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代谢工程与合成生物学                                                               

代谢工程改造野生耐酸酵母生产 L-乳酸 

张勤 1,2，张梁 1,2，丁重阳 1,2，王正祥 1,2，石贵阳 1,2 
1 江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，无锡 214122 
2 江南大学生物工程学院 生物资源与生物能源研究中心，无锡 214122 

摘  要: 以选育低 pH 条件下高产 L-乳酸的酵母菌为目的，从自然样品中筛选分离得到一株能在 pH 2.5 (乳酸调节) 的

培养基中生长且不利用乳酸的酵母 (初步鉴定为木兰假丝酵母 Candida magnolia)；进一步将来源于米根霉 As3.819 的乳

酸脱氢酶编码基因 (ldhA) 插入含有 G418 抗性基因的酵母穿梭载体，构建了重组质粒 pYX212-kanMX-ldhA，电转化入

野生型 C. magnolia 中，筛选获得了一株具有产 L-乳酸能力的重组菌株 C. magnolia-2；通过发酵实验表明，该重组菌产

L-乳酸的最适 pH 为 3.5，并在 pH 2.5 时正常发酵产乳酸。本研究成果为首次从自然界筛选到一株耐高浓乳酸的耐酸酵

母菌，并以此为宿主菌构建了具有生产 L-乳酸能力的耐酸重组酵母，为以耐酸酵母菌高产 L-乳酸进行了有益的探索。 

关键词 : 耐酸酵母，米根霉，乳酸脱氢酶，代谢工程，L-乳酸  

Metabolic engineering of wild acid-resistant yeast for L-lactic 
acid production 
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Abstract:  In order to obtain a yeast strain able to produce L-lactic acid under the condition of low pH and high lactate 
content, one wild acid-resistant yeast strain isolated from natural samples, was found to be able to grow well in YEPD medium 
(20 g/L glucose, 20 g/L tryptone, 10 g/L yeast extract, adjusted pH 2.5 with lactic acid) without consuming lactic acid. Based 
on further molecular biological tests, the strain was identified as Candida magnolia. Then, the gene ldhA, encoding a lactate 
dehydrogenase from Rhizopus oryzae, was cloned into a yeast shuttle vector containing G418 resistance gene. The resultant 
plasmid pYX212-kanMX-ldhA was introduced into C. magnolia by electroporation method. Subsequently, a recombinant 
L-lactic acid producing yeast C. magnolia-2 was obtained. The optimum pH of the recombinant yeast is 3.5 for lactic acid 
production. Moreover, the recombinant strain could grow well and produce lactic acid at pH 2.5. This recombinant yeast strain 
could be useful for producing L-lactic acid. 
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乳酸因其安全性、光学特性及其特殊的分子结

构被广泛应用于食品、医药和化妆品等工业。由于

人体只能利用 L(+)-乳酸，世界卫生组织提倡在食品

及医药行业使用 L(+)-乳酸取代目前普遍使用的

DL(+)-乳酸[1-2]。另外，L-乳酸的一个重要用途为合

成聚乳酸，聚乳酸因可以由可再生资源生产并能被

生物降解而被认为是最有发展前景的聚合物之一
[3]。2009 年世界 L-乳酸需求量为 13~l5 万 t，主要集

中在美国、西欧和日本，且需求量将以年均 5％~8

％的速度持续增长，加之聚乳酸的逐步推广使用，

L(+)-乳酸产业规模将急剧扩大[4]。 

目前，L-乳酸的生产方法主要为微生物发酵法。

现国内外研究主要集中在乳杆菌和米根霉[5-6]。在乳

酸发酵过程中，pH 值会随着乳酸的生成而逐渐降

低，而低 pH 值会抑制细菌和根霉菌的生长和发酵能

力[7]。虽然 CaCO3 作为中和剂，可以维持最适 pH

值。但是乳酸钙结晶细小，且结晶过程不易控制，

另外 30％乳酸钙残留在结晶母液中，不能结晶出

来，大量的副产物 (石膏) 会造成环境污染。另外

NaOH 或 NH4OH 可也作为中和剂，但用量大、成

本高[8-9]。 

相对于细菌和霉菌，酵母菌具备更好的耐酸特

性，可在强度更高的酸性条件下生存和生长。早在

1994 年 Dequin 和 Barr 就报道了代谢工程酵母菌株

异源表达 L-乳酸脱氢酶，其 L-乳酸产量为 12 g/L[10]。

之后也有学者研究将来源于乳酸菌、米根霉和其他

来源的乳酸脱氢酶在酿酒酵母中表达，其 L-乳酸产

量也提高至 25.7 g/L 和 38.0 g/L[11-12]。 

然而有文献显示，L-乳酸比其他大多数有机酸

和无机酸引起的细胞内酸化速度更快，对细胞造成

的损伤更为严重[13]。因此，一般酵母和以 HCl 或

H2SO4 等无机酸为筛选压力得到的耐酸菌在 L-乳酸

生产上并不能表现出其在耐酸方面的优越性。本研

究则以自然界中筛选得到的一株耐高浓度乳酸的酵

母菌为出发菌株，在国内首次采用基因工程技术，

通过表达米根霉乳酸脱氢酶基因，改造野生耐酸酵

母菌株，增加其乳酸代谢途径，代谢葡萄糖生成乳

酸。可以降低传统乳酸发酵过程中因添加钙所产生

的污染，也可降低氨水等中和剂的用量并简化操作

过程，可大幅度降低生产成本，为以耐酸酵母菌高

产 L-乳酸进行了有益的探索。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

水果皮、土壤、酒曲等。 

1.1.2  菌株与来源 

本研究所用菌株及质粒如表 1 所示。 
 
表 1  本研究中所用菌株及质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strain or plasmid Relevant characteristic  
or genotype Source 

Rhizopus oryzae 
(As3.819) 

Carrying ldhA gene CGMCC 

pYX212-kanMX Yeast shuttle vector  
(TPI promoter, 2 μ 
autonomously replicating 
sequence, G418 resistance 
gene) 

Preserved in 
our laboratory

pYX212-kanMX-ldhA pYX212-kanMX carrying 
ldhA gene 

This study 

 
1.1.3  培养基 

YEPD 培养基：葡萄糖 20 g/L；蛋白胨 20 g/L；

酵母膏 10 g/L。用于固体培养基时添加 20 g/L 琼脂

粉；挑选转化子时添加 800 mg/L 的 G418 抗生素。 

筛选培养基 (Selection medium)：葡萄糖 20 g/L；

蛋白胨 20 g/L；酵母膏 10 g/L；以乳酸调节 pH 值

至 2.5。 

单碳源培养基  (Solo carbon medium)：乳酸

17 g/L； (NH4)2SO4 7.5 g/L； KH2PO4 3.5 g/L；

MgSO4·7H2O 0.75 g/L；酵母膏 0.5 g/L。 
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PDA 培养基：葡萄糖 20 g/L；马铃薯 200 g/L，

琼脂粉 20 g/L，用于米根霉的培养。 

LB 培养基：NaCl 10 g/L；蛋白胨 10 g/L；酵母

膏 5 g/L。用于固体培养基时添加 20 g/L 琼脂粉；挑

选转化子时添加终浓度为 30 mg/L 的卡那霉素。 

发酵培养基：葡萄糖 100 g/L，蛋白胨 20 g/L；

酵母膏 10 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  采样与分离 

称取 5 g 样品，加至含 100 mL 无菌生理盐水

及玻璃珠的三角瓶中，30 ℃、150 r/min 振荡打散

30 min；样品悬液用无菌生理盐水稀释，选择适合

的稀释度，分别涂布 YEPD 平板，30 ℃培养 5~7 d，

观察菌落生长情况，并将新长出的形态上有差异的

单菌落挑出。 

1.2.2  耐酸酵母的筛选 

从分离得到的单菌落中挑取典型的酵母菌落分

别接种于以乳酸调节 pH 值至 4 的 YEPD 液体培养

基中，30 ℃培养 48 h。选择生长较好的酵母菌株依

次接入筛选培养基中，培养 48 h，选择长势最好的

菌株在 YEPD 试管斜面上划线，4 ℃保存。 

1.2.3  分类鉴定 

形态学鉴定：按照文献[14]的方法进行。 

分子生物学鉴定：酵母 DNA 的提取方法参照

《精偏分子生物学实验指南》[15]，所用引物为真菌

ITS 通用引物  (上游 ITS1：5′-TCCGTAGGTGAA 

CCTGCGG-3′；下游 ITS4：5′-TCCTCCGCTTATTGA 

TATGC-3′)，PCR 扩增产物经电泳检测后测序，在核

酸序列数据 (GenBank) 中进行同源序列搜索，根据

同源序列搜索结果，确定该菌株所属的最近属种。 

生理生化鉴定：按照文献[14]的方法进行。 

1.2.4  分析方法 

生长量测定方法：取不同发酵时间的发酵液，

用 721 型分光光度计于 600 nm 处测其吸光值。 

残糖测定方法：生物传感仪测定发酵液内残糖

含量。 

HPLC 法测定有机酸：发酵液经 8 000 r/min 离

心 5 min，取 300 μL 上清液加入 700 μL 无水乙醇沉

淀蛋白质 3 h 以上后，12 000 r/min 离心 15 min，

0.45 μm 有机微孔滤膜后，通过 HPLC 进行测定。分

析条件：色谱柱 SH1011；流动相 0.01 mol/L H2SO4；

流速 0.8 mL/min；进样量 5 μL；柱温 50 ℃；检测器

为紫外检测器，检测波长为 210 nm。 

1.2.5  常规基因克隆操作方法 

大肠杆菌感受态制备，外源基因片段与载体连

接，简易转化操作，大肠杆菌质粒快速提取，PCR 扩

增，丝状真菌基因组 DNA 制备等操作参见文献[15]。 

1.2.6  目的基因的 PCR 扩增及克隆 

根据米根霉 L-乳酸脱氢酶基因  (ldhA) 序列 

(GenBank Accession No. EF15228.1)，设计引物如下：

Roldh1：5′-CGCGGATCCATGGTATTACACTCA-3′，

Roldh2：5′-CCGAAGCTTTCAACAGCTACTTTTA-3′ 

(下划线所示分别为 BamHⅠ、HindⅢ酶切位点)。

PCR 反应体系体积为 50 μL，扩增条件：95 ℃预变

性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 60 s，72 ℃延

伸 60 s，共 30 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。 

1.2.7  质粒的构建 

将 PCR 获得的 ldhA 基因用 BamHⅠ和 HindⅢ

双酶切，经纯化后与经同样酶切的质粒 pYX212- 

kanMX 连接，构建重组质粒 pYX212-kanMX-ldhA。 

1.2.8  G418 的敏感测定 

收集耐酸酵母菌体，ddH2O 洗涤 2 次后悬浮，

30 ℃进行饥饿培养 2~3 h。培养后的细胞经适当稀

释后涂布于含不同浓度 G418 抗生素的 YEPD 平板，

30 ℃培养 3~4 d，观察生长情况。 

1.2.9  转化方法 

酵母转化采用电穿孔转化法，转化后涂布于含

G418 抗性的 YEPD 平板，挑选转化子。 

电穿孔转化条件：1 500 V，5 ms，电击 2 次；

电脉冲仪的型号为 ECM399。 

1.2.10  转化子验证 

菌落 PCR 验证和 SDS-PAGE 电泳验证等操作均

参见文献[15]。 
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1.2.11  重组菌发酵实验 

种子液制备：将重组菌从 YEPD 抗性平板上刮

取一单菌落至 YEPD 液体培养基 (250 mL 三角瓶，

装液量为 30 mL) 中，30 ℃、150 r/min 培养 24 h，

即为种子液，转接发酵液时接种量为 10％。 

重组菌发酵产乳酸验证实验：将不同重组菌的

种子液分别接种至发酵培养基 (250 mL 三角瓶，装

液量为 50 mL)，30 ℃、150 r/min 培养 48 h。 

发酵液初始 pH 值对发酵产乳酸的影响：分别

在发酵培养基中滴加乳酸，使其培养基 pH 值分别

为 2.5、3.0、3.5、4.0，并以未调节 pH 值的培养

基  (pH 7.0) 作空白对照。将种子液分别转接至已调

节 pH 值的发酵培养基中 (250 mL 三角瓶，装液量

为 50 mL)，30 ℃、150 r/min 培养 48 h。 

2  结果与分析 

2.1  耐酸酵母的分离筛选 
从自然界 96 个样品中筛选出 55 株能在乳酸调

节 pH 值达 2.5 的 YEPD 培养基中存活或生长的酵母

菌株，其中 17 株酵母能够生长。逐一经 YEPD 培养

基、乳酸筛选培养基和乳酸单碳源培养基中摇瓶发

酵初筛，以生长量为指标进一步复筛。对多个批次

的酵母反复比较之后，确定一株编号为 No.4 的菌株

能在 pH 值 2.5 YEPD 培养基中生长良好。 

2.2  分类鉴定 
2.2.1  生理生化与分子生物学鉴定 

菌株 No.4 有典型的酵母菌株形态，细胞呈卵形

或球形，多边芽殖。对此菌进行分子生物学鉴定，

将此菌株的 ITS 序列与 NCBI 中同源性较高的几株

菌进行比对和同源性分析，同源树 (图 1) 清楚地显

示出以分子生物学特征为基础，菌株 No.4 与 NCBI

中其他一些参考酵母菌株的亲缘关系。由实验获得

的结果可以推断此耐酸酵母的分类地位应属于假丝

酵母属 Candida sp.。同时对此菌进行生理生化鉴定，

结果如表 2 所示，可初步推测该耐酸酵母应属于木

兰假丝酵母 Candida magnolia。 

 

图 1  DNAman 软件绘制菌株 No.4 的同源树 
Fig. 1  Homology tree of strain No.4 drawn by DNAman. 
 

表 2  菌株 No.4 的生理生化特征 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics of 
strain No.4  

Nitrogen-carbon 
sources Utilization Nitrogen-carbon 

sources Utilization

Glucose + D-xylose + 

L-sorbose − Cellobiose − 

Maltose − Inulin − 

Trehalose − Methanol − 

Melibiose − Ethanol − 

Melezitose − Inositol − 

Soluble starch − Galactitol − 

L-arabinose − Adonitol − 

D-arabinose − Glycerol + 

Raffinose − D-sorbitol + 

D-ribose − Erythritol − 

D-mannose + DL-lactic acid − 

Galactose + Citric acid D 

Lactose − Succinic acid − 

Sucrose − D-gluconic acid + 

L-rhamnose − L-lysine + 

D-mannose + Potassium nitrate + 

 
2.2.2  C. magnolia 的乳酸耐受性 

对耐酸酵母 C. magnolia 进行乳酸耐受性实验，

将其分别接种至添加不同量乳酸的 YEPD 培养基
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中，观察其乳酸含量对此耐酸菌生长的影响，其结

果如图 2 所示，在乳酸浓度低于 68 g/L (pH 值约为

2.5) 时，培养基中的乳酸对 C. magnolia 的生长影响

较小，高于 68 g/L 时，菌体生长逐渐受到抑制，但

此耐酸菌在乳酸浓度高达 93.5 g/L 时，仍能够生长，

其 OD 可达到 6.5，说明此菌对乳酸具有极高的耐受

性，为耐酸微生物。 

 

 

图 2  乳酸含量对培养基 pH 值 (A) 及 C. magnolia 生长

(B) 的影响 
Fig. 2  Effect of concentration of lactic acid on the pH of 
medium (A) and the growth of C. magnolia (B). 

2.2.3  C. magnolia 的有机酸利用分析 

对耐酸酵母 C. magnolia 进行有机酸利用实验，

将其分别接种至筛选培养基和单碳源培养基中，发

现在筛选培养基中生长旺盛，而在单碳源培养基中

基本不能生长，且 C. magnolia 对乳酸的利用率均低

于 5％。说明 C. magnolia 能在营养丰富的高浓度乳

酸条件正常生长，但不能在以乳酸为唯一碳源的培

养基中生长。 

2.3  产乳酸重组菌的构建 
因为 C. magnolia 的耐乳酸而不利用乳酸的特

性，本实验设计以此菌为研究对象，通过表达米根

霉乳酸脱氢酶基因，试图将代谢流引向乳酸形成方

向，以达到生产乳酸的目的。 

2.3.1  质粒构建及酶切 

按照 1.2.7 构建质粒，得到表达载体 pYX212- 

kanMX-ldhA，将该质粒进行酶切验证，结果如图 3

所示，证明质粒构建成功。 

 

图 3  重组表达载体 pYX212-kanMX-ldhA 的鉴定 
Fig. 3  Identification of recombinant expression vector 
pYX212-kanMX-ldhA. 1: plasmid pYX212-kanMX digested 
with BamH I digestion; 2: identification of recombinant plasmid 
pYX212-kanMX-ldhA by PCR; 3: recombinant plasmid 
pYX212-kanMX-ldhA digested with BamH I and Hind III 
digestion; 4: recombinant plasmid pYX212-kanMX-ldhA 
digested with BamH I digestion; 5: λDNA/Pst I marker. 
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2.3.2  G418 的敏感测定 

重组菌的筛选要以 G418 抗生素为筛选压力，

因此需要测定原始耐酸酵母对 G418 抗生素的敏感

性，按照 1.2.8 进行实验，发现能够完全抑制原始

耐酸酵母菌株 C. magnolia 生长的最低 G418 浓度为

800 mg/L。因此在后续筛选转化子实验中，均在

培养基中添加 800 mg/L 的 G418 来抑制原始菌的

生长。 

2.3.3  质粒 pYX212-kanMX-ldhA 的电转化和筛选重

组酵母转化子 

将质粒 pYX212-kanMX-ldhA 电击转化进入感

受态酵母 C. magnolia 细胞中，转化后的酵母涂布

在含 800 mg/L G418 抗生素的 YEPD 平板上，按照

1.2.9 挑选转化子进行菌落 PCR 扩增，电泳验证 

(PCR 扩增 ldhA 片段)。结果发现菌株 C. magnolia-2

和 C. magnolia-3 均有一条大小约为 1.0 kb 的片段，

与 ldhA 片段大小基本一致，而对照原始菌株则没有，

因此推测此条带即为 ldhA 片段。即 C. magnolia-2

和 C. magnolia-3 已成功转入重组质粒 pYX212- 

kanMX-ldhA。 

将经 PCR 验证的转化子 C. magnolia-2、C. 

magnolia-3、及原始菌株 C. magnolia 进行细胞破

碎，细胞破碎液稀释适当浓度后进行 SDS-PAGE 电

泳验证，结果如图 4 所示，转化子 C. magnolia-2 和

C. magnolia-3 均在相对分子量约为 43 kDa 附近出现

了明显的蛋白表达条带，与预期大小相一致，而原

始菌 C. magnolia 则未见此蛋白的表达。进一步证

明了 C. magnolia-2 和 C. magnolia-3 为阳性转化子，

外源乳酸脱氢酶基因已得到表达。 

2.4  产乳酸酵母发酵性能的研究 
2.4.1  重组菌发酵产乳酸验证实验 

为测定上述实验所得重组菌的发酵能力，进行

通风发酵产乳酸实验。将重组菌 C. magnolia-2 和 C. 

magnolia-3 及原始菌株 C. magnolia 接种于发酵培养

基中，其结果如图 5 所示，原始菌株不能利用葡萄

糖进行发酵生产乳酸，而重组菌在发酵过程中明显

有乳酸生成，且随着发酵过程的进行，乳酸逐渐得

到积累。对 C. magnolia-2 和 C. magnolia-3 两株重

组菌的最终乳酸含量进行比较，发现 C. magnolia-2

最终乳酸含量略高于 C. magnolia-3，因此在后续发

酵试验中选择 C. magnolia-2 进一步研究。 

 

图 4  C. magnolia 及其重组菌 SDS-PAGE 电泳验证结果 
Fig. 4  SDS-PAGE of C. magnolia and its recombinant cells. 1: 
C. magnolia; 2: C. magnolia-2; 3: C. magnolia-3; 4: protein 
marker. 

 

图 5  重组菌产乳酸性能的验证 
Fig. 5  Different recombinants fermented in fermentation 
medium. Solid line represents the concentration of glucose, and 
dash line represents the concentration of lactic acid. 
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2.4.2  发酵液初始 pH 值对发酵产乳酸的影响 

因宿主菌为耐酸菌，为研究此重组菌是否同样

可在酸性条件下具有发酵生成乳酸的能力，设计实

验将 C. magnolia-2 分别接种于 pH 值不同的发酵培

养基。其结果如图 6 所示，重组菌 C. magnolia-2 于

培养基 pH 值范围在 2.5~7.0 范围内进行发酵，均能

转化葡萄糖生成乳酸，且在 pH 为 3.5 时糖酸转化率

最高，达到 16％以上。 

 

图 6  培养基初始 pH 值对发酵产乳酸的影响 
Fig. 6  Effect of initial pH on lactic acid production. LAC: 
lactic acid. 

3  讨论 

在酵母产乳酸工程菌研究方面，国外已有报道。

Skory 等将米根霉的 L-乳酸脱氢酶基因转入酿酒酵

母中，在 pH 5.5 时糖酸转化率最高时，在 pH 3.5 时，

糖酸转化率降低了约 10％，产酸明显受到了抑制[6]；

其他关于应用酵母生产 L-乳酸的研究，绝大多数依

旧需要以 CaCO3、NaOH 或氨水调节，将发酵过程

的 pH 值控制在 4~6.6，才能使发酵正常进行[10-12]，

说明这些工程菌株在乳酸耐受性方面并没有很大的

优势。 

本研究首次从自然界中筛选得到一株耐高浓乳

酸 (以乳酸调节 pH 值至 2.5) 的耐酸酵母菌株，并

且此耐酸菌株不能利用乳酸。对该菌进行分子生物

学和生理生化鉴定后推断其分类地位为木兰假丝酵

母 C. magnolia。并首次以此为出发菌株，采用基因

工程育种技术，在耐酸酵母中表达米根霉乳酸脱氢

酶基因，构建乳酸代谢途径，代谢葡萄糖生成乳酸，

证明了利用基因工程技术使此耐酸酵母生产乳酸的

可行性。重组菌在 pH 2.5~7.0 之间均能有效生成乳

酸，在 pH 值为 3.5 时，糖酸转化率最高，并且在

发酵过程中 pH 值降低至 2.5 时，仍有乳酸继续生

成。因此，该重组菌在乳酸发酵过程中大幅减少碳

酸钙等中和剂用量方面表现出较好的应用前景；同

时，在低 pH 条件下可以一定程度上减少杂菌的污

染几率。 

将本实验所得的重组菌应用于乳酸发酵时，初

步优化其培养条件，即可使乳酸产量达到 40 g/L 以

上 (数据另发)，表明重组菌株通过进一步的发酵工

艺优化具有较好的提升空间。下一步工作中，为提

高乳酸产量和转化率，可在本文构建的菌株基础上

深入研究中间代谢产物积累与乳酸积累之间的关

系，并确定其他可能的限速因素，如乙醇、甘油和

NADH 等对酵母乳酸代谢的影响，最终解决由于中

间代谢产物的积累而导致乳酸产量较低的问题；对

发酵条件如 pH 值和溶氧等进行精确调节控制也可

进一步提高发酵水平。同时，基于本文的研究策略，

通过更换乳酸脱氢酶基因的启动子等调控序列或通

过增加拷贝数以增强其乳酸脱氢酶的酶活，将有可

能进一步较大幅度提高乳酸发酵产率。 
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