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摘要:混菌发酵法广泛应用于维生素 C 前体 2-酮基-L-古龙酸的生产。为进一步改善工艺，多年来，科研人员
一直致力于研究发酵过程中两菌相互作用的科学本质。目前，随着组学技术、高通量技术、生物信息学和生
理学等多种技术与学科的迅速发展，为深入研究相互作用分子机制提供了新的方法和工具。通过蛋白质组
学、代谢组学、比较基因组学、转录组学等多种组学数据的挖掘和分析，提供了系统中各层次之间的相互作用
关系网络。在此基础上结合高通量的生理学验证分析，为诠释两菌相互作用分子机制和开发代谢工程改造
策略奠定了基础。本文就近些年来在该研究方向的进展及其应用进行了简要归纳，并提出进一步研究的方
向。
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2-酮基-L-古龙酸(2-keto-L-gulonic acid，2-KLG)
是二步微生物发酵法生产维生素 C(VC)的重要中
间产物。我国自主研发的 VC 二步发酵法包括两个
主要发酵过程:即第一步将 D-山梨醇由弱氧化葡萄
糖酸杆菌或生黑醋酸杆菌转化为 L-山梨糖;第二步
由伴生菌巨大芽胞杆菌 (Bacillus megaterium)和产
酸 菌 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌 ( Ketogulonigenium
vulgare)混合培养转化 L-山梨糖为 2-KLG。因该工
艺具有高糖酸转化率的优势，经过几十年的发展，我
国 VC 生产技术与规模均处于世界领先水平，国际
市场占有率约 85%，多年来为国家提供了大量外汇
和就业岗位。但是随着生产规模的扩大以及国际能
源、资源价格的不断变化使得一些问题逐渐变得突

出，如:(1)能耗物耗较高、成本居高不下;(2)废气、

废水和废渣三废排放量大;(3)混菌发酵工艺复杂、

稳定性差。为解决上述问题，国内外众多生产及研
究机构从多个方面开展研究，如优化发酵培养
基［1 － 2］、筛 选 新 型 生 产 菌 株［3 － 4］，发 酵 工 艺 优

化［5 － 6］、生产菌株代谢工程改造［7 － 8］、伴生菌与产酸

菌的生理及相互作用机制研究［9 － 13］等。

迄今为止，由于存在酶热稳定性差、转化率低、

底物抑制作用等问题，新的工程菌及发酵工艺仍然
未能在经济效益方面超越传统二步发酵法。在今后
相当长的时间内，现有的二步法工艺仍将是主要的
生产方式。近些年来，研究人员对于传统二步法菌
株组合产生的工业奇迹中存在的科学问题产生了浓
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厚兴趣，纷纷利用创新的研究手段对伴生菌与产酸
菌互相作用的分子机制进行深入研究。本文就近些
年来国内外在该方面研究的进展做简要介绍和总
结，并提出今后可能的研究和发展方向以供借鉴。

1 基于组学方法的研究

生物体本身具有高度的复杂性，而不同微生物
形成的生态系统则进一步加剧了生物过程研究的复
杂性。利用传统的微生物研究方法可以解释生物系
统的微观或局部现象，但是容易忽略系统中各模块
或层次之间的相互作用而无法全面揭示其潜在的本
质。基因组学、转录组学和代谢组学等组学研究平
台和方法可以从微生物整体水平上研究功能各异的
生物组成元件及其相互作用。下面简要介绍利用这
些组学技术研究混合培养过程两菌相互作用机制的
进展。

1. 1 基于基因组学的研究
新一代高通量测序技术的成熟和普及为获得生

产菌株的全基因组信息提供了机遇。近些年来，国
内几大维生素 C 生产商纷纷与科研院所合作，对其
生产菌株进行全基因组序列分析，为进一步了解产
酸菌的遗传背景，研究混合培养过程中相互作用机
制、重要的代谢途径功能基因、优化生产工艺、构建
高性能产酸工程菌提供了重要依据。目前公开报道
的三株 Ketogulonigenium vulgare 和一株重要伴生菌
Bacillus megaterium WSH-002 的全基因组简要信息
见表 1 所示。三株产酸菌的基因组组成结构、大小、
G + C 百分比都非常接近，但是预测的 ORF 有一定
的差异。WB0104，Y25 和 WSH-001 分别预测出
3196、3290 和 3065 个 ORF。基因组信息表明，三株
菌均编码有多个与转化山梨糖生成 2-KLG 相关的
脱氢酶基因，K． vulgare 较强的山梨糖转化能力可能
与此有关。

表 1 主要生产菌株全基因组简要信息
Table 1 Concise genomic information of main strains for 2-KLG production

Items K． vulgare WB0104 K． vulgare Y25 K． vulgare WSH-001 B． megaterium WSH-002
Genome scale(Mb) 3. 276 3. 288 3. 277 4. 13
Plasmid 2 2 2 3

G + C% a 61. 69 /61. 32 /62. 58 61. 72 /61. 35 /62. 63 61. 69 /61. 33 /62. 58 39. 10 /36. 00 /32. 20 /33. 20
ORF 2727 /244 /225 2807 /256 /227 2604 /246 /215 5186 /69 /11 /14
rRNA 5 5 3 10
tRNA 58 59 51 99

sdhb No details 5 5 0

Accession number None
CP002224 /CP002225 /
CP002226

CP002018 /CP002019 /
CP002020

CP003017 /CP003018 /
CP003019 /CP003020

Company State Key Laboratory for
Molecular Virology and
Genetic Engineering． North
China pharmaceutical
Group Corporation．

Beijing Institute of
Biotechnology．
Shijiazhuang Pharma
Group．

State Key Laboratory of Food Science and Technology，Jiangnan
University． Jiangshan Pharmaceutical Co．，LTD．

Reference ［14］ ［15］ ［16］ ［17］
a: G + C percentage of the chromosome and plasmids，respectively; b: The number of genes related with sorbose dehydrogenase．

在获取基因组信息后，我们对基因组信息的比
较和代谢途径重构分析表明，伴生菌 B． megaterium
WSH-002 的 DNA 复制系统和修复系统较为完善，
含有 20 种基本氨基酸的转运 RNA 合成酶编码基
因;主要的碳水化合物代谢途径如糖酵解途径、TCA
循环、磷酸戊糖途径、丙酮酸代谢途径等都完全具
备;与 K． vulgare WSH-001 相比，WSH-002 具有更为
完善的氨基酸代谢途径，辅因子的合成代谢能力更
加完备;WSH-002 基因组中不存在 2-KLG 合成相关

酶编码基因，因此不具备合成 2-KLG 的能力。
WSH-001 碳水化合物代谢途径不够完善，除了 TCA
循环和磷酸戊糖途径外，其它碳水化合物代谢途径
或多或少存在关键基因的缺失，甚至缺乏整个代谢
途径;WSH-001 的组氨酸、赖氨酸、甘氨酸、脯氨酸、
苏氨酸、蛋氨酸、亮氨酸、异亮氨酸的生物合成途径
都存在缺陷［18］。但是 WSH-001 基因组中编码氨基
酸转运和代谢相关的基因非常丰富，占总基因数的
15. 2%。在 WB0104 基因组中，有 640 个左右的
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ORF 编码转运蛋白，占预测总基因数的 25% 左
右［14］。这些信息暗示在共培养过程中，K． vulgare
可能通过主动转运这些营养因子促进了自身的繁殖
和代谢。
1. 2 基于蛋白质组学和代谢组学的研究

天津大学 Zhou 等［12］利用气相色谱-飞行时间
质谱分析软琼脂平板上的 B． megaterium 和 K．
vulgare 的培养物及培养基成分，结合主成分分析和
分层聚类等多变量数据挖掘方法研究了两菌的代谢
互作分子机制。研究结果表明，B． megaterium 与 K．
vulgare 之间存在互生以及拮抗的复杂相互作用。
伴生菌细胞周围积累的赤藓糖、赤藓糖醇、果糖、鸟
嘌呤、肌醇有可能促进了 K． vulgare 生长;K． vulgare
细胞外氨基酸等其它营养物质浓度高于胞内和培养
基对照中相应浓度，推测可能是由于 K． vulgare 具
有较强的蛋白水解活力导致的。这些营养物质作为
化学趋向物引导 B． megaterium 向 K． vulgare 细胞
迁移，并在迁移过程中迅速消耗这些营养物质;伴生
菌芽胞形成的标记物吡啶二羧酸含量变化趋势与
2-KLG 变化趋势相似，推测芽胞形成过程物质的释
放可能有助于强化 K． vulgare 氧化山梨糖形成 2-
KLG。在以上工作的基础上，Ma［11］等整合了蛋白质
组学和代谢物组学数据，鉴定了混合培养过程中约
100 种代谢物和 258 种蛋白，并对它们的时序变化
进行定量研究。研究结果表明伴生菌芽胞的形成及
细胞裂解与 2-KLG 合成相关联，据此推测芽胞形成
过程可能是 B． megaterium 与 K． vulgare 相互作用
的重要因素之一;蛋白质组学分析进一步表明 K．
vulgare 细胞内与消除活性氧(ROS)胁迫相关蛋白，
如超氧化物歧化酶 ( SOD)、谷胱甘肽-S-转移酶、
NADPH:醌氧化还原酶在伴生菌芽胞生成期间上
调;此外 K． vulgare 细胞戊糖磷酸途径的 6-磷酸葡萄
糖内酯酶、6-磷酸葡萄糖脱氢酶、醛酸转移酶在伴生
菌形成芽胞的高峰时都显著上调。

江南大学张静从单独培养与混合培养差异分析
的角度，对两种培养方式产酸稳定期细胞内蛋白进
行蛋白质组学研究，并用 MALDI-TOF 对全部蛋白点
进行鉴定［19］。结果表明在鉴定出的 419 个属于 K．
vulgare 的蛋白中有约 20% 的蛋白质属于氨基酸转
运与代谢相关蛋白;在混合培养中表达量显著增加
的 188 个蛋白中鉴定出 151 个属于 K． vulgare 的蛋
白。对 151 个蛋白的功能注释分析表明氨基酸代

谢、蛋白质翻译、能量代谢三类占据了 41%。氨基
酸代谢途径中丝氨酸、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。戊糖磷酸途径中的 6-
磷酸异构酶、转酮酶，TCA 循环中的异柠檬酸脱氢
酶、琥珀酰辅因子 A 合成酶和延胡索酸水合酶，细
胞壁合成、辅因子代谢、无机离子代谢、核苷的合成
途径中多种蛋白也因伴生菌的存在而显著上调。

结合以上蛋白质组学和代谢组学的研究结果，
我们推测 B． megaterium 与 K． vulgare 之间的相互
作用机制可能在于但不限于以下几点:(1)两菌之
间存在代谢协同关系，即伴生菌的代谢产物提供了
K． vulgare 所需的生长因子，K． vulgare 的蛋白水解
活力促进了伴生菌的生长;(2)伴生菌形成芽胞并
自溶的特性强化了代谢产物的释放;(3)伴生菌强
化了 K． vulgare 氨基酸代谢与转运、蛋白质翻译和
能量代谢等众多与细胞生长活力相关的蛋白生成;
(4)伴生菌增强了 K． vulgare 应对活性氧胁迫的能
力。
1. 3 基于基因芯片的转录组学研究

代谢物组学和蛋白质组学分别从代谢物水平和
蛋白质水平总体上揭示了相互作用的机制。随之提
出的问题是两菌的相互作用在基因表达水平上有何
差异，对于差异表达基因的分析能否进一步支持上
述研究结果，或者揭示新的机理? Sander Sieuwerts
等［20］曾利用转录组学分析了嗜热链球菌和保加利
亚乳杆菌混合培养时相互作用的分子机制，这一研
究手段同样应该适用于类似的 B． megaterium 与 K．
vulgare 相互作用分子机制的研究。与纯培养相比，
K． vulgare 在 B． megaterium 的伴生下生长迅速、代
谢活力强、2-KLG 合成能力显著增强，这些表象暗示
K． vulgare 在伴生菌作用下，大量基因表达存在显著
差异。对于这些差异表达基因的研究分析将有助于
从基因表达水平角度揭示潜在的相互作用机制。

我们在获取 K． vulgare WSH-001 的全基因组序
列后，设计并合成了其全基因组表达谱芯片，并对
K． vulgare WSH-001 在混合培养及纯培养条件下，
对数生长中期细胞进行全基因组表达谱研究。结果
表明:混合培养条件下，K． vulgare 中总计有 95 个基
因( fold ＞ 2，p ＜ 0. 01)表达水平显著上调。根据基
因编码蛋白的 COG 分类，其中有 31(占 33% )例属
于氨基酸转运与代谢功能簇，主要包括寡肽的结合、
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转运、透性酶、氨基酸转运;31 例 (占 33% )功能未
知;碳水化合物转运与代谢相关的基因有 3 个上调，
分别是木酮糖激酶、6-磷酸甘露糖异构酶和丙酮酸
激酶;能量产生与转化相关基因有 3 个上调，分别是
荧光素酶家族蛋白、D-2 羟基酸脱氢酶蛋白、单加氧
酶蛋白编码基因;无机离子转运与代谢相关基因有
8 个上调，主要包括 ABC 型金属离子转运系统蛋
白、硫酸盐-ABC 型转运蛋白;信号转导机制上调基
因包括二鸟苷酸环化酶(含 GGDEF 域蛋白)、CheY-
like 响应调节受体蛋白、CrtK /TspO 感受器蛋白编码
基因;转录相关基因涉及 LysR、AsnC、LacI、CueR-
like 家族重金属响应转录调节子上调。WSH-001 基
因组数据分析表明该菌多种氨基酸合成途径存在缺
陷，而氨基酸转运与代谢相关基因占基因组的
15. 2%。混合培养时，上调基因中约三分之一涉及
氨基酸的转运与代谢，这一结果证明伴生菌促进了
K． vulgare 对于氨基酸的转运以及代谢。6-磷酸甘
露糖异构酶参与果糖和甘露糖代谢、氨基糖和核糖
代谢，该酶的上调有助于增强 6 磷酸果糖的生成，从
而强化糖酵解途径。丙酮酸激酶在糖酵解途径中将
磷酸烯醇式丙酮酸脱磷酸基团后转化为丙酮酸，后
者是包括氨基酸、脂肪酸、碳水化合物合成等主要代
谢途径的重要前体。

相对混合培养条件，K． vulgare 纯培养条件下显
著上调基因( fold ＞ 2. 0，p ＜ 0. 01)总计有 81 个。在
这些上调基因中，除 23 个未知功能基因外，无机离
子转运与代谢相关基因多达 14 个，而这 14 个相关
基因全部都与铁的转运和代谢功能相关。与氨基酸
转运和代谢相关基因有 6 个，分别是固氮酶辅因子
合成蛋白、谷氨酸合成酶、二肽转运透性酶、胺氧化
酶、胆碱脱氢酶、氨基转移酶 class V 编码基因。碳
水化合物转运与代谢主要上调基因产物是 2-磷酸
果糖醛缩酶、二羧酸转运 DctP 亚基、山梨糖脱氢酶;
能量产生与转化相关基因主要是铁氧还蛋白、
NADH 脱氢酶四个亚基、磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶
和苹果酸脱氢酶;与转录相关的是推定的 Fe-S 簇组
装转录因子 IscR、RNA 聚合酶 sigma-70 因子、TetR /
AcrR 家族和 MarR 家族转录调节子。与混合培养相
比，纯培养条件基因表达差异最显著的差别是大量
与铁转运及代谢基因的上调。其中主要包括铁载体
蛋白转运系统及辅助蛋白、肠菌素转运系统、亚铁血
红素获得蛋白相关基因上调。因铁参与多个代谢过

程，包括呼吸(含 Fe-S 簇的铁氧化还原蛋白，含血红
素的细胞色素)和关键酶促反应(比如 TCA 循环中
的延胡索酸酶和顺乌头酸酶)，另外一些降解活性
氧(ROS)的酶包括超氧化物歧化酶( SOD)，过氧化
氢酶，过氧化物酶中一部分以铁作为辅因子［21］。但
是在细胞内，Fe2 + 同时也会通过 Fenton 反应产生
ROS。ROS 如不能及时去除将导致 Fe-S 簇的破坏，
蛋白质羰基化，半胱氨酸残基的氧化，膜脂质氧化和
DNA 损伤［22］。Fe-S 簇组装转录调节子 IscR 是一个
含有 Fe-S 簇的抑制子，属于 iscRSUA 操纵子的一部
分。该抑制子的上调理论上应该抑制 Fe-S 簇的合
成，但是通过对 K． vulgare WSH-001 基因组注释分
析，发现上调的所谓推定 IscR 调节子属于 suf 操纵
子，K． vulgare WSH-001 基因组中不存在 iscRSUA 操
纵子。并且，suf 操纵子中 sufS 编码固氮酶辅因子合
成蛋白上调 3. 19 倍，该蛋白具有半胱氨酸脱硫酶活
力，可以作为 Fe-S 簇合成的硫供体［23］。有研究表
明，细胞在 H2O2 产生的氧化胁迫下，suf 操纵子受
OxyR 的诱导而上调，弥补由氧化胁迫失活的 isc 操
纵子功能［24］。根据差异表达基因的分析，我们进一
步推测纯培养 K． vulgare 时，菌体的代谢及转化山
梨糖生成 2-KLG 由于电子漏( electron-leak)［25］产生
了 ROS，而本身的 ROS 清除能力缺陷导致氧化胁迫
的形成。在混合培养时，伴生菌的存在可以有效消
除代谢产生的 ROS，细胞得以正常生长和积累 2-
KLG。

以上研究表明通过高通量的组学技术和数据挖
掘方法，可以用于混合培养过程中复杂的相互作用
过程进行定性和定量的研究，有助于发现两菌相互
作用可能的机制，为后续实验验证提供重要依据。

2 基于微生物生理学的研究及验证

2. 1 B． megaterium 和 K． vulgare 生理研究及应用
策略

微生物生理学的研究有助于加深对产酸菌的认
识和发展生产工艺优化策略。Urbance 等［26］对四株
不同来源的产酸菌表型和基因型分析后，将产酸菌
归类为一个新的 Ketogulonigenium 属，vulgare 种。
Leduc 等［27］对 K． vulgare LMP P-20356 生长因子研
究发现与叶酸合成代谢途径相关的嘌呤和胸腺嘧啶
添加有助于强化细胞生长，外源添加叶酸不能显著
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促进细胞生长，但是添加谷氨酸二氢叶酸盐和四氢
叶酸盐对细胞生长速率和浓度促进则非常显著，因
而推测 K． vulgare LMP P-20356 叶酸合成途径存在
缺陷。近些年来，重要生产菌的全基因组测序和注
释工作进一步推动了生理学的研究。我们对 WSH-
001 基因组的代谢重构分析发现其叶酸合成途径中
缺乏叶酸还原酶(EC:1. 5. 1. 3)，故无法将叶酸还原
成二氢叶酸和四氢叶酸，进而影响一碳单位的转移。
清华 大 学 Cai 等［8］ 将 来 源 于 Lactococcus lactis
MG1363 的叶酸基因簇在 K． vulgare DSM4025 中外
源表达，成功提高了胞内叶酸含量，在 6 升发酵罐中
细胞密度和 2-KLG 的生产率分别提高 25%和 35%。

以上基于生理学、代谢组重构分析以及基因重
组实验结果进一步解释并证实了 Leduc 的推论。对
于氨基酸代谢途径的重构分析表明 WSH-001 存在
八种氨基酸合成途径的缺陷［18］。进一步我们对纯
培养和混合培养期间发酵液中氨基酸成分分析，发
现有六种合成途径缺陷的氨基酸浓度在伴生菌生成
芽胞后显著高于纯培养模式(数据未发表)。在此
基础上，我们采用添加廉价明胶提供部分氨基酸的
策略，1 m3和200 m3发酵罐放大结果表明生产强度
分别提高 25% 和 9%。郑巧双［28］研究了稀土离子
配合物对 K． vulgare WSH-001 细胞生长及 2-KLG 合
成的影响，结果表明5 mM La3 + 对于发酵中后期的
细胞生长有显著促进作用，使得 3. 6L 发酵罐中 2-
KLG 产量提高 12%。对 2-KLG 还原酶活力分析发
现，La3 +添加抑制了部分酶活力，减少了 2-KLG 的
还原，从而提高了糖酸转化率 7. 7%。陈克杰［29］分
析了补料分批发酵体系渗透压的变化，发现随着 2-
KLG 的生成和中和剂流加，渗透压持续上升继而影
响伴生菌和产酸菌的菌体生长和产物合成。通过添
加适量蔗糖的碳源调整策略可以有效提高高渗条件
下伴生菌的生长和生物活性物质分泌。该策略在
3L 发酵罐上可以分别提高转化率和生产强度 3%和
10%。大量研究［9，10］表明，巨大芽胞杆菌促进了产
酸菌的增殖，由此提高了 2-KLG 的产量。巨大芽胞
杆菌在混合培养前期阶段迅速生长，然后逐渐形成
芽胞并引起细胞裂解。张静［30］通过在混合培养体
系中加入适量溶菌酶，定向裂解伴生菌细胞壁，加速
胞内活性物质的释放，使 K． vulgare WSH-001 最大
细胞浓度和 2-KLG 的生产强度分别提高 27% 和
28%。

以上研究表明，通过对细胞生理学的研究结合
大量组学数据的挖掘组合，可以进一步加深对发酵
过程的了解，提出针对性的发酵优化和菌体构建策
略。
2. 2 伴生菌生理共性对 K． vulgare 生长及产酸的
影响

混合培养生产 2-KLG 工艺经过近几十年的发
展，发现了多种微生物具有促进 K． vulgare 生长的能
力［31］。有趣的是其中效果最好、种类最多、应用最
广的伴生菌全部属于芽胞杆菌属的细菌。这些细菌
在混合培养中都伴随着形成大量芽胞，对于这一类
伴生菌的生理共性研究将有助于揭示伴生菌促进产
酸的机理。我们对 B． megaterium WSH-002 中负责
调控芽胞生成的关键调控因子 spo0A 以及影响芽胞
稳定性的 spoVFA 基因敲除后，研究了芽胞生成及芽
胞的稳定性对促进 K． vulgare WSH-001 增殖和生产
2-KLG 的影响［13］。结果表明两个突变体系的山梨
糖转化率与对照相比分别下降了 33%和 70%，对应
体系中 K． vulgare 细胞数最大值分别下降了 15%和
49%。山梨糖的转化率与体系中 K． vulgare 细胞数
量、山梨糖脱氢酶活力正相关(R2 = 0. 98)。两种突
变体系的结果说明以下两点:(1)芽胞的生成过程
以及稳定的芽胞对于促进细胞生长有重要影响;
(2)芽胞稳定存在对于促进细胞生长更为重要。根
据结果我们推测芽胞形成缺陷的伴生菌因不能裂解
而迅速释放出活性物质，导致产酸菌的生长受到影
响;芽胞皮层有缺陷的芽胞迅速裂解使得混合体系
中芽胞数量和稳定性急剧下降;芽胞内存在的胞子
烯［32 － 33］(多环萜类化合物)可以有效抵御环境的氧
化胁迫，芽胞的稳定存在可能有利于解除 K． vulgare
生长和代谢产生的氧化胁迫。以上结果和推论与
Qian Ma 等［11］的代谢物组学和蛋白质组学研究结果
较为一致。为进一步证实该推论，我们对培养不同
阶段细胞内外总 SOD 酶活、脂肪过氧化程度、蛋白
巯基比例、总抗氧化能力、总 ROS 含量等指标进行
分析，结果证明各阶段纯培养体系受到的氧化胁迫
均高于混合培养指标，而抗氧化能力均低于混合培
养指标(结果未发表)。由此可以证明伴生菌不仅
为产酸菌提供了生长因子，而且也解除了代谢过程
中产生的氧化胁迫。
2. 3 基于转座子突变及高通量筛选方法的研究

基于生理学研究虽然能在某个细节方面揭示两
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菌相互作用的机理［27，13］，但是却不能显示全局;基
于组学实验和数据挖掘能够从整体的角度解释相互
作用机理，但是所获得的推论需要进一步实验验证，
进而才能准确提供局部的具体信息［11 － 12］。如何能
够“鱼与熊掌”兼得，我们在这个方面做了初步的探
索。我们首先通过转座子随机插入突变技术，成功
利用 mini-Tn10 转座子构建了 B． megaterium WSH-
002 随机插入突变库。随之，我们试图利用突变株
与产酸菌的混合培养，筛选出有效突变株，进而根据
全基因组序列及测序结果鉴定其插入突变位点，分
析突变位点基因功能以及其对细胞的生理和两菌相
互作用可能带来的影响。最后，试图从全基因组规
模上揭示相互作用的关键基因网络。因此，该研究
策略需要建立适用于混合培养体系的高通量筛选方
法。在前期研究中我们发现混合培养体系 K．
vulgare 产生的水溶性色素与 2-KLG 积累高度线性
相关，得益于这个规律，我们开发了基于 24 孔板和
比色测定法筛选目的伴生突变株的高通量筛选方
法。经过 spo0A、spoVFA 基因敲除突变株及 450 株
插入突变株的筛选验证，聚类分析结果表明该方法
可以将不同混合体系准确地分类，从而为以上研究
的开展奠定了初步的基础。另外该筛选方法也许适
用于筛选新型伴生菌和发酵条件的优化研究。

3 展望

由我国科技人员开发的“二步法”混合发酵生
产 2-KLG 工艺经过几十年的发展和推广，逐步取代
了“莱氏”化学合成法，并使我国成为全球 VC 市场
的主要生产国和供应商。然而原有的工艺并非完美
无缺，科学技术的发展也正促进各国研究人员开发
全新的生产工艺。虽然目前已有报道的新工艺在产
量、转化率方面离工业化生产有一定差距，但是一旦
获得重大突变将会改变目前 VC 行业的竞争格局。
我们认为在探索新型工艺的同时，更应该注重对经
典“二步法”中的科学问题深入研究，加深对其科学
本质的理解，提出新的理论，开发创新型发酵工艺。
就此而言，我们认为可以从以下几个方面进一步研
究:(1)在全基因组范围内筛选并鉴定相互作用关
键基因，构建关键基因相互作用网络;(2)利用新一
代高通量测序技术和生物信息学技术研究差异表达
基因和关键基因调控网络;(3)利用基因组数据和

代谢途径分析，构建全细胞代谢网络模型;(4)对两
菌之间可能存在的群体感应现象进行分析，寻找潜
在的信号分子，并分析其调控机理和网络;(5)工程
菌株构建策略和技术的研究;(6)基于菌体生理关
系调控发酵优化策略研究。
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Molecular mechanism of co-culturing Bacillus megaterium
and Ketogulonigenium vulgare—A review

Yibo Zhu1，2，3，Jingwen Zhou1，2* ，Jian Chen1，2

1 School of Biotechnology and Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，2 State Key Laboratory of
Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China
3 School of Biotechnology and Food Engineering，Changshu Institute of Technology，Changshu 215500，China

Abstract:Co-culturing Bacillus megaterium and Ketogulonigenium vulgare is widely applied to 2-keto-gulonic acid
production． For optimizing the process，numerous researchers studied on the symbiotic molecular mechanism of the co-
culture process． The research was promoted greatly owing to omics technologies， bioinformatics， high throughput
technologies and physiology． Recently， the proteomic，metabolomic，comparative genomics and transcriptomics were
performed to the research． These omics data provided us the interaction network of the artificial ecosystem in multilevel．
Combining with the physiological validation based on the high throughput method，we can elucidate the molecular
mechanism in detail，which will facilitate us to develop strategies for metabolic engineering． The paper reviewed the recent
developments of symbiotic molecular mechanism research in this co-culture process and its applications． In addition，we
proposed the future research needs．
Keywords: Bacillus megaterium，Ketogulonigenium vulgare，2-keto-gulonic acid，interaction mechanism
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