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摘要：基于 !"#’ 基因同源性分析设计引物，从采集的菜园地土壤中分离到 ! 株具有谷胱甘肽（()*）合成能力的乳

酸乳球菌菌株 ++),-!%!%%。测定了该菌株的 !&) ./01 序列并根据 !&) ./01 序列构建了系统发育树，结果显示该

菌株与乳酸乳球菌乳脂亚种在进化关系上的地位最近。电镜分析表明，菌株 ++),-!%!%% 与乳酸乳球菌的形态特

征基本一致。因此认为菌株 ++),-!%!%% 属于乳酸乳球菌乳脂亚种，命名为乳酸乳球菌乳脂亚种 ++),-!%!%%。

*23+ 法鉴定出该菌株胞内除 ()* 外，还存在半胱氨酸4甘氨酸。乳酸乳球菌 ++),-!%!%% 的部分 !"#’ 基因与假单

胞菌属的 !"#’ 基因高度同源，这是 !"#’ 基因在乳酸乳球菌中、甚至是革兰氏阳性菌中的首次发现。
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谷胱甘肽（!"#$%$&’()*，+,-）主要存在于革兰氏

阴性菌和几乎所有的真核生物中，少数不含线粒体

的真核微生物除外［.］。仅在少数低 +/ 含量的革兰

氏阳 性 菌 中 发 现 +,- 的 存 在，如 变 异 链 球 菌

（ !"#$%"&’&’’() *("+,) ）01// 23.43、无 乳 链 球 菌

（! 5 +-+.+’"/+$） 01// .2624、 嗜 热 链 球 菌

（! 5 "0$#*&%0/.()） 01//.6237 和 粪 肠 球 菌

（1,"$#&’&’’() 2+$’+./)）8-292［.］。

目前已知的 +,- 合成途径包括 2 个由 01: 参

与的步骤［2］：;9谷氨酸和 ;9半胱氨酸在!9谷氨酰半

胱 氨 酸 合 成 酶（!9!"#$%<="9>=?$*’)* ?=)$&*$%?*，@/
ABCB2B2，!9+/,）（+?&0）的催化下生成!9谷氨酰半胱

氨酸（!9!"#$%<="9>=?$*’)*，!9+/），随后在谷胱甘肽合

成酶（!"#$%$&’()* ?=)$&*$%?*，@/ ABCB2BC，+,）（+?&D）

的催化下，!9+/ 与甘氨酸缩合形成 +,-。但是，与

谷胱甘肽还原酶（!"#$%$&’()* E*F#>$%?*，+G）和谷胱甘

肽过氧化物酶（!"#$%$&’()* H*E(I’F%?*，+:(）在革兰氏

阳性菌中较为普遍的存在形成鲜明对比的是，迄今

为止，还没有直接证据表明在革兰氏阳性菌中存在

+,- 生物合成所需要的两个酶：+?&0 和 +?&D 相应

的编码基因 -)00 和 -)0D。值得注意的是，/(H"*=
%)F J&’""()［C］对 K/DL 蛋白质数据库的搜索表明，某

些革兰氏阳性菌中具有与 -)00 基因高度相似的基

因。然而，在这些革兰氏阳性菌中他们并没有发现

与 -)0D 基 因 相 似 的 基 因。并 且，部 分 具 有 假 定

（H#$%$’M*）-)00 基因的革兰氏阳性菌，如结核分枝

杆菌（ 34’&5+’"$#/(* "(5$#’(.&)/)）、圈 卷 产 色 链 霉 菌

（!"#$%"&*4’$) ’&$./’&.&#）和丙酮丁醇梭菌（6.&)"#/7/(*
+’$"&5("4./’(*），并不能合成 +,-［.，N］。因而，-)00 相

似基因的存在与 +,- 的合成并没有因果关联。

作者的前期研究表明，+,- 在革兰氏阳性菌的

模式菌乳酸乳球菌（8+’"&’&’’() .+’"/)）KO6PPP［3］和乳

酸乳球菌 ,Q.. 抵抗氧胁迫中具有保护作用，并且讨

论了依赖于 +,- 的还原系统即 +,-9+G9+:( 存在的

可能性。Q’)! 等报道了化脓性链球菌（ ! 5 %4&-$,$)）
的 -%&（+:( 编码基因）突变株对氧化剂的敏感度增

加［A］；近来的研究也表明，+,- 在革兰氏阳性菌的抗

氧胁迫中可能具有重要作用［4］。那么，是否革兰氏

阳性菌整体缺乏 -)00 和 -)0D 基因？国际上对此

还没有定论。为此，进行了产 +,- 的乳酸乳球菌的

筛选研究。本文报道了 . 株具有 +,- 合成能力的

乳酸乳球菌的筛选及鉴定过程。基于 -)0D 基因同

源性分析设计引物，从土壤中初筛得到的菌株中克

隆目标基因，得到了阳性菌株后进行了菌株的鉴定，

结果表明获得了 . 株产 +,- 的乳酸乳球菌菌株。

! 材料和方法

!"! 菌株

大肠 杆 菌（ 1)’0$#/’0/+ ’&./）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（!"+%04.&’&’’() +(#$()）和 枯 草 芽 胞 杆 菌（ 9+’/..()
)(5"/.()）为本实验室研究保存菌株［7，6］。乳酸乳球菌

乳脂亚种（ 8 5 .+’"/) ??H5 ’#$*&#/)）KO6PPP 为荷兰国

家乳品研究所（KLOR S((F G*?*%E>&）8*E(*) -#!*)&("$T
博士惠赠。

!"# 试剂

:4#&5$)" JK0 聚合酶购自 1%Q%G% 公司。蛋白

酶 Q、溶菌酶、十六烷基三甲基溴化铵、饱和酚均购

自华美生物工程公司。U.4 培养基购自 RI(’F 公

司。+G、K0J:-、3，3V9二 硫 双9（29硝 基 苯 甲 酸 ）

（J1KD）、+,-、半 胱 氨 酸、!9谷 氨 酰 半 胱 氨 酸（!9
!"#$%<="9>=?$*’)*，!9+/）和半胱氨酸9甘氨酸、K9（.9
H=E*)="）<%"*’<’F*（K:U）均购自 ,’!<% 公司。其它试

剂均为国产分析纯。

!"$ 培养基和培养条件

乳酸乳球菌选择性培养基（!W;）：酪蛋白胨 .P，

酵母粉 N，葡萄糖 2P，Q2-:RN 2，柠檬酸氢二铵 2，乙

酸钠 3，U!,RN·4-2R PB2，U),RN PBPN，;’/" 2，H-

3B3。待灭菌后的培养基温度降至 3PX左右时加入

终浓度为 .N"!W<; 的制霉菌素。乳酸乳球菌增殖

培养基：补充终浓度为 3 !W; 葡萄糖的 U.4 培养基

（+U.4）或化学合成培养（>&*<’>%""= F*Y’)*F <*F’#<，

以下简称 /JU）［.P］。

培养条件：取一环斜面菌体接种到 .3 <; 相应

的培养基中，在 CPX下振荡培养（2PP EW<’)）2N&。

!"% 土壤中筛选菌种方法

初筛：取 . ! 土样放于三角瓶中，加入 .P <; 无

菌生理盐水（PB73Z K%/"，; W<），于 CPX 下 振 荡

（2PP EW<’)）2P <’)，将土悬液倒入试管中，待其自然

沉降后，取 . <; 上清液至灭过菌的乳酸乳球菌选择

性培养基中，于 CPX下振荡培养 2 F。取培养液适

当稀释后，取 PB2 <; 涂布于筛菌平板培养。挑取生
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长快、菌落大的菌株进一步纯化分离后得到初筛菌

株。

复筛：以初筛得到的菌株的基因组 !"# 为模

板，以序列 $% & $! 为引物进行 ’()，将具有阳性克

隆的菌株接到 (!* 培养基中，于 +,-下振荡培养

$./ 后，测定胞内 012 含量。

!"# 革兰氏阳性菌的鉴别

采用革兰氏染色法。

!"$ !"#% 部分基因的扩增

基因组 !"# 的提取参照文献［33］进行。引物

序 列 如 下：$%：4567#7#700#0#7000(0#7(76+5；
$!：456000(70070#(077##777(6+5。’() 反 应 条

件如下：8.-预变性 . 9:;；随后 84-变性 34 <，.,-
复性 +, <，=$-延伸 $ 9:;，+, 个循环；最后 =$-保温

3, 9:;。

!"& 无细胞提取物的制备和蛋白质分析

从 3, 9> 培养液中离心收集乳酸乳球菌细胞

（3,,,, ?@9:;，3, 9:;，.-），用冰冷的生理盐水洗涤

$ 次，重悬于 3 9> 去离子水中。将 3 9> 细胞悬浮

液转 入 装 有 3 A 石 英 砂 的 小 管 中，在 .- 下，用

BC<D’?EF !"# 提 取 仪 破 壁（+, < G $），随 即 离 心

（3,,,,?@9:;，3, 9:;）去除细胞碎片，得到 (BH。用

I?CJKL?J 法测定蛋白质浓度［3$］，以牛血清白蛋白作

为标准蛋白。

!"’ ()* 浓度的测定

用 !7"I60) 循环法测定 012 浓度［3+］。

!"+ 硫醇的测定

根据文献［3.］，用 "’* 荧光标记高效液相层析

法（2’>(）测定胞内硫醇含量（012、半胱氨酸、!60(
和半胱氨酸6甘氨酸）。样品的制备：取用水稀释好

的样品溶液 3 9>，加入 3 9> 乙腈和 $ 9> 3M4 99LN@>
"’* 乙腈溶液，混匀后在室温保温 4 9:;，加入 .,">
4,O（! @!）乙酸水溶液后用 ,M$$"9 孔径的微滤膜

过滤。2’>( 色谱分离柱：#<DEP（.MQ 99 G 3,, 99）；

柱材料：(3R；流动相：以 3 S+ 的比例混合溶液 # 和溶

液 I。溶液 #：含有 3 9>@> 乙酸和3 9>@>磷酸的

$,O的 乙 腈 水 溶 液；溶 液 I：含 有 3 9>@> 乙 酸 和

3 9>@>磷 酸 的 R,O 的 乙 腈 水 溶 液；流 动 相 流 速：

,M4 9>@9:;；荧光检测波长：激发波长 ++,;9，发射波

长 +R,;9；进样量：3,">；柱温：$4-。

!"!, !$) -./0 的扩增

基因组 !"# 的提取参照文献［33］进行。

采用细菌 3Q1 ?!"# 通用引物进行 ’() 扩增，其

引 物 序 列 如 下：$=6B： 456#0#07770#7((7006
(7(#06+5；3.8$6)：4560077#((77077#(0#(776+5。
’() 反应条件如下：8.-预变性 $ 9:;；随后 8.-变

性 34 <，.4-复性 +, <，=$-延伸 $ 9:;，+, 个循环；最

后 =$-保温 3, 9:;。

!"!! ./0 测序

菌株 +( 的 3Q1 ?!"#、乳酸乳球菌 "T8,,, 的

3Q1 ?!"# 及 "#$I 基因中间片段的 ’() 产物经 ’()
纯化试剂盒（)LP/E，0E?9C;U）纯化后用于测序。测

序反应 在 *V0 I:LDEP/（HWE?<WE?A，0E?9C;U）进 行。

分别以 $=6B 和 3.8$6) 为引物，对菌株 +( 和乳酸乳

球菌 "T8,,, 的 3Q1 ?!"# 的 ’() 产物进行双向测

序。分别以 $% 和 $! 为引物，对菌株 +( 的 "#$I 基

因中间片段的 ’() 产物进行双向测序。用 !"# <DC?
软件包中的 1EX*C; 软件对序列文件进行组装，输出

可信度符合要求的共有序列（PL;<E;<Y< <EXYE;PE）。

!"!1 系统发育分析

将菌株 +( 和乳酸乳球菌 "T8,,, 的 3Q1 ?!"#
序列通过 INC<D; 与 0E;IC;Z 中核酸数据库（/DDF：@@
;PW:[ ;N9[ ;:/ [ AL\@WNC<D）进 行 比 对 分 析，同 时 采 用

!"# <DC? 软件包中的 *EA#N:A; 软件与其它 $$ 株已

被报道的乳酸乳球菌菌株的 3Q1 ?!"# 序列进行同

源性分析，并构建系统发育树。用于系统发育树构

建的分离菌株和相关参比菌株的名称、菌株编号和

序列登录号见表 3。

表 ! 用于系统发育树构建的分离菌株和相关参比菌株

的名称、菌株编号和序列登录号

亚种 菌株 登录号

乳酸乳球菌乳脂亚种 "(!] Q,=7 #I3,,R,$

乳酸乳球菌乳脂亚种 "^)! 8$. #I3,,=8.

乳酸乳球菌乳脂亚种 "^)! 2(63 #I3,,=8+

乳酸乳球菌乳脂亚种 "^)! 2L6Q #I3,,=83

乳酸乳球菌乳脂亚种 "^#^ 26Q3 #I3,,=8$

乳酸乳球菌乳酸亚种 ^>3.,+ #H,,Q.4Q

乳酸乳球菌乳酸亚种 "(!] Q,.7 #I3,,R,+

乳酸乳球菌乳酸亚种 "^#^ 1>" #I3,,=8=

乳酸乳球菌乳酸亚种 "^#^ 4$= #I3,,=84

乳酸乳球菌乳酸亚种 "^)! 1(63, #I3,,=8R

乳酸乳球菌乳酸亚种 3..4Q #_.$3,Q8
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续表

亚种 菌株 登录号

乳酸乳球菌乳酸亚种 !!" #$%&’()*

乳酸乳球菌乳酸亚种 +""( #,&&-.""

乳酸乳球菌乳酸亚种 +""/ #,&&-."%

乳酸乳球菌乳酸亚种 +"") #,&&-."(

乳酸乳球菌乳酸亚种 +""- #,&&-."/

乳酸乳球菌乳酸亚种 — #,.-".’*

乳酸乳球菌双乙酰乳酸亚种

（! 0 "#$%&’ 1120 (&#$)%*"#$%&’）
34#4 35) #,&..)’’

乳酸乳球菌双乙酰乳酸亚种 3467 7685& #,&..-..

乳酸乳球菌双乙酰乳酸亚种 3467 7685* #,&..-.&

乳酸乳球菌双乙酰乳酸亚种 #988 &"/)( #,&..-.(

乳酸乳球菌叶蝉亚种

（! 0 "#$%&’ 1120 +,-(.&#)）
387: *&-&9 #,&..-.%

!"!# 扫描电镜样品的制备

将样品离心（*(.. ;<=>?，( =>?）后，在 %@下，用

*A(B的戊二醛固定，用 .A& =CD<! 磷酸缓冲液漂洗

数次。离心（*(.. ;<=>?，( =>?）后用 &B的四氧化锇

固定，再用 .A& =CD<! 磷酸缓冲液漂洗数次。每隔

&( =>?依次使用 ".B、(.B、).B、’.B、&..B浓度的

乙醇梯度脱水，用醋酸异戊酯过渡。将其进行干冰

临界点干燥，离子溅射。最后用扫描电镜观察并摄

片。

$ 结果

$"! 乳酸乳球菌选择性培养基的确定

由于乳酸乳球菌选择性培养基未见报道，因此，

首先进行了培养基的设计。据文献报道，氯化锂可

抑制革兰氏阴性细菌生长，丙酸对革兰氏阴性菌也

有较好的抑菌效果，酸性条件（2E (A(）利于长双歧

杆菌的选择性生长［&(］。因此，以大肠杆菌为革兰氏

阴性菌代表性菌株、以乳酸乳球菌 3F’... 为乳酸乳

球菌代表性菌株、以金黄色葡萄球菌和枯草芽胞杆

菌为除乳酸菌外的革兰氏阳性菌代表性菌株，在改

良 G6H 培养基的基础上添加不同抑制因子进行了

选择性乳酸乳球菌培养基的研究。

结果显示（表 *），大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和

枯草芽胞杆菌在 , 培养基中均无菌落长出，而乳酸

乳球菌可以生长，说明 , 培养基对乳酸乳球菌有较

好的选择性。因此，将 , 培养基作为乳酸乳球菌选

择性培养基。

表 $ 实验菌株在不同选择性培养基中的生长状况比较

培养基 添加
乳酸乳

球菌

大肠

杆菌

金黄色

葡萄

球菌

枯草芽

胞杆菌

# * I<! 氯化锂 J J J J

, * I<! 氯化锂；2E (A( J K K K

8 * I<! 氯化锂；% =!<! 丙酸 K K K K

注：J 表示菌株生长，K 表示菌株不生长

$"$ 产 %&’ 的乳酸乳球菌的初筛

土壤是微生物的大本营。土壤为微生物提供了

良好的生活环境，土壤里有丰富的矿物元素和有机

营养底物，在有良好团粒结构的土壤中，既有水分和

空气，又有厌氧环境。土壤的 2E 也适合大多数微

生物的要求，昼夜温差小，还可避免太阳光中紫外光

的照射，因此，土壤也应是乳酸菌的良好生活环境。

土壤中乳酸菌数量和种类，取决于土壤中含有的可

发酵性基质及其它环境条件。在一般情况下，耕作

土壤中有机质丰富，所以乳酸菌较多［&/］。因此在土

质肥沃的菜园地土壤中采集土样 &. 份。通过乳酸

乳球菌选择性培养基的平板分离纯化，共得到 ** 株

生长快、菌落大的菌株进行进一步的复筛，并做菌体

形态观察。用革兰氏染色法对这 ** 个菌株进行镜

检，结果显示所检的都是革兰氏阳性菌。菌落形态

比较一致：圆形，乳白色，表面光滑、突起，边缘整齐，

不透明，质地软。并且，细胞呈现多种形态，有短杆

状、长杆状、球形和卵圆形，单生、成对排列或成链

状。

$"# 引物的设计及产 %&’ 的乳酸乳球菌的复筛

采用 8DL1MND O 软件将 PQ?,N?R 核酸数据库中

的 革 兰 氏 阴 性 菌 和 酿 酒 酵 母（ /#$$+#-,0*$)’
$)-)1&’&#)）的 2’+, 全长序列进行比对分析，发现革兰

氏阴性菌和酿酒酵母的同源性很差，这与文献报道

的一致［"］。因此以革兰氏阴性菌为比对对象，找出

高度同源性序列作为扩增 2’+, 部分基因的引物。

通过基因序列比对，发现 9#9#9PP#P#9PPP8P#5
989 和 P###99##8P98#88#P888##8 这两段序列

较为保守，即。因此根据这两段序列来设计扩增

2’+, 部分序列的上下游引物，分别命名为 *S 和

*7，对初筛得到的 ** 个菌株进行进一步复筛。结果

显示只有 & 个菌株扩增出大小在 )(. T2 左右的条带

（图 &），将该菌株编号为 "8。
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!"# 菌株 $% 的系统发育树分析与形态鉴定

获得分离菌 株 !" 的 #$% &’() 序 列，共 #*+,
-.，并通过 /01234 与 564/147 中已知的各种微生物

核苷酸序列进行相似性比对，寻找同源核苷酸序列，

结果显示，菌株 !" 的 #$% &’() 序列与乳酸乳球菌

#$% &’() 基因序列的同源性较高。其中，与乳酸乳

球菌 乳 脂 亚 种 (8+,,, 的 同 源 性 高 达 #,,9，用

’()231& 软件包中的 :6;)0<;4 软件对相关序列进行

系统进化分析（图 =）。结果显示与乳酸乳球菌乳脂

亚种在进化关系上的地位最近，从而在分子水平上

证实了菌株 !" 属于乳酸乳球菌乳脂亚种。
图 # ! 株 !" 的 !"#/ 部分基因片段的扩增

# :1&76&，=>* 菌株 !"，? 阴性对照

图 = 菌株 !" 的系统发育树状图

电镜分析表明（图 !），菌株 !" 的细胞形态一

致，均为球形，单生，分裂时细胞伸长似杆状。符合

乳酸乳球菌的一般细胞形态。因此，基本确定菌株

!" 属于乳酸乳球菌乳脂亚种，命名为乳酸乳球菌乳

脂亚种 ""%@A#,#,,。

!"& 乳酸乳球菌 %%’()*+*++ 产 ,’- 能力的鉴定

在 "’: 中好氧培养乳酸乳球菌 ""%@A#,#,, 生

长至稳定期，用酶法测其胞内 5%B 含量，为 =C!+ D
,C=# 4EF0GE; 蛋白。同时用 BHI" 法分离鉴定出其

胞内除 5%B 外，还存在半胱氨酸>甘氨酸（图 *）。表

明乳酸乳球菌 ""%@A#,#,, 具有 5%B 合成能力，并

且半胱氨酸>甘氨酸的存在说明可能存在!>谷氨酰

转肽酶，这个酶在革兰氏阳性菌中也是很少见的。

图 ! 菌株 !" 的扫描电镜照片（#,,,, 倍）

!". 乳酸乳球菌 %%’()*+*++部分 !"#/基因的分析

获得乳酸乳球菌 ""%@A#,#,, 的部分 !"#/ 基
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图 ! 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 胞内硫醇组成

( 混标，) 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’，!*+"!*谷氨酰

半胱氨酸，"$# 半胱氨酸，"$#*+,$ 半胱氨酸*甘氨酸

因序列，共 -.& /0。通过 )12345 软件在 +65)257 中核

酸数据库进行同源性检索，如表 8 所示，在不同种属

的微生物中，乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 在核苷酸水

平上与假单胞菌属具有高度同源性。为进一步分析

乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 !"#) 基因序列与

假单胞菌属的异同点，将乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’
的部分 !"#) 基因进行 - 框架翻译，得到所对应的氨

基酸序列。通过 )9:6;94 软件包的 (19<5=654 软件将

乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 +3>) 氨基酸序列

与荧光假单孢菌（$"%&’()(*+" ,-&(.%"/%*"）?@A*&、丁香

假单胞菌（$ B "0.1*!+% 0CB 2()+2( 34D B）E"8’’’ 和恶

臭假单胞菌（$ B 3&21’+）FGH!!’ 的 +3>) 氨基酸序列

进行比对。结果显示，乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的

+3>) 与荧光假单孢菌同源性（9;65494963）为 I!J，相

似性（#9=912D94963）为 IKJ；与丁香假单胞菌同源性为

KKJ，相似性为 ILJ；与恶臭假单胞菌的同源性为

K.J，相似性为 I.J。由于遗传密码的简并性，基

因序列包含了比其编码的氨基酸序列更多的信息。

用 "1M3421 N 软件将乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分

!"#) 基因序列与荧光假单孢菌、丁香假单胞菌和恶

臭假单胞菌的 !"#) 基因序列进行了比对。结果显

示，乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的 !"#) 基因与荧光假

单孢菌基因序列的同源性为 KKJ；与丁香假单胞菌

的同 源 性 为 KLJ；与 恶 臭 假 单 胞 菌 的 同 源 性 为

K8J。对照遗传密码表，由图 L 可以看出，乳酸乳球

菌 ""#$%&’&’’ 的部分 !"#) 基因序列与假单胞菌

属的不同之处多在同义密码子的简并范围内。这些

摆动中，有 8! 处是三联体的第 8 位密码子，只有 &
处是三联体的第 & 位密码子。并且，三联体第 8 位

密码子的摆动中有 H- 处属于 +O" 向 (OG 的变动，只

有 K 处属于 (OG 向 +O" 的变动。由于属于同一家族

的基因，在不同的生物中，其密码子偏好（P:;:5 /923）
往往也不同。因此，可能这些差异简并碱基是被宿

主乳酸乳球菌在进化的过程中修饰成了自己偏好的

(OG 碱基。

表 ! 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 部分 !"#(基因与其他种属微生物的 !"#(基因序列同源性的比较

0@1 365 Q:D PC9 6P: 3@1 6P2 /03 D6M 4;6 <:Q CCM /06 =P2

分值（/943） -.! &’I K.R. KLR. .LRK .8RK -.RI -.RI -8RI -&RI LK L! L’R& !-R&

同源性（J） KK K- K! KL K8 KK IL I. I’ I& I! I’ I8 I&

0@1 荧光假单孢菌，365 伤寒玛丽沙门氏杆菌（4+-)(*%--+ %*2%.1/+）330B %*2%.1/+ "%.(5+. 6#(-%.+%"&1" 34D B #"*)-.，Q:D 水稻白叶枯病菌（7+*2#()(*+"
(.08+%）0CB :DST26 F(""&’88&，PC9 紫色杆菌（6#.()(9+/2%.1&) 51(-+/%&)）(G"" &H!.H，6P: 大肠杆菌 A&L.，3@1 弗氏志贺菌 H2 34D B 8’&，6P2 胡萝卜软

腐欧文氏菌 330B +2.("%321/+ #"UV&’!8，/03 类鼻疽杆菌（:&.;#(-’%.1+ 3"%&’()+--%1）34D295 FI-H!8，D6M 真养雷氏菌（<+-"2(*1+ %&2.(3#+）WX?&8!，4;6 脱

氮硫杆菌（=#1(9+/1--&" ’%*12.1,1/+*"）(G"" HLHLI，<:Q 氧化葡萄糖醋杆菌（>-&/(*(9+/2%. (?0’+*"）-H&Y，CCM 创伤弧菌（@19.1( 5&-*1,1/&"）$W’&-，/06 百

日咳杆菌（:(.’%2%--+ 3%.2&""1"）34D295 G:>2=2 V，=P2 荚膜甲基球菌（A%2#0-(/(//&" /+3"&-+2&"）34D B :+2#

通过 Z")V 的 )12340 软件检索到乳酸乳球菌

""#$%&’&’’ 部 分 +3>) 氨 基 酸 序 列 与 原 核 生 物

+3>)蛋白的 Z 端结构域（Z*46D=9521 ;:=295）的同源

性为 !!RLJ、原核生物 +3>) 蛋白的结合 (G? 结构

域（(G?*/95;95< ;:=295）的同源性为 I8R!J（图 -）。

表明乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的 +3>) 具有这两个

结构域。

! 讨论

在许多生物中，+3>( 和 +3>) 是被独立编码的。

然而，在一些细菌的开放阅读框（:065 D62;95< @D2=6，
AU[）中，包括产气荚膜梭状芽孢杆菌（ 6-("2.1’1&)
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图 ! 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 !"#( 基因与假单孢菌属三株菌的 !"#( 基因序列的比对

注 &：))* 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’，+,) 荧光假单孢菌，+-. 丁香假单胞菌，++/ 恶臭假单胞菌

注 0：黑色背景表示与乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的 !"#( 基因相同的碱基
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图 ! 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 ()*+ 蛋白的保守结构域

(#,-#— . 原核生物 ()*+ 蛋白的 . 端结构域，(#,-#— /01 原核生物 ()*+ 蛋白的结合 /01 结构域，23456 原核生物 ()*+

蛋白序列，#789: 乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的 ()*+ 蛋白序列

!"#$#%&’"&(）、单 核 细 胞 增 多 性 李 斯 特 菌（ )%(*"#%+
,-&-./*-’"&"(）、无害李斯特菌（ )%(*"#%+ %&&-.0+）和多

杀 性 巴 氏 杆 菌（ 1+(*"0#"22+ ,02*-.%3+ ），";<=46 和

>*?==;@ 发现编码 ()*/ 的基因与结合 /01 的超级家

族成员（/01-A5B)< )3<45CBD?=6 D4D745）相融合，说明

该蛋白可能具有 (#, 合成途径的两个酶的活性［E］。

最新研究表明，无乳链球菌具有一个双功能酶!-
("#-(#，该酶可以在 /01 的参与下催化谷氨酸和半

胱氨酸生成!-("，并且催化!-(" 与甘氨酸缩合形

成 (#,［F］。这是首例在基因和酶水平上证明革兰氏

阳性菌具有生物合成 (#, 能力的报道。无乳链球

菌的!-("#-(# 的!-("# 结构域与原核生物的!-
("# 序列同源。然而，其 (# 结构域与原核生物的

(# 序列没有显著的同源性，但与同属于结合 /01 超

级家族的大肠杆菌的 >-/=B，>-/=B 连接酶同源。因

此在 (# 的真核生物和原核生物进化树上，无乳链

球菌的!-("#-(# 的 (# 结构域归属于原核生物的

(# 序列，但是在进化树上是一个很远的分支［F］。并

且，GB@;H?BI 和 (5?CC?:* 以 !-("#-(# 编 码 基 因

#/(&JK& 对 ."+L 核苷酸数据库进行搜索发现，&E
个菌种中具有同源序列（*;D;=;A;3) )4M34@94)），包括

变异链球菌（4 N ,0*+&(）、猪链球菌（ 4 N (0%(）、嗜热链

球 菌（4 N *5"#,-!5%20(）、嗜 血 杆 菌（ 6+",-!5%20(
(-,&0(）、单核细胞增多性李氏杆菌、无害李斯特菌、

产气荚膜梭状芽孢杆菌和植物乳杆菌（ )+.*-7+.%220(
!2+&*+#0,）等。不久，(;<B= 等也发现在单核细胞增

多性李氏杆菌中存在与无乳链球菌的双功能酶类似

的多结构域融合蛋白（D3=:?O;DB?@ C3)?;@ <5;:4?@）。以

上一系列相关研究成果表明，(#, 具有另外一个合

成途径，即 ()*/ 与结合 /01 的超级家族成员相融

合，成为一个具有 (#, 合成途径两个酶活性的酶蛋

白。这种新近发现的合成途径可能也是某些不具有

’(5+ 基因革兰氏阳性菌中含有 (#, 的原因。

然而，乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 ’(5+ 基

因与原核生物的 ’(5+ 基因的同源性较高，特别是与

假单胞菌属高度同源，表明乳酸乳球菌 ""#$%&’&’’
可能存在独立的 ’(5+ 基因。值得注意的是，乳酸乳

球菌 ""#$%&’&’’ 的部分 ’(5+ 基因的 (" 含量为

!&PQQR，而乳酸乳球菌整个基因组的 (" 含量为

EQR S T’R［&F］，表明这个基因可能不是乳酸乳球菌

固有的。

在微 生 物 进 化 中，侧 向 基 因 转 移（ =B:45B= A4@4
:5B@)C45）被认为是一种重要的 推 动 力 量［&J S K’］。以

(#, 合成途径编码基因的进化为例，有文献报道，!-
("# 可能源自藻青菌（96B@;7B9:45?3D），后经侧向基

因转移至其它原核生物和真核生物中［E］。侧向基因

转移除了通过质粒和病毒为媒介外，也发现了大量

的不需要媒介的“直接”转移。这种“直接”转移被认

为很可能是侧向基因转移的重要途径［K&］。大量研

究证实，无论在正常条件下，还是在逆境条件下，尤

其是后者，细菌能够主动分泌 >./ 到环境中和从环

境中摄取 >./［KK，KE］。研究表明，土壤中存在大量胞

外 >./，并且可以保持数月不降解［KT］。此外，土壤

颗粒可以吸附大分子而不会完全抑制 >./ 的转化

活性［KQ］。但是，在营养贫乏的条件下，细菌大多处

于休眠状态，特别不适宜于感受态的形成［K!］，而营

养丰富的条件利于转化的进行［KQ］。

乳酸乳球菌乳脂亚种一般来源于生牛奶和乳品
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中［!"］。本研究在菜园地中分离出的乳酸乳球菌乳

脂亚种可能不是土壤的土著微生物，而是在施肥的

过程被引入土壤的。而荧光假单孢菌存在于大多数

土壤中［#$］，这样，土质肥沃的菜园土为荧光假单孢

菌和乳酸乳球菌乳脂亚种之间进行侧向基因转移创

造了良好条件。于是，!"#% 等基因成功转化进乳酸

乳球菌乳脂亚种，产生了具有 &’( 合成能力的乳酸

乳球菌乳脂亚种菌株，其中包括本研究分离得到的

乳酸乳球菌 ))’*+!,!,,。

通常整个基因组的 &) 含量会反映在密码子的

使用 偏 好 上，如 &) 含 量 丰 富 的 天 蓝 色 链 霉 菌

（$%&’(%)*+,’" ,)’-.,)-)&）偏好 &) 丰度大的密码子，而

-. 含量丰富的空肠弯曲杆菌（ /0*(+-)10,%’& 2’234.）
则偏好 -. 丰度大的密码子［#/，#0］。因此，从乳酸乳

球菌 ))’*+!,!,, 的部分 !"#% 基因在同义密码子

上对 -. 的偏好可以推测，乳酸乳球菌 ))’*+!,!,,
的 !"#% 基因确实来源于侧向基因转移，但被宿主精

密地修饰过了。

虽然 &’( 合 成 途 径 可 能 不 是 乳 酸 乳 球 菌

))’*+!,!,, 自身固有的，但这是 !"#% 基因在乳酸

乳球菌中、甚至是革兰氏阳性菌中的首次发现，也有

助于深入研究 &’( 在革兰氏阳性菌中的生理作用。

因此，本研究结果具有较高的理论意义和科研价值。
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稿件规范化与标准化

论文中有关正、斜体的约定

物种的学名：菌株的属名、种名（包括亚种、变种）用拉丁文斜体。属的首字母大写，其余小写，属以上用

拉丁文正体。病毒一律用正体，首字母大写。

限制性内切酶：前三个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，例如：50*(S、6,)IS、7"(S、$03L-S 等。

氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 L 个字母表示时，仅第一个字母大写，其余小写，正体。碱基缩写为

大写正体。

基因符号用小写斜体，蛋白质符号首字母大写，用正体。
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