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摘  要：叶酸普遍存在于各类食物中，但由于叶酸的不稳定性以及饮食习惯的差异性，各国叶酸

缺乏现象普遍存在。叶酸是参与核酸合成及细胞分裂分化的重要物质，叶酸缺乏引起机体功能的

混乱，由此引发癌症等一系列的疾病。大部分乳酸菌是叶酸缺陷型菌株，但越来越多的研究表明

其很多种类都具有叶酸合成能力。本文主要概述产叶酸乳酸菌的分类，乳酸菌生物合成叶酸的机

制，以及利用乳酸菌进行的叶酸基因工程研究进展。 
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Abstract: Folate are presented in all kinds of foods, but folate deficiency in human body still exist in 
every country due to the difference of dietary habit and unstability of folate. Folate are the important 
material that participate in synthesis of nucleic acid and the cell division and differentiation. Folate 
deficiency lead to the disorders of body functions, thus lead to a serise disease such as cancer. Even 
though most lactic acid bacteria (LAB) are folate-defective strains, more and more studies indicated 
that a lot of strains among LAB have the capability to synthesize folate. This review summarized the 
progress on species of LAB with the capacity of synthesizing folate, their folate synthesis mechanism, 
and folate gene engineering carried by LAB. 
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叶酸是一种由嘌呤、对氨基苯甲酸及多聚谷氨

酸尾等 3 部分组成(图 1)的水溶性 B 族维生素，分

布广泛，普遍存在于动植物和传统发酵食品中，但

不稳定，在酸性环境及光照条件下易分解[1]。叶酸

有着重要的生理功能，其备受人们青睐与关注的最

早原因是叶酸缺乏对胎儿及婴幼儿神经系统发育

的影响；随着研究深入，发现叶酸还具备抗肿瘤，

防治心脑血管疾病及肠道疾病的功能[1-5]。然而人类

等高等动物却由于缺乏相应的叶酸合成基因而不

能合成自身所需叶酸，这些叶酸都只能通过饮食或

吸收肠道菌群分解代谢产生叶酸的方式从外界摄

入。在中国尤其是农村的妇女中叶酸摄入量远远达 
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图 1  叶酸结构式 
Figure 1  The structure of folate 
 
不到推荐水平[6]，因此如何大量制备与合成叶酸就

成为了目前的研究热点。 

摄食天然植物组织的饮食补充是机体补充叶

酸的传统方式，该方式可直接补充能被人类利用吸

收的蝶酰多聚谷氨酸叶酸与 4-甲基-四氢叶酸[7]，但

植物来源的叶酸易受时间条件限制，生产成本高及

烹调过程中损失率较高等不足。随着认识的深入，

人们开始使用合成叶酸，虽然其吸收利用率高，但

备受争议，Christensen 等[8]研究数据显示小鼠大剂

量服用后亚甲基四氢叶酸还原酶量减少活性降低，

这就直接导致肝细胞退化变性，造成肝脏损伤，突

变的肝细胞改变了脂类代谢。另外值得关注的是大

剂量合成叶酸所造成的潜在的副作用还有认知功

能障碍和癌症等[9]；同时其在亚临床癌和反向健康

效应中起着模棱两可的作用[10]。与之相比，天然叶

酸尤其是益生菌来源的叶酸有安全性高、吸收效果

好、无毒副作用等优势，既能补充叶酸还能提供机

体所需的其他营养素，即使机体代谢功能缺陷也不

会影响它的生物利用率 [11] 。乳酸菌 (Lactic acid 

bacteria，LAB)因其是国际公认的益生菌，被广泛

应用于食品工业和医疗保健业。研究证实肠道微生

物中的乳酸菌可以代谢产生叶酸等维生素，是宿主

维生素的主要来源之一，因此乳酸菌是生物合成叶

酸的最好选择[12]。 

1  乳酸菌的概述 

乳酸菌主要指在发酵过程中能利用碳水化合

物进行发酵，产生以乳酸等有机酸为主要发酵产物

的一群最具代表性的益生性细菌，它只是一种惯用

叫法，而不是微生物分类学上的名称。从分类学上

看，它分属于 43 个属，包含 373 个种和亚种。乳

酸菌大多属于耐氧性厌氧菌、兼性厌氧菌或严格厌

氧菌，在生物体和自然环境中分布广泛，如：人和

动物的消化系统、泌尿生殖系统、粪便；植物体、

发酵动植物食品和饮料，土壤、淤泥和污水中均有

分布。相关研究表明，发酵食品中的乳酸菌有改善

食品风味产生香气物质，延长食品保质期，提高食

品中营养物质的吸收利用率，缓解乳糖不耐症等作

用。肠道内的乳酸菌能维持人体微生态平衡，并具

有免疫调节功能[13]。然而源于乳酸菌的这些特性，

其在工业上的应用也十分广泛，它除了被用作发酵

食品的启子外，还可以将植物来源的生物质(农作物

或工业固体废渣)转化为生物燃料和更有价值的产

品，包括被广泛用于化工业的乳酸，和作为生物燃

料的乙醇和丁醇，生物可降解塑料聚合物，表多糖，

抗菌素，包括一些维生素(维生素 C、核黄素、吡哆

醛、维生素 B12 和叶酸)和氨基酸在内的益生物质和

营养制品[14]。本实验组柳陈坚等[15-19]从云南传统发

酵食品豆豉以及女性阴道内分离得到 46 株具有各

种生理活性的乳酸菌，其中 6 株分离自生殖道，40

株分离自豆豉，有乳杆菌属(Lactobacillus)的植物乳

杆菌(Lactobacillus plantarum，Lb. plantarum)18 株；

肠球菌属 (Enterococcus)的粪肠球菌 (Enterococcus 
faecalis) 6 株；魏斯氏属(Weissella)的类肠膜魏斯氏

菌(Weissella paramesenteroides) 6 株；片球菌属

(Pediococcus)的乳酸片球菌(Pediococcus acidilactici)

和戊糖片球菌(Pediococcus pentosaceus)分别有 7 株

和 9 株。除它的代谢产物外，乳酸菌也是基因工程

研究最多的细菌，通常被用作表达载体和基因工程

受体菌，经基因工程改造的乳酸菌能更好地发挥它

的潜能，增强其发酵特性，扩大其应用范围。 
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2  产叶酸乳酸菌种属的研究 

筛选产叶酸乳酸菌的研究由来已久，目前文献

报 道 的 这 些 菌 株 多 属 于 双 歧 杆 菌 属

(Bifidobacterium)、链球菌属(Streptococcus)、乳杆

菌属和乳球菌属(Lactococus)等(表 1)。其中乳球菌

属中 Lactococus lactis ssp. cremoris CM 22 (L. 
lactis ssp. cremoris CM 22)和 Lactococus lactis ssp. 

lactis CM 28 (L. lactis ssp. lactis CM 28)是最早发现

具有叶酸合成能力的乳酸菌[20]，但产量与其他属相

比最低。乳杆菌属的乳酸菌一般来说除植物乳杆菌

等少数菌株外都不产叶酸，但在培养基中添加对氨

基苯甲酸(p-Aminobenzoic acid，pABA)后大部分能

代 谢 产 生 叶 酸 ， 而 且 叶 酸 产 量 相 对 比 较 高 (产

量>54 µg/L)，Hugenschmidt 等[21]的研究发现 Lb. 

plantarum SM39 的叶酸产量更是高达(397±60) µg/L 

(表 1)。双歧杆菌属与链球菌属的乳酸菌虽能产生叶

酸，但叶酸的相对产量比其他乳酸菌低(表 1)。这些

产生叶酸的菌株大多来自天然发酵食品，如高产叶

酸 Lb. plantarum SM 39 分离自意大利腊肠，Lb. 

plantarum CN-49 分离自日本豆腐[22]，Lb. helveticus 

CD 6 和 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 均分

离自传统发酵乳[23]。 

3  乳酸菌叶酸合成的代谢途径及其调节基因 

3.1  乳酸菌叶酸生物合成的代谢途径 

随着人们对叶酸生理机能重要性认识的加深，

国内外学者都积极研究已知的能代谢产生叶酸的

植物、真菌及原核类的细菌，且均取得了较大的进

展，原核类细菌中的乳酸菌更是由于其益生特性，

而成为近年的研究热点。Rossi 等[27]的研究表明乳

酸菌、植物及真菌的叶酸合成代谢途径包括蝶啶代

谢支路(Pterin branches)及对氨基苯甲酸代谢支路

(pABA branches)，见图 2，这 2 条支路只有同时发

挥作用才能促成叶酸合成。对于蝶啶代谢支路来

说，乳酸菌和植物在代谢合成过程中都是经 GTP

和分支酸从头合成叶酸，经过 GTP 环化水解酶  

表 1  乳酸菌叶酸产量 
Table 1  Folate production of lactic acid bacteria 

Microbial species Folate 
(µg/L) Reference

Lactococus lactis ssp. cremoris CM 22 12.5 [20] 

Lactococus lactis ssp. lactis CM 28 14.2 [20] 

Lactococus acidophilus N 1 63.9±5.2 [24] 

Lactococus acidophilus 4356 53.9±4.6 [24] 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 449 62.8±2.1 [24] 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 448 68.5±1.8 [24] 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
CRL 863 86.2±0.3 [25] 

Lactobacillus coryniformis CN-229 81±12 [22] 

Lactobacillus plantarum SM 39 397±60 [21] 

Lactobacillus plantarum CN-49 108±9 [22] 

Lactobacillus brevis SM 34 131±196 [21] 

Lactobacillus brevis MZ 14 54±24 [21] 

Lactobacillus reuteri ATCC 55730 125±28 [21] 

Lactobacillus fermentum SM 81 84±32 [21] 

Lactobacillus sakei CN-28 107±6 [22] 

Lactobacillus sakei CN-3 101±10 [22] 

Lactobacillus amylovorus CRL 887 81.2±5.4 [7] 

Streptococcus thermophilus CRL 415 76.6±7.0 [25] 

Streptococcus thermophilus CRL 803 22.4±0.4 [25] 

Streptococcus thermophilus 573 46.7±5.0 [24] 

Streptococcus thermophilus MC 59.6±2.3 [24] 

Bifidobacterium longum ATCC 15708 75.8±6.5 [24] 

Bifidobacterium longum B 6 99.2±3.8 [24] 

Bifidobacterium adolescentis MB 114 44.0 [26] 

Bifidobacterium adolescentis MB 115 65.0 [26] 

Bifidobacterium adolescentis MB 227 54.0 [26] 

Bifidobacterium adolescentis MB 239 54.0 [26] 

Bifidobacterium infantis ATCC 15697 27.0 [26] 

Bifidobacterium pseudocatenulatum MB 116 82.0 [26] 

Bifidobacterium pseudocatenulatum MB 237 41.0 [26] 

Bifidobacterium pseudocatenulatum MB 264 12.0 [26] 
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图2  叶酸合成途径 
Figure 2  Folate synthesis pathways 

 
(GCHY-I，EC 3.5.4.16)的作用经分支酸形成了一个

含蝶啶环的 7,8-二氢新喋呤三磷酸，然后经新喋呤

醛缩酶(DHNA，EC 4.1.2.25)催化形成 7,8-二氢新喋

呤单磷酸，7,8-二氢新喋呤单磷酸再通过二氢新喋

呤三磷酸焦磷酸酶(DHNTP，EC 2.5.1.15)及 6-羟甲

基二氢喋呤焦磷酸激酶(DHPPK)的催化作用，逐步

形成叶酸合成的重要中间产物 6-羟甲基-7,8-二氢喋

啶焦磷酸(DHPPP)。DHPPP 这一产物在二氢蝶酸合

酶(DHPS)作用下与 pABA 结合形成叶酸合成的直

接前体二氢喋酸，最终经二氢叶酸还原酶(DHFR，

EC 1.5.1.3)及叶酰谷氨酸合酶(FDGS，EC 6.3.2.17)

催化成为具有生物活性且能分泌到细胞外的多聚

谷氨酸四氢叶酸。pABA 代谢支路相对于蝶啶代谢

支路就要简单得多，主要部分为分支酸在 4-氨基-4-

脱氧分支酸合酶及裂解酶的作用下形成重要产物

pABA，pABA 形成后就会与 DHPPP 结合形成二氢

喋酸并最终合成叶酸。对于乳酸菌等大多微生物来

说 pABA 代谢支路的不足是可以弥补的，因为只要

在培养基中添加 pABA 就可弥补这一代谢路径的异

常或缺失。 

3.2  乳酸菌叶酸合成的代谢基因 
乳酸菌叶酸合成的两条代谢支路中存在着不

少有调节作用的酶，如蝶啶代谢支路中合成中间产

物 DHPPP 涉及到起调控作用的 DHNA、DHPPPK、
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GCHI、DHPS 及 DHNTPase 等 5 种酶分别由 fol B、

fol K、fol E、fol P 及 fol Q 等 5 个基因编码，这些

基因在乳酸菌中通常以基因簇的形式存在，上述 5
个基因的表达与否可直接影响着整个代谢通路。乳

酸菌中的少数种属会具备上述 5 种基因，因此含该

5 种基因的乳酸菌往往具备叶酸合成能力，Sybesma

等 [28] 在研究 Lactococcus lactis 中发现 L. lactis 
MG1363 和 IL1403 均具备上述编码叶酸代谢调控的

基因 fol E、fol Q (ylg G)、fol B、fol K 及 fol P。而

整个叶酸代谢过程中合成的代谢产物 DHPPP 最重

要 ， 该 产 物 的 合 成 需 要 fol Q 基 因 所 编 码 的

DHNTPase 催化，因此 fol Q 基因成了检验乳酸菌是

否具有产叶酸能力的关键基因。另有研究表明，大

部分乳杆菌属的乳酸菌都缺乏 fol Q 基因，从而导

致该类乳酸菌不能有效合成叶酸[12,29-30]，但少数乳

杆菌属的菌株，如本实验组已测序的一株植物乳杆

菌菌株 Lb. plantarum YML-5-2，虽缺乏 fol Q 基因

所编码的 DHNTPase，却拥有与 DHNTPase 功能相

似的酶，因此乳杆菌属的植物乳杆菌等菌株也具有

产叶酸潜能。pABA 代谢支路中关键的 4-氨基-4-

脱氧分支酸合酶及裂解酶分别由 Pab A、Pab B 和

Pab C 基因编码控制，但相关报道表明 pABA 合成

基因为多功能基因，具有复杂的功能，通常这些基

因会融合成不同的形式，形成 PabAc、PabAab、

PabAa 和 PabAb 基 因 ， 在 Corynebacterium 

diphtheriae 中可能形成 PabAa-PabAb-PabAc 基

因[31]。而后期起调节作用的酶 DHFS、DHPS 及

DHFR 分别由 fol P、fol C 和 fol A 这 3 个基因编码，

其中的 fol C 基因编码 DHFS/FDGS (二氢蝶酸合酶/

叶酰谷氨酸合酶)双功能蛋白[28]。 

4  乳酸菌叶酸代谢合成基因的基因工程技术 

乳酸菌是一类兼性厌氧细菌，由于其营养要求

高、生长缓慢且培养条件较复杂的特性决定了乳酸

菌很难满足大量制备生产叶酸的需要，因此就有必

要对其进行基因工程改造。现阶段乳酸菌叶酸合成

相关基因的基因工程研究主要有如下两个方面：一

类就是通过叶酸生物合成关键基因的过表达来提

升叶酸产量；另一类则是用生物工程原理将叶酸生

物合成相关的基因簇整体导入到乳酸菌中构建高

产叶酸的工程株。Sybesma 等[28]研究表明，过量表

达 L. lactis 中 fol KE 基因，从而让该基因编码的

DHPPPK 和 GCHI 过表达，最终使菌株胞外叶酸的

产量增加了近 10 倍，总叶酸产量增加 3 倍。如在

过表达 fol KE 基因的同时增加 fol C 基因的表达量

就会延长叶酸在乳酸菌胞内的保留时间，这可能与

fol C 基因表达能够增加叶酸多聚谷氨酸尾的长度，

从而抑制叶酸向胞外转运[32]。与之相反，fol A 基因

(编码 DHFR)过表达则会让菌株产叶酸的量骤减 2

倍，由此可推断 DHFR 在叶酸生物合成中起负反馈

调节的作用。Santos 等[33]的研究也发现 Lb. reuteri 

JCM 1112 具有叶酸合成能力，在添加 pABA 的条

件下同时过表达叶酸合成基因簇也能增加叶酸产

量。但仅仅过表达 pABA 代谢支路的相关基因却不

能使菌株叶酸合成量增加，只有在过表达 pABA 相

关基因的同时过表达喋啶代谢支路的相关基因才

能起到提升叶酸产量的作用；因此当 pABA 合成相

关基因缺失且在培养时未添加 pABA，菌株合成叶

酸的能力也随之消失[34]。另外，Wegkamp 等[35]在

将 L. lactis 中叶酸生物合成相关基因簇导入到叶酸

营养缺陷型菌株 Lb. gasseri 中研究发现，只要 Lb. 

gasseri 获得叶酸合成相关基因就能表现出叶酸合

成能力。LeBlanc 和 de Crecy-Lagard 研究发现，

fol Q 基因只存在于乳球菌和植物中，大部分乳酸乳

杆菌均部分缺失 pABA 相关代谢基因及 fol Q

基因[12,31,36]。由于 pABA 可外源性添加，fol Q 基因

就成为乳酸菌叶酸代谢合成相关基因生物工程操

作的关键。 

随着以基因组、转录组核苷酸序列为基础的组

学研究的蓬勃发展，对产叶酸乳酸菌的研究已不仅

仅局限于简单的基因工程技术研究，而是从全基因

组的角度出发，全面而深入地解析乳酸菌生物合成

目标代谢产物过程中，基因表达、蛋白质组的核苷
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酸序列与氨基酸序列变化及代谢产物产量变化等

诸方面的关联[37]。最终可以深入了解特定乳酸菌代

谢合成某些代谢产物的潜在可能性，并对相应代谢

基因实施过量表达或者敲除。比较基因组学的研

究，可以了解菌株缺乏的基因种类，从而有目的地

导入相应的外源基因进行表达，获得相应功能性工

程菌。这种建立在全基因组序列基础上的基因组工

程技术，还可以通过整合转录组学数据和生物信息

学的研究策略，从全基因组规模上全面了解细胞代

谢网络、调节网络以及遗传和环境对细胞代谢影响

并构建基因组规模的网络模型，从而全面而深入地

解析乳酸菌的生理功能。正是基于这一优势，基因

组工程技术的研究将会成为未来乳酸菌基因工程

技术研究的趋势，也坚信将会有更多基因组工程技

术改造的乳酸菌用于新型功能性发酵食品的开发。 

5  乳酸菌发酵合成叶酸的影响因素 

乳酸菌的营养要求较高，在发酵代谢产生叶酸

的过程中易受发酵培养基的组成、是否添加 pABA、

酪氨酸浓度高低、温度及 pH 变化等因素的影响，

因此探究乳酸菌叶酸发酵培养的最佳发酵条件是

乳酸菌大量制备叶酸的关键。 

对于大多数乳酸菌属的菌株来说，在叶酸发酵

培养基中添加 pABA 是微生物法发酵产生叶酸的关

键，因为富含 pABA 的培养基往往能增加乳酸菌的

叶酸产量，甚至能使某些缺乏 pABA 相关基因但有

完整喋啶代谢支路相关基因的菌株代谢产生叶

酸[26,29]。与之相反，往培养基里添加酪氨酸，尤其

是高浓度酪氨酸后乳酸菌叶酸产量骤减。除了上述

两因素外，含不同碳氮源及其他营养素的发酵基质

也会对叶酸产量有影响。在用蔬菜、牛乳、脱脂乳、

黑麦等原料作为发酵基质的研究时，脱脂乳是最适

用于乳酸菌发酵产叶酸的天然发酵基质。Crittenden

等[30]研究证实用两株产叶酸菌株 Bacillus animalis 

CSCC 1941 和 S. thermophiles CSCC 2000 在脱脂乳

中发酵时叶酸产量提高了 6 倍。而去叶酸培养基

(FACM)是最利于 Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus 

CRL 863 和 S. thermophilus CRL 415 等菌株发酵产

生叶酸并分泌到胞外的人工合成培养基，此时其胞

外叶酸产量可较脱脂乳发酵时增加 1.9 倍[25]。此外，

碳源、氮源和接种量及培养时间等因素也对叶酸产

量有较大影响，如乳酸乳球菌在利用葡萄糖作为碳

源时的叶酸产量较大，而嗜热链球菌则是以蔗糖为

碳源时的叶酸产量较大，而乳酸乳球菌与嗜热链球

菌二者的最佳接种量分别为 3%和 2%。最后，发酵

时间也是影响叶酸产量的关键因素，相对而言发酵

时间越长叶酸产量越大，但当发酵时间达到一定值

后菌株自身消耗叶酸增大而导致叶酸总量在减少，

研究表明大多数菌株发酵产叶酸的发酵时间为 6 h，

少数菌株则可延长至 24 h[24,26,38]。 

除以上因素能影响叶酸产量外，培养温度，发

酵培养基的 pH 也能影响乳酸菌发酵产生叶酸的

量。如 Kariluoto 等[39]研究发现大多数乳酸菌在

28 °C 时叶酸产量是最高的，温度过低或过高(18 °C

或 者 37 °C) 都 不 利 于 乳 酸 菌 代 谢 产 生 叶 酸 。

Emiliano 等[40]研究发现以脱脂牛奶作为发酵基质时

42 °C 是发酵酸奶产叶酸的最适温度，在此条件下

酸奶中叶酸产量是未发酵乳的 250%，是市售酸奶

的 125%。另有研究发现近中性的 pH 值(7.0)比酸性

条件(5.0)更利于叶酸产生，当发酵过程中培养基的

pH 始终维持在 7.0 时利于嗜热链球菌产叶酸，但低

pH 有利于嗜热链球菌将产生的叶酸分泌至胞

外[29]。最后，菌株与菌株间的相互作用也是影响叶

酸产量的另一个因素，Hugenschmidt 等[41]，将高产

维生素 B12 菌株费氏丙酸杆菌 Propionibacterium 

freudenreichii DF 13 与高产叶酸菌株 Lb. plantarum 

SM 39 共培养，结果其叶酸水平是迄今为止报道的

自然菌株最大产量的 10 倍以上，推测 VB12 也能促

进叶酸产生。 

6  总结与展望 

随着人们对健康的要求越来越高，叶酸的重要

性得到广泛认识。利用乳酸菌制备叶酸是生产叶酸

最好的选择，但受产量的限制光筛选产叶酸菌株是
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远远不够的，如何增加其产量仍是目前研究的重

点。除此之外，乳酸菌不同近亲种间的生理功能具

有一定差异，它们在叶酸代谢途径上，尤其是

DHPPP 合成途径上是否也有一定的差异性，尚无明

确的报道。同时由于缺乏系统完整的比较基因组

学、转录组学和代谢产物研究，严重制约着乳酸菌

及其代谢产物在新型功能性食品的开发利用。因

此，研究不同种属乳酸菌的叶酸合成多样性将成为

未来新的研究热点。 
目前，Lb. plantarum WCSF1、Lb. plantarum 

JDM1、Lb. plantarum ST-III 及 Lb. plantarum ATCC 
14917 等植物乳杆菌的全基因组测序已经完成，而

经比较发现植物乳杆菌是一类较为特殊的乳酸菌，

其基因组相对较大，且环境适应能力强[42-44]。最重

要的是植物乳杆菌的叶酸产量比其他乳酸菌高，至

少高出 3−4 倍，因此植物乳杆菌是开发富含叶酸功

能性食品的理想菌种。 
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