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摘要：【目的】筛选 H+-ATPase 活性降低的植物乳杆菌突变菌，比较其与亲本菌基因表达水平的差异，

进一步探索 H+-ATPase的调控机制。【方法】利用硫酸新霉素诱变、筛选突变菌，并对亲本菌(ZUST)和

突变菌(ZUST-1、ZUST-2)进行生长、产酸能力及 H+-ATPase 活性的测定。分别提取亲本菌和突变菌的

基因组 DNA，扩增 H+-ATPase全部编码基因并测序。通过荧光定量 PCR对 H+-ATPase全部编码基因进

行相对定量分析。【结果】突变菌的生长和产酸能力均低于亲本菌，突变菌 ZUST-1 和 ZUST-2 的

H+-ATPase活性比亲本菌分别降低了 10.1%和 28.8%。突变菌 ZUST-1和 ZUST-2的 atpA基因均有 22个

位点发生突变，而 ZUST-2的 atpC基因有 6个位点发生突变。突变菌 ZUST-1和 ZUST-2的 atpA在对数

期基因表达水平分别比亲本菌 ZUST 下调了 41.1%和 35.7%，在稳定期分别下调了 43.6%和 14.2%；

ZUST-1的 atpC基因在对数期的表达水平比 ZUST略高，在稳定期比 ZUST上调了 30%，而 ZUST-2的

atpC基因未表达。【结论】突变菌 H+-ATPase活性减弱会导致其全部编码基因在稳定期表达水平上调(除

ZUST-2 的 atpC 不表达外)，而且 atpA 和 atpC 基因突变导致的基因表达水平的差异是影响 H+-ATPase

活性的主要因素，此研究结果为进一步研究植物乳杆菌中 H+-ATPase的调控机制奠定了基础。 
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植物乳杆菌属于乳酸杆菌属，菌体成对或成

链状排列分布，不产芽孢，厌氧或兼性厌氧，革

兰氏阳性菌，最适 pH为 6.5左右。作为一种公认

的益生菌[1]，植物乳杆菌与人类的生活关系密切，
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被广泛用于酸奶、火腿、泡菜等发酵制品[2-6]。该

菌株能通过胃并定殖于肠道，维持肠道内菌群平

衡，促进营养物质吸收，缓解乳糖不耐症，具有

多种重要的保健功能[7-10]。本课题组前期从黄酒浸

米液中筛选出 1 株产 γ-氨基丁酸的菌株，采用生

理生化实验、形态学观察及 16S rRNA鉴定，结果

表明该菌株为植物乳杆菌[11]。 

H+-ATPase是乳酸菌产酸代谢的关键酶，既可

以利用跨膜质子电化学梯度合成 ATP，也可以利

用 ATP 水解产生的能量将胞内 H+排出。当外界

pH下降时，H+会通过细胞膜进入胞内，对乳酸菌

细胞形成酸压力，诱导细胞膜上 H+-ATPase 水解

ATP 释放自由能，推动细胞内质子泵出胞外，从

而使胞内 pH维持在中性附近[12-15]。刘飞等[16]利用

硫酸新霉素成功筛选出 H+-ATPase 缺陷的德氏乳

杆菌保加利亚亚种突变菌，发现突变菌的

H+-ATPase活力降低，具有较低的生长速率和产酸

能力。H+-ATPase由 8个蛋白亚基组成，位于细胞

质膜上，难以分离纯化。Koponen等[17]研究发现，

将鼠李糖乳杆菌分别在最佳 pH 5.8和相对酸性环

境 pH 4.8中进行培养，结果在 pH 4.8时鼠李糖乳

杆菌的 H+-ATPase 编码基因在对数期末期表达水

平比对数期中期均上调。目前一些乳酸菌

H+-ATPase的操纵子已被鉴定，但关于其具体调控

机制仍鲜有报道，对植物乳杆菌的 H+-ATPase 调

控机制也鲜有报道。本研究以植物乳杆菌 ZUST

作为出发菌，通过硫酸新霉素诱变筛选低

H+-ATPase活性突变菌，使其产酸能力减弱，并从

基因表达水平方面对 H+-ATPase 编码基因的调控

进行研究，期望结合植物乳杆菌的功能性和弱后

酸化性，使发酵的产品不仅具有良好的生理功能，

而且具有弱后酸化效果，防止产品在短期内酸败，

从而延长产品的保质期。 

1  材料和方法 

1.1  材料和主要仪器试剂 

植物乳杆菌 ZUST为本实验室筛选保存菌株；

BacteriaGen DNA Kit，SuperQuick RT MasterMix，

UltraSYBR Mixture 均购自北京康为世纪生物科技

有限公司；RNAstore Reagent，RNAprep Pure Bacteria 

Kit均购自天根生化科技有限公司；硫酸新霉素、氨

苄青霉素均购自上海生工生物工程股份有限公司；

ABI StepOne实时定量 PCR仪；ABI PCR扩增仪；

MD SpectraMax 190全波长酶标仪；UV-5500PC紫

外分光光度计；Gel Doc 2000凝胶成像分析系统；

Beckman超速冷冻离心机；杭州奥盛 Nano-100超微

量核酸分析仪；Waters高效液相色谱仪。 

1.2  亲本菌株诱变及低H+-ATPase活性突变株筛选 

1.2.1  菌种活化：将80 °C保存的植物乳杆菌接

种于 MRS液体培养基中，37 °C培养 12 h后，在

MRS液体培养基中传代 2–3次。 

1.2.2  生长曲线的测定：将活化的菌株按 2%的接

种量接种于 MRS液体培养基，37 °C培养 24 h，

每 2 h测定 OD660值，建立菌株生长曲线。 

1.2.3  硫酸新霉素诱变：将活化后的植物乳杆菌

接种于 MRS液体培养基中，37 °C培养 8 h，使用

硫酸缓冲液 (PBS) (pH 7.2，10 mmol/L)稀释后，

取 100 μL涂布于含有硫酸新霉素的MRS平板上，

硫酸新霉素的质量浓度分别为 100，200，300，400

和 500 mg/L。 

1.2.4  突变菌的筛选：硫酸新霉素平板在 37 °C

培养 24 h 后，挑选单个菌落接种于 MRS 液体培

养基，继续培养 24 h，每隔 2 h测定 OD660和 pH

值，挑选生长产酸弱的菌株保存。 

1.3  H+-ATPase活性的测定 

1.3.1  建立磷浓度标准曲线：参考 Ongol等[18]报
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道的方法建立了磷浓度标准曲线。 

1.3.2  建立蛋白含量标准曲线：使用改良型

Bradford 法蛋白浓度测定试剂盒(上海生工)建立

蛋白含量标准曲线。 

1.3.3  H+-ATPase活性的测定：参考 Jaichumjai等[4]

报道的方法稍作修改，将亲本菌及突变菌接种于

MRS液体培养基中，37 °C培养至对数期，收集菌

体(8000×g，5 min)。首先加入1 mL浓度为75 mmol/L

的Tris-HCl缓冲液(含 10 mmol/L的MgSO4，pH 7.0)

重悬菌体，然后加入 60 μL甲苯和丙酮(1∶9)混合

物，剧烈震荡 5 min，得到粗酶液。向粗酶液中加

入 1 mL浓度为 50 mmol/L的 Tris-maleate缓冲液

(含 10 mmol/L的MgSO4，pH 6.0)，混合均匀，37 °C

水浴 5 min，加入 50 μL浓度为 0.1 mol/L的 ATP，

37 °C水浴15 min，然后加入600 μL浓度为0.1 mol/L

的 HCl 终止反应，迅速放在冰上冷却，分别测定磷

浓度和蛋白含量。H+-ATPase的活性用μmol/(mg·min)

来表示，其中每个活力单位定义为 1 mg H+-ATPase

的粗提取物在 1 min内分解 ATP形成 1 μmol的无

机磷酸盐。 

1.4  乳酸含量的测定 

色谱分离柱：WonCract ODS-2 C18柱；检测

器：UV 206 nm；流动相 A：0.1 mol/L KH2PO4，

流动相 B：甲醇，A∶B=95∶5；流速：0.8 mL/min；

进样量：10 μL。将发酵液在 10000×g条件下离心

10 min，取上清液经 0.22 μm滤膜过滤后经适当稀

释后进行色谱分析测定乳酸含量，乳酸单位用 g/L

来表示。 

1.5  H+-ATPase编码基因的 PCR 

1.5.1  基因组 DNA的提取及鉴定：用基因组提取

试剂盒（康为世纪）提取细菌基因组 DNA，实验

步骤参照说明书进行。用质量分数为 1%的琼脂糖

凝胶进行凝胶电泳，紫外下观察基因组条带的纯

度和完整性。 

1.5.2  H+-ATPase 编码基因的 PCR 扩增：查找

GenBank 中植物乳杆菌的基因组信息，发现

H+-ATPase共有 8个亚基，对应的编码基因分别为

atpA、atpB、atpC、atpD、atpE、atpF、atpG、atpH，

设计8对引物进行全酶扩增(表1)。使用Primer Premier 

5.0设计扩增引物，由通用生物系统有限公司合成。 
 

表 1.  用于扩增 H+-ATPase编码基因的 PCR引物 

Table 1.  PCR primers for amplifying different H+-ATPase encoding genes 
Gene name Forward primer Reverse primer 

atpA ATGAGCATTAAATCTGAAGAAATCA CTACTTCGCAGCGGTTGGC 

atpB GTGGGTGATCCAGTTCCTACAGTC TTATTCCTCGTCGTTAACCTTCTGA 

atpC ATGGCTGACAATGCAAAATCAT TTAATGCCGAGCAACATTCAA 

atpD ATGAGTACAGGTAAAGTTGTACAAGTTA CTAATCAGTTACCATCGATTTCG 

atpE ATGGGAGCAATTGCTGCAGGT TTACTTGTTCATAACCATCAAAGCA 

atpF ATGCTCTCGCATTTAATTATCGGT TCAAGACTCATGCTTTCCCAACC 

atpG ATGGCAGAATCATTAATGGATGTC TTATTCTTGCGCAACCAAACC 

atpH ATGAGTCTTGATAATCTTACAATTGC CTAATTGTTGATGAGTGCTCGTC 
 

PCR反应体系：灭菌 ddH2O，22 μL；基因组

DNA，1 μL；正向引物，1 μL；反向引物，1 μL；

Prime STAR Max Premix，25 μL。 

PCR反应条件：98 °C 2 min；98 °C 10 s，55 °C 

30 s，72 °C 30 s，共 35个循环；72 °C 10 min。 

1.5.3  PCR 产物胶回收、TA 克隆及测序：采用

琼脂糖凝胶纯化试剂盒(上海生工)对目的条带进

行回收纯化，并电泳鉴定。用平端 DNA 片段添
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dA 试剂盒(上海生工)在回收产物末端添加单个

碱基 A，采用 T-载体 PCR 产物克隆试剂盒(上海

生工)对其克隆，通过蓝白斑筛选挑出白色阳性克

隆，接种至含有氨苄青霉素的 LB 试管中，培养

过夜，取新鲜菌液送至通用生物系统有限公司  

测序。 

1.6  基因表达水平的测定 

1.6.1  RNA的提取及鉴定：将亲本菌和突变菌以

2%接种量接种于 MRS液体培养基中，在 37 °C下

培养，分别收集对数期(亲本菌 ZUST 及突变菌

ZUST-1为 8 h；突变菌ZUST-2为 10 h)和稳定期(亲

本菌 ZUST 及突变菌 ZUST-1 为 12 h；突变菌 

ZUST-2为 16 h)的菌体，用细菌总 RNA提取试剂

盒(天根)提取细胞中的总 RNA，实验步骤参照说

明书进行。对提取的总 RNA 进行 1%琼脂糖凝胶

电泳检测。 

1.6.2  cDNA 的合成：按照 SuperQuick RT 

MasterMix试剂盒(康为世纪)进行逆转录，步骤参

照说明书。反应完毕后，20 °C条件下保存。 

1.6.3  荧光定量 PCR 测定基因转录情况：采用

SubGreen 法测定目的基因的转录情况。根据植物

乳杆菌的全部编码基因和 16S rRNA 基因设计荧

光定量引物，其中 16S rRNA基因是内参基因，引

物序列如表 2。 
 

表 2.  qRT-PCR反应中所用引物 

Table 2.  PCR primers used in qRT-PCR 
Gene name Forward primer Reverse primer 

atpA TCGACAACGCCTTACAAGGTGAATTA CAAAATCCCCTAAAACAACGATACCAA 

atpB TATGAAGCCCAAGGGTGGACAAA TACTGCCCGACCTGAACGTGAAT 

atpC ATGACGAAATTGCCGTTAATGGTG TTGGGCATTTTGAATCCGTGTTT 

atpD ACTTTACGGGCCAACCTG CGGAATGCGTCTTCTGGT 

atpE TCTAAGATGCTTGAAGGGATGGC CAACAACGAAGGAAATGATAGGC 

atpF CAACAACGAAGGAAATGATAGGC AATGCCTGTTGGCCTTCC 

atpG CGTAAAGCCAAGGATAGCCGGGTAGA GTTGACGACGAAGCATGTTCAGCAGT 

atpH ATTGGCGGTGTAATTGTGAA TTGTTGATGAGTGCTCGTCTT 

16S rRNA ACATCTCACGACACGAGCTG TGAGTGCTAAGTGTTGGAGG 
 

用 UltraSYBR Mixture试剂盒(康为世纪)测定

目的基因的转录水平，按说明书操作。Real-time 

RT PCR反应条件：95 °C 10 min；95 °C 15 s，60 °C 

1 min (40个循环)；熔解曲线分析：95 °C 15 s；

60 °C 1 min；95 °C 15 s。 

每个样品重复 3次。以 16S rRNA作为内参基

因，根据–△△Ct法测定全部编码基因在不同时期

的相对表达量。按照公式(1)、(2)和(3)计算[19]。 

△Ct 目的基因=Ct(目的基因)-Ct (同一样本的

内参基因)                           公式(1) 

△△Ct 目的基因=实验组△Ct 目的基因-参照

组△C t 目的基因                  公式(2) 

相对倍数(实验组/对照组) = 2–△△C
t
   公式(3) 

其中 Ct 为循环阈值(cycle threshold value)，代表

PCR 扩增过程中扩增产物的荧光信号达到设定的

荧光阈值所经过的循环数。2–△△C
t代表目标基因表

达量的变化倍数。 

2  结果和分析 

2.1  低 H+-ATPase活性突变株的筛选 

从每个含硫酸新霉素的 MRS 平板中随机挑

取 5 个单菌落，分别接种于 MRS 液体培养基中，

37 °C培养 24 h，通过测定 OD660和 pH值，挑选
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出 1株突变菌，命名为 ZUST-1。再对 ZUST-1进

行诱变，挑选出另一株突变菌 ZUST-2。 

各菌株生长曲线和 pH (图 1-A)测定实验表明：

亲本菌 ZUST和突变菌 ZUST-1均在 4 h进入对数

期，在 12 h达到稳定期，而突变菌 ZUST-2在 8 h

进入对数期，16 h 达到稳定期。突变菌 ZUST-1

和 ZUST-2生长能力均低于亲本菌 ZUST，ZUST-1

在进入稳定期后与 ZUST 基本相近，而 ZUST-2

的差异最显著；pH测定结果与生长能力成对应的

关系，突变菌 ZUST-1在对数期与亲本菌 ZUST的

pH 差异很小，进入稳定期后几乎相同，在 24 h

时 pH为 3.7，而突变菌 ZUST-2的产酸能力最弱，

在 24 h时 pH为 4.0。发酵液乳酸含量(图 1-B)测

定结果表明：亲本菌 ZUST和突变菌 ZUST-1在对

数期和稳定期发酵液中乳酸含量差异很小，趋于一

致。突变菌 ZUST-2在对数期和稳定期发酵液中乳

酸含量均低于亲本菌 ZUST和突变菌 ZUST-1，且

在稳定期差异比对数期小。这与 pH测定结果一致， 

 

       

图 1.  生长曲线和产酸能力、乳酸含量和酶活力分析 

Figure 1.  The growth curve, acid production ability, the concentration of lactic acid and H+-ATPase activity assay. 
A: growth curve of wild-type stain ZUST ( ) and mutants ZUST-1( ), ZUST-2( ), respectively. The acid production 
ability of wild-type stain ZUST ( ) and mutants ZUST-1( ), ZUST-2( ), respectively. The black and white symbols 
represent OD660 and pH, respectively. B: the lactic acid concentration of wild-type stain ZUST and mutants ZUST-1, 
ZUST-2 in exponential phase ( ) and stationary phase ( ), respectively. C: the H+-ATPase activity of wild-type 
stain ZUST and mutants ZUST-1, ZUST-2, respectively. All the symbols represent means ± standard deviation 
(error bars) obtained from three independent experiments. 
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突变菌 ZUST-2的 pH均高于亲本菌 ZUST和突变

菌 ZUST-1，但在稳定期的差异比对数期小。

H+-ATPase 活力(图 1-C)测定结果表明：突变菌

ZUST-1 和 ZUST-2 酶活力比亲本菌 ZUST 分别下

降了 10.1%和 28.8%，说明由于 H+-ATPase活力的

下降，导致 ZUST-1 和 ZUST-2 的生长代谢能力减

弱，使突变菌 OD660均低于亲本菌，pH 均高于亲

本菌，发酵液中乳酸含量均低于亲本菌，同时

ZUST-2的酶活力比 ZUST-1更低，所以 ZUST-2生

长产酸能力最弱。 

2.2  突变位点分析 

2.2.1  基因组 DNA的提取：基因组 DNA电泳结

果(图 2)均得到单一清晰的条带，OD260/OD280为

1.8，表明提取的 DNA较完整，没有 RNA、蛋白

的污染，可直接用于 PCR扩增 H+-ATPase的编码

基因。 

2.2.2  H+-ATPase 全部编码基因的扩增：

H+-ATPase全部编码基因扩增结果表明，亲本菌

ZUST (图 3-A)，突变菌 ZUST-1 (图 3-B)，突变

菌 ZUST-2 (图 3-C)均已全部成功扩增，但有杂

带，经胶回收纯化后，亲本菌 ZUST (图 4-A)，

突变菌 ZUST-1 (图 4-B)，突变菌 ZUST-2 (图 4-C)

都得到只含目的片段的单一条带，可以继续后

续实验。 

2.2.3  测序结果分析：用 DNAMAN 对测序结果

进行比对，结果如表 3 所示。突变菌 ZUST-1 的

atpA基因上有 22个突变位点，其它编码基因均无

突变。突变菌 ZUST-2的 atpA基因上有 22个位点

发生突变，而且 atpC基因上有 6个位点发生突变，

其中有 2 个发生移码突变。为确保测序结果准确

性，每个编码基因均送测 3次。 

 

图 2.  基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳检测图 

Figure 2.  Agarose gel electrophoresis of genomic 
DNA. 

 

图 3.  目的基因 PCR扩增琼脂糖电泳检测图 

Figure 3.  Agarose gel electrophoresis of PCR amplification for the target genes. A: PCR amplification for 
H+-ATPase of wild-type strain ZUST. B: PCR amplification for H+-ATPase of mutant ZUST-1. C: PCR amplification 
for H+-ATPase of mutant ZUST-2. Lane 1: atpA, 1515 bp; Lane 2: atpB, 714 bp; Lane 3: atpC, 429 bp; Lane 4: atpD, 
1404 bp; Lane 5: atpE, 213 bp; Lane 6: atpF, 516 bp; Lane 7: atpG, 945 bp; Lane 8: atpH, 546 bp. M: DNA marker. 
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图 4.  目的基因 PCR产物胶回收电泳图 

Figure 4.  Gel extraction of PCR products for the 
target genes. A: gel extraction for H+-ATPase of 
wild-type stain ZUST. B: gel extraction for H+-ATPase 
of mutant ZUST-1. C: gel extraction for H+-ATPase of 
mutant ZUST-2. Lane 1-8: atpA, atpB, atpC, atpD, 
atpE, atpF, atpG and atpH, respectively. 

 

表 3.  基因序列分析结果 

Table 3.  The results of the gene sequence similarity 

Gene 
name 

Sequence size 
Numbers of mutations 

ZUST-1 ZUST-2 

atpA 1515 bp 22 22 

atpB 714 bp 0 0 

atpC 429 bp 0 6(2) 

atpD 1404 bp 0 0 

atpE 213 bp 0 0 

atpF 516 bp 0 0 

atpG 945 bp 0 0 

atpH 546 bp 0 0 
 

2.3 亲本和突变菌 H+-ATPase 表达量的相对定量

分析 

2.3.1  总 RNA 非变性琼脂糖凝胶电泳结果：总

RNA 电泳结果(图 5)得到两条清晰条带，分别为

23S rRNA和 16S rRNA，而且 OD260/OD280为 2.0，

表明 RNA提取完整，无污染，可以用于后续实验。 

2.3.2  荧光定量 PCR 检测 H+-ATPase 的表达：

H+-ATPase (图 6-A)由 8个编码基因组成，分别编

码 8 个蛋白亚基。其中 atpB、atpE、atpF 编码的

a、c、b 亚单位共同组成膜质子通道 F0，其它 5

个亚单位组成编码复合体 F1，负责对质子通道的

装配及调控[20]。 

 

图 5.  总 RNA电泳检测图 

Figure 5.  The gel electrophoresis of total RNA. 

 

各菌株编码基因表达水平实验结果(图 6-B)

表明：所有菌株的 atpA和 atpC基因在稳定期的

表达水平均比对数期高(除 ZUST-2 的 atpC 不表

达外)，而亲本菌 ZUST 的其它 6 个基因在稳定

期的表达水平均比对数期低，突变菌 ZUST-1和

ZUST-2 的其它 6 个基因在稳定期的表达水平均

比对数期高。分析认为，突变菌 ZUST-1 和

ZUST-2 由于发生基因突变，酶活力减弱，在进

入稳定期后，酸胁迫环境愈加严峻，菌株为保证

自身存活，产生一系列应激反应，从而导致其它

6个编码基因的表达水平上调。亲本菌和突变菌

atpA和 atpC基因表达水平在稳定期均高于对数

期(除 ZUST-2 的 atpC 不表达外)，具有一致性，

在稳定期为应对酸胁迫环境，基因表达水平均上

调，说明 atpA和 atpC是调控 H+-ATPase活力的

主要基因。突变菌 ZUST-1 的 atpA 在对数期和

稳定期的基因表达水平分别比亲本菌 ZUST 下

调了 41.1%和 43.6%，突变菌 ZUST-2 在对数期

和稳定期的基因表达水平分别比亲本菌下调了

35.7%和 14.2%。突变菌 ZUST-1的 atpC基因在

对数期表达水平比亲本菌 ZUST略高，在稳定期

的表达水平上调了 30%，而突变菌 ZUST-2在对

数期和稳定期均未表达。 
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图 6.  H+-ATPase结构以及 H+-ATPase全部编码基因表达水平 

Figure 6.  The H+-ATPase structure and its gene expression. A: organization of the H+-ATPase in lactic acid 
bacteria. B: the gene expression of wild-type strain ZUST and mutants ZUST-1, ZUST-2 in exponential phase and 
stationary phase, respectively. The white, light gray and dark gray symbols represent wild-type strain ZUST, 
mutants ZUST-1 and ZUST-2, respectively. The symbols with pure color and fill slash represent exponential phase 
and stationary phase, respectively. The symbols represent means±standard deviation (error bars) obtained from 
three independent experiments. 
 
 

3  讨论 

植物乳杆菌是食品工业上常用的发酵剂，硫

酸新霉素能够使乳酸菌 H+-ATPase 的某个亚基发

生突变，从而使乳酸菌的生长代谢能力减弱，关

于利用硫酸新霉素选育弱后酸化的乳酸菌的研究

多有报道[21-23]。本研究通过利用硫酸新霉素成功

诱变、筛选出 2 株突变菌，发现突变菌生长产酸

能力均低于亲本菌。通过对 H+-ATPase 的酶活力

进行测定，结果表明突变菌的酶活力均低于亲本

菌。研究表明，H+-ATPase 是控制乳酸菌生长代

谢的关键酶，在正常生长条件下能够维持乳酸菌

的胞内 pH 在中性附近，从而提高乳酸菌的耐酸

性[24]。由于 H+-ATPase 的酶活力减弱，从而使突
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变菌的生长产酸能力下降，这一结果与报道内容

一致。 

目前关于弱后酸化乳酸菌的选育研究虽然有

很多，但对弱后酸化机理的研究却鲜有报道，即

使有限的报道也是观点与机理不一。崔兰[25]对弱

后酸化保加利亚乳杆菌的研究发现，突变菌的

atpG 表达水平在对数期和稳定期分别比亲本菌下

调了 76%和 67%。刘飞等[26]通过对弱后酸化保加

利亚乳杆菌突变株和亲本菌株的 H+-ATPase 基因

相似性进行研究，发现突变菌和亲本菌的

H+-ATPase编码基因相似性为 100%，认为突变株

和亲本菌之间的 H+-ATPase 活力的差异并不是由

于编码基因发生了突变，可能是转录水平的降低

导致 H+-ATPase 蛋白的表达量降低，进而影响酶

活力。本研究为进一步阐述突变菌的弱后酸化机

理及 H+-ATPase 的调控机制，分别对亲本菌和突

变菌 H+-ATPase 的全部编码基因进行测序，结果

发现突变菌 ZUST-1 和 ZUST-2 的 atpA 编码基因

上均有 22个位点发生突变，而且 ZUST-2的 atpC

编码基因上有 6 个位点发生突变，包括两个移码

突变位点。对亲本菌和突变菌全部编码基因表达

水平的测定，结果发现突变菌所有编码基因表达

水平在稳定期均高于对数期，亲本菌和突变菌

atpA及 atpC基因表达水平在稳定期均高于对数期

(除 ZUST-2 的 atpC 不表达外)，具有一致性，而

其它 6 个基因则恰好相反，亲本菌 ZUST 在稳定

期表达水平均低于对数期，突变菌 ZUST-1 及

ZUST-2在稳定期表达水平均高于对数期。突变菌

ZUST-1和 ZUST-2的 atpA基因的表达水平均比亲

本菌低，而 ZUST-2 的 atpC 不表达，综合分析认

为 atpA和 atpC这两个编码基因对H+-ATPase的功

能均有影响，而 atpC的影响可能起主导作用。虽

然突变菌 ZUST-2 atpA 基因的表达水平在稳定期 

比突变菌ZUST-1要高，但由于 atpC基因不表达，

导致 ZUST-2 的 H+-ATPase 活力比 ZUST-1 更低，

具体表现为 ZUST-2的生长产酸能力最弱，发酵液

乳酸含量最低。突变菌 ZUST-1的 atpA基因表达水

平与亲本菌 ZUST相比下调幅度较大，但是其 atpC

基因的表达水平在对数期比 ZUST略高，稳定期与

ZUST差异更大。所以，最终表现为突变菌 ZUST-1

与亲本菌 ZUST的生长产酸能力差异不大，在稳定

期比对数期的差异更小，与图 1实验结果相符。 

本研究通过实时荧光定量 PCR分析了亲本菌

和突变菌的基因表达水平，结果表明突变菌

H+-ATPase 活力下降是由于其编码基因发生突变，

进而引起该编码基因的表达水平下调或不表达，

最终导致酶活力下降，具体表现为菌体生长产酸

能力减弱，从而达到弱后酸化的效果。通过对两

株突变菌的测序结果分析，发现 atpA上发生突变

的位点相同，推测 H+-ATPase 活性降低的植物乳

杆菌突变菌的突变位点可能存在一定的规律性，

而突变菌 ZUST-2 上的 atpC 发生突变是导致

ZUST-2 与突变菌 ZUST-1 差异的主要原因，说明

atpC 基因对该酶活力的影响更大，可能是调控

H+-ATPase功能的关键基因。本研究为进一步阐述

H+-ATPase 在植物乳杆菌中的调控机制奠定了基

础，但关于 H+-ATPase 中的每个编码基因的作用

及其编码的蛋白亚基对 H+-ATPase 的单独调控作

用及其协同作用有待进一步深入的研究。 
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Isolation, characterization and real-time RT-PCR for relative 
quantification of gene expression in H+-ATPase-defective mutants 
from Lactobacillus plantarum 
Xiang Zhang1, Hui Fang1, Dongfang Xie1, Yuecheng Lin1, Yingyan Tao1, Hongpeng 
Wang1, Jinyan Gong1, Qing Ge1, Guorong Pan1, Jun Huang1,3*, Yuru You1,2* 
1 Key Laboratory of Agricultural Products Chemical and Biological Processing Technology, Zhejiang University of Science and 
Technology, Hangzhou 310023, Zhejiang Province, China  
2 Beingmate Baby & Child Food Co., Ltd., Hangzhou 310007, Zhejiang Province, China 
3 Hangzhou Allsheng Instruments Co., Ltd, Hangzhou 310030, Zhejiang Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study was to isolate Lactobacillus plantarum acid-sensitive mutants with 

lower H+-ATPase activity, and to study the mechanism of H+-ATPase regulation in Lactobacillus plantarum. 

[Methods] We used neomycin to isolate acid-sensitive mutants of L. plantarum, and measured H+-ATPase activity 

and lactic acid production of wild-type and mutants. Genomic DNA was extracted from the wild-type ZUST and 

two mutants (ZUST-1, ZUST-2), and used as PCR templates. H+-ATPase genes of the strain were amplified, and the 

PCR products were sequenced. Sequence similarity of H+-ATPase was analyzed. Real-time RT-PCR was used to 

evaluate the relative quantification of the H+-ATPase genes expression. [Results] The growth of the mutants was 

characterized in MRS broth, which revealed that their cell biomass and acid production were lower than that of the 

wild-type. H+-ATPase activity of the mutants ZUST-1 and ZUST-2 was 10.1% and 28.8% lower than that of the 

wild-type. Results showed that atpA gene of the mutants ZUST-1 and ZUST-2 existed 22 mutations by alignment of 

the wild-type sequence, and atpC gene of ZUST-2 existed 6 mutations. Mutants ZUST-1 and ZUST-2 atpA gene 

expression were 41.1% and 35.7% lower than that of the wild-type in exponential phase, 43.6% and 14.2% in 

stationary phase, respectively. The atpC gene expression of ZUST-1 was similar to that of the wild-type in 

exponential phase, and was 30% higher than that of the wild-type in stationary phase, and ZUST-2 atpC gene was 

not expressed. [Conclusion] The mutants with lower H+-ATPase activity were found to up-regulate the expression 

of H+-ATPase genes in stationary phase, except ZUST-2 atpC gene was not expressed. H+-ATPase activity has an 

important connection with the difference in gene expression of atpA and atpC. The results of this study will pave 

the way for gaining further insights into the mechanism of the H+-ATPase-defective mutants. 

Keywords: Lactobacillus plantarum, H+-ATPase, mutant, real-time RT-PCR 
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