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摘  要: 维生素 C 是一种人体必需的维生素，在食品制药等领域拥有巨大的市场。工业上维生素 C 主要以微生物

发酵生产的 2-酮基-L-古龙酸为前体，然后通过内酯化反应获得。微生物发酵中，山梨糖途径和葡萄糖酸途径因

为转化率高一直是研究的热点。文中从维生素 C 生物合成相关脱氢酶的角度阐述了：山梨糖途径和葡萄糖酸途径

中关键脱氢酶在定位、底物谱、辅因子和电子传递上的特点；山梨糖途径和葡萄糖酸途径中面临的主要问题和改

造策略等。最后讨论了维生素 C 生物合成中山梨糖途径和葡萄糖酸途径可能的研究方向。 

关键词: 维生素 C，2-酮基-L-古龙酸，脱氢酶，山梨糖，葡萄糖酸，微生物发酵生产 

·工具酶的功能表征· 
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Progress in vitamin C biosynthesis related dehydrogenases 
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Abstract:  Vitamin C is an essential vitamin for human beings. It has a huge market in the fields of food and 

pharmaceuticals. 2-keto-L-gulonic acid is an important precursor to produce vitamin C by microbial fermentation in industrial. 

In microbial fermentations, the L-sorbose pathway and the D-gluconate pathway have been the focus of research because of 

high yield. This article aims at stating recent research progress in dehydrogenases related to biosynthesis of vitamin C in the 

L-sorbose pathway and the D-gluconate pathway. The properties of dehydrogenase in terms of localization, substrate 

specificity, cofactors, and electron transport carrier are elaborated. And then, the main problems and strategies are reviewed in 

the L-sorbose pathway and in the D-gluconate pathway. Finally, future research on the dehydrogenases in the biosynthesis of 

vitamin C through L-sorbose pathway and D-gluconate pathway is discussed. 

Keywords:  vitamin C, 2-keto-L-gulonic acid, dehydrogenase, sorbose, gluconic acid, microbial fermentation 

 

1  维生素 C 生物合成途径 

维生素 C (Vitamin C，VC) 又称抗坏血酸 

(L-ascorbic acid，L-AA)，是人体必需的一种维生

素，广泛应用于食品制药等领域，全球市场在   

10 万 t/年以上[1]。维生素 C 是天然产物生物合成

的典型案例。目前，几乎所有的维生素 C 都是通

过生物发酵法生产获得。研究较多的维生素 C 的

生物合成路线主要有山梨糖途径和葡萄糖酸途

径 (图 1)。 

1.1  山梨糖途径 

山梨糖途径以中间产物山梨糖为标志。目前工

业上主要使用的“二步发酵法”，即是采用山梨糖途

径。在这一途径中，氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter 

oxydans 中的山梨醇脱氢酶 (Sorbitol dehydrogenase，

SLDH) 将 D-山梨醇氧化生成 L-山梨糖，然后通

过巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium (俗称大菌)

和 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 Ketogulonicigenium 

vulgare (俗称小菌) 的混菌发酵，利用小菌中的山

梨 糖 脱 氢 酶  (Sorbose dehydrogenase ， SDH 或

SSDH) 和山梨酮脱氢酶 (Sorbosone dehydrogenase，

SNDH) 将 L-山梨糖氧化生成维生素 C 的前体物

质 2- 酮 基 -L- 古 龙 酸  (2-keto-L-gulonic acid ，

2-KLG)[2]。 

1.2  葡萄糖酸途径 

“新二步发酵法”采用的则是葡萄糖酸途径，

该途径以中间产物 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸为标

志，先通过草生欧文氏菌 Erwinea herbicola 中的

葡萄糖脱氢酶 (Glucose dehydrogenase，GDH)、

葡萄糖酸脱氢酶 (Gluconic acid dehydrogenase，

GADH) 和 2-酮基-D-葡萄糖酸脱氢酶 (2-keto-D- 

gluconic acid dehydrogenase，2-GADH) 将 D-葡

萄糖顺序氧化生成 D-葡萄糖酸、2-酮基-D-葡萄

糖 酸  (2-KGA) 和 2,5- 二 酮 基 -D- 葡 萄 糖 酸 

(2,5-DKGA)[3-4] ， 然 后 通 过 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌

Corynebacterium glutamicum 中的 2,5-二酮基-D-葡

萄糖酸还原酶 (2,5-diketo-D-gluconic acid reductase，

2,5-DKGR) 将 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸还原生成

2-酮基-L-古龙酸[5-6]。 

1.3  其他途径 

维生素 C 的生物合成还有其他一些途径。由

于产量和转化率远不及经典的二步发酵法和新二

步发酵法，相关研究较少。 

1.3.1  艾杜糖途径 

在 醋 酸 菌 等 细 菌 中 存 在 L- 艾 杜 糖 途 径 

(L-idonic acid pathway)，D-葡萄糖被氧化成 D-葡

萄糖酸，随后被氧化脱氢形成 5-酮基-D-葡萄糖
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酸，5-酮基-D-葡萄糖酸在细胞内被还原为 L-艾杜

糖酸，然后 L-艾杜糖酸可被进一步氧化生成 2-酮

基-L-古龙酸[7]。 

1.3.2  古龙酸途径 

与 L-艾杜糖酸途径不同的是，在 L-古龙酸途

径 (L-gulonic acid pathway) 中，5-酮基-D-葡萄糖

酸不是被还原生成 L-艾杜糖酸，而是被还原生成

L-古龙酸，进而被氧化生成 2-酮基-L-古龙酸[7]。 

1.3.3  植物中的维生素 C 合成途径 

在植物中，维生素 C 的合成途径从 D-葡萄糖

开始，通过 6-磷酸-葡萄糖等 9 步反应，直接生成

维生素 C[1]。整个途径只有最后两步反应涉及脱

氢酶，分别是 L-半乳糖脱氢酶催化 L-半乳糖生成

L-半乳糖内酯，然后 L-半乳糖内酯脱氢酶催化   

L-半乳糖内酯生成维生素 C。 

1.3.4  动物中的维生素 C 合成途径 

在动物中，维生素 C 的合成途径从 D-葡萄糖

开始，通过 6-磷酸-葡萄糖等 8 步反应，直接生成

维生素 C[1]。动物中维生素 C 合成途径的最后   

两步反应和植物相同，不同的是，在动物中维生

素 C 的合成还额外需要一个 UDP-葡萄糖脱氢酶

参与反应。 

 

 
 

图 1  维生素 C 主要的生物合成路线 
Fig. 1  The main pathways for the biosynthesis of vitamin C. 1: L-sorbose pathway; 2: D-gluconate pathway; 3: L-idonate 
pathway; 4: L-gulonate pathway. 
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2  维生素 C 生物合成相关脱氢酶的特点 

维生素 C 生物合成的山梨糖途径和葡萄糖酸

途径中，共有 7 种关键脱氢酶参与了 2-酮基-L-古

龙酸的合成，分别是山梨醇脱氢酶、山梨糖脱氢酶、

山梨酮脱氢酶、葡萄糖脱氢酶、葡萄糖酸脱氢酶、

2-酮基-D-葡萄糖酸脱氢酶、2,5-二酮基-D-葡萄糖酸

还原酶。这些酶的详细信息如表 1 所示。根据这些

关键脱氢酶的蛋白序列，通过 SMART 网站对其结

构信息进行了分析[41]，其结果如图 2 所示。 

2.1  山梨糖途径 

山梨糖途径有 3 个脱氢酶参与，分别是山梨

醇脱氢酶、山梨糖脱氢酶和山梨酮脱氢酶。如  

图 3 所示，山梨糖途径中相关脱氢酶分布大多位

于细胞膜上，以 PQQ (Pyrroloquinoline quinone) 

为辅因子，具有较高的催化效率。但同时，山梨

糖途径中的脱氢酶也普遍具有底物专一性差、电

子传递途径复杂等特点。 

2.1.1  山梨糖途径的脱氢酶多定位于细胞膜上 

氧化葡萄糖酸杆菌中发挥主要作用的山梨醇

脱氢酶是位于细胞膜上的 PQQ 依赖的山梨醇脱

氢酶 (PQQ-SLDHs)[8,42]。该酶由两个亚基组成，

最早在 1985 年由 Ameyama 等纯化得到[10]，由基

因 sldBA 编码[43]。小亚基 sldB 负责山梨醇脱氢酶

在膜上的定位，大亚基 sldA 包含一个信号肽序列，

主要负责 D-山梨醇到 L-山梨糖的催化功能。除此

以外，氧化葡萄糖酸杆菌的细胞膜上还存在一种

FAD (Flavin adenine dinucleotide) 依赖的山梨醇脱

氢酶 (FAD-SLDHs)[44]，FAD-SLDHs 也催化 D-山

梨醇生成 L-山梨糖，由 3 个亚基组成：小亚基 sldS、

大亚基 sldL 和一个细胞色素 c 亚基 sldC[45]。 

普通生酮基古龙酸菌 (小菌) 来源的山梨糖脱

氢酶是一种膜结合的以 PQQ 为辅因子的山梨糖脱

氢酶 (PQQ-SDHs)，因为该酶具有山梨糖脱氢酶和

山梨酮脱氢酶的双重活性，能够在体外添加 PQQ

和电子受体 PMS 的情况下，直接催化 L-山梨糖生

成 2-酮基-L-古龙酸，而不积累 L-山梨酮[19,21]，因此

该酶也被称作 PQQ 依赖的山梨糖-山梨酮脱氢酶 

(PQQ-SSDHs)。在普通生酮基古龙酸菌 DSM 4025

基因组中，一共有 4 个 ssdh，分别为 ssda1 (GenBank

登录号：AB092515.1)、ssda2 (GenBank 登录号：

AB092516.1)、ssda3 (GenBank 登录号：AB092517.1) 

和 ssdb (GenBank 登录号：AB092518.1)，均位于

细胞膜上[46-47]。在普通生酮基古龙酸菌 WSH-001

基因组 (GenBank 登录号：CP002018.1) 中发现有

5 个 ssdh，分别是位于基因组上的 KVU_2159 

(ssda1)、KVU_2142 (ssda2)、KVU_0203 (ssda3) 和

KVU_1366 (ssdb)，以及位于内源质粒  (GenBank

登 录 号 ： CP002020.1) 上 的 KVU_PA0245 

(ssda1)[48-49]，这 5 个 PQQ-SSDHs 均属于膜结合

蛋白。在普通生酮基古龙酸菌 WSH-001 基因组中

还存在另外 2 个山梨酮脱氢酶 GSNDH (Glucose/ 

sorbosone dehydrogenase) 和 SNDH (Sorbosone 

dehydrogenase)，通过序列预测发现这 2 个山梨酮脱

氢酶具有疏水跨膜结构，可能是膜结合蛋白[21,49]。

与普通生酮基古龙酸菌来源的山梨糖脱氢酶不

同，在氧化葡萄糖酸杆菌 UV10[24]和氧化葡萄糖酸

杆菌 T-100[23]中，还存在一种膜结合的山梨糖脱氢

酶 SDH。此外，还有少量其他来源的膜结合山梨

酮脱氢酶 (SNDH) 的报道，如 Shinjoh 等在 1994 年

发现液化醋杆菌 Acetobacter liquefaciens 中的膜结

合的山梨酮脱氢酶  (mSNDH)[26]，Yakushi 等在 

2020 年发现一种 PQQ 依赖的膜结合山梨酮脱氢酶 

(PQQ-mSNDH)[27]。 

在氧化葡萄糖酸杆菌中，存在 2 种胞内的山

梨醇脱氢酶，分别是 NAD (Nicotinamide adenine 

dinucleotide) 依赖的山梨醇脱氢酶 (NAD-SLDHs)[50]

和 NADP (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

依赖的山梨醇脱氢酶 (NADP-SLDHs)[51]。其中，

NAD-SLDHs 可催化 D-山梨醇生成 D-果糖，

NADP-SLDHs 又被称作 L-山梨糖还原酶，在胞内催

化 D-山梨醇生成 L-山梨糖。同时，在氧化葡萄 
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图 2  维生素 C 合成关键酶的结构预测 
Fig. 2  The structure prediction of related dehydrogenases in the biosynthesis of vitamin C. The prediction was conducted by 
the website SMART. The dehydrogenases listed were PQQ-SLDH (GenBank Accession No. AB065091), NAD-SLDHs 
(GenBank Accession No. JH668179), NADP-SLDHs (GenBank Accession No. KU535615), FAD-SLDHs (GenBank 
Accession No. AB039821), PQQ-SSDA1 (GenBank Accession No. AB092515), PQQ-SSDA2 (GenBank Accession No. 
AB092516), PQQ-SSDA3 (GenBank Accession No. AB092517), PQQ-SSDB (GenBank Accession No. AB092518), 
FAD-SDHs (GenBank Accession No. AR008349), mSNDHs (GenBank Accession No. D28511), PQQ-SNDHs (GenBank 
Accession No. LC373924), cSNDH (GenBank Accession No. AR008350), PQQ-GDHs (GenBank Accession No. CP000009), 
NADP-GDH (GenBank Accession No. CP000009), FAD-GDHs (GenBank Accession No. CP013431), FAD-GADHs 
(GenBank Accession No. U97665), FAD-2-GADHs (GenBank Accession No. AB985494), NADPH-2,5-DKGR-A (GenBank 
Accession No. M12799) and NADPH-2,5-DKGR-B (GenBank Accession No. M21193), respectively. 
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图 3  山梨糖途径相关脱氢酶分布示意图 
Fig. 3  The location of related dehydrogenases in L-sorbose pathway. 
 

糖酸杆菌 UV10[28]和氧化葡萄糖酸杆菌 T-100[23]

中，都分离得到一种胞内的 NAD(P) 依赖的山梨酮

脱氢酶 (cSNDH)，且二者在催化性质上很类似[23]。 

2.1.2  山梨糖途径脱氢酶的底物专一性不高 

氧化葡萄糖酸杆菌来源的 PQQ-SLDHs 也被

称为甘油脱氢酶，主要氧化具有 R 构型的 2 号碳

位置的羟基，能氧化多种多元醇，如阿拉伯糖

醇、山梨醇、甘露醇、赤藓糖醇和核糖醇等生成

相对应的酮或糖 [43]。同时，该酶也催化 D-葡萄

糖酸生成 5-酮基-D-葡萄糖酸 [9]。普通生酮基古

龙酸菌来源的 PQQ-SSDHs 也具有广泛的底物

谱。如普通生酮基古龙酸菌 DSM 4025 来源的

SSDA1、SSDA2 和 SSDA3 除了正常催化 L-山梨

糖生成 L-山梨酮或者 2-酮基-L-古龙酸外，也可以

催化 D-山梨醇生成 D-葡萄糖或者 L-古洛糖 [46]，

而 SSDB 可以催化 D-山梨醇生成 L-山梨糖 [47]。

王 盼 盼 等 使 用 显 色 法 对 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌

WSH-001 来源的 PQQ-SSDHs 和 SNDHs 进行了

底 物 谱 分 析 [21] ， 结 果 发 现 WSH-001 中 的

PQQ-SSDHs 能催化 D-山梨醇、L-山梨糖、乙二醛、

甲醇、乙醇、甘油、1-丙醇、2-丙醇、D-甘露醇、

肌醇、D-木糖醇、D-葡萄糖、D-半乳糖、D-甘露

糖、D-木糖、D-鼠李糖、D-果糖、D-葡萄糖酸盐、

D-葡萄糖醛酸、δ-葡萄糖酸内酯等底物，SSDA1、

SSDA1-P、SSDA2 和 SSDB 的最适底物是乙二醛，

而 SSDA3 的最适底物是 1-丙醇，其中 SSDA3 对

于 L-山梨糖的催化活性高于其余的 PQQ-SSDHs。

造成这些 PQQ 依赖的膜脱氢酶底物专一性不高

的原因，一个可能的解释是这些 PQQ 依赖的脱

氢酶大部分拥有半开放式的底物结合口袋，只要

底物分子靠近这个口袋就可以催化反应，而不像

其他脱氢酶，底物结合口袋在脱氢酶的内部，需

要底物完全进入底物结合口袋才可以进行催化

作用[52]。弱氧化葡萄糖酸杆菌 IFO 3257 来源的

NAD-SLDHs 可以分别催化 D-山梨醇或木糖醇生

成 L-山梨糖或 D-木酮糖[12]。来源于 WSH-001 的

2 个山梨酮脱氢酶 GSNDH 和 SNDH 在底物谱上

非常相似，都能同乙二醛、D-葡萄糖、D-半乳糖、

D-甘露糖、D-木糖、D-鼠李糖和 D-乳糖发生反应，

而不与 D-山梨醇、L-山梨糖、D-果糖反应[21]。而
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且，这两个山梨酮脱氢酶都被报道可以催化 L-山

梨酮直接合成维生素 C[47]。氧化葡萄糖酸杆菌

UV10[28] 和 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 T-100[23] 来 源 的

cSNDH 都属于乙醛脱氢酶家族，可以催化乙二

醛、戊二醛、乙醛、丙醛等底物，但其最适底物

都为 L-山梨酮。 

特殊的是，氧化葡萄糖酸杆菌 UV10[28]、

T-100[20]和 WSH-004[72]来源的 FAD 依赖的山梨糖

脱氢酶 (FAD-SDHs)，则与普通生酮基古龙酸菌

来源的 PQQ-SSDHs 不同，具有很高的底物专一

性，只与 L-山梨糖发生反应，而不与葡萄糖、山

梨醇、果糖等反应。这种很高的底物专一性，对

于利用其构建一步发酵菌株，具有重要意义。 

2.1.3  山梨糖途径脱氢酶的辅因子多数是 PQQ 

氧化葡萄糖酸杆菌来源的 PQQ-SLDHs 是催

化 D-山梨醇生成 L-山梨糖的主要的脱氢酶[8,42]，

普通生酮基古龙酸菌来源的 PQQ-SSDHs、GSNDH

及 SNDH 是糖酸转化过程中最关键的脱氢酶[49]， 

二者都以 PQQ 为辅因子。同时 Yakushi 等也报道了

一种氧化葡萄糖酸杆菌来源的 PQQ-mSNDH[27]。 

氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 细 胞 膜 上 存 在

FAD-SLDHs，该酶不是 D-山梨醇到 L-山梨糖转化

的关键酶，且只在高浓度的 D-山梨醇存在时发挥

作用 [44-45]。氧化葡萄糖酸杆菌细胞膜中还存在

FAD-SDHs[23-24]，这是少数氧化葡萄糖酸杆菌能

够产 2-KLG 的关键酶。此外，氧化葡萄糖酸杆菌

细胞内的 NAD-SLDHs[50]和 NADP-SLDHs[51]分

别以 NAD+和 NADP+为辅因子，cSNDH[23,28]以

NAD(P)+为辅因子。 

2.1.4  脱氢酶电子传递途径复杂 

山梨糖途径中大部分脱氢酶的电子传递都与

呼吸链偶联[53-54]，研究发现这些脱氢酶的电子传

递途径以及脱氢酶与呼吸链的偶联方式存在很大

差异。Ameyama 等发现，在氧化葡萄糖酸杆菌中，

PQQ- SLDHs 将电子传递给泛醌[55]，最终可能传递

给细胞色素 bo3 末端氧化酶[44]，而 FAD-SLDHs 则

是 最 终 将 电 子 传 递 给 细 胞 色 素 C (Cytochrome 

c551)
[17] 或 者 氰 化 物 不 敏 感 的 末 端 氧 化 酶 

(Cyanide-insensitive terminal oxidase，CIO)[44]。韩

晓东等通过对普通生酮基古龙酸菌 Y25 来源的

PQQ-SSDHs 晶体结构的解析，发现其下游电子

传递载体是 cytochrome c551，可能进而将电子传

递给 cytochrome c552，最终传递给细胞色素 c 氧

化 酶 [56] 。 常 用 电 子 传 递 载 体 吩 嗪 硫 酸 甲 酯 

(Phenazine methosulfate ， PMS) 和 二 氯 酚 靛 酚 

(2,6-dichlorophenol indophenol，DCIP) 对大部分

脱氢酶都具有促进作用，如氧化葡萄糖酸杆菌

UV10 来源的 FAD-SDHs，在电子传递载体 PMS

存在的条件下，可以直接催化 L-山梨糖生成 L-山

梨酮，而不需要添加其他辅因子[24]。王盼盼等通

过 对 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 WSH-001 中 的

PQQ-SSDHs 进行研究，发现 PMS 或者 DCIP 对

于 SSDA1 和 SSDA3 的活性有促进作用，铁氰化

钾 (K3[Fe(CN)6]) 能够提高 SSDA1 和 SSDA3 的

酶活，却对 SSDA1-P、SSDA2 和 SSDB 的活性有

抑制作用[21]。综上，虽然对于山梨糖途径中相关

脱氢酶的电子传递途径作了许多研究，但是对于

其中关键脱氢酶特别是山梨糖脱氢酶电子传递途

径的研究还有待深入。同时，如何协调山梨糖途

径中相关脱氢酶与呼吸链的偶联以及这些脱氢酶

电子传递途径的复杂性，也是后续代谢改造提高

2-酮基-L-古龙酸产量不可避免的问题。 

2.2  葡萄糖酸途径 

葡萄糖酸途径有 4 个酶参与，分别是葡萄糖

脱氢酶、葡萄糖酸脱氢酶、2-酮基-D-葡萄糖酸脱

氢酶和 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸还原酶。如图 4 所

示，该途径中大部分脱氢酶位于细胞膜上，主要

以 FAD 为辅因子，具有催化活性高和底物特异性

高等特点。脱氢反应中的电子主要传递给泛醌。

同 时 ， 葡 萄 糖 酸 途 径 中 PQQ-GDHs 结 构 与

PQQ-SLDHs 类似，由一个负责定位小亚基和一个

负责催化的大亚基组成，都以 PQQ 为辅因子。 
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图 4  葡萄糖酸途径中相关脱氢酶分布示意图 
Fig. 4  The location of dehydrogenases in gluconate pathway. 
 

2.2.1  葡萄糖酸途径的脱氢酶大多位于细胞膜上 

葡萄糖酸途径中的前 3 个酶，葡萄糖脱氢酶、

葡萄糖酸脱氢酶和 2-酮基-D-葡萄糖酸脱氢酶均

位于细胞膜上。其中，细胞膜上的 PQQ 依赖的葡

萄糖脱氢酶 (PQQ-GDHs) 相对于胞内的 NAD 为

辅因子的葡萄糖脱氢酶 (NAD-GDHs) 具有更高

的活性[35]。除此，Inose 等发现了细胞膜上以 FAD

为辅因子的葡萄糖脱氢酶 (FAD-GDHs)[36]，包含

小亚基 (S)、大亚基 (L) 和一个细胞色素 c 亚基 

(C)。细胞膜上以 FAD 为辅因子的葡萄糖酸脱氢

酶  (FAD-GADHs) 与 FAD-SLDHs 类 似 ， 也 由    

3 个亚基组成，包括 1 个共价结合 FAD 的大亚基、

1 个结合 3 个血红素 c 的细胞色素亚基和 1 个对

脱氢酶的跨膜[38]和活性[57]必不可少的小亚基。细

胞膜上以 FAD 为辅因子的 2-酮基-D-葡萄糖酸脱氢

酶 (FAD-2-GADH) 在基因结构上与 FAD-GADHs

类似，也是由 3 个亚基组成[39]。 

2,5- 二 酮 基 -D- 葡 萄 糖 酸 还 原 酶  (NADPH- 

2,5-DKGR) 是 胞 内 酶 ， 共 有 两 种 ， 分 别 是 由

Anderson 等[3]和 Jeffrey 等[40]从谷氨酸棒状杆菌

中发现的 2,5-DKGRⅠ (或 2,5-DKGR-A) 和 Grindley

等[4]发现的 2,5-DKGR Ⅱ (或 2,5-DKGR-B)。二

者都在胞内催化 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸还原生

成 2-KLG。 

2.2.2  葡萄糖酸途径的脱氢酶底物专一性很高 

相比于山梨糖途径，葡萄糖酸途径中大部分脱

氢酶具有很高的底物专一性，可以避免山梨糖途径

中不同脱氢酶对同一底物的竞争问题。因此该途径

中脱氢酶可以在一个菌株中同时表达，而不用考虑

山梨糖途径中脱氢酶的底物特异性冲突等问题。葡

萄糖酸途径中高底物专一性的脱氢酶主要来源于

FAD 依赖的脱氢酶，如 Yamaoka 等发现的 FAD- 

GADHs 只与 D-葡萄糖酸反应，不与其他糖醇和有

机酸反应[58]。Shinagawa 等发现的 FAD-2-GADH 只

与 2-酮基-D-葡萄糖酸反应，不与其他底物反应[39]。 

同时，Attwood 等发现的 PQQ-GDHs 能够与

麦芽糖[31]、L-阿拉伯糖、D-阿洛糖、杜拉糖和纤

维二糖[59]等反应，但是在己糖中 PQQ-GDHs 只与

葡萄糖反应[31]。Miller 等发现 2,5-DKGR 底物特

异性不高，能与底物 5-酮基-D-果糖和二羟基丙酮

反应，但不与 D-果糖、L-山梨糖、5-酮基-D-葡萄

糖酸、2-酮基-L-古龙酸、2-酮基-D-葡萄糖酸、丙
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酮酸或羟基丙酮酸反应[40]。 

2.2.3  脱氢酶的辅因子多数是 FAD 

细胞膜上的脱氢酶多以 PQQ 或者 FAD 为辅

因子，与山梨糖途径中大部分脱氢酶以 PQQ 为辅

因子不同，葡萄糖酸途径中大多数脱氢酶以 FAD

为辅因子。FAD-GADHs[58]和 FAD-2-GADH[39]这

两个酶都以 FAD 作为辅因子，在第一步反应中除

了 PQQ 依赖的 PQQ-GDHs 外，也存在 FAD-GDHs

以 FAD 作为辅因子[36]。 

除此，还有胞内的葡萄糖脱氢酶 NAD(P)- 

GDHs 以 NAD(P)为辅因子[34-35]。而 2,5-DKGR 则

严格以 NADPH 为辅因子，以 NADH 作为辅因子

不发生反应[3-4,40]。 

2.2.4  脱氢酶电子传递链类似 

FAD-GDHs[36] 、 FAD-GADHs[58] 和 FAD-2- 

GADH[39]这几个酶都以 FAD 作为辅因子，在电子

传递上也非常类似，都是先传递电子到辅酶 Q，然

后传递给泛醇氧化酶 (Ubiquinol oxidases，UOX) 

或 者 氰 化 物 不 敏 感 氧 化 酶  (Cyanide-insensitive 

oxidase，CIO)[58]。PQQ-GDHs 似乎可以直接将电

子传递给呼吸链甚至电极上[60]。 

3  维生素 C 生物合成相关脱氢酶的应用和

改造 

3.1  山梨糖途径中相关脱氢酶的应用和改造 

山梨糖途径中，来源于氧化葡萄糖酸杆菌的

PQQ-SLDHs 具有很高的活性[8,42]，因此第一步中

D-山梨醇到 L-山梨糖的转化可以在 16 h 内达到

95%以上[61]。而主要的限速步骤还是在 L-山梨糖

到 2-KLG，即糖酸转化效率上。在之前的研究中，

有大量的工作集中在过量表达或者敲除相关脱氢

酶上面。 

3.1.1  过 量 表 达 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 来 源 的

PQQ-SLDHs 
普通生酮基古龙酸菌天然利用 D-山梨醇生

产 L-山梨糖的能力很低，因此考虑在普通生酮基

古 龙 酸 菌 中 过 表 达 来 自 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 的

PQQ-SLDHs，以增强 D-山梨醇到 L-山梨糖的合

成。傅术琳等在普通生酮基古龙酸菌 DSM 4025

中过表达来自氧化葡萄糖酸杆菌的 PQQ-SLDHs，

发现 2-KLG 产量并没有明显提高，但是山梨醇到

L-山梨糖的转化以及到 2-KLG 的转化率有提高，

说明氧化葡萄糖酸杆菌来源的 PQQ-SLDHs 在普

通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 中 发 挥 了 活 性 ， 但 是 可 能

PQQ-SLDHs 与普通生酮基古龙酸菌细胞膜上电

子传递载体不匹配，PQQ-SLDHs 没有能够发挥出

在氧化葡萄糖酸杆菌中的催化活性[20]。 

3.1.2  过 量 表 达 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 来 源 的

PQQ-SSDHs 和 (G)SNDH 

因为大部分氧化葡萄糖酸杆菌都能高效利用

D-山梨醇产 L-山梨糖，但是基本不能利用 L-山梨

糖产 2-KLG，所以最初的构想是把普通生酮基古

龙酸菌中的山梨糖脱氢酶 PQQ-SSDHs 和山梨酮

脱氢酶 (G)SNDH 在氧化葡萄糖酸杆菌中异源表

达，构建能够产 2-KLG 的一步菌株。高丽丽等通

过在氧化葡萄糖酸杆菌 WSH-003 中组合表达普

通生酮基古龙酸菌 WSH-001 来源的 PQQ-SSDHs

和 (G)SNDH，可以实现单菌一步从 D-山梨醇发

酵 产 2-KLG， 其 中 最 高 的 组 合 KVU_0203 和

KVU_0095 能够达到 39.2 g/L[2]。虽然后面课题组

作了进一步改造和优化，如不同启动子增强 PQQ

供给[62]、发酵培养基和发酵过程的优化[63]等，最

终产量仍然无法与二步发酵法媲美，可能过表达

的 PQQ-SSDHs 与 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 的 PQQ- 

SLDHs 竞争底物 D-山梨醇[64]。 

异源表达普通生酮基古龙酸菌来源的 PQQ- 

SSDHs 和山梨酮脱氢酶  (G)SNDH 存在许多问

题。普通生酮基古龙酸菌的电子呼吸链与新的宿

主细胞不一致，表达的 PQQ-SSDHs 在新宿主可

能出现降解现象，如在氧化葡萄糖酸杆菌中就存

在部分降解现象，导致普通生酮基古龙酸菌的

PQQ-SSDHs 在氧化葡萄糖酸杆菌中表达达不到

理想的效果[65]。而将普通生酮基古龙酸菌的 PQQ- 

SSDHs 在大肠杆菌[66-67]、氧化葡萄糖酸杆菌[68]、
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乙酸钙不动杆菌 [69]、脱氮副球菌 [70]等宿主中表

达，均发现不能达到在普通生酮基古龙酸菌中的

强催化活性。 

3.1.3  过量表达氧化葡萄糖酸杆菌的 SDH 和

SNDH 

虽然大部分氧化葡萄糖酸杆菌都拥有山梨

酮-山梨糖脱氢酶 (Sndh-sdh) 基因簇，但是只有

少数的氧化葡萄糖酸杆菌被报道产 2-KLG，如氧

化葡萄糖酸杆菌 UV10[28]、氧化葡萄糖酸杆菌

T-100[23]和 氧化葡萄糖 酸杆菌 WSH-004[71]等 。

Saito 等在氧化葡萄糖酸杆菌 G624 中过表达氧化

葡萄糖酸杆菌 T-100 来源的 sdh-sndh，可以将

2-KLG 产量提高到 16 g/L[23]，进一步更换启动子

和阻断 L-艾杜糖酸途径后，产量达到 130 g/L[22]，

是迄今报道的最高产量。侯伟等在氧化葡萄糖酸

杆菌 621H 中过表达氧化葡萄糖酸杆菌 H763 来源

的 sndh-sdh，通过对发酵液进行薄层层析检测，

发现能够产 2-KLG[72]。 

3.1.4  阻断山梨糖途径中副产物途径 

在氧化葡萄糖酸杆菌中有多个山梨醇脱氢

酶 ， 其 中 胞 内 NADP 依 赖 的 山 梨 醇 脱 氢 酶

NADP-SLDHs[51]又被称作 L-山梨糖还原酶，因为

其主要显示出 L-山梨糖还原酶的活性。将山梨糖

还原酶以及其他胞内山梨糖代谢酶敲除可以有效

提高从 L-山梨糖到 2-KLG 的转化率[73]。2-KLG

在氧化葡萄糖酸杆菌[22,74]或者普通生酮基古龙酸

菌中[75-76]可能存在降解途径生成 L-艾杜糖酸，将

该途径去除能够有利于 2-KLG 的积累。 

3.2  葡萄糖酸途径中相关脱氢酶的应用和改造 

葡萄糖酸途径以 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸为中

间产物，通过野生菌筛选和代谢改造，已经获得能

够高产 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸的工程菌株[77-79]。因

此，葡萄糖酸途径的关键问题是 2,5-二酮基-D-葡

萄糖酸到 2-KLG 的转化过程。围绕这个问题，大量

工作集中在 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸还原酶的辅因

子改造和阻止 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸的降解上。 

3.2.1  2,5-二酮基-D-葡萄糖酸还原酶 (2,5-DKGR) 

的辅因子供给 

无论是 Anderson 等 [3]和 Jeffrey 等 [40]从谷

氨 酸 棒 状 杆 菌 中 发 现 的 2,5-DKGR Ⅰ ( 或 者

2,5-DKGR-A)，还是 Hardy 等[4]发现的 2,5-DKGR Ⅱ 

(或者 2,5-DKGR-B)，都严格以 NADPH 为辅因子。

Banta 等 [80] 通 过 改 造 得 到 NADH 依 赖 的

2,5-DKGR，但其活性更偏好 NADPH。2,5-DKGR

对于 NAD(P)H 的依赖使得细胞需要提供和消耗

大量的 NAD(P)H。而在细胞内，通常 NADPH 的

含量低于 NADH，更是远远低于 NADP+。要将

2,5-二酮基-D-葡萄糖酸尽量转化为 2-KLG 需要大

量的 NADH 或 NADPH，不然通过 2,5-二酮基-D-

葡萄糖酸还原酶的逆反应，积累的 2-KLG 也可能

逆向生成 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸。由于 NADH 和

NADPH 十分昂贵，不宜直接添加到发酵培养基

中，大量的 NA(P)DH 只能通过辅因子再生改造来

提供。有一种思路是将葡萄糖酸途径中第一步

PQQ-GDHs 部分用 NADP-GDHs 替代，可以促进

NADPH 的再生过程，但是这样会降低 D-葡萄糖

酸的利用效率，延长发酵周期，同时 D-葡萄糖酸

在胞内还可以通过 Entner-Doudoroff pathway 等途

径[81]被进一步利用，从而整个发酵过程的转化率

也会降低。 

3.2.2  中间产物 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸的降解 

细 菌 中 存 在 许 多 还 原 酶 能 够 将 2,5- 二 酮   

基-D-葡萄糖酸还原成其他副产物，如欧文氏菌中

存在两个 2-酮基醛糖还原酶，可以同时催化还原

2,5-二酮基-D-葡萄糖酸、2-酮基-L-古龙酸和 2-酮

基-D-葡萄糖酸的第二位酮基[82]。Yum 等在酮体短

杆菌也发现 2-酮基醛糖还原酶[37]。除了生物酶降

解，2,5-二酮基-D-葡萄糖酸自身稳定性较差[78]，

对热和碱均敏感。新二步发酵法中，第一步通过

欧文氏菌转化得到的 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸需要

在 40 ℃以下的温度中进行除菌和纯化分离以防

止其降解，在生产工艺上造成不便。 
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4  总结与展望 

通过对维生素 C 生物合成中山梨糖途径和葡

萄糖酸途径中脱氢酶的回顾，我们发现山梨糖途

径中普通生酮基古龙酸菌中脱氢酶普遍拥有催化

活性高但底物专一性不强的特点，而葡萄糖酸途

径中的脱氢酶普遍专一性高，但辅因子再生和中

间产物的降解是一个急需解决的问题。普通生酮

基古龙酸菌中的 PQQ-SSDHs 可以竞争利用底物

D-山梨醇，这个问题可以通过结构生物学和酶工

程等技术对底物结合口袋进行理性设计和改造，

获得底物专一性高的 PQQ-SSDHs。或者通过代谢

调控策略，将 D-山梨醇这个底物和 PQQ-SSDHs

在时空上分开，比如改造更强的山梨醇脱氢酶

PQQ-SLDHs 或 者 筛 选 时 序 启 动 子 等 将

PQQ-SSDHs 推迟表达，这样可以使氧化葡萄糖酸

杆菌尽快将 D-山梨醇利用产生 L-山梨糖，然后  

L-山梨糖才与 PQQ-SSDHs 反应生成 2-KLG。同

时，因为氧化葡萄糖酸杆菌来源的 FAD-SDHs 拥

有很高的底物特异性，但是酶活不高，可以通过过

表达 FAD-SDHs 或者进行突变筛选和理性设计获

得更高活性的 FAD-SDHs 来提高糖酸转化率[83]。

葡萄糖酸途径中的 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸转化需

要大量 NADH 或者 NADPH，用 NADP-GDHs 替

代 PQQ-GDHs，可以促进 NADPH 的再生过程，

但是这样会降低 D-葡萄糖酸的利用效率和转化

率，需要全局考虑细胞的代谢和辅因子调控过程。

结合结构生物学和酶工程等技术，或许也可以通过

理性设计和筛选获得不依赖 NAD(P)H 的 2,5-二酮

基-D-葡萄糖酸还原酶。在后续研究工作中，不管

是山梨糖途径还是葡萄糖酸途径，都需要结合结

构生物学、酶工程和代谢工程等策略，来提高生

物技术合成 2-KLG 的产量、转化率和生产强度。 
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