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乳酸片球菌的全糖代谢能力探究及抗逆性强化改造 

摘要 

木质纤维素组成成分中纤维素来源的己糖主要是葡萄糖，半纤维素来源的己糖为半

乳糖和甘露糖，戊糖主要为木糖和阿拉伯糖。其中木糖和阿拉伯糖约占木质纤维素总单

糖的 30-40%，半乳糖和甘露糖占总单糖的 1%左右。首先，全糖的高效利用是木质纤维

素生物炼制的重点问题之一，发酵菌株中普遍存在葡萄糖抑制作用，即当葡萄糖存在时

只能优先利用葡萄糖，待耗完后再利用其它单糖，从而导致发酵菌株在进行全糖发酵时

非葡萄糖单糖的利用率偏低，在近期关于木质纤维素乳酸发酵的研究工作中并未探究出

缓解葡萄糖抑制作用的有效解决方案。其次，生物炼制的预处理过程中会产生呋喃类、

酚类和弱酸类等多种抑制物，通过生物脱毒技术可以快速的将呋喃类和弱酸类抑制物脱

除，但难以有效脱除酚类抑制物，延长脱毒时间可以将酚类抑制物脱除完全，但会损失

葡萄糖和木糖等单糖进而降低后期的发酵指标。另外，预处理过程中富集的金属离子也

是一类主要的抑制物，其中钠离子是整个生物炼制技术进行 pH 调控所富集的典型金属

离子，在一定浓度范围内会严重抑制菌株的发酵性能。 

本文针对上述三个关键问题进行了探究。利用实验室前期构建的具有木糖代谢路径

的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 和 D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY15，在五种

单糖及混合糖体系下探究了两株菌株的全糖利用能力，并且从糖代谢和糖转运相关基因

的转录水平对发酵现象进行了初步分析。其次，通过基因工程，实现了 P. acidilactici 酚

类抑制物和钠离子的抗逆性强化。基于以上实验探究，最终为高指标木质纤维素乳酸及

乳酸钠发酵提供了有效菌株。 

第一部分，利用构建了木糖代谢路径的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 和 D-

乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY15，分别进行了五种单糖（葡萄糖、甘露糖、半乳糖、木

糖和阿拉伯糖）和混合糖的发酵评价，为了进一步提高构建菌株对糖的利用以及糖代谢

速率，我们进行了混合糖的驯化。从发酵现象中可得，两株构建菌株可以实现全糖利用

且不存在葡萄糖抑制作用，即可同步代谢多种单糖，并且木糖代谢路径的构建提高了菌

株对于甘露糖的代谢速率。针对这两个主要的发酵现象，本研究从糖代谢和糖转运蛋白

两方面进行了相关基因的转录水平分析，发现编码甘露糖 PTS 转运系统中的 EIIMan 蛋白

的 manXYZ 基因簇对糖的高效利用起到关键作用，对相关基因进行进一步探究，可运用

在其他菌株中，为其他菌株对糖的高效利用提供基因来源。 

第二部分，通过基因工程，实现了 P. acidilactici ZY15 对酚类抑制物的抗逆性强化。

本研究首先对 P. acidilactici ZY15 的酚类抑制物（4-羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛和苯醌

（BQ））耐受性进行了探究，可以得到香草醛对 P. acidilactici ZY15 的抑制作用最强，

而实验室在前期工作中已经探究出 P. acidilactici ZY15 不具备降解 BQ 的能力，且菌株
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对醌类化合物较为敏感。之后将筛选出来的酚醛耐受有效基因 CGS9114_RS09725 和 BQ

降解有效基因 ZMO1116 分别整合到了 P. acidilactici ZY15 基因组中，在相应的酚类抑制

物胁迫的环境下，P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 提高了对香草醛的转

化能力且发酵性能得到显著加强，P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 具备了 BQ 降

解途径，可以实现对 BQ 的转化并且最终的发酵性能也得到了提升。最后以玉米秸秆为

原料进行 SSCF，与原始菌株 P. acidilactici ZY15 相比较，两株整合菌株的发酵性能都优

于原始菌株。 

第三部分，通过基因工程，提高了 P. acidilactici ZY271 对于钠离子的耐受能力。本

研究首先对 P. acidilactici ZY271 的钠离子耐受能力进行了探究，发现一定浓度（约 25 

g/L）的钠离子可完全抑制 P. acidilactici ZY271 的生长活性。将编码 Na+/H+逆向转运蛋

白的基因 Na+/H+ antiporter_RS02775 在 P. acidilactici ZY271 中进行过表达，在 Na+浓度

较高的胁迫环境下，相对于原始菌株，重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)

的糖代谢能力和乳酸钠的产量均有所提高。最后以麦秆为原料进行了 SSCF，使用 NaOH

溶液（13.5 M）作为 pH 中和剂，与原始菌株 P. acidilactici ZY271 相比较，工程菌株的

乳酸钠发酵指标有了明显提高。 

综上所述，本研究以已构建木糖代谢路径的两株 P. acidilactici 为实验对象，探究了

两株构建菌株的全糖利用能力，并针对全糖利用的发酵现象进行了初步的分子机制的分

析；经基因工程改造有效提高了 P. acidilactici 对于酚类抑制物的抗逆性以及钠离子的耐

受能力。本研究为可发酵单糖的高效利用提供了具有参考价值的基因，以及为高指标的

木质纤维素乳酸及乳酸钠发酵提供了有效菌株。 

关键词：木质纤维素；乳酸；全糖代谢；酚类抑制物；钠离子 
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Study on the all fermentable sugars metabolism capability and inhibitor 

tolerance of Pediococcus acidilactici  

Abstract 

Hexose derived from cellulose in the composition of lignocellulose is mainly glucose. 

Hexose derived from hemicellulose is galactose and mannose, and pentose is mainly xylose and 

arabinose. Among them, xylose and arabinose account for about 30-40% of total carbohydrates, 

and galactose and mannose account for about 1% of total carbohydrates in lignocellulose. One 

of the key issues in current biorefinery fermentation technology is the efficient utilization of 

sugars. The problem of many fermentation strains is glucose inhibition. When glucose is present, 

only glucose can be used preferentially, and other sugars are used after it is consumed. As a 

result, the utilization of non-glucose by fermentation strains is low. In recent research work on 

lactic acid fermentation of lignocellulose, no effective solution has been explored to alleviate 

the inhibitory effect of glucose. On the other hand, more inhibitors such as furans, phenols, and 

weak acids are generated during the pretreatment process of biorefinery. Furan and weak acid 

inhibitors can be quickly removed through detoxification of biological, but it is difficult to 

effectively remove phenolic inhibitors. If the detoxification time is prolonged, glucose and 

xylose will be lost, which will affect the fermentation index in the later stage. In addition, the 

metal ions enriched during the pretreatment process are also a kind of major inhibitors, among 

which sodium ions are typical metal ions enriched by pH adjustment of the biorefining 

technology. It will seriously inhibit the fermentation performance of the strain in a certain 

concentration range. 

This article explores the three key issues mentioned above. We selected P. acidilactici 

ZY271 and P. acidilactici ZY15, which have constructed the xylose metabolism pathway in the 

early stage of the laboratory. Investigating the utilization ability of all fermentable sugars of 

two constructing strains in different systems. And the analysis of the fermentation phenomenon 

was conducted from the transcription levels of sugar metabolism and sugar transport. Secondly, 

enhancing inhibitor tolerance of phenolic inhibitors and sodium ions for P. acidilactici was 

achieved from genetic engineering. 

In the first part, we evaluated the fermentation of P. acidilactici ZY271 and P. acidilactici 

ZY15 in different systems. In order to improve the utilization of sugar and the rate of 

metabolizing for the constructed strain, we carried out the domestication strategy of mixed sugar. 

It could be obtained from the fermentation phenomenon that the two constructed strains can 

realize the utilization of all fermentable sugars without glucose inhibition. And the construction 
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of the xylose metabolic pathway increased the strain's metabolic rate of mannose. Aiming at 

these fermentation phenomena, the transcription level analysis of related genes was conducted 

from two aspects of sugar metabolism and sugar transporter. It was found that the gene cluster 

of manXYZ in EIIMan played a key role in the efficient utilization of sugars. Further exploration 

of related genes would provide gene sources for efficient utilization of sugars in other strains. 

In the second part, enhancing the inhibitor tolerance for P. acidilactici ZY15 of phenolic 

inhibitors from genetic engineering. The tolerance of P. acidilactici ZY15 on 4-

hydroxybenzaldehyde, vanillin, syringaldehyde and BQ were assayed, respectively. Vanillin 

showed the most inhibition on P. acidilactici ZY15. And in the previous work, the laboratory 

has discovered that BQ has a strong inhibitory effect on P. acidilactici ZY15, and the strain is 

more sensitive to quinone compounds. The selected effective gene CGS9114_RS09725 of 

phenolic tolerance and effective gene ZMO1116 of benzoquinone degradation were integrated 

into the P. acidilactici ZY15 genome. The resulting strain P. acidilactici ZY15-

ΔackA2::CGS9114_RS09725 performed better fermentation than P. acidilactici ZY15 under the 

stress of vanillin. It indicated that CGS9114_RS09725 integration strengthened the vanillin 

tolerance of P. acidilactici ZY15. P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 had a pathway of BQ 

degradation, and the final fermentation performance was also improved. High solids loading 

SSCF using corn stover was conducted. Compared with the original strain of P. acidilactici 

ZY15, the fermentation performance of the two integrated strains was better than the original 

strain. 

In the third part, enhancing the inhibitor tolerance for P. acidilactici ZY271 of sodium ions 

from genetic engineering. The tolerance of P. acidilactici ZY271 on sodium ions was assayed 

and we found that a certain concentration (about 25 g/L) of sodium ions could completely 

inhibit the growth activity of P. acidilactici ZY271. The gene of Na+/H+ antiporter_RS02775 

was overexpressed in P. acidilactici ZY271. The recombinant strain of P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775) performed better fermentation than P. acidilactici ZY271 under the 

stress of sodium ions. High solids loading SSCF using wheat straw was conducted and the pH 

neutralizer was NaOH solution of 13.5 M. Compared with the original strain of P. acidilactici 

ZY271, the fermentation index of sodium lactate was improved. 

Conclusively, this study investigated the utilization capacity of all fermentable sugars for 

P. acidilactici which have established a xylose metabolism pathway, and conducted a 

preliminary molecular mechanism analysis on the fermentation phenomenon of all sugars 

utilization. Enhancing inhibitor tolerance of phenolic inhibitors and sodium ions for P. 

acidilactici by genetic engineering. This study provided genes with reference value for the 

efficient utilization of fermentable sugars, as well as effective strains for the fermentation of 

high-quality lactic acid and sodium lactate from lignocellulose. 
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第 1 章  绪论 

1.1  木质纤维素生物炼制 

木质纤维素在自然界中广泛存在，是一种可替代匮乏化石资源的可再生生物质资源
[1]。木质纤维素的组成成分主要源自三种聚合物，分别为纤维素（占干重 30-50%）、半

纤维素（20-40%）和木质素（15-25%），同时也含有少量的灰分、蛋白质和无机化合物

等（图 1.1）[2-4]。其中纤维素为 D-吡喃葡萄糖经 β-1,4-糖苷键连接形成的致密大分子同

聚多糖，是构成细胞壁的主要成分[5]，其化学结构较为简单，分子内存在大量氢键，形

成了很难被酶转化的致密的结晶结构。半纤维素结构较为复杂，化学成分包括戊糖（D-

木糖、L-阿拉伯糖）、己糖（D-葡萄糖、D-甘露糖、D-半乳糖）、以及糖醛酸等[6]。木质

素主要是由三种酚类物质组成的一种芳香族类化合物[7]：愈创木基（G），对羟苯基（H）

和紫丁香基（S），包裹在纤维素和半纤维素表面，阻碍了聚糖的解聚。 

木质纤维素生物炼制主要是指将价格低廉的木质纤维素转化为化学品、能源及动物

饲料等的工艺手段[8]。在中国木质纤维素生物质的主要来源为农作物秸秆，其产量较大，

除去农作物和家禽的肥料以及造纸等用途之外，大部分的农作物秸秆被遗弃或者焚烧，

不仅构成了资源浪费，同时也造成了环境污染[9,10]。目前，由于木质纤维素的致密结构，

将廉价的木质纤维素原料转化为浓度较高的可发酵单糖存在技术障碍，而解决这些技术

问题需要通过不断改进主要的工段来降低过程成本，其中主要的工段为预处理、脱毒、

糖化和发酵[8,11,12]。 

1.1.1  预处理 

由于木质纤维素致密的结晶结构，使其很难被微生物转化为可发酵的单糖从而进行

后续的生物基化学品的生产[13,14]。如图 1.1 所示，纤维素的表层覆盖着半纤维素，隔断

了纤维素酶对纤维素的作用，此外，在纤维素和半纤维素的表层存在的木质素，进一步

阻止了纤维素和半纤维素的降解[15]。针对木质纤维素的致密结构，若想达到较好的糖化

效果，预处理环节尤为重要。高效预处理技术一般具备以下特点[16]：（1）降低生物质颗

粒大小；（2）较低的抑制物含量；（3）保留大部分可发酵单糖；（4）能耗及成本低。 

目前开发的预处理的方式多样化，主要为[17,18]：物理法（机械碾磨、微波处理、蒸

汽爆破等）；化学法（酸处理、碱处理等）；物理化学法（AFEX、微波-化学处理等）；生

物法。物理法通过降低木质纤维素的颗粒尺寸，以增大表面的孔隙尺度，进而增加底物

与酶的结合来提高酶解效率[17]。化学法则主要是通过某种化学反应对木质纤维素结构进

行解聚以瓦解其生物顽抗性[18]。生物法的反应条件相对温和，其降解方式主要是利用降

解微生物自身来破坏木质纤维素的结构[18]。众多预处理方法中，应用频率较高且有效的

处理方式为稀酸预处理，酸性环境下半纤维素被降解为可发酵单糖，在预处理后的物料
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中可稳定存在，但该方法依旧存在产生多种类抑制物，对反应器具有一定腐蚀性等问题
[17-19]。 

 

图 1.1  木质纤维素结构
[15]

 

Fig. 1.1  Structure of lignocellulosic biomass[15] 

1.1.2  脱毒 

预处理大多是在高温高压下进行，部分木质纤维素会被过度降解，产生的抑制物会

抑制微生物的生长代谢、相关的酶水解以及最后的生物基产品的生产[20]。抑制物的来源

如图 1.2 所示，常见的抑制物可分为三大类[20]：主要有呋喃类（5-羟甲基糠醛、糠醛等）；

酚类（香草醛、丁香醛等）；弱酸类（甲酸、乙酸等）。 

抑制物的存在会抑制微生物的生长以及相关发酵性能[21]，因此对抑制物的移除是重

要步骤，目前主要是通过脱毒的方法进行解决。常用的脱毒方式有：水洗[22,23]、碱中和
[24,25]和活性炭吸附[26]。但这些脱毒方式存在部分设备成本较高、废水产生量大和糖损失

较多等问题[27]。相比较而言，生物脱毒可以避开这些问题，生物脱毒是利用微生物自身

在代谢过程中产生的酶将抑制物进行转化，从而达到除去抑制物的目的[28]，生物脱毒具

有较多优点，如成本低和反应温和等，该方法逐渐成为热门研究问题。 
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图 1.2  木质纤维素预处理过程中的抑制物来源
[20]

 

Fig. 1.2  Main derived hydrolysis products in the pretreatment process of lignocellulose[20] 

1.1.3  糖化和发酵 

为了使微生物进一步利用木质纤维素以生产生物基化学品，需要对预处理和脱毒后

的物料进行酶水解，使纤维素和半纤维素通过此方法降解为可发酵单糖。通常被用来进

行酶水解的酶为纤维素酶和半纤维素酶[29]。 

可发酵单糖经过生物发酵后可以转化为相应的生物基化学品，利用木质纤维素进行

发酵的方法一般有两种[30-33]：分步糖化与发酵（SHF），同步糖化与发酵（SSF）。SHF 最

开始是将之前经过预处理和脱毒处理后的物料进行酶水解，过滤后得到含糖水解液，之

后使微生物在其中进行发酵，SHF 的优势在于将糖化和发酵分开，使得两者可分别在较

优的条件下进行[34]，但依然存在问题，在糖化过程中过高的糖浓度会对酶产生抑制，大

大降低酶解效率，并且高浓度的糖会产生底物抑制作用，抑制菌株的生长及代谢活性
[33,35]。SSF 是在反应器中同时加入物料、酶和微生物，单糖得到释放后被微生物快速利

用，即同步进行糖化与发酵。SSF 的优点在于糖化产生的单糖可以同步直接被微生物利

用，解决了高浓度糖所造成的抑制作用，并且两步操作在同一个反应器中进行，一定程

度的降低了设备成本[36]。 

1.1.4  干法生物炼制技术 

传统的稀酸预处理可以使木质纤维素的结晶结构得到有效破坏，但会产生大量呈酸

性的废水对反应器进行腐蚀，并且在预处理的过程中会产生多种抑制物，使用碱中和等

方法来中和酸液并除去抑制物时，会造成糖损失，同时也会有部分抑制物无法彻底脱除
[18,37-39]。 

本实验室在 2011 年自主开发了一套干酸预处理工艺[39]。干酸预处理主要是在物料

固含量为 70%左右的前提条件下用蒸汽加热[39]；使用螺带浆让固含量为 70%的物料和
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酸催化剂在短时间内均匀混合[40]；减少了酸对反应设备的腐蚀，降低了成本[41,42]。干酸

预处理后，物料的 pH 很低并且存在多种抑制物，可以长期堆放存储[43,44]。 

干酸预处理后，物料中含有多种组分。在进行后续脱毒操作时，若采用水洗会将抑

制物和糖一起洗脱，并且会有大量废水产生；其他的脱毒方法（活性炭吸附、离子交换

等）在固态物料中无法进行操作。本实验室成功筛选到 Amorphotheca resinae ZN1，一株

可有效进行固态脱毒的脱毒真菌[45]。该脱毒菌株会优先利用物料中的大部分抑制物（如

呋喃醛和乙酸等），待其耗完后再消耗糖，整个过程只需通入空气，控制好脱毒时间便可

在保留糖的同时除去抑制物[46-48]。 

1.2  木质纤维素来源抑制物概述 

1.2.1  抑制物的种类 

由于预处理条件剧烈会对木质纤维素结构进行降解或解聚，因此会产生众多有毒的

副产物[21]。衍生自木质纤维素的抑制物可以分为三大类：呋喃类、酚类和弱酸类，其中

呋喃类化合物主要有 5-HMF 和糠醛，酚类化合物主要有酚醛、酚酸和酚醇，弱酸类化

合物主要有甲酸、乙酸和乙酰丙酸[20,21]。其中 HMF 和糠醛主要来源于戊糖和己糖在剧

烈条件下的脱水降解[49,50]。酚类化合物主要是由木质素降解所产生的带有官能团的化合

物，官能团的种类主要有愈创木酚基（G）、p-羟基苯基（H）或丁香基（S）[51-53]。乙酸

的主要来源则为半纤维素与木质素结构中的乙酰木聚糖乙酰基团通过去酰化所释放，而

HMF 与糠醛的进一步降解可形成甲酸与乙酰丙酸[54,55]。 

除了主要的抑制物外，预处理过程中还会产生或富集醌类化合物、无机盐和金属离

子等抑制物[56]。醌类化合物主要源自酚类化合物的进一步氧化降解[56]，已发现的醌类化

合物主要有 p-苯醌和氢醌等[57-60]。而金属离子和无机盐主要是由于木质纤维素自身的矿

物质成分、预处理过程中添加的化学试剂以及发酵过程中添加的酸性或碱性的中和剂等

富集产生的[61-63]。 

1.2.2  抑制物的不同抑制机理 

抑制物对发酵菌株的抑制作用主要体现在抑制菌株的代谢活性和菌体生长，进而抑

制了发酵产物的生产，但不同类别的抑制物对菌株的抑制机理会有所区别[64-66]。呋喃类

化合物（糠醛和 HMF）可破坏细胞膜的完整性，对胞内 ATP 生产速率和生物质生成速

率进行抑制，进而抑制了发酵菌株的生长[67]。当呋喃类化合物进入胞内后可作为诱变剂

致使胞内蛋白质相互交联，并且对菌株糖酵解过程相关的酶产生抑制作用[68,69]。此外呋

喃类化合物自身的活性醛基可诱导胞内 ROS（活性氧自由基）水平的增加，从而诱发一

系列危害[70]。酚类化合物也可影响细胞膜，改变其组分与渗透性，最终导致细胞膜的破

坏以及损坏细胞膜选择性功能屏障[71]。当酚类化合物进入胞内后可致使胞内蛋白、离子

和 ATP 等流向胞外，使胞内生物质水平降低，从而抑制细胞的代谢[71]。此外酚类化合物

可诱导胞内 ROS 产生，进而诱发 DNA 突变和细胞死亡等[72]。而弱酸类化合物对菌株的

抑制作用与自身的解偶联机制有关，即弱酸具有脂溶性，通过被动运输进入细胞内，在
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胞内解偶联以氢离子（H+）和酸根离子的形式存在，H+富集会使胞内处于低 pH 环境，

影响蛋白与酶的活性，并且将 H+外排的过程中会消耗大量的 ATP，进而阻碍了菌体生

长[73-75]。 

1.2.3  抑制物脱除方式 

抑制物的存在不仅会抑制菌株的代谢活性，还会对后期酶解过程造成影响，进而抑

制了高效的木质纤维素发酵[76]。若改变强烈的预处理条件，采用温和的预处理方式，可

以降低对生物质结构的过度降解，在一定程度上减少抑制物的生成，但是温和的预处理

条件会降低可发酵单糖的转化效果，使发酵菌株无法进行高浓度的木质纤维素发酵[77,78]。

因此抑制物的有效脱除至关重要，在 1.1.2 中已经介绍了一般采用的抑制物脱除方式以

及较为高效的生物脱毒方式，在此处不重复进行介绍。 

1.3  乳酸概述 

乳酸在工业，化妆品和食品行业等被广泛应用，其中 70%乳酸用于被大家熟知的酸

奶和乳制品行业，另外乳酸也是新型聚合材料的单体[79,80]。目前市场对乳酸的需求逐步

增加，到 2016 年乳酸的需求量在全球范围高达 1220.0 kt[81]。当前，乳酸主要通过化学

合成和微生物发酵这两种方式来进行生产，较化学合成来说，利用微生物发酵来获得乳

酸的成本更低，纯度更高[82]。然而在进行微生物发酵时，大部分选择的底物是葡萄糖或

者淀粉，虽然可以得到浓度较高的乳酸单体，但成本过高，为了能在低生产成本的前提

条件下进行大规模的乳酸生产，可再生的生物质-木质纤维素可作为替代品[83]。 

1.3.1  乳酸的结构与基本特性 

CH3CHOHCOOH 为乳酸的分子式，存在两种构型：D-和 L-型（图 1.3）。在生物体

内，D/L-乳酸分别由 D/L-LDH 催化丙酮酸所得[84]。在食品等领域，D-乳酸不能被人体

代谢，但 L-乳酸可被代谢，因此对 L-乳酸的需求范围更加广泛。在工业生产中，对乳酸

单体的光学纯度要求很高，一般要求达到 99%以上，而自然界中野生型菌株最终生产得

到的乳酸大部分为 D，L-混合型，因此可对野生型菌株进行相应的基因改造，得到所需

的乳酸单体。 

 

图 1.3  不同构型乳酸 

Fig. 1.3  Different configurations of lactic acid 

1.3.2  乳酸生产菌株 

在关于乳酸的介绍中已经提到，野生型菌株生产得到的乳酸大部分为混合型，后续

工作中都要进行相应的基因改造。目前关于乳酸生产菌株方面的研究主要集中在细菌、

酵母和藻类等几种微生物上，如乳酸菌、大肠杆菌[85]、米根霉[90,91]和酿酒酵母[92,93]等。

经过相应的基因改造，以上菌株都可以进行乳酸生产，但部分菌株并不能得到很理想的
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结果，如在很早之前就对 Escherichia coli 进行了基因改造来生产 D-乳酸[85]，但有较多

副产物生成且 E. coli 一般在 pH 为 7 的环境下培养[84]，耐酸能力差；米根霉 Rhizopus 

oryzae 主要用来进行 L-乳酸的生产，但其 L-乳酸得率低并且需氧量高[86,87]。现在进行乳

酸生产基本利用乳酸菌，较其他乳酸生产菌株而言竞争优势较为突出[79,88,89]：乳酸为直

接产物且得率较高；生长环境（pH、温度）可变化范围大；副产物少。 

本实验室在前期工作中成功筛选得到一株乳酸菌 Pediococcus acidilactici DQ2[88]，

之后 Yi 等[94]通过基因改造分别敲除了 ldhL 和 ldhD，得到了生产 L-乳酸的 P. acidilactici 

TY112 和生产 D-乳酸的 P. acidilactici ZP26。为降低生产成本，选择木质纤维素用于乳

酸生产，木质纤维素的致密结构在经过预处理破坏后得到多种可发酵单糖，其中木糖约

占总糖的 30%（w/w），前期改造的乳酸菌并不能有效的利用这一部分木糖，即此时乳酸

菌中并不具备木糖代谢路径，为了得到高浓度乳酸，实现木糖的有效利用成为重要环节
[95]。之后 Qiu 等[95,96]在 P. acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26 中构建了木糖代谢路

径，使得乳酸菌可以利用多种可发酵单糖，并且通过敲除 pkt 基因，用 PP 路径（戊糖磷

酸途径）替代 PK（磷酸转酮酶途径）[97]，在减少副产物乙酸生成的同时提高乳酸得率。 

1.3.3  聚乳酸 

乳酸的应用较为广泛，在工业上尤为突出，如聚乳酸（PLA）。现在都在倡导“环境

友好型”，但每年仍有大量的石油基材料作为工业废弃物被丢弃在大自然中[98]，严重的

白色污染也是起源于这些在自然界中难以降解的石油基材料[99]。聚乳酸（PLA）被称为

“绿色塑料”，是一种可降解的新型材料，并且相对于一般的石油基材料而言，PLA 与

其性能相当，可作为一种优质替代品[100-103]。PLA 在较多领域也有相应的用途，如可作

为包装材料和餐具等，在医疗领域由于其强度较高和不具有免疫排斥等优点，被用来制

备假肢和手术用途的缝合线等医用材料[104-106]。 

1.3.4  乳酸钠 

乳酸钠是乳酸右旋（L-）化合物的钠盐，液体状，无色透明，具有吸湿性，溶于水

和乙醇，不溶于醚[107]。在之前的生产中，乳酸钠主要通过化学法来合成，但是所得产品

的质量较低且生产成本较高，所以目前基本通过发酵法来获得乳酸钠。即使用一定浓度

的 NaOH 溶液作为中和剂，中和发酵所产生的乳酸，直接获得乳酸钠。其主要的工艺路

线如下[107]： 

 

使用发酵法直接生产乳酸钠仍存在一些问题，如中和剂 NaOH 溶液的使用会额外增

加金属离子，当金属离子浓度达到一定范围时，会对发酵菌株产生抑制作用，进而抑制

了高指标乳酸钠的生产。因此在通过发酵法进行乳酸钠生产的过程中，还需进行条件优

化以提高发酵指标。 

乳酸钠应用范围较为广泛，在食品行业，由于乳酸钠可直接降低食品中的水分活度

值，可有效的抑制食品中的致病菌和腐败菌，延长食品的货架期，增加食品的安全性，
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另外乳酸钠也可作为风味改进剂来增加食品的风味[107,108]。在医药方面，乳酸钠可作为

补充液调节人体电解质平衡，还可用作格林液配制以治疗代谢酸中毒，由于其抗微生物

功效，乳酸钠常被添加在抗粉刺的产品中[109,110]。在化妆品行业，乳酸钠被称为一种天

然的保湿因子，有效的保持皮肤的滋润度，将其添加至化妆品中可有效减少皮肤水分的

挥发，并且乳酸钠可与大部分有效成分结合从而共同发挥作用，治疗皮肤紊乱所引起的

一系列问题[111]。 

1.4  利用木质纤维素生产乳酸现存问题 

木质纤维素拥有致密的结晶结构，在使用其进行生物基化学品生产时需要经过预处

理、生物脱毒、糖化与发酵以及后期分离纯化等操作。目前，使用价格低廉的木质纤维

素替代淀粉等进行生物基化学品生产时，过程复杂，并且依然存在较多问题，如能耗较

高、废水量大以及发酵指标较低等[112,113]。为了使木质纤维素成为有效的替代品，需要

在降低整个生物炼制过程的生产成本的基础上提高发酵指标[114]。本节针对生物炼制技

术存在的问题，以及在此问题的基础上如何改进以提高木质纤维素乳酸发酵指标展开论

述。 

1.4.1  生物炼制中的基本问题 

在第一节中已经提到，传统的木质纤维素生物炼制过程较为复杂，并且在整个过程

中能耗高[112]、废水量大[113]等问题使其并不能很好的替代淀粉基进行相关化学品的生产。

为了解决相应问题，本实验室独创了干法生物炼制来一定程度的降低能耗与减少废水的

排放[39]。该技术已经较为成功的运用在本实验的实验操作中，如利用木质纤维素进行乙

醇生产，通过最终的实验探究可得，乙醇发酵浓度较高，且废水的排放量明显减少，经

过 Aspen Plus 分析其生产成本与玉米乙醇接近[39,115]。干法生物炼制技术为低能耗、低废

水量和较高指标的纤维素乳酸发酵提供基础平台。 

1.4.2  抑制物脱除的同时可发酵单糖的大量损失 

预处理在破坏木质纤维素致密的结构后，可以释放多种可发酵单糖，同时也会产生

多种抑制物。抑制物对纤维素酶的活性会产生抑制，并且还会抑制微生物的生长及糖代

谢，进而降低发酵指标[21]。将物料中的抑制物进行脱除是重要环节，传统的脱除方式主

要是水洗或碱中和，虽然会达到抑制物脱除的效果，但大部分可溶性单糖会随产生的废

水一起排出[27]。本实验室成功筛选到了脱毒菌株 A. resinae ZN1[45]，该菌株在预处理后

的物料中可以优先利用大部分抑制物（如呋喃醛和乙酸等），再利用可发酵单糖，如果严

格控制好脱毒时间，可有效的避免糖的损失[46-48]。该方法可以在保证可发酵单糖不受损

失的前提条件下将抑制物脱除，为高指标的纤维素乳酸发酵提供保障。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

1.4.3  抑制物对发酵过程的影响 

木质纤维素在经过预处理后，其致密结构会得到破坏，生成多种抑制物如酚类、呋

喃类以及弱酸类等[116,117]。抑制物的存在会对菌株的生长及代谢产生抑制，本实验室筛

选出的脱毒菌株 A. resinae ZN1 能快速脱除呋喃类及弱酸类抑制物且没有木糖的损失[45]。
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脱毒菌株 A. resinae ZN1 对抑制物的快速脱除只针对于部分抑制物，在脱除酚类抑制物

如酚醛类化合物和醌类化合物时十分缓慢，若延长脱毒时间，会消耗木糖和葡萄糖。对

于一些对酚类化合物敏感即抑制物耐受性较差的菌株而言，单一使用脱毒菌株 A. resinae 

ZN1 进行抑制物脱除，并不能有效的解决主要问题且无法得到较高的发酵指标，提高菌

株自身的抑制物耐受性才是解决问题的根本。 

为了提高菌株的抑制物耐受性，相关的研究工作者已经进行了大量的实验探究，如

为了提高 S. cerevisiae 对于糠醛或 HMF 的耐受性，将 S. cerevisiae NRRL Y-12632 放置

在含有对应高浓度抑制物的培养基中进行驯化，驯化多代后，驯化菌株生长变好，经过

检测驯化菌株可将 HMF 或者糠醛还原成对应的醇[118]。通过基因工程也可以实现提高菌

株抑制物耐受性这一目标，如为了提高 S. cerevisiae 对糠醛和 HMF 的耐受性，将相关耐

受基因（ADH1、ALD6 和 ADH6）在 S. cerevisiae 中表达，经检测 S. cerevisiae 可以实现

对糠醛和 HMF 的转化且其乙醇发酵性能得到提高[119-121]。综上可以看出，菌株对于抑制

物的耐受主要体现在将高毒性的抑制物转化为低毒性或者无毒性的物质，进而来提高自

身的发酵性能。本实验室也进行了相应探究，在之前的工作中，通过基因工程，将部分

抑制物耐受相关的基因在 Z. mobilis ZM4 中过表达，如过表达酚醛耐受相关基因

（ZMO1116、ZMO1696、ZMO1885）[122]和苯醌耐受相关基因（ZMO1116、ZMO1399、

ZMO1696、ZMO1576 和 ZMO1984）[56]等，来进一步探究菌株的抗逆能力是否得到强化。 

针对乳酸发酵过程中抑制物的影响这一科学问题，已有相关科研人员进行了探究。

Zhang[123]等利用 B. coagulans LA204 进行乳酸发酵，分别使用水洗脱毒后的玉米芯和没

有经过水洗脱毒的玉米芯进行发酵，从实验结果可以看出经水洗脱毒后的物料最终乳酸

产量提高 49%。实验室在前期探究中，使用预处理后的玉米秸秆进行乳酸发酵，为除去

酚类抑制物，适当延长脱毒时间，可使乳酸产量得到一定提高，但该方法造成了部分单

糖的损失[94]。如果从根本问题出发，提高乳酸发酵菌株自身对抑制物的耐受能力，可以

进一步的提高菌株的发酵性能得到高指标的木质纤维素乳酸。 

1.4.4  金属离子对发酵过程的影响 

木质纤维素在进行生物炼制的过程中会额外添加酸、碱或其他化学试剂，导致水解

液中会富集大量的金属离子，如钠离子（Na+）、钾离子（K+）和铵离子（NH4+）等，同

时在发酵过程中进行 pH 调节时也会造成金属离子的富集[124,125]。一定浓度的金属离子

会抑制发酵菌株的活性进而降低其发酵性能[125-128]。本实验室针对金属离子耐受方面的

问题进行了相关探究。Gao[129]等探究出 Z. mobilis ZM4 对于 Na+较为敏感，通过基因改

造，将编码 Na+/H+ antiporter 的基因 ZMO0119 在 Z. mobilis ZM4 中进行过表达，从实验

结果可以发现，当处于高浓度 Na+胁迫环境下时，工程菌株加强了 Na+外排能力，减少

了高浓度 Na+对菌株的抑制作用进而使菌株的发酵性能得到明显提高。 

本实验室在利用小麦秸秆进行乳酸钠发酵时，在糖浓度较高的情况下，用 NaOH 溶

液作为 pH 中和剂，发酵 96 h 后乳酸钠产量偏低，其主要的原因是在进行 pH 调节时会

导致 Na+的富集，当 Na+累积到一定浓度时，会抑制菌株的生长及糖代谢。若通过基因
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工程手段来提高 P. acidilactici 对于 Na+的耐受能力，可以在一定程度上提高乳酸钠的产

量。 

1.5  本论文立题依据和主要研究内容 

干酸预处理是干法生物炼制技术的首要环节，在破坏木质纤维素的致密结构后，它

可以释放多种可发酵单糖，同时也会生成多种抑制物。这些抑制物主要为呋喃类化合物、

酚类化合物、弱酸类化合物及金属离子（其中较为典型的便是 Na+）。通过生物脱毒的方

式可以将呋喃类与弱酸类抑制物快速脱除，但很难快速脱除酚类抑制物，富集的 Na+也

无法通过此方式除去。抑制物的存在对高指标木质纤维素乳酸发酵具有一系列影响。 

实验室在前期研究中，分离出一株耐高温的乳酸菌 P. acidilactici DQ2，该菌株可利

用木质纤维素生产 D，L-混合型乳酸[130]。之后对野生型菌株 P. acidilactici DQ2 进行了

基因改造，分别敲除基因组中的 ldhD 和 ldh 基因，得到了两株可分别进行手性乳酸生产

的 P. acidilactici TY112（L-乳酸）和 P. acidilactici ZP26（D-乳酸）[94]。但两株改造菌株

缺乏木糖代谢路径，并不能有效利用木糖，为了进一步提高乳酸产量，在两株改造菌株

中分别构建了木糖代谢路径，最终得到 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici 

ZY15（D-乳酸）两株乳酸生产菌株[95,96]。生物脱毒后大部分单糖得以保留，如纤维素衍

生的葡萄糖，半纤维素衍生的半乳糖、甘露糖、木糖和阿拉伯糖，虽然在两株乳酸生产

菌株中构建了木糖代谢路径，但目前并不能确认两株构建菌株是否能实现可发酵单糖的

高效利用。因此本论文利用两株已构建木糖代谢路径的乳酸发酵菌株，对其全糖代谢能

力进行了验证，通过基因工程使其抑制物（主要为酚类抑制物和 Na+）耐受能力得到提

高，并以干法生物炼制为基础平台，进行了同步糖化共发酵，最终得到高浓度的纤维素

乳酸。具体开展的工作如下： 

（1）利用构建了木糖代谢路径的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 和 D-乳酸生

产菌株 P. acidilactici ZY15，在单糖和混合糖体系下对两株构建菌株的全糖代谢能力进

行了探究。之后，通过混合糖驯化以提高菌株的糖代谢速率。最后借助 qRT-PCR 技术，

从糖代谢和糖转运相关基因的转录水平这两方面对构建菌株全糖利用的发酵现象进行

了初步分析。 

（2）P. acidilactici 对酚类抑制物（如酚醛和苯醌）较为敏感，生物脱毒可以将大部

分抑制物快速除去，但对于酚类抑制物脱除较慢，若延长脱毒时间，会造成部分单糖的

损失。本论文通过基因工程，将 CGS9114_RS09725（酚醛耐受相关基因）和 ZMO1116

（苯醌降解相关基因）分别整合到 P. acidilactici ZY15 基因组中，成功地提高了 P. 

acidilactici ZY15 对相应抑制物的耐受能力，为酚类抑制物胁迫下的高指标木质纤维素

乳酸发酵提供有效菌株。 

（3）通过基因工程，将编码 Na+/H+逆向转运蛋白的基因 Na+/H+ antiporter_RS02775

在 P. acidilactici ZY271 中进行过表达，以提高菌株对 Na+的耐受能力，实现 Na+胁迫下
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的高指标木质纤维素乳酸钠发酵。最后借助 qRT-PCR 技术，从糖代谢相关基因的转录水

平对相应的发酵现象进行了合理分析。 
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第 2 章  Pediococcus acidilactici 工程菌株利用麦秆中的己糖和戊糖共发酵

制备高浓度 D-乳酸和 L-乳酸 

2.1  引言 

乳酸被广泛应用于多个领域，如化妆品、食品和医疗等，是一种重要的工业化学品
[79,80]。近年来，工业应用中倡导“环境友好”，生物可降解型塑料聚乳酸（PLA）得以广

泛使用，使得乳酸的需求量不断扩大[83,131]。目前，较为直接的乳酸生产方式主要是利用

淀粉或葡萄糖发酵得到，但成本较高，因此需要寻找一种价格更加低廉的原料将其替代，

降低乳酸生产成本[132,133]。木质纤维素是一种可再生资源，在中国其主要来源于农作物

秸秆，来源广泛且价格低廉，有望成为淀粉和葡萄糖的优质替代品以进行乳酸生产。 

木质纤维素由三部分构成，组成成分分别为纤维素、半纤维素和木质素，来自纤维

素的己糖主要是葡萄糖，来自半纤维素的己糖为半乳糖和甘露糖，戊糖主要为木糖和阿

拉伯糖，其中木糖和阿拉伯糖分别约占总单糖的 34.1%和 5.1%，半乳糖和甘露糖分别约

占总单糖的 0.5%[134]。在生物炼制过程中半纤维素来源的非葡萄糖单糖大量丢失[27]，并

且自然界中大部分的野生型乳酸菌只能代谢葡萄糖，对部分保存下来的非葡萄糖单糖无

法进行有效的利用。可发酵单糖的不充分利用使得木质纤维素乳酸发酵浓度较低，无法

代谢的单糖会阻碍后期乳酸的分离纯化，增加分离纯化的操作成本[135]。为了得到高指

标的木质纤维素乳酸，本实验室对筛选出来的 P. acidilactici DQ2 进行了基因改造，最终

得到了具有木糖代谢路径的 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳

酸）[95,96,130]。 

基于本实验室独创的干法生物炼制技术平台，生物脱毒后大部分的可发酵单糖被有

效保留[39]。以构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 为研究对象，在单糖

和混合糖体系下对两株构建菌株进行了发酵评价。两株构建菌株可以实现全糖的共发酵，

并且不存在葡萄糖抑制作用，初步实现了全糖利用的目标。为了提高菌株对糖的利用率，

达到零还原糖残余的目的，我们对构建菌株进行了混合糖驯化。之后，将驯化菌株在麦

秆（固含量为 30%（w/w））中进行同步糖化共发酵（SSCF）。最后，针对发酵现象，借

助 qRT-PCR 技术，分析了 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 在以五种单糖为碳

源的情况下糖代谢相关基因的转录水平，以及在混合糖为碳源的情况下编码糖转运蛋白

相关基因的转录水平。本研究探究了两株构建菌株的全糖代谢能力，通过对糖代谢和糖

转运相关基因的转录水平的初步分析，发现编码甘露糖 PTS 转运系统中的 EIIMan 蛋白的

manXYZ 基因簇对糖的高效利用起到关键作用，为后续探究其他发酵菌株中糖的高效利

用提供了重要的基因参考依据。 
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2.2  材料与方法 

2.2.1  菌株、培养基及培养方法 

本章所使用的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici TY112 在中国普通微生物菌种保藏中

心（CGMCC）中保存，注册编号为 8664，D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZP26 也保存在

CGMCC，注册编号为 8665[94]。本实验室前期改造得到的 P. acidilactici ZY271 保存在

CGMCC，注册编号 13611，P. acidilactici ZY15 保存在 CGMCC，注册编号 13612。本实

验室成功筛选出的脱毒菌株 A. resinae ZN1 保存在 CGMCC，注册编号 7452[45]。 

本章实验所使用的培养基如下： 

（1）MRS 培养基（简化，用于种子培养）：20 g/L 葡萄糖，10 g/L 蛋白胨，10 g/L

酵母粉，5 g/L 无水乙酸钠，2 g/L K2HPO4，0.58 g/L MgSO4·7H2O，2 g/L 柠檬酸氢二铵，

0.25 g/L MnSO4·H2O，。 

（2）MRS 培养基（简化，用于发酵）：单糖或混合糖浓度根据实验需要来调整，10 

g/L 酵母粉，2 g/L K2HPO4，2 g/L 柠檬酸氢二铵，0.58 g/L MgSO4·7H2O，10 g/L 蛋白胨，

0.25 g/L MnSO4·H2O，5 g/L 无水乙酸钠。 

（3）PDA 培养基：使用剥皮切碎后的 200 g 土豆，在 1 L 去离子水中煮沸，维持

30 min，用纱布过滤，取上清，定容至 1 L，加入 20 g 葡萄糖，15 g 琼脂。 

实验室所用的 P. acidilactici 均使用 MRS 培养基进行培养，培养条件为 150 rpm，

42oC。A. resinae ZN1 在 PDA 培养基中进行培养，在 4oC 条件下保存。在实验过程中使

用的培养基，枪头和三角瓶等均需要使用高压灭菌锅进行灭菌，灭菌条件为 115oC 高温

下灭菌 20 min。 

2.2.2  原料、酶与试剂 

本章实验所使用的小麦秸秆收获于河南南阳，收割于 2018 年春季。水洗后的小麦

秸秆在室温下晾干，用粉碎机进行粉碎，装袋储存。 

纤维素酶 Cellic CTec 2.0 购自 Novozymes 公司（中国北京）。滤纸酶活的检测方法

参考 NREL 方法[136]，滤纸酶活为 203.2 FPU/mL。纤维二糖酶活的检测方法依据 Ghose 

(1987)的方法[137]，纤维二糖酶活为 4,900 CBU/mL。依据 Bradford 法对 Cellic CTec 2.0

的蛋白浓度进行检测，蛋白浓度为 87.3 mg/mL。 

蛋白胨和酵母粉购自 Oxoid（UK）。葡萄糖、甘露糖、半乳糖和木糖购自 Tansoole

（上海），阿拉伯糖购自 Aladdin（上海）。RNA 提取试剂盒 RNAiso Plus 购自 Takara

公司（Japan）；反转录试剂盒 ReverTra Ace qPCR RT Master Mix kit 购自 Toyobo 公司

（Japan）；qRT-PCR 分析试剂盒 SYBR Green Realtime PCR Master Mix kit 购自 Toyobo

公司（Japan）。乳酸光学纯度检测试剂盒为 Megazyme D-/L-Lactic Acid Kit (Megazyme 

International Ireland, Bray, Wicklow, Ireland)。 
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2.2.3  单糖与乳酸的分析方法 

利用 HPLC 检测几种单糖和乳酸。针对葡萄糖、木糖和乳酸，使用的检测器为 RID-

10A 示差检测器（Shimadzu，Kyoto，Japan），色谱柱为 Bio-rad Aminex HPX-87H（Bio-

rad，Hercules，CA，USA），5 mM H2SO4 为流动相，柱温为 65oC，流动相流速为 0.6 

mL/min。针对于阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖，使用的检测器为 RID-10A 示差检测器

（Shimadzu，Kyoto，Japan），色谱柱为 HPX-87P column (Bio-rad, Hercules, CA, USA)，

超纯水（经过灭菌）作为流动相，柱温为 80oC，流动相流速为 0.6 mL/min 

2.2.4  适应性驯化 

为提高构建菌株 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）对

糖的利用率，在混合糖培养基中对两株构建菌株进行了适应性驯化。驯化分为三个阶段，

每个阶段添加不同浓度的混合糖（参照实际物料中的糖浓度），培养体系为 20 mL，CaCO3

用以 pH 的调节（0.6 g CaCO3/g 糖），接种量为 10%（v/v），每隔 24 h 转接一次，于

42oC 和 150 rpm 条件下进行培养。 

2.2.5  干法生物炼制技术以进行乳酸生产 

依据 Zhang et al. (2011)[39]和 He et al. (2014)[138]对麦秆进行了干酸预处理，将预处理

后的麦秆调节到 pH5.5，使用的 pH 中和剂为 20%（w/w）Ca(OH)2，之后将脱毒种子 A. 

resinae ZN1 加入到物料中，种子接种量为 10%（w/w），混匀后加入到脱毒反应器中，

通气量为 0.8 vvm，维持 28oC 大约脱毒 3 天，每隔 12 h 搅拌 1 min。依据 NREL 的两步

酸解法，对脱毒后的麦秆进行了组分测定[139]。测得麦秆中含有 36.2%纤维素，1.7%半纤

维素。 

同步糖化共发酵（SSCF）之前需要对种子进行培养，将冻存管中的 P. acidilactici 菌

液接种到简化 MRS 培养基中，体系为 20 mL，42oC，150 rpm 条件下培养 12 h，之后将

培养液转接到新鲜培养基中（体系为 200 mL），在同样的培养条件下培养 5 h，种子液制

备的过程中两次培养都需要加入 1%（v/v）的糖化酶，其主要目的是为了防止菌体絮凝
[140]。同步糖化共发酵（SSCF）是在 5 L 生物反应器中进行，其搅拌桨为螺带式搅拌桨
[141]。在最开始的预糖化阶段，需将一定量的水和 10 mg 蛋白/g 纤维素的纤维素酶 Cellic 

CTec 2 加入到反应器中，分批加入麦秆，在 50oC，150 rpm 条件下预糖化 6 h；之后加

入营养盐（不包含葡萄糖的 MRS 培养基）和种子液，于 42oC，150 rpm，pH 为 5.5 的

条件下进行 SSCF。在发酵过程中控制 pH 维持在 5.5，使用 25% (w/w) Ca(OH)2 溶液调

节 pH。 

2.2.6  荧光实时定量 PCR（qRT-PCR）分析 

为了对构建菌株全糖利用的发酵现象作进一步合理的分析解释，我们在含有不同可

发酵单糖的培养体系下探究了糖代谢相关基因的转录水平以及混合糖培养体系下糖转

运蛋白相关基因的转录水平。针对相关基因，本实验利用 Primer 5.0 进行引物设计，相

关基因及其引物见附录Ⅰ。 
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在进行 qRT-PCR 分析之前，需要对实验所用菌株的菌体进行收集，并提取收集菌体

的 RNA。菌株培养在简化 MRS 培养基中，培养体系为 50 mL，单糖培养体系下，糖浓

度分别为 40 g/L 葡萄糖、40 g/L 木糖、10 g/L 阿拉伯糖、10 g/L 甘露糖和 10 g/L 半乳糖；

混合糖培养体系下，糖浓度为 70 g/L 的葡萄糖、50 g/L 的木糖、8 g/L 的阿拉伯糖、2 g/L

的甘露糖和半乳糖。培养条件为 42oC，150 rpm。单糖培养体系的菌株收集时间分别为：

以葡萄糖和木糖为碳源的收集时间是 12 h，以阿拉伯糖和半乳糖为碳源的收集时间是 8 

h，以甘露糖为碳源的收集时间为 24 h。混合糖培养体系的菌株收集时间为 6 h。在确定

好的培养时间点取培养液于 4oC，13500 g，离心 10 min 以进行菌体的收集，液氮冷冻，

存于-80oC 冰箱备用。收集的菌体需设置 3 个生物学重复。 

使用液氮冷却研砵，之后立即进行菌体的研磨，参照 RNAiso Plus 试剂盒（Takara, 

Otsu, Japan）方法进行 RNA 提取。在分光光度计 DU 800（Beckman Coulter, Fullerton, 

CA, USA）上检测提取 RNA 的可用性，检测内容主要为 RNA 质量与浓度。将检测合格

的 RNA 处理到适宜浓度范围，进行反转录以合成作为模板使用的 cDNA，反转录试剂

盒为 ReverTra Ace qPCR RT Master Mix kit。以 SYBR Green Realtime PCR Master Mix kit 

（Toyobo, Osaka, Japan）作为 qRT-PCR 实验的染料，反应仪器为 BioRad CFX 96 PCR 仪

（BioRad, Hercules, CA, USA）。qRT-PCR 实验设定程序为：95oC 预变性 60 s，95oC 变

性 15 s，55oC 退火 15 s，72oC 延伸 30 s，40 个循环后进行溶解曲线分析，升温速度为

0.5oC/5 s，从 55oC 升至 95oC 终止。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  木糖路径构建前后 P. acidilactici 己糖和戊糖的发酵性能评价 

经生物脱毒后，大部分的可发酵单糖得以保留，占总单糖比例较高的木质纤维素来

源的单糖主要有五种，分别包括己糖（葡萄糖、半乳糖和甘露糖）和戊糖（阿拉伯糖和

木糖）。对单糖的高效利用将增加木质纤维素乳酸的发酵指标，并且在发酵液中没有残

糖的存在也会减少后期乳酸分离纯化的成本。目前关于 P. acidilactici 对单糖利用方面的

研究较多，而关于全糖共发酵方面的研究几乎没有。本实验室在前期研究中筛选到了一

株野生型乳酸菌 P. acidilactici DQ2[130]，Yi 等[94]对其进行基因改造得到了生产 L-乳酸的

P. acidilactici TY112 和生产 D-乳酸的 P. acidilactici ZP26，但两株菌株无法有效的代谢

木糖，在此基础上，Qiu 等[95,96]构建了木糖代谢路径最终得到 P. acidilactici ZY271（L-

乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）两株乳酸生产菌株。在实验的最开始，以 P. 

acidilactici TY112（L-乳酸）和 P. acidilactici ZP26（D-乳酸）为对照组，探究了木糖代

谢路径构建前后，几株菌株对五种主要单糖的发酵能力，初始糖浓度分别为 40 g/L 的葡

萄糖、40 g/L 的木糖、10 g/L 的阿拉伯糖、10 g/L 的甘露糖和半乳糖（表 2.1 和表 2.2）。

由发酵结果可以看出，木糖代谢路径的构建实现了菌株有效利用木糖的目的，且提高了

菌株对于甘露糖的代谢速率，由于 PK 路径的阻断，使其直接通过 PP 路径，有效的减

少了副产物乙酸的生成。 
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表 2.1  L-乳酸生产菌株的五种单糖发酵比较 

Table 2.1  Comparison of five sugars fermentations for L-lactic acid producing strains 

Sugars P. acidilactici 

strains 

Initial sugar 

concentration (g/L) 

Sugar exhausting 

time (h) 

Acetic acid 

yield (%) 

Glucose TY112 39.0±1.6 36 3.0±0.2 

ZY271 45.4±0.7 36 1.1±0.1 

Xylose TY112 36.4±3.1 _ _ 

ZY271 35.5±0.4 60 5.2±0.2 

Arabinose 

 

TY112 12.2±0.6 24 42.3±4.0 

ZY271 10.7±0.3 24 7.1±0.1 

Mannose 

 

TY112 11.5±0.0 48 29.3±2.0 

ZY271 10.3±0.3 12 6.2±2.0 

Galactose TY112 12.5±0.5 24 6.2±2.0 

ZY271 10.6±0.2 36 2.2±0.1 

发酵条件：简化 MRS 培养基中分别含有五种不同碳源；在摇瓶中加入 0.6 g CaCO3/g 糖用于 pH 的

调节。 

表 2.2  D-乳酸生产菌株的五种单糖发酵比较 

Table 2.2  Comparison of five sugars fermentations for D-lactic acid producing strains 

Sugars P. acidilactici strains Initial sugar 

concentration (g/L) 

Sugar exhausting 

time (h) 

Acetic acid 

yield (%) 

Glucose ZP26 40.1±0.2 36 1.2±0.1 

ZY15 44.4±1.0 36 0.3±0.0 

Xylose ZP26 36.1±0.4 _ _ 

ZY15 33.3±0.3 72 2.2±0.2 

Arabinose 

 

ZP26 12.5±0.1 12 34.2±3.1 

ZY15 10.8±0.3 24 3.1±0.3 

Mannose 

 

ZP26 11.3±1.2 72 22.4±4.0 

ZY15 11.0±0.1 36 11.0±2.1 

Galactose ZP26 10.7±0.0 12 3.1±0.1 

ZY15 10.8±0.2 36 6.1±1.2 

发酵条件：简化 MRS 培养基中分别含有五种不同碳源；在摇瓶中加入 0.6 g CaCO3/g 糖用于 pH 的

调节。 

木糖代谢路径构建之后，得到了可以利用五种单糖的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici 

ZY271 和 D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY15。但最终的发酵体系是混合碳源，此时并

不能很好的确认构建菌株在混合糖的体系下是否能实现全糖的利用。因此我们参照了实

际物料中几种主要单糖的糖浓度，在 3 L 的生物反应器中进行了合成培养基的混合糖发

酵（图 2.1）。本实验以 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）

为实验组，P. acidilactici TY112（L-乳酸）和 P. acidilactici ZP26（D-乳酸）为对照组，

发酵 72 h 后，L-乳酸生产菌株 P. acidilactici TY112 葡萄糖、木糖、阿拉伯糖与甘露糖和

半乳糖的剩余糖浓度为 0.2、40.19、0.1 和 0 g/L，L-乳酸产量为 59.77 g/L（图 2.1 a）；P. 
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acidilactici ZY271葡萄糖、木糖、阿拉伯糖与甘露糖和半乳糖的剩余糖浓度为0.39、0.44、

0.71 和 0.84 g/L，L-乳酸产量为 85.48 g/L（图 2.1 b）。D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZP26

葡萄糖、木糖、阿拉伯糖与甘露糖和半乳糖的剩余糖浓度为 0.16、36.62、0.29 和 0 g/L，

D-乳酸产量为 55.28 g/L（图 2.1 c）；P. acidilactici ZY15 葡萄糖、木糖、阿拉伯糖与甘露

糖和半乳糖的剩余糖浓度为 0.29、1.26、0.34 和 0.16 g/L，D-乳酸产量为 81.11 g/L（图

2.1 d）。从发酵结果可以发现，在混合糖体系下，构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. 

acidilactici ZY15 可以同步利用五种糖，初步达到了全糖利用的目标。 

 

 

图 2.1  L-乳酸生产菌株和 D-乳酸生产菌株混合糖发酵 

（a）对照组 P. acidilactici TY112；（b）实验组 P. acidilactici ZY271； 

（c）对照组 P. acidilactici ZP26；（d）实验组 P. acidilactici ZY15 

Fig. 2.1  The fermentation of mixed sugar for L-lactic acid producing strains and D-lactic acid producing 

strains 

(a) The control group of P. acidilactici TY112；(b) The experimental group of P. acidilactici ZY271； 

(c) The control group of P. acidilactici ZP26；(d) The experimental group of P. acidilactici ZY15 

2.3.2  构建菌株的混合糖驯化及驯化前后发酵评价 

以 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）为实验组，P. 

acidilactici TY112（L-乳酸）和 P. acidilactici ZP26（D-乳酸）为对照组，在混合糖培养

基中进行发酵，可以发现木糖代谢路径构建后，构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. 

acidilactici ZY15 可以同步利用多种可发酵单糖，初步实现了全糖利用的目的，但是为了

提高菌株对糖的利用率，进一步实现零还原糖残余的目的，我们参照物料中可发酵单糖
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的浓度，将构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 在混合糖的体系下进行

驯化（图 2.2）。驯化分为三个阶段：第一阶段混合糖浓度为 70 g/L 的葡萄糖、50 g/L 的

木糖、8 g/L 的阿拉伯糖、2 g/L 的甘露糖和半乳糖，驯化一段时间后，P. acidilactici ZY271

对糖的代谢速率有所提高，之后慢慢趋于稳定，但 P. acidilactici ZY15 的木糖代谢退化；

第二阶段针对 P. acidilactici ZY15 木糖代谢减弱的问题，我们调整了混合糖浓度，加入

10 g/L 的葡萄糖、110 g/L 的木糖、8 g/L 的阿拉伯糖、2 g/L 的甘露糖和半乳糖，驯化一

段时间后，P. acidilactici ZY15 木糖代谢能力提高（恢复到之前水平）；第三阶段再调整

回最开始的糖浓度进行驯化，一段时间两株菌株糖代谢速率趋于稳定后停止。 

 

图 2.2  P. acidilactici ZY271（a）和 P. acidilactici ZY15（b）混合糖适应性驯化 

Fig. 2.2  All-sugars adaptive evolution of P. acidilactici ZY271 (a) and P. acidilactici ZY15 (b) 

驯化条件：使用体系为 20 mL 的简化 MRS，糖浓度参考物料中的糖浓度；每隔 24 h 转接到新鲜 MRS

培养基种，接种量为 10%（v/v）。 

将驯化前后的菌株在混合糖的体系下进行发酵评价（图 2.3）。发酵 72 h 后，驯化

前后的菌株都可以将几种单糖消耗完，但驯化后的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271

在葡萄糖、阿拉伯糖与甘露糖的代谢和产酸速率上有一定提高，对木糖的代谢速率没有

明显的变化（图 2.3 a,b）。对于驯化后的 D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY15，在葡萄

糖、阿拉伯糖与甘露糖的代谢和产酸速率上也有一定提高(图 2.3 c,d)。 
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图 2.3  驯化前后混合糖发酵 

（a）（b）L-乳酸生产菌株；（c）（d）D-乳酸生产菌株 

Fig. 2.3  All-sugars fermentation before and after adaptive evolution  

(a) (b) L-lactic acid producing strains; (c) (d) D-lactic acid producing strains  

发酵条件：3 L 生物反应器，糖浓度为 70 g/L 的葡萄糖、50 g/L 的木糖、8 g/L 的阿拉伯糖、2 g/L 的

甘露糖和半乳糖；使用 25% (w/w)的 Ca(OH)2调节 pH，使其维持在 5.5。 

实验最终目的是利用木质纤维进行高指标的乳酸生产，因此我们使用固含量为 30%

（w/w）的小麦秸秆进行同步糖化共发酵（SSCF）（图 2.4）。发酵 96 h 后，我们检测了

物料中几种主要的可发酵单糖以及乳酸的产量。驯化后的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici 

ZY271 基本可以消耗掉所有单糖，最终的 L-乳酸浓度为 136.6 g/L，与驯化前的菌株相

比，驯化后 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 在葡萄糖、阿拉伯糖与甘露糖的代谢速

率上有一定提高（图 2.4 a,b）。对于 D-乳酸生产菌株在驯化前后都可以消耗掉所有的单

糖，但在糖的代谢速率上，驯化前后基本没什么变化，最终的 D-乳酸产量为 131.8 g/L

（图 2.4 c,d）。在进行混合糖适应性驯化时，P. acidilactici ZY15 出现木糖代谢能力退化

的现象，发酵性能并没有 P. acidilactici ZY271 稳定，而实际的物料体系成分较为复杂，

这也可能是驯化前后 D-乳酸生产菌株糖代谢速率并没有出现明显变化的原因。糖代谢

速率的提高可以在一定程度上减少时间成本，即一定时间内可以得到较高产量的乳酸，

为工业化发展木质纤维素乳酸提供条件。 
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图 2.4  驯化前后同步糖化共发酵（SSCF） 

（a）（b）L-乳酸生产菌株；（c）（d）D-乳酸生产菌株 

Fig. 2.4  Simultaneous saccharification and co-fermentation before and after adaptive evolution 

(a) (b) L-lactic acid producing strains; (c) (d) D-lactic acid producing strains 

SSCF 条件：固含量为 30%（w/w）的小麦秸秆（干酸预处理，生物脱毒 2-3 天）；5 L 生物反应器；

使用 25% (w/w)的 Ca(OH)2调节 pH，使其维持在 5.5。 

2.3.3  P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 全糖代谢机制分析 

木糖代谢路径的构建，使构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 能实

现全糖利用，并且无论是在合成培养基混合糖发酵体系下，还是利用麦秆进行 SSCF，

由最终的发酵结果可以总结出两个主要问题：1.木糖代谢路径构建后，并没有出现葡萄

糖抑制作用，即在多种单糖（包括葡萄糖）同时存在的情况下，两株构建菌株可以同时

代谢几种单糖；2.木糖代谢路径的构建，加快了菌株对于甘露糖的代谢速率。针对这两

个主要的问题，我们在最开始对糖代谢相关基因的转录水平进行了探究。图 2.5 是 P. 

acidilactici 利用五种单糖的代谢路径图。对于 L-乳酸生产菌株，以原始菌株 P. acidilactici 

TY112 为对照组，P. acidilactici ZY271 为实验组，分别以五种单糖为碳源，考察五种碳

源发酵下糖代谢与乙酸生成相关基因的转录水平。从 qRT-PCR 实验结果可以发现，以葡

萄糖、木糖、阿拉伯糖和半乳糖为碳源时，糖代谢与乙酸生成相关基因的转录水平并没

有明显的表达上调或者下调，但以甘露糖为碳源时，甘露糖代谢路径上 manX 基因表达

上调 57 倍（图 2.6 a）。因此我们单独列出了以甘露糖为碳源时相关基因的转录水平（图

2.6）。 
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图 2.5  P. acidilactici 五种单糖代谢路径图 

Fig. 2.5  The metabolic pathways of five monosaccharides in p. acidilactici 

同样，对于 D-乳酸生产菌株，以原始菌株 P. acidilactici ZP26 为对照组，P. acidilactici 

ZY15 为实验组，qRT-PCR 实验结果与 L-乳酸生产菌株的实验结果相似，以甘露糖为碳

源时，甘露糖代谢路径上 manX 基因表达上调 41 倍（图 2.6 b）。木糖代谢路径构建后，

构建菌株对于甘露糖的代谢速率加快，因此相对于出发菌株 P. acidilactici TY112 和 P. 

acidilactici ZP26 来说，构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 在甘露糖代

谢路径上（主要是甘露糖到 6-磷酸果糖）某些酶活性较高，导致基因转录水平上调明显，

但并不能很好的解释上面所总结的两个问题，本实验在后续的工作中对编码糖转运蛋白

相关基因进行了探究。 
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图 2.6  以甘露糖为碳源时 P. acidilactici 糖代谢及乙酸合成相关基因 qRT-PCR 实验结果 

（a）L-乳酸生产菌株；（b）D-乳酸生产菌株 

Fig. 2.6  Results of qRT-PCR on p. acidilactici Sugar metabolism genes and acetic acid synthesis genes 

with mannose as carbon source 

(a) L-lactic acid producing strains; (b) D-lactic acid producing strains 

我们主要选取了三类糖转运蛋白，分别为 PTS 型（phosphotransferase system）、ABC

型（ATP-binding cassette transporters）和 MFS 型（Major facilitator superfamily）糖转运

蛋白。在乳酸菌中不存在 PTSGlc 转运系统，葡萄糖的转运主要是通过甘露糖-PTS

（PTSMan）、纤维二糖-PTS（PTSCel）转运系统和非 PTS 依赖型的渗透酶 GlcU，其中，

PTSMan 也可以转运甘露糖[30,33]。从相关研究可得，细菌中的己糖的转运主要通过 PTS 转
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运蛋白，而戊糖的转运则通过 ABC 和 MFS 型转运蛋白。在之前的发酵实验中，构建菌

株 P. acidilactici ZY271 较为稳定，并没有出现糖代谢退化的现象，因此只挑选了 L-乳酸

生产菌株进行糖转运蛋白相关基因转录水平的分析。原始菌株 P. acidilactici TY112 为对

照组，P. acidilactici ZY271 为实验组，以混合糖为碳源，我们挑选了三个糖转运系统中

的编码糖转运蛋白的相关基因进行了大量的 qRT-PCR 实验。其中 ABC 和 MFS 系统中

的相关基因并没有出现表达上调很明显的现象，而 PTS 系统中有个别基因表达上调较

为明显，我们列出了主要的实验结果（图 2.7）。PTSMan 转运系统主要负责转运葡萄糖和

甘露糖，由 EI、HPr、EIIA、EIIB、EIIC 和 EIID 组成，EI、HPr、EIIA 和 EIIB 主要负

责磷酸基团的转运，而 EIIC 和 EIID 负责糖的特异性转运（manX 编码 EIIAB，manY 编

码 EIIC，manZ 编码 EIID，因此，manX 与糖的磷酸化相关）[143,145]。EIIMan 属于 PTS 系

统中的甘露糖磷酸转移酶系统，其中 manX 与糖的磷酸化相关，与上面的糖代谢相关基

因的 qRT-PCR 实验结果相印证，manY 与 manZ 负责糖的转运，manY 在混合糖体系中表

达上调 25 倍，manZ 在混合糖体系中表达上调 10 倍。Stephane et al.[144]经过相关实验已

经验证，木糖代谢与甘露糖磷酸转移酶系统之间存在协同作用。在本实验中构建了木糖

代谢路径后，促进了菌株对木糖的利用，由于木糖代谢与甘露糖磷酸转移酶系统之间的 

 

图 2.7  PTS 转运蛋白相关基因 qRT-PCR 实验结果 

Fig. 2.7  Results of qRT-PCR of genes in PTS transporter protein 
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协同作用，同时使 EIIMan 相关的酶也较为活跃，因此 manXYZ 基因簇都呈现表达上调现

象。在本实验中P. acidilactici ZY271可进行全糖的同步利用，即不存在葡萄糖抑制作用，

也就是在 PTS 系统中转化葡糖糖相关的酶得到弱化，但在进行发酵时构建菌株对于葡

萄糖的代谢依旧正常，此时肯定有其他酶对葡萄糖的转运起到补充作用，相关研究已经

表明 PTS 系统中的甘露糖磷酸转移酶系统 EIIMan 也可转运葡萄糖[143]，木糖代谢路径的

构建促使 EIIMan 中相关的酶较为活跃，在转运甘露糖的同时也可转运葡萄糖。以上是从

qRT-PCR实验结果对总结的两个发酵现象进行的一个初步分析，关于EIIMan中的manXYZ

基因簇是否在构建菌株中发挥相应的作用，目前还在做进一步的探究。 

2.4  本章小结 

本实验在前期工作中将木糖代谢路径构建至 P. acidilactici TY112（L-乳酸）和 P. 

acidilactici ZP26（D-乳酸）中，得到了可以利用木糖的构建菌株 P. acidilactici ZY271（L-

乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）。本章节针对构建菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. 

acidilactici ZY15，对其进行了五种单糖和混合糖的发酵评价，为了进一步提高菌株对糖

的利用及糖代谢速率，我们进行了混合糖的驯化策略，最后就发酵结果从糖代谢和糖转

运蛋白两方面进行了相关基因的 qRT-PCR 实验，为后续进行糖的高效利用相关研究提

供基因来源。本章的主要结论如下： 

（1）木糖代谢路径的构建并不会影响菌株对于其他糖的利用，且构建菌株 P. 

acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）可以共发酵多种糖，实现

了高指标的木质纤维素乳酸的生产。 

（2）木糖代谢路径的构建提高了菌株对于甘露糖的代谢速率，且构建菌株在混合

糖培养基或者实际物料体系中进行发酵时，都不存在葡萄糖抑制作用。通过对糖代谢和

糖转运蛋白相关基因进行转录水平的分析，发现 EIIMan 中的 manXYZ 基因簇对糖的高效

利用起到关键作用，对相关基因进行进一步探究，可运用在其他菌株中，为其他菌株对

糖的高效利用提供基因来源。 

（3）为提高菌株对糖的利用，将构建菌株 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. 

acidilactici ZY15（D-乳酸）在混合糖中进行适应性驯化，最终 L-乳酸生产菌株 P. 

acidilactici ZY271 菌株在葡萄糖、阿拉伯糖与甘露糖的代谢速率上有一定提高，为木质

纤维素乳酸工业化发展提供条件。 
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第 3 章  Pediococcus acidilactici 酚类抑制物抗逆性强化改造 

3.1  引言 

手性 D-乳酸是生物可降解型塑料聚乳酸（PLA）的重要单体之一[29,99]。利用廉价的

木质纤维素替代淀粉进行 D-乳酸的生产是一个利用可再生生物质资源的重要方法[95]。

实验室的 Pediococcus acidilactici 改造菌株可高效利用木质纤维素来源的可发酵单糖，

得到一个较高的纤维素乳酸发酵指标[95]。而天然的木质纤维素原料的酶水解程度很低，

可发酵单糖的释放得到阻碍，因此原料的预处理过程尤为重要[13,14]。 

预处理可有效破坏木质纤维素的致密结构，增大纤维素和半纤维素与酶结合的机率，

从而提高可发酵单糖的得率[15]。预处理在破坏木质纤维素结晶结构的同时会产生多种抑

制菌体生长和代谢活性的呋喃醛、有机酸和酚类等抑制物[146]。其中木质素来源的酚类

抑制物是一种常见的抑制物，主要有酚醛类化合物以及酚类化合物氧化产生的醌类化合

物[57,147-149]。酚类抑制物对多种微生物的菌体活性会产生抑制，进而降低菌株的生长和

发酵性能[56,151]。生物脱毒是一种利用特异的生物脱毒菌株进行的有效而清洁的抑制物

脱毒方法，可以将呋喃类、弱酸类等抑制物快速脱除，但是对于酚类化合物脱除效率很

低，若延长脱毒时间，会消耗木糖和葡萄糖[45-48]。Yi 等[94]发现 P. acidilactici ZP26 对酚

醛类抑制物的抗逆性较差，Yan 等[56]探究出乳酸菌一般不具备直接降解 BQ 的能力，即

在 BQ 降解路径上的关键基因是缺失的，在 BQ 浓度较高的环境下，乳酸菌无法进行正

常的发酵生产。在实验室的前期工作中，构建了多种菌株关于酚醛抑制物降解的关键基

因元器件库，基于转录组的分析发现了细菌来源的 Z. mobilis ZM4 和 P. putida KT2440

中参与酚醛抑制物转化的关键基因[152]。Zhou 等[153]通过转录水平的分析发现了在酚醛

胁迫环境下 Corynebacterium glutamicum S9114 中显著上调表达的基因。并且在最近的研

究中发现，酿酒酵母、Z. mobilis、G. oxydans 等菌株自身具有降解 BQ 能力，可以将高

毒性的 BQ 转化为基本无毒性的 HQ，与其他具有 BQ 降解能力的菌株相比，细菌来源

的 Z. mobilis ZM4 降解 BQ 的能力最强，且通过转录水平分析探究出 Z.mobilis ZM4 中

BQ 降解的关键基因[56,58,59,148]。若将上诉探究出的酚醛转化相关基因和 BQ 降解相关基

因分别在 P. acidilactici 中进行表达，可使 P. acidilactici 对相应抑制物的耐受能力得到提

高，在较高酚类抑制物胁迫的环境下仍具有正常的发酵性能。 

本研究首先对 P. acidilactici ZY15 的酚类抑制物（4-羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛和

BQ）耐受性进行了探究，可以得到香草醛对 P. acidilactici ZY15 的抑制作用最强，而实

验室在前期工作中已经探究出 P. acidilactici ZY15 不具备 BQ 降解途径。之后将筛选出

来的酚醛耐受有效基因 CGS9114_RS09725 和 BQ 降解有效基因 ZMO1116 整合到了 P. 

acidilactici ZY15 基因组中。在对应的酚类抑制物胁迫的环境下，对整合菌株的抑制物降

解能力以及 D-乳酸的发酵性能进行了评估，其 D-乳酸发酵指标（浓度和得率）都优于

原始菌株 P. acidilactici ZY15。本研究通过基因工程最终得到了一株对香草醛耐受较强
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的 P. acidilactici 和一株具备 BQ 降解能力的 P. acidilactici，为一定浓度酚类抑制物胁迫

下的木质纤维素生物炼制发酵提供了有效菌株。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  菌株、培养基及培养方法 

E. coli XLI-blue 用于质粒的构建，保存于本课题组。P. acidilactici ZY15（D-乳酸）

保存于 CGMCC，注册编号 13612。PP_3151、PP_5120 和 PP_5258 来源于 Pseudomonas 

putida KT2440[152]；ZMO1885、ZMO1116、ZMO1399、ZMO1696、ZMO1576 和 ZMO1984

来源于 Z. mobilis ZM4[56,152]；CGS9114_RS10340 和 CGS9114_RS09725 来源于 C. 

glutamicum S9114[153]。 

培养 E. coli 的培养基为 LB 培养基：10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母粉，10 g/L NaCl。

若配置固体 LB 培养基，需添加 15 g/L 琼脂粉。E. coli 培养条件为 200 rpm，37oC。若

E. coli XLI-blue 中携带有质粒（表达质粒 pMG36E 或者敲除质粒 pSET4E），则需添加

红霉素，其终浓度为 200 μg/mL。 

A. resinae ZN1 和 P. acidilactici 的培养方法及培养基见 2.2.1。 

3.2.2  原料、酶与试剂 

本章实验所使用的玉米秸秆收获于河南南阳，收割于 2018 年春季。水洗后将玉米

秸秆晾干，其纤维素含量为 34.4% (w/w)，半纤维素含量为 23.6% (w/w)。 

本章使用的酶及部分试剂见 2.2.2。 

香草醛、香草醇和香草酸购自 Macklin（上海）；丁香醛、丁香醇和丁香酸购于 Aladdin

（上海）；4-羟基苯甲醛、4-羟基苯甲醇和 4-羟基苯甲酸购于 Tansoole（上海）。p-苯醌购

于 Amresco（上海），氢醌购于 Tansoole（上海）。Prime STAR 聚合酶购自 Takara 生物公

司；Restriction enzyme 购自 Fermentas 公司；质粒抽提试剂盒、基因组提取和产物纯化

试剂盒购自 Generay（上海）；核酸染料购自 Tanon Science（上海）。红霉素购自 Biosharp

（北京）。 

电泳试剂配制： 

（1）TBE 贮存液（5×）：27.5 g 硼酸，20 mL EDTA 溶液，54 g Tris，定容至 1 L（去

离子水），超声溶解，避光保存。 

（2）TBE 贮存液（1×）：将 5×TBE 贮存液进行稀释。 

（3）琼脂糖凝胶（1.2%）：取（2）中试剂 100 mL，称量 1.2 g 琼脂糖（粉末），添

加 10 μL 核酸染料，微波加热。 

电转化： 

（1）缓冲液 I：205.4 g 蔗糖，1.86 g K3PO4·3H2O，0.2 g MgCl2·6H2O，定容至 1 L，

浓盐酸进行 pH 调节，至 pH 为 7.5。 

（2）缓冲液 II：171.15 g 蔗糖，100 mL 甘油，定容至 1 L。 

 



第26页                                                      华东理工大学  硕士学位论文 

 

（3）复苏液：171.15 g 蔗糖，20 g 葡萄糖，10 g 蛋白胨，2 g 柠檬酸氢二铵，2 g 

K2HPO4，4 g 酵母提取物，0.2 g MgSO4·7H2O，3 g 无水乙酸钠，0.05 g MnSO4·H2O，8 

g 牛肉膏，l mL Tween 80，定容至 1 L。 

（4）Tris-Cl：121 mg Tris，少量超纯水溶解，浓盐酸进行 pH 调节，至 pH 为 8.0，

定容至 100 mL。 

（5）溶菌酶母液（1 mg/mL）：5 mg 溶菌酶，5 mL Tris-Cl，通过滤膜除菌（规格为

0.22 μm）。 

（6）D/L-苏氨酸（40 mM）：587 mg D/L-苏氨酸，5 mL 超纯水进行溶解，通过滤膜

除菌。 

（7）红霉素（50 mg/mL）：红霉素粉 250 mg，5 mL 无水乙醇进行溶解，通过滤膜

除菌，-20oC 避光保存。 

3.2.3  质粒构建 

本章所引用的质粒、引物见附录Ⅱ。提取所需基因组，包括 P. acidilactici ZY15、Z. 

mobilis ZM4、C. glutamicum S9114 和 P. putida KT2440 的基因组。分别以所提取的基因

组为模板扩增得到我们所需的基因，其中 ZMO1885、ZMO1116、ZMO1399、ZMO1696、

ZMO1576 和 ZMO1984 来源于 Z. mobilis ZM4，CGS9114_RS10340 和 CGS9114_RS09725

来源于 C. glutamicum S9114，PP_3151、PP_5120 和 PP_5258 来源于 Pseudomonas putida 

KT2440。通过 P. acidilactici ZY15 基因组扩增得到启动子 PldhD。 

所使用的表达质粒 pZY36e 储存在我们实验室中。选取两个酶切位点 XbaI 和 SalI，

将 基 因 ZMO1885 、 ZMO1116 、 ZMO1399 、 ZMO1696 、 ZMO1576 、 ZMO1984 、

CGS9114_RS10340、CGS9114_RS09725 和 PP_5120 连接至 pZY36e 上，选取酶切位点

XbaI 和 PstI，将基因 PP_3151 和 PP_5258 连接至 pZY36e 上。最终得到 11 个重组质粒

pZY36e-ZMO1885、pZY36e-ZMO1116、pZY36e-ZMO1116、pZY36e-ZMO1399、pZY36e-

ZMO1696、pZY36e-ZMO1576、pZY36e-ZMO1984、pZY36e-CGS9114_RS10340、pZY36e-

CGS9114_RS09725、pZY36e-PP_5120、pZY36e-PP_3151 和 pZY36e-PP_5258。 

3.2.4  基因整合、敲除 

制备感受态细胞（P. acidilactici）： 

（1）挑取 P. acidilactici 菌液，平板划线（MRS 平板），42oC 培养 24 h，观察单菌

落，挑取菌落进行培养，培养体系为 20 mL MRS 培养基，42oC 培养 12 h。 

（2）在新鲜 MRS 培养基中接种 400 μL 种子液，加入 D/L-苏氨酸 600 μL（40 mM），

150 rpm，42oC 培养 6 h，检测其 OD600 约为 1.0 左右。 

（3）取菌液 1.5 mL，4oC，10000 rpm 离心弃上清（5 min），添加 BufferI（1 mL），

吹打悬浮菌体，4oC，10000 rpm 离心弃上清（5 min），再次加入 BufferI（1 mL），离心

弃上清。 

（4）添加 BufferI（100 μL），悬浮菌体，加入溶菌酶（1 mg/mL）10 μL，水浴锅

（37oC）处理大约 30 min。 
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（5）4oC，10000 rpm 离心弃上清（5 min），添加 BufferI（1 mL），悬浮菌体，去上

清（重复一次），添加 BufferII（500 μL），悬浮细胞，分装感受态，大约每管 80 μL。 

电转化技术（敲除、整合质粒，表达质粒操作方法一样，只是最后在 42oC 培养）。 

（1）质粒 10 μL，感受态细胞 80 μL，混合，冰上放置，15 min。 

（2）转移上面两者的混合液，置于电击杯中（1 mm，电击杯提前预冷），25 μF，

200 Ω，2000 V 设置条件下进行电击，转移电击液，加入 900 μL 复苏液，冰上放置，15 

min。 

（3）150 rpm，28oC 培养 6 h，6000 rpm 离心 5 min，去掉 800 μL 上清，混匀剩余

菌液，在 MRS（添加红霉素）平板上涂布菌液，28oC，培养 3 天左右。将单菌落进行

PCR 验证，确认后进行保种（60% (v/v)）。 

基因敲除、整合（图 3.1）： 

（1）单交换筛选： 

挑选已验证单菌落，接种到 MRS 培养基（含有红霉素）中，150 rpm，28oC，培养

24 h。在新鲜 MRS（含有红霉素）培养基中接种培养液（接种量为 1%（v/v）），150 rpm，

42oC 培养 12 h，稀释菌液，在 MRS（含有红霉素）平板上涂布，42oC 培养 24 h。 

（2）双交换筛选： 

待（1）长出单菌落后，接种至 MRS 培养基，28oC，培养 24 h，稀释菌液，平板涂

布（MRS 平板），待平板长出菌落后，将菌落对应点在 MRS 平板和含有红霉素的 MRS

平板上，42oC，培养 24 h。若同一单菌落，在 MRS 平板上生长，而在含有红霉素的平

板上不生长，挑取该菌落进行后续验证。 
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图 3.1  CGS9114_RS09725 和 ZMO1116 整合至 P. acidilactici ZY15 基因组的同源重组过程 

Fig. 3.1  The homologous recombination process CGS9114_RS09725 and ZMO1116 integration into 

genome of P. acidilactici ZY15 
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所使用的敲除质粒 pSET4E-ΔackA2 储存在我们实验室中。选取酶切位点 XbaI 和

PstI，将 ZMO1116、ZMO1399 和 CGS9114_RS09725 分别连接至 pSET4E-ΔackA2 中。最

终得到整合质粒 pSET4E-ΔackA2::ZMO1116、pSET4E-ΔackA2::ZMO1399 和 pSET4E-

ΔackA2::CGS9114_RS09725。依据 Qiu 等[95,96]实验方法，将重组质粒和整合质粒电转化

到 P. acidilactici ZY15 中。将 ZMO1116、ZMO1399 和 CGS9114_RS09725 整合到 P. 

acidilactici ZY15 基因组的实验方法参考 Qiu 等[95,96]和 Yi 等[94]。 

3.2.5  苯醌适应性驯化 

为使整合菌株适应新整合基因，从而发挥其 BQ 降解能力，我们将整合菌株 P. 

acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 和 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1399 在不同浓

度的BQ胁迫环境下进行了短期的适应性驯化。在驯化的三个阶段依次加入终浓度为45、

50 和 55 mg/L 的 BQ。适应性驯化是在体系 20 mL 的简化 MRS 培养基中进行，0.6 g 

CaCO3/g 糖用以 pH 的调节，接种量为 10%（v/v），每隔 48 h 转接一次，于 42oC 和 150 

rpm 条件下进行培养。 

3.2.6  SSCF 以进行 D-乳酸生产 

本章所使用的物料为玉米秸秆，经生物脱毒后检测物料中抑制物的含量，大部分的

抑制物可被快速脱除，剩余的 4-羟甲基苯甲醛含量为 0.1 mg/g DM，香草醛为 0.6 mg/g 

DM，丁香醛为 1.5 mg/g DM，苯醌为 0.09 mg/g DM。 

玉米秸秆 SSCF 详细操作方法参照 2.2.5。 

3.2.7  HPLC 检测方法 

单糖和乳酸的检测方法参照 2.2.3。 

对于 4-羟基苯甲醛、香草醛、丁香醛、BQ 和 HQ，我们使用的检测器为 SPD-20A

（Shimadzu, Kyoto, Japan），色谱柱为 YMC-Pack ODS-A(Tokyo, Japan)。对于 BQ 和 HQ，

柱温 30oC，检测波长 245 nm，流速为 0.25 mL/min，洗脱液 A 是 0.1%（v/v）甲酸溶液，

洗脱液 B 为混合液（乙腈与异丙醇的配比为 3:1（v/v），甲酸以 0.1%（v/v）溶解于以上

两者的混合液中）。梯度洗脱方法：0-9 min，洗脱液 B 从 30%含量增到 40%；9-17 min，

洗脱液 B 从 40%含量增到 50%；17-17.01 min，洗脱液 B 从 50%含量降到 30%；17.01-

50 min，洗脱液 B 稳定在 30%的含量。对于 4-羟基苯甲醛、香草醛和丁香醛，柱温 35oC，

检测波长 270 nm，流速为 1.0 mL/min，洗脱液 A 是 0.1%（v/v）甲酸溶液，洗脱液 B 是

100%乙腈。梯度洗脱方法：0-4 min，乙腈从 10%含量增到 35%；4-15 min，乙腈稳定在

35%的含量；15-20 min，乙腈从 35%含量降到 10%；20-30 min，乙腈稳定在 10%的含

量。 
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  D-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY15 对酚类抑制物的耐受性评估 

在进行生物脱毒时，部分抑制物可以被快速脱除，但是仍有抑制物残存（如酚类抑

制物），若延长脱毒时间，会造成木糖等单糖的损失。利用木质纤维素进行乳酸生产时，

若大部分单糖得以保留，能一定限度的提高纤维素乳酸的产量，因此提高菌株自身对抑

制物的耐受能力可从根本上解决生物脱毒面临的问题。 

首先，我们探究了 P. acidilactici ZY15 对于酚醛类抑制物的耐受能力（图 3.2）。参

照实际物料发酵体系中酚类抑制物浓度（0.04 g/L 4-羟基苯甲醛，0.23 g/L 香草醛，0.56 

g/L 丁香醛），我们设置了不同浓度梯度的酚醛类抑制物来探究 P. acidilactici ZY15 对于

酚醛类抑制物的耐受能力。从图 3.2 a 可以发现，当香草醛浓度为 0.20 g/L 时，对 P. 

acidilactici ZY15 产生了明显的抑制作用，其细胞生长和 D-乳酸的生产降低到初始值（无

抑制物添加）的 50%。而丁香醛浓度达到 0.80 g/L 时才开始对 P. acidilactici ZY15 产生

抑制作用。4-羟基苯甲醛对 P. acidilactici ZY15 的细胞生长和 D-乳酸生产基本不会造成

影响。微生物的耐受性主要被理解为将高毒性的物质转化成毒性较低物质的能力，因此

我们进一步探究了酚醛类抑制物相应的还原产物对 P. acidilactici ZY15 的影响。从图 3.2 

b 可以看出酚醇类抑制物对 P. acidilactici ZY15 基本不会产生抑制作用。针对于酚酸类

抑制物（图 3.2 c），香草酸对 P. acidilactici ZY15 的影响较小；当丁香酸浓度为 2.40 g/L

时，P. acidilactici ZY15 的细胞生长和 D-乳酸生产才出现明显的降低；而 4-羟基苯甲酸

对 P. acidilactici ZY15 的细胞生长影响较为明显，其 D-乳酸生产可正常进行。从以上实

验结果可以发现，在酚醛类抑制物中，香草醛对 P. acidilactici ZY15 的抑制作用最强。 
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图 3.2  酚醛类抑制物对 P. acidilactici ZY15 细胞生长（OD600）和 D-乳酸生产的抑制作用 

（a）酚醛类抑制物；（b）酚醇类抑制物；（c）酚酸类抑制物 

Fig. 3.2  Inhibition of phenolic compounds on the cell growth (OD600) and D-lactic acid production of P. 

acidilactici ZY15 

(a) Phenolic aldehydes inhibition; (b) Phenolic alcohols inhibition; (c) Phenolic acids inhibition 

发酵条件：简化 MRS 培养基，葡萄糖浓度为 20 g/L，额外添加不同浓度梯度的酚醛；检测细胞生长

摇瓶中，用 5 M 的 NaOH 进行 pH 调节；检测 D-乳酸摇瓶中，用 0.6 g CaCO3/g 糖调节 pH； 
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之后我们探究了 P. acidilactici ZY15 对酚醛类抑制物的转化能力（图 3.3）。我们在

MRS 培养基中分别添加了相应抑制物，分别为 0.1 g/L 的 4-羟基苯甲醛、0.1 g/L 的香草

醛和 0.1 g/L 的丁香醛，在对照组中不添加 P. acidilactici ZY15，从而除去挥发掉的抑制

物的量。从实验结果可以看出，P. acidilactici ZY15 可以实现对 4-羟基苯甲醛的转化，将

其降解为对应的醇和酸；P. acidilactici ZY15 也可以降解香草醛，将其转化为香草醇，但

不可以实现对香草醇的降解；并且 P. acidilactici ZY15 不具有降解丁香醛的能力。 

 
图 3.3  P. acidilactici ZY15 对酚醛类抑制物的转化 

Fig. 3.3  The conversion of phenolic inhibition on P. acidilactici ZY15 

针对于醌类抑制物，Yan 等[56]已经在前期研究中探究出 P. acidilactici ZY15 不具备

BQ 降解能力，且在一定浓度 BQ 胁迫环境下，会明显抑制菌株的生长，进而抑制 D-乳

酸的生产。在本章实验中不再重复探究 P. acidilactici ZY15 对 BQ 的耐受能力。 

3.3.2  P. acidilactici ZY15 对酚类抑制物的耐受性改造 

从 P. acidilactici ZY15 对酚类抑制物的耐受性评估结果可以发现，酚类抑制物中香

草醛、丁香醛和 BQ 都会对 P. acidilactici ZY15 产生一定程度的抑制作用，若通过延长

生物脱毒时间的方法来达到除去酚类抑制物的效果，会造成部分单糖的损失。为保留部

分单糖以提高纤维素乳酸的产量，本实验对 P. acidilactici ZY15 进行了基因工程改造，

来提高菌株对于抑制物的耐受性。针对酚醛类抑制物，我们选取了 6 个异源基因，其中

ZMO1885 来源于 Z. mobilis ZM4[152]，PP_3151、PP_5120 和 PP_5258 来源于 Pseudomonas 

putida KT2440[152]，CGS9114_RS10340 和 CGS9114_RS09725 来源于 C. glutamicum 

S9114[152]，将异源基因在 P. acidilactici ZY15 中进行表达。首先分别将 6 个异源基因构

建到表达质粒 pZY36e 中，通过电转化技术将 6 个重组质粒电转化到 P. acidilactici ZY15

中，得到 6 株重组菌株 P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1885) 、 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-PP_3151) 、 P. acidilactici ZY15(pZY36e-PP_5120) 、 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-PP_5258)、P. acidilactici ZY15(pZY36e-CGS9114_RS10340)和 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-CGS9114_RS09725)。之后我们在 MRS 培养基中加入混合的酚醛类抑制物，

其中含有终浓度为 3.0 g/L 的 4-羟基苯甲醛、0.6 g/L 的丁香醛和 0.2 g/L 的香草醛（浓度

参照 3.3.1 中开始产生抑制作用的浓度），以含有空载质粒的 P. acidilactici ZY15 为对照
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组，对 6 株重组菌株进行了发酵评价（图 3.4）。我们检测糖耗及 D-乳酸生产，从实验

结果可以看出，在混合酚醛胁迫环境下，重组菌株 P. acidilactici ZY15(pZY36e-

CGS9114_RS09725)在葡萄糖消耗和 D-乳酸生产上明显优于其他几株重组菌以及对照菌

株。 

 

 

图 3.4  重组菌株在混合酚醛胁迫下的发酵评价 

（a）葡萄糖消耗；（b）D-乳酸生产 

Fig. 3.4  Fermentation evaluation of recombinant strains under mixed phenolic aldehydes stress 

(a) Glucose consumption; (b) D-lactic acid production 

发酵条件：简化 MRS 培养基；葡萄糖初始浓度 35 g/L；红霉素终浓度 5 mg/L；用 0.6 g CaCO3/g 糖

调节 pH。 
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在之前的研究中，通过对 Z. mobilis ZM4 的转录水平分析发现多个脱氢酶、氧化还

原酶等降解 BQ 的关键基因，将基因表达水平较高的 BQ 降解基因在 Z. mobilis ZM4 中

进行过表达，在 BQ 胁迫的情况下，重组菌的发酵性能有所提高[56]。我们选择了 5 个 BQ

降解能力较好的异源基因 ZMO1116、ZMO1399、ZMO1696、ZMO1576 和 ZMO1984 分

别在 P. acidilactici ZY15 中进行表达。用同样的方法最终得到 5 株重组菌株 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-ZMO1116) 、 P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1399) 、 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-ZMO1696) 、 P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1576) 和 P. acidilactici 

ZY15(pZY36e-ZMO1984)。之后我们使用含有 50 mg/L BQ（浓度参照 Yan 等[56]在合成培

养基中探究 P. acidilactici ZY15 对醌类化合物的耐受性时开始起抑制作用的 BQ 浓度）

的 MRS 培养基，将携带空载质粒的 P. acidilactici ZY15 与构建得到的重组菌株进行了

发酵评价（表 3.1）。经过 12 h 的发酵，通过图表可以得到，在 BQ 浓度为 50 mg/L 的胁

迫环境下，重组菌 P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1116)的葡萄糖消耗及 D-乳酸生产分

别为 18.9 g/L 和 18.8 g/L，重组菌 P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1399)葡萄糖消耗及

D-乳酸生产分别为 18.6 g/L 和 18.6 g/L。表达 ZMO1116 和 ZMO1399 的两株重组菌株在

糖耗和 D-乳酸生产上优于其他几株重组菌和携带空载质粒的原始菌株。 

表 3.1  重组菌株在 BQ 胁迫下的发酵评价 

Table 3.1  Fermentation evaluation of recombinant strains under BQ stress 

Strains Glucose 

consumed (g/L) 

D-lactic acid 

produced (g/L) 

P. acidilactici ZY15(pZY36e) 15.1±0.0 15.0±0.3 

P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1116) 18.9±0.0 18.8±0.0 

P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1399) 18.6±0.0 18.6±0.0 

P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1696) 16.4±0.3 14.8±0.2 

P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1576) 13.7±0.7 12.7±0.2 

P. acidilactici ZY15(pZY36e-ZMO1984) 12.7±0.0 12.4±0.5 

发酵条件：摇瓶中加入体系为 50 mL 的 MRS 培养基，BQ 添加终浓度为 50 mg/L；葡萄糖初始浓度

20 g/L；红霉素终浓度 5 mg/L；42°C, 150 rpm 发酵 12 h。 

通过重组菌株在酚类抑制物胁迫环境下的发酵评价，最终得到了酚醛耐受的有效基

因 CGS9114_RS09725 以及 BQ 耐受的有效基因 ZMO1116 和 ZMO1399。为了得到相关抑

制物耐受能力提高的性状稳定的工程菌株，我们将上面筛选得到的有效基因

CGS9114_RS09725、ZMO1116 和 ZMO1399 分别整合到 P. acidilactici ZY15 的基因组上，

选取的整合位点为ackA2基因位点处。最终得到了酚醛耐受相关的整合菌株P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725，BQ 耐受相关的整合菌株 P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::ZMO1116 和 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1399。在前面的探究实验中已经知

道，P. acidilactici ZY15 可以实现对香草醛的转化（香草醛对 P. acidilactici ZY15 的抑制

作用较强，但菌株具备香草醛转化途径，可以实现对高毒性抑制物的转化），但不能降解
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BQ，即在 P. acidilactici ZY15 中不具备 BQ 降解途径。现在在 P. acidilactici ZY15 的基

因组上整合一个新的 BQ 降解基因，想使 P. acidilactici ZY15 具备 BQ 降解途径，为了

使菌株更好的适应新的基因从而发挥相应的作用，将整合菌株在不同的 BQ 浓度下进行

了短期的适应性驯化。在短期驯化过程中，依次提高 BQ 浓度，整合菌株 P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的生长较稳定且在葡萄糖含量为 20 g/L 的 MRS 培养基中的 D-

乳酸产量为 15 g/L，优于整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1399，因此在驯化

结束后我们挑选了驯化结果较好的整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 进行

后期实验。 

3.3.3  整合菌株的抑制物转化能力和发酵性能评估 

在 P. acidilactici ZY15 基因组上整合筛选到的有效基因 CGS9114_RS09725 和

ZMO1116 后 ， 得 到 了 酚 醛 耐 受 相 关 的 整 合 菌 株 P. acidilactici ZY15- Δ

ackA2::CGS9114_RS09725 ， BQ 耐 受 相 关 的 整 合 菌 株 P. acidilactici ZY15- Δ

ackA2::ZMO1116。为了探究整合菌株是否具备抑制物转化能力以及在酚类抑制物胁迫环

境下整合菌株的发酵性能是否得到改善，我们对整合菌株进行了抑制物转化能力和发酵

性能的评估。 

针对于酚醛类抑制物，在最开始的 3.3.1 实验探究中我们可以得到，香草醛对 P. 

acidilactici ZY15 的抑制作用最为强烈，因此我们在此处的探究中主要针对于香草醛这

一类抑制物。参照纤维素乳酸发酵体系中香草醛浓度（0.23 g/L 香草醛）以及最开始探

究的香草醛浓度梯度下的发酵结果，最终选择在较高香草醛浓度下（0.25 g/L 香草醛）

对整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 进行评估（图 3.5）。在实验

初期，向 MRS 培养基中外源添加终浓度为 0.25 g/L 的香草醛，对整合菌株 P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 的香草醛转化能力进行了检测分析（图 3.5 a）。通过

实验结果可以发现，相对于原始菌株 P. acidilactici ZY15，整合菌株对香草醛的转化能力

明显提高，即在相同的抑制物胁迫环境下，可以将更多的香草醛转化为毒性较低的香草

醇。之后在 MRS 培养基中添加 0.25 g/L 香草醛，对整合菌株 P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::CGS9114_RS09725 进行了发酵评价。从细胞生长和葡萄糖消耗的实验结果来看

（图 3.5 b,c），整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 明显优于原始

菌株。发酵 24 h 后，原始菌株 P. acidilactici ZY15 最终的 D-乳酸产量为 11 g/L，整合菌

株最终的 D-乳酸产量为 17 g/L，相比于原始菌株，D-乳酸发酵浓度提高 54%（图 3.5 d）。

由以上实验结果可以得出，CGS9114_RS09725 基因的整合提高了 P. acidilactici ZY15 对

于香草醛的耐受能力，通过目前的工作我们得到了香草醛耐受能力提高的整合菌株 P. 

acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725。 
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图 3.5  香草醛胁迫下整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 的转化能力和发酵

性能评价 

（a）香草醛转化；（b）细胞生长；（c）葡萄糖消耗；（d）D-乳酸生产 

Fig. 3.5  Evaluation of vanillin conversion and fermentability for P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::CGS9114_RS09725 under stress of vanillin 

(a) Vanillin conversion; (b) Cell growth; (c) Glucose consumption; (d) D-lactic acid production 

Yan 等[56]在之前的研究工作中已经发现高浓度的 BQ 对 P. acidilactici ZY15 的生长

和发酵性能会产生强烈的抑制作用，而将高毒性的 BQ 降解转化为基本无毒性 HQ 是对

醌类抑制物耐受的主要作用机制。之后在高浓度 BQ 胁迫下，我们对整合菌株 P. 

acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的 BQ 转化能力以及发酵性能进行了检测分析（图

3.6）。从图 3.6 a 中可以发现，在 MRS 培养基中外源添加 0.2 g/L 的 BQ，通过 HPLC 检

测分析，整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 可逐步对 BQ 进行降解，并且

中间代谢产物 HQ 逐渐增加，原始菌株 P. acidilactici ZY15 无法降解 BQ。之后使用 MRS

培养基，额外添加 0.2 g/L BQ（浓度参照 Yan 等[56]在玉米秆水解液中探究高浓度 BQ 对

菌株发酵性能的影响时起抑制作用的BQ浓度），在1 L发酵罐中对整合菌株P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::ZMO1116 进行了发酵评价，对比于原始菌株 P. acidilactici ZY15，整合菌

株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 在前期葡萄糖和木糖的代谢速率上较慢，可能

是将异源基因 ZMO1116 整合到 P. acidilactici ZY15 的基因组上后给菌株的代谢活性造成

负担，导致糖耗速率减慢，但是在高浓度苯醌胁迫的环境下，整合菌株可以将高毒性的

BQ 转化为基本无毒性的 HQ，而原始菌株不具有 BQ 降解能力，所以在发酵后期原始菌

株基本不耗糖，整合菌株可进行正常的发酵（图 3.6 b,c），经过 72 h 的发酵后，原始菌

株 P. acidilactici ZY15 的 D-乳酸生产量为 62 g/L，整合菌株 P. acidilactici ZY15-Δ
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ackA2::ZMO1116 的 D-乳酸生产量为 82 g/L，相比于原始菌株，D-乳酸发酵浓度提高 32%

（图 3.6 d）。从以上的发酵结果可以看出，在高浓度的 BQ 胁迫下，ZMO1116 的整合提

高了原始菌株 P. acidilactici ZY15 的发酵性能，通过目前工作我们得到了苯醌耐受能力

加强的工程菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116。 

 

 

图 3.6  BQ 胁迫下整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的转化能力和发酵性能评价 

（a）BQ 转化；（b）葡萄糖消耗；（c）木糖消耗；（d）D-乳酸生产 

Fig. 3.6  Evaluation of BQ conversion and fermentability for P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 

under stress of BQ 

(a) BQ conversion; (b) Glucose consumption; (c) Xylose consumption; (d) D-lactic acid production 

3.3.4  整合菌株的纤维素 D-乳酸发酵 

CGS9114_RS09725 基因的整合提高了 P. acidilactici ZY15 对香草醛的转化能力，并

且在 P. acidilactici ZY15 的基因组中整合 ZMO1116 基因后，使菌株具备了 BQ 降解途

径。为了探究在真实木质纤维素体系中整合菌株的酚类抑制物耐受能力是否也得到提高，

我们进行了 SSCF。 

使用经干酸预处理，生物脱毒后的玉米秸秆，探究了整合菌株 P. acidilactici ZY15-

ΔackA2::CGS9114_RS09725 的发酵性能（图 3.7）。生物脱毒后，物料中的大部分抑制物

被快速脱除，残存 0.04 g/L4-羟基苯甲醛，0.23 g/L 香草醛和 0.56 g/L 丁香醛。从发酵结

果可以看出，整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 基本可以耗完大

部分单糖，最终 D-乳酸的产量为 114.8 g/L，而原始菌株 P. acidilactici ZY15 对葡萄糖的

代谢速率较慢，最终 D-乳酸产量为 101.0 g/L。相比于原始菌株，整合菌株 P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 的 D-乳酸产量提高 14%。通过基因改造，将酚醛耐受



第38页                                                      华东理工大学  硕士学位论文 

 

相关基因 CGS9114_RS09725 整合到 P. acidilactici ZY15 基因组中，提高了菌株对香草醛

的转化能力，因此在含有香草醛的玉米秸秆中，整合菌株的乳酸发酵性能也得到了一定

提高。 

 

图 3.7  整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 利用玉米秸秆进行 SSCF 以生产

D-乳酸 

Fig. 3.7  SSCF of D-lactic acid production by engineered strain P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::CGS9114_RS09725 using corn stover feedstock 

发酵条件：玉米秸秆固含量为 30%（w/w）; 0.04 g/L 4-羟基苯甲醛，0.23 g/L 香草醛和 0.56 g/L 丁香

醛; 5 L 生物反应器；按照 10 mg 蛋白/g 纤维素加入 Cellic CTec2；pH 调节剂为 25% (w/w) Ca(OH)2，

使其维持在 pH 5.5。 

采用上面实验的方法将玉米秸秆进行处理，在进行生物脱毒环节时，适当的延长了

脱毒时间（除去部分酚醛类抑制物），最终测得物料中 BQ 的浓度为 0.03 g/L。为了探究

在真实木质纤维素体系下整合菌株的苯醌耐受能力是否也得到提高，使用上述处理后的

玉米秸秆为原料，对整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的发酵性能进行了

探究（图 3.8）。由发酵结果可以看出（图 3.8 a），整合菌株 P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::ZMO1116 最终的乳酸发酵浓度为 121 g/L，原始菌株 P. acidilactici ZY15 的最终

乳酸浓度为 112 g/L。进行生物脱毒后测得原料里 BQ 的浓度为 0.03 g/L，在 BQ 浓度较

低的环境下，对原始菌株和整合菌株的胁迫强度并不是很强烈，造成两者的乳酸产量差

异并不是很大。之后在原料中额外添加 0.3 g/L BQ，经过 72 h 发酵后，从实验结果中可

以得到（图 3.8 b），原始菌株 P. acidilactici ZY15 最终的 D-乳酸产量为 102 g/L，整合菌

株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 最终的 D-乳酸产量为 123 g/L，相比于原始菌

株，D-乳酸产量提高 21%。在 P. acidilactici ZY15 基因组中整合苯醌降解有效基因

ZMO1116，使菌株具备 BQ 降解途径，可以将毒性较高的 BQ 转化为基本无毒性的 HQ，

因此在添加高浓度苯醌胁迫的木质纤维素体系中，整合菌株的乳酸发酵性能得到提高。 
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图 3.8  整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 利用玉米秸秆进行 SSCF 以生产 D-乳酸 

Fig. 3.8  SSCF of D-lactic acid production by engineered strain P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 

using corn stover feedstock 

发酵条件：玉米秸秆固含量为 30%（w/w）; 5 L 生物反应器；按照 10 mg 蛋白/g 纤维素加入 Cellic 

CTec2；pH 调节剂为 25% (w/w) Ca(OH)2，使其维持在 pH 5.5。 
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3.4  本章小结 

在本章实验中，通过基因工程，得到香草醛耐受能力提高的整合菌株 P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725 和具有苯醌降解能力的整合菌株 P. acidilactici ZY15-

ΔackA2::ZMO1116。在酚类抑制物胁迫环境下进行 SSCF，相比于原始菌株，两株整合

菌株的 D-乳酸产量都得到一定程度的提高。本章的主要结论如下： 

（1）针对酚醛类抑制物，香草醛对 P. acidilactici ZY15 的抑制作用最为强烈，其次

是丁香醛，4-羟基苯甲醛对 P. acidilactici ZY15 基本没有影响。并且 P. acidilactici ZY15

可以实现对 4-羟基苯甲醛和香草醛的转化，但是并不能转化丁香醛。针对醌类抑制物，

P. acidilactici ZY15 自身不具备 BQ 降解能力，一定浓度的 BQ 对 P. acidilactici ZY15 的

生长和发酵性能会产生抑制作用。 

（2）在 P. acidilactici ZY15 基因组中整合 CGS9114_RS09725 基因，得到整合菌株

P. acidilactici ZY15-ΔackA2::CGS9114_RS09725，在浓度为 0.25 g/L 香草醛（此浓度对 P. 

acidilactici ZY15 会产生强烈抑制）胁迫环境下，相比于原始菌株，P. acidilactici ZY15-

ΔackA2::CGS9114_RS09725 对香草醛的转化能力提高。同样将异源 BQ 降解基因

ZMO1116 整合在 P. acidilactici ZY15 的基因组中，整合菌株 P. acidilactici ZY15-Δ

ackA2::ZMO1116 具备了 BQ 降解途径，可以将高毒性的 BQ 转化为基本无毒性的 HQ。 

（3）玉米秸秆经过生物炼制技术处理后进行 SSCF。整合菌株 P. acidilactici ZY15-

ΔackA2::CGS9114_RS09725 在葡萄糖消耗和 D-乳酸生产上明显优于原始菌株，本研究

通过基因工程提高了 P. acidilactici ZY15 对香草醛的耐受能力，为酚醛胁迫下的木质纤

维素乳酸发酵提供了一株有效菌株。  

（4）在高浓度（0.3 g/L）BQ 胁迫的环境下进行 SSCF，相对于原始菌株，整合菌

株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的 D-乳酸产量提高 21%。通过基因工程在 P. 

acidilactici ZY15 的基因组上整合 BQ 降解基因使其具备 BQ 降解能力，为高浓度 BQ 胁

迫下的木质纤维素乳酸发酵提供了一株有效菌株。 
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第 4 章  Pediococcus acidilactici 钠离子耐受性工程菌株的构建 

4.1  引言 

乳酸钠被广泛应用于多个领域：在食品行业常被人们用来作为保鲜剂、保湿剂和调

味剂等，由于其较强的抑菌作用，可以延长物品存放的时间[107,108]；在医药方面由于乳

酸钠可与其他有效成分结合共同作用，常被用作补充液来调节人体内的电解质平衡、治

疗代谢性酸中毒和治疗皮肤功能紊乱等[109]；在化妆品行业乳酸钠也作为护肤品中的关

键成分，可以有效的保持皮肤的滋润度，防止皱纹产生等[111]。 

目前生产乳酸钠的方法主要是通过微生物发酵法，即使用一定浓度的 NaOH 溶液中

和发酵产生的乳酸直接得到乳酸钠，在提高乳酸钠得率的同时精简工艺路线，降低生产

成本[111]。在利用微生物发酵法进行乳酸钠生产的早期阶段，需要对原料进行预处理，预

处理过程中添加的酸、碱或其他化学试剂会导致木质纤维素水解液中富集大量的金属离

子，其中钠离子（Na+）是整个生物炼制技术进行 pH 调控所富集的典型金属离子[124,125]。

当 Na+达到一定浓度时会对菌株代谢相关的酶产生影响从而抑制发酵菌株的活力，进而

抑制高效的纤维素乳酸钠发酵[126-128]。本实验室在前期利用 P. acidilactici 进行发酵生产

乳酸钠时，一定浓度的乳酸钠会对菌株的活性产生抑制，降低最终乳酸钠的生产指标。

目前对于乳酸钠的研究主要集中在实际应用上，关于利用微生物发酵法提高乳酸钠产量

的研究比较少。从相关研究中可得，微生物在 Na+浓度较高的环境下主要通过 Na+/H+逆

向转运蛋白来维持胞内外环境的稳态，即将菌体内较高浓度的 Na+外排，来减少对菌体

的危害[152]。Yang 等[153]探究出 Na+/H+逆向转运蛋白编码基因 NHAA（ZMO0119）可提高

菌株 Z. mobilis 的钠离子耐受性。Gao 等[154]进一步研究了关键基因 ZMO0119 提高 Na+耐

受性的作用机制，并在含有高 Na+浓度的木质纤维素体系中进行了发酵评价。因此，想

将编码 Na+/H+逆向转运蛋白的基因在本实验室 P. acidilactici 中进行过表达，来进一步提

高菌株在较高 Na+浓度胁迫下乳酸钠的产量。 

本研究以 P. acidilactici ZY271 为目的菌株，选择 P. acidilactici 自身编码 Na+/H+逆

向转运蛋白的基因 Na+/H+ antiporter_RS02775，在 P. acidilactici ZY271 中进行过表达。

在实验最开始探究了不同浓度 Na+对 P. acidilactici ZY271 的抑制作用，之后使用 13.5 M 

NaOH 溶液作为中和剂，在固含量为 25%（w/w）的麦秆中对重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)进行了发酵评价。本研究最终得到一株 Na+耐受能力提高的重

组菌，为 Na+胁迫下的木质纤维素乳酸钠高指标发酵提供了有效菌株。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  菌株、培养基及培养方法 

Na+/H+ antiporter_RS02775 来源于 P. acidilactici DSM20284，菌株保存于本课题组。 

E. coli XLI-blue、A. resinae ZN1 和 P. acidilactici 的培养方法及培养基见 2.2.1 和

3.3.1。 
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4.2.2  原料、酶与试剂 

本章实验所使用的麦秆与 2.2.2 中使用的麦秆为同一批次，处理方式一致。 

本章使用的酶及部分试剂见 2.2.2。 

4.2.3  质粒构建 

本章所引用的质粒、引物见表 4.1。使用试剂盒提取 P. acidilactici DSM20284 的基

因组，以其为模板扩增得到我们所需基因 Na+/H+ antiporter_RS02775。所使用的表达质

粒 pZY36e 储存在我们实验室中，选取两个酶切位点 XbaI 和 SalI，将 Na+/H+ 

antiporter_RS02775 连接至 pZY36e 上，最终得到重组质粒 pZY36e-RS02775。 

将重组质粒电转化到 P. acidilactici ZY271 中。电转化技术参考于 3.2.4。 

4.2.4  SSCF 以进行乳酸钠生产 

小麦秸秆 SSCF 详细操作方法参照 2.2.5。 

4.2.5  HPLC 检测方法 

检测方法详见 2.2.3。 

4.2.6  荧光实时定量 PCR（qRT-PCR）分析 

分析方法详见 2.2.6。 
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表 4.1  菌株、质粒和引物 

Table 4.1  Strains, plasmids and primers  

Strains Characteristics Sources 

E. coli XLI-blue Host for plasmid construction Stratagene 

A. resinae ZN1 Biodetoxification fungus isolated in our lab [45] 

P. acidilactici ZY271 L-lactic acid production strain Stored in our lab 

P. acidilactici ZY271 (pMG36e) P. acidilactici ZY271 contains empty plasmid pZY36e This work 

P. acidilactici ZY271 

(Na+/H+ antiporter_RS02775) 

P. acidilactici ZY271 contains Na+/H+ antiporter_RS02775 expression plasmid pZY36e- Na+/H+ 

antiporter_RS02775 

This work 

Plasmids Characteristics Sources 

pZY36e PldhD replacing P32 promoter of pMG36e [94] 

pZY36e_RS02775 Na+/H+ antiporter_RS02775 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

Primers Sequences (5’- 3’) 

PldhD-F CCGGAATTCTGCTCTGGTGTGCAGACCAGAC 

PldhD-R CTAGTCTAGATGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTA 

Na+/H+ antiporter_RS02775-F CTAGTCTAGAATGAATATTTTGATTTCAACCTTT 

Na+/H+ antiporter_RS02775-R ACGCGTCGACTTAAACCATTTGATTTTGTGGA 
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4.3  结果与讨论 

4.3.1  L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 对钠离子的耐受性评估 

使用微生物发酵法生产乳酸钠，在前期物料预处理的过程以及后期的发酵过程中会

富集大量的 Na+。一定浓度的 Na+会抑制菌株的活性进而抑制高效的纤维素乳酸钠发酵
[30,33]。因此在实验的最开始我们对 P. acidilactici ZY271 的钠离子耐受性进行了评估（图

4.1）。我们在简化 MRS 培养基中外源添加不同浓度的 Na+，分别为 0、5、15 和 25 g/L

（折算成外源添加的乳酸钠，浓度分别为 0、24、73 和 122 g/L）。发酵 48 h 后，从图 4.1

可以看出随着发酵体系中初始 Na+浓度的逐渐提高，P. acidilactici ZY271(pZY36e)的糖

耗及乳酸钠发酵均受到抑制，当 Na+增加到一定浓度时，可完全抑制乳酸钠的生产。由

此可说明 P. acidilactici ZY271 对钠离子较为敏感，一定浓度范围的 Na+可明显抑制菌株

的发酵性能。 

 

图 4.1  P. acidilactici ZY271 对钠离子的耐受性评估 

Fig. 4.1  Evaluation of the tolerance of p. acidilactici ZY271 to sodium ions 

发酵条件：含有 100 g/L glucose 和 50 g/L xylose 的简化 MRS 培养基；1 L 生物反应器；添加了 0、

5、15 g/L、25 g/L 的 Na+；使用 13.5 mol/L 的 NaOH 溶液实时调节 pH 至 5.5。 

4.3.2  Na+耐受性工程菌株的构建及重组菌株的发酵性能评估 

为了提高 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力，使菌株在 Na+浓度较高的环境下仍

能得到指标较高的乳酸钠，我们对原始菌株 P. acidilactici ZY271 进行了相应的基因改

造。在最开始的预实验中，我们选择了 P. acidilactici 自身编码 Na+/H+逆向转运蛋白的所

有 基 因 （ Na+/H+ antiporter_RS02775 、 Na+/H+ antiporter_RS02845 、 Na+/H+ 

antiporter_RS06435和Na+/H+ antiporter_RS08600），以及P. acidilactici自身的启动子PldhD

（pZY36e），将这些基因在 P. acidilactici ZY271(pZY36e)中进行过表达，得到 4 株重组

菌株。在 MRS 培养基中（糖浓度较高），使用 13.5 M NaOH 溶液调节 pH，对重组菌株
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进行了发酵评价。通过监测生长和糖耗发现，过表达 Na+/H+ antiporter_RS02775，可明显

提高菌株的 Na+耐受能力。最终我们挑选了优势菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-

RS02775)进行了后续实验。基因改造的最终目的是想提高 Na+胁迫下的木质纤维素乳酸

钠的产量，因此我们在 3 L 生物反应器中对重组菌 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)

进行了发酵评价（图 4.2）。实验的反应体系为 600 mL MRS 培养基，用 13.5 M 的 NaOH

进行 PH 的调节，发酵 72 h 后，携带空载质粒的原始菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e)

的乳酸钠产量为 97.9 g/L，重组菌 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)的乳酸钠产量

为 121.1 g/L，相对于原始菌株，P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)的乳酸钠产量提

高 24%。可以看出过表达 Na+/H+ antiporter_RS02775 基因可明显提高菌株的 Na+耐受能

力，进而提高乳酸钠的产量。 

 

图 4.2  钠离子胁迫下重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)的发酵性能评价 

Fig. 4.2  Evaluation of fermentability for P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) under stress of Na+ 

发酵条件：含有 100 g/L glucose 和 50 g/L xylose 的简化 MRS 培养基；3 L 生物反应器；使用 13.5 M

的 NaOH 溶液实时调节 pH 至 5.5；在 42℃、150 rpm 下发酵 72 h。 

为了探究在真实木质纤维素体系下重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)

的 Na+耐受能力是否也有所提高，在 5 L 生物反应器中，使用固含量为 25%（w/w）的

小麦秸秆进行 SSCF 以生产乳酸钠（图 4.3）。发酵 96 h 后，原始菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e)的乳酸钠产量为 103.4 g/L，重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-

RS02775)的乳酸钠产量为 141.6 g/L。从发酵结果可得，重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)对葡萄糖和木糖的代谢能力明显优于原始菌株，且最终的 L-乳

酸钠产量提高 36.9%。在 P. acidilactici ZY271 中过表达 Na+/H+ antiporter_RS02775 基因

可明显提高菌株对 Na+的耐受能力，在 Na+胁迫的木质纤维素体系下，可得到较高指标

的乳酸钠。 
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图 4.3  重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)利用麦秆进行 SSCF 以生产乳酸钠 

Fig. 4.3  SSCF of sodium lactate production by P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) using straw 

发酵条件：固含量 25%（w/w）小麦秸秆；5 L 生物反应器；使用 13.5 M 的 NaOH 溶液实时调节 pH

至 5.5；在 42℃、150 rpm 下发酵 96 h。 

4.3.3  重组菌株糖代谢路径相关基因转录水平分析 

通过在 Na+胁迫下的相关发酵性能评价可以总结出，在 P. acidilactici ZY271 中过表

达 Na+/H+ antiporter_RS02775 基因，当处于 Na+浓度较高的胁迫环境下，重组菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)对于葡萄糖和木糖的代谢能力明显优于原始菌株。

针对这一实验现象，我们以原始菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e)为对照组，P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)为实验组，在混合糖的合成培养基发酵条件下，对葡

萄糖，木糖和甘露糖代谢路径上的关键基因进行了实时荧光定量 PCR 实验（qRT-PCR）

（图 4.4）。从实验结果可以看出，木糖代谢途径中的木酮糖激酶（XylB）、甘露糖、葡

萄糖代谢途径中的 manX 以及 6-磷酸果糖至乳酸途径中的烯醇酶（Eno）基因表达上调

明显。在第二章的实验探究中可以得到，木糖代谢与甘露糖磷酸转移酶系统之间存在协

同作用[112]。重组菌 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)对木糖的代谢加快，此时木糖

代谢基因 xylB 较为活跃，转录水平上调明显，由于协同作用，甘露糖磷酸转移酶系统也

呈现出活跃状态，因此 manX 上调明显。相关文献表明，渗透压对甘露糖-PTS 系统会产

生影响[133]。在高浓度的 Na+胁迫环境下，PTS 系统中糖代谢相关的酶的活性会下降，菌

株为了维持正常的生长代谢，需要更多的酶相互起作用，因此相关的基因表达上调明显。

另外一方面，在原始菌株 P. acidilactici ZY271 中过表达 Na+/H+逆向转运蛋白相关基因，

增强了菌株将胞内 Na+外排的能力，降低了 Na+对菌株中代谢相关的酶的影响，因此相

关基因的转录水平上调。 
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图 4.4  钠离子胁迫下 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)糖代谢及乙酸合成相关基因 qRT-PCR

实验结果 

Fig. 4.4  Results of qRT-PCR on P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) Sugar metabolism genes and 

acetic acid synthesis genes under stress of Na+ 

4.4  本章小结 

在本章实验中，通过基因工程，得到钠离子耐受能力提高的重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)。使用固含量为 25%（w/w）的小麦秸秆进行 SSCF，发酵过程

中添加高浓度 NaOH 溶液实时调节 pH，相比于原始菌株，P. acidilactici ZY271(pZY36e-

RS02775)的乳酸钠产量得到提高。本章的主要结论如下： 

（1）在糖浓度较高的条件下，利用 P. acidilactici 进行乳酸钠的生产，当乳酸钠的

产量达到一定浓度时，会对 P. acidilactici 的发酵产生影响。主要是因为发酵液中 Na+逐

渐积累，当 Na+达到一定浓度时会对菌株代谢相关的酶产生影响从而抑制发酵细胞的活

力，进而抑制高效的纤维素乳酸钠发酵。 

（2）将编码 Na+/H+逆向转运蛋白的基因 Na+/H+ antiporter_RS02775 在 P. acidilactici 

ZY271 中进行过表达，在 Na+浓度较高的胁迫环境下，相对于原始菌株，重组菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)的糖代谢能力和乳酸钠的产量均有所提高。通过基

因工程使 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力得到提高，为高浓度 Na+胁迫下的木质纤

维素乳酸钠发酵提供一株有效菌株。 
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论 

木质纤维素来源的可发酵单糖的高效利用，以及降低抑制物对发酵菌株的抑制作用，

是木质纤维素生物炼制技术所关注的核心问题。基于这两个关键问题，本论文展开的研

究工作如下。 

在实验室的前期工作中，得到两株乳酸生产菌株 P. acidilactici TY112（L-乳酸）和

P. acidilactici ZP26（D-乳酸），但两菌株无法实现木糖的有效利用，之后在两菌株中构建

了木糖代谢路径，最终得到具有木糖代谢路径的 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. 

acidilactici ZY15（D-乳酸）。本论文选取了木质纤维来源的 5 种主要单糖，对构建菌株

P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）进行了单糖和混合糖的

发酵评价，探究出两菌株可以实现全糖利用的目的，之后针对实验中的发酵现象，对两

菌株糖代谢相关基因和编码糖转运蛋白相关基因进行了转录水平的分析，初步了解了全

糖代谢的分子机制。将预处理后的原料进行生物脱毒，可以将呋喃类、弱酸类等抑制物

快速脱除，但是对于酚类化合物脱除效率很低，若延长脱毒时间，会消耗部分单糖。针

对酚类抑制物，通过基因工程，加强了乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY15 对于酚类抑制

物的耐受能力，进一步提高了在酚类抑制物胁迫下的纤维素乳酸发酵性能。预处理后的

物料中还存在金属离子这一类抑制物，并且无法通过生物脱毒的方式除去，其中包含大

量的钠离子，对高指标的纤维素乳酸钠发酵产生抑制。通过基因工程，加强了菌株 P. 

acidilactici ZY271 对于钠离子的耐受能力，进一步提高了在钠离子胁迫下的纤维素乳酸

钠的发酵性能。主要结论如下： 

（1）木糖代谢路径的构建并不会影响菌株对于其他单糖的利用，且构建菌株 P. 

acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）可以共发酵多种单糖，实

现了高指标的木质纤维素乳酸的生产。 

（2）构建菌株 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸）在

进行全糖利用的发酵过程中，并不存在葡萄糖抑制作用，几种糖可实现同步利用。并且

木糖代谢路径的构建加快了构建菌株对甘露糖的代谢速率。通过对糖代谢相关基因和编

码糖转运蛋白相关基因转录水平的分析，发现编码甘露糖 PTS 转运系统中的 EIIMan 蛋白

的 manXYZ 基因簇对糖的高效利用起到关键作用。由于木糖代谢与甘露糖磷酸转移酶系

统之间存在协同作用，构建木糖代谢路径后菌株可以有效利用木糖，由于协同作用，提

高了构建菌株对于甘露糖的代谢速率，同时也可转运葡萄糖。对相关基因作进一步探究，

可运用在其他菌株中，为其他菌株探究糖的高效利用提供基因来源。 

（3）针对酚醛类抑制物，将筛选到的酚醛耐受有效基因 CGS9114_RS09725，通过

基因工程，整合到 P. acidilactici ZY15 的基因组中。最终菌株对香草醛的转化能力得到

提 高 ， 在 酚 醛 类 抑 制 物 胁 迫 的 环 境 下 ， 整 合 菌 株 P. acidilactici ZY15- Δ
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ackA2::CGS9114_RS09725 的纤维素乳酸发酵指标也得到显著提高。 

（4）P. acidilactici ZY15 对醌类抑制物较为敏感，且自身不具备降解苯醌的能力。

将筛选到的苯醌降解有效基因 ZMO1116，通过基因工程，整合到 P. acidilactici ZY15 的

基因组中。最终整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 具备苯醌降解途径，可

以将高毒性的苯醌降解为基本无毒性的氢醌。在高浓度苯醌胁迫的环境下，相对于原始

菌株，整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 的纤维素乳酸发酵指标得到提高。 

（5）一定浓度的 Na+会抑制 P. acidilactici ZY271 的菌体生长，进而抑制高指标的

乳酸钠生产。通过基因工程，将P. acidilactici自身编码Na+/H+逆向转运蛋白的基因Na+/H+ 

antiporter_RS02775 在 P. acidilactici ZY271 中进行过表达，以加强菌株对 Na+的耐受能

力。在 Na+浓度较高的胁迫环境下，相对于原始菌株 P. acidilactici ZY271，重组菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)的糖代谢能力得到提高，也进一步提高了纤维素乳

酸钠的发酵指标。 

5.2  创新点 

（1）针对构建菌株 P. acidilactici ZY271（L-乳酸）和 P. acidilactici ZY15（D-乳酸），

首次探究出两菌株可以实现全糖利用，并且不存在葡萄糖抑制作用，同步利用多种单糖

以进行高指标生物质乳酸发酵。结合 qRT-PCR 技术，初步分析了菌株全糖代谢的分子机

制，为后续在其他菌株中优化对糖的利用提供基因来源。 

（2）基于基因工程和代谢分析，成功筛选出酚类抑制物耐受的有效基因。为后期酚

类抑制物胁迫下的纤维素乳酸发酵提供了有效菌株。 

（3）本研究通过基因工程，加强了 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力，为高浓度

Na+胁迫下的木质纤维素乳酸钠发酵提供一株有效菌株。 

5.3  展望 

本论文针对 P. acidilactici 全糖利用、酚类抑制物耐受和钠离子耐受这几个问题进行

了研究。成功探究出构建菌株可共发酵多种单糖且不存在葡萄糖抑制作用。在应对酚类

抑制物和钠离子抑制作用的问题上也取得了进展，为后续工作提供了一定的参考依据，

但仍存在不足的地方，有待深入研究改进。 

（1）在 Pediococcus acidilactici 的基因组上整合 BQ 降解基因 ZMO1116 后，使菌株

具备了降解 BQ 的能力，但整合菌株 P. acidilactici ZY15-ΔackA2::ZMO1116 在合成培养

基以及实际物料中进行发酵时，存在前期糖代谢能力降低的问题。在实验室前期研究工

作中发现，B 族维生素可有效的促进乳酸发酵。为了进一步在高浓度 BQ 胁迫的条件下

得到浓度更高的乳酸，我们可以在发酵的过程中添加 B 族维生素，看是否能促进更高浓

度的乳酸生产。 

（2）相关研究表明，pH 对 Na+/H+逆向转运蛋白的活性具有一定的影响，因此我们

可以将重组菌 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)在几个不同 pH（如 pH5、pH5.5 和
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pH6）条件下对比乳酸钠的生产情况，看是否能探究出一个适当的 pH，在此环境下得到

更高浓度的乳酸钠。 

（3）目前，细菌来源的 Na+/H+逆向转运蛋白的转运机制研究主要集中在 Escherichia 

coli 中，其转运蛋白的类型主要分为 NhaA、NhaB 和 ChaA 这三类。对于 Pediococcus 

acidilactici 自身 Na+/H+逆向转运蛋白相关机制研究的很少，我们可以针对重组菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) Na+耐受能力提高这一现象，对重组菌 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)自身 Na+/H+逆向转运蛋白的转运机制进行详细探究。 
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附录 I  qRT-PCR 基因分析及引物 

Gene Primer sequence (5’-3’)  

 Forward Reverse 

Two selected genes of primers for glucose metabolism 

16S rRNA GTCCATGCCGTAAACGATGATT CTTTTGAGTTTCAACCTTGCGG 

glk CATGCTCGGTTTGGCACT TGAAGAACGCACGGTAGA 

pgi CGCAAGCAAGGAATACAC TTACCTTCGGATTCACCC 

Four selected genes of primers for xylose metabolism 

xylA CACATCAATACGATACGGACGC CACATCAATACGATACGGACGC 

xylB GGTTACCTTGGCAGCTGGATAT GGAGTCCGTTCTCCAACGATGT 

tkt TTGGGAGCACGTTCTTTGTCTT TTCAATCGGCTCATGAGTTGGT 

tal CAATCACCACGGTAGAACAGGT CTTTCAATCAAATGATGCGGAT 

Three selected genes of primers for arabinose metabolism 

araA GATACACCGCATTCACAA CTTCATTAAGCGATCCAAA 

araB TGCAAACCCAGCTTTATT TTGAGGGCGTCTGATAGA 

araD TTCCTGCTGTATTGGTTAG GTTTACGGTAGTAGTGCTTAT 

Five selected genes of primers for mannose metabolism 

manX-1 TCAACAGCGGAATAACGG TCAACAGCGGAATAACGG 

manX-2 ACCGACGGAAAGATTGGG TTCGCTAGGAACTTGTTGGATA 

manX-3 TACGCTGATAATGACGAG AACAACGGTCCTAGAAAG 

manX-4 GGCTAAGGACGACAAACA TGGTCAAACGCCAATACG 

mpi AACTTGCCGACTGGATTA TGCTTTGTTGGGTTTCTA 

Ten selected genes of primers for galactose metabolism 

galK-1 TTGCAGAAAAGTTCCATC GTAAGTTCCCAGGCTAAT 

galK-2 GGTTGTCATCATCTGCCTCG GTTTCGCCGTCCCATTTC 

galK-3 TAACTAAGGATGCGTTCGA TAGGTCGCCTTGTTTGAG 

galK-4 TTCGCAGTTGGAATGGGTAA CGGCGTTCGTTGTATTTAGAGT 

galT GGCTTCCAATACTCACCG TCAGCATTACTGCCCACA 

galE-1 CGACTACAATACGCCTGAC GAAGAACCGAGGTTGAATA 

galE-2 TACCCAACTGCTGACGGAACT CTTCACGAGCGGCATCCA 

ugp CCGCAGTTGATGAAGCAC GCGTCGGTTAATTGGATT 

pgm CACAACGTATGGCTACCA TCTGCGTACTTAGTTTGACTT 

pgi CGCAAGCAAGGAATACAC TTACCTTCGGATTCACCC 

Ten selected genes of primers for metabolism of 6-p-fructose to lactic acid 

pfk CAGAACACGGATACAATACA TACTTGAACCGCAAACAC 

fba CTGCTGGATACAGCTCAG TCTTCTTCACCACCGATT 

gap GTTGGAACGAAGACGAGGTA CCATTTGGCAAGTGAAGC 

pgk ACAGCAATGAAGGCAGAA TTGTCAAGTAAGTGGTCGA 

pgm-1 GGTTACTGCCTTACTGGGTT CCTGGTCCGAAATCTGTTC 

pgm-2 CAGCAGTTCCGCCACATA TTCATTCCCTCCATCACG 

eno-1 TCAAGATGGGTGCTGCTA CCTGAACGGTGAGATACG 

eno-2 AAGGGATGGCAAATTCAA CACGGTAAAGTCCGCAAC 
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pyk TTCGTAAGCCTCAAGACG CAACACCCATGTCACCAC 

ldhL AAAGCCAGGTGAAACACG TTCCTTAGGGAAGCCAGA 

Four selected genes of primers for metabolism of acetic acid 

pkt GTGCTCACCAAATTCCAATTCC CTTTGGCACGAAGTCAAGAATG 

pta GATCAGTGGAGCCTTCCTCATG AAGCAACCTTAGGGTCAATTCC 

ackA1 CAATTACGGCGATTAAGGATGG CCAAAGAAACGTCGATGTCTC 

ackA2 CTTCGACCAGGGTCAGGTTATC TTTCTCAGCTAGGAAAGCCACG 

Thirty-three selected genes of primers for sugar transporter 

glcU_0931 AAGAGCGATTCCACGAC TGCCTTCGCATCAACA 

gfrD_0034 GGGTTGAAATACGGGTATC TAAGTGTTTAAAGGCTGGG 

gfrC_0035 CATAATGATCTCACGTCCAA AGTGCTGCTCCCACCT 

gfrB_0036 ACGGACGGCTGCTTT CGTTATTCCGCTGTTGA 

gfrD_0098 CCGCTAGGCATTTCG CGATCCCGGTAGCAAT 

gfrC_0099 CAATAGCAAGGGACTCGA TAACGCAAAACCGTAAGC 

gfrB_0101 AACCGACGGAAAGATTG CTCCCTCATCGTTAGTCAA 

gfrA_1474 GTAGCAGGTCTTAATTTACCAC ATCTTTCCAATAAGTCATTACAGA 

gfrB_1475 TAATGATGAAGTCGCTGGAGA CTGTATTTTGTTCCGCCTAGA 

gfrC_1476 TTTGTCCCAAGGGGTAA CCGCCACTTTGAATAGC 

gfrD_1477 GCCCTTATCGGCAATC ACGGTCCTAGAAAGAAACCT 

manX_0095 GCATGGAAAATCAGCCA TTTGAAATCTACGGCCG 

manX_0746 AAAATTTATCACGATCCCC GACCTCTTCCTTACCGACT 

manZ_1351 TCGTCATCATGTGGTTCC CATCTTTCCTAAGTGCGC 

manY_1352 GCAATACAACCGTTCGG AGAGTTCGTCGCCATGA 

manX_1353 GTCCGGCAGGAGTAGATT GGGCGTTTAACCACGA 

manX_1355 CGGAACTCCATCAAACG CCATTCCCATCATTACTTG 

manX_1749 GGCCCTGACGATCTCA GTGCAGCAATTTCTTGTG 

manY_1750 GGTCAAGGTAAAGCAGGTG GAGCAATGATGGTAAGCAA 

manZ_1751 CAATGGGTGGCAGTATCTTA TGTAGCCGAATTCTTGAGTA 

manX_1754 CTCGCACGGGTAGACAG CCACCAAAATCCGGTTA 

celC_1411 AAATAATTAGTCACTCGGGC ATAGTCTGGATGTTCCGCTC 

celB_1413 TGTTTGGGTTGGTGGAG AATGTTGAAAATGGCCG 

celA_1414 GTGGTGGGATGAGTTCG GGTGCGAGGAGGACAA 

celA_0032 GCTTCATCGGGTTTTATG CTTTTTTGGAGTGCTTCG 

celA_0344 CGTTGACGCGGAAAT ATGCCGTAGTCTTGCATAT 

celB_1127 CCAAACCATCCCATACAT TCATAACCACCGGAAAAC 

gatA_1343 ATTTATCTTTATGCTTGCTTTG TCTTTGATTACTTGTTGGTTTT 

gatC_1344 AGCTCCGCTCGTAACTG TGGTCCAAACTCCTCCA 

gatB_1345 ATGAAAACACTAATGGTCGT CTTTATCCTGATTTACTCCG 

agaC_1460 TCAACCGCCTAACACAGT AGCATCGCAAATAGCAAC 

celB_1508 TGGTGGTGCTGGTGAAA CCCGAAGATGATCGGTT 

fruA_1576 CCGTAATGGTAGGTGGG GCTTCGCGTTCTTGTTC 



华东理工大学  硕士学位论文                                        第65页 

 

附录Ⅱ  质粒构建所用的菌株、质粒及引物 

Strains  Characteristics Sources 

E. coli XLI-blue Host for plasmid construction Stratagene 

A. resinae ZN1  Biodetoxification fungus isolated in our lab  [45] 

Z. mobilis ZM4 Genes ZMO1885,ZMO1116,ZMO1399,ZMO1696,ZMO1576 and ZMO1984 ,contained strain Stored in our lab 

C. glutamicum S9114 Gene CGS9114_RS09725 contained strain Stored in our lab 

P. putida KT2440  Genes PP_3151, PP_5120, PP_5258 contained strain Stored in our lab 

P. acidilactici ZY15 D-lactic acid production strain Stored in our lab 

P. acidilactici ZY15 (pMG36e) P. acidilactici ZY15 contains empty plasmid pZY36e This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1116) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1116 expression plasmid pZY36e-ZMO1116 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1399) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1399 expression plasmid pZY36e-ZMO1399 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1576) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1576 expression plasmid pZY36e-ZMO1576 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1984) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1984 expression plasmid pZY36e-ZMO1984 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1885) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1885 expression plasmid pZY36e-ZMO1885 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-ZMO1696) 

P. acidilactici ZY15 contains ZMO1696 expression plasmid pZY36e-ZMO1696 This work 
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P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-CGS9114_RS09725) 

P. acidilactici ZY15 contains CGS9114_RS09725 expression plasmid pMG36e-

CGS9114_RS09725 

This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-PP_3151) 

P. acidilactici ZY15 contains PP_3151 expression plasmid pZY36e-PP_3151 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-PP_5120) 

P. acidilactici ZY15 contains PP_5120 expression plasmid pZY36e-PP_5120 This work 

P. acidilactici ZY15 

(pZY36e-PP_5258) 

P. acidilactici ZY15 contains PP_5258 expression plasmid pZY36e-PP_5258 This work 

P. acidilactici  

ZY15-ΔackA2 

Gene ackA2 deficient of P. acidilactici ZY15 This work 

P. acidilactici  

ZY15-ΔackA2::ZMO1116 

Integration of the expression cassette PldhD_ZMO1116 into ackA2 locus of P. acidilactici ZY15-

ΔackA2; BQ tolerant strain 

This work 

P. acidilactici  

ZY15-ΔackA2:: CGS9114_RS09725 

Integration of the expression cassette PldhD_CGS9114_RS09725 into ackA2 locus of P. 

acidilactici ZY15-ΔackA2; Vanillin tolerant strain 

This work 

Plasmids Characteristics Sources  

pZY36e PldhD replacing P32 promoter of pMG36e; newly constructed expression plasmid in P. 

acidilactici 

 

This work 

pZY36e-ZMO1116 ZMO1116 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-ZMO1885 ZMO1885 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-ZMO1399 ZMO1399 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-ZMO1576 ZMO1576 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-ZMO1984 ZMO1984 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 
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pZY36e-ZMO1696 ZMO1696 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-CGS9114_RS09725 CGS9114_RS09725 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-PP_3151 PP_3151 was inserted into pZY36e at Xba I and Pst I This work 

pZY36e-PP_5120 PP_5120 was inserted into pZY36e at Xba I and Sal I This work 

pZY36e-PP_5258 PP_5258 was inserted into pZY36e at Xba I and Pst I This work 

pSET4E Emr replacing Spcr marker of pSET4S, temperature sensitive vector [94] 

pSET4E-ΔackA2::ZMO1116 Plasmid for integration of expression cassette PldhD_ZMO1116 into ackA2 locus of P. acidilactici 

ZY15-ΔackA2 

This work 

pSET4E-

ΔackA2::CGS9114_RS09725 

Plasmid for integration of expression cassette PldhD_CGS9114_RS09725 into ackA2 locus of P. 

acidilactici ZY15-ΔackA2 

This work 

Primers Sequences (5’- 3’) 

PldhD-F CCGGAATTCTGCTCTGGTGTGCAGACCAGAC 

PldhD-R CTAGTCTAGATGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTA 

ZMO1116-F CTAGTCTAGAATGGCGCAAAATAAAATGCTGTC 

ZMO1116-R ACGCGTCGACTCAGGCAAAAACAGCTTTCTTTTTAG 

ZMO1696-F CTAGTCTAGAATGCGCGCCATAGGTTATCAAAAG 

ZMO1696-R ACGCGTCGACTTAGAAGCCTTCTAAGACGATTTTACCT 

CGS9114_RS09725-F CTAGTCTAGAATGCCCACCAAAGTCGCCCTCGT 

CGS9114_RS09725-R ACGCGTCGACTCAGTCGCGGGGGACGCCAGT 

PP_3151-F CTAGTCTAGAATGAGCGCGATCAGCAGCCTG 

PP_3151-R TGCACTGCAGTCAGTTACGGTCCAGCCACACGG 

PP_5120-F CTAGTCTAGAATGAACTCGCCCAGTGCCTTG 

PP_5120-R ACGCGTCGACTCAGCGGATGAACAGTTTGTAGACC 
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PP_5258-F ACGCGTCGACATGGTTGCTGGATTGCTCGAG 

PP_5258-R TGCACTGCAGTCAGTCGAACACGATACCCTGC 

PldhD-F* CCGCTCGAGTGCTCTGGTGTGCAGACCAGAC 

ZMO1116-R* CGCGGATCCTCAGGCAAAAACAGCTTTCTTTTTAG 

ZMO1696-R* CGCGGATCCTTAGAAGCCTTCTAAGACGATTTTACCT 

CGS9114_RS09725-R* CGCGGATCCTTCAGTCGCGGGGGACGCCAGT 
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硕士期间取得成果 

已发表论文： 

Zhongyang Qiu1, Chun Fang1, Qiuqiang Gao, Jie Bao*. A short-chain dehydrogenase plays a 

key role in cellulosic D-lactic acid fermentability of Pediococcus acidilactici. Bioresource 

Technology. 2020, 297: 122473.（IF=6.669 对应本文第三章） 

准备发表论文： 

1. Chun Fang1, Niling He1, Zhongyang Qiu, Jie Bao*. Overexpression of ZMO1116 enhances 

the p-benzoquinone biodegradation and chiral lactic acid fermentability of Pediococcus 

acidilactici. (对应本论文第三章)  

2. Chun Fang1, Niling He1, Zhongyang Qiu, Jie Bao*. Overexpression of gene encoding 

Na+/H+ antiporter to improve sodium ion tolerance of Pediococcus acidilactici for high titer 

sodium lactate fermentation. (对应本论文第四章)  
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是我崇拜尊敬的学者，他对科研的热爱以及严谨的态度感染着实验室的每一个人。鲍老

师对学生是包容的，很多没有科研进展的时间里，老师依旧耐心的听我们汇报然后给出

建议，并给予大家鼓励；鲍老师也是严格的，同样要求我们严谨的对待科研，会花大量

时间与学生一起修改论文，告诉我们存在的问题。研究生期间犯过不少错误，但鲍老师

从不计较，特别感谢鲍老师这段时间的照顾与指导，希望鲍老师能花一部分时间在自己

身上，好好照顾自己身体，不再那么辛苦。 

感谢邱忠洋师兄。刚进实验室便由邱师兄指导我实验，师兄很优秀，所以对我也很

严格，我经常跟在他身边看他实验操作，我的问题很多，他总会耐心的解答。很感谢邱

师兄在我状态不好时，对我的开导；在实验进展不顺利时，没有责怪，还依旧对我进行

指导；实验到很晚时，让我提前回去，自己留下完成剩余工作。即使邱师兄毕业了，依

旧对我很关照，经常给我解答问题。祝愿邱师兄以后生活美满，科研顺利。 

感谢 1301 室的金慈师兄，颜钊师兄，黄振，何妮玲师妹，贾佳师弟的陪伴与照顾，

希望大家学业顺利。感谢卢敏萍，李园园，郑理想，韩涛和王江的关照与包容，祝愿大

家顺利毕业。感谢我的室友陈靓，王娟，王林，谢谢你们给予我的温暖与欢笑。 

感谢我的家人，谢谢你们的开明，让我可以自由选择，做自己想做的事情；谢谢你

们的理解与支持，让我可以更加自信的面对很多问题；谢谢你们的包容，让我可以是你

们眼中那个不管怎样，依旧很好的孩子。我很爱你们。 

弥足珍贵，永不后悔的三年。 

方纯 

2020 年 4 月 17 日 
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