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摘  要：【目的】马奶酒样乳杆菌 ZW3 含有一段长度为 14.4 kb 的胞外多糖合成基因簇，包含 17
个与胞外多糖合成相关的基因(WANG_1283−WANG_1299)，主要分析 17 个基因在马奶酒样乳杆

菌 ZW3 生长过程中不同时间段的表达量，探究其中一个表达量发生变化的基因对乳酸菌产胞外

多糖的影响。【方法】通过半定量 RT-PCR 实验，对基因簇上各基因的表达量进行分析；通过构

建含有表达量变化基因的重组乳酸乳球菌，比较重组菌与野生菌的产胞外多糖差异。【结果】经

分析，WANG_1284、WANG_1286、WANG_1287、WANG_1288、WANG_1290、WANG_1291、
WANG_1292、WANG_1294、WANG_1296、WANG_1297、WANG_1298、WANG_1299 这 12 个

基因在菌体生长的 50 h 和 60 h (产糖量上升阶段)表达量最高，推测这些基因在多糖聚合过程中

起作用。从这 12 个基因中选出一个表达量发生明显变化的基因 WANG_1291 做进一步研究。将

WANG_1291 插入乳酸菌表达载体 pMG36e 中，构建了重组表达载体 pMG36e-1291。将构建的重

组表达载体转化到乳酸乳球菌 WH-C1 中，得到重组菌株。测定重组菌与野生菌生长特性，发现

重组菌与野生菌之间的生长速度存在一定差异。然后利用苯酚-硫酸法测得重组乳酸乳球菌的胞

外多糖产量是野生菌的 2.1 倍，胞外多糖产量有了明显的提高。【结论】确定 WANG_1291 基因

是调控马奶酒样乳杆菌 ZW3 产胞外多糖的关键基因之一。 
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Expression of WANG_1291 gene of Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 
KANG Ran  WANG Jing-Rui  CUI Yue-Qian  XI Yan-Shuang  WANG Yan-Ping* 

(College of Food Engineering & Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Key Laboratory of 
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Abstract: [Objective] The whole genome sequencing of Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 is already 
known, it carries a 14.4 kb EPS (exopolysaccharides) gene cluster (WANG_1283 to WANG_1299) 
containing 17 EPS-related genes. In this study, we analyzed the expression quantity of 17 EPS genes in 
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 growth, and explored one expression quantity changed gene how to 
influence EPS yield. [Methods] Expression quantity of 17 EPS genes was analyzed by 
semi-quantitative RT-PCR technique; By constructing a recombinant strain of Lactococcus lactis 
containing an expression quantity changed gene, the EPS yield was compared between mutant strain 
and the wild strain. [Results] WANG_1284, WANG_1286, WANG_1287, WANG_1288, 
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WANG_1290, WANG_1291, WANG_1292, WANG_1294, WANG_1296, WANG_1297, 
WANG_1298, WANG_1299 have the highest expression level at 50 h and 60 h when EPS was highly 
synthesized, suggesting that these genes play a role in the polymerization of polysaccharides. 
WANG_1291 was picked out from EPS genes to be further studied. This gene was inserted into 
plasmid pMG36e for the recombinant expression. The recombinant expression vectors were 
electroporated into Lactococcus lactis WH-C1. Assessing growth curves showed that the mutant strain 
and the wild strain have some differences. EPS yield of the recombinant was 2.1 times higher than that 
of the wild strain as analyzed by phenol-sulfuric acid method. [Conclusion] We provided evidence to 
show that WANG_1921 is a key gene to regulate Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 EPS yield. 

Keywords: Lactobacillus kefiranofaciens ZW3, Exopolysaccharides, Semi-quantitative RT-PCR, 
Recombinant strains 

乳酸菌(Lactic acid bacterium，LAB)是一类能发

酵利用碳水化合物并产生大量乳酸的细菌。乳酸菌

胞外多糖(LAB EPS)是这类细菌在生长代谢过程中

分泌到细胞壁外的黏多糖或荚膜多糖。多年来研究

表明，乳酸菌胞外多糖有免疫调节[1-2]、抗肿瘤[3-4]、

抗氧化等生物活性[5-6]，也具有改善酸奶的流变特

性、增加酸奶黏度、提高酸奶稳定性[7]等优良特征，

具有广阔的应用前景。 

大部分胞外多糖在细胞内聚合过程大致为：糖

酵解产生的葡萄糖-6-磷酸在 α-磷酸葡萄糖变位酶

作用下生成糖-1-磷酸，糖-1-磷酸经相关酶转化形成

糖核苷酸前体，糖核苷酸前体在糖基转移酶作用

下，将第一个糖基加载在一种脂质载体上[8]，随后

将一系列糖基加载在不断增长的重复单元上最终

聚合成胞外多糖[9-10]，通过细胞膜转移分泌到胞外。

胞外多糖的合成需要相关基因的参与[11-13]，通常，

EPS 基因簇主要分 4 个功能区域，分别为：控制基

因簇转录的调控基因、糖基转移酶基因、链长决定

基因、糖单元聚合输出基因[14]。本实验室已对马奶

酒样乳杆菌 ZW3 进行了全基因组测序，测序结果

可知染色体上含有一段 14.4 kb 的胞外多糖合成基

因 簇 [15] ， 含 有 17 个 多 糖 编 码 相 关 基 因

(WANG_1283−WANG_1299)，编码蛋白包括：

甘油-3-磷酸胞苷转移酶、EpsIM 假定的糖基转移

酶、LPS 生物合成蛋白、EpsN、WchA 糖基转移酶、

UDP-N-乙酰氨基葡糖、EPS 生物合成蛋白和荚膜多

糖合成蛋白等。 

本文以马奶酒样乳杆菌 ZW3 为研究对象，应

用半定量 RT-PCR 技术分析 EPS 基因簇中 17 个基

因在菌体生长不同时间点的表达量，通过产物条带

亮度预测各基因在多糖合成中的作用，并从中选取

WANG_1291 这一关键基因，构建乳酸乳球菌

WH-C1 的突变株，初步探究此基因对胞外多糖产量

的影响，为后续研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、引物、质粒及培养条件 
菌种：马奶酒样乳杆菌 ZW3 (Lactobacillus 

kefiranofaciens ZW3) 与 乳 酸 乳 球 菌 WH-C1 

(Lactococcus lactis WH-C1)，分离自西藏 Kefir 粒，

高产胞外多糖，本实验室保存。 

引物：本实验所用引物均采用Primer Premier 5

设计，由华大基因合成，见表1。 

质粒：pMG36e[16]，大小为 3 610 bp，含 P32

启动子，具有红霉素抗性。 

马奶酒样乳杆菌用乳清培养基培养[17]；乳酸乳

球菌用 MRS 培养基培养[18]。 

1.2  主要试剂和仪器 
2×EasyTaq PCR Mix 和 Trans 2K Plus II DNA 

marker，购自北京全式金生物技术有限公司；T4 

DNA 连接酶与限制性内切酶，购自立陶宛 MBI 

Fermentas 公司；cDNA 第一条链合成试剂盒、DTT

二硫苏糖醇溶液，购自天根生化科技有限公司。

其他试剂均为国产分析纯。PCR 仪，购自德国  
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表 1  本实验使用的引物 
Table 1  The primers used in this study  

引物名称 
Primers 

引物序列 
Primers sequences (5′→3′) 

bdlnc-up CTGATGTGAAAGCCCTCG 

bdlnc-down TAATCCTGTTCGCTACCC 

q91-up GCGAGCTCTTGGGGATTATGTATTC 

q91-down CCCAAGCTTTTAATCTATTTTTTTGAT 

1283-up TGCTCTAGATTGATCGTCGCACTTTC 

1283-down CGCCAAGCTTCTAAAGTTTCAAATCTCTC 

1284-up CCGAGCTCATGAAGATTGCACTGAT 

1284-down GCGTCGACTTACTTATAAAGTGATAT 

1285-up GCGAGCTCATGCAAAAAAAAGTGTTATCGAG 

1285-down CCCAAGCTTCTAAAGTTTAAAATCTACGAG 

1286-up GCTCTAGAATGAGCAAAAAATCTTTG 

1286-down GGGCCCAAGCTTCTAAATTTTAT 

1287-up CCGAGCTCATGGTAGATAAAAAGCCGAT 

1287-down GCGTCGACTCATGACTTTCCTTTCT 

1288-up GCGAGCTCATGAAAAGAGCATGTTTTATAATTC 

1288-down GGCGTCGACTTATCTACCATTTTTTAGT 

1289-up TGCACTGCAGATGAAAATAAGACTTGAGCG 

1289-down CCCAAGCTTTCATTTTAATCCTTCTT 

1290-up CGCTCTAGAATGAGCATAAAAGACAA 

1290-down GCCTGCAGTCATTTACGTTCCACCAATC 

1291-up GCTCTAGATTGGGGATTATGTATTC 

1291-down CCCAAGCTTTTAATCTATTTTTTTGAT 

1292-up GCCTGCAGATGAATTCATTAGTTTCA 

1292-down CCCGGAAGCTTTTAAATAACTTGAACCTTA 

1293-up GCTCTAGAATGATCTTTGTTACAGTAGGGAC 

1293-down CCCAAGCTTTTATTTCGCCAATCCATC 

1294-up GCGAGCTCATGAAAGTTTGTTTAGTTGG 

1294-down GCCGCTCTAGATTAAAAAATACTCCCT 

1295-up GCGAGCTCATGGTAATGGAGAAACTAAAAG 

1295-down GCGTCGACTTAATACGCTCCATTAGGATG 

1296-up GCGAGCTCATGGTTTTAGTTGATATTCAC 

1296-down GCGTCGACTTAAAATAGCCAGAATT 

1297-up GGCGAGCTCATGTCACTTTTTAAG 

1297-down GCGTCGACTTACTTTTTCAACCTAG 

1298-up GCGAGCTCATGGAACAAGAACAAAAG 

1298-down GCGTCGACCTATACTCTGCGTCTCTT 

1299-up GCGAGCTCATGGTAGAAAAGAATCAAC 

1299-down CCCAAGCTTTTAATTATGATTCATAACG 
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Eppendorf 公司；Power PAC3000 电泳仪。全自动

凝胶成像仪与电转仪，购自美国 Bio-Rad 公司；

ND2000 超微量核酸蛋白测定仪，购自美国 Thermo

公司。 

1.3  乳酸菌产糖量的测定 
使用苯酚-硫酸法测产糖量，按黄晓钰等[19]所

述方法制作标准曲线，将不同浓度的葡萄糖溶液与

苯酚、浓硫酸混合后，测其 OD490 值，以葡萄糖浓

度为横坐标，OD490 值为纵坐标绘制标准曲线。然

后将待测乳酸菌接种到乳清液体培养基中厌氧培

养。每 4 h 取样一次，将取出的菌液离心除去菌体

后，取一定体积的上清液装入透析袋中，蒸馏水透

析(截流量 6 000−8 000 kD)，直至透析蒸馏水中无

单糖检出，用移液管吸取待测液 1.0 mL，以蒸馏水

补足至 2.0 mL，测定方法同标准曲线的制作。 

1.4  RNA 的提取 
将 Lb. kefiranofaciens ZW3 接种到乳清液体培

养基中厌氧培养，结合其产糖曲线确定取样点。分

别在生长 10、30、50、60、72、80 h 这 6 个时间点

取菌液 3−5 mL，离心收集菌体，加入溶菌酶裂解

细胞壁，再加入 0.5 mL Trizol 与 200 μL 氯仿，剧烈

振荡后 4 °C 离心 15 min。吸上层水相至另一 EP 管

中，加入异丙醇与冰乙醇使 RNA 沉淀，最后 4 °C、

13 000 r/min 离心 10 min，弃上清，用 20 μL 0.1%

的 DEPC 水溶解 RNA 样品。 

1.5  cDNA 第一条链的合成 
在 DEPC 水泡过的的 EP 管中依次加入：

10 µmol/L 随机引物 2 μL，RNA 样品 20 μL，

10 mmol/L dNTPs 2 μL，5×缓冲液 8 μL，0.1 mol/L 

DTT 4 μL，20 g/L RNase 抑制剂 2 μL，200 U/μL 逆

转录酶 M-MLV 2 μL，轻轻吹打混匀，在 25 °C 保

温 10 min。37 °C 孵育 50 min，70 °C 15 min 终止反应。 

1.6  EPS 基因的半定量 RT-PCR 
将得到的 6 组 cDNA 作为半定量 RT-PCR 反应

的模板。反应体系：双蒸水(8−x) μL，2×EasyTaq PCR 

Mix (PCR 扩增预混合溶液 ) 10 μL，bdlnc-up 

(10 μmol/L) 1.0 μL，bdlnc-down (10 μmol/L) 1.0 μL，
cDNA x μL。反应程序：94 °C 5 min；94 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 30 s，28 个循环；72 °C 10 min。
分别取 3 μL 进行琼脂糖凝胶电泳，用软件 Quantity 

One 对条带进行相对定量分析，通过调整 PCR 体系

的模板量，使 6 组样品灰度值基本一致。 

再以该模板量扩增 EPS 基因簇各个基因片段，

PCR 反应体系与反应程序同上，但其中的退火温度

和延伸时间要根据引物 Tm 值和基因片段长短而定，

一般退火温度比引物 Tm 值低 3−5 °C，延伸时间按

照 1 min 延伸 1 kb 片段长度而设定。 

1.7  马奶酒样乳杆菌 ZW3 基因组的提取 
培养过夜的菌液离心收集后，加 250 µL 的

50 mmol/L Tris (pH 8.0)重悬，依次加入 0.4 mol/L 

EDTA 10 μL，20 g/L 溶菌酶 10 µL，20 g/L 蛋白酶

K 1.5 µL，10 % SDS 15 µL，缓慢混匀，在 50 °C 水

浴 2 h 至溶液澄清。再加 10 g/L RNase 2 µL，65 °C

水浴 30 min 后，将溶液移到含胶的离心管。按

25:24:1 的比例加入苯酚/氯仿/异戊醇离心 5 min，上

清液转移至另一含胶的离心管，重复抽提一次。加

预冷的无水乙醇沉淀DNA，最后溶于100 µL TE中，

于−20 °C 保存。 

1.8  重组载体 pMG36e-1291 的构建 
以基因组为模板，加入表 1 中 WANG_1291 对

应引物扩增基因。WANG_1291 PCR 反应体系：ZW3

基因组 1.0 µL，双蒸水 7.0 µL，2×EasyTaq PCR Mix 

10 µL，上下引物各 1.0 µL。反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，48 °C 30 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 

10 min。将 WANG_1291 基因片段和质粒 pMG36e

用 Sac I 和 Hind III 双酶切，外源片段与载体按照

9:1−6:1 的浓度比例混合，用 T4 DNA 连接酶 16 °C

连接过夜，得到重组载体 pMG36e-1291。 

1.9  重组载体电转化乳酸菌 
首先制备乳酸乳球菌 WH-C1 感受态，过程如

下：用 1/10 体积冰冷的洗涤液洗涤离心收集菌体

后，再次离心收集，该步骤重复一次。接着用 1/100
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体积冰冷的电击液重悬菌液，冰上放置约 10 min
后，成功制备乳酸菌感受态，在−80 °C 保存备用。

取 1 μL重组载体与 50 μL感受态细胞混匀后转入电

转杯，电击条件：1.25 kV，25 µF，400 Ω，以空载

体 pMG36e 作为对照。电击后的乳酸菌在 MRS 培

养基中复苏后，将菌液涂布于含 5 mg/L 红霉素的

MRS 固体培养基上，30 °C 厌氧倒置培养，同时将

野生菌株涂布于抗性平板，作为阴性对照。7 d 后

挑取转化子进行验证。 

1.10  重组菌株 WH-C1/pMG36e-1291 的表达蛋

白验证 
重组乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e-1291 与对照

菌乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 活化培养两代，按

1%接种于 50 mL MRS 培养基中，37 °C 培养至对数

中期(OD600 值约为 1.5−2.0)，收集菌体作蛋白质表

达的 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳检查[20-21]。 

1.11  重组菌株 WH-C1/pMG36e-1291 及野生株

生长曲线与胞外多糖产量的测定 
按董群等[22]的方法，以 3%的接种量将两株转

化子种子液接种到含 5 mg/L 红霉素抗性的 MRS 液

体培养基中，利用 Bioscreem 全自动生长曲线分析

仪测定两种菌生长曲线。按方法 1.3 测定乳酸乳球菌

WH-C1/pMG36e-1291及WH-C1/pMG36e的产糖量。 

2  结果与分析 

2.1  Lb. kefiranofaciens ZW3 产糖曲线测定 
将 Lb. kefiranofaciens ZW3 培养 88 h，用苯酚-

硫酸法测定其产糖曲线，结果如图 1 所示。 
由图 1 可以看出，大约从 30 h 开始，多糖量开

始显著增加，72 h 达到最高点之后产量有所下降。 

2.2  半定量 RT-PCR 结果 
半定量反转录-聚合酶链反应(Semi-quantitative 

reverse transcription and polymerase chain reaction) 
是近年来常用的一种简捷、特异 RNA 定量的方法。

半定量 RT-PCR 是通过将 mRNA 反转录合成

cDNA，用特异性引物进行 PCR 扩增，通过琼脂糖

凝胶电泳比较等量的 PCR 产物条带的亮度，从而推 

 
 
图 1  马奶酒样乳杆菌 ZW3 产糖曲线 
Figure 1  EPS production curve of Lb. kefiranofaciens 
ZW3 with different time 
 
测样品中 mRNA 的含量[23-27]。 

通过测 OD260 值，得到 6 组样品 cDNA 浓度分

别为 1 668、1 737、1 781、1 639、1 774、1 486 μg/L。

通过不断调整 PCR 体系模板量，进行 16S rRNA 内

参基因 PCR 反应，当 6 组样品的模板量分别为 0.6、

0.8、1.5、1.8、1.0、1.2 μL，电泳上样量为 3 μL 时，

6 组样品呈现较为接近的电泳条带，电泳结果见图 2。 

电泳条带用软件 Quantity One 的等高线定量法

进行分析，它通过半自动描绘电泳条带的等高线边

缘来得到等高线区域内部面积，再将该面积乘以区

域内平均光密度值得到条带内部总信号量，再将各

个样品的信号量进行相对定量比较。通过分析， 

6 组样品扩增内参总信号接近，分析结果见表 2，

各组信号比值基本一致，认为模板量已经调平，可

以进行 EPS 基因的扩增。 

6 组样品的模板量分别为 0.6、0.8、1.5、1.8、

1.0、1.2 μL，以此模板量对 EPS 基因簇 17 个基因 
 

 
 
图 2  马奶酒样乳杆菌 ZW3 16S rRNA 基因的半定量

RT-PCR 结果 
Figure 2  Semi-quantitative RT-PCR of 16S rRNA gene of 
Lb. kefiranofaciens ZW3 
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表 2  马奶酒样乳杆菌 ZW3 16S rRNA 基因的半定量

RT-PCR 结果 
Table 2  Semi-quantitative RT-PCR of 16S rRNA gene of

 Lb. kefiranofaciens ZW3 

时间 
Time (h) 

10 30 50 60 72 80

信号相对比值 
Signal relative value 

16.77 16.78 16.68 16.64 16.70 16.72

 
进行半定量 RT-PCR。扩增 EPS 基因簇 17 个基因的

半定量 RT-PCR 结果见图 3。 
由图 3 可以直观地看到 EPS 基因簇各基因在菌

体生长过程中的表达情况，用软件 Quantity One 分

析了各组条带的信号比值，结果见表 3，每个基因

在 6 个时间点的信号值是一个相对比值，可以看出

该基因在菌体生长过程中表达量的变化。 
通过半定量 RT-PCR 实验对 EPS 基因簇各基因

的表达量进行分析，得出以下结果：WANG_1283、
WANG_1285、WANG_1293 这 3 个基因在选取的 6
个 时 间 点 表 达 量 变 化 不 大 ； WANG_1284、 

WANG_1286 、 WANG_1287 、 WANG_1288 、

WANG_1290 、 WANG_1291 、 WANG_1292 、

WANG_1294 、 WANG_1296 、 WANG_1297 、

WANG_1298、WANG_1299 这 12 个基因在菌体生

长的 50 h 和 60 h 即产糖量上升阶段表达量最高，

推测这些基因在多糖聚合过程中起作用；基因

WANG_1289 随着菌体生长时间表达量持续升高，

在菌体生长的 80 h 即产糖后期表达量最高，推测其

在胞外多糖合成后期起作用；基因 WANG_1295 在

开始 10 h 即有大量表达，30 h 有所下降，到了 50−72 h

表达量维持在较高水平，到 80 h 又有所下降，呈现

出表达量的高低变化。 

2.3  重组菌株 WH-C1/pMG36e-1291 转化子的

验证 
按方法 1.8 得到重组质粒 pMG36e-1291，对其

质粒进行 PCR 验证，得到能 PCR 出相应大小目的

条带的转化子质粒，再将 pMG36e 同时进行 EcoRⅠ

单酶切验证，见图 4，显示泳道 2 重组载体单酶切 
 

 
 

图 3  马奶酒样乳杆菌 ZW3 产胞外多糖基因的半定量 RT-PCR 结果 
Figure 3  Semi-quantitative RT-PCR of Lb. kefiranofaciens ZW3 EPS genes 

注：1−6：依次为菌体生长 10、30、50、60、72、80 h 菌体样品. 
Note: 1−6: Lb. kefiranofaciens ZW3 in 10, 30, 50, 60, 72, 80 h. 
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表 3  马奶酒样乳杆菌 ZW3 产胞外多糖基因的半定量 RT-PCR 信号值 
Table 3  Signal relative value semi-quantitative RT-PCR of Lb. kefiranofaciens ZW3 EPS genes 

基因 Gene 10 h 30 h 50 h 60 h 72 h 80 h 

WANG_1283 16.84 16.56 16.89 16.91 16.34 16.25 

WANG_1284 12.56 13.72 18.18 23.29 16.83 15.43 

WANG_1285 17.25 16.00 17.13 16.29 16.24 17.09 

WANG_1286 11.85 12.45 16.77 23.33 22.00 13.61 

WANG_1287 3.43 16.45 16.94 23.56 20.50 19.12 

WANG_1288 11.04 11.32 22.68 21.11 21.84 12.00 

WANG_1289 11.56 14.62 15.01 15.67 21.10 22.05 

WANG_1290 13.35 14.64 18.93 21.19 16.16 15.73 

WANG_1291 9.60 10.40 23.00 23.67 16.54 16.79 

WANG_1292 9.34 9.05 20.49 25.50 18.00 17.63 

WANG_1293 16.46 16.77 16.72 16.88 16.79 16.38 

WANG_1294 6.89 10.27 23.64 22.41 18.28 18.51 

WANG_1295 18.22 14.24 20.35 17.51 16.48 13.20 

WANG_1296 8.42 11.30 26.68 22.84 15.45 15.32 

WANG_1297 10.47 10.82 24.34 22.43 18.32 13.60 

WANG_1298 9.60 11.07 20.52 22.11 18.88 17.81 

WANG_1299 6.55 7.82 26.53 25.14 20.37 13.60 

 
条带比泳道 1 单酶切条带大，表明目的基因已正确

克隆至 pMG36e 载体中。 

为了进一步证明乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e- 

1291 转化子的构建成功，取培养好的转化子进行

SDS-PAGE 电泳。WANG_1291 蛋白含有 104 个氨

基酸残基，理论分子量约为 12.97 kD。图 5 显示，

乳酸乳球菌转化子 WH-C1/pMG36e-1291 大约在

14 kD 处可看到一条蛋白条带，分子量与预计相符，

而在对照株乳酸乳球菌 WH-C1 相同位置无蛋白条

带，说明 WANG_1291 基因所编码的蛋白在乳酸乳

球菌 WH-C1 中进行了表达。 

2.4  乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e-1291 的生长

曲线及产多糖量 
将验证成功的乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e- 

1291 转化子与乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 转化子

按 1.11 中方法测得其二者的生长曲线(图 6)。 

如图 6 所示，乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 从

接种后，到第 12 h 进入稳定期，此期间细胞新生长 

 
图 4  重组质粒 pMG36e-1291 酶切验证 
Figure 4  Restriction enzyme analysis of plasmid 
pMG36e-1291 
注：M：Trans 2K Plus II DNA marker；1：pMG36e/EcoRⅠ单

酶 切 ； 2 ： pMG36e-1291/EcoRⅠ单 酶 切 ； 3 ： 重 组 质 粒

pMG36e-1291 PCR 扩增条带. 
Note: M: Trans 2K Plus II DNA marker; 1: pMG36e/EcoRⅠ; 2: 
pMG36e-1291/EcoRⅠ; 3: Product of PCR from pMG36e-1291. 
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图5  SDS-PAGE分析转化子WH-C1/pMG36-1291的蛋

白表达情况 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of the protein expressed in L. 
lactis WH-C1/pMG36-1291 
注：M：Protein ruler II protein marker； 1：乳酸乳球菌

WH-C1/pMG36e-1291 转化子；2：乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e

转化子. 
Note: M: Protein ruler II protein marker; 1: L. lactis 
WH-C1/pMG36e-1291 supernatant from whole-cell laysate; 2: L. 
lactis WH-C1/pMG36e supernatant from whole-cell laysate. 
 
 

 
 
图 6  乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 及乳酸乳球菌

WH-C1/pMG36e-1291 的生长曲线 
Figure 6  The growth curve of strain L. lactis 
WH-C1/pMG36e and L. lactis WH-C1/pMG36e-1291 

的数目与死亡的细胞数目基本处于稳定平衡状态。

相比来说乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e-1291 进入稳

定期的时间比较晚，在第 18 h 才进入稳定期。从总

的生物量来看，转化子与野生菌的差别不是很大。

根据实验室前期优化的最佳培养条件进行培养，乳

酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 以 3%的接种量，在

WHEY 培养基中 30 °C 厌氧条件下静置培养(图 7)。
在第 24 h 其 EPS 的产糖量达到最高值为 351.7 mg/L，

乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e-1291 在相同条件下，

EPS 产量达到 737.2 mg/L，是对照菌的 2.1 倍。结

果表明，重组菌株 WH-C1/pMG36e-1291 的 EPS 产

量出现明显的提高，说明 WANG-1291 基因在乳酸

菌胞外多糖生物合成过程中起到很大的促进作用。 

3  结论 

本文应用半定量 RT-PCR 技术，分析了马奶酒

样乳杆菌 ZW3 胞外多糖合成基因簇 17 个基因在菌

体生长过程中的表达量变化。在马奶酒样乳杆菌

ZW3 生长的 10、30、50、60、72、80 h 6 个时间点

取样，反转录生成 cDNA，通过半定量 RT-PCR 实

验对 EPS 基因簇各基因的表达量进行分析，得出：

WANG_1283、WANG_1285、WANG_1293 这 3 个

基因在选取的 6 个时间点表达量变化不大； 

 
图 7  乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e 及乳酸乳球菌

WH-C1/pMG36e-1291 的胞外多糖产量 
Figure 7  EPS yields of strain L. lactis WH-C1/pMG36e 
and L. lactis WH-C1/pMG36e-1291 
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WANG_1284 、 WANG_1286 、 WANG_1287 、

WANG_1288 、 WANG_1290 、 WANG_1291 、

WANG_1292 、 WANG_1294 、 WANG_1296 、

WANG_1297、WANG_1298、WANG_1299 这 12 个

基因在菌体生长的 50 h 和 60 h，即产糖量上升阶段

表达量最高，推测这些基因在多糖聚合过程中起作

用；基因 WANG_1289 随着菌体生长时间表达量持

续升高，在菌体生长的 80 h 即产糖后期表达量最

高，推测其在胞外多糖合成后期起作用；基因

WANG_1295 在开始 10 h 即有大量表达，30 h 有所

下降，到了 50−72 h 表达量维持在较高水平，到

80 h 又有所下降，呈现出表达量的高低变化。在实

验结果的基础上，对 EPS 基因簇上 17 个基因进行

深入研究，从而对马奶酒样乳杆菌 ZW3 高产胞外

多糖有更清晰的认识。同时，成功构建重组乳酸菌

表达载体 pMG36e-1291，酶切验证成功，获得转化

子 WH-C1/pMG36e-1291，然后利用苯酚-硫酸法测

得重组乳酸乳球菌 WH-C1/pMG36e-1291 的胞外多

糖产量是对照菌的 2.1 倍，胞外多糖产量有了明显

的提高，证实 WANG_1291 基因对提升胞外多糖产

量起较大促进作用。 
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