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摘 要 以本实验室构建的含 $#&D基因的质粒 EFG#$!为模板，采用定点突变技术将乳链菌肽 D分子中 2环第 1
位 6/-突变为 H7-（61H）、将第 #位 I/J突变为 I/,和第 %!位 F>C突变为 KLC（6#HMF%!N）以及将第 #4位 3C@突变为
KLC和第 %!位 F>C突变为 KLC（*#4NMF%!N），以 E+O%87为载体，电击转化乳酸乳球菌（3 ) ,+0/#&）*D"1$$进行表达。对
表达产物性质的研究结果表明，%个突变体的抑菌谱和溶解度未发生变化，其抑菌活性略有下降，但它们的稳定性
表现各不相同：*#4NMF%!N的稳定性与 *>C>@D几乎一致，而 61H和 6#HMF%!N的稳定性有明显提高，在 EF"条件下
!$$P加热 5=>@仍不丧失抑菌活性。
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乳链菌肽（*>C>@）是某些乳酸乳球菌（3+0/(0(00)&
,+0/#&）产生的一种小肽，对许多革兰氏阳性菌有强烈
抑制作用，是一种被世界 5$多个国家和地区广泛应
用的高效、无毒的天然食品防腐剂。成熟的乳链菌

肽分子由 %;个氨基酸组成，分子量约 %5!$。在生物
合成过程中，它首先在核糖体上合成前乳链菌肽

（R-7@>C>@）分子，随后通过翻译后修饰在特定的位点
脱水、形成硫醚桥，产生羊毛硫氨酸和!0甲基羊毛硫
氨酸等稀有氨基酸，最后切除前导肽，赋于乳链菌肽

分子以杀菌活性。乳链菌肽分子在低 EF条件下表
现出较高的稳定性和溶解性，而在高 EF时溶解性
低且不稳定，易裂解失活［!］，这就限制了它在食品中

应用的范围。因此，人们试图通过基因工程的方法

改良乳链菌肽。近年来，许多实验室利用定点突变

技术广泛而深入地研究了乳链菌肽分子结构与功能

的关系，获得了一些鼓舞人心的结果。如 S’((7=,等
人得到的含 *#4N和 F%!N的 *>C>@D突变体在中性
EF 条件下溶解度分别提高大约 ; 倍和 4 倍［#］，
I7=7(等人得到的含 6#H的 *>C>@D突变体对黄色微
球菌（4#0*(0(00)& -,+5)&）和嗜热链球菌（ 6/*%7/(0(00)&
/"%*8(7"#,)&）的抑菌活性增加 # 倍［%］。此外，N?>E7-C
等人得到的含 H%6的 *>C>@D突变体将 3环由羊毛硫

氨酸变为了!0甲基羊毛硫氨酸，对黄色微球菌的抑
菌活性剧烈下降［;］。本实验室从乳链菌肽高产菌株

乳酸乳球菌 3K# 的基因文库中筛选到完整的乳链
菌肽生物合成基因簇，并克隆和表达了编码乳链菌

肽前体的结构基因（ $#&D）［5］。本论文采用已克隆到
的 $#&D基因为模板，利用定点突变技术，将乳链菌
肽分子中 2环第 1位的 6/-突变为 H7-，使!0甲基羊
毛硫氨酸变为羊毛硫氨酸，同时结合前人研究结果，

对 $#&D结构基因进行定点突变，并研究了这些突变
体的抑菌谱、溶解度和稳定性等性质，为进一步了解

乳链菌肽分子结构与功能的关系和利用定点突变技

术改良乳链菌肽分子的特性进行了探索。

& 材料与方法

&’& 菌株与质粒
本文所用菌株和质粒见表 !。

&’( 培养基和试剂
&’(’& 培养基：大肠杆菌的培养用 K2培养基，必要
时加入 !$$"TM=K 的 3=E 或 <=。乳酸菌的培养用
O+!4培养基，必要时加入 5"TM=K的 <=。黄色微球
菌用 H!培养基，其余菌均用 K2培养基。
&’(’( 工具酶和试剂：限制酶、6; I*3连接酶、6;



多核苷酸激酶购自 !"#"$" 公司。%!&、’()(* 购自
+(,-"公司。./0 !"1酶、2’%纯化回收 #(3购自 4(56

278公司。+(3769(:7;379 <03",7*7)() #(3 购自 =>5*37;?
公司。

表 ! 菌株与质粒
"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-,

+3:"(* "*9 .>")-(9 $7>78"*3 .:5.7:3(7) +50:;7

.<@AB7 CD.:7))(5* 87;35:，C-: E #5F

.G=HI =>5*(*, 87;35:，%-.: J0: >"KL

.MENOH .<@AB7 ;"::P(*, 3?7 !"#Q ,7*7 J0: >"KL

.RS+NTAH .G=HI ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（%%!!%%%，=%=!%%%） !?() .".7:

.RS+NAH .G=HI ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（%=%!%@!，=%=!%%%） !?() .".7:

.RS!U+ .G=HI ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（%=%!%@!） !?() .".7:

.RE+NTAH .<@AB7 ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（%%!!%%%，=%=!%%%） !?() .".7:

.RE+NAH .<@AB7 ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（%=%!%@!，=%=!%%%） !?() .".7:

.RE!U+ .<@AB7 ;"::P(*, 3?7 -03"3(5* !"#Q ,7*7（ %=%!%@!） !?() .".7:

$ L %&’" E<HOI ()%% #*+CVV )!,-H .#,/HT 01(-IB ()’-H 2.""（ ’3% W +(&-4）X’［ 2(35AB +(&-4 Y ’3%61 ’3%7"<HZ］ J0: >"K

8 L ’3%2"# ’QIUOO !*ZNTB "!"#% *5*6*()(* .:590;7: ’[QJ

43%"’’*# #*92"’"# BAZOH J0: >"K

8 L ’3%2"% <@HABA J0: >"K

:23+.1’&%&%%*# 3*()*#NBOTH J0: >"K

;’&#2(","*< 9*21("%*<（-(P"） J0: >"K

="%(&%&%%*# >’3?*#’=[4UHBB J0: >"K

8"#2)("3 <&!&%12&0)!)# ZVOOA J0: >"K

:."0)’’3 >’)@!)(" ZHNUZ J0: >"K

:3’<&!)’’3 ZOAHH J0: >"K

A#)*,&<&!3# 3)(*0"!&#3HOHOZ J0: >"K

!01 234操作
大肠杆菌质粒 2’%提取和转化按文献［B］。乳

酸乳球菌质粒 2’%的提取按文献［T］，电击转化按
文献［U］，2’%操作按文献［B］。
!05 !"#6基因的定点突变及序列分析
根据本实验室得到的 !"#Q结构基因序列，设计

突变引物，!U+：Z\6@!%!!=@=!%!@-BC;==@@!!@6
!%%%%=%@@6A\；!N+]MAH#：一 条 为 Z\6==%=@6
=%!!-BC%@!%!!!=@=6A\，突变第 N位氨基酸，另一
条为 Z\6@!%%!!@!%@!%!!---@!%%@=%%%!%%==6
A\，突变第 AH 位氨基酸；<NT#]MAH#：Z\6@=%%=!!6
@!---!@!%@!%!!---@!%%@=%%%!%%==6A\。选择
性引物：Z\6@%@!@=%==%!@@@%@@!@!@%%%!6A\，并
引入 D%&!酶切位点。以上引物均由上海生工公司
合成，定点突变方法按 =>5*37;?公司的说明书进行。
突变产物送上海生工测序，经 $%&$!]E"!9 "

双酶切后与 .<@AB7连接转化 8 L ’3%2"# ’QIUOO。
!07 突变体表达产物的纯化及 ’2’894:;电泳
突变体表达产物粗制品的制备按文献［I］。采

用阳离子交换树脂 +7.?"97D =<6NZ 层析及凝胶
+7.?"97D @6NZ层析纯化。+2+6&%@C电泳按 &:5-7,"
公司操作手册进行。

!0< 乳链菌肽突变体最小抑菌浓度（=>?）测定
乳链菌肽及其突变体的纯化产物 <[= 的测定

方法参见文献［N］，指示菌为黄色微球菌 ’=[4 UHBB。
!0@ 抑菌谱测定
选取不同指示菌（包括常见的食品腐败菌及病

原菌），采用琼脂平板扩散法测定抑菌活性。

!0A 稳定性的测定
用 H-5>]^ 的 M=> 和 ’"JM 调突变体粗提液的

.M分别为 N，A，V，Z，B，T，U，I，HO，HH，HN；分别在
NZ_，ZZ_加热 HO-(*，HOO_加热 Z-(*，测定方法参
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见文献［!］。
!"# 溶解度的测定
将各突变体纯化产物溶于 "#$%&’()* +,-(溶液

中，调 ./从 !至 $!，测定方法参照文献［!］。

$ 结果和讨论

$"! !"#%基因的定点突变
$"!"! 含 012 突变的重组质粒构建：成熟的乳链
菌肽分子含有 %个硫醚键形成的内环，其中一个是
羊毛硫氨酸（3环），其它 4个是!5甲基羊毛硫氨酸
（6、-、7和 8环）［4］。为了考察 6环结构的改变对
乳链菌肽分子功能的影响，我们将乳链菌肽 6环中
第 1位的 09:突变为 2;:，使!5甲基羊毛硫氨酸突变
为羊毛硫氨酸。根据乳酸菌密码子的偏好性，选择

2;:的密码子为 3<0。突变用 .=-$>载体在大肠杆
菌中进行。首先将 ./?!"$ 上的 !"#@ 片段用 $%&A
"和 ’"!B #双酶切克隆到 .=-$>上，用 -(’CD;E9公
司的 2FD;5BF:;ED;B GHD,I;C;JFJ KFD进行定点突变。提
取转化子的质粒（.LM012）7+3，经 ()* "和 (%& "
酶切验证。若突变成功，原 .=-$>载体上的 ()* "
被突变为 (%& "，()* "将不能切开 .LM012 7+3
而 (%& "能切开。酶切验证（图 $）确如预期。经
7+3测序，结果也显示得到预期的突变。

图 $ .LM012酶切的琼脂糖凝胶电泳
NFIO$ 3I,:’J; I;( ;(;ED:’.9’:;JFJ ’P .LM012

BFI;JD;B QR :;JD:FEDF’C ;CSR&;J
$#7+3 G,:T;:；!#.LM012；U# .LM012)$%&A"；

4# .LM012)()* "；%# .LM012)(%& "

用 $%&A "和 ’"!B #双酶切 .LM012 7+3，得
到含 012突变的 !"#@基因片段，与经同样双酶切的
乳酸菌载体 .G<UV; 大片段连接，构建重组质粒
.L?012，电击转化 + O ,-%."# +@>1""，在含红霉素的
<G$W平板上筛选转化子。 + O ,-%."# +@>1"" 是乳链
菌肽前体结构基因缺失 4Q.而不能产生有生物活性
乳链菌肽的突变体，但乳链菌肽生物合成所需的其

它基因是完整的［$$］，故使含 012突变的 !"#@基因能

够表达。提取转化子质粒并进行酶切分析，结果与

预期一致（图 !）。

图 ! .L?012重组质粒酶切的琼脂糖凝胶电泳
NFIO! 3I,:’J; I;( ;(;ED:’.9’:;JFJ ’P :;E’&QFC,CD .(,J&FB

.L?012 BFI;JD;B QR :;JD:FEDF’C ;CSR&;J
$#7+3 G,:T;:；!#.L?012；U#.L?012)$%&A"；

4# .L?012)$%&A" X ’"!B #

$"!"$ 含 +!WK)/U$K 和 0!2)/U$K 突变的重组质
粒构建：根据前人研究结果，我们将 +!WK和 /U$K、
0!2和 /U$K 组合到一起，构建成分别含有 +!WK)
/U$K和 0!2)/U$K的 !个突变体，以试验能否得到
溶解度进一步提高或溶解度和抑菌活性都有改善的

+FJFC@ 突变体。得到的重组质粒分别命名为
.L?2!WU$和 .L?2!U$。构建方法和程序同前。酶切
分析和 7+3测序结果均如预期。
$"$ 乳链菌肽 %突变体的纯化及 &’&()*+,分析
按材料方法所述，分别对 012、+!WK)/U$K 和

0!2)/U$K乳链菌肽突变体的粗提液进行阳离子交
换树脂 2;.9,B;Y -G5!%层析纯化，检测各收集管样
品的抑菌活性，可知 012乳链菌肽 @突变体的活性
峰在 $$" Z $4"管，+,-(浓度为 "#U Z "#4&’()*之间，
样品回收率为 %1#4[。+!WK)/U$K和 0!2)/U$K乳
链菌肽 @突变体的活性峰均在 1" Z $!"管，+,-(浓
度为 "#U Z "#4&’()* 之间，样品回收率为 %U#V[和
%!#![。合并所需样品，进行凝胶 2;.9,B;Y <5!%层
析纯化。012乳链菌肽 @突变体纯化结果见图 U。
从图 U可见，012 突变体纯化图谱有两个明显

的吸收峰，检测各峰收集管的抑菌活性，第二个峰为

活性峰。合并 U"5%"管的样品，冷冻干燥，溶于 ./!
的 BB/!\。电泳结果显示只有一条分子量约为

U#%T7的蛋白带。+!WK)/U$K 及 0!2)/U$K 乳链菌
肽 @ 突变体纯化方法同 012。纯化产物的 2725
]3<8见图 4。
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图 ! "#$突变体 $%&’()%* +,-.层析图谱
/012! $%&’()%* +,-. 3’456(7514(&’8 59 :0;0<= "#$

图 > 乳链菌肽 =突变体纯化产物的 $?$,@A+B
/012> $?$,@A+B 59 7’% &C4090%) :0;0<= 6C7(<7;

DE@457%0< ;0F% 6(4G%4；-E :-HIJK!DI；!E"-$JK!DI；>E"#$

!"# 乳链菌肽 $突变体的性质研究
!"#"% 突变体的最小抑菌浓度（LMN）试验：试验重
复 !次，取其平均值。结果表明 :0;0<=的 LMN值为
D!!1 JO，而 "#$、:-HIJK!DI和 "-$JK!DI的 LMN值
分别为 D.!1JO 、-P!1JO和 DH!1JO。说明突变体对黄
色微球菌 :NMQ #DRR 均有抑菌活性，只是活性略有
下降，可见这些位点的改变对乳链菌肽的生物活性

没有什么大的影响。

!"#"! 突变体的抑菌谱测定：参照乳链菌肽的抑菌

谱，我们选取了 S株指示菌，包括常见的食品腐败菌
及几种病原菌，既有革兰氏阳性菌，也有革兰氏阴性

菌，用琼脂平板扩散法测定其抑菌圈。表 -结果显
示，!个突变体的抑菌谱基本没有改变，与突变前的
乳链菌肽 =一样。
!"#"# 突变体稳定性的测定：将突变体粗提液调整
&K从 -至 D-，分别于 -.T，..T加热 DP60<，DPPT
加热 .60<，采用琼脂平板扩散法测定抑菌圈。从图
.可知，乳链菌肽 =及其突变体在低 &K值时均具有
较好的稳定性，随着 &K和温度的升高，活性逐渐降
低直至完全丧失。

另外也可看到，在室温下，乳链菌肽 =和 :-HIJ
K!DI在 &K- U H范围内相对稳定，&K# U S时活性开
始剧烈下降，至 &KDP 时完全失活；而 "#$ 和 "-$J
K!DI在低 &K时抑菌活性虽比乳链菌肽小，但随 &K
值的增加，其活性仅呈缓慢下降，&KD- 时仍具有一
定的活性。在 ..T加热 DP60<，DPPT加热 .60< 处
理后，乳链菌肽 =和 :-HIJK!DI的活性随 &K值的
增加迅速降低，在 &KR 时完全失活；而 "#$ 和 "-$J
K!DI 在 &KS 时仍具有活性。因此，"#$ 和 "-$J
K!DI在中性或碱性 &K以及高温条件下，比野生型
乳链菌肽 =有更好的稳定性。
!"#"& 乳链菌肽突变体溶解性的测定：将乳链菌肽
及其突变体经 $%&’()%* NL,-.及 $%&’()%* +,-.层析
纯化后的产品，用 PED65VJO KNV 及 PED65VJO :(WK
调 &K从 -至 D-，测定不同 &K条件下的溶解性，结
果表明各乳链菌肽突变体的溶解度与突变前几乎一

致。与预期结果不同，"-$JK!DI 及 :-HIJK!DI 的
溶解度并未提高，推测可能是由于双突变导致乳链

菌肽的空间构型发生一定程度的改变，因此影响了

它们的理化特性，具体原因及机理需进一步研究。

表 ! 乳链菌肽 $突变体抑菌谱
’()*+ ! ’,+ -.+/0123- 45 (607)(/0+17(* (/078709 45 :7-76$ (6; 70- 320(60-

$74(0<;
A<70X(37%40(V (370Y078J66

! 2 "#$%&’ :=S#PPJ&L+!R% :0;0<= :-HIJK!DI "-$JK!DI "#$
(#&"")’ ’)*%&"&’ R!.PD P D!E#P DPESP DPE!P DPE#>
! 2 "#$%&$ L+D!R! P DHEPP D!E.P D.EPP DREPP
+%#,-."/$/$$)’ #)01)’ -RPHD P D-ERR SE>P DDEPP DDE!P
2"/’%0&3&)4 *)%.0&$)4（608(） P D>EPP DPEPP DDE!P DPE-P
5&$0/$/$$)’ 6"#7)’:NMQ#DRR P --E!H DSE!! -PER- -PE.>
!&’%10&# 4/8/$.%/9181’ .>PP! P DDEPP #EPR DPE.P SEPS
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图 ! 乳链菌肽 "及突变体分别在 #!$、!!$和 %&&$处理后的抑菌活性
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