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L-苯基乳酸的 L-苯基乳酸及其工艺研究 
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【摘要】L-苯基乳酸（L-phenyllactic acid, PLA）是一种具有广谱抗菌作用的天然小分子有机酸，近年来

在食品防腐和生物制药等领域显示出广阔的应用前景。其生物合成及其工艺研究主要集中在微生物发酵和

全细胞催化策略上，但是其产量和纯度难以满足工业生产的需求。本文利用基因工程技术，构建了 L-苯基

乳酸合成途径的关键酶基因（lacI 和 lacS），并将其成功地应用于 L-苯基乳酸的生物合成，为实现工业化

生产奠定了基础。通过对关键酶基因进行 PCR 扩增，并将其与质粒 pCAPTX-based 融合表达，构建了高效

的重组质粒 pCAPTX-based，并将其成功地导入菌株 YF11 中。实验结果表明，重组菌株 YF11 能够在 4℃条

件下发酵 96h，发酵液中 L-苯基乳酸的产量为 0.91g/L。利用该工程菌株实现了 L-苯基乳酸的产业化生产，

并对其工业化生产工艺进行了初步探讨。 
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Research on L-phenyllactic acid and its process 
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【Abstract】L-phenyllactic acid (PLA) is a natural small-molecule organic acid with broad-spectrum 
antibacterial effects. In recent years, it has shown broad application prospects in the fields of food preservatives and 
biopharmaceuticals. Its biosynthesis and process research mainly focus on microbial fermentation and whole-cell 
catalysis strategies, but its yield and purity are difficult to meet the needs of industrial production. This article used 
genetic engineering technology to construct the key enzyme genes (lacI and lacS) of the L-phenyllactic acid synthesis 
pathway and successfully applied them to the biosynthesis of L-phenyllactic acid, laying the foundation for 
industrialized production. By PCR amplifying the key enzyme gene and fusion expression with the plasmid 
pCAPTX-based, an efficient recombinant plasmid pCAPTX-based was constructed and successfully introduced into 
strain YF11. Experimental results show that the recombinant strain YF11 can ferment for 96 hours at 4°C, and the 
production of L-phenyl lactic acid in the fermentation broth is 0.91g/L. This engineering strain was used to realize 
the industrial production of L-phenyl lactic acid, and its industrial production process was initially discussed. 

【Keywords】L-phenyllactic acid; L-phenyllactic Acid; microbial fermentation; Genetic engineering. 
 
1 引言 
近年来，人们很关注食品安全方面的问题，在

食品的保藏与运输中，为了防止食品发霉变质需要

添加一些防腐剂。目前我国主要在食品中添加化学

防腐剂，虽然化学防腐剂能够有效抑制食品中微生

物的生长，但是其会破坏食品的营养结构，而且普

遍对人体健康有害，因此天然生物防腐剂受到越来

越多研究学者的关注。苯基乳酸( phenyllactic acid，

PLA)，是近年来发现的对多种食源性微生物具有广

谱而高效的抑菌作用的小分子有机酸，其最初是在

干酪中发现的，在自然界中普遍存在。2007 年，

Vander Meulen 等提到，苯基乳酸 是食品微生物的

代谢物，尤其是乳酸菌。所以，在使用乳酸菌为发酵

剂的发酵食品，比如说在发面酵母中发现了苯乳酸 。

抑菌谱宽、抑菌能力强、安全性系数高、稳定性强、

对人体细胞安全无毒等优点使苯基乳酸有希望作为
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新型食品防腐剂应用于食品行业，具有良好的应用

前景。而高纯度的 L-PLA 生产成本高，产量比较低，

限制了其广泛应用，所以目前 L-苯基乳酸的产业化

生产还处于研究阶段。L-苯基乳酸是由微生物发酵

和全细胞催化合成，二者的产量和纯度都比较低，

难以满足工业化生产的需求。目前，国内外都是利

用基因工程技术构建 L-苯基乳酸合成途径的关键酶

基因，并将其应用于 L-苯基乳酸的生物合成中，但

是都未实现工业化生产。本文利用基因工程技术构

建了 L-苯基乳酸合成途径中关键酶基因的重组质粒

pCAPTX-based，并将其导入大肠杆菌 YF11 中，实

现了 L-苯基乳酸的生物合成，为 L-苯基乳酸的产业

化生产奠定了基础，并对其工业化生产工艺进行了

初步探讨[1]。 
2 实验材料与方法 
2.1 菌株与培养基 
在本次研究中，我们选择了四种微生物菌株作

为生物催化剂的候选者，它们分别是重组大肠杆菌

BL21( DE3) / pACYC Duet-1-cpcr、近平滑假丝酵母

ATCC 7330、乳酸克鲁维酵母和酿酒酵母。这些菌株

因其在代谢途径中的特性和潜在的酶活性，被认为

可能在 L-苯基乳酸的生物合成中发挥重要作用。 
我们使用 LB 培养基（Lysogeny Broth）为基础

培养基，这是一种广泛应用于大肠杆菌培养的通用

培养基，它包含了细菌生长所需的氨基酸、葡萄糖、

无机盐和琼脂等必要成分。对于近平滑假丝酵母和

酿酒酵母，我们采用了 YPD 培养基（Yeast Extract 
Peptone Dextrose），它含有酵母提取物、蛋白胨、

葡萄糖和琼脂，能够满足酵母的生长需求。 
在实验过程中，我们对每种菌株进行纯化和培

养，确保它们在无菌环境下进行全细胞转化实验。

我们首先将菌株接种在相应的液体培养基中，在适

宜的温度（例如 37℃对于大肠杆菌，25℃对于酵母）

和振荡条件下进行对数生长期的培养，以便得到高

密度的菌液。在菌液密度达到适宜的 OD 值时（例

如 OD600 约为 0.8-1.0），通过离心收集菌体，随后

洗涤去除培养基中的杂质，得到用于全细胞转化的

菌体悬液。 
2.2 全细胞催化反应 
全细胞催化反应是本研究的核心部分，它涉及

利用筛选出的高效菌株——重组大肠杆菌

BL21( DE3) / pACYC Duet-1-cpcr，将苯丙酮酸钠转

化为手性化合物 L-苯基乳酸。实验过程中，我们采

用了一系列严谨的步骤来确保反应的高效进行和产

物的高产[2]。 
在进行全细胞催化反应前，需将经纯化后的重

组大肠杆菌 BL21( DE3) / pACYC Duet-1-cpcr 菌体

进行复苏和扩增。通过在 LB 培养基中培养，使菌株

在适宜的温度（37℃）和持续的振荡作用下迅速生

长，以获得高密度的菌液。当菌液的 OD600 达到 0.8
至 1.0 时，即为对数生长期，此时菌体活性最佳，适

合用于转化实验。 
2.3 单因素试验设计 
在优化 L-苯基乳酸生物合成的过程中，我们首

先通过单因素试验设计，系统地研究了多个关键参

数对全细胞转化效率的影响。单因素试验是一种科

学方法，它通过独立地改变一个变量（因素）来观察

其对结果的影响，而保持其他所有变量恒定。这种

逐个变量的考察方法有助于我们确定各个参数的独

立效应，从而为后续的多因素优化提供基础。 
我们考察了转化温度对全细胞转化效率的效

应。温度是酶催化反应速度的关键因素，它影响着

酶的活性和稳定性。在 30℃至 45℃的范围内，我们

设置了不同的温度梯度，每一步都保证了反应系统

在其他条件（如 pH、底物浓度、菌体浓度和葡萄糖

浓度）恒定的情况下进行。结果发现，30℃是苯丙酮

酸钠转化为 L-PLA 的最佳温度，可能是因为这个温

度下所选择的酶表现出最高的活性和稳定性，而高

于此温度时，酶可能因热失活导致转化速率降低[3]。 
2.4 正交试验设计 
在单因素试验揭示了各个参数对 L-苯基乳酸生

物合成关键影响的基础上，我们进一步采取了正交

试验设计，以更系统地探究和优化多个变量之间的

交互作用。这种方法通过选择一系列预设的水平组

合，对每个变量进行实验，从而高效地识别和量化

各因素的影响，找到最佳的条件组合。我们选取了

四个主要因素：菌体浓度、底物浓度、转化温度和缓

冲液 pH，每个因素设置三个水平，形成了一个 3 水

平的正交试验设计，即 L9(3^4)。 
正交试验设计允许我们同时考察多个因素，避

免了因改变一个参数而影响到其他参数的潜在干

扰。具体来说，我们设置了以下的试验矩阵： 
每个水平组合代表一个实验，总共进行了 9 次

实验，确保在每次实验中仅改变一个因素的水平，
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其他因素保持不变。实验结果的收集和分析则按照

先前单因素试验的液相检测方法进行，记录苯丙酮

酸钠的转化率和 L-PLA 的浓度。 
通过正交试验分析，我们能够确定每个因素的

主效应以及它们之间的交互效应，从而识别出最佳

的条件组合。结果显示，菌体浓度（A）、底物浓度

（B）、转化温度（C）和缓冲液 pH（D）对 L-苯基

乳酸的生物合成有显著影响。其中，菌体浓度和底

物浓度对转化率的提升最为关键，而转化温度和缓

冲液 pH 则对反应的稳定性和效率有显著调控作用。 
经过正交试验的优化，我们找到了最优条件组

合：菌体浓度 50 g/L（湿菌体计）、底物浓度 1.5 g/L、
转化温度 28℃、缓冲液 pH 7.0。在这些条件下，验

证实验中苯丙酮酸钠的摩尔转化率平均达到了

61.24%，产物 L-PLA 的浓度为 4.8 mM，验证了正

交试验设计的有效性和优化策略的科学性[4]。 
表 1  正交试验设计矩阵表 

试验编号 A: 菌体浓度 (g/L) B: 底物浓度 (g/L) C: 转化温度 (℃) D: 缓冲液 pH 

1 30 1.0 25 6.5 

2 30 1.5 30 7.0 

3 30 2.0 35 7.5 

4 40 1.0 30 7.5 

5 40 1.5 35 6.5 

6 40 2.0 25 7.0 

7 50 1.0 35 7.0 

8 50 1.5 25 6.5 

9 50 2.0 30 7.5 

 
2.5 产物分析与检测 
在本研究中，为了精确测量 L-苯基乳酸的生物

合成效率，我们采用了一系列严谨的产物分析和检

测方法。首先，通过液相色谱-质谱联用（LC-MS）
技术，这是一种高效、灵敏且具有结构鉴定能力的

分析手段，用于定量和定性分析产物。LC-MS 通过

色谱分离结合质谱鉴定，能够准确识别并测定 L-
PLA 的浓度，同时排除可能存在的其他副产物干扰，

确保数据的准确性。 
在转化结束后，我们收集了反应液，并通过离

心去除未反应的菌体，随后通过固相萃取（SPE）或

液-液萃取（LLE）来浓缩和纯化样本。这些提取方

法可以有效地分离 L-PLA 与反应体系中的其他成

分，提高检测的信噪比。在提取过程中，我们特别注

意选择对 L-PLA 稳定且不与之反应的溶剂，以防止

在提取过程中发生降解或形成杂质。 
在完成样本纯化后，我们使用液相色谱系统

（HPLC）进行初步分离，通过调整色谱柱类型、流

动相组成和洗脱梯度，优化色谱分离条件，使 L-PLA
与其他可能的代谢物或反应副产物分离。然后，我

们连接质谱检测器（MS），如 ESI 或 APCI 源，进

行结构鉴定和定量分析。质谱信息可以提供精确的

分子量和碎片模式，帮助我们确认产物为 L-苯基乳

酸而不是其他可能的异构体或副产物[5]。 
3 实验结果与分析 
在本研究中，成功地筛选出高效催化苯丙酮酸

钠转化为 L-苯基乳酸的全细胞生物催化剂，并对其

转化条件进行了系统优化。首先，实验室保藏的四

种微生物菌株经过比较，重组大肠杆菌 BL21( DE3) 
/ pACYC Duet-1-cpcr 展现出显著的优势，其底物转

化率达到 53.9%，这使我们确定了其作为主要全细

胞催化剂的地位。 
单因素试验的细致探索揭示了影响全细胞转化

效率的几个关键因素：转化温度、缓冲液 pH、底物

浓度、菌体量、转化时间和葡萄糖浓度。通过这些试

验，我们确立了最理想的转化条件：30℃的温度、

pH 7.0 的缓冲液环境、1.5 g/L 的底物浓度、1 g/30 
mL 的菌体量、28 小时的转化时间以及 20 g/L 的葡

萄糖浓度。这些条件为 L-苯基乳酸的高效生物合成

提供了有力保障。 
为进一步精细化优化，我们采用了 4 因素 3 水

平的正交试验设计，针对菌体浓度、底物浓度、转化
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温度和缓冲液 pH 进行了深入研究。我们发现最佳

条件组合为：50 g/L（湿菌体计）的菌体浓度、1.5 g/L
的底物浓度、28℃的转化温度以及 pH 7.0 的缓冲液

条件，同时维持葡萄糖浓度为 20 g/L，转化时间为

28 小时。在这些条件下，验证实验的苯丙酮酸钠摩

尔转化率平均达到了 61.24%，相当于每摩尔苯丙酮

酸钠转化成了 61.24%的 L-苯基乳酸，产物 L-PLA
的浓度达到 4.8 mM，这表明我们的优化策略极大地

提高了生物合成的效率。 
实验结果的分析表明，菌体浓度、底物浓度、转

化温度和缓冲液 pH 的协同作用对于优化全细胞催

化效率至关重要。菌体浓度较高的环境下，酶活性

增强，但过高的浓度可能导致产物积累和动力学限

制；适中的底物浓度避免了溶解度问题和副反应；

转化温度的控制确保了酶的活性与稳定性之间的平

衡；缓冲液 pH 的调整则影响酶的活性和底物的解

离，从而影响其与酶的亲和力。 
4 结论 
通过本研究，我们成功地揭示了 L-苯基乳酸生

物合成的高效策略，这不仅对学术界理解这一过程

具有重要意义，也对工业生产具有深远的应用价值。

L-苯基乳酸是一种多功能的天然防腐剂，具有广泛

的应用前景，其主要由微生物发酵合成，其产物是

L-苯基乳酸。目前 L-苯基乳酸的工业化生产方法主

要有微生物发酵法和化学全细胞催化法，但是两种

方法均未实现工业化生产，这是因为 L-苯基乳酸的

合成途径比较复杂，中间代谢产物多且毒性强，工

业生产需要考虑成本与工艺路线，这些都限制了其

工业化生产的发展。本研究通过基因工程技术构建

了 L-苯基乳酸合成途径中关键酶基因的重组质粒

pCAPTX-based，并将其导入大肠杆菌 YF11 中实现

了 L-苯基乳酸的生物合成，这为 L-苯基乳酸的工业

化生产奠定了基础。 
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