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摘  要：大豆是传统酱油酿造的主要原料，在酿造过程中容易发生氧化变质和酸败等现象，从而产生不良风味和有害

物质，其原因是发酵过程中产生了不饱和脂肪醛类物质。本研究以植物乳杆菌(Lactiplantibacillus plantarum)CS3 为研

究对象，在对该菌株进行全基因组测序和己醛胁迫下的转录组分析的基础上，筛选出转化己醛的关键基因 AdhE(双功

能乙醛 CoA/酒精脱氢酶)和己醛胁迫下的高表达转录因子 FruR。利用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术，将基因 AdhE 和

FruR 进行基因敲除验证，敲除后的菌株在 MRS 培养基中代谢己醛的能力分别下降了 17.72%和 56.72%。这表明两个

基因在己醛转化过程中都发挥重要作用。这一结果为植物乳杆菌在酱油生产中降低醛类等有害物质的应用提供了理

论支持。 

关键词：植物乳杆菌；脂肪醛；全基因组测序；CRISPR-Cas9 

中图分类号：TS201.3       文献标志码：A     文章编号：1672-6510(2024)02-0016-09 

 

Whole Genome Analysis of Lactobacillus plantarum CS3 and  

Transformation of Hexanal 

HU Zhenhao，WANG Wenjun，LI Xu，ZHAO Guozhong 

(State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety，College of Food Science and Engineering， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Soybean is the main raw material for traditional soy sauce brewing，which is prone to oxidative deterioration and 

rancidity during the brewing process，resulting in bad flavor and harmful substances. The reason is that Unsaturated fat alde-

hydes are produced during fermentation. In this study，Lactiplantibacillus plantarum CS3 was selected as the research sub-

ject. On the basis of the whole genome sequencing and transcriptome analysis of the strain under hexanal stress，the key gene 

AdhE(bifunctional acetaldehyde CoA/alcohol dehydrogenase)for hexanal transformation，and the high expression transcrip-

tion factor FruR under hexanal stress were screened. Using the CRISPR-Cas9 gene knockout method，AdhE and FruR were 

validated for gene knockout. The ability of the knockout strains to grow and metabolize hexanal in MRS medium decreased 

by 17.72%  and 56.72% ，respectively. This indicates that both genes play an important role in the conversion of hexanal. This 

result has provide theoretical support for the application of L. plantarum in reducing aldehydes and other harmful substances 

in soy sauce production. 
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  在酱油酿造过程中，乳酸菌的代谢功能在酱油香

气和风味的形成中起着至关重要的作用，例如嗜盐乳

杆菌作为酱油发酵过程中的重要乳酸菌，被认为是产

生酸和保持酱油理想颜色、刺激酵母生长、增强理想

风味和隐藏任何不想要味道的重要贡献者[1]。在酱油

发酵过程中添加植物乳杆菌(Lactobacillus planta-

rum)可以显著提高酱油中活性物质(大豆多肽、酚类

和黄酮类物质)的产量[2]。与传统的米曲霉单一发酵法

相比，在酱油发酵过程中添加植物乳杆菌可以提高酚

类物质、总黄酮、有机酸、氨基酸、异黄酮的含量以及

抗氧化能力[3]。此外，植物乳杆菌还可以有效降解食

品发酵过程中产生的亚硝酸盐，是一种高效、有针对

性、环保的新方法，具有广阔的发展前景[4]。 

  大豆是传统酱油酿造的主要原料，原料中的脂氧

合酶会导致脂肪醛类物质的形成，这也是多不饱和脂

肪酸氧化降解的标志。酱油酿造过程中极易发生自

动氧化，原料中的脂肪氧合酶会加速大豆油脂氧化变

质，油脂氧化后常会形成小分子二级氧化产物，如丙

醛、戊醛、正己醛和庚醛等[5]。在酱油酿造过程中，高

温氧化会产生己醛、反–2–壬烯醛、反–2，4–十二烯醛

等特征产物，其中己醛形成最早，同时亚麻酸氧化也

会产生己醛[6]。这些脂肪醛的积累会对酱油的味道产

生负面影响，尤其是己醛，有一种刺鼻的、令人不愉

快的腐臭气味，而庚醛则散发出一种令人作呕的青草

味，反–2–壬烯醛同样会产生难闻的草味和豆味[7]。研

究[8]表明，使用植物乳杆菌发酵可以将这些醛类物质

转化为理想的芳香化合物，例如己醛等醛类物质经植

物乳杆菌发酵后可转化为有机酸和乙醇等风味化合

物[9]。这表明植物乳杆菌发酵可能是一种很有前途的

降解脂肪醛的方法。 

  乳酸菌有多种分子调节机制，以确保它们在受到

不同类型压力时保持生理性质稳定。植物乳杆菌对

乳酸 [10]、低 pH
[10]、氧化 [11]、溶剂 [12-13]、胆汁 [14]、寒 

冷[12]和热应激[12]等胁迫条件的基因表达响应已有报

道。本研究以己醛为不饱和脂肪醛的标志产物，研究

植物乳杆菌 CS3 对脂肪醛类物质的转化机理，对菌

株进行全基因组测序和在己醛胁迫下的转录组分析，

利用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术敲除基因 AdhE 和

FruR，预测其在己醛转化中的作用。 

1 材料与方法 

1.1 菌种与质粒 

主要实验菌种和质粒见表 1，引物见表 2。 

表 1 菌种和质粒 

Tab. 1 Strains and plasmids  

菌种/质粒 特征 来源 

Escherichia coli DH5α 含有卡那霉素抗性基因 实验室保藏

Lactobacillus  

plantarum CS3 
可以对脂肪醛类进行转化 实验室保藏

CS3-ΔAdhE 
在植物乳杆菌 CS3中缺失 

AdhE基因 
本实验构建

CS3-ΔFruR 
在植物乳杆菌 CS3中缺失 

FruR基因 
本实验构建

pLCP 
含有卡那霉素抗性基因， 

含 Cas9基因 

艾连中教授

惠赠 

pHSP01 
含有 RECR/T基因， 

含有氯霉素抗性 

艾连中教授

惠赠 

pLCP-ΔAdhE 
敲除质粒，含有红霉素、 

卡那霉素抗性 
本实验构建

pLCP-ΔFruR 
敲除质粒，含有红霉素、 

卡那霉素抗性 
本实验构建

 

表 2 引物 

Tab. 2 Primers 

引物 核酸序列(5′-3′) 

ΔAdhE-up-F CGGATCACATCTTTTTCTAAACTAGGGCCCGAAGTGCTTCCTCCGTTCAATTCCTTTGTGAATTAATTT 

ΔAdhE-up-R TAAACGTCATCGTGACCGCGTAACCCGGGTTGTGATGGACTTTAATTCTCAATATCAACCCG 

ΔAdhE-dn-F GGTTACGCGGTCACGATGACGTTTAATACACCGAATGCGATTTCGTCATTGACTG 

ΔAdhE-dn-R CCCTTTGTGAATTAAGGGAGCCCGCGCTCATGATGAGCGCGGGCTTTTTTG 

ΔAdhE-sg-F GCGGGCTCCCTTAATTCACAAAGGGAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCAC 

ΔAdhE-sg-R TGGACATACTATGATATATTCTAGAGATGCATTGGTCAAAGAATTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

ΔAdhE-up-F CACATCTTTTTCTAAACTAGGGCCCAAACGTCATCGTGACCGCGT 

ΔFruR-up-R TTCACAAAGGGCTATTTTTCCTTAATCATGAAGTGCTTCCTCCGT 

ΔFruR-dn-F GGAAGCACTTCATGATTAAGGAAAAATAGCCCTTTGTGAATTAAGG 

ΔFruR-dn-R GCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTGAGATTGACTGCAAAGATCCCCGTAA 

ΔFruR-sg-F GGTTACGGGGATCTTTGCAGTCAATCTCAAAAAAAGCACCGACTC 

ΔFruR-sg-R CAGAATGGACATACTATGATATATTCTAGAATGGCTTCTGACTTCACACG 

YZ-AdhEF GATGCCCAAACCCACGACATCATTA 

YZ-AdhER ATTCAAATGTGCCGTCGAATTTCTTT 

YZ-FruRF TCCAGATTAGCTTCGGCATCCG 

YZ-FruRR TGCCCGGTTAACAGCCTTATCTTT 
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1.2 培养基与溶液的配制 

  MRS 培养基：蛋白胨 10.0 g，酵母粉 5.0 g，牛肉

膏 10.0 g，K2HPO4 2.0 g，葡萄糖 20.0 g，吐温-80 

1.0 mL，无水乙酸钠 5.0 g，(NH4)2HC6H5O7 2.0 g，

MgSO4 0.20 g，MnSO4 0.05 g，用蒸馏水溶解并定容至

1 L，115 ℃灭菌 20 min。 

SGMRS 培养基：含有 0.3 mol/L 蔗糖和 1%甘氨

酸的 MRS培养基，115 ℃灭菌 20 min。 

SMRS 培养基：含有 0.5 mol/L 蔗糖、0.1 mol/L 

MgCl2 和 2 mmol/L CaCl2 的 MRS培养基，115 ℃灭菌

20 min。 

SM 缓冲液：含有 952 mmol/L 蔗糖和 5 mmol/L 

MgCl2 的混合水溶液，115 ℃灭菌 20 min。 

LB 培养基：蛋白胨 10 g，酵母膏 10 g，氯化钠

5 g，用蒸馏水溶解并定容至 1 L，将 pH 调节为 7.0，

121 ℃灭菌 20 min。 

脂肪醛衍生化试剂 DNPH：准确称取 2，4-二硝

基苯肼 0.50 g，用异丙醇溶解，同时加入 3.5 mL 浓盐

酸并定容至 100 mL，超声助溶。 

卡那霉素溶液：称取 50 mg 卡那霉素，用 1 mL 

ddH2O 溶解，过滤除菌，-20 ℃保存，保存质量浓度为

50 mg/mL。 

红霉素溶液：称取 100 mg 红霉素，用 1 mL 无水

乙醇溶解，过滤除菌，-20 ℃保存，保存质量浓度为

100 mg/mL。 

氯霉素溶液：称取 100 mg 氯霉素，用 1 mL 

ddH2O 溶解，过滤除菌，-20 ℃保存，保存质量浓度为

100 mg/mL。 

1.3 植物乳杆菌全基因组测序 

将-80 ℃保存的植物乳杆菌 CS3 取出并活化 3

次，在 MRS 培养基中培养 24 h，离心收集菌体，样品

设置 3个平行样，后续由上海美吉生物科技有限公司

进行全基因组测序及初步数据分析。 

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

DNA，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测提取后 DNA 的纯

度和浓度。基因组测序使用 PacBio RSⅡ测序平台和

Illumina HiSeq 4000测序平台组合，测序数据用来评

估基因组的杂合度、重复度、基因组大小以及是否存

在质粒、是否被污染，辅助后续组装策略的选择[15]。

由于三代测序具有较高的测序错误率，所以用二代测

序数据对三代测序数据进行校正，保证组装结果具有

较高的准确度。 

1.4 植物乳杆菌代谢己醛的转录组测序 

将植物乳杆菌 CS3 活化 3 次，然后添加到含有

200 mg/L 己醛的 MRS 培养基中，经该处理后培养的

植物乳杆菌为实验组，对照组的 MRS 培养基中不添

加己醛，其余处理与实验组相同。菌种培养至 A600 为

0.8，10 000 r/min 离心 10 min，收集植物乳杆菌 CS3

细胞，并立刻储存在-80 ℃冰箱中，防止 RNA 降解。

样品设置 3个平行样，后续由上海美吉生物科技有限

公司进行转录组测序及初步数据分析。 

  按照 RNA 提取试剂盒说明书的提取程序，从样

品中提取总 RNA。按照试剂盒的说明提取去除总

RNA 中的核糖体 RNA 得到 mRNA。RNA 片段化后

进行文库的构建，将得到的 mRNA 用二价阳离子随

机打断，以成功碎片化的 mRNA 为模板合成双链

cDNA，进行末端修复和 PCR 扩增。为了获得基因表

达水平，使用 Bowtie 软件将过滤后的测序序列与参

考基因组进行比对，可以对基因组进行定位分析。归

一化后的碱基 Reads 表示基因表达水平。基于负二项

分布模型的 DESeq 统计程序确定基因表达数据中的

差异表达，当 P＜0.05 和|log2C|＞1(其中 C 表示 Fold 

Change，即差异倍数)时，样本之间存在显著性差异。

采用 PacBio RSⅡ测序平台和 Illumina HiSeq 4000测

序平台进行测序。为了准确获得基因的表达量，使用

Bowtie 软件对过滤后的测序序列与参考基因组序列

进行比对以分析基因，归一化后的 RPKM 值(reads 

per kilo bases per million reads)用来表示基因的表达

水平。 

1.5 高效液相色谱法测定发酵液中己醛含量 

1.5.1 己醛含量标准曲线的绘制 

己醛含量的测定参考 Lin 等[16]的方法并稍作修

改。将 10.0 mg 己醛标准品放入 10 mL 棕色容积瓶

中，用异丙醇固定容积溶解，得到 1 mg/mL 标准母

液。溶液至少搅拌 30 min，确保反应完全，-20 ℃密

封保存。用异丙醇稀释标准母液，得到 0.2、0.5、1、2、

20、50、100、150、200 mg/L 标准溶液，-20 ℃密封保

存。将不同质量浓度的己醛标准溶液 1 mL 置于离心

管中，加入 DNPH 溶液 1 mL，溶液在 40 ℃水浴中加

热 30 min，在冷水中停止反应，用 0.22 µm 有机过滤

器过滤，使用高效液相色谱法(HPLC)进行检测。以

己醛质量浓度(mg/L)为横坐标，峰面积为纵坐标，绘

制标准曲线。 

1.5.2 高效液相色谱条件 

色谱柱为 C18 XSELECTTMHSS TS(4.625 0 

mm，5 m)，检测器为紫外检测器，流动相为乙腈水溶

液(乙腈与水的体积比为 3﹕1)，柱温为 50 ℃，紫外
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检测波长为 365 nm，流量为 1.5 mL/min，单次进样量

为 20 µL。采用外标法对己醛的含量进行定量测定，

重复 3次。 

1.5.3 发酵液中己醛含量的测定 

将植物乳杆菌 CS3 活化 3 次，然后接种到己醛

胁迫培养基(含有 200 mg/L 己醛的 MRS培养基)中，

己醛添加量为 200 mg/L，接种量为 3% 。摇床振荡培

养，分别在 8、16、24、36、48 h 采集样品，测定己醛含

量。对照组不接种植物乳杆菌 CS3。细菌培养物离心

后，收集的上清液与 1 mL DNPH 溶液混合，40 ℃水

浴加热 30 min，置于冷水中停止反应。使用 0.22 µm

有机过滤器过滤混合物后进行 HPLC检测。 

1.6 植物乳杆菌 CS3 的 CRISPR-Cas9 敲除质粒的

构建以及电转化 

采用 CRISPR-Cas9 系统构建黏蛋白敲除菌株。

首先，将基因敲除或插入位点的上下行同源臂连接到

sgRNA(up-down-sgRNA)上，用编辑质粒 pLCP 骨架

(ApaI 和 XbaI 消化)一步克隆，得到敲除或插入质

粒；然后，将辅助质粒 pHSP01 电转化导入植物乳杆

菌 CS3，得到菌株 CS3(pHSP01)；最后，以同样的方

法将敲除或插入质粒导入菌株 CS3(pHSP01)中，在

氯霉素抗性平板中进行筛选，测序验证后得到目标 

菌株。 

根据文献[17]的方法略作修改，进行电转化感受

态细胞的制备和植物乳杆菌 CS3 的电转化。将隔夜

培养的接种量 3% 的菌种转移到 50 mL 新鲜 SGMRS

培养基中。当 A600 为 0.3～0.5 时，4 ℃、2 105g离心回

收细胞。用 1 mmol/L MgCl2 溶液洗涤细胞 2 次，在

0.5 mL SM 缓冲液中重新悬浮，-80 ℃保存。在 2 mm

比色皿中进行电穿孔(参数为 2.5 kV、200 Ω、25 μF)。

将 1 mL 回收培养基加入比色皿中，培养 2～3 h，涂

布在含有 10 µg 红霉素和氯霉素的 MRS 琼脂培养 

基上。 

2 结果与分析 

2.1 植物乳杆菌 CS3的基因组基本特征 

植物乳杆菌 CS3 的基因组由 1 条染色体和 3 个

质粒组成(图 1)。 

 

图 1 植物乳杆菌 CS3的基因组 

Fig. 1 Genome of L. plantarum CS3 

基因组圈图的最外层圈代表基因组大小，第 2 圈

代表正义链上的 CDS 区域(编码区)，第 3 圈为反义

链上的 CDS 区域，第 4 圈为 rRNA 和 tRNA；最内圈

代表 GC 含量；不同的颜色表示 CDS 区域被分到不
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同的 COG(clusters of orthologous groups of proteins)

功能分类。基因组共包含 3 322 081 个碱基对，GC 含

量为 44.41%；共鉴定出 3 111 个编码序列，平均长度

为 903 个碱基对，占基因长度的 93.00%；包含 70 个

氨酰-tRNA 基因，能够与 20 种天然氨基酸对应，其

对应的氨基酸包括半胱氨酸、丙氨酸、谷氨酸、天冬

氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、甘氨酸、精氨酸、苏氨

酸、色氨酸、丝氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苯

丙氨酸、脯氨酸、酪氨酸、赖氨酸、蛋氨酸和组氨酸。

此外，基因组中还含有 16 个 rRNA 基因。研究[18]表

明，许多乳酸菌中存在的质粒往往携带多种重要的遗

传性状。植物乳杆菌 CS3 基因组序列中含有 3 个质

粒，其中质粒 A编码 13个基因，质粒 B编码 10个基

因，质粒 C编码 9个基因。质粒 A编码的基因 27，它

编码了 RelB/DinJ 家族的Ⅱ型毒素–抗毒素复合物，

毒素–抗毒素复合物往往与两个主要的生物学功能有

关，一是可以隔离毒素并迫使其失活，二是在稳态生

长条件下抑制其自身操纵子的转录。 

2.2 COG数据库注释结果 

植物乳杆菌 CS3 的 COG 注释分类统计如图 2

所示。COG 数据库一共注释得到 2 673 条 CDS 序

列，它们都归属于特定的 COG 家族簇，共占了全部

3 111 条 CDS序列的 85.92% 。总体上来说，这些序列

总共分为 19 个功能群，其中包括占比最多的功能未

知的基因 744 个，有关能量产生和转化的基因 110

个，有关控制细胞周期、细胞分裂和染色体分配的基

因 25 个，有关氨基酸转运和代谢的基因 205 个，有

关核苷酸转运和代谢的基因 89 个，有关碳水化合物

转运和代谢的基因 277个，有关辅酶运输和代谢的基

因 64 个，有关脂质运输和代谢的基因 61 个，有关核

糖体结构的基因 146 个，有关转录的基因 242 个，有

关复制、重组和修复的基因 181 个，有关细胞壁和细

胞膜生物形成的基因 166个，有关细胞运动学的基因

4 个，有关蛋白质翻译后修饰、蛋白质周转、分子伴侣

的基因 61 个，有关无机离子转运与代谢的基因 130

个，有关次生代谢产物生物合成、运输和分解代谢的

基因 14 个，有关信号传导机制的基因 71 个，有关细

胞内转运、分泌和囊泡运输的基因 20 个，有关细胞

防御机制的基因 60个。 

 

图 2 植物乳杆菌 CS3的 COG注释分类统计 

Fig. 2 COG annotated taxonomic statistics of L. plantarum CS3 

2.3 发酵液中己醛含量的测定 

在酸性条件下，醛的羰基与 DNPH 的氨基反应，

通过 DNPH 衍生化实现了醛的定量。该反应生成的

2，4-二硝基苯腙衍生物对紫外线更敏感，具有疏水

性，便于通过 HPLC 分离。在 340～380 nm 波长范围

内使用紫外-可见分光光度法对衍生物进行定量分

析。由于己醛是一种挥发性物质，很容易在发酵过程

中蒸发，导致潜在低估实际发酵液中的己醛含量，因

此对照组与实验组在相同条件下进行实验。植物乳杆

菌 CS3 对己醛转化能力的分析如图 3 所示。对照组

24 h 后 己 醛残留量 为 175.78 mg/L ，损失率为

12.10%；48 h 后己醛含量为 140.55 mg/L，损失率为

29.72% 。在己醛胁迫发酵培养基中加入植物乳杆菌

CS3 ，24 h 后 己 醛 含 量 降 至 8.55 mg/L ，损失率为

95.72% ，48 h 后已经检测不到己醛，说明 24 h内己醛

转化率达到 83.62% 。该结果表明植物乳杆菌 CS3 可

以高效代谢己醛，代谢产物性质稳定，短期内不会发

生可逆反应而重新形成己醛。 
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图 3 植物乳杆菌 CS3对己醛转化能力的分析 

Fig. 3  Analysis of conversion ability of hexanal by L. 

plantarum CS3 

2.4 植物乳杆菌 CS3代谢己醛的转录组学分析 

植物乳杆菌 CS3 具有转化外源加入己醛的能

力。为了更深入地了解这一转化背后的机制，通过转

录组学进行进一步分析。己醛胁迫下的 GO富集分析

与植物乳杆菌 CS3 基因表达的变化如图 4 所示，其

中 P＜0.05，
2

log C ＞1。 

如图 4(a)所示，对所有差异基因进行 GO 功能

分类，选出功能分类排名前 20 位的基因。添加己醛

后表达水平出现变化的基因主要涉及细菌的物质代

谢，包括碳水化合物、脂肪酸和氨基酸代谢以及抗生

素和次生产物合成、物质转运等。上调的基因包括与

核糖体多肽代谢、氨基酸代谢、蛋白质代谢、跨膜运

输相关的基因。由于应激反应，细胞代谢活性降低，

导致能量和质子动力学、生长能力和活力的下降。这

些反应有助于利用其他碳源，激活蛋白质水解系统并

分解游离氨基酸以适应环境。细菌通过调节不同的

基本代谢途径增加腺苷三磷酸(ATP)的产量，确保在

糖酵解过程受到抑制时通过其他途径继续生产 ATP，

从而增强其耐受性[14]。 

研究发现植物乳杆菌 CS3 具有利用代谢基因转

化己醛胁迫的能力。在己醛胁迫下，植物乳杆菌 CS3

基因表达显著改变，如图 4(b)所示，共鉴定出 660 个

差异表达基因，其中上调基因 323 个，下调基因 337

个，无表达变化基因 2 074 个。为了更好地了解植物

乳杆菌 CS3 在己醛胁迫下的主要反应机制，本研究

重点分析了己醛胁迫下的实验组与不含己醛胁迫的

对照组相比上调最显著的基因(
2

log 1C＞ )。己醛胁

迫下高表达的基因见表 3。 

  AdhE 酶是酒精发酵过程中重要的代谢酶。AdhE

有两个催化结构域 N-端乙醛脱氢酶(ALDH)结构域

和 C-端乙醇脱氢酶(ADH)结构域。N-端乙醛脱氢酶

负责将乙酰辅酶 A 转化为乙醛，然后乙醛再由 C-端

乙醇脱氢酶转化为乙醇。在转化过程中最重要的结 

 

(a) GO富集分析 

 

(b) 植物乳杆菌 CS3基因表达的变化 

图 4 己醛胁迫下的 GO 富集分析与植物乳杆菌 CS3 基

因表达的变化 

Fig. 4 GO enrichment analysis under hexanal stress and

changes of L. plantarum CS3 gene expression 

under hexanal stress 

表 3 己醛胁迫下高表达的基因 

Tab. 3 Genes highly expressed under hexanal stress 

RPKM 
基因描述 

基因 

家族 己醛胁迫 对照
log2C

双功能乙醛辅酶 A/醇脱氢酶 AdhE 20.546 4.751 2.002

1-磷酸果糖激酶 Fruk 703.759 32.861 4.431

DeoR蛋白家族转录调节因子 FruR 731.439 40.801 4.153

PTS(细菌磷酸转移酶系统) 

果糖转运体亚基 IIC 
FruB 1 587.327 117.055 3.756

MerR家族转录调节因子 AdhR 1 147.482 425.703 1.419

LacI家族转录调节因子 LacI 141.043 50.574 1.468

ArsR家族转录调节因子 HTH_5 522.231 164.858 1.652

TetR家族转录调节因子 TetR_N 21.049 2.428 3.097
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构域是 C-端乙醇脱氢酶，醛完全生成相应的羧酸是

ADH介导的歧化过程，通常与 ALDH结合。提高 pH

通常会增加形成的酸，即使是具有不利的酸性条件，

ADH 也可以用于醛的氧化，前提是 NAD
+能够进行

有效再生[19]。 

  ADH 是乙醇发酵的关键酶，它作为一种高度专

业化和多功能的催化剂，将一级或二级醛转化为相应

的醇[20]。罗伊氏乳杆菌(L. reuteri)中存在的 ADH 能

转化各种类型的醛，有助于改善食品的风味特征。这

些 酶 有促进还 原 反 应 的倾向。热细胞梭菌

(Clostridium thermocellum)能够通过催化氧化过程将

木质纤维素转化为乙醇。当从热细胞梭菌中去除

AdhE 时，实验发现乙醇的产量几乎为 0
[21]。研究还

发现了 TetR 家族中的 AcrR 调节因子，它可以在 L. 

plantarum NF92 中调节 AdhE 的表达并参与乙醇合

成[22]。AcrR 是 TetR 家族的调控因子，可以通过调控

AdhE 的表达参与乙醇的合成。AdhR 是 MerR家族的

调节因子，可调节巯基依赖性甲醛脱氢酶(AdhA)和

半胱氨酸蛋白酶(YraA)，防止甲醛等羰基化合物引

起的氧化毒性[22]。DeoR 家族转录因子 GlpR 常作为

碳源吸收和分解代谢的特异性调控因子，经常发挥分

解代谢的作用[23]。与对照组相比，DeoR 家族中的转

录因子 FruR 的表达量与对照组基因表达量差异较

大。LacI 家族成员可以感知糖和非碳水化合物反应，

并参与调控碳水化合物代谢途径相关基因的表达。 

植物乳杆菌的果糖操纵子由 3个基因组成：FruR

产生是 DeoR 家族中转录调控因子，FruB 表达果糖

磷酸转移酶系统，FruK 表达产生 1-磷酸果糖激酶。

在乳酸乳球菌中，FruRCA 也位于同一操纵子中，

FruR 基因失活后，由 FruRCA 启动子驱动的 LuxAB

报告基因的表达量显著增加[24]。这说明在乳酸菌中

FruR 对基因 FruK 和 FruB 表达具有调控作用。与对

照组相比，植物乳杆菌 CS3 果糖操纵子中 3 个基因

的表达水平在己醛胁迫下升高(表 3)。己醛可能激活

FruR 的高表达，FruR 控制 FruB 和 FruK 的表达水

平。FruK 是参与糖酵解的酶之一，FruK 表达量的提

高有助于植物乳杆菌 CS3 糖酵解水平的提升，最终

产生更多的 ATP，使植物乳杆菌 CS3 的代谢水平提

高，加速对己醛的转化。 

2.5 AdhE 和 FruR 基因敲除验证及其对己醛代谢

能力的影响 

采用 CRISPR-Cas9 方法对 AdhE 和 FruR两个基

因进行敲除，结果如图 5所示。 

 

M. 核酸Marker；1和 5. 野生型；2、3、4、6. CS3-ΔAdhE 
(a) 野生型和 CS3-ΔAdhE菌株琼脂糖凝胶电泳图 

 

M. 核酸Marker；1和 4. 野生型；2、3、5. CS3-ΔFruR 
(b) 野生型和 CS3-ΔFruR菌株琼脂糖凝胶电泳图 

 

(c) 己醛胁迫下菌株生长曲线的变化 

 

(d) 菌株代谢己醛能力的变化 

图 5 AdhE 和 FruR 基因敲除验证以及其对己醛代谢能

力的影响 

Fig. 5 Verification of AdhE and FruR gene knockout and 

its effect on hexanal metabolism ability 

  图 5(b)显示了基因被成功敲除。为了进行敲除

验证，在同源臂的外侧设计引物。使用野生型引物
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YZ-AdhEF 和 YZ-AdhER 扩增得到 4 934 bp 的序列，

而成功敲除基因的菌株的序列长度为 2 330 bp。利用

YZ-FruRF 和 YZ-FruRR引物对目的基因序列进行验

证，如图 5(a)所示，野生型菌株扩增出 3 047 bp 的序

列，敲除基因菌株扩增出 2 129 bp 的序列，表明基因

敲除成功。在本实验中研究了己醛胁迫对植物乳杆

菌 CS3 野生型和敲除基因菌株生长速度的影响。植

物乳杆菌 CS3野生型和 CS3-ΔAdhE 菌株的生长曲线

相似，说明敲除 AdhE 对己醛胁迫条件下植物乳杆菌

CS3 的生长没有显著影响。然而如图 5(c)所示，CS3-

ΔFruR 菌株的生长速度低于野生型菌株。FruR 基因

可以调节 1-磷酸果糖激酶的表达。1-磷酸果糖激酶

是一种在糖酵解过程中起关键作用的酶。在 CS3-

ΔFruR 菌株中观察到生长速度的下降，可能是由于其

糖酵解能力受损，导致生长速度变慢。 

  为了评价菌株 CS3-ΔAdhE 和 CS3-ΔFruR 对己

醛的转化能力，将终质量浓度为 200 mg/L 的己醛溶

液加入 MRS 培养基中。图 5(d)的实验结果表明，

CS3-ΔAdhE 和 CS3-ΔFruR 菌株的己醛转化率都有所

下降，后者的转化率下降更明显。CS3-ΔFruR 菌株发

酵 24 h 后，剩余己醛质量浓度为 122 mg/L，转化率仅

为 26.9% ，比野生型菌株降低了 56.72% 。这种己醛转

化能力的下降可能归因于 FruR 转录因子的缺失，这

导致 FruK 表达量减少。CS3-ΔAdhE 菌株 24 h 的转

化率为 65.9% ，比野生型菌株降低了 17.72% 。AdhE

基因在己醛的转化中起着至关重要的作用，它的缺失

需要使用其他通路进行己醛的转化。此前进行的一

项研究表明，罗伊氏乳杆菌可用于奶酪生产，罗伊氏

乳杆菌中的乙醇脱氢酶可以将醛转化为醇，以此减轻

由乙醛引起的难闻气味的产生。因此，植物乳杆菌同

样可能存在不同的代谢途径应对己醛胁迫的应激 

反应。 

3 结 语 

植物乳杆菌是传统酱油酿造中的重要功能性菌

株，能够在酱油发酵过程中降低由多不饱和脂肪酸氧

化造成的脂肪醛类物质的积累，在保证酱油风味和品

质方面发挥了至关重要的作用。本研究通过全基因

组测序结合转录组分析技术，分析植物乳杆菌 CS3

代 谢 己 醛 的 关键基 因 AdhE 和 FruR ，并通过

CRISPR-Cas9 基因编辑技术完成基因功能的验证。 

(1)通过全基因组测序及拼接得到植物乳杆菌

CS3 的基因组完整序列。该基因组由 1 条染色体和 3

个质粒组成，基因组总长度为 3 322 081 个碱基对，

GC 含量为 44.41% ，共鉴定出 3 111 个编码序列，平

均长度为 903个碱基对，占基因长度的 93.00% 。 

(2)对实验组(己醛胁迫)和对照组(未添加己醛)

菌株进行转录组基因测序分析，通过比较两组中表达

具有显著差异的基因，筛选到植物乳杆菌 CS3 代谢

己醛的关键基因 AdhE 和 FruR。 

(3)通过 CRISPR-Cas9 基因编辑技术，将 AdhE

和 FruR 成功敲除。敲除后的菌株代谢己醛的能力分

别下降了 17.72% 和 56.72% ，表明在己醛胁迫条件下

植物乳杆菌 CS3 可以通过提高 AdhE 和 FruR 的表达

水平对己醛进行转化，当敲除 AdhE 和 FruR 基因后，

会导致植物乳杆菌 CS3 代谢己醛的能力明显降低。 
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