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乳酸片球菌工程菌协同代谢全谱非葡萄糖单糖的机制与应用研究 

摘要 

生物基可降解材料聚乳酸是替代石油基塑料最重要的材料。聚乳酸生产所需的高

光学纯度和高化学纯度的乳酸单体主要以粮食淀粉为碳源进行发酵生产，乳酸经过缩

聚和解聚反应合成丙交酯，再经开环聚合反应合成高分子量聚乳酸。该聚乳酸生产工

艺路线存在着生产成本高、造成粮食威胁的问题。因此，来源广泛、廉价易得和可再

生的农作物秸秆等木质纤维素生物质是替代粮食淀粉的重要原料选择。但是，以木质

纤维素原料合成乳酸和丙交酯的产业化应用仍然存在诸多关键技术障碍，如：（1）预

处理过程中产生的抑制物不仅会降低发酵微生物的发酵效率，还会阻碍丙交酯的合

成；（2）微生物对木质纤维素中木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖等非葡萄糖单糖的

转化效率低下，导致全糖的不完全转化，不仅大幅降低了乳酸得率，残糖的存在还严

重阻碍了丙交酯的合成，使得高纯度乳酸单体的获得必须进行高强度、高成本的下游

纯化操作。据此，本论文一方面在干法生物炼制技术平台上，以生物脱毒方法实现高

浓度抑制物的降解，以两株具有代谢木质纤维素来源所有单糖（葡萄糖、木糖、阿拉

伯糖、甘露糖和半乳糖）能力的乳酸片球菌（Pediococcus acidilactici）工程菌为发酵

菌株，实现了纤维素乳酸与淀粉来源的乳酸接近的高转化指标，并首次成功实现了纤

维素丙交酯的合成；另一方面，对乳酸片球菌工程菌全糖协同代谢合成乳酸的机制进

行了多层面的分析和验证，发现了一个特殊的糖转运蛋白在全糖协同代谢过程中发挥

核心作用，并通过适应性进化、转录组分析、定点突变和代谢途径改造等手段，阐明

了乳酸片球菌工程菌株的全糖协同代谢机制。 

本论文第一部分针对严重影响纤维素乳酸纯度和产量的抑制物和残糖障碍，使用

生物脱毒方法将高浓度的弱酸类、呋喃类和酚醛类抑制物降解为水和二氧化碳；使用

具有全糖利用能力的 L-乳酸发酵工程菌 P. acidilactici ZY271 和 D-乳酸发酵工程菌 P. 

acidilactici ZY15，将木质纤维素来源的所有己糖（葡萄糖、甘露糖、半乳糖）和戊糖

（木糖、阿拉伯糖）同步转化为 L-乳酸和 D-乳酸并使残糖浓度降至极低（1.2-1.6 

g/L），实现了木质纤维素来源的全糖协同代谢合成目标产物的目标。以上措施解除了

抑制物和残糖对于聚合级乳酸纯度和产量的负面影响。发酵得到的纤维素 L-乳酸和 D-

乳酸的产量达到~127 g/L、光学纯度达到 99.07%-99.60%，经过常规纯化步骤后，得到

了符合聚合级要求的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸。 

本论文第二部分以论文第一部分研究得到的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸分别作为聚合

单体，测试了其合成纤维素 L-和 D-丙交酯的可行性。将纤维素 L-乳酸和 D-乳酸分别
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经过缩聚和解聚反应来合成 L-丙交酯和 D-丙交酯，并对合成的纤维素丙交酯进行了结

构和性质上的鉴定。纤维素 L-和 D-丙交酯的结构、性质和元素组成等各项指标均与淀

粉来源的 L-和 D-丙交酯标品的特征一致，纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯的手性纯度分

别达到 98.99%和 99.99%。本研究首次实现了木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯

的合成，为木质纤维素生物质生产生物可降解的聚乳酸材料奠定了基础。 

本论文第三部分针对乳酸片球菌工程菌 P. acidilactici ZY271 协同代谢己糖和戊糖

全转化为乳酸的现象进行了机制解析。通过对 P. acidilactici 工程菌中的糖代谢和糖转运

蛋白基因的转录水平分析，发现糖代谢步骤不是己糖和戊糖代谢的限速步骤，并成功挖

掘到了一个转录水平显著上调的甘露糖转运蛋白基因簇 manXYZ；之后通过基因的敲除、

弱化表达和基因转录水平分析，验证了 manXYZ 基因簇在己糖（葡萄糖和甘露糖）和戊

糖（木糖和阿拉伯糖）的转运和磷酸化过程中的主导作用，证明了 manXYZ 是解除非葡

萄糖单糖转运限速步骤的关键基因簇。本研究为揭示葡萄糖和非葡萄糖单糖协同代谢机

制、解决非葡萄糖单糖的利用难题提供了解决思路和方法。 

本论文第四部分针对第三部分发现的甘露糖转运蛋白基因簇 manXYZ 异常上调表

达的现象进行了机制探索，证明了两个参与调控 manXYZ 表达的转录调控蛋白（CcpA

和 RS07020）中的氨基酸突变是造成 manXYZ 基因簇表达上调的关键因素。通过蛋白

序列分析，发现特定进化途径获得的 manXYZ 表达上调突变菌株伴随着 CcpA 和

RS07020 转录调控蛋白突变；通过氨基酸的定点突变和基因转录水平分析，验证了

CcpA 蛋白的 T65I 突变和 RS07020 蛋白的 E159G 突变不仅对提高 P. acidilactici 中己糖

和戊糖的共代谢速率起着极为重要的作用，而且是诱发 manXYZ 基因簇上调表达的关

键突变。本研究阐明了乳酸片球菌工程菌的全糖协同代谢机制。 

本论文第五部分针对高浓度钠离子抑制发酵细胞活性的问题，通过分别过表达 4

个异源的 Na+/H+逆向转运蛋白基因，成功筛选得到了一株钠离子耐受性显著提高的乳

酸片球菌工程菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)。与出发菌株相比，工程菌株

在混合糖为碳源的合成培养基和麦秆酶水解糖化液中的乳酸钠产量提高了 24%-31%，

最终 L-乳酸钠产量达到 121.1 g/L-132.4 g/L。基因转录分析结果表明，在高浓度钠离子

的胁迫下，RS02775 基因的过表达使得 P. acidilactici 中负责葡萄糖和木糖磷酸化的基

因的表达水平明显提高，有效缓解了钠离子对于糖磷酸化反应的抑制作用。本研究为

高浓度的 L-乳酸钠发酵提供了一个有效方法。 

综上所述，本论文针对严重影响聚合级的纤维素乳酸生产和丙交酯合成的抑制物

和残糖障碍，一方面，以生物脱毒技术实现了高浓度抑制物的降解，以具有木质纤维

素来源全糖协同代谢能力的乳酸片球菌工程菌为发酵菌株，实现了高浓度、高光学纯

度的纤维素乳酸生产，使得残糖浓度降至很低，首次实现了木质纤维素来源的 L-和 D-

丙交酯的合成；另一方面，对乳酸片球菌工程菌的全糖协同代谢合成乳酸的机制进行

了深入挖掘，发现了一个特殊的甘露糖转运蛋白基因簇在全糖协同代谢过程中发挥核
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心作用，阐明了乳酸片球菌工程菌株的全糖协同代谢机制，为解决其它生物炼制菌株

的非葡萄糖的利用难题提供了解决思路和方法。 

关键词：乳酸；全糖协同代谢机制；manXYZ 基因簇；转录调控蛋白突变；木质纤维素 
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Study on the Mechanism and Application of Simultaneous Metabolism of 

Full-spectrum Non-glucose Sugars by the Engineered Pediococcus 

acidilactici 

Abstract 

Biodegradable polylactic acid is the most important material to replace petroleum-based 

plastics. Lactic acid monomer with high optical and chemical purity required for polylactic acid 

production is mainly produced by fermentation using grain starch as carbon source. Lactide is 

synthesized by polycondensation and depolymerization of lactic acid, and polylactic acid with 

high molecular weight is synthesized by ring-opening polymerization of lactide. The problems 

of high production cost and food threat are existed in this production process of polylactic acid. 

Therefore, lignocellulosic biomass such as crop straw, which is widely available, cheap and 

renewable, is an important raw material choice to replace grain starch. However, there are still 

many key technical obstacles in the industrial application of synthesizing lactic acid and lactide 

from lignocellulosic biomass. The obstacles include: (i) The inhibitors produced in the 

pretreatment process not only reduce the fermentation efficiency of microorganisms, but also 

hinder the synthesis of lactide; (ii) The conversion efficiency of non-glucose sugars (xylose, 

arabinose, mannose and galactose) from lignocellulose by fermentation microorganisms is low, 

resulting in the incomplete conversion of sugars, which not only greatly reduces the lactic acid 

yield, but also seriously hinders the synthesis of lactide. The downstream purification step with 

high intensity and high cost is required to obtain the high-purity lactic acid monomer. Therefore, 

on the one hand, this paper realized the degradation of high-concentration inhibitors by 

biodetoxification method on the dry process bio-refining technology platform; Two engineered 

Pediococcus acidilactici strains were used as fermentation strains, which possess the utilization 

capacity of full-spectrum sugars (glucose, xylose, arabinose, mannose and galactose) from 

lignocellulose, and achieved the production of cellulosic lactic acid with a high conversion 

index close to that of starch-derived lactic acid. The synthesis of cellulosic lactide was achieved 

successfully for the first time. On the other hand, the mechanism of simultaneous conversion 

of full-spectrum sugars to lactic acid by engineered P. acidilactici was analyzed and verified in 

multiple aspects, and a special sugar transporter was found to play a central role in simultaneous 

metabolism of full-spectrum sugars. The mechanism of simultaneous metabolism of full-

spectrum sugars was elucidated by adaptive evolution, transcriptome analysis, site-specific 

mutation and metabolic pathway modification. 

In the first part, in terms of the inhibitors seriously affecting the purity and yield of 

cellulosic lactic acid, a biodetoxification method was used to degrade high concentration of 

weak acids, furans and phenolic inhibitors to water and carbon dioxide; The engineered P. 

acidilactici ZY271 for L-lactic acid fermentation and P. acidilactici ZY15 for D-lactic acid 

fermentation with full-spectrum sugar utilization capability were used to simultaneously 
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convert the hexose (glucose, mannose, galactose) and pentose (xylose, arabinose) from 

lignocellulose into L-lactic acid and D-lactic acid, and the residual sugar concentration was 

reduced to an extremely low level (1.2-1.6 g/L), achieving the goal of converting full-spectrum 

sugar from lignocellulose to target product. The above measures eliminated the negative 

influence of inhibitors and residual sugars on the purity and yield of polymerization-grade lactic 

acid. The titer of cellulosic L-lactic acid and D-lactic acid obtained by fermentation reached 

~127 g/L, and the optical purity reached 99.07%-99.60%. After conventional purification, 

cellulosic L-lactic acid and D-lactic acid that meet the purity requirements for polymerization 

were obtained. 

In the second part, the feasibility of synthesizing cellulosic L-lactide and D-lactide using 

cellulosic L-lactic acid and D-lactic acid as monomer was tested. Cellulosic L-lactide and D-

lactide were synthesized by condensation and depolymerization reaction of cellulosic L-lactic 

acid and D-lactic acid, respectively. The structure and properties of the synthesized cellulosic 

lactide were identified. The structure, properties and elemental composition of cellulosic L- and 

D-lactide were consistent with the characteristics of the starch-derived L- and D-lactide 

standard samples. The chiral purity of cellulosic L-lactide and D-lactide was 98.99% and 

99.99%, respectively. This study achieved the synthesis of L-lactide and D-lactide from 

lignocellulosic biomass for the first time, which laid a foundation for the production of 

biodegradable polylactic acid from lignocellulosic biomass. 

In the third part, the mechanism of the simultaneous conversion of hexose and pentose into 

lactic acid by P. acidilactici ZY271 was analyzed. By analyzing the transcriptional levels of 

sugar metabolism and transporter genes in P. acidilactici, it was found that the sugar metabolism 

step was not the rate-limiting step of hexose and pentose metabolism, and a mannose transporter 

gene cluster manXYZ was discovered with significantly up-regulated expression. Then, 

manXYZ was verified to play a leading role in the transport and phosphorylation process of 

hexose (glucose and mannose) and pentose (xylose and arabinose) by gene knockout, weakened 

expression and transcriptional analysis. Therefore, manXYZ was proved to be the key gene 

cluster to remove the rate-limiting step of non-glucose sugar transport. This study provides a 

way to reveal the mechanism of simultaneous metabolism of glucose and non-glucose sugars, 

and provides solutions to solve the problem of non-glucose sugar utilization. 

In the fourth part, we explored the mechanism of the up-regulated expression of manXYZ 

gene cluster found in the third part, and proved that the amino acid mutations in two 

transcriptional regulatory proteins (CcpA and RS07020) involved in the regulation of manXYZ 

expression are the key factors to cause the up-regulated expression of manXYZ. By the protein 

sequence analysis, it was found that the up-regulated expression of manXYZ in mutant strains 

obtained by specific adaptive evolution was accompanied by CcpA and RS07020 protein 

mutations. By site-specific mutation of amino acids and gene transcriptional analysis, T65I 

mutation in CcpA and E159G mutation in RS07020 protein were proved not only to play a very 

important role in increasing the co-utilization rate of hexose and pentose by P. acidilactici, but 

also to be the key mutations to induce up-regulation of manXYZ expression. This study clearly 

clarified the mechanism of simultaneous metabolism of full-spectrum sugars in the engineered 
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P. acidilactici. 

In the fifth part, aiming at the problem of that high concentration of Na+ inhibits the activity 

of fermentation cells, a engineered strain of P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) with 

significantly improved Na+ tolerance was successfully screened by overexpression of four 

heterologous Na+/H+ antiporter genes. Compared with the original strain, the sodium lactate 

yield of the engineered strain increased by 24-31% in synthetic medium with mixed sugars as 

carbon source and wheat straw enzymatic hydrolysate, and the sodium lactate titer reached 

121.1-132.4 g/L. The results of gene transcription analysis showed that the overexpression of 

RS02775 gene significantly increased the expression level of the genes responsible for glucose 

and xylose phosphorylation in P. acidilactici under the stress of high-titer Na+, effectively 

alleviating the inhibition of Na+ on sugar phosphorylation reactions. This study provides an 

effective method for the fermentation of high-titer L-sodium lactate. 

In summary, this paper aims at inhibitors and residual sugars that seriously affect the 

synthesis of cellulosic lactic acid and lactide. On the one hand, a biodetoxification method was 

applied to achieve the degradation of high-titer inhibitors. The engineered P. acidilactici strains 

with the ability to metabolize full-spectrum sugars from lignocellulose were used as 

fermentation strains, and achieved the production of cellulosic lactic acid with high 

concentration and high optical purity. Also, the concentration of residual sugars was reduced to 

a very low level. The synthesis of lignocellulose-derived L-and D-lactide was realized for the 

first time. On the other hand, the mechanism of the simultaneous conversion of full-spectrum 

sugars into lactic acid by engineered P. acidilactici was deeply explored, and a special mannose 

transporter gene cluster was found to play a central role in the simultaneous metabolism process 

of full-spectrum sugars, clearly clarifying the mechanism of simultaneous metabolism of full-

spectrum sugars by engineered P. acidilactici. This study provides a way to solve the problem 

of non-glucose sugar utilization in other biorefinery strains. 

Key words: lactic acid; the simultaneous metabolism of full-spectrum sugars; manXYZ gene 

cluster; transcriptional regulatory protein mutation; lignocellulose 
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第 1 章  前言 

1.1  聚乳酸及其聚合单体乳酸和丙交酯 

1.1.1  聚乳酸 

塑料污染是 21 世纪面临的最严重和最紧迫的环境污染问题之一。石油基塑料的大

量使用造成“白色污染”问题[1]，更严重的是，会导致大量 CO2的排放，加剧全球变暖

[2]。据统计，2019 年石油基塑料生产导致 CO2的释放量达到 8.5 亿 t，到 2050 年，预计

塑料生产和焚烧产生的 CO2 排放量将达到 280 亿 t，占全球 CO2 排放量的 10%-15%[2]。

作为世界上最大的碳排放国，我国提出了“双碳”目标，以减缓碳排放对环境造成的严

重污染。研究结果表明，将石油基塑料转向可再生能源供应的塑料可减少 62%的 CO2排

放量[3]。因此，使用可再生、零碳甚至负碳排放的生物基聚合材料来替代石油基塑料，

是国家达到双碳目标的重要内容。 

聚乳酸（polylactic acid，PLA）是一种可再生、生物可降解、符合碳中和要求的高

分子材料[4]，目前被认为是最有希望替代传统的石油基塑料的聚合物材料，也是近年来

发展速度最快的生物可降解材料之一。聚乳酸具备很多优异的性能，例如高机械强度、

生物降解性、生物相容性、生物吸收性、节能性、低毒性和易加工性，广泛应用于农业、

医疗、包装和纺织品等多种行业[5-9]。在包装行业，被用作塑料袋、餐具和一次性打包盒

等；在农业方面，被用作农业地膜和植物生长促进剂等；在纺织品制造行业，被用作纤

维填充物和粘合剂纤维等；在生物医学领域，可以用于制造药物输送基质、可溶解的缝

合线和手术滑钉等医疗材料[9, 10]。 

由于其聚合单体乳酸中的不对称碳原子的存在，聚乳酸存在三种立体化学形式，包

括聚 L-丙交酯（poly (L-lactide), PLLA）、聚 D, L-丙交酯（poly (D, L-lactide), PDLLA）

和聚 D-丙交酯（poly (D-lactide), PDLA）。目前，PLA 的聚合已经在许多研究中被报道，

其主要的三种合成方式是直接缩聚法、两步法和开环聚合法（ring-opening polymerization，

ROP）[11]（图 1.1）。直接缩聚法生成的 PLA 分子量低，两步法（如固态聚合法）虽然能

生成高分子量 PLA，但由于涉及酯键水解过程，受到缩聚平衡反应的限制[12]。开环聚合

法能够更精准地控制聚乳酸的相对分子质量，得到高品质的聚乳酸。因此，丙交酯的开

环聚合是最常使用的 PLA 生产方法，该方法是在高温、添加催化剂的条件下催化乳酸

生成丙交酯，进一步开环聚合生成聚乳酸。PLA 的主要生产商也采用开环聚合法，例如

处于世界领先水平的 NatureWorks、CargillDowPolymers（CDP）和 Total-Corbion 公司，

PLA 的年产量为 8-18 万吨[13, 14]。 
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图 1.1  乳酸到 PLA 的合成路径[11] 

Fig. 1.1  The synthetic pathway from lactic acid to PLA 

 

1.1.2  乳酸 

乳酸是聚乳酸的起始聚合单体，化学式为 C3H6O3，由于碳原子的不对称性，乳酸分

为 L-乳酸和 D-乳酸两种旋光异构体（图 1.2）。乳酸广泛应用于化学品、医药、化妆品

和食品等行业[15]，而最为重要的应用是作为生物可降解塑料聚乳酸材料的聚合单体。 

乳酸的生产方式分为化学合成法和微生物发酵法[16, 17]。化学合成法主要是通过乳腈

在强酸下水解得到乳酸，成本昂贵，且会产生 D, L-混合型的外消旋乳酸。微生物法是在

微生物体内通过 L-乳酸脱氢酶和 D-乳酸脱氢酶分别催化丙酮酸得到 L-乳酸和 D-乳酸。

与化学合成法相比，微生物发酵法具有生产条件缓和、生产成本低、可生产单一 L-或 D-

乳酸等优点，利用微生物发酵法生产的乳酸约占每年乳酸产量的 90%[17]。目前微生物法

生产乳酸的原料主要为淀粉类粮食作物（如玉米、小麦、木薯和甘蔗等），其成本占据了

总生产成本的 40%-70%[18]，导致乳酸的生产成本高。由于聚乳酸的大规模应用，乳酸的

市场需求量正在急剧增加，据统计，到 2028 年，乳酸单体的生产需求将达到约 50.2 亿

美元[19]，并且以每年 8%的涨幅持续增长。快速增加的乳酸需求量预示着淀粉类粮食原

料的消耗量将达到高位，从而带来粮食短缺的安全问题。因此，寻求更为廉价、可再生

和来源广泛的原料来替代淀粉生产乳酸是降低其生产成本和避免造成粮食安全问题的

重要方向。 

为了降低聚乳酸及其前体的生产成本，同时避免对世界粮食资源安全造成威胁，本

论文计划使用非粮性质的木质纤维素生物质原料来代替淀粉原料进行聚乳酸前体的生

产。木质纤维素生物质是世界上储量最为丰富的资源，每年以植物形式产生的生物质约

有 1500-1700 亿吨，其来源广泛且稳定，包括农业废弃物（玉米秸秆、小麦秸秆、稻杆、

甘蔗渣等）、林业废弃物（木料、树枝、云杉片等）和工业废弃物（啤酒糟、化学纸浆）
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等[20, 21]。综上所述，木质纤维素是一种可再生的碳水化合物，具有生产速度快、价格低

廉和来源广泛等优点，其非粮性质也可以确保不会对粮食资源供应造成威胁。因此，木

质纤维素生物质是最有潜力替代淀粉原料生产聚乳酸及其前体的资源。 

 

 

图 1.2  乳酸的两种旋光异构体 

Fig. 1.2  Two types of optical isomers of lactic acid 

 

1.1.3  丙交酯 

丙交酯是乳酸的环状二聚体，分子式为 C6H8O4，是开环聚合法合成高分子量聚乳酸

的关键前体，具有非常重要的工业价值。由于丙交酯分子结构中含有两个不对称碳原子，

因此具有三种光学异构体形式（图 1.3）[22, 23]：（1）L-丙交酯（L-lactide），由两个 L-乳

酸分子脱水形成；（2）D-丙交酯（D-lactide），由两个 D-乳酸分子脱水形成；（3）内消旋

-丙交酯（meso-lactide），由一个 L-乳酸分子和一个 D-乳酸分子脱水形成。此外，等量的

L-丙交酯和 D-丙交酯通过物理混合可得到外消旋丙交酯（D, L-lactide），但无旋光性。

L-和 D-丙交酯的理化性质相似，熔点为 95-98 ℃。D, L-丙交酯的熔点最高（122-126 ℃），

而内消旋丙交酯的熔点最低（53-54 ℃）[24]。 

 

 

图 1.3  丙交酯的三种光学异构体[22] 

Fig. 1.3  Three types of optical isomers of lactide[22] 

 

目前，以乳酸为原料合成丙交酯的方法主要有一步法和两步法。其中，一步法可分

为一步气相法和一步液相法，一步气相法即汽化的乳酸单体在常压、惰性气体保护下通

过催化反应一步合成丙交酯，但存在丙交酯生产强度低的缺点，暂不具备经济可行性；

一步液相法即乳酸溶液在催化剂作用下进行脱水缩合直接生成丙交酯，其转化率（80%
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以上）和光学纯度较高（99%以上），是有潜力实现丙交酯工业化的重要方法，但目前该

方法离工业应用仍然有一段距离[25]。 

目前，工业上主要采取两步法合成丙交酯，第一步是在不使用其它溶剂的基础上，

将乳酸进行脱水缩合形成低分子量的乳酸低聚物（分子量低于 3000）；第二步是对乳酸

低聚物进行解聚反应形成丙交酯（环状二聚体），最后通过蒸馏得到丙交酯[26, 27]。整个

过程需要在高温、负压和催化的条件下进行。在第一步中，高温、负压的环境是为了移

除生成的水；在第二步中，高温、负压的条件则是为了加快解聚反应的进行，通过蒸馏

的方式移除丙交酯，以避免发生逆反应、降低丙交酯收率[27]。这也缩短了乳酸低聚物在

严苛反应条件的时间，避免发生不必要的外消旋反应。另外，催化剂的选择也尤为重要。

在生产丙交酯的过程中，最常选择锌和锡的混合物作为金属催化剂，如辛酸亚锡、氧化

锌和氯化锌等[28-30]。 

1.2  木质纤维素生物炼制生产聚合级乳酸面临的挑战 

1.2.1  木质纤维素生物炼制 

木质纤维素由纤维素、半纤维素和木质素构成，以上组分分别约占其干重的 35%-

55%、20%-40%和 10%-25%，此外，还包含少量的蛋白质、脂质和灰分等[31]。纤维素，

(C6H10O5)x，是通过 β-(1, 4)糖苷键连接形成的无支链线性聚合物，具有致密的晶体结构，

难以被降解[32]。半纤维素，(C5H8O4)m，是一种由游离单糖构成的支链多糖，游离单糖包

括五碳糖（木糖和阿拉伯糖）和六碳糖（甘露糖、葡萄糖、半乳糖）[21]。与纤维素相比，

半纤维素的无定形性质和低聚合度使得其更容易被纤维素酶水解。木质素是由松柏醇、

香豆醇和芥子醇的单体组成的杂聚物，其填充在纤维素和半纤维素之间的空隙并将它们

连接起来，从而表现出 3D 交联的稳定分子结构，赋予其生物抵抗性[33]。由于结构的复

杂性，木质纤维素需要经过预处理、脱毒、酶水解工段才能释放出可发酵单糖，进而被

微生物发酵转化成生物基化学品，该过程被称为木质纤维素的生物炼制过程。 

 

 

图 1.4  木质纤维素的结构图[34] 

Fig.1.4  The diagram of lignocellulose structure[34]
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木质纤维素的生物抵抗性是生物炼制的最大障碍。因此，通过预处理方法破坏其抵

抗性是促进下游的高效酶糖化和实现乳酸高产的关键步骤。预处理的作用是破坏植物细

胞壁结构，使得被半纤维素和木质素覆盖的纤维素暴露出来，增大纤维素酶和纤维素的

接触面积，促使酶水解有效进行。理想的预处理方法应具备以下优点[35, 36]：（1）降低生

物质结晶度、提高孔隙率；（2）有效去除木质素；（3）防止抑制物形成；（4）避免糖的

降解；（5）能耗和成本低。常规预处理方法包括物理法、化学法和物理化学法，这些方

法各有优点和局限性。物理法主要采用机械处理（切碎和碾磨）、微波辐射、脉冲电场和

超声波处理的方法[37, 38]，优点是可以有效减小木质纤维素的粒径，但缺点是高能耗、高

成本，不适用于工业应用[39, 40]。物理化学法如蒸汽爆破法具有低能耗、低成本的优点，

但存在处理设备特殊、只降解部分半纤维素、产生有毒的抑制物以及处理高木质素含量

的生物质效果差等问题[41, 42]。化学法中使用最为广泛的方式是稀酸预处理和稀碱预处理，

其中，稀碱预处理是通过在碱性溶液中浸泡木质纤维素来降解木质素的方法[37, 43, 44]，优

点是有效脱除木质素、去除半纤维素、产生的抑制物少，缺点是中和预处理物料所用试

剂费用高、反应时间长、可发酵糖损失较多。稀酸预处理一般使用稀硫酸（0.1%-2.5%，

w/w）在高温条件下对木质纤维素进行处理[45, 46]，其优点是可以将半纤维素降解成寡糖

和单糖，有效破坏结晶结构，但其缺点是[47]：（1）产生的酸性废水不仅腐蚀设备，还会

造成环境污染问题；（2）葡萄糖和木糖等可发酵单糖被酸过度降解为抑制物，不仅造成

可发酵糖的损失，产生的抑制物也会对发酵细胞造成毒害作用。 

预处理过程由于强烈的预处理条件，会不可避免地会产生各种类型的有毒的抑制物，

常见的抑制物主要有以下三类[18, 47]：（1）呋喃醛类，如糠醛和 5-羟甲基糠醛（5-HMF），

由己糖和戊糖脱水产生；（2）弱酸类，如乙酸、甲酸和乙酰丙酸，分别来自于半纤维素

的乙酰基水解以及糠醛和 5-HMF 的降解；（3）酚类抑制物，如香草醛、丁香醛和 4-羟

甲基苯甲醛等，来源于木质素的降解（图 1.5）。这些抑制物的存在一方面会抑制发酵微

生物的生长活性和降低发酵效率[48, 49]，如呋喃醛类抑制物对于微生物的毒性体现在其可

以抑制糖酵解路径的关键酶活性、降低胞内的 ATP 和 NAD(P)H 水平、破坏细胞膜等；

另一方面，抑制物还会抑制纤维素酶的催化活性，降低酶水解效率和发酵效率。为了解

除抑制物对发酵微生物发酵活性以及纤维素酶活性的抑制作用，研究者们开发了各种脱

毒手段以去除抑制物，常用的脱毒方法包括水洗法[50, 51]、碱法脱毒[52, 53]、离子交换吸附

法[54, 55]、膜吸附法[56, 57]和生物脱毒法[58, 59]。水洗法和碱法脱毒对抑制物的去除效果好，

但会伴随大量的废水产生和糖损失。离子交换吸附法和膜吸附法去除抑制物的效果好，

但是设备和滤膜的成本较高，不适合工业的大规模使用。生物法主要指通过微生物进行

抑制物的降解，具有反应温和、减少生产成本、低能耗、不添加化学试剂等优点，是一

种十分有潜力的脱除抑制物的方法[60]。 

预处理后的木质纤维素的主要成分为纤维素和半纤维素，因此需要通过酶水解将纤

维素和半纤维素转化为可发酵的单糖，再用于微生物发酵生产化学品。纤维素酶是水解

纤维素的酶系，包括内切-1, 4-β-葡聚糖酶（负责切割纤维素链的 β-1, 4-糖苷键，以释放
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还原和非还原性末端）、外切-1,4-β-D-葡聚糖酶（作用于还原和非还原末端以释放纤维二

糖）和 β-葡糖苷酶（水解纤维二糖以释放葡萄糖）[61]。由于半纤维素比纤维素更为复杂，

因此半纤维素酶系种类更多[61]，这些酶协同作用使半纤维素水解为木糖、葡萄糖、阿拉

伯糖、甘露糖和半乳糖。稀酸预处理可以有效降解木质纤维素绝大部分的半纤维素成分，

因此只需添加纤维素酶来进行后续的酶水解。预处理过程中产生的抑制物会抑制纤维素

酶的活性，因此在进行酶解步骤之前，需要将物料中的抑制物成分去除干净。 

 

 

图 1.5  木质纤维素的组分及抑制物来源[18] 

Fig 1.5  Lignocellulosic components and inhibitor sources[18] 

 

本实验室针对以上生物炼制过程中存在的缺陷和不足进行了改进。为了避免稀酸预

处理的废水产生，本实验室开发了一种干式稀酸预处理技术[62, 63]，该技术在传统稀酸预

处理的基础上，将物料和硫酸的固液比由 1:10 升高至 2:1，同时将水用量降至原来的

1/20，不仅成功实现了无游离废水产生，还降低了对反应器的腐蚀性；同时，使用螺带

式搅拌桨解决了高固含量原料、稀硫酸和蒸汽的混合和传质问题，通过去除物料与稀硫

酸的预浸步骤，简化了预处理工艺。为了克服传统脱毒方法的缺陷，本实验室开发了一

种固态生物脱毒法[64, 65]，利用自主筛选得到的一株树脂枝胞霉 Amorphotheca resinae ZN1

将大部分有毒的抑制物降解为二氧化碳和水，过程中基本没有可发酵糖损失，具有零能

耗、零废水产生、抑制物代谢能力强、适用于各种木质纤维素原料的优点。 

1.2.2  光学纯乳酸发酵与发酵微生物菌株 

在木质纤维素体系下，微生物发酵方式主要有两种，分别为分步糖化与发酵（SHF）

和同步糖化与发酵（SSF）[36, 66, 67]。SHF 是指糖化和发酵分开进行，即预处理原料经糖

化步骤优先释放出大量的可发酵糖，再用于微生物发酵，其优点是糖化和发酵能够分别

在最佳的温度、pH 条件下进行，但缺点是：（1）高浓度的可发酵糖会对纤维素酶和发酵
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微生物分别产生产物抑制和底物抑制，降低酶解和发酵效率；（2）复杂的操作步骤增加

了设备和时间成本。SSF 指糖化和发酵在一个反应器中同时进行，当涉及到己糖和戊糖

的共发酵时，又被称为是同步糖化与共发酵（SSCF），其优点是糖化过程中产生的可发

酵糖能够被微生物及时利用，解决了高浓度糖对于糖化和微生物发酵效率的抑制问题，

还具有节省设备和时间成本的优点，已广泛应用于实验室和工业规模；但也有一些缺点，

即糖化和发酵在同一个温度和 pH 条件下进行，而纤维素酶的最适温度和 pH 值范围在

40-50 oC 和 4.5-5[66, 68]，这要求发酵微生物具备耐高温和耐酸的能力，其应用范围受到了

限制。 

目前，用于生产乳酸发酵的微生物主要分为细菌（如 Lactobacillus sp.、Bacillus sp.、

Pediococcus acidilactici、Escherichia coli 和 Corynebacterium glutamicum 等）和真菌

（Rhizopus sp.、Saccharomyces cerevisiae 和 Kluyveromyces sp.等）[1]。在利用木质纤维素

来发酵生产乳酸的过程中，木质纤维素原料在预处理过程会不可避免地产生抑制物，这

要求乳酸发酵菌株具备一定的抑制物耐受性，能适应复杂的木质纤维素体系。近十年来，

用于木质纤维素体系的进行 L-乳酸和 D-乳酸的发酵菌株主要有 Lactobacillus sp.、P 

acidilactici、E. coli、Bacillus sp.、S.cerevisiae 和 K. marxianus。对于纤维素 L-乳酸的发

酵，Qureshi 等[69]使用 L. casei ATCC 334 对经离子液体和稀硫酸联合预处理的甘蔗渣进

行 SSF，最终 L-乳酸的产量、产率和生产率分别为 204.1 g/L、76.2 g/g 和 3.1 g/L/h；Baral

等[70]和 Nalawade 等[71]分别使用 B. coagulans NCIM 5648 对经稀碱预处理的甘蔗渣进行

SHF，最终 L-乳酸的产量、产率和生产率分别为 51.2-69.2 g/L、0.76-0.81 g/g 和 1.75-2.88 

g/L/h；Chen 等[72]使用 B. coagulans LA-15–2 对经稀乙二胺预处理的稻草进行 SSF，最终

L-乳酸的产量、产率和生产率分别为 92.5 g/L、0.58 g/g和 2.01 g/L/h；酵母菌如 S. cerevisiae

和 K.marxianus 分别利用经稀碱预处理的荞麦皮和玉米芯残渣进行 SSF 和 SSCF，最终

L-乳酸的产量、产率和生产率分别为 34.0-103.0 g/L、0.57 g/g 和 1.42-1.44 g/L/h。对于纤

维素 D-乳酸的发酵，Zhang 等[73, 74]使用 L. plantarum 工程菌株对经稀碱预处理的玉米秸

秆进行 SSF 和 SSCF，最终纤维素 D-乳酸的产量、产率和生产率分别为 27.3-61.4 g/L、

0.68-0.77 g/g 和 0.32-0.75 g/L/h，D-乳酸的光学纯度均超过 99.5%；Karnaouri 等[75]使用

L. delbrueckii subsp. Bulgaricus 对经有机溶剂预处理的山毛榉木进行 SSF，最终纤维素

D-乳酸的产量、产率和生产率分别为 62.0 g/L、0.69 g/g 和 0.86 g/L/h；Utrilla 等[76]使用

E. coli AV03 对经稀硫酸预处理的玉米秸秆进行 SHF，最终纤维素 D-乳酸的产量、产率

和生产率分别为 60 g/L、1.11 g/g 和 1.25 g/L/h。从这些结果可以看出，目前已经使用多

种木质纤维素原料实现了 L-乳酸和 D-乳酸的生产，纤维素乳酸的产量、产率和生产率

与以淀粉等粮食作物为原料生产的 L-乳酸和 D-乳酸的相应指标的差距在逐渐缩小，但

是现有乳酸生产菌株依旧存在光学纯度低、非葡萄糖单糖利用速率低、难以适应复杂的

木质纤维素体系以及发酵与糖化步骤的温度、pH 不匹配的问题。 

为了得到适用于木质纤维素的光学纯乳酸生产菌株，本实验室针对前期工作中筛选

得到的一株对抑制物具有良好耐受性的野生型 Pediococcus acidilactici DQ2，进行了一系
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列的代谢工程改造。首先对其分别进行了 D-乳酸脱氢酶和 L-乳酸脱氢酶基因的敲除，

得到了只生产 L-乳酸和 D-乳酸的 P. acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26，这两株重

组菌株显示出了良好的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸发酵性能，其乳酸产量、产率和生产率

达到 76.8-77.7 g/L、0.58-0.65 g/g、1.02-1.06 g/L/h，乳酸的光学纯度为 99.3-99.9%[77]。为

了弥补这两株菌株不能利用木糖的不足，Qiu 等[78, 79]将一条异源的木糖代谢路径分别引

入至 P. acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26 中，再经过长时间的木糖条件下的适应

性进化，分别得到了具备同步利用木糖和葡萄糖能力的 L-乳酸工程菌株 P. acidilactici 

ZY271 和 D-乳酸工程菌株 P. acidilactici ZY15。在对经干式稀酸预处理的小麦秸秆和玉

米秸秆进行 SSCF 后，纤维素 L-乳酸和 D-乳酸的产量、产率和生产率分别达到 97.3-

130.8 g/L、0.65-0.68 g/g、1.01-1.82 g/L/h，光学纯度为 99.2%-99.6%。由于 P. acidilactici

的生长条件（42 ℃，pH 5.5）与纤维素酶的最适温度（50 ℃）和 pH（4.8）高度适配，

因此，P. acidilactici ZY271 成功运用于适合工业化的生产模式，即在单一的反应器中同

时进行连续的酶水解和乳酸发酵（连续 SSCF 模式），纤维素 L-乳酸的产量、产率和生

产率分别达到 107.5 g/L、0.29 g/g 和 2.69 g/L/h[80]。除麦秆和玉米秸秆外，P. acidilactici

还适用于甘蔗渣[81]、玉米芯[82]和软木[83]等多种各种木质纤维素原料，具有广谱的原料适

用性。与其它乳酸生产菌株相比，P. acidilactici 具备的优越发酵性能使其在工业生产乳

酸上具有巨大的应用潜力。 
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表 1.1  不同发酵微生物利用木质纤维素生物质生产 L-乳酸和 D-乳酸 

Table 1.1  The production of chiral L-lactic acid and D-lactic acid by different fermentative microorganisms from lignocellulosic biomass 

Microorganisms Feedstocks Pretreatment methods Optical 

isomer 

Process 

organization 

Optical 

purity 

(%) 

LA titer 

(g/L) 

LA yield 

(g/g) 

Productivity 

(g/L/h) 

References 

Lactobacillus casei 

ATCC 334 

Sugarcane 

bagasse 

Ionic liquid and diluted 

H2SO4  

L-LA SSF NA 204.1 0.76b 3.1 [69] 

Bacillus coagulans 

NCIM 5648 

Sugarcane 

bagasse 

Dilute NaOH L-LA SHF NA 69.2 0.76a 2.88 [70] 

Bacillus coagulans 

NCIM 5648 

Sugarcane 

bagasse 

Dilute NaOH L-LA SHF NA 51.2 0.81a 1.75 [71] 

Bacillus coagulans LA-

15–2 

Rice straw  Dilute ethylediamine  L-LA Fed-batch 

SSF 

NA 92.50 0.58b 2.01 [72] 

Saccharomyces 

cerevisiae BK01  

Buckwheat 

husk 

Dilute H2SO4  L-LA SSF NA 34.0 ~0.57c 1.42 [84] 

Kluyveromyces 

marxianus YKX071 

Corncob 

residue 

Dilute NaOH L-LA Fed-batch 

SSCF 

99.5 103.0 ~0.57b 1.44 [85] 

Pediococcus acidilactici 

TY112 

Corn stover Dilute H2SO4  L-LA SSCF 99.89 77.7 0.65a 1.06 [77] 

Pediococcus acidilactici 

ZY271 

Wheat straw Dilute H2SO4  L-LA SSCF 99.6 130.8 0.68c 1.82 [79] 

Pediococcus acidilactici 

ZY271 

Wheat straw Dilute H2SO4 L-LA Continuous 

SSCF 

99.5 107.5 0.29b 2.69 [80] 

Lactobacillus plantarum 

NCIMB 8826-∆ldhL1-

pLEM-xylAB 

Corn stover Dilute NaOH D-LA Fed-batch 

SSF 

~99.7 61.4 0.77b 0.32 [74] 

Lactobacillus plantarum Corn stover Dilute NaOH D-LA SSCF 99.5 27.3 0.68b 0.75 [73] 
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NCIMB 8826 ∆ldhL1-

pCU-PxylAB 

 

Lactobacillus delbrueckii 

subsp. 

bulgaricus 

Beechwood Mild oxidative 

organosolv 

D-LA SSF NA 62 0.69b 0.86 [75] 

Escherichia coli AV03 Corn stover Dilute H2SO4 D-LA SHF NA ~60 1.11d 1.25 [76] 

Pediococcus acidilactici 

ZP26 

Corn stover Dilute H2SO4 D-LA SSCF 99.32 76.8 0.58a 1.02 [77] 

Pediococcus acidilactici 

ZY15 

Corn stover Dilute H2SO4 D-LA SSCF 99.2 97.3 0.65c 1.01 [78] 

Pediococcus acidilactici 

ZP26 

Softwood Steam D-LA SSF NA 44.5 NA 2.26 [86] 

Pediococcus acidilactici 

XH11 

Sugarcane 

bagasse 

Dilute H2SO4 D-LA SSCF NA 57.0 0.58b 0.50 [81] 

Pediococcus acidilactici 

XH11 

Corncob Dilute H2SO4 D-LA SSCF NA 61.9 0.48b 0.64 [82] 

注：a 表示 g/g 葡萄糖，b 表示 g/g 干物料，c 表示 g/g 葡萄糖和木糖，d 表示 g/g 葡萄糖、木糖和阿拉伯糖；NA表示未检测；LA（lactic acid），乳酸；SSF

（separate hydrolysis and fermentation），分步糖化与发酵；SSF（simultaneous saccharification and fermentation），同步糖化与发酵；SSCF（simultaneous 

saccharification and co-fermentation），同步糖化与共发酵。 
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1.2.3  抑制物阻碍发酵微生物的生长和发酵 

木质纤维素的大多数预处理操作会不可避免地产生呋喃醛类（5-HMF 和糠醛）、弱

酸类（乙酸、甲酸和乙酰丙酸）和酚类抑制物（香草醛、丁香醛、4-羟基苯甲醛和香草

酸等），这些抑制物对于发酵微生物均会产生毒害作用，其毒性作用机制各不相同。呋喃

醛类抑制物通常对微生物菌株产生多种毒性[87-89]，包括抑制糖酵解和发酵过程中的酶活

性、破坏细胞能量和降低细胞内 ATP 和 NAD(P)H 水平、增加自由基的产生和导致细胞

膜损伤等。弱酸类抑制物对于微生物的毒性体现在破坏膜的质子梯度、解除质子泵的偶

联、破坏膜完整性和细胞内氧化还原稳态、诱导阴离子积累等[48, 90-92]。酚类抑制物的毒

性体现在破坏细胞膜的疏水性、增加膜流动性、促进活性氧积累等[48, 93]。总体来看，这

些毒性抑制物主要是通过抑制微生物细胞生长或纤维素酶的催化活性来抑制微生物的

发酵效率。 

近年来，研究者们也采取了一些措施来解除抑制物对于发酵微生物的负面影响[48, 49]，

一方面是对预处理木质纤维素采取脱毒操作来去除抑制物；另一方面是采取措施在微生

物层面上提高菌株对于抑制物的耐受性，主要的措施有基因和代谢工程改造、适应性进

化和随机诱变。脱毒操作能够有效去除大部分抑制物，但常规的脱毒手段还会伴随着大

量可发酵糖的损失、废水产生等缺点，目前没有一种方法能去除所有的抑制物，这就要

求菌株具备对抑制物的耐受性。绝大多数的微生物不具备天然耐受抑制物的能力，对于

这些菌株，研究者们通过基因和代谢工程改造（如过表达抑制物耐受性基因）[94, 95]、适

应性进化[96, 97]和随机诱变[98, 99]的方法一定程度上提高了菌株对于抑制物的耐受性，但耐

受性改造针对的抑制物种类和浓度有限、实验耗时长，而且还会给细胞带来额外的负担，

如蛋白表达的代谢负担和表达诱导剂的成本等。基于以上考虑，本研究一方面采用实验

室前期筛选得到的生物脱毒菌株 A. resinae ZN1 来选择性地降解抑制物为 CO2和 H2O，

同时保留可发酵单糖[64, 65]；另一方面，选用乳酸片球菌作为发酵菌株，其对木质纤维素

来源的主要抑制物（糠醛、5-HMF 和乙酸）具有高耐受性，对低浓度的甲酸和香草醛也

具备一定的耐受性[77]，同时工程菌 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 具备共利

用葡萄糖和木糖的能力[78, 79]，是生产光学纯乳酸的优良菌株。 

1.2.4  发酵微生物对非葡萄糖单糖的低效利用 

木质纤维素的可发酵单糖来自于纤维素和半纤维素的水解，主要包括葡萄糖和 4 种

非葡萄糖单糖（甘露糖、半乳糖、木糖和阿拉伯糖），其中，非葡萄糖单糖含量较高，约

占总单糖含量的 30%-40%。因此，实现葡萄糖和非葡萄糖单糖的快速协同共利用和全谱

代谢是木质纤维素生物炼制生产生物基化学品的经济性转化的基础。目前，针对非葡萄

糖单糖，绝大多数的发酵微生物存在以下三点问题：（1）存在碳分解代谢物阻遏效应

（carbon catabolite repression, CCR）[100]，绝大多数微生物工程菌株优先利用葡萄糖，非

葡萄糖代谢过程在葡萄糖全部代谢或接近代谢完全后才开始启动；（2）大多数微生物工

程菌株的非葡萄糖单糖（以木糖为代表）的代谢速率远远低于葡萄糖代谢速率；（3）大

多数生物炼制菌株不能代谢来源于木质纤维素来源的所有五种单糖，如甘露糖和半乳糖
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等。前两个问题使得非葡萄糖单糖（主要是木糖和阿拉伯糖）全部代谢所需发酵时间大

幅度延长至常规发酵的 2-3 倍，使得工程菌株基本失去了其非葡萄糖单糖利用的工业应

用价值。后一个问题不仅使得目标发酵产品的得率降低，而且使得发酵液中存在高浓度

的残糖，当发酵产物是乳酸、琥珀酸等生物聚合物的单体化学品时，分离提纯的高难度

和高成本直接使其失去了在聚合工业应用的可行性。 

1.2.5  金属离子对发酵的影响 

在以木质纤维素为原料进行发酵时，预处理过程中化学试剂（酸或碱液）和发酵过

程中 pH 中和剂（NaOH 和 KOH 等溶液）的添加会导致发酵液中富集大量 Na+和 K+等

金属离子[101, 102]，这些金属离子不仅会抑制发酵微生物的生长，还会抑制其发酵效率，

从而降低木质纤维素到发酵产品的转化效率。作为发酵中常用的中和剂，NaOH 的添加

引入的钠离子对不同的发酵微生物的发酵效率均有抑制作用。在乙醇发酵过程中，

Zymomonas mobilis 对钠离子较为敏感，低浓度（0.175 M）的钠离子显著抑制了 Z. mobilis

的生长和乙醇发酵效率[103]。同样地，0.45 M 的 Na+的加入使得 S. cerevisiae 的细胞生产

率下降了 80%[104]。然而，与乳酸钠发酵相比，钠离子对乙醇发酵菌株的胁迫是较为温

和的，因为在乙醇发酵过程中，Na+的添加主要是为了上游加工或发酵过程中的 pH 调

节。而在生产木质纤维素来源的乳酸钠的过程中，NaOH 溶液作为 pH 中和剂加入到发

酵液中作为乳酸钠产物的一部分，高浓度的乳酸钠发酵不可避免地导致大量钠离子的富

集，导致乳酸钠的主要生产菌株（乳酸菌）在乳酸钠发酵过程中受到更强的 Na+胁迫。

因此，提高乳酸菌对于钠离子的耐受性对于高浓度的纤维素乳酸钠的生产是十分必要的。 

1.2.6  木质纤维素的复杂组分对于聚合级乳酸纯度的影响 

高纯度（>99%）的光学纯乳酸是合成丙交酯及高分子量聚乳酸的前提条件[105]。目

前，未有文献显示成功从木质纤维素来源的乳酸合成丙交酯，这是由于在以木质纤维素

为原料生产乳酸时，木质纤维素中的复杂成分严重影响乳酸的纯度，导致后续乳酸聚合

反应的失败。这些杂质成分主要是预处理过程产生的抑制物、发酵液中的残糖、木质素

残渣、微生物细胞、色素、蛋白质和金属离子。常规的杂质成分可以通过简单的分离纯

化操作进行去除，如微生物细胞和蛋白质可以通过离心操作去除，色素可以通过活性炭

吸附去除，金属离子可以通过阳离子交换树脂去除。抑制物的组成较为复杂，包括呋喃

醛类（5-HMF、糠醛）、弱酸类（乙酸和甲酸）和酚类抑制物（香草醛、丁香醛和 4-羟基

苯甲醛等）。通过常规的分离纯化操作难以将抑制物去除干净，残留的抑制物杂质对乳

酸纯度造成严重影响，导致后续乳酸聚合反应的失败。残糖主要来源于发酵微生物对于

非葡萄糖单糖的不完全利用和低效利用[73, 106, 107]，包括木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳

糖，残糖杂质不仅会降低乳酸的纯度，还会对后续丙交酯的合成造成不利影响。残糖和

抑制物难以通过常规的分离手段去除，需要高强度和高成本的分离纯化操作，不利于工

业应用。因此，抑制物和残糖是木质纤维素来源的乳酸合成丙交酯的两大关键障碍，也

是生产高纯度的聚合级乳酸的关键难题。因此，有必要寻找一种简单有效、低成本的方

法来去除残糖和抑制物以获得高纯度的聚合级乳酸。 
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1.3  发酵微生物共利用己糖和戊糖的研究进展 

木质纤维素来源的可发酵单糖主要包括三种己糖（葡萄糖、甘露糖和半乳糖）和两

种戊糖（木糖和阿拉伯糖），其中四种非葡萄糖单糖含量约占总糖含量的 30%-40%。然

而，大多数的发酵微生物对于非葡萄糖单糖的利用十分低效，存在非葡萄糖单糖代谢晚

于葡萄糖启动、非葡萄糖单糖代谢速率远低于葡萄糖和不能利用木质纤维素来源的所有

可发酵单糖这三点问题（详见 1.2.4 部分）。针对以上问题，目前大多数研究集中于改善

戊糖（木糖和阿拉伯糖）的利用上，而对己糖（甘露糖和半乳糖）利用的研究较少。为

了改善微生物对于非葡萄糖单糖的利用，目前主要采取了两条路径，第一条路径为优化

和增强非葡萄糖单糖的代谢路径，第二条路径为增强非葡萄糖单糖的转运效率，但效果

均有限。 

1.3.1  改造微生物糖代谢路径的进展 

木糖是木质纤维素来源可发酵糖中含量最高的非葡萄糖单糖，因此也是生物炼制微

生物菌株代谢过程改造的主要目标单糖。木糖代谢主要有两条代谢途径，其中，真菌主

要通过木糖还原酶-木糖醇脱氢酶路径（氧化还原酶路径）两步将木糖转化为木酮糖，再

经过木酮糖激酶和磷酸戊糖途径（Pentose phosphate pathway，PPP 途径）完成木糖的同

化代谢，但该路径存在的主要障碍是木糖还原酶和木糖醇脱氢酶的辅酶偏好性不同导致

胞内的氧化还原代谢失衡，造成木糖醇积累，木糖同化速率和目标产物得率较低[108, 109]；

而细菌主要通过木糖异构酶路径一步将木糖转化为木酮糖，再经过木酮糖激酶和 PPP 路

径完成木糖的代谢，该路径的优点是无需辅酶参与，仅需一步即可将木糖转化为木酮糖。

近年来，细菌的木糖异构酶路径已经被成功引入到酿酒酵母等真菌中，实现了木糖至木

酮糖的一步转化，解决了木糖醇积累的问题，在细菌和真菌中均通过合理的木糖代谢路

径构建实现了木糖的利用[110-112]。为进一步增强木糖利用能力，许多研究通过优化和增

强木糖的代谢路径来加快木糖的利用速率。Mao 等[113]通过在 C. glutamicum 中过表达不

同菌种来源的 xylAB，发现过表达来自 Xanthomonas campestris 的 xylAB 和内源的 tkt、

tal 基因加速了木糖的利用，使得菌株的木糖利用速率由 2.19 g/L/h 升高至 2.31 g/L/h。

Kim等[114]在 S. cerevisiae 中过表达来自 Scheffersomyces stipitis 的木糖还原酶基因（XYL1），

使得菌株的木糖利用速率由 1.14 g/L/h 升高至 1.74 g/L/h。Jo 等[115]在 C. glutamicum BL-

1 pXylAB 中过表达了转醛醇酶基因（tal），使得菌株的木糖利用速率约由 0.8 g/L/h 升至

1.3 g/L/h。因此，木糖代谢路径的增强一定程度上加快了菌株对于木糖的代谢，但木糖

代谢速率仍远低于葡萄糖代谢速率。在木糖代谢工程改造的基础上，木糖的适应性进化

策略用于进一步改善菌株对于木糖的代谢能力。Agrawal 等[116]通过在 Z. mobilis 中表达

了木糖的代谢关键基因后，接着在高浓度木糖条件下对 Z. mobilis 工程菌株进行了 80 天

的适应性进化，进化菌株在葡萄糖存在的条件下，木糖最大比消耗速率由 0.45 g/g DCW/h

升高至 1.80 g/g DCW/h。Sarkar 等[117]对整合了木糖代谢路径的 Z. mobilis ATCC ZW658

在木糖浓度递增（30-100 g/L）的培养环境下进行了 200 天的适应性进化，在葡萄糖存

在的条件下，进化菌株的木糖比摄取速率由 0.13 g/g/h 升高至 1.34 g/g/h，并发现适应性
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进化诱发的木糖代谢关键酶酶活的改变和基因突变可能是其木糖代谢加快的原因。木糖

代谢路径的增强和适应性进化策略的结合在一定程度上增强了发酵微生物对于木糖的

代谢，但微生物的木糖的利用能力仍然远远不如葡萄糖。 

阿拉伯糖是含量第二丰富的非葡萄糖单糖，目前已通过代谢工程改造的方法在酵母

和多种细菌中实现了阿拉伯糖的利用。阿拉伯糖代谢主要分为氧化还原酶（Arabinose 

oxidoreductase, AO）路径和异构酶（Arabinose isomerase, AI）路径[118, 119]，与木糖的氧化

还原路径类似，真菌中的阿拉伯糖的 AO 路径存在严重的辅因子不平衡的问题，与之相

比，异构酶途径具有所需酶较少、不需辅因子的优点。因此，将细菌的异构酶途径引入

至真菌是增强真菌阿拉伯糖代谢能力的一个重要措施。在真菌中，研究者们采取了一系

列措施来提高 S. cerevisiae 的阿拉伯糖代谢能力，包括将不同细菌（Bacillus subtilis, 

Bacillus licheniformis，Escherichia coli 和 Lactobacillus plantarum）来源的阿拉伯糖代谢

基因（araA，araB 和 araD）进行组合表达[120-123]、过表达非氧化的磷酸戊糖途径基因

（TAL1、TKL1、RPE1 和 RKI1）[121, 123, 124]和适应性进化[122, 123]，最终菌株的阿拉伯糖代

谢速率得到一定提高，但阿拉伯糖的代谢依旧较慢。在细菌中，有研究将来自 E.coli 的

阿拉伯糖代谢基因（araABD）分别引入至 Z. mobilis [125]和 C. glutamicum[126]中，成功实

现了阿拉伯糖的利用。但是不管是在真菌还是细菌中，阿拉伯糖的代谢速率比木糖的代

谢速率更低，导致发酵时间大大延长[122, 127, 128]，使得阿拉伯糖的实际利用价值大打折扣。 

甘露糖含量约占木质纤维素来源的总单糖的 0.5%-13%，在软木（如云杉）中其含

量高达 13%，是含量第二丰富的己糖，也是不可忽视的可发酵糖[129, 130]。因此，高效利

用甘露糖对于实现全糖转化尤为重要。在细菌中，甘露糖一般被 mannose-PTS、glucose-

PTS 和 fructose-PTS 转运系统转运至胞内并磷酸化为 6-磷酸-甘露糖；在酵母中，甘露糖

一般被己糖激酶催化成 6-磷酸-甘露糖；6-磷酸-甘露糖进一步被磷酸甘露糖异构酶异构

化为 6-磷酸-果糖，最后进入糖酵解途径[129, 131-133]。一些菌株天然具有代谢甘露糖的能

力，如 Bacillus spp.[134]、E. coli[135]，C. glutamicum[131]、S. cerevisiae[136, 137]和 Lipomyces 

starkeyi[138]，但是甘露糖的代谢普遍较慢。有少数研究通过引入甘露糖代谢路径来实现

甘露糖的利用，如将 E. coli 的磷酸甘露糖异构酶基因 pmi 分别引入至 Z. mobilis[139]和

Ralstonia eutropha[140]中。也有少数研究通过强化甘露糖代谢路径来提高甘露糖的利用速

率，如过表达异源的 pmi 基因[141]，但最终甘露糖的利用依旧不如葡萄糖。 

半乳糖的含量约占约占木质纤维素来源的总单糖的 0.5%。主要有两种代谢路径，分

为 Leloir 途径和 tagatose-6-P 途径[142]，但在多数菌株中不存在 tagatose-6-P 路径。在 Leloir

路径中，半乳糖经高亲和力的半乳糖渗透酶（GalP）转运至胞内，被半乳糖变旋酶（GalM）

修饰为 α-半乳糖，再被半乳糖激酶（GalK）磷酸化为半乳糖-1-磷酸；接着经过半乳糖-

1-磷酸尿苷酰转移酶（GalT）和 UDP-葡萄糖 4-差向异构酶（GalE）的催化得到 α-葡萄

糖-1-磷酸；最后被磷酸葡萄糖变位酶（PGM）转化为葡萄糖-6-磷酸并进入糖酵解路径

[143]。一些菌株天然具有利用半乳糖的能力，如 S. cerevisiae[144]、Bacillus spp.[134]、

Lactococcus lactis[143]和 E. coli[145]等。少数研究也通过强化半乳糖代谢路径来提高其利用
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能力。Neves 等[146]过表达了半乳糖代谢基因 galPMKT 和磷酸葡萄糖变位酶基因（pgm），

使得 Lactococcus lactis 中的半乳糖代谢速率加快了 50%。Lim 等[147]在 E. coli 中过表达

了 pgm 基因，一定程度上提高了菌株的半乳糖的代谢速率。Lee 等[148]在 S. cerevisiae 中

过表达了 PGM2 基因，使得菌株的半乳糖代谢速率提高了 70%，但半乳糖的代谢速率依

旧较低于葡萄糖，使得发酵时间延长至 2-3 倍。 

综上所述，优化和增强发酵微生物中非葡萄糖单糖的代谢路径对于糖利用能力的提

高十分有限，非葡萄糖单糖的代谢速率依旧远远不如葡萄糖的代谢速率，非葡萄糖单糖

的低效代谢问题仍然没有被彻底解决。 

1.3.2  改造微生物糖转运通道的进展 

除了糖代谢方面，糖转运也被认为是阻碍非葡萄糖单糖利用的一大障碍。因此，提

高微生物的非葡萄糖单糖转运能力也是增强糖利用的一种重要策略。针对木糖的转运，

采取的策略主要有两种，包括异源表达戊糖转运蛋白、将原有的己糖转运蛋白改造为专

一的木糖转运蛋白。其中，异源表达戊糖转运蛋白一定程度上提高了微生物利用木糖的

能力。Sasaki 等[149]过表达了异源的阿拉伯糖转运蛋白基因 araE，使得 C. glutamicum 在

无氧条件下的木糖利用速率由 1.50 g/L/h 升高至 3.75 g/L/h。Kim 等[114]在 S. cerevisiae 

DXX 中过表达了来自 B. subtilis 的阿拉伯糖转运蛋白基因 araE，使得其木糖利用速率由

1.74 g/L/h 提高至 2.47 g/L/h；Yim 等[150]过表达了来自 E. coli 的木糖转运蛋白基因 xylE，

使得 C. glutamicum 在 20 g/L 的木糖条件下的木糖利用速率由~0.4 g/L/h 升至~0.6 g/L/h。

Dunn 等[151]在 Z. mobilis 中过表达了来自 E. coli 的 xylE 基因，使得其在 50 g/L 的木糖条

件下的木糖利用速率由 0.37 g/L/h 升高至 0.48 g/L/h，但这种提高只有在高浓度（50-

100g/L）的木糖条件下才出现。Sarkar 等[152]在 Z. mobilis 中异源表达了来自 E. coli K-12

的 ABC 类转运蛋白基因簇 xylFGH，在葡萄糖存在的条件下，菌株的木糖比摄取速率由

1.37 g/g/h 提高至 2.04 g/g/h。以上研究表明在发酵微生物中引入异源的戊糖转运蛋白有

利于改善木糖的利用能力，但大多数戊糖转运蛋白并非木糖的专一性转运蛋白，存在木

糖亲和力低、木糖转运能力较差的缺陷，因此，该策略对于木糖利用能力的改善有限。 

为了进一步提高木糖的转运能力，一些研究者通过定点突变和替换部分蛋白氨基酸

的方式将原有的糖转运蛋白改造为专一的木糖转运蛋白。Shin 等[153]将 S. cerevisiae 中的

葡萄糖转运蛋白 Hxt2 进行了改造，包括替换蛋白 N-端的第 1-49 位氨基酸残基、将氨基

酸残基 N361 突变成 T361，使得菌株对于木糖的转运专一性优于葡萄糖，最终在葡萄糖

和木糖条件下，木糖的利用速率有了轻微的提高（由 0.7 g/L/h 升高至 0.9 g/L/h）。Nijland

等[154]将S. cerevisiae中内源的葡萄糖转运蛋白HXT36的氨基酸残基N367突变为A367，

使得转运蛋白对于木糖的亲和力提高了 4.3 倍（Km值由 108 mM 降至 25 mM），在葡萄

糖存在的条件下，木糖的消耗速率由 0.15 g/L/h 升高至 0.27 g/L/h，但是葡萄糖的利用速

率显著下降（1.82 g/L/h 降低至 0.93 g/L/h）。Vasylyshyn 等[155]将 Ogataea polymorpha 中

的低亲和力葡萄糖转运蛋白 Hxt1 中的氨基酸残基 N358 突变为 A358，同时将蛋白 N-末

端的泛素化靶点赖氨酸残基替换成精氨酸残基，使得菌株的木糖利用速率升高了 73%
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（由~0.19 g/L/h 升高至~0.32 g/L/h）。Sarkar 等[152]将来自 E. coli K-12 的木糖转运蛋白

XylE 进行定点突变（N325F）得到了突变的 XylE*蛋白，并在 Z. mobilis 中异源表达了

XylE*蛋白，最终使得菌株对于木糖的比摄取速率由 1.37 g/g/h 提高至 1.97 g/g/h。以上

结果表明，将原有的糖转运蛋白改造为专一的木糖转运蛋白，在不同程度上增强了转运

蛋白对于木糖的亲和力和转运能力，进一步提高了木糖的利用速率，但是木糖的利用仍

然远低于葡萄糖。总的来说，提高木糖的转运效率对于木糖利用的改善是有限的，木糖

的低效利用仍然没有得到解决。 

针对阿拉伯糖，一些研究通过增强阿拉伯糖的转运能力来提高阿拉伯糖的利用，如

表达阿拉伯糖转运蛋白基因（AraT、Stp2、Gal2、LAT-1 和 MtLAT-1）[123, 156, 157]一定程度

上增强了菌株对于阿拉伯糖的利用能力，但是阿拉伯糖的代谢速率比木糖的代谢速率更

低，使得发酵时间进一步延长。针对甘露糖，少数研究通过增强甘露糖的转运能力来提

高菌株利用甘露糖的能力。Zhang 等[141]在 Clostridium tyrobutyricum 中过表达自身的甘

露糖转运蛋白基因 glcG，使得甘露糖代谢速率提高了 117%，但甘露糖代谢速率远不如

葡萄糖代谢速率。Sasaki 等[131]在 C. glutamicum 中过表达了对于甘露糖有低亲和力的

fructose-PTS 转运蛋白基因 ptsF，使得菌株能够同步利用葡萄糖和甘露糖，但重组菌株

的葡萄糖和甘露糖的总消耗速率低于出发菌株。针对半乳糖，Kwon 等[158]在 S. cerevisiae

中过表达了己糖转运蛋白基因 ScGAL2 和 ScGAL2-N376F，使得菌株的半乳糖代谢速率

提高了约 90%，但半乳糖代谢速率仅达到葡萄糖代谢速率的 60%。Lim 等[147]过表达了

半乳糖渗透酶基因 galP，使得半乳糖的利用速率轻微提高（约 7%）。 

综上所述，针对发酵微生物对非葡萄糖的低效利用问题，不管是增强糖代谢路径还

是增强糖转运能力，对于提高菌株的非葡萄糖单糖利用能力的效果是有限的，菌株的非

葡萄糖单糖的代谢速率远远低于葡萄糖，使得非葡萄糖单糖的实际利用价值大打折扣。

针对发酵微生物对非葡萄糖的不完全利用问题，通过过表达戊糖代谢基因和戊糖转运蛋

白基因，已经实现了葡萄糖和戊糖（木糖和阿拉伯糖）的共利用，但戊糖的利用速率依

旧远低于葡萄糖代谢速率，造成发酵效率低和发酵时间过长的问题。对于己糖（甘露糖

和半乳糖），只有少数菌株（S. cerevisiae、E.coli 和 Bacillus spp 等）天然具有利用甘露

糖和半乳糖的能力，少数研究通过过表达己糖代谢路径的相关基因和己糖转运蛋白基因

一定程度上提高了甘露糖和半乳糖的代谢速率，但由于甘露糖会与葡萄糖竞争己糖转运

蛋白、半乳糖的代谢往往受到葡萄糖的抑制，在葡萄糖存在时，甘露糖和半乳糖的利用

效率低下，因而甘露糖和半乳糖无法代谢完全。但对于生物炼制菌株而言，彻底转化低

浓度的甘露糖和半乳糖是其必须面临的一个问题，否则，残糖的存在会严重影响发酵产

品的纯化以及后续聚合物产品的合成。综上所述，非葡萄糖单糖的低效利用和不完全利

用问题亟待解决。 
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1.4  本论文的立题依据和主要研究内容 

随着社会经济的发展，石油基聚合物材料的大量使用对全球的生态环境造成了严

重的破坏，使用可再生、零碳甚至负碳排放的生物基聚合材料来替代石油基塑料，是

国家达到双碳目标的重要内容。聚乳酸是替代石油基塑料的可生物降解聚合物中最重

要的生物基材料。目前聚乳酸生产所需的高光学纯度和高化学纯度的乳酸单体全部以

粮食淀粉为碳源进行发酵生产，不仅导致乳酸的生产成本高，还会对粮食安全问题造

成威胁。因此，聚乳酸对石油基塑料的大规模替代需要大量非粮碳水化合物原料生产

光学纯乳酸单体。本研究选择来源广泛、廉价易得和非粮性质的木质纤维素生物质来

作为替代原料，聚焦于高光学纯度和高化学纯度的聚乳酸前体（乳酸和丙交酯）的生

产。 

目前，木质纤维素原料以生物炼制技术合成乳酸和丙交酯的产业化应用仍然存在

诸多关键技术障碍，包括：（1）预处理过程中产生的抑制物不仅会抑制发酵微生物的

活性，降低乳酸的发酵指标，残留抑制物还会严重阻碍丙交酯和聚乳酸的合成；（2）

发酵微生物对木质纤维素中的非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）的

转化效率低下，导致非葡萄糖单糖的不完全利用，不仅大幅降低了乳酸得率，残糖的

存在还严重阻碍了丙交酯的合成，导致必须进行成本高昂和高强度的下游纯化才能获

得用于聚合的高纯度乳酸。因此，残糖和抑制物是利用木质纤维素生产高纯度的聚合

级乳酸和合成丙交酯的两大关键障碍。针对以上关键问题，本论文一方面在干法生物

炼制技术平台上，以生物脱毒方法和具有全糖代谢能力的乳酸片球菌工程菌来分别解

除抑制物和残糖对于聚合级乳酸生产和丙交酯合成的负面影响；另一方面，对乳酸片

球菌工程菌的全糖协同代谢合成乳酸的机制进行了深入挖掘和多层面的分析。具体研

究内容分为以下五个方面： 

（1）针对严重影响纤维素乳酸纯度和产量的抑制物和残糖障碍，利用生物脱毒技

术将预处理产生的大部分抑制物转化为二氧化碳和水，解除抑制物对乳酸纯度的负面影

响；使用两株具有全糖代谢能力的 L-乳酸发酵工程菌株 P. acidilactici ZY271 和 D-乳酸

发酵工程菌 P. acidilactici ZY15 协同利用木质纤维素来源的葡萄糖和非葡萄糖（木糖、

阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）生产高浓度、高光学纯度的 L-乳酸和 D-乳酸，解除残糖

对于乳酸纯度的影响。经常规的分离纯化操作后，得到了符合聚合级纯度要求的纤维素

L-和 D-乳酸。 

（2）以研究（1）中得到的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸分别作为聚合单体，测试其合

成纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯的可行性。通过乳酸的解聚和缩聚反应来合成 L-丙交酯

和 D-丙交酯，对合成的木质纤维素来源的丙交酯的结构和各项性质进行鉴定，并与淀粉

来源的商品丙交酯标品的结构和性质进行比对。 

（3）针对工程菌株 P. acidilactici ZY271 协同代谢己糖和戊糖全转化为乳酸的现象

进行机制解析。对 P. acidilactici 工程菌株中的糖代谢和糖转运蛋白基因进行转录水平分
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析，挖掘出表达水平异常上调的甘露糖转运蛋白基因簇 manXYZ。通过基因敲除、基因

的弱化表达和基因转录水平的分析，验证 manXYZ 基因簇在（葡萄糖、甘露糖、半乳糖）

和戊糖（木糖和阿拉伯糖）转运和磷酸化过程中的关键作用，为揭示葡萄糖和非葡萄糖

单糖协同代谢机制和解决非葡萄糖单糖的利用难题提供解决思路和方法。 

（4）针对研究（3）中发现的 manXYZ 基因簇在多糖协同代谢中的作用进行机制挖

掘。筛选可能参与调控 manXYZ 基因簇表达的转录调控蛋白，对木糖适应性进化前后的

菌株的转录调控蛋白进行氨基酸序列分析和对比，寻找氨基酸残基发生突变的转录调控

蛋白。通过定点突变实验和基因转录水平分析，研究转录调控蛋白的氨基酸突变对

manXYZ 基因簇表达量的影响以及对己糖和戊糖共利用的影响，进一步阐明乳酸片球菌

工程菌的葡萄糖和非葡萄糖单糖的协同代谢机制。 

（5）针对高浓度钠离子抑制发酵细胞活性的问题，通过过表达 4 个异源的 Na+/H+

逆向转运蛋白基因来提高 P. acidilactici ZY271 耐受钠离子的能力，筛选出钠离子耐受能

力显著提高的重组菌株。将筛选得到的重组菌株在合成培养基和麦秆酶水解糖化液中进

行高浓度的 L-乳酸钠发酵，并对重组菌株中糖代谢和乳酸生成路径上的关键基因进行转

录水平的分析，为高浓度的 L-乳酸钠发酵提供有效方法。 
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第 2 章  乳酸片球菌工程菌株共利用木质纤维素来源的己糖和戊糖生产纤

维素 L-和 D-乳酸 

2.1  引言 

木质纤维素生物质由于其来源广泛、可再生和价格低廉的特点，在替代淀粉作物原

料生产聚乳酸单体（光学纯 L-和 D-乳酸）方面具有巨大潜力[159]。最近的研究表明，纤

维素乳酸和淀粉来源的乳酸在产量和得率方面的生产性能差距已经逐渐缩小[78, 79, 160-162]。

然而，纤维素乳酸的高光学纯度和高纯度的基本要求尚不满足丙交酯的合成[105, 163]，因

此木质纤维素来源的丙交酯的合成至今尚未成功。丙交酯合成的主要障碍是预处理、脱

毒、酶水解和发酵这一系列生物炼制链中产生的残糖和抑制物这两类杂质。第一类杂质

是预处理过程中产生的抑制物，包括呋喃醛类（糠醛，5-羟甲基糠醛）、弱有机酸（乙酸）

以及酚醛类抑制物（香草醛、4-羟基苯甲醛和丁香醛）[164, 165]。这些抑制物不仅会降低

发酵微生物的发酵效率，在乳酸单体中的残留抑制物还会阻碍丙交酯和聚乳酸的合成。

第二类杂质是残糖，如木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖，残糖的产生主要是因为发酵

微生物对非葡萄糖单糖的不完全利用。非葡萄糖单糖的含量约占木质纤维素来源的可发

酵糖总量的 30%-40%，大多数生物炼制菌株对于非葡萄糖单糖的利用速率远低于葡萄

糖，造成非葡萄糖单糖的低效利用和不完全利用[17, 83, 106, 166]，导致大量残糖的产生。残

糖的存在严重阻碍了高纯度的聚合级乳酸的生产和丙交酯的合成，必须进行成本高昂和

高强度的下游纯化才能获得高纯度的聚合级乳酸。因此，抑制物和残糖是阻碍高纯度的

纤维素乳酸生产和纤维素丙交酯合成的两大关键障碍。 

本章节针对严重影响纤维素乳酸的纯度和产量的抑制物和残糖，首先，在生物炼制

平台上，通过独特的生物脱毒技术降解了大部分的弱酸类、呋喃类和酚醛类抑制物，解

除了抑制物对于聚合级乳酸纯度和产量的影响；然后，分别使用一株 L-乳酸发酵工程菌

Pediococcus acidilactici ZY271 和 D-乳酸发酵工程菌 P. acidilactici ZY15 将木质纤维素来

源的葡萄糖和非葡萄糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）协同和完全地转化为高浓

度和高光学纯度的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸，并将残糖浓度降至极低，解除了残糖对于

聚合级乳酸纯度和产量的影响。最后，利用麦秆原料同步糖化和共发酵得到的纤维素 L-

乳酸和 D-乳酸产物中基本不含残糖和抑制物，经常规分离纯化后的纤维素 L-乳酸和 D-

乳酸达到了聚合级 L-乳酸和 D-乳酸的要求，为下一步合成木质纤维素来源的 L-丙交酯

和 D-丙交酯的合成提供了高光学纯度和高化学纯度的 L-乳酸和 D-乳酸聚合单体。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  菌株、培养基和培养条件 

工程菌株 Pediococcus acidilactici ZY271 为整合了木糖代谢途径的 L-乳酸发酵菌株

[79]，保存在中国普通微生物保藏中心（CGMCC），保藏编号为 13611。工程菌株 P. 
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acidilactici ZY15 为整合了木糖代谢途径的 D-乳酸发酵菌株[78]，保藏在 CGMCC，保藏

编号为 13612。Amorphotheca resinae ZN1 为本实验室之前分离得到的一株脱毒真菌

（CGMCC，7452）[64, 165]。 

P. acidilactici 培养于 MRS 培养基中，培养条件为 150 rpm，42 ℃。A. resinae ZN1

培养于 28 ℃和 PDA 培养基中。 

本章节使用的培养基具体如下： 

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

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

0.25 g/L MnSO4∙H2O。固体培养基需添加 15 g/L 的琼脂粉。 

（2）简化 MRS 培养基（用于合成培养基发酵）：10 g/L 蛋白胨、10 g/L 酵母粉、5 

g/L 无水乙酸钠、2 g/L K2HPO4、0.58 g/L MgSO4·7H2O、2 g/L 柠檬酸氢二铵和 0.25 g/L 

MnSO4∙H2O。糖的种类和浓度根据发酵实验来进行调整。 

（3）PDA 培养基：将 400 g 去皮、切碎的土豆在 2 L 的去离子水中煮沸半小时，之

后用纱布过滤得到上清液，并加入 40 g 葡萄糖和 30 g 琼脂粉，定容至 2 L。 

2.2.2  酶和试剂 

商业纤维素酶 Cellic CTec 2.0 购于 Novozymes 公司（Beijing, China）。按照 NREL

方法[167]和 Ghose 等[168]的方法分别测得滤纸酶活和纤维二糖酶活为 203.2 FPU/mL 和

4900 CBU/mL。按照 Bradford 法[169]测得蛋白浓度为 87.3 mg/mL。 

葡萄糖、甘露糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖、活性炭和其它试剂购于泰坦科技（Shanghai, 

China）。酵母粉和蛋白胨购自 Oxoid（Hampshire, UK），阳离子交换树脂 IRA‐120 购于

Sigma‐Aldrich（Missouri, USA）。 

2.2.3  原料和生物炼制过程 

小麦秸秆原料于 2018 年春季收割于河南南阳，经水洗除尘后，晾干，再经粉碎机

研磨，粉碎的秸秆过筛（筛网直径为 10 mm）后，储存于密封袋里。根据 NREL[170, 171]

的两步酸解法测得小麦秸秆中的纤维素含量为 35.79%，木聚糖含量为 22.55%，阿拉伯

糖聚糖和甘露聚糖的总含量为 5.67%，半乳聚糖的含量为 0.62%，木质素和灰分含量分

别为 21.61%和 8.60%。 

按照本实验室之前的研究对小麦秸秆进行干酸预处理[62, 63]，具体操作为：将干秸秆

和 4%（w/w）的稀硫酸一起加入到 20 L 的预处理反应器（配备螺带浆）中，固液比为

2：1，最终的硫酸用量为每 1000 g 的干秸秆中加入 25 g 的硫酸。加入了硫酸的小麦秸

秆在 175 ℃、50 rpm 下处理 5 min。在整个预处理过程中，没有废水产生。 

利用 20%（w/w）的氢氧化钙溶液将预处理后的小麦秸秆的 pH 调至 5-6，再对其

进行固态生物脱毒以去除预处理过程中产生的抑制物。固态生物脱毒的操作如下：将

培养好的 A. resinae ZN1 种子按照 10%（w/w）的接种量接入至预处理后的小麦秸秆

中，混合均匀，再加入至 15 L 的生物反应器中（配备螺带浆）进行脱毒 2-3 天，脱毒

条件为 28 ℃、通气量为 0.8-1.0 vvm，直至抑制物（乙酸、5-羟甲基糠醛、羟甲基糠醛
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等）被去除干净。按照 NREL 的两步酸解法[170, 171]，测得经预处理、脱毒后的小麦秸

秆中含有 36.2%（w/w）的纤维素和 1.7%（w/w）的半纤维素。 

2.2.4  光学纯 L-乳酸和 D-乳酸发酵 

L-和 D-乳酸的发酵实验均在厌氧条件下进行，所有发酵实验均做了两组平行实验。 

单糖的摇瓶发酵实验：五种单糖条件下的发酵目的是为了测试 Pediococcus 

acidilactici 对于己糖和戊糖的代谢能力。摇瓶发酵在含有简化 MRS 培养基的 250 mL 锥

形瓶中进行，发酵体系为 50 mL，分别以葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖为

单一碳源，糖浓度均为 40 g/L。将培养好的 P. acidilactici 种子液以 10%（v/v）的接种量

接入至锥形瓶中，在 42 ℃、150 rpm 下进行发酵，摇瓶中添加 0.6 g CaCO3/g 糖调节 pH。 

混合糖发酵实验：L-乳酸和 D-乳酸的发酵在含有 600 mL 简化 MRS 培养基的 3 L

生物反应器中进行，以混合糖为碳源，混合糖浓度是按照 30%（w/w）固含量的麦秆

在预糖化 6 h 后的初始糖浓度设置的，葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖的浓

度分别为 70 g/L、50 g/L、8 g/L、2 g/L 和 2 g/L。将培养好的 P. acidilactici 种子液按照

10%（v/v）的接种量加入至 3 L 生物反应器中，在 42 ℃、150 rpm、pH 为 5.5 的条件

下发酵 72 h，发酵期间以 25%（w/w）的 Ca(OH)2 溶液作为 pH 中和剂。 

麦秆条件下的同步糖化共发酵（SSCF）：首先对小麦秸秆进行预糖化以释放出一

部分可发酵糖，预糖化的具体步骤为：将固含量为 30%（w/w）的经预处理、脱毒后

的小麦秸秆分多次加入至 5 L 生物反应器中，按 4 mg 蛋白/g 干物料的使用量加入纤维

素酶 Cellic CTec 2，并在 50 ℃，150 rpm 下预糖化 6 h。预糖化结束后，将温度降至

42 ℃，往生物反应器中同时加入 P. acidilactici 种子液和营养物质，营养物质为 10 g/L

蛋白胨、15 g/L 酵母粉、2 g/L 柠檬酸氢二铵和 0.25 g/L 一水硫酸锰。在 42 ℃、150 

rpm、pH 为 5.5 的条件下进行同步糖化与共发酵，发酵期间以 25%（w/w）的 Ca(OH)2

溶液作为 pH 中和剂。 

2.2.5  纤维素 L-乳酸和 D-乳酸的纯化 

纤维素乳酸的分离纯化分为五个步骤，包括固液分离、活性炭脱色、结晶、酸化和

阳离子树脂吸附。首先是纤维素 L-乳酸的纯化，第一步为固液分离，具体方法为：将得

到的纤维素 L-乳酸钙发酵液在 12000 rpm 离心 10 min，以去除固体的木质素残渣和细

胞。第二步为脱色，具体方法为：将 10%（w/v）的活性炭加入至 L-乳酸钙溶液中，在

水浴摇床中（60 ℃，150 rpm）脱色 1 h，然后通过真空过滤除去活性炭粉末；使用超纯

水（发酵液的一半体积）对过滤后的活性炭滤饼进行洗涤，回收洗涤液，以回收滤饼上

残留的乳酸钙。第三步为结晶，首先利用真空旋转蒸发仪将 L-乳酸钙溶液在 70 °C 下浓

缩至 150-200 g/L，浓缩后的 L-乳酸钙溶液在 4 °C 进行过夜结晶；使用无水乙醇对结晶

进行洗涤，待结晶自然风干；对结晶进行称重，每克结晶中加入 1 mL 的超纯水，加热

至结晶完全溶解。第四步为酸化，通过添加 50%（w/w）的硫酸将乳酸钙酸化为游离的

乳酸，反应直至 pH 恒定后停止；对得到的固液混合物进行真空过滤，以分离硫酸钙沉

淀和粗乳酸溶液。第五步是阳离子树脂吸附，目的是去除金属离子（如 Ca2+、Mg2+、Fe2+、
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Fe3+和 Na+），通过蠕动泵以 2 mL/min 的速率将粗乳酸溶液泵入直径为 20 mm 的层析柱

中，层析柱上装有活化后的阳离子交换树脂 Amberlite IR‐120(H)，用于吸附金属离子；

收集流出液，即纯化后的 L-乳酸，后续用于 L-丙交酯的合成。 

纤维素 D-乳酸的纯化步骤与纤维素 L-乳酸的步骤基本一致，只有在活性炭脱色步

骤进行了部分改进，由原来的一次脱色变为两次脱色。第一次脱色使用 7%（w/v）的活

性炭进行脱色，再进行真空过滤以除去活性炭，使用超纯水（超纯水的体积为发酵液体

积的 1/4）对得到的活性炭滤饼进行水洗，回收滤出液，得到初步脱色的 D-乳酸钙溶液。

第二次脱色将活性炭的用量减少为 3%（w/v），其余步骤与一次脱色一致，脱色后的纤

维素 D-乳酸钙溶液再进行后续的纯化步骤，以得到纯化后的纤维素 D-乳酸。 

2.2.6  发酵产物的检测 

在乳酸发酵过程中定期收集样品，样品在 12000 rpm 下离心 5 min，取得的上清经

0.22 µm 的滤膜进行过滤除菌，再进行各物质含量的检测。 

样品中的葡萄糖、木糖、乙酸、糠醛、5-羟甲基糠醛和乳酸的含量检测使用的是配

备了 Aminex HPX-87H 色谱柱的 HPLC（LC-20AD, refractive index detector RID-10A, 

Shimadzu, Kyoto, Japan）。检测条件为：0.005 M 的 H2SO4 溶液为流动相，流速为 0.6 

mL/min，柱温为 65 ℃。 

阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖的含量检测使用的是配备了 Aminex HPX‐87P 色谱柱的

HPLC（refractive index detector RID-10A, Shimadzu, Kyoto, Japan）。检测条件为：流动相

为灭菌后的超纯水，流速为 0.6 mL/min，柱温为 80 ℃。 

4‐羟基苯甲醛、香草醛和丁香醛的含量检测使用的是配备了紫外检测器 UV/Vis 

detector SPD‐20A 和 YMC‐Pack ODS‐A column 色谱柱的 HPLC（Shimadzu, Kyoto, Japan）。

检测方法参照梯度洗脱法[172]，Pump B 是 100%乙腈，Pump A 为 1%的甲酸水溶液，流

速为 1.0 mL/min，检测波长为 270 nm。 

2.2.7  乳酸纯化过程中的杂质检测 

总酚含量的检测方法参照 Folin & Ciocalteu 法[173]和 Gu 等人的方法[174]，在 10 mL

试管中分别加入 0.5 mL 的发酵液、1 mL 15%（v/v）的福林酚试剂和 4 mL 0.7 M 的 NaCO3

溶液，混匀后，于室温下反应 2 h。反应结束后，在 765 nm 下进行样品的吸光度测定，

按照没食子酸的标准曲线来计算总酚的浓度。 

蛋白质含量的检测采用的是 Bradford 法[169]，使用标准牛血清白蛋白 BSA 为标准

品。金属离子（Na+、Ca2+、Mg2+、Fe2+、Fe3+、Cu2+和 Pb2+）的含量检测参照的是 Han

等的方法[175]，使用的是配备了同步电荷耦合检测器的等离子体发射光谱仪（725 ICP‐

OES, Agilent）。 

2.2.8  光学纯 L-和 D-乳酸的得率计算 

在单糖和混合糖条件下的发酵过程中，L-/D-乳酸的得率定义为实际发酵得到的 L-

/D-乳酸与理论上得到的 L-/D-乳酸的比值，计算公式为： 

L-/D-乳酸得率=
[LA]×V−[LA]0×V0

[Sugar]×1
×100% 



华东理工大学博士学位论文  第 23 页 

 

公式中的[LA]和[LA]0 分别表示发酵结束和开始时所对应的 L-/D-乳酸浓度（g/L），

V 和 V0 分别表示发酵结束和开始时所对应的发酵体积（L）。[Sugar]是发酵培养基中的

初始糖的总量（g）。 

2.2.9  L-乳酸和 D-乳酸的光学纯度检测 

L-乳酸和 D-乳酸的光学纯度的检测使用的是试剂盒 Megazyme D-/L-Lactic Acid Kit 

(Megazyme International Ireland, Bray, Wicklow, Ireland)，按照操作说明加好反应体系后，

使用分光光度计 Biomate 3S（Thermo Scientific, DE, USA）检测 340 nm 下的 NADH 的

增加量来分别测定 D-/L 乳酸的含量，最后计算 D-/L 乳酸的光学纯度。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  利用生物脱毒真菌降解抑制物 

抑制物是阻碍高纯度的聚合级乳酸生产的第一个障碍，因此，需要被完全去除以消

除其负面影响。传统的脱毒方法（如水洗或过碱中和）不仅会产生大量有毒的废水、导

致大量的可溶性糖损失，而且不能完全地去除抑制物[130, 176, 177]。我们采用本实验室开发

的干酸预处理技术，将预处理后麦秆的半纤维素（木聚糖、甘露聚糖、阿拉伯聚糖和半

乳聚糖）水解了约 90%，同时很好地保留了纤维素组分（表 2.1）。由于预处理过程中没

有废水和废气的排出，小麦秸秆经过预处理后，物料中产生了高浓度的抑制物，每克干

物料中含有 22.4 ± 2.8 mg 乙酸、1.5 ± 0.1 mg 糠醛、3.3 ± 1.2 mg HMF、0.1 ± 0.0 mg HBA、

0.3 ± 0.0 mg 香草醛和 1.3 ± 0.1 mg 丁香醛。为了去除抑制物，我们使用了自主筛选得到

的生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 来选择性地将抑制物彻底转化为二氧化碳和水。经生物

脱毒后，预处理麦秆中的呋喃醛（糠醛和 HMF）、弱有机酸（乙酸）抑制物被完全降解，

大部分的酚醛抑制物（HBA、香草醛和丁香醛）被降解，只剩下少量的酚类抑制物（HBA、

香草醛和丁香醛的含量分别为 0.1 ± 0.0 mg/g DM、0.2 ± 0.0 mg/g DM 和 0.5 ± 0.0 mg/g 

DM），这部分酚类抑制物在后期的纯化过程中被完全去除。同时，在生物脱毒过程中，

绝大多数的可发酵糖得以保留，没有明显的糖损失。通过生物脱毒技术去除了抑制物，

解除了抑制物对于纤维素乳酸纯度和产量的影响。
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表 2.1  预处理、脱毒前后小麦秸秆中的糖和抑制物的含量 

Table 2.1  Sugars and inhibitors contents of wheat straw before and after dry acid pretreatment and 

biodetoxification 

Components Virgin  

wheat straw 

(mg/g DM) 

After 

pretreatment 

(mg/g DM) 

After biodetoxification 

(mg/g DM) 

Polysaccharides    

Cellulose 357.9±2.7 364.5±6.9 359.9±1.4 

Xylan 225.5±4.2 24.0±1.7 24.9±1.4 

Arabinan + Mannan* 56.7±4.0 2.5±1.6 1.9±0.5 

Galactosan  6.2±0.5 2.0±0.2 2.7±1.4 

Fermentable monosaccharide sugars    

Glucose 14.1±0.44 28.9±0.2 17.6±2.6 

Xylose ND 136.7±5.2 122.2±7.3 

Arabinose + Mannose* ND 16.6±0.6 15.7±0.4 

Galactose ND 4.1±0.0 1.1±0.3 

Inhibitors    

Acetic acid ND 22.4±2.8 ND 

Furfural ND 1.5±0.1 ND 

5-Hydroxymethylfurfural (HMF) ND 3.3±1.2 ND 

4-Hydroxybenzaldehyde (HBA) ND 0.1±0.0 0.1±0.0 

Vanillin ND 0.3±0.0 0.2±0.0 

Syringaldehyde ND 1.3±0.1 0.5±0.0 

注：ND，表示 HPLC 未检测到；*，由于阿拉伯糖和甘露糖的峰在 Aminex HPX-87P 柱上的停留时

间非常接近，甘露糖的小峰与阿拉伯糖的峰重叠，因此甘露糖和阿拉伯糖作为一个组分来进行含量

的测定。 

 

2.3.2  P. acidilactici 工程菌的己糖和戊糖代谢能力探究 

木质纤维素原料在经过预处理和酶水解后，主要会释放出葡萄糖、甘露糖、半乳糖、

木糖和阿拉伯糖。但大多数生物炼制菌株转化非葡萄糖单糖的效率低下，难以将木质纤

维素来源的这五种单糖完全地、协同地转化至乳酸，导致乳酸发酵液中产生大量残糖。

残糖不仅会对乳酸的纯度造成负面影响，还会严重阻碍后续丙交酯的合成[105]。因此，残

糖是阻碍聚合级乳酸生产的第二大障碍，因此，有必要寻找合适的乳酸生产菌株来完全

转化木质纤维素来源的所有单糖为乳酸以去除残糖。 

在之前的研究中，Qiu 等[78, 79]分别在 P. acidilactici TY112 和 P. acidilactici ZP26 中

构建了一条异源的木糖代谢路径，得到了 L-乳酸发酵工程菌株 P. acidilactici ZY271 和

D-乳酸发酵工程菌株 P. acidilactici ZY15，这两株工程菌株均展现出了良好的木糖代谢

能力。我们在此基础上，全面地探究了 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 对于
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己糖和戊糖的代谢能力（图 2.1），以评估其对于木质纤维素来源的全糖的代谢能力。

结果显示，P. acidilactici ZY271 不仅能代谢木糖，还能实现葡萄糖、阿拉伯糖、甘露

糖和半乳糖到 L-乳酸的转化，其葡萄糖、甘露糖和半乳糖代谢速率分别为 1.43 g/L/h、

1.03 g/L/h 和 0.66 g/L/h，其木糖和阿拉伯糖的利用速率分别为 1.30 g/L/h 和 1.36 

g/L/h，L-乳酸得率高达 0.85-0.96 g/g 糖（图 2.1a）。同样地，P. acidilactici ZY15 也能代

谢葡萄糖（1.67 g/L/h）、木糖（0.93 g/L/h）、阿拉伯糖（0.94 g/L/h）、甘露糖（1.44 

g/L/h）和半乳糖（0.66 g/L/h），D-乳酸得率为 0.77-0.96 g/g 糖。以上结果表明，工程菌

株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 具有代谢木质纤维素来源的己糖和戊糖的

能力，可作为全谱代谢己糖和戊糖的潜力菌株。 

 

 

 

图 2.1  P. acidilactici 工程菌株利用单糖进行 L-和 D-乳酸的发酵 

（a）P. acidilactici ZY271；（b）P. acidilactici ZY15 

Fig. 2.1  Chiral L- and D-lactic acid fermentation by engineered P. acidilactici strains using single sugar  

(a) P. acidilactici ZY271; (b) P. acidilactici ZY15 

发酵条件：发酵使用的 MRS 培养基分别以葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖为碳源，糖浓

度为 40 g/L；42 oC，150 rpm，发酵 24 h；添加 0.6 g CaCO3/g 糖调节 pH。
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2.3.3  P. acidilactici 工程菌共利用合成培养基中的全糖生产 L-和 D-乳酸 

为探究工程菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 对于己糖和戊糖的同步

代谢和全谱代谢能力，我们在以混合糖（葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）

为碳源的合成培养基条件下进行了 L-和 D-乳酸的发酵（图 2.2）。结果表明，工程菌株

P. acidilactici ZY271 同时代谢葡萄糖和四种非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和

半乳糖），并将这五种单糖都转化成了 L-乳酸（85.4 g/L），使得残糖浓度降至极低。在

发酵 72 h 后，残留的葡萄糖、木糖、阿拉伯糖+甘露糖和半乳糖浓度分别为 0.39 g/L、

0.44 g/L、0.69 g/L 和 0.12 g/L，总残糖浓度只有 1.64 g/L（图 2.2 a）。同样地，工程菌株

P. acidilactici ZY15 也实现了葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖的协同代谢和全

谱代谢（图 2.2 b），最终 D-乳酸的产量为 81.1 g/L，残糖浓度只有 2.06 g/L。以上结果表

明，在发酵过程中，工程菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 以协同速率同

步转化全谱的木质纤维素来源的可发酵单糖为 L-乳酸和 D-乳酸，使得发酵后的残糖浓

度降至极低，是克服残糖障碍、生产高纯度乳酸的优良发酵菌株。 
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图 2.2  P. acidilactici 工程菌株共利用合成培养基的己糖和戊糖生产 L-乳酸和 D-乳酸 

（a）P. acidilactici ZY271;（b）P. acidilactici ZY15 

Fig. 2.2  Hexose and pentose co-utilization by engineered P. acidilactici strain in synthetic medium to 

produce L-lactic acid and D-lactic acid 

(a) P. acidilactici strain ZY271; (b) P. acidilactici ZY15 

发酵条件：发酵使用的 MRS 培养基中含有~70 g/L 葡萄糖、~50 g/L 木糖、~8 g/L 阿拉伯糖、~2 g/L

甘露糖和~2 g/L 半乳糖；3 L 生物反应器，42 oC、150 rpm 下发酵 72 h；添加 25%（w/w）的 Ca(OH)2

溶液为中和剂，调节 pH 至 5.5。 

 

2.3.4  P. acidilactici 工程菌共利用木质纤维素中的全糖生产 L-和 D-乳酸 

为了研究工程菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 是否能在木质纤维素

体系下实现己糖和戊糖的共代谢和全糖代谢以生产 L-和 D-乳酸，我们以 30%（w/w）固

含量的小麦秸秆为原料，进行了同步糖化与共发酵（图 2.3）。结果显示，工程菌株 P. 

acidilactici ZY271 在发酵过程中协同地代谢纤维素和半纤维素来源的己糖（葡萄糖、甘

露糖和半乳糖）和戊糖（木糖和阿拉伯糖），最终将这主要的五种可发酵单糖均转化成了

高浓度（126.8 g/L）的 L-乳酸，残糖浓度降至极低，总残糖浓度为 1.2 g/L（葡萄糖：0.3 

g/L，木糖：0.4 g/L，阿拉伯糖+甘露糖：0.2 g/L，半乳糖：0.3 g/L）。同样地，工程菌株

P. acidilactici ZY15 也将木质纤维素来源的五种单糖同步转化为 127.1 g/L 的 D-乳酸，最

终总残糖浓度低至 1.6 g/L（葡萄糖：0.1 g/L，木糖：1.1 g/L，阿拉伯糖+甘露糖：0 g/L，

半乳糖：0.4 g/L）。同时，在发酵液中未检测到抑制物（糠醛，5-羟甲基糠醛和乙酸）。

经检测，纤维素 L-乳酸和 D-乳酸的光学纯度分别达到了 99.60%和 99.07%。L-和 D-乳

酸发酵工程菌株的使用有效地将乳酸发酵液中的残糖浓度降至极低（1.2-1.6 g/L），最终

发酵得到高浓度、高光学纯度的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸。除本研究外，尚未有研究显

示发酵微生物将木质纤维素来源的己糖和戊糖全转化为高浓度和高光学纯度的乳酸。如
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表 2.2 所示，进化菌株 B. coagulans 利用稻秆中的葡萄糖和木糖生产了 92.5 g/L 的 L-乳

酸，但木糖代谢滞后于葡萄糖[72]；进化菌株 L. casei 仅展示出了利用甘蔗渣中的葡萄糖

生产 L-乳酸（204.1 g/L）的能力，但没有数据显示其能利用其它 4 种非葡萄糖单糖（木

糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）[69]；工程菌株 K. marxianus 和 S. cerevisiae 共利用玉

米芯残渣和荞麦壳中的葡萄糖和木糖生产了 34-103 g/L 的 L-乳酸，但木糖的代谢速率远

低于葡萄糖代谢速率[84, 85]；工程菌株 L. plantarum 共利用玉米秸秆和高粱秆中的葡萄糖

和木糖生产了 22-61.4 g/L 的 D-乳酸，但是菌株木糖利用远慢于葡萄糖[73, 74]；工程菌株

E. coli 展现出了共利用玉米秸秆中葡萄糖、木糖和阿拉伯糖的能力，但没有数据显示其

能利用甘露糖和半乳糖，而且菌株的木糖和阿拉伯糖的代谢远慢于葡萄糖，最终残糖的

浓度较高（~7 g/L），D 乳酸的产量较低（~60 g/L）[76]。综上所述，其它生物炼制菌株存

在非葡萄糖单糖利用速率低、不能代谢全部非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和

半乳糖）的问题，在利用木质纤维素原料生产乳酸时势必会剩余相当量的可发酵糖，降

低乳酸产量的同时增加了后续乳酸分离纯化的难度和成本；而本研究中的工程菌株 P. 

acidilactici 同步转化全谱的木质纤维素来源的葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳

糖为高浓度的 L-乳酸和 D-乳酸，很好地克服了残糖对于生产高纯度乳酸的阻碍，降低

了后续乳酸分离纯化的难度。 
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图 2.3  P. acidilactici 工程菌株利用麦秆进行同步糖化与共发酵生产 L-和 D-乳酸 

（a）P. acidilactici ZY271;（b）P. acidilactici ZY15 

Fig. 2.3  Simultaneous saccharification and co-fermentation by engnineered P. acidilactici  using wheat 

straw to produce L- and D-lactic acid 

(a) P. acidilactici ZY271; (b) P. acidilactici ZY15 

发酵条件：使用经稀酸预处理和脱毒后的麦秆为原料，固含量为 30%（w/w）；Cellic CTec2 纤维素

用量为 4 mg 纤维素酶蛋白/g 干物料，50 ℃、150 rpm 下预糖化 6 h 后开始 SSCF；42 ℃，150 rpm，

发酵 72 h，使用 25%（w/w）的 Ca(OH)2 溶液为中和剂，调节 pH 至 5.5。 
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表 2.2  发酵微生物利用木质纤维素生产 L-和 D-乳酸 

Table 2.2  Fermentative microorganisms produce L- and D-lactic acid from lignocellulosic biomass 

Microorganisms Feedstocks  Sugar utilizations Optical 

isomer 

LA titer 

(g/L) 

Optical 

purity (%) 

Sources 

Glucose Xylose Arabinose Mannose Galactose 

Lactobacillus casei ATCC 334 Sugarcane 

bagasse 

✔ ✕ ✕ ✕ ✕ L-LA 204.1 NA [69] 

Bacillus coagulans LA-15–2 Rice straw ✔ ✔ ✕ ✕ ✕ L-LA 92.5 NA [72] 

Kluyveromyces marxianus 

YKX071 

Corncob 

residue 

✔ ✔ ✕ ✕ ✕ L-LA 103.0 99.5 [85] 

Saccharomyces cerevisiae BK01 Buckwheat 

husk 

✔ ✔ ✕ ✕ ✕ L-LA 34.0 NA [84] 

Lactobacillus plantarum NCIMB 

8826 ∆ldhL1-pLEM-xylAB 

Corn stover ✔ ✔ ✕ ✕ ✕ D-LA 61.4 ~99.7 [74] 

Lactobacillus plantarum NCIMB 

8826 ∆ldhL1-pCU-PxylAB 

Corn stover ✔ ✔ ✕ ✕ ✕ D-LA 27.3 99.5 [73] 

Escherichia coli AV03 Corn stover  ✔ ✔ ✔ ✕ ✕ D-LA ~60 NA [76] 

Pediococcus acidilactici ZY271 Wheat straw ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ 126.8 99.6 This study 

Pediococcus acidilactici ZY15  Wheat straw ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ ✔ 127.1 99.1 This study 

NA, not available; ✔, capable; ✕, not capable or not determined. 
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2.3.5  纤维素 L-和 D-乳酸的纯化 

为得到高纯度的、符合聚合要求的 L-乳酸和 D-乳酸，我们按照常规的纯化步骤来

对木质纤维素来源的 L-乳酸发酵液和 D-乳酸发酵液进行分离纯化。纤维素 L-乳酸和 D-

乳酸分别经过固液分离、脱色、结晶、酸化和阳离子交换树脂吸附这五步常规的步骤来

进行分离纯化（图 2.4 和图 2.5），过程中没有增加额外的分离纯化步骤（如分子蒸馏操

作）。固液分离步骤主要是通过离心来去除不溶性木质素残渣、发酵细胞和纤维素酶蛋

白等固体物质；脱色是通过活性炭吸附来去除木质素衍生的有色化合物，得到的乳酸钙

溶液通过真空旋转蒸发仪来进行浓缩；过饱和的溶液在低温条件下（4 ℃）结晶成固体

沉淀；得到的乳酸钙结晶用水溶解后，经过硫酸的酸化后得到游离的乳酸和不溶的硫酸

钙沉淀，通过过滤操作去除硫酸钙沉淀，得到乳酸溶液；最后将乳酸溶液通过阳离子交

换树脂来去除金属离子。 

经分离纯化后，纤维素 L-乳酸的总回收率为 69.3% ± 0.4%（图 2.4 a）。纤维素 L-乳

酸的损失（21.9%）主要出现在结晶步骤，原因是在结晶过程中，没有对母液进行 L-乳

酸的重复回收，这一点在实际工业操作中可以通过重复回收来减少乳酸损失。在随后的

纯化步骤中，没有观察到明显的 L-乳酸的损失。同时，我们监测了纤维素 L-乳酸在纯化

过程中的杂质含量的变化，包括蛋白质、糖、总酚、乙酸和金属离子等杂质（图 2.4 b）。

针对残糖，在进行脱色、结晶操作后，纤维素 L-乳酸中的残糖含量降低至 5.5 ± 1.1 mg/g

乳酸，其含量在后续的纯化过程中保持稳定。针对蛋白质，蛋白质含量在前两步纯化过

程中处于较低水平（~0.6 mg/g），在结晶阶段由于蛋白质与钙发生共沉淀，蛋白质的含

量略微提高至 1.7 ± 0.2 mg/g，在酸化和吸附步骤后，蛋白质含量又降低至~0.6 mg/g。针

对酚类物质，在活性炭脱色后，纤维素 L-乳酸发酵液中的总酚类物质（30.0 ± 2.3 mg/g）

被完全去除。针对乙酸，在活性炭脱色、结晶后，乙酸含量由 18.7 ± 0.8 mg/g 降低至 6.0 

± 2.1 mg/g，即去除了 70%的乙酸。针对金属离子，在结晶步骤后，Ca2+浓度升高至 450.4 

± 9.7 mg/g，但在经过硫酸酸化后，由于形成了硫酸钙沉淀，Ca2+浓度降低至 9.0 ± 0.0 

mg/g，最后经过阳离子树脂吸附后，Ca2+浓度降低至 2.8 ± 0.1 mg/g；其它的离子在经过

纯化后基本上被去除，Na+浓度降低至 1.0 ± 0.0 mg/g，Mg2+和 Fe3+浓度被完全去除，Cu2+

（< 0.03 mg/g）和 Pb2+（< 0.3 mg/g）的含量均低于检出限。在经过以上纯化步骤后，纤

维素 L-乳酸发酵液中残留的糖、蛋白质、酚类物质、乙酸和金属离子等杂质均被去除，

纯化后的纤维素 L-乳酸可以用于纤维素 L-丙交酯的合成。
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(a) Cellulosic L-lactic acid purification illustration and L-lactic acid recovery (%, w/w) 

 

(b) Impurity contents in cellulosic L-lactic acid during purification process 

 
图 2.4  纤维素 L-乳酸中的杂质在纯化过程中的变化 

（a）纤维素 L-乳酸的纯化过程和 L-乳酸回收率（%，w/w）；（b）纯化过程中的杂质含量变化 

Fig. 2.4  Impurities changes in cellulosic L-lactic acid during the purification process 

(a) The purification process of cellulosic L-lactic acid and L-lactic acid recovery (%, w/w); (b) Impurity 

content changes in each step of the purification
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纤维素 D-乳酸发酵液经过基本一致的纯化步骤（固液分离、脱色、结晶、酸化和吸

附）以去除糖、蛋白质、酚类物质和离子杂质（图 2.5 b）。跟纤维素 L-乳酸纯化过程唯

一不同的一点是，将活性炭脱色步骤由一步法改进为两步法，以得到更好的纯化效果。

在经过纯化后，纤维素 D-乳酸中的总残糖（43.0 ± 3.4 mg/g 乳酸）、蛋白质（3.1 ± 0.2 

mg/g）、酚类抑制物（29.6 ± 1.4 mg/g）、乙酸（作为发酵营养盐，9.4 ± 2.2 mg/g）均被完

全去除。残糖、蛋白质和乙酸的完全去除可能是由于使用了改进的两步法进行脱色，与

之前的一次性添加 10%（w/v）的活性炭的脱色不同，此次分两次添加 7%（w/v）和 3%

（w/v）的活性炭来进行脱色，以达到重复吸附纤维素 D-乳酸中的杂质成分的目的。事

实证明，两步法脱色对于杂质去除的效果更好。另外，在改良了脱色步骤后，纤维素 D-

乳酸钙晶体更容易从母液中析出，而且，晶体表面附着的杂质更少，杂质被去除得更为

彻底。针对离子成分，经纯化后，高浓度的 Ca2+（305.8 ± 12.0 mg/g）和 K+（69.4 ± 2.8 

mg/g）被有效去除，其含量降低至 3.6 mg/g 以下；Na+（20.7 ± 1.5 mg/g）和 Cl-（32.6 ± 

2.3 mg/g）的浓度也降至 2.8 mg/g 以下；低浓度的 Mg2+（5.7 ± 0.3 mg/g）被完全去除。

同样地，在活性炭脱色后，纤维素 D-乳酸的损失率较高（~21%），而在其它的纯化步骤

中均未观察到明显的 D-乳酸损失。这是由于在脱色过程中，我们只对活性炭滤饼进行了

一次水洗来进行 D-乳酸的回收，一定量的 D-乳酸残留在活性炭滤饼上，造成 D-乳酸的

损失。在之后的研究中，可以对活性炭滤饼进行多次水洗的操作来回收滤饼中的 D-乳酸

以减少其损失。总的来说，经过以上的纯化步骤，纤维素 D-乳酸发酵液中残留的糖、蛋

白质、酚类物质和金属离子等杂质被去除，得到了纯化后的纤维素 D-乳酸，可以用于后

续的纤维素 D-丙交酯的合成。
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(a) Cellulosic D-lactic acid purification illustration and D-lactic acid recovery (%, w/w) 

 

(b) Impurity contents in cellulosic D-lactic acid during purification process 

 

 
图 2.5  纤维素 D-乳酸在纯化过程中的杂质含量的变化 

（a） 纤维素 D-乳酸的纯化过程和 D-乳酸回收率（%，w/w）；（b）纯化过程中的杂质含量变化 

Fig. 2.5  Impurities changes in cellulosic D-lactic acid during the purification process 

(a) The purification process of cellulosic D-lactic acid and D-lactic acid recovery (%, w/w); (b) Impurity 

content changes in each step of the purification
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2.4  本章小结 

本章节针对严重影响纤维素乳酸的纯度和产量的抑制物和残糖成分，分别使用了独

特的生物脱毒技术和具有全糖利用能力的乳酸发酵工程菌株来去除抑制物和残糖，解除

了抑制物和残糖对于聚合级乳酸纯度和产量的负面影响。发酵得到的纤维素 L-乳酸和

D-乳酸分别经常规的纯化步骤后，最终成功得到了高浓度、高光学纯度的纤维素 L-乳酸

和纤维素 D-乳酸。 

本章主要的研究结论如下： 

（1）使用独特的生物脱毒技术将大部分的呋喃醛、弱有机酸和酚醛类抑制物转化

为二氧化碳和水，同时保留了绝大部分可发酵糖，解除了抑制物对于聚合级乳酸纯度和

产量的影响。 

（2）经发酵测试，工程菌株 P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 均具有全谱

代谢木质纤维素来源的葡萄糖、木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖的能力。在以麦秆为

原料的同步糖化与共发酵过程中，这两株工程菌株以高度协同的速率同步代谢葡萄糖、

木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖，最终将残糖降至极低（1.2-1.6 g/L），纤维素 L-乳酸

和 D-乳酸分别达到 126.8 g/L 和 127.1 g/L，光学纯度为 99.60%和 99.07%。 

（3）发酵得到的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸经过常规的固液分离、脱色、结晶、酸化

和吸附的纯化步骤后，发酵液中的杂质成分（糖类、蛋白质、总酚类物质和金属离子）

得到有效去除，纯化后的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸达到了聚合级乳酸的要求。
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第 3章  木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯的合成 

3.1  引言 

聚乳酸（PLA）分为聚 L-丙交酯（PLLA）和聚 D-丙交酯（PDLA），高分子量的 PLLA

和 PDLA 的合成主要通过两步法[178]，包括乳酸合成丙交酯和丙交酯的开环聚合。丙交

酯是高分子量聚乳酸的关键前体，丙交酯的合成分为两步：乳酸进行脱水缩合形成低分

子量的乳酸低聚物，乳酸低聚物再进行解聚反应形成丙交酯[11, 27, 178]。 

木质纤维素生物质是替代淀粉原料生产聚乳酸前体的最佳原料，但目前尚未有文献

表明木质纤维素来源的乳酸成功合成了丙交酯。以木质纤维素来源的乳酸合成丙交酯的

主要障碍有以下两个：（1）木质纤维素预处理过程中产生的抑制物杂质难以去除，残留

在乳酸溶液中的抑制物严重阻碍了乳酸的聚合反应；（2）发酵微生物对非葡萄糖的低效

利用和不完全利用导致残糖的产生，残糖杂质的存在严重阻碍了乳酸的解聚和缩聚反应。

因此，抑制物和残糖两大杂质是使用纤维素乳酸合成丙交酯的关键障碍。在第二章中，

通过使用生物脱毒技术去除了抑制物；同时使用具有全糖代谢能力的工程菌株 P. 

acidilactici ZY271 和 P. acidilactici ZY15 以协同代谢速率实现了木质纤维素来源的己糖

和戊糖的全谱代谢，将残糖浓度降至极低；克服了残糖和抑制物两大障碍，得到了高光

学纯度和高浓度的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸。 

在本研究中，将第二章纯化得到的纤维素 L-和 D-乳酸分别作为聚合单体，探究了

其合成纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯的可行性。通过 L-和 D-乳酸的解聚和缩聚反应，

首次成功合成了木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯。将淀粉来源的 L-和 D-丙交

酯标品与纤维素 L-和 D-丙交酯进行了性质和结构上的比较，结果表明，木质纤维素来

源的丙交酯的各项特征（结构、性质和组成）均与淀粉来源的丙交酯标品的特征一

致。此研究首次实现了木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯的合成，为木质纤维素

生物质生产生物可降解型的聚乳酸材料奠定了基础。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  试剂 

淀粉原料发酵生产的商品 L-乳酸（纯度为 90%）和 D-乳酸（纯度为 90%）购自

Macklin（Shanghai, China）。辛酸亚锡购自 Adamas（Shanghai, China），其它试剂购自

General Reagent Co（Shanghai, China）。 

3.2.2  L-和 D-丙交酯的合成及纯化 

L-丙交酯与 D-丙交酯的合成方法一致。L-丙交酯的合成及纯化步骤如下，D-丙交酯

的合成只需将以下的 L-乳酸换成 D-乳酸。 

（1）脱水：将纯化得到的纤维素 L-乳酸在旋转蒸发仪上进行浓缩，直至液体呈现

微黄色。接着，再进行脱水处理以去除游离水，具体为：将纤维素 L-乳酸倒入至三口圆
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底玻璃烧瓶中（烧瓶放置在带有磁力搅拌装置的油浴锅中，烧瓶上接有分水器、冷凝管

和接收瓶），在 0.005 MPa 和 80 °C 下维持 0.5-1 h。 

（2）缩聚：将三口烧瓶的压力变为常压，向三口烧瓶中加入 3%（w/w）的辛酸亚

锡催化剂来进行 L-乳酸的缩聚反应，温度缓慢升至 150 °C 并保持 1-2 小时，此过程将

体系中的水分完全去除，直到颜色变为深褐色，即生成乳酸低聚物。 

（3）解聚：在真空条件（0.098 MPa）下将温度快速升高至 240-260 ℃，开始进行

乳酸低聚物的解聚反应。更换接收瓶进行蒸馏，直至无馏出物产生，蒸出的液体呈现淡

黄色，经冷凝管冷却后得到结晶（L-丙交酯产物）。用超纯水洗涤结晶并进行真空过滤，

得到粗 L-丙交酯。 

（4）纯化：将适量无水乙醇加入至粗 L-丙交酯中，在 40 ℃下进行溶解，然后将得

到的粗 L-丙交酯溶液在 4 ℃的条件下进行重结晶。以上步骤重复两次，获得的晶体呈现

白色针状，最后将晶体置于真空冷冻干燥机（CoolSafe Pro 55-9，LaboGene，Danmark）

中干燥 12 小时，得到精制的 L-丙交酯。 

3.2.3  L-和 D-丙交酯的分析表征 

（1）核磁共振氢谱（1H NMR）表征 

L-丙交酯和 D-丙交酯的分子结构通过核磁共振仪（Ascend 600, Bruker, Germany）

来进行表征，使用氘代氯仿（CDCl3）作为溶剂，共振频率为 600 Hz，扫描次数为 64 次。 

（2）红外吸收光谱（FT-IR）测定 

通过傅里叶变换光谱仪（6700, Nicolet, USA）和 KBr 压缩法在 399-3999 cm-1下测

定 L-丙交酯和 D-丙交酯的官能团和进行结构表征。 

（3）熔点测定 

熔点的测定参照祖恩峰[179]所述的方法，简单来说，在氮气保护下，通过差示扫描量

热仪（DSC 8500, PerkinElmer, USA）以 10 °C/min 的加热速率得到 L-丙交酯和 D-丙交

酯样品的 DSC 曲线，曲线中的最大吸热峰对应的温度即为熔点。 

（4）相对分子质量的测定 

通过 ESI-高分辨飞行时间质谱仪（XEVO G2 TOF, Waters, USA）来测定 L-丙交酯和

D-丙交酯的相对分子质量。 

（5）元素含量分析 

通过元素分析仪（Vario EL Cube, Elementar, Germany）来测定已知质量的 L-丙交酯

和 D-丙交酯的碳和氢元素含量。 

（6）手性纯度测定 

L-丙交酯和 D-丙交酯的手性纯度是通过 HPLC（U3000, Thermo Scientific, USA）来

测定的，色谱柱为 C18 柱（Hypersil GOLD, Thermo Scientific, USA），检测器为 DAD 检

测器，检测波长为 254 nm，柱温为 30 ℃。流动相为 15%（v/v）乙腈，流速为 0.5 ml/min。

分析前，将 L-丙交酯和 D-丙交酯的样品溶于乙腈中。 

L-丙交酯的手性纯度定义为 L-丙交酯峰面积值与 L-丙交酯、D-丙交酯和内消旋丙
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交酯峰总面积值的比值，计算公式如下： 

Chiral purity=
SL−lactide

SL−lactide+SD−lactide+Smeso−lactide
×100% 

公式中的 SL-lactide 表示 L-丙交酯的峰面积，SD-lactide 表示 D-丙交酯的峰面积，Smeso-

lactide表示内消旋丙交酯的峰面积。D-丙交酯的手性度计算只需把公式中的分子部分换成

SD-lactide。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  纤维素乳酸合成 L-和 D-丙交酯 

本研究的目的是探究木质纤维素来源的乳酸合成丙交酯的可行性，并将合成的纤维

丙交酯与淀粉来源的丙交酯进行结构与性质上的比较。首先，将纯化的纤维素 L-乳酸和

D-乳酸分别在辛酸亚锡催化剂的作用下进行乳酸的缩聚和乳酸低聚物的解聚反应，成功

合成了纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯。同时，对购买的淀粉来源的商品 L-乳酸和 D-乳酸

分别进行同样的解聚和缩聚反应以得到淀粉来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯标品。接着，

分别对合成的纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯样品进行纯化，即用无水乙醇溶剂重结晶三

次，得到精制的纤维素 L-丙交酯（图 3.1a，右）和 D-丙交酯（图 3.2a，右）。 

3.3.2  L-和 D-丙交酯的鉴定 

以淀粉来源的 L-丙交酯标准品为对照，对合成的纤维素 L-丙交酯的结构、性质和

组成进行了各项表征（图 3.1）。纯化后的纤维素 L-丙交酯呈白色针状，外观与淀粉来源

的 L-乳酸合成的 L-丙交酯样品一致。经 ESI-高分辨飞行时间质谱仪测定，纤维素 L-丙

交酯的相对分子质量为 144.0581，与 L-丙交酯的标准品的相对分子质量（144.0587）一

致（图 3.1 b）。H-NMR 谱图显示纤维素 L-丙交酯存在两个吸收峰，分别为 δ=1.67 ~ 1.68

处的二重峰（强度比为 1:1）和 δ=5.03 ~ 5.06 处的四重峰（强度比为 1:3:3:1），与 L-丙交

酯标准品的谱图一致（图 3.1 c）。δ=1.60 处的水峰是样品干燥不充分导致的。δ=7.27 处

的单峰是 CDCl3 溶剂峰。经测定，纤维素 L-丙交酯的碳（C）和氢（H）元素含量分别

为 49.71% ± 0.16%和 5.67% ± 0.33%，与理论值（C 为 50.00%，H 为 5.50%）基本一致。 

为了表征纤维素 L-丙交酯的结构，利用 KBr 压片法对其进行了红外光谱图测定，

结果如 3.1 d 图所示。从图中可以看出，1764 cm-1处的峰为酯 C=O 的伸缩振动峰；1272 

cm-1处的峰为 C-O-C 的酯反对称伸缩振动峰；1099 cm-1 处对应 C-O-C 的酯对称伸缩振

动峰；2999 cm-1 处对应的是-CH3的伸缩振动峰;1457 cm-1和 1385 cm-1处分别对应的是-

CH3和-CH 的弯曲振动峰；2933 cm-1处的峰为-CH 的伸缩振动峰；935 cm-1和 651 cm-1

的峰为环骨架振动峰，证实了纤维素 L-丙交酯中的环状结构。以上的谱图特征均与 L-

丙交酯的标准品的谱图特征一致，说明纤维素 L-丙交酯与 L-丙交酯标准品的结构是一

致的。 

通过差示扫描量热仪对纤维素 L-丙交酯的熔点进行测定，得到的 DSC 曲线如图 3.1 

e 所示，纤维素 L-丙交酯的最大吸热峰处的熔点为 96.02 °C，接近于 L-丙交酯标准品的
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熔点（97.67 °C），并且与先前报道的熔点值（95-98 °C）一致[180, 181]。经 HPLC 测定，

纤维素 L-丙交酯的手性纯度为 98.99%，这表明在 L-丙交酯合成过程中使用的辛酸亚锡

催化剂的手性选择性不太理想，产生了少量内消旋丙交酯，从而降低了其手性纯度。 

综上所述，纤维素 L-丙交酯的表征数据与淀粉来源的 L-丙交酯标准品以及之前研

究报道的数据一致[180-182]，说明成功合成了纤维素 L-丙交酯。 

 

(a) L-lactide products synthesized from purified cellulosic L-lactic acid 

 
(b) Molecular weight 

 
(c) 1H NMR spectrum 

Crude 

cellulosic L-lactide

Purified 

cellulosic L-lactide

Standard sample Cellulosic L-lactide sample

Standard sample Cellulosic L-lactide sample
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 (d) FT-IR spectrum 

 
(e) DSC curve 

 

图 3.1  纤维素 L-乳酸合成的 L-丙交酯的各项特征鉴定 

（a）合成和纯化后的 L-丙交酯；（b）MS 谱图（分子量）；（c）1H NMR 谱图；（d）FT-IR 谱

图；（e）DSC 曲线（熔点） 

Fig. 3.1  Characterizations of the purified cyclic L-lactide synthesized from cellulosic L-lactic acid 

(a) Visual appearance of cyclic L-lactide; (b) MS-spectra giving molecular weight; (c) 1H NMR spectrum; 

(d) FT-IR spectrum; (e) DSC curve giving melting point 

注：对照组使用的是淀粉来源的商品 L-乳酸合成的 L-丙交酯样品。 

 

以淀粉来源的 D-丙交酯标准品为参照，对合成的纤维素 D-丙交酯的结构、性质和

组成进行了表征。纯化后的纤维素 D-丙交酯呈白色粉末状，外观与淀粉原料生产的 D-

乳酸合成的D-丙交酯标准品一致。经测定，纤维素D-丙交酯的相对分子质量为144.0581，

与淀粉来源的 D-丙交酯的相对分子质量（144.0581）一致。H-NMR 谱图上显示纤维素

D-丙交酯和淀粉来源的 D-丙交酯的特征峰也是一致的，具体为：在 δ=1.63~1.64 处出现

二重峰，δ=5.03~5.06 处出现四重峰，强度比分别为 1:1 和 1:3:3:1。经元素分析仪测定，

纤维素 D-丙交酯的碳元素和氢元素含量分别为 49.72% ± 0.00%和 5.49% ± 0.01%，与淀

粉来源的 D-丙交酯的元素含量（C：49.76% ± 0.02%，H：5.39% ± 0.12%）基本一致。 

红外光谱图显示，纤维素 D-丙交酯的特征峰与淀粉来源的 D-丙交酯的特征峰是一

致的，谱图上包括以下特征峰：酯 C-O-C 的伸缩振动峰（1099 cm-1 和 1272 cm-1）、-CH

的弯曲振动峰（1384 cm-1）、-CH3的弯曲振动峰（1457 cm-1和）、C=O 的伸缩振动峰（1766 

cm-1）、-CH 的伸缩振动峰（2933 cm-1）、-CH3的伸缩振动峰（2998 cm-1）和环骨架振动

峰（651 cm-1和 935 cm-1）。纤维素 D-丙交酯的熔点为 96.1 ℃，与其他研究中显示的数

值（95-98 ℃）[24]和对照组的熔点（95.2 ℃）相当。最后，对纤维素 D-丙交酯的手性纯
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度进行了测定，其手性纯度高达 99.99%。 

综上所述，纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯的各项表征结果均与淀粉来源的丙交酯标

准品一致，本研究是首次成功实现木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯的合成。 

 

(a) D-lactide samples from starch-derived D-lactic acid (control) and cellulosic D-lactic acid 

 

(b) Molecular weight 

 

(c) 1H NMR spectrum 

Control group Cellulosic D-lactide

Control group Cellulosic D-lactide
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(d) FT-IR spectrum 

 

(e) DSC curve 

 

(f) Chiral purity 

 

图 3.2  纤维素 D-乳酸合成的 D-丙交酯的各项特征鉴定 

（a）合成和纯化后的 D-丙交酯；（b）MS 谱图（分子量）；（c）1H NMR 谱图；（d）FT-IR 谱

图；（e）DSC 曲线（熔点）；（f）手性纯度 

Fig. 3.2  Characterizations of the purified cyclic D-lactide synthesized from cellulosic D-lactic acid 

(a)Visual appearance of cyclic D-lactide; (b) MS-spectra giving molecular weight; (c) 1H NMR spectrum; 

(d) FT-IR spectrum; (e) DSC curve giving melting point; (f) Chiral purity 

注：对照组使用的是淀粉来源的商品 D-乳酸合成的 D-丙交酯样品。 
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本研究的主要目的是评估由纤维素手性乳酸合成手性丙交酯的可行性，使用的丙

交酯合成的实验装置（250 mL 三口玻璃圆底烧瓶）不适用于丙交酯产物的定量测定，

因此，没有进行精确的丙交酯的得率的计算。在丙交酯合成的过程中，我们发现，当

圆底烧瓶中合成的丙交酯在 240-260 °C 下气化进行下一步的回收时，由于装置的保温

不充分，大量的丙交酯样品积聚在装置的入口部分和冷凝管中。在接收瓶中仅回收了

一小部分丙交酯（约占总量的 10%-20%），而残留在装置入口部分和冷凝管中的丙交

酯固体无法完全收集用于丙交酯的产率计算。这种现象在利用木质纤维素来源和淀粉

来源的乳酸合成丙交酯的过程中均出现过，说明装置需要进一步改进。当对装置和催

化剂进行改进后，可以对合成的丙交酯进行准确的定量和得率计算。 

3.4  本章小结 

本章节从纯化后的纤维素 L-乳酸和 D-乳酸出发，验证纤维素乳酸合成丙交酯的可

行性，并对木质纤维素来源和淀粉来源的丙交酯进行结构、性质和组成上的鉴定和比

较，结果发现木质纤维素来源的 L-乳酸和 D-乳酸分别成功合成了 L-丙交酯和 D-丙交

酯，且纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯的各项表征结果均与标准品一致。本章主要研究结

论如下： 

（1）使用常规纯化步骤的纤维素 L-乳酸和纤维素 D-乳酸分别作为聚合单体，在

经过脱水、缩聚、解聚反应后，首次成功合成了木质纤维素来源的 L-丙交酯和 D-丙交

酯。 

（2）将纯化后的纤维素 L-丙交酯和 D-丙交酯进行分子结构、性质和组成上的表

征，结果表明其核磁共振氢谱图、红外光谱图、熔点、相对分子质量和元素组成均与

淀粉来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯标品的各项表征结果均一致。纤维素 L-丙交酯和 D-

丙交酯的手性纯度分别为 98.99%和 99.99%。
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第 4章  乳酸片球菌工程菌株己糖和戊糖的全糖协同代谢机制解析 

4.1  引言 

木质纤维素中的可发酵单糖为纤维素和半纤维素来源的己糖（葡萄糖、甘露糖、半

乳糖）和戊糖（木糖和半乳糖）。其中，非葡萄糖单糖约占总单糖的 30%-40%，因此，

实现葡萄糖和非葡萄糖单糖的高效共利用是木质纤维素生物炼制生产生物基化学品的

经济性转化的基础。针对木糖的利用，目前通过将细菌和少量真菌的木糖异构酶路径成

功引入至酿酒酵母等真菌中，解决了真菌中的木糖氧化还原路径中存在的木糖醇积累、

木糖同化速率较低的问题；通过合理的木糖代谢路径构建，在细菌和真菌中均实现了木

糖的利用[110-112]。针对阿拉伯糖的利用，类似地，将细菌中的阿拉伯糖异构酶路径引入

至酵母（S. cerevisiae）中，解决了阿拉伯糖氧化还原酶路径中存在的辅因子不平衡的问

题，改善了菌株的阿拉伯糖代谢[121, 183]，通过引入异源的阿拉伯糖异构酶基因也实现了

Z. mobilis 和 C. glutamicum 等细菌的阿拉伯糖代谢[126, 184]。针对甘露糖和半乳糖的利用，

少数菌株天然具有利用甘露糖和半乳糖的能力，如 E. coli[135, 145]、S. cerevisiae[136, 137, 144]

和 Bacillus spp[134]，但甘露糖和半乳糖代谢速率较慢。虽然通过戊糖代谢路径的构建实

现了部分菌株中（Z. mobilis、C. glutamicum、S. cerevisiae 和 E.coli）木糖和阿拉伯糖的

利用[122, 127, 128, 149, 185]，但是非葡萄糖单糖的利用依旧存在诸多问题。 

目前，对大多数生物炼制菌株而言，非葡萄糖单糖的利用仍然存在以下三点关键问

题：（1）由于碳分解代谢物阻遏效应（carbon catabolite repression, CCR），绝大多数微生

物工程菌株优先利用葡萄糖，非葡萄糖单糖的代谢在葡萄糖全部代谢后才开始启动；（2）

在葡萄糖和非葡萄糖单糖的共利用过程中，非葡萄糖单糖的代谢速率远远低于葡萄糖代

谢速率；（3）不能代谢来源于木质纤维素来源的所有五种单糖，如甘露糖和半乳糖等。

前两个问题使得非葡萄糖单糖全部代谢所需发酵时间大幅度延长至常规发酵的 2-3 倍，

非葡萄糖单糖的利用效率低，使得目前已有的发酵菌株基本失去了其非葡萄糖单糖利用

的工业应用价值。后一个问题不仅使得目标发酵产品的得率降低，而且导致发酵液中残

留大量可发酵糖，当发酵产物是乳酸、琥珀酸等生物聚合物的单体时，分离提纯的高难

度和高成本直接排除了其在聚合工业应用的可行性。因此，提高菌株的非葡萄糖单糖利

用能力是提高产品发酵指标和降低产品分离纯化成本的必要策略。 

针对第一点问题，解除 CCR 效应的研究集中在木糖的利用上，使用的方法主要有：

敲除或突变抑制木糖代谢基因表达的全局调控基因（ptsG、crp、ccr、hprK 和 ccpA 基

因）[186-188]、敲除转录阻遏因子（如 xylR 基因）[186, 189]和过表达木糖代谢的转录激活因

子（如 mtlR）[190]，CCR 效应的解除使得菌株能够同时利用葡萄糖和木糖，但木糖代谢

仍然不如葡萄糖。针对第二点问题，目前主要采取了两条路径来改善非葡萄糖单糖的利

用。第一条路径是强化非葡萄糖单糖的代谢路径，增强木糖代谢的措施包括广泛筛选不

同菌株来源的木糖异构酶基因 xylA 和木酮糖激酶基因 xylB[113, 191]、对关键酶编码基因进
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行密码子优化、强化关键酶表达量、工程菌定向进化等方法来增强木糖异构酶活性[150, 

192]，但进展改善有限，木糖利用速率仍然远低于葡萄糖利用速率；增强阿拉伯糖代谢的

措施包括：筛选和组合表达不同菌株来源的阿拉伯糖代谢基因（araA、araB 和 araD）

[120-123]、过表达磷酸戊糖途径基因（TAL1、TKL1、RPE1 和 RKI1）[121, 123, 124]和适应性进

化[122, 123]，一定程度上提高了阿拉伯糖的代谢速率，但进展有限；增强甘露糖代谢的研

究较少，主要是表达异源和自身的磷酸甘露糖异构酶基因 pmi[141]，但甘露糖的利用速率

依旧远低于葡萄糖代谢速率；增强半乳糖代谢的措施主要是过表达半乳糖代谢基因

（galPMKT）[146]和磷酸葡萄糖变位酶基因（pgm 和 PGM2）[147, 148]，但半乳糖的代谢依

旧较慢。因此，优化和增强发酵微生物中非葡萄糖单糖的的代谢路径对于糖利用能力的

提高有限。第二条路径是提高非葡萄糖单糖的转运效率，包括强化异源戊糖转运蛋白表

达、将已有糖转运蛋白改造成专一的木糖转运蛋白等。针对于木糖，目前通过表达异源

的戊糖转运蛋白（araE 和 xylE 等），一定程度上提高了 C. glutamicum、Z. mobilis 和 S. 

cerevisiae 等菌株对于木糖的转运效率，但这些戊糖转运蛋白对于木糖的亲和力较低，对

木糖转运能力的改善有限[114, 149, 151]；将菌株内源的己糖转运蛋白定点突变成为专一的木

糖转运蛋白也在一定程度上提高了木糖的转运能力[153, 154]，但是木糖转运速率仍然不能

与葡萄糖匹配。针对阿拉伯糖，通过表达阿拉伯糖转运蛋白基因（AraT，Stp2，Gal2，

LAT-1 和 MtLAT-1）[123, 156, 157]一定程度上增强了菌株对于阿拉伯糖的利用能力，但是阿

拉伯糖的代谢速率比木糖的代谢速率更低；针对甘露糖，过表达 PTS 糖转运蛋白基因

（glcG 和 ptsF）对甘露糖的利用提高有限；针对半乳糖，通过过表达己糖转运蛋白基因

（ScGAL2 和 ScGAL2-N376F）[158]和半乳糖渗透酶基因（galP）[147]一定程度上提高了半

乳糖的代谢速率，但半乳糖代谢仍然较慢。因此，提高非葡萄糖单糖的转运效率对糖利

用的改善是有限的，非葡萄糖单糖的低效利用问题没有得到彻底解决。 

针对第三点问题，目前，非葡萄糖单糖的利用研究主要集中在戊糖（木糖和阿拉伯

糖）上，通过戊糖转运蛋白基因（xylE 和 araE）的表达、木糖代谢基因（xylA 和 xylB）、

阿拉伯糖代谢基因（araA、araB 和 araD）的过表达和全局调控基因（如 ptsG）的敲除

等已经实现了 Z. mobilis、C. glutamicum、S. cerevisiae 和 E.coli 中的葡萄糖、木糖和阿拉

伯糖的共利用[122, 127, 128, 149, 185]，但木糖的利用速率远低于葡萄糖，阿拉伯糖的利用速率

又远低于木糖，使得阿拉伯糖利用失去了实际意义。针对己糖（甘露糖和半乳糖）的利

用的研究较少，少数菌株如 S. cerevisiae、E.coli、Bacillus spp 和 C. glutamicum 显示出利

用甘露糖和半乳糖的能力，但由于甘露糖跟葡萄糖竞争己糖转运蛋白、半乳糖的代谢往

往受到葡萄糖的抑制，甘露糖和半乳糖在葡萄糖的存在，导致甘露糖和半乳糖代谢不完

全和意义有限[129, 131, 135]。对于乳酸这类聚合单体产品而言，残糖的存在会严重影响后续

纯化和聚合的进行，因此彻底转化低浓度的甘露糖和半乳糖是必须面对的一个问题。综

上所述，非葡萄糖单糖的低效利用和不完全利用问题仍然没有得到彻底解决。 

在前期工作中，本实验室通过代谢工程改造对一株高温生物炼制发酵体系中分离获

得的野生型 Pediococcus acidilactici[77]，经过木糖代谢路径的构建和适应性进化后得到了
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一株高光学纯度和高产量的 L-乳酸发酵工程菌株 P. acidilactici ZY271[79]，具备了将木

糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖等非葡萄糖单糖与葡萄糖共代谢转化生成单一 L-乳酸的

性能，从而实现了木质纤维素来源的己糖和戊糖的全谱代谢。该菌株的一个突出的特点

是其不具备严格的碳分解阻遏效应，木质纤维素来源的木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳

糖等全部非葡萄糖单糖的糖代谢速率以及 L-乳酸生成速率均与葡萄糖相近，所有可发酵

单糖的发酵速率保持高度协同和同步，较为彻底地解决了生物炼制菌株的非葡萄糖单糖

代谢障碍，但其异于绝大多数木糖代谢工程菌株的全糖协同代谢内在机制尚不清晰。这

一机制的正确解析，不仅可以对从木质纤维素生物质高效合成乳酸的生物炼制工业菌株

提供进一步的改进途径，更重要的是，可以将该多糖协同共利用的机制应用于其它生物

炼制菌株中，以彻底解决木质纤维素非葡萄糖单糖利用的经典难题。 

本研究旨在解析工程菌株 P. acidilactici ZY271 中协同代谢己糖和戊糖全转化为乳

酸的的机制。首先，通过比较适应性进化前后 P. acidilactici 菌株的己糖和戊糖的利用速

率，确定了木糖条件下的适应性进化是解除非葡萄糖单糖利用限速步骤的关键因素；之

后通过对 P. acidilactici 工程菌株中的糖代谢和糖转运蛋白基因的转录水平分析，发现糖

代谢步骤不是己糖和戊糖代谢的限速步骤，并发现和筛选得到一个转录水平出现异常显

著上调、编码甘露糖 PTS 转运蛋白的 manXYZ 基因簇；之后研究了 manY、manZ 基因的

敲除和 manX 基因的弱化表达对于己糖和戊糖利用和其它糖转运及磷酸化基因转录水平

的影响，验证了 manXYZ 基因簇在（葡萄糖、甘露糖、半乳糖）和戊糖（木糖和阿拉伯

糖）的转运和磷酸化过程中的关键作用，确定了 manXYZ 是解除非葡萄糖单糖转运限速

步骤和实现己糖和戊糖协同代谢的关键基因簇。本研究成功筛选到一个转录水平异常上

调的 manXYZ 基因簇，并验证了该基因簇是是 P. acidilactici ZY271 实现己糖和戊糖共利

用的关键因素，为揭示葡萄糖和非葡萄糖单糖协同代谢机制和解决非葡萄糖单糖的利用

难题提供了解决思路和方法，为木质纤维素原料替代淀粉原料工业化生产各种生物基化

学品奠定坚实基础。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  菌株、培养基和培养条件 

本章节使用的菌株见表 4.1。乳酸片球菌 P. acidilactici TY112 是在野生菌株 P. 

acidilactici DQ2 中敲除了 D-乳酸脱氢酶基因得到的 L-乳酸生产菌株[77]。乳酸片球菌工

程菌株 P. acidilactici ZY271 是在 P. acidilactici TY112 中引入了异源的木糖代谢路径的

L-乳酸生产菌株[79]。P. acidilactici 的培养条件和培养基成分见 2.2.1。在培养携带敲除质

粒的 P. acidilactici 时，需在培养基中添加终浓度为 5 μg/mL 的红霉素。 

在质粒构建过程中使用的大肠杆菌 Escherichia coli XL1-Blue 培养于 LB 培养基中，

培养条件为 37 ℃，200 rpm。LB 培养基的成分为：10 g/L 蛋白胨、5 g/L 酵母粉和 10 g/L

氯化钠，固体培养基需添加 20 g/L 的琼脂粉。在培养携带敲除质粒的 E. coli 时，需在培

养基中添加终浓度为 200 μg/mL 的红霉素。 
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生物脱毒菌株树脂枝胞霉 A. resinae ZN1 的培养条件和使用的培养基见 2.2.1。 

4.2.2  酶和试剂 

纤维素酶 Cellic CTec 2.0 和化学试剂的来源见 2.2.2。基因组提取试剂盒、质粒提取

试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒和 PCR 产物回收试剂盒均购于上海捷瑞生物公司

（Shanghai, China）。DNA 聚合酶和 DNA 连接酶购于 Takara 公司（Otsu, Japan），限制

性内切酶购于 Thermo Scientific（Wilmington, DE, USA）。核酸染料购于天能科技公司

（Shanghai, China），无缝克隆试剂盒购于汉恒生物公司（Najing, China）。RNA 提取

试剂盒购于天根生化科技公司（Beijing，China），RNA 反转录试剂盒和 SYBR Green 荧

光染料试剂购于 Toyobo 公司（Toyobo, Osaka, Japan）。 

电转化所使用的试剂： 

（1）缓冲液 I：称取 41.08 g 蔗糖、0.37 g K3PO4∙3H2O 和 0.04 g MgCl2∙6H2O，溶于

180 mL 去离子水，使用 HCl 溶液调节 pH 至 7.5。 

（2）缓冲液 II：称取 17.12 g 蔗糖和 10 mL 甘油，溶于 80 mL 去离子水中。 

（3）复苏液：称取 17.12 g 蔗糖，溶于 90 mL MRS 培养基中。 

（4）40 mM D/L-苏氨酸：将 0.48 g D/L-苏氨酸粉末加入至 4 mL 去离子水中，溶解

后，使用 0.22 µm 水系滤膜进行过滤除菌。 

（5）Tris-HCl 缓冲液：称取 242 mg Tris，溶解于去离子水中，并定容至 200 mL，

使用浓 HCl 调节 pH 至 8.0。 

（6）溶菌酶母液：将 4 mg 溶菌酶粉末溶于 4 mL Tris-HCl 缓冲液中，使用 0.22 µm

水系滤膜进行过滤除菌。 

（7）红霉素母液：将 200 mg 红霉素粉末加入至 4 mL 无水乙醇中，溶解后，使用

0.22 µm 有机系滤膜进行过滤除菌。 

4.2.3  质粒与重组菌株构建 

本章节构建的重组菌株和重组质粒和见表 4.1 和 4.2，使用的 PCR 引物序列见表 4.3。

敲除质粒 pSET4E 用于基因敲除和基因的 RBS 序列替换。质粒 pSET4E-∆manY 用于

manY_RS07035 基因的敲除，其构建方法为：以 P. acidilactici ZY271 的基因组为模板，

分别扩增 manY 基因上游同源臂（manY-up，~930 bp）和下游同源臂（manY-down，~930 

bp），使用重叠延伸 PCR 的方式将上游和下游同源臂两个片段进行融合，得到融合片段

∆manY；再将∆manY 片段通过酶切连接的方式插入至质粒 pSET4E 的 BamHI 和 XbaI 酶

切位点之间，得到敲除质粒 pSET4E-∆manY。质粒 pSET4E-∆manZ 的构建与上述方法一

致。 

质粒 pSET4E-∆manY-∆manZ 用于 manY 和 manZ 基因的双敲除，其构建过程为：以

P. acidilactici ZY271 的基因组为模板，分别扩增 manY 基因的上游同源臂（manYZ-up，

~860 bp）和 manZ 基因敲除部分的下游同源臂（manYZ-down，~860 bp），使用重叠延伸

PCR 的方式将上游和下游同源臂两个片段进行融合，得到融合片段∆manY-∆manZ；通过

无缝克隆的方式将融合片段∆manY-∆manZ 连接至经 BamHI 和 SalI 酶切处理后的线性化
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质粒 pSET4E 上，得到敲除质粒 pSET4E-∆manY-∆manZ。 

质粒 pSET4E-manX_RBS 4.49 用于替换 manX_RS07040 基因的 RBS 序列以弱化其

表达，使用 RBS calculator （https://www.denovodna.com/software/doLogin）对 RBS 序列

（4.49 a.u.）的替换序列进行设计，其构建过程具体如下：以 P. acidilactici ZY271 的基

因组为模板，分别扩增 manX_RS07040 的 RBS 序列替换部分的上游同源臂（manX_RBS 

4.9-up，~1040 bp）和下游同源臂（manX_RBS 4.9-down，~1010bp），使用重叠延伸 PCR

的方式将上游和下游同源臂两个片段进行融合，得到融合片段 manX_RBS 4.49；通过无

缝克隆的方式将融合片段 manX_RBS 4.49 连接至经 BamHI 和 XbaI 酶切处理后的线性化

质粒 pSET4E 上，得到整合质粒 pSET4E-manX_RBS 4.49。以上重组质粒均经过测序验

证正确后再进行使用。

https://www.denovodna.com/software/doLogin
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表 4.1  本章节使用的菌株 

Table 4.1  Strains used in this chapter 

Strains Characteristics Sources 

Escherichia coli XL1-blue Host for plasmid Lab stock 

Amorphotheca resinae ZN1 Biodetoxification fungus  [64] 

Pediococcus acidilactici TY112 L-lactic acid producing strain with D-lactate dehydrogenase encoding gene (ldhD) 

deficiency 

[77] 

P. acidilactici TY112-Δpkt::(tkt_tal)-ΔackA2::xylAB Integration of the xylose assimilation pathway in the genome of P. acidilactici TY112 [79] 

P. acidilactici ZY271 The adaptive evolved strain of P. acidilactici TY112-Δpkt::(tkt_tal)-ΔackA2::xylAB in 

MRS medium using 40g/L xylose as carbon source 

[79] 

P. acidilactici ZY271-∆manY manY_RS07035 gene knockout in P. acidilactici ZY271 This study 

P. acidilactici ZY271-∆manZ manZ_RS07030 gene knockout in P. acidilactici ZY271 This study 

P. acidilactici ZY271-∆manY-∆manZ Knockout of both of manY_RS07035 and manZ_RS07030 genes in P. acidilactici ZY271 This study 

P. acidilactici ZY271-manX_RBS 4.49 RBS with 4.49 a.u. substitution of manX_RS07040 in P. acidilactici ZY271 This study 

 

表 4.2  本章节使用的质粒 

Table 4.2  Plasmids used in this chapter 

Plasmids  Characteristics Sources 

pSET4E Emr replacing Spcr marker of pSET4S, temperature sensitive vector [77] 

pSET4E-∆manY Vector for knockout of the manY_RS07035 gene in the genome of P. acidilactici ZY271 This study 

pSET4E-∆manZ Vector for knockout of the manZ_RS07030 gene in the genome of P. acidilactici ZY271 This study 

pSET4E-∆manY-∆manZ Vector for knockout of both of manY_RS07035 and manZ_RS07030 genes in the genome 

of P. acidilactici ZY271 

This study 

pSET4E-manX_RBS 4.49 Vector for RBS with 4.49 a.u. substitution of manX_RS07040 in the genome of P. 

acidilactici ZY271 

This study 
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表 4.3  本章节使用的 PCR 引物 

Table 4.3  The primers used in this chapter 

Primers Sequences (5’-3’) 

manY-up-F CGGGATCCGGTGAACAAGAAGACGTTAAGGCC 

manY-up-R TTATGTTGGCCTCCTTGATTATTAATCCTCCGTTTTTTTAGTTATTTTTTTGTTTATTAAGCTCA 

manY-down-F CGGAGGATTAATAATCAAGGAGGCCAACATAAAATGCAAGAAAA 

manY-down-R GCTCTAGAAACGTGTAGTAAGTGAAGTACAACACCAAG 

manZ-up-F CGGGATCCTAAACAAAAAAATAACTAAAAAAACGGAGGATTAATAATCATGGC 

manZ-up-R  ACCGGGTCACCATTTATGTTGGCCTCCTTCTAGTATTTGTCG 

manZ-down-F GCCAACATAAATGGTGACCCGGTATTCTGGT 

manZ-down-R  GCTCTAGATTCCTTCCACGGAATTTGAATGTAGTTTTT 

manYZ-up-F CCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCAAGAAGCAATTGCTTCTTTTAGTAACCAAGA 

manYZ-up-R CGGTAAACCAGAATACCGGGTCACCAGATTATTAATCCTCCGTTTTTTTAGTTATTTTTTTGTTTA 

manYZ-down-F ACTAAAAAAACGGAGGATTAATAATCTGGTGACCCGGTATTCTGGTTTACCGTTAAGCCAATT 

manYZ-down-R CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGATTCCTTCCACGGAATTTGAATGTAGTTTTTTACGTT 

manX_RBS 4.9-up-F CGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCGCTAACTCAGTTAACGCGTCGACTGGCTAAAC 

manX_RBS 4.9-up-R TTTCAACTGTAACAAATAGAAATACATCTACTATATAAGCGATATGGTAGGAATTATCATTG 

manX_RBS 4.9-down-F TTTCAACTGTAACAAATAGAAATACATCTACTATATAAGCGATATGGTAGGAATTATCATTG 

manX_RBS 4.9-down-R CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGATTCAATGCCATGATTATTAATCCTCCGTTTTTTTA 

注：下划线表示酶切位点。
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表 4.4  本章节使用的 qRT-PCR 引物 

Table 4.4  The qRT-PCR primers used in this chapter 

Gene Function annotation Primer sequence (5’-3’) 

  Forward Reverse 

 Two selected genes of primers for glucose metabolism 

16S rRNA 16S ribosomal RNA GTCCATGCCGTAAACGATGATT CTTTTGAGTTTCAACCTTGCGG 

glk_RS03525 glucokinase CATGCTCGGTTTGGCACT TGAAGAACGCACGGTAGA 

pgi_RS06095 glucose-6-phosphate isomerase CGCAAGCAAGGAATACAC TTACCTTCGGATTCACCC 

 Four selected genes of primers for xylose metabolism 

xylA_RS08535 xylose isomerase CACATCAATACGATACGGACGC CACATCAATACGATACGGACGC 

xylB_RS08540 xylulokinase GGTTACCTTGGCAGCTGGATAT GGAGTCCGTTCTCCAACGATGT 

tkt_RS01570 transketolase TTGGGAGCACGTTCTTTGTCTT TTCAATCGGCTCATGAGTTGGT 

tal_RS01575 transketolase CAATCACCACGGTAGAACAGGT CTTTCAATCAAATGATGCGGAT 

 Three selected genes of primers for arabinose metabolism 

araA_RS03030 L-arabinose isomerase GATACACCGCATTCACAA CTTCATTAAGCGATCCAAA 

araB_RS03020 ribulokinase TGCAAACCCAGCTTTATT TTGAGGGCGTCTGATAGA 

araD_RS03025 L-ribulose-5-phosphate 4-epimerase TTCCTGCTGTATTGGTTAG GTTTACGGTAGTAGTGCTTAT 

 A selected gene of primers for mannose metabolism 

mpi_RS06020 mannose-6-phosphate isomerase AACTTGCCGACTGGATTA TGCTTTGTTGGGTTTCTA 

 Five selected genes of primers for galactose metabolism 

galK_RS03135 galactokinase TTCGCAGTTGGAATGGGTAA CGGCGTTCGTTGTATTTAGAGT 

galT_RS03145 UDP-glucose--hexose-1-phosphate uridylyltransferase GGCTTCCAATACTCACCG TCAGCATTACTGCCCACA 

galE_RS03140 UDP-glucose 4-epimerase CGACTACAATACGCCTGAC GAAGAACCGAGGTTGAATA 

ugp_RS02045 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase CCGCAGTTGATGAAGCAC GCGTCGGTTAATTGGATT 

pgm_RS02055 phosphoglucomutase CACAACGTATGGCTACCA TCTGCGTACTTAGTTTGACTT 

 Nine selected genes of primers for metabolism of 6-P-fructose to lactic acid 

pfk_RS04655 6-phosphofructokinase CAGAACACGGATACAATACA TACTTGAACCGCAAACAC 

fba_RS06105 fructose-1,6-bisphosphate aldolase CTGCTGGATACAGCTCAG TCTTCTTCACCACCGATT 

gap_RS02120 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GTTGGAACGAAGACGAGGTA CCATTTGGCAAGTGAAGC 
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pgk_RS02125 phosphoglycerate kinase ACAGCAATGAAGGCAGAA TTGTCAAGTAAGTGGTCGA 

gpm_RS06970 2,3-diphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate 

mutase 

GGTTACTGCCTTACTGGGTT CCTGGTCCGAAATCTGTTC 

eno_RS02135 phosphopyruvate hydratase TCAAGATGGGTGCTGCTA CCTGAACGGTGAGATACG 

eno_RS07940 phosphopyruvate hydratase AAGGGATGGCAAATTCAA CACGGTAAAGTCCGCAAC 

pyk_RS04650 pyruvate kinase TTCGTAAGCCTCAAGACG CAACACCCATGTCACCAC 

ldh_RS07220 L-lactate dehydrogenase AAAGCCAGGTGAAACACG TTCCTTAGGGAAGCCAGA 

 Forty-two selected genes of primers for PTS sugar transporter 

ptsI_RS02715 phosphoenolpyruvate--protein phosphotransferase TTATCAACCATACAACCCATCC ACTCATCCAAACCAAGACCC 

ptsH_RS02710 phosphocarrier protein HPr ACAAGCAGCAAGCAAGTTCA CGTCACCGTCAGCAGAGAT 

RS02570 PTS system mannose/fructose/sorbose family 

transporter subunit IID 

GGGTTGAAATACGGGTATC TAAGTGTTTAAAGGCTGGG  

RS02565 PTS sugar transporter subunit IIC CATAATGATCTCACGTCCAA AGTGCTGCTCCCACCT 

RS02560 PTS sugar transporter subunit IIB ACGGACGGCTGCTTT CGTTATTCCGCTGTTGA 

gfrD_RS02260 PTS system mannose/fructose/sorbose family 

transporter subunit IID 

CCGCTAGGCATTTCG CGATCCCGGTAGCAAT 

gfrC_RS02255 PTS sugar transporter subunit IIC CAATAGCAAGGGACTCGA TAACGCAAAACCGTAAGC 

RS02250 PTS sugar transporter subunit IIB AACCGACGGAAAGATTG CTCCCTCATCGTTAGTCAA 

gfrA_RS00715 PTS mannose/fructose/sorbose family, IIA component GTAGCAGGTCTTAATTTACCACTAT ATCTTTCCAATAAGTCATTACAGAA 

RS00720 PTS sugar transporter subunit IIB TAATGATGAAGTCGCTGGAGA CTGTATTTTGTTCCGCCTAGA 

RS00725 PTS sugar transporter subunit IIC TTTGTCCCAAGGGGTAA CCGCCACTTTGAATAGC 

RS00730 PTS system mannose/fructose/sorbose family 

transporter subunit IID 

GCCCTTATCGGCAATC ACGGTCCTAGAAAGAAACCT 

RS02275 PTS sugar transporter subunit IIA GCATGGAAAATCAGCCA TTTGAAATCTACGGCCG 

RS02980 PTS sugar transporter subunit IIA CCATCAAATACGCGGTAA GCCAACTTGGAAAGCAAC 

lacE_RS08495 PTS transporter subunit EIIC TGTTTGGGTTGGTGGAG AATGTTGAAAATGGCCG 

RS08500 PTS sugar transporter GTGGTGGGATGAGTTCG GGTGCGAGGAGGACAA 

RS08655 PTS sugar transporter subunit IIC TTTGGTCTGCCAGTAGTTT CCATCCGAGGGTGAATA 

manX_RS07005 PTS system, mannose-specific IIB component AAAATTTATCACGATCCCC GACCTCTTCCTTACCGACT 

manZ_RS08225 PTS system, mannose-specific IID component TCGTCATCATGTGGTTCC CATCTTTCCTAAGTGCGC 
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manY_RS08230 PTS system, mannose-specific IIC component GCAATACAACCGTTCGG AGAGTTCGTCGCCATGA 

RS08235 PTS sugar transporter subunit IIB GTCCGGCAGGAGTAGATT GGGCGTTTAACCACGA 

manX_RS08245 PTS system, mannose-specific IIA component CGGAACTCCATCAAACG CCATTCCCATCATTACTTG 

manX_RS07040 PTS system, mannose-specific IIB component GAGGCACTCCATTCAATCA GGCAAGTTCAAACCAGCA 

manY_RS07035 PTS system, mannose-specific IIC component GGAATGGTTGTTGCCGTAG CAAAGCCAAGTGCGAAGA 

manZ_RS07030 PTS system, mannose-specific IID component CAATCCTCGGTATGTTCATCT AGTTTGCCCAGTCAATGTAAG 

celC_RS02590 PTS system, cellobiose-specific IIA component GCGCTTGATAAAGTAGCA TGTCTTGAGCATGGGTAA 

celB_RS02585 PTS system, cellobiose-specific IIC component GTTGCTTTTCTTTTCCCGT GCTACAAACATTCCCCCAG 

celA_RS02580 PTS system, cellobiose-specific IIB component GCTTCATCGGGTTTTATG CTTTTTTGGAGTGCTTCG 

celC_RS01080 PTS system, cellobiose-specific IIA component TTAACGGAGGGAACGC CCCGGAAAGTAATGGC 

celA_RS01075 PTS system, cellobiose-specific IIB component CGTTGACGCGGAAAT ATGCCGTAGTCTTGCATAT 

celB_RS00115 PTS system, cellobiose-specific IIC component CCAAACCATCCCATACAT TCATAACCACCGGAAAAC 

celB_RS08300 PTS system, cellobiose-specific IIC component AACCTTATTGGATCCGTTG TGATGTTGGGAATCTCTTG 

celB_RS00870 PTS system, cellobiose-specific IIC component TGGTGGTGCTGGTGAAA CCCGAAGATGATCGGTT 

gatA_RS08185 PTS system, galactitol-specific IIA component ATTTATCTTTATGCTTGCTTTG TCTTTGATTACTTGTTGGTTTT 

gatC_RS08190 PTS system, galactitol-specific IIC component AGCTCCGCTCGTAACTG TGGTCCAAACTCCTCCA 

gatB_RS08195 PTS system, galactitol-specific IIB component ATGAAAACACTAATGGTCGT CTTTATCCTGATTTACTCCG 

RS00530 PTS system, galactose-specific IIC component CCCAGCAGGTTTGAGC AAGCAGCATTGCGTTTC 

RS00535 PTS system, galactose-specific IIB component TTGTGGTGCTGGTGTTAAT CAAGGTCAGGATGGTTGAT 

RS00540 PTS system, galactose-specific IIA component AGTCGCCGACGACTTAG TCCCACCACCGATAAAT 

fruA_RS00585 PTS system, fructose-specific IIC component ATGCAACGAATCCAACAG GAGCTAACTTCAACGGCC 

fruA_RS05180 PTS system, fructose-specific IIC component CCGTAATGGTAGGTGGG GCTTCGCGTTCTTGTTC 

RS02985 PTS fructose transporter subunit IIBC TTCCTGTTTGGGGTAGC ACGTTTAGATCTGGGCG 

 Twenty selected genes of primers for ABC sugar transporter 

RS01155 ABC transporter permease TTTTACCATACCCGTCATCT CTGTCACTAATCCTTTCCCA 

RS01530 ABC transporter TGCTAAGGCGGTTTCG TGGGAGCAAAGGCAAT 

RS04940 ABC transporter TTATGTGGATTGGGCTTTC GCTGGCTAAACAAACTGCT 

RS03265 ABC transporter permease GATGCAGAAATGGCACAA GCAACCAGGCCGTAAT 

RS04060 ABC transporter permease TGGTGATTCAGGCAACC TCCCATAGCCACGATTT 

RS04065 ABC transporter permease subunit GCTATTTCGGCTCCC CAAAGCCCGACAACG 
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RS00090 FtsX-like permease family protein CGTGGAGCACAATCGC CGCTGGTGGTAATACGG 

RS05970 ABC transporter permease CAAGCGCCTATCAACG TCATTACAATCGGTCCTAAC 

RS02310 energy-coupling factor transporter transmembrane 

component T 

GGCATTTTCTTTTACCGC AAACTTCACCACGCATCAT 

RS01525 ABC transporter ATP-binding protein TGAAGTGGAGCGGATGT GCAGCGTCTTTAGTAGCC 

RS01130 ATP-binding cassette domain-containing protein CAAGAAAGAACGCCAACA CCAGTGCCTGAGCTAAAT 

RS01055 ATP-binding cassette domain-containing protein CGGAAGCCTATCTGGTG GCAGTAATCCGTTCTTGG 

RS00945 ABC transporter ATP-binding protein AGCCACCGTGGGTAAG GGCCGTTCTTGGGAT 

RS07710 ABC transporter ATP-binding protein/permease TACATTATGCTGGCCTTCT CCGTTCGGCAACACTA 

RS06035 ABC transporter ATP-binding protein/permease GGACGGCGATGGATT AAGTTAGCGTCGGTCTTAA 

RS01715 ATP-binding cassette domain-containing protein ATGGTGGCGGGTGAA CCTAAAGCCGGAATCAA 

RS02315 ABC transporter ATP-binding protein CGTCACGGAAGAAATCG CCGCCCGAAAGTTGA 

RS04055 ATP-binding cassette domain-containing protein GGGGTGGTAAGCGAGTT CGACTTCTAAGCGACTTCA 

RS04945 ABC transporter ATP-binding protein ACAGGCAATGTTGGGTC CGGCAATTTGCTGGAT 

uup_RS04550 BC-F family ATP-binding cassette 

domain-containing protein 

GTGCGGGTAAATCTTCCT TGGGCTCCATCTTCTGA 

 Thirteen selected genes of primers for MFS sugar transporter 

RS01885 MFS transporter GGCATGAAAGTCATCAAGC CATCCCCAACAAAAGAAAC 

RS01165 MFS transporter ATTGTCGCTAGTATTTGTCG AATGATGTTCCTAACGCTGT 

iolF_RS03435 MFS transporter ATCCAGTAATGGAAGGAGC TGTAGCGGAATAACAAACG 

oxlT_RS04075 OFA family MFS transporter GCCAAGGATAGCAAACAG TCCCAGAAAACACACCAA 

blt_RS07645 MFS transporter CTTAATCGGAGCGTGCTT CCCTGGTTATTTTTGCCT 

RS00065 MFS transporter TAAGTTCACGAGGCGGTC CCAAAATTCCAAAGGAGG 

RS00570 MFS transporter ACAATCAAGCCCCAACTA CATTAACGAAGGCATCCA 

RS00780 oligosaccharide MFS transporter CTATTCGTTTTTGCCATCAC TAGCGTCTACTTCACCAGCT 

RS02870 MDR family MFS transporter TAGGAGTTGGGTTTGGG ATGTTGATCGTGCCGTT 

RS03015 D-xylose proton-symporter ATGGCGTTTGATGCTTGG CCGCTTCGTTACGGATGTA 

glcU_RS06100 GRP family sugar transporter GATAAGAGCGATTCCACGAC TCCGAGCAACATTCCAAC 

RS03120 lactose/raffinose/galactose permease CATTTGGAAACGGATGAAAC TTCCCAGCAACAGGACTATG 

RS01490 MFS transporter AGTGGCAAGTTAAGAACCC CCAATCCCCTGTAAGAGAA 
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P. acidilactici 感受态细胞的制备方法： 

（1）用接种环蘸取少量 P. acidilactici 菌液在 MRS 平板上进行划线操作，平板在

42 ℃培养 2 天。 

（2）挑取 P. acidilactici 单菌落至 5 mL MRS 培养基中，在 42 ℃和 150 rpm 下培养

12 h。 

（3）按 2%（v/v）的接种量将菌液转接至含有 600 µL 40 mM D/L-苏氨酸溶液的 20 

mL MRS 培养基中，在 42 ℃，150 rpm 下培养至 OD600为 0.9-1。 

（4）取 1 mL 菌液，在 4 ℃，10000 rpm 下离心 5 min，弃去上清。 

（5）加入 1 mL 缓冲液 I 清洗菌体，4 ℃，10000 rpm 下离心 5 min，弃去上清，重

复一次。 

（6）加入 100 µL 缓冲液 I 将菌体吹打混匀，再加入 50 µL 0.1 mg/mL 的溶菌酶溶

液，于 37 ℃水浴处理 30 min。 

（7）加入 1 mL 缓冲液 I 悬浮菌体，4 ℃，10000 rpm 下离心 5 min，弃去上清，重

复该步骤一次。 

（8）加入 80 µL 缓冲液 II 吹打混匀菌体，得到 P. acidilactici 感受态细胞，置于冰

上待用。 

电转化方法： 

（1）在 P. acidilactici 感受态细胞中加入 10 µL 敲除质粒（约 200 ng/µL），混匀后

冰浴 15 min。 

（2）将感受态细胞加入至预冷 1 h 后的干燥电击杯（1 mm）中，在 25 μF、200 Ω

和 2000 V 的条件下进行电转化。 

（3）将电击后的液体转移至 900 µL 复苏液中，置于 28 ℃，150 rpm 下孵育 5-6 h，

10000 rpm 下离心 5 min，弃去 900 µL 上清，再将剩余的菌液混匀后，均匀地涂布在含

有红霉素的 MRS 平板上（MRSE 平板），于 28 ℃培养约 3 天。 

筛选阳性克隆： 

利用设计好的质粒上的通用验证引物，对平板上长出的单菌落进行菌落 PCR 验证，

筛选得到条带大小正确的阳性克隆，即为敲除质粒成功转入至 P. acidilactici 的重组菌株。 

基于热敏型同源重组系统进行基因敲除与整合，即通过两次同源重组进行基因的敲

除，具体过程如下： 

单交换筛选：将质粒电转化成功的 P. acidilactici 阳性克隆接入至 5 mL MRSE（含有

终浓度为 5 μg/mL 的红霉素）培养基中，28 ℃，150 rpm 下培养 24-36 h，使质粒大量复

制。将该菌液按 1%（v/v）的接种量转接入 5 mL MRSE 培养基中，42 ℃，150 rpm 下培

养 12 h。将菌液稀释 106倍，吸取 200 µL 菌液均匀涂布于 MRSE 平板上，将 MRSE 平

板置于 42 ℃培养 24-36 h，对平板上长出的单菌落进行菌落 PCR 验证以筛选出阳性克

隆，确定质粒整合至其基因组上。 

双交换筛选：将单交换成功的单菌落接种于含有 5 mL MRS 液体培养基，28 ℃，
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150 rpm 下培养 24 h，将培养好的菌液稀释 106倍，取 200 µL 菌液均匀涂布于 MRS 平

板上，于 28 ℃培养约 3 天。蘸取平板上的同一单菌落对应地点在 MRS 平板和 MRSE 平

板上，于 42 ℃培养 24 h。筛选只在 MRS 平板上生长，而在 MRSE 平板上不生长的菌

落。此时存在基因回复突变和敲除成功两种可能性，因此需要进行菌落 PCR 验证和测

序验证筛选得到基因成功敲除或基因成功整合的阳性克隆子。 

4.2.4  原料与生物炼制过程 

小麦秸秆的组分和与生物炼制过程见 2.2.3。 

4.2.5  己糖和戊糖利用能力的发酵评估 

摇瓶发酵实验：发酵在含有 50 mL 简化 MRS 培养基（不加葡萄糖）的 250 mL 锥

形瓶中进行，根据实验需求在培养基中额外加入五种混合糖（终浓度为 70 g/L 葡萄糖、

50 g/L 木糖、8 g/L 阿拉伯糖、2 g/L 甘露糖和 2 g/L 半乳糖）或以上单糖（终浓度为 40 

g/L）。将培养好的 P. acidilactici 种子液按照 10%（v/v）的接种量接入至 MRS 培养基

中，发酵条件为 42 °C，150 rpm。按照 0.6 g/g 糖的比例加入 CaCO3粉末来调节 pH。 

反应器发酵实验：发酵在含有 600 mL 简化 MRS 培养基（不加葡萄糖）的 3 L 反应

器中进行，以混合糖为碳源，糖浓度分别为：70 g/L 葡萄糖、50 g/L 木糖、8 g/L 阿拉伯

糖、2 g/L 甘露糖和 2 g/L 半乳糖。P. acidilactici 的接种量为 10%（v/v），发酵条件为 42 ℃, 

150 rpm。发酵过程使用 25%（w/w）的 Ca(OH)2溶液将 pH 调节至 5.5。 

麦秆下的同步糖化共发酵（SSCF）实验参照 2.2.4。 

4.2.6  荧光定量 PCR（qRT-PCR）分析 

qRT-PCR 实验步骤包括菌体的收集、RNA 的提取和 RNA 的反转录，获得的

cDNA 用于 qRT-PCR 分析。糖代谢基因和糖转运蛋白基因的转录水平分析使用菌株 P. 

acidilactici TY112 为对照组，菌株 P. acidilactici ZY271 为实验组；manXYZ 基因簇在木

糖适应性进化前后的转录水平分析使用重组菌株 P. acidilactici TY112-∆pkt::(tkt-tal)-

∆ackA2::xylAB 为对照组，进化菌株 P. acidilactici ZY271 为实验组；推定的己糖和戊糖

转运蛋白基因和磷酸化基因的转录水平分析使用菌株 P. acidilactici ZY271 为对照组，

菌株 P. acidilactici ZY271-∆manY-∆manZ 为实验组。qRT-PCR 分析均以 16S rRNA 为内

参基因，基因的相对表达水平经 2-∆∆Ct法[193]计算得到。qRT-PCR 实验的具体步骤如

下： 

（1）菌体的收集：P. acidilactici 在含有 50 mL 简化 MRS 培养基的 250 mL 锥形瓶

中培养，根据实验需求分别以单糖和混合糖为碳源，单糖分别为 40 g/L 葡萄糖、40 

g/L 木糖、11 g/L 阿拉伯糖、11 g/L 甘露糖和 11 g/L 半乳糖，混合糖为 70 g/L 葡萄糖、

50 g/L 木糖、8 g/L 阿拉伯糖、2 g/L 甘露糖和 2 g/L 半乳糖。培养条件为 42 ℃，150 

rpm，接种量为 10%（v/v），培养过程中使用 5 M 的 NaOH 溶液将 pH 调节至 5.5。菌

体的收集在对数生长期的中后期（6-12 h）进行，将培养好的菌液在 10000 rpm，4 ℃

下离心 5 min，弃去上清，再用灭菌的超纯水洗涤菌体 2 次，离心后去上清，收集好的

菌体于-80 ℃冻存。所有实验均有 2 个重复。 
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（2）RNA 提取：将收集的菌体置于研钵中，用液氮冷冻后，立即进行菌体的研磨，

充分研磨至粉末状后进行 RNA 的提取。RNA 的提取使用的是 RNAsimple 总 RNA 提取

试剂盒（Tiangen Biotech., Beijing，China），RNA 的纯度和浓度通过微量光度分光计 Nano 

300（NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA）进行检测。 

（3）RNA 的反转录：将质量达标的 RNA 稀释至约 500 ng/uL，使用 ReverTra Ace 

qPCR RT Master Mix 试剂盒（Toyobo, Osaka, Japan）将 RNA 反转录成 cDNA。 

（4）qRT-PCR 反应：将稀释 40 倍的 cDNA 作为模板，使用 SYBR Green Realtime 

PCR Master Mix（Toyobo, Osaka, Japan）进行 qRT-PCR 反应。反应体系如表 4.5 所示，

反应在 Applied Biosystems Quantstudio 1 仪器（Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA）

上进行，反应程序为：预变性（95 ℃）60 s，变性（95 °C）15 s，退火（55 ℃）15 s，

延伸（72 ℃）30 s，共计 40 个循环，再进行熔解曲线分析，由 65 ℃升温至 95 ℃，升

温速率为 0.1 ℃/s。qRT-PCR 目的基因的引物设计通过软件 Primer Premier 5 完成，引物

如表 4.4 所示。以 16S rRNA 基因为内参基因，使用 2-∆∆Ct 法计算各基因的相对转录水

平。 

 

表 4.5  qRT-PCR 反应体系 

Table 4.5  The reaction system of qRT-PCR 

反应体系 加入体积（µL） 

无菌水 6.4 

SYBR Green Mix 10 

上游引物 0.8 

下游引物 0.8 

cDNA 模板（稀释 40 倍） 2 

 

4.2.7  HPLC 分析 

    单糖、抑制物和乳酸的检测见 2.2.6。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  木糖适应性进化触发了 P. acidilactici 非葡萄糖单糖代谢路径的快速代谢 

木质纤维素来源的可发酵单糖主要为五种，分别为葡萄糖和四种非葡萄糖单糖（

木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖），非葡萄糖单糖的含量占总单糖的 30%-40%。在前

期工作中，我们通过代谢工程改造将一条异源的木糖代谢路径构建至 L-乳酸发酵菌株

P. acidilactici TY112 中，得到了重组菌株 TY112-∆pkt::(tkt-tal)-∆ackA2::xylAB（简称 G0

）。该菌株启动了木糖的代谢，但其木糖代谢速率很慢。为了提高木糖的代谢速率，将

该菌株在以木糖为唯一碳源的培养基中经过了长期的适应性进化，最后得到了一株木

糖代谢能力显著提高的进化菌株 P. acidilactici ZY271（简称 G1）[79]。P. acidilactici 

ZY271 在合成培养基中的五种单糖的协同代谢，以及以干酸预处理和生物脱毒后麦秆
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为原料进行同步糖化与共发酵中的五种单糖的协同代谢如图 4.1 所示。在合成培养基中

（图 4.1 a），P. acidilactici ZY271 在接种后立即启动所有单糖的代谢转化，接着以高度

协同的代谢速率同步代谢所有单糖，最终在接种后 56 小时的时间点上完成全部单糖的

代谢转化，实现了葡萄糖和其它四种非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳

糖）的全谱代谢。L-乳酸在经历 4 小时的延滞期（单糖消耗用于细胞生长）后开始大

量积累，并在发酵 48 小时达到产量峰值。以干酸预处理和生物脱毒的麦秆为碳源的同

步糖化与共发酵也出现了同样的全糖代谢现象（图 4.1 b），P. acidilactici ZY271 在接种

后立即启动所有单糖的高度协同代谢（单糖消耗和 L-乳酸积累未见明显的延滞期）。由

于单糖释放和代谢同步进行，且麦秆原料总糖含量比合成培养基高出约 40%，其单糖

完全转化的时间稍长（66 小时），最终实现了麦秆中所有可发酵单糖（葡萄糖、木糖、

阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）的全谱代谢。L-乳酸生成未见明显的延滞期，并在全糖

代谢过程中持续积累，即使在表观的所有单糖归零后仍显示继续增加的趋势，表明此

过程的限速步骤可能是酶解糖化步骤而非单糖代谢步骤。菌株 P. acidilactici ZY271 中

展示的木质纤维素来源所有可发酵单糖的高度协同共代谢现象是非常罕见的。由于碳

分解代谢阻遏效应的存在，绝大多数的生物炼制菌株的非葡萄糖单糖的代谢大幅度滞

后于葡萄糖代谢，使得占总糖 30%-40%的非葡萄糖单糖利用效率低下甚至没有实际应

用价值。本文所研究的 P. acidilactici ZY271 不仅高度协同代谢葡萄糖和非葡萄糖单糖

，还实现了全糖代谢，表明其不存在明显的碳分解代谢阻遏效应。因此，需要进一步

对其己糖和戊糖协同共利用的机制进行解析，为彻底解决其它生物炼制菌株中非葡萄

糖单糖的低效利用问题提供思路和方法。 
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图 4.1  P. acidilactici ZY271 以合成培养基和麦秆为原料的己糖和戊糖共利用 

（a）以混合糖为碳源的发酵；（b）以麦秆为原料的同步糖化共发酵（SSCF） 

Fig. 4.1  The hexose and pentose sugar co-consumption by P. acidilactici ZY271 using synthetic medium 

and wheat straw as feedstock 

(a) The fermentation using mixed sugars as carbon source; (b) SSCF using wheat straw as feedstock 

发酵条件:（a）使用混合糖为碳源的简化 MRS 培养基；3 L 罐，42 ℃，150 rpm；（b）使用 30%（w/w）

固含量的经预处理和脱毒后的小麦秸秆，Cellic CTec 2.0 酶用量为 4 mg 蛋白/g 干物料，50 ℃、150 
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rpm 下预糖化 6 h；5 L 罐，42 ℃，150 rpm 下进行 SSCF；以上发酵均使用 25%（w/w）的 Ca(OH)2

溶液为中和剂，调节 pH 至 5.5。 

 

为了挖掘 P. acidilactici ZY271 实现非葡萄糖单糖与葡萄糖的协同快速利用的机制

，我们对 P. acidilactici ZY271 的构建过程进行了分析，以找出解除 P. acidilactici 

ZY271 中的非葡萄糖单糖利用限制的关键原因。P. acidilactici ZY271 的构建过程分为

两步，包括木糖途径的构建和以木糖为唯一碳源的长时间适应性进化。在构建了木糖

代谢路径后，重组菌株 G0 的木糖代谢十分缓慢；经过以木糖为唯一碳源的长时间适应

性进化后，进化菌株 P. acidilactici ZY271 的木糖代谢能力显著提高。显然，重组菌株

G0 的适应性进化在解除木糖代谢的限速步骤上起到了关键的作用。因此，我们对适应

性进化前的菌株 G0 和进化后的菌株 P. acidilactici ZY271 分别进行了以木糖和阿拉伯糖

为唯一碳源的摇瓶发酵（图 4.2 b），以比较戊糖代谢能力的变化。结果表明，进化菌株

P. acidilactici ZY271 的阿拉伯糖和木糖代谢速率分别为 1.11 g/L/h 和 1.10 g/L/h，与重

组菌株 G0 相比，P. acidilactici ZY271 的阿拉伯糖的代谢速率基本不变，木糖代谢速率

显著提高，提高了 83.5%。同时，我们也探究了木糖适应性进化对于己糖（葡萄糖、

甘露糖和半乳糖）代谢能力的影响（图 4.2 a）。结果表明，进化菌株 P. acidilactici 

ZY271 的葡萄糖、甘露糖和半乳糖的代谢速率分别为 1.53 g/L/h、1.62 g/L/h 和 0.49 

g/L/h，与菌株 G0 相比，葡萄糖代谢速率基本不变，甘露糖代谢速率提高了 68.5%，而

半乳糖代谢速率下降了 54.8%，这说明木糖适应性进化有利于甘露糖的代谢，对葡萄

糖代谢无明显影响，而不利于半乳糖的代谢。总的来说，木糖条件下的适应性进化显

著提高了 P. acidilactici 对于木糖和甘露糖的利用速率，说明木糖的进化解除了木糖和

甘露糖利用的限速步骤，即木糖和甘露糖的转运步骤或者是代谢步骤。适应性进化是

非葡萄糖单糖代谢强化的常用手段[116, 117, 122, 123]，但是以往的提供都是以稳定代谢速率

、而非大幅度提供木糖代谢速率为目标，目前尚未有报道发现对工程菌株的适应性进

化实现了木糖代谢的本质性大幅提高并触发了其它非葡萄糖单糖的有效代谢。这一结

果意味着 P. acidilactici 很可能具备某种对适应性进化特别敏感的特殊机制。
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(a) Hexose sugars 

 

(b) Pentose sugars 

 
图 4.2  木糖适应性进化前后的 P. acidilactici 的己糖和戊糖代谢能力比较 

（a）葡萄糖、甘露糖和半乳糖；（b）木糖和阿拉伯糖 

Fig. 4.2  The comparison of hexose and pentose consumption of the P. acidilactici before and after the 

evolved adaption under xylose condition 

(a) Glucose, mannose and galactose; (b) Xylose and arabinose 

发酵条件：发酵使用单糖为碳源的简化 MRS 培养基；42 ℃，150 rpm 下发酵 24 h；摇瓶中添加 0.6 

g/g 糖的 CaCO3 粉末调节 pH。 

 

4.3.2  糖代谢步骤不是限制 P. acidilactici 己糖和戊糖共利用的关键步骤 

葡萄糖的存在会抑制其它非葡萄糖单糖（尤其是戊糖）的糖代谢基因或糖转运基

因的表达，使得糖代谢或糖转运步骤成为非葡萄糖单糖利用的限速步骤，导致非葡萄

糖单糖的低效利用[188]。我们推测 P. acidilactici ZY271 实现协同快速代谢己糖和戊糖的

关键原因是解除了戊糖利用的关键限速步骤，即解除了糖代谢步骤或者糖转运步骤的

限制，使得糖代谢基因或糖转运基因的表达不再受到抑制。为了找到非葡萄糖单糖利

用的限速步骤，我们以出发菌株 P. acidilactici TY112 为对照，参照 P. acidilactici 的糖

代谢及转运路径（图 4.3），分别对戊糖（木糖和阿拉伯糖）和己糖（葡萄糖、甘露糖

和半乳糖）的代谢和转运基因及乳酸生成的关键基因进行了转录水平变化的分析（图

4.4），以找出发生显著上调表达的基因。糖代谢基因的转录水平变化如图 4.4 所示，

与出发菌株 P. acidilactici TY112 相比，P. acidilactici ZY271 中的葡萄糖、甘露糖、半

乳糖和阿拉伯糖到 L-乳酸合成的基因的表达水平变化幅度较小，其表达水平分别为菌

株 P. acidilactici TY112 的 1.9-5.0、0.5-1.4、0.5-1.6 和 0.5-3.5 倍，木糖到 L-乳酸合成路
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径中的由 6-磷酸果糖至 L-乳酸的相关基因的转录水平只有轻微上调（上调倍数为 1.1-

2.8）。由于出发菌株 P. acidilactici TY112 不具备木糖代谢路径，我们以整合了木糖代

谢路径的菌株 G0 为对照组，对 P. acidilactici ZY271 中的木糖代谢关键基因

（xylA_RS08535、xylB_RS08540、tkt_RS01570 和 tal_RS01575）单独进行了转录水平的

分析，其转录水平分别上调了 2.4、3.6、1.2 和 1.8 倍，基因表达上调幅度较小。综上

所述，己糖和戊糖的代谢基因的表达水平变化较小，说明木糖和甘露糖代谢能力的大

幅提高不是由于糖代谢基因转录水平的变化。因此，糖代谢步骤不是 P. acidilactici 

ZY271 限制非葡萄糖单糖利用的关键步骤。 

 

 
图 4.3  推测的 P. acidilactici ZY271 中的己糖和戊糖转运及代谢路径图 

Fig. 4.3  The presumptive transport and metabolic pathways of hexose and pentose sugars in P. 

acidilactici ZY271
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图 4.4  P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖代谢基因的转录水平分析 

（a）葡萄糖；（b）甘露糖；（c）半乳糖；（d）阿拉伯糖; 

（e）木糖（6-磷酸果糖至 L-乳酸）；（f）木糖（木糖至 6-磷酸果糖） 

Fig. 4.4  The relative expression level of the hexose and pentose metabolism genes in P. acidilactici 

ZY271  

(a) Glucose; (b) Mannose; (c) Galactose; (d) Arabinose; (e) Xylose (from fructose-6-P to L-lactic acid); (f) 

Xylose (from xylose to fructose-6-P) 

注：P. acidilactici 在以单糖为碳源的简化 MRS 培养基中进行培养和收集；（a）-（e）以 P. 

acidilactici TY112 为对照组，P. acidilactici ZY271 为实验组；（f）以 G0 菌株为对照组，P. 

acidilactici ZY271 为实验组；16S rRNA为内参基因，P. acidilactici ZY271 中的基因相对表达水平经

2-∆∆Ct 法计算得到。
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(b) Mannose
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(c) Galactose

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p

re
s
s
io

n
 l

e
v
e
l

阿拉伯糖至3-磷酸甘油醛

(d) Arabinose 

3-磷酸甘油醛至L-乳酸
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4.3.3  糖转运蛋白基因簇 manXYZ 在 P. acidilactici ZY271 中呈现异常显著的表达上调 

为了验证糖转运步骤是否是 P. acidilactici 中限制非葡萄糖单糖利用的关键步骤，

我们对 P. acidilactici ZY271 中糖转运蛋白基因的转录水平进行了分析（图 4.5）。在目

的基因的选择上，参照了细菌中主要的三类糖转运蛋白家族[194]，分别为 ABC（ATP-

binging cassette transporters）、PTS（phosphoenolpyruvate-phosphotransferase system）和

MFS（Major Facilitator Superfamily）转运蛋白家族。文献表明，在细菌中，葡萄糖的

转运蛋白主要为葡萄糖-PTS（glucose-PTS, PTSGlu）、甘露糖-PTS（Mannose-PTS, 

PTSMan）、纤维二糖-PTS（cellobiose-PTS，PTSCel）和果糖-PTS（fructose-PTS, PTSFru）

转运蛋白以及 MFS 类的葡萄糖渗透酶（如 GlcU 和 Glf）进行的[143, 195, 196]；甘露糖的

转运蛋白为甘露糖-PTS 转运蛋白[196]；半乳糖的转运蛋白主要为半乳糖渗透酶 GalP 和

半乳糖-PTS（galactose-PTS, PTSGal）转运蛋白[143]；木糖的转运蛋白主要为 ABC（如

XylFGH）和 MFS（如 XylE 和 AraE）转运蛋白[152, 197]，在一些菌株中也发现 PTS 糖转

运蛋白参与木糖的转运[198]；阿拉伯糖转运蛋白为 MFS 转运蛋白（如 AraE）和 ABC

转运蛋白（如 AraFGH）[199]。根据 P. acidilactici ZY271 的基因组注释信息，我们发现

在 P. acidilactici 中没有葡萄糖-PTS 转运蛋白，也没有明确的木糖和阿拉伯糖的转运蛋

白，因此初步筛选得到一些 PTS 转运蛋白（甘露糖-PTS、纤维二糖-PTS、果糖-PTS 和

半乳糖-PTS 转运蛋白）以及 ABC 和 MFS 中可能与糖相关的转运蛋白基因，并对这些

基因进行了转录水平变化的分析。结果如图 4.5 所示，在以含己糖（葡萄糖、甘露糖和

半乳糖）和戊糖（木糖和阿拉伯糖）的混合糖为碳源时，与出发菌株 P. acidilactici 

TY112 相比，P. acidilactici ZY271 中的 MFS 和 ABC 这两类糖转运蛋白基因无明显表

达上调或下调。令人意外的是，PTS 转运系统中的一个负责编码甘露糖-PTS 转运蛋白

的 manXYZ 基因簇出现了异常的显著上调表达，基因簇中的 manX_RS07040、

manY_RS07035 和 manZ_RS07030 分别上调表达了 27.5、15.7 和 5.1 倍，说明该基因簇

极有可能在己糖和戊糖的转运上发挥了关键作用。manXYZ 基因簇表达的显著上调可能

是解除 P. acidilactici ZY271 中非葡萄糖单糖代谢限制的关键因素。 

为了明确造成 manXYZ 基因簇表达上调的具体改造步骤，我们分别研究了木糖代

谢路径的构建和木糖条件下的适应性进化这两个步骤对于 manXYZ 基因表达量的影响

（图 4.6）。结果显示，在分别以单糖以及混合糖为唯一碳源时，与出发菌株 P. 

acidilactici TY112 相比，构建了木糖代谢路径的重组菌株 G0 的 manX_RS07040、

manY_RS07035 和 manZ_RS07030 基因的表达水平没有明显变化，这说明，木糖代谢路

径的构建对于 manXYZ 基因簇的表达量没有显著影响；而在经历了长时间的木糖适应

性进化后，进化菌株 P. acidilactici ZY271 中的 manX_RS07040、manY_RS07035 和

manZ_RS07030 基因的表达水平出现显著上调，manX_RS07040、manY_RS07035 和

manZ_RS07030 基因显著上调表达了 4.9-119.1 倍，这说明长时间的木糖适应性进化诱

发了基因簇 manXYZ 的表达水平显著上调。 
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综上所述，木糖条件下的适应性进化促使一个编码甘露糖转运蛋白的 manXYZ 基

因簇显著上调表达，这可能是解除菌株 P. acidilactici ZY271 中非葡萄糖单糖代谢限速

步骤的关键因素。 

 

 

 

图 4.5  P. acidilactici ZY271 中的 PTS、ABC 和 MFS 类糖转运蛋白基因的转录水平分析 

Fig. 4.5  Transcriptional analysis of PTS, ABC and MFS-type sugar transporter genes under mixed sugars 

in P. acidilactici ZY271 

注：P. acidilactici 在以混合糖为碳源的简化 MRS 培养基中进行培养和收集；以菌株 P. acidilactici 

TY112 为对照组，实验组 P. acidilactici ZY271 中的相对基因表达水平经 2-∆∆Ct 法计算得到。 
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图 4.6  基因 manX、manY 和 manZ 在木糖适应性进化前后的转录水平分析 

Fig. 4.6  Transcriptional analysis of manX, manY and manZ gene before and after the adaptive evolution under xylose condition 

注：P. acidilactici 分别在以单糖和混合糖为碳源的简化 MRS 培养基中进行培养和收集；以菌株 P. acidilactici TY112 为对照组，未进化菌株 P. acidilactici 

TY112-∆pkt::(tkt-tal)-∆ackA2::xylAB（G0 菌株）和进化后的菌株 P. acidilactici ZY271 分别为实验组，基因的相对表达水平经 2-∆∆Ct 法计算得到。
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4.3.4  manXYZ 基因簇的转运功能在己糖和戊糖共利用发挥的关键作用 

为了研究 manXYZ 基因簇在己糖和戊糖利用中的作用，我们首先对 manXYZ 基因

簇的功能进行了分析。文献表明，manXYZ 基因簇负责编码甘露糖-PTS 转运系统

（mannose-PTS，PTSman）中的碳源特异性组分 Enzyme II（EII）复合体，通常直接参

与己糖（葡萄糖和甘露糖）的转运及磷酸化的过程[200]。EII 复合体由 EIIAB（由 manX

基因编码）、EIIC（由 manY 基因编码）和 EIID（由 manZ 基因编码）组成，其中，亲

水结构域 EIIAB 接收并传递来自 PTS 系统的通用 Enzyme I 组分的高能磷酸基团，跨膜

结构域 EIIC 和 EIID 负责识别并转运糖。简单来说，EIIAB 接受来自 PEP 的磷酸基团

并发生磷酸化，磷酸化的 EIIAB（P~EIIAB）激活 EIIC 和 EIID，EIIC 和 EIID 识别、

结合特异性的糖，此时，P~EIIAB 将磷酸基团传递给被转运的糖底物，因此，该过程

实现了糖的转运及磷酸化。 

为了明确 manXYZ 基因簇分别在己糖和戊糖的转运和磷酸化方面发挥的作用，我

们分别敲除了负责糖转运的 manY、manZ 基因和弱化表达了负责糖磷酸化的 manX 基

因，以探究其分别在糖转运和糖磷酸化方面对于己糖和戊糖利用的影响。首先研究了

manY 和 manZ 基因的敲除对于菌株 P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖利用速率的影

响。首先在以单糖为唯一碳源的合成培养基中进行了发酵测试，结果如图 4.7 所示，针

对己糖的利用，与出发菌株 P. acidilactici ZY271 相比，manY 和 manZ 基因的单敲除和

双敲除使得菌株的的葡萄糖和甘露糖的利用速率分别下降了 40%-45%和 36%-54%，葡

萄糖和甘露糖的利用速率下降近一半，说明 manY 和 manZ 在葡萄糖和甘露糖的转运过

程中发挥了重要作用；但基因 manY 和 manZ 的敲除使得菌株的半乳糖利用速率上升了

18%-34%，说明基因 manY 和 manZ 的敲除反而有利于 P. acidilactici 对于半乳糖的利

用，结合图 4.2 中适应性进化使得菌株的半乳糖的代谢速率下降 54.8%的结果，说明适

应性进化导致的 manY 和 manZ 的过量表达不利于半乳糖的利用。对于戊糖的利用，

manY 和 manZ 基因的单敲除和双敲除使得菌株的木糖利用速率下降 48%-67%，阿拉伯

糖的利用速率降低了 40%-64%，这说明 manY 和 manZ 是木糖和阿拉伯糖的主要转运

通道。其次，为了研究 manY 和 manZ 基因簇对于己糖和戊糖的共利用的影响，我们在

以混合糖为碳源的合成培养基中进行了发酵测试，研究了 manY 和 manZ 基因对于葡萄

糖和木糖共利用速率的影响。结果表明，manY 和 manZ 基因的单敲除和双敲除使得菌

株的葡萄糖和木糖的利用速率分别下降了 25%-30%和 21%-30%，这说明 manY 和

manZ 基因的转运功能在葡萄糖和木糖的共利用中发挥了重要作用。总的来说，manY

和 manZ 基因编码的 EIICDman蛋白在己糖（葡萄糖和甘露糖）和戊糖（木糖和阿拉伯

糖）的转运过程中均发挥了重要作用。
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图 4.7  manY 和 manZ 基因的敲除对于 P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖利用速率的影响 

Fig. 4.7  Changes of sugar consumption rates of hexoses and pentoses in P. acidilactici ZY271 after the knockout of gene manY and manZ  

发酵条件：发酵在简化 MRS 培养基中进行，分别以单糖和混合糖为碳源；42 oC, 150 rpm 条件下发酵 24 h，在培养基中按照 0.6 g/g 糖的比例加入 CaCO3

粉末来调节 pH；糖利用速率变化表示与 P. acidilactici ZY271 相比，重组 P. acidilactici 菌株的糖利用速率增加或减少的百分比。 
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由于 manY 和 manZ 的敲除没有使得 P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖利用能力完

全丧失，说明除了 manY 和 manZ 编码的 EIICDman蛋白外还有其它的糖转运蛋白在发挥

作用。为了研究其它的糖转运蛋白在己糖和戊糖的转运过程中发挥的作用，我们以 P. 

acidilactici ZY271 为对照组，以敲除了 manY 和 manZ 基因的重组菌株 P. acidilactici 

ZY271-∆manY-∆manZ 为实验组，研究了其它糖转运蛋白基因的表达水平变化（图 4.8），

一方面尝试挖掘出其它潜在的己糖和戊糖转运基因，另一方面，侧面反映 manY 和 manZ

基因在糖转运过程中发挥的作用。针对葡萄糖转运，我们筛选了可能负责葡萄糖转运的

MFS 类（glcU 和 RS06035 基因）和 PTS 类的 16 个糖转运基因进行了转录水平的分析。

结果表明，在敲除 manY 和 manZ 基因之后，大部分糖转运蛋白基因的表达水平没有明

显变化，只有 3 个基因出现了明显的表达水平上调，分别是编码 cellobiose-PTS 转运蛋

白的 RS00870 基因、fructose-PTS 转运蛋白的 RS05180 基因和 mannose/fructose/sorbose 

PTS 转运蛋白的 RS00725 基因，其表达显著上调了 38.3 倍、7 倍和 5 倍，这说明这 3 个

基因可能是除了 manY 和 manZ 基因外负责转运葡萄糖转运的主要基因。因此，除了 manY

和 manZ 基因编码的 EIICD 蛋白之外，葡萄糖的转运通道很可能还有 cellobiose-PTS、

fructose-PTS 和 mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白，这就能解释 manY 和 manZ 基因

的敲除使得 P. acidilactici ZY271 的葡萄糖利用速率下降 45%，但不会使得其葡萄糖利

用能力完全丧失的现象。针对甘露糖转运，我们筛选了可能负责甘露糖转运的 PTS 和

MFS 类的 9 个转运基因进行了转录水平分析，只有编码 mannose/fructose/sorbose PTS 转

运蛋白的 RS08230 和 RS08225 基因以及 MFS 类的 galP_RS03120 基因的表达水平分别

上调了 18.3 倍、9.2 倍和 10.9 倍，说明这三个基因可能是除了 manY 和 manZ 基因外负

责甘露糖转运的主要基因；结合 manY 和 manZ 基因的敲除使得甘露糖的利用速率下降

了 50.5%的结果，说明 manY 和 manZ 基因和这三个转运蛋白基因可能各承担约一半的

甘露糖转运通量。针对半乳糖转运，只有编码 mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白的

4 个基因的表达水平显著上调，其中，RS08225、RS08230、RS02260 和 RS02570 基因分

别表达上调了 66.3、19.4、5.3 和 8.2 倍；编码 galactose-PTS 转运蛋白的 RS00530 基因

表达上调了 130.7 倍，编码 MFS 转运蛋白的 galP_RS03120 基因表达上调了 34.4 倍；这

说明 mannose/fructose/sorbose PTS、galactose-PTS 转运蛋白基因和 galP_RS03120 可能都

参与了半乳糖的转运，结合 manY 和 manZ 的敲除使得菌株半乳糖的利用速率上升了

18%-34%（图 4.7）的结果，说明 manY 和 manZ 的表达负调控了 galactose-PTS 转运蛋白

基因、galP_RS03120 和 mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白基因的表达，从而导致半

乳糖的利用速率下降。 

针对木糖转运，我们筛选了可能负责木糖转运的 20 个编码 ABC 类、MFS 类和 PTS

转运基因进行转录水平的分析，结果表明，大部分转运蛋白基因的表达水平均没有明显

变化，只有 mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白中的 RS08225 基因和 MFS 类的

RS01455 基因表达分别上调了 3.8 和 3.2 倍，说明这两个基因是除 manYZ 基因外最有可

能的木糖转运通道，结合 manY 和 manZ 基因的敲除使得木糖的利用速率下降 63.4%的
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结果，可以确定 manY 和 manZ 基因编码的 EIICDman蛋白是 P. acidilactici 中主要的转运

通道，RS08225 和 RS01455 编码的转运蛋白可能是木糖转运的辅助通道。针对阿拉伯糖

转运，结果表明，大部分转运蛋白基因的表达水平变化较小，只有 MFS 类的 RS01455

基因和 RS07420 基因表达分别上调了 6.3 和 5.8 倍，说明这两个基因编码的转运蛋白很

可能是除了 manY 和 manZ 基因外的阿拉伯糖的转运通道，结合 manY 和 manZ 基因的敲

除使得阿拉伯糖的利用速率下降了 40%的结果，说明manY和manZ基因编码的EIICDman

蛋白是不可或缺的阿拉伯糖转运通道，RS01455 和 RS07420 基因编码的转运蛋白则可能

是额外的阿拉伯糖转运通道。以上的转录水平分析再次印证了 manY 和 manZ 编码的

EIICDman蛋白是葡萄糖、木糖、阿拉伯糖和甘露糖的主要转运通道。 
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图 4.8  推定的己糖和戊糖转运蛋白基因的转录水平分析 

Fig. 4.8  Transcriptional level analysis of putative hexose and pentose transporter genes 

注：P. acidilactici 在以单糖为碳源的简化 MRS 培养基中进行培养和收集；基因的转录水平分析以

P. acidilactici ZY271 菌株为对照组，P. acidilactici ZY271-∆manY-∆manZ 菌株中的基因的相对表达

水平经 2-∆∆Ct 法计算得到。
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4.3.5  manXYZ 基因簇的磷酸化功能在己糖和戊糖共利用发挥的关键作用 

manX 基因编码甘露糖-PTS 转运蛋白中的 EIIAB，其负责将磷酸基团传递给糖底

物，使糖进行磷酸化反应。为了研究该基因的磷酸化功能在己糖和戊糖的利用中发挥

的作用，我们选择将 manX 基因进行弱化表达，即通过替换 manX 基因的 RBS 序列的

方式来削减 EIIAB 蛋白的酶活性，简单来说，我们将 manX 的原始 RBS 序列（翻译起

始速率为 240.08 au）替换成翻译起始速率为 4.49 au 的 RBS 4.49，得到的重组菌株命名

为 P. acidilactici ZY271-manX_RBS 4.49，并探究了 manX 基因的弱化表达对于己糖和戊

糖代谢速率的影响（图 4.9）。以单一糖为碳源的合成培养基发酵结果显示，在弱化表

达 manX 后，相较于菌株 P. acidilactici ZY271，重组菌株 P. acidilactici ZY271-

manX_RBS 4.49 的葡萄糖和甘露糖的利用速率分别下降了 27%、32%，这说明 manX 基

因在葡萄糖和甘露糖的磷酸化过程中发挥了重要作用；但 manX 基因的弱化表达反而

使得半乳糖的利用速率上升了 75%，说明 manX 基因的弱化表达有利于半乳糖的利

用。对于戊糖而言，manX 基因的弱化表达使得菌株的木糖和阿拉伯糖利用速率分别降

低了 55%和 35%，这说明 manX 也参与了木糖和阿拉伯糖的磷酸化过程，并发挥了重

要的作用。同时，我们也探究了 manX 基因的弱化表达对于己糖和戊糖共利用的影

响。以混合糖为碳源的合成培养基发酵结果显示，manX 基因的弱化表达对葡萄糖的利

用速率基本没有影响，但导致木糖的利用速率下降了 25%，再次印证了 manX 基因在

木糖的利用过程中发挥了重要作用，有利于改善木糖与葡萄糖的共利用。我们也尝试

将 manX 基因敲除，但并未成功，说明 manX 基因可能在糖利用的过程中是不可或缺

的。以上结果说明 manX 在己糖和戊糖的利用过程中均发挥着关键的作用，有可能直

接或间接地参与了己糖和戊糖的磷酸化过程。
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图 4.9  manX 基因的弱化表达对于 P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖利用速率的影响 

Fig. 4.9  Changes of sugar consumption rates of hexoses and pentoses in P. acidilactici ZY271 after the weaken expression of gene manX 

发酵条件：发酵在简化 MRS 培养基中进行，分别以单糖和混合糖作为碳源；42 oC，150 rpm，发酵 24 h，培养基中加入 0.6 g CaCO3 粉末/g 糖调节 pH。 
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manX 基因的弱化表达使得己糖和戊糖的利用能力下降，但没有使得其糖利用能力

丧失，说明除了 manX 基因外，还有其它的糖磷酸化基因也在发挥作用。为了研究其

它的磷酸化基因在己糖和戊糖磷酸化过程中发挥的作用，我们以 P. acidilactici ZY271

为对照组，在菌株 P. acidilactici ZY271-∆manY-∆manZ（manX 基因的表达水平下降为

原来的 0.01-0.02 倍，基本不表达）中探究了除 manX 外的其它糖磷酸化基因的表达水

平变化，以挖掘出其它的糖磷酸化基因（图 4.10）。针对葡萄糖的磷酸化，我们筛选了

葡萄糖激酶基因 glk_RS03525 和 PTS 转运蛋白中可能参与葡萄糖磷酸化的 14 个基因，

大部分糖磷酸化基因的表达没有明显变化，只有 cellobiose-PTS 转运蛋白中的 RS01075

和 RS01080 基因的表达水平明显上调了约 5 倍，这说明这两个基因很可能是除了 manX

基因之外参与葡萄糖磷酸化的主要基因。针对甘露糖的磷酸化，只有

mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白家族的 RS02275 和 RS08235 基因的表达水平分

别上调了 4.3 倍和 3.4 倍，说明这两个基因很可能是除 manX 基因外主要负责甘露糖磷

酸化的基因。针对半乳糖磷酸化基因，galK_RS03135 的基因表达水平没有明显变化，

mannose/fructose/ sorbose PTS 转运蛋白家族的磷酸化基因 RS08235 的表达水平上调了

79.1 倍，galactose-PTS 转运系统中的磷酸化基因 RS00535 和 RS00540 的基因表达分别

上调了 69.6 和 10.1 倍，该结果说明除 manX 外，主要的半乳糖磷酸化基因可能是

RS08235、RS00535 和 RS00540。 

针对木糖的磷酸化，我们筛选了 10 个可能参与木糖磷酸化的基因，分别为木糖异

构酶基因（xylA_RS08535）、木酮糖激酶（xylB_RS08540）和来自

mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白家族的磷酸化基因来进行转录水平的分析，结果

表明，所有糖磷酸化基因的表达水平均没有明显变化，这说明在 manX 的弱化表达对

木糖的磷酸化步骤影响较小，manX 基因不直接参与木糖的磷酸化。结合 manX 的弱化

表达导致木糖代谢速率下降的结果（图 4.9），我们推测 manX 基因的弱化可能是通过

影响 manY 和 manZ 基因的最佳转运活性，从而影响木糖的利用。针对阿拉伯糖的磷酸

化，我们筛选了 araA_RS03030、araB_RS03020、araD_RS03025 和

mannose/fructose/sorbose PTS 转运蛋白家族的磷酸化基因进行了转录水平分析。结果表

明，所有糖磷酸化基因的表达水平均没有明显变化，manX 的弱化表达对阿拉伯糖的磷

酸化步骤影响较小，结合 manX 的弱化使得阿拉伯糖代谢速率下降的结果，表明 manX

基因的弱化可能是通过影响转运蛋白基因 manY 和 manZ 的活性，从而影响阿拉伯糖的

利用。以上结果表明，manX 基因的弱化表达激活了葡萄糖、甘露糖和半乳糖的其它磷

酸化基因的表达，说明 manX 基因参与了己糖的磷酸化过程；manX 基因的弱化表达对

戊糖（木糖和阿拉伯糖）磷酸化基因表达的影响较小，结合 manX 基因的弱化表达使

得戊糖的利用速率降低的结果，说明 manX 基因不直接参与戊糖的磷酸化，对戊糖利

用速率的影响可能是通过影响转运蛋白基因 manY 和 manZ 的转运活性来实现的，有待

进一步研究。
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图 4.10  推定的己糖和戊糖磷酸化基因的转录水平分析 

Fig. 4.10  Transcriptional level analysis of putative hexose and pentose phosphorylation genes  

注：P. acidilactici 分别在以单糖为碳源的简化 MRS 培养基中进行培养和收集；以 P. acidilactici 

ZY271 菌株为对照组，P. acidilactici ZY271-∆manY-∆manZ 菌株中的基因的相对表达水平经 2-∆∆Ct 法

计算得到。
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以上实验结果说明 manXYZ 基因簇在己糖（葡萄糖和甘露糖）的转运及磷酸化过

程均发挥了主要作用，虽没有直接参与戊糖（木糖和阿拉伯糖）的磷酸化过程，但在

戊糖的转运中发挥了关键作用，证明 manXYZ 基因簇是 P. acidilactici ZY271 实现己糖

和戊糖共利用的关键基因簇。 

4.4  本章小结 

本章节旨在乳酸片球菌工程菌株 P. acidilactici ZY271 协同代谢己糖和戊糖全转化

为乳酸的现象进行了机制解析，成功挖掘了一个表达水平异常上调的甘露糖转运蛋白

基因簇 manXYZ，通过基因的敲除和弱化表达以及转录水平的分析确定了 manXYZ 基因

簇在（葡萄糖、甘露糖、半乳糖）和戊糖（木糖和阿拉伯糖）的转运和磷酸化过程中

的关键作用，确定了 manXYZ 是解除非葡萄糖单糖转运限速步骤的关键基因簇。本章

主要的研究结论如下： 

（1）以木糖为唯一碳源的长时间适应性进化解除了木糖和甘露糖代谢的限速步

骤，使得 P. acidilactici ZY271 实现了己糖和戊糖的快速协同共利用。 

（2）通过对己糖和戊糖代谢基因的转录水平分析，发现糖代谢基因不是限制 P. 

acidilactici 共利用己糖和戊糖的关键步骤。 

（3）通过对己糖和戊糖转运基因的转录水平水平分析，发现和筛选得到一个转录

水平出现异常显著上调、编码甘露糖 PTS 转运蛋白的 manXYZ 基因簇。通过对 manX、

manY 和 manZ 基因的敲除或弱化表达实验，结合除 manXYZ 外的其它糖转运和磷酸化

基因的转录水平分析，验证了 manXYZ 基因簇在己糖和戊糖的转运中发挥了主导作

用，在己糖的磷酸化过程中发挥了重要作用，确定了 manXYZ 是解除 P. acidilactici 

ZY271 中非葡萄糖单糖转运限速步骤的关键基因簇。
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第 5 章  乳酸片球菌工程菌协同利用非葡萄糖单糖的关键转录调控因子的

挖掘 

5.1  引言 

木质纤维素来源的可发酵单糖主要为葡萄糖和四种非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、

甘露糖和半乳糖）[130]，以戊糖为代表的非葡萄糖单糖的低效利用是生物炼制菌株面临

的经典难题。非葡萄糖单糖的低效利用不仅大幅降低了发酵产品得率，还会造成发酵产

品中存在大量非葡萄糖残糖，残糖的存在严重阻碍了生物基聚合物的高纯度聚合级单体

的生产，必须进行成本高昂的高强度下游纯化才能获得用于聚合的高纯度单体。因此，

实现葡萄糖和非葡萄糖单糖的共利用是木质纤维素生物炼制生产生物基化学品的经济

性转化的基础。目前，主要通过敲除或突变转录调控因子、强化非葡萄糖单糖代谢路径

和增强糖转运蛋白的转运能力来提高发酵菌株对于非葡萄糖单糖的代谢速率[201-203]，但

以上措施对非葡萄糖单糖利用的改善有限，非葡萄糖单糖的代谢速率仍然远远低于葡萄

糖的代谢速率。 

在前期工作中，通过代谢工程和适应性进化得到了一株乳酸片球菌工程菌 P. 

acidilactici ZY271[79]，该菌株具有罕见的木质纤维素来源所有单糖（葡萄糖、木糖、阿

拉伯糖、甘露糖和半乳糖）协同代谢和全谱代谢能力。本论文第四章对工程菌 P. 

acidilactici ZY271 协同代谢己糖和戊糖全转化为乳酸的现象进行了机制解析，成功挖掘

了一个表达水平异常上调的甘露糖-PTS 转运蛋白基因簇 manXYZ，证明了 manXYZ 是己

糖和戊糖的转运和磷酸化过程中均发挥了主要作用，是提高非葡萄糖单糖利用能力的关

键基因簇。为了进一步解析 P. acidilactici ZY271 的己糖和戊糖协同利用机制，需要进一

步挖掘 manXYZ 基因簇出现异常上调表达的机制。 

转录调控因子在调控己糖和戊糖的转运蛋白基因的表达方面发挥重要作用。manXYZ

基因簇编码的是甘露糖 PTS 转运蛋白的 EnzymeII（EII）复合体，其负责识别并转运特

异性糖，并同时将糖进行磷酸化。研究表明，在革兰氏阳性菌中，PTS 转运蛋白的表达

主要受含有特殊 PRD 结构域（PTS regulation domains）的转录调控激活因子的调控，这

类转录激活因子通过与转运基因操纵子序列结合、协助启动子与 sigma-RNA 聚合酶复

合物结合，从而激活基因的表达。该类转录激活因子的关键氨基酸突变和失活直接影响

相关糖转运蛋白基因的转录[204-207]。另外，分解代谢物阻遏蛋白（catabolite control protein 

A, CcpA）作为转录抑制因子参与了一些 PTS 转运蛋白基因的表达调控，主要通过与基

因操纵子的启动子结合来抑制基因表达。CcpA 的失活和保守氨基酸残基的突变激活相

关糖转运蛋白基因的表达[207, 208]。因此，转录调控因子能直接参与调控 PTS 转运蛋白的

表达，转录调控因子的突变或失活是改变糖转运蛋白基因表达水平的一个重要因素。 

本章节针对甘露糖转运蛋白 manXYZ 基因簇在全糖协同代谢中的作用进行了机制挖
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掘。通过转录调控蛋白的序列分析，发现经特定进化途径获得的 manXYZ 上调突变株菌

伴随着 CcpA 和 RS07020 转录调控蛋白突变；通过氨基酸的定点突变实验和基因转录水

平分析，验证了 CcpA 的 T65I 突变和 RS07020 的 E159G 突变对提高 P. acidilactici 中己

糖和戊糖的共代谢速率起着极为重要的作用，同时发现 CcpA 和 RS07020 蛋白参与了

manXYZ 基因簇的转录调控，CcpA 的 T65I 突变和 RS07020 蛋白的 E159G 突变是诱发

manXYZ 基因簇表达发生上调的关键因素。本研究通过对 P. acidilactici 中调控己糖和戊

糖转运的关键转录调控因子的挖掘，明确了转录调控因子的关键氨基酸突变在提高非葡

萄单糖的利用能力发挥的关键作用，为解决其它生物炼制菌株中非葡萄糖单糖的低效利

用问题提供了解决思路。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  菌株、培养基与培养条件 

本章节使用的菌株见表 5.1。P. acidilactici 的培养方法与培养基成分见 2.2.1。 

5.2.2  酶与试剂 

使用的酶和试剂的来源见 4.2.2。 

5.2.3  质粒与重组菌株构建 

本章节使用的菌株和质粒见表 5.1 和 5.2。质粒 pSET4E-ccpA*用于 ccpA 基因的定

点突变，作用是将进化菌株 P. acidilactici ZY271（G1 菌株）和 G2 菌株中 ccpA 基因的

突变位点进行碱基替换，使得 CcpA 蛋白中发生的氨基酸突变 I65 恢复成 T65、P150 恢

复成 S150。其构建过程具体如下：以重组菌株 P. acidilactici TY112-Δpkt::(tkt_tal)-

ΔackA2::xylAB（G0 菌株，ccpA 基因未发生突变）的基因组为模板，利用设计好的定点

突变引物（已将突变碱基进行替换）分别扩增包含 ccpA 碱基突变位点的上游同源臂

（ccpa-up，~710 bp）和下游同源臂（ccpa-down，~700 bp），使用重叠延伸 PCR 的方式

将上游和下游同源臂两个片段进行融合，得到融合片段 ccpA*；通过无缝克隆的方式将

融合片段 ccpA*连接至经 XbaI 和 SalI 酶处理后的线性化质粒 pSET4E 上，得到质粒

pSET4E-ccpA*。质粒 pSET4E-RS07020*用于 RS07020 基因的定点突变，目的是将进化

菌株 P. acidilactici ZY271（G1 菌株）中发生了碱基突变的 RS07020 基因恢复成原来未

发生突变的 RS07020*基因，使得 RS07020 蛋白中的氨基酸残基 G159 突变回 E159，其

构建过程具体如下：以未发生突变的 G0 菌株的基因组为模板，利用设计好的定点突变

引物（已将突变碱基进行替换）分别扩增包含 RS07020 碱基突变位点的上游同源臂

（RS07020-up，~710 bp）和下游同源臂（RS07020-down，~710 bp），通过无缝克隆的方

式将两个片段同时连接至经 XbaI 和 BamHI 酶切处理后的线性化质粒 pSET4E 上，得到

质粒 pSET4E-RS07020*。以上重组质粒均通过测序验证，序列验证正确后再进行使用。 

P. acidilactici 感受态的制作、质粒的电转化、单交换和双交换筛选操作见 4.2.3。 
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表 5.1  本章节使用的菌株 

Table 5.1  The strains used in this chapter 

Strains Characteristics Sources 

P. acidilactici TY112-

Δpkt::(tkt_tal)-ΔackA2::xylAB (G0) 

Integration of the xylose assimilation pathway in the genome of P. acidilactici TY112 [79] 

P. acidilactici ZY271(G1) The adapted strain of P. acidilactici TY112-Δpkt::(tkt_tal)-ΔackA2::xylAB under xylose condition [79]  

G2 Another adapted strain of P. acidilactici TY112-Δpkt::(tkt_tal)-ΔackA2::xylAB under xylose condition Lab stock 

CcpA(65IT) Site-directed mutation of CcpA protein from amino acid residue I65 to T65 in strain G1 This study 

CcpA(150PS) Site-directed mutation of CcpA protein from amino acid residue P150 to S150 in strain G2 This study 

RS07020(159GE) Site-directed mutation of RS07020 protein from amino acid residue G159 to E159 in strain CcpA(65IT) This study 

注：I65 的 I 表示异亮氨酸，T65 的 T 表示苏氨酸，P150 的 P 表示脯氨酸，S150 中的 S 表示丝氨酸，数字 65 和 150 分别代表 CcpA 蛋白的第 65 位和第

150 位氨基酸残基（由蛋白 N 端的第一个甲硫氨酸开始排序）；G159 中的 G 表示甘氨酸，E159 中的 E 表示谷氨酸，数字 159 表示 RS07020 蛋白的第 159

位氨基酸残基。 

 

表 5.2  本章节使用的质粒 

Table 5.2  The plasmids used in this chapter 

Plasmids  Characteristics Sources 

pSET4E Emr replacing Spcr marker of pSET4S, temperature sensitive vector [77] 

pSET4E-ccpA* Vector for point mutation of CcpA from amino acid residue I65 to T65 in strain G1 and P150 to S150 in 

strain G2 

This study 

pSET4E-RS07020 Vector for point mutation of RS07020 from amino acid residue G159 to E159 in strain CcpA(65IT) This study 



华东理工大学博士学位论文  第 81 页 

 

表 5.3  本章节使用的定点突变引物 

Table 5.3  The primers for site-directed mutation used in this chapter 

Primers Sequences (5’-3’) 

ccpa-up-F CCGGGGATCCTCTAGAATGCGGTTGCGCGC 

ccpa-up-R CCAGTGTCGTACATTGGGTGGCCAATTGAACTAATTTGTGGGCGCACCATCTTAGTTAAGT 

ccpa-down-F ACTTAACTAAGATGGTGCGCCCACAAATTAGTTCAATTGGCCACCCAATGTACGACACTGG 

ccpa-down-R ATGCCTGCAGGTCGAGGTTCGTTCATCCTCTTCTTCGG 

RS07020-up-F AGCTCGGTACCCGGGGATCGCTCATTTCGACATGGCGGC 

RS07020-up-R ACGTTTTCCCTGACTCCGTTGGTCCGA 

RS07020-down-F GGAGTCAGGGAAAACGTACTTTGCCAACGCAAT 

RS07020-down-R TGCAGGTCGACTCTAGGTTCCTGCCGGTTAGACGC 

注：红色字体表示碱基突变位点。
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表 5.4  本章节使用的测序引物 

Table 5.4  The sequencing primers used in this chapter 

Genes Function annotation Primer sequences (5’-3’)  

  Forward Reverse 

ccpa _RS05600 catabolite control protein A GAACCCGTTCAATCGGATC AATCTGTGCCGTAGCGTTA 

RS07020 sigma-54-dependent transcriptional regulator TGACGGTTGGTGCCTTAAT CCTGTGATGTTTTCTGTGGTT 

RS08220 GntR family transcriptional regulator CGGATGACTTCTACCAAGG ATTCCGTAATGGTCGCTTT 

RS05190 DeoR/GlpR family DNA-binding transcription 

regulator 

TAAGCGGAACGGGTTGAC CGTTTCTTGTTGAGCGTGAA 

RS03010 GntR family transcriptional regulator CCGCGAAATTGATCGAACT TCGTGTTGTAAGAACGGGAG 

RS02600 PRD domain-containing protein GTCTAAGCGTTATGGCTTCAT GTACATCTATGTATGCCCGG 

RS03110 LacI family DNA-binding transcriptional regulator TGGATATCATCCGCACCC TGCCACGTTCCACCATAG 

RS07055 RNA-binding transcriptional accessory protein GGTTGATGCAGTAGATGACC GTAGTAGTCCGGCGCTTAGA 

RS08340 LacI family DNA-binding transcriptional regulator TCCGACCACTTTATGCTGG CCGAGGATTAACGGAATCAAG 

RS00675 AraC family transcriptional regulator CCGAGGTGAATCATGAACC ACTTGGAATTAGCATCCGC 

注：以上引物用于转录调控因子的基因序列扩增及测序。 
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5.2.4  不同糖条件下的适应性进化实验 

适应性进化实验在含有 20 mL 简化 MRS 培养基的 100 mL 锥形瓶中进行，分别在

三种不同糖条件下进行，即分别以单一木糖（40 g/L）、混合糖（40 g/L 木糖和 40 g/L 葡

萄糖）和 25%（w/w）固含量的麦秆水解液为碳源，每种糖条件下做两组适应性进化实

验。具体过程为：分别挑取 G0 菌株的两个单菌落 G0-1 和 G0-2 作为出发菌株，将培养

好的菌液按 10%（v/v）的接种量分别接入到三种不同糖条件下的 MRS 培养基中，在

42 ℃、150 rpm 条件下培养，每 24 h 转接一次，培养基中加入 CaCO3（0.6 g/g 糖）调节

pH。25%（w/w）固含量的麦秆水解液的制备过程为：将 25%（w/w）固含量的经预处理

和脱毒后的麦秆加入至 3 L 罐中，加入 4 mg 蛋白/干物料的纤维素酶进行水解反应（12 

h），反应条件为 50 ℃，150 rpm，pH 5.5，得到的糖化醪进行离心得到上清液，再经过

滤纸过滤得到水解液。麦秆水解液的糖组分主要为：63.3 g/L 葡萄糖、33.4 g/L 木糖、8.7 

g/L 阿拉伯糖+甘露糖和 0.9 g/L 半乳糖。 

5.2.5  转录调控因子的基因序列测序和序列比对 

参考菌株 P. acidilactici ZY271（G1 菌株）的基因组信息（NCBI: NZ_CP082111.1），

筛选出与可能与糖利用相关的转录调控因子；在目的基因的上游和下游约 500 bp 处设

计引物，分别以 G0 菌株、G1 菌株和 G2 菌株的基因组为模板，PCR 扩增出筛选的转录

调控因子的基因片段；将扩增得到的基因片段交由擎科生物公司（Beijing, China）进行

测序，得到基因的序列；以 G0 菌株的基因序列为对照，利用 NCBI 网站比对菌株 G0、

G1 和 G2 的转录调控因子基因序列，筛选得到基因发生突变的转录调控因子。 

5.2.6  己糖与戊糖共利用速率的发酵评估 

发酵在含有 50 mL 简化 MRS 培养基的 250 mL 锥形瓶中进行，以终浓度为 40 g/L

葡萄糖和 40 g/L 木糖为碳源。将培养好的 P. acidilactici 种子液按 10%（v/v）的接种量

接入 MRS 培养基中，在 42 ℃和 150 rpm 条件下发酵 24 h，按照 0.6 g/g 糖的比例在培

养基中加入 CaCO3粉末来调节 pH。发酵过程中取样检测葡萄糖和木糖的含量变化。糖

代谢速率的变化为氨基酸突变菌株相对于 G0 菌株的糖利用速率的变化百分数。 

5.2.7  荧光定量 PCR（qRT-PCR）分析 

菌体的收集、RNA 的提取和反转录实验见 4.2.6。在菌体收集过程中，根据实验需求

分别以单一木糖（40 g/L）、两种糖（40 g/L 葡萄糖和 40 g/L 木糖）以及混合糖为碳源

进行菌液的培养，混合糖为 70 g/L 葡萄糖、50 g/L 木糖、8 g/L 阿拉伯糖、2 g/L 甘露糖

和 2 g/L 半乳糖。qRT-PCR 分析以 G0 菌株为对照组，氨基酸突变菌株为实验组，以 16S 

rRNA 基因为内参基因，使用 2-∆∆Ct 法计算 manX_RS07040、manY_RS07035 和

manZ_RS07030 的相对转录水平。qRT-PCR 使用的引物见表 4.4。 

5.2.8  HPLC 分析 

葡萄糖和木糖的检测方法见 2.2.6。 
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5.3  结果与讨论 

5.3.1  适应性进化诱发转录调控蛋白的氨基酸突变 

针对 P. acidilactici ZY271 中 manXYZ 基因簇的表达异常上调的现象，我们从转录

调控因子的角度来进行机制解析。由于转录调控因子直接调控糖转运蛋白的表达水平

[209-211]，其氨基酸突变会影响相关糖转运蛋白的表达水平[204, 205]，从而影响菌株的糖利

用能力。在细菌中，含有特殊 PRD 结构域（PTS regulation domains）的转录调控激活

因子参与调控 PTS 转运蛋白的表达[204-206]，以 CcpA 蛋白为代表的 LacI 家族的转录调

控因子[212, 213]和 GntR 家族的转录调控因子被证实参与了糖转运蛋白的表达调控[211]，

以上转录蛋白的氨基酸突变会影响相关糖转运蛋白的表达水平。因此，我们根据 P. 

acidilactici ZY271 的基因组注释（NCBI: NZ_CP082111.1）和蛋白结构域的预测，从中

筛选得到可能参与调控糖转运蛋白表达的 8 个转录调控因子，分别为含有 PRD 结构的

RS07020 和 RS02600、属于 LacI 家族的 CcpA、RS03110 和 RS08340、属于 GntR 家族

的 RS08220、RS03010 和 RS05190 蛋白，我们研究了其氨基酸序列是否发生突变。由

于 P. acidilactici ZY271（G1 菌株）的 manXYZ 基因簇的大幅度表达上调发生在以木糖

为唯一碳源的适应性进化后，因此，我们以未进化菌株 G0 的基因序列为参照，针对进

化后得到的 G1 菌株和同一条件进化得到的另一株 G2 菌株，进行了转录调控因子的氨

基酸残基突变情况的监测（表 5.5）。结果表明，进化菌株 G1 和 G2 中出现了两种不

同的突变情况。在进化菌株 G1 中，由 ccpA 和 RS07020 基因编码的转录调控蛋白

CcpA 和 RS07020 均发生了氨基酸残基的突变，CcpA 蛋白的苏氨酸 Thr65 突变成异亮

氨酸 Ile65（T65→I65，简称 T65I，数字代表编码蛋白的氨基酸序号，氨基酸序列见附

录 I），RS07020 蛋白中的谷氨酸 Glu159 突变成甘氨酸 Gly159（E159→G159，

E159G）。在进化菌株 G2 中，只有 CcpA 蛋白发生了突变，CcpA 蛋白的丝氨酸

Ser150 突变成脯氨酸 Pro150（S150→P150，S150P）。CcpA 蛋白属于 LacI-GalR 转录

因子家族，其在调节糖转运和糖代谢相关蛋白的转录水平方面起重要作用[212]，其基因

突变可能导致调控的糖转运蛋白基因的表达水平发生上调，使糖利用能力提高。

RS07020 基因位于 manXYZ 操纵子的下游 845 bp 处，其编码的蛋白是一种 sigma-54 依

赖型的转录激活因子，含有特定的 PRD（PTS regulation domains）结构域，可能直接

参与调控 PTS 转运蛋白基因操纵子的转录，其突变可能导致 manXYZ 的表达量发生变

化。因此，以上两种转录调控蛋白均有可能参与 manXYZ 基因转录水平的调控，其氨

基酸残基突变可能直接影响 manXYZ 基因簇的转录。 

为了验证 CcpA 和 RS07020 蛋白的氨基酸突变在适应性过程中是否具有必然性和

普遍性，一方面，我们重复了菌株 G1 和 G2 的适应性进化过程，重新对 G0 菌株进行

了以木糖为唯一碳源的长时间适应性进化；另一方面，增加了两种不同糖条件下（混

合糖和麦秆水解液）的适应性进化作为对照组，以探究适应性进化是否会导致 CcpA

和 RS07020 蛋白发生同样的氨基酸突变。具体来说，我们选取了 G0 的两个单菌落

25456
高亮

25456
高亮
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（G0-1 和 G0-2）作为出发菌株，在三种不同的糖条件下，即单一木糖（40 g/L）、混合

糖（40 g/L 木糖和 40 g/L 的葡萄糖）和 25%（w/w）固含量的麦秆水解液条件下，分

别进行了长时间的适应性进化（图 5.1）。在适应性进化过程中，监测了菌株的糖消耗

和乳酸生成情况，同时监测了菌株的 CcpA 和 RS07020 蛋白的氨基酸残基突变情况。

结果如图 5.1 a 所示，在木糖条件下的进化中，G0-1 和 G0-2 菌株在转接了 8 次后，其

木糖代谢能力均出现明显的提升；同时，CcpA 和 RS07020 蛋白发生了氨基酸残基突

变。在菌株 G0-1 的进化过程中，CcpA 蛋白的丙氨酸 82 突变成苏氨酸 82（A82→

T82，A82T），且 A82T 突变一直稳定存在于菌株中，但 RS07020 蛋白没有发生突变；

在 G0-2 菌株的进化过程中，CcpA 蛋白的苏氨酸 65 突变成异亮氨酸 65（T65→I65，

T65I），RS07020 蛋白的谷氨酸 159 突变成甘氨酸 159（E159→G159，E159G），且这

两个突变一直稳定存在于菌株中。这些结果说明以木糖为唯一碳源的适应性进化容易

诱发 CcpA 和 RS07020 蛋白发生突变，值得注意的是，G0-2 菌株中出现的 CcpA

（T65I）和 RS07020（E159G）突变与之前在木糖条件下进化得到的 G1 菌株中的突变

是一致的，说明这两个突变在木糖条件下的适应性进化过程中具有可重复性，且其伴

随着木糖代谢能力的提高而发生。作为对照，在分别以混合糖（葡萄糖和木糖）和

25%（w/w）固含量麦秆水解液为碳源的进化过程中（图 5.1 b 和 5.1 c），菌株 G0-1 和

G0-2 在转接 30 次后，菌株的木糖代谢能力依旧没有明显提高，进化过程中也没有发

现 CcpA 和 RS07020 蛋白的突变，这说明 CcpA 和 RS07020 蛋白的突变在适应性进化

中不具备普遍性，只有特定条件下的适应性进化才能诱发其突变。以上结果说明只有

木糖条件下的适应性进化容易诱发 CcpA 和 RS07020 蛋白发生氨基酸突变，其中，

CcpA 的 T65I 和 RS07020 的 E159G 突变具有可重复性，且突变伴随着木糖代谢能力的

提高而发生，说明这些突变可能是提高菌株木糖代谢能力的关键因素。 
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表 5.5  适应性进化 P. acidilactici 突变菌株中的转录调控因子的氨基酸残基突变情况 

Table 5.5  Amino acid residue mutation of transcriptional regulation factors in adaptively evolved P. acidilactici mutants 

Strains and 

evolution profiles 

Sugar consumption 

rate changes 

CcpA RS07020 RS02600 RS08220 RS03010 RS03110 RS08340 RS05190 

G0 (Control) / / / / / / / / / 

G1,  

66 transfers in 

xylose  

Glucose:↑ 10.6% 

Xylose:↑ 58.6% 

T65→I65 

 

E159→G159 None None None None None None 

G3,  

72 transfers in 

xylose 

Glucose: ↑2.2% 

Xylose:↑ 82.5% 

T65→I65 E159→G159 None None None None None None 

G2,  

66 transfers in 

xylose 

Glucose: ↑ 3.7% 

Xylose:↑ 54.8% 

S150→P150 

 

None None None None None None None 

注：菌株 G0 是引入了木糖代谢路径的重组菌株 P. acidilactici TY112-∆pkt::(tkt-tal)-∆ackA2::xylAB; 菌株 G1 和 G2 是由 G0 菌株的两个单菌落出发，在 40 

g/L 木糖为碳源的 MRS 培养基中经过 66 次转接后分别得到的进化菌株（于 2018 年获得）；G3 菌株是重复 G1 和 G2 菌株的适应性进化过程，从 G0 菌株

的单菌落出发，在 40 g/L 木糖为碳源的 MRS 培养基中转接 72 次获得的进化菌株（于 2023 年获得）；菌株每 24 h 转接一次；糖消耗速率变化的摇瓶发酵

实验在含混合糖（40 g/L 葡萄糖和 40 g/L 木糖）的简化 MRS 培养基中进行，42 ℃、150 rpm 下发酵 24 h，在摇瓶中加入 0.6 g CaCO3 粉末/g 糖来调节 pH。

糖耗率变化定义为菌株 G1-G3 相对于菌株 G0 的糖耗速率增加或减少的百分比。 
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(a) The adaptive evolution using xylose as carbon source 

 

(b) The adaptive evolution using glucose and xylose as carbon source 
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(c) The adaptive evolution using wheat straw hydrolysate as carbon source 

 

图 5.1  G0 菌株在不同糖条件下的适应性进化 

（a）木糖；（b）葡萄糖和木糖；（c）麦秆水解液 

Fig. 5.1  The adaptive evolution of strain G0 under different sugar conditions 

(a) Xylose; (b) Glucose and xylose; (c) Wheat straw hydrolysate 

进化条件：进化在含有不同糖的简化 MRS 培养基中进行，分别以 40 g/L 木糖、混合糖（40 g/L 木糖和 40 g/L 葡萄糖）和 25%（w/w）固含量的麦秆水解

液作为碳源；每种糖条件下做两组适应性进化，出发菌株分别为 G0 菌株的两个单菌落 G0-1 和 G0-2；42 ℃、150 rpm 条件下培养，每 24 h 转接一次，培

养基中加入 CaCO3（0.6 g/g 糖）调节 pH。图中箭头表示进化菌株的 CcpA蛋白（黑色字体）和 RS07020 蛋白（橙色字体）在不同时期的氨基酸突变情况，

None 表示没有发生突变。
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5.3.2  转录调控蛋白的氨基酸突变促进己糖和戊糖共利用 

为了研究菌株 G1 和 G2 中转录调控蛋白 CcpA 和 RS07020 的突变是否与己糖和戊

糖共代谢能力的提高有关，我们先后针对 CcpA 和 RS07020 蛋白的突变位点进行了定点

突变实验，以探究突变位点对己糖和戊糖利用能力的影响。结果如图 5.2 a 所示，以未

驯化菌株 G0 的糖代谢速率为基准，含有 CcpA（T65I）和 RS07020（E159G）突变的进

化菌株 G1 的木糖代谢速率提高了 42.8%，葡萄糖代谢速率有轻微提高；在将 CcpA 的

I65 突变回 T65 后，木糖的代谢速率下降了 7.7%，葡萄糖代谢速率基本不变，说明 CcpA

中的 T65I 突变略微提高了木糖的代谢速率。接着，我们在 CcpA 回复突变的基础上，继

续将 G1 菌株的 RS07020 的 G159 突变回 E159 后，重组菌株的木糖代谢速率显著降低

了 32.1%，葡萄糖代谢速率降低了 12.7%。这些结果说明 CcpA 蛋白和 RS07020 蛋白中

发生的氨基酸突变（T65I 和 E159G）有利于提高葡萄糖和木糖的共利用速率，尤其是木

糖的利用速率。针对 G2 菌株中发生的 CcpA 蛋白的另一氨基酸突变（S150P），我们也

对其进行了定点突变实验来验证该突变对于己糖和戊糖利用速率的影响。结果如 5.2 b

所示，以未进化菌株 G0 的糖代谢速率为基准，含有 CcpA（S150P）突变的进化菌株 G2

的木糖代谢速率提高了 65.1%，葡萄糖代谢速率轻微下降；当 CcpA 的 P150 突变回 S150

时，重组菌株的葡萄糖和木糖的代谢速率分别下降了 15.1%和 26.9%，这说明 CcpA 蛋

白的 S150P 突变也是有效突变，其对于提高木糖和葡萄糖的共利用速率具有积极效果。

S150P 的突变虽然降低了木糖的代谢速率，但其代谢速率没有降低至出发菌株 G0 的水

平，说明菌株 G2 中可能还存在其它因素的变化来协同地提高木糖和葡萄糖的共利用能

力，比如其它转录调控因子的突变或者糖转运蛋白基因表达量的变化，在之后的研究中

可以进行进一步的挖掘。 

总的来说，进化菌株 G1 中的 CcpA（T65I）和 RS07020（E159G）突变是提高菌株

木糖和葡萄糖代谢速率、实现高度协同代谢木糖和葡萄糖的关键因素，进化菌株 G2 中

的 CcpA（S150P）突变也一定程度上提高了菌株的木糖和葡萄糖的共利用速率。
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图 5.2  CcpA 和 RS07020 蛋白的氨基酸残基突变对于葡萄糖和木糖共利用速率的影响 

（a）菌株 G1 中的氨基酸残基突变；（b）菌株 G2 中的氨基酸残基突变 

Fig. 5.2  The influence on xylose and glucose utilization rate by the amino acid residue mutations of CcpA 

and RS07020 protein 

(a) Amino acid residue mutations in strain G1; (b) Amino acid residue mutations in strain G2  

发酵条件：发酵使用混合糖为碳源的简化 MRS培养基，混合糖为 40 g/L葡萄糖和 40 g/L木糖；42 ℃、

150 rpm 下发酵 24 h，在培养基中添加 CaCO3 粉末（0.6 g/g 糖）调节 pH；糖代谢速率的变化为各突

变菌株相对于 G0 菌株的糖利用速率的变化。 

 

5.3.3  转录调控蛋白的氨基酸突变诱发 manXYZ 转录水平的上调 

为了研究转录调控蛋白 CcpA 和 RS07020 蛋白的氨基酸残基突变是否与 manXYZ 基

因簇转录水平的提高有直接联系，我们对氨基酸定点突变前后的菌株进行了manX、manY

和 manZ 基因的转录水平的分析。结果如图 5.3 所示，在混合糖条件下，以不含突变的

菌株 G0 为对照组，含有 CcpA（T65I）和 RS07020（E159G）突变的菌株 G1 中的 manX、

manY 和 manZ 基因的转录水平上调了 4.4-168.8 倍；当把 CcpA 蛋白中的 I65 突变回 T65

时，manX、manY 和 manZ 基因的转录水平依旧是显著的上调状态（上调了 7.5-204.7 倍）；

在此基础上，继续将 RS07020 的 G159 突变回 E159 时，manX、manY 和 manZ 基因的转
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录水平出现急剧下降，其转录水平（上调倍数为 1.1-1.8 倍）基本降低至菌株 G0 中相应

基因的转录水平。在两种糖（葡萄糖和木糖）以及单一木糖条件下，manX、manY 和 manZ

基因表达水平的变化规律是一样的，当将 CcpA 蛋白和 RS07020 蛋白均进行回复突变

后，manX、manY 和 manZ 基因的转录水平由显著上调状态（上调了 3.6-268.1 倍）转变

为表达水平基本不变的状态（0.8-1.8 倍）。以上结果说明，CcpA 蛋白和 RS07020 蛋白

参与了菌株 G1 中的 manXYZ 基因簇的表达调控，其中，菌株 G1 中的 CcpA 蛋白的单独

突变不能导致 manXYZ 的转录水平发生显著变化，当 CcpA 和 RS07020 蛋白同时发生突

变时，manXYZ 的转录水平出现显著变化。这说明，CcpA 蛋白的 T65I 和 RS07020 的

E159G 突变是诱发 manXYZ 表达显著上调的直接原因。 
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图 5.3  菌株 G1 中 CcpA 和 RS07020 蛋白的氨基酸残基突变对于 manXYZ 表达量的影响 

（a） 混合糖条件下；（b）葡萄糖和木糖条件下；（c）木糖条件下 

Fig. 5.3  Effect on the expression of manXYZ by amino acid residue mutation of CcpA and RS07020-

encoding proteins in strain G1 

(a) Mixed sugars condition; (b) glucose and xylose condition; (c) xylose condition 

注：qRT-PCR 实验以菌株 G0 菌株为对照组，菌株 G1 和进行了点突变的重组菌株为实验组，内参基

因为 16S rRNA，基因的相对表达量为相对于对照组而言实验组的 manX、manY 和 manZ 基因的表达

量变化。 

 

针对菌株 G2 中出现的 CcpA 蛋白的氨基酸残基突变（S150 突变成 P150），我们

也研究了 S150P 突变对于 manXYZ 基因簇的转录水平的影响。结果如图 5.4 所示，在

混合糖条件下，以菌株 G0 为对照组，含有 S150P 突变的进化菌株 G2 的 manX、manY

和 manZ 基因的表达水平是 G0 菌株的 0.5-0.8 倍；当把 CcpA 蛋白中的 P150 突变回

S150 时，manX、manY 和 manZ 基因的转录水平仍然是是 G0 菌株的 0.5-0.8 倍。在以

两种糖（葡萄糖和木糖）和单一木糖为碳源时，也出现了同样的现象，这说明 CcpA

蛋白氨基酸突变位点 S150 的突变不会对 manXYZ 的表达量造成显著影响，这也印证了

CcpA 蛋白的单一突变不能导致 manXYZ 表达量出现显著上调的结论。结合 CcpA 的

S150P 突变提高己糖和戊糖的共利用能力的现象，说明菌株 G2 中 CcpA 的 S150P 突变

可能导致其它转运蛋白基因的表达水平发生上调，或者还存在别的转录调控因子发生

突变，与 CcpA 的突变协同地提高菌株的己糖和戊糖共利用能力，在之后的工作中可

以进一步研究。 
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图 5.4  菌株 G2 中 CcpA 蛋白的氨基酸残基突变对于 manXYZ 表达量的影响 

（a）混合糖条件下；（b）葡萄糖和木糖条件下；（c）木糖条件下 

Fig. 5.4  Effect on the expression of manXYZ by amino acid residue mutation of CcpA protein in strain G2 

(a) Mixed sugars condition; (b) glucose and xylose condition; (c) xylose condition 

注：qRT-PCR 实验以菌株 G0 菌株为对照组，菌株 G2 和进行了定点突变的重组菌株为实验组，内参

基因为 16S rRNA，使用 2-∆∆Ct 法计算基因的相对表达水平。
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综上所述，CcpA 的 T65I 突变和 RS07020 蛋白的 E159G 突变导致进化菌株 G1 中

的 manXYZ 基因簇异常上调表达，从而提高了菌株 G1 对于己糖和戊糖的共利用能力。 

5.3.4  讨论 

非葡萄糖单糖的低效利用和不完全利用一直是生物炼制菌株利用木质纤维素原料

生产工业化学品的关键障碍，尽管研究者们开展了许多关于改善非葡萄糖单糖利用的

研究，但进展有限，非葡萄糖单糖的利用难题始终没有得到彻底解决。糖的利用包括

糖转运和糖代谢过程，目前的大多数研究主要集中于改造和强化糖代谢路径来改善菌

株对于非葡萄糖单糖的利用。针对含量较高的戊糖（木糖和阿拉伯糖），研究者们采

取广泛筛选不同菌株来源的基因、密码子优化、强化关键酶表达量和工程菌定向进化

等方式来强化木糖和阿拉伯糖的异构酶路径，但效果有限[113, 120-123, 150]。之后研究者发

现糖转运是限制非葡萄糖单糖利用的一个重要因素，提高菌株的糖转运能力成为另一

个改善非葡萄糖单糖利用的方向。通过引入异源戊糖转运蛋白、挖掘新的戊糖转运蛋

白和将菌株内源的糖转运蛋白改造成为专一的戊糖转运蛋白等策略[114, 149, 153, 157]，戊糖

的利用能力得到一定提高，但戊糖的代谢速率仍然远低于葡萄糖的代谢速率，戊糖的

低代谢速率导致其丧失了工业应用的价值。针对于己糖（甘露糖和半乳糖）的利用，

少数研究通过过表达己糖转运蛋白的方法有限地改善了甘露糖和半乳糖的利用[147, 158]，

但由于甘露糖跟葡萄糖竞争己糖转运蛋白、半乳糖的代谢受到葡萄糖的抑制，甘露糖

和半乳糖往往代谢不完全。因此，以上措施均未解决非葡萄糖单糖的利用难题。在本

研究中，manXYZ 基因簇编码的甘露糖 PTS 转运蛋白被证明在（葡萄糖和甘露糖）和

戊糖（木糖和阿拉伯糖）的转运和磷酸化过程中均发挥着关键作用，这个特殊的糖转

运蛋白具备的全糖转运能力是解除非葡萄糖单糖转运限速步骤的关键因素，说明糖转

运步骤是改善非葡萄糖单糖利用的关键步骤。 

碳分解代谢物阻遏（CCR）是指在葡萄糖存在时，其分解代谢物会抑制其它糖利

用基因的表达，从而影响其它可发酵糖利用的现象[100]。CCR 普遍存在于各种发酵微生

物中，但不同微生物的 CCR 调控模式差距较大，CCR 的调控元件分为正调控和负调控

因子。例如，在 E.coli 中介导 CCR 调控的主要模式有两种，第一种是诱导物排斥（负

调控）[214]，即在葡萄糖和乳糖同时存在时，葡萄糖的磷酸化过程会抑制 β-半乳糖苷透

性酶活性，导致乳糖诱导物不能被转运至胞内，从而抑制了乳糖操纵子的表达，导致

乳糖在葡萄糖消耗完才能被利用；第二种是转录激活子 CRP 的正调控[215]，即在葡萄

糖存在时，CRP 无法与 cAMP 形成复合体，从而无法激活其它糖利用基因的表达，导

致其它糖类的代谢受到抑制。在 S. cerevisiae 中，CCR 的调控元件主要是负调控因子

Mig1，在葡萄糖存在时，Mig1 与辅阻遏因子形成的复合体与抑制基因的启动子结合，

从而抑制其它糖代谢基因的转录[216]。与上述菌株不同，在本研究中的工程菌

P.acidilactici ZY271 中未发现严格的 CCR 作用，主要体现为工程菌 P.acidilactici 在葡

萄糖存在时，仍然协同地代谢木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖这四种非葡萄糖单

糖，其非葡萄糖单糖的利用速率基本与葡萄糖一致。这可能是因为 manXYZ 编码的特
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殊糖转运蛋白的表达没有受到 CCR 的调控，使得该转运蛋白主导的非葡萄糖单糖的转

运和磷酸化过程在葡萄糖存在时仍然能够正常进行，非葡萄糖的利用没有受到葡萄糖

及其代谢物的抑制作用。 

适应性进化是非葡萄糖单糖代谢强化的常用手段[116, 117, 122, 123]，但是以往的研究都

是以稳定代谢速率、而非大幅度提高木糖代谢速率为目标，目前尚未有报道发现对工

程菌株的适应性进化实现了木糖代谢的本质性大幅提高并触发了其它非葡萄糖单糖的

有效代谢。在本研究中，经过木糖适应性进化的 P. acidilactici ZY271 具备了木糖、阿

拉伯糖、甘露糖和半乳糖等非葡萄糖单糖与葡萄糖的高度协同的共代谢的性能，其原

因在于木糖条件下的适应性进化诱发了具有全糖转运功能的甘露糖转运蛋白（由

manXYZ 编码）发生显著的表达上调，提高了菌株的非葡萄糖转运能力，解除了糖利用

的转运限速步骤，从而有效地改善了非葡萄糖的利用。因此，木糖的适应性进化在激

活糖转运蛋白表达、改善非葡萄糖单糖的利用方面具有重要作用。 

总的来说，P. acidilactici ZY271 高度协同共代谢葡萄糖和非葡萄糖单糖的关键在

于解决了非葡萄糖单糖的转运难题，从而解除了糖利用的转运限速步骤，使得非葡萄

糖单糖的利用能力显著提高。因此，只有解决了非葡萄糖单糖的转运问题，才能真正

地解决多糖协同代谢的难题。在未来的工作中，可以通过以下措施来解决非葡萄糖单

糖的转运难题，如通过特定条件下的适应性进化策略在不同的生物炼制菌株中挖掘内

源的专一性糖转运蛋白、引入外源的糖转运蛋白以及通过转录调控因子激活内源糖转

运蛋白的表达等。 

 

5.4  本章小结 

本章节针对 P. acidilactici ZY271 中的甘露糖转运蛋白 manXYZ 基因簇在全糖协同

代谢中的作用进行了机制挖掘，通过转录调控蛋白的序列分析，发现特定进化途径获

得的 manXYZ 上调突变株菌伴随着 RS07020 和 CcpA 转录调控蛋白突变；通过氨基酸

定点突变实验和基因转录水平变化的分析，发现参与 manXYZ 表达调控的 RS07020 和

CcpA 的关键氨基酸突变有利于提高 P. acidilactici 己糖和戊糖的共利用速率，也是诱发

manXYZ 基因簇表达水平上调的直接原因。本章主要的研究结论如下： 

（1）通过比较出发菌株（G0）和木糖条件下的适应性进化后菌株的转录调控因子

的氨基酸序列，发现木糖条件下的适应性进化促使转录调控蛋白 CcpA 和 RS07020 发

生关键氨基酸突变，并且 CcpA 的 T65I 和 RS07020 的 E159G 突变在特定木糖条件下

的适应性进化中具有一定的必然性，但在其它混合糖条件下的适应性进化中不具有普

遍性。 

（2）通过氨基酸的定点突变实验，验证了 CcpA 的 T65I 突变和 RS07020 蛋白的

E159G 突变是提高 P. acidilactici 中己糖和戊糖（尤其是木糖）的共利用代谢速率的关
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键因素；CcpA 的 S150P 突变也对 P. acidilactici 中己糖和戊糖的共利用代谢速率的提

高具有积极作用。 

（3）通过比较氨基酸定点突变前后菌株中的manXYZ基因簇的转录水平，发现CcpA

的 T65I 突变和 RS07020 蛋白的 E159G 突变是诱发 manXYZ 基因簇表达发生上调的关键

因素。 

（4）合适条件下的适应性进化能够诱发菌株中发生转录调控因子的氨基酸突变，

解除对非葡萄糖单糖转运蛋白基因的表达抑制，是改善非葡萄糖单糖利用的重要手段。
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第 6 章  构建 Na+耐受性乳酸片球菌工程菌株以生产高浓度乳酸钠的研究 

6.1  引言 

乳酸钠作为一种生物基化学品，广泛应用于食品、制药和化妆品行业[217, 218]。目前，

乳酸钠的生产主要通过微生物发酵法，具体为：在乳酸发酵的过程中添加氢氧化钠溶液

来中和乳酸以获得乳酸钠。高产量的乳酸钠对于降低下游的纯化成本至关重要。然而，

随着乳酸钠浓度的升高，发酵液中富集的钠离子（Na+）浓度也越来越高，高浓度的 Na+

会对发酵细胞的活力和发酵效率造成强烈的抑制作用[104, 219, 220]。因此，由于 Na+的抑制

作用，乳酸钠的生产存在发酵效率低、生产成本高的问题。 

为了缓解高浓度 Na+对发酵微生物的渗透压胁迫，通常使用 Na+/H+逆向转运蛋白来

介导胞内的 Na+向胞外转运[221, 222]。针对乙醇发酵菌株，Yang 等[223]在 Zymomonas mobilis

中过表达了 Na+/H+逆向转运蛋白基因 nhaA（ZMO0119），提高了菌株对于 Na+的耐受性。

Liu 等[224]通过敲除 ZMO0119 基因启动子区域的一个小片段提高了菌株 Z. mobilis 对于

乙酸钠的耐受性。Gao 等[221]在 Z. mobilis 中过表达了 ZMO0119 基因，提高了菌株在含

大量钠离子的木质纤维素水解液中的乙醇发酵性能。一些植物也利用 Na+/H+逆向转运蛋

白基因来外排 Na+以提高其耐盐性。Yang 等[225]通过分别过表达 SOS1 和 SOS3 基因，有

效提高了转基因拟南芥的 Na+耐受性。Ma 等[226]发现在高 Na+胁迫下，共表达拟南芥的

SOS1、SOS2 和 SOS3 基因有效改善了转基因植株的生长，减少了根系 Na+的积累。Xu

等[227]证明，在缺乏 Na+转运蛋白的酵母中表达来自小麦的 TaSOS1 基因，使得细胞内的

Na+浓度明显降低，菌株的耐盐性得到提高。这些结果表明，Na+/H+逆向转运蛋白通过减

少细胞内的 Na+，有效地缓解了 Na+对细胞的胁迫作用。然而，钠离子对乙醇发酵菌株

的胁迫相对来说较为温和，因为钠离子的添加主要是作为 pH 中和剂来调节乙醇发酵过

程中的 pH，因此，发酵液中的钠离子浓度较低。相较于乙醇发酵，由于 Na+是发酵产物

（乳酸钠）的组成部分（按分子质量百分比计算，约占乳酸钠的 20%），因此，在乳酸

钠的发酵过程中，发酵液中会不可避免地富集高浓度的 Na+，这也就导致乳酸钠的主要

生产菌株，即乳酸菌，在乳酸钠发酵过程中会受到更强的 Na+胁迫作用。目前尚无研究

尝试使用Na+/H+逆向转运蛋白来缓解Na+对于乳酸菌的胁迫作用以提高乳酸钠的发酵能

力。 

在本章中，我们尝试在 L-乳酸生产菌株 Pediococcus acidilactici ZY271 中过表达

Na+/H+逆向转运蛋白基因，从而提高 L-乳酸钠的发酵性能。由于 Na+/H+逆向转运蛋白是

一种由特异性的信号肽引导定位的膜蛋白，来自 Z. mobilis 的异源 Na+/H+逆向转运蛋白

基因在乳酸菌中很难得到正确表达。因此，我们分别过表达了 4 个来自 P. acidilactici 

DSM20284 的 Na+/H+逆向转运蛋白基因，目的是增强 P. acidilactici 菌株跨膜转运 Na+的

能力，使得 Na+由胞内转运至胞外，从而缓解 Na+对于细胞的胁迫作用。结果表明，过

表达了 Na+/H+逆向转运蛋白基因 RS02775 的重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-
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RS02775)对于钠离子的耐受性最强，与出发菌株相比，重组菌株的糖耗速率明显加快，

乳酸钠的产量显著提高。在合成培养基和麦秆为发酵原料的条件下，重组菌株的乳酸钠

产量分别达到 121.1 g/L 和 132.4 g/L，与出发菌株相比，乳酸钠产量分别提高了 23.7%

和 30.7%。转录水平分析结果表明，在高浓度钠离子的胁迫下，RS02775 基因的过表达

使得 P. acidilactici 中负责葡萄糖和木糖磷酸化的基因的表达水平显著提高，有效缓解了

钠离子对于糖磷酸化反应的抑制作用，使得菌株的糖利用速率和乳酸生成速率加快。本

研究为高浓度的乳酸钠发酵提供了一种有效方法。 

6.2  材料与方法 

6.2.1  菌株、培养基和培养条件 

本章使用的菌株见表 6.1。具有木糖代谢能力的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271

和生物脱毒菌株 A. resinae ZN1 的来源见 2.2.1。在质粒构建过程中使用的 E. coli XL1 

Blue 保存于本实验室。Na+/H+逆向转运蛋白基因 RS02775、RS02845、RS06435 和 RS08600

来源于 P. acidilactici DSM 20284，该菌株购于德国微生物菌种保藏中心 DSMZ（Scheiwg, 

Germany）。 

P. acidilactici、A. resinae ZN1 和 E.coli 的培养条件和培养基成分见 2.2.1 和 4.2.1。携

带表达质粒 pZY36e 的 E.coli 和 P. acidilactici 菌株在培养过程中需添加红霉素，终浓度

分别为 200 ug/mL 和 5 ug/mL。 

6.2.2  酶和试剂 

使用的酶和试剂的来源见 2.2.2 和 4.2.2。 

6.2.3  表达质粒和重组菌株构建 

本章构建的质粒和使用的引物如表 6.1 和表 6.2 所示，引物的合成由擎科生物公司

（Beijing, China）完成。 

PldhD 启动子来源于 P. acidilactici ZP26 基因组中 D-乳酸脱氢酶基因 ldhD 起始密码

子上游约 300 bp 的序列，在表达质粒 pMG36e 的酶切位点 EcoRI 和 XbaI 之间插入 PldhD

启动子以替换质粒的原始启动子 P32，得到表达质粒 pZY36e。Na+/H+逆向转运蛋白基因

均来源于 P. acidilactici DSM 20284，以 P. acidilactici DSM 20284 的基因组为模板，分别

扩增得到四个 Na+/H+逆向转运蛋白基因 RS02775、RS06435、RS02845 和 RS08600。使用

XbaI 和 PstI 内切酶分别对表达质粒 pZY36e 和 RS06435 基因片段进行酶切处理，再通

过连接酶将两者进行连接，得到重组质粒 pZY36e-RS06435。使用 XbaI 和 SalI 内切酶分

别对质粒 pZY36e 和三个基因片段（RS02775、RS02845 和 RS08600）进行酶切处理，再

使用连接酶将质粒和基因连接在一起，分别得到重组质粒 pZY36e-RS02775、pZY36e-

RS02845 和 pZY36e-RS08600。以上重组质粒的构建均在 E. coli XL1 Blue 中进行，重组

质粒均经过擎科生物公司测序验证，验证正确后再进行下一步的电转化。 

P. acidilactici ZY271 感受态细胞的制作和表达质粒的电转化方法见 4.2.3。制作完 P. 

acidilactici ZY271 感受态后，将空载质粒 pZY36e 和四个重组质粒（pZY36e-RS06435、
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pZY36e-RS02775、pZY36e-RS02845和 pZY36e-RS08600）分别电转化至P. acidilactici 中，

电转后的菌株置于 42 oC 培养。利用设计好的表达质粒上的通用验证引物，对平板上长

出的单菌落进行菌落 PCR 验证，筛选得到条带大小正确的阳性克隆，即为表达质粒成

功转入至 P. acidilactici ZY271 的重组菌株。 

6.2.4  原料和生物炼制过程 

小麦秸秆原料和生物炼制过程见 2.2.3。 

6.2.5  乳酸钠发酵 

合成培养基的乳酸钠发酵：发酵在含有 600 mL 简化 MRS 培养基的 3 L 生物反应

器中进行，葡萄糖和木糖浓度分别为 100 g/L 和 50 g/L。将培养好的 P. acidilactici 种子

液按照 10%（v/v）的接种量加入至 3 L 生物反应器中（加入终浓度为 5 μg/mL 的红霉

素），在 42 ℃，150 rpm 的条件下发酵 72 h，期间添加 13.5 M NaOH 溶液调节 pH 至

5.5。 

麦秆条件下的同步糖化共发酵（SSCF）：首先对 25%（w/w）固含量的经预处理和

脱毒后的麦秆进行预糖化，预糖化的具体操作见 2.2.5。在结束预糖化后，在 5 L 反应

器中接入培养好的 P. acidilactici 种子液（加入终浓度为 5 μg/mL 的红霉素防止质粒丢

失），进行同步糖化共发酵，发酵条件为 42 ℃，150 rpm，期间添加 13.5 M NaOH 溶液

调节 pH 至 5.5。 

6.2.6  HPLC 分析 

定期从发酵液中收集样品，样品在 12000 rpm 下离心 3 min，取上清，上清经 0.22 

µm 的滤膜进行过滤除菌后用于 HPLC 分析。葡萄糖、木糖和乳酸的检测见 2.2.6。 

6.2.7  荧光定量 PCR（qRT-PCR）分析 

以携带空载质粒的菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e)作为对照组，过表达了

RS02775 基因的工程菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e- RS02775)为实验组，分别进行

菌体的收集。将培养好的 P. acidilactici 种子液接入含有 600 mL 简化 MRS 培养基的 3 

L 罐中，以 100 g/L 葡萄糖和 50 g/L 木糖作为混合碳源，42 ℃、150 rpm 条件下培养 12 

h 后进行菌体的收集，培养期间添加 13.5 M NaOH 溶液调节 pH 至 5.5。菌体的收集、

RNA 的提取、反转录实验和 qRT-PCR 反应见 4.2.6，qRT-PCR 实验使用的引物见表

6.3。P. acidilactici 的 16S rRNA 基因作为内参基因，以携带空载质粒的菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e)作为对照组，工程菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e- 

RS02775)为实验组，各基因的转录水平的计算方法为 2-∆∆CT。
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表 6.1  本章节所用的菌株和质粒 

Table 6.1  Strains and plasmids used in this chapter 

Strains Description Sources 

E. coli XL1-blue Host for plasmid construction Stratagene 

A. resinae ZN1 

P. acidilactici DSM 20284 

Biodetoxification fungus  

Wild strain 

[64] 

DSMZ (Scheiwg, Germany) 

P. acidilactici ZY271 Engineered for L-lactic acid fermentation [79] 

P. acidilactici ZY271 (pZY36e) P. acidilactici ZY271 harboring the empty plasmid pZY36e This work 

P. acidilactici ZY271(RS02775) 

P. acidilactici ZY271(RS02845) 

P. acidilactici ZY271(RS06435) 

P. acidilactici ZY271(RS08600) 

P. acidilactici ZY271 harboring the plasmid pZY36e-RS02775  

P. acidilactici ZY271 harboring the plasmid pZY36e-RS02845 

P. acidilactici ZY271 harboring the plasmid pZY36e-RS06435 

P. acidilactici ZY271 harboring the plasmid pZY36e-RS08600 

This work 

This work 

This work 

This work 

Plasmids Description Sources 

pZY36e Expression plasmid with PldhD replacing P32 promoter of pMG36e [228] 

pZY36e-RS02775 

pZY36e-RS02845 

pZY36e-RS06435 

pZY36e-RS08600 

RS02775 was inserted into pZY36e at XbaI and SalI sites 

RS02845 was inserted into pZY36e at XbaI and SalI sites  

RS06435 was inserted into pZY36e at XbaI and PstI sites 

RS08600 was inserted into pZY36e at XbaI and SalI sites 

This work 

This work 

This work 

This work 
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表 6.2  用于基因表达的引物 

Table 6.2  Primers used for expression genes 

Primers (Sequences 5’- 3’) 

PldhD-F CCGGAATTCTGCTCTGGTGTGCAGACCAGAC 

PldhD-R CTAGTCTAGATGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTA 

RS02775-F CTAGTCTAGAATGAATATTTTGATTTCAACCTTT 

RS02775-R 

RS02845-F 

RS02845-R 

RS06435-F 

RS06435-R 

RS08600-F 

RS08600-R 

ACGCGTCGACTTAAACCATTTGATTTTGTGGA 

CTAGTCTAGAATGGAAAAGAAAACGCGCAA 

ACGCGTCGACCTAGGCTGCAGAACGTTTTGC 

CTAGTCTAGAATGCAAAAGGTAAGGACACG 

AACTGCAGTTAATCAGAGCTTGCCTTACTTC 

CTAGTCTAGATTGAACGTTTTATTTTTCATT 

ACGCGTCGACTTACGCGTAAATGTAATCG 

注：下划线表示酶切位点。 

表 6.3  用于 qRT-PCR 分析的引物 

Table 6.3  Primers of qRT-PCR analysis 

Genes Primer sequence (forward) Primer sequence (reverse) 

16S rRNA GTCCATGCCGTAAACGATGATT CTTTTGAGTTTCAACCTTGCGG 

manX_0095 TCAACAGCGGAATAACGG TCAACAGCGGAATAACGG 

manX_0101 ACCGACGGAAAGATTGGG TTCGCTAGGAACTTGTTGGATA 

manX_1353 TACGCTGATAATGACGAG AACAACGGTCCTAGAAAG 

manX_1749 GGCTAAGGACGACAAACA TGGTCAAACGCCAATACG 

glk CATGCTCGGTTTGGCACT TGAAGAACGCACGGTAGA 

gpi CGCAAGCAAGGAATACAC TTACCTTCGGATTCACCC 

xylA CACATCAATACGATACGGACGC CACATCAATACGATACGGACGC 

xylB GGTTACCTTGGCAGCTGGATAT GGAGTCCGTTCTCCAACGATGT 

tkt TTGGGAGCACGTTCTTTGTCTT TTCAATCGGCTCATGAGTTGGT 

tal CAATCACCACGGTAGAACAGGT CTTTCAATCAAATGATGCGGAT 

pfk CAGAACACGGATACAATACA TACTTGAACCGCAAACAC 
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fba CTGCTGGATACAGCTCAG TCTTCTTCACCACCGATT 

gap GTTGGAACGAAGACGAGGTA CCATTTGGCAAGTGAAGC 

pgk ACAGCAATGAAGGCAGAA TTGTCAAGTAAGTGGTCGA 

gpm_0753 GGTTACTGCCTTACTGGGTT CCTGGTCCGAAATCTGTTC 

gpm_1569 CAGCAGTTCCGCCACATA TTCATTCCCTCCATCACG 

eno_0126 TCAAGATGGGTGCTGCTA CCTGAACGGTGAGATACG 

eno_1046 AAGGGATGGCAAATTCAA CACGGTAAAGTCCGCAAC 

pyk TTCGTAAGCCTCAAGACG CAACACCCATGTCACCAC 

ldh AAAGCCAGGTGAAACACG TTCCTTAGGGAAGCCAGA 

pdhA GATACGCAATCTCCACCC TGCCATCTACAGCCCACT 

pdhC CAATGCCTTCGGTTCGTG TTCAGCAGCCTTTGGAGC 

pdhD ATCATCATTGGTGGTGGG TGTCTACGCCGTTCTTCT 

pta GATCAGTGGAGCCTTCCTCATG AAGCAACCTTAGGGTCAATTCC 

ackA1 CAATTACGGCGATTAAGGATGG CCAAAGAAACGTCGATGTCTC 
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6.3  结果与讨论 

6.3.1  P. acidilactici 的 Na+耐受能力考察 

为了评估 P. acidilactici 对于钠离子的耐受能力，在培养基中添加额外的氯化钠以营

造不同浓度的 Na+环境，考察了 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici ZY271 对于 Na+的耐受性

能。Na+的浓度梯度分别设置为 0 g/L、5 g/L、15 g/L 和 25 g/L，分别对应 0 M、0.22 M、

0.65 M 和 1.09 M 的 Na+。结果如图 6.1 所示，随着 Na+浓度的增加，P. acidilactici 菌株

对于葡萄糖和木糖的利用率逐渐降低，乳酸钠的产量也逐渐降低。当 Na+浓度达到 1.09 

M 时，P. acidilactici 的糖利用能力和 L-乳酸钠的产量出现急剧下降，乳酸钠产量下降至

2.0 g/L。1.09 M Na+相当于 122 g/L 的乳酸钠，一般被认为是乳酸发酵的较低浓度。以上

结果表明，P. acidilactici 菌株对 Na+高度敏感，因此需要提高 P. acidilactici 菌株对于高

浓度钠离子的耐受性来实现高浓度乳酸钠的发酵。 

 

 

图 6.1  对出发菌株 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力考察 

Fig. 6.1  The Na+ tolerance evaluation of strain P. acidilactici ZY271 

发酵条件：发酵使用 MRS 培养基，碳源为 100 g/L 葡萄糖和 50 g/L 木糖，培养基中添加了 NaCl 以

营造不同浓度梯度的 Na+环境；1 L 罐，42 ℃，150 rpm，发酵 72 h，使用 13.5 M 的 NaOH 溶液为中

和剂，调节 pH 至 5.5。 

 

6.3.2  过表达 Na+/H+逆向转运蛋白基因以构建 Na+耐受性重组菌株 

为了提高 P. acidilactici 对 Na+的耐受性和乳酸钠的生产水平，我们试图通过过表达

Na+/H+逆向转运蛋白基因来增强菌株由胞内向胞外跨膜转运 Na+的能力，以降低高浓度

Na+对于细胞的胁迫作用。首先，我们在与 P. acidilactici ZY271 高度同源的 P. acidilactici 

DSM20284 的基因组（参照 NCBI 基因组: NZ_GL397067.1）中筛选到了 4 个 Na+/H+逆

向转运蛋白基因，分别为 RS02775、RS02845、RS06435 和 RS08600，这些基因负责钠离

子由胞内向胞外的跨膜运输。接着，我们分别将这四个基因构建至表达质粒 pZY36e 中，

分别得到了重组质粒 pZY36e-RS02775、pZY36e-RS02845、pZY36e-RS06435 和 pZY36e-
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RS08600（图 6.2 a）。将以上 4 个重组质粒和空载质粒 pZY36e 分别电转化至菌株 P. 

acidilactici ZY271 中，得到了 4 株重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775）、P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS02845）、P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS06435）和 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS08600）以及对照菌株P. acidilactici ZY271(pZY36e）。最后，

我们对这 4 株重组菌株在高浓度的钠离子条件下进行了乳酸钠发酵性能的评估（图 6.2 

b）。发酵结果显示，4 株重组菌株均表现出了更好的耐受钠离子的能力，乳酸钠产量分

别为 121.2 g/L、87.9 g/L、92.9 g/L 和 102.4 g/L，均优于出发菌株（77.3 g/L），其中，过

表达 RS02775 基因的重组菌株表现出最佳的乳酸钠发酵性能（121.2 g/L）。因此，重组

菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775）被选为后续研究的重点。
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(a) Construction of expression plasmids for Na+ antiporter genes  

 

(b) Sodium lactate fermentation by P. acidilactici recombinants overexpressing Na+/H+ antiporter genes 

 

图 6.2  过表达了 Na+/H+逆向转运蛋白的重组菌株的乳酸钠的发酵评估 

（a）Na+/H+逆向转运蛋白基因的表达质粒构建；（b）过表达 Na+/H+逆向转运蛋白基因的重组

菌株的乳酸钠生产 

Fig. 6.2  The fermentation evaluation of P. acidilactici recombinants overexpressing Na+/H+ antiporter 

genes 

(a) Construction of expression plasmids for Na+/H+ antiporter genes; (b) Sodium lactate fermentation by P. 

acidilactici recombinants overexpressing Na+/H+ antiporter genes 

发酵条件：发酵使用简化 MRS 培养基，碳源为 100 g/L 葡萄糖和 50 g/L 木糖；3 L 罐，42 ℃，150 

rpm，发酵 72 h，使用 13.5 M 的 NaOH 溶液为中和剂，调节 pH 至 5.5。
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为进一步评估 RS02775 基因对于钠离子的转运能力，我们对过表达了 RS02775 基

因的重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS07020)进行了合成培养基和木质纤维素条

件下的乳酸钠发酵评估（图 6.3）。首先，使用了以葡萄糖和木糖为混合碳源的合成培养

基来进行 L-乳酸钠的发酵，结果如图 6.3 a 所示，重组菌株的 L-乳酸钠产量为 121.1 g/L，

比出发菌株的 L-乳酸钠产量（97.9 g/L）高了约 24%。之后使用木质纤维素原料来进行

L-乳酸钠的发酵（图 6.3 b），即使用 25%（w/w）固含量的经预处理和脱毒后的小麦秸

秆进行了同步糖化与共发酵，重组菌株的 L-乳酸钠产量达到 132.4 g/L，比出发菌株的乳

酸钠产量（101.3 g/L）高了约 31%。以上结果表明，Na+/H+逆向转运蛋白基因 RS02775

的过表达显著缓解了高浓度钠离子对于 P. acidilactici ZY271 细胞的胁迫作用，显著提高

了在合成培养基和木质纤维素条件下的乳酸钠产量。我们对目前研究和本研究中的乳酸

钠生产情况进行了比较。Tian 等[229]使用菌株 B. coagulans DSM1/pNW33N 以葡萄糖为

碳源发酵生产的 L-乳酸钠产量和生产率分别为 99.6 g/L、1.8 g/L/h；Abdel-Rahman 等[230]

使用菌株 Enterococcus faecium QU 50 以木糖为碳源生产的 L-乳酸钠的产量和生产率分

别为 30.0 g/L、1.05 g/L/h；以上指标均低于本研究中的重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS07020)以葡萄糖和木糖为碳源时的 L-乳酸钠产量（121.1 g/L）和生产

率（1.7 g/L/h）。Nancib 等[231]和 Ohkouchi 等[232]利用 Lactobacillus sp.分别以枣渣和食物

废弃物为原料生产的 L-乳酸钠产量和生产率分别为 60.6-111.0 g/L、0.9-1.3 g/L/h；Kong

等[233]利用工程菌 Kluyveromyces marxianus 以玉米芯残渣为原料生产的 L-乳酸钠的产量

和生产率分别为 128.1 g/L、1.4 g/L/h。以上指标均不如本研究中重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS07020)的 L-乳酸钠产量（132.4 g/L）和生产率（1.8 g/L/h）。本研究为

高浓度的 L-乳酸钠发酵提供了一个有效方法。 
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图 6.3  P. acidilactici 出发菌株和工程菌株在合成培养基和麦秸条件下的乳酸钠发酵性能比较 

（a）合成培养基；（b）小麦秸秆 

Fig. 6.3  Comparison of sodium lactate fermentation performance of parental 

and engineered P. acidilactici strain using synthetic medium and wheat straw as feedstock 

(a) Synthetic medium; (b) Wheat straw 

发酵条件：（a）发酵在简化 MRS 合成培养基中进行；（b）麦秆条件下的同步糖化共发酵在 5 L 发酵

罐中进行，固含量为 25%（w/w），Cellic CTec2 纤维素用量为 4 mg 纤维素酶蛋白/g 干物料，50 ℃，

150 rpm 下预糖化 6 h 后开始 SSCF；出发菌株为 P. acidilactici ZY271(pZY36e)，工程菌株为 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e-RS07020)；42 ℃，150 rpm 发酵 72 h，使用 13.5 M 的 NaOH 溶液调节 pH

至 5.5。
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6.3.3  在 Na+胁迫下的 P. acidilactici 重组菌的糖代谢和乳酸生成基因的转录水平分析 

针对 Na+/H+逆向转运蛋白基因 RS02775 的过表达缓解了钠离子对细胞的胁迫作用、

提高了乳酸钠产量的现象，我们研究了 P. acidilactici 重组菌株中葡萄糖和木糖代谢路径

和乳酸生成路径上的相关基因的转录水平的变化。具体来说，我们以出发菌株 P. 

acidilactici ZY271(pZY36e)为对照组，对过表达了 RS02775 的重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS07020)中的糖代谢、乳酸生成及乙酸生成路径的相关基因进行了转录

水平变化的分析。结果如图 6.4 所示，与对照组相比，重组菌株中的几个与糖代谢和乳

酸合成直接相关的重要基因的转录水平显著上调了 10 倍以上，具体如下：（1）负责葡

萄糖磷酸化的 manX_0095、manX_1353 和 manX_1749 的表达水平分别上调了 14.45、

17.45 和 101.69 倍，负责木糖磷酸化的基因 xylB 的表达水平上调了 19.42 倍；（2）在乳

酸合成路径上的烯醇酶基因 eno_1046 的表达水平上调了 20.05 倍；（3）乙酸合成相关的

丙酮酸脱氢酶基因（pdhA 和和 pdhD）和磷酸乙酰转移酶基因（pta）的表达水平分别上

调了 11.88、14.95 和 15.42 倍。 

manX 基因编码的是甘露糖 PTS 系统中的 Enzyme IIAB（EIIAB）蛋白，该蛋白是乳

酸菌中非常重要的葡萄糖磷酸化酶，xylB 基因编码的木酮糖激酶，是木糖代谢的关键酶。

糖磷酸化步骤是糖转运至胞内的第一步代谢，manX_1749、manX_0095、manX_1353 和

xylB 基因的显著上调表达表明，RS02775 的过表达解除了高 Na+渗透压对于糖磷酸化反

应的抑制作用，恢复了磷酸化酶 EIIAB 和木酮糖激酶的活性，使得糖代谢速率显著提高。

烯醇化酶基因 eno 的表达上调激活了果糖-6-磷酸向 L-乳酸的转化，增加了 L-乳酸的合

成通量，使得乳酸钠产量显著提高。虽然丙酮酸到乙酸合成路径上的丙酮酸脱氢酶基因

pdhA/D 和磷酸乙酰转移酶基因 pta 的表达水平也出现上调，但负责乙酰磷酸转化为乙酸

的乙酸激酶基因 ackA2 在之前的工作中已被完全敲除，残留的 ackA1 基因编码的乙酸激

酶活性较低[79]。因此，乙酸的生成没有明显增加，而 pdh 基因上调表达合成的乙酰辅酶

A 可能进入了不完整的 TCA 循环。 
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图 6.4  高 Na+胁迫下的 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)中糖代谢、L-乳酸生成及乙酸合成

路径上的基因的转录水平分析 

Fig. 6.4  Transcriptional analysis on the genes of sugar metabolism, L-lactic acid generation and acetic 

acid synthesis in P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775) under high Na+ stress 

注 : qRT-PCR 实验以菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e) 为对照组，重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)为实验组，内参基因为 16S rRNA，每组实验都有三个平行；图中括号内的

值表示重组菌株中的基因的相对表达量变化。 
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6.4  本章小结 

高浓度的乳酸钠发酵带来的高浓度的钠离子抑制了发酵菌株的细胞活性和发酵效

率。为了实现高效的乳酸钠发酵，在本章节中，我们通过过表达 Na+/H+逆向转运蛋白基

因 RS02775 来提高菌株对于钠离子的耐受性，成功得到了一株钠离子耐受性显著提高的

重组菌株 P. acidilactici ZY271(pZY36e-RS02775)，乳酸钠的产量得到显著提高。本章节

的主要研究结论如下： 

（1）P. acidilactici 对钠离子高度敏感，在高浓度乳酸钠的发酵过程中，高浓度的钠

离子严重抑制了 P. acidilactici 的糖利用和乳酸发酵性能。 

（2）分别将 4 个 Na+/H+逆向转运蛋白基因在 P. acidilactici ZY271 中进行过表达，

其中过表达了 Na+/H+ 逆向转运 蛋白基因 RS02775 的重组菌株 P. acidilactici 

ZY271(pZY36e-RS02775)对于钠离子的耐受性最强，糖利用和乳酸钠的生成能力均有显

著提高。在合成培养基和 25%（w/w）固含量的麦秆为发酵原料的条件下，重组菌株的

乳酸钠产量分别为 121.1 g/L 和 132.4 g/L，与出发菌株相比，其乳酸钠的产量提高了 24%

和 31%。本研究为高浓度的乳酸钠发酵提供了一种有效方法。 

（3）转录分析结果表明，在高浓度钠离子的胁迫下，RS02775 基因的过表达使得 P. 

acidilactici 中负责葡萄糖和木糖磷酸化的基因的表达水平明显提高，有效缓解了钠离子

对于糖磷酸化反应的抑制作用，使得糖利用速率和乳酸生成速率加快。
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第 7 章  结论与展望 

7.1  结论 

聚乳酸是替代石油基塑料的可生物降解聚合物中最重要的生物基材料。目前聚乳

酸生产所需的高纯度乳酸单体依赖于昂贵和有限的粮食淀粉原料，造成生产成本高、

威胁粮食安全的问题。本研究旨在廉价易得、可再生和非粮性质的木质纤维素生物质

来作为替代原料，聚焦于生产高化学纯度和高光学纯的聚乳酸前体，即乳酸和丙交

酯。 

目前，使用木质纤维素原料合成乳酸和丙交酯的过程中仍然存在诸多障碍，包

括：（1）预处理过程中产生的抑制物不仅会降低乳酸的发酵指标，残留的抑制物作为

杂质成分存在于乳酸单体中，会严重阻碍后续丙交酯和聚乳酸的合成；（2）发酵微生

物对木质纤维素中的非葡萄糖单糖（木糖、阿拉伯糖、甘露糖和半乳糖）的转化效率

低下，不仅大幅降低了乳酸得率，乳酸单体中的残糖还严重阻碍了丙交酯的合成。因

此，残糖和抑制物是利用木质纤维素生产高纯度的聚合级乳酸和合成丙交酯的两大关

键障碍。针对以上关键问题，本论文一方面，使用生物脱毒技术和具有全糖代谢能力

的乳酸片球菌工程发酵菌株来分别解除抑制物和残糖对于聚合级乳酸生产和丙交酯合

成的负面影响；另一方面，对乳酸片球菌工程菌中的全糖协同代谢合成乳酸的机制进

行了深入挖掘和多层面的分析。 

本论文的主要结论如下： 

（1）克服了严重影响纤维素乳酸纯度和产量的抑制物和残糖障碍，获得了高纯度

的聚合级纤维素乳酸。在干法生物炼制技术平台上，使用生物脱毒方法降解了大部分的

弱酸类、呋喃类和酚醛类抑制物；使用具有全糖利用能力的 L-乳酸发酵工程菌 P. 

acidilactici ZY271 和 D-乳酸发酵工程菌 P. acidilactici ZY15 作为发酵菌株，协同和完全

地转化木质纤维素来源的葡萄糖和四种非葡萄糖单糖，实现了高浓度和极低残糖浓度的

纤维素 L-乳酸和 D-乳酸的生产；通过常规的分离纯化后，得到了符合聚合纯度要求的

纤维素 L-乳酸和 D-乳酸。 

（2）首次实现了木质纤维素来源的 L-和 D-丙交酯的合成。使用纯化后的纤维素 L-

乳酸和 D-乳酸分别作为聚合单体进行了解聚和缩聚反应后，实现了纤维素 L-丙交酯和

D-丙交酯的合成，且 L-和 D-丙交酯的结构、性质和元素组成等各项指标均与淀粉原料

制备的 L-和 D-丙交酯标品的特征一致。 

（3）成功解析了 P. acidilactici ZY271 协同代谢己糖和戊糖全转化为乳酸的机制，

成功挖掘了一个表达水平异常上调的甘露糖转运蛋白基因簇。通过糖代谢和糖转运蛋白

基因的转录水平分析，在 P. acidilactici ZY271 中发现和筛选得到一个转录水平出现异常

显著上调、编码甘露糖 PTS 转运蛋白的 manXYZ 基因簇；通过基因的敲除、弱化表达和
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基因的转录水平分析，发现 manXYZ 基因簇在己糖（葡萄糖、甘露糖、半乳糖）和戊糖

（木糖和阿拉伯糖）的转运和磷酸化过程中发挥主导作用，确定了 manXYZ 是解除非葡

萄糖单糖转运限速步骤的关键基因簇。 

（4）成功解析了 manXYZ 基因簇异常表达上调的调控机制，清晰阐明了乳酸片球

菌工程菌的全糖协同代谢机制。通过转录调控蛋白的序列分析，发现特定的木糖适应性

进化诱发了 P. acidilactici 中的 manXYZ 表达上调，同时伴随着 CcpA 和 RS07020 转录调

控蛋白突变；通过氨基酸的定点突变实验和基因转录水平分析，发现 CcpA 的 T65I 突变

和 RS07020 蛋白的 E159G 突变是诱发 manXYZ 基因簇表达发生上调的关键因素，也是

提高 P. acidilactici 工程菌中己糖和戊糖共代谢速率的重要原因。 

（5）成功构建了一株钠离子耐受性显著提高的乳酸片球菌重组菌株，实现了高浓

度的乳酸钠发酵。通过异源过表达 Na+/H+逆向转运蛋白基因，发现 RS07020 的过表达有

效提高了 P. acidilactici 对于钠离子的耐受性；与出发菌株相比，重组菌株在以纯糖为碳

源的合成培养基和麦秆酶水解糖化液中的乳酸钠产量提高了 24%-31%，乳酸钠的产量

达到 121.1-132.4 g/L。 

7.2  创新点 

（1）使用生物脱毒技术和具有全糖利用能力的乳酸片球菌工程菌株分别克服了阻

碍木质纤维素来源的丙交酯合成的两大障碍（抑制物和残糖），首次实现了木质纤维素

来源的 L-丙交酯和 D-丙交酯的合成，为利用木质纤维素生产生物可降解的聚乳酸材料

奠定了基础。 

（2）成功解析了工程菌 P. acidilactici ZY271 中协同代谢葡萄糖和非葡萄糖单糖的

机制，发现表达显著上调的转运蛋白基因簇 manXYZ 是解除非葡萄糖单糖利用的限速转

运步骤的关键因素，为解决其它菌株中非葡萄糖单糖的利用难题提供了解决思路和方法。 

（3）成功构建了一株钠离子耐受性显著提高的工程菌株，实现了高浓度的乳酸钠

发酵，为高浓度的乳酸钠生产提供了一个有效方法。 

7.3  展望 

本论文一方面通过合成生物学的方法克服了聚乳酸前体生产面临的关键障碍，首次

成功实现了木质纤维素来源的丙交酯的合成；另一方面，清晰地阐明了乳酸片球菌工程

菌协同和全代谢木质纤维素来源的己糖和戊糖的机制。但本论文仍然存在一些需要进一

步研究的问题： 

（1）糖转运机制的研究工作需要进一步完善。在接下来的工作中，可以对本研究中

获得的木糖适应性进化菌株进行转录组分析和基因组重测序，全面挖掘关键差异基因，

重点关注糖转运蛋白的表达量变化和转录调控因子的突变情况，探究转录调控蛋白突变

规律以及与糖转运蛋白表达调控之间的关系，进一步完善非葡萄糖单糖转运的调控机制。 

（2）探究特异性糖转运蛋白对改善其它菌株中的非葡萄糖单糖利用的作用。对其
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它生物炼制菌株（如谷氨酸棒状杆菌、皮状丝孢酵母和运动发酵单胞菌等）进行特定条

件的适应性进化以提高菌株对于木糖、阿拉伯糖等非葡萄糖单糖的利用能力，挖掘出不

同菌株中特异性的全糖转运蛋白，通过增强内源的全糖转运蛋白表达或者引入异源的全

糖转运蛋白来增强菌株对非葡萄糖单糖的转运能力，从而解决非葡萄糖的利用难题。 

（3）尝试利用转录调控因子对糖转运蛋白表达的调控作用来改善非葡萄糖的利用。

在其他生物炼制菌株中（如谷氨酸棒状杆菌、皮状丝孢酵母和运动发酵单胞菌等）筛选

与 CcpA 和 RS07020 蛋白同类型的转录调控因子，尝试对其关键氨基酸位点进行点突变

以增强非葡萄糖单糖转运蛋白的表达，进一步提高菌株对非葡萄糖单糖的利用能力。 
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附录 I 

G1 菌株中转录调控蛋白 CcpA 和 RS07020 的氨基酸序列 

1、CcpA 的氨基酸序列 

MSKQTITIYDVAREAGVSMATVSRVVNGNPNVKPDTRKKVNEVIERLDYHPNAVARG

LASKKSTIIGVILPDITEMFFAALARGIDDIASMYKYNIILENSDEDVDKKVEVLENLLA

KQVDGVIYMGNAIDDRLREALKSARTPVVFAGSVDDKHALPSVSIDNEAAVYESVRK

LIENKNKKVAFVSGPLSQPVNGKFRIEGYKRALAESNIDFDESLVFETTNTYEDGIKLA

SQIASSDITAAFVANDRLAVGLLNGLQDLNVKVPEEFEIMTSNNTNLTKMVRPQISSIG

HPMYDTGAVAMRLLTKLMNKEEVEERNITLPFDMVFRQSTK 

 

2、RS07020 的氨基酸序列 

MKRQERIYQYVLEHTEPASADEANRQNGLTTSMIADALKIARSNVSKELNDLVRQRK

LFKISGRPVRYCQLALNEDDPLAQDPSEYHIEDGISGMELGKKKLAGKLDKPTAAKQ

LSVHKDIFDRMIGKDQSMKNQIEQAKAAMLYPPRGLNTLIIGPTGSGKTYFANAMFDF

AQARNLLSKDQQLVTFNCADYAHNPELLMSHLFGYVKGAFTGADDEQDGLIQEADG

GMLFLDEVHRLPPEGQEMIFYFMDHGTYSRLGETAKTHHANVRLVCATTEDPESTLL

QTFVRRIPITIQLPPFNKRSPEERIELLRSLVTIEANRTNKEITLTEDVVQALLGSVTYGN

VGQLKSNIQLVCAKGFLNNIGNEGKIMITSDDLPSNIKDGLLNLASNRQELGAISKLLE

PYMVVKPGASYATPVTRKDSYELPYNLYEIIGDKAMMLREEGLDQENINNFITTDINL

HLKSFYKNDLDTVNAESKLAEIVDKGIINFTKQIQPKVENRLNYRFKDNFIYAMSLHIS

SFIKRIQSGKPMRLMGNDLMAMVKDYPEELEVAKSIKESLEQRYGLPIPESESYYLAV

LLISLKTVPTSTGKVGIVVAAHGSNTASSMAQVVSQLLSDNSIQAFDMPLDMNPQVAY

KGIVDRVRAADQGEGVLLLVDMGSLSTFGPKITEETQIPVKVIDMVTTAMVLEATRK

ASFIDSNLDEIYAELREFHGYSRVAITDEGQSMEDDQAVAMLSGKPKAVIAVCSTGEGT

AQKIKGILDQLLLQNLIEDIKVFPISIVNMHQAIEEINQKYTIVATTGVMDPEVGVPFMP

LQSLLQGGGEKFVRQLAERSELSWVFDEKDAKLTRSVCRQYLSKYFVFLNADKFADI

LWNYVDYLAQSRQVEFSESFRINLIMHVAGAVERQLTNNPMQVNAAELAEVQEQPW

FKAVQEADDQFLQRIQIKMTLGEEFYIYKLLETWQEKNDTILNEMEKNQ 
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