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摘要:酮古龙酸菌可将底物 L-山梨糖转化为维生素 C 的前体 2-酮基-L-古龙酸(2-KGA)。该菌共存在 5 种反
应参与 2-KGA 代谢，包括:①D-山梨醇氧化为 L-山梨糖;②L-山梨糖氧化为 L-山梨酮;③L-山梨酮(吡喃型)
氧化为 2-KGA;④L-山梨酮(呋喃型)氧化为维生素 C。⑤2-KGA 还原为 L-艾杜糖酸。其中 L-山梨糖 / L-山
梨酮脱氢酶(SSDH)参与反应①②③，L-山梨糖脱氢酶( SDH)参与反应②③，L-山梨酮脱氢酶( SNDH)参与
反应③④，醛脱氢酶(ALDH)参与反应③，2-KGA 还原酶(2-KGＲ)参与反应⑤。SDH /SSDH /ALDH 属于Ⅰ型
醌酶，其辅酶为 1 分子 PQQ;SNDH 属Ⅱ型醌酶，与 PQQ、heme C 共同构成 quinohemoproteins，2 种醌酶均分布
于周质空间中与呼吸链相偶联，意味着这种膜上直接氧化过程伴随 ATP 产生，使得菌体可以利用环境中的
底物实现快速供能。
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我国维生素 C 二步发酵工艺历经 40 余年，通过
不断的菌株驯化与工艺改进，逐步取代国外的“莱
氏”半合成工艺，使得我国成为全球维生素 C 最重
要的生产国与供应商。该工艺包括两个发酵过程:
第一 步 是 在 氧 化 葡 萄 糖 酸 杆 菌 ( Gluconobacter
oxydans)作用下将 D-山梨醇 (D-sorbitol)氧化为 L-
山梨糖( L-sorbose)。第二步是在混合菌系的作用
下，将 L-山梨糖转化为 2-酮基-L-古龙酸(2-KGA)。
最后经过化学转化使 2-KGA 生成维生素 C。第二
步发酵生产 2-KGA 是决定维生素 C 产率和成本的
关键 步 骤。在 其 混 合 菌 系 中: 酮 古 龙 酸 菌
(Ketogulonicigenium vulgare)是 2-KGA 的生产菌株，

负责将 L-山梨糖转化为 2-KGA。但该菌独立生长
及产 2-KGA 能 力非常弱，需要巨 大 芽孢杆 菌
(Bacillus megaterium)伴生，它自身可独立生长，却
不能转化 L-山梨糖为 2-KGA［1］。

近年来，随着 Urbance 等将中国产 2-KGA 菌
DSM4025 归 类 于 Ketogulonigenium 属 vulgare
种［2 － 3］，及人们对以吡咯喹啉醌(PQQ)为辅酶的新
型氧化还原酶体系-醌酶体系的研究逐渐加深，认为
Ketogulonigenim sp． 产 2-KGA 酶系统与葡糖杆菌属
(Gluconobacter sp． )体内存在的 L-山梨酮途径的酶
系统［4］具有本质差异，前者主要由醌酶，即 L-山梨
糖脱氢酶 ( SDH ) 及 L-山梨酮脱氢酶 ( SNDH ) 完
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成［5 － 6］。
中国学者已完成 K． vulgare WB0104(序列尚未

公布)［7］、K． vulgare Y25 (同为 DSM4025［8］)［9］、K．
vulgare WSH-001［10］ 及 其 伴 生 菌 B． megaterium
WSH-002［11］的全基因组测序，亦对 WSH-001 成功
构建了代谢组网络［12］。并通过对发酵体系蛋白质
组、代谢组分析，发现在发酵过程中伴随限制性氧胁
迫(ＲOS)，通过添加谷胱甘肽可以显著地增强菌体
的代谢生长［13 － 14］。但依然有很多问题尚待解决，如
从 K． vulgare 分离到的多种产 2-KGA 的酶，哪些起
主要作用，为何 K． vulgare SDH 基因可以在宿主葡
糖杆菌［15］、大肠杆菌［16］、乙酸钙不动杆菌［17］等中表
达却不能使宿主产 2-KGA。本综述拟从已报道的相
关功能蛋白及对 K． vulgare 基因组进行注释和分
析，对产 2-KGA 代谢过程中的酶系组成、代谢途径、
底物脱氢后的电子传递及对其自身的生理意义进行
概述。

1 K． vulgare 产 2-KGA 的代谢反应及
其酶系统组成

前人的研究工作表明，K． vulgare 以 D-山梨醇、
L-山梨糖、L-山梨酮( L-sorbosone) 为底物转化生成
2-KGA，也可直接产生维生素 C［18］，且 2-KGA 亦可
降解为 L-艾杜糖酸( L-idonate)［19 － 20］。这些代谢可
归纳为 7 种酶催化的 5 种反应:①D-山梨醇氧化为
L-山梨糖;②L-山梨糖氧化为 L-山梨酮;③L-山梨酮
(吡喃型，L-sorbosone 2，6-lactone)氧化为 2-KGA;
④L-山梨酮(呋喃型，L-sorbosone 1，4-lactone)氧化
为维生素 C;⑤2-KGA 还原为 L-艾杜糖酸;见表 1。

其中，L-山梨糖 / L-山梨酮脱氢酶 ( SSDH)［5］ (表 1，
类别 3)，具有逐级氧化 D-山梨醇→ L-山梨糖→ L-

山梨酮→ 2-KGA 的功能;在 K． vulgare Y25［24］、
S2
［25］、WB0104［26 － 27］中分别发现水溶性 SDH(表 1，

类别 4);在 K． vulgare DSM4025 中发现可将 L-山梨
酮既氧化为 2-KGA 又氧化为维生素 C 的 L-山梨酮
脱氢酶(SNDHs)［6］，该发现亦被 Fu［28］、Zou［12］等证
实。本文作者发现 KVU_0095 编码蛋白序列与贾茜
等［29］2003 年在 K． vulgare WB0104 报告的一种由
429aa 构成的 SNDH 序列相同(表 1，类别 5)。

贾茜等研究发现，当重组 L-山梨酮脱氢酶
( rSNDH)与重组 L-山梨糖脱氢酶( rSDH)体外共同

氧化 L-山梨糖(L-山梨酮)至 2-KGA 时存在明显的
协同效应，转化效率较单独氧化时提高 2 － 4 倍［27］。
另外 Gao 等证实，在 K． vulgare WSH-001 中存在的
5 种 SDH 与 2 种 SNDH 中，SDH(KVU_2142)对 L-
山梨糖具有其它 SDH 3 － 10 倍的反应活性;SNDH
(KVU_0095 )相对于质粒中存在的 SNDH ( KVU _
PB0115)具有 2 倍的活性。同时亦证实 SDH 与
SNDH 具有协同作用［31］。该现象提示，SDH 与
SNDH 均对产 2-KGA 过程具有较大的贡献，二者的
协同可能是菌体产 2-KGA 高效的保证。

Toyama 等的研究发现，Ca2 + 作为 PQQ 上的活
性位点［32］参与电子传递过程，且 Schmid 等认为
PQQ、Mg2 +、Ca2 + 的存在可以提高醌酶活性，而
Cu2 +、Zn2 +、Fe3 +、EDTA 等则会显著的抑制醌酶活
性［33］，故推测 K． vulgare SCB329［21］及 GO112［22］中
分离的 SDH(表 1，类别 1)与 K． vulgare WB0104 中
139. 053 ± 4. 96kDa 中的蛋白(表 1，类别 4)属同一
类功能蛋白(它们的蛋白亚基分子量均为 60 kDa)。
同理推测，表 1 类别 6 中的醛脱氢酶 (ALDH)亦属
于醌酶。而 K． vulgare 2980 中由 4 个 46 kDa 同源
亚基组成的 190 kDa SDH［23］(表 1，类别 2)则不属
于醌酶而属于胞内以 NAD ( P) 为辅酶的氧化还原
酶，由于 NAD(P)H 可作为供氢体推动内还原反应，
所以推测该酶亦可以将 L-山梨酮还原为 L-山梨糖。
另外蒋宇扬等［19］亦从 K． vulgare 2980 体内发现的
2-KGA 还原酶(2-KGＲ)，可将 2-KGA 还原为 L-艾杜
糖酸(见表 1，类别 7)。赵巍［20］利用转座子 Tn5 构
建了 2-KGＲ 失活的突变株，将 2-KGA 转化率提高
3%，同样说明上述反应的存在。

本文作者对 K． vulgare Y25 全基因组分析，发
现 4 个编码 SDH 基因 ( KEGG: EIO _2658，EIO _
0653，EIO _2636，EIO _3072 )及 2 个 SNDH 基因
( KGEE: EIO _ 0536，EIO _ 3305 ); 对 K． vulgare
WSH-001 的全基因组分析则发现 5 个编码 SDH 基
因(KEGG:KVU_0203，KVU_1366，KVU_PA0245，
KVU _ 2159， KVU _ 2142，) 及 2 个 SNDH 基 因
(KEGG: KVU_0095，KVU_PB0115)。其中 SDH 基
因以多拷贝形式存在暗示了其对产 2-KGA 的重要
作用［9］。

Zou 在对 WSH-001 代谢网络构建过程中发现
葡萄 糖 酸 2-脱 氢 酶 ( gluconate 2-dehydrogenase )
(KEGG:KVU _PB0008 )具有 2-KGＲ 功能，可使 2-
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KGA 还原为艾杜糖酸(⑤);同时推测菌体中亦可能
表达三种内酯酶 ( Lactonase) 基因 ( KEGG: KVU _
1414，KVU_2383，KVU_PB0206)，可使 2-KGA 转化
为维生素 C［12］;另外张惟材等对 Y25 注释过程中认
为该菌体内亦存在一种醌酶 D-山梨醇氧化酶
(SLDH)(EIO_1909)，可将 D-山梨醇氧化为 L-山梨
糖(①)。

2 产 2-KGA 关键酶的脱氢过程与氧
化磷酸化过程的关系

2. 1 产 2-KGA 关键酶参与的代谢反应在细胞中的
定位

醌酶氧化还原体系主要存在于 变形 菌门
(Proteobacteria)的醋杆菌属 ( Acetobacter sp． )、葡糖
杆 菌 属 ( Gluconobacter sp． )、假 单 胞 菌 属
(Pseudomonas sp． )和甲基营养菌(Methylotrophs)等
菌体中［32］。根据辅酶的种类可将醌酶分为Ⅰ、Ⅱ和

Ⅲ型。Ⅰ型辅酶为 1 分子 PQQ(如甲基营养菌的甲
醇脱氢酶，MDH);Ⅱ型辅酶为 1 分子 PQQ 和 1 分
子血红素 C(heme C)，与醌酶本身或其中亚基构成
醌-血红素蛋白 ( quinohemoproteins);Ⅲ型醌酶只发
现于葡糖杆菌属或醋杆菌属中［33］，组成复杂，以乙
醇脱氢酶(ADH)为例，由 3 个亚基组成，分别为三
血红 素细 胞色 素 C 亚 基 ( triheme cytochrome c
subunit)，醌-血红素蛋白及一个不带辅酶的亚
基［32］。Ⅲ型醌酶为膜蛋白锚定于细胞膜外表面。
Ⅰ型和Ⅱ型醌酶为可溶性蛋白，目前只发现存在于
周质空间中而非胞内［32］。K． vulgare 属于变形菌
门，其体内的 SDH，SSDH，ALDH 以 PQQ 为辅酶;
SNDHs 以 PQQ 及 heme C 为辅酶，故它们分别属于
Ⅰ型与Ⅱ型醌酶，并且已知 K． vulgare GO112 中发
现的 SDH 是从周质空间中分离［22］，所以本文作者
认为 K． vulgare 中分离的醌酶均存在于周质空间
中。综合上述分析，K． vulgare 产 2-KGA 的关键酶
功能及其细胞分布如图 1 所示。

图 1． K． vulgare 体内产 2-KGA 代谢反应在细胞中的分布
Figure 1． The cellular distribution of 2-KGA metabolic reaction in K． vulgare． Ｒe means reactions in Table 1 bold lines mean the main reactions

( functions)，the thin lines mean other reactions，the gray lines and gray words mean reactions ( functions) presumed from genome annotation

information，dash arrows mean the membrane process．

2. 2 产 2-KGA 关键酶脱氢后的电子传递过程
K． vulgare 中 SDH，SSDH，ALDH 与甲基营养细

菌中 MDH 类似，同属于Ⅰ型醌酶，该型醌酶通常与
PQQ 非共价结合，在底物脱氢过程中将 PQQ 还原为
PQQH2，PQQH2 进一步将电子交予游离于周质空间

中的可溶性细胞色素 C［32］。甲基营养细菌中 MDH

电子传递通路如下:甲醇→MDH→PQQ→ cyt． CL→
cyt． CH→cyt． C 终端氧化酶，其生理学上的电子受

体是 cyt． CL．
［34］。程红等认为 K． vulgare Y25 中

SDH 将 L-山梨糖脱氢后将电子传递至可溶性 cyt．
C1，但 cyt． C1 不能直接将电子传递至 cyt． C 终端氧

化酶［35］。

考察脱氮副球菌(P． denitrificans)Ⅰ型醌酶甲
醇脱氢酶(MDH)在周质空间中的电子传递过程可
知，MDH 在脱氢后将电子传递至水溶性的 cyt．
C551，cyt． C551将进一步将电子传递至膜上 cyt． bb 复
合体或水溶性细胞色素 C(如 cyt． C550或 cyt． C553 i)

并进一步传递至 cyt． aa3 终端氧化酶［36］。本文作
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者在对 K． vulgare Y25 基因组分析后发现，K．
vulgare 膜上存在完整的呼吸链基因，呼吸链中与氮
副球菌内 cyt． bb 复合体对应的蛋白为 cyt． bc1 复合
体(EC:1. 10. 22)，并发现 Y25 中存在 cyt C551基因
(KEGG: EIO_2635)，故 K． vulgare 中 cyt． C551可能
将电子进一步交与膜上细胞色素 bc1 复合体( cyt．
bc1 complex)或另一种水溶性 cyt． C，进而将电子传
递至细胞色素终端氧化酶。

K． vulgare 体内 SNDHs 中存在 PQQ 与 heme C
共同构成醌-血红素蛋白［6］，该酶属Ⅱ型醌酶与假单
胞菌属中Ⅱ型 ADH 结构相似。Ⅱ型 ADH 将乙醇
脱氢后 PQQ 将电子交予 heme C，heme C 进一步将电

子交与蓝铜蛋白 ( blue copper protein) 与天青蛋白
( azurin)，进而传递至膜上细胞色素终端氧化酶
(membrane-bound cytochrome C oxidase)［32］。而 K．
vulgare 中尚未发现天青蛋白或蓝铜蛋白这样的电
子受体，故 Miyazaki 等认为 K． vulgare 中 SNDHs 在
脱氢后直接将电子传递至细胞色素终端氧化酶［6］。

综合上述的分析，再结合 KEGG 对 K． vulgare
膜上氧化磷酸化代谢网络的构建，可将 K． vulgare
醌酶 SDH( SSDH，ALDH)，SNDHs 在周质空间中脱
氢过程与呼吸链相偶联的代谢过程分析总结如图 2
所示。

图 2． K． vulgare 产 2-KGA 醌酶脱氢电子传递过程与呼吸链相偶联
Figure 2． The process of quinoenzymes catalysis and subsequent respiratory chain to produce 2-KGA in K． vulgare． Bold arrows mean the

electron transfer pathway， the dash arrows mean possible electron transfer pathway，gray dashes and gray words mean electron transfer

components．

2. 3 产 2-KGA 过程伴随 ATP 产生
虽然目前尚未有研究报道 K． vulgare 体内Ⅱ型

醌酶 SNDH 在脱氢时 heme C 上的还原电位，但已知
假单胞菌在 TypeⅡ ADH 将乙醇脱氢氧化为乙醛的
过程中 heme C 还原电位为 + 188mV( pH8. 0)，电子
传递至 azurin 时为 + 280 mV( pH8. 0)［32，37］，进一步
传递至细胞色素氧化酶后与 O2 结合则将变为 + 820

mV［38］。已知呼吸链上电子传递过程中电子还原电
位高于 + 158. 3mV 便可偶联 ATP 产生［38］，所以当
电子从 + 280 mV 升至 + 820mV 过程中具有足够的
电势推动细胞色素氧化酶外排质子进而产生 ATP。
同理由于Ⅰ型醌酶脱氢最终亦将电子交与细胞色素
氧化酶，故认为也将伴随 ATP 生成。已知在氧化葡
萄糖酸杆菌 IFO3293 体内，L-山梨酮还原为 L-山梨
糖伴随 NADPH 的消耗，L-山梨酮氧化为 2-KGA 伴
随 NADPH 的生成［2］，所以 L-山梨糖→L-山梨酮→

2-KGA 这一逐级氧化过程本身是释放能量的过程，

既为存在产能的先决条件，故推测: SDH，SSDHs，
ALDH 与 SNDH 脱氢释放电子在逐级传递的过程
中，无论是将电子交与细胞色素 bc1 复合体还是细
胞色素氧化酶均可以伴随质子的外排从而推动 ATP

合成酶产生 ATP。

3 产 2-KGA 代谢对 K． vulgare 的生理
意义

K． vulgare DSM4025 体内的 SSDHs 具有广泛的

底物谱，包括 L-山梨糖、乙醇、正丙醇、异丙醇、丙
醛、甘油醛、正丁醇、2-丁醇、正戊醇、己醇、D-果糖、
D-甘露醇、D-葡萄糖、庚醇［5］。醌酶的这种特性帮

助 K． vulgare 在自然环境中，利用周围丰富的物质
快速产生能量为自身生长代谢所需。故 K． vulgare
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利用底物 L-山梨糖产 2-KGA 的过程其本质上是对
菌体糖代谢产 NADH 供能的一种补充。虽然醌酶
电子传递的受体均在呼吸链下游，产生的能量较
NADH 经 NADH 脱氢酶脱氢产生的能量为少，但是
这些反应均发生在周质空间，使得菌体可以快速的
利用环境中的底物产生 ATP，从而实现快速供能，满
足自身生长需要和种族繁衍的需求。

4 展望

随着组学研究手段的日益成熟，使得人们对 K．
vulgare 产 2-KGA 的代谢过程有了深刻认知。国内
外的学者已经对 K． vulgare 做了较深刻的理论研
究。由此，利用代谢工程手段，通过增强醌酶-呼吸
链电子传递效率，达到增强醌酶底物脱氢电子传递
速率，可提高产 2-KGA 速率;另一方面，通过优化
K． vulgare 呼吸链电子传递途径，减少自由电子外
溢，降低菌体 ＲOS 产生，可提高代谢水平。如果对
K． vulgare 生理代谢及完整呼吸链的功能基因簇可
实现体外重构，可进一步考虑利用合成生物学手段，
构建合适的底盘生物系统，实现 2-KGA 的单菌发
酵，并最终实现维生素 C 二步发酵工艺的突破。
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2-KGA metabolism coupling respiratory chain in
Ketogulonigenium vulgare － A review

Ye Li1，2，Xue Li1，Yixuan Zhang1*
1 School of Life and Biopharmaceutics，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 110016，Liaoning Province，China
2 Northeast Pharmaceutical Group Co．，Ltd．，Shenyang 110026，Liaoning Province，China

Abstract: 2-keto-L-gulonate ( 2-KGA ) is the key intermediate of vitamin C， which can be biosynthesized by

Ketogulonigenium vulgare． There are five reactions related to 2-KGA metabolism，including: (1) Oxidation of D-sorbitol

to L-sorbose; (2) Oxidation of L-sorbose to L-sorbosone; (3) Oxidation of L-sorbosone (Pyranose form) to 2-KGA; (4)

Oxidation of L-sorbosone ( Furanose form ) to vitamin C，and ( 5 ) Ｒeduction of 2-KGA to L-idonate． L-sorbose / L-

sorbosone dehydrogenase ( SSDH) is responsible for the reaction of 1 through 3，L-sorbose dehydrogenase ( SDH) is

responsible for the reaction of 2 and 3，L-sorbosone dehydrogenase ( SNDH) is responsible for the reaction of 3 and 4，

aldehyde dehydrogenase (ALDH) is responsible for the reaction of 3，2-KGA reductase (2-KGＲ) is responsible for the

reaction of 5． Enzymes of SDH，SSDH and ALDH belong to Quinoprotein Type Ⅰ that uses PQQ as the only prosthetic

group． SNDH belongs to Quinoprotein Type II that is quinohemoprotein assembling heme c and PQQ． They are all soluble

in the periplasm and coupled with the respiratory chain． The substrate respiration to generate ATP directly on the outside

cellular membrane means this strain can use the substrate quickly in the natural environment for the necessary bioenergy

required．
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