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摘要       作为重要的四碳平台化合物,琥珀酸被美国能源部列为12种最具潜力的大宗生物基化学品之首. CO2作
为琥珀酸合成的必需底物,是决定琥珀酸合成效率的关键因素. 本文从CO2溶解、转运及转化、固定和组合调

控4个方面系统评述了琥珀酸生物合成过程中CO2代谢调控的研究进展,并探讨了CO2调控策略的未来发展方向.
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作为一种重要的绿色化工四碳平台化合物,琥珀

酸是生产表面活性剂、食品添加剂、药物中间体及离

子螯合剂等的原料,在洗涤、食品、医药和电镀等行业

得到广泛应用[1~3],因此美国能源部将其列为12种最具

潜力的大宗生物基化学品之首[4,5]. 目前琥珀酸每年的

市场容量约在3~5万吨,市场价格2400~3000美元/吨[6],
到2020年市场容量有望突破70万吨[7],其中生物基琥珀

酸的市场销售额有望达到8.4亿美元(http://www.trans-
parencymarketresearch.com/succinic-acid.html).

琥珀酸生产方式有传统的石油化工技术路线和

日益兴起的生物制造,前者以不可再生的战略资源石

油产品作为原料,原料供给不可持续、生产过程环境

污染严重,影响了琥珀酸的发展. 随着经济的发展,全
球化学品市场日益增加,面对日益枯竭的化石资源和

其所产生的严重环境污染,为了经济和社会的可持续

发展,必须以可再生的生物质资源替代不可再生的石

化资源,以清洁高效的生物炼制加工方式替代污染低

效的石油化工技术路线,即利用微生物发酵生产琥珀

酸,实现资源利用和物质加工方式的根本改变,从而

推动生物基琥珀酸的大规模生产,同时利用琥珀酸发

酵过程耗CO2这一特性,促进CO2减排,缓解温室效应.
琥珀酸作为三羧酸循环的中间产物,可以通过众

多微生物如Actinobacillus succinogenes[8,9],Mannheimia
succiniciproducens[10,11], Anaerobiospirillum succinicipro-
ducens[12,13], Escherichia coli[14,15], Saccharomyces cere-
visiae[16,17]和Corynebacterium glutamicum[18,19]等合成,其
中产琥珀酸放线杆菌(A. succinogenes)和大肠杆菌(E.
coli)的研究最为广泛. A. succinogenes是一种兼性厌氧
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菌,底物利用范围广,以琥珀酸为主要发酵产物,能够

耐受高浓度的葡萄糖和琥珀酸盐,但需要复杂的营养

条件[20,21], 而E. coli在厌氧条件下通常进行混合酸发

酵,主要合成甲酸、乙酸和乳酸等,琥珀酸仅微量合

成,但因为其培养条件相对简单、遗传背景及代谢途

径清楚,便于采用各种分子生物学技术对菌种进行改

造,所以被广泛应用于琥珀酸生物合成的研究[22]. 大
肠杆菌主要通过好氧到厌氧的两阶段发酵来合成琥

珀酸[14,23],但改造后在好氧条件下琥珀酸也能够超量

合成[24,25].
琥珀酸作为C4化合物,在经过C3化合物磷酸烯醇

式丙酮酸(phosphoenolpyruvate, PEP)进入三羧酸(three
carboxylic acid, TCA)循环还原臂时,需要固定一分子

的CO2生成C4化合物草酰乙酸(oxaloacetate, OAA),进
而转化为目标产物琥珀酸,因而CO2是琥珀酸生物合

成过程中的必需代谢底物,但CO2被微生物细胞利用

需经历从气相溶解到液相,然后从胞外转运到胞内及

转化,再参与胞内代谢这3个过程(图1),是决定琥珀酸

合成效率的关键因素.

1   CO2溶解过程

CO2溶解浓度的提高可以有效促进琥珀酸的生成,
也可降低杂酸产量,提高琥珀酸/杂酸生成比例. 根据

亨利定律, CO2溶解浓度与CO2分压直接相关,在恒定

温度下分压越高,溶解浓度越高,直到达到饱和,但实

际发酵过程中,由于发酵液中复杂的溶液成分与溶解

环境, CO2的溶解度还与溶质种类、pH及温度等因素

有关. 德国布伦瑞克大学的Schumpe研究组[26,27]在1996
年针对CO2等15种常见气体,建立了一套可适用于62
种有机物质(如葡萄糖、玉米浆等)与50种无机离

图 1     CO2从溶解、、、转运及转化到固定的过程

子的亨利系数模型,并将该模型的应用范围推广至含

有多种有机物与无机离子的体系. 在此基础上, Lee研
究组[28]建立了适用于复杂混合溶液的CO2溶解模型,
并将其应用于指导CO2溶解度的调控. 当CO2分压从

38.0 kPa上升至101.3 kPa时,发酵液中CO2溶解浓度由

8.7 mmol/L上升至23.0 mmol/L,提高165.8%,琥珀酸产

量由7.4 g/L上升至8.3 g/L,提高11.7%.
在琥珀酸发酵过程中,为了增加CO2的溶解度,会外

源添加碳酸盐或碳酸氢盐作为CO2供体. Zou等人[29]发

现, MgCO3添加量由2.9 g/L提升至11.7 g/L时, CO2溶解

浓度由55.0 mmol/L提升至159.2 mmol/L,对应的琥珀酸

产量由15.3 g/L提高至25.9 g/L.这些碳供体不但可以提

高CO2溶解浓度,还能在一定程度调控发酵液pH[30,31].
此外,多种金属离子的引入,还对发酵过程产生其他

影响, 例如, Liu等人[31]和Bazaes等人[32]发现, Na2CO3,
MgCO3和CaCO3分别添加后, Na+会导致细胞凝聚, Ca2+

对细胞通透性影响显著, Mg2+可能作为PEP羧化激酶

辅助因子而对该酶有激活作用.
CO2在气相和液相间的溶解和释放是一个动态平

衡的过程,因而溶解的CO2如果不能尽快利用,就会转

为气态释放出去. 针对这个问题, Ye研究组[33]设计了

带有自吸型搅拌桨的生物反应器,搅拌桨是中空结构,
桨顶端带有空腔,开口位于液面上方,当搅拌桨转速

达到300 r/min,搅拌桨顶端空腔形成的低压就会使液

面上方的CO2通过搅拌桨再次进入发酵液中,使CO2能
够循环利用,从而维持较高的CO2气相到液相的转换

速率,每生成1 g琥珀酸所需提供的CO2量从文献报道

的9.4~21.9 g降低到约0.3 g,有效提高了CO2的利用率.

2   CO2跨膜转运及胞内转化过程

CO2分子在发酵液中主要以CO2, CO32−和HCO3− 3
种形式存在[34],且均能够以被动扩散的形式从细胞外

进入细胞内被利用. 其中CO2分子较容易透过细胞膜

扩散到胞内[35],也能够轻易地由胞内扩散到胞外,因此

很难维持胞内高浓度CO2. 同时由于微生物细胞中进

行CO2固定的PEP羧化酶(phosphoenolpyruvate carboxy-
lase, PPC)或羧化激酶(phosphoenolpyruvate carboxylase
kinase, PCK), 均以HCO3−为直接底物[36,37], 因而需要

CO2在胞内进行转化,以HCO3−形式参与代谢. 由于大

肠杆菌属于混酸发酵,为了提高琥珀酸产量,通常会
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对副产物合成编码基因进行敲除,减少PEP到丙酮酸

的转化, 而积累的PEP同时需要更多的HCO3−共同作

为底物进行羧化,因而更高浓度的HCO3−对于琥珀酸

合成十分重要. Wang等人[38]通过过表达来自Anabaena
sp. 7120的碳酸酐酶编码基因(carbonic anhydrase),使
大肠杆菌中碳酸酐酶活性从检测不到上升至21.8 U
(mg protein)−1,有效提高细胞内CO2分子与HCO3−离子

之间的转化速率,增强HCO3−的供给,从而使琥珀酸的

对糖得率从0.2 mol/mol提高到0.4 mol/mol,可见高浓度

的HCO3−是促进琥珀酸合成的有力保证.
HCO3−作为CO2在发酵液中溶解的另一种形式,其

对大肠杆菌细胞膜的渗透性相对较差[39],只有小部分

能扩散到细胞内部, 导致胞内HCO3−浓度较低, 可见

单纯依靠被动扩散的摄取方式使大肠杆菌内部CO2和
HCO3−的浓度都处于低水平,限制了底物的摄入效率,
直接制约琥珀酸产量的提高.

蓝藻细胞作为一种自养原核生物,具备积累高浓

度胞内HCO3−的能力. 在蓝藻中至少发现5种无机碳转

运蛋白,其中包括3种HCO3−转运蛋白和2种CO2转运蛋

白[40],利用这些蛋白,蓝藻细胞可以主动从外界摄取无

机碳进行光合作用. 本研究组通过在大肠杆菌细胞膜

上单独或组合表达Synechocystis PCC6803中的HCO3−

转运蛋白BicA和SbtA,使大肠杆菌实现了对HCO3−的
主动运输,转运通量从30.0提高到71.1 µmol (g cell)−1,
提高了1.4倍[41],但同时发现这两种转运蛋白的表达对

大肠杆菌细胞生长及琥珀酸合成产生了一定抑制作

用,这可能是由于胞内过多HCO3−积累对胞内pH的影

响,从而使细胞代谢发生紊乱. 因此,单纯提高HCO3−

的供给对于琥珀酸的合成是不够的,还需要进一步提

高CO2固定反应的速率,才能真正对琥珀酸合成起到

促进作用.

3   CO2固定过程

微生物通过糖酵解途径生成的PEP是琥珀酸代谢

网络的节点,其下游将出现C4与C3两条代谢支路: (ⅰ)
C4支路上 PEP与HCO3−经羧化生成OAA,进而转化为

琥珀酸,实现CO2的固定; (ⅱ) C3支路上PEP经过脱羧

还原反应生成甲酸和乳酸等杂酸. 可见, PEP在琥珀

酸代谢途径中占据重要位置,对该节点进行代谢流调

控,使主动运输到胞内的HCO3−及时有效地实现固定

合成琥珀酸,避免其转化、扩散和流失,将引导C4支
路占据代谢网络的主导地位.

促进CO2固定的思路主要有两种: (ⅰ)过量表达

同源或异源的PPC和PCK,旨在加强PEP到OAA的转

化; (ⅱ)通过敲除副产物合成的相关基因, 以减少杂

酸合成,从而减少PEP的消耗,尤其是在E. coli中,有半

数的PEP会被糖磷酸转移系统(sugar phosphotransferase
system, PTS)用于跨膜转运葡萄糖[42], 并生成丙酮酸,
进而生成乳酸/甲酸等副产物;同时PEP还会在丙酮酸

激酶(pyruvate kinase)编码基因pyk的作用下转化为丙

酮酸,造成PEP的大量损失. 可见,为了促进琥珀酸合

成,过表达CO2固定酶基因通常与副产物合成基因的

敲除组合使用,从两方面来强化琥珀酸的合成.

3.1   CO2固定酶

能够与琥珀酸合成相关的CO2固定功能酶主要

有4种(图2): PPC、PCK、丙酮酸羧化酶(pyruvate car-
boxylase, PYC)和苹果酸酶(malic enzyme, MAE).

(1) PPC. PEP与CO2在PPC的催化作用下生成OAA,
实现CO2的固定, 生成草酰乙酸, 进而代谢转化为琥

珀酸. PPC广泛存在于细菌中[43,44], 是大肠杆菌中主

要行使催化功能的CO2固定酶, 其底物亲和力高, 对
HCO3−的Km为0.1 μmol/L [36]. ppc基因的过表达对琥

珀酸合成有促进作用, Millard等人[45]发现, 将大肠杆

菌自身的ppc基因过表达 , 可以使琥珀酸产量由3.0
g/L提高至10.7 g/L, 提高了3.5倍, 琥珀酸对糖得率达

到约0.5 mol (mol glucose)−1, 提高了2.8倍 . 在敲除了

乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, ldhA)和丙酮酸甲酸

裂解酶编码基因(pyruvate formate lyase, pfl)的E. coli
SB202中, 过表达Sorghum vulgare的ppc基因, 琥珀酸

产量由12.0 mmol/L提高至19.0 mmol/L,提高了59.0%,
而琥珀酸对糖得率提高了50.0%[46]. 但是,由于葡萄糖

转运系统对PEP的需求, ppc的过表达也可能会使PTS
系统可用的PEP减少, 造成葡萄糖摄取的降低, 从而

影响细胞生长[47,48],并且当PPC酶活超过一定阈值(约
0.5 U (mg protein)−1)时 , 还会导致大量ATP(adenosine
triphosphate)的损失,并继而引起琥珀酸产量和转化率

的降低[49].
(2) PCK. PEP与CO2也可以在PCK的催化作用下

生成OAA,反应过程生成ATP. PCK对底物的亲和力低,
对HCO3−的Km为13.0 μmol/L[37],催化速度较慢. PCK
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图 2     CO2固定基因在琥珀酸代谢网络中催化的反应

在A. succinogenes中是主要的CO2固定酶,也是大肠杆

菌自身具有的CO2固定功能酶之一. 理论上, PCK的催

化反应伴随着能量的产生,更有利于细胞生长及琥珀

酸的合成,但pck基因的表达受葡萄糖抑制,只有在糖异

生、ppc缺陷及发酵环境中存在大量HCO3−的条件下才

起正常催化作用[45,50,51]. Kim等人[52]通过在E. coli中表

达A. succinogenes的pck基因,使琥珀酸产量提高了6.5
倍,但是所获得的PCK酶活最高仅达到200.9 nmol (min
mg protein)−1,远低于A. succinogenes中的酶活水平[53].
Zhang等人[54,55]研究发现,通过转录水平激活可以显著

提高大肠杆菌的PCK酶活,从而产生更多的ATP用于

细胞生长并促进琥珀酸合成.
(3) PYC. PYC广泛存在于真菌中[56,57], 丙酮酸与

CO2在PYC的催化作用下生成OAA,在TCA中,它是供

给OAA的主要补充反应,反应过程消耗ATP[57]. Sánchez
等人[58]在敲除了乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase)
编码基因adhE和ldhA的E. coli SBS110MG中过表达L.
lactis的pyc基因,琥珀酸产量从0.6 g/L提高至15.6 g/L,
提高了25.0倍 , 得率从0.2 mol (mol glucose)−1提高到

1.3 mol (mol glucose)−1,提高了5.5倍;在此基础上,他们

还对pyc的启动子进行了系统优化[59],发现同时使用trc
启动子和L. lactis中pyc自身的启动子,比单独使用lac,
trc或自身启动子对PYC活力和琥珀酸得率的提高更

有效. Liu等人[60]在敲除了E. coli NZN111(敲除了ldhA,
pflB基因)自身ppc基因的基础上过表达L. lactis的pyc
基因,使CO2固定速率从8.1 mg (L h)−1上升至62.6  mg
(L h)−1, 琥珀酸产率从21.8 mg (L h)−1提高至167.8 mg
(L h)−1,均提高了6.7倍. 除了L. lactis的pyc,在E. coli中
表达来自于Rhizobium etli中的pyc基因也被证明可以

显著促进琥珀酸合成[14,61]. Yang等人[62]利用计算机模

拟对PPC, MAE和PYC这3个CO2固定酶对琥珀酸产率

的影响进行了分析,结果显示PYC对琥珀酸产率影响

最大,在E. coli ZJG13中过表达pyc基因后,琥珀酸的平

均比生产速率(average specific productivity)可以从0.5
mmol (g CDW h)−1进一步提升至0.8 mmol (g CDW h)−1,
提高了60.0%.

(4) MAE. 丙酮酸与CO2在MAE的催化作用下生

成L-苹果酸 , 进而代谢转化为琥珀酸 . 当催化反应

以NAD+(nicotinamide adenine dinucleotide)为氢受体时,
编码基因为maeA;以NADP+(nicotinamide adenine din-
ucleotide phosphate)为氢受体时, 编码基因为maeB[63].
由于固定反应是由丙酮酸到苹果酸,因而从PEP到丙

酮酸这一步产生的ATP得以积累. 丙酮酸到苹果酸的

催化反应是可逆的, MAE催化丙酮酸到苹果酸的Km
约为0.3 mmol/L, 逆反应的Km为16.0 mmol/L[64]. 在E.
coli中表达苹果酸酶编码基因,可以有效提高琥珀酸

产量[65,66]. Stols和Donnelly[64]在E. coli NZN111中过表

达maeA,琥珀酸产量提高4.5倍.

3.2  多个CO2固定酶的组合调控

由于不同CO2固定酶催化的底物不同,或者每种

酶的催化特性存在差异,将不同的酶进行组合表达也

是常用的策略. Lin等人[46]通过在E. coli SB202(敲除

了ldhA和pfl)中同时引入S. vulgare中的ppc基因以及L.
lactis的pyc基因,琥珀酸的产量比对照组提高了65.0%,
虽然与单独表达ppc时获得的琥珀酸产量相比没有显

著提高,但丙酮酸浓度从单独表达ppc时的19.0 mmol/L
降至无法检测.

Zhang研究组[49]在中等PCK酶活(约0.5 U (mg pro-
tein)−1)条件下协同表达PPC,所获得的琥珀酸产量比

单表达PPC或PCK的菌株所获得的琥珀酸产量分别提

高66.0%和184.0%;在高PCK酶活(1.6 U/mg)条件下协

同表达PPC,所获得的琥珀酸产量比单表达PPC或PCK
的菌株所获得的琥珀酸产量分别提高200.0%和24.0%.
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4  协同调控策略

4.1  与CO2供给的协同调控

当菌种改造策略使大肠杆菌具备良好的CO2固定

能力后, CO2能否及时供给必将成为琥珀酸合成的制

约因素. 因此,有必要对供给与固定这两个过程进行

协同代谢调控,一方面提高供给效率,另一方面保证

CO2固定代谢活跃, 从而使更多的CO2参与琥珀酸的

生物合成.
本研究组在前期实现HCO3−转运通量提高1.4倍

的基础上,将转运和固定过程进行协同优化,发现当

HCO3−转运基因 sbtA和固定基因 pck组合表达时, 琥
珀酸产量比出发菌株提高了15.0%,解除了单表达转

运基因时对细胞代谢的抑制作用[41];  并进一步构建

不同强度的启动子,与 HCO3−转运基因 bicA, sbtA和固

定基因 ppc, pck分别进行组装,成功实现了转运和固

定基因表达水平的精细匹配和 CO2代谢途径的协同

调控,当 sbtA, bicA和 ppc使用弱启动子, pck使用强启

动子时,琥珀酸产量达到 89.4 g/L,  比出发菌株提高了

37.5%[67].
在琥珀酸大规模发酵过程中, CO2的大量供给势必

会提高生产成本. 因此,廉价的CO2来源对琥珀酸生产

非常重要.  在乙醇发酵时,每消耗1 mol葡萄糖会产生

2 mol乙醇和2 mol CO2. 如果将乙醇和琥珀酸发酵过程

进行组合,既可以解决乙醇发酵时CO2排放问题[68],也
可以为琥珀酸合成提供大量的CO2作为底物. Nghiem
等人[69]将乙醇发酵产生的 CO2直接通入琥珀酸发酵

液中,同时与碱性物质联合使用控制 pH,当与 NH4OH
联用时,琥珀酸产量和得率均比不通气时有明显提高,
琥珀酸产量从 18.6 g/L提高到 51.4 g/L,得率从0.5 mol
(mol glucose)−1 提高至1.1 mol (mol glucose)−1.

4.2  与还原力供给的协同调控

还原力是琥珀酸合成过程中的另一个关键因素,
每合成1 mol琥珀酸需要2 mol的NADH,但每消耗1 mol
葡萄糖只能产生2 mol的NADH,因而NADH的不足会

限制琥珀酸的合成,同时由于CO2固定反应的激活,使
PEP到琥珀酸的代谢通量升高,对还原力的需求也会增

强. 因而,在CO2固定反应增强的同时补充还原剂,也是

促进琥珀酸合成的有效方法. Balzer等人[70]尝试将一种

来自于Candida boidinii中的依赖于NAD+的甲酸脱氢

酶基因(formate dehydrogenase, fdh)与L. lactis的pyc在
E. coli中进行共表达,这种甲酸脱氢酶能够将1 mol甲
酸转化为1 mol CO2,同时生成1 mol NADH.结果发现

与单独表达pyc相比 , fdh与pyc共表达所获得的平均

糖消耗速率从1.4 g (L h)−1提高到2.0 g (L h)−1,琥珀酸

产率从1.0 g (L h)−1提高到2.0 g (L h)−1,副产物甲酸产

量从17.0 mmol/L下降至0~3.0 mmol/L. Ma等人[71]在E.
coli BA002(敲除了ldhA和pflB)中过表达了烟碱酸磷酸

核糖基转移酶(NAPRTase, pncB)和L. lactis的pyc基因,
使NAD(H)的浓度提高了9.8倍,琥珀酸产量提高了8.0
倍,达到14.1 g/L,并在此基础上利用铁氰化钾和二硫

苏糖醇来调控氧化还原电位(oxido-reduction potential,
ORP),检测不同ORP条件下NADH和NAD+的浓度,以
及对应的琥珀酸合成情况,发现ORP越低(−400 mV),
NADH/NAD+的比例越高,对应地PEP到OAA和丙酮酸

到OAA的代谢通量越高,琥珀酸产量达到28.6 g/L,比
ORP为−200 mV时提高了73.0% [72].

除了NADH, H2作为一种电子供体也对琥珀酸的

合成有显著促进作用. McKinlay和Vieille[73]通过13C标
记的方法监测不同NaCO3和H2条件下的代谢通量变化,
发现在100 mmol/L NaCO3条件下, H2通入前后富马酸

到琥珀酸的反应通量从74.6上升到83.5. 丙酮-丁醇-乙
醇(acetone-butanol-ethanol, ABE)发酵过程产生的尾气

中有约60%的CO2,同时还有超过30%的H2[74,75],因而比

乙醇发酵的尾气更适合与琥珀酸发酵过程进行组合.
He等人[76]将ABE发酵尾气通入琥珀酸发酵液中,琥珀

酸产量达到65.7 g/L,比只通纯CO2时获得的产量提高

了13.5%;琥珀酸产率达到0.8 g (L h)−1,提高了13.4%.

5  展望

微生物发酵法生产琥珀酸之所以倍受青睐,除了

清洁高效的生产方式,还因为该生物转化过程具备固

定温室气体CO2的能力,具备了“温室气体资源化”这
一显著优势. CO2固定做为琥珀酸生物合成的关键环

节,经过对CO2供给、溶解、转运、转化和固定等多

个环节的系统解析和优化,其固定效率已有了很大提

高,但对于CO2相关代谢调控的研究主要集中于功能

酶的同源或异源表达及对应的简单调控,对调控机制

的理解并不深入, 所获得的酶活还有很大上升空间.
因此,拟解决此问题可以从以下3点着手:

(1)继续深入对调控机制进行研究,例如,可以根
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据关键酶的结构信息,针对其核心功能区域进行突变,
识别关键催化位点,优化其催化功能.

(2)由于CO2从供给到固定需要多个串联环节,如
何实现多环节之间的协调配合还需要进行更深层次

的研究.
(3)细胞的表型通常由多个基因共同调控,同时细

胞的代谢网络体系具有鲁棒性(Robust)特征, 会对发

生变化的代谢途径进行调整,致使整个网络的代谢流

重新分配,因而仅靠基因工程手段对个别基因的操作

有时难以达到预期效果,只有对控制琥珀酸合成的多

个关键途径(如CO2固定和乙醛酸支路等)相关基因进

行全局性调控,才能有效强化琥珀酸生物合成.
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Research progress in metabolic regulation of CO2 associated
with succinate biosynthesis

ZHU Liwen, SUN Linyang & TANG Yajie
Hubei Key Laboratory of Industrial Microbiology, Hubei Provincial Cooperative Innovation Center of Industrial Fermentation, Key Laboratory

of Fermentation Engineering (Ministry of Education), Hubei University of Technology, Wuhan 430068, China

As an important C4 platform compound, succinic acid has been classified as the most promising chemical among the 12
bio-based chemicals by the US Department of Energy. As the essential substrate for the biosynthesis of succinic acid,
CO2 is regarded as the key factor to determine the efficiency of succinic acid production. In this review, we comment
the current status of metabolic regulation of CO2 associated with succinate biosynthesis from the following aspects: CO2
dissolution, transport and uptake, fixation, and combined regulation with strain development and bioprocess engineering.
Finally, the trends of CO2 regulation strategy are prospected.
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