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摘  要: 琥珀酸作为一种优秀的C4 平台化合物, 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。采用微生物发酵法生产琥珀酸, 可利用廉价的可再生资源, 实现石油的原料替

代, 而且过程污染小, 环境友好, 且在发酵过程中可吸收固定温室气体CO2, 开辟了其利用的新途

径, 近年来引起了广泛关注。在丁二酸生产菌株中, 大肠杆菌由于其遗传背景清楚, 易操作易调 
控, 培养基要求简单, 生长迅速等优点, 近年来被广泛用于研究以获得产琥珀酸优秀生产菌株。本

工作系统综述了产琥珀酸大肠杆菌构建中所采用的基因工程策略及代谢工程技术, 并探讨了今后

研究的方向。 
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Abstract: Succinic acid is regarded as C4 platform chemical, which has a huge potential market with wide 
applications in biopolymer, food, medicine, and so on. Production of succinic acid by microorganism fer-
mentation has attracted much attention in recent times. By fermentation, succinic acid could be produced 
from renewable resources in place of petroleum with low cost and low pollution; especially CO2 could be 
fixed by microorganism to form the product, which is a promising way to deal with the green gas. Some E. 
coli have been chosen as good succinic acid producing strains because of their clear genetic backgrounds, 
convenience to be modified and controlled, and good growth properties with low nutrients requirements. The 
progress of genetic engineering strategy and metabolic engineering technology for construction of succinic 
aicd producing recombinant E. coli has been introduced in this paper with the discussion of the future re-
search in this area. 
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琥珀酸(succinic acid) 被广泛应用于医药、农
药、染料、香料、油漆、食品和塑料等行业, 同时
作为优秀的C4平台化合物, 可用于合成 1,4-丁二醇, 

四氢呋喃, γ-丁内酯等有机化学品以及聚丁二酸丁
二醇酯(PBS)类生物可降解材料 , 被美国能源部认
为是未来 12种最有价值的生物炼制产品之一[1−3]。 
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利用微生物发酵法转化可再生资源（葡萄糖 , 

木糖等）生产琥珀酸, 由于原料来源广泛且价格低

廉 , 污染小 , 环境友好 , 且在发酵过程中可吸收固

定CO2, 能有效缓解温室效应 , 开辟了温室气体二

氧化碳利用的新途径, 近年来成为研究的热点。 

琥珀酸的生产菌株很多 , 目前研究的热点主 

要集中在Anaerobiospirillum succiniciproducens[4]、

Actinobacillus succinogenes[5] 、 Mannheimia suc-

ciniciproducens[6]和重组E. coli。利用野生菌株生产

琥珀酸虽然获得了较高的产物浓度, 但培养过程培

养基成本较高, 且甲酸、乙酸等副产物积累较多, 阻

碍了其工业化进程。Escherichia coli由于遗传背景清

楚、易操作、易调控、培养基要求简单和生长迅速

等优点, 近年来被广泛用于研究以获得产琥珀酸优

秀菌株。本文对产琥珀酸大肠杆菌在基因工程、代

谢工程方面的研究进行了系统的总结, 并探讨了今

后的研究方向。 

1  野生型大肠杆菌产琥珀酸代谢网络 

一般认为, 野生型E. coli在有氧环境中, 琥珀
酸仅作为TCA循环中的中间产物, 没有积累; 但在
厌氧环境下, 进行混合酸发酵[7]（图 1）, 并认为存
在六条途径[8]可以代谢生成琥珀酸（图 2）。其中, 琥
珀酸主要的产生途径为葡萄糖经过糖酵解途经生成

磷酸烯醇式丙酮酸, 并进而代谢合成草酰乙酸、苹 

 

图 1  大肠杆菌厌氧混合酸发酵途径 

Fig. 1  Pathways of anaerobic mixed acid fermentation for 
Escherichia coli [7]

 

图 2  大肠杆菌 K-12 发酵产丁二酸途径 

Fig. 2  Pathways for the formation of the fermentation 
product succinate in Escherichia coli K-12[8]

Note: 1: PEP carboxykinase; 2: Malate dehydrogenase; 3: Fumarase;  
4: Fumarate reductase; 5: PEP carboxylase; 6: Aspartate: glutamate 
transaminase; 7: Aspartase; 8: Succinic semialdehyde dehydrogenase;  
9: γ-aminobutyrate: glutamate transaminase; 10: Glutamate decarboxy-
lase; 11: Isocitrate lyase 

 
果酸、富马酸, 最终以琥珀酸的形式积累。在此合
成途径中, 每 1 mol葡萄糖生成 2 mol NADH, 生成 1 
mol琥珀酸需要消耗 2 mol的NADH, 而生成乳酸、
甲酸和乙酸则只需消耗 1mol的NADH甚至不需要消
耗NADH, 因此 , 在野生大肠杆菌中 , 琥珀酸由于
需要更多的还原力, 积累很少[9,10]。 

2  产琥珀酸大肠杆菌基因改造策略 

2.1  增强琥珀酸代谢途径中关键酶 
2.1.1  超量表达内源性基因：苹果酸酶催化苹果酸

与丙酮酸之间的反应, Stols[11]等测定的苹果酸酶对

苹果酸的Km值为 0.4 mmol/L, 对丙酮酸的Km值为  

16 mmol/L, 故正常生理条件下该酶催化动力学上

有利的苹果酸转化为丙酮酸的正向反应, 但他们同

时认为苹果酸酶在特定的菌种中有可能催化从丙酮

酸到苹果酸的逆向反应, 原因是该反应方向在热力

学上是有利的。  

大肠杆菌中编码苹果酸酶的基因sfcA, 在E. coli

双突变株NZN111 中超量表达后, 由于该菌株缺乏

乳酸脱氢酶和丙酮酸甲酸裂解酶活性, 导致丙酮酸

的大量积累 , 使苹果酸酶逆向催化生成苹果酸 [12], 

并以琥珀酸作为最终还原产物而大量积累。 

PEP羧化酶基因(ppc)和PEP羧化激酶基因(pck)
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催化PEP与草酰乙酸(OAA)之间的反应。Millard[13]等

在大肠杆菌中过量表达内源性基因ppc和pck, 研究

发现过量表达ppc可以使琥珀酸作为混合酸发酵的

主要发酵产物, 且产量较出发菌株提高 3.5倍, 而过

量表达pck对发酵结果没有影响, 但在ppc缺陷菌株

中 , pck的过量表达能够提高琥珀酸的产量 , 因此 , 

PEP羧化酶可能是大肠杆菌厌氧混合酸发酵中催化

PEP至OAA最主要的酶, 而当ppc缺陷时, PEP羧化

激酶可催化该反应。另一项研究[14]表明在大肠杆菌

中 , 当培养液中HCO3
−的浓度低时 , 细胞中的羧化

反应由 PEP 羧化酶完成, 相反HCO3
−浓度高时, 羧

化反应则由 PEP 羧化激酶来完成。 

富马酸还原酶是厌氧琥珀酸合成途径中另外一

个关键酶, 其核苷酸序列、氨基酸序列与琥珀酸脱

氢酶相似[15], 均可催化富马酸与琥珀酸之间的反应, 

仅与底物之间的亲和力有所差异。Goldberg[16]等和

Wang[17]等都曾研究过在 E. coli中过量表达富马酸

还原酶直接转化富马酸生成琥珀酸, 获得较好的结

果, 富马酸转化率可达 93%。 

2.1.2  引入外源性基因：在大肠杆菌中过量表达内

源性基因取得了很好的效果, 且由于稀有密码子少

等原因容易表达, 但发展空间较小, 目前很多研究

者尝试在 E. coli中引入外源基因, 尤其是大肠杆菌

自身不含的酶基因来构建新的代谢途径(如 pyc基因)

以提高琥珀酸收率及生产强度。 

考虑到PEP羧化酶、PEP羧化激酶等在厌    氧

混合酸发酵过程中的重要性 , Kim[18]等引入

Actinobacillus succinogenes中PEP羧化激酶基因pck, 

发酵实验表明在ppc缺陷株中能够使琥珀酸得到大

量积累, 较出发菌株提高了 6.5倍, 与Millard等人过

量表达内源pck相比 , 效果显著。Lin[19]等通过在

E.coli YBS132(△ackA-pta, △ldhA)中引入Sorghum 

vulgare中PEP羧化酶基因ppc及Lactococcus lactis中

丙酮酸羧化酶基因pyc, 并结合敲除竞争途径中的酶, 

使得琥珀酸的产量得到了极大的提高, 且副产物乙

酸、乳酸含量很低。在另一项研究[24]中, 在已敲除

乙醇脱氢酶基因(adhE), 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-ack)的菌株

SBS990MG中过量表达Bacillus subtilis中柠檬酸合

成酶基因(cs), 使琥珀酸产量有了显著提高, 葡萄糖

摩尔收率 1.58 mol/mol。王庆昭 [20]等通过引入

Bacillus subtillis168 中pyc基因, 并同时表达半乳糖

透性酶基因, 使琥珀酸收率提高至 1.2 mol/mol, 生

产强度由 0.33提高至 0.6 g/L·h。Vemuri [21]等则引入

Rhizobium etli中pyc基因至大肠杆菌AFP111 中, 获

得菌株AFP111(pTrc99a-pyc), 其丁二酸产物浓度、

相对葡萄糖的收率和生产强度分别达到 99.2 g/L, 

110%, 1.3 g/L·h, 是目前已报道的生物法制备琥珀

酸最具工业价值的菌株。 

2.2  敲除或失活琥珀酸竞争途径中的酶 
野生型大肠杆菌厌氧混合酸发酵过程中主要产

物为乳酸, 甲酸和乙酸, 若要获得高浓度的琥珀酸

积累, 则必需减少这些副产物的生成, 使更多的代

谢流流向琥珀酸。Chatterjee [22]等通过敲除乳酸脱氢

酶和丙酮酸甲酸裂解酶获得双突变株NZN111, 在

自发突变ptsG基因后, 获得高产琥珀酸的优秀菌株

AFP111, 琥珀酸终浓度可达 36 g/L, 收率 67%, 无

乳酸, 甲酸积累, 乙酸产量很低。Christian [23]等以大

肠杆菌C600(ATCC23724)为出发菌株, 先后敲除以

上 3个基因, 获得的菌株AFP184不仅能够同时利用

五碳、六碳糖, 且琥珀酸终浓度可达 48 g/L, 收率

104%。 

Sanchez [24]等通过敲除乙醇脱氢酶基因(adhE), 

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-ack), 并敲除 aceBAK 操纵子阻遏  

物的基因 (iclR) 以激活乙醛酸途径 , 获得琥珀酸  

生产菌株 SBS550MG, 发酵结果琥珀酸收率为   

1.6 mol/mol, 生产强度 10 mmol/L·h。 

与此同时 , 考虑厌氧发酵过程细胞浓度较低 , 

碳源利用速度较慢等缺点, 导致产物生产强度低。

Lin[25,26]等采用有氧发酵的方式来生产琥珀酸, 有氧

发酵生产琥珀酸代谢的网络如图 3 所示, 在该项研

究中, 产琥珀酸E. coli 基因工程菌通过敲除琥珀酸

脱氢酶的基因(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), 构建出了包含乙醛酸途径和 

TCA 循环氧化支路的琥珀酸合成途径。 通过好氧

分批发酵实验表明, 该菌株在 59 h 后琥珀酸的生

成量为  58.3 g/L, 琥珀酸对葡萄糖的得率系数为 

0.85 mol/mol, 另外, 发酵液中积累了 6.1 g/L 的丙

酮酸和 3.0 g/L 的乙酸[27]。 
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图 3  有氧丁二酸生产中对糖酵解、TCA 和乙醛酸之路

的改造 

Fig. 3  Genetic engineering of glycolysis, TCA cycle, and 
glyoxylate bypass in the development of aerobic succinate 
production system[25,26]  
Note: 1: ptsG knockout; 2: poxB knockout; 3−4: ackA-pta knockout; 
5: PEP caboxylase overexpress; 6: icd knockout; 7: sdhAB knock-
out, 8: iclR knockout 

3  总结和展望 

目前, 大肠杆菌通过一系列基因策略, 包括增

强代谢途径中关键酶、失活或敲除竞争途径中酶 , 

以及引入新的代谢途径等, 使琥珀酸成为厌氧发酵

过程中主要产物, 且产物浓度、质量收率均达较高

水平, 但较野生菌 2.8 g/L·h 的生产强度, 大肠杆菌

1.0 g/L·h 左右的发酵性能显然较差 , 针对该问题, 

今后研究的方向可能为以下几点： 

1) 随着生物信息学的迅速发展, 更多的基因组

DNA将被破译, 同时更多的蛋白质空间结构、功能

将被鉴定 , 因此 , 今后将可利用该媒介 , 进一步优

化大肠杆菌的代谢网络, 提高原料的利用率及利用

速率; 

2) 大肠杆菌发酵过程涉及大量辅酶参与的反

应, 改造辅酶系统, 加快 NADH的生成和消耗速率, 

提高产物的生产强度; 

3) 菌株原料(葡萄糖等)可通过各种方式进入细

胞内, 进而被利用合成一系列产物, 改造菌株原料

的运输机制, 将可使原料得到有效利用; 

4) 针对琥珀酸作为还原终产物的特点, 发酵过
程中的氧化还原条件会影响产物分布, 通过先进的
发酵调控技术, 调节氧化还原电位, 使最有力于琥
珀酸的积累。 

总之, 今后研究中应充分利用基因工程手段, 以
代谢工程的基本思路为基础, 同时利用代谢分析结果
反馈指导基因策略, 并结合传统发酵技术优化发酵过
程, 最终获得琥珀酸的高收率, 高生产强度制备。 
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