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摘 � 要: 根据已报道乳杆菌胞外多糖生物合成基因的同源性,利用其保守区设计引物, 扩增出鼠李

糖乳杆菌 JAAS8 RmlA 基因部分序列,并通过染色体步移法扩增出 Rml ( ACB)的序列。获得了鼠

李糖乳杆菌 JAAS8胞外多糖生物合成基因 4� 1 kb序列片段, 编码 4个可读框。利用 BLAST 和

ClustalX程序对获得序列进行生物信息学分析, 预测其结构和功能。结果表明: 该序列与已知鼠

李糖乳杆菌胞外多糖生物合成基因具有高度同源性, RmlA、RmlC和 RmlB基因与 dTDP�L�鼠李
糖前体的生物合成密切相关。
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Abstract:T o clone the RmlA gene in Lactobacillus rhamnosus JAAS8, degenerate primers w ere

designed from the conserv ed domain of the exopo lysaccharide biosynthet ic genes o f lact ic acid

bacteria ( LAB) . The dist inct iv e PCR products w ith the expected size w ere amplified fr om L.

r hamnosus JAA S8. T he gene sequence ( 4. 1 kb) of RmlACB and Orf1 w ere cloned by genom ic

w alking method. N ucleot ide sequence sim ilar ity analyses w ith GenBank sequences w ere

perfo rmed using the BLAST and ClustalX sof tw ar e. GenBank database sear ching show s that the

predicted protein products of the RmlACB genes f rom L� r hamnosus JAAS8 have highest

similarity w ith the EPS biosynthetic genes of L actobacil lus. The genes RmlA、RmlC and RmlB

are closely r elated to the biosynthesis of dTDP�L�rhamnose precurso r.
Key words: L actobaci llus r hamnosus, ex opolysaccharide, biosynthesis, g ene cluster s



� � 乳酸菌 ( lact ic acid bacteria, LAB)胞外多糖

( ex opo lysaccharides, EPS)是乳酸菌在生长代谢过

程中分泌到细胞壁外的黏液多糖 ( slime po lysac�
charides, SPS ) 和荚膜多糖 ( capsular po lysaccha�
rides, CPS)的总称

[ 1]
。乳酸菌胞外多糖对改善发酵

乳制品的理化性质至关重要, 它被公认为是食用安

全性的天然增稠剂, 能改善发酵乳制品的粘性、质

地和口感等。另外, 研究表明, 乳酸菌胞外多糖对

人体健康也有促进作用
[ 2- 4]
。

乳酸菌胞外多糖通常由 3~ 8个单糖组成的重

复单元聚合而成, 其相对分子质量在 1 � 104~ 6 �

l0
6
。自 1990 年首次报道了 S tr ep tococcus. ther�

mophi lus
[ 5]胞外杂多糖重复单元的结构以来, 国内

外学者对乳酸菌胞外多糖的结构做了大量的研

究[ 6- 8] 。到目前为止,已有 50多株乳酸菌的胞外多

糖结构被鉴定。由于组成胞外多糖的单糖种类、连

接方式和多糖相对分子质量不同,使多糖的结构复

杂多样[ 1] 。乳酸菌胞外多糖结构的多样性是由参

与其生物合成的基因簇,尤其是糖基转移酶基因的

特异性决定的。因此, 了解胞外多糖生物合成基因

簇的结构和功能, 对进一步调控多糖的生物合成和

探讨多糖结构与功能的关系具有重要意义 [ 9]。

乳酸菌胞外多糖的合成是从活化的核苷酸�糖
复合物开始的, UDP�葡萄糖、UDP�半乳糖和 dT�
DP�鼠李糖是胞外多糖重复单元合成最常见的供
体。近年来, 一些乳酸菌胞外多糖生物合成基因簇

已经被克隆和测序
[ 10�12]

, 对胞外多糖生物合成基因

簇的结构和功能已经有了一定的了解, 但是这些基

因调控胞外多糖生物合成的机制仍不清楚。为了

进一步理解乳杆菌胞外多糖的生物合成及其调控

机制,作者以课题组自主分离的一株同时产荚膜多

糖和黏液多糖的鼠李糖乳杆菌 JAAS8 为研究对

象,对其参与胞外多糖生物合成的 dTDP�L�鼠李糖
前体的生物合成基因进行了克隆、鉴定和生物信息

学分析。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌株和培养基
鼠李糖乳杆菌 JAAS8 为作者所在实验室保藏

菌株, 分离自东北传统发酵酸菜,经 API 50 CHL 和

16s rDNA 鉴定为鼠李糖乳杆菌( L� r hamnosus)。

其 16S rDNA基因部分序列已向 GenBank提交,登

录号为: GQ461595。菌株在含体积分数为 20%甘

油的 MRS
[ 13]
培养基中- 80 � 冻存。使用前接种

于 MRS 液体培养基, 37 � 连续活化 2次。

1� 2 � 主要试剂和仪器
凝胶成像分析系统: Alpha Innotech公司制造;

电泳仪:北京六一公司制造; PCR仪: Eppendorf公

司制造; 溶菌酶: Genview 公司产品; 蛋白酶 K:

T aKaRa公司产品; EXtaq 酶: T aKaRa 公司产品;

染色体步移试剂盒: 购自 Clontech Laboratories公

司; DNA 胶回收试剂盒、DNA Marker:购自加拿大

BIO BASIC INC 公司;引物合成与序列测定: 由北

京华大基因公司完成;其它试剂均为分析纯。

1� 3 � 菌株培养及基因组 DNA的提取

鼠李糖乳杆菌 JAAS8 接种于 MRS 液体培养

基中, 37 � 培养 18 h 后, 4 � 、6 000 r/ min 离心 10

m in。沉淀用 PBS( pH 7� 0)洗涤 2 次, 离心。基因

组 DNA提取参照文献[ 14]进行。

1� 4 � 胞外多糖生物合成基因的扩增和测序
根据 Genebank 中已报道鼠李糖乳杆菌基因

RmlA 的保守序列设计特异引物或简并引物, 见表

1。以鼠李糖乳杆菌 JAAS8基因组 DNA 为模板,

PCR扩增目的基因序列。PCR 扩增条件: 94 � 预

变性 8 min , 94 � 变性 1 m in, 55 � 退火 1� 5 min,
72 � 延伸 1� 5 min, 35 个循环, 72 � 延伸 8 min。

PCR产物纯化采用 DNA 胶回收试剂盒纯化, 连入

PMD�18T 载体测序。

表 1� 引物列表

Tab. 1� List of primers

引物 序列( 5� � � � 3�) 目的基因

RmlAF GGTATATT TTAGCCGGTGG 扩增 RmlA 基因部分序列

RmlAR GCAGTTCGCGTAATTGAT C 扩增 RmlA 基因部分序列

RmlCF T GGCCTGCATT AT CAAATCA 染色体步移,获得 RmlC 部分基因序列并扩增

RmlCBF GCGCAGCCACTT AAGAAGAA 染色体步移, 获得 RmlCB部分基因序列并扩增

RmlBF CGGCT CAAACT TTGTCCAT T 染色体步移, 获得 RmlB部分基因序列并扩增
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1� 5 � 染色体步移
按照 GenomeWaIker

MT
Univer sal Kit 说明书

进行操作。试验所用步移引物见表 1。PCR 反应

体系: dN TP 0� 4 �L, Ex taqE Buffer 2� 5 �L (含
Mg

2+
) ,引物各2� 5 �L( 1 �mol/ L) , Ex T aq酶 0� 25

�L,模板 DNA 2 �L, 去离子水补至 25 �L。步移

PCR扩增条件: 95 � 预变性1 min, 95 � 变性 30 s,

68 � 延伸 3 min, 35个循环, 68 � 延伸 3 min。

1� 6 � 生物信息学比对和分析
核酸序列分析和翻译采用 BioEdit sof tw are

version 7� 0� 5� 2软件进行。相似性比较采用 NCBI

( ht tp: / / www� ncbi� nlm� nih� gov) BLAST 软件在
线分析。多序列比对采用 ClustalW 程序在线分析

( ht tp: / / www� ebi� ac� uk/ T ools/ clustalw / )。

2 � 结果与分析

2� 1 � dTDP�葡萄糖焦磷酸化酶(RmlA)基因的克隆

以鼠李糖乳杆菌 JAAS8基因组 DNA 为模板,

用设计的引物 RmlAF 和 RmlAR 进行扩增。PCR

产物经 1 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳检测, 发现在大于

750 bp处有一扩增条带, 见图 1, 与目的片段长度相

符。将片段纯化并测序。测序结果显示, 扩增出的

片段长度为 771 bp, 编码 256个氨基酸。预测蛋白

质与已报道的鼠李糖乳杆菌 dT DP�葡萄糖焦磷酸
化酶( RmlA)的同源性很高, 推测该基因片段可能

为鼠李糖乳杆菌 JAAS8胞外多糖生物合成基因簇

的部分序列, 见图 2。

图 1� RmlA 基因的电泳图谱

Fig. 1 � Electrophoretogram of RmlA

2� 2 � 染色体步移和生物信息学分析
利用已获得的鼠李糖乳杆菌 JAAS8的部分基

因序列,设计正反向特异性引物, 与 GenomeWaIk�
erMT UniversalKit 提供的接头引物 AP1 进行 PCR

反应, 扩增基因的上下游序列。回收 PCR 产物测

序,并与 Genbank 中的相关序列进行比对, 然后根

据获得的序列信息再次设计引物,如此反复, 获得

鼠李糖乳杆菌 JAAS8胞外多糖合成基因簇中的部

分基因序列。经过多次步移、PCR、测序和拼接,共

获得 4� 1 kb胞外多糖合成基因,见表 2。

RmlA 的大小为 801 bp, 编码 265�aa 的蛋白
质。此蛋白质与葡萄糖�1�磷酸胸苷转移酶有很高
的同源性: 与鼠李糖乳杆菌 LGG 的 RmlA ( Gen�
Bank序列号: CAR87894) 100% 同源; 与鼠李糖乳

相似蛋白及菌株: 100�23(罗伊乳杆菌 100�23, GenBank序列号: EDX42752) , ATCC 14917(植物乳杆菌 ATCC 14917, GenBank 序列号: EEJ65645) ,

JDM1(植物乳杆菌 JDM 1, GenBank序列号: ACT61919) , BL23(干酪乳杆菌 BL23, GenBank序列号: CAQ67290)

图 2� 鼠李糖乳杆菌 JAAS8RmlA基因预测蛋白多序列比对

Fig. 2� Sequence alignment of the predicted RmlA protein from L� rhamnosus JAAS8
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杆菌 Lc 705的 RmlA( GenBank序列号: CAR90897)

同源性达97%;与来自干酪乳杆菌TCC 334的RmlA

( GenBank序列号ABJ70770) 94%同源。

Orf1的大小为 1 416 bp, 编码 498�aa 的蛋白
质。此蛋白质与转座酶有很高的同源性: 与鼠李糖

乳杆 菌 HN001 的 Orf1 ( GenBank 序 列 号:

EDY97542) 100%同源; 与来自干酪乳杆菌干酪亚

种 AT CC 25302 的 Orf1 ( GenBank 序 列 号:

EEI68379) 63% 同源。

RmlC的大小为 600 bp, 编码 199�aa 的蛋白
质。此蛋白质与 dTDP�4�脱氢鼠李糖 3, 5�表异构
酶有很高的同源性:与来自鼠李糖乳杆菌 Lc 705的

RmlC( GenBank序列号 CAR90878) 98%同源; 与来

自干酪乳杆菌 ATCC 334 的 RmlC( GenBank 序列

号: ABJ70769) 89%同源。

RmlB的大小为 1 206 bp, 编码 341�aa的蛋白
质。此蛋白质与 dT DP�4, 6�葡萄糖脱水酶有很高的
同源性。例如与鼠李糖乳杆菌 Lc 705 的 RmlB

( GenBank 序列号 CAR90877) 98% 同源;与来自干

酪乳杆菌 AT CC 334 的 RfbB ( GenBank 序列号:

ABJ70768) 93% 同源; 与来自干酪乳杆菌 BL23的

RmlB( GenBank序列号: CAQ67247) 92%同源。

RmlACB 3个阅读框预测蛋白参与胞外生物合

成过程中 dT DP�L�鼠李糖供体合成。鼠李糖乳杆
菌 JAAS8 RmlACB基因与已报道鼠李糖乳杆菌荚

膜多糖生物合成基因具有高度同源性和保守性。

但在鼠李糖乳杆菌 JAAS8胞外多糖合成基因簇中

未发现 RmlD基因, 该基因在鼠李糖乳杆菌 ATCC

9595胞外多糖生物合成基因簇中编码活性 dT DP�
鼠李糖合成酶[ 15]。

表 2� JAAS8 胞外多糖合成基因簇部分基因功能预测

Tab. 2� Profiles of predicted OFRs of the EPS biosynthesis gene locus of L� rhamnosus JAAS8

OFR
G+ C
含量/ %

编码
蛋白

相似
蛋白质

蛋白质
功能

相关
菌株

同源性/
%

序列号

RmlA 45 265 RmlA 葡萄糖- 1- 磷酸胸苷转移酶 L . rhamnosus Lc 705 98 YP_003174730

Or f1 49 498 Orf1 转座酶 L . rhamnosus HN001 100 EDY97542

RmlC 44 199 RmlC dT DP�4�脱氢鼠李糖 3, 5�表异构酶 L. casei ATCC334 89 ABJ70769

RmlB 45 341 RmlB dTDP�4, 6�葡萄糖脱水酶 L. casei BL23 92 CAQ67247

3 � 讨 � 论

乳酸菌胞外多糖的合成是从活化的核苷酸�糖
复合物开始的。UDP�葡萄糖、UDP�半乳糖和 dT�
DP�鼠李糖是胞外多糖生物合成最重要的前体化合
物。dTDP�鼠李糖是从葡萄糖�1�磷酸开始经过 4

个反应合成的 [ 16]。葡萄糖�1�磷酸胸苷转移酶, dT�
DP�4, 6�葡萄糖脱水酶, dTDP�4�脱氢鼠李糖 3, 5�表
异构酶和 dTDP�鼠李糖合酶参与了 dTDP�鼠李糖
的合成, 这 4 个酶分别由基因 RmlA, RmlB,

RmlC, 和 RmlD编码[ 14] 。这 4个基因是连续的,位

于胞外多糖生物合成基因簇内部
[ 17�18]

。这 4 个基

因广泛存在于革兰氏阳性和阴性菌中, 尽管不同菌

种之间操纵子的序列结构不同,这 4个基因还是显

示出高度的同源性 [ 17, 19]。

RmlACB编码蛋白质是乳酸菌胞外多糖生物

合成途径中的关键酶。该酶负责将葡萄糖�1�磷酸
转化成 dTDP�鼠李糖,是含鼠李糖胞外多糖生物合
成的必需酶。一些研究结果证实了 RmlA 基因的

功能。Levander 过量表达嗜热链球菌 LY03 pgmA

基因(磷酸葡萄糖变位酶) 和 galU 基因 ( U DP –

葡萄糖焦磷酸化酶) , 使胞外多糖产量提高。从胞

外多糖生物合成,糖核苷酸生物合成和戊糖磷酸途

径可以看出, ��葡萄糖磷酸变位酶, UDP�半乳糖 4�
表异构酶, U DP�葡糖焦磷酸与胞外多糖的产量有直
接的关系。Mozzi研究发现:干酪乳杆菌 CRL87以

半乳糖为碳源, UDP�葡萄糖焦磷酸化酶、dTDP�葡
萄糖焦磷酸化酶、dT DP�鼠李糖合成酶的活性及胞
外多糖的产量明显高于以葡萄糖为碳源。另外,异

源过量表达乳酸乳球菌 RfbAC 蛋白质能够显著提

高 dTDP�rhamnose 供体的产量, 说明 RfbAC 表达

水平调控 dT DP�rhamnose 的合成[ 18]。

4 � 结 � 语

作者采用 PCR扩增和染色体步移技术获得了

鼠李糖乳杆菌 JAAS8 胞外多糖生物合成关键酶基

因( 4� 1 kb)的保守序列。使用生物信息学方法鉴定
了该序列与已报道乳酸菌胞外多糖生物合成基因

具高度同源性和保守性,并对基因的结构和功能进

行了预测分析。RmlACB 3个基因预测编码蛋白质
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分别为葡萄糖�1�磷酸胸苷转移酶、dT DP�葡萄糖�4,
6�脱氢酶和 dT DP�4�脱氢鼠李糖�3, 5�差向异构酶。
为参与胞外多糖生物合成过程中 dT DP�鼠李糖前

体生物合成的基因, 位于胞外多糖生物合成相关基

因簇的中心区。
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