P<0.001；****表示 P<0.000 1

图 3　GDCA 胁迫下加入 spent media 后的菌株存活率

Figure 3　Survival rate of strains after the addition of spent media under GDCA stress
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3 种抗生素胁迫下，随着抗生素浓度增大，菌株存活率均

降低；LiaX 超表达菌株破碎液对于 3 种抗生素胁迫下菌

株的存活率都有一定程度的提升，其中 DAP 胁迫下，保护

效果最好，而在 CAP 胁迫下效果微弱。破碎液体积分数

为 25% 时，LiaX 蛋白对菌株的保护作用最为显著。这可

能是由于破碎液体积分数过低（0%）时，体系缺乏足够的

LiaX 蛋白以提供有效的保护作用。而当破碎液体积分数

过高（50%）时，其中积累的代谢副产物（如有机酸、细菌素

或其他蛋白酶类）可能对菌株产生额外的生长抑制或毒

性效应，从而抵消 LiaX 介导的保护作用。此外，尽管破碎

液中含有一定营养成分，但过高比例可能导致 pH 或渗透

压等环境参数偏离适宜范围，进而在胁迫条件下不利于

菌体的存活与生长。

Khan 等［10］研究发现，DAP 耐受菌株的上清液（含过

量 LiaX）能增强敏感菌株的 DAP 耐药性，且其效果随细

胞外 LiaX 积累量的增加而增强。结合先前研究［13］，表明

LiaX 缺失导致突变菌株细胞完整性受到影响，同时使菌

株在抗生素胁迫下存活率下降，由于抗生素作用机制不

同，LiaX 蛋白对菌株保护效果不同，GDCA、DAP 保护效

果好可能是因为其作用于细胞膜，而 CAP 只与核糖体亚

单位相互作用。因此 LiaX 蛋白可能通过增强细胞膜的合

成或修复机制，提高菌株对抗生素的耐受性，尤其在

GDCA、DAP 和 AMP 胁迫下表现显著，表明 LiaX 在响应

胁迫信号、激活 LiaFSR 系统以调控细胞膜重塑等方面具

有重要作用。

2.3　体外模拟消化试验

为了研究超表达 LiaX 蛋白对菌株存活率的影响，评

估副干酪乳酪杆菌 L9 野生菌株（LPL9GN）及其 3 株衍生

菌株（LPL9_0968- 、LPL9psip0968his、LPL9psip400）SGF

和 SIF 消化过程中的存活能力。如图 5 所示，随着消化过

程的进行，4 组菌株的存活率均出现下降。LPL9_0968-

的存活率下降程度高于野生株 L9GN，这是因为突变株缺

失 LiaX 蛋白导致细胞膜稳定性降低，抗氧化活性下降，加

重了消化环境中低 pH 值及胆盐等对菌体细胞表面的损

伤 。 L9psip0968his 存 活 率 在 消 化 全 过 程 中 均 高 于

L9psip400 对照菌株，在 SIF 阶段差异更为显著。益生菌

在 胃 肠 道 中 的 存 活 情 况 分 别 受 到 胃 酸 和 胆 盐 的 影

响［15-16］。胃液中低 pH 环境和肠液中胆盐的积累均会导

致蛋白质聚集和细胞内失衡，最终致使细胞死亡［17］。以

上结果表明，LiaX 超表达能够提升菌株在消化环境中的

存活率，尤其对肠道中的胆盐胁迫具有较好的抗性。

耐酸和耐胆盐能力是益生菌在宿主肠道中成功定植

（a） 200 μg/mL DAP 胁迫

（d） 15 μg/mL AMP 胁迫

（b） 300 μg/mL DAP 胁迫

（e） 100 μg/mL CAP 胁迫

（c） 10 μg/mL AMP 胁迫

（f） 500 μg/mL CAP 胁迫

*表示 P<0.05；**表示 P<0.01；***表示 P<0.001；****表示 P<0.000 1

图 4　菌株在抗生素胁迫下的存活率

Figure 4　Survival rate of strains under antibiotic stress
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并发挥益生功能的关键［18］。研究进一步证实了 LiaX 蛋白

的超表达可以显著提高菌株在体外模拟消化过程中的存

活率，可能是 SIF 阶段由于胆盐的进入，L9psip0968his 菌

株超表达过量的 LiaX 可以成功响应胆盐胁迫激活胞内

LiaFSR 系统调控胞内细胞膜重塑，氧化还原调控因子等

以应对胆盐胁迫［19-20］。LiaX 蛋白可能通过增强细胞壁的

合成或修复机制，提高菌株对消化液中酶和酸性环境的

耐受性，这种保护作用对于益生菌在消化道中的存活和

功能发挥至关重要［21］。

2.4　LiaX蛋白的纯化

为了验证以上试验中破碎液对菌株环境胁迫抗性的

提升是其中 LiaX 蛋白造成的，对 L9psip0968his 表达的

LiaX 蛋白进行纯化。通过镍柱洗脱纯化和超滤富集后，

结果如图 6（a）所示，对照株 L9psip400 洗脱液 CK-400 中

未检出目的蛋白，超滤管浓缩后也未见蛋白；超表达菌株

L9psip0968his 蛋白纯化如图 6（b）所示，咪唑梯度洗脱后

在相对分子质量 80 000 左右出现条带，超滤浓缩后目的

条带单一，表明获得的 LiaX 蛋白纯度可用于后续试验。

使用 NanoDrop 分光光度计测定纯化蛋白样品浓度

及质量，以便于计算后续外源加入 LiaX 蛋白的量。如

表 2 所示，浓缩前蛋白样品质量浓度为 0.091 mg/mL，浓缩

后质量浓度为 1.886 mg/mL。根据测定浓度计算外源添

加量。

2.5　LiaX蛋白对菌株胆盐及抗生素胁迫下的保护作用

通过外源添加 LiaX 蛋白验证对菌株胆盐及抗生素胁

迫下的保护作用，由于破碎液研究中 CAP 效果不明显，因

此不考虑 CAP。如图 7 所示，与空白组相比，不同添加量

下，所有外源添加 LiaX 蛋白组菌株存活率均出现显著提

L1. 浓缩的纯化对照株 L9psip400 蛋白样品  L2. 浓缩的

纯化超表达菌株 L9psip0968his蛋白样品

（a） 浓缩的 L9psip400 和 L9psip0968his蛋白

M. Marker L1. 样品流穿  L2. 缓冲液洗脱  L3~L9. 50，100，

150，200，250，300，500 mmol/L 咪唑洗脱液

（b） L9psip0968his蛋白

图 6　诱导后 L9psip400 和 L9psip0968his 蛋白纯化样品 SDS-PAGE 电泳

Figure 6　SDS-PAGE electrophoresis of the purified samples of L9psip400 and L9psip0968his proteins after induction

（a） 胃消化阶段 （b） 肠消化阶段

图 5　菌株在体外模拟消化过程中的存活率

Figure 5　Survival rate of strains during an in vitro simulated digestion process
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高。在 GDCA 胁迫下，添加量 0.72%（100 nmol/L）条件下

菌 株 存 活 率 显 著 提 升 1.4 倍 ；在 DAP 胁 迫 下 ，添 加 量

0.72%（100 nmol/L）条件下菌株存活率显著提升 1.3 倍；在

AMP 胁迫下，添加量 0.36%（50 nmol/L）条件下菌株存活

率显著提升 1.2 倍。以上结果表明，外源添加 LiaX 蛋白对

菌株在多种胁迫环境中的存活均具有显著的保护作用。

与 Yan 等［13］的研究相似，L9psip0968his 菌株在胆盐

胁迫及抗生素胁迫下也存在该现象，其中 LiaX 作为一个

哨兵，能感知外界胆盐及抗生素胁迫，可能通过 LiaFSR 系

统的其他跨膜成分发出信号，激活包膜应激反应，从而调

控细胞膜的重塑及胞内氧化还原平衡等［9］。综上所述，

LiaX 蛋白在益生菌的感应外界胁迫及胆盐抗性机制中扮

演着重要角色。

3　结论

研究综合考察了 LiaX 蛋白在副干酪乳酪杆菌胁迫抗

性中的作用，通过蛋白电泳验证实现目的蛋白在超表达

菌株中的表达，成功构建超表达菌株 LPL9psip0968his 和

对照株 LPL9psip400 并对其进行诱导提取纯化得到 LiaX

蛋 白 。 利 用 超 表 达 菌 株 LPL9psip0968his 和 对 照 株

LPL9psip400 的破碎液首先通过 Spent media 试验，在多种

胁迫条件（甘氨酸脱氧胆酸盐、氨苄西林、达托霉素及氯

霉素）下对菌株存活率进行测定，评估破碎液中的 LiaX 蛋

白对菌株的保护能力；其次通过外源加入 LiaX 蛋白再次

进一步证实 LiaX 蛋白在多种胁迫条件（甘氨酸脱氧胆酸

盐、氨苄西林、达托霉素）下对菌株的保护能力；此外，利

用体外模拟消化试验评估了不同菌株在模拟胃液和肠液

消化过程中的存活率，超表达 LiaX 的菌株在整个消化过

程中存活率下降程度小于对照株，尤其是在肠液消化阶

段，LiaX 的超表达对菌株的保护作用更为明显。结果表

明，LiaX 蛋白能显著增强菌株在多种胁迫环境中的存活

能力，liaX 基因对菌株具有保护作用，在提高乳酸菌消化

道耐受性方面具有重要意义。
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