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摘  要: 以米根霉菌基因组 DNA 为模板, 根据 GenBank 上已公布的米根霉 L-乳酸脱氢酶基因

(ldhL)序列设计特异性引物, PCR 扩增得到 963 bp 的 DNA 片段, 经序列分析后将其亚克隆到原核

表达载体 pET30a 上, 构建成重组质粒 pET30a-ldhL。将 pET30a-ldhL 转化到 BL21 感受态细菌中, 

经 IPTG 诱导表达后进行 SDS-PAGE 分析, 可见约 43 kD 的与预期大小一致的目的蛋白条带, 结果

表明 ldhL 基因在大肠杆菌中进行了表达, 经酶活分析产物的酶活力为 98 U/mL, 证明了表达产物

具有预期的酶活性, 这为进一步研究利用乳清为发酵原料高产 L-乳酸的米根霉基因工程菌株奠定

了基础。 
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Abstract: The ldhL-encoding gene was amplified from Rhizopus oryzae genome DNA using PCR technique, 
and the PCR product was approximately 1000 bp DNA segment. The PCR products were cloned into 
pMD18-T vector and identified by enzyme cutting analysis. The sequence results showed that ldhL gene is 
963 bp. The DNA fragment of ldhL was subcloned into prokaryotic expression vector pET30a and the spe-
cific fusion protein with molecular weight 43 kD was expressed, the result showed that the cloned ldhL  
was expressed in BL21. The levels of ldhL activity expressed by E. coil BL21/ pET30a-ldhL were up to  
98 U/mL. The results are expected to lay foundation for further studies on the gene engineering Rhizopus 
oryzae strain of high yield L(+)-lactic acid by fermentation of whey. 
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乳酸是一种常见的有机酸, 广泛存在于人、动
植物及微生物体内, 乳酸及其盐类和衍生物可用于
食品、酿造、医药、皮革、卷烟、化工和印染等工

业。由于人体只能利用L(+)-乳酸, 因此世界卫生组
织提倡在食品及医药行业使用L(+)-乳酸取代目前
普遍使用的DL(+)-乳酸[1]。乳酸的年需求量在几十

万吨乃至几百万吨, 而世界乳酸总产量仅为 40万吨, 
远远不能满足人们对乳酸的需求[2,3]。世界上以玉米

淀粉为原料, 通过米根霉发酵生产L(+)-乳酸技术基
本成熟, 但因其成本高导致乳酸价格一直居高不下
[4]。近年来, 结合环境保护, 利用有机废弃物乳清为
原料的乳酸发酵, 成为目前研究的热点, 且具有良
好的发展前景[5,6], 因此改良一株以有机废弃物乳清
为原料, 能够发酵生产L(+)-乳酸的米根霉菌株成为
目前需要解决的问题。 

米根霉(Rhizopus oryzae)作为制备高光学纯度
L-乳酸的主要菌种得到了人们的重视, 米根霉发酵
生产 L-乳酸的途径为：葡萄糖经 EMP 途径生成丙
酮酸 , 丙酮酸由 L(+)-乳酸脱氢酶(ldhL)催化生成 
L-乳酸[7,8]。研究证明, 米根霉细胞中ldhL活力大小
与L-乳酸转化率有明显相关性, 在高活力的ldhL发
酵体系中, L(+)-乳酸转化率也随之提高[9]。目前, 在
构建L(+)-乳酸高产米根霉工程菌的研究中, 很多是
以ldhL为对象展开的, 在菌种的改良上, 可采用诱 
变[10]、细胞融合、基因工程等多种方法[11,12]。基因

工程方法具有耗时短和目标明确的特点[13,14], 因此
本研究采用PCR技术从米根霉基因组DNA中获得
ldhL, 并在大肠杆菌中实现初步表达，从而为进一步
研究利用乳清发酵高产L(+)-乳酸的基因工程米根
霉菌株奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  主要试剂 
蛋白酶 K、十二烷基磺酸钠(SDS)、微量胶回收

试剂盒(Gel Extraction Kit)及质粒提取试剂盒购自长
春宝泰克生物科技公司; 限制性内切酶 BamH I、 
Xho I、rTaq DNA 聚合酶、dNTP、RNA酶抑制剂、
DL15000 Marker、DL2000 Marker购自宝生物工程
(大连)有限公司; 常规试剂均为国内分析纯产品。 

1.2  菌株及质粒 
米根霉菌(As3.819)购于中国普通微生物菌种保

藏管理中心; E. coil TG1和 E. coil BL21由东北农业

大学王君伟教授惠赠。pMD18-T载体购自宝生物工
程(大连)有限公司; pET30a(+)由东北农业大学王君
伟教授惠赠。 

1.3  基因操作及蛋白质操作 
LB 培养基、分子克隆、表达产物 SDS-PAGE

分析参照文献[15]进行, 米根霉基因组 DNA 的提取

参照文献[16]进行, 乳酸脱氢酶活性分析参照文献

[17]进行, DNA 胶回收及质粒的提取根据试剂盒提

供的方法进行。 

1.4  方法 
1.4.1  目的基因的PCR扩增及克隆： 根据GenBank
上的米根酶ldhL基因序列, 利用Primer 5.0引物设计
软件设计一对扩增该基因的特异性引物P1 和P2, 
引物由北京华大基因研究中心合成, 引物序列为：
P1：5′-GGATCCATGGTATTACACTCA-3′, P2：5′- 
CTCGAGTCAACAGCTACTTTTA-3′(划线序列分别
为BamH I、Xho I酶切位点)。利用氯化苄法提取米
根霉基因组DNA[16], 以米根霉基因组DNA为模板 , 
以P1、P2 为引物, 对ldhL基因进行PCR扩增。PCR
反应体系体积 10 μL, 扩增条件：94℃预变性 5 min; 
94℃ 变性 35 s, 49℃退火 35 s, 72℃延伸 35 s, 共 30
个循环; 最后 72℃延伸 10 min。取 5 μL PCR产物进
行琼脂糖凝胶电泳检测。 

PCR 产物用微量胶回收试剂盒进行纯化回收后, 
将回收到的 PCR 产物亚克隆到 pMD18-T 载体上,  
16℃连接过夜, 转化至利用CaCl2法制备的 TG1 感
受态菌液中 [15]。通过双酶切及PCR扩增鉴定后, 获
得阳性重组质粒pMD18-T-ldhL, 送北京华大公司 
测序。 
1.4.2  原核表达重组质粒的构建及目的基因的表

达：将重组质粒 pMD18-T-ldhL和载体 pET30a(+)用
BamH I和 Xho I进行双酶切, 分别切胶纯化和回收, 
在 0.5 mL 离心管中进行连接, 反应体系如下：T4 
DNA连接酶 Buffer 2.0 μL; T4 DNA连接酶 1.0 μL; 
经双酶切后回收的 pET30a(+)载体 3.0 μL、ldhL片段
4.0 μL; 去离子水 10.0 μL, 轻轻混匀, 16℃连接过
夜。连接产物转化至 BL21感受态菌液中, 通过双酶
切及 PCR扩增鉴定后, 筛选获得含有阳性重组质粒
pET30a-ldhL的 BL21菌株。 
1.4.3  重组质粒 pET30a-ldhL/BL21 菌株的诱导表

达：将含有阳性重组质粒的 BL21菌株接种于 5 mL
含卡那霉素抗性的 L B 液体培养基中 ,  3 7℃  
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(210 r/min)培养过夜, 取 300 μL接种于 30 mL含卡那

霉素抗性的LB液体培养基中, 37℃ (210 r/min)培养

2.5 h至对数中期(OD600=0.4~0.6), 加入IPTG至终浓

度 0 . 1  mm o l /L ,  3 7℃  ( 2 10  r / mi n )诱导培养 ,  

4 h后取样, 测OD600值。以同样的方法诱导含空质粒

p E T 3 0 a ( + )的BL2 1 菌株 ,  4  h后取样 ,  做空白 

对照。 

将诱导后的菌液测OD600值, 加入OD值 50倍的

PBS重悬。取出 10 μL重悬液 , 加入 2×SDS上样

Buffer 8 μL, DTT 2 μL, 沸水煮 5 min~10 min, 室温

离心, 取上清蛋白进行SDS-PAGE[15] 分析。 

1.4.4  乳酸脱氢酶活性的测定：将含空质粒 pET30a 

(+)的 BL21菌株诱导后, 取 1 mL菌液离心, 菌体用

无菌水洗涤, 再离心, 加入 300 μL的柠檬酸缓冲液

(pH 6.7)重悬菌体, 加入 36 μL的溶菌酶(50 mg/mL) 

和 3 μL的 TritonX-100。37℃水浴 1 h, 离心取上清

液, 进行酶活力测定。 

将含有阳性重组质粒的 BL21 菌株诱导培养, 

取 1 mL培养液离心收集菌体用 50 mmol/L磷酸钾缓

冲液(pH 6.7)洗涤, 离心, 再加入 300 μL 50 mmol/L

磷酸钾缓冲液(pH 6.7)重悬菌体, 然后加入 36 μL 

溶菌酶(50 mmol/L)和 3 μL的 TritonX-100。37℃水 

浴 l h, 11000 r/min离心 30 min, 取其上清液, 得到

ldhL的粗酶液。 

乳酸脱氢酶活性分析参见文献[17,18]。基本原

理是NADH在 340 nm处有最大吸收峰, 通过光吸峰

值的改变定量测定酶的含量。乳酸脱氢酶活性通过

BECKMAN DU640 紫外分光光度计的 KINETICS/ 

TIME 功能分析测定。丙酮酸钠和 NADH 分别用 

0.1 mol的磷酸缓冲液(pH 5.0)溶解, 取 2只配对的比

色皿, 一只加入 3 mL丙酮酸钠溶液作为空白对照, 

另一只作为样品检测皿, 依次加入 2.9 mL丙酮酸钠

溶液和 0.1 mL NADH溶液混匀, 置于紫外分光光度

计样品槽, 检测原始NADH浓度。读数稳定后, 在样

品检测皿加入 2 μL的粗酶液。马上开始光度计读数, 

光度计每秒自动测定一次吸光值, 反应结束给出△

A340 nm/min的结果, 根据公式计算酶活力。酶活的定

义是在一定条件下 (温度为 3 0℃ ,  p H为 5 . 0 ) ,  

L-乳酸脱氢酶催化的反应中, A340 nm/min数值下降 1.0

个单位的酶量为 1 U。 

酶活力计算公式如下： 

LDH活力单位(U)/mL= 340nm
3

A

(2 L) 10−
Δ

μ ×酶液加入量
 

2  结果和分析 

2.1  PCR 扩增产物的克隆及序列分析结果 
以米根霉基因组 DNA 为模板, 以 ldhL 的基因

特异性引物进行 PCR 扩增, 扩增产物经 1%琼脂糖
凝胶电泳分析, 可见 1 条约 1000 bp 的 DNA 片段, 
与预期 DNA片段大小一致。 

纯化的 PCR产物与 pMD18-T Vector连接, 通过
单酶切、双酶切、PCR 扩增及序列分析鉴定重组质
粒, 结果如图 1所示, 以 BamH I进行单酶切得到约
3.6 kb的 pMD18-T-ldhL线性片段; 以 BamH I、 Xho I
双酶切, 得到 2.6 kb的 pMD18-T线性片段和 1.0 kb
的插入片段。序列分析证实, 该 DNA 片段大小为
963 bp, 与 GenBank中 Rhizopus oryzae NBRC 4707
株 ldhL蛋白的基因序列同源性为 99.38%, 两者核苷
酸序列在 104、189、570、859、915、927位存在差
异, 在比对株中分别为 T、T、C、T、T、G, 而在实
验株中分别为 G、C、G、C、C、A。在氨基酸序列
上, 两者没有差异, 同源性达到 100%。 
 

 
 
图 1  pMD18-T-ldhL 重组质粒的酶切及 PCR 鉴定 
Fig. 1  PCR and restrication analysis of recombinant plas-
mid pMD18-T-ldhL 
1: Digested by BamHⅠ; 2: Digested by BamHⅠ+XhoⅠ; 3: PCR 
identification of pMD18-T-ldhL 
 

2.2  原核表达重组质粒的构建及鉴定 
pMD18-T-ldhL和 pET30a(+)均以 BamH I、 Xho I

双酶切和纯化后, 由 T4 DNA 连接酶连接, 构建重
组质粒 pET30a-ldhL。通过单酶切及双酶切鉴定重组
质粒, 结果如图 2 所示, 以 BamH I 单酶切得到约 
6.4 kb的 pET30a-ldhL线形片段; 以 BamHⅠ、XhoⅠ
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双酶切 pET30a-ldhL得到 5.4 kb的 pET30a线性片段
和 963 bp 的插入片段 , 表明成功的构建出阳性
pET30a-ldhL原核表达重组质粒。 

2.3  SDS-PAGE 分析 
经 IPTG诱导含 pET30a-ldhL的 BL21菌株 4 h

后的表达结果如图 3所示, ldhL基因获得了表达, 经
原核表达的融合蛋白相对分子量约为 43 kD, 与预
期大小一致, 而含空质粒 pET30a(+)的 BL21菌株中
未见此蛋白表达。 
 

 
 
图 2  pET30a-ldhL 重组质粒的酶切鉴定 
Fig. 2 Restrication analysis of recombinant plasmid 
pET30a-ldhL 
1: Digested by BamH I+Xho I; 2: Digested by BamH I 

 

 
 
图 3  重组质粒 pET30a-ldhL 在 E. coil 中的表达图谱 
Fig. 3  pET30a-ldhL expression in E. coil BL21 
1: pET30a expression result in E. coil BL21 with IPTG induced 4 h, 
as control; 2: pET30a-ldhL expression result in E. coil BL21 with 
IPTG induced 4 h, respectively 

 
2.4  乳酸脱氢酶活性分析 

利用反应过程中NADH吸光值的变化来测定菌

株的酶活力。由酶活公式可知, 酶活力和 NADH吸
光值的变化的斜率成正比 , 依据每个时间点的
NADH吸光值作图, 结果如图 4、图 5所示。代入酶
活计算公式, 得到含有空质粒 pET30a(+)的大肠杆
菌检测不到 L-乳酸脱氢酶的酶活 , 而含重组质粒
pET30a-ldhL 的大肠杆菌的粗蛋白中 L-乳酸脱氢酶
活力为 98 U/mL。 
 

 
 
图 4  含空质粒 pET30a(+)的 E. coil 的酶活测定图 
Fig. 4  ldhL activity of BL21/pET30a 
 

 
 
图 5  含重组质粒 pET30a-ldhL 的 E. coil 酶活测定图 
Fig. 5  ldhL activity of BL21/pET30a-ldhL 
 

3  讨论 

本研究以米根霉基因组 DNA 为模板 PCR 扩增

ldhL基因, 选用 pMD18-T Vector克隆了米根霉 ldhL

基因, 通过酶切鉴定和 PCR 鉴定, 证实了所克隆的

基因与目的基因大小一致 , 通过序列测定及

DNAstar 分析发现, 所克隆的 ldhL 蛋白基因序列与

Rhizopus oryzae NBRC 4707的 ldhL蛋白基因序列的

同源性为 99.38%, 氨基酸序列的同源性为 100%, 

表明该基因在米根霉中是十分保守的, 进一步将克

隆至 pMD18-T中的 ldhL蛋白基因亚克隆至 pET30a 
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(+)表达系统中, 构建了高效原核表达重组质粒, 该

表达重组质粒在与之匹配的 E. coil BL21 中 , 经

IPTG诱导 4 h后, 蛋白进行了表达。通过活性分析, 

测定出含重组质粒 pET30a-ldhL 的大肠杆菌粗蛋白

中 L-乳酸脱氢酶活力为 98 U/mL, 从而表明 ldhL在

E. coil BL21中的表达产物具有生物活性。 

目前关于米根霉 ldhL蛋白基因的克隆及在大肠

杆菌中表达的研究国内少有报道, 国外特别是欧美

发达国家关于基因工程菌发酵生产 L-乳酸的研究较

早, 但我国大部分仍停留在利用根霉和乳酸菌发酵

的研究上, 而以细菌发酵生产 L-乳酸的报道不多, 

本文以米根霉菌为出发菌株扩增乳酸脱氢酶基因转

化至大肠杆菌中, 弥补了以根霉发酵 L-乳酸存在的

能耗高、转糖率低及乳酸菌类发酵 L-乳酸营养要求

高等方面的缺陷和不足。通过在大肠杆菌中引入 

L-乳酸脱氢酶基因, 人为的构建代谢模型, 大幅度

提高大肠杆菌发酵生产 L-乳酸的产量和光学纯度, 

降低生产 L-乳酸的成本, 适合大批量生产，进一步

通过改良菌种和提高发酵液中菌体浓度来提高产酶

率, 因此利用大肠杆菌发酵生产 L-乳酸将成为今后

的趋势。同时, 本研究也为进一步研究通过基因工

程技术改良以乳清为原料发酵生产 L-乳酸高产米根

霉菌株奠定了基础。 
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