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摘要：耐酸性是乳酸菌重要的益生菌性状之一。实验采用半定量 &’()*&法分别对在不同酸度条件下培养后的 +
株不同干酪乳杆菌的 ,- (.’)酶基因 /&0.表达水平进行了比较和分析。实验结果显示，随着培养基酸度增加干
酪乳杆菌的生长受到抑制，特别在 1,%2#条件下干酪乳杆菌的生长受到强烈的抑制；,- (.’)酶基因的表达量随着
培养基酸度的增加而增加。推测 ,- (.’)酶与干酪乳杆菌耐受酸性条件是有一定的关联的。
关键词：干酪乳杆菌，耐酸性，,- (.’)酶，半定量 &’()*&
中图分类号：34$5 文献标识码：. 文章编号：#"6+("56%（"##4）#+(#%47(#%

’()*+,,-./ .0 !- ($%&1,+ 2+/+ $,,.3-14+5 6-47 8-00+*+/4 $3-5-3
9./5-4-./ -/ !"#$%&"#’(()* #"*+’!

*,80 9:;! <=0 >?:(,@AB! >,.0C DEA(F:! G80C ,E"!! >,.0C ,E():AB!!!

（!"# $%&’(%)’(# ’* +%,(# -,’)"./0’1’2# %03 402,0""(,02 5,0,6)(# ’* 437.%),’0，800"( 5’02’1,% 92(,.71)7(%1 :0,;"(6,)#，<7//’) #!##!$）!

（=’11"2" ’* 92(,.71)7(" %03 -,’1’2#，>/%02/%, ?,%’ @’02 :0,;"(6,)#，>/%02/%, "##"%#）"

$:,4*134：’?E ;H:I:JK @L ;M:N J@IEO;AME :P @AE @L J?E /@PJ :/1@OJ;AJ 1O@1EOJ:EP @L I;MJ:M ;M:N H;MJEO:;Q ’@ :AREPJ:B;JE J?E BEAE ES1OEPP:@A @L J?OEE PJ;:AP

@L $%.)’&%.,1176 .%6", T?:M? :AMUH;JEN :A N:LLEOEAJ ;M:N:M M@AN:J:@A，; PE/:(VU;AJ:J;J:RE &’()*& /EJ?@N T;P UPEN J@ NEJEMJ J?E ,- (.’);PE BEAE

ES1OEPP:@A :A N:LLEOEAJ ;M:N:M M@AN:J:@AQ ’?E OEPUIJ :AN:M;JEN J?;J J?E BO@TJ? @L $%.)’&%.,1176 .%6", ?;N HEEA OEPJO;:AEN HK J?E ;M:N PJOEPP，EP1EM:;IIK

T?EA J?E :AMUH;JEN M@AN:J:@A M?;ABEN J@ 1,%2#，;AN J?E ES1OEPP:@A @L ,- (.’);PE BEAE T;P :AMOE;PEN ;I@AB T:J? J?E :AMOE;PEN @L :AMUH;JEN M@AN:J:@A

;M:N:JKQDE BUEPP :J ?;P P@/E OEI;J:@AP?:1 HEJTEEA ,- (.’);PE ;AN J?E BO@TJ? ;H:I:JK @L $%.)’&%.,1176 .%6", :A N:LLEOEAJ ;M:N:M M@AN:J:@AQ

;+< 6.*5,：$%.)’&%.,1176 .%6",，;M:N J@IEO;AME ,- (.’);PE，<E/:(VU;AJ:J;J:RE &’()*&

!国家自然科学基金项目（0@Q+#65##74）；国家高科技研究发展计划（$5+计划）项目（0@Q"##5..!#>+%6）
!!通讯作者 ’EI：#%4!(%+!77%#，#"!(+%"#%6+$，8(/;:I：?E1:ABNNWR:1Q P:A;Q M@/，/EAB?EW PXJUQ ENUQ MA
收稿日期："##5(#$(#4，修回日期："##5(!#(#7

乳酸菌是人体肠道中正常菌群之一，当达到一

定数量时，能够改善调节宿主体内微生物菌群的平

衡，对宿主的健康有一定促进作用［!］。因此能否在

人体肠道中的低 1,值，高胆汁酸中存活是有益菌
群面对的首要挑战，同时也是进行益生菌筛选的先

决条件。另外，能否在不断降低的酸性环境中保持

较高的活性，也是筛选性质优良乳酸菌发酵剂的标

准之一。

人们对于乳酸菌耐酸机理进行了许多有益的

探索和研究。其中质子原动力透性转移酶系统

（)GY）认为，,- (.’)酶作为胞膜结合蛋白酶，其作

用为通过消耗胞体内的 .’)，将胞内质子（,-）泵出

胞外，以保持胞内 1,值中性。与此同时，产生胞膜
质子原动力，因此称其为质子移位膜 .’)酶（1O@J@A
JO;API@M;J:@AB .’);PE）。,- (.’) 酶水平的提高通过
膜上功能单元（Y!Y# 复合体）的增加而获得。1,值

的调节是通过依靠于细胞质 1,值的 ,- (.’)酶的
数量和活性的改变而调节。Y!Y# 复合体具有氧化

特性或光磷酸化作用。该系统主要在酸性环境中

发生作用的低亲和力系统，转运物为葡萄糖。乳酸

菌依靠该系统可将葡萄糖和其它溶质逆浓度梯度

通过胞膜上的载体蛋白，即透性酶由胞外转至胞

内，同时还伴有氢离子向胞内的转移［" Z 4］。

本研究通过检测不同酸度条件下干酪乳杆菌

·74%·"##4年 +%（+） 微 生 物 学 通 报



中 !" #$%& 酶基因的表达，旨在了解干酪乳杆菌
!" #$%&酶与耐酸性间的关系，探索乳酸菌耐酸可
能的分子机制，为乳酸菌益生菌株的筛选、遗传改

造和应用提供基本研究材料。

! 材料与方法

!"! 菌株
本实验所用的干酪乳杆菌（ !"#$%&"#’(()* #"*+’）

! ’ #"*+’ ()*#+，! ’ #"*+’ ()*#,，! ’ #"*+’ (-./0由内蒙
古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验

室分离保存。这 * 株干酪乳杆菌均能在 1!*23 的
456（4./ 57078. 6-.91: ;97<-）液体培养基中生长。
!"# $%&引物设计与合成

&=5 引物根据 >:/?./@ 提供的相关序列
（$AA:88B7/ C7：C(—$$>5D+DDDDEE ）采 用 &9BF:9

&9BF:9 32D 设计，由上海桑尼生物科技有限公司合
成。!" #$%&酶基因 &=5引物：

G+：3H#$%>>%>=>$%>>$%%$%#*H；
5+：3H#$$=$=>>>$$$=$>$$>#*H
>$&I!基因 &=5引物：
G,：3H#=%%%===%>>%>$$>%%$>#*H；
5,：3H#>%%=$>>$$>%$$>==$%%#*H。

!"’ 干酪乳杆菌生长曲线的确定
将干酪乳杆菌在液体 456培养基 *EJ培养过

夜后 *DDD0离心 +DFB/，弃去上清液，灭菌生理盐水
（D2KL）洗涤菌体，*DDD0离心 +DFB/，重复 *次，收集
菌体，每管加入生理盐水将菌体稀释到适当浊度

（,-MDD/F N D2K O D2P）。将供试菌液以 ,L的量加入

不同酸度条件的三角瓶中，以每管 3F)的量分装试
管。置于 *EJ恒温培养箱中培养 ,P-。每隔 + -取
出 *支试管用分光光度计测量其 MDD/F处的吸光
值，以不含菌液的空白培养基管为空白，平行实验

重复 *次，取平均值。以吸光度为纵坐标，培养时
间为横坐标，绘制生长曲线。

!"( 总 &)*提取
将 ! ’ #"*+’ ()*#+，! ’ #"*+’ ()*#,，! ’ #"*+’ (-./0

分别同时培养在 1!Q2D、1!32D、1!M23 的 456培养
基中，在 *EJ培养到其对数生长期。取处于对数生
长期的乳酸菌在 ,L溶菌酶中作用 ,DFB/ 后，收取
约 3DF0 菌体沉淀。总 5C$ 提取采用 %9BR7S 法
（T/U:<970:/，V6$），具体操作按照 %9BR7S 试剂盒说明

书进 行。在 生 物 分 光 光 度 计（ ?B71-7<7F.<:9，
W11:/X79Y）上测 ,- 值，调整各样总 5C$ 浓度至
+DD/0Z!)。备用总 5C$于 [ EDJ保存。
!"+ &,-$%&扩增
按反转录试剂盒 %.\.5. 5C$ &=5 \B<（$4]）

]:9*2D要求进行反转录。反转录反应体系组成：
+!) +D ^ 5% ?_YY:9，,!) ,3FF7SZ) 40=S,，+!) XC%&

4B‘<_9:，D2,3!) 5C.8: T/-B;B<79（QDVZ!)），D23!) $4]
5:U:98: %9./8A9B1<.8: a)（3VZ!)），D23!) bSB07 X%#
$X.1<79 &9BF:9（,231F7SZ!)），*!) 5C$ 模板，+2E3!)
5C.8: G9:: X!,b，总体系为 +D!)。反转录反应条

件：*DJ +DFB/，Q,J *DFB/，PPJ 3FB/，3J 3FB/。
&=5扩增条件：PEJ变性 3FB/；P3J*D8!33J*D8!
E,J +FB/，如此进行 *D次循环；E,J延伸 +DFB/，QJ
保存。

!". 琼脂糖凝胶电泳检测
取每个样品的目的基因 5%#&=5产物 3!)，对照

>$&I!基因 5%#&=5产物 ,!)，同 +!) 上样缓冲液
混合均匀，分别点样于琼脂糖凝胶孔中，在另一孔

中加入 3!) I),DDD 4.9@:9，3]ZAF 电压下电泳
*DFB/。电泳结束后，在凝胶成像系统 >I6#KDDD
6c8<:F（V]& ?B7F.0B/0 6c8<:F8）上留取照片。应用系
统软件（>:S197 $/.ScR:9）进行吸光值比较分析，确定
目的基因在组织样品中表达量的相对值。

# 结果与分析

#"! 干酪乳杆菌生长曲线
为了了解干酪乳杆菌在不同酸度条件下的生

长情况，并以此来确定检测 !" #$%&酶基因表达的
时间，实验测定了干酪乳杆菌分别在 1!Q2D、32D和
M23条件下不同时间的吸光值，并绘制了生长曲线。
如图 +所示，干酪乳杆菌在 1!32D和 1!M23条件下
于 *-时进入对数生长期，在 +D-时进入平台期；在
1!Q2D条件下于 * -进入一个迟滞期后，在 M-左右
进入对数生长期，在 +E-左右进入平台期。测定结
果显示，随着培养基酸度增加，干酪乳杆菌的生长

受到抑制，1!32D和 1!M23条件下已表现这种趋势，
到 1!Q2D条件时，干酪乳杆菌的生长受到强烈的抑
制。

#"# /0 -*,$酶基因表达的半定量 $%&检测
#"#"! 5%#&=5反应循环次数确定：为了准确反映
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不同酸度条件下 !" #$%&酶基因表达，在进行半定
量 &’(时，要求 &’(扩增不进入平台期。实验取同
一样本 )*+$ 分别用 !" #$%& 酶和 ,$&*!的 &’(
扩增引物进行了 --、-.、-/、01和 02个循环扩增（见
图 -）。实验结果显示，当 !" #$%&酶基因和 ,$&*!
基因达到 01 循环时条带的吸光值基本达到恒定。
因此 03循环被共同 (%#&’(扩增所采用。

图 1 干酪乳杆菌在不同酸度条件下
生长曲线图（! 4 "#$%& 56789）

图 - 干酪乳杆菌不同循环次数扩增

!" #$%&酶，,$&*!产物电泳

: *;-333 <7=>?=，1 !" #$%& 酶 -- 循环，- !" #$%& 酶 -. 循环，0

!" #$%&酶 -/循环，2 !" #$%&酶 01循环，. !" #$%&酶 02循环，@

,$&*!基因 --循环，A ,$&*!基因 -.循环，/ ,$&*!基因 -/循

环，B ,$&*!基因 01循环，13 ,$&*!基因 02循环

!"!"! 不同酸度条件下 !" #$%&酶基因的表达：为
了确保 &’(扩增产物的特异性，实验将 &’(产物回
收后进行了克隆测序，其中目的基因 !" #$%& 酶
2/1CD，参比基因 ,$&*! 00.CD（图 0）。测序结果表
明 &’(扩增产物确为 !" #$%&酶基因片段。
根据干酪乳杆菌生长曲线，实验确定在菌体进

入对数生长期，即在培养 /6 时回收菌体并提取总
(+$。参照 (%#&’( 反应循环次数确定实验结果，
实验分别对 D!2E3、.E3和 @E.条件下 !" #$%&酶的
表达进行了半定量 (%#&’(检测（图 0）。
根据图 0所示电泳条带的吸光值比较，绘制柱

状图，如图 2 所示。由图可见，随着干酪乳杆菌培
养基酸度的增加，!" #$%&酶的表达呈上升趋势，其
中 D!.E3 和 D!2E3 时的表达量分别是 D!@E. 时的

图 0 不同酸度条件干酪乳杆菌下 !" #$%&
酶 (%#&’(电泳

: *;-333 <7=>?=，1 F @ ! 4 "#$%& 5; 0#1，A F 1- ! 4 "#$%& 5; 0#-，10 F 1/

! 4 "#$%& 56789，1，0，.，A，B，11，10，1.，1A !" #$%&酶，-，2，@，/，13，

1-，12，1@，1/：,$&*!基因，1，-，A，/，10，12 D!2E3，0，2，B，13，1.，1@

D!.E3，.，@，11，1-，1A，1/：D!@E.

-E/倍和 0E0倍。实验结果在一定程度上反映了干
酪乳杆菌 !" #$%& 酶同菌细胞酸调节间的相互关
系。

图 2 不同酸度条件下干酪乳杆菌 !" #$%& 酶表达（’ G 0）

# 讨论

细菌可以在一定范围的 D!条件下生存，是因
为细菌的细胞质中的 D! 保持在几乎中性的水
平［/］。在细菌中，!" #$%&酶位于细胞膜，在细胞膜
上催化 $%&和横跨膜的质子梯度的互相交换。依
靠特定生物体在生长的条件下，该酶直接作用于

$%&的合成和水解［B］。在含有呼吸链的有机体中，
例如埃希氏菌属大肠杆菌，该酶的作用为在这些有

机体由电子受体支持时，通过由呼吸产生的质子梯

度产生的驱动力合成 $%&。在缺乏呼吸链或是缺乏
电子受体的有机体中，这个酶可以产生横跨细胞膜

的质子梯度，该过程由随后的 $%&水解所启动。作
为厌氧菌的乳酸菌同样含有 H1H3#$%&复合体。这
种细菌缺乏呼吸链，这里的酶涉及到由 $%&水解驱
动质子的排出，从而产生必需的溶质传送的驱动

力，来保持适宜的胞内 D!值［/］。在这些厌氧微生
物中其 H1H3#$%& 酶的活性可通过低 D! 值加
强［13，11］。另 外，IJC7K7L6M（ 1B/@）在 粪 链 球 菌
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（!"#$%"&’&’’() *+$’+,-)）中发现，!" #$%& 酶的活性被
提高是通过限制 ’" 水平的条件下，并使其在酸性

媒介下生长，因此其真实的启动器是细胞质的质子

浓度。在这个过程中该复合体的!，"，#亚单元的量
有所增加［(］。

本实验对不同酸度条件下干酪乳杆菌 !" #$%&
酶基因表达的研究显示，干酪乳杆菌中 !" #$%&酶
的表达水平随着 !"浓度的增加呈上升趋势。说明

在干酪乳杆菌中，其 )*)+#$%&酶的活性是随着培
养条件 ,!值的降低而加强的，从而暗示了 !" #$%&
酶的存在有利于干酪乳杆菌在酸性条件下的生长。

目前在国际上还没有人对 !" #$%&酶和干酪乳杆菌
耐酸性能之间的关系进行较为深入的研究，但是该

实验结果与以上前人在其他类型微生物上所做研

究的实验结果是相吻合的［(，*-，**］。可以推测，在干

酪乳杆菌中 !" #$%&酶与其耐受酸性条件是有一定
关联的。

半定量 .%#&/.是基于基因转录 0.1$水平对
基因表达的检测，加之影响 &/.的因素较多，会一
定程度影响实验结果的准确性和可靠性，因此，在

此实验的基础上，我们计划在以后的实验中采用基

因敲除、.1$ 干扰等技术。本实验为进一步确定

!" #$%&酶与干酪乳杆菌耐酸性能之间的关系，深
入阐明干酪乳杆菌在低 ,!条件下存活可能的分子
机理，为乳酸菌益生菌株的筛选、遗传改造和应用

提供基本研究数据。
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