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摘  要 : 维生素是维持人体生命活动必需的一类有机物质，机体本身一般不能合成或合成量不足，因此需经食物

或其他强化产品获取。目前，维生素产品已广泛应用于医药、食品添加剂、饲料添加剂、化妆品等领域，而且全

球对维生素的需求也是呈逐年增长态势。维生素的生产方法主要包括化学合成法和生物合成法。化学合成法通常

安全隐患大、反应条件严苛、废物污染严重，相比之下，代谢工程生产维生素绿色环保安全、能耗低，因此建立

微生物细胞工厂具有重大的科学意义和应用需求。文中回顾了近 30 年来代谢工程在维生素生产领域的研究进展，

详细阐述了水溶性维生素 (维生素 B1、B2、B3、B5、B6、B7、B9、B12 和维生素 C 的前体) 和脂溶性维生素 (维

生素 A、维生素 D 的前体、维生素 E 和维生素 K) 的生物合成研究现状，并对其发酵生产的瓶颈进行了探讨，最

后对合成生物技术创建维生素生产菌种进行了展望。 
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Advances in metabolic engineering for vitamins production 
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Abstract:  Vitamins are organic substances that are essential for the maintenance of life activities. Generally, vitamins need 

to be obtained from the diet or from some synthetic source as the body cannot synthesize vitamins, or the amounts of the 

synthesized vitamins are insufficient. At present, vitamins are widely used in medicine, food additives, feed additives, 

cosmetics and other fields, and the global demand for vitamins is constantly growing. Vitamins can be produced from chemical 

or microbial synthesis. Chemical synthesis usually requires harsh reaction conditions, produces serious wastes, and creates 

great potential safety hazard. In contrast, microbial synthesis of vitamins is greener, safer, and requires much less energy 

input. This review summarizes the advances in metabolic engineering for vitamins production in the past 30 years, with a focus 

on production of water-soluble vitamins (vitamins B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12 and vitamin C precursors) and lipid-soluble 

vitamins (vitamin A, precursors of vitamin D, vitamin E and vitamin K). Moreover, the bottlenecks for fermentative 

production of vitamins are discussed, and future perspectives for developing next generation vitamins producing strains using 

synthetic biotechnology are prospected. 

Keywords:  vitamins, metabolic engineering, microbial fermentation, synthetic biotechnology 

维生素  (Vitamins) 是哺乳动物不能自行合

成的基本元素，但又是所有生物体新陈代谢所必

需的[1]。很多生物体都需要外源维生素的供给，

因此在食品添加剂、饲料添加剂、医药原料药等

领域具有广泛应用的前景。据统计，全球维生素

的增速超过 4%，从获取方式上看，维生素可分为

发酵制品和化学合成品。化学合成法生产维生素

不仅价格昂贵，而且会伴随有毒废物的产生、回

收困难等问题，因此烦琐复杂的化学合成法技术

逐渐被淘汰，人们开始热衷于安全高效的发酵生

产方法。合成生物技术通过一系列生物技术手段

改造细胞内的网络代谢结构[2]，从而将细胞作为

“底盘”及“可编程”整体，开发出有效的组装策略，

测试外源元件和模块加载后的适配性，组成精细、

可定制化的生物应用系统[3]。合成生物学包括三

大主要技术：基因编辑技术、DNA 组装技术和体

内定向进化技术[4]，如图 1 所示。该技术绿色、

清洁、环保，不受自然资源制约，可持续发展，

具有广阔的发展前景。因此，利用合成生物学技

术可以驱动其他工业菌种的迭代进化，也可有效

推动维生素高产菌株的改造更新[5]。近年来，微

生物发酵生产技术已成为维生素生产的主要技

术，由此开启了维生素工业生产的新纪元。此技

术也在食品、医药、农业、畜牧业等领域得到了

广泛应用。 

目前已知的维生素有 30 多种，其中与生命健

康有关的维生素有 20 多种[6]。维生素分为水溶性

和脂溶性两大类。水溶性维生素易溶于水、不溶

于有机溶剂，吸收后体内储存很少，很多都随尿

液排出。脂溶性维生素易溶于有机溶剂而不溶于

水，它能被脂肪吸收并储存在体内[7]。植物和微

生物可以从头合成维生素，但人类和动物必须通

过饮食等满足维生素需求。维生素行业各细分品

种中，维生素 B 族、维生素 E、维生素 C 和维生

素 A 市场份额占比最大，分别为 33%、30%、21%

和 13%，其他维生素市场份额占比较小，总占比

仅 3%[8]。 

我国维生素工业起源于 20 世纪 50 年代末，当

时主要以生产医药原料为目的；进入 70 年代，我

国已能自行生产若干种 B 族维生素，并成功研究
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了维生素 C 两步法生产工艺；80 年代，我国已基

本形成除生物素以外的各种维生素生产体系，但中

间体仍依赖进口，产量和规模远不能满足市场需

求；90 年代以后，我国维生素和中间体产业均取

得了突破性进展[9]。目前我国已成为全球屈指可数

的能够生产迄今发现的所有维生素品种的极少数

国家之一，同时也是全球最大的维生素出口国之

一，生产工艺及产品质量均处于全球领先地位。 

 

 
 

图 1  合成生物学主要技术 
Fig. 1  Major techniques of synthetic biology. (A) Biobrick technique. (B) Goldengate technique. (C) Overlap-PCR 
technique. (D) The process of directed evolution in the laboratory, mimicking that of biological evolution[10]. (E) 
Genome editing technique.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

现如今，随着维生素应用领域的不断延伸及

科学技术的不断进步，微生物发酵法生产维生素

的生产方法也在逐渐发展。在生物技术不发达时

期，人们大多采用化学方法生产维生素，主要采

用化学试剂诱变、紫外线辐射或激光诱变、N+离

子束的应用等[11-13]。而现在的生物方法主要包括 
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出发菌株的构建和诱变筛选、遗传修饰技术、培

养基条件优化、生物反应器的构建等[14]。两种方

法在工业生产和实验室研究都各有优势。化学合

成方法在合成某些维生素时，存在成本高、环境

污染严重、产生难以分开的异构体且废物处理成

本高等问题，例如维生素 K2 中最具生物活性的

MK-7，其顺式结构没有活性，反式结构才具有活

性[15]，若采用化学合成方法，会同时产生两种异

构体，需要进一步分离纯化，导致生产成本提高，

而生物合成方法常可以避免这个问题[16]。虽然化

学合成方法所生产的产品质量没有问题，但是部

分生产方法也会让人产生焦虑和怀疑。例如，工

业上生产方法比较成熟的维生素 B2，其生产方法

有酵母菌发酵法、基因工程菌发酵法、化学合成

法和化学半合成法，其中化学合成法具有颇多难

以解决的问题，如生产步骤烦琐、分离纯化困难、

成本高、收率低等，目前已完全被取代，而两种

生物发酵法则为世界主流供应商主要采用的生产

方法。因此，微生物发酵法因其成本低、污染小、

可分离顺反异构体等优点而备受关注[8]。当前微

生物发酵法已得到人们的极大认可，随着合成生

物技术的不断发展，工业微生物菌种改造技术的

不断提高，微生物发酵法生产维生素在工业应用

中已得到长足发展。文中就近 30 年来生物合成法

合成维生素的研究进展进行了概述，汇总了微生

物发酵法生产水溶性/脂溶性维生素的实例，以期

为绿色生产维生素的探究提供参考。 

1  水溶性维生素 

1.1  B 族维生素 

B 族维生素有 12 种以上，其中被世界公认的

人体必需维生素有 9 种，全部是水溶性维生素[6]，

它们在体内存留的时间只有数小时，因此必须每天

补充。B 族维生素是所有人体组织必不可少的营

养和能量，是食物释放能量的关键。B 族维生素

多作为辅酶，参与体内糖、蛋白质和脂肪的代谢，

因此被列为一个家族[17]。 

1.1.1  维生素 B1 

维生素 B1，又称硫胺素，是首个被发现的 B 族

维 生 素 ， 其 生 物 活 性 形 式 为 焦 磷 酸 硫 胺 素 

(Thiamine pyrophosphate, TPP)，作为重要的辅酶

形式参与葡萄糖代谢和神经传导等功能。硫胺素

是噻唑和嘧啶相连的二环化合物，在硫胺素的生

物合成过程中，先分别合成嘧啶和噻唑部分，最

终偶联形成 TPP。 

硫胺素在细菌和真菌中的生物合成很大程度

上受到了 TPP 核糖开关的调控。TPP-响应的核糖

开关是已知的最广泛的核糖开关类别，在细菌、

古菌、真菌和植物中均有鉴定，并且是最早发现

的核糖开关代表之一，它们可以调节参与辅酶硫

胺素及其磷酸化衍生物的生物合成和运输的基因

表达。Cardinale 等在大肠杆菌 Escherichia coli 中，

通过以核糖开关为基础的 TPP 生物传感器揭示了

硫 胺 素 的 转 运 子 ， 经 过 遗 传 改 造 并 结 合 天 然

thiFSGH、thiC、thE 和 thiD 或 thiM (图 2) 基因的

过表达，TPP 的产量提高到 0.8 mg/L[18]。 

硫胺素生物合成途径中的 thiC/thiH 参与 Fe-S

代谢，被 S-腺苷甲硫氨酸 (SAM) 代谢物抑制，

而且 ThiC 酶  (图 2) 的催化活性非常低  (kcat= 

0.14 min–1)，是主要的代谢瓶颈之一。另外，生物

合成途径基因的平衡表达问题也是本产品发酵生

产的难点。硫胺素化学生产成本很低，工程菌株

还需提高产量和得率，才能有望进行工业化生产。 

1.1.2  维生素 B2  

核黄素是黄素单核苷酸 (FMN) 和黄素腺嘌呤

二核苷酸 (FAD) 的重要前体物质。当维生素 B2 不

足时，会引起机体持续性贫血。到 2018 年，核黄素

已经完全实现发酵法生产，其工程菌株主要包括枯

草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 与核黄菌 Ashbya 

gossypii。核黄素的生物合成是从鸟苷三磷酸和 5-磷

酸核糖开始的，通过 6 个酶促步骤完成[19]。中国湖北

广济药业股份有限公司利用一株对脯氨酸类似物 
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图 2  B 族维生素代谢网络途径 
Fig. 2  Metabolic pathway of B vitamins. (A) Riboflavin biosynthesis pathway in Bacillus subtilis. RibA: GTP cyclohydrolase 
Ⅱ; RibB: 3,4-dihydroxy 2-butanone 4-phosphate synthase; RibD: diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine deaminase; 
RibH: 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase. (B) Vitamin B9 biosynthesis pathway in B. subtilis. AroH: chorismate 
mutase; FolE: GTP cyclohydrolase IA; NudB: dihydroneopterin triphosphate diphosphatase; FolB: 7,8-dihydroneopterin 
aldolase/epimerase/oxygenase; FolK: 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine diphosphokinase; DfrB: 
dihydrofolate reductase. (C) Vitamin B3 biosynthesis pathway in E. coli. NadB: L-aspartate oxidase; NadA: quinolinate 
synthase; NadC: nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase; NadD: nicotinate-nucleotide adenylyltransferase; NadE/NadF: 
NAD+ synthase. (D) Thiamine biosynthesis pathway in E. coli. ThiC/ThiD: phosphomethylpyrimidine synthase; ThiE: 
thiamine-phosphate pyrophosphorylase; ThiL: thiamine-monophosphate kinase. (E) Vitamin B7 biosynthesis pathway in 
E. coli. BioC: malonyl-CoA O-methyltransferase; BioH: pimeloyl-(acyl-carrier protein) methyl ester esterase; BioF: 
8-amino-7-oxononanoate synthase; BioA: 8-amino-7-oxononanoate aminotransferase; BioD: dethiobiotin synthetase; 
BioB: biotin synthase; FabD: S-malonyltransferase; FabG: 3-oxoacyl-(acyl-carrier protein) reductase; FabA: 
3-hydroxyacyl-(acyl-carrier protein) dehydratase; FabF: 3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase Ⅱ ; Fab Ⅰ : 

enoyl-(acyl-carrier protein) reductase Ⅰ. (F) Pathway for de novo synthesis of vitamin B5. ilvBHCD: increassd the 
transcription levels of the ilv genes; PanDBEC: pantothenate biosynthetic genes. (G) De novo biosynthesis pathway of 
vitamin B6. PdxB: erythronate-4-phosphate dehydrogenase; SerC: phosphoserine aminotransferase; PdxA: 
4-hydroxythreonine-4-phosphate dehydrogenase; PdxJ: pyridoxine 5-phosphate synthase; Dxs: 1-deoxy-D-xylulose- 
5-phosphate synthase.  

 
表现出抗性的 B. subtilis (KCCM-10445) 来合成核

黄素，并生产超过 26 g/L 的核黄素[20]，但在 2018 年

9 月 20 日欧盟公布由 B. subtilis KCCM-10445 生产

的维生素 B2 产品存在一定风险。专家组认为该产品

存在遗传修饰菌株携带编码抗菌药物耐药性基因

和 DNA 扩散的风险，所以要求从市场上撤回。 

有 研 究 采 用 不 同 的 流 加 发 酵 方 式 对 重 组   

B. subtilis 进行发酵生产维生素 B2，对于葡萄糖限

制流加培养，通过人工控制葡萄糖流加速率使培

养基中的葡萄糖浓度为 1–2 g/L 时，所构建的重

组菌可以达到较高的核黄素产量和菌体量，分别

为 12.5 g/L 和 34.7 g/L[21]。Shi 等在 B. subtilis 中，通

过经典诱变策略和对核黄素操作子以及嘌呤途径的调

控等策略，使核黄素的发酵产量达到 826.52 mg/L[22]。

A. gossypii 具天然高产核黄素的特征，也是首先进

行核黄素发酵的菌种。1990 年，德国巴斯夫股份

有限公司 (BASF) 将 A. gossypii 发酵工艺商业化

后进行了大规模的发酵生产利用。通过遗传改造核

黄素合成基因等，现在的工业菌株和优化的工艺控

制可以使核黄素的效价超过 20 g/L[23]。 
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Tatsuo 曾发现 rib 操纵子基因的过表达可以

增加核黄素的产量[24]。近年来无名假丝酵母 Candida 

famata 在核黄素发酵中得到了广泛应用。有数据表

明，通过过表达 sefI 和 imh3 基因，并利用经典的

诱变方法，在 C. famata 中构建了一株核黄素高产

菌株 AF-4，可以生产 (1 026±50) mg/L 的核黄 

素，这对探索核黄素的工业化生产作出了巨大  

贡献[25]。 

当前核黄素的生产瓶颈主要有工程株的遗传

稳定性不好，另外发酵产生的副产物较多，这都

制约着核黄素产量达到新高。未来核黄素的生产

工艺将会得到进一步提高，除了在该领域的技术

进步外，在工程工艺目标的选择方面也有可能得

到改进。到目前为止，工程菌株的大部分努力都是

围绕维生素 B2 的合成途径进行的，但还可以探索

其他成本降低策略，例如：(1) 扩大底物范围，以

更廉价的碳源 (如木质纤维素材料或淀粉) 生产

维生素；(2) 提高菌株的健壮性，甚至允许露天发

酵；(3) 提高菌株的耐温性，或采用耐高温酵母生

产，以降低生物反应器冷藏成本、节省耗能和时间、

缩短发酵周期等。 

1.1.3  维生素 B3 

维生素 B3 包括 3 种形式：烟酸 (Nicotinic 

acid)、烟酰胺 (Nicotinamide) 和烟酰胺核糖核苷 

(Nicotinamide nucleotide)，它们是烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸 (NAD) 和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸酯 

(NADP) 合成的重要前体物质[26]。NAD+既是氢化

物 转 移 酶 的 辅 酶 ， 也 是 多 种 酶 的 底 物 ， 包 括

Sirtuins 蛋 白 脱 乙 酰 基 酶  (ADP-核 糖 ) 聚 合 酶 

(ParP)和 ADP-核糖环化酶 (CadpR)[27]。在氧化还

原反应中，NAD+和 NADH 相互转化，而总 NAD

量不变。到目前为止，维生素 B3 并没有商业化的

发酵过程，其工业生产方法主要为氨氧化法和电

解氧化法，但是前者生产成本高、反应需要在

300 ℃以上，后者生产成本低，但电解效率不高，

故而限制着烟酸的工业生产[8]。但化学合成法结

合生物催化路径可作为未来发展方向之一，包括

来自玫瑰色红细菌 Rhodococcus rhodochrous 的腈

水解酶或腈水合酶和酰胺酶将 3-氰基吡啶水解为

烟酸，或将 3-氰基吡啶水合为烟酰胺。 

维生素 B3 的生物合成前体为必需氨基酸——

色氨酸。在酵母底盘细胞中，烟酰胺核糖核苷转

运蛋白 Nrt1 的缺失有利于其泵出胞外，而且烟酸

的输出也由于烟酸转运蛋白 Tna1 的缺失而增加，

揭示细胞通过平衡 NAD+的前体——烟酸的运输来

调节细胞内 NAD+代谢过程，在添加 0.005 mol/L 烟

酸的基础上，酵母细胞可生产 8 mg/L 的烟酰胺核

糖核苷[28]。 

1.1.4  维生素 B5 

维生素 B5 又称泛酸 (Pantothenic acid)，是辅

酶 A (Coenzyme A，CoA) 和酰基载体蛋白(Acyl 

carrier protein，ACP) 生物合成的重要前体物质[29]，

在脂肪酸代谢方面起着重要的作用。泛酸具有旋

光性且不稳定，仅 D 型具有生物活性，泛酸钙是

其主要的商品形式，广泛应用于食品、畜牧、医

疗等领域，因此工业上通常使用稳定性较好的衍

生物，如泛酸钙、泛醇等[30]，泛酸的合成分为化

学法和微生物合成法，其中的微生物法可直接合

成 D 型泛酸。据公开资料表明，亿帆医药股份有

限公司作为全球最大的供应商，采用酶生物拆分

法进行生产。微生物酶法拆分 DL-泛解酸内酯具

有成本低、环境友好等特点，考虑到化学法合成

泛酸成本昂贵、环保压力较大等问题，采用微生

物法合成维生素 B5 会是必然趋势，由此，将微生

物酶解法生产维生素 B5 推向了技术顶峰[8,31]。 

在 B. subtilis 和 E. coli 中，泛酸是由前体丙

酮酸和天冬氨酸开始经 7 个酶催化形成。泛解

酸 和 β-丙 氨 酸  ( 通 过 L- 天 冬 氨 酸 -α-脱 羧 酶

PanD 脱羧生成) 经过泛酸合成酶 (PanC) 缩合

形成泛酸  (图 2)。Leonardi 等通过敲除谷氨酸棒

杆菌  Corynebacterium glutamicum 中的 ilvA 基因

并过表达 ilvBNCD 和 panBC 基因 (图 2)，泛酸的

含量高达 1 000 mg/L[29]。Hüser 等进一步弱化 ilvE
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的表达，泛酸的含量达到 1.75 g/L[32]。另外，有

研究证明，C. glutamicum 的泛酸合成酶 PanC 比

活达 205.1 U/mg，向含有该酶的 E. coli 中添加底

物 (D-泛解酸和 β-丙氨酸)，可以在 32 h 内产生  

97.1 g/L 的泛酸，转化率达 99.1%，产率为 3.0 g/(L·h)，

这也是迄今为止所报道的最高产率[33]，但是该报

道最高产率的工作有着生产缺陷，需要外源添加

底物泛解酸，而泛解酸的市场价格极高，这严重

制约了这种生产方法的工业化。 

在泛酸的生产模式当中，最主要的生物催化

方法就是泛解酸内酯水解法。利用水解酶所催化

的动力学进行拆分，具有产品光学纯度高、绿色

节能等优点，更适用于工业化生产。水解酶可分

为 L-泛解酸内酯水解酶和 D-泛解酸内酯水解酶，

二者可以选择性水解相应的泛解酸内酯，DL-泛解

酸内酯经 L-泛解酸内酯水解酶水解，留下 D-泛解

酸内酯，产生的 L-泛解酸再经过化学内酯、外消

旋转后，转变为 DL-泛解酸内酯。D-泛解酸内酯水

解酶水解过程同该水解过程类似[34]。Kataoka 等

报道称，许多镰刀菌属的微生物都能产生 D-泛内

酯水解酶，可以选择性地水解 DL-泛内酯中的 D-

异构体。其水解产物 D-丙二酸很容易用溶剂从泛

内酯中分离出来，然后在酸性条件下加热转化为

D-泛内酯[35]。 

生物转化法除了显著增加了泛酸的产量外，

同 时 也 导 致 副 产 物 β- 丙 氨 酸 -2- 羟 基 异 戊 酸

(HMBPA) 的产生。OmniGene Bioproducts /巴斯

夫股份有限公司公布了无 HMBPA 的泛酸组合物

的制备方法，通过敲除 panE2，减少泛酸激酶的

量，适当增加丝氨酸量，降低 HMBPA 的合成，

从而提高泛酸的产量，在 48 h 的分批补料发酵中

产量可达 82–86 g/L，实现了泛酸的最高产[36]。 

1.1.5  维生素 B6 

维生素 B6 包括吡哆醇、吡哆醛和吡哆胺及  

其相应的磷酸酯衍生物，在生物体内以磷酸盐的

形式存在。维生素 B6 在体内的活性形式主要是

5-磷酸吡哆醛 (PLP)，作为许多酶的辅因子参与到 

氨基酸、糖类等多种代谢过程[37]。据统计，维生

素 B6 下游主要用于医药、食品保健、饲料等领域，

目前国际上饲料添加剂中维生素 B6 的用量很大，

已超过医药方面的用量。我国作为维生素 B6 的最

大生产国，维生素 B6 整体出口量呈逐年上升趋

势，2019 年出口量达到 6 422.9 t，为历史新高[8]。

当前工业上采用的主流方法为噁唑法，且目前的

研究也多集中于噁唑法合成工艺的改进，虽然这

种方法具有原料易得、收率高等特点，但是合成

过程产生的中间体具有一定毒性，且腐蚀性强，

存在一定的安全隐患，不符合绿色工业化生产，

故而未来发展重在生物合成方法。 

维生素 B6 的从头合成途径包括两条：1-脱氧- 

D-木酮糖-5-磷酸依赖性途径 (DXP-依赖性途径) 

和 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸非依赖性途径 (DXP-

非依赖性途径)[38]。苜蓿中华根瘤菌 Sinorhizobium 

meliloti 具有天然高产维生素 B6 的特征，野生型

S. meliloti IFO14782 菌株在 7 d 内产生 84 mg/L 的

吡哆醇 [39]。通过在该菌株中过表达磷酸吡哆醇 

(PNP) 合成酶 PdxJ (图 2)，7 d 内产生 362 mg/L

的吡哆醇[40]。而过表达来自 E. coli 的 4-磷酸赤藓

糖脱氢酶 (Epd) (图 2) 和自身的 5-磷酸吡哆醇合

成酶 (PdxJ)，可将维生素 B6 的产量进一步提高到

1.3 g/L[41]，这也是目前报道的最高产量。B. subtilis

也已被设计用于生产维生素 B6。通过过表达自身的

吡哆醛-5 磷酸合成酶 (PdxS) 与吡哆醛-5 磷酸合成

酶 (PdxT) (图 2)，菌株在 48 h 内可产生 36 mg/L 的

吡哆醇[42]，而通过遗传改造利用 DXP-依赖性途径

生产维生素 B6，维生素 B6 的产量仅达到 14 mg/L，

通过优化发酵条件和外源添加 4-羟基苏氨酸和脱

氧果糖，最终产量可达到 54 mg/L。 

在生物合成过程中，PdxJ 酶活力较低 (kcat= 

0.07 s–1)，该酶催化的反应步骤是维生素 B6 生物

合成途径中的限速步骤，其中间代谢产物 4-磷酸

羟基-苏氨酸  (4HTP) 具有细胞毒性，是维生素

B6 生物合成的主要瓶颈。目前，维生素 B6 采用化



 
 

王岩岩 等/代谢工程在维生素生产中的应用及研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1755

学合成法合成，成本较低，而发酵法，至少要在

48 h 内达到 10 g/L 的发酵产量，才能成为有效的

发酵过程，因此要实现工业化生产还需要科研工

作者们坚持不懈的努力。 

1.1.6  维生素 B7 

维生素 B7 又称生物素 (Biotin)，作为辅因子

可参与体内二氧化碳的固定和羧化过程。工业上

生物素的生产是通过一个很长的、多步骤的化学

过程进行的，D-生物素目前的大生产工艺主要以 

Sternbach 合成路线为基础，现行的工业化生产方

法就是在此基础上进行改进。除非生物合成方法

可以以低廉的成本获得较高的产出，否则很难撼

动化学合成工艺在工业生产上的地位。生物素具

有 3 个手性中心，分子结构复杂，合成工艺属不

对称合成，化学合成过程包括光学拆分步骤，技

术难度高、壁垒高，且从投料到出品需要一个月

的时间，使得生物素市场前进的步伐变得更加迟

缓。因此，通过微生物发酵过程生产生物素是最

理想的合成方式。近年来，有报道称一些微生物

可以产生生物素，例如 C. glutamicum、百脉根中

间根瘤菌 Mesorhizobium loti、S. meliloti、球形芽

胞杆菌 Bacillus sphaericus、库特氏菌属 Kurthia 

sp.、酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 等。 

Streit 等在土壤杆菌 Agrobacterium 和根瘤菌

Rhizobium HK40 中，过表达来自 E. coli 的生物素

强启动子 tac，并在生物素合成酶 (BioB) (图 2) 

前面引入已修饰的核糖体结合位点 (RBS)，可以

产生 110 mg/L 的生物素[43]。Bower 等通过重组和

调控 B. subtilis 中的生物素操纵子基因，使生物素

产量超过 1 g/L[44]。Clack 等通过化学诱变的方式

降低了易变假单胞菌 Pseudomonas mutabilis 中生

物素的负反馈调节，并导入含有自身生物素合成

操纵子的表达载体后，通过优化发酵条件，其发

酵罐中的生物素产量达到 15 g/L[45]。 

B. subtilis 中天然生物素操纵子中的大多数

酶受到 S-腺苷-L-甲硫氨酸 (SAM) 副产物的强

烈抑制，而生物素合成酶 (BioC、BioB、BioA、

BioK) (图 2) 对辅因子 SAM 呈现出高需求，SAM

可以通过代谢工程手段提高，但是并未发现可解

除反馈抑制的突变菌株。BioB 催化效率极低 (转化

数 kcat=0.12 min–1)，有研究证实，通过向 B. subtilis

中添加赖氨酸，BioK 利用赖氨酸作为生物素前体

的氨基供体，可产生生物素前体  (脱磷生物素) 

600 mg/L，但最终只生产了 21 mg/L 生物素，因

此提高生物素合成过程中生物素合酶的催化效

率，是未来实现工业化生产的首要任务[46-47]。 

1.1.7  维生素 B9 

维生素 B9 又称叶酸 (Folic acid)，是一个由 3

部分组成的分子家族：一个来源于对氨基苯甲酸 

(PABA) 的中心芳香族核心，一个可以修饰的蝶

呤环，以及一个或多个谷氨酸的链。天然叶酸主

要以多聚谷氨酸的形式存在，其生物活性形式是

四氢叶酸，在一碳转移反应中起辅因子的作用，

参与核苷酸和氨基酸的合成。L-5-甲基四氢叶酸 

(5-MeTHF) 在 2005 年底已被欧盟批准成为食品

增补剂，缺乏叶酸会导致红细胞中血红蛋白的生

成减少，损伤成熟细胞及巨幼细胞性贫血 [48]。

5-MeTHF 的研究主要集中在化学合成方面，合成

方 法 涉 及 不 对 称 中 心 的 拆 分 ， 但 此 过 程 中

5-MeTHF 易失活，故而收率不理想。 

许多人使用工程乳酸菌或酵母菌株作为强化

叶酸的生产菌，例如乳酸杆菌 Lactobacillus 和嗜

热链球菌 Streptococcus thermophilus 等乳酸菌可

从头生产叶酸，以此来增加发酵乳产品中的叶酸

水平。Gerstad 等发现在 B. subtilis 中，通过增加

前体物质供应，并且阻断 5-甲基四氢叶酸的分解

代谢途径后，5-MeTHF 产量达到 952.05 μg/L[49]。

另外，A. gossypii 是一种丝状真菌，天然高产维生素

B2，而核黄素和叶酸的合成存在一个共同的前体鸟

苷-5ʹ-三磷酸 (GTP)，表明 A. gossypii 可能是叶酸的

良好生产者。A. gossypii 可自然合成 40 μg/L 的叶 

酸，经代谢工程处理后可达 6 595 μg/L，是当前
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报道过的最高生产效价[50]。 

由于目前维生素 B9 的化学合成成本很低，除非

限制化学合成过程中对于环境不友好部分，否则生

物合成维生素 B9 将会面临一个较高的经济壁垒。 

1.1.8  维生素 B12 

维生素 B12 又叫钴胺素 (Cobalamin)，是唯一

一种含有金属元素的维生素。氰钴胺和羟钴胺是

钴胺素的合成形式，而腺苷钴胺素和甲基钴胺素

作为辅因子参与酶反应过程。在自然界中，维生

素 B12 是由微生物通过从头合成途径或补救合成途

径合成的，但高等动物和植物不能自身合成[51]。虽

然在 19 世纪，已有研究者完成了维生素 B12 的全化

学合成，但由于化学合成方法过于复杂且成本昂贵，

因此全球主要供应商都是借助于微生物发酵来生产

维生素 B12
[8]。目前，维生素 B12 主要通过费氏丙酸

杆菌 Propionibacterium freudenreichii、谢氏丙酸

杆菌 Propionibacterium shermanii 以及脱氮假单胞

菌 Pseudomonas denitrificans 等进行大规模的工

业化生产[52]，且国内生产维生素 B12 的发酵水平

为 200–300 mg/L[53]。 

近年来发现，维生素 B12 核糖开关在细菌中

被广泛应用，它可以促进维生素 B12 的生物合成[54]。

Cai 等在 S. meliloti 中首次使用了核糖开关元件，

成功开发了流式细胞术高通量筛选系统，并获得

了维生素 B12 菌株，但产量却不是很高，而且维生

素 B12 的效价很大程度上取决于培养基的条件[55]。

另外，利用随机诱变方法，通过紫外线、亚硝基

胍 (NTG)、亚硝基甲基脲和次乙亚胺诱变来构建

维生素 B12 菌株[56-58]。据报道，P. denitrificans 产

出维生素 B12 的最高滴度为 200 mg/L[59]。研究者

普遍认为，在优化的发酵条件下，这些工程生产

菌株的产量可能高达 300 mg/L。据公开资料显示，

全球维生素 B12 产能约为 110 t，生产主要集中于

中国，截至 2018 年，中国共颁发了 13 张维生素

B12 的良好生产规范 (GMP) 证书，主要生产企业

有 4 家，这 4 家公司的产能、产量以及出口量占据

全国 90%左右，其中河北玉星生物工程有限公司

为全球最大的维生素 B12 供应商，占全球维生素

B12 产量近 70%的份额[8]。 

1.2  维生素 C 

维生素 C 又称 L-抗坏血酸 (L-AA)，是体内多种

酶促反应途径的重要辅助因子。它可以作为抗氧化剂

清除自由基及减少氧化应激[60]。其主要的饮食来源

是新鲜蔬菜和水果，缺乏维生素 C 会引起坏血病。

维生素 C 是人体维持正常生命活动必需的维生素，

也是全球用量最大的维生素。维生素 C 及其衍生物

的全球市场量已超 15 万 t/年，年产值超 80 亿元[8]。 

维生素 C 最经典的工业生产法是莱氏法，是

一种混合发酵法[61-62]。该方法使用低聚酮酸钾和

氧化葡萄糖酸杆菌 Gluconobacter oxydans 共同生

产 2-酮-L-古洛糖酸 (2-KGA)，2-KGA 是抗坏血

酸的重要前体[63-65]，再经盐酸酸化得到维生素 C。

维生素 C 混菌发酵法是我国 20 世纪 70 年代在医

药产业的标志性成果。当国外还在以化学法生产

的时候，我国首创了两步生物发酵法生产工艺，并

在 1986 年被瑞士罗氏股份有限公司以 550 万美元

的高价独家收购，创造了当年单项技术出口交易

额记录。其生产主要依赖由 G. oxydans、巨大芽

胞杆菌 Bacillus megaterium 和普通生酮基古龙酸

菌 Ketogulonicigenium vulgare 组成的经典三菌二

步发酵法 (图 3)，该方法对莱氏法进行了简化，

生产中避免了有毒化学试剂，而且成本更低。其

糖酸转化过程由两种菌混合发酵完成，其中产酸

菌俗称小菌，单独生长缓慢，产酸量低，伴生菌

俗称大菌，具有促进小菌生长及产酸的作用。目

前发现多种菌株均可作为伴生菌，但是混合发酵

对伴生菌有着绝对依赖性，两种菌存在营养和生

态位的竞争，因此，混菌发酵技术稳定性差、效

率低，这也阻碍了维生素 C 的工业化生产。为了

解决上述问题，满都拉等以伴生活性物质 (一个

36.3 kDa 的酸性蛋白) 替代伴生菌，解除了伴生

依赖性，实现了单菌发酵，新工艺能够有效地提

高 维 生 素 C 的 收 率 并 且 缩 短 发 酵 周 期 [66] 。

Sugisawa 等首次报道细菌可以通过 L-山梨糖醇产 
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图 3  L-抗坏血酸合成路径 
Fig. 3  L-ascorbic acid synthesis pathway. (A) Classical Reichstein process: the seven-step Reichstein process 
involving one fermentation and six chemical transformations. (B) Two steps fermentation by three bacteria: G. oxydans, 
B. megaterium and K. vulgare. (C) 2,5-diketo-D-gluconic acid pathway: mixed or two stage fermentations with Erwinia sp. 
and Corynebacterium sp. or other species for the direct synthesis of 2-KLG from D-glucose. 

 
 

生维生素 C，其结果是，在静置条件下 K. vulgare 

DSM 4025 可以产生 1.37 g/L 的 L-AA[67]。Kim 报道

称来自白色念珠菌 Candida albicans 和 S. cerevisiae

的酶不仅在体外可以将 D-阿拉伯糖转化为 D-阿拉

伯糖-1,4-内酯，而且还可以将 L-半乳糖转化为 L-半

乳糖-1,4-内酯[68-69]。有实验表明，构建过表达内  

源性 D-阿拉伯糖-1,4-内酯氧化酶和 L-半乳糖脱氢

酶的出芽酵母细胞可以产生约 100 mg/L 的 L-抗坏

血酸[70]。 

高媛等通过构建功能性山梨糖 /山梨酮脱氢

酶的过表达 E. coli 菌株，并优化催化条件重组表

达吡咯喹啉醌 (PQQ)，在 5 L 生物反应器中，以

L-山梨糖为底物，应用全细胞催化法生产 2-KGA

的产量达 72.4 g/L，底物转化率和生产强度分别

为 71.2%和 1.57 g/(L·h)[71]。另外，设计了一种由

G. oxydans 和重组 E. coli 组成的共培养系统，通

过该共培养系统，由山梨糖醇合成 2-KGA，2-KGA

产量为 16.8 g/L，转化率为 33.6%[72]。 

莱氏法作为经典的化学合成维生素 C 的方

法，也在不断地改造升级。三菌两步发酵法采用

生物化学方法替代莱氏法的部分生产路线，是目

前国内厂家主要采用的方法，但一步发酵法由于

其单菌优势将有望取代混菌法而成为未来维生素 

C 工业化生产的主流方式。 

以上汇总的微生物发酵法生产水溶性维生素

的实例如表 1 所示。 

2  脂溶性维生素 

2.1  维生素 A 

维生素 A 是具有视黄醇生物活性的 β-紫罗宁

衍生物的统称，包括维生素 A1 及 A2，维生素 A1

即视黄醇，共有 3 种形式：视黄醇、视黄醇醋酸乙 
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表 1  代谢工程生产水溶性维生素的研究 
Table 1  Metabolic engineering of microorganisms for the production of water-soluble vitamins 

Vitamin Species Method 
Main culture 
substances 

Yield 
(mg/L) 

Reference 

VB1 B. subtilis  ΔthiN; ΔykoD and ΔyuaJ MM 1.27 [73] 

E. coli thiCOE; thiEOE; thiFSGHOE; and 
thiDOE 

MM 0.8 [18] 

A. oryzae thiPOE, thiAOE, and nmtAOE CD-Dex medium (5% 
dextrin) 

4-fold>WT [74] 

VB2 B. subtilis  ribAOE and ΔpurR gene MM 826.52 [22] 

E. ashbyii  MM 
molasses and peanut 
seed cake 

2.45 [75] 

A. gossypii Δmlls and acr268COE YD; YR;   
rapeseed oil 

700 [76] 

C. famata seF1OEand imH3
OE YPD; 

fluorophenilalanine 
1 026±50 [25] 

Lactic acid bacteria ribAOE ribBOE ribCOE ribGOE ribHOE 
(promoter related genes) 

Nisin induction 24 [23] 

VB3 S. cerevisiae Δnrt1, Δnrkl, Δurhl, Δpmpl 2× YPD; 
nicotinic acid 

8 [28] 

VB5 C. glutamicum ΔilvA and ilvBNCDOE gene and 
panBCOE 

MM 1 000 [29] 

B. subtilis ilvBHCDOE, panBCDEOE, serAOE and 
glyAOE 

MM 80 000 [77] 

VB6 E. coli epdOE, pdxJOE and dxsOE MM+YE 78 [39] 

S. meliloti  epdOE and pdxJOE MM+YE 1 300 [24] 

B. subtilis E. coli pdxAOE and S. meliloti pdxJOE MM+AAs 65 [78] 

VB7 Agrobacterium/ 
Rhizobium  

Overexpression of a modified biotin 
operon from E. coli; bioBOE 

MM; betaine;  
diaminononanoic acid

110 [43] 

E. coli Natural overexpressing plasmid 
biotin operon 

MM;  
H-medium   

11 [79] 

B. subtilis ΔbioABFCD and ΔbioH MM 21 [47] 

VB9 A. gossypii Δmet7; Δade12; Δrib1; folOE MA2 rich medium 7 [50] 

VB12 E. coli SUMT feedback suppression. CM 0.67 [51] 

S. meliloti  hemEOE and ΔcobI MM; DMBI; 
cobalt chloride  

156±4.20 [55] 

P. denitrificans cobFOE-cobMOE gene cluster and 
cogAOE and cobEOE genes 

Betaine; beet 
molasses; 
choline chloride 

214.30 [80] 

P. shermanii Overexpression of related 
biosynthetic genes 

MM; DMBI 206 [59] 

VC S. cerevisiae & 
Zygosaccharomyces 
bailii 

lgdhOE and alo1OE MM 100 [70] 

E. coli ssdA1OE and ssdA3OE LB; TB;  
D-sorbitol medium 

72 400 [81] 

V: vitamin. MM: minimal media. YD: yeast extract and glucose. YR medium: yeast extract and rapeseed oil; YPD: yeast extract 
peptone dextrose. CM: complete medium. YE: yeast extract. AAs: amino acids; SUMT: S-adenosyl-L-methionine: uroporphyrinogen 
Ⅲ methyltransferase; DMBI: 5,6-dimethylbenzimidazole. LB: Luria-Bertani medium. TB: Terrific broth medium. 

 



 
 

王岩岩 等/代谢工程在维生素生产中的应用及研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1759

 

酯、视黄醇棕榈酸酯[82]。维生素 A2 即 3-脱氢视黄

醇，其生理活性是维生素 A1 的 40%。β-胡萝卜素

具有维生素 A 原活性，实际是两个尾部相连的视

黄醇分子，通过中心裂解或偏心裂解可转变成两个

或一个维生素 A[83]。β-胡萝卜素又分为全反式和

顺式异构体，前者经过中心裂解，可以生成两分

子全反式视黄醇 (维生素 A)，而顺式 β-胡萝卜素转

换为维生素 A 的产量则较低。柠檬醛是生产维生素

A 的关键原料，目前全球仅有德国巴斯夫股份公

司、中国新和成股份有限公司和日本株氏会社可乐丽

三家企业能够生产柠檬醛，总产能为 5.3 万 t/年，巴

斯夫为最主要的生产商，占全球 70%以上的市场

份额，而维生素 A 的关键起始原料 β-紫罗兰酮，

在工业大规模生产中是由柠檬醛为起始原料合成，

这便使得柠檬醛成为维生素 A 生产的主要瓶颈。

目前来看，全球最大的两家厂商巴斯夫股份有限公

司和金达威股份有限公司，均采用化学合成方法生

产维生素 A，前者采用 Roche (C15+C5) 的合成工

艺，后者采用 Roche (C14+C6) 的合成工艺，也是

维生素 A 的主要生产方法[8]，后者工艺技术成熟、

收率稳定，除非生物合成技术可以垄断化学合成工

艺，否则生物合成技术将面临很高的技术壁垒。 

维生素 A 中具有膳食维生素 A 意义的只有 β-

胡萝卜素、α-胡萝卜素和 β-隐黄质 3 种[84]。胡萝

卜素主要由真菌和一些细菌、藻类产生。例如 Li 

等利用 CRISPR/Cas9 的方法对 E. coli 中的各基

因进行改造并组合调控，β-胡萝卜素的产量达到 

2 .0  g /L [ 8 5 ]； Roukas 等 认 为 ， 在 三 孢 布 拉 酶

Blakeslea trispora 中也可以获得较高产量的胡萝

卜素[86]，通过过氧化氢 (H2O2) 和 2,6-二叔丁基

对甲基苯酚 (BHT) 诱导 B. trispora 产生氧化应

激反应，来提高超氧化物歧化酶 (Sod) 和过氧化

氢酶 (Cat) 的比活，进而显著提高胡萝卜素的产

量。他们发现餐厨废油作为胡萝卜素的发酵碳源，

不仅廉价，而且效果极好，尤其是向培养基中添

加转录因子 (CSL) 及 BHT，胡萝卜素的最高产 

量可达到  (2 021±75) mg/L 或  (49.3±0.2) mg/g 

DCW，其中，β-胡萝卜素占 74.2%[87]。Larroude

等在解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica 中过表达异

源胡萝卜素合成酶 (Crt) (图 4)，使其高产 β-胡萝

卜素。通过筛选最佳启动子组合得到的工程菌株的

发酵产量为 1.5 g/L，通过优化发酵条件采用补料分

批发酵方式，进一步将 β 胡萝卜素的产量提高到  

6.5 g/L 和 90 mg/g DCW[88]。 

2.2  维生素 D 

维生素 D 是乃环戊烷多氢菲类化合物，为固

醇类衍生物，可防止佝偻病的发生，又称抗佝偻

病维生素。维生素 D 根据其侧链结构的不同而有

D2、D3、D4、D5、D6 和 D7 等多种形式，其中，

活性形式主要包括维生素 D2 (麦角钙化醇) 和维

生素 D3 (胆钙化醇)[89]。维生素 D3 主要采用化学

合成法生产。据公开资料显示，全球维生素 D3

产能约为 1 万 t/年，其中超过 75%的产能位于中

国[8]。当前维生素 D3 的工业生产所采用的生产工

艺主要有两种：溴化/脱溴化氢法和氧化还原法，

而实验室研究常采用微生物法进行合成，虽然微

生物合成法在合成过程中不会产生甲苯等杂质，

但是其生产技术还不能达到工业化水平，因此化

学合成法一直占据主导地位。 

维生素 D 的前体可以通过发酵法生产得到，

例如麦角固醇就是维生素 D2 的前体物质。目前，

国内外生产麦角固醇有两种方法，一种是采用酵母

发酵法，另一种是从青霉素发酵菌丝中提取[90]。

发酵法所用菌种主要为酵母，麦角固醇是其细胞

膜的主要组成成分。许向前等从不同麦角菌中分

离出一株高产麦角固醇的黑麦麦角菌[91]。通过菌

丝烘干，再加入丙醇浸泡过夜，经过石油醚/丙酮

洗脱后浓缩结晶，可获得大量麦角甾醇粗品。此

法与传统生产方法相比，工艺简单、产量高，且

粗品经甲醇洗涤重结晶后，纯度可达到 98%以上。

Tan 等通过对麦角甾醇发酵参数进行了优化，结

果发现溶解氧可作为酵母补料分批发酵的有效控
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制参数。当溶解氧控制在 12%(±1%) 时，采用脉

冲补料法，麦角甾醇总收率可达到 1 160 mg/L[92]。 

维生素 D3 作为维生素 D 的主要活性形式，

人体自身就能够合成，人体的皮肤含有一种胆固

醇，经阳光照射后，就变成了维生素 D3，但紫外

线照射带来的皮肤癌上升以及空气的污染等问

题，使得人们接受日照的时间大大减少，导致全

世界范围内维生素 D 均呈现广泛缺乏的现象，因

此就需要通过其他途径摄取。维生素 D3 在人和动

物体内并不能直接发挥作用，而要经过肝代谢产生

25-羟基维生素 D3 (25-OH-VD3) 发挥作用，

25-OH-VD3 也是维生素 D 在体内的主要储存形   

式[89]。目前，25-OH-VD3 的生产工艺主要有化学

合成法、光照射法。其中化学反应步骤烦琐、部

分还需要卤素试剂，而且反应过程中会产生外消

旋体，分离难度大，因此越来越多人把目光放在

利用微生物来发酵生产维生素 D3 上。微生物生物

合 成 方 法 利 用 的 菌 株 主 要 包 括 有 红 球 菌 属

Rhodococcus、链霉菌属 Streptomyces、假诺卡氏

菌 Pseudonocardia sp.、分枝杆菌属 Mycobacterium

等，但目前研究却少有报道。维生素 D3 羟化酶 

(Vdh) (图 4) 是一种细胞色素 P450 单加氧酶，它

可催化维生素 D3 (VD3) 的两步羟基化反应，生成

25-OH-VD3 和 1-α,25-二羟基维生素 D3。Yasutake

等用一种天然生物活性抗菌肽-乳酸链球菌素，处

理含有羟化酶的红球菌细胞，他们发现可以合成

573 mg/L 的 25-OH-VD3
[93]。Sasaki 及其同事在实

验室筛选了近 300 个链霉菌属菌株，发现其中两 
 
 
 
 
 

 
 

图 4  维生素 A、D、E、K 代谢网络途径 
Fig. 4  Metabolic pathways of vitamin A, D, E, K. Dxs: 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase; Dxr: 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase; IspD: 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase; 
IspE: 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase; IspF: 2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase; 
IspG: 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate synthase; IspH: 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate 
reductase; MvaS: HMG-CoA synthase; MvaA: HMG-CoA reductase; MvaK1: mevalonate kinase; MvaK2: 
phosphomevalonate kinase; MvaD: diphosphomevalonate decarboxylase; Idi: isopentenyl diphosphate isomerase; IspA: 
geranyltranstransferase; CrtE: GGPP synthase; CrtB: phytoene synthase; CrtI: phytoene desaturase; CrtY: lycopene 
cyclase;  HepS/HepT:  heptaprenyl diphosphate synthase component Ⅰ/Ⅱ; MenF: isochorismate synthase; MenD: 
2-succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1-carboxylate synthase; MenH: demethylmenaquinone 
methyltransferase; MenC: o-succinylbenzoate synthase; MenE: o-succinylbenzoate-CoA ligase; MenB: 
1,4-dihydroxy-2-naphthoyl-CoA synthase; MenA: 1,4-dihydroxy-2-naphthoate heptaprenyltransferase; MenG: 
demethylmenaquinone methyltransferase; γ-tmt: γ-tocopherol methyl-transferase; Mt: methyl-transferase. 
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种菌株的转化生产率约为 7.0 mg/(L·min)[94]。但

是后续研究发现，反应在刚开始的几个小时内，

羟基化效率是很高的，但随时间的延长羟基化效

率逐渐放缓，推测羟基化反应可能受积累的产物

抑制。因此他们认为，要想大量合成 25-OH-VD3，

首先要解决的就是羟基化转化率的问题。但近年

来，随着生物技术手段的不断更新迭进，25-OH- 

VD3 的生产面临一个最大的工艺瓶颈就是原料，要

求原料必须是纯度大于95% (NF级别) 的胆固醇[35]，

这也是未来高产维生素 D3 首要解决的任务。 

2.3  维生素 E 

维生素 E 是一组亲脂化合物，包含生育三烯

醇和生育酚共 8 种自然形式，分别是 α、β、γ 和

δ-生育酚以及 α、β、γ 和 δ-生育三烯醇。其中，    

α-生育酚是生物活性最高的异构体[95]。天然生育

酚仅由光合作用的有机体 (真核藻类、绿色植物

和一些原核蓝藻) 产生，是保护其免受活性氧侵

害的有效抗氧化剂。另外，生育酚还在人类的免

疫反应、细胞信号、生殖、抗癌活性和心血管等

方面具有积极作用。维生素 E 是全球市场容量最

大的维生素类产品之一，而且维生素 E 的需求也

增长较快，据估计，中国对维生素 E 的需求增长

率在 7%–8%左右[8]。天然维生素 E 主要存在于油

料作物种子及植物油脂中，其中以植物油脂精炼

副产品油脂脱臭馏出物中含量最多，是目前提取

生产天然维生素 E 的主要来源，国外天然维生素

E 提取工艺较为成熟，主要是化学法与生物法等

多种方法综合运用。国内天然维生素 E 的提取方

法是将脱臭馏出物中的脂肪酸用低级醇进行酯

化，然后进行中和、冷却结晶来获得较高含量的

天然维生素 E 浓缩物。 

经过不断探索，人们发现天然生育酚的最佳

来源是微生物。愈来愈多人采用微生物发酵合成

的法尼烯为中间体来合成维生素 E 前体异植物

醇，进而合成维生素 E，颠覆了国外垄断几十年

的化学全合成技术，并在湖北省石首市建成了全

球最大的维生素 E 成产装置并成功投产[8]。法尼

烯最早从苹果树中分离得到，在植物防御方面起

到重要作用。而法尼烯在植物中的含量极低，无

法以提取天然产物的方式应用于市场，因此，利

用微生物合成法尼烯成为当时的最佳方式[96]。刘

天罡等将 E. coli 作为出发菌株进行遗传修饰改

造，通过对法尼烯合成的相关基因进行密码子优

化；利用“体外定向合成代谢体系”确定了甲羟戊

酸途径  (MVA 途径) 合成法尼烯各蛋白的最佳

比例，通过控制各蛋白的比例，排除复杂的体内

代谢网络对目标研究途径的干扰，得到目标途径

实际催化过程的参数，以此获得该代谢途径效率

最优情况下的酶催化比例，从而在最短时间内快

速地提高法尼烯的产量[97]。该方法比利用传统的

基因工程随机改变代谢通路上的蛋白表达量更具

有目标性，实验设计也更加理性、有效，使得法

尼烯的摇瓶产量达到 1 g/L 以上，在生物技术领

域也创造了重组大肠杆菌生产法尼烯的“传奇”。 

Albermann 等通过过表达羟基苯丙酮酸双加

氧 (Hpd)、香叶酰焦磷酸合酶 (CrtE)、香叶酰焦

磷酸还原酶 (Ggh)、生育酚环化酶 (Cyc) (图 4) 

等，使其在 E. coli 中表达，从而合成维生素 E 化

合物 δ-生育三烯醇 (15 μg/g)[98]。Shen 等结合并

采用新设计的冷击温控系统，成功实现产生育三

烯酚工程菌株的细胞生物量积累和目标产物积累

的分阶段控制，最终在 5 L 发酵罐中使总生育三

烯酚产量达到 320 mg/L[99]，为实现天然维生素 E

的全发酵法生产奠定了基础。 

此 外 ， 光 合 微 生 物 会 积 累 大 量 的 维 生 素

E[100]，微藻作为一大类具有极大能量潜力的光合

微生物，它能够将太阳能转化为生物质能，这对

于维生素的生物合成起着重要作用。 

近年来，细小裸藻 Euglena gracilis 被更多地

应用于生产高价值的产品，例如氨基酸、抗坏血

酸等。E. gracilis 最有希望实现 α-生育酚的商业化

生产，其生长率和 α-生育酚含量较高，α-生育酚
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占细粒裸藻积累的生育酚总量的 97%以上[101]。

E. gracilis 作为一种光自养、光异养和异养条件下

生长的生物体，可根据不同的生长环境模式和条

件产生 α-生育酚[102-103]。Tani 等在 E. gracilis 生长

培养基中加入尿黑酸和 L-酪氨酸等前体物质使  

α-生育酚的量积累达到 143.6 mg/L 或 5.1 mg/g 

DCW[104]。Grimm 等选择了 3 种不同的培养模式

来培养 E. gracilis，发现在光异养和光自养条件

下，产物浓度相对较高，因此光对 α-生育酚的积

累具有一定的积极作用。与传统的生产来源相比，

在廉价的基本培养基中通过光合自养方式获得大

量的 α-生育酚，不仅大大节省了成本和资源，而

且还提高了生产效率[105]。Vismara 等对浮游生物

Tetraselmis suecica、杜氏盐藻 Dunaliella salina 和

E. gracilis 进行了比较研究后发现，使用乙酸钠作

为 E. gracilis 的碳源，E. gracilis 中的生育酚含量

最高[106]。Euglena 菌种可能是未来用于生育酚工

业化生产的一个潜在来源，其主要限制瓶颈是培

养物容易受到快速生长的微生物的污染，其主要

原因还是 E. gracilis 本身的脆弱性以及对环境的

严苛性，使得 E. gracilis 在生长、生产过程中易

于受到污染。 

总的来说，相比于化学全合成，直接通过生

物技术获取维生素 E 的方式产量低、成本高，并

不适合进行规模化生产。化学全合成虽然是目前

维生素 E 的主要生产方式，但该技术仍然存在很

多问题，例如合成路径复杂、技术壁垒高、成本

高，其生产设备大部分为专用设备，且安全风险

较大等，因此，开发更安全、更低成本、更高效

率的合成维生素 E 新技术，成为改善维生素 E 现

状亟待解决的高难度问题。合成生物学作为新兴

学科领域，其产业技术的发展为许多行业的发展

搭建了快捷通道，并且提供了多种可能性，具备

仅通过几个关键技术就能巧妙绕开充满壁垒的传

统合成路线的能力，同时也为维生素 E 产业的发

展提供了新的契机。 

2.4  维生素 K  

维生素 K 是脂溶性维生素，由于它具有促进

血液凝结、预防骨质疏松等功能，因此又称为凝

血维生素[107]。维生素 K 有两种类型：维生素 K1 

(叶绿醌/叶绿基甲萘醌) 和维生素 K2 (甲萘醌)。

维生素 K1 是由苜蓿、菠菜和其他绿叶植物等植物

合成的，而维生素 K2 是由微生物合成的，结构上

由萘醌环和异戊二烯侧链组成。根据异戊二烯侧

链的长度进行分类，其中，MK-7 被认为是维生

素 K2 最具生物活性的形式，具有最高的活性和最

稳定的血清水平。维生素 K2 的生物合成途径主要

包括糖酵解 (EMP) 途径、磷酸戊糖 (PPP) 途径、

2-C-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸酯 (MEP) 途径、甲

羟戊酸 (MVA) 途径 (图 4) 和甲萘醌合成 (MK) 

途径[108]。  

纳豆细菌被美国食品药品监督管理局 (FDA) 

认证为食品行业中的安全细菌，纳豆激酶分子量

小，更容易被人体吸收。此外，纳豆细菌比其他

细菌具有更强的产 MK-7 的能力。据报道，从日

本传统食品纳豆中分离出的 B. subtilis 被用作亲

本菌株，甲萘醌耐受的 B. subtilis 突变菌株 K3-176

在优化发酵培养基条件和成分之后，MK-7 的产

量大约为 35.0 mg/L。随后，他们使用菌株 D200-41

进行研究，发现静态培养与搅拌通气培养相比可

以显著提高 MK-7 的产量，原因是静态培养中的

细胞孢子形成较慢。同样地，优化培养基条件后，

MK 的最大浓度达到约 60 mg/L。 

Zhou 等认为在 E. coli 中过表达 ispG 基因，

可以减少细胞内甲基赤藓糖醇环二磷酸 (MECPP) 

的外流，从而增加异戊二烯量的积累[109]。另外，

Liu 等过表达 nudF、ispG 和 dxs 基因，以优化大

肠杆菌的天然 MEP 途径，最终将异戊二烯产量增

加 2.1 倍，为了放大发酵，在 5 L 的分批培养中，

共产生 69 mg/L 的异戊二烯[110]。 

Cui 等 通 过 开 发 一 个 基 于 Phr60-Rap60- 

Spo0A 的双功能 QS 系统动态平衡目标产物的合
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成与细胞生长之间的关系，通过动态控制枯草芽

孢杆菌中 MK-7 的合成使 MK-7 产量提高了 40 倍，

在摇瓶中产量从 9 mg/L 提升至 360 mg/L，在 15 L

生物反应器中可达到 200 mg/L。在枯草芽孢杆菌

的静态培养中，生物膜的形成有利于合成有价值 

的天然产物 MK-7。通过比较转录学，发现生物

膜的形成和电子传递是促进 MK-7 合成的重要因

素。通过过表达信号转导蛋白 TatAD-CD 和甲基

酚细胞色素折叠酶 QcrA-C，工程菌株经过发酵

后，MK-7 效价提高到 410 mg/L，这也是目前报

道的最高产量[111]。由于顺式 MK-7 没有活性，所

以反式 MK-7 成为焦点[15]。在当下的市场环境中，

天然全反式 MK-7 的生产是双骏生物通过纳豆菌

液态发酵的，它是欧盟新资源食品认证的唯一

PCT 专利菌种发酵生产工艺，该工艺投料安全、

天然可控，辅以物理多级膜浓缩工艺，零残留，

零污染，在市场上占主流地位[8]。相比于化学合成

的 25%–95%反式 MK-7，其产量更高，杂质更少。 

以上汇总的微生物发酵法生产脂溶性维生素

的实例如表 2 所示。 

 
表 2  代谢工程生产脂溶性维生素的研究 
Table 2  Metabolic engineering of microorganisms for the production of lipid-soluble vitamins 

Vitamin Species Method 
Main culture 
substances 

Yield Reference

VA Y. lipolytica carS OE; Δku70 and ku80 YPD and SC-URA 
media 

0.41 mg/g (DCW) [112] 

B. trispora sod OE and cat OE MM; WCO; 
CSL; BHT 

(2 021±75) mg/L [87] 

S. cerevisiae Sequential control strategy SD-URA media 1 156 mg/L [113] 

VD S. cerevisiae The DO was kept at 12%(±1%) 
and pulse fed-batch was used 

MM 1 160 mg/L ergosterol 
(VD2) 

[92] 

R. erythropolis vdhT107A
OE MM 573 mg/L [93] 

VE E. gracilis   KH medium; 
homogentisate and 
L-tyrosine 

5.10 mg/L [104] 

 Stichococcus bacillaris   MeJa; Algal 
culture 

0.60 mg/g (DCW) [53] 

 Nannochloropsis oculata  F/2 medium;  
ammonium 
chloride 

(2 325.80±39) μg/g (DCW) [31] 

VK B. subtilis  Resistanced to HNA, pFP, mFP 
and βTA 

MM; biotin 1 719 μg/100g natto [108] 

B. subtilis  BS20: Pveg-kinA-ΔPAS-A; ΔkinB; 
ΔspoⅡA; Δspo0ⅡE; menFOE; 
menBOE; menEOE; entCOE; ΔdhbB; 
Phbs-tkt; ppsAOE; ΔptsG; 
aroGOE::lox72; aroKOE; ispAOE; 
hepS/TOE; kdpGOE; dxrOE; dxsOE; 
fniOE; menAOE; Phag-Rap60; 
Pnative-Phr60::hag; Pabrb-pyk::pyk; 
Pabrb-uppS::uppS; 
PspoiiA-ispH::spoⅡE; 

PspoiiA-hepS/T::spoⅡA 

LB 200 mg/L [114] 

B. subtilis BS20-tatAD-CDOE, qcrA-COE LB 410 mg/L [111] 

SC-URA media: synthetic defined medium with glucose as carbon source and uracil omitted; WCO: waste cooking oil. CSL: 
corn steep liquor. BHT: butylated hydroxytoluene; SD-URA media: synthetic dropout medium without uracil. KH medium: 
Koren and Hutner medium; MeJa: methyl jasmonate. 
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3  总结与展望 

维生素以其自身特有的优势在医疗、食品、

生产生活、畜牧等领域中发挥着不可或缺的作用。

在生物合成过程中，生物合成方法不仅实现了环境

友好型，而且还可以以低廉的成本达到较高的产

出，同时还可以提高生产效率、省时省力。微生物

合成生物技术在维生素领域具有极大的开发和应

用价值。在生物医药与新能源的开发上也实质性地

推动了学科的发展。采用合成生物改造技术对底盘

生产菌株进行改造与调整，平衡细胞自身生长与代

谢，这对于菌体而言，减轻负担的同时，又使得目

标产物获得更高的产出，从而达到“共赢”。 

到目前为止，维生素 B2 的生物合成技术已经

成熟并应用于工业化生产，其他 B 族维生素的代

谢工程手段还需要不断地改进和探索，使筛选出

的优良菌株更好地应用于工业化生产[8]。维生素

B2 未来研究方向可采用耐高温酵母来生产，其优

点在于避免发生 DNA 漂移。对于维生素 C 来说，

目前工业生产规模大、产量高，生产方式以发酵

为主，采用伴生活性制剂替代伴生菌，解除伴生

依赖性问题，实现了单菌发酵[66]。但目前的市场

情况表明维生素 C 产能过剩、下游加工复杂，而

市场需求主要集中在医药、食品领域，这也是未来

上涨势头可能缓慢的原因[8]。维生素 C 发酵技术在

未来可根据多种伴生菌伴生机理，发掘出不同伴生

菌的伴生活性物质，建立其合成代谢数据库，或采

用稳定的同位素技术对暗物质进行标记和示踪；设

计 2-KGA 合成的异源组装模块；研究其在微生物底

盘细胞中的适配机制，从而实现更高的产品效价。 

维生素 A 生产主要是针对 β-胡萝卜素的生物

合成，部分细胞对维生素的需求意味着自身的生

物合成还不能达到完全高产的状态，然而通过经

典合理的微生物代谢工程，已经可以成功建立规

模化的生产工艺，但中间体行业壁垒较高，外加

复杂的合成与代谢过程[8]，这就使得未来的研究

会面对更艰难的挑战。维生素 D 在国内的工业生

产已趋于稳定，主要是通过化学合成有活性的  

25-羟基维生素 D3 和 1α,25-二羟基维生素 D3，但

存在一个最大的工艺瓶颈就是对原料的需求，原

料要求必须是纯度大于 95% (NF 级别) 的胆固醇[8]。

所以开发出更多的生产菌，优化其代谢通路并使

之高产才是解决原料问题的一大关键。维生素 E

生产工艺的不断优化和技术的进步，不仅降低了

行业的整体成本，还促进了行业的发展。但不幸

的是，尽管研究表明光合微生物有相当大的潜力

生产生育酚，但这种方法成本高昂、难以商业化，

再考虑到 E. gracilis 的脆弱性和培养环境的条件，

光生物反应器的构建最有可能是生育酚未来生产

的可行性研究方向，而且可操控的温敏调控系统

也可能是生产维生素 E 的一种关键调控技术。在

过去的几十年里，纳豆细菌一直是生产维生素 K

最有前景的细菌之一。许多研究者通过优化发酵

类型、培养基方案和培养条件的设计，以及结合基

因工程和其他代谢手段来增加维生素 K 的产量[15]，

但还是很难达到较高产出，意味着未来仍需要科

研学者不断努力、攻克难题。 

然而，无论是哪一种目标产物，如果企业想

要获得更高的产出，就需要进一步改进技术。通

过 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术、碱基编辑技术

去设计高产菌株；通过高通量筛选育种、生物反

应器、自动化基因组装等技术，构建高产目标产

物的菌种。合成生物学技术是以理性设计为指导，

通过生物元件的挖掘与设计、元件和模块的组装

与集成、系统的优化与适配[115]，最终获得性能优

良的高产菌株，刚好解决了这个问题。这些新一代

技术将成为未来研究的一个新的出发点和落脚

点。此外，未来在合成生物技术领域也会有很多

的挑战，例如，生物体系的柔性与工程体系的刚

性之间的契合问题、生物体系的计算机模拟和预

测水平、生物体系再造普适性、科技伦理等，都

需要广大科研人员的艰辛探索。我们要改进现有

的技术，并结合新的技术策略，充分利用其技术

优势、取长补短，从而推动科技的进步。 
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