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pH 对产叶酸植物乳杆菌叶酸产量及相关基因表达的影响 
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摘  要：叶酸是细胞代谢的重要中间体，人类由于缺乏叶酸生物合成途径中的关键酶，需要从膳食中摄取叶酸。

由于谷氨酸尾数目的差别，生物合成的叶酸更容易被人体利用。一些植物乳杆菌菌株可以合成叶酸，但培养条件对

叶酸合成有较大影响。选择一株高产叶酸的植物乳杆菌 4_3 菌株，探讨了在同一培养基中，不调节 pH 和使 pH 稳

定在 6.0 对其生长状况和叶酸合成的影响。比起不调节 pH，维持 pH 6.0 可以长期保持较高的活细胞密度。实时荧

光定量 PCR 的结果显示，在 pH 6.0 的培养基中，叶酸合成相关基因表达量均要高于不调节 pH 的培养基。 
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Effect of pH value on folate production and gene expression of Lactobacillus plantarum 
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Abstract: Folate is an important intermediate in cellular metabolism. However, because of lack of key en-

zymes in folate biosynthetic pathway, humans require folate from diet. Due to the difference in the number of glu-
tamate, biosynthesis folate is superior to chemical synthetic folic acid by the body. Some Lactobacillus plantarum 
strains have the ability to synthetize folate. The extent of folate production and its form depend on the strain and 
culture conditions. The primary objective of this study is to gain a better understanding of the effects of pH on 
folate production and related gene expression in L. plantarum strain 4_3, which can generate high folate yields. 
Bacteria in pH 6.0 medium could still maintain a high cell density after logarithmic growth, but the folate content 
in the corresponding medium decreased. Real-time fluorescence quantitative PCR results showed that the expres-
sion of folate biosynthesis-related genes in pH 6.0 medium was higher as compared with those without regulated 
pH values. 
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叶酸，也称为维生素 B9，在嘌呤、甲酰甲硫氨

酸、胸腺嘧啶、泛酸、甘氨酸、丝氨酸和蛋氨酸的

合成过程中作为一种碳转移反应的辅因子，对人体

健康极为重要[1]。作为单碳供体，叶酸参与核苷酸

生物合成过程中发生的甲基化和甲酰化反应[2]。在

妊娠期，如果缺乏叶酸将影响胚胎组织中的 DNA

合成，导致细胞分裂率降低[3]。植物、真菌、某些

原生动物和大多数细菌可以从头开始合成叶酸，但

是高等动物缺乏叶酸生物合成途径的关键酶[4]。生

物来源的叶酸大多是多聚谷氨酸叶酸，而化学合成

的叶酸膳食补充剂则多为单谷氨酸叶酸。然而，在

生物体内，大多数依赖叶酸的酶更倾向于使用多聚

谷氨酸叶酸[5]。因此，对于人体来说，从膳食中摄

入叶酸比通过化学制剂摄取更有优势。 
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在模式生物中的叶酸合成和补救途径已经被广

泛研究[6-8]。乳酸菌是一类低 GC 含量的革兰氏阳性

菌，碳水化合物发酵的主要最终产物为乳酸，有助于

改善食品品质，改良风味，有助于改善营养和有利于

人体健康，越来越多用于生产健康的功能性食品。在

乳酸菌中，有很多如乳酸乳球菌和嗜热链球菌的菌株

不能合成叶酸，而大多数植物乳杆菌（Lactobacillus 

plantarum）则可以从头合成叶酸[9-10]。L. plantarum 可

以用于不同的食品基质进行发酵，包括乳制品、蔬

菜、淀粉类和肉类等[11-12]。不同的菌株具有不同的

合成叶酸的能力，L. plantarum 可以产生 B 族维生

素包括叶酸，比如 L. plantarum WCSF1 具有较好的

合成叶酸能力[13]。产生叶酸的谷氨酸残基的数量和

产量主要取决于菌株本身和培养条件[14]。在分析叶

酸产量的研究中，大多关注在培养末期叶酸的最终

产量，而很少有研究分析在培养过程中，叶酸的产

量发生了哪些变化，而对这些过程进行深入了解对

于更好地调控叶酸产量极为重要[8, 15]。 

因此，作者选择一株高产叶酸的 L. plantarum 

4_3 进行培养，通过调节其培养过程中的 pH，试图

探索不同 pH 条件下叶酸产量和合成叶酸相关基因

表达量的变化来阐明 pH 对叶酸基因表达的影响。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及培养基 

从云南传统发酵食品分离得到的 L. plantarum 

4_3 菌株（保存于昆明理工大学生命科学与技术学

院应用微生物实验室）。 

MRS 培养基：蛋白胨，10.0 g；Lab-lemco 

poweder，8.0 g；Yeast extract，4.0 g；葡萄糖，20.0 

g；Tween-80，1 mL；磷酸氢二钾，2.0 g；醋酸钠，

5.0 g；柠檬酸三铵，2.0 g；七水硫酸镁，0.2 g；四

水硫酸锰，0.05 g，加蒸馏水定容至 1 L，121℃灭

菌 15 min，冷却后 4oC 保存备用。 

1.2  仪器与设备 

荧光定量 PCR 仪（Applied Biosystems 7300，

美国），高效液相色谱-质谱联用仪(High Performance 

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC- 

MS) (AB SciexQTRAP® 4500, USA) ，发酵罐

（BIOFLO 415 Fermentor, Eppendorf, 德国）。 

1.3  方法 

1.3.1  L. plantarum 4_3 菌株发酵条件  取冷冻保

存的 L. plantarum 4_3 菌株解冻，在固体 MRS 培养

基中划线培养，选择单菌落接种至液体 MRS 肉汤

培养基，活化后按 1%的比例接种至 5 mL MRS 肉

汤培养基中，置于 37℃恒温静止培养 12 h 后，再将

其按 1%浓度接种至 50 mL 锥形瓶中，37℃扩大培

养 12 h，通过活菌计数法计算菌液浓度，随后按 106 

cfu·mL-1 的终浓度将其接种至 5 L 发酵罐中，于

37℃，150 r·min-1 发酵。在控制 pH 发酵过程中，利

用发酵罐中 pH 计对 pH 值进行监测，并利用发酵罐

装置使用 10 mol·L-1 NaOH溶液使 MRS发酵液维持

在 pH 6.0。 

1.3.2  L. plantarum 4_3 菌株生长动态监测  发酵

过程中间隔 3 h 取样，将所取样品用生理盐水按 10

倍梯度稀释，分别取 100 μL 稀释液涂布固体 MRS

平板，每个样品做 3 个生物学重复，置于 37℃恒温

培养 48 h 后计数。 
 

表 1  荧光实时定量 PCR 所使用引物及扩增效率 

Table 1  The used primers and amplification efficiency in qPCR 

扩增目标基因 

Target gene 

引物 

Primer 

引物序列 

Primer sequence 

扩增效率/% 

Amplification efficiency 

F 5＇-GGGATTAGTAGAAACACCAGC-3＇ 
folE 

R 5＇-CAACTTGAACCGTGCCAAAAAAC-3＇ 
110 

F 5＇-GTGTTTGGCTTATTATGGCTTG-3＇ 
folQ 

R 5＇-CCGCTCGTTGTCAGGGAT-3＇ 
107 

F 5＇-AAGAACGGCGTAATGGTCAACAACT-3＇ 
folB 

R 5＇-TCCACATCATCAAAGATTCCAGGCA-3＇ 
93.2 

F 5＇-CAAGCCCTTAGCCGATTACG-3＇ 
folK 

R 5＇-GCTTTCCCCACGGTTGAGTC-3＇ 
104 

F 5＇-TTAGATGGGGTCGTGCTGG-3＇ 
folP 

R 5＇-ACCCGCTTGCCAAAAAACA-3＇ 
109 

F 5＇-AACCCAACATCTCACGACAC-3＇ 
16S rRNA 

R 5＇-GCAAGGCTGAAACTCAAAGG-3＇ 
98.2 
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1.3.3  叶酸合成相关基因表达量测定监测  取 L. 

plantarum 4_3 菌株在 12、24、36 和 48 h 时间点的

发酵液进行 RNA 提取，使用 UNIQ-10 柱式 Trizol

总 RNA 抽提试剂盒（上海生工生物工程有限公司），

后使用反转录试剂盒 HiScript II Q RT SuperMix for 

qPCR（南京诺唯赞生物科技有限公司）进行反转录，

最后进行荧光实时定量 PCR（Quantitative PCR, 

qPCR）测定植物乳杆菌 YM 4-3 叶酸合成相关基因

表达情况。qPCR所使用的引物利用Primer Premier 5

软件设计，具体序列信息见表 1。使用 ChamQTM 

SYBR Qpcr Master Mix（南京诺唯赞生物科技有限

公司）对反转录后的产物进行扩增，以 16S rRNA

基因为内参，每个样品做 3 个重复试验，经过梯度

PCR 测试。虽然每对引物 Tm 值不完全一样，但是

在 60℃的退火温度条件下均能达到较好的扩增效

率，因此扩增程序统一为 95℃预变性 30 s，95℃ 10 

s，60℃ 30 s，72℃ 30 s，扩增 40 个循环后置于 4℃

保存。qPCR 的结果用 2-ΔΔCt 代表相对表达量，以

MRS 培养基中 12 h 样品各个基因表达量做对照。 

1.3.4  叶酸含量测定  取植物乳杆菌 YM 4_3 在 

12、24、36、48、60、72、84 和 96 h 时间点的发

酵液超声破碎 10 min，12 000 r·min-1 离心 5 min，

将处理好的样品用高效液相色谱-质谱联用仪进行

叶酸含量测定。质谱条件：气帘气(CUR)25，碰撞

气(CAD)中等，离子源气 1 (GS1) 45，离子源气 2 

(GS2) 50，电喷雾电压 5 500 V，加热器温度 350℃，

选用正离子模式进行检测，离子源为 ESI 电离源。 

2  结果与分析 

2.1  L. plantarum 4_3 发酵过程中生长特性监测 

作为乳酸菌，L. plantarum 在发酵过程中会产生

大量的有机酸，使培养环境处于酸性条件下，在培

养的前 20 h内，pH迅速降到 4.5以下并保持稳定（图

1A）。在该条件下，L. plantarum 4_3 菌株迅速达到

生长对数期，在前 20 h 活菌数就达到最高并开始急

剧下降，在 40 h 以后，大致保持在 104～105 cfu·mL-1

的范围（图 1B）。微生物细胞对 pH 的改变非常敏

感，即使是乳酸菌，在较低 pH 条件下也会抑制其

生命活动。大多数 L. plantarum 的初始最适 pH 为

6.0 左右，在一般实验室培养条件下，由于 L. 

plantarum 在持续产生有机酸使 pH 下降，难以使得

pH 在全部发酵过程中保持稳定，所以大多数的研究

仅仅能够在培养初期调整 pH 至 6.0[16-17]。在本研究

中，使用了可以自动监测并调节 pH 的发酵罐来培

养，因此可以做到在整个培养周期内保持 pH 稳定

在 6.0（图 1A）。pH 的调节可以使 L. plantarum 4_3

菌株在 24 h 达到生长对数期，之后的 20 h 也能够保

持稳定的较高生长密度，直到40 h以后才缓慢下降，

即使到 96 h 还能达到 107 cfu·mL-1（图 1B）。这一

结果说明调节 pH 保持在 6.0 可以使 L. plantarum 

4_3 菌株细胞死亡速度降低，使培养基内的活细胞

密度长时间维持在较高水平。 
 

 
 

A. pH 值的变化；B. 菌株的生长曲线 A. pH values; B. growth curves 

图 1  培养过程中不调节 pH 和 pH 6.0 条件下 pH 变化和菌株的生长曲线 

Figure 1  Comparison of pH values between MRS and pH 6.0 MRS medium during fermentation 
 

2.2  L. plantarum 4_3 叶酸产量 

采用高效液相色谱-质谱联用仪对培养 96 h 过

程中培养基中的叶酸含量进行测定。为了更好地适

应大规模发酵培养，在实验中使用了最适宜乳酸菌

生长的 MRS 培养基，而 MRS 培养基并不是无叶酸

培养基，因此在起始培养时仍然检测到一定量的叶

酸。在不调节 pH 的培养基中，叶酸含量在 36 h 前

后降到最低，随后缓慢上升；而在 pH 6.0 的培养基

中，叶酸含量则先上升后缓慢下降（图 2A）。L. 

plantarum 在生长过程中需要消耗叶酸，因此在培养

过程中，L. plantarum 会首先消耗培养基中的叶酸继

而自行合成供给细胞消耗[18]。 

由于 24 h 后 L. plantarum 4_3 达到生长对数期

顶峰，培养基中的活细胞密度开始下降，仅仅根据
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叶酸浓度来推测 L. plantarum 4_3 产叶酸能力是不

够的，因此，用每 cfu 产叶酸浓度来推测在长达 96 h

中的培养过程中产叶酸能力的变化更为合理（图

2B）。由于比起生长后的细胞浓度，接种浓度较低，

所以起始叶酸浓度较高，培养 12～24 h 后，一方面

培养基中原有叶酸被消耗，另一方面细菌快速生长，

所以叶酸浓度降到最低。随后，在两种 pH 条件下，

叶酸浓度都呈现出明显的上升趋势，在不调节 pH

的 MRS 培养基中，由于培养后期细胞密度下降至

很低的水平，叶酸浓度上升很明显，在调节 pH 的

培养基中，由于培养后期仍然有较高的活细胞密度，

叶酸浓度虽然不高，但是仍然呈现出稳步上升的趋

势。虽然从检测数值来看，pH 6.0 的 MRS 培养基

中叶酸含量低于不调节 pH 的，但是由于在 pH 6.0

的条件下，细菌生长更为旺盛，从而消耗了更多的

叶酸，所以不能就此推断调节 pH 不利于叶酸产生，

而要通过相关基因的表达量来进行推测，这一点也

可以从单位细胞叶酸产量结果看出（图 2B）。 

总体来说，比起临床上推荐人体摄入量来说（例

如孕妇建议 400 μg·d-1），L. plantarum 4_3 产生的叶

酸产量不算太高，但是比起来其他 L. plantarum 的

野生型菌株还是要高一些[8,15]，尤其是在基因改造

菌株难以直接进入食品的情况下，对其发酵条件进

行调整和优化来获得更多的生物合成叶酸产量极为

必要[17, 19]。 

2.3  L. plantarum 4_3 合成叶酸基因表达量 

并非所有的 L. plantarum 菌株都具有叶酸合成

能力。通过基因组分析，L. plantarum WCFS1 菌株

和 LZ227 菌株具有这一能力[15, 20]，但是 JDM1 菌株

则缺乏相关的基因[21]。L. plantarum 4_3 菌株则具有

叶酸从头生物合成的全部基因。为了进一步了解在

培养过程中 pH 对叶酸合成相关基因的影响，使用

qPCR 对 叶 酸 生 物 合 成 过 程 中 合 成 DHPPP 

(6-hydroxymethyl-7,8-dihydropterin pyrophosphate)

和二氢蝶酸的主要基因进行了定量检测（图 3）。在

提取总 RNA 时，发现刚接种的 0 h 和 48 h 以后的

样品难以得到足够分析叶酸合成相关基因的 RNA，

因此 qPCR 的结果只有 12 h 到 48 h 之间的数据，这

些基因的 Ct 值大多已超过 30，且在 36 h 到 48 h 之

间均呈现明显的下降趋势，也预示了 48 h 以后叶酸

合成相关基因表达量的下降。 

如图 3 所示，大多数基因在 pH 6.0 的 MRS 培

养基中的表达量都要高于不调节 pH 的，尤其是在

12 h 时，pH 6.0 的培养基中，叶酸生物合成的相关

基因都远高于不调节 pH 的培养基中的细菌。在调

节 pH 的 MRS 培养基中，大多数基因的表达量在

12 h 达到最高，随后逐步下降至 36 h 最低，到 48 h

均有所上升；而在不调节 pH 的 MRS 培养基中，各

个基因的变化趋势不尽相同，folE 基因的表达量整

体变化不大，folQ 基因表达量逐步上升，folB 基因

表达水平 24 h 相比 12 h 下降，随后上升，folK 基因

与在调节 pH 的培养基中趋势相同，folP 基因则逐

渐下降（图 3）。folE 基因是 DHPPP 合成的基因簇

中的第一个基因，该基因表达量的增加可以使得叶

酸水平增加 2～4 倍[9, 22]，因此，该基因的高表达暗

示了在 pH 6.0 的 MRS 培养基中 12 h 时较高的叶酸

合成活性。folP 基因的编码产物是所有合成叶酸的

生物体中所独有的蛋白[23]，也是 DHPPP 与 pABA

合成叶酸的关键步骤，但是在调节 pH 的 MRS 培养

基中的 L. plantarum 4_3 这一基因的表达量并不太

高，在 36 h 甚至略低，这可能是调节 pH 后叶酸产

量并没有显著升高的主要原因。 
 

 
 

图 2  96 h 培养过程中叶酸的产量及浓度 

Figure 2  Comparison of folate production and concentration between MRS and pH-modified MRS medium during 96 h 
 

叶酸合成的其他基因，比如 pABA 合成通路上

的相关基因，也与叶酸产量密切相关。pABA 是叶

酸的重要前体，分支酸是 pABA 的前体[14]，因此，

合成分支酸的相关基因也同样重要，很多研究叶酸
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合成的论文会在培养基中额外添加 pABA来得到更

高的叶酸产率[15, 17]。本研究中所用的 L. plantarum 

4_3 菌株包含 pABA 以及分支酸合成的所有基因。 

 

 
 

图 3  叶酸合成中主要基因的相对表达量（内参：16S rRNA 基因） 

Figure 3  Expression of major genes in folate biosynthesis analyzed by qPCR (Internal reference gene: 16S rRNA gene) 
 

虽然在调节 pH 的培养基中叶酸产量相对较低

（图 2），而叶酸生物合成相关基因表达量却相对较

高（图 3），这可能是由于 pH 稳定在 6.0 时，L. 

plantarum 4_3 的生长时间延长，死亡趋于缓慢，相

应的叶酸合成等生命活动也更加旺盛，L. plantarum 

4_3 一方面在合成叶酸，另一方面也在不断消耗叶

酸完成自身的生长，因此，在连续培养中，仅检测

培养系统中的叶酸含量可能不能完全代表合成的叶

酸总量。 

3  结论 

叶酸参与基本的细胞生命活动，如氨基酸代谢

和 DNA 复制修复，对于细胞分裂是必不可少的[24]。

无论在发展中国家还是发达国家，叶酸缺乏仍然是

一个世界性的健康问题[25]。L. plantarum 是应用广

泛的益生菌，其可以合成叶酸的特性赋予了这类细

菌更好的应用价值。由于 L. plantarum 在生长过程

中持续产生有机酸使得培养基的 pH 降低，本研究

探讨了 pH 对于 L. plantarum 4_3 菌株生长及叶酸生

物合成的影响。将 pH 稳定在 6.0 有利于细菌长时间

保持高密度生长，在这样的条件下，叶酸合成相关

基因也有较高的表达，单位细胞产生叶酸量也较高。 
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