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在乳酸乳球菌中表达外源谷氨酰胺转胺酶

显著改善宿主菌好氧生长性能

傅瑞燕 陈 坚 李 寅"

（江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室 无锡 #6!$04）

摘 要：为改善乳酸乳球菌的生长性能，以轮枝链霉菌染色体 F/* 为模板，扩增得到编码谷氨酰胺转胺酶成熟酶

的基因 !"#，将其克隆到质粒 G/H%6!% 中，电转化乳酸乳球菌 /H1$$$，获得乳酸乳球菌 /H1$$$（G8I$$6）（重组菌）。

在不控制 GJ 条件下，重组菌的胞外 GJ 显著高于对照菌 /H1$$$（G/H%6!%）；前者的最高生物量可达 !K60,LI，而后者

只有 $K0!,LI。在控制 GJ 为 4K" M $K6 的条件下，重组菌最高生物量为 !K70,LI，对葡萄糖的菌体最高平均得率为

76K6,L<’(，而相同条件下对照菌最高生物量为 #K4,LI，对葡萄糖的菌体最高平均得率为 #7K0,L<’(。由此表明，重组

菌与对照菌相比，好氧生长性能得到显著改善。可能的原因是 !"# 的活性表达升高了重组菌的胞内 GJ，原先用于

泵出胞内 JN 所需的部分能量可能因此得到节省，这样相应增加了用于细胞生长的能量。
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乳酸菌是一类重要的工业微生物，被美国食品

与药品安全管理局（8F*）认定为 PQ*RS（P3?3E9((>5
Q3,9EA3A *- R9D3 S=BE’’E,9?=-<-），是目前生产食品级

代谢物最理想的细胞工厂，其模式种乳酸乳球菌

（$%&"’&’&&() *%&"+)）已 被 广 泛 用 于 代 谢 工 程 的 研

究［6］。乳酸乳球菌生长时伴随着乳酸的产生。由产

生乳酸而导致的低 GJ 虽然是保存乳制品的一种重

要机制，但同时也形成了酸胁迫（*B=A -.E3--），从而

对细胞生理产生多种影响，包括破坏细胞膜、抑制多

种酶和转运系统的活性等［#］。降低胞质酸化程度可

以减少酸胁迫［0］。

通过质子泵（JN 5*2T9-3）向胞外运输 JN 是乳

酸乳球菌最重要的胞内 GJ（GJ=）调控机制。这是逆

浓度梯度的运输，需要消耗由 *2T 水解提供的能

量［!，"］。但是乳酸乳球菌不具备完整的 2U* 循环，

其能量的产生主要来源于糖酵解途径，即 6 摩尔葡

萄糖净生成 # 摩尔 *2T。能量的低产生和高消耗，

使得乳酸乳球菌的生长性能不好。即使在培养基中

添加缓冲剂（如 S67 培养基中使用的!5甘油磷酸二

钠），其生物量也只能达到 6,LI 左右（,-4$$ 在 #K$ V

0K$ 之间），从而制约了其作为极好的原核细胞宿主

在代谢工程和工业生产中的应用。

乳酸乳球菌中还存在另外一种抵抗酸胁迫的机

制，即通过合成碱性物质增加胞质的缓冲能力。已

经发现，当乳酸乳球菌的胞外 GJ（GJ’）从 "K# 降到

!K7 时，葡萄糖的消耗速率不再增加，但氨基酸代谢

作用得到增强。通过脱氨基作用，消耗胞内的 JN ，

从而升高 GJ=［4 V %］。然而，这种抵抗酸胁迫的机制只

有在质子泵运输 JN 的速度低于胞内 JN 的生成速

度，使得 GJ= 低于临界值的情况下才会启动。而此

时，已经有大量的 *2T 消耗于质子泵的运转上。作

者设想，是否有可能在胞内表达能够产生碱性物质

的酶，将 GJ= 保持在较高水平上，节约质子泵向胞外

运输 JN 所消耗的 *2T，使更多的 *2T 用于合成细

胞物质，从而相应提高细胞量？

来 源 于 轮 枝 链 霉 菌 的 谷 氨 酰 胺 转 胺 酶

（S=BE’W=9( .E9?-,(+.9<=?9-3，简称 S2P）是一种重要的

食品工业用酶。该酶能催化肽链中谷氨酰胺残基的

"5羧酰胺基酰基转移反应，同时伴随着氨气的生成。

本文报道在乳酸乳球菌中表达来源于轮枝链霉菌的

编码 S2P 成熟酶的基因 !"#，提高 GJ=，以改善乳酸

乳球菌生长性能的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：轮枝链霉菌（ ."/01"’20/"+&+**+(!



!"#$%$&’(&）)*+,-.，本实验室研究用菌株［/］；乳酸乳

球菌（! 0 "#$%&’ ((10 $()*+(&’）2-/333 和乳酸链球菌

素（24(4’）诱导表达质粒 12-5675，荷兰国家乳品研

究所（28-9 :""; <&(&$%=>）?&%"&’ +@A&’>"BCD 博士惠

赠。质粒 12-5675 上带有 24(4’（乳酸链球菌素）诱

导的启动子 ,&’-。

!"!"# 试剂和仪器：限制酶 .$+!、/0#!、E7 F2G
连接酶和 12(+0)’% F2G 聚合酶购自 E$H$<$ 公司；蛋

白酶 H、溶菌酶、IEGJ、饱和酚购自华美生物工程公

司；K6L 培养基购自 :B@M$ 公司；IJ-,NB’,NBO 和 P,谷
氨酸,",单羟胺酸购自 *4A!$ 公司。H:E,QP 型自控

发酵罐（H"J4" E&=>="，H"%&$）。

!"!"$ 培养基和培养条件：轮枝链霉菌培养基组成

（ARP）：葡萄糖 63，工业淀粉 6Q，蛋白胨 .3，酵母膏 Q，

KA*97·L+.9 .，H.+S97 .，1+ TU5。乳酸乳球菌培养

基（ARP）：酵母粉 Q、大豆蛋白胨 6Q、葡萄糖 6Q、V=
3UQ、KA*97·L+. 9 3UQ。培 养 条 件：轮 枝 链 霉 菌 在

W3X下振荡培养 .7>。乳酸乳球菌：Y L3X甘油贮存

液在 K6L 培养基中 W3X振荡（.33%R!4’）6.> 后，作为

活化种子，以 6Z 接种量转接乳酸乳球菌培养基，

W3X振荡（.33%R!4’）培养。在培养基中加入氯霉素

（63#AR!P）作为选择标记。

!"# %&’ 操作

轮枝 链 霉 菌 染 色 体 F2G 提 取 和 常 规 的 重 组

F2G 技术参照文献［63］进行。乳酸乳球菌的转化

参照文献［66］进行。

!"$ 菌株和质粒的构建

以轮枝链霉菌 )*+,-. 染色体 F2G 为模板，用

12(+0)’% 聚 合 酶 扩 增 *%3 基 因，Q[ 端 引 物：Q[,
INNNIIGENNGIEIINGINGIGNNNEIGIIIIEI,W[；
W[端引物：Q[,ININEIEGNGEIGINNIIGNIIIENIEEE
GIIEEN,W[。引物由上海 *$’A"’ 公司合成，在 Q3#P
反应 体 系 中，引 物 浓 度 皆 为 .1!"BR#P；;2ES 各

6331!"BR#P。SI< 扩增条件：/QX预变性 .!4’，退火

温度从 QQX开始，每进行一个循环下降一度直至

Q6X：/QX W3(，QQ \ Q6X W3(，L.X .!4’；随后进行

.Q 个 循 环：/QX W3(，Q3X W3(，L.X .!4’；L.X
63!4’。将引入 .$+!和 /0#!位点识别序列（下划

线）的长度为 //W#1 的 SI< 产物，克隆入 12-5675 相

对应的多克隆位点，得到 *%3 表达质粒 1:P336。用

电转化法将质粒 12-5675 和 1:P336 分别导入乳酸

乳球菌 2-/333，得到乳酸乳球菌 2-/333（12-5675）

（以下简称对照菌）和 2-/333（1:P336）（以下简称重

组菌）。

!"( 无细胞抽提液的制备和蛋白质分析

分别离心收集 6P 控制 1+ 的好氧条件下培养

63> 的重组菌和对照菌（633333，63!4’，7X），收集

的细胞用冰冷的生理盐水（3U5QZ 2$IB，)RV）洗涤

两次，重悬于 .Q!P Q3!!"BRP 磷酸盐缓冲液（1+ LU3）

中。冰 浴 超 声 破 壁 后，随 即 离 心 去 除 细 胞 碎 片

（633333，63!4’，7X），得到无细胞抽提液（I:]）。

蛋白质浓度用 J%$;^"%; 法测定，以牛血清白蛋白作

为标准蛋白。

!") 培养基中巯基乙醇的添加

以 6Z接种量将振荡培养的重组菌和对照菌的

活化 种 子 接 入 装 有 6Q!P 乳 酸 乳 球 菌 培 养 基 的

.Q3!P 三角瓶中（培养基中巯基乙醇的添加浓度分

别为 3、W3 和 T3!!"BRP），W3X、.33%R!4’ 条件下培养

6.>，测定生物量（采用干重法）。

!"* 不控制 +, 及恒定 +, 的好氧培养

!"*"! 不控制 1+ 的好氧培养：以 6Z接种量将振

荡培 养 的 重 组 菌 和 对 照 菌 的 活 化 种 子 接 入 装 有

6Q!P 乳酸乳球菌培养基的 .Q3!P 三角瓶中，W3X、

.33%R!4’ 条件下培养 63>，每隔 6> 取样，测定生物

量、1+、发酵液中残糖曲线。

!"*"# 恒定 1+ 的好氧培养：在 H:E,QP 型自控发酵

罐中，接种 .33!P 活化种子（起始工作体积为 .P），

在 W3X、T33%R!4’、通气量 .PR!4’ 条件下培养。用

63!"BRP 2$9+ 或 .3Z +.*97将 1+ 控制在 TUQ _ 3U6。

共培养 63>，每隔 6> 取样，测定生物量、发酵液中残

糖曲线和发酵 63> 时的乳酸和乙酸含量。

!"- 有机酸的测定

用 +SPI 法测定发酵液中乳酸和乙酸的含量。

色谱分离柱：I65；流动相：3U6!"BRP H+. S97，用 6 ‘ 6
磷酸调节 1+ 至 .UQ；紫外检测波长：.6Q’!；进样量：

Q#P；流动相流速：3UQ!PR!4’；柱温：.QX。

!". 酶活性测定

!"."! 谷氨酰胺转胺酶活性的测定：酶活测定按

:"BM 等［6.］所报道的方法进行，以 IJ-,NB’,NBO 和羟

胺为底物，WLX每分钟形成 6#!"B 氧肟酸所需酶量

定义为一个酶活单位。将 3U7!P I:] 和 6!P 含有

底物的试剂混匀后，在 WLX反应 63!4’ 后，加入显色

剂，即可进行酶活测定。

!"."# 乳酸脱氢酶活性的测定：反应液包括 633#P
WQ!!"BRP 丙 酮 酸 钠 溶 液，633#P T!!"BRP 2GF+，

.U5!P 633!!"BRP 磷酸钾缓冲液（1+ QUW、1+ QU5、1+
TUW、1+ TU5、1+ LUW）。加入 633#P 重组菌的 I:] 启

动反应，于 .QX监测反应体系在 W73’! 的吸光度变
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化，计算每分钟吸光度的降低值!!。酶活单位定

义为："#$时每分钟氧化 %!&’( )!*+ 所需的酶量。

!"#"$ )!*+ 氧化酶活性的测定：反应液总体积为

%&,，其中包括 #-&&’(., 磷酸钾缓冲液（/+ #01、/+
#02、/+ 301、/+ 302、/+ 401），-0"5&&’(., )!*+ 和

-01&&’(., 6*7!。加入一定体积重组菌的 896（-0#
: #!,）启动反应，于 "#$监测反应体系在 1;-<& 的

吸光度变化，计算出每分钟吸光度的降低值!!。

酶活单位定义为："#$时每分钟氧化 %!&’( )!*+
所需的酶量。

% 结果

%"! &’( 在乳酸乳球菌中的活性表达

在没有添加 )=>=< 的条件下，用常规的 ?7@ 酶

活测定 方 法 在 重 组 菌 和 对 照 菌 896 中 没 有 测 出

?7@ 酶活。然而当延长催化反应的时间（由 %-&=<
延长至 %"A）和增加制备 896 的细胞量（增加 %"0#
倍）时，在重组菌 896 中测定出酶活为 -04&B.&C 蛋

白，对照菌仍没有测出酶活，表明 ?7@ 在重组菌中

有微弱的本底表达。由于 ?7@ 的本底表达很弱，不

能在蛋白电泳图谱上显示出来（数据未给出）。

%"% 高浓度 )*+*, 对重组菌生长的影响

近来 发 现，)=>=< 诱 导 型 表 达 质 粒［%1］在 没 有

)=>=< 诱导时会有本底表达，但是这种表达很微弱，

只有当表达的产物对细胞产生影响时，这种本底表

达 才 会 突 显 出 来（ *DE FC’D ?=DGHI， )FJK L’’M
DG>GHDNA，私 人 通 信）。实 验 中 发 现 增 加 培 养 基 中

)=>=< 的浓度（从 "<C.&, 增加至 %--<C.&,）对重组菌

表达 ?7@ 并无诱导作用。为解释这一现象，在重组

菌和对照菌的培养基中添加高浓度 )=>=<（#--!C.&,），

以不添加 )=>=< 的培养基为各自的对照，好氧培养

%"A。结果发现，在培养基中存在高浓度 )=>=< 时，对

照菌基本不生长，而重组菌生物量没有显著减少，表

明高浓度 )=>=< 对其生长基本没有影响。

%"$ 巯基乙醇对重组菌和对照菌生长的影响

如果 ?7@ 在重组菌胞内实现活性表达，那么在

培养 基 中 添 加 二 硫 键 还 原 剂 "O巯 基 乙 醇（"O
&GDNH/P’GPAH<’(，"O?6）后，胞内酶蛋白中维持空间结

构的二硫键会被还原，由此增加 ?7@ 对酶蛋白的催

化活性，从而显著增加对细胞生长的抑制作用［%;］。

由图 % 可以看出，添加 1-&&’(.,"O?6 时，重组菌生

物量 下 降 ;"05Q，而 对 照 菌 则 为 %102Q；当 添 加

3-&&’(.,"O?6 时，重组菌基本不生长，而对照菌生

物量仅下降 ";03Q。"O?6 显著抑制重组菌生长的

现象间接表明，重组菌中表达的外源 ?7@ 具有催化

活性。

图 ! !-&. 的添加对重组菌和对照菌生长的影响

9=CE% 6LLGNP ’L PAG HMM=P=’< ’L"O?6 ’< PAG CD’RPA ’L PAG DGN’&S=<H<P

>PDH=< H<M PAG N’<PD’( >PDH=<

%"/ &’( 在乳酸乳球菌胞内活性表达促进了细胞

好氧生长

%"/"! 控制 /+ 为 30# 时重组菌和对照菌的好氧生

长比较：从生长曲线（图 "O!）可以看出，与对照菌相

比，重组菌不仅延滞期较短，而且生长速率明显提

高，最高生物量为 ;041C.,，是对照菌的 %02 倍。而

从葡萄糖消耗曲线来看，两者的葡萄糖消耗速率并

无显著差别。分别计算重组菌与对照菌对葡萄糖的

平均菌体得率（TU.>）发现，重组菌的 TU.> 明显高于

对照菌：前者的最高 TU.> 为 4%0%C.&’(，而后者仅为

"401C.&’(，表明对照菌将更多的碳源消耗于维持生

存上。

图 % 控制 01（2）和不控制 01（3）时的重组菌和对照菌

生长曲线

9=CE" 7AG CD’RPA /HPPGD< ’L PAG DGN’&S=<H<P >PDH=< H<M PAG N’<PD’( >PDH=<

RAG< PAG /+ ’L PAG NI(PIDG RH> N’<PD’((GM HP 30#（!）H<M =< PAG NI(PIDG

R=PA’IP /+ N’<PD’(（V）

检测发酵 %-A 时对照菌和重组菌发酵液中乳酸

和乙酸的浓度，结果表明对照菌发酵液中乳酸和乙

酸浓度分别为 "0-"&&’(., 和 -05"&&’(.,；而重组菌

发酵液中乳酸浓度低于 +W,8 检测限，乙酸浓度为

-03#&&’(.,。表明与对照菌相比，重组菌的丙酮酸

的代谢流向发生了改变。

%"/"% 不控制 /+ 时重组菌和对照菌的好氧生长比

较：在不控制 /+ 的好氧条件下（图 "OV），对照菌生

"%# 微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$ "--#，X’(E;# )’E;



长微弱，最高生物量只有 !"#$%&’，而重组菌的最高

生物量达到 $"(#%&’，虽然略低于控制 )* 条件下的

最高生物量（图 +,-），但比对照菌的最高生物量提

高了近 (! 倍。重组菌和对照菌的葡萄糖消耗情况

也出现了显著差异。发酵结束时，前者消耗的葡萄

糖是总量的 ./0，而后者消耗的葡萄糖仅为总量的

+/0。结合分析重组菌和对照菌培养过程中 )*1 的

变化曲 线 可 以 发 现，对 照 菌 培 养 $2 后，)*1 降 至

/"$3，葡萄糖消耗速率开始下降，表明开始面临酸胁

迫；培养 32 后，)*1 降至 $".，生物量不再增加，表明

已面临严重的酸胁迫。而重组菌培养 4 2 时，)*1 仍

高于 /"/。尽管重组菌消耗的葡萄糖是对照菌的

#"$ 倍，但发酵终了时的 )*1 仍比对照菌高出 !"4 个

)* 单位（图 #），表明与对照菌相比，重组菌泵出胞

外的 *5 显著减少。

图 ! 重组菌和对照菌发酵液 "#（胞外 "#）曲线

67%8# 97:; <1=>?; 1@ ;AB>C<;DD=DC> )*（)*1）1@ B2; >;<1:E7FCFB ?B>C7F

CFG B2; <1FB>1D ?B>C7F

$%&%! )* 对乳酸脱氢酶途径和 H-I* 氧化酶活性

的影响

在有氧情况下，乳酸乳球菌酵解产生的 H-I*
可以通过乳酸脱氢酶（’C<BCB; G;2JG>1%;FC?;，’I*）途

径和 H-I* 氧化酶（H-I* 1A7GC?;，HKL）途径得到再

生。这两条途径存在着对 H-I* 的竞争，前者对

H-I* 的 !"值为 (!!!:1D&’，后者为 +/!:1D&’。近来

的研究表明，生成 *+K 的 HKL 在乳酸乳球菌好氧代

谢的 H-I5 再生过程中扮演重要的角色［(/］。在控制

)* 的好氧生长条件下，与对照菌相比，重组菌的丙

酮酸代谢流向发生了改变。这一变化是否会与 )*7
有关？为了验证我们的猜测，研究了 )* 对重组菌

’I* 途径和 HKL 活性的影响。由表 ( 可以看出，

’I* 酶活随着 )* 的升高而减小，而 HKL 的酶活则

随着 )* 的升高而增加。因此，重组菌发酵液中乳

酸含量低于检测限的原因可能与重组菌 )*7 的升高

有关，因为与对照菌相比，重组菌 ’I* 活性降低，而

HKL 活性升高，这样，在好氧条件下，完全有可能造

成胞内虽然存在 ’I* 活性，但由于 H-I* 的高效氧

化而致使 ’I* 途径丧失的结果。G; 6;D7); 等［(M］在

乳酸乳球菌中过量表达生成 *+K 的 HKL 后，发现所

构建的重组乳酸乳球菌虽然仍保留了 ’I* 活性，但

几乎不产乳酸，这与本研究的结果是一致的。

另一方面，重组菌发酵液中乳酸和乙酸总产量

（!"M/::1D&’）明显低于对照菌（+"4$::1D&’），对细胞

生长的抑制作用也会减少［(3］。

表 ’ "#对重组菌中 ()#和 *+, 活性的影响

9CED; ( N@@;<B 1@ )* 1F B2; C<B7O7B7;? 1@ ’I* CFG HKL 1@ B2; >;<1:E7FCFB

?B>C7F
P* ’I* C<B7O7BJ&（Q&:% )>1B;7F） HKL C<B7O7BJ&（Q&:% )>1B;7F）

3"# +"#./ !"3M/
M". #"M+# !"M!.
M"# $"M(. !"$/!
/". $"M/. !"#(/
/"# $".#. !"+4#

! 讨论

!%’ 高浓度 *-.-/ 对重组菌生长无显著的抑制作用

H7?7F 的杀菌机制表明［(.］，H7?7F 对细胞作用的

初级靶是细胞质膜，因为加入 H7?7F 增加了整个细胞

中膜对离子和小分子化合物的通透性；使得质子动

力（PR6）和跨膜电位（!!）等主要组分下降，结果

导致了细胞的失活和死亡，因此作者推测，H7?7F 可

能因为无法到达重组菌的细胞质膜，因而不能发挥

其杀菌或诱导表达的作用，具体原因还有待于继续

深入研究。

!%$ 012 在重组菌胞内活性表达对宿主菌生理产

生的影响

!%$%’ 培养基中添加",RN 对重组菌生长产生显著

的抑制作用：",RN 是硫醇还原剂，可以还原二硫键，

较高浓度的",RN 对对照菌的生长存在一定的抑制

作用，但并没有致死作用（图 (）。已经有研究者尝

试在大肠杆菌中表达具有活性的 R9S［(4］，结果发

现，将编码 R9S 成熟肽的基因导入大肠杆菌会影响

宿主菌的生长，甚至死亡［(4］，推测原因可能与大肠

杆菌胞内存在高水平的还原剂谷胱甘肽（简称 ST*，

胞内浓度约为 /::1D&’）、硫氧还蛋白系统和依赖于

ST* 的谷氧还蛋白系统［+!］有关。在大肠杆菌中，由

于胞内保持着高度还原环境，许多蛋白的二硫键难

以形成［+!］，这样，酶蛋白只能以疏水键为主要形式

维持空间结构，使得一些亲水基团（如 SDF 和 ’J? 残

基）暴露于水相。这相对地降低了它们的表面疏水

#(/+!!/，U1D8$/ H18$ 傅瑞燕等：在乳酸乳球菌中表达外源谷氨酰胺转胺酶显著改善宿主菌好氧生长性能



性质，从而也就相对地提高了 !"# 对它们的催化活

性［$%］。如果 !"# 在大肠杆菌胞内表达，会使酶蛋

白发生交联，从而丧失催化活性，导致细胞死亡。而

乳酸乳球菌胞内不存在 #&’ 和依赖于 #&’ 的谷氧

还蛋白系统［($］，可能胞内酶蛋白主要以二硫键为主

要形式维持空间结构，!"# 对其催化活性很低，不

会对细胞生长造成损害。但是，培养基中添加!)!*
后，改变了氧化还原电位，提高了 !"# 对它们的催

化活性，从而对细胞生长产生显著的抑制或致死作

用（图 $）。

!"#"# 在不控制 +’ 的好氧生长条件下，重组菌

+’, 显著高于对照菌：!"# 是一种催化酰基转移反

应的转移酶，催化反应伴随着氨气的生成，这样会部

分中和重组菌酵解产生的有机酸解离出的 ’- ，+’.
可能因此而升高，这样就会显著减少向胞外泵出的

’- ，使得在不控制 +’ 的条件下，重组菌 +’, 下降速

率远低于对照菌，且 +’, 最低点能保持在 /0/ 以上，

而对照菌在发酵 1 2 时 +’, 就低于 /03（图 4）。

!"! $%& 升高改善了乳酸乳球菌的好氧生长性能

乳酸乳球菌和大肠杆菌同属于嗜中性细菌，但

两者的 +’. 调控机制却完全不同。大肠杆菌在 +’,
降低时，+’. 保持近中性，因而产生较大的质子梯

度［((］。然而，过高的质子梯度对于发酵型乳酸菌是

不利的，因为质子的转运需要消耗大量能量［(4］。因

此许多耐酸的发酵型细菌具有在生长过程中 +’. 随

+’, 下降的特性［(5］，以保持细胞内外恒定的!+’。

对于乳酸乳球菌来说，在 +’, 为 603 或 /03 时，!+’
约为 307 个单位［(/］。由于过低的 +’. 会造成酸胁

迫，一 般 的 做 法 是 通 过 升 高 +’, 来 相 应 地 升 高

+’.［5，(5］。通过将 +’, 控制在最适生长 +’ 范围内，

可以在一定程度上提高对照菌的生长性能（图 ()8
和图 ()9）。然而，在控制 +’, 恒定的条件下，对照

菌仍需要消耗酵解产生的能量来泵出胞内 ’- ，这

样，相应减少了用于细胞生长的能量，导致在控制

+’, 为 10/ : 30$ 的条件下，对照菌的生长速率和最

大生物量仍低于重组菌（图 ()8）。而在不控制 +’
的好氧生长条件下，重组菌 +’, 显著高于对照菌，

表明其 +’. 可能也相应地高于对照菌，这样，重组菌

不需要消耗与对照菌等量的能量来泵出胞内 ’- ，

用于细胞生长的能量相应增加，从而其好氧生长性

能得到显著改善（图 ()8 和图 ()9）。

#;<=< 等［(1］报道了在添加 $3">,?@A 亚铁血红素

的条件下，乳酸乳球菌细胞内组成了完整的呼吸链，

呼吸作用显著地增加了能量的生成，并且减少了有

机酸的生成，使生物量成倍增长，细胞浓度（BC<@>A）

达到 $3%数量级，!"133值接近 $3。与其结果相似，本

研究通过在乳酸乳球菌中表达 !"#，升高 +’,，有效

减少了发酵产酸对乳酸乳球菌生长带来的不利影

响，显著改善了乳酸乳球菌的好氧生长性能。不同

之处是，在能量流的改变方面，前者是通过开源，而

本研究则是节流。在不控制 +’ 的条件下，重组菌

的生物量能够达到 50$4D@A，细胞浓度可达 606 E
$3$3 @>A，!"133值为 $3075。本研究为实现乳酸乳球

菌的低成本高密度细胞培养提供了可能，并有可能

拓宽乳酸乳球菌在代谢工程领域中的用途。
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