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摘　 要: 核黄素是一种水溶性维生素ꎬ与动植物的生长密切相关ꎬ人体不能合成核黄素ꎬ需从外部摄取ꎬ因此核黄素的生

产具有重要意义ꎮ 介绍了核黄素的生产发展历程和产核黄素的微生物种类ꎮ 对枯草芽孢杆菌的核黄素代谢途径及其诱

变育种进行了总结ꎬ重点介绍了菌种的基因重组改造方法ꎬ主要是提高核黄素操纵子表达以及提高 Ｒｕ５Ｐ 和 ＧＴＰ 两种前

体供应量合成途径通量ꎬ介绍了近些年新的改造方法ꎬ并对未来的发展方向进行了展望ꎮ
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　 　 核黄素又名维生素 Ｂ２ꎬ １８７９ 年化学家 Ｂｌｙｔｈ
在牛奶上清液中分离出具有黄绿色的荧光物质ꎬ
但这种物质不是真正意义的核黄素ꎬ他把这种物

质称为乳黄素( ｌａｃｔｏｃｈｒｏｍｅ) [１]ꎮ １９３０ 年 Ｋｕｈｎ 和

Ｅｇｇｅｒｓｄｏｒｆｅｒ 等分离出核黄素[２￣４]ꎮ 黄素单核苷酸

(ＦＭＮ)和黄素腺嘌呤二核苷酸(ＦＡＤ)是核黄素

在机体中的常见表现形式ꎬ这两种物质在细胞中

可作为氧化还原酶的辅基参与到氧化过程中传递

电子[５]ꎮ 核黄素不能直接参与细胞代谢ꎬ但核黄

素的衍生物 ＦＭＮ 和 ＦＡＤ 能调节机体的多种生理

活动ꎮ 如果动植物缺少核黄素ꎬ其生长发育会相

对减慢ꎮ 人体核黄素摄入过少会产生多种疾病ꎬ
例如心血管病、口角炎、偏头痛、心绞痛、白内障、
疟疾等ꎬ所以核黄素在医学中主要作为辅助药物

参与治疗[６￣１１]ꎮ 此外ꎬ核黄素还可以作为色素、营
养添加剂等应用到食品行业中ꎮ



１　 核黄素生产历史

由于人体自身不能合成核黄素ꎬ必须从外界

摄取ꎬ因此核黄素的生产具有重要意义ꎮ 生产方

法由最初的化学合成法、化学半合成法发展到目

前应用最为广泛的微生物发酵法ꎮ １９３４ 年 Ｋｕｈｎ
和 Ｐａｕｌ 通过化学合成法合成核黄素ꎬ这种生产方

法是全球核黄素生产的开端ꎬ延续了将近 ５０ 年ꎮ
１９８０ 年ꎬ研究人员发现可以将化学合成法与微生

物发酵法结合来生产核黄素ꎬ首先通过微生物发

酵生成 Ｄ￣葡萄糖ꎬ然后使用化学合成法合成核黄

素[１２]ꎮ 这种方法生产的核黄素虽然纯度较高ꎬ但
后续步骤与原来的化学合成法相同ꎬ会产生大量

有毒有害物质ꎬ而且在生产时还要控制污水ꎬ对环

境造成极大影响ꎬ因此化学半合成法逐渐被淘汰ꎬ
目前主要通过微生物发酵法来生产核黄素ꎮ １９９０
年ꎬ全年生产的核黄素中只有 ５％是通过发酵法

生产的ꎬ但是到 ２００２ 年全球已有 ７５％的核黄素是

通过生物发酵法生产的ꎮ 与此同时ꎬ核黄素的产

量也从 １９９０ 年的 １ ６００ ｔ 提升到 ２００２ 年的

４ ０００ ｔꎮ 到 ２０１５ 年核黄素产量极大提高ꎬ超过

９ ０００ ｔ的核黄素通过生物发酵法生产ꎬ基本上已

经取代了其他合成方法[１３]ꎮ

２　 产核黄素的微生物种类

微生物发酵法最早开始于 ２０ 世纪 ５０ 年代ꎬ
主要是通过能积累核黄素的菌种生产核黄素ꎬ包
括棒状杆菌[１４]和棉囊阿舒氏酵母[１５]ꎮ １９６５ 年多

家公司希望发展核黄素微生物发酵生产线ꎬ但是

因为生产工艺不成熟而无法进行[１６]ꎮ 随后微生

物育种和基因工程技术进入快速发展期ꎬ枯草芽

孢杆菌、假丝酵母、酿酒酵母等菌种被用于核黄素

生产中[１７]ꎬ并且构建了各种工程菌ꎬ如表 １ 所示ꎬ
生物发酵法生产核黄素得到了广泛关注ꎮ

目前常用于生产核黄素的工程菌有棉囊阿舒

氏酵母和枯草芽孢杆菌两种[１８]ꎬ因为这两种菌具

有核黄素两种重要的合成前体:核糖 ５￣磷酸和鸟

苷三磷酸(ＧＴＰ)ꎬ核糖 ５￣磷酸来自戊糖磷酸(ＰＰ)
途径ꎬ而鸟苷三磷酸(ＧＴＰ)则来自嘌呤生物合

成[１９]ꎬ两种菌株经过优化ꎬ可提高戊糖磷酸途径

和嘌呤生物合成途径的通量[１３]ꎮ

表 １　 核黄素主要生产菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

菌种名称 拉丁名 分类

枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 细菌

米曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ 霉菌

棉囊阿舒氏酵母 Ａｓｈｂｙａ ｇｏｓｓｙｐｉｉ 酵母

产氨棒状杆菌 Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｉａ ａｍｉｎｏｇｅｎｓｉｓ 细菌

解朊假丝酵母 Ｃａｎｄｉｄａ ｆａｍａｔａ 酵母

阿舒氏假囊酵母 Ｅｒｅｍｏｔｈｅｃｉｕｍ ａｓｈｂｙｉｉ 酵母

酿酒酵母 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. 酵母

棉囊阿舒氏酵母的优势在于能够天然积累核

黄素ꎬ枯黄芽孢杆菌的优点是生长期短ꎬ产能高ꎮ
我国湖北广济药业股份有限公司利用枯草芽孢杆

菌生产核黄素产率可达 ２６.５ ｇ􀅰Ｌ－１ [２０]ꎮ 但是ꎬ通
过微生物法生产核黄素也存在一些不足ꎬ主要有

以下两方面:第一ꎬ下游分离和提纯技术比较滞

后ꎬ使得核黄素纯度不高ꎻ第二ꎬ目前越来越多的

工业菌株是通过基因工程技术构建的ꎬ生产过程

中经常添加抗生素ꎬ容易出现抗生素滥用或者携

带未知突变基因ꎬ尤其是当后期灭菌工艺处理不

当时ꎬ对环境及人类健康会造成一定的影响ꎮ
２０１５ 年ꎬ欧盟海关在由中国出口至欧洲的食品级

核黄素中分离得到 １ 株未被授权的重组枯草芽孢

杆菌 ＤＮＡꎬ导致产品全部被退回[２１]ꎮ ２０１８ 年ꎬ
ＦＥＥＤＡＰ 专家组认为使用枯草杆菌菌株 ＫＫＣＭ￣
１０４４５ 生产的核黄素(８０％)存在遗传修饰菌株携

带编码抗菌药物耐药性基因的活细胞和 ＤＮＡ 扩

散的风险ꎬ对目标物种、消费者、使用者和环境构

成了风险ꎬ导致广济药业核黄素出口欧盟受

阻[２２]ꎬ这也给使用基因重组微生物的生产提出

警示ꎮ

３　 枯草芽孢杆菌合成核黄素的代谢途径

在细菌中ꎬ核黄素的生物合成是通过一系列

酶促步骤进行的ꎮ 枯草芽孢杆菌属于革兰氏阳性

菌ꎬ被认为是“安全菌种”ꎬ经常被当作“平台菌

种” [２１]ꎮ 目前我们对枯草芽孢杆菌核黄素合成代

谢途径认识比较清晰ꎬ枯草芽孢杆菌从吸收葡萄

糖开始合成核黄素ꎬ经过戊糖磷酸途径和嘌呤合

成途径生成的核酮糖￣５￣磷酸(Ｒｕ￣５￣Ｐ)和鸟苷三

磷酸(ＧＴＰ)ꎬ在核黄素操纵子所编码的相关功能

５５张兆昆ꎬ等:核黄素发酵菌种改造研究进展



酶的催化作用下合成核黄素ꎬ合成途径如图 １
所示ꎮ

枯草芽孢杆菌不能天然积累核黄素ꎬ是在

ｒｉｂＣ 基因编码的核黄素酶和 ＦＡＤ 合成酶的催化

下形成核黄素的下游产物 ＦＭＮ 和 ＦＡＤꎮ Ｂｒｅｓｌｅｒ
等[２４]利用 ｒｉｂＣ 的突变基因让枯草芽孢杆菌积累

核黄素ꎬ推测得出以下结论:第一ꎬ突变基因能减

少核黄素激酶和 ＦＡＤ 的活性ꎬ降低 ＦＭＮ 和 ＦＡＤ
的产量ꎬ在枯草芽孢杆菌内积累核黄素ꎻ第二ꎬ
ＦＭＮ 和 ＦＡＤ 含量降低之后ꎬ它们对核黄素的负

反馈降低ꎬ核黄素大量增加ꎮ

１—６￣磷酸葡萄糖脱氢酶ꎻ２—６￣磷酸葡萄糖内酯酶ꎻ３—６￣磷酸葡萄糖酸脱氢酶ꎻ４—磷酸核糖焦磷酸合成酶ꎻ５、６—相关酶促反应ꎻ７:
ＧＴＰ 环水解酶Ⅱꎻ８—脱氨酶ꎻ９—还原酶ꎻ１０—未知磷酸酶ꎻ１１—３ꎬ４￣二羟基￣２￣丁酮￣４￣磷酸合成酶ꎻ１２—二氧四氢喋啶合成酶ꎻ１３—核

黄素合成酶ꎻＧｌｕｃｏｓｅ—葡萄糖ꎻＧｌｕｃｏｓｅ￣６￣Ｐ—６￣磷酸葡萄糖ꎻＧｌｕｃｏｓｅ￣６￣Ｐ￣ｌａｃｔｏｎｅ—６￣磷酸－葡萄糖酸内酯ꎻ６￣Ｐ￣ｇｌｕｃｏｎａｔｅ—６￣磷酸－葡萄

糖酸ꎻＲｕ￣５￣Ｐ—５￣磷酸核酮糖ꎻＲｉｂｏ￣５Ｐ—５￣磷酸核糖ꎻ ＰＲＰＰ—５￣核糖磷酸焦磷酸ꎻＩＭＰ—次黄嘌呤核苷单磷酸ꎻＧＴＰ—鸟苷三磷酸ꎻ
ＤＡＲＰＰ—２ꎬ５￣二氨基￣６￣核糖氨基￣４(３Ｈ)￣嘧啶酮￣５￣磷酸ꎻＡＲＰＰ—５￣氨基￣６￣核糖氨基￣２ꎬ４(１Ｈꎬ３Ｈ)￣嘧啶二酮￣５￣磷酸ꎻＡｒＰＰ—５￣氨基￣６￣
核糖醇氨基￣２ꎬ４(１Ｈꎬ３Ｈ)￣嘧啶二酮￣５￣磷酸ꎻＡｒＰ—５￣氨基￣６￣核糖醇氨基￣２ꎬ４(１Ｈꎬ３Ｈ)￣嘧啶二酮ꎻＤＨＢＰ—３ꎬ４￣二羟基￣２￣丁酮￣４￣磷酸ꎻ
ＤＥＬ—６ꎬ７￣二甲基￣８￣核糖醇基￣２ꎬ４￣二氧四氢喋啶ꎮ

图 １　 枯草芽孢杆菌核黄素合成图[２３]

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ[２３]

４　 菌种选育方法

４.１　 诱变育种

诱变筛选是目前最常用的产核黄素菌种提高

产量的选育方式ꎬ主要分为物理诱变和化学诱变ꎮ
物理诱变通常是指采用各种高能射线穿透或者破

坏遗传物质引起基因位点突变ꎬ从而筛选出需要

的菌株性状ꎮ 魏士平等[２５] 利用紫外诱变对棉阿

舒囊霉(Ａｓｈｂｙａ ｇｏｓｓｙｐｉｉ)３＃进行诱变ꎬ 得到 ３３１＃
突变株ꎬ极大提高了核黄素合成速率ꎬ优化后核黄

素产量为 ５ ５１２ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ ２０２０ 年ꎬ祝金山等[２６]

以枯草芽孢杆菌 ＱＪＶＢ￣１ 为出发菌株ꎬ采用常压

室温等离子体诱变技术ꎬ得到 １ 株核黄素产量高、
遗传性状稳定的突变株 ＱＪＶＢ￣２￣９１ꎮ 突变株核黄

素最高产量达到 ９.４４７ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ较出发菌株提高

１６􀆰 ８％ꎬ发酵周期缩短 ６ ｈꎮ 化学诱变在核黄素的

菌种选育过程中较少看到文献报道ꎬ但是往往把

经过诱变的菌种用嘌呤或类嘌呤物质诱导ꎬ筛选

出体内含有嘌呤合成和核黄素合成的工程菌ꎮ 这

种菌自身具有核黄素表达的基因ꎬ因此核黄素产

量较高ꎮ Ｌｅｅ 等[２０] 使用这种方法ꎬ将苏氨酸和脯

氨酸的结构类似物作为生产工程菌的筛选条件ꎬ
获得工程菌 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＳ５ꎬ核黄素合成能力显著

提高ꎬ可以在 ７０ ｈ 生产 ２６ ｇ􀅰Ｌ－１的核黄素ꎮ ２０１９
年ꎬ郭佳欣等[２７] 以 ＢＳ１２０ 作为出发菌株ꎬ通过常

压室温等离子体诱变处理ꎬ以 ８￣氮鸟嘌呤为筛选

拮抗物进行筛选ꎬ得到菌株 ＢＳＧ１ꎬ核黄素产量比

出发菌株提高 ６１.６０％ꎮ

４.２　 基因重组育种

基因重组是利用原生质体融合等方式将亲本

中的基因重排得到良好的性状整合ꎬ然后筛选得

到目的菌株[２８]ꎮ 和以往菌株进化策略相比ꎬ这种

方式的目的性更强ꎬ更容易得到目的菌种ꎮ 因为

６５ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



菌株自身带有有利突变ꎬ所以能在一定程度上减

少不利突变的产生几率ꎬ克服传统育种周期长、随
机性强、效果差等缺陷ꎬ所以基因重组育种不论是

在现在还是未来都是一个很好的研究方向ꎮ 对于

产核黄素的菌种基因工程改造主要针对提高核黄

素操纵子过表达和提高 Ｒｕ５Ｐ 和 ＧＴＰ 两种前体供

应量合成途径通量两个方向以外ꎬ还有一些新的

手段被用于产核黄素菌种的育种过程ꎮ
４.２.１　 提高核黄素操纵子表达 　 枯草芽孢杆菌

核黄素操纵子长约 ４.３ ｋｂꎬ共包含 ５ 个基因ꎬ这些

基因与核黄素合成途径紧密相关ꎬ这些操纵子上

的基因所控制和表达的酶共同催化促进核黄素的

形成与积累ꎬ相关基因所表达的酶如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 枯草芽孢杆菌中与核黄素合成相关调控基因[２９]

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ[２９]

基因 所表达酶及功能 位置 / ° 长度 / ａａ

ｒｉｂＧ 嘧啶脱氨酶 /嘧啶还原酶 ２０７.６ ３６１

ｒｉｂＢ 核黄素合成酶(α 亚基) ２０７.５ ２１５

ｒｉｂＡ ＧＴＰ 环水解酶Ⅱ/ ３ꎬ４￣二羟基磷酸丁酮合成酶 ２０７.５ ３９８

ｒｉｂＨ 二氧四氢喋啶合成酶(β 亚基) ２０７.３ １５４

ｒｉｂＴ 未知功能 ２０７.３ １２４

ｒｉｂＣ 核黄素激酶 / ＦＡＤ 合成酶 １４８.４ ３１６

ｒｉｂＲ 核黄素激酶 ２５６.３ ２３０

ｙｐａＡ 核黄素运输蛋白 ２０５.８ １９０

　 　 ｒｉｂＴ 基因功能尚无相关报道ꎬ 但 Ｐｅｒｋｉｎｓ
等[１７]发现缺失 ｒｉｂＴ 的突变株合成核黄素的能力

会有所减弱ꎬ由此可推测 ｒｉｂＴ 与核黄素的合成

有关ꎮ
核黄素操纵子内部基因受一个一级启动子

Ｐ １( ｒｉｂＧ 上游)和两个二级启动子 Ｐ ２( ｒｉｂＥ 编码区

内)和 Ｐ ３( ｒｉｂＴ 上游)控制ꎬＰ １ 与 Ｐ ２ 由 σＡ因子识

别ꎬ且受细胞内核黄素负反馈抑制ꎬ核黄素浓度过

高会削弱启动子表达强度[３０]ꎮ Ｌｉ 等[３１] 通过把枯

草芽孢杆菌的操纵子 Ｐ １替换为组成型强启动子

Ｐ４３ꎬ过量表达核黄素合成基因ꎬ并解除细胞内核

黄素水平对基因的负反馈抑制作用ꎬ从而极大地

提高了核黄素产量ꎮ Ｄｕａｎ 等[３２] 将含有蜡样芽孢

杆菌(Ｂ. ｃｅｒｅｕｓ ＡＴＣＣ １４５７９)核黄素操纵子的片

段整合至 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＲＨ３３ 基因组得到工程菌株

Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＰＹꎬ过表达核黄素操纵子ꎬ核黄素产量

达到 ４.３ ｇ􀅰Ｌ－１ꎮ ２０１４ 年ꎬＳｈｉ 等[３３] 将枯草芽孢杆

菌 １６８ 的强组成型启动子 Ｐ４３ 插入菌株 ＢＳ７７
ｒｉｂＡ 的上游ꎬ以产生突变株 ＢＳ８９ꎬ突变型 ＢＳ８９ 中

ｒｉｂＡ 的过表达导致核黄素产量提高了约 １.４ 倍ꎬ
同时比核黄素的特定生产速率显著提高ꎮ

随着 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ｎ 的多重基因组编辑系统

的开发和应用ꎬ多重基因组编辑技术得到了飞速

发展ꎬ其优势在于可直接在基因组上对 ＤＮＡ 序列

进行定点突变、插入、敲除、组合编辑等ꎬ并且在多

个物种中已经实现多重基因编辑ꎻ利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ｎ 的多重基因组编辑系统构建核黄素高产菌

株具有广阔的发展前景ꎬ也为构建更安全、更高效

的工业生产菌株提供了方向ꎮ ２０１９ 年ꎬ刘定宇

等[３４]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ｎ 的多重基因组编辑系

统对枯草芽孢杆菌核黄素操纵子中的 ３ 个基因

( ｒｉｂＢ、 ｒｉｂＡ 和 ｒｉｂＨ ) 进 行 了 微 调ꎬ 将 质 粒

ｐＢＳＣａｓ９ｎ￣ｇＲＮＡｒｉｂ 和 ｐＤｏｎｏｒ￣ｒｉｂＲＢＳＬｉｂ (来自质

粒库)导入删除 ｌｉｇＤ 基因的 ＢＳ８９ 中以启动同源

重组ꎬ并取代 ｒｉｂＢ、ｒｉｂＡ 和 ｒｉｂＨ 的天然 ＲＢＳ 区域ꎬ
发酵验证后依据核黄素产量选择具有 ３ 个调节基

因的 １１ 个菌株以及具有 ２ 个调节基因的 ３ 个菌

株ꎮ 与 ＢＳ８９ 相比ꎬ最佳菌株 ＣＹ４６ 产生了 １. ３９
ｇ􀅰Ｌ－１的核黄素ꎬ数据证明在单个周期内核黄素的

产量显著提高ꎬ也表明操纵子的优化表达取决于

各种基因的平衡表达ꎬ而不是单调地过表达每个

基因ꎮ
４.２.２　 提高 Ｒｕ５Ｐ 和 ＧＴＰ 两种前体供应量合成

途径通量　 除了增加核黄素合成途径相关基因的

过表达外ꎬ提高 Ｒｕ５Ｐ 和 ＧＴＰ 两种前体供应量合

成途径通量ꎬ同样是提高核黄素产量的有效策略ꎮ

７５张兆昆ꎬ等:核黄素发酵菌种改造研究进展



以枯草芽孢杆菌合成核黄素途径为例ꎬ增加核黄

素产量主要有提高嘌呤生物合成途径和戊糖磷酸

两个途径ꎮ
从戊糖磷酸途径的核糖￣５￣磷酸开始ꎬ在多种

酶的催化反应下ꎬ生成一系列嘌呤代谢物的过程

称为嘌呤生物合成ꎮ 这些嘌呤代谢物包括 ＩＭＰ、
ＡＭＰ、ＡＤＰ、ＡＴＰ、ＧＭＰ、ＧＤＰ 和 ＧＴＰ 等ꎮ 在枯草

芽孢杆菌中ꎬ嘌呤操纵子是这一生物合成途径的

关键ꎬ主要包含 １２ 个编码基因的基因簇ꎬ编码酶

如表 ３ 所示ꎬ除表格所列之外ꎬ还有 ｐｕｒＡ、ｇｕａＡ、
ｐｕｒＢ、ｇｕａＢ 和 ｇｕａＣ 等一系列基因ꎮ

表 ３　 嘌呤操纵子编码基因及表达酶

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｄｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ
ｐｕｒｉｎｅ ｏｐｅｒｏｎ

基因 表达酶

ｐｕｒＥ ＮＳ￣羧氨基咪唑核糖核苷酸突变酶

ｐｕｒＫ ＮＳ￣羧氨基咪唑核糖核苷酸合酶

ｐｕｒＢ 腺苷琥珀酸裂合酶

ｐｕｒＣ 磷酸核糖氨基咪唑－琥珀酰胺合成酶

ｐｕｒＳ 磷酸核糖基甲酰基甘氨酰胺合酶

ｐｕｒＬ 磷酸核糖基甲酰基甘氨酰胺合酶

ｐｕｒＱ 磷酸核糖基甲酰基甘氨酰胺合酶

ｐｕｒＦ 酰胺基磷酸核糖基转移酶

ｐｕｒＭ 磷酸核糖甲酰基甘氨酰胺环连接酶

ｐｕｒＮ 磷酸核糖甘氨酰胺甲酰基转移酶

ｐｕｒＨ ＩＭＰ 环水解酶 /磷酸核糖基氨基咪唑甲酰胺
甲酰基转移酶

ｐｕｒＤ 磷酸核糖胺－甘氨酸连接酶

枯草芽孢杆菌的嘌呤合成途径受到细胞内多

种机制调控ꎬ主要包括鸟嘌呤介导的前导 ｍＲＮＡ
转录衰减机制、腺嘌呤介导的转录起始阻遏机制

和酶水平的负反馈抑制机制ꎬ通过对嘌呤生物合

成途径的改造ꎬ来抑制或消除这种严格的调控机

制ꎬ从而提高核黄素的产量ꎮ ２０１４ 年ꎬＳｈｉ 等[３３]

对嘌呤生物合成途径进行了代谢工程改造ꎬ敲除

了 ＰｕｒＲ 阻遏蛋白、嘌呤操纵子 ５′￣ＵＴＲ 的鸟嘌呤

核糖开关ꎬ定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析显示嘌呤基因的相

对转录水平上调了约 ３８０ 倍ꎬ使得核黄素产量极

大提高ꎮ
戊糖磷酸途径作为糖酵解途径和嘌吟合成途

径的关键中间代谢途径ꎬ其中间代谢物 Ｒｕ５Ｐ 和

Ｒ５Ｐ 分别是核黄素和嘌呤合成的前体物之一ꎮ

由此可知ꎬ在枯草芽孢杆菌中ꎬ戊糖磷酸途径对核

黄素的合成具有决定作用[３５]ꎮ Ｄｕａｎ 等[３６] 通过

在宿主菌 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＰＹ 中过表达 ｚｗｆ(６￣磷酸葡萄

糖脱氢酶基因)ꎬ使戊糖磷酸途径通量增加ꎬ从而

使胞内 Ｒｕ５Ｐ 浓度提高了 ４ 倍ꎬ最终核黄素的产

量提高近 ２５％ꎮ ２０１５ 年ꎬ程毅鹏等[２３] 运用自主

构建的新型抗性质粒在宿主菌内过量表达葡萄

糖￣６￣磷酸脱氢酶得到重组菌 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＲＦ１ /
ｐＭＡ５￣ｓａｔ￣ｚｗｆꎬ重组菌胞内葡萄糖￣６￣磷酸脱氢酶

活力比原始菌提高了近 ５０ 倍ꎬ发酵 ６０ ｈ 核黄素产

量达到 １３􀆰 ５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ相比原始菌核黄素产量提高了

３２.３％ꎮ
４.２.３　 其他基因重组育种方法 　 除上述两种主

要途径以外ꎬ近些年还有研究者从不同的角度出

发ꎬ进行了其他基因育种方法的研究ꎮ ２０１６ 年ꎬ
徐志博等[３７]利用 ＰＣＲ 技术从 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ １６８
中扩增出 ３.５ ｋｂ 的核黄素操纵子ꎬ将其分别连接

到 不 同 拷 贝 数 的 表 达 载 体 ｐＳＣ１０１、 ｐ１５Ａ、
ｐＢＲ３２２ꎬ得到重组载体 ｐＳＣ１０１￣ＢＳｒｉｂ、ｐ１５Ａ￣ＢＳｒｉｂ
和 ｐＢＲ３２２￣ＢＳｒｉｂꎬ并分别转化到大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ
Ｋ￣１２ ＭＧ１６５５)ꎬ摇瓶发酵结果表明:其核黄素合

成能力随着质粒拷贝数的增加而增强ꎮ 最后ꎬ通
过无痕基因操作技术ꎬ减弱工程菌株 ＥＣＸ３ ｒｉｂＦ
基因的表达以减少核黄素转化为 ＦＭＮ 和 ＦＡＤꎬ摇
瓶发酵表明 ＥＣＸ４ 的核黄素产量提高到 ２９２. ３
ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 黄灿等[３８] 以 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ １２０ ｓｐｃ 为出发

菌株ꎬ在染色体上表达粪堆梭菌的 ｘｙｎ１０Ｂ 基因和

月形单胞菌 ＧＡ１９２ 的 ｘｓａ 基因ꎬ并过表达大肠杆

菌的糖异构酶基因 ｘｙｌＡ、木酮糖激酶基因 ｘｙｌＢ、
Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ内源木糖运输蛋白表达基因 ａｒａＥꎬ得到

以木聚糖为碳源生产核黄素的菌株 Ｅ２Ｘ６ＰＡＢꎬ发
酵结果表明核黄素产量为 ( ２ ４８４. ３０３ ± ２５. ９)
ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ核黄素得率约为(４９.６７±０.５) ｍｇ􀅰ｇ－１葡萄

糖ꎬ并由此证实了利用木聚糖生产核黄素的可行

性ꎮ ２０１９ 年ꎬ Ｗａｎｇ 等[３９] 将 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 和

Ｐａｒａｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 的热休克蛋白(ＨＳＰ)基因导入产

生核黄素的 Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ４４６ 菌株中ꎬ在强大的组成

型启动子 Ｐ４３ 的控制下ꎬ Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ４４６ 中异源表

达了 １２ 种 ＨＳＰ 基因及其 ２ 种组合 ( ＰｔｄｎａＫ￣
ＰｔｄｎａＪ￣ＰｔｇｒｐＥ 和 ＰｔｇｒｏｅＬ￣ＰｔｇｒｏｅＳ)ꎮ 其中菌株 Ｂ.ｓ
４４６￣ＨＳＰ２０￣３ꎬ Ｂ. ｓ ４４６￣ＨＳＰ２０￣２ 和 Ｂ. ｓ ４４６￣
ＰｔＤｎａＫ￣ＰｔＤｎａＪ￣ＰｔＧｒｐＥ 在 ４４ ~ ４８ ℃ 时其细胞密

度增加了 ２５％以上ꎬ在 ３９ 和 ４３ ℃的较高温度下

８５ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



发酵显示核黄素效价提高了 ２３％ ~ ６６％ꎬ发酵时

间缩短 ２４ ｈꎮ 由此可知ꎬ将嗜热菌中的 ＨＳＰ 植入

Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ４４６ 不仅提高了其耐热性ꎬ也提高了核

黄素生成速率ꎮ

５　 展望

通过分析前人对核黄素的研究可知ꎬ核黄素

是一种和生物生长密切相关的物质ꎬ可作为辅助

药物、添加剂等在治疗和生产中使用ꎮ 核黄素的

生产从过去的化学合成法与化学半合成法逐渐被

微生物发酵法所取代ꎬ微生物发酵法符合社会发

展的趋势ꎬ相对于传统方法不仅能提高产量、降低

成本ꎬ还能保护环境、防止污染ꎮ 发酵法虽然使得

核黄素产量极大提高ꎬ但依然无法满足市场上对

核黄素的需求缺口ꎬ因此生产菌种、发酵工艺及分

离纯化技术仍在不断的改进ꎮ 其中发酵菌种的改

造一直是关注的重点ꎬ通过传统的化学及物理诱

变方式ꎬ取得产量的大幅提高ꎬ而随着如重离子辐

照诱变、常压室温等离子体(ＡＲＴＰ)、合成生物学

等新型诱变育种方法的出现ꎬ为工业生产提供了

更多高产能力的菌种ꎬ且利用多重基因组编辑技

术构建的工业菌也将会成为研究热点ꎬ未来我们

仍需不断探寻新的育种方法ꎬ进一步提高核黄素

产量ꎬ满足市场需求ꎮ
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