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高抗逆乳酸片球菌的代谢工程改造及其在玉米秸秆原料生产D-乳酸过程中

的应用 

摘要 

乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici DQ2 是一株从木质纤维素发酵体系中筛选获得

的高抗逆野生乳酸菌。该菌株能够利用高固体含量的干法稀酸预处理的玉米秸秆，通过

同步糖化与发酵生产高浓度的混合 L-和 D-乳酸。本文以热敏性自杀质粒 pSET4E 为工

具质粒，通过同源重组方法敲除了 P. acidilactici DQ2 编码 L-乳酸脱氢酶的基因 ldh，获

得了一株生产光学纯 D-乳酸的工程菌株 P. acidilactici ZP26。该菌株能够利用葡萄糖生

产光学纯度达 99.32%的 D-乳酸。ldh 基因的敲除不影响菌株的生长特性、乳酸得率和对

抑制物的耐受性，而葡萄糖代谢速率和乳酸发酵速率降低。 

本文以干法稀酸预处理和生物脱毒后的玉米秸秆为原料，使用工程菌株 P. 

acidilactici ZP26 进行了 25%（w/w）固体含量下的同步糖化与乳酸发酵。研究发现，抑

制物降解和乳酸积累与生物脱毒时间密切相关，表明玉米秸秆原料中抑制物含量的减少

是乳酸发酵性能提高的重要因素。P. acidilactici ZP26 利用脱毒 10 天的玉米秸秆产生极

高发酵指标的 D-乳酸产品，D-乳酸终浓度、乳酸产率和乳酸得率分别是 77.78 g L
-1、1.02 

g L
-1 

h
-1 和 66.06%。 

本工作对玉米秸秆生产光学纯 D-乳酸具有重要意义。 

关键词：乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici；ldh 基因敲除；光学纯 D-乳酸；玉米秸秆 
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Metabolic Engineering of Pediococcus acidilactici with High Tolerance to 

Inhibitors for D-Lactic Acid Production Using Corn Stover Feedstock 

Abstract 

Pediococcus acidilactici DQ2, isolated from the lignocellulose fermentation system, is 

a wild lactic acid-producing strain with high resistance. Based on simultaneous 

saccharification and fermentation (SSF), P. acidilactici DQ2 could ferment the dry dilute 

acid pretreated corn stover and produce high titer D/L-lactic acid at high solids loading. A 

genetically modified strain, P. acidilactici ZP26 was constructed by the disruption of the 

gene ldh encoding L-lactate dehydrogenase in P. acidilactici DQ2 by homologous 

recombination method using the thermosensitive suicide plamid pSET4E. P. acidilactici 

ZP26 produced optically pure D-lactic acid and the optical purity reached 99.32% using 

glucose as feedstock. It showed that the disruption of ldh had no influence on the cell growth, 

lactic acid yield and the tolerance to different inhibitors generated from the pretreatment of 

lignocellulose, while the glucose consumption and lactic acid productivity decreased. 

The simultaneous saccharification and lactic acid fermentation by P. acidilactici ZP26 

was carried out using the pretreated and detoxified corn stover as feedstock at 25% (w/w) 

solids loading. The study showed that inhibitor degradation and lactic acid accumulation were 

closely related to the detoxification time. Therefore the decerase of inhibitors in corn stover 

was the important factor which leaded to the promoted lactic acid fermentation. Optically 

pure D-lactic acid with extremely high fermentation parameters was produced by P. 

acidilactici ZP26 using the corn stover which detoxified for 10 days. And the D-lactic acid 

titer, productivity and yield reached 77.78 g L
-1

, 1.02 g L
-1 

h
-1

, and 66.06%. 

This works is much important for the production of optically pure D-lactic acid using 

corn stover. 

Keywords: Pediococcus acidilactici; Ldh gene knockout; Optically pure D-lactic acid; Corn 

stover 
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第 1 章  文献综述 

1.1  乳酸概述 

乳酸又名 2-羟基丙酸或 α-羟基丙酸，是一种自然存在的羟基羧酸，其广泛存在于动

物、植物和微生物中。乳酸有两种旋光异构体，分别是 D-(-)-乳酸和 L-(+)-乳酸。 

瑞典化学家舍勒于 1780 年首次从酸奶中提纯和得到乳酸。1808 年，瑞典化学家白

则里在疲劳的肌肉中发现了乳酸。法国微生物学家巴斯德则于 1856 年发现，酸奶中的

微生物能够产生乳酸。直至 1873 年，德国化学家威利森努斯确定了乳酸的分子结构。 

由于乳酸有羟基和羧基，所以可以通过化学或者生物技术手段将其转化生成诸如丙

酮酸、丙烯酸、1，2-丙二醇和乳酸酯等用途广泛的化学品[1]。因此，乳酸被视为一种主

要的大宗化学品。乳酸传统上用作食品工业中的防腐剂（酸化剂）和风味增强剂，在化

妆品工业中则用作乳化剂和保湿剂，在光学纯药物的合成中则作为中间体[2, 3, 4]。目前，

乳酸还有另外一个非常重要的用途就是化学合成聚乳酸（PLA），以此替代传统的石化

基塑料制品，因此乳酸的需求量急剧增加[5]。 

PLA 是线性的脂肪族聚酯，其具有诸如可生物降解性、生物相容性、热塑性和较高

的抗张强度等特性，这些特性使得 PLA 可用于食品和商品的包装以及餐具、组织再生

的基质、药物运输系统、手术缝合线、骨科固定（例如韧带）等生物医用设备，也可用

作农业塑料薄膜[6, 7, 8]。 

PLA 可分为聚 L-乳酸（PLLA)、聚 D-乳酸（PDLA）和聚 DL-乳酸（PDLLA），它

们分别是 L-乳酸、D-乳酸、DL-乳酸的聚合物。其中，PLLA 和 PDLA 比 PDLLA 的价

值更高，因为由一种构型的乳酸生成的聚乳酸物理性能和可降解性更优[3]。在食品存储

和医药工业中更倾向于用 L-乳酸的聚合物 PLLA，因为人体中只有 L-乳酸脱氢酶，而

D-乳酸对于人体代谢是有害的。因此，之前的研究大多集中于 L-乳酸的生产。PLLA 和

PDLA 的熔点均是 170 
o
C 左右，然而通用的塑料熔点则需要超过 185-190

 o
C

[9]。研究发

现，PLLA 和 PDLA 的立构复合物（sc-PLA）熔点更高，比均聚物 PLLA 和 PDLA 约高

50
 o
C。相比均聚物而言，这种立构复合物材料的机械性能、热稳定性和水解耐受性更优

[10]。因此，聚合物级别的 D-乳酸颇具市场应用潜力。 

目前，88%的食品级纯度的乳酸市场价格是每吨$1,400–1,600，每年的需求量达到

130,000-150,000 t，预计在 2017 年达到 367,300 t，在 2020 年超过百万吨[11]。 

乳酸可以通过化学合成或者生物发酵途径生产得到。最常用的方法是基于乳腈的水

解，然而化学合成只能得到外消旋的 DL-乳酸。而通过微生物发酵的方式能够得到光学

纯的 L-乳酸或 D-乳酸。随着工业生物转化过程的发展，基于环境考虑，还有低的生产

温度、低能耗和高纯度等因素，选择合适的微生物发酵产乳酸已经是乳酸生产的主要途

径。目前，全球每年生产的 15 万吨乳酸中有 90%是通过乳酸菌发酵得到的[1]。 
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1.2  发酵产乳酸的原料 

尽管每年有数百万美元的投入，PLA 的生产仍然受到高生产成本的约束[12]。为了确

保 PLA 能够与石化基塑料竞争市场，乳酸的价格应该在$0.8 kg
-1 或者更低[8]。据报道，

目前的原料成本超过了乳酸生产成本的 34%
[13]。从诸多方面来看，原材料在乳酸发酵的

经济性和有效性方面起重要作用。 

目前，用于 PLA 生产的乳酸绝大部分是以葡萄糖和农作物（主要是玉米）为底物

生产得到，例如美国的 NatureWorks 公司和荷兰的 Purac 公司[2]。然而，由于葡萄糖或

淀粉等食品基的原料直接与食品供应链形成竞争，因此利用木质纤维素生物质作为廉价

的可再生原料用于乳酸发酵有着非常吸引人的前景。 

全球植物生物质中 90%都是木质纤维素，每年产量接近 200×10
9
 t，这其中 8-20×10

9
 

t 是可获得的[14]。木质纤维素是植物细胞壁的主要组成部分，也是地球上最丰富的可再

生生物质。另外木质纤维素生物质也包含人类活动所产生的生物质废弃物（例如废纸）、

农作物的副产物（例如麦秆和玉米秆）和工业废弃物（例如造纸污泥、木材工业废物）。

木质纤维素普遍包含纤维素、半纤维素和木质素，在不同植物材料中纤维素、半纤维素

和木质素的含量差别很大（如表 1.1）。纤维素是由 β-葡萄糖通过（1–4）糖苷键连接起

来的均聚物，半纤维素是分枝状的，是由己糖（如葡萄糖和半乳糖）和戊糖（如木糖和

阿拉伯糖）生成的异质类聚合物。其中半纤维素的组成在不同作物种类间差异很大，在

单子叶植物中木糖是最主要的糖，而甘露糖是裸子植物（软木）中最主要的糖[15]。木质

素的组成非常复杂，大小约 1-100 kDa，其主要由酚类化合物构成[16]。 

 

表 1.1  不同种类植物木质纤维素的组成（w/w，基于干重） 

Table 1.1  The composition of lignocellulose in different plants (w/w, based on dry weight) 

 单子叶植物   裸子植物 被子植物 

 甘蔗渣 麦秆 玉米秸秆 云杉 白杨 

纤维素 36-45 38-48 36-41 40-44 43-49 

半纤维素 25-28 23-29 26-30 19-21 18-24 

木质素 17-20 13-19 16-21 25-29 23-29 

 

1.3  乳酸发酵菌株 

用于工业生产乳酸的菌株不仅需要具备转化廉价原料生成乳酸的能力，并且要求其

对营养的需求较低。另外，廉价的原料应该能够被有效转化成乳酸。为了最大程度地降

低生产成本，用于发酵的微生物需要在乳酸生产中有很好的发酵能力。真菌和细菌是用

于乳酸生产最广泛的微生物，其中，乳酸菌最常用于工业乳酸生产[17]。 

乳酸菌（LAB）是 G
+细菌，其不产孢子，也不能运动。乳酸菌包括球菌和杆菌，
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涉及很多属，诸如 Carnobacterium、Enterococcus、Lactobacillus、Lactococcus、Leuconostoc、

Oenococcus、Pediococcus、Streptococcus、Tetragenococcus、Vagococcus 和 Weissella 等[17]。 

乳酸菌通过不同的代谢途径发酵不同的糖（戊糖和己糖），形成同型或者异型乳酸

发酵（如图 1.1）。 

同型乳酸发酵是只产乳酸作为末端产物的发酵类型，己糖是通过糖酵解（EMP）途

径被利用，而戊糖是通过戊糖磷酸 PP/EMP 途径被利用。葡萄糖通过 EMP 途径产乳酸

的理论得率是 1.0 g g
-1（2.0 mol mol

-1），而戊糖通过 PP/EMP 途径生成乳酸的理论得率

是 1.0 g g
-1（1.67 mol mol

-1）。只有少数几种野生型和工程改造菌株能够利用戊糖进行同

型乳酸发酵，如 E. mundtii QU 25
[18, 19]和 L. plantarum ΔldhL1-xpk1::tkt/pCU-PXylAB

[20, 

21]。 

在异型乳酸发酵中，葡萄糖通过磷酸转酮酶（PK）途径生成乳酸、CO2 和乙醇（或

乙酸）。异型乳酸发酵菌株利用葡萄糖生成乳酸的理论得率只有 0.5 g g
-1（1.0 mol mol

-1）。

生成乙醇和乙酸的比例取决于细胞中的氧化还原电位。至于戊糖如木糖和阿拉伯糖的代

谢，木酮糖 5-磷酸是普遍的中间代谢物，它接着通过 PK 途径被裂解为甘油醛 3-磷酸和

乙酰磷酸。乙酰磷酸被代谢生成乙酸或者乙醇，而甘油醛 3-磷酸转化生成乳酸，因此戊

糖通过 PK 途径生成乳酸的理论得率达到 0.6 g g
-1（1.0 mol mol

-1）[18, 22]。因此，EMP 和

PP 途径比 PK 途径更有效。 

诸如 Lactococci 的同型乳酸发酵菌株在葡萄糖有限的条件下，利用其它糖生长或者

在不适宜的 pH 和温度条件下会产生混合酸，除了乳酸外还有乙醇、乙酸和甲酸，比如

L. lactis 生长在麦芽糖、乳糖和半乳糖条件下就会产生混合酸[4]。葡萄糖通过 EMP 途径

代谢生成丙酮酸，但是与同型发酵不同的是丙酮酸部分被乳酸脱氢酶还原成乳酸，部分

被丙酮酸甲酸裂解酶（PFL）转化成甲酸和乙酰-COA。在氧气存在的条件下，PFL 失活，

丙酮酸代谢的替代途径被激活，通过丙酮酸脱氢酶（PDH）产生 CO2 和乙酰-CoA
[17]。

另外，戊糖的浓度也会影响乳酸菌的代谢。有文献表明，当以木糖为唯一碳源时，木糖

的初始浓度较高时，乳酸的得率也较高[18, 23]。 

乳酸菌生成乳酸的构型是由菌株的种属决定的，产生乳酸的立体专一性取决于编码

L-乳酸脱氢酶和/或 D-乳酸脱氢酶的基因及其相对表达水平。而且，乳酸消旋酶会影响

D-乳酸和 L-乳酸的平衡[25]。有几种野生菌可以产生光学纯的 L-乳酸，诸如 Enterococcus 

mundtii
[18, 19]和 Lactococcus lactis

[26]。但是目前对生产 D-乳酸的微生物研究较少，已发现

Lactobacillus delbrueckii
[2]、Sporolactobacillus inulinus

[27, 28]、Lactobacillus coryniformis
[29]

可以产生光学纯的 D-乳酸。 
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图 1.1  乳酸菌利用木质纤维素来源的糖（葡萄糖、木糖和阿拉伯糖）生成乳酸的代谢路径
[24]

 

Fig. 1.1  Pathways for lactic acid production from lignocellulose-derived sugars  

(glucose, xylose, and arabinose) by lactic acid bacteria
[24]

 

图中涉及的酶：（1）己糖激酶；（2）葡萄糖 6-磷酸异构酶；（3）葡萄糖 6-磷酸脱氢酶；（4）6-磷酸

葡糖酸脱氢酶；（5）阿拉伯糖异构酶；（6）核酮糖激酶；（7）核酮糖 5-磷酸 3-差向异构酶；（8）木
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糖异构酶；（9）木酮糖激酶；（10）磷酸转酮酶；（11）乙酸激酶；（12）磷酸转乙酰酶；（13）乙醛

脱氢酶；（14）乙醇脱氢酶；（15）乳酸脱氢酶；（16）转酮醇酶；（17）转醛醇酶；（18）果糖 6-磷酸

激酶；（19）果糖 1，6-二磷酸醛缩酶；（20）磷酸丙糖异构酶。 

 

目前乳酸菌在工业上的应用主要是作为食品发酵剂（如奶制品、腌菜、肉制品和酒）
[4]。与其它菌株相比较而言，乳酸菌用于工业乳酸发酵有以下优势：（1）除了一些致病

链球菌，乳酸菌被认为是一类 GRAS（普遍认为是安全的）的菌株；（2）乳酸菌是适应

工业生产压力条件的微生物，因为乳酸菌普遍耐酸（能够在 pH 5 甚至更低条件下生存），

同时还有较宽的最适生长温度范围（20-45 
o
C，取决于种属）[17]；（3）乳酸菌的底物利

用范围较广，可以代谢很多的单糖（己糖和戊糖）和二糖[30]；（4）乳酸菌发酵糖类主要

末端产物是乳酸，乳酸菌生产乳酸的特点是高得率和高产率。 

诸如酵母和大肠杆菌等微生物乳酸产量和得率偏低，一般通过基因改造途径提高菌

株的性能，从而用于乳酸生产。酵母的营养需求较低，可以在简单的合成培养基中生长，

与乳酸菌相比较而言能够耐受更低的 pH。Saitoh 等人在葡萄酒酵母的基因组上整合了 6

个牛的编码 L-乳酸脱氢酶的基因，改造的菌株能够利用廉价的蔗汁培养基产光学纯度达

到 99.9%以上、乳酸浓度为 122 g L
-1 的 L-乳酸[31]。大肠杆菌 E. coli 能够生长在营养简

单的无机盐培养基上，而且，E. coli 的基因改造手法成熟、简单。Chang 等人改造了大

肠杆菌 E. coli RR1，其中一个工程菌株利用葡萄糖在 60 h 内产生 62.2 g L
-1 的 D-乳酸，

另一个工程菌株则在 67 h 内产生 45 g L
-1 的 L-乳酸[32]。 

芽孢杆菌和真菌也能够产乳酸。Patel 等人从土壤和间歇泉中分离到 Bacillus sp. 

strains 17C5 和 36D1，通过同步糖化与发酵，两株菌利用甘蔗渣生产 L-乳酸的最大产率

达 0.60 g L
-1

 h
-1[22]。最常用的生产乳酸的真菌是米根霉。一般来说，米根霉的营养需求

较低，但是菌丝形态和氧气供应会明显影响乳酸的生产。Guo 等人分离到的米根霉菌株

R. oryzae GY18 能够利用 120 g L
-1 蔗糖产 97.5 g L

-1
 L-乳酸，该菌株在 72 h 内发酵玉米

芯水解液的乳酸得率为 0.355 g g
-1 玉米芯[33]。 

1.4  乳酸菌利用木质纤维素原料生产乳酸 

利用乳酸菌生物转化木质纤维素生物质生产乳酸的潜力巨大，但是目前仍然存在很

多限制因素。一些乳酸菌可以发酵短链的纤维低聚糖和低聚木糖[34-37]。然而，目前为止

还没有发现能够分解纤维素或者半纤维素的野生乳酸菌。因此，木质纤维素原料的预处

理和酶水解（纤维素和半纤维素水解成低聚糖/单糖）过程是必要的，之后才能进行乳酸

菌的发酵过程[8, 17]。图 1.2 显示了乳酸菌利用木质纤维素生物质产乳酸的一般过程。 
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图 1.2  利用木质纤维素原料生产乳酸的一般过程 

Fig. 1.2  The common process for lactic acid production using lignocellulose feedstock 

 

1.4.1  预处理 

不经过预处理的木质纤维素生物质不能进行有效酶解，因为结合在一起的纤维素、

半纤维素和木质素具有很强的稳定性。因此，木质纤维素的预处理旨在去除木质素，将

纤维素和半纤维素分开，部分解聚纤维素，增加材料的多孔性，从而有助于水解酶随后

发挥水解作用。 

目前，预处理方法包括传统的稀酸、蒸汽膨爆和碱预处理，以及最近出现的使用离

子液体[38]和微波[39]的新方法。其中，稀酸预处理被认为是具有巨大商业应用潜力的预处

理手段[40-42]。稀酸预处理方法大多使用无机酸作为催化剂，这种方法能够完全水解半纤

维素，而经过酶解的纤维素则可以直接用于发酵。稀酸预处理适用于如玉米秸秆的低木

质素含量的木质纤维素生物质，因为稀酸预处理去除木质素的效果较差[43]。稀酸预处理

的主要缺点是较低固含量原料会导致大量酸性废水的产生，而且预处理后的固液分离又

会造成可发酵单糖的损失，并且稀酸预处理产生的抑制物含量较高[44]。为了克服这些缺

点，有研究尝试在预处理时尽可能提高木质纤维素生物质的固含量，从而减少新鲜水的

用量和废水的产生[45-48]。本实验室开发的“干式”稀酸预处理方法能够将预处理时的固

含量提高至 70%（w/w）[47]。通过在预处理反应器中安装一个螺带式搅拌浆，提高反应

器的传质和传热水平，改善了预处理效率，预处理过程中产生的抑制物减少了，提高了

用于乙醇发酵时的产率和得率[49]。 

木质纤维素生物质的预处理通常有一个缺点，即产生一些抑制物，这些有毒化合物

不仅会干扰酶的水解，还抑制发酵微生物的生长和发酵。已鉴定的稀酸预处理水解液有

超过 35 种可能的抑制物[50]，这些抑制物主要包括呋喃类、有机弱酸类和酚类。 

呋喃类抑制物主要是糠醛和 5-羟甲基糠醛，它们分别源于戊糖和己糖的降解。单子

叶植物中半纤维素的组成主要是木糖，而在软木类木质纤维素生物质的半纤维素中含有

大量的甘露糖。因此，糠醛是单子叶植物木质纤维素预处理后含量最多的呋喃类化合物，

而预处理的软木类木质纤维素中 5-羟甲基糠醛的浓度较高。 

有机弱酸类抑制物主要包含乙酸、甲酸和乙酰丙酸。其中乙酸由半纤维素脱乙酰基

产生，一般来说，乙酸浓度较高，可达 12g L
-1[51]。其它有机酸（诸如甲酸和乙酰丙酸）
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是糖类的降解产物在进一步降解过程中产生的[52]，其中甲酸是糠醛和 5-羟甲基糠醛的降

解产物，而乙酰丙酸是 5-羟甲基糠醛的降解产物。 

酚类抑制物种类繁多，由木质素降解产生，常见的有香草醛、丁香醛、4-羟基苯甲

醛、松柏醛、阿魏酸和肉桂酸等[53]。 

1.4.2  抑制物对发酵菌株的影响 

研究木质纤维素来源抑制物对发酵菌株的影响，不仅要考察抑制物的含量，还需要

探讨抑制物对发酵菌株的毒性机理。之前的研究发现，抑制物的毒性在不同微生物物种

间差别较大，在不同亚种间也有差异。总的来说，抑制物对菌株生长的影响要比产物产

率的影响更大。之前的研究大多集中在探讨抑制物对乙醇发酵菌株的影响，但对乳酸菌

影响的报道较少。一般来说，这些抑制物影响整体的细胞生理，导致生存能力、乙醇得

率和产率的降低[51]。因此，可以通过已报道抑制物对乙醇发酵菌株的抑制机理推测抑制

物对乳酸菌的影响。 

糠醛和 5-羟甲基糠醛是乙醇发酵的主要抑制物，因为它们两个在木质纤维素水解液

中的含量比较高，并且对乙醇发酵菌株的抑制作用很强[54]。糠醛和 5-羟甲基糠醛破坏发

酵菌株的细胞膜并干扰细胞内代谢[55]。糠醛和 5-羟甲基糠醛进入菌体细胞后，其疏水基

团会与胞内的很多酶结合，从而使这些酶失去与底物结合的能力，尤其是参与糖酵解的

酶。在 S. cerevisiae 中，糠醛抑制了脱氢酶（如醇脱氢酶、醛脱氢酶和丙酮酸脱氢酶）

的活性，从而对糖酵解途径产生抑制作用[56]。5-羟甲基糠醛也抑制脱氢酶，但比糠醛的

抑制效果弱[57]。另外，糠醛还会抑制含硫氨基酸半胱氨酸和甲硫氨酸的同化吸收[58]。糠

醛还与活性氧（ROS）的增加相关[59]，而活性氧会对线粒体和液泡的膜、细胞骨架和染

色质产生损伤。 

预处理的木质纤维素生物质含有大量的有机弱酸，其抑制细胞生长，降低发酵产物

的产率[53]。多数未解离的酸通过细胞壁和细胞膜以被动扩散的方式进入细胞质，而发生

解离的酸则不能进入细胞[60]。细胞外 pH 的降低会导致平衡流向未解离形式的分子，因

此增加了酸的被动扩散。由于细胞质的 pH 为中性，未解离形式的酸扩散到细胞质后会

发生解离从而导致细胞内 pH 下降。为了保持细胞内 pH 的稳定，主动运输利于运输解

离的酸，ATP 酶可以移除导致细胞内 pH 降低的自由质子[61]。然而主动运输和 ATP 酶会

消耗 ATP，因而限制了其它诸如细胞的生长和维持的需要能量的过程，从而引起（部分）

抑制。由于 ATP 的限制，如果质子的扩散需求超出了细胞主动运输的能力，细胞内 pH

会一直下降，最终导致细胞死亡。 

预处理过程会产生很多种酚类化合物，其分子量不同，极性和侧链基团也不同。侧

链基团的数目、位置以及结构是构成酚类化合物抑制作用的主要因素[62]。苯酚、对甲酚

和其它酚类化合物能够增加 E. coli 和 L. plantarum 细胞膜的流动性，因此这些化合物更

容易扩散通过细胞膜[63]。由于细胞膜的改变，胞内钾的含量会明显下降。为了弥补这种

影响，E. coli 细胞膜的脂肪酸组成发生变化，饱和脂肪酸含量更高。酚类也会抑制 C. 

athensensis 细胞内有些酶的活力，抑制诸如木糖醇等代谢途径[64]。酚醛会导致细胞内
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ROS 的形成，引起 DNA 的损伤[65]。香草醛或者其他酚类化合物还会抑制酵母细胞的翻

译水平[66]。 

以上研究都是关于单一木质纤维素来源抑制物对发酵菌株的影响，而预处理的木质

纤维素中包含多种抑制物，有些抑制物的协同作用会增强其抑制作用，因此抑制物的毒

性机理研究需要考虑多种抑制物的协同作用。Oliva 等人在 K. marxianus 的发酵中加入

两种对发酵菌株生物量的生成有 25%抑制作用的抑制物。同时加入糠醛和 4-羟基苯甲

醛、糠醛和儿茶酚基本没有协同作用。然而，儿茶酚和 4-羟基苯甲醛、香草醛和 4-羟基

苯甲醛、香草醛和儿茶酚、香草醛和糠醛的同时添加则有很强的协同抑制[67]。Taherzadeh

等人发现，对 S. cerevisiae CBS 8066 而言，5-羟甲基糠醛和糠醛有很强的协同作用，2 g 

L
-1 的糠醛和 5-羟甲基糠醛的协同毒性比 4 g L

-1 的糠醛或者 4 g L
-1 的 5-羟甲基糠醛毒性

都要强[68]。 

当然这些木质纤维素来源的抑制物对发酵菌株的影响并非都是负面的，某些抑制物

对发酵产物的得率和产率有积极的促进作用。研究发现，一些抑制物对菌株生长的抑制

较强，但基本不影响发酵产物的产率，从而提高了产物的得率。Palmqvist 等人发现 2 g L
-1

糠醛提高了 S. cerevisiae 的乙醇得率[69]。Taherzadeh 等人则发现，当未解离的乙酸浓度

达到 3.3 g L
-1 时，S. cerevisiae 的乙醇得率提高了 20%

[70]。Klinke 等人发现，添加诸如

10 mM 香草乙酮和 4-羟基苯甲醛等酚类化合物，S. cerevisiae 的乙醇得率提高 10%左右，

然而乙醇产率有所降低[71]。 

1.4.3  针对抑制物的解决方法 

为了得到尽可能多的可发酵糖，进而提高发酵产物的得率，实际工业过程需要高强

度的预处理过程处理木质纤维素生物质。高强度的预处理过程不可避免地产生了高含量

的抑制物。针对这个弊端，相应的策略有改善预处理过程减少抑制物的产生、利用各种

手段除去抑制物、筛选或基因工程手段得到耐受抑制物的发酵菌株。 

传统的抑制物去除的方法包括水洗、过碱中和、氨中和、离子交换吸收、溶剂萃取

和活性炭处理等。然而，因为这些方法成本较高，很难用在工业上。而且，有些方法不

仅消耗大量的用水，同时还会产生很多废水，并且还会导致细小的木质纤维素成分和可

发酵糖的大量流失。生物脱毒的抑制物去除方法是近期发展起来的新方法，其机理是利

用微生物将木质纤维素来源的抑制物降解成无毒或低毒的物质，如微生物将醛还原生成

低毒性的醇或者将醛氧化生成低毒性的酸[72]。这些衍生物对菌株生长和发酵的抑制是较

弱的。由于能够完全脱除抑制物、较少量的糖损失、基本不产生废水等优势，生物脱毒

方法被广泛应用到各类生物炼制领域[73-75]。 

研究发现的一些微生物已被用于木质纤维素来源抑制物的降解。López 等人发现，

Coniochaeta ligniaria C8 NRRL 30616 能够有效降解玉米秸秆水解液中的糠醛、5-羟甲基

糠醛、酚醛和有机弱酸。而且，该菌株在额外添加葡萄糖时能够完全降解糠醛和 5-羟甲

基糠醛[76, 77]。Palmqvist 等人发现，Trichodenna reesei 不仅降解蒸汽预处理柳条产生的抑

制物，而且该菌株产生的纤维素酶能够降解纤维素 [78]。Okuda 等人则发现，嗜热菌
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Ureibacillus thermosphaericus 在预处理的废屋木（WHW）水解液中会优先降解毒性较强

的抑制物[79]。Koopman 等人利用 C. basilensis 降解糠醛，该菌株能够在 1.2 g L
-1 的糠醛

浓度下生长，7 h 将 0.34 g 糠醛降解生成糠醇和糠酸，最终在 12 h 内将糠醇和糠酸转化

为 2，5-呋喃二羧酸。另外该菌株还可以降解乙酸等有机弱酸和芳香化合物如香草醛、

愈创木酚和 4-羟基苯甲醛[80]。本实验室筛选到一株丝状真菌 Amorphotheca resinae ZN1，

其能够快速降解稀酸预处理木质纤维素的抑制物[74]。与其它已经报道的生物脱毒菌株相

比，A. resinae ZN1 应用在木质纤维素脱毒方面有很多优势，诸如无能源消耗、无废水

产生、抑制物降解彻底。而且，在用 A. resinae ZN1 对木质纤维素原料进行脱毒时，脱

毒过程是在预处理后的固体原料上进行，无需灭菌，适用于诸如玉米秸秆、小麦秆等多

种木质纤维素原料的脱毒。 

微生物在抑制物胁迫环境中适应性进化从而实现抗性增强，所以也可以通过驯化手

段获得抑制物耐受菌株来解决木质纤维素生物炼制的抑制物问题。Huang 等人将 Pichia 

stipitis 在稀酸预处理的稻草水解液中驯化，得到的一株耐受抑制物的菌株不论是发酵未

脱毒水解液还是发酵过碱中和脱毒的水解液，乙醇得率都可以达到最大理论得率的

87%
[81]。Koppram 等人通过相似的手段将 S. cerevisiae TMB3400 在添加 12 种抑制物的

合成培养基以及云杉水解液中进行长期驯化，得到了 3 株驯化菌株。这些驯化菌株厌氧

培养在云杉水解液中时，生长性能较原始菌株有很大提高，葡萄糖的消耗加快 25-38%，

乙醇产率提高 32-50%
[82]。另外，还可以通过基因工程手段获得抑制物抗性提高的菌株。

有研究发现，在 S. cerevisiae 中过表达与酚类抗性[83]、呋喃醛抗性[57]以及有机弱酸抗性
[84]相关酶的编码基因，增强了对相应抑制物的抗性。 

1.4.4  酶水解与发酵 

预处理会破坏木质纤维素的结构，随后的酶水解能够在很大程度上提高发酵效率。

水解和发酵过程可以分步进行，即分步水解和发酵（SHF）；也可以同时进行，即同步

糖化与发酵（SSF）。SHF 过程要求每个过程都在最佳条件下进行，由于酶水解释放的高

浓度糖会强烈反馈抑制水解酶的活力，所以该过程需要更多的酶或者需要延长水解时间
[24]。SSF 是将水解和发酵过程在一个反应器中同样条件下进行的方法。与 SHF 相比较

而言，SSF 只用一个反应器、节省了操作时间、反馈抑制作用降低、产率增加。然而水

解和发酵都不能在各自最佳的条件下进行，水解的最优条件通常是 50 
o
C，pH 低于 5.0，

而乳酸发酵的最优条件是 37-43 
o
C、pH5.0-7.0，这是限制 SSF 效率的主要因素[24]。另外，

水解酶的生产成本与原料相当，这也是木质纤维素生物质生物转化过程经济性的主要制

约因素[85]。 

1.5  主要限制因素和解决策略 

乳酸菌利用木质纤维素原料发酵生产乳酸主要存在以下问题：（1）木质纤维素的预

处理过程通常会产生抑制发酵菌株的抑制物；（2）预处理后的木质纤维素原料需要加入

纤维素酶进行酶解，纤维素酶的成本较高；（3）预处理和酶水解过程产生葡萄糖、木糖
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和阿拉伯糖等混合单糖，然而很多乳酸菌只能利用己糖，而一些能够利用戊糖的乳酸菌

产乳酸得率较低，有些菌株还存在碳代谢抑制的问题[18, 86]；（4）很多乳酸菌产生的乳酸

非光学纯，不符合 PLA 的生产要求；（5）乳酸菌的营养需求复杂，这必然增加发酵成

本。 

问题（1）及相应的解决策略已在 1.4.1 和 1.4.2 中进行了详尽的阐述。 

针对问题（2）的高成本纤维素酶问题，目前主要通过在乳酸菌中异源表达纤维素

酶的途径来解决。目前为止尚未发现能够产生纤维素酶的野生型乳酸菌。通过在 L. 

plantarum 中异源表达内切纤维素酶（将基因克隆至质粒上或者将基因整合到基因组

上），获得的重组纤维素酶菌株应用于青贮饲料[87, 88]。C. thermocellum 的内切葡聚糖酶

Cel8A 成功在 L. plantarum ΔldhL1 中表达，该重组菌株可以利用纤维低聚糖（5-6 个葡

萄糖的聚合物）生长[8]。Morais 等人阐述了表达和分泌纤维素酶、木聚糖酶的重组 L. 

plantarum 具有应用于生物质（例如麦秆）生物转化的潜力[89]。目前，重组乳酸菌降解

纤维素的能力差别较大。一些重组乳酸菌降解纤维素的活力比天然的产生纤维素酶菌株

C. thermocellum 低 10-100 倍。值得一提的是诸如结晶纤维素的难降解多糖的有效水解，

不仅取决于纤维素酶的用量，还需要考虑不同类型酶的混合比例。目前，重组乳酸菌的

纤维素酶表达水平仍然未能达到工业生产的要求。 

针对问题（3）中不能利用戊糖或戊糖发酵乳酸得率较低的问题，可以通过代谢工

程手段对菌株的代谢途径进行改造。诸如 L. pentosus、L. brevis、L. plantarum 等乳酸菌

通过 PK 途径代谢阿拉伯糖和木糖，从而产生等量的乳酸、乙酸或乙醇。在 L. lactis IO-1

中还存在另一条利用木糖的途径即 PP/EMP 途径，通过该途径利用木糖终产物只有乳酸
[23]。L. lactis IL 1403 不能利用木糖，Shinkawa 等人首先将 L. lactis IO-1 的 xylRAB 基因

在 L. lactis IL 1403 中表达，随后敲除编码磷酸转酮酶的基因破坏 L. lactis IL 的 PK 途径，

同时表达 L. lactis IO-1 的转酮醇酶基因强化了 PP 途径，该改造菌株利用木糖产乳酸的

得率接近理论得率[90]。同样对一株 L. plantarum 进行改造，改造菌株能够以更高的转化

率发酵阿拉伯糖和木糖产 D-乳酸[20, 21]。 

另外，对于碳代谢抑制的问题，只有少数野生型和代谢工程菌株能够同时消耗不同

的糖，如葡萄糖/纤维二糖[19]、木糖/阿拉伯糖/葡萄糖[91]和纤维二糖/葡萄糖/木糖[92]。当

然，可以通过微生物共培养的方式改善产物得率和糖的利用[93, 94]。 

针对问题（4），主要通过敲除 D-乳酸脱氢酶或 L-乳酸脱氢酶的编码基因，也可以

敲除消旋酶编码基因，最终实现光学纯乳酸的生产。野生型 L. helveticus CNRZ32 产 L-

和D-乳酸的外消旋混合物，Kylä-Nikkilä等人敲除编码D-乳酸脱氢酶基因的启动子区域，

得到的工程改造菌株只产 L-乳酸[95]。Okano 等人敲除了 L. plantarum 的 L-乳酸脱氢酶编

码基因，并用异源转酮醇酶编码基因取代磷酸转酮酶编码基因，得到能够利用木糖产生

高得率光学纯 D-乳酸的工程菌株[21]。 

针对问题（5），乳酸菌的发酵培养需要添加复杂的营养，这对于补充乳酸菌有限的

氨基酸和维生素合成能力是非常必要的，然而该方式增加了发酵和产物纯化的成本。因
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此，寻找廉价的、低杂质的营养添加物是乳酸菌高效发酵研究的一个热点[7]。其它诸如

共培养发酵菌株的策略和代谢工程途径是解决或者降低营养需求的额外手段。 

乳酸用途广泛，其中一个非常重要的用途就是作为替代石化基塑料制品 PLA 的生

产原料。乳酸菌利用廉价的木质纤维素原料产乳酸具有潜在的应用前景，然而目前仍然

存在很多的问题和限制，尚未达到工业生产的要求。目前的实验室研究，总的策略是针

对某一种特定的木质纤维素原料，通过诸如筛选、诱变和代谢工程多种途径获得耐受抑

制物的高效纤维素乳酸发酵菌株，最后还需要建立针对这些菌株的有效乳酸生产过程。 
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第 2 章  P. acidilactici DQ2 中 L-乳酸脱氢酶编码基因 ldh 的敲除 

2.1  前言 

本实验室从木质纤维素发酵体系中筛选到一株能够耐受高温和木质纤维素来源抑

制物的乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici DQ2
[96]。该菌株能够利用高固体含量的干法

稀酸预处理的玉米秸秆进行同步糖化与发酵（SSF）生产高浓度乳酸。然而，产生的乳

酸是外消旋混合物，其中约 2/3 是 L-乳酸，1/3 是 D-乳酸。PLA 的生产需要光学纯的乳

酸，而 P. acidilactici DQ2 生产的外消旋乳酸不适合生产 PLA，因此 P. acidilactici DQ2

的基因工程改造实为必要。 

16S rRNA 分析发现，P. acidilactici DQ2 与已全基因组测序的 P. acidilactici 

DSM20284 同源性达 99.9%。P. acidilactici DSM20284 有 L-乳酸脱氢酶和 D-乳酸脱氢酶

的编码基因 ldh 和 ldhD。另外在该菌株中没有编码乳酸消旋酶的基因。本实验在前期的

工作中已经成功构建了适合 P. acidilactici DQ2 基因敲除的热敏性自杀质粒 pSET4E。基

于 P. acidilactici DSM20284 的基因组序列，通过同源重组方法成功敲除 P. acidilactici 

DQ2 的 ldhD 基因，得到了工程菌株 P. acidilactici TY112，该菌株利用葡萄糖能够产生

光学纯的 L-乳酸（L-乳酸的比例达到 99.88%）[97]，说明该敲除系统适合于 P. acidilactici 

DQ2。值得一提的是，该敲除系统不会在菌株的基因组中引入抗生素的抗性标记，这便

于菌株的后续改造。 

本部分旨在通过同样的手段利用该敲除系统实现 P. acidilactici DQ2 ldh 基因的敲

除，从而得到能够生成光学纯 D-乳酸的菌株。同时，本文为确认 ldh 基因的敲除对菌株

的影响，对敲除菌株进行了性能测试，包括发酵性能（生长性能和乳酸发酵性能）、对

木质纤维素来源抑制物的耐受性。 

2.2  实验材料 

2.2.1  菌株、质粒和引物 

本章实验所用的菌株、质粒和引物见表 2.1。 
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表 2.1  菌株、质粒及引物 

Table 2.1  Strains, plasmids and primers 

菌株 Strains 基因型 Genotype 来源 Sources 

E. coli XLI-blue 
recA1, endA1, gyrA96, thi, supE44, 

lac, hsdR17(rk-, mk +), relA1 
Stored in the lab 

P. acidilactici DQ2 Wild strain Zhao et al. (2013) 

P. acidilactici ZP26 ldh deficient strain This work 

P. acidilactici TY112 ldhD deficient strain 涂毅（2013） 

质粒 Plasmids 特性 Features 来源 Sources 

pSET4E 
OriColE1/repA Ts, Em

r
,  

temperature sensative plasmid 
涂毅（2013） 

pSET4E-Δldh 
Em

r
, ldh knockout plasmid for  

P. acidilactici DQ2 
This work 

引物 Primers 序列(5’–3’) Sequence (5’–3’)  

Emr-F ggactagtagtttatgcatcccttaacttac  

Emr-R ggactagttcgacccatatttaaaaagc  

up-F-ldh aactgcagcctctgccgcgataatctc  

up-R-ldh cgggatccttattagattatatatttggtccacc  

down-F-ldh cgggatcctcattaaatttatcaacgaaagcacc  

down-R-ldh cggaattccacgtccgcaccataagtag  

sc1-F gagcgtcgatttttgtgatgc  

sc1-R gtgtcaagtgagatacctgaaccg  

sc2-F cggttcaggtatctcacttgacac  

sc2-R gatgttgcgattaatagatctcgg  

ldh-F cgctcggtaattatttttggc  

ldh-R ggtgctttcgttgataaatttaatg  

注：下划线表示限制性内切酶位点，另外引物合成在上海捷瑞生物工程有限公司完成。 

 

2.2.2  酶、试剂和试剂盒 

本章实验用到的酶、试剂和试剂盒见表 2.2。 
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表 2.2  实验中用到的酶、试剂及试剂盒 

Table 2.2  Enzymes, reagents and kits used in the experiment 

酶  生产厂商 

PrimeSTAR
® 

HS DNA Polymerase  日本 Takara 公司 

T4 DNA Ligase  日本 Takara 公司 

Premix Taq
®
 Version 2.0  日本 Takara 公司 

限制性内切酶  美国 Thermo Fisher 科技公司 

溶菌酶  北京普博欣生物科技有限公司 

试剂 规格 生产厂商 

红霉素 5 g 北京普博欣生物科技有限公司 

溴化乙锭(EB)  北京普博欣生物科技有限公司 

牛肉粉 250 g 北京普博欣生物科技有限公司 

琼脂粉 500 g 北京普博欣生物科技有限公司 

三羟甲基氨基甲烷(Tris) 500 g 北京普博欣生物科技有限公司 

琼脂糖 100 g 法国 Biowest 公司 

乙二胺四乙酸(EDTA) 100 g Biosharp 生物科技有限公司 

硼酸 500 g Biosharp 生物科技有限公司 

胰蛋白胨 500 g 英国 Oxoid 有限公司 

酵母提取物 500 g 英国 Oxoid 有限公司 

DL-苏氨酸 10 g 上海源聚生物科技有限公司 

糠醛 250 mL 上海德默医药科技有限公司 

5-羟甲基糠醛 100 g 上海德默医药科技有限公司 

香草醛 100 g 美国 Aladdin 工业公司 

4-羟基苯甲醛 100 g 上海生工生物工程有限公司 

丁香醛 25 g 上海生工生物工程有限公司 

试剂盒 规格 生产厂商 

细菌基因组抽提试剂盒 50 次 美国 Omega 生物科技有限公司 

质粒小量制备试剂盒 200 次 上海捷瑞生物工程有限公司 

GenClean 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 100 次 上海捷瑞生物工程有限公司 

PCR 产物纯化试剂盒 100 次 上海捷瑞生物工程有限公司 

D-/L-乳酸检测试剂盒 50 次 爱尔兰 Megazyme 公司 

注：其它试剂均购自上海凌峰化学试剂公司或上海国药化学试剂集团。 

 

2.2.3  培养基和主要试剂 

LB 培养基（g L
-1）：酵母提取物 5，胰蛋白胨 10，氯化钠 10，固体培养基需额外添

加 15 g L
-1 的琼脂粉，115 

o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 
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LE 培养基：在 LB 培养基基础上加入终浓度为 150 µg mL
-1 的红霉素。 

MRS 培养基（g L
-1）：葡萄糖 20，胰蛋白胨 10，酵母提取物 4，牛肉膏 8，乙酸钠

3，柠檬酸氢二铵 2，磷酸氢二钾 2，七水硫酸镁 0.2，一水硫酸锰 0.05，吐温 80 l mL，

固体培养基同样添加 15 g L
-1 的琼脂粉，115 

o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

MRSE 培养基：在 MRS 培养基基础上加入终浓度为 5 µg mL
-1 的红霉素。 

简化 MRS 培养基（g L
-1）：葡萄糖 20，胰蛋白胨 10，酵母提取物 10，乙酸钠 5，

柠檬酸氢二铵 2，磷酸氢二钾 2，七水硫酸镁 0.58，一水硫酸锰 0.25，固体培养基添加

15 g L
-1 的琼脂粉，115 

o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

电转缓冲液 I（g L
-1）：蔗糖 205.374，三水磷酸钾 1.864，六水氯化镁 0.2032，用浓

盐酸调节 pH 至 7.5，115 
o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

电转缓冲液 II（g L
-1）：蔗糖 171，甘油 150 mL，115 

o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

复苏液（g L
-1）：蔗糖 171，葡萄糖 20，胰蛋白胨 10，酵母提取物 4，牛肉膏 8，乙

酸钠 3，柠檬酸氢二铵 2，磷酸氢二钾 2，七水硫酸镁 0.2，一水硫酸锰 0.05，吐温 80 l mL，

115 
o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

75%（v/v）甘油：300 mL 甘油加入 100 mL 超纯水中，115 
o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

Tris-Cl 缓冲液（pH 8.0）：1.21 g Tris 溶于水中，之后用浓盐酸调节 pH 至 8.0，加水

定容至 1 L。 

溶菌酶母液（50 mg mL
-1）：0.25 g 溶菌酶干粉溶于 5 mL Tris-Cl 缓冲液（pH 8.0）

中，用 0.22 μm 滤膜过滤除菌，-20 
o
C 避光保存，用时需稀释 100 倍。 

DL-苏氨酸溶液（1 M）：0.4765 g DL-苏氨酸溶于 4 mL 水中，同样过滤除菌。 

5×TBE 贮存液（g L
-1）：Tris 54，硼酸 27.5，0.5 mol L

-1
 EDTA（pH 8.0）20 mL，

用时需稀释 10 倍，避光保存。 

0.7%琼脂糖凝胶：0.7 g 琼脂糖加入 100 mL 0.5×TBE 缓冲液中，然后加入 20 μL EB，

用微波炉加热 2 min，倒入模具中。 

红霉素母液（50 mg mL
-1）：0.5 g 红霉素粉末溶于 10 mL 无水乙醇中，溶解完全后

过滤除菌，-20 
o
C 避光保存。 

2.2.4  实验仪器 

实验所用的仪器设备见表 2.3。 
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表 2.3  实验仪器 

Table 2.3  Experimental instruments 

仪器名称 型号 生产厂家 

PCR 仪 Mastercycler 德国 Eppendorf 有限公司 

DNA 电泳系统 EPS-100 上海天能科技有限公司 

凝胶成像系统 FR-980 上海复日科技有限公司 

电转仪 GenePulserXcell
TM

 美国 Bio-rad 公司 

核酸蛋白分析仪 DU-800 美国 Beckman 公司 

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo Fisher 科技公司 

台式冷冻离心机 5415D 德国 Eppendorf 有限公司 

超纯水机 Milli-Q Synthesis 美国 Millipore 公司 

低温水槽 JY92-II 宁波新芝生物科技公司 

恒温水槽 HZQ-X100 上海一恒科学仪器有限公司 

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化设备有限公司 

立式振荡培养箱 HZ-2111KB 太仓华利达实验室设备公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器有限公司 

pH 计 PHS-3C 上海仪电科学仪器股份有限公司 

电子天平 BS423S 瑞士 Mettler toledo 公司 

自动灭菌锅 TOMY-SX-700 日本 Tomy Digital Biology 公司 

HPLC LC-20AD 日本岛津公司 

注：HPLC（LC-20AD）配备有 RID-10A 示差折光检测器和 Bio-rad Aminex HPX-87H 糖分析柱。 

 

2.3  实验方法 

2.3.1  敲除质粒 pSET4E-Δldh 的构建 

图 2.1 是由 pSET4S 改造的质粒 pSET4E，该质粒是一种温度敏感型 E. coli -G
+细菌

宽宿主范围穿梭型质粒。该质粒在 E. coli 中 37 
o
C 可以正常复制，而在 G

+细菌中是进行

条件复制的，即在 28 
o
C 低温下可以复制，而在 37 

o
C 较高温度下不能复制。本实验室

之前已经利用该热敏性质粒成功敲除了 P. acidilactici DQ2 的 ldhD 基因[97]。 
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图 2.1  pSET4E 的质粒图谱 

Fig. 2.1  The profile of plasmid pSET4E 

 

敲除质粒 pSET4E-Δldh 的构建（见图 2.2）：通过 PCR 技术，分别扩增编码 L-乳酸

脱氢酶的 ldh 基因的上下游大约 1 kb 大小的同源片段，按顺序分别克隆至质粒 pSET4E

的多克隆位点，从而得到敲除质粒 pSET4E-Δldh。 

 

 

图 2.2  质粒 pSET4E-Δldh 的构建过程 

Fig. 2.2  Construction of plasmid pSET4E-Δldh 

 

根据模式菌株 P. acidilactici DSM20284 的基因组信息，设计两对引物 up-F-ldh、

up-R-ldh 和 down-F-ldh、down-R-ldh，PCR 扩增 P. acidilactici DQ2 基因组上 ldh 基因的

上下游序列 up-ldh（ldh 基因起始密码子上游的大约 1 kb 大小的序列）和 down-ldh（ldh
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基因终止密码子下游的大约 1 kb 大小的序列）。 

PCR 扩增体系见表 2.4。 

 

表 2.4  PCR 扩增体系 

Table 2.4  PCR system 

试剂名称 体积(µL) 

5×PrimeSTAR
®
 Buffer(5 mM Mg

2+
 plus) 10.0 

上游引物(10 μM) 1.0 

下游引物(10 μM) 1.0 

dNTP mixture(10 mM) 4.0 

模版 DNA 0.5 

PrimeSTAR
®
 HS DNA Polymerase 0.5 

ddH2O 33 

 

PCR 扩增条件如下：94 
o
C 预变性 3 min，94 

o
C 变性 30 s，58 

o
C 退火 15 s，72 

o
C

延伸 70 s，30 个循环，72 
o
C 后延伸 10 min，用 0.7%的琼脂糖凝胶电泳检测和确认 PCR

产物片段大小。如果其大小正确就用 PCR 产物纯化试剂盒纯化待用。 

利用限制性内切酶 BamH I 和 Pst I 双酶切 PCR 纯化产物 up-ldh 和质粒 pSET4E。酶

切产物经琼脂糖凝胶回收，之后将回收产物用 T4 DNA ligase 于 16 
o
C 过夜连接，将连

接产物热激转化 E. coli XLI-blue，具体步骤如下： 

(1) 将 10 µL 连接产物加入制备好的 100 µL E. coli XLI-blue 的感受态细胞，混匀后置于

冰上 30 min； 

(2) 将上述混合物于 42 
o
C 热激 90 s，再于冰上冷却 2 min； 

(3) 加入 LB 培养基 900 µL，37 
o
C，100 rpm 培养 50 min； 

(4) 取 300 µL 上述培养液涂布于 LE 培养基平板，37 
o
C 培养。 

待平板上长出单菌落，可将单菌落划线培养于 LE 培养基平板，通过菌落 PCR 技术，

用引物 up-F-ldh、up-R-ldh 扩增 up-ldh 片段。对 PCR 鉴定为阳性的菌落，提取质粒进行

酶切鉴定。通过 PCR 和酶切都鉴定为阳性的菌落，说明 up-ldh 片段成功克隆至质粒

pSET4E，将该质粒命名为 pSET4E-up-ldh。 

用限制性内切酶 EcoR I 和 BamH I 双酶切下游片段 down-ldh 的 PCR 纯化产物和重

组质粒 pSET4E-up-ldh。酶切产物经琼脂糖凝胶回收后用 T4 DNA ligase 于 16 
o
C 过夜连

接，将连接产物热激转化 E. coli XLI-blue，通过 PCR 和酶切鉴定的阳性转化子说明

down-ldh 片段正确地克隆至重组质粒 pSET4E-up-ldh，该质粒之后用于敲除 ldh 基因，

因此将该质粒命名为 pSET4E-Δldh。 
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2.3.2  P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 重组菌的获得 

由于 P. acidilactici DQ2 含有较厚的细胞壁，质粒不能进入氯化钙法制备的感受态细

胞。之前已经研究通过电转化的方式将质粒转入 P. acidilactici DQ2
[97]，相应的感受态细

胞制备方法如下： 

(1) 从 MRS 培养基平板上接种一个 P. acidilactici DQ2 单菌落至 5 mL MRS 液体培养基

中，42 
o
C，150 rpm 过夜培养； 

(2) 将培养液转接至含 40 mM DL-苏氨酸的 MRS 液体培养基中，接种量为 10%，42 
o
C，

150 rpm 培养至对数生长期，OD600 达到 1.0-1.2。之后的步骤都是在低温下进行； 

(3) 取 1 mL 上述培养液于灭菌的离心管中，4 
o
C，10,000 rpm 离心 5 min，弃上清，加

入 1 mL 电转缓冲液 I，混匀，4 
o
C，10,000 rpm 离心 5 min，弃上清，再用缓冲液 I

洗涤 1 次，离心除去上清后加入 100 µL 缓冲液 I悬浮菌体，再加入 10 µL 2000 U mL
-1

的溶菌酶溶液，37 
o
C 处理 30 min； 

(4) 将溶菌酶处理过的菌体于 4 
o
C，10,000 rpm 离心 5 min，除去上清，再次用缓冲液 I

洗涤 2 次，与步骤（3）的操作一致，最后用 500 µL 电转缓冲液 II 悬浮菌体，分装

后存于-20 
o
C 待用。 

在冰上将 10 µL 质粒 pSET4E-Δldh 与 80 µL P. acidilactici DQ2 感受态细胞混合，将

混合液加入预冷的 1 mm 电击杯中，在 2000 V，200 Ω，25 μF 条件下电击，将电击后的

菌液加入 1 mL 预冷的复苏液中，冰上放置 5 min，之后于 28 
o
C 培养 2-3 h，6000 rpm

离心 4 min，除去 800 µL 上清，将剩下的培养液混匀后涂布 MRSE 培养基平板，28 
o
C

培养，待平板上长出单菌落，用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh 进行菌落 PCR 验证，鉴定

为阳性的菌落即为重组子 P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh。 

2.3.3  单双交换的筛选 

第一次同源重组（即单交换）原理见图 2.3，该步骤是通过同源片段将敲除质粒整

合到基因组。具体操作如下：将 P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 单菌落接种至 5 mL 

MRSE 液体培养基中，28 
o
C，150 rpm 条件下培养 24 h 至稳定期，在该温度下质粒可以

正常复制，该步骤使菌株中质粒的拷贝数尽可能多，提高发生第一次同源重组（即单交

换）的概率。之后以 1%的接种量将上述培养液转接至 MRS 液体培养基中，42 
o
C，150 

rpm 条件下培养 12 h 至对数中后期，在该温度下质粒不能进行复制，因此逐渐发生丢失，

从而提高单交换菌株的筛选效率。将菌液用生理盐水稀释 10
6倍，取 200 µL涂布至MRSE

培养基平板，42 
o
C 培养。待平板上长出单菌落后，进行菌落 PCR 鉴定，用引物 sc1-F

和 sc1-R 鉴定通过 up-ldh 重组的第一种单交换的形式，引物 sc2-F 和 sc2-R 鉴定通过

down-ldh 重组的第二种单交换的形式（见图 2.3）。 

双交换即第二次同源重组的原理见图 2.3，该步骤通过同源重组发生了剪切。 

将单交换菌株的单菌落接种至 5 mL MRSE 液体培养基，42 oC，150 rpm 培养 12 h

至稳定期，以 1%的接种量将上述菌液转接到 MRS 液体培养基中，28 oC，150 rpm 培养

24 h 至稳定期，该培养过程的目的是在低温下激活整合到基因组上的质粒片段发生滚环
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复制，从而通过同源重组发生剪切，即发生双交换。之后同样以 1%的接种量转接至 MRS

液体培养基中，同样条件下培养 24 h，最多转接 10 次，直至筛选到发生基因敲除的菌

株。收集每次培养的菌液，用生理盐水稀释 106 倍后涂布在不含抗生素的 MRS 培养基

平板上，42 oC 培养，用牙签挑取单菌落，分别接种在 MRS 和 MRSE 培养基平板上，

42 oC 培养。对于在不含抗生素的培养基平板上可以生长，而在含有抗生素的培养基平

板上不能生长的菌株，应该是发生第二次同源重组的菌株即双交换菌株。在双交换菌株

中，一种可能是回复突变的野生型菌株，另一种就是敲除 ldh 基因的突变株（见图 2.3）。 

将双交换菌株接种至 MRS 液体培养基中，42 oC、150 rpm 培养，提取基因组 DNA，

进行 PCR 验证。用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh PCR 扩增出约 2 kb 大小的产物（含 up-ldh

和 down-ldh），而用引物 ldh-F 和 ldh-R（用于扩增 ldh 基因）PCR 扩增不出相应大小产

物时，该菌株即为发生第二次同源重组 ldh 基因被敲除的菌株。 

 

图 2.3  基于双交换利用热敏性质粒 pSET4E 敲除 ldh 基因 

Fig. 2.3  Disruption of ldh gene by double-crossover utilizing thermosensitive plasmid pSET4E 
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2.3.4  敲除菌株的稳定性研究 

敲除基因的菌株性能可能会不稳定，所以本文将其在合成培养基中连续传代培养，

以稳定其代谢流。具体操作如下： 

将 2 个工程改造菌株 P. acidilactici TY112（ΔldhD）和 P. acidilactici ZP26（Δldh）

的-80 
o
C 冻存的甘油管分别接种至 20 mL 简化 MRS 液体培养基中，42 

o
C，150 rpm 培

养 12 h，该时间点菌株培养处于对数中后期，菌株性能较好，这时将菌株转接培养，其

性能不会出现退化。取样后 10,000 rpm 离心 5 min，用核酸蛋白分析仪测定细胞生长量

OD600，HPLC 测定发酵液中乳酸及葡萄糖浓度。以 10%接种量转接至 20 mL 简化 MRS

液体培养基，42 
o
C，150 rpm 培养 12 h，同样取样 10,000 rpm 离心 5 min，测定细胞生

长量 OD600，并检测发酵液中乳酸和葡萄糖浓度，以这样的方式进行连续转接培养。待

菌体生长量、乳酸浓度和葡萄糖浓度等参数趋于稳定的时候，即可停止转接，并于-80 
o
C

超低温保存发酵性能稳定的菌株。 

2.3.5  敲除菌株的发酵性能 

敲除 ldh基因后，一方面需要确认该基因的敲除是否能够实现光学纯D-乳酸的生产，

另一方面要确认该基因的敲除对菌株的生长状态和发酵性能的影响，同时与 ldhD 基因

的敲除菌株进行比较。 

取 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26 -80 oC 甘油冻存管，

分别接种至 20 mL 简化 MRS 液体培养基，42 oC，150 rpm 培养 12 h，然后以 10%接种

量分别转接至 50 mL 简化 MRS 液体培养基和添加 12 g L-1 碳酸钙的简化 MRS 液体培养

基（碳酸钙在发酵过程中有调节 pH 的作用，防止发酵液过酸），42 oC，150 rpm 培养，

定时取样，10,000 rpm 离心 5 min，测定菌株的细胞生长量 OD600，检测发酵液的乳酸及

葡萄糖浓度，并且利用 D-/L-乳酸检测试剂盒测定 D-乳酸和 L-乳酸的含量。 

2.3.6  抑制物耐受性的比较 

木质纤维素发酵产乳酸的瓶颈之一是，稀酸预处理过程会产生呋喃类、酚类和有机

弱酸抑制物[98, 99]。这些抑制物会抑制微生物的生长和产物发酵。因此，筛选耐受抑制物

的菌株是目前木质纤维素生物炼制的有效途径之一。 

野生型菌株 P. acidilactici DQ2 耐受木质纤维素来源抑制物，适合发酵玉米秸秆产乳

酸。该菌株对两种呋喃类抑制物（糠醛和 5-羟甲基糠醛）有很强的耐受性，对乙酸和甲

酸的耐受性稍弱，然而乙酸和甲酸的抑制效果应该主要是由 H
+引起的。菌株对酚类化

合物香草醛的耐受性很差，在低浓度下菌株的生长和乳酸发酵就受到强烈抑制[96]。 

本文比较研究了野生型菌株 P. acidilactici DQ2 和工程改造菌株 P. acidilactici 

TY112、P. acidilactici ZP26 对抑制物的耐受性。考察了 7 种典型木质纤维素来源抑制物

对菌株生长和发酵产酸的影响，这 7 种抑制物包括呋喃类（糠醛和 5-羟甲基糠醛）、有

机弱酸（甲酸和乙酸）和酚类（香草醛、丁香醛和 4-羟基苯甲醛）。这些抑制物的添加

浓度参考了 P. acidilactici DQ2 的抑制物耐受性实验[96]并进行了适当调整。呋喃类抑制物

的添加终浓度分别为 2、4、6、8 g L
-1，酚类的添加终浓度分别为 0.3、0.6、0.9、1.2 g L

-1。
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对于有机弱酸类抑制物，为了消除 H
+的影响，本文选择用乙酸钠和甲酸钠探讨弱酸类

对 P. acidilactici 的影响，乙酸钠的添加终浓度为 2.5、5.0、10、15 g L
-1，甲酸钠的添加

终浓度为 0.74、1.48、2.96、4.44 g L
-1。需要说明的是，这些抑制物都是在培养基高温

蒸汽灭菌后才加入的。 

用简化 MRS 培养基 42 
o
C，150 rpm 培养的 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici TY112

和 P. acidilactici ZP26 种子液以 10%接种量分别转接至 50 mL 添加不同含量抑制物的简

化 MRS 培养基，42 
o
C，150 rpm 培养。需要说明的是，用于测定葡萄糖和乳酸浓度的

组别需要额外添加 12 g L
-1 碳酸钙，从而实时调节 pH。取 0 h 和 12 h 的样品，10,000 rpm

离心 5 min，测定细胞生长量 OD600，检测发酵液中乳酸及葡萄糖浓度，计算 12 h 的乳

酸产率。 

2.3.7  葡萄糖、乳酸的含量分析 

所有样品通过 0.22 μm 滤膜过滤后进行分析测定各类物质的含量。 

葡萄糖、乳酸的测定用的是 HPLC（LC-20 AD），柱温 65 
o
C，流动相为 5 mM 的硫

酸，流速为 0.6 mL min
-1。 

2.4  结果与讨论 

2.4.1  敲除质粒 pSET4E-Δldh 的构建 

通过 PCR 技术，从 P. acidilactici DQ2 基因组扩增 ldh 基因的上下游同源臂 up-ldh

和 down-ldh，PCR 产物经 0.7%琼脂糖凝胶电泳检测，都只有一条带，而且大小约为 1 kb，

与预期大小一致（见图 2.4），之后纯化回收 PCR 产物。 

 

 

图 2.4  PCR 产物 up-ldh 和 down-ldh 

Fig. 2.4  The fragment of up-ldh and down-ldh by PCR 

 

首先将 ldh 基因的上游同源臂 up-ldh 克隆至质粒 pSET4E 上，构建重组质粒
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pSET4E-up-ldh。用限制性内切酶 BamH I 和 Pst I 双酶切 up-ldh 片段和 pSET4E，酶切目

标片段大小正确，然后经琼脂糖凝胶回收，产物用 T4 DNA ligase 连接并转化 E. coli 

XLI-blue，涂布 LE 培养基平板。对平板上长出的转化子进行 PCR 验证，用引物 up-F-ldh

和 up-R-ldh 扩增 up-ldh 片段，结果见图 2.5。泳道 1 是以 P. acidilactici DQ2 基因组 DNA

为模板扩增 up-ldh 的阳性对照，泳道 2-9 是 8 个转化子的菌落 PCR 验证。由图 2.5 可见，

3、5、6、7、9 号转化子扩增出约 1 kb 大小的片段。 

 

 

图 2.5  菌落 PCR 验证 

Fig. 2.5  Verification by colony PCR 

 

之后选取了 3、5、6、7 号泳道对应的菌株提取质粒后进行酶切鉴定，见图 2.6。这

4 个菌株中的质粒分别经限制性内切酶 BamH I 和 Pst I 单酶切后都只有一条带，大小在

5-6 kb 之间，大小正确。经这两种酶双酶切后有两条带，切下来较小的条带对应的是上

游同源臂 up-ldh，另一条带对应的则是 pSET4E，大小也正确。因此，质粒 pSET4E-up-ldh

构建成功。 

 

 

图 2.6  pSET4E-up-ldh 的酶切验证 

Fig. 2.6  Digestion of the recombinant pSET4E-up-ldh by the restriction enzymes 
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将 ldh 的下游同源臂 down-ldh 克隆至 pSET4E-up-ldh，构建敲除质粒 pSET4E-Δldh。

用 BamH I 和 EcoR I 双酶切 down-ldh 片段的 PCR 纯化产物和质粒 pSET4E-up-ldh，之后

将酶切回收产物连接转化到 E. coli XLI-blue，涂布 LE 培养基平板。通过菌落 PCR 技术，

用引物 down-F-ldh 和 down-R-ldh 扩增 down-ldh 片段以验证转化子（见图 2.7）。泳道 1

以 P. acidilactici DQ2 基因组为模板扩增 down-ldh 的阳性对照，泳道 2-4 是对 3 个转化

子的菌落 PCR 验证，3、4 号泳道对应的菌株能够扩增得到正确大小的片段。 

 

 

图 2.7  菌落 PCR 验证 

Fig. 2.7  Verification of colony PCR 

 

之后选取了 3 号转化子提取质粒后进行酶切鉴定，见图 2.8。经限制性内切酶 BamH 

I、EcoR I 和 Pst I 单酶切的质粒都只有一条带，大小也正确，用 Pst I 和 BamH I、BamH 

I 和 EcoR I 以及 EcoR I 和 Pst I 双酶切质粒也能得到正确大小的片段。因此，敲除质粒

pSET4E-Δldh 构建成功。 

 

 

图 2.8  pSET4E-Δldh 的酶切验证 

Fig. 2.8  Digestion of the recombinant pSET4E-Δldh by the restriction enzymes 
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2.4.2  P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 重组菌株的鉴定 

将构建成功的敲除质粒 pSET4E-Δldh 电击转化进入 P. acidilactici DQ2，涂布 MRSE

培养基平板，通过菌落 PCR 技术，用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh 鉴定转化子，结果见

图 2.9。图中泳道 1 是阳性对照，以质粒 pSET4E-Δldh 为模版，只能扩增出 2 kb 大小的

条带，即上下游同源臂 up-ldh 和 down-ldh；泳道 2 是以 P. acidilactici DQ2 为模版，扩

增出 3 kb 大小的条带，即 ldh 基因及其上下游同源臂 up-ldh 和 down-ldh；泳道 3-5 是以

3 个转化子为模板进行菌落 PCR，扩增出 2 kb 和 3 kb 大小的 2 个条带，3 kb 的条带不

太明显，这是由于 PCR 会优先扩增短片段。由此确定敲除质粒 pSET4E-Δldh 成功转化

到了 P. acidilactici DQ2，成功构建了 P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 重组菌株。 

 

 

图 2.9  菌落 PCR 验证 

Fig. 2.9  Verification by colony PCR 

 

2.4.3  单双交换菌株的筛选 

将 P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 重组菌首先培养在 28 
o
C 低温，该重组质粒在

28 
o
C 正常复制，菌株中质粒的拷贝数增加，从而提高第一次同源重组（即单交换）的

概率。之后在 42 
o
C 高温下培养，质粒不能复制，发生丢失，从而提高了单交换的筛选

效率。用引物 sc1-F 和 sc1-R 验证通过 up-ldh 重组的第一种单交换的形式，用引物 sc2-F

和 sc2-R 验证 down-ldh 重组的第二种单交换的形式（见图 2.3）。 

以 P. acidilactici DQ2::pSET4E-Δldh 为模版进行了 PCR 扩增，见图 2.10。用引物

Emr-F 和 Emr-R 扩增得到 Emr 基因，用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh 扩增出 2 kb 和 3 kb

两个条带，这与 2.4.2 部分保持一致，用两对验证单交换的引物都可以扩增出约 2 kb 大

小的条带。 
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图 2.10  菌落 PCR 验证 

Fig. 2.10  Verification by colony PCR 

 

对 MRSE 培养基平板上长出的抗性单菌落进行单交换的鉴定，结果见图 2.11。用引

物 Emr-F 和 Emr-R 能够扩增得到 Emr 基因，用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh 也扩增得到

了 2 kb 和 3 kb 两个条带。用引物 sc1-F 和 sc1-R 进行 PCR 扩增，未扩增出条带，而用

引物 sc2-F 和 sc2-R 能够扩增出约 2 kb 大小的片段，这与以 P. acidilactici 

DQ2::pSET4E-Δldh 为模版进行菌落 PCR 扩增的结果不同，因此确定这 8 个菌株都是发

生单交换的菌株，是通过下游同源臂 down-ldh 发生重组的突变株。 

 

 

 

图 2.11 单交换菌株的 PCR 验证 

Fig. 2.11  Identification of the single crossover mutants by colony PCR 
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单交换菌株在 28 
o
C 低温下培养，激活整合到基因组上的质粒片段发生滚环复制，

通过同源重组方式发生剪切，即发生双交换，该步骤可提高双交换的概率。 

在 28 
o
C 培养一次的菌液中没有筛选到非抗性菌株，从培养两次的菌液中筛选到 2

株满足条件的菌株，编号分别为 26 号和 81 号，对其进行 PCR 验证（见图 2.12）。结果

表明，以 26 号和 81 号菌株为模版时扩增不到 ldh 基因，而用引物 up-F-ldh 和 down-R-ldh

只扩增得到一条 2 kb 大小条带。由于 ldh 基因被敲除后，只能扩增到上下游同源臂 up-ldh

和 down-ldh，大小约为 2 kb。由此判断 26 号和 81 号菌株均为敲除 ldh 基因的菌株，都

是通过上游同源臂 up-ldh 发生剪切的菌株。 

 

 

图 2.12 双交换菌株的 PCR 验证 

Fig. 2.12  Identification of the double crossover mutants by PCR 

 

将 26 号菌株命名为 P. acidilactici ZP26，该菌株已于 2013 年 12 月 31 日保藏于中国

微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心（简称 CGMCC），保藏登记号为 CGMCC 

NO.8665。P. acidilactici TY112 是 ldhD 基因被敲除的菌株，该菌株也保藏于 CGMCC，

保藏登记号为 CGMCC NO.8664。 

2.4.4  敲除菌株的稳定性研究 

敲除基因的菌株发酵性能可能不太稳定，因此有必要将敲除基因的突变株在合成培

养基中连续传代培养，以稳定其代谢流。P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简

化 MRS 培养基中进行连续传代培养，确保每次转接前菌株处于对数生长期的良好生长

状态。 

图 2.13（a）是 P. acidilactici ZP26 转接 120 次的发酵表现。P. acidilactici ZP26 在前

60 次的转接培养中，12 h 时的生长参数（OD600）和利用葡萄糖产乳酸的参数（葡萄糖

和乳酸浓度）都不稳定，且产酸趋于减少。之后随着转接次数的增加，细胞生长量 OD600

增加，产乳酸浓度也增加，残糖浓度减少。转接 90 次后，菌株的生长量趋于稳定，OD600

达到 6 左右，发酵产酸能力也趋于稳定，残糖浓度和乳酸浓度分别是 7.5 g L
-1和 10.0 g L

-1

左右。 
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图 2.13（b）是 P. acidilactici TY112 转接 100 次的发酵表现。与 P. acidilactici ZP26

不同，P. acidilactici TY112 在前期的转接中，12 h 时利用葡萄糖产乳酸的参数（葡萄糖

和乳酸浓度）都比较稳定，没有大的波动。而转接 50 次后，乳酸的生成趋于增加，残

糖趋于减少。转接 70 次后，菌株发酵产酸参数趋于稳定，残糖浓度和乳酸浓度分别是

8.8 g L
-1 和 10.5 g L

-1 左右。生长参数（OD600）始终变化较大，分析可能的原因是，该

工程改造菌株与野生型 P. acidilactici DQ2 和工程改造菌株 P. acidilactici ZP26 相比而言

更容易絮凝，最终导致菌体浓度测定不能真实反映菌体浓度。 

由以上结果看出，2 株基因工程菌株 P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简

化 MRS 培养基中经过多次的连续转接后，菌体生长和发酵性能趋于稳定。 

 

 

 

图 2.13  P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简化 MRS 培养基中连续转接的发酵性能 

Fig. 2.13  Fermenation perfomance of the engineering strains P. acidilactici ZP26 and P. acidilactici 

TY112 by continuous transfer in the simplified MRS medium 

 

2.4.5  敲除菌株的发酵性能 

为了确认敲除 ldh 基因对菌株的影响，本文比较研究了 P. acidilactici DQ2、P. 

acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26 的发酵性能。 
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图 2.14（a）是 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简

化 MRS 培养基中的生长情况。P. acidilactici ZP26 的最大细胞生长量 OD600 为 6.53，P. 

acidilactici DQ2 为 5.93，P. acidilactici ZP26 的生长比野生菌株 P. acidilactici DQ2 略好，

说明 ldh 基因的敲除基本不影响菌株的生长。另一株工程菌株 P. acidilactici TY112 的最

大细胞生长量 OD600 为 4.70，与野生型菌株相比较而言要差的多，ldhD 基因的敲除影响

了菌株的生长。 

图2.14（b）和2.14（c）是P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26和P. acidilactici TY112

在简化 MRS 培养基中的葡萄糖消耗和乳酸生成情况。结果表明，P. acidilactici DQ2 的

葡萄糖消耗速率最快，在 10 h 完全消耗完；P. acidilactici ZP26 的葡萄糖消耗速率较慢，

12 h 时仍有 2.14 g L
-1 残糖；P. acidilactici TY112 的葡萄糖消耗速率相对最慢，12 h 时仍

有 3.09 g L
-1 残糖。P. acidilactici DQ2 的乳酸生成也最快，8 h 后乳酸浓度基本不变，P. 

acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 的乳酸浓度在 12 h 达到最大值。P. acidilactici 

DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在 12 h 的乳酸产率分别为 1.49 g L
-1

 h
-1、

1.10 g L
-1

 h
-1 和 1.17 g L

-1
 h

-1，乳酸得率分别为 85.04%、82.31%和 95.36%。因此，ldh 和

ldhD 基因的敲除虽然降低了菌株的葡萄糖消耗速率和乳酸产率，但未降低乳酸得率。 

图 2.14（d）是利用 D-/L-乳酸检测试剂盒检测了 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici 

ZP26 和 P. acidilactici TY112 发酵 12 h 的 D-乳酸和 L-乳酸的含量。野生型菌株 P. 

acidilactici DQ2 产生乳酸中 L-乳酸占 61.01%，D-乳酸占 38.98%，乳酸的光学纯度为

22.03%。P. acidilactici ZP26 D-乳酸含量可以达到 99.66%，几乎没有 L-乳酸产生，乳酸

的光学纯度达到 99.32%。与之前的研究保持一致[97]，ldhD 基因敲除菌株 P. acidilactici 

TY112，几乎不产 D-乳酸，乳酸的光学纯度达到 99.89%，ldhD 基因的敲除导致菌株产

光学纯 L-乳酸。 
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图 2.14  P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简化 MRS 中的发酵性能 

Fig. 2.14  Fermentation performance of the strains P. acidilactici DQ2, P. acidilactici ZP26,  

and P. acidilactici TY112 in the simplified MRS medium 
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2.4.6  抑制物耐受性的比较 

本研究旨在用工程改造菌株发酵玉米秸秆生产光学纯乳酸，因此有必要考察改造菌

株对木质纤维素来源抑制物的耐受性。同时，为了确认 ldh 和 ldhD 基因的敲除对菌株抑

制物耐受性的影响，本研究比较研究了 P. acidilactici DQ2 和两株基因敲除菌株 P. 

acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 对 7 种木质纤维素来源典型抑制物的耐受性。基

于 3 株 P. acidilactici 在不添加抑制物的 MRS 培养基中最大细胞浓度和乳酸浓度均在 12 

h 左右，所以抑制物耐受性选择评价 12 h 时的细胞生长量 OD600 和乳酸产率。 

(1) P. acidilactici 对呋喃类抑制物的耐受性 

图 2.15 显示了 3 种 P. acidilactici 对糠醛的耐受性，其中，图 a 显示了抑制物对生长

的影响，图 b 是对乳酸产率的影响。 

从图 a 可以看出，随着糠醛浓度从 0 g L
-1 逐渐提高至 8 g L

-1，3 株 P. acidilactici 的

生长都逐渐变差。糠醛浓度为 8 g L
-1 时 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. 

acidilactici TY112 的细胞生长量 OD600 分别只有对照组的 40.56%、43.79%、47.61%。 

从图 b 可以看出，3 株 P. acidilactici 在一定的糠醛浓度下乳酸产率有所提高。糠醛

浓度为 6 g L
-1 时，P. acidilactici DQ2 的乳酸产率是对照的 107.94%。浓度为 4 g L

-1 时，

P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 的乳酸产率分别是对照的 121.15%、107.02%。

在乙醇发酵研究中也有类似现象，S. cerevisiae 在 2 g L
-1 的糠醛浓度下乙醇得率有所提

高[69]。而当糠醛浓度达到最大的 8 g L
-1 时，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. 

acidilactici TY112的乳酸产率分别只有对照的61.06%、71.30%、45.98%，3株P. acidilactici

的乳酸产率都有较大幅度的减少。因此，低浓度的糠醛有提高乳酸产率的作用，高浓度

的糠醛会降低乳酸产率。 
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图 2.15  糠醛对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸产率的影

响 

Fig. 2.15  The influence of furfural on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. acidilactici 

DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 

 

图 2.16 显示了 3 种 P. acidilactici 对 5-羟甲基糠醛的耐受性，其中，图 a 显示了抑制

物对生长的影响，图 b 是对乳酸产率的影响。 

从图 a 可以看出，5-羟甲基糠醛对 3 株 P. acidilactici 生长的影响与糠醛类似，3 株

P. acidilactici 的生长随着抑制物浓度的增加逐渐变差。8 g L
-1

 5-羟甲基糠醛胁迫下，P. 

acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 的 OD600 分别是对照组的

54.27%、57.71%和 46.59%。 

从图 b 可以看出，低浓度的 5-羟甲基糠醛也可以提高乳酸产率。6 g L
-1

 5-羟甲基糠

醛胁迫下，P. acidilactici DQ2 的乳酸产率是对照的 106.88%。4 g L
-1

 5-羟甲基糠醛胁迫

下，P. acidilactici ZP26 的乳酸产率是对照的 108.18%。2 g L
-1

 5-羟甲基糠醛胁迫下，P. 

acidilactici TY112 的乳酸产率是对照的 102.41%。最高浓度 8 g L
-1

 5-羟甲基糠醛胁迫下，

乳酸产率受到很大的影响，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112

的乳酸产率分别是对照的 74.53%、84.29%、60.92%，但是与同浓度的糠醛相比受到的

抑制作用较弱。 
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图 2.16  5-羟甲基糠醛对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸

产率的影响 

Fig. 2.16  The influence of 5-HMF on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. acidilactici 

DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 

综合来看，3株 P. acidilactici 耐受糠醛和5-羟甲基糠醛的能力相当，说明 ldh 和 ldhD

的敲除并不影响菌株耐受糠醛和 5-羟甲基糠醛的能力。6 g L
-1 糠醛和 5-羟甲基糠醛基本

不影响 3株 P. acidilactici 的乳酸产率。但是，乙醇发酵微生物则不能耐受这么高浓度的

糠醛和 5-羟甲基糠醛。有文献报道，3.0 g L
-1 糠醛和 5-羟甲基糠醛就会导致乙醇发酵菌

株的死亡[100, 101]。 

(2) P. acidilactici 对弱酸类抑制物的耐受性 

考察乙酸耐受性时，在简化 MRS 培养基中添加的是乙酸钠，以排除 H
+的影响。然

而简化 MRS 培养基中本来就添加 5 g L
-1 的乙酸钠，乙酸钠主要起到抑制杂菌污染的作

用，因此乙酸钠对菌株的生长和产酸的影响可能较小。在该实验中，对照组培养基中不

添加乙酸钠。 

图 2.17（a）显示了乙酸钠对 P. acidilactici 生长的影响，图 2.17（b）则显示了乙酸
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钠对乳酸产率的影响。 

从图 a 可以看出，乙酸钠对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 生长的影响都很

小，对 P. acidilactici TY112 影响稍大。15 g L
-1 乙酸钠胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. 

acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 的 OD600 分别是对照组的 93.77%、89.93%、

66.73%。 

从图 b 可以看出，乙酸钠对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici TY112 的乳酸产率影

响较小，最高浓度 15 g L
-1 乙酸钠胁迫下乳酸产率分别是对照的 95.83%、80.22%。P. 

acidilactici ZP26 在没有乙酸钠存在时乳酸产率反而较低，12 h 还有残糖，添加乙酸钠后

乳酸产率增加，在最高浓度的乙酸钠胁迫下乳酸产率是对照的 138.32%。由此说明，乙

酸钠促进了乳酸的生产。 

 

 

 

图 2.17  乙酸钠对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸产率的

影响 

Fig. 2.17  The influence of sodium acetate on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. 

acidilactici DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 
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同样为消除 H
+的影响，本研究在考察甲酸耐受性时在简化 MRS 培养基中添加了甲

酸钠。图 2.18（a）显示了甲酸钠对 3 株 P. acidilactici 生长的影响，图 2.18（b）显示了

甲酸钠对乳酸产率的影响。 

从图 a 可以看出，随着甲酸钠浓度的增加，3 株 P. acidilactici 的生长逐渐变慢。最

高浓度 4.44 g L
-1 甲酸钠胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici 

TY112 的 OD600 分别是对照组的 55.82%、53.04%和 51.47%。 

从图 b 可以看出，在不同浓度的甲酸钠胁迫下，3 株 P. acidilactici 的乳酸产率基本

不受影响。在最高浓度甲酸钠胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. 

acidilactici TY112 的乳酸产率分别是对照的 110.31%、102.49%和 85.88%。 

 

 

图 2.18  甲酸钠对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸产率的

影响 

Fig. 2.18  The influence of sodium formate on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. 

acidilactici DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 
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由以上结果可以看出，3 株 P. acidilactici 对弱酸类抑制物的耐受性相似，说明 ldh

和 ldhD 的敲除并不影响菌株对甲酸和乙酸的耐受性。有一点不同之处是 P. acidilactici 

ZP26 在缺乏乙酸钠时生长和产酸能力均较差。3株 P. acidilactici 能够耐受较高浓度的乙

酸。相对于乙酸，3 株 P. acidilactici 的生长受甲酸的影响较大，而乳酸产率受到的影响

较小。 

(3) P. acidilactici 对酚类抑制物的耐受性 

图 2.19 显示了 3 株 P. acidilactici 对 4-羟基苯甲醛的耐受性，其中，图 a 显示了抑制

物对菌株生长的影响，图 b 显示了对乳酸产率的影响。 

从图 a 可以看出，随着 4-羟基苯甲醛浓度的增加，3 株 P. acidilactici 的生长逐渐变

差。在最高浓度 1.2 g L
-1

 4-羟基苯甲醛胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26

和 P. acidilactici TY112 的 OD600 分别是对照组的 68.82%、75.38%和 75.91%。 

从图 b 可以看出，不同浓度 4-羟基苯甲醛基本不影响 3 株 P. acidilactici 的乳酸产率。

最高浓度 4-羟基苯甲醛胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici 

TY112 的乳酸产率分别是对照的 93.51%、108.70%和 83.49%。 
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图 2.19  4-羟基苯甲醛对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸

产率的影响 

Fig. 2.19  The influence of 4-hydroxybenzaldehyde on cell growth and lactic acid productivity of the 

strains P. acidilactici DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 

 

图 2.20 显示了 3 种 P. acidilactici 对丁香醛的耐受性，其中，图 a 显示了丁香醛对菌

体生长的影响，图 b 显示了丁香醛对乳酸产率的影响。 

由图 a 可以看出，0.3 g L
-1 低浓度的丁香醛基本不影响 P. acidilactici 菌株的生长，

当丁香醛浓度增加到 0.6 g L
-1 时，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici 

TY112 的 OD600 分别是对照组的 28.83%、37.23%和 28.36%，菌株的生长受到强烈抑制。 

由图 b 发现，0.3 g L
-1 低浓度的丁香醛基本也不影响菌株的乳酸产率，而当抑制物

浓度增加至 0.6 g L
-1 时，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112

的乳酸产率分别是对照组的 10.94%、0%和 12.66%，P. acidilactici 的产酸受到强烈抑制。 
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图 2.20  丁香醛对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸产率的

影响 

Fig. 2.20  The influence of syringaldehyde on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. 

acidilactici DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 

图 2.21 显示了 3 株 P. acidilactici 对香草醛的耐受性，其中，图 a 显示香草醛对菌体

生长的影响，图 b 显示香草醛对乳酸产率的影响。 

由图 a 可以看出，随着香草醛浓度的增加，3 株 P. acidilactici 的生长逐渐变慢。最

高浓度 1.2 g L
-1 香草醛胁迫下，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici 

TY112 的 OD600 分别是对照组的 24.99%、11.64%和 32.52%，说明香草醛强烈抑制了 P. 

acidilactici 菌株的生长。 

图 b 显示 0.3 g L
-1 低浓度的香草醛对 3 株 P. acidilactici 的乳酸产率影响较小，而当

香草醛浓度增加至 0.6 g L
-1，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici 

TY112 的乳酸产率分别是对照组的 33.44%、22.22%和 27.15%，说明菌株的产酸受到很

强的抑制。 
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图 2.21  香草醛对 P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 生长和乳酸产率的

影响 

Fig. 2.21  The influence of vanillin on cell growth and lactic acid productivity of the strains P. acidilactici 

DQ2, P. acidilactici ZP26, and P. acidilactici TY112 

 

由以上结果可以看出，3 株 P. acidilactici 对 3 种酚类抑制物的耐受性相似，说明 ldh

和 ldhD 的敲除并不影响菌株对这 3 种酚类的耐受性。相比较而言，3 株 P. acidilactici

对丁香醛的耐受性最差，香草醛其次，对 4-羟基苯甲醛的耐受性最强。 

总之，P. acidilactici DQ2、P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 对 7 种木质纤

维素来源的典型抑制物耐受性相似，说明 ldh 和 ldhD 的敲除并不影响 P. acidilactici 对抑

制物的耐受性。 

总体看来，3 株 P. acidilactici 可以耐受高浓度的呋喃类抑制物糠醛、5-羟甲基糠醛，

还可以耐受很高浓度的乙酸。最高浓度 4.44 g L
-1 甲酸钠对乳酸产率还基本无影响。3 株

P. acidilactici 对酚类抑制物的耐受性则较弱，特别是丁香醛和香草醛，0.6 g L
-1 丁香醛

和香草醛较大程度地影响了乳酸产率。 

2.5  本章小结 

(1) 本研究通过同源重组方法，借助热敏性敲除系统成功敲除了 P. acidilactici DQ2 L-乳

酸脱氢酶编码基因 ldh，得到的菌株命名为 P. acidilactici ZP26。 

(2) 工程改造菌株 P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 在简化 MRS 培养基中多次

连续转接培养后生长和发酵性能趋于稳定。 

(3) P. acidilactici ZP26 和 P. acidilactici TY112 利用葡萄糖分别产生光学纯的 D-乳酸和

L-乳酸，乳酸的光学纯度分别达到 99.32%、99.89%，说明基因敲除发挥了作用。ldh

基因的敲除基本不影响菌株的生长，但是 ldhD 基因的敲除在一定程度上减慢了菌株

的生长。另外，虽然 ldh 和 ldhD 基因的敲除减慢了菌株利用葡萄糖和产乳酸的速率，

但不会导致乳酸得率的降低。 
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(4) ldh 和 ldhD 基因的敲除不影响菌株对抑制物的耐受性。野生菌株 P. acidilactici DQ2

以及两株基因工程菌株 P. acidilactici ZP26、P. acidilactici TY112 都可以耐受高浓度

的呋喃类抑制物糠醛和 5-羟甲基糠醛。3 株 P. acidilactici 可以耐受很高浓度的乙酸，

最高测试浓度 4.44 g L
-1 的甲酸钠对乳酸产率基本无影响。然而 3 株 P. acidilactici

对酚类抑制物的耐受性较弱，特别是丁香醛和香草醛。 
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第 3 章  P. acidilactici ZP26 利用玉米秸秆生产光学纯 D-乳酸 

3.1  前言 

玉米秸秆是一种非常丰富的木质纤维素原料，它是在玉米收获之后得到的废弃生物

质。在之前的 20 多年，随着我国玉米种植面积不断扩大，玉米秸秆产量也持续增加。

2010 年我国玉米产量达到 17,725 万 t，以 1.25 的草谷比系数计算（即 1 kg 玉米可获得

1.25 kg 秸秆），当年的玉米秸秆产量达到 22,156 万 t，约占我国农作物秸秆总产量的

28.57%
[102]。 

作为一种木质纤维素原料，预处理是玉米秸秆生物炼制的必要环节，因为预处理过

程可以破环玉米秸秆的结构。本实验室建立了干式稀酸预处理方法，提高了预处理时木

质纤维素的固体含量（固含量高达 70%（w/w）），从而减少了新鲜水的用量和废水的产

生[47]。另外，本实验室还在预处理反应器中安装了一个螺带式搅拌浆，以此提高反应器

的传质和传热水平，改善了预处理的效率，降低了产生抑制物的含量[49]。 

之前已经对野生菌株 P. acidilactici DQ2 利用玉米秸秆生产乳酸的条件进行了研究。

研究主要针对菌株同步糖化与发酵（SSF）产乳酸的预糖化时间、温度、pH、接种量、

固含量等参数进行了研究和优化[96]。所用的玉米秸秆原料首先经过干式稀酸预处理，之

后利用本实验室筛选得到的菌株 A. resinae ZN1 进行生物脱毒降解预处理过程产生的抑

制物[74]。然而并没有研究 A. resinae ZN1 的生物脱毒过程对 P. acidilactici DQ2 发酵产乳

酸的影响。 

工程改造菌株 P. acidilactici ZP26 能够发酵葡萄糖产光学纯 D-乳酸。为了实现该工

程菌株高效利用玉米秸秆产光学纯 D-乳酸，本研究拟采取两种手段来应对玉米秸秆预

处理过程中产生的抑制物。一方面利用 A. resinae ZN1 对预处理玉米秸秆进行生物脱毒

以用作 P. acidilactici ZP26 SSF 的原料，主要探究该生物脱毒过程对菌株发酵产酸的影

响；另一方面通过驯化工程手段提升 P. acidilactici ZP26 在未脱毒预处理玉米秸秆水解

液中的发酵表现，以期省去抑制物的去除过程，节约成本。 

3.2  实验材料 

3.2.1  菌株 

P. acidilactici ZP26（见表 2.1）。 

A. resinae ZN1（CGMCC 7452）由本实验室分离筛选。 

3.2.2  酶及试剂 

纤维素酶 Youtell #6，购自湖南岳阳尤特尔生化有限公司，根据 NREL 实验室分析

程序 LAP-006
[103]测得其滤纸酶活为 135 FPU g

-1，根据 Sharma 等人的方法[104]测得其纤

维二糖酶活为 344 CBU g
-1。 

福林酚，购自上海生工生物工程有限公司。 
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没食子酸（AR），购自阿拉丁试剂公司。 

如无特殊说明，其它试剂均购自上海凌峰化学试剂公司或上海国药化学试剂集团。 

3.2.3  原料及培养基 

玉米秸秆购自中国河南郸城，收获于 2011 年秋。 

PDA 培养基：200 g 剥皮并切成薄片的马铃薯加入 1 L 去离子水中，煮沸 30 min，

过滤之后加入 20 g 葡萄糖和 20 g 琼脂粉，115 
o
C 高压蒸汽灭菌 20 min。 

用于 SSF 的营养盐：即简化 MRS 培养基葡萄糖以外的所有成分，胰蛋白胨 10 g L
-1，

酵母提取物 10 g L
-1，乙酸钠 5g L

-1，柠檬酸氢二铵 2g L
-1，磷酸氢二钾 2g L

-1，七水硫

酸镁 0.58 g L
-1，一水硫酸锰 0.25 g L

-1。 

3.2.4  实验仪器 

实验所用的仪器设备见表 3.1。 

 

表 3.1  实验仪器 

Table 3.1  Experimental instruments 

仪器名称 型号 生产厂家 

电热鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器有限公司 

洗衣机 XQS75-Y928 海尔公司 

粉碎机 SF 上海科太粉碎设备厂 

纤维测定仪 ANKOM220 美国 ANKOM 公司 

预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工设备有限公司 

磨浆机 DSX-32S 江苏启东市东盛化工机械厂 

发酵罐 BIOTECH-5L 上海保兴生物设备工程有限公司 

HPLC LC-20AT 日本岛津公司 

注：HPLC（LC-20AT）是反相色谱，配备有 SPD-20A UV 检测器和 YMC-Pack ODS-A 色谱柱（日

本东京维美希公司）。其它用到的一些仪器设备见表 2.3。 

3.3  实验方法 

3.3.1  预处理、生物脱毒及磨浆处理 

玉米秸秆经自来水洗净后置烘箱中于 105 
o
C 烘干至恒重，然后用粉碎机粗粉，最后

存于密封袋中备用。用纤维分析仪法检测玉米秸秆中纤维素和半纤维素含量分别为

36.18%和 19.83%。 

为了便于玉米秸秆的后期酶解和发酵，本研究用实验室建立的干式稀酸预处理方法

处理玉米秸秆。在烘干粉碎的玉米秸秆中加入一定浓度的稀硫酸，固液比为 2/1（w/w），

硫酸用量为 2.5 g/100 g 干物料，搅拌混匀后装于塑料袋中，18-25 
o
C 放置 12 h。在预处

理过程中，将 2,100 g 预浸后的玉米秸秆（含 1,400 g 干物料和 700 g 稀硫酸）倒入预处

理反应器中，同时开动反应器的螺带式搅拌浆，最后将转速调整为 50 rpm。关闭所有的
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放气阀，打开蒸汽阀，从而使蒸汽喷射到玉米秸秆上。在此期间，短暂开启放气阀释放

反应器中的惰性气体。温度达到 175 
o
C 后保持 5 min。之后关闭蒸汽供应，打开放气阀

快速释放反应器中的蒸汽，最后从反应器的底部放出玉米秸秆。 

用两步酸碱法 [105, 106]测得预处理后的玉米秸秆纤维素和半纤维素含量分别为

40.60%和 2.07%。 

为了消除预处理过程产生的抑制物对发酵菌株的影响，本研究采用了实验室建立的

固态生物脱毒方法[74]。具体过程如下：预处理的玉米秸秆用 20%（w/w）的 Ca(OH)2 溶

液调节至 pH 5.5，之后将一支 A. resinae ZN1 的 PDA 固体斜面接种到约 200 g 玉米秸秆

物料中，于 28 
o
C 静置培养 7 d 作为生物脱毒的种子。之后将该种子以 10%（w/w）的

接种量接种至经 Ca(OH)2 溶液处理的预处理玉米秸秆物料中，于 28 
o
C 培养 1、3、5、7、

10 d，到指定时间后将其冻存于-20 
o
C 待用。 

与其它的在水解液中进行生物脱毒的方式不同，A. resinae ZN1 的生物脱毒是在固

态培养的模式下进行，即将 A. resinae ZN1 直接接种在固态的预处理玉米秸秆上进行生

物脱毒。因为氧的供应很充足，所以这种固态培养更适合丝状真菌 A. resinae ZN1 脱除

预处理玉米秸秆中的抑制物。该脱毒方式不需耗能，也不产废水。 

同时，为了强化纤维素酶的水解效率，将不同脱毒时间的玉米秸秆物料含水率调节

至 70%左右，用磨浆机进行磨浆处理，以减小物料粒径。 

3.3.2  玉米秸秆的脱毒效果评价 

通过测定预处理以及经过 A. resinae ZN1 脱毒的玉米秸秆物料中各类抑制物含量，

以评价生物脱毒的效果。具体操作如下：用 200 mL 去离子水浸提 20 g 预处理或者脱毒

的玉米秸秆，置于 500 mL 三角瓶中，40 
o
C，180 rpm 下震荡 2 h，以确保抑制物尽可能

溶于水中。取样，10,000 rpm 离心 5 min，测定上清液中 6 种主要抑制物糠醛、5-羟甲基

糠醛、乙酸、4-羟基苯甲醛、丁香醛和香草醛的浓度（本研究未测定甲酸的浓度）。 

另外，通过福林酚法测定玉米秸秆物料中的可溶性总酚含量[107]。具体操作如下：

将约400 mg玉米秸秆物料加入80 mL 95%的甲醇中，置于500 mL三角瓶中，40 
o
C，100 

rpm振荡12 h。取样，12,000 rpm离心5 min，取500 μL上清置于试管中（以95%甲醇为对

照），再加入1 mL 15%（v/v）的福林酚（FC）试剂，漩涡振荡，最后加入4 mL 1M Na2CO3

溶液，室温反应2 h，在765 nm测定吸光值。配制没食子酸标样，在765 nm下测定吸光

值，制作没食子酸的标准曲线。 

3.3.3  P. acidilactici ZP26 利用玉米秸秆 SSF 

种子液的培养：将 P. acidilactici ZP26 的-80 
o
C 超低温甘油冻存管接种至 20 mL 简

化 MRS 培养基，42 
o
C，150 rpm 培养 12 h 至对数期，再以 10%的接种量转接至 200 mL

简化 MRS 培养基，培养 8 h 至对数期后期。 

在装备有螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行 SSF
[108]。固含量设定为 25%（w/w），

SSF 过程分为两个阶段，预糖化阶段和实际的同步糖化发酵阶段。用 15 FPU g
-1

 DM 的

纤维素酶 Youtell #6 进行玉米秸秆的预糖化过程，条件为 50 
o
C，pH 4.8，150 rpm，6 h
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之后将温度降到 45 
o
C，再加入营养盐和种子液，调节 pH 5.5，转速维持 150 rpm，同步

糖化发酵过程开始。在整个同步糖化发酵过程中，流加 5 M NaOH 和 4 M H2SO4 控制 pH。

定期取样，10,000 rpm 离心 5 min，检测上清中葡萄糖和乳酸浓度。 

工程改造菌株 P. acidilactici ZP26 利用预处理玉米秸秆 SSF 产乳酸，依据下列公式

计算乳酸得率： 

乳酸得率 100%
1.01.111Wf

V[Lac]V[Lac]

CS

00ff





  

该乳酸得率是基于玉米秸秆物料中纤维素转化生成乳酸的得率，其中[Lac]f 和[Lac]0

分别代表发酵结束和开始时的乳酸浓度（g L
-1），Vf 和 V0 分别代表发酵结束和开始时的

发酵体系体积（L），WCS 代表发酵所用玉米秸秆物料的干重（g），f 则代表干的玉米秸

秆物料中纤维素的含量（g g
-1），1.111 代表了纤维素转化生成葡萄糖的转换因子，1.0

代表基于葡萄糖生物转化生成乳酸的质量比计算的葡萄糖到乳酸的转换因子。 

3.3.4  利用玉米秸秆水解液驯化 P. acidilactici ZP26 

在装配有螺带式搅拌桨的 5 L 发酵罐中制备预处理玉米秸秆水解液。不同固含量的

预处理玉米秸秆用 15 FPU g
-1

 DM的纤维素酶Youtell #6糖化 48 h，条件是 50 
o
C，pH 4.8。

将得到的水解液于 10,000 rpm 离心 10 min，取上清，之后在 115 
o
C 高温蒸汽灭菌 20 min，

灭菌后过滤。在该水解液中补足简化 MRS 培养基中除葡萄糖以外的营养盐，并调节 pH 

6.25（简化 MRS 的 pH)，待驯化过程用。 

菌株的驯化：将 P. acidilactici ZP26 的-80 
o
C 超低温甘油冻存管接种到 20 mL 简化

MRS 培养基，42 
o
C，150 rpm 培养 12 h，之后以 10%的接种量转接至 20 mL 5%固含量

水解液，42 
o
C，150 rpm 培养 12 h，取样后 10,000 rpm 离心 5 min，测定细胞生长量 OD600

和上清中的葡萄糖和乳酸浓度。之后以同样的方法转接，培养 12 h 后同样取样测定 OD600

和发酵液中的葡萄糖和乳酸浓度。当菌株生长参数 OD600、发酵产酸参数残糖浓度和乳

酸浓度保持基本稳定（一般至少 20 次转接培养），即为驯化菌株。 

驯化菌株与 P. acidilactici ZP26 的对比：将驯化菌株与 P. acidilactici ZP26 -80 
o
C 冻

存的甘油管接种至 20 mL 简化 MRS 培养基中，42 
o
C，150 rpm 培养 12 h，以 10%接种

量分别转接至 20 mL 简化 MRS 培养基和 10%固含量水解液（测定葡萄糖和乳酸浓度的

组别需要添加 CaCO3 控制 pH），42 
o
C，150 rpm 培养，定期取样，10,000 rpm 离心 5 min，

测定细胞生长量 OD600 和上清中的葡萄糖和乳酸浓度。 

3.3.5  葡萄糖、乳酸以及抑制物的含量分析 

所有样品通过 0.22 μm 滤膜过滤后分析测定各类物质的含量。 

葡萄糖和乳酸的测定方法如 2.3.7，乙酸、糠醛和 5-羟甲基糠醛的测定方法与之相

同。用反相 HPLC（LC-20AT）测定 4-羟基苯甲醛、丁香醛和香草醛的浓度，柱温为 35 

o
C，检测器波长为 270 nm，采用梯度洗脱方法，流动相为 100%的乙腈和 0.1%的甲酸水

溶液，流动相设置：0-4 min，乙腈和甲酸溶液浓度配比从 10%增加到 35%；5-20 min，
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乙腈和甲酸溶液浓度配比从 35%降到 10%；20-30 min，乙腈和甲酸溶液浓度配比维持

在 10%，流速 1 mL min
-1。 

3.4  结果与讨论 

3.4.1  预处理玉米秸秆的脱毒效果评价 

(1) 呋喃醛的降解 

预处理玉米秸秆中呋喃醛类抑制物糠醛和 5-羟甲基糠醛分别源于戊糖和己糖的降

解。图 3.1 显示了玉米秸秆中糠醛和 5-羟甲基糠醛在脱毒过程中的含量变化。未脱毒玉

米秸秆中糠醛和 5-羟甲基糠醛的含量分别是 3.82 mg g
-1

 DM 和 2.60 mg g
-1

 DM。随着 A. 

resinae ZN1 接入预处理玉米秸秆，物料中的糠醛先快速降解，脱毒 1 d 后糠醛降解

35.86%。而 5-羟甲基糠醛降解稍慢，脱毒 1 d 后 5-羟甲基糠醛只降解 13.08%。而且，

脱毒 5 d 物料中糠醛和 5-羟甲基糠醛都降解完全。本实验室之前研究了 A. resinae ZN1

单独降解糠醛和 5-羟甲基糠醛的能力[109]。研究发现，在有氧条件下糠醛和 5-羟甲基糠

醛被转化生成相应的醇和酸，而且醇和酸会继续降解；在无氧条件下糠醛和 5-羟甲基糠

醛只被转化为醇，而且醇不再被转化为酸。因此，玉米秸秆中的糠醛和 5-羟甲基糠醛是

被 A. resinae ZN1 降解为低毒的醇和酸。 

 

 

图 3.1  预处理玉米秸秆在脱毒过程中糠醛和 5-羟甲基糠醛的降解 

Fig. 3.1  The degradation of furfural and 5-HMF in the detoxification process of pretreated corn stover 

 

(2) 乙酸的降解 

半纤维素脱乙酰基过程中产生了乙酸，通常浓度很高[51]。图 3.2 显示了玉米秸秆物

料中乙酸在脱毒过程中的含量变化。预处理玉米秸秆物料中乙酸的含量很高，达到 15.50 

mg g
-1

 DM。脱毒 1 d 后含量基本不变，之后开始快速降解，在脱毒 5 d 的物料中已经检
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测不到乙酸。 

 

图 3.2  预处理玉米秸秆在脱毒过程中乙酸的降解 

Fig. 3.2  The degradation of acetic acid in the detoxification processof pretreated corn stover 

 

(3) 酚类的降解 

酚类化合物是在木质素的降解过程中产生的。图 3.3 显示了玉米秸秆物料中几种酚

醛在脱毒过程中的含量变化。 

预处理后的玉米秸秆物料中 4-羟基苯甲醛、丁香醛和香草醛的含量分别为 0.49 mg 

g
-1

 DM、1.84 mg g
-1

 DM 和 3.01 mg g
-1

 DM。在脱毒过程中，4-羟基苯甲醛在脱毒 3 d 仍

有 0.23 mg g
-1

 DM，之后其含量保持不变。然而，丁香醛和香草醛的含量在脱毒前 3 d

基本不变，仍有 1.68 mg g
-1

 DM 和 3.07 mg g
-1

 DM。脱毒 5 d 后，丁香醛和香草醛的降

解加快，降解量分别达 36.41%和 44.85%。随着脱毒时间的延长，丁香醛和香草醛继续

降解。但是在脱毒 10 d 的玉米秸秆物料中，丁香醛和香草醛还没有降解完全。 

 

图 3.3  预处理玉米秸秆在脱毒过程中酚醛的降解 

Fig. 3.3  The degradation of phenolic aldehyde in the detoxification process of pretreated corn stover 
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仅测定上述 3 种酚醛抑制物，并不能代表玉米秸秆物料中酚类抑制物的整体水平。

因此，本研究还通过福林酚法测定了玉米秸秆物料中的可溶性总酚含量（见图 3.4）。未

脱毒时玉米秸秆物料中总酚含量为 36.93 mg g
-1

 DM，随着脱毒过程的进行，总酚含量逐

渐减少，脱毒 10 d 时总酚含量为 29.99 mg g
-1

 DM，降解量达到 18.79%。 

 

 

图 3.4  预处理玉米秸秆脱毒过程中总酚的降解 

Fig. 3.4  The degradation of total phenolics in the detoxification process of pretreated corn stover 

 

综上所述，预处理玉米秸秆中的 6 种抑制物含量不同，但都能够被 A. resinae ZN1

降解，然而它们发生降解的时间和程度不同。糠醛、5-羟甲基糠醛以及含量最高的乙酸

在脱毒 5 d 时就降解完全。丁香醛和香草醛在脱毒 3 d 时含量仍基本不变，随着脱毒时

间的延长降解加快，在脱毒 10 d 时仍有残余。4-羟基苯甲醛的含量最低，在脱毒前期有

所减少，之后基本不再变化。另外，总酚含量随着脱毒时间的延长有所降低。 

3.4.2  P. acidilactici ZP26 利用玉米秸秆进行 SSF 

P. acidilactici ZP26 利用不同脱毒时间的预处理玉米秸秆 SSF 生产光学纯 D-乳酸，

以此评价 A. resinae ZN1 的生物脱毒过程对乳酸发酵的影响。SSF 的结果见图 3.5，其中，

图 a 显示了 SSF 过程中葡萄糖浓度的变化，图 b 则是 SSF 过程中 D-乳酸浓度的变化。 

从图 3.5 可以看出，未脱毒的预处理玉米秸秆的 SSF，物料的酶解糖化效果较差，

预糖化 6 h 时葡萄糖只有 32.85 g L
-1，接入种子液后乳酸的生产也出现很长的停滞，SSF 

36 h 后乳酸才开始积累，发酵 75 h 时仍有 26.49 g L
-1 残糖，D-乳酸的终浓度、产率和得

率分别为 25.91 g L
-1、0.32 g L

-1
 h

-1 和 17.53%。 

利用脱毒 1 d 的预处理玉米秸秆进行 SSF 时，物料的糖化效果提高很多，预糖化 6 h

时葡萄糖浓度为 51.90 g L
-1。乳酸生产的延滞期明显缩短，发酵 75 h 时虽仍有 31.51 g L

-1

残糖，D-乳酸的终浓度则提高很多，为 44.50 g L
-1，相应的乳酸产率和得率分别为 0.57 g 

L
-1

 h
-1 和 33.13%。随着所用物料脱毒时间延长至 3 d、5 d、7 d 和 10 d，P. acidilactici ZP26
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利用葡萄糖的速率加快，乳酸的生成也加快，最终的 D-乳酸浓度也逐渐提高。 

P. acidilactici ZP26 利用脱毒 10 d 的物料 SSF 时，50 h 左右残糖已接近 0，D-乳酸

的终浓度、产率和得率分别为 77.78 g L
-1、1.02 g L

-1
 h

-1 和 66.06%。目前为止，只有少

数几个利用木质纤维素生物质生产光学纯 D-乳酸的例子，然而产生乳酸的量较少，产

率和得率也较低。L. coryniformis subsp. torquens ATCC 25600 利用纤维素 SSF 时，最优

条件下产生 D-乳酸的得率达到 0.89 g g
-1 纤维素，此时的乳酸产率达到 0.5 g L

-1
 h

-1[29]。

该菌株利用未经处理的瓦楞纸板残渣进行 SSF，D-乳酸的浓度和产率分别为 12.1 g L
-1

和 0.25 g L
-1

 h
-1，仅有 44.2%的聚糖转化成乳酸[110]。而该菌株利用碱预处理的废旧纸板

SSF，D-乳酸的浓度和产率分别为 23.4 g L
-1 和 0.48 g L

-1
 h

-1[111]。同型乳酸发酵菌株 L. 

delbrueckii 利用纸浆进行 SHF 时能够得到 36.3 g L
-1 的 D-乳酸，产率为 1.01 g L

-1
 h

-1，总

得率为 0.38 g g
-1。而通过 SSF 方式利用纸浆最高乳酸总得率为 0.48 g g

-1。利用玉米秸秆

SHF 和 SSF 时，最高乳酸总得率分别是 0.41 g g
-1 和 0.58 g g

-1。这里总得率指的是产生

的乳酸与总的生物质的比值[112]。 
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图 3.5  P. acidilactici ZP26 利用不同脱毒时间的预处理玉米秸秆同步糖化与发酵生产 D-乳酸 

Fig. 3.5  SSF for D-lactic acid production by P. acidilactici ZP26 using the pretreated corn stover which 

detoxified different time 

 

以上结果表明，A. resinae ZN1 的生物脱毒过程对于 P. acidilactici ZP26 利用玉米秸

秆生产高浓度 D-乳酸来说很重要，而且足够长的脱毒时间才能保证产生高浓度 D-乳酸。 

综合 P. acidilactici ZP26 利用玉米秸秆 SSF 产乳酸的实验结果、3.4.1 部分的对不同

脱毒时间玉米秸秆的脱毒评价和 2.4.6 部分的菌株抑制物耐受性进行分析。P. acidilactici 

ZP26 利用未脱毒的预处理玉米秸秆物料 SSF，由于该物料中各类抑制物含量最高，而

不同抑制物之间可能存在协同效应[67, 68]，因此导致菌株的发酵受到严重影响。同时需要

注意的是由于糠醛含量高，导致纤维素酶的糖化效果也很差。在菌株的抑制物耐受性实

验中高浓度的糠醛和 5-羟甲基糠醛会抑制乳酸的发酵，当预处理玉米秸秆物料脱毒 1 d、

3 d 后，糠醛和 5-羟甲基糠醛都逐渐降解，导致对菌株的抑制作用减弱，发酵产酸效果

得到提升。在菌株的抑制物耐受性实验中低浓度的丁香醛和香草醛强烈抑制菌株的生长

和产酸，在脱毒 5 d 物料中，糠醛和 5-羟甲基糠醛进一步降解完全，丁香醛和香草醛加

速降解（分别降解 36.41%、44.85%），对菌株的抑制作用进一步减弱，发酵产酸增加。

脱毒 5 d 后物料中已经不存在糠醛和 5-羟甲基糠醛。与脱毒 5 d 的玉米秸秆物料相比，

脱毒 7 d、10 d 的物料中丁香醛和香草醛的含量更低，菌株受到的抑制作用更弱，发酵

产乳酸效果更好。 

当然，并不能排除其它因素引起乳酸发酵效果的提升，有可能是预处理玉米秸秆在

脱毒过程中其他一些抑制物的降解导致发酵产酸增加，也可能是 A. resinae ZN1 在生物

脱毒过程中产生的诸如氨基酸、维生素等生长因子促进了 P. acidilactici ZP26 发酵产酸。 
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3.4.3  利用玉米秸秆水解液驯化 P. acidilactici ZP26 

由于 P. acidilactici ZP26 利用 25%固体含量（w/w）未脱毒预处理玉米秸秆 SSF 产

乳酸效果很差，而利用生物脱毒的预处理玉米秸秆产乳酸效果有很大提升。除了这种生

物脱毒方法，本研究考虑尝试通过适应性进化的手段，即驯化途径，提高菌株利用预处

理玉米秸秆产乳酸的能力。因此，本研究将 P. acidilactici ZP26 在预处理玉米秸秆水解

液中进行连续转接驯化。 

本研究选择了 5%固含量（w/w）的预处理玉米秸秆水解液驯化 P. acidilactici ZP26，

考虑到在 5%固含量（w/w）水解液中菌株受到的抑制作用较弱，生长和产酸不会受到

很大影响。当菌株在更高固含量（≧10%）水解液中连续转接培养几次后，菌株的性能

受到极大影响，这可能是因为抑制物含量较高，糖浓度也高。 

图 3.6 是 P. acidilactici ZP26 在 5%固含量（w/w）玉米秸秆水解液中连续转接培养

的菌体生长、残糖和产酸情况。第一次转接培养 12 h 后，菌株细胞生长量 OD600 为 5.29，

葡萄糖浓度和乳酸浓度分别为 10.88g L
-1 和 8.43 g L

-1。第二次转接培养 12 h 后，OD600

为 4.23，葡萄糖浓度和乳酸浓度分别为 12.87g L
-1 和 7.30 g L

-1，菌株的生长和产酸受到

的影响增大。之后随着转接次数增加至 19 次，OD600 为 3.59，葡萄糖浓度和乳酸浓度分

别为 14.19g L
-1、5.96 g L

-1，菌株生长始终在变差，葡萄糖消耗和产乳酸也减少。转接

20 次后菌株 OD600 增加至 4.62，葡萄糖浓度和乳酸浓度分别为 12.83g L
-1 和 7.93 g L

-1，

菌株的生长和发酵能力开始提高。之后随着转接次数的增加，菌株的细胞生长量 OD600

逐渐增加，葡萄糖消耗和产乳酸也不断增加，转接 40 次后，OD600、葡萄糖浓度和乳酸

浓度趋于稳定。将第 67 次的转接培养液稀释后涂布在 MRS 平板上，取平板上长出的较

大单克隆培养并进行超低温保存，作为驯化菌株。 

 

 

图 3.6  P. acidilactici ZP26 利用 5%固含量预处理玉米秸秆水解液进行驯化 

Fig. 3.6  Adaptive evolution of P. acidilactici ZP26 using 5% solids loading (w/w) pretreated corn stover 

hydrolysate 
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3.4.4  驯化菌株与 P. acidilactici ZP26 的发酵性能比较 

比较驯化菌株和 P. acidilactici ZP26 在合成培养基和玉米秸秆水解液中的生长和发

酵性能，以此评价 P. acidilactici ZP26 在玉米秸秆水解液中的驯化效果。 

图 3.7 是 P. acidilactici ZP26 及其驯化菌株在简化 MRS 培养基中生长和发酵产乳酸

的情况。结果表明，驯化菌株和 P. acidilactici ZP26 的生长基本同步，培养 24 h 后 OD600

分别为 6.82 和 6.39，葡萄糖消耗和乳酸生成也基本同步，培养 24 h 后乳酸浓度分别为

15.17 g L
-1、14.70 g L

-1。由此说明驯化菌株和 P. acidilactici ZP26 在合成培养基的生长和

发酵性能相当，上述驯化方式并没有改变菌株在合成培养基的发酵性能。 

 

 

 

图 3.7  驯化菌株和 P. acidilactici ZP26 在简化 MRS 培养基中的发酵性能 

Fig. 3.7  Fermentation performance of the adaptive strain and P. acidilactici ZP26 

in the simplified MRS medium 
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本研究在 5%固含量（w/w）玉米秸秆水解液中驯化工程菌株 P. acidilactici ZP26，

因此考虑用更高固含量的水解液来评价驯化的效果，因此选择了 10%固含量（w/w）玉

米秸秆水解液。图 3.8 是 P. acidilactici ZP26 及其驯化菌株在 10%固含量（w/w）玉米秸

秆水解液的生长和产酸情况。结果表明，驯化菌株在水解液中的生长始终优于 P. 

acidilactici ZP26，培养 48 h后驯化菌株和P. acidilactici ZP26的OD600分别为5.78和4.31。

驯化菌株在培养 48 h 时就没有残糖，发酵结束时乳酸浓度为 27.81 g L
-1。P. acidilactici 

ZP26 在培养 24 h 时葡萄糖浓度为 20.51 g L
-1，之后葡萄糖基本不再消耗，乳酸的生成

情况与之类似，发酵结束时乳酸浓度只有 15.72 g L
-1。 

因此，驯化菌株与 P. acidilactici ZP26 相比，在 10%固含量（w/w）预处理玉米秸秆

水解液中生长和发酵性能要好很多，说明这种在玉米秸秆水解液中进行连续转接培养的

驯化方式能够提升 P. acidilactici ZP26 在水解液中的发酵性能。 

 

 

 

图 3.8  驯化菌株和 P. acidilactici ZP26 在 10%固含量预处理玉米秸秆水解液中的发酵性能 

Fig. 3.8  Fermentation performance of the adaptive strain and P. acidilactici ZP26 

 in 10% solids loading pretreated corn stover hydrolysate 
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3.5  本章小结 

(1) P. acidilactici ZP26 利用 25%固含量（w/w）未脱毒预处理玉米秸秆 SSF 产 D-乳酸的

效果很差，乳酸浓度、产率和得率分别是 25.91 g L
-1、0.32 g L

-1
 h

-1 和 17.53%。用

A. resinae ZN1 对预处理玉米秸秆物料进行生物脱毒。随着所用物料脱毒时间的延

长，菌株发酵产乳酸的效果逐渐提升。P. acidilactici ZP26 利用脱毒 10 d 的物料能够

产生高浓度的光学纯 D-乳酸，乳酸浓度、产率和得率分别为 77.78 g L
-1、1.02 g L

-1
 h

-1

和 66.06%。这说明 A. resinae ZN1 对预处理玉米秸秆物料进行生物脱毒是必要的，

而且，只有保证足够长的脱毒时间，才利于 P. acidilactici ZP26 发酵产生高浓度光学

纯 D-乳酸。 

(2) A. resinae ZN1 对预处理玉米秸秆物料进行生物脱毒过程，物料中不同抑制物在不同

时间发生不同程度的降解，这可能是导致 P. acidilactici ZP26 SSF 产乳酸效果随着脱

毒时间的延长而提高的主要原因。当然，也可能是因为 A. resinae ZN1 生长过程中

释放的一些生长因子促进了 P. acidilactici ZP26 的发酵。 

(3) 通过在预处理玉米秸秆水解液中进行连续转接培养的驯化方式，大大提高了 P. 

acidilactici ZP26 对预处理玉米秸秆体系的耐受性，提升了菌株利用预处理玉米秸秆

产乳酸的能力。 
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第 4 章  结论与展望 

本研究利用热敏性敲除系统通过同源重组方法敲除了 P. acidilactici DQ2 的编码 L-

乳酸脱氢酶的 ldh 基因，通过工程改造的基因敲除突变株命名为 P. acidilactici ZP26。P. 

acidilactici ZP26 能够利用葡萄糖产光学纯度为 99.32%的 D-乳酸。ldh 基因的敲除基本

不影响菌株的生长，但减慢了葡萄糖消耗速率和乳酸的产率，对乳酸得率则基本没有影

响。本研究还发现 ldh 和 ldhD 基因的敲除基本不影响菌株对抑制物的耐受性。 

预处理玉米秸秆物料经过 A. resinae ZN1 生物脱毒，对于 P. acidilactici ZP26 利用其

产高浓度光学纯 D-乳酸非常必要，而且只有保证足够长的脱毒时间才利于 P. acidilactici 

ZP26 发酵产高浓度乳酸。P. acidilactici ZP26 利用 25%固含量（w/w）脱毒 10 天的预处

理玉米秸秆SSF，乳酸的终浓度、产率和得率分别达到77.78 g L
-1、1.02 g L

-1 
h

-1和66.06%。

预处理玉米秸秆物料中不同抑制物在不同脱毒时间发生不同程度的降解，这可能是导致

P. acidilactici ZP26 发酵产酸效果提升的主要原因。 

然而，基因工程菌株 P. acidilactici ZP26 不能利用木糖产乳酸，因为其缺乏木糖异

构酶和木酮糖激酶。在玉米秸秆中，木糖是除了葡萄糖外最主要的糖，其是构成半纤维

素的主要单糖。因此，本课题后续的研究考虑异源表达木糖异构酶和木酮糖激酶，实现

菌株对木糖的利用，以期得到更高产量的乳酸。 

在预处理玉米秸秆水解液中连续转接培养 P. acidilactici ZP26，可以显著提高菌株对

预处理玉米秸秆体系的耐受性，菌株利用其产乳酸的能力也得到提升。然而，驯化菌株

还未能利用高固体含量预处理玉米秸秆生产高浓度 D-乳酸。若利用高固体含量预处理

玉米秸秆能够产生高浓度 D-乳酸，A. resinae ZN1 的生物脱毒过程就不再必要，从而节

约了成本。之后考虑在更高固体含量的玉米秸秆水解液中驯化菌株或者采用其它的方式

提高菌株对高固体含量预处理玉米秸秆的耐受性。 
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