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摘 要：用本实验室获得的乳链菌肽高产菌株乳酸乳球菌./+总01.为供体，以!234/!
为载体，构建了该菌株的基因文库，共获得!"%%多个噬斑。通过56789:;<杂交、=)>扩增及

01.序列测定，证实从该文库中筛选到一个含有完整乳链菌肽生物合成基因簇的重组噬菌

体!?@(!。

关键词：乳酸乳球菌，基因文库，乳链菌肽，生物合成基因簇

中图分类号：A$&# 文献标识码：. 文章编号：%%%*-’+%"（+%%%）%#(%,’#(’"

乳链菌肽（1BCB<）是由某些乳酸乳球菌（!"#$%#%##&’("#$)’）产生的小肽，对许多革兰氏

阳性菌有强烈抑制作用，是一种广泛应用的高效、无毒的天然食品防腐剂。成熟的乳链菌

肽分子含有!,个氨基酸残基，分子量约!#*%0D。在生物合成过程中，它首先以前体的形

式在核糖体上合成，随后通过翻译后酶修饰作用在特定的位点脱水、形成硫醚桥，产生羊

毛硫氨酸和"(甲基羊毛硫氨酸等稀有氨基酸，并切除前导肽，赋于乳链菌肽分子以杀菌活

性和热稳定性。由于乳链菌肽的生物学功能及其独特的结构，加之它是一个含!,个氨基

酸残基的小肽，因此，对乳链菌肽生物合成有关基因的克隆与表达不仅对研究乳链菌肽的

分子结构和功能，而且对进一步研究乳链菌肽的翻译后修饰及建立蛋白质工程研究的模

式系统都有重要意义。本工作构建了乳链菌肽高产菌株!*("#$)’./+的基因文库，从中

筛选到含有完整乳链菌肽生物合成基因的基因簇。为研究乳链菌肽的生物合成及乳链菌

肽的分子结构与功能奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒

!"#$%#%##&’("#$)’./+、+’#,-.)#,)"#%()@3*%"、E3F#%!由本实验室保存。+*#%()
/2!"+购自=;6G:HD公司。E3I54J7:K(L:M86;购自.G:;C9D<公司。

!"# 工具酶与试剂

限制性内切酶、K,01.连接酶、234/!/"0?N.;GC)J6<B<H5OC8:G=J7C=DMPD(
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!"#"$%&’"(购自)*+("!,公司。-./-012,3"45#!,#6-"’"7’5+#85’购自9+":*5#!"*
;,##:"5(公司。<,=酶购自华美公司。

!"# $%&的提取

!"#"! 乳酸乳球菌总-01的提取按文献［>］。

!"#"’ 质粒-01及!噬菌体-01的提取按文献［?］。

!"( !"#$基因的)*+扩增

!"("! 引物设计：根据已发表的!"#$-01序列［@］设计如下两条引物：A’端引物（)@）：

A’B<///11<<CC1<1/<</<11C/B@’，并引入%&’D.酶切位点，@’端引物（)E）：A’

B1<<11/C<<1/1/<11/11C</B@’，并引入("!6"酶切位点。

!"("’ )CD扩增：用)*+,&-"#12?总-01为模板。)CD反应条件：FEG变性>(5#，

EAG退火>(5#，H?G延伸>(5#，反应进行@I个循环。

!", 基因文库的构建

用)*+,&-"#12?总-01为供体，!J;92@为载体，%*&’+"2J@F?为转染受体菌。具

体操作按)*+("!,公司/"#+(57C4+#5#!;,#K,4进行。

!"- 噬斑原位杂交、点杂交和./012345杂交

按文献［?］和9+":*5#!"*;,##:"5(公司的说明书进行。

!"6 $%&序列测定

)CD扩增产物连接到L;M$94K"<NO"7’+*上，转化%*&’+"P;>IF，依据$,#!"*双脱氧

终止法测定-01序列。使用19.公司@H@1自动序列分析仪，测序反应试剂盒购自19.
公司，测序全过程按19.公司操作说明书进行。

’ 结果和讨论

’"! 基因文库的构建

以!J;92@为载体，$,K@1>部分酶切本实验室得到的乳链菌肽高产菌株乳酸乳球

菌12?总-01［E］，回收>A#?@Q3大小的-01片段，与J;92@双臂连接，用!包装抽提

物（L,7Q,!"#"）体外包装，转染%*&’+"2J@F?，构建)*+,&-"#12?基因文库，共获得@FII
多个噬斑。随机选取@个噬斑提取-01，证实插入片段在>R#?@Q3之间。乳酸乳球菌

染色体基因组大小为?@II#?RIIQ3，乳链菌肽生物合成基因簇共有>>个基因，全长约

>EQ3，J;92@载 体 包 装 外 源 片 段 大 小 为F#?@Q3，按 照 C4,*Q"NC,*3+#公 式 . /
4#（>01）

4#（>02）
，要使基因文库中所含乳链菌肽生物合成基因簇的概率（)）达到FFS，则需重

组噬菌体数（0）FII个，而本实验获得的重组噬菌体数远远超过FFS的理论值要求，使乳

链菌肽生物合成基因簇在该文库中出现的概率大于FFTFFS。

’"’ 乳链菌肽生物合成基因簇的筛选

’"’"! !"#3、!"#$-01探针的制备：根据文献报道，乳链菌肽生物合成基因簇的两端分

别为编码乳链菌肽前体蛋白的!"#3／!"#4及与乳链菌肽免疫有关的!"#$基因［@，A］。我们

以这个基因簇两端的-01片段作为探针与已得到的噬斑进行杂交，筛选含有完整乳链

菌肽生物合成基因簇的重组噬菌体。
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本实验室构建的质粒!"#$%&含有来自乳链菌肽产生菌!"#$%&’(’())**+$+的

)’(*［,］。将)’(*基因用+%,-.、-’)/!双酶切取下后，以非放射性同位素地高辛标记制

备探针。同时，按本文材料和方法所述另外设计一对引物（0&，0+），用!"#$%&’(’12总

34’为模板，0)-扩增)’(. 基因片段。将0)-产物连接到!"56789:(;<:=>?@上，经

+%,-.、-’)/!酶切取下外源片段，地高辛标记制备探针，用于筛选含有完整乳链菌肽生

物合成基因簇的重组噬菌体。

!"!"! 乳链菌肽生物合成基因簇的筛选：首先以部分)’(.34’片段为探针，用噬斑原

位杂交方法对构建的基因文库进行筛选，得到2*个阳性噬斑（图*）。再以)’(*34’片

段为探针，对这2*个噬菌体34’进行点杂交，最后得到一个对两个探针杂交都呈阳性

的重组噬菌体"AB;&（图2）。

图* 噬斑的原位杂交

CDEF* .GHD>9IJK@D/DLM>D?G?N"!8MO9:H

图2 点杂交结果

CDEF2 -:H98>H?N/?>IJK@D/DLM>D?G

*F!"#$%&’(’12>?>M834’；2F)’(*34’N@?P!"#$%&；

&#QF0?HD>D<:!8MO9:HD/:G>DND:/KJIJKD/DLM>D?GRD>I)’(.

!@?K:；*%F"34’F

!F# 含有完整乳链菌肽生物合成基因簇的验证

!"#"$ 6?9>I:@G杂交：提取杂交呈阳性的重组噬菌体"AB;&34’，/$#.酶切，琼脂糖凝

胶电泳结果显示有+条带。其中2%SK和QSK为"T"71&的双臂，*+SK和&U$SK为外源

插入片段（图&’，&)）。分别用)’(*34’片段和)’(.34’片段作探针进行6?9>I:@G杂

交，结果)’(*34’片段与*+SK片段（图&7），)’(.34’片段与&U$SK34’片段（图

&3）有清晰可见的杂交信号，而与"34’／-’)/!无杂交信号，说明这两个片段分别含有

)’(*／)’(0和)’(.基因，并且这两个片段共有*VU$SK，超过了编码完整的乳链菌肽生物

合成基因簇所需的长度。

!F#F! 0)-扩增：为了进一步证明6?9>I:@G杂交呈阳性的重组噬菌体"AB;&的确含有

)’(*／)’(0和)’(.基因，我们以"AB;&34’为模板，用0)-扩增)’(* 的引物0*和

02［,］及0)-扩增)’(.的引物0&和0+为引物，分别进行0)-扩增，结果获得预期大小

的&&%K!和W$%K!的34’片段（图&’、&)）。这两个扩增片段分别与)’(* 和)’(. 探针

6?9>I:@G杂交，结果都呈阳性（图&7、&3）。将)’(.扩增片段进行34’序列测定（测定部

分序列），结果与文献［&］报道的34’序列基本一致（图+）。图+序列与文献［&］序列有&
个核苷酸差异，其中2个在)’(.编码区，并造成一个氨基酸残基差异，使谷氨酰胺变为组

氨酸。这些差异是由于不同菌株还是实验误差造成的，有待于进一步验证。
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图! "#$%&’()杂交

*+,-! "#$%&’()&./(+0+12%+#)32%%’()4

5、6-5,2(#4’,’74%2+)’0/.89；9、:-;./(+0+12%+#)32%%’()4-

<、=-!:>5／!"#0"；?、@-A’B#C/+)2)%!:>50+,’4%’0D+%&$%&#；

!-E6A2C37+F+B2%+#)3(#0$B%#F#"’(／#"’),’)’；G、H-"EEI:>5／*+,AI；J-E6A2C37+F+B2%+#)3(#0$B%#F#"’-,’)’-

图G #"’-E6A扩增产物的部分核苷酸序列

*+,-G K&’32(%+27)$B7’#%+0’4’L$’)B’#FE6A2C37+F+B2%+#)3(#0$B%#F#"’-,’)’

上述工作说明我们已构建了乳链菌肽高产菌株./&%+0"’5M?的基因文库，并从文库

中筛选到含有完整的乳链菌肽生物合成基因簇的重组噬菌体（!;NO!）。国外已有的工作

只是克隆与乳链菌肽生物合成有关的部分基因［!，J］，而分离完整的乳链菌肽生物合成基

因簇尚未见报道，本工作为全局性研究乳链菌肽的生物合成及其遗传调控提供了素材。

对乳链菌肽生物合成有关基因的克隆和表达研究正在进行中。

致谢 薛禹谷先生对本工作给予热情关心和指导，特此致谢。
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