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!"乳酸脱氢酶基因克隆及其表达
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摘 要：构建了一株产 H，I6乳酸的乳杆菌（!"#$%&"#’(()* ,J( ）KH6D 的基因文库。利用乳酸脱氢酶和丙酮酸裂解酶缺

陷的 +*#,-.’#,’" #%(’ 2KLD!! 作为宿主，在厌氧条件下通过互补筛选获得乳酸脱氢酶基因（ (/,），非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳（.3-=M06N)O;）检测证明其阳性克隆表现出 H6乳酸脱氢酶（H6IHP）活性。核酸序列分析表明，(/,H 的 QR2
编码 77D 个氨基酸残基组成的蛋白质有两个保守区域，其中 %D!: S HD:5区是 .)HP 的结合位点，R:: S ;D#:区据报道是

酶的活性部位。该菌株 H6IHP 和 H 羟基异己酸脱氢酶（H6P=CHP）属于 .)HP 依赖性脱氢酶家族，(/,H 和其他乳杆

菌属的 (/,H 及 H6P=CHP 基因和编码的氨基酸序列相似性较低，核酸序列相似性最高达 !9T77U，氨基酸序列相同

性最高为 !"U，是一个新的 H6乳酸脱氢酶基因。
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乳酸在食品、医药、化工、环保等领域有广泛的

用途。I6乳酸的生产及其聚合物作为可降解塑料和

医用材料的研究日益深入。H6乳酸的聚合物可以用

于药物的缓释技术和可降解环保农药的前体物。因

此，高光学纯度的 H6乳酸或 I6乳酸均具有广阔的应

用前景［D］。

乳酸脱氢酶（IHP）是以 .)HP 为辅酶，将丙酮

酸经过生化反应生成乳酸，因此 IHP 是乳酸菌合成

乳酸的关键酶。产 H，I6乳酸的乳杆菌中存在 I 和

H 两种依赖 .)HP 的 IHP，分别催化丙酮酸生成 I6
乳酸和 H6乳酸。作者筛选到一株产 H，I6乳酸的乳

杆菌（ !"#$%&"#’(()* ,J(）KH6D，能在 !$W含 "##+1I 葡

萄糖的发酵液中快速生长并生产乳酸，:"X 产量可

达 D!#+1I 以上。如果使乳杆菌的 H6乳酸脱氢酶基

因（ (/,H）缺失，则只生产高光学纯度的 I6乳酸（理

论上光学纯度可达到 D##U），同时可以大幅提高

I6乳酸产量。反 之，如 果 使 I6乳 酸 脱 氢 酶 基 因

（ (/,I）缺失，则生产高光学纯度的 H6乳酸。

本文报道了 !"#$%&"#’(()* ,J( KH6D 菌株的 (/,H
序列，同时对 (/,H 及编码的蛋白质的一级结构进行

了初步分析，并对 (/,H 的功能进行了鉴定。

# 材料和方法

#$# 菌株和质粒

本文所用的菌株和质粒见表 D。质粒 JLHY9、菌

株 + ( #%(’ 2KLD!! 由 L03@ H0’C&*> 教授惠赠。

表 # 菌株和质粒
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#$% 培养基和培养条件

#$%$# 培养基：KR\ 培养基参见文献［8］，I[ 培养

基和 K9 培养基参见文献［:］。 !"#$%&"#’(()* ,J( KH6
D：接种于 KR\ 培养基中，!$W培养 D5X；+ ( #%(’：/OD
用 I[ 培养基培养；2KLD!! 用 I[ 培养和 K9 培养基

（补加葡萄糖 #T!U 和酪蛋白水解物 #T"U）培养。

红霉素（;<）、氯霉素（Y<）工 作 浓 度 分 别 为 "8#、



!"!#$%&。’()* 终浓度为 "+,%%-.$&。

!"# $%& 提取和纯化

基因组 /01 提取及纯化参见文献［2］；质粒提

取方法参见文献［3］。

!"’ 基因文库的构建

将 !"#$%&"#’(()* 456 7/8, 的 基 因 组 /01 用

+",9"不完全消化，得到约 : ; 2<= 的部分消化片

段；用 +",9"酶 切 5>/?@，?’1( 去 磷 酸 化，回 收

5>/?@；连接 !"#$%&"#’(()* 456 7/8, 的基因组 /01 消

化片段和去磷酸化 5>/?@；将重组质粒电转 化 到

- 6 #%(’ A7>,BB 中，得到 !"#$%&"#’(()* 456 7/8, 的基

因组 /01 的随机基因文库。

!"( 互补筛选

大肠杆菌 A7>,BB 是乳酸脱氢酶基因和丙酮酸

裂解酶基因缺陷的突变株，在厌氧条件下不能生长；

如果将带有乳酸脱氢酶基因（ (./）的重组质粒转入

大肠杆菌 A7>,BB 中表达乳酸脱氢酶（&/9），大肠杆

菌 A7>,BB 将在厌氧条件下恢复生长。利用菌株

A7>,BB 的这种特性，将电转化的 - 6 #%(’ A7>,BB 涂

布在含有红霉素（C%）的 7@ 培养基平板上，厌氧条

件下 D3E培养 ,BBF 以筛选阳性克隆。提取阳性克

隆的 重 组 质 粒，进 行 酶 切 分 析，并 转 化 到 - 6 #%(’
A7>,BB 中进行复筛；同时进行阳性克隆的乳酸脱氢

酶酶活性及类型分析。

!") 乳酸脱氢酶粗蛋白的制备和酶活分析

蛋白质粗提物的制备：将阳性克隆接种到 7@
液体培养基中，D3E静置培养 BGF。然后离心收集

菌体，用 "+!%-.$& 的磷酸缓冲液悬浮菌体，超声波

破碎细胞。,B"""H$%IJ 离心 D"%IJ，其上清液，即蛋

白粗提物，其蛋白含量用福林酚法测定［G］。乳酸脱

氢酶活性分析参见文献［2］。酶活单位的定义（K）：

在 :!E、593+" 条件下，,%IJ 氧化 ,!%-. 01/9 的酶

量为 , 单位。

乳酸脱氢酶类型分析：反应体系见表 :。反应

条件为：D3E水浴 D"%IJ。

表 * 分析乳酸脱氢酶类型的反应体系

)L=.M : )FM HMLNOI-J 4P4OM% LJL.PQIJ# OFM OP5M -R .LNOLOM SMFPSH-#MJL4M

TP4OM% )FM MUOHLNOI-J
-R 4OHLIJ

T-SIV%
5PHVWLOM 01/9 (F-45FLOM =VRRMH

?-JNMJOHLOI-J X !#$& B:#$& "+!%-.$&

Y-.V%M$!& ,"" ,"" ,"" 3""

用 9(&? 测定反应液中乳酸浓度；用 TZ18B"?
葡萄糖8乳酸生物传感器分析反应体系中反应产物

&8乳酸的含量。

!"+ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（%,-./012&34）

操作方法参见文献［2］。

!"5 序列测定和分析

/01 序列测定由 )L[L\L 公司完成。/01 序列

分析采用 1HOM%I4 W!，蛋 白 质 序 列 分 析 采 用 /018
%LJB+" 和 ?.V4OL.],+G 以及 0?Z’ 相关数据库和软

件。

!"6 基因扩增

将阳性克隆的插入片段进行测序，分析测序结

果，设计以下特异引物：上游引物为 !^8111*?)1*?
*)*111))11))*)))1)11)*))?*8D（̂含 0/1"酶

切位点）；下游引物为 !^811111*?))))1*)?11?8
)1*1)?**?)*8D（̂含 2’3S#酶切位点），扩增乳酸

脱氢酶的 _\A。扩增条件：@BE B!4，!DE B!4，3:E
,%IJ D"4，D" 个循环。

!"!7 8$812&34 检测

操作方法参见文献［3］。

* 结果和讨论

*"! !"#$%&"#’(()* 9:; <$1! 乳酸脱氢酶基因的克

隆

构建了约有 :""""" 重组质粒的基因组文库，采

用电转化的方法将重组质粒转入 - 6 #%(’ A7>,BB
中，将涂有转化产物的 7@ 平板置于 D3E厌氧培养

,2GF，在厌氧条件下筛选到 2" 个阳性克隆。将阳性

克隆划线在含有 C%、?% 的 &Z 平板上，D3E厌氧培

养 ,2GF，复筛得到 G 个阳性克隆。

*"* 阳性克隆的鉴定

提取阳性克隆的粗蛋白物，以丙酮酸作底物，

01/9 为辅酶测定 &/9 活性（图 ,）。图 , 表明，复

筛的 G 个阳性克隆均有明显的 &/9 活性，其中 9 的

酶活最高，为 ,+,"GK$%#，- 6 #%(’ A7>,BB$5>/?@ 的酶

图 ! 乳酸脱氢酶活性分析

AI#6, 1JL.P4I4 -R &/9 LNOIWIOP

16 Z.LJ<；Z ; 96 (-4OIWM N.-JM4；’ 6 ?-JOH-. 6
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活只有 ! 的 "# $ %#，因此，阳性克隆 ! 的重组质

粒中具有 !"#$%&"#’(()* &’( )*+, 完整的乳酸脱氢酶

基因。选取 ! 作进一步分析。将阳性克隆 ! 粗蛋

白提取物进行非变性电泳，然后用底物显色，结果表

明，阳性克隆表达的 -*! 能被 *，-+乳酸显色，而不

能被 -+乳酸显色，说明阳性克隆 ! 表达的 -*! 属于

* 型（图 "）。将筛选得到的阳性克隆进行部分限制

性内切酶分析，结果表明，在阳性克隆中，’.*/0 的

+",!!位点均有插入片段；其中酶活最高的 ! 在

+",!!位点插入 %1234 的基因组片段，将此重组质

粒命名为 ’-5*%67,。

图 ! 阳性克隆的非变性"#$%&（$’(，)"乳酸显色；*’)"
乳酸显色）

89:(" ;<=9>?+@ABC DE -*! &=<9F?G EDH <I=9>9=J DF *K- L<I=<=?（A(

M=<9F?G 4J *，-+L<I=9I <I9G；N( M=<9F?G 4J -+L<I=9I <I9G）

,，,O ( -+-*!（2F:，M9:P<）；"，"O ( *+-*!（"6F:，M9:P<）；%，%O ( /HQG?

?R=H<I=& EHDP !"#$%&"#’(()* &’( )*+,（, ( 20":）；2，2O ( /HQG? ?R=H<I=&

EHDP - ( #%(’ 8).,22K’.*/0（" ( ,":）；S，SO ( /HQG? ?R=H<I=& EHDP ’D&9+

=9>? ILDF? !（" (7T":）(

图 + !"#( 的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

89:(% ;QIL?D=9G? &?UQ?FI? <FG G?GQI?G <P9FD <I9G &?UQ?FI? DE *+-*!

!,+ ("乳酸脱氢酶基因的序列分析

将 ’-5*%67, 中 )*+, 菌株基因组 *;A 插入片

段测序并将测出的全部序列用相关软件进行分析，

得到 " 个开放阅读框架 VW8 B 和 VW8 -（中国专利

申 请 号 为 "66%,6,6T,S612，B?FN<F3 AII?&&9DF ;D(
AX20Y6,,）。其中 VW8 B 编码半乳糖+,+磷酸尿苷酰

转移酶（BA-Z），VW8 - 编码 *+-*!。 (./* 核苷酸序

列如图 % 所示。分析表明，!"#$%&"#’(()* &’( )*+, 的

(./* 大小约有 ,%"64’；开放阅读框架编码 %%, 个氨

基酸，编码的蛋 白 质 分 子 量 约 为 %Y1Y3*，’[ 值 为

S1",。 (./* 以 ,22 位点的 BZB 为起始密码子，以

,,%7 位点的 ZAA 为终止密码子。起始密码子上游

有推测的典型核糖体结合位点 BBABBAA，位于起

始密码子上游的第 T 个碱基；该区域的中心 ABBA
到翻译起始位点的距离是 7 个碱基，与 - ( #%(’ 和

+"#’(()* *)&$’(’* 中已证实的最适距离 T $ 04’ 相一

致［%，Y］。 (./* 推测的 M* 框 ZAZABZA 和 ! ( 0("1$"2
3), ,YM HW;A（C)N- 序 列 号，)S77"T）%O端 的 %O+
\\//\/+SO碱基严格互补。从而也可以说明 !"#$%2
&"#’(()* &’( )*+, 和 ! ( 0("1$"3), 在系统发育中亲缘

关系较近［0］。在 SO端非编码区中还有一个推测的+
%S 区 ZBBZZZB，和 推 测 的+,6 区 ZAZABZA 相 距

,YF=，共同构成了 (./* 的启动子。在 (./* 的 %O端
非编 码 区 中 存 在 典 型 的 回 文 结 构 AAA/BBBAZ+
ABBBZ/AAAAAZZAZZZZZBA///Z AZ///BZZZ，形成

了 (./* 的典型的终止子。 (./* 的终止子的双螺旋

形成的自由能#B ] ^ S61T23I<LKPDL。对乳杆菌 )*+
,、德氏乳杆菌（! ( .4(&3)4#5’’，_Y6""6）、瑞士乳杆菌

（! ( /4(64$’#)*，_YYT"%）的 LG‘* 以及干酪乳杆菌（ ! (
#"*4’，)"Y0"0）的 *+!9I*! 基因序列进行比对，结果

表明 !"#$%&"#’(()* &’( )*+, 的 LG‘* 与其他菌株相同

基因的相似性为 2Y1S"#、2T1SY#、201%%#，相似性

较低。

!,- ("乳酸脱氢酶的氨基酸序列分析

根据 (./* 推测的氨基酸序列（B?FN<F3 AII?+
&&9DF ;D( AAW7S272）和 B?FN<F3 中 的 德 氏 乳 杆 菌

（! ( .4(&3)4#5’’，A%7602）、瑞士乳杆菌（ ! ( /4(64$’#)*，
@%606,）以及植物乳杆菌（ ! ( 0("1$"3),，;@+T7SS76）

%022 期 李 剑等：*+乳酸脱氢酶基因克隆及其表达



的 !"#!$ 和干酪乳杆菌（! % "#$%&，!&#’(）的 !"$)*"
!$用 (+,-./+0123 进行比对。结果表明，!"#!$ 有

两个保守区域，即 455 6 &175 区和 8195 6 !15: 区。其中

8195 6 !15:是辅酶 ;<!$ 的结合域，此保守序列中有

典型的 =0=00= 结构，典型结构后面还有 15">7 个

保守的氨基酸残基。!15: 天冬氨酸残基决定了辅酶

是 ;<!$ 而不是 ;<!?$［:，17］。455 6 &175 区据报道是

酶的 催 化 活 性 部 位［11］。!"#!$ 与 !"@ABCDEA)-D*/"
FCD/.G BG@ABCDHGI/-G（!"$)*!$）有很高的相似性，说

明 !"#!$ 和 !"$)*!$ 均属于 ;<!$ 依赖性脱氢酶

家族［11］。对 !#"’()#"&**+$ -F% J!"1 的 !"#!$ 与德氏

乳杆菌、瑞士乳杆菌、植物乳杆菌的 !"#!$ 和干酪

乳杆菌的 !"$)*!$ 用 ’+/-. 进行比对，结果表明 !#",
’()#"&**+$ -F% J!"1 的 !"#!$ 与德氏乳杆菌、瑞士乳

杆菌、植物乳杆菌的 !"#!$ 相似性分别为 K:L、

K3L和 KML；其中与干酪乳杆菌的 !"$)*!$ 相似性

最高，为 9>L；同时 !#"’()#"&**+$ -F% J!"1 的 !"#!$
的核苷酸序列与乳杆菌属其他种相似性也较低。因

此，!#"’()#"&**+$ -F% J!"1 的 !"乳酸脱氢酶基因是一

个新的 !"乳酸脱氢酶基因。

图 ! 在 ! " "#$% #$% 中表达的 #&’#( 的 )#)&*+,$ 分析

N)H%9 O!O"?<=& /I/+A-)- DP !"#!$ GEFCG--)DI )I - % "(*& !&K

<% J/CQGC；’% !&KRF&S">3/（ T ）（>% M7!H）；(% !&KRF#U!K731
（K2:M!H）%

-./ #&’#( 基因的功能分析

通过 ?(4 扩增出 *./! 的 U4N；构建 *./! 表达

重组质粒 F#U!K731。用 V?S= 诱导，在 - % "(*& !&K
中表达出 !"#!$。经酶活性测定鉴定其预测的蛋白

质功能（图 9）。O!O"?<=& 结果表明在 - % "(*& !&K
有大量蛋白质表达，其分子量约为 97Q!，除去载体

上的 $)-"./H（分子量约为 KQ!），其实际表达的蛋白

质多肽分子量约为 K5Q!，和推测的多肽分子量一

致。测定 - % "(*& !&K 中表达的蛋白质中乳酸脱氢

酶活性，结果表明表达的蛋白具有乳酸脱氢酶活性，

酶活性为 1239WRXH，比对照菌株 - % "(*& !&K（F&S"
>3/（ T ））酶活性约高 Y7 倍；酶促反应液中乳酸浓度

为 9YXHRX#，但是用 O’<"97( 葡萄糖"乳酸生物传感

器分析不到 #"乳酸的存在，说明反应液中仅存在 !"
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