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摘要#为提高发酵乳杆菌耐胆盐能力#将植物乳杆菌

<B##&

来源的
5

种
2/0

基因!

2/0Y

(

2/0Z

(

2/0[

和

2/0\

"转化至发酵乳杆菌
<B5$4

中进行表达&结果表

明#植物乳杆菌来源的
5

种
2/0

同功酶异源表达可提高

发酵乳杆菌的耐胆盐能力&在
!)"3

0

*

3M

甘氨脱氧胆酸

钠浓度下#表达
2/0Z

的工程菌致死率最低#其他菌株生

长被完全抑制'

JK>

酶活测定表明#

2/0Z

表达菌株酶活

最高#达
%4)45a

*

3M

#比对照空质粒菌株提高了
!)''

倍&

关键词#发酵乳杆菌'胆盐水解酶'异源表达'酶活
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高胆固醇被认为是引起冠心病$高血压及脑中风的

重要因素0

#

1

"胆盐水解酶%

QHE,F.E-P

S

6I2E.F,

!

JK>

&是一

种重要的降解胆固醇酶!能够结合胆盐释放游离氨基酸

和非结合态胆酸!由于游离胆酸的重吸收利用率低!从而

达到降低体内胆固醇的效果0

!]&

1

"目前!从双歧杆菌$乳

杆菌和球菌等乳酸菌属中发现的
2/0

基因具有降胆固

醇和耐受胆盐功能0

5

1

"

K3,-

等0

%]D

1研究表明发酵乳杆菌

%

%&65+.&61887<

@

94C9'57C

&能降低血清胆固醇的重要原

因是能够产生
JK>

"基于基因组学研究0

4]'

1发现不同乳

酸菌中含有
#

#

5

个编码胆盐水解酶的
2/0

基因!分散

在基因组不同位置上!其氨基酸相似度较低!仅为
!#[

#

&$[

"

M.3Q,I-

等0

$

1通过分别敲除植物乳杆菌
Y=8K#

中的
5

个
2/0

同源基因!发现仅
2/0Y

基因和植物乳杆

菌的
JK>

活性密切相关!而其他
&

种
2/0

在植物乳杆

&%
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第
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月
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菌不同菌株之间十分保守#

V1+'

,

等0

#"

1从耐胆盐能力强

的植物乳杆菌
<B##&

中克隆
5

个
2/0

基因!在干酪乳

杆菌中异源表达!证明
5

种
JK>

均有水解结合甘氨酸胆

盐的能力"

发酵乳杆菌作为一种异型发酵乳酸菌!在食品工业

中广泛应用"作为益生菌!发酵乳杆菌能减少由致病菌

引起的胃肠道疾病发病率$调节免疫系统和降低患膀胱

癌的风险0

##]#!

1

"由于胃肠道在运输过程中面临胆汁酸

压力!因此迫切需要提升发酵乳杆菌的耐受性"尽管发

酵乳杆菌中含有一个
2/0

基因!但发酵乳杆菌对胆盐的

胁迫仍比较敏感"课题组前期0

#&

1分离出一株具有优良生

物学特性的发酵乳杆菌
<B5$4

!能有效改善小鼠肠炎"

为提高该菌株耐胆汁和降胆固醇的益生功能!试验拟以

<B5$4

为宿主!表达来自植物乳杆菌
<B##&

的
5

种

2/0

基因!从胆盐胁迫下菌株的生长状况$致死率和

JK>

酶活角度分析
2/0

基因异源表达的作用!为开发

耐胆盐和降解胆固醇的乳酸菌基因工程菌提供依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料

#)#)#

!

菌株和质粒

所用菌株与质粒如表
#

所示"

表
#

!

菌株与质粒

X.QE,#

!

J.1-,IH.EF-I.H/F./6

N

E.F3H6F

类别 菌株特性或质粒特征 来源,参考

菌株
X2

N

#"

大肠杆菌%

I<6>9416>1&6+81

& 实验室保存

<B5$4

发酵乳杆菌%

%&65+.&61887<

@

94C9'57C

& 实验室筛选

质粒

N

;_&D,

乳酸菌表达质粒!红霉素抗性%

A3

B

& 实验室保存

N

;_OJK>#

N

;_&D,

插入
2/0Y

基因!

A3

B 实验室构建

N

;_OJK>!

N

;_&D,

插入
2/0Z

基因!

A3

B 实验室构建

N

;_OJK>&

N

;_&D,

插入
2/0[

基因!

A3

B 实验室构建

N

;_OJK>5

N

;_&D,

插入
2/0\

基因!

A3

B 实验室构建

N

;_OJK>#O&

N

;_OJK>#

插入
2/0[

基因!

A3

B 实验室构建

#)#)!

!

试剂

质粒提取试剂盒'美国
<*

S0

,/

公司#

;BK

培养基%牛肉膏
%
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M
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0

,

M

$吐温
'"# 3M

,

M

$固体培养基另加琼脂粉

#%

0

,

M

&'分析纯!国药集团化学试剂有限公司#

;BK;=

复苏培养基%

")'32E

,

M

山梨醇$

!"332E

,

M

;

0

=E

!

$

!332E

,

M=.=E

!

$

;BK

培养基&'分析纯!国药集

团化学试剂有限公司"

#)#)&

!

仪器与设备

分光光度计'

7

9

O'""

型!德国
J,1W3./

公司#

电转化杯'

!)"33

型!美国
JXb

公司#

超微量核算蛋白测定仪'

@./26I2

N

!"""

型!赛默飞

世尔科技公司#

厌氧培养箱'

7_!%"

型!英国
B+FWH//

公司#

电泳仪'

L2(,I

N

.1Q.FH1

型!美国
JH2OB.6

公司#

电泳槽'

#4"O55'D

型!美国
JH2OB.6

公司#

凝胶成像仪'

_,E721bB

型!美国
JH2OB.6

公司#

L=B

仪'

K#"""

型!美国
JH2OB.6

公司#

冷冻离心机'

&̂ &"

型!德国
KH

0

3.

公司"

#)!

!

方法

#)!)#

!

发酵乳杆菌
<B5$4

感受态制备和重组质粒转化

将
]'"i

冰箱保存的
<B5$4

菌株进行活化培养!然

后接种至含
!"

0

,

M

甘氨酸的
;BK

培养基中培养至

O*

D""33

为
")&

#

")5

"收集菌体用
#"[

甘油%体积分数&

洗涤两次并重悬分装!

]'"i

保藏!电转化备用"从大肠

杆菌中提取
N

;_&D,

%空质粒!对照&和含有不同
2/0

基

因的 重 组 质 粒
N

;_OJK>#

$

N

;_OJK>!

$

N

;_OJK>&

$

N

;_OJK>5

和
N

;_OJK>#O&

!将这些质粒分别与感受态

细胞混匀!电击后加入
;BK;=

复苏培养基!

&4 i

下培

养
5P

!收集菌体涂布于红霉素抗性平板!

&4i

厌氧培养

5'P

"挑取转化子进行菌落
L=B

鉴定!采用
A3O8

%

%

5

O

=_<<<<<=<<_XX<<___<X_=<O&

5&,

A3OB

%

%

5

O

X=<_=<=<_XX=<XX<X=<<==<<<O&

5&引物!扩增

条件为
$% i

预变性
&3H/

!

$' i

变性
#"F

!

%% i

退火

&"F

!

4!i

延伸
5%F

!

&"

个循环#

4!i#"3H/

"

L=B

产物

通过琼脂糖凝胶电泳鉴定"

#)!)!

!

平板
=.

!̀ 沉淀法检测
!

配制含有
")&4

0

,

M=.=E

!

的
;BK

固体培养基平板!加入终浓度
%332E

,

M

胆盐和

#""

/

0

,

3M

红霉素"取
O*

D""33

6

#)"

的重组菌株菌液

#"

/

M

点涂于上述固体培养基平板上!每株菌
&

个平行"

&4i

厌氧培养
5'P

!观察培养基底部或菌落周围是否有

白色沉淀圈产生"

#)!)&

!

重组菌株在胆盐胁迫下的生长
!

将重组菌株培养

至
O*

D""33

6

#)"

!

&[

接种量接种至含有
#""

/

0

,

3M

红霉

'%

"

Z2E)&D

!

@2)#

印伯星等#

5

种胆盐水解酶在发酵乳杆菌
<B5$4

中的异源表达



素和
")"

!
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!

#)"

!

#)%

!

!)"3

0

,

3M

甘氨脱氧胆酸钠盐的

;BK

培养基中!检测
!"P

内菌株生长状况0

#5

1

"

#)!)5

!

重组菌株耐胆盐能力的测定
!

将重组菌株接种至

含有
#""

/

0

,

3M

红霉素和
")"

!

")%

!

#)"

!

#)%

!

!)"3

0

,

3M

甘氨脱氧胆酸钠盐的
;BK

培养基中!培养
#!P

进行活菌

计数"按式%

#

&计算致死率"

6e

C

!

]C

#

C

!

k#""[

! %

#

&

式中'

6

...致死率!

[

#

C

#

...相应胆盐浓度下活菌数#

C

!

...普通
;BK

培养下活菌数"

#)!)%

!

JK>

酶活的测定
!

通过水解结合胆盐释放的氨基

酸量来衡量!即酶活力与氨基酸生成量呈正比"采用茚

三酮显色法 测 定 氨 基 酸 含 量0

#%]#D

1

"样 品 超 声 破 碎

%

!""Y

破碎
!"3H/

!工作
%F

!间隔
#"F

&后加入溶菌酶!

使细胞壁裂解完全!参照文献0

#4

1的方法测定上清液

JK>

活力"

JK>

酶活定义为每毫升菌体裂解上清液水

解胆盐生成
#332E

氨基酸为一个活力单位"

#)&

!

数据分析

采用
9IH

0

H/')"

和
_I.

N

PL.6%)"

软件进行统计分析

和作图"

!

!

结果与讨论
!)#

!

发酵乳杆菌
JK>

基因工程菌的鉴定

转化子菌落
L=B

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析

%图
#

&表明!含有重组质粒的菌株都有
4&5Q

N

的特异性

条带!且与预期大小一致!而不含重组质粒的
<B5$4

没

有条带!说明重组质粒均已成功转化至
<B5$4

中"

;)! """ ;.IW,I

!

#)

阴 性 对 照
!

!)<B5$4

,

N

;_&D,

!

&)<B5$4

,

N

;_OJK>#

!

5)<B5$4

,

N

;_OJK>!

!

%)<B5$4

,

N

;_OJK>&

!

D)<B5$4

,

N

;_OJK>5

!

4)<B5$4

,

N

;_OJK>#O&

图
#

!

转化子菌落
L=B

电泳

8H

0

+I,#

!

AE,1-I2

N

P2I,-2

0

I.32R12E2/

S

L=B

!)!

!

平板
=.

!̀ 沉淀法检测发酵乳杆菌
2/0

基因工程菌

由图
!

可知!除表达
2/0Z

的重组菌外!其他工程菌

均无法在添加
%332E

,

M

甘氨脱氧胆酸钠盐的
;BK

培养

基上生长#表达
2/0Z

的重组菌周围产生不透明白色沉

图
!

!

=.

!̀ 沉淀法检测重组菌的耐胆盐能力

8H

0

+I,!
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1.E1H+3H2/
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I,1H
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H-.-H2/3,-P26

淀圈!说明该重组菌株具有降解甘氨脱氧胆酸钠盐的能

力0

#"

1

"空载体菌株与重组菌株都可以在含有
%332E

,

M

牛磺鹅脱氧胆酸钠盐的
;BK

固体培养基上生长!说明

<B5$4

具有良好的牛磺鹅脱氧胆酸钠盐耐受能力"在含

有
%332E

,

M

牛磺鹅脱氧胆酸钠盐和甘氨脱氧胆酸钠盐

的
;BK

固体培养基上!除空载体与
2/0\

表达菌株生长

受到完全抑制外!其他菌株在该平板上均有生长!但表达

2/0Z

或同时表达
2/0Y

和
2/0[

菌株其耐受性明显优

于表达
2/0Y

或
2/0[

菌株"此外!含牛磺鹅脱氧胆酸

钠盐的平板无明显白色沉淀圈形成!说明其
JK>

酶活偏

低或不具有水解牛磺鹅脱氧胆酸钠盐的能力"

!)&

!

发酵乳杆菌
2/0

基因工程菌在胆盐胁迫下的生长

由图
&

可 知!在 没 有 胆 盐 压 力 下!与 对 照 菌 株

<B54$

,

N

;_&D,

相比!表达
2/0

基因重组菌株可显著

提高发酵乳杆菌
<B5$4

的胆盐耐受性!

2/0Z

和
2/0\

基因的表达对菌株生长具有一定的抑制作用!

2/0Y

和

2/0[

基因的表达对菌株生长有促进作用"重组菌株在

")%3

0

,

3M

胆盐的
;BK

培养基中培养时!与不加胆盐相

比!重组菌株生长受到一定程度的抑制"重组菌株的生

长随甘氨脱氧胆酸钠盐浓度的提高受到明显抑制!但

2/0Z

基因的表达对菌株表现出优良的耐胆盐特性#当

胆盐浓度提高到
#)%3

0

,

3M

时!在液体
;BK

培养基中!

除表达
2/0Z

重组菌株外!其他重组菌株均无法生长"

综上!异源表达植物乳杆菌来源的
2/0

能够提高发酵乳

杆菌的耐胆盐能力"
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图
&

!

重组菌株在不同甘氨脱氧胆酸钠盐浓度下的生长曲线
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!

发酵乳杆菌
2/0

基因工程菌的耐胆盐能力

由图
5

可知!随着甘氨脱氧胆酸钠盐浓度的增加!表

达
2/0Z

重组菌活菌总数并未减少!表明
2/0Z

基因的

表达 可 提 高
<B54$

的 耐 受 胆 盐 能 力#表 达
2/0Y

$

2/0[

$

2/0\

及同时表达
2/0Y

和
2/0[

基因的重组

菌株致死率逐渐升高!

2/0

基因对发酵乳杆菌提高胆盐

耐受效果依次为
2/0Z

#

2/0Y

和
2/0[

#

2/0Y

#

2/0[

#

2/0\

!其中过表达
2/0\

基因与对照相比!效

果不显著%

L

#

")"%

&"

!)%

!

发酵乳杆菌
2/0

基因工程菌
JK>

酶活

由图
%

可知!表达
2/0Z

基因重组菌株酶活最高!达

图
5

!

重组菌株的胆盐致死率
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S

2RI,123QH/./-F-I.H/FQ

S

QHE,F.E-

%4)45a

,

3M

!为对照菌株酶活的
!)''

倍!推测
2/0Z

基

因可能在水解结合型甘氨类胆盐为非结合型胆盐过程中

效果更 强!与 前 述 试 验 结 果 相 符#而 表 达
2/0Y

和

2/0[

$

2/0Y

$

2/0[

及
2/0\

基因重组菌株的酶活依

次降低"

B,/

等0

#']#$

1在大肠杆菌中表达植物乳杆菌
KXO

???

的
5

种
2/0

基因!其酶活数据与试验结果类似"

M.3Q,I-

等0

$

1在乳酸乳球菌中表达植物乳杆菌
Y=K8#

的
5

种
2/0

基因!其中
2/0Y

基因的活性最高!与试验

结果不同!可能与宿主或酶活测定方法%如反应条件和胆

小写字母不同表示差异显著%

L

%

")"%

&

图
%

!

不同重组菌株的
JK>

酶活
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5

种胆盐水解酶在发酵乳杆菌
<B5$4

中的异源表达



盐底物&不同有关0

!"

1

"

&

!

结论
将具有强耐胆盐能力的植物乳杆菌

<B##&

中
5

种

JK>

同功酶基因通过基因工程技术!在发酵乳杆菌

<B5$4

中异源表达"通过测定不同
2/0

基因表达菌株

的生长$胆盐耐受性和酶活!发现重组菌株均能在

")%3

0

,

3M

甘氨脱氧胆酸钠盐的胁迫下生长!仅
<B5$4

,

N

;_OJK>!

能够将结合态甘氨脱氧胆酸钠盐为转化为游

离态#

JK>!

重组菌株的
JK>

酶活最高!达
%4)45a

,

3M

!

表明
JK>!

可能具有较其他
&

种
JK>

更高的水解甘氨脱

氧胆酸钠盐的能力"后续可进一步研究
5

种
JK>

同功

酶的动力学和蛋白结构特征!解析
JK>!

对甘氨脱氧胆

酸钠盐的水解机制"
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