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摘  要 

维生素C工业化生产以“二步发酵法”为核心技术，其第二步发酵依赖由产酮古洛糖酸菌(Ketoguloni- 
cigenium vulgare)与伴生菌组成的混合发酵体系完成从L-山梨糖向2-酮基-L-古龙酸(2-KLG，维生素C前
体)的转化。提高L-山梨糖浓度对提高2-KLG转化效率有积极的作用。前期研究结果显示，高浓度L-山梨

糖对伴生菌具有强烈的抑制作用，进一步影响2-KLG的转化。筛选获得耐高浓度L-山梨糖伴生菌并研究

其耐受机理对实现高浓度底物转化意义重大。本研究以筛选获得的伴生菌，植物内生芽孢杆菌(Priestia 
endophytica)的出发株Y0及耐L-山梨糖突变株Y31为研究对象，利用比较基因组学技术，研究Y31与Y0
在基因水平上差异，为进一步分子改造奠定基础。结果显示，Y31与Y0相比，形态上无显著差异，但可

耐受15%的L-山梨糖。Y0的基因组总长度为4,442,862 bp，编码基因数量为5572个，Y31的基因组总长

度为4,437,048 bp，编码基因数量为5556个。通过比较基因组学分析发现，Y31与Y0相比，在染色体的

局部变异(主要集中在3,026,400 bp~3,034,400 bp的区间内)，涉及多个基因的变化。同时，与Y0相比，

Y31发生了质粒P7的丢失，其涉及多个功能未知蛋白。推测突变区域和P7丢失可能是Y31表现出高L-山
梨糖耐受性的原因。 
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Abstract 
The industrial production of vitamin C is based on the “two-step fermentation process”, in which 
the second fermentation step relies on a co-culture system composed of Ketogulonicigenium vulgare 
and helper strain to convert L-sorbose into 2-keto-L-gulonic acid (2-KLG), the direct precursor of 
vitamin C. Increasing the concentration of L-sorbose has a positive effect on improving the conver-
sion efficiency of 2-KLG. However, previous studies have shown that high concentrations of L-sor-
bose strongly inhibit the growth and activity of helper strain, thereby adversely affecting the con-
version of 2-KLG. Therefore, the screening of helper strain tolerant to high L-sorbose concentra-
tions and the elucidation of their tolerance mechanisms are of great significance for achieving effi-
cient conversion under high-substrate fermentation of vitamin C. In this study, the helper strain, 
Priestia endophytica, including the original strain Y0 and an L-sorbose-tolerant mutant strain Y31 
obtained through screening, was used as the research object to investigate the genetic differences 
between the Y31 and Y0 by comparative genomics approaches. The results showed that, compared 
with the Y0, the mutant strain Y31 exhibited no significant morphological differences but was able 
to tolerate up to 15% (w/v) L-sorbose. The genome length of Y0 was 4,442,862 bp, encoding 5572 
predicted genes, whereas Y31 possessed a genome of 4,437,048 bp with 5556 predicted genes. Com-
parative genomic analysis revealed localized chromosomal variations in Y31 relative to the paren-
tal strain Y0, primarily concentrated within the region from 3,026,400 bp to 3,034,400 bp. In addi-
tion, strain Y31 was found to have lost plasmid P7 compared with Y0. This plasmid harbors multiple 
genes encoding proteins with unknown functions. It is therefore inferred that the identified chro-
mosomal mutation region and the loss of plasmid P7 may be responsible for the enhanced tolerance 
to high L-sorbose concentrations observed in the Y31. 
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1. 引言 

维生素 C 二步发酵法(Two-step fermentation process)实现了维生素 C 关键前体 2-酮基-L-古龙酸(2-
KLG)的绿色合成[1]。该工艺的第二步发酵依赖由产酮古洛糖酸菌(Ketogulonicigenium vulgare)和伴生菌组

成的共培养体系完成[2]。K. vulgare 作为核心转化菌，虽可独立完成 L-山梨糖向 2-KLG 的生物转化，但

纯培养条件下其生长及转化能力有限。伴生菌虽不直接参与 2-KLG 的转化，但是可通过分泌小分子蛋白

质、氨基酸等生物活性物质，弥补 K. vulgare 部分代谢途径的缺失，同时增强其抗氧化能力，减少活性氧

对产酸的抑制[3]，实现二步发酵的高效转化。工业生产中，常以条纹假单胞菌(Pseudomonas striata) [4]、
巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium) [5]、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus) [6]、苏云金芽孢杆菌(Bacillus thu-
ringiensis) [7]、黏红酵母(Rhodotorula mucilaginosa) [8]及嗜麦芽黄单胞菌(Xanthomonas maltophilia) [9]等
作为伴生菌，与 K. vulgare 混合发酵，实现 2-KLG 的高效转化。 

高底物浓度对提高发酵转化效率有积极的作用，但也存在一定问题。前期研究结果显示，高 L-山梨

糖对伴生菌具有强烈的抑制作用，进一步影响 2-KLG 的转化。筛选获得耐高浓度 L-山梨糖伴生菌并研究

其耐受机理是 L-山梨糖高浓度底物转化的基础。本研究以伴生菌，植物内生芽孢杆菌(Priestia endophytica)
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原始株 Y0 及耐 L-山梨糖高产突变株 Y31 为对象，利用比较基因组学技术研究了耐 L-山梨糖突变株与出

发株在基因水平上的差异，为菌株的进一步分子改造提供靶点。 

2. 材料与方法 

2.1. 试验菌株 

原始伴生菌 P. endophytica Y0 和耐 L-山梨糖突变伴生菌 P. endophytica Y31，均保存于内蒙古农业大

学食品科学与工程学院食品微生物生物工程改造团队。 

2.2. 主要培养基 

发酵培养基(g∙L−1)：L-山梨糖 80.0，玉米浆 15.0，尿素 12.0，KH2PO4 1.0，MgSO4∙7H2O 0.1，CaCO3 
5.0，10ppm 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)。 
15% L-山梨糖的发酵培养基(g∙L−1)：L-山梨糖 150.0，玉米浆 15.0，尿素 12.0，KH2PO4 1.0，MgSO4∙7H2O 

0.1，CaCO3 5.0，10ppm FeSO4 0.1 mL，pH 6.7~7.0。 

2.3. 耐 L-山梨糖高产伴生菌的形态学特征和生长特征比较 

将−80℃冰箱中保存的菌株分别活化至固体培养基和液体培养基中，固体平板培养基的菌株于 29℃
静置培养 1d 后用于观察形态，液体培养基于 29℃震荡培养 24 h 用于观察生长特征。 

2.4. 比较基因组学分析 

将保藏的菌株活化后分别接种于发酵培养基中，29℃、180 r/min 振荡培养至对数期(OD650为 0.8~1.0)，
于 4℃、10 000 r/min 下离心收集菌体并立即用液氮速冻后送至上海凌恩生物科技有限公司利用 Illumina
二代测序平台按标准流程完成全基因组测序。利用 Mauve 软件进行基因共线性分析[10]，采用 Show-snps
程序和 ANNOVAR 软件[11]分别进行 SNP 和 INDEL 检测和功能注释，借助 ACT (Artemis Comparison 
Tool)工具进行基因组序列相似性比对分析[12]，采用 ClustalX 完成多序列比对并利用 GeneDoc 对比对结

果进行可视化美化[13]，基于 NR 数据库[14] (Non Redundant Protein Database)、SwissProt 数据库[15] (Swiss-
Prot Protein Database) [16]、KEGG 数据库(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Database,  
http://www.genome.jp/kegg/)、GO 数据库[17] (Gene Ontology, http://www.geneontology.org/)、COG 数据库

[18] (Clusters of Orthologous Groups of proteins, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG)、CAZy 数据库[19] (Car-
bohydrate-Active Enzymes Database, http://www.cazy.org/)的功能注释信息，进一步比较不同基因组在基因

注释层面的差异。 

3. 结果与分析 

3.1. Y0 与 Y31 的细胞与菌落形态 

通过观察 Y0 和 Y31 的细胞与菌落形态得出，两株菌菌落形态学特征均为白色不透明菌株，表面光

滑并呈圆形凸起，无明显变化，细胞也无明显差异(图 1)。 

3.2. Y0 与 Y31 的在不同 L-山梨糖浓度下的生长特征 

通过绘制不同 L-山梨糖浓度下生长曲线的方式研究 Y0 和 Y31 的生长规律，结果如图 2 所示。在 8%
的 L-山梨糖浓度下，Y31 具有更快的生长。Y31 在 15% L-山梨糖中的生长规律与 Y0 在 8% L-山梨糖中

的基本一致，具有较强的耐受能力。 
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注：a：Y0 平板形态和革兰氏染色图；b：为 Y31 平板形态和革兰氏染色图。 

Figure 1. Colony and cell morphology 
图 1. 菌落与细胞形态 

 

 
Figure 2. Growth curve 
图 2. 生长曲线 

3.3. Y0 与 Y31 的基因组分析 

3.3.1. 基因组组成 
经全基因组测序得出，Y0 基因组含 1 条环状染色体和 8 个质粒，总长 5,292,425 bp，总 G + C 含量
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36.47% (图 3(a))。其中染色体长 4,859,313 bp，GC 含量 36.62%，8 个质粒长度在 5052~107,159 bp 之间，

GC 含量 33.82%~35.45%。Y31 基因组含 1 条环状染色体和 7 个质粒，总长 5,282,198 bp，略短于 Y0，总

G + C 含量 36.48% (图 3(b))。其染色体长 4,859,547 bp，GC 含量 36.62%，7 个质粒长度及 GC 含量范围

与 Y0 对应质粒相近。Y31 缺少 Y0 的 P7 质粒(10,461 bp, GC 35.45%)。整体来看，二者核心染色体的长

度与 GC 含量高度保守，基因组差异主要集中在质粒数量与组成上。 
 

 
Figure 3. a: The genome of Y0; b: The genome of Y31 
图 3. a：Y0 染色体基因组；b：Y31 染色体基因组 

3.3.2. 基因组共线性分析 
通过 Mauve 软件对 Y0 与 Y31 的基因组进行比对，研究其共线性关系，结果如图 4 所示。Y0 和 Y31

整体共线性良好，只在右侧区域发生局部片段缺失/重排。 
 

 
Figure 4. Whole-genome collinearity analysis 
图 4. 全基因组共线性分析 
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3.3.3. SNPs 和 INDEL 突变位点分析 
Y31 的 SNP 和 INDEL 检测和功能注释结果如表 1 所示。与 Y0 相比，Y31 发生了 Intergenic Variant、

Missense variant、Synonymous variant、Frameshif variant 和 Conservative inframe insertion 等 5 种类型的突变。 
 

Table 1. SNP and INDEL annotation 
表 1. SNP 和 INDEL 注释  

基因名称 突变类型 影响程度 

Y0002942-Y0002943 Intergenic variant MODIFIER 

Y0002942 
Missense variant MODERATE 

Synonymous variant LOW 

Y0003171-Y0003172 Intergenic variant MODIFIER 

Y0003171 

Missense variant MODERATE 

Synonymous variant LOW 

Frameshift variant HIGH 

Y0003172 
Frameshift variant HIGH 

Conservative inframe insertion MODERATE 

Y0004000 Synonymous variant LOW 

3.3.4. 基因组序列比对 
利用 ACT 对 Y0 和 Y31 的基因组进行比对，结果如图 5 所示。在基因组坐标约 3,026,400 bp 至

3,034,400 bp 的区间内(对应图中黄色高亮区域)，存在密集的序列比对连线与多段重复序列结构，表明该

区域为突变热点区。该区域内可见多个基因序列标签(如 Y0003169、Y0003173、Y0003175 及 Y31003167
等)对应的比对片段，其序列组成在比对中呈现高度复杂的分支与重叠模式，进一步提示该区间可能存在

结构变异或重复序列扩张。 
 

 
Figure 5. ACT comparison 
图 5. ACT 比较 
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3.3.5. 多序列比对 
通过ACT比较分析发现，染色体上突变区域集中在以下片段：>Y0.3026400-3033600和>Y31.3026400-

3033600。截取以上片段利用 ClustalX 比对，显示该区域的碱基主要发生以下变化(图 6)。 
 

 
Figure 6. Multiple sequence alignment 
图 6. 多序列比对图 

3.3.6. 差异基因功能注释 
基于上述研究结果，得出差异基因的功能注释结果如表 2 所示。Y31 与 Y0 在 NR、KEGG 和 Swiss-

Prot 数据库中的注释结果呈现数量上的差异。NR 注释显示，Y0 有 5162 个基因获得注释，而 Y31 为 5152
个。KEGG 注释结果 Y0 为 2797 个基因，Y31 为 2795 个基因。在 Swiss-Prot 数据库中，Y0 的注释数量

为 3614，Y31 为 3609。 
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Table 2. SNP and INDEL annotation 
表 2. SNP 和 INDEL 注释 

Sample Total protein NR GO eggNOG KEGG Swiss CAZy CARD 

Y0 5572 5161 1191 4037 2797 3614 182 148 

Y31 5556 5152 1191 4032 2795 3609 182 148 

 
Table 3. Gene function annotation statistics 
表 3. 基因功能注释统计表 

菌株 数据库 基因 ID 基因功能 

Y0 

Swiss Prot 

Y0005556 
Putative transposase InsK for insertion sequence element  

IS150 OS = Escherichia coli (strain K12) OX = 83333  
GN = insK PE = 2 SV = 2 

Y0005566 Protein rlx OS = Staphylococcus aureus OX = 1280  
GN = rlx PE = 4 SV = 1 

Y0005407 
Transposase for insertion sequence-like element IS431mec  
OS = Staphylococcus aureus (strain MW2) OX = 196620  

GN = tnp PE = 3 SV = 1 

Y0005558 Uncharacterized protein YqcI OS = Bacillus subtilis  
(strain 168) OX = 224308 GN = yqcI PE = 3 SV = 2 

Y0005559 Uncharacterized protein YrkC OS = Bacillus subtilis  
(strain 168) OX = 224308 GN = yrkC PE = 4 SV = 1 

KEGG 
Y0005558 uncharacterized protein 

Y0005556 putative transposase 

NR 

Y0005561 DNA-binding protein 

Y0005559 putative protein YrkC 

Y0005560 peptidase M4 

Y0005566 relaxase/mobilization nuclease domain-containing protein 

Y0005567 hypothetical protein COI96_04800 

Y0005562 Rep protein 

Y0005555 hypothetical protein SAMN02745910_01919 

Y0005558 YqcI/YcgG family protein 

Y0005407 IS6 family transposase 

Y0003168 hypothetical protein 

Y0005556 Transposase InsO and inactivated derivatives 

Y0005557 Transposase 

Y0005563 hypothetical protein SAMN06296056_11737 

Y31 

Y31005201 hypothetical protein F8155_06250 

Y31005383 IS6 family transposase, partial 

Y31005260 hypothetical protein 

Y31005408 IS6 family transposase 
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如表 3 所示，Swiss Prot 数据库中 Y0 与 Y31 间的 5 个差异基因均为 Y0 所特有，分别为 Y0005556、
Y0005566、Y0005407、Y0005558 和 Y0005559。KEGG 数据库中仅有的 2 个差异基因，均为 Y0 特有，

分别为 Y0005558 (uncharacterized protein)和 Y0005556 (putative transposase)。在 NR 数据库注释中，Y0 拥

有 13 个专属差异基因注释，分别为转座酶相关基因 3 个、功能明确的基因 4 个：Y0005561 (DNA-binding 
protein)、Y00055609 (peptidase M4)、Y0005566 (relaxase/mobilization nuclease domain-containing protein)、
Y0005562 (Rep protein)，家族蛋白类基因 1 个：Y00055589 (YqcI/YcgG family protein)，未知功能基因 5
个。Y31 拥有 4 个专属差异基因注释，分别为 IS6 家族转座酶相关基因 2 个、假设蛋白类基因 2 个。 

3.3.7. 质粒比较 
与 Y0 相比，Y31 丢失了质粒 P7，该质粒的具体组成如表 4 所示。与 Y0 相比，Y31 发生了质粒 P7

的丢失，质粒 P7 上携带 13 个基因。Zhou 等[20]对 B. megaterium WSH-002 及其质粒缺失衍生菌株的研

究表明，质粒 pBME1、pBME2、pBME3 的单独消除对宿主菌生长无显著影响，而 pBME2 与 pBME3 的

缺失可显著降低 L-山梨糖利用效率及 2-KLG 的产量，但其质粒上多数编码蛋白的功能仍未被注释，暗示

其可能参与尚未阐明的特殊代谢途径。Wang 等[21]对一株高产 2-KGA 的新型 K. vulgare SPU B805 开展

全基因组测序分析，发现该菌株仅含一条环状染色体，无质粒存在，通过比较基因组学分析进一步证实，

质粒 2 的缺失是该菌株 2-KGA 高效合成的重要因素。因此推测，质粒 P7 的丢失以及染色体上的局部变

异，均可能对菌株 Y31 表现出高糖耐受性产生贡献。 
 

Table 4. P. endophytica Y0 Plasmid P7 Statistics 
表 4. Y0 质粒 P7 统计 

基因 ID 基因名称 

Y0005555 hypothetical protein SAMN02745910_01919 

Y0005556 Transposase InsO and inactivated derivatives 

Y0005557 Transposase 

Y0005558 YqcI/YcgG family protein 

Y0005559 putative protein YrkC 

Y0005560 peptidase M4 

Y0005561 DNA-binding protein 

Y0005562 Rep protein 

Y0005563 hypothetical protein SAMN06296056_11737 

Y0005564 _ 

Y0005565 _ 

Y0005566 relaxase/mobilization nuclease domain-containing protein 

Y0005567 hypothetical protein COI96_04800 

4. 结论 

本研究主要围绕维生素 C 生产的“二步发酵法”中第二步发酵的混菌发酵体系中伴生菌 P. endophytica
的高 L-山梨糖耐受机制进行研究。基于基因组层面研究了高 L-山梨糖耐受突变株(Y31)与出发株(Y0)间
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的差异。结果显示，耐 L-山梨糖高产 2-KLG 突变株 Y31 与原始菌株 Y0 的形态特征无显著差异，但获得

了 15% L-山梨糖耐受能力。基因组序列总体性质比较表明，Y0 的基因总长度为 4,442,862 bp，编码基因

数量为 5572 个；Y31 的基因总长度为 4,437,048 bp，编码基因数量为 5556 个。通过比较基因组学分析，

发现耐 L-山梨糖高产突变株 Y31，与原始菌株 Y0 相比，表现出染色体上的局部变异(主要集中在基因组

坐标约 3,026,400 bp~3,034,400 bp 的区间内)。同时，与 Y0 相比，Y31 发生了质粒 P7 的丢失，推测突变

株表现出高糖耐受性是因为染色体上的局部变异以及质粒 P7 的丢失。 
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