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研究报告 
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Lactococcus lactis NZ9000 胁迫抗性的影响 
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摘   要：【目的】寻找精氨酸代谢途径中与酸胁迫相关的关键作用因素。【方法】通过在

Lactococcus lactis NZ9000 中分别过量表达来源于 Lactobacillus casei Zhang 的精氨酰琥珀酸合

成酶(ASS)和精氨酰琥珀酸裂解酶(ASL)改变精氨酸代谢提高酸胁迫抗性。【结果】与对照菌株

对比，重组菌株在环境胁迫下表现了较高的生长性能、存活率和发酵性能。生理学分析发现，

酸胁迫环境下，重组菌株细胞有较高的胞内 NH4
+、ATP 含量和 H+-ATPase 活性，并显著提高

了精氨酸脱亚胺酶(ADI)途径中的氨基酸浓度。进一步的转录分析发现，天冬氨酸合成、精氨

酸代谢相关的基因转录水平上调。【结论】在 L. lactis NZ9000 中过量表达 ASS 或 ASL 可以引

发精氨酸代谢流量的上调，进而提高了细胞的多种胁迫抗性。精氨酸合成途径广泛存在于多种

微生物中，为微生物，尤其是工业微生物提高胁迫抗性提供了新思路。 
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Abstract: [Objective] The aim of the present study was to find key factors of arginine metabolism 
on the stress tolerance. [Methods] Arginine metabolism was switched by argininosuccinate synthase 
(ASS) or argininosuccinate lyase (ASL) overexpression in L. lactis NZ9000 to enhance the stress 
tolerance. [Results] The recombinant strains exhibited higher growth performance, viability and 
fermentation performance compared with the control strain under environmental stresses. Analysis of 
the physiological data showed that the recombinant cells exhibited higher intracellular pH, 
intracellular NH4

+ and ATP content, and H+-ATPase activity under acid stress, and the content of 
amino acid in arginine deiminase (ADI) pathway was significantly higher than the control strain. 
Further transcriptional analysis showed that the expression of the genes related to aspartate synthesis 
and arginine catabolism were up-regulated. [Conclusion] These results suggest that ASS or ASL 
overexpression in L. lactis NZ9000 can enhance arginine metabolism flux and up-regulated arginine 
metabolism flux improve the multiple-stress tolerance of cells. As arginine synthesis pathway widely 
exists in various kinds of microorganisms, results presented in this study provide new idea to 
enhance stress tolerance of tons of microorganisms especially industrial strains. 

Keywords: Lactococcus lactis, Environmental stress, Argininosuccinate synthase, Argininosuccinate 
lyase, Arginine metabolism 

乳酸菌(Lactic acid bacteria，LAB)是一类兼性
厌氧、能够代谢糖类产乳酸且不产芽孢的革兰氏阳

性菌[1]。由于 LAB 被普遍认为是安全的(GRAS)并
具有突出的益生作用，被广泛用于食品、药品、饮

料发酵、微生态菌剂生产、风味产生等[2-4]。在上述

应用中乳酸菌可能遭遇到各种各样的环境胁迫，比

如高温、冷冻、酸、渗透压、氧以及饥饿等[5]。为

了发挥其工业应用价值和益生作用，在加工处理环

节或人体胃肠道的胁迫中，必须保证其具有充足数

量和存活能力的菌体细胞[6]。目前，相关策略如保

护剂的添加[7-8]、预适应及交叉保护[9-11]、适应性进

化[12-13]、过量表达胁迫应激蛋白[14-16]、引入外源物

质合成途径[17-19]等被用于提高乳酸菌的胁迫抗性。 
多种胁迫之中，酸胁迫是影响存活能力最严重

的胁迫之一[20]。目前已证实的酸胁迫抗性机制研究

包括胞内 pH的动态平衡调节、细胞膜功能性调节、
上调胁迫响应蛋白等[21]。同时，氨基酸代谢调节在

胞内 pH 调节中发挥着至关重要的作用，如谷氨酸
脱羧酶系统、ADI途径[22-23]。ADI途径作为酸胁迫
响应在乳酸菌中被广泛报道[24-25]，此途径可以代谢

精氨酸并产生 NH3和 ATP，有利于中和 H+以及泵出

质子[5,26-27]。Senouci-Rezkallah等[23]发现精氨酸的添

加可以提高 Bacillus cereus ATCC14579在 pH 4.0酸
胁迫环境中的存活率。虽然 ADI途径及精氨酸对酸
性环境中细胞存活的保护机制已经被广泛了解，但

是精氨酸代谢途径中与酸胁迫相关的关键因素的确

认及其相关控制策略尚无报道。在前期研究中，本

团队首次发现了 Lactobacillus casei Zhang酸耐受突
变株中精氨酸的合成前体天冬氨酸的显著积累[12]。

后续研究发现，外源添加天冬氨酸可以提高 L. casei 
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Zhang酸胁迫条件下的存活率[28]。蛋白质组学数据

分析发现，酸胁迫条件下 L. casei Zhang中精氨酰
琥珀酸合成酶(ASS，EC: 6.3.4.5)和精氨酰琥珀酸
裂解酶(ASL，EC: 4.3.2.1)的表达上调，而且外源
添加天冬氨酸实验也发现酸环境中 argG 和 argH
基因的转录水平上调[28-29]。ASS由 argG基因编码，
可以催化瓜氨酸、天冬氨酸和 ATP 产生精氨酰琥
珀酸，是精氨酸合成和尿素循环的限速酶；ASL
由 argH基因编码，可以催化精氨酰琥珀酸产生精
氨酸，是尿素循环相关的重要酶，两个蛋白的合成

均受到 ArgR蛋白的调控[30-32]。有研究表明外源添

加精氨酸可以提高菌株酸胁迫抗性[23]，而精氨酸

代谢显著影响菌株酸胁迫条件下的存活能力[33-34]。

本研究拟通过在 L. lactis NZ9000中分别过量表达
ASS 和 ASL，确定精氨酸代谢途径中相关蛋白对
细胞胁迫抗性及发酵性能的影响。本研究将会为精

氨酸代谢中影响酸胁迫抗性的关键因素的发掘以

及其在提高工业生产菌株耐酸性能的应用提供研

究基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒及生长环境 
所用的菌 株为 Lactobacillus casei Zhang 

(CGMCC1697)和 Lactococcus lactis NZ9000 [LN，
CP002094荷兰NIZO Food Research (Kernhemseweg，
Netherlands)]。L. casei Zhang (内蒙古农业大学的张
和平教授惠赠)作为基因供体，37 °C 静置培养于
MRS培养基中。L. lactis NZ9000和 pNZ8148分别
作为异源表达 ASS、ASL 的宿主和载体。L. lactis 
NZ9000培养条件：GM17培养基(M17肉汤添加5 g/L
葡萄糖)，30 °C 静置培养。为了便于筛选，培养基
中可以添加10 mg/L的氯霉素或者5 mg/L的红霉素。 

1.2  主要试剂和仪器 
M17 肉汤培养基、MRS 培养基购自 Oxoid 公

司；GeneJET PCR纯化试剂盒、SpeⅠ、SphⅠ内切
酶购自 Thermo Scientific公司；DNA连接酶、Prime 
STAR DNA 聚合酶、PrimeScriptTM Reagent Kit、
SYBR® Premix ExTaqTM 购自大连宝生物工程有限

公司；Nisin、缬氨霉素、尼日利亚菌素、荧光探针
BCECF AM购自 Sigma公司；BCA蛋白测定试剂
盒、RNAprep Pure Cell/Bacteria Kit购自天根生化科
技有限公司；NuPAGE 10% Bis-Tris Gel购自 Life
公司；ATP Assay Kit购自碧云天生物技术研究所；
Ammonia Assay Kit 购自美国 ScienCell 公司；
H+-ATPase Assay Kit购自上海杰美基因科技有限
公司；其他化学试剂均为国产分析纯。SBA-40E
生物传感器购自山东省科学院生物研究所；

LightCycler®480 system购自罗氏公司；Agilent 1260
高效液相色谱仪购自安捷伦科技(中国)有限公司；
Multiskan FC 多功能酶标仪购自 Thermo Scientific
公司。 

1.3  表达载体构建及转化 
以 L. casei Zhang 基因组 DNA 为模板，以

argGF、argGR、argHF 和 argHR (表 1)为引物进行
PCR获得 argG和 argH基因。反应体系：2×Prime 
STAR HS (Premix) 25.0 μL，上下游引物(10 μmol/L)
各 2.0 μL，DNA模板 2.0 μL，灭菌超纯水 19.0 μL。
PCR反应条件：95 °C 5 min；95 °C 5 s，56 °C 5 s，
72 °C 90 s，共 35个循环。设计引物时包含 SpeⅠ和
SphⅠ酶切位点(引物中划线部分)，将 PCR 扩增产
物和质粒 pNZ8148 用 SpeⅠ和 SphⅠ双酶切，经
GeneJET PCR纯化试剂盒纯化后，使用 DNA连接
酶过夜连接。将连接产物和空质粒通过电转化转入

L. lactis NZ9000[35]，筛选氯霉素抗性菌株并验证，

获得重组菌 L. lactis NZ9000(pNZ8148-ASS)、L. 
lactis NZ9000(pNZ8148-ASL)和对照菌 L. lactis 
NZ9000(pNZ8148)。 

 

表 1  质粒构建用引物 
Table 1  Primers used for plasmid construction 

引物 
Primers

序列 
Sequence (5′→3′) 

argGF ACATGCATGCATATGACAGAAAAAATCGTACT
GGC 

argGR GGACTAGTTCAGTCATGTTGTTTTTCCTCGG 

argHF ACATGCATGCATATGACTGATAAGTTATGGG
GC 

argHR GGACTAGTCTAGTGAGAAGCAATCATTTCCTC
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1.4  ASS 和 ASL 的表达及 SDS-PAGE 分析 
将 3株菌分别以 2%接种量接种于含有 10 mg/L

氯霉素的 GM17培养基中。培养至 600 nm处吸光
度(OD600)达到 0.4–0.5，向培养基中加入 10 μg/L 
Nisin诱导培养 8 h。4 °C、10 000 r/min离心 5 min
收集细胞，用 50 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 7.4)
洗涤、重悬。使用超声破碎仪在冰上将细胞破碎，

4 °C、10 000 r/min离心 10 min除去细胞碎片收集
得到细胞提取液。测定细胞提取液蛋白浓度并使

用 NuPAGE 10% Bis-Tris Gel 进行 SDS-PAGE   
分析。 

1.5  多种胁迫条件下胁迫抗性分析 
为了考察菌株在不同环境胁迫条件下的生长

性能。将 Nisin诱导的种子培养液以 2%接种量接入
不同胁迫条件下的 GM17培养基(10 mg/L氯霉素，
10 μg/L Nisin)中，胁迫条件分别为：酸胁迫(pH 5.0，
乳酸调节)、盐胁迫(3% NaCl)和乙醇胁迫(5%乙醇)。
同时测定非胁迫条件(30 °C)下生长性能作为对照。
每隔一定时间取样，测量其 600 nm 处的吸光值，
平行实验重复 3次。 
为了比较菌株的胁迫存活能力，将菌株培养至

对数生长期中后期，4 °C、8 000 r/min离心 3 min
后用 0.85%的生理盐水洗涤菌体，并重悬于酸胁迫
(pH 4.0，乳酸调节)下的 GM17 培养基中。分别在
胁迫 0、2、4、5 h进行取样，通过平板菌落计数法
计算存活细胞及存活率。 

1.6  胁迫条件下发酵性能分析 
将 Nisin 诱导种子液接种至新鲜的 pH 5.5 的

GM17培养基(补充 10 mg/L氯霉素，10 μg/L Nisin)
中，间隔一定时间取样并测定发酵液的细胞干重、

葡萄糖残余浓度及乳酸浓度。葡萄糖残余浓度及乳

酸浓度由 SBA-40E生物传感器测定。 

1.7  胞内 pH (pHi)的测定 
将细胞在初始pH 7.0的GM17培养基中培养至

对数中期，洗涤细胞并用新鲜的 GM17 (pH 5.0)培
养基等体积重悬，30 °C培养 5 h。以Wu等[29]改进

的荧光探针法[36]进行 pHi的测定。 

1.8  胞内氨基酸浓度的确定 
将重组菌和对照菌培养至对数中期，收集细胞

并将其在 pH 5.0条件下胁迫 5 h。将胁迫和非胁迫条
件下培养液进行离心收集细胞，50 mmol/L磷酸盐缓
冲液(PBS，pH 7.0)洗涤并超声破碎。12 000 r/min离
心 5 min收集上清液，并加入等体积的 5%三氯乙酸，
混匀后室温静置 10 min。将混合物在 12 000 r/min转
速下离心 10 min，上清液利用 HPLC方法分析胞内
氨基酸浓度[37]。 

1.9  荧光定量 PCR 
定量 PCR所用引物根据 L. lactis NZ9000序列

设计，见表 2。为了提取细胞总 RNA，将 3 菌株
培养至对数中期，收集细胞并在 pH 5.0条件下胁
迫 5 h。收集胁迫前后的菌体，液氮速冻后并液氮研
磨，然后按照 RNAprep Pure Cell/Bacteria Kit的方 

 

表 2  RT-PCR 使用的引物 
Table 2  Primers used in RT-PCR 

引物 
Primers 

序列 
Sequence (5′→3′) 

arcAF CATTCAATCAAGTCAAGTTCTG 

arcAR ATTCTTCGTCCTGGTCAA 

arcBF AGTGAATCTGGAGCAACA 

arcBR TGGTGATGGTCGTAACAA 

asnHF ACCGTATTCTTCGTAACC 

asnHR TCGCCTGAGTATTATTGAC 

argRF GACTTCTGGCAACTCTAA 

argRR GTTCGTCATCTAAAGCATTT 

glnAF AAGCCTTAACCGCATTGT 

glnAR CTATGTGATGACTGAAGAAGAAC 

argJF TTGGCTAAGGACTGACAA 

argJR GTGGATGGAGATACTTCAAC 

aspBF TCAATCATTCATCCAATCCT 

aspBR TTACGACAGCCATTCTTG 

gltBF TCGTGACAGGAAGAGATG 

gltBR GATACAACCAATCGCAACT 

purAF TCAGCAAGATAAGCGATT 

purAR CTTCACCTCATTCCATCA 

thrAF GCAGACAATATCCACAACTT 

thrAR GACTCGGTAAGCCAGAAT 

16S rRNAF GCTAATACCGCATAATAACTT 

16S rRNAR TATGTATCATCGCCTTGG 
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法提取总 RNA，并立即按照 PrimeScriptTM Reagent 
Kit 的方法进行反转录得到 cDNA。以 cDNA 为模
板，以 16S rRNA基因作为内参基因进行定量 PCR。
反应体系：2×SYBR® Premix ExTaqTM 10.0 μL，上
下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL，DNA模板 2.0 μL，
灭菌超纯水6.4 μL。定量PCR反应条件：95 °C 5 min；
95 °C 5 s，55 °C 20 s，共 50个循环。 

1.10  胞内 ATP、氨浓度及酶活力分析 
将细胞诱导培养 8 h后，使用超声破碎仪在冰

上将细胞破碎，4 °C、10 000 r/min离心 10 min除

去细胞碎片收集得到细胞提取液，使用细胞提取液

进行 ASS和 ASL酶活力分析。ASS酶活力测定参

照 Cruz等[38]和 Brasse-Lagnel等[39]的方法。酶活单

位定义：每分钟催化 1 μmol瓜氨酸的酶量为一个酶

活单位。 

ASL酶活力的测定参照 Hwang等[40]和 Alberty

等[41]的方法。酶活单位定义：每小时产生 1 μmol

富马酸的酶量为一个酶活单位。 

胞内 ATP浓度利用萤火虫荧光素酶的原理按照

ATP Assay Kit的方法测定。而氨水平使用 Ammonia 

Assay Kit通过 NADPH氧化速率进行分析。 

H+-ATPase按照 H+-ATPase Assay Kit的方法进

行测定，酶活单位定义为每分钟每毫克蛋白氧化  

1 nmol NADH为 1 U。 

2  结果与讨论 

2.1  在 L. lactis 中异源表达 ASS 和 ASL 
前期研究表明 L. casei Zhang的酸胁迫抗性与

ASS 和 ASL 的表达有关[28-29]，本研究中为了检验

ASS 和 ASL 对胁迫耐受性的影响，在 L. lactis 

NZ9000中表达了来源于 L. casei Zhang的 ASS和

ASL。SDS-PAGE实验结果显示，重组菌株经 Nisin

诱导后，L. lactis NZ9000(pNZ8148-ASS)和 L. lactis 

NZ9000(pNZ8148-ASL)在约 45 kD和 52 kD处的条

带明显多于对照菌 L. lactis NZ9000(pNZ8148) (图 1)，

与 ASS 和 ASL 分子质量一致，说明重组菌株中成

功表达了 ASS和 ASL。 

 
 
图 1  L. lactis 表达 ASS 和 ASL 的 SDS-PAGE 分析 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of the expression of ASS and 
ASL in L. lactis 
注：M：蛋白标准Marker；ASS：NZ9000(pNZ8148-ASS)；ASL：
NZ9000(pNZ8148-ASL)；Vec：NZ9000(pNZ8148). 蛋白Marker
的分子量标注于左侧；箭头指示相应的蛋白. 
Note: M: Protein standard marker; ASS: NZ9000(pNZ8148-ASS); 
ASL: NZ9000(pNZ8148-ASL); Vec: NZ9000(pNZ8148). The 
positions of the molecular mass markers are shown on the left side 
of the panel. Arrows indicate the corresponding proteins. 
 
为进一步确定 ASS和 ASL在 L. lactis NZ9000

中的表达，测定了重组菌和对照菌株中 ASS和 ASL

的活性，结果如图 2所示，相对于对照菌，NZ9000 

(pNZ8148-ASS)中 ASS 酶活提高了 30.65%，而

NZ9000(pNZ8148-ASL)中 ASL酶活提高了 57.06%。

说明 ASS和 ASL在 L. lactis NZ9000成功表达。 

 
图 2  ASS 和 ASL 酶活 
Figure 2  Enzyme activities of ASS and ASL 
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2.2  重组菌株的胁迫抗性 
为了比较重组菌和对照菌的胁迫抗性，测定

了菌株在不同环境胁迫中的生长性能。在酸胁迫

(pH 5.0)、盐胁迫(3% NaCl)、乙醇胁迫(5%)条件下，
生长性能较非胁迫环境中明显下降(图 3)。与对照菌
相比，NZ9000(pNZ8148-ASS)在酸胁迫(pH 5.0)、
盐胁迫(3% NaCl)、乙醇胁迫(5%)条件下生长性能
分别提高了 5.29%、28.22%、25.79%；而 NZ9000 
(pNZ8148-ASL)则分别提高了 24.03%、19.91%、
21.16%。结果表明重组菌酸胁迫、盐胁迫、乙醇胁
迫条件下生长性能明显高于对照菌。 
基于生长性能的研究结果，考察了菌株在酸胁

迫(pH 4.0)条件下存活率的差异。如图 4所示，酸胁

迫 5 h后存活率明显下降，NZ9000(pNZ8148-ASS)
和 NZ9000(pNZ8148-ASL)的存活率分别为对照菌
的 3.54 倍和 7.50 倍。因此，重组菌酸胁迫下的存
活能力明显高于对照。 

2.3  乳酸发酵性能分析 
由于重组菌在酸胁迫下的生长性能和存活能

力明显提高，因此测定了酸胁迫(pH 5.5)条件下的发
酵性能。非胁迫条件下，三菌株的发酵性能没有明

显的差异；而在 pH 5.5环境中，菌株之间发酵性能
的差距较明显，重组菌的 DCW、葡萄糖消耗、乳
酸产量均高于对照菌；NZ9000(pNZ8148-ASS)和
NZ9000(pNZ8148-ASL)的乳酸产量分别比对照菌
高 31.58%和 44.74%。酸胁迫和非胁迫条件下的具体 

 

 
 

图 3  重组菌株在环境胁迫下生长性能 
Figure 3  Growth performance of recombinant strains during various environmental stresses 

注：A：pH 5.0；B：3% NaCl；C：5%乙醇；D：30 °C. 误差线表示 3次实验的标准差. 
Note: A: pH 5.0; B: 3% NaCl; C: 5% Ethanol; D: 30 °C. Error bars indicate standard deviations (n=3). 
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图 4  重组菌株在酸胁迫下的存活率 
Figure 4  Survival rate of recombinant strains during acid 
stress 

 
发酵数据如表 3 所示。可以看出，NZ9000 
(pNZ8148-ASS)的细胞干重(DCW)、最大乳酸产量和
乳酸生产强度分别为对照菌株的1.33、1.32和1.30倍；
NZ9000(pNZ8148-ASL)分别为对照菌株的 1.30、
1.45和 1.40倍，因此，重组菌的发酵性能有所提高。 

2.4  ASS 和 ASL 对氨基酸代谢的影响 
基因 argG和 argH编码的 ASS和 ASL催化天

冬氨酸转化为精氨酸，因此考察了 ASS 和 ASL 对

氨基酸代谢的影响。本研究中通过定量 PCR对氨基
酸代谢中相关基因的转录水平做了分析，表 4表明
了酸胁迫环境中过量表达 ASS 和 ASL 对氨基酸代
谢基因的转录水平有显著的影响。重组菌精氨酸代

谢基因 arcA、arcB 和 argR 的转录水平均被加强。
ArcA和 ArcB蛋白为 ADI途径中两个重要的酶，能
够分解精氨酸并产生氨和 ATP，从而抵抗酸胁迫[42]。

但是 ArgR 蛋白对精氨酸代谢有阻遏作用[43]。天冬

氨酸合成代谢基因 aspB 转录水平上调；天冬氨酸
分解代谢相关基因中，purA、asnH基因的转录下调，
基因 thrA转录水平上调；有利于重组菌株中天冬氨
酸的合成，而天冬氨酸为精氨酸合成的前体，有利

于精氨酸合成。谷氨酸代谢相关基因 glnA、gltB和
argJ被诱导。 
为了验证定量 PCR的实验结果，测定了酸胁迫

下重组菌的氨基酸浓度。如表 5所示，ASS和 ASL
的表达引起了胞内氨基酸的显著改变。酸胁迫 5 h
后，重组菌中谷氨酸族氨基酸精氨酸、瓜氨酸、鸟

氨酸水平高于对照菌，而谷氨酸的水平却低于对

照；可能与 glnA、gltB 和 argJ 被诱导以及 ASS、
ASL的表达有关。天冬氨酸族和丙酮酸族氨基酸中
除甲硫氨酸外，大多数氨基酸均低于重组菌。甘油 

 
表 3  乳酸发酵性能参数表 

Table 3  Parameters for lactic acid fermentation 

参数 
Parameters 

pH 7.0 pH 5.5 

NZ9000(pNZ
8148-ASS) 

NZ9000(pNZ
8148-ASL) Control NZ9000(pNZ 

8148-ASS) 
NZ9000(pNZ 
8148-ASL) Control 

发酵时间 Fermentation time (h) 9 9 9 20 20 20 

细胞干重 DCW (g/L) 0.88±0.02 0.89±0.01 0.86±0.01 0.36±0.01 0.35±0.01 0.27±0.01

葡萄糖消耗 
Glucose consumption (g/L) 

4.56±0.06 4.45±0.06 4.55±0.06 3.00±0.28 3.20±0.28 2.30±0.71

乳酸产量 Lactic acid production (g/L) 4.43±0.10 4.33±0.10 4.53±0.15 2.50±0.28 2.75±0.07 1.90±0.14

菌体对葡萄糖得率 
Biomass yield (g/g glucose ) 

0.20±0.01 0.20±0.01 0.19±0.01 0.12±0.01 0.11±0.01 0.12±0.03

乳酸对葡萄糖得率 
Lactic acid yield (g/g glucose) 

0.97±0.01 0.97±0.01 0.99±0.02 0.83±0.02 0.86±0.05 0.86±0.20

乳酸生产强度 
Lactic acid productivity (g/(L·h)) 

0.49±0.01 0.48±0.01 0.50±0.02 0.13±0.01 0.14±0.01 0.10±0.03
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表 4  ASS 或 ASL 的表达对酸胁迫下氨基酸代谢基因转录的影响(改变倍数，log2
R) 

Table 4  Effect of ASS or ASL overexpression on transcription of amino acid metabolic genes during acid stress 
(Fold of change, log2

R) 
基因 

Genes 
NZ9000 

(pNZ8148-ASS) 
NZ9000 

(pNZ8148-ASL) 
基因 
Genes 

NZ9000 
(pNZ8148-ASS) 

NZ9000 
(pNZ8148-ASL) 

glnA 1.43 1.99 asnH −7.90 −3.80 

gltB 1.21 1.64 aspB 1.39 1.66 

argJ 0.95 −0.08 arcA 3.17 3.15 

thrA 0.61 1.38 arcB 1.70 2.40 

purA −9.24 −10.07 argR 0.67 1.54 
注：R：酸胁迫前后 L. lactis中基因转录水平的比值. 
Note: R: Ratio of transcription level of genes in L. lactis before or after acid treatment. 
 

表 5  ASS 或 ASL 的表达对酸胁迫下氨基酸水平的影响(改变倍数，log2
R) 

Table 5  Effect of ASS or ASL overexpression on amino acid level under acid stress (Fold of change, log2
R) 

氨基酸 
Amino acid 

NZ9000 
(pNZ8148-ASS) 

NZ9000 
(pNZ8148-ASL)

氨基酸 
Amino acid 

NZ9000 
(pNZ8148-ASS) 

NZ9000 
(pNZ8148-ASL)

谷氨酸 Glutamate 0.75±0.04 0.87±0.02 丙氨酸 Alanine 0.82±0.05 0.86±0.06 

精氨酸 Arginine 1.54±0.12 1.32±0.02 异亮氨酸 Isoleucine 0.84±0.13 0.83±0.03 

瓜氨酸 Citrulline 8.60±0.48 2.57±0.42 亮氨酸 Leucine 0.74±0.20 0.92±0.09 

鸟氨酸 Ornithine 1.96±0.48 1.41±0.28 缬氨酸 Valine 0.77±0.01 0.75±0.07 

脯氨酸 Proline 1.05±0.28 1.97±0.21 甲硫氨酸 Methionine 1.39±0.35 3.68±0.12 

天冬氨酸 Aspartate 0.73±0.09 0.89±0.02 半胱氨酸 Cysteine 1.23±0.23 1.16±0.02 

苏氨酸 Threonine 0.80±0.09 0.82±0.02 甘氨酸 Glycine 0.74±0.03 0.83±0.12 

 
磷酸族和芳香族氨基酸中，丙氨酸和苯丙氨酸低于

对照菌，但是半胱氨酸和酪氨酸高于对照菌。结果

表明，ADI途径中氨基酸浓度明显提高，而以天冬
氨酸、丙酮酸为前体的天冬氨酸族和丙酮酸族大部

分氨基酸水平均下降。 
氨基酸代谢机制如图 5所示。过量表达 ASS和

ASL引起了 aspB、arcA和 arcB基因转录上调，进而
导致了天冬氨酸合成、天冬氨酸转化为精氨酸以及

ADI 途径的代谢流量增加。重组菌中 purA 和 asnH
基因转录下调，使天冬氨酸到天冬酰胺和腺苷酸琥珀

酸代谢流量降低。在天冬氨酸添加提高胁迫抗性实验

中有同样的结果[28]。代谢流量的改变使细胞内天冬

氨酸、精氨酸浓度增加，ADI途径代谢流量增加产生
更多的ATP和NH3。而NH3可以中和细胞内的质子，

产生的ATP为H+-ATPase提供能量从而排出H+[44-45]。

因此，ASS和 ASL影响了氨基酸代谢，有利于胞内

pH平衡的调节，防止细胞受到酸胁迫的伤害。 

2.5  酸胁迫条件下胞内 ATP 和 NH4
+的分析 

图 6 考察了重组菌在酸环境下胞内 ATP 和
NH4

+水平的变化。酸胁迫条件下，胞内 ATP含量随
着胁迫时间延长不断下降；非胁迫环境中，三菌株

细胞中 ATP含量差别不大，在酸胁迫环境中重组菌
ATP水平高于对照菌，且差距随时间不断扩大。对
于 NH4

+水平，pH 5.0胁迫 5 h后，重组菌 NH4
+水

平较高，而且 NH4
+水平的减少量小于对照。 

ADI 途径是乳酸菌胞内 pH 自我调控的一种重
要机制。ADI途径中酶催化精氨酸转化为鸟氨酸并
产生 ATP 和 NH3，NH3的中和作用以及 ATP 为质
子泵提供能量排出质子都有助于细胞内 pH 的维
持。因此，精氨酸代谢流量的上调使重组菌维持了

较高的 ATP 和 NH4
+水平，对于菌株维持 pHi的稳

定有促进作用。 
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图 5  L. lactis 中氨基酸代谢机制图 
Figure 5  Schematic representation of the amino acid pathway in L. lactis 

 

2.6  酸胁迫环境中胞内pH和H+-ATPase的分析 
由于重组菌 ATP 和 NH4

+水平均高于对照菌，

有利于维持 pHi的稳定，而ATP能够促进H+-ATPase
排出质子，因此对胞内 pH 和 H+-ATPase 活性进行
了测定。图 7 展示了酸胁迫(pH 5.0)中胞内 pH 和 

 
 

图 6  重组菌株胞内 ATP 和 NH4+浓度 
Figure 6  Intracellular ATP pool and NH4+ concentration 
in recombinant strains 
注：A：胞内 ATP浓度；B：胞内 NH4

+浓度. 
Note: A: Intracellular ATP concentration; B: Intracellular NH4

+ 
concentration. 

H+-ATPase活性。pH 5.0环境中 H+-ATPase活性明
显提高；酸胁迫 5 h后，重组菌 H+-ATPase活性高
于对照，若以对照菌酶活性的提高值为 1.00，则
NZ9000(pNZ8148-ASS)、NZ9000(pNZ8148-ASL) 
的酶活性的提高值分别为 1.76 和 1.42。对于胞内 

 

 
 

图 7  重组菌株中胞内 pH 和 H+-ATPase 活性 
Figure 7  Intracellular pH and H+-ATPase activity in 
recombinant strains 
注：A：胞内 pH；B：H+-ATPase活性. 
Note: A: Intracellular pH; B: Activity of H+-ATPase. 
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pH，酸胁迫后重组菌的胞内 pH高于对照，NZ9000 
(pNZ8148-ASS)、NZ9000(pNZ8148-ASL)胞内 pH
分别下降 1.06和 1.11，而对照下降了 1.44。说明精
氨酸代谢的上调使重组菌维持了较高的 H+-ATPase
活性和胞内 pH。 
据研究报道，LAB对酸胁迫的敏感性主要取决

于 pHi，pHi的降低影响菌体生长、代谢以及关键酶

的活性等[46-47]。酸胁迫条件下，重组菌胞内 ATP、
氨浓度、H+-ATPase 活性均高于对照菌，这些因素
都有利于胞内 pH 的维持，而且重组菌胞内 pH 高
于对照，因此，对酸胁迫中 L. lactis起到保护作用。 

3  结论 

本研究利用基因工程手段，将 ASS 和 ASL 在
L. lactis NZ9000重组表达，且重组菌株中 ASS和
ASL 的比酶活均有提高。重组菌 L. lactis NZ9000 
(pNZ8148-ASS)和 L. lactis NZ9000(pNZ8148-ASL)
在酸胁迫条件下的生长性能、耐受性以及发酵性能

均优于对照菌。氨基酸代谢分析发现，重组菌中天

冬氨酸转化为精氨酸途径以及 ADI 途径中的基因
argG、argH、arcA和 arcB转录水平上调，同时 ADI
途径中精氨酸、瓜氨酸、鸟氨酸浓度均高于对照菌

株，表明过量表达 ASS 和 ASL 引起了精氨酸代谢
流量的增加。精氨酸代谢流量的增加可以产生更多

的 ATP和 NH3，有利于胞内 pH的维持。精氨酸合
成途径广泛存在于多种微生物中，本研究结果将为

通过调整精氨酸代谢通路提高工业微生物的胁迫

抗性提供新的思路。 
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