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摘   要：光学纯乳酸作为可降解生物材料——聚乳酸(polylactic acid, PLA)的前体物质，正在受到

广泛关注。乳酸发酵过程中酸性产物的积累会影响菌株的生长，提高菌株酸耐受性具有重要意义。

本研究以乳酸生产菌株凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans) DSM1 为出发菌株，通过对凝结芽孢杆菌

DSM1 及其乳酸脱氢酶双敲除菌株(ΔldhL1ΔldhL2)进行比较转录分析，筛选酸耐受相关的转运蛋白

基因。对关键基因 RS16330、RS06895、RS16325、RS10595、RS00500、RS07275、RS10635 及 RS01930
进行实时定量 PCR 分析，发现基因 RS06895、RS10595、RS00500 和 RS10635 在发酵 12 h 和 24 h
转录水平显著增强。过表达 RS10595 基因的菌株，在中性(pH 6.0)条件下生长状况和发酵性能均受

到抑制，但在酸性条件下(pH 4.6)，其乳酸生成相比对照组显著提高。上述结果表明，RS10595 基

因与菌株 DSM1 的酸耐受性密切相关。本研究有助于进一步探究凝结芽孢杆菌酸耐受的机制，也

为构建耐酸菌株提供了基础。 
关键词：凝结芽孢杆菌 DSM1；乳酸；转运蛋白；比较转录；基因表达  
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Abstract: As the precursor of polylactic acid (PLA), optically pure L-lactic acid production is 
attracting increasing attention. The accumulation of lactic acid during fermentation inhibits 
strain growth. Therefore, it is necessary to improve the acid tolerance of lactic acid producers. 
In this study, comparative transcriptomic analysis was performed to investigate the effects of 
transporters on lactic acid tolerance of Bacillus coagulans DSM1, which is an L-lactic acid 
producer. The genes with more than two-fold up-regulation in transcriptional profile were 
further verified using real-time PCR. The transcriptional levels of RS06895, RS10595, RS10595, 
RS00500, RS00500, RS10635 and RS10635 were enhanced during lactic acid fermentation. 
Strain overexpressing RS10595 exhibited a retarded cell growth and low lactic acid production 
at pH 6.0, but an improved lactic acid production at pH 4.6. This study may facilitate the 
investigation of the acid tolerance mechanism in B. coagulans DSM1, as well as the 
construction of efficient lactic acid producers. 
Keywords: Bacillus coagulans DSM1; lactic acid; transporter; comparative transcription; gene 
expression 

 
 

乳酸是最广泛的羟基羧酸，同时也是一种

重要的工业产品，具有巨大的经济应用价值，

同时，随着生物可降解塑料聚乳酸产业的兴起

和发展，乳酸作为其前体物质备受关注[1-3]。目

前，绝大多数的乳酸以微生物发酵法合成，该

方法获得的乳酸具有很高的光学纯度[4]。乳酸

通过不同的微生物发酵生成，如细菌、霉菌、

酵母菌和藻类等，主要以细菌为主[5]。常用的

乳酸发酵细菌有传统乳酸菌(Lactobacillus)、芽孢

杆菌(Bacillus)、大肠杆菌(Escherichia coli)和谷氨

酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum) 4 类[5]。多

数传统乳酸菌代谢途径存在缺陷，需要复杂的

营养物质[6-9]；大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌乳酸产

率低[≤1.0 g/(L·h)]，乳酸耐受性差[10-11]；与上述

菌株相比，芽孢杆菌具有明显的优势，如培养

基不必灭菌、微氧发酵能耗低等[12-13]。 
乳酸发酵过程中，酸性条件是菌株面临的

极重要也是最严峻的生存挑战之一[14]。酸性产

物的积累会造成细胞生存环境酸化从而导致细

胞生长的停滞甚至细胞死亡[15]，以及影响产物

乳酸的生产。因此提高菌株的酸耐受性对菌株

生长和产物乳酸的生成具有不容忽视的意义。

酸性物质积累条件下，乳酸菌可以进行一系列

复杂的自我调控和应激反应来维持细胞的稳态

和正常的生理代谢活动。大量研究表明，酸性

条件下，菌株可通过碱性物质的生成、脱羧反

应等 pH 的调节来应对酸物质积累对菌株生长

的影响[14]。细胞膜作为隔离细胞内外环境的屏
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障，可以通过改变细胞膜的结构及组成成分的构

象等来抵御酸性条件对细胞生长代谢的影响[16]，

Montanari 等[17]的研究表明，乳酸菌常见的应对

酸性条件的方式之一是改变细胞膜组成中脂肪

酸的含量和种类；酸性条件下，耐酸乳杆菌的

细胞膜和细胞壁的厚度明显增加，可有效阻止

乳酸进入胞内，抵御胞外的酸物质积累对菌株

生长和产物生成的影响，而细胞壁中肽聚糖含

量的增加也可以抵御酸性条件对菌株生长的影

响[18]。随着酸性处理时间的延长，细胞内部的

生物大分子会出现蛋白质折叠错误等现象，从

而抑制菌株正常的生理活动。应激蛋白，如热

休克蛋白，可以对生物大分子进行保护及修复，

此外，分子伴侣蛋白和应激蛋白表达的增强也

有利于提高细胞对酸物质的抗性[19]。尽管大量

研究已经阐明了乳酸菌在酸性条件下细胞存活

机制，但是凝结芽孢杆菌(Bacillus coagulans)酸
耐受关键因子尚缺乏研究。 

本研究以凝结芽孢杆菌(B. coagulans) DSM1
为乳酸生产的出发菌株，利用比较转录组学方

法对比分析了 B. coagulans DSM1 乳酸积累前

后差异表达的转运蛋白编码基因。基于文献报

道和 B. coagulans DSM1 基因组信息，对差异显

著的基因进行了功能分析。分别在乳酸发酵 6、
12 和 24 h 取样进行实时定量 PCR 验证，筛选

与酸响应相关的关键因子，为进一步提高菌株

酸耐受性提供了理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

E. coli DH5α 购自擎科生物科技(北京)有限

公司；B. coagulans DSM1 (GenBank: CP009709.1)、
B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2 (L-乳酸脱氢酶

双敲菌株)、B. coagulans DSM1-ΔlutP (乳酸转

运蛋白敲除菌株)由本实验室保藏；表达载体

pNW33n 由本实验室保藏。 

1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母粉 5，

氯化钠 10，琼脂粉 15 (配制固体培养基时添加)；
BC 培养基(g/L)：酵母粉 10，磷酸氢二铵 2，硫

酸铵 3.50，Bis-Tris 10，蔗糖 50，氯化钙 3，氯

化镁 5，六水合氯化钴 1，二水合氯化铜 0.05，
硼酸 1.50，二水合钼酸钠 0.15，六水合硫酸镍

0.10，四水合氯化锰 0.15，氯化锌 0.25，琼脂

粉 15 (配制固体培养基时添加)，氯化镁 1 (配制

固体培养基时，灭菌后添加) (pH 6.6–6.7)；电转

缓冲液(g/L)：蔗糖 171.15，甘油 100，氯化镁

0.38 (pH 4.0–5.0)；复苏培养基(g/L)：BC 培养

基+葡萄糖 10；发酵培养基(513 培养基) (g/L)：
葡萄糖 50，酵母粉 10，轻质碳酸钙 30。 

1.3  RNA-seq 数据分析 
样本D-5 为 B. coagulans DSM1 在 513 液体培

养基培养 5 h 得到的样本，样本 Q-2 为 L-乳酸脱

氢酶双敲菌株 B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2
在 513 液体培养基培养 4 h 得到的样本。 

北京诺禾致源科技股份有限公司完成了样

本 D-5 和 Q-2 的 RNA 文库构建，文库构建完成

后通过 CASAVA 碱基识别(base calling)分析将

高通量测序(如 Illumina HiSeqTM2500/MiseqTM)
得到的原始图像数据文件转化为原始序列，将

原始序列通过去除带接头(adapter)的 reads，去

除低质量 reads (质量值 Qpred≤20 的碱基数占整

个 read 长度的 50%以上的 reads)等进行过滤得

到 clean reads，即参考序列。采用 Bowtie2 将参

考序列进行基因组定位分析并输出比对结果。

采用 HTSeq 软件对各样品进行基因表达水平分

析，使用的模型为 union，通过所有基因的 FPKM 
(fragments per kb per million reads)值比较基因

表达水平。基于基因表达水平分析中得到的

readcount 数据判断差异表达基因。使用 R 包中



 
 

李静 等/转运蛋白提高凝结芽孢杆菌酸耐受性 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3397 

的 GOseq 对差异表达的基因进行基因本体论

(gene ontology, GO)富集分析，展示富集最显著

的 30 个 GO term；使用 KOBAS (2.0)进行途径

(pathway)显著性富集分析，确定差异表达基因

参与的最主要生化代谢途径和信号转导途径，

展示富集最显著的 20 条 pathway 条目。 

1.4  目的基因的克隆及表达 
使用 Primer Premier 5 软件设计引物。使用

PrimeSTAR DNA 高保真聚合酶分别扩增目的

基因片段，根据基因组信息设计引物(表 1)，以

B. coagulans DSM1 基因组 DNA 为模板，分别

用引物对 RS00500-E-F/RS00500-E-R、RS06895- 
E-F/RS06895-E-R、 RS10595-E-F/RS10595-E-R
和 RS10635-E-F/RS10635-E-R 扩增 4 个转运关

键基因 RS00500、RS06895、RS10595 和 RS10635
用于构建过表达质粒。表达载体 pNW33n 经

EcoR I、Hind III 酶切形成线性载体，Gibson 连

接方式[20]将目的基因与线性表达载体连接，化

学转化方式进入 E. coli DH5α，利用 100 μg/mL
的氨苄青霉素筛选转化子，利用载体上目的基因

外侧的引物 pNW33n-repB-r 和 RS00500-E-F/R、

RS06895-E-F/R、RS10595-E-F/R 和 RS10635-E-F
分别对 pNW33n-RS00500、pNW33n-RS06895、
pNW33n-RS10595 和 pNW33n-RS10635 进行菌

落 PCR 验证，经过验证的单菌落进行质粒提取

并送测序，验证正确的转化子通过电转化的方

式进入 B. coagulans DSM1-ΔlutP。 

1.5  菌株活化、菌株生长状况的检测、乳

酸发酵及测定 
1.5.1  菌株活化 

含有重组质粒的 E. coli DH5α 接种于 LB 液

体培养基(含有 100 μg/mL 氨苄青霉素)，恒温

37 ℃、200 r/min 培养 12 h；B. coagulans DSM1
和 B. coagulans DSM1-ΔlutP 接种于 BC 无抗液

体培养基中，45 ℃、120 r/min 培养 12 h；含有 

表 1  本文使用的引物序列 
Table 1  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5′→3′) 

RS00500-F ATTCGCTGCAATCACAAA 

RS00500-R GCTTACCGGCATCCTTC 

RS06895-F AATAAGCGCCACCACTC 

RS06895-R AAACATCTGCTCCCTAATACA 

RS10595-F CATAAGCACGGCCATAAAG 

RS10595-R ATCAATCGGCTGGGTCA 

RS10635-F AGGCGGAAACAGCACG 

RS10635-R TGAGCCGCTTTACAACAA 

RS01930-F CCGCCGTTATTTGTCGC 

RS01930-R GCATTGAAATGGTCCAGCA 

RS16330-F CACTGGCGGAAAGGGAA 

RS16330-R ACCCGAAGCCGAGAT 

RS07275-F AAGCACGACCTGGAGCG 

RS07275-R CCGAAACGAAAGAACAAAGA 

RS16325-F GCTGTCGGCGGTGATT 

RS16325-R GCCGCTTGTCGGAAAC 

16S-F ACGCGAAGAACCTTACCA 

16S-R CCTTAGAGTGCCCAACTGAAT 

RS00500-E-F GTTCTCTCTGATTGTGAAATTGAAT
TCTCAACAGGGGGAGTCCGTT 

RS00500-E-R TGACCATGATTACGCCAAGCTTTTA
ATCCCTCCGTCTGATGCGT 

RS06895-E-F GTTCTCTCTGATTGTGAAATTGAAT
TCTCACCTCCTCAGCTTCGGATCG 

RS06895-E-R TGACCATGATTACGCCAAGCTTGC
ACTGGTTCCGAAAAGAAGC 

RS10595-E-F GTTCTCTCTGATTGTGAAATTGAAT
TCTCAGACAACTTGAAACAAAGCC
CG 

RS10595-E-R TGACCATGATTACGCCAAGCTTAG
GGCGCAGGGTGAAC 

RS10635-E-F GTTCTCTCTGATTGTGAAATTGAAT
TCTTATGATTCCGTTACAGGTTTTA
CCTGCC 

RS10635-E-R TGACCATGATTACGCCAAGCTTAA
AACTTTAG 
AATTTTATCCTTGGACAGTTCATTT
GC 

pNW33n-repB-r ATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTG
AG 
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重组质粒的 B. coagulans DSM1 和 B. coagulans 

DSM1-ΔlutP接种于BC液体培养基(含有7 μg/mL

氯霉素)，45 ℃、120 r/min 培养 12 h。 
1.5.2  菌株生长状况的检测 

发酵液添加 6 mol/L 盐酸去除轻质碳酸钙；

再加无菌蒸馏水稀释至 OD600 为 0.2–0.8，得到的

读数乘以稀释倍数即为菌液的实际 OD600 的值。 
1.5.3  乳酸发酵 

为了排除乳酸转运蛋白的影响，以 B. coagulans 

DSM1-ΔlutP 为底盘菌株开展目的基因的过表

达实验。将 B. coagulans DSM1 和 B. coagulans 

DSM1-ΔlutP 接至无抗 BC 液体培养基中，

45 ℃、120 r/min 培养 12 h 让菌体生长，10%接

种量转接至 513 培养基，50 ℃、120 r/min 发酵

培养；B. coagulans DSM1-ΔlutP-pNW33n-RS00500、

B. coagulans DSM1-ΔlutP-pNW33n-RS06895、

B. coagulans DSM1-ΔlutP-pNW33n-RS10595、

B. coagulans DSM1-ΔlutP-pNW33n-RS10635 和

B. coagulans DSM1-pNW33n-RS10595 接种于

BC 液体培养基(含有 7 μg/mL 氯霉素)，45 ℃、

120 r/min 培养 12 h 让菌体生长，10%接种量转

接至 513 培养基，50 ℃、120 r/min 发酵培养。

发酵液离心取上清，稀释 100 倍后使用 SBA-40D

生物传感分析仪测定乳酸含量和葡萄糖含量；

按照 1.5.2 的方法测定菌株生长结果，每批实验

每个菌株均设置 3 个平行重复。 

1.6  RNA 的提取，cDNA 生成和 qRT-PCR 
B. coagulans DSM1 在发酵培养基(513 液

体培养基)发酵，分别在 6、12 h 和 24 h 收集细

胞。使用 E.Z.N.A.细菌 RNA 试剂盒(Omega)提
取总 RNA。总 RNA 浓度通过 260 nm 处的吸光

度测定(NanoVue 分光光度计；GE)。参考 Fast 
Quant RT Kit (with gDNase) (Tiangen)试剂盒的

方法合成 cDNA 拷贝，使用 SYBR Cycler 96 

RT-PCR 检测系统(SYBR Premix Ex Taq, TaKaRa)
扩增。将 2 μL cDNA 作为模板，加入 20 μL 实

时 PCR 混合物，加入 10 pmol 的基因特异性引

物。测定不同 cDNA 浓度的每个 PCR 的阈值周

期(Ct)，并与同时分析的标准 DNA (16S rRNA
基因)的阈值周期进行比较。采用 2–ΔΔCt 相对定

量法测定 mRNA 水平。每组数据重复 4 次，结果

为不同 cDNA 样品的相对表达量。本文使用以下

9 个引物对进行实时荧光定量 PCR (quantitative 
real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR)分
析：RS00500-F/RS00500-R、RS06895-F/RS06895-R、

RS10595-F/RS10595-R、RS10635-F/RS10635-R、

RS01930-F/RS01930-R、RS16330-F/RS16330-R、

RS07275-F/RS07275-R、RS16325-F/RS16325-R
和 16S-F/16S-R。 

2  结果与分析 
2.1  乳酸积累条件下基因表达分析 

在 OD600 相同的条件下提取样本 D-5 和样本

Q-2 的 RNA，进行比较转录组分析。样本 D-5 为在

513 液体培养基中培养 5 h 的 B. coagulans DSM1，
具有乳酸生成能力，样本 Q-2 为在 513 液体培养

基中培养 4 h 的 B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2 
(敲除了 2 个 L-乳酸脱氢酶基因)，不具备乳酸

生成能力，因此，样本 D-5 为乳酸响应样本。

由图 1A 可知，D-5 和 Q-2 共有 817 个差异表达

的基因，其中 450 个上调，367 个下调；分析

图 1B 可知，图中横坐标(rich factor)代表富集程

度，即该代谢路径下差异基因数目与所有注释到

该路径基因数目的比值，数值越大表示富集程度

越大；纵坐标是富集程度较高的通路名称[21]。

2 个样本基因表达 KEGG 富集分析结果显示，

富集到 ABC transporters 达 50 个。GO 富集是

功能富集，即基因集(多个基因)可能显著的集中 
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图 1  D-5 和 Q-2 在相同 OD600 条件下比较转录分析基因差异表达情况(A)、基因表达 KEGG 富集结果(B)、
差异基因 GO 富集结果(C)   D-5-1 为 B. coagulans DSM1；Q-2-1 为 B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2 
Figure 1  Comparative transcription analysis of D-5 and Q-2 under the same OD600 conditions. Gene 
differential expression (A). Gene expression KEGG enrichment results (B). Differential gene GO enrichment 
results (C). D-5-1 was B. coagulans DSM1, Q-2-1 was B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2. 
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在哪些功能，GO 数据库分别从生物学过程

(biological process, BP) 、 细 胞 定 位 (cellular 

component, CC)和分子功能(molecular function, 

MF)对基因产物进行了标准化描述，即对基因

产物进行简单注释[21]。分析图 1C 可知，图中

横坐标为基因数目，纵坐标为 GO term (即 GO

功能)，GO 富集结果显示，2 个样本在生物学过

程方面具有显著性的功能簇包含有转运相关基

因，包括 ABC 转运蛋白(ABC transporter)、ATP

结合蛋白(ATP-binding protein)、ABC 转运体渗

透酶(ABC transporter permease)、胆汁酸-钠转运

体家族蛋白(bile acid: sodium symporter family 

protein)、钠-溶质转运体(sodium: solute symporter)、

APC 家族渗透酶(APC family permease)、PTS

糖转运体亚基 (PTS sugar transporter subunit) 

IIC、MFS 转运蛋白(MFS transporter)、PTS 糖

转运体亚基(PTS sugar transporter subunit) IIA、

PTS 甘露糖 / 果糖 / 山梨糖转运体亚基 (PTS 

mannose/fructose/sorbose transporter subunit) IIB、

D-丙氨酸/D-丝氨酸/D-甘氨酸渗透酶(D-alanine/ 

D-serine/D-glycine permease)、铵转运体(ammonium 

transporter)、海藻糖渗透酶(trehalose permease) 

IIC，而在细胞定位方面和分子功能方面无显著

性基因。  

2.2  酸耐受关键基因实时定量分析 
经文献调研，MFS 家族(major facilitator 

superfamily)和 ABC 转运蛋白家族的转运元件

都可以行使羧酸转运功能，与酸耐受具有相关

性，结合比较转录组分析结果，初步选定以下

8 个转录水平较高的基因进行研究 (表 2)：
RS16330、RS06895、RS16325、RS10595、

RS00500、RS07275、RS10635 和 RS01930。     
B. coagulans DSM1 在 513 培养基中发酵，分别

取发酵 6、12、24 h 的发酵液提取 RNA 进行

qPCR 分析，以 6 h 为对照，分析 12 h 和 24 h
以上 8 个基因的相对表达量，分析图 2 结果可

知，RS06895、RS10595、RS00500、RS10635

这 4 个基因的相对表达量明显上调，其中，相

对于发酵 6 h，RS06895 基因发酵 12 h 相对表达

量上调 47 倍，发酵 24 h 上调 277 倍；RS10595 
 
表 2  酸性物质积累后转录水平上调的重要基因 
Table 2  Important genes with up-regulated transcription 
levels after acid accumulation 
Gene name Gene annotation log2 (fold_change) 

RS16330 ABC transporter permease 5.94 
RS06895 ABC transporter permease 5.69 
RS16325 ABC transporter permease 5.64 
RS10595 ABC transporter 

ATP-binding protein 
2.88 

RS00500 MFS transporter 3.99 
RS07275 permease 1.70 
RS10635 MFS transporter 1.76 
RS01930 MFS transporter 1.60 

 

 
 
图 2  中性条件下(pH 6.0) 8 个基因(RS10595、
RS16325、RS16330、RS00500、RS10635、RS07275、
RS01930、RS06895)在生长 12 h 和 24 h 的转录水

平与 6 h 的比较 
Figure 2  The transcription levels of 8 genes 
(RS10595, RS16325, RS16330, RS00500, RS10635, 
RS07275, RS01930, RS06895) at 12 h and 24 h of 
growth compared with 6 h, at pH 6.0. 
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基因发酵 12 h 相对表达量上调 0.2 倍，发酵  
24 h 相对表达量上调 3.2 倍；RS00500 基因发

酵 12 h 相对表达量上调 1 倍，发酵 24 h 相对表

达量上调 1.9 倍；RS10635 基因发酵 12 h 相对

表达量上调 1.2 倍，发酵 24 h 相对表达量上调

1.5 倍。 
2.3  酸响应关键基因过表达分析 

将 RS06895、RS10595、RS00500、RS10635 
4 个基因进行过表达，分别在 pH 4.6 和 pH 6.0
的条件下发酵 24 h，如图 3 所示，在 pH 6.0 条

件下，B. coagulans DSM1-ΔlutP 对照菌株发酵 
 

 
 
图 3  在 pH 为 4.6 和 6.0 条件下基因过表达对菌

株的生长(A)及葡萄糖残留(B)的影响 
Figure 3  Effect of individually overexpressing 
each of the 4 genes (RS06895, RS10595, RS00500, 
RS10635) on growth (A) and residual glucose (B) at 
pH 4.6 and 6.0, respectively. 

24 h，OD600 达到 12，葡萄糖残余量为 0 mmol/L；

RS10595 基因过表达之后，菌体生长受到影响，

培养至 24 h 时 OD600 仅达到 0.4，底物葡萄糖不

消耗，24 h 时葡萄糖残余量为 250 mmol/L (513

培养基灭菌后葡萄糖含量)，猜测 RS10595 基因

可能是酸耐受的关键因子。过表达 RS06895 基

因，培养至 24 h 时 OD600 达到 7.7，葡萄糖残余

量为 31 mmol/L；过表达 RS00500 基因，培养

至 24 h 时 OD600 达到 12.0，葡萄糖残余量为    

0 mmol/L；过表达 RS10635 基因，培养至 24 h

时 OD600 达到 12，葡萄糖残余量为 0 mmol/L；

过表达 RS06895、RS00500 基因和 RS10635 基

因的菌株生长情况与 B. coagulans DSM1-ΔlutP

对照菌株的生长情况大致相同。在 pH 4.6 条件

下，与 B. coagulans DSM1-ΔlutP 对照菌株相比，

RS10595 基因过表达之后，菌体生长有优势，

培养至 24 h 时 OD600 达到 0.8，对照菌株培养

至 24 h 时 OD600 仅达到 0.3，该结果说明酸性

条件下过表达 RS10595基因能够提高菌株生长

性能。 
2.4  在酸性条件下关键因子的乳酸发酵

性能 
由实验 2.3 结果可知，酸性条件下(pH 4.6)

过表达酸耐受关键基因RS10595可改善菌株的生

长。为了研究酸性条件下过表达基因 RS10595 对

B. coagulans DSM1 乳酸发酵性能的影响，将构

建的重组菌株 B. coagulans DSM1-pNW33n- 

RS10595 在 pH 为 4.6 的条件下发酵 24 h，由图 4
可知，对照菌株 B. coagulans DSM1 发酵 24 h，

其乳酸生成量为 9 mmol/L，而过表达 RS10595

基因发酵 24 h，乳酸生成量为 45 mmol/L，是

对照菌株乳酸生成量的 5 倍。这个结果充分证

实了酸耐受基因 RS10595 过表达能够提高乳酸

发酵性能。 
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图 4  pH 4.6 条件下过表达 RS10595 基因的乳酸

产量 
Figure 4  The production of lactate with overexpression 
of gene RS10595 at pH 4.6.  
 

3  讨论与结论 
乳酸是一种弱有机酸，是重要的三碳平台

化合物，工业上主要的生产方法是微生物发酵

法。工业化菌株微生物发酵产酸性产物过程，

胞内有机酸以解离的质子和酸根离子形式存

在，破坏胞内 pH 的稳态。为了维持胞内 pH 的

稳态，微生物细胞自身进化了多种自我调控机

制来维持 pHi (细胞内 pH)的动态平衡，如

H+-ATPase、酸转运系统等[15,22]。微生物发酵法

生产乳酸的过程中，酸性产物的积累严重影响

了菌株的生长和主要产物乳酸的合成。目前工

业上主要通过添加碱性物质的方法来中和酸性

产物，改善细胞生长的环境，但这种方法会造

成副产物的生成，提高下游提取成本且造成环

境污染[23-24]。因此，提高菌株耐酸性具有重要

意义。 
菌株对酸的耐受能力会直接影响菌株的生

存生长状况。酸性条件下，菌株可以通过以下几

种机制应对酸性条件对菌株的影响：苹果酸-乳酸

发酵(malolactic fermentation, MLF)、H+-ATP 泵

等维持 pHi 的稳定；分子伴侣、应激蛋白等发

挥保护和修复作用，从蛋白层面维持胞内动态

平衡；一些转录调控因子可通过调控基因的表

达水平来提高菌株对酸性条件的耐受性，研究

已知，σ 因子可以感应细胞内部的变化来调节

靶基因的表达来抵御酸物质积累，在原核生物

中，双组分信号转导系统(two-component signal 
transduction system, TCS)也是菌株应对酸物质

积累的重要机制之一[14]。在革兰氏阳性菌中，

Clp 家族的 ClpXP、ArsC 家族的 Spx 等均参与

菌株在酸物质积累条件下的自我调控[25-27]。细

胞壁在细胞应对环境压力的过程中也发挥着重

要作用[14]。目前的研究已经从细胞结构、细胞

生理等方面阐释了菌株在酸物质积累条件下的

生存方式。 
为了探究 B. coagulans DSM1 酸耐受机制，

将在 513 液体培养基中培养 5 h 的 B. coagulans 
DSM1 (样本 D-5)与在 513 液体培养基中培养 4 h
的 B. coagulans DSM1ΔldhL1ΔldhL2 (样本 Q-2)
在 OD600 相同的条件下进行比较转录组分析。

根据转录组结果分析，2 个样本共有 450 个表

达上调的差异基因。GO 富集分析表示基因集

(多个基因)可能显著地集中在哪些功能，如生物

学过程、细胞定位和分子功能。本研究将 2 个

样本进行 GO 富集分析，发现其在生物学过程

方面具有显著性的功能簇包含转运相关基因。

KEGG 富集分析是观察样本的差异基因在哪些

通路上具有富集，KEGG 富集分析过程中 rich 
factor 代表富集程度，其数值越大表示富集程度

越大，通过对 2 个样本差异表达基因进行 KEGG
富集分析，得到 50 个 ABC transporters 基因。

基 于 比 较 转 录 组 的 分 析 结 果 ， 本 文 选 择

RS16330 、 RS06895 、 RS16325 、 RS10595 、

RS00500、RS07275、RS10635、RS01930 这 8 个
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转运基因，进行实时定量 PCR，相比于发酵 6 h，
发酵 12 h 和 24 h 相对表达量有不同程度的上

调，验证结果与比较转录分析结果一致。上述

8 个基因中，RS06895、RS10595、RS00500、
RS10635 这 4 个基因的相对表达量上调明显。 

实验室前期试验发现，B. coagulans DSM1
中存在乳酸转运蛋白基因 lutP，但该基因编码

的乳酸转运蛋白只有胞内运输乳酸的能力，没

有胞外运输乳酸的能力[28]。为排除乳酸转运蛋

白对过表达转运基因结果的影响，将 RS06895、
RS10595、RS00500、RS10635 这 4 个基因在      
B. coagulans DSM1-ΔlutP 中过表达，结果显示，

在 pH 6.0 条件下，过表达 RS10595 基因使菌体

生长受到抑制。通过比对 B. coagulans DSM1
基 因 组 信 息 并 检 索 文 献 报 道 ， 发 现 基 因

RS10595 编码蛋白是 ATP 转运家族蛋白。本研

究使用 AlphaFold 软件预测基因 RS10595 编码

蛋白的结构，通过在 PDB 数据库进行蛋白序列

比对(https://www.rcsb.org/)，发现该蛋白与蛋氨

酸转运蛋白 ATP 结合区域相似度较高，推测该

蛋白行使 ATP 结合功能，该基因的过表达可能

导致菌体内部 ATP 紊乱，从而导致菌体生长受

到抑制[29]。在酸性条件下(pH 4.6)，含过表达基

因 RS10595 的重组菌株 B. coagulans DSM1- 
pNW33n-RS10595 的 生 长 状 况 较 对 照 菌 株    
B. coagulans DSM1 得到了改善，其乳酸生成量

为对照菌株的 5 倍，说明关键基因 RS10595 可

以改善菌株的乳酸发酵性能。 
本文通过比较转录组分析及实时定量 PCR

技术确定了耐受酸性条件的转运相关基因，通

过过表达酸耐受关键基因，监测生长数据，确

定了 RS10595 基因为 B. coagulans DSM1 酸耐

受的关键因子。进一步的实验表明，过表达基

因 RS10595 在酸性条件下可以明显提高重组菌

株的乳酸发酵性能。 

为了对 RS10595 基因进行更深入的研究，

本实验正在对 RS10595 基因进行同源建模和分

子对接 [30]，计划通过对蛋白结构的分析解析

RS10595 基因的功能并进行功能验证。本文的

研究成果为解析酸耐受基因的表达调控对乳酸

生产菌株抗逆性的影响奠定了理论基础。 
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