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摘  要 : 环境保护和能源供应是人类关心的两大问题。能源消耗释放出的温室气体对环境造成了严重影响。利用

CO2 固定途径可将 CO2 转化成燃料或化学品。天然固碳生物通常存在生长缓慢、固碳效率低等问题。通过在模式

微生物中增强或重构 CO2 固定途径，实现 CO2 的再循环，可提高燃料或化学品的产量，减少温室气体排放。文

中详细介绍了通过代谢工程手段改造 CO2 固定途径改善化学品生产以及糖合成，阐述了相关代谢途径及其中的关

键酶在 CO2 固定中的作用，介绍了电生化合成系统的应用，显示出 CO2 固定的巨大潜力，并展望了未来 CO2 固

定的研究方向。 
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Abstract:  Environmental protection and energy supply are our two major concerns. Greenhouse gases released from energy 

consumption have serious impact on the environment. CO2 fixation can be used to convert CO2 into fuels or chemicals. However, 

natural carbon-fixing organisms usually have some disadvantages such as slow growth and low carbon fixation efficiency. Enhancing 

or remodeling CO2 fixation pathways in model microorganisms can realize CO2 recycling, which can further increase fuel or 

chemical production and reduce greenhouse gas emission. This review describes in detail metabolic engineering of CO2 fixation 

pathways to improve chemical production and sugar synthesis, elaborates the role of relevant metabolic pathways and key enzymes 

in CO2 fixation, introduces the application of electro-biochemical synthesis system, shows the great potential of CO2 fixation, and 

prospects the future research direction of CO2 fixation. 
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温室气体排放造成的全球气候变化是人类面

临的巨大挑战。为了缓解这一趋势，需要大幅度

减少化石燃料的消耗，并且开发替代能源技术[1]。

将 CO2 转化为燃料或化学品，是 CO2 资源化利用

的途径之一。在过去几年中，研究者们通过工程

自养微生物如蓝细菌和藻类，利用光能固定 CO2

合成乙醇[2-4]、正丁醇[5-8]、丙酮[9]、异丁醛[5]、乳

酸[10-12]、异戊二烯[13]、1,2-丙二醇[14]、甲烷[15]和

生物柴油[16-17]等化学品。除了光能之外，自养微

生物还可以在温和条件下使用氢气或硫磺作为

CO2 同化的能源[18]。 

自然界已发现的天然固碳途径主要有 6 条，

包括卡尔文 (CBB)循环、3-羟基丙酸双循环、

Wood-Ljungdahl (WL) 途径、还原性 (逆向) TCA 

循环、二羧酸/4-羟基丁酸循环和 3-羟基丙酸/4-羟

基丁酸循环。天然固碳的主要限制在于途径自身的

代谢速率较低，以及需要较高的能量供给。研究者

通过表达关键酶或重构固碳途径提高固碳速率。关

于 CO2 固定途径及其关键酶以及利用自养微生物

固定 CO2 已有相关综述进行了系统总结[19-20]。 

在异氧微生物中构建高效稳定的 CO2 固定途

径成为 近的研究热点，旨在提高燃料或化学品

的产量及得率。另外，为了提高 CO2 固定的总体

效率，研究者还探索了不依赖于 1,5-二磷酸核酮

糖羧化酶 (RuBisCO) 的 CO2 固定途径，设计构

建与电催化结合的生物合成途径来协同改善 CO2

固定。因此，本文对近年来改造异养微生物 (如

大肠杆菌或酿酒酵母) 固定 CO2 生产燃料及化学

品的研究进展进行了总结。 

1  CO2 固定合成化学品 

1.1  CO2 固定应用于琥珀酸生产 

琥珀酸及其衍生物广泛用于食品、化妆品和

制药领域[21]。美国能源部将其确定为可从生物质

中大量生产的 12 种高附加值化学品之一[22]。由

于石油化学工艺生产琥珀酸会导致严重污染，研

究者通过代谢工程改造提高生物法琥珀酸的产

量。采取的策略包括消除竞争途径[23-25]、破坏磷

酸转移酶系统  (PTS) 以增加磷酸烯醇式丙酮酸 

(PEP) 供应[26-27]、激活乙醛酸途径[28-29]，并结合

定向进化改善琥珀酸生产[30-32]。其中，通过表达

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 (PEPC)、磷酸烯醇式丙

酮酸羧激酶 (PEPCK) 或者丙酮酸羧化酶 (PYC) 

固定 CO2 合成草酰乙酸是提高琥珀酸的产量和得

率的关键步骤[25,27,31,33](图 1)。     

PEPC 广泛存在于光合生物如植物、藻类、蓝

细菌、光合细菌以及许多非光合细菌中。PEPC

催化 PEP 和 CO2 生成草酰乙酸和无机磷酸。PEPC

催化的反应为细胞各种组分的生物合成提供四碳 

 

 
 

图 1  有氧、厌氧以及双相发酵条件下大肠杆菌生产

琥珀酸的代谢工程策略 

Fig. 1  Metabolic engineering strategies for succinic 
acid production by Escherichia coli under aerobic, 
anaerobic and biphasic fermentation conditions. The red 
arrows represent CO2 fixation steps. 
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二羧酸，参与维持柠檬酸循环，在初级代谢中有

重要的补给作用，在光合作用中是催化大气中

CO2 固定的第一步反应，是 C4 植物光合作用途径

中 重要的酶之一[34]。PYC 广泛存在于动物、霉

菌和酵母中，而植物和大部分细菌不含有该酶。

它催化丙酮酸和 CO2 生成草酰乙酸和无机磷酸，

在三羧酸循环中是供给草酰乙酸的主要反应。

PEPCK 广泛存在于动植物和细菌中，可催化 PEP

和 CO2 生成草酰乙酸并产生 1 分子 ATP。 

琥珀酸是 TCA 循环的中间体，在有氧条件下

积累量很低。为了实现有氧条件琥珀酸的生产，对

其生产途径进行了改造。琥珀酸可经乙醛酸旁路

和 TCA 氧化分支两条途径生成， 大理论产量为

1 mol/mol 葡萄糖。敲除葡萄糖磷酸转移酶基因 

(ptsG) 缺失PTS系统，失活丙酮酸氧化酶基因 (poxB) 

和乙酸激酶-磷酸转乙酰化酶基因 (ackA-pta) 缺

失副产物乙酸生成途径，灭活 aceBAK 操纵子抑

制子基因 (iclR)，敲除异柠檬酸脱氢酶基因 (icd) 

激活乙醛酸旁路，敲除琥珀酸脱氢酶基因 (sdh)，

并在大肠杆菌中过表达来自高粱的 PEPC，琥珀酸

得率达到 0.94 mol/mol 葡萄糖[35]。在谷氨酸棒杆

菌中过表达内源 PEPC 和 PYC，琥珀酸比生产率

达到 1.60 mmol/(g·cdw·h)[36]。 

在厌氧条件下，如果不提供外源电子，琥珀

酸 大理论产量为 1.714 mol/mol 葡萄糖[21,33]。与

有氧条件不同的是，琥珀酸主要经逆向 TCA 循环

生成。对菌株进行与有氧发酵条件类似的改造，

在大肠杆菌中过表达枯草芽孢杆菌的 PYC 基因，

琥珀酸得率达到 1.29 mol/mol 葡萄糖[37]；为了进

一步提高琥珀酸产量，将更多的碳定向到磷酸戊

糖途径以及消除竞争途径后，引入产琥珀酸放线

杆菌 Actinobacillus succinogenes 的 PEPCK 基因和

谷氨酸棒杆菌的 PYC 基因， 终琥珀酸产量高达

1.54 mol/mol 葡萄糖，达到 大理论产量的 90%[38]。

值得一提的是，PEPCK 固定 CO2的同时生成 ATP，

ATP 的增加导致更高的生物量和琥珀酸产量[39]。 

无氧条件下细胞生长相对缓慢，为此研究者

采用“双相”发酵，即先在有氧条件下积累足够的

生物量，再转换到厌氧条件下生产琥珀酸。在大

肠杆菌中“双相”发酵时，缺失乳酸、甲酸等副产

物竞争途径和 PTS 系统，失活丙酮酸羧化酶，当

过表达来自 A. succinogenes 的 PEPCK，琥珀酸的

产量比未表达 PEPCK 的对照菌株提高 60%[25]。

为了 小化副产物甲酸的产量，缺失副产物途径

后在大肠杆菌中导入博伊斯假丝酵母 Candida 

boidinii 的 NAD+依赖性甲酸脱氢酶基因 (fdh1) 增

加 NADH 的供应，并激活乙醛酸途径，过表达乳

酸乳球菌 Lactococcus lactis PYC，在补料分批发酵

的条件下，琥珀酸生产力达到 2 g/(L·h)[40]。 

通过基因工程手段引入关键酶或外源途径重

构 CO2 固定途径，在大肠杆菌或谷氨酸棒状杆菌

中过表达 PYC、PEPC 或 PEPCK，使目标产物琥

珀酸的产量在有氧、无氧或是“双相”的发酵条件

下都有显著提高，显示出 CO2 固定在琥珀酸生产

上的巨大潜力。 

1.2  CO2 固定应用于乙醇生产 

为了限制化石燃料的燃烧，减少温室气体的

排放，人们已开始使用生物燃料作为替代能源[41]。

生物乙醇是目前在工业规模生产和使用 广泛的

生物燃料[42-43]。酿酒酵母是生物乙醇生产的 常

用宿主。然而，在酵母发酵产乙醇的过程中，生

成 1 分子乙醇的同时释放 1 分子 CO2，造成碳损

失及温室气体排放。另外，过量 NADH 导致副产

物甘油大量积累。研究者将异源的磷酸核酮糖激

酶 (PRK) 和 RuBisCO 导入酿酒酵母中构建 CBB

循环固定 CO2，提高了乙醇产量并减少了副产物

甘油积累[1,44-45] (图 2)。 

PRK 催化 5-磷酸核酮糖 (R5P) 转化为 1,5-

二磷酸核酮糖 (RuBP)作为 RuBisCO 固定 CO2 的

底物。RuBisCO 广泛存在于真核生物如植物和 



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

 
 

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

198 

 
 

图 2  CO2 固定提高酿酒酵母乙醇得率 

Fig. 2  Improve S. cerevisiae ethanol yield through CO2 
fixation. The red arrows represents the heterologous 
carbon fixation pathway.  

 

原核生物中，在光合生物中，RuBisCO 是同化大

气 CO2 到生物圈的主要酶[46]。该酶催化光合作用

CO2 固定的第一步反应，使 CO2 和 RuBP 转变成

2 个分子的 3-磷酸甘油酸，是碳同化的限速酶。  

研究者在酿酒酵母中共表达了菠菜的 PRK

和脱氮假单胞菌 Thiobacillus denitrificans 的

RuBisCO。T. denitrificans RuBisCO 由 8 个大亚基

组成，属于Ⅱ型，其活性表达需要大肠杆菌伴侣

蛋白 GroEL 和 GroES 的辅助。通过固定代谢途径

中产生的 CO2 生成 3-磷酸甘油酸，进而增加了乙

醇产量。在含有葡萄糖和半乳糖的培养基上，与

原始菌株相比，PRK 和 RuBisCO 的共表达使副产

物甘油减少 90%，乙醇产量增加 10%[44]。使用甘

蔗和玉米淀粉为原料生产乙醇存在“与人争粮”的

问题[47]。为此研究者使用木质纤维素水解生成的

木糖为原料，在酿酒酵母中构建异源木糖途径即木

糖还原酶 (XR)/木糖醇脱氢酶 (XDH) 途径[48]，使

酿酒酵母能够以木糖为碳源产乙醇，并引入菠菜

的 PRK 和深红红螺菌 Rhodospirillum rubrum 的

RuBisCO 实现 CO2 的固定。R. rubrum 中 RuBisCO

也由 8 个大亚基组成，属于Ⅱ型，其活性表达同

样需要大肠杆菌分子伴侣的辅助。实验结果表明

工程酵母净乙醇产量增加，副产物减少，且生成

单位乙醇的 CO2 释放量减少，证明固定途径的引

入实现了 CO2 的再循环[1]。 

此外，研究者还将 PRK-RuBisCO 模块与木糖

还原酶-木糖醇脱氢酶 (mXR-XDH) 模块构建到酿

酒酵母中，利用木糖和麦芽糖共同发酵产乙醇。在

酿酒酵母中共表达真氧产碱杆菌 Ralstonia eutropha 

H16 的 PRK 和RuBisCO[49]。R. eutropha H16 RuBisCO

由 8 个大亚基和 8 个小亚基组成，属于Ⅰ型。为

了确保其活性，共表达了酿酒酵母的内源性伴侣 

(Hsp60-HSP10)。结果显示，乙醇的生产率比对照

菌株即未构建CO2固定系统的菌株高出15%，且CO2

固定速率达到 336.6–436.3 mg CO2/(L·h)，显著高于

以往的天然或工程微生物 (5.8–147.0 mg CO2/(L·h))。

值得一提的是，实验证明，Ⅰ型 RuBisCO 的羧化

活性高于Ⅱ型，可能是由于小亚基具有富集 CO2

的能力，提高了酶分子周围 CO2 的浓度[45]。 

在这几项研究中，通过在酿酒酵母引入

RuBisCO 和 PRK，实现生物乙醇生产过程中 CO2

的原位固定，提高目标产物乙醇的产量，为利用

木质纤维素生产其他燃料及化学品奠定了基础。 

1.3  构建非氧化糖酵解途径实现完全碳转化 

糖酵解途径是存在于几乎所有生物中的基础

代谢途径。然而，天然糖酵解途径 (EMP) 产生

1 分子乙酰辅酶 A 的同时释放 1 分子 CO2，导致

理论碳收率仅有 66.7%。为此，研究者设计构建

了一条环形非氧化糖酵解 (NOG) 途径 (图 3)。

该途径中，磷酸转酮酶将 3 分子 6-磷酸果糖 (F6P) 

分解成 3 分子乙酰磷酸 (AcP) 和 3 分子 4-磷酸赤

藓糖  (E4P)。3 分子 E4P 通过碳重排重新生成

2 分子 F6P。净反应是 1 分子 F6P 生成 3 分子 AcP

而没有碳损失。过表达磷酸酮醇酶 (Fpk/Xpk)，

删除琥珀酸、乳酸、乙醇、甲酸等竞争途径，得

到的工程大肠杆菌菌株发酵木糖产乙酸的得率达 
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图 3  氧化及非氧化糖酵解途径[50] 
Fig. 3  Oxidative (EMP) and non-oxidative glycolysis 
(NOG) pathway[50].  

 

到 2.2 mol/mol，接近理论 大得率 (2.5 mol/mol)，

超过木糖由 EMP 途径生成乙酸的 大理论值 

(1.67 mol/mol)[50]。 

然而，NOG 循环自身不能支持细胞在以糖为

唯一碳源的 小培养基中生长，需要 EMP 途径的

辅助以产生丙酮酸及其他合成代谢前体。为克服

该挑战，研究者进一步构建了不使用 EMP 进行糖

分解代谢的大肠杆菌菌株。构建的菌株包含 11 个

基因过表达，10 个基因缺失，并通过定向进化得

到超过 50 个基因突变 (包括 3 个整体调节因子)。

该菌株可在葡萄糖基本培养基中有氧生长，并且

厌氧发酵葡萄糖产乙酸的碳转化率接近 100%[51]。 

1.4  应用 Wood-Ljungdahl 途径提高碳转化率  

除了利用上述 NOG 途径实现碳的完全转化

外，研究者还将糖酵解途径与 WL 途径相结合，

进行混合营养发酵，也可实现糖到乙酰辅酶 A 的

化学计量转化。 

WL 途径也称还原性乙酰辅酶 A 途径，主要

存在于厌氧的产乙酸菌及产甲烷菌中。与其他环

形固碳途径不同，该途径可将 2 分子 CO2 直接还

原生成 1 分子乙酸 (图 4)。由于途径的两个关键

酶 CO 脱氢酶 (CODH) 和乙酰辅酶 A 合成酶 

(ACS) 的极度氧敏感性，该途径需在严格厌氧条

件下进行。与其他固碳途径相比，WL 途径对 ATP

的需求较低且消耗 NADH的量恰好等于糖酵解途

径产生的 NADH 的量。因此，通过 WLP 驱动的

混合营养发酵，1 分子的己糖可以产生 3 分子乙

酰辅酶 A 及 1 分子 ATP。作为概念验证，改造永

达尔梭菌 Clostridium ljungdahlii 产丙酮的得率为

先前 大理论得率的 138%。此外，当提供足够的

还原力 (即 H2) 时，发酵过程可不排放 CO2
[52]。 

1.5  大肠杆菌 CO2 固定合成糖及生物质 

能否通过进化改造实现异养微生物直接由

CO2 合成生物质？ 近的一项研究表明，经过合

理代谢网络改造、异源重组表达和实验室进化，

重构完整功能的 CBB 循环可以实现大肠杆菌利

用 CO2 合成糖和其他生物质成分。通过引入来自

聚球藻 Synechococcus sp. PCC7002 的 RuBisCO 和

S. elongatus PCC7942 的 PRK[53]，并删除磷酸甘

油变位酶基因来切断糖异生，将中枢代谢分成两

个独立的子网络。网络一包含上游糖酵解、磷酸

戊糖途径和重组 CBB 循环酶 (RuBisCO 和 PRK)； 

 

 
 
图 4  Wood-Ljungdahl 途径 

Fig. 4  The Wood-Ljungdahl pathway.  
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网络二是含有下游糖酵解和 TCA 循环的能量模

块，为模块一的碳固定提供 ATP 和还原力。 

虽然初始菌株不能以丙酮酸为唯一碳源生

长，但是在木糖限制的恒化器中培养，进化后的

菌株能够在高 CO2 的浓度下，仅以丙酮酸为碳源

生长。进一步质谱分析表明，CO2 是进化菌株中

糖合成的唯一碳源，证明了在大肠杆菌中完整功

能的 CBB 循环能直接从 CO2 合成糖。经过全基因

组测序，prs 基因 (编码核糖磷酸焦磷酸激酶) 是

3 次恒化实验中出现的唯一的共同突变基因。该

酶是 CBB 循环模块的主要分支酶。该研究表明

CBB 循环的功能性不仅取决于异源酶 RuBisCO

和 PRK，而且取决于与其相互作用的内源组分，

主要是循环碳库中的生物合成酶[54]。 

通过合理的代谢网络设计，在大肠杆菌中实

现了完全功能和自催化的碳固定循环，能够在没

有向循环中输入有机碳的情况下合成己糖、戊糖

和丙糖。所有糖类都是由 CO2 和所需的辅因子合

成。合理的代谢设计和实验室进化两者之间的协

同作用，有助于优化代谢网络，推动可持续性能

源的发展。 

2  电化学在 CO2 固定上的应用 

目前，受到关键酶活性的限制，生物固碳的

总体效率仍然较低[55-56]。为此，研究者尝试开发

了电生化混合系统，较传统生物系统可能具有更

高的效率。 

研究者开发了一种将电能储存为高级醇化学

能的方法，高级醇可以用作液体运输燃料。通过

基因工程改造了一种石油自养微生物 R. eutropha 

H16，在使用 CO2 作为唯一碳源和电作为唯一能

量输入的电生物反应器中生产高级醇。电力驱动

阴极上的 CO2 还原成甲酸，甲酸被 R. eutropha 

H16 转化为异丁醇和 3-甲基-1-丁醇。该工艺整合

了 CO2 固定、电化学甲酸生产以及高级醇合成，

为电驱动 CO2 转化成商业化学品开创了可能性[57]。

虽然这项工作证明了电化学固定 CO2 的可行性，

但是由于缺乏对宿主生物的充分认识，且生产过

程中产生过氧化氢影响细胞生长，限制了该系统

的持续改进。 

为了避免上述问题，研究者选择大肠杆菌作

为电生化混合生产系统的宿主，因为其具有无氧

代谢能力并拥有许多生产所需的酶[58]。类似地，

首先使用电催化将 CO2 还原成甲酸，并在大肠杆

菌中重构 CO2 和甲酸固定途径，通过甘氨酸和 L-

丝氨酸将两个甲酸和一个 CO2 转化为一个丙酮

酸。结果表明，使用 CO2 和电可支持大肠杆菌的

生长。该系统的产物是一种中心代谢物，因此几

乎可以与所有的生化途径相连接，由 CO2 和电产

生各种化合物，显示出良好的应用前景。 

3  展望 

CO2 固定在化学品和燃料生产上的应用越来

越广泛。为了提高目标产物的产量，对天然 CO2

固定途径的改造研究日益增多，主要集中于 CBB

循环， 尤其是对关键酶 RuBisCO 的改造方面[19]。

RuBisCO 在自然界中含量丰富，是植物中可溶性

蛋白含量 多的酶，是调节植物的光合作用和光

呼吸的双功能酶。因此，对该酶的研究具有重要

的理论及实际应用价值。进一步提高 RuBisCO 本

身的活性难度较高。为此，一方面可以筛选不同

来源的 RuBisCO，获得活性较高的酶；另一方面

作为 RuBisCO 的低羧化活性的补偿，一些自养微

生物通过形成物理屏障 (例如，蓝细菌中的半渗

透性羧基体和 C4 植物中的束鞘细胞 ) 以浓缩

CO2，提高其在 RuBisCO 周围的浓度。受此启发，

未来可将 CO2 和 CO2 固定酶限制在亚细胞空间中 

(例如，在大肠杆菌中重建羧基体) 或者利用蛋白

质或 RNA 支架实现 CO2 产生酶和固定酶的共定

位，有望进一步提高 CO2 固定效率。通过外部补
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充 CO2 的实验也证明，增加 CO2 浓度也会带来有

益的效果[44]，因此可以通过表达多相性碳酸酐酶 

(CA)[53]，其催化 CO2 和 HCO3
−的可逆转化，进一

步优化 RuBisCO 的羧化效率。 

CO2 性质稳定，不易活化，从无机碳固定到

有机碳的过程中需要消耗大量的能量。天然生物

固碳的效率目前不能满足工业化的要求。生物固

碳能量消耗高、固定效率低，设计低耗高效的固

碳途径是未来的研究方向。合理的代谢设计和实

验室进化有望创造出更稳定的固碳途径。 

改造异养微生物固定 CO2 大的挑战是如何

真正实现从“异养”到“自养”。目前的研究要么是

利用有机碳源代谢过程中释放的 CO2，要么是需

要在利用 CO2 时补充有机碳源作为能量，均未实

现真正意义上的“自养固碳”。因此，在大肠杆菌

或酿酒酵母等异养微生物体内重构来自于自养菌

的代谢体系是未来极具挑战性的工作。 

电生化合成系统与传统的生物合成相比具有

一定的优势，相比于 CBB 循环更容易改进，并且

在热力学上是有利的。 重要的是，因为不涉及

到对氧敏感的酶，在有氧或无氧的条件下均能进

行。混合电生化系统将有助于解决可再生能源高

效生产的问题。然而，该系统也存在反应界面有

限、装置不易放大等不足，是未来实现工业应用

需要解决的问题。 
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