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摘要:【目的】分离高效降解木糖的嗜热厌氧杆菌菌株，用于发酵生产生物燃料乙醇，为后继的构建基因工程
菌株及联合生物工艺提供材料。【方法】运用亨盖特厌氧操作技术从胜利油田油层采出液两年的富集样中
分离到一株嗜热厌氧杆菌 xyl-d。采用形态学观察、生理生化指标鉴定及基于 16S rRNA 的系统发育学分析
确定其分类地位。【结果】菌株 xyl-d 为革兰氏阴性厌氧杆菌，菌体大小为(1. 35 － 5. 08) μm × (0. 27 －
0. 40)μm，单生、成对或成簇生长，芽胞圆形，端生。温度生长范围 30 － 85 ℃ (最适温度65 ℃ );pH 范围
3. 0 － 10. 0(最适 pH 7. 5);NaCl 浓度范围 0% － 4% (最适 NaCl 浓度 2. 0% )。发酵 D-木糖的产物是乙醇、乙
酸、CO2 及少量的异丁醇、丙酸。菌株 xyl-d 的(G + C)mol%含量为 45. 6%，与热厌氧杆菌属模式菌株威吉

利热厌氧杆菌(Thermoanaerobacter wiegelii)DSM10319T
及嗜热乙醇杆菌(Thermoanaerobacter ethanolicus)DSM

2246T
的 16S rRNA 序列相似性均为 99. 3%。菌株利用 D-木糖产乙醇的最佳初始 pH 为 8. 5;少量酵母粉能

刺激生长并显著提高发酵 D-木糖的产醇率，使乙醇成为主要的发酵产物;培养基中乙醇浓度达到 7% (V /V)
时菌体生长受到抑制，最佳生长条件下 D-木糖的降解率可达 91. 37%，最佳产醇条件下发酵 1 摩尔 D-木糖可
产生 1. 29 摩尔的乙醇。【结论】菌株 xyl-d 是从特殊生境(油藏)中分离到的一株高效降解 D-木糖的耐酸、
嗜热的厌氧杆菌，其为半纤维素降解产乙醇的联合生物工艺提供了菌源。
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植物光合作用的生物量是世界上最广泛的可再

生性生物资源，它由纤维素、半纤维素和木质素构
成，三者分别约占生物量干重的 45%、30% 和
25%［1］。半纤维素水解产物中 D-木糖约占 90%，木

糖的乙醇发酵是燃料乙醇开发中最有前景的技术之

一
［2 － 6］。但是，D-木糖难以被微生物直接利用，以秸

秆半纤维素为原料直接生产乙醇，转化率低;若先用

理化法或生物酶法对原料进行预处理，过程复杂且

成本较高，这些技术瓶颈成为纤维乙醇工业化生产

的主要屏障
［7 － 8］。因此，获得高效发酵木糖产乙醇

的功能菌株，是简化半纤维素乙醇生产过程、降低生
产成本的关键

［9 － 11］。部分厌氧微生物不仅可以产

生纤维素酶水解纤维素、半纤维素，还可将其水解产
物戊糖直接转化为乙醇。这种以天然或工程化微生
物而非纤维素酶一步实现纤维素、半纤维素转化为
乙醇 的 技 术 称 为 联 合 生 物 工 艺 ( consolidated
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bioprocessing，CBP)，CBP 技术将成为未来解决燃料
乙醇成本问题的重要手段。
梭菌、热厌氧杆菌和瘤胃球菌等厌氧微生物能

够直接将秸秆类纤维素、半纤维素转化为乙醇。从
热力学角度考虑，耐热或嗜热微生物与中温微生物

相比，转化纤维素生产乙醇具有产率和底物转化率

高、不易染菌、产物易回收和可利用底物范围广等优
势
［12 － 13］，因此利用嗜热厌氧微生物转化秸秆半纤维

素产乙醇是降低燃料乙醇生产成本的有效途径之

一。笔者从胜利油田油层采出液中分离到一株热厌
氧杆菌属 xyl-d，该菌株能以多种戊糖、己糖为碳源，
且能以 D-木糖为唯一碳源发酵生产乙醇，耐酸、嗜
热，其对 D-木糖的降解率可达 91. 37%，生长的 pH
范围为 3. 0 － 10. 0，最适生长温度为65 ℃。初始 pH
8. 5，温度60 ℃，添加 0. 45‰ yeast extract 条件下发
酵1 mol D-木糖可产生1. 29 mol乙醇。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品:样品源自胜利油田罗 801 区块的油层
采出液的厌氧富集物，油藏埋深 1680 m － 1800 m，
平均孔隙度 28. 1%，平均空气渗透率 215. 2 × 10 － 3

μm2，地层水矿化度9794 mg /L，压力系数约为 1. 0，
饱和压力9. 24 MPa，原油密度 0. 932 － 0. 937 g / cm3，

粘度 230 － 465 mPa·s，地层温度75 ℃ － 80 ℃。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:D-木糖购于 SIGMA 试剂
公司，酵母粉购 OXOID 试剂公司，胰蛋白胨、酪蛋白
胨、peptone 购于北京奥博星生物技术有限公司，
BBL 购于 BD 公司，乙醇购于天津市致远化学试剂
有限公司(分析纯)，16S rDNA Bacterial Identification
PCR Kit 试剂盒和 Agarose Gel DNA Purification Kit
Ver. 2. 0 试剂盒均购于 TaKaRa 公司。Nikon 80i 荧
光相差显微镜购于 Nikon 公司，DU 730 型分光光
度计、DU800 spectrophotometer 购于 Beckman 公司。
气相色谱 GC-2010 购于日本岛津( Shimadzu)公司，
气相色谱 7820A 购于 Agilent 公司，离子色谱 ICS-
3000 购于 DIONEX 公司。
1. 2 菌种分离培养
富集和分离纯化培养基成分如下:0. 5 g NaCl，

0. 5 g MgCl2·6H2O，0. 1 g CaCl2· 2H2O，0. 3 g
NH4Cl，0. 2 g KH2PO4，0. 5 g KCl，0. 1 g 酵母粉，

0. 5 g L-半胱氨酸盐酸盐，1. 0 mg 刃天青，1 L 蒸馏
水，5 mol /L KOH 调 pH 至 7. 0，灭菌后补加木糖(终
浓 度 1% )，维 生 素 JCM ( Japan Collection of
Microorganisms) 284，微量元素 ( JCM284 )，NaHCO3

(终浓度 0. 2% )，60 ℃培养。基础培养基成分同分
离纯化培养基但不添加酵母粉。
1. 3 形态观察
采用扫描电子显微镜观察菌体形态，制作步骤

见文献［14］。
1. 4 生理生化特性鉴定
采用分离纯化培养基，D-木糖(1% )作为碳源，

其中 pH 实验分别采用 0. 2 mol /L HCl、1 mol /L
HCl、0. 2 mol /L NaOH 和1 mol /L NaOH 溶液调灭菌
后的培养基至 pH 2. 5 － 10. 5;对于生长 NaCl 浓度
范围，灭菌前调整 NaCl 浓度为 0% － 5. 0%。最适
生长条件下菌株的倍增时间测定采用监测菌体密度

和测产气、产酸量，取对数生长期菌体密度作非线性
回归，计算得倍增时间。底物实验采用不含微量酵
母粉的培养基，用各种不同碳源代替 D-木糖(终浓
度均为 5 g /L)［15］，转培 3 代后测 OD600。培养基灭
菌后加入不同抗生素 (终浓度为200 μg /mL)，测定
菌体密度以确定菌株对不同抗生素的抗性。
1. 5 不同培养条件对代谢产物成分及含量的影响
以及代谢产物对菌体生长的影响

1. 5. 1 小分子有机酸和醇的检测:采用基础培养
基，以 D-木糖为唯一碳源，5% 接种量，酵母粉添加
量为 0. 45‰，培养( pH7. 5，65 ℃ )72 h后，Agilent 气
相色谱 7820A 对代谢产物进行定量检测(气相色谱
条件为:FFAD 柱，FID 检测器，柱温为250 ℃，载气
为氦气，流速为 1 mL /min，定量测定方法为外标
法)
［16］，采用 DIONEX ICS-3000 离子色谱测定 D-木
糖降解率(离子色谱条件为:PA1 柱，0. 05 mol /L的
NaOH 为流动性，流速为1 mL /min，电化学检测器，
柱温为30 ℃，定量测定方法为外标法)。
1. 5. 2 代谢产物对菌株生长的影响:配制 100%的
无菌无氧的乙醇，通过控制添加到分离纯化培养基

中的乙醇量使培养基中乙醇的初始浓度分别达到

0% － 10%，1% D-木糖，5%接种量接种于无机盐培
养基，pH7. 0，60 ℃ 培养 72 h后测定 OD600，采用

DIONEX ICS-3000 离子色谱测定 D-木糖降解率，确
定不同浓度的乙醇对菌株 xyl-d 生长的影响［17］。
1. 5. 3 不同培养条件对代谢产物的影响:配制不同
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初始 pH 的分离纯化培养基(D-木糖 1% );配制基
础培养基，加入不同碳源，转培 3 代，测其主要代谢
产物的成分及含量;配制基础培养基，补加酵母粉至

终浓度为 0% － 0. 05%，1% 接种量，60 ℃培养5 d
后测代谢产物成分及含量。
1. 6 刺激因子对 xyl-d 代谢产物成分及含量的影
响

以 D-木糖为唯一碳源，在基础培养基中分别添
加酵母、BBL、peptone、胰蛋白胨、酪蛋白胨(无刺激
因子的培养基做对照)，使终浓度为 0. 02%。分别
接种 1% xyl-d，培养5 d后 Agilent 气相色谱 7820A
测代谢产物成分及含量。
1. 7 16S rRNA 序列扩增、测序、系统发育树构建
及(G + C)mol%含量的测定
1. 7. 1 PCR 扩增:提取 xyl-d 纯化菌株基因组，分
别 以 27F ( 5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')、
1492R ( 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3') 扩 增
出细菌的 16S rRNA，PCR 扩增体系为50 μL:25 μL
2 × Taq PCR Master Mix( TaKaRa 公司)，25 pmol引
物，0. 1 mg /L模板，补加灭菌 ddH2O ( 双蒸水) 至
50 μL。PCR 扩增条件: 94 ℃ 5 min; 94 ℃ 1 min，
55 ℃1 min，72 ℃ 2 min，30 个循环;72 ℃ 10 min。
回收 PCR 产物，由大连宝公司测序。
1. 7. 2 构建系统发育树:提交菌株 xyl-d 的 16S
rRNA 序列在 EMBL 数据库中进行比对，选取与之
相似性最高的 19 株热厌氧杆菌模式种 16S rRNA 序
列，进 行 Clustalx 比 对，MEGA4. 1 分 析，采 用
Neighbor - Joining 构建系统发育树，Bootstrap 1000
次进行稳定性验证

［18］。
1. 7. 3 (G + C)mol%含量的测定:根据热变性温度
法
［19］(Tm值法)测定基因组(G + C)mol%。测定菌
株 DNA 的热变性温度(Tm值)，同时测定 E·coli K12
的 Tm值。根据公式(G + C)mol% = 51. 2 + 2. 08 ×
［Tm(X) － Tm(K12)］计算出(G + C)mol%。

2 结果和分析

2. 1 菌株形态学
菌株 xyl-d 是严格厌氧菌，呈直杆状，革兰氏染

色呈阴性，不运动，长为 1. 35 μm － 5. 08 μm，宽为
0. 27 μm － 0. 40 μm，单生、成对或成簇生长，产芽
胞，端生，圆形(图 1)。菌株在 D-木糖为唯一碳源

的固体培养基中滚管、培养 7 d 后形成白色菌落，圆
形、表面干燥，边缘整齐，直径大约1 mm － 1. 5 mm。

图 1 菌株 xyl-d 扫描电镜照片(10000 × )
Fig． 1 Electron micrograph of strain xyl-d (10000 × ) .

2. 2 生理生化特征
2. 2. 1 生理特征:菌株 xyl-d 的温度范围为30 ℃ －
85 ℃，最适生长温度为 65 ℃。pH 范围为 3. 0 －
10. 0，最适 pH 为 7. 5。能耐受 4% 的 NaCl，最适
NaCl 浓度为 2% (图 2)。菌株 xyl-d 在 pH 7. 5、温度
65 ℃时，菌株的比生长速率(μm)为 0. 72 / h，倍增时
间为58 min。
2. 2. 2 生化特征:底物实验结果(见表 1)表明，菌
株 xyl-d 能利用的底物包括 tryptone、D-氨基葡萄糖
盐酸盐、糖原、山梨糖、树胶醛糖、甘露醇、蔗糖、D-葡
萄糖、D-乳糖、纤维二糖、D-木糖、D-果糖、明胶、麦芽
糖、棉子糖、葡糖酸钠、甘油、水杨酸。在 peptone、十
六酸、L-鼠李糖、覃糖、丁酸钠、木聚糖、L-Glu、乙酸
钠、山梨醇上表现出弱生长。不能利用淀粉、对甲苯
磺酸钠、DL-苹果酸、L-Tyr、L-丙氨酸、正丙醇、丙酸
钠、纤维素粉。
抗生素实验结果表明，菌株对氨苄青霉素钠、氯

霉素、硫酸新霉素有一定抗性;对四环素盐酸盐、硫
酸链霉素、红霉素、利福平、硫酸卡那霉素敏感。结
果见图 3。
2. 3 菌株 xyl-d 代谢产物分析及不同培养条件对
代谢产物成分及含量的影响、代谢产物对菌体生长
的影响

2. 3. 1 菌株 xyl-d 代谢 D-木糖的产物分析:由气相
色谱测得菌株 xyl-d 最佳菌体生长条件下代谢 D-木
糖的产物主要为乙醇、乙酸、异丁醇和少量的丙酸。
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图 2 温度、pH 及盐浓度对菌株 xyl-d 生长的影响
Fig． 2 The effect of temperature，pH and salinities on the growth of strain xyl-d．

图 3 抗生素对菌株 xyl-d 生长的影响
Fig． 3 Effect of antibiotics on the growth of strain xyl-d．

具体含量见表 2。表 2 中异戊酸和戊酸可能来自酵
母而非 D-木糖［20］。由离子色谱测得数据计算出菌
株 xyl-d 对 D-木糖的降解率为 91. 37%。
以 D-木糖为碳源时的代谢方程式:
C5H10O5→1. 65CO2 + 1. 63CH3CH2OH +
0. 05CH3COOH + 0. 01CH3CH2CHOHCH3

2. 3. 2 代谢产物对菌株生长及 D-木糖降解率的影
响:乙醇是菌株 xyl-d 发酵 D-木糖的主要代谢产物，
由于产物的反馈抑制作用，乙醇能够影响菌株的生

长。从图 4 可知，培养基中添加乙醇初始浓度达到
7% (V /V)时菌体生长受到抑制，菌株对 D-木糖的
降解率由 83. 08%下降至 6. 76%。

2. 3. 3 不同培养条件对代谢产物成分及含量的影
响:(1)不同初始 pH 对代谢产物成分及含量的影
响:接种不同初始 pH(3. 0 － 10. 0)的培养基(D-木
糖 1%，接种量 1. 5%，酵母粉 0. 045% )，60 ℃培养
5 d后测定发酵液中最终的乙酸和乙醇量。实验结
果表明(图 5)，初始 pH 为 3. 0 － 5. 0 及 10. 0 时代谢
产物以乙酸为主，初始 pH 为 5. 5 － 9. 5 时，代谢产
物以乙醇为主，pH 8. 5 时乙醇含量达到最大值，此
时发酵 1 摩尔木糖可产生 1. 29 摩尔乙醇，随着初始
pH 值的增加，产乙醇量先升高后降低，产乙酸量先
升高再降低再升高再降低，初始 pH 3. 5 时乙酸含量
最大。
(2) 不同氮源对代谢产物成分及含量的影响:

分别接种菌株 xyl-d 于含有 0. 02% 和不含有酵母
粉、胰蛋白胨、酪蛋白胨、BBL、peptone 的培养基中
(接种量 1% )，60℃培养 5 d 后测定发酵液中的产
物量。分析结果显示，培养基中加入 0. 02%的酵母
粉能显著刺激菌株的产乙醇量同时减少产乙酸量

(图 6)，使产乙醇量由 3. 37 × 10 － 3 mol / L 增加到
3. 515 × 10 － 2 mol / L，产乙酸量由 9. 99 × 10 － 3 mol / L

减少到 7. 36 × 10 － 3 mol / L，并且加入酵母粉可以改
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表 1 不同碳源及能源对菌株 xyl-d 菌体生长的影响
Table 1 The effect of carbon and energy sources

on the growth of strain xyl-d
Classification and names of
carbon and energy sources

Glycerin

Pentose
arabinose + + +
D-xylose + + + +
L-rhamnose +

hexoses
sorbose + + +
D-glucose + + + +
D-fructose + + +

sugar alcohol

mannite + + +
sorbierite + +
glycerin + + +
trehalose +

Sugar acid gluconic acid sodium salt + + +
amino sugar D-glucosamine hydrochloride + + +

polysaccharide

starch －
glycogen + + +
cellulose powder －
xylan +

oligosaccharide

maltose + + + +
cellobiose + + + +
sucrose + + + +
D-lactose + + + +
raffinose + + +

amino acid
L-glutamic acid +
L-tyrosine －
L-alanine －

acid

butyrate + +
salicylic acid + +
sodium acetate +
hexadecanoic acid +
Sodium propionate －
DL-malic acid －

others

p-toluenesulfonic acid －
Peptone +
Tryptone + + +
isinglass + + +
normal propyl alcohol －

“ －”:OD600 = 0，“ + ”:0 ﹤ OD600≤0. 04，“ + + ”:0. 04 ＜ OD600

≤0. 08，“ + + +”:0. 08 ＜ OD600≤0. 12，“ + + + +”: 0D600 ＞ 0. 12．

表 2 菌株 xyl-d 代谢产物
Table 2 The production of xyl-d growing on D-xylose

Products H2 CO2 ethanol acetic
isobu-
tanol

prop-
ionic

isova-
leric

Val

Content
0. 000
mol / L

0. 069
mol / L

3. 148
g /L

0. 118
g /L

0. 031
g /L

0. 004
g /L

0. 007
g /L

0. 002
g /L

变菌株利用 D －木糖的代谢产物中各组分的比例，使
乙醇成为主要的代谢产物。加入胰蛋白胨也能提高菌
株的产醇量(约提高 2 倍)和减少产乙酸量，peptone 及
酪蛋白胨、BBL对菌株的生长及代谢影响不大。

图 4 不同初始乙醇浓度对菌株 xyl-d 生长代谢的影响
Fig． 4 The effect of initial ethanol concentrations on the growth and

metabolism of strain xyl-d.

(3) 不同碳源对代谢产物成分及含量的影响:
配制不含酵母的培养基，分别接入不同碳源，终浓度

均为 1%，转培 3 代后测其主要代谢产物的成分及
含量。部分底物的主要代谢产物成分及含量见图
7，由图 11 可知，在无酵母粉等刺激因子的条件下，
菌株 xyl-d 发酵碳水化合物主要产生乙酸，其中利
用 D-木糖的乙酸产量最大，且同时产生乙醇。
(4) 不同浓度酵母提取物对代谢产物成分及含

量的影响:分别接种菌株 xyl-d 于含有 0‰、0. 05‰、
0. 10‰、0. 15‰、0. 20‰、0. 25‰、0. 30‰、0. 35‰、
0. 40‰、0. 45‰、0. 50‰酵母粉的培养基中(接种量
1% )，pH 8. 5，60℃培养 5 d 后测定发酵液中的产物
成分及含 量。分 析 结 果 显 示，加 入 0. 15‰ －
0. 50‰的酵母粉能显著刺激菌株的产乙醇量、减少
产乙酸量(图 8)，使乙醇成为主要的代谢产物，添加
0. 45‰的酵母粉时乙醇含量达到最大值。酵母粉刺
激菌体生长的实例很多

［17，20，22］，酵母粉刺激菌株发

酵糖产醇的报道也不少
［17，22］，但是厌氧条件下酵母

粉显著刺激菌株发酵木糖产乙醇的基因水平的调控

机制还不清楚，有待于进一步探索。
2. 4 菌株 xyl-d 的系统发育学分析
2. 4. 1 16S rRNA 序列的测定及系统发育树构建:
菌株 xyl-d 的 16S rRNA 部分序列长 1465 bp，在
GenBank 核酸登录号为 HQ 710549。根据菌株 xyl-d
的 16S rRNA 测序结果进行 BLASTn 分析，菌株 xyl-
d 与 Thermoanaerobacter wiegelii DSM10319T

(X92513)及 T． ethanolicus DSM 2246T ( L09163)的
16S rRNA 序列相似性均为 99. 3%。菌株 xyl-d 与
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图 5 不同初始 pH 对代谢产物的影响
Fig． 5 The effect of different initial pH on end products．

图 6 不同氮源对代谢产物的影响
Fig． 6 The effect of different nitrogen sources on strain xyl-d．

热厌氧杆菌属(Thermoanaerobacter)其他菌株的系统
发育分析结果见图 9。
2. 4. 2 菌株 xyl-d (G + C) mol%含量结果:(G +
C)mol% 含量的测定结果显示，菌株 xyl-d 的含量为
45. 6% 。
2. 5 菌株 xyl-d 与亲缘关系密切的热厌氧杆菌菌
株的比较

菌株 xyl-d 与 T． ethanolicus DSM 2246T
的细胞

形态及产孢能力方面有很大差别，与 T． wiegelii
DSM10319T

的 pH 生长范围及菌体大小差异较大，

且 3 株菌的 G + C 含量差别较大。虽然 xyl-d 单位
糖发酵产乙醇能力低于 DSM 2246( JW200)，但单位
糖发酵产乙醇的实际值占理论值的比例及乙醇在末

端产物中的比值是表 3 中六株菌中最大的。菌株
xyl-d 与分离自本实验室的 SC-2 及 HL-3 在单位糖
厌氧发酵产乙醇的能力上差异较大，前者分别是后
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图 7 不同碳源为底物的产醇、产酸量
Fig． 7 Yields of ethanol and acetic acid from different carbon sources．

图 8 酵母粉对菌株的刺激作用
Fig． 8 The effect of yeast extract on strain xyl-d．

两者的 22. 8 倍和 11. 4 倍。

3 讨论

热厌氧杆菌( Thermoanaerobacter) 分解 D-木糖
产乙醇的研究已有报道，但是野生菌株的乙醇产率

相对较低，副产物较多
［17，22 － 23］。笔者从我国高温油

田中分离的热厌氧杆菌属菌株 xyl-d 可高效转化 D-
木糖产生乙醇，乙酸等副产物少。本研究从菌株的
形态及生理生化特征、产乙醇条件的优化等方面进
行了探讨，研究结果讨论如下:

(1) xyl-d 可以发酵纤维素酶解或水解后的多种

五碳糖(D-木糖、树胶醛糖等)和六碳糖(D-葡萄糖、
D-果糖、山梨糖等)，发酵 D-木糖主要产生乙醇和乙
酸，最佳生长条件下，D-木糖降解率可达 91. 37%。
由此，我们可以将 xyl-d 与降解纤维素的复合菌系进
行组配，获得厌氧降解纤维素产乙醇的最优方案。
(2)菌株 xyl-d 为耐酸、嗜热菌株，可以克服工

业生产环境中可能遇到的高温和低 pH 等环境，但
是，其乙醇产量尚不能满足工业化生产的需要。基
因工程技术的不断发展使得构建高产乙醇的热厌氧

杆菌工程菌株成为可能。Shaw AJ 等［24］通过敲除乙
酸激酶、磷酸乙酰转移酶、乳酸脱氢酶构建的基因工
程菌株 ALK2，乙醇产率高达37 g /L，是目前已报道
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图 9 基于 16S rRNA 序列相似性构建的系统发育树
Fig． 9 Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences． The tree rooted was constructed by the neighbor-joining method with bootstrap values

calculated from 1000 resampling． The numbers at each node indicate the percentage of bootstrap supporting． The numbers in the brackets after each

bacterial name are 16S rRNA gene sequence accession numbers in GenBank． Bar，0． 01 sequence divergence．

表 3 菌株 xyl-d 与亲缘关系密切的细菌的特征比较
Table 3 Characteristics differentiating strain xyl-d from most closely strains

Characteristics xyl-d T． ethanolicus
DSM 2246T［20］

T． wiegelii
DSM 10319T［21］

T． mathranii subsp．
mathranii SC-2［17］

Thermoanaerobacter
HL-3［22］

Cell size (0. 27 － 0. 40) μm ×
(1. 35 － 5. 08)μm

(0. 3 － 0. 8 ) μm ×
(4 － 8)μm(1)

(0. 4 － 0. 6)μm × (4
－ 1)μm

0. 38μm × ( 1. 7 －
3. 9)μm

0. 50μm × ( 3. 5
－ 4. 2)μm

Gram staining negative variable ND negative negative
Spores terminal non-spore-forming terminal terminal non-spore-forming
Temperature range
( optimum) / ℃ 30 － 85 ℃ (65 ℃ ) 37 － 78 ℃ (69 ℃ ) 38 － 78 ℃ (65 － 68

℃ )
40 ℃ － 75 ℃ ( 70
℃ )

40 ℃ － 75 ℃
(60 ℃ )

pH range ( optimum) 3. 0 － 10(7. 5) 4. 4 － 9. 8 ( 5. 8 －
8. 5) 5. 5 － 7. 2(6. 8) 5. 5 － 9. 5(6. 5) 5. 0 － 8. 0(6. 5)

Toleration of NaCl
( optimum) /(% ;w / v) 0 － 4. 0(2) ND 0 － 5. 8 0 － 5(0) 0 － 3. 2(0. 25)

Isolated from Oil reservoir water hot springs a freshwater pool oil-production water oil reservoir［22］

Doubling time under
optimal condition / h 0. 97 ND 1. 2 1. 08 1. 25

Ethanol conversion 1. 14 mol /mol
xylose(2)

1. 8 mol /mol
glucose(3)

( 1. 1 － 1. 7 ) mol /
mol glucose 0. 05 mol /mol glucose 0. 10 mol /mol

glucose
experimental value of
ethanol / theoretical
value of ethanol

0. 684 0. 45 0. 275 － 0. 425 0. 0125 0. 025

DNA G + C content /
( mol% ) － Tm 45. 6 31. 9 35. 6 ± 1. 2 30. 8 33. 9

the major end products
from xylose or glucose

ethanol、acetic acid、
isobutanol、H2、CO2

(ethanol ∶ acetic acid ∶
isobutanol = 163∶ 5∶ 1)

ethanol 、CO2、acetic
acid、 lactic acid
(ethanol ∶ acetic acid ∶
lactic acid = 18∶ 1∶ 1)

ethanol， acetate，
lactate， propionate，
CO2，and H2

ethanol、acetic acid、
propionic acid、H2、
CO2 ( ethanol ∶ acetic
acid = 2. 2∶ 1)

CO2、 ethanol、
aceticacid
( ethanol ∶ acetic
acid = 1. 1∶ 1)

(1) It is measured in the early logarithmic growth phase． (2) Fermentation balance of xylose by strain xyl-d． The fermentation was performed in a 10 ml
culture of prereduced medium containing 0. 35‰ yeast extract with a starting pH of 7. 5，and under an atmosphere of N2 at 60 ℃ ． (3) Fermentation
balance of glucose by strain JW 200． The fermentation was performed in a 10 ml culture of prereduced medium containing 0. 5% yeast extract with a
starting pH of 7. 5，and under an atmosphere of Ar at 72 ℃ ．
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的嗜热厌氧菌中乙醇产量最高的基因工程菌株。因
此，可利用基因工程手段对 xyl-d 进行基因改造，改
变菌株的代谢通路，获得高转化率工程菌株，为 CBP
工艺生产纤维乙醇提供菌种资源，降低燃料乙醇的

生产成本。
(3)微量的酵母粉(0. 2‰ － 0. 45‰)能显著刺

激菌株 xyl-d 的乙醇产量、降低乙酸产量。在多数嗜
热厌氧微生物中，有机酸(如乙酸和乳酸)常伴随乙

醇产生。糖酵解过程中产生的丙酮酸通过丙酮酸脱
羧酶和乙醇脱氢酶催化产生乙醇，乙酸由丙酮酸通

过丙酮酸铁氧化还原蛋白氧化还原酶( POR)、磷酸
乙酰转移酶( PTA) 和乙酰激酶( ACK) 催化形成。
酵母粉或其中间代谢产物可能抑制或减弱与乙醇脱

氢酶竞争底物的酶基因的表达，使碳源流向产乙醇

代谢途径。2004 年，司马迎春等证实了在核黄素合
成过程中，添加一定浓度的酵母粉，可加速葡萄糖的

酵解
［25］。 Ingram 等［26］将丙酮酸脱羧酶( Pyruvate

decarboxylase，PDC ) 和 乙 醇 脱 氢 酶 Ⅱ ( Alcohol
dehydrogenase Ⅱ，ADH Ⅱ) 编码基因 adh Ⅱ和 pdc
克隆到 E． coli 中，得到的重组菌几乎专一地发酵生
产乙醇。但是厌氧条件下酵母粉显著刺激菌株发酵
D-木糖的乙醇产量、减少乙酸产量的基因水平调控
机制还不清楚，有待于进一步探讨。
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Characterization of an acidotolerant， thermophilic
Thermoanaerobacter sp． xyl-d with a high xylose
conversion

Wenjing Zhang1，Shichun Ma1，2，Yu Deng1，2，Hui Zhang1，2*
1 Biogas Institute of Ministry of Agriculture，2 Key Laboratory of Energy Microbiology and Application，Chengdu 610041，
China

Abstract:［Objective］We screened a thermophilic xylolytic bacterium that produced fuel ethanol from a high-temperature
oil reservoir，and provided microbial resources to genetic engineering strains construction and consolidated bioprocessing．
［Methods］We adopted Hungate anaerobic technique to isolate strain xyl-d from oil reservoir water sample enriched for
two years from Shengli Oilfield in China，and we identified strain xyl-d with morphological，physiological，biochemical
and phylogenetic analysis．［Results］ Strain xyl-d was gram-negative，rod-shaped，spore-forming and strictly anaerobic．
The growth temperature ranged from 30 ℃ to 85 ℃ ( optimum 65 ℃ ) and the pH ranged from 3. 0 to 10. 0 ( optimum
7. 5) and salt concentration was 0% － 4% ( optimum at 2. 0% ) ． It converted D-xylose into ethanol，acetate，CO2，trace
amount of iso-butanol and propionate． The genomic DNA G + C contents of strain xyl-d was 45. 6 mol% ． Based on 16S
rRNA gene sequence，strain xyl-d was most close to Thermoanaerobacter wiegelii DSM10319T and Thermoanaerobacter
ethanolicus DSM 2246T both with the 99. 3% similarity． It produced more ethanol and less acetate at initial pH 8. 5 than
other pH． Ethanol yield was increased significantly with yeast extract，and ethanol became the main end product． In
addition，growth of strain xyl-d was inhibited obviously with ethanol concentration more than 7% (V /V) ． In the optimum
growth conditions，xylose degradation rates reached to 91. 37% ．［Conclusion］Strain xyl-d was thermophilic，high xylose
conversion rate，acidotolerant anaerobe． It was a potential bacterium that can be used for consolidated bioprocessing．
Keywords: Thermoanaerobacter ethanolicus，ethanol，D-xylose，lignocellulose，consolidated bioprocessing (CBP)
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