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摘   要：【背景】乳酸乳球菌作为食品行业的代表性菌株，如何通过双组分系统响应环境因子与

代谢调控的分子机制研究，对发酵食品产业和益生菌制剂行业有着重要的意义。【目的】探究乳酸

乳球菌双组分系统对有氧呼吸代谢调控的相关网络，为乳酸菌适应性代谢研究提供新思路。【方法】

采用生物信息学方法，系统性地分析乳酸乳球菌双组分系统组氨酸激酶和反应调节因子的结构域

组成及预测双组分系统功能，筛选出与有氧呼吸有潜在联系的双组分，并进一步通过基因转录表

达和非靶向代谢组学验证。【结果】以乳酸乳球菌的代表菌株 NZ9000 为例构建相互作用蛋白网络，

显示双组分系统与丙酮酸代谢网络关键连接点为丙酮酸铁氧还蛋白氧化还原酶(nifJ)。在不同的生

长时期，Lactococcus lactis NZ9000 双组分转录表达在延滞期变化显著。与厌氧培养相比，有氧培

养和有氧呼吸培养的菌体双组分呈现下调趋势。双组分系统参与乳酸菌氧化应激和血红素胁迫过

程。【结论】明确乳酸乳球菌参与有氧呼吸的双组分系统以及代谢通路，有助于提高发酵剂、益生

菌剂的存活率和竞争力。 

关键词：乳酸乳球菌；双组分系统；有氧呼吸；适应性机制 
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Abstract: [Background] Lactococcus lactis is a representative strain in the food industry. The 
molecular mechanism of L. lactis responding to environmental factors and the metabolic regulation 
through the two-component system is of great importance to the fermented food and the probiotics 
industries. [Objective] This study aimed to explore the effect of two-component system of L. lactis on 
aerobic respiration metabolism, and was expected to supply a new direction for adaptive metabolism in 
lactic acid bacteria. [Methods] The domainof sensor histidine kinases and response regulatory factor as 
well as the function of the two-component system in L. lactis was systematically analyzed using 
bioinformatics methods. The correlations between two-component system and aerobic respiration were 
calculated and further verified by transcriptional expression and untargeted metabolomics. [Results] The 
protein-protein interaction network of the representative L. lactis strain NZ9000 showed that the key 
connection point between the two-component system and pyruvate metabolism in the network was 
pyruvate-ferredoxin oxidoreductase (nifJ). At different growth stages, the transcriptional expression of 
the two-componentsystem in L. lactis NZ9000 changed significantly in the lag period. Compared with 
the anaerobic culture, the transcriptional expression of the two-component system in L. lactis NZ9000 
cultivated under aerobic culture and aerobic respiratory culture was down-regulated. The 
two-component system participated in oxidative stress and heme stress in lactic acid bacteria. 
[Conclusion] To identify the two-component system and metabolic pathway of Lactococcus lactis 
involved in aerobic respiration. It can improve the survival rate and competitiveness of starters and 
probiotics. 

Keywords:Lactococcus lactis; two-component system; aerobic respiration; adaptive mechanism 

乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)是发酵乳制

品生产中最常用的发酵剂菌种，作为公认安全

的食品级微生物，其为乳酸菌属中重要的模式

菌[1]。乳酸乳球菌基因表达系统较成熟，可被

用作基因克隆的宿主；其具有单层细胞壁和清

晰的遗传学背景，因此可作为异源蛋白质分泌

宿主；其表面有 5 种锚定蛋白，也可作为蛋白

表面展示系统[2]。乳酸乳球菌被广泛应用于食

品行业和基因工程等生物技术领域。 
双组分系统(two-component system，TCS)

由组氨酸激酶(histidine kinase，HK)和应答调控

蛋白(response regulator，RR)组成，是细菌用来

感知和传导外界信号的一种系统，能够帮助细

菌适应各种环境。一种细菌可具有多个双组分

系统，不同细菌双组分系统的数量不相同[3]。

细菌 TCS 数量与基因组大小之间一般呈正相 
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关[4]，同时 TCS 数量还与所处的环境有关[2]。

因此，细菌中双组分基因与代谢多样性之间有

相关性[5]。 
当外界环境给予细胞刺激时，HK 的 N 端

感应结构域检测到信号变化；HK 的结构域催化

ATP 依赖的自磷酸化反应，随后磷酸基团被转

移到同源 RR 的氨基末端结构域中的保守天冬

氨酸残基上；RR 的磷酸化激活其输出域，进而

通过激活或抑制其靶基因的表达来执行特定的

生化功能[4-6](图 1)。有部分 RR 也可以直接结合

RNA 或者蛋白质。RR 还可以通过磷酸酶催化

的去磷酸化和自身去磷酸化反应动态调节 RR
蛋白的基态水平[7]。双组分系统与细菌的有氧

呼吸、厌氧发酵、氧胁迫耐受和氧化还原等功

能有关[6,8]。因此，双组分系统在乳酸菌适应性

代谢方面起着重要作用。本文采用生物信息学

手段分析乳酸乳球菌 HK、RR，对这些 TCS 组

分进行系统分类、结构分析和功能预测，并进

一步通过转录表达和胞内代谢图谱验证，以期

建立双组分系统与乳酸菌代谢调控的相关网

络，从而为乳酸菌适应性代谢研究提供依据。 

1  材料 
乳酸乳球菌 L. lactis NZ9000 由本实验室保

存。M17 培养基，青岛海博生物技术有限公司；

SYBR GREEN 染料，DBI 公司；N-甲基-N-(三
甲基硅烷)三氟乙酰胺[N-methyl-N-(trimethylsilyl) 
trifluoroacetamide，MSTFA]和甲氧胺盐酸盐，

Sigma 公司；RNA 提取试剂盒和逆转录试剂盒，

宝生物工程(大连)有限公司；引物合成由生工生

物工程股份(上海)有限公司完成。紫外可见分光

光度计，上海美普达公司；pH 计，Mettler Toledo
公司；荧光定量 PCR 仪，Applied Biosystems
公司；质谱联用仪，安捷伦科技有限公司。 

 

 

 
 

图 1  双组分系统作用机制示意图[9] 
Figure 1  Two-component system in bacteria[9]. 
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2  方法 
本文生物信息学分析所用的 27 株乳酸乳

球菌全基因组序列均来自 NCBI (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cg
i?id=1357) 。 利 用 隐 马 尔 科 夫 模 型 (hidden 

Markov model，HMM)筛选双组分系统，在 pfam 

(http://pfam.xfam.org/)中下载HATPase_c (Pfam02518)

和 Response_reg (Pfam00072)保守结构域的隐

马尔科夫模型。 

2.1  HKs 和 RRs 的结构域分析与功能预测 
使 用 蛋 白质 结 构 域数 据 库 (http://smart. 

embl-heidelberg.de/)搜查双组分 HKs 和 RRs 的

结构域。双组分功能分析主要依据 3 个方面：

(1) 其包含的结构域功能；(2) 参考与序列高度

相似的已知功能的同源性 HKs 和 RRs 功能，利

用 UniProt 数据库(https://www. uniprot.org/)查
找对应蛋白的功能；(3) 已有文献报道。批量序

列比对使用 Windows 下的 BLAST+2.12.0 程序

包，Cygwin 3.3 作为调用程序软件，UniProtKB/ 
Swiss-Prot 作为对比的数据库。通过序列比对，

以相似度最高的对应蛋白作为预测的标准和双

组分名称。 

2.2  双组分系统蛋白相互作用网络构建 
蛋白相互作用网络构建采用京都基因与基

因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG)数据库(https://www.kegg.jp/)、
String 数据库(https://string-db.org/)与 Cytoscape
软件。 

2.3  L. lactis NZ9000 生长情况和 pH 检测 
L. lactis NZ9000 接种于含有 0.5%乳糖的

M17 培养基中，分别在厌氧(30 ℃厌氧培养箱

静置培养)、有氧(30 ℃、150 r/min 振荡培养)
和有氧呼吸(添加 2.5 g/mL 血红素，30 ℃、   
150 r/min 振荡培养)这 3 种条件下培养，每隔

0.5 h 取样检测 OD600，绘制生长曲线。培养基

的 pH 使用 pH 计检测。 

2.4  双组分系统转录表达水平 
将 L. lactis NZ9000 分别在厌氧、有氧和有

氧呼吸 3 种条件下培养，为了避免不同生长时

期对结果的影响，分别在延滞期、对数期和稳

定期取样。采用 RNA 试剂盒提取 RNA，逆转

录试剂盒将 RNA 逆转录成为 cDNA，双组分系

统基因表达量采用 SYBR Green 荧光定量 PCR
试剂盒和荧光定量 PCR 仪检测。以 GAPDH 为

内参基因，每组 3 个平行。反应体系：Bestar® 
SybrGreen qPCR Master Mix 10 μL，50×ROX 
Reference 0.4 μL，cDNA 1 μL，上、下游引物  
(10 μmol/L)各 0.5 μL，ddH2O 7.6 μL。反应条件：

95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，60 ℃，1 min，共     
40 个循环。依据 2−ΔΔCt 法计算目的基因的相对

表达量。文章所用的引物序列见表 1。 

2.5  胞内代谢组检测 
乳酸菌胞内代谢组提取和检测按照 Qi 等[10]

的方法。乳酸菌样品于 4 ℃、8 000 r/min 离心

5 min 得到菌体沉淀，用液氮淬灭。使用 50%  
(体积分数)甲醇-水溶液，结合液氮反复冻融提

取胞内代谢物。4 ℃、12 000 r/min 离心 10 min
取上清，加入 20 µL 核糖醇(内标)，进行真空

冷冻干燥。加入 20 mg/mL 50 µL 甲氧胺盐酸盐

吡啶溶液(现配现用)，40 ℃水浴中反应 1.5 h，
再加入 80 µL 的 MSTFA，在 37 ℃水浴反应  
0.5 h。样品经 0.22 µm 有机微孔滤膜过滤后，

使用 Agilent 7890B 气相色谱-5977B 质谱联  
用仪检测。利用 NIST05 谱库初步鉴定成分，

结合化学成分的实际成分和保留时间等进  行
定性。采用面积归一化法进行相对定量。利  
用 SIMCA 14.1 软件和 MetaboAnalyst5.0 网站

(http://www.metaboanalyst.ca)对数据进行统计

分析和通路分析。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) Primer name Sequence (5ʹ→3ʹ) 
GAPDH-F CAACTTTCTTAGCACCATTAGCG 59921-R TCATAAAATGCCTGTAAATAGCCT 
GAPDH-R CAACGACTTGACAGATCCAGCA 60070-F AACAATGGCGAGTCCTAATCCT 
59338-F ATTGAACGAAGCGTATGATT 60070-R TGACAATGGTCCTGGTTTAAGTG 
59338-R TACTTGTCTACTTATCCTGTTGTTAC 60071-F ATTGTCCGTGTTTCTGCTGTATC 
59339-F AGTCATCCCCACCAATACCT 60071-R CTCATTCGTAGAAATCAAATGTATAATC 
59339-R CATCAAAACATTTCACTTCCCT 60505-F AGCAACGGGCGTCCTCAG 
59431-F ATTACCACGGCGATCTG 60505-R CAATGATAAGGGCGATATTAGT 
59431-R GGTGAGGACATTGTTAGGAC 60707-F CATTATCCCCTACATAGTCACG 
59432-F CAAGCGGCGGACTGTAAC 60707-R ATGTTTTCTCGGCAGCAG 
59432-R TCGTATCAATGTCGCACCT 60634-F TGGCATAAATAGTAGCCTGAG 
59767-F AGATTCCAATGGTTTGTCTTAT 60634-R GGATTTGGTAATGGATAGACTT 
59767-R ATCATAACCCCAAATCCG 60635-F TCTCAACAGTGGTTCCCG 
59768-F TCGGGCGATGTGGGTCAT 60635-R GGTAAGAGTTTAGCAGAAGGC 
59768-R TGCCGTTGTGGGCTCTGGT 60905-F CTACCGCTTCTCGCATTG 
59920-F AACAAATCGTACCGTTCACCGC 60905-R TTGGCTTTGGCATTTACC 
59920-R CGAGTGACAACATCCCCAACAT 60906-F CTTGTCTTTCAGAATTTTGGGT 
59921-F AGAGGTATTAGAACAAGCGGATG 60906-R TGCTGATGGATATCGGACTAC 

 
2.6  数据统计学分析 

使用 SPSS Statistics 26 计算皮尔森相关系

数(Pearson correlation coefficient)，用 R 语言

(V4.1.2)绘制热图。 

3  结果与分析 
3.1  乳酸乳球菌双组分系统的多样性 

利用 HK 和 RR 的保守结构域 HATPase_c 
(Pfam02518) 和 Response_reg (Pfam00072) 对
NCBI 基因组序列已知的 27 株乳酸乳球菌的

TCS 进行了搜索比对，搜寻可能的 HK 和 RR，

结果如表 2 所示。27 株乳酸菌总共含有 427 个

TCS 基因，HK 的数量分布为 4−10 个，RR 的

数量分布为 6−11 个，成对 TCS (HK-RR)的数量

分布为 2−8 个，几乎无杂合 TCS，孤儿 HKs 和

RRs 的数量为 1−3 个。总体来看，TCS 基因在

乳酸乳球菌总基因组中占比较小，但其在细菌

适应性代谢过程中的作用不容忽视。 
蛋白结构域是蛋白中具有特异空间结构和

独立功能的区域，是蛋白质发挥生物学作用的

关键功能单位[11]。根据乳酸乳球菌双组分 RRs
输出结构域的不同，可以分为 OmpR、NarL 和

CheY 等亚家族。RRs 的种类多样性也意味着转

录调控在乳酸乳球菌对环境反应的重要地位[12]。

其中 OmpR 具有双结构域，即一个含有 N 端的

磷酸化结构域和一个 C 端翼状螺旋效应的结构

域[12]，占总 RRs 的 60%以上，是主要的应答调

控蛋白[13](表 2)。OmpR 在基因的表达调控方面

发挥重要作用，与丙酮酸代谢、糖酵解、信号

转导和转运以及谷氨酸脱羧的相关基因调控相

关[14-15]。乳酸乳杆菌 LlrF 的 C 端含有 OmpR，

其对氧化应激反应敏感[16]。 
乳酸乳球菌组氨酸激酶 HKs 的结构域组成

如图 2 所示，一共有 11 种结构域。HKs 的信号

接 收 结 构 域 (input) 种 类 有 跨 膜 区 histidine 
kinases 、 adenylyl cyclases 、 methy binding 
proteins、Phosphatases (HAMP)、Per-Arnt-Sim 
(PAS)和质子激活的氯离子通道(proton-activated 
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chloride channel，PAC)等。其中 HAMP 结构域

是存在广泛、研究较深入的一种信号接收结构

域[17]，存在于组氨酸激酶、腺苷酸环化酶和甲

基受体趋化性蛋白和一些磷酸酶中[18]。PAS 结

构域可以感知电子传输系统中的氧化还原变化

或整体细胞氧化还原状态，还可以感知跨细胞

膜和/或影响细胞代谢的环境因子[11]。PAS 域是

重要的信号模块，可结合黄素、多种亚铁血红

素和嘌呤类等辅助因子来检测信号，进而感知氧

气或细胞内氧化还原变化、光和细胞整体能量水

平的变化等[19]。PAC 结构域存在于所有已知 PAS
基序的 C 端，有助于 PAS 域的折叠[11,20-22]。 

 
表 2  27 株乳酸乳球菌双组分数量和应答调控蛋白主要结构域 
Table 2  The number of two components and main domain of RRs in 27 Lactococcus lactis strains 
Strains Two-component number  The domain of RRs  

HK-RR Hypird Orphans HK Orphans RR OmpR NarL CheY 

L. lactis subsp. cremoris A76 6 0 2 1  6 1 0 
L. lactis subsp. cremoris GE214 8 0 1 2  8 1 1 
L. lactis subsp. cremoris HP 5 0 1 3  6 1 1 
L. lactis subsp. cremoris IBB477 7 0 1 2  8 1 0 
L. lactis subsp. cremoris KW2 7 0 1 1  7 1 0 
L. lactis subsp. cremoris NZ9000 7 0 1 2  7 1 1 
L. lactis subsp. cremoris SK11 7 0 2 1  7 1 0 
L. lactis subsp. cremoris TIFN1 5 0 2 3  7 1 0 
L. lactis subsp. cremoris TIFN3 4 0 1 3  6 1 0 
L. lactis subsp. cremoris TIFN5 3 0 2 4  7 0 0 
L. lactis subsp. cremoris TIFN6 2 0 5 5  4 2 1 
L. lactis subsp. cremoris TIFN7 2 0 2 4  5 1 0 
L. lactis subsp. cremoris UC509.9 7 0 1 1  7 1 0 
L. lactis subsp. lactis 1AA59 7 0 1 2  8 1 0 
L. lactis subsp. lactis A12 7 0 1 1  7 1 0 
L. lactis subsp. lactis bv. diacetylactis str. 
LD61 

6 0 1 1  1 6 0 

L. lactis subsp.lactis bv. diacetylactis str. 
TIFN2 

6 0 1 1  6 1 0 

L. lactis subsp.lactis bv. diacetylactis str. 
TIFN4 

5 0 1 2  6 1 0 

L. lactis subsp. lactis CNCM I-1631 7 0 1 1  7 1 0 
L. lactis subsp. lactis CV56 8 0 1 1  8 1 0 
L. lactis subsp. lactis Dephy 1 8 0 1 1  8 1 0 
L. lactis subsp. lactis Il1403 6 0 3 4  9 1 0 
L. lactis subsp.lactis IO-1 8 0 2 1  8 1 0 
L. lactis subsp. lactis KF147 8 0 1 3  9 2 0 
L. lactis subsp. lactis KLDS 4.0325 6 0 2 2  7 1 0 
L. lactis subsp. lactis NCDO 2118 8 0 1 2  8 2 0 
L. lactis subsp. tructae 5 0 2 2  6 1 0 
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图 2  双组分系统图解   A：双组分系统结构域分析图；B：乳酸乳球菌含有的组氨酸激酶 
Figure 2  Diagram of two-component system. A: Domain analysis of two-component system; B: Histidine 
kinase of L. lactis. 
 

3.2  乳酸乳球菌 TCS 功能预测 
根据乳酸乳球菌 TCS 在基因组中的相对位

置和各组分的保守结构域，共计有 15 对 TCS，
L. lactis NZ9000 含有 8 对 TCS。根据序列相似

性分析、结构域分析和相关文献的报道[23-29]，

对乳酸乳球菌的 TCS 进行功能预测(表 3)。结

果表明，TCS 涉及细菌的细胞壁生物合成、毒

力调节、耐药性及生物素合成[30]、生理调节、
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胁迫耐受、代谢调控及氧化调节[31-34]。 
27 株乳酸乳球菌中普遍存在的双组分系统

是 ArlS/ArlR 和 WalK/WalR，推测这可能是乳

酸乳球菌满足正常生命活动必需的调节系统。

在菌株中出现频率 50%以上的双组分系统有

CiaH/CiaR、GraR/GraS、PhoP/PhoR 和 LiaS/LiaR。

这表明双组分系统在乳酸乳球菌中的分布既有

相似性，也有差异性。 

3.3  菌株 NZ9000 TCS 蛋白相互作用网络 

L. lactis NZ9000 作为乳酸乳球菌代表性的

模式菌种，其 TCS 数量、孤儿 HK 和 RRs 为平

均水平，含有 ArlS/ArlR、CiaH/CiaR、WalK/WalR、

LiaS/LiaR 和 NisK/NisR 等重要的双组分系统。

因此以 L. lactis NZ9000 为例，对乳酸乳球菌双

组分系统的研究具有代表意义。 
L. lactis NZ9000 的蛋白相互作用网络如图

3 所示，共分为两大聚类：左边聚类代表丙酮

酸代谢相关蛋白，右边聚类是双组分系统。 
 
 
表 3  乳酸乳球菌双组分系统的功能预测 
Table 3  Function prediction of the two-component system in L. lactis 
Function prediction of two-component system L. lactis NZ9000 TCS 

accession No. TCS 
No. 

Sequence 
alignment 

Source of functional 
prediction 

The number of 
bacteria occupied 

Functional prediction 

1 ArlSR Staphylococcus 
aureus 

26 Adhesion, autolysis, drug 
resistance and virulence 

ADJ59921.1/ADJ59920.1 
ADJ60505.1/ADJ60707.1 

2 CiaHR Diplococcus 
pneumoniae 

14 Stress tolerance, penicillin 
sensitivity 

ADJ59768.1/ADJ59767.1 

3 GraRS Staphylococcus 
aureus 

20 RNA and amino acid synthesis, 
glycolysis 

ADJ60905.1/ADJ60906.1 

4 KdpDE Escherichia coli 6 Participate in the regulation of 
kdp operon and environmental 
osmotic stress 

 

5 LiaSR Bacillus subtilis  19 Cell wall and antibiotic 
synthesis 

ADJ60635.1/ADJ60634.1 

6 NisKR Streptococcus lactis 5 Nisin biosynthesis ADJ59338.1/ADJ59339.1 
7 PhoPR Bacillus subtilis  22 Participate in the regulation of 

gene phoA and phoB and 
phosphodiesterase 

ADJ60070.1/ADJ60071.1 

8 ResDE Bacillus subtilis  7 Regulation of aerobic and 
anaerobic respiration 

 

9 SrrAB Staphylococcus 
aureus 

2 Virulence, biofilm formation  

10 VraSR Staphylococcus 
aureus 

7 Cell wall peptidoglycan 
biosynthesis 

 

11 WalKR Staphylococcus 
aureus 

26 Cell wall, virulence, biofilm, 
antioxidation 

ADJ59431.1/ADJ59432.1 

12 YclKJ Bacillus subtilis 4 Anaerobic growth  
13 YxdKJ Bacillus subtilis 12 LL-37 regulation of 

antibacterial protein 
 

14 YkoHG Bacillus subtilis 6 Unknown  
15 YvrGH Bacillus subtilis 1 Participate in the regulation of 

cell membrane and cell wall 
synthesis 
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蛋白间的线条从蓝到红表示蛋白之间相互作用

越来越强；而圆圈大小代表蛋白在此系统地位

的高低，圆圈越大，地位越高。磷酸烯醇丙酮

酸-丙酮酸-草酰乙酸节点是新陈代谢在糖异生、

氧化和发酵之间切换的关键点。因此，丙酮酸

对于细菌的适应性至关重要，对双组分调控和

代谢有重要影响[35]。丙酮酸代谢途径相关蛋白

和双组分系统链接关键点为 nifJ 蛋白，nifJ 是

丙酮酸生成乙酰 CoA 的关键酶 [36]。此外，

llrA(ArlR，ADJ59920)与乙偶姻脱氢酶(dar)和丁

二醇脱氢酶(butA)二者之间相互作用较为强烈。

乳酸菌在厌氧培养和有氧呼吸培养时，丙酮酸

代谢途径是有差异的。无氧条件下，丙酮酸经

乳酸脱氢酶作用生成乳酸。有氧呼吸培养时，

丙酮酸在丙酮酸氧化酶作用氧化成乙酸，或者

通过丙酮酸脱氢酶、磷酸转乙酰酶和乙酸激酶

生成乙酸；还能够经过乙酰乳酸合成酶催化后

生成双乙酰和乙偶姻等风味物质。 

3.4  不同培养方式对乳酸乳球菌的生长及

培养基 pH 的影响 
与厌氧培养和有氧培养相比，有氧呼吸培

养 L. lactis NZ9000 的延滞期延长，最终生物量

明显升高(图 4A)，与之前的报道一致。三种培

养方式下的培养基 pH 值从对数中期开始逐渐

降低(图 4B)，这与乳酸菌适应环境后产生乳酸

和乙酸等酸性物质相关。相较于厌氧培养和有

氧培养，有氧呼吸培养 L. lactis NZ9000 的 pH
值下降缓慢，这是由于乳酸生成量降低，部分

丙酮酸生成乙酸、双乙酰和乙偶姻等物质。 

3.5  不同培养方式对乳酸乳球菌 NZ9000
双组分系统转录水平的影响 

L. lactis NZ9000 双组分系统转录情况在延

滞期差异显著(图 5)。相较于厌氧培养，有氧培养

和有氧呼吸培养 L. lactis NZ9000 的双组分在延

滞期呈现下调趋势，表明双组分系统参与乳酸菌

对于环境的适应性调节过程。有氧培养条件下， 
 

 
 

图 3  乳酸乳球菌蛋白相互作用网络 
Figure 3  Protein interaction network in L. lactis. 
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图 4  乳酸乳球菌 NZ9000 双组分系统的生长(A)
和 pH 情况(B) 
Figure 4  Growth (A) and pH (B) of L. lactis 
NZ9000 under different cultivation. AN: Anaerobic 
culture; AE: Aerobic culture; RS: Aerobic 
respiration; L: Lag phase; E: Exponential phase; S: 
Stationary period.  
 
抗氧化应激功能的 ADJ59431.1/ADJ59432.1、胁

迫耐受功能的 ADJ59768.1/ADJ59767.1、耐药性

和毒力基因的 ADJ59921.1/ADJ59920.1、碱性磷

酸酶基因 phoA 和 phoB、磷酸二酯酶调控功能

的 ADJ60070.1/ADJ60071.1 和应答调控蛋白

ADJ59339.1、ADJ60707.1、ADJ60634.1 的基因

转录表达水平全部下调。有氧培养条件下，电

子“漏出”呼吸链导致菌体产生了大量活性氧，

对乳酸菌造成损伤。此时抗氧化应激和胁迫耐

受功能相关的双组分系统开始转录表达，发挥

调控作用。 

有氧呼吸条件下，L. lactis NZ9000 参与阳

离子抗菌肽的 ADJ60905.1/ADJ60906.1、应答调

控蛋白 ADJ60634.1 转录表达水平下调。乳酸菌

在有氧培养和有氧呼吸培养的双组分系统变化

有所差异，或许是因为血红素存在条件下呼吸

代谢迅速启动，激活了电子传递链，氢原子传

递给氧生成 H2O 从而消减了氧胁迫；但同时添

加的血红素可能对细胞产生毒性作用[37]，因此，

乳酸菌双组分系统 ADJ60905.1/ADJ60906.1 和

ADJ60634.1 发挥转录调节作用。另外，乳酸乳

球菌在不同的培养条件下，双组分系统不是成

对发生变化，推测双组分系统之间可能存在交

叉调控。因此，继续对双组分系统进行 Pearson

相关性分析。ADJ59338.1 与 ADJ59432.1、

ADJ59768.1、ADJ60070.1 可能存在负相关，与

ADJ60634.1 可能存在正相关；ADJ59768.1 与

ADJ60070.1、ADJ60634.1/ADJ60635.1 可能存在

负相关；ADJ60070.1 与 ADJ60634.1 可能存在正

相关；ADJ60634.1 与 ADJ60635.1 可能存在正相

关；ADJ59339.1、ADJ59431.1、ADJ59767.1、

ADJ59920.1/ADJ59921.1、ADJ60071.1、ADJ60505.1/ 

ADJ60707.1、ADJ60635.1 和ADJ60905.1/ADJ60906.1

相互之间可能存在正相关。 

3.6  不同培养方式对乳酸乳球菌 NZ9000
胞内代谢谱的影响 

L. lactis NZ9000胞内代谢物的 PCA 整体得

分如图 6 所示，组间差异大说明厌氧培养、有

氧培养和有氧呼吸培养对菌体胞内代谢产生一

定影响。与厌氧培养相比，L. lactis NZ9000 在

有氧培养下的差异代谢物有磷酸甘油酯、D-焦
谷氨酸、天门冬氨酸、L-谷氨酸、3-磷酸甘油

酸、油酸酰胺、鸟嘌呤和单棕榈酸甘油酯。其

中，3-磷酸甘油酸、磷酸甘油酯、丙酮酸、乙

酸和酪氨酸含量下调；棕榈酸、D-焦谷氨酸、

乳酸、天冬氨酸和谷氨酸含量上调。与厌氧培
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养相比，L. lactis NZ9000 在有氧呼吸培养下的

差异代谢物有鸟嘌呤、磷酸甘油酯、乙偶姻、

乳酸、油酸酰胺、单棕榈酸甘油酯、天门冬氨

酸、D-焦谷氨酸、甘油酸和棕榈酸。其中，三

磷酸甘油酸、丙酮酸、乳酸、天冬氨酸和 D-焦

谷氨酸含量下调，乙偶姻含量上调。 

 
 

 
 
 

图 5  乳酸乳球菌 NZ9000 双组分系统的转录情况 
Figure 5  Transcription of two-component system in L. lactis NZ9000. 
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图 6  乳酸乳球菌 NZ9000 代谢组 PCA 分析 
Figure 6  PCA plots of L. lactis NZ9000 under different culture. 
 
3.7  双组分系统调控乳酸乳球菌 NZ9000
有氧呼吸代谢 

将乳酸乳球菌NZ9000双组分系统转录与胞内

代谢组进行联合分析(图 7)。乙偶姻、草酸、乙酰

甘氨酸、尿嘧啶、乙酰胺、谷氨酸、L-苯丙氨酸、

腺嘌呤、L-赖氨酸、棕榈酸、鸟嘌呤、半乳糖和蔗

糖均与 ADJ59920.1、ADJ59431.1、ADJ59767.1 和

ADJ60707.1呈正相关，与ADJ59339.1、ADJ59921.1、
ADJ60071.1、ADJ60505.1、ADJ60635.1、ADJ60905.1
和 ADJ60906.1 呈负相关。丙酮酸和磷酸甘油酯与

ADJ59338.1 呈正相关，与 ADJ59432.1 呈负相关。

分析结果也证实 ArlR (llrA，ADJ59920)参与乙偶姻

代谢途径。 

4  讨论与结论 
对 27 株乳酸乳球菌双组分系统进行生物

信息学分析发现，双组分系统通过聚类分析可

以归为 ArlS/ArlR、CiaH/CiaR、YkoH/YkoG、

WalK/WalR、PhoR/PhoP、LiaS/LiaR、NisK/NisR、

KdpD/KdpE 和 GraS/GraR 这 9 个类群，其中

WalK/WalR 的抗氧化性能与有氧呼吸联系密 
切[38]。氧既是氧化磷酸化的末端受体，具有较

高的 ATP 产率，也是一种有毒物质，在部分被

还原时形成有害的活性自由基。许多微生物在

一定的氧浓度范围内才能适应生活。越来越多

的证据表明，细胞能量的耗竭首先出现在电子

传递和质子动力的下降过程中，这导致了 ATP
浓度的改变[39]。PAS 域可以感知氧、光、氧化

还原电位或质子动力，作为一种监测活细胞能

量变化的方式[11]。FixL 蛋白是一种氧受体，含

有 PAS 域，其中氧直接结合到一个亚铁血红素，

该亚铁血红素结合 PAS 结构域内的组氨酸残 



 
李子涵等: 乳酸乳球菌双组分系统调控有氧呼吸的研究 3765 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

基[40]。其他 PAS 蛋白，如 Aer 是间接感知氧的

转导器，通过感知氧化还原电位的变化来间接

感知氧[41]。Aer 中的 PAS 域有一个非共价约束

的 FAD 作为辅因子[42]。PAS 还可以作为一个蛋

白-蛋白相互作用域，蛋白-蛋白相互作用介导一

些 PAS 蛋白的信号转导，而 PAS 核心可能决定

相互作用的特异性[43]，L. lactis NZ9000 菌株的

WalK (ADJ59431)含有组氨酸结构域 PAS，可以

感应氧信号。ArlS (ADJ59921)和 PhoP/PhoR 含

有组氨酸结构域 HAMP，此结构域广泛存在于

传递信号的蛋白质中。乳酸乳球菌的有氧呼吸

通过电子传递链产生 ATP，提高了能量代谢。

因此，ArlS 和 PhoP/PhoR 与能量代谢之间具有

一定相关性。 
 

 
 

图 7  乳酸乳球菌 NZ9000 双组分系统转录与胞内代谢组相关性分析 
Figure 7  Correlation analysis of TCS transcription and intracellular metabolome in L. lactis NZ9000. 
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3- 磷酸甘油酸、丙酮酸是糖酵解代谢

(glycolytic pathway，EMP)的中间产物，在有氧

和无氧条件下分别生成乳酸和风味物质(双乙

酰和乙偶姻)[44]。有氧呼吸条件下，丙酮酸、3-
磷酸甘油酸和乳酸含量下调，乙偶姻含量上调，

说明 EMP 代谢流量由乳酸转向乙偶姻。nifJ 是

连接双组分与代谢酶相互作用的关键，其也是

丙酮酸转化为乙酰-CoA 的中间蛋白[45]，能够连

接 EMP 和三羧酸循环。蛋白相互作用网络显

示，nifJ 与乙酸激酶、乳酸脱氢酶有强相互作

用，因此推测乙酸和乳酸含量的变化或许与 nifJ
有一定的关系。此外，有氧呼吸培养组 pH 值

的升高与乳酸的生成量减少有关。ArlR (llrA，

ADJ59920)与有氧呼吸乙偶姻代谢途径中的乙

偶姻脱氢酶(dar)和丁二醇脱氢酶(butA)有较强

的相互作用，这可能与乙偶姻产量上升有关。

乳酸菌到达稳定期，培养基成分耗竭，胞内能

量 供 应 减 少 导 致 菌 体 代 谢 缓 慢 ， ArlR 
(ADJ59921)转录水平上调，DJ59921 与乳酸菌

自溶和毒力耐受功能相关，这可能是菌体的凋

亡信号。推测双组分 WalK、 ArlS/ArlR 和

PhoP/PhoR 通过感知环境中的氧分子，再通过

电子传递链产生 ATP，调节乙酸激酶、乳酸脱

氢酶、乙偶姻脱氢酶(dar)和丁二醇脱氢酶(butA)
的含量或者活性，进而参与了乳酸乳球菌有氧

呼吸代谢。后续可以通过敲除/过表达双组分系

统编码基因，进一步利用乳酸菌的基因表达图

谱、代谢酶的蛋白表达图谱和代谢指纹图谱等

技术，明确双组分系统的作用机制。 
乳酸乳球菌是应用于食品工业的主要发酵

菌株。有氧呼吸不会影响乳酸菌的生长速率，

但是能够提升最终的生物量，同时增加乙偶姻

和双乙酰等芳香化合物的生成量[46]。有氧呼吸

培养制备的乳酸菌发酵剂发酵的酸面团，能够

增强小麦蛋白质的水解，显著增加抑制腐败风

味的代谢物及具有令人愉快的果味和甜味的芳

香化合物，改善烘焙食品的质地和感官特性[47]。

有氧呼吸培养制备的乳酸菌发酵剂发酵奶酪能

够提升芳香化合物(即双乙酰、乙偶姻和甲硫

醇)，减少几种不利于风味的脂质和蛋白质氧化

产物(如壬醛、2-戊酮、2-庚酮和 2-壬酮)，改善

切达奶酪的品质和口感[48]。近年来，也有报道

有氧呼吸培养能够提高乳酸菌的乳酸链球菌

素、EP 胞外多糖等产量[49-51]。此外，有氧呼吸

培养提高了乳酸菌对氧化应激等胁迫条件的耐

受性和存活率[52-54]，比如提高植物乳杆菌和干

酪乳杆菌在长期饥饿胁迫、冷冻和冷冻干燥过

程中的存活率[55]。因此，呼吸培养有助于乳酸

菌发酵剂和益生菌的生产、储存和运输[56]。 
对乳酸菌有氧呼吸代谢途径的诱导、激活、

调节因素和遗传进化的研究，有助于发现新的

耐氧表型，进一步发展和提高发酵剂和益生菌

剂的适应性和竞争力。探究双组分系统在有氧

呼吸过程中的调节作用，有助于增加乳酸菌发

酵剂的应激存活率和生物量，为乳酸菌的呼吸

代谢研究提供依据，促进食品工业和益生菌剂

制备工业的发展。 
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