
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.4 

63 

 

L-乳酸脱氢酶基因在乳酸乳球菌KLDS4.0325中的表达 
 

周颖，高晓峰，刘飞，谷春涛，霍贵成 

（东北农业大学乳品科学教育部重点实验室，黑龙江哈尔滨 150030） 

摘要：本文研究了在mRNA 转录水平上三种L-乳酸脱氢酶基因在乳酸乳球菌KLDS4.0325不同生长阶段的表达情况。以 16s rRNA

作为内参基因，应用实时荧光定量 PCR 技术测定不同生长阶段的菌体中 L-乳酸脱氢酶基因（ldh、ldhX 和 ldhB）表达的动态变化规

律。该菌株的生长曲线呈 S 型，培养 2~6 h为菌体的生长对数期，随后进入稳定期。生长曲线的测定表明该菌株生长力极其旺盛；16s 

rRNA、ldh、ldhX和 ldhB基因的扩增效率曲线显示，内参基因与目的基因的扩增效率一致且接近 100%，这说明利用相对荧光定量法

能够较好的反应目的基因的表达量；ldh、ldhX和 ldhB基因在菌体生长的 3 个时间点（6 h、9 h和 12 h）都有一定量的表达，随着菌

体的不断生长，基因表达的变化均呈现显著性上升趋势，且上升幅度不断增加，在 12 h时基因表达量达到最大值。其中 ldh基因在的

表达量在菌体生长的 3 个时间点存在显著性差异，而 ldhX、ldhB 基因的表达量存在极显著差异。 
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Variations in the Expression of the L-lactate Dehydrogenase Gene during 

the Different Phases of Lactococcus lactis KLDS4.0325 Growth 

ZHOU Ying, GAO Xiao-feng, LIU Fei, GU Chun-tao, HUO Gui-cheng 

(Key Laboratory of Dairy Science, Ministry of Education, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China) 

Abstract: The expressions of three L-lactate dehydrogenase genes at the mRNA transcription level during the different phases of 

Lactococcus lactis KLDS4.0325 growth were investigated in this study. Dynamic variations in the expressions of the three L-lactate 

dehydrogenase genes (ldh , ldhB, and ldhX) during the different growth phases were detected by fluorescence-based quantitative real time 

polymerase chain reaction (PCR), using the 16s rRNA gene as the internal standard. The growth curves of the strain were observed to be 

‘S’-shaped, with the strains reaching the exponential phase of growth within 2~6 h of culture; subsequently, the cells remained in the stationary 

phase. The growth curve revealed the extremely strong vitality of the cells; the amplification efficiency curve of the 16s rRNA, ldh, ldhB, and 

ldhX genes indicated similar amplification efficiencies (close to 100%) of the reference and target genes. These results indicated that the 

fluorescence-based quantitative real time PCR method reflected the expression level of the target genes adequately. The ldh, ldhB, and ldhX 

genes were expressed to specific levels during the three time points (6 h, 9 h, and 12 h) of strain growth. In addition to the growth of the strain, 

the gene expression levels demonstrated a significant upward trend, with a continuous amplitude of increase; the highest expression level was 

observed at 12 h post-initiation. The levels of expression of the ldh gene significantly differed among the three time points; in addition, the 

expression of ldhB significantly differed from that of ldhX. 
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乳酸乳球菌是一种广泛用于乳品行业的重要发

酵型细菌，除了提供特殊的香味，它能够在发酵过程

中快速产生乳酸，具有防腐的特性，能够延长乳品的

保质期。对于乳球菌的基因和生理特性，我们已经获

取了相对丰富的信息。乳酸乳球菌具有GRAS的地位、

代谢途径相对简单以及基因组小的优势，因此它是代 
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谢工程研究的极佳模型[1~2]。 

L-乳酸脱氢酶（LDH；EC1.1.1.27）是乳酸乳球

菌同型发酵的关键酶，它与 NADH结合将丙酮酸还原

成乳酸
[3]
。L-乳酸脱氢酶广泛存在于乳酸乳球菌、嗜

热链球菌以及乳杆菌中，同时也是许多科学研究的研

究对象
[4]
。在乳酸乳球菌中，L-乳酸脱氢酶主要是由

乳酸操纵子上的 ldh 基因编码合成，该操纵子上还包

括磷酸果糖激酶基因(pfk)和丙酮酸激酶基因(pyk)。然

而，对乳酸乳球菌的全基因序列分析研究发现，ldhB、

ldhX和hicD所编码的氨基酸序列与 ldh基因的氨基酸



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.4 

64 

序列有 30%的相似性[5~7]。除此之外，在 ldh基因失活

的 LDH 缺陷菌种发酵过程中仍能够检测到乳酸的生

成
[8]
。Bongers

[9]
研究显示，LDH缺陷菌株在无氧条件

下连续培养后发现有乳酸的生成，并证实这种现象是

由 ldhB 基因引起。Paula
[2]
研究发现乳酸乳球菌

MG1363 中的 ldh、ldhB和 ldhX 基因发生表达，而 hicD

基因并未表达。 

本文以乳酸乳球菌 KLDS4.0325 为出发菌株，之

前对该菌株发酵乳酸的研究发现其产酸速率快，产酸

量较高且仅产 L-乳酸。基于此，本文对该菌株高产

L-乳酸的内在机理进行研究，采用实时荧光定量 PCR

在转录水平上研究其 L-乳酸脱氢酶基因在菌体生长

过程中的表达情况，为乳酸乳球菌高产 L-乳酸提供理

论基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

乳酸乳球菌 KLDS4.0325 由东北农业大学教育部

重点实验室工业微生物菌种保藏中心（KLDS- DICC）

提供。 

1.1.2  培养基 

M17 培养基：大豆蛋白胨 5.0 g、蛋白胨 2.5 g、

酪蛋白胨 2.5 g、酵母浸粉 2.5 g、牛肉粉 5.0 g、乳糖

5.0 g、抗坏血酸钠 0.5 g、β-甘油磷酸钠19.0 g、硫酸

镁 0.25 g，充分溶解后用蒸馏水定容至 1 L。121 ℃，

15 min 灭菌（固体培养基在此基础上加琼脂15 g/L） 

1.1.3  主要试剂与仪器 

RNAprep Pure Bacteria Kit、TIANScript RT Kit 均

购自 QIAGEN 公司；荧光定量试剂盒 SYBR® Premix 

Ex TaqTM II(Tli RNaseH Plus)购自 TaKaRa 公司；

ABI7500 荧光定量 PCR 仪购自美国应用系统公司 

1.2  方法 

1.2.1  生长曲线的测定 

将菌种活化后以 2%的接种量接种于 M17 培养基

中，30 ℃培养后划平板，挑取单菌落，液体培养基活

化两代。取活化后的菌液按 2%的比例接种到 5 mL的

M17 培养基中，30 ℃培养 14 h，每隔1 h取样，以不

含菌液的空白培养基作为对照，在波长 600 nm 处测

定培养液的吸光度值(OD600)，每组实验 3个平行，取

平均值。以 OD600 为纵坐标，培养时间为横坐标，绘

制生长曲线图。 

1.2.2  引物设计与合成 

以 16s rRNA 作为内参基因。根据 NCBI 提供的乳

酸乳球菌 KLDS4.0325 的 16s rRNA(GI:254971971)、

ldh(GI: 17339086)、 ldhB(GI: 17338023) 、 ldhX(GI: 

17338785)的序列，采用引物设计软件 Primer Premier 

5.0 软件设计引物，具体见表 1。 

表 1 实时荧光定量 PCR 引物 

Table 1 Primers used in real-time RT-PCR analysis 

基因 

类别 

基因 

名称 
引物序列 

产物 

/bp 

Tm 

/℃ 

内参 

基因 

16s 

rRNA 

F: GGGGAGCAAACAGGATTAGA 
97 81.5 

R: TGCGTTAGCTGCGATACAGA 

目的 

基因 

ldh 
F: ACAACACCTTCAGCACCAACTA 

65 81.5 
R: GGACAATATGGCGTAAGCGACT 

ldhB 
F: TCCACCTACCGTCGTGT 

184 82.6 
R: TTGGGAAACTTCTGGTCTTG 

ldhX 
F: GTATCTTCTTGGTCGCATCA 

100 82.2 
R: AGCGTTCCTGTCCCTATC 

引物由华大技术有限公司合成，使用前用 ddH2O

稀释至浓度为 10 μmol/L，-20 ℃保存。 

1.2.3  RNA 提取 

取不同生长阶段的菌体 1 mL，12000 r/min 离心 2 

min 收集菌体，仔细去除上清，用 20 mg/mL 的溶菌

酶溶液 100 μL彻底重悬菌体，37 ℃孵育10 min。按

照 RNA 提取试剂盒说明书依次提取 KLDS4.0325 不

同生长阶段的 RNA。通过 1%琼脂糖凝胶电泳，观察

23 s 和16 s电泳条带，判断 RNA的完整性。测定其

260 nm 吸光度，计算 RNA浓度。 

稀释倍数浓度  40ODRNA 260  

1.2.4  cDNA合成 
按照反转录试剂盒说明书的方法进行反转录，得

到的 cDNA 样本于-20 ℃保存，用于实时荧光定量

PCR。其中反转录的 RNA 加入量为 2 μg，反转录终

体积为 40 μL。 

1.2.5  实时荧光定量 PCR 

使用 Takara 公司的 SYBR® Premix Ex TaqTM 

II(Tli RNaseH Plus)试剂盒配制 PCR 反应液，反应体

系：SYBR® Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（2×）

10 μL；上下游引物（10 μmol/L）各 0.8 μL；ROX 

Reference Dye II（50×）0.4 μL；将反转录反应产物

cDNA稀释 10 倍，取 2 μL；dH2O（灭菌蒸馏水）6 μL，

总体系为 20 μL。 

使用 ABI 7500 快速实时定量PCR 做实时荧光定

量 PCR 试验，不同反应体系样品做 3个重复。采用两

步法 PCR 扩增标准程序：预变性：95 ℃ 30 s；PCR

反应：95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，循环（40 次）。 
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分析各基因的 CT 值，采用参照基因的 2
△CT法对

目的基因的表达量进行评估。每个目的基因和内参基

因在每次反应中，不同样本重复 3 次，最后取平均值。

数据经 Excel整理后，用SPSS19软件进行方差分析，

P<0.05 为显著差异，P<0.01 为差异极显著。 
Ct2目的基因的相对量  

0CtCtCt x   

注：Ctx：内参照基因的 Ct；Ct0：目的基因的 Ct 值；目

的基因相对于校正样本的表达量=实验组/校正组；校正样本是

任何被选做代表 1 倍目的基因表达量的样本。 

1.2.6  扩增效率曲线 

取一样品 cDNA作为标准模板，取 2 μL的 cDNA 

稀释10倍作为最大浓度，以该模板进行4次4倍稀释，

制成标准模板系列。自每个稀释模板中取样 2 μL，加

入总体积 20 μL的反应体系中，行实时荧光定量 PCR，

得到目的基因和内参基因的扩增标准曲线，每个浓度

做 3 个平行。曲线回归系数大于 0.96，表明PCR 反应

检测到的 Ct 值与样品 cDNA 拷贝数的对数值存在线

性关系，实验所得的扩增效率接近 100%且相互间效

率在 90%~105%之间，则在该实验条件下检测得到的

结果可较好反映样品中待测基因的表达水平。 

扩增效率： %100)1-10(E /1   斜率  

1.2.7  数据分析 

采用单因素方差分析(SPSS19)，比较菌株在不同生

长阶段下ldh、ldhB、ldhX基因表达差异的显著性，*表

示显著（p<0.05），**表示极显著（p<0.01）。用标准差

衡量平行实验的离散度，试验数据以平均值±标准差

表示。 

2  结果与讨论 

2.1  乳酸乳球菌 KLDS4.0325 生长曲线 

 
图 1 乳酸乳球菌在 OD600下的生长曲线 

Fig.1 Growth curve of Lactococcus lactis cells plotted using the 

absorbance values at OD600 

 

 

 

 

 

 
图 2 乳酸乳球菌内参基因与目的基因的 PCR 产物的溶解曲线 

Fig.2 Dissociation curves of the Lactococcus lactis reference and 

target genes 

注：(a)16s rRNA，(b)ldh，(c) ldhB，(d)ldhX。 

为了了解实验菌株 KLDS4.0325 的生长状况，以

便提取不同生长时期的菌体 RNA，测定菌株的生长曲

线。如图 1 所示，该菌种生长力旺盛，在 1 h 时进入 
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对数期，6 h时进入稳定期。这比一般乳酸乳球菌更早

的进入稳定期，说明该菌株生长速率较快。由于乳酸

为次级代谢产物，主要在稳定期开始积累，因此选择

稳定期的 6 h、9 h、12 h 菌体 cDNA作为荧光定量 PCR

的模板进行下一步的研究。 

2.2  溶解曲线分析 

由于染料法中所用的染料会与所有的双联 DNA

相结合，因此由引物二聚体、单链二级结构及错误的

扩增产物引起的假阳性会影响定量的精确性，因此检

验引物的特异性的非常有必要的。通过分析溶解曲线

能够很好地验证引物的特异性。由图 2 可以看出，内

参基因（16s rRNA）和目的基因（ldh、ldhB 和 ldhX）

的溶解曲线为单一峰值，而且峰线窄而尖，说明引物

特异性好，扩增产物单一。 

2.3  引物扩增效率的确定 

实时荧光定量 PCR 所得内参基因（16s rRNA）和

目的基因（ldh、ldhB 和 ldhX）的扩增曲线如图 2 所

示。由图 2 可知，内参基因（16s rRNA）和目的基因

（ldh、ldhB 和 ldhX）的五个浓度梯度的扩增曲线重

复性较好，且 Ct 值间距均匀一致。 

表 2 乳酸乳球菌实时荧光定量 PCR 扩增效率 

Table 2 Amplification efficiency of the real-time RT-PCR of 

Lactococcus lactis reference and target genes 

基因 扩增曲线方程 R2 
扩增效

率/% 

16s rRNA 874.164686.3y  x  0.9993 94.6 

ldh 127.31369.3y  x  0.9970 98.5 

ldhB 058.305506.3y  x  0.9993 91.3 

ldhX 38.355589.3y  x  0.9937 91.0 

以 cDNA浓度的对数值为横坐标，以 cDNA浓度

所对应的 Ct 值为纵坐标，绘制扩增效率曲线。由此得

出目的基因及内参基因的扩增效率见表 2。由表 2 可

知，目的基因与内参基因的扩增效率曲线的 R
2
>0.99，

说明曲线的相关性良好；扩增效率均介于 90%~100%

之间，扩增效率接近且接近 100%，说明在该实验条

件下所得的实验结果具有较高的可信度。扩增效率未

达到 100%可能是由于反应体系中存在抑制剂，使得

实际扩增效率低于 100%。16s rRNA、ldh、ldhB 和 ldhX

基因之间的扩增效率存在一定的差异性，一方面是由

于荧光定量PCR 灵敏度高，容易受到环境以及操作手

法的影响，从而导致扩增效率不同；另一方面，引物

的特异性以及产物大小的不同对扩增效率都会产生一

定的影响[10]。 

 

 

 

 
图 3 乳酸乳球菌内参基因与目的基因的扩增曲线 

Fig.3 Amplification curve of the Lactococcus lactis reference and 

target genes 

注：(a)16s rRNA，(b)ldh，(c) ldhB，(d)ldhX。 

2.4  不同生长阶段 L-乳酸脱氢酶基因表达的

动态变化规律 

采用实时荧光定量 PCR 技术对乳酸乳球菌
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KLDS4.0325 的 ldh、ldhB 和 ldhX 基因在生长过程中

不同时间点的相对表达量进行了测定。结果显示，随

时间的延长，三个基因的表达量都有所增加；在 6 h、

9 h 时，ldh基因的表达量最大，依次是 ldhB、ldhX，

这说明在生长前期 ldh 对 L-乳酸的生成影响最大；在

12 h时，ldhB基因的表达量最大，依次是 ldh、ldhX，

这说明，随着时间的延长 ldhB对乳酸合成有更大的影

响，而 ldh 基因仍然对乳酸合成具有决定性的作用。

ldhX基因在整个过程中，表达量虽然有所增加，但表

达量不及 ldh 和 ldhB基因。 

 

 

 

图 4 乳酸乳球菌不同生长时期 ldh、ldhB和 ldhX相对表达

量比较 

Fig.4 Kinesis of the ldh ,ldhB, ldhX gene expression during the 

different growth phase of Lactococcus lactis 

注：a：ldh，b：ldhB，c：ldhX；分别以 ldh、ldhB和 ldhX

在 6h的相对表达量为参照，设置值为 1。 

以6 h时的基因表达量为参照，计算不同时间ldh、

ldhB 和 ldhX的相对表达量倍数变化，见图 3。由图 3

可知，ldh、ldhB 和 ldhX 基因表达量都表现出增长的

趋势。其中在 9 h 和 12 h时，ldh基因相对于6 h时的

表达量有显著性的变化（p<0.05）（如图 3a）；而 ldhB、

ldhX 基因相对于 6 h 时的表达量有极显著的变化

（p<0.01）（如图 3a、b）。换而言之，随着培养时间的

延长，ldh 基因的表达量增加幅度低于 ldhB、ldhX 基

因。尽管如此，ldh 基因对 L-乳酸的合成仍然起到决

定性的作用，而 ldhB、ldhX 基因的表达量大幅度增加

可能与某些因素的诱导有关系，这还需要更进一步的

深入研究。 

表 3 乳酸乳球菌目的基因相对表达量比较  

Table 3 Relative expression levels of Lactococcus lactis target genes 

基因

名称 

培养

时间/h 
ΔCt 2△ Ct 

ldh 

6 -15.58±0.26 2.04×10-5 

9 -15.19±0.42 2.68×10-5 

12 -14.63±0.09 3.93×10-5 

ldhB 

6 -20.61±0.10 6.25×10-7 

9 -16.79±0.01 8.82×10-6 

12 -12.79±0.11 1.24×10-4 

ldhX 

6 -25.70±0.89 2.05×10-8 

9 -21.66±0.48 3.01×10-7 

12 -18.52±0.18 2.88×10-6 

3  结论 

3.1  本实验利用荧光定量 PCR 技术研究 L-乳酸脱氢

酶基因的表达情况，结果表明：随着菌体的生长，3

中 L-乳酸脱氢酶基因的表达呈现显著增长趋势。ldh

基因在三个时间点的表达水平都比较高；ldhB 基因在

6 h 时基因表达量低于 ldh 基因，而在12 h 时，表达量

超过 ldh 基因；ldhX 基因在三个时间点的相对表达量

最小。ldh、ldhB 和 ldhX 基因对乳酸产量的贡献大小

取决于这三种基因的表达量以及这三种基因编码的

L-乳酸脱氢酶的活力。本文对三种 L-乳酸脱氢酶基因

的表达量进行了研究，而它们各自编码的 L-乳酸脱氢

酶的活力需要进一步的研究。Paula 以乳酸乳球菌

MG1363 为母本构建乳酸脱氢酶缺陷菌株，研究表明

缺失 ldh和 ldhB 基因的菌株以及缺失 ldh、ldhB和 ldhX

的菌株在pH 6.0和pH 7.2并未检测到乳酸脱氢酶的活

性；缺失 ldh基因的菌株仅在 pH 6.0 时检测到乳酸脱

氢酶活性，且活性是 LDH的 1%，此时体现的酶活即

为 LDHB
[2]。 

3.2  目前关于L-乳酸脱氢酶基因在乳酸乳球菌中的表

达情况的研究较少。Bongers
[9]研究显示，Lactococcus 

lactis NZ9000中只有ldh基因表达，而ldhB、ldhX并未表
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达。Paula
[2]研究发现乳酸乳球菌MG1363中的ldh、ldhB

和ldhX基因发生表达，而hicD基因并未表达。Cao
[11]研

究表明菌株L. lactis ATCC19435中同时有ldh、ldhB和

ldhX基因的表达。这些研究说明，乳酸乳球菌中L-乳酸

脱氢酶基因的表达情况不尽相同。本实验对该领域的

研究具有一定的扩充作用，为更进一步研究乳酸乳球

菌中的L-乳酸脱氢酶表达机制提供一定的理论基础。 
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