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乳链菌肽（0>L><）是乳酸乳球菌乳酸亚种（;5+$(+(++&# .5+$%# L?-LM) .5+$%#）某些菌株产生的一种小肽，亦

称之为乳酸链球菌肽或乳酸链球菌素。由于它对许多革兰氏阳性菌，包括葡萄球菌（ 8$5<20.(+(++&#）、梭

菌（3.(#$,%6%&7）、芽孢杆菌（95+%..&#）、利斯特氏菌（ ;%#$’,%5）等造成食品严重危害的腐败菌有强烈抑制作

用，并对人体安全无毒，是人们广为应用的一种天然食品防腐剂，已被全世界 #$ 多个国家和地区用于乳

制品、罐头食品、植物蛋白食品、肉制品的防腐保鲜。

近年来，作者一直致力于这种天然食品防腐剂的研究与开发。在国家自然科学基金和中国科学院

“八五”重点项目的资助下，建立了定向筛选乳链菌肽产生菌的方法［%］，在获得乳链菌肽高产突变株乳酸

乳球菌（; ) .5+$%#）KH" 的基础上［"］，对其发酵条件、产物的提取、纯化和性质进行了研究［5，!］，并与浙江天

台银象生物化工厂和中国食品发酵工业研究所合作，使该产品中试和应用试验获得成功；在国家“九五”

科技攻关项目和中国科学院“九五”重点项目资助下，完成了工业化规模生产试验，现已建厂投产，其产

品销往国内外市场。同时，作者对乳链菌肽产生菌进行了分子生物学研究，构建了乳酸乳球菌 KH" 的基

因文库，从中筛选到含有完整乳链菌肽生物合成基因簇的!G835［#］，克隆和表达了编码乳链菌肽前体的

结构基因（"%#A）［2］。这将为深入研究乳链菌肽分子结构与功能的关系及进一步改造乳链菌肽的分子特

性奠定了基础。

9 乳链菌肽的分子结构

%1N% 年，O/’LL 和 F’/.((［1］阐明了乳链菌肽分子的结构。成熟的乳链菌肽分子由 5! 个氨基酸组成，

含有 # 个硫醚键形成的分子内环，其中一个是 K(B3D3K(B，称为羊毛硫氨酸（HB<），其它 ! 个是 K-?3D3K(B，
称为"3甲基羊毛硫氨酸（F.HB<）。另外，在第 # 位和第 55 位残基各有一个脱氢丙氨酸（P;B），第 " 位残基



有一个!!甲基脱氢丙氨酸（"#$ ）。当 %&’#()* 等［+］克隆和测定了 !"#, 结构基因 "-, 序列以后，才发现

成熟分子中的脱氢丙氨酸、!!甲基脱氢丙氨酸、羊毛硫氨酸和!!甲基羊毛硫氨酸等稀有氨基酸是经翻译

后修饰而产生。这种翻译后修饰作用涉及丝氨酸脱水成脱氢丙氨酸和苏氨酸脱水成!!甲基脱氢丙氨

酸，然后半胱氨酸的巯基侧链与脱氢丙氨酸和!!甲基脱氢丙氨酸反应，生成含有硫醚环结构的羊毛硫氨

酸和!!甲基羊毛硫氨酸。

乳链菌肽分子由 . 个结构域组成：-!端结构域（/ 0 12 位残基）含有 ,、%、3 / 个环，3!端结构域（.. 0
.+ 位残基）含有 " 和 4 . 个互相缠绕的环。用核磁共振（-56）测定了 ,、%、3 环以及 "、4 环的方向，发

现这两个结构域都具有疏水面和亲水面的两亲结构［2，17］。

-898*: 是 1221 年发现的一个乳链菌肽天然变异体，它与 -898*, 的差异仅是一个氨基酸取代，即第 .;
位的组氨酸（<89 ）变成了天冬酰氨（,9*）［11］。这种改变并不影响 -898*: 的抗菌活性，却使 -898*: 较之

-898*,有更好的扩散性和在高于 =<> 的溶液中有更好的溶解度［11，1.］。

! 乳链菌肽的生物合成

在上个世纪七、八十年代，一些研究者［1/，1?］根据质粒消除和接合转移实验推测乳链菌肽生物合成基

因位于质粒上，但也有许多研究者根据自己的研究结果认为乳链菌肽的产生与质粒的存在与否并无必

然的联系。后来，好几个实验室同时发现乳链菌肽生物合成基因是位于乳酸乳球菌染色体的可接合转

移的转座子上［1@ 0 1+］。这才解开了这个争论多年的谜团。

!"# 乳链菌肽$蔗糖转座子

编码乳链菌肽的转座子大约有 ;7A$，除了乳链菌肽生物合成基因外，还有利用蔗糖、一个或多个噬

菌体抗性系统和合成 -@ !（B!1!’)C$DEFGH#FI）!B!DC*8H#8*G 的功能（表 1）。J*@.;> 是此类接合转座子中研究得

最详细的一个。J*@.;> 的最左端是一个 KL17>+ 因子，其后是乳链菌肽生物合成基因簇和蔗糖发酵基因，

与转座有关的基因存在于 J*@.;> 的最右端［1;，12 0 .1］。6)*’# 等人［..］系统研究了 1/ 株乳酸乳球菌中的乳

链菌肽一蔗糖转座子，依据接合转移能力以及能否与有关探针杂交，可将它们分成三个主要类型（表 1）。

编码 *898*, 产生的转座子属第一类：它们都含有 KL17>+，它以同一方向整合于转座子的左端，与转座子

左、右两端的探针都能杂交，全都可以接合转移；然而编码 *898*: 产生的转座子则分成两类：一类（第二

类）不含有与 KL17>+ 同源的插入因子，但可接合转移到 $ M %&’("# 5N1>1? 中；另一类（第三类）没有接合转

移能力，杂交研究显示可能没有左端区，是一类有缺损的转座子。

表 # 已经鉴定的乳链菌肽———蔗糖转座子

菌株 转座子 遗传标记 大小OA$ 类型

$ M %&’("# -K:P 6@ J*@.;> !"#,，#&’,，)"#，"!(，KL17>+ ;7 "

$ M %&’("# -3%Q +2? J*@/71 !"#,，KL27?，#’* ;7 "

$ M %&’("# R1 S ./ J*@/7> !"#,，’+,，#’*,，#’*%，#’*R，KL27? >7 "

$ M %&’("# ,J33 11?@? J*@/7; !"#,，#’*,，#’*%，#’*R，KL27? >+ "

$ M %&’("# >Q/ !"#,，#’*6，KLT,，KLT% "

$ M %&’("# KB311 J*@.;+ !"#: #

$ M %&’("# -K:P ..1+> !"#:，KL17>2 $

!"#,，!"#: 编码乳链菌肽前体的结构基因；#&’,（ #’*,）编码蔗糖!> 磷酸水解酶；#&’%（ #’*%）编码依赖于烯醇丙酮酸磷酸

蔗糖酶 KK9’C（磷酸转移酶系统）；#&’R（ #’*R）编码果糖激酶 K；#&’6 编码含有螺旋!环!螺旋 "-, 结合特征序列的调节物；

’+, 编码 -@!（B!1!’)C$DEF!GH#F1）!B!DC*8H#8*G（-,"UV 氧化还原酶）；KL17>+、KL17>2、KL27?、KLT,、KLT% 为插入因子。

!%! 与乳链茵肽生物合成有关的基因

乳链菌肽生物合成十分复杂，涉及 11 个基因。以 !"#,O:、!"#%、!"#J、!"#3、!"#K、!"#U、!"#6、!"#R、!"#Q、
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!"#! 和 !"#" 的顺序成簇排列在乳链菌肽—蔗糖转座子左端约 #$%& 的 ’() 片段上（图 #）。其中 !"#)*+
是编码乳链菌肽前体的结构基因，!"#,、!"#-、!"#! 和 !"#" 与菌体自身免疫有关，!"#. 和 !"#/ 是双组分调

节基因，其余是与乳链菌肽成熟有关的基因。

图 ! 乳链菌肽—蔗糖转座子及乳链菌肽生物合成基因簇

0 表示启动子；,. 表示反向重复序列，为不依赖于!的终止子 1

"#"#! 乳链菌肽的结构基因：目前 !"#)2 + 已知存在两个天然的乳链菌肽变异体：(3435) 和 (3435+。这两

个变异体的差异仅是乳链菌肽分子第 67 位氨基酸的不同：(3435) 是组氨酸（834），(3435+ 是天冬酰氨

（)45）。它们的结构基因 !"#) 和 !"#+ 都已被克隆和鉴定［9，##，#6］。所编码的乳链菌肽前体由 :7 个氨基酸

组成，称为前乳链菌肽（;<=53435）。在成熟过程中，经过脱水和形成硫醚环的翻译后修饰作用，产生脱水

丙氨酸、">甲基脱水丙氨酸、羊毛硫氨酸、">甲基羊毛硫氨酸等稀有氨基酸。这种含有前导序列的修饰

后分子称为原乳链菌肽（;<?53435），也称之为乳链菌肽前体（;<=@A4?< 53435）。最后，切除乳链菌肽前体 ( B
端 6C 个残基的前导序列，剩下 C$ 个残基的 D>端部分就是成熟的乳链菌肽分子［6C］。

乳链菌肽前体中前导序列的功能尚不清楚。根据突变分析，前导序列中一些保守氨基酸，包括>E 位

的丝氨酸和称之为 -(F’G &?H 的氨基酸残基可能为乳链菌肽的修饰和分泌所必需。

"#"#" 翻译后修饰：(34I 和 (34D 已从 C 株产生乳链菌肽的乳酸乳球菌中鉴定了脱水作用和形成硫醚

环反应所需酶的编码基因。!"#I 编码一个膜结合蛋白。该蛋白由 JJC 个氨基酸组成，分子量为 ##7%’。

!"#D 编码一个 $#$ 个氨基酸的蛋白，分于量为 $7%’。这两个蛋白都结合在细胞膜上［6$，6:］。用插入红霉

素抗性标记破坏 !"#I 或 !"#D 基因，将导致乳链菌肽合成能力的丧失［6:，6E］。在现有的核酸或蛋白质数据

库中还没有找到与 (34I 和 (34D 具有明显同源性的其它蛋白。(34I 只是和大肠杆菌 "$%) 基因编码的苏

氨酸脱水酶稍微有些相似。据此推测，(34I 蛋白很可能具有脱水功能。用酵母双杂交证实 (34D 与前乳

链菌肽相互作用［6:］。无论是前导序列还是原乳链菌肽部分都为这个相互作用所需要，前导序列>K9 到>
#: 区域（-(F’G &?H）的突变将不再产生修饰的乳链菌肽前体。推测 (34D 蛋白是催化脱水残基与半胱氨

酸形成硫醚键的酶［67］。

"#"#$ 输出和激活：(34L 和 (340 的作用 由于乳链菌肽前体没有典型的信号肽，乳链菌肽分子的输出

不可能通过 M=@ 途径。在乳链菌肽生物合成基因簇中，!"#L 编码一个转运蛋白，它由 ENN 个氨基酸组成，

与 )ID 输出蛋白有强烈同源性，其 D>端含有 )L0 的 OPK%=< 特征序列，(>端具有跨膜结构域［6N，6$］。破坏

!"#L 基因将导致乳链菌肽前体的胞内积累，在培养基中检测不到乳链菌肽的活性［69，6J］。

!"#0 编码一个胞外丝氨酸蛋白酶。它包括 (>端信号肽和 D>端膜锚着点［6#，CN］。许多实验认为 (340
胞外切除乳链菌肽的前导序列是乳链菌肽生物合成的最后一步。QP5 R=< S==<［6#，67］详细鉴定了一个胞外

中间体，它由乳链菌肽前导序列和完全修饰的乳链菌肽组成。该中间体（原乳链菌肽）是从含有一个有

缺陷的 !"#0 基因的乳酸乳球菌中分离得到。当将这种中间体与功能正常的 (340 菌株的细胞膜一起保

温时，原乳链菌肽即转变成有活性的成熟构型。制作同源性模型也揭示 (340 有一个活性位点，它能与原
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乳链菌肽加工位点前后的 !"#$ % 到 &’() *残基专一性结合［+,］。

!"!"# 免疫性：-./0 和 !123 输出蛋白 -./456 !"#0 位于乳链菌肽基因簇的中间，与免疫性有关，可防御产

生菌分泌的乳链菌肽对自身的伤害作用［*7，+7］。!"#0 编码一个 +*8& 蛋白，含有 *%9 个氨基酸。其 - $ 端

信号肽与细菌脂蛋白的信号肽高度相似［+*］，推测 -./0 位于细胞膜的外表面。将 !"#0 基因克隆到不产乳

链菌肽的乳酸乳球菌中，可提高该菌对乳链菌肽的免疫性，虽然免疫水平比乳链菌肽产生菌要低得

多［*7，+7］。大肠杆菌异源表达的 -./: 也能增加敏感菌对乳链菌肽的抗性［*7］。将乳链菌肽产生菌中 !"#0
基因破坏，它并不影响乳链菌肽的产生，但明显增加了对乳链菌肽的敏感性［++，+%］。

除了 !"#0 基因以外，乳链菌肽产生菌的免疫性还与 !"#456 基因有关。 !"#456 编码 + 个不同的蛋

白：, 个结合 !;: 的 -./4 和 * 个膜蛋白 -./5 和 -./6。用插入失活造成 !"#4、!"#5 和 !"#6 基因突变，所有

的突变株都降低了对乳链菌肽的免疫性［++］。

至今尚不了解 -./0 和 -./456 是如何保护细胞不受外界乳链菌肽的伤害。推测 -./456 蛋白负责清

除侵入膜中的乳链菌肽分子，其途径或者使它们重新返回胞外［+9］，或者将它们引入胞内，再由对乳链菌

肽前体分子没有活性的胞内蛋白酶降解这些分子［++，+9］。-./0 蛋白则首先结合乳链茵肽分子，不让它们

与脂质双分子层接触，充当保卫细胞门户的“前线卫士”。

!"!"$ -./< 和 -./=：双组分调节系统 !"#< 和 !"#= 基因位于 !"#456 基因之前，它们分别编码组氨酸激

酶和应答调节物，构成乳链菌肽生物合成的双组分调节系统［*,，+7］。

将 !"#! 基因引入一个 %(> 缺失，正如预期，构建的菌株不产生乳链菌肽。然而，该菌株还显示一个

意想不到的表型：!"#! 转录停止，乳链菌肽免疫性降低。含有完整的 !"#! 或 !"#? 基因的质粒将可互补

位于染色体上基因的转录和菌株的免疫性，表明乳链菌肽或它的成熟中间体将为它自身基因转录所需

要［*,］。

用 !"#!@ ? 或 !"#; 基因发生突变的菌株来分析野生型乳链菌肽、乳链菌肽突变体、前乳链菌肽或它

的前导序列诱导乳链菌肽免疫和乳链菌肽基因的转录或 !"#! 启动子控制下的报告基因转录的能

力［*A，*B，+A，+C］，结果显示成熟的乳链菌肽分子在亚抑制浓度下可作为诱导物，诱导作用与诱导物浓度呈正

线性关系［+A，+D，+B］。乳链菌肽的结构类似物，如枯草菌素（/E(2.".F）、表皮菌素（G>.HGIJ.F）都不能诱导乳链菌

肽基因的转录［+A］。乳链菌肽的各种突变体表现了不同的诱导能力，虽然大部分突变体降低了诱导效

率，但 ;’I*KGI 和 LG2"C;I> 这两个 F./.F? 突变体是个例外。它们的诱导能力分别是野生型乳链菌肽的 ,,
倍和 *M* 倍。乳链菌肽分子中前 + 个环为诱导作用所必需，而前导序列则没有诱导作用［+A，+C］。

乳链菌肽生物合成基因簇的转录受 + 个启动子控制［*7，+A，%7］，分别表达 !"#!1;30:、!"#<= 和 !"#456 这

+ 个多顺反子转录物。诱导物乳链菌肽分子通过 -./<= 双组分调节系统调节 :F./! 和 :F./456 的转录。

克隆在这两个启动子下游的报告基因 $%#! 的转录呈线性剂量效应，而 :F./<= 的表达是组成型的［*B，%7］。

!"% 乳链菌肽的成熟途径

HG NO/ 和 =E.>GI/ 等［%,］总结了乳链菌肽的生物合成，提出乳链菌肽成熟途径模型。首先，胞外信号

（乳链菌肽分子）激活位于膜上的组氨酸激酶（-./=），-./= 在自我磷酸化以后，将磷酸基因转移给应答调

节物 -./<；第 * 步，-./< 激活 !"#!P? 启动子的转录，导致下游基因表达，在核糖体上合成未经修饰的前乳

链菌肽分子；第 + 步，-./1 和 -./3 对前乳链菌肽进行脱水，形成硫醚键等翻译后修饰；第 % 步，!13 输出

蛋白 -./; 水解 !;: 提供能量，将经过修饰的乳链菌肽前体（原乳链菌肽）跨膜转运到胞外；第 9 步，-./:
对修饰的乳链菌肽前体进行胞外加工，切去前导序列，释放出有活性的成熟乳链菌肽。-./0 以及 -./4、

-./5 和 -./6 通过至今还不清楚的机制保护产生菌自身免受胞外乳链菌肽的伤害。

% 乳链菌肽分子结构与功能的关系

采用定点诱变，初步研究了乳链菌肽分子结构与功能的关系。从表 * 可见，在第 , 位用体积大的

;I> 残基替代 0"G 残基，结果使抗菌活性下降，但不严重。在第 * 位引入一个 &’# 残基，该突变（;*K）对黄
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色微球菌和嗜热脂肪芽孢杆菌的抗菌活性比野生型 !"#"!$ 要高 % 倍。&’( 突变在 ) 环导入 * 个!+甲基

羊毛硫氨酸代替原来的羊毛硫氨酸，结果使抗菌活性激剧下降。,*%- 突变的抗菌活性与野生型 !"#"!$
相似，表明乳链菌肽分子前半部的一个正电荷对它的活性是非必需的。在乳链菌肽分子 *’ 和 *. 位残

基之间引入一个二硫键（(/0*’12#），抗菌活性明显降低。用 3(( 还原这个二硫键，则几乎完全丧失了抗

菌活性，说明 1 环的结构完整性对乳链菌肽的抗菌活性至关重要。这个观点受到另一个实验的支持。

用胰蛋白酶水解 4*5, !"#"!$ 分子，在 62#*5 后专一性剪切打开 1 环，结果该突变的抗菌活性也几乎全部

丧失。4*57 8 9*:( 对黄色微球菌的活性是野生型 !"#"!$ 的 % 倍，而对蜡状芽孢杆菌和嗜热脂肪芽孢杆菌

没有活性，表明该突变的抑菌谱发生了变化［;%，;’］。使 1 环和 3 环之间可塑绞链区柔性发生改变的

<%=- 8 4%*- 降低了抗菌活性，而这 % 个残基的缺失（!<%=4%*），则使活性严重丧失。由于乳链菌肽分子

的 3、> 环与 )、?、1 环呈不同的方向，第 %* 和 %% 位残基的缺失破坏了乳链菌肽分子的两亲性［;;］。<%5,
和 @’*, 这 % 个乳链菌肽突变分子在 A@5 中的溶解度比野生型乳链菌肽高 ; B : 倍。这对乳链菌肽在中

性 A@ 和碱性 A@ 中的应用将是重要的［;C］。

表 ! "#$#%& 和 "#$#%’ 的定点诱变和突变体的性质

突变 基因 特征 物理性质 生物学性质

**D !"#$ 荧光标记 未试 具有类似的活性

E*DF(/0+% !"#$ 未修饰的 (/0+% 未试 活性降低

(%& !"#$ 3/G"3/H 未试 活性增加

&’( !"#$ )IH+&+)IH")GJ+&+)IH 未试 活性很低

&C( !"#$ 3/H"3/G 改善了稳定性 活性降低

,*%- !"#$ 正电荷减少 未试 具有类似的活性

(*’1 !"#$ 导入二硫键 可能被还原 活性降低

4*57F9*:3/G !"#$ 导入新 3/G 具有类似的稳定性 具有类似的活性

4*57F9*:( !"#$ 导入未修饰的 (/0 具有类似的稳定性 抗菌谱改变

4*5D !"#$ 荧光标记 未试 活性降低

4*5, !"#$ 1 环中赖氨基 溶解度增加 可被胰蛋白酶失活

<%=-F4%*- !"#) 改变了绞链区的柔性 未试 活性降低

"<%=4%* !"#) 除去部分绞链区 未试 活性剧烈降低

<%5, !"#$ 正电荷增加 改善了溶解度 具有类似活性

@’*, !"#$ 改变正电荷 改善了溶解度 具有类似活性

( 结语

最近，随着高纯度乳链菌肽的研制及乳链菌肽与螯合剂的联合使用，扩大了乳链菌肽的应用范围，

特别是 ?0KJL"!L 等［;M］报道乳链菌肽作用的靶位点与万古霉素相同，再次激起了世界许多国家的研究热

情和高度重视。可以预期，随着人们对乳链菌肽分子结构与功能关系的深入了解，乳链菌肽或经改造后

的乳链菌肽将会在食品防腐和医疗保健方面发挥更大的作用。
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