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摘 要 琥珀酸作为一种重要的化学中间体的潜力已经为人们所认识，而发酵法生产琥珀酸是使这一潜力变为经济上可行

的最好方法之一。菌种在发酵法中占有非常重要的地位，是决定整个过程的关键。系统介绍了关于发酵法生产琥珀酸的菌

种研究进展，并对各种菌株的发酵特点和问题做了分析，最后展望了菌种的发展方向。
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琥珀酸，学名丁二酸，是一种常见的天然有机

酸，广泛存在于人体、动物、植物和微生物中［7］。作

为一种重要的有机酸，琥珀酸在食品、化学、医药以

及其他领域有广泛的应用，但其真正的潜力是作为

大规模工业原料的应用。它可以取代很多基于苯和

石化中间产物的商品，如果降低成本将可能有超过

#$$ 万吨的市场容量［!］。但一直以不可再生的战略

资源石油产品作为原料的传统琥珀酸生产方法导致

了高价格和高污染，抑制了琥珀酸作为一种优秀的

化学平台产品的发展潜力。而发酵法生产琥珀酸由

于其高效率、环保性，以及原料的可持续利用性而受

到一些研究工作者的推崇。美国能源部 !$$# 年发

布 的 报 告 中（ @@@) //6/ ) /D/6C- ) C’2]51’4B??]:3E?]
"II!"）将琥珀酸列为 7! 种最有潜力大宗生物基化

学品中的第一位。早在 !$ 世纪 ^$ 年代初美国能源

部就联合 96C’DD/ 等四个国家实验室以及应用碳化

学公司，投资 %$$ 万美元联合进行琥珀酸的发酵和

提取的研究（TN"7N7$^NPDCN"L）。!$$" 年后又资助了

多个琥珀酸发酵和分离的相关研究项目（<PNGU$!N
$!P.L"#%%，<PNGU$!N$$P.L"$"#3 等）。本文将就琥



珀酸发酵菌种的十几年研究进展进行回顾、分析并

展望了菌种的发展方向。

! 琥珀酸发酵菌种的多样性

琥珀酸是一些厌氧和兼性厌氧微生物代谢途径

中的共同中间物。丙酸盐生产菌、典型的胃肠细菌

以及瘤胃细菌能够分泌琥珀酸。据报道一些乳酸菌

（!"#$%&"#’(()*）也能在特定的培养基上不同程度地产

生琥珀酸［!］。表 " 列出了已经报道的产琥珀酸菌种

及其基本生理特性。

由于天然菌株的产琥珀酸能力非常低，发酵产

物多种多样，对糖或琥珀酸的耐受性比较差而使其

基本不具有使用价值。因此必须运用生物工程技术

对现有的菌种进行改造。目前主要的研究进展集中

在 产 琥 珀 酸 厌 氧 螺 菌 （ +,"-.%&’%*/’.’(()0
*)##’,’/.%1)#-,*），产 琥 珀 酸 放 线 杆 菌（ +#$’,%&"#’(()*
*)##’,%2-,-*）和大肠杆菌（3*#4-.’#4’" #%(’）等菌种上。

表 ! 琥珀酸产生菌
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3 琥珀酸厌氧螺菌的研究进展

产琥珀酸厌氧螺菌（9*:: ;<!=>）是从小猎犬的

口腔中分离得到的一种革兰氏阴性严格厌氧菌，以

葡萄糖乳糖为碳源发酵主产物为琥珀酸和乙酸，同

时生成少量的甲酸、乙醇和乳酸［?］。一般认为产琥

珀酸厌氧螺菌的代谢路径如图 " 所示。其中最主要

的控制酶为 LML 羧激酶、苹果酸脱氢酶、富马酸酶

和富马酸脱氢酶。产琥珀酸厌氧螺菌发酵过程中，

:5; 浓度控制 LML 的流向；在低 :5; 浓度时（=N",2D
:5; /,2D 葡萄糖）以乳酸作为还原的产物；而在高

:5;浓度时（",2D :5; /,2D 葡萄糖）更多的流向还原

臂，琥珀酸是主要的产物，仅有微量的乳酸产生。在

最优条件下（-O BN;，高浓度 :5;），琥珀酸的产量可

以达到 !>8/P；有 B>Q的葡萄糖被用于琥珀酸的生

产［;=］。在此情况下，可以检测到固定 :5; 的关键

酶，LML 羧激酶浓度升高。此酶被进一步分离纯化，

并进行了特性研究［;" R ;?］。发现其满足米氏方程动

力学模型，并且需要 H(; S 、:2; S 、H8; S 来表现最大活

力。P&’E+(’+T) 等人［;>］进一步对编码 LML 羧激酶的

/#B+ 基因进行了克隆、测序，发现产琥珀酸厌氧螺

菌的 LML 羧激酶和大肠杆菌的 LML 羧激 酶 具 有

B@N!Q的同源性，@<N;Q的相似性。但在大肠杆菌

中成功表达后却并未导致琥珀酸的产量升高。之

后，U&A&DV.’($2 等人［;B，;@］又运用定点突变的技术对此

关键酶的动力学参数和催化活力中心进行了研究。

WD&))(+% 等 人［;C］以 产 琥 珀 酸 厌 氧 螺 菌（9*::
;<=!>）为出发菌株，通过筛选得到了比出发菌株更

耐单氟乙酸钠的自发突变株 19X"=（9*:: >>B"@）。

此菌株的发酵产物中琥珀酸/乙酸的比例由大概 ? Y"
提高到 C= Y "。此菌株对初始糖浓度最高耐受浓度

为 B=8/P，最优初始糖浓度为 != Z >=8/P。在最优发
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酵条件下琥珀酸的产量可以超过 !"#$%，得率超过

&"’，并 有 一 定 程 度 的 丙 酮 酸 积 累。()*+,-./ 等

人［0"］的研究结果表明，在最适条件下，产琥珀酸厌

氧螺菌琥珀酸的产率可以达到 10"*.-$1""*.- 葡萄

糖。最高浓度为 23#$%。

图 1 产琥珀酸厌氧螺菌和产琥珀酸放线杆菌代谢路径［!3］

45#6 1 (+775857 )759 *,:);.-57 <):=>)?@ .A
! 6 "#$$%&%’()*#$+&" )89 ! 6 "#$$%&),+&+"

研究结果一般认为产琥珀酸厌氧螺菌具有以下

发酵特性［0B C !0］：

（1）可以利用的发酵底物比较广泛，可以以通

常的碳水化合物为底物，例如葡萄糖、乳糖、甘油等。

采用山梨糖醇为底物时会促进代谢向有利于产琥珀

酸的方向代谢。

（0）厌氧发酵过程中，通入 DE0 对琥珀酸的代

谢具有关键的作用，通入氢气可能会有利于琥珀酸

的产生，最优 DE0 $F0 比例一般在 B3 G3。

（!）一般不能耐受高渗透压，最优底物葡萄糖

浓度一般在 0" H I"#$% 之间，而且不能耐受高浓度

的琥珀酸盐。因此对分离步骤操作要求比较高。

（J）发酵最优 <F 一般为 3KI H 2K2，似乎较低

<F 有利于琥珀酸的生产。一般为混合酸发酵，乙酸

为主要的副产物。

! 产琥珀酸放线杆菌的研究进展

产琥 珀 酸 放 线 杆 菌（ !$-%&)./$%00#" "#$$%&),+&+"
LMDD 3321I）是从瘤胃中分离得到的一种革兰氏阴

性新菌株，经 12 ( NOPL 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

能够耐受高浓度的琥珀酸盐，而生长不受影响［3］。

以葡萄糖为底物时，发酵产生琥珀酸、乙酸以及少量

的甲酸和乙醇。与产琥珀酸厌氧螺菌相似，DE0 对

琥珀酸的产量有很大影响，还原性底物有利于琥珀

酸和乙醇的发酵产生。能够利用外源氢气作为电子

供体，并以富马酸作为电子受体［!!］。一般条件下琥

珀酸的最后发酵含量可达 3"#$%，当使用 1""’氢气

时，琥珀酸的产量可达 11" #$%［!!］。

Q+,::-,N 等 人［!!，!J］以 产 琥 珀 酸 放 线 杆 菌 1!"R
（!$-%&)./$%00#" "#$$%&),+&+" LMDD 3321I）为出发菌株，

筛选出对单氟乙酸抗性的自发突变株。此菌株发酵

产物中的琥珀酸$乙酸比例高达 I3 G 1；琥珀酸$甲酸

比例高达 12" G 1。在最适条件下，此抗性株的琥珀

酸产量可以达到 I" H 11"#$%，发酵时间 JI=，得率高

达 B&’。

此菌 株 的 主 要 研 究 工 作 由 STU（S57=5#)8
T5.:,7=8.-.#? U8@:5:+:,）完成。目前还没有其他研究单

位的公开文献。从 STU 对于此菌的产酸特性研究

以及代谢方面的研究中总结，产琥珀酸放线杆菌中

包含有 VSW、WW 途径的关键酶，而且其磷酸烯醇式

丙酮酸羧激酶、苹果酸脱氢酶和富马酸酶的活性明

显高于大肠杆菌 XY10［!J］。X5* 等［1"0］克隆并在大肠

杆菌中表达了此菌的磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶，当

敲除原菌的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶后，琥珀酸产

率增加 2K3 倍。虽然研究较少，但此菌株是迄今为

止报道的耐高糖和高盐的菌种，已经具备初步工业

化生产的能力［!3］。

" 大肠杆菌的研究进展

大肠杆菌在氧气缺乏的情况下，通常发酵糖或

其衍 生 物 为 甲 酸、乙 酸、乳 酸、琥 珀 酸、乙 醇 等 产

物［!2］。通常情况下，大肠杆菌不会过量合成琥珀

酸，因此其琥珀酸的产量很低，一般在 "K10*.-$*.-
葡萄糖。虽然大肠杆菌琥珀酸产量比较低，但因为

其基础研究比较深入，能够采用各种分子生物学的

技术对菌种进行改造，所以采用大肠杆菌发酵琥珀

酸已经成为一个热点。

一般认为大肠杆菌的琥珀酸合成途径如图 0 所

示，可以看到在大肠杆菌中产琥珀酸的途径比较复

杂，可以多达 2 种［2］。综合文献的研究结果，可以概

括为如下线索：

（1）以 野 生 型 大 肠 杆 菌 Z1JI3 为 出 发 菌 株：

Z1JI3 能够利用大部分糖及其衍生物进行厌氧发

酵。在 %T 培养基上生长旺盛，大约 2 H I= 后到达稳

定期。发酵产物为琥珀酸、乳酸、甲酸、乙酸和乙醇，

0&3 12%&+"+ 3)#(&/0 )4 5%)-+$2&)0),6 生物工程学报 0""&，[.-K0!，P.KJ



图 ! 大肠杆菌代谢途径

"#$% ! &’( )(*+,-.#/ 0+*’1+2 -3 ! % "#$%

其中乙醇、乙酸、甲酸的产量最大，琥珀酸产量一般

为 4567 8 45!)-.9)-. 葡萄糖［:］。;.+<= 等人［:］通过插

入抗性基因的方法构建了丙酮酸甲酸裂解酶 &’$ 和

乳酸脱氢酶 $()* 的插入失活菌株 >?>666（+@&’$*：：

;+)；$()*：：A+B）。>?>666 不能以葡萄糖为碳源发

酵生长，但可以以乳糖、果糖、甘露糖和海藻糖等为

碳源发酵生成琥珀酸、乙酸和乙醇。

C*-.D 等人［EF，EG］发现，在大肠杆菌突变株 >?>666
中，表达 *,"-.%, ,//0 苹果酸酶能够使其生长恢复，

琥珀酸的得率提高到 45EH)-.9)-. 葡萄糖，琥珀酸是

主要的发酵产物；进一步的研究发现，在 >?>666 中

表达 >IJK 依赖的大肠杆菌苹果酸酶后几乎进行单

一的琥珀酸发酵，最优条件下发酵琥珀酸的得率能

够达到 65!$9$ 葡萄糖。

;’+<*(<L(( 等［EH］对 >?>666 在含有卡那霉素的琼

脂平板上培养后筛选到了能够重新发酵葡萄糖的自

发突变株 I"M666。I"M666 能够发酵葡萄糖产生琥

珀酸、乙酸和乙醇；并且能够利用外源氢为还原剂。

当使用 644N的 ;O! 时，琥珀酸的产量可以增加到

P7$9Q，生产能力可以达到 65:$9（Q·’），得率可达到

HHN。

通过对 I"M666 的进一步研究发现其自发突变

位置在编码 MRM 转移酶的基因 &1,2，对于许多大肠

杆菌和产乳酸杆菌的 &1,2 基因突变后都能够导致

琥珀酸的产量上升［EH］。S()T<# 等人［P4］进一步将编

码 3)%4#5%/0 61$% 丙酮酸羧化酶基因的质粒转移到

I"M666 中（I"M66690&</HHI@&7"），通过 UM&V 诱导表

达后，导致了琥珀酸产量的进一步提高。经过测定

发酵过程中的酶活力发现，在 I"M666 有氧生长时，

葡萄糖激酶和异柠檬酸裂解酶的活力上升。因此推

测在 I"M666 中，存在两种葡萄糖的转运体系，并且

乙醛酸循环占有一定比例。

通过对 I"M66690&</HHI@&7" 的发酵条件研究发

现，在两步法培养（即先有氧培养，然后无氧发酵产

酸）中转换时间的选择对其产酸具有决定作用。在

最适的转换条件下（即溶氧浓度开始下降，但仍为

H4N时），琥珀酸的最终浓度可达到 HH5!$9Q，得率为

664N，生产能力 65E$9（Q·’）［P6］。

（!）M+B 等人［P!］以大肠杆菌 WE664 作为受体菌

株，构 建 了 乙 酸 和 乳 酸 形 成 缺 陷 的 双 重 突 变 株

CCEFE（WE664 &1-：：&B64 $()*：：A+B）。CCEFE 大肠杆

菌能够在葡萄糖培养基上厌氧条件下生长，因为它

可以产生乙酰辅酶 I，而大肠杆菌 >?>666 却不能。

在两步法培养中，琥珀酸和丙酮酸是主要的发酵产

物。当使用非 M&C 糖类发酵时，可以发酵产生几乎

纯的琥珀酸。

Q(( 研究组［PE］最近发表了一篇采用将大肠杆菌

和 8 % ,/""%9%"%&.#(/"69, 基因组进行比较，从而识别

提高大肠杆菌琥珀酸产量的关键基因的方法。依照

此方 法 识 别 出 了 &1,2、&7:+、,()*、&7:*、0;# 和

-"6<* 等关键基因。虽然全部敲除这些基因并没有

导致琥珀酸的增产，但通过这些基因的组合，确实找

到了 &1,2、&7:+、&7:* 的组合，基因敲除后，琥珀酸

的产率可以提高 F 倍。

（E）X#..+<Y 等人［PP］通过在大肠杆菌 Z;Q6!4G 中

过量表达 MRM 羧化酶，可以使其产量提高 E57 倍，但

过量表达 MRM 羧激酶却没有任何效果。V-<=+B 等

人［P7］通过在大肠杆菌 Z;Q6!P! 中表达 3)%4#5%/0 61$
的丙酮酸羧化酶基因发现，&7" 的表达不影响糖的

消耗速率和细胞的生长速率。在无氧条件下，&7"
的表达使琥珀酸的产量提高了 !5F 倍，同时乳酸的

得率明显下降。

（P）[#/( 大学 C+B 研究组最近连续发表多篇论

文［P: \ PH］及专利［74，76］论述了一系列大肠杆菌产琥珀

酸研究。由于有氧条件下大肠杆菌具有高代谢速度

和产物生成的优点，首先他们对大肠杆菌进行了基

因工程改造以适应有氧发酵的条件。通过 ,()*<、

%"(、&#=<、-":*@&1-、%"$3 等 7 个基因的敲除可以实
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现对有氧条件下乙酸代谢副产物的消除以及乙醛酸

循环的激活，从而使琥珀酸成为主要的发酵产物。

但仍旧有相当量的柠檬酸和异柠檬酸发酵产生［!"］。

以 !"#$%、&’(%、)*+$#&,)、-*./ 四个基因敲除菌为平

台，进一步通过 &,!0 基因敲除和 $%$ 羧化酶的表达

将有 氧 发 酵 产 琥 珀 酸 的 得 率 提 高 到 了 理 论 值

&’()*’()葡萄糖［!+］，从而显示了大规模有氧生产的

潜力。

厌氧情况下，其主要采取的策略为通过基因缺

失来消除代谢副产物的生成。首先发现在 )"#1、

."#$ 双缺失菌 ,-,&&./0 中表达丙酮酸羧化酶能够

大幅度提高琥珀酸的得率到 &12’()*’() 葡萄糖［!3］；

他们通过进一步引入 )2*$、)*+#&,)、-*./ 基因缺失构

建一 系 列 菌 株，发 现 在 以 上 4 个 基 因 缺 失 菌

,-,55./0 中共同表达柠檬酸合成酶和丙酮酸羧化

酶可以将厌氧琥珀酸的得率提高到接近理论值的

&1"’()*’() 葡萄糖［!5］，同时可以在 2!6 内完全利用

&37*8 的葡萄糖。其在厌氧条件下的实验设计具有

很高的理论价值，但在所有的实验中均采用了一种

大接种量的接种方法（345.. 9 2.）。在比较高的接

种量下可以部分克服基因工程菌生长缓慢的缺点，

但具体到工业化可能还需要做很多的工作。关于以

上设计为何会导致高琥珀酸得率的理论问题，他们

主要认为除了减少代谢副产物的消耗外，以上基因

操作还使细胞内的可利用还原型 :;<= 增加，从而

有利于需要更多还原力的琥珀酸发酵［4.］。

（4）其他重要菌株的研究进展：除了以上所详细

描述的菌种以外，8>> ,? 等［&2，42，4@］连续发表了有关

产 琥 珀 酸 新 菌 种 5)66#7-8-) !9**-6-*-&2’"9*76!
/-%844% 的多篇论文。此菌株为兼性厌氧革兰氏

阴性菌，在 A=51. B "14 时生长良好。厌氧发酵产生

琥珀酸、乙酸、甲酸的比例为 2 C & C &。之后，他们进

一步对此菌种的 $%$ 羧激酶进行了克隆、测序和特

性研究［4!］，并且在 2..! 年对此菌株进行了全基因组

测序以及基因组规模的代谢通量分析和代谢特点研

究［44］。研究结果发现，此菌株非常适应 DE2 环境，

以富马酸作为电子受体代谢；其主要产生琥珀酸的

途径为 FD; 循环的还原臂（DE2 对 $%$ 反应成为

E;; 的羧化步骤非常重要）以及甲萘醌系统。这种

代谢特点非常有利于高产琥珀酸。虽然此菌的总体

产量和得率都不高，但能够利用木质纤维素水解液

以及乳清和玉米水解液等多种碳源。以木质纤维素

水解液为碳源时批培养的琥珀酸最后浓度及得率分

别为 &&1"@7*8 和 45G，生产能力 &1&" 7*（8·6）；连续

培养 的 琥 珀 酸 得 率 为 44G，生 产 能 力 @1&+7*（8·
6）［&2，42］。连续培养条件下的生产能力是目前报道的

最高值，显示了良好的应用前景。

除了细菌之外，许多研究者也对真菌的产琥珀

酸特性作了研究。苹果酸产生菌 $!&72:-..9! !&& H 能

够在生产苹果酸的同时分泌占总酸大约 24G的琥

珀酸［45］。;76-*-..-98 !-8&.-*-!!-898 能够发酵葡萄糖

在有氧和厌氧条件下产生少量的琥珀酸，最高产酸

速率为 .1.5@7*（7 <I·6）［4"］。虽然琥珀酸产量比较

低，但由于其能够在厌氧条件下产生单一的发酵产

物，以及揭示了菌球形成和产酸的关系等原因，真菌

产琥珀酸也必将是一个非常有前途的研究领域。

! 菌种研究的分析和展望

对于研究比较多的产琥珀酸厌氧螺菌（;FDD
2+@.4，;FDD 4@!33，;FDD 445&"），共同存在的工业

生产中的问题是：&1 需要严格的厌氧环境，甚至用

水都必须经过脱气处理，这在工业生产中难以实现。

21 需要的营养条件比较复杂，往往需要添加比较昂

贵的氮源，因此会造成成本的升高，也会给后提取工

艺增加困难。@1 菌种普遍不能耐高渗透的盐和酸，

因此必须采取原位分离的技术，这也为工业生产带

来困难。因此必须改变菌种的严格厌氧特性和耐粗

放的发酵环境，而达到这样的目的还需要付出很大

的努力。

产琥珀酸放线杆菌 ;FDD 445&3 的突变株是迄

今报道的产琥珀酸最高的菌株，可以达到 &&.7*8，而

且能够耐一定浓度的盐溶液，具备了初步工业化生

产的能力。本实验室初步研究了产琥珀酸放线杆菌

;FDD 445&3，并对其发酵条件进行了研究。发现此

菌种的营养要求比较复杂，而且在最优条件下 @36
发酵产酸最高 &&1!+7*8。可以看到这个数据和报道

的数据差距比较大。通过选育单氟乙酸抗性突变

株，可以进一步验证菌株的产酸能力。而且由于对

此菌株的相关研究很少，因此有必要对其生理状态

以及发酵特性进行进一步的研究。在此基础上，将

利用基因工程技术结合代谢工程的方法来确定最优

的发酵代谢路线，以及反应中的关键基因和酶。

大肠杆菌是目前最有潜力的产琥珀酸发酵菌

株，研究也取得了上述的众多进展。目前唯一公开

报道的进行产琥珀酸中试的发酵菌株就是大肠杆

菌。但大肠杆菌同样面临许多的问题。最主要的就
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是大肠杆菌厌氧发酵比琥珀酸生成效率相对较低

［最高 !"#$%（&·’）］，通常进行混合酸发酵，以及不能

耐高浓度糖发酵等。

为了获得发酵菌株的全面性能改进，可以预计

单独依赖对某个具体基因或途径进行考察的传统还

原论方法很难获得更大的进展，而必须通过以各种

组学的合理联用，以及计算机辅助的菌株设计为特

征的系统生物学的方法。目前已经有了许多基于组

学规 模 的 代 谢 关 键 途 径 或 靶 点 识 别 的 研 究 进

展［(#，)*］，可以预计系统生物学方法必将在琥珀酸菌

株的改良中发挥更重要的作用。
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