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来源于益生菌犉犌犕的犪犵犪２基因在黄芪

发酵过程中的表达
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摘　要：通过对益生菌ＦＧＭ所产α半乳糖苷酶犪犵犪２基因在黄芪发酵不同阶段的表达水平分析，为α半乳糖苷酶

在黄芪发酵过程中的作用及其益生机制探究提供依据。绘制益生菌ＦＧＭ 在黄芪发酵过程中的生长及发酵液ｐＨ

变化曲线，同源序列法克隆犪犵犪２基因，运用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧光定量ＰＣＲ技术检测犪犵犪２基因在黄芪发酵不

同阶段表达水平。结果表明，在发酵６ｈ内ＦＧＭ 菌株处于对数生长期，大量产酸使ｐＨ由初始７．２迅速下降到

５．３；１２ｈ后细菌进入稳定期，ｐＨ下降到４．５；４８ｈ至发酵结束ｐＨ稳定在４．０左右。成功克隆到一段６４８ｂｐ的

犪犵犪２基因片段（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＫＣ２０２８２５），序列相似性最高达９８％。发酵２４ｈ内犪犵犪２基因表达逐渐上调并达

到最高；３６ｈ表达水平下降明显，仅是初始发酵水平的１．２８倍，之后至６０ｈ又呈上升趋势。上述结果提示，益生菌

ＦＧＭ在黄芪发酵中可产生α半乳糖苷酶以分解黄芪粉中的抗营养因子α半乳糖苷类，其分解产物半乳糖通过

Ｌｅｌｏｉｒ途径中间产物ＵＤＰ半乳糖可能间接参与胞外多糖合成，为黄芪发酵产物中多糖得率增加起了一定作用。
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ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　益生菌ＦＧＭ 是从鸡盲肠分离的一种乳酸菌，

经１６ＳｒＤＮＡ鉴定为非解乳糖链球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮

犮狌狊犪犾犪犮狋狅犾狔狋犻犮狌狊ｓｔｒａｉｎ ＦＧＭ，ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＪＸ４３５４７０）。非解乳糖链球菌是马肠链球菌／牛链

球 菌 复 合 群 （犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犫狅狏犻狊／犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊

犲狇狌犻狀狌狊ｃｏｍｐｌｅｘ，ＳＢＳＥＣ）的一个种，自１９８４年Ｊ．

Ａ．Ｅ．Ｆａｒｒｏｗ等人从猪和鸡肠道分离到该菌后，相

继从其他动物（如鸽子、鸭）的肠道中也分离到该

菌［１３］。Ｍ．Ｌ．Ｒｉｎｋｉｎｅｎ等
［４］报道犬空肠和粪便中

的优势乳酸菌是非解乳糖链球菌。２０１０ 年Ｊ．

Ｃｚｅｒｗｉńｓｋｉ等
［５］通过ＤＮＡ指纹图谱表明，鸡盲肠

内的主要微生物种群是非解乳糖链球菌。然而，有

关该菌的性能及其应用研究鲜有报道。本实验室从

２００７年至今一直开展该菌的生物性能及其在补益

类中药黄芪多糖发酵方面的应用研究。

黄芪（ＲａｄｉｘＡｓｔｒａｇａｌｕｓ）属豆科植物，主要有效

成分包括多糖、皂苷、黄酮及其它多种生物活性成

分，其中多糖是含量最高的有效成分，也是近年来研

究和应用热点，但常规提取率较低。本实验室前期

用菌株ＦＧＭ发酵处理黄芪后，产物粗多糖得率最

高可达２７．９４％，比发酵前增加４倍多
［６］。研究表

明，饲料中添加黄芪发酵多糖提取物可改善适口性，

提高肉仔鸡生长性能，增强免疫力，有改善饲料转化

率的作用［７８］。黄芪发酵多糖提取物还有保护肝细

胞，抑制ＣＣｌ４ 诱发的肝纤维化的作用
［９］。豆科植物

中α半乳糖苷（如棉籽糖、水苏糖、毛蕊花糖）含量

普遍较高，单胃动物不能分泌消化该类物质的酶，只

有通过微生物发酵后才能利用其中的寡聚糖［１０］。

α半乳糖苷酶（αＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＥＣ３．２．１．２２）不仅

可催化水解上述α半乳糖苷，还可作用于含α半乳

糖苷键的多聚糖以及复合多糖［１１］。益生菌ＦＧＭ可

产生α半乳糖苷酶，但该酶在发酵黄芪过程中是否

会表达、表达水平及作用机制还不清楚。分析益生

菌ＦＧＭ所产α半乳糖苷酶在黄芪发酵过程中的表

达水平对阐述其发酵机理很有必要。本研究通过同

源序列法克隆α半乳糖苷酶犪犵犪２基因，利用实时

荧光定量ＰＣＲ技术检测其表达水平，旨在为菌株

ＦＧＭ发酵提取黄芪多糖的机理阐述提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

培养基：ＭＲＳ肉汤，复活传代用；发酵培养基，

实验室改良优化配方，黄芪添加量为８．０ｇ·Ｌ
－１；

主要试剂：细菌基因组ＤＮＡ、ＲＮＡ提取试剂盒（Ｏ

ＭＥＧＡ），ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＤＮＡ 凝

胶回收纯化试剂盒、质粒提取试剂盒、大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞、内切酶、反转录及荧光定量ＰＣＲ

试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司。

１．２　基因组犇犖犃提取及α半乳糖苷酶犪犵犪２基因

克隆

　　按细菌ＤＮＡ试剂盒说明书提取菌株ＦＧＭ 基

因组ＤＮＡ，并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００光度计（ＵＳＡ）测

定ＤＮＡ浓度和纯度。以ＧｅｎＢａｎｋ数据库中牛链球

菌α半乳糖苷酶犪犵犪２基因序列为参考模板，利用

Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０、Ｏｌｉｇｏ７软件设计特异性引物

犪犵犪２Ｆ和犪犵犪２Ｒ（表１），引物由华大基因公司合

成。

ＰＣＲ反应体系：ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇２５μＬ，模板

ＤＮＡ５μＬ（０．１μｇ），引物（２０μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，

补加灭菌双蒸水至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预

变性４ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５３℃退火１５ｓ，７２℃延

伸３０ｓ，３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。质量分

数为１％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物。用

ＤＮＡ凝胶回收纯化试剂盒纯化目的片段后，连接至

ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ，４℃过夜后转化到大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，蓝白斑筛选。挑取白斑于氨苄

青霉素ＬＢ液体培养基中增值培养，质粒提取试剂

盒提取质粒，犈犮狅ＲⅠ酶切验证后将质粒送至华大基

３４６
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因公司测序。

１．３　内参基因选择与克隆

参考常用内参基因，选取１６Ｓ、狉犲犮犃和犾犱犺为备

选内参基因。以ＧｅｎＢａｎｋ数据库中牛链球菌狉犲犮犃

和犾犱犺基因序列为参考模板，利用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ

５．０软件设计特异性引物（表１），引物由华大基因公

司合成。ＰＣＲ反应体系和反应条件同上。

表１　犪犵犪２、狉犲犮犃和犾犱犺基因克隆引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犪犵犪２，狉犲犮犃犪狀犱犾犱犺犵犲狀犲犮犾狅狀犻狀犵

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

引物大小

Ｐｒｉｍｅｒｓｓｉｚｅ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｓｉｚｅ／ｂｐ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．

犪犵犪２Ｆ

犪犵犪２Ｒ

ＧＡＧＡＴＡＡＴＴＴＴＧＡＡＡＣＧＣＣＡＧＴ

ＧＧＴＣＧＣＡＡＧＡＴＡＡＧＴＡＴＣＡＣＣ

２２

２１
６４８ ＫＣ２０２８２５

狉犲犮犃Ｆ

狉犲犮犃Ｒ

ＧＴＧＣＴＧＴＴＧＡＣＣＴＣＧＴＣＧＴＴＧＴ

ＧＴＧＣＴＧＴＴＧＡＣＣＴＣＧＴＣＧＴＴＧＴ

２２

２２
６５５ ＪＸ９４７３４３

犾犱犺Ｆ

犾犱犺Ｒ

ＧＧＴＧＣＣＧＴＡＧＧＴＴＣＡＴＣＴ

ＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧＣＧＴＣＡＴＴＣＡ

１８

１９
８５７ ＪＸ９４７３４４

１．４　基因序列分析

测序结果应用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列拼接，所

得序列提交至ＮＣＢＩ数据库运行Ｂｌａｓｔ程序进行序

列相似性搜索和分析。

１．５　发酵液取样与犉犌犕生长曲线绘制

将ＦＧＭ 菌株在 ＭＲＳ肉汤培养基中复活传代

培养７代后，按体积分数４％的接菌量（约４．５×１０８

ｃｆｕ·ｍＬ－１）接入含有１００ｍＬ发酵培养基（已用

Ｎａ２ＣＯ３ 调初始ｐＨ 值至７．４）的三角瓶中，３７℃、

１００ｒ·ｍｉｎ－１厌氧摇床发酵６８ｈ。在发酵过程中，

分别取０、６、１２、２４、３６、４８、６０和７２ｈ的发酵液５０

ｍＬ。取部分发酵液稀释适当倍数后涂布 ＭＲＳ琼

脂平板，３７℃厌氧培养箱中培养７２ｈ后计数并绘

制生长曲线。剩余发酵液测定ｐＨ 后保存于－８０

℃冰箱中备ＲＮＡ提取用。

１．６　细菌总犚犖犃提取与犮犇犖犃合成

取保存于－８０℃冰箱的发酵液于３７℃水浴中

快速解冻后，１０００ｇ、４℃离心３ｍｉｎ使黄芪粉等不

溶杂质沉淀，取上清发酵液按细菌ＲＮＡ 试剂盒说

明书提取菌株ＦＧＭ总ＲＮＡ，提取过程中用ＲＮａｓｅ

ｆｒｅｅＤＮａｓｅＩ（ＯＭＥＧＡ）去除基因组ＤＮＡ污染。以

质量分数为１％的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完整

性，ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００光度计（ＵＳＡ）测定ＲＮＡ浓度

和纯度。采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ试剂盒反转录合成

ｃＤＮＡ，１０μＬ 反应体系中含有５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ０．５

μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１）、Ｒａｎｄｏｍ６

Ｐｒｉｍｅｒｓ（１００μｍｏｌ·Ｌ
－１）各０．５μＬ，以及约５００ｎｇ

总ＲＮＡ。ＲＴ反应条件：３７℃１５ｍｉｎ；８５℃５ｓ。

１．７　犛犢犅犚犌狉犲犲狀犐实时荧光定量犘犆犚

１．７．１　实时荧光定量ＰＣＲ引物设计与合成　　根

据所获得的ＦＧＭ菌株１６Ｓ、狉犲犮犃、犾犱犺和犪犵犪２基因

部分序列，并参考ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量试剂盒

说明书中引物要求设计特异性引物（表２），引物由

华大基因公司合成。

１．７．２　标准曲线的建立　　取发酵０ｈ反转录的

ｃＤＮＡ，用 Ｅａｓｙｄｉｌｕｔｉｏｎ（ＴａＫａＲａ）按１０
－１、１０－２、

１０－３、１０－４、１０－５和１０－６进行１０倍梯度稀释，反应

体系及反应条件同下，以验证引物扩增效率及有无

二聚体或非特异性扩增。

１．７．３　内参基因稳定性分析　　参照Ｊ．Ｈｅｌｌｅ

ｍａｎｓ等
［１２］建立的方法，将内参基因狉犲犮犃和犾犱犺不

同发酵阶段的样品犆狋值及相关数据导入ｑｂａｓｅ
ＰＬＵＳ

２．４软件，运行ｇｅＮｏｒｍ程序分析狉犲犮犃和犾犱犺内参

基因的稳定性和可行性（ｇｅＮｏｒｍ＜１．５）。

１．７．４　实时荧光定量ＰＣＲ反应条件　　使用ｉＣｙ

ｃｌｅｒｉＱＴＭ５（ＢｉｏＲａｄ公司）及配套的９６孔板进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 反应。２５μＬ反应体系中包含

１２．５μＬＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ，引物 （１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，ｃＤＮＡ 模板２μＬ，以及灭菌

４４６
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ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。每一样品做３个重复、２个阴性对

照（无模板和无引物对照）。两步法反应程序：９５℃

预变性３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，反应４０个循环。

之后继续记录荧光信号进行融解曲线分析，反应条

件：６０℃１０ｓ，以０．０５℃·ｓ－１的速度从６０℃升高

到９５℃。数据分析软件为ＢｉｏＲａｄｉＱＴＭ５光学系

统软件２．０版本。

表２　用于实时荧光定量犘犆犚的引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

引物大小

Ｐｒｉｍｅｒｓｓｉｚｅ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｓｉｚｅ／ｂｐ

１６ＳＦ

１６ＳＲ

ＧＣＧＡＣＧＡＴＡＣＡＴＡＧＣＣＧＡＣＣＴ

ＴＧＡＴＴＣＣＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＣＣ

２１

２１
９２

狉犲犮犃Ｆ

狉犲犮犃Ｒ

ＣＧＡＡＡＡＧＡＴＡＧＣＡＧＣＡＴＣＧＧＴＡＡＡＧ

ＡＡＧＧＴＧＴＣＡＧＧＧＴＧＧＴＣＡＣＴＣＡＡＧ

２５

２４
２５１

犾犱犺Ｆ

犾犱犺Ｒ

ＣＡＡＧＡＡＧＡＣＴＣＣＧＴＴＧＡＡＡＣＣＡＧＡ

ＣＴＣＧＴＡＡＡＣＣＡＡＧＧＡＡＴＣＧＣＡＣＡ

２４

２３
２９１

犪犵犪２Ｆ

犪犵犪２Ｒ

ＣＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＡＡＣＴＣＧＧＴＧＧ

ＧＣＴＧＧＣＴＴＧＡＴＧＧＡＧＧＣＴＡＴＧ

２１

２１
２３１

１．７．５　发酵不同阶段犪犵犪２基因表达水平变化　

　以狉犲犮犃 和犾犱犺 为内参基因，取不同发酵阶段的

ｃＤＮＡ为模板进行实时荧光定量ＰＣＲ反应，以发酵

０ｈ时的表达量作对照，每个样品做３个重复，结果

采用２－△△Ｃｔ法进行数据分析。根据犆狋值计算变异

系数以验证试验重复性和可行性。

２　结　果

２．１　犪犵犪２基因序列分析

提取的基因组ＤＮＡ经检测ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ比

值均在１．８～２．０，纯度良好。以特异性引物犪犵犪２Ｆ

和犪犵犪２Ｒ成功获得１段６４８ｂｐ的核酸序列（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号ＫＣ２０２８２５）；Ｂｌａｓｔ结果显示，与马其顿

链球菌（犛．犿犪犮犲犱狅狀犻犮狌狊）序列一致性最高，为９８％。

２．２　狉犲犮犃和犾犱犺基因序列分析

以特异性引物狉犲犮犃Ｆ和狉犲犮犃Ｒ成功获得１段

６５５ｂｐ的核酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＪＸ９４７３４３）；

Ｂｌａｓｔ结果显示，与婴儿链球菌婴儿亚种（犛．犻狀犳犪狀

狋犪狉犻狌狊ｓｕｂｓｐ．犻狀犳犪狀狋犪狉犻狌狊）序列一致性最高，为

８６％。以特异性引物犾犱犺Ｆ和犾犱犺Ｒ成功获得１段

８５７ｂｐ的核酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＪＸ９４７３４４）；

Ｂｌａｓｔ结果显示，与解没食子酸链球菌解没食子酸亚

种（犛．犵犪犾犾狅犾狔狋犻犮狌狊ｓｕｂｓｐ．犵犪犾犾狅犾狔狋犻犮狌狊）序列一致

性最高，为９０％。

２．３　犉犌犕生长曲线与发酵液狆犎变化曲线

取不同阶段的发酵液进行平板计数和ｐＨ值测

定，绘制ＦＧＭ 生长曲线和发酵过程中的ｐＨ 变化

曲线（图１）。结果显示，在发酵６ｈ内ＦＧＭ处于对

数生长期，１２ｈ后开始进入稳定期。ｐＨ变化曲线显

示，发酵６ｈ后ｐＨ由初始７．４迅速下降到５．３，１２ｈ

后下降到４．５，４８ｈ至发酵结束稳定在４．０左右。

图１　黄芪发酵过程中发酵液狆犎变化曲线和犉犌犕生长

曲线

犉犻犵．１　犜犺犲狆犎狏犪犾狌犲狅犳犫狉狅狋犺犪狀犱犵狉狅狑狋犺狆狉狅犳犻犾犲狅犳狋犺犲

狊狋狉犪犻狀犉犌犕犱狌狉犻狀犵犃．犿犲犿犫狉犪狀犪犮犲狌狊犳犲狉犿犲狀狋犪

狋犻狅狀
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２．４　实时荧光定量犘犆犚的标准曲线

提取ＲＮＡ的 ＯＤ２６０ｎｍ／ＯＤ２８０ｎｍ比值均在１．８～

２．０，纯度良好，琼脂糖凝胶电泳检测显示５Ｓ、１６Ｓ

和２３Ｓ条带完整，可用于ｍＲＮＡ的表达分析。内参

基因狉犲犮犃和犾犱犺以及目的基因犪犵犪２的标准曲线均

呈现良好线性关系，如表３所示扩增效率Ｅ在９０％

～１１０％范围。融解曲线显示为单峰，表明无引物二

聚体和非特异性扩增，可以用于实时荧光定量ＰＣＲ

分析。

表３　标准曲线相关数据

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狉犲犾犲狏犪狀狋犱犪狋犪狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲

基因

Ｇｅｎｅ

扩增效率／％

Ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％

斜率

Ｓｌｏｐｅ

Ｒ２

Ｒｓｑｕａｒｅ

最高变异系数／％

Ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ／％

１６Ｓ １００．９ －３．３０１ １．０００ ２．１４

狉犲犮犃 １０６．２ －３．２０１ ０．９９７ １．８７

犾犱犺 １０４．８ －３．３２１ ０．９９５ １．５６

犪犵犪２ １０４．０ －３．２２９ ０．９９４ ２．３５

２．５　内参基因稳定性分析

运行ｑｂａｓｅ
ＰＬＵＳ２．４软件中的ｇｅＮｏｒｍ程序分析

内参基因稳定性，结果如图２所示，１６Ｓ、狉犲犮犃和犾犱犺

的ｇｅＮｏｒｍＭ 值分别为１．１４８、０．９９０和０．９２９，均

低于临界值１．５，表明这３个内参基因均可用于实

时荧光定量ＰＣＲ检测。选用ｇｅＮｏｒｍ Ｍ 值最低的

狉犲犮犃为试验内参基因。

图２　３个内参基因的犵犲犖狅狉犿犕值

犉犻犵．２　犜犺犲犵犲犖狅狉犿犕狏犪犾狌犲狊狅犳狋犺狉犲犲狉犲犳犲狉犲狀犮犲犵犲狀犲狊

２．６　犪犵犪２基因在发酵不同阶段的表达水平变化

以狉犲犮犃和犾犱犺 为内参基因，０ｈ为对照，采用

２－△△Ｃｔ法进行分析。结果如图３所示，犪犵犪２基因在

发酵２４ｈ内表达水平显著上调（犘＜０．０５）并达到最

高，是初始发酵０ｈ的６．０４倍；３６ｈ较２４ｈ显著下

调（犘＜０．０５），仅是初始发酵的１．２８倍；之后又逐

渐呈小幅度上调趋势，至发酵６０ｈ时犪犵犪２基因表

达水平约是初始发酵的２倍；７２ｈ时表达水平下

调，仅是初始发酵的０．６８倍。

图３　犪犵犪２基因在黄芪发酵不同阶段的表达水平

犉犻犵．３　犜犺犲犪犵犪２犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犺犪狊犲狊狅犳

犃．犿犲犿犫狉犪狀犪犮犲狌狊犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀

３　讨　论

非解乳糖链球菌ＦＧＭ 株为同型乳酸发酵，即

通过糖酵解途径（ＥＭＰ）代谢产生乳酸等。王龙

等［１３］通过实时荧光定量ＰＣＲ技术检测了ＥＭＰ中

的２个限速酶葡萄糖激酶（犵犾犮犓）和磷酸甘油酸激

酶（狆犵犽）在黄芪发酵过程中的表达水平变化，其结

果与本试验发酵液ｐＨ变化和ＦＧＭ 生长曲线相吻

合，即菌株ＦＧＭ通过ＥＭＰ代谢产酸，犵犾犮犓 和狆犵犽

基因表达水平迅速上调并达到最高，ｐＨ由初始７．２

急剧下降到４．５，细菌生长较快，处于对数生长期；

之后犵犾犮犓 和狆犵犽基因表达水平与６ｈ相比呈下降

趋势，糖代谢率逐渐降低，ｐＨ 值下降至４．２后，菌

６４６
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株生长较慢；１２ｈ后２个基因表达水平开始下调，

糖代谢缓慢，ｐＨ值稳定在４．０左右，此时细菌生长

缓慢甚至停滞，处于稳定期。本试验结果显示，黄芪

发酵过程中犪犵犪２基因在６０ｈ内表达上调，７２ｈ表

达下调，其表达贯穿整个发酵过程，且不同阶段表达

水平不同。这表明非解乳糖链球菌ＦＧＭ 株在黄芪

发酵过程中能产生α半乳糖苷酶，它在黄芪发酵过

程中发挥了重要作用。其作用之一可能是分解黄芪

中的α半乳糖苷类，使这类抗营养因子在发酵型黄

芪提取物中的含量降低，从而进一步改善发酵黄芪

提取物有效成分。

α半乳糖苷酶分解α半乳糖苷类产生的半乳糖

主要通过Ｌｅｌｏｉｒ途径代谢，在此途径中半乳糖经半

乳糖激酶、半乳糖１磷酸尿苷转移酶、ＵＤＰ半乳糖

４异构酶和焦磷酸化酶催化，最终释放ＡＴＰ供细菌

代谢利用。其中，ＵＤＰ半乳糖４异构酶（犵犪犾Ｅ）催

化产生的ＵＤＰ半乳糖可作为多糖合成前体物质参

与胞外多糖（Ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＳ）合成。犵犪犾犈

调节ＵＤＰ葡萄糖和ＵＤＰ半乳糖之间的相互转化，

是乳酸菌胞外多糖生物合成的关键控制点［１４］。研

究表明，半乳糖是胞外多糖结构骨架中首要的、共有

的主要单元之一，Ｌｅｌｏｉｒ途径对胞外多糖前体糖基

核苷酸的合成至关重要，且它的合成水平直接控制

胞外多糖的生物合成［１５１７］。胞外多糖的合成一般在

细菌对数生长末期和稳定期，其合成水平与犲狆狊基

因簇表达水平息息相关［１８］。Ｃ．Ｂ．Ｉｎｇｅｂｏｒｇ等
［１９］

研究表明，乳酸乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊犾犪犮狋犻狊）胞外多

糖合成量提高是犲狆狊合成基因簇表达水平升高导致

的。本试验中，黄芪发酵１２ｈ后ＦＧＭ 菌株已进入

生长稳定期，细菌生长代谢缓慢，糖酵解速度降低，

单糖利用率随之下降。然而，至发酵２４ｈ犪犵犪２基

因表达明显上调并达到最高，这提示α半乳糖苷酶

分解代谢产生的半乳糖以 ＵＤＰ半乳糖形式参与胞

外多糖合成，促使犪犵犪２基因表达上调。３６ｈ表达

水平较２４ｈ显著下降（犘＜０．０５），仅是初始发酵水

平的０．６８倍，这可能是由于发酵２４ｈ内犪犵犪２基因

高水平表达使α半乳糖苷酶分解代谢产生大量半

乳糖，半乳糖经Ｌｅｌｏｉｒ途径催化产生大量 ＵＤＰ半

乳糖，进而以多糖合成前体形式参与胞外多糖合成，

３６ｈ左右反应开始达到一定平衡，因而此时基因表

达水平较低。之后一直到发酵６０ｈ，多糖合成前体

ＵＤＰ半乳糖的消耗间接促使犪犵犪２基因表达再次

上调，分解α半乳糖苷类产生半乳糖，半乳糖进入

Ｌｅｌｏｉｒ途径代谢产生 ＵＤＰ半乳糖使胞外多糖合成

反应得以继续进行。赵玉娟等［２０］报道，如果其中一

种多糖合成前体被大量消耗，相关酶催化反应将继

续进行直到新的平衡出现。这与本试验结果相吻

合。因此，α半乳糖苷酶另一作用很可能是以分解

产物半乳糖的形式通过Ｌｅｌｏｉｒ途径间接参与胞外多

糖合成。

综上所述，本试验通过对非解乳糖链球菌ＦＧＭ

株犪犵犪２基因在黄芪不同发酵阶段的表达水平分

析，表明α半乳糖苷酶通过分解产物半乳糖间接参

与胞外多糖合成，为黄芪发酵后多糖得率增加起了

一定作用；非解乳糖链球菌ＦＧＭ 株所产α半乳糖

苷酶可将黄芪中的抗营养因子α半乳糖苷类转化

分解，这有助于发酵型黄芪提取物成分进一步改善。
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［１９］　ＩＮＧＥＢＯＲＧＣＢ，ＲＩＣＨＡＲＤＶＫ，ＭＡＲＪＡ Ｗ Ｋ．

Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎ犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊

犾犪犮狋犻狊ｄｕｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＮＩＺＯＢ４０犲狆狊犵ｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒ［Ｊ］．犃狆狆犾犈狀狏犻狉狅狀犕犻

犮狉狅犫犻狅犾，２００３，６９（８）：５０２９５０３１．

［２０］　赵玉娟，李盛钰，张　莉，等．植物乳杆菌Ｃ８８胞外多

糖生物合成基因的克隆及序列比对［Ｊ］．基因组学与

应用生物学，２０１１，３０（４）：３３１３３７．
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