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专论与综述 

芽孢杆菌促普通生酮基古龙酸菌产酸机制研究进展 

张倩 1  黄茂 1  张玮丹 1  李颖 2  吕淑霞*1 
1 沈阳农业大学生物科学技术学院  辽宁 沈阳  110866 

2 中国动物疾病预防控制中心动物产品安全检测室  北京  102600 

摘  要：随着高通量测序技术、组学技术、生物信息学技术等多种技术的兴起与发展，关于维生素

C 混菌发酵中两菌作用关系的研究取得了一些成果。基于此，本文从芽孢、氨基酸、B 族维生素、

环境应力及小分子物质方面，对目前关于两菌间相互作用机制的研究进行综述，并为接下来的进一

步研究提供新思路。 
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Research progress on the companion mechanism in 
Ketogulonigenium vulgare and Bacillus strain consortium 
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Abstract: With the rise and development of high-throughput sequencing technology, omics technology, 
bioinformatics technology, some achievements have been made in the study of the relationship between the 
two strains in vitamin C (Vc) microbial fermentation. Therefore, this paper reviews the current research on 
the companion mechanism between the two strains based on spores, amino acids, B-group vitamins, 
environmental stress and small molecular substances, and provides some new ideas for the further research. 
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维生素 C (Vitamin C，Vc)又名 L-抗坏血酸，因

具有参与氧化还原反应、促进抗体形成、增强免疫

反应[1]等功效而广泛应用于制药、食品、化妆品以

及饲料工业。目前实现工业化大规模 Vc 生产主要

采用二步混菌发酵法。 

二步混菌发酵是在莱氏法第一步发酵的基础

上 利 用 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 (Ketogulonigenium 

vulgare) (产酸菌)和芽孢杆菌属(Bacillus spp.) (伴生

菌)混合发酵生成 Vc 前体物质 2-酮基-L-古龙酸

(2-keto-L-gulonic acid，2-KGA)，其中第二步发酵

利用的普通生酮基古龙酸菌单独生长能力低、产酸

量很低；芽孢杆菌属为主的伴生菌单独生长良好但
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没有产 2-KGA 的代谢途径，只有当两菌混合发酵时

才能更好地实现产酸[2]。因此，两菌间有怎样的相互

作用关系这一科学问题引起了广大研究人员的关注。 

1  芽孢对产酸菌产酸的影响 

目前进行研究的伴生菌主要有巨大芽孢杆菌

(Bacillus megaterium) 、 短 小 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

pumilus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、苏云金

芽孢杆菌 (Bacillus thuringiensis)、地衣芽孢杆菌

(Bacillus lichenitormis) 、 蜡 状 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

cereus)、内生芽孢杆菌(Bacillus endophyticus)；此外，

类脱发假丝酵母(Candida parapsilosis)、胶红酵母

(Rhodotorula mucilaginosa) 、 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas)等也有伴生作用，并且不同伴生菌与

产酸菌的搭配组合对 2-KGA 的产量有不同的影响。

杨宇[3]通过比较两种不同伴生菌——B. megaterium 

2980 和 B. subtilis A9 对产酸菌 K. vulgare 25-B-1 产

酸能力的影响，发现 B. subtilis A9 的促产酸能力更

强；Mandlaa 等[4]研究发现 B. cereus 比 B. megaterium

更能促进产酸。大量的研究表明芽孢杆菌属的某些

菌株虽伴生能力不同但都可以作为有效的伴生菌，

然而这究竟是巧合还是它们之间存在芽孢这一共

有特性呢？ 

已有报道称伴生菌生成芽孢后 K. vulgare 生长

迅速、产酸也迅速累积。为了研究伴生菌芽孢形成

是否与产酸菌的生长产酸有关，Zhu 等[5]通过敲除

B. megaterium 的 spoOA 和 spoVFA 基因发现芽孢的

稳定和生长是促进产酸菌生长和产酸的两个重要

影响因素。Jia 等[6]基于比较基因组学分析了不同芽

孢形成阶段的相关基因，发现 B. endophyticus、B. 

thuringiensis、B. megaterium、B. cereus 中缺乏一些

编码芽孢外衣糖基化的糖基转移酶的操纵子，这些

操纵子的缺乏可能提高了芽孢的疏水性和黏附能

力，可能在伴生中起到有益作用。结合本实验室近

日关于混菌(B. endophyticus 与 K. vulgare)不同生长

时期的扫描电镜结果(结果未发表)，我们认为，伴

生菌在芽孢形成过程中吸引了产酸菌的聚集，而后

芽孢进一步成熟、母细胞破裂释放出大量活性物

质，促进产酸菌的生长与产酸。  

2  伴生菌代谢产物对产酸菌生长产酸的影响 

2.1  氨基酸对产酸菌生长产酸的影响 

氨基酸是蛋白质的基本组成结构，早期研究发

现，在摇瓶分批发酵中添加关键氨基酸可以缩短发

酵周期[7]；添加明胶可代替 L-甘氨酸和 L-脯氨酸[8]

提高生产强度。而后基于基因组学分析发现，产酸

菌 K. vulgare 基因组中虽然含有丰富的氨基酸转运

和代谢相关蛋白的编码基因，但是大部分氨基酸合

成和代谢途径都有一个或几个关键酶的基因无法

在注释中找到，如组氨酸、甘氨酸、赖氨酸、脯氨

酸、苏氨酸、蛋氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成中都

缺乏关键酶[9-10]。Pan 等[11]通过构建 K. vulgare 工程

菌重建苏氨酸生物合成途径，不仅提高了生物量也

提高了 2-KGA 产量。我们认为这样更进一步说明

了 K. vulgare 的部分氨基酸合成途径缺陷且这些氨

基酸对于 K. vulgare 的生长和产酸具有关键作用。 

张静[9]通过蛋白质组学分析 B. megaterium 伴生

与否对 K. vulgare 胞内蛋白的影响，发现有 115 个

蛋白在 B. megaterium 伴生时表达量上调至少 2 倍，

其中有 17 个蛋白上调至少 5 倍，根据 COG 蛋白质

功能分类表明与氨基酸代谢、蛋白质翻译和能量代

谢相关的上调蛋白所占比重最大，其中丝氨酸、苏

氨酸、色氨酸、甲硫氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苯

丙氨酸和谷氨酰胺等代谢途径中多种酶蛋白水平

显著上调。Jia 等[12-13]基于比较基因组学和代谢组学

分析产酸菌与伴生菌间的适应性变化机制，通过细

菌传代培养发现继传代 150 代后产酸菌具有更高的

生长量与产酸量，且产酸菌和伴生菌中的某些氨基

酸含量显著升高：鸟氨酸、脯氨酸、赖氨酸和苏氨

酸可能是混菌发酵体系中的关键氨基酸。朱益波[14]

基于转录组学分析表明，在混菌发酵条件下，产酸

菌中大量与氨基酸转运和代谢相关基因表达显著

上调，同时对发酵过程中伴生菌和产酸菌在氨基酸

释放和吸收利用这一动态平衡变化的研究得出，伴



张倩等: 芽孢杆菌促普通生酮基古龙酸菌产酸机制研究进展 3471 

 

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

生菌伴生时往胞外环境释放了大量的氨基酸，这些

氨基酸能被产酸菌迅速地利用，从而促进产酸菌的

生长。                                                                                                 

2.2  维生素对产酸菌生长产酸的影响 

B 族维生素是细胞中不可或缺的一类水溶性维

生素，能参与碳代谢。先前研究表明 K. vulgare 本

身不能合成多种 B 族维生素，而伴生菌却含有 B 族

维生素的合成途径，且能将合成的 B 族维生素提供

给 K. vulgare，维持其正常的生长代谢[15]。 

Jia 等[6]基于基因组学比较了 B. megaterium 与

B. endophyticus Hbe603 的 VB 合成途径，发现其具

有 VB1、VB2、VB3、VB5、VB6、VB7、VB9 和 VB12

的合成途径，但是两者在 VB12 合成途径中存在差

异，即：B. megaterium 由两个截然不同的基因和一

个相对独立的 cbiP 基因构成 VB12 合成途径；B. 

endophyticus Hbe603 也具有这两个不同的基因，但

是 cbiP 基因却插入到了其中一个基因中，而不是独

立存在。基于基因的差异，未来 B. endophyticus 

Hbe603 有望成为 VB12 的生产菌株为 K. vulgare 提

供与代谢相关的辅因子。 

张静[9]从产酸菌基因组中发现 84 个与辅因子

代谢相关的蛋白基因，其中包括维生素 B12 和 B1 转

运蛋白，表明产酸菌可以从外界摄取这两种维生素

来满足自身需要，但是并未发现细胞生长所需的烟

酸和叶酸代谢途径相关的多种关键基因。 

杨宇[3]通过外源添加叶酸和二氢叶酸比较其对

产酸菌产酸的影响发现，叶酸对产酸菌产酸没有显

著的影响，而低浓度的二氢叶酸却能显著提高产酸

菌 2-KGA 的产量，可能是由于产酸菌中缺乏叶酸

还原酶，无法将叶酸还原为二氢叶酸和四氢叶酸，

而外源添加二氢叶酸可以有效促进细胞生长，从而

提高 2-KGA 产量[16]；并通过对不同伴生菌与产酸

菌混合发酵过程中 B 族维生素含量变化进行分析,

发现不同混合菌系发酵液中叶酸含量有显著变化。

朱益波[14]对发酵过程中核黄素和叶酸及其衍生物

含量变化分析结果表明，发酵液中这两种维生素的

含量变化与伴生菌芽孢形成时细胞裂解有关，这些

释放出的维生素有利于产酸菌的生长。 

2.3  蛋白酶对产酸菌生长产酸的影响 

先前研究表明伴生菌胞外分子量在 30−50 kD

及大于 100 kD 的蛋白质组分能明显促进产酸菌的

生长和产酸[17-18]。而后 Jia 等[6]在蛋白质定位分析的

基础上，检测了 B. endophyticus Hbe603 释放到细胞

外环境中的蛋白质，发现除了产孢和鞭毛相关蛋白

外还有能够降解 K. vulgare 环境中大分子物质的胞

外酯酶、氨基肽酶和多糖脱乙酰酶；此外，还存在

可以去除 H2O2 并保护 K. vulgare 免受氧化损伤的超

氧化物歧化酶以及大量的氧化还原酶类蛋白。 

由此我们认为伴生菌释放芽孢的过程中不仅

为产酸菌提供生长因子也提供了清除环境中可能

存在的氧化型物质的氧化还原酶类蛋白，为产酸菌

提供有利的生长与产酸的微环境。 

3  环境应力对产酸菌生长产酸的影响 

目前认为 K. vulgare 之所以生长缓慢、产酸低

是由于受到了自身的氧化胁迫。本实验室[19]通过检

测 发 酵 体 系 氧 化 还 原 电 位 (Oxidation reduction 

potential，ORP)变化情况发现，在 K. vulgare 单菌

发酵体系中，ORP 随培养时间的增加而增加且在发

酵终点达到最大值；而在混菌体系中 ORP 随培养

时间的增加而降低；说明在 K. vulgare 单菌发酵体

系中有大量的氧化型物质生成，对细胞生长造成了

氧化胁迫。廖林[20]发现伴生菌能诱导增加 K. vulgare

电子传递相关物质、抗氧化物酶以及产 2-KGA 相

关酶的基因表达，从而促进 K. vulgare 生长和产酸。

麻浩等[21]基于蛋白质组学技术筛选出伴生菌伴生

后与产酸菌产 2-KGA 相关的 8 个蛋白，分别为烷

基 氢 过 氧 化 物 酶 、 超 氧 化 物 歧 化 酶 (Superoxide 

dismutase，SOD)、巯基抗氧化蛋白、谷胱甘肽转移

酶、分子伴侣蛋白 DnaK、转醛醇酶、醛脱氢酶小

亚基和 2-脱氧-D-葡萄糖-3-脱氢酶，其中参与产酸

菌体内对抗活性氧 ROS 代谢过程的抗氧化蛋白与

产酸菌产 2-KGA 有明显的正相关性。马倩等[22-24]

基于二维凝胶电泳(2-DE)分离蛋白、MALDI-TOF
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质谱鉴定蛋白，分析 Vc 工业生产过程中两株菌的

蛋白随培养时间变化情况，发现 K. vulgare 中与抵

抗活性氧相关蛋白的表达量在芽孢杆菌伴生时显

著上调。 

先前研究[24]表明，外源添加还原型谷胱甘肽可

以显著提高 2-KGA 产量，促进产酸菌生长。Huang

等[25]基于抗氧化酶相关物质的酶活测定及基因相

对表达量分析，研究外源添加还原型谷胱甘肽(GSH)

和氧化型谷胱甘肽(GSSG)对产酸菌生长产酸的影

响，发现外源添加 GSH 和 GSSG 都能提高 2-KGA

产量、缩短发酵周期，并伴随着总抗氧化能力

(T-AOC)、总超氧化物歧化酶活力(T-SOD)、过氧化

氢酶活力以及与解除氧化胁迫相关基因的表达上

调。我们认为，K. vulgare 呼吸链底物端 CoQ 存在

电子泄漏，生成能破坏呼吸链复合体 I/II/III 中 Fe-S

簇的 O2
−自由基，进而产生 ROS[20]，再加之 K. 

vulgare 无法合成足够的抗氧化物质清除 ROS，造

成 ROS 代谢紊乱。而伴生菌能够诱导 K. vulgare 相

关抗氧化物质的表达，解除氧化胁迫，维持其正常

的生长与产酸。 

Jia 等[6]认为伴生菌一定程度上为产酸菌提供

有利于其生长的微环境，基于蛋白质组分析发现，

B. endophyticus Hbe603 含有一个完整的热休克系

统，可耐受高温；具有 Na+/H+、K+/H+反向转运蛋

白相关基因，可耐受碱性环境；具有甘氨酸甜菜碱

合成酶(抗渗透压保护剂)，使得 B. endophyticus 

Hbe603 可以适应高度可变的环境，也为产酸菌提供

了一个较好的微环境。 

4  胞外小分子物质对产酸菌生长产酸的影响 

先前研究表明，外源添加 Fe3+、Mg2+、Mn2+

可显著提高 2-KGA 产量[26]；稀土离子[27]的添加对

产酸菌的生长和产酸也有一定的增强作用。那么是

否存在一些小分子物质在两菌间的相互作用关系

中发挥显著的作用呢？本实验室近期的研究发现，

有较好伴生能力的菌株都可产生铁载体。铁载体是

一类分子量不超过 1 000 Da 的化合物，对 Fe3+具有

高特异性高亲和力，当环境中可利用的 Fe3+很低时

产生[28]，并且铁载体对其他金属离子也具有一定的

螯合力。目前研究表明，铁载体可作为生长促进因

子，一些之前无法在合成培养基上生长的菌株能够

在含有铁载体的培养基上生长[29]。朱益波[14]基于转

录组学分析时发现，在单菌发酵模式下，大量与铁

转运代谢相关基因表达上调且这些上调基因能编

码与铁载体转运相关的蛋白。由于铁元素在微生物

电子传递、代谢调控等生命活动中发挥着重要的作

用，因此关于铁载体方面的研究对于进一步了解两

菌间相互作用机制具有一定的价值。 

群体感应效应是细菌根据细胞密度变化调控

基因表达的一种机制。介导群体感应的信号系统有

多 种 ， 其 中 广 泛 存 在 于 革 兰 氏 阴 性 菌 中 的 为

AHLs-LuxR 系统，即 LuxI 型蛋白质催化产生某种

N-酰基高丝氨酸内酯(AHLs)，该诱导物可以通过自

由扩散的方式到达细胞外部，当其达到一定的浓度

时，返回细胞内部并通过与 LuxR 类蛋白结合而启

动特定基因表达。基于 NCBI 查询发现，产酸菌中

含有 AHLs-LuxR 系统中的相关基因，但是关于两

菌内部通讯关系的研究目前还没有记载，值得进行

深入研究。 

5  展望 

二步混菌发酵生产 2-KGA 的方法由于具有较

高的糖酸转化率使我国现已成为 Vc 生产的最大出

口国，市场占有率达到 85%以上。但是该方法中也

存在一些问题使科研人员迫切希望开发新的生产

工艺，然而目前报道表明新工艺距离实现工业化还

有一定的差距。因此我们认为注重二步混菌发酵中

两菌间存在的相互作用机制的研究具有深远的意

义。总而言之，伴生菌能为产酸菌提供营养物质和

适宜其生长的微环境。基于此，我们认为可以从以

下几个方面进行进一步的研究：(1) 目前关于两菌

间可能存在的小分子物质的研究空白，通过对小分

子物质展开详细研究、明确其相应的作用机制对于

进一步了解两菌间的相互作用机制具有一定的价
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值；(2) 结合目前已经获得的组学结果，利用生物

信息学技术在全基因组范围内筛选并鉴定与两菌

间相互作用关系相关的关键基因以及差异表达基

因；(3) 利用实时荧光定量 PCR 技术研究这些关键

基因、关键酶在发酵过程中的变化规律，构建关键

基因相互作用网络；(4) 通过基因敲除技术，将差

异表达基因敲除，分析突变株组成的新菌系与原始

菌系的变化规律；(5) 如果确定某个基因具有关键

作用，还可以通过构建工程菌株让关键基因过表达

或其他方式增加该通路的通量，观察混菌体系中产

酸的变化。 
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