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摘  要 : 在由氧化葡萄糖酸杆菌和普通生酮古龙酸杆菌构建的维生素 C 两菌一步发酵体系中，为了强化氧化葡

萄糖酸杆菌对普通生酮古龙酸杆菌生长和产酸的促进作用，文中在氧化葡萄糖酸杆菌中构建硫辛酸合成功能模

块。由含硫辛酸功能模块的氧化葡萄糖酸杆菌和普通生酮古龙酸杆菌组成的两菌一步体系，能减轻普通生酮古龙

酸杆菌单菌培养时的生长抑制，强化两菌的互作关系，使维生素 C 前体（2-酮基-L-古龙酸，2-KGA）的产量提

高到 73.34 g/L（对照组为 59.09 g/L），醇酸转化率提高到 86.0%。研究结果为进一步优化维生素 C 两菌一步发酵

体系提供了新思路。 

关键词 : 一步发酵，氧化葡萄糖酸杆菌，普通生酮古龙酸杆菌，硫辛酸  
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Abstract:  In a one-step fermentation system of vitamin C production with Gluconobacter oxydans and Ketogulonicigenium 
vulgare, a functional module of α-lipoic acid biosynthesis was constructed in G. oxydans. The engineered G. oxydans was 
co-cultured with K. vulgare to enhance the growth and 2-keto-L-gulonic acid (2-KGA) production of K. vulgare. This one-step 
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fermentation system alleviated the growth inhibition during the mono-culture of K. vulgare and strengthened the interaction 
between the two bacteria. Moreover, the yield of vitamin C precursor (2-KGA) increased to 73.34 g/L (the control group was 
59.09 g/L), and the conversion of D-sorbitol to 2-KGA increased to 86.0%. This study provides a new idea for further 
optimizing the one-step fermentation system of vitamin C production. 

Keywords:  one-step fermentation, Gluconobacter oxydans, Ketogulonicigenium vulgare, α-lipoic acid 

维生素 C 作为一种高效的抗氧化剂有着异乎

寻常的作用，甚至对肿瘤细胞有抑制作用[1-2]。现

今为止，工业生产中主要采用“微生物二步发酵

法”生产维生素 C[3]。然而，在第二步发酵中，普

通生酮古龙酸杆菌 (Ketogulonicigenium vulgare，

小菌) 作为产酸菌单独生长长势很弱，需要依靠

芽孢杆菌属 Bacillus spp.等伴生菌株维持其良好

的生长状态和生产效率。关于伴生菌是如何促进

小菌生长与产酸的研究，国内外学者都很关注。

例如，基于系统生物学和生物信息学分析揭示了

两菌间相互作用机理 [4-7]，从小菌生长受到氧化

胁迫以及伴生菌解除小菌氧化胁迫等方面进行

解析等 [8-11]。这些研究都为进一步提高维生素 C

产量和解析微生物混菌间相互作用方式提供了巨

大支持。基于响应面法和遗传算法优化的人工神

经网络两种优化模型，Yang 等 [12]优化了生产

2-KGA 的混菌发酵培养基成分，将 2-KGA 产量

提高到 71.21 g/L。Wang 等[13]基于简化的代谢途径

构建了 K. vulgare 的宏观动力学模型，并将反应速

率耦合到生物反应器模型中，揭示了混合培养物中

K. vulgare 和巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium

两种微生物的生长动力学。Zhang 等[14]通过引入种

群理论在宏观上模拟了 K. vulgare 和 B. megaterium

这两种菌株的相互作用，发现这两种菌株之间的相

互作用类型偏向捕食关系。K. vulgare 是捕食者，

B. megaterium 是被捕食者。Zhu 等[15]的研究表明

B. megaterium 菌株中孢子的形成和孢子的稳定性

对 2-KGA 的生物合成有着关键作用。此外，Liu

等[16]通过多阶段控制策略，向 K. vulgare 发酵培养

基中添加 B. megaterium 的细胞内裂解物和细胞外

培养液，发现适量的 B. megaterium 细胞内裂解物

和细胞外培养液确实促进了 K. vulgare 的生长和

2-KGA 的产生，进一步揭示了芽孢杆菌在生物合成

2-KGA 的过程中发挥着重要的伴生作用。 

然而，常用的伴生菌株多为某芽孢杆菌属，

其部分菌株会与主要的小菌或者一步菌存在竞争

效应，如植物内生芽孢杆菌 Bacillus endophyticus

含有代谢 L-山梨醇的基因，会与氧化葡萄糖酸杆

菌 Gluconobacter oxydans 竞争代谢底物[17]，导致

最终醇酸转化率的降低。所以，如果能找到一种

伴生菌，既可以促进小菌的生长和产酸，又可以

消灭菌株间的竞争效应，将极具应用价值。本课

题组在前期的研究中，尝试构建由 K. vulgare 和

G. oxydans 组成的两菌体系来实现维生素 C 一步

发酵，因 G. oxydans 含代谢山梨糖的相关基因，

为了消除 G. oxydans 与 K. vulgare 的竞争效应，

将 G. oxydans 中与山梨糖代谢相关的脱氢酶进行

单基因和双基因的敲除。研究结果表明，敲除基

因的 G. oxydans 确实对 K. vulgare 的生长和产酸

有一定的促进作用[18]。基于传统二步发酵法，Gao

等 [19]通过基因工程的手段，将 K. vulgare 中与   

2-酮基-L-古龙酸 (2-KGA) 合成相关的关键酶基

因，例如山梨糖和山梨酮脱氢酶基因，以不同的组

合方式构建到G. oxydans菌中，在工程菌G. oxydans

中实现了以山梨醇为底物合成 2-KGA 的单菌一

步发酵，2-KGA 产量达 4.9 g/L。D-葡萄糖是常用

原料里最价廉易得的，而不管是传统二步发酵法

还是改进后的一步发酵法的最大的缺陷是未能以

D-葡萄糖为生产原料。Anderson 等[20]发明了一种

以 D-葡萄糖为原料实现 2-KGA 的生物合成方法。
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该方法通过欧文氏菌 Erwinia sp.将 D-葡萄糖转化

为 2,5-二酮基-D-葡萄糖酸 (2,5-KDG)，然后再经

棒杆菌 Corynebacterium sp.转化为 2-KGA，在

10 L 的发酵罐上总转化率可达 84.6%。虽然该方

法有着很好的应用前景，但中间产物 2,5-KDG 的

不稳定性使得该技术难以推广运用，所以通过山

梨醇、山梨糖和山梨酮脱氢酶生产 2-KGA 依然是

最优化的方法。 

研究表明，某些氨基酸、叶酸、还原型谷胱

甘肽等单一物质的添加有助于产酸菌的生长和产

酸 [21-24] 。另外，吡咯喹啉醌  (Pyrroloquinoline 

quinone，PQQ) 作为一种辅酶在山梨醇脱氢过程中

起到了重要的作用。杜等 [25]研究发现，在生产

2-KGA 所涉及的菌种中，不仅 G. oxydans 菌中山梨

醇脱氢酶的表达需要以 PQQ 为辅酶[26]，K. vulgare

菌中的山梨糖和山梨酮脱氢酶的表达也需要以

PQQ 为辅酶。关于上述结论的前一部分，Miyazaki

等[27]在大肠杆菌中也得到了同样的结果，表明导

入来源于 G. oxydans 的山梨醇脱氢酶确实是辅酶

PQQ 依赖性酶。所以辅酶 PQQ 在 2-KGA 的生产

过程中有着重要的辅助作用。随着生物技术的发

展，越来越多的基因代谢模型被构建分析出来[28]

以及全基因组测序信息的公开[29]，为研究者们进

一步设计和构建更高效的工程化菌株提供了理论

基础。 

硫辛酸 (Alpha lipoic acid) 作为丙酮酸脱氢

酶系的六大辅因子之一[30]，先被还原为二氢硫辛

酸，随后在二氢硫辛酸脱氢酶作用下脱氢为氧化

型。丙酮酸脱氢酶系由丙酮酸脱氢酶  (Pyruvate 

decarboxynase，E1)、二氢硫辛酸乙酰基转移酶 

(Dihydrolipoamide acetyltransferase，E2)、二氢硫

辛酸脱氢酶  (Dihydrolipoamide dehydrogenase，

E3) 三种酶组成。二氢硫辛酸作为一种强还原剂，

能够再生被氧化了的抗氧化剂，如抗坏血酸盐、

谷胱甘肽、辅酶 Q 和维生素 E 等，从而参与细胞

内多种氧化还原反应[31-32]。硫辛酸的生物合成有

两条路径，一是通过脂肪酸合成路径的分支进行，

二是辛酸从头合成。两条路径合成的辅酶硫辛酸

最终都结合在二氢硫辛酸乙酰基转移酶 (E2) 和

甘氨酸剪切系统 H 蛋白 (Glycine cleavage system 

protein H) 上，进而发挥辅酶作用[33]。其中，脂

肪酸合成路径又可通过两条线路合成辅酶硫辛

酸，本研究按照辛酰-酰基载体蛋白先经硫辛酰基

合成酶  (LipA) 催化后，再经硫辛酰基转移酶 

(LipB) 催化合成辅酶硫辛酸这一路径进行实验

设计。因此，本研究通过在 G. oxydans 中构建硫

辛酸功能模块，强化 G. oxydans 和 K. vulgare 组

成的以 D-山梨醇为底物的维生素 C两菌一步发酵

体系，以期提高两菌一步发酵体系的醇酸转化率

以及减少伴生菌的竞争效应。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
本实验使用的菌株：一步菌：氧化葡萄糖酸

杆菌 Gluconobacter oxydans H24；小菌：普通生

酮古龙酸杆菌 Ketogulonicigenium vulgare；均由

华北制药集团馈赠。 

1.2  培养基与培养条件 
1.2.1  培养基 

G. oxydans 种子培养基成分：D-山梨醇 2%，

酵母浸粉 0.3%，牛肉膏 0.3%，玉米浆 0.6%，尿素

0.1%，蛋白胨 1%，KH2PO4 0.1%，MgSO4 0.02%，

CaCO3 0.1%。pH 7.0，121 ℃灭菌 20 min。       

G. oxydans 摇瓶单菌发酵培养使用以及混菌摇瓶

发酵培养使用。 

K. vulgare 种子培养基成分：L-山梨糖 2%，

酵母浸粉 0.3%，牛肉膏 0.3%，玉米浆 0.6%，尿

素 0.1%，蛋白胨 1%，KH2PO4 0.1%，MgSO4 

0.02%，CaCO3 0.1%。pH 7.0，121 ℃灭菌 20 min。

其中 L-山梨糖单独灭菌。K. vulgare 摇瓶单菌发
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酵培养使用。 

发酵罐培养基成分：D-山梨醇 8%，玉米浆

1%，KH2PO4 0.1%，MgSO4 0.02%，CaCO3 0.1%，

尿素 1.2%，pH 7.0。121 ℃灭菌 20 min。 

1.2.2  培养条件 

种子培养：一级种子培养，取 300 μL 甘油

菌加入 50 mL 摇瓶培养基中，将其放入 30 ℃、

250 r/min 摇床。G. oxydans 振荡培养 24 h，       

K. vulgare 振荡培养 48 h。二级种子培养，取一级

种子 5 mL (10%的接种量) 至 50 mL 摇瓶培养基

中，将其放入 30 ℃、250 r/min 摇床。G. oxydans

振荡培养 24 h，K. vulgare 振荡培养 48 h。 

摇瓶发酵培养：按 10%接种量将一定二级种

子液接入 50 mL 摇瓶发酵液中，将其置于 30 ℃、

250 r/min 的摇床振荡培养。G. oxydans 单菌摇瓶

发酵 32 h 左右，K. vulgare 单菌摇瓶发酵 30 h 左

右。G. oxydans 和 K. vulgare 混菌摇瓶发酵 48 h

左右。 

发酵罐培养：按 10%的接种量 (300 mL) 将

一定二级种子液接入到 5 L 的发酵罐中，总装液

量为 3 L，其中包括 2.7 L (含 240 g D-山梨醇) 的

发酵罐培养基，大约发酵 48 h 左右。设定发酵罐

温度为 30 ℃，pH 值调至 7.0，空气流量设定为

1.5 vvm，转速设置 500 r/min，补料时间设置为接

菌 3 h 后开始连续恒速流加，补料速度为每 25 s

补 1 s，补料为 120 g D-山梨醇，补料量为 500 mL。 

1.3  G. oxydans 和 K. vulgare 的单菌摇瓶生长

检测 
光密度法：取 1 mL 发酵液，在高速离心机

中，12 000 r/min 离心 3 min，将上清移除干净，

同时向保留的细胞沉淀中加入 1 mL 0.1 mol/L 的

HCl，吹吸振荡均匀，12 000 r/min 离心 3 min，

倒上清，得到除去碳酸钙的细胞沉淀。取 1 mL 

ddH2O 重悬细胞沉淀，根据菌株实际生长情况进

行稀释，最后使用紫外可见分光光度计测定菌液

在波长 600 nm 处的吸光度，记作 OD600。 

1.4  2-KGA 的测定 
取 1 mL 发酵液，在高速离心机中，12 000 r/min

离心 3 min，将上清转移至新的 1.5 mL EP 管中，

根据实际情况用流动相 (0.5 mmol/L H2SO4) 稀

释上清液，用高效液相色谱法测定 2-KGA 的含

量。液相设备：泵的型号为 Waters 2695，示差检

测器为 Waters 2414，色谱柱为 Bio-Rad HPX-87H；

运行条件：检测器温度 50 ℃，柱温 65 ℃，流速

0.6 mL/min。 

1.5  G. oxydans 感受态细胞的制备和电转化 
将 G. oxydans 甘油菌经活化后，接种于固体平

板，培养 16−20 h；收集全部细胞于 50 mL 离心管

中，迅速冰浴 30 min；4 ℃、4 500 r/min 离心 10 min，
弃去上清；然后，先用 10 mL 预冷的 10%甘油洗

细胞 2 次，再用 0.5 mL 预冷的 10%甘油重悬细胞，

分装现用或冻存于–80 ℃冰箱。在冰浴条件下，

每 50 µL G. oxydans 感受态细胞中加入 5–10 µL

目的质粒，待目的质粒与细胞充分接触后转移至

冰浴的电转杯中；设定电转条件：电压 1.8 kV，

电击时间 4−6 ms 为正常，电击后在无菌条件下迅

速加入 1 mL 无抗种子培养基进行细胞复苏；置

于摇床中 (30 ℃、180 r/min) 培养 3–4 h，在低速

离心机中，4 500 r/min 离心 1 min，倒掉多余上清，

将剩 100 µL 左右的菌液重悬并涂布于含庆大霉

素 (Gen) 抗性的固体种子培养基上，置于 30 ℃

培养箱中培养 1–2 d 获得转化子。 

1.6  混菌体系中 G. oxydans 和 K. vulgare 菌体

数量的测定 
利用荧光定量 PCR 计数法测定混菌体系中

G. oxydans 和 K. vulgare 的群体数量。利用

TIANGEN 的细菌基因组 DNA 提取试剂盒 (离心

柱型)，进行基因组提取，并以此为 DNA 模板。 

根据 G. oxydans 和 K. vulgare 基因组中 16S 

rDNA 序列设计引物，分别为 K. vulgare: F：5ʹ-AAT 
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GCCAGTCGTCAGGTTGCTT-3ʹ，R：5ʹ-CTAGGC 

CGGTCCTGTAATGTCA-3ʹ；G. oxydans：F：5ʹ-GG 

AAACTGGAGCTAATACCG-3ʹ，R：5ʹ-GCTGATC 

ATCCTCTCAAACC-3ʹ。 

利用 TIANGEN 的 RealMaster Mix (SYBR 

Green) 试剂盒进行荧光定量 PCR。PCR 反应总体

系为 20 μL，其中包括 DNA 模板 2 μL，10 μmol/L

上下引物各 0.4 μL，RealMaster Mix/SYBR Solution

混合缓冲液 9 μL，加超纯水补齐至 20 μL。反应程

序设定为：94 ℃，2 min；94 ℃，20 s；(Tm+2 ℃)，

30 s；68 ℃，30 s，40 个循环。溶解曲线：95 ℃，

5 s；60 ℃，1 min；40 ℃，30 s。 

1.7  G. oxydans 菌株中相关基因转录水平的

测定 
采用 SYBR Green 荧光定量 PCR 方法检测

G. oxydans 菌株中相关基因的相对表达水平。样

品为摇瓶发酵 28 h 时离心收集的菌体，并用液氮

速冻。采用 TIANGEN 的 RNAprep pure 培养细胞/

细菌总 RNA 提取试剂盒提取样本 RNA，具体操作

按产品说明书进行。采用 Roche 公司的 Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis Kit 进行 cDNA 反转

录，操作详见产品说明书。采用 TransGen 公司的

TransStart Top Green qPCR SuperMix 进行 qPCR

反应，操作详见产品说明书的两步法。内参基因

选用 16S rRNA，每个样品重复 3 次。采用 2–∆∆Ct

法计算目的基因的相对表达量[34]。 

2  结果与分析 

2.1  外加硫辛酸对普通生酮古龙酸杆菌发酵

的影响 
目前，在 2-KGA 的生产过程中，K. vulgare

因其生长缺陷而导致单独培养困难，很多研究都

在尝试通过添加外源物质提高其生长能力。本研

究首先尝试将硫辛酸作为外源因子添加，验证其

对普通生酮古龙酸杆菌单菌以及在两菌一步发酵

体系中生长和产酸的影响。 

2.1.1  外加硫辛酸对普通生酮古龙酸杆菌单菌发

酵的影响 
为了验证外加硫辛酸对 K. vulgare 单菌生长和

产酸的影响，在种子培养基中添加经过滤除菌得到

的终浓度为 0.64 mg/L 硫辛酸[35]进行 K. vulgare 单

菌摇瓶发酵的培养，测定发酵过程中细胞密度 

(OD600值) 的变化(图 1A)以及胞外 2-KGA 的积累 

(图 1B)。根据发酵结果，我们发现外加硫辛酸对

K. vulgare 的生长具有明显的促进作用，但是对

2-KGA 产量的提高却十分有限。 
 

 
 

 
 

图 1  外加硫辛酸对普通生酮古龙酸杆菌单菌发酵的

影响 
Fig. 1  Effect of the addition of α-lipoic acid in the 
mono-culture system. (A) OD600. (B) 2-KGA production. 
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在摇瓶中发酵培养 30 h 后，实验组 Kv-lip 的

OD值达到 2.29，相比与对照组 Kv的 OD值 (2.00) 

提高了 12.7%；而实验组胞外 2-KGA 的浓度为

6.84 g/L，较对照组仅提高了 4.17%。上述结果表

明，外加硫辛酸因促进了 K. vulgare 的细胞生长，

从而促进了 K. vulgare 生产 2-KGA 的能力；然而，

因没有伴生菌配合的情况下以及摇瓶发酵本身限

制限速过多，从而导致 2-KGA 含量提升有限。 

2.1.2  外加硫辛酸对两菌一步发酵生产 2-KGA
的影响 

随后，我们探究了外加硫辛酸对由 G. oxydans

和 K. vulgare 组成的两菌一步发酵生产 2-KGA 的

影响。参照实验室原有的工艺条件，接菌比例   

G. oxydans∶K. vulgare 为 1∶4 (体积比) 的条件

下，在一步发酵种子培养基中添加终浓度为 0.5、

1.0、2.0 和 4.0 mg/L 的硫辛酸，以未加硫辛酸为

空白对照，测定该混菌发酵体系中 2-KGA 的产量 

(图 2)。由图 2 可知，在相同条件下，其中外加

1.0 mg/L硫辛酸对混菌体系的产酸达到了12.6 g/L，

相比于原始体系的 11.2 g/L，提高了 11.1%。说明外

加适当浓度的硫辛酸确实对一步发酵混菌体系的

产酸具有明显的促进作用。我们推测，由于一步发

酵过程中多了 G. oxydans 菌的配合，G. oxydans 菌 
 

 
 

图 2  外加硫辛酸对一步发酵混菌体系的影响 
Fig. 2  Effect of the addition of α-lipoic acid in the 
co-culture system. 

的存在对 K. vulgare菌的生长和产酸产生了积极影

响，从而导致外加适当浓度的硫辛酸对一步发酵混

菌体系生长和产酸的促进作用比对K. vulgare单菌

而言有明显提升。 

2.2  氧化葡萄糖酸杆菌中硫辛酸功能模块的

构建和验证 
硫辛酸功能模块的构建过程如图 3A 所示。

以 G. oxydans 基因组为模板，扩增常用强启动子

tufB 以及硫辛酸合成途径中两个关键酶的基因 lipA 

(EC=2.8.1.8)和 lipB (EC=2.3.1.181)，并利用重叠延

伸 PCR (OE PCR) 的方法将三者拼接；然后，用带

Hind Ⅲ的上引物和带EcoRⅠ的下引物进行目标片段

克隆，最后通过酶切连接的方式 (EcoR /Ⅰ Hind Ⅲ) 

构建到广宿主游离质粒 pBBR1MCS-5 上，构成了

完整合成途径的 Hind Ⅲ- tufB-lipA-lipB-EcoRⅠ模

块 (lipAB 模块)，该模块的构建质粒如图 3B 所示。

该过程在中间宿主 E. coli DH5α 中完成的，随后将

重构好的质粒经电转导入到 G. oxydans H24 中。

在含 Gen 的固体平板上筛选转化子，提取相应的

质粒进行 KpnⅠ单酶切和 Kpn /Ⅰ SacⅠ双酶切验证 

(图 3C) 后测序得到相应正确的工程化 G. oxydans 

H24 菌株。 

2.3  硫辛酸功能模块效果验证 
2.3.1  发酵罐中不同接菌比例条件的探究 

在混菌发酵中，接菌比例的确定对研究结果非

常重要。在不同接种比例的条件下，发酵结果存在

着显著的差异。为了探究 G. oxydans 和 K. vulgare

在发酵罐水平的最适接种比例，本研究设定了 5 种

不同的比例 (体积比)，G. oxydans∶K. vulgare 分

别为 1∶4、1∶2、2∶1、4∶1 和 8 1∶ 。发酵结

果如图 4A 所示，可以看出不同的接菌比例对最

终的发酵结果有着显著的影响。同时，根据现有

结果推测，利用 G. oxydans 和 K. vulgare 在发酵

罐水平实现一步混菌发酵的最适接菌比例为 4∶1 

(G. oxydans∶K. vulgare)。 
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图 3  硫辛酸合成模块构建及验证图 
Fig. 3  Construction and identification of α-lipoic acid synthesis modules. (A) Schematic diagram for α-lipoic acid 
synthesis modules. (B) Plasmid map. (C) Enzyme-cut verification chart. 1: single digestion; 2: double digestion. 

 
2.3.2  硫辛酸功能模块的验证 

在确定最适比例后，将构建的工程菌株与产

酸菌以及原始菌株与产酸菌组成两组混菌体系，

分别为 LipAB 组 (实验组) 和 Go 组 (对照组)。

在接种最优比例 4∶1 (G. oxydans∶K. vulgare) 

的条件下，验证硫辛酸功能模块对混菌发酵罐发

酵的影响。 

由图 4B 可以证明导入硫辛酸功能模块的

G. oxydans 菌株对一步混菌发酵体系的产酸具有

明显促进作用。在相同的发酵罐条件下，表达硫辛

酸功能模块的 LipAB 组的产酸量达到了 73.34 g/L，

相比较于 Go 组的产量 59.09 g/L，增长了 19.43%。

基于上述两种混菌体系的发酵罐产酸结果，我

们进一步探究了 LipAB 组与 Go 组两组混菌体

系中菌群数量变化。利用荧光定量 PCR 的方法

对发酵过程中不同取样点的两菌菌数进行测定，

如图 4C 所示，在发酵前期 (0–14 h) K. vulgare 在

Go+Kv 体系和在 Go-LipAB+Kv 体系的生长状态

相似，群体数量有轻微下降的趋势；从 14 h 开始，

K. vulgare 在 Go+Kv 体系的生长要明显优于在

Go-LipAB+Kv 体系的生长。在 32 h 时，K. vulgare

在 G o - L i p A B + K v 体系的群体密度达到了 

(4.32±0.13)×1010 CFU/mL，约为K. vulgare在Go+Kv

体系群体密度的 2.29 倍。上述结果表明，在由

Go-LipAB 和 K. vulgare 组成的两菌一步发酵体系

中，Go-LipAB 不仅促进了 K. vulgare 的产酸，还

促进了 K. vulgare的生长。我们推测，在 G. oxydans

菌株中生成的辅酶硫辛酸可能与二氢硫辛酸乙酰

基转移酶 (E2) 或甘氨酸剪切系统 H 蛋白结合发

挥了作用，刺激了丙酮酸脱酸生成乙酰辅酶 A， 
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图 4  硫辛酸功能模块的验证 
Fig. 4  Verification of α-lipoic acid functional modules. (A) Effect of different inoculum ratios in 5 L fermenter for 
one-step fermentation of G. oxydans and K. vulgare. (B) G. oxydans:K. vulgare=4:1, the effect of G. oxydans with 
α-lipoic acid functional module for one-step fermentation system. (C) The density of K. vulgare in the Go+Kv and 
Go-LipAB+Kv co-culture system. (D) The density of G. oxydans in the Go+Kv and Go-LipAB+Kv co-culture system. 
(E) The effect of G. oxydans with α-lipoic acid functional module for mono-culture system. 

 
增加了 K. vulgare 代谢中的相关酶活力，从而增

强了 K. vulgare 的生长和产酸 [36]。同时，依据   

图 4B 的变化趋势，我们可以看出，导入硫辛酸

功能模块的 G. oxydans 在提升混菌发酵体系产酸

量的同时，也改变了混菌体系的发酵周期。从图

4B 中的趋势可知，尽管 LipAB 组最终的产酸量

较高，但实验的发酵周期长，在 36 h 左右才结束

发酵，相比较于 Go 组在 28 h 左右结束，延迟了

8 h。此外，LipAB 组的静止期较长，开始发酵产

酸的时间较晚。我们推测，导入硫辛酸功能模块

虽然提升了一步菌辅助产酸菌生长和产酸的能

力，但同时，功能模块本身加重了 G. oxydans 菌

株的生长负担。如图 4D 所示，在 0–12 h，G. oxydans

在 Go+Kv 体系和在 Go-LipAB+Kv 体系的生长状

态基本一致；然而，从 12 h 后，G. oxydans 在

Go+Kv 体系的生长要明显优于在 Go-LipAB+Kv

体系的生长。在 32 h 时，导入硫辛酸功能模块的

G. oxydans 菌株在 Go-LipAB+Kv 体系的菌体密度

比原始 G. oxydans 菌株在 Go+Kv 的菌体密度低

22.4%。此外，还在 G. oxydans 单菌摇瓶发酵中得

到了相似的结果，验证了我们的推测，如图 4E

所示，在 2% D-山梨醇条件下，与 LipAB 组相比，

发酵结束时，对照组中 G. oxydans 单菌摇瓶生长的

OD600 是导入硫辛酸功能模块 LipAB 组的 1.44 倍。

综上所述，在其他培养条件一致的情况下，导入

硫辛酸功能模块的 G. oxydans 菌株无论是单菌摇

瓶发酵，还是与 K. vulgare 组成的两菌一步混菌

发酵，均加重了 G. oxydans 菌株自身的生长负担；
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根据文献报道[37]，硫辛酸合成会消耗一部分总细

胞脂肪酸合成能力，这也可能是影响 G. oxydans

菌株生长的另一原因。因此，以上两种情况均可

造成 LipAB 组发酵周期的延长。此外，LipAB 组

静止期较长可能与发酵前期 K. vulgare 的数量有

关，因为此时间段 K. vulgare 的数量有轻微下降

的趋势。 

2.3.3  硫辛酸功能模块在转录水平上的验证 
从 2.3.2 的结果可知，导入硫辛酸功能模块的

G. oxydans 菌株确实在混菌发酵产酸方面表现出

明显的优势，于是进行了更深层次的探究。在生

物体内，辛酰-酰基载体蛋白通过硫辛酰基合成

酶 (LipA) 催化后，再由硫辛酰基转移酶 (LipB) 

催化合成辅酶硫辛酸。随后，合成的硫辛酸通过

结合在二氢硫辛酸乙酰基转移酶  (E2) 以及甘

氨酸剪切系统 H 蛋白上，进而发挥辅酶作用[33]。

因此，首先将原始 G. oxydans 菌株 (Go) 和导入的

硫辛酸功能模块的 G. oxydans 菌株 (Go-LipAB) 

进行单菌发酵培养，取发酵时间 28 h 的样品进

行相关基因的转录水平的探究，包括与硫辛酸合

成相关的 LipA 和 LipB，以及以硫辛酸为辅酶发

挥作用的二氢硫辛酸乙酰基转移酶 (E2) 和甘氨

酸剪切系统 H 蛋白。如图 5 所示，与硫辛酸合成

相关的硫辛酰基合成酶 (LipA) 和硫辛酰基转移

酶 (LipB) 在导入硫辛酸功能模块G. oxydans菌株

的表达量分别是原始 G. oxydans 菌株的 2.27 倍

和 2.99 倍。此外，以硫辛酸为辅酶发挥作用的

二氢硫辛酸乙酰基转移酶  (E2) 的表达量是原

始 G. oxydans 菌株的 1.95 倍，甘氨酸剪切系统 H

蛋白是原始菌株的 2.31 倍。可以看出，与硫辛

酸功能模块相关的基因均有一定程度的上调。因

此，我们推测由于硫辛酸功能模块在 G. oxydans

菌株的表达，从而促进了以硫辛酸为辅酶的蛋

白的表达，因而在混菌发酵产酸时表现出明显

的优势。 

 
 

图 5  在 G. oxydans 中探究与硫辛酸合成和功能相关

基因的表达水平 
Fig. 5  The expression levels of genes with alpha-lipoic 
acid were investigated in G. oxydans. 

 

3  结论 

本研究首次在维生素 C 发酵体系中，构建了

具有硫辛酸功能模块的 G. oxydans 工程菌株，并

对由 G. oxydans 和 K. vulgare 组成的两菌一步发

酵体系进行研究。此方法以 D-山梨醇为底物，发

酵参数控制在初始 3 L 装液量，30 ℃，500 r/min，

pH 控制 7.0，通气 1.5 vvm，在总接种量为 10% (其

中 G. oxydans 为 8%，K. vulgare 为 2%) 的条件下，

实验组含硫辛酸功能模块的两菌一步发酵体系中

的醇酸转化率最高，达到了 86.0%，证明了硫辛

酸功能模块对两菌一步发酵的促进作用。因此，

与传统“二步发酵”法 90%以上的醇酸转化率相

比，该两菌一步发酵法具有巨大的潜能，为进一

步优化维生素 C 发酵体系、实现一步发酵的工业

化应用奠定基础。并且，在 8% D-山梨醇的条件下，

与二步发酵相比，该一步发酵避免了二次灭菌的问

题，将发酵周期从二步发酵的 48 h 缩短到现在的
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36 h。这不仅简化了生产工艺，降低了能耗，还有

望进一步提高设备利用率，降低生产成本。 

因此，以 G. oxydans 和 K. vulgare 组成的两

菌一步发酵体系的功能还需进一步强化。从本研

究可知，G. oxydans 和 K. vulgare 组成的两菌体系

可以很好地配合生产 2-KGA；然而，G. oxydans

和 K. vulgare 在发酵过程中的菌种间关系及作用

机制还需进一步研究明晰；同时，还可根据本文

的 G. oxydans 和 K. vulgare 一步发酵研究结果，

对菌株进行理性设计和改造，从而为进一步提高

一步发酵体系的功能提供理论依据。 
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