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马乳酒样乳杆菌ZW3基因WANG_1108的 
特性及功能

王金菊，侯乾宇，杨 迎，耿伟涛，王艳萍*
（天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457）

摘  要：为分析马乳酒样乳杆菌ZW3（Lactobaci l lus  ke f i ranofaciens  ZW3）的一株突变株2#胞外多糖

（exopolysaccharide，EPS）产量下降的原因。对突变株2#进行基因组重测序后与野生菌ZW3全基因组比对，分析

突变基因在代谢通路中EPS产量的相关性；利用实时荧光定量-聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase 

chain reaction，RT-qPCR）技术分析可能会与多糖产量相关的突变基因的相对表达量；构建含有表达量变化明显

基因的重组质粒转至大肠杆菌并测定其酶活性，探究突变基因与产糖量的关系。结果经全基因组分析比对，野生

菌株ZW3与突变株2#在CDS区和启动子区发生突变的基因共60 个，其中相关催化反应酶类基因有6 个，分别为：

WANG_0173、WANG_0174、WANG_0175（3 个基因均为编码二羟丙酮激酶亚基部分）、WANG_0292（β-半乳糖苷

酶小亚基）、WANG_0840（UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷氨酸连接酶）、WANG_1108（丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶），其中WANG_0292发生了同义突变。RT-qPCR分析突变基因相对表达量，发现突变株WANG_1108基因相对表

达量下降明显，选取WANG_1108进一步阐明与多糖产量的关系；成功构建重组表达载体pET28a-ZW3/2#-1108、并

转至表达菌株大肠杆菌BL21（DE3），诱导蛋白表达，经聚丙烯酰胺凝胶电泳酶活性测定结果显示，突变株中酶活

性比野生菌降低了37%。由此推测基因WANG_1108的突变是影响突变株产糖量下降的原因之一。
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Features and Functions of WANG_1108 Gene of Lactobacillus kefiranofaciens ZW3
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Abstract: In order to explore the reason for reduced exopolysaccharide (EPS) production by a mutant strain 2# compared 

with Lactobacillus kefiranofaciens ZW3, we conducted comparative genome-wide analysis of the wild and mutant strains by 

bioinformatics methods. We also analyzed the role of the mutant genes in metabolic pathways. To evaluate their correlation 

with EPS production from lactic acid bacteria, we analyzed the relative expression levels of the mutant genes that may be 

associated with polysaccharide production using RT-qPCR, and constructed a recombinant plasmid carrying the genes with 

significantly different expression levels and transformed it into Escherichia coli, and then determined the expressed serine/

threonine protein kinases (STPKs) activity. The whole genome analysis showed that there were 60 genes mutated in the CDS 

or the promoter regions, and at least six of them were associated with catalytic domains, namely WANG_0173, WANG_0174, 

WANG_0175 (encoding dihydroxyacetone kinase or its subunit), WANG_1108 (serine threonine protein kinase), WANG_0292 

(synonymous mutation, beta-galactosidase small subunit), and WANG_0840 (UDP-N-acetylmuramoylalanine-D-glutamate 

ligase, MurD). The results showed that the relative expression of WANG_1108 was significantly down-regulated as revealed 

by RT-qPCR. Therefore, we chose this gene as the target gene related to EPS synthesis to further study the molecular 

mechanism. It was expressed in E. coil BL21 (DE3) with plasmid pET28a as plasmid vector to identify its function. The 

expressed product was then detected by SDS-PAGE and the enzyme activity was measured. It was found that the mutant 

STPKs activity was 37% lower than that of the wild strain, indicating that the mutation of WANG_1108 could partially 

account for decreased EPS production.
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乳酸菌是革兰氏阳性细菌，其最终碳水化合物发酵

主要产物为乳酸[1]，是一种公认安全的益生菌。乳酸菌胞

外多糖（exopolysaccharide，EPS）是乳酸菌生长代谢过程

中产生并分泌到胞外的一种天然高分子化合物，分子质

量大小通常在4.0×104～6.0×106 u之间[2]，具体分为荚膜

多糖和黏液多糖[3]。随着人们对绿色、天然食品的不断要

求，乳酸菌EPS受到广泛的关注。EPS不仅具有抗氧化[4-5]、 

抗肿瘤[6-8]、免疫调节[9]等诸多生物活性，还可以作为天

然的发酵剂、增稠剂、稳定剂及乳化剂等[10-11]添加应用到

食品中。有报道[12-15]认为乳酸菌之所以具有这些功能与

细菌表面上的多糖成分有关。乳酸菌EPS本身具有许多生

物活性[13-15]。文献[16]报道了2 种常用的乳化剂羟甲基纤

维素钠和吐温80能够引起小鼠结肠炎和肥胖及代谢综合

症，为乳化剂的不安全性提供了有力的证据，故依靠菌

种自身的发酵特性实现产品的良好性能显得尤为重要。

但乳酸菌EPS合成产量普遍较低[17]，还不能满足生产的需

求，提高EPS产量成为急需解决的问题，因此需要对乳

酸菌EPS合成相关的基因和合成途径进行研究[18-19]，提高

EPS的产量，扩大EPS在食品与非食品领域的应用。

乳酸菌EPS合成分为4 个过程：单糖转运进入细胞质、

葡萄糖-1-磷酸的合成、糖的活化和连接聚合以及多糖的

输出[20-21]。其中，葡糖-6-磷酸与葡糖-1-磷酸的相互转换、

UDP-葡萄糖的生产量均涉及核糖核苷酸前体的供给，也是

EPS生物合成途径的重要控制点。由实验室自行分离得到的

马乳酒样乳杆菌ZW3（Lactobacillus kefiranofaciens ZW3）菌

种具有良好的产糖特性，优化的EPS产量达到2 000 mg/L以

上，且目前已对ZW3全基因组进行了测序[22]，为后续阐明

其多糖产量与基因表达的关系奠定了基础。

本实验以高产EPS的马乳酒样乳杆菌ZW3及产糖量

降低的突变株2#为研究对象，通过对突变株基因组重测

序以及与野生菌ZW3基因组比对分析出突变基因，并

利用实时荧光定量-聚合酶链式反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction，RT-qPCR）技术分析

可能与产糖相关的突变基因相对表达量，从中选出基

因WANG_1108，构建重组质粒转至表达菌株大肠杆菌

（Escherichia coli）BL21中并分别测定其在野生菌与突变

株中的酶活性，初步阐明突变基因与EPS产量的关系。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株与质粒

马乳酒样乳杆菌ZW3、实验室前期利用Mµ转座

技术获得的产糖量下降的马乳酒样乳杆菌ZW3的突变

株2#、表达菌株E. coli  BL21（DE3）、质粒pET28a 

（5 369 bp）均由本实验室自行分离保存；重组质粒

pET28a-ZW3/2#-1108（7 652 bp）由本实验室自行构建。

1.1.2 培养基

改良MRS培养基：酵母粉45.0 g，葡萄糖20.0 g，

乙酸钠15.0 g，NaCl 0.15 g，半胱氨酸盐酸盐1.4 g，磷

酸氢二钾0.5 g，吐温80 1 g，硫酸锰0.2 g，蒸馏水定

容至1 000 mL，调节pH值至6.2～6.4，115 ℃高压灭菌

20 min。固体培养基需另加入2%琼脂粉。

2YT培养基：称取蛋白胨16 g，酵母浸粉10 g，

NaCl 5 g，溶解后用蒸馏水定容到1 000 mL，NaOH溶液

调节pH值至7.0，121 ℃灭菌20 min。固体培养基再加入

2%琼脂粉。

自诱导培养基：胰蛋白胨20 g，酵母提取物10 g，

丁二酸钠5.4 g，二水柠檬酸钠0.3 g，甘油25 mL，葡萄

糖0.5 g，α-乳糖 2 g，Na2HPO4 2.55 g，KH2PO4 3.4 g，

NH4Cl 2.68 g，Na2SO4 0.71 g，MgSO4·7H2O 0.493 g，

FeCl3·6H2O 0.03 g，蒸馏水定容至1 000 mL，115 ℃高

压灭菌20 min。固体培养基需另加入2%琼脂粉。

1.1.3 试剂

限制性内切酶、T4 DNA连接酶 立陶宛Fermentas

公司；蛋白酶K（50 mg/mL）、Ni-Agarose His标签蛋白

纯化试剂盒、cDNA第一条链合成试剂盒 康为世纪生

物科技有限公司；溶菌酶 生工生物工程（上海）股份

有限公司；MµA转座酶 赛默飞世尔科技（中国）有限

公司；6×Loading Buffer 天根生化科技（北京）有限

公司；丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（serine/threonine protein 

kinases，STPKs）酶联免疫分析试剂盒 上海岚派生物

科技有限公司。
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1.1.4 引物

引物均利用软件Primer Premier 5设计，交由华大基

因合成（表1）。

表 1 本实验使用的引物

Table 1 Sequences of the primers used in this experiment

引物名称 引物序列（5’-3’） 退火温度Tm/℃ 片段长度/bp

Y-ZW3-0173 TCTGCGGACAGGTCTTTACTTCATT
CAACGGCAATATCGTCATCAA 53 197

Y-2#-0173 CGCTATCTGCGGACAGGTCTTTA
AAGTTCATCACATCGCCAGAATA 52 126

Y-ZW3-0174 GCTCTTGCCGGAATTGAGATGCGCA
GCCTTTACCTCTGGAACCAACTTAT 56 92

Y-2#-0174 TAGAAATGGCAAAGAAGAGCG
ACCAACTTATCCCAGACATCG 53 133

Y-0175 CACCTCTACGATGTGGCCTTTA
TCTTTGATTTTCAGCGGTTTTA 52 113

Y-0840 CTTATGAAAATCCAATGGTGCAA
GAGTAAGCATAACAGTGGTAGTC 48 144

Y-1108 TCTCATACCATTGAATATCGGGACT
ATTGTCTGGGAACGGTTCTTTTA 51 81

16S rRNA AAGCTGTCGCTAAAGGATG
GTCCCAATGTGGCCGATC 52 111

1.2  仪器与设备

HFsafe900型超净工作台  上海力申科学仪器有

限公司；HZQ-F160全温振荡培养箱  东联电子技术

开发有限公司；DZKW-C型水浴锅  河北黄华市航空

仪器厂；普通药物天平  上海精科天平厂；多功能厌

氧培养箱  美国GeneScience公司；梯度聚合酶链式

反应仪、荧光定量PCR仪、Power PAC 3000电泳仪、

SmartsoecTM3000型分光光度计、全自动凝胶成像仪 

美国Bio-Rad公司；YS100生物显微镜  日本Nikon公司；

DYY-III-6B型稳压稳流电泳仪  北京六一仪器厂。

1.3  方法

1.3.1  乳酸菌EPS产量的测定

以4%的接种量将野生菌ZW3和转化子2#的种子

液接种到新鲜改良MRS液体培养基中，30 ℃厌氧培

养；每56、72、84、96 h取样，将发酵液100 ℃水浴

30 min，4 ℃、8 000 r/min离心15 min除去菌体；取一

定体积的上清液装入透析袋，4 ℃蒸馏水透析（截流量

6 000～8 000 Da）直至测定透析的蒸馏水中无糖检出。

利用苯酚-硫酸法测定透析袋内EPS含量，利用标准曲线

计算样品EPS产量。

1.3.2  野生菌株与突变株全基因组比对分析

利用第2代高通量测序技术对突变株2#进行了全基

因组重测序；利用Emboss软件提取菌株基因序列，并将

野生菌ZW3与突变株2#全基因组进行比对，查找差异。

利用在线软件Clustalw分析比对碱基序列（http://www.

genome.jp/tools/clustalw/）。运用生物软件网的SMS在

线翻译工具对氨基酸进行了翻译（http://www.bio-soft.

net/），并利用GenBank中的BLAST工具对氨基酸序列进

行比对（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）。

1.3.3  突变基因的RT-qPCR分析

参考产糖标准曲线，采用Trizol法每24 h提取样

品RNA；利用HiFi-Script cDNA第一链合成试剂盒合

成c D N A；以c D N A为模板，利用表1所合成的各对

引物验证引物的特异性及扩增效率，使用的染料为

SYBR Green I。利用RT-qPCR对各基因的表达进行

测定。RT-qPCR总体系为20 µL，cDNA模板1.0 µL，

上下游引物各1.0 µL，2×qPCR SuperMix 10.0 µL，
ddH2O 7 µL；RT-qPCR程序为95 ℃预变性3 min，95 ℃

变性10 s，退火30 s（各基因退火温度参照表1），72 ℃

延伸30 s，共进行40 个循环。PCR程序之后立即执行熔

解曲线的测定：65～95 ℃，每隔0.5 ℃停留5 s检测荧光

强度。

1.3.4  重组质粒的构建与蛋白表达

为验证STPKs的活性与EPS产量的相关性，构建重组

质粒pET28a-ZW3/2#-1108。以马乳酒样乳杆菌ZW3与突

变株的基因组为模板，PCR扩增基因片段WANG_1108，
基因WA N G _ 11 0 8与质粒p E T 2 8 a均用限制性内切酶

BamHI、HindIII双酶切后，在T4 DNA连接酶作用下

16 ℃过夜连接。将连接体系热激转化入已制备好的

E. coli DH5α感受态中，形成E. coli DH5α转化子。在进

行PCR和双酶切验证之后，送金唯智基因公司测序验证

碱基发生突变情况。

验证无误后，将重组质粒以同样的方法转至表达菌

株E. coli BL21（DE3），利用含有卡那霉素抗性平板筛

选转化子。将转化子在37 ℃条件下振荡培养过夜，次日

以2%的接种量接种到100 mL新鲜的自诱导液体培养基

中，30 ℃、180 r/min过夜培养，同时以含有pET28a质粒

的E. coli BL21（DE3）作为对照。

1.3.5 STPKs活性的测定

以1.3.4节的方法过夜诱导蛋白表达，使用STPKs酶

联免疫分析试剂盒进行酶活性测定。向96 孔板中加入试

剂盒中提供的标准样品，按说明书要求依次进行温育、

洗涤、加酶、洗涤、显色，最终根据450 nm波长处吸光

度进行酶活性测定。

2 结果与分析

2.1  乳酸菌EPS产量

以4%的接种量将野生菌L. kefiranofaciens ZW3和突变

株2#的种子液接种到新鲜改良MRS液体培养基中，30 ℃

厌氧培养。野生菌株ZW3的EPS产量在培养56 h时达到最

高值，为2 080.53 mg/L，突变株2#的EPS产量在培养72 h

时达到最高值，为1 230.3 mg/L，同野生菌株相比，EPS

产量降低了40%，且时间滞后。
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2.2 突变株2#的全基因组测序及与野生菌株ZW3基因

组分析比对结果

为深入研究突变株2#产糖量下降且时间滞后的原

因，对突变株2#进行基因组重测序，并同野生菌株ZW3

全基因组序列进行BLAST比对。通过突变株2#基因组重

测序，发现其16S rRNA与野生菌株的16S rRNA相似性

为100%。这一结果证实了菌株2#确实为马乳酒样乳杆菌

ZW3的突变株，并为后续分析突变株2# EPS产量下降的

原因与基因突变之间的关系奠定了基础。

对野生菌株和突变株进行全基因组比对分析发现，

在CDS区和启动子区发生突变的基因共60 个，多糖基因

簇并未发生突变，发生突变的基因中相关催化反应酶类

有6 个（表2），这6 个基因通过BLAST比对和Pfam数据

库分析预测功能，分别为：WANG_0173、WANG_0174、
WANG_0175（WANG_0173、WANG_0175均为编码二羟

丙酮激酶或其亚基部分）、WANG_1108（STPKs）、

WANG_0292（β-半乳糖苷酶小亚基）、WANG_0840
（UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷氨酸连接酶），其

中WANG_0292发生了同义突变。

表 2 与催化反应相关的突变基因

Table 2 Mutant genes associated with catalytic reactions

基因 基因注释 长度/bp 氨基
酸数

突变氨基
酸数

WANG_0173 二羟丙酮激酶亚基 996 332 9
WANG_0174 二羟丙酮激酶亚基I 585 175 10
WANG_0175 二羟丙酮激酶 372 124 3
WANG_1108 STPKs 2 283 761 2
WANG_0292 β-半乳糖苷酶小亚基 963 321 0

WANG_0840 UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨
酸/D-谷氨酸连接酶

1 380 460 1

2.3  与产EPS相关突变基因的RT-qPCR分析结果

2.3.1 RT-qPCR引物特异性及扩增效率

以cDNA为模板，验证表1所合成引物的特异性，扩

增产物如图1所示，8 个扩增产物均为单一条带，且片段

大小与设计的大小相符，也不存在引物二聚体。实验分

析表明所设计的引物具有良好特异性。

M 1 2 3 4 5 6 7 8

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M. Trans 2 000 DNA Marker；1～8. ZW3-0173、2#-0173、

ZW3-0174、2#-0174、0175、0840、1108、16S rRNA。

图 1 RT-qPCR产物

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis analysis of RT-qPCR product

分析定量时一般取内参循环值15～35。为正确评估

PCR扩增效率，至少做5 个数量级倍数连续梯度稀释模

板浓度。当R2值大于0.99时，2 个数值之间相关的可信度

很好。由表3可知，标准曲线斜率与PCR扩增效率分别在 

－3.5～－3、90%～120%范围内。以野生菌ZW3和突

变株2#的cDNA为模板，进行10 倍比稀释，稀释系列为 

10－1、10－2、10－3、10－4、10－5，绘制各基因的标准曲

线，结果表明线性关系良好。

表 3 RT-qPCR引物的相关参数

Table 3 Related parameters with different primers

引物
熔解

温度/℃
扩增

效率/%
回归系数
（R2）

斜率 回归方程

ZW3-0173 81.5 114.02 0.997 1 －3.026 1 y=－3.026 1x＋34.07
ZW3-0174 83.5 95.76 0.998 5 －3.357 0 y=－3.357x＋37.711

2#-0173 80.5 106.99 0.992 4 －3.165 1 y=－3.165 1x＋38.253
2#-0174 84.5 108.19 0.995 5 －3.140 0 y=－3.14x＋38.484

0175 82.5 105.60 0.997 8 －3.017 4 y=－3.017 46x＋37.669
1108 79.0 93.19 0.994 9 －3.496 7 y=－3.496 7x＋37.272
0840 78.5 113.17 0.999 0 －3.042 7 y=－3.042 7x＋36.255

16S rRNA 83.0 98.56 0.998 8 －3.357 0 y=－3.357x＋37.711

2.3.2 突变基因RT-qPCR分析结果

RT-qPCR是指在PCR体系中加入荧光基团，通过荧光

信号累计实时监测整个PCR进程，利用标准曲线对未知模

板进行定量分析的方法[23]，分为绝对定量与相对定量，

其中在研究中应用更为广泛的为相对定量分析方法[24]。 

相对定量分析方法是比较2 个或2 个以上样本中某个基因

表达量的变化，关注的是基因的相对表达量。2－ΔΔCt方法

是相对定量分析中最经典的方法[25]。

以野生菌ZW3和突变株2#各时间点的cDNA为模板，

进行RT-qPCR实验，采用的染料为目前最常用的能与双链

DNA小沟部位结合、具有绿色激发波长的SYBR Green I染

料。通过对数据进行统计学分析，得出5 个突变基因在不

同时间的相对表达量，结果如图2所示。

24 48 72 96 120

/h

0
50

100
150
200
250
300
350

/%

a

152% 130%

6%

265%

103%

24 48 72 96 120

/h

0

50

100

150

200

250

300

/%

b

33%

113%

1%

41% 54%



158 2018, Vol.39, No.16             食品科学 ※生物工程

24 48 72 96 120

/h

0

50

100

150

200

250

300
/%

c

139% 136%

16%

122%

66%

24 48 72 96 120

/h

0

50

100

150

200

250

300

/%

d

61%

80%

26% 39%

100%

24 48 72 96 120

/h

0

50

100

150

200

250

300

/%

e

65%
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a. WANG_0173；b. WANG_0174；c.  WANG_0175； 

d. WANG_0840；e. WANG_1108。对照组相对表达量100%。

图 2 各基因在不同时间的相对表达量

Fig. 2 Relative expression level of each gene at different times

由图2可以看出，5 个基因相对表达量累加值从小

到大顺序为WANG_0174＜WANG_0840＜WANG_1108＜ 

WANG_0175＜WANG_0173。在72 h时，各基因的相对表

达量均达到最低，尤其WANG_0174相对表达量仅为1%，

其他基因中最大的表达量也仅为26%。

WANG_0173、WANG_0174、WANG_0175均为编

码二羟丙酮激酶或其亚基部分，由图2可以看出，其中

WANG_0173、WANG_0175在各时间点基因相对表达量趋

势大体一致，而WANG_0174除了在48 h时相对表达量为

113%，其余4 个时间点相对表达量均不到60%，尤其在

72 h时相对表达量仅为1%。

由图2d、e可以看出，WANG_0840与WANG_1108除
了在120 h相对表达量等于或大于对照组，其余4 个时间

点表达量均下调，但是在72 h时，WANG_1108相对表达

量小于WANG_0840。结合上述基因组分析比较结果，

WANG_1108 STPKs可以使蛋白质氨基酸残基发生磷酸

化，从而影响酶的结构和催化活性，在EPS合成代谢途经

中有着关键作用，因此，选取该基因进一步阐明与EPS产

量的关系。

2.4 重组质粒pET28a-ZW3/2#-1108的构建结果

2.4.1 扩增基因片段

从野生菌ZW3与其突变株2#中提取染色体DNA，以

此作为模板，扩增这2 株菌的基因WANG_1108片段，由

图3可知，得到与表1中对应大小的条带。

M 1 2 3

2 000 bp

M. Trans 2 000 Plus II DNA Marker；1. ZW3-1108； 

2.  2#-1108；3.负对照组，以ddH 2O为模板。

图 3 ZW3/2#-1108 PCR产物

Fig. 3 PCR products of ZW3/2#-1108

2.4.2 重组质粒验证结果

重组质粒大小为7 652 bp，利用热激转化的方法将

连接体系转入E. coli DH5α中，37 ℃倒置培养24 h，利 

用含有卡那霉素抗性的平板筛选转化子。挑取转化子进

行菌落PCR验证，并提取质粒进行双酶切验证，结果如

图4所示。

M 1 2

5 000 bp

2 000 bp

M. Trans 8 000 Plus II DNA Marker；1. pET28a-

ZW3-1108重组质粒；2. pET28a-2#-1108重组质粒。

图 4 双酶切验证图

Fig. 4 Identification of recombinant plasmid by double enzyme digestion  

由图4可知，酶切目的条带均在对应大小位置处，且

测序结果表明构建的质粒与原基因相似度为100%。

2.5 重组蛋白的诱导表达及酶活性测定结果

2.5.1 重组质粒转至表达菌株E. coli BL21（DE3）

将重组质粒pET28a-ZW3/2#-1108转到表达菌株E. coli 

BL21（DE3）中，挑取转化子进行PCR验证，如图5所
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示，部分泳道在2 000 bp附近有条带出现，表明重组质粒

转化成功。

2 283 bp

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 111213141516
8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M. Trans 8 000 DNA Marker；1～5. pET28a-ZW3-1108

转化子；6～14. pET28a-2#-1108转化子；15.正对照，

以ZW3基因组为模板；16.负对照，以ddH2O为模板。

图 5 WANG_1108转化子PCR验证图

Fig. 5 PCR identification of WANG_1108 transformants

2.5.2 重组子蛋白的诱导表达及STPKs活性测定结果

2.5.2.1 重组子蛋白的诱导表达

在有利于pET系列重组质粒表达的自诱导培养基

中将转化子进行蛋白表达，经过氨基酸序列基本理化

特性分析得到：基因WANG_1108蛋白分子质量大小为

87.7 kDa，且不具有信号肽。所以通过离心收集菌体重新

悬浮破碎检测上清液来判断蛋白是否表达。经十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，在大约87 kDa处检测

到WANG_1108编码的蛋白条带（图6）。

M321

100 kDa

70 kDa

50 kDa

40 kDa

30 kDa

25 kDa

M. Protein Ruler II Protein Marker；1. E. coli BL21（pET28a-ZW3-1108）

重组子上清液蛋白；2. E. coli BL21（pET28a-2#-1108）重组子上清

液蛋白；3. E. coli BL21（pET28a）对照（空质粒上清液蛋白）。

图 6 蛋白表达十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of the expressed protein 

2.5.2.2 STPKs活性测定结果

按照1.3.6节方法，以标准物的浓度为横坐标，OD

值为纵坐标，得到标准曲线方程为y=0.012 5x＋0.038 7， 

R2为0.995。

本实验所用的双抗体夹心酶联免疫分析具有较高

的灵敏度，通过测定，野生菌株ZW3中的STPKs活性为

0.223 U/mL，突变株2#为0.14 U/mL，酶活性比野生菌株

降低了37%，STPKs的活性减弱，会使EPS产量降低。可

能的原因是菌株整体磷酸化水平降低，与多糖合成的相

关酶类如糖原磷酸化酶活性减弱。

3 结 论

本研究以西藏kefir粒中分离得到的高产EPS的马

乳酒样乳杆菌ZW3为研究对象。首先用苯酚-硫酸法对

野生菌株与低产糖量突变株进行EPS产量的测定，发

现突变株2#的EPS产量最高值为1 230.3 mg/L，产量比

野生菌株降低了40%。经全基因组比对分析发现6 个

编码相关催化反应酶类的基因发生了突变，分别为：

WANG_0173、WANG_0174、WANG_0175（3 个基因均编

码二羟丙酮激酶亚基部分）、WANG_1108（STPKs）、

WANG_0292（β-半乳糖苷酶小亚基）、WANG_0840
（UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷氨酸连接酶），

其中WANG_0292发生了同义突变。通过分析二羟丙酮

激酶、STPKs和UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷氨

酸连接酶在代谢通路中的作用，发现这3 个酶可能会影

响EPS产量发生变化。

首先，二羟丙酮激酶参与甘油的代谢，具有磷酸化

的作用，且具有磷酸烯醇式丙酮酸-甘油磷酸转移酶的活

性[26-28]。该酶可以催化磷酸烯醇式丙酮酸生成丙酮酸的反

应，进入糖酵解的最后一步，参与糖酵解的过程，糖酵

解过程中的生成物又可以通过糖异生途径再次生成葡萄

糖，影响了EPS前体物质UDP-葡萄糖、UDP-半乳糖的合

成，进而会影响了EPS的合成。

其次，STPKs可以使蛋白质氨基酸羟基磷酸化，影

响酶的结构和催化活性，在各方面发挥重要作用[29-31]。

比如：糖原磷酸化酶催化糖原分解成葡萄糖-1-磷酸，但

是糖原磷酸化酶分为2 种，一种是高活力磷酸化酶a，另

一种是低活力磷酸化酶b，磷酸化酶a由2 个亚基构成，

每个亚基上有一个特定的羟基通过STPKs作用被磷酸

化，促进糖原磷酸化酶发挥最大活性。另一个和糖原合

成有关的酶，糖原合酶（b），是糖原合成的限速酶，

其被STPKs磷酸化后，活性和糖原磷酸化酶相反，活性

会被抑制。由以上分析可知，如果STPKs发生突变，活

性减弱或消失，随之糖原磷酸化酶不能被磷酸化，糖原

分解受阻，糖原分解产物葡萄糖-1-磷酸含量减少，进而

UDP-葡萄糖合成量减少。而糖原合酶与糖原磷酸化酶正

相反，其未被磷酸化后，活性增加，促进糖原合成，糖

原合成底物UDP-葡萄糖含量减少。综合以上分析，如果

STPKs发生突变活性减弱或消失，作为EPS合成的前体物

质UDP-葡萄糖合成量会下降，EPS产量也会随着降低。

最后，细胞壁对EPS产量也会起到一定作用。在革

兰氏阳性细菌的细胞壁组成成分中，肽聚糖占主导地

位[32]。肽聚糖的合成过程分为：合成N-乙酰胞壁酸五肽

（“Park”核苷酸）；双糖肽亚单位的形成；双糖肽交

联形成肽聚糖。其中UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷

氨酸连接酶作用于肽聚糖单体合成的第1步，催化D-谷
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氨酸与UDP-N-乙酰胞壁酸-L-丙氨酸的连接[33]。通过对肽

聚糖单体合成的影响进而影响细胞壁的合成，而细胞壁

对菌体有保护、支持以及协助细胞分裂等重要作用，所

以，菌体的生长及一些生理功能也会受到影响。

由以上分析可知，二羟丙酮激酶、STPKs、UDP-N-

乙酰胞壁酸-L-丙氨酸/D-谷氨酸连接酶分别通过参与糖酵

解过程、糖原合成与分解中糖原磷酸化酶与糖原合酶的

磷酸化、细胞壁合成影响调控EPS的产量。

通过RT-qPCR分析突变基因相对表达量，发现各基

因的相对表达量均有不同程度的下降，选取变化较显著

的WANG_1108基因对其进行生物信息学分析，构建重组

表达载体pET28a-ZW3/2#-1108并构建E. coli表达菌株，

进一步阐明与EPS产量的关系。诱导表达检测酶活性发

现，突变株中STPKs活性比野生菌降低了37%，表明编码

STPKs的基因WANG_1108的突变与EPS产量的降低有一定

的关系。
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