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摘  要 : 丁二酸是微生物三羧酸循环中重要的代谢中间产物，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。文中从 3 个方面归纳了国内外生物基丁二酸研究进展：能够过量积累丁二酸的微生物的发

现和筛选，产丁二酸工程菌构建中所采用的基因工程策略及代谢工程技术，丁二酸发酵过程控制与优化。最后，

讨论了微生物法生产丁二酸今后的研究方向。 
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Progress in microbial production of succinic acid 

Rongming Liu, Liya Liang, Mingke Wu, and Min Jiang 

State Key Laboratory of Materials-Oriented Chemical Engineering, College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, 

Nanjing University of Technology, Nanjing 211816, Jiangsu, China 

Abstract:  Succinic acid is one of the key intermediates in the tricarboxylic acid cycle (TCA)and has huge potentials in 

biopolymer, food, medicine applications. This article reviews recent research progress in the production of succinic acid by 

microbial fermentation, including discovery and screening of the succinic-acid-producing microbes, the progress of genetic 

engineering strategy and metabolic engineering technology for construction of succinic acid-producing strains, and 

fermentation process control and optimization. Finally, we discussed the limitation of current progress and proposed the 

future research needs for microbial production of succinic acid. 
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丁二酸(Succinic acid)是一种重要的“C4 平台

化合物”，广泛应用于食品、医药、农业领域，可

作为合成 1,4-丁二醇、四氢呋喃、N-甲基吡咯烷

酮及可降解生物高分子材料聚丁二酸丁二醇酯

(PBS)等的原料，具有广阔的应用前景[1-2]。近年来，

随着丁二酸新的应用领域的不断开拓，国际市场

对于丁二酸的需求量猛增。传统的丁二酸生产方

法主要为石化合成法[3]，这种化学合成法生产丁二

酸是以不可再生的战略资源石油作为原料，成本

高，环境污染严重，对于石油依赖性强，无法实

现可持续发展，严重阻碍了丁二酸的发展潜力。

在石油资源日益枯竭的今天，发展环境友好的绿

色生物技术已经成为一种趋势，因此，微生物发

酵法生产丁二酸越来越引起人们的兴趣[4-5]。生物

法制备丁二酸的过程中，温室气体 CO2 可以作为

原料之一，被微生物吸收并利用，从而能够减少

温室气体的排放，缓解由温室效应所导致的全球

气候变暖的现状[2]。由此可见，开发高效的生物合

成丁二酸的方法具有非常重要的社会和环境效

益。本文从能够过量积累丁二酸的微生物的发现

和筛选，产丁二酸工程菌构建中所采用的基因工

程策略及代谢工程技术，丁二酸发酵过程控制与

优化等 3 个方面归纳了国内外关于丁二酸的研究

进展。 

1  过量积累丁二酸的微生物的发现和筛选 

产 琥 珀 酸 厌 氧 螺 菌 Anaerobiospirillum 

succiniciproducens 是一种严格厌氧细菌，属于革

兰氏阴性菌，从猎犬的口腔中分离得到，以丁二

酸为主代谢产物[6]，可利用的发酵底物范围十分广

泛[7-9]，如葡萄糖、乳糖、甘油等，但一般不能耐

受高渗透压，最优葡萄糖底物浓度一般在 20~80 g/L

之间，而且不能耐受高浓度的丁二酸盐。Glassner

等[10]以 A. succiniciproducens (ATCC29035)为出发

菌株，筛选得到了比出发菌株更耐单氟乙酸钠的

突变株 FA-10 (ATCC 55617)，此菌株对初始葡萄

糖最高耐受浓度为 60 g/L，在最优发酵条件下丁

二酸的产量可以超过 30 g/L，丁二酸得率超过  

0.7 g/g。Lee 等[11]从牛瘤胃中分离到一株产丁二酸

的 产 琥 珀 酸 曼 氏 杆 菌 Mannheimia 

succiniciproducens MBEL55E，在含 20 g/L 的葡萄

糖的培养基中进行厌氧发酵，丁二酸、乙酸和甲

酸相应产量比为 2:1:1(W/W)，丁二酸的产量达到

13.5 g/L，生产强度 1.87 g/(Lh)。 

产 琥 珀 酸 放 线 杆 菌 Actinobacillus 

succinogenes 是从瘤胃中分离得到的一种革兰氏

阴性新菌株，经 16S rRNA 鉴定为巴斯德菌科放线

杆菌属。它是一种兼性厌氧菌，能够利用多种碳

源，并能够耐受高浓度的丁二酸盐[12]。发酵产物

主要有琥珀酸、乙酸以及少量的甲酸和乙醇。目

前该菌也是国内外学者研究的焦点。Guettler 等[13]

从兼性厌氧的瘤胃菌 A. succinogenes 中筛选出了

抗氟乙酸的变异株(能够耐受 1~8 g/L 的氟乙酸)，

在 2 L 厌氧发酵罐中分批发酵，以葡萄糖为碳源，

能生成高达 105.8 g/L 的丁二酸，得率达 0.8~    

0.9 g/g，主要副产物是乙酸和丙酮酸。姜岷课题  

组 [14]利用硫酸二乙酯  (DES) 诱变产丁二酸放线

杆菌，筛选到一株高浓度铵根离子耐受型菌株

YZ25，该菌株在 NH4
+浓度为 121 mmol/L 的发酵

培养基中，丁二酸产量达到 32.68 g/L，转化率达

到 65.4%，相对于出发菌株提高了 180.5%。同时

姜岷课题组[15]利用 NaCl 为渗透压调节剂，筛选到

一 株 能 耐 受 0.7 mol/L 氯 化 钠 的 菌 株 A. 

succinogenes CH050，丁二酸产量达到 66 g/L。 

2  产丁二酸工程菌株的构建 

从自然界筛选获得的野生型菌株在丁二酸的

合成过程中，往往会伴有副产物的生成，因此，
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采用基因工程和代谢工程技术，针对具有清晰基

因组信息以及成熟基因操作工具的大肠杆菌

Escherichia coli (图 1) 以及谷氨酸棒状杆菌

Corynebacterium glutamicum 等工程菌株进行改

造，以获得高效丁二酸生产菌株[16-17]。 

2.1  敲除或失活丁二酸竞争途径中的酶 

针对丁二酸合成过程中副产物的大量积累，

Chatterjee 等[18]以大肠杆菌 W1485 为出发菌株通

过敲除乳酸脱氢酶基因  (ldhA) 和丙酮酸甲酸裂

解酶 (pflB) 获得双突变株 NZN111，在此基础上

通过自发突变 ptsG 基因，获得高产丁二酸的优良

菌株 AFP111，可生产 36 g/L 丁二酸，得率达到

0.67 g/g，无甲酸，乳酸积累，乙酸产量也很低。

Andersson 等[19]以大肠杆菌 C600(ATCC23724)为

出发菌株，通过敲除 pfl、ldh 和 ptsG 基因，获得

的菌株 AFP184 不仅能够同时利用五碳、六碳糖，

丁二酸浓度最高可达 48 g/L，得率为 1.04 g/g。 

 

 
 
图 1  大肠杆菌厌氧混合酸发酵途径 

Fig.1  Pathways of anaerobic mixed acid fermentation 
for E. coli. 

Jantama 等[20]利用 E. coli C (ATCC 8739)作为模式

菌株，采用两次同源重组的方法失活乳酸脱氢酶

基因  (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) 得到 KJ073，然后通过进化代谢提

高细胞生长和丁二酸生产，丁二酸浓度达到    

80 g/L，丁二酸得率和生产强度分别为 0.79 g/g 和

0.82 g/(L·h)。进一步在 KJ122 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，丁二酸浓度达到 83 g/L，丁二酸得率和

生产强度分别提高到 0.92 g/g 和 0.88 g/(L·h)。

Sánchez 等[21]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 E. coli SBS550MG，发酵结果丁二酸得率为

1.1 g/g，生产强度 10 mmol/(Lh)。Lin 等[22-23]采用

有氧发酵的方式来生产丁二酸，在该项研究中，

重组大肠杆菌通过敲除丁二酸脱氢酶的基因

(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

化支路的丁二酸合成途径。通过好氧分批发酵实

验表明，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系数为 0.56 g/g，

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[24]。Lee 等[25]通过 373 个反应和 352 个代

谢产物构建了基因组规模的代谢模型，了解了不

同条件下的代谢流分布，并通过敲除 ldhA、pflB、

pta 、 ackA 基 因 ， 获 得 一 株 高 产 菌 株 M. 

succiniciproducens LPK7，几乎不产甲酸、乙酸和
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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h) [26]。 

2.2  增强丁二酸代谢途径中关键酶 

在消除副产物大量积累的同时，通过增强丁

二酸代谢途径中关键酶可进一步提高丁二酸的产

量和得率，Okino 等[27]通过失活 C. glutamicum 中

乳酸脱氢酶基因  (ldhA) 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h)。

Goldberg 等[28]通过过量表达丁二酸形成支路的第

一步中磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶  (PPC) 使重组

大 肠 杆 菌 发 酵 后 丁 二 酸 对 葡 萄 糖 的 得 率 从    

0.08 g/g提高到 0.22 g/g。Gokarn等[29]在野生 E. coli

中导入 pTrc99A-pyc 质粒，通过表达来自于根瘤菌 

Rhizobium etli 的丙酮酸羧化酶 (PYC)，使丁二酸

对葡萄糖的得率和生产强度分别达到 0.11 g/g 和

0.17 g/(Lh)。姜岷课题组[30]通过过量表达苹果酸

脱 氢 酶  (MDH) ， 使 重 组 菌 株 NZN111/ 

pTrc99a-mdh 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，辅酶

NADH/NAD+的比例从 0.64 下降到 0.26，部分恢

复了 NZN111 厌氧条件下不能利用代谢葡萄糖的

能力。在大肠杆菌厌氧混合酸发酵途径中，磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶(PPC)和磷酸烯醇式丙酮酸

羧化激酶 (PCK)皆可催化由磷酸烯醇式丙酮酸

(PEP)到草酰乙酸(OAA)的反应。鉴于经由 PCK 催

化的反应伴有 ATP 的生成，姜岷课题组[31]通过在

ppc 缺陷菌株中过量表达来自于 Bacillus subtilis 

168 中的 pck 基因，提高了 ATP 的供给，使重组

大肠杆菌能够在厌氧条件下利用木糖代谢生长并

合成丁二酸。Zhang 等通过基因改造 pck 基因启动

子，加强 PCK 在重组大肠杆菌中的表达，提高重

组大肠杆菌在厌氧条件下的丁二酸的生产能   

力 [32-33]，并在此基础上，通过协同利用 PCK 和

PPC，充分发挥各自催化优势，进一步提高重组大

肠杆菌丁二酸的合成能力[34]。 

2.3  NAD(H)合成途径改造 

丁二酸是厌氧发酵的还原性终端产物，系统

还原力的强弱是其合成效率的重要影响因素，而

NAD(H)总量及 NADH/NAD+比例是调节还原力的

分子基础，因此开展生产菌株 NAD(H)系统的改造

与调控对实现其高效合成具有极其重要的理论意

义与实际价值。大肠杆菌中 NAD(H)的生物合成及

分解途径如图 2 所示，涉及其合成的基因主要有 3

个 (pncB，nadD，nadE)，涉及分解代谢的基因主

要有 2 个 (yjaD，yrfE)，而 NAD+和 NADH 相互

之间的转化反应则多达 300 多个，其中 pncB 基因

编码的烟酸转磷酸核糖激酶是 NAD(H)生物合成

途径中的关键酶。相关研究表明，利用 DNA 重组

技术改造 NAD(H)生物合成途径是提高 NAD(H)

总量的有效手段 [ 35 -37 ]。细胞的生长需要充足的

NAD+来进行葡萄糖的氧化，大肠杆菌 NZN111 由

于同时失活了丙酮酸甲酸裂解酶与乳酸脱氢酶，

NADH 不能及时再生为 NAD+，引起胞内辅酶

NAD(H)的不平衡，最终导致厌氧条件下菌株不能

利用葡萄糖代谢生长[38]。姜岷课题组[39-40]构建了

重组大肠杆菌 NZN111/pTrc99a-pncB，表明过量表

达烟酸转磷酸核糖激酶，能够提高菌体内 NAD(H)

的总量，在厌氧条件下，使菌株能够利用葡萄糖

代谢生长，重组菌细胞干重是对照菌的 6.5 倍，

NADH/NAD+的比例由 0.64 降低为 0.13，同时丁

二酸的产量较出发菌有了极大的提高。姜岷课题

组[41]在恢复双敲菌株纯厌氧条件下的生长及代谢

能力的同时，为了进一步减少丙酮酸的积累，过

量表达了来源于 Lactococcus lactis subsp. cremoris 

NZ9000 的丙酮酸羧化酶 (PYC) 基因 pyc，增加还

原性 TCA 的碳流通量，进一步增加丁二酸的生 
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图 2  大肠杆菌 NAD(H)的生物合成与分解途径 

Fig. 2  NAD(H) metabolism in Escherichia coli. NaMN: nicotinic acid mononucleotide；NaAD: nicotinic acid 

adenine dinucleotide; NAD: nicotinamide adenine dinucleotide; PRPP: phosphoribosyl pyrophosphate; NMN: 
nicotinamide mononucleotide. 
 

成。厌氧摇瓶 48 h 后，E. coli BA016 (E. coli 

BA002/pTrc-pncB-pyc)能够消耗 17.5 g/L 葡萄糖生

产 14.1 g/L 丁二酸，几乎没有丙酮酸的积累，

NADH/NAD+比例从 0.60 下降到 0.04。3 L 发酵罐

实验数据表明，发酵 112 h，OD600 达到 4.64，耗

糖 35.0 g/L，丁二酸对葡萄糖的得率为 0.71 g/g，

厌 氧 发 酵 过 程 中 葡 萄 糖 的 消 耗 速 率 为        

0.42 g/(Lh)，丁二酸的生产强度为 0.28 g/(Lh)。 

3  丁二酸发酵过程控制与优化 

3.1  CO2 供给调控策略 

在上述的生产菌株中，丁二酸的合成过程中

需要 CO2 的参与，理论上每生成 l mol 丁二酸要消

耗 l mol CO2。不同微生物固定 CO2 生成琥珀酸的

代谢途径有所差异，涉及 CO2 固定的代谢途径关

键酶主要有 PEP 羧化激酶 (pck)、PEP 羧化酶 (ppc) 

和丙酮酸羧化酶 (pyc) 等[42]。PEP 羧化激酶是野

生型菌株 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[43]。而在 E. coli

和 C. glutamicum 中，通过过量表达固定 CO2 的关

键酶 PEP 羧化酶或引入丙酮酸羧化酶催化丙酮酸

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 [27,44] 。 姜 岷 课 题 组 [45] 在 对       

A. succinogenes NJ113 研究表明，以 CO2 气体作为

CO2 供体时菌体生长、CO2 固定效率、琥珀酸产率

以及琥珀酸得率均优于碳酸盐。同时 Wang 等[46]

的研究结果表明在 E. coli 中，利用 HCO3
−如

NaHCO3 和 MgCO3 比单纯通入 CO2 更有效。在   

A. succiniciproducens 中，CO2 浓度可以调节 PEP

羧化激酶的活性，对琥珀酸的产量有着重要的影响。

在高 CO2 浓度的培养环境下 (100 mol CO2/100 mol

葡萄糖)，PEP 羧化合成草酰乙酸的能力提高，琥

珀酸为主要还原性产物；在低 CO2 水平下 (10 mol 

CO2/100 mol 葡萄糖)，A. succiniciproducens 以乳

酸为主要还原性代谢产物，而 A. succinogenes 以

乙 醇 为 主 要 还 原 性 代 谢 产 物 [47] 。              

A. succiniciproducens 培养时增加可利用的 CO2 的

供给可以提高琥珀酸的得率，但是会导致菌体细

胞量下降，从而导致琥珀酸的生产速率下降。如

果在 CO2气体中混入 H2 (H2∶CO2=5∶95，体积比) 

提供电子，琥珀酸得率可以达到 0.60 g/g，生产速

率达到 1.8 g/(Lh) [8]；除了直接通入 CO2，Nghiem

等[48]研究的结果表明，A. succiniciproducens 发酵
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所需 CO2 可由浓度为 1.5 mol/L 的 Na2CO3 提供，

此时通入 CO2 会对琥珀酸产率产生负影响，但并

不影响乙酸的产量。在 Lu 等[49]对 E. coli AFP111

的研究中，在 pH 值 6.4 的条件下，当气相中的 CO2

和 N2 互相混合时，将 CO2 的浓度从 0 增加到 50%，

琥珀酸的产量从 0.04 g/g 增加到 0.75 g/g。而当 CO2

的浓度高于 50%时，琥珀酸的产量并没有继续增

加。而在 M. succiniciproducens 中[50]，当溶解 CO2

浓度低于 8.74 mmol/L 时，细胞生长受到严重抑

制。而当溶解的 CO2 从 8.74 mmol/L 增加至     

141 mmol/L 时，细胞生长与琥珀酸的产量与溶解

的 CO2 量成比例增加。溶解的 CO2 浓度可以通过

增加 NaHCO3、MgCO3 或 CaCO3 等碳酸盐来实现，

这些碳酸盐对细胞生长和琥珀酸生产也有积极的

促进作用。但过多时也会造成细胞生长抑制。

McKinlay 等[51]研究了 NaHCO3 对产物的形成、菌

体生长及代谢效率的影响。低浓度的 NaHCO3 对

其影响较大，而高浓度基本没有影响，当浓度在

25 mmol/L 时，菌体生长速率最大。 

3.2  NAD(H)供给调控策略 

不同还原态碳源 (如糖，糖醇，糖酸) 提供不

同量的代谢还原力，影响代谢产物的分布。微生

物厌氧合成丁二酸的代谢途径中，以大肠杆菌

AFP111 为例，1 mol 葡萄糖生成 2 mol 磷酸烯醇

式丙酮酸(PEP)同时产生 2 mol NADH，而 2 mol 

PEP 生成 2 mol 丁二酸需要 4 mol NADH[52]。所以

高还原性底物有利于提高胞内 NADH/NAD+比例，

提高丁二酸得率。以高还原性碳源甘露醇和阿拉

伯糖醇为底物时，Actinobacillus sp. 130Z 生产丁二

酸的得率明显高于其他碳源 (如葡萄糖，果糖，

木糖等) [53]。当重组大肠杆菌 NZN111(pTrcML)

分别以葡萄碳酸钠、葡萄糖、山梨醇等不同还原

性碳源为底物时，发酵得到相应的丁二酸得率分

别为 0.1、0.3 和 1.1 g/g[54]。姜岷课题组[55]以过量

表达苹果酸酶的大肠杆菌 NZN111 为出发菌株，

分别以甘露醇、葡萄糖和葡萄糖酸钠作为碳源进

行发酵，得到丁二酸得率分别为 1.00、0.83、和

0.41 g/g。 

氧化还原电位 (Oxidation reduction potential，

简称 ORP) 作为控制参数能够反映许多有氧和厌

氧发酵过程中发生的有价值的代谢信息。发酵体

系中氧化还原电位是 pH 值、溶解氧浓度、平衡常

数和大量溶解物质的氧化还原电位的综合反   

映[56]。姜岷课题组[57]在 3 L 发酵罐上利用铁氰化

钾和二硫苏糖醇调节发酵体系氧化还原电位值在

–100～–450 mV，发现–350 mV 为产丁二酸放线杆

菌 NJ113 细胞生长和产丁二酸的最佳电位，丁二

酸生产速率由 0.75 g/(L·h)提高到 1.18 g/(L·h)，产物

丁二酸与副产物乙酸的质量浓度比由 2.5 提高到

3.9；同时姜岷课题组[58]利用代谢通量分析方法分

析氧化还原电位调控对厌氧发酵产丁二酸过程的

影响，发现氧化还原电位调控可以改变 HMP 与

EMP 途径的代谢通量，影响胞内 NADH/NAD+，

进而将丁二酸得率由 0.75 g/g 提高至 0.89 g/g。 

此外，还原性气体 (氢气) 同样可以提高丁二

酸得率。大肠杆菌中存在两种吸收氢气的酶——

氢化酶 1 和氢化酶 2[59-60]，在合适的条件下大肠杆

菌可以利用氢气作为电子供体进行代谢、生长。

早期文献报道[61-62]，外源氢气可以为细胞转化苹

果酸或富马酸到丁二酸提供还原力，提高转化率。

Lee 等[8]发现在二氧化碳中添加 5%的氢气可以同

时提高丁二酸的生产强度和得率。Stols 等[63]报道

外源提供氢气可以为过量表达苹果酸酶的大肠杆

菌 NZN111 提供大量的代谢还原力，使丁二酸质

量得率从 0.65 g/g 增长到 1.20 g/g。外源提供氢气

同样可以提高过量表达丙酮酸羧化酶的大肠杆菌

AFP111 的丁二酸得率，并且还可以解除富马酸积

累[52]。 
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3.3  两阶段发酵条件优化 

大肠杆菌作为兼性厌氧菌，其有氧条件下的

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[64]。Vemuri 等[52]对两阶段发酵

过程中大肠杆菌的代谢途径进行了分析，即还原

三羧酸途径和乙醛酸途径，发现理论上在不添加

额外电子受体的条件下，重组菌株 E. coli AFP111

可消耗 1 mol 的葡萄糖产生 2 mol 的 PEP，当 71.4%

的 PEP 流向还原三羧酸途径，28.6%的 PEP 流向

乙醛酸途径时，得率可达到理论最大值 1.12 g/g。

专一性厌氧发酵时由于乙醛酸途径未被激活，丁

二酸得率很低，当采用两阶段发酵时，有氧阶段

可诱导异柠檬酸裂解酶的表达，并且在厌氧阶段

继续保持活性，从而激活了乙醛酸途径，产物的

得率也大幅提高。由于有氧阶段的菌体活性影响

厌氧阶段丁二酸生产效率，Vemuri 等[65]进一步考

察了有氧转厌氧的时机对厌氧阶段丁二酸生产能

力的影响，发现在最佳转厌氧条件下，过量表达

丙酮酸羧化酶基因的重组菌株 E. coli AFP111 

(pTrc99a-pyc)可实现厌氧发酵 1.3 g/(L·h)的生产速

率以及 1.10 g/g 的丁二酸得率，同时最终浓度可达

99.2 g/L。Martinez 等[66]在利用重组菌株 E. coli 

SBS550MG (pHL413)两阶段发酵产丁二酸过程

中，考察了两种有氧培养条件，结果表明在低转

速条件下能诱导丙酮酸甲酸裂解酶的表达，提高

乙醛酸途径的代谢流通量，最终能实现 1.02 g/g

的丁二酸得率以及 1.3 g/(L·h)的生产速率。Wang

等[44]在利用过量表达 PPC 的 E. coli DC1515 时，

采用乳糖替代 IPTG 诱导 PPC，结果表明可有效提

高了还原三羧酸途径的代谢通量，进而提高了丁

二酸的生产速率及得率。Wu 等[67]考察了利用丙酮

酸、苹果酸、丁二酸等糖异生碳源有氧培养菌株

对厌氧过程的影响，结果表明均可大幅提高丁二

酸的生产性能。而在有氧培养阶段采用乙酸作为

碳源时，E. coli NZN111[68]在厌氧阶段可实现  

0.84 g/g 的丁二酸得率及 1.13 g/(L·h)的生产速率。

以葡萄糖为碳源时，若采用限制性补糖的方式，

控制菌体在较低的比生长速率，也可提高菌株的

丁二酸生产能力，姜岷课题组 [69]在利用 E. coli 

AFP111 两阶段发酵时，有氧条件下采用限制性补

糖的策略控制菌体比生长速率在 0.07 h–1，提高丁

二酸合成关键酶活，使丁二酸生产速率达到   

1.89 g/(Lh)，且丁二酸质量得率在 1.03~1.07 g/g。 

在利用重组菌厌氧发酵产丁二酸过程中，由

于有机酸的不断积累以及渗透压的持续增高，菌

体活力和产酸能力明显下降，但此时菌体细胞仍

然具有代谢活力。因此，Andersson 等[70]在发酵过

程中通过去除产物丁二酸保持菌体的产酸能力，

厌氧发酵 100 h 丁二酸产量相较于两阶段发酵提

高了 60%以上。姜岷课题组[71]通过连续转化法使

用无菌水收集菌体置于 BM 培养基中重新发酵，3

次转化后菌体平均生产速率达 1.81 g/ (L·h)，得率

为 0.85 g/g。在此基础上，姜岷课题组[72]通过在转

化后进行有氧诱导进一步提高菌体丁二酸合成关

键酶活，在转化后进行 3 h 有氧诱导，菌体产酸

能力比未诱导时提高了 45%，同时得率提高了

11%。 

3.4  廉价生物质原料的利用 

在丁二酸生产制备过程中，原料成本占有极

其重的比例，因此寻求廉价生物质原料作为碳氮

源制备丁二酸成为经济型生产过程的重要因素。

同时廉价生物质原料的使用可以为农业废弃资源

的高效开发和利用提供一条可行的途径，具有深

远的影响意义。Liu 等[3]以甘蔗渣糖蜜为碳源时 A. 

succinogenes CGMCC1593，48 h 可发酵产丁二酸

55.2 g/L，生产速率达到 1.15 g/(Lh)。Chen 等[73]
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以麦麸水解液为碳源对钝齿棒状杆菌进行丁二酸

乳酸混合发酵，初糖为 80 g/L，经过 10 h 发酵产酸，

丁二酸产量和乳酸产量分别为 43.6 g/L 和 32 g/L。

当 以 木 质 纤 维 素 水 解 液 为 碳 源 时 ， 利 用         

A. succinicproducens[74]可产丁二酸 24 g/L，得率达

到 88%。而利用 M. succiniciproducens MBEL55E[75]

分别进行单批和连续发酵产丁二酸，产酸速率分

别为 1.17 g/(Lh)和 3.19 g/(Lh)。作为基因工程菌，

大肠杆菌也可以有效地利用一些廉价碳源。E. coli 

SD121[76]用玉米秸秆酶解液作为碳源两阶段有氧发

酵制备丁二酸，可产生 57.81 g/L 的丁二酸，两阶段

总生产强度和产率分别为 0.96 g/(Lh)和 0.87 g/g。姜

岷课题组[77]考察了 E. coli BA204 纯厌氧和两阶

段条件下利用蔗渣水解液产丁二酸的能力，经 

72 h 厌氧发酵产丁二酸 15.85 g/L，而经有氧培养

后，厌氧发酵阶段 24 h 产 18.88 g/L 丁二酸。同

时，姜岷课题组[78]考察了 A. succinogenes 利用米

酒残渣产丁二酸的能力，产量最终达到 48 g/L，

得率为 0.75 g/g。 

在考察各种廉价碳源应用于丁二酸发酵的同

时，寻求廉价氮源也是研究的热点之一。Lee 等[4]

利用 A. succiniciproducens 发酵产丁二酸，通过添

加 10 g/L 的玉米浆(CSL), 可替代酵母粉和蛋白胨作

为氮源，丁二酸产量达到 17.8 g/L，得率为 0.89 g/g。

Liu 等[3]考察了不同氮源对 A. succinogenes 发酵产

丁二酸的影响，向培养基中添加 12 g/L 干酵母细

胞后，丁二酸产量由 30 g/L 提高到 35 g/L。姜岷

课题组[79]以 A. succinogenes 为丁二酸生产菌株，

以面包酵母的酶解液为氮源，替代进口酵母膏添

加到培养基中，研究发酵生产丁二酸的能力，结

果表明面包酵母水解液可以替代进口酵母粉作为

丁二酸发酵的氮源，在葡萄糖浓度低于 100 g/L时，

丁二酸得率达到 0.68 g/g 以上。在以啤酒废酵母细

胞酶解液作为氮源厌氧发酵制备丁二酸，产量达

到近 40 g/L，添加关键维生素后丁二酸产量提高

到 47 g/L[80]。 

4  展望 

为实现丁二酸低成本的生物制造，今后应着

重开发菌株适应几类极端工况的抗逆性能：1) 随

着葡萄糖等原料成本的不断上涨，以廉价非粮生

物质为原料的丁二酸制造工艺已成必然趋势。目

前报道的生产菌株对低劣生物质资源的利用效率

不高，还需要通过进一步的基因改造与进化筛选

以提高菌株对纤维质水解混合糖液中有毒物质的

抗逆能力及混合糖的利用效率；2) 高浓度的丁二

酸会显著影响菌体生长和产酸效率，而添加大量

的 Na2CO3、NH3˙H2O 等碱中和剂也会造成菌体环

境的高渗透压，利用合成生物学技术，通过组学

分析挖掘关键抗逆元器件并实现生产菌株的适配

组装，将极大改善菌株对高产物和高盐体系的抗

逆能力；3) 酵母菌能够在偏酸性环境中生长与代

谢，即使当 pH 值小于 3 时，其生长与代谢能力依

然良好。DSM与 Roquetta公司联合组建了 Reverdia

公司，并开发了丁二酸的低 pH 值酵母发酵技术，

可大幅减少丁二酸生产过程中的酸碱用量，并有

利于简化产品精制工艺，这对于构建合理、经济

的丁二酸细胞工厂提供了良好的借鉴。 
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