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摘要:作为工业化的细胞工厂，乳酸菌广泛应用于食品、农业和医药等行业。酸胁迫是乳酸菌在发酵生产以
及作为益生菌在人体胃肠道系统中广泛存在的一种环境胁迫，严重影响乳酸菌的生理功能。近年来，随着系
统生物学和代谢工程等技术的发展，为进一步揭示乳酸菌酸胁迫抗性机制并提高其耐酸性能带来了可能。
本文综述了乳酸菌酸胁迫研究进展，介绍了乳酸菌应对酸胁迫的生理机制，并提出了提升乳酸菌酸胁迫抗性
的策略。
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乳酸菌是一类可发酵糖类并产生以乳酸为主要
代谢产物的革兰氏阳性菌的总称，广泛应用于食品、
医药、饲料等工业［1］。然而在乳酸菌的发酵生产、
工业应用以及作为益生菌在人体胃肠道系统中都会
面临多种环境胁迫，包括酸、盐、冷冻胁迫等，这些环
境胁迫严重影响了乳酸菌正常的生理代谢，从而影
响了食品微生物制造的效率和益生功能的发挥。因
此，如何提高乳酸菌对环境胁迫的抗性已成为学术
界和产业界共同关注的焦点问题。

酸胁迫是乳酸菌面临的最为严重的挑战之一，
应对酸胁迫，乳酸菌往往会诱发多种胁迫响应机制，
包括调控胞内 pH 的动态平衡、诱导表达胁迫应激
蛋白以及保持细胞膜生理功能等［2 － 3］。近年来，随
着代谢工程和系统生物学等新技术和新手段的不断
出现，使得从全局水平上系统解析乳酸菌酸胁迫应
激反应以及酸胁迫抗性机制成为可能，从而为定向

改造乳酸菌生理功能，构建酸胁迫抗性菌株奠定了
基础。本文综述了调控乳酸菌酸胁迫抗性的研究进
展，并在此基础上提出了提升乳酸菌酸耐受性能的
策略。

1 调控氨基酸代谢提升乳酸菌酸胁迫
抗性

乳酸菌是一类兼性厌氧的细菌，由于缺乏完整
的 TCA 循环，因此，糖酵解和氨基酸代谢是其 ATP
产生的主要方式。此外，氨基酸代谢在调控胞内
pH，产生代谢能量或还原力、增强细胞对环境胁迫
的抗性等方面具有重要作用［4］。已报道的氨基酸
如谷氨酸、精氨酸、天冬氨酸等在调控胞内 pH 动态
平衡以及保护细胞抵御酸胁迫过程中有重要作用
(图 1)。在乳酸菌中，精氨酸可以通过精氨酸脱亚
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胺酶途径(ADI)产生 NH3 用于中和胞内质子，同时
产生的 ATP 通过 ATPase 将胞内质子泵出胞外。目
前，除了乳酸菌外，已在 E． coli，S． mutans，L．
monocytogenes 和 Bacillus spp． 等多种微生物中鉴定
了 ADI 途径的存在［5 － 7］。Zhang 等［8］外源添加精氨
酸至 L． casei 酸胁迫培养基中，L． casei 存活率显著
提高，同时研究发现胞内 ATP 浓度和 H + -ATPase 活
性显著增加。基因分析表明，编码 ADI 途径 3 个酶
(精氨酸脱亚胺酶、鸟氨酸氨甲酰转移酶、氨甲酸酯
激酶)的基因 arcA，arcB，arcC 位于同一操纵子下，敲
除 arcABC 或者与 ADI 途径相关的调节基因 argＲ 导
致 S． suis 在酸性条件下生长性能和胞内氨浓度降
低［9］。天冬氨酸，作为精氨酸生物合成前体之一在
保护乳酸菌抵御酸胁迫过程中具有重要作用。比较
蛋白质组学研究结果表明，酸胁迫导致 L． casei 催
化天冬氨酸合成精氨酸途径中的关键酶 ArgG 和
ArgH 表达上调，使细胞代谢更多地流向 ADI 途径，
同时外源添加天冬氨酸使 L． casei 在酸胁迫条件下
(pH 4. 3)的生长性能和存活率显著增加［2，10］，表明
酸胁迫条件下乳酸菌通过调节天冬氨酸代谢方式提
高细胞酸耐受性能。此外，Hu 等［11］在 Yersinia
pseudotuberculosis 中鉴定了另一种依赖于天冬氨酸
代谢的酸存活系统，表达催化天冬氨酸脱氨生成富
马酸的天冬氨酸酶(AspA)，使宿主菌在低酸条件下
存活率显著提高。富马酸的生成过程中会伴随着
NH3 的产生，同时富马酸可以转化为苹果酸，后者通

过苹果酸乳酸途径消耗胞内的 H +，产生 ATP，减少
酸胁迫对细胞造成的损伤［12 － 13］(图 1)。

氨基酸脱羧是乳酸菌抵御酸胁迫的又一重要途
径，通过脱羧产生 CO2 同时消耗质子 H + (图 1)。
例如，谷氨酸和组氨酸通过脱羧消耗质子产生 CO2，

同时生成 γ-氨基丁酸和组胺［4］。Trip 等［14］在 L．
lactis 中异源表达了组氨酸脱羧酶途径，通过添加组
氨酸，使宿主细胞在酸胁迫条件下存活率显著提高。
外源添加 30 mmol /L 组氨酸至培养基中使 L． casei
在酸胁迫条件下的存活率提高 100 倍以上［12］。

胞内积累支链氨基酸(亮氨酸、异亮氨酸、缬氨
酸)是乳酸菌常见的一种酸应激反应［15，10］。由于支
链氨基酸的合成需要丙酮酸和 NADH 的参与，因
此，合成支链氨基酸可以在消耗丙酮酸和 NADH 的
同时减少甲酸的含量。由于甲酸( pKa 3. 75) 的酸
性强于乳酸( pKa 3. 86)和醋酸( pKa 4. 75)，因此，

图 1．基于氨基酸代谢的胞内 pH 动态平衡
Figure 1． Intracellular pH homeostasis based on amino acid

metabolism． Glu: glutamate; γ-GABA: γ-aminobutyric acid; Arg:

arginine; Orn: ornithine; Cit: citrulline; Car: carbamoyl-

phosphate; His: histidine; Hisa: histamine; Asp: aspartate; Ala:

alanine．

支链氨基酸的积累可以减少酸胁迫对细胞的损
伤［16］。前期的研究结果表明，酸胁迫条件下支链氨
基酸合成中的酶 ( IlvA，IlvC2，IlvD，IlvE ) 表达上
调［15 － 16］，同时敲除 ilvE 基因使 S． mutans 酸耐受性
能和 H + -ATPase 活力显著降低［17］。

2 调控细胞膜和细胞壁生理功能提升
乳酸菌酸耐受性

细胞膜在细胞生长、代谢以及维持胞内微环境
的稳定方面具有重要作用，同时也是环境胁迫作用
的首要位点。保持细胞膜正常的生理功能对于保持
细胞活性，提高细胞对环境胁迫的抗性具有重要作
用。改变细胞膜脂肪酸组成是乳酸菌常见的一种酸
胁迫应激反应。酸胁迫条件下，乳酸菌通常会增加
不饱和脂肪酸的比例，降低饱和脂肪酸的比例，从而
增加膜脂的不饱和度和膜脂的碳链长度［3］。通常
膜脂碳链长度的增加使其更容易横跨膜双分子层，
与其它的脂类和蛋白通过疏水作用结合，使脂肪酸
链更紧凑，而膜环境更接近于“凝胶状”，从而增加
膜的稳定性［18］。不饱和脂肪酸的合成需要脱饱和
酶的参与，而脱饱和酶是一种依赖于氧的酶，它催化
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合成不饱和脂肪酸是一种耗氧的过程，这样可以减
少由 酸 胁 迫 引 发 的 氧 胁 迫 对 细 胞 造 成 的 伤
害［19 － 20］。Fozo 和 Quivey［21］在 S． mutans 中鉴定了
一种合成单不饱和脂肪酸的酶 FabM，敲除了 fabM
基因的突变株对酸胁迫的耐受性显著降低，通过遗
传回补或者添加不饱和脂肪酸，突变株对酸的耐受
性重新恢复。此外，过量合成环丙烷脂肪酸(19-
Cyc)也是乳酸菌应对酸胁迫的一种胁迫响应［3］，在
敲除了环丙烷合成基因 cfa 的突变株中，细胞对酸
胁迫的耐受性降低，重新表达 cfa 基因后，细胞对酸
的耐受性得到恢复［22］。

磷壁酸是革兰氏阳性菌细胞壁特殊组分，是由
核糖醇或甘油残基连接而成的多聚物，包括甘油磷
壁酸和核糖醇磷壁酸。甘油磷壁酸主链是由甘油和
磷酸分子交替链接而成，侧链是由单个的 D-丙氨酸
分别以酯键相连。在与 D-丙氨酸酯化过程中，需要
操纵子 dlt 控制下的 4 个基因 dltA-dltD 的参与［23］。
在 L． rhamnosus GG 中，对 dltD 基因进行插入突变，
使突变株在模拟胃液中的存活率降低，同样在 L．
reuteri 中敲除 dltA 使细胞在酸胁迫条件下的生长性
能降低［24 － 25］。Boyd 等［26］在 Streptococcus mutans 中
对 dltC 基因进行突变，产生了酸敏感的突变株，突
变株在酸胁迫条件下生长速率降低，倍增时间延长，
同时渗透分析表明，与原始菌株相比，突变株对质子
的渗透性显著增加。表明操纵细胞结构的完整性是
调节乳酸菌酸胁迫抗性的一种有效策略。N-乙酰氨
基葡萄糖-6-磷酸脱醛酶(NagA)可催化氨基糖类的
代谢，以及催化 N-乙酰-D-6-磷酸葡萄糖胺与 D-6-磷
酸果糖的转化，而 N-乙酰-D-6-磷酸葡萄糖胺是 N-
乙酰-D-葡萄糖胺和 UDP-N-乙酰胞壁酸的前体，所
以，NagA 可能与细菌细胞壁肽聚糖和磷壁酸的合成
有密切关系。比较蛋白质组学分析研究发现，L．
casei Zhang 在酸胁迫条件下蛋白 NagA 表达增强，可
能有利于维持细胞形态，提高细胞壁的保护作
用［27］。

3 引入外源代谢途径改善乳酸菌酸胁
迫抗性

一直以来，作为工业化“细胞工厂”的乳酸菌，
是原核细菌中的一种重要的工业微生物。在以乳

酸菌为发酵剂的食品制造过程中，致病菌和乳酸
菌几乎遇到同样的环境挑战，包括酸、盐、氧等。
但是这些致病菌往往能够利用非常有效的方法在
包括食品热杀菌过程、人类胃肠道、肠道内上皮细
胞迁移、宿主免疫细胞入侵这些高度易变的环境
和挑战性的生存条件下躲避、适应和存活下来。
因此分析这些致病菌生存效应的分子机理，可以
将这些特性异源移植到乳酸菌中，从而改善乳酸
菌的生理功能(表 1)。为此，Sleator 和 Hill［28］提出
了病理-生物技术 ( Patho-biotechnology) 的概念，用
以描述致病菌的开发和用于食品和生物医学的特
殊 细 菌 毒 性 研 究 中。例 如，Sheehan 等［29］ 在
Lactobacillus salivarius UCC118 中 表 达 来 自 L．
monocytogenes 的利用甜菜碱的基因 betL，研究发
现，工程菌对渗透压胁迫和低温胁迫的耐受性显
著提高，同时对喷雾干燥和冷冻干燥的抗性也得
到增强。病理生物技术除了提高乳酸菌抵抗生产
中的各种胁迫外，还能改善其在宿主中的定植能
力和临床功效。在 B． breve UCC2003 中引入 betL
基因，重组菌株对人工胃液和渗透压胁迫的耐受
性显著增强，同时通过对小鼠食用表达了 betL 基
因的 Bifidobacterium breve，菌株在小鼠肠道中的定
植能力增强，小鼠受感染的几率大大降低［30］。

谷胱甘肽(GSH)是细胞内最重要的非蛋白巯
基化合物，是由 L-谷氨酸、L-半胱氨酸和甘氨酸经
肽键缩合而成的一种同时具有 γ-谷氨酰基和巯基
的生物活性三肽化合物。GSH 可以作为谷胱甘肽
过氧化物酶的底物，抑制脂质过氧化，保护细胞
膜;同时可以保护含巯基酶的活性，减少自由基对
DNA 的攻击，降低 DNA 的损伤和突变。 Zhang
等［31］将源于 E． coli 中的合成 GSH 的基因 gshA 和
gshB 导入 L． lactis NZ9000，构建了一条 GSH 合成
途径，结果表明，宿主菌对酸胁迫 ( pH 2. 5，30
min)的抗性比对照菌提高了 15 倍。此外，在 L．
lactis 中引入来源于 P． freudenreichii 的海藻糖生物
合成途径，宿主菌对酸( pH 3. 0 )、冷 ( 4℃ ) 和热
(45℃ )胁迫的抗性显著增强［32］。这些研究结果
表明，构建异源生物合成途径是提高乳酸菌酸胁
迫抗性的一种有效方法。
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表 1． 代谢工程提高乳酸菌酸胁迫抗性
Table 1． Improving acid stress resistance of lactic acid bacteria by metabolic engineering

strain strategie performance reference
introduction of exogenous biosynthetic capacity

B． breve UCC2003
Introduction of betaine-uptake system from L．
monocytogenes

Increased tolerance to gastric juice and osmolarity
was achieved

［30］

L． lactis
Expressed glutathione synthetase genes gshA and
gshB from E． coli

The survival increased 15-fold when challenged at
pH 2. 5 for 30 min

［31］

L． paracasei NFBC338
Expressed glycosyltransferase ( encoded by gtf
gene) from P． parvulus

The tolerance to acid，heat，bile salt increased 20
－，60 －，and 5. 5 － fold，respectively

［33］

L． lactis
Introduction of trehalose biosynthetic pathway from
P． freudenreichii

Higher survival to acid，cold，and heat stresses was
obtained

［32］

overexpression of general stress response proteins

L． lactis
Heterologous expression of shsp gene from S．
thermophilus

The host cells displayed significantly higher survival
under acid， heat， ethanol， bile salt and H2 O2

stresses

［34］

L． lactis Heterologous expression of E． coli dnaK
The maximum biomass increased 1. 44-fold in the
presence of 0. 5% lactic acid

［35］

L． lactis Heterologous expression of ＲecO gene from L． casei
Significantly higher survival during acid， salt，
H2 O2 stresses was achieved

［36］

4 过量表达胁迫应激蛋白提升乳酸菌
酸胁迫抗性

外界环境胁迫可诱导乳酸菌产生应激反应，如
在发酵生产以及贮藏过程中的酸胁迫、渗透压胁迫
和冷胁迫等，可诱导不同种类和数量的蛋白或基因
发生变化。利用系统生物学的方法(基因组学、蛋
白质组学、代谢组学等)可以揭示乳酸菌在环境胁
迫下蛋白或基因等表达模式的动态变化，有助于阐
明乳酸菌应激反应调节的分子机制，从而为选育和
改良优良乳酸菌种奠定基础。酸胁迫条件下诱导表
达的蛋白主要是热休克蛋白以及与 DNA 修复相关
的蛋白［2，27］(表 1)。热休克蛋白 (HSPs)是最早发
现的一类应激蛋白，属于分子伴侣蛋白，具有修复受
损蛋白质的生物学功能，主要包括 HSP70 (DnaK)、
HSP60(GroEL)、HSP85 和 HSP100 等。其中，DnaK
和 GroEL 是研究最多的与乳酸菌酸胁迫应激反应
相关的蛋白。Abdullah-Al-Mahin 等［35］在 L． lactis
中表达 DnaK 蛋白，工程菌对酸 ( 0. 5% 乳酸，pH
5. 47)、盐(3% NaCl)和乙醇(5% )的耐受性都显著
提高。同样地，Tian 等［34］将来源于 S． thermophilus
的应激蛋白基因 shsp 在 L． lactis 中表达，研究发现，
工程菌株对酸、热、乙醇、胆盐和过氧化氢的耐受性
显著增强。DNA 修复蛋白的主要功能是识别受损
的 DNA 并对受损部位进行修复。Wu 等［2］利用蛋
白质组学的方法对 L． casei Zhang 及其酸耐受的突

变株 L． casei lb-2 在酸胁迫条件下的蛋白表达进行
了分析，研究发现，酸胁迫条件下突变株中与 DNA
修复相关的蛋白 Muts，ＲecO 表达显著上调，为了进
一步验证 DNA 修复蛋白的生理功能，作者在 L．
lactis 中异源表达了 ＲecO 蛋白，并对宿主菌环境胁
迫抗性进行了研究，结果表明，工程菌在酸胁迫( pH
5. 0)、盐胁迫 ( 3% NaCl ) 和氧胁迫 ( 0. 1 mmol /L
H2O2) 下的生物量分别提高 22. 03%、37. 04 和
19. 37%。进一步研究还发现，ＲecO 蛋白的表达能
够更好的保护乳酸脱氢酶的活性，进而提高乳酸产
量［36］。因此，表达胁迫应激蛋白可能是提高乳酸菌
酸胁迫抗性的有效方法之一。

5 基于预适应与交互保护提升乳酸菌
酸胁迫抗性

酸适应性反应(ATＲ)是乳酸菌常见的一种酸
应激保护方式，当细胞处于胁迫环境中时，由一种适
应性反应所诱导的保护作用，可以保护细胞抵御更
为恶劣的环境胁迫，这些反应可以用于提高乳酸菌
在胁迫条件下的存活和改进它们的生产工艺。
Hartke 等［37］报道，L． lactis 在 pH 5. 5 的温和酸胁迫
条件下预处理 30 min 后，再经 pH 3. 9 的致死酸胁
迫处理，其存活率比未经预适应的细胞显著改善。
表 2 列举了利用预适应机制提高乳酸菌胁迫抗性的
例子。交互保护作为另一种应激反应，在提高乳酸
菌胁迫条件下的存活率和改进工艺性质方面有重要

427



吴重德等: 调控乳酸菌酸胁迫抗性研究进展 ． /微生物学报(2014)54(7)

作用。薛峰等［38］研究了不同预适应条件对 L． casei
ATCC393 存活的影响，研究结果表明，分别经热、
酸、过氧化氢和胆盐预适应的细胞均能诱导交互保
护作用。其中经 pH 4. 0 的盐酸预适应 90 min 后，
L． casei ATCC393 对热胁迫(70℃，90 min) 和氧胁
迫(10 mol /L 过氧化氢，90 min)的交互保护作用最

为显著，其存活率分别提高了 305 倍和 173 倍。同
时不同的诱导因素对交互保护的效果还存在差异，
细胞分别经 pH 4. 0 的盐酸和乳酸预适应后考察其
对热胁迫和氧胁迫的耐受性，结果表明，经盐酸预适
应的细胞诱发的交互保护作用对菌体的存活更加显
著。

表 2． 预适应对乳酸菌胁迫抗性的影响
Table 2． Effects of pre-adaptation on stress resistance of lactic acid bacteria

strain pre-adaptation condition stress condition tolerance factor* reference
L． sanfranciscensis CB1 pH 5. 0，60 min pH 3. 4，10 h 4000 ［39］

L． casei ATCC 334 pH 4. 5，20 min pH 2. 0，140 min 4 ［12］

L． acidophilus LA1-1 53℃，30 min 60℃，30 min 166 ［40］

L． casei ATCC 393 42℃，90 min 70℃，90 min 6 ［38］

L． casei LC301 42℃，20 min 54℃，20 min 5 ［41］

* The ratio of survival rate between pre-adapted cells and control cells (without pre-adaptation) ．

6 展望

调控乳酸菌环境胁迫抗性是改善其生理功能，
提高食品微生物制造效率所要解决的根本问题。利
用代谢工程的方法表达某个基因虽然能在一定程度
上改善微生物生理功能，但是效果仍然有限。回顾
以往的研究并结合当前研究中所遇到的问题，可以
从以下两方面开展工作:(1)基于系统生物学技术
的乳酸菌酸胁迫应激反应和酸胁迫抗性机制的解
析，从细胞全局的基础上进一步阐释乳酸菌酸胁迫
耐受机制;(2)利用系统生物学技术提供的充实数
据，从系统代谢工程的角度考虑如何从全局角度设
计更为合理的代谢工程方案，从而为进一步揭示乳
酸菌酸胁迫调控机制，定向改造乳酸菌生理功能奠
定基础。
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