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摘  要：琥珀酸是一种具有重要应用价值的四碳平台化合物。微生物法发酵生产琥珀酸以其

社会、环境和经济优势展现出良好的发展前景。谷氨酸棒杆菌被广泛应用于氨基酸、核苷酸

等高附加值化学品的工业化生产，在厌氧条件下细胞处于生长停滞状态，但仍能高效利用碳

源合成有机酸，通过代谢工程改造的谷氨酸棒杆菌有望成为理想的琥珀酸生产菌株。结合近

年来谷氨酸棒杆菌生产琥珀酸取得的最新成果，本文综述了构建高产琥珀酸工程菌株的代谢

工程策略、底物的扩展利用，并展望了将来的研究方向。 
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Abstract: Succinic acid is an important four-carbon platform compound that is widely applied in 
the pharmaceutical, agricultural and food industry. Biological processes for succinic acid 
production show a good prospect for its social, environmental and economic benefits. 
Corynebacterium glutamicum is broadly used for industrial production of value-added chemicals 
such as amino acid and nucleotide. Under anaerobic conditions, C. glutamicum cell growth is 
arrested, but the cells retain the capability to metabolize sugars to various organic acids efficiently. 
It is thus becoming a desired succinate-production strain by means of metabolic engineering. 
Combining with the latest achievements of succinic acid production with C. glutamicum, this 
mini-review summarized the metabolic engineering strategies of constructing an efficient 
succinate-production strain, the expansions of substrate utilization, and the prospects of future 
research. 
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琥珀酸，学名丁二酸，在化学工业中是合成多

种重要大宗化学品如四氢呋喃、1,4-丁二醇、γ-丁

内酯和己二酸的基本原料[1]。传统的琥珀酸生产是

以不可再生资源石油为原料。近年来，随着石油价

格的不断增长以及环境污染的压力，生物法制备琥

珀酸以其利用可再生资源，固定温室气体二氧化碳

等优点成为世界各国关注的焦点[2-3]。 

琥珀酸是三羧酸循环(TCA)的中间物之一，同

时也是微生物代谢途径中的共同中间物，因此微

生物成为琥珀酸生物合成的理想宿主。微生物合

成琥珀酸指的是通过细菌或者真核生物的发酵方

法，以淀粉、糖、甘油或其它微生物能够利用的

农林废弃物为原料生产琥珀酸。目前研究最集中

的 有 产 琥 珀 酸 放 线 杆 菌 (Actinobacillus 

succinogenes)[4] 、 产 琥 珀 酸 厌 氧 螺 菌

(Anaerobiospirillum succiniciproducens)[5]、产琥珀

酸曼氏杆菌(Mannheimia succiniciproducens)[6]、大

肠 杆 菌 (Escherichia coli)[7] 和 谷 氨 酸 棒 杆 菌

(Corynebacterium glutamicum)[8-9]等。 

谷氨酸棒杆菌是一种兼性厌氧、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、核苷酸、生物塑料

以及其它专用化学品的工业化生产。在厌氧的条件

下谷氨酸棒杆菌能够高效利用葡萄糖生成各种有

机酸。此外，丙酮酸脱氢酶复合体在厌氧条件下处

于激活状态，能够提供更多的还原力用于琥珀酸的

合成。因此，利用谷氨酸棒杆菌作为宿主生产琥珀

酸尤为合适。 

本文主要综述谷氨酸棒杆菌生产琥珀酸的研

究进展，包括关键酶和代谢途径的分析，高产琥珀

酸工程菌株的代谢工程改造以及各种底物的拓展

利用等方面。 

1  谷氨酸棒杆菌的琥珀酸合成途径 

在厌氧条件下，野生型谷氨酸棒杆菌主要的发

酵产物是乳酸、琥珀酸和乙酸[10]。如图 1 所示，

多种碳源经糖酵解和磷酸戊糖途径生成磷酸烯醇

式丙酮酸和丙酮酸；一方面磷酸烯醇式丙酮酸在磷

酸烯醇式丙酮酸羧化酶(ppc)的催化作用下生成草

酰乙酸，另一方面丙酮酸在丙酮酸羧化酶(pyc)作

用下也转化成草酰乙酸；草酰乙酸继而进入 TCA

还原臂，经苹果酸脱氢酶(mdh)、延胡索酸酶(fum)

和琥珀酸脱氢酶复合体(sdhABCD)的催化最终生

成琥珀酸。 

在好氧条件下，野生型谷氨酸棒杆菌不积累琥

珀酸，失活琥珀酸脱氢酶复合体后，TCA 氧化臂

被截断，琥珀酸能够少量积累[9-11]。 

2  谷氨酸棒杆菌产琥珀酸的代谢工程改造 

2.1  琥珀酸的厌氧生产 

Dominguez等[10]于 1993年首次发现在供氧受

限的条件下，C. glutamicum ATCC 17965大量积累

乳酸、琥珀酸和乙酸；当培养基中溶氧充足时，所

生成的有机酸又被再次利用。利用代谢通量分析后

发现，在氧气供应不足时，磷酸戊糖途径的通量急

剧降低，通过生成大量的有机酸维持系统的氧化还

原平衡。随后日本地球科学研究所的 Yukawa 课题

组在谷氨酸棒杆菌厌氧生产有机酸方面进行了深

入的研究[12-14]。Inui 等[15]利用单基因敲除的方法鉴

定出厌氧条件下菌株 C. glutamicum R 的琥珀酸生

成途径，失活 C. glutamicum R中的磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶(ppc)和苹果酸脱氢酶(mdh)，葡萄糖的消

耗和琥珀酸的合成显著降低；失活丙酮酸羧化酶

(pyc)、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(pckA)和异柠檬酸

裂合酶(aceA)对琥珀酸的合成几乎没有影响；同时

失活磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧化酶，突

变株几乎失去葡萄糖的厌氧代谢能力，从而揭示出

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶为主要的羧化酶，而丙酮

酸羧化酶仅参与了部分羧化反应。在培养基中添加

NaHCO3后，葡萄糖的消耗速率提高 2.5 倍，琥珀

酸生产率提高 3.6 倍；添加丙酮酸同样能够提高葡

萄糖的消耗速率和 NAD+/NADH的比例。过表达磷

酸烯醇式丙酮酸羧化酶对琥珀酸的合成没有影响；

而过表达丙酮酸羧化酶，琥珀酸产量提高了 2倍。 
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图 1  谷氨酸棒杆菌以各种底物生产琥珀酸的代谢途径 

Figure 1  The metabolic pathway of succinate production from various substrates in C. glutamicum 
 

Inui等 [16]进一步对好氧条件下和厌氧条件下

的全局转录物组进行了比较，从而更加深入地阐述

了谷氨酸棒杆菌在厌氧条件下大量积累有机酸的

机理。他们发现当从好氧转入厌氧时，糖酵解途径

和有机酸合成途径中一些基因的转录水平显著提

高，并在整个厌氧过程中维持较高的转录水平，包

括：gapA、pgk、tpi、ppc、ldhA和mdh，同时细胞

表现出相对于好氧更高的糖消耗速率。 

以C. glutamicum R ΔldhA-pCRA717为出发菌

株，Okino等[17]研究了影响琥珀酸产量和得率的相

关因素，发现葡萄糖的初始浓度对琥珀酸的合成几

乎没有影响，而NaHCO3的加入可以显著提高琥珀

酸的得率和生产率，生物量越大琥珀酸的生产率越

高。采用两阶段的发酵方式：首先好氧条件下进行

菌体生物量的富集，然后离心转入到小型厌氧发酵

瓶中进行高密度分批补料发酵46 h (初始菌体浓度

为50 g CDW/L)，琥珀酸产量达到146 g/L，平均得

率为1.4 mol/mol glucose。琥珀酸浓度为迄今所报

道的最高产量，但是仍然伴随有0.29 mol/mol 

glucose的乙酸作为主要副产物生成。 
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为了解决乙酸积累和氧化还原不平衡限制琥珀

酸得率这两个问题，Litsanov等[18]以C. glutamicum 

ATCC 13032为出发菌株， (1) 敲除乳酸脱氢酶

(ldhA)、丙酮酸氧化还原酶(pqo)、乙酸激酶(ackA)

和乙酰辅酶A转移酶(cat)得到谷氨酸棒杆菌突变  

株 BOL-1 (C. glutamicumΔldhAΔpqoΔcatΔackA)；     

(2) 过表达丙酮酸羧化酶(pyc)得到谷氨酸棒杆菌突

变株BOL-2 (C. glutamicumΔldhAΔcatΔackAΔpqo:: 

Ptuf-pyc)；(3) 过表达(染色体整合)来源于假丝酵母

的甲酸脱氢酶(fdh)得到谷氨酸棒杆菌突变株BOL-3；

(4) 以质粒形式过量表达三磷酸甘油醛脱氢酶

(gapA)。C. glutamicum BOL-2突变株的琥珀酸得率

为1.0 mol/mol glucose，仅积累微量乙酸。以葡萄糖

和甲酸为共同底物，C. glutamicum BOL-3突变株的

琥珀酸得率提高了20%。在以葡萄糖和甲酸盐为碳

源的生理盐水培养基中，初始OD600等于50，通过分

批补料发酵53 h，琥珀酸最终产量为133.8 g/L，平

均琥珀酸比生产率为1.59 mmol/(g CDW·h)，琥珀酸

得率为1.67 mol/mol glucose。 

2.2  琥珀酸的好氧生产 

虽然谷氨酸棒杆菌在厌氧条件下合成琥珀酸

具有诸多优点，例如高得率、高产量等。但是由于

很难达到最佳氧化还原平衡和最佳ATP平衡[19-20]，

所以仍然积累一定量的副产物。此外，从大规模生

产的角度看，两阶段高密度发酵过程的第一阶段培

养菌体需要大型的发酵罐和大型离心机，对于发酵

设备的要求较高，也不利于控制成本。而这些问题

可以通过全程好氧培养来解决。 

Litsanov等 [21]以野生型C. glutamicum ATCC 

13032为出发菌株，首先失活琥珀酸脱氢酶复合体

(sdhCAB)后发现菌体的生长速率降低了9%，生物

量 合 成 降 低 了 28% ， 琥 珀 酸 得 率 为          

0.18 mol/mol glucose ， 乙 酸 得 率 为             

0.56 mol/mol glucose。与同样基因型的大肠杆菌和

酿酒酵母相比，琥珀酸得率相对较高。进一步失活

丙酮酸氧化还原酶(pqo)、乙酸激酶-磷酸转乙酰酶

操纵子(ackA-pta)和乙酰辅酶A转移酶(cat)后，副产

物乙酸的得率显著降低到0.09 mol/mol glucose。过

表达乙醛酸循环相关合成酶(aceA、aceB)对琥珀酸

的合成和副产物的合成几乎没有影响，反而降低了

比生长率和葡萄糖消耗速率。单独过表达丙酮酸羧

化酶(pyc)对琥珀酸的得率没有影响，共表达磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶(ppc)和丙酮酸羧化酶(pyc)却

显著提高琥珀酸得率到0.36 mol/mol glucose，琥珀

酸比生产率为1.60 mmol/(g CDW·h)，这是目前所

报道的好氧琥珀酸生产的最大比生产率。通过发酵

优化，使得生物量的合成和琥珀酸的生产不偶联，

琥珀酸得率提高到0.45 mol/mol glucose，琥珀酸最

终产量为10.6 g/L，但是琥珀酸的生产率相对较低

[0.77 mmol/(L·h)]。 

2013年Zhu等 [22]同样以C. glutamicum ATCC 

13032为出发菌株，失活琥珀酸脱氢酶复合体、乙

酸和乳酸生成途径，过表达丙酮酸羧化酶和磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶，引入来自于枯草芽孢杆菌的乙

酸利用途径，过表达自身的柠檬酸合酶后，以丰富

培 养 基 培 养 ， 突 变 株 C. glutamicum 

ZX1(pEacsAgltA)在好氧条件下的琥珀酸得率为

0.61 mol/mol glucose。在分批补料好氧培养过程中，

琥珀酸浓度达到241 mmol/L (28 g/L)，这一产量是

目前为止所有好氧发酵谷氨酸棒杆菌的研究中琥

珀酸产量最高的，得率为0.63 mol/mol glucose。 

3  底物的扩展利用 

低成本的碳源是工业发酵生产琥珀酸经济、可

持续化及规模化的一个重要指标。谷氨酸棒杆菌能

够利用多种碳源，包括单糖(如葡萄糖、乳糖、核

糖)、二糖(蔗糖、甘露糖、麦芽糖)、醇类(肌醇、

乙醇)、有机酸(丙酮酸、丙酸、乳酸、乙酸、葡糖

酸)和氨基酸(L-谷氨酸、L-谷氨酰胺)，但并不自发

地利用戊糖(木糖和阿拉伯糖)、甘油或其他生物原

料如淀粉(来源于玉米、小麦、木薯或土豆)、半纤

维素和乳浆等。利用可再生的非食物原料，如农业

和林业废弃物及生物能源作物，柳枝稷、麦秆和玉

米秸秆，扩大底物利用范围、进一步降低底物成本

是生物法合成琥珀酸的发展趋势。 
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(1) 甘露糖。Sasaki等[23]在谷氨酸棒杆菌中过

表达甘露糖-6-磷酸异构酶 (manA)和果糖渗透酶

(ptsF)，得到菌株CMR3，在以甘露糖(18 g/L)和葡

萄糖(36 g/L)为共底物的无机盐培养基上厌氧发酵

12 h，积累了100 mmol/L的琥珀酸，400 mmol/L的

乳酸以及少量的乙酸(30 mmol/L)。 

(2) 戊糖。包括木糖和阿拉伯糖在内的戊糖作

为半纤维素的重要组成成分，近来在谷氨酸棒杆菌

中的利用吸引了很多注意[24-25]。Kawaguchi 等[26]

在谷氨酸棒杆菌中以质粒的形式过表达来自大肠

杆菌的木糖利用基因 xylA 和 xylB，得到菌株

CRX2，以 36 g/L的木糖为底物进行厌氧发酵时，

琥珀酸生产率约为 17 mmol/(L·h)，得率达到理论

得率的 25%。另外，Kawaguchi等[27]在谷氨酸棒杆

菌中过表达来自大肠杆菌的阿拉伯糖利用操纵子

araBAD，得到菌株 CRA1。CRA1能够以阿拉伯糖

为单一底物或以阿拉伯糖和葡萄糖为共底物的无

机盐培养基上生长，但随着阿拉伯糖浓度的降低其

消耗速率逐渐降低。CRA1在阿拉伯糖为单一底物

的无机盐培养基上厌氧发酵生产琥珀酸得率为

0.57 mol/mol arabiose。之后 Sasaki 等 [28]将 C. 

glutamicum ATCC 31831 的 L-阿拉伯糖运输基因

araE 分别整合到菌株 CRA1 和 CRX2 中，使得

CRA1-AraE 能够在低浓度的 L-阿拉伯糖(3.6 g/L)

中生长，并且 CRX2-AraE在低浓度的木糖(3.6 g/L)

中生长速率提高 2.9倍。发酵 12 h CRX2-AraE和

CRA1-AraE积累琥珀酸均约为 50 mmol/L。 

(3) 甘油。甘油是生物柴油和生物乙醇生产中

的主要副产物[29]，Litsanov等[11]将来源于大肠杆菌

的甘油利用基因glpFKD以质粒形式引入谷氨酸棒

杆菌BL-1中，菌株BL-1/glpFKD积累了 9.3 g/L    

(79 mmol/L)琥珀酸，达到理论得率的 42%    

(0.21 mol/mol glycerol)。 

(4) 混合糖。Sasaki等[30]率先构建了混合糖共

利用的菌株X5C1，在C. glutamicum R的染色体上

整合木糖代谢基因xylAB和D-纤维二糖代谢基因

bglF317A和bglA，得到菌株X5C1。厌氧条件下，在

含有40 g/L葡萄糖、20 g/L木糖和10 g/L纤维二糖的

无机盐培养基上，菌株X5C1在12 h内同时并完全

消耗所有糖，积累超过450 mmol/L的乳酸和超过

100 mmol/L的琥珀酸。此外，他们又构建了另一个

混合糖利用的平台菌株ACX-AraE，即在菌株X5C1

的基础上分别整合了代谢和运输L-阿拉伯糖的基

因araBAD和araE[28]。厌氧条件下，在含有葡萄糖、

木糖、阿拉伯糖和纤维二糖的无机盐培养基上，菌

株ACX-araE能同时并且消耗完所有的糖，主要产

物为乳酸和琥珀酸。为谷氨酸棒杆菌在好氧条件下

利用混合糖生产琥珀酸提供了一个极有价值的方

法和方向。 

4  展望 

谷氨酸棒杆菌代谢工程改造生产琥珀酸取得

了良好的进展，摆脱了常规化学合成法对不可再生

资源石油的依赖，极具发展前景。但目前仍然存在

一些问题，今后的研究方向可以从以下几个方面着

手：(1) 基于基因组尺度代谢网络的模拟预测进行

琥珀酸合成途径的优化；(2) 重构更加高效的乙醛

酸循环；表达不受胞内代谢物抑制的异柠檬酸合酶

和苹果酸合酶；(3) 优化发酵方式。有必要研究单

一罐体中好氧和厌氧相组合的发酵方式生产琥珀

酸，对好氧到厌氧阶段的过渡进行优化控制，提升

竞争力；(4) 发展琥珀酸发酵与分离耦合工艺。由

于琥珀酸的下游分离纯化成本占总成本的比例较

高，开发新的技术、对原有技术进行深入的改进和

耦合，及时将琥珀酸转移出来，能够消除高渗透压

对细胞的抑制；(5) 以廉价粗原料为发酵底物，降

低琥珀酸发酵生产的底物利用成本。尽管到目前为

止，尚未有直接以粗原料为底物发酵谷氨酸棒杆菌

生产琥珀酸的报道，而以粗原料如纤维素

(Hemicelluose)[31]、淀粉(Starch)[32-34]、乳浆[35]、青

贮 (Silage)[36]、主要成分为蔗糖和果糖的糖蜜

(Molasses)[37]、稻杆(Rice straw)和麦麸(Wheat bran)

水解液[38]等厌氧发酵生产包括尸胺和氨基酸等产

品的研究较多，这为发酵谷氨酸棒杆菌生产琥珀酸

的底物扩展利用提供了研究方向和方法。 
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