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摘  要: 四碳有机酸作为重要的平台化学品，广泛应用于食品、化工、农业、医药和生物材料等领域。与传统的石

化法相比，利用微生物发酵生产四碳有机酸具有反应条件温和、过程绿色环保等优势，具有广泛的应用前景。文中

总结了四碳有机酸的生物合成途径和代谢机制，着重讨论了天然菌株生产四碳有机酸以及基于菌种选育和代谢工程
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改造策略提高四碳有机酸合成能力的研究进展及挑战，为四碳有机酸的高效生物合成提供广阔的参考方向。 

关键词: 四碳有机酸，微生物发酵，菌种选育，代谢工程 

Advances in the metabolic engineering for the production of 
tetracarbon organic acids 
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Abstract:  Tetracarbon organic acids are important platform chemicals that are widely used in the food, chemical, medicine, 
material industries and agriculture. Compared with the traditional petrochemical process, the production of tetracarbon organic 
acids by microbial fermentation is more promising due to milder reaction conditions, greener process and better environmental 
compatibility. This review summarizes the biosynthetic pathways and metabolic mechanisms for the production of tetracarbon 
organic acids, and illustrates recent advances, challenges, and future perspectives in the production of tetracarbon organic 
acids by naturally selected or purposefully engineered strains.  
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四碳有机酸是一类含有 4 个碳原子且具有 

一个或两个酸性官能团的低分子量有机化合物。

以富马酸、苹果酸和琥珀酸等为代表的四碳有机

酸已经被广泛应用于食品、制药、化妆品、洗涤

剂、聚合物和纺织等领域 (图 1)[1]。美国能源部

已经将包括富马酸、苹果酸和琥珀酸在内的多种

四碳有机酸列为重要的平台化学品。传统的四碳

有机酸的生产方法是依赖以石油为原料的化学合

成法。然而化学合成过程通常发生在高温下，会

导致副产物的形成以及造成巨大的能量消耗。此

外，石油作为一种不可再生的资源，它的使用还

会造成温室气体排放等问题。除化学合成法外，

可以用酶促转化的方法生产纯的四碳有机酸，然

而，所使用的酶对温度的敏感性和底物抑制作用

会限制四碳有机酸的大规模生产。因此，与化学

合成和酶促转化相比，利用可再生生物质原料，

依靠生物发酵法生产四碳有机酸具有发酵效率高、

成本低廉等优点，被认为是更有前途的路线[2]。

在过去的几十年里，已经开展了大量关于四碳有

机酸生物合成的研究，发掘了大量的各种类型的

四碳有机酸生产的底盘微生物[3]。在此基础上，

通过随机诱变和筛选、合理的代谢工程以及近年

来兴起的系统代谢工程手段，获得了一批性状优

良，生产性能和鲁棒性更强的改良菌株。 

1991 年，美国加州理工学院 Bailey 教授首次

详细论述了代谢工程，标志代谢工程新学科的诞

生[4]，在这短短 30 年里，它与细胞生物工程、基

因工程等技术的联合应用已成为研究和控制微生

物生长代谢的一个必不可少的手段。2004 年，随

着代谢通量分析方法的不断发展，Lee 等尝试对基

因组序列、蛋白质组图和基因组规模的 MFA 进行

分析，确定了负责琥珀酸生产的目标蛋白并开始

对代谢特性有了深入的了解[5]。为了利用代谢工

程手段提升苹果酸的产量，2008 年，研究人员进

一步使用代谢通量分析方法，预测最佳的苹果酸

生产途径，最终将 pck 基因引入了 pta 基因突变的

大肠杆菌中，从而提高了大肠杆菌发酵产苹果酸

的产量[6]。除了应用代谢通量分析等方法外，Zelle 
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图 1  四碳有机酸的转化与应用 
Fig. 1  Interconversion of tetracarbon organic acids and their applications. 
 

等首次通过天然 pyc 基因的过表达增强酿酒酵母

中的还原三羧酸 (rTCA) 循环，生物反应器的进

一步放大和优化使苹果酸产量大幅度提高[7]。几

年后，研究人员逐渐发现不同微生物来源的关键

酶对有机酸的产生有很大影响，于是尝试将大肠

杆菌的 ppc 基因和酿酒酵母的 mdh 基因组成的高

效异源生物合成途径引入枯草芽孢杆菌，这代表

了第一个成功设计的用于生产苹果酸的枯草芽孢

杆菌，为进一步提高枯草芽孢杆菌中苹果酸的产

量铺平了道路[8]。近年来，除了基因的引入或过

表达外，通过开发 DNA 支架、RNA 支架和蛋白

质支架合成生物技术，以提高途径转运效率，也

已被用于生产许多化学品。2015年，研究人员应

用合成生物学策略进一步优化代谢平衡，利用

线粒体工程学构建光滑念珠菌中富马酸生产的

氧化途径，最终得到高产量富马酸 [9]。随着

CRISPRi 技术的发展，2016年研究人员通过将体

外模块工程与体内 CRISPRi 技术相结合，提高丙

酮酸至苹果酸的转化，同时发现，使用 CRISPRi

技术还可以减少操纵子环境中多个基因异源表达

引起的代谢负担 [10]。两年后，Liu 等通过使用

CRISPR/Cas9 系统成功地改造了嗜热丝状真菌，

用于富马酸的生产[11] (图 2)。随着合成生物学的

飞速发展，基因表达的微调应用于许多生物和异

源系统中。同时，新型的核糖调节器开关成功应

用于调节大肠杆菌中的基因表达并调节代谢通

量，从而提高琥珀酸的产量。通过代谢工程途径

生产四碳有机酸，不仅有助于实现资源替代，同

时可以为四碳有机酸产业的发展和提升提供技术

支撑。本文介绍了四碳有机酸的生产途径和代谢

机制，综述了微生物发酵法生产富马酸、苹果酸

和琥珀酸的代表性成果，并探讨了生物发酵法高

效合成四碳有机酸的可行策略及前景展望。 

1  四碳有机酸的代谢途径 

一般来说，在微生物体内，四碳有机酸主要

通过以下 3 种途径生成 (图 3)：位于胞质的还原

三羧酸循环途径、位于线粒体内的氧化三羧酸循

环途径和乙醛酸分流途径。 

还原三羧酸循环以丙酮酸的羧化作为起点，

通常被认为是真核微生物中有机酸积累的主要途

径[12]。在该途径中，丙酮酸首先在 ATP 和 CO2

的参与下通过位于胞质中的丙酮酸羧化酶 (PYC) 

转化为草酰乙酸[13]。随后，草酰乙酸在苹果酸脱 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1700 

  

 
 

图 2  四碳有机酸代谢工程发展历程[4-11] 
Fig. 2  Overview of metabolic engineering for the production of tetracarbon organic acids[4-11]. 

 

 
 

图 3  四碳有机酸合成路线 (Red line：四碳有机酸合成路径；PYR：丙酮酸；OAA：草酰乙酸；MAL：苹果酸；

FUM：富马酸；SUC：琥珀酸；SUCC：琥珀酰辅酶；α-AKG：α-酮戊二酸；ICI：异柠檬酸；CIT：柠檬酸；

AcCoA：乙酰辅酶 A；Blue line：三羧酸循环) 
Fig. 3  Biosynthetic routes for tetracarbon organic acids.  
 
氢酶 (MDH)、富马酸酶 (FUM) 和富马酸还原酶 

(FRD) 的作用下被依次转化为苹果酸、富马酸和琥

珀酸。由于第一步中丙酮酸的羧化固定了一分子

的 CO2，该途径的最大理论产率为 2 mol/mol 葡萄

糖。另一方面，相比于氧化 TCA 循环，还原三

羧酸途径由于其是定位于胞质的线性的代谢途

径，除目标产物外几乎不积累其余有机酸，产物

的转化率更高。因此，还原三羧酸循环通常被认

为是最为高效的四碳有机酸生产途径。通过引入

来源于天然四碳有机酸生产菌株中该途径的相关
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基因，已经在包括大肠杆菌和酿酒酵母在内的多

种模式微生物中实现了各种四碳有机酸的生产。

除了在 PYC 和 MDH 的作用下由丙酮酸转化为苹

果酸外，苹果酸酶 (ME) 可以在 NADP+/NADPH

或 NAD+/NADH 的参与下，一步催化丙酮酸和苹

果酸的相互转化。尽管经过了几十年的研究，

ME 在大多数微生物中的生理功能仍然没有得到

明确的阐明。目前的研究发现，大多数的微生物

都具有 NADP+依赖的 ME；同时也有一些细菌，

如大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、根瘤菌、假单胞菌

等，同时具有 NADP+和 NAD+依赖型的 ME。 

四碳有机酸生产的第 2 个主要途径是氧化三

羧酸循环，它在四碳有机酸的积累中也发挥了重

要的作用 [14]。在此途径中，草酰乙酸和乙酰辅

酶 A 在柠檬酸合酶的作用下被转化成柠檬酸，随

后在好氧条件下在线粒体中发生两次氧化反应，

生成琥珀酸，继而通过琥珀酸脱氢酶和富马酸酶

的作用生成富马酸和苹果酸。该循环由于涉及

CO2 的排放，最高理论产率被限制在 1 mol/mol

葡萄糖。由于富马酸酶的高活性，通过氧化三羧

酸循环通常难以得到高效的富马酸积累，富马酸

更容易被进一步地转化为苹果酸。此外，对于原

核生物，一些特异的调节因子的删除已经被证明

能够增强这一氧化途径的活性，如 DNA 结合相应

调节子 arcA，乳糖操纵子的转录抑制子 lacⅠ等。 

除了上述两种主要的生产途径，乙醛酸途径

也是生产四碳有机酸的潜在途径 [15]。在该途径

中，通过氧化三羧酸循环形成的异柠檬酸在异柠

檬酸裂解酶的催化下分解为琥珀酸和乙醛酸。随

后乙醛酸与乙酰辅酶 A 结合，在苹果酸合成酶的

催化下合成苹果酸 [16]。虽然其理论收率不如还

原三羧酸循环，但乙醛酸旁路的代谢途径相对较

短，反应简单，因而具有很大的开发潜力。然

而，由于以葡萄糖为底物时形成的中间体磷酸烯

醇式丙酮酸会抑制该途径中关键酶异柠檬酸裂解

酶的作用，乙醛酸途径在高糖环境中往往会受到

强烈的抑制作用而难以激活[17]。 

在以上 3 种途径中，还原三羧酸途径产物的

转化率最高，且副产物有机酸的积累量更少，通

常被认为是最高效的四碳有机酸积累途径。氧化

三羧酸循环在好氧条件下线粒体内进行，最大理

论产率低于还原三羧酸途径。乙醛酸途径作为一

种潜在途径，虽然其理论产率低于还原三羧酸途

径，但具有代谢途径短、反应简单等优势，因此

乙醛酸途径是具有开发潜力的代谢途径。 

除了以上 3 种途径外，近年来的研究证明氨

基酸和脂肪酸代谢也参与了真核生物四碳有机酸

的产生。例如，Yu 等分析了经紫外诱变的富马

酸高产菌株与原始菌株的代谢物丰度，发现高产

菌株中碳和氨基酸代谢水平较高 [18]。与原始菌

株相比，4-氨基丁酸和 5-氨基乙酰丙酸含量分别

提高了 10.33 倍和 7.22 倍。这些发现证明，调节

氨基酸和脂肪酸的代谢或许也是提高有机酸生产

的一个可行策略。近年来，一系列通过改造尿素

和嘌呤核苷酸循环来生产四碳有机酸的研究也进

一步证实了这一假设[19]。 

除了合成路径，高效的转运系统也是提高四

碳有机酸积累的关键因素之一。目前对于四碳有

机酸的转运机制依旧缺乏系统的报道。在酿酒酵

母中，苹果酸、琥珀酸和富马酸已被证明很可能以

被动扩散的方式进入细胞。目前的研究表明，这

些四碳二羧酸很可能是通过共用一套转运系统进

出细胞的。大量的研究已经证明，通过引入来源

于粟酒裂殖酵母 Schizosaccharomyces pombe 四碳

二羧酸转运蛋白 SpMAE能够显著地提高苹果酸、

富马酸和琥珀酸的转运[20]。另一方面，在胞质与

线粒体中分布有大量的线粒体转运蛋白，近年来

的研究逐渐解析了其中相当一部分转运蛋白的功

能，其中的绝大多数具有双向的转运活性。例如线

粒体二羧酸转运蛋白 (Mitochondrial dicarboxylate 

carrier，DIC1p) 被鉴定为一种负责二元羧酸交换的

转运蛋白，通过强制性反交换机制转运二元羧

酸，如苹果酸、丁二酸或丙二酸以及无机磷酸

盐。DIC1p 的转运特性与其他线粒体中的二羧酸
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载体非常相似，转运方程为 malate-cyt+pi-mit 

malate-mit+pi-cyt。而酿酒酵母中的另一种转运蛋

白 ODC1p (Mitochondrial oxodicarboxylate carrier)，

通过反交换机制可高效转运 α-酮戊二酸和氧代己

二酸，并在较小程度上运输相应的二羧酸和苹果

酸。ODC1p 在酵母中的重要生理作用是将 α-酮戊

二酸输出到胞质溶液中，参与胞质酶的氮同化反

应，如谷氨酸脱氢酶、谷氨酸合酶和谷氨酰胺合

酶，同时换取苹果酸转至线粒体中，转运方程为

malate-cyt+oxoglutarate-mit malate-mit+oxoglutarate- 
cyt。遗憾的是，目前针对线粒体转运蛋白的改造

是缺乏的，或许这是未来代谢工程或是酶工程提

高四碳有机酸产量的一个可行的方向。 

2  富马酸生物生产 

富马酸作为一种四碳二羧酸，由于其化学结

构易于酯化和聚合 [21]，被广泛应用于食品、化

工、农业、医药等行业。主要可作为化工原料的

不饱和聚酯树脂、醇酸树脂、增塑剂以及用作生

产电泳漆的原料[22]。此外，富马酸因其无毒特性

和独特的风味，纯度高于 99%的食品级富马酸也

被广泛用作食品酸剂和饮料配料[23]。医药上富马

酸可以用于生产解毒药二巯基丁二酸钠等，富马

酸钠与硫酸亚铁的置换产物富马酸铁则广泛应用

于医学上治疗人体的小红血球贫血病[24]。基于这

些广泛的用途，富马酸已经被美国能源部列为优

先发展的 12 种平台化合物之一[21]。随着其应用

领域的不断拓展，目前全球对富马酸的需求量提

升速度加快，2012 年全球对富马酸的需求为  

225.2 kt，到 2020 年需求量已超过 300 kt。富马酸

可通过马来酸在矿物酸、过氧化合物或硫脲的催

化作用下异构化合成。该方法因产率较高，是目

前应用最广泛的富马酸生产方法。然而，异构化

过程通常需要提供一个高温、高压的条件，这不仅 

意味着巨大的能量消耗，还往往伴随着副产物的

积累。化学合成法制备富马酸所面临的主要问题

是化石资源的短缺、生产成本的提高以及对环境

造成的污染，石油作为一种不可再生的资源，其

储存量是有限的，石油资源的短缺使得世界石油

市场供需严重失衡[25]，因此，寻找新的资源和新

的合成路径已经刻不容缓。与石化方法相对的微

生物发酵法由于其可持续性和环境友好性近年来

愈来愈引起人们的兴趣。通过菌株筛选、条件诱

变、代谢工程改造以及优化发酵条件手段，微生

物发酵法在产量、收率以及生产强度上都已经达

到了相当可观的水平，有的生产方法已经实现了

产业化。 

2.1  利用野生型和诱变菌株生产富马酸 

一些细菌，如运动发酵单胞菌 Zymomonas 

mobilis、蜡样芽孢杆菌 Bacillus macerans、嗜热

厌氧杆菌 Thermoanaerobacter ethanolicus、菊欧

文氏菌 Erwinia chrysanthemi 等，和酵母菌包括

树干毕赤酵母 Scheffersomyces stipitis、嗜鞣管囊

酵母 Pachysolen tannophilus 等均已被发现能够天

然地积累富马酸。然而，丝状真菌仍然是富马酸

主要的生产菌株，尤其是丝状毛霉菌，例如黑根

霉 Rhizopus nigricans、少根根酶 Rhizopus arrhizus、

米根霉 Rhizopus oryzae 等[25]。 

一般认为，根霉属 Rhizopus sp.菌株是最为理

想的富马酸生产菌株。其中，少根根酶曾被认为

是最适的富马酸生产菌株，是由于它能够达到更

高的富马酸产量。然而，少根根酶对营养的需求

更为严格，这提高了整个生物发酵过程的成本。

另一方面，尽管具有相对更高的产量，少根根酶生

产富马酸的收率并不高，这也进一步提高了底物成

本。例如，Lee 等以少根根酶生产富马酸，尽管获得

了121.0 g/L的产量，但是其收率仅为0.37 g/g[26]。因

此，营养需求较低、底物转化率更高的米根霉已

经成为富马酸生产的主要菌株。据报道，通过与

下游分离装置组合，米根霉 ATCC 20344 能够在

旋转生物膜接触器中生产 0.91 g/g 的富马酸，且

生产强度可达到 4.25 g/(L·h)[27]。与诱变型菌株相

比，根霉作为野生型菌株具有在自然界分布较 
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广、易于获得、不需经过处理，生产条件相对简

单等优势，是最为理想的富马酸生产菌株。尽管

野生型的根霉已经具有良好的生产性能，但相比

于石化方法依旧缺乏足够的竞争力，其生产能力

仍不能满足商业化的需求。因此通过一些物理、

化学或两者结合的随机诱变手段改造野生型菌

株，是获取性状优良的高产、抗逆菌株的一条捷

径，尤其是对于根霉这样目前缺少遗传改造工具

的微生物。常见的物理诱变方法包括紫外线或 

γ-射线诱变，常见的化学诱变方法则主要是通过

添加烷化剂、亚硝基化合物或氯化锂进行诱变。

对于随机诱变，高效的筛选方式是获取目的菌株

的关键，在这方面，近年来的研究开发了一系列

新的，高效的筛选方法。例如，Xu 等发现以少

根根霉为出发菌种，通过紫外线和氯化锂诱变处

理，发现当紫外线照射时间为 3 min，并在质量

分数 4%的氯化锂的平板中培养，可诱变出富马

酸高产菌 [28]。在此基础上，用溴甲酚绿加塑料

小管的平板进行对诱变菌株进行初筛，其生成的

富马酸会通过塑料小管底部渗透到指示培养基中

产生变色圈。根据变色圈大小就可以初步判断诱

变菌株的产酸能力，从而大大缩短了筛选时间。

通过这一筛选方法筛选获得的菌株在发酵 72 h 后

能产生 55.02 g/L 的富马酸，相比于原始菌种提

高了 2.49 倍[28]。随机诱变除了用于筛选富马酸高

产的菌株，还可用于筛选副产物产量更低的突变

体。乙醇是富马酸发酵过程中的主要副产物，它

的积累降低了碳通量向富马酸的转化。Fu 等采用

紫外与亚硝基胍结合的诱变方法，通过烯丙醇抗

性筛选，分离出了低乙醇产量的突变体 R. oryzae 

ME-F01；与亲本相比，突变体的富马酸产量提高

了 21.1%，而乙醇产量则降低了 83.7%[29]。 

相对于随机诱变，适应性进化是一种更有针

对性的菌株选育策略，可以根据特定的需求和目

的确定菌株进化方向。近年来，这一策略也被用

于筛选特异的富马酸生产菌株，尤其是用于筛选

能够利用其他碳源的突变体。例如，Deng 等通

过适应性进化的方式获得了一批米根霉突变体，

其中表现最好的菌株可以以玉米淀粉为底物生产

39.8 g/L 的富马酸[30]。具体来说，由于淀粉利用

能力可以通过葡萄糖淀粉酶的活性来表征，研究

人员以葡萄糖类似物 2-脱氧葡萄糖作为进化选育

压力，高效地筛选了具有高葡萄糖淀粉酶活性的

突变体。类似的方法也被用于筛选以木糖为碳源

生产富马酸的少根根霉。通过不断提高培养基中

木糖的浓度，Wen 等最终获得了一株能利用木糖

生产 28.5 g/L 的富马酸的突变菌株 R. arrhizus 

RH-7-13，而亲本菌株在相同条件下只能积累 

13.2 g/L 的富马酸[31]。 

2.2  利用代谢工程菌株生产富马酸 

近年来，代谢工程的迅猛发展使我们能够在

分子层面上有目的地对细胞代谢途径进行修饰、

改造，改变细胞特性。通过代谢构建的菌株能够

具有较高的富马酸产量、较少的副产物形成或者

更有效的底物利用率。通过代谢工程提高富马酸

生产的策略大致可归纳为：1) 过量表达关键限

速酶；2) 引入新的代谢途径；3) 敲除副产物积

累相关的途径；4) 平衡能量代谢及辅因子生

成；5) 消除反馈抑制；6) 相关转运蛋白的增强

或抑制等方面。 

2.2.1  原核生物生产富马酸的代谢工程改造 

大肠杆菌 Escherichia coli 凭借其较快的生长

速度、清晰的遗传背景以及较广的底物利用谱，

被广泛的应用到富马酸的合成中。作为最为常见

的模式菌株，通过代谢工程策略改造大肠杆菌生

产富马酸的研究是开展得最早，同时也是研究得

最深入的。对于原核生物，常见的提高富马酸生

产能力的策略是过量表达参与氧化三羧酸循环的

基因。除了这些常见的策略，近年来一些调节因

子已被证实在氧化三羧酸循环中发挥重要的作

用。例如，arcA 是一个 DNA 结合反应调节因

子，敲除 arcA 会导致三羧酸循环加剧。缺失
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arcA 的大肠杆菌被发现能够具有更好的生长能

力，富马酸产量会提高 1.5 倍[15]。草酰乙酸作为

糖酵解途径的前体，在富马酸积累过程中起着重

要作用。因此，促进草酰乙酸的合成可以作为 

一种可行的策略以提高富马酸产量。在 E. coli 

CWF41 中通过强启动子 tac 过量表达 PPC，PPC

的酶活相比于原始菌株提高了 4.7 倍，富马酸产

量则提高 2.8 倍。进一步地敲除副产物合成相关

的基因后，最终菌株在分批培养条件下的富马酸

产量为 28.2 g/L，生产强度为 0.448 g/(L·h)[32]。

另一种常见的增加大肠杆菌中富马酸积累的方法

是增强乙醛酸分流的碳通量。具体的方法包括敲

除编码异柠檬酸裂解酶抑制因子的基因 iclR、乳

酸脱氢酶 LDH 以及丙酮酸甲酸裂解酶 PFL 等。

减少苹果酸和琥珀酸等主要副产物的积累也是常

见的代谢工程改造菌株的思路。例如，在一株可

以生产富马酸的原始菌株 E. coli JM109(DE3) 中

敲除基因 fumABC、frdABCD 和 iclR 后，重组菌

能产生 2.12 mmol/L 的富马酸[33]。除了苹果酸与

琥珀酸这两大主要的副产物，其他副产物如乙

酸、乳酸和天冬氨酸积累的抑制也可以提高富马

酸的产量。例如，乙酰辅酶 A 合成酶 (ACS) 是

乙酸分泌和同化的关键酶之一。为了减少乙酸的

积累，在 E. coli ABCDIA-ptsG−-mdh−-glk-galp-ppc

中过量表达 ACS，重组菌株比的富马酸产量比原

始菌株提高了 1.5 倍[34]。 

2.2.2  真核生物生产富马酸的代谢工程改造 

与大肠杆菌相比，酵母具有更高的耐酸能

力，发酵过程副产物种类更少，具有较强的工业

化潜能，是良好的工业生产有机酸的底盘微生 

物[35]。然而据报道，酵母中内源的富马酸酶对富

马酸的亲和力是对 L-苹果酸亲和力的 17 倍[36]，导

致胞质富马酸酶主要催化富马酸向苹果酸的转

化，而非富马酸的积累。Xu 等将来源于米根霉

的富马酸合成的 rTCA 途径引入酿酒酵母中，通

过过量表达 RoMDH、RoFUM1 以及内源的 PYC

基因，减少富马酸向苹果酸的转化，从而增加富 

马酸的积累，重组酿酒酵母能够生产 3.2 g/L 的

富马酸 [37]。除了酿酒酵母，一些其他非常规酵

母同样也被开发用作富马酸的生物合成。最近的

研究发现，调控精氨酸琥珀酸裂解酶 (ASL)、腺

苷琥珀酸裂解酶 (ADSL)、延胡索酰乙酰乙酸酶 

(FAA) 和富马酸酶 4 种胞质酶的表达水平已经能

够调节尿素和嘌呤核苷酸循环，这类酶参与了光

滑念珠菌富马酸的生物合成。例如，通过控制

ASL 的高水平表达和 ADSL 的低水平表达，可以

获得 5.6 g/L 的富马酸，在此基础上进一步过量

表达四碳二羧酸转运蛋白 SpMAE 可使富马酸的

产量提高到 8.8 g/L。 

近年来合成生物学和系统生物学的发展使得

对于代谢途径的调控不再着眼于单一途径的表

达或敲除，而能够通过模块化、区室化的划分

合理地分配和调控整体的代谢网络。例如，在

酿酒酵母中同时引入富马酸合成的氧化和还原

途径后，重组菌株 FMME004-6 的富马酸产量仅

为 5.6 g/L，这说明简单地引入外源的代谢途径往

往难以达到良好的效果。因此，近年来许多的合

成生物学策略被用以优化代谢平衡或提高中间代

谢物的运输效率，例如线粒体工程、支架工程、

辅因子工程和模块化组装 [38]。例如，辅因子再

生已被证明是通过改变细胞内辅因子池来维持细

胞氧化还原平衡的有效途径，许多酶已被证明能

够直接影响 NADH/NAD+或 ATP/ADP的比率，例

如磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 (PCK) 和甲酸脱氢

酶  (FDH)。因此，通过过量表达 PCK 产生

ATP，以促进 RoPYC 催化的丙酮酸羧化为草酰乙

酸，过量表达 FDH 产生 NADH，驱动 RoMDH 催

化的草酰乙酸还原为苹果酸。通过这一设计，改

变 NADH/NAD+和 ATP/ADP 的比率后重组菌株相

比于对照菌株的富马酸产量提高了 63.7%，终产

量达到了 21.6 g/L。 

米根霉作为最常用的富马酸生产菌株，已经

成功地通过代谢工程的策略实现富马酸产量的提

高。磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 (PPC) 和丙酮酸
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羧化酶 (PYC) 分别催化磷酸烯醇式丙酮酸和丙

酮酸转化为草酰乙酸，因此过量表达 PPC和 PYC

被认为能够增加菌株中草酰乙酸的通量，从而提

高富马酸的产量。Zhang 等在 R. oryzae M16 中分

别过量表达了内源的 PYC 和 PPC；与原始菌株相

比，过量表达 PPC 的菌株富马酸的产量提高了

26%，收率达到了 0.78 g/g；而过量表达 PYC 的菌

株生长受到显著影响，产量极低 (<0.05 g/g)[39]。

除了过表达 PPC 和 PYC 之外，研究人员发现

CRISPR/Cas9 是一种能够通过 DNA 剪接技术实

现基因编辑的方法。最近，利用 CRISPR/Cas9，

Gu 等成功地在嗜热丝状真菌 Myceliophthora 

thermophila 实现了基因编辑，用于富马酸的生

产。研究人员首先将来源于克鲁斯假丝酵母的编

码富马酸酶的基因 fum 导入嗜热丝状真菌中，发

现富马酸的产量提高了 3 倍[40]。为了进一步提高

富马酸的产量，借助于开发的 CRISPR/Cas9 系

统，两个胞质富马酸还原酶 FRD1 和 FRD2，线

粒体富马酸酶 FUM 被敲除。此外，由于苹果酸

是富马酸合成的前体，线粒体苹果酸转运载体也

被敲除以促进 L-苹果酸的合成。最终菌株在补料

分批发酵中获得了 17.0 g/L 的富马酸。 

传统的根霉菌发酵有机酸主要以葡萄糖和淀

粉等为原料，成本相对较高，近几年粮食价格的

上涨，以粮食类原料为底物发酵生产有机酸面临

着巨大的挑战。采用廉价易得的木质纤维素生产

有机酸，不仅能降低原料成本，还对解决粮食危

机及环境污染问题具有重要意义 [41]。目前关于

木质纤维素研究主要集中在纤维素乙醇方面，但

乙醇对糖的转化率较低，如葡萄糖转化为乙醇的

理论转化率仅为 51%，而同样的葡萄糖对乳酸的

理论转化率为 75%，对富马酸的理论转化率达

129%，故用木质纤维素生产有机酸理论上较乙

醇具有更高的原料利用率[41]。 

3  苹果酸的生物生产 

苹果酸作为一种四碳有机酸，同样具有广泛

而强大的功能。生理上，苹果酸被证明对心脏具

有保护作用，可以促进线粒体呼吸作用和促进细

胞内 ATP 产生，强化体内的能量代谢。外源补充

苹果酸能够影响机体氧化还原状态，从而提高

机体的抗氧化能力。此外苹果酸对正常体力劳

动及紧张劳动后的体力恢复有显著影响。在食

品行业中，苹果酸可以作为酸味调节剂、保 

 
表 1  富马酸生产菌株的生产性能比较 
Table 1  Production performance of fumaric acid producers 

Strain Description Substrate
Titer 
(g/L) 

Yield 
(g/g) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

References

E. coli EF02 Expression of ppc; deletion of fumB, fumAC 
and aspA 

Glycerol 41.5 0.88 0.51 [17] 

R. oryzae FM19 Femtosecond laser Glucose 49.4 0.56 0.29 [18] 

R. oryzae ZJU11 UV Glucose 57.4 – – [28] 

R. oryzae ME-UN-8 UV, NTG Glucose 52.7 – – [29] 

E. coli CWF812 Expression of ppc; deletion of iclR, fumC, 
fumA, fumB, arcA, ptsG, aspA and lacI 

Glucose 28.2 0.39 0.45 [32] 

R. oryzae pyc Expression of pyc Glucose 0.7 <0.5 – [39] 

R. oryzae ppc Expression of ppc Glucose 0.25 0.78 0.26 [39] 

M.thermophila 
SG515 

Expression of SpMAE1, Ckfum and Mtsfc; 
deletion of Mtfrd1, Mtfrd2, Mtfum and moc 

Glucose 17.0 0.24 – [40] 

R. oryzae RUR709 UV, γ-rays Glucose 26.2 0.32 0.22 [42] 

R. oryzae fumR2 Expression of fumR2 Glucose 21.5 0.65 – [43] 

S. stipitis PSYPMFfS Expression of Ymae1; deletion of ura3, leu2, 
Psfum1 and Psfum 

Xylose 4.7 0.10 – [44] 
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鲜剂、面食强化剂，且具有减盐作用和护色作用；

在医药行业中，苹果酸可以降低血氨浓度，对肝

脏有保护作用，是治疗肝衰竭、肝癌的良药，同

时作为心脏病基础液成分之一，对心肌梗塞的缺

血性心肌层起到保护作用，也可作为抗癌药的前

体以及动物生长促进剂[45]；在化学工业方面，苹

果酸可以作为牙膏和烟草的调味剂、皮肤清洁剂、

洗涤剂、废气脱硫剂，也可以代替柠檬酸作为各

种金属表面的除锈剂。美国能源部已将苹果酸列

为 12 大基本化工原料之一，预计苹果酸的市场

潜力将超过每年 20 万 t[3]。苹果酸包括 D-、L-和

对称碳原子的光学异构体的混合 3 种类型，在实

际应用中 3 种类型的苹果酸发挥不同的作用。化

学合成路线是合成苹果酸的主要方法，以石油衍

生的马来酸或富马酸为底物，通过水化反应生成

DL-混合的苹果酸外消旋物。化学合成法主要包

括反丁烯二酸或顺丁烯二酸经高温高压催化加

水等几种方法。虽然化学合成法生产成本较

低，但其生产的苹果酸不易被人体吸收且具有

一定的毒副作用，限制了其在食品、医药行业

的广泛应用。 

除了化学合成法，利用固定化或分离的富马

酸酶对富马酸进行酶促转化，也可用于 L-苹果酸

生产。酶转化法生产 L-苹果酸主要以富马酸酶转

化富马酸为主，因此原料依然依赖于高纯度化学

合成的富马酸，其生产过程存在原料价格昂贵、

生产污染大、产品中杂酸含量偏高等缺点。且富

马酸酶对温度的敏感性和底物抑制效应限制了该

方法的大规模应用 [46]。相对于化学合成或酶促

转化，利用木质纤维素等可再生的原料底物取代

石化原料合成 L-苹果酸是一条较为经济环保的路

线。特别是随着化石燃料的消耗和对环境问题的

关注，微生物发酵生产 L-苹果酸具有反应条件温

和、选择性高和产品分布可控等优点。微生物发

酵法已经日益成为人们关注的焦点。 

3.1  利用野生型菌株生产苹果酸 

最初，L-苹果酸主要是从苹果酸含量不超过

1%的苹果汁或蛋壳中提取 [47]。随着化学合成路

线、酶转化路线以及微生物发酵路线的迅速发

展，传统的合成方法已被完全取代。 

曲霉菌包括黄曲霉、黑曲霉和米曲霉等，都

是天然的 L-苹果酸生产菌株，被广泛用于生产   

L-苹果酸[48] (表 2)。早在 20 世纪 60 年代，研究人

员利用一株分离的黄曲霉菌株获得了苹果酸生产

工艺的专利，该菌株的苹果酸产量为 58 g/L，收率

和生产强度分别为 0.58 g/g 和 0.27 g/(L·h)。通过一

系列的工艺优化，利用 Aflatoxin flavus ATCC 13697

在 16 L 发酵罐中发酵 6–8 d，以葡萄糖为底物时获

得113 g/L苹果酸，生产强度为0.59 g/(L·h)。然而，

由于黄曲霉发酵过程中会产生致癌的黄曲霉素，

黄曲霉并不适合用于发酵生产苹果酸。由于黄曲霉

和米曲霉之间的高度同源性，Knuf 等以 A. oryzae 

NRRL 3488 为出发菌株进行苹果酸生产，在高糖

限氮的条件下，能够在 47.5 h 内生产 30.27 g/L 的

苹果酸，收率为 0.67 g/g[49]。进一步研究发现，不

同碳源对米曲霉的发酵性能影响很大。例如，当

使用木糖或甘油作为底物时，A. oryzae DSM 1863

仅积累 45.43 g/L 的苹果酸，明显低于以葡萄糖作

为底物时的产量 (58.16 g/L)。曲霉菌广泛分布于

土壤、灰尘、植物及其果实上，生长温度范围广，

易于获得和培养，相比于需要改造的代谢工程菌

株，是一类良好的野生型产苹果酸菌株。 

青霉菌 Penicillium spp.是第二大类苹果酸生

产菌株，已被报道有多种菌株能够天然地积累苹

果酸。例如，从海藻中分离得到的 Penicillium 

viticola 152 能够利用富含生物素的玉米浆作为氮

源生产苹果酸；在优化条件下，该菌株可通过摇瓶

发酵获得 103 g/L的苹果酸，在 10 L发酵罐中产量

可达 131 g/L，是以青霉菌发酵时获得的最高苹

果酸产量[50]。Wang 等也从海洋环境中筛选获得

了菌核青霉 Penicillium sclerotiorum K302，能够

高水平地积累苹果酸；通过优化生产条件，摇瓶发

酵的产量达到 69 g/L；在 10 L 发酵罐中，72 h 内

苹果酸产量可达 71.67 g/L，收率为 0.69 g/g[51]。 
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一些其他的真核微生物也可以在代谢过程中产

生苹果酸。例如，裂褶菌 Schizophyllum commun 

IFO-4928可在27 ℃条件下，以50 g/L葡萄糖为底物

生产18 g/L苹果酸，生产强度为0.18 g/(L·h)[52]。鲁

氏酵母 Zygosaccharomyces rouxii 作为一种耐糖酵

母，可在葡萄糖浓度 30%，初始 pH 5.0，培养温

度25 ℃的优化条件下，15 d内从193 g/L葡萄糖中可

以生产 74.90 g/L 苹果酸，收率为 0.39 g/g。此外，

谷氨酸作为苹果酸和琥珀酸的前体，对苹果酸的

积累有明显的促进作用。研究发现，在培养基中

添加 0.5%谷氨酸时，苹果酸的产量显著增加[53]。 

最近，Geiser 等筛选出 68 株黑粉菌科菌株。

其中，稗黑粉菌 Ustilago trichophora TZ1 具有从葡

萄糖和甘油中合成苹果酸的能力[54]。一般来说，

菌株发酵时葡萄糖作为底物的产率高于甘油，是生

产苹果酸的首选底物。然而，U. trichophora TZ1 却

倾向利用甘油来生产苹果酸。基于这一特性，将适

应性进化与发酵优化相结合，U. trichophora TZ1

可以以甘油为底物生产 196 g/L 苹果酸，产量和生

产强度分别为 0.82 g/g 和 0.39 g/(L·h)[54]。 

3.2  利用代谢工程菌株生产苹果酸 

3.2.1  原核生物生产苹果酸的代谢工程改造 

大肠杆菌作为研究最久、遗传操作最为成熟

的模式菌株，是代谢工程改造生产苹果酸的良好

底盘 (图 4A)。最为常见的代谢工程策略是删除

或削弱竞争途径，以及表达或过度表达关键酶。

例如，Moon等根据代谢通量分析预测最佳的苹果

酸产生途径，发现 PCK 的过表达有利于苹果酸的

积累，将来源于曼氏产琥珀酸菌 Mannheimia 

succiniciproducens MBEL55E 的磷酸烯醇式丙酮

酸羧激酶 PCK 引入 pta 基因突变的大肠杆菌后，

最终菌株 E. coli W3110可在 12.5 h内产生 9.25 g/L

的苹果酸，收率为 0.42 g/g；由于副产物的积累在

大多数情况下会影响有机酸的产量，尽管没有在

发酵液中检测到副产物，研究人员依旧敲除了 

两个编码副产物合成的相关基因 ldhA和 adhE以试

图增加苹果酸的积累；然而与设想相反的是，苹

果酸的产量并没有得到进一步的提高，反而生产

强度略有下降[55]。大肠杆菌的一大优势在于能够

较为容易地进行多基因的敲除和表达以提高苹果

酸的产量。例如，通过敲除 6 个中心发酵基因，

E. coli KJ071 能够在含有 100 g/L 葡萄糖的无机盐

培养基中通过简单的分批发酵合成 83.88 g/L 的

苹果酸 [56]。研究人员进一步对富马酸还原酶合

成相关的基因进行了敲除，重组菌株的琥珀酸产

量降低了 90%，从而促进了苹果酸的积累。与此

同时，丙酮酸的积累增加，而乙酸的产量减少。

因此，为了进一步减少副产物的产生，针对性

地对丙酮酸积累相关的基因 scfA 和 maeB 进行了

敲除，减少了副产物丙酮酸的积累。最终菌株

E. coli XZ658 在此基础上进一步地敲除了一系列

基因 (丙酮醛合酶 mgsA、乳酸脱氢酶 ldhA、丙

酮酸激酶 pkyA 和 pykF) 后通过分批发酵从 50 g/L

葡萄糖中获得了 34 g/L 苹果酸，且收率与生产强

度分别为 1.06 g/g 和 0.47 g(L·h)[57]。 

为了实现更简单高效的发酵模式，对 E. coli 

W3110 进行了基因改造和优化，通过一步合成途

径生产苹果酸。首先，敲除 ldhA、poxB、pflB、

pta、ackA 基因，以积累大量的丙酮酸。然后，

依赖于 NADP+的苹果酶和 NADH 激酶的过表达

以及敲除与琥珀酸生物合成相关的基因使丙酮酸

转化为苹果酸。最终在 5 L 生物反应器中进行发

酵，苹果酸产量为 21.65 g/L，产率为 0.36 g/g，

生产强度为 0.30 g/(L·h)。副产物是 16.54 g/L 的丙

酮酸，0.98 g/L 的琥珀酸和 0.19 g/L 的富马酸[58]。

同时，需要注意的是 NADPH 在苹果酸生产中的

重要性，因为 1 mol 的 L-苹果酸的生物合成需要

1 mol 的 NADPH，因此 NADPH 的有效性对于提

高目标产品的产量至关重要[59]。 

乙醛酸途径也是苹果酸合成的一条可行路

径。最近，Kim 等报道了将体外模块化工程与体

内 CRISPRi 技术相结合，对乙醛酸途径中的五酶
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级联反应进行多重调节生产苹果酸的研究 [60]。

CRISPRi 技术可以最大限度地减少多个基因异源

表达造成的代谢负担，以及解决不同模块之间的

代谢通量失衡的问题，从而减少柠檬酸和 α-酮戊

二酸的积累。在优化的条件下，最终菌株在 3.6 L

补料分批发酵条件下苹果酸效价为 36.05 g/L，收

率为 0.55 g/g[60]。 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 是一种严格需

氧或兼性厌氧的杆菌，由于其成熟的遗传工具和

发酵技术以及生物安全性，在发酵工业中也得到

了广泛的应用。Mu 等研究了富马酸酶对枯草芽

孢杆菌生长和苹果酸生产的影响，首次实现了以

枯草芽孢杆菌为底盘细胞生产苹果酸。通过将来

源于大肠杆菌的 PPC 和来源于酿酒酵母的 MDH

导入枯草芽孢杆菌中，构建了异源的苹果酸生物

合成途径，重组菌株能够生产 0.81 g/L 苹果酸。

进一步地，通过敲除乳酸脱氢酶基因，苹果酸产

量提高到了 2.01 g/L，收率与生产强度分别为

0.11 g/g 和 0.03 g/(L·h)[61]。 

3.2.2  真核生物生产苹果酸的代谢工程改造 

米曲霉作为天然的苹果酸生产宿主，已经被

开发并通过代谢工程的手段进一步地提高其生产

能力。通过过量表达 PYC、MDH 和四碳二羧酸

转运蛋白，优化苹果酸产生途径，改造后的米曲

霉 A. oryzae NRRL 3488 在 164 h 内的苹果酸产量

达到了 154 g/L，且收率和生产强度分别为 1.03 g/g 

和 0.94 g/(L·h)。值得注意的是，尽管重组菌株中

不存在柠檬酸积累的途径，发酵液中依然检测出

了少量的柠檬酸。研究人员推测可能是细胞内存

在的线粒体三羧酸转运蛋白介导的过程，导致积

累的苹果酸被转化为柠檬酸并排出胞外。基于这

样的假设，Liu 等设计了一个草酰乙酸回补策

略，减少苹果酸向柠檬酸的转化，通过强化氧化

TCA 循环以提高苹果酸的合成。磷酸烯醇式丙酮

酸可以通过 PCK 或 PPC 的作用被转化为草酰乙

酸，这被认为是固定 CO2 合成苹果酸的限速步

骤。因此，研究人员首先通过异源表达来源于大

肠杆菌的 PCK和 PPC，以及来源于粟酒裂殖酵母

的四碳二羧酸转运蛋白基因 SpMAE 构建苹果酸

合成途径。进一步的，由 pfk基因编码的调节糖酵

解途径的 6-磷酸果糖激酶被认为是苹果酸合成的

潜在限速步骤，并在强启动子 SodM 的作用下进一

步过表达。最终得到的改良米曲霉的苹果酸浓度

为 165g/L，在 3 L 生物反应器中，苹果酸的收率和

生产强度分别为 0.68 g/g 和 1.38 g/(L·h)[62]。 

除 A. oryzae NRRL3488 外，另一个由其衍生

的野生菌株 A. oryzae 2103a-68 也被优化用于生产

苹果酸。通过过量表达 PYC、MDH 和 SpMAE，

该菌株最终可以积累 66.30 g/L 苹果酸，收率为

1.11 g/g，生产强度为 0.86 g/(L·h)。然而除苹果

酸外，该菌株还积累了其他副产物，如 9.03 g/L

的琥珀酸，这表明胞质苹果酸池的增加会使一部

分通量转移到琥珀酸的积累[55]。 

与丝状真菌相比，酿酒酵母在苹果酸生产中

表现出一系列独特的优势，如：1) 对高底物浓度

的耐受性强；2) 单细胞真菌可以更好地控制过

程；3) 能够利用更广泛的碳源；4) 在食品工业

中更安全等。因此，通过基因工程改造的酿酒酵

母是极具潜力的苹果酸生产宿主 (图 4B)。通过过

量表达 PYC、MDH3 和 SpMAE，重组酿酒酵母能

够在摇瓶中生产59 g/L的苹果酸，收率为0.31 g/g，

生产效率为0.19 g/(L·h)。通过生物反应器的进一步

放大和优化，苹果酸的产率被提高到了 0.36 g/g，

比摇瓶提高了 19%[20]。近年来，为了进一步提升

酿酒酵母的苹果酸产量，结合途径优化和转运蛋

白修饰的通用策略被应用于重建或强化酿酒酵母

苹果酸生物合成途径和运输系统。研究发现，不

同微生物来源的关键酶对苹果酸的产生有很大影

响。通过对比不同来源的 PYC 和 MDH，发现黄

曲霉来源的 PYC 和米曲霉的 MDH 组合的苹果酸

产量最高，进一步地过量表达转运蛋白 SpMAE

使重组菌株能够积累 30.25 g/L 的苹果酸，收率
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和生产强度分别为 0.30 g/g 和 0.32 g/(L·h)[63]。 

与酿酒酵母相比，巴斯德毕赤酵母因其高效

的异源基因表达能力而具有更好的生物转化特

性。此外，巴斯德毕赤酵母的优势在于甲醇异化

途径可以产生两个 NADH分子，能够为苹果酸的

生产提供充足的 NADH。Zhang 等分别为内源的

PYC，胞质 MDH 和 FUM 构建了 3 个表达框，并

整合到 P. pastoris GS115 的基因组中以获得稳定

的表达，由此构建的重组菌株能够在 96 h 内积累

42.28 g/L 的苹果酸[64]。 

除了酿酒酵母和毕赤酵母，光滑球拟酵母由

于具有耐受性相对较强等优势也被开发用于苹果

酸的生产。光滑球拟酵母 Torulopsis glabrata 

CCTCC M202019 是一株产丙酮酸的营养缺陷型

酵母，通过调节其从丙酮酸到苹果酸的碳通量已

被成功地用于苹果酸的生产。在通过基因组模型 

 
表 2  苹果酸生产菌株的生产性能比较 
Table 2  Production performance of malic acid producers 

Strain Description Substrate 
Titer 
(g/L) 

Yield 
(g/g) 

Productivity 
(g/(L·h)) 

References

Penicillium viticola 152 – Glucose 131 1.00 1.36 [50] 

Ustilago trichophora TZ1 – Glycerol 196 0.82 0.39 [54] 

Escherichia coli Expression of Afpyc, Scms, 
cs, can and icl 

Glucose 36.05 0.55 0.58 [60] 

Aspergillus oryzae NRRL 
3488 

– Glucose 30.27 0.64 0.67 [65] 

Aspergilus oryzae DSM 
1863 

– Syngas 1.83 0.22 0.02 [66] 

Aspergillus niger ATCC 
9142 

– Glucose, glycerol, 
lactic acid 

17 0.80 0.09 [67] 

Aspergillus niger ATCC 
10577 

– Glucose, glycerol, 
lactic acid 

19 – 0.10 [67] 

Rhizopus delemar – Corn straw hydrolyte 120 0.96 2.00 [68] 

Aspergillus oryzae NRRL 
3488 

Erexpression of pyc, mdh 
and Spmae 

Glucose 154 1.03 0.94 [69] 

Saccharomyces cerevisiae Expression of Afpyc, Ropyc, 
Afmdh, Romdh and Spmae1

Glucose 30.25 0.30 0.32 [70] 

Pichia pastoris expression of pyc, mdh1 Glucose 8.50 0.14 0.18 [71] 

Thermobifida fusca 
muC-16 

Expression of Cgpyc Cellulose 62.76 0.63 0.53 [72] 

 

 
 

图 4  四碳有机酸的代谢途径 
Fig. 4  Metabolic pathways for the synthesis of tetracarbon organic acids in: (A) eukaryotes, (B) prokaryotes. 
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确定苹果酸生产的瓶颈后，来源于米根霉的 PYC

和 MDH，以及 SpMAE 被整合到菌株的基因组

上。在最佳维生素浓度下，60 h 内苹果酸的最终产

量为 8.5 g/L。值得注意的是，苹果酸对葡萄糖的

收率仅为 0.14 g/g，远低于途径的理论产率以及以

酿酒酵母为生产菌株时的实际收率 (0.30 g/g)。这

说明在苹果酸生物合成途径中存在动力学瓶颈，

丙酮酸的通量不能有效地转化为苹果酸[73]。 

4  琥珀酸的生物生产 

琥珀酸是一种常见的天然有机酸，广泛存在

于人体、动物、植物和微生物中，在工业上有着

广泛的应用[74]。在工业上，它可以作为中间体用

于生产多种工业化学品，如己酸、1,4-丁二醇、

四氢呋喃、n-甲基吡咯烷酮、2-吡咯烷酮和丁内

酯[75-76]。在农业领域，琥珀酸是一种常用的生长

调节剂，可用于种子处理和植物生根。在食品工

业中，琥珀酸可作为饮料中的调味增强剂、面包

中的软化剂和食品调味品制备的催化剂[77]。在医

药领域，琥珀酸可以用于生产磺胺药、维生素 A、

维生素 B 等抗痉挛剂、利尿剂和止血药物，还可

用作制备润滑剂和表面活性剂。此外，琥珀酸也

可以作为合成可生物降解材料的平台化合物。由

于琥珀酸在食品、化工、医药等领域的广泛应

用，它被认为是继柠檬酸之后最有前途的有机

酸。广泛的用途使近年来琥珀酸的需求量日益

增加，根据对欧洲和北美建造的制造设施的研

究，生物基琥珀酸的年产量占整个市场的 49%。

2020 年生物基琥珀酸市场将达到 60 万 t。目前已

经开发了多种生产琥珀酸的化学路线，包括石蜡

氧化、催化加氢和马来酸或马来酸酐的电解还 

原 [78]等。石蜡氧化法是生产琥珀酸的原始方

法，采用钙或锰作为催化剂，将石蜡完全转化为

二羧酸的混合物，随后，通过蒸馏、结晶和干燥

来提纯琥珀酸。虽然该工艺已经建立，但通过该

途径获得的琥珀酸收率和纯度相对较低，且会造

成环境的污染 [79]。与石化法合成琥珀酸相比，

生物技术生产具有转化效率高、成本低、底物可

再生等优点 [80]。最近，由于石化燃料的消耗和

对环境问题的关切，使用可再生原料生产琥珀酸

日益引起研究人员的关注。 

4.1  利用野生型菌株生产琥珀酸 

迄今为止，已经筛选和鉴定了多种具有琥珀

酸生产能力的微生物，细菌以琥珀酸放线杆菌 

Actinobacillus succinogenes、产琥珀酸厌氧螺菌 

Anaerobiospirillum succiniciproducens、产琥珀酸

曼海姆菌 M. succiniciproducens、谷氨酸棒杆菌 

Corynebacterium glutamicum、大肠杆菌 E. coli 为

代表；真菌则主要包括酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae、解脂耶氏酵母 Yarrowia lipolytica 以及一

些青霉属的菌株 (表 3)[81]。 

琥珀酸放线杆菌和产琥珀酸厌氧螺菌是最早

被鉴定得到的天然琥珀酸生产菌株，它们分别是

从牛瘤胃和粪便中分离得到的 [82]。琥珀酸放线

杆菌是革兰氏阴性兼性厌氧菌，由于其生产能力

高以及不需要曝气的优点，是最有前途的琥珀酸

生产菌株之一 [83]。此外，琥珀酸放线杆菌可以

利用广泛的五碳糖  (如木糖、阿拉伯糖、甘露

糖)、以葡萄糖为代表的六碳糖以及各种双糖和

其他碳源 (包括半乳糖、甘露醇、淀粉、烘焙废

物、甘蔗糖蜜、甘油) 和农业残留物来合成琥珀

酸[84]。例如，以酵母提取物和玉米浆为氮源时， 

A. succinogenes FZ53 突变体能够利用葡萄糖生产

105.8 g/L 的琥珀酸，收率为 0.82 g/g，生产强度

1.36 g/(L·h)[85]。以木糖作为底物时，A. succinogenes 

130Z 能够在 8.5 h 的发酵过程中积累 29.0 g/L 的

琥珀酸 [86]。然而，尽管琥珀酸放线杆菌在高效

生产琥珀酸方面具有上述这些优势，在其发酵

过程中的副产物积累、产物抑制以及对氨基酸 

(如谷氨酸盐和甲硫氨酸) 和维生素  (如烟酸和
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硫胺素) 的苛求等缺点影响了其工业化的价值。

产琥珀酸厌氧螺菌同样可以利用多种底物作为碳

源 。 在 以 葡 萄 糖 为 唯 一 碳 源 的 条 件 下 ，         

A. succiniciproducens ATCC 53488能够积累32.2 g/L

琥珀酸，而以半乳糖作为碳源同样可以积累  

15.3 g/L 的琥珀酸。但琥珀酸厌氧螺菌的主要问题

是副产物积累较多，产品分离成本较高。为了去

除发酵液中的最终产物，采用了耦合单极电渗析

以提高菌体生长、琥珀酸产量和生产强度。最终

得到的琥珀酸生产强度为 10.40 g/(L·h)，最终浓度

为 83.0 g/L，产率为 0.89 g/g[81]。琥珀酸放线杆菌

作为一种野生型产琥珀酸菌株，相比于代谢工程

菌株，有广泛的碳源利用能力，同时具有较强的

底物耐受性等优势，是目前公认的最具潜力的产

琥珀酸优势菌株之一。 

产琥珀酸曼海姆菌 Mannheimia succiniciproducens

也是一种天然的琥珀酸生产菌株，是兼性厌氧的

革兰氏阴性菌。它同样是从牛瘤胃中分离出来

的，具有固定 CO2 的能力，并生产包含高浓度的

琥珀酸以及甲酸、乙酸和乳酸等在内的混合酸。

Mannheimia succiniciproducens MBEL55E 是氨基酸

和维生素的营养缺陷型，在厌氧条件下以玉米浆

作为底物，最高获得了 3.90 g/(L·h) 的生产强    

度[87]。该菌株还能有效地从甘油、木糖、蔗糖、

果糖、麦芽糖、乳糖、甘露醇和阿拉伯糖醇中生

产琥珀酸。在这些底物中，甘露醇是一种更具有

还原性的碳源，可以转化为额外的产物乙醇，以

平衡细胞的还原力。 

谷氨酸棒状杆菌是一种生长快速的革兰氏阳

性菌，也可以利用广泛的碳源。在厌氧条件下，

谷氨酸棒状杆菌能够在添加碳酸氢盐和生物素的

培养基上生产琥珀酸、乙酸和乳酸。Okino 等利

用谷氨酸棒状杆菌发酵获得了 23.0 g/L 的琥珀酸，

收率为 0.19 g/g，生产强度为 3.83 g/(L·h)[88]。对于

谷氨酸棒状杆菌，深入的基因组分析和成熟的基

因操作工具正致力于开发更高效的菌株和更新颖

的生物处理方法，这使其成为极具潜力的琥珀酸

生产宿主。 

4.2  利用代谢工程菌株生产琥珀酸 

4.2.1  原核生物生产琥珀酸的代谢工程改造 

在原核生物中，磷酸烯醇式丙酮酸一方面可

以通过三羧酸循环产生琥珀酸，另一方面也可以

转化为丙酮酸，进而导致副产物的生成。因此，

抑制丙酮酸的积累是减少副产物生成和 PEP 消耗

的有效策略。为了提高琥珀酸的产量，首先要减

少副产物生成，一个常见的策略是通过敲除编码

磷酸转移酶系统中葡萄糖特异性渗透酶蛋白的

ptsG 基因来抑制丙酮酸的合成进而提高琥珀酸产

量[89]。另一方面，也可以通过敲除编码乳酸脱氢

酶、醋酸激酶和醇脱氢酶的基因 ldhA、ackA 和

adhE/C 等来减少副产物乳酸、乙酸和乙醇的  

积累[90-91]。 

此外，过去的代谢通量分析结果显示，从磷

酸烯醇式丙酮酸到琥珀酸的主要途径包含一系列

基因，如 ppc、pck、pyc、mdh、fum、frd，对这

些基因的过量表达均已被证明能够强化琥珀酸的

合成。为了增加磷酸烯醇式丙酮酸到琥珀酸的转

化效率，研究人员采取了一系列方法。例如，过

量表达大肠杆菌 ppc 基因可以使琥珀酸产量从  

3.0 g/L增加到 10.7 g/L，且收率从 0.08 g/g 增加到

0.29 g/g。除此之外，在构建的大肠杆菌菌株中

过量表达琥珀酸放线杆菌来源的 pck 可以使琥珀

酸产量增加 6.5 倍[92]。 

为了清楚地阐明琥珀酸放线杆菌的代谢机

制，近年来研究人员陆续采用了 13C 标记的代谢

通量分析、中心代谢模型、主要生物量组分模

型等手段进行了分析。在此基础上，已经提出

了若干高效的表达方法如 pLGZ920 质粒，并建

立 了 电 穿 孔 基 因 敲 除 的 手 段 。 例 如 ， 在       

A. succinogenes 130Z 的基础上敲除丙酮酸甲酸裂

解酶 (PFL) 和甲酸脱氢酶 (FDH)，同时提供外
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部电子供体如中性红或 H2，重组菌株能够在没

有副产物的情况下生产 92.1 g/L 的琥珀酸[93]。 

rTCA 循环是琥珀酸产生的主要途径，因

此，在模型预测的基础上，研究人员过量表达了

琥珀酸放线杆菌中参与 rTCA 循环的基因，并敲

除了副产物的形成途径。然而，与野生型菌株 

(30.6 g/L) 相比，最终的重组菌株表现出更低的

琥珀酸积累 (27.5 g/L)，生长速率与葡萄糖消耗

速率也均有所下降 [94]。总而言之，尽管对琥珀

酸放线杆菌的代谢模型和基因操作工具正在不断

地完善，但是不可否认的是这些工作尚处于初级

阶段，有待进一步地开发和完善。 

由于清晰的遗传原理、简单的基因操作、高

生长速率和最少的营养需求，大肠杆菌已引起研

究人员的广泛关注并进行了深入研究。为了解决

野生型大肠杆菌在厌氧条件下除了合成琥珀酸之

外还会合成大量的乳酸、甲酸、乙酸和乙醇等副

产物的问题[95]，研究人员在一株 ptsG 突变大肠

菌株中敲除副产物甲酸和乳酸积累相关的基因

pflB 和 ldhA，构建了一株琥珀酸高产菌株 E. coli 

AFP111，在双相发酵条件下，琥珀酸的收率为

1.07 g/g，生产强度为 1.89 g/(L·h)[96]。然而，仅

仅通过阻断副产物合成途径并不足以高效生产琥

珀酸。因此，在敲除 ptsG、pflB 和 ldhA 的基础

上，进一步的过量表达 ppc 基因，重组菌株能够

在 75 h 内获得产量为 116.2 g/L 的琥珀酸[97]。另

一方面，研究发现，ldhA 和 pflB 基因的敲除会阻

碍 NAD+的再生，影响菌株在厌氧条件下在葡萄

糖上生产的能力。为了实现细胞内的氧化还原平

衡，提出了一种改进的两阶段发酵策略。首先

在好氧阶段以乙酸作为碳源诱导糖异生、rTCA

途径和乙醛酸分流中具有氧化还原调节功能的

基因；然后在第二阶段以葡萄糖作为碳源进行

厌氧发酵，最终得到了 60 g/L 的琥珀酸，且生

产强度为 1.00 g/(L·h)[98]。另一方面，通过优化乙

酸的同化途径及 ATP 的有氧供给，也报道了以乙

酸作为碳源直接生产 3.6 g/L 琥珀酸，且实际收

率达到了理论最大收率 [99-100]。近几十年来，随

着合成生物学的迅速发展，基因表达调控已经在

许多微生物中得到了应用，有多种方法被广泛应

用于设计和优化生物系统。例如，在 E. coli 

JW1021 中，一种新的核糖体调节开关已经被成

功地应用于调控基因表达和代谢通量。通过这种

特殊设计的核糖体调节开关，几个关键基因的表

达能够根据菌株的生长阶段而自发地开启和关

闭。引入这一核糖体调节开关的菌株最终能够积

累 114.0 g/L 的琥珀酸，且收率与生产强度分别为

0.91 g/g 和 3.25 g/(L·h)，相比于原始菌株均有明

显的提升。Zhang 等则通过表达一个全局调节因

子 IrrE 提高了菌株对高盐胁迫的耐受性，从而能

够从海水中直接生产 24.5 g/L 的琥珀酸[101]。最

近有研究发现，在大肠杆菌内引入甲醇代谢模

块，大肠杆菌厌氧代谢合成丁二酸的产量会有所

增加，但甲醇的利用能力仍然偏低。为提高甲醇

的利用效率，开展了甲醇异化途径敲除，甲醇同

化代谢前体核酮糖-5-磷酸再生途径增强等研究

内容。通过过量表达 rpe，tkt，强化核酮糖-5-磷

酸再生，增加甲醛的同化代谢。发酵结果显示，

重组菌株 Suc260/optpTrc99a-msi-rpe-tkt 的生长速

率比原始菌株提高了 7.1%，甲醇的消耗速率比

Suc460 增加了 2.24 mmol/L；此外，琥珀酸的产

量和收率分别比 Suc460 提高了 3.9%、3.4%。 

谷氨酸假单胞菌不仅能够天然地积累琥珀

酸，较为成熟的基因改造工具也被用于进一步提

高琥珀酸产量或减少副产物的积累。例如，通过

敲除乳酸产生途径的几个基因  (pqo 、 cat 、

ackA-PTA) 和乙酸产生途径 (ldhA)，成功地消除

了乳酸和乙酸两种副产物的积累。进一步地表达

pyc、fdh 和 gapA 基因，加强 PEP 到琥珀酸的代

谢途径之后，最终的工程菌株能够生产 133.8 g/L

琥珀酸，且收率可达 1.09 g/g[102]。另一方面，为

了增强糖酵解的速率和 NADH 的供应，Kim 等构
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建了一株 H+-ATP 酶点突变菌株 C. glutamicum 

NC-3-1，能够在 5 L 生物反应器中生产 113.0 g/L

琥珀酸，相比于原始菌提高 39%[103]。 

除了上述两种常见的底盘细胞，近年来藻类

也被开发作为“细胞工厂”用于固定二氧化碳并生

产常见的化学品如琥珀酸。例如，在嗜热蓝藻

中，通过过量表达琥珀酸合成途径相关的基因

ppc、gltA、kgd、gabD 和 sdhAB 以及敲除 glgc，

将琥珀酸的产量从 0.44 mg/L 提高到 0.43 g/L。在

此基础上，给予适宜的环境条件，将温度从

30 ℃升高到 37 ℃，以及补充 NaHCO3，可进一

步将产量提高到 1.8 g/L[104]。 

4.2.2  真核生物生产琥珀酸的代谢工程改造 

虽然细菌利用葡萄糖可以获得高产量的琥珀

酸，但潜在的致病性、低渗透压和低 pH 耐受性

等原因限制了它们的应用[5]。因此，一部分研究

人员将注意力转移到了开发能够在低 pH 条件下

生产琥珀酸的基因工程酵母上。例如，酿酒酵母

和解脂耶氏酵母可以在很宽的 pH 范围内代谢生

产琥珀酸，这能够显著降低中下游分离纯化过程

的成本。 

酿酒酵母具有明确的遗传背景，研究人员设

计了多种代谢工程策略来提高酿酒酵母的琥珀酸

产量。以酿酒酵母作为底盘细胞生产琥珀酸的一

大问题在于发酵过程中会产生大量的副产物乙

醇。为了减少乙醇的产生，常用的策略是敲除编

码乙醇脱氢酶的基因 adh 和丙酮酸脱羧酶基因。

例如，在酿酒酵母中敲除了 pdc1、pdc5 和 pdc6

消除了乙醇的积累，进一步地敲除其余副产物相

关基因 (his3、fum1和 gpd1) 以及引入胞质 rTCA

途径，在 pH 为 3.8 的环境下生产 13.0 g/L 琥珀

酸，收率为 0.13 g/L[105]。这一结果表明，乙醇生

产途径的敲除对琥珀酸合成有积极影响。另一方

面，一旦琥珀酸的生成量增加，乙酸的积累量就

会相应地降低，这表明这两种酸地产生途径之间

存在竞争机制 [106]。基于计算机的分析方法为提

高琥珀酸产量提供指导，通过分析线粒体和胞浆

之间的交换通量，研究人员用 13C 标记的方法发

现胞外琥珀酸会通过细胞膜重新进入线粒体[107]。

基于这个发现，Agren 等敲除了相关的线粒体转

运蛋白 DIC1，实现了琥珀酸产量的提升[108]。尽

管有上述这些进展，总的来说，以酿酒酵母作为

底盘生产琥珀酸的产量，收率和生产强度相比于

其他琥珀酸生产菌株依旧较低。 

库德毕赤酵母 Pichia kudriavzevii 能够在高

浓度琥珀酸和低 pH 条件下生长良好，是生产

琥珀酸的潜在底盘。为了提高琥珀酸的产量，

Zhu 等敲除了编码乳酸细胞色素 C 氧化还原酶的

Cyb2a，并引入了来源于克鲁维假丝酵母 Candida 

krusei 的 pyc1 和 fum1，S. cerevisiae 的 frd1，

Zygoaccharomyces rouxii 的 mdh 基因，和布氏锥

虫 Trypanosoma brucei 的 frd1 基因。最终菌株   

P. kudriavzevii 13171 能够生产 23.0 g/L 的琥珀

酸。另一株菌株 P. kudriavzevii 13723 通过敲除

ura和 pdc基因，以及过量表达 pyc1、fum、mae、

frd和 mdh基因，可以产生 48.2 g/L的琥珀酸[109]。 

解脂耶氏酵母也是生产琥珀酸的潜在菌株。

例如，通过敲除基因 sdh1、sdh2 和 suc2，重组菌

株能够以甘油为碳源生产 45.4 g/L的琥珀酸[110]。

Cui 等通过敲除编码辅酶 A-转移酶的基因 Ach，

以及过量表达来源于酿酒酵母的 pck 和内源的琥

珀酰辅酶 A 合成酶基因 scs2，重组菌株无需控制

pH，能够从 200 g/L 甘油中生产 110.7 g/L 琥珀 

酸[111]。最近，Li 等开发了一个原位纤维床生物

反应器，在 120 g/L 初始甘油和 3 L/min 的通气率

条件下，通过分批补料策略获得了 198.2 g/L 琥珀

酸，这是目前获得的最高产量。值得一提的是，

通过稳定性研究发现，琥珀酸的生产强度在 460 h，

12 个重复的循环内没有显示出明显的下降，并

且在故意中断后的两个重复批次中甚至恢复了

细胞活力 [51]。这些研究证明了解脂耶氏酵母在

琥珀酸生产上的潜力。 
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表 3  琥珀酸生产菌株的生产性能比较 
Table 3  Production performance of succinic acid producers 

Strain Description Substrate 
Titer 
(g/L) 

Yield (g/g) 
Productivity 

(g/(L·h)) 
References

A. succinogenes FZ53 – Glucose 105.8 0.82 1.36 [85] 

A. succinogenes 130Z – Xylose 29.0 0.70 3.40 [86] 

M. succiniciproducens 
MBEL55E 

– Glucose – – 3.90 [87] 

A. succinogenes 130Z Expression of mdh Glucose, xylose 27.5 0.19 0.23 [94] 

A. succinogenes 
CGMCC1593 

– Glucose 60.2 0.75 1.30 [112] 

A. succiniciproducens 
ATCC53488 

– Glucose 32.20 0.90 1.19 [113] 

M. succiniciproducens 
LPK7 

Deletion of ldhA, pflB and 
pta-ackA 

Glucose 52.40 0.76 1.80 [114] 

M. succiniciproducens 
PALFK 

Deletion of ldhA, fruA and 
pta-ackA 

Sucrose, glycerol 78.40 1.07 6.02 [115] 

Y. lipolytica PGC01003 Deletion of sdh5 Glycerol 51.9 0.42 1.46 [116] 

Y. lipolytica Y -3314 Expression of pck, scs2; 
deletion of ach 

Glycerol 110.7 0.53 0.80 [117] 

 

5  总结与展望 

迄今为止，已经开发出了多种发酵策略用于

发酵法生产四碳有机酸。尽管通过随机诱变、定

向进化和代谢工程改造等手段已经在提高和优化

四碳有机酸合成效率的方面取得了显著的成果，

利用发酵法生产这类产品的经济竞争力仍然低于

化学合成。因此，进一步降低发酵生产的成本对

于产业化十分重要，可以通过低成本原料的利

用、二氧化碳的直接利用、微生物共培养和工艺

优化等手段。为了提升发酵法生产四碳有机酸的

竞争力，首先需要筛选天然的四碳有机酸高产菌

株，野生型菌株营养需求量相对较低，生产条件

相对简单，野生型菌株的筛选及诱导是代谢工程

菌株生产四碳有机酸的基础。由于能够利用二氧

化碳和阳光作为唯一的碳源和能源，蓝藻在降低

生产成本方面显示出巨大的潜力，作为生产四碳

有机酸的底盘而受到越来越多的关注。另外，微

生物共培养体系以其广泛的底物利用率和对复杂

环境的稳健性，在生物制品生产中显示出巨大的

潜力。例如，木质纤维素降解菌和琥珀酸产生菌

的组合可以实现木质纤维素到琥珀酸的直接转 

化。与通过代谢工程同时构建底物降解和产物合

成途径相比，这种劳动分工、协同互作的方式显

得更为方便经济，尤其是对于一些非模式微生

物。另一方面，尽管在本文中并没有涉及讨论，

但是由于四碳有机酸生产的很大一部分成本在于

下游产品回收，因此发酵过程的设计和操作是否

有利于下游工艺也应予以考虑。最后，生物基四

碳有机酸的生产应注意与现有的市场需求相结

合。例如，在当前全国范围内大力推动垃圾分类

的背景下，丁二酸作为生产可生物降解塑料聚丁

二酸丁二醇酯  (PBS) 的前体，其市场需求有望

进一步扩大。 

总之，随着生物合成技术的不断探索和发展，

生物发酵法在四碳有机酸生产的领域必定会扮演

一个越来越重要的角色，最终成为一条环境友好

且具有经济竞争力的四碳有机酸合成路线。 
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