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氧化葡萄糖酸杆菌的抑制物耐受性及全糖转化探究 

摘要 

微生物利用木质纤维素水解液生产生物化学品的过程中，面临多种障碍。首先，木

质纤维素生物炼制过程中的预处理步骤会产生多种抑制物，严重影响发酵过程中的菌株

生长和发酵效率。其次，半纤维素来源的多种单糖，如木糖、阿拉伯糖、半乳糖、甘露

糖等通常不能被发酵菌株高效利用，最终造成碳源浪费。本研究发现 Gluconobacter 

oxydans DSM 2003 不仅对木质纤维素来源的抑制物具有很好的耐受性，而且能够将木质

纤维素来源的各种已知单糖高效转化为目标产品。本文分别从这两个方面对该菌进行了

深入的探究。 

本文第一部分对 G. oxydans DSM 2003 抑制物耐受性和其耐受机理进行了探究。首

先，发现 G. oxydans DSM 2003 在抑制物胁迫下具有优秀的葡萄糖酸发酵性能。本文通

过全细胞催化证实该菌将葡萄糖氧化成葡萄糖酸的速率和效率基本不受抑制物影响，且

其主要原因在于该过程的关键酶－葡萄糖脱氢酶有极强的抑制物耐受能力。其次，G. 

oxydans DSM 2003 在高抑制物含量玉米秸秆水解液中生长时延滞期很短，其主要原因在

于该菌能够将醛类抑制物快速转化为低毒的酸或醇。DNA 芯片结果显示，在醛类抑制

物转化过程中，G. oxydans DSM 2003 中大量具有醛类抑制物转化潜力的基因显著上调

表达。这些基因可做为其它生物炼制微生物耐受性改造的基因元件资源。探究 G. oxydans 

DSM 2003 的抑制物耐受机理会为生物脱毒菌株和生物炼制发酵菌株抑制物抗逆性改进

提供重要的信息和路径。 

本文第二部分发现 G. oxydans DSM 2003 具有罕见的全糖转化能力，能够有效地将

木质纤维素来源的所有已知单糖氧化为相应的糖酸。这些糖酸均携带羟基羧酸基团，可

用作水泥缓凝剂等精细化工产品。木质纤维素水解后获得的混合单糖经过 G. oxydans 

DSM 2003 进行全糖转化后，获得的混合糖酸不经分离就可以直接作为水泥缓凝剂使用。

这一特性不仅显著提高了木质纤维素中的各种单糖的利用率，也降低了发酵废水中的残

糖含量和废水处理的负担。 

综上所述，G. oxydans DSM 2003 中葡萄糖脱氢酶极强的耐受能力和该菌对醛类抑

制物的快速转化能力使得该菌在含高浓度抑制物的水解液中保持良好发酵性能；该菌具

备将木质纤维素来源的各种单糖氧化为糖酸的能力，可对玉米秸秆水解液进行全糖转化。 

关键词：木质纤维素；氧化葡萄糖酸杆菌；抑制物；糖酸；全糖转化 
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Study of the Inhibitor Tolerance and Complete Sugars Conversion of 

Gluconobacter oxydans DSM 2003 

Abstract 

There are two major barriers on the bioconversion of lignocellulose-derived sugars to the 

target products. Firstly, various inhibitors (aldehyde and organic acid compounds) produced in 

pretreatment process significantly inhibit the cell growth and fermentation efficiency. Secondly, 

Hemicellulose-derived sugars usually could not be effectively used by fermenting 

microorganisms. In this thesis, Gluconobacter oxydans DSM 2003 was found to be tolerant to 

the inhibitors and capable of converting all the lignocellulose-derived sugars to the target 

products effectively. Then the two excellent characteristics of G oxydans DSM 2003 were 

investigated in detail. 

In the first part of the thesis, the tolerance of G. oxydans DSM 2003 to inhibitors as well 

as the tolerance mechanism were investigated. G. oxydans DSM 2003 showed excellent 

gluconic acid fermentation performance under the stress of inhibitors. According to the whole 

cell catalysis experiment, the gluconic acid production rate could not be effected by any of the 

inhibitors, which was due to the high inhibitors tolerance of the key enzyme (glucose 

dehydrogenase). G. oxydans DSM 2003 also showed strong adaptive ability in high inhibitor 

content corn stover hydrolysate, because of its quick conversion ability of aldehyde inhibitors. 

Meanwhile, during the conversion of aldehyde inhibitors, many genes encoding 

oxidordeuctases potentially responsible to inhibitor conversion were significantly up-regulated. 

These genes will serve as an important gene device library for inhibitor tolerance engineering 

of robust strains. Understanding the mechanisms of high tolerance of G. oxydans DSM 2003 

could pave the ways to the further modification on biodetoxification and biorefining 

fermentation strains. 

In the scond part of the thesis, G. oxydans DSM 2003 was found capable of oxidating all 

kinds of lignocellulose-derived sugars to the corresponding acids. These sugar acids can be 

used as cement retarder additives, becasue they have hydroxy-carboxylate group. We found the 

mixed sugars in corn stover hydrolysate could completely converted to a mixture of acids, 

which can be used as cement retarder additives without separation. This not only makes full use 

of the sugars from lignocellulose, but also effectively decreases the residual sugars in waste 

water which would further reduce the treatment cost. 

In conclusion, the quick conversion ability of aldehyde inhibitors and the high tolerance 

javascript:void(0);
javascript:void(0);
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of the glucose dehydrogenase to the inhibitors lead to the excellent gluconic acid fermentation 

performance of G. oxydans DSM 2003 in the freshly pretreated corn stover hydrolysate. 

Complete sugar conversion in corn stover hydrolysate was realized by this strain. 

Key words: lignocellulose; Gluconobacter oxydans DSM 2003; inhibitor; sugar acids; 

complete sugar conversion 
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第 1 章  文献综述 

随着人类社会的发展和人口的增长，粮食和能源需求激增，给我们带来前所未有的

压力。加上不可再生的化石能源储量有限，更加使得能源短缺和能源安全问题变得日益

严重。由化石能源使用导致的环境污染和温室效应也严重影响人类生存。在这样一个严

峻的形势下，以储量丰富、且可再生的生物质为原料进行燃料和化学品生产，即生物炼

制技术得到了广泛的关注。本章围绕生物炼制过程的各个环节进行综述。 

1.1  木质纤维素生物质 

木质纤维素是目前世界上储存量最为巨大的可再生资源，可以经过一系列的生物炼

制过程被转化为糖类，然后经过微生物发酵或者酶催化进一步生成生物燃料或者其他生

物制品。这不仅缓解了目前全球性的粮食危机和能源危机，也对全球变暖、环境污染等

问题有积极的作用[1, 2]。由此木质纤维素被认为是一种极具潜质的可持续性资源。下面

具体介绍木质纤维素的来源和成分。 

木质纤维素来源广泛，主要包括林业木本原料、农业废弃物、草本、市政固体废弃

物等等[3]。林业木本类原料包括松柏、裸子植物等软木和柳树、山杨、白杨、橡树等硬

木。农业废弃物主要包括玉米秸秆、小麦秸秆、大米秸秆和甘蔗渣等[4]。其中，玉米秸

秆在中国占到所有木质纤维素总量的 40%以上。林业木本原料与农业废弃物相比木质素

含量较高且灰分极少[5]，但是农业废弃物的半纤维比木本植物高出了 25%到 35%[3]。草

本牧草主要包括多年生的柳枝稷和快速生长的芒草竹。市政固体废弃物包括废纸、日常

生活垃圾、以及纸浆等[6]。此外海洋藻类也可以被当做生物炼制的生产原料[7]。 

如图 1.1 所示，木质纤维素主要由纤维素、木质素、半纤维素三种物质构成[8]。纤

维素与半纤维素是木质纤维素的主要成分，二者相互缠绕并被木质素包裹，三者通过共

价键和氢键紧密链接，从而形成强韧的、顽抗性的结构[9, 10]。纤维素由葡萄糖分子组成
[8]。半纤维素则是由 D-葡萄糖、D-半乳糖、D-甘露糖等己糖，D-木糖、L-阿拉伯糖等戊

糖，以及 D-葡萄糖酸、D-半乳糖酸、甲基半乳糖酸等糖醛酸组成。其中木糖是主要成分
[11]。木质素是由芳香族化合物组成的坚硬的聚合物，由三种酚类单体组成，分别是羟苯

基类、愈创木酚基类、丁香基类[12]。这三类物质的分类依据是苯环上的官能团[11]。如表

1.1 所示，不同来源的木质纤维素中纤维素，木质素，半纤维素含量有较大的差异[13]。 
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图 1.1  木质纤维素的结构示意图[8] 

Fig. 1.1  Schematic structure of lignocellulose 

 

表 1.1  不同来源木质纤维素组分[13] 

Table 1.1  Compositions of different lignoclluloses sources 
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1.2  生物炼制 

生物炼制是一种结合木质纤维素生物质转化过程和设备工艺，由木质纤维素生物质

生产燃料和化学品的过程。该技术类似于石油炼制是从原油生产各种燃料和石油产品。

生物炼制目前已经发展了三代[1]。第一代以粮食性生物质为原料进行产品生产，技术发

展成熟；第二代是以来源于农林业废弃物等木质纤维素为原料进行产品生产。第三代生

物炼制以微藻为原料。第二代生物炼制由于不使用粮食作为底物，因此能够缓解粮食危

机，同时还能减少农林业废弃物燃烧造成的环境污染。以木质纤维素为原料的生物化学

途径的生物炼制主要可以分为以下相继的四个步骤：第一，预处理，该步骤通过破坏木

质纤维素顽抗性结构使得半纤维素和纤维素释放出来，使其更易于被酶解为单糖。第二，

糖化，该步骤通过纤维素酶将纤维素降解为葡萄糖。第三，发酵，该步骤将前两步产生

的糖通过微生物发酵生产生物燃料或者化学品。第四，分离纯化产品[10]。 

 

图 1.2  木质纤维素预处理原理图示[14] 

Fig. 1.2  Schematic representation of lignocellulosic pretreatment 

预处理是整个生物炼制中的第一步，也是最核心的一步，更是成本最高的一步，其

原理如图 1.2 所示[14]。预处理影响着生物炼制过程中包括木质纤维素原料选择、物料粒

径降低、糖化、发酵、产品回收、发酵残渣回收、副产品生成在内的多个主要方面[15]。

预处理方法有物理化学法（气爆、微波辐射、高压处理、水热预处理），化学法（酸预处

理、碱预处理、离子液体预处理），生物法（微生物预处理、酶解辅助预处理）[16, 11]。化

学法是所有方法中得率最高、成本最低的方法[17]。化学预处理中的稀酸预处理由于能够

使得 80%-90%半纤维素转化为单糖（L-阿拉伯糖、D-半乳糖、D-木糖、D-甘露糖）[18]和

可溶性寡糖[19, 20]，使得少量的木质素溶解并降解，而使纤维素更易被酶水解[20]，因此得

到了美国国家可再生能源实验室（NREL）的青睐[21]。Zhang 等在稀酸预处理的基础上

将固液比从常规预处理中的 1:6-1:10[22]提高到 2:1[23]，并创新使用螺带式浆搅拌混合预
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处理过程中大量的固体物料、少量稀酸溶液以及过热蒸汽[24]，从而形成了独特的干式稀

酸预处理技术。这一技术（1）使得预处理过程中的蒸汽消耗明显降低；（2）不产生含酸

的废水；（3）产生的高固含量物料使得后续高固含量发酵成为可能。 

糖化过程将经预处理的木质纤维素降解为可以用来发酵的糖，这一过程被认为是生

物炼制过程的技术和经济瓶颈[25]。目前水解的方法包括化学法和生物法。生物水解法条

件温和，可避免单糖进一步降解，且较化学法得率更高。但极大的成本和酶加量也是该

技术要面对的问题[26]。半纤维素经稀酸预处理可降解为单糖和可溶寡糖。纤维素降解为

葡萄糖是在三种纤维素酶，即内切-1-4-β-葡聚糖酶或称羧基甲基纤维素酶（EC 3.2.1.4），

外切葡聚糖酶或称者纤维二糖水解酶（EC 3.2.1.91），β-葡糖苷酶（EC 3.2.1.21）协同作

用下进行的[27, 28]。另外近年发现的一些可溶性单加氧酶（LPMOs）也会通过氧化机制随

机切断纤维素链，促进纤维素的降解。某些 LPMOS 已被加入商品纤维素酶中[29]。除了

高效的纤维素酶，反应器设计对生物法进行的糖化也尤为重要。Zhang 等在进行高固含

量糖化时，采用螺带式搅拌桨能极好的实现物料与酶的混合，达到提高酶解效率的目的
[30]。 

1.3  木质纤维素来源的抑制物和抑制机理 

预处理过程往往需要极为剧烈的条件才能打破木质纤维素的顽抗性结构。但是剧烈

的条件会将木质素降解，将由纤维素水解产生的葡萄糖，半纤维素水解产生木糖、阿拉

伯糖、半乳糖、甘露糖和一些糖醛酸进一步的转化，从而形成酚类、呋喃类、弱酸类三

大类抑制物[31]。这些物质会抑制糖化效率，影响后续微生物发酵，对整个生物炼制的转

化率产生抑制。下面逐一对每种抑制物的来源和抑制机理进行阐述。 

1.3.1  呋喃类 

呋喃类化合物主要包括糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）以及二者对应的酸和醇。糠醛

来源于木糖、阿拉伯糖等五碳糖，5-羟甲基糠醛来源于半乳糖、甘露糖、葡萄糖等六碳

糖[32, 33]。糠醛的毒性往往高于 5-羟甲基糠醛，且更易于挥发。 

呋喃类物质可从各方面影响发酵菌体。糠醛对菌体的影响中最为显著的外在特征在

于会使得菌体的延滞期增长，从而影响发酵效率[34]。在体外糠醛可以将双链 DNA 转变

为单链 DNA，这样的转变在含有三个以上腺嘌呤和胸腺嘧啶的位点更为突出[36]。糠醛

在低浓度时，可以通过片段删除降低质粒的尺寸；在高浓度糠醛存在时，会通过复制插

入等方式增加质粒的尺寸[37]。糠醛还可以引起酿酒酵母胞内活性氧的积累，从而破坏线

粒体和液泡膜、肌动蛋白细胞骨架以及染色体[38]。Miller 等发现糠醛会引起硫同化受阻
[39]从而阻碍细胞生长。糠醛和 HMF 还会极大的抑制中心碳代谢中丙酮酸脱氢酶以及与

乙醇生产相关的醇脱氢酶、醛脱氢酶的酶活，从而最终影响乙醇的产量[40]。糠酸和糠醇

都会引起 E. coli 细胞膜的损伤，但糠醛并没有这种影响[41]。此外，菌体对糠醛的转化虽

然有利于菌体降低糠醛毒性，但也会产生负面影响。厌氧条件下酿酒酵母在延滞期将糠

醛还原为毒性较低的糠醇，这一过程消耗 NAD(P)H 产生 NAD(P)+。这会跟与菌体生长
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相关的甘油醇的合成过程竞争 NADH 从而导致菌体合成大幅降低。在好氧的条件下，

糠醛浓度较高时，酿酒酵母会将一部分糠醛还原，一部分氧化。这一过程使细胞由有氧

呼吸转变为有氧和发酵混合呼吸，最终影响菌体的生长[35]。 

 

图 1.3  木质纤维素结构及其衍生抑制物示意图[31] 

Fig. 1.3  Schematic representation of lignocellulosic composition and the derived inhibitor compounds. 

1.3.2  酚类 

酚类化化合物来源于木质素的分解，包括 4-羟基苯甲醛、对羟基苯乙酮、香草酮、

丁香醛、乙酰丁香酮、4-羟基苯甲酸、香草醛、香草酸、丁香酸、苯酚、儿茶酚、氢醌

等等[42]。不同来源的木质纤维素其甲基化程度以及其与半纤维素和纤维素的连接方式不

同，因此水解液中酚类抑制物的含量和种类取决于木质纤维素的来源[43]。  

酚类抑制物通常被认为会破坏细胞膜的完整性，从而影响细胞膜作为选择性屏障的

作用。Klinke 等发现，在酿酒酵母中，对于包括醛酮酸在内的一系列酚类化合物，其疏

水性与其对乙醇产率的抑制直接相关[45]。Zaldivar 等发现芳香酸可以导致 E. coli 细胞膜

的渗漏，芳香醛并没有这样的作用[44, 41]。研究表明，酚类抑制物还会破坏 E. coli 细胞

膜上的钾离子梯度并影响细胞膜的稳定性[46]，阻碍基因的转录和翻译[47]，导致胞内活性

氧的积累并致使酿酒酵母线粒体碎片化[48]。 

值得注意的是无论是呋喃类还是酚类化合物都包括毒性极强的醛类抑制物。醛类抑

制物往往会使核酸变性，蛋白质交联[49]。此外醛类物质转化也与胞内重要的辅因子

NAD(P)H 相关，因此也会间接的对包内代谢产生影响，最终影响生长和产品生产。 

1.3.3  弱酸类抑制物 

甲酸、乙酸、乙酰丙酸是常见的来源于木质纤维素的弱酸。其中甲酸和乙酰丙酸来

源于 5-羟甲基糠醛的降解，乙酸来源于半纤维素的去乙酰化作用。在酸性高温的条件下
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糠醛也可以进一步降解为甲酸[50]。通常三者的抑制作用是甲酸>乙酰丙酸>乙酸，原因是

甲酸的分子量更小，且乙酸的疏水性更强，从而导致二者相较乙酸更易于透过细胞膜[49]。 

弱酸类抑制物产生抑制的原因主要来自于质子解耦联和离子积累两个方面。质子解

耦联是指未解离的弱酸在通过细胞膜后，由于胞内高的 pH 而在胞内解离产生阴离子和

质子。为了维持胞内正常的质子水平，细胞消耗 ATP 将质子转运出细胞。最终导致细胞

能量损失而不能进行正常的生物合成影响菌体生长[51]。阴离子的积累会导致细胞内渗透

压的增加，最终影响多种生物大分子的活性[52]。 

Cherrington 等发现甲酸会对各种生物大分子，尤其是 DNA、谷氨酸、天冬氨酸的

合成产生负面影响[53]，其中谷氨酸和天冬氨酸是多种氨基酸合成的前体物质。Guo 等发

现有机酸还会使得酵母细胞处于氧化胁迫之中[54]。 

上述三种抑制物不仅单独作用会产生抑制现象，不同种抑制物协同作用时产生的抑

制现象更为明显。当呋喃类抑制与酚类抑制物共同作用时[41]，乙酸、糠醛以及酚类化合

物协同作用时均要强于单独作用产生的抑制[55]。 

1.4  抑制物的脱除 

如前所述，各种抑制物会从糖化、发酵中的方方面面影响从木质纤维素到产品的转

化，所以克服抑制物及其产生的抑制作用势在必行。目前一般从三个方面考虑这个问题
[56]：第一，尽量降低预处理过程中形成的抑制物的量；第二，发酵前或发酵期间对经预

处理的物料进行脱除抑制物处理；第三，对发酵菌株进行抑制物抗逆性驯化或者抑制物

耐受性基因工程改造从而提高发酵菌株的抑制物耐受性。 

首先随着木质纤维素来源以及预处理方法条件的不同抑制物的含量会有所不同[57]。

Zhang 等发现干式稀酸预处理法物料中的抑制物会随着酸用量加大、温度升高、预处理

时间延长而升高[24]，所以在预处理的过程中需要选择合适的条件既能破坏木质纤维素结

构，又能避免过多的抑制物生成。 

对预处理物料进行抑制物脱除也是克服抑制物的重要策略。目前研究的脱毒方法主

要包括物理法、化学法以及生物法三个方面，也有人将这几个方法结合使用。物理法中

常见的方法是蒸发、加热、水洗。化学法中常见的有液固交换法（沉淀法、活性炭吸附、

离子交换、硅藻土吸附），液液交换法（乙酸乙酯交换、超临界流体交换、三烷基胺交换）

和化学试剂添加法（碱中和、还原剂添加）[58]。蒸发法仅适用于脱除较易挥发的抑制物，

例如乙酸、糠醛、香草醛等等[59]。水洗法直接有效但是会产生大量的废水。化学交换法

的成本较低，但是会增加后续分离的难度。水洗和化学交换都会产生可用于发酵的糖的

损失。生物脱毒因条件温和、抑制物降解彻底、成本低等优点受到关注。生物脱毒包括

酶法脱毒和微生物脱毒。 

酶法脱毒的本质即将具有抑制物降解功能的微生物中负责抑制物降解的酶提取出

来进行预处理物料的脱毒。目前研究的比较多的是白腐真菌中的漆酶和过氧化物酶。

Jonsson 等用 Trametes versicolor 分泌的漆酶和过氧化物酶分别处理未脱毒物料，两种酶
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都可以改善产品发酵效率，其中漆酶具有移除酚类化合物的作用[60]。Saravanakumar 等

将来自 Trametes versicolor 的漆酶进行固定使得该酶具有了更好的 pH 和热稳定性，并且

能很好的降解呋喃类和酚类抑制物[61]。此外 Cyathusc stercoreus 也被用来进行漆酶生产。

与其他的生物脱毒方法相比，漆酶脱毒具有底物特异性较高、脱毒效率高等优点，但是

成本较为昂贵。 

微生物脱毒是指利用细菌或者真菌将抑制物转变为低毒化合物或者彻底降解的过

程。目前已经发现了大量的脱毒微生物，但是其中一部分脱毒微生物是通过在合成培养

基中加入抑制物进行筛选和研究的。当将其应用于抑制物成分复杂的真实木质纤维素物

料中，这些微生物往的脱毒效力会大大降低。另一部分脱毒微生物是通过在真实的、含

有大量抑制物的水解液中进行筛选和研究的，这些脱毒微生物往往在实体木质纤维素物

料中也表现出很好的脱毒性能。另外各个研究对脱毒时间点的选择也不尽相同，主要分

为在酶水解前脱毒，在酶水解后的水解液中脱毒，在发酵时同步脱毒。 

据报道，Ureibacillus thermosphaericus 可以将废木水解液中的糠醛、5-羟甲基糠醛、

酚类化合物有效的降解，并且仅消耗 5%的可用于发酵的糖。Coniochaeta ligniaria C8 可

以将多种不同来源的木质纤维素预处理液中的各种的抑制物比较彻底的降解。

Aspergillus nidulans FLZ10 可以降解呋喃类、弱酸类抑制物，而且不利用发酵用糖，因

此该报道将脱毒与同步糖化发酵一起进行。Schneider 等利用突变的酿酒酵母选择性的

除去了硬木水解液中的乙酸。Trichoderma reesei 被发现可以高效的降解云杉木水解液和

柳树水解液中的各种抑制物，但是会消耗 35%的发酵用糖[62]。 

从以上的报道来看，除了较好的抑制物降解能力，减少发酵用糖的消耗也是选择脱

毒菌株和脱毒条件必须考虑的内容。Zhang 等筛选得到能够降解各种抑制物的

Amorphotheca resinae ZN1，该菌可直接用于脱除经过稀酸预处理的固体物料中的抑制物。

同时由于该菌株不具备降解纤维素的能力，因此在脱毒过程中仅利用抑制物和在预处理

过程中产生的少量单糖进行生长。此外相比糖类碳源，该菌株优先利用抑制物进行生长，

因此通过适当的控制脱毒时间可以减少其对可用于发酵的糖类的消耗[63]。 

1.5  发酵菌株抑制物抗逆性能提升策略 

引入专门的脱毒微生物进行预处理物料中抑制物的脱除固然有很多的优点，但是也

会产生很多弊端，如产生额外的脱毒时间、消耗可用于发酵的单糖或者引入其他潜在的

危害。例如 Zhang 等利用 Amorphotheca resinae ZN1 脱除抑制物时[63]，要使抑制物脱除

彻底需要延长脱毒时间，这会导致木糖损失。反之若要减少木糖损失就要缩短脱毒时间，

从而导致了抑制物脱除不彻底。如果能够提高发酵菌株自身的抑制物耐受能力就可以省

去专门的脱毒步骤或者降低对脱毒步骤的严格要求。因此发酵菌株具有较强的抑制物耐

受能力意味着可以节省脱毒步骤所需消耗的时间，以及减少脱毒步骤中脱毒菌株对可发

酵糖的消耗。常用的提高发酵菌株抑制物耐受性能的方法包括驯化和基因工程改造。 
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1.5.1  抑制物耐受性驯化 

驯化是一种非常简单实用的提高发酵菌株抑制物耐受性的方法。发酵菌株抑制物耐

受性驯化就是让微生物在含有抑制物的环境中进行生长，以逐步增强其抑制物耐受能力，

最终通过随机突变以及抑制物环境筛选来得到基因组上的相关基因发生了改变的、遗传

性状稳定的抑制物抗逆性发酵菌株。Shui 等通过将 Zymomonas mobilis 在糠醛和乙酸浓

度逐渐提高的合成培养基中驯化，使该菌获得了极强的抑制物耐受性。通过对该驯化菌

株进行随意扩增多态 DNA 分析发现了多个基因组上的突变位点[64]。Daniel 等通过将

Saccharomyces cerevisiae 在含有乙酸和不含乙酸的合成培养基上间或转接，并不断提高

培养基中乙酸浓度，最终得到了稳定的、发生了基因组突变的乙酸抗逆菌株[65]。另外由

于木质纤维素水解液中抑制物成分复杂，通过在未经脱毒的木质纤维素水解液中进行驯

化的方式可以同时提升发酵菌株对多种抑制物的耐受性，甚至是改善发酵菌株对整个水

解液体系的适应能力。例如 Qureshi 等通过将 S. cerevisiae DQ1 在固含量为 15%（w/w）

的经过干式稀酸预处理的未经脱毒的玉米秸秆水解液中进行驯化，使得该菌株在 30%

（w/w）固含量水解液中获得了远高于原始菌株的生长和发酵性能[66]。该文作者认为由

于不同的物料和预处理方式会产生不同的抑制物，因此从一种来源的木质纤维素水解液

中驯化得来的抗逆性菌株未必能在另一种来源的木质纤维素水解液中表现出很好的抗

逆性[66]。 

1.5.2  抑制物抗逆性菌株基因工程改造 

通过基因工程改造定向提高菌株抑制物抗逆性时，靶基因的选择往往跟某种耐受机

理相关。目前抗逆性菌株对呋喃类、酚类、弱酸类抑制物的耐受机理以及相应的分子改

造都有一定的进展。 

（1）呋喃醛和酚醛转化相关的基因工程改造 

由于呋喃类和酚类抑制物中毒性最强的抑制物均是其对应的醛类抑制物，所以这两

类抑制物耐受菌株的抗逆性研究主要集中在提高发酵菌株的醛类抑制物转化能力上，即

将醛类抑制物转化为对应的低毒的酸或醇的能力。通常的做法是将具有转化能力的酶的

编码基因在发酵菌株中进行过表达。常见的将醛类转化为醇的酶包括依赖 NAD(P)H 的

醇脱氢酶、醛还原酶、醛酮还原酶以及作用于 C-OH 的氧化还原酶等；将醛类氧化为相

应的酸的酶包括依赖 NAD(P)的醛脱氢酶和以氧气为电子受体的醛氧化酶等。此外漆酶

和过氧化物酶也被用于酚类化合物的氧化降解。 

一些氧化还原酶对呋喃醛和酚醛的转化均有作用，例如来源于酿酒酵母的醇脱氢酶

ADH6 可以将 HMF 和香草醛还原为相应的醇[67, 68]，醇脱氢酶 ADH7 则可以将糠醛和香

草醛还原为相应的醇[69]。醛脱氢酶 ALD6 可以将呋喃醛类抑制物转化为呋喃酸[70]，也可

以通过提供还原力加快酿酒酵母对香草醛的转化，尽管该酶不能直接催化香草醛氧化[68]。

过表达这些基因可以提高发酵菌株对相应抑制物的耐受能力。由于酚类化合物会抑制基

因转录和翻译，因此相较于呋喃类抑制物应格外注意选择有较强酚类抑制物耐受能力的

启动子[68]。否则过表达的基因难以有效的转录、表达，并起到增强抑制物转化的作用。
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醛类抑制物的转化常常伴随着细胞内还原力的消耗或者生成。通常在厌氧发酵中，醛类

被微生物还原为醇，消耗 NAD(P)H，使得胞内还原力不足，从而影响菌体的其他代谢以

致菌体生长受阻。所以提高发酵菌株抑制物转化能力时也要考虑胞内的 NAD(P)H 的平

衡。例如 Dong 等在 Zymomonas mobilis 中过表达异源的来自酿酒酵母的甲酸脱氢酶，在

降解甲酸的同时产生 NADH 也可以为将呋喃醛还原为呋喃醇补给还原力[71]。Wang 等将

负责催化呋喃醛还原为呋喃醇的醇脱氢酶和负责在胞内进行 NADH 和 NAD(P)H 相互转

化的转氢酶基因（udhA）在 Zymomonas mobilis 中进行过表达，实现了抑制物降解的同

时，胞内用于生长的 NADPH 也能维持在较高的水平[72]，从而提高了该菌的糠醛耐受能

力。即便是仅仅过表达能够提供还原力的酶也会提高发酵菌株醛类抑制物的抗逆性，例

如过表达 PPP 途径中的第一个酶 zwf1 会提高胞内 NADPH 的量，从而增强菌株的抑制

物耐受能力[73]。Miller 等发现过表达某些起醛类转化作用的酶虽然会提高菌株的抑制物

降解能力，但是反而最终降低了菌株的抑制物耐受能力。原因是这些酶对 NADPH 具有

很低的 Km 值，使得醛类的转化消耗了过多用于生长的 NADPH。所以将这些基因进行

缺失突变反而会提高菌株对醛类抑制物的耐受能力[74]。值得庆幸的是在抑制物胁迫下，

这些基因在原始菌株中也是下调表达的，这就为这些需要沉默表达的基因提供了筛选方

法。Wang 等综合考虑了以上因素，在大肠杆菌中过表达了依赖 NADH 的乳醛还原酶

（fucO）和功能不明的氧化还原酶(upcA)的编码基因，缺失突变了依赖 NADPH 的醇脱

氢酶（yqhD）的编码基因，并整合到基因组中形成了重组菌株 XW129 (LY180 ΔyqhD 

ackA::PyadC′fucO-ucpA)，该重组菌在甘蔗渣半纤维素水解液中显示出明显改善的生长

特性及糠醛降解能力[75]。 

（2）其他呋喃类、酚类抑制物耐受机理及基因工程改造 

除了转化外还存在一些其他的耐受机理以及相应的分子改造。Wang 等发现酿酒酵

母体内的脯氨酸具有清除胞内活性氧的作用，肌醇会影响脂质组成和细胞膜完整性，弥

补抑制物造成的细胞膜变化，将这两种物质的编码基因分别过表达会同时增强

Saccharomyces cerevisiae 对呋喃类、酚类、弱酸类抑制物的耐受性[76]。Ryan 等发现聚胺

（胍丁胺、脯胺、尸胺）能够与胞内带负电荷的物质（核酸等）结合并保护其不受呋喃

类抑制物的损伤。将聚胺转运体进行过表达会提高 E. coli 的糠醛耐受能力[77]。将 RNA

结合蛋白的编码基因 lsm6 在酿酒酵母中过表达也会提高该菌对糠醛、乙酸和硫酸阴离

子的耐受能力。Luhe 等发现将 E. coli 中外排泵 AcrAB-TolC 的阻遏基因进行缺失突变可

以提高其糠醛和 5-羟甲基糠醛耐受能力[78]。Glebes 等发现将分子伴侣 GroESL 的编码基

因进行过表达可以提高 E. coli 的糠醛耐受性，原因是该蛋白能够稳定糠醛胁迫下易发生

变化的蛋白 [79]。 

（3）弱酸抑制物耐受性机理及基因工程改造 

乙酸是木质纤维素水解液中含量最高的弱酸类抑制物，也是研究的比较广范的抑制

物。乙酸抗逆性的机理主要有三种：降解；通过其他代谢降低乙酸产生的毒性；阻止乙

酸进入细胞内。 
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降解主要是指将乙酸通过 TCA 循环彻底代谢。Fukaya 等发现柠檬酸合成酶，琥珀

酰-CoA 乙酰-CoA 转移酶，TCA 循环酶合成调控子这三个蛋白的编码基因组成的基因簇

与 A. aceti 108 乙酸的耐受性的关系紧密[80]。另外乌头酸酶和 TCA 循环上的其他酶在乙

酸胁迫下表达均上调，将乌头酸酶在 A. aceti 中进行过表达会明显提高该菌的乙酸耐受

性[81]。 

降低胞内乙酸产生的毒性主要是通过降低细胞酸化，即消除胞内多余的质子进行的。

Booth 等发现 K+ /H+逆向运输蛋白、Na+/H+逆向运输蛋白都可以将质子运出胞内[82]。谷

氨酸盐脱羧消耗质子，脱氨中和质子都能起到降低胞内质子数量的作用[83]。 

通过转运体泵出胞内乙酸也是乙酸的重要耐受机制。Nakano 等发现在 A. aceti 中过

表达假定的 ABC 转运体可以提高菌株乙酸耐受能力[84]。在有些醋酸菌如 A. pasteurianus

中这类转运的能量是由质子动势而非 ATP 产生的，此时膜上依赖 PQQ 的醇脱氢酶能够

提供这种质子动势为转运提供能量。 

细胞膜修饰以及在外膜形成多糖或者保护壳都会阻止乙酸进入细胞内部。Hanada 等

发现细胞膜上的磷脂酰胆碱能够降低乙酸细胞向内部扩散[85]。Yuk 等发现经驯化的 E. 

coli O157:H7 中软脂肪酸（C16:0）的量大大增加，但是环丙烷基脂肪酸 C19:0 cyc 减少
[86]。Deeraksa 等发现 A. pasteurianus 通过在细胞外形成多糖保护壳，提高了其对乙酸的

耐受[87]。 

1.6  葡萄糖酸概述 

1.6.1  葡萄糖酸的性质和用途 

葡萄糖酸隶属醛糖酸，是一种易溶于水、不容于非极性溶液、不挥发、没有气味、

没有腐蚀性、无毒无害、温和的有机酸[88]。葡萄糖酸在植物、水果、大米、蜂蜜、葡萄、

苹果、大肉、酒醋等食物中广泛的存在，并与其它的有机酸一样参与了许多的机体代谢
[88]。 

葡萄糖酸具有广泛的用途，可被用于食品、制药、卫生、建筑等行业[89]。在食品行

业，葡萄糖酸所谓食品添加剂具有凝固、蓬松、助色、防腐、保鲜等作用[89]。在制药行

业，葡萄糖酸镁、钙、铁被用来进行相应的矿物补充。卫生领域中，葡萄糖酸卓越的螯

合二价铁和三价铁的能力，使其被用来进行地表水中有害含氯物质的移除[90]。在建筑领

域，葡萄糖酸由于其携带的羟基羧基基团可以被作为水泥添加剂来延缓水泥的凝固[91]，

也可以增强水泥在极端环境的抵抗力和稳定性。 

由于与食品、制药行业相比水泥缓凝剂对葡萄糖酸卫生等级要求更低，使利用农林

业废弃物替代淀粉和蔗糖生产葡萄糖酸成为可能[92]。另外由于基础设施建设日益加速，

水泥需求量逐年增加，至 2012 年水泥年产量已达 21 亿吨，葡萄糖酸钠作为水泥缓凝剂

的需求量也在 250 万到 500 万吨[93]，所以很有商业价值。 

葡萄糖酸是一种羟基羧酸类缓凝剂，其缓凝原理在于其羟基（-OH）能够在水化过

程中与 3CaO·SiO2 水化表面形成的富 SiO2 层中 O2
-形成氢键，或与水结合，从而在
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3CaO·SiO2 与水中间形成了稳定的保护层，阻碍其水化。而葡萄糖酸中的羧基可以与 Ca2

＋形成比较稳定的络合物，这样就使得 Ga(OH)2 的溶解度大大增加，推迟了其达到饱和

浓度及析出结晶的时间，即延缓了水泥的凝固[94]。此外 Nalet 等发现水泥缓凝剂分子末

端集团对缓凝效力的影响极大，为硫酸≈羧基<磷酸基和羟基<羟基羧酸[95]。可见羟基羧

酸集团在水泥缓凝中起到了决定性的作用。 

1.6.2  葡萄糖酸生产 

葡萄糖酸可由化学或者生物法将𝛽-D-葡萄 C1 上的醛基氧化为相应的羧基制得。化

学法昂贵的催化剂及催化剂钝化以及一些浸出问题使得该方法有较大的局限[89]。利用生

物技术方法以葡萄糖为底物生产葡萄糖酸，包括传统的微生物液体深层发酵以及极具潜

力的固定细胞发酵[96]和酶催化[97]。丝状真菌和醋酸菌被用于葡萄糖酸的生产发酵。 

（1）黑曲霉生产葡萄糖酸 

用于葡萄糖酸生产的丝状真菌中，黑曲霉 Aspergillus niger 已经被用于以淀粉和蔗

糖为原料的葡萄糖酸商业化生产。也被用于以甘蔗渣，糖蜜，甜菜糖蜜，废纸浆，玉米

秸秆水解液等农林业废弃物为底物，替代淀粉蔗糖等粮食性原料生产葡萄糖酸，并取得

很高的得率[98]。 

A. niger 合成葡萄糖酸是通过葡萄糖氧化酶进行的，该酶为存在于细胞壁上的含有

两个FAD辅基的糖蛋白，能在氧气参与下将葡萄糖氧化产生葡萄糖内脂和过氧化氢[99]；

葡萄糖内脂自发或者酶解为葡萄糖酸，过氧化氢被过氧化氢酶降解。葡萄糖氧化酶已经

被用于葡萄糖定量检测生物传感器[100]，纤维素漂白[101]，过氧化氢制备等领域[102]。 

（2）氧化葡萄糖酸杆菌生产葡萄糖酸 

氧化葡萄糖酸杆菌是醋酸菌中比较合适的葡萄糖酸生产发酵菌株。氧化葡萄糖酸杆

菌具有大量的膜结合的脱氢酶，使其能够将葡萄糖和其他醛糖快速氧化，为自身生长提

供能量，并降低 pH 制造适合自己生长的环境。这也是该菌能够在混合培养基中具有很

好的生长性能的原因。氧化葡萄糖酸杆菌的这一特性已经使其被制成生物传感器，用于

检测木质纤维水解液中的混合糖含量[103]。氧化葡萄糖酸杆菌中将葡萄糖氧化为葡萄糖

酸的酶有两个，一个是膜结合依赖 PQQ 的葡萄糖脱氢酶（mGDH）。一个是存在于细胞

内依赖 NADP
＋可溶性的葡萄糖脱氢酶（sGDH）。在氧化葡萄糖酸杆菌中，将葡萄糖氧

化产生葡萄糖酸，主要是在生长的第一个阶段由膜结合的葡萄糖脱氢酶催化的。如

Gluconobacter oxydans 621H 在葡萄糖培养基中，生长分为两个阶段。在生长阶段 I，90%

的葡萄糖在细胞周质中直接被氧化为葡萄糖酸。而对于剩下的被细胞吸收葡萄糖而言，

9%被磷酸化为 6-磷酸葡萄糖，91%被胞内的葡萄糖脱氢酶氧化为葡萄糖酸。胞外的葡萄

糖酸也可以部分的被转运至细胞内。对于胞内的葡萄糖酸 70%被氧化为 5-KGA，30%被

磷酸化为 6-磷酸葡萄糖酸。在生长阶段 II，87%的葡萄糖酸在细胞周质中被直接氧化为

2-KGA，13%可被转运进入细胞内，然后完全转化为 6-磷酸葡萄糖酸[104]。可见葡萄糖酸

的生成在第一阶段就已经完成。 

mGDH 将 D-葡萄糖氧化为葡萄糖内脂，并在辅酶 PQQ 的帮助下将由葡萄糖得到的
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电子传递至呼吸链的末端氧化酶，最终为能量生成提供质子梯度。葡萄糖内脂则自发或

者被酶解为葡萄糖酸[105, 106]。在 Gluconobacter oxydans 中，该酶还具有氧化 D-木糖、L-

阿拉伯糖、D-半乳糖、D-甘露糖的活性[107]，也意味着该菌可以将木质纤维素水解液中

几乎所有的单糖全部利用。氧化葡萄糖酸杆菌细胞膜上还存在山梨醇脱氢酶可以将葡萄

糖酸进一步氧化为 5-d-酮基-葡萄糖酸，存在葡萄糖酸-2-脱氢酶可以将葡萄糖酸进一步

氧化为 2-d-酮基-葡萄糖酸[108]。 

 
图 1.4  Gluconobacter oxydans 中 mGDH 耦合呼吸链催化葡萄糖酸合成原理[109, 107] 

Fig.1.4  The mechanism of D-gluconic acid production catalyzed by mGDH coupling with respiratory 

chain in G. oxydans DSM 2003 

1.7  论文主要研究内容 

本文研究了木质纤维来源抑制物对 G. oxydans DSM 2003 生长和葡萄糖酸发酵的影

响。发现在抑制物胁迫下该菌有两个突出的抑制物耐受特点，一个是生长延滞期极短，

另一个是葡萄糖酸生成发酵性能好。针对这两个特点本文分别进行了机理上的探索。通

过抑制物降解实验和 DNA 芯片技术解释了延滞期的问题并找出了大量与抑制物转化相

关的基因；通过抑制物胁迫下进行全细胞催化和葡萄糖酸合成关键酶活性检测以及产酸

相关基因转录水平分析找出该菌葡萄糖酸发酵性能好的原因。随后为了进一步提高 G. 

oxydans DSM 2003 对各种抑制物的耐受性，对其在含有高浓度抑制物的玉米秸秆水解液

中进行了长期驯化。本文还考察了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源的各种已知

单糖的利用情况，实现了玉米秸秆水解液的全糖转化。主要内容包括以下几个方面： 

（1）探究 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源抑制物耐受性及耐受机制； 

（2）利用 DNA 芯片技术挖掘 G. oxydans DSM 2003 中负责醛类抑制物转化的关键

酶，以期从分子水平解析 G. oxydans DSM 2003 的抑制物降解路径。 

（3）对 G. oxydans DSM 2003 进行玉米秸秆水解液的长期驯化，以提高其抑制物耐

受能力。 
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（4）考察 G. oxydans DSM 2003 对玉米秸秆水解液中的已知单糖转化能力，并对玉

米秸秆水解液进行全糖转化。 

（5）初步探究了 Aspergillus niger 中葡萄糖氧化酶（GOD）对纤维素糖化过程的影

响。
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第 2 章  产葡萄糖酸菌株 Gluconobacter oxydans DSM 2003 对木质素来源

抑制物抗逆性研究 

2.1  引言 

预处理过程能够打破木质纤维素原料的致密结构，使其更好地被纤维素酶水解为便

于微生物利用的单糖。但该过程不可避免的产生多种抑制物，这些抑制物主要分为三大

类，分别是弱酸类，呋喃类以及酚类[110]。弱酸类物质会在胞内解离为质子与阴离子，质

子会引起质子解耦联造成能量损失，阴离子的积累则会为蛋白的活性及稳定性和菌体代

谢带来负面影响[52]。呋喃醛、酚醛会致使氧自由基积累[48]，对蛋白质，DNA 等胞内生

物大分子以及细胞膜造成损伤。醛类的转化会导致胞内氧化还原力失衡，影响菌体正常

代谢[111]。酚类化合物还会影响细胞膜稳定性，使其失去细胞屏障作用[46]。因此这些抑制

物会抑制发酵菌株的胞内代谢和关键酶的活性，最终影响发酵菌株生长和发酵效率。那

么将这些抑制物移除或者选择利用抑制物耐受型强的发酵菌株成为利用木质纤维素生

产大宗化学品的关键。 

葡萄糖酸盐可以作为水泥缓凝剂使用，其市场需求量巨大[112, 91]。由木质纤维素生产

的葡萄糖酸盐具备商品水泥缓凝剂性能要求，因此具有较好的产业化价值 [113]。G. 

oxydans DSM 2003 是一株革兰氏阴性菌，其膜上具备多种脱氢酶，可以氧化多种醛糖[114, 

115]。本实验室之前的研究发现，G. oxydans DSM 2003 在利用玉米秸秆水解液发酵生产

葡萄糖酸的过程中表现出良好的发酵性能。其使用的 30%（w/w）高固含量玉米秸秆水

解液是经干式稀酸预处理后的玉米秸秆在位生物脱毒 36 h 后酶解糖化所得。该水解液

由于制备体系固含量高、物料脱毒时间短，因此依然存在大量的可溶性酚类抑制物[116]，

对很多的产品的发酵会产生严重抑制[117, 118]。而 G. oxydans DSM 2003 在该水解液体系

中能快速进入生长、产酸状态，并且最高葡萄糖酸得率达到 91%，浓度达到 102.1g/L[113]。

此外，固含量为 15%（w/w）和 20%（w/w）的未脱毒水解液由于未经任何脱毒处理，

因此抑制物含量很高，会极大的抑制发酵菌株的生长[92, 117, 118]。G.oxydans DSM 2003 在

该水解液中不经历明显延滞期即可快速进入对数生长状态，并获得极高的葡萄糖酸得率
[113]。而同为葡萄糖酸生产菌株的 A. niger SIIM M276，在 20%（w/w）的未脱毒水解液

中至少需要 48 h 以上的延滞期才能生长[92]。微生物油脂酵母 T. cutaneum ACCC 20271[120]

和乳酸发酵菌株 Pediococcus acidilactici TY112/ ZP26[117]均需要 36 h 以上的延滞期。乙

醇生产菌株 Zymomonas mobilis ZM4 即便在抑制物含量更低的 15%（w/w）固含量未脱

毒水解液中也需要 12 h 的延滞期[72]。Saccharomyces cerevisiae CCUG53310 和 PE-2 在抑

制物含量相近的木质纤维素水解液中表现出 10~20 h 的延滞期[73]。通常延滞期的长短被

用来表征发酵菌株对抑制物的耐受性强弱[119]。可见 G. oxydans DSM 2003 对来源于木质

纤维素的抑制物具有极强的耐受性，理解这一耐受机理会为其他生物脱毒菌株和生物炼
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制发酵菌株改进提供重要的线索。 

本研究首先通过全细胞催化实验考察了抑制物的存在对 G. oxydans DSM 2003 将葡

萄糖氧化为葡萄糖酸速率和效率的影响。为了进一步解析 G. oxydans DSM 2003 在在抑

制物胁迫下良好的葡萄糖酸合成性能，本研究考察了不同抑制物存在时葡萄糖脱氢酶的

活性及葡萄糖酸生成路径中相关酶的转录水平。其次，为了探索 G. oxydans 快速适应木

质纤维素水解液体系的机制，本文考察了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源单一

抑制物的降解能力。并借助 DNA 芯片技术对 G. oxydans DSM 2003 进行了抑制物胁迫

下的转录组分析，以期从分子水平解析 G. oxydans DSM 2003 的抑制物降解路径，挖掘

G. oxydans DSM 2003 降解抑制物过程中的关键基因。另外，为了提高 G. oxydans DSM 

2003 对各种抑制物的整体耐受能力及对木质纤维素体系的适应能力，本文在未脱毒水

解液中进行了 G. oxydans DSM 2003 的长期适应性进化培养。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  原材料和酶 

玉米秸秆从两个地方收集：用于摇瓶发酵的秸秆，于 2012 年秋天，采自中国河南

郸城县。用于生物反应器发酵的玉米秸秆，于 2014 年的秋天，收自中国河南南阳市。

玉米秸秆经水洗除去泥土、石块、金属等无机大颗粒物，并由锤式破碎机碾磨至可以透

过 10 mm 的网眼。玉米秸秆的组分通过 NREL 实验室的两步酸水解法进行测定[121, 122]。

用于摇瓶发酵的玉米秸秆包括：38.72%的纤维素，20.55%的半纤维素，26.51%的木质素，

2.76%的灰分。用于反应器发酵的玉米秸秆包括：35.78%的纤维素，19.36%的半纤维素，

28.36%的木质素，3.56%的灰分。以上组分均以干重为基准（w/w）。 

4-羟基苯甲醛（HBA）、丁香醛、香草醛购自生工生物工程有限公司（中国，上海）。

糠醛、5-羟甲基糠醛（HMF）购自上海德默医药科技有限公司（中国，上海）。商品纤维

素酶 Youtell #7 购自湖南岳阳的尤特儿生物化学有限公司（中国，湖南）。吩嗪硫酸甲酯

（PMS）购自 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)。NADPNa2 购自 biosharp 有限公司（中

国，上海）。乙酸购自 Sinopharm 化学试剂有限公司（中国，上海）。葡萄糖，KH2PO4，

(NH4)2SO4，MgSO4，NaOH，H2SO4 等其他化学品均为分析试剂级别，购自凌峰化学试

剂有限公司（中国，上海）。 

2.2.2  菌种及细胞培养 

G. oxydans DSM 2003 购自德国微生物菌种保藏中心（German Collection of 

Microorganisms and Cell Cultures, German, Braunschweig）。其合成培养基包括种子培养基

和发酵培养基，成分如下： 

（1）种子培养基：山梨醇 80 g/L，酵母粉 20 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 

g/L，(NH4)2SO4 1.5 g/L。 

（2）发酵培养基：葡萄糖 80 g/L，酵母粉 20 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 

g/L，(NH4)2SO4 1.5 g/L。 
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G. oxydans DSM 2003 种子培养方法为：将保存于-80
ｏ
C 的 G. oxydans DSM 2003 甘

油冻存管接种于装有 50 mL 的种子培养基的 250 mL 摇瓶，培养 24 h。培养条件为 220 

rpm，30oC。然后 10%(v/v)的接种量接种于不同的发酵体系中。 

G. oxydans DSM 2003 静息细胞被用于进行全细胞催化葡萄糖氧化生产葡萄糖酸[123]，

其制备方法为将种子液以 10%接种于 900 mL 种子培养基，培养 12 h。培养条件为通气

量 2.5 vvm，500 rpm，30oC。之后 4oC，2500×g，20 min 离心收集细胞。用 1 L 浓度为

40 mM，pH 6 的磷酸钾缓冲液（KPB）相同离心条件洗涤两次后，再次离心收集，并用

40 g/L 纯葡萄糖溶液将 OD600 调整至 10 以备用。整个过程在冰上进行。 

脱毒菌株 Amorphotheca resinae ZN1 是本实验室之前分离得到的[63]，现保存于中国

北京的中国普通微生物保藏中心（CGMCC），注册号为 7452。A. resinae ZN1 被培养在

potato-dextroseagar (PDA)培养基上（该培养基含 200 g/L 的马铃薯提取液，20 g/L 的葡

萄糖以及 15 g/L 的琼脂）。将上述 A. resinae ZN1 PDA 斜面接入经预处理的玉米秸秆物

料上，28oC 培养 5 天可以得到固体种子。之后再以 10%（w/w）的接种量接入待脱毒的

物料中。 

2.2.3  G. oxydans DSM 2003 粗膜蛋白提取及酶活测定 

G. oxydans DSM 2003 粗膜蛋白的提取根据 Meyer 等的报道进行[123]。将种子液以

10%（v/v）接入 45 mL 种子培养基，培养 OD600 至 0.8~1.2。取 400 mL 上述培养物于

7000×g，4oC，离心 10 min 收集细胞。用 60 mL 磷酸钾缓冲液（40 mm，pH 7）重悬并

超声破碎细胞（超声 5 s，停 15 s，总计 17 次，400 W）。然后 150000×g，4oC，超速离

心 1.5 h，收集沉淀并用 60 mL（40 mM，pH 7）磷酸钾缓冲液洗涤一次，将上述沉淀用

13 mL buffer W（100 mM Tris-HCl，150 mM NaCl，pH 8，1%体积比的 TritonX-100）重

悬，并在冰上放置 30 min。150000×g，4oC 超速离心，上清即为 G. oxydans 粗膜蛋白。 

膜结合的葡萄糖脱氢酶（mGDH）酶活，是以吩嗪硫酸甲酯（PMS）为电子接受体

进行分析的。在设定的浓度的糠醛，5-羟甲基糠醛，香草醛，丁香醛，4-羟基苯甲醛的

胁迫下，用包含 mGDH 的 G. oxydans DSMZ 2003 粗膜蛋白催化葡萄糖产葡萄糖酸。并

根据葡萄糖酸的生成评价酶活。1 mL 的总催化体系中含 6 mM 葡萄糖，5 mM 的吩嗪硫

酸甲酯（PMS），1.16 mg/mL 的蛋白，40 mM 的磷酸钾缓冲液(PBK)，pH 为 7。反应条

件为：在 25oC 催化 5 min 后 65oC 灭活 10 min。在以上催化条件下，以每分钟每 mg 蛋

白催化产生的葡萄糖酸的 µM 数来评价酶活，以不加任何抑制物的对照为基准计算相对

酶活。 

2.2.4  G. oxydans DSM 2003 胞内葡萄糖脱氢酶的克隆、表达及酶活性分析 

编码依赖 NADP+的葡萄糖脱氢酶（sGDH）的基因通过聚合酶链技术进行扩增。其

中 (5’-ATGCCTGCCCCTTACAAAGA-3’) 和  (5’-TTACGAGGACCAGTTGTTTTCG-3’) 

分别作为正向和反向引物，G. oxydans DSM 2003 的基因组作为模版。PCR 产物被插入

载体 pET28a(+)中，然后转化 E. coli BL21，构建了 E. coli BL 21::pET28a(+)-GOX2015 重

组菌株。将重组菌株在含有 50 µg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基中培养 10 h 后，以 10%
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（v/v）接种量接入新鲜的含有 50 µg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基中，培养至 OD600

为 0.6-0.8，用 0.25 µM 的 isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)诱导，4 h 后收集菌

体，用 50 mL 的 Binding Buffer（20 mM 磷酸钠，0.5 M 氯化钠，10 mM 咪唑，pH 8）重

悬菌体，并在 400 W 超声破碎 4.3 min（超 5 s 停 15 s，超 13 次），离心取上清。将上清

过滤后，在 4oC 加进 Ni Aogarose 6FF resin 柱中（中国，上海，Aogma），并用 30 mL 的

Elution Buffer（20 mM 磷酸钠，0.5 M 氯化钠，500 mM 咪唑，pH 8）洗脱，即得纯化的

GDH 酶。 

依赖 NADP+的葡萄糖脱氢酶的活性测定以 NADP 为辅因子。1 mL 的总反应体系中

含：5 mM 葡萄糖，5 mM NADP，3.25 µg 纯化 sGDH，0.1 mM 磷酸钠缓冲液(pH=8)。

反应条件为 25oC 催化 5 min 后 95oC 灭活 10 min。以在以上催化条件下，以每分钟每 mg

蛋白催消耗的葡萄糖的 µM 数来评价酶活，以不加任何抑制物的对照为基准计算相对酶

活。 

2.2.5  木质纤维素预处理、脱毒、糖化 

玉米秸秆的预处理方法是干式烯酸预处理（DDAP）[124]，简单来说就是将粉碎的玉

米秸秆和 5%（w/w）稀硫酸溶液在固液比 2:1（w/w）的比例下一起加入具有单螺旋叶

轮的反应器中，其中硫酸用量为 2.5g 每 100g 干玉米秸秆。预处理条件为 175℃，50 rpm，

处理 5 分钟[124]；由此得到的物料固含量在 50%左右。用于生物反应器发酵的经预处理

的玉米秸秆含 37.24%的纤维素，8.21%的半纤维素，5.86%的灰分，抑制物含量为每 g 干

物料含 18.43 mg 的乙酸，0.23 mg 的香草醛，0.67 mg 的丁香醛和 0.18 mg 4-羟基苯甲醛, 

5.64 mg 的糠醛，3.54 mg 的 5-羟甲基糠醛。用于在摇瓶中发酵的经预处理的玉米秸秆含

39.47%的纤维素，6.80%的半纤维素，6.57%的灰分，抑制物的含量为每 g 干物料含 16.65 

mg 的乙酸，1.27 mg 的香草醛，0.67 mg 的丁香醛，0.18 mg 的 4-羟基苯甲醛，5.13 mg

的糠醛，3.38 mg 的 5-羟甲基糠醛。 

脱毒：经预处理的玉米秸秆用 20%（w/w）的 Ca(OH)2 悬浮液进行中和，并将培养

好的 A. resinae ZN1 种子以 10%（w/w）接入经中和的玉米秸秆中。用于生物反应器发

酵的玉米秸秆在 15 L 反应器中进行，脱毒条件为 28oC，通气量 1 vvm，脱毒进行 36 

h[116]。用于在摇瓶中发酵的玉米秸秆在静态的带盖子的的容器中脱毒 7 天，脱毒温度为

室温。 

糖化：糖化在装有螺带式浆的 5L 发酵罐中进行，纤维素酶加量均为 15 FPU 每 g 干

玉米秸秆（DM），糖化条件为 50oC，pH 4.8, 搅拌转速 150 rpm。糖化 48 h 后玉米秸秆

水解液。水解液经离心除去残渣，上清灭菌（115oC，20 min）后，经滤纸过滤，置于 4oC

备用。 

（1）用于摇瓶发酵的水解液成分如下： 

新鲜预处理玉米秸秆水解液（未脱毒玉米秸秆水解液）成分为：（a）固含量为 15%

（w/w）的水解液含 58.36 g/L 的葡萄糖，27.9 g/L 的木糖，0.726 g/L 的糠醛，0.356 g/L 

5-羟甲基糠醛，0.006 g/L 的香草醛，0.172 g/L 的丁香醛，0.02 g/L 的 4-羟基苯甲醛，2.973 
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g/L 的乙酸；（b）固含量为 20%（w/w）的水解液含 78.2 g/L 的葡萄糖，39.2 g/L 的木糖，

0.681 g/L 的糠醛，0.492 g/L 的 5-羟甲基糠醛，0.009 g/L 的香草醛，0.226 g/L 的丁香醛，

0.032 g/L 的 4-羟基苯甲醛，3.891 g/L 乙酸。（c）30%固含量含 85.523 g/L 的葡萄糖，

42.110 g/L 的木糖，0.505g/L 的糠醛，0.397 g/L 的 5-羟甲基糠醛，0.010 g/L 的香草醛，

0.276 g/L 的丁香醛，0.0407 g/L 的 4-羟基苯甲醛，4.205 g/L 乙酸。 

脱毒的玉米秸秆水解液成分如下：（a）固含量为 15%的玉米秸秆水解液含 55.70 g/L 

葡萄糖，29.7 g/L 木糖，0.052 g/L 糠醛，0.082 g/L 5-羟甲基糠醛，0.001 g/L 香草醛，0.203 

g/L 丁香醛，0.001 g/L 4-羟基苯甲醛，0.862 g/L 乙酸；（b）20%（w/w）固含量的水解液

含 82.4 g/L 的葡萄糖，23.9 g/L 的木糖，0.124 g/L 的糠醛，0.151 g/L 的 5-羟甲基糠醛，

0.003 g/L 的香草醛，0.236 g/L 的丁香醛，0.013 g/L 的 4-羟基苯甲醛，2.296 g/L 的乙酸。

（c）30%固含量含的 104.980 g/L 的葡萄糖，23.677 g/L 的木糖，0.1558g/L 的糠醛，

0.0565g/L 的 5-羟甲基糠醛，0.0025g/L 的香草醛，0.2461 g/L 的丁香醛，0.0168 g/L 的 4-

羟基苯甲醛，3.3274 g/L 乙酸。 

（2）用于发酵罐发酵的玉米秸秆水解液成分如下： 

15%固含量新鲜预处理玉米秸秆水解液（未脱毒玉米秸秆水解液）含 54.49 g/L 的葡

萄糖，23.53 g/L 木糖，3.24 g/L 乙酸，0.20 g/L 的 5-羟甲基糠醛，0.31 g/L 的糠醛； 

15%固含量脱毒玉米秸秆水解液含 62.72 g/L 的葡萄糖，23.88 g/L 的木糖，1.09 g/L 

的乙酸，0.02 g/L 的 5-羟甲基糠醛，0.07 g/L 的糠醛； 

2.2.6  DNA 芯片样品制备及数据分析 

DNA 芯片的菌体样品制备过程为，将 G. oxydans DSM 2003 种子液 10%（v/v）接

种于含 900 mL 山梨醇培养基的１Ｌ生物反应器中，培养条件为通气量 2.5 vvm，搅拌转

速 500 rpm，30oC，pH 5.5，培养至 OD600 为 5。之后再分别以 10%（v/v）接种量接入预

混有 1.2 g/L 糠醛，1.5 g/L 5-羟甲基糠醛，0.8 g/L 香草醛，0.9 g/L 丁香醛，0.8 g/L 4-羟

基苯甲醛，2.5 g/L 乙酸的发酵培养基中，培养条件为 220 rpm，30 oC。发酵在 250 mL 摇

瓶中进行，装液量 50 mL。培养 4 h 后 4 oC，10000 rpm，10 min 收集菌体，然后以少量

的培养液轻轻吹打菌体使其重悬，液氮速冻后-80℃保存。 

Gluconobater oxydans DSM 2003 的全 RNA 使用购自 Ambion 公司的 RiboPure™-

Bacteria Kit 试剂盒 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) 提取。RNA 的浓度

和质量分别通过NanoDrop ND-1000分光光度仪(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, 

USA)检测 OD260/280 和凝胶电泳进行检测和验证，OD260/280 的值在 1.7 到 2.1 之间，

凝胶电泳有清晰的 28S 和 18S rRNA 条带被认为质量合格。Gluconobater oxydans DSM 

2003的DNA芯片由中国北京的CapitalBio公司根据NCBI上Gluconobater oxydans 621H

的编码序列设计探针并由 Agilent (Santa Clara, CA, USA)原位合成 2 张 8*15K 规格芯片

（8 个独立点阵，每个点阵包括约 15,000 个探针）。芯片上设置质控，包括管家基因、

阳性对照、阴性对照、外标探针。提取的 RNA 经过反转录形成 cDNA 后，进一步经 Cy3-

dCTP荧光染料标记，然后与探针杂交。表达谱芯片杂交扫描后的图片经FeatureExtraction
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软件处理得到原始数据，然后利用安捷伦科技有限公司 (Santa Clara, CA, USA)的

GeneSpring V12 对原始数据进行归一化以及质量控制，最终计算基因表达差异和统计学

显著性 p 值。当荧光强度(Foldchange)大于或者小于 1.5，且 P-value 小于 0.05 时被认为

是显著差异表达。 

2.2.7  糖类，葡萄糖酸抑制物分析 

葡萄糖的分析是利用生化分析仪 SBA-40D 进行的（山东省科学院，济南，山东，

中国）。葡萄糖酸的分析是通过 HPLC (LC-20AD, refractive index detector RID-10A, 

Shimadzu , Kyoto, Japan) 进行的，柱子为 Shodex Rspak JJ50-4D column (Showa Denko, 

Tokyo, Japan)，流动相为 12 mM NaHCO3，流速为 0.5 mL/min，柱子温度为 40oC。 

乙酸是通过装有 HPX-87H 柱子 (Bio-rad, Hercules, CA, USA) 的 HPLC (Bio-rad, 

Hercules, CA, USA) 进行检测的。流动相为 5 mM 的硫酸，流速为 0.6 mL/min，柱温为

65oC。 

呋喃和酚类化合物用装有 YMC-Pack ODS-A 柱子 (YMC, Kyoto, Japan) 的 HPLC 

(UV/Vis detector SPD-20A, Shimadzu, Kyoto, Japan) 在 35oC 进行检测。糠醛、糠酸、糠

醇的检测用 50%（v/v）的乙腈水溶液做流动相，流速 1.0 mL/min，检测波长为 220 nm。

5-羟甲基糠醇、5-羟甲基糠醛、5-羟甲基糠酸、酚类化合物的分析均采用梯度测定法。5-

羟甲基糠醇、5-羟甲基糠酸、5-羟甲基糠醛的测定方法如下：流动相由两个独立的泵泵

入，A 泵为纯水，B 泵为乙腈，开始时总流速为 0.6 mL/min，A、B 泵的各占 95%和 5%，

检测波长为 230 nm。乙腈从开始的 5%在 15 min 内涨至 100%，在 5 min 内再降至 5%，

维持 10 min。酚类化合物（香草醛、丁香醛、香草醇、香草酸、丁香醇、4-羟基苯甲酸、

丁香酸、4-羟基苯甲醛、4-羟基苯甲醇）的分析方法如下：流动相由两个独立的泵泵入

（A 泵和 B 泵），A 泵为 0.1%的甲酸，B 泵为 100%的乙腈。两者总流速为 1.0 mL/min，

检测波长为 270 nm。初始比例为甲酸和乙腈分别为 90%和 10%。乙腈从初始的 10%在

4 min 内升至 35%，在 35%维持 11 min，然后在 5 min 内从 35%降至 10%，在 10%维持

10 min。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  抑制物胁迫下 G. oxydans DSM 2003 通过发酵和全细胞催化产葡萄糖酸 

（1）G. oxydans DSM 2003 利用玉米秸秆水解液发酵产葡萄糖酸 

本文首先对 G. oxydans DSM 2003 在真实玉米秸秆水解液中的发酵特性进行了进一

步验证。水解液为 15%（w/w）新鲜预处理玉米秸秆水解液（未脱毒水解液），15%固含

量的脱毒玉米秸秆水解液被设置为对照。结果如图 2.1 所示 G. oxydans DSM 2003 在两

种水解液中均经历 4 h 延滞期就开始生长。这意味着虽然未脱毒水解液中存在着各种可

以延缓 G. oxydans DSM 2003 生长的抑制物，但是 G. oxydans DSM 2003 很好的克服了

这些抑制并快速进入对数生长期，这与本实验室之前对该菌在 15%、20%固含量未脱毒

水解液中无明显延滞期的结果一致[113]。图 2.1b 显示，虽然 15%固含量未脱毒水解液中
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细胞生长速率低于对照，但是葡萄糖酸产率并没有受到影响，二者同时在 16 h 达到最大

值，得率分别为 95%，93%。未脱毒水解液中最终产品浓度低于对照的主要原因是初始

葡萄糖浓度较低。也就是说在未脱毒水解液中，G. oxydans DSM 2003 能够快速进入生

长，并保证葡萄糖酸合成不受抑制物影响,这说明该菌具备极强的抑制物耐受能力。 

（2）单一抑制物胁迫对 G. oxydans DSM 2003 发酵产葡萄糖酸的影响 

为了进一步考察单一抑制物对 G. oxydans DSM 2003 发酵产葡萄糖酸的影响。本研

究选择 6 种典型木质纤维素来源的抑制物作为模型抑制物，包括两种呋喃醛（糠醛、5-

羟甲基糠醛），三种酚醛（丁香醛醛、香草醛、4-羟基苯甲醛，分别代表丁香基类、羟苯

基类、愈创木酚基类三种木质素单体）以及一种弱酸类抑制物（乙酸）。图 2.2 为菌体生

长进入稳定期时的产酸和生长数据。G. oxydans DSM 2003 的葡萄糖酸合成和菌体生长

在抑制物胁下表现出不同的特性。当糠醛，5-羟甲基糠醛，丁香醛醛，香草醛，4-羟基

苯甲醛，乙酸浓度分别为 0.5 g/L，0.5 g/L，0.5 g/L，0.5 g/L，0. 5 g/L，2.5 g/L 时，其对

生长的抑制分别为 18%，9%，20%，17%，23%，40%（图 2.2a），对产酸的抑制仅有 2%，

1%，-3%，9.7%，18%，1%（图 2.2b）。上述抑制物浓度接近或者低于 20%固含量未脱

毒水解液中的抑制物含量（见材料与方法 2.2.5）。这说明 20%固含量未脱毒水解液所含

抑制物浓度范围内的呋喃类，酚类，弱酸类抑制物单一作用时虽然对 G. oxydans DSM 

2003 最终的生长产生了一定的影响，但是对葡萄糖酸合成影响极小，这为 G. oxydans 

DSM 2003 在 15%未脱毒水解液中较好的产酸表现提供了解释。更高抑制物浓度胁迫下，

即 2g/L 的糠醛，2g/L 的 5-羟甲基糠醛，2g/L 的丁香醛，1g/L 的 4-羟基苯甲醛，1g/L 的

香草醛，10g/L 的乙酸对生长的抑制分别达到了 92%，76%，47%，37%，56%，71%（图

2.2a），对产酸的抑制分别是 52%，7%，12%，7%，9%，12%（图 2.2b）。可见高浓度的

呋喃类，酚类，弱酸类抑制物均会显著影响 G. oxydans DSM 2003 的生长，但是对葡萄

糖酸合成的抑制要小的多。其中 2g/L 的糠醛，1.5 g/L 的 4-羟基苯甲醛对生长产生了几

乎致死性的抑制，才使得产酸影响颇大。而其他抑制物对产酸的都很小。这说明单一抑

制物胁迫下 G. oxydans DSM 2003 依然能保持很好的产酸性能。 

（3）抑制物胁迫下利用 G. oxydans DSM 2003 全细胞催化产葡萄糖酸 

为了进一步考察这些抑制物对葡萄糖酸合成过程的影响，我们利用 G. oxydans DSM 

2003 静息细胞在抑制物胁迫下进行了全细胞催化纯葡萄糖氧化生成葡萄糖酸，以排除

细胞生长以及调控对产酸的影响。静息细胞量被控制在正常发酵稳定期时细胞量的 1/3-

1/5，即 OD600 为 1，这一细胞浓度在发酵对数前期就能够达到[113]，因此在整个常规发酵

过程中的大部分时间里菌体量都能够达到这一浓度。实验结果如图 2.3 所示，OD600 为 1

的 G. oxydans DSM 2003 静息细胞在 1 g/L 及 2 g/L 的糠醛（图 2.3 a），1 g/L 及 2 g/L5-

羟甲基糠醛（图 2.3b），2.5 g/L 及 7.5 g/L 的乙酸（图 2.3c），0.25 g/L 及 0.5 g/L 的香草

醛（图 2.3d），0.5 g/L 及 1.0 g/L 的 4-羟基苯甲醛（图 2.3e），0.5 g/L 及 1.0 g/L 丁香醛

（图 2.3 f）胁迫下与不加任何抑制物的对照产酸情况基本一致。这说明单一抑制物对葡

萄糖酸合成过程几乎没有影响。这为 G. oxydans DSM 2003 在抑制物胁迫下极好的产酸
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性能提供了解释。 

 

 

图 2.1  发酵罐中 G. oxydans DSM 2003 利用脱毒与未脱毒水解液玉米秸秆水解液发酵产葡萄糖酸 

（a）细胞生长；（b）葡萄糖酸生成。实验在 3 L 发酵罐中进行，装液量 1 L，通气量 2.5 vvm，温

度 30oC，pH 5.5，转速 500 rpm，接种量 10%。 

Fig. 2.1  Gluconic acids fermentation of G. oxydans DSM 2003 in fermentors using detoxified and freshly 

pretreated (without detoxified) corn stover hydrolysates (a) Cell growth; (b) Gluconic acid generation. 

Conditions: 30oC, pH 5.5, 500 rpm, 2.5 vvm, inoculum size 10% (v/v), solids loading15% (w/w). 1 L liquid 

in 3 L fermenters. 
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图 2.2  不同抑制物对 G. oxydans DSM 2003 生长和葡萄糖酸生成的影响（a）细胞生长；（b）葡萄糖酸生成。实验在 250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 

mL，实验条件为温度 30oC，转速 220 rpm，pH 5~6，每 4 h 通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。 

Fig. 2.2  The cell growth and the gluconic acid production performance of G. oxydans DSM 2003 under the stress of inhibitors 

(a) Cell growth; (b) Gluconic acid generation. 
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图 2.3  不同抑制物胁迫下利用 G. oxydans DSM 2003 全细胞催化纯葡萄糖生成葡萄糖酸 

（a）糠醛胁迫；（b）HMF 胁迫；（c）乙酸胁迫；（d）香草醛胁迫；（e）丁香醛胁迫； 

（f）4-羟基苯甲醛胁迫；实验在 250 mL 的摇瓶中进行，装液量 50 mL，催化条件为温度 30oC，转

速 220 rpm，pH 5~6，初始 OD600为 1，每 4 h 通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。 

Fig. 2.3  Gluconic acid production catalyzed by whole-cell of G. oxydans under the stress of inhibitors. 

(a) Furfural; (b) HMF; (c) Acetic acid; (d) Vanillin; (e) Syringaldehyde; (f) HBA; The well pretreated 

resting cells were inoculated to 250 mL flask containing 45 mL of 40 g/L pure glucose solution premixed 

with the individual inhibitor compounds at desired concentration with a inoculum size of 10% (v/v). The 

catalyze was carried out at 30oC, pH 5.5, 220 rpm for 8 h. 
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而单一抑制物胁迫下 G. oxydans DSM 2003 的发酵实验（图 2.2）中，高浓度抑制物

对产葡萄糖酸的抑制应该源自其对细胞生长的抑制而导致的参与葡萄糖酸合成菌体的

减少。 

（4）利用 G. oxydans DSM 2003 全细胞催化玉米秸秆水解液产葡萄糖酸 

由于真实的玉米秸秆水解液的抑制物成分更加复杂[127]，且抑制物间还存在协同抑

制的情况[41, 126]。我们同样在固定 G. oxydans DSM 2003 生物量的 OD600 为 1 的前提下，

以未脱毒玉米秸秆水解液（CSH）为底物进行了催化实验，并以经生物脱毒的 CSH 做对

照，来考察该菌产酸过程对复杂成分抑制物的耐受能力。本研究分别选取了固含量为

15%、20%、30%的经生物脱毒与未经脱毒的三组玉米秸秆水解液。如材料与方法所示

15%（w/w）、20%（w/w）30%（w/w）固含量脱毒水解液中的抑制物已经基本完全移除，

而相应的新鲜预处理玉米秸秆水解液（未脱毒水解液）中依然存在大量的呋喃类，酚类

和弱酸类抑制物，且 15%（w/w），20%（w/w），30%（w/w）未脱毒水解液的抑制物含

量随着固含量的增加而增加。催化结果如图 2.4 所示，在 15%（w/w）固含量水解液中，

G. oxydans DSM 2003 在未脱毒水解液中生产葡萄糖酸速率反而略快于脱毒水解液（图

2.4a）。在 20%（w/w）固含量水解液中，催化前期 G. oxydans 在未脱毒水解液中的产酸

略强于脱毒水解液，催化后期在两种水解液中基本一致（图 2.4b）。在 30%（w/w）固含

量水解液中，G. oxydans DSM 2003 在未脱毒水解液中的产酸速率也略大于脱毒水解液

（图 2.4ｃ）。固含量大于 20%（w/w）的未脱毒水解液中含有很高浓度的抑制物，使得

大部分发酵菌株不能进行生长和产品生产[128, 63, 117]。但 G. oxydans DSM 2003 的静息细

胞在未脱毒水解液中催化产葡萄糖酸的速率反而均略强于脱毒水解液，这说明 G. 

oxydans DSM 2003 的葡萄糖酸合成过程对未脱毒水解液里的多种抑制物及其产生的协

同作用有极强的耐受能力，这为 G. oxydans DSM 2003 在高抑制物含量未脱毒水解液中

极好的产酸性能提供了解释。 
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图 2.4  利用 G. oxydans DSM 2003 全细胞催化脱毒与未脱毒玉米秸秆水解液生产葡萄糖酸 

（a）15%固含量玉米秸秆水解液；（b）20%固含量玉米秸秆水解液；（c）30%固含量实验在 250 

mL 的摇瓶中进行，装液量 50 mL，催化条件为：温度 30 oC，转速 220 rpm，pH 5~6，初始 OD600

为 1，每 4 h 通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。 

Fig. 2.4  Whole-cell catalysisfor gluconic acids production by G. oxydans DSM 2003 using detoxified and 

freshly pretreated (without detoxified) corn stover hydrolysates 

(a) 15% solids loading; (b) 20% solids loading; (c) 30% solids loading. The well pretreated resting cells 

were inoculated to 250 mL flask containing 45 mL of corn stover hydrolysate with a inoculum size of 10% 

(v/v). The catalyze was carried out at 30oC, pH 5.5, 220 rpm. 

2.3.2  葡萄糖酸合成途径中相关酶的抑制物耐受性能分析 

本节进一步从酶学水平和转录水平探究抑制物胁迫下 G. oxydans DSM 2003 良好产

酸性能的机理。G. oxydans DSM 2003 生产葡萄糖酸主要是通过 mGDH 耦合呼吸链在胞

外直接氧化葡萄糖进行的[129-131, 123]。与乙醇，乳酸，赖氨酸，谷氨酸等产品生成需要中
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心碳代谢或者胞内代谢途径的参与不同，葡萄糖向葡萄糖酸的生物转化只与膜蛋白葡萄

糖脱氢酶以及细胞膜上的呼吸链相关，并未参与细胞内部的复杂代谢活动，这使得产酸

过程相对不易受其他胞内代谢的扰动[123]。所以要探究 G. oxydans DSM 2003 产葡萄糖酸

过程强抑制物耐受性机理，就首先需要了解细胞膜上葡萄糖酸合成相关酶的抑制物耐受

能力。针对这个问题，本文一方面考察了产酸关键酶葡萄糖脱氢酶的抑制物耐受能力；

另一方面在抑制物胁迫下检测了产酸相关酶编码基因的转录水平，希望借此判断这些酶

的生物合成是否受到抑制物的影响； 

（1）抑制物对葡萄糖酸合成关键酶葡萄糖脱氢酶酶活的影响 

之前抑制物胁迫下的全细胞催化证实，在固定细胞量的前提下，抑制物的存在不会

影响 G. oxydans DSM 2003 将葡萄糖氧化为葡萄糖酸的速率和效率，这说明了 G. oxydans 

DSM 2003 中葡萄糖酸合成过程极强的抑制物耐受能力。本文接下来希望从酶学水平对

该现象进行解释。 

葡萄糖脱氢酶直接催化葡萄糖氧化生成葡萄糖酸内脂，是葡萄糖酸合成中最为关键

的酶。G. oxydans DSM 2003 中存在两种葡萄糖脱氢酶催化葡萄糖酸的产生。一种是膜

结合的 PQQ 依赖型葡萄糖脱氢酶（mGDH），一种是胞内可溶的 NADP+依赖型葡萄糖脱

氢酶（sGDH）。mGDH 能在胞外将 90%以上的葡萄糖氧化为葡萄糖酸，起到最为主要的

葡萄糖酸合成作用。而 sGDH 在胞内完成葡萄糖氧化，产生的葡萄糖酸大部分被磷酸化

后用于生长，对于产酸仅起到微弱的作用[108]。现对 G. oxydans DSM 2003 产葡萄糖酸关

键酶 mGDH 的抑制物耐受性能进行考察。 

在 G. oxydans DSM 2003 细胞膜上的酶系中，mGDH 是唯一催化葡萄糖氧化生成葡

萄糖酸的酶[134, 135]。因此本文直接提取 G. oxydans DSM 2003 的全部膜蛋白，并用该粗

蛋白催化葡萄糖产葡萄糖酸，然后以葡萄糖酸的生成速率表征粗酶酶活。实验条件和相

对酶活性的计算方法如材料与方法 2.2.3 所示。结果如图 2.5A 所示：即使在高浓度呋喃

类抑制物糠醛（2 g/L）和 5-羟甲基糠醛（2 g/L）胁迫下，mGDH 的酶活力下调不超过

6%。在三种酚类抑制物胁迫下，高浓度的香草醛(0.5g/L)、4-羟基苯甲醛（1g/L）、丁香

醛（0.5 g/L）对 mGDH 酶活性的抑抑制不超过 10%。高浓度乙酸（7.5 g/L）对 mGDH

酶活性的抑制不超过 7%（图 2.5A）。在较低浓度糠醛（1 g/L），5-羟甲基糠醛（1 g/L），

丁香醛（0.5 g/L），4-羟基苯甲醛（0.5 g/L），香草醛（0.25 g/L），乙酸（2.5 g/L）胁迫下，

mGDH 酶活性的抑制程度更低。这一结果显示了 mGDH 对抑制物超强的耐受能力。事

实上，如材料与方法 2.2.5 所示即使是固含量高达 25%的未脱毒水解液中糠醛，5-羟甲

基糠醛，香草醛，丁香醛，4-羟基苯甲醛，乙酸的含量分别仅为 0.67 g/L，0.5 g/L，0.01 

g/L，0.32 g/L，0.04 g/L，7.5 g/L。而经过生物脱毒后这些抑制物就分别降到了 0 g/L，0 

g/L，0 g/L，0.002 g/L，0.25 g/L，1.6 g/L。结合单一抑制物对 mGDH 酶活性的影响程度，

我们可以得出即使是未脱毒水解液中的抑制物对该酶活性的影响也非常小，而脱毒水解

液中如此低的抑制物浓度根本不足以对该酶产生影响。 
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这与之前抑制物胁迫下的全细胞催化结果一致。说明 mGDH 极强抑制物耐受性，

是 G. oxydans 中葡萄糖酸合成过程不受抑制物影响的基础，也是本质原因。 

（2）抑制物对葡萄糖酸生产相关酶系转录水平的影响 

对于原核生物而言，基因表达的调控主要发生在转录水平，也就是说转录水平往往

在很大程度上决定着该基因编码蛋白的生物合成量。本研究利用 DNA 芯片技术对抑制

物胁迫下的葡萄糖酸合成相关基因的转录水平进行了检测。希望以此了解抑制物对这些

酶合成的影响。 

在 G. oxydans DSM 2003 中，葡萄糖酸的合成主要是通过 mGDH 耦合呼吸链在胞外

直接催化葡萄糖进行的[129-131, 123]。具体过程如下（详见图 1.4），mGDH 以 PQQ 为辅因

子催化葡萄糖氧化为葡萄糖酸内酯，并将呼吸链上的泛醌还原为醌醇[130]，醌醇进一步

被细胞色素末端氧化酶 bo3/bd 氧化，最终形成质子梯度产生 ATP[129]。辅酶 PQQ 在葡萄

糖氧化时接受电子被还原为 PQQH2，在泛醌还原时又给出电子再生为 PQQ[109]。葡萄糖

内脂则可自发或者由内酯酶水解为葡萄糖酸。 

鉴于以上产酸过程，产酸直接相关的酶及辅酶包括 mGDH，辅酶 PQQ，辅酶 Q，细

胞色素 bo3，细胞色素 bd。根据NCBI注释及相关文献，mGDH的编码基因为GOX0265[132]。

辅酶 PQQ 的合成是在 PQQspA/B/C/D/E，以及 tldD 的协作下完成的[133]，其编码基因分

别是 GOX0987，GOX0986，GOX0985，GOX0984，GOX0983，GOX1104。辅酶 Q 的合

成蛋白的编码基因为 GOX0746，cytochrome bo3 oxidase 由 CyoA/B/C/D/E 亚基组成，其

编码基因分别为 GOX1911，GOX1912，GOX1913，GOX1914，GOX1864。Cytochrome 

bd complex B/A 的编码基因分别为 GOX0278，GOX0279。 

根据 DNA 芯片数据（表 2.1），玉米秸秆水解液中含量最高的三种主要抑制物糠醛，

HMF，乙酸并没有使得上述酸合成相关基因出现显著下调表达。这说明这三种抑制物均

不会通过抑制产酸相关基因的转录而影响相应酶的生物合成。酚类化合物对这些产酸相

关酶编码基因的转录水平产生了不同的影响。mGDH 的编码基因在香草醛，4-羟基苯甲

醛胁迫下均下调表达。辅酶 PQQ 合成相关的 PQQE、PQQD、PQQC 蛋白的编码基因在

三种酚类胁迫下也均下调表达。但是呼吸链末端氧化酶 Cytochrome bd complex B/A 以

及 PQQA 的编码基因的转录水平在这三种酚类胁迫下均明显上调。这样该菌有可能通

过提高呼吸链的强度加速氧化型 PQQ 的再生，克服由于转录水平抑制造成的 PQQ 合成

减少。此外，如材料与方法 2.2.5 所示，即使固含量为 25%未经脱毒玉米秸秆水解液中

香草醛，4-羟基苯甲醛含量也不到本转录水平研究所用的抑制物浓度的 1/10，丁香醛仅

为 1/3。水解液中这样低的酚类抑制物浓度对产酸相关酶转录水平的影响应该更为有限。 
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图 2.5  G. oxydans DSM 2003 中葡萄糖脱氢酶的抑制物耐受能力（A）膜结合葡萄糖脱氢酶（mGDH）；（B）依赖 NADP 的葡萄糖脱氢酶(sGDH)。 

Fig. 2.5  Inhibitor tolerance of glucose dehydrogenase of G. oxydans DSM 2003. (A) mGDH; (B) sGDH
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该结果说明来源于玉米秸秆水解液的呋喃类以及弱酸类抑制物对 G. oxydans DSM 

2003 产酸相关酶的转录水平几乎没有影响；而酚类化合物虽然对这些基因的转录水平

产生了不同的影响，但是也有可能凭借自身调节克服了相关抑制。考虑到酚类化合物在

水解液中极低的含量，真实水解液中抑制物对些基因转录的影响甚至可忽略。总之木质

纤维素来源抑制物通过抑制产酸相关基因的转录从而影响相关酶的生物合成的的可能

性极小。因此葡萄糖酸的合成不会因为相关酶的合成受阻而受到影响。 

（3）NADP 依赖型葡萄糖脱氢酶（sGDH）抑制物耐受性 

虽然 sGDH 在 G. oxydans DSM 2003 的葡萄糖酸合成中起到的作用微乎其微，但因

其也具备催化产葡萄糖酸的能力，本文探究了抑制物对 sGDH 酶活性及其编码基因转录

水平的影响。本文利用基因芯片技术对 sGDH 的编码基因在抑制物胁迫下的转录情况进

行了考察，结果表明抑制物在转录水平上均对 GDH 的编码基因没有明显影响（表 2.1）。 

为了考察 sGDH 对抑制物的耐受能力，本研究将其编码基因 GOX2015 在 E. coli 

BL21 中进行过表达，并用 Ni 柱纯化。用纯化的ｓGDH 催化葡萄糖产葡萄糖酸，以葡

萄糖的消耗表征酶活。为了便于和 mGDH 进行对比，抑制物的浓度设置与 mGDH 一致。

在高浓度呋喃类抑制物糠醛（2 g/L）和羟甲基糠醛（2 g/L）胁迫下 GDH 的酶活力被抑

制了 16%。在酚类胁迫下 sGDH 酶活性受到更大影响。0.5 g/L 香草醛将 sGDH 酶活性

抑制了 76%，1.0 g/L 的 4 羟基苯甲醛将 sGDH 酶活性抑制了 58%，1.0 g/L 丁香醛将

sGDH 酶活性抑制了 41%。7.5 g/L 的乙酸抑制了 12%（图 2.5B）。可见 sGDH 对抑制物

的耐受性非常差，与 mGDH 形成了鲜明的对比。这很有可能与 sGDH 的辅因子是与醛

类抑制物降解相关的 NADP 有关，而 mGDH 的辅因子是与抑制物降解无关的 PQQ，这

为我们筛选抑制物耐受酶类提供了思路。 

以上结果说明，木质纤维素来源抑制物对于葡萄糖酸合成相关酶的生物合成和关键

酶活性的影响都非常有限。这两点为 G. oxydans DSM 2003 抑制物胁迫下良好的产酸性

提供了分子层面的解释。 
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表 2.1  抑制物胁迫下 G. oxydans DSM 2003 中葡萄糖酸合成相关基因的转录水平 

Table 2.1  Transcriptional level of gluconic acid synthesis related genes under the stress of inhibitors. 

  locus_tag protein Furfural HMF Acetic acid 

      FCa  P-value FC  P-value FC  P-value 

Glucose dehydrogenase GOX0265 mGDH -1.33  0.08  -1.14  0.15  +1.21  0.00  

GOX2015 GDH -1.35  0.02  -1.28  0.06  -1.22  0.19  

Ubiquinone biosynthesis protein GOX0746 UbiH -1.35  0.01  -1.29  0.30  -1.07  0.30  

Cytochrome bo3 oxidase GOX1864 CyoE -1.13  0.05  -1.12  0.62  +1.07  0.03  

GOX1914 CyoD -1.32  0.03  -1.11  0.02  -1.21  0.01  

GOX1913 CyoC +1.26  0.05  -1.08  0.03  -1.21  0.23  

GOX1912 CyoB -1.17  0.05  +1.05  0.84  +1.01  0.54  

GOX1911 CyoA -1.37  0.01  -1.22  0.02  -1.25  0.15  

Cytochrome bd complex B/A GOX0278 CydA +1.23  0.01  +1.20  0.07  -1.08  0.26  

GOX0279 CydB +1.23  0.06  +1.23  0.66  +1.05  0.05 

Coenzyme PQQ synthesis protein  GOX0983 PQQspE -1.20  0.11  -1.27  0.23  +1.11  0.15  

GOX0984 PQQspD -1.13  0.05  +1.15  0.44  -1.04  0.31  

GOX0986 PQQspB +1.02  0.83  +1.10  0.96  +1.01  0.27  

GOX0987 PQQspA +1.56  0.05  +1.84  0.21  +1.26  0.01  

GOX0985 PQQspC -1.30  0.00  +1.30  0.17  -1.06  0.36  

GOX1104 TldD protein +1.15  0.09  +1.15  0.34  -1.12  0.07  
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a FC, Fold change; Red indicates up-regulated expression (positive number) with more than 1.5-fold change ; Green indicates down-regulated 

expression (negative number) with more than 1.5-fold change.

  locus_tag protein Vanillin Syringaldehyde HBA 

      FC  P-value FC  P-value FC P-value 

Glucose dehydrogenase GOX0265 mGDH -4.22  0.20  -1.14  0.40  -1.52  0.00  

GOX2015 GDH +1.43  0.22  -1.17  0.10  -1.44  0.01  

Ubiquinone biosynthesis protein GOX0746 UbiH -1.99  0.02  -1.21  0.03  -1.21  0.01  

Cytochrome bo3 oxidase GOX1864 CyoE -1.30  0.96  +1.00  0.24  +1.10  0.12  

GOX1914 CyoD -1.57  0.60  -1.08  0.48  -1.11  0.01  

GOX1913 CyoC -1.50  0.92  -1.01  0.37  +1.04  0.66  

GOX1912 CyoB +1.34  0.95  -1.01  0.24  +1.11  0.29  

GOX1911 CyoA -1.48  0.99  -1.00  0.26  +1.08  0.46  

Cytochrome bd complex B/A GOX0278 CydA +5.46  0.00  +1.74  0.00  +2.18  0.00  

GOX0279 CydB +4.91  0.00  +1.64  0.01  +1.95  0.00  

Coenzyme PQQ synthesis protein  GOX0983 PQQspE -2.52  0.00  -1.47  0.05  -1.89  0.00  

GOX0984 PQQspD -2.06  0.01  -1.36  0.05  -1.34  0.00  

GOX0986 PQQspB +1.21  0.95  +1.01  0.65  +1.16  0.22  

GOX0987 PQQspA +1.89  0.07  +1.48  0.20  +1.53  0.02  

GOX0985 PQQspC -1.83  0.00  -1.62  0.02  -1.80  0.00  

GOX1104 TldD protein +1.13  0.02  +1.17  0.17  +1.25  0.00  



华东理工大学  硕士学位论文                                        第 31 页 

2.3.3  G. oxydans DSM 2003 对醛类抑制物的降解特性及相关酶的挖掘 

根据本文 2.3.1 中 G. oxydans DSM 2003 利用玉米秸秆水解液发酵产葡萄糖酸的实

验结果以及本实验室之前的研究结果，我们得出 G. oxydans DSM 2003 具有强大的抑制

物耐受能力，能够在含高浓度抑制物的玉米秸秆水解液中不经延滞期便快速进入生长，

即对未脱毒玉米秸秆水解液体系有很好适应能力。 

（1）G. oxydans DSM 2003 对抑制物的降解 

考虑到微生物对抑制物的耐受通常是通过对其有效、快速的降解实现[137, 138, 125]，本

研究接着进行了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源抑制物的降解转化实验，以考

察 G. oxydans DSM 2003 对这些抑制物的降解能力，及其与菌体自身生长之间的联系。

在抑制物浓度不足以对生长产生严重抑制，且高于真实水解液中含量的双重限定下，抑

制物浓度最终分别被定为 0.65 g/L 糠醛，1.1 g/L 5-羟甲基糠醛，0.9 g/L 丁香醛，0.7 g/L

香草醛，0.6 g/L 4-羟基苯甲醛，5 g/L 乙酸。结果显示，G. oxydans DSM 2003 可以将糠

醛快速转化为相应的酸和醇，并最终将其完全氧化为糠酸（图 2.6a）；可将 5-羟甲基糠

醛，香草醛， 4-羟基苯甲醛快速转化为相应的醇和酸，并最终将每种醛类物质的大部分

氧化为相应的酸，少部分还原为醇（图 2.6b, d, f）。该菌也可将丁香醛较为缓慢的还原为

相应的醇（图 2.6e）。同时对于所有的醛类抑制物，G. oxydans DSM 2003 在将其彻底或

者部分转化后，就度过延滞期进入与未加抑制物的对照生长速率几乎相同的对数期（图

2.6a, b, d, e, f）。这一方面说明 G. oxydans DSM 2003 可以通过将醛类快速转化为毒性较

低的醇或酸来缩短延滞期并快速进入生长状态，另一方面也说明这些醇和酸作为抑制物

对 G. oxydans DSM 2003 生长的影响极小。 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

0 4 8 12 16 20 24 28

O
D

6
0
0

In
h

ib
it

o
rs

 a
n

d
 d

e
ri

v
a

ti
v

e
s

 (
g

/L
)

Time (h)

Furfural Furoic acid

Furfuryl alcohol Cell growth (control)

Cell growth (furfural)

(a)  



第 32 页                                   华东理工大学  硕士学位论文 

 

 

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

1.2

0 4 8 12 16 20 24 28

O
D

6
0
0

In
h

ib
it

o
rs

 a
n

d
 d

e
ri

v
a

ti
v

e
s

 (
g

/L
)

Time (h)

HMF HMF acid

HMF alcohol Cell growth (control)

Cell growth (HMF)

(b) 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0

1

2

3

4

5

6

7

0 4 8 12 16 20 24 28

O
D

6
0
0

In
h

ib
it

o
rs

 a
n

d
 d

e
ri

v
a

ti
v

e
s

 (
g

/L
)

Time (h)

Acetic acid Acetic acid (control)

Cell growth (control) Growth (acetic acid)

(c)   

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 4 8 12 16 20 24 28

O
D

6
0
0

In
h

ib
it

o
rs

 a
n

d
 d

e
ri

v
a

ti
v

e
s

 (
g

/L
)

Time (h)

vanillin vanillic acid

Vanillyl alcohol  Cell growth (control)

 Cell growth (vanillin)

(d)



华东理工大学  硕士学位论文                                        第 33 页 

 

 

 

图 2.6  G. oxydans DSM 2003 对不同抑制物的降解性能 

（a）糠醛降解；（b）5-羟甲基糠醛降解；（c）乙酸降解；（d）香草醛降解；（e）丁香醛降解； 

（f）4-羟基苯甲醛降解。发酵实验在 250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 mL，实验条件为温度 30oC，

转速 220 rpm，pH 5~6，每 4 h 通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。对照为发酵培养基不加抑制物。 

Fig. 2.6  Inhibitor degradation behaviors of G. oxydans DSM 2003. 

(a) Furfural ; (b) HMF; (c) Acetic acid;(d) Vanillin; (e) Syringaldehyde; (f) HBA; Substrate: fermentation 

medium containing the individual inhibitor compound at desired concentration; The control do not contain 

any inhibitors. Condition: 30oC, pH 5~6, 220 rpm, 10% (v/v) of inoculum size, 50 mL liquid in 250 mL 

flask. 

对于弱酸类抑制物，乙酸不仅不能被降解，还会作为副产物被额外的合成（图 2.6c）。
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虽然乙酸胁迫下没有产生额外的延滞期，但是菌体生长速率始终低于对照（图 2.6c），这

与乙酸不能被降解而持续性的产生抑制作用相关。这也就解释了 G. oxydans DSM 2003

生长速率低于脱毒水解液的现象。 

总之，G. oxydans 能够极快的将引起延滞期的醛类物质转化为相应的、对该菌生长

几乎没有影响的酸和醇，并借此快速进入生长对数期。考虑到发酵罐比摇瓶有更好的

供氧和 pH 控制能力，使菌体的生长和活性更好，因此能更快的转化醛类。且根据材料

与方法 2.2.5，水解液中醛类抑制物总和并不多。这就解释了在发酵罐中，G. oxydans

在高达 20%（w/w）固含量的未脱毒玉米秸秆水解液中进行发酵时没有出现明显延滞

期现象。这么短的延滞期在目前所有的具有抑制物耐受能力的发酵菌株中都十分罕

见。 

本文利用DNA芯片技术进行了抑制物胁迫下G. oxydans DSM 2003的转录组分析，

发现大量具有醛类抑制物转化潜力的氧化还原酶编码基因显著上调。这可能是该菌在应

对抑制物胁迫时通过自身调节大量合成抑制物转化相关酶，以提高自身的抑制物转化能

力的机制。下面对这些基因及其表达蛋白的功能进行总结。 

（2）醛类抑制物转化相关基因 

负责醛类抑制物转化的酶通常具有广泛的底物特异性。将醛类还原为相应的醇，或

者催化反向反应的酶类一般均以 NAD(P)H 为辅酶，包括醇脱氢酶（ADH）、醛酮还原

酶、醛还原酶以及作用于 C-OH 基团的氧化还原酶；而需要氧气参与的醛氧化酶和依赖

NAD(P)+ 的醛脱氢酶（ALDH）则可能将醛类氧化为相应的酸[125]。本文利用 DNA 芯片

技术找出在不同抑制物胁迫下上调的上述具有抑制物转化潜力的酶的编码基因。 

在糠醛胁迫下转录水平上调的基因中五个醇脱氢酶  (GOX1187, GOX2215, 

GOX2088, GOX0855, GOX0854)，一个醌还原酶 (GOX2594)，三个可以作用于 C-OH 基

的氧化还原酶 (GOX1199, GOX1168, GOX1857) 具有将糠醛转化为糠醇或反向催化的

潜力。两个醛脱氢酶 (GOX0499, GOX1122) 具有将糠醛氧化为糠酸的潜力。此外还有

功能不明确的两个脱氢酶，一个氧化还原酶以及 29个假定基因在糠醛胁迫下上调表达。

这些基因有可能在糠醛的转化中起到作用（图 2.7a）。 

5-羟甲基糠醛的胁迫下，除了与糠醛存在下一致上调的五个醇脱氢酶和一个醌还原

酶外，两个作用于 C-OH 基团的氧化还原酶 (GOX1857, GOX1271)，一个醌醇氧化酶

(GOX2658) 也上调表达，这些酶具有将糠醛还原为糠醇的潜力。另外两个与糠醛一致上

调的醛脱氢酶 (GOX0499, GOX1122) 具有将 5-羟甲基糠醛转化为酸的潜力（图 2.7b）。

在 HMF 胁迫下有 33 个上调的假定基因其中 22 个与糠醛一致。 

在香草醛胁迫下具有将香草醛转化为相应的醇潜力的转录水平上调的基因包括八

个醇脱氢酶 (GOX1432, GOX1187, GOX2215, GOX0855, GOX0854, GOX2676, GOX0865, 

GOX2181)，三个醌还原酶  (GOX2594, GOX0476, GOX0849)，两个短链脱氢酶 

(GOX0458, GOX1538)，七个作用于 C-OH 的氧化还原酶的编码基因  (GOX1899, 
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GOX1199, GOX1139, GOX0644, GOX0478, GOX0319, GOX1458)。在香草醛胁迫下具有

将香草醛转化为香草酸或催化反向反应潜力的转录水平上调的基因包括一个醛氧化酶 

(GOX0653) 和 5 个醛脱氢酶 (GOX1712, GOX2110, GOX2376, GOX0499, GOX1122)。

42 个假设基因以及功能不明的两个脱氢酶、一个氧化还原酶在香草醛胁迫下上调表达，

这些基因可能具有转化香草醛的作用（图 2.7e）。 

在丁香醛胁迫下，有三个醇脱氢酶 (GOX2215, GOX2088, GOX0855)，一个醌还原

酶 (GOX2594)，三个作用于 C-OH 的氧化还原酶 (GOX1271, GOX1199, GOX0319)的编

码基因上调表达。这些酶具有将丁香醛转化为丁香醇的潜力（图 2.7d）。此外还有作用

基团未知的两个脱氢酶和一个氧化还原酶以及 19 个假设基因在丁香醛的胁迫下上调表

达，这些基因编码蛋白可能催化丁香醛转化为丁香醇。 

在 4-羟基苯甲醛的胁迫下，有四个醇脱氢酶  (GOX1187, GOX2215, GOX0855, 

GOX2181)，六个作用于 C-OH 基团的氧化还原酶 (GOX0502, GOX1168, GOX1199，

GOX1899, GOX1458, GOX1170)，一个醌还原酶 (GOX2594) 的编码基因上调表达。这

些酶具有将醛转化醇的潜力（图 2.7c）。succinate-semialdehyde dehydrogenase 的编码基

因 GOX1122 也上调表达，该酶可能催化 4-羟基苯甲醛到 4-羟基苯甲酸。此外还有作用

于未知基团的一个脱氢酶和一个氧化还原酶以及 34 个假设基因在 4-羟基苯甲醛的胁迫

下上调表达，这些基因编码的蛋白可能催化 4-羟基苯甲醛到醇的转化。 

在三种酚醛胁迫下上调的的九个醇脱氢酶中有四个至少在两种酚醛胁迫下上调表

达，分别是 GOX1187，GOX2215，GOX0855，GOX2181，其中 GOX2215 在三种酚类

胁迫下均上调表达。在三种酚醛胁迫下上调的十个氧化还原酶的编码基因中有 4 个在至

少两种酚醛胁迫下上调表达，分别是 GOX1199，GOX1899，GOX1458，GOX0319，其

中 GOX1199 在三种酚类胁迫下均上调表达。在三种酚醛胁迫下上调的三个醌还原酶中，

GOX2594 在三种酚醛胁迫下均上升。 

在五种醛类抑制物胁迫下均上调表达的基因为一个醇脱氢酶的编码基因GOX2215，

一个醌还原酶的编码基因 GOX2594，以及作用基团不明的一个脱氢酶的编码基因

GOX0572 和一个氧化还原酶的编码基因 GOX1271。此外还有六个假定基因 GOX0667，

GOX0661，GOX0490，GOX2471，GOX2699，GOX1925 在五种醛的胁迫下均上调表达。 

这些基因这不仅从分子水平解析 G. oxydans 的抑制物降解路径，也为其它生物炼制

微生物耐受性改造提供了基因元件资源。 
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图 2.7  G. oxydans DSM 2003 对醛类抑制物的转化途径及相关酶的编码基因 

（a）糠醛转化途径；（b）5-羟甲基糠醛转化途径；（c）4-羟基苯甲醛转化途径； 

（d）丁香醛转化途径；（e）香草醛转化途径。 

虚线框内的基因具有抑制物转化潜力，但具体转化功能尚不明确。红色标志的基因在五种醛类抑制

物胁迫下均显著上调表达；紫色标志的基因在除丁香醛外的其他四种醛类中均显著上调表达。 

Fig. 2.7  The predicted aldehydes conversion pathways and the related genes of G. oxydans DSM 2003 

(a) Furfural; (b) HMF; (c) 4-hydroxybenzaldehyde; (d) Syringaldehyde; (e) Vanillin. 

ADH: alcohol dehydrogenase; ALDH: aldehyde dehydrogenase; SDR: short chain dehydrogenase 

2.3.4  G. oxydans DSM 2003 抑制物耐受性驯化 

根据 2.3.3 中 G. oxydans DSM 2003 对六种模式抑制物降解特性及其对生长的影响

可知，该菌能够极快的降解各种毒性极高的醛类抑制物，从而使得自身极快的度过延滞

期进入生长状态。但是乙酸等物质由于不能被降解，始终抑制着 G. oxydans 菌体的生长

速率，最终导致参与催化葡萄糖酸合成的细胞量下降，影响发酵效率。鉴于这一现象，

本研究在新鲜预处理玉米秸秆水解液（未脱毒玉米秸秆水解液）中对 G. oxydans DSM 

2003 进行了长期驯化，期望提高其对木质纤维素来源的各种抑制物的整体耐受能力。 

（1） G. oxydans DSM 2003 抑制物抗逆性驯化 

通常通过驯化会得到两种抑制物耐受菌株：一种是在诱导型，一种是组成型。诱导

型指驯化的过程中某些与抑制物耐受性相关的酶由于抑制物的存在而被诱导，表现出一

定的酶活性。当抑制物消失，酶活性消失，即菌株耐受性消失，这意味着这样的菌株具
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有不稳定性。组成型指抑制物耐受相关的酶的编码基因发生变化，这样得到的菌株具有

相当的稳定性。为了得到组成型抑制物耐受菌株，本研究采取了将 G. oxydans 在含大量

抑制物的未脱毒水解液和含极少量抑制物的脱毒水解液中进行交替驯化的策略。原因是

组成型菌株在未脱毒水解液中不须经过诱导就具备抑制物耐受能力；而在经历了脱毒水

解液驯化的诱导型失去优势，需要在未脱毒水解液中经历一定的时间的诱导才能具备耐

受能力。这样在未脱毒水解液中，组成型菌株就比诱导型菌株更具有生长优势，在一代

代的驯化中被富集挑选出来。 

G. oxydans DSM 2003 在 84 代之前仅在未脱毒水解液中驯化，84 代以后在脱毒与未

脱毒水解也中交替驯化。每 24 h 转接一次并取样，图 2.8 展示了驯化过程中 G. oxydans 

DSM 2003 在未脱毒水解液中的产酸量、残糖量、菌体生长的情况。由图可知随着驯化

的进行 G. oxydans DSM 2003 的生长和产酸得到明显改善，并已经基本趋于稳定。 

本研究接着在 15%固含量新鲜处理的玉米秸秆水解液（未脱毒水解液）中，对经

驯化的 G. oxydans DSM 2003 进行了发酵性能测定，对照为原始菌株。结果如图 2.9 所

示，在相同的未脱毒水解液中，驯化菌株的延滞期缩短，生长速率加快，这可能意味

着该驯化菌株不仅能够将引起延滞期的醛类物质更加快速的降解，同时对乙酸等不能

被降解且抑制菌体生长速率的抑制物耐受能力加强。此外驯化菌株对木糖的转化速率

明显加快，将发酵终止时间由 72 h 缩短到 36 h。这可能与菌体生长改善引起参与发酵

的菌体量增加有最直接的关系。驯化菌株对葡萄糖的转化速率没有明显改善，则可能

与发酵体系除催化剂（菌体）外的其他限制（如氧气，pH）相关，即葡萄糖的氧化速

率已经达到其他某项限制因素的极限。 
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图 2.8  G. oxydans DSM 2003 在新鲜玉米秸秆水解液中的适应性长期驯化 

水解液中预先加入 8g/L 碳酸钙（即 1/4 葡萄糖物质的量）调节 pH，驯化 12 h 后再加入 5 M 氢氧化

钠将 pH 调至 5~6。驯化在 100 mL 摇瓶中进行，装液量 1/5。每 24 h 进行一次转接。 

Fig. 2.8  Time course profile of the evolutionary adaptation of G. oxydans DSM 2003 in freshly pretreated 

(without detoxified) corn stover hydrolysates 

Conditions: 30oC, 220 rpm, the inoculum size 20% (v/v), solids loading15% (w/w). 20 mL liquid in 100 

mL flask. 

（2）G. oxydans DSM 2003 驯化菌株发酵性能 
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图 2.9  G. oxydans DSM 2003 驯化菌株在新鲜预处理玉米秸秆水解液中的发酵性能发酵

实验在 250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 mL，实验条件为温度 30oC，转速 220 rpm，pH 5~6，每 4 h

通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。 

Fig. 2.9  The fermentation performance of the adapted G. oxydans DSM 2003 in freshly 

pretreated (without detoxified) corn stover hydrolysates 

Conditions: 30oC, pH 5~6, 250 rpm, inoculum size 10% (v/v), solids loading15% (w/w). 50 mL liquid in 

250 mL flask. 

2.4  本章小结 

本章考察了 G．oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源抑制物耐受性，并对其中的耐

受机制进行了探索。得出以下结论。 

本研究发现在木质纤维素来源的抑制物胁迫下，G. oxydans 生长受到一定抑制，但

是仍具有很好的葡萄糖酸发酵性能。通过全细胞催化实验，发现在固定菌体量的前提下

抑制物不会影响 G. oxydans 将葡萄糖氧化为葡萄糖酸的速率和效率，且葡萄糖合成关键

酶——葡萄糖脱氢酶极强的抑制物耐受能力是其主要原因。通过对 G. oxydans 中产葡萄

糖酸相关酶的转录水平进行分析，发现各种抑制物对葡萄糖酸生成路径中相关酶生物合

成的影响极为有限，因而不太可能因为相关酶的合成受阻而影响葡萄糖酸的合成。 

其次，通过抑制物降解实验，发现该菌能够将毒性极强的醛类抑制物快速转化为毒

性较低的醇和酸，这可能是 G. oxydans DSM 2003 在高抑制物含量的未脱毒玉米秸秆水

解液中的延滞期很短的主要原因。本文通过基因芯片技术对 G. oxydans 进行了抑制物胁

迫下的转录组分析，发现大量具有醛类抑制物转化潜力的氧化还原酶编码基因显著上调。

这些基因不仅从分子水平解析 G. oxydans DSM 2003 的抑制物降解路径，也为其它生物

炼制微生物耐受性改造提供了基因元件资源。 
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另外，在新鲜玉米秸秆水解液（未脱毒）中进行的 G. oxydans DSM 2003 长期适应

性进化培养使 G. oxydans 对抑制物耐受能力大幅增强，提高了其在水解液体系中的细胞

生长速率和木糖转化速率。在固含量为 15%的新鲜玉米秸秆水解液（未脱毒）中，驯化

菌株 36 h 即可完成发酵，原始菌株需要 72 h。驯化菌株将发酵时间缩短为原始菌株的一

半，提高了发酵效率，降低了生产成本。 
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第 3 章  Gluconobacter oxydans DSM 2003 木质纤维素水解液全糖转化 

3.1  背景 

木质纤维素主要由纤维素、半纤维素和木质素三种物质组成。木质素是一类复杂的

芳香聚合物。纤维素由葡萄糖聚合而成，可被纤维素酶降解为葡萄糖、纤维二糖、葡寡

糖等。半纤维素由己糖（D-葡萄糖、D-半乳糖、D-甘露糖），戊糖（D-木糖、L-阿拉伯

糖），和各种糖醛酸等组成，聚合度低，无结晶结构，在稀硫酸预处理过程中容易水解为

可溶性单糖和寡糖[11]。 

大部分微生物通常只可以利用由木质纤维素水解得到的葡萄糖，而将来源于半纤维

素的含量相当可观的其它糖浪费[139-142 ]。据 NREL 报道，玉米秸秆中来源于半纤维素的

四种单糖（D-木糖、L-阿拉伯糖、D-甘露糖、D-半乳糖）平均占玉米秸秆水解产生可溶

性单糖总量 43%[143]。另外有些种类的木质纤维素中的半纤维素含量还要高于玉米秸秆

（大约 20%左右），如水生植物中的水葫芦，草本植物中的百慕大草，以及树木中的白

杨，其半纤维素含量分别达到了木质纤维素总重的 55%，40%，32%。这意味着来源于

半纤维素的单糖含量更高[1447]。所以如果这些糖不能加以利用，不仅造成浪费而且增加

废水的化学需氧量（COD），最终对环境造成负担。 

G. oxydans 细胞膜上存在大量的脱氢酶可以将多种醛糖氧化，但该菌目前仅被应用

于以葡萄糖为底物生产 5-酮基-d-葡萄糖酸[145,146]，2-酮基-d-葡萄糖酸[147]和葡萄糖酸，以

及个别报道的以木糖为底物生产木糖酸[3]。未见该菌利用其它醛糖糖生产产品。 

本章主要考察了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维来源各种已知单糖（D-木糖、L-

阿拉伯糖、D-甘露糖、D-半乳糖）的利用情况，探究了其在模拟玉米秸秆水解液的合成

培养基及真实水解液中的全糖转化能力。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  原材料和试剂 

玉米秸秆于 2015 年的秋天收获自中国内蒙古临河。玉米秸秆初步处理及干重基础

上的组分测定方法见 2.2.1，该原料含 35.38%的纤维素，24.62%的半纤维素。 

L-阿拉伯糖购自北京华威锐科化工有限公司（中国，北京），D-甘露糖购自九鼎化学

有限公司（中国，上海），D-半乳糖购自麦克林生物化学有限公司（中国，上海）。葡萄

糖酸钠买自山东西王糖业有限公司（中国，山东）。商品纤维素酶 Youtell #7、葡萄糖、

KH2PO4、(NH4)2SO4、MgSO4、NaOH、H2SO4 等酶和化学品试剂参见 2.2.1。 

3.2.2  菌株与培养基 

G. oxydans DSM 2003 来源参见 2.2.2。 G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 工程菌株为
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敲除 G. oxydans DSM 2003 中膜结合的依赖 PQQ 的葡萄糖酸-2-脱氢酶的编码基因（ga-

2-dh）。 

本研究用到的合成培养基有以下几种： 

1）种子培养基：山梨醇 80 g/L，酵母粉 20 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 

g/L，(NH4)2SO4 1.5 g/L。 

2）发酵培养基（用于 G. oxydans DSM 2003 在不同单一碳源中发酵实验）：L-阿拉

伯糖（甘露糖，半乳糖）40 g/L，酵母粉 10 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L，

(NH4)2SO4 1.5 g/L，该实验设置的对照组为上述发酵培养基中不添加任何单糖。 

3）模拟玉米秸秆水解液培养基：93.4 g/L 葡萄糖，42.5 g/L 木糖，3 g/L 半乳糖，6.8 

g/L 阿拉伯糖，3 g/L 甘露糖，酵母粉 20 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L，

(NH4)2SO4 1.5 g/L。 

3.2.3  细胞培养 

1）用于全细胞催化的静息细胞制备制备参见 2.2.2 

2）单一糖发酵实验种子制备 

为了避免种子培养物中的残留的山梨醇对单一碳源发酵时菌体生长产生影响。本研

究将对数期 G. oxydans 种子液离心后用 0.85%生理盐水洗涤，并用不含山梨醇的种子合

成培养基重悬至 OD600 为 3-4，再以 10%接种如不同碳源的发酵培养基中。 

3.2.4  木质纤维素预处理、脱毒、糖化（见 2.2.5） 

3.2.5  水泥添加剂性能测试 

2-酮基-D-葡萄糖酸的制备自纯品葡萄糖发酵，当葡萄糖酸全部转化为 2-酮基-D-葡

萄糖酸，发酵结束。离心去除菌体，取上清进行添加剂性能测试。 

本研究选择凝结时间和净浆流动度两个指标来表征水泥添加剂的性能。凝结时间以

及稠度测定所用的仪器是购自上海路达实验仪器有限公司的维卡仪（中国，上海）。在凝

结实验测定前需要确定基准水泥和水的比例，以使其达到中国国标 GB/T 1346-2011 规

定的标准稠度，即稠度试针在 30 s 内在水泥浆中下沉 34±1 mm。凝结时间测定方法如

下：将去离子水和 500 g 基准水泥以经过标准稠度步骤确定的比例加入水泥净浆搅拌机

（NJ-160,无锡建筑工业有限公司，中国，江苏），并在特定的程序下进行搅拌。搅拌步

骤为低速 2 min（桨叶公转速度为 62 rpm，自传为 140 rpm），停 15 s，再高速搅拌（公

转 125 rpm，自传 285 rpm）2 min。然后将水泥浆倒入圆锥形试模（底面直径 75 mm，

顶面直径 65 mm，高 40 mm），处理后放入养护箱，温度 20oC，湿度 95%及以上。然后

开始测初凝与终凝时间，并以水与水泥接触的时间定为测定起始时间。初凝时间（min）

为养护的水泥达到在初凝试针与试模水泥表面接触后自由落体试针探入试模内部 36±1 

mm 的状态的时间。测完后将水泥块上下面翻转，并随即放入养护箱。终凝时间（min）

为终凝试针开始在水泥块表面不留痕迹的状态的时间。 

净浆流动度测定依据中国国标 GB/T 17671-1999 进行测定。方法如下，将 300 g 基
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准水泥，87 mL 去离子水，以及 0.03%的水泥缓凝剂一起加入水泥净浆搅拌机，低速搅

拌后将水泥倒入光滑玻璃板上的截锥圆模（底面直径 75 mm，顶面直径 60 mm，高 50 

mm），刮平后快速拿开，30 s 后测量辐射状水泥相互垂直的两个直径并求平均值，即为

净浆流动度（mm）。 

3.2.6  醛糖和酸分析 

D-葡萄糖，D-木糖，L-阿拉伯糖，D-甘露糖，D-半乳糖的分析是通过 HPLC (LC-

20AD, refractive index detector RID-10A, Shimadzu, Kyoto, Japan) 进行的，柱子为 HPX-

87P(Bio-rad, Hercules, CA, USA)，柱温 80oC，流动相为经过灭菌的超纯水，流速为 0.6 

mL/min。D-葡萄糖酸，D-木糖酸，2-酮基-D-葡萄糖酸(2-KGA)通过 HPLC (LC-20AT, 

UV/VIS detector SPD-20A, Shimadzu, Kyoto, Japan) 进行分析，柱子为 HPX-87H (Bio-rad, 

Hercules, CA, USA)，柱温 55oC，流动相为 5 mM H2SO4，流速为 0.6 mL/min，检测波长

为 210 nm。 

L-阿拉伯糖，D-甘露糖，D-半乳糖酸的定性分析采用 Agilent LC-MS 系统进行，该

系统由 Agilent 1200 高效液相色谱和 Quadrupole LC-MS 6120 detector 组成。HPLC 柱子

为 Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6×150 mm, 5-μm particle size)。流动相为 10 mM 甲酸胺（A

泵）和乙腈（B 泵），泵入梯度设置为：甲酸和乙腈开始以 8:2 泵入，在 4 min 内乙腈升

至 90%，保持 6 min，然后在 2 min 内降至 20%，保持 3 min。流速 0.6 mL/min，温度

25°C。检测物的负离子化由电喷物离子化源（ESI）进行。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  G. oxydans DSM 2003 对单一糖的利用 

之前的报道已证明 G. oxydans DSM 2003 可将葡萄糖与木糖氧化产生相应的酸，本

组研究主要涉及 G. oxydans DSM 2003 对来源于半纤维素的 L-阿拉伯糖，D-半乳糖，D-

甘露糖的利用。结果如图 3.1a 所示，当以 L-阿拉伯糖，D-半乳糖，D-甘露糖以及木糖

四种糖分别作为单一的碳源，G. oxydans DSM 2003 的生长情况要强于不加任何糖的对

照。这说明这几种糖都可以参与 G. oxydans DSM 2003 的生长。且阿拉伯糖和木糖相较

于甘露糖与半乳糖更有利于菌体的生长。 

本文接着探究了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源单一糖的转化能力。结果如

图 3.1b 所示，该菌株可以很好的将半乳糖，阿拉伯糖，甘露糖三种糖在 72 h 内全部转

化，转化速率依次为半乳糖>阿拉伯糖>甘露糖。Peters 等发现 G. oxydans 621H 细胞膜上

催化葡萄糖，半乳糖，阿拉伯糖，甘露糖，木糖氧化的酶为 mGDH[106]。根据 BRENDA，

来自其他微生物上依赖 PQQ 的 GDH 可将以上单糖氧化为 L-阿拉伯糖内脂，D-甘露糖

内脂，D-半乳糖内脂。 

本研究利用 LCMS 对转化产物进行定性分析，取 G. oxydans 对单一糖的利用实验

中 72 h 的样品进行检测，此时三种单糖均已转化完全（3.1b）。LCMS 检测结果显示，

当阿拉伯糖，半乳糖，甘露糖分别做底物时，转化产物在保留时间分别为在 3.013 min，
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3.009 min，3.019 min 处，丰度最高的分子量分别为 165，195，195（表 3.1），这与 L-阿

拉伯糖酸、D-甘露糖酸，D-半乳糖酸阴离子的分子大小一致。也就是说 G. oxydans 也可

以将阿拉伯糖，半乳糖，甘露糖氧化为相应的内酯，然后自发或由内酯酶水解为相应的

酸。 

 

 

图 3.1  G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源单糖的的利用 

（a）细胞生长；（b）单糖转化。培养基为发酵培养基，实验在 250 mL 摇瓶中进行，装液量 50 

mL，实验条件温度 30oC，转速 220 rpm，pH 5~6，每 4 h 通过 5 M 氢氧化钠调节一次 pH。 

Fig. 3.1  The utilization of the derived lignocellulose-derived sugars by G. oxydans.DSM 2003 

(a) Cell growth; (b) Sugar conversion. 

The well pretreated G. oxydans.DSM 2003 seeds were inoculated to fermentation medium containing 

different individual sugars. Conditions: 30oC, pH 5~6, 220 rpm, the inoculum size 10% (v/v), 50 mL liquid 

in 250 mL flask. 
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表 3.1  利用 LCMS 分析 G. oxydans DSM 2003 对 L-阿拉伯糖、甘露糖、半乳糖的转化产物 

Table 3.1  LCMS analysis of the product transformed from L-arabinose, D-galactose, D-mannose by 

G. oxydans DSM 2003  

Compound Structure RT (min) MW 

L-Arabonate 

 

3.013 165.1 

D-Galactonate 

 

3.009 195.1 

D-Mannonate 

  

3.019 195.1 

3.3.2  G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来源混合糖的利用 

上述研究表明当 L-阿拉伯糖、D-甘露糖、D-半乳糖分别作为唯一的碳源时，G. 

oxydans DSM 2003 可以利用其生长并将其转化。但是对于混合碳源，由于起到主要转化

功能的 mGDH 对不同的底物选择性相差极大[123]，导致 G. oxydans DSM 2003 对不同的

单糖具有不同的利用顺序和转化效率。此时比较不易利用的糖可能在发酵终了也不能被

利用。 

 

图 3.2  G. oxydans DSM 2003 在模拟玉米秸杆水解液合成培养基中的全细胞催化 

实验在 3 L 发酵罐中进行，装液量 1 L。实验条件为通气量 2.5 vvm，搅拌转速 800 rpm，pH 4.8，

温度 30oC，初始 OD600为 1。 

Fig. 3.2  The whole-cell catalysis performance of G. oxydans DSM 2003 in synthetic medium simulating 

corn stover hydrolysate 

The experiment was carried out at 35oC, pH 4.8, 800 rpm with an inoculum size of 10% (v/v), in a 3 L 

bioreactor containing 900 mL of simulated hydrolysate medium. 
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图 3.3  G. oxydans DSM 2003 在模拟玉米秸杆水解液合成培养基中的发酵 

实验在 3 L 发酵罐中进行，装液量 1 L。实验条件为通气量 2.5 vvm，搅拌转速 800 rpm，pH 4.8，

温度 30oC。 

Fig. 3.3  The fermentation performance of G. oxydans DSM 2003 in synthetic medium simulating corn 

stover hydrolysate 

The experiment was carried out at 35oC, pH 4.8, 800 rpm with an inoculum size of 10% (v/v), in a 3 L 

bioreactor containing 900 mL of simulated hydrolysate medium. 

在以成分复杂的真实玉米秸秆水解液为底物之前，本研究首先进行了 G. oxydans DSM 

2003 以模拟玉米秸秆水解液的合成培养基为底物的催化和发酵实验。结果如图 3.2 所示，

当 G. oxydans DSM 2003 利用模拟水解液进行全细胞催化时，静息细胞（OD600 为 3.5）可

在 48h 内将几乎所有单糖转化完全。当 G. oxydans 利用模拟水解液进行发酵时，48h 内

葡萄糖，木糖，阿拉伯糖和甘露糖相继被耗完，半乳糖转化微弱（图 3.3）。在两个实验

中葡萄糖最终均被转化为葡萄糖酸（GLA）和酮基葡萄糖酸(KGA)。 

3.3.3  G. oxydans DSM 2003 在玉米秸秆水解液中的发酵 

接下来进行 G. oxydans DSM 2003 在固含量 30%（w/w）的玉米秸秆水解醪液中的

发酵实验。玉米秸秆的预处理，脱毒，糖化参如图 3.4 所示，发酵进行 72 h，葡萄糖、

木糖全部耗完，阿拉伯糖和甘露糖余下不到 10%，半乳糖和在合成培养基中一样几乎没

有消耗。也就是说除少量半乳糖外，G. oxydans DSM 2003 可以将高固含量玉米秸秆水

解液中的醛糖几乎全部消耗(图 3.4)，实现水解液体系全糖转化生产糖酸。 
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图 3.4  G. oxydans DSM 2003 在玉米秸杆水解液中的发酵 

反应在装有 Rushton 桨叶的 5 L 发酵罐中进行，装液量 3 L；发酵条件为 pH 4.8，温度 35oC，通气

量 2.5 vvm，搅拌转速 500 rpm，接种量 10%。 

Fig. 3.4  The fermentation performance of G. oxydans DSM 2003 in corn stover hydrolysate 

The experiment was carried out at 35oC, pH 4.8, 500 rpm with an inoculum size of 10% (v/v), in a 5 L 

bioreactor equipped with a Rushton impeller containing 3 L of hydrolysate slurry at 30% solids loading. 

3.3.4  KGA 生成的避免 

（1）KGA 的水泥缓凝性能 

上述转化均会不同程度的产生 KGA，以下对 2-KGA 作为水泥缓凝剂的性能进行了

鉴定，对照为购买的葡萄糖酸，空白为不加任何缓凝剂。结果如表 3.2 所示，2-KGA 作

为水泥缓凝剂其初凝和终凝时间均远小于葡萄糖酸，而其净浆流动性几乎与不加任何缓

凝剂的空白一样。说明 2-酮基-D-葡萄糖酸（2-KGA）虽不会造成负面影响，但缓凝效果

远不如葡萄糖酸。那么就可以肯定在发酵过程中要杜绝葡萄糖酸转化为 2-酮基-D-葡萄

糖酸，以防由于葡萄糖酸的流失造成产品作为水泥缓凝剂的作用下降。 

表 3.2  2-酮基-D-葡萄糖酸作为水泥缓凝剂的性能测试 

Table 3.2  Assay of sodium 2-keto-gluconate as cement retarder additives 

  缓凝时间 静浆流动性 

  初凝时间（min） 终凝时间（min） 直径（mm） 

空白 160 201 209 

样品 184 249 205 

对照 226 296 252 

（2）G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 对模拟水解液中单糖的利用 

本研究试图利用敲除了膜结合葡萄糖酸-2-脱氢酶基因(ga-2-dh)的工程菌株 G. 

oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 来解决这个问题。G. oxydans DSM 2003 中山梨醇脱氢酶和

葡萄糖酸-2-脱氢酶分别催化葡萄糖酸产 5-KGA 和 2-KGA。将 G. oxydans DSM 2003 ∆ga-
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2-dh 发酵 pH 5.5 设定在 5.5，可以避开催化 5-KGA 生成的山梨醇脱氢酶的最佳反应条

件（pH 为 3-4）。 

G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 首先利用模拟玉米秸秆水解液的合成培养基进行发

酵实验。发酵进行至 48 h 时，阿拉伯糖和甘露糖能得到较好的转化，而半乳糖同原始菌

株一样均转化较少。没有出现葡萄糖酸转化为其他化合物和 2-酮基-D-葡萄糖酸生成的

迹象（图 3.6）。 

 

图 3.5  G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 在模拟玉米秸杆水解液中的发酵 

反应在 3 L 发酵罐进行，装液量 1 L。发酵条件为 pH 5.5，温度 30 oC，通气量 2.5 vvm，搅拌转速

800 rpm。 

Fig. 3.5  The fermentation performance of G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh in synthetic medium 

simulating corn stover hydrolysate. 

The experiment was carried out at 30oC, pH 5.5, 800 rpm with an inoculum size of 10% (v/v), in a 3 L 

bioreactor containing 900 mL of simulated hydrolysate medium. 

（3）G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 对玉米秸秆水解液中单糖的利用 

接着利用G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh以真实玉米秸秆水解液为原料进行了发酵。

玉米秸秆水解液经过 60 h 快速生物脱毒，固含量为 25%（w/w）。物料的预处理，脱毒

可糖化如 2.2.5 中材料与方法所述。发酵 80 h 后葡萄糖完全耗完，木糖、阿拉伯糖和甘

露糖转化速率明显比 G. oxydans DSM 2003 慢。半乳糖基本没耗。发酵后期葡萄糖酸有

所降低，没有 2-KGA 生成，但发现疑似 5-KGA 的浓度随着发酵的进行逐渐增长（图

3.6）。 

鉴于 G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 在水解液中最终 OD600 没有超过 1，Zhang 等报

道的 G. oxydans DSM 2003 原始菌株在几乎同样的发酵条件下能达到 2 左右。认为 G. 

oxydans DSM 2003 菌体生长不佳直接导致了最终糖类转化效率降低[113]。 
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图 3.6  G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 在玉米秸杆水解液中的发酵 

（a）糖转化；（b）菌体生长。反应在 3L 发酵罐进行，装液量 1 L，发酵条件为 pH 5.5，温度 30 

oC，通气量 2.5 vvm，搅拌转速 500 rpm。 

Fig. 3.6  The fermentation performance of G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh in corn stover hydrolysate. (a) 

Sugars conversion; (b) Cell growth. The experiment was carried out at 30oC, pH 5.5, 800 rpm with an 

inoculum size of 10%(v/v), in a 3 L bioreactor containing 1 L of hydrolysate at 30% solids loading. 

3.4  本章小结 

本研究发现 G. oxydans DSM 2003 具有罕见的全糖转化能力，能够有效地将木质纤

维素中所有已知单糖氧化为相应的酸，即葡萄糖氧化为葡萄糖酸，木糖氧化为木糖酸，

阿拉伯糖氧化为阿拉伯糖酸，甘露糖氧化为甘露糖酸，半乳糖转化为半乳糖酸。这些糖

酸均携带羟基羧酸基团，可以直接作为水泥缓凝剂等精细化学品使用。木质纤维素水解

后获得的混合单糖经过 G. oxydans DSM 2003 进行全糖转化后，获得的混合糖酸不经分
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离就可以直接作为水泥缓凝剂使用[113]。这不仅使得由木质纤维素经过各种生物炼制过

程产生的单糖被充分利用，也能够有效的降低最终废水中的 COD，减少废水排放和循环

使用前的处理成本。这和利用木质纤维素进行乙醇[142]，柠檬酸[141]，乳酸[139]等产品生产

时，如不对发酵菌株进行分子工程改造就只消耗葡萄糖，并产生高 COD 废水[139]相比具

有明显优势。 

G. oxydans DSM 2003 在催化产酸的过程中会将葡萄糖进一步氧化生成水泥缓凝性

能较差的酮基葡萄糖酸。本研究利用 G. oxydans DSM 2003 ∆ga-2-dh 工程菌株来克服这

一问题。该工程菌株虽然有效的克服了葡萄糖酸的进一步氧化，但是由于生长不佳也导

致醛糖转化受阻。计划对该工程菌株进行水解液适应性驯化，以期改善其生长能力。
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第 4 章  葡萄糖氧化酶对糖化的影响 

4.1  背景 

纤维素的降解是由各种纤维素酶协同进行的。当纤维素处于紧密的晶体结构时，比

较不易降解。近年来发现一些氧化还原酶能够通过氧化的方式来随机裂解组成纤维素的

链状葡萄糖聚合物，并降低纤维素的结晶程度，从而有利于其他的纤维素酶进一步作用

[149]。这些酶包括一些可溶性单加氧酶[150]。纤维二糖氧化酶也被发现具有促进纤维素降

解的作用[151]。 

黑曲霉中的葡萄糖氧化酶在氧气存在下可将葡萄糖氧化为葡萄糖酸，并生成过氧化

氢。该过程与单加氧酶催化底物氧化的方式接近。催化产物过氧化氢在一定条件下也具

有降低纤维素结晶程度的作用[152]。鉴于 Zhang 等利用 Aspergillus niger SIIM M276 进行

以玉米秸秆水解液为原料的葡萄糖酸发酵时，取得了极高的基于葡萄糖的葡萄糖酸得率

（94.9%），本研究推测这与该菌含有的葡萄糖氧化酶对水解液中纤维素的彻底降解而产

生了更多的葡萄糖有关。 

纤维素酶与葡萄糖氧化酶的协同作用被用于多个领域，如以羧甲基纤维素为底物的

过氧化氢生产[153]，棉花的生物抛光和漂白[101]。但都不涉及纤维素糖化效率。本研究的

目的在于验证葡萄糖氧化酶对于纤维素酶催化的纤维素水解过程的影响。最终期望为

Aspergillus niger 以木质纤维素为原料进行同步糖化发酵提供依据。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  原材料与试剂 

微晶纤维素购自上海昌为医药辅料技术有限公司（中国，上海）；葡萄糖氧化酶、过

氧化氢酶（catalase）均购买自 sigma 公司(St. Lous, MO, USA)；甲苯胺蓝试剂买自上海

迈坤有限公司（中国，上海）；NaOH，商品纤维素酶 Youtell #7 参考 2.2.1。 

4.2.2  制备磷酸处理微晶纤维素（PASC） 

本研究所使用的 PASC 制备自微晶纤维素，制备过程始终在 250ml 的离心杯中进行，

方法如下： 

1）用 3 mL 去离子与 1.0 g 微晶纤维素轻轻混匀； 

2）加入 50 mL 预冷的浓磷酸，直至均匀混合成为糊状物，全程冰上进行。 

3）将上述磷酸混合的微晶纤维素冰浴 1 h，每 10 min 进行一次充分的混合。 

4）将 150 mL 预冷的去离子水加入离心杯，边加边进行充分搅拌。 

5）4oC，6000 rpm, 离心 20 min 收集沉淀后，加入 200 mL 去离子水同样的离心条

件下洗涤 4 次。 
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6）用 2mL 的 2 M 碳酸氢钠中和上述洗涤过的沉淀中的磷酸，以调节 pH。 

7）用 100 mL 的去离子水重悬微晶纤维素以进行洗涤，然后离心。重复数次直至将

其重悬以后 pH=5-7。然后按照固含量要求加入适量去离子水重悬磷酸处理微晶纤维素，

-4oC 保存。 

4.2.3  甲苯胺蓝测过氧化氢 

根据 Sunil 等报道利用甲苯胺蓝法检测过氧化氢[154]，方法如下： 

取 3ml 0.2×10-6~14×10-6 的过氧化氢放入 10ml 试管, 1ml 2% KI, 1ml 2M HCl， 

搅至黄色出现，然后加入 0.5ml 0.01%的甲苯胺蓝和 2M 2ml 乙酸钠，在 628nm 测定吸光

度。 

4.2.4  分析方法 

葡萄糖酸和葡萄糖的分析是通过 HPLC (LC-20AD, refractive index detector RID-10A, 

Shimadzu, Kyoto, Japan)进行的。进行葡萄糖酸分析的柱子为 Shodex Rspak JJ50-4D column 

(Showa Denko, Tokyo, Japan)，柱温 40oC，流动相为 12 mM NaHCO3，流速为 0.5 mL/min。

进行葡萄糖分析的柱子为 HPX-87H (Bio-rad, Hercules, CA, USA)，柱温 65oC，流动相为 12 

mM NaHCO3，流速为 0.6 mL/min。 

4.3  结果及讨论 

4.3.1  GOD 对微晶纤维素酶水解的影响 

为了探究 GOD 对纤维素酶水解过程的影响，本研究首先固定 PASC 的固含量（1%

（w/w））和纤维素酶的酶载量（4 FPU/g DW），然后改变 GOD 的加量，进行观察。水解

程度用葡萄糖与葡萄糖酸物质的量的总和表示。结果如图 4.1a 所示，水解进行 24 小时后，

GOD 对 PASC 的酶水解起到抑制作用，且随着 GOD 加量的升高抑制作用更加明显，这与

预期完全相反。水解进行 72 h 后整体抑制现象减弱，在高浓度 GOD 存在下抑制现象依然

存在（图 4.1b），低浓度 GOD 的存在对 PASC 的糖化结果起到略微促进的作用。 

鉴于上述结果，现保持较低的 GOD 酶载量，将纤维素酶酶载量增加至 10 FPU/g DW，

PASC 固含量保持不变，依然为 1%（w/w）。结果如图 2 所示，添加 1 U/g DW 的 GOD 使

得 PASC 的糖化在 72h 上升了 13%。 
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图 4.1  GOD 添加量对磷酸处理微晶纤维素（PASC）酶水解的影响 

（a）24 h 糖化结果；（b）72 h 糖化结果。反应总体系为 20 mL。利用终浓度为 0.05 M 的柠檬酸缓

冲液来稳定 pH。反应条件为 50oC, 150 rpm，pH4.8。水解在水浴摇床中进行。 

Fig. 4.1  The effected of GOD addition dosage on the saccharification of PASC 

(a) 24 h; (b) 72 h. 

Conditions: 50oC, 150 rpm, pH 4.8, the solids loading1% (w/w), 20 mL liquid in 100 mL flask, cellulose 

dosage 4 FPU/g DW. 
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图 4.2  低 GOD 添加量对磷酸处理微晶纤维素（PASC）酶水解的影响 

Fig. 4.2  The effect of GOD at low addition dosage on the saccharification of PASC 

Conditions: 50oC, 150 rpm, pH 4.8, the solids loading1% (w/w), 20 mL liquid in 100 mL flask, cellulose 

dosage 10 FPU/g DW. 

4.3.2  GOD 对纤维素糖化抑制因素探究 

上述实验表明，GOD 低浓度时对 PASC 酶水解过程有促进作用；高浓度时，产生抑

制作用。GOD 催化葡萄糖产生过氧化氢和葡萄糖酸。葡萄糖酸会使 pH 降低，直至脱离

纤维素酶最佳催化范围。本研究首先考察过氧化氢和 pH 对酶解的影响，一共设置 5 组

实验，第一组为对照组，仅添加纤维素酶；第 2-5 组为实验组，第二组添加纤维素酶和

GOD，第三组添加纤维素酶、GOD、过氧化物酶以消除或者减少过氧化氢的影响。第四

组添加纤维素酶、GOD 并用 5M 氢氧化钠调节 pH，以消除或者减少 pH 降低造成的影

响。第五组添加纤维素酶、GOD、过氧化物酶并调节 pH，以期同时消除或降低二者的

影响。磷酸处理微晶纤维素（PASC）的固含量均为 1.24%（w/w），纤维素酶的酶载量为

5 FPU/g DW，GOD 酶载量为 50 U/g DW。第三、五组每 8h 添加一次过氧化氢酶，酶加

量以催化过氧化氢降解完全为准。甲苯胺蓝法被用于测定剩余的过氧化氢。第四、五组

每 8h 调节一次 pH，调至 pH4.8。反应条件同 4.3.1。72 h 的糖化结果如图 4.3 所示，首

先调节 pH 并没有对糖化有显著影响，说明 pH 对酶解的影响不大。而在已经加入纤维

素酶和 GOD 的基础上加入过氧化氢酶使得糖化结果极大的被抑制，这说明过氧化氢的

存在对糖化不起抑制作用，否则消除后，应该会促进糖化进行；同时调节 pH 并加入过

氧化氢酶会使得糖化抑制比单独加入过氧化氢酶更加严重。第三组和第五组的葡萄糖酸

的生成比其他几组要高的多，可见过氧化氢会抑制 GOD 的酶活。也就是说随着过氧化

氢酶的加入，水解体系中过氧化氢含量降低，葡萄糖酸生成增加，PASC 的糖化被极大

抑制。Yuan 等发现过氧化氢会促进纤维晶体去晶体化[152]，从而促进酶解的进行。Norkran
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等发现葡萄糖酸会抑制纤维二糖酶的活性[1]。也就是说加入过氧化氢酶后上升的葡萄糖

酸阻碍了 PASC 的糖化。 

 

图 4.3  过氧化氢和 pH 降低对磷酸处理微晶纤维素（PASC）糖化的影响 

Fig. 4.3  The effect of hydrogen peroxide and pH on PASC saccharification. 

Conditions: 50oC, 150 rpm, pH 4.8, the solids loading1% (w/w), 20 mL liquid in 100 mL flask, cellulose 

dosage 10 FPU/g DW. 

4.4  本章小结 

低浓度葡萄糖氧化酶（GOD）对经磷酸预处理的微晶纤维素糖化具有一定的促进作

用，但高浓度 GOD 对糖化具有抑制作用。分析 GOD 产生抑制的原因时，发现通过添加

过氧化氢酶消除 GOD 催化产物过氧化氢会使抑制现象更加严重。可能的原因有两个，

一个糖化体系中过氧化氢浓度降低直接减弱了其纤维素的去晶体作用；另一个是过氧化

氢浓度降低使得其对 GOD 的抑制消除，产生了更多的葡萄糖酸，高浓度的葡萄糖酸抑

制了纤维素酶的活性。这意味着以黑曲霉作为发酵菌株进行同步糖化产葡萄糖酸会因为

葡萄糖酸对纤维素酶极强的抑制作用而无法实现。
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论和创新点 

微生物利用木质纤维素水解液生产生物化学品的过程中，面临多种障碍。首先，木

质纤维素生物炼制过程中的预处理步骤会产生多种抑制物，严重影响发酵过程中的菌株

生长和发酵效率。其次，半纤维素来源的多种单糖通常不能被发酵菌株有效利用，导致

碳源浪费。本研究发现 Gluconobacter oxydans DSM 2003 不仅对木质纤维素来源的抑制

物具有很好的耐受性，而且能够将木质纤维素来源的各种已知单糖高效转化为目标产品。

本文考察了 Gluconobacter oxydans DSM 2003 的抑制物的耐受性。并通过抑制物胁迫下

进行全细胞催化、葡萄糖脱氢酶活性分析、产葡萄糖酸相关基因转录水平分析，转录组

分析以及抑制物降解性能分析对 G. oxydans DSM 2003 的耐受机理进行探究。通过长期

驯化，提高该菌的抑制物耐受性。本文还考察了 G. oxydans DSM 2003 对木质纤维素来

源的各种已知醛糖的转化能力。得出以下结论： 

（1）本研究发现在木质纤维素来源的抑制物胁迫下，G. oxydans DSM 2003 生长受

到一定抑制，但是仍具有很好的葡萄糖酸发酵性能。一方面，通过全细胞催化实验，发

现抑制物的存在不会影响 G. oxydans DSM 2003 静息细胞将葡萄糖氧化为葡萄糖酸的速

率和效率，而葡萄糖合成关键酶葡萄糖脱氢酶极强的抑制物耐受能力是其主要原因。另

一方面，由 DNA 芯片结果推测，各种抑制物对葡萄糖酸生成路径中相关酶生物合成的

影响有限，因而不会因为相关酶的合成受阻影响葡萄糖酸的合成。 

（2）本研究发现 G. oxydans DSM 2003 在高抑制物含量的未脱毒玉米秸秆水解液中

的延滞期很短。通过抑制物转化实验发现，该菌能够将毒性极强的醛类抑制物快速转化

为毒性较低的醇和酸是这一现象的主要原因。  

（3）本文首次利用基因芯片技术对氧化葡萄糖酸杆菌在抑制物胁迫下进行了转录

组分析，发现大量具有醛类抑制物转化潜力的氧化还原酶编码基因显著上调，这些基因

不仅从分子水平解析 G. oxydans DSM 2003 的抑制物降解路径，也为其它生物炼制微生

物耐受性改造提供了基因元件资源。 

（4）本研究在未脱毒水解液中对 G. oxydans DSM 2003 进行长期驯化，得到了稳定

的 G. oxydans DSM 2003 抑制物耐受菌株。利用未脱毒水解液进行发酵性能比较，发现

该菌株比原始菌株表现出更快的生长速度，更短的延滞期，以及更快的木糖转化速率。 

（5）本文发现 G. oxydans DSM 2003 可将木质纤维素水解液中的各种已知醛糖转化

为相应的糖酸。这些糖酸均携带羟基羧酸基团，可以直接作为水泥缓凝剂。木质纤维素

水解后获得的混合单糖经过 G. oxydans 进行全糖转化后，获得的混合糖酸不经分离就可

以直接作为水泥缓凝剂使用。这一特性不仅显著提高了木质纤维素中的各种单糖的利用
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率，也降低了发酵废水中的残糖含量和废水处理的负担。 

（6）在探索 Aspergillus niger 中葡萄糖氧化酶（GOD）对磷酸处理的微晶纤维素

（PASC）糖化过程的影响时发现：低浓度 GOD 对 PASC 糖化具有一定的促进作用，高

浓度 GOD 具有抑制作用，且抑制作用源自 GOD 的催化产物葡萄糖酸。 

5.2  展望 

对于本研究探索的问题还有许多值得探讨的地方： 

（1）本研究发现乙酸会抑制 G. oxydans DSM 2003 的生长速率，驯化菌株生长速率

的提升很有可能与该菌对乙酸耐受性提高有关。后期实验可对驯化菌株的乙酸耐受能力

进行考察以验证这一推测，并从分子角度刨析驯化菌株的乙酸耐受机理。 

（2）驯化菌株在水解液中具有更好的木糖转化能力，除了菌体生长变好产生更多

参与催化的菌体外，也可能与 mGDH 表达量上升或其编码基因突变有关。后期可以通

过全细胞催化，在细胞量相同的情况下比较驯化菌株和原始菌株的木糖转化能力，若驯

化菌株木糖转化能力更佳，则可对驯化前后菌株中 mGDH 转录水平进行比较并对其编

码基因进行测序分析。 

（3）在对 Gluconobacter oxydans DSM 2003 抑制物耐受机理的探究中，发现同为葡

萄糖脱氢酶，依赖 PQQ 的 mGDH 有很强的抑制物耐受能力，依赖 NADP 的 sGDH 耐

受能力极差，如果能够将这两种酶对抑制物耐受性能差异的原因找出，将为各种酶的定

向改造以及菌株筛选提供线索。 

（4）本研究发现 G. oxydans DSM 2003 可以利用玉米秸秆水解液中的各种单糖，但

是对葡萄糖以外的其他单糖转化速率较慢，导致整体发酵速率降低。若能将糖酸转化关

键酶 mGDH 进行突变或过表达，使该菌具有更好的单糖氧化能力，就能提高木质纤维

素水解液的发酵效率。
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