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摘 � 要: 为研究嗜酸乳杆菌 ��半乳糖苷酶基因( lacZ )作为食品级筛选标记的活性及筛选稳定性,

作者从嗜酸乳杆菌基因组中克隆 ��半乳糖苷酶基因并在乳酸乳球菌中表达, 通过 X�gal显色筛选
阳性克隆;用 X�gal显色筛选方法将重组乳酸乳球菌传 60代, 并测定 ��半乳糖苷酶酶活和比活力。
结果显示:通过表达有活性的 ��半乳糖苷酶和 X�gal显色可成功筛选出阳性克隆菌株; 对借助 X�
gal传 60代后的重组乳酸乳球菌进行 ��半乳糖苷酶比活力检测,与 X�gal筛选的第二代相比没有
显著差异( P= 0� 592> 0� 05) ,与红霉素筛选比较也没有显著差异( P= 0� 882> 0� 05)。由此可见,

��半乳糖苷酶基因作为筛选标记具有较好的活性和稳定性,为以 ��半乳糖苷酶基因作为筛选标记
的食品级载体的研究奠定了基础。
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Abstract: T o study the select ive activ ity and stability o f ��galactosidase gene ( lacZ ) f rom

L actobaci llus acidop hilus as a food�gr ade select ion marker, the lacZ gene from L . acidop hilus

was cloned and expressed in L. lacti s. In this study , the select ive act ivity was determined by X�
gal�containing medium and the activity and specific act ivity o f ��galactosidase by X�gal. T he

results show ed that the positive r ecombinant st rains w ere selected successfully by ��galacto sidase
act ivity and X�gal co lorat ion. The ��galactosidase specif ic act ivity of the recombinant L . lact is

after a per iod of 60 generat ions selected w ith X�gal w as similar to that of the 2nd generation ( P=

0� 592> 0� 05) , and also similar to the 61st gener at ion selected with Er ythr omycin ( P= 0� 882>
0� 05) . T hese r esults indicated that the ��galactosidase lacZ gene had good act ivity and stability as



a selection marker, and it could be used as a select ion mar ker for constr uction of a fo od�grade
vector.

Key words: ��galactosidase, L actobaci l lus acidophilus, L actococcus lact is , food�grade select ion

marker

� � 乳酸菌是食品安全性微生物, 利用乳酸菌表达

重要的医药功能蛋白以赋予乳酸菌新的生理功能,

是开发乳酸菌应用的新领域
[ 1]
。但是目前构建的

重组乳酸菌多经过了遗传修饰, 带有抗生素抗性标

记,这些抗生素抗性基因若投放到环境中或人和动

物体内, 由于抗性因子的转移, 会存在严重的生物

安全隐患,因此在应用中也将受到限制。食品级载

体系统的研究为重组乳酸菌的潜在应用提供了可

能。目前国内外已有许多关于食品级筛选标记研

究的报道,包括细菌素抗性及免疫性标记
[ 2- 3]
、重金

属抗性标记 [ 4]、噬菌体抗性标记[ 5]、营养缺陷互补

标记[ 6�8] 和糖类利用筛选标记[ 9] 等。作者借鉴蓝白

筛选转化子的思路,从嗜酸乳杆菌中克隆 ��半乳糖
苷酶( lacZ)基因, 利用 X�gal显色筛选大肠杆菌和

乳酸乳球菌中的阳性克隆子,并观察以 lacZ 基因作

为食品级筛选标记的筛选效果和稳定性。

1 � 材料与方法

1� 1 � 实验材料

1� 1� 1 � 菌种和质粒 � 嗜酸乳杆菌( L� acid op hi lus

ATCC4356) :购自中国科学院微生物所菌种保藏中

心; 乳酸 乳 球 菌 ( L� lacti s MG1363 ) 和 质 粒

pMG36e:由荷兰 Groningen U niv ersity J� Kok 博

士惠赠;大肠杆菌( E� col i DH5�) : 作者所在实验室

保存菌株。

1� 1� 2 � 主要试剂 � M17 培养基及 LB 培养基购自

Oxoid公司; DNA 回收试剂盒: 购自 Omega 公司;

基因组提取试剂盒, 质粒抽提试剂盒, 限制性核酸

内切酶 X ba  和 P st  : 均为 Promega 公司产品;

PCR及连接相关试剂: 均购自 T akara 公司; X�gal

和 ON PG: Sigma 公司产品。

1� 2 � 方法

1� 2� 1 � 含有 lacZ 基因重组体的构建 � 根据 Gen�

Bank 公布的嗜酸乳杆菌 ATCC4356 ��半乳糖苷酶

( lacZ)基因序列 ( 2 017 bp, 编号: EU 590652) 设计

一对特异性引物。

以嗜酸乳杆菌 AT CC4356 染色体 DNA 为模

板, 进行 PCR扩增获得 lacZ 基因。反应条件为: 94

! 预变性 5 min; 94 ! 变性 40 s, 55 ! 退火 30 s, 72

! 延伸 130 s,共26个循环;最后72 ! 延伸10 min。

将 PCR产物切胶回收, 回收产物与质粒 pMG36e

同步进行 X ba  和 P st 双酶切回收处理。之后两
者在 T 4 DNA 连接酶作用下连接,构建的重组质粒

名为 pMG36e�lacZ。重组质粒转化大肠杆菌 DH5�

感受态细胞, 转化菌涂布于 LB�Ery�X�gal平板(含

200  g/ mL 红霉素,临用前 2小时吸取 X�gal DM F

溶液 50  L 涂布平板)表面, 37 ! 培养 18~ 24 h,挑

取蓝色菌落 (命名为 DH5�/ pMG36e�lacZ)进行传
代培养,并对重组质粒进行 PCR、酶切和测序鉴定

(由 Invitr ogen公司进行)。

1� 2� 2 � 重组体电转乳酸乳球菌 MG1363

1) 重组质粒的提取: 大肠杆菌阳性转化子

DH5�/ pMG36e�lacZ接种于 LB�Ery�X�gal平板(红

霉素终质量浓度增加为 250  g/ mL, 其他同前) , 挑

取蓝色菌落接种于 LB 液体培养基 (红霉素终质量

浓度为 250  g/ mL) , 37 ! 振荡培养过夜,并用质粒

抽提试剂盒提取重组质粒 pMG36e�lacZ。
2) 乳酸乳球菌 MG1363感受态细胞制备: 接种

MG1363于 M17肉汤培养基, 30 ! 培养至 OD 600为

0� 5~ 0� 8,在结束培养之前 1小时加入氨苄青霉素

至终质量浓度为 20  g / mL。培养结束后将细菌培

养物冰浴 5 m in,离心收集菌体, 用冰冷的甘油缓冲

液( 100 mg/ mL 甘油, 0� 5 mmol/ L 蔗糖)洗涤菌体

5次,然后用 1 ∀100的甘油缓冲液重悬菌体。

3) 电穿孔转化 MG1363: 参见文献[ 10]。电穿

孔条件:电压为 2 kV,时间为 5 ms。电转化后的菌

液涂布于 M17�LSCaM g�Er y�X�gal 平板 (含 0� 5
g/ dL乳糖、0� 3 mol/ L 蔗糖、20 mmol/ L M gCl2、2

mmol/ L CaCl2、5 mg / L 红霉素,临用前 2小时吸取

X�gal DM F 溶液 50  L 涂布平板) , 30 ! 培养 48~
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72 h, 筛选蓝色菌落即为阳性重组菌, 记为

MG1363/ pMG36e�lacZ。
1� 2� 3 � 重组菌 ��半乳糖苷酶的表达 � 将重组乳酸

乳球菌 MG1363/ pMG36e�lacZ 接种 于 10 mL

LM 17�Ery 肉汤培养基(含 0� 5 g / dL 乳糖、5 mg/ L

红霉素) , 在 30 ! 、220 r / min 振荡培养 24 h。取 5

mL 细菌培养液,离心收集菌体用 500  L 双蒸水充

分重悬菌体,在冰上超声破碎菌体, 然后离心收集

上清液。超声沉淀用少量水重悬后与超声上清液、

菌液一并做 10 g/ dL SDS�PAGE 和 nat ive�PAGE

电泳分析。其中 SDS�PAGE 电泳后的凝胶经考马

斯亮蓝 R�250染色; nat iv e�PAGE 电泳后的凝胶铺

在涂有 100  L 浓度为 2 g / dL 的 X�gal溶液的 M17

平板上, 30 ! 孵育 2 h, 蓝色条带显示 ��半乳糖苷酶
的存在。

1� 2� 4 � lacZ基因作为筛选标记的活性及稳定性检

测 � 重组乳酸乳球菌 MG1363/ pMG36e�lacZ 分别
在 LM 17�X�gal平板(含 0� 5 g / dL 乳糖,临用前 2 h

吸取 X�gal DM F 溶液 50  L 涂布平板)和 M17�
Ery 平板( 5 mg/ L 红霉素)上传 60代。分别将两种

平板上第 1 代和第 60代的细菌接种于 LM 17肉汤

(含 0� 5 g / dL 乳糖) , 30 ! 、220 r/ m in振荡培养 24

h。离心浓缩菌液并用培养菌液重悬菌体, 在冰上

超声破碎菌体,离心收集超声上清液, 采用邻硝基

苯���D�半乳糖吡喃糖苷( ONPG)法
[ 11]
测定 ��半乳

糖苷酶活性,结合Bradford法 [ 12]计算 ��半乳糖苷酶
比活力, 并对在 LM17�X�gal 平 板传 60 代的

MG1363/ pMG36e�lacZ 提质粒鉴定。

2 � 实验结果

2� 1 � 重组质粒的鉴定
首先对重组质粒 pMG36e�lacZ 进行 PCR 鉴

定, 1 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳显示在约 2 000 bp处有

一明显条带(图 1a)。再对重组质粒分别进行 Xba

 、P st 单酶切和双酶切鉴定(图 1b) ,鉴定结果与

预期目标一致。测序结果表明, pMG36e�lacZ 中的
lacZ 基因序列与 GenBank 中公布的序列符合率达

97%。由此可见,重组质粒构建成功。

2� 2 � ��半乳糖苷酶的表达
重组菌株 DH5�/ pMG36e�lacZ 和 MG1363/

pMG36e�lacZ 在筛选平板上长出了蓝色菌落, 初步

说明能表达有活性的 ��半乳糖苷酶。SDS�PAGE

分析见图 2。重组菌株在约70 000处可见一明显的

表达条带,与天然 lacZ 的理论相对分子质量 76 583

相近。Nat ive�PA GE 分析结果见图 3。菌液、超声

上清液和超声菌体都具有 ��半乳糖苷酶活性。

( a) 重组质粒的PCR鉴定。M: DNA marker; 1, 2: PCR扩增产

物。( b) 限制性核算内切酶酶切鉴定。M: DNA marker; 1: X ba

 和 Pst 双酶切鉴定; 2, 3:X ba 和 Pst 分别单酶切鉴定

图 1 � 重组质粒 pMG36e� lacZ鉴定 1

Fig. 1 � Identification of recombinant plasmid ( 1)

M:蛋白质 m ar ker; 1: 重组 M G1363/ pMG36e 蛋质白电泳;

2~ 4: 重组 MG1363/ pM G36e- lacZ蛋白质电泳( 2:超声上清

液; 3:超声菌体; 4:细菌培养液)

图 2 � SDS�PAG图显示重组菌株 MG1363/ pMG36e�

lacZ� 分泌 ��半乳糖苷酶

Fig. 2 � The SDS�PAGE analysis of ��galactosidase secreted

by recombinant strain MG1363/ pMG36e�lacZ
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1: 重组M G1363/ pMG36e 蛋白质电泳; 2~ 4:重组 MG1363/

pMG36e�lacZ蛋白质电泳( 2.细菌培养液; 3.超声上清液; 4.超

声菌体)

图 3 � 重组菌株 MG1363/ pMG36e�lacZ native�PAGE

X�gal染色图

Fig. 3 � The native�PAGE f igure of recombinant strain

MG1363/ pMG36e�lacZ stained with X�gal

2� 3 � lacZ基因作为筛选标记的活性及稳定性检测

分别对红霉素和 X�gal两种筛选方法筛选的第
2代和第 61 代重组菌株 MG1363/ pMG36e�lacZ 进
行酶活和比活力测定,结果见表 1。结果显示,在利

用 X�gal筛选 60 代后的重组菌株 ��半乳糖苷酶比
活力与第 2 代相比没有显著差异 ( P = 0� 592 >

0� 05) ;与利用红霉素筛选 60代后的重组菌株 ��半
乳糖苷酶比活力相比也没有显著差异( P= 0� 882>
0� 05) ,表明 lacZ 基因作为筛选标记具有较好的活

性和稳定性。对 X�gal筛选第 60代的重组菌株提

质粒进行 PCR和酶切鉴定结果也表明该基因具有

较好的稳定性,见图 4。

表 1 � 第 2 代和第 61代重组菌株进行酶活和比活力测定

Tab. 1� �� galactosidase activity and specif ic activity of MG1363/ pMG36e�lacZ at t* he 2nd generation and the 61st generation re�

spectively

筛选

方法

第 2 代

��半乳糖苷酶

酶活/ ( U / mL )

��半乳糖苷酶

比活力/ ( U / mg pro )

第 61 代

��半乳糖苷酶

酶活/ ( U / mL )

��半乳糖苷酶

比活力/ ( U / mg pro )

Ery thromycin 9. 80 # 2. 28 4. 92# 1. 14 10. 25# 2. 58 5. 15# 1. 30

X- gal 9. 50 # 1. 80 4. 77# 0. 91 10. 09# 2. 03 5. 07# 1. 02* ∃

� 表中数据为检测 8 次所得的均值 # 标准差。* X- gal筛选 60 代后的重组菌株��半乳糖苷酶比活力与第 2 代相比, P> 0.

05。∃ X�gal筛选 60代后的重组菌株��半乳糖苷酶比活力与红霉素筛选 60 代后的重组菌株相比, P > 0. 05。

( a) 重组质粒的 PCR 鉴定。M: DNA marker; P: PCR扩增产物; ( b) 限制性核算内切酶酶切鉴定 ( M : DNA m ark er; 1, 2: X ba  和 Pst  分别

单酶切鉴定; 3: X ba 和 P st  双酶切鉴定)。

图 4 � 重组质粒 pMG36e� lacZ鉴定 2

Fig. 4 � Identification of recombinant plasmid ( 2)

3 � 结 � 语

��半乳糖苷酶的主要功能是降解乳糖和合成低
聚半乳糖,对生物无害, 而且在生物利用碳水化合

物营养中起着重要作用。它可以水解底物 X�gal,
呈现出蓝色,易于检测和观察, 若将此基因作为筛

选标记,通过检测蓝色菌落的形成即可成功筛选出

阳性克隆子[ 13]。最为成功的应用就以 pU C系列克

隆载体为基础的蓝 % 白筛选系统,这一筛选系统利

用了 ��半乳糖苷酶基因的负性筛选特性。事实上,

同样可以应用 ��半乳糖苷酶基因编码产物的正性
筛选方法也同样可以获得阳性克隆子。嗜酸乳杆

菌是我们所熟悉的重要的益生菌, 主要存在于酸奶

等乳制品和人胃肠道中, 对维持人体健康有益, 甚

至对一些消化道疾病有治疗作用
[ 14]
。最近嗜酸乳

杆菌基因组被测序 ( GenBank No: CP000033)
[ 15]

,

发现基因组上有一个不同于大肠杆菌乳糖操纵子

的 lac基因簇。特别是该基因簇除拥有一个 GHF�2
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��半乳糖苷酶编码基因 lacLM 外, 还拥有一个

GHF�42 ��半乳糖苷酶基因 lacZ。目前实验所用的

筛选标记主要是还有红霉素抗性基因的, 作者基于

食品级载体的要求, 从嗜酸乳杆菌 AT CC4356中克

隆 lacZ 基因,并观察其作为食品级筛选标记的活性

和筛选稳定性。

作者借助载体 pMG36e 上的 P32 启动子和嗜

酸乳杆菌 AT CC4356 lacZ 基因的 RBS 序列

( TA GAGG) ,在乳酸乳球菌 MG1363 中成功表达

了 ��半乳糖苷酶,并通过该酶活性成功筛选出了阳

性克隆子。通过对分别采用 X�gal筛选和红霉素筛
选两种方法传 60代后的酶活分析表明,以 ��半乳糖
苷酶( lacZ)基因作为筛选标记, 能够使载体在宿主菌

中稳定遗传。因此, 嗜酸乳杆菌 ATCC4356 lacZ 基

因可以作为一个新的食品级筛选标记应用于食品级

表达系统。若将此食品级载体基因导入乳酸乳球菌,

这种重组基因工程菌将是集菌体本身和有益基因于

一体,制成活菌制剂被人利用则是安全方便的。
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