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摘   要：维生素作为生命活动中不可或缺的有机化合物，其生物合成途径依赖于生物体内复杂

·功能食品配料生物合成· 
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而精细的代谢网络。这一网络不仅涉及多种酶的协同作用，还包括多条代谢途径的交叉与整

合。虽然在代谢工程和催化机制研究方面已取得了一些成果，但大量关键酶缺乏详细的酶学属

性研究，这一现状限制了维生素生产效率的提升，同时也阻碍了对维生素合成机制的深入理解

与优化。这不仅制约了维生素的工业化应用，也限制了相关生物技术的发展。本文综述了维生

素合成途径酶领域的研究进展，详细阐述了 13 种维生素合成途径酶的研究现状，包括它们的代

谢特性、动力学性质以及在生物工程中的应用，同时探讨了不同维生素代谢途径间以及与糖酵

解途径合成酶的酶学性质差异，揭示了维生素合成途径中催化效率和底物亲和力的特点。此

外，本文还探讨了深度学习方法在推进维生素酶学性质研究方面的潜力和应用前景，为维生素

生产和优化提供了新的思路。 
关键词：维生素；酶动力学性质；代谢途径；生物酶功能；深度学习 

Enzyme metabolism and functions in vitamin biosynthesis 
pathways 

PU Chunxiang1,2, LI Jinlong2,3, GONG Dachun1, LUO Huajun1*, ZHANG Dawei2,3* 

1 College of Biological & Pharmaceutical Sciences of China Three Gorges University, Yichang 443000, Hubei, China  
2 Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China 
3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 
 
Abstract: Vitamins, as indispensable organic compounds in life activities, demonstrate a 
complex and refined metabolic network in organisms. This network involves the coordination of 
multiple enzymes and the integration of various metabolic pathways. Despite the achievements in 
metabolic engineering and catalytic mechanism research, the lack of studies regarding detailed 
enzymatic properties for a large number of key enzymes limits the enhancement of vitamin 
production efficiency and hinders the in-depth understanding and optimization of vitamin 
synthesis mechanisms. Such limitations not only restrict the industrial application of vitamins but 
also impede the development of related bio-technologies. This study comprehensively reviews the 
research progress in the enzymes involved in vitamin biosynthesis and details the current status of 
research on the enzymes of 13 vitamin synthesis pathways, including their catalytic mechanisms, 
kinetic properties, and applications in biology. In addition, this study compares the properties of 
enzymes involved in vitamin metabolic pathways and the glycolysis pathway, and reveals the 
characteristics of catalytic efficiency and substrate affinity of enzymes in vitamin synthesis 
pathways. Furthermore, this study discusses the potential and prospects of applying deep learning 
methods to the research on properties of enzymes associated with vitamin biosynthesis, giving 
new insights into the production and optimization of vitamins. 
Keywords: vitamins; kinetic properties of enzymes; metabolic pathway; enzyme function; deep 
learning 
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维生素是一类正常代谢所必需的有机化合

物，在食品中微量存在，缺乏这些营养物质可

能会导致代谢功能障碍[1]。例如维生素 A 与失

明相关，维生素 B1 与脚气病、维生素 B3 与糙皮

病、维生素 B6 与贫血、维生素 C 与坏血病以及

维生素 D 与佝偻病相关，某些维生素缺乏症还

可能对生命构成严重威胁[2-3]。维生素主要分为

水溶性维生素和脂溶性维生素两大类。水溶性

维生素包括维生素 B 和维生素 C，脂溶性维生

素包括维生素 A、D、E 和 K。脂溶性维生素与

脂肪有关并与膳食脂肪一起吸收，且与脂肪吸

收具有相同的机制 [4]。虽然许多植物和微生物

可以自行合成维生素，但是动物通常无法自行

产生足够的维生素来满足其需求[5]。人类和其他

动物需要通过饮食或补充剂获取足够的维生

素，以维持最佳的健康状态[6]。 
维生素的生产主要为化学合成(VB6、VC 等)

和生物发酵(主要为结构相对复杂的品种，如

VB12、VB2 等)方法。化学合成法通常原材料价

格高，容易产生有害废物且废物处理成本高

昂，生物发酵法则因其低成本、低能耗、环保

安全和废物易于回收等优势而备受关注。随着

合成生物学的发展，生物发酵法已经获得研究

人员和市场的广泛认可，并逐渐在工业中应

用，以提高各种维生素的产量，比如维生素

B2，在枯草芽孢杆菌中，通过对核黄素生物合

成基因进行过表达，改善嘌呤从头合成以及戊

糖供应，同时降低关键酶 RibC 的活性，从而降

低 VB2 的消耗，增加 VB2 的积累，最终使核黄

素产量提升至 26 g/L[7]。另外在枯草芽孢杆菌的

基础上通过过表达 ilvBHCD、panBCDE、serA
和 glyA 以及编码协助甘氨酸裂解循环酶的基因

生产泛酸(维生素 B5)，最佳菌株在 48 h 补料发酵

过程中产量可达 82−86 g/L[8]。然而，与氨基酸

等大宗化学品相比(如 L-赖氨酸：213.0 g/L[9]；L-

脯氨酸：142.4 g/L[10]；L-谷氨酸：136.3 g/L[11])，
维生素的生物发酵产量仍然相对较低，尤其是

一些高度复杂的分子，比如 VB12，目前工业发

酵水平仅为百毫克每升。除 VB2、VB5 和 VC 等

少数维生素产品能够达到几十克每升的发酵水

平外，其他维生素产品的发酵水平目前仍然处

于毫克每升或几克每升，这严重限制了维生素

生物工业化应用的进程[12]。 
在生物发酵过程中，酶是一类绿色、安全可

持续的生物催化剂，它在生物催化和微生物发

酵过程中发挥着关键作用。酶在维生素的生物

生产过程中同样起着催化和促进各种生化反应

的重要作用。例如在生物催化方面，维生素 A
的商品形式通常是维生素 A 的酯类衍生物，为

了增加其稳定性，工业上一般会将其制备成维

生素 A 丙酸酯、维生素 A 棕榈酸酯、维生素 A
亚油酸酯、维生素 A 乳酸酯等形式；除维生素 A
棕榈酸酯和维生素 A 乳酸酯外，上述维生素 A
衍生物通常采用化学法合成，而化学合成中前

体棕榈酰氯的合成需要使用有毒试剂，会对环

境造成一定的破坏[13-14]。浙江大学于洪巍团队

筛选出来源于大肠杆菌(Escherichia coli)的酯酶

BioH，利用该酯酶先催化维生素 A 醋酸酯和低

级醇生成维生素 A 醇，再催化维生素 A 醇与棕

榈酸酯反应合成维生素 A 棕榈酸酯，反应总收

率可达 95%；此外，通过固定化技术实现酯酶

的重复使用，显著降低维生素 A 棕榈酸酯的生

产成本，此方法成功应用于工业生产[5,13,15]。而

在微生物发酵方面，Liu 等[16]通过蛋白质工程

手段对维生素 B6 途径上多个酶进行筛选改造，

单个酶的改造可以使产量提升近 20 倍，同时组

合使用多模块迭代优化的代谢工程手段将维生

素 B6 的产量从几毫克每升提高到 1.4 g/L 的发酵

水平，为当时报道最高的维生素 B6 的生物发酵

产量。由此可见，选择更优秀的酶作为生物催
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化剂，可以更好地加速底物转化为所需产品。

然而，维生素的生物合成途径通常具有复杂性

和多样性，涉及多种酶的催化作用和多个中间产

物的转化，比如维生素 B12的合成需要至少 36 个

酶的有效配合，且中间产物难以检测，这为研究

人员在阐明维生素合成途径及其相关酶的机制和

进行改造带来了巨大挑战[17-18]，尤其是维生素生

产相关酶的动力学等关键性质研究相对较少。然

而，随着合成生物技术、计算生物学技术和多学

科交叉的发展，这一情况正在逐渐改变。 
本文对维生素生产途径中相关酶的动力学

性质等研究进行了整理归纳，从酶的代谢、研

究手段和应用等方面进行综述，预测了所有涉及

的酶在常见菌种中的动力学性质，综合评估了这

些酶的动力学催化水平，并比较了糖酵解途径 
(glycolytic pathway)，又称 EMP 途径，与维生素

途径和不同维生素产品途径间的酶学性质差

异，对可能的限速步骤进行讨论。通过理解两

种途径中酶活性的进化适应，可以更好地平衡

维生素合成途径中的酶活性，优化代谢流，避

免代谢物的积累，为后续维生素的生产合成以及

其他代谢产品的合成提供参考。 

1  维生素的生物合成途径及其

酶的改造 
维生素的生物合成是一个高度复杂的过

程，酶在其中扮演着关键的角色(图 1)。这些酶

表现出特异性、多样性以及复杂的调控机制，

确保了维生素合成过程的高效性和精确性。 

酶作为生物体内的催化剂，在几乎所有生

物化学反应中都发挥着关键作用。酶能够显著

提高化学反应的速率，使得在生物体内的温度

和压力条件下便可以完成在化学反应中只能高

温高压才能实现的过程。此外，酶的高度底物

特异性确保了生物化学反应的精确性和效率。

在维生素的生物合成过程中，酶同样扮演着至

关重要的角色。每一种维生素的合成都涉及一

系列酶的催化反应，这些反应将简单的前体分

子转化为复杂的维生素分子。这些酶的活性和

特性直接影响了维生素合成的效率和产量。因

此，深入理解这些酶的动力学性质，研究如何

通过生物工程技术改造这些酶以优化维生素的

生产，是突破维生素生物合成瓶颈的重要方

向。本文将详细探讨各种维生素合成途径中所

涉及的酶的数量、种类、关键酶及其改造应用

研究。 

1.1  水溶性维生素 
1.1.1  维生素 B1 

维生素 B1，也称为硫胺素，是 B 族维生素

中首个被发现的成员，焦磷酸硫胺素(thiamine 
pyrophosphate, TPP)是硫胺素的活性形式。维生

素 B1 通常被用于治疗硫胺素缺乏症并预防其相

关疾病，包括脚气病、科尔萨科夫综合征和精

神类疾病[19-20]。此外，维生素 B1 也广泛被用作

食品工业的添加剂，并在化妆品和医疗保健行

业中作为抗氧化剂大量使用[21]。VB1 的生物合

成主要通过戊糖磷酸途径生成 5-磷酸-α-D-核糖- 
1-二磷酸(5-phospho-alpha-D-ribose 1-diphosphate, 
PRPP)，并通过两种酶的催化生成氨基咪唑核糖

(aminoimidazole ribotide, AIR)，再通过两种酶

生成 4- 氨基 -5- 羟甲基 -2- 甲基嘧啶二磷酸

(4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine 
diphosphate, HMP-PP)，最后与 2-(2-羧基-4-甲
基 噻 唑 -5- 基 ) 乙 基 磷 酸 酯 [2-(2-carboxy-4- 
methylthiazol-5-yl)ethyl phosphate, cThz-P]在两

种酶的共同作用下生成硫胺素单磷酸(thiamine 
phosphate, TMP)。此外，HMP-PP 的合成不仅

依赖于戊糖磷酸途径，也可以通过磷酸吡哆醛

(pyridoxal phosphate, PLP)在两种酶的作用下生

成(图 1，浅绿色；附图见国家微生物科学数据

中心，登录号：SUB1720761294457)。 
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图 1  维生素代谢途径总览  
Figure 1  Overview of vitamin metabolism pathways. Different colors represent representative biosynthetic 
pathways of different vitamins, and the numerical values on the lines indicate the quantity of enzymes required 
for each step. Shared pathways such as EMP, TCA, and PPP are depicted by black lines, while lines without 
numerical values indicate that only one enzyme is needed to complete that step. Pathway data is sourced from 
the KEGG website[22]. DHBP: 5-amino-6-(1-D-ribitylamino)uracil; DRL: 6,7-dimethyl-8-(D-ribityl)lumazine; 
Arp: L-3,4-dihydroxybutan-2-one 4-phosphate; ABEE: 4-aminobenzoate; PRPP: 5-phospho-alpha-D-ribose 
1-diphosphate; AIR: aminoimidazole ribotide; HMP-PP: 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine 
diphosphate; cThz-p: 2-(2-carboxy-4-methylthiazol-5-yl)ethyl phosphate; DOXP: 1-deoxy-D-xylulose 
5-phosphate; IPP: isopentenyl diphosphate; GGPP: geranylgeranyl diphosphate; 7-DHC: 7-dehydrocholesterol; 
MGGBQ: 6-geranylgeranyl-2-methylbenzene-1,4-diol; DHNA: 1,4-dihydroxy-2-naphthoate; HepPP: 
all-trans-polyprenyl diphosphate; DMK-7: demethylmenaquinol; 5-ALA: 5-aminolevulinate; UDPG: 
UDP-glucose; GDD: GDP-mannose; KAPA: 8-amino-7-oxononanoate. 
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维生素 B1 的已知合成途径涉及不同生物体

对酶的需求，具体为：原核生物合成需 9 种

酶，古细菌合成需 5种，植物合成需 6种，其他

途径需 7 种，补救途径需 4 种酶，因此维生素

B1 合成共涉及 16 种不同的酶。Schyns 等[23]通过

遗传突变和转录组分析的方法，将 4 种突变

(thiL、thiN、yuaJ 和 ykoD)结合到单一菌株中得

到菌株TH95，在 10 L规模的发酵条件下，硫胺

素产物产量为 1 270 µg/L(细胞外)和 120 µg/L 
(细胞内)，总计 1 390 µg/L。维生素 B1的生物合

成途径受多种生物合成酶的调控，其中 THIC、

THI1、TH1、TH2 和 TPK 是该途径中的关键

酶。而 thiC 和 thiH 基因参与铁硫簇的代谢，受

到 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (S-adenosylmethionine, 
SAM)代谢物的抑制，ThiC 酶的催化活性非常

低，kcat 值为 0.14 min–1，因此成为主要的代谢

瓶颈之一[12]。 
目前，其中 9 种酶的动力学性质已得到研

究，4 种酶已进行改造研究。例如，甘氨酸氧化

酶(EC: 1.4.3.19)可以催化甘氨酸被氧气氧化生

成亚甲基甘氨酸，该产物可以作为维生素 B1 合

成途径上的前体，其中对枯草芽孢杆菌来源的

酶研究得最多。Rosini 等[24]为了探究该酶应用

于生物传感器中小的非手性氨基酸偏好性的选

择问题，通过半理性设计，对底物活性腔周围

的 11 个氨基酸位点分别进行了饱和突变，并将

效 果 好 的 突 变 进 行 叠 加 ， 其 中 突 变 体

H244K/M261R，对甘氨酸的催化活性增加了

5.4 倍。Tatsumi 等[25]为了研究该酶在血液中的

稳定性问题，首先将溶剂可及性最高的半胱氨

酸 245 突变为丝氨酸，然后对辅因子周围的氨

基酸进行保守突变，以维持蛋白三维结构，最

后构建了三突变体 T42A/C245S/L301V，使得

kcat/Km 值提升了 5 倍，并且在 350 d 内，酶活性

仍然维持在较高水平；该研究提供了一种快速和

简便的人血浆中甘氨酸检测方法，可用于生理

学研究和临床应用。甘氨酸是维生素 B1 合成途

径的中间产物，该研究对于监测体内维生素 B1

合成状况也具有重要指导意义。硫胺素二磷酸

激酶 (thiamine pyrophosphokinase, hTPK1)可以

催化硫胺素转化为其活性形式焦磷酸硫胺素，

是催化形成活性 VB1 的最后一步。Onozuka 等[26]

利用保守序列比对以及同源建模的方法，对

D71、D73、D100、D133、Q96、T99 和 R131
的位置进行定点突变；结果表明，Q96E 突变可

以增加酶对硫胺素的亲和力，D133N 导致硫胺

素的 kcat/Km 值显著降低，而 T99A 和 R131G 的

突变导致 ATP 的 kcat/Km 值显著降低。该研究系

统性地评估了 hTPK1 的催化机制，并识别到可

能参与底物识别的关键氨基酸残基。 
1.1.2  维生素 B2 

维生素 B2 又称核黄素，是一种重要的微量

营养素，作为辅酶黄素单核苷酸 (riboflavin 
5'-phosphate, FMN) 和 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(flavin-adenine dinucleotide, FAD)的直接前体，

在所有活细胞的生化反应中发挥作用[27-28]。这

些辅酶参与碳水化合物、脂质、酮体和蛋白质

的代谢，为生物体提供大量能量[29]。维生素 B2

的合成起始于两个不同的代谢途径。首先，戊

糖磷酸途径中的 D- 核糖 -5- 磷酸 (D-ribulose 
5-phosphate, R5P)通过 1 个酶促反应转化为 2-羟
基 -3- 氧 代 丁 基 磷 酸 酯 (2-hydroxy-3-oxobutyl 
phosphate, DHBP)。接着，嘌呤途径中的 5ʹ-三
磷酸鸟苷 (guanosine 5ʹ-triphosphate, GTP)经过  
4 个酶的作用，转化为 5-氨基-(1-D-核糖基氨基)
尿 嘧 啶 (5-amino-6-(1-D-ribitylamino)uracil, 
ARP)。最终，DHBP 和 ARP 通过另外 2 个酶的

催化反应，合成维生素 B2 (图 1，绿色；附图见

国 家 微 生 物 科 学 数 据 中 心 ， 登 录 号 ：

SUB1720761294457)。 
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维生素 B2 的生物合成是一个多样化的过

程，它在植物、细菌和某些真菌中通过不同的

代谢途径进行。每种途径都涉及 9 种酶，而整

个合成过程，总共涉及 11 种不同的酶，其中包

括将维生素 B2 转化为其活性形式 FAD 所需的

酶。目前，除了 Li等[30]在 2005年的专利申请公

开的核黄素生产菌株可以达到 26.8 g/L 外，目前

文献报道的最高产量为Xu等[31]使用基于液滴微

流体筛选从菌株 S1 的随机突变文库中得到的核

黄素生产菌 U3，产量可达到 24.3 g/L。在核黄

素的生物合成途径中，GTP 环化水解酶 II (由
ribA 编码)被识别为限速酶，因为它在合成途径中

具有最高的酶成本[32]，并且 Burgess 等[33]曾发现

rib 操纵子基因的过表达可以增加核黄素的产量。 
在维生素 B2 合成过程中，已有 6 种酶的动

力学特性得到深入研究，4 种酶经过改造以提

高其性能。例如，GTP 环化酶 II (EC: 3.5.4.25)
是核黄素合成的第一步，将 GTP 分解为甲酸、

核糖基嘧啶化合物以及磷酸。Lehmann 等[34]通

过非理性设计，利用易错 PCR 技术生成了一个

突变的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) ribA 基因

库，同时对突变体蛋白的 GTP 环化酶 II 活性和

GTP 底物的 Km 值进行了测量；并发现其中一种

突变体携带 7 个点突变(Y210C/A290T/Q293R/ 
A296T/K322R/F339Y/M361I: Construct E)，GTP
环化酶 II 活性增加了 2 倍，但底物亲和力 Km 值

增加了 4 倍；随后通过 stopped-flow 单转换实验

在严格单转换条件下 (酶过量 )，野生型和

Construct E 的吸收曲线相似；但在预稳态条件下

(底物过量)，Construct E产生产物的初始速率明

显高于野生型；这表明突变影响的是产物释放步

骤而非产物形成步骤，在细胞内 GTP 浓度远高

于 Km 值时，突变导致的底物吸收速率降低可以

忽略不计，GTP 环化酶的活性和结合能力是将

更多底物引流进入 VB2 合成途径的关键点。 

在核黄素合成途径中，倒数第二步涉及的

酶是 6,7-二甲基-8-核黄素合酶(EC: 2.5.1.78)，
该酶在枯草芽孢杆菌中是一种由 60 个亚基形成

的二十面体衣壳结构，内部包裹着一个同源三

聚体的核黄素合酶单元。这一步反应将 5-氨基- 
6- (1-D-核糖基氨基)尿嘧啶和 L-3,4-二羟基丁酮- 
2-酮-4-磷酸转化为 6,7-二甲基-8-(D-核糖基)光氨

酮、水分子和磷酸根离子。Fischer 等[35]通过半

理性设计方法，研究了暴露在活性中心表面的

氨基酸残基对催化性能的影响，发现与酶底物

5-氨基 -6-核糖基氨基 -2,4(1H,3H)-嘧啶二酮和

3,4-二羟基-2-丁酮四磷酸直接接触的极性氨基

酸残基在不影响催化性能的前提下能够被替换；

然而，与 3,4-二羟基-2-丁酮四磷酸的磷酸盐基

团形成盐桥的 R127 以及被认为在质子转移反应

中起到协助作用的 H88 残基的替换使催化活性

降低了约一个数量级，说明该酶的催化作用主

要通过建立两个底物之间的有利拓扑关系来实

现，而酸碱催化只起到次要作用。 
除了参与维生素 B2 合成的酶以外，对其继

续转化酶的研究也至关重要。Serrano 等[36]报道

了一种原核生物的双功能 FAD 合成酶(fatty acid 
desaturase, FADS)，它由两个模块组成：C-末端

模块具有 ATP:核黄素激酶 (riboflavin kinase, 
RFK)活性，N-末端模块具有 ATP:FMN 腺苷酸

转移酶(FAD synthetase, FMNAT)活性，在核黄

素合成途径中 RFK 和 FMNAT 这两种酶分别催

化 核 黄 素 转 换 为 活 性 的 核 黄 素 -5- 磷 酸

(riboflavin-5-phosphate, FMN)，以及 FMN 转换

为 FAD 的过程；通过半理性设计的方法，研究

人员引入点突变来分析盐桥对配体结合和催化

活性的影响，结果表明这些突变对 FMNAT 模块

的配体结合和催化性质几乎没有影响，但显著

降低了 RFK 活性的催化效率；R66 的替代还改

变了单体和寡聚体之间的比例，并修改了单分
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子方法观察到的四聚体结构。这些酶的研究对

于在合成中如何更大程度积累核黄素产品具有

重要的参考价值。 
1.1.3  维生素 B3 

维生素 B3，也称为烟酸(niacin)，是一种水

溶性维生素，也是维生素 B 复合体的一部分。

它在人体内起着重要的生理功能。同时也是辅

酶烟酸腺嘌呤二核苷酸和烟酸腺嘌呤二核苷酸

磷酸的组成部分，参与细胞内能量代谢[12,37]。

这些辅酶在葡萄糖、脂肪和蛋白质的代谢中发

挥重要作用，促进食物转化为能量。维生素 B3

的 生 物 合 成 可 以 根 据 关 键 前 体 喹 啉 酸 盐

(quinolinate)的不同合成方法分成以下两条路

径：第一条是由天冬氨酸出发需要 2 种酶合成

quinolinate，最后再经过 4 种酶合成 VB3；另外

一条途径是由分支酸 (chorismate)出发，合成

quinolinate 需要 11 种酶，然后再通过与上一条

路径完全相同的 4 种酶合成 VB3 (图 1，红色；

附图见国家微生物科学数据中心，登录号：

SUB1720761294457)。 
维生素 B3 的生物合成主要通过两条途径进

行：首先是天冬氨酸途径，这一途径需要 8 种

酶的参与；其次是分支酸途径，同样需要 8 种

酶。尽管两种途径各自涉及 8 种酶，但在整个

维生素 B3合成过程中，实际上共有 10种不同的

酶参与。Belenky等[38]通过调节烟酸的运输来平

衡胞内 NAD+的代谢生长，并发现在酵母细胞

中添加 0.005 mol/L 烟酸能够促进 8 mg/L 的烟酰

胺核糖核苷的生成。除传统发酵法外，Wang 等[39]

使用工程化的大肠杆菌菌株 BAG 表达来自红球

菌属(Rhodococcus rhodochrous) J1 的高分子量

腈水合酶来合成维生素 B3 (尼克酰胺)，以 3-氰
基吡啶为底物，在高密度的 BAG 中发酵，60 min
内可使烟酰胺的产量达到 508 g/L。程琳等[40]先

在大肠杆菌中异源表达了来自松噬几丁质菌

(Chitinophaga pinensis)的烟酰胺磷酸核糖转移

酶(nampt)，构建了 NMN 的补救合成途径，通过

敲除 NMN 下游代谢分解途径基因 pncC、ushA
以及调控 NAD+衍生物基因 nadR，所获得的重

组菌摇瓶水平产量达到 60 mg/L，是初始产量的

4.95 倍，进一步在 5 L 罐上进行发酵试验，产量

最高达到 390.1 mg/L。 
目前，已有 9 种酶进行了动力学性质研究， 

7 种酶进行了改造研究。例如，烟酸核苷酸腺苷

酸转移酶(nicotinate-nucleotide adenylyltransferase, 
NadD)能够催化烟酸单核苷酸 (nicotinic acid 
mononucleotide, NaMN) 和 烟 酰 胺 单 核 苷 酸

(nicotinamide mononucleotide, NMN)与 ATP 的反

应，将它们腺苷化形成尼古丁酸腺苷二核苷酸

(nicotinic acid adenosine dinucleotide, NaAD)和
烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)，是维生素 B3 生

产过程中的中间步骤。Wang 等[41]为了提高酰胺

化途径的活性，对 NadD 进行工程改造，使其

更倾向于与 NMN 结合；通过半理性设计的方

法，对活性口袋周围的氨基酸残基 8 个双位点

进行饱和突变体文库构建，通过酶偶联比色法

筛选出 2 个对 NMN 具有较高偏好性的变体，分别

命名为11B4 (Y84V/Y118D)和16D8 (A86W/Y118N)；
在存在 NMN 的情况下，这两个变体都能够使

大肠杆菌生长，而无需外源性 NMN，并且在稳

定期内细胞中的 NAD(H)水平高于对照菌株，

两个突变体相对于 NMN 分别增加了 100 倍和

600 倍；研究通过蛋白工程方法改变 NadD 的底

物特异性，成功建立了酰胺途径完成 NAD+生

物合成的新途径，为细胞内 NAD+水平的调控

提供了新的途径，对操纵细胞代谢过程具有重

要意义。 
NAD+糖水解酶(EC: 3.2.2.6)是一个多功能

酶，可以催化 NAD+的水解反应，将 NAD+分解

为 烟 酰 胺 (nicotinamide) 和 腺 苷 二 磷 酸 核 糖
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(ADP-ribose)，可用于生成维生素 B3 的合成途

径。为了研究牛 CD38/NAD+糖水解酶的催化机

制，Kuhn 等[42]通过半理性设计的方法，对活性

中心周围的氨基酸进行了定点突变，获得了一

个关键的活性位点残基 E218，突变导致催化活

性显著下降，E138 和 D147 通过基态不稳定化

和溶剂化作用在水解位点附近也起到重要作用，

W118 和 W181 这些非极性残基的突变可能会影

响过渡态的稳定性，这些残基的突变，会一定

程度上导致催化效率的下降；这些发现对于理解

CD38 酶家族的催化机制以及相关生物学过程具

有重要意义。此外，对维生素 B3 的生物合成起

到指导和启示作用，也能为相关疾病的治疗和

药物开发提供新的思路。 
1.1.4  维生素 B5 

维生素 B5，又称泛酸(pantoate)，是一种人

体必需的微量元素[43]。它是辅酶 A (CoA)和酰

基载体蛋白(acyl carrier protein, ACP)的重要前

体，参与人类和动物的多种生物代谢[44-45]。若

摄入不足，可能引发记忆力减退、肾上腺功能

衰竭及关节炎等病症[46-47]。VB5 的合成首先需

要丙酮酸经过 4 种酶的催化得到缬氨酸

(valine)，在此基础上通过 3 种酶的催化得到泛

酸，并与 β-alaine 在 1 种酶的催化作用下得到。

其中丙氨酸 (β-alaine)可以由以下两个来源得

到：第一个来源是通过莽草酸途径得到精氨

酸，在此基础上通过一种酶的催化即可得到；另

一条途径是通过精氨酸 (arginine) 和脯氨酸

(proline) 的 代 谢 途 径 和 反 应 得 到 精 胺

(spermine)，最后再经过 2 种酶催化即可得到(图
2，浅紫色；附图见国家微生物科学数据中心，

登录号：SUB1720761294457)。 
基于 β-丙氨酸合成前体的差异，维生素 B5

的生物合成途径主要分为两大类：第一类途径

起始于天冬氨酸，涉及 5 种酶的催化；第二类

途径以精胺为起点，需经过 6 种酶的作用，综合

这两种途径，维生素 B5 的合成总共涉及 7 种不

同的酶。Tigu 等[48]通过在大肠杆菌中表达 6 种不

同来源的泛酸合成酶，发现来自谷氨酸棒杆菌

的泛酸合成酶具有最高的比活力和转换数；通过

在发酵对数早期添加底物(D-泛解酸和 β-丙氨

酸)，在 32 h 内产生 97.1 g/L 的 D-泛酸，转化率

达到 99.1%，生产率达到 3.0 g/L，是目前报道

的最高生产强度。Guo 等 [49]通过筛选关键基

因、构建异源途径、调整基因拷贝数、敲除内

源旁路基因、平衡 NADPH 的利用等方法构建

的酵母菌株 DPA171 在优化的进料批次发酵条

件下产生了 4.1 g/L 的 D-泛酸，这是迄今为止在

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中报道的最

高产量。Dibble 等[50]发现泛酸激酶 2 (PANK2)
催化维生素 B5 的第一步磷酸化反应，生成 4’-
磷酸泛酸(4’-phosphopantothenate)，是 CoA 合成

的速率决定步骤；研究表明，PANK2 的活性可

能受到细胞内 CoA 水平的反馈抑制调节：当细

胞内 CoA 水平充足时，PANK2 的活性可能降低，

从而减少 CoA 的合成。因此，PANK2 被认为是

维生素 B5 合成途径中的关键限速酶，能够调节

和维持细胞内 CoA 水平的稳定。 
所有参与维生素 B5 合成的酶都已经完成动

力学特性的研究，并且有 5 种酶已进行过改造

研究。例如，L-天冬氨酸-α-脱羧酶(L-aspartic acid- 
α-decarboxylase, ADC)是途径中的第 1 个酶，

ADC 可以将 L-天冬氨酸通过脱羧反应转化为 β-
丙氨酸。而 β-丙氨酸是维生素 B5合成过程中的

重要前体，Pei 等[51]先是对 3 种来源(大肠杆菌、

谷氨酸棒杆菌、枯草杆菌)的 ADC 进行了实验

表征，发现枯草来源的 ADC 相较于其他两种

来源显示出更高的特异活性和热稳定性，并专

门针对枯草来源的 ADC 通过非理性设计的方

法开发了一种高通量的 β-丙氨酸荧光测定法；
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通过对 4 000 种突变体的筛选，获得了 2 种高特

异性和高催化稳定性的变体，特异性和催化稳

定性分别提升 18%−22%和 29%−64%；最佳突变

体在 8 h内的 L-天冬氨酸转化产生的 β-丙氨酸比

野生型高出 50%，显示出在工业上利用生物法

生产 β-丙氨酸的巨大潜力。 
维生素 B5 合成的最后一个酶，泛解酸 β-丙

氨 酸 连 接 酶 (AMP 形 成 ) 又 称 泛 酸 合 成 酶

(pantothenate synthetase, EC: 6.3.2.1)催化泛酸和

丙氨酸与 ATP 的反应，生成泛酸、AMP 和焦磷

酸二酯。Jonczyk 等[52]对不同来源的酶(拟南芥

和大肠杆菌)进行了异构效应差异研究；结果表

明虽然它们序列上存在显著的相似性，并且都

是二聚体，但拟南芥来源表现出了明显的异构

效应，而大肠杆菌来源则几乎没有异构行为；为

了验证这一差异，研究人员通过半理性设计的方

法对拟南芥泛酸合成酶的亚单位接触区域进行了

突变，以达到弱化或改变其异构特性，但不影响

酶的二聚形态的目的；结果发现，这些突变导致

了拟南芥来源酶的异构效应明显减弱或改变，并

且发现拟南芥来源酶在低泛酸水平下具有更高的

催化效率，这可能与其异构效应相关；相比之

下，大肠杆菌来源酶在不同泛酸浓度下的催化行

为基本上没有变化。这些实验证据表明，选择和

维持拟南芥泛酸合成酶中特定亚单位的接触区

域，导致了与异构体互作相关的功能优化。这一

结果支持了植物中泛酸生物合成的异构体行为可

能在亚细胞分布上提供了选择性优势的假设。 
1.1.5  维生素 B6 

维生素 B6 存在 6 种可相互转化的吡啶化合

物形式，包括吡哆醇(pyridoxine, PN)、吡哆胺

(pyridoxamine, PM)、吡哆醛(pyridoxal, PL)、吡

哆醇 5-磷酸(pyridoxine 5’-phosphate, PNP)、吡

哆胺 5-磷酸(pyridoxamine 5’-phosphate, PMP)和
吡 哆 醛 5- 磷 酸 (pyridoxal 5’-phosphate, 

PLP)[53-55]，为多种生化功能所必需，其中大多数

与氨基酸生物合成和降解有关，维生素 B6参与调

节情绪、睡眠和食欲(与血清素的合成有关)以及

血压和心率(与多巴胺的合成有关)，其缺乏可能

会导致抑郁症、癫痫等神经精神性疾病[56-58]。维

生素 B6 的主要商品化形式为 PN，可以在体内

通过转化形成 PLP，从而在生物体中作为多种

蛋白质和酶的辅助因子发挥作用。已报道了两

种 VB6 从头合成途径：1-脱氧木酮糖 5-磷酸

(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate, DXP)依赖性途

径和 DXP 非依赖性途径。DXP 依赖性途径可以

通过 D-赤藓糖-4-磷酸(D-erythrose 4-phosphate, 
E4P)经过 7 种酶的催化得到 PLP；而 DXP 非依

赖性途径则是通过谷氨酰胺(L-glutamine)、核糖

5-磷酸 (ribulose-5p, R5P)以及甘油醛 3-磷酸

(glyceraldenhyde-3p, G3P)在一种酶的催化下得

到(图 1，棕色；附图见国家微生物科学数据中

心，登录号：SUB1720761294457)。 
大肠杆菌等多数革兰氏阴性菌主要通过

DXP 依赖途径进行合成，该途径共需要 7 种

酶，某些真菌和植物采用 DXP 非依赖途径合成

PLP，此途径通过 R5P、G3P 和谷氨酰胺在单一

酶催化下合成，维生素 B6 合成的途径中涉及的

酶类总计 8 种，Tian 等[59]通过转录组和代谢组

学分析，研究了吡哆醇与氨基酸以及TCA循环的

关系，通过发酵优化琥珀酸、氨基酸和碳氮比，

在分批补料发酵中使 PN 产量达到 1.95 g/L。除此

之外，Wang 等[60]利用伤寒沙门氏菌酸性磷酸酶

和大肠杆菌吡哆醇氧化酶作为途径酶，以 PN和

焦磷酸盐(pyrophosphate, PPi)为底物合成 PLP；
在双酶催化下，最优菌株 PLP 的产量最高达到

了 15 g/L 以上，产率为 1.02 g/(L·h)，这是目前

报道过的最高生产率。Hoshino 等[61]通过在野

生 型 苜 蓿 中 华 根 瘤 (Sinorhizobium meliloti) 
IFO14782 中 过 表 达 磷 酸 吡 哆 醇 合 成 酶
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（pyridoxine 5-phosphate synthase, PdxJ），7 d
内产生 362 mg/L 的吡哆醇，PdxJ 酶的活性较低

(kcat=0.07 s–1)，是维生素 B6生物合成途径中的限速

步骤，其催化的反应生成的中间产物 4-磷酸羟基-
苏氨酸(4-phosphohydroxy-L-threonine, 4HTP)具有

细胞毒性，因此成为维生素B6生物合成的主要瓶颈。 
维生素 B6 合成途径中已有 8 种酶完成动力

学性质研究，其中 3 种酶已经进行改造研究。例

如，吡哆醇 5ʹ-磷酸合酶(EC: 2.6.99.2, PdxJ)催化

1- 脱 氧 -D- 木 醛 糖 -5- 磷 酸 (1-deoxy-D-xylulose 
5-phosphate)与 3-氨基-2-氧丙基磷酸(3-amino-2- 
oxopropyl phosphate)的成环反应，是 DXP 依赖

途径进入维生素 B6 (PNP 形式)补救路线的最后

一个酶，也是 VB6 合成途径中的主要限速酶之

一。为了更好地发挥 PdxJ 酶拉动上游产物往下

游产品的推动作用，Liu 等[16]利用基于计算的迭

代饱和突变策略，对 PdxJ 酶进行多轮的迭代设

计与组合，单点、双点和三点突变的最高产量逐

步提升，直到第 4 轮最优组合产量不再提升时

终止迭代，构建了 200 多个突变的实体库，最终

获得的三点突变体 E104T/I218L/G194C (LL239)
的菌株产量比对照菌株提高 18 倍；除此之外，

研究人员还继续对途径中的其他酶进行筛选设

计，并通过代谢迭代优化，将产量从几毫克每升

提升到 1.4 g/L；该研究通过系统性地对 DXP 依赖

途径上几乎所有酶进行优化设计，为维生素 B6的

生物合成开辟了新的思路，也为其他产品的生物

催化提供了可行的指导方案。 
吡哆醛 5'-磷酸氧化酶(EC: 1.4.3.5)催化吡哆

醛 5'-磷酸与氧气发生反应，生成过氧化氢和吡

哆醛 5'-磷酸，是维生素 B6 (PLP 形式)合成过程

中的最后一步。Gu 等[62]探讨了赖氨酸乙酰化对

大肠杆菌吡哆醛 5'-磷酸氧化酶(EcPNPOx)活性

的调节作用，使用质谱技术筛选了大肠杆菌的蛋

白质乙酰化修饰，并鉴定出乙酰化的 EcPNPOx

蛋白中的两个赖氨酸残基，并在此基础上通过半

理性设计对 K72 进行定点突变分析，研究证明

乙酰化的赖氨酸残基在蛋白质的酶活性和酶学

特性中起着重要作用；此外，还发现在体外条件

下，EcPNPOx 可以被乙酰磷酸非酶类乙酰化，

而 CobB 是一种蛋白质去乙酰化酶，也称为乙

酰赖氨酸酶，它在细胞中起到去除蛋白质上的乙

酰基修饰的作用，并可以被 CobB 蛋白进行去

乙酰化修饰；该研究还比较了乙酰化和去乙酰化

的 EcPNPOx 的酶活性，结果显示乙酰化会导致

其酶活性的降低，而 CobB 蛋白的去乙酰化修

饰可以恢复其酶活性。 
吡哆醛 5ʹ-磷酸合酶(兼具谷氨酰胺水解功

能，EC: 4.3.3.6)，是 DXP 非依赖途径所需要的

酶，包括 Pdx1 和 Pdx2 两个亚基。Pdx2 的主要

功能是水解谷氨酰胺产生游离的氨基。Pdx1 具

有合成功能，可以利用 R5P 和 G3P 以及 Pdx2
提供的氨基，直接合成维生素 B6 (PLP 形式)。
Moccand 等[63]利用半理性设计的方法，通过酶

活测定、酶的动力学性质和突变研究发现，在维

生素 B6 的合成过程中，Pdx1 的亚基与三糖底物

结合并参与反应的后半部分，这个部分负责将

氨与吡哆醛磷酸结合，形成活性的 PLP，而被

发现的这个催化位置又被称为 P2 位点；并通过

突变和活性分析证明了 P2 位点对 PLP 合成的催

化作用，特别是对 G3P 的结合和催化；同时研

究还发现产物的释放还需要由依赖吡哆醛磷酸

的酶而触发；此外还证明了位于 Pdx1 C 端的  
一个精氨酸残基(R288)在调节该复杂蛋白机制

的协同作用中起着重要的作用；该项研究阐明了

DXP 非依赖途径的维生素 B6 生物合成的多个机

制，为深入理解这一过程提供了证据，对维生

素 B6 的生物合成过程具有重要意义，同时为开

发针对依赖此途径的病原体的药物提供了潜在

的治疗机制。 
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1.1.6  维生素 B7 
维生素 B7，也称为生物素，作为各种羧化

酶和脱羧酶的辅因子，在多种生化功能中发挥

着关键作用，包括碳水化合物、脂肪酸和氨基

酸的代谢[64-65]，因此，生物素在饮食中具有至

关重要的作用。生物素依赖性羧化酶如丙酮酸

羧化酶(pyruvate carboxylase, PC)、3-甲基巴豆

酰 辅 酶 A (3-methylcrotonyl-coA carboxylase, 
MCC) 和 丙 酰 辅 酶 A 羧 化 酶 (propionyl-coA 
carboxylase, PCC)功能障碍与危及人类生命的疾

病有关[66]。VB7 的生物合成需要从乙酰辅酶 A
经过 4 个酶催化到长链酰基辅酶 ACP，然后经

过两个酶催化得到 8- 氨基 -7- 氧代壬酸酯

[(8S)-8-amino-7-oxononanoic acid, KAPA]，这里

8- 氨基 -7- 氧代壬酸酯还可以通过由庚二酸

(pimelate)被两种酶催化所得到，最后再经过 3 种

酶催化生成 VB7 (图 1，浅红色，国家微生物科学

数据中心，登录号：SUB1720761294457)。 
维生素 B7 的生物合成可通过以下 4 种主要

途径实现：第一种为经由 BioF 为起始的途径，

该途径需要 5 种酶；第二种为途径 BioU 的途径，

需要 4 种酶；第三种为 BioI 途径，需要 5 种酶；

第四种为 BioW 途径，需要 5 种酶。这些途径中

涉及的酶类总计有 9 种，早在 1995 年 Masuda
等[67]通过构建和优化重组菌株以及调整培养条

件等方式将生物素产量提升到 600 mg/L。Clack
等[68]通过化学诱变实验，降低了易变假单胞菌

(Pseudomonas mutabilis)中生物素的负反馈调

节，并通过引入表达载体和优化发酵条件来增

加生物素产量，最后使其产量达到 15 g/L，尽管

专利中报道的产量较高，但缺乏后续研究。在

B. subtilis 中，生物素合成酶(BioC、BioB、BioA、

BioK)受到 S-腺苷-L-甲硫氨酸(SAM)副产物的强

烈抑制[69]。这些酶对 SAM 的需求量很高，尤其

是 BioB，其 kcat 值仅仅为 0.12 min–1[70]。 

在维生素 B7 的合成过程中，有 5 种酶已完

成动力学特性研究，2 种酶进行过改造研究。例

如，腺苷甲硫氨酸-8-氨基-7-氧代壬酸转氨酶又

称 7,8-二氨基壬酸合酶 (7,8-diaminopelargonic 
acid (DAPA) synthase, EC: 2.6.1.62)，通过催化

作用将 S-腺苷基-L-甲硫氨酸的一个氨基基团转

移给 8-氨基-7-氧代壬酸，形成 S-腺苷基-4-甲硫- 
2-酮丁酸(S-adenosyl-4-methylthio-2-oxobutanoate)
和 7,8-氨基壬酸(DAPA)，是 VB7 合成途径的倒

数第 3 个酶。为了探究其活性中心催化残基的

催化机制，Sandmark 等[71]通过多序列比对方法

找出保守残基，并进行突变研究；结果表明，与

野生型酶相比，突变体 Y17F 和 Y144F 与底物

DAPA 的反应速率分别降低了约 99.92%和

99.97%，但是突变体的晶体结构中活性位点处

并没有显示显著变化；这两个氨基酸残基可能在

识别 DAPA 底物和催化反应中发挥作用而不影

响结构；与前两个突变不同，D147N 突变后并

没有检测到催化活性，并且活性位点的结构发

生了显著变化，表明该残基在结构上起着重要

的作用；在研究的 4 个氨基酸残基中，只有

Y144 和 R253 在 DAPA 合酶的氨基酸序列中严

格保守，证明催化过程中对催化作用至关重要

的活性位点氨基酸残基不一定保守，表明在进

化过程中，同一酶可能会出现不同的高效催化

解决方案。 
脱硫生物素合酶(DTBS, EC: 6.3.3.3)催化

ATP 、 7,8- 氨 基 壬 酸 (DAPA) 和 CO2 ， 生 成

ADP、磷酸和脱硫生物素，这是生物素合成途

径上的倒数第 2 步。Salaemae 等[72]研究发现，

MtDTBS (结核分枝杆菌来源 )不仅可以利用

ATP、CTP、GTP、ITP、TTP 或 UTP，且具有

相似的 Km 值和 kcat 值，与其他 DTBS 同源物种

主要通过嘌呤碱基和关键天冬氨酸的羧基酰胺

侧链之间的氢键结合而优先结合 ATP 的情况不
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同，为了探究其中差异，作者通过对大肠杆菌

DTBS 中的 D175 进行了半理性设计，发现了

175 调控的门控作用，排除了除 ATP 外的其他

核苷酸三磷酸的结合。这项研究为 MtDTBS 具

有广泛的核苷酸特异性提供了证据，也为 ATP
的特异性结合提供了设计思路。  
1.1.7  维生素 B9 

维生素 B9，亦称叶酸，属于水溶性 B 族维

生素[73]。叶酸普遍以聚谷氨酸形式存在，其生

物活性形式为四氢叶酸[74]，在某些器官和骨髓

的细胞分裂和创造过程中发挥重要作用。叶酸

的一个关键功能是有助于子宫内胎儿的脊髓和

神经系统的形成。与其他 B 族维生素相似，叶

酸有助于促进体内能量的生成[73]。VB9 的生物

合成需要通过磷酸戊糖途径生成 PRPP，再通过

3 种酶催化得到 GTP，然后通过多种酶催化得

到关键前体 7,8-二氢蝶酸(dihydropteroate) (此处

的前体也可以通过分支酸由两种酶催化得来)，
然后通过一种酶生成叶酸的活性形式四氢叶酸

(图 1，灰色；附图见国家微生物科学数据中心，

登录号：SUB1720761294457)。 
维生素 B9 的生物合成主要通过三种途径 

进行：第一种途径起始于 GTP，涉及 10 种酶；

第二种途径由ribA和 trpF基因介导，涉及9种酶；

第三种途径由磷酸核糖焦磷酸合酶 (PTPS)介
导，涉及 7 种酶，总计涉及 14 种不同的酶。其

中酵母菌(Ascoidea gossypii)是一种丝状真菌，其

天然菌种可合成 40 μg/L 的叶酸，经代谢工程处

理后可达 6 595 μg/L，是当时报道的最高值[75]。

此外，Schmitz等[76]发现一个名为“Power-to-Protein”
的两阶段技术，该技术利用可再生电力和二氧

化碳来生产微生物蛋白的同时可以生产 6.7 mg/ 
100 g 生物质，实现了零或负的净碳排放。

Blancquaert 等[77]通过过表达限速酶氨基脱氧柯

里斯酸合成酶 (aminodeoxychorismate synthase, 

ADCS)和 GTP 环化水解酶 I (GTPCHI)，成功将

水稻中的叶酸含量提高了 150 倍，并增强了其在

储存期间的稳定性。 
目前，其中 10 种酶已完成动力学特性研

究，4 种酶进行过改造。例如，二氢叶酸还原酶

(EC: 1.5.1.3, dihydrofolate reductase, DHFR)，该

酶利用 NADPH 催化 7,8-二氢叶酸(DHF)的立体

选择性还原，将其转化为 5,6,7,8-四氢叶酸

(THF)，是维生素 B9 合成过程中的最后一个酶。

为了探究大肠杆菌 DHFR 中不同环结构(loops)之
间的相互作用，以及环结构中残基的删除对酶

结构稳定性和催化活性的影响。Horiuchi 等[78]通

过半理性设计的方法，选择了 4个不同环中被认

为在催化中具有重要调节作用的残基 R52 
(αC-βC 环 )、G67 (βC-βD)、G121 (βF-βG)和
A145 (βG-βH)，进行单点删除突变体的构建；发

现除 αC-βC 环中的 52 号突变体缺失没有降低酶

的折叠自由能外，其余单残基缺失突变体显示

出明显的稳定性降低；此外，双缺失突变体的研

究表明 αC-βC 环与 βF-βG 环和 βG-βH 环在稳定

性方面存在非加性耦合；对 αC-βC 环或 βC-βD
环进行单个缺失会导致酶活性显著降低，证明

这些环与活性位点附近的残基之间存在耦合；最

终证明这四个环在功能上的相互依赖性，为理

解该酶的催化机理提供了实验基础。 
7,8- 二 氢 蝶 啶 醛 缩 酶 (EC: 4.1.2.25, 

7,8-dihydropteridine aldehyde dehydratase, DHNP 
aldolase)，该酶催化 7,8-二氢蝶啶 (DHNP)为
6-(羟甲基)-7,8-二氢蝶啶(HP)，是维生素 B9合成

过程中重要的中间步骤。Wang 等[79]通过半理性设

计的方法，对来自甲烷古菌(Methanocaldococcus 
jannaschii)的 DHNP aldolase 进行了研究；结果

显示，M. jannaschii的 DHNP aldolase在 70 ℃下

具有高催化能力(kcat/Km 值大于 105 L/(mol·s))，
但在室温下的催化速率为 0.07 L/(mol·s)与细菌的
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DHNP aldolase 相当；研究还推测了可能参与催

化的关键氨基酸残基，包括 E25、H35、Q61 和

Y78，并通过点突变验证了这些残基对催化活

性的重要性；研究提出，在缺乏催化碱基基团赖

氨酸的情况下，水分子可能作为碱基体，严格

保守的 H35和 Q61残基用于调节水分子的碱性；

此外，Y78 被证明对催化过程很重要，Y78F 的

突变使得 kcat/Km 值降低了 2 个数量级；另外，

E25 在底物结合中发挥重要作用，E25Q 的突变

导致 Km 值增加超过 25 倍；研究揭示了古细菌

DHNP aldolase 独特的结构和催化机制，不仅丰

富了对 DHNP aldolase 进化轨迹的认识，也为维

生素 B9 生物合成路径的研究提供了参考。 
1.1.8  维生素 B12 

维生素 B12，也称作钴胺素，是唯一含有金

属元素的维生素，属于一类含钴的复杂有机化

合物 [80]，是目前已知的最大且结构最复杂的  
维生素分子。维生素 B12缺乏可导致骨髓增生异

常前期综合征，特征为环形铁粒幼细胞形成增

多[81]，以及恶性贫血、记忆力减退、精神忧郁

等疾病。VB12 的生物合成首先从 2-oxoglutarate
出发，通过 7 个酶的催化，得到尿卟啉原Ⅲ 
(urogenIII)，在 1 种酶的催化下得到前咕啉-2 
(precorin2)，然后通过 10 种或 11 种酶的催化得

到钴 (II)铁血红素 a,c 二酰胺 [Cob(II)yrimate 
a,c-diamide]，再通过多种酶的催化得到腺苷基

钴胺酸 -GDP (adenosylcobinamide-GDP)，最后

与 VB2 的 代 谢 产 物 α- 核 黄 素 核 糖 苷

(alpha-ribazole)在一种酶的催化下得到 VB12 (图
1，橙色；附图见国家微生物科学数据中心，登

录号：SUB1720761294457)。 
维生素 B12的生物合成可以分为有氧途径和

厌氧途径两种形式，两种途径的主要区别在于

Cob(II)yrinate diamide 前体的合成过程中酶的需

求不同，厌氧途径涉及 13 种酶，而有氧途径涉

及 11 种酶，两种途径在后续合成阶段均需 8 种

酶，总体来看，维生素 B12的合成过程涉及 31 种

不同的酶。Liu 等[82]利用 16S rRNA 和全基因组

系统发育树分析以及平均核苷酸同一性比较，

确 认 了 高 产 VB12 的 S305 菌 株 为 Ensifer 
adhaerens；通过转录组测序和 KEGG 卟啉代谢

途径的富集分析，发现了 S305 菌株中多个基因

的显著上调或下调，特别是 cobA和 cobT基因的

过表达与 VB12 产量增加相关，将 cobA 和 cobT
基因整合到 S305 菌株中后，其 VB12 产量从

176.6 mg/L 提高到 245.6 mg/L。Kang 等[17]通过

敲除或部分敲除 cysG 基因来构建不同的大肠杆

菌菌株，以减少内源途径对合成途径的干扰。例

如，HBA2 菌株(ΔcysG)相比 HBA1 菌株(未敲除

cysG)在合成 HBA 时显示出更高的产量，这表明

通过减少 CysG 酶的活性，可以提高维生素 B12

合成途径中 HBA 的合成效率。 
维生素 B12 生物合成过程中的 28 种酶已进

行动力学特性研究，11 种酶经过改造研究。例

如，烟酸-核苷酸-二甲基苯并咪唑磷酸核糖基转

移 酶 (nicotinate-nucleotide-dimethylbenzimidazole 
phosphoribosyltransferase, CobT)，该酶通过与

底物 NaMN 前体或 NAD+发生反应，将辅酶 B12的

配体基团1,4-二甲氧基苯(5,6-dimethylbenzimidazole, 
DMB) 活 化 为 α- 核 糖 基 苯 并 咪 唑 磷 酸

(α-ribazole-phosphate, α-RP)或 α-5,6-二甲基苯并

咪唑腺苷酸二核苷酸(α-DMB adenine dinucleotide, 
α-DAD)，这些活化产物是辅酶 B12 生物合成途

径中后续反应所需的中间产物。为了深入了解

CobT 酶在 VB12 生物合成中的功能，Claas 等[83]

通过突变分析发现了一类无法在基因内互补实

验中恢复 VB12 生物合成的 CobT 突变体(称为 M
类)；为解析 M 类 CobT 突变体导致功能丧失的

原因，作者结合野生型CobT酶的结构数据，确

定了 3 个 M 类 CobT 突变体，并进行了体内和
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体外的功能分析；结构引导的定点突变实验结果

表明，G257D 和 G171D 突变体对 5,6-二甲基苯

并咪唑(DMB)的亲和力降低，或者 DMB 进入活

性位点的通道受到限制；C160A 突变使酶的催化

效率降低了 80%，最终证明报道的 M 类 CobT 突

变体在基因内互补实验中无法互补的原因可能是

因为蛋白质不稳定，或者两个突变的 CobT 蛋白

质形成二聚体，抑或是由于残余活性非常低。该

研究为设计和开发抗菌药物以及改良工业生产中

的 VB12生物合成过程提供了理论基础和指导。 
咕啉类腺苷转移酶(corrinoid adenosyltransferase, 

CobA)的催化分为 3 个步骤： (1) 辅基腺苷化的

第一步是通过电子转移将辅基中的 Co(III)还原

为 Co(II)。在存在二氢黄素核苷酸或还原的黄

素蛋白的情况下，这个步骤可以非酶催化地发

生；(2) Co(II)被辅基腺苷转移酶结合，从而使辅

基的下位配体被芳香残基所取代。与自由化合

物相比，四配位的 Co(II)中间体的还原电位提

高了约 250 mV，使其达到生理范围。然后，从

自由的二氢黄素或还原的黄素蛋白的辅基中发

生第二次单电子转移，将其还原为 Co(I)；(3) 
Co(I)对 ATP 的腺苷基进行亲核攻击，导致脱氧

腺苷基的转移，同时将钴原子氧化为 Co(III)
态。反应涉及 2 个 ATP、2 个二氢卟吩酸氨基甲

酰 胺 [Cob(II)yrinate a,c diamide] 和 还 原 型

NADPH- 血 红 素 蛋 白 还 原 酶 (reduced 
NADPH-hemoprotein reductase)，是合成维生素

B12 的重要步骤。Moore 等[84]通过对沙门氏菌属

肠杆菌(Salmonella enterica)中 CobA 酶与 ATP、
四配位 cobalamin 和五配位 cobalamin 形成的复

合 物 的 晶 体 结 构 进 行 分 析 ， 首 次 提 供 了

cob(II)alamin 存在于 CobA 活性位点的晶体学证

据；该结构揭示了一个机制，其中该酶采用闭合

构象，并且两个氨基酸残基 F91 和 W93 与

cobalamin 的核苷酸配体 DMB 相互作用，从而

生成临时的四配位 cobalamin，这对于 adoCbl 
Co−C 键的形成至关重要；通过对 F91 和 W93
的体内和体外突变分析验证了活性位点中较大

疏水侧链残基的重要作用。这项研究为理解酶

催化的 cobalamin 生物合成和相关代谢途径的反

应机制提供了重要见解。 
1.1.9  维生素 C 

维生素 C，也称为 L-抗坏血酸(L-ascorbic 
acid, LAA)，是体内多种酶反应的重要辅助因

子[85]，也是一种有效的抗氧化剂。维生素 C 的

缺乏会导致免疫力受损，从而更容易受到疾

病的感染，甚至可能会导致坏血病等严重的

疾病[86]。维生素 C 的合成有以下两条路径：第

一条可以通过葡萄糖-6-磷酸(glucose-6p)，在 4 种

酶的催化作用下生成 UDP-葡萄糖(UDP-glucose)，
并在此基础上通过 7 种酶的催化作用生成维生

素 C；第二条则是通过果糖-6-磷酸(fructose-6p)
在 3 种酶的催化下生成鸟苷二磷酸-D-甘露糖

(GDP-D- mannose, GDD)，最后在 5 种酶的催化

下生成维生素 C (图 1，黄绿色；附图见国家微生

物科学数据中心，登录号：SUB1720761294457)。 
维生素 C 的生物合成途径包括植物和动物

途径，分别涉及 5 种和 7 种酶，总计 12 种不同

的酶。高媛等[87]在 5 L 生物反应器中利用 E. coli

菌株过表达功能性的山梨糖 /山梨酮脱氢酶，

并优化了催化条件，以重组表达吡咯喹啉醌

(pyrroloquinoline quinone, PQQ)，他们采用全

细胞催化法生产 2-酮戊二酸 (2-ketoglutaric 
acid, 2-KGA)，以 L-山梨糖为底物，产量达到了    
72.4 g/L，底物转化率为 71.2%，生产强度为

1.57 g/(L·h)。Sauer 等[88]通过过表达酿酒酵母中

的 D-阿拉伯糖脱氢酶和 D-阿拉伯糖酸内酯氧化

酶，成功提升了维生素 C 的产量。 
在维生素 C 的合成研究中，已有 10 种酶的

动力学特性得到详细的研究，6 种酶经过改造
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以提高其效率或性能。例如，UDP-葡萄糖 6-脱
氢酶(UDP-glucose 6-dehydrogenase, UGDH)，该

酶催化 UDP-葡萄糖与水分子以及 2 分子 NAD+

发生反应，生成 UDP-葡萄糖醛酸、2 分子

NADH 和 2 分子氢离子，是合成维生素 C 过程

中的重要前体物质。为了深入了解 UGDH 的结

构与功能之间的关系，并探索不同构象对其活

性和细胞功能的影响，Hyde 等[89]通过半理性设

计的方法引入了突变体，获得了除天然四聚体

形式外的二聚体(T325D)和六聚体(T325A)的形

式，并对其活性和细胞功能进行了评估；作者发

现，只有动态的 UGDH 六聚体能够支持细胞的

正常功能，而二聚体形式的 UGDH 在体外和体

内的活性都降低。此外，研究还发现，通过稳

定 UGDH 的六聚体结构可以调控其活性，这可

能为癌症和其他疾病的治疗提供了新的选择。

这些研究都为深入了解 UGDH 的聚合形式提供

了可靠的基础。 
L-半乳糖内酯脱氢酶(EC: 1.3.2.3, galactose 

dehydrogenase, GALDH)，该酶催化 L-半乳糖酮- 
1,4-内酯的氧化反应，将其转化为 L-抗坏血酸，

在植物中，这是维生素C合成的最后一步。为了

研究 GALDH 的催化机制，Leferink 等[90]通过位

点导向的突变实验，阐明了该酶活性中心两个

关键氨基酸残基的作用，揭示了该酶的催化机

制，并提供了维生素 C 生物合成途径的证据；

研究发现，R388 对稳定 FAD辅因子的阴离子形

式非常关键，替换精氨酸 388 会大大降低

GALDH 与亚硫酸盐形成加合物的能力，表明

精氨酸 388 靠近 FAD 的异卟啉环可稳定 FAD 的

阴离子半氧化还原态；此外，E386 参与底物的

结合和正确的催化配位。用天冬氨酸取代谷氨

酸 386后，GALDH对 L-半乳糖-γ-内酯的专一性

降低，对 L-古洛糖-γ-内酯的催化效率提高。该

研究揭示了 GALDH 催化机理中两个氨基酸残

基的重要作用，为维生素C的生物合成路径提供

了证据，这项研究有助于理解维生素 C 在植物线

粒体功能和抗氧化系统中的重要作用。 
1.2  脂溶性维生素 
1.2.1  维生素 A 

维生素 A 是一种重要的脂溶性维生素，也

被称为视黄醇。它在人体中发挥着多种关键的

生理功能。维生素 A 有两种存在形式：预维生

素 A(如 β-胡萝卜素)和活性形式的维生素 A(视
黄醇)。维生素 A 对于人类和动物是必需的营养

素，它们主要通过饮食摄取。维生素 A 的来源

分为两类：一是动物源食品，这些食品中含有

直接可用的视黄醇或其酯化形式，或是可以转

化为视黄醇的类胡萝卜素；二是植物源食品，

尤其是富含类胡萝卜素的水果和蔬菜，这些类

胡萝卜素在体内可被转化为活性形式的维生素

A。维生素 A 的合成过程首先涉及两个关键前

体 ： 丙 酮 酸 (pyruvate) 和 D- 葡 萄 糖 -3- 磷 酸

(D-glyceraldehyde-3-phosphate)。在 1-脱氧-D-木
糖醇-5-磷酸合酶(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate 
synthase, DOXP synthase)的作用下，这两个分

子通过缩合反应形成中间产物 1-脱氧-D-木糖醇- 
5-磷酸(1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate, DOXP)。
接着，DOXP 经过一系列反应转化为长链异戊烯

二磷酸，再经过另外 10 种酶的催化反应，最终

生成 β-胡萝卜素(图 1，紫红色；附图见国家微生

物科学数据中心，登录号：SUB1720761294457)。
值得注意的是，β-胡萝卜素具有两种异构形

式：全反式和顺式。胡萝卜素的两种异构体，

即全反式和部分反式异构体，它们可以通过同

一种酶——β-胡萝卜素合酶(β-carotene synthase)
催化完成。β-胡萝卜素合酶通过特定的反应机

制，将戊二烯基二萜二磷酸 (geranylgeranyl 
diphosphate, GGPP)的碳链逐渐延长并形成双

键，从而合成 β-胡萝卜素的结构。在这个合成

过程中，β-胡萝卜素合酶并不直接控制异构体的

形成，而是通过反应条件、底物浓度和环境因

素等来调节异构体的比例[91]。 
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维生素 A 的生物合成涉及 6 种酶。Larroude
等[92]在解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)中过表

达异源胡萝卜素合成酶，从而高效产生 β-胡萝

卜素；经过筛选最佳启动子组合得到的工程菌株

在发酵过程中产量为 1.5 g/L；通过优化发酵条

件，并采用补料分批发酵方式，进一步提高了

β-胡萝卜素的产量，达到 6.5 g/L。Yoon 等[93]通过

基因表达差异、酶活性比较、代谢途径优化、温

度敏感性的实验证明了 CrtE、CrtB 和 CrtI 为类

胡萝卜素途径中的限速酶，其活性和表达水平

直接影响了整个途径的代谢通量和最终产物的

产量，通过优化 CrtE、CrtB 和 CrtI 的表达和功

能，可以提高类胡萝卜素的生物合成效率。 
目前关于维生素 A 合成所涉及的酶动力学

特性研究较为有限，其中 3 种酶的动力学性质已

被研究，仅 1 种酶进行过改造研究。例如，ζ-胡
萝 卜 素 去 饱 和 酶 (EC: 1.3.5.6, CrtI) 催 化

7,9,9-tricis-neurosporene 的脱氢反应，为了揭示类

胡萝卜素生物合成路径进化过程中的 CrtI 酶功

能改变机制，Stickforth 等[94]发现在凝胶柱状菌

(Rubrivivax gelatinosus)等紫色细菌中，该酶能

够同时催化三步和四步脱饱和反应，产生神经

孢烯和番茄红素，从而在类胡萝卜素合成途径

中形成双重分支；研究人员通过非理性设计的方

法构建了两个不同的突变库来筛选突变体，最

后发现 L208 氨基酸的蜕变对酶的功能、特异性

和选择性起着关键的作用，208 位氨基酸位于跨

膜区的高度亲疏水环境中，根据 topological 模

型预测，该区域可能靠近活性中心，并与底物

产生亲水性相互作用；对 208 位氨基酸的不同替

换(丙氨酸和苯丙氨酸)导致CrtI对神经孢氮素的

亲和力发生显著改变，这与产物分布的改变一

致。这项研究首先满足了对指定产物的 CrtI 突

变体的获得需求，同时从蛋白功能演化和分子

设计的角度深入研究了单点突变对酶催化特性

改变的原理，为类胡萝卜素和维生素 A 的生物

合成调控提供了参考。 
1.2.2  维生素 D 

维生素 D 是一种脂溶性维生素，对促进人

体钙和磷的吸收及利用至关重要，并有助于维

持血钙和血磷的正常水平，有助于骨骼的形成、

和发育。维生素 D 还参与调节骨骼中钙和磷的

平衡，促进成骨细胞的活动，具有抗佝偻病的

活性。其中，胆钙化醇(维生素 D3)和麦角钙化

醇(维生素 D2)是维生素 D 的两种主要形式[95]。

维生素 D3 主要在阳光的作用下在人体皮肤中合

成，而维生素 D2 则需要完全从外部获取。维生

素 D3的合成首先经过丙酮酸和 D-葡萄糖-3-磷酸

通过 DOXP 合酶的催化发生缩合反应，形成

DOXP。接着，经过 6 种酶的催化反应，形成

(S)-2,3-epoxysqualene。然后，通过另外 12 种酶

的作用，从 7-脱氢胆固醇(7-dehydrocholesterol, 
7-DHC)生成维生素 D3。此外，通过紫外线光子触

发的光化学反应，将 7-DHC 通过 3 种酶的转化，

形成前维生素 D3。最终，维生素 D3 被运输至肝

脏，由 CYP2R1 酶催化转化为 25-羟基维生素 D3 
[25(OH)D3]，这是维生素 D3 的主要循环形式，并

被进一步运输至肾脏及其他组织以供利用[96-97]。

维生素 D2的合成前体是麦角固醇[98]，与维生素 D3

一样需要经过中间体(S)-2,3-epoxysqualene，随后

经过 15 种酶生成，这一过程不需要中间体

7-DHC (图 1，蓝绿色；附图见国家微生物科学

数据中心，登录号：SUB1720761294457)。 
维生素 D 的生物合成分为维生素 D2 和维生

素 D3 两种形式，分别涉及 18 种和 16 种酶，且

最终均需光照以转化为其活性形式，此过程中总

共涉及 23 种不同的酶。Tan 等[99]通过优化麦角

甾醇的发酵参数，发现溶解氧可作为有效的酵

母补料分批发酵的控制参数。当溶解氧控制在

(12±1)%时，采用脉冲补料法，麦角甾醇的总收

率可达 1 160 mg/L。 
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在维生素 D 合成途径中，已有 7 种酶的动

力学特性研究完成，同时有 2 种酶进行过改造研

究。例如，甾醇 24-C-甲基转移酶(EC: 2.1.1.41, 
24-SMT)催化 S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl-L- 
methionine, SAM)和酵母甾醇(zymosterol)之间

的化学反应。在这个过程中，SAM 作为甲基供

体，将甲基基团转移给酵母甾醇，形成 S-腺苷

L- 同 型 半 胱 氨 酸 (S-adenosyl-L-homocysteine, 
SAH)和胆甾固醇(fecosterol)。Liu 等[100]对布氏

锥虫(Trypanosoma brucei)来源的 SMT (TbSMT)
进行了研究，并揭示了其催化机制及与其他甾

醇 C-24-甲基化酶的差异；通过探讨该酶催化的

多种麦角甾烷类化合物的生成途径，并通过突

变实验和分子模拟揭示了关键酪氨酸残基(Y66)
在催化反应中的作用，研究结果表明，该酶与

其他已知的 24-甲基转移酶具有不同的活性位点

结构和更大的底物适应范围，并推测 TbSMT 酶

可能是一种原始类型的 24-甲基转移酶。该研究

为开发寄生虫特异性抑制剂奠定了基础，也拓

展了对甾醇 C-24-甲基化酶家族的认识。 
维生素 D3羟化酶(EC: 1.14.14.24, Vdh)催化维

生素 D3转化为 25-羟基维生素 D3 (calcidiol，维生

素 D3 的活性形式)，这是一种血浆中最丰富的维

生素D形式。Fujii等[101]从放线菌(Pseudonocardia 

autotrophica)中分离获得一种可以水解维生素

D3 的新酶——维生素 D3 羟化酶，并对其生化性

质进行了研究；研究人员首先确定了该酶的氨基

酸序列并克隆了编码该酶的基因 vdh，并表征

了 Vdh 的酶活性参数，发现其对维生素 D3 的 
25 位羟基化活性高于当时已报道的其他细胞色

素 P450 酶；随后通过非理性设计的方法(随机突

变+饱和突变 )获得了 4 个单点最优的突变

(T70R、V156S、E216A 和 E384R)，并进行组

合评估和氨基酸替换，最终得到 Vdh-K1 突变体

(T70R/V156L/E216M/E384R)；Vdh-K1 突变体的羟

化活性达到野生型的 21.6 倍，Vmax 值提高 6 倍以

上，达到(19 823±307) mmol/(min·mol)，Km 值上

升至(32.3±1.5) μmol/L。该研究为维生素 D3 活性

代谢产物的微生物转化合成提供了新的见解。 
1.2.3  维生素 E 

维生素 E 包括 8 种异构体分子，统称生育酚

或生育三烯酚，仅由光合生物如植物和藻类合

成[102]。维生素 E 缺乏可损害 T 细胞和 B 细胞的

免疫功能[98]。生育酚有 4 中不同的化合物形式，

分别称为 α、β、γ 和 δ 生育酚[12]。它在人体内不

能合成，因此只能通过饮食方式进行补充。尽

管植物中的维生素E以生育酚混合物形式存在，

但 α-生育酚因在人体内具有优先保留和分布的

特性，展现出最高的生物活性[103]。α-生育酚和

β-生育酚都可以经过 D-赤藓糖-4-磷酸(E4P)和磷

酸烯醇式丙酮酸(phosphoenolpyruvate, PEP)在多

个酶的催化下生成分支酸(chorismate)，随后通

过 5 个酶的催化生成邻苯二酚(homogentisate)，
邻苯二酚与 GGPP 共同生成 6-香叶基-2-甲基   
苯 -1,4- 二 醇 (2-methyl-3-gallol-1,4-benzoquinone, 
MGGBQ)，最后 α-生育酚需要经过 3 种酶进行

合成，而 β-生育酚只需要 2 种酶催化即可生

成。此外，α-生育酚还有另外一条合成路径，

Homogentisate 并非与 GGPP 共同生成，而是与

GGPP 的下一步酶催化形成叶酸单甲酯二磷酸

(phytyl-pp)。phytyl-pp 与其他化合物共同生成 2-甲 
基-6-叶酸单甲酯喹啉(2-methyl-6-phytylquimol)，并

通过 2 种或 3 种酶的催化作用最终形成 α-生育

酚(图 1，黄色；国家微生物科学数据中心，登

录号：SUB1720761294457)。 
维生素 E 的生物合成主要分为 α-生育酚

(alpha-tocopherol)和 β-生育酚(beta-tocopherol)的
合成，其中 α-生育酚需要 4 种酶进行合成，β-
生育酚需要 3 种酶进行合成。Shen 等[104]通过将

来自光合生物的异源基因与内源性莽草酸途径



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2588 

和甲羟戊酸途径相结合，构建了生产生育三烯

醇的酿酒酵母；经过识别和消除代谢瓶颈并增加

前体供应，并设计了一个冷冲击触发温度控制

系统，有效地控制了两阶段发酵，最终生产出

320 mg/L 的生育三烯醇。在 7 种相关酶类中，编

号为 EC: 2.5.1.116、EC: 2.1.1.95 和 EC: 2.5.1.115
的 3 种酶已完成动力学性质研究，然而目前还

没有酶进行过动力学性质改造。这可能与目前

维生素 E 的生产方式主要以化学法和植物油提

取法为主，且生物发酵法进展缓慢有关。但

是，通过对生产酶进行组合优化，利用生物法

合成其关键前体法尼烯已经有了巨大突破，可

实现通过生物+化学半合成方法进行维生素 E 的

生产[105-106]。因此，未来完全有可能通过生物催

化的方式进行维生素E的生产，并且在这些途径

中所涉及酶的改造上，仍有很大的提升空间。 
1.2.4  维生素 K 

维生素 K 是一种脂溶性维生素，对维持骨

骼健康、血管钙化调控及血液凝固等生理功能

至关重要[107]。维生素 K 主要有 3 种生物活性形

式，其中 2种是从天然来源获得的维生素K1 (叶
绿醌 /植酮二酮 )和维生素 K2 (甲基萘醌，

MK7)，另一种是由实验室合成的维生素 K3 (甲
萘醌)。维生素 K 有两种膳食来源：植物来源和

内源性来源。叶绿醌是维生素 K 的主要膳食来

源，存在于所有光合植物中 [108-109]，甲基萘醌

主要由肠道微生物群中存在的不同细菌合成。

人体每日所需的维生素 K 约有 50%来源于内源

性合成。肠杆菌、韦荣球菌、肠球菌、脆弱拟

杆菌和其他类杆菌是合成MK的主要微生物[110]。

根据与甲基萘醌环连接的类异戊二烯单元的数

量，可分为 14 种同工型[111]。其中，甲萘醌-7 
(menaquinone-7, MK7)是最有效的维生素 K 亚

型，在循环中具有很长的半衰期。此外，MK7

存在全顺式、全反式和顺反式形式，但只有全

反式形式才具有生物活性。维生素 K1 (VK1)的
合成需要在 E4P 和 PEP 在多个酶的催化下生成

chorismate。随后，chorismate 经过 7 种酶的催

化作用生成 1,4-二羟基-2-萘酸(1,4-dihydroxy-2- 
naphthoate, DHNA)。最后，DHNA 与叶酸单甲

酯二磷酸 (phytyl-pp)在 3 种酶的催化下合成

VK1。VK2的合成与VK1的生产过程类似，只在

生成 DHNA 之后，需要经过 2 种酶的催化作用

将 DHNA 与聚异戊二烯磷酸(polyprenyl-PP)合
并即形成 VK2 (图 1，蓝色；附图见国家微生物

科学数据中心，登录号：SUB1720761294457)。 
维生素 K 的生物合成包括维生素 K1 和维生

素 K2两种形式，分别涉及 11 种和 9 种酶，总计

13 种不同的酶。Xu 等[112]通过改造异戊烯焦磷

酸(isopentenyl diphosphate, IPP)代谢途径，并应

用 遗 传 编 码 的 双 输 入 多 输 出 (tunable input 
multi-output, TIMO)遗传回路来动态控制代谢通

量，成功地在枯草杆菌(Bacillus subtilis)中提高

了萜类化合物生物合成效率，在 50 L 生物反应

器中，MK-7 的产量达到 1 549.6 mg/L。Kong
等[113]发现过表达 E. coli 中的 MenA、MenB、

MenC、MenD、MenE、MenF 或 UbiE 限速酶时，

MK-8 含量可增加至原有的 2 倍。 
在维生素 K 合成途径中，6 种酶的动力学特

性已得到研究，5 种酶已进行过改造。例如，2-
琥珀酰-5-烯醇丙酮酰-6-羟基-3-环己烯-1-羧酸

合酶(EC: 2.2.1.9, MenD)是一种依赖硫胺素二磷

酸(thiamine diphosphate, ThDP)的酶，催化 α-酮
戊二酸和异恶唑酸甲酯转化为 2-琥珀酰基-5-烯
酮丙酸 -6-羟基 -3-环己烯 -1-羧酸 (2-succinyl-5- 
enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1-carboxylic 
acid, SEPHCHC)，是维生素 K2 合成途径中的第

2 个酶。为了阐明 MenD 酶催化反应中两个高度

保守的精氨酸残基(R395 和 R413)的作用机理，

解析它们在调节该酶催化中硫胺二磷酸中间体
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的构象和稳定性方面的分子机制，Qin 等[114]通

过半理性设计方法，利用定点突变、酶动力学

实验和蛋白质晶体学等手段对大肠杆菌来源的

MenD 酶进行了深入研究；结果表明，这些保守

残基通过离子型氢键作用定向中间体中的琥珀

酰基团，从而使其取得活性构象；当这种相互作

用被适度削弱时，产生的突变蛋白仍具有催化

活性，但琥珀酰基团在后脱羧中间体中可以取

得活性或非活性构象；当这种氢键相互作用被强

烈削弱时，琥珀酰基团相对于天然中间体反转

了 180°，导致反应中心的立体化学发生改变，

从而失去催化活性，该研究深入阐明了 MenD 这

类新型 ThDP 依赖性酶的催化机制，为开发其

抑制剂奠定了理论基础。此外，由于 MenD 在多

种致病菌的维生素 K 生物合成中不可或缺，这

项研究也为开发新型抗生素提供了潜在靶点。

同时，该研究有助于理解 ThDP 依赖型酶的催化

机制，并为其他酶的工程应用提供理论指导。 
邻 琥 珀 酰 苯 甲 酸 酯 -CoA 连 接 酶 (EC: 

6.2.1.26, MenE) ， 通 过 两 步 催 化 将 o- 
succinylbenzoyl (OSB)催化成 OSB-CoA。在第

一步的腺苷酸化反应中，OSB 底物与 ATP 反应

形成腺苷酸中间体OSB-AMP；随后，在第二步

的硫酯化反应中，该腺苷酸中间体与辅酶 A 反

应形成 OSB-CoA，这是维生素 K 合成过程中重

要的中间产物。为了探究腺苷酸化酶类酶中腺苷

酸化活性位点的形成机制，特别是在枯草芽孢杆

菌中 OSB-CoA 合酶的作用机制，Chen 等[115]通过

对磷酸盖帽(P-loop)区域的丝氨酸/苏氨酸残基

(T152, T155, T156) 进行丙氨酸突变，并对

OSB-CoA 合酶的晶体结构进行研究，发现 ATP
与腺苷酸化酶之间的相互作用模式；研究人员还

对多个保守氨基酸进行突变研究，其中两个保

守的甘氨酸残基 (G154, G157)被替换成脯氨

酸，研究引入了立体位阻对 P-loop 结构和活性

的影响，连接两个结构域的精氨酸残基 R382 被

替换成丙氨酸或赖氨酸，研究结构域整体特征

与 ATP 相互作用对活性的贡献。结果表明，将

甘氨酸突变成脯氨酸对活性影响较小，说明小

的立体位阻对活性影响不大，主要会通过氢键

作用影响 P-loop 构象的变化；P-loop 区的苏氨

酸突变为丙氨酸后，kcat 值降低 2 个数量级，Km

值不同程度升高，说明这些残基不仅参与 ATP
结合，也影响腺苷化反应；R382 的突变导致对

ATP 和 OSB 都有类似 kcat 和 kcat/Km 值的下降，

但对 CoA-SH 的 Km 值升高更明显，说明该残基

影响两个步骤的催化；这些发现对于理解腺苷酸

化酶的催化机制以及对维生素 K 生物合成的作

用具有重要意义 [115]。该研究为开发新的抗菌

剂，尤其是针对依赖维生素 K 的微生物病原体

感染的治疗提供了潜在的目标和策略。 
1,4-二羟基-2-萘酰辅酶 A 合酶(EC: 4.1.3.36, 

MenB)催化 OSB-CoA 发生分子内克莱森缩合反

应，形成1,4-二羟基-2-萘酰辅酶A (1,4-dihydroxy-2- 
naphthoyl-CoA)。Li 等[116]详细阐述了目前对

MenB 反应机制理解中存在的困惑，包括质子

的抽离、碳碳键的形成以及四面体中间体的稳

定等问题；主要原因在于目前 MenB 晶体结构的

活性部位结序混乱，无法观察底物与酶的相互

作用；为了解决这个问题，研究人员设计合成了

一个 OSB-NCoA 的底物类似物，其中硫酯键被

氨基取代，使反应过程停滞在质子抽离这一步；

随后的结构生物学研究发现，这个底物类似物

能使 MenB 的活性部位结构完整有序，研究人

员得以首次观察到底物与酶完整的交互作用模

式，通过结合位点导向突变和底物类似物的研

究，提出了一个详细的 MenB 催化机制：该机制

中，两个保守的酪氨酸残基(Y97, Y258)通过与

底物的羧基进行质子转移而起到关键作用，不

仅可以促进碳负离子的形成，也可以稳定了碳 
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碳键形成后生成的四面体中间体。这项研究利用

稳定的底物类似物成功地解析了 MenB 催化机

制中多个重要问题，为维生素 K 的生物合成过

程提供了详细的分子级理解，也为酶超家族内通

过类似Claisen缩合反应的酶的研究提供了思路。 
目前已知的维生素代表性高产量的菌种实

例如表 1 所示，维生素产品途径中酶的改造实例

如表 2 所示。 

2  维生素相关酶学性质的比较分析 
前文详细描述了维生素的生物合成途径以

及其中一部分已被改造的酶的动力学性质。然

而，这些相关酶的动力学数据尚不足以覆盖整

条途径，且已知数据的研究大都来源于多个物

种，无法形成对某个物种的整体评价，也并不

能很好地反映途径间的关系。因此，为了深入

理解影响维生素生产的要素，并探索如何通过

科学有效的手段进一步优化这些宝贵的生物合

成途径，本课题组对这些途径中的酶学性质进

行了一系列更为细致的分析比较。包括对现有

真实数据的进一步挖掘和使用先进的深度学习

算法对所有酶进行预测和分析，旨在识别出不

同产品合成途径中的潜在瓶颈酶和高效催化步

骤以及高低产产品间酶学性质的差异等信息，

为进一步的代谢工程和合成生物学应用提供指

导。通过揭示维生素生产相关酶的动力学参数

(如 kcat 和 Km)与代谢途径的调控关系，识别并优

化代谢途径中的瓶颈酶，提升其表达量或活

性，从而增加整体产量；其次，动力学参数有

助于指导调节酶的相对表达量、平衡代谢流，避

免中间产物积累和反馈抑制；最终，研究酶的

动力学参数有助于筛选催化效率高且底物亲和力 
 

表 1  维生素目前已知的代表性高产量的菌种研究 
Table 1  Research on representative high-yield strains of vitamins currently 
Vitamins Species Method Yield  References 
VB1 E. coli ΔthiL, ΔthiN, ΔykoD and ΔyuaJ 1.27 mg/L 

(extracellular) and  
0.12 mg/L (intracellular) 

[22] 

VB2 B. subtilis Random mutations 24.30 g/L [31] 
VB3 E. coli Expression of high-molecular-weight nitrile hydratase from 

Rhodococcus rhodochrous J1 
508.00 g/L [39] 

VB5 E. coli Expression of six PS coding genes  97.10 g/L [48] 
VB6 E. coli StAPase and EcPNPO were used as pathway enzymes, and 

pyridoxine (PN) and pyrophosphate (PPi) were used as 
substrates to synthesize PLP 

15.00 g/L [60] 

VB7 Pseudomonas 
mutabilis 

Expression vectors were introduced and fermentation 
conditions were optimized 

15.00 g/L [68] 

VB9 Ascoidea gossypii Metabolic engineering 6.60 mg/L [75] 
VB12 Ensifer adhaerens cobAOE and cobTOE 245.60 mg/L [82] 
VC E. coli Overexpression of functional sorbitose/sorbitone 

dehydrogenase 
72.40 g/L [87] 

VA Yarrowia lipolytica Overexpression of heterocarotene synthetase 6.50 g/L [92] 
VD Ergosterol Optimization of fermentation parameters 1.16 g/L [99] 
VE Saccharomyces 

cerevisiae 
Metabolic optimization, design of temperature control 
system 

0.32 g/L [104] 

VK B. subtilis A genetically encoded dual-input, multiple-output (TIMO) 
genetic circuit is applied to dynamically control metabolic flux 

1.55 g/L [112] 

OE: Represents gene overexpression. 
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表 2  维生素产品中部分酶的改造 
Table 2  Modification of certain enzymes in vitamin products  
Vitamins Total R_num M_num EC number Species Method Domain Objectives References 
VB1 16 9 4 1.4.3.19 B. subtilis Saturation mutation Active center specificity [24] 

1.4.3.19 B. subtilis Mutant screening Active center stability [25] 
2.7.6.2 Human Site-directed mutagenesis Active center mechanism [26] 

VB2 11 6 4 3.5.4.25 B. subtilis Random screening Whole protein activity [34] 
2.5.1.78 B. subtilis Site-directed mutagenesis Active center activity [35] 
2.7.1.26 
2.7.7.2 

Corynebacterium 
ammoniagenes 

Site-directed mutagenesis Active center mechanism [36] 

VB3 10 9 7 2.7.7.18 E. coli Saturation mutation Active center activity [41] 
3.2.2.6 Cow Site-directed mutagenesis Active center mechanism [42] 

VB5 7 7 5 4.1.1.11 B. subtilis Error-prone PCR Whole protein activity/ 
stability 

[51] 

6.3.2.1 Arabidopsis thaliana 
and E. coli 

Sequence comparison Subunit 
contact area 

mechanism [52] 

VB6 8 8 3 2.6.99.2 E. coli Computational design Active center activity/yield [16] 
1.4.3.5 E. coli Site-directed 

mutagenesis 
Active center mechanism [62] 

4.3.3.6 B. subtilis Site-directed mutagenesisActive center mechanism [63] 
VB7 9 5 2 2.6.1.62 E. coli Sequence comparison Active center mechanism [71] 

6.3.3.3 E. coli Site-directed mutagenesis Active center specificity [72] 
VB9 10 10 4 1.5.1.3 E. coli Site-directed mutagenesis Distal residue activity/ 

stability 
[78] 

4.1.2.25 Archaea Site-directed mutagenesis Active center mechanism [79] 
VB12 31 28 11 2.4.2.21 M. jannaschii Site-directed mutagenesis Active center mechanism [83] 

2.5.1.17 S. enterica Site-directed mutagenesis Active center mechanism [84] 
VC 12 10 6 1.1.1.22 Human Site-directed mutagenesis Active center mechanism [89] 

1.3.2.3 A. thaliana Site-directed mutagenesis Active center mechanism [90] 
VA 6 3 1 1.3.5.6 R. gelatinosus Random screening Whole protein mechanism/ 

specificity 
[94] 

VD 13 7 2 2.1.1.41 T. brucei Site-directed mutagenesis Active center mechanism [100] 
1.14.14.24 P. autotrophica Random mutation/ 

saturation mutation 
Whole protein activity [101] 

VK 13 6 5 2.2.1.9 E. coli Site-directed mutagenesis Active center mechanism [114] 
6.2.1.26 B. subtilis Site-directed mutagenesis Active center mechanism [115] 
4.1.3.36 E. coli Site-directed mutagenesis Active center mechanism [116] 

Total: The total number of enzymes in all synthetic pathways of a product, referencing pathway information from the KEGG 
database. R_num: The number of enzymes within the pathway that have been studied for their kinetics. M_num: The number of 
enzymes that have been subject to research on the modification of enzymatic parameters. The statistical data on enzyme kinetics 
studies are sourced from the BRENDA database. 
 

适宜的酶，进而通过定向进化或遗传改造提升

维生素合成效率。 
首先，基于 KEGG 数据库中维生素合成途

径的 185种对应酶，从BRENDA数据库[117]中收

集了其所对应的所有动力学数据(包括 kcat、Km

和 kcat/Km)。包含突变体和不同实验条件的数据

共约5 917条，其中kcat有1 640条，Km有3 321条，

kcat/Km 有 956 条（国家微生物科学数据中心，登

录号：SUB1720761294457)。为了排除突变数据

在不同产品中的差异研究，影响对途径酶天然
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催化能力的判断，仅对野生型数据(多个条件取

最高值)进行进一步分析。野生型数据分析显

示，维生素合成的途径中虽然已经有约 390 条

kcat 数据，但这些数据的来源高达 117 个物种，

仅涉及 90 种酶；Km 数据 1 126 条，涉及 263 个

物种，118 个酶；kcat/Km数据 209 条，涉及 80 个

物种，61 个酶(图 2)。这些酶的 kcat 数值普遍较

低，主要集中在个位数左右，Km 数值也相对较

低，大概集中在 0.01–1 mmol/L 之间。为了更好

地了解维生素途径中相关酶的动力学数据所处

的催化水平，将其与维持细胞代谢的主途径，例

如 EMP 途径进行对比(野生型数据包括 kca t   
158 条，Km 568 条，kcat/Km 79 条，223 个物种和

19 种酶)，发现 kcat 值有显著差异，而 Km 值则相 

 
图 2  维生素途径和 EMP 途径中已报道的酶的野生型数据比较 
Figure 2  Comparison of reported wild-type data for enzymes in the vitamin pathway and the EMP pathway. 
A: Gaussian distribution graphs of real wild-type data for all enzymes in the vitamin pathway in terms of kcat, 
Km, and kcat/Km. B: Gaussian distribution graphs of real wild-type data for all enzymes in the EMP pathway in 
terms of kcat, Km, and kcat/Km. The x-axis represents the log values of the real data, and the y-axis represents the 
density values of the Gaussian distribution. 
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近。EMP 途径中 kcat 值主要集中在百位数左

右，比维生素途径酶的整体数值高 1–2 个数量

级(图 2)。这一现象可能是与 EMP 作为基本代

谢途径，需要高效酶以迅速供应能量与代谢中

间体来满足细胞环境的快速变化；而维生素在

生物体内的需求量较小，进化可能倾向于选择

较低催化效率的酶，以防过量合成导致的代谢

负担或潜在毒性有关。 
此外，不同维生素之间的动力学特性存在

显著差异。比如，维生素 B12 和维生素 B9 的 kcat

值的分布比维生素 B3 和维生素 C 低一个数量级

左右；但维生素 B12 和维生素 B9 在 Km 上的分布

比维生素 B3 和维生素 C 也会低一个数量级左右

(图 3)。因此，在合成特定生物产品的过程中，

必须基于各物种酶的特性及其需求，调整生物

工程策略，尤其是在产量逐步提升的过程中，

由于胞内的通量提升，底物的相对浓度较高，

可能 Km已经不再是限制催化的瓶颈[34]，反而需

要更加关注 kcat，加快产品转化的速率，或者通

过代谢工程手段提升相关酶的表达水平等。 
 

 
图 3  不同维生素产品途径酶之间野生型的已报道数据比较 
Figure 3  Comparison of reported wild-type data among enzymes in different vitamin production pathways. A:  
Gaussian distribution graph of reported wild-type kcat data among enzymes in 13 vitamin synthesis pathways. B:  
Gaussian distribution graph of reported wild-type Km data among enzymes in 13 vitamin synthesis pathways. 
The x-axis represents the log values of the real data, and the y-axis represents the count values of the Gaussian 
distribution. The top right corner of each subplot indicates the total number of data points in the pathway, the 
number of species involved, and the number of enzymes. 
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进一步分析 Km 数据(数据量最大)可以看

出，平均每物种涉及的反应数量不超过 5 条，

由于每个酶可能还会有多个底物存在的情况，

所以每个物种涉及的酶的平均数据会更少。统

计的13种维生素合成途径酶的平均数大于14个，

所以对于已有研究的单一物种中单个途径酶的

研究平均数不足 1/3。这对于判断整个物种中维

生素途径的代谢强弱和关键限速酶的确定带来

了很大的挑战。随着深度学习等方法的发展，

利用已知数据建立的模型，可以对未知反应进

行预测，比如 Li 等[118]开发的 DLKcat 方法和 Yu
等[119]开发的 UniKP 方法，在酶反应动力学属性

的预测上都达到了很高的水准。尤其是 UniKP
方法在 kcat、Km 和 kcat/Km 数据上都表现出色。因

此，本研究采用 UniKP 方法对特定的常见物种

(例如大肠杆菌和枯草芽孢杆菌)中所有反应进

行酶学数据预测分析。另外，由于上述物种无法

天然合成维生素 A、D 和 E，还选择了一些其他

来源的物种作为预测目标。 
通过获取已报道或预测的酶学数据，可以根

据 kcat 值和 Km 值识别瓶颈步骤，推断代谢优化

改造的首选目标；根据 kcat 值和 Km 值多方位评

估酶对底物的催化能力和亲和力，指导底物浓

度的需求供给；对比不同物种中同一途径酶动力学

参数以指导底盘选择等。与已报道的多个物种

的数据相比，枯草芽孢杆菌和大肠杆菌来源的 
预测数据在kcat上更加集中，大多在1–100 s−1之间，

而真实值由于物种较多，大多在 0.001–1 000 s−1之

间。Km以及 kcat/Km值也是如此，Km在预测值中

大都集中在 0.01–1 mmol/L 之间，而真实值会在

0.0001–100 mmol/L 之间；kcat/Km 在预测值中大

都集中在 1–1 000 L/(mmol·s)，真实值会在

0.1–10 000 L/(mmol·s)之间(图 4)。因此，物种

间的同工酶会存在很大的差异，例如，预测分

析显示，在枯草芽孢杆菌中维生素 B5 合成相关

酶的 kcat 值普遍高于大肠杆菌，但两者的 Km 值

相近，因此，枯草芽孢杆菌在天然情况下可能比

大肠杆菌在生产维生素 B5 的能力上更具优势，

而且目前通过代谢工程改造手段得到的维生素

B5 的从头发酵菌株，枯草芽孢杆菌的产量也 
比大肠杆菌来源的高(枯草芽孢杆菌最高产量为

86 g/L[43]，大肠杆菌最高产量为 28.5 g/L[45])。需

要说明的是，它们的代谢改造手段和基因并不

一致，但都没有对途径酶进行过进化改造，或

许进一步的改造可以使其产量更高。同样，维

生素 B1 也存在这样的现象，在枯草芽孢杆菌中

的整体 kcat 水平比大肠杆菌来源的酶要高，但

Km 值却很类似(图 4)。因此，枯草芽孢杆菌在天

然状态下可能比大肠杆菌在生产维生素 B1 方面

更具催化优势。此外，维生素 B6 的途径酶在枯

草芽孢杆菌和大肠杆菌中的差异较大，但这个

差别主要源于途径的差异，枯草芽孢杆菌为

DXP 非依赖途径只需要一种酶，而大肠杆菌为

DXP 依赖途径，需要多种酶来完成。因此在底

盘的选择中除了考虑酶活外，还要考虑合成路

径的优化，以及在另外一个系统中构建新的途

径需要克服表达/系统适配等问题。 
除了相同途径在不同物种间的差异外，本

身途径的不同酶在活性上也存在很大的差异。

比如在预测结果中，枯草芽孢杆菌的维生素 B12

途径酶最高的 kcat值为 143.525 s−1，而最低的 kcat

值为 0.477 s−1，相差将近 3个数量级，其他途径

上最高和最低 kcat 值的差异也在 1 个数量级以

上，大肠杆菌中也是如此(国家微生物科学数据

中心，登录号：SUB1720761294457)，这个步骤

很可能成为整条途径的瓶颈，需要通过蛋白工

程手段提高其催化效率或者增加酶的表达水

平。因此，如何调控这些酶，使其能够以最优

的比例，有序且不积累中间产物的情况下顺利

地通过整个催化途径，尤其是不积累一些具有
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反馈抑制/毒性的中间产物，是至关重要的。如

前文所述，在生产维生素 E 的前体物质法尼希

的时候，刘天罡等 [105]通过优化甲羟戊酸途径

(MVA 途径)中各个酶的最佳比例，在大肠杆菌

中达到 1 g/L 的产量，实现了巨大突破。除了不

同酶活性间的差异外，甚至同一个酶中不同底

物的活性也会有很大差异，比如，来自大肠杆

菌维生素 B 7 途径的 DAPA synthase  (EC: 
2.6.1.62)，能够催化 DAPA 的转氨反应，对底物

DAPA 和 SAM 的 kcat 预测值分别为 0.337 s−1 和

0.043 s−1 (真实值分别为 0.790 s−1 和 0.016 s−1)，相

差 一 个 数 量 级 之 多 ， 也 就 是 说 在 真 实 
 

 
 

图 4  不同维生素产品代谢途径中酶动力学数据的经验累积分布函数图 
Figure 4  Empirical Cumulative Distribution Function (ECDF) graphs of enzyme kinetics data in different 
vitamin product metabolic pathways. A, B, C represent the ECDF graphs for reported log values across species of 
wild-type data for kcat, Km, and kcat/Km, respectively. D, E, F represent the ECDF graphs for predicted log values 
from Bacillus subtilis for kcat, Km, and kcat/Km, respectively. G, H, I represent the ECDF graphs for predicted log 
values from Escherichia coli for kcat, Km, and kcat/Km, respectively. J, K, L represent the ECDF graphs for 
predicted log values not sourced from Bacillus subtilis or Escherichia coli for kcat, Km, and kcat/Km, respectively. 
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反应的环境下，需要 SAM 的含量远高于其 Km 值 
(预测值：0.068 mmol/L，真实值：0.000 2 mmol/L[120]

或者 0.3 mmol/L[72])，且有效结合到催化口袋

时，才能使反应趋向一个更高的底物 kcat 反应效

率。因为酶对 SAM 的催化效率更低，需要底物

多次进出活性口袋或者多次调整构象才能有效反

应。因此，SAM的供应在这一步甚至整个途径的

代谢流中都有至关重要的作用。同样，来自枯草

芽孢杆菌维生素 B9 途径的 7,8-二氢叶酸合成酶

(7,8-dihydropteroate: L-glutamate ligase, DHPS)，
在 ATP 的供能下，完成 7,8-二氢叶酸和 L-谷氨

酸的连接反应，其预测的 kcat 值分别为 1.048 s−1

和 5.696 s−1，相差 5 倍之多，类似这样的情况还有

很多(附图见国家微生物科学数据中心，登录号：

SUB1720761294457)。因此，在代谢节点的流量

控制和底物反应的类型上还需要进行特异性的调

控，以达到最优的比例和顺序，提升最终产量。 
通过对维生素合成途径中酶学性质的深入分

析和比较，可以揭示不同维生素合成途径间及不

同物种相同途径中酶活性的差异，还能识别潜在

的瓶颈酶和高效催化步骤。这些数据强调了在设

计代谢工程和合成生物学策略时，需要考虑到

酶的动力学性质、途径中的代谢流量控制以及

底物供应的平衡。应用先进的深度学习算法，

例如 DLKcat 和 UniKP，可以对酶的动力学性质

进行预测，这些结果不仅可以补充实验数据的

不足，也能够指导未来的实验设计。随着对这

些复杂代谢途径理解的深入，研究人员将能更

有效地优化维生素生产过程，提升产量并降低

成本，实现更可持续和高效的生物合成途径。 

3  总结与展望 
维生素的生物合成途径展示了生物体内复

杂而精细的代谢网络，涉及多种酶的协同作用

以及多条代谢途径的交叉和整合。虽然各维生

素之间在前体供应上存在一定的相关性，但从

维生素 B1 的硫胺素合成到维生素 K 的甲基萘醌

合成，每一种维生素的生产都依赖于特定的生

化反应和酶催化步骤，造就了各自独特的生理

作用和合成途径。这些途径不仅反映了生物体

对环境适应和生存的需求，也揭示了生命过程

中能量转换和物质循环的基本规律，这也说明

了需要多种维生素共存的原因。 
从已报道的维生素途径酶的研究中可以看

出，尽管在某些维生素中酶的相关研究已经取

得了一些进展，但仍有大量酶未经过详细的酶

学属性研究，改造研究的比例更是少之又少。

这可能和维生素生物合成途径的复杂性有关，

因为即使对单个酶进行了有效的改造，也可能

需要进一步优化整个途径中的其他酶和代谢

流，才能实现维生素生产的显著提升。这需要

对整个生物合成途径有深入的理解和全面的调

控策略。此外，在许多情况下，对特定酶的研

究可能并不是直接针对维生素生产而发起的，

而是为了理解这些酶在更广泛的生物化学过

程，尤其是医学研究中的作用。这些酶不仅仅

是维生素生产所需，而且由于与人体内代谢途

径的差异，还可能会作为潜在治疗某些细菌感

染的特异性靶蛋白或者检测手段的载体。这些

研究扩展了对维生素生物合成途径的理解，并

揭示了这些途径中的酶在医学和生物技术领域

具有更广泛的应用潜力，特别是在抗微生物药物

的发现和疾病诊断技术的开发中，这些酶作为

潜在的靶标或工具，为研究提供了新的策略和

方法。因此，深入研究这些酶的功能和机制，

不仅对提高维生素生产的效率和产量具有重要

意义，也可能对开发新的治疗方法和诊断技术

提供关键的科学基础。这进一步强调了对维生

素生物合成途径及其酶学性质进行细致研究的

重要性，既有助于推动生物制造领域的发展，
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也可能为医学研究带来新的突破。 
基于目前报道的数据，进一步分析酶学属

性发现，EMP 途径中酶的野生型 kcat 值普遍比维

生素合成途径中酶的野生型 kcat 值高出 1−2 个数

量级，而 Km 值分布相似。表明 EMP 途径中的

酶催化效率远高于维生素合成途径中的酶。这

可能反映了生物体对于不同途径的不同代谢需

求，即 EMP 途径作为基础代谢途径，其酶的高

效性有助于快速提供能量和代谢中间体，而维

生素合成途径可能不需要如此高的催化效率。

另一方面，Km 值分布相似说明，尽管催化效率

不同，但这些酶对其底物的亲和力大致相似。

这可能意味着，尽管 EMP 途径需要更高效的催

化来满足能量和代谢中间体的快速生成，两个

途径的酶对底物的亲和力被保持在一个相对稳

定的水平，以保证代谢流的平衡和细胞内底物

的有效利用。这种差异可能反映了生物在进化

过程中对不同代谢途径的适应性调整。此外，

EMP 途径是生物体获取能量的主要途径之一，

对于所有生物来说都是至关重要的，因此其相

关酶的高效率可能是为了保证在各种环境条件

下都能有效地进行能量转换。而维生素合成途

径虽然对维持生物体的正常生理功能也很重

要，但可能面临的选择压力较小，或者其更侧

重于合成速率的精细调控而非最大速率。因

此，了解不同途径中酶的催化效率和底物亲和

力可以帮助我们更好地设计和优化代谢途径，

以提高目标化合物的生产效率。 
另外，不同物种和不同途径中的酶在催化效

率 (kcat)、底物亲和力 (Km)以及这两者的比值

(kcat/Km)上存在的差异对于设计和优化微生物生

产维生素等代谢产品的策略也至关重要。上述研

究表明，即使是相同的维生素合成途径，不同的

宿主微生物(如枯草芽孢杆菌和大肠杆菌)在生

产能力上可能会有显著差异，某些物种可能因为

其途径酶的天然活性更高而显示出催化优势。这

强调了在代谢工程中优化整个途径中酶的表达

比例和活性的重要性，以避免中间产物的积累和

反馈抑制。同时，同一酶对不同底物的活性可能

存在显著差异，这为代谢流的控制和优化带来了

挑战。随着深度学习等方法的发展，通过已知数

据建立的模型能够对未知反应的酶活进行高准

确度的预测，为未知或未充分研究的物种/途径

的工程改造提供了有力工具。这些研究可以指导

如何根据物种中各个酶的特性和需求来调整工

程改造的策略，以达到高效生产维生素产品和其

他代谢产品的目的。 
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