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摘  要：二步发酵法是工业化生产维生素 C (vitamin C, Vc)的主要方法，其中第二步由伴生菌与产

酸菌(普通生酮基古龙酸菌)组合进行混菌发酵产生 Vc 前体 2-酮基-L-古龙酸(2-keto-L-gluonic acid, 
2-KLG)的机制，一直是科研人员研究的重要科学问题。通过高通量基因组学、转录组学、蛋白组

学、代谢组学等组学技术揭示生物系统中各个组分相互作用关系已经成为主要的研究手段。本文

对近年来利用组学技术解析 Vc 混菌发酵中两菌互作关系、解除发酵系统的氧化胁迫、伴生活性物

质、产酸菌群体感应、外源添加物、基因工程改造产酸菌促进产 2-KLG 等方面的研究进行综述，

并为进一步的探索和深入研究提供思路。 
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Two-step fermentation of vitamin C with mixed bacteria based 
on omics: a review 
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Abstract: Two-step fermentation is the main method for the industrial production of vitamin C 
(Vc). The mechanism for the production of Vc precursor 2-keto-L-gluonic acid (2-KLG) in the 
second step with mixed bacteria composed of companion strain and 2-KLG-producing 
Ketogulonigenium vulgare has been a research focus. It has become a common method to reveal 
the interactions of various components in biological systems through high-throughput genomics, 
transcriptomics, proteomics, metabolomics and other omics. In this paper, we summarized the 
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research on the use of omics in elucidating the interactions between two bacteria in fermentation 
of Vc, the relief of oxidative stress, companion active substances, quorum sensing in K. vulgare, 
exogenous additives, and genetic modification of K. vulgare to promote 2-KLG production, 
providing ideas for further exploration and research. 
Keywords: vitamin C; 2-keto-L-gulonic acid; fermentation with mixed bacteria; interaction 
mechanism 
 

维生素 C (vitamin C, Vc)，又称 L-抗坏血

酸(L-ascorbic acid, L-AA)，由于其具有清除自

由基、抗氧化、中和毒素、促进抗体生成、分

解皮肤中黑色素、预防色素沉着及促进禽畜生

长发育等作用，已广泛应用于保健品、药品、

食品添加剂、化妆品营养剂、饲料等产业，在

全球维生素市场中占有巨大份额 [1]。工业化生

产 Vc 的“二步发酵法”第一步由氧化葡萄糖酸

杆菌 (Gluconobacter oxydans)或生黑醋酸杆菌

(Gluconbacter melanogenus)将 D-山梨醇转化为

L-山梨糖，第二步再由芽孢杆菌属(Bacillus)伴
生的普通生酮基古龙酸杆菌 (Ketogulonigenium 
vulgare)将L-山梨糖转化为Vc前体2-酮基-L-古龙

酸(2-keto-L-gulonic acid, 2-KLG)。在第二步混

菌发酵体系中，产酸菌 K. vulgare (俗称小菌)
具有山梨糖脱氢酶(sorbose dehydrogenase, SDH)
和 山 梨 酮 脱 氢 酶 (sorbosone dehydrogenase, 
SNDH)，但 K. vulgare 单独培养时生长缓慢且

无法大量产酸；在作为伴生菌的芽孢杆菌(俗称

大菌，无产 2-KLG 相关基因)存在时，产酸菌才

能够大量生长和产酸，目前促进 K. vulgare 大量

产酸的伴生菌基本都为芽孢杆菌属(Bacillus)，
如巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)、蜡样芽

孢 杆 菌 (Bacillus cereus) 、 内 生 芽 孢 杆 菌

(Bacillus endophyticus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis)、短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)等；

此外，某些酵母菌如掷孢酵母(Sporoblomyces 
roseus)和胶红酵母 (Rhodotorula mucilaginosa)
也能够促进 K. vulgare 大量产酸[2]。工业生产

中所用伴生菌皆为芽孢杆菌，K. vulgare 与芽

孢杆菌的相互作用关系，以及芽孢杆菌促进   
K. vulgare 大量产酸的机制等问题引起了科研

人员的浓厚兴趣。 
本文就近年来各组学分析研究 Vc 混菌发

酵中伴生菌与产酸菌互作关系，以及解除氧化

胁迫、伴生活性物质、产酸菌群体感应、外源

添加物、基因工程改造产酸菌促进其产 2-KLG
的研究进行综述，以期为后续研究提供思路。 

1  基于组学的研究 
借助多个组学水平的试验数据和生物信息

学分析能够为两菌的相互作用关系提供更多的

信息，从整体上解释伴生菌促进产酸菌生长与

产酸的机制。通过对组学数据的发掘，科研人

员获得了许多突破性的研究进展，为提高产酸

菌 2-KLG 产量提供了重要的理论依据。 

1.1  基于基因组学的研究 
产酸菌为革兰氏阴性菌，Urbance 等 [3]将

能够利用 L-山梨糖转化为 2-酮基-L-古龙酸的产

酸菌划分为一个新属即 Ketogulonigenium，包括

vulgare 种和 robustum 种。新种属划分以来，

科研人员已筛选了多株产酸菌和伴生菌并对

它们进行了全基因组测序(表 1)。对 K. vulgare 
WB0104 全序列分析注释结果表明，产酸菌

DNA 复制系统相关基因较为完善，但 DNA 修

复系统不完善，含有丰富的具有转录调节功能

蛋白的编码基因，转运蛋白基因总长占整个基因

组总长的五分之一以上[4]。K. vulgare WSH-001 
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表 1  维生素 C 生产菌株基因组信息 
Table 1  Genome information of vitamin C producing strains 
Strains Genome 

scale (Mb) 
G+C 
content (%) 

Number of 
proteins 

rRNA tRNA SDH SNDH Accession 
No. 

References 

产酸菌 Acid-producing bacteria 
K. vulgare WB0104 3.3 61.7 3 196 5 58 \ \ \\ [4] 
K. vulgare Hbe602 3.3 61.7 3 178 15 58 6 2 CP012908 [5] 
K. vulgare WSH-001 3.3 61.7 3 115 15 58 5 2 CP002018 [6] 
K. vulgare Y25 3.3 61.7 2 983 15 60 5 2 CP002224 [7] 
K. vulgare SPU B805 3.0 61.7 2 947 15 59 5 1 CP017622 [8] 
K. vulgare SKV 3.0 61.7 2 851 15 59 6 1 CP016592 [9] 
K. robustum SPU_B003 2.7 62.3 2 545 18 61 3 2 CP019937 [10] 

伴生菌 Companion bacteria 
B. megaterium WSH-002 5.1 39.0 5 274 33 117 * * CP003017 [11] 
B. endophyticus Hbe603 4.9 36.6 5 038 33 81 * * CP011974 [12] 
B. thuringiensis Bc601 6.1 35.3 5 931 39 107 * * CP015150 [12] 
B. megaterium QM B1551 5.5 38.2 5 629 37 137 * * CP001983 [13] 
B. megaterium DSM319 5.1 38.2 5 124 33 114 * * CP001982 [13] 

\：未给出明确信息；\\：基因组序列未提交到公共数据库；*：此物种不存在该基因 
\: No clear information is given; \\: The genome sequence has not been submitted to the public database; *: The gene is not 
present in this species. 
 
除三羧酸循环和磷酸戊糖途径外的其他碳代谢

途径均存在关键基因的缺失，甚至存在整条代

谢途径的缺失，并且 8 种氨基酸(组氨酸、脯氨

酸、蛋氨酸、苏氨酸、甘氨酸、赖氨酸、亮氨

酸和异亮氨酸)的从头合成途径存在一个或多

个关键酶的缺失，而脯氨酸、苏氨酸、甘氨酸

和异亮氨酸在产酸菌的生长和 2-KLG 的产生中

起重要作用[14]。 
将产酸菌 K. vulgare Hbe602 与 WSH-001

和 Y25 基因组序列比对发现其具有较高相似

性，对于相似性低于 90%的基因通过比对发现

主要为蛋白水解酶和转运蛋白，Hbe602 编码

18 种蛋白酶、48 种多肽和近 380 种转运相关蛋

白，推测能够帮助其有效分解利用环境和伴生

菌提供的相关物质[5]。基因组序列比对结果表

明 K. vulgare SPU B805 与 SKV 相似性最高，

SPU B805 无环状质粒，SPU B805 是首次发现

在无质粒的情况下产 2-KLG的产酸菌；除 SKV

含一条环状质粒外，Hbe602、WSH-001、Y25
和 WB0104 均含有两条环状质粒；K. vulgare 
SPU B805 和 SKV 具有完整的 PPP 和 TCA 途

径，但 EMP 和 ED 途径不完整，Hbe602、
WSH-001 和 Y25 含有完整的 PPP、ED 和 TCA
途径，但 EMP 途径不完整；此外，通过基因组

注释发现 SPU B805 氨基酸代谢相关基因所占

比例最高为 15%，但 SPU B805 却缺失了组氨

醇磷酸酶、亮氨酸-丙氨酸转氨酶、丙氨酸转氨

酶和天冬酰胺合成酶基因，从而导致组氨酸、

丙氨酸和天冬酰胺的生物合成途径不完整，在

WSH-001 中，多数氨基酸如组氨酸、甘氨酸、

赖氨酸、脯氨酸、苏氨酸、蛋氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸的生物合成途径不完整是由于缺少一种

或多种关键酶，而这些氨基酸生物合成途径的

缺陷会减弱核酸和蛋白质的生物合成，从而造

成菌体生长弱[8]。 
Wang 等[10]报道了一株单独发酵时 2-KLG 产
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量高于K. vulgare的菌株K. robustum SPU_B003，
与已报道的 K. vulgare 基因组相比，K. robustum 
SPU_B003包含更多的 tRNAs、rRNAs、NAD 和

NADP 合成基因，以及调控和细胞信号转导相

关的基因；此外，K. robustum SPU_B003 氨基酸

合成途径比 K. vulgare 更完整，因此推测完整的

生物合成途径有助于提高产酸菌 2-KLG 产量。 
伴生菌为革兰氏阳性菌，能产生抗力内生

孢子。与产酸菌相比，伴生菌 B. megaterium 
WSH-002 的碳水化合物、氨基酸、辅酶与维生

素转运和代谢途径相对完整，负责蛋白质合成

和分泌的基因占 9.26%，DNA 复制和修复系统

也比较完善[2]。伴生菌 B. endophyticus Hbe603 具

有完整的产孢周期，包含大量的转录因子，具有

丰富的转录调控蛋白来响应外界环境的变化，

与 B. endophyticus Hbe603 相比，B. thuringiensis 
Bc601 对外界环境的响应能力更强，具有的双组

分系统、孢衣和肽聚糖生物合成相关蛋白更多；

在营养物质的生物合成能力方面，菌株Bc601中

与碳水化合物运输和代谢相关的基因、能量产

生和转化相关的基因及脂质代谢相关的基因均

少于菌株 Hbe603；在氨基酸代谢中，菌株 Hbe603
比 Bc601 含有更多赖氨酸降解相关基因，在酪

氨酸代谢中，两株菌都缺乏足够的基因，在色

氨酸代谢中，两株菌都缺乏降解途径，但两株

菌均具有完整的苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的

生物合成途径，并且只有菌株 Bc601 具有将苯

丙氨酸转化为酪氨酸的苯丙氨酸羟化酶；菌株

Bc601 的谷胱甘肽代谢不完善，菌株 Hbe603 含

有 5 种能将谷胱甘肽转化为甘氨酸、半胱氨酸

和谷氨酸的 γ-谷氨酰转肽酶；在辅因子代谢和

维生素代谢中，两株菌均具有完整的叶酸、血

红素、泛酸和辅酶 A 的生物合成途径，但硫辛

酸和生物素的生物合成途径存在缺陷，而两株

菌对外界环境的响应和营养物质合成的不同可

能反映了不同的伴生机制[12]。 
B. endophyticus Hbe603 与 B. megaterium 

QM B1551 有较近的亲缘关系，菌株 Hbe603 与

细胞膜生物合成和信号转导相关的基因数量低

于 QM B1551，而与碳水化合物转运和代谢、能

量生产和转换及脂质运输和代谢相关的基因数量

与菌株 QM B1551相似；此外，将 B. endophyticus 
Hbe603 的芽孢形成相关基因与其他芽孢杆菌

的芽孢形成相关基因进行了比较分析，在与芽

孢外衣有关的基因中，B. endophyticus Hbe603
只有 cotA 和 cotE，缺少在 B. subtilis 中注释的

cotB、cotC、cotG、cotM、cotO、cotY 和 ytxO；

在 与 皮 层 有 关 的 基 因 中 ， B. endophyticus 
Hbe603 有 cotD、cotJA、cotJB、cotJC、cotF、

yutH、yaaH、yheC 和 yheD，缺少在 B. subtilis
中注释的 cotH、ymaG、cotT、yxeE、yeeK 和

ysnD，B. endophyticus Hbe603 和 B. megaterium
都缺乏一些编码芽孢外衣糖基化的糖基转移酶

的操纵子，而这些相关基因的缺乏可能对伴生

菌促进产酸菌产酸起到积极作用[15]。 

1.2  基于转录组学的研究 
转录组学分析发现在混菌发酵过程中产酸

菌 K. vulgare SPU B805 与碳水化合物代谢(PPP
和 TCA)相关的基因都具有较高的转录水平，

但与 EMP 和 ED 代谢途径相关的 6-磷酸果糖激

酶编码基因(pfk)、葡萄糖酸 2-脱氢酶编码基因

(ga2dh)、磷酸葡萄糖酸脱水酶编码基因(edd)
和 2-酮-3-脱氧-6-磷酸葡萄糖酸醛缩酶编码基

因 (eda)的转录信号均未检测到，证实产酸菌 
K. vulgare SPU B805的EMP和ED代谢途径是不

完整的，其胞质碳代谢主要通过PPP途径进行[8]。 
基于设计合成的 K. vulgare WSH-001 全基

因组表达芯片，对产酸菌在混菌发酵和单菌发

酵下从转录水平进行研究发现，在混菌发酵中

产酸菌编码寡肽和氨基酸的 ABC 转运蛋白的
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基因显著上调，这些转运蛋白能够帮助产酸菌

在消耗较少能量的情况下吸收利用其生长所需

的氨基酸；在单菌发酵下产酸菌中大量与铁转

运和代谢相关的基因表达上调，而铁元素能够

形成 Fe-S 簇或血红素从而参与细胞众多代谢过

程；此外，产酸菌 Fe-S 簇组装转录调节子 suf
操纵子中编码固氮酶辅因子合成蛋白出现上

调，该蛋白可以作为 Fe-S 簇合成的硫供体，

SUF 系统是细菌细胞处于氧化胁迫或铁限制条

件下的 Fe-S 簇合成途径，而 suf 操纵子在受到

氧化胁迫时上调，以此来弥补由氧化胁迫失活

的 Fe-S 簇组装转录调节子 isc 操纵子的功能，

因此推测产酸菌在单菌发酵过程中受到了自身

氧化胁迫[16]。 

1.3  基于蛋白组学的研究 
对单菌发酵和混菌发酵状态下胞内蛋白双

向电泳(2-DE)表达图谱进行分析发现，在伴生

菌(B. megaterium WSH-002)伴生时产酸菌中核

糖体结构组成、蛋白质翻译及氨基酸代谢相关

蛋白大量表达，同时伴生菌还增加了产酸菌辅

因子代谢、次级代谢产物代谢、细胞壁及细胞

膜合成等相关蛋白表达[17]。此外，Ma 等[18]构

建了“二步发酵法”中第一步的氧化葡萄糖酸杆

菌(G. oxydans)与第二步中的产酸菌(K. vulgare)
和伴生菌(B. endophyticus)联合在一起的混菌发

酵体系，通过蛋白质组学研究发现，产酸菌   
(K. vulgare)上调的蛋白中，6-磷酸葡萄糖脱氢

酶、6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶和醛酸转移酶参与

PPP，表明随着混合菌发酵的进行，PPP 这一

碳代谢的主要途径得到了增强；同时结合代谢

组学研究表明，伴生菌(B. endophyticus)和氧化

葡萄糖酸杆菌(G. oxydans)的存在提供了额外的

营养物质促进了产酸菌(K. vulgare)的生长，并

通过提供更多的底物促进了 2-KLG 的生成。 
作为伴生菌的芽孢杆菌都能够产生芽孢，

通过时序蛋白质组学发现，在混菌发酵中，产

酸菌(K. vulgare)抵御活性氧胁迫的超氧化物歧

化酶、谷胱甘肽转移酶、NADPH:醌氧化还原

酶几个重要的脱氢酶在伴生菌(B. megaterium)
生成芽孢时段上调，一些参与山梨糖转化途径

(山梨糖/山梨酮脱氢酶)、糖酵解途径(3-磷酸甘

油醛脱氢酶)、三羧酸循环(苹果酸脱氢酶)和氨

基酸代谢(磷酸甘油酸脱氢酶，高丝氨酸脱氢酶)
的酶表达变化与伴生菌的产孢时段一致，高于

其他时段[19]。Zhu 等[20]将伴生菌(B. megaterium 
WSH-002)芽胞形成基因 spoOA 和芽胞稳定性

基因 spoVFA 分别敲除后与产酸菌组成进行混

菌发酵，结果产酸菌的酸转化率及细胞数出现

显著下降。因此，伴生菌产孢过程对于促进产

酸菌生长和 2-KLG 形成起到关键性作用。 

1.4  基于代谢组学的研究 
研究人员通过基因组分析发现，产酸菌在氨

基酸合成途径和一些碳代谢途径存在关键基因

的缺失外，还存在多条其他代谢途径的缺失。

Huang 等[21]构建了 K. vulgare 全基因组规模的代

谢模型(genome-scale metabolic model, GSMM) 
iWZ663，发现产酸菌硫酸根代谢通路中缺失磷

酸腺苷酰磷酰硫酸还原酶和腺苷酰硫酸还原

酶，会导致与碳水化合物、脂质和氨基酸等相

关 18 个代谢反应的底物 CoA 合成受到阻碍，因

此推测硫酸盐代谢途径的缺失是产酸菌生长微

弱的原因之一。之后，Ye 等[22]在 K. vulgare 和

B. megaterium 两株菌全基因组规模的代谢模型

(GSMM)基础上构建了两菌株化学计量代谢模

型 (iWZ-KV-663-BM-1055)，发现产酸菌的叶

酸合成途径并不完整，而叶酸合成子系统在伴

生菌 B. megaterium 中是独有的，推测当产酸菌

与伴生菌共培养时，叶酸和其前体可能会从伴

生菌中分泌出来，从而促进产酸菌的生长和

2-KLG 的产生；此外，通过流平衡分析(flux 
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balance analysis, FBA)发现伴生菌不仅提供产

酸菌生长的必需营养物质，而且还提供其他非

必需代谢产物如嘌呤和嘧啶，辅因子和氨基

酸，以及 TCA 循环的中间产物来促进产酸菌

生长。 
贾楠 [23]通过比较基因组学与代谢组学研

究了伴生菌 (B. thuringiensis Bc601)与产酸菌   
(K. vulgare)继代共培养的适应机制，结果显示，

在经过 150 代的继代培养后两株菌生长、抗氧

化、转录和调控能力均显著增强，同时继代培养

后的伴生菌(B. thuringiensis Bc601)氨基酸通透

酶和产酸菌(K. vulgare)酰胺水解酶基因的突变

使两株菌中部分氨基酸含量升高，并进一步增强

了两株菌的代谢交换和生长能力。Ma 等[19]通过

时序蛋白质组学和代谢组学整合分析发现，在混

菌发酵 18 h 后两株菌细胞内鸟嘌呤、腺嘌呤、

次黄嘌呤和黄嘌呤的含量出现明显下降，而产酸

菌(K. vulgare)中腺嘌呤磷酸核糖转移酶和黄嘌呤

磷酸核糖转移酶的相对表达量在 18 h 和 23 h 时

急剧上升，在单培养的产酸菌(K. vulgare)中加入

鸟嘌呤、腺嘌呤、次黄嘌呤和黄嘌呤的混合物后，

结果表明最终嘌呤混合物使产酸菌(K. vulgare)
的生长提高了 1.4 倍，2-KLG 产量提高了 1.6 倍。 

借助胞内代谢组学分析发现，产酸菌    
(K. vulgare Hbe602)胞内仅能检测到 10 种氨基

酸且表达量都处于较低的水平，并且产酸菌  
(K. vulgare Hbe602)缺乏足够的辅因子及核酸

物质[23]。在共培养时，伴生菌(B. megaterium 
HB601)能够释放大量赤藓糖、赤藓糖醇、肌

醇和鸟嘌呤这些代谢产物供产酸菌利用[24]。同

时继代共培养后的代谢组学分析表明，在继代

过程中伴生菌(B. cereus HB601)能够向产酸菌

(K. vulgare HB602)提供更多的营养物质(主要是

氨基酸和嘌呤)，同时产酸菌(K. vulgare HB602)
增强了蛋白质降解和氨基酸转运能力[25]。因此，

在混菌发酵过程中伴生菌能够弥补产酸菌代谢

缺陷，从而促进产酸菌的生长与产酸。 

2  基于组学分析促进产酸菌生

长与产酸的研究 
通过各组学分析揭示了 Vc 混菌发酵系统

中两菌间的相互作用关系，获得了一些伴生菌

促进产酸菌生长与产酸的推论，但需要进一步

的试验来验证所获得的推论，才能够准确阐明

混菌发酵时产酸菌大量产酸的原因。 

2.1  解除产酸菌受到的氧化胁迫 
前述转录组分析推测产酸菌在单独生长时

受到氧化胁迫，同时麻浩等[26]利用蛋白组学手

段对混菌发酵过程中与产酸菌 (K. vulgare)产

2-KLG 相关的蛋白进行了筛选，通过二维电泳

及质谱鉴定发现，产酸菌(K. vulgare)和产酸相

关的蛋白质中谷胱甘肽转移酶、巯基抗氧化蛋

白、烷基氢过氧化物酶、超氧化物歧化酶(SOD)

这 4 种参与抵抗活性氧(ROS)的抗氧化蛋白表

达量曲线，与产酸菌产 2-KLG 的曲线呈近似正

相关。 

ROS 是好氧生物进行有氧代谢时产生的有

害副产物，包括过氧化氢、羟自由基以及超氧

阴离子自由基等[27]。当 ROS 水平升高时会导

致氧化应激，破坏细胞生物大分子(DNA、蛋

白质和脂质)，从而使细胞生长缓慢 [28]。产酸

菌(K. vulgare 25B-1)在单独发酵时体系中的过

氧化氢是混菌体系的 2.7–5.7 倍[29]，而且单菌

体系清除过氧化氢的过氧化氢酶(CAT)活力远

低于混菌发酵体系，从而使产酸菌(K. vulgare 
25B-1)在生长过程中活性氧积累导致生长弱、

产 酸 低 [30] 。 在 混 菌 发 酵 过 程 中 ， 伴 生 菌      
(B. endophyticus ST-1)加速了产酸菌(K. vulgare 
25B-1)生长，同时产酸菌积累了大量 ROS，氧
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化应激信号可传递给伴生菌使超氧化物歧化酶

(sodA)、过氧化氢酶(katE)和谷胱甘肽过氧化物

酶(gp)等抗氧化和调节氧化还原状态有关基因

上调，而后在伴生菌芽孢形成时细胞裂解释放

抗氧化相关的活性物质[31]。因此推测，混菌发

酵过程中伴生菌促进产酸菌产酸(2-KLG)的原

因之一是由于伴生菌受到氧化胁迫后释放胞内

抗氧化物质，从而提高了产酸菌抵抗 ROS的能

力并改善了细胞内的氧化还原状态。 
Huang 等[32]研究了混菌发酵体系中谷胱甘

肽氧化还原系统 [氧化型谷胱甘肽 (oxidized 
glutathione, GSSG)/还原型谷胱甘肽 (reduced 
glutathione, GSH)]对活性氧的清除作用，发现

GSH 单独存在时主要清除胞内活性氧，GSH
和 GSSG 共存时主要清除胞外活性氧，而且

GSSG 对 GSH 清除活性具有协同作用，当发酵

体系添加的 GSH/GSSG 浓度比为 50:1 时为最佳

比例，与对照相比产酸菌 (K. vulgare 25B-1) 
2-KLG 产量提高了 40.63%且发酵周期缩短了

24 h；此外，通过透射电镜发现，GSH/GSSG 
体系中产酸菌出现细胞膜面积增大现象，而这

有利于 SDH 和 SNDH 的表达从而增加产酸菌

2-KLG 产量。 

2.2  伴生菌活性物质 
伴生菌本身不具有将 L-山梨糖转化为

2-KLG 的代谢途径，但其代谢过程中释放出的

生物活性物质能促进产酸菌的产酸 [33]。冯树 
等[34]采用超滤分离、凝胶层析及聚丙烯酰胺凝

胶电泳技术，对伴生菌(B. megaterium 833-25)
胞外液中具有促进产酸作用的活性物质进行了

分离和纯化，得到一种分子量约为 35 kDa 的

蛋白质，能够促进产酸菌将 L-山梨糖转化为

2-KLG。吕淑霞等[35]通过硫酸铵分级沉淀、柱

层析及电泳技术对伴生菌(B. megaterium 25-B)
胞外活性物质进行分离纯化，得到 33 kDa 和

44.3 kDa 的两种蛋白质添加到产酸菌发酵培养

液中，与对照相比产酸菌SDH酶活提高 72.5%，

而且 2-KLG 产量为单菌发酵的 15.78 倍，对于

不同学者纯化的活性蛋白质分子质量存在差异

可能是纯化方式及不同的伴生菌种类所致。在

伴生菌(B. megaterium 2980)还未形成芽孢时，

伴生菌胞内液、胞外液对产酸菌(K. vulgare)生
长和产酸有较低的促进作用，并且胞内液的促进

能力大于胞外液；而在生成芽孢后，伴生菌胞

外液促进产酸菌生长和产酸的能力显著提高[36]，

因此推测伴生菌是在产孢后将体内的蛋白活性

物质释放从而促进产酸菌生长与产酸。 
Jia 等 [15]通过蛋白定位分析检测了伴生菌

(B. endophyticus Hbe603)释放到胞外环境的蛋

白质，发现除产孢和鞭毛相关的蛋白质外，还

有降解大分子物质的氨基肽酶、多糖脱乙酰酶

和胞外酯酶，此外还有去除超氧化物保护细胞

免受氧化损伤的超氧化物歧化酶和一些氧化还

原酶类蛋白。截至目前，对于能够促进产酸菌

产酸的具体蛋白质却并无明确鉴定，因此对于伴

生菌释放的活性伴生物质还需要继续深入研究。 

2.3  产酸菌的群体感应 
细菌中普遍存在信息交流，在混菌系统中

与菌信号转导相关的作用对其自身具有重要意

义 [37]。Vc 混菌发酵中的伴生菌芽孢杆菌中广

泛存在着与革兰氏阴性菌群体感应 (quorum 
sensing, QS)相关的群体淬灭酶 [38]，群体淬灭

酶是细胞质酶[39]，其释放到细胞外部环境中伴

随着细胞裂解[40]。群体淬灭酶能够将革兰氏阴

性菌的酰基高丝氨酸内酯 (N-acyl-homoserine 
lactone, AHL)信号分子降解，从而影响革兰氏

阴性菌的群体感应[41-42]。 
群体感应(QS)是细菌依赖于细胞密度控制

自身基因表达和协调菌群行为的一种机制，在

革兰氏阴性菌的 QS 中，细菌能够利用产生的
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AHL 信号分子在细胞间的扩散来感知自身和周

围环境中其他细菌的数量变化，当信号分子的

浓度达到一定阈值时会与转录活性蛋白结合，

进而调控特定基因的表达[43]。例如，有些革兰

氏阴性菌的 QS 能够控制过氧化氢酶和超氧化

物歧化酶基因的表达[44-45]，而过氧化氢酶和超

氧化物歧化酶对于细菌抵抗 ROS起着至关重要

的作用。此外，有研究表明一些革兰氏阴性菌

的 QS 能够调节菌体糖代谢相关基因和初级代

谢相关基因，限制细菌对糖原的摄取并减缓细

菌的初级代谢，因为在环境营养有限的条件下

高细胞密度是不利于细菌生存的，因此通过限

制营养摄取和减缓代谢能够提高细菌在稳定期

的存活率，延长细菌在拥挤条件下的存活时

间，确保个体的初级代谢稳态[46-48]。 
通过 NCBI 对全基因组测序的各产酸菌菌

株查询发现均具有完整的群体感应系统(AHL
合成酶和转录活性蛋白受体)。先前研究表明产

酸菌的产酸量与菌细胞数量呈正相关 [49]，而

QS 又是基于细菌细胞密度的重要信号交流机

制，在产酸菌单菌发酵时菌细胞数量及产酸量

均处于较低的水平，因此，产酸菌的 QS 对于

菌体自身是不是具有“代谢刹车作用”，在混菌

发酵中伴生菌产生的群体淬灭酶作用于产酸菌

的群体感应后对产酸菌细胞密度及自身代谢的

影响如何，是不是对其生长和产酸起到重要的

作用，目前这些两菌信号转导之间的相互作用

并未得到广泛研究，所以对于产酸菌的群体感

应及伴生菌对产酸菌群体感应的作用还需进一

步深入探索。 

2.4  外源添加物质 
Huang 等[21]在 pH 值稳定为 7.0 的混菌发酵

罐中添加了谷胱甘肽，结果显示谷胱甘肽对产

酸菌(K. vulgare WSH-001)产酸起到积极作用，

与对照相比谷胱甘肽使发酵时间缩短 20.1%，

而且 2-KLG 产量提高了 20.9%。Ma 等[50]对还

原性谷胱甘肽作用下的产酸菌进行了比较蛋白

质组学分析，蛋白质组学数据主成分分析显示，

添加谷胱甘肽后产酸菌(K. vulgare)中与细胞膜

功能相关的寡肽转运蛋白、硫胺素(vitamin B1, 
VB1)/ 焦磷酸硫胺素 (thiamine pyrophosphate, 
TPP)转运蛋白、膜结合脱氢酶和维持膜完整性

蛋白的表达量显著增加，而硫胺素转运获得的

辅酶 TPP 能够增强 PPP 和 TCA 循环的酶活性，

从而产生更多的 NADPH 形式的还原力和 ATP
形式的能量，进而用于对抗细胞内的 ROS。 

此外，代谢组学分析表明，产酸菌由于缺

乏相关生长代谢物质从而导致长势较弱，所以

通过外源添加某些营养物质能够对产酸菌生长

和产酸起到一定的促进作用。例如，适量的含

氮碱基、谷氨酸单钠 (monosodium glutamate, 
MSG)、腺苷三磷酸(adenosine triphosphate, ATP)、
二氢叶酸(dihydrofolic acid, FH2)都能够促进产酸

菌(K. vulgare)增殖并提高 2-KLG 产量[51]。樊世

存[52]将不同浓度乙醛酸分别加入以玉米浆为培

养基的混菌发酵体系中，结果表明产酸菌   
(K. vulgare WSH-001)生物量与产酸量随着乙醛

酸量增加而增加，乙醛酸添加量为 0.5 g/L 时，

产酸菌生物量、产酸量和产酸强度分别比对照

提升 33.3%、5.1%与 5.7%。张倩等[53-54]将从伴

生菌(B. pumilus SH-B9)培养液中分离纯化的铁

载体加入单独产酸菌(K. vulgare 25B-1)发酵体

系中，结果表明，铁载体能显著提高产酸菌的

产酸能力，而且铁载体浓度与促产酸菌产酸能

力成正比。在混菌体系中添加不同的稀土离子

(La3+、Ce3+、Nd3+、Sm3+)，结果发现一定量的

稀土离子也能够对产酸菌(K. vulgare)生长起到

促进作用[55]。由此表明，通过外源添加与生长

代谢相关的物质能够一定程度上促进产酸菌生

长与产酸，印证了产酸菌生长产酸弱的原因之



 
张博等: 基于组学技术的维生素 C 二步混菌发酵研究进展 2199 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

一是由于营养物质的匮乏。 

2.5  产酸菌的基因工程改造 
针对产酸菌细胞合成代谢途径某些关键基

因的缺失导致生长产酸弱的问题，通过基因工

程手段对其进行改造能够使产酸菌的生长得到

一些改善，也有助于 2-KLG 的生成。叶酸是产

酸菌细胞生长繁殖的关键因子，将乳酸菌

(Lactococcus lactis MG1363)中负责叶酸合成的

基因簇(folB、folKE、folP、folQ、folC)在产酸

菌(K. vulgare Rif)中异源过表达，结果表明，

重组菌株细胞内叶酸浓度比野生型高 8 倍，而

且发酵罐培养条件下重组菌株细胞密度和

2-KLG产量较对照分别提高 25%和 35%[56]。Pan
等[57]通过在产酸菌(K. vulgare Hkv604)氨基酸

生物合成途径中表达缺失的高丝氨酸激酶基因

hsk (来自 G. oxydans 与 S. cerevisiae)有效提升了

2-KLG 产量，重构苏氨酸途径的产酸菌 hsk-g 
(表达 G. oxydans 高丝氨酸激酶基因的菌株)，在
共培养条件下与对照相比 2-KLG 产量提高了

44.11%且发酵周期缩短了 28.57%，这表明含

有较为完整氨基酸合成途径的产酸菌更具有大

量生产 2-KLG 的潜力。 
Wang 等[8]在产酸菌(K. robustum SPU_B003)

中引入了一个新的乙酰 CoA 生物合成途径

(XFP-PTA 途径)，该途径通过内部启动子启动

外源磷酸酮酶 (xfp)和磷酸转乙酰酶 (pta)基因

优化后的结果表明，与对照相比，重组菌株乙

酰 CoA 增加了约 2.4 倍且 2-KLG 产量增加了

22.27%；而将产酸菌中的山梨糖脱氢酶(sdh)克
隆进行过表达也能够在一定程度上提高 2-KLG
产量[58]。 

3  展望 
基因组学、转录组学、蛋白组学等多种生

物组学技术的快速发展为科研人员提供了更多

的生物系统数据去进行分析研究，但对于一个

复杂的系统而言，单一组学的分析研究无法准

确地反映系统内部复杂的相互作用，存在的局

限性愈发明显。就 Vc 二步混菌发酵而言，整个

发酵体系属于一个复杂的生物系统，研究表明

伴生菌能够为产酸菌提供营养和伴生活性物

质，解除产酸菌受到的氧化胁迫，创造一个适

宜产酸的微环境。因此，在考虑混菌发酵中两

菌不同生长阶段的细胞密度、营养条件和其他

遗传调控因子情况下，对伴生菌促进产酸菌产

酸的原因应综合多方面进行系统分析，将基因、

转录、蛋白、代谢等水平的研究整合在一起，

以确定基因动态调控的性质。在混菌发酵中伴

生菌提供更多的营养物质后，伴生菌产生的活

性蛋白对产酸菌调节和维持代谢稳态如何发挥

作用从而使产酸菌大量产酸，是未来维生素 C
二步混菌发酵中值得重点关注的研究方向。 
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