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摘  要  丁二酸作为一种重要的有机化工原料及中间体，广泛用于生物高分子、食品与医药等行业，市场潜在需求量巨

大；同时作为一种优秀的C4平台化合物，被认为是未来12种最具发展前景的生物炼制产品之一. 近年来随着石化资源

的日益枯竭及环境污染问题的日益严峻，以生物质为原料生产丁二酸等生物基产品的研究备受国内外研究者的关注. 

本文从产丁二酸菌种的种类及常见菌株产丁二酸的代谢途径、产丁二酸工程菌的改造、丁二酸发酵过程控制与优化、

丁二酸的分离提取工艺等4个方面综述近年来国内外生物基丁二酸研究进展，其中以产丁二酸工程菌的改造为重点

展开详细阐述. 为提高菌株产丁二酸的能力，研究者们常采用代谢工程技术改造菌株，皆取得显著效果. 近来也出现

了利用ARTP法和基因组重排技术选育高产丁二酸的菌株. 此外，高效的丁二酸发酵与其发酵原料，发酵过程中相关

控制因素如pH、CO2和H2浓度以及发酵方式密切相关；相比其他的丁二酸分离法，原位分离法回收丁二酸具备优势. 

最后对产丁二酸菌种的改造进行展望，认为利用适应性进化和最小基因组等技术筛选优良丁二酸生产菌是未来的趋

势. 图3 表2 参109
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From raw materials to products: research progress in bio-based succinic acid*
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Abstract   Succinic acid is regarded as an organic chemical raw material and intermediate, which has huge potentials in 
biopolymer, food, and medicine applications. Meanwhile, succinic acid is an excellent C4 platform chemical and has been 
evaluated to be one of the top 12 value-added chemicals from biomass by the US Department of Energy. In recent years, with 
the increasing depletion of fossil resources and other environmental pollution problems, researchers paid more and more 
attention on production of succinic acid from biomass feedstocks. This article reviews the recent research progress on the 
production of succinic acid by microbial fermentation, including the species and metabolic pathways of the main succinic-
acid-producing microbes, the progress of genetic engineering strategy and metabolic engineering technology for construction 
of succinic acid producing strains, the fermentation process control and optimization, and extraction process of succinic acid, 
with emphasis on the second part. In order to improve the ability of the strains to produce succinic acid, researchers genetically 
engineered these strains and made some achievements so far. Recently, APTR and genome shuffling are also used to breed 
succinic acid producing strains. In addition, efficient production of succinic acid is closely related to the raw materials and 
relevant control factors such as pH, the concentration of H2 and CO2, as well as fermentative modes. Among the succinic 
acid production methods in situ separation has significant superiority in extracting succinic. Finally, this paper also forecasts 
achieving a cost-effective process for bio-succinic acid production, and a trend to screen excellent succinic acid producing 
strains by adaptive evolutionary and minimal genome technology in the future. 
Keywords  succinic acid; metabolic engineering; ARTP；genome shuffling; in situ separation
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随着石化资源的日益枯竭及环境污染问题的日益严峻，生
物质资源以其储量丰富、可再生和环境友好型等优势，将成为
一种重要的替代资源[1]. 因此，近年来以生物质为原料生产能
源、大宗化学品或高附加值产品的研究备受国内外研究者的
关注. 在众多化学品中，丁二酸被美国能源部认为是未来12种
最具发展前景的大宗生物炼制产品之一，且位居其首[2]. 

丁二酸是一种常见的天然有机酸，因其首次于1550年从
琥珀中蒸馏所得，因此丁二酸又称为琥珀酸（Succinic acid, 
SA）[3]. 作为一种优秀的“C4平台化合物”，丁二酸在食品、化
学、医药工业以及其他领域有着广泛的应用. 其中丁二酸最
大的应用潜力是作为大规模工业原料的应用，从而可以取代
很多基于苯和石化中间产物的商品，如可用于合成聚丁二酸
丁二醇酯（Poly butylene succinate, PBS）、聚丁二酸己二醇酯
（Poly hexylene succinate, PHS）等新型生物可降解原料，应
用前景十分广阔. 丁二酸的市场价格约为2 400-3 000美元 /t，
预计到2015年丁二酸的年需求量将达到10万 t [3]，相当于一个
大于2亿美元的需求市场. 据透明度市场研究（Transparency 
Market Research）于2013年最新发布的报告显示，预计在2018
年将达到价值8亿美元的丁二酸市场需求量 [4]. 近年来，随着
丁二酸应用领域的不断开拓，市场上对丁二酸的需求猛增，
预计未来年需求量将突破2 500万 t  [5]. 如此迅猛增长的需求
速度以及庞大的需求量，促使人们迫切地探寻有关丁二酸生

产方法的研究. 
传统的丁二酸生产方法是采用石化法从丁烷通过顺丁

烯二酸酐生产[6]，但因石油资源危机、环境污染、生产工艺的
复杂和成本等原因使得利用化学合成受到严重的限制 [7]. 基
于这些限制，近年来研究者逐步将视线集中在利用生物技
术手段产丁二酸的方法上，尤其是以可再生的生物质资源为
原料的微生物发酵法. 利用微生物发酵法产丁二酸，具有成
本低、污染小、环境友好等优势，且在发酵过程中温室气体
CO2可作为原料之一被微生物吸收利用，因此可在一定程度
上缓减温室效应 [8-10]. 由此可见，开发高效的生物法产丁二酸
策略具有十分重要的经济和环境效益. 

本文从生物技术的上中下游阶段，即产丁二酸菌株的筛
选及改造、产丁二酸发酵过程工艺研究、丁二酸的分离纯化
3个阶段阐述和分析近年来国内外有关丁二酸方面的研究进
展以及研究重点，并对今后在生物基丁二酸方面的发展趋势
进行展望，旨在为今后相关研究提供良好的借鉴，同时为丁
二酸工业化生产奠定良好的基础. 

1  菌 种

利用微生物发酵法产丁二酸，优良菌种的选择是制备丁
二酸的一个关键步骤，它会直接影响到目标产物的产量和回
收率. 作为三羧酸（柠檬酸）循环（TCA）的中间产物，丁二酸
是一些厌氧和兼性厌氧微生物代谢途径中的共同中介物. 

1.1  天然产丁二酸的菌种及代谢途径
1.1.1　菌种种类    自然界中可代谢生成丁二酸的菌种种类
繁多，但目前研究的热点主要集中在一些具有高效产丁二酸
或遗传背景清晰等优势显著的菌种上. 

丁二 酸 生 产 菌大 多 数 是 从动物 体内如牛 瘤胃中分离
得到的，如产 琥 珀酸 放 线杆 菌（Actinobacillus succinog-
enes）[11-12]、产琥珀酸 厌氧螺菌（Anaerobiospirillum succ-

in i c ip ro d u ce n s）[13]、曼 海 姆 产 琥 珀 酸 菌（Ma nnhe imia 
succiniciproducens）[14].  通过微生物发酵，它们能生产大量
的混合性酸，包括丁二酸. 由于微生物发酵培养基中存在盐
类，所以发酵液中的有机酸包括丁二酸是以盐溶液 形式存
在的. 为便于书写，该文中有机酸盐统一简称为某某酸，如
丁二酸盐简称为丁二酸. 这些菌作为嗜CO2菌，可以利用高浓
度的CO2并结合糖类物质作为碳源产丁二酸 [15].  菌株130Z是
Guettler等人于1999年从牛瘤胃中分离得到的一种革兰氏阴性
兼性厌氧菌，该菌被命名为A. succinogenes ATCC 55618. 研
究发现，A. succinogenes可耐高渗透压、高糖以及高盐，且能
够以广泛的碳源为原料生产丁二酸. A. succinogenes130Z在78 
h内可将133 g/L葡萄糖消耗生成105 g/L丁二酸，该菌是目前
产量最优的野生型产丁二酸菌株 [5, 12]. A. succiniciproducens是
从小猎犬的体内分离得到的一种革兰氏阴性严格厌氧菌，该
菌一般不能耐受高渗透压以及高盐，且最优底物葡萄糖浓度
一般在20-80 g/L之间，该菌可利用的发酵底物较为广泛. 该
菌在被分离后的第10年里，即在1991年Samuelov等人首次报
道了利用该菌生产丁二酸的研究. 研究发现，在最优条件下
（pH = 6.2，高浓度CO2），A. succiniciproducens大量繁殖，可
迅速发酵20 g/L葡萄糖生成约16 g/L丁二酸. 在高糖浓度下，
丁二酸最高浓度可达65 g/L [16-17]. M. succiniciproducens是从
牛瘤胃中分离得到的一株可产丁二酸的革兰氏阴性球杆菌，
该菌由Lee等人命名为M. succiniciproducens MBEL55E，它可
在有氧或厌氧条件下利用广泛的碳源发酵生成各种产物. 作

为嗜CO2菌，M. succiniciproducens在CO2充足的厌氧条件下，
可利用20 g/L葡萄糖生成13.5 g/L丁二酸 [14]. 

大肠杆菌（Escherichia coli）由于遗传背景清楚、易操
作调控、生长迅速等优点一直以来是研究者的关注焦点. 一
般认为，野生型E. coli在有氧环境中，丁二酸仅作为TCA循环
中的中间产物，没有积累；在厌氧条件下，E. coli微生物发酵
是一个产生混合酸的发酵，是以产乙醇、乙酸、甲酸、乳酸为
主要发酵产物的过程，而只是生成了很少量的丁二酸，仅占
7.8%. 丁二酸产量一般不超过0.2 mol/mol葡萄糖，即若以20 
g/L葡萄糖发酵，丁二酸的理论值不超过2.7 g/L，产量甚少[17-18]. 
虽然E. coli丁二酸产量较低，但因为其基础研究比较深入，能
够采用各种分子生物学的技术对菌种进行改造，所以采用E. 
coli发酵丁二酸也已经成为一个热点. 

谷氨酸棒状杆菌（Corynebacterium glutamicum）是一种
好氧、生长快速的革兰氏阳性菌，由于其遗传背景清晰且基
因操作手段成熟，已被广泛应用于氨基酸等化学品工业化生
产中. Dominguez等人于1993年首次发现在溶氧不足的情况
下，C. glutamicum代谢产物为乳酸、丁二酸和乙酸；研究结果
显示，在供氧不足的情况下，以100 g/L葡萄糖发酵生成了15.7 
g/L的乳酸和2.3 g/L的丁二酸 [19]. 

此 外，早 在1999年Arikawa等人曾以酿 酒 酵 母（Sacc-
haromyces cerevisiae）为出发菌株开展过该菌产丁二酸的相
关研究１[20]，但在此后的10年内鲜见有相关的文献报道. 与
常见丁二酸生产菌如A. succinogenes和A. succiniciproducens
相比，S. cerevisiae具广泛的底物谱和对酸以及高渗透压的
高耐受性，且它是第一个完成基因组测序的真核生物，易于
基因操作，因此至2010年后陆续有利用该菌种开展的丁二酸
生产研究的报道 [21-26]. 近年来，运动发酵单胞菌（Zymomonas 
mobilis）因其高效的糖利用效率、耐高渗透压和高糖以及出
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色的产乙醇能力受到广泛关注，研究中发现Z. mobilis同样地
具有生产丁二酸的能力[27-28]. 

除以上野生型丁二酸生产菌种外，据报道自然界中存在的
一些乳酸杆菌（Lacticacid bacteria）、脆弱类杆菌（Bacteroides 
fragilis）和丙酸盐生产菌等菌种也能在特定的条件下不同程度
地分泌丁二酸[29-31]，只是可能由于这些菌种研究背景不够清晰
或产丁二酸量极少的自身缺陷等原因，因此目前还没有出现这
些菌种进行过多的丁二酸生产的研究报道. 
1.1.2　丁二酸生产菌的代谢途径    为提高菌种的丁二酸生
产能力，有必要对目前重点研究菌种的代谢途径进行分析. 
已有的代谢途径的分析主要是通过胞外酶活性分析、基因组
分析和发酵平衡的测定等方法来研究的[32]，近来也出现了利
用13C原子标记技术 [33]分析代谢中间产物的位置来研究丁二
酸的代谢途径. 分析结果显示，不同产丁二酸菌代谢生成丁
二酸的途径略有不同（图1，图2，图3）. 

图1  野生E. coli产丁二酸代谢途径 [3, 34]. （1）代谢物：葡萄糖，磷酸烯

醇式丙酮酸，丙酮酸，乳酸，甲酸，乙酰CoA，乙酰磷酸，乙酸，乙醛， 

乙醇，柠檬酸，异柠檬酸，乙醛酸，丁二酸，延胡索酸，苹果酸，草酰乙

酸，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸还原态（NADH），烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

氧化态（NAD+）；（2）酶：丙酮酸激酶（Pyk），乳酸脱氢酶（Ldh），丙

酮酸甲酸 裂解酶（Pf l），磷酸转乙酰酶（Pta），乙酸激酶（AckA），乙

醛脱氢酶（Aldh），乙醇脱氢酶（Adh），顺乌头酸酶（Acn），异柠檬酸

裂解酶（Icl），苹果酸合成酶（Ms），琥珀酸CoA合成酶（SucCD），丁二

酸 脱氢酶（Sdh），延胡索酸 脱氢酶（Frd），延胡索酸酶（Fum），苹果

酸脱氢酶（Mdh），柠檬酸合成酶（Cs），苹果酸酶（Me），草酰乙酸脱

羧酶（Oad），磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（Ppc）；（3）代谢途径：糖酵解

（EMP）. 

Fig. 1  Succinic acid production pathway in wild-type E. coli [3, 34]. (1) 
Metabolites: glucose, phosphoenolpyruvate, pyruvate, lactate, formate, 
acetyl-CoA, acetyl-phosphate, acetate, acetylaldehyde, ethanol, citrate, 
isocitrate, glyoxylate, succinate, fumarate, malate, oxaloacetate, reduced 
form of n icot inamide-adenine dinucleot id (NADH), n icot inamide 
adenine dinucleotid, (NAD+); (2) Enzymes: pyruvate kinase (Pyk), lactic 
dehydrogenase (Ldh), pyruvate formate lyase (Pfl), phospho transacetylase 
(Pta), acetate kinase (AckA), acetaldehyde dehyrogenase (Aldh), alcohol 
dehydrogenase (Adh), aconitase (Acn), isocitrate lyase (Icl), malate synthase 
(Ms), succinyl CoA synthetas (SucCD), succinate dehydrogenase (Sdh), 
fumarate dehydrogenase (Frd), fumarase (Fum), malate dehydrogenase (Mdh), 
citrate synthase (Cs), malic enzyme (Me), oxaloacetate decarboxylase (Oad), 
phosphoenolpyruvate carboxylase (Ppc); (3) Metabolic pathway: Embden-
Meyerhof-Parnas pathway (EMP).

图2  野生A. succinogenes和野生A. succiniciproducens产丁二酸代谢途

径[17].  代谢途径：磷酸戊糖途径（PPP）. 

Fig. 2  Succinic acid production pathway in wild-type A. succinogenes 
and A. succiniproducens. Metabolic pathway: Pentose Phosphate Pathway 

(PPP).

图3  野生Z. mobilis产丁二酸代谢途径 [27]. （1）代谢物：草酰琥珀酸，α-

酮戊二酸，琥珀CoA，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸还原态（NADPH），

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化态（NADP）；（2）酶：丙酮酸脱羧酶

（Pdc），异柠檬酸脱氢酶（Icd），柠檬酸裂解酶（Cit）；（3）代谢途径：

ED途径. 

Fig. 3  Succinic acid production pathway in wide-type Z. mobilis [27]. (1) 

Metabolites: oxalosuccinate, α-ketoglutarate, succinyl-CoA, reduced form of 
nicotinamide-adenine dinucleotid phosphate (NADPH), nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate (NADP); (2) Enzymes: pyruvate decarboxylase (Pdc), 
isocitrate dehydrogenase (Icd), citrate lyase (Cit); (3) Metabolic pathway: 
Entner-Doudoroff (ED).
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以 上 是 极 具 代 表 性 的丁二 酸 生 产 菌的 代 谢 途 径，从

代 谢途 径分析可知，以葡萄糖为直接 碳源，在 经 过糖酵解

（Embden-Meyerh of Pathway, EMP）、磷酸戊糖途径（Pentose 
Phosphate Pathway, PPP）或Entner-Doudoroff途径（ED）后生

成代谢过程中的重要节点即磷酸烯醇式丙酮酸（PEP），PEP
主要经过3条途径生成丁二酸：在厌氧条件下的TCA循环的

还原分支，也称为发酵途径，丁二酸理论值为2 mol/mol葡萄

糖；在好氧条件下的TCA循环的氧化分支，丁二酸理论值为1 
mol/mol葡萄糖；乙醛酸途径，该途径在有氧条件下从本质上

来说是活跃的，丁二酸理论值为1.7 mol/mol葡萄糖 [3]. 代谢途

径展示的不仅是一种物质的代谢过程，也反映了物质代谢之

间的能量代谢. 从这些代表性的代谢途径中我们不难发现，

生成丁二酸的过程中需要大量的CO2以及还原力NADH.  代

谢中不仅生成丁二酸，还生成大量的副产物如乙醇、乙酸、

乳酸、甲酸等. 

1.2  产丁二酸菌株的改造
为进一步提高丁二酸菌种的生产能力，截至目前已进行

了大量的生产菌改造工作. 菌种改造大多结合代谢工程和基

因工程等方式对菌株进行定向改造，或采用诱变的方式对

菌株进行随机突变. 
1.2.1  利用代谢工程和基因工程构建丁二酸工程菌株    从代

谢途径可知，野生型产丁二酸菌发酵是生成混合酸的过程，

在碳源一定的情况下，为提高丁二酸的产量，就得严格控制

其他副产物的生成，或采用有效手段 来强化丁二酸的生成

途径. 目前常利用代谢工程和基因工程技术对目标菌株进行

改造，但该技术的前提是需要具备成熟的基因操作工具和被

研究菌种遗传背景、基因组信息较为清晰. 常采用的策略是

通过敲除或失活丁二酸竞争途径中的酶 基因或酶，从而阻

断旁路代谢途径；或通过过量表达生成或影响丁二酸代谢

途径中的关键酶，从而增强或增加丁二酸代谢的生成途径，

或有的研究中是把这些策略进行了结合. 目前 在研究产丁

二酸菌株的基因工程改造中，研究比较广泛的是对E. coli、
M. succiniciproducens以及C. glutamicum等工程菌株的改造. 

而由于缺乏相应的基因操作工具，截至目前仍未有关于对A. 
succinogenes和A. succiniciproducens的代谢工程和基因工程

改造提高丁二酸产量的研究报道 [5]. 
（1）敲除丁二酸竞争途径中的关键酶 基因：以野生型

E. coli为例. 针对丁二酸生成的竞争途径，目前研究中主要是

对生成的终副产物乳酸、乙酸、甲酸和乙醇的关键酶基因乳

酸脱氢酶基因（ldh）、乙酸磷酸转移酶基因和乙酸激酶基因

（pta-ackA）、丙酮酸甲酸裂解酶基因（pfl）、乙醇脱氢酶基

因（adh）进行敲除[35-36]. 菌株经过基因敲除后，发酵产丁二酸

的量均有所提高. 
Jantama等人在 此 基 础上，还 对 影响丁二 酸 生 成的其

他旁路途径的酶进行了失活研究：他们以E. coli C （ATCC 
8739）作为模式菌株，采用两次同源重组的方法对乳酸脱氢

酶（LdhA）、乙醇脱氢酶（AdhE）、乙酸激酶（AckA）、甲酸

转运子–丙酮酸甲酸裂解酶（FocA-pflB）、甲基乙二醛合成

酶（MgsA）和丙酮酸氧化酶（PoxB）进行失活得到KJ073，

进 一步失活苏氨酸 脱 缩酶（TdcD）和2-丁酮酸甲酸 裂解酶

（TdcE）、柠檬酸裂解酶（CitF）、天冬氨酸转氨酶（AspC）

和苹果酸酶（SfcA）等；结合代谢进化，丁二酸的浓度从80 g/
L增加到83 g/L，得率和生产强度分别从0.79 g/g和0.82 g/L/h
提高到0.92 g/g和0.88 g L-1 h-1 [37]. 

在E. coli中，丁二酸潜在生成途径有乙醛酸途径. 对此

有报道通过敲除aceBAK操纵子阻遏物的基因（iclR）以激活

乙醛酸途径 [38].  在有氧条件下，丁二酸通过TCA循环的氧化

分支形成中间产物，随后被丁二酸脱氢酶（Sdh）催化，若对

该酶失活则丁二酸可以终产物形式存在. 针对以上现象，Lin
等人通过敲除丁二酸脱氢酶基因（sdh）、丙酮酸氧化酶的基

因（poxB）、乙酸磷酸转移酶基因和乙酸激酶基因（pta-ack）
和aceBAK操纵子阻遏物的基因（iclR）及编码磷酸转移酶系

统的基因（ptsG），获得重组E. coli，构建出了包含乙醛酸途

径和TCA循环氧化支路的丁二酸合成途径；通过好氧分批发

酵结果显示，该菌株在59 h后丁二酸的生成量为58.3 g/L，丁

二酸对葡萄糖的得率为0.56 g/g，发酵液中积累了6.1 g/L的丙

酮酸和3.0 g/L的乙酸 [39-40]. 

此外在其他菌种中也开展了类似的工作. Raab等利用

代 谢工程策略对S. cerevisiae的丁二酸 脱氢酶 基因（sdh1, 
sdh2）和异柠 檬酸 脱氢酶 基因（idh1,idp1）进行敲除，可使

丁二酸在胞内大量累积；通过以葡萄糖为碳源摇瓶发酵，

该突变菌株可产3.62 g/L丁二酸，是野生株产丁二酸产量的
4.8倍，得率为0.11 mol/mol葡萄糖 [21].  Lee等通过构建基因

组 规 模的代 谢 模 型，了解不同条 件下的代 谢 流分布，然后

通过敲除ldhA、pf lB、pta、ackA基因，获得一株高产菌株 M. 
succiniciproducens LPK7，该菌株几乎不产甲酸、乙酸和乳

酸，分批培养丁二酸产量可以达到52.4 g/L，丁二酸得率和

产率分别达到0.76 g/g、1.8 g L-1 h-1 [41]. Liu等以C. glutamicum 
ATCC13032为出发菌，首先敲除乳酸脱氢酶基因（ldh）获得

单基因敲除菌株，然后在此基础上对该菌的丙酮酸脱氢酶

系的E1p酶基因（aceE）敲除，获得一株双缺失突变株；发酵

结果表明，与供试菌相比，单基因敲除菌株的丁二酸产量和

转化率分别提高了94.9%和32%，且主要的副产物乳酸产量

有大幅度的降低；但丙酮酸脱氢酶失活的双基因敲除菌株不

能完全消除副产物乙酸的形成，较单基因敲除菌株乙酸的产

量降低了37.9%，丁二酸的产量只是略有提高[42]. 
Z. mobilis为革兰氏阴性兼性厌氧菌，因其较快的糖吸

收速率、高效代谢产某种特定产物（乙醇）的能力及其相对

较小的基因组（利于遗传操作）等优点，使得它成为通过遗

传工程改造生成其他代谢物的理想宿主 [43-45]（其代谢途径

见图3，虚线表示不存在该反应）. 在Kim等的报道中，通过

破坏丙酮酸脱羧酶基因（pdc）和乳酸脱氢酶基因（ldh）可以

使Z. mobilis过量生产丁二酸，其得率可达1.73 mol/mol葡萄

糖，为理论值的86%），比其他一些生产丁二酸的细菌如 A. 
succinogenes和M. succiniciproducens（约1.34 mol/mol葡萄糖）

高出约30% [46]，这些结果与Seo等人的研究 [27-28]一致. 由此可

见，利用重组Z. mobilis进行微生物发酵产丁二酸具有重要的

应用价值. 

（2）丁二酸生成途径关键酶基因过表达：有关该方面

的研究早在上世纪八九十年代，研究者们以E. coli为出发菌

开展了一系列的工作. 如Goldberg等通过过量表达磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶（Ppc）或丙酮酸羧化酶（Pyc）来加强产丁
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二酸途径，丁二酸的得率和生产强度得到大大提高 [47-48].  同

时Liang等人研究了过量表达苹果酸脱氢酶（Mdh）对E. coli
厌氧发酵的影响，通过单一性厌氧条件发酵48 h，能够消耗
13.5 g/L 葡萄糖并生产4.3 g/L丁二酸，得率为0.32 g/g [49]. 由此

可见，通过代谢途径中关键酶的过量表达提高丁二酸的得率

是可行的策略. 

（3）外源基因的引入：丁二酸的合成需要大量的还原

力，一些微生物如E. coli中有转氢酶可催化NADPH转化为
NADH，但在C. glutamicum的基因组中却不存在该酶. 于是
Yamauchi等将E. coli转氢酶基因udhA和pntAB引入野生型C. 
glutamicumATCC13032，并对重组菌在有氧、微氧条件下的

代谢性能进行研究；结果表明在有氧条件下，转氢酶的引入

没有引起主要的代谢改变；在微氧条件下，在引入udhA基因

下代谢没有明显的改变；然而，在引入pntAB基因的情况下，

乳酸、乙酸、丁二酸整体生产水平有所提高；在引入pntAB基

因后NADH/NAD+比例有所提高，由此证明外源基因pntAB在
C. glutamicum中表达后，该转氢酶加强了NADPH转化生成
NADH的过程，同时增加了NADH/NAD+的比例 [50]. 

（4）相关方法的有效结合：Cao等利用Xer/dif重组酶系

统对E. coli CICIM B0013进行代谢途径的调控研究；结果显

示，在敲除了乙酸激酶和磷酸乙酰转移酶基因（ackA-pta）、

乳酸脱氢酶基因（ldhA）、丙酮酸甲酸裂解酶基因（pflB）、乙

醇脱氢酶基因（adhE）等丁二酸合成竞争途径中关键酶基因

后，所获得的重组菌株E. coli CICIM B0013-1040发酵液中以

丁二酸为主要产物；随后对其PTS系统进行修饰并适当增强
PEP羧化酶基因（ppc）表达剂量，成功获得一株具备较强丁

二酸生产能力的菌株E. coli CICIM B0013-1050（pTH-ppc）；

该菌株厌氧转化葡萄糖36 h，丁二酸产量达到36.2 g/L，生

产强度为1.01 g L-1 h-1，葡萄糖对丁二酸的转化率达64.3%，

经高效液相色谱（High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC）检测，无乳酸、乙酸、甲酸、乙醇生成 [51]. 

E. coli DC1515是敲除葡萄糖磷酸转移酶基因（ptsG）、

乳酸 脱氢酶 基因（ldhA）、丙 酮酸甲酸 裂解酶 基因（pf lA）

的菌株，具 有发酵生产丁二酸的 潜力. 为进 一步提高 菌株
DC1515的丁二酸生产能力，王丹等将枯草芽孢杆菌丙酮酸

羧化酶基因（pyc）转入其中；在DC1515中扩增异源丙酮酸羧

化酶基因（pyc），可以增加一条由丙酮酸（Pyr）到丁二酸前

体草酰乙酸（Oaa）的代谢通路，有利于进一步提高其丁二酸

产量；用乳糖代替IPTG诱导pyc表达，优化诱导条件后，pyc
过表达菌株的丁二酸产量达15.17 g/L，为对照菌株的1.78倍；

间歇补加乳糖2次至浓度为1 g/L，丁二酸产量可进一步增至
17.54 g/L [52]. 姜岷课题组借助Red重组系统和位点特异性重

组技术，敲除了野生E. coli W3110中的基因pfl和基因ldh，获

得一株双突变菌JM307（△pfl△ldh），并向该双突变菌中引

入丙酮酸羧化酶基因（pyc），可增加一条由丙酮酸到丁二酸

前体 草酰乙酸（Oaa）的代谢通路，有利于进一步提高其丁

二酸产量；该突变株在8 g/L初糖条件下，发酵48 h，菌体密

度（D600 nm）可提高至2.5，丁二酸产量为2.8 g/L，乙酸含量很

低，无甲酸、乳酸生成 [53]. 另有Okino等将C. glutamicum中乳

酸脱氢酶基因（ldhA）进行敲除并表达来自于根瘤菌的丙酮

酸羧化酶基因（pyc），丁二酸产量达到146 g/L，乙酸产量达

到16 g/L，丁二酸的质量得率和生产强度分别达到0.92 g/g和
3.2 g L-1 h-1 [54]. 

研 究发现由于敲除了乳酸 脱氢酶 基因（ldhA）和丙 酮

酸甲酸 裂解酶 基因（pf lB)，会导致辅酶 NADH/NAD+不平

衡，厌氧条件下不能利用葡萄糖生长代谢. 因此Liu等在双

突变菌株基础上构建了烟酸转磷酸核糖激酶（Nicotinic acid 
phosphoribosyl transferase）的重组菌E. coli NZN111/pTrc99a-
pncB，通过加入诱导剂在厌氧摇瓶发酵过程中检测到该酶

酶活较出发菌株提高了11倍，辅酶NAD(H)的总量提高了3.85
倍，特别是NAD+的浓度提高了5.17倍 [55]，这些指标的提高将

有利于糖代谢朝向丁二酸生成方向进行. 
1.2.2  采用诱变的方式对菌株进行随机突变    优良菌种的选

育除通过以上的不同方式获得以外，诱变育种技术也是获得

优良、稳定、高产菌株的方式之一. 

常采用的方式是通过物理法和化学法进行 诱变. 物理

法主要是指利用紫外线对菌株进行 诱变，同时大多结合一

些化学试剂如亚硝基胍（Nitrosoguanidine, NTG）、甲基磺

酸乙酯（Ethylmethylsulfone, EMS）和硫酸二乙酯（Diethyl 
sulfate, DES）等进行诱变 [56-58] . 经诱变后的菌株，然后在特

定环境下筛选获得性状优良的突变株. 经过诱变后的菌株较

原始菌株对极端环境适应性变得更强，丁二酸的产量有大幅

度的提高，但经过这些诱变方法所获得的菌株遗传稳定性不

高，同时由于大量有毒试剂的使用存在一定的安全隐患以及

对环境的污染问题. 

近 来有思清源 生物 科 技公司与 清 华 大 学合 作研发 的

常压室温等离子体诱变育种系统（Atmospheric and Room-
Temperature Plasmas, ARTP），为优良菌株的选育提供了一条

高效、便捷、安全、快速的新方法. 该设备可用于高效地构建

基因突变库及其辅助分子生物学技术获得稳定高产菌株，姜

岷课题组利用该设备开展了相关的工作. 
E. coli AFP111是 E. coli NZN111 (△pf lAB△ldhA) 的葡

萄糖磷酸转移酶（PtsG）自发突变株，由于该菌在厌氧条件

下，ATP供给不足导致该菌不能代谢木糖，因此姜岷等采用
ARTP技术对该菌株诱变，并以木糖为碳源进行筛选获得了

一株可代谢木糖并积累丁二酸的突变株DC111；该突变株在

发酵培养基中，72 h内可消耗10.52 g/L木糖产6.46 g/L的丁二

酸，丁二酸对木糖的得率达到了0.78 mol/mol；且突变株中伴

有ATP产生的磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶（Pck）途径得到加

强，Pck的比酶活相对于出发菌株提高了19.33倍，使得其 在

厌氧条件下能够有足够的ATP供给来代谢木糖发酵产丁二

酸 [59]. 与此同时，姜岷等人利用突变株E. coli AFP111开展了代

谢进化实验，经过菌株进化该菌株能充分利用80%来自玉米

秸秆水解液的木糖厌氧发酵产丁二酸，丁二酸产量达21.1 g/
L，产率高达76% [60]. 由此可见，利用该技术对菌种诱变可有

效改善菌种的生长性能以及生产能力，目前该技术在产丁二

酸菌的应用还仅限于对E. coli的报道，且相关研究甚少. 因

此，在今后研究中有必要利用该技术对其他丁二酸生产菌开

展一系列的工作. 

此外，基因组重排技术（Genome shuffling）在菌种改进

方面也取得了突出的成果. Zheng等以A. succinogenes CGMCC 
1593为出发菌展开了基因组重排提高丁二酸产量的研究；他
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们所采取的筛选策略是首先将A. succinogenes CGMCC 1593
在96孔板的发酵培养基中培养，从中筛选出11株优良丁二酸

生产菌，然后用于原生质体融合；在经过3轮基因组重排后，

得到F3-II-3-F菌株，该菌在48 h补料式发酵中发酵130.8 g/L葡

萄糖，丁二酸产量达95.6 g/L，生产强度为1.99 g L-1 h-1，相比

母系菌株发酵90.2 g/L葡萄糖生成55.2 g/L丁二酸，基因组重

排菌株丁二酸产量提高了73% [61]. 

2  产丁二酸发酵的过程控制与优化

微生物发酵中，优良菌种的选择固然关键，但在发酵过

程中除基本的营养供细胞的生长和生理维持之外，发酵培养

液中的其他影响因素如基本的碳源、CO2浓度、H2以及培养

液中pH值甚至是不同的发酵方式，同样地在高产丁二酸发

酵过程中起着重要的决定性作用. 

2.1  发酵原料方面
在丁二酸生产制备过程中，原料成本占有极其重要的比

例，因此寻求廉价的生物质原料来替代传统的葡萄糖和酵母

膏原料作为碳、氮源制备丁二酸已经成为经济型生产的重要

因素[62]. 同时，廉价的生物质原料的利用也为农业废弃资源

的高效开发和利用开拓了一条新型的可行途径，具有深远的

影响意义. 而常见生物质资源主要包括农作物、木材及其废

弃物，以及人类在生产生活过程中所形成的可再利用的废弃

物等等，其优势在于可再生、资源丰富、低污染、低成本. 

目前研 究中常用的农作废 弃 物 或 残 渣主 要 有 甘蔗 蔗

渣 [63- 64]、玉 米 秸 秆、玉 米 穗 及其水 解 物 [65- 67]、木 薯 [68]、稻

草 [69]、小麦秸秆 [70]等，近年来利用这些原料开展的一系列工

作也已取得不同程度的成果（相关研究见表 1）. 研究结果表

明，生物质资源替代或部分替代传统原料生产丁二酸的策略

是有效可行的，产丁二酸量相比是相差无几的，但这些廉价

生物质的利用却使发酵成本大大降低了. 但是生物质资源的

利用还需要对其进行酸、碱或酶的预处理从而获得水解液，

目前在预处理阶段还存在一定的技术难点，且在处理过程中

会产生一些抑制因子如呋喃甲醛、酚类化合物和弱酸等可能

会对发酵过程产生抑制作用[71]，克服这些瓶颈也将是今后研

究的重点. 

2.2  发酵过程的控制
2.2.1  CO2    从代谢途径可知，CO2是作为碳源被微生物利

用用于合成丁二酸的. 不同微生物固定CO2产丁二酸的代谢

途径及能力有所差异，涉及CO2固定途径中主要的关键酶有
PEP羧化激酶、PEP羧化酶和丙酮酸羧化酶（Pyc）等 [72]. PEP
羧化激酶是野生株A. succiniciproducens、A. succinogenes、M. 
succiniciproducens厌氧合成丁二酸代谢途径中C3途径向C4
途径转换的关键酶 [62, 73]. 而在E. coli和C. glutamicum中，通过

过量表达固定CO2的关键酶PEP羧化酶或引入丙酮羧化酶催

化丙酮酸合成草酰乙酸，能够提高CO2固定效率，提高C4途

径的代谢通量 [54, 74] . 发酵液中CO2浓度高低对丁二酸产量的

影响在McKinlay等人的研究 [75]中得以验证. 他们在研究中发

现，A. succinogenes发酵产丁二酸过程中，在高CO2摩尔比的

培养环境下（100 mol CO2/100 mol葡萄糖），PEP羧化合成草

酰乙酸的能力提高，丁二酸为主要还原性产物；但在低CO2

水平下（10 mol CO2/100 mol 葡萄糖），A. succinogenes以乙醇

为主要还原性代谢产物. 因此有必要在发酵过程中通过控制
CO2的浓度来提高丁二酸的产率. 常用方法是直接通入外来
CO2，或在培养基中添加碳酸盐成分. CO2或碳酸盐在培养溶

液中主要是以HCO3
-和CO3

2-的形式存在，而以何种形式存在

主要是由培养液的pH决定 [3]. 此外，近年来也通过基因工程

手段在生产菌株中过量表达或引入可固定CO2的关键酶，同

样地取得了显著的成果 [76]. 
2.2.2  H2    除了CO2的供给，H2作为一种潜在的电子供体同样

能够影响细胞的代谢过程. Lee等发现H2和CO2混合气体的

厌氧条件下，有利于增加A. succiniciproducens的生物量和发

酵生成丁二酸；经过H2和CO2比例的优化发现，相对于100% 
CO2气体的通入，当在通入5% H2和95% CO2时，丁二酸的产

量和产率分别增加了5.8%（0.86 vs 0.91 g/g）和80%（1 vs 1.8 g 
L-1 h-1）；他们分析得出这种结果原因是由于通入H2使得细胞

的氧化换电位有所下降，并使得NADPH循环得以加强 [77]. 因

此，外源H2的补充被推断主要起着两个重要的作用：降低了

细胞内的氧化还原电位这将有利于细胞量的生成；H2作为电

子供体，促进了葡萄糖转化为丁二酸. 同样地，在Stols等的

研究中也表明外源提供H2可以为过量表达苹果酸的E. coli 
NZN111提供大量的代谢还原力，使得丁二酸质量得率从0.65 
g/g增长到1.20 g/g [78]. 外源提供H2同样地可以提高过量表达

丙酮酸脱羧酶的E. coli AFP111的丁二酸产率，并且还能在一

定程度上减少延胡索酸的积累[79]. 
2.2.3  pH    如前所述，发酵液中的pH值同样地会影响丁二酸

的生产. 产丁二酸菌大多生长环境为中性，但发酵产丁二酸

是生成混合酸的过程，发酵液中的pH值除影响CO2的存在形

式外，更重要的是由于环境中pH的下降会抑制微生物的生

长，从而影响发酵效率，因此发酵过程中对pH的调控以及优

化尤为重要. pH的调控主要是以添加pH调节剂的方式进行

的，常用的调节剂为MgCO3，它可满足菌体生长与产酸的要

求，但其成本相对较高（成本约920＄/t）. 因此，针对此问题，

杨卓娜和Li等人研究比较了不同pH调节剂对A. succinogenes 
NJ113发酵产丁二酸的影响，并对这些不同调节剂质量比例

进行优化后发现，当选用NaOH、Mg(OH)2以质量比为1:1混合

时（成本约320＄/t），发酵效果最好，在达到高产丁二酸目的

的同时，生产成本降低了65%以上 [85, 99]. 这些结果目前还仅限

于利用A. succinogenes的研究，是否适用于其他丁二酸生产

菌的生产要求以及其他菌株发酵产丁二酸的最佳pH调控策

略，还有待研究者们进一步探索. 
2.2.4  发酵方式方面    微生物在有氧和厌氧条件下培养时，

其生理和代谢路径有很大的差别 [100-101]. 如E. coli作为兼性厌

氧菌，其有氧条件下野生型菌株不以丁二酸为终产物，但在

有氧条件下其比生长速率及细胞密度均高于厌氧，因此采用

先有氧快 速培养获得高密度的菌体细胞，进而厌氧发酵生

产丁二酸的两阶段发酵 模式，可大幅提高丁二酸的生产速

率 [3, 102]. 近年来有相关研究者针对该问题进行了研究，他们

以E. coli为发酵菌株，研究了其有氧转厌氧的最佳时机；当

在最佳转厌氧条件下，丁二酸浓度在94 g/L以上，生产能力可

达1.3-1.76 g L-1 h-1 [100, 103] . 

同 时当以 生 物 质 为 发 酵 原 料 时，主 要 涉及有 两 种 发
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酵 方 式即分 步酶 解发 酵（Separate enzymatic hydrolysis 
and fermentat ion, SHF）和同步 糖化 发 酵（Simultaneous 
saccharification and fermentation, SSF）. SHF是两步过程，即先

对生物质水解，然后利用水解液进行发酵；SSF是对生物质

糖化和发酵同步进行的一步发酵方式. Akhtar等人综述中提

及通过SSF方式利用生物质资源（木质纤维素）所产丁二酸

浓度和生产力较通过SHF方式要低一些，但SSF所具备的其

他显著优势基本可替代SHF，如通过原位同步水解和发酵方

式，可利用水解后的单糖或多糖消除对酶制剂的抑制作用；

通过SSF可直接利用糖化产生的葡萄糖转化为丁二酸，步骤

单一；相比SHF，纤维素更多地在SSF中迅速地被转化为葡萄

糖 [71]. 针对丁二酸产量问题，SSF可通过利用基因工程菌株和

改善发酵条件弥补其不足. 在Chen等人利用E. coli NZN111同

步糖化发酵木薯研究中发现，当在SSF用于厌氧阶段，并在

优化条件下，发酵木薯淀粉生产丁二酸产率高达0.86 g/g，木

薯淀粉在SSF过程中几乎被全部水解；通过改变细胞密度，

表1  不同生物质资源发酵生产丁二酸的产量

Table 1  Succinic acid production from different biomass

底物

Substrate
发酵方式

Method
微生物

Microbe

丁二酸量 Succinic acid
参考文献

Reference
浓度

Conc. a

(ρ/g L-1)

得率
Yield b

(Y/g g-1)

生产力
Prod. c

(P/g L-1 h-1)

玉米秸秆糖醇液
Corn stover sugar alcohol

厌氧批次 Anaerobic batch A. succinogenes 29.10 0.85 0.61 [80]

玉米、小麦、水稻秸秆 
Corn stover, wheat stover and rice stover

厌氧批次 Anaerobic batch 40.21; 30.06; 
39.07

0.5; 0.38; 
0.49

0.56; 0.42; 
0.54

[81]

玉米秸秆水解液
Corn fiber hydrolysate

厌氧批次 Anaerobic batch 70.30 0.96 0.63 [82]

玉米秸秆水解液
Corn straw hydrolysate

厌氧批次 Anaerobic batch 35.40 0.73 0.98 [83]

玉米秸秆水解糖 
Corn straw hydrolysate

厌氧补料 Anaerobic fed-batch 42.70 0.83 0.81 [84]

玉米秸秆、废酵母水解液
Corn straw and waste yeast hydrolysate

厌氧批次 Anaerobic batch 56.40 0.73 ND [85]

玉米籽皮 
Cornhusk

厌氧批次 Anaerobic batch 42.30 0.62 0.98 [86]

玉米皮
Cornhusk

厌氧批次 Anaerobic batch 35.80 0.72 0.75 [87]

木薯粉和玉米浆
Cassava flour and corn steep liquor

厌氧批次 Anaerobic batch 69.31 0.90 1.44 [88]

稻壳酒糟 
Spirit-based distillers grains

厌氧批次 Anaerobic batch 32.00 0.13 ND [89]

啤酒废酵母酶解液
Yeast zymolysis solution

厌氧批次 Anaerobic batch 34.60 0.69 0.72 [90]

甘蔗糖蜜和乳清粉
Sugarcane molasses and whey powder

厌氧批次 Anaerobic batch 32.54 0.81 1.55 [91]

菊芋
Jerusalem artichoke

厌氧批次 Anaerobic batch 98.20 0.95 1.02 [92]

蔗糖
Sucrose

厌氧补料 Anaerobic fed-batch 60.50 0.83 2.16 [93]

木薯淀粉和未加工的木薯 
Cassava starch and crude cassava powder

厌氧批次 Anaerobic batch E. coli 127.1; 
106.1

0.86; 
0.66

3.23; 
ND

[68]

木薯淀粉
Cassava starch

厌氧批次 Anaerobic batch 61.20 0.89 1.36 [94]

蔗糖和甘蔗糖蜜
Sucrose and sugarcane molasses

厌氧批次 Anaerobic batch 51.00; 62.00 0.91; 0.96 1.05; 0.77 [95]

玉米秸秆酶解液
Corn stalk enzymatic hydrolysate

双阶段有氧批次 
Dual phase aeration batch

57.80 0.87 0.80 [96]

餐厨垃圾水解液
Mixed food waste hydrolysate

有氧批次 Aerobic batch 29.90 0.22 0.48 [97]

玉米穗轴的稀酸水解
Corn cob hydrolysates

厌氧批次 Anaerobic batch C. glutamicum 40.80 0.69 0.85 [98]

a：发酵液中的丁二酸浓度；b：丁二酸得率由丁二酸产量（g）除以糖的消耗量（g）得到；c：丁二酸产率由产生的丁二酸浓度除以总的发酵时间得到；

d：ND表示没有获得数据. 

a: Succinic acid concentration in fermentation broth. b: Succinic acid yield was calculated as grams of succinic acid produced divided by grams of the sugar 
consumed. c: Succinic acid productivity was calculated as succinic acid concentration produced divided by overall incubation time. d: ND = No data available.
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可获得127.13 g/L丁二酸；当天然木薯粉直接用于SSF，可生成
106.17 g/L丁二酸 [68]. 由此可见SSF发酵更优于SHF，且SSF用

于厌氧发酵产丁二酸效果更佳. 

除通过以上单因素的调控实现高效产丁二酸外，近年来

也不断出现了研究者们对这些发酵条件的综合优化. 他们利

用统计学方法，如通过Plackett-Burman（PB）试验设计筛选

影响丁二酸发酵的重要参数，再采用正交试验设计或响应面

分析法优化发酵工艺参数对发酵条件优化. 这些有效措施是

实现低成本、高产率丁二酸发酵的重要前提，同时这些研究

成果也是在今后的工业化生产中值得参考的标准. 

3  丁二酸的提取工艺 

微 生物发酵 法产丁二酸，由于在发酵液中丁二酸是以

盐溶液形式存在的，且在发酵液中存在多种其他物质，如残

糖、副产物（乙醇、乙酸、乳酸、甲酸、丙酮酸等）、生物大分

子（蛋白质、核酸、多糖）、盐类等，因此丁二酸后续的回收

提取工艺是比较困难的 [104].  据报道丁二酸的提取成本占整

个生产成本的50%-70% [105]，那么采用经济高效的提取工艺

对提高丁二酸的得率、纯度和降低丁二酸生产成本是十分必

要的. 生物法产丁二酸的下游处理工艺主要有3个重要步骤：

第一步是通过膜过滤或离心法去除菌体；第二步是利用蒸

发、絮凝、电渗析、吸附、萃取、离子交换等法除去杂质对丁

二酸进行初分离；最后采用真空蒸发和结晶对丁二酸进行纯

化. 目前采用的发酵液中丁二酸的提取方法主要有直接结晶

法、沉淀法、膜分离法、萃取法、色谱法等，对比可知这些方

法各有其优缺点（表 2）. 

此 外，近年来通 过萃取、膜分离或吸附 等 操作对处于

发酵 期间的发酵 液 进行丁二酸分离的原位分离法（in situ 
separation, ISPR ）也常应用于丁二酸回收中. ISPR的使用可

减少化学品的添加，且勿需额外的能耗投入，重要的是可降

低终产物对发酵体系的抑制作用，但该法过程较复杂，如若

使用吸附剂，其再生需大量酸或碱. Li等人对A. succinogenes
发酵葡萄糖所得丁二酸进行原位分离，可将发酵时间从48 h
延长至126 h，在经第6次分离后获得最高丁二酸浓度为145.2 
g/L，丁二酸对葡萄糖得率为0.55 g/g，生产力达1.3 g L-1 h-1；与

批次发酵48 h相比（丁二酸浓度为73.8 g/L，得率为0.57 g/g，

生产力为1.54 g L-1 h-1），ISPR不仅维持较高的生产力和得率，

而且大大提高了丁二酸的终浓度 [106]. 此外，Wang等人采用了

一种新型的基于超滤膜发酵分离丁二酸同步的替代系统，在

这个集成系统中，通过分离出酸和补充新鲜培养基可缓和终

产物对E. coli的抑制作用. 高密度细胞使得发酵时间从75 h维

持到130h，丁二酸浓度从53 g/L增加到73 g/L；在这个系统中，

丁二酸被结晶分离，回收率达85%-90% [107]. 
近年来 通 过 对提取方 法的探究 及 提取 工艺参 数的优

化，逐渐形成一种丁二酸高效、低成本制备的下游工艺，也为

规模化应用奠定了基础. 

4  结论与展望

生 物 基 丁 二 酸 生 产 的 核 心 在 于 发 酵 菌 种 的 选 择 与

改 造. 目前丁二酸 生产菌主 要集中在 A. succinogenes、A. 
succiniciproducens、M. succiniciproducens、C. glutamicum和

重组E. coli、S. cerevisiae，但这些菌种也各存在缺陷. 其中，
E. coli以及C. glutamicum的菌株培养过程需要采用好氧—厌

氧两阶段培养产丁二酸，这会降低了整个生产过程的丁二

酸得率. A. succiniciproducens不耐高浓度底物且产物浓度

低，且该菌属于严格厌氧菌，这限制了其工业生产前景. M. 
succiniciproducens与A. succinogenes均是兼性厌氧菌，具有

耐高产物与底物浓度的特点，但副产物较多造成了分离提取

的困难. 尽管已通过代谢工程技术对发酵菌种进行改造，获

得副产物量有所减少且可利用生物质糖发酵生产丁二酸的

重组菌株，但由于这些菌株基本采用厌氧发酵方式，且依然

伴随大量副产物的形成. 同时，这些菌种在极端情况下（如

提取方法

Extraction method
优点

Advantages
缺点

Disadvantages
收率和纯度

Product yields and purity (r/%)

直接结晶法
Direct crystallization

操作简单
Simple operation

低产量，低纯度；高能耗；需要除盐、除蛋白
Low yield and purity; high energy consumption; 
desalination and deproteinization required

75; 90-97

沉淀法（钙盐法、铵盐法）
Precipitation (Calcium salt, 
ammonium salt)

简单易操作
Simple operation

化学试剂需求量大，且不可重复利用，产生硫酸钙残
渣，高能耗，对装备腐蚀强
Large chemical dosage; reagents unrecyclable; calcium 
sulfate residue; high energy cost; high corrosiveness

66-69; 99

膜分离法
Membrane separation
微滤、超滤、纳滤
Microfiltration, 
ultrafiltration, nanofiltration

高产率，高纯度
High yield and purity

膜污染严重
Serious membrane pollution

75; > 99.4

萃取法
Extraction

高产率，低能耗
High output and low 
energy consumption

过程复杂，成本高
Complicated and costly

73.09; 99.76

色谱法
Chromatography

易于规模化
Easy to scale up

色谱柱填料需不断再生，再生需大量的酸和碱
Chromatographic medium needing frequent regeneration  
that demands a large quantity of acid and alkali

95; > 91

表2  丁二酸提取方法比较 [104, 108]

Table 2  Comparison of succinic acid extraction methods [104, 108]
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生物质水解液中的抑制因子、高糖浓度以及产物抑制、高渗

透压等现象）的生长会受到严重抑制. 这些不足都成为今后

工业化生产的障碍，因此发酵菌种的优选仍将是今后的研究

重点. 如前所述，Z. mobilis具备生物基丁二酸生产的潜力，

在He等人对其在生物炼制中的应用综述 [44, 109]表明利用该菌

进行丁二酸生产具有绝对的优势，对此本实验室也提出了一

种利用Z. mobilis生产丁二酸的策略. 针对发酵菌株受到抑制

因子的胁迫现象，近年来出现了利用适应性进化（Adaptive 
evolution）提高菌株对终产物或一些抑制因子的耐受性. 我

们课题组利用Z. mobilis在产物抑制及耐受性菌种的适应性

进化筛选方面展开了研 究，并取得 一定的研 究成 果（待发

表）. 在产丁二酸菌种方面，未来的研究重点不仅需要利用

现代生物组学技术结合系统生物学研究来阐明菌株复杂的

表型分 子机制；更需要结合生物信息学和合成生物学技术

构建和选育具有优良特性的工程菌株，为纤维素生物质的高

效与高值转化丁二酸奠定基础. 目前，一些新的菌株改造技

术，如转座子诱变技术、基因组重组、全局转录调控工程技

术和最小基因组等技术正逐步应用于菌种改造. 

在丁二酸生产的发酵阶段，通过 对不同因素的调控研

究虽已取得一定的成果，但是对这些发酵条件的优化参数还

仅限于实验室阶段，是否能良好地应用于工业化生产还有待

进一步的研究. 同样地，丁二酸分离回收技术还需从经济成

本、高回收率和纯度三方面综合考虑. 
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