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摘   要 ：【目的】嗜热链球菌 IMAU20246 是一株具有良好发酵特性且高产胞外多糖

(exopolysaccharides, EPS)的菌株，但其 EPS 基因簇及合成途径尚不清晰。因此可通过全基因组测

序及生物信息学分析菌株基因组序列，探究 EPS 合成及调控机制。【方法】本实验对嗜热链球菌

IMAU20246 进行全基因组测序并进行生物信息学分析，解析 EPS 生物合成相关基因簇及 EPS 合

成途径，同时采用实时荧光定量 PCR 技术(quantitative real-time PCR, qRT-PCR)对其不同时间点

EPS 基因簇的表达进行定量分析。【结果】嗜热链球菌 IMAU20246 基因组中有一个 18.1 kb 的 EPS
生物合成基因簇，编码 15 个与 EPS 生物合成相关的基因。嗜热链球菌 IMAU20246 通过转运葡萄

糖、甘露糖、果糖、半乳糖、乳糖、海藻糖、纤维二糖及蔗糖合成 UDP-葡萄糖、dTDP-葡萄糖、

dTDP-鼠李糖、UDP-半乳糖、UDP-呋喃半乳糖、UDP-N-乙酰葡萄糖胺和 UDP-N-乙酰半乳糖胺等

7 种糖核苷酸。qRT-PCR 的结果表明，EPS 基因簇中的基因在细胞生长阶段均能表达，特别是糖

基转移酶基因 epsE、epsF、epsH 和 epsJ 在培养 6 h 时表达量最高，此时 EPS 产量达到最高。【结

论】本研究从基因组解析了嗜热链球菌 IMAU20246 EPS 基因簇及其合成途径，为菌株的进一步

开发提供了理论依据。 
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Abstract: [Objective] Streptococcus thermophilus IMAU20246 is a strain with good 
fermentation performance and high production of exopolysaccharides (EPS), while its gene 
cluster and pathway for EPS synthesis remain unclear. Therefore, whole-genome sequencing and 
bioinformatics tools can be employed to identify the gene cluster and decipher the mechanism of 
EPS synthesis. [Methods] The whole genome of S. thermophilus IMAU20246 was sequenced 
and bioinformatic analysis was performed to analyze the EPS biosynthesis-related gene clusters 
and pathway. Further, quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was carried out to determine the 
expression levels of the EPS gene cluster at different time points. [Results] An EPS gene cluster 
of 18.1 kb was identified in the genome of S. thermophilus IMAU20246, including 15 genes. The 
strain synthesized 7 sugar nucleotides including UDP-glucose, dTDP-glucose, dTDP-rhamnose, 
UDP-galactose, UDP-galactofuranose, UDP-N-acetylglucosamine and UDP-N-acetylgalactosamine 
by transporting glucose, mannose, fructose and galactose, lactose, trehalose, cellobiose, and 
sucrose, respectively. The results of qRT-PCR showed that the genes in the EPS gene cluster 
were expressed during the cell growth. In particular, the glycosyltransferase genes epsE, epsF, 
epsH, and epsJ reached the highest expression levels at the time point of 6 h, when the EPS yield 
peaked. [Conclusion] In this study, the gene cluster and pathway for EPS synthesis in S. 
thermophilus IMAU20246 were analyzed, which will provide a theoretical basis for further 
utilization of the strain. 
Keywords: Streptococcus thermophilus; exopolysaccharides (EPS); EPS gene clusters; 
biosynthesis; bioinformatics analysis 

 
嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)是

兼性厌氧革兰氏阳性菌，同型乳酸发酵，被欧

盟认证为 GRAS (generally recognized as safe)菌
株，也是链球菌属中唯一公认为安全的菌种[1]。

嗜热链球菌能快速发酵乳糖产生乳酸，缩短凝

乳 时 间 ， 常 与 德 氏 乳 杆 菌 保 加 利 亚 亚 种

(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)一起

用于酸奶生产，是乳品发酵工业中的常用发 

酵剂菌株 [2]。该菌株还具有提高免疫力、改善

人体肠道菌群平衡、调节血压以及抗癌等益生

功能[3]。 
胞外多糖(exopolysaccharides, EPS)是乳酸

菌(lactic acid bacteria, LAB)生长代谢过程中产

生的次级代谢产物，是一种长链、高分子量的

化合物，由重复单元和其分支组成，分子量通

常在 4×104−6×106 Da 之间[4]。LAB EPS 可作为
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稳定剂、增稠剂和乳化剂等改善产品的质地、

流变性和口感[5]。LAB EPS 的生物合成机制可

以分为 2 种模式：脂载体非依赖型的胞外合成

模式和脂载体依赖型的胞内合成模式[6]。前者为

同型多糖(homopolysaccharide, HoPS)的合成途

径，仅由一种单糖组成，如葡聚糖、果聚糖和

多 聚 半 乳 糖 等 。 后 者 为 异 型 多 糖

(heteropolysaccharide, HePS)合成模式，由几种

单糖，如 D-半乳糖、D-葡萄糖、L-鼠李糖、岩

藻糖、N-乙酰葡萄糖苷和葡萄糖醛酸等组   
成[7]。LAB 所产 EPS 的表型特征由 EPS 基因簇

决定[8]。LAB EPS 基因簇一般位于染色体上，

约为 15 到 36 kb，包含负责调控、确定链长、

合成聚合和相关重复糖单元输出的基因[9]。近

年来，关于 LAB EPS及其 EPS基因簇的报道较

多，尤其是关于嗜热链球菌 EPS 的研究受到国

内外研究人员的广泛关注。Stingele 等[10]鉴定

了嗜热链球菌 Sfi6 的 EPS 基因簇，发现有   
13 个基因(epsA–epsM)参与 EPS 的合成，这是

嗜热链球菌产 EPS 的第一项报道。Bai 等[11]发

现嗜热链球菌 MN-BM-A01 的基因组序列中携带

一个 35.3 kb EPS 基因簇，且 EPS 含量达      
350 mg/L，是一株高产 EPS 菌株。能够产生超

过 150 mg/L EPS 的菌株被认为是高产菌株，而

Zisu 等[12]通过改变嗜热链球菌 ASCC1275 培养

条件，使其 EPS 产量达到 1 029 mg/L。 
嗜热链球菌 IMAU20246 分离自蒙古国传

统酸牛奶，具有产酸速度快、凝乳时间短和产

粘等特性。该菌株在 M17 培养基中 EPS 的产量

较高，达到(428±2.8) mg/L (数据未发表)，具

有一定的研究价值。本实验采用 Illumina 
HiSeq 二代测序技术对该菌株进行全基因组测

序，分析其 EPS 合成相关基因簇，并利用

qRT-PCR 技术对 EPS 基因簇的表达进行验证，

为研究嗜热链球菌 EPS 的生物合成和调控产量

提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、试剂及仪器 
1.1.1  试验菌株  

嗜热链球菌 IMAU20246 由“内蒙古农业大

学乳品生物技术与工程”教育部重点实验室乳

酸菌菌种资源库(LABCC)提供。 
1.1.2  主要试剂 

M17 肉汤培养基，青岛高科园海博生物技

术有限公司；氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢

钾，福晨(天津)化学试剂有限公司；细菌基因

组 DNA 提取试剂盒 TIANamp Bacteria DNA 
Kit，天根生化科技 (北京 )有限公司；HiPure 
Universal RNA Kit通用型RNA提取试剂盒，集

思慧远生物公司；HiScript Q RT SuperMix for 
qPCR (+gDNA wiper)反转录试剂盒、 2×Taq 
Plus Master Mix 、 ChamQSYBRColorq PCR 
Master Mix (2×)，南京诺唯赞生物科技有限  
公司。 
1.1.3  主要仪器 

SX-700 型高压灭菌锅，HIRAYAMA 公

司；SW-CJ-2FD 型超净工作台，苏州安泰空气

技术有限公司；移液枪、Eppendorf Centrifuge 
5242 R 高速冷冻离心机，Eppendorf 公司；

Vortex-genie2 型 漩 涡 振 荡 器 ， Scientific 
Industries 公司；DHP-9272 型电热恒温培养

箱，上海坤天试验仪器有限公司；ABI 7500 型

荧光定量 PCR 仪，Applied Biosystems 公司。 

1.2  菌株培养及 DNA 提取 
将嗜热链球菌 IMAU20246 接种到 M17 液

体培养基中进行活化，37 ℃培养 24 h，以 2% 
(体积分数)的接种量连续培养 3 代，使菌株达

到最高活力。将第 3 代菌株培养液离心收集菌

体，并用 PBS 溶液清洗 2 遍后采用 TIANamp 
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Bacteria DNA Kit 细菌基因组 DNA 提取试剂盒

提取菌株基因组 DNA。 

1.3  基因组测序和组装 
提取基因组 DNA 后使用微量分光光度计

测定 DNA 浓度，通过 0.6%琼脂糖凝胶电泳鉴

定质量纯度，并采用 Illumina HiSeq 4000 对嗜

热链球菌 IMAU20246 进行二代基因组序列测

定。利用 SOAP denovo[13]程序流程对基因组重

测序序列进行组装，选取 scaffold 数量小、N50
和 N90 较长及 GC 含量与参考基因组较接近等较

好的序列进行后续的 SOAP 验证及校验。 

1.4  基因组注释 
采 用 RAST[14] (Rapid Annotation using 

Subsystem Technology) Server-RAST Annotation 
Server (http://rast.nmpdr.org/)结合 COG (cluster 
of orthologous groups of proteins)数据库、GO 
(gene ontology) 数 据 库 和 KEGG (Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes)代谢通路数

据库完成对嗜热链球菌 IMAU20246 基因组的

预测与注释。 

1.5  生物信息分析 
通过 CGView (http://stothard.afns.ualberta. 

ca/cgview_server/) 软 件 [15] 绘 制 嗜 热 链 球 菌

IMAU20246 基因组圈图。CGView 服务器绘制

的图谱可以展示基因组特征。基因组中找出

EPS 基因簇，采用 NCBI 的 BLAST 在线分析

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)[16] ，并进行核酸

序 列 相 似 性 比 较 。 碳 水 化 合 物 活 性 酶

(carbohydrate active enzymes， CAZy， http:// 
www.cazy.org/)数据库 [17]进行蛋白质同源序列

比对。 
1.6  实时荧光定量 PCR 
1.6.1  RNA 的提取及反转录 cDNA 的合成 

将嗜热链球菌 IMAU20246 接种于 M17 液

体培养基中，37 ℃培养，分别在 0、6、12、
18 和 24 h 收集菌体，使用 RNAiso Plus 试剂提

取样品总 RNA，使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 的质量。基因组 DNA 的去除和 cDNA 的

合成使用的是 HiScript Q RT SuperMix for 
qPCR (+gDNA wiper)试剂盒。基因组 DNA 的

去除反应条件为 42 ℃ 2 min，反转录 cDNA
合成的反应条件为：50 ℃  15 min，85 ℃    
2 min。 
1.6.2  实时荧光定量 PCR 扩增引物的设计 

本实验所用引物均采用 Primer 5[18]软件设

计，引物由上海美吉生物科技有限公司合成，

gapdh[19]为内参基因，如表 1 所示。 
1.6.3  实时荧光定量 PCR 

qRT-PCR 相对表达量分析反应体系如表 2，

反应程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，55 ℃   

30 s，进行 35 个循环。反应在 ABI7300 型荧光

定量 PCR 仪上进行，通过 2−ΔΔCt 算法计算基因

相对表达量。 

 
表 1  本实验所用引物 
Table 1  The primers used in this experiment 
Gene 
name 

Primer sequence (5′→3′) Fragment size 
(bp) 

epsA-F 
epsA-R 
epsB-F 
epsB-R 
epsC-F 
epsC-R 
epsD-F 
epsD-R 
epsE-F 
epsE-R 
epsF-F 
epsF-R 
epsH-F 
epsH-R 
epsJ-F 
epsJ-R 
epsM-F 
epsM-R 
gapdh-F 
gapdh-R 

TAGTTTAGATGGCGGAGA 
AGCCTGAATCAAGTTGTG 
GAAGCACTTTATCCAGAC 
ACATTACTAAGCCCACTA 
TTGCTTCAAAAAAAATCA 
CCAATACACCAACCACTG 
ATTTGCTAGTGTTGGGCT 
ACTTGTTGGATTAGGTGG 
ATGAGTCAAGGTGAAAAA 
CGAATAAGTGGATAAAGG 
GGTGGATTTGAGACCTTT 
CCGTTAGGGAGTTCTTTT 
CTTGTTGATGATGGTTCT 
TTATCTTTTTAGGTGTGA 
CAGGGATTCTATTTGAGG 
AAGAGACATTTTTTGGGC 
ACCGCAAGGAATACAACG 
TGAGGGAGAAACAGCAAA 
TACGACACAACTCAAGGT 
CAGGAGCAGTAATAACAA 

194 
 
176 
 
156 
 
208 
 
176 
 
160 
 
274 
 
158 
 
224 
 
232 
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表 2  qRT-PCR 反应体系 
Table 2  The analysis system of qRT-PCR 
Component Volume (μL) Concentration 
2×Taq Plus Master 
Mix 
Primer F (5 μmol/L) 
Primer R (5 μmol/L) 
cDNA 
ddH2O 
Total 

10  
 
0.8 
0.8 
1.0 
7.4 
20 

2× 
 
5 μmol/L 
5 μmol/L 

2  结果与分析 
2.1  嗜热链球菌 IMAU20246 基因组基本

特征 
基于 Illumina HiSeq 二代测序技术对嗜热

链球菌 IMAU20246 进行全基因组测序，并利

用CGview软件绘制基因组圈图(图1)。嗜热链球

菌 IMAU20246 基因组全长为 1 846 913 bp，GC
含量为 38.8%，scaffold N50 长度是 48 259 bp，
scaffold N90 长度是 11 992 bp，共编码基因长

度为 1 535 199 bp，占全基因组的 83.12%，共

编码了 2 068 个基因，tRNA 基因数目为 35 个，

rRNA 基因数目为 2 个，符合嗜热链球菌基因

组特征。其基因组序列已提交至 GenBank 数据

库，登录号为：JAKUKF000000000。 
2.2  嗜热链球菌 IMAU20246 功能注释 

对嗜热链球菌 IMAU20246 基因组序列进

行 COG、GO 和 KEGG 数据库比对注释。如图

2A 所示，通过 COG 基因功能预测分析，嗜热

链球菌 IMAU20246 基因共注释到 1 650 个基

因，分为 25 类，其中 S (未知功能)、E (氨基酸

的转运和代谢)、L (复制、重组和修复)、J (翻
译、核糖体结构和生物合成)、K (转录)相关基

因和 M (细胞壁 /膜 /包膜生物起源)占据前几

位，共有 89 个基因注释到类别 G (碳水化合物

转运和代谢)中。注释到 GO 数据库的基因有  
1 512 个，图 2B 所示，分为三大类：生物过程

(biological process) 、 细 胞 组 分 (cellular 
component)和分子功能(molecular function)，其

中在生物过程大类中分别在翻译(translation)、
细胞分裂 (cell division)和碳水化合物代谢过 
程(carbohydrate metabolic process)中基因富集

较多，在细胞组分大类中膜组成部分(integral 

 
图 1  嗜热链球菌 IMAU20246 全基因组图谱 
Figure 1  The genome-wide map of Streptococcus thermophilus IMAU20246. 
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component of membrane)、细胞质(cytoplasm)和
质膜 (plasma membrane)注释基因较多。共有   
1 395 个基因注释到 KEGG 代谢通路中，如图

2C 所示，共注释到 6 大类别，分别为新陈代谢

(metabolism)、细胞过程(cellular processes)、遗

传信息处理(genetic information processing)、人

类疾病(human diseases)、生物系统(organismal 
systems) 和 环 境 信 息 处 理 (environmental 
information processing)等。其中注释到氨基酸

代谢的有 120 个基因，碳水化合物代谢中有

107 个基因，膜运输占 99 个基因，注释到翻译

的基因占 80 个基因，核酸代谢占 68 个基因。 
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图 2  嗜热链球菌 IMAU20246 的 COG (A)、GO (B)和 KEGG (C)功能分类图 
Figure 2  COG (A), GO (B) and KEGG (C) functional classification map of Streptococcus thermophilus 
IMAU20246. 
 
2.3  嗜热链球菌 IMAU20246 EPS 基因簇 

更好地了解 EPS 生物合成中涉及的基因功

能对 EPS 生产至关重要。本研究通过基因组分

析发现，嗜热链球菌 IMAU20246 染色体上存

在一条完整的 EPS 基因簇，全长 18.1 kb，由

20 个开放阅读框(open reading frame, ORF)组
成。其中和 EPS 生产相关的基因有 15 个，分

别为 EPS 调控基因 epsA 和 epsB，决定链长基

因 epsC、epsD、eps2C 及 eps2D，糖基转移酶

epsE、epsF、epsG、epsH 和 epsJ，重复单元聚

合和输出基因 wzy、wzx 和 epsM，及 UDP-半乳

糖变位酶 epsN 等。此外在 EPS 基因簇 5′端上游

是编码嘌呤核苷磷酸化酶基因 deoD，主要参

与核苷酸的生物合成和分解代谢，基因簇 3′端
下游是基因 orf14.9，主要和细胞的增殖有    
关[20]。将嗜热链球菌 IMAU20246 与嗜热链球

菌 CNRZ1066、嗜热链球菌 ASCC1275、嗜热

链球菌 CS6 及嗜热链球菌 ND-07 的 EPS 基因簇

进行比对分析[21-24] (图 3)。通过比较发现，嗜

热链球菌 IMAU20246 与其他嗜热链球菌的

EPS 基因簇相对保守，不同菌株 EPS 基因簇之

间高度相似。 
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图 3  嗜热链球菌 IMAU20246 与其他嗜热链球菌之间 EPS 基因簇的比较 
Figure 3  Comparison of EPS gene clusters between Streptococcus thermophilus IMAU20246 and other S. 
thermophilus. 
 

在嗜热链球菌 IMAU20246中 wzx编码翻转

酶，wzy 编码聚合酶，参与 EPS 重复单元的翻

转和聚合 [25]。这 2 个基因分别在嗜热链球菌

ASCC1275中编码 epsL和 epsM，负责重复单元

的聚合和易位。此外在嗜热链球菌 CNRZ1066
中编码 epsJ 和 epsL，在嗜热链球菌 CS6 中编码

epsK 和 epsL。携带 wzx 和 wzy 基因的菌株通过

Wzx/Wzy 依赖途径合成 EPS[26]，因此推测嗜热

链球菌 IMAU20246、嗜热链球菌 CNRZ1066、
嗜热链球菌 ASCC1275 和嗜热链球菌 CS6 的

EPS 合成途径都是相同的。epsM 编码一种膜蛋

白，负责重复单元的输出，与嗜热链球菌

CNRZ1066 的 epsM 及嗜热链球菌 ND-07 的 epsI
同源性较高。Zhou 等[27]报道高 EPS 产量可能
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与 EPS 聚合输出基因上调有关，因此对其进行

调控将是提高 EPS 产量的有效手段。在嗜热链

球菌 IMAU20246 EPS 基因簇末端发现 UDP-半
乳糖变位酶 epsN，该酶可将 UDP-吡喃半乳糖

转换成 UDP-呋喃半乳糖，影响 EPS 重复单元

的 结 构 和 单 糖 组 成 [28] 。 在 嗜 热 链 球 菌

ASCC1275、嗜热链球菌 CS6 及嗜热链球菌

ND-07 中均有发现。Zeidan 等[29]报道 UDP-半
乳糖变位酶是 LAB EPS基因簇中常见基因，参

与 EPS 前体物质糖核苷酸的生物合成。此外在

这 5 株嗜热链球菌 EPS 基因簇中还存在转座

酶、假定蛋白、磷酸甘油酸变位酶以及磷酸酶

等功能基因，而这些基因如何参与 EPS 的生

物合成有待后续深入研究。 
2.4  碳水化合物活性酶分析 

通过 CAZy 分析了嗜热链球菌 IMAU20246

碳水化合物活性酶功能基因，共含有 45 个与

碳水化合物代谢相关基因，注释到 4 大类碳水

化合物活性酶，如图 4 所示，分别为糖苷水解

酶 (glycoside hydrolases, GHs)、糖基转移酶

(glycosyltransferases, GTs)、碳水化合物酯酶

(carbohydrate esterases, CEs)和碳水化合物结合

模块(carbohydrate-binding modules, CBMs)。其

中 GHs 家族和 GTs 家族种类最多。GHs 家族在

水解复杂碳水化合物方面具有很大的潜力，被

认为是参与碳水化合物代谢的关键酶，能够有

效利用代谢糖类，从而形成多种糖核苷酸。

GHs 共含有 22 种，CH13 是 GHs 家族中最大的

序列家族，主要编码寡糖降解酶。GTs 家族是编

码糖基转移酶基因，共含有 16 种，其中 GT2、
GT4 和 GT8 的数量较多，糖基转移酶催化糖基

从激活的供体分子到特定的受体分子的转移， 
 

 
 

图 4  CAZY 在嗜热链球菌 IMAU20246 的分布 
Figure 4  Distribution of CAZy in Streptococcus thermophilus IMAU20246. 
 
 
 
 
 



 

 

 

412 DAI Annaer et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

从而形成糖苷键，可以转移各种糖核苷酸，形

成 EPS 的重复单元[30]。通过研究碳水化合物活

性酶可以从基因组水平分析菌株利用碳水化合

物能力。碳水化合物不仅可以为机体提供生命

活动所必需的能量，而且还为细胞内的化学反

应提供还原力，为细胞结构物质的合成提供中

间代谢产物[31]。 
2.5  糖转运系统 

碳水化合物是合成 EPS 的关键营养物质，

其种类不仅影响 EPS 的产量，而且在不同碳源

条件下合成的 EPS 在分子结构、活性和理化性

质等方面也存在较大差异。通常有 3 种糖转运

方式：磷酸烯醇式丙酮酸 -磷酸转移酶系统

(PEP-PTS)和 ABC 型糖转运系统及糖渗透   

酶[32]。PEP-PTS 是主要的糖转运方式，由磷酸

载体蛋白 HPr、能量耦合蛋白酶 EⅠ以及膜结合

的具有糖特异性通透酶 EⅡ组成；EⅡ由 EⅡA、

EⅡB 与 EⅡC 亚单位构成[33]。如表 3 所示，嗜热

链球菌 IMAU20246基因组中含有 8个糖特异性

通透酶(EⅡ)基因及 2 个糖渗透酶基因，分别是

PTS 甘露糖转运体亚基 EⅡAB、EⅡC 和 EⅡC，

PTS 果糖转运体亚基 EⅡABC，PTS 纤维二糖转

运体亚基 EⅡC，PTS 蔗糖转运体亚基 EⅡABC，

PTS 海藻糖转运体亚基 EⅡABC 和 PTS 葡萄糖转

运体亚基 EⅡBC 及乳糖、半乳糖渗透酶和鼠李

糖渗透酶。因此，从基因组层面可以推测嗜热

链球菌 IMAU20246 代谢利用的碳源有葡萄糖、

甘露糖、果糖、半乳糖、乳糖、蔗糖、海藻糖

及纤维二糖等。 

2.6  EPS 生物合成途径 
细菌 EPS 的生物合成机制一般有 4 种：(1) 

Wzx/Wzy-依赖途径；(2) ABC 转运体依赖途

径；(3) 合成酶依赖途径；(4) 利用单个蔗糖

酶蛋白进行细胞外合成途径[34]。HoPS 由合成

酶途径和细胞外生产途径合成，HePS 则主要

由 Wzx/Wzy-依赖途径和 ABC 转运体依赖途径

合成[35]。嗜热链球菌 IMAU20246 合成 EPS 为

Wzx/Wzy-依赖途径，在 EPS 的生物合成过程

中，糖核苷酸由数个糖基转移酶组装至位于细

胞膜内的十一聚类异戊二烯醇磷酸酯(C55)上

形成重复单元，然后由 wzx 蛋白在细胞膜上转

运，由 wzy 蛋白在细胞表面聚合[36]。 
 

表 3  嗜热链球菌 IMAU20246 碳水化合物利用系统 
Table 3  Carbohydrate utilization system of Streptococcus thermophilus IMAU20246 
Encoded protein Code base 
Phosphotransferase system (PTS)  

PTS mannose-specific EⅡAB component fig|6666666.790943.peg.40 
PTS mannose-specific EⅡC component fig|6666666.790943.peg.41 
PTS mannose-specific EⅡD component fig|6666666.790943.peg.42 
PTS fructose-specific EⅡABC component fig|6666666.790943.peg.600 
PTS cellobiose-specific EⅡC component fig|6666666.790943.peg.1564 
PTS sucrose-specific EⅡABC component fig|6666666.790943.peg.1670 
PTS trehalose-specific EⅡABC component fig|6666666.790943.peg.1835 
 fig|6666666.790943.peg.1836 
PTS glucose-specific EⅡBC component fig|6666666.790943.peg.2055 

Permease   
Lactose and galactose permease fig|6666666.790943.peg.1973 
Rhamnose permease fig|6666666.790943.peg.828 
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本实验根据 Xiong 等[37]的相关研究报道结

合 Rast 注释和 KEGG 代谢途径对嗜热链球菌

IMAU20246可能的EPS生物合成途径进行预测

(图 5)。乳糖通过乳糖渗透酶(LacS)进入细胞

内，并被 β-半乳糖苷酶(LacZ)水解成葡萄糖和半

乳糖，葡萄糖激酶(GK)催化葡萄糖转化为葡萄

糖-6-磷酸；此外海藻糖和纤维二糖也被磷酸化

成葡萄糖-6-磷酸，葡萄糖-6-磷酸进入糖酵解途

经或在葡萄糖磷酸变位酶(PGM)的作用下转化成

葡萄糖-1-磷酸，在 UDP-葡萄糖焦磷酸化酶

(GalU)的催化下合成糖核苷酸 UDP-葡萄糖；又

或在葡萄糖-1-磷酸胸苷转移酶(rfbA)作用下合成

dTDP-葡萄糖，再经多种酶反应合成 dTDP-鼠
李糖。半乳糖则经 Leloir 途径在醛糖 1-差向异

构酶(GalM)、半乳糖激酶(GalK)和 UDP-半乳

糖-1-磷酸-尿苷转移酶(GalT)下合成 UDP-半乳 
 

 
图 5  嗜热链球菌 IMAU20246 糖核苷酸的合成 
Figure 5  Synthesis of sugar nucleotides in Streptococcus thermophilus IMAU20246.  
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糖或生成葡萄糖-1-磷酸；UDP-葡萄糖-4-差向

异构酶(GalE)负责 UDP-葡萄糖和 UDP-半乳糖

之间的相互转化。研究表明，编码合成糖核苷

酸的关键酶 PGM、GalU 和 GalE 的基因表达水

平和 EPS 的产量高度相关 [38]，嗜热链球菌

IMAU20246 基因组序列中 PGM 有 2 个拷贝

数，GalE 有 4 个拷贝数，说明嗜热链球菌

IMAU20246 产生的 UDP-葡萄糖和 UDP-半乳糖

之间可以相互转换，类似的结果在嗜热链球菌

KLDS SM 的 EPS 生物合成途径中也有发现[39]。

蔗糖、甘露糖和果糖分别由 PEP-sucrose PTS 途

径、PEP-mannose PTS 途径及 PEP-fructose PTS
途径进入细胞内被磷酸化形成甘露糖-6-磷酸、

果糖-6-磷酸和蔗糖-6-磷酸，三者之间相互转

化，最终果糖-6-磷酸转化成 UDP-N-乙酰葡糖

胺及 UDP-N-乙酰半乳糖胺。总之，嗜热链球

菌 IMAU20246 可利用的碳源非常广泛，包括

乳糖、葡萄糖、半乳糖、海藻糖、纤维二糖、

蔗糖、果糖和甘露糖等，这些碳源在一系列酶

的作用下可合成 7 种糖核苷酸，分别是 UDP-
葡萄糖、dTDP-葡萄糖、dTDP-鼠李糖、UDP-半
乳糖、UDP-呋喃半乳糖、UDP-N-乙酰葡萄糖胺

和 UDP-N-乙酰半乳糖胺，然后在特异性糖基转

移酶 EpsE、EpsF、EpsG、EpsH 和 EpsJ 的催化

下反应生成 EPS 重复单元，与内膜细胞质的脂

质载体分子相连接，由 wzx 蛋白在细胞膜上转

运，接着在 wzy 蛋白的作用下进一步聚合在细胞

表面，最后由 EpsM 输出至细胞外形成 EPS。 
2.7  实时荧光定量 PCR 结果 

LAB 中 EPS 的合成是一个复杂的过程，涉

及到 EPS 相关基因的表达调控。本实验采用

qRT-PCR 技术分析 EPS 基因簇在菌体生长不同

时间点(6、12、18 和 24 h)的表达量及其对 EPS
合成的影响，结果如图 6 所示。epsA 和 epsB
在菌体培养 18 h (稳定期)时表达量达到峰值，

分别是 24 h  (衰亡期 )表达量的 1.55 倍及    
1.62 倍；epsC 和 epsD 的表达量在 18 h 时最高，

而后开始下调，分别是 24 h 表达量的 2.21、
1.97 倍。多糖输出基因 epsM 的表达水平也呈现

先上调后下调的趋势，在菌体生长 18 h 时表达

量最高。糖基转移酶基因 epsE、epsF、epsH 和

epsJ 是 EPS 生物合成的关键酶基因，在菌体生

长的 6 h (对数期)时所有糖基转移酶基因的表达

量均达到峰值，表明此时菌株将大量的单糖组

合成重复单元，EPS 产量也达到最高。引导糖

基转移酶基因 epsE 在培养 6 h 时表达量达到峰  

 
 

图 6  嗜热链球菌 IMAU20246 EPS 合成相关基因在不同生长阶段的相对表达量(A)及嗜热链球菌

IMAU20246 在 M17 培养基中的生长曲线与 EPS 产量(B) 
Figure 6  Relative expression level of EPS synthesis related genes in different growth stages (A) and growth 
curve and EPS yield of Streptococcus thermophilus IMAU20246 in M17 medium (B). Data epresent the 
means of three biological replicates, and error bars represent the standard deviation. 
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值，随后略有下降，在 18 h 时又一次上调，而

epsF、epsH 和 epsJ 的表达水平随着培养时间的

延长呈现下调趋势。在培养 24 h 时，菌体进入

衰亡期，所有基因的表达量均达到最低值。 
EPS 基因簇是调控 EPS 产量的主要因素，研

究表明丧失 EPS 基因簇会导致菌株丧失合成 EPS
的 能 力 [40] 。 Song 等 [41] 研 究 了 干 酪 乳 杆 菌

(Lactobacillus casei) LC2W 中 EPS 基因与 EPS 合

成的关系，发现当 EPS 合成基因被敲除时，EPS
的产量会降低，而过表达 EPS 合成基因则 EPS 产

量会显著增加。而 EPS 基因簇上单一基因也会影

响其产量，Minic 等[42]研究发现对 epsC、epsD 和

epsE 单个基因进行敲除能够影响嗜热链球菌 EPS
的产量。Dertli 等[43]报道了敲除 epsA 会导致约氏

乳杆菌(Lactobacillus johnsonii) FI9785 EPS的合成

完全丧失。此外，糖基转移酶活性可影响 EPS 产

量，Stingele 等[44]通过过表达糖基转移酶实现嗜

热链球菌 Sfi6 EPS 产量的提高。Dabour 等[45]研究

发现当乳酸乳球菌乳脂亚种(Lactococcus lactis 
subsp. cremoris) SMQ-461 的引导糖基转移酶基因

发生突变时，该菌株丧失了生产 EPS 的能力。熊

永刚[46]也研究发现当过表达引导糖基转移酶可使

植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum) YM-4-3 EPS
产量显著提升。在本研究中引导糖基转移酶 epsE
在培养 6 h 时表达量最高，此时 EPS 产量也达到

最高。 

3  结论 
嗜热链球菌 IMAU20246 基因组上有一个

完整的 EPS 基因簇，负责 EPS 的调控、链长长

度、聚合及输出。通过 CAZy 分析发现嗜热链

球菌 IMAU20246 含有丰富的糖苷水解酶及糖

基转移酶。嗜热链球菌 IMAU20246 具有葡萄

糖、甘露糖、果糖、半乳糖、乳糖、海藻糖、

纤维二糖及蔗糖转运系统，能合成 UDP-葡萄

糖、dTDP-葡萄糖、dTDP-鼠李糖、UDP-半乳

糖、UDP-呋喃半乳糖、UDP-N-乙酰葡萄糖胺和

UDP-N-乙酰半乳糖胺等。qRT-PCR 分析结果表

明嗜热链球菌 IMAU20246 的 EPS 基因簇在细

胞生长过程中均能表达，特别是糖基转移酶基

因 epsE、epsF、epsH 和 epsJ 在培养 6 h 时表达

量最高，此时 EPS 产量达到最高。  
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