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钠钙金属离子胁迫下的乳酸片球菌发酵性能研究 

摘要 

木质纤维素生物炼制生产纤维素乳酸的过程包括预处理、脱毒、糖化、发酵等多个

步骤。发酵过程需添加氢氧化钙或氢氧化钠等碱性化合物中和乳酸代谢产物，从而造成

发酵液中 Na+、Ca2+等金属离子在发酵液中的富集。高浓度金属离子会抑制乳酸发酵菌

株的生长、代谢和乳酸发酵性能。针对这一问题，本文研究了一株重要的乳酸发酵工程

菌株乳酸片球菌 Pediococcus acidilactici ZY271 对 Na+、Ca2+的耐受性，及其在金属离子

胁迫下的手性乳酸发酵性能，为该菌株的代谢工程改造提供金属离子耐受机制方面的依

据。 

本文第一部分对 P. acidilactici ZY271 进行了 Na+耐受性基因的挖掘和测试。首先将

前期研究中质粒表达时展现出优异 Na+耐受能力的 Na+/H+逆向转运蛋白编码基因

RS02775 整合到 P. acidilactici ZY271 的基因组上，得到了一株重组菌株 P. acidilactici HN。

发现该重组菌株在高浓度 Na+胁迫下并未表现出预期的生长优势或 Na+耐受能力，其发

酵过程中糖耗和乳酸产量均有所下降。通过适应性进化，并没有明显改善 P. acidilactici 

HN 的钠离子耐受性。通过测定细胞内外 Na+浓度，发现 P. acidilactici HN 有明显的 Na+

外排能力。通过 qRT-PCR 分析发现，P. acidilactici HN 的 H+-ATPase（F1Fo-ATPase）相

关基因上调表达明显。进一步推测 H+-ATPase 很可能与 Na+/H+逆向转运蛋白一起参与了

P. acidilactici 对 Na+的外排，后续将通过提高 H+-ATPase 的活性提高 P. acidilactici Na+

的耐受性。 

本文的第二部分研究了 Ca2+对 P. acidilactici ZY271 的抑制作用，并尝试对 P. 

acidilactici ZY271 进行高浓度 Ca2+耐受性改造。首先利用生物炼制中木质素残渣燃烧形

成的灰分作为中和剂使用，发现灰分可替换 100%的碳酸钙和 40%的氢氧化钙，并在发

酵液中形成高浓度 Ca2+富集。通过 qRT-PCR 分析发现 P. acidilactici ZY271 在高浓度 Ca2+

浓度胁迫下，DMT（drug/metabolite transporter）家族转运蛋白编码基因 RS00830 显著上

调表达。将该基因整合到 P. acidilactici ZY271 后得到重组菌株 P. acidilactici HD，并分

别在高浓度 Ca2+、Na+培养基和麦秆水解液中测试了重组菌株的乳酸发酵性能。结果发

现，在高浓度 Ca2+条件下，P. acidilactici HD 的糖代谢和乳酸发酵能力并没有得到明显

改善。意外发现在高浓度 Na+发酵条件中，P. acidilactici HD 的葡萄糖消耗速率有明显提

升。这表明 DMT 家族转运蛋白改善了 P. acidilactici 对 Na+的耐受性。在高浓度 Na+的木

质纤维素体系，提高 P. acidilactici ZY271 的 L-乳酸产量可能需要整合表达 DMT 家族转

运蛋白和 L-乳酸脱氢酶。 

综上所述，针对手性乳酸发酵菌株在木质纤维素生物炼制过程中的高浓度金属离子

胁迫问题，本论文发现 Na+/H+逆向转运蛋白的整合表达不足以提高 P. acidilactici 的 Na+

耐受能力，可能还需要 H+-ATPase。通过遗传操作发现 DMT 家族转运蛋白能够提高 P. 
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acidilactici 对高浓度 Na+的耐受性。本论文将为乳酸菌在高浓度金属离子胁迫下的生长

代谢能力提升提供重要的实验依据。 

关键词：纤维素乳酸；Na+；Ca2+；Na+/H+逆向转运蛋白；DMT 转运蛋白；H+-ATPase 
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Study on fermentation performance of Pediococcus acidilactici under 

sodium and calcium ion stress 

Abstract 

Biorefinery process for production of cellulosic lactic acid includes the multiple steps of 

pretreatment, detoxification, saccharification and fermentation. Neutralizers used in the 

fermentation like calcium hydroxide and sodium hydroxide might react with the lactic acid, 

leading to a high concentration of metal ions, such as Na+ and Ca2+. Metal ions of high 

concentrations in lignocellulose hydrolysates negatively affect the activity of lactic 

acid-producing strains, and thus resulting in decreased fermentation productivity. This study 

focuses on the tolerance of the engineered lactic acid-producing strain, Pediococcus 

acidilactici ZY271, toward Na+ and Ca2+ stress in L-lactic acid fermentation to provide a 

basis for the metal ion tolerance for microbial metabolic engineering.  

In the first part, the exploration of the Na+ tolerance gene in P. acidilactici ZY271 was 

studied. First, the Na+/H+ antiporter gene RS02775, which showed excellent Na+ efflux ability 

in plasmid expression, was integrated into P. acidilactici ZY271 to obtain a recombinant 

strain, P. acidilactici HN. The results showed that the recombinant strain did not show 

superiority in cell growth and Na+ tolerance, but in contrast, the sugar consumption and lactic 

acid production were decreased. The Na+ tolerance of P. acidilactici HN was not significantly 

improved by adaptive evolution. By measuring the concentration of Na+ inside and outside 

the cell, the results demonstrated that P. acidilactici HN had obvious ability of Na+ efflux. 

Through qRT-PCR analysis, the expression of H+-ATPase-related genes in P. acidilactici HN 

were significantly upregulated. Further speculation suggests that H+-ATPase might be 

involved in Na+/H+ antiporter efflux of Na+ in P. acidilactici and the tolerance P. acidilactici 

to Na+ could be further enhanced by increasing the activity of H+-ATPase. 

The second part of the thesis aimed to investigate the inhibitory effects of Ca2+ on P. 

acidilactici ZY271 and attempt to construct the recombinant strain with improved tolerance to 

a high concentration of Ca2+. In addition, the investigation of utilizing the ash produced by the 

combustion of lignin residue in biorefinery as a neutralizer was previously studied. The 

results demonstrated that the ash could replace 100% calcium carbonate and 40% calcium 

hydroxide as neutralizers in cellulosic L-lactic acid fermentation. But in contrast, it caused a 

high amount of Ca2+ enrichment in the fermentation broth. We found that RS00830, a gene 

encoding DMT (drug/metabolite transporter) family transporter, was significantly 

up-regulated in P. acidilactici ZY271 cultivated under high Ca2+ stress. Afterward, the gene 

was integrated into the genome of P. acidilactici ZY271 to obtain the recombinant strain P. 

acidilactici HD. Moreover, the performance evaluation of the lactic acid fermentation was 

carried out in high Na+ and Ca2+-containing MRS medium and wheat straw hydrolysate. The 

results indicated that P. acidilactici HD exhibited no significant improvement in lactic acid 

accumulation and glucose consumption under high concentrations of Ca2+. While P. 
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acidilactici HD demonstrated an increasing glucose consumption under fermentation 

cultivation with a high concentration of Na+, indicating DMT family transporter improve the 

tolerance of P. acidilactici to Na+. In the cellulosic lactic acid refinery with high concentration 

of Na+, L-lactate dehydrogenase might be co-integrated with DMT family transporter to 

increase the L-lactic acid production of P. acidilactici ZY271. 

In summary, in order to solve the problem of high concentration metal ion stress of chiral 

lactic acid fermentation strains in lignocellulose biorefining process. It was found that 

H+-ATPase may be involved in the efflux of P. acidilactici to Na+ and DMT family transporter 

could improve the tolerance of P. acidilactici to high concentration Na+. This study will 

provide an important experimental basis for the improvement of growth and metabolism of 

lactic acid bacteria under high concentration metal ion stress. 

Keywords: Cellulosic lactic acid; Na+; Ca2+; Na+/H+ antiporter; DMT family transporter; 

H+-ATPase 
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第 1 章  绪论 

1.1  木质纤维素生物炼制 

1.1.1  木质纤维素概述 

石油、天然气和煤炭这些传统化石资源的开发推动了工业和社会经济的发展，然而，

我们必须认识到这些化石燃料是有限的，随着时间的推移这些传统资源将会逐渐枯竭。

此外，依赖这些传统资源会不可避免地导致大量温室气体的排放，给自然环境造成了巨

大的压力。因此，为了确保资源供应的可持续性，减少环境的负面影响以及发展循环经

济和实现“双碳”目标，迫切需要开发新型资源以代替传统化石资源。木质纤维素作为

地球上最丰富的可再生资源，可用于制备生物基材料、生物基能源和生物基化学品，是

替代石化资源的最佳原料。 

木质纤维素主要成分为纤维素（30%-50%）、半纤维素（20%-30%）、木质素（15%-30%）

和少量的灰分[1-3]。其中纤维素由 D-吡喃葡萄糖通过 β-1,4-糖苷键结合形成同聚多糖，

大约 30 个糖链合成一个小纤维（纤丝，原纤丝）单元，之后在氢键和范德华力的共同

作用下被包裹成稳固的微纤维，最后聚集形成纤维[4]。半纤维素含量仅次于纤维素，是

异质多聚体，通常由 50~200 个糖单元构成，包含木糖、阿拉伯糖和半乳糖等多种单糖[5]。

在不同种类的木质纤维素原料细胞壁中，半纤维素含量、主链与侧链的类型和长度存在

差异。木质素是由对羟基苯基丙烷（H）、愈创木基丙烷（G）和紫丁香基丙烷（S）三

种基本结构单元通过醚键或 C-C 连接而成的一种复合有机聚合物，在木质纤维原料中主

要充当粘合剂，为植物细胞壁中的次生壁提供机械稳定性、刚性、防水性和抗菌性[6, 7]。

纤维素、半纤维素和木质素这三种主要成分之间存在复杂的相互作用，其中纤维素与半

纤维素通过氢键连接，木质素则通过化学键与半纤维素形成坚实的木质素-碳水化合物[8, 

9]。木质纤维素除了主要的三种结构成分还有少量灰分，灰分指木质纤维素经燃烧过程

后剩余的物质，在植物生长、收获和收集过程中从环境中积累的土壤灰分称为吸附灰，

是预处理过程中和酸催化剂的主要原因。在植物生长过程中融入植物的矿物质和植物中

产生的灰分称之为结构性灰分，如植物生长期间从土壤吸收的钾、磷、钙和镁等。不同

植物类型的结构灰分含量和化学组成差异显著。这些成分共同构成了木质纤维素的复杂

结构，赋予了其坚韧性和稳定性。木质纤维素生物炼制是指将价格低廉的木质纤维素转

化为为高附加值的生物基产品的过程，主要包括预处理、脱毒、糖化和发酵等步骤[10-13]。 
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图 1.1  木质纤维素主要组分和结构示意图[14] 

Fig. 1.1  Diagram of main components and structure of lignocellulose[14] 

 

1.1.2  预处理 

木质纤维素原料因其强大的抗降解屏障，导致后续的酶水解能力十分有限[15, 16]，因

此，预处理旨在破坏木质纤维原料的致密结构，促进生物催化剂与原料中的纤维素接触，

以提高木质纤维素原料的可利用性[17]。工业应用前景较好的预处理方法应具备以下特点
[18]：（1）能够有效地解离纤维素、半纤维素和木质素，实现高效的酶水解；（2）在预处

理过程中，纤维素和半纤维素的损失较少，回收率较高；（3）预处理过程中产生的发酵

抑制物较少，不会对后续发酵过程造成不利影响；（4）该预处理方法应具备清洁、安全

的特点，满足环保和安全要求。 

目前，针对木质纤维素的预处理方法主要可分为四种[19, 20]：物理法、化学法、物理

化学法和生物法。物理法可通过破坏细胞壁，减小纤维素粒径，并增加表面积孔径，降

低纤维素结晶度与聚合度，促进表面蜡质结构与细胞壁分离，提高酶解效率[21]。常见的

操作包括磨碎、粉碎、压缩和振荡等，物理法预处理由于存在能耗高、预处理效果不理

想等问题，通常不会单独使用，而是用作其他预处理方法的前处理手段，或者作为化学

预处理的附属手段。化学方法致力于通过破坏木质纤维素内部结构和纤维素与木质素之

间的化学键，使其更容易被水解酶吸附和水解[22]。化学预处理较为普遍，包括碱法、酸

法、有机溶剂法、水热法以及新型方法（如离子液体和低共熔溶剂法（Deep Eutectic 

Solvents，DES）。碱法预处理时间相对较长，通常消耗大量的水来洗涤，存在成本高，

试剂废液回收难等问题。酸法应用频率较高且效果好，可以破坏木质素、溶出半纤维素，

有效降低木质纤维素的结晶度，使其更容易被生物酶降解[23, 24]。但是存在一些缺点，如

酸用量比较大；纤维素降解严重，导致生成的己糖和戊糖进一步被分解，转化为糠醛和

羟甲基糠醛等抑制物，这些抑制物会对后续的酶解过程和微生物发酵产生明显的抑制作

用，从而影响整个纤维素降解和转化过程的效率；易造成设备严重腐蚀，对反应设备的
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要求较高，不适合工业化推广应用等[25]。水热预处理的效果与木质纤维素原料的种类相

关，有些原料无法单独使用水热预处理，需要与其他预处理方法联合使用[26]。物理化学

法是结合化学、物理作用破坏木质素原料的细胞壁结构，从而提高纤维素酶的可及性的

方法，蒸汽爆破是常用的物理化学法，具有成本低、污染少等特性，但是也存在不足，

如部分木糖会被降解成为抑制微生物生长的物质，对设备要求较高等。生物法则是通过

利用微生物或酶来将木质纤维素原料中的木质素氧化并碎片化，而对碳水化合物几乎没

有降解作用，是实现木质素与纤维素、半纤维素的有效分离的方法。常见的微生物包括

白腐菌、褐腐菌等，这些微生物可以产生锰过氧化物酶、木质素过氧化物酶和漆酶等过

氧化物酶类[22]。但是利用生物法进行预处理存在微生物产生的酶活力低、反应周期较长

等问题，不太适合工业应用[27]。 

本实验室于 2011 年研究开发出干式稀酸预处理技术[28]，该技术采用高固液比（1:2）

将秸秆与稀硫酸在装有螺带搅拌桨的反应器中混合，显著降低了水用量（90%）和蒸汽

用量，实现了废水的零排放。更重要的是，该技术还能有效保留预处理过程中释放出的

木糖，极大地提升了干法酸预处理技术在工业应用中的前景与潜力。 

1.1.3  脱毒 

经过高温高压的预处理后，木质纤维素结构被破坏，同时会产生大量有害的抑制物，

如糠醛、5-羟甲基糠醛、乙酸和酚类等[29]。这些抑制物会降低后续发酵微生物的活性，

严重影响最终生物基产品的产量[30]。因此，要实现木质纤维素生物质的高效转化，必须

采用适当的方法将抑制物去除。 

脱毒处理是解决抑制物含量过高的关键环节。传统的脱毒方法包括水洗[31]、碱法脱

毒[32]、活性炭吸附[33]等。碱法脱毒存在碱用量较大，同时还会造成部分糖的损失的缺点
[29]。水洗可以有效去除预处理后物料中的抑制物，但会产生大量难以处理的酸性废水污

染环境，并造成木糖的大量损失。活性炭吸附能去除呋喃类和酚类抑制物，但是需要经

过固液分离操作，并存在可发酵性糖损失的弊端[34, 35]。相比之下，生物脱毒作为一种新

型脱毒方式利用微生物产生的酶降解或转化抑制物达到去除抑制物的目的[36]，具有成本

低、反应条件温和且不涉及有毒有害化合物等优点，逐渐成为研究的热门课题。实验室

前期筛选得到两株脱毒菌株树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1[37]和宛氏拟青霉

Paecilomyces variotii FN89[38]，这两种微生物都具有强大的脱毒能力，特别是在低 pH 环

境和高温条件下，P. variotii FN89 表现出更强的耐受性，而且 P. variotii FN89 除了适用

于传统的固态脱毒，更是可以有效应用于液态脱毒过程。液态脱毒相比于固态脱毒具有

耗时短、易控制、最大限度保留可发酵单糖等优点。 

1.1.4  糖化和发酵 

预处理和脱毒后的木质纤维素主要以纤维素和半纤维素的形式存在，但是目前为止

几乎没有微生物可以直接代谢纤维素和半纤维素生产生物化学品。因此，纤维素和半纤

维素必须经过进一步降解成为可发酵性单糖才能进行微生物发酵生产。常用的方法是化

学水解法[39]和酶水解法[40]。化学水解法是通过添加酸性或碱性试剂将纤维素和半纤维素
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转化为单糖，但是因酸碱的腐蚀，对反应设备要求较高。相比化学水解法，酶水解法具

有产量高、反应温和、能耗低、设备要求低等优势[41]。酶水解法所用的酶是纤维素酶和

半纤维素酶。纤维素酶是一组酶的总称，其作用是将纤维素降解为葡萄糖。纤维素酶系

由外切葡聚糖酶、内切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶组成，其在温和条件下发挥协同效应。

内切葡聚糖酶可用于切断 β-1,4-糖苷键，释放出各种长度的短链低聚糖。外切葡聚糖酶

继续分解这些短链低聚糖，将其转化为纤维二糖。最后，β-葡聚糖苷酶将纤维二糖进一

步分解成葡萄糖，完成整个纤维素降解为葡萄糖的转化过程[42]。半纤维素酶种类很多，

通常有 β-木糖苷酶、β-甘露糖酶、内切 β-1,4-木聚糖酶、β-葡萄糖醛酸酶和 α-L-阿拉伯

糖苷酶等[43]。 

木质纤维素生物炼制过程的糖化和发酵阶段分为分步糖化与发酵（Separate 

Hydrolysis and Fermentation, SHF）[44]、同步糖化与发酵（Simultaneous Sacarification and 

Fermentation, SSF ） [45] 和同步糖化和共发酵（ Simultaneous Saccharification and 

Cofermentation，SSCF）[46]。SHF 是糖化和发酵分开的过程，首先在经过预处理和脱毒

过程的物料中加入纤维素酶以得到可发酵单糖，然后将糖化液加入到发酵体系中进行发

酵，这种方法的优势在于，糖化和发酵都可以在其各自的最佳条件下进行[47]，但是随着

糖化产物的积累，如葡萄糖和木糖等，它们可能会抑制纤维素酶的酶解效率，并影响微

生物的发酵性能[48, 49]。SSF 是在一个容器中同时进行糖化和发酵，经过纤维素酶处理的

可发酵单糖立即被微生物发酵利用，消除了糖积累对纤维素酶的抑制作用[50]。SSCF 是

在 SSF 的基础上，利用能够同时代谢己糖和戊糖的共发酵菌株，实现了酶解与发酵的同

步进行。这种方式显著提高了底物的转化率，使得整个生物转化过程更为高效。本研究

采用 SSCF 模式进行木质纤维素乳酸发酵，能够使其在酶的催化下水解为含有葡萄糖、

木糖和不溶性木质素的液态浆液，同时，菌体及时代谢各种糖类以提高发酵效率[46]。 

1.2  乳酸 

1.2.1  乳酸概述 

乳酸的分子式为 CH3CHOHCOOH，也称为 α-羟基丙酸（CAS 50-21-5），是最常见

的羟基羧酸之一[51]。外观呈现无色澄清或微黄色的粘性液体，几乎无臭，味微酸，广泛

应用于食品、医药和化妆品等领域[52, 53]。乳酸存在 D-型和 L-型两种形式，在生物体的

代谢过程中，它们分别由 DLDH（D-乳酸脱氢酶）和 LLDH（L-乳酸脱氢酶）催化丙酮

酸转化而来[54, 55]。由于人体具备代谢 L-乳酸的能力，但无法代谢 D-乳酸[56]，因此 L-乳

酸的应用需求更为广泛。在工业应用中，高纯度的手性乳酸聚合成的聚乳酸无论是耐热

性能还是力学性能均比混合型聚乳酸高。因此，手性乳酸的价值要远远大于 D, L-混合

型乳酸。 

聚乳酸（PLA），又称聚丙交酯，是由多个乳酸单体间的羟基（-OH）和羧基（-COOH）

缩水聚合所得。常见的合成聚乳酸的方法包括直接缩聚、共沸脱水、丙交酯开环聚合以

及微生物发酵。聚乳酸材料使用后，在土壤中或水中可被微生物降解成二氧化碳和水，
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可以有效减少垃圾的堆积，所以不会对周围环境产生污染，更利于环保，并能有效缓解

由石油基化学品生产所带来的白色污染问题。聚乳酸在包装行业中因其优良的拉伸性能

可被制作为各种塑料用品，如可作为一次性器皿和食品包装的主要材料等；在农业中因

其可降解性可用作地膜、渔网等，在医学领域以它能被人体内迅速分解、对身体无毒的

优点,可制成免拆手术缝合线、人造皮肤等。常见的合成聚乳酸的方法包括直接缩聚法、

共沸脱水缩聚法、丙交酯开环聚合法以及微生物发酵法。直接缩聚法是在高温真空环境

中通过缩水剂和催化剂促使乳酸分子间的羟基和羧基脱水缩合形成聚乳酸。丙交酯开环

聚合法是首先将乳酸缩聚得到低聚物，再进行乳酸内酯交换反应形成环状二聚体丙交酯，

最后经过提纯和引发剂的催化得到聚丙交酯，从而制备高分子量的聚乳酸。共沸脱水缩

聚法无需额外添加扩链剂，即可获得高分子量的聚乳酸[57]。微生物发酵法是利用经过基

因工程改造的微生物直接发酵生产聚乳酸，但是产率较低，无法得到大规模应用。随着

各国环保法规的加强和国际社会对减少碳排放的关注，聚乳酸作为一种环保材料,其市场

需求有望持续增长[58]。 

1.2.2  乳酸生产 

目前工业生产乳酸的方法主要有合成法和发酵法[42]。合成方法制备乳酸有乳腈法、

丙烯腈法和丙酸法[59]。乳腈法是将乳腈、硫酸和水按一定比例在反应釜中混合，乳腈发

生水解成为粗乳酸，加入乙醇使其酯化，经过精馏、浓缩以及分解处理得到精乳酸[60]。

丙烯腈法是丙烯腈与硫酸反应后经过分离、水解得到稀乳酸。丙酸法是丙酸经过氯化、

水解后得到乳酸。这三种技术都能实现大规模乳酸生产，但使用的原材料多具有毒性且

成本较高，而且产生的是混合手性的乳酸[61]，应用价值较低。 

微生物生产乳酸是微生物利用葡萄糖等可发酵糖类代谢产生乳酸的方法。这一过程

可分为同型乳酸发酵和异型乳酸发酵两大类。在同型乳酸发酵中，微生物主要依赖 EMP

（Embden-Meyerhof-Parnas）途径来转化葡萄糖，最终仅生成乳酸这一种代谢产物。理

论上，每 1 mol 的葡萄糖可以完全转化为 2 mol 的乳酸，从而实现 100%的理论转化率。

然而，在微生物发酵的实际生产过程中，由于微生物会进行一系列其他生理活动，乳酸

的转化率往往能达到 80%以上，即可视为同型乳酸发酵[62]。对于异型乳酸发酵来说，微

生物通过 HMP（Hexose Monophosphate Pathway）途径来转化葡萄糖生成乳酸，同时还

伴随产生乙醇、乙酸和二氧化碳等多种副产物。发酵法作为乳酸生产的一种重要方法，

由于其工艺相对简单、原料供应充足且发展历史悠久，已经发展成相当成熟的技术。而

且发酵法可以利用可再生的生物质作为原料，这不仅有利于资源的循环利用，还符合绿

色、可持续的生产理念。此外，通过发酵法生产的乳酸通常具有高手性度，能够满足不

同领域对乳酸品质的需求[63]。因此，微生物发酵法相较于化学合成法更具发展前景，可

作为一种更有利的手性乳酸生产方式[64]。 

在产酸菌种的选取中，需考虑生产成本的高低和乳酸产品的质量。因此，选取产酸

速率快、糖酸转化率高，同时副产物产量少的高效菌种，不仅能够保证生产成本的控制，

同时也能保证产品的质量。为此，产酸菌种选择的主要标准是：生产原料廉价，培养基
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要求简单；操作工艺简便、安全性高；发酵周期短；产酸速率快，糖酸转化率高；产品

副产物少。野生型菌株只有极少部分可以生产纯 L/D-LA，如 Bernardo 等[65]在工业废水

中分离出鼠李糖乳杆菌 B103，经 pH 调控发酵可获得最高产量为 143.7 g/L 的 L-乳酸。

然而目前多数生产乳酸的野生菌株在实际应用中需要进行基因改造才能生产出高浓度

的手性乳酸。在乳酸生产菌株中，主要有细菌和真菌两大类微生物，包括米根霉等丝状

真菌[66]、酵母[67]、大肠杆菌[68]以及乳酸菌[69]。 

米根霉是一种好氧菌，因其可以进行生产 L-乳酸而受到广泛关注。米根霉有发达的

菌丝，可在发酵体系中形成菌丝小体，易于与产物分离，可得到高效的乳酸产品。而且

其对营养要求简单，可以直接利用大多数淀粉质物料和木质纤维素原料，Park 等[70]对废

纸进行酶水解，将得到的产物作为发酵原料，原料中含有大量的葡萄糖、木糖和纤维二

糖，发酵 4 天，米根霉生产的 L-乳酸产量为 49.1 g/L。但是米根霉发酵生产 L-乳酸有一

些局限性，作为好氧真菌，米根霉在发酵时需要通气、无菌要求高，产量低于乳酸菌，

发达的菌体形态对乳酸发酵有较大影响，而且会产生多种副产物，如酒精、琥珀酸、苹

果酸等，乳酸主产物生成速率缓慢。  

酵母因具有完善的基因表达调控机制、适宜进行高密度培养以及相对耐受低 pH 等

特点而受到大家的青睐[71]。酵母自身并没有 LDH，所以需要通过代谢工程方式表达外

源的 LDH，使其能够生产 L-乳酸。Ilmen 等[72]运用基因工程技术在假丝酵母中加入瑞士

乳杆菌所提供的 L-乳酸脱氢酶后 L-乳酸转化率提高到 94%。Nobuhiro 等[73]通过整合表

达策略将来源于牛的 ldh 整合到酿酒酵母中，得到的 ldh 双拷贝菌株乳酸产量达到 55.6 

g/L，L-乳酸对葡萄糖的产率为 0.625 g/g。 

乳酸菌包括德式乳杆菌[74]Lactobacillus delbrueckii、干酪乳杆菌[75]Lactobacillus casei

和鼠李糖乳杆菌[76]Lactobacillus rhamnosus 等，可用于 L-乳酸发酵生产。通常利用物理

诱变的方式提高乳酸菌生产乳酸的能力，如 Adsul 等[77]利用紫外诱变获得 UC-3 德式乳

杆菌突变株，其 L-乳酸积累量达 90 g/L，产酸速率为 2.25 g/(Lh)。Li 等[78]对 CICC6028

干酪乳杆菌进行氮离子注入突变，乳酸产量增加了 38.8%。但是物理诱变具有不确定性，

难以准确得到改造菌株。有研究者通过理性改造提高乳酸菌的乳酸产量，Shen 等[79]敲

除植物乳杆菌 Lactobacillus plantarum (CAUH2-1)中编码 D-乳酸合成的基因后，得到的

工程菌株可以利用葡萄渣生产 L-乳酸，其光学纯度最高为 99.61%。Shinkawa 等[80]在乳

酸乳球菌 Lactococcus lactis IL 1403 中引入木糖代谢途径，菌株可以利用木糖产生 50.1 

g/L L-乳酸，光学纯度高达 99.6%，产率高达 1.58 mol/mol。 

本实验室前期分离出了一株可在木质纤维素体系中高产乳酸的乳酸片球菌

Pediococcus acidilactici DQ2，其具有耐受高温和高木质纤维素抑制物的特性[81]，但是该

野生菌同时生产 D-乳酸和 L-乳酸，利用价值较低。因此通过基因工程改造，分别敲除

编码 D-乳酸的 ldhD 基因和编码 L-乳酸的 ldhL 基因，得到了只生产 L-乳酸的乳酸片球

菌 P. acidilactici TY112 和只生产 D-乳酸的乳酸片球菌 P. acidilactici ZP26[82]。然而，这

两种菌株无法有效利用木质纤维素中的大量木糖（约占总糖 30%）。因此在 P. acidilactici 

https://webofscience.clarivate.cn/wos/author/record/55165320
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TY112 和 P. acidilactici ZP26 中分别引入木糖代谢途径，得到的工程菌株 P. acidilactici 

ZY271 和 P. acidilactici ZY15 能够利用木糖积累高浓度的乳酸[83]。而其中 L-乳酸生产菌

株 P. acidilactici ZY271 用玉米秸秆进行发酵生产可以得到 130 g/L 的乳酸，光学纯度高

于 99%。 

1.3  金属离子胁迫 

1.3.1  金属离子胁迫的产生 

木质纤维素乳酸生产过程中，发酵时添加的氢氧化钙或氢氧化钠等中和剂，会导致

发酵环境中累积大量的 Na+、Ca2+等金属离子。高浓度的金属离子会抑制发酵菌株的生

长、代谢，进而降低乳酸产量。因此，提高发酵菌株的 Na+、Ca2+抗逆性实现高浓度 Na+、

Ca2+条件下的乳酸发酵具有重要意义。 

1.3.2  金属离子对微生物的胁迫 

金属离子对菌株的生长至关重要，起着多种作用。K+在促进碳水化合物的新陈代谢

方面发挥着重要作用；Mg2+作为众多酶的催化剂，参与着复杂的生物化学反应；Na+与

细胞渗透调节和电解质平衡有关，对于维持细胞的正常生理功能至关重要；Ca2+不仅在

细胞内起信号传导和调节的关键作用，还是某些酶的激活剂，推动着各种生物化学反应

的顺利进行[84]。然而，金属离子浓度过高会对微生物造成抑制，如 Na+浓度过高会增加

环境的渗透压，导致水分从微生物细胞内流向外部，对细胞膜造成压力，并且会改变细

胞膜的电位，抑制微生物的正常生长和代谢。Wang 等[85]研究发现，过量的 Na+可能导

致黑曲霉 Aspergillus niger 分泌的葡萄糖淀粉酶和异麦芽糖酶活性降低，导致糖的消耗

速率和柠檬酸的产量减少。高浓度的 Ca2+会造成细胞内酶的活性改变和氧化应激增加等

后果，导致细胞死亡。华玉涛等人[86]研究发现，Ca2+超过 0.1 mol/L 可能减弱热带假丝

酵母 Candida tropicalis CT1-12 细胞的增殖并抑制生长。 

1.3.3  微生物对金属离子胁迫的抗逆机理 

在木质纤维素乳酸生产过程中 Na+和 Ca2+是富集的两种主要金属离子，这两种金属

离子对于发酵微生物的损伤很大，而微生物会通过一些响应来应对高浓度的 Na+或 Ca2+

胁迫。 

生物体需要 Na+排出系统来维持胞内稳定适宜的 Na+浓度。Na+泵广泛存在于生物系

统中，这些膜离子泵不断的将 Na+泵出，维持细胞膜内稳定的 Na+浓度，其中具有与代

表性的是 Na+/H+逆向转运蛋白，它能够以跨膜的质子电化学梯度为动力，催化胞内 Na+

泵出[87]。Na+/H+逆向转运蛋白分为几个家族：原核生物中的 NhaA、NhaB、NhaC、NhaD

和 NapA，真菌中的 SOD 2 和 Nha 1，以及拟南芥中的 AtNHX 1 和 SOS 1。其中，E.coli 

NhaA 已被广泛研究，它在维持细胞 pH 和 Na+稳态中起主要作用[88]。此外，嗜盐或嗜碱

等极端微生物因膜系统具有较强的 Na+/H+逆向转运蛋白活性，所以能在高 Na+环境下生

长[89]。在烟草细胞中异源表达嗜碱菌 Alkalimonas amylolytica Na+/H+逆向转运蛋白后，

显著提高转基因植物在盐碱土壤中的生长能力[90]；在水稻中异源表达大肠杆菌 NhaA 

Na+/H+逆向转运蛋白后，同样明显增强转基因水稻的耐盐和耐旱特性，有效提高农作物
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产量[91]；在 Zymomonas mobilis ZM4 中过表达内源 Na+/H+逆向转运蛋白基因 ZMO0119，

显著提高了菌体生长与乙醇发酵能力[92]。过表达 Na+/H+逆向转运蛋白可有效提高生物体

的 Na+耐受能力。但是，目前通过基因工程提高乳酸菌 Na+耐受能力的研究还较少。 

Ca2+稳态对维持生物体正常生长至关重要，细胞内 Ca2+浓度通常比周围环境低许多

倍，原因是细胞中的 Ca2+外排蛋白和摄取系统协同作用[93, 94]。关于 Ca2+摄取的分子机制

研究很少，并且仅限于 Ca2+通道。Ca2+外排蛋白研究较多的是阳离子/Ca2+（CaCA）超

家族，CaCA 交换蛋白使用阳离子物质（Na+、H+、K+）的逆向电化学梯度来进行 Ca2+

转运。它包括五个家族：NCX（K+非依赖性 Na+/Ca2+交换蛋白）、NCKX（K+依赖性 Na+/Ca2+

交换蛋白）、CAX（H+/阳离子交换蛋白）和 CCX（阳离子/Ca2+交换蛋白）和 YRBG 家

族[95, 96]。目前关于提高微生物 Ca2+耐受的研究主要集中在过表达 Ca2+外排蛋白上。如在

E. coli 中过表达 Ca2 +/H+逆向转运蛋白（chaA）可提高重组菌株对 Ca2+的抗性[97]。在拟

南芥中过表达 TuCAX 1a 和 TuCAX 1b（两种 CAXs 蛋白）能够提高转基因植物对外源

Ca2+的耐受性[98]；在酵母中过表达水稻的阳离子/H+交换蛋白可赋予重组菌株钙耐受性
[99]。但是根据目前 P. acidilactici ZY271 的全基因组测序结果来看，并没有发现有关的

CaCA 基因注释，所以需要挖掘其他转运 Ca2+的蛋白。除了常见的 CaCA 超家族，还有

其他类别的转运蛋白可以转运 Ca2+。Milena 等[100]发现在耻垢分枝杆菌 Mycobacterium 

smegmatis 中过表达结核分枝杆菌 Mycobacterium tuberculosis 的 P-type ATPase CtpF 编码

基因 Rv1997 可以明显提高菌株的 Ca2+外排能力，防止胞内 Ca2+积累。Manita 等[101]发现

铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa PAO1 能够在外部 Ca2+为毫摩尔水平的的情况下

维持细胞内 Ca2+为亚微摩尔水平，说明细胞存在转运能够泵出过量的 Ca2+以维持稳态，

当分别敲除编码 metal-transporting P-type ATPase 的基因 PA3690、编码 Mg2+ transport 

ATPase 的基因 PA4825 和编码 cation-transporting P-type ATPase 的 PA1429 基因，细胞将

不再有外排 Ca2+的作用，说明这几个基因编码的蛋白有外排 Ca2+的能力。Schaedler 等[102]

研究发现乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 中的多药转运蛋白 LmrP 对 Ca2+有高的选择性，

可以外排 Ca2+，LmrP 可以作为 calcium/proton 逆向转运蛋白起作用。 

1.3.4  典型乳酸发酵菌的 L-乳酸发酵水平 

目前利用氢氧化钠调节 pH 生产 L-乳酸的菌株主要有芽孢杆菌、乳酸菌和酵母，这

些菌株生产的L-乳酸浓度较低（24.02-103.00 g/L）（见表1）。本实验室构建的P. acidilactici 

ZY271 可以生产 114.30 ± 0.90 g/L L-乳酸。
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表 1  典型乳酸发酵菌的 L-乳酸发酵水平 

Table 1  L-lactic acid levels by lactic acid bacteria strains  

Strains L-LA (g/L) Yield Sources 

Bacillus coagulans DSM1 80.00  ND [103] 

Bacillus sp. 2-6 100.00 ND [104] 

Enterococcus faecium QU 50 47.20–50.50  1.00–1.03a  [105] 

Lactobacillus casei subsp.rhamnosus NRRL-B445 89.20 1.7a [106] 

Lactobacillus manihotivorans LMG18011 48.70 1.11a [107] 

Lactococcus lactis IO-1 24.02 ND [108] 

Lactobacillus sp. MKT-878 80.00 99%b [109] 

Kluyveromyces marxianus YKX071 103.00 ND [110] 

P. acidilactici ZY271 114.30 ± 0.90 74.70 ± 1.30%b [111] 

a 表示转化率（g/g）；b 表示得率；ND 表示未检测 

1.4  本论文立题依据和主要研究内容 

乳酸发酵菌株在木质纤维素生物炼制过程中会遭受到 Na+和 Ca2+两种主要金属离子

的胁迫。这些 Na+和 Ca2+主要来源于微生物发酵过程中用于调节 pH 值的氢氧化钠或氢

氧化钙碱性试剂。Na+和 Ca2+超过一定浓度后将显著抑制发酵细胞的活性，从而阻碍高

效的发酵过程，这是制约木质纤维素乳酸发酵生产的关键问题。本论文通过基因工程手

段对乳酸发酵菌株进行改造，并测试其在高浓度 Na+和 Ca2+金属离子胁迫下的发酵性能。

具体而言，本研究通过以下两方面工作展开： 

（1）探究整合有 Na+/H+逆向转运蛋白基因的 P. acidilactici ZY271 重组菌株在高浓

度 Na+胁迫下的发酵性能。将 Na+/H+ 逆向转运蛋白编码基因 RS02775 整合到 P. 

acidilactici ZY271 基因组中，并在高浓度 Na+环境下进行了发酵测试，结合菌株胞内外

Na+浓度及 Na+/H+逆向转运蛋白相关联的 H+-ATPase 转录水平，对 Na+/H+逆向转运蛋白

外排 Na+过程进行了分析。并通过适应性进化策略提高重组菌株的 Na+耐受能力。 

（2）通过理性改造提高 P. acidilactici 的 Ca2+耐受能力和纤维素乳酸发酵性能。首

先对 P. acidilactici ZY271 中的 Ca2+外排基因进行挖掘，通过 qRT-PCR 分析 P. acidilactici 

ZY271 在高浓度 Ca2+发酵环境中上调表达明显的基因。通过同源重组将其整合到 P. 

acidilactici ZY271 基因组上得到重组菌株，探究其在高浓度 Ca2+和 Na+条件下的发酵性

能并对糖代谢相关基因进行转录水平分析。 

技术路线如下图所示： 
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图 1.2 技术路线图 

Fig 1.2  Technical Route 
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第 2 章  Na+/H+逆向转运蛋白重组乳酸片球菌的 Na+转运机理研究 

2.1  引言 

微生物发酵生产乳酸时，大量的乳酸使得发酵液 pH 下降。当 pH 值低于 pKa（3.86）

时，游离的乳酸透过细胞膜进入菌体胞内，在胞内解离出 H+。游离的 H+会降低胞内 pH。

因此为维持发酵菌株适宜的 pH，在乳酸发酵过程中需要添加大量的 NaOH 中和剂，这

会导致高浓度 Na+的累积，对生物体造成渗透压胁迫，从而抑制菌体的生长和代谢。提

高菌株的 Na+耐受性，能够有效改善其在高浓度 Na+条件下的乳酸发酵能力。 

目前，通常利用 Na+/H+逆向转运蛋白促进 Na+由胞内向胞外转运，从而缓解 Na+对

生物体生长的抑制作用。相关研究表明，在植物中过表达 Na+/H+逆向转运蛋白可提高转

基因植物的耐盐性[91, 92]。在微生物如运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4 中过表达 Na+/H+

逆向转运蛋白可提高菌株在高浓度 Na+发酵环境中的乙醇发酵能力[93]。在 P. acidilactici

中过表达 Na+/H+逆向转运蛋白的 RS02775 基因可明显提高菌株的 Na+耐受性[112]。但是

目前基本没有整合表达 Na+/H+逆向转运蛋白从而提高 P. acidilactici Na+耐受性的研究。 

因此，本研究通过在 P. acidilactici ZY271 基因组上整合 Na+/H+逆向转运蛋白编码基

因 RS02775 以获得不含质粒、具有稳定遗传能力的 L-乳酸生产菌株 P. acidilactici HN。

重组菌株在高浓度 Na+条件下的糖代谢和乳酸产量出现下降，通过适应性进化调整其代

谢网络并没有明显改善代谢下降的情况。通过测定胞内外 Na+浓度，发现 P. acidilactici 

HN 在发酵前期表现出明显的 Na+外排能力，另外对 P. acidilactici HN 在高浓度 Na+条件

下的 H+-ATPase 转录水平分析，发现 H+-ATPase 相关基因上调表达，即 H+-ATPase 响应

Na+/H+逆向转运蛋白造成的胞内 H+累积。本研究将 Na+/H+逆向转运蛋白在 P. acidilactici 

ZY271 中进行整合表达，没有实现预想的 P. acidilactici ZY271 对 Na+的耐受性，提出了

Na+/H+逆向转运蛋白需要与 H+-ATPase 共同作用才能发挥作用的猜想，还需要后续进一

步的研究。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  菌株、培养基及培养条件 

乳酸片球菌 P. acidilactici ZY271（CGMCC13612）培养于 MRS 培养基，培养条件

为转速 150 rpm，温度设置为 42 °C。质粒 pSET4E 用于目的基因在 P. acidilactici ZY271

基因组上的整合，可通过在MRS培养基中加入 5 μg/mL的红霉素进行重组菌株的筛选。 

Escherichia coli XLI-blue用于质粒的构建，在LB培养基中培养，培养条件为 200 rpm，

37 °C。对于携带 pSET4E 质粒的 E. coli XLI-blue 的培养，是在 LB 培养基中添加终浓度

为 200 μg/mL 红霉素。 

本实验所使用的培养基： 

（1）LB 培养基：10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母粉，10 g/L NaCl 
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（2）简化 MRS 培养基：20 g/L 葡萄糖，10 g/L 蛋白胨，10 g/L 酵母粉，5 g/L NaAc

（无水），2 g/L 柠檬酸氢二铵，20 g/L K2HPO4·3H2O，0.58 g/L MgSO4·7H2O，0.25 g/L 

MnSO4·H2O，固体培养基则需要额外添加 20 g/L 琼脂粉。分子 MRS 需要额外添加 8 g

牛肉膏和 1 mL Tween 80。 

（3）PDA 培养基：首先将 200 g 土豆进行剥皮并切碎，随后将其放入 1 L 去离子

水中煮沸，持续加热 30 min。之后，使用纱布对煮沸后的混合物进行过滤，以获取澄清

的上清液。接着，向上清液中加入 20 g 葡萄糖和 15 g 琼脂，并继续添加去离子水至总

体积达到 1 L。 

电泳试剂配制： 

（1）TBE 缓冲液（10×）：55 g 硼酸，40 mL 乙二胺四二酸（EDTA），108 g 三羟甲

基氨基甲烷（Tris），用去离子水定容至 1 L，超声溶解，避光保存。 

（2）TBE 缓冲液（1×）：取 10×TBE 缓冲液稀释可得。 

（3）琼脂糖凝胶（1.2%）：准确称取 1.2 g 琼脂糖粉末加入 100 mL 1×TBE 缓冲液

中，再加入 10 μL 核酸染料。最后，使用微波加热，直至琼脂糖完全溶解并与试剂混合

均匀。 

电转化试剂配制： 

（1）缓冲液Ⅰ：首先，准确称取 205.4 g 蔗糖、1.86 g K3PO4·3H2O（磷酸钾三水合

物）和 0.2 g MgCl2·6H2O（氯化镁六水合物）加入足够的去离子水中，并搅拌至完全溶

解后定容至 1 L。然后，加入适量的浓盐酸，小心调节溶液的 pH 值至 7.5。 

（2）缓冲液Ⅱ：准确称取 171.15 g 蔗糖，用量筒量取 100 mL 甘油，加入去离子水

定容至 1 L。 

（3）复苏液：在 1 LMRS 中加入 171.15 g 蔗糖。 

（4）Tris-HC1（10 mM）：121 mg 三羟甲基氨基甲烷（Tris）溶于少量去离子水，

定容至 100 mL，加入浓盐酸调节 pH 至 8.0。 

（5）溶菌酶母液（1mg/mL）：准确称取 1 mg 溶菌酶，用移液枪吸取 1 mL Tris-HCl

缓冲液进行混合。为了去除溶液中的微生物，使用规格为 0.22 μm 的滤膜对混合液进行

过滤除菌处理。 

（6）D/L-苏氨酸（40 mM）：准确称取 476 mg D/L -苏氨酸，接着，加入 5 mL 去离

子水并进行超声处理，以促使 D/L-苏氨酸充分溶解。使用规格为 0.22 μm 的滤膜对混合

液进行过滤除菌处理。 

（7）红霉素（50 mg/mL）：准确称取红霉素粉末 250 mg。接着，加入 5 mL 无水乙

醇并进行充分搅拌。之后，使用规格为 0.22 μm 的滤膜对混合液进行过滤以去除杂质和

微生物。最后，将制备好的红霉素溶液置于-20 °C 的低温环境中，并确保避光保存，以

防止溶液变质或失去活性。 

2.2.2  质粒构建 

本章所使用的质粒、引物见表 2.1。使用试剂盒提取 P. acidilactici DSM 20284 和 P. 
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acidilactici ZP26 的基因组，以其为模板扩增得到所需基因 RS02775 和 PldhD 启动子。

通过部分敲除 P. acidilactici ZY271 基因组上的 ackA3 基因，将 RS02775 整合到基因组上。 

乙酸激酶 ackA3 基因敲除质粒构建如下：以 P. acidilactici ZY271 基因组为模板，以

ackA3-up-F/R 为引物，扩增 ackA3 基因的上游约 800 bp 片段（up-ackA3），利用引物

ackA3-down-F/R 扩增 ackA3 基因下游约 800 bp 片段（down-ackA3）,将 up-ackA3 和

down-ackA3 融合后插入到 pSET4E 质粒的 BamHⅠ/XbaⅠ位点，得到用于 ackA3 基因敲

除的质粒 pSET4E-ΔackA3。 

RS02775 整合至 ackA3 位点的整合质粒构建如下：利用引物 RS02775-F/R 以 P. 

acidilactici DSM 20284 基因组为模板扩增 RS02775 基因，以 P. acidilactici ZP26 基因组

为模板利用引物 PldhD-F/R，扩增 PldhD 启动子。将 PldhD 和 RS02775 融合后连接至

pSET4E-ΔackA3 的 BamH Ⅰ/XhoⅠ位点之间，得到整合质粒 pSET4E-ΔackA3:: RS02775。 

2.2.3  基因敲除与整合 

P. acidilactici 感受态细胞的制备与转化：  

（1）用无菌移液器取 1 μL P. acidilactici ZY271 甘油冻存菌液，划线于 MRS 平板，

于 42 °C 培养约 24 h。将 1 个 P. acidilactici ZY271 单菌落接种于 5 mL 液体 MRS 中，并

于 42 °C 和 150 rpm 培养 12 h； 

（2）从（1）中培养的菌液中取出 400 μL 转接至含有 600 μL 40 mM D/L-苏氨酸的

20 mL 新鲜 MRS 培养基中。在温度为 42 °C，转速为 150 rpm 的摇床中培养，直至 OD600

达到 1（约 6 h）； 

（3）将 1.5 mL 的菌液吸取至 EP 管中，于 4 °C 和 10000 rpm 离心 5 min，去除上清

液，保留菌体。 

（4）加入电转缓冲液Ⅰ1 mL 并吹打混匀，4 °C，10000 rpm，离心 5 min，去上清，

重复此步骤一次； 

（5）加入电转缓冲液Ⅰ100 μL，吹打混匀使菌体悬浮，再加 20 μL 0.1 mg/ml 溶菌

酶（现用现配，1.5 mg 溶菌酶溶于 1.5 mL Tris-HCl），在 37 °C 恒温水浴锅中处理 30 min； 

（6）加入 1 mL 电转缓冲液Ⅰ悬浮菌体，4 °C，10000 rpm，离心 5 min，去上清，

此步骤重复一次。 

（7）加入 80 μL 电转缓冲液Ⅱ悬浮菌体，得到电转感受态细胞； 

（8）在 80 μL 电转感受态细胞中加入待转化的质粒 20 μL，吹打混匀，冰上静置 15 

min； 

（9）将上述混合溶液加入到电转杯中（电转杯提前干燥，预冷 0.5 h-1 h），放入电

转仪中电击（电转仪设置参数为 2000 V，200 Ω，25 μF）； 

（10）取出电击液，加入 900 μL 复苏液，在温度为 28 °C，转速为 150 rpm 的摇床

中培养 5-6 h； 

（11）将培养完成的菌液置于离心机中，在 4 °C，10000 rpm 的条件下离心 5 min。

随后，小心去除 800 μL 上清液，使用无菌枪头轻轻吹打剩余的菌液后均匀涂布在 MRSE
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平板上。之后，将平板放入 28 °C 的培养箱中，静置培养 2 至 3 d，直至出现明显的单

菌落。最后，通过菌落 PCR 对电转后的菌落进行验证，以确认实验结果。 

基因敲除与整合（见图 2.1） 

（1）单交换筛选：将电转化验证正确的单菌落接种到加有 5 μg/mL 红霉素的 MRS

培养液中，在温度为 28 °C，转速为 150 rpm 的摇床中培养约 24 h 以实现质粒大量复制。

接着以 1%（v/v）接种量转接到新鲜加有 5 μg/mL 红霉素的 MRS 培养液中，在温度为

42 °C，转速为 150 rpm 的摇床中培养 12 h 后，将菌液稀释 106 倍后，取 200 μL 涂布于

MRSE 平板，在 42 °C 恒温培养箱中静置培养约 24 h 长出单菌落。单交换的目的是将质

粒整合至基因组上。 

（2）双交换筛选：挑取（1）长出的单菌落于 5 mL MRS 液体培养基中，在温度为

28 °C，转速为 150 rpm 的摇床中培养 24 h 后，将培养液稀释 106倍，取 200 μL 涂布于

MRS 平板上，在温度为 42 °C 的恒温培养箱中培养至长出单菌落后选取同一个单菌落，

分别点至 MRS 和 MRSE 两种平板上，再次放入 42 °C 培养箱中培养约 20 h。如果发现

单菌落在 MRS 平板上正常生长，而在 MRSE 平板上不生长，那么可能存在两种情况：

一是发生了回复突变，二是基因敲除成功。进一步通过菌落 PCR 实验以及后续的测序

验证来进行判断。
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图 2.1  RS02775 整合至 P. acidilactici ZY271 基因组的 ackA3 位点处的同源重组过程 

Fig. 2.1  The homologous recombination process of RS02775 integration into the ackA3 locus of P. 

acidilactici ZY271 genome  
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2.2.4  胞内和胞外 Na+浓度测定 

P. acidilactici 胞内的 Na+含量使用酸提取法进行定量分析[113]。收集培养至 0、24

和 48 h 的 P. acidilactici 菌体细胞，使用 20 mM MgCl2 溶液快速洗涤 2 次。加入溶液后

快速混匀后立刻离心去上清，以防止胞内 Na+扩散至胞外，并在 0.1 M HCl 溶液中进行

酸提取 24 h。将提取液于 12000 rpm 下离心 5 min，收集的上清液经 0.22 μm 滤膜过滤

后在等离子体发射光谱仪（ICP-AES，Agilent 725 ES）上进行 Na+含量测定分析。测得

的离子浓度除以细胞干重（DCW）得到 Na+浓度。胞外 Na+浓度的定量分析，则通过收

集发酵液进行分析。 

2.2.5  适应性进化 

在 100mL 三角瓶中进行的适应性进化条件，发酵体系为 20 mL，使用初始糖浓度为

30 g/L 葡萄糖和 20 g/L 木糖的简化 MRS 培养基。每隔 24 h 发酵后，以 10%（v/v）的接

种量不断转接。添加 0.6 g 碳酸钙/g 糖进行 pH 调节，监测耗糖和乳酸的产量，直至耗糖

稳定。 

在 1 L 发酵罐中进行的适应性进化，发酵体系为 600 mL，使用初始糖浓度为 60 g/L

葡萄糖和 20 g/L 木糖的简化 MRS 培养基，42 °C，200 rpm 下发酵, 待葡萄糖浓度消耗

至 10 g/L 左右时，以 20%-30%（v/v）的取补比取出发酵液，补充相同体积的新鲜简化

MRS 培养基（葡萄糖母液浓度为 500 g/L，木糖母液浓度 170 g/L）。使补料后发酵罐中

葡萄糖为 20 g/L-25 g/L 左右，木糖浓度为 7 g/L-9 g/L。重复若干次，待乳酸浓度达到最

大并保持稳定多次时发酵结束。发酵过程中使用 13.5 M NaOH 调节 pH 至 5.5。 

2.2.6  单糖与乳酸的分析方法 

本实验检测的主要成分有葡萄糖、木糖和乳酸，使用装配有 RID-10A 示差检测器

（Shimadzu，Japan）和 Aminex HPX-87H 色谱柱（Bio-rad，USA）的高效液相色谱（HPLC）

来分析。流动相为 0.005 M 的硫酸溶液，流速为 0.6 mL/min，柱温设置为 65 °C。 

2.2.7  荧光实时定量 PCR（qRT-PCR）分析  

采用 qRT–PCR 技术对 P. acidilactici ZY271 中的 H+-ATPase 相关基因进行分析，针

对相关基因，采用了 Primer 5.0 软件来进行引物设计。附录 I 中详细列出了涉及的相关

基因及其对应的引物信息。 

在进行 qRT-PCR 分析之前，关键的准备工作包括收集菌体，并随后提取菌体的 RNA。

为此，首先在简化 MRS 培养基中培养目标菌株，培养基体系设置为 600 mL，糖浓度为

100 g/L 葡萄糖和 50 g/L 木糖。培养条件为 42 °C，150 rpm。在生长最好时（提前进行

预实验确定收集菌体的最佳时间）取出培养液，并在 4 °C，12000 rpm 的条件下离心 10 

min，以便有效地收集菌体。随后，将收集好的菌体迅速进行液氮冷冻，并储存于-80 °C

冰箱中以备后续使用。收集的菌体需设置 3 个生物学重复。 

首先，使用液氮对研钵进行快速冷却，紧接着立即将菌体置于冷却后的研钵中进行

研磨。随后，使用 RNAsimple 总 RNA 提取试剂盒（TIANGEN，北京）提取 RNA。使

用微量分光光度计检测 RNA 的浓度并稀释至合适的浓度范围，之后利用反转录试剂盒
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将 RNA 反转录为 cDNA。最后，用 SYBR qPCR Master Mix 作为荧光染料，用 QuantStudio 

1PCR 仪（Thermo Fisher Scientific, USA）进行 qRT-PCR 实验。 

qRT-PCR 反应以 16SrRNA 编码基因 RS00440 作为内参基因，各基因转录水平经 2-

△△CT 法计算得到 [114]。定义差异表达倍数 Foldchange>2.0 为显著差异上调表达，

Foldchange<0.5 为显著差异下调表达。 

 

 



第18页  华东理工大学硕士学位论文 

 

表 2.1  本研究所用的菌株、质粒和引物 

Table 3.1  Strains, plasmids and primers used in this study 

Strains Characteristics Sources 

E.coli XLI-blue Host for plasmid construction Storage 

P. acidilactici ZY271 L-lactic acid producing strain  Storage 

P. acidilactici DSM 20284 RS02775 gene contained Storage 

P. acidilactici ZP26 PldhD contained Storage 

P. acidilactici HN Integration of the RS02775 gene into ackA3 locus of P. acidilactici ZY271 This work 

Plasmids Characteristics Sources 

pSET4E Emr replacing Spcr marker of pSET4S, temperature sensitive vector [115] 

pSET4E-ΔackA3::RS02775 Plasmid for integration of the RS02775 gene into ackA3 locus of P. acidilactici ZY271 This work 

Primers Sequence(5’-3’) 

PldhD-F AAAGATTTTCAGGAAGGTAATTAGGGGATCTGCTCTGGTGTGCAGACCAGACGTTGTACA 

PldhD-R AAAATCATAAAGGTTGAAATCAAAATATTCATTGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTAATCAA 

ackA3-up-F AGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCAATTCGCTTCTTTGGTGAAAAACTTTCGGGA 

ackA3-up-R TGCAATCCCAATTCTCGAGCGGCGGGATCCCCTAATTACCTTCCTGAAAATCTTTATTTG 

ackA3-down-F GAAGGTAATTAGGGGATCCCGCCGCTCGAGAATTGGGATTGCAAATAGTACGTTTGATTA 

ackA3- down -R CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAAATCTGCAGCATACGCGCCAATGTAATGTT 

RS02775-F TATTGATTAAAAAAGAAAGGGGTAATATTACAATGAATATTTTGATTTCAACCTTTATGATT 

RS02775-R CAAACGTACTATTTGCAATCCCAATTCTCGATTAAACCATTTGATTTTGTGGATCTAACACCA 

注释：下划线表示酶切位点。 
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2.3  结果与讨论 

2.3.1  重组菌株 P. acidilactici HN 的构建和发酵能力测试 

为了获得不含质粒的、稳定遗传的 Na+耐受 L-乳酸生产菌株，本论文通过同源重组

的方式，将有明显 Na+外排能力的 Na+/H+逆向转运蛋白编码基因 RS02775 整合到 P. 

acidilactici ZY271 的基因组上。ackA 编码乙酸激酶，是乙酰磷酸生成乙酸的关键酶。乙

酸是 P. acidilactici ZY271 产生的副产物，基本不会对菌株的正常生长造成影响。而且

Qiu等[116]通过敲除ackA2整合木糖代谢相关基因得到的重组菌株葡萄糖代谢没有受到影

响，构建的木糖代谢途径提高了木糖的利用，最终提高了菌株的乳酸生产。因此，选择

P. acidilactici ZY271 的 ackA3 作为敲除位点。另外，启动子的选择对基因的表达水平起

关键作用。Qiu 等[83]选择了 P. acidilactici ZP26 内源的两个启动子 PldhD 和 Pldh 用于过

表达木糖代谢相关基因，发现在 PldhD 控制下的基因簇 xylAB_2911 表现出最佳的木糖

同化速率和 D-乳酸形成。因此，本论文选择启动子 PldhD 用于基因的过表达。具体构

建策略见图 2.1，经过单双交换筛选得到的整合菌株命名为 P. acidilactici HN。 

接着，对重组菌株的 Na+耐受能力进行评估。在 100 mL 摇瓶的简化 MRS 培养基中

外源添加不同浓度的 Na+，分别为 0、0.22、0.65 和 0.19 M。发酵 12 h 后，从图 2.1 可

以看出随着发酵体系中初始 Na+浓度逐渐增加，P. acidilactici HN 和 P. acidilactici ZY271

的细胞活力以及糖耗和乳酸发酵生产均受到抑制。在 Na+浓度达到 0.19 M 时，两种菌株

基本不再消耗葡萄糖。无论 Na+浓度高低，P. acidilactici HN 和 P. acidilactici ZY271 的细

胞活力均没有明显差异，但是 P. acidilactici HN 的糖耗和乳酸产量均弱于 P. acidilactici 

ZY271。
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图 2.1  P. acidilactici HN 在不同 Na+浓度胁迫下的 L-乳酸发酵评价 

（a）葡萄糖消耗和 L-乳酸产量；（b）细胞活力 

Fig. 2.1  L-lactic acid fermentation performance evaluation of P. acidilactici HN under stress of different 

Na+ concentrations 

(a) Glucose consumption and L-lactic acid production; (b) Cell viability 

发酵条件：发酵是在含有 50 mL 合成培养基的 250 mL 三角瓶中进行的，合成培养基含有 50 g/L 葡

萄糖，额外添加不同浓度的 NaCl 营造 Na+梯度，加入 0.6g CaCO3/g 糖调节 pH，温度为 42 °C，转速

为 150 rpm，共发酵 12 h。 

 

接着在 3 L 生物反应器中，使用合成培养基，用 13.5 M NaOH 调节 pH，以 P. 

acidilactici ZY271 为对照菌株，P. acidilactici HN 为实验菌株，对两者的葡萄糖、木糖消

耗和乳酸生产能力进行监测（图 2.2）。发酵 72 h 后，P. acidilactici HN 的糖耗和乳酸产

量仍然比P. acidilactici ZY271低。P. acidilactici HN不仅没有显示出明显的Na+耐受能力，
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其糖代谢反而出现了下降的情况。以上实验结果说明，Na+/H+逆向转运蛋白的整合可能

影响了 P. acidilactici HN 的自身代谢。 

 

 

图 2.2  P. acidilactici HN 在 MRS 培养基中的 L-乳酸发酵评价 

Fig 2.2  L-lactic acid fermentation performance evaluation of P. acidilactici HD in MRS medium. 

发酵条件：发酵是在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡萄糖和

50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，共发酵

72 h，每 24 h 取样。 

 

2.3.2  P. acidilactici HN 的适应性进化及进化菌株的发酵能力评价 

重组菌株 P. acidilactici HN 中的 Na+/H+逆向转运蛋白并没有稳定提高 Na+的耐受能

力。据邱忠洋[117]研究发现，在 P. acidilactici ZP26 中整合表达木糖代谢相关的基因并敲

除乙酸代谢相关基因后，菌株的木糖代谢能力出现了显著下降（48 h内的木糖消耗从 13.4 

g/L 下降到 4.5g/L）。当在木糖为唯一碳源的 MRS 培养基中进行菌株的适应性进化后，

重组菌株的木糖代谢和 D-乳酸产量得以提高。在此，本论文尝试使用适应性进化策略

来调整重组菌株的代谢网络。 

一种方法是在 100 mL 三角瓶中适应性进化菌株，并额外添加乳酸钠以营造高浓度

的 Na+环境（图 2.3 a）。适应性进化分为三个阶段：第Ⅰ阶段，乳酸钠浓度为 20 g/L（Na+

为 4.1 g/L），适应性进化至 33 代，工程菌株对糖的代谢速率有所提高；第Ⅱ阶段，增加

乳酸钠浓度为 40 g/L（Na+为 8.2 g/L），适应性进化至 79 代，重组菌株糖的代谢速率趋

于稳定；第Ⅲ阶段，继续增加乳酸钠浓度为 50 g/L，适应性进化至 100 代，重组菌株糖

的代谢速率趋于稳定后停止。 

另一种方法是在 1 L 发酵罐中用 13.5 M NaOH 调节 pH（图 2.3 b），使菌株长期处

于高浓度 Na+环境中，通过在发酵罐中取出发酵液再补加新鲜培养基的方式来达到适应

性进化的目的。适应性进化分为八个阶段：第Ⅰ阶段，按照 20%（v/v）的取补比，补
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料后的葡萄糖浓度为 60 g/L，木糖浓度为 20.4 g/L，适应性进化 1 代后发现由于补料后

糖浓度较高，菌株的生长受到强烈抑制，后续通过取出发酵液，补加相同体积不含糖的

MRS 培养基来稀释发酵液，一直到第 5 代菌株的糖耗有所提升；第Ⅱ阶段，调整补料

后的葡萄糖浓度为 25 g/L，木糖浓度为 8.5 g/L，仍然按照 20%（v/v）的取补比，适应

性进化至 11 代时菌株的糖代谢提高；第Ⅲ阶段，增加补料后的葡萄糖浓度为 30 g/L，

木糖浓度为 10.2 g/L，仍然按照 20%（v/v）的取补比，适应性进化至 19 代时菌株的糖

代谢有所下降；第Ⅳ阶段，减少补料后的葡萄糖浓度为 20 g/L，木糖浓度为 6.8 g/L，提

高取补比为 30%（v/v），适应性进化至 28 代时发现菌株的糖代谢提高；第Ⅴ阶段，提

高补料后的葡萄糖浓度为 25 g/L，木糖浓度为 8.5 g/L，取补比为 30%（v/v），适应性进

化至 34 代时菌株的糖代谢有所提高；第Ⅵ阶段，提高补料后的葡萄糖浓度为 35 g/L，

木糖浓度为 11.9 g/L，取补比为 30%（v/v），适应性进化至 38 代时发现菌株的糖代谢下

降；第Ⅶ阶段，降低补料后的葡萄糖浓度为 30 g/L，木糖浓度为 10.2 g/L，取补比为 30%

（v/v），适应性进化至 57 代时发现菌株的糖代谢提高；第Ⅷ阶段，提高补料后的葡萄糖

浓度为 35 g/L，木糖浓度为 11.9 g/L，取补比为 30%（v/v），在连续适应性进化 94 代后，

重组菌株的糖耗和乳酸产量处于稳定状态，适应性进化停止。 
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图 2.3  P. acidilactici HN 在高浓度 Na+胁迫下的适应性进化 

（a）100 mL 摇瓶中的适应性进化；（b）1 L 发酵罐中的适应性进化 

Fig. 2.3  Adaptive evolution of P. acidilactici HN under stress of high Na+ concentration  

 (a) 100 mL shake flask; (b) 1 L bioreactor 

 

本论文将糖耗和乳酸产量达到稳定的进化菌株进行乳酸发酵能力评价，在 MRS 合

成培养基中比较P. acidilactici HN和原始菌株P. acidilactici ZY271的糖耗和乳酸产量（图

2.4）。结果发现，两种适应性进化得到的菌株和 P. acidilactici ZY271 相比，糖代谢和乳

酸产量仍然较差。通过适应性进化调整重组菌株的代谢网络有限，并不能有效提高 P. 

acidilactici HN 的 Na+耐受能力。  
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图 2.4  P. acidilactici HN 适应性进化后在 MRS 培养基中的 L-乳酸发酵评价 

（a）100 mL 摇瓶适应性进化菌株;（b）1 L 发酵罐适应性进化菌株 

Fig. 2.4  L-lactic acid fermentation performance evaluation of the adaptively evolved P. acidilactici HN in 

MRS medium 

(a) Strain adapted in 100 mL shake flask; (b) Strain adapted in 1 L bioreactor 

发酵条件：发酵是在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡萄糖和

50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，共发酵

72 h，每 24 h 取样。 

 

2.3.3  P. acidilactici HN 的 Na+转运能力检测 

为了更直观分析重组菌株 P. acidilactici HN 的 Na+外排能力，本论文对其细胞内外

的 Na+浓度进行检测（图 2.5）。重组菌株发酵 0 h 时，培养液中几乎没有 Na+。显然菌

株胞内也不会有过多 Na+，因此并没有检测 0 h 时胞内 Na+浓度。而在 24 h 和 48 h 时，

P. acidilactici HN 的胞外 Na+明显低于 P. acidilactici ZY271，这是因为 P. acidilactici HN

的乳酸产量低于 P. acidilactici ZY271 导致加入发酵体系的 NaOH 较少。48 h Na+浓度高

于 24 h，这些 Na+一方面源于菌株的外排，另一方面源于添加的 NaOH。24 h 时，P. 

acidilactici HN 的胞外 Na+与胞内外 Na+的比值比 P. acidilactici ZY271 高 19%，说明

Na+/H+逆向转运蛋白在 P. acidilactici HN 发挥了显著的钠离子外排作用。在 48 h 时，P. 

acidilactici HN 的胞外 Na+与胞内外 Na+的比值与 P. acidilactici ZY271 接近，这说明了

P. acidilactici HN 的 Na+/H+逆向转运蛋白的作用受到抑制。推测 Na+/H+逆向转运蛋白在

P. acidilactici HN 中的过表达使得 Na+外排的同时 H+内流，导致胞内 H+浓度变高，胞内

pH 下降，所以影响了菌株的正常代谢。 
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图 2.5  P. acidilactici HN 胞内和胞外的 Na+含量变化 

Fig. 2.5  Changes of intracellular and extracellular Na+ content in P. acidilactici HN 

菌体培养条件：菌体培养是在含有 600 mL 合成培养基的 1 L 发酵罐中进行，合成培养基含有 100 g/L

葡萄糖和 50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 200 rpm，

培养 12 h 收集菌体，用酸处理法提取分析胞内 Na+含量，收集发酵液用于胞外 Na+含量的测定。 

 

表 2.2  P. acidilactici HN 胞内和胞外的 Na
+
含量比值 

Table 2.2  Ratio of intracellular and extracellular Na+ content in P. acidilactici HN 

Time Strain Ratio(Extracellular Na+/Extracellular Na++ Intracellular Na+) 

24 h 
P. acidilactici ZY271 0.63 

P. acidilactici HN 0.75 

48 h 
P. acidilactici ZY271 0.86 

P. acidilactici HN 0.85 

 

2.3.4  重组菌株 P. acidilactici HN 在不同 pH 条件下的发酵评价 

根据上述推测，尝试探究 P. acidilactici HN 在低 pH 条件下是否有发酵优势。通过

在摇瓶中加入不同质量的碳酸钙（图 2.6），0、糖含量（g）20%、糖含量（g）40%、糖

含量（g）60%。所调节的 pH 范围在 4.0-5.0 之间，监测 12 h 的葡萄糖和乳酸产量变化。

研究发现，重组菌株 P. acidilactici HN 在以上发酵条件下的葡萄糖消耗速率和乳酸产量

均弱于对照菌株。在低 pH 条件下，P. acidilactici HN 没有表现出发酵优势。 

在高 pH 条件下，推测胞内过多的 H+会顺着 H+梯度流出，从而表现出发酵优势。

本论文在 3 L 生物反应器中，用 13.5 M NaOH 调节 pH 至 6.0（图 2.7a）和 6.5（图 2.7b）。

研究发现，重组菌株在 pH 6.0 和 pH 6.5 条件下的糖消耗和乳酸产量均明显低于对照菌

株。这些结果表明，高 pH 条件下，重组菌株 P. acidilactici HN 并没有发酵优势。这表

明 Na+/H+逆向转运蛋白在 P. acidilactici HN 中的整合表达对细胞的生长和代谢造成了一

定的负面影响，极有可能是由于 H+内流，导致胞内 pH 的下降。 
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图 2.6  P. acidilactici HN 在低 pH 条件下的 L-乳酸发酵评价 

Fig. 2.6  L-lactic acid fermentation performance of P. acidilactici HN at low pH. 

发酵条件：发酵是在含有 50 mL 合成培养基的 250 mL 三角瓶中进行的，合成培养基含有 50 g/L 葡

萄糖，加入不同含量碳酸钙调节 pH，温度为 42 °C，转速为 150 rpm，共发酵 12 h，12 h 时监测 pH

值。 

 

 

 

0

10

20

30

40

50

4.11 4.83 5.01 5.14

G
lu

o
c
s
e
 a

n
d
 L

a
c
ti
c
 a

c
id

(g
/L

)

pH

Glucose Glucose

Lactic acid Lactic acid

P. acidilactici  ZY271   P. acidilactici  HN      

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 24 48 72

S
u
g
a
r 

a
n
d
 l
a
c
ti
c
 a

c
id

 (
g
/L

)

Time (h)

Glucose Glucose

Xylose Xylose

Lactic acid Lactic acid

P. acidilactici ZY271 P. acidilactici HN      

（a）pH 6.0 



华东理工大学硕士学位论文  第27页 

 

 

图 2.7  P. acidilactici HN 在高 pH 条件下的 L-乳酸发酵评价 

（a）pH 6.0；pH 6.5 

Fig. 2.7  L-lactic acid fermentation performance evaluation of P. acidilactici HN at different pH values 

(a) pH 6.0; (b) pH 6.5  

发酵条件：发酵是在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡萄糖和

50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，共发酵

72 h，每 24 h 取样。 

 

2.3.5  P. acidilactici HN 的 H+-ATPase 基因转录水平分析 

据报道，Na+/H+逆向转运蛋白在跨膜转运 Na+的过程中，往往需要依赖于

H+-ATPase[118-122]。H+-ATPase 耦联跨膜质子动力势（PMF）和 ATP 的水解与合成，由

Fo亚基和F1亚基构成（图2.8）。能够水解ATP，将胞内的H+泵出从而提高胞内pH[123, 124]。

本论文从H+-ATPase基因转录水平对Na+/H+逆向转运蛋白整合表达导致重组菌株糖代谢

下降的现象进行分析。 

通过 qRT-PCR 技术，本论文分析了高浓度 Na+环境下重组菌株 P. acidilactici HN 相

较于对照菌株 P. acidilactici ZY271 的 H+-ATPase 相关基因的转录水平（图 2.9）。结果发

现，重组菌株 P. acidilactici HN 中 H+-ATPase 的 Fo 大亚基的三个编码基因都发生明显的

上调表达，而 F1 大亚基相关的五个基因则没有上调表达。Fo 亚基复合体具有质子转运

活性，能够促进细胞质中质子的外排，从而建立起跨膜的 H+电化学势梯度，这一梯度

进一步为质膜 Na+/H+逆向转运蛋白提供驱动力，使其能够将胞内过多的 Na+排出细胞[125]。

F1 亚基复合体通过水解 ATP 产生能量供给 Fo 亚基转运 H+[126]。由此可见，Na+/H+逆向

转运蛋白在 P. acidilactici HN 中的过表达使得 Na+外排的同时 H+内流，导致胞内 H+浓度

变高，刺激 H+-ATPase 上调表达。但是 H+-ATPase 活性低，并不能将胞内过多的 H+外

排，高浓度的 H+导致胞内 pH 下降，所以菌体的糖代谢受到抑制，Na+/H+逆向转运蛋白

的作用在发酵后期受到影响。后续计划进一步通过提高 H+-ATPase 的活性来提高 H+外

排能力，从而提高钠离子耐受能力。 
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图 2.8  H+-ATP 酶的结构示意图[127] 

Fig. 2.8  Schematic overview of H+-ATPase structure[127] 

 

 

图 2.9  P. acidilactici HN 在高浓度 Na+胁迫下的 H+-ATPase 相关基因转录水平测试 

Fig. 2.9  Transcriptive levels of the H+-ATPase genes in P. acidilactici HN under stress of Na+ by 

qRT-PCR analysis. 

收集菌体条件：菌体培养是在含有 600 mL 合成培养基的 1 L 发酵罐中进行，合成培养基含有 100 g/L

葡萄糖和 50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 200 rpm，

培养 12 h 收集菌体用于 qRT-PCR 实验。 
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2.4  本章小结 

在本章实验中，通过同源重组将 Na+/H+ 逆向转运蛋白编码基因 RS02775 整合到 L-

乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY271 的基因组上，在高浓度 Na+发酵体系中测试重组菌株

的发酵性能并对 Na+外排能力进行分析。本章的主要结果如下： 

（1）在 Na+浓度较高的发酵条件下，重组菌株 P. acidilactici HN 的糖代谢能力和乳

酸产量与原始菌株相比出现下降。可见，Na+/H+ 逆向转运蛋白的整合表达并没有实现预

想的钠离子耐受能力。通过在 MRS 合成培养基高浓度 Na+条件下的长期适应性进化培

养，最终获得了两株稳定的进化菌株。进化菌株在 MRS 培养基中进行乳酸发酵时，相

比于原始菌株 P. acidilactici ZY271，重组菌株的 P. acidilactici HN 的糖代谢能力和乳酸

产量仍比较低。适应性进化并没有明显改善菌株的代谢网络。 

（2）测定胞内外钠离子浓度发现 P. acidilactici HN 有明显的 Na+外排能力。推测

Na+/H+ 逆向转运蛋白在外排 Na+的同时，造成了 H+的内流。通过在不同 pH 条件下对

P. acidilactici HN 进行发酵评价，发现其没有表现出明显的发酵优势。在高浓度 Na+条件

下，P. acidilactici HN 中的 H+-ATPase 上调表达明显。由此得出，H+-ATPase 的活性较低，

不足以外排 Na+/H+ 逆向转运蛋白造成的胞内过量 H+，所以导致重组菌株的代谢受到抑

制。后续需要通过理性改造提高 H+-ATPase 的活性从而改善 P. acidilactici HN 的 Na+耐

受性。 
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第 3 章  乳酸片球菌 ZY271 耐受 Na+和 Ca2+的能力分析及理性改造 

3.1  引言 

在木质纤维素体系中利用乳酸发酵菌株进行 L-乳酸发酵时，发酵时添加的碱性中和

剂 Ca(OH)2 会导致大量的 Ca2+富集。这些 Ca2+主要通过跨膜运输来实现细胞和外界营养

环境的交换，所以周围环境中离子的含量变化直接影响到发酵微生物的正常生长和代谢，

并影响其发酵性能。因此，提高乳酸发酵菌株在木质纤维素炼制过程中的 Ca2+抗逆性对

于高 Ca2+条件下进行乳酸发酵至关重要。 

微生物细胞内的 Ca2+稳态主要是通过细胞膜上的离子转运蛋白来实现。提高微生物

Ca2+金属离子抗逆性常用的方法是过表达 Ca2+转运蛋白。Ivey 等[97]在 E. coli EP432（敲

除 Na+/H+逆向转运的菌株）中过表达 Ca2 +/H+逆向转运蛋白（chaA）可以使重组菌拥有

转运 Na+和 Ca2+的活性。Milena 等[100]将结核分枝杆菌 Mycobacterium tuberculosis 的

P-type ATPase CtpF 编码基因 Rv1997 在耻垢分枝杆菌 Mycobacterium smegmatis 中过表

达可以明显提高菌株的 Ca2+外排能力，提高其 Ca2+耐受能力。然而，目前对提高乳酸菌

耐受 Ca2+金属离子能力的研究报道较少。 

P. acidilactici ZY271是一株可以同时利用葡萄糖和木糖进行乳酸发酵生产的优异L-

乳酸生产菌株。在本研究中，首先分析了木质素残渣燃烧灰分作为发酵中和剂的乳酸发

酵，其次测试了不同 Ca2+浓度对 P. acidilactici ZY271 的抑制作用。紧接着，在高浓度

Ca2+环境下利用 qRT-PCR 分析 P. acidilactici ZY271 显著上调表达基因并将其整合到 P. 

acidilactici ZY271 基因组上，最后在分别含有高浓度 Ca2+和 Na+的环境中进行 SSCF 发

酵测试重组菌株的发酵性能，并对糖代谢相关基因进行分析。本研究意外提高了 P. 

acidilactici ZY271 在木质纤维素高浓度 Na+发酵体系下的葡萄糖代谢能力，发现了 P. 

acidilactici ZY271 中 DMT 家族转运蛋白新功能，为进一步研究 P. acidilactici 的 Na+耐

受能力提供了重要的实验依据。   

3.2  材料与方法 

3.2.1  菌株、培养基及培养条件 

脱毒真菌宛氏拟青霉 Paecilomyeces varioti FN89（CGMCC17665）用于玉米秸秆原

料干式烯酸预处理后的生物脱毒，培养于 PDA（Potato dextrose agar）培养基中，37 °C

下培养。本章使用的其他菌株和培养基参考 2.2.1。 

3.2.2  重组菌株的构建 

本章所引用的质粒、引物见表 3.1。DMT 家族转运蛋白编码基因 RS00830 的整合方

法参考 2.2.2 和 2.2.3。 

3.2.3  原料、酶与试剂 

本章 2.3.1 的灰分作为中和剂，用于乳酸生产实验所用的物料是于 2021 年春季收获
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于河南省南阳市的小麦秸秆。根据 NREL 两步酸解法[128]对其进行组分测定，含有 34.3%

纤维素、19.3%木聚糖、22.1%木质素和 8.4%的灰分。其他实验所使用的小麦秸秆由上

海凯赛生物技术有限公司于2023年8月提供，预处理后小麦秸秆中纤维素含量为31.07%，

半纤维素含量为 0.44%，游离葡萄糖含量为 30.83 mg ± 0.57 mg/g，游离木糖含量为 136.70 

mg ± 1.98 mg/g，其中各组分均按照干重计算。 

参照 Bradford 方法[129]检测得到 Cellic CTec 3.0 的蛋白浓度为 90.1 mg/mL。糖化酶

GA-LNEW 酶活为 103900 WU/mL。试剂参照 2.2.1。 

3.2.4  焚烧灰分的制备与元素分析方法 

将纤维素乳酸发酵液进行离心以收集残渣，离心机转速为 8000 rpm，离心 10 min。

对固体残渣至少洗三次，然后自然晾干至水分含量低于 10%（w/w）。使用破壁机将晾

干的残渣粉碎后放入马弗炉（SX2-2.5-10，上海博迅工业有限公司）中进行灼烧处理，

先在 275 °C 下进行 30 min 的预热操作，随后将温度升至 575 °C 并保持至少 4 h。将焚

烧好的灰分保存在 90 °C 烘箱中，使用 EDS 结合场发射扫描电镜（GeminiSEM 500）分

析其表面成分。 

3.2.5  干法生物炼制以进行乳酸生产 

将经过前处理的小麦秸秆原料进行干酸预处理[28]，具体过程为：在 20 L 预处理反

应器中加入 2:1（w/w）固液比的麦秆与稀硫酸溶液，通入蒸汽升温到 175 °C下处理 5 min，

搅拌转速为 50 rpm。预处理后的物料需要用 CaCO3 将 pH 调至 5.5。然后按照 25%或 30%

固含量将物料加入 5 L 糖化罐中进行预糖化，在 200 rpm，50 °C 条件下反应 12 h，期间

加入纤维素酶，用量为每 g 干物质 5 mg 蛋白，预糖化结束后立即转入 3 L 发酵罐中，

将脱毒菌株 P. variotii FN89 以 10%（v/v）的接种量接入进行生物脱毒，搅拌速度 750 rpm，

通气量 1.0 vvm，温度 37 °C，脱毒结束后立即停止通气并升温到 50 °C，保持 12 h 即可

杀死 P. variotii FN89，加入营养盐后接入乳酸发酵菌株。 

乳酸发酵菌株种子液的制备：从-80 °C 冰箱中取出 P. acidilactici 菌液的冻存管，并

将其接种到含有 20 mL 简化 MRS 培养基的 100 mL 三角瓶中。随后，42 °C、转速为 150 

rpm 的条件下培养 6 h 得到一级种子液，之后将培养液按照接种量 10%（w/w）转接到

100 mL MRS 培养基中，培养时间 6 h 得到二级种子液，种子液制备的两次培养过程中

均添加 1%（v/v）的糖化酶防止菌体絮凝，加入 0.6 g 碳酸钙/g 糖来调节 pH。将预先制

备好的种子液加入到经过脱毒处理的水解液中，随后进行同步糖化共发酵（SSCF）。发

酵条件设定为温度 42 °C，转速 300 rpm，并维持 pH 值在 5.5。在发酵过程中使用 25%

（w/w）的 Ca(OH)2 溶液进行 pH 调节。 

3.2.6  单糖与乳酸的分析方法 

分析方法参照 2.2.5。 

3.2.7  荧光实时定量 PCR（qRT-PCR）分析  

利用 qRT-PCR 分析 P. acidilactici 中的 Ca2+外排蛋白编码基因和糖代谢相关基因。

其他步骤参考 2.2.7，引物见附录Ⅱ。 
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表 3.1  本章节所用的菌株、质粒和引物 

Table 3.1  Strains, plasmids and primers used in this study 

Strains Characteristics Sources 

E. coli XLI-blue Host for plasmid construction Storage 

Paecilomyces variotii FN89 Biodetoxification fungus isolated in our lab [38] 

P. acidilactici ZY271 L-lactic acid producing strain and RS00830 gene contained Storage 

P. acidilactici HD Integration of the RS00830 gene into ackA3 locus of P. acidilactici ZY271 This work 

Plasmids Characteristics Sources 

pSET4E Emr replacing Spcr marker of pSET4S, temperature sensitive vector [115] 

pSET4E-ΔackA3::RS00830 Plasmid for integration of the RS00830 gene into ackA3 locus of P. acidilactici ZY271 This work 

Primers Sequence (5’-3’) 

PldhD-F AAAGATTTTCAGGAAGGTAATTAGGGGATCTGCTCTGGTGTGCAGACCAGACGTTGTACA 

PldhD-R AAAATCATAAAGGTTGAAATCAAAATATTCATTGTAATATTACCCCTTTCTTTTTTAATCAA 

ackA3-up-F AGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCAATTCGCTTCTTTGGTGAAAAACTTTCGGGA 

ackA3-up-R TGCAATCCCAATTCTCGAGCGGCGGGATCCCCTAATTACCTTCCTGAAAATCTTTATTTG 

ackA3-down-F GAAGGTAATTAGGGGATCCCGCCGCTCGAGAATTGGGATTGCAAATAGTACGTTTGATTA 

ackA3-down-R CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAAATCTGCAGCATACGCGCCAATGTAATGTT 

RS00830-F TAAAAAAGAAAGGGGTAATATTACATCTAGGTGAAGTTAAGGACCTTGCTTTATGTCGTC 

RS00830-R CGTACTATTTGCAATCCCAATTCTCGATTATTTGCTCATCCTCATCGCAATCTT 

注释：下划线表示酶切位点。
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  焚烧灰分作为乳酸发酵中和剂 

为了提高木质纤维素生物质的全回收和重复利用效率，作为生物炼制过程固体废弃

物最终形式的焚烧灰分的合理利用至关重要。实验室前期对生物炼制焚烧所得到灰分的

中和能力进行了分析，其碱性介于 CaCO3 和 Ca(OH)2 之间，推测可以作为生物炼制乳酸

发酵过程中的碱性中和剂。 

首先，分别测试了以焚烧灰分、25%（w/w）Ca(OH)2、CaCO3 及不同比例的灰分和

氢氧化钙组合作为中和剂来调节乳酸发酵过程 pH 的发酵效果。如图 3.1 所示，用 CaCO3

作为中和剂时，乳酸产量最低（只有 66.6 g/L），推测可能是因为 CaCO3 在水中的溶解

度相对较低，需要更长的时间来完全溶解，无法及时中和发酵产生的乳酸，这导致发酵

菌株长时间处于低于适宜 pH 环境中，影响了其生长和代谢，因此乳酸产量较低，所以

CaCO3 不适于用作乳酸发酵的中和剂。当用 25%（w/w）Ca(OH)2 作为发酵中和剂时，

乳酸产量达到 101.8 g/L。当完全用灰分作为中和剂时，乳酸产量为 72.8 g/L，略高于使

用 CaCO3 作为中和剂的情况，但是与使用 25%（w/w）Ca(OH)2 作为中和剂相比，降低

了约 40%。尝试将 Ca(OH)2 溶液和焚烧灰分组合使用，随着 Ca(OH)2 溶液的比例逐渐增

加（20%-80%, w/w），乳酸产量逐渐上升，当 Ca(OH)2 溶液的 20%（w/w）或 40%（w/w）

替换为灰分时，乳酸发酵产量与完全用 Ca(OH)2 溶液的乳酸产量基本一致。因此，焚烧

灰分可以替代高达 40%（w/w）的氢氧化钙用于控制发酵的 pH 值，这对于焚烧灰分的

回收利用有重要价值。
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图 3.1  CaCO3、焚烧灰分、Ca(OH)2或焚烧灰分和 Ca(OH)2组合控制 pH 纤维素 L-乳酸发酵 

Fig. 3.1  Cellulosic L-lactic acid fermentation with pH controlled by CaCO3, combustion ash, Ca(OH)2, or 

combined combustion ash and Ca(OH)2 

发酵条件：在含有 1 L 麦秆水解液（20%（w/w）固体含量）的 3 L 发酵罐中，进行 SSCF 生产 L-乳

酸，以 P. acidilactici ZY271 作为发酵菌株，42 °C，150 rpm 共发酵 72 h，利用不同类型的中和剂控

制发酵 pH 稳定在 5.5。 

 

接着，进一步对焚烧灰分能作为碱性中和剂的原因进行了分析。对灰分的元素组成

进行了分析，如图 3.2 所示，使用扫描电子显微镜-能谱仪，对焚烧灰分表面的元素成分

进行扫描分析，发现其中含有 37.7 ± 0.8%（w/w）的氧、34.4 ± 3.0%（w/w）的钙、16.2 

± 1.0%（w/w）的碳、6.4 ± 1.5%（w/w）的硅和其他元素。钙的含量较高，可能是因为

在生物炼制过程中添加含有钙的中和剂产生的不溶性钙盐沉淀物与固体残渣混合，最终

富集在焚烧灰分中，导致钙含量升高。推测这些钙元素大部分应都以碳酸钙的形式存在，

因此，灰分具有调节 pH 的能力。 
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图 3.2  干法生物炼制后焚烧灰分的 EDS 分析 

Fig. 3.2  EDS spectra of characterizations of combustion ash after dry biorefinery processing. 

Wt（%）表示元素质量百分比；原子（%）表示原子序数百分比。 

 

3.3.2  P. acidilactici ZY271 对 Ca2+的耐受能力评估 

在利用乳酸菌发酵生产乳酸钙时，无论是采用焚烧灰分、Ca(OH)2 还是 CaCO3 作为

中和剂，都会造成大量的 Ca2+富集，高浓度的 Ca2+会抑制菌株的活性进而影响纤维素乳

酸钙高效发酵生产。首先对 P. acidilactici ZY271 的 Ca2+耐受能力进行了评估。在简化

MRS 培养基中外源添加不同浓度的 Ca2+，分别是 0、0.23 M、0.37 M（折算成外源添加

的乳酸钙，浓度分别为 0、50 和 80 g/L)。发酵 12 h 后，从图 3.3 可以看出，随着发酵

体系中初始 Ca2+浓度的逐渐提高，发酵体系中残余的葡萄糖和木糖含量逐步增加，乳酸

产量逐渐下降，从 34.9 g/L下降到 7.2 g/L。说明随着Ca2+浓度的增加，P. acidilactici ZY271

的葡萄糖和木糖代谢速率减缓，高浓度的 Ca2+会抑制菌株的代谢过程，从而影响乳酸发

酵性能。 
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图 3.3  P. acidilactici ZY271 对 Ca2+的耐受性评价 

Fig. 3.3  Tolerance evaluation of Ca2+ of P. acidilactici ZY271 

发酵条件：发酵是在含有 600 mL 合成培养基的 1 L 发酵罐中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡萄

糖和 50 g/L 木糖，加入 50 g/L、80 g/L 乳酸钙营造不同浓度 Ca2+ 环境，以 25%（w/w）Ca(OH)2 作

为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 200 rpm，共发酵 12 h。 

 

3.3.3  挖掘 P. acidilactici ZY271 Ca2+外排相关基因 

为了提高 P. acidilactici ZY271 的 Ca2+耐受能力，将 P. acidilactici ZY271 中内源性

Ca2+外排基因进行过表达。通过 qRT-PCR 挖掘 P. acidilactici ZY271 中内源性 Ca2+外排

基因，分析在高浓度 Ca2+条件下上调表达明显的基因。比较分析了 P. acidilactici ZY271

中三种主要蛋白（Cation transporter、Multidrug transporter、P-type ATPase）编码基因的

转录情况。在外源添加 0.14 M Ca2+（折算成乳酸钙为 30 g/L）条件胁迫下，未发现有基

因出现明显的上调表达（图 3.4a），这可能是 Ca2+所造成的胁迫不够，因此又进行了添

加 0.23 M Ca2+（折算成乳酸钙为 50 g/L）条件下的 qRT-PCR 分析（图 3.4b），发现 DMT

家族的 RS00830 基因表达上调明显（4.5 倍），说明 RS00830 基因编码的 DMT 家族转运

蛋白响应于高浓度的 Ca2+胁迫，另据 Schaedler 等[102]研究发现乳酸乳球菌 Lactococcus 

lactis 中的多药转运蛋白 LmrP 对 Ca2+有高的选择性，可以外排 Ca2+，LmrP 可以作为

calcium/proton 逆向转运蛋白起作用，因此推测 P. acidilactici ZY271 中 RS00830 基因编

码的 DMT 家族转运蛋白在高浓度 Ca2+环境中起 Ca2+外排的作用，用于维持 Ca2+稳态。 
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图 3.4  P. acidilactici ZY271 在 Ca2+胁迫下的金属离子转运相关基因转录水平测试 

（a）0.14 M Ca2+;（b）0.23 M Ca2+ 

Fig. 3.4  Transcriptive levels of the metal ion transport genes in P. acidilactici ZY271 under stress of Ca2+ 

by qRT-PCR 

(a) 0.14 M Ca2+; (b) 0.23 M Ca2+ 

收集菌体条件：菌体培养是在含有 600 mL 合成培养基的 1 L 发酵罐中进行，合成培养基含有 100 g/L

葡萄糖和 50 g/L 木糖，添加不同浓度 Ca2+（0、0.14 M、0.23 M），以 25%（w/w）Ca(OH)2 作为中和

剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 200 rpm，分别培养 6 h、5 h、7 h 后收集菌体用于 qRT-PCR

实验，将 0 g/L Ca2+基因表达量设为 1。 

 

3.3.4  P. acidilactici HD 的构建和 Ca2+耐受性发酵测试 

从以上结果可知，高浓度的 Ca2+影响乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY271 的糖代谢、

乳酸产量和一些转运蛋白的基因表达水平。为提高菌株在高浓度 Ca2+发酵体系中的糖代

谢能力和乳酸产量，将在外源添加 0.23 M Ca2+上调表达明显的 DMT 家族转运蛋白的编

码基因 RS00830 整合到 P. acidilactici ZY271 基因组上以构建耐受 Ca2+的重组菌株。具体
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构建过程参考图 2.1，得到重组菌株 P. acidilactici HD。 

接着，在含有高浓度 Ca2+的 MRS 培养基中对原始菌株 P. acidilactici ZY271 和

RS00830 基因整合菌株 P. acidilactici HD 的糖消耗和乳酸发酵性能进行了比较（图 3.5）。

发酵 72 h 后，P. acidilactici HD 的葡萄糖、木糖和乳酸产量相较于 P. acidilactici ZY271

并没有明显差异，即在高浓度 Ca2+合成培养基中 P. acidilactici HD 并没有表现出明显的

Ca2+耐受能力，RS00830 基因编码的蛋白可能并没有明显的 Ca2+外排能力。 

  

 

图 3.5  P. acidilactici HD 在 MRS 培养基中的 L-乳酸发酵评价 

Fig. 3.5  L-lactic acid fermentation performance evaluation of P. acidilactici HD in MRS medium.   

发酵条件：发酵是在含有 1 L 合成培养基的 3 L 发酵罐中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡萄糖和

50 g/L 木糖，以 25%（w/w）Ca(OH)2 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，

共发酵 72 h，每 24 h 取样。 

 

实验最终目的是利用木质纤维进行高指标的乳酸生产，合成培养基的成分和真实木

质纤维素体系存在差异。因此使用固含量为 25%（w/w）的小麦秸秆利用 P. acidilactici HD

进行同步糖化共发酵 SSCF 生产乳酸，测试其在真实木质纤维素体系下的 Ca2+耐受能力

（图 3.6a）。发酵 72 h 后，P. acidilactici HD 重组菌株和 P. acidilactici ZY271 对照菌株相

比糖耗和乳酸产量并没有表现出明显差异，而且 25%（w/w）的小麦秸秆产生的初始糖

比较少（葡萄糖约 70 g/L，木糖约 40 g/L）。在 24 h 时两种菌株就已耗完所有糖，因此

也无法判断 P. acidilactici HD 的发酵性能。接着，在 30%固含量的小麦秸秆水解液体系

中进行 P. acidilactici HD 的发酵性能测试（图 3.6b），发现 P. acidilactici HD 和 P. 

acidilactici ZY271 对照菌株相比，葡萄糖和木糖的消耗基本一致，乳酸的产量也并没有

明显差异。30%固含量的小麦秸秆产生的糖足以供给菌株发酵 60 h，发酵后期菌株活力

下降，即使有更多糖菌株也可能不再消耗，而且更高的固含量传质效率较低，不利于进

行发酵。因此，P. acidilactici HD 在 30%固含量的小麦秸秆水解液中没有提高糖代谢和

乳酸产量，这说明 RS00830 基因编码的 DMT 家族转运蛋白没有起转运 Ca2+的作用。至
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于 RS00830 基因在高浓度 Ca2+环境中上调表达明显的现象，推测是因为 Ca2+在细胞中作

为第二信使调控着细胞的增殖、代谢等多种生化过程，并参与细胞内与细胞间的信号转

导。Ca2+浓度发生变化将引发细胞内信号途径的连锁反应，进而诱导一系列生理变化。

因此，高浓度的 Ca2+可能正是通过信号转导途径，触发了 DMT 家族的 RS00830 基因上

调表达。 

 

 

 

图 3.6  P. acidilactici HD 的小麦秸秆原料同步糖化与共发酵评价 

（a）25%（w/w）小麦秸秆固体含量;（b）30%（w/w）小麦秸秆固体含量 

Fig. 3.6  Simultaneous saccharification and co-fermentation of wheat straw under different solids loading 

by P. acidilactici HD 

(a) 25% ( w/w) solids loading；(b) 30% ( w/w) solids loading 

发酵条件：发酵是在含有 1 L 麦秆水解液的 3 L 发酵罐中进行的，以 25%（w/w）Ca(OH)2 作为中和

剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，共发酵 72 h，每 12 h 取样。 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

0 24 48 72

S
u
g
a
r 

a
n
d
 l
a
c
ti
c
 a

c
id

 (
g
/L

)

Time (h)

Glucose Glucose

Xylose Xylose

Lactic acid Lactic acid

P. acidilactici  ZY271   P. acidilactici  HD        

（a）25% solids loading

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

0 24 48 72

S
u
g
a
r 

a
n
d
 l
a
c
ti
c
 a

c
id

 (
g
/L

)

Time (h)

Glucose Glucose

Xylose Xylose

Lactic acid Lactic acid

P. acidilactici  ZY271    P. acidilactici  HD         

（b）30% solids loading



第40页  华东理工大学硕士学位论文 

 

3.3.5  P. acidilactici HD 对 Na+的耐受性评估 

据研究表明DMT超家族包含 14个家族[130]，其中 Small Multidrug Resistance（SMR）

是阳离子特异性多药外排泵，Jiang 等[131]将嗜盐菌中的两个 Paired Small Multidrug 

Resistance（PSMR）家族蛋白基因 PsmrAB 在 E.coli KNabc（缺乏三种主要 Na+/H+逆向

转运蛋白 NhaA，NhaB 和 ChaA）中过表达，发现 PsmrAB 基因同时存在时 E.coli KNabc

在 0.6 M NaCl 条件下有 Na+（Li+）/H+逆向转运活性。此外，DMT 超家族中的 Major 

Facilitator（MF）成员 TetA（L）[132]和 MdfA[133]均表现出明显的 Na+/H+逆向转运蛋白活

性。因此，推测 RS00830 编码的 DMT 家族转运蛋白极可能具有 Na+/H+逆向转运活性。 

本论文尝试探究该重组菌能否耐受高浓度 Na+。在 MRS 培养基中加入不同浓度的

Na+，分别是 0、0.22、0.43、0.65、0.87、1.30 M（折算成乳酸钠分别为 0、25、48、73、

97、146 g/L）（图 3.7），发酵 48 h，发现随着 Na+浓度的增加，P. acidilactici HD 和原始

菌株的葡萄糖消耗能力和乳酸产量均呈下降趋势。当 Na+浓度达到 0.87 M 和 1.30 M 时，

菌株的代谢完全被抑制，说明 Na+显著抑制乳酸发酵菌株 P. acidilactici ZY271。在无 Na+

的发酵环境中，P. acidilactici ZY271 和 P. acidilactici HD 的葡萄糖消耗和乳酸产量基本

一致。随着 Na+浓度逐渐增加，P. acidilactici HD 的发酵水平都优于原始菌株。在 Na+

浓度为 0.65 M 时，P. acidilactici HD 的乳酸产量比对照菌株多 1.34 倍。这说明其有明

显的 Na+耐受能力，RS00830 编码的 DMT 家族转运蛋白在高浓度 Na+条件下能够有效外

排 Na+，从而维持细胞的 Na+平衡，保证菌株在高浓度 Na+胁迫下的正常生长和代谢。
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图 3.7  P. acidilactici HD 在不同 Na+浓度胁迫下的 L-乳酸发酵 

Fig. 3.7  L-lactic acid fermentation performance of P. acidilactici HD under stress of different sodium ion 

concentrations. 

发酵条件：发酵是在含有 50 mL 合成培养基的 250 mL 三角瓶中进行的，合成培养基含有 100 g/L 葡

萄糖，额外添加不同浓度的乳酸钠营造不同的Na+梯度，加入 0.6g CaCO3/g 糖调节 pH，温度为 42 °C，

转速为 150 rpm，共发酵 48 h。 

 

3.3.6  P. acidilactici HD 糖代谢路径相关基因转录水平分析 

从木质纤维素体系中的发酵结果来看，高浓度Na+胁迫环境下重组菌株P. acidilactici 

HD 的葡萄糖代谢能力明显优于出发菌株，而木糖和乳酸产量没有明显变化。为分析这

一实验结果，本论文以 P. acidilactici HD 为实验组，P. acidilactici ZY271 为对照组，在

葡萄糖初始浓度为 100 g/L，木糖初始浓度为 50 g/L（接近固含量 30%（w/w）小麦秸秆

的初始糖浓度）的合成培养基中培养菌株，对其糖代谢路径上的关键基因进行了

qRT-PCR 分析(图 3.9)。从实验结果来看，葡萄糖代谢途径中从葡萄糖到葡萄糖 6-磷酸

的 manx 基因，从葡萄糖 6-磷酸到果糖 6-磷酸的 pgi 基因以及从果糖 6-磷酸到 L-乳酸的

eno1 基因显著上调表达，而木糖代谢相关的几个关键基因和 L-乳酸脱氢酶基因没有出

现明显上调表达。manx 基因编码 PTS 转运蛋白，此蛋白的主要作用是将各种糖及其衍

生物进行磷酸化之后运输到胞内[134]。pgi 基因编码葡萄糖 6-磷酸异构酶，该酶的功能是

催化葡萄糖 6-磷酸生成果糖 6-磷酸，这是糖酵解途径中的一个关键步骤，它将磷酸葡萄

糖异构化为能够进一步转化为丙酮酸的中间产物，因此这些基因的上调表达可以加快葡

萄糖的代谢速率。eno 基因编码磷酸丙酮酸水合酶，该酶的功能是负责催化 2-磷酸甘油

酸（2-PG）转化为磷酸烯醇丙酮酸（PEP），是果糖 6-磷酸到 L-乳酸的重要一步[135]。ldhL

基因编码 L-乳酸脱氢酶，是丙酮酸转化为 L-乳酸的关键酶。 
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图 3.9  P. acidilactici HD 在 Na+胁迫下的糖代谢相关基因转录水平测试 

Fig. 3.9  Transcriptive levels of the sugar metabolism genes in P. acidilactici ZY271 under stress of Na+ 

by qRT-PCR analysis. 

收集菌体条件：菌体培养是在含有 600 mL 合成培养基的 1 L 发酵罐中进行，合成培养基含有 100 g/L

葡萄糖和 50 g/L 木糖，以 13.5 M NaOH 作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 200 rpm，

培养 12 h 收集菌体用于 qRT-PCR 实验。 

 

3.3.7  木质纤维素体系下 P. acidilactici HD 对 Na+的耐受性评估 

为了探究重组菌株 P. acidilactici HD 在真实木质纤维素体系下的 Na+耐受能力，本

论文在 3 L 生物反应器中，使用固含量为 30% (w/w)的小麦秸秆进行 SSCF 生产乳酸，

用 13.5 M NaOH 调节 pH（图 3.8）。发酵 72 h 后，原始菌株 P. acidilactici ZY271 的发酵

液中还残余约 21.32 g/L 葡萄糖，而重组菌株 P. acidilactici HD 的葡萄糖完全耗尽，木糖

的代谢情况及最终的 L-乳酸产量没有明显提高。推测是因为木质纤维素水解液存在的抑

制物，导致更多的糖用于了菌体的生长。
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图 3.8  P. acidilactici HD 的小麦秸秆原料同步糖化与共发酵评价 

Fig. 3.8  Simultaneous saccharification and co-fermentation of wheat straw by P. acidilactici HD 

发酵条件：发酵是在含有 1 L 麦秆水解液（固含量 30%（w/w））的 3 L发酵罐中进行的，以 13.5 M NaOH

作为中和剂维持 pH 在 5.5，温度为 42 °C，转速为 300 rpm，共发酵 72 h，每 24 h 取样。 

 

3.4  本章小结 

木质纤维素发酵体系中过量的 Ca2+会对乳酸菌的糖代谢和乳酸产量造成抑制，将在

高浓度 Ca2+环境中上调表达的 DMT 家族转运蛋白编码基因 RS00830 整合到 P. 

acidilactici ZY271 基因组上，并没有明显提高菌株的 Ca2+耐受性，但意外发现重组菌株

对 Na+的耐受能力得到提高。本章的主要结论如下： 

（1）通过 q-PCR 分析发现，在高浓度 Ca2+的环境中存在上调表达明显的 DMT 家

族转运蛋白编码基因 RS00830。通过同源重组的方式，将其整合到 P. acidilactici ZY271

基因组的 ackA3 位点，得到重组菌株 P. acidilactici HD。在合成培养基 MRS 和木质纤维

素体系中，相较于出发菌株 P. acidilactici ZY271，重组菌株的糖耗和乳酸产量没有明显

提高，说明 DMT 家族转运蛋白的整合表达没有提高菌株的 Ca2+耐受性。 

（2）在高浓度 Na+发酵体系中，P. acidilactici HD 重组菌株葡萄糖消耗速率明显优

于出发菌株。这说明相较于 Ca2+来说，RS00830 基因编码的 DMT 家族转运蛋白可明显

提高菌株的 Na+耐受能力。通过 qRT-PCR 分析发现，葡萄糖代谢相关基因上调表达明显，

L-乳酸脱氢酶基因没有明显变化。在高固含量的木质纤维素发酵体系下，重组菌株 P. 

acidilactici HD 的葡萄糖代谢虽然得以提高，但是乳酸产量并没有得到改善。这说明在

高浓度 Na+木质纤维素体系中提高 P. acidilactici HD 的 L-乳酸产量可能还需要 L-乳酸脱

氢酶。此研究为 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力强化提供了参考，为 DMT 家族转

运蛋白功能的进一步研究提供了新的思路。
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

乳酸发酵过程中的 pH 调控添加的碱液会导致高浓度 Na+和 Ca2+金属离子富集，抑

制发酵菌株的生长和产物积累。针对这个重要问题，本研究开展了以下工作：借助

qRT-PCR 挖掘和筛选了 P. acidilactici ZY271 的金属离子转运相关基因，并通过理性改造

提高了 P. acidilactici ZY271 的 Na+耐受能力；将具有显著 Na+外排能力的 Na+/H+逆向转

运蛋白的编码基因整合到 P. acidilactici ZY271 的基因组，得到发酵性能稳定的重组菌株，

并评价高浓度 Na+发酵环境中重组菌株的发酵性能。以下是本论文的主要结论： 

（1）将明显提高 P. acidilactici ZY271 Na+耐受能力的 Na+/H+逆向转运蛋白编码基因

RS02775 整合到 P. acidilactici ZY271 基因组上，构建得到性能稳定的重组菌株 P. 

acidilactici HN。该重组菌株在高浓度 Na+环境中的糖代谢和乳酸产量均下降，这表明将

Na+/H+ 逆向转运蛋白基因整合到 P. acidilactici ZY271 的基因组后影响了糖代谢。在高

浓度 Na+环境下，P. acidilactici HN 的 H+-ATPase 相关基因有部分没有上调表达，说明

H+-ATPase 的表达量可能不足以外排 Na+/H+逆向转运蛋白形成的过量胞内 H+，H+在胞

内累积，影响了菌株的正常代谢。适应性进化无法有效改善 P. acidilactici HN 的代谢网

络。需要通过理性改造提高 P. acidilactici HN 的 H+-ATPase 活性，进而提高菌株的 H+

外排能力，达到 H+和 Na+的平衡。 

（2）在高浓度 Ca2+环境下，P. acidilactici ZY271 的金属离子转运蛋白基因的基因

转录分析表明，DMT 家族转运蛋白  RS00830 基因显著上调表达。将其整合到 P. 

acidilactici ZY271 的基因组后发现，重组菌株 P. acidilactici HD 在高浓度 Ca2+环境中发

酵能力并没有明显提高。但是意外发现其在高浓度 Na+环境中展现出优异的发酵性能，

展现出显著的 Na+耐受能力。通过 qRT-PCR 分析发现，该重组菌株的葡萄糖代谢相关基

因显著上调表达，L-乳酸脱氢酶基因没有明显变化。在木质纤维素发酵体系中，该重组

菌株的葡萄糖消耗速率加快而乳酸产量没有变化。在高浓度 Na+的木质纤维素体系，提

高 P. acidilactici HD 的 L-乳酸产量可能还需要 L-乳酸脱氢酶。 

4.2  创新点 

通过遗传修饰技术，本论文在 P. acidilactici ZY271 中过表达内源 DMT 家族转运蛋

白 RS00830 基因，构建了重组菌株 P. acidilactici HD，在高浓度 Na+条件下，提高了乳

酸的产量。本论文首次发现了 P. acidilactici 的 DMT 家族转运蛋白（RS00830）具有提

高菌株 Na+耐受的能力。为微生物 Na+耐受性的研究提供了参考，为 DMT 家族转运蛋

白功能的研究提供了新思路。 

4.3  展望 
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本论文针对 P. acidilactici 的 Na+和 Ca2+耐受性问题展开研究。本论文发现了 P. 

acidilactici Na+/H+逆向转运蛋白外排 Na+的机制比较复杂，单独表达 Na+/H+逆向转运蛋

白无法提高菌株的 Na+耐受能力。同时发现了一种可以提高 P. acidilactici ZY271 Na+耐

受能力的内源性蛋白，为后续工作提供了基因参考依据。但是目前，本论文仅开展了基

因过量表达实验，更多诸如基因互作等佐证需要进一步研究。 

（1）本论文发现，在 P. acidilactici 基因组上整合 Na+/H+逆向转运蛋白并没有明显

改善菌株的 Na+耐受能力。本论文推测 Na+/H+逆向转运蛋白的整合表达造成胞内 H+累

积，而 H+-ATPase 的活性不足以外排过量的 H+。在后续研究中，可以对 H+-ATPase 是

否与 Na+/H+逆向转运蛋白互作后才能提高 P. acidilactici 耐受 Na+的能力进行探究。 

（2）本论文参考文献和数据库，通过 qRT-PCR 分析了 P. acidilactici 的部分内源性

Ca2+外排蛋白。整合表达了上调表达明显的基因，而下调表达的基因编码的蛋白也有可

能提高菌株的 Ca2+耐受能力。后续研究可以尝试整合表达下调表达的基因。此外通过转

录组实验，进一步考察 P. acidilactici 的 Ca2+外排蛋白全局转录情况。 

（3）本论文针对重组菌株 P. acidilactici HD 在木质纤维素体系中葡萄糖代谢速率加

快但是乳酸产量没有提高的现象。在后续研究中，将进一步通过基因操作验证过表达

L-乳酸脱氢酶基因的菌株在乳酸生物炼制中的作用。 
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附录Ⅰ  第二章 qRT-PCR 基因分析及引物 

Gene Primer sequence(5’-3’) 
 Forward Reverse 

Three selected genes of primers for H+-ATPase Fo subunit 
16S rRNA GTCCATGCCGTAAACGATGATT CTTTTGAGTTTCAACCTTGCGG 

atpB CATTTCGGGATTGGTTGC TACGGGTTTCCGTTTCGT 
atpE TGGTGGTGGTATCGGTGAC CGAAGGCTAAGATTGGCATA 
atpF GCGGATCGGATTTCTAATG GTAGTTGCTTCGGCGTGAG 

Five selected genes of primers for H+-ATPase F1 subunit 
alapha AGCGATTACTTCCATTCCG ATTTAGCTTGGGTTGCCTTA 
beta GGGATGGATGAACTGTCTGA GGAATGCTTCTTCTGGGAG 
gamma GCTGAATATGAAACCGAACC TGGCACCGTAAACCAAAC 
epsllon GAAGATGTAGTGGCGGTGAA GCTCGCTATTATCGTGAGCT 
delta AGTTATTTCCGCCATTCCA ACCGTCGTAGATCAAACCATC 
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附录Ⅱ  第三章 qRT-PCR 基因分析及引物 

Gene Primer sequence(5’-3’) 

 Forward Reverse 

Two selected genes of primers for cation:dicarboxylase symporter family transporter 

16S rRNA GTCCATGCCGTAAACGATGATT CTTTTGAGTTTCAACCTTGCGG 

RS01850 AGAATGGTTCGCCTCGTC TCGGGTTGGTATGCGTTA 

RS00225 CTCGGCCACCAGATTACG GAAGGTCAACCCGCTCAT 

One selected genes of primers for cation diffusion facilitator family transporter 

RS06675 GGTGCTAAGCGTTCCAGG GCAAAGTTGCGTGTTCGA 

One selected genes of primers for cation:proton antiporter 

RS00955 ATGACATCCTTGGCGTATTG AAAGATGGTCCGCTGCTC 

Three selected genes of primers for sodium:proton antiporter 

RS01650 CATCAATGGCATTCACGG GGTAAGACGAGCGGCAAA 

RS04920 AGGCTGCTTAGCGGTCTT CATTTCCGGCGTTGTTTA 

RS08635 CTAGGTGGCGTGCTCGTT GCTCCCATCGCACTAAGAA 

Four selected genes of primers for magnesium transporter 

RS00595 CTAGGTGGCGTGCTCGTT GCTCCCATCGCACTAAGAA 

RS00635 TTTTCGGCTCGTAGTGGC AATCCGGGAAGGGTCTAAC 

RS01685 CCTGATTGCCTGCTTCCT GTGGTTTCCGTAGACTGTGC 

RS05360 AAAACTTACCACGCCACTTC CAACGCCTTAGGTAGAAACAG 

One selected genes of primers for magnesium-translocating P-type ATPase 

RS04305 TGGGACACGATGGACAAAG GCGGGACAGATAACGAAAA 

One selected genes of primers for Divalent metal cation transporter 

RS00265 GTTCCAAGCCCTCGACAA GCCAACCACCAATAAATCTG 

Two selected genes of primers for DMT(drug/metabolite transporter)family transporter 

RS00830 TAGCGACATTCCGTTCTTTC CAGCTTCACCCATTACTACGA 

RS07685 TAAGCCAATCACCAAAGACC GCTATGTAACAATGCCCAGAAT 

Two selected genes of primers for SMR(small multidrug resistance) transporter 

RS00180 AGCGTAGTGACGGTGGGT GCTCCAATCCCTGTCCAA 

RS08510 GCATTTCTGCGTTACTTTCG TAGGTTGATCGGTTCCTTCC 

One selected genes of primers for MATE(multidrug and toxic compound extrusion) family efflux 

transporter 

RS07350 ATTGCTTTCCCGGATGTT GCTTCAGGTTCCCGTCTTA 

One selected genes of primers for Multidrug resistance ABC transporter ATP-binding and permease 

protein 

RS07750 TTTTACTGTTTGTGGCTTCG TTAACCTGGTTGGTGTCGTT 

One selected genes of primers for cation-translocating P-type ATPase 

RS07065 TGACGAGGAGTTGGTGGG GCATTGACCGTGGACATTAG 

One selected genes of primers for HAD-IC family P-type ATPase 

RS07715 TAATCGCCACCGACAAGA AGCGTAGTAACCAGCCAAGA 

One selected genes of primers for copper-translocating P-type ATPase 

RS02640 TTGAGCACCGCAGATGTAG AAATGAACGCCCAGAAGAG 
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Gene Primer sequence(5’-3’) 

 Forward Reverse 

One selected genes of primers for heavy metal translocating P-type ATPase 

RS01870 TGGCTAACCTAACGGAAATG AACTGGTCGCCTACCTCAA 

Eighteen selected genes of primers for MFS(Major Facilitator Superfamily)transporter 

RS07420 GGGGTTCTTAGCCCGATTA CATTGCCATTGAGATTCCAG 

RS04310 GATCGGTAGTGACCCAGACA ACGCTGCGATAGACAAAGTAA 

RS00065 AGGACCCGTATCACCAAGTT GGCTATTAACAATCGCTGGA 

RS00570 CCCCATTTGCCAGAAGAG TTACCGATTGACAACCGAAC 

RS00905 CTTCATCGTGGGCTGGTC TGGCAGGCATCATTACAAA 

RS01165 AAGTTCACCAGGCAACAAAT GTTCCTACCGCGACAAATAC 

RS01455 CTTCATCGTGGGCTGGTC TGGCAGGCATCATTACAAA 

RS01490 TAGTTCATCACGGGACCATT CGTGTCCTGCCTCAATCA 

RS01885 TGGTTGGCTTAATGTGCTG AGTCGTTCCGATTGCTCC 

RS02870 ACCTTAGTTGGCACTGGATTT GTGACAACATTAGCCATACGC 

RS03070 CGCAATTAGTTCACATCCAG AAACGACTTGTCTCCCATCT 

RS03435 AACTTCTGACGCAATGTATGG ACCAGGGCAACTAAAGCAA 

RS04075 TCCGACTGGTTGGGTGAG GATGCCTAATGCACAAACGT 

RS07120 CTTCCACGCAGGCTTCTC GCACTACCACGCCGATAAG 

RS07285 GCCCTCGGTTTCCTATCA ACGAACCTTCCGTGCTTT 

RS07465 GCGGATACACCATGAACCT AGAGCCCATCTACCAACCC 

RS01045 AGCGGTAGTTTCTGCGTTAT CGCACCCAGTTTGTAAGG 

RS07645 GCTGCTGACGTAACCACG TCCAAGGATTAGCCCACC 

Nine selected genes of primers for glucose metabolism 

manx 1749 GGCCCTGACGATCTCA GTGCAGCAATTTCTTGTG 

manx 0095 GCATGGAAAATCAGCCA TTTGAAATCTACGGCCG 

manx 1353 GTCCGGCAGGAGTAGATT GGGCGTTTAACCACGA 

manx 0101 CCGACGGAAAGATTGGG TTCGCTAGGAACTTGTTGGATA 

glk CATGCTCGGTTTGGCACT TGAAGAACGCACGGTAGA 

pgi CGCAAGCAAGGAATACAC TTACCTTCGGATTCACCC 

eno1 TCAAGATGGGTGCTGCTA CCTGAACGGTGAGATACG 

eno2 AAGGGATGGCAAATTCAA CACGGTAAAGTCCGCAAC 

ldhl AAATCGCTAAAGAAGAAGGC CACCAACAGGCAATACGG 

Four selected genes of primers for xylose metabolism 

xylA CACATCAATACGATACGGACGC CACATCAATACGATACGGACGC 

xylB GGTTACCTTGGCAGCTGGATAT GGAGTCCGTTCTCCAACGATGT 

tkt TTGGGAGCACGTTCTTTGTCTT TTCAATCGGCTCATGAGTTGGT 

tal CAATCACCACGGTAGAACAGGT CTTTCAATCAAATGATGCGGAT 
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附录Ⅲ  本研究所用主要试剂及来源 

名称 来源 

蛋白胨 
Oxoid（UK） 

酵母粉 

葡萄糖 

Tansoole（中国上海） 

木糖 

Tris-HCl（1 M） 

无水乙酸钠 

柠檬酸氢二铵 

K2HPO4·3H2O  

MgSO4·7H2O 

MnSO4·H2O 

NaCl 

碳酸钙 

氢氧化钙 

RNA 提取试剂盒 RNAiso Plus Takara（Japan） 

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

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix  Vazyme（中国南京） 

Prime STAR 聚合酶 Vazyme Biotech（中国南京） 

Restriction enzyme Thermo Fisher Scientific（中国上海） 

质粒抽提试剂盒 

Generay（中国上海） 基因组提取和产物 

纯化试剂盒 

核酸染料 Tanon Science（中国上海） 

红霉素 

Biosharp（中国北京） EDTA 溶液（0.5 M） 

琼脂糖（粉末） 

糖化酶 杰能科（中国无锡） 

纤维素酶 Cellic CTec 3.0  Novozymes（中国北京） 
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硕士期间取得成果 

已发表论文： 

Bin Zhang, Qingmei Han, Qi Liu, Ya Wang, Jie Bao*. Recycling of waste calcium 

carbonate in lignocellulosic biorefining chain for chiral lactic acid production. Bioresource 

Technology. 2024, 395: 130303.（IF=11.4 对应本论文第二章） 
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