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摘要 合成生物学以生命科学为基础, 辅以工程化思维, 融合了物理学、化学、计算机科学等学科知识, 旨在改

造、设计、构建新型的生物体系. 维生素B12作为横跨医学、化学和生物学三学科的“明星小分子”, 近百年来一直

备受研究人员的重视, 其生物制造在合成生物学发展的推动下不断创新. 本文探讨了自1926年维生素B12小分子被

发现至今的重要研究成果和内容, 其中囊括在早期医学、化学研究时期, 维生素B12相关研究的重要诺奖级成果;
天然合成维生素B12菌株挖掘、催化途径解析及遗传工具开发; 人工重组合成维生素B12菌株和体系的构建及优化

等重要内容. 聚焦近30年来, 合成生物学系统研究方法的提出和推进对维生素B12生物制造有显著促进作用. 这些

进展推动了维生素B12从简单的天然菌种“制造”过程走向更具设计性、智能化的人工菌种与人工体系的“智造”过
程转变. 此外, 维生素B12复杂的天然合成途径成为经典的研究范本, 为合成生物学发展提供了优秀的经典案例, 与
合成生物学的发展结下“不解之缘”.
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维生素(vitamin), 指高等动植物维持机体正常代谢

所必需的, 但自身不能合成或合成量不足, 必须靠外源

供给获得的一类小分子有机化合物[1]. 维生素B12, 又名

钴胺素(cobalamin),是一种水溶性维生素.通常认为,维
生素B12分子是自然界中天然合成的最复杂的小分子化

合物之一, 也是唯一含有金属离子的维生素分子. 钴胺

素的常规化学结构如图1所示,包括一个中心咕啉环(钴
胺酰胺, cobamide)、下配体5,6-二甲基苯并咪唑(5,6-di-
methylbenzimidazole, DMB)和上配体基团组成. 自然界

中常见的钴胺素, 可根据上配体基团的不同进行分类,
划分为5′脱氧腺苷钴胺素(5′-deoxyadenosylcobalamin,
AdoCbl)、甲基钴胺素(methylcobalamin, MeCbl)、羟

基钴胺素(hydroxocobalamin, OHCbl, 或称为水合钴胺

素)和氰基钴胺素(cyanocobalamin, CNCbl). 其中心咕

啉环结构是一个含钴离子的、经过侧链修饰的类卟啉

环结构.在环合成的过程中,四个吡咯环(含有一个氮原

子的五元环结构)经过环缩合过程, 消除一个碳原子后

进行连接, 再在中心螯合一个钴离子, 形成了一个结构

类似于血红素和叶绿素的大环结构, 构成维生素B12分

子的中心大环基本结构. 后续经过一系列环上侧链修

饰反应, 构成中心咕啉环结构; 下配体合成经过多步催

化反应, 构成一个通过氨丙醇连接的α-核唑(α-ribazole)
结构, 此部分结构主要来源于DMB. 此外, 在一些细菌

中, 在下配体合成阶段通过引入不同的核苷酸环结构,
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也可合成下配体结构不同的钴胺素类似物, 该类物质

又被成为假钴胺素[2]. 上配体基团的不同决定着钴胺

素种类的不同, 其中AdoCbl和MeCbl是生物体内可直

接合成的活性形式钴胺素, 通常以辅酶的形式在生物

体内参与多种代谢反应. 然而, AdoCbl和MeCbl中上配

体与钴离子间连接的C–Co键因为烷基的强斥电作用,
极易发生断裂, 对光照敏感. AdoCbl和MeCbl的光解产

物主要为OHCbl. CNCbl是在维生素B12工业生产或检

测过程中, 应用氰酸盐处理替换上配体基团后形成的

钴胺素形式, CNCbl的光稳定性明显增强, 是维生素B12

常见的商品化形式[3].
合成生物学区别于传统分子生物学和经典系统生

物学, 以生物科学所积累知识为基础, 借鉴工程学标准

化、模块化和可设计等原则, 汇聚化学、物理学、信

息科学等技术手段, “自下而上”地对生命体进行设计

或改造[4]. 自2000年Eric Kool重新定义合成生物学之

后[5], 合成生物学研究报道呈现井喷式爆发, 生物学研

究的创造力日渐体现. 张先恩等人分别在2019[6]和2024
年[4]对国内外合成生物学发展历史与脉络进行总结, 对
合成生物学发展中多种理论技术创新、基因组编辑技

术创新、细胞工厂和新生物系统构建创新成果进行了

系统地介绍.
得益于将工程化思维设计引入菌株改造过程[7,8],

CRISPR基因编辑技术的发现与应用[9,10], 蛋白质设

计[11]
、蛋白质功能预测[12]

、结构预测[13]等多种研究和

技术的发展, 构建人工重组菌株高效细胞工厂生产青

蒿素前体[14]
、维生素B12

[15]
、大麻素前体[16]等多种天

然产物, 及构建新型无细胞催化体系, 实现合成大麻素

前体[17]
、人工合成淀粉[18]

、36个酶体外合成维生素

B12
[19]等生化制品的研究成果相继报道, 展现出近些年

合成生物学的蓬勃发展. 其中, 维生素B12作为早期有

机化学合成领域的里程碑性代表性化合物, 作为复杂

天然产物的“明星小分子化合物”, 在合成生物学突飞

猛进发展的今天, 其合成、生产方式与合成生物技术

的发展关系更加紧密. 这种关联体现在维生素B12的合

成研究受益于多个突破性合成生物学技术的发展, 同

时, 复杂长途径天然产物代表分子维生素B12的生物合

成增色了合成生物技术的成果. 其中构建人工重组大

肠杆菌合成维生素B12
[15], 构建36个酶无细胞催化体系

合成维生素B12的研究成果 [19 ], 先后被元英进课题

组[20]
、张先恩课题组[4]列举或介绍为合成生物学研究

代表作. 在维生素B12相关研究内容中, 研究人员相继应

用了“格物致知”与“建物致知”相关理论思想, 展示了多

种合成生物学理念对维生素B12生物合成的深刻理解和

认知. 维生素B12的研究历程长达百余年, 从早期的简单

“制造”到如今的“智造”, 从最初的天然菌种合成, 到现

在的重组人工菌种合成、人工多酶体系智造. 维生素

B12与合成生物学的发展相互促进, 互相成就, 结下了

图 1 维生素B12的化学结构
Figure 1 The molecular structure of vitamin B12
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不解之缘(图2).
维生素B12的发现、研究与合成, 至今经历了近百

年的发展. 从最初因其生理功能而被发现, 到后来的化

学结构解析、全化学合成方法开发、生理合成过程解

析、微生物细胞工厂合成改造和无细胞催化合成技术

开发, 相关研究内容从医学、化学跨界至生物学研究,
并在分子生物学技术和系统生物学理念的探究和解析

基础上, 以合成生物学为工具进行深度探究. 维生素B12

凭借其天然合成途径的独特性、复杂性等特点, 成为

合成生物学探究的范本式案例, 完整贯穿体现了合成

生物学设计、改造与技术迭代的发展规律, 相关研究

成果从“格物致知”到“造物致知”, 突破生、化、医三

种学科限制, 多学科交叉, 引导维生素B12的智造发展.

1 维生素B12的医学应用与化学合成

20世纪初, 维生素B12分子因其生理功能而被人们

所知晓. 随着X射线、化学合成等技术的发展, 该分子

的化学结构被明确解析. 随后, 一些维生素B12依赖的催

化酶逐步被发掘, 维生素B12的医药功能及膳食添加剂

等功能也逐渐促使其成为横跨医学、化学、生物学三

学科的“明星小分子化合物”.

1.1 维生素B12的发现与鉴定

1926年, 美国医生Minot和Murphy首次报道描述了

如何通过给病人喂食肝脏粗提取物可以有效治疗恶性

贫血症状(pernicious anemia, PA)[21], 使得维生素B12因

其生理医药功能而首次进入人们的视线. 二人也因为

发明了PA的肝脏治疗法, 连同Whipple(美国医生, 研究

基础贡献者), 共同获得了1934年诺贝尔生理学或医学

奖(图3). 此后, 科学家争先挖掘肝脏中相关重要活性

成分, 成功对相关活性成分进行分离[22]与结晶[23], 并

命名该活性分子为维生素B12, 又因为分子中包含钴离

子, 该化合物又被命名为钴胺素[3]. 1954年, Hodgkin及
合作者[24]应用X射线技术, 解析出维生素B12的化学结

构(氰基钴胺素, CNCbl), 揭示维生素B12是一个缩合的

类卟啉环结构, 并在吡咯环衍生的大环结构中包含有

一个钴离子; 1957年, Hodgkin等人[25]再次解析活性形

式维生素B12腺苷钴胺素(AdoCbl)的化学结构. 维生素

B12分子的化学结构解析这一工作, 助力Hodgkin因“解
析了多种重要的化合物结构”而获得了1964年诺贝尔

化学奖(图3). 自此, 维生素B12分子正式被人们所熟知,
并在医药应用中发挥出重要的疾病治疗相关作用.

1.2 全化学合成维生素B12

1973年, 经过十余年的研究, Woodward团队与Es-
chemoser团队合作报道了利用超过60多步化学反应,实
现了维生素B12的全化学合成这一工作[26]. 维生素B12的

全化学合成过程极其复杂, 科学家先合成维生素B12的

关键中心结构分子钴啉酸(cobyric acid), 接着设计一个

拼接式的合成方案, 合成化合物大分子的各个局部结

构部分, 再进行局部分子结构间的对接和大分子组装.
这种方法后来成为合成所有复杂结构有机分子而普遍

采用的方法. 此外, Woodward团队的Hoffmann凭借团

队在合成维生素B12等一系列工作中的成果总结出的

图 2 维生素B12的合成生物学研究相关代表成果
Figure 2 The representative researches of vitamin B12 in synthetic biology
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“分子轨道对称守恒定律”, 获得1981年诺贝尔化学奖

(图3).

1.3 维生素B12的生理作用及医药应用

早期, 维生素B12因其可以辅助治疗恶性贫血的生

理作用而被发现并逐渐被解析, 从那之后, 随着两种活

性形式维生素B12(腺苷钴胺素AdoCbl和甲基钴胺素

MeCbl)的化学结构被解析, 许多AdoCbl和MeCbl依赖

的催化酶被分离并解析出来, 如大肠杆菌来源的甲硫

氨酸合成酶[27]
、谢氏丙酸杆菌来源的L-甲基丙二酰

CoA异构酶[28]等. 在哺乳动物生理代谢活动中, 以上两

种活性形式的钴胺素均以辅酶的形式参与多种生物催

化反应. 其中AdoCbl主要在一些重排反应和异构反应

中担任辅酶的角色, 如作为甲基丙二酰胺CoA异构酶

催化反应的辅酶, 参与单链脂肪酸代谢、氨基酸代谢

和胆固醇代谢等过程; 而MeCbl主要参与甲基转移反

应, 如在甲硫氨酸合成酶中担任辅酶的作用, 参与叶酸

循环、同型半胱氨酸代谢和甲硫氨酸代谢等过程[29].
除此之外, 在原核细胞中, 还有许多钴胺素依赖的酶如

二醇脱氢酶、乙醇胺解氨酶、核糖核苷酸还原酶

等[29~31].
维生素B12因其生理催化作用与不可替代性, 在医

药方面有着广泛的应用. 在医药方面, 维生素B12主要

被应用于治疗和辅助治疗维生素B12缺乏症及其并发

症. 维生素B12缺乏症是一种营养缺乏症,主要由于维生

素B12摄入不足、吸收不良或生物利用度不足引起[31],
是一个全球性的、重要的公共卫生问题, 影响着全球

约6%的人口[32]. 维生素B12缺乏症在老人、儿童及发展

中国家高发, 主要会造成人的血液性症状和神经性症

状, 如巨幼红细胞型贫血等. 该缺乏症在婴幼儿中多表

现为喂养障碍、抽搐、发育迟缓等[33]; 在成年人中多

表现为神经功能受损、认知障碍、抑郁、听力丧失、

黄斑变性等[34~37].
除了应用于医药, 维生素B12也作为重要的饲料添

加剂, 应用于家禽、家畜的饲养过程中, 且其在饲料添

加方向的应用长期占据着维生素B12主要的市场份额.
此外, 维生素B12还被拓展应用于化妆品添加、食品添

加剂中[38].

2 天然菌株合成维生素B12

目前, 应用菌株发酵合成维生素B12仍是工业生产

的主流合成方法. 在近百年的维生素B12合成研究过程

中, 从早期的天然合成菌株筛选、催化合成酶鉴定, 到
后期的酶促反应解析, 人工重构底盘细胞的构建等相

关科学探索和技术发展, 一直以来都是备受关注的研

究课题.
高等动植物自身无法合成维生素B12, 只有部分原

核生物可以实现维生素B12的从头合成. 维生素B12的从

头合成途径, 指以5-氨基乙酰丙酸(5-ALA)分子为底物

的维生素B12合成途径, 该说法对应以钴啉醇酰胺(cobi-
namide)等钴啉化合物类似物为底物的微生物补救合成

途径. 生物合成维生素B12相关研究的第一次突破得益

于基因组测序技术, 有文献总结在1985年之前, 还没有

任何的钴胺素相关基因被报道和挖掘出来[39]. 从头合

图 3 维生素B12早期医学、化学相关研究重要成果
Figure 3 The key research advancements on vitamin B12 in the early fields of medicine and chemistry
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成维生素B12途径较为复杂, 根据反应途径中是否需要

氧气参与, 可被划分为好氧合成途径和厌氧合成途径,
或称之为晚期钴离子插入途径和早期钴离子插入途径

(图4). 早期针对维生素B12合成途径的研究主要集中于

对费氏丙酸杆菌(Propionibacterium freudenreichii, 早期

称为谢氏丙酸杆菌Propionibacterium shermanii)合成途

径的挖掘与解析[39]. 该类菌利用厌氧合成途径来催化

从头合成维生素B12. 同样利用厌氧合成途径从头合成

维生素B12的菌株还有鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella ty-
phimurium)[40]和巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)[41];
利用好氧合成途径从头合成维生素B12的菌株研究主要

针对脱氮假单胞菌(Pseudomonas denitrificans)[42]、荚

图 4 微生物来源的维生素B12天然合成途径
Figure 4 The natural biosynthetic pathway of vitamin B12 in microorganisms
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膜红细菌(Rhodobacter capsulatus)[43]、类球红细菌

(Rhodobacter sphaeroides)和苜蓿中华根瘤菌(Sinorhi-
zobium meliloti)[44]等进行.

2.1 维生素B12天然合成途径解析

5-ALA是合成血红素、叶绿素、维生素B12等化合

物的重要前体物质, 是一种非蛋白质氨基酸. 在生物体

内, 5-ALA一般由C4或C5途径合成: 其中在C4途径中,
甘氨酸和琥珀酰CoA在5-ALA合成酶(5-aminolevuli-
nate synthase, HemA, EC2.3.1.37)的催化下合成5-
ALA[45]; 在C5途径中, 谷氨酸在谷胺酰-tRNA合成酶

(glutamate-tRNA ligase, GltX, EC6.1.1.17)[46]、谷胺酰-
tRNA还原酶(glutamyl-tRNA reductase, HemA,
EC1.2.1.70)[47]、谷胺醛氨基转移酶(glutamate-1-semial-
deyde 2, 1-aminomutase, HemL, EC5.4.3.8)[48]的级联催

化下生成5-ALA. 合成的5-ALA首先在胆色素原合成酶

(porphobilinogen synthase, HemB, EC4.2.1.24)[49]的催化

下两两聚合, 合成一个吡咯环化合物胆色素原(porpho-
bilinogen). 四个胆色素原在胆色素原脱氨酶(porphobi-
linogen deaminase, HemC, EC2.5.1.61)[50]的催化下脱氨

聚合, 合成一个四吡咯大环化合物羟甲基胆素(hydro-
xymethylbilane). 之后, 羟甲基胆素在尿卟啉原III合成

酶(uroporphyrinogen III synthase, HemD, EC4.2.1.75)[51]

的催化下脱水闭环, 形成尿卟啉原III(uroporphyrinogen
III), 构成维生素B12中大环分子的主要结构. 尿卟啉原

III在尿卟啉原III甲基转移酶(uroporphyrin-III(C2,7)-
methyltransferase, CobA, EC2.1.1.107)[52]的催化下, 以S-
腺苷甲硫氨酸(S-adenosyl-L-methionine, SAM)为甲基

供体, 进行大环分子上2、7位侧链的甲基化修饰, 合成

前咕啉-2(precorrin-2)(图4).
以precorrin-2为底物级联催化合成维生素B12中间

体钴啉酸a,c-二酰胺(cobyrinate a,c-diamide, CBAD)可
分为好氧合成途径和厌氧合成途径. 在厌氧合成途径

中, precorrin-2经过脱氢反应(EC1.3.1.76)生成sirohy-
drochlorin. Sirohydrochlorin在钴螯合酶(EC4.99.1.3)的
催化下生成cobalt-sirohydrochlorin. 接着, cobalt-sirohy-
drochlorin再经过一系列甲基化修饰、还原反应、水解

反应、异构反应、氨基化修饰, 最终合成CBAD(图4).
在好氧合成途径中, precorrin-2先分别经过一系列甲基

化修饰、还原反应、异构反应之后合成氢咕啉酸(hy-
drogenobyrinate, HBA), 接着HBA再经过氨基化修饰和

钴螯合反应, 形成CBAD. 好氧合成途径和厌氧合成途

径分别以是否需要氧气参与, 或钴离子螯合反应顺序

前后进行划分, 存在于不同的原核生物体内.
在合成CBAD分子之后, 维生素B12合成途径中大

环组装与修饰部分基本结束. CBAD先在CBAD还原酶

(Cob(II)yrinate a ,c-diamide reductase, CobR,
EC2.5.1.17)[53,54]的催化下以FMNH2为还原力供给, 进

行中心钴离子Co2+到Co+的还原, 合成Cob(I)yrinate a,c-
diamide(CBAD(I)), 文献[53]报道称中心钴离子的还原

是接下来腺苷转移反应的必要条件. 经历过中心钴离

子的还原之后, CBAD(I)在钴胺酰胺腺苷转移酶(cobi-
namide adenosyltransferase, CobA, EC2.5.1.17)[55,56]的
催化下, 从ATP分子中转移一分子腺苷基团, 连接于中

心钴离子上, 紧接着, 再经由腺苷钴啉胺酸合成酶(ade-
nosyl-cobyric acid synthase, CbiP, EC6.3.5.10)[57,58]催化,
以ATP分子为能量供给, 以L-谷氨酰胺为氨基供体, 进

行四个侧链的氨基化修饰, 形成腺苷钴啉胺酸(adeno-
sylcobyrate, AdoCby). 至此为止, 维生素B12分子中心

大环结构侧链修饰全部完成, 且上配体腺苷基团组装

完成.
之后, AdoCby分子先在腺苷钴啉醇酰胺合成酶

(adenosylcobinamide-phosphate synthase, CobD/CbiB,
EC6.3.1.10)[59]的催化下组装来源于L-苏氨酸的(R)-1-氨
基-2-异丙醇O-2-磷酸((R)-1-amino-2-propanol O-2-
phosphate), 再在钴啉醇酰胺磷酸鸟苷转移酶(cobina-
mide phospha t e guany ly t r ans f e r a se , CobU,
EC2.7.7.62)[60]的催化下从GTP分子上转移鸟苷基团至

上一步反应催化激活的侧链磷酸位点, 合成腺苷钴啉

醇酰胺-GDP(adenosylcobinamide-GDP). 接着腺苷钴啉

醇酰胺-GDP在腺苷钴胺素5′磷酸合成酶(adenosylcoba-
lamin 5′-phosphate synthase, CobS, EC2.7.8.26)[61]的催

化下, 将来自5,6-二甲基苯并咪唑(5,6-dimethylbenzimi-
dazole, DMB)的α-核唑5′磷酸(α-ribazole 5′-phophate)替
换GMP基团, 并在腺苷钴胺素磷酸磷酸酶(adenosylco-
b a l am in 5 ′ - p ho spha t e pho spha t a s e , CobC ,
EC3.1.3.73)[62,63]的催化下脱去磷酸基团, 完成辅酶B12

分子腺苷钴胺素的最终组装(图4).
除了上述所述的维生素B12从头合成途径之外, 部

分原核生物体内还存在维生素B12合成的补救途径(sal-
vage pathway), 即从细胞外转运维生素B12类似物钴啉

醇酰胺等钴啉化合物, 以此为底物催化合成腺苷钴胺

素的途径. 胞外钴啉化合物转运至原核细胞胞内一般

通过ATP-binding cassette(ABC)转运系统实现. 钴啉化
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合物的转运需要经过BtuC、BtuD、BtuF、BtuB酶催

化实现. 其中BtuB是位于细胞外膜上的TonB依赖的转

运蛋白, 负责结合胞外的钴啉类化合物, 将其转运至周

质空间, 与周质结合蛋白BtuF相结合. 接着, BtuF将钴

啉类化合物传递给位于细胞内膜的BtuCD复合体上,其
中BtuC为膜透过酶, BtuD为ATP酶[64]. 转运进细胞的钴

啉醇酰胺在ATP:类咕啉腺苷转移酶(ATP:co(I)rrinoid
adenosyltransferase, CobO或CobA, EC2.5.1.17)的催化

下合成腺苷钴啉醇酰胺(adenosylcobinamide), adenosyl-
cobinamide再在钴啉醇酰胺磷酸鸟苷转移酶(cobina-
mide phosphate guanylytransferase, CobU)的催化下合成

腺苷钴啉醇酰胺磷酸, 其催化酶是一种具有激酶和鸟

苷转移酶活性的双功能酶, 同样负责催化下一步以

GTP为鸟苷基团供给的鸟苷转移反应[65].
如图4所示, 维生素B12的天然菌株合成途径整体以

中心大环结构的组装与修饰、上配体的组装和下配体

的组装为顺序, 涉及多步、多种催化反应, 并与核黄素

代谢、氨基酸代谢等途径有诸多交集.

2.2 天然菌株遗传改造及基因编辑技术发展

微生物发酵生产维生素B12的技术有多种优化与改

造策略, 近年来, 一些综述文章[66,67]总结了较多利用增

加前体物质投入、优化培养基配方与发酵工艺等策略

的不同菌株维生素B12生产提升的研究, 本文不再赘述.
除上述发酵工艺等优化策略之外, 分子生物学等系列

工具的开发和优化也在推动维生素B12合成菌株的研究

不断推进.
维生素B12合成菌株的改造提升一般应用随机突变

筛选、过表达催化途径酶编码基因、异源表达催化酶

编码基因、下调细胞中原有支路途径等策略. 如在P.
freudenreichii菌株中过表达属于hem、cob、cbi基因家

族的维生素B12合成基因之后, Piao等人[68]发现通过在

质粒上过表达cobA、cbiLF、cbiEGH基因, 可以分别提

高P. freudenreichii的维生素B12产量1.7、1.9和1.5倍, 且
通过过表达cobU和cobS基因对维生素B12产量也稍有

提升. 此外, 该项研究还指出, 组合异源过表达R.
sphaeroides来源的hemA基因和过表达同源的hemB和
cobA基因, 也可使得改造的P. freudenreichii的维生素

B12产量提高2.2倍. Biedendieck等人[69]为提高B. mega-
terium的维生素B12合成量, 分别在质粒和基因组上过

表达cbiX、sirA、hemAXCDBL操纵子和cbiXJCDETLF-
GAcysGAcbiYbtuR操纵子等催化酶编码基因及操纵子

基因序列; 利用反义RNA(antisense RNA)策略弱化了

hemZ基因表达, 即弱化了维生素B12合成途径的支路途

径; 通过重组表达引入3个维生素B12结合蛋白(谷氨酸

异构酶GlmS、核糖核苷酸三磷酸还原酶RtpR和甲硫

氨酸合成酶MetH)来结合生成的维生素B12, 一定程度

上减轻了维生素B12积累造成的反馈抑制调节. Liu等
人[70]在黏着剑菌(Ensifer adhaerens Casida A)中敲除及

弱化西罗血红素合成途径基因, 可将底盘细胞的维生

素B12产量提升45.1%, 证明敲除或弱化血红素合成途

径的策略可以有效地提升菌株的维生素B12产量.
在维生素B12的天然合成途径中, 核糖开关(ribos-

witch)是一种重要的调节工具. 核糖开关一般分布在维

生素B12催化合成酶编码基因mRNA的5′非翻译区域,
通过代谢物结合后引发的RNA结构改变来调控基因的

表达, 是一种在生物体中保守的代谢调节装置[71]. Vi-
treschak等人[72]研究了一种在细菌中普遍存在的RNA
结构元件, 证明该元件对维生素B12代谢和转运的调控

起着重要作用, 并且从66个细菌基因组中挖掘出了近

200个相似RNA元件. Fowler等人[73]利用维生素B12核

糖开关btuB元件设计传感器(sensor), 并以此为工具, 探
究了大肠杆菌中的辅酶B12代谢和转运过程. Moore等
人[74]研究发现, B. megaterium中的cbi操纵子序列的表

达受维生素B12核糖开关的转录调节, 并测定该核糖开

关在钴胺素含量约为5 nmol/L时便关闭, 停止操纵子编

码基因的转录. 基于这一发现, 研究人员移除核糖开关

序列之后, 重组的B. megaterium可以在补充甘油的最

小培养基中实现维生素B12产量的大幅提升.
尽管上述分子生物学工具对维生素B12合成菌株的

改造有部分进展, 但是,由于天然维生素B12合成途径复

杂, 途径间反应调控多, 所以单点调控或几个合成基因

的上调和下调都较难获得维生素B12菌株产量的系统性

突破, 维生素B12合成高产菌株仍来源于天然合成菌株

及基于天然菌株的定向进化和筛选. 因此, 建立良好的

感应、筛选和检测系统, 可以加速维生素B12合成菌株

的产量提升. Cai等人[75]通过设定及筛选核糖开关文库,
得到S. typhimurium来源的btuB是良好的核糖开关元件,
以此为基础, 建立了基于流式细胞仪的高通量阳性菌

株筛选方法, 结合常压室温等离子(atmospheric and
room temperature plasma, ARTP)诱变方法, 快速筛选

获得S. meliloti突变菌株并对该菌株的基因组进行了重

测序分析, 获得的突变菌株的维生素B12产量较野生型

提高21.9%, 可达156 ± 4.2 mg/L. 除了应用核糖开关作
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为维生素B12感应元件之外, 以钴胺素为辅酶的催化酶

也可作为维生素B12检测与筛选的工具. 在原核生物中,
甲硫氨酸合成反应由MetH和MetE两种酶分别催化完

成, 其中MetE催化甲基四氢叶酸(methyltetrahydrofo-
late)上的甲基转移至半胱氨酸, 合成甲硫氨酸; MetH催

化甲基钴胺素上的甲基转移至半胱氨酸, 合成甲硫氨

酸. 所以, MetH催化合成甲硫氨酸是典型的钴胺素依

赖的催化反应. 以此为原理, 在S. typhimurium和E. coli
中敲除MetE酶编码基因, 只保留钴胺素依赖催化酶

MetH编码基因, 并作相应遗传基因改造, 可构建一系

列维生素B12合成检测菌株, 在最小培养基平板中进行

钴胺素合成的生物法检测[76,77].
除了上述菌株改造、优化策略之外, 基因编辑技

术的发展同样对维生素B12合成菌株的进化影响重大.
依照前文所述, 目前维生素B12生产菌株仍以天然维生

素B12合成菌株和以此为基础的进化菌株为主. 然而,
天然合成菌株不像大肠杆菌、酵母等模式菌株一样拥

有研究较为完善的基因编辑技术, 通常只能应用转座

子插入等传统的基因组编辑技术进行遗传改造, 较难

实现基因组的灵活编辑. 因此, 非模式菌种中的新型基

因编辑技术的开发对提升维生素B12的发酵合成产量同

样重要. Cui等人[78]创新性地在天然维生素B12合成菌

株S. meliloti中构建引入基于Cas12k的碱基编辑技术

C12KGET, 该技术不依赖同源重组, 可以实现10 kb大
片段基因的插入,效率达到100%.作者以此高效基因编

辑工具编辑改造S. meliloti底盘细胞的基因组序列, 通

过整合表达R. capsulatus来源的cobA基因, 可提升菌株

维生素B12产量25%.

3 人工菌株合成维生素B12

维生素B12合成途径挖掘热潮始于20世纪90年代,
至今, 人类对这种复杂天然小分子的自然合成途径逐

渐了解与解析, 顺应经典生物学发展规律, 尝试通过构

建人工重组模式菌株来合成维生素B12或维生素B12中

间体的合成生物学相关工作在近些年被相继报道, 且

主要报道工作均在大肠杆菌中完成.

3.1 模式生物底盘细胞合成维生素B12中间体

2004年, McGoldrick等人[79]为证明荚膜红细菌

(Rhodobacter capsulatus)来源的CobZ酶的催化功能, 将
该基因编码序列(orf663)与其余R. capsulatus来源的7个
Cob酶编码基因应用“Link and Lock”的质粒构建方式

串联表达于一个基于质粒的操纵子上, 引入大肠杆菌

BL21(DE3)菌株中, 实现人工重组大肠杆菌合成维生

素B12中间体HBA. 2012年, Deery等人[80]使用相似的人

工操纵子序列进行改造, 构建一系列基于大肠杆菌为

底盘细胞的HBA中间体合成菌株. 并以该系列菌株为

材料, 证明在HBA合成途径中, 多个Cob催化酶与其催

化底物或产物间存在较为紧密的结合状态, 并利用这

一酶与底物/产物结合的生理状态, 开发出基于亲和标

签蛋白纯化方法下的HBA合成中间体纯化法, 将其命

名为“酶捕获法(enzyme-trap approach)”. 2005年, Roess-
ner等人[57]在大肠杆菌中共表达P. freudenreichii来源的

CobA编码基因和肠道沙门氏菌(Salmonella enterica)厌
氧合成途径来源的CbiA、C、D、E、T、F、G、H、
J、K、L、P编码基因, 实现在重组大肠杆菌中合成维

生素B12中间体钴啉酸a, c-二酰胺(cobyrinic acid a, c-
diamide, CBAD), 并证明了CbiD的甲基化酶催化反应.
2024年, Tan和Zhang及合作者[81]开发的利用光合微生

物高效合成卟啉类化合物的工作, 或将为维生素B12等

以卟啉类化合物为前体物质的化合物合成提供丰富的

底物池, 为一系列从卟啉类出发化合物的合成提供新

思路与材料基础(图2).

3.2 人工重组菌株合成维生素B12的构建与发展

1996年, Raux等人[77]为研究鼠伤寒沙门氏菌(Sal-
monella typhimurium)中钴胺素合成途径,将S. typhimur-
ium中Cob酶操纵子序列引入大肠杆菌细胞中, 利用微

生物法检测, 得出构建的大肠杆菌重组菌株可以从头

合成钴啉酸和钴胺素. 2014年, Ko等人[82]将脱氮假单

胞菌(Pseudomonas denitrificans)来源的超过25个编码

基因克隆至三个质粒上, 并引入大肠杆菌BL21(DE3)
底盘细胞中, 通过厌氧发酵重组菌株并优化发酵条件,
用生物法检测重组大肠杆菌发酵液中辅酶B12, 证明重

组大肠杆菌中可以生产辅酶B12. 2018年, Fang等人[15]

首先解析了维生素B12好氧合成途径中钴螯合与腺苷咕

啉醇酰胺磷酸的合成机理, 然后将维生素B12合成途径

划分成5个模块, 采用“自下而上”的策略将R. capsula-
tus、羊布鲁氏菌(Brucella. melitensis)、S. meliloti、S.
typhimurium、沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas pa-
lustris)五个来源的28个异源基因引入大肠杆菌底盘细

胞的质粒和基因组中, 构建可以从头合成维生素B12的

大肠杆菌底盘细胞, 相关合成结果应用液相-质谱联用

进行鉴定. 研究人员还对该菌株进行发酵条件优化, 实
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现了应用人工重组大肠杆菌合成维生素B12产量达

307 μg/g(约0.67 mg/L).
通过构建人工重组维生素B12合成的大肠杆菌, 实

现了维生素B12相关合成生物学研究的首次重大突破,
为全新的维生素B12合成生物体系的设计和构建成功奠

定了标准. 在此研究基础上, 通过代谢工程优化策略和

发酵工程优化策略[83,84]等经典合成生物学改造思路与

方法, 以大肠杆菌为底盘细胞合成维生素B12及中间体

HBA的菌株产量得到进一步提升. 此外, Noh等人[85]通

过在重组的维生素B12合成大肠杆菌底盘细胞中敲除

metE基因, 构建钴胺素营养缺陷型大肠杆菌, 促进重组

大肠杆菌自适应进化, 提升重组菌株合成钴胺素能力.
近期, 研究人员开发出基于CRISPR-Cas9和MetClo组
装的高效标准化迭代基因组编辑技术(standardized
iterative genome editing, SIGE)[86],用于在大肠杆菌中进

行多位点、大片段的基因插入, 且将该项技术应用于

合成维生素B12的人工重组菌株构建过程中, 实现高

效、快速地重组菌株构建及优化过程, 同时推动合成

生物学基因组编辑工具的开发.
表1对近20年来文献报道的生物合成维生素B12的

部分重要成果进行归纳汇总, 其中包括应用天然维生

素B12合成菌株、人工重组维生素B12合成大肠杆菌和

无细胞催化体系实现的维生素B12的合成情况.

4 人工无细胞体系催化合成维生素B12

维生素B12天然合成途径冗长, 催化反应途径中存

在多种、多层级调控机制. 为了深度解析天然维生素

B12合成途径中调控与催化机制, 研究人员将酶催化工

具与多酶催化工具引入维生素B12研究中, 尝试进行催

化反应验证、催化酶特征解析、多酶催化合成维生素

B12及其合成中间体尝试.

4.1 多酶催化合成维生素B12中间体

1994和1995年, Roessner等人[99,100]在大肠杆菌中

异源单表达P. denitrificans来源的一系列Cob酶编码基

因, 利用SDS-PAGE检测酶的异源表达, 并组合应用纯

化的5-ALA脱氢酶hemB、PBG脱氨酶hemC、尿卟啉

原III合成酶hemD的纯化酶液, 以5-ALA、SAM、

NADH和NADPH等为底物, 催化合成维生素B12中间体

HBA. 2008年, Lawrence等人[53]在大肠杆菌中异源表达

B. melitensis来源的CobR蛋白并进行纯化, 在酶催化体

系中证明CobR酶的类咕啉还原酶催化活性, 可以催化

CBAD中心钴离子的还原. 2009年, Lundqvist等人[101]

利用大肠杆菌底盘细胞异源表达B. melitensis来源的

CobN、CobS、CobT酶并进行纯化, 在体外条件下孵

育这三个蛋白形成一个大的蛋白复合体, 证明其中

CobS和CobT可以形成分子量大小为520 kDa的六聚体

形式. 并且该研究还以HBA为底物, 通过引入CobNST
复合体酶和ATP、Co2+等体外催化条件, 利用酶催化合

成CBAD. 2016年, Fang等人[102]在大肠杆菌中异源表达

P. denitrificans来源的hemB、hemC、hemD和R. capsu-
latus来源的CobA酶并进行纯化, 构建包含5-ALA、
SAM和四个催化酶的催化体系合成precorrin-2, 通过响

应面法优化酶及底物配比, 提高precorrin-2催化合成速

度达0.19 μmol/(L min)左右. 1999年, Maggio-Hall和Es-
calante-Semerena[103]以腺苷钴啉醇酰胺、DMB、
NMN、GTP为底物, 利用异源表达的S. typhimurium来

源的CobU、CobS、CobT、CobC催化合成腺苷钴胺素

5′-磷酸和腺苷钴胺素, 并验证了CobS和CobC酶催化反

应. 2023年, Xiao等人[104]利用设计SAM再生级联催化

反应, 并应用组装HBA合成途径12个催化酶, 以5-ALA
作为底物、以L-甲硫氨酸开启体系中甲基化反应的设

计, 实现了无细胞催化合成HBA的体系构建及合成产

量提升.
以上述工作为代表的维生素B12合成途径酶催化研

究工作, 及多酶组装合成维生素B12中间体的尝试,为维

生素B12天然合成途径的研究、催化酶功能的解析提供

了良好的研究和分析工具, 也为无细胞催化合成维生

素B12技术的发展提供了丰富的技术参考.

4.2 无细胞催化从头合成维生素B12

随着维生素B12天然合成途径的逐步解析, 酶催化

反应的组装催生了利用无细胞催化技术合成维生素B12

的尝试. 2023年, Kang等人[19]将天然维生素B12合成途

径中24步催化反应划分为五个模块, 进行逐个模块的

构建、测试与打通. 并且, 作者设计引入8个催化反应

组成的辅因子再生系统, 通过组装36个酶的无细胞催

化系统, 实现了以5-ALA为底物合成维生素B12的体系

构建, 并构建及优化了以HBA为底物催化合成维生素

B12的无细胞催化体系. 尽管目前无细胞催化合成维生

素B12技术产量尚未及工业微生物发酵水平, 但研究人

员认为, 构建无细胞催化体系实现维生素B12的体外合

成, 对研究天然维生素B12合成途径、解析其中酶催化

反应, 甚至未来构建高效、快速地引入无细胞催化方
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法的维生素B12生产方式或组合生产方式都提供了较好

的理论与数据支撑.
人工重组维生素B12合成大肠杆菌的构建与无细胞

催化合成维生素B12体系的开发, 均展示着研究人员对

天然合成维生素B12途径的深入解析. 两种方法是合成

生物学技术发展在维生素B12合成研究中的具象化体

现, 目前均处于技术优化阶段. 两种技术方法各有优劣,
开发过程与目标有不同的侧重点与应用期许. 相较而

言, 因为人工重组菌株合成维生素B12技术基于经典的

发酵技术, 拥有技术工艺成熟、操作简单等技术优势.
并且, 人工重组菌株相较天然菌株而言, 发酵周期明显

缩短, 前者在一定程度上提高单位产量后, 有望在工业

生产应用方面体现出较好的潜力与优势; 无细胞催化

合成维生素B12技术理论转化率高、反应透明、检测方

便. 但多酶的制备成本、辅因子及底物的投入成本较

高, 操作过程复杂, 暂不适用于大规模工业生产. 因此,
无细胞催化合成维生素B12技术更适用于作为天然催化

途径解析工具、新酶和新途径的挖掘工具, 应用于小

规模样品的合成、新型维生素B12类似物产品开发以及

相关科学研究领域的研究.

5 合成生物学发展推动维生素B12智造

维生素B12是目前发现的最复杂的维生素分子之

一, 也是唯一含有金属离子的维生素, 从被发现到其合

表 1 近年文献中报道的部分菌株发酵或合成策略合成维生素B12情况
Table 1 Some reported strategies of fermentation and synthesis of vitamin B12 in recent years

菌株 主要策略 培养规模 产量(mg/L) 培养周期(h) 产率(mg/(L h)) 发表年份

Propionibacterium freudenreichii
CICC 10019

应用膨胀床吸附反应器反应, 副产
物丙酸移除, DMB补充

1.5 L
7 L

58.8
43.04 160 0.368

0.269 2012[87]

膜分离、半连续耦合发酵 7 L 56.76 160 0.35 2020[88]

检测中间体及调整DMB投入 100 L 39.15 120 0.326 2012[89]

Propionibacterium freudenreichii
PTCC 1674 应用废弃葵花籽油作为碳源组分 100 cm3 2.74 140 0.020 2015[90]

Pseudomonas denitrificans

发酵溶氧调控及细胞形态监控 50 L 239.7 168 1.427 2016[91]

流加葡萄糖和甜菜碱并进行pH
控制

120 m3

214.13 168 1.275 2008[92]

应用麦芽糖浆和玉米浸膏发酵
生产

198.27 180 1.102 2015[93]

调节、控制发酵溶氧 198.9 168 1.183 2012[94]

Sinorhizobium meliloti 320

新型分离菌株、培养基发酵条件
优化

250 mL

140 168 0.833 2016[44]

新型设计C12KGET基因编辑工具
改造菌株

92 168 0.548 2022[78]

ARTP诱变筛选高产菌株 156 168 0.929 2018[75]

Ensifer adhaerens hmm 关键基因表达强度调整与优化、
补料发酵

250 mL 130.1
171.2

180
228

0.723
0.761 2022[95]

Ensifer adhaerens S305 新型分离菌株、VB12途径基因
表达调整

500 mL 245.6 120 2.047 2023[96]

Bacillus megaterium
DSM 319 培养基优化、三步发酵法 250 mL 0.204 36 0.006 2014[97]

Lactobacillus reuteri ZJ03 多碳源组合发酵 250 mL 0.180 72 0.003 2015[98]

Escherichia coli

人工重组构建维生素B12合成大肠
杆菌

250 mL

0.67 24 0.028 2018[15]

无质粒人工重组大肠杆菌, 应用基
于CRISPR的新型基因组编辑工具

构建
1.49 24 0.0621 2024[86]

无细胞催化体系
组装多酶, 分别以5-ALA为底物、
以HBA为底物无细胞催化合成维

生素B12

1.5 mL 0.42
5.78

29
14

0.0014
0.41 2023[19]
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成过程研究, 经历了近百年的时间. 从应用角度来讲,
该类分子参与多种关键动植物代谢催化反应, 是真核

生物生命活动必不可少的一类膳食补充剂; 从合成过

程角度来说, 该类分子的生物合成途径复杂, 其微生物

催化从头合成途径中涉及多种、多步、不同类型催化

反应, 可作为典型的天然催化合成复杂小分子化合物

的研究范本. 所以, 在近百年来, 维生素B12的相关研究

一直备受重视.
本课题组在过去近十年间专注于维生素B12的合成

生物学研究与应用, 进行了广泛且深入的探索: ① 天然

菌株挖掘与改造: 成功挖掘并优化高效天然合成菌株S.
meliloti 320[44]; 开发了天然菌株的高通量诱变筛选进

化方法[75]; 基于CRISPR技术, 开发了天然菌株基因组

编辑工具C12KGET[78]和CRISPR/Cas12eGET[105]; 设计

了维生素B12生物传感器与高通量筛选方法[106]. ② 人

工重组菌株从头构建: 实现通过构建人工重组大肠杆

菌合成维生素B12
[15]; 通过代谢工程技术提高了大肠杆

菌产B12中间体HBA产量[84]; 利用发酵工程提升大肠杆

菌合成维生素B12产量[83]; 开发高效标准化基因组编辑

工具, 实现重组大肠杆菌产维生素B12合成的快速提

升[86]. ③ 新型合成技术与方法开发: 通过体外组装36
个酶, 实现维生素B12的无细胞从头催化合成[19]; 设计

并构建新型SAM再生体系, 优化无细胞催化合成HBA
体系[104].

在维生素B12的合成研究中, 合成生物学相关研究

技术一直占据重要的地位. 无论是从早期维生素B12依

赖催化酶发掘、合成维生素B12物种挖掘、维生素B12

合成催化酶解析、以微生物为底盘细胞的维生素B12发

酵工程技术优化, 到后来的人工重组合成维生素B12底

盘细胞构建、非模式生物的基因编辑工具开发、无细

胞催化合成维生素B12方法开发, 合成生物学相关理念

与技术贯穿整个维生素B12研究与生产发展历程. 相关

研究思路也从发掘、改造到合成生物学引领下的解

析、设计、构建, 不断推动维生素B12生物合成途径的

认知, 从而实现其生物合成技术从“制造”逐渐向“智
造”的转变.

在今后相关研究与技术的发展过程中, 计算机科

学与生物学的学科交叉与融合、人工智能技术的新兴

与发展, 可以预见地将推动维生素B12的合成生物学研

究与应用更加智能化、高效化发展. 利用模型预测、

大数据分析、机器学习等新兴技术, 或将减少探索与

优化过程中的试错环节. 结合多酶催化技术清晰透明

的反应过程追踪, 合成生物学研究新兴技术将成为今

后维生素B12相关研究的强有力工具.
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From manufacturing to intelligent manufacturing: the
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Synthetic biology, which approaches biotechnological problems with an engineering mindset, integrates knowledge from
disciplines such as physics, chemistry, and computer science, aiming to transform, design, and construct novel biological
systems. This interdisciplinary field is distinct in its systematic, modular, and design-oriented methodology, which
contrasts with the more traditional trial-and-error techniques of biology. By applying engineering principles, synthetic
biology enables precise manipulation and optimization of biological processes, leading to significant advancements in
biotechnology. One particularly valuable compound that has benefited from this approach is vitamin B12.
Vitamin B12 is a valuable compound with diverse applications in medicine, chemistry, and biology, which has inspired

continuous research for nearly a century. Early breakthroughs in vitamin B12 research, especially those related to its
chemical structure and biological functions, earned several Nobel Prizes and contributed to fundamental knowledge in
medical and chemical fields. Currently, the production of vitamin B12 has traditionally relied on natural microbial strains,
which synthesize the compound through complex biochemical pathways. Recently, its biotechnological production has
received a fresh impetus due to advances of synthetic biology.
This paper explores the important achievements of vitamin B12 research since its discovery in 1926, including the Nobel

prize-winning achievements during the early periods of medical and chemical investigation, which laid the groundwork for
understanding the compound’s structure and function. Additionally, since the 1980s, the isolation of naturally occurring
strains that synthesize vitamin B12, along with the analysis of their catalytic pathways, has sparked a surge of interest in the
biotechnological production of vitamin B12. Subsequently, the development of genetic tools of natural strains capable of
synthesizing vitamin B12 has significantly advanced its biosynthetic production. Recently, construction and optimization of
engineered vitamin B12 production strains using Escherichia coli, along with synthetic systems based on cell-free
multienzyme catalysis, have been reported. These advancements highlight promising new strategies for the future of
biotechnological vitamin B12 synthesis.
In summary, this article particularly highlights the significant promotion of vitamin B12 biomanufacturing by the

introduction and advancement of systematic synthetic biology research methods in the past decade. These advancements
have propelled vitamin B12 production from a simple “manufacturing” process based on natural strains towards a more
sophisticated, intelligent, technology-driven approach. By introducing systematic synthetic biology methods, such as
developing efficient genetic engineering technologies for natural synthesis strains, creating artificial strains capable of
producing vitamin B12, and assembling flexible cell-free vitamin B12 synthesis systems—The production process has
become not only more efficient but also highly controllable, enabling precise regulation of biosynthesis. The integration of
computational tools, systems biology, and high-throughput screening has further accelerated the optimization of production
systems, making the process more intelligent and design-driven.
Furthermore, the intricate natural synthesis pathway of vitamin B12 serves as a paradigm for synthetic biology research.

Its complexity and the challenges associated with its synthesis offer an excellent classical example of how synthetic
biology can be applied to solve intricate biological problems. By studying and modifying this pathway, researchers can
better understand the principles of pathway engineering and apply these insights to other complex biosynthetic processes.
In doing so, synthetic biology continues to drive the evolution of vitamin B12 production and other biotechnological
applications, promoting innovation and furthering the development of the field.

synthetic biology, vitamin B12, biological manufacturing, cell factory, cell-free synthesis
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