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摘要　乳酸乳球菌通用表达质粒ｐＭＧ３６ｅ是一个经典的人工构建的组成型表达载体，是以乳酸乳
球菌乳脂亚种蛋白酶基因的转录和翻译信号为基础构建而成的。它包含一个强启动子，能够在

多种细菌中表达外源蛋白。已用于研究细菌素作用机制，乳酸菌基因工程菌株的改造以及口服

疫苗的开发等，应用领域十分广泛，已成为乳酸菌基因工程研究的重要工具质粒之一。现主要从

载体构成、基因表达与食品级载体改造等三方面的应用对其进行综述，旨在为该质粒今后研究提

供资料。
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　　乳酸菌 （ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是一类能够发

酵糖类产生乳酸的革兰氏阳性细菌［１］，具有诸如缓解

乳糖不耐症、调节消化道微生态平衡等益生作用，应用

领域十分广泛。随着近二十几年来分子生物学的发

展，以乳酸菌作为宿主，利用质粒表达外源基因，对乳

酸菌进行改造以进一步提高其功能已成为目前的研究

热点之一。

　　乳酸菌常用质粒载体主要有 ｐＷＶ０１衍生载体，

ｐＮＺ系列载体［２］等。质粒 ｐＭＧ３６ｅ来源于 ｐＷＶ０１载

体，于１９８９年由ＶａｎＤｅＧｕｃｈｔｅ［３］以乳酸乳球菌乳脂亚

种蛋白酶基因的转录和翻译信号为基础构建而成，质

粒大小约为３．６ｋｂ，便于宿主携带，可表达被克隆的各

种基因。目前已在乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ），链球菌属

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ），乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）等中成功表达

如溶菌酶、苯丙氨酸氨酶［４］、枯草杆菌中性蛋白酶［５］，

以及超氧化物歧化酶［６］等以及其他蛋白基因，近年来

也有学者［７］对其进行改造，成功构建了食品级载体。

是目前应用较多的一个组成型表达载体。本文主要从

载体构成，表达外源基因与构建食品级载体等三方面

进行综述，旨在为今后该质粒载体的研究与应用提供

有价值的参考。

１　载体构成

　　载体ｐＭＧ３６ｅ由强启动子 ｐ３２及其下游的部分开

放阅读框、多克隆位点和来自乳酸乳菌乳脂亚种

（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｃｒｅｍｏｒｉｓＷｇ２）蛋白酶基因

（ｐｒｔＰ）［８］的转录终止子以及ｐＷＶ０１复制子和来自于质

粒ｐＥ１９４［９］的红毒素抗性基因 Ｅｍｒ构成，质粒大小为

３．６ｋｂ。质粒 ｐＭＧ３６ｅ的构成使其有利于表达外源基

因。其中强启动子 Ｐ３２于 １９８７年由 ＶａｎＤｅｒＶｏｓｓｅｎ

等［１０］利用鸟枪法从乳脂链球菌（Ｓ．ｃｒｅｍｏｒｉｓＷｇ２）克隆

得到，Ｐ３２包括开放阅读框架和一个能够被大肠杆菌

（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、乳链球菌（Ｓ．

ｌａｃｔｉｓ）识别的核糖体结合位点。ｐＷＶ０１复制子来源于

广宿主乳球菌质粒ｐＷＶ０１［１１］，能在一系列细菌中行使

功能，这其中包括大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ），枯草杆菌（Ｂ．

ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、乳球菌、乳杆菌、化脓性链球菌（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）

和血链球菌（Ｓ．ｓａｎｇｕｉｓ）等［３］。位于翻译启始信号下

游的多克隆位点可使外源基因在合适的阅读框架内插

入。由于大肠杆菌与枯草杆菌可作为构建重组质粒的

中间宿主，这极大地提高了该质粒的表达效果和扩展

了宿主应用范围。

２　利用ｐＭＧ３６ｅ载体的基因表达

　　自２０世纪８０年代ＶａｎＤｅＧｕｃｈｔｅ成功构建该质粒
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图１　ｐＭＧ３６ｅ的质粒图谱［３］
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以来，已利用该载体表达动植物和细菌的外源基因达

十几种，并成功构建了多种具有特定功能的基因工程

乳酸菌。

２．１　细菌素基因的研究

　　与抗生素相比，大部分细菌素只对近缘关系的细菌

有损害作用，安全性比较高，因此对细菌素作用机制的研

究有很重要的意义。１９９６年，Ｆｒａｎｋｅ等［１２］用ｐＭＧ３６ｅ表

达与β半乳糖苷酶（βＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ）融合的细菌素转运

与成熟相关的 ｌｃｎＤ基因，以研究乳球菌素运输机制。

Ｄｉｅｐ等［１３］将载体ｐＭＧ３６ｅ和其衍生载体ｐＭＧ３７ｅ用于戊

糖片球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）细菌素诱导基因中的

ｐｅｎＩＲ和ｐｅｎＩＦ的表达和免疫基因结构基因诱导基因

簇ｐｅｉＡｐｅｎＡｐｅｎＩＲＫＲ的表达研究。２００７年该研究小

组，又将ｐＭＧ３６ｅ用于乳球菌素Ａ（ｌａｃｔｏｃｏｃｃｉｎＡ）研究，证

明其利用甘露糖磷酸转移酶系统作为受体［１４］。除此以

外，ｐＭＧ３６ｅ也用于植物乳杆菌素（ｐｌａｎｔａｒｉｃｉｎ）４２３免疫

蛋白的表达研究［１５］，和作为中间载体探讨乳链菌素

（ｎｉｓｉｎ）抗性机制［１６］以及用于表达肠道菌素（ｅｎｔｅｒｏｃｉｎ）

ＡＳ４８的ａｓ４８ＡＢＣＲＮＡ片段［１７］。

２．２　酶类的研究

２．２．１　溶菌酶　ＶａｎＤｅＧｕｃｈｔｅ等［３］在成功构建质粒

ｐＭＧ３６ｅ后，插入一段母鸡溶菌酶（ＨＥＬ）蛋白编码序

列，构建质粒 ｐＭＧ３６ｅＨＥＬ，通过使用兔抗 ＨＥＬ抗血清
（蛋白印记法）在乳球菌中检测到符合预期大小

（１７ｋＤａ）的融合蛋白。
２．２．２　几丁质酶　１９９４年，Ｂｒｕｒｂｅｒｇ等［１８］将革兰氏阴

性菌粘质沙雷氏菌（ＳｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎｓＢＪＬ２０００）的几
丁质酶基因克隆到乳酸乳球菌乳亚种 ＭＧ１３６３和用于

青储饲料的植物乳杆菌 Ｅ１９ｂ（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＥ１９ｂ）中，
并得到表达，且具有抗真菌活性。

２．２．３　其它酶类　除此以外，先后有学者成功利用该
载体在旧金山乳杆菌（Ｌ．ｓａｎｆｒａｎｃｉｓｃｏ）、乳杆菌、乳酸乳

球菌进行诸如 α淀粉酶、黑曲霉 Ｆ２４６（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ，Ｆ２４６）植酸酶 ｐｈｙＡ、人类谷胱甘肽Ｓ转移酶
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、木聚糖酶以及 ＧＦＰ等蛋白
的表达［１９～２３］。１９９０年，ＶａｎＤｅＧｕｃｈｔｅ等［５］将枯草杆

菌中性金属蛋白酶基因插入 ｐＭＧ３６ｅ，并将其转入到乳
酸乳球菌乳亚种ＭＧ１３６３菌株，成功进行了表达并检测

到活性。

２．３　用于发酵乳制品
　　功能性乳制品是指除具有一般乳制品固有的化学
成分和营养作用外，还含有某些特殊营养物质或功能

性成分，兼有一种或多种特定生理保健功能的乳制

品［２４］。采用基因工程技术改良菌种的性状，是研发功

能性乳制品的一个重要手段。

２．３．１　ＳＯＤ发酵酸奶　超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是生物体防御氧自由基损伤的重要酶
类，广泛存在于需氧生物、耐氧生物及某些厌氧微生物

中。ＳＯＤ主要分为三类，即 ＦｅＳＯＤ、ＭｎＳＯＤ和 Ｃｕ／Ｚｎ

ＳＯＤ。其中ＦｅＳＯＤ主要存在于原核生物，Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ
主要存在于包括人类在内的所有高等真核生物中，而

ＭｎＳＯＤ则在高等生物的线粒体及细菌中［６］。ＳＯＤ具
有有延缓机体衰老、抗电离辐射作用、增强耐缺氧和抗

疲劳能力、促进婴幼儿生长发育、调节机体免疫功能、

提高对炎症和肿瘤等疾病抵抗力等保健作用［２５］，生产

ＳＯＤ乳制品具有重要意义。
　　１９９３年，Ｒｏｙ等［２６］率先将大肠杆菌ＭｎＳＯＤ克隆到
表达载体ｐＭＧ３６ｅ，转化到携带ＳＯＤ的乳酸乳球菌和缺
乏ＳＯＤ的加氏乳杆菌（Ｌ．ｇａｓｓｅｒｉ）中。我国学者［６，２７］

分别将在乳酸乳球菌与保加利亚乳杆菌（Ｌ．ｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ
Ｌ６０３２）中实现人铜锌超氧化物歧化酶（Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ）基
因和大肠杆菌锰超氧化物歧化酶基因的表达，增强保

加利亚乳杆菌对氧的耐受性，为下一步 ＳＯＤ发酵奶的

７０１
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研制奠定了基础。

２．３．２　低乳糖乳制品　发酵酸奶的过程中，在β半乳

糖苷酶的作用下，牛奶中只有２５％ ～５０％ 的乳糖被乳

酸菌分解，还有较多的乳糖存在。Ｗａｎｇ等［２９］利用质粒

ｐＭＧ３６ｅ将来自于保加利亚乳杆菌 ｗｃｈ９９０１的 β半乳

糖苷酶基因在乳酸乳球菌乳脂亚种 ＭＧ１３６３中表

达［３０］，其后又将来自于德氏乳杆菌保加利亚亚种的 β

半乳糖苷酶在大肠杆菌中进行非融合表达［３１］。使用具

有半乳糖苷酶活性的乳酸菌生产乳制品，可为解决乳

糖不耐症提供了方法。

２．３．３　防癌保健乳制品　谷胱甘肽硫转移酶（ＧＳＴ）

家族是真核生物重要的解毒酶类。人谷胱甘肽硫转移

酶（ｈＧＳＴ）对于多种来源的致癌物、诱变剂、具有重要

的解毒作用。向华等［３２］将人谷胱甘肽硫转移酶 Ａ１基

因的 ｃＤＮＡ序列亚克隆于表达载体 ｐＭＧ３６ｅ，获得

ｈＧＳＴＡ１乳酸乳球菌表达株，可望应用于研制防癌保健

乳制品。

２．４　科学研究与基因治疗

２．４．１　研究益生作用机制　由于很难检测体内吸附

在肠上皮细胞的益生菌，因此，到目前为止都没有很好

的方法来衡量其在肠道内的吸附能力，蒋爱民等［３３，３４］

利用ｐＭＧ３６ｅ构建携带 ｌｕｘ基因的重组质粒 ｐＭＧ３６ｅ

ｌｕｘＡＢ和 ｐＭＧ３６ｅｌｕｘＣＤＡＢＥ，经电转化获得带ｌｕｘ基因

的发光乳球菌。这为研究体内益生菌的分布和存活率

以及有利于人体健康的机制提供了思路。

２．４．２　外源基因表达的报告系统　Ｒａｈａ等［２３］将凝结

芽孢杆菌ＳＴ６（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｏａｇｕｌａｎｓＳＴ６）中的木聚糖酶

基因亚克隆到载体ｐＭＧ３６ｅ，构建了重组载体可作为大

肠杆菌和乳球菌含报告基因的载体。

　　Ｄｕｐｌｅｓｓｉｓ等［３５］利用 ｐＭＧ３６ｅ作为中间载体，通过

构建ｐＭＧ３６ｅＳａｐＳ研究了金黄色葡萄球菌非特异性酸

性磷酸蛋白酶（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）在革兰氏

阳性与阴性菌中表达的报告基因。

２．４．３　疾病治疗　自 １９９９年以来，有学者利用

ｐＭＧ３６ｅ构建携带有苯丙氨酸脱氨酶（ＰＡＬ）的重组质

粒，并得到具有一定酶活性的基因工程菌株，将其制成

不同剂型灌喂高苯丙氨酸血症模型大鼠，发现其外周

血苯丙氨酸脱氨酶水平显著降低，为基因疗法治疗苯

丙酮尿症开辟了一条新途径［４，３６～３８］。另外，ｐＭＧ３６ｅ还

应用于口服疫苗的研制，用于避免幽门螺杆菌的感

染［３９，４０］等。

３　食品级载体应用

　　食品级载体（ｆｏｏｄ－ｇｒａｄｅｖｅｃｔｏｒ）是安全、稳定的，

可在食品加工中使用的质粒载体［４１］。它应具备以下基

本条件：（１）选择标志必须是食品级的；（２）表达载体中

的启动子、核糖体结合位点、终止子和分泌信号等ＤＮＡ

片段必须来自食品级微生物；（３）启动子的诱导物也必

须是食品级的［４２］。

　　ｐＭＧ３６ｅ参与构建食品级载体主要分为以下两种

途径：

　　一是表达外源基因作为食品级细菌素。Ｍｃｃｏｒｍｉｃｋ

等［４３］在表达载体 ｐＭＧ３６ｅ中插入食肉乳杆菌素

ＣａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎＢ２的结构基因，转化到广布肉杆菌

ＬＶ１３菌中并获得表达。ＣａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎＢ２是一类小

分子热稳定肽（ＳＨＳＰ），此类乳酸菌素杀菌机理主要是

细菌素能吸附在细胞膜上并形成孔道，使得细胞膜的

通透性增加从而引起细胞内各种离子的渗漏和能量物

质的消耗，导致细胞解体死亡［４４］。

　　二是用食品级基因代替 ｐＭＧ３６ｅ的抗性基因构建

食品级载体。Ｊｅｏｎｇ［７］以载体 ｐＭＧ３６ｅ为基础，使用来

自于植物乳杆菌的 α半乳糖苷酶（ａｇａ）基因替换红霉

素抗性基因作为选择标记，成功在乳酸乳球菌中构建

食品级表达／分泌载体，该载体可用来生产食品或药

品。孙强正［４５］将质粒ｐＭＧ３６ｅ的ｐ３２启动子片段及乳

酸乳球菌 ＭＧ１３６３未知分泌蛋白（Ｕｓｐ４５）基因的核糖

体结合位点、分泌信号肽和成熟肽前１１个氨基酸的编

码序列（ＳＰｕｓｐ４５）克隆到食品级载体ｐＳＨ９１中，构建分

泌型食品级表达载体ｐＳＱ，为目的蛋白的的分泌性表达

及食品级疫苗的研制奠定了基础。

４　小结与展望

　　载体ｐＭＧ３６ｅ已用来表达多种基因，这为乳酸菌基

因工程及分子生物学的研究提供了一种技术平台，应

用涉及到食品、保健、医药，为相关学科的深入研究提

供重要的分子克隆的工具。

　　今后的研究重点应着眼于拓展“食品级”载体的宿

主谱、提高表达产物的生物活性等。构建出的“食品

级”乳酸菌高效表达载体系统有望在发酵工程和口服

功能性生物制剂方面得到长足的发展。

　　致谢　本文得到原中国科学院微生物研究所研究

员郭兴华先生的精心斧正与修改，在此谨表谢忱。
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