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摘   要：人类活动造成大气二氧化碳 (CO2) 浓度不断升高，使当今世界面临着气候变化的重大

危机。微生物 CO2 固定为实现地球“碳中和”提供了一条有前景的绿色发展路线。与自养微生物相

比，异养微生物具有更快的生长速度和更先进的遗传工具，但是其固定 CO2 的能力还很有限。近

年来，基于合成生物学技术强化异养微生物 CO2 固定受到诸多关注，主要包括优化能量供给、改

造羧化途径以及基于异养微生物间接固定 CO2。本综述将围绕上述 3 个方面重点讨论异养微生物

CO2 固定的研究进展，为将来更好地利用微生物 CO2 固定技术实现“碳达峰、碳中和”提供参考。 
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Abstract: Human activities increase the concentration of atmospheric carbon dioxide (CO2), which 
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leads to global climate warming. Microbial CO2 fixation is a promising green approach for carbon 
neutral. In contrast to autotrophic microorganisms, heterotrophic microorganisms are characterized by 
fast growth and ease of genetic modification, but the efficiency of CO2 fixation is still limited. In the 
past decade, synthetic biology-based enhancement of heterotrophic CO2 fixation has drawn wide 
attention, including the optimization of energy supply, modification of carboxylation pathway, and 
heterotrophic microorganisms-based indirect CO2 fixation. This review focuses on the research progress 
in CO2 fixation by heterotrophic microorganisms, which is expected to serve as a reference for peaking 
CO2 emission and achieving carbon neutral by microbial CO2 fixation. 

Keywords: CO2 fixation; synthetic biology; metabolic engineering; carbon peaking; carbon neutral 

 
 
 

 

人类活动造成了大气二氧化碳浓度不断升

高，2015 年大气 CO2 浓度已超过象征性重大基

准 400 mg/L，使得当今世界面临着气候变化的

重大危机[1]。2020 年 9 月 22 日，习近平总书记

在 75 届联合国大会郑重地向全世界宣布，中国

将力争于 2030 年前实现“碳达峰”，2060 年前实

现“碳中和”[2]。为了实现这一重大战略目标，迫

切需要开发高效的 CO2 封存或转化技术。 
长期以来，基于植物的 CO2 封存一直是维

持地球碳循环的关键，据统计，每年通过植被

捕获的 CO2 约 570 亿 t[3]。然而，由于植物生长

速度较慢，且与农业活动争夺土地资源，很难

继续通过扩大植被面积在短期内实现全球碳中

和。近些年来，基于物理和化学的 CO2 封存技

术不断被开发，包括 CO2 海洋封存、CO2 地质

封存、CO2 氧化后燃烧、CO2 膜分离等。当前

阶段，这些技术是作为天然光合作用封存 CO2

最重要的补充，对于缓解大气 CO2 浓度起到了

重要作用。然而，这些技术目前尚且存在一些

缺点，如操作成本高以及可能产生潜在的环境

危害[4]。 
微生物 CO2 固定为实现“碳中和”提供了一

条有前景的新途径，利用微生物细胞工厂作为

转化 CO2 的催化剂，具有绿色环保、能源消耗

少等优点，并且可以生产一系列高附加值化学

品[5]。固定 CO2 的微生物包括自养微生物和异

养微生物，自养微生物可以以 CO2 为唯一碳源

实现细胞生长，但目前利用自养微生物固定

CO2 生产化学品的研究在工业上的应用还比较

有限，可能与其较慢的生长速度和相对低的生

长强度有关。异养微生物虽然不能以 CO2 作为

唯一碳源进行生长，但是微生物 CO2 固定现象

最早是在异养微生物中发现的 (1940 年在戊糖

丙酸杆菌中首次发现[6])。随后，CO2 固定现象

被证明在异养微生物中是普遍存在的，包括工

业模式微生物大肠杆菌和酿酒酵母。 
由于异养微生物的生长速度更快、基因操

作工具更为先进，近些年异养微生物 CO2 固定

受到科学界越来越多的关注。本综述围绕异养

微生物固定 CO2 的两个本质问题 (能量供给与

CO2 羧化途径)，重点讨论了近 5 年来用于增强

异养微生物 CO2 固定效率的代谢工程与合成生

物学策略，最后对基于异养微生物构建 CO2 固

定间接模块进行了总结。 

1  优化能量供给增强异养微生物

CO2 固定 
1.1  内源能量重排驱动异养微生物 CO2固定 

在工业发酵领域，异养微生物以葡萄糖等

有机化合物为原料生产目标化学品。在这个过
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程中，糖质原料还需要燃烧成 CO2 和水，以产

生细胞生长和其他生命活动所需要的能量[7]。

因此，异养微生物的发酵过程通常是伴随着

CO2 的释放。然而，在异养微生物生产某些特

定化学品的过程中，可以将释放的 CO2 进行重

吸收并用于目标化学品的积累 (图 1)。例如，

当酿酒酵母以半乳糖和葡萄糖为底物生产乙醇

时，会同时产生 CO2 和多余的还原力 NADH，

多余的 NADH 理论上刚好可以用于 CO2 固定，

因为 CO2 中碳的化合价处于最高位+4 价，而

NADH 可以为 CO2向乙醇 (碳的平均化合价为–2) 
的转化过程提供电子[8]。基于该原理，Guadaluge-  
Medina 等率先将来源于蓝细菌的 prk 和 rbcLXS
基因引入到酿酒酵母中，在中心碳代谢构建了

具有 CO2 固定功能的卡尔文循环支路。研究表

明，该途径可以成功将乙醇生产过程释放的

CO2 重新固定至中心代谢途径，并最终使得乙

醇对底物  (葡萄糖和半乳糖 ) 的得率提高了

10%[9]。类似地，当酿酒酵母利用木糖作为底物

生产乙醇时，卡尔文循环支路的构建也被证明

可以降低生产过程中 CO2 的释放量[10-11]。理论

上来说，基于氧化还原平衡驱动的异养微生物

CO2 固定可以拓展至其他产品的应用，尤其是

当目标产物中碳的氧化态高于底物中碳的氧化

态时，整个胞内的还原力过剩时，重吸收 CO2

的效果可能会更好[12]。 

1.2  外源能量供给系统的引入 
内源能量重排驱动的异养微生物 CO2 固定

具有严格的产品依赖性，为了使异养微生物

CO2 固定可以结合更多的化学品生产过程，可

以在异养微生物体内引入外源的能量供给系统 

(图 1)。目前，被证明在异养微生物体内具备功

能的外源能量供给系统包括人工电子通道、氢

气利用系统、视紫红质光系统以及半导体纳米

捕光系统。在这些策略中，部分研究还处于初 

步功能验证阶段，尚未与 CO2 固定的研究相结

合，例如人工电子通道只被可以实现电子的跨

膜运输[13]，视紫红质光系统被证明可以驱动大

肠杆菌的鞭毛运动[14-15]。相比之下，氢气利用

系统已被证明可以驱动大肠杆菌将 CO2 还原为

甲酸[16]。到目前为止，与异养微生物 CO2 固定

相结合最好的能量捕获系统是半导体纳米捕光

系统，此类系统最初被应用于化能自养微生物

的 CO2 固定，例如当热醋穆尔氏菌自组装膜定

位 CdS 纳米粒子时，工程菌捕获光能驱动 CO2

固定的量子产率可以达到 2.44%[17]。基于外膜

蛋白 OmpA 锚定镉离子吸附蛋白 PbrR优化 CdS
纳米颗粒自组装程序后，该系统可以用于大肠

杆菌捕获光能生产氢气。近期，一项研究报道

了在大肠杆菌中构建自组装硫化镉捕光系统[18]，

实现了光能驱动人工 CO2 固定途径提高苹果酸

和丁酸碳得率，为异养微生物利用异源能量促

进化学品生产提供了重要参考[19]。 

2  改造羧化途径增强异养微生物

CO2 固定 
2.1  强化羧化途径促进特定化学品生产 

在异养微生物生产化学品的过程中，理论

上需要多余的还原力才能实现 CO2 固定的净收

益。然而，当某种特定化学品的生产依赖羧化

路径 (如磷酸烯醇丙酮酸 (PEP) 羧化反应 [20]

和丙酮酸羧化反应[21]) 时，也可以实现非冗余

能量驱动的 CO2 固定净收益 (图 1)。一个典型

的案例是大肠杆菌以葡萄糖为底物经过磷酸烯

醇式丙酮酸羧化途径固定 CO2 生产琥珀酸的过

程。经化学计量计算，葡萄糖通过 PEP 还原途

径转化为琥珀酸的过程是缺乏 NADH 的，按照

氧化还原平衡理论，这种情况不利于异养微生

物 CO2 固定。然而，PEP 羧化途径仍被证明是

大肠杆菌合成琥珀酸的最佳途径 [22 -23 ]。我们 
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图 1  强化异养微生物固定 CO2 生产化学品的策略 
Figure 1  Strategies for enhancing CO2 fixation and chemical production by heterotrophic microorganisms. 
 
推测，引起该现象的原因是产品合成的路径依

赖性，因为与氧化 TCA 途径和乙醛酸途径相

比，PEP 还原途径更为简短，从而减少了生化

反应过程中的能量损失，这种能量损失超过了

CO2 固定所需要的能量 (还原当量)，因此细胞

利用 PEP 羧化途径生产琥珀酸所呈现出来的整

体效率仍然最高。该理论也同样适用于苹果酸

的发酵生产过程，当在苹果酸生产菌株中引入

卡尔文循环支路时，大肠杆菌同时利用卡尔文

循环支路和 PEP 羧化支路固定 CO2 生产苹果酸

时，整个转化过程是缺乏 NADH 的，但由于路

径和 ATP 的协同驱动力，该菌株生产苹果酸的

产量是目前文献报道的最高值[24]。 
为了强化路径依赖型 CO2 固定作用并进一

步提高目标化学品的生产性能，研究者通常会

筛选催化效率更高的羧化酶在底盘宿主中过量

表达。例如，在大肠杆菌中过量表达来源于产琥

珀酸曼氏杆菌 (Mannheimia succiniciproducens) 
的 PEP 羧激酶，显著增强了 PEP 羧化 CO2 合成

草酰乙酸 (苹果酸合成的前体) 的效率，使得
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大肠杆菌生产苹果酸的生产强度达到文献报道

最高的 0.77 g/(L·h)[25]。此外，还可以通过优化

异养微生物胞内 CO2 浓度来增强路径依赖型

CO2 固定效率，例如引入自养微生物的无机碳 
(HCO3

–/CO2) 转运蛋白[26]或者碳酸酐酶[27]。在

执行该策略的过程中，需要注意的一个关键点

是异源蛋白的表达强度。研究表明，当在大肠

杆菌中过量表达来源于蓝细菌的 HCO3
–转运蛋

白 SbtA 和 BicA 时，虽然 HCO3
–的转运效率显

著提高，但是琥珀酸的产量却有所下降并且细

胞生长受到抑制，原因可能是 CO2 转运和 CO2

固定出现了失衡，或者膜转运蛋白的过量表达

增加了细胞负担[26]。为了解决这一问题，可以

通过启动子工程[20]、RBS 工程[28]或开关工程[29]

对关键蛋白的表达量进行调试。例如，当利用

弱启动子表达 SbtA 和 BicA，同时利用强启动

子表达 PEP 羧激酶时，琥珀酸的产量提升最为

明显，较对照组提高了 37.5%[20]。此外，对于

不同的羧化反应，所需要引入的无机碳转运蛋

白可能有所不同[30]，例如丙酮酸羧化酶主要利

用气体 CO2 (CO2[q])[21]，可能引入 CO2[q]转运蛋

白能够达到更好的效果。 
强化异养微生物羧化途径的另一个潜在策

略是构建人工羧酶体。在蓝藻及某些化能自养

菌中，羧酶体通过包裹 1,5-二磷酸核酮糖羧化

酶 / 加 氧 酶  (RubisCO) 和 碳 酸 酐 酶 ， 提高

RubisCO 周围的 CO2 浓度来提高固碳效率[31]。

近年来，在异养微生物中构建完整羧酶体已经

实现，通过在大肠杆菌 DH5α 中引入来源于那

不勒斯硫杆菌羧酶体的 10 个编码基因，原子力

电子显微镜观察到形态与原宿主体内很相似的

六面体结构，细胞生长实验表明，含有该六面

体的工程菌株具有更高的 CO2 固定效率[32]。上

述案例是异源构建羧酶体的首例，但是羧酶体

自组装的效率还有待提升，因为羧酶体编码基

因在大肠杆菌中的表达水平比那不勒斯硫杆菌

低十余倍[33]。近期，研究者将来源于原绿球藻

的羧酶体编码基因与分子伴侣 GroEL/S 和

RbcX 在大肠杆菌中进行协同表达，并利用启动

子工程对表达水平进行优化，最后实现了羧酶

体以更完整的结构和更高的效率实现了自组

装，并基于 13C 示踪实验验证了羧酶体可以将

CO2 固定到中心代谢产物 (如：乙酰 CoA、苹

果酸) 上[34]。由于人工羧酶体的构建需要表达

很多外源蛋白，对宿主会造成较大的代谢负担，

目前还未用于异养微生物固定 CO2 生产化学品

的过程。 

2.2  构建完整 CO2 固定途径 
随着合成生物学的发展[35]，研究者尝试在

异养微生物体内构建来源于自养微生物的完整

CO2 固定循环，例如卡尔文循环[36-37]、3-羟基丙

酸循环 [38]、HWLS 途径 [19]以及羟丙二酰-CoA
途径[39]。2013 年，研究者尝试将完整的 3-羟基

丙酸循环引入大肠杆菌，然而结果表明，该途

径在大肠杆菌体内只具有模块化作用，无法完

整地运行，原因可能是异源长路径引入造成了

较大的代谢负荷并且缺乏足够的能量驱动[40]。

为了解决这个难题，以色列研究人员将卡尔文

循环引入大肠杆菌，结合基因组编辑和适应性

进化将整个代谢途径分成了 2 个模块，TCA 循

环模块负责代谢丙酮酸供给能量  (ATP 和

NADH)，卡尔文循环模块则利用 TCA 循环提供

的能量固定 CO2 以合成细胞生长所需要的代谢

物。最终，13C 示踪实验表明，细胞中几乎所有

糖类物质以及关键氨基酸的合成都是以 CO2 为

碳源，这一项重要研究被认为是合成生物学的

重大进展，该菌株也被称为是首个“半自养菌

株”[41-42]。 
基于“半自养菌株”的构建，研究者尝试在

异养微生物体内同时构建完整 CO2 固定途径和
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外源能量供给模块，并采用长时间的适应性进

化技术，以实现将异养微生物改造成完全的自

养微生物[43]。2020 年，研究者在大肠杆菌体内

同时构建卡尔文循环和甲酸能量供给系统，在

适应性进化 300 d 后，大肠杆菌实现了以 CO2

为碳源合成全部生物量[44]；类似的，在利用甲

醇作为供能系统的毕赤酵母中构建卡尔文循环

并结合长期的适应性进化后，毕赤酵母也实现

了以 CO2 积累生物量的自养生长[45]。这两项研

究在合成生物学和 CO2 固定领域具有划时代的

意义，但是目前这些人工自养微生物距离工业

应用还有很大距离，除了倍增速度比较低之外，

甲酸/甲醇能量供给系统还会伴随着大量的 CO2

释放 (目前 CO2 释放量大于吸收量)。 
为了实现人工自养微生物的工业应用，未

来首先关注更高效能量系统的构建与适配，例

如构建简易的光系统，实现无碳排放的能量供

给，并驱动完整 CO2 固定的运行，再利用适应

性进化技术，不断驯化获得快速生长的人工自

养菌株。此外，还可以通过关注异养微生物内

源未被挖掘的潜在碳固定途径以减少外源引入

蛋白所带来的代谢负荷，例如德国研究者利用

计算机技术挖掘出大肠杆菌内源 Gnd-Entner- 
Doudoroff循环具备 CO2固定高热力学驱动力[46]。

当更加简易高效的光能驱动系统与异养微生物

内源 CO2 固定途径相结合，相信在不久的将来

可以实现人工自养微生物高效捕获 CO2 生产高

值产品[47]。 

3  基于异养微生物间接固定 CO2 的

合成生物学研究 
3.1  基于异养微生物定向进化羧化酶 

羧化酶是生物固定 CO2 最重要的元件，然

而在自养微生物体内，羧化酶的催化性能却不

一定是最优的[48]。近年来，利用快速生长的异

养微生物作为改造自养微生物羧化酶的宿主引

起了广泛关注 (图 1)。例如，利用大肠杆菌中

定向进化蓝细菌来源的 RuBisCO，使得改造后

的蛋白在不降低 CO2 亲和力的同时催化效率提

高 3 倍，将突变体重新引入蓝细菌后，其光合

作用的效率可以提高约 55%[49]。为了获得更高

效的改造效率，需要建立更便捷的通量筛选体

系。为此，研究者基于中间产物毒性原理建立

了生长表观体系，并且成功应用于 RuBisCO 的

非理性改造，获得了效率提升更为明显的突变

体[50]。类似的方法还应用于丙酰辅酶 A 羧化酶 
(PCC)的改造，基于草酰乙酸有效性遗传筛选系

统 的 建 立 ， 双 突 变 体 PCC(N220I/I391T) 的
kcat/Km 显示总体催化效率提高了 94 倍。 

近期，大肠杆菌表达系统还被应用于异源

表达植物来源的 RuBisCO (多亚基组成，很难

在细菌表达系统中具有活性)。基于大量实验尝

试，最终研究者发现，同时表达分子伴侣 Cpn60/ 
Cpn20、RuBisCo 积累因子 1 和 2、RbcX 以及

BSD2 时，来源于拟南芥的 RuBisCO 可以在大

肠杆菌具备功能。该成果将为植物 RuBisCO 的

定向进化提供重要底盘，为强化植物的光合作

用奠定重要基础[51]。 

3.2  自养与异养微生物的混菌发酵 
除了作为定向进化羧化酶的宿主外，异养

微生物还可以与自养微生物进行混菌发酵[52]。

在混菌发酵的过程中，自养微生物首先将 CO2

转化成其本身容易积累的代谢产物 (如：蔗糖)，
然后该代谢产物作为异养微生物的原料，用于

生产目标化学品[53-54] (图 1)。自养与异养微生物

的混菌发酵综合了两类微生物各自的优点，包

括自养微生物以 CO2 为唯一碳源进行生长的能

力，以及异养微生物高效的遗传改造工具和高

效的合成能力。多项研究表明，混菌发酵体系

相比单菌发酵体系拥有更好的稳定性和鲁棒 
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性[55-56]、更高的底物利用效率[57-59]以及目标化

学品生产能力[60-64]。 
自养与异养微生物的混菌发酵性能的一个

关键因素是培养体系的营养条件，例如当限制

氮源供应时，由细长聚球藻和恶臭假单胞菌

(Pseudomonas putida) 组成的混菌体系可以更

高效地积累多羟基烷烃酸盐[65]。为了更精准地

为混菌体系提供最优培养条件，研究者基于基

因组规模网络模型分析群落通量平衡[66]，并开

发了组学数据指导的交叉喂养技术[67]。除此之

外，当前用于改进自养与异养混菌发酵最有效

的策略是设计互利共生体系，包括强化菌种之

间的物质交换和能量交换。能量交换的案例相

对较少，如强化硫还原泥土杆菌  (Geobacter 
metallireducens) 和 竹 节 状 甲 烷 鬃 毛 菌

(Methanosaeta harundinacea) 的种间电子传递

可以促进混菌体系甲烷的合成[68]。相比之下，

强化物质交换应用较为广泛，例如，细长聚球

藻利用蔗糖喂养大肠杆菌，而后者的接种可以

反过来促进细长聚球藻的生长，该互利共生体

系被证明能够保持更好的代谢灵活性，从而将

稳定发酵的时间延长至 2–3 个月[56]。此外，细

长聚球藻还可以与维氏固氮菌  (Azotobacter 
vinelandii) 实现互利共生，前者为后者提供碳源 
(蔗糖)，而后者则为前者提供氮源 (NH4

+)[69]。

近期的研究还表明，强化两种微生物细胞间的

物质交换还可以使个体物种的代谢发生不可预

见的重排，从而实现混菌体系积累非原生代谢

产物。如永达尔梭菌和丙酮丁醇梭菌混菌体系

积累非原生代谢产物异丙醇[70]。 

3.3  基于异养微生物同化 CO2 衍生一碳化

合物 
CO2 可以通过多种简单的化学途径 (如：

CO2 的电化学还原、CO2 的氢化) 高效地转化为

甲酸、甲醇和甲醛等其他一碳化合物[71-72]。近

期，代谢工程学者重点关注微生物固定这些

CO2 衍生的一碳化合物，期望最终可以将生物

一碳资源利用与化学 CO2 还原过程相整合，形

成新型高效的杂合 CO2 转化体系 (图 1)。关于

微生物固定 CO2 衍生一碳化合物的研究进展主

要可概括为三个方面：设计新型一碳代谢路径、

构建一碳化合物自养菌株以及利用混合碳源生

产高值化学品[73]。到目前为止，针对 CO2 衍生

一碳化合物所设计的新途径包括 FLS 途径[74]、

人工乙酰辅酶 A 途径 [75]以及还原甘氨酸途   
径[76]。其中，在微生物体内应用最成功的人工

一碳固定途径是还原甘氨酸途径，该途径的模

块化构建和适应性进化可以使大肠杆菌实现完

全依赖甲酸的生长[77]。除了人工一碳代谢路径

外，天然一碳利用途径的移植和进化也可以实

现人工一碳自养菌株的构建 [78]。例如，将天   
然甲醇固定途径—磷酸核酮糖  (RuMP) 循环

整合到大肠杆菌中，并结合适应性进化和甲醛

解毒策略，使大肠杆菌完全利用甲醇实现细胞

生长[79]。 
CO2 衍生一碳化合物的另一个重要研究是

与糖质原料作为混合碳源以促进微生物生产化

学品的产量或提高目标产品对糖质原料的碳得

率[80-81]。通过删除大肠杆菌本源磷酸戊糖途径

中的必需基因，并引入 RuMP 途径，构建了一株

依赖甲醇生长的营养缺陷型菌株，实现了对甲醇

和木糖摄取速度达到 1︰1，并且目标产品乙醇   
和 1-丁醇的产量分别达到 4.6 g/L 和 2.0 g/L[82]。

此外，将大肠杆菌改造可以利用甲醛和乙醇为

底物的菌株，实现了目标产品 1,3-丙二醇的产

量达到 17.35 mmol/L[83]。 

4  展望 
异养微生物 CO2 固定拥有广泛的应用前

景，但相关研究尚处于初步发展阶段，仍然存
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在很多不足，例如：CO2 固定效率低、产业放

大困难等[84]。未来几年的研究重点应当还是围

绕 CO2 固定途径和能量供给这两个本质进行展

开。关于 CO2 固定途径，可以基于代谢网络模

型和化学计量学设计在热力学 /动力学上效率

更高、且对能量需求更低的新途径[85-88]，并尝

试将这些途径引入异养微生物。关于能量供给，

可以针对异养微生物发展光电子转化效率更高

的人工光合系统[89-90]、设计电驱动 CO2 固定效

率更高的电化学系统[91-92]，以及挖掘新型无机

化学能驱动系统[93]。基于新型 CO2 固定途径和

能量供给的设计，还可以进一步尝试构建生长

性能更优的人工自养微生物，以及在人工自养

底盘上重组特定产物合成途径从而实现目标化

学品的积累[94]。 
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