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摘 要：【目的】植物内生芽孢杆菌(Priestia endophytica，伴生菌) 1-112 对普通产酮古洛糖酸菌

(Ketogulonicigenium vulgare，产酸菌)生长及促进 2-酮基-L-古龙酸(2-keto-L-glonic acid, 2-KLG)生物

转化的作用尚不明确。本研究采用不同培养基培养该辅助菌株，旨在探究其对普通产酮古洛糖酸

菌的作用机制。【方法】采用不同培养基(基本培养基、混合培养基及发酵培养基)培养 1-112，探

究其对普通产酮古洛糖酸菌生长及 2-KLG 生物转化的影响。运用转录组学技术，分析经不同培

养基培养的辅助菌株中差异表达基因(differentlly expressed genes, DEGs)及相关代谢通路，筛选共

培养体系中的关键因素。评估关键因素对普通产酮古洛糖酸菌生长及 2-KLG 生物转化的影响，

以明确其在共培养体系中的作用。【结果】与发酵培养基培养伴生菌相比，基本培养基培养伴生

菌丧失了促进 K. vulgare 转化 2-KLG 的能力，但仍能促进其生长，这提示伴生菌对 K. vulgare 的

影响可分为促进生长与促进 2-KLG 转化 2 个相对独立的功能模块。转录组分析表明，与基本培

养基培养相比，发酵培养基培养的伴生菌共有 1 859 个差异表达基因，这些基因显著富集在烟酸

与烟酰胺代谢、碳代谢、精氨酸与脯氨酸代谢以及氨基酸的生物合成等关键代谢通路。进一步向

基本培养基中添加关键因子(丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸、脯氨酸、烟酸和生物素)进行验证发现，

甘氨酸、脯氨酸、生物素和烟酸是伴生菌促进 K. vulgare 生长的关键因子，而甘氨酸、苏氨酸、

生物素和烟酸则是促进 K. vulgare 转化 2-KLG 的关键因子。【结论】通过比较不同培养基培养伴

生菌对 K. vulgare 生长及 2-KLG 转化的影响发现，伴生菌通过不同机制分别促进 K. vulgare 的生
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长与 2-KLG 的转化。
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Abstract: [Objective] The effects of the helper strain (Priestia endophytica) 1-112 on the growth 

of Ketogulonicigenium vulgare and the biotransformation of 2-keto-L-glonic acid (2-KLG) remain 

unclear. In this study, we cultured the helper strain in different media to study the mechanisms of 

the growth- and 2-KLG biotransformation-promoting effects of the helper strain on K. vulgare.

[Methods] We used different media (minimal, mixed, and fementation media) to culture the helper 

strain and investigated the effects of the strain on the growth and 2-KLG biotransformation of 

K. vulgare. The differently expressed genes (DEGs) and associated metabolic pathways in the 

helper strain cultured in different media were analyzed by transcriptomics to screen the key factors 

in the co-culture system. The effects of key factors on the growth and 2-KLG biotransformation of 

K. vulgare were evaluated to explore their roles in the co-culture system. [Results] Strain 1-112 

cultured in the minimal medium lost or reduced the ability to promote 2-KLG production, while it 

retained the ability to promote the growth of K. vulgare. This result indicated that the helper strain 

promoted 2-KLG biotransformation through two distinct mechanisms. There were 1 859 DEGs in 

strain 1-112 cultured in fermentation medium in comparison with the minimal medium, and the 

DEGs were significantly enriched in the pathways such as nicotinate and nicotinamide metabolism, 

carbon metabolism, arginine and proline metabolism, and amino acid biosynthesis. In addition, the 

helper strain cultured in the minimal medium containing some key factors could restore the ability 

to promote 2-KLG production. Glycine, proline, biotin, and nicotinic acid were found to be 

essential for promoting K. vulgare growth, whereas glycine, threonine, biotin, and nicotinic acid 

played critical roles in enhancing 2-KLG biotransformation. [Conclusion] The helper strain 

promoted the growth and 2-KLG biotransformation of K. vulgare through different mechanisms.

Keywords: 2-keto-L-gulonic acid; Ketogulonicigenium vulgare; co-culture system; Priestia 

endophytica; transcriptomic analysis
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在一些微生物转化过程中，共培养(或混合

培养、混合发酵)相较于纯培养具有显著优势，

其中维生素 C 的第二步发酵过程作为典型的

混合发酵模式受到广泛关注[1-2]。在该混合培养

体系中，维生素 C 前体 2-酮基-L-古龙酸(2-keto-

L-gulonic acid, 2-KLG)由 L-山梨糖经普通产酮

古洛糖酸菌(Ketogulonicigenium vulgare，又称产

酸菌) 和伴生菌共同发酵转化生成[3]。尽管

K. vulgare 具备将 L-山梨糖转化为 2-KLG 的能

力，但其在纯培养条件下生长缓慢且转化效率

极低。因此，工业规模上 2-KLG 的高效生产必

须依赖 K. vulgare 和伴生菌组成的混合发酵

体系[4]。

研究表明，K. vulgare 在氨基酸、维生素、

叶酸、碳水化合物和嘌呤等代谢方面存在缺

陷[5-8]。通过基因工程手段构建 K. vulgare 缺失

氨基酸生物合成途径的菌株，或基于 K. vulgare

生理特性利用合成生物学技术构建的伴生菌，

均可在一定程度上促进 K. vulgare 的生长[9-10]。

上述研究虽阐明了 K. vulgare 在单独培养时生长

受限的内在原因，但相较于共培养体系，外源

添加代谢物或基因改造对其生长与转化能力的

提升效果仍较为有限。这表明伴生菌在促进

K. vulgare 生长和 2-KLG 转化过程中可能涉及

更为复杂的调控机制，仍有待深入揭示[11]。

有研究人员以不同伴生菌之间的功能差异为

切入点，开展伴生机理的探索[12]。然而，由

于选取的 2 株伴生菌苏云金芽孢杆菌(Bacillus 

thuringiensis) 和 内 生 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

endophyticus)分属不同种，其固有的遗传与代谢

差异为伴生机理的精确解析带来了干扰和挑战。

尽管如此，该研究为后续机制研究提供了新思

路：通过调控伴生菌的培养条件，使其基因表

达发生变化，从而构建具有不同伴生能力的菌

体状态，再结合转录组学方法筛选差异表达基

因，进而系统解析伴生菌促进 K. vulgare 生长和

2-KLG 转化的作用机制。

本研究采用一种透析培养装置，在不同培

养基中培养伴生菌，构建具有差异伴生能力的

培养条件，进而分析伴生菌植物内生芽孢杆菌

(Priestia endophytica)在不同培养条件下转录水

平的差异表达特征，以探究其促进 K. vulgare 生

长和 2-KLG 转化的分子机制。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株

普通产酮古洛糖酸菌(K. vulgare) 418 和植物

内生芽孢杆菌(P. endophytica) 1-112，均保存于

内蒙古农业大学食品科学与工程学院。

1.2　培养基与培养条件

发酵培养基(g/L)：L-山梨糖 80.0，玉米浆

15.0， 尿 素 12.0， KH2PO4 1.0， MgSO4·7H2O 

0.1， CaCO3 5.0， 10 ppm FeSO4 0.1 mL， pH 

6.7−7.0 (L-山梨糖和尿素分开灭菌，其他培养基

成分在溶解并调节 pH 后加入碳酸钙)。分离

培养基 (g/L)：L-山梨糖 20.0，酵母膏 3.0，牛

肉膏 3.0，玉米浆 3.0，蛋白胨 10.0，尿素 1.0，

KH2PO4 1.0， MgSO4·7H2O 0.2， CaCO3 1.0，

10 ppm FeSO4 0.1 mL，琼脂 23.0，pH 6.7−7.0。

在 120 ℃下灭菌 20 min 前，用 40% NaOH 溶液

调节 pH 值。基本培养基 (g/L)：葡萄糖 5.0，

(NH4)2SO4 2.0， 柠 檬 酸 钠 1.0， MgSO4·7H2O 

0.2，K2HPO4 6.0，KH2PO4 4.0，120 ℃下灭菌

20 min。混合培养基：将灭菌后的基本培养基和

发酵培养基按体积比 3:5 的比例混合配制。关键

因子培养基 (g/L)：丝氨酸 0.28，甘氨酸 0.36，

苏氨酸 0.18，脯氨酸 0.28，烟酸 0.19，生物素

0.062，并用 0.22 μm 过滤器灭菌[13]。

将 1 mL 含伴生菌的基本培养基菌液分别

接种至含有 20 mL 发酵培养基、基本培养基

和混合培养基的 250 mL 三角瓶中，在 29 ℃、

180 r/min 下振荡培养 24 h，得到在不同培养基

中生长的伴生菌培养液。从分离培养基上收集

K. vulgare 的菌落，将其全部用接种环移到 3 mL
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无菌水中，充分振荡混匀，即得到 K. vulgare

菌液。

1.3　不同培养基中培养的伴生菌对

K. vulgare 的影响

本研究所用实验装置参照满都拉等[14]设计

的装置。向装置的内管中分别加入 3 mL 在 3 种

不同培养基中培养的伴生菌发酵液，对照组为

在装置内管中不接种伴生菌的各培养基(3 mL)。

装置的外管中各加入 5 mL 发酵培养基和 1 mL 

K. vulgare 菌液。整个装置置于 29 ℃、180 r/min

的摇床中培养 72 h 后，测定各处理中 2-KLG 含

量和 K. vulgare 的 OD650 值。

1.4　转录组测序

将保藏的 P. endophytica 1-112 菌株活化后

分别接种于基本培养基和发酵培养基中，

29 ℃、180 r/min 振荡培养至对数期(OD650 为

0.8−1.0)，于 4 ℃、10 000 r/min 下离心 18 h 收

集菌体并立即用液氮速冻后，用于转录组测序。

采用 TRIzol®试剂盒(Invitrogen 公司)分别提

取基本培养基和发酵培养基中培养的伴生菌总

RNA，随后使用 DNase I (TaKaRa 公司)去除残

留的基因组 DNA。利用生物分析仪(Agilent 公

司)检测 RNA 完整性。合格的 RNA 样本使用

Next® UltraTM RNA Library Prep Kit (New 

England Biolabs 公司)构建文库。通过磁珠法去

除 rRNA (Ribo-Zero Magnetic Kit，EpiCentre 公

司)并同时进行 RNA 片段化。并依次完成 cDNA

合成、末端修复、A 碱基添加及索引接头的连

接。随后，利用 2% 琼脂糖凝胶电泳回收目标大

小的 cDNA 片段，并通过 Phusion DNA 聚合酶

进行 15 个循环的 PCR 扩增。扩增产物经

TBS380 荧光定量后，在 DNBSEQ-T7 平台进行

2×150 bp 双端测序。基因表达水平以每千碱基

转录本每百万条映射读段(reads per kilobase of 

transcript per million reads mapped, RPKM) 表

示 [15]，差异表达基因分析采用 edgeR 软件完

成，筛选标准为 |log2 fold change (FC)|≥1 且错

误发现率(false discovery rate, FDR)≤0.05，获得

差 异 表 达 基 因 (differentially expressed genes, 

DEGs)[16]。对 DEGs 进行功能注释时，使用 GO 

(gene ontology, http://www.geneontology.org)数据

库[17]，并通过 KOBAS (http://kobas.cbi.pku.edu.

cn/home.do)进行 KEGG 通路富集分析[18]。

1.5　添加关键成分代培养伴生菌对

K. vulgare 生长和 2-KLG 转化的影响

在基本培养基中外源添加差异代谢途径中

的代谢物后培养伴生菌，研究培养后的伴生菌

对 K. vulgare 的影响。以不含伴生菌，含外源添

加等量差异代谢物的基本培养基为对照，通过

测定 2-KLG 含量和 K. vulgare 的 OD650 值，研究

伴生菌的伴生机理 (具体培养方法与条件见

1.2 节)。

1.6　检测和分析方法

发酵液中 2-KLG 含量和 K. vulgare 的光密

度值(OD650)的测定参照 Xu 等[19]和冯树等[11]报

道的方法。所有处理均设置 3 次重复。使用

SPSS 19.0 进行统计学分析，P<0.05 认为具有统

计学上的显著差异。使用 Origin 2024 软件绘图。

2　　结果与讨论结果与讨论

2.1　不同培养基培养伴生菌对 K. vulgare

生长和 2-KLG 产量的影响

3 种培养基(发酵培养基、基本培养基和混

合培养基)中培养的伴生菌对 K. vulgare 的生长

和转化影响不同，结果如图 1 所示。从 OD650 值

来看，与不接种伴生菌的对照相比，在 3 种培

养基中培养的伴生菌均能显著提高 K. vulgare 的

OD650 值(图 1A，P<0.05)，表明在 3 种培养基中

培养的伴生菌均能够促进 K. vulgare 的生长。然

而，与发酵培养基和混合培养基中培养的伴生

菌相比，基本培养基中培养的伴生菌并不能显

著提高 2-KLG 的含量(图 1B，P>0.05)。这表明

在基本培养基中培养的伴生菌失去了(或大幅减

弱了)促进 K. vulgare 转化山梨糖为 2-KLG 的能
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力，但依然具有促进 K. vulgare 生长的能力。不

接种发酵培养基、混合培养基与基本培养基中

培养的伴生菌，单独在上述培养基中培养

K. vulgare 时，其 OD650 值及 2-KLG 含量间均无

显著差异(P>0.05)。这说明培养基本身不会对

K. vulgare 的生长和产 2-KLG 造成影响。

研究指出，伴生菌可通过增加 K. vulgare 的

细胞数量来促进 2-KLG 的转化合成[20-21]。在本

研究中，在基本培养基条件下，尽管伴生菌

较对照能显著促进 K. vulgare 的生长，但其在

促进 K. vulgare 转化 2-KLG 方面与对照组无显

著差异。该结果表明，2-KLG 的转化效率与

K. vulgare 的细胞密度之间可能无直接关联，提示

伴生菌对 K. vulgare 生长的促进作用与对 2-KLG

转化的促进作用可能通过不同的机制实现。

2.2　不同培养基条件对伴生菌基因表达的

影响

2.2.1　不同培养基培养的伴生菌差异表达

基因

基本培养基与发酵培养基中培养的伴生菌在

促进 2-KLG 转化方面表现出显著差异(图 1B)。

为了探究其分子机制，采用比较转录组学技术

分析了 2 种培养条件下(基本培养基和发酵培养

基)伴生菌在转录水平上的差异。结果显示，与

基本培养基培养的伴生菌相比，发酵培养基培

养的伴生菌中共有 1 859 个差异表达基因，其中

上调表达基因 1 232 个，下调表达基因 627 个

(图 2A)。

2.2.2　差异表达基因 GO 注释

利用 GO 数据库对上述差异表达基因进行注

释后发现，差异表达基因在生物过程(biological 

process, BP)、细胞组分(cellular component, CC)

和分子功能(molecular function, MF)上均有注释

(图 2B)。差异表达基因在 BP 涉及 13 个功能亚

类，主要为生物调控(biological regulation，上调

48 个、下调 21 个)、细胞过程(cellular process，

上调 233 个、下调 89 个)、解毒作用(detoxification，

上调 5 个)、发育过程(developmental process，上

调 5 个、下调 5 个)、生长(growth，上调 32 个、

下调 6 个)、生物体间种间相互作用(interspecies 

interaction between organisms，上调 5 个)、定位

(localization，上调 33 个、下调 17 个)、代谢过

程(metabolic process，上调 201 个、下调 77 个)、

多生物过程(multi-organism process，上调 8 个)、

氮利用 (nitrogen utilization，上调 2 个)、生殖

图1　不同培养基培养的伴生菌对产酸菌生长(A)和产酸(B)的影响

Figure 1　The effect of helper-strain cultured in different medium on the growth of Ketogulonicigenium vulgare 

(A) and 2-KLG (B) biotransformation. *: P<0.05, indicating significant differences.

2448



李娜 等 || 微生物学报, 2026, 66(5)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

2449



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

LI Na et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(5)

(reproduction，上调 3 个、下调 2 个)、刺激应答

(response to stimulus，上调 51 个、下调 23 个)、

信号传导(signaling，上调 2 个、下调 2 个)。差

异表达基因在 CC 涉及 3 个功能亚类，主要为

细胞解剖实体 (cellular anatomical entity，上调

225 个、下调 93 个)、细胞内(intracellular，上调

137 个、下调 55 个)和含蛋白质复合物(protein-

containing complex，上调 31 个、下调 8 个)。差

图2　差异表达基因

Figure 2　DEGs. A: Volcano plot of DEGs; B: GO annotation of DEGs; C: KEGG enrichment analysis of DEGs.
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异表达基因在 MF 涉及 7 个功能亚类，主要为抗

氧化活性(antioxidant activity，上调 4 个)、结合

(binding，上调 97 个、下调 36 个)、催化活性

(catalytic activity，上调 191 个、下调 82 个)、分

子功能调节因子(molecular function regulator，上

调 2 个、下调 3 个)、结构分子活性 (structural 

molecule activity，上调 7 个)、转录调节因子活

性(transcription regulator activity，上调 9 个、下

调 2 个)、转运蛋白活性(transporter activity，上

调 29 个、下调 14 个)。

相较于基本培养基培养的伴生菌，在发酵

培养基中培养的伴生菌在结构分子活性、抗氧

化活性、氮利用、生物体间种间相互作用、多

生物过程和解毒作用等 6 个功能只注释到了上

调表达的基因。其中，微生物的生物体间种间

相互作用和多生物过程功能决定了微生物群落

的结构与功能，并赋予细菌在复杂环境中高效

利用资源、优化能量分配的能力[22]。本研究中，

上调差异基因被注释到 interspecies interaction 

between organisms 和 multi-organism process 功

能，如能接收和传递信号和影响细菌间的协作

行为的 FHA domain-containing protein，积极参

与对高渗性休克的反应的 molecular chaperone 

DnaK 等，这些基因的上调可能有益于增强伴生

菌在发酵培养基中与外界环境的互动能力，并

通过代谢产物交换或信号传递增强伴生菌与产

酸菌之间的协同作用进而增强 2-KLG 的转化。

在细菌的合成代谢中，解毒并非独立的防

御机制，而是通过清除有害物质、维持胞内稳

态，直接或间接为蛋白质、核酸、细胞壁成分

等生物大分子的合成提供保障[23-24]。已有研究

表明，太阳光中的紫外线 A 段(ultraviolet A, UVA)

辐射是铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)对

环境的主要氧化应激因素，UVA 可通过诱导活

性氧(reactive oxygen species, ROS)的生成导致蛋

白质和 DNA 损伤，而 P. aeruginosa 则依赖

KatA 和 KatB 2 种过氧化氢酶实现对 ROS 的有

效解毒[25]。抗氧化活性(antioxidant activity)是细

菌解毒过程的重要组成部分，通过直接清除

ROS 等氧化性损伤分子，减少对关键生物大分

子的破坏，从而在解毒过程中发挥核心作用。

K. vulgare 在发酵过程中会产生多种 ROS，但自

身缺乏清除过量 ROS 的能力，易引发氧化应激，

因此在单独培养条件下其生长会受到氧化胁迫

的抑制。在混合培养体系中，伴生菌可释放多

种抗氧化物质，有效清除发酵体系中的 ROS，

从而促进 K. vulgare 的生长与产 2-KLG[26]。相较

于基本培养基中的伴生菌，发酵培养基中培养

的伴生菌的解毒作用相关基因(kata, trxA, bcp)的

显著上调，表明菌株可能通过主动清除毒性物

质以维持内环境稳态，并间接支持合成代谢过

程(如酶活性维持与能量供应)。此外，细菌在

实现解毒功能时，不仅影响自身的生长动态，

还可能通过调控环境 pH 值及代谢产物浓度影响

其他物种的生存状态，进而参与种间相互作用

和多生物体过程的调节[27]。Detoxification 相关

基因的上调有助于伴生菌清除对产酸菌有害的

代谢副产物和环境毒素，减轻其对产酸菌酶系

统的氧化损伤，从而使山梨糖脱氢酶(sorbose 

dehydrogenase, SDH)和山梨酮脱氢酶(sorbosone 

dehydrogenase, SNDH)保持高催化活性，持续推

动 2-KLG 的合成。

总体而言，相较于基本培养基，发酵培养

基中培养的伴生菌在细胞过程、代谢过程、生

物调控、细胞解剖实体、细胞内、结合及催化

活性等功能类别中表现出显著差异，表明发酵

培养基可通过多维度调控伴生菌的基因表达与

生理功能，从而提升产酸菌对 2-KLG 的转化效

率。在代谢层面，伴生菌参与代谢过程的差异

表达基因中，上调基因达 201 个、下调 77 个，

在催化过程中，上调 191 个、下调 82 个，整个

代谢通量显著增强，有助于高效合成碳水化合

物、氨基酸、辅酶等营养物质，弥补产酸菌的

合成缺陷，为其生长及 2-KLG 合成提供必要的

物质基础。在胁迫响应层面，抗氧化活性检测

到 4 个上调基因，解毒作用相关基因上调 5 个
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且均无下调，提示伴生菌可通过表达相关基因

清除 ROS 等有害物质，改善产酸菌的氧化还原

状态，缓解其生长抑制，进而提高产酸效率。

在细胞结构与信号调控层面，结构分子活性相

关基因全部表现为上调，表明伴生菌增强了

细胞结构组分的合成以维持其生理活性；同时，

生物调控中上调基因 48 个、下调 21 个，刺激

应答中上调 51 个、下调 23 个，显示在发酵培

养基中，伴生菌具备较强的代谢自我调控能力

与环境响应能力，有助于维持共培养体系的稳

态，为产酸菌提供稳定的产酸环境。综上所述，

不同培养基影响了伴生菌在代谢产物的合成、

酶的表达与活性调控及信号传导等相关基因的

表达，从而促进产酸菌在 2-KLG 转化效率上的

提升。

2.2.3　差异基因的 KEGG 分析

基于 KEGG 的富集结果可知(图 2C)，与基

本培养基培养相比，发酵培养基培养的伴生菌

中差异表达基因富集于 116 个代谢通路。其中，

显著富集的代谢通路包括牛磺酸与亚牛磺酸代

谢(taurine and hypotaurine metabolism，ko00430、

8 个差异基因)、新生霉素生物合成(novobiocin 

biosynthesis，ko00401、6 个差异基因)、烟酸

和 烟 酰 胺 代 谢 (nicotinate and nicotinamide 

metabolism，ko00760、14 个差异基因)、碳代谢

(carbon metabolism，ko01200、63 个差异基因)、

精 氨 酸 和 脯 氨 酸 代 谢 (arginine and proline 

metabolism，ko00330、19 个差异基因)、叶酸介

导的一碳池(one carbon pool by folate，ko00670、

10 个差异基因)、链霉素生物合成(streptomycin 

biosynthesis，ko00521、9 个差异基因)、糖酵解/糖

异生(glycolysis/gluconeogenesis，ko00010、21 个

差异基因)、氨基酸生物合成 (biosynthesis of 

amino acids，ko01230、73 个差异基因)和苯丙氨

酸、酪氨酸和色氨酸生物合成 (phenylalanine, 

tyrosine and tryptophan biosynthesis， ko00400、

16 个差异基因)等。包含较多差异基因的代谢途

径主要为次级代谢产物生物合成(biosynthesis of 

secondary metabolites，ko01110、167 个差异基

因)、 氨 基 酸 生 物 合 成 (biosynthesis of amino 

acids， ko01230、 73 个 差 异 基 因) 和 碳 代 谢

(carbon metabolism，ko01200、63 个差异基因)

等，表明伴生菌的这些核心代谢通路在发酵培

养基条件下受到显著调控，可能在伴生菌的生

理功能重塑中发挥关键作用。

EMP 和 TCA 途径的调控变化可为山梨糖脱

氢酶等关键酶提供必需的能量(ATP)和还原力

(NADH 和 NADPH)，对 2-KLG 的合成至关重

要[8]。在本研究中，伴生菌在发酵培养基中通过

上调碳水化合物代谢的相关通路(如 glycolysis/

gluconeogenesis)以适应发酵培养基环境，不仅增

强了自身能量与还原力的供应，也为 K. vulgare

提供了更为充足的中间代谢产物，支持其高效

产 2-KLG。此外，在混合培养体系中，微生物

之间可能形成“竞争”或“合作”等复杂的相互作

用模式，进而诱导产生常规单菌培养难以获得

的新型次级代谢产物[28]。基于上述结果，推测

伴生菌可能通过激活次级代谢通路合成多种功

能性化合物，而这些次级代谢物在微生态平衡

调控、促进产酸菌代谢活性及优化整体发酵效

率方面发挥关键作用。

已有研究表明，K. vulgare 的氨基酸合成途

径不完整，缺乏组氨酸、脯氨酸和苏氨酸等必

需氨基酸合成所依赖的关键酶[9]。伴生菌具备完

整的氨基酸代谢通路，能够合成并分泌这些必

需氨基酸，从而直接弥补产酸菌的代谢缺陷[3]。

氨基酸等营养物质的供给水平可直接影响基因

转录水平，进而调控关键酶的表达量，促进

2-KLG 的高效转化。例如，在不同培养基条件

下，细胞可通过感知氨基酸供应状况及外部 pH

变化，动态调整代谢通路及相关酶的表达以适

应环境变化[29]。在发酵培养基中培养时，伴生

菌多个氨基酸代谢相关通路的基因表达水平发

生显著变化，包括：参与维持细胞内渗透压稳

态 的 脯 氨 酸 代 谢 通 路 (arginine and proline 

metabolism，ko00330、19 个差异基因)；在细菌
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生长、繁殖和环境适应中发挥多重核心作用的

芳 香 族 氨 基 酸 (phenylalanine, tyrosine and 

tryptophan biosynthesis，ko00400、16 个差异基

因)；以及对核酸和蛋白质的生物合成起重要作

用的甘氨酸和苏氨酸代谢通路 (glycine, serine 

and threonine metabolism，ko00260、19 个差异

基因)等。上述结果表明，伴生菌在发酵培养基

中通过上调特定氨基酸代谢途径，增强营养供

给能力，可能为共培养体系的稳定运行和高效

产酸提供支持。

相较于基本培养基，发酵培养基中培养的

伴生菌在烟酸和烟酰胺代谢通路中与 NAD ⁺/

NADP⁺合成相关的基因均表现出显著差异表达。

已有报道表明，K. vulgare 因自身代谢途径缺陷，

缺乏多种关键辅因子的从头合成能力，需依

赖伴生菌或外界环境提供前体物质或直接供

给辅因子以维持其生长及 2-KLG 的生物合成，

其中包括生物素 (biotin)、烟酸 (nicotinate)、泛

酸 (pantothenate)、 硫 胺 素 焦 磷 酸 (thiamin 

diphosphate)等[13,30-31]。烟酸/烟酰胺在细胞内被

转化为 NAD+/NADP+，是辅因子合成代谢中的

核心中间产物[32]。NAD(P)+作为山梨酮脱氢酶

(sorbosone dehydrogenase, SNDH)的关键辅酶，

其胞外供应水平直接影响该酶的催化活性。伴

生菌通过激活烟酸和烟酰胺代谢通路，增强

NAD(P)+的合成与释放，为产酸菌提供充足的辅

酶支持，从而提升 SNDH 活性，进一步促进

2-KLG 的合成效率[33]。

结合上述研究报道，推测这些代谢途径的

改变是导致 2-KLG 合成差异的关键因素。发酵

培养基激活了伴生菌中次级代谢产物生物合成、

碳代谢、氨基酸生物合成及辅因子和维生素的

代谢等核心代谢通路，通过合成必需氨基酸、

调控相关酶表达及提供关键辅因子等多种代谢

互补机制，有效弥补 K. vulgare 的代谢缺陷，为

其生长和 2-KLG 的生物合成提供系统性支持。

一方面，伴生菌通过上调自身氨基酸合成通路，

能够合成 K. vulgare 无法自主合成的必需氨基

酸，并借助胞间物质交换将其供给 K. vulgare，

从而补偿 K. vulgare 氨基酸合成代谢缺陷。另一

方面，伴生菌在碳代谢通路中表现出较高活

性，可优化碳流分配，不仅满足自身的能量

需求，还能向 K. vulgare 供应丙酮酸、乙酰辅

酶 A 等关键中间代谢产物，支撑其核心代谢的

运行。此外，伴生菌在辅因子和维生素代谢

通路的调控，特别是烟酸和烟酰胺代谢的激活，

有助于合成 NAD(P)H、叶酸等重要辅因子，并

传递给 K. vulgare，为其 2-KLG 合成过程中的氧

化还原反应和酶促催化提供必要的辅酶基础。

2.2.4　不同培养基培养对伴生菌氨基酸和辅

因子代谢相关途径的影响

研究表明，K. vulgare 不仅缺乏多种辅因子，

还缺失大量氨基酸生物合成路径的关键酶，而

伴生菌则具备更为完整的氨基酸合成途径[34]。

在混菌发酵体系中，伴生菌可通过向 K. vulgare

提供其无法自主合成的营养物质和关键代谢产

物，有效弥补 K. vulgare 因氨基酸合成途径、部

分碳代谢途径及其他多条代谢通路中关键基因

缺失所导致的代谢缺陷，从而促进 K. vulgare 的

生长及 2-KLG 的合成[35]。伴生菌通过合成并释

放关键氨基酸、辅因子及嘌呤类物质，或通过

直接转运机制传递给 K. vulgare，不仅补偿其代

谢短板，还有助于缓解氧化应激压力[2]。与基本

培养基相比，在发酵培养基中培养的伴生菌差

异表达基因主要富集于 116 条代谢通路，其中

涉及氨基酸代谢的通路共 14 条，辅因子和维生

素代谢相关通路 11 条。在氨基酸代谢中，脯氨

酸、苏氨酸、甘氨酸及异亮氨酸被认为对产酸

菌的生长和 2-KLG 合成具有关键作用[9]。在辅

因子与维生素代谢网络中，硫辛酸、叶酸、

烟酸和生物素发挥核心调控作用。基于上述

研究背景，为阐明不同培养基条件下伴生菌

对 K. vulgare 的影响机制，本研究重点解析了伴

生菌在氨基酸代谢与辅因子和维生素代谢相关

的核心通路中的关键代谢途径(表 1)。
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在维生素 C 生产相关的微生物代谢研究中，

K. vulgare 的辅因子与维生素代谢网络存在显著

缺陷，其在生物素、叶酸及硫辛酸等物质的代

谢与合成途径均不完整[36-38]。伴生菌具备完整

的 B 族维生素合成途径，可通过代谢互补为

K. vulgare 提供生长所必需的生物素等关键因子，

从而发挥重要的伴生作用[39]。在发酵培养基中，

伴生菌中二氢叶酸还原酶(dihydrofolate reductase, 

DHFR)基因表达上调，增强了四氢叶酸的合成

及其介导的一碳代谢，进而促进核酸与蛋白质

的合成，有利于产酸菌的生长及 2-KLG 的积累。

由于 K. vulgare 自身叶酸代谢途径不完整，缺乏

表1　氨基酸和辅因子代谢关键基因

Table 1　The key genes in amino acid and cofactor metabolic pathways

Pathway description

Proline metabolism

Glycine, serine and 
threonine 
metabolism

Biotin metabolism

Nicotinate and 
nicotinamide 
metabolism

Lipoic acid 
metabolism

Folate biosynthesis

Isoleucine 
biosynthesis and 
degradation

Gene ID

M4D59_RS11520

M4D59_RS16220

M4D59_RS19460

M4D59_RS00580

M4D59_RS19280

M4D59_RS19285

M4D59_RS22630

M4D59_RS22635

M4D59_RS22640

M4D59_RS22645

M4D59_RS07795

M4D59_RS07800

M4D59_RS13820

M4D59_RS01045

M4D59_RS01555

M4D59_RS02220

M4D59_RS02225

M4D59_RS03835

M4D59_RS03925

M4D59_RS06595

M4D59_RS16135

M4D59_RS17155

M4D59_RS17460

M4D59_RS17465

M4D59_RS17470

M4D59_RS00645

M4D59_RS16580

M4D59_RS03640

M4D59_RS03610

M4D59_RS16375

M4D59_RS16355

M4D59_RS02720

Gene

proA

proC

putB

serC

thrC

hom

gcvPB

gcvPA

gcvH

gcvT

bioD

bioI

BioY

ppnK

surE

pncB

nadE

deoD

cobB

pncB

punA

nadD

nadA

nadC

nadB

lplA

lipM

DHFR

ilvD

E1.4.1.9

bkdA1

lpd

Up/down

Down

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Up

Up

Up

UP

UP

UP

UP

UP

UP

UP

UP

UP

UP

Gene description

Glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase

Pyrroline-5-carboxylate reductase

Proline dehydrogenase

3-phosphoserine/phosphohydroxythreonine transaminase

Threonine synthase

Homoserine dehydrogenase

Aminomethyl-transferring glycine dehydrogenase subunit GcvPB

Aminomethyl-transferring glycine dehydrogenase subunit GcvPA

Glycine cleavage system protein GcvH

Glycine cleavage system aminomethyltransferase GcvT

Dethiobiotin synthase

Pimeloyl-(acyl-carrier protein) synthase

Biotin transporter BioY

NAD kinase

5′/3′-nucleotidase SurE

Nicotinate phosphoribosyltransferase

Ammonia-dependent NAD(+) synthetase

Purine-nucleoside phosphorylase

NAD-dependent protein deacylase

Nicotinate phosphoribosyltransferase

Purine-nucleoside phosphorylase

Nicotinate-nucleotide adenylyltransferase

Quinolinate synthase NadA

Carboxylating nicotinate-nucleotide diphosphorylase

L-aspartate oxidase

Lipoate-protein ligase

Lipoyl (octanoyl) transferase

Dihydrofolate reductase

Dihydroxy-acid dehydratase

Leucine dehydrogenase

2-oxoisovalerate dehydrogenase E1 component subunit beta

Dihydrolipoyl dehydrogenase
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叶酸还原酶等关键酶，无法将叶酸有效还原为

二氢叶酸 (dihydrofolic acid, DHF) 和四氢叶酸

(tetrahydrofolic acid, THF)，必须依赖伴生菌或

外界环境提供[6,40]。已有研究表明，外源添加

还原型叶酸衍生物可显著提高产酸菌生物量和

2-KLG 产量，且 Leduc 等[37]指出，这类衍生物

是满足 K. vulgare 生长需求的主要生长因子

之一。

在发酵培养基中培养的伴生菌，其 lplA 和

lipM 基因显著上调表达，强化了硫辛酸的生物

合成，从而促进 K. vulgare 的生长。根据文献报

道，硫辛酸的合成有 2 种路径。(1) 内源合成途

径，依赖脂肪酸合成途径产生的衍生物作为

前体，主要由硫辛酰合成酶(LipA)和硫辛酰基

转移酶(LipB)催化完成。(2) 外源利用途径，以

外源硫辛酸为底物，通过硫辛酸蛋白连接酶

(LplA)将其共价连接至载脂蛋白上[41]。硫辛酸在

K. vulgare 与伴生菌构成的混合发酵体系中具有

重要作用，但 K. vulgare 缺少硫辛酸合成的关键

基因。潘才惠[38]的研究进一步证实，向培养体

系中外源添加硫辛酸可显著促进 K. vulgare 的菌

体生长，但对 2-KLG 的产酸量提升效果有限。

上述关于叶酸与硫辛酸的研究结果表明，伴生

菌对 K. vulgare 生长与转化能力的促进作用，可

能通过不同的代谢机制来实现。

在发酵培养基中，伴生菌的 bioD 和 bioI 基

因表达下调，而 bioY 的表达上调。这一表达模

式表明，在当前环境中生物素供应充足，菌株

通过调控代谢策略，优先依赖外源摄取而非内

源合成生物素，从而避免在生物素合成上消耗

不必要的能量和物质。Al-Ssum 等[42]研究发现，

生物素缺乏可能影响巨大芽孢杆菌 (Bacillus 

megaterium)中乙酰辅酶 A 羧化酶和丙酮酸羧化

酶的活性，进而导致脂质合成受阻，并限制肽

聚糖合成所需氨基酸的供给，最终影响菌体生

长和芽孢形成。因此，伴生菌的这种调控机制

不仅有助于维持自身生物素水平的稳态，还可

在发酵后期通过部分营养细胞裂解释放胞内储

存的生物素，将其释放至发酵体系中，作为产

酸菌可直接利用的生物素来源，有效增强产酸

菌对发酵环境的适应性与存活能力，从而促进

2-KLG 产量的提升。

在发酵培养基中，伴生菌的 ppnK、surE、

pncB、 nadE、 deoD、 punA、 nadD、 nadA、

nadC 和 nadB 等基因表达显著上调，增强了

NAD+/NADP+的合成与转化能力，为细胞生长、

抗逆响应及产物合成提供了充足的氧化还原

辅酶支持。烟酸代谢途径是 NAD+合成的关键

前提，而 NAD (烟酰胺腺嘌呤二核苷酸)作为

细胞内重要的辅酶，在能量代谢、氧化还原

反应及其他多种生理过程中发挥至关重要的作

用[43]。细菌的 NAD 的合成主要依赖 2 条途径：

一是从头(de novo)合成途径，由 nadB、nadA、

nadC、nadD 等参与从头合成途径的关键酶催化

完成；二是补救途径 (salvage pathway)，其中

pncB 编码的烟酸磷酸核糖转移酶 (nicotinate 

phosphoribosyltransferase)起关键作用。nadE 基

因则催化 NAAD 生成 NAD⁺，参与从头合成途

径的终步反应，同时也介导部分 NAD⁺补救途径

的最终合成步骤[44]。烟酸作为关键代谢调节物，

其充足供应对 K. vulgare 的高效发酵至关重要。

当 NAD⁺或 NADP⁺供应不足时，可能影响关键

酶 SDH 和 SNDH 的催化活性与效率，进而导致

2-KLG 产量下降[45]。

伴生菌的 ilvD、E1.4.1.9、bkdA1 和 lpd 基因

在发酵培养基培养时上调表达，表明异亮氨酸

的合成与降解途径均被激活。一方面，伴生菌

高效合成异亮氨酸，可弥补产酸菌对异亮氨酸

的营养缺陷，从而促进产酸菌的生长和 2-KLG

的积累。另一方面，异亮氨酸通过降解生成乙

酰辅酶 A 与琥珀酰辅酶 A，进入三羧酸循环以

提供能量，为 2-KLG 的合成过程提供必要的代

谢驱动力。此外，乙酰辅酶 A 水平的提升进一

步增强了 2-KLG 合成关键基因 sdh 和 sndh 的表

达，直接推动了 2-KLG 的高效合成[46-47]。另外，

serC 基因上调表达促进丝氨酸的合成。hom 与
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thrC 基因表达上调，促进苏氨酸与高丝氨酸的

相互转化，并促进苏氨酸的生物合成。苏氨酸

可进一步转化为甘氨酸和丝氨酸，而甘氨酸与

丝氨酸作为一碳代谢中一碳单位的重要供体，

参与调控核酸的生物合成[48-49]。此外，甘氨酸、

脯氨酸、丝氨酸和苏氨酸均可转化为三羧酸循

环中间产物，用于能量生成或作为前体物质合

成其他生物分子[34]。K. vulgare 缺乏完整的苏氨

酸和甘氨酸合成酶系统，而伴生菌中相关合

成途径的强化有效弥补了这一缺陷，所合成

的氨基酸被 K. vulgare 大量利用以支持其生长与

代谢。同时，属于甘氨酸裂解系统 (glycine 

cleavage system, GCS)的 gcvT、gcvPA、gcvPB 和

gcvH 基因在发酵培养基培养时上调表达。GCS

是一种存在于所有细胞中的多酶复合物，包含 P

蛋白(甘氨酸脱羧酶)、H 蛋白(载体蛋白)、T 蛋

白(氨甲酰基转移酶)和 L 蛋白(二氢硫辛酰脱氢

酶) 4 个亚基，负责分解甘氨酸生成 CO2、NH3

和一碳单位 (5,10-methylene-THF)，参与嘌呤、

嘧啶等核苷酸合成以及能量代谢等各种代谢过

程[50-52]。通过 GCS 微生物得以实现甘氨酸与一

碳单位之间的动态平衡，不仅为核苷酸合成提

供必需前体，还参与辅酶四氢叶酸的再生，从

而支持 DNA 复制及孢子形成等关键生理过

程[53]。在营养限制条件下，甘氨酸还可以作为

氮源和碳源被菌体利用，维持细胞生长与产物

合成[54]。此外，已有研究表明，甘氨酸脱羧酶

系统(gcvP 和 gcvT)的上调会释放氨，可中和胞

内酸性环境，缓解胞质酸化[55]。值得注意的是，

SDH 和 SNDH 最适反应 pH 均为 8.0 左右，在

pH 偏酸性环境中二者活性都较低[56]。因此，

GCS 的上调表达有助于通过产氨调节局部微环

境 pH，维持 SDH 和 SNDH 这 2 种关键酶的活

性，从而为 L-山梨糖向 2-KLG 的高效转化提供

适宜的 pH 微环境。

与上述相反，在发酵培养基中，伴生菌的

proA、proC 和 putB 基因表达共同下调。脯氨酸

在芽孢杆菌的合成代谢中具有多重核心功能，

其代谢网络与碳、氮循环密切相关。作为碳氮

代谢的关键节点，脯氨酸可通过分解代谢[由脯

氨酸脱氢酶 ProDH/PutB 催化，经 Δ¹-吡咯啉-5-

羧酸(P5C)生成谷氨酸]进入三羧酸循环(TCA)，

为能量代谢提供底物，实现碳源和氮源的高效

再利用[57]。同时，脯氨酸是一种重要的应激保

护剂，在高渗环境中，菌体通过抑制 PutBCP 操

纵子(包括 PutB 活性)促进胞内脯氨酸积累，以

维持渗透压平衡、防止细胞脱水，该调控机制

可确保脯氨酸优先响应渗透胁迫[58]。此外，在

原核生物中，脯氨酸代谢可调控活性氧(ROS)的

产生与功能，进而影响细胞对氧化应激的耐受

能力[59]。因此，脯氨酸可通过调节渗透压和抗

氧化能力，增强整个发酵体系的稳定性。

2.3　外源添加物质至基本培养基培养伴

生菌对 K. vulgare 生长和 2-KLG 转化的

影响

在基本培养基中培养的伴生菌能够促进

K. vulgare 的生长，但未能提高 2-KLG 的产量。

相较于基本培养基，发酵培养基中含有成分更

为复杂的玉米浆[60]。Zhang 等[13]通过对玉米浆

中影响 2-KLG 生产的 40 种主要成分进行系统分

析，发现丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸、脯氨酸、

烟酸和生物素是影响 B. megaterium 与 K. vulgare

混合培养体系中 K. vulgare 生长和 2-KLG 产量

的关键因子。然而，目前尚不明确哪些因子主

要促进 K. vulgare 的生长，而哪些因子特异性驱

动 2-KLG 的转化过程。

在添加不同关键因子的基本培养基中，

K. vulgare 的 OD650 值变化如图 3A 所示。与在

未添加关键因子的基本培养基培养的伴生菌

相比，在添加甘氨酸、脯氨酸、生物素和烟

酸的基本培养基中培养的伴生菌，能显著促进

K. vulgare 的生长(P<0.05)。在添加甘氨酸、苏

氨酸、生物素和烟酸的基本培养基中，混

合发酵体系能显著提高 2-KLG 的产量(图 3B，

2456



李娜 等 || 微生物学报, 2026, 66(5)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

P<0.05)。这表明伴生菌能够利用特定关键因子

合成某些关键物质，从而显著促进 2-KLG 转化

或 K. vulgare 生长。其中，甘氨酸、脯氨酸、生

物素和烟酸是伴生菌促进 K. vulgare 生长的关键

因子，而甘氨酸、苏氨酸、生物素和烟酸则是

伴生菌促进 2-KLG 生产的关键因子。该结果进

一步证实，伴生菌促进 K. vulgare 转化 2-KLG

并非简单地通过促进其生长实现。

添加甘氨酸培养的伴生菌显著促进了

K. vulgare 的生长，并提高了 2-KLG 的转化。甘

氨酸可合成谷胱甘肽，且与叶酸合成代谢产物

5,10-亚甲基四氢叶酸的合成有关[53]。已有研究

表明，谷胱甘肽和叶酸均能促进 K. vulgare 的生

长和 2-KLG 的产生[61-64]。因此，甘氨酸可能通

过促进伴生菌中谷胱甘肽和叶酸的合成，进而

促进 K. vulgare 的生长和 2-KLG 的产生。

生物素和烟酸不仅促进了 K. vulgare 的生长

(图 3A)，还提高了伴生菌辅助下 2-KLG 的产量

(图 3B)。生物素(维生素 H 或维生素 B7)是多种

生物素依赖性羧化酶的必需辅因子，如丙酮酸

羧化酶和乙酰辅酶 A 羧化酶[65]。研究发现，在

大肠埃希氏菌(Escherichia coli)中添加烟酸可导

图3　添加不同关键因子对Ketogulonicigenium vulgare的生长和2-KLG转化的影响

Figure 3　The effects of key factor on the growth of Ketogulonicigenium vulgare and 2-KLG biotransformation. 

*P<0.05 indicating significant differences.
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致 NAD 和 NADP 的增加[66]，而 NAD 和 NADP

在众多生物氧化还原反应中发挥关键作用。据

此推断，外源添加生物素或烟酸后，伴生菌在

基本培养基中促进 2-KLG 生产和 K. vulgare 生长

的机制可能是生物素或烟酸通过改善伴生菌自

身的代谢水平，并分泌更多的刺激物质来实现。

添加苏氨酸培养的伴生菌不能显著促进

K. vulgare 的生长，但能显著提高 2-KLG 的转

化。相反，在添加脯氨酸后，伴生菌能显著提

高 K. vulgare 的生长，但不能促进 2-KLG 转化

(图 3)。据报道，脯氨酸对 2-KLG 生产的促进作

用是通过其在 K. vulgare 和 B. megaterium 共培

养中的渗透保护能力实现的[60]。在该共培养体系

中，脯氨酸对 K. vulgare 的渗透保护更为有效，

这可能是导致 K. vulgare 细胞生长增加的原因。

基于上述结果，可总结出 2 种途径提高

K. vulgare 的细胞生长和 2-KLG 的转化。 (1) 

K. vulgare 直接利用外源添加的甘氨酸、脯氨酸、

生物素和烟酸等物质进行生长或生产 2-KLG；

(2) 伴生菌利用培养基中的物质后产生谷胱甘肽

和叶酸等代谢物刺激 K. vulgare 的生长和 2-KLG

的生产。在混合发酵过程中，这 2 种方式并存，

其中后一种方式可能在促进 K. vulgare 的生长和

提升 2-KLG 的产量方面发挥更为重要的作用

(图 4)。

3　　结论结论

本研究通过比较在发酵培养基、基本培养

基和混合培养基中培养的伴生菌对 K. vulgare

的生长与转化的影响，发现混合发酵过程中

伴生菌对 K. vulgare 的生长促进作用和 2-KLG

转化效率的提升是通过不同机制实现的。利用

RNA-Seq 技术比较基本培养基和发酵培养基培

养伴生菌的差异基因表达，并对 DEGs 进行了鉴

定和功能分析。发酵培养基通过激活伴生菌的

碳代谢、氨基酸生物合成以及辅因子与维生素

代谢等核心代谢通路，为其自身及 K. vulgare 提

供必需氨基酸、优化碳源代谢流向，并通过传

递 NAD(P)H 和叶酸等关键辅因子，构建多重代

谢互补体系，从而弥补 K. vulgare 代谢缺陷，促

进其生长及 2-KLG 的高效生物合成。进一步

通过外源添加关键代谢物的实验验证了甘氨

酸、苏氨酸、烟酸和生物素可显著提高基本

培养基中 K. vulgare 的 2-KLG 产量，而脯氨酸

对 K. vulgare 细胞数量的增加有积极影响，进

一步证实了伴生菌在促进 K. vulgare 的生长和

图4　伴生菌促进Ketogulonicigenium vulgare生长及2-KLG转化的可能途径

Figure 4　 The probable pathway that helper-strain promoted the growth of Ketogulonicigenium vulgare and 

2-KLG biotransformation.
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2-KLG 转化是通过不同机制实现的。
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