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双组分系统分析预测共生机制

崔艳华１，曲晓军２，马　莺１

（１．哈尔滨工业大学 食品科学与工程学院，哈尔滨 １５００９０，ｙｈｃｕｉ＠ｈｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ；

２．黑龙江省科学院微生物研究所，哈尔滨 １５００１０）

摘　要：为明确双组分系统在德氏乳杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌共生中起的作用，采用生物信息学手
段，对二者的５个菌株的基因组进行扫描，对其中双组分系统进行预测，并进行结构分析及功能预测，旨在从
信号调控的角度揭示二者的共生关系．结果表明，德氏乳杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌均含有５～９个双
组分系统．其中部分双组分系统涉及调控细菌素合成、蛋白水解能力及建立感受态，推测德氏乳杆菌保加利
亚亚种和嗜热链球菌通过以上双组分系统相互协作，进行共生．
关键词：德氏乳杆菌保加利亚亚种；嗜热链球菌；双组分系统；共生关系；生物信息学分析
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　　 德氏乳杆菌保加利亚亚种（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉｓｕｂｓｐ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ， 文 中 简 称 Ｌ．
ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ） 和 嗜 热 链 球 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）是最具经济价值的同型发酵乳酸菌，
在世界上广泛应用于酸奶和瑞士型干酪等发酵乳

品的生产［１－２］．二者在牛奶发酵过程中彼此促进生

长和酸化，但互作机制尚不十分明确［１］．在牛奶发
酵过程中，Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ需对变
化的环境进行感知和反应．在细菌中通常由双组
分信号转导系统（Ｔｗｏｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｙｓｔｅｍ，ＴＣＳ）来完
成这一功能．典型的 ＴＣＳ包括组氨酸蛋白激酶
（Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＨＫ）和应答调节蛋白
（Ｒｅｓｐｏｎｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＲ）．

当前Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＴＣＳ系
统研究鲜有报道，且二者共生机制尚不十分明

确［３－５］．为此，利用生物信息学手段对二者的 ＴＣＳ
系统进行预测，并进行结构和功能分析，旨在从

ＴＣＳ系统的角度揭示二者的协同关系．



１　实　验
１１　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ基因组序列

Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣ１１８４２、ＡＴＣＣＢＡＡ－
３６５；Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＬＭＧ１８３１１、ＬＭＤ－９和
ＣＮＲＺ１０６６基因组序列信息来自 ＮＣＢＩ（ｗｗｗ．ｎｃ
ｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅｓ／Ｂａｃｔｅｒｉａ／）．
１２　双组分信号系统的预测

上述基因组序列用于ＴＣＳ的预测．保守蛋白序
列数 据 库 （Ｐｆａｍ：ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／
Ｐｆａｍ／）中 的 ＨｉｓＫＡ（ＰＦＡＭ００５１２）、ＨＡＴＰａｓｅ－ ｃ
（Ｐｆａｍ０２５１８）、Ｒｅｓｐｏｎｓｅ－ｒｅｇ（ＰＦＡＭ０００７２）序列用于
ＨＭＭＥＲ搜索．ＨｉｓＫＡＨＭＭ和ＨＡＴＰａｓｅ－ｃＨＭＭ用
于扫描组氨酸蛋白激酶中高度保守的磷酸基团接受

区域和ＨＡＴＰａｓｅ区域，Ｒｅｓｐｏｎｓｅ－ｒｅｇＨＭＭ用于扫描
应答调节蛋白中保守的磷酸基团接受区域．
１３　序列分析

功能域采用 ＳＭＡＲＴ（ｓｉｍｐｌｅｍｏｄｕｌａｒａｒｃｈｉｔｅｃ
ｔｕｒｅｒｅｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ）分析（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌ
ｂｅｒｇ．ｄｅ）．应用 ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２０）分析蛋白跨膜结构
区域．序列比对采用 ＢＬＡＳＴＰ程序（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／）．采用ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多重序列
比对，利用ＴＲＥＥＣＯＮ软件建立系统发育树．

２　结果与分析
２１　双组分信号转导系统的分布

使用 ＰｆａｍＨＭＭｓＨｉｓＫＡ、ＨＡＴＰａｓｅ－ｃ和 Ｒｅ
ｓｐｏｎｓｅ－ｒｅｇ信息对 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣ１１８４２、
ＡＴＣＣＢＡＡ－３６５及 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＣＮＲＺ１０６６、
ＬＭＧ１８３１１和ＬＭＤ－９等５株菌全基因组的 ＴＣＳ
系统进行预测分析．Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ中，ＨＫ为６～
７个，ＲＲ为６～７个；而Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ中发现了
６～１０个ＨＫ和８～１０个ＲＲ（见表１）．

表１　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ中ＴＣＳ的分布情况

细菌名 菌株
基因组

Ｍｂ
ＣＧ
％ ＨＫ ＲＲ ＨＫ－ＲＲ

Ｏｒｐｈａｎｓ

ＨＫｓ

Ｏｒｐｈａｎｓ

ＲＲｓ
ＧｅｎＢａｎｋ

Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ ＡＴＣＣ１１８４２ １８６ ４９７ ６ ６ ５ １ １ ＣＲ９５４２５３
Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ ＡＴＣＣＢＡＡ－３６５ １８６ ４９７ ７ ７ ７ ０ ０ ＣＰ０００４１２
Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＣＮＲＺ１０６６ １８０ ３９１ １０ １０ ９ １ １ ＣＰ００００２４
Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＬＭＧ１８３１１ １８０ ３９１ １０ １０ ９ １ １ ＣＰ００００２３
Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＬＭＤ－９ １８６ ３９１ ６ ８ ６ ０ ２ ＣＰ０００４１９

　　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣ１１８４２与 ＢＡＡ－３６５菌
株，具有５个高度同源的ＴＣＳ．ＡＴＣＣ１１８４２中含有
单独的 ＨＫ（ＹＰ－６１８９５９）和单独的 ＲＲ（ＹＰ－
６１８２５６），但却未发现二者相应的 ＲＲ和 ＨＫ．
ＡＴＣＣ１１８４２和 ＢＡＡ－３６５菌株来源上存在差异，
推测调控基因在进化上存在一定差异［３－４］．

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＣＮＲＺ１０６６与 ＬＭＧ１８３１１菌
株的ＴＣＳ相似，而ＬＭＤ－９菌株的 ＴＣＳ数目明显
少于上述两个菌株．ＣＮＲＺ１０６６分离自法国酸奶，
ＬＭＧ１８３１１于 １９７４年分离自英国的商业酸奶，
ＬＭＤ－９也分离自酸奶［４－５］．通过比较基因组杂
交分析发现，Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ不同菌株的核心基
因具有较大差异，推测部分基因在稳定的环境中

退化和消失［６－７］．
将预测的 ＨＫ进行聚类分析，建立系统发育

树，以大肠杆菌的 ＨＫＰｈｏＲ作参比，以更好显示
Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ与Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ各菌株ＨＫ之间
的亲缘关系．研究表明ＨＫ分为１１组（Ｉ－ＸＩ）．使
用ＴＭＨＭＭ、Ｐｆａｍ、ＳＭＡＲＴ工具对各组ＨＫ蛋白结
构区域进行了分析．Ｉ－ＸＩ组呈现了不同的结构
区域特征（见图１，２）．
　　所预测的 ＨＫ大多数是跨膜蛋白，可直接感

受外界环境的变化，而部分ＨＫ，如ＩＶ、Ｘ、ＸＩ组的
ＨＫ缺乏跨膜区域．缺少跨膜区域的 ＨＫ，可能感
受细胞内信号（如氧化还原电位的变化）或者通

过特有的信号传导蛋白获得外界环境信号．
ＨＡＭＰ结构域主要发现于 ＨＫ、热激蛋白 ＨＳＰ９０
等ＡＴＰ结合蛋白中，但具体功能未知，推测与细
菌渗透敏感性有关［８］．ＩＩＩ、ＩＶ、ＶＩ、ＸＩ组的蛋白均
具有 ＨＡＭＰ结构区域．ＰＡＳ结构域（ＰＥＲＡＲＮＴ
ＳＩＭｄｏｍａｉｎ）能够感受光、氧、氧化还原电位、小分
子配体和细胞总能量的变化，是重要的信号感受

结构域［９］．ＰＡＣ结构区域通常出现在ＰＡＳ结构域
的Ｃ端，推测与 ＰＡＳ结构域的折叠有关．ＶＩ、ＶＩＩ
组中的蛋白均具有 ＰＡＳ结构区域．ＶＩ组中蛋白
ＰＡＳ结构域的Ｃ端还伴有ＰＡＣ结构域．
　　将预测的 ＲＲ进行聚类分析，建立系统发育
树，以大肠杆菌的应答调节蛋白 ＫｄｐＥ作为参比．
研究表明，ＲＲ分为１１组（Ｉ－ＸＩ），与 ＨＫ聚类结
果相类似．使用 ＴＭＨＭＭ、Ｐｆａｍ、ＳＭＡＲＴ工具对各
组的ＲＲ蛋白结构区域进行分析（见图３，４）．与
ＨＫ多样的结构区域相比，ＲＲ的结构区域较单
一，大多数ＲＲ的输出区域为典型的 Ｔｒａｎｓｒｅｇ－Ｃ
结构域（ＩＩＩ组，Ｖ组至ＸＩ组）．
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组氨酸蛋白激酶序列全长使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行多重比对，利用

ＴＲＥＥＣＯＮ软件建立系统发育树．蛋白名称的前两个字母分别表

示菌株来源，后为蛋白在 ＮＣＢＩ上的编号，如 Ｌｄ表示 Ｌ．

ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣ１１８４２；ＬＢ表示 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣＢＡＡ３６５；Ｓ１

表 示 Ｓ． ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＣＮＲＺ１０６６；Ｓ２表 示 Ｓ． ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ

ＬＭＧ１８３１１；Ｓ３表示Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＬＭＤ－９．ＰｈｏＲＥｃｏｌｉ为大肠杆

菌组氨酸蛋白激酶ＰｈｏＲ，蛋白编号为ＥＣＡＰ００１０５０．

图１　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ与Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ组氨酸蛋白激酶的
系统发育图谱

　　来自 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ的 ＹＰ－８１２１５３和 ＹＰ－
６１８２５６及 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的 ＹＰ－１４２０２１、ＹＰ－
１４０１０２、ＹＰ－８２０９９０、ＹＰ－８２００４９、ＹＰ－１４０９５４、
ＹＰ－１３９０６５聚为一类，上述蛋白含有 ＬｙｔＴＲ型输
出区域．ＬｙｔＴＲ结构域中的 ＤＮＡ结合区域是一种
新型的ＤＮＡ结合区域，不同于常见的 ＨＴＨ（ｈｅｌｉｘ
－ｔｕｒｎ－ｈｅｌｉｘ）或 ＷＨ（ｗｉｎｇｅｄ－ｈｅｌｉｘ）型的 ＤＮＡ
结合区域［１０］．ＬｙｔＴＲ型输出区域广泛地分布于低
Ｇ＋Ｃ含量的革兰氏阳性菌中，参与毒力、细菌素
和胞外多糖合成等多种代谢调控［１０］．

来自 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的 ＹＰ－８２０７４９、ＹＰ－

１４１７７２、ＹＰ－１３９８４８、ＹＰ－８２０６６６、ＹＰ－１４１６８１、
ＹＰ－１３９７７０的输出区域为ＨＴＨ－ＬｕｘＲ结构区域．
ＨＴＨ－ＬｕｘＲ结构域由６５个氨基酸组成，具有螺旋
－转角 －螺旋（ｈｅｌｉｘｔｕｒｎｈｅｌｉｘ，ＨＴＨ）结构，为
ＤＮＡ结合区域，常见于 ＬｕｘＲ／ＦｉｘＪ族应答调节蛋
白的输出区域．大多数ＨＴＨ－ＬｕｘＲ结构区域充当
转录的激活因子，但有时抑制转录或呈现双重作

用［１１］．Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ中ＲＲ未发现此类结构域．
所预测的ＲＲ大多数具有信号输出区域，而

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的 ＹＰ－１４１７３４和 ＹＰ－１３９８１１较
为特殊，仅具有接受区域，缺乏 ＤＮＡ结合区域即
信号输出区域．通常输出区域是 ＤＮＡ结合模件，
充当转录因子，激活目标基因的表达［１２］．无输出
区域的ＲＲ，可通过其他方式作用于目标蛋白，如
Ｅ．ｃｏｌｉ调控趋化作用的ＣｈｅＢ磷酸化后改变对靶
蛋白的亲和力，促使化学感应器蛋白 ＭＣＰｓ去甲
基化［１３］．有一部分此类ＲＲ，仅作为信号级联放大
系统中的一个上游组分，在复杂的磷酸转移系统

中传递磷酸基团，如 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ孢子形成系统中
的Ｓｐｏ０Ｆ即充当一个磷酸基团传递的元件［１４］．
２２　组氨酸蛋白激酶和应答调节蛋白的分类

典型的ＨＫ具有传感器区域和组氨酸激酶核
心区域．激酶核心区域序列高度保守，存在着５个
由５～１０个氨基酸组成的保守区域，分别为 Ｈ、
Ｎ、Ｇ１、Ｆ、Ｇ２－ｂｏｘ．这些高度保守的氨基酸残基在
底物结合、催化上具有重要作用［１２，１５］，根据保守

区域特点，Ｇｒｅｂｅ将ＨＫ划分为１１亚族［１５］．
以已知类型的 ＨＫ为参照，将预测 ＨＫ的保

守ＨｉｓＫＡ和ＨＡＴＰａｓｅ－ｃ区域序列进行聚类分析．
结果发现 ５３８％的 ＨＫ属于 ＨＫ１ａ亚族（见表
２）．ＨＫ１ａ亚族是 ＨＫ较大的一个亚族，参与多种
代谢调控，如磷酸盐代谢、藻酸盐的生物合成等．
ＹＰ－１４１６９１和 ＹＰ－１３９７８０属于 ＨＫ３ｉ亚族，其保
守的组氨酸残基（Ｈｉｓ，Ｈ）上游第二位为色氨酸
（Ｔｒｐ，Ｗ）残基．ＹＰ－８１２１５４等 １０个蛋白属于
ＨＫ１０亚族，此类ＨＫ多参与细菌的群体感应［１６］．
　　ＲＲ位于细胞质中，由 Ｎ端的接受区域和 Ｃ
端的输出区域组成．通常输出区域是ＤＮＡ结合模
件，充当转录因子，具有典型的ＨＴＨ结构．根据输
出区域的差异，可将 ＲＲ分为 ＣｈｅＢ、ＣｉｔＢ、ＬｙｔＲ和
ＯｍｐＲ等 １１个亚族［１５］．聚类分析表明，大多数
ＲＲ属于 ＯｍｐＲ亚族（见表２）．ＹＰ－６１８２５６、ＹＰ－
８１２１５３等蛋白具有ＬｙｔＴＲ结构区域，属于ＬｙｔＲ亚
族．ＹＰ－１４１６８１、ＹＰ－１４１７７２等蛋白具有 ＨＴＨ－
ＬｕｘＲ结构区域，属于ＣｉｔＢ亚族．
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显示每组中代表性蛋白的结构区域．Ⅰ（ＹＰ－１４２０２２）、Ⅱ（ＹＰ－１３９８４９）、Ⅲ（ＹＰ－１３９３８４）、ＩＶ（ＹＰ－８１２６８９）、Ｖ（ＹＰ－８２０６８４）、ＶＩ（ＹＰ－
８１２２３１）、ＶＩＩ（ＹＰ－８１２８９３）、ＶＩＩＩ（ＹＰ－６１９６７６）、ＩＸ（ＹＰ－８１２８４７）、Ｘ（ＹＰ－１３９２８９）、ＸＩ（ＹＰ－１４０７３６）．

图２　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ与Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ组氨酸蛋白激酶的结构域简图

应答调节蛋白序列全长使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 进行多重比对，利用
ＴＲＥＥＣＯＮ软件建立系统发育树．ＫｄｐＥＥｃｏｌｉ为大肠杆菌应答调
节蛋白ＫｄｐＥ，蛋白编号为ＥＣＹＰ８５１８１２．蛋白编号同图１．
图３　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ与Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ应答调节

蛋白的系统发育图谱

显示每组中代表性蛋白的结构区域．Ⅰ（ＹＰ－１４２０２１）、Ⅱ（ＹＰ－
１３９８４８）、Ⅲ（ＹＰ－８１２８４６）、Ⅳ（ＹＰ－１４１７３４）、Ⅴ（ＹＰ－８１３７３０）、

Ⅵ（ＹＰ－１３９３８３）、Ⅶ（ＹＰ－８２０６８５）、ＶＩＩＩ（ＹＰ－８１２６８８）、ＩＸ（ＹＰ－
８２０５０５）、Ｘ（ＹＰ－１３９２８６）、ＸＩ（ＹＰ－１４０７３５）．

图４　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ与Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ应答
调节蛋白的结构域简图

２３　功能的预测
使用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴＰ对预测的 ＴＣＳ系统进行

了功能预测，其中有部分 ＴＣＳ与已知生物功能的
ＴＣＳ系统相似（见表２），功能涉及全局调控、细菌
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素合成等．尽管 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ在生境上与乳杆
菌、乳球菌相近，但在遗传进化上却与病原链球菌

如 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｙｏｇｅｎｅｓ、Ｓ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍｕｔａｎｓ关系密切．ＢＬＡＳＴ研究发现，
Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ中多个ＴＣＳ系统与病原菌中毒力

因 子 调 控 系 统 高 度 同 源 （见 表 ２）．Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ与进化关系密切的病原菌的全基因
组比较研究发现，病原菌中的致病力相关基因在

该菌中已缺失或为假基因［５］，因此上述毒力调控

相关的ＴＣＳ无实际功能．
表２　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＴＣＳ系统的功能预测

菌种
ＨＫ蛋白

编号

ＨＫ

类型

ＲＲ蛋白

编号

ＲＲ

类型

ＨＫ／ＲＲ

顺序

序列同源性

（ＨＫ／ＲＲ，Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ／Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ）
功能预测

Ｌｄ ＹＰ－６１８３２６ １ａ ＹＰ－６１８３２５ ＯｍｐＲ ＲＨ ＮＰ－８１４９２３／ＮＰ－８１４９２２４９％／７５％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－６１８７５７ １ａ ＹＰ－６１８７５６ ＯｍｐＲ ＲＨ ＹＰ－３９５８２６／ＹＰ－３９５８２７４２％／６６％ Ｌｓａｋ 厌氧调控

ＹＰ－６１８９１２ １ａ ＹＰ－６１８９１１ ＯｍｐＲ ＲＨ ＹＰ－１９４２８６／ＹＰ－１９４２８７４４％／６７％ Ｌａｃｉ 耐胆汁能力

ＹＰ－６１９３１８ １ａ ＹＰ－６１９３１９ ＯｍｐＲ ＨＲ ＹＰ－１９４３７４／ＹＰ－１９４３７５６２％／９１％ Ｌａｃｉ 蛋白水解能力、耐酸能力

ＹＰ－６１９６７６ １ａ ＹＰ－６１９６７７ ＯｍｐＲ ＨＲ ＮＰ－８１６８８６／ＮＰ－８１６８８５５２％／８０％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－６１８９５９ １ａ ＺＰ－０２９２０１８７４１％ Ｓｉｎｆ 未知

ＹＰ－６１８２５６ ＬｙｔＲ ＺＰ－０３０７３４３３３３％ Ｌｒｅｕ 未知

ＬＢ ＹＰ－８１２１５４ １０ ＹＰ－８１２１５３ ＬｙｔＲ ＲＨ ＮＰ－７８４９９０／ＺＰ－０３０７３４３３３３％／３３％Ｌｐｌａｎ／Ｌｒｅｕ 未知

ＹＰ－８１２２３１ １ａ ＹＰ－８１２２３０ ＯｍｐＲ ＲＨ ＮＰ－８１４９２３／ＮＰ－８１４９２２４９％／７５％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－８１２６８９ １ａ ＹＰ－８１２６８８ ＯｍｐＲ ＲＨ ＹＰ－３９５８２６／ＹＰ－３９５８２７４２％／６６％ Ｌｓａｋ 厌氧调控

ＹＰ－８１２８４７ １ａ ＹＰ－８１２８４６ ＯｍｐＲ ＲＨ ＹＰ－１９４２８６／ＹＰ－１９４２８７４４％／６７％ Ｌａｃｉ 耐胆汁能力

ＹＰ－８１２８９３ １ａ ＹＰ－８１２８９２ ＯｍｐＲ ＲＨ ＺＰ－０２９２０１８７／ＺＰ－０２４３３６５１４１％／６０％ Ｓｉｎｆ／Ｃｓｃｉ 未知

ＹＰ－８１３３３９ １ａ ＹＰ－８１３３４０ ＯｍｐＲ ＨＲ ＹＰ－１９４３７４／ＹＰ－１９４３７５６２％／９１％ Ｌａｃｉ 蛋白水解能力、耐酸能力

ＹＰ－８１３７２９ １ａ ＹＰ－８１３７３０ ＯｍｐＲ ＨＲ ＹＰ－３９４８９２／ＹＰ－３９４８９１５５％／８２％ Ｌｓａｋ 万古霉素抗性厌氧调控

Ｓ１ ＹＰ－１４０７３６ １ａ ＹＰ－１４０７３５ ＯｍｐＲ ＲＨ ＡＡＸ７１３８９／ＡＡＸ７１３８８４５％／８１％ Ｓｐｙｏ 全局调控、毒力

ＹＰ－１４０９５３ １０ ＹＰ－１４０９５４ ＬｙｔＲ ＨＲ ＮＰ－８１５０５６／ＮＰ－８１５０５７４１％／６５％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－１４１２０３ １ａ ＹＰ－１４１２００ ＯｍｐＲ ＲＨ ＮＰ－３４５２９６／ＮＰ－３４５２９５７０％／８４％Ｓｐｎｅ 感受态建立

ＹＰ－１４１３０３ ３ｃ ＹＰ－１４１３０２ ＯｍｐＲ ＲＨ ＡＡＢ９１５９３／ＡＡＢ９１５９４３１％／５２％ Ｂｓｕｂ 细菌素合成

ＹＰ－１４１５２２ １ａ ＹＰ－１４１５２３ ＯｍｐＲ ＨＲ ＡＡＸ７１３８９／ＡＡＸ７１３８８７２％／８６％ Ｓｐｙｏ 生存能力

ＹＰ－１４１６８２ ７ ＹＰ－１４１６８１ ＣｉｔＢ ＲＨ ＮＰ－７２１８９０／ＮＰ－７２１８８９６４％／７７％ Ｓｍｕｔ 未知

ＹＰ－１４１６９１ ３ｉ ＹＰ－１４１６９２ ＯｍｐＲ ＨＲ ＮＰ－３４６０７２／ＮＰ－３４６０７３６２％／８４％ Ｓｐｎｅ 毒力

ＹＰ－１４１７７３ ７ ＹＰ－１４１７７２ ＣｉｔＢ ＲＨ ＮＰ－７２０９２６／ＮＰ－７２０９２７５６％／８３％ Ｓｍｕｔ 耐氧、热、细菌素合成

ＹＰ－１４２０２２ １０ ＹＰ－１４２０２１ ＬｙｔＲ ＲＨ ＮＰ－３５８０５８／ＮＰ－３５８０５７３７％／３３％ Ｓｐｎｅ 细菌素合成

ＹＰ－１４０８５３ １ａ Ｈ ＮＰ－６８８３２５６８％ Ｓａｇａ　 未知

ＹＰ－１４１７３４ 无 Ｒ ＹＰ－００１４５０４６８８２％ Ｓｇｏｒ 感受态建立

Ｓ２ ＹＰ－１３８８５５ １ａ ＹＰ－１３８８５４ ＯｍｐＲ ＲＨ ＡＡＸ７１３８９／ＡＡＸ７１３８８４６％／８１％ Ｓｐｙｏ 全局调控、毒力

ＹＰ－１３９０６４ １０ ＹＰ－１３９０６５ ＬｙｔＲ ＨＲ ＮＰ－８１５０５６／ＮＰ－８１５０５７５０％／６５％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－１３９２８９ １ａ ＹＰ－１３９２８６ ＯｍｐＲ ＲＨ ＮＰ－３４５２９６／ＮＰ－３４５２９５７０％／８４％ Ｓｐｎｅ 感受态建立

ＹＰ－１３９３８４ ３ｃ ＹＰ－１３９３８３ ＯｍｐＲ ＲＨ ＡＡＢ９１５９３／ＡＡＢ９１５９４３１％／５２％ Ｂｓｕｂ 细菌素合成

ＹＰ－１３９６１０ １ａ ＹＰ－１３９６１１ ＯｍｐＲ ＨＲ ＡＡＸ７１３８９／ＡＡＸ７１３８８７２％／８７％ Ｓｐｙｏ 生存能力

ＹＰ－１３９７７１ ７ ＹＰ－１３９７７０ ＣｉｔＢ ＲＨ ＮＰ－７２１８９０／ＮＰ－７２１８８９６３％／７７％ Ｓｍｕｔ 未知

ＹＰ－１３９７８０ ３ｉ ＹＰ－１３９７８１ ＯｍｐＲ ＨＲ ＮＰ－３４６０７２／ＮＰ－３４６０７３６２％／８４％ Ｓｐｎｅ 毒力

ＹＰ－１３９８４９ ７ ＹＰ－１３９８４８ ＣｉｔＢ ＲＨ ＮＰ－７２０９２６／ＮＰ－７２０９２７５６％／８２％ Ｓｍｕｔ 耐氧、热、细菌素合成

ＹＰ－１４０１０３ １０ ＹＰ－１４０１０２ ＬｙｔＲ ＲＨ ＮＰ－３５８０５８／ＮＰ－３５８０５７３７％／３３％ Ｓｐｎｅ 细菌素合成

ＹＰ－１３８９６５ １ａ Ｈ ＮＰ－６８８３２５　６８％ Ｓａｇａ 未知

ＹＰ－１３９８１１ 无 Ｒ ＹＰ－００１４５０４６８８２％ Ｓｇｏｒ 感受态建立

Ｓ３ ＹＰ－８１９８５３ ＬｙｔＲ Ｒ ＡＡＸ７１３８８８０％ Ｓｐｙｏ 全局调控、毒力

ＹＰ－８２００４８ １０ ＹＰ－８２００４９ ＬｙｔＲ ＨＲ ＮＰ－８１５０５６／ＮＰ－８１５０５７２７％／５０％ Ｅｆａｅ 万古霉素抗性

ＹＰ－８２０３４７ ３ｃ ＹＰ－８２０３４６ ＯｍｐＲ ＲＨ ＡＡＢ９１５９３／ＡＡＢ９１５９４３１％／５２％ Ｂｓｕｂ 细菌素合成

ＹＰ－８２０５０４ １ａ ＹＰ－８２０５０５ ＯｍｐＲ ＨＲ ＡＡＸ７１３８９／ＡＡＸ７１３８８７２％／８６％ Ｓｐｙｏ 生存能力

ＹＰ－８２０６６７ ７ ＹＰ－８２０６６６ ＣｉｔＢ ＲＨ ＮＰ－７２１８９０／ＮＰ－７２１８８９６３％／７７％ Ｓｍｕｔ 未知

ＹＰ－８２０６８４ ３ｉ ＹＰ－８２０６８５ ＯｍｐＲ ＨＲ ＮＰ－３４６０７２／ＮＰ－３４６０７３６１％／８４％ Ｓｐｎｅ 毒力

ＹＰ－８２０７４９ ＣｉｔＢ Ｒ ＮＰ－７２０９２７８３％ Ｓｍｕｔ 耐氧、热、细菌素合成

ＹＰ－８２０９９１ １０ ＹＰ－８２０９９０ ＬｙｔＲ ＲＨ ＮＰ－３５８０５８／ＮＰ－３５８０５７３７％／３２％ Ｓｐｎｅ 细菌素合成

注：Ｅｆａｅ，ＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓＶ５８３；Ｌｓａｋ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｓａｋｅｉｓｕｂｓｐ．ｓａｋｅｉ２３Ｋ；Ｌａｃｉ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓＮＣＦＭ；Ｓｉｎｆ，Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｉｎｆａｎｔａｒｉｕｓｓｕｂｓｐ．ｉｎｆａｎｔａｒｉｕｓＡＴＣＣＢＡＡ－１０２；Ｌｒｅｕ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｅｕｔｅｒｉ１００－２３；Ｌｐｌａ，ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍＷＣＦＳ１；Ｃｓｃｉ，

ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｃｉｎｄｅｎｓＡＴＣＣ３５７０４；Ｓｐｙｏ，ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓＭＧＡＳ６１８０；Ｓｐｎｅ，ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＴＩＧＲ４；Ｃｎｏｖ，Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｎｏｖｙｉ

ＮＴ；Ｓｍｕｔ，ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍｕｔａｎｓＵＡ１５９；Ｓａｇａ，Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ２６０３Ｖ／Ｒ；Ｓｇｏｒ，Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｇｏｒｄｏｎｉｉｓｔｒ．Ｃｈａｌｌｉｓｓｕｂｓｔｒ．ＣＨ１．菌种编

号同图１．
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　　Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ中发现了与 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ中调控蛋白水解能力的 ＬＢＡ１５２４ＨＫ／
ＬＢＡ１５２５ＨＫ系统同源的 ＹＰ－６１９３１８／ＹＰ－６１９３１９
和ＹＰ－８１３３３９／ＹＰ－８１３３４０，推测这两个系统与细
菌的蛋白水解能力相关［１７］．而在 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ
中没有发现此类ＴＣＳ．该结果从ＴＣＳ调控的角度，
支持了Ｇｉｌｂｅｒｔ等人观点，即Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ具有较
高蛋白水解能力，为 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ提供肽和氨
基酸营养［１８］．同时 ＬＢＡ１５２４ＨＫ／ＬＢＡ１５２５ＨＫ也
与细菌的耐酸能力密切相关，因此推测 ＹＰ－
６１９３１８／ＹＰ－６１９３１９和 ＹＰ－８１３３３９／ＹＰ－８１３３４０
调控着细菌的耐酸能力．在牛奶发酵过程中，细菌
需耐受不断酸化的低 ｐＨ环境．耐酸能力是评价
酸奶发酵剂的一个重要指标．同时研究发现 Ｌ．
ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ的 ＹＰ－ ６１８９１２／ＹＰ－ ６１８９１１、ＹＰ－
８１２８４７／ＹＰ－８１２８４６系统与Ｌ．ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ中调控
细菌耐胆汁能力的 ＹＰ－１９４２８６／ＹＰ－１９４２８７同源
性很高［１９］，推测与耐胆汁能力相关．益生菌在胃
肠道中生存和定殖的最大挑战是酸性环境（ｐＨ
２５～３５）和胆汁对其生长的抑制作用．因此调
控耐酸和耐胆汁能力的 ＴＣＳ系统将有助于益生
菌在人胃肠道中生存和其益生功能的发挥．

有些细菌在生长过程通过分泌细菌素抑制其

他微生物的生长．目前，已在Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ菌株
中发现了包括 ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｎＳＴ－１、Ｔ、１１０等在内
的８种细菌素［２０］．而Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ细菌素报道较
少［２１］．ＢＬＡＳＴ发现，Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＣＮＲＺ１０６６、
ＬＭＧ１８３１１和ＬＭＤ－９３个菌株均含有两个 ＴＣＳ
参与细菌素合成（见表 ２）．ＹＰ－１４１３０３／ＹＰ－
１４１３０２、ＹＰ－１３９３８４／ＹＰ－１３９３８３、ＹＰ－８２０３４７／
ＹＰ－８２０３４６分别来自 ３个菌株且同源，与
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｌ． ｌａｃｔｉｓ和 Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｄｉｖｅｒｇｅｎｓ中 ＳｐａＫ／ＳｐａＲ、ＮｉｓＫ／ＮｉｓＲ 和 ＤｖｎＫ／
ＤｖｎＲ系统高度同源，这些系统分别调控着 Ｉ型细
菌素 ｓｕｂｔｉｌｉｎ、ｎｉｓｉｎ、ｄｉｖｅｒｃｉｎＶ４１的合成［２１－２４］．
ＹＰ－１４２０２２／ＹＰ－１４２０２１、ＹＰ－１４０１０３／ＹＰ－１４０１０２
和 ＹＰ－８２０９９１／ＹＰ－８２０９９０系统与 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ中调节细菌素合成的 ＢｌｐＨ／ＢｌｐＲ系
统相似［２４］．近来研究证实Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＬＭＤ－
９中 ＹＰ－８２０９９１／ＹＰ－８２０９９０系统调控细菌素的
合成，而ＣＮＲＺ１０６６、ＬＭＧ１８３１１中的同源系统，由
于细菌素 ＡＢＣ转运基因 ｂｌｐＡ和转运加工基因
ｂｌｐＢ基因发生无义突变而没有相应的功
能［２５－２６］．在 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉＡＴＣＣ１１８４２、ＢＡＡ－
３６５基因组中没有发现调控细菌素合成的基因．
因此，推测Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ通过分泌细菌素抑制

其他细菌的生长，为自身和 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ的生长
创造有利条件．同时，Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ产生的细菌
素也可能对Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ产生拮抗作用．

Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ中发现了与 Ｓ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
调控细胞感受态建立的 ＣｉａＨ－ＣｉａＲ同源的 ＴＣＳ
系统 ＹＰ－１４１２０３／ＹＰ－１４１２００和 ＹＰ－１３９２８９／
ＹＰ－１３９２８６

［２７］．建立细胞感受状态是自然遗传转
化的必要条件．而自然遗传转化是实现细菌种间
基因交流即基因水平转移的重要机制．全基因组
分析表明Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ存在着１０余处基因水
平转移区域，涉及细菌素、胞外多糖合成等等［５］．
因此，推 测 ＹＰ－１４１２０３／ＹＰ－ １４１２００和 ＹＰ－
１３９２８９／ＹＰ－１３９２８６与细胞感受态建立调控相关，
进而促进种间基因交流．而 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ中未发
现此类系统．

Ｂｏｌｏｔｉｎ等人研究发现，Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ和 Ｌ．
ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ之间存在基因水平转移现象．Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓｐｅｐＤ基因中含有一个发生基因水平
转移的Ｇ＋Ｃ含量异常区域．该区域内的３６ｋｂ
大小片段，与Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ的ＤＮＡ区域同源性高
达９５％，编码了独特的ｍｅｔＣ基因，该基因为甲硫
氨酸合成所必须，而牛奶中缺乏此种氨基酸［５］．
因此推测 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ通过 ＹＰ－１４１２０３／ＹＰ－
１４１２００和ＹＰ－１３９２８９／ＹＰ－１３９２８６调控建立细胞
感受态，进而获得 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ提供的相关基
因，实现种间基因的转移，从而实现与 Ｌ．
ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉｓｕｂｓｐ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ共生，适应生境的目
的．同时，本研究通过 ＹＰ－１４１２０３／ＹＰ－１４１２００和
ＹＰ－１３９２８９／ＹＰ－１３９２８６系统的上下游基因扫描
发现，这两个 ＴＣＳ邻近区域存在着 ＩＳ３型转座酶
基因子．推测通过转座酶基因实现外源基因在基
因组的定位．

３　结　语
通过生物信息学分析方法对 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ

和Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的ＴＣＳ系统进行预测和结构分
析，并对其功能进行了预测．Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和 Ｓ．
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ因长期适应营养丰富的牛奶环境而
缺少一些代谢系统，因此 ＴＣＳ数目较少，在 ５～
９个之间．这些ＴＣＳ系统与全局调控、抗生素抗性
及外界压力相关，为进一步通过实验确定其功能

奠定了基础．其中部分 ＴＣＳ与细菌素合成、蛋白
水解能力和细菌感受态的建立相关，推测德氏乳

杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌通过以上双组分

系统相互协作，进行共生．本研究从 ＴＣＳ调控信
号转导的角度，分析了 Ｌ．ｄｅｌｂｒｕｅｃｋｉｉ和 Ｓ．
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ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ的共生关系，为明确二者共生机制提
供了旁证．
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