
 

分类号：  密级：  

U D C：  

 

            

华 东 理 工 大 学 

博士学 位 论 文 
 

        酚类抑制物、高温和低 pH 值胁迫下 

      的生物炼制菌株适应性进化研究 

 

 颜钊 

                            

  指导教师姓名：              鲍杰 教授 

                            

   华东理工大学            

                                                                   

 

 

申请学位级别：    博士    专  业 名 称： 生物化工 

论文定稿日期：     论文答辩日期：  

学位授予单位：              华东理工大学 

学位授予日期：                 

                                 答辩委员会主席： 姓名、职称     

                                 评    阅    人： 姓名、职称  



 

学位论文使用授权声明 

 

本学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，同意学

校保留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版，允许论文被

查阅和借阅。本人授权华东理工大学可以将本学位论文的全部或部分内容

编入有关数据库进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存和汇

编学位论文。保密论文在解密后遵守此规定。 

论文涉密情况： 

□ 不保密 

□保密，保密期（   年    月    日 至   年    月    日） 

 

学位论文作者签名：                指导老师签名： 

日期：    年  月  日              日期：   年  月  日 



 

作  者  声  明 

 

我郑重声明：本人恪守学术道德，崇尚严谨学风。所呈交的学位论文，

是本人在导师的指导下，独立进行研究工作所取得的结果。除文中明确注明

和引用的内容外，本论文不包含任何他人已经发表或撰写过的内容。论文为

本人亲自撰写，并对所写内容负责。 

       

 

                                  论文作者签名： 

                                          年   月   日 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



华东理工大学博士学位论文  第 I 页 

 

酚类抑制物、高温和低 pH 值胁迫下的生物炼制菌株适应性进化研究 

 

摘要 

生物炼制菌株在木质纤维素生物炼制过程中不可避免地会遭遇到各种胁迫，这些胁

迫会抑制生物炼制菌株的生长以及发酵，进而导致发酵过程难以进行以及生物炼制过程

无法持续。因此，解除或者缓解这些胁迫对于生物炼制菌株的抑制作用，一直以来是木

质纤维素生物炼制领域研究的关键问题。 

本研究主要为了解决生物炼制菌株遭遇到的三种胁迫，包括酚类抑制物、高温以及

低 pH 值。酚类抑制物来源于木质素的降解，包括酚醛抑制物以及醌类抑制物等。高温

胁迫来源于两个方面，一方面是进行高温条件下的同步糖化共发酵（Simultaneous 

saccharification and co-fermentation，SSCF）；另一方面是大型发酵罐传热不均导致的局

部过热也会抑制菌株的发酵性能。低 pH 值胁迫来源于低 pH 值条件下的乳酸发酵，在

低 pH 值条件下进行乳酸发酵能够有效简化乳酸的纯化工艺。提高生物炼制菌株胁迫抗

逆性常用的策略包括适应性进化以及理性改造。分子生物学以及合成生物学等理性改造

策略在提高生物炼制菌株抗逆性方面不具备普适性，其应用经常由于菌株抗逆性的复杂

而受到阻碍。适应性进化策略是一种简单、有效的方式，已经被广泛应用于提高生物炼

制菌株的抗逆性，并且可以借助转录组（RNA sequencing，RNA-seq）以及基因组重测

序分析等技术来挖掘适应性进化的潜在机理。 

第一部分对运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 的适应性进化提高酚醛抑制物耐受

进行了研究。Z. mobilis 8b 在高固体含量玉米秸秆水解液中进行了长达 198 天的适应性

进化培养，最终获得了一株稳定的进化菌株 Z. mobilis Z198。进化菌株的酚醛抑制物转

化能力有显著性的提升，尤其是对于毒性最大的香草醛，相比于出发菌株，进化菌株的

香草醛转化率提高了 6.3 倍。在进行高固体含量玉米秸秆的 SSCF 时，进化菌株的乙醇

发酵浓度提升了 21.6%。进一步的实时荧光定量 PCR（Quantitative real-time PCR，qRT-

PCR）分析发现，进化菌株中 SDR 家族氧化还原酶编码基因 ZMO3_RS07160 显著上调

表达了 11.7 倍，在出发菌株中过表达这一基因，重组菌株在水解液以及 SSCF 发酵中的

乙醇浓度分别提高了 23.6%以及 21.8%，能够达到适应性进化提高乙醇发酵性能相似的

结果。本研究不仅获得了一株酚醛抑制物抗逆性能优异的乙醇发酵菌株，而且为理性改

造提高酚醛抑制物抗逆性提供了重要的候选基因。 

第二部分研究了木质纤维素原料预处理后产生的 p-苯醌对于生物炼制菌株的抑制

作用以及生物炼制菌株高 p-苯醌耐受的抗逆机理。6 种木质纤维素原料经过预处理后产

生的 p-苯醌含量在进行高固体含量的 SSCF 时可以达到 20~205 mg/L。通过比较不同生

物炼制菌株对于 p-苯醌的耐受能力以及转化能力，发现菌株的高 p-苯醌抗逆性是通过将

毒性较强的 p-苯醌转化为低毒性的氢醌来实现的。进一步的 qRT-PCR 分析筛选到了 Z. 
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mobilis 中 p-苯醌抗逆的关键基因，并通过在含有不同浓度 p-苯醌的合成培养基、水解

液以及 SSCF 的发酵来验证了过表达这些基因（ZMO1696、ZMO1949 以及 ZMO1399 等）

重组菌株的发酵性能。本研究发现了 p-苯醌对于生物炼制菌株的强抑制作用以及菌株的

抗逆机理，挖掘到的抗逆基因能够为其它生物炼制菌株的 p-苯醌抗逆性改造提供重要的

候选基因。 

第三部分借助于 RNA-seq 以及基因组重测序技术解析了进化菌株 Sacchromyces 

cerevisiae Z198 耐高温性能以及发酵性能提升背后的分子机理。进化菌株在 50 oC 高温

胁迫下虽然停止了生长以及发酵，但其细胞活力相比于出发菌株有显著性的提升。进化

菌株 Sacchromyces cerevisiae Z198 提高的耐高温性能促进了随后的乙醇发酵，并且减少

了乳酸菌污染的风险。RNA-seq 分析发现，核糖体通路是高温胁迫下富集度最高的通路，

通路上大部分基因在两株菌株中都是下调的。进一步系统比较两株菌株中碳代谢通路上

基因的转录情况，结果发现进化菌株碳代谢通路中的很多关键酶（限速酶以及葡萄糖磷

酸化酶）编码基因相比于出发菌株在 30 ℃条件下发生了显著性的上调表达，进化菌株

碳代谢通路上关键基因的上调表达不仅能够促进发酵性能的提升，而且有助于进化菌株

抵抗高温胁迫。本章节不仅为纤维素乙醇发酵提供了一株耐高温性能优异的发酵菌株，

而且可以为其它菌株的高温抗逆性改造提供重要的参考信息。 

第四部分对适应性进化以及理性改造提高 L-乳酸生产菌株 Pediococcus acidilactici 

ZY271 的低 pH 值抗逆性进行了研究。过表达乳酸脱氢酶、重组酶、分子伴侣、谷胱甘

肽以及 ATPase 来强化酸耐受能力并没有起到显著的效果，而适应性进化得到的进化菌

株在进行低指标的乳酸发酵时展现出显著提升的低 pH 值抗逆性以及乳酸发酵性能。进

化菌株在进行 pH 值 4.0 条件下的发酵能够显著减少中和剂的用量 39.8%~56.3%。本研

究初步探索了运用适应性进化以及理性改造策略来提高 P. acidilactici ZY271 的低 pH 值

抗逆性，适应性进化策略提升了菌株的低 pH 抗逆性，但距离实际应用还需要后续进一

步的研究。 

本论文针对生物炼制菌株在木质纤维素生物炼制过程中遭遇的三种胁迫，采取了适

应性进化以及理性改造等策略来提高生物炼制菌株的胁迫抗逆性。本研究通过适应性进

化策略提高了生物炼制菌株对上述三种胁迫的抗逆性，并且借助于 RNA-seq 以及 qRT-

PCR 等分析，挖掘到了很多与抑制物以及高温等胁迫抗逆性相关的关键基因，能够为理

性改造提高生物炼制菌株的抗逆性提供重要的基因元件和理论指导。 

关键词：生物炼制菌株；适应性进化；酚类抑制物；高温；低 pH 值；抗逆机理  
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Adaptive evolution of biorefinery strains to improve the tolerance of 

phenolic inhibitors, high temperature, and low pH 

 

Abstract 

During the process of lignocellulosic biorefinery, biorefinery strains inevitably encounter 

various stresses, including phenolic inhibitors, high temperature, high salinity, and low pH. 

These stresses inhibit the cell growth and fermentation of biorefinery strains, disturbing the 

fermentation process. Hence, removing or reliving the inhibition derived from these stresses on 

biorefinery strains, is crucially important for lignocellulosic biorefinery. 

In this thesis, three frequently encountered stresses (phenolic inhibitors, high temperature, 

and low pH) for biorefinery strains were studied. Phenolic inhibitors from the degradation of 

lignin, include phenolic compounds and quinones. Phenolic inhibitors are the stubbornest 

inhibitors because of its low water solubility and wide varieties. Prolonging biodetoxification 

time has the capacity to remove all the inhibitors, but result in the great loss of fermentable 

sugars. High temperature stress is from two aspects: firstly, as for simultaneous saccharification 

and fermentation, a big compromise has to be made between the modest fermentation 

temperature of microorganisms and the optimal activity of cellulase enzyme, leading to the 

decrease of enzyme activity of cellulase and large cooling cost; secondly, the frequently 

encountered heat transfer difficulties in industrial fermenters (up to several thousands of cubic 

meters) inevitably lead to local overheating regions and result in the viability loss of biorefinery 

strains. Low-pH stress is derived from the lactic acid fermentation under low-pH condition. 

Conducting lactic acid fermentation under low-pH condition decreases the generation of high 

salinity wastewater and solid waste like CaSO4, but the cell viability and lactic acid production 

of biorefinery strains were inhibited. Obtaining biorefinery strains with improved stress 

tolerance through adaptive evolution and metabolic engineering methods, is crucially important 

for highly efficient lignocellulosic biorefinery process. 

The first part was study on increasing cellulosic ethanol fermentability by enhancing 

phenolic tolerance of Z. mobilis in adaptive evolution. A 198 days’ laboratory adaptive 

evolution of Z. mobilis 8b was conducted in corn stover hydrolysate for increasing its phenolic 

aldehydes tolerance and ethanol fermentability. The obtained Z. mobilis Z198 demonstrated a 

significantly improved conversion of the most toxic phenolic aldehyde (vanillin) by 6.3-fold 

and cellulosic ethanol production by 21.6%. The transcriptional analysis revealed that the gene 

ZMO3_RS07160 encoding SDR family oxidoreductase in the evolved strain was significantly 

up-regulated by 11.7-folds. The overexpression of ZMO3_RS07160 in the parental Z. mobilis 

8b increased the ethanol fermentability to that of the adaptively evolved strain Z. mobilis Z198. 

This study obtained a robust strain with improved phenolic tolerance, and provided a candidate 

gene for synthetic biology of biorefinery strains with strong phenolic aldehydes tolerance. 

The second part was study on the inhibition and tolerance mechanism of biorefinery strains 

to p-benzoquinone derived from lignin degradation in various pretreated lignocellulose 
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feedstock. The p-benzoquinone content was measured in six different pretreated lignocellulose 

feedstocks, approximately equivalent to 12~205 mg/L when conducting SSCF under high solids 

loading condition. Comparing the p-benzoquinone tolerance and conversion capacity in various 

biorefinery strains, it was found that high p-benzoquinone tolerance of the biorefinery strains 

was from their capacity for p-benzoquinone conversion to non-toxic hydroquinone. Based on 

the clear genome and gene annotation of Z. mobilis, genes responsible for p-benzoquinone 

tolerance were mined in Z. mobilis through qRT-PCR analysis. Overexpression of the five key 

genes in Z. mobilis (ZMO1696, ZMO1949, ZMO1576, ZMO1984 and ZMO1399) accelerated 

its cell growth and cellulosic ethanol production in p-benzoquinone-containing medium and 

lignocellulose hydrolysates. This study advances our understanding of p-benzoquinone 

inhibition behavior and the mechanism of microbial tolerance to this inhibitor and identifies the 

key genes responsible for BQ detoxification. 

The third part uncovered the underlying mechanism of the enhanced thermotolerance and 

accelerated ethanol fermentability in the evolved S. cerevisiae Z198 through RNA-seq and 

genome resequencing. A robust thermotolerant S. cerevisiae Z100 was obtained after a 91 days’ 

adaptive evolution at a relatively modest temperature (35 °C). The adaptively evolved S. 

cerevisiae Z100 acquired the strong thermotolerance up to 50 °C. The cell viability of S. 

cerevisiae Z100 under the enzymatic hydrolysis temperature (50 °C) for wheat straw was 

significantly improved. The cell viability and ethanol fermentability of S. cerevisiae Z100 using 

wheat straw feedstock were significantly improved. We uncovered that adaptive evolution led 

to the unique transcriptional profiling in S. cerevisiae Z100 using RNA-seq technique. In 

agreement with the improved ethanol fermentability and strengthened thermotolerance, the 

gene transcriptional response of carbon metabolism was enhanced at 30 ℃ in the evolved S. 

cerevisiae Z100. The deeply repressed gene expression of ribosome indicated ribosome would 

be another key thermotolerant mechanism for the evolved strain. Genome resequencing further 

confirmed that the outstanding thermotolerance performance of the evolved strain brought 

about less SNPs in the evolved S. cerevisiae Z100. This study would provide a robust 

thermotolerant S. cerevisiae suitable for cellulosic ethanol production and the tools of synthetic 

biology to improve thermotolerance of biorefinery strains. 

The fourth part was study on improving low-pH tolerance of L-lactic acid producing strain 

P. acidilactici ZY271 by adaptive evolution and rational design. Overexpression of the genes 

encoding lactate dehydrogenase, recombinase, chaperone, glutathione and ATPase did not show 

the observable improvements of acid tolerance. On the other hand, the low-pH adaptive 

evolution showed the clear improvement of acid tolerance. The L-lactic acid generation and 

cell viability of the adaptively evolved P. acidilactici were doubled at the low pH up to 4.0 

when using wheat straw as carbohydrates feedstock. However, the further decrease of pH value 

close to the pKa (3.86) of lactic acid led to the dramatically reduced L-lactic acid generation. 

This preliminary result may be used as an effective approach on improving acid tolerance for 

general lactic acid bacteria strains. 

This thesis focused on three frequently encountered stress for biorefinery strains in 

lignocellulosic biorefinery, including phenolic inhibitors, high temperature, and low pH, and 
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adaptive evolution and rational design were carried out to improve stress tolerance of 

biorefinery strains. This study explored the application of adaptive evolution and rational design 

to improve stolerance of various stresses, mined many genes responsible for stress tolerance 

through RNA-seq and qRT-PCR, provided tools and guidance for rational design of biorefinery 

strains to improve stress tolerance. 

Keywords: Biorefinery strains; Adaptive evolution; Phenolic inhibitors; High temperature; 

Low pH; Tolerance mechanism 
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第 1 章  前言 

化石能源如石油、天然气以及煤炭等，能够为人类提供能源以及多种化学品，满足

人类的生活需求。随着世界人口增多和全球经济的不断增长，人类对于能源以及化学品

的需求也越来越多。然而化石能源是不可再生的，其自然储量是有限的，寻找一种清洁、

可再生的能源是人类亟待解决的问题。生物质，是植物通过光合作用固定自然界中的二

氧化碳后形成的，在自然界中广泛存在[1]。木质纤维素是最为丰富的生物质资源，包括

农业废弃物（玉米秸秆、稻秆、甘蔗渣等）、林业废弃物、专用的能源作物以及工业废物

的有机部分。这些木质纤维素材料在自然界中十分丰富，在很多情况下没有经济价值，

而且这种类型的生物质不能被用作食品，不存在与食品行业的竞争。因此，利用木质纤

维素生产生物燃料、生物基化学品以及生物基材料，具有良好的市场前景。 

1.1  木质纤维素生物炼制 

木质纤维素主要由纤维素、半纤维素、木质素以及少量灰分组成，其中纤维素占比

35%~50%（w/w），半纤维素占比 20%~35%（w/w），而木质素占比 10%~30%（w/w）[2]

（图 1.1）。纤维素是一种线性的聚合物，由 β-D-葡萄糖通过 β-1,4-糖苷键连接而成。在

木质纤维素中，纤维素通过羟基之间的交联借助氢键和范德华力被组织成微纤维[3]。纤

维素微纤维有结晶和无定型两种区域，而且木质纤维素中大约有 2/3 的纤维素都是结晶

形态[4]。无定型形态的纤维素容易被酶水解，而结晶形态的纤维素则很难被酶水解。半

纤维素是一种杂多糖，由戊糖（木糖以及阿拉伯糖）以及少量己糖（葡萄糖、半乳糖以

及甘露糖）组成，一般为 50~200 个糖单元[3, 5]。尽管不同的生物质组成有差异，半纤维

素在其中都是通过乙酰基以及少量的葡萄糖醛酸而高度分支化的，稳固了木质纤维素的

结构[5-7]。木质纤维素中的第三大组成成分是木质素，是一种混杂的、无定形的并且高度

分支化的芳香族聚合物，主要由松柏醇、芥子醇以及香豆醇三种单元构成[2, 5]。木质素相

当于半纤维素和纤维素之间的粘合剂，可以将三者牢牢捆绑在一起，这一成分赋予了植

物足够的结构强度和顽抗特性。木质纤维素这种致密的结构使得木质纤维素具有强烈的

生物顽抗性，这种顽抗性导致木质纤维素中的糖很难直接释放以供应微生物发酵，需要

经过剧烈的预处理过程来破坏木质纤维素的顽抗性[3, 4]。 

预处理过程是木质纤维素生物炼制的核心环节，木质纤维素必须经过强烈的预处理

过程来打破其顽固结构[8]。破坏木质纤维素的生物顽抗性主要通过破坏木质纤维素中的

结晶区域以及增加酶解的可接触表面积。强烈的预处理过程能够有效破坏纤维素的结晶

形态，结构破坏暴露出的纤维素使得水解的酶更易接近，进而能够将木质纤维素中的多

糖转化为可以被微生物发酵的单糖。一种高效并且经济的预处理方式必须满足以下这些

要求[4, 8]：（1）形成可被酶解的活性纤维素颗粒；（2）避免糖的损失；（3）减少影响酶解

及发酵的抑制物产生；（4）最小化能源消耗；（5）减少残留物产生；（6）使用廉价化学

品进行预处理；（7）设备投入成本低。 
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图 1.1  木质纤维素结构[2] 

Fig. 1.1  The structure of lignocellulose[2] 

 

常用的热化学预处理方式包括酸预处理以及碱预处理[9]。酸预处理一般采用商业化

的有机酸或者无机酸进行预处理，有机酸包括乙酸[10, 11]、柠檬酸[12]、草酸[12, 13]、富马酸
[14]等，无机酸包括硫酸[15]、磷酸[16]等。酸预处理的机制是通过亲电水解反应破坏木质素

中的酯交叉连接和 β-乙醚基，半纤维素中的乙酰基以及糖苷键也会被破坏，并且还会导

致单糖的降解。酸预处理的主要特点是会大量破坏半纤维素中的糖苷键，使得半纤维素

降解为木糖、阿拉伯糖以及甘露糖等；酸预处理对半纤维素以及木质素的作用会增加酶

解的可接触表面积，使得细胞壁疏松多孔，进而提高酶解效率[9,17]。酸预处理的缺点如

下：（1）酸液会造成设备的腐蚀，降低设备的使用寿命；（2）酸预处理会产生大量的抑

制物，这些抑制物会影响随后的酶解及发酵过程；（3）有大量酸性废水产生。碱预处理

的机制是亲核取代反应破坏木质素和细胞壁聚合物之间的酯键和 β-乙醚基，并且还会溶

解木质素于水相中[9]。碱预处理的最主要特点是移除木质素组分，并且产生的抑制物很

少。碱预处理的缺点如下[17]：（1）对木质纤维素的破坏程度不如酸预处理；（2）碱预处
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理后的固液分离步骤会造成部分半纤维素的损失。本实验室自主开发的干酸预处理是通

过强烈的酸预处理过程来破坏木质纤维素的生物顽抗性。干酸预处理采用高的固液比进

行预处理，螺带搅拌桨进行物料与酸液的混合，可以在低的蒸汽压力下进行高强度的预

处理过程，降低设备成本，并且可以显著降低稀酸对于设备的腐蚀[18, 19]。预处理得到的

物料呈现固态形式，可以进行高密度（堆积密度可以高达 200 kg/m3）的运输，物料处于

低 pH 值和高抑制物含量的状态，能够进行长期储存[20, 21]。 

脱毒是生物炼制过程中的一个重要环节，尤其是对于抑制物产生较多的酸预处理。

高温高压下强烈的预处理过程，会导致大量的抑制物产生。这些抑制物会抑制糖化过程

中纤维素酶的活性，更重要的是还会影响后期的微生物发酵，导致发酵过程难以进行[22-

25]。目前常用的脱毒方式包括过碱化处理[7, 13]、水洗[26, 27]、活性炭处理[28]以及微生物脱

毒[29, 30]等。过碱化处理是通过添加过量的 Ca(OH)2 来脱除抑制物，可能的机理是通过沉

淀作用以及转化有毒的抑制物为无毒或者低毒的物质来实现脱毒；过碱化处理具有操作

简单、效果显著等优点，但是需要进行固液分离的操作，同时还会造成部分糖的损失[7, 

13]。水洗可以有效去除预处理后物料中的抑制物，但会产生大量难以处理的酸性废水，

并造成木糖的大量损失[26, 27]。活性炭处理能够吸附大部分的抑制物，但是需要经过固液

分离操作，并存在可发酵性糖的损失[28]。微生物脱毒是利用部分微生物（包括细菌[29]、

酵母[30]等）能够降解抑制物的特性实现抑制物的脱毒，但是存在抑制物脱除不完全、脱

毒周期长等缺点。本实验自主开发的生物脱毒是为了解决干酸预处理后产生的大量抑制

物，利用专司脱毒的树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1 在固态情况下来进行抑制物

的脱除。生物脱毒具有以下优点[31, 32]：（1）脱毒过程不会产生任何废水，也不需要进行

固液分离操作；（2）脱毒终点可控，可以极大的保留预处理后释放的木糖；（3）在通气

条件下，脱毒时间可以从 72 h 缩短到 36 h，显著缩短脱毒周期。 

稀酸预处理后物料中的半纤维素基本完全降解为单糖，但是大部分的纤维素仍然是

以聚合物的形式存在，需要通过纤维素酶来进行进一步的水解。纤维素酶主要包括三类：

纤维素内切酶、外切葡聚糖酶以及 β-葡萄糖苷酶[33-35]。纤维素内切酶可以随机切开纤维

素链内部的连接，外切葡聚糖酶只能攻击链的尾端，形成纤维二糖，而 β-葡萄糖苷酶则

可以作用于低聚寡糖以及纤维二糖生成葡萄糖。碱预处理不同于稀酸预处理，大量的纤

维素以及半纤维素经过预处理后都没能完全释放，需要纤维素酶和半纤维素酶的共同作

用才能将物料中的糖释放完全。半纤维素酶的种类繁多，内-1,4-β-木聚糖酶、β-木糖苷

酶、α-葡萄糖醛酸酶、α-阿拉伯呋喃糖酶、乙酰木聚糖酯酶等可以作用于木聚糖的水解，

β-甘露聚糖酶以及 β-甘露糖苷酶则可以作用于甘露聚糖的水解[35]。 

木质纤维素生物炼制过程中的糖化与发酵一般分为两种模式，一种是分步糖化共发

酵[36-39]（Separate hydrolysis and fermentation，SHF），而另一种是同步糖化共发酵[40-43]

（Simultaneous saccharification and fermentation，SSF）。SHF 是糖化与发酵分开进行的过

程，将预处理后的木质纤维素先进行酶水解，固液分离得到水解液，然后利用水解液进

行发酵[38]。SHF 主要应用于糖化与发酵过程难以同步进行的发酵过程，例如谷氨酸棒状
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杆菌 Corynebacterium glutamicum 的氨基酸发酵，由于 C. glutamicum 的生长以及发酵 pH

值为 7.0，而这与纤维素酶的催化 pH 值（4.75-5.25）难以匹配[36, 39]。SHF 的缺点如下
[38]：（1）在糖化过程中，过高的糖浓度会抑制纤维素酶的催化能力，降低酶解效率；（2）

需要进行固液分离操作，成本很高；（3）在发酵阶段过高糖浓度带来的渗透压会对菌株

的生长产生影响。SSF 是糖化与发酵同步进行的过程，不存在固液分离过程，可以在一

台设备中完成糖化与发酵过程，降低了设备投入成本，操作简单，但是往往由于糖化条

件（包括温度、pH 值等）与发酵菌株的发酵条件不匹配，会降低 SSF 过程的酶解效率，

增加冷却成本[40, 41]。目前，也有很多研究采用先预糖化再同步糖化共发酵，这种方式显

著增强酶解效率，提高发酵性能，但是对于大型的发酵设备，糖化后的冷却仍然是一个

不小的挑战[44, 45]。本实验室自主设计的螺带搅拌桨反应器，能够实现高固体含量条件下

的同步糖化共发酵，螺带搅拌桨反应器大大降低了设备能耗，而高固体含量下的发酵有

助于获得高指标的发酵产物[40]。 

干法生物炼制技术是本实验室自主开发的，实现了将木质纤维素转化为发酵产物的

全过程，包括干酸预处理、生物脱毒以及后续的同步糖化共发酵等过程[46]（图 1.2）。干

酸预处理与生物脱毒解决了木质纤维素的生物顽抗性以及预处理后的抑制物等问题，为

后续的糖化与发酵过程保留了大量的可发酵性糖，而螺带搅拌桨反应器实现了在高固体

含量下的同步糖化共发酵，这些过程的有效结合有助于干法生物炼制技术的工业化应用。

目前，通过干法生物炼制技术，很多发酵产物包括乙醇[46]、葡萄糖酸[47]、微生物油脂[41]、

L-乳酸[48]、D-乳酸[49]等的浓度均达到行业领先水平。 

 

 

图 1.2  干法生物炼制技术生产纤维素乙醇图解[46] 

Fig. 1.2  Diagram of DryPB biorefining process for cellulosic ethanol production[46] 

 

1.2  生物炼制菌株 

常用的生物炼制菌株包括酿酒酵母 S. cerevisiae、乳酸片球菌 P. acidilactici、运动发
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酵单胞菌 Z. mobilis、谷氨酸棒状杆菌 C. glutamicum 以及氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter 

oxydans 等。这些菌株对于木质纤维素体系比较适应，能够耐受多种生物炼制体系中的胁

迫，而有些发酵菌株由于对木质纤维素体系不适应，很难用于木质纤维素体系的发酵，

例如土曲霉 Aspergillus terreus M69 在 1 g/L 低浓度乙酸条件下就很难进行衣康酸的发酵
[50]。另外，随着生物炼制技术的不断发展，对于生物炼制菌株的要求也不断增多，需要

菌株具备多方面的抗逆性能，包括抑制物抗逆性、耐高温性能、低 pH 值抗逆性以及高

盐抗逆性等[51, 52]。 

酿酒酵母 S. cerevisiae 是一种常用的纤维素乙醇发酵菌株，对于木质纤维素来源的

抑制物具有良好的耐受能力，能够利用不同的原料进行高指标的乙醇发酵[46, 53, 54]。据报

道，S. cerevisiae XH7 能够以预处理并脱毒的麦秆为原料进行 SSCF 生产高达 101.4 g/L

的乙醇[46]。S. cerevisiae DQ1 不仅具有良好的抑制物耐受能力，而且还具有优异的耐高

温性能。据报道，S. cerevisiae DQ1 能够利用玉米芯残渣生产 62.7 g/L 的乙醇[53]，并且

在 40 ℃高温下能够利用脱毒后的玉米秸秆生产 48 g/L 乙醇[54]。另外，由于 S. cerevisiae

对低 pH 的抗逆性，也被改造用于生产乳酸等。Watcharawipas 等 2021 年通过在 S. 

cerevisiae 中表达来源于假肠膜明串珠菌 Leuconostoc pseudomesenteroides 中的 D-乳酸脱

氢酶，敲除甘油生产途径中的GPD1和GPD2，并弱化乙醇生产路径中的醇脱氢酶ADH1，

实现了 40.0 g/L 的 D-乳酸生产[55]。 

乳酸片球菌 P. acidilactici DQ2 是本实验室从高温乙醇发酵过程中筛选出来的一株

乳酸发酵菌株，能够产生混合的 L-乳酸和 D-乳酸，具有如下优点[42, 56]：（1）耐高温性

能优异，能够在 42 ℃条件下进行 SSCF 生产纤维素乳酸；（2）自身能够产生抗菌肽，

可以进行开放式的乳酸发酵；（3）对于木质纤维素来源的抑制物具有良好的耐受能力。

目前，已经通过很多的理性改造来进一步提升 P. acidilactici 的发酵性能，Yi 等 2016 年

通过分别敲除 P. acidilactici DQ2 中的 L-乳酸脱氢酶以及 D-乳酸脱氢酶获得了产单一手

性的 D-乳酸生产菌株以及 L-乳酸生产菌株[57]。Qiu 等在此基础上进一步实现了两株单

一乳酸生产菌株的木糖利用能力以及酚类抑制物抗逆改造[48, 49, 58]。 

运动发酵单胞菌 Z. mobilis 是一株天然乙醇生产菌株，具有优异的纤维素乙醇发酵

性能[59]。相比于酵母的糖酵解途径（Embden-Meyerhof-Parnas，EMP），Z. mobilis 具有独

特的 ED（Entner-Doudoroff）途径来代谢葡萄糖生产乙醇；ED 途径产生的 ATP 比 EMP

途径少了一半，但途径较短具有更高的乙醇得率。目前，很多研究通过强化 Z. mobilis 的

性能来进一步增强其应用价值。Zhang 等 1995 年在 Z. mobilis 中导入了木糖利用途径，

使得 Z. mobilis 能够利用木质纤维素中的戊糖（阿拉伯糖以及木糖等）[60]。Zhang 等 2013

年在 Z. mobilis 中表达了赖氨酸及甲硫氨酸合成的关键基因 yfdZ 和 metB，实现了 Z. 

mobilis 在不添加酵母提取物的平板中生长，降低了 Z. mobilis 的氮源需求[61]。另外，由

于 Z. mobilis 具有丰富的抑制物转化酶系，很多研究致力于挖掘 Z. mobilis 中抑制物转化

的关键基因并应用于自身的抗逆性强化或者其它菌株的抗逆改造。Yi 等通过 DNA 芯片

技术挖掘到了 Z. mobilis ZM4 中响应 3 种典型酚醛抑制物的关键基因 ZMO1116、
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ZMO1696 以及 ZMO1885[62]。Wang 等在 Z. mobilis ZM4 中进行呋喃抑制物的强化改造，

验证了一个 NADPH 依赖型的醇脱氢酶 ZMO1771 对于转化糠醛以及 5-羟甲基糠醛（5-

Hydroxymethylfurfural，HMF）的重要作用[63]。 

谷氨酸棒状杆菌 C. glutamicum 是一株 GRAS（Generally recognized as safe）菌株，

常用于工业化生产各种氨基酸等，对于木质纤维素体系也具有良好的适应能力。目前，

C. glutamicum 的氨基酸生产种类以及碳源谱在不断扩大，Melanie 等在 C. glutamicum 中

异源表达 dpkA 实现了肌氨酸的生产，改造菌株利用木糖能够生产 8.7 g/L 肌氨酸[64]。Li

等通过调整 C. glutamicum 的代谢流，实现了 C. glutamicum 的 L-高亮氨酸生产[65]。另

外，C. glutamicum 对于木质纤维素来源的抑制物具有很强的降解能力，Zhou 等发现 C. 

glutamicum 能够转化 HMF 以及糠醛为相对应的酸，并且能够彻底降解三种典型的酚醛

抑制物（p-羟基苯甲醛、丁香醛以及香草醛）[66]。 

氧化葡萄糖酸杆菌G. oxydans由于具有独特的膜结合型葡萄糖脱氢酶以及抑制物转

化能力，能够免受木质纤维素来源抑制物的影响进行糖酸的发酵[67]。Zhou 等 2017 年利

用 G. oxydans NL71 来进行木质纤维素水解液的全细胞催化生产了 63.0 g/L 葡萄糖酸以

及 33.8 g/L 木糖酸[68]。据报道，G. oxydans 还能够利用木质纤维素来源的非葡萄糖碳源

（木糖、甘露糖、半乳糖以及阿拉伯糖）生产混合型的糖酸[69]。 

1.3  酚类抑制物胁迫 

生物炼制菌株会遭遇到来源于抑制物的胁迫，抑制物胁迫会影响纤维素酶的酶解效

率，更重要的是还能抑制发酵菌株的细胞生长和发酵性能[22]。了解抑制物胁迫的来源以

及对于发酵菌株的抑制机理，有助于通过工程策略来针对性地提高生物炼制菌株的抗逆

性。下面这一小节主要论述酚类抑制物的产生、对于生物炼制菌株的抑制机理以及生物

炼制菌株的抗逆机理。 

1.3.1  酚类抑制物的产生 

木质纤维素中的不同组分在强烈的预处理过程中会产生不同类型的抑制物[25]，如图

1.3 所示。呋喃类抑制物包括糠醛以及 HMF，糠醛产生于纤维素以及半纤维素来源的己

糖降解，而 HMF 则来源于戊糖的降解[33, 70, 71]。有机酸类抑制物包括乙酸、阿魏酸以及

甲酸等，乙酸来源于乙酰基的断裂[72, 73]，而阿魏酸以及甲酸则分别来源于 HMF 以及糠

醛的进一步降解[9, 14, 17, 74]。酚类抑制物来源于木质素的过度降解，根据其官能团、甲基

化等的不同[62]，可以分为三类：（1）愈创木酚类，包括香草醛、香草醇、香草酸、松柏

醛以及愈创木酚等；（2）羟基类，包括 p-羟基苯甲醛、p-羟基苯甲醇、p-羟基苯甲酸等；

（3）丁香基类，包括丁香醛、丁香醇以及丁香酸等。醌类抑制物则来源于酚类组分的进

一步氧化，也属于酚类抑制物中的一个分支，其中 p-苯醌来源于 p-羟苯基物质（包括 p-

羟基苯甲酸、p-羟基苯甲醛以及 p-羟基苯甲醇等）的进一步氧化[75]。与呋喃类抑制物以

及有机弱酸类抑制物相比，酚类抑制物具有以下几个特点[57, 76, 77]：（1）酚类抑制物水溶

性较差、含量较低并且种类繁多，难以通过水洗等方法除去；（2）酚类抑制物生物降解



华东理工大学博士学位论文  第 7 页 

缓慢，延长生物脱毒时间会造成木糖的大量损失。 

 

 

图 1.3  木质纤维素生物质来源抑制物的产生[25] 

Fig. 1.3  Generation of inhibitors derived from lignocellulosic biomass[25] 

 

1.3.2  酚类抑制物的抑制机理 

酚类抑制物能够强烈抑制生物炼制菌株的细胞生长以及发酵性能[77, 78]。据报道，0.6 

g/L 的 p-香豆酸能显著抑制 S. cereviasiae DQ1 的细胞生长以及乙醇发酵[77]；0.3 g/L 的香

草醛以及 1 g/L 丁香醛都能极大地抑制黑曲霉 Aspergillus niger SIIM M288 的菌体生长
[78]；0.9 g/L 的香草醛能显著影响 Z. mobilis ZM4 的细胞生长和乙醇发酵[62]。而醌类抑制

物在很低的浓度下就能对发酵菌株产生强烈的抑制作用[79, 80]。据报道，2 mg/L 低浓度 p-

苯醌可以显著抑制酵母的葡萄糖消耗速率，20 mg/L 的 2,6-二甲基苯醌也能轻微抑制酵

母的乙醇发酵[79]；100 mg/L 的 p-苯醌会强烈抑制 P. acidilactici ZY15 的 D-乳酸发酵性

能[80]。酚类抑制物和醌类抑制物对于菌株的抑制机理很类似，都能够抑制糖酵解过程中

的关键酶（丙酮酸脱羧酶等）的酶活，进而抑制细胞的生长，造成细胞凋亡[81]。酚类抑

制物还能导致胞内的活性氧自由基（Reactive oxygen species，ROS）积累，ROS 的积累

不仅会造成酵母细胞的程序性死亡，而且还会影响细胞膜的完整性（图 1.4）[82-85]。另

外，醌类抑制物还会影响胞内 DNA 拓扑异构酶的活性，进而影响细胞中 DNA 的复制
[86, 87]。 
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图 1.4  酸胁迫、高温以及酚类组分对于菌株的抑制机理 

Fig. 1.4  Inhibition mechanism of acid stress, high temperature, and phenolic compounds 

 

1.3.3  生物炼制菌株对酚类抑制物的转化机理 

生物炼制菌株对于酚类抑制物耐受的最主要机理是通过将酚类抑制物转化为低毒

性的醇或酸[34, 88]，只有部分微生物具有能将酚类抑制物转化为糖酵解途径中的中间产物

进而实现完全降解[89-91]。 

酚类抑制物完全降解的途径在 C. glutamicum 中研究最多。Shen 等 2005 年在 C. 

glutamicum RES167 中发现了龙胆酸盐/3-羟基苯甲酸盐代谢途径来完全降解酚类组分，

邻羟基苯甲酸以及间羟基苯甲酸在多种酶（水杨酰腺苷一磷酸连接酶、水杨酰-CoA 合

成酶、水杨酰-CoA 5-羟化酶以及龙胆酸盐 1,2-双加氧酶等）的催化下，生成水杨酰-AMP、

2,5-二羟基苯甲酸等中间产物，由龙胆酸盐 1,2-双加氧酶催化开环，最后在顺丁烯二酸

异构酶以及反丁烯二酸水解酶催化下生成丙酮酸和反丁烯二酸[89]。另外，苯酚、苯甲醇

以及苯甲酸还可以通过儿茶酚以及 p-羟基苯二酚途径来进行完全降解[90]。Ni 等 2013 年

也在睾丸酮丛毛单胞菌 Comamonas testosterone CNB-1 中发现了原儿茶酸 4,5-裂解途径
[91]。Qi 等 2007 年也在 C. glutamicum 中通过比较蛋白组学发现酚类组分代谢途径与糖

异生途径是借助果糖-1,6-二磷酸酯酶来进行连接的[92]。Hu 等 2018 年发现皮状丝孢酵母

Trichosporon cutaneum ACCC 20271 能够转化 p-羟基苯甲醛为乙酰-CoA 用于油脂合成

[93]。Takenaka 等 2011 年在伯克霍尔德菌 Burkholderia AK-5 中发现了氢醌完全降解的途

径，氢醌可以通过 1,2,4-三羟基苯酚中间体最终被完全降解成水和二氧化碳[94]。 

然而，大多数的微生物都不具备完全降解酚类抑制物的能力，只能通过自身的过氧

化氢酶、短链脱氢酶以及醛酮还原酶等将毒性较强的酚醛抑制物等转化为相对应低毒性

甚至无毒的醇或者酸[62, 67, 80, 89, 95]。Zhou 等 2019 年通过 DNA 芯片技术挖掘到了氧化葡

萄糖酸杆菌 Gluconobacter oxydans 中与酚醛抑制物转化相关的膜结合型氧化还原酶[67]。
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Wang 等 2016 年发现皮状丝孢酵母 Trichosporon cutaneum ACCC 20271 能够通过胞内的

醇脱氢酶在 72 h 内将 1.5 g/L 丁香醛完全转化为丁香酸[95]。Yi 等借助 DNA 芯片技术挖

掘到了运动发酵单胞菌 Z. mobilis 中响应三种典型酚醛抑制物胁迫的氧化还原酶基因[62]。 

1.4  高温胁迫 

随着生物炼制技术的不断发展，对于生物炼制菌株具备高温抗逆性的需求也在不断

增大。了解高温胁迫的产生、抑制机理以及生物炼制菌株的耐高温机制对于提高菌株的

高温抗逆性至关重要。 

1.4.1  高温胁迫的产生 

同步糖化共发酵过程中，糖化过程需要在生物炼制菌株生长的温度下进行以维持菌

株的细胞活力，这会降低纤维素酶的酶解效率，增加冷却成本，提高发酵菌株的高温抗

逆性来实现高温条件下的 SSF 具有重要意义[96, 97]。另外，大型发酵罐传热不均导致的局

部过热也会抑制生物炼制菌株的生长和发酵性能。 

1.4.2  高温胁迫对于生物炼制菌株的损伤 

高温胁迫会对生物炼制菌株造成多方面的影响，主要分为以下几方面的影响[98]：（1）

高温胁迫会造成细胞中蛋白质的结构变化及缠绕、非特异蛋白的聚集，进而影响细胞中

代谢过程的正常进行；（2）高温胁迫对于细胞的内部结构有致命性的影响，尤其是对于

真核生物，高温会导致细胞骨架的缺陷[99-101]；（3）细胞核中的生物学过程也会受到高温

胁迫的影响，RNA 剪切体[102]以及核糖体蛋白的合成[103]在高温下都被严重抑制（图 1.4）；

（4）高温胁迫也会造成 ROS 的积累，ROS 的过量累积会大量破坏胞内组分，导致脂质

过氧化、蛋白质氧化以及基因损伤等[104]。上述这些影响都会使得细胞循环的停止以及

细胞生长、繁殖的停滞，进而导致细胞凋亡。 

1.4.3  生物炼制菌株对高温胁迫的抗逆机理 

高温对于生物炼制菌株的损伤很大，而生物炼制菌株也会通过一系列的响应来应对

高温胁迫，其中关于酵母耐高温机理的研究最为广泛。酵母的高温抗逆机理主要包括热

休克蛋白、海藻糖以及糖原合成、ATP 酶以及抗氧化保护等。 

热休克蛋白（Heat shock proteins, Hsps）能够防止高温损伤后的蛋白质发生聚集、复

性受损的蛋白质、清除不可逆聚集的蛋白质以及提高可溶性蛋白的热稳定性[105]。Hsps

几乎是所有微生物抵抗高温胁迫所必需的，并且 Hsps 缺陷菌株的耐高温性能可以通过

相对应基因的转染或者表达而重新获得[106]。而且，有研究发现，通过在温和的热胁迫下

诱导的 Hsps 能够为致死温度下的高温胁迫提供保护[107]。在酵母中，Hsps 一般按照分子

量以及功能进行命名，其中主要的 Hsps 包括小分子 Hsps、Hsp12、Hsp70s 以及 Hsp90s

等[105]。Hsp70 分子伴侣系统是其中最大并且高度保守的 Hsps 家族，大部分的 Hsp70s 在

细胞中是组成型表达，在受到高温胁迫的细胞中表达量还会提高[108]。在非胁迫状态下，

Hsp70s 会协助蛋白质的从头合成，而在高温胁迫下，它们会参与聚集蛋白的再增溶以及
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维持展开状态的蛋白处于溶解状态。Hsp90s 主要参与一些顾客蛋白（重要的激酶以及转

录调控因子）的成熟和稳定[109, 110]。小分子 Hsps 如 Hsp26 可以与蛋白低聚物中受损部

位发生相互作用以防止顾客蛋白发生不可逆聚集[111]。Hsp12 作为一种特殊的分子伴侣

可以与细胞膜发生相互作用，其功能不同上述所有的 Hsps[112]。在正常生理状态下，Hsp12

以一种无定形的状态溶解于细胞质中，而在高温胁迫下，Hsp12 会以一种螺旋状态与酵

母细胞膜结合发挥作用，可以稳定细胞膜的流动性。 

当遭受高温胁迫时，酵母可以通过增加海藻糖以及糖原的合成来保护自身免受高温

损伤。海藻糖是酵母中常见的储存多糖，能够在不同胁迫（低 pH 值[113, 114]、高温[115]以

及高盐浓度[116]等）下稳定细胞膜、蛋白质以及核酸的正常运作。Hottiger 等 1994 年发

现海藻糖在高温胁迫下可以作为蛋白质保护剂以及非特定蛋白聚集的抑制剂而发挥作

用[115]。海藻糖的合成是由海藻糖合酶复合物催化的，包括两个酶亚基海藻糖-6-磷酸合

酶（Trehalose-6-phosphate synthase 1，Tps1）、海藻糖-6-磷酸酶（Tps2）以及两个调控亚

基海藻糖磷酸合酶调节亚基（α,α-trehalose-phosphate synthase，Tsl1）Tsl1 和海藻糖磷酸

合酶调节亚基（Trehalose-6-phosphate synthase 3，Tps3）[105, 117]。在高温胁迫下，TSL1

编码的 Tsl1 会被诱导强烈表达，大量激活 TPS 复合物来实现海藻糖的合成[118]。当酵母

从高温胁迫中恢复到正常生理状态时，Tps3 会被磷酸化进而抑制 Tps2 的活性，导致海

藻糖-6-磷酸的大量累积，而海藻糖-6-磷酸的增加会抑制 Tps1 的活性，进而终止海藻糖

的合成[119]。糖原对于酵母的耐高温性能也有重要作用，糖原作为酵母中的另一储存多

糖，可以在高温胁迫时通过迅速转化为海藻糖从而提高菌株的高温抗逆性[120, 121]。 

ATP 酶对于酵母的耐高温具有重要意义。当处于高温胁迫时，酵母胞质中的 pH 值

会由于细胞膜透化作用而实质性地下降，胞内 pH 值（intracellular pH，pHi）下降会干

扰细胞质中氧化还原反应的调节，影响胞内 pHi 的内稳态[122]。H+-ATPase 能够消耗 ATP

逆浓度梯度泵出 H+，维持酵母中的 pH 值内稳态[123]。 

来源于高温的氧化损伤是高温胁迫下的主要损伤之一，而酵母中有多种机制来应对

氧化损伤。酶催化的抗氧化保护包括大量的抗氧化保护酶，例如超氧化物歧化酶

（Superoxide dismutase，SOD）、过氧化物酶以及过氧化氢酶等。超氧化物歧化酶是其中

最为重要的抗氧化保护剂，能够将胞内的 O2
-转化为 H2O2，而 H2O2 可以通过后续的过

氧化氢酶分解为 H2O 和 O2
[124]。SOD 中的锰超氧化物歧化酶（MnSOD）Sod2 可以有效

清除线粒体中的 ROS，起到保护线粒体中的离子转运通道以及维持胞内氧化还原环境稳

态的重要作用。另外，过氧化物酶具有多种保护功能，不仅可以直接作为抗氧剂参与抗

氧化保护，而且还可以作为分子伴侣调控信号转导[125]。 

1.5  低 pH 值胁迫 

生物炼制菌株在进行发酵的过程中难免会遭受到低 pH 值胁迫，尤其是对于生产酸

性物质如乙酸以及乳酸等的菌株。本小节主要论述低 pH 值胁迫的产生、低 pH 值胁迫

对于发酵菌株的影响以及生物炼制菌株如何抵抗低 pH 值胁迫。 
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1.5.1  低 pH 值胁迫的产生 

微生物乳酸发酵过程中，乳酸在发酵液 pH 值低于 pKa（3.86）时，会扩散进入到细

胞中；而胞内的 pH 值高于乳酸的 pKa，乳酸会电离出乳酸根和 H+，胞内这些离子的积

累会抑制细胞生长[126]。为了防止这一危害的产生，传统乳酸发酵需要添加中和剂（例如

碳酸钙、氢氧化钙、氢氧化钠等）中和乳酸生成乳酸钠或者乳酸钙；为了回收得到乳酸，

需要添加大量的硫酸来置换得到乳酸，生成大量难以处理的石膏 CaSO4 等[127, 128]。乳酸

的中和以及酸化不仅会使得下游过程复杂化，增加工艺成本，而且还会产生难处理的石

膏副产物。目前已经有好多研究采用在低 pH 值条件下进行乳酸发酵以减少中和剂的使

用，但是在低 pH 值下发酵，生物炼制菌株会受到低 pH 值的胁迫[127-131]。 

1.5.2  低 pH 值胁迫对于生物炼制菌株的影响 

乳酸片球菌 P. acidilactici 是天然能产乳酸的微生物，在 pH 值 5.0 条件下，P. 

acidilactici 的乳酸发酵受到了强烈的抑制[42, 56]。低 pH 值胁迫对于乳酸菌的影响是多方

面的，不仅会对胞内内环境造成影响，而且还会影响细胞膜的组成（图 1.4）[56]。在低

pH 值环境下，干酪乳杆菌 Lactobacillus casei 细胞膜中的脂质结构和功能会发生改变，

单不饱和脂肪酸含量会增加，进而影响到细胞膜的完整性和流动性[132, 133]。微生物胞内

的蛋白质在酸性条件下结构和功能都会被改变，导致细胞中的代谢无法正常进行[134, 135]。

低 pH 值条件还会造成细胞中大量的 ROS 积累，ROS 会破坏细胞中的生物大分子（DNA

以及蛋白质等），进而导致细胞凋亡[135, 136]。另外，乳酸菌在低 pH 值胁迫下，pHi 下降

会导致 DNA 的脱嘌呤和脱嘧啶，而 DNA 的损伤会抑制乳酸菌生长和繁殖[137]。 

1.5.3  生物炼制菌株对低 pH 值胁迫的抗逆机理 

低 pH 值胁迫会对菌株的生长以及发酵造成巨大的影响，而微生物自身也有多种机

制用于抵抗低 pH 值胁迫（图 1.5）[138]。微生物抵抗低 pH 值胁迫主要有以下几种机制：

（1）调节细胞膜组分[139, 140]；（2）ATP 酶[141-144]；（3）自身代谢产生 NH3 中和胞内的

H+[145-151]；（4）谷氨酸脱羧酶[152-154]；（5）蛋白质以及 DNA 等的损伤修复机制[155, 156]；

（6）谷胱甘肽[157, 158]。 

在低 pH 值条件下，乳酸菌可以通过调整细胞膜的组分来抵抗低 pH 值胁迫。在低

pH 值环境下，乳酸菌可以通过增加不饱和脂肪酸 C18:1 和 C20:1 以及长链脂肪酸的含量来

增强低 pH 值抗逆性能[139]。双歧杆菌 Bifidobacterium 和短双歧杆菌 Bifidobacterium breve

在添加吐温-80 的培养基培养会增加 C18:1 以及长链脂肪酸的含量，低 pH 值抗逆性能也

大幅增强了[140]。 

ATP 酶对于乳酸菌抵抗低 pH 值胁迫至关重要。F0F1-ATP 酶普遍存在于细菌中，由

膜结合型的 F0 大亚基和胞质游离型的 F1 大亚基组成；F1 大亚基主要作用于 ATP 的合

成和分解，而 F0 大亚基则负责转运胞内的 H+到胞外以维持 pHi 稳态[141, 142]。Matsumoto

等通过比较多种 Bifidobacterium 在低 pH 值条件下的耐受能力以及相对应 H+-ATPase 催

化的最适 pH 值，发现低 pH 值耐受能力越强的菌株，其 H+-ATPase 的最适 pH 值越低
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[143]。Miwa 等研究了链球菌 Streptococcus bovis 的 H+-ATPase 突变菌株 Mutation 2 的低

pH 值抗逆性能，结果发现突变后的 H+-ATPase 的酶活相比于未突变的显著降低了，进

而导致突变株不能够在 pH 值 5.5 条件下正常生长[144]。另外，K+-ATPase 对于维持 pHi

稳态也有重要作用，变形链球菌 Oral Streptococcus 在添加 25 mmol/L 的 K+后，pHi 可

以从 5.5 上升到了 6.14[135]。 

NH3 可以用于中和胞内的 H+以提高 pHi，而微生物中存在多种代谢系统产生 NH3 用

于维持 pHi 稳态。精氨酸脱亚胺酶（Arginine deiminase，ADI）系统是微生物中很常见

的 NH3 来源之一，包括三个重要的酶：精氨酸脱亚胺酶、鸟氨酸氨基甲酰转移酶以及鸟

氨酸氨基甲酸激酶[146]。乳酸菌通过 ADI 系统可以催化 1 mol 精氨酸生成 2 mol 的 NH3

和 1 mol 的 ATP，NH3 可以用于中和胞内的 H+，而 ATP 则可以用于供应低 pH 值耐受所

需要的能量消耗。胍基丁胺脱亚胺酶（Guanidylbutamine deiminase，AgDI）系统与 ADI

系统类似，主要由胍基胺脱亚胺酶、腐胺氨甲酰基转移酶以及氨基甲酸激酶组成，可以

通过多步反应催化胍基丁胺生成 NH3、CO2 和 ATP[147, 148]。Del 等 2015 年通过在培养基

中添加胍基丁胺，显著增强了乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 的细胞生长，并使 L. lactis

的 pHi 上升；而缺乏 AgDI 的突变株则不能够代谢胍基丁胺，低 pH 值耐受能力显著下

降[149]。另外，微生物中存在的脲酶系统可以通过代谢尿素生成 NH3 和 CO2。Chen 等在

乳酸菌的培养基中添加微量的尿素，显著改善了菌株在低 pH 值下的存活率[150, 151]。 

谷氨酸脱羧酶对于微生物的低 pH 值抗逆性具有重要作用 [152]。谷氨酸脱羧酶

（Glutamic acid decarboxylase，GAD）的功能是催化 L-谷氨酸脱羧生成 γ-氨基丁酸，而

在催化的过程中会不可逆的消耗胞内的 H+进而提高 pHi，生成的 γ-氨基丁酸可以通过转

运蛋白输送到胞外，由于 γ-氨基丁酸显碱性，会提高胞外的 pH 值[153]。另外，L-谷氨酸

脱羧生成的 pH 值梯度也可以驱动 ATP 酶合成大量的 ATP 用于抵抗低 pH 值胁迫[154]。 

低 pH 值胁迫会造成细胞中 ROS 的大量积累，而积累的 ROS 会攻击胞内的生物大

分子包括蛋白质以及核酸等造成损伤，而微生物可以通过一系列的热休克蛋白、分子伴

侣等来修复蛋白质以及核酸的损伤[138]。Zhu等2018年通过在乳酸乳球菌L. lactis NZ9000

和 E. coli BL21 中表达重组酶编码基因 recA（用于修复受损的 DNA）提高了菌株的低

pH 值耐受[155]。Lim 等 2000 年通过转录组分析发现分子伴侣 DnaK、GroES 等在不同 pH

值条件下的表达量有所差异，在低 pH 值环境下，这些蛋白会被大量诱导表达用于抵抗

低 pH 值胁迫[156]。 

低 pH 值胁迫还会造成氧化损伤，包括 ROS 以及 H2O2 等的积累，微生物可以借助

谷胱甘肽等活性物质来进行清除[157, 158]。Li 等在 L. lactis 中添加谷胱甘肽能够有效清除

H2O2 等，从而抵抗氧化损伤[157]。Zhang 等发现外源添加谷胱甘肽或者表达谷胱甘肽合

成路径都能够提高 L. lactis 对抗 pH 值 4.0 的酸性条件以及短暂 pH 值 2.5 下的极端酸性

条件的能力，提高了胞内的 pHi[158]。 
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图 1.5  乳酸菌对于低 pH 值胁迫的响应[138] 

Fig. 1.5  Responses of lactic acid bacterial to low-pH stress[138] 

 

1.6  高抗逆性生物炼制菌株的构建 

在木质纤维素生物炼制过程中存在多种对生物炼制菌株具有抑制作用的胁迫，这些

胁迫会影响糖化过程的酶解效率，更重要的是还会抑制生物炼制菌株的生长和发酵，进

而导致发酵的终止。因此，筛选高抗逆性的菌株对于生物炼制菌株的工业化应用具有重

要意义。目前常用的菌株构建策略包括理性改造和适应性进化。本小节主要讲述这两种

策略的实际应用。 

1.6.1  理性改造策略提高生物炼制菌株的抗逆性 

理性改造策略通过在生物炼制菌株中导入抗逆基因，从而赋予菌株自身所没有的抗

逆能力。理性改造已经成功应用于提高生物炼制菌株的抑制物以及高温等胁迫的抗逆能

力，能够有效提高菌株的胁迫抗逆性能以及发酵性能。但是菌株的强健性包含很多基因

或代谢节点的变化，是一种复杂的表型，这往往使得理性改造效果不显著[159]；另外，抗

逆基因的获取需要对抗逆机理有比较全面的了解，而这也会限制理性改造在抗逆性强化

方面的应用[160]。 

目前，由于对微生物抑制物转化的研究比较深入，很多的抑制物转化抗逆基因已经

被成功挖掘出来并应用到生物炼制菌株的抑制物抗逆性改造中。呋喃类抑制物转化相关

基因的研究比较广泛，Kim 等 2017 年通过在嗜热纤维梭菌 Clostridium thermocellum 1313

中表达来源于高温厌氧杆菌 Thermoanaerobacter pseudethanolicus 39E 的 NADPH 依赖型
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醇脱氢酶提高了菌株的生长以及对于 HMF 的转化能力[161]。Qiu 等 2015 年在 S. cerevisiae

中表达了双功能谷胱甘肽合成酶提高了其分别在 3 mM 的 H2O2、40 ℃高温、10 mM 的

糠醛、10 mM 的 HMF 以及 0.5 mM 的 Cd+条件下的抗逆性能[162]。Wang 等 2017 年在 Z. 

mobilis 中过表达自身的醇脱氢酶以及增强 NADPH 的再生进一步强化了 Z. mobilis 的呋

喃醛抑制物转化能力，改造菌株对于 2 g/L 的糠醛以及 4 g/L 的 HMF 的转化能力分别提

高了 20%和 38%[63]。Yi 等 2019 年外源表达来源于恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida 中

的醛脱氢酶 PP_2680 提高了 Z. mobilis ZM4 的 HMF、糠醛以及 p-羟基苯甲醛的转化能

力，并且显著提高了 Z. mobilis ZM4 的纤维素乙醇发酵性能[57]。Yi 等 2015 年通过 DNA

芯片技术挖掘到了 Z. mobilis ZM4 中响应三类典型酚醛抑制物的重要基因，过表达这些

基因能够进一步提高酚醛抑制物耐受能力 [62]。Qiu 等 2020 年通过在 Pediococcus 

acidilactici ZY15 中外源表达来源于 Z. mobilis ZM4 的氧化还原酶基因 ZMO1116 实现了

高毒性 p-苯醌的耐受，并且促进了手性 D-乳酸的发酵[80]。Qiu 等 2020 年还在 Pediococcus 

acidilactici ZY15 中外源表达来源于 C. glutamicum 的短链脱氢酶 CGS9114_RS09725 强

化了香草醛的耐受和转化能力[58]。Sundstrom 等 2010 年在 S. cerevisiae 中通过 DNA 芯

片技术挖掘到了三个响应酚类抑制物胁迫的基因（yap1、atr1 以及 flr1），分别敲除这三

个基因都会导致松柏醛转化为松柏醇的速率降低，而过表达这三个调控基因都能够显著

提高 S. cerevisiae 的酚类抑制物耐受能力[163]。 

在酿酒酵母中导入耐热基因已经被广泛应用于提高酵母的耐高温性能，这主要是基

于目前对于耐高温机理的解析比较清晰，但由于高温对于菌株的影响较大以及理性改造

本身的局限性，理性改造往往难以显著提高发酵菌株的高温抗逆性。Dong 等 2018 年通

过在枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis WB600 中外源表达噬热地衣芽孢杆菌 Bacillus 

licheniformis B186 中的热休克蛋白 GroES 稍微提高了 WB600 在 50 ℃下的高温耐受能

力[164]。Xu 等 2018 年在 S. cerevisiae 中导入了人工蛋白控制系统提高了其在 37 ℃温度

下的生长状况[165]。Khatun 等 2017 年在 Saccharomyces cerevisiae MNII 中表达人工锌指

蛋白提高了菌株在 42 ℃高温下的乙醇发酵[166]。Xu 等 2018 年通过在 Saccharomyces 

cerevisiae INVSc1 中导入抗氧化保护基因包括 SOD、CAT 等提高了其高温抗逆性，改造

菌株在 40 ℃温度下的乙醇发酵浓度可以达到 61 g/L，相比于对照提高了 66%[167]。Jia 等

2016 年在大肠杆菌 Escherichia coli 中构建了智能微生物热调节引擎（耐高温系统以及

群体响应系统），显著改善了 Escherichia coli 在 40 ℃下的细胞生长，改造菌株在 40 ℃

下赖氨酸的生产提高了 5 倍[168]。Sun 等 2017 年将 HSP 基因和 SOD 基因在 S. cerevisiae 

INVSc1 中进行合理的共表达，显著提高了酵母在 42 ℃下的乙醇发酵[169]。An 等 2011

年在 S. cerevisiae 中过表达海藻糖-6-磷酸合酶（TPS1），促进了酵母中海藻糖的合成，提

高了菌株的高温抗逆性[170]。 

提高菌株的低 pH 值抗逆性对于乳酸的大规模工业化生产具有重要意义，很多的研

究是通过在乳酸菌中表达耐酸基因来实现低 pH 值的耐受，但是目前的研究结果大多数

集中在提高了菌株在低 pH 值环境下的细胞活力，并没有得到显著提高乳酸产量的相关
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结果。Carvalho 等 2011 年在乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 中外源表达了海藻糖合成路

径，L. lactis 在 pH 值 3.0 条件下的存活能力提升了数倍[113]。Zhang 等 2007 年在乳酸乳

球菌 L. lactis 中表达了谷胱甘肽合成路径，显著提高了 L. lactis 胞内谷胱甘肽的含量以

及在 pH 值 4.0 条件下的细胞存活能力[158]。Trip 等 2012 年在 L. lactis 中构建了来源于嗜

热链球菌 Streptococcus thermophilus 中的组氨酸脱羧途径，改造后的 L. lactis 在添加了

组氨酸的培养基 pH 值 3.0 条件下能够维持细胞生长 2 h[171]。Wu 等 2013 年在 L. lactis 中

异源表达了来源于干酪乳杆菌 L. casei 中的重组酶 RecO，提高了菌株在 pH 值 4.0 条件

下的细胞生长[172]。 

1.6.2  适应性进化策略提高生物炼制菌株的抗逆性 

适应性进化策略是一种用于提高生物炼制菌株胁迫抗逆性的简单而且高效的方法
[173-175]，已经被成功应用于提高菌株对于多种胁迫包括高盐浓度[176]、抑制物[177]、低 pH

值[128]、低温[178]以及高温[97]等的抗逆性。不同于理性改造，适应性进化不需要对于胁迫

抗逆机理有非常全面的了解，能够通过调节筛选压力获得具有不同抗逆性的生物炼制菌

株。而且随着基因组重测序技术以及转录组技术的广泛应用，适应性进化得到的进化菌

株发酵性能以及抗逆性能提高背后的分子机理已经能够被进一步解析，并且挖掘到很多

与抗逆性能提高相关的关键基因，可以为后续的理性改造提供重要的候选基因[173, 179]。 

适应性进化在提高生物炼制菌株抑制物抗逆性方面具有十分显著的效果，而且通过

进一步的转录组以及 qRT-PCR 等分析能够挖掘到很多与抑制物抗逆性提高相关的关键

基因[180-182]。Zhou 等 2021 年在添加递增浓度（0.25 g/L、0.5 g/L、0.75 g/L）三种单一酚

醛抑制物的条件下进行解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica 的长期连续培养，结果发现三株

进化菌株都实现了对于酚醛抑制物的高抗逆性，并且发现 Yarrowia lipolytica 对于香草醛

浓度增大的适应较慢，而对于丁香醛和 p-羟基苯甲醛浓度增大的适应较快；进一步的转

录组分析，挖掘到了很多能够响应三种酚醛抑制物的重要基因如 YALI0_B07117g 和

YALI0_B01298g，并且在 E. coli BL21 中进行了基因的功能验证 [183]。混浊红球菌

Rhodococcus opacus 对于木质素以及木质素来源的酚类抑制物十分敏感，通过在不同浓

度的木质素（3.0~3.8 g/L）中进行适应性进化培养，获得的进化菌株对于木质素以及木

质素来源的酚类抑制物的耐受能力提高了 2~3 倍，并且在不同原料（玉米秸秆、麦秆以

及硬木等）制备水解液中进行了生长测试，结果发现进化菌株相比于对照菌株在水解液

中的生长显著改善了[184]。C. glutamicum S9114 通过在木质纤维素水解液中进行了长期

的适应性进化培养，其在水解液中的生长显著改善了，进行水解液的发酵时，谷氨酸的

生产相比于对照提高了 68.4%，随后通过转录组分析，发现磷酸烯醇式丙酮酸依赖型的

糖磷酸转移酶系统以及戊糖磷酸途径在进化菌株中都得到了增强[185]。 

高温抗逆性对于生物炼制菌株来说是一种复杂的表型，涉及到多种代谢通路的相互

作用，通过适应性进化策略能够很好地将有利的突变富集起来，能够有效获得高温抗逆

性能提升的发酵菌株[186-190]。工业化菌株 S. cerevisiae ER 经过长周期的适应性进化得到

了一株稳定的 S. cerevisiae ISO12；ISO12 与出发菌株相比，能够在未脱毒的云杉水解液
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中 39 ℃条件下生长并发酵生产乙醇，乙醇得率为 0.38 g 乙醇/g 己糖；ISO12 展现了比

ER 在 39 ℃条件下中更好的水解液发酵性能，并且能够在 52 ℃热休克后维持更高的细

胞活力[97]。Garcia-Rios 等 2021 年将 S. cerevisiae L5 在 40 ℃条件下进行适应性进化培

养，一共持续了 150 天，获得了耐高温性能显著提升的进化菌株；通过脂质分析发现，

进化菌株的细胞膜组分发生了明显的变化，而这些变化可能与细胞膜在高温胁迫下维持

稳定相关[188]。 

低 pH 值胁迫对于生物炼制菌株的影响巨大，关于适应性进化提高发酵菌株低 pH

值耐受相关的报道比较多[128, 191-194]。戊糖乳杆菌 Lactobacillus pentosus 在添加不同浓度

木糖的培养基中进行在低 pH 值条件下的适应性培养，获得了多株进化菌株，其中一株

进化菌株相比于出发菌株在不控 pH 值的条件下木糖利用速率和乳酸产量分别提高了

1.5 倍和 2 倍[128]。干酪乳杆菌 L. casei 经过在不同 pH 值的培养基中适应性培养 70 天后，

获得了一株低 pH 值抗逆性能显著提高的进化菌株 lb-2；lb-2 在 pH 值 4.3 条件下培养 43 

h 后，其生长、乳酸产量相比于对照分别提高了 60%和 13.6%；生理学分析发现，lb-2 的

pHi 以及胞内的 NH4+显著升高了，并且细胞膜的通透性下降了，这些特性都有助于 lb-

2 的低 pH 值抗逆性提高[195]。 

1.7  本论文立题依据及主要研究内容 

生物炼制菌株在生物炼制过程中会遭受到多种胁迫，包括酚类抑制物、高温胁迫以

及低 pH 值胁迫。酚类抑制物来源于预处理过程木质素的降解，由于其种类繁多以及生

物难降解的特性，很难通过生物炼制工艺中的生物脱毒环节完全脱除，残留的抑制物仍

会对生物炼制菌株的生长以及发酵造成影响。高温胁迫来源于两个方面，一方面是 SSCF

中，为了维持纤维素酶的催化活力，在高温下进行酶解过程会严重抑制菌株的发酵性能；

另一方面是大型发酵罐传热不均导致的局部过热也会抑制生物炼制菌株的发酵性能。低

pH 值条件下进行乳酸发酵可以有效减少固体废弃物的产生，降低乳酸纯化的工艺成本，

但低 pH 值胁迫会严重影响生物炼制菌株的生长以及乳酸生产。提高生物炼制菌株的胁

迫抗逆性，不仅能够有效提高生物炼制工艺的效率和经济性，而且可以减少废水以及固

体废弃物的产生。本论文主要采取理性改造以及适应性进化策略来提高生物炼制菌株的

胁迫抗逆性，并且通过 qRT-PCR、转录组分析等手段来进一步挖掘菌株抗逆性能提升背

后的分子机理，能够为其它发酵菌株的抗逆性强化提供重要的参考信息。本论文的研究

内容主要分为以下四个方面： 

（1）通过长周期的适应性进化培养，提高了 Z. mobilis 的酚醛抑制物耐受能力和纤

维素乙醇发酵性能。选用能够代谢木糖的 Z. mobil 8b 在高固体含量玉米秸秆水解液中进

行了长期的适应性进化培养，对进化菌株的酚醛抑制物转化以及纤维素乙醇发酵进行评

估，并通过进一步的 qRT-PCR 实验，挖掘进化菌株酚醛抑制物转化能力提升的分子机

理，并且通过水解液以及 SSCF 发酵来验证挖掘到的基因的功能。 

（2）鉴定了木质纤维素生物炼制后 p-苯醌的普遍存在以及对于生物炼制菌株的抑
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制作用，挖掘 Z. mobilis 高 p-苯醌抗逆的机理和关键基因。测定了 6 种原料中 p-苯醌的

含量，考察了 5 种生物炼制菌株对于 p-苯醌的耐受能力以及对于 p-苯醌的转化能力，探

究菌株高 p-苯醌耐受的机理。随后通过 qRT-PCR 实验，进一步研究了 Z. mobilis 中与 p-

苯醌转化相关的关键基因，并且通过理性改造策略进一步强化 Z. mobilis 的 p-苯醌耐受

能力以及纤维素乙醇发酵性能。 

（3）基于 RNA-seq 和基因组重测序分析，探究进化菌株 S. cerevisiae Z100 耐高温

性能以及乙醇发酵性能提升背后的分子机理。首先将出发菌株 S. cerevisiae XH7 进行长

期的适应性进化培养，然后对获得的进化菌株进行高温胁迫下同步糖化共发酵测试。随

后，利用 RNA-seq 技术分析比较了进化菌株与出发菌株在 30 ℃以及 50 ℃条件下的转

录情况，挖掘进化菌株耐高温性能以及发酵性能的提升背后的分子机理，借助基因组重

测序技术探究进化菌株与出发菌株在基因层面的差异。 

（4）通过理性改造以及适应性进化策略提高 P. acidilactici 的低 pH 值抗逆性和纤维

素乳酸发酵性能。首先对出发菌株 P. acidilactici ZY271 进行了一些系列的代谢改造，包

括强化乳酸生产性能以及低 pH 值抗逆性；并且同时进行 P. acidilactici ZY271 在低 pH

值条件下的适应性进化。通过不控 pH 值的摇瓶发酵以及不同 pH 值条件下下的 1 L 罐

发酵来分别评估改造菌株以及进化菌株的乳酸发酵性能以及低 pH 值抗逆性，计算分析

低 pH 值条件下发酵碱用量的变化。 
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第 2 章  适应性进化提高运动发酵单胞菌的酚醛抑制物耐受能力 

2.1  引言 

预处理过程是为了打破木质纤维素的生物顽抗性从而释放来源于木质纤维素生物

质中的可发酵性糖[8, 196, 197]。这一强烈的过程会产生大量来源于木质纤维素的抑制物，

包括呋喃类抑制物、有机弱酸类抑制物以及酚类抑制物[32]。这些抑制物不仅会影响糖化

过程的酶解效率，而且还能抑制生物炼制菌株的生长[22-25]。其中，酚类抑制物由于其水

溶性差以及生物难降解的特性而受到广泛的关注。传统的脱毒方式如水洗、过碱中和等

存在大量废水产生、可发酵糖的损失或者脱毒不彻底等问题[26-28]。生物脱毒可以在保留

大部分可发酵单糖的前提下快速完全地去除呋喃类抑制物、弱酸类抑制物，而由于酚类

抑制物生物难降解的特性，生物脱毒对于酚类抑制物的脱毒效率低下，延长脱毒时间虽

然可以将酚类抑制物完全脱出，但会造成可发酵性糖的大量消耗[198]。因此，预处理后的

物料经过生物脱毒后残留的酚类抑制物仍会对发酵菌株的生长以及产物合成造成影响。 

酚类抑制物中的酚醇以及酚酸对于发酵菌株的抑制作用不太明显，主要是其中的酚

醛抑制物对于发酵菌株的胁迫比较大[76, 77, 199]。酚醛抑制物可以破坏细胞膜的完整性，

造成胞内的活性氧自由基（Reactive oxygen species，ROS）积累，并且还会引起 DNA 损

伤，从而造成细胞死亡[200]。这三种抑制物对于不同发酵菌株的毒害作用也有很大差异，

Y. lipolytica 对于香草醛比较敏感[201]，Z. mobilis 对于香草醛以及 p-羟基苯甲醛比较敏感
[62, 202]，S. cerevisiae 对于 p-羟基苯甲醛比较敏感[96, 203]，而乳酸片球菌 P. acidilactici 则对

于香草醛比较敏感[58]。 

高抑制物耐受的生物炼制菌株对于利用木质纤维素生产多种化学品具有重要意义
[203-205]。然而，菌株的强健性是一个复杂的表型，提高菌株的强健性包含很多基因或代

谢节点的变化，是一个复杂的相互协同系统的结果。通常情况下，非特定靶点的单个或

有限多个基因的改造对菌株的强健性难以产生直接的影响[159, 160]。同理性设计与基因工

程改造相比，适应性进化是一种简单、高效的方式，通过对菌株在选定的筛选压力下进

行长期进化培养即可获得具有很高抑制物耐受能力的菌株[206-209]。而且，由于检测技术

的不断发展，高通量测序以及转录组分析已经被广泛用于分析进化菌株在基因表达水平

以及序列上的变化，能够挖掘到进化菌株性能提升的内在机理，可以为后续的理性改造

提供理论指导。Dunn 等通过长周期的适应性进化提高了 Z. mobilis 的戊糖利用能力，并

运用高通量测序手段成功挖掘到了戊糖代谢增强的一个重要的突变转运蛋白 Glf 以及与

质粒稳定性相关的 AddB 蛋白[210]。 

Z. mobilis 是一种革兰氏阴性菌，拥有独特的 ED 途径，是用于纤维素乙醇生产的优

异菌株，具有以下特点：（1）木糖改造菌株 Z. mobilis 8b 能够利用木质纤维素中主要的

葡萄糖、木糖以及阿拉伯糖来生产乙醇[59, 60, 211]；（2）Z. mobilis 对于酚酸以及酚醇具有

很高的耐受能力，但是对于酚醛抑制物敏感[77]；（3）Z. mobilis 拥有丰富的脱氢酶和氧化

还原酶，能够将高毒性的酚醛转化为相对应低毒性的酚醇，并且其独特的脂多糖膜结构
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有助于 Z. mobilis 抵抗酚类组分的进攻[77, 212, 213]。为了进一步提高运动发酵单胞菌的酚

醛抑制物耐受能力，本研究尝试通过长周期的适应性进化，提高菌株的酚醛耐受能力以

及乙醇发酵性能，并通过 qRT-PCR 技术挖掘与酚醛抑制物耐受相关的基因。本研究工作

不仅为纤维素乙醇生产提供了一株强健的菌株，而且还可以为后续酚醛抑制物耐受菌株

的改造提供候选基因。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  菌株、培养基与培养条件 

运动发酵单胞菌 Z. mobilis 8b 购自美国模式培养物集存库（American type culture 

collection，ATCC，USA，Manassas）。Z. mobilis 8b 培养于 RM（Rich medium）培养基

（酵母提取物 10 g/L，葡萄糖 20 g/L，磷酸二氢钾 2 g/L）中，30 ℃静置培养。质粒 pHW20a

用于目的基因在 Z. mobilis 8b 中的过表达，添加 20 μg/mL 四环素以及 30 μg/mL 萘啶酸

用于重组菌株的培养。 

大肠杆菌 Escherichia coli S17-1 λπ 用于质粒构建以及转染，培养于 LB（Luria-Bertani 

Medium）培养基（蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 g/L，氯化钠 10 g/L）中，30 ℃，220 

rpm；添加 20 μg/mL 四环素用于重组菌株的培养[52, 214]。 

生物脱毒菌株树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 是从发霉的预处理物料中分离得到，保存

于中国普通微生物菌种保藏管理中心（Chinese general microorganism collection center，

CGMCC，Beijing，China），注册编号为 7452。A. resinae ZN1 培养在马铃薯葡萄糖琼脂

培养基（Potato dextrose agar，PDA）培养基中，PDA 培养基制备方法如下：取 200 g 土

豆，洗净剥皮后切碎，加入到 1 L 去离子水中煮沸 30 min 后纱布过滤，加入 15~20 g 葡

萄糖、15~20 g 琼脂，高温灭菌（115 ℃，20 min）后分装到试管中冷却备用[32, 215]。A. 

resinae ZN1 接种到 PDA 培养基中，28 ℃培养，4 ℃保藏备用。 

固体培养基（固体平板）配置需要在液体培养基中额外添加 20 g/L 琼脂。 

2.2.2  木质纤维素原料和生物炼制过程 

玉米秸秆生长在河南南阳，收获于 2018 年春季，玉米秸秆经过水洗除尘后晾晒烘

干，通过 105 ℃烘箱烘干至恒重测得固体含量为 90%（w/w），然后经过锤石粉碎机（SF-

300）粉碎，最终得到的细碎的玉米秸秆放置在密封袋中保存[21]。经过水洗、烘干、粉碎

这些前处理后得到的玉米秸秆，通过两步酸解的方法，经过测定含有 32.9%（w/w）纤

维素、23.3%（w/w）半纤维素、21.4%（w/w）木质素和 11.3%（w/w）灰分[216]。 

生物炼制过程包括预处理、调 pH 值并磨浆以及生物脱毒等过程[46]。经过前处理后

的玉米秸秆要通过预处理的方式破坏木质纤维素生物质的生物抵抗性，从而释放可发酵

性的糖。预处理的条件为：1200 g 干物料与一定浓度的稀硫酸依次加入到 20 L 的预处

理反应器中，固液比为 2:1，酸用量经过调整确定为 2.5%（即 2.5 g 硫酸/100 g 干物料），

预处理反应器中螺带桨转速设定为 50 rpm，搅拌 3 min 使得物料和酸液充分混匀，通入

高温蒸汽，反应温度控制在 175 ℃，处理 5 min[217]。预处理后的物料中含有 5.78 ± 0.01 
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mg 糠醛/g 干物料（Dry matter，DM）、3.52 ± 0.01 mg 5-羟甲基糠醛/g DM、23.00 ± 1.01 

mg 乙酸/g DM、0.43 ± 1.00 mg p-羟基苯甲醛/g DM、3.30 ± 0.01 mg 丁香醛/g DM 以及

3.29 ± 0.01 mg 香草醛/g DM。预处理后的物料需要加入 20%（w/w）Ca(OH)2 调节 pH 至

5.0~5.5，磨浆后用于后续的脱毒过程。 

生物脱毒是利用专司脱毒的霉菌树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 来进行抑制物的脱除，

A. resinae ZN1 能够将呋喃类抑制物以及有机酸类抑制物完全脱除，但是会有部分酚类

抑制物残留[32]。生物脱毒过程是将培养好的 A. resinae ZN1 种子（PDA 培养的种子或者

预处理后物料培养的种子）以 1:10（w/w）的接种量接种到 15 L 脱毒罐中，脱毒罐中物

料的装载量为 4~5 kg，预处理的物料以及种子加入后 50 rpm 搅拌 5 min，通气速率控制

为 1 vvm，加热夹套控制温度在 28~30 ℃，脱毒时间根据糠醛抑制物的完全脱除来确定。

物料中抑制物的测定是通过称取 5 g 物料以及 45 g 去离子水置于 250 mL 三角瓶中，

30 ℃，200 rpm 浸提 2~2.5 h 后取样离心测定上清液中的抑制物含量。经过生物脱毒后，

呋喃类抑制物以及有机弱酸类抑制物被完全脱除，只有部分酚类抑制物残留，酚类抑制

物包含有 0.12 ± 0.01 mg p-羟基苯甲醛/g DM、0.62 ± 0.12 mg 香草醛/g DM 以及 1.53 ± 

0.13 mg 丁香醛/g DM。 

2.2.3  酶和试剂 

Prime STAR HS DNA 聚合酶、限制性内切酶以及 T4 DNA ligase 购自 Takara 生物医

药技术有限公司（Takara Biomedical Technology Co., Ltd）；各类试剂盒包括基因组提取、

DNA 凝胶回收、PCR 产物回收、质粒抽提等都是购买于上海捷瑞生物工程有限公司

（Shanghai Generay Biotech Co., Ltd）。 

商业化的纤维素酶购自诺维信中国（Novozymes，China），滤纸酶活为 205.6 FPU，

根据 Adney & Baker 的方法[218]测得；纤维二糖酶活为 5,144 CBU/mL，根据 Ghose 的方

法[219]测得；蛋白质含量为 79.9 mg 蛋白/mL，以牛血清白蛋白 BSA 绘制标准曲线，根据

Bradford 的方法[220]测得纤维素酶的蛋白含量。 

RNA 提取是使用 RNAiso Plus（Takara，Japan），RNA 的反转录是按照反转录试剂

盒 ReverTra Ace qPCR RT Master Mix kit（Toyobo，Japan）的方法，qRT-PCR 是采用的

荧光定量试剂盒 SYBR Green Realtime PCR Master Mix（Toyobo，Japan）。 

2.2.4  水解液制备 

预处理并生物脱毒后的玉米秸秆首先经过预糖化过程，以 25%（w/w）的高固体含

量将预处理并脱毒的玉米秸秆以及灭菌水加入到 5 L 发酵罐中，150 rpm 螺带桨搅拌，

纤维素酶酶用量为 10 mg 蛋白/g 纤维素，温度控制为 50 ℃，糖化 48 h[221]。糖化后的醪

液在 Beckman J-26 高速离心机中经过 10,000 rpm 离心 10 min，去除固体残渣获得上清

液；上清液再经过高温灭菌（115 ℃，20 min）以及最终的滤纸过滤步骤得到用于发酵

以及适应性进化培养的高固体含量玉米秸秆水解液。水解液用于适应性进化以及发酵时，

需要按照 RM 培养基中的营养盐添加量添加 10 g/L 的酵母提取物以及 2 g/L 的磷酸二氢
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钾。 

2.2.5  适应性进化 

Z. mobilis 8b 的适应性进化是在高固体含量玉米秸秆水解液中进行连续转接的。水

解液中含有 98 g/L 葡萄糖、36 g/L 木糖、0.03 g/L p-羟基苯甲醛、0.16 g/L 香草醛以及

0.38 g/L 丁香醛。将 Z. mobilis 8b 在含有 20 mL 水解液的 100 mL 三角瓶中 30 ℃静置培

养，每 24 h 转接一次到新鲜的培养基中；每次转接时用 4 M KOH 调节初始 pH 值为 5.5，

期间检测糖的消耗、乙醇的产生以及细胞的生长。适应性进化培养的前 17 代接种量为

10%（v/v），随后降低接种量至 5%（v/v）。进化菌株的木糖利用能力存在问题，随后进

行了短期的木糖适应性进化培养。短期的木糖适应性进化培养是在以 30 g/L 木糖为唯一

碳源的 RM 培养基中进行的，接种量为 20%（v/v），每 3 天转接一次。 

2.2.6  酚醛抑制物转化能力评估 

进化菌株以及对照菌株的酚醛抑制物转化是在分别单独添加 0.3 g/L p-羟基苯甲醛、

0.6 g/L 香草醛以及 1 g/L 丁香醛的含有 40 g/L 葡萄糖的 RM 培养基中进行的。首先将菌

株在 RM 平板上划线，挑取单菌落接种到含有 5 mL RM 培养基的 10 mL 试管中，30 ℃

培养箱中静置培养 12 h 后，以 10%（v/v）接种量接种到含有 20 mL 的 RM 培养基的 100 

mL 三角瓶中静置培养 12 h 得到二级种子液，最后以 10%（v/v）接种量接种到单独添加

抑制物的含有 30 mL 的 RM 培养基的 100 mL 三角瓶进行抑制物转化，期间测定糖的消

耗、细胞生长以及抑制物转化的情况。 

2.2.7  水解液发酵评估 

进化菌株的水解液发酵是在水解液中进行的。按照 2.2.6 部分的种子培养方法，将

种子液以 10%（v/v）接种量接种到含有 30 mL 水解液的 100 mL 三角瓶中进行发酵，期

间测定糖的消耗、细胞生长以及乙醇生产的情况。 

2.2.8  同步糖化共发酵生产乙醇 

同步糖化共发酵（Simultaneous saccharification and ethanol co-fermentation，SSCF）

是在装置有螺带搅拌桨的 5 L 发酵罐中进行的[40]。预处理并脱毒的物料灭菌后与灭菌水

以 25%~30%（w/w）的固体含量加入到发酵罐中，纤维素酶酶用量为 10 mg 酶蛋白/g 纤

维素，50 ℃，150 rpm 预糖化 12 h 后，接入培养好的种子液；种子液的培养方法同 2.2.6

部分的种子培养方法，将二级种子液以 10%（v/v）接种量接种到含有 200 mL RM 培养

基的 500 mL 三角瓶中，培养 12 h 后以 20%（v/v）接种量接入发酵罐中，用 4 M KOH

控制 pH 值为 5.8，温度为 30 ℃，转速设定为 150 rpm，发酵过程中测定糖的消耗以及

乙醇的产生。 

木糖利用率是基于发酵过程中木糖的消耗来计算得到，C0 表示初始的木糖浓度

（g/L），C1 表示发酵结束时的木糖浓度（g/L）。计算方式如下： 

Xylose conversion ratio (%) =
C0-C1

C0
×100% 
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乙醇得率是基于 Zhang and Bao (2012)[222]的方法计算的： 

Ethanol yield (%) = 
[Ethanol]×W

976.9-0.804×[Ethanol]
×

1

0.511×([Cellulose]×1.111+[Xylose])×[Solids]×M
×100% 

其中[Ethanol]表示发酵终点的乙醇浓度（g/L）；[Cellulose]表示预处理后物料的纤维

素含量（g/g）；[Xylose]表示预处理后物料的木糖含量（g/g）；[Solids]表示基于干基的糖

化以及发酵体系的固体含量（g/g）；W 表示糖化以及发酵阶段加入的水的总质量（g）；

M 表示 SSCF 开始时的总质量（g）；976.9 是质量浓度（g/g）和体积浓度（g/L）之间的

乙醇校正因子（g/L）；0.804 是计算 SSCF 过程中水损失的无量纲因数；0.511 是基于葡

萄糖到乙醇的生物化学计量平衡得到的无量纲转化系数；1.111 是纤维素到等量葡萄糖

的无量纲转化系数。 

2.2.9  发酵产物以及细胞生长的检测 

从三角瓶或者发酵罐中取样，12,000 rpm 离心 5 min，取上清，上清液稀释过滤（0.22 

μm 滤膜）后用于高效液相色谱（High performance liquid chromatography，HPLC）检测。 

葡萄糖、木糖以及乙醇的浓度是在装备有 HPX-87H 柱（LC-20AD，refractive index 

detector RID-10A, Shimadzu, Kyoto, Japan）的 HPLC 中测定的，流动相为 5 mM H2SO4，

柱温为 65 ℃，流速为 0.6 mL/min。 

酚醛抑制物及其转化后对应的酚醇或者酚酸则采用装备有 YMC-Pack ODS-A

（Tokyo, Japan）柱子的反向 HPLC（SPD-20A, Shimadzu, Kyoto, Japan）来进行测定的，

柱温为 30 ℃。A 泵是 0.1%（v/v）的甲酸水溶液，B 泵是 100%乙腈，流速设置为 1.0 

ml/min，检测波长为 270 nm，梯度洗脱方法如下：0-4 min，乙腈和甲酸溶液的浓度配比

从 10%（v/v）增加至 35%（v/v）；5-20 min，浓度配比从 35%（v/v）降至 10%（v/v）；

20-30 min，浓度配比为 10%（v/v）。 

水解液发酵中离心得到的细胞，要经过超纯水的洗涤再重悬以去除水解液中的色素

影响，稀释到合适的倍数后，在 Thermo Biomate 3S 分光光度计中测定 600 nm 处吸光值

即 OD600 来检测细胞生长情况。 

2.2.10  qRT-PCR 实验 

收集出发菌株 Z. mobilis 8b 以及进化菌株 Z. mobilis Z198 培养至对数中期的细胞用

于 qRT-PCR 实验的菌体。简而言之，种子的培养方法同 2.2.6 部分的方法，将培养好的

种子以 10%（v/v）的接种量接种到含有 50 mL 水解液的 250 mL 三角瓶中，用 4 mol/L

的 KOH 调节初始 pH 值为 5.5，静置培养 24 h 后，12,000 rpm 离心 10 min，4 ℃下收集

菌体，收集好的菌体置于-80 ℃冻存备用。 

RNA 提取方法： 

（1）用锡箔纸包好研钵、研磨棒以及铁勺子，置于 200 ℃高温下处理 6~8 h，待温

度冷却后拿出备用； 

（2）用液氮冷却研钵以及研磨棒，将冷冻的菌体置于研钵中充分研磨，中间加液氮

冷却； 
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（3）用勺子将研磨好的菌体放置于含 1 mL RNAiso plus 的离心管中，放置 5 min； 

（4）12,000 rpm，4 ℃离心 5 min，吸取上层清液于新的离心管中，加入等体积的异

丙醇，上下颠倒混匀，15-30 ℃静置 10 min； 

（5）12,000 rpm，4 ℃离心 10 min，底部会出现 RNA 沉淀，将上清液完全移除后，

加入 1 mL 的 75%（v/v）乙醇，用焦碳酸二乙酯处理（Diethyl pyrocarbonate，DEPC）

后的水配置，均匀打散 RNA； 

（6）12,000 rpm，4 ℃离心 5 min，去除乙醇，离心管倒置直至乙醇完全挥发，最后

加入 DEPC 水溶解即可。 

RNA 的定量以及纯度检测是通过 Nano-300（Allsheng，Hangzhou，China）微量分

光光度计来进行的，质量达标的 RNA 采用反转录试剂盒 ReverTra Ace qPCR RT Master 

Mix 进行 cDNA 的合成，稀释一定倍数后用于 qRT-PCR 实验。 

qRT-PCR 实验是按照之前的方法进行的[62]，用于 qRT-PCR 的基因引物设计参考 Z. 

mobilis 8b 参考基因组（Gene Bank accession number NZ_CP023682），实验用的引物见表

2.1。以合成的 cDNA 为模板，采用 SYBR Green Realtime PCR Master Mix（Toyobo, Osaka, 

Japan）试剂盒，通过 QuantStudio 1 Applied Biosystems（Thermo Fisher Scientific, USA）

荧光定量 PCR 仪来进行 qRT-PCR 实验。qRT-PCR 的条件设定为：94 ℃预变性 5 min，

然后 94 ℃变性 2 min，再 55 ℃退火 30 sec，最后 72 ℃延伸 30 sec，循环 40 次。内参基

因为编码 16S rRNA 的 ZMO3_RS07205 基因。 

2.2.11  重组菌株构建以及发酵评估 

Z. mobilis 8b 的基因组提取是按照天根（Tiangen, Shanghai, China）的细菌基因组提

取试剂盒的方法进行的，提取的基因组用于目的基因的扩增。用于质粒构建以及 qRT-

PCR 质粒的构建以及 qRT-PCR 的引物均是由上海捷瑞生物工程有限公司（Shanghai 

Generay Biotech Co., Ltd）合成的。转化是通过穿梭质粒 pHW20a 来实现的，目的基因

ZMO3_RS07160 通过酶切连接于 Hind III 和 Kpn I 位点，然后通过结合转化的方式导入

到 Z. mobilis 中，重组菌株通过添加 20 μg/mL 四环素的 RM 平板筛选得到[214, 223]。发酵

用的菌株以及构建的质粒见表 2.2。 

重组菌株的发酵评估是在水解液以及 SSCF 中进行的。种子液培养方法如下：将重

组菌株的单菌落接种至含有 5 mL RM 培养基的 10 mL 试管中，30 ℃静置培养 12 h 后全

部转移到含有 50 mL RM 培养基的 250 mL 三角瓶中扩大培养，然后以相同的初始 OD

（0.2 左右）接种到水解液或者发酵罐中，添加 20 μg/mL 四环素来避免质粒丢失。 
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表 2.1  qRT-PCR 选用的基因以及对应的引物 

Table 2.1  Genes and primers used in qRT-PCR assay 

Gene Annotation 
Primer sequence (5’-3’) 

Forward Reverse 

Primers for the ethanol production related genes 

ZMO3_RS07750 zinc-binding alcohol dehydrogenase CCTCGTCACCGACCTTAAATAGC AAGACAGGCGAAGAATGGAAAA 

ZMO3_RS08090 iron-containing alcohol dehydrogenase CACAGGATTGGGCAACCCATATG TGATTTTGCAACAGCGAAGGGAG 

ZMO3_RS06175 pyruvate decarboxylase GATAACCGCATCGGCTTCTTTC CCGCATTACATCGGCACCTC 

Primers for the oxidoreductase genes 

ZMO3_RS0038 SDR family oxidoreductase AGCACCATATTGGCGACCTCTT CGGCGTTACCGTCAATTCTGT 

ZMO3_RS05040 NAD(P)-dependent oxidoreductase GGGGTCTTTGCTGCTGGTG TTTGTCGGTGCGTCCTGTTT 

ZMO3_RS07160 SDR family oxidoreductase TGAAGGATTACGAGCCGAAGTG GCTGATCGCAAAGGCCACA 

ZMO3_RS07170 SDR family oxidoreductase ACGCTTCGGCTGGTTACTGA TGATGCGATCCCATTCTTCTG 

Primers for the reductase genes 

ZMO3_RS05930 pyrroline-5-carboxylate reductase CCCTTCGGCAACGGGTTT CAGTATGATAAGCTGCTGGCTCAATA 

ZMO3_RS08665 alkene reductase CGTCCGCTCTTTCCCAATG CGTACAGATCCATGCCGCTAAT 

ZMO3_RS09175 aldo/keto reductase GATACTGCCGATGTTTATGGTGG CGCCGGATATGATAGGCTGAC 

Primers for the other gene 

ZMO3_RS07205 16S ribosomal RNA CCGTGCGGAAGAAGGGAATA GGGCTGCAAATCTTTGACCAG 
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表 2.2  本章节所使用到的菌株和质粒 

Table 2.2  Strains and plasmids used in this chapter 

Strains Characteristic Sources 

Escherichia coli S17-1 λπ Host for plasmid construction Lab stock 

Z. mobilis 8b Parental for ethanol fermentation [60] 

Z. mobilis Z198 The evolved strain after long-term adaptive 

evolution 

This work 

Z. mobilis-pHW20a Z. mobilis 8b harboring the plasmid pHW20a This work 

Z. mobilis-pHW20a-

ZMO3_RS07160 

Z. mobilis 8b harboring the plasmid pHW20a-

ZMO3_RS07160 

This work 

Plasmids Characteristic Sources 

pHW20a Expression and shuttle vector for Z. mobilis 

by lacZα promotor 

[214] 

pHW20a-ZMO3_RS07160 Vector for expression of ZMO3_RS07160 by 

lacZα promotor 

This work 

 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  出发菌株的同步糖化共发酵能力评估 

Z. mobilis 8b 是一株能够利用葡萄糖、木糖以及阿拉伯糖等多种糖的优异菌株，适

用于生产纤维素乙醇。而木质纤维素生物质在预处理工段会产生大量的抑制物，生物脱

毒能够完全脱除呋喃类抑制物以及有机酸类抑制物，但难以完全脱除酚类抑制物，残留

的酚类抑制物仍会影响到发酵菌株的生长以及乙醇生产。本节首先对 Z. mobilis 8b 的

SSCF 性能进行了考察，SSCF 是在 25%（w/w）固体含量的脱毒玉米秸秆中进行的（图

2.1）。发酵结果显示，在 25%（w/w）固体含量下，出发菌株 Z. mobilis 8b 的乙醇发酵效

果较差，需要经过长达 72 h 才能将葡萄糖消耗完全，发酵 96 h 的乙醇浓度和乙醇得率

分别为 51.0 g/L 和 65.9%，木糖利用率仅为 43.0%。SSCF 的结果表明脱毒物料中残留的

酚类抑制物（尤其是酚醛抑制物）对于 Z. mobilis 8b 的乙醇发酵仍具有很大的抑制作用。

因此，需要通过适应性进化策略来提高 Z. mobilis 8b 的酚类抑制物耐受能力。 
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图 2.1  出发菌株 Z. mobilis 8b 利用脱毒后的玉米秸秆在 25% (w/w)固体含量下进行同步糖化共发

酵 

Fig. 2.1  Simultaneous saccharification and co-fermentation of biodetoxified corn stover under 25% (w/w) 

solids loading by the parental strain Z. mobilis 8b 

 

2.3.2  长周期的适应性进化培养提高酚醛抑制物抗逆性 

为了能够给出发菌株 Z. mobilis 8b 足够的酚醛抑制物筛选压力，采用含有较多酚醛

抑制物的高固体含量玉米秸秆水解液来进行长周期的适应性进化培养（图 2.2）。在最

初的 17 次转接时，采用了 10%（v/v）的接种量，结果发现菌株的生长、糖耗、乙醇

生产都比较稳定，推测可能是筛选压力还不够；基于此，调整接种量为 5%（v/v），并

进行后续的连续转接培养。随着转接的不断进行，菌株的生长、糖耗以及乙醇生产开

始出现波动，并且生长的 OD600 越来越高，糖耗和乙醇生产都不断增加，直到转接至

第 80 次时，开始稳定。经过长达 198 次的转接（大约 9.6103 个细胞代数），获得了一

株抑制物耐受显著提升的进化菌株。经过水解液发酵实验，结果发现进化菌株相比与

对照菌株在高固体含量的水解液中的生长、糖耗以及乙醇生产都有显著性的提升，但

是进化菌株的木糖利用能力有所下降，发酵终点 36 h 基本没有进行木糖利用（图

2.3）。出发菌株的木糖利用率低于 2.3.1 中的 43%，主要原因是出发菌株的抑制物耐受

能力较差，由于葡萄糖抑制效应，在 36 h 时在未消耗完葡萄糖的情况下无法消耗木

糖；而进化菌株由于抑制物耐受能力显著提高在 24 h 时已经完全消耗完葡萄糖，但是

由于长期适应性进化导致了木糖利用能力的下降。为了恢复进化菌株的木糖利用能

力，进行了短期的木糖适应性进化培养从而提高菌株的木糖利用能力，最终得到了一

株稳定的乙醇发酵菌株，命名为 Z. mobilis Z198。Z. mobilis Z198 利用高固体含量玉米

秸秆水解液发酵，在 72 h 可以消耗 20 g/L 木糖，木糖利用率可以达到 50%。 
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图 2.2  Z. mobilis 8b 在玉米秸秆水解液中的长周期适应性进化 

（a）细胞生长；（b）糖的消耗；（c）乙醇生产 

Fig. 2.2  Long-term adaptive evolution of Z. mobilis 8b in corn stover hydrolysate 

(a) Cell growth; (b) Sugar consumption; (c) Ethanol generation. 

培养条件：最初的 17 次转接接种量为 10%（v/v），随后调整为 5%（v/v）的接种量。每 24 h 转

接一次，30 ℃静置培养。  
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图 2.3  进化菌株（未进行木糖适应性进化培养）在高固体含量玉米秸秆水解液中的乙醇发酵性能

评估 

（a）葡萄糖以及木糖消耗；（b）乙醇生产；（c）细胞生长 

Fig. 2.3  Ethanol fermentation performance of the evolved strain in corn stover hydrolysate. 

(a) Glucose and xylose consumption; (b) Ethanol production; (c) Cell growth. 

发酵条件：以出发菌株 Z. mobilis 8b 作为对照。  
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2.3.3  进化菌株的酚醛抑制物转化评估 

Z. mobilis 具有将酚醛转化为相对应的低毒性的酚醇衍生物，从而实现酚醛抑制物

的耐受[224]。首先测试了进化菌株 Z. mobilis Z198 对于三种典型的酚醛抑制物的转化能

力，选择的三种酚醛抑制物 p-羟基苯甲醛、香草醛以及丁香醛的浓度分别为 0.3 g/L、

0.6 g/L 以及 1 g/L。抑制物浓度的选择主要是基于两方面因素的考虑，一方面是脱毒后

的玉米秸秆中三种抑制物含量[32]排序依次是：丁香醛 > 香草醛 > p-羟基苯甲醛，另

一方面是因为酚醛抑制物种类繁多并且水溶性不好，这会导致检测到的含量远低于其

在木质纤维素中的真实含量[77]。发酵结果显示（图 2.4），进化菌株 Z. mobilis Z198 对

于三种酚醛抑制物的转化都有明显的提升，尤其是对于香草醛，12 h 香草醛、p-羟基

苯甲醛以及丁香醛的转化率分别为 50.4%、29.2%以及 25.4%，相比较于对照菌株 Z. 

mobilis 8b 分别提升了 6.3 倍、13.2%以及 9.5%。p-羟基苯甲醛是一种很强的抑制物，

但是由于其在木质纤维素体系中的含量较低，降低了 p-羟基苯甲醛对于菌株的抑制作

用。丁香醛的毒性很微弱，即使很高的浓度（高达 1 g/L），其对于 Z. mobilis 的抑制作

用也不显著。香草醛是一种很强的抑制物，这主要是由于其在木质纤维素体系中含量

较高，并且毒性较大。进化菌株 Z. mobilis Z198 对于香草醛的转化提升最为显著，这

表明适应性进化优先提高了对于菌株影响最大的抑制物的抗逆能力。 

 

 

图 2.4  进化菌株 Z. mobilis Z198 酚醛抑制物的转化能力评估 

（a）抑制物转化；（b）细胞生长 

Fig. 2.4  Conversion of phenolic aldehyde inhibitors by the evolved Z. mobilis Z198 

(a) Inhibitor conversion; (b) Cell growth 

发酵条件：以出发菌株 Z .mobilis 8b 作为对照，在添加了 40 g/L 葡萄糖的 RM 培养基中分别单独添

加 0.3 g/L 的 p-羟基苯甲醛、0.6 g/L 的香草醛以及 1 g/L 的丁香醛的单一抑制物，抑制物转化测定

于 12 h 发酵终点。  
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2.3.4  进化菌株的同步糖化共发酵评估 

进化菌株 Z. mobilis Z198 的高固体含量同步糖化共发酵是利用脱毒后的玉米秸秆

以及麦秆来进行的。高固体含量就意味着更多的酚醛抑制物以及更高的抑制物胁迫，

并且酚醛抑制物的含量也会随着酶解的不断进行而逐步释放到发酵液中，从而增大对

于菌株生长以及发酵的抑制。 

以脱毒后的玉米秸秆为原料，在 30%（w/w）固体含量下，其总的纤维素含量为 10.5%

（w/w），总的木聚糖含量为 4.5%（w/w）。进化菌株 Z. mobilis Z198 的同步糖化共发酵

相比于对照菌株 Z. mobilis 8b，展现了巨大的发酵优势（图 2.5）。进化菌株 Z. mobilis Z198

在进行发酵时葡萄糖消耗的延滞期显著缩短至 12 h，而对照菌株 Z. mobilis 8b 的发酵延

滞期则长达 24 h；进化菌株 Z. mobilis Z198 的乙醇生产速率为 0.914 g/L/h，比对照菌株

Z. mobilis 8b 的高了 21.3%；进化菌株 Z. mobilis Z198 的木糖利用率为 75.2%，相比于对

照菌株 Z. mobilis 8b 提高了 1.8 倍；而进化菌株 Z. mobilis Z198 在 72 h 的乙醇浓度高达

65.8 g/L，相比于对照菌株 Z. mobilis 8b 提高了 21.6%。以脱毒后的玉米秸秆为发酵原料

时，在 25%（w/w）固体含量下，进化菌株 Z. mobilis Z198 与对照菌株 Z. mobilis 8b 相

比，几乎没有差异，这主要是由于这一批次的玉米秸秆经过预处理并脱毒后，残留的抑

制物比较少，无法对菌株的生长以及乙醇生产产生显著的抑制作用。 

与利用脱毒后的玉米秸秆进行乙醇发酵相比，脱毒后的麦秆由于脱毒程度的差异，

残留的酚醛抑制物对菌株的抑制作用很显著，在 25%（w/w）固体含量下的 SSCF，进化

菌株 Z. mobilis Z198 以及对照菌株 Z. mobilis 8b 的乙醇生产速率以及木糖利用率都显著

下降了，但是进化菌株 Z. mobilis Z198 仍然显示出了比对照菌株 Z. mobilis 8b 更强的抑

制物耐受能力以及更优异的纤维素乙醇发酵性能，木糖利用率、乙醇生产速率以及乙醇

浓度相比于对照菌株分别提高了 1.9 倍、28.3%以及 28.3%（表 2.3）。 

 

表 2.3  进化菌株 Z. mobilis Z198 与对照菌株 Z. mobilis 8b 利用两种不同原料在不同固体含量下的

同步糖化共发酵产乙醇对比 

Table 2.3  Simultaneous saccharification and ethanol co-fermentation comparison of the evolved strain Z. 

mobilis Z198 and the parental strain Z. mobilis 8b using two different feedstocks under various solids 

loading 

Solids 

loading 

(%, w/w) 

Z. mobilis 

strains 
Lignocellulose 

Xylose 

utilization 

ratio (%) 

Productivity 

(g/L/h) 

Ethanol 

titer (g/L) 

Ethanol 

yield (%) 

25 
Z198 Corn stover 81.6  0.843  60.7  78.4  

8b Corn stover 82.0  0.833  60.0  77.0  

25 
Z198 Wheat straw 66.0  0.725  52.2  74.3  

8b Wheat straw 22.4  0.565  40.7  57.3  

30 
Z198 Corn stover 75.2  0.914  65.8  71.2  

8b Corn stover 29.2  0.751  54.1  57.9  
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图 2.5  进化菌株 Z. mobilis Z198 使用脱毒玉米秸秆的高固体含量同步糖化共发酵 

（a）糖的消耗；（b）乙醇生产 

Fig. 2.5  Simultaneous saccharification and ethanol co-fermentation of detoxified corn stover under high 

solids loading by the evolved Z. mobilis Z198 

(a) Sugar consumption; (b) Ethanol production 

发酵条件：同步糖化共发酵是在 30%（w/w）固体含量下进行的，以脱毒后的玉米秸秆为原料；

50 ℃预糖化 12 h 后，降温至 30 ℃后接入发酵菌株，用 4 M KOH 控制发酵 pH 值为 5.8。 

 

2.3.5  进化菌株中酚醛抑制物耐受相关基因的转录分析 

通过长周期的适应性进化培养，进化菌株 Z. mobilis Z198 展现了显著提升的酚醛抑

制物转化能力（尤其是对于香草醛）以及优异的乙醇发酵性能。尝试通过 qRT-PCR 实验

来探究进化菌株 Z. mobilis Z198 和出发菌株 Z. mobilis 8b 在转录水平上的差异。主要考

察的是酚醛抑制物转化以及乙醇生产相关的基因，据报道三个乙醇生产相关的基因也具
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有转化醛类抑制物的能力[63]，这些基因的选择主要是基于 NCBI 上的基因注释以及 Yi

等[62]的研究，包括三个还原酶基因 ZMO3_RS09175（编码醛/酮还原酶）、ZMO3_RS08665

（编码烯烃还原酶）以及 ZMO3_RS05930（编码二氢吡咯-5-羧酸还原酶），四个氧化还

原酶基因 ZMO3_RS003（编码 SDR 家族氧化还原酶）、ZMO3_RS05040（编码 NAD(P)依

赖型的氧化还原酶）、ZMO3_RS07160（编码 SDR 家族氧化还原酶）以及 ZMO3_RS07170

（编码 SDR 家族氧化还原酶），三个乙醇生产相关的基因 ZMO3_RS07750（编码锌离子

结合型的醇脱氢酶）、ZMO3_RS08090（编码含铁的醇脱氢酶）以及 ZMO3_RS06175（丙

酮酸脱羧酶）。 

qRT-PCR 的结果显示，乙醇生产相关的基因中只有 ZMO3_RS07750 发生了显著性

的上调表达，ZMO3_RS07750 上调表达了 2.5 倍；还原酶相关的基因中 ZMO3_RS07170

显著上调了 3.8 倍；氧化还原酶相关的基因中 ZMO3_RS07170、ZMO3_RS07160、

ZMO3_RS0038 分别上调了 4.4 倍、11.7 倍以及 2.8 倍（图 2.6）。ZMO3_RS07160 在这些

挑选的基因中上调表达最显著，推测这个基因可能在进化菌株 Z. mobilis Z198 基因水平

上也发生了变化，因而对其进行了后续的基因序列比对。进化菌株和出发菌株的

ZMO3_RS07160 基因包括启动子部分的序列比对结果发现并没有发生基因突变，这表明

ZMO3_RS07160 仅仅是在转录水平上发生了变化。 

 

 
图 2.6  进化菌株 Z. mobilis Z198 中与抑制物耐受以及乙醇生产相关基因的转录情况 

Fig. 2.6  Transcriptional changes of genes related with inhibitors tolerance and ethanol production in the 

adaptive Z. mobilis Z198 

 

2.3.6  过表达 SDR 家族氧化还原酶 ZMO3_RS07160 提高菌株的发酵性能 

为了进一步探究 ZMO3_RS07160 编码的 SDR 家族氧化还原酶的功能，在出发菌株

中过表达了这一基因，并且将重组菌株在水解液以及同步糖化共发酵中进行了发酵验证。

实验采用的是脱毒后的玉米秸秆来进行实验，这一批次的玉米秸秆总纤维素含量为 8.5%
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（w/w），总木聚糖含量为 2.8%（w/w），比之前的原料相比，总纤维素含量以及总木聚

糖含量偏低。 

ZMO3_RS07160 在 Z. mobilis 8b 中的过表达显著提高了其在玉米秸秆水解液发酵以

及 SSCF 中的乙醇发酵性能（图 2.7）。在水解液中，重组菌株 Z. mobilis-pHW20a-

ZMO3_RS07160 相比于对照菌株 Z. mobilis-pHW20a，在 72 h 的乙醇产量提升了 23.6%；

而在 30%（w/w）固体含量的同步糖化共发酵中，相比于携带空载质粒的对照菌株，重

组菌株的乙醇产量显著提升了 21.8%。这些结果表明 ZMO3_RS07160 编码的 SDR 家族

氧化还原酶对于 Z. mobilis 的酚醛抑制物耐受具有重要的意义。进一步的分析发现，

ZMO3_RS07160 基因的过表达对于出发菌株发酵性能的提升（21.8%~23.6%）与长周期

的适应性进化对于菌株发酵性能的促进（21.6%）是近似的，这表明 ZMO3_RS07160 的

上调表达对于进化菌株发酵性能的提升以及抑制物转化能力的促进起到了关键性的作

用，这一关键基因可以用于理性改造提高其它生物炼制菌株的酚醛抑制物（尤其是香草

醛）抗逆性和发酵性能。 

 

 
图 2.7  过表达 ZMO3_RS07160 的重组菌株在水解液以及同步糖化共发酵中的乙醇发酵性能评估 

Fig. 2.7  Ethanol fermentation evaluation of the Z. mobilis recombinant expressing the gene 

ZMO_RS07160 in corn stover hydrolysate (CSH)and in SSCF 

发酵条件：水解液为高固体含量的玉米秸秆水解液，SSCF 是在 30%（w/w）固体含量下进行的，

纤维素含量为 8.5%（w/w）半纤维素含量为 2.8%（w/w）。 

 

2.4  本章小结 

木质纤维素来源的酚醛抑制物难以通过脱毒的手段进行完全脱除，残留的酚醛抑制

物仍会对 Z. mobilis 的纤维素乙醇发酵造成影响。通过长周期的适应性进化培养，Z. 
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mobilis 的细胞生长、乙醇生产以及糖耗速率都有显著的提高。随后的评估发现进化菌株

Z. mobilis Z198 的酚醛抑制物转化能力以及纤维素乙醇发酵性能都有显著性的提升。通

过进一步的 qRT-PCR 分析挖掘到了进化菌株抑制物耐受和发酵性能提升的关键基因。

本章主要研究结论如下： 

（1）出发菌株 Z. mobilis 8b 在进行高固体含量的 SSCF 时受到强烈的抑制，乙醇发

酵性能很差，糖化后释放的 70 g/L 葡萄糖需要经过长达 72 h 才能消耗完。 

（2）通过在玉米秸秆水解液中进行长周期的适应性进化，Z. mobilis 的生长、糖耗

以及乙醇生产都有显著性的提升。 

（3）酚醛抑制物转化实验显示，进化菌株 Z. mobilis Z198 的酚醛抑制物转化能力

得到了显著性的提升，相比于出发菌株 Z. mobilis 8b，Z. mobilis Z198 对于毒性最大的香

草醛在 12 h 时的转化率提升了 6.3 倍，而对于 p-羟基苯甲醛以及丁香醛的转化率则分别

提高了 13.2%以及 9.5%。 

（4）进化菌株 Z. mobilis Z198 的高固体含量 SSCF 过程中的葡萄糖消耗延滞期显著

缩短了，乙醇生产速率、乙醇浓度以及木糖利用率相对于出发菌株 Z. mobilis 8b 分别提

高了 21.3%、21.6%以及 1.8 倍。 

（5）通过 qRT-PCR 实验，挖掘到了在适应性进化培养过程中起到关键作用的基因

ZMO3_RS07160，这一基因在进化菌株中显著上调表达了 11.7 倍；将这一基因在出发菌

株 Z. mobilis 8b 中进行过表达也能提升出发菌株的乙醇发酵性能，并且能够达到和适应

性进化提升菌株发酵性能相似的效果。 

（6）本章节不仅为纤维素乙醇发酵提供了一株具有优异发酵性能的发酵菌株 Z. 

mobilis Z198，而且还挖掘到了一个重要的酚醛抑制物抗逆基因 ZMO3_RS07160，这一基

因可以作为候选基因用于提升其它发酵菌株的酚醛抑制物抗逆性能。 
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第 3 章  生物炼制菌株对于 p-苯醌的耐受机理以及抗逆性改造 

3.1  引言 

木质纤维素在经过剧烈的预处理过程后，会产生大量的抑制物[8]。这些抑制物会抑

制纤维素酶的酶活，更重要的是，还会对生物炼制菌株的生长以及产物合成造成影响[22, 

225, 226]。目前研究比较多的抑制物，包括呋喃类抑制物、有机弱酸类抑制物以及酚类抑

制物，而且新的抑制物也在不断地被发现。软木、农业废弃物以及硬木经过酸预处理后

会产生来源于木质素的醌类及其衍生物（p-苯醌以及 2, 6-双甲氧基苯醌），桦木经过蒸

汽预处理会产生甲氧基氢醌类物质，挪威云杉经过酸处理也会产生氢醌类物质[79]。这些

醌类物质是由于酚类物质的进一步氧化产生的，例如 p-苯醌来源于 p-羟苯基物质（p-羟

基苯甲酸、p-羟基苯甲醛以及 p-羟基苯甲醇等）[75]，甲氧基苯醌产生于愈创木基物质（香

草酸、香草醛以及香草醇等），2,6-双甲氧基苯醌则来源于丁香基物质（丁香酸、丁香醛

以及香草醇等）的进一步氧化[227]。 

减轻抑制物对于发酵微生物的抑制作用一直以来都是生物炼制领域不可忽略的重

要问题。常规的脱毒方式包括过碱中和、水洗、碱处理、离子交换等都能够有效地除去

抑制物，但同时也会造成可发酵性糖（大量的木糖以及少量寡糖）损失以及大量的废水

产生，影响整个过程的经济性以及可持续性。生物脱毒是利用专司脱毒的微生物来进行

抑制物的降解，能够有效地转化毒性较强的抑制物为低毒性甚至无毒的代谢产物。已经

报道的比较高效的脱毒菌株包括树脂枝孢霉 A. resinae ZN1[32]等能够在通气条件下快速

降解酸预处理后产生的呋喃类抑制物以及有机弱酸类抑制物，但对于木质素来源的抑制

物包括酚类抑制物以及醌类抑制物的降解能力有限；延长生物脱毒的时间虽然能够降解

这些木质素来源的抑制物，但也会造成可发酵性糖的大量损失，降低脱毒过程的经济性。

因此，改造或者强化生物炼制菌株的抑制物抗逆性，使得其能够转化生物脱毒难以脱除

的抑制物，不仅可以缩短脱毒周期，而且可以保留大量可发酵性糖。 

据报道，醌类抑制物能强烈抑制酵母菌株的生长以及乙醇生产，即使是 0.02 g/L 的

p-苯醌或者 0.2 g/L 的 2,6-双甲氧基苯醌都会完全抑制酵母菌株的生长[79, 228]。p-苯醌的

毒性主要体现在可以增加细胞中 ROS 的积累，而 ROS 不仅能氧化 DNA 造成 DNA 双

链断裂，而且还能破坏胞内的蛋白质，导致细胞凋亡[87, 229, 230]。然而，相比较于呋喃类

抑制物以及有机酸类抑制物，很少有关于醌类抑制物的研究；不同种类物料经过预处理

后会产生多少含量的醌类抑制物，常规的抑制物脱除方式能否有效地去除醌类抑制物，

以及醌类抑制物如何进行微生物转化，这些问题目前还没有研究清楚。 

在本研究中，首先定性鉴定了 6 种物料（玉米秸秆、玉米芯残渣、小麦秸秆、稻秆、

烟草秆、葵花秆等）经过干式稀酸预处理后产生的 p-苯醌，定量测定了每种物料预处理

后的 p-苯醌含量，并尝试了多种脱毒方式（碱处理、水洗、生物脱毒等方式）来脱除玉

米秸秆预处理后的 p-苯醌。紧接着，还测试了 p-苯醌以及氢醌对于 5 种生物炼制菌株包
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括 S. cereviaisae XH7、耐高温的 S. cereviaisae DQ1、Z. mobilis ZM4、乳酸生产菌株 P. 

acidilactici TY112 以及氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter oxydans DSM2003 的生长以及

产物合成的影响，以及这 5 种生物炼制菌株对于 p-苯醌的转化能力。随后借助 qRT-PCR

实验来挖掘 Z. mobilis ZM4 中与 p-苯醌抗逆相关的基因，并通过过表达这些基因在含有

p-苯醌的合成培养基、水解液以及 SSCF 发酵进一步验证这些基因的功能。本研究发现

了 p-苯醌的抗逆机理，为生物炼制菌株的 p-苯醌抗逆改造提供重要的理论指导和候选基

因。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  菌株、培养基与培养条件 

本章节中使用到的菌株、构建的质粒以及使用的引物见表 3.1。Z. mobilis ZM4、A. 

resinae ZN1 以及 E. coli S17-1 λπ（用于质粒构建以及转染）的培养基配方以及培养方法

见 2.2.1。 

P. acidilactici TY112 是一株 ldhD 缺失的 L-乳酸生产菌株，保存于 CGMCC，注册

编号为 8664[48]。P. acidilactici TY112 培养于 MRS（de Man, Rogosa and Sharpe medium）

培养基（22 g/L 一水合葡萄糖、2 g/L 磷酸氢二钾、10 g/L 酵母提取物、10 g/L 蛋白胨、

5 g/L 乙酸钠、2 g/L 柠檬酸氢二铵、0.58 g/L 七水合硫酸镁、0.25 g/L 一水合硫酸锰），

固体培养基需要额外添加 15~20 g/L 的琼脂粉，培养条件为 42 ℃，150 rpm。 

S. cereviaisae XH7 是一株具有木糖利用能力的乙醇生产菌株，来自于山东大学鲍晓

明老师[231]；S. cereviaisae DQ1 是实验室诱变筛选的一株耐高温酿酒酵母，具有优异的

抑制物耐受能力[54]。S. cereviaisae XH7 和 S. cereviaisae DQ1 都培养于 YPD（Yeast extract 

peptone dextrose medium）培养基（22 g/L 一水合葡萄糖、10 g/L 酵母提取物、10 g/L 蛋

白胨、2 g/L 磷酸氢二钾），培养条件为 30 ℃，200 rpm。 

G.oxydans DSM2003 是一株葡萄糖酸生产菌株，购买于德国微生物菌种保藏中心

（German collection of microorganisms and cell cultures，DSMZ，German）[232]。G.oxydans 

DSM2003 培养于含有 1.5 g/L 磷酸氢二钾、0.5 g/L 七水合硫酸镁、1.5 g/L 硫酸铵、10 

g/L 酵母提取物以及 80 g/L 山梨醇的培养基中，培养条件为 30 ℃，220 rpm。 

3.2.2  木质纤维素原料以及脱毒 

玉米秸秆、玉米芯残渣、小麦秸秆、稻秆、烟草秆、葵花秆的前处理以及预处理过

程见 2.2.2。 

选取典型的木质纤维素原料玉米秸秆为对象，分析三种脱毒方式（物理的水洗过程、

化学的过碱化处理以及生物脱毒）对于 p-苯醌的脱除效率。水洗过程，是采用 10 倍、

20 倍以及 40 倍玉米秸秆干重的自来水洗涤预处理后的玉米秸秆；水洗后经过真空抽滤

来除去产生的废水，然后放置于115 ℃烘箱中烘干至恒重，最后测定其中的p-苯醌含量。

过碱化处理，是利用氨水将预处理后的玉米秸秆调节 pH 至 9.0 左右，30 ℃条件下放置
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1 h 后用硫酸调节 pH 至 5.5，测定其中的 p-苯醌含量。生物脱毒的方法参考 2.2.2，脱毒

3 天、5 天以及 7 天后分别测定剩余的 p-苯醌含量。 

3.2.3  酶与试剂 

p-苯醌和氢醌购买于本地的供应商，本章中使用到的其它酶及试剂见 2.2.3。 

3.2.4  p-苯醌与氢醌对于多种生物炼制菌株的抑制情况分析 

p-苯醌与氢醌对于多种生物炼制菌株（S. cereviaisae XH7、S. cereviaisae DQ1、P. 

acidilactici TY112、Z.mobilis ZM4 以及 G.oxydans DSM2003）的抑制实验是在分别添加

了 p-苯醌与氢醌的各自的培养基中进行的，p-苯醌的添加量为 0~200 mg/L，氢醌的添加

量为 0~1000 mg/L。将 5 株菌株从-80 ℃冰箱中取出后，接种至 20 mL 各自的培养基中

进行活化，活化后以 10%（v/v）的接种量接种至新鲜的培养基中培养至对数生长中期作

为发酵种子液，最后将发酵种子液以 10%（v/v）接种量接种至添加了不同浓度 p-苯醌

或者氢醌的培养基中进行培养，12 h 后分别测定不同菌株的生长以及产物合成。 

3.2.5  生物炼制菌株对于 p-苯醌的转化情况分析 

将 5 株菌株（S. cereviaisae XH7、S. cereviaisae DQ1、P. acidilactici TY112、Z.mobilis 

ZM4 以及 G.oxydans DSM2003）在各自不含 p-苯醌的培养基中培养至对数生长中期，用

PBS 缓冲液（pH 值 7.0）洗涤收集到的菌体细胞；然后用等体积的 PBS 缓冲液重悬细

胞，以 10%（v/v）的接种量接种至含有 20 g/L 葡萄糖并添加了一定量 p-苯醌的 PBS 缓

冲液中进行 p-苯醌的转化。Z. mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 的 p-苯醌耐受较好，

p-苯醌添加量为 200 mg/L，而 S. cereviaisae XH7、S. cereviaisae DQ1 和 P. acidilactici 

TY112 的 p-苯醌耐受较差，p-苯醌添加量为 100 mg/L。每隔两个小时取样测定 p-苯醌和

氢醌的含量，每株菌株各两个平行实验。 

3.2.6  qRT-PCR 实验 

本章中所用到的引物序列见表 3.2。Z. mobilis 8b 在含有 200 mg/L 的 p-苯醌的 RM

培养基中培养 1 h，以在不含 p-苯醌的 RM 培养基中培养 1 h 作为对照。12,000 rpm 离

心 10 min，4 ℃下收集菌体，收集好的菌体置于-80 ℃冻存备用。RNA 提取、RNA 质量

检测、RNA 反转录以及 qRT-PCR 方法见 2.2.10。其中转录水平变化大于 2 的视为显著

上调。 

3.2.7  水解液制备 

水解液制备参考 2.2.4。脱毒后的玉米秸秆以 15%（w/w）固体含量酶解糖化后得到

的水解液作为低糖水解液，以 30%（w/w）固体含量酶解糖化后得到的水解液作为高糖

水解液，高糖水解液意味着更高浓度的 p-苯醌抑制物。 

3.2.8  重组菌株的构建以及 p-苯醌耐受评估 

Z. mobilis 的基因组提取以及重组菌株的构建方法参考 2.2.11。将 ZMO1772、

ZMO0833、ZMO1303、ZMO1984、ZMO1949、ZMO1696、ZMO1576、ZMO1399、ZMO0074、
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ZMO1821、ZMO1116 以及 ZMO1335 分别在具有木糖利用能力的 Z. mobilis 8b 中进行过

表达。 

重组菌株的 p-苯醌耐受评估是在三种添加了不同含量 p-苯醌的培养基中进行的，包

括添加了 200 mg/L p-苯醌的 RM 培养基、额外添加 p-苯醌使得其含量达到 200 mg/L 的

低糖水解液以及含有 110 mg/L p-苯醌的高糖水解液。重组菌株的培养方法参考 2.2.11，

在 RM 培养基中发酵 16 h 后测定细胞生长以及乙醇生产，在低糖水解液中发酵 24 h 后

测定细胞生长以及乙醇生产，而高糖水解液发酵则在 72 h 后测定细胞生长以及乙醇生

产。 

重组菌株的同步糖化共发酵参考 2.2.8，发酵过程中添加 20 μg/mL 四环素来维持质

粒的稳定性。 

3.2.9  HPLC 检测方法以及 GC-MS 

葡萄糖、乙酸、HMF、糠醛以及乳酸的定量检测参见 2.2.9。 

葡萄糖酸的定量检测是使用配备了 SPD-20A 紫外检测器的 HPLC（LC-20AT，

Shimadzu，Kyoto，Japan）来进行的，柱温控制为 55 ℃，流动相为 5 mM 硫酸，流速控

制为 0.4 mL/min，检测波长为 210 nm。 

p-苯醌和氢醌的含量检测是通过配备了 SPD-20A 检测器的反式 HPLC（LC-20AT，

Shimadzu，Kyoto，Japan）来进行。泵 A 为 0.1%（v/v）的甲酸水溶液，泵 B 为含有 0.1%

（v/v）甲酸的比例为 3:1（v/v）乙腈、2-丙醇混合液。最开始为 30%（v/v）的泵 B，9

分钟内从 30%（v/v）提升到 40%（v/v），随后 8 分钟内从 40%（v/v）提升到 50%（v/v），

然后 0.01 分钟从 50%（v/v）降至 30%（v/v），最后在 30%（v/v）维持 33 分钟。流速控

制为 0.25 mL/min，柱温 30 ℃，检测波长 245 nm。 

p-苯醌和氢醌的定性检测是通过配备了 HP-5 MS 毛细管柱的 Agilent 6890-5973N 

GC-MS（Agilent，Santa Clara，CA，USA）来进行的。进样口温度为 280 ℃，不分流模

式进样 1 μL。程序设定为 80 ℃维持 4 分钟，然后以 8 ℃/min 的升温速度升至 280 ℃。

预处理后物料中浸提得到的 p-苯醌（质荷比，m/z 108）的保留时间为 5.64 min，而在合

成培养基中测得的 p-苯醌（m/z 108）和氢醌（m/z 110）的保留时间分别为 5.13 和 9.17。 
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表 3.1  本章节所使用到的菌株、质粒以及引物 

Table 3.1  Strains, plasmids, and primers used in this chapter 

Strains Genotype Sources 

Zymomonas mobilis ZM4 Wild-type strain ATCC 

Gluconobacter oxydans DSM2003 Wild-type strain DSMZ 

Saccharomyces cerevisiae XH7 Xylose-utilizing strain for ethanol fermentation [231] 

Saccharomyces cerevisiae DQ1 Thermotolerant straint for ethanol fermentation [214] 

Pediococcus acidilactici TY112 Co-utilization of glucose and xylose for L-lactic acid production [57] 

Zymomonas mobilis 8b Xylose-utilizing strain for ethanol fermentation [60] 

Escherichia coli S17-1 λπ  Pro, res-, mod+; chromosomal integrated RP4, 2-Tc::Mu-Km::Tn7; Tp, sm Lab stock 

Amorphotheca resinae ZN1 Wild-type strain for biodetoxificaiton [215] 

Plasmids  Characteristic Sources 

pHW20a Tcr, mob (RP4), mob (RSF1010), lacZα, MCS, and oriV [214] 

pHW20a-ZMO1772 NAD(P)H quinone oxidoreductase gene ZMO1772 from ZM4  This study 

pHW20a-ZMO0833 UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase gene ZMO0833 from ZM4 This study 

pHW20a-ZMO1303 Pyrroline-5-carboxylate reductase gene ZMO1303 from ZM4  This study 

pHW20a-ZMO1984 Aldo/keto reductase gene ZMO1949 from ZM4 This study 

pHW20a-ZMO1949 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) gene ZMO1949 from ZM4 This study 

pHW20a-ZMO1696 Zinc-binding alcohol dehydrogenase gene ZMO1696 from ZM4 This study 

pHW20a-ZMO1576 Short-chain dehydrogenase/reductase gene ZMO1576 from ZM4 This study 

pHW20a-ZMO1399 Fatty acid hydroxylase gene ZMO1399 from ZM4 This study 
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Primers for gene amplification Sequence (5' - 3') 

 
ZMO1772-F CCCAAGCTTATGGCAGGCAACATGATGAAAG 

 
ZMO1772-R CGGGGTACCTCAAAAAAGCGCCTCTGGC 

 
ZMO0833-F CCCAAGCTTATGACGACTGCTACATCTTCC 

 
ZMO0833-R CGGGGTACCTCATGCCTTATCCCCATC 

 
ZMO1303-F CCCAAGCTTATGAGTGATACCGCATCAGATTC 

 
ZMO1303-R CGGGGTACCTTATTGCGCGATAGTCTCTTTG 

 
ZMO1984-F CCCAAGCTTATGGATTATACGTATTTGGGTCG 

 
ZMO1984-R GCTCTAGACTACCATGCATAGGCTTCAGG 

 
ZMO1949-F CCCAAGCTTATGAAAGTATTGATCGTTCACGC 

 
ZMO1949-R CGGGGTACCTCATGGTTGTTGTTTCCTCAAAC 

 
ZMO1696-F CCCAAGCTTATGCGCGCCATAGGTTATC 

 
ZMO1696-R CGGGGTACCTTAGAAGCCTTCTAAGACGATTTTA 

 
ZMO1576-F CCCAAGCTTATGAACCAGAATATCCGCAA 

 
ZMO1576-R CGGGGTACCTTATAATGCCTGTTTTGTCGG 

 
ZMO1399-F CCCAAGCTTATGAACACAACTGATGCCAAGAC 

 
ZMO1399-R CGGGGTACCTCAGCGGATATCCTGTATTTTATC 

 

注释：下划线表示酶切位点。 
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表3.2  qRT-PCR实验用到的基因以及对应的引物 

Table 3.2  Genes and primers used in qRT-PCR assay 

Gene Annotation Primer sequence (5’ - 3’) 

Forward Reverse 

Primers for the oxidoreductase gene 

ZMO1116 Oxidoreductase TGTGGTTTGGGCCATCCG TGTCGGTGCGTCCTGTTTGT 

ZMO1772 NAD(P)H quinone oxidoreductase GGTCGCCTTGTCATTGTCG GGCTGTTCTGGCACGCAT  

ZMO1885 NADH flavin oxidoreductase TGGAGTGATGCCCAAGTAGAAG CACTGACATTAGACGGCACCATA 

Primers for the reductase gene 

ZMO1993 NADPH quinone reductase  GCGGTGTCGGTAGCTTGTT GCCTTCGCCGTGATTCTG 

ZMO0833 UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine 

reductase 

ATCGCCTGCGTTGTGGTG GCATTCATGCGGATCATACCA 

ZMO1222 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase  TTAGCCGTGCCGTCATCAGA CGATCATGCCTGCCTTTGC 

ZMO1303 Pyrroline-5-carboxylate reductase ACAACCCTGATTTCTATTCTTGCC AACAACGCCCTTCCCTAACG 

ZMO1984 Aldo/keto reductase TCGCCATTTGTCAGCCTATC CAGCAAAGTTACTGCTACCCAC 

ZMO1254 Redoxin domain-containing protein CGCTATGGTAATCCCTATCAGGC GCTCATAAGCTGTGGCAAATCC  

Primers for the dehydrogenase gene 

ZMO1335 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) CCCGATTTGGGCGTTTG AGACCGCTCCGACCTTTCC 

ZMO1949 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) TGGAGGCAAGCGGTTCTAC GCAACAGCGGTTTGAGCAT 
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ZMO0157 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase  TATGGCTGTCGGGTTATTCC TTCGGCGATGGCTTGG 

ZMO0788 D-sorbitol dehydrogenase  CAGTTGTCACGGTCGCAATG GCCGCAATCTGACTATCGTTTA 

ZMO1576 Short-chain dehydrogenase/reductase TCTATCGTCGCTAAGGGTGGTC GCTGCAATCCCATAAAGAACG 

ZMO1696 Zinc-binding alcohol dehydrogenase TCCGAAGACAGGCGAAGAATG CCTCGTCACCGACCTTAAATAGC 

Primers for other genes 

ZMO1399 Fatty acid hydroxylase GAAACGGATTCACTATGACCAC CCGACAGCATAACCGATACA 

ZMO0020 Hypothetical protein CCGATCTAGTAAGCCAATTCACC TTTCAAATCTGTTGGTTGGGTGT 

ZMO0021 Hypothetical protein CCACTTCATATCGCTTCTGTCG GCGTAATCGGTGATCCCAAA 

ZMO0074 Hypothetical protein CGATAAAGACCGCCCGACC  TCGCCAAGCAGGCATTCG 

ZMO1821 Hypothetical protein AGAAAGCCGCCGCCATC CACCATCATACCAACTGTCAACG 

ZMOr003 16S rRNA TTAAGTTGGGCACTTTAGAGGAAC TGTCACCGCCATTGTAGCAC 

注释：16S rRNA 基因 ZMOr003 作为标准化 qRT-PCR 实验的内参基因。 
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  预处理后木质纤维素原料中 p-苯醌的鉴定、定量以及脱毒 

 
图 3.1  预处理后木质纤维素原料中 p-苯醌的定量以及脱毒 

（a）6 种木质纤维素原料经过预处理后产生的 p-苯醌含量；（b）多种脱毒方式脱除预处理后玉米

秸秆中的 p-苯醌 

Fig. 3.1  Quantification and detoxification of p-benzoquinone in the pretreated lignocellulose feedstocks 

(a) p-benzoquinone content in the six different lignocellulose feedstocks after dry acid pretreatment; (b) p-

benzoquinone detoxification from the pretreated corn stover by various detoxification methods. 

 

木质素来源的抑制物由于其对于生物炼制菌株的强烈抑制作用而受到广泛的关注。

本节首先对 6 种常见的木质纤维素原料（玉米秸秆、玉米芯残渣、小麦秸秆、稻秆、烟

草秆、葵花秆）经过干酸预处理后产生的 p-苯醌进行了定性鉴定以及定量检测，并且考

察了多种脱毒方式对于预处理后玉米秸秆中 p-苯醌抑制物的脱除效率。预处理后原料中

p-苯醌的定性鉴定是通过 GC-MS 来进行的，p-苯醌的保留时间为 5.64 min，m/Z 为 108。

p-苯醌的定量测定则是通过反式 HPLC 来实现的，经过测定，预处理后的玉米秸秆、玉
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米芯残渣、小麦秸秆、稻秆、烟草秆、葵花秆中分别含有 0.050、0.041、0.038、0.010、

0.016、0.0051 mg/g DM 的 p-苯醌；很明显，干酸预处理后玉米秸秆中的 p-苯醌含量最

高，在进行 30%（w/w）高固体含量的发酵时发酵醪液中的 p-苯醌浓度最高可以达到 205 

mg/L（图 3.1）。 

抑制物的脱除不仅有利于糖化过程的进行，而且还可以解除对于发酵微生物的抑制

作用。p-苯醌的脱毒采用了三种脱毒策略，包括水洗过程、过碱化处理以及生物脱毒。

干酸预处理后玉米秸秆中的 p-苯醌含量在 6 种物料中是最高的，因此选用玉米秸秆作为

脱毒实验的原料。如图 3.2 所示，过碱化处理对于 p-苯醌的脱除效率最低，仅有 10.2%；

10 倍水洗可以脱除 68.3%的 p-苯醌，增加到 20 倍或者 40 倍水洗可以进一步地提高 p-

苯醌的脱除效率，但这一过程不仅会产生大量的废水，而且还会造成木糖的损失；呋喃

类抑制物、有机弱酸类抑制物可以通过生物脱毒在 36 h 内快速完全脱毒，而 p-苯醌经

过长达 3 天的生物脱毒仅能脱除 15.1%，5 天和 7 天可以分别脱除 49.4%和 71.2%的 p-

苯醌，生物脱毒对于 p-苯醌的脱毒速率很慢，延长脱毒周期不仅会影响过程的经济性，

而且还会导致大量可发酵性糖的消耗。 

3.3.2  不同生物炼制菌株对于 p-苯醌以及氢醌的耐受能力 

p-苯醌对于 5 种典型生物炼制菌株的抑制作用是在合成培养基中进行，这 5 种发酵

菌株包含有 2 株酵母菌株（S. cereviaisae XH7 和 S. cereviaisae DQ1）、1 株 L-乳酸生产

菌株（P. acidilactici TY112）、1 株革兰氏阴性菌株（Z. mobilis ZM4）以及 1 株葡萄糖酸

生产菌株（G.oxydans DSM2003）（图 3.2）。培养基中 p-苯醌的添加量 20~200 mg/L，这

是基于预处理后物料制备水解液中的 p-苯醌含量来确定的。如图 3.2a 和图 3.3b 所示，

仅 20 mg/L 的 p-苯醌就对 S. cereviaisae XH7 的生长和产物合成产生了强烈的抑制作用，

60 mg/L 的 p-苯醌对 S. cereviaisae DQ1 的生长和产物合成产生了强烈的抑制作用。如图

3.2c 所示，Z. mobilis ZM4 仅在 p-苯醌浓度高达 100~200 mg/L 时受到明显的抑制，Z. 

mobilis ZM4在100 mg/L的p-苯醌浓度下生长和乙醇生产分别被抑制了63.4%和67.2%，

而在 200 mg/L 的 p-苯醌浓度下生长和乙醇生产分别被抑制了 87.1%和 91.3%。如图 3.2d

所示，P. acidilactici TY112 对于 p-苯醌具有相当强的耐受能力（高达 80 mg/L），但当 p-

苯醌浓度高达 100 mg/L 时几乎完全抑制了 P. acidilactici TY112 的生长以及乳酸生产。

如图 3.2e 所示，G.oxydans DSM2003 对于 p-苯醌具有非常强的耐受能力，只有在 p-苯醌

浓度高达 200 mg/L 时受到明显的抑制。  
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图 3.2  p-苯醌对于 5 种生物炼制菌株的生长以及产物合成的影响 

（a）具有木糖利用能力的改造菌株 S. cerevisiae XH7；（b）耐高温的 S. cerevisiae DQ1；（c）野生

型的 Z. mobilis ZM4；（d）改造菌株 P. acidilactici TY112 

Fig. 3.2  Inhibition of p-benzoquinone on cell growth and product fermentation of five biorefinery strains 

(a) Engineered S. cerevisiae XH7 with xylose utilization; (b) Thermotolerant S. cerevisiae DQ1; (c) Wild Z. 

mobilis ZM4; (d) Engineered P. acidilactici TY112. 

发酵条件：5 种发酵菌株在添加了 0~200 mg/L p-苯醌的培养基中培养 12 h 后测定细胞生长以及产

物合成。 

 

另外，这 5 种发酵菌株对于氢醌的耐受性也在合成培养基中进行了测试，培养基中

氢醌的浓度设定为 0~1000 mg/L。有趣的是，5 种发酵菌株都对氢醌展现了很强的耐受

能力，即使氢醌浓度高达 600 mg/L，也不会影响菌株的生长以及产物的合成（图 3.3）。 
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图 3.3  氢醌对于 5 种生物炼制菌株的生长以及产物合成的影响 

（a）具有木糖利用能力的改造菌株 S. cerevisiae XH7；（b）耐高温的 S. cerevisiae DQ1；（c）野生

型的 Z. mobilis ZM4；（d）改造菌株 P. acidilactici TY112；（e）G.oxydans DSM2003 

Fig. 3.3  Inhibition of hydroquinone on cell growth and fermentation of five biorefinery strains 

(a) Engineered S. cerevisiae XH7 with xylose utilization; (b) Thermotolerant S. cerevisiae DQ1; (c) Wild Z. 

mobilis ZM4; (d) Engineered P. acidilactici TY112; (e) G.oxydans DSM2003. 

发酵条件：5 株菌株在添加了 0~1000 mg/L 氢醌的培养基中培养 12 h 后测定细胞生长以及产物

合成。 

 

3.3.3  不同生物炼制菌株对于 p-苯醌转化能力的评估 

微生物具有将高毒性的抑制物转化为低毒性的物质从而实现自解毒，例如 Z. mobilis

可以将抑制作用很强的 HMF 以及糠醛通过自身的氧化还原酶、脱氢酶以及醛酮还原酶

转化为低毒性的醇或酸[58, 233]。分别对这 5 种发酵菌株进行了 p-苯醌的转化实验，Z. 

mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 由于对于 p-苯醌具有较强的耐受能力，p-苯醌的添

加量为 200 mg/L，而对于剩余的三株菌株，p-苯醌的添加量为 100 mg/L。如图 3.4a 所

示，Z. mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 都能够在短时间内将所有的 p-苯醌转化为氢

醌，但是不能进一步代谢氢醌（图 3.4a）。S. cereviaisae XH7、S. cereviaisae DQ1 以及 P. 
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acidilactici TY112 都没有检测到氢醌的产生以及 p-苯醌的减少（图 3.4b）。通过 GC-MS

图谱，如图 3.5 所示，Z. mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 的样品 0 h 只有 p-苯醌（保

留时间 5.13 min）存在，而在反应 6 h 后生成了大量的氢醌（保留时间 9.17 min），这进

一步说明了 Z. mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 具有转化 p-苯醌为氢醌的能力。Z. 

mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 不能进一步代谢氢醌，只有一些特殊的菌株，例如

伯克霍尔德菌 AK-5，能够通过 2-羟基-1,4-苯醌和 1,2,4-三羟基苯途径来完全代谢氢醌生

成水和二氧化碳[94]。 

Z. mobilis ZM4 和 G.oxydans DSM2003 对于 p-苯醌高抗逆性的机制是通过胞内的氧

化还原酶、脱氢酶以及醛酮还原酶等将高毒性的 p-苯醌转化为低毒性的氢醌，从而实现

了对于 p-苯醌的高抗逆性。酚类抑制物，包括酚醛以及 p-苯醌等，对于生物炼制菌株具

有强烈的毒性，并且具有低水溶性、衍生物种类繁多以及生物难降解的特点。常规的水

洗方法对于这种水溶性差的抑制物很难达到完全去除的效果，不仅会产生大量的废水，

而且还会导致可发酵性糖的损失。生物脱毒方法干净、清洁，但对于这种生物难降解的

抑制物会大大延长脱毒的周期，并且还会大量消耗预处理后释放的木糖。这种通过发酵

微生物来转化抑制物的策略为彻底解除醌类抑制物的抑制效应提供了一种实用的方式。 

 

 
图 3.4  5 种生物炼制菌株转化 p-苯醌为氢醌的能力评估 

（a）具有 p-苯醌转化能力的 Z. mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003；（b）不具有 p-苯醌转化能力

的 S. cerevisiae XH7、S. cerevisiae DQ1 和 P. acidilactici TY112 

Fig. 3.4  Conversion of p-benzoquinone (BQ) to hydroquinone (HQ) by five different biorefinery strains 

(a) Z. mobilis ZM4 and G. oxydans DSM2003 with p-benzoquinone conversion capacity; (b) 

S. cerevisiae XH7, S. cerevisiae DQ1, and P. acidilactici TY112 without p-benzoquinone 

conversion capacity. 

条件：Z. mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003 是在添加了 200 mg/L 的 p-苯醌的

PBS 缓冲液中进行的，而 S. cerevisiae XH7、S. cerevisiae DQ1 和 P. acidilactici 

TY112 是在添加了 100 mg/L 的 p-苯醌的 PBS 缓冲液中进行的。 
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图 3.5  Z. mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003 转化 p-苯醌为氢醌的 GC-MS 图 

（a）具有 p-苯醌转化能力的 Z. mobilis ZM4；（b）具有 p-苯醌转化能力的 G.oxydans DSM2003 

Fig. 3.5  GC-MS analysis of p-benzoquinone conversion by Z. mobilis ZM4 and G.oxydans DSM2003 

(a) Z. mobilis ZM4 with p-benzoquinone conversion capacity; (b) G. oxydans DSM2003 with p-

benzoquinone conversion capacity. 

 

3.3.4  运动发酵单胞菌中 p-苯醌耐受基因的挖掘 

5 株不同生物炼制菌株对于 p-苯醌和氢醌的耐受性结果表明：p-苯醌对于发酵菌株

具有高毒性，而氢醌对于发酵菌株的毒性基本可以忽略。因此，提高菌株转化高毒性的

p-苯醌为低毒性的氢醌是提高 p-苯醌耐受的关键。Z. mobilis 中含有丰富的氧化还原酶，

这些氧化还原酶可以作用于转化多种抑制物；另外，Z. mobilis 的遗传背景清楚，基因的

序列以及基因注释很完善 [234, 235]。选取高 p-苯醌耐受的 Z. mobilis 作为目标菌株，基于

基因组注释分析以及酚醛转化为相对应酚醇的基因库，运用 qRT-PCR 技术可以有效地

挖掘高效转化 p-苯醌为氢醌的关键基因。 

从 Z. mobilis 8b 的基因组中选取了 20 个基因，这 20 个基因根据基因注释以及推定

可能作用于转化 p-苯醌为氢醌的基因，包括 3 个氧化还原酶基因、6 个还原酶基因、6
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个脱氢酶基因、1 个羟化酶基因以及 4 个据预测能够还原酚醛为酚醇的假定蛋白基因

（表 3.2）。 

通过 qRT-PCR，分析了这 20 个基因在转化 p-苯醌为氢醌过程中的转录情况，其中

有 12 个基因对于 p-苯醌具有很强的响应，这 12 个基因中有 10 个基因发生了显著性的

上调表达，另外两个发生了显著性的下调表达（图 3.6）。10 个显著上调表达的基因包

括：1 个氧化还原酶基因 ZMO1772（编码 NAD(P)H 醌氧化还原酶）、3 个还原酶基因

（ZMO0833 编码 UDP-N-编码乙酰烯丙酮葡糖胺还原酶、ZMO1303 编码吡咯啉-5-羧酸

还原酶、ZMO1984 编码醛酮还原酶）、3 个脱氢酶基因（ZMO1949 编码 NAD(P)H 脱氢

酶、ZMO1696 编码锌结合型醇脱氢酶、ZMO1576 编码断链脱氢酶）、1 个脂肪酸羟化

酶编码基因 ZMO1399、两个假定蛋白编码基因 ZMO0074 以及 ZMO1821。其中

ZMO1984、ZMO1576、ZMO1696 以及 ZMO1399 在 200 mg/L 的 p-苯醌胁迫下分别显著

上调表达了 7.54、5.01、7.86 以及 5.03 倍。 

 

 
图 3.6  Z. mobilis 8b 中 20 个相关基因对于 200 mg/L p-苯醌的胁迫响应 

Fig. 3.6  Transcription level analysis of the twenty selected genes in Z. mobilis 8b in response to 

200 mg/L of p-benzoquinone 

 

3.3.5  运动发酵单胞菌 8b 的 p-苯醌抗逆性强化以及纤维素乙醇发酵性能评估 

Z. mobilis ZM4 是一株野生型菌株，只能代谢果糖、葡萄糖以及蔗糖来生产乙醇。

木质纤维素原料经过酸预处理后会形成 p-苯醌，而在这种酸预处理过程中，木糖也会伴

随着半纤维素的水解而大量产生。选取一株具有木糖利用能力的菌株用于后续的发酵更

加具有应用价值，因此，选择能够利用多种碳源包括葡萄糖、木糖、阿拉伯糖的 Z. mobilis 

8b 作为 p-苯醌抗逆性强化的出发菌株[60]。Z. mobilis 8b 的 p-苯醌耐受强化是通过过表达

在 p-苯醌胁迫下发生显著上调表达的基因来进行的，这些基因包括 ZMO1949、ZMO1696、

ZMO1772、ZMO1576、ZMO1399、ZMO0833、ZMO1303 以及 ZMO1984。这些重组菌株
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的发酵性能评估是在含有 p-苯醌的合成培养基以及实际的木质纤维素体系中进行的。在

这些木质纤维素生物质中，玉米秸秆对于强烈的预处理过程相对敏感，在释放可发酵性

糖的同时，还会比麦秆或者稻秆等产生更多的抑制物，包括酚类抑制物；同时，图 3.1

也从实验上证明了酸预处理后的玉米秸秆会产生最高含量的 p-苯醌。因此选用玉米秸秆

作为测试用的生物质，制备的玉米秸秆水解液用于后续的发酵评估。 

首先，在 p-苯醌添加量为 200 mg/L 的 RM 培养基中进行了重组菌株的发酵测试（图

3.7a）。在 Z. mobilis 8b 中过表达两个脱氢酶基因 ZMO1949 和 ZMO1576，重组菌株的细

胞生长分别提高了 56%、52%，重组菌株的乙醇生产分别提高了 179%、141%；过表达

锌结合型醇脱氢酶 ZMO1696、醛/酮还原酶 ZMO1984、脂肪酸水解酶基因 ZMO1399，重

组菌株的细胞生长分别提高了 58%、53%、48%，重组菌株的乙醇生产分别提高了 192%、

163%、137%；但是，过表达另外两个还原酶基因 ZMO0883 和 ZMO1303 以及一个氧化

还原酶基因 ZMO1772 都没有显著提高重组菌株的细胞生长以及乙醇生产。 

重组菌株 p-苯醌抗逆性能的第二个测试是在将 p-苯醌含量调整到 200 mg/L 的低糖

水解液中进行的（图 3.7b）。在 Z. mobilis 8b中过表达三个脱氢酶基因 ZMO1576、ZMO1696

以及 ZMO1949，细胞生长分别提高了 35%、36%、38%，乙醇生产分别提高了 56%、

61%、60%；过表达水解酶基因 ZMO1399、还原酶基因 ZMO1984 以及氧化还原酶基因

ZMO1772，细胞生长分别提高了 31%、33%、21%，乙醇生产分别提高了 40%、54%、

25%；而过表达 ZMO0833 和 ZMO1303 都不能显著提高 Z. mobilis 8b 的细胞生长以及乙

醇生产。 

重组菌株 p-苯醌耐受能力的第三个测试是在不额外添加 p-苯醌（100 mg/L）的高糖

水解液中进行的（图 3.7c）。由于相对较低的 p-苯醌含量（大约为前两个测试 p-苯醌含

量的一半），在高糖水解液中重组菌株的细胞生长以及乙醇生产的提升并没有在 p-苯醌

含量高的 RM 培养基以及额外添加了 p-苯醌的低糖水解液中的显著。在 Z. mobilis 8b 中

过表达 ZMO1399、ZMO1576、ZMO1696、ZMO1949 以及 ZMO1984 后，细胞生长提高

了 17%~24%，乙醇生产提高了 24%-32%。过表达 ZMO1772 只是轻微地提高了细胞生长

以及乙醇生产，而过表达 ZMO0883 和 ZMO1303 的情况几乎与对照一样。 

重组菌株 p-苯醌耐受能力的最后一个测试是在 SSCF 中进行的，以稀酸预处理并生

物脱毒的玉米秸秆为原料，在 30%（w/w）固体含量下进行发酵（图 3.8）。选取了在上

述三个测试中 p-苯醌抗逆性优异的 5 株重组菌株（ZMO1399、ZMO1576、ZMO1696、

ZMO1949 以及 ZMO1984）作为 SSCF 的发酵菌株，以携带空载质粒的菌株作为对照。

如图 3.8 所示，这 5 株菌株相对于对照菌株，葡萄糖消耗以及乙醇生产都有显著地提高，

其中过表达 ZMO1696 对于乙醇生产的提高最为明显，发酵 72 h 后乙醇产量可以达到 46 

g/L，相比于对照提高了 26.2%。这些结果都证实了这些基因在真实的木质纤维素发酵过

程中对于缓解 p-苯醌胁迫的重要作用，这些基因可以作为候选基因用于 p-苯醌耐受较差

的菌株（酿酒酵母、乳酸片球菌等）的改造从而提高对于 p-苯醌的抗逆性。 
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图 3.7  Z. mobilis 重组菌株在含有不同 p-苯醌浓度发酵条件下的细胞生长以及乙醇生产 

（a）在 p-苯醌添加量为 200 mg/L 的 RM 培养基；（b）在 p-苯醌浓度提升到 200 mg/L 的低糖水解

液；（c）在 p-苯醌含量为 100 mg/L 的高糖水解液 

Fig. 3.7  Cell growth and ethanol fermentation of Z. mobilis recombinants in various culture conditions 

containing different p-benzoquinone (BQ) 

(a) In RM medium containing 200 mg/L BQ; (b) In low-sugar hydrolysate amended with 200 mg/L BQ; (c) 

In high-sugar hydrolysate containing 100 mg/L BQ without extra BQ addition. 

发酵条件：10%（v/v）接种，在 30 ℃条件下静置培养，RM 培养基中培养 16 h 后测定细胞生长以

及乙醇生产，低糖水解液中发酵 24 h 后测定细胞生长以及乙醇生产，高糖水解液中发酵 72 h 后测

定细胞生长以及乙醇生产。 
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图 3.8  携带 ZMO1399、ZMO1576、ZMO1696、ZMO1949 以及 ZMO1984 的 Z. mobilis 重组菌株

进行同步糖化共发酵生产纤维素乙醇 

（a）葡萄糖消耗；（b）乙醇生产 

Fig. 3.8  Simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF) of cellulosic ethanol by Z. mobilis 

recombinants harboring the ZMO1399, ZMO1576, ZMO1696, ZMO1949, and ZMO1984 genes 

(a) Glucose consumption; (b) Ethanol production. 

 

3.4  本章小结 

本章节，首先鉴定并测定了 6 种原料经过预处理后产生的 p-苯醌，然后测试了多

种脱毒方式对于 p-苯醌的脱除效率。研究了 5 种生物炼制菌株对于 p-苯醌的抗逆性以

及转化能力，发现了 Z. mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003 菌株对于 p-苯醌抗逆的机

理。通过 qRT-PCR 技术，挖掘到了 Z. mobilis 中在 p-苯醌胁迫下发生响应的基因，并

构建了多株重组菌株。最后，在多种发酵条件下，测试了这些重组菌株的 p-苯醌抗逆

能力以及乙醇发酵性能。本章主要研究结论如下： 
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（1）通过 GC-MS，鉴定并测定了 6 种常见的木质纤维素原料（玉米秸秆、玉米

芯残渣、小麦秸秆、稻秆、烟草秆、葵花秆）经过稀酸预处理后产生的 p-苯醌，发现

这 6 种原料中的 p-苯醌含量在进行 30%（w/w）高固体含量发酵时最高可以达到 205 

mg/L。 

（2）通过多种脱毒方式（水洗过程、过碱化处理以及生物脱毒）来进行 p-苯醌的

脱毒。除了过碱化处理无法脱除 p-苯醌外，水洗过程和生物脱毒都可以有效脱除 p-苯

醌，但水洗过程存在大量的废水产生以及大量可发酵性糖损失的缺点，生物脱毒存在

周期过长、木糖大量损失等缺点。 

（3）研究了 5 种发酵微生物（S. cereviaisae XH7、S. cereviaisae DQ1、P. 

acidilactici TY112、Z. mobilis ZM4、G.oxydans DSM2003）对于 p-苯醌以及氢醌的耐受

能力，结果显示 Z. mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003 菌株对于 p-苯醌具有良好的抗

逆能力，并且 5 种发酵微生物都对氢醌具有非常高的抗逆能力。 

（4）通过 5 种生物炼制菌株对于 p-苯醌的转化实验，发现 p-苯醌高抗逆的 Z. 

mobilis ZM4 和 G. oxydans DSM2003 菌株都具有将高毒性 p-苯醌转化为低毒性氢醌的

能力，而剩余的三株 p-苯醌敏感的菌株都无法转化高毒性的 p-苯醌。生物炼制菌株的

p-苯醌高抗逆机理是将高毒性的 p-苯醌转化为低毒性的氢醌。 

（5）基于 Z. mobilis 详细的基因组注释以及前期的抑制物转化研究，借助于 qRT-

PCR 技术，从 Z. mobilis 中筛选到了 8 个强烈响应 p-苯醌胁迫的基因（ZMO1949、

ZMO1696、ZMO1772、ZMO1576、ZMO1399、ZMO0833、ZMO1303 以及 ZMO1984）。 

（6）构建了 8 株过表达上述基因的重组菌株，并且将重组菌株在添加了 p-苯醌的

RM 培养基以及含有不同浓度 p-苯醌的水解液中进行了 p-苯醌抗逆测试，最后还在真

实的木质纤维素体系中进行高固体含量的 SSCF，进一步验证了 ZMO1399、

ZMO1576、ZMO1696、ZMO1949 以及 ZMO1984 对于提高 p-苯醌抗逆的功能。这些基

因可以作为候选基因用于 p-苯醌抗逆性较差的菌株（酿酒酵母、乳酸片球菌等）的改

造从而提高对于 p-苯醌的抗逆性。  
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第 4 章  酿酒酵母适应性进化突变株耐高温性能提升的分子机理解析 

4.1  引言 

通过偶联酶解与乙醇发酵过程，SSCF 是进行纤维素乙醇生产的一个有吸引力的选

择[236-238]。然而，乙醇生产菌株发酵的温度通常为 28~30 ℃，而纤维素酶解的最适温度

为 45~50 ℃[239]；进行 SSCF 需要在温和的温度下进行来保证菌株的正常生长，这会严

重影响糖化效率以及最终的乙醇产量。另外，大规模的乙醇发酵发酵罐容量高达 1000 

m3，传质传热不充分导致的局部区域过热会对生物炼制菌株的生长造成很大的影响。因

此，提高乙醇生产菌株的耐高温性能对于纤维素乙醇发酵至关重要。 

菌株的耐高温特性是一种复杂的表型，涉及到多种代谢反应，理性改造的应用经常

由于耐高温的复杂性而受到阻碍[160, 174, 175]。适应性进化是一种简单且被广泛使用的策略，

通过人工设计的筛选压力，已经被成功应用于提高发酵菌株的抑制物抗逆性[185]、低 pH

值抗逆性[192]、高盐抗逆性[176]以及耐高温性能[166]。通过适应性进化，谷氨酸棒状杆菌 C. 

glutamicum GLY3 经过 65 天的适应性进化可以获得对高温和异丁醇的交叉耐受性，显著

提高了氨基酸的生产[189]。酿酒酵母 S. cerevisiae Ethanol Red 经过长期的适应性进化可以

对 39 ℃高温具有良好的抗逆性，显著提升了高温胁迫下的乙醇发酵性能[97]。然而，在

严苛的高温胁迫下进行适应性进化并不能有效提高菌株的高温抗逆性。 

在这项研究中，通过在适中的热胁迫（35 ℃）下进行长达 91 天的适应性进化培养，

获得了一株耐高温性能显著提升的进化菌株 S. cerevisiae Z100。在 50 oC 高温下，相比

于出发菌株 S. cerevisiae XH7，进化菌株 S. cerevisiae Z100 的细胞活力显著提升了；S. 

cerevisiae Z100 提升的耐高温性能促进了随后的乙醇发酵，而出发菌株的乙醇发酵过程

伴随着严重的乳酸菌污染。RNA-seq 分析发现适应性进化导致了进化菌株独特的基因转

录情况。考虑到进化菌株 S. cerevisiae Z100 提高的发酵性能，比较分析了碳代谢通路上

的基因在两株菌株中的转录情况，结果发现，进化菌株的碳代谢通路上的关键基因（限

速酶以及葡萄糖磷酸化酶编码基因）在 30 ℃条件下被显著增强了，进化菌株碳代谢的

强化有助于进化菌株的耐高温性能以及发酵性能的提升。进一步的基因组重测序分析发

现进化菌株中的突变要远少于出发菌株。本研究工作不仅为大规模乙醇发酵提供了一株

耐高温性能优异的菌株，而且为理性改造提高生物炼制菌株高温抗逆性提供了可供参考

的候选基因。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  菌株、培养基与培养条件 

S. cerevisiae XH7 是一株经过木糖利用改造的菌株，也是适应性进化培养的出发菌

株，培养方法见 3.2.1。 

用于生物脱毒的 A. resinae ZN1 使用的培养基配方及培养条件见 2.2.1。 
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4.2.2  酶与试剂 

本节使用的酶及试剂见 2.2.3。 

4.2.3  木质纤维素原料及后续的生物炼制过程 

本章使用的木质纤维素原料为小麦秸秆，购自河南南阳，于 2018 年春季收割。小

麦秸秆中的纤维素和半纤维素含量分别为 36.2%（w/w）和 17.0%（w/w）。小麦秸秆的

前处理以及预处理过程见 2.2.2。 

4.2.4  适应性进化、耐高温性能评估以及随后的乙醇发酵 

生物脱毒后的小麦秸秆首先在 25%（w/w）固体含量，总液体为 50 mL，在 150 rpm，

50 ℃条件下糖化 12 h，酶的添加量为 5 mg 蛋白/g 纤维素；糖化后的醪液（不移除固体

残渣）加入营养盐（10 g/L 酵母提取物、2 g/L 硫酸铵、1 g/L 硫酸镁以及 2 g/L 磷酸二氢

钾）作为菌株适应性进化的培养基。S. cerevisiae XH7 的适应性进化是在 250 mL 三角瓶

中进行的，转接量为 10%（v/v），每 24 h 转接一次，35 ℃，150 rpm，连续转接 91 次后

获得了一株稳定的进化菌株 S. cerevisiae Z100。 

酿酒酵母的高温耐受是在 50 ℃，120 rpm 条件下进行的，在高温下维持 12-48 h。

种子液的培养方式是按照之前的方法进行的[46]，在 YDP 培养基中过夜活化后的种子液

接入到含有 5%（w/w）脱毒后小麦秸秆及酶液的 250 mL 摇瓶中培养 12 h，随后在含有

10%（w/w）脱毒后小麦秸秆及酶液的 1 L 摇瓶中培养 24 h，酶用量保持为 10 mg 纤维

素粗蛋白/g 纤维素。培养好的种子液以 20%（v/v）接种量接种到预糖化后的小麦秸秆

中，维持 50 ℃高温 12-48 h。 

乙醇发酵是在 50 ℃高温胁迫后进行的，降温至 30 ℃进行细胞生长以及乙醇发酵，

发酵期间用 4 M NaOH 控制发酵 pH 值为 5.5。 

4.2.5  发酵产物测定、细胞活力检测以及葡萄糖消耗延滞期 

葡萄糖、木糖、乳酸、乙酸、甘油、糠醛以及 HMF 的测定参见 2.2.9。 

细胞活力的检测是通过测定发酵醪中的菌落形成单位（Colony-Forming Units，CFU）。

SSCF 中有固体物料的存在，难以进行 OD600 的测定。从发酵罐中取出发酵醪，通过稀

释到一定浓度后（10-5~10-6）取 100 μL 均匀涂布到固体平板中，30 ℃培养两天后计数。 

4.2.6  转录组分析 

过夜培养的 S. cerevisiae XH7 和 S. cerevisiae Z100 种子液以 10%（v/v）接种量接入

到添加了 40 g/L 葡萄糖的 YPD 培养基中 30 ℃培养 4 h 至 OD600 为 2.0，然后将培养 4 h

的菌液分别放在冰水混合物以及 50 ℃热休克处理 1 h，经过处理后的细胞在 4 ℃条件下

12,000 × g 离心 10 min，所有样品都储存在-80 ℃。 

细胞样品中的 RNA 是采用 TRIzol 试剂（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）进行提

取的，RNA 的纯化是通过 NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (NEBNext，

New England）来处理的，RNA 质量以及浓度的检测是通过 Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies，Santa Clara，CA)测定，提取达标的 RNA 放置于-80 ℃保存。 
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转录组分析（RNA sequencing，RNA-seq）由北京博奥晶典生物有限公司（CapitalBio 

Technology Co.，Beijing，China）来完成。采用 NEBNext Ultra RNA Library Prep kit

（NEBNext，New England）试剂盒来制备 cDNA 文库，文库数据由 Illumina NovaSeq 

6000 platform（Illumina, San Diego，CA，USA）来进行数据处理。成对的序列会对应到

S. cerevisiae S288c（NCBI accession no. GCA_000146045.2）参考基因组中。本研究首先

将不同条件下的表达数值进行 log2 对数转化，转化后数值绝对值大于或等于 2 的视为差

异表达基因（Differentially expressed genes，DEGs），以及错误发现率（False discovery 

rate，FDR）小于 0.001 才能视为显著差异表达基因。基因本体论（Gene ontology，GO）

分析以及 KEGG 通路分析则分别通过 DAVID（Database for Annotation，Visualization，

and Integrated Discovery）和 IPA（Ingenuity pathway analysis）分析来进行。 

4.2.7  基因组重测序以及 SNPs 分析 

为了确定 S. cerevisiae XH7 和 S. cerevisiae Z100 在基因水平上是否发生了改变，进

行了基因组重测序分析。基因组重测序是由南京派森诺生物技术有限公司（Personal 

Biotechnology Co.，Nanjing，China）完成的，DNA 文库是采用 Vazyme ND606 试剂盒

插入 400 bp 序列来构建的，通过 Illumina NovaSeq 6000 平台分析测序形成双末端序列

数据。SNPs GATK 软件用于预测 SNP 发生的位点，质量评估大于 2 的才能被视为有效

的 SNPs。SNPs 分析需要先除去不合格的突变，然后将读取的数据对应到 S. cerevisiae 

S288c 参考基因组（NCBI GeneBank accession number GCA_002057635.1）上。在排除

发生在两株菌株中相同的突变后，分析并比对了在两株菌株中突变的差异。同时，为

了阐明非同义突变对于蛋白质结构的影响，我们通过在线软件 Phyre2 来预测[262]。α-螺

旋与 β-折叠的破坏或者引入都会引起蛋白质二级结构以及三级结构的改变，进而改变

蛋白质的构象和功能[263]。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  酿酒酵母 XH7 的长期适应性进化以及耐高温性能评估 

之前的研究采用了高的温度（42 oC~48 oC）对酵母菌株进行了长期的适应性进化培

养，但并没有显著提高菌株的耐高温性能。因此 S. cerevisiae XH7 的长期适应性进化是

在相对温和的温度（35 ℃）条件下进行的，比常规的培养温度高了 5 ℃。连续转接是在

装有 50 mL 小麦秸秆水解液的 250 mL 三角瓶中进行的，每 24 h 转接一次。如图 4.1 所

示，经过 91 天大约 103 个细胞周期（酿酒酵母在有氧条件下每 100 min 一个细胞周期
[262]）的长期培养，菌株的乙醇生产以及糖耗趋于稳定。最终获得的稳定菌株命名为 S. 

cerevisiae Z100。 
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图 4.1  S. cerevisiae XH7 的适应性进化 

Fig. 4.1  Adaptive evolution profiling for S. cerevisiae XH7 

转接条件：脱毒后的麦秆在 25%（w/w）固体含量下 50 ℃糖化 12 h 后，不经过固液分离，加入营

养盐后直接用于 S. cerevisiae XH7 的连续转接培养；连续转接每 24 h 转接一次，35 ℃，150 rpm，

转接量为 10%（v/v）。 

 

进化菌株 S. cerevisiae Z100 的耐高温性能评估是通过在 50 ℃下维持 12 h、24 h 以

及 48 h 来进行的（图 4.2）。进化菌株 S. cerevisiae Z100 在 50 ℃下维持 12 h 以及 24 h 后

的细胞活力相比于出发菌株具有显著性的增强，而在 50 ℃下维持 48 h 后细胞活力与出

发菌株基本一致（图 4.2a）。由上述结果可以明显看出，经过长周期的适应性进化后，进

化菌株的耐高温性能相比于出发菌株具有显著性的增强。进化菌株 S. cerevisiae Z100 在

50 ℃下维持 12 h 以及 24 h 后的甘油生产也具有显著性的增强，分别比出发菌株高了 1.5

倍以及 3.1 倍，尽管在 50 ℃下维持 48 h 二者的甘油生产基本一样（图 4.2b）。当两株菌

株在 50 ℃下维持 48 h 后，其甘油生产基本相似，由此可以看出甘油含量与高温胁迫下

的细胞活力密切相关，之前的研究也发现了甘油对于菌株在高温胁迫下的存活具有重要

的意义[264, 265]。 

进化菌株 S. cerevisiae Z100 的乙醇发酵性能是在经过 12-48 h 的高温胁迫后进行的

（图 4.3）。进化菌株 S. cerevisiae Z100 在经过 12 h、24 h 以及 48 h 高温胁迫后，其乙醇

生产相比于出发菌株分别提高了 35%、130%以及 64%（图 4.3a）。出发菌株在经过 24 h

以及 48 h 高温处理后出现了严重的乳酸菌污染，分别产生了 30 g/L 以及 18 g/L 的乳酸，

进化菌株 S. cerevisiae Z100 的乙醇发酵过程中并没有乳酸的生产（图 4.3b）。同时，进化

菌株在乙醇生产过程中的细胞活力相比于出发菌株至少提升了 9 倍（图 4.3c）。这些结

果表明进化菌株提高的耐高温性能促进了高温胁迫后的乙醇发酵，降低了细菌污染的风

险。  
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图 4.2  进化菌株 S. cerevisiae Z100 在 50 ℃高温不同维持时间下的细胞活力以及甘油生产 

（a）50 ℃高温条件下的细胞活力；（b）50 ℃高温条件下的甘油生产 

Fig. 4.2  Cell viability and glycerol generation of the adaptively evolved S. cerevisiae at 50 °C for 

different duration time. 

(a) Cell viability at 50 °C; (b) Glycerol generation at 50 °C. 

发酵条件：出发菌株 S. cerevisiae XH7 作为对照，ND（Not detected）表示结果低于规定的最低检

测量。 
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图 4.3  进化菌株 S. cerevisiae Z100 在 50 ℃下维持不同时间后的乙醇发酵性能 

（a）乙醇生产；（b）乳酸生产；（c）细胞活力 

Fig. 4.3  Ethanol fermentability of the adaptively evolved S. cerevisiae Z100 after maintaining at 50 °C for 

different duration time.  

(a) Ethanol generation; (b) Lactic acid generation; (c) Cell viability. 

以出发菌株 S. cerevisiae XH7 作为对照，乙醇发酵是在 30 °C 条件下进行的，以 30%（w/w）固含

量的麦秆作为原料。乳酸来源于乳酸菌污染。乙醇生产以及乳酸生产测定于发酵终点，乙醇发酵

24 h 后取样测定细胞活力。  
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4.3.2  进化菌株和出发菌株的转录全景图 

然而目前关于适应性进化提高耐高温性能以及促进发酵背后的分子机理不太清楚，

希望借助于 RNA-seq 来探究进化菌株耐高温性能以及发酵性能提升背后的分子机理。 

图 4.4（火山图以及韦恩图）是进化菌株 S. cerevisiae Z100 与出发菌株 S. cerevisiae 

XH7 在 30 ℃以及 50 ℃条件下的比较转录组分析情况。如图 4.5 所示，当进化菌株 S. 

cerevisiae Z100 的培养温度从 30 ℃升高到 50 ℃后，高温胁迫下进化菌株中共有 1464 个

DEGs（其中有 674 个基因上调表达，790 个基因下调表达），而对于 S. cerevisiae XH7，

高温胁迫下共有 1426 个 DEGs（其中有 687 个基因上调表达，739 个基因下调表达）。

两株菌株在高温胁迫下下调的基因占主导，这表明高温胁迫下大多数基因的表达是被抑

制的，Techaparin 等 2017 年 S. cerevisiae Y01 在 40 ℃热休克条件下的转录分析结果与

我的结果一致[240]。当以S. cerevisiae XH7为对照时，在 30 ℃条件下，进化菌株 S. cerevisiae 

Z100 中共有 120 个 DEGs（79 个基因上调表达，41 个基因下调表达），而在 50 ℃条件

下，进化菌株 S. cerevisiae Z100 中共有 47 个 DEGs（19 个基因上调表达，28 个基因下

调表达）。S. cerevisiae Z100 与 S. cerevisiae XH7 的转录差异主要集中于 30 ℃条件下，

而且 120 个 DEGs 中几乎 2/3 的基因是上调表达的，这表明进化菌株中很多基因在 30 ℃

发生了上调表达，这些基因的上调很可能是进化菌株耐高温性能提升在转录水平上的体

现。 

GO（Gene ontology）分析表明生物学过程和细胞过程是这 4 种情况下富集度最高

的（图 4.5）。这两株菌株在高温胁迫下的 DEGs 是基本类似的；而以出发菌株 S. cerevisiae 

XH7 作为对照，进化菌株 S. cerevisiae Z100 在 50 ℃条件下的 DEGs 要远少于在 30 ℃条

件下。 

KEGG 通路分析发现，核糖体是两株菌株在高温胁迫条件下富集度最高的通路，另

外次级代谢产物的合成以及抗生素的合成通路富集度也比较高（图 4.6）。以出发菌株 S. 

cerevisiae XH7 作为对照，进化菌株 S. cerevisiae Z100 在 30 ℃条件下的 DEGs 主要富集

在次级代谢产物合成以及抗生素的合成通路，而在 50 ℃条件下的 DEGs 主要富集于减

数分裂以及抗生素合成通路上。  
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图 4.4  两株酵母菌株差异表达基因（DEGs）的统计分析 

（a）火山图；（b）维恩图 

Fig. 4.4  Statistics of the differentially expressed genes (DEGs) for two S. cerevisiae strains 

(a) Volcano diagram; (b) Venn diagram. 

火山图中的每一个点代表一个基因，其中红色、绿色和黑色分别代表上调表达、下调表达和无差异

表达，以差异表达倍数 FC（Foldchange）log2 的对数作为横坐标，以 P_value 的 log10 的负对数作为

纵坐标。
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图 4.5  两株酵母菌株的基因本体论（GO）分析 

Fig. 4.5  Gene Ontology analysis for two S. cerevisiae strains 

红色和绿色分别代表差异表达基因（DEGs）和非差异表达基因，每个条形柱上的数字表示该过程中的 DEGs 占该过程总基因的比例。横轴表示富集到的

生物过程中的 GO 条目，而纵轴表示每个 GO 条目对应的基因数量。



华东理工大学博士学位论文  第 63 页 

 
图 4.6  两株酵母菌株的 KEGG 通路分析 

Fig. 4.6  KEGG pathway analysis for two S. cerevisiae strains 

红色和绿色分别代表差异表达基因（DEGs）和非差异表达基因，每个条形柱上的数字表示该过程

中的 DEGs 占该过程总基因的比例。纵轴表示富集到的 KEGG 通路,而横轴表示每个通路对应的基

因数量。 

 

4.3.3  高温胁迫和适应性进化影响了核糖体通路中基因的转录响应 

核糖体通路作为两株酵母菌株在高温胁迫下的 DEGs 富集度最高的通路，积极响应

了高温胁迫（图 4.7），这一结果与 Feng 等 2019 年在嗜酸耐热菌 Alicyclobacillus 

acidoterrestris DSM 3922T 在高温胁迫下的通路富集结果一致[241]。在 164 个 DEGs 中，

除了几个差异表达上调的基因（RPL9B 和 RPP1B）外，大部分的基因例如 RPL3（核糖

体 60S 亚基的核心部件）在高温胁迫下都显著下调了，这表明核糖体通路是在整体上被

抑制的，Liu 和 Qian 等[242]以及 Techaparin 等[240]在真核生物中的蛋白质组以及转录组结

果支持了这一发现。21S_RRNA 和 RPL39 在 S. cerevisiae Z100 高温胁迫下的转录水平

比在 S. cerevisiae XH7 的高，这表明适应性进化影响了核糖体通路中基因的转录。同时，
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以 S. cerevisiae XH7 作为对照，这两个基因在 S. cerevisiae Z100 的 30 ℃条件下显著下调

了，而在 50 ℃下没有变化，这表明高温影响了核糖体通路中基因的转录。目前在不同

的细胞中都有发现这一现象，但并没有较为详细的机制解析。 

 

 
图 4.7  两株酵母菌株核糖体通路上的基因转录情况 

Fig. 4.7  Gene expression profiling of ribosome pathway for two S. cerevisiae strains 

矩形区域的数字表示在酵母菌株中的基因表达倍数变化。 

 

4.3.4  碳代谢通路基因表达的增强有助于进化菌株耐高温性能以及发酵性能的提升 

为了挖掘进化菌株高温胁迫下乙醇发酵性能提升背后的分子机理，进一步分析比较

了两株酵母菌株碳代谢通路上基因的转录情况（图 4.8）。首先，比较分析了中心碳代谢

通路中的 5 个关键酶（限速酶以及葡萄糖磷酸化酶）编码基因的转录情况以及甘油代谢

路径中的相关基因，包括糖酵解途径（Embden-Meyerhof-Parnas pathway，EMP）中的
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GLK1（编码葡萄糖激酶）、HXK1（编码己糖激酶）以及 PYK2（编码丙酮酸激酶），

三羧酸循环（Tricarboxylic acid cycle，TCA）中的 CIT1（编码柠檬酸合酶），戊糖磷酸

途径（Pentose phosphate pathway，PPP）中的 ZWF1（编码葡萄糖-6-磷酸脱氢酶），甘

油代谢路径中的相关基因。在高温胁迫下，进化菌株 S. cerevisiae Z100 中上述关键酶编

码基因的转录水平低于出发菌株 S. cerevisiae XH7 中的转录水平；然而，以出发菌株 S. 

cerevisiae XH7 为对照，进化菌株 S. cerevisiae Z100 中上述这 5 个基因在 50 ℃条件下没

有变化，而在 30 ℃条件下上调表达了。从这些结果可以看出，进化菌株 S. cerevisiae Z100

中这 5 个基因的表达水平在 30 ℃条件下得到了强化，进而导致 S. cerevisiae Z100 中这

些基因对于高温胁迫的响应要弱于 S. cerevisiae XH7，由此可以看出 S. cerevisiae Z100

比 S. cerevisiae XH7 更加适应高温胁迫。有趣的是，这一相同的现象也出现在海藻糖以

及糖原合成通路（碳代谢的另一重要分支）相关基因的转录响应上。海藻糖以及糖原合

成通路上的基因包括 PGM2（磷酸葡萄糖变位酶）、GSY1（糖原合酶）、GLC3（1,4-α-

葡聚糖分支酶）、GPH1（糖原磷酸酶）、TSL1（海藻糖-6-磷酸合酶）以及 TPS1（α, α-

海藻糖-磷酸合酶）的基因转录响应都有着类似的转录情况，S. cerevisiae Z100 中这些基

因的表达也在 30 ℃条件下增强了。另外，碳代谢通路中 ACH1（乙酰-CoA 水解酶）以

及 ALD4（醛脱氢酶）在两株菌株中的转录情况也出现了相同的现象。尽管在 50 ℃下进

化菌株中甘油的合成显著增强了，但是转录组分析发现甘油代谢通路上的基因并没有发

生显著性的差异表达，推测可能是甘油代谢路径中的基因在基因层面发生了变化，从而

导致了甘油代谢的差异。总之，碳代谢通路上基因的转录响应了高温胁迫，进化菌株 S. 

cerevisiae Z100 在 30 ℃时碳代谢的强化很可能是进化菌株耐高温性能提升的潜在机理。 

EMP 途径对于能量产生、碳源利用以及细胞生长具有重要作用[242, 244]。进化菌株

EMP 途径中 GLK1、HXK1 以及 PYK2 在 30 ℃条件下的上调表达可以强化进化菌株的

EMP 途径。EMP 途径的强化不仅可以加强进化菌株中 ATP 的合成，从而提高其耐高温

性能，而且还能够促进碳源快速流向乙醇发酵，进而提高菌株的乙醇发酵性能。另外，

有研究发现，EMP 途径与细胞生长密切相关[243-245]，进化菌株中 EMP 途径的增强很可

能是其发酵过程中细胞活力提升的潜在机理。 

进化菌株中 TCA 途径限速酶 CIT1 的基因转录在 30 ℃条件下发生了上调表达。

CIT1 作为柠檬酸合酶同型二聚体中的一个保守大亚基，在改造的酵母中会响应高温胁

迫而发生上调表达，在酵母抵抗高温胁迫的过程起到了重要作用[246]。适应性进化后 CIT1

的表达增强有助于进化菌株 S. cerevisiae Z100 应对高温胁迫。 

PPP 途径在真核生物以及细菌中与 NADPH 还原力的再生密切相关，被认为是供应

NADPH 的主要来源[247]。进化菌株 PPP 途径中限速酶 ZWF1 的基因表达也在 30 ℃条件

下被强化了，PPP 途径的强化能够加快胞内 NADPH 的供应。细胞中的铁氧化还原蛋白
[248]、硫氧化还原蛋白[249]以及谷胱甘肽[250]可以消耗胞内 NADPH 用于清除高温胁迫下

产生的 ROS，而充足的 NADPH 供应可以增加这些氧化还原蛋白以及谷胱甘肽的循环再

生，增强进化菌株抵抗高温胁迫的能力。推测 S. cerevisiae Z100 中 PPP 途径的强化对于
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其耐高温性能的提升具有重要作用。 

本次研究中，两株酵母菌株中海藻糖以及糖原合成相关的基因几乎都在高温胁迫下

发生了显著的上调表达，这表明海藻糖以及糖原合成途径中的基因积极响应了高温胁迫。

海藻糖作为蛋白质的稳定剂以及非特异蛋白絮凝的阻遏剂，对于菌株抵抗高温胁迫具有

重要作用[105, 115]。适应性进化增强了进化菌株中海藻糖合成关键基因 TSL1 和 TPS1 的

转录响应，强化的海藻糖合成有利于进化菌株中海藻糖的积累，有助于进化菌株应对高

温胁迫。An 等[170]和 Ge 等[251]在酵母中过表达 TSL1 和 TPS1 增强了海藻糖积累以及耐

高温性能，这一结果支持了我的结论。而糖原作为主要的储备多糖，可以通过快速转化

为海藻糖从而响应高温胁迫[121]。有趣的是，糖原合成中 PGM2、GSY1、GLC3 以及 GPH1

的基因表达也在进化菌株中 30 ℃条件下得到了强化。进化菌株中糖原合成的增强不仅

可以提高糖原的积累，而且还能够在高温胁迫下快速转化为海藻糖，有助于抵抗高温胁

迫。这些结果表明，进化菌株中海藻糖以及糖原合成的强化很可能是其高温抗逆性以及

乙醇发酵性能提升的关键分子机理。 

4.3.5  出发菌株和进化菌株的基因组重测序对比 

进一步进行了基因组重测序来确定高温胁迫是否造成了两株酵母菌株在基因水平

上的改变（图 4.9）。与 S. cerevisiae S288c 参考基因组相比，进化菌株中有 1266 个 SNPs

以及 157 个插入缺失突变，出发菌株中有 4673 个 SNPs 以及 399 个插入缺失突变（图

4.9a）。对于发生于外显子区域的 SNPs，进化菌株中分别发生了 251 和 164 个同义和非

同义突变，而出发菌株中分别发生了 1828 和 777 个同义和非同义突变。很明显，进化

菌株 S. cerevisiae Z100 中的 SNPs 要远少于出发菌株 S. cerevisiae XH7 中的，而这些差

异来源于适应性进化后提升的耐高温性能。同时，发现两株菌株中单碱基突变差异巨大

（图 4.9b），出发菌株的单碱基突变由大到小依序为：A > G（880）（表示从 A 碱基突

变为 G 碱基的次数为 880 次）、G > A（847）、T > C（846）以及 C > T（841），而进

化菌株的单碱基突变由大到小依序为：C > T（220）、A > G（217）、T > C（206）以

及 G > A（197）（图 4.9b）。总之，进化菌株中的突变远少于出发菌株，这很可能是进

化菌株耐高温性能提升在基因层面的体现。 
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图 4.8  两株酵母菌株碳代谢通路上基因的转录情况 

Fig. 4.8  Transcriptional landscapes of carbohydrate metabolism for two S. cerevisiae strains 

色块中的数字表示在两株酵母菌株中基因表达的倍数变化，其中的正值和负值分别表示上调和下调

的情况（变化倍数的绝对值大于或等于 2）。基因的缩写如下所示：乌头酸水合酶（ACO1-2）、乙酰

-CoA 水合酶（ACH1）、醇脱氢酶（ADH1-5）、醛脱氢酶（ALD2-6）、丙酮酸激酶（CDC19、

PYK2）、柠檬酸合酶（CIT1-2）、己糖激酶（HXK1、EMI2、GLK1）、烯醇化酶（ERR1-2）、磷酸

果糖醛缩酶（FBA1）、果糖-1,6-二磷酸酶（FBP26）、延胡索酸水合酶（FUM1）、糖原分支酶

（GLC3）、6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶（GND1-2）、糖原磷酸化酶（GPH1）、磷酸甘油变位酶（GPM1-

2）、糖原合酶（GSY1-2）、甘油-3-磷酸脱氢酶（GPD1-2、GUT2）、甘油-1-磷酸酶（GPP1-2）、甘

油激酶（GUT1）、异柠檬酸脱氢酶（IDH1-2、IDP1-3）、α-酮戊二酸脱氢酶（KGD1-2）、琥珀酰-

CoA 合成酶（LSC1-2）、苹果酸脱氢酶（MDH1）、α, α-海藻糖酶（NTH1-2）、转醛酮酶

（NQM1）、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（PCK1）、丙酮酸脱氢酶（PDA1、PDB1、PDC1、PDC6）、

6-磷酸果糖激酶（PFK1）、葡萄糖-6-磷酸异构酶（PGI1）、磷酸甘油酸激酶（PGK1）、葡萄糖磷酸

变位酶（PGM2）、磷酸核酮糖差向异构酶（RPE）、核糖-5-磷酸异构酶（RKI1）、木糖异构酶（Ru-

xylA）、琥珀酸脱氢酶（SDH2、SDH6、YJL045W）、6-磷酸葡萄糖酸内酯酶（SOL3-4）、转醛醇酶

（TAL1）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（TDH1）、转酮醇酶（TKL1-2）、磷酸丙糖异构酶（TPI1）、α, α-
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海藻糖磷酸合酶（TPS1、TPS3）、海藻糖磷酸酶（TPS2）、6-磷酸海藻糖合酶（TSL1）、UDP-葡萄

糖焦磷酸化酶（UGP1、YHL012W）、木酮糖激酶（XKS1）、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶（ZWF1）。 

 

 

 

图 4.9  两株酵母菌株基因突变可视化 

（a）突变全景图；（b）单核苷酸突变 

Fig. 4.9  Visualization profile of genetic changes for two S. cerevisiae strains 

(a) Whole landscapes of mutations; (b) Single nucleotide variation (SNV) class. 

 

4.4  本章小结 

本章节，通过长周期的适应性进化培养，获得了一株耐高温性能以及乙醇发酵性能

显著提高的酵母菌株，并且经过 RNA-seq 以及基因组重测序分析挖掘到了进化菌株耐
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高温性能以及发酵性能提升背后的分子机理。本章节主要研究结论如下： 

（1）在 50 ℃高温下维持 12 h 以及 24 h，进化菌株 S. cerevisiae Z100 的细胞活力相

比于出发菌株 S. cerevisiae XH7 都有显著性的提升；进化菌株耐高温性能的提升不仅促

进了其纤维素乙醇发酵，而且降低了染菌的风险。 

（2）在高温胁迫下，进化菌株中有 674 个基因发生上调表达，790 个基因发生下调

表达；出发菌株中有 687 个基因发生上调表达，739 个基因发生下调表达。高温胁迫下，

两株菌株中的基因大部分是发生了下调表达。 

（3）GO 分析表明生物学过程和细胞过程是这 4 种情况下富集度最高的，KEGG 分

析发现高温胁迫下核糖体通路是两株菌株中富集度最高的通路，并且核糖体通路上的大

部分基因是下调表达的。 

（4）以出发菌株作为对照，进化菌株 S. cerevisiae Z100 碳代谢通路中的很多关键

酶编码基因在 30 ℃条件下发生了显著的上调表达，这些关键酶包括中心碳代谢通路中

的葡萄糖磷酸化激酶（HXK1、GLK1）、限速酶（PYK2、ZWF1、CIT1）以及海藻糖和

糖原合成通路中的关键酶（TSL1、TPS1）等。进化菌株碳代谢通路的增强不仅能够促进

乙醇发酵性能，而且能够有助于进化菌株抵抗高温胁迫。 

（5）在基因层面上，进化菌株 S. cerevisiae Z100 中的突变要远远少于出发菌株 S. 

cerevisiae XH7 中突变，这很可能是进化菌株耐高温性能提升在基因层面的体现。 
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第 5 章  适应性进化以及理性改造策略提高乳酸片球菌 ZY271 的低 pH 值

抗逆性 

5.1  引言 

随着近几年环保意识的不断增强，对于乳酸来源生物可降解塑料聚乳酸的需求量也

在不断增加[252, 253]。据估计，2020 年乳酸的全球需求量就已经高达 196 万吨，然而全球

的产量仅为 60 万吨，远远不足以满足乳酸的需求量[252-255]。目前 90%的工业化乳酸都是

靠微生物发酵获得的，其中大部分是利用乳酸菌（lactic acid bacterium，LAB）来进行发

酵的[254]。 

微生物发酵生产乳酸（pKa = 3.86）的过程中，乳酸的大量积累会使得 pH 值下降，

当 pH 值低于 pKa 值时，游离的乳酸可以透过细胞膜进入胞内，在胞内解离出 H+。游离

的 H+一方面降低胞内 pH，另一方面还会影响细胞膜的稳定性。因此，乳酸发酵过程需

要添加大量的中和剂（Ca(OH)2、CaCO3 以及 NaOH 等）来控制合适的 pH 值（5.0~6.5）

以维持 LAB 生长，而乳酸中和后乳酸钙或者乳酸钠等的乳酸盐。为了得到游离的乳酸，

需要添加大量的浓硫酸，乳酸的中和和酸化过程会使得乳酸纯化过程复杂化，增加大量

的工艺成本[256]。在低 pH 值条件下进行乳酸发酵，能够大量减少中和剂的使用以及酸化

过程的浓硫酸用量，能避免石膏等固体废弃物的产生，降低乳酸纯化的工艺成本[255-257]。

然而，在低 pH 值条件下生产乳酸，发酵菌株会受到低 pH 值的胁迫，低 pH 值胁迫会抑

制生物炼制菌株的生长和发酵指标，降低乳酸发酵的经济性[126, 258]。因此，提高生物炼

制菌株的低 pH 值抗逆性对于在低 pH 值条件下进行乳酸发酵至关重要。 

提高 LAB 的低 pH 值抗逆性常用的策略包括理性改造以及适应性进化。在乳酸乳

球菌 Lactococcus lactis 中表达组氨酸脱羧途径以及海藻糖合成路径能够提高菌株在低

pH 值条件下的细胞存活，但是并不能显著提高菌株的乳酸发酵性能。Cubas-Cano 等 2019

年通过长周期的适应性进化培养，提高了L. pentosus在低pH值条件下的木糖利用能力，

获得的进化菌株在 pH 值 5.0 条件下能够利用木糖生产 6.1 g/L 乳酸[128]。Zhang 等 2012

通过在 pH 值 4.3 条件下的 MRS 培养基中对乳酸乳球菌 L. casei 进行适应性进化培养，

进化菌株能够在 pH 值 4.3 条件下生产 17.9 g/L 乳酸[195]。然而，目前在提高 LAB 酸耐

受能力方面的研究取得的进展很有限，难以满足工厂化的需求。 

P. acidilactici ZY271 是一株优异的 LAB 菌株，对于木质纤维素来源的抑制物以及

高温胁迫具有很高的耐受性[48, 49, 56, 58]。在这项研究中，采用了两种策略（适应性进化以

及理性改造策略）来提高出发菌株 P. acidilactici ZY271 在低 pH 值条件下的发酵性能。

首先尝试了三个方面的理性改造：1. 表达内源或者外源的乳酸脱氢酶（ldh、ldh3）来提

高乳酸合成通路的通量；2. 表达损伤修复相关的基因包括 recA（编码重组酶）、DnaK（分

子伴侣）以及 gshAB（编码谷胱甘肽合成）来提高酸耐受能力；3. 表达 ATPase-F0（编

码 F0F1-ATPase 的 F0 大亚基）来泵出胞内的 H+。另外还尝试了低 pH 值条件下的适应性
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进化策略来提高 P. acidilactici ZY271 的酸耐受能力。理性改造策略并没有能够显著提高

菌株的低 pH 抗逆性以及发酵性能，而获得的进化菌株在低 pH 值下进行低指标的乳酸

发酵，其乳酸发酵性能以及细胞活力相比于出发菌株有显著性的增强。另外，通过测定

进化菌株在不同 pH 值条件下的中和剂用量，发现以 NaOH 和 Ca(OH)2 作为中和剂，pH

值 4.0 条件下相比于 pH 值 5.5 条件下的中和剂用量分别减少了 56.3%以及 39.8%，中和

剂用量的下降能有效减少固体废弃物的产生，有利于降低后期纯化的工艺成本。本研究

初步探索了提高 P. acidilactici ZY271 低 pH 值抗逆性的多种策略，理性改造部分的工作

没有起到显著的效果，而适应性进化策略对于菌株的低 pH 值抗逆性和乳酸发酵性能提

升的效果有限，不具备实际应用价值，还需要后续进一步的研究。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  菌株、培养基与培养条件 

P. acidilactici ZY271 的培养方法以及 MRS 培养基配方见 3.2.1。携带 pZY36e 表达

质粒的 E. coli XL1-blue 用于质粒的构建以及扩增，培养于添加了 150 μg/mL 红霉素的

LB 培养基中。 

5.2.2  木质纤维素原料及后续的生物炼制过程 

本章节使用的小麦秸秆的前处理以及预处理过程见 2.2.2。 

5.2.3  酶与试剂 

本章节使用的酶及试剂盒见 2.2.3，红霉素购买于本地供应商。 

缓冲液 I 配置方法：0.02 g 六水氯化镁，20.538 g 蔗糖，0.186 g 三水磷酸钾，加水

定容至 100 mL，然后浓盐酸调节 pH 至 7.5。 

缓冲液 II 配置方法：称取 17.115 g 蔗糖，加入 10 mL 甘油，加水定容至 100 mL。 

复苏液：称取 17.115 g 蔗糖，然后加入 90 mL 的 MRS 培养基进行溶解。上述缓冲

液以及复苏液都在 115 ℃下灭菌 20 min 后使用。 

5.2.4  质粒构建 

本章节用到的质粒和引物见表 5.1。PldhD 来自 P. acidilactici ZP26 基因组中 ldhD

（D-乳酸脱氢酶）起始密码子上游 303 bp 的序列，ldh（L-乳酸脱氢酶）、recA（重组酶）、

DnaK（分子伴侣 DnaK）以及 ATPase-F0（F0F1-ATPase 中的 F0 大亚基，作用于泵出 H+）

都来自于 P. acidilactici ZY271 基因组，ldh3（L-乳酸脱氢酶）来自于 Lactobacillus 

acidophilus La-14 基因组，gshAB（谷氨酸半胱氨酸合成酶以及谷胱甘肽合成酶）来源于

E. coli K12 基因组。 

表达质粒的构建方法如下：首先将 PldhD 启动子在 EcoR I 和 Xba I 位点通过酶切连

接的方式替代 pMG36e 中的 P32 启动子形成 pZY36e 表达质粒，然后将目的基因在 Xbal 

I、Sal I 以及 Pst I 等位点通过酶切连接的方式将目的基因构建到表达质粒中，最后在 E. 

coli XL1-blue 中扩增提取用于重组菌株的构建。 
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5.2.5  感受态制备、电转化以及阳性克隆的筛选 

P. acidilactici 感受态制备：首先将-80 ℃冻存的 P. acidilactici ZY271 在 MRS 平板上

划线，置于 42 ℃培养箱中静置培养 48 h，挑取单菌落于 5 mL 液体 MRS 中 42 ℃，150 

rpm 培养 12 h。取 400 μL 培养液转接至含有 20 mL 新鲜 MRS 培养液的 100 mL 摇瓶中，

加入 600 μL 的 40 mM D/L-苏氨酸溶液，42 ℃，150 rpm 培养约 6 h 至 OD600 为 1.0。取

2.5 mL 菌液在 4 ℃，10000 rpm，5 min 条件下分批次离心，弃上清，加入 1 mL 缓冲液

I 悬浮洗涤菌体两次。用 100 μL 缓冲液 I 悬浮菌体，加入 10 μL 的 1 mg/mL 溶菌酶溶

液，37 ℃处理 30 min。离心 5 min 后弃上清，再加入 1 mL 缓冲液 I 悬浮洗涤细胞两次

后弃上清，最后加入 500 μL 缓冲液 II 悬浮细胞，每 80 μL 分装得到感受态。 

取 20 L 构建的表达质粒加入 80 L 感受态细胞中后混匀，冰浴放置 15 min。然后

加入到提前预冷 0.5~1 h 的电击杯中，于 2000 V，200 Ω，25 μF 条件下进行电击，电击

后的液体转移至离心管中，并加入 900 μL 预冷的复苏液。42 ℃，150 rpm 培养 3~4 h 后，

菌液离心留存 100 μL 液体，均匀地涂布在含有 5 μg/mL 红霉素的 MRS 平板中。平板

42 ℃培养箱中培养 48 h 后进行重组菌株的验证。 

5.2.6  重组菌株在低 pH 值条件下的发酵性能评估 

几株重组菌株的发酵都是在含有 20 mL MRS 培养基的 100 mL 摇瓶中进行的，低

pH 环境由乳酸的不断积累而逐渐形成。以携带空载质粒的重组菌株作为对照，42 ℃，

150 rpm，发酵持续 48 h，测定发酵终点的 L-乳酸产量以及细胞活力。重组菌株发酵的

种子培养方法：挑取重组菌株的单菌落接种到含有 5 mL MRS 培养基的 10 mL 试管中培

养 12 h，然后以 10%（v/v）接种量接种到含有 20 mL 的 MRS 的 100 mL 摇瓶中培养 6 

h，最后将培养的种子液接种到含有 20 mL 的 MRS 的 100 mL 摇瓶中进行发酵，调整接

种量以保持初始的 OD600 一致，每次试验都设置两个平行，种子培养以及发酵过程中都

加入 5 μg/mL 红霉素以维持质粒的稳定性。 

5.2.7  低 pH 条件下的适应性进化 

P. acidilactici ZY271 的适应性进化培养是在 MRS 培养基中进行的，整个过程一共

经历了 5 个阶段共 200 次的连续转接，低 pH 值环境随着乳酸的不断积累而逐渐形成。

接种量控制为 10%（v/v），菌株培养于含有 20 mL MRS 培养基的 100 mL 三角瓶中，

42 ℃，150 rpm。 

第 I 阶段：MRS 培养基（22 g/L 一水合葡萄糖、2 g/L 磷酸氢二钾、10 g/L 酵母提取

物、10 g/L 蛋白胨、5 g/L 乙酸钠、2 g/L 柠檬酸氢二铵、0.58 g/L 七水合硫酸镁、0.25 g/L

一水合硫酸锰），每 24 h 转接一次，持续了 18 次转接； 

第 II 阶段：MRS 培养基，每 48 h 转接一次，持续了 27 次转接； 

第 III 阶段：在外源添加 2 mL 100 g/L 的 L-乳酸降低 pH 值至 4.0 的 MRS 培养基中

培养 48 h 后转接至新鲜 MRS 培养基中培养 24 h，在两种培养条件下进行交替转接，持

续了 7 次转接； 
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第 IV 阶段：将 MRS 培养基中的乙酸钠浓度由 5 g/L 降低至 1 g/L，每 72 h 转接一

次，持续了 39 次转接； 

第 V 阶段：MRS 培养基，每 48 h 转接一次，持续了 109 次转接。 

5.2.8  进化菌株的低 pH 值抗逆性发酵评估 

进化菌株的低 pH 值抗逆性发酵评估是在含有 90 g/L 葡萄糖的 MRS 培养基以及同

步糖化共发酵中进行的，发酵体系都为 500 mL。发酵用的种子液培养方法如下：将进化

菌株或者出发菌株从-80 ℃冰箱取出，MRS 平板中划线活化 48 h 后，挑取单菌落于含有

20 mL MRS 培养基的 100 mL 三角瓶中 42 ℃，150 rpm 培养 12 h，然后转接到含有 50 

mL MRS 培养基的 250 mL 三角瓶中培养 6 h 后以 10%（v/v）接种量接种到 1 L 发酵罐

中。 

进化菌株在含有 90 g/L 葡萄糖 MRS 培养基中的发酵使用 4 M NaOH 作为中和剂，

温度为 42 ℃，400 rpm，发酵过程的 pH 值分别控制在 5.5、5.0、4.5 以及 4.0，过程中检

测葡萄糖的消耗、L-乳酸生产以及细胞活力。 

进化菌株的 SSCF 以预处理并脱毒的麦秆为原料，采用 4 M NaOH 或者 25%（w/w）

Ca(OH)2 作为中和剂。物料在 50 ℃，500 rpm 预糖化 12 h，酶用量为 4 mg 纤维素酶粗

蛋白/g 干物料，糖化结束后降温至 42 ℃，400 rpm，pH 值调节至 5.5 后接入种子液，在

pH 值 5.5 条件下维持 4 h 以使得菌株能够快速生长，然后控制在不同 pH 值条件下，发

酵过程中检测糖的消耗、L-乳酸生产以及细胞活力。 

5.2.9  发酵产物、pH 值、细胞活力以及碱用量的计算 

葡萄糖、木糖以及 L-乳酸的检测参见 3.2.9，残糖表示发酵终点葡萄糖与木糖的总

和（g/L）。适应性进化终点的 pH 值测定是采用上海精科 PHS-3C 型号的 pH 计测定的。

细胞活力的检测参见 4.2.5，OD600 的测定参见 2.2.9。 

由于 Na+以及 Ca2+几乎全部来自于中和剂的加入，基于 Na+以及 Ca2+离子浓度可以

计算出 NaOH 的用量（g NaOH/g lactic acid）以及 Ca(OH)2 的用量（g Ca(OH)2/g lactic 

acid），此处计算的 Ca(OH)2 的用量包含预处理后调节 pH 用的 Ca(OH)2。Na+、Ca2+的浓

度是送样至华东理工大学分析测试中心进行检测的，采用的是离子色谱仪胜瀚 CIC-

D120（青岛，中国）来进行离子浓度测定。 
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表 5.1  本章节所用的菌株、质粒和引物 

Table 5.1  Strains, plasmids and primers used in this chapter 

Strains Characteristic Sources 

E. coli XL1-blue Host for plasmid construction Lab stock 

P. acidilactici ZY271 Parental strain for L-lactic acid fermentation [48] 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e) P. acidilactici ZY271 harboring empty plasmid pZY36e This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-ldh) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-ldh This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-ldh3) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-ldh3 This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-ATPase-F0) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-ATPase-F0 This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-recA) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-recA This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-DnaK) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-DnaK This work 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e-gshAB) P. acidilactici ZY271 harboring expression plasmid pZY36e-gshAB This work 

Plasmids Characteristic Sources 
 

pZY36e Expression plasmid by PldhD promotor [48] 

pZY36e-ldh Plasmid for expression of ldh by PldhD promotor This work 

pZY36e-ldh3 Plasmid for expression of ldh by PldhD promotor This work 

pZY36e-ATPase-F0 Plasmid for expression of ATPase-F0 by PldhD promotor This work 

pZY36e-recA Plasmid for expression of recA by PldhD promotor This work 

pZY36e-DnaK Plasmid for expression of DnaK by PldhD promotor This work 

pZY36e-gshAB Plasmid for expression of gshAB by PldhD promotor This work 

Primers Sequence (5' - 3') 
  

 
ldh-F TGCTCTAGAATGTCTAATATTCAAAATCATCAAAAAGTTGT 

 
ldh-R AAAACTGCAGTTATTTGTCTTGTTTTTCAGCAAGAG 

 

ldh3-F CTAGTCTAGAATGGCAAGAGTTGAAAAACCTCGT  
ldh3-R ACGCGTCGACTTATTGACGAACCTTAACGCCA  
ATPase-F0-F TGCTCTAGAGTGGGTGGTGAATCAATTTCA 

 
ATPase-F0-R AAAACTGCAGTCATTTACTCTCACCTAAACCTTCAAT 

 
DnaK-F CTAGTCTAGAATGGCAAGTAATAAAATTATTGGTATTGAC  
DnaK-R ACGCGTCGACTTATTTGTTGTCTTTGTCAGGATCG 
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gshA-F CTAGTCTAGATGCTCTGGTGTGCAGACCAGAC 
 

gshA-R ACGCGTCGACTCAGGCGTGTTTTTCCAGCCACA 
 

gshB-F ACGCGTCGACATTTGGCGATTTGGGCTAAC 
 

gshB-R AACTGCAGTTACTGCTGCTGTAAACGTG 
 

recA-F ACGCGTCGACGTGGCAGATGAAAGAAAAGAAG        

recA-R AAAACTGCAGTTATTTCAAGTCTAATTCAGCTTGGT       

注：下划线表示酶切位点。 
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5.3  结果与讨论 

5.3.1  理性改造提高乳酸片球菌在低 pH 值条件下的发酵性能 

在低 pH 值条件下，P. acidilactici ZY271 的乳酸发酵性能受到强烈的抑制[259]。为了

克服酸胁迫对于乳酸发酵的抑制作用，我们尝试了三个方面的理性改造：（i）增加乳酸

路径的通量；（ii）修复酸胁迫造成的损伤；（iii）泵出胞内过多的 H+（图 5.1）。 

首先在菌株中表达了自身的 L-乳酸脱氢酶（L-lactate dehydrogenase，ldh）以及来源

于嗜酸乳杆菌 L. acidophilus La-14 的 ldh3 来强化乳酸的合成。据报道，乳酸脱氢酶（ldh）

严重影响乳酸的生产，因此我们在出发菌株中表达内源或者外源的 ldh 来强化在酸性条

件下的乳酸生产[82]。但发酵结果显示表达内源或者外源的 ldh 并没有促进重组菌株的乳

酸生产。 

随后还尝试了在出发菌株 P. acidilactici ZY271 表达酸胁迫损伤修复相关的基因，包

括 recA、DnaK 以及 gshAB 来提高菌株的酸耐受。低 pH 值胁迫下，菌株自身能够通过

调节胞内的 recA（编码重组酶）以及 DnaK（编码分子伴侣）等的表达来修复大分子（DNA

以及蛋白质等）的损伤，提高低 pH 值抗逆性，而由 gshAB（编码谷氨酸半胱氨酸合成

酶以及谷胱甘肽合成酶）介导的谷胱甘肽合成有助于菌株抵抗酸胁迫[155-158]。发酵结果

显示，在 P. acidilactici ZY271 中过表达自身的 recA、DnaK 以及外源引入谷胱甘肽合成

路径都没有提高菌株的 L-乳酸发酵性能。 

最后尝试了在出发菌株中过表达自身的 ATPase-F0 大亚基，用于维持胞内 pH 的稳

定。来源于胞内不断积累的乳酸解离出的 H+会损伤 LAB 的细胞膜以及干扰胞内的生化

反应，而菌株自身具有的 F0F1-ATP 酶 F0 大亚基能够将胞内的 H+泵出到胞外来提高胞内

的 pH 值[141-143]。但是发酵结果表明在出发菌株中过表达 ATPase-F0 大亚基并没有起到

很好的效果。 

理性改造在提高 P. acidilactici ZY271 的低 pH 值抗逆性方面效果不太显著，理性改

造效果差可能的原因分析如下。低 pH 环境会对 LAB 造成全局性的影响，乳酸合成路径

中的糖酵解相关的基因以及乳酸脱氢酶等都受到了强烈的抑制，因此单独表达 ldh 来提

高乳酸生产难以明显提高乳酸合成[267]；酸耐受是一种复杂的表型，涉及到很多基因之

间的相互作用，单独表达一个基因或者几个基因（recA、DnaK 以及 gshAB）来提高酸耐

受难以实现[137]；F0F1-ATPase 的活性对于 LAB 在低 pH 条件下的生存很重要，而 P. 

acidilactici ZY271的ATPase可能只在相对较高的 pH下有活性，这会导致过表达ATPase-

F0 难以正常发挥作用[143]。目前在 LAB 中通过代谢改造来提高酸耐受性能仅能够提高

菌株的细胞存活，并不能显著提高乳酸发酵性能。开发一种能够高效获得酸耐受菌株的

方法仍是一个巨大的挑战。 
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图 5.1  重组菌株在 MRS 培养基低 pH 值条件下发酵生产 L-乳酸 

Fig. 5.1  L-lactic acid fermentation of various recombinants in flasks at low pH 

发酵条件：重组菌株在含有 20 mL MRS 培养基的 100 mL 摇瓶发酵，以带有 pZY36e 的重组菌株作

为对照，低 pH 环境随着乳酸的不断积累而形成。L-乳酸产量以及细胞活力测定于 48 h 发酵终点。 

 

5.3.2  低 pH 值条件下的适应性进化 

由于理性改造效果不显著，随后对 P. acidilactici ZY271 进行了长期的适应性进化，

如图 5.2 所示，一共分为 5 个阶段：第 I 阶段适应性进化终点的 pH 值为 4.0 左右，并且

还有至少 6 g/L 的葡萄糖没有消耗完全，随后将适应性进化培养时间从 24 h 调整到 48 h

即第 II 阶段。第 II 阶段适应性进化终点的 pH 值为 3.9 左右，但是仍有 6 g/L 左右的残

糖，可能的原因是菌株的低 pH 值耐受能力较弱，难以进一步代谢糖，因此调整为外源

添加 L-乳酸将 pH 值降低到 4.0，并且随后转接至 MRS 培养基中进行交替转接，即第 III

阶段。第 III 阶段适应性进化终点 pH 值为 4.0 左右，菌株 OD600 低于 1，难以进行正常

的转接，在之前的基础上，考虑可能是乙酸钠含量太高影响了细胞的生长，调整乙酸钠

浓度到 1 g/L，即第 IV 阶段。第 IV 阶段适应性进化终点 72 h 的 pH 值为 3.65 左右，但

是仍有 9 g/L 的残糖，调整为与第 II 阶段一致，即第 V 阶段。第 V 阶段随着连续转接的

进行，48 h 的残糖浓度以及 pH 值不断降低并趋于稳定，最后残糖浓度稳定在 2.8 g/L，

pH 值稳定在 3.8 左右，细胞活力在 140-180 次连续转接过程中趋于稳定，随后有所波

动。经过共 200 次连续转接，最终获得了一株稳定的进化菌株。 
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图 5.2  P. acidilactici ZY271 在低 pH 值条件下的适应性进化 

（a）细胞生长和 pH 值；（b）L-乳酸生产以及葡萄糖消耗；（c）细胞活力 

Fig. 5.2  Adaptive evolution of P. acidilactici ZY271 at low pH 

(a) Cell growth and pH; (b) L-lactic acid production and glucose consumption; (c) Cell viability. 

5 个阶段的培养条件如 5.2.7 所述，低 pH 环境随着乳酸的不断积累而形成，OD600、pH 值、L-乳酸

生产、葡萄糖消耗以及细胞活力均测定于适应性进化的终点。  
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图 5.3  进化菌株在 MRS 培养基以及同步糖化共发酵中不同 pH 值条件下的 L-乳酸发酵性能 

（a）L-乳酸生产；（b）细胞活力 

Fig. 5.3  L-lactic acid fermentability of the adaptively evolved P. acidilactici strain at different pH values 

in MRS medium and simultaneous saccharification and co-fermentation (SSCF). 

(a) L-lactic acid generation; (b) Cell viability. 

发酵条件：以出发菌株 P. acidilactici ZY271 作为对照，MRS 发酵是在添加了 90 g/L 葡萄糖的 MRS

培养基的 1 L 发酵罐中进行。SSCF 以脱毒后的麦秆为原料，进行 15%（w/w）固体含量的 SSCF 生

产 L-乳酸，50 ℃下糖化 12 h，调节初始 pH 值为 5.5 后接入种子液进行发酵，以 4 M NaOH 作为中

和剂。L-乳酸生产以及细胞活力测定于 48 h 发酵终点。以 4 M NaOH 作为中和剂，L-乳酸生产以及

细胞活力测定于发酵终点。 

 

5.3.3  进化菌株的低 pH 值发酵性能评估 

进化菌株的低 pH 值发酵性能评估是在不同 pH 值条件下的合成培养基以及木质纤

维素体系中进行的，实验最高的 pH 值选定为 5.5，主要是基于纤维素酶催化的最适 pH

值范围（4.75-5.25），而最低 pH 值 4.0 的选定则是基于乳酸的解离常数（pKa = 3.86）。

进化菌株在低 pH 值条件下的发酵性能是在 MRS 培养基以及 SSCF 中进行评估的。低

pH 值条件下，乳酸生产菌株的细胞生长以及乳酸发酵会受到抑制[260]。对于在 MRS 培

养基中的发酵，如图 5.3a 所示，当 pH 值从 5.5 降低后，进化菌株与出发菌株在 MRS 培

养基中的糖耗以及乳酸生产都显著下降了，但是进化菌株的糖耗以及 L-乳酸生产都要高
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于出发菌株，在 pH 值 4.5 以及 4.0 条件下，进化菌株的 L-乳酸产量分别为 31.2 g/L 以

及 23.5 g/L，相比于出发菌株分别提高了 27.7%以及 34.7%；进化菌株的细胞活力在不同

pH 值条件下都要高于出发菌株，在 pH 值 4.5 以及 4.0 条件下，进化菌株的细胞活力相

比于出发菌株分别提高了 1.6 倍以及 4.2 倍。从 MRS 培养基的发酵对比来看，进化菌株

在更低 pH 值条件下，其低 pH 值抗逆性以及乳酸发酵性能的提升更加明显。对于 SSCF

发酵，如图 5.3b 所示，当 pH 值低于 5.0 时，两株菌株的 L-乳酸产量都显著下降了，但

进化菌株的乳酸生产都要显著高于出发菌株。进化菌株的 L-乳酸产量在 pH 值 4.5 以及

4.0 条件下分别为 45.3 g/L 和 31.4 g/L，相比于出发菌株分别提高了 17.2%和 88.4%；当

pH 值低于 5.5 时，进化菌株的细胞活力几乎都是出发菌株的两倍以上。由 SSCF 的结果

可以看出，进化菌株在更低 pH 条件下，其低 pH 抗逆性相比于出发菌株的提升更加显

著。另外，我们还测试了进化菌株在 pH 值 4.0 条件下不同固体含量下的 L-乳酸生产性

能，结果发现进化菌株在 pH 值 4.0 条件下的乳酸生产能力是有限的，提高 SSCF 的固

体含量会导致大量残糖无法消耗完（图 5.4）。 

 

 

图 5.4  进化菌株在不同固体含量 pH 值 4.0 条件下的同步糖化共发酵比较 

Fig. 5.4  Simultaneous saccharification and co-fermentation comparison of the evolved strain under 

various solids loading 

发酵条件：以脱毒后的麦秆为原料，4 M NaOH 作为中和剂，50 ℃下预糖化 12 h 后，调节初始 pH

值为 5.5 后接入种子液进行发酵；残糖浓度是发酵终点葡萄糖与木糖浓度之和，L-乳酸浓度测定于

发酵终点。 

 

5.3.4  进化菌株在低 pH 值条件下的乳酸发酵减少中和剂的使用 

在 pH 值 4.0 条件下 SSCF 过程中两种不同中和剂的用量进行了测定。如图 5.5 所

示，使用 NaOH 作为中和剂时，pH 值 4.0 下 NaOH 用量为 0.16 g NaOH/g L-乳酸，相比
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于 pH 值 5.5，NaOH 用量下降了 56.3%，而使用 Ca(OH)2 作为中和剂时，pH 值 4.0 下

Ca(OH)2 用量为 0.25 g Ca(OH)2/g L-乳酸，相比于 pH 值 5.5 条件下，Ca(OH)2 用量下降

了 39.8%。低 pH 值条件下进行乳酸发酵显著减少了中和剂的使用，更重要的是，能够

减少后期乳酸酸化过程中强酸的用量，降低乳酸纯化的工艺成本。 

目前的研究在提高乳酸菌在低 pH 条件下的乳酸生产上取得的进展非常有限。

Zhang 等 2012 通过适应性进化提高了 L. casei 的酸耐受能力，获得的进化菌株仅能利

用葡萄糖在 pH 值 4.3 条件下生产 17.9 g/L 的乳酸。Cubas-Cano 等 2019 通过在木糖培

养基中长达 100 天的适应性进化，得到的进化菌株在 pH4 值 4.0 条件下产生了 8 g/L 乳

酸。很明显，开发一种更高效的方式来获得酸耐受的乳酸菌仍是低 pH 发酵应用的瓶

颈。进一步的研究应该聚焦于结合不同的策略以及更加更高效的方法来筛选酸耐受提

高的乳酸菌。之前的研究发现乳酸菌的胞内 pH 值越高，其酸耐受能力越好，而荧光探

针(5, 6-羧荧光素琥珀酰亚胺酯)已经被证明可以用于准确测定乳酸菌的胞内 pH 值[158, 

194, 266]。将荧光探针应用到适应性进化以及化学诱变等策略上，能够有助于筛选得到酸

耐受显著提高的发酵菌株。 

 

 
图 5.5  进化菌株使用不同中和剂在 pH 值 4.0 条件下的中和剂用量 

Fig. 5.5  The dosage of neutralizing agents for cellulosic L-lactic acid fermentation in the evolved strain at 

pH 4.0. 

发酵条件：以在 pH 值 5.5 条件下的中和剂用量作为对照，纤维素 L-乳酸的同步糖化共发酵是以

5%（w/w）固含量的小麦秸秆作为原料，酶用量为 10 mg 蛋白/g 纤维素。pH 值是通过自动添加 4 

M NaOH 或者 25%（w/w）Ca(OH)2 的液浆来调节的。 

5.4  本章小结 

本章节，采用了适应性进化以及理性改造策略来提高 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici 

ZY271 的低 pH 值抗逆性以及乳酸发酵性能，并通过 MRS 培养基发酵以及 SSCF 来评
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估进化菌株的低 pH 值抗逆性。本章节主要研究结论如下： 

（1）进行了三个方面的理性改造来提高 P. acidilactici ZY271 的低 pH 值抗逆性，包

括（i）增加乳酸路径的通量；（ii）修复游离乳酸造成的损伤；（iii）泵出胞内过多的 H+，

但改造的效果并不显著。 

（2）通过在 MRS 培养基低 pH 值条件下的长期适应性进化培养，最终获得了一株

稳定的进化菌株。进化菌株的 MRS 培养基发酵以及 SSCF，在进行低指标的乳酸发酵

时，相比于出发菌株，L-乳酸发酵性能以及细胞活力都有提升。在 pH 值 4.0 条件下，进

化菌株合成培养基发酵以及 SSCF 的 L-乳酸产量分别是 23.5 g/L 以及 31.4 g/L，相比于

出发菌株分别提升了 34.7%和 88.5%；在不同 pH 值下的 MRS 培养基发酵以及 SSCF，

进化菌株相比于出发菌株，其细胞活力都有显著性的提升。 

（3）进化菌株在采用不同的中和剂进行 pH 值 4.0 条件下的 SSCF 都能显著减少中

和剂的使用。使用 NaOH 作为中和剂，pH 值 4.0 条件下的 NaOH 用量相比于 pH 值 5.5

可以降低 56.3%，而使用 Ca(OH)2 则可以减少 Ca(OH)2 用量达到 39.8%。减少中和剂的

使用能有效降低后续乳酸纯化过程中固体废弃物的产生以及浓硫酸的用量，减少乳酸纯

化的工艺成本。 
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第 6 章  结论与展望 

6.1  结论 

生物炼制菌株在木质纤维素生物炼制过程中不可避免地会遭遇到来源于预处理以

及发酵等工段的各种胁迫，包括预处理后产生的酚类抑制物、高温以及低 pH 值等。这

些胁迫会对生物炼制菌株的生长以及发酵造成影响，导致生物炼制过程无法持续以及发

酵过程难以进行。提高生物炼制菌株的胁迫抗逆性主要有两种方式，一种是理性改造策

略，另一种是适应性进化策略。本论文主要利用这两种不同的策略来提高生物炼制菌株

的抗逆性。为了降低这些胁迫对于生物炼制菌株的抑制作用，本研究开展了以下工作：

通过长周期的适应性进化培养，提高了运动发酵单胞菌 Z. mobilis 8b 的酚醛抑制物耐受

能力和纤维素乙醇发酵性能，并且借助 qRT-PCR 挖掘到了与酚醛抑制物耐受相关的关

键基因。鉴定了木质纤维素中广泛存在的抑制物 p-苯醌，通过比较不同菌株的 p-苯醌耐

受能力以及转化能力，挖掘到了 Z. mobilis 高苯醌耐受的机理，运用 qRT-PCR 筛选并鉴

定了与 p-苯醌耐受相关的关键基因，并且通过理性改造进一步提高了 Z. mobilis 的 p-苯

醌耐受能力。采用转录组分析以及基因组重测序，解析了一株经过长周期适应性得到的

进化菌株耐高温性能提升的机理，筛选到了很多与高温抗逆性相关的关键基因。通过对

P. acidilactici 在低 pH 值条件下进行适应性进化培养，获得了一株低 pH 值抗逆性能略微

提升的进化菌株，在低 pH 值条件下进行低指标的乳酸发酵，进化菌株的细胞生长以及

L-乳酸生产都有所提升。以下是本论文的主要结论： 

（1）在 25%（w/w）固体含量玉米秸秆水解液中的长周期适应性进化培养提高了运

动发酵单胞菌 Z. mobilis 的酚醛抑制物耐受能力以及纤维素乙醇发酵性能。进化菌株 Z. 

mobilis Z198 的酚醛抑制物（p-羟基苯甲醛、香草醛以及丁香醛）转化能力相比于出发菌

株有显著性的提升，尤其是对于毒性最大的香草醛，12 h 的转化率相比于出发菌株提高

了 1.8 倍。进化菌株的高固体含量同步糖化共发酵显著缩短了葡萄糖消耗的延滞期，乙

醇生产速率、木糖利用率以及乙醇产量都显著增强了。通过进一步的 qRT-PCR，挖掘到

了进化菌株酚醛转化能力提升的关键基因 ZMO3_RS07160（编码 SDR 家族氧化还原酶），

通过在出发菌株中过表达这一基因能够在同步糖化发酵以及水解液发酵中提高发酵菌

株的酚醛抑制物耐受能力。 

（2）鉴定了预处理后物料中广泛存在的 p-苯醌抑制物，探究并挖掘了生物炼制菌

株对于 p-苯醌的抗逆机理以及 p-苯醌抗逆基因。6 种常见木质纤维素原料经过预处理后

都会产生高毒性的 p-苯醌，通过研究 5 种生物炼制菌株对于 p-苯醌的耐受以及转化能

力，发现菌株高耐受 p-苯醌的机理是通过将高毒性的 p-苯醌转化为了低毒性的氢醌。借

助于 qRT-PCR，挖掘了 Z. mobilis 中 p-苯醌耐受的关键基因（ZMO1399、ZMO1576、

ZMO1696、ZMO1949 以及 ZMO1984），并通过在 Z. mobilis 8b 中过表达这些基因进一步

提高了菌株的 p-苯醌抗逆性以及发酵性能。 

（3）对进化菌株 S. cerevisiae Z100 进行了转录组分析以及基因组重测序分析，挖
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掘到了进化菌株耐高温性能提升以及发酵性能提升背后的分子机理。进化菌株在 50 oC

高温下，其细胞活力相比于出发菌株显著提高了。进化菌株提升的耐高温性能促进了随

后的乙醇发酵，乙醇生产相比于出发菌株有显著性的提升，而出发菌株的乙醇发酵过程

伴随着严重的乳酸菌污染。进一步的 RNA-seq 分析发现，进化菌株以及出发菌株在高温

胁迫下的 KEGG 分析发现，核糖体通路上的大部分基因在两株菌株中显著下调表达。以

出发菌株作为对照，进化菌株碳代谢通路上的关键酶（限速酶以及葡萄糖磷酸化酶）编

码基因在 30 ℃条件下发生了显著性的上调表达，这些基因的上调表达有助于进化菌株

高温抗逆性能以及纤维素乙醇发酵性能的提升。基因组重测序分析发现，进化菌株中的

突变要远远少于出发菌株，这是进化菌株与出发菌株高温抗逆性提升在基因层面上的体

现。 

（4）理性改造提高 P. acidilactici ZY271 的低 pH 值抗逆性并没有起到显著的效果，

而经过在低 pH 值条件下的长期适应性进化培养，进化菌株在进行低指标的乳酸发酵时

展现了略微提升的低 pH 值抗逆性以及 L-乳酸发酵性能。在进行不同 pH 值下的 MRS 发

酵以及 SSCF，进化菌株的细胞活力相比于出发菌株具有显著性的提升，而其发酵性能

仅在进行低指标乳酸发酵时有显著的提升。在 pH 值 4.0 条件下，进化菌株合成培养基

发酵以及 SSCF 的 L-乳酸产量分别是 23.5 g/L 以及 31.4 g/L，相比于出发菌株分别提升

了 34.7%和 88.5%。另外，使用不同的中和剂在 pH 值 4.0 条件下发酵都能够显著降低减

少中和剂的使用，有助于减少后续乳酸纯化的固体废弃物产生以及浓硫酸的用量，降低

乳酸纯化的工艺成本。 

6.2  创新点 

（1）借助于适应性进化，成功提高了多株生物炼制菌株的胁迫抗逆性，证明了适应

性进化可以应用于提高生物炼制菌株的抑制物、高温以及低 pH 值等多种胁迫抗逆性，

为高抗逆性生物炼制菌株的构建提供了重要的策略。 

（2）借助于 qRT-PCR 以及 RNA-seq 等技术，挖掘到了进化菌株 Z. mobilis Z198 酚

醛抑制物耐受提高的关键基因 ZMO3_RS07160，发现了进化菌株 S. cerevisiae Z100 耐高

温性能以及发酵性能提升的分子机理，为理性改造提高生物炼制菌株的抗逆性提供了重

要的候选基因。 

（3）发现并鉴定了预处理后木质纤维素原料中广泛存在的 p-苯醌抑制物，发现了

高抗逆菌株的 p-苯醌抗逆机理，并且借助 qRT-PCR 技术，筛选并挖掘了 Z. mobilis 中的

p-苯醌抗逆基因，为 p-苯醌高抗逆菌株的理性改造提供了重要的理论指导。 

6.3  展望 

本研究针对生物炼制菌株在木质纤维素生物炼制过程中遭遇到的多种胁迫，通过理

性改造以及适应性进化策略，提高了生物炼制菌株的抗逆性，并且借助 qRT-PCR、RNA-

seq 以及基因组重测序等技术，挖掘到了很多与酚类抑制物、p-苯醌以及高温等抗逆相
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关的关键基因，为高抗逆生物炼制菌株的构建提供了重要的技术及理论指导。但是本研

究仍有很多不足以及需要改进之处。 

（1）针对进化菌株 Z. mobilis Z198 的酚醛抑制物抗逆性提高，挖掘了进化菌株酚

醛抑制物耐受提高的关键基因，同时进化菌株的糖利用速率尤其是木糖利用速率有显著

性的提升，对于糖利用相关的基因没有进行进一步的转录分析。 

（2）由于时间有限，仅在 Z. mobilis 8b 中验证了 p-苯醌转化基因的功能，并没有在

其它菌株中进行验证，可以通过理性改造将这些基因应用于其它 p-苯醌耐受较差的生物

炼制菌株，进一步验证这些基因的 p-苯醌转化性能。 

（3）借助于 RNA-seq 以及基因组重测序技术，挖掘到了进化菌株 S. cerevisiae Z100

中很多与耐高温相关的关键基因，但是缺乏对这些基因功能的进一步验证，后期的工作

可以通过敲除、弱化等手段来验证挖掘到的这些基因的功能。 

（4）适应性进化策略只是略微地提升了 P. acidilactici ZY271 的低 pH 值抗逆性能

以及乳酸发酵性能，远远没有达到工业化应用的要求。后期可以通过优化构建手段，将

诱变、适应性进化以及理性改造等策略结合起来，构建低 pH 值抗逆性能优异的菌株。  
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纯、郑理想、黄振、李园园、卢敏萍、韩涛、张斌、刘琪、何妮玲、展宝睿、贾佳、孙

鲁欢、华珂君、张翼、李静、陈明星、李景、吴雷、徐迎迎等同学在研究生期间的帮助。 

最后，感谢我的父母、妹妹、姑姑以及女朋友，我的顺利毕业离不开你们在背后默

默的支持，我会努力工作来回报你们的恩情。 


