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摘 要：【目的】四碳二羧酸是一类重要的平台化学品，在食品、医药及化工领域应用广泛。然

而，微生物发酵法生产四碳二羧酸的效率仍面临挑战，主要受限于中心碳代谢通量不足和副产物

积累等问题。【方法】以大肠杆菌(Escherichia coli)为底盘菌株，采用理性代谢工程与非理性改造

相结合的策略，系统优化 E. coli 的四碳二羧酸合成能力。【结果】通过重构非循环乙醛酸支路、

优化路径关键酶的表达水平，提高了四碳二羧酸代谢通量；借助常压室温等离子体诱变

(atmospheric and room-temperature plasma, ARTP)技术提升了四碳二羧酸的合成能力。敲除乙酸、甲

酸和乳酸代谢途径的相关基因有效减少了碳代谢流的损耗，提高了四碳二羧酸合成前体草酰乙酸

的供给效率。进一步通过特异性改造终端代谢路径构建了生产富马酸的工程菌株 E. coli Fum02。在

5 L 发酵罐中，工程菌株 E. coli Fum02 的富马酸产量、得率和生产强度分别达到 45.2 g/L、0.45 g/g

和 0.23 g/(L·h)。在此基础上，通过阻断琥珀酸脱氢酶基因(sdhAB)和发酵优化等策略可进一步用

于生产琥珀酸。【结论】本研究为代谢工程改造细菌生产有机酸提供了参考，同时也为四碳二羧

酸的工业化生物制造奠定了基础。
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Abstract: [Objective] Four-carbon dicarboxylic acids are a class of important platform chemicals 
widely used in the food, pharmaceutical, and chemical industries. However, the efficiency of 
microbial fermentation for producing four-carbon dicarboxylic acids still faces challenges, mainly 
limited by insufficient central carbon metabolic flux and byproduct accumulation. [Methods] This 
study used Escherichia coli as the chassis strain and adopted a strategy combining rational metabolic 
engineering and non-rational modification to systematically optimize the four-carbon dicarboxylic 
acid synthesis capacity of E. coli.[Results] The non-cyclic glyoxylate shunt was reconstructed and 
the expression of key pathway enzymes was optimized to enhance the metabolic flux toward four-
carbon dicarboxylic acids. The synthesis capacity of four-carbon dicarboxylic acids was enhanced 
by employing atmospheric and room-temperature plasma (ARTP) mutagenesis. The knockout of key 
genes in the acetate, formate, and lactate synthesis pathways effectively minimized carbon flux 
diversion, thereby enhancing the availability of oxaloacetate, the central precursor to four-carbon 
dicarboxylic acids. On this basis, through specific modification of terminal metabolic pathways, the 
engineering strain E. coli Fum02 for fumaric acid production were constructed. Finally, in a 5 L 
fermenter, the fumaric acid titer, yield, and productivity of the engineering strain E. coli Fum02 
reached 45.2 g/L, 0.45 g/g, and 0.23 g/(L·h), respectively. Furthermore, by blocking the succinate 
dehydrogenase gene (sdhAB) and implementing fermentation optimization strategies, this platform 
strain could also be redirected toward efficient succinate production. [Conclusion] This study 
provides a reference for the metabolic engineering modification of bacteria to produce organic acids 
and also lays a foundation for the industrial biomanufacturing of four-carbon dicarboxylic acids.
Keywords: Escherichia coli; four-carbon dicarboxylic acids; metabolic engineering; cell factory

四碳二羧酸是一类含有 4 个碳原子且具有

2 个酸性官能团的低分子量有机化合物，以富马

酸、琥珀酸、苹果酸为代表，广泛应用于食品、

医药、农业及生物可降解材料等领域[1]。目前，

为应对传统化学合成法对石化资源的依赖以及

高能耗、高污染问题，利用可再生资源通过

微生物发酵法生产四碳二羧酸已成为国内外

的研究热点[2]。目前，多种微生物已被开发用

于四碳二羧酸的生物制造。常用原核宿主包括

大肠杆菌(Escherichia coli)、产琥珀酸曼氏杆菌

(Mannheimia succiniciproducens)、谷氨酸棒杆菌

(Corynebacterium glutamicum)；真核宿主则主要

有解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)、东方伊萨

酵母 (Issatchenkia orientalis) 和光滑球拟酵母

(Candida glabrata)[3]。其中，E. coli 因其遗传背

景清晰、易操作、培养要求简单且生长快速等

优势，仍是当前四碳二羧酸代谢工程研究中最

具潜力的宿主。
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为了提高 E. coli 生产四碳二羧酸的产量、

得率及生产强度，已应用多种代谢工程策略，

主要有以下 4 个方面。(1) 阻断冗余代谢路径。

在微好氧发酵过程中，E. coli 会积累乙酸、乳酸

和甲酸等副产物，严重影响四碳二羧酸的产量

及得率。阻断冗余代谢路径可有效提高目标产

品的积累量。例如，在 E. coli NZN111 中敲除

pflB 和 ldhA 并过表达苹果酸脱氢酶 (malate 

dehydrogenase, MDH)，琥珀酸产量和得率分别

达到 31.9 g/L 和 0.78 g/g[4]；在敲除 pflB、 ldhA

和 pta-ackA 的 E. coli-N-26 中经蛋白质稳定性改

造，琥珀酸产量、得率及生产强度分别达到

153.36 g/L、0.90 g/g 和 2.13 g/(L·h)[5]。(2) 强化

合成路径代谢通量。在 E. coli 中过表达 pyc、

ppc 以提高三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, 

TCA)的代谢通量，例如在 E. coli EF01 中过表达

ppc、aceAB，改造菌株利用甘油生产富马酸的

产量、得率及生产强度分别达到 41.5 g/L、

0.45 g/g 和 0.51 g/(L·h)[6]；在 E. coli CWF41 中

通过强启动子 tac 过表达 ppc，ppc 的酶活较出

发菌株提高 4.7 倍，富马酸产量提高 2.8 倍[7]。

(3) 优化辅因子供应。胞内适当的 NADH/NAD+

比例对四碳二羧酸生物合成过程至关重要。在

E. coli Suc-P01 中引入转氢酶基因(sthA)，琥珀酸

转化率达到 1.61 mol/mol，接近理论转化率的

94%[8]。(4) 强化四碳二羧酸外排能力。发酵过

程中，胞内积累过多四碳二羧酸会抑制菌株生

长和代谢活力。通过在 E. coli W3110Δ4 中表达

dcuBC，富马酸最高产量达到 18.9 g/L，较出发

菌株提高 16.2%[9]。尽管上述策略有效提高了 E. 

coli 生产四碳二羧酸的产量和得率，但其发酵效

率仍受限于中心碳代谢通量不足和副产物积累

等问题。因此，构建一株高性能的平台底盘菌

株仍是实现四碳二羧酸工业生物制造的核心

挑战。

本研究以 E. coli 为出发菌株，系统构建了

高效合成四碳二羧酸的平台底盘菌株，并实现

了特定目标产物的定向生物合成。首先，重构

非循环乙醛酸支路，并优化路径关键酶的表达

水平，以提高四碳二羧酸的代谢通量。其次，

采用常压室温等离子体诱变 (atmospheric and 

room-temperature plasma, ARTP)筛选琥珀酸、富

马酸和苹果酸积累量显著提升的突变株。进一

步，系统敲除冗余路径构建低副产物的平台底

盘菌株。最后，针对富马酸与琥珀酸两类终端

产物分别进行终端路径改造：在富马酸合成中，

通过代谢流定向重构策略构建工程菌株 E. coli 

Fum02，旨在提升富马酸的合成效率。在此基础

上，通过阻断琥珀酸降解途径并优化微好氧发

酵工艺，进一步提高琥珀酸的合成能力。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒

E. coli BL21、E. coli CICC 23846 分别用于

表达载体的构建和代谢工程改造的底盘，E. coli 

MG1655 的基因组用作扩增目标基因的模板，其

中 E. coli CICC 23846 购自中国工业微生物菌种

保藏管理中心 (CICC)。本研究使用的菌株见

表 1，重组质粒见表 2，引物见表 3。

1.1.2　主要试剂和仪器

限制性内切酶、PrimeSTAR Max 高保真酶、

T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶等分子生物学

基因操作相关酶，宝生物工程(大连)有限公司；

一步同源重组酶，南京巨匠生物科技有限公司；

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、产物纯化试

剂等分子生物学基因操作相关试剂盒，南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；细菌基因组提取

试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；PCR 引

物，亦欣生物科技(上海)有限公司；琥珀酸、富

马酸、苹果酸、α-酮戊二酸、乳酸、乙酸、甲

酸，Sigma-Aldrich 公司；其他试剂，国药集团

化学试剂有限公司。

PCR 扩增仪、核酸电泳仪、凝胶成像仪、

高速离心机，艾本德股份公司；Criterion 型电转
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仪，Bio-Rad 公司；恒温培养箱，上海跃进医疗

器械有限公司；恒温调速摇床，上海知楚仪器

有限公司；高压蒸汽灭菌锅，致微(厦门)仪器有

限公司；分光光度计，岛津公司；精密 pH 计、

分析天平，梅特勒-托利多公司；液相色谱仪，

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；生物传感器分

析仪，深圳市西尔曼科技有限公司；多功能酶

标仪，美谷分子仪器(上海)有限公司；常压室温

等离子体诱变育种仪，无锡源清天木生物科技

有限公司；5 L 发酵罐，迪必尔生物工程(上海)

有限公司。

1.2　分子操作方法

1.2.1　重组质粒的构建

采用吉布森(Gibson)组装法构建质粒[10]。利

用设计的上、下游引物从 E. coli MG1655 基因

组上扩增 aceB 基因，将它们分别连接到线性化

载体 pTrc 上得到重组质粒 pTrc01、 pTrc02、

pTrc03，以获取整合框片段。

1.2.2　工程菌株构建

采用 CRISPR-Cas9 技术[11]，在底盘菌株 E. 

coli CICC 23846 基因组中的中性位点 ygaY、

ilvG、 lafU、 yjiT、 ylbE， 分 别 插 入 Ecppc、

Afpyc、EcgltA、EcacN、EcaceAB 基因，依次获

表1　本研究所用菌株

Table 1　Strains used in this study

Strains

E. coli SG01

E. coli SG02

E. coli SG03

E. coli SG04

E. coli SG05

E. coli SG06

E. coli SG06-L

E. coli SG06-M

E. coli SG07 (SG06-H)

E. coli SG08

E. coli SG09

E. coli SG10

E. coli SG11

E. coli SG12

E. coli SG13

E. coli SG14

E. coli Fum01

E. coli Fum02

E. coli SA01

Descriptions

E. coli CICC 23846 (fumarate-producing strain)

E. coli SG01ΔygaY::Ecppc

E. coli SG01ΔilvG::Afpyc

E. coli SG02ΔilvG::Afpyc

E. coli SG04ΔlfhA::EcgltAΔyjiT::EcacN

E. coli SG05ΔiclR

E. coli SG06ΔylbE::Ptrc-RBS31-aceA-RBS11-aceB

E. coli SG06ΔylbE::Ptrc-RBS31-aceA-RBS29-aceB

E. coli SG06ΔylbE::Ptrc-RBS31-aceA-RBS34-aceB

E. coli SG07, ARTP mutagenesis

E. coli SG08ΔpflB

E. coli SG08ΔpoxB

E. coli SG08Δpta-ackA

E. coli SG08ΔpflBΔpoxBΔpta-ackA

E. coli SG12ΔldhA

E. coli SG13ΔadhE

E. coli SG13ΔfumA

E. coli SG13ΔfumAΔfrdBC

E. coli SG13ΔsdhAB

Sources

CICC

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

表2　本研究所用质粒

Table 2　Plasmids used in this study

Plasmids

pCAS

pTargetF

pTrc01

pTrc02

pTrc03

Descriptions

pMB1 ori, Kanr, Pcas-cas9, ParaB-Red, Ptrc-sgRNA

pMB1 ori, Sper, PJ23119 promoter

pMB1 ori, Ampr, Ptrc-RBS31-aceA-RBS11-aceB

pMB1 ori, Ampr, Ptrc-RBS31-aceA-RBS31-aceB

pMB1 ori, Ampr, Ptrc-RBS31-aceA-RBS34-aceB

Sources

This study

This study

This study

This study

This study
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得 菌 株 E. coli SG02、 E. coli SG03、 E. coli 

SG04、E. coli SG05 和 E. coli SG07。以 E. coli 

SG02 构建过程为例，采用融合 PCR 方法将

ygaY 上、下游同源臂和带有 PJ23119 启动子的基

因 Ecppc 进行连接，获得 Ecppc 整合框，将其

与质粒 pTargetF 和 pCas 共同转入菌株 E. coli 

CICC 23846 中筛选获得阳性克隆，消除质粒后

获得 Ecppc 基因整合的菌株 E. coli SG02。采用

相 同 的 方 法 构 建 Afpyc、 EcgltA、 EcacN 和

EcaceAB 基因过表达的菌株 E. coli SG03、E. coli 

SG04、E. coli SG05 和 E. coli SG07。另外，采用

上 述 方 法 获 得 pflB、 poxB、 pta-ackA、 ldhA、

adhE、fumA、frdBC 和 sdhAB 基因敲除盒，将其

与质粒 pCas 和 pTargetF 共同转入菌株中，获得

菌株 E. coli SG09、E. coli SG10、E. coli SG11、

E. coli SG12、E. coli SG13、E. coli SG14、E. coli 

Fum01、E. coli Fum02 和 E. coli SA01。

1.3　培养基及培养条件

1.3.1　培养基

种子培养基(g/L)：NaCl 10.0，酵母提取物

5.0，蛋白胨 10.0。

固体筛选培养基(g/L)：葡萄糖 15.0，酵母

粉 5.0，蛋白胨 5.0，NaCl 1.5，KH2PO4 1.16，

K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.3，溴甲酚绿 0.05，

琥珀酸 5.0，琼脂粉 20.0。

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 40.0，玉米浆

10.0， 糖 蜜 5.0， KH2PO4 0.6， K2HPO4 1.4，

NaC1 1.5，MgSO4·7H2O 0.3。

1.3.2　培养条件

平板培养：取保存于−80 ℃装有菌液的甘油

管，接种于装有 30 mL 液体 LB 培养基的 100 mL

锥形瓶中，37 ℃、200 r/min 培养 9 h；然后划线

于固体 LB 培养基中，37 ℃恒温箱中培养 16 h，

得到大小相近且分布均匀的单菌落。

一级种子培养：挑取单菌落接种于装有

30 mL 液体 LB 培养基的 100 mL 锥形瓶中，

37 ℃、200 r/min 培养 9 h。

表3　本研究所用引物

Table 3　Primers used in this study

Primer names

ppc-U-F

ppc-U-R

pyc-D-F

pyc-D-R

iclR-U-F

iclR-U-R

iclR-D-F

iclR-D-R

aceA-U-F

aceA-U-R

aceB-D-F

aceB-D-R

pflB-U-F

pflB-U-R

pflB-D-F

pflB-D-R

poxB-U-F

poxB-U-R

poxB-D-F

poxB-D-R

pta-ackA-U-F

pta-ackA-U-R

pta-ackA-D-F

pta-ackA-D-R

ldhA-U-F

ldhA-U-R

ldhA-D-F

ldhA-D-R

adhE-U-F

adhE-U-R

adhE-D-F

adhE-D-R

fumA-U-F

fumA-U-R

fumA-D-F

fumA-D-R

frdBC-U-F

frdBC-U-R

frdBC-D-F

frdBC-D-R

sdhAB-U-F

sdhAB-U-R

sdhAB-D-F

sdhAB-D-R

Primer sequences (5′→3′)

ATGAACGAACAATATTCCGCATTGC

TTAGCCGGTATTACGCATACCTG

ATGGCGGCTCCGTTTCGTCAG

TTACGCTTTGACGATCTTGCAGAC

TTTCGCCGCCGCAAAGTTGATTT

GACAGTCTCTTTTTTCTGTATCGT

CTTTTTCTGGCGGGCAGAGGCA

GATATGACGACCATTTTGTCTAC

ATGAAAACCCGTACACAACAAATT

TTAGAACTGCGATTCTTCAGTGG

ATGACTGAACAGGCAACAACAAC

TTACGCTAACAGGCGGTAGCCTG

ATATGACCGCAAATGGTCAATGGG

GTAACACCTACCTTCTTAAGTGG

TTAGATTTGACTGAAATCGTACA

ACAGGTATGAATGCCTTCTTTTT

TACCTGACTTAGCTTCACGTACCG

AAGTTTAGTTCATCTGACGGAGG

AAAGGGTGGCATTTCCCGTCAT

AATTCCCATGCTTCTTTCAGGTA

CAATCTGCCAGCAGAGAGTAAATACG

AAAAAAACGTCAGGGAGCCATAGA

TCTCGTCATCATCCGCAGCTT

GATCCTGAGGTTAATCCTTCAAAC

CAAGCAGAATCAAGTTCTACCG

AAGACTTTCTCCAGTGATGTTGA

TGCATTCCAGGGGAGCTGATTC

AAGTTAATGTCTGTTTTGCGGT

AAAATCAAAAAAGGTCTGAATCACG

AATGCTCTCCTGATAATGTTAAACTT

TCAGTAGCGCTGTCTGGCAACAT

AATGGCAAAAAGTTGCAGGCCG

TTTGGATGAACCTGAATGGAGAGT

TGTTCTCTCACTTACTGCCTGGT

GGGGCGGTTTTTTTACATGGCA

GGTGAACTTTACGTTCCATCCCG

ACAACGTCTGAAAGATCTGGTTAACC

TCGCCTTCTCCTTCTTATTGGCTG

GGAGCCTGAGATGATTAATCCAAATCC

TGTTGAGGGGCAGCAAATGTGG

CCTTACCGCTCTGGCGTATCACG

CACACACCCCACACCACAACGAATC

ACCGTAGGCCTGATAAGACGCG

CGGAAATATTCACGCGTTTGAGAG
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二级种子培养：转接 100 μL 一级种子液至

装有 50 mL 液体 LB 培养基的 500 mL 锥形瓶

中，37 ℃、200 r/min 培养 7.5 h。

摇瓶发酵：按接种体积分数 10% 的接种量

将二级种子液转接到 80 mL 发酵培养基中，好

氧阶段 37 ℃、200 r/min 培养 12 h，降低转速至

100 r/min 进入微好氧阶段，葡萄糖浓度控制在

5−10 g/L，通过加入 CaCO3来维持 pH 在 6.0−7.0，

60 h 结束发酵。

发酵罐发酵：在 5 L 发酵罐中进行分批补料

发酵。以体积分数 10% 的接种量将二级种子液

接入 2.7 L 发酵培养基，于 37 ℃下培养 60 h。

发酵过程分为 2 个阶段：好氧阶段(0−12 h)控制

搅拌转速为 600−800 r/min，通气量为 3 vvm；

随后转入微好氧阶段 (12−60 h)，将转速降至

200 r/min，通气量调整为 1 vvm。通过添加

CaCO3 维持 pH 在 6.0−7.0，并通过流加 800 g/L

葡萄糖控制残糖浓度低于 5 g/L。

1.4　ARTP 诱变

1.4.1　菌悬液制备

从甘油管中蘸取菌液在 LB 平板划线，于

37 ℃培养箱中培养 24 h，挑取单菌落接种于

50 mL/250 mL 的 LB 培养基，37 ℃、200 r/min

条件下培养 10 h。将菌液 4 ℃、6 000 r/min 离心

5 min，弃去培养基，菌体用 PBS 溶液洗涤

3 次，再用生理盐水重悬，采用细菌计数板计

数，调整菌悬液浓度约为 108 个/mL，备用。

1.4.2　ARTP 诱变

取 10 μL 上述菌悬液滴在灭菌后的金属载片

中央(ARTP 仪专用配件)，并置于 ARTP 诱变育

种仪中进行诱变。诱变工作参数设置为：100 W、

纯氦流量为 10 NL/min、照射距离 2 mm。然后

以 15、30、45、60、75、90 s 不同辐照时间进

行 ARTP 诱变。诱变结束后，立即用无菌镊子

将金属载片转移至装有 850 μL LB 的 1.5 mL 离

心管中，振荡 2−3 min 洗脱菌体，然后培养 3 h，

培养条件为 37 ℃、200 r/min。将获得的洗脱液

按 10−1、10−2、10−3 进行梯度稀释，分别涂布于

固体筛选培养基上[12]。

1.5　分析方法

1.5.1　发酵过程参数分析

生物量测定：取适量发酵液进行适当稀释，

使用紫外分光光度计在波长 600 nm 条件下测定

吸光度，用 OD600 表示。

葡萄糖浓度测定：取适量发酵液进行适当

稀释，使用生物传感器分析仪进行测定。

吸光度测定：取适量细胞培养物，使用 96 孔

板在多功能酶标仪中检测细胞培养物的吸光度，

pH 指示剂溴甲酚绿的特征吸收峰为 615 nm[13]。

1.5.2　有机酸浓度测定

发酵液于 12 000 r/min 离心 10 min，取上清液

进行适当稀释，使用超高效液相色谱仪测定发酵液

中有机酸含量，分析条件为：色谱柱为 Aminex 

HPX-87H (300 mm×7.8 mm)；流动相为 5 mmol/L 

H2SO4，检测器为紫外检测器，检测波长 210 nm，

进样量 10 μL，柱温 52 ℃，流速 0.6 mL/min。

1.5.3　发酵性能指标的计算

在 E. coli 以葡萄糖为底物发酵生产四碳二

羧酸的过程中，富马酸、琥珀酸的得率计算方

式为：发酵过程中消耗单位质量葡萄糖所生成

目标物质的质量占比。

在 E. coli 发酵生产四碳二羧酸的过程中，富

马酸、琥珀酸的生产强度的计算方式为：单位时

间内，单位体积发酵液所生产的富马酸、琥珀酸

的质量，单位为 g/(L·h)。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　构建四碳二羧酸合成途径

为构建高效合成四碳二羧酸的微生物细胞

工厂，本研究以产富马酸菌株 E. coli SG01 作为

出发菌株，采用分步代谢工程策略增强四碳二

羧酸代谢通量。首先，强化 TCA 循环的碳流输

入[14-15]。利用 CRISPR/Cas9 技术，在 E. coli 

SG01 中分别过表达内源磷酸烯醇式丙酮酸羧化
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酶基因(Ecppc)及黄曲霉(Aspergillus flavus)来源

的丙酮酸羧化酶基因(Afpyc)，构建了工程菌株

E. coli SG02 (过表达 Ecppc)、E. coli SG03 (过表

达 Afpyc)与 E. coli SG04 (共表达 Ecppc 与 Afpyc) 

(图 1A)。摇瓶发酵显示，尽管逐步强化路径基

因有效提升了四碳二羧酸的产量，但在共表达

E. coli genomePtrc promoter
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图1　构建四碳二羧酸合成路径

Figure 1　Construction of the four-carbon dicarboxylic acid biosynthetic pathway. A: Rewiring the TCA cycle 

for four-carbon dicarboxylic acid production; B: Enhancing carbon flux into the TCA cycle for improved 

production of four-carbon dicarboxylic acid; C: Metabolic engineering design of the non-cyclic glyoxylate shunt; 

D: Engineering a non-cyclic glyoxylate shunt to produce four-carbon dicarboxylic acids. Ecppc: 

Phosphoenolpyruvate carboxylase gene; Afpyc: Pyruvate carboxylase gene; EcgltA: Citrate synthase gene; EcacN: 

cis-aconitase gene; EcaceA: Isocitrate lyase gene; EcaceB: Malate synthase gene.
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菌株 E. coli SG04 中，其琥珀酸、富马酸和苹果

酸 产 量 较 E. coli SG03 仅 分 别 提 高 14.0%、

37.5% 和 33.5%，表明该策略对产量的提升作用

仍然有限。这表明，仅强化 TCA 循环的碳流输

入尚不足以驱动碳流高效转向目标产物，需同

步增强 TCA 循环内部通量[9]。为此，在 E. coli 

SG04 中共表达了柠檬酸合酶基因(EcgltA)与顺乌

头酸酶基因(EcacN)，获得菌株 E. coli SG05。经

60 h 发酵，E. coli SG05 的 α-酮戊二酸、琥珀

酸、富马酸和苹果酸产量分别达到了 8.8、7.4、

3.6、1.6 g/L，较出发菌株 E. coli SG01，分别提

高了 120%、270%、350% 和 220% (图 1B)，四

碳二羧酸合成通量显著增加。该结果证实，四

碳二羧酸合成路径的协同强化可有效提升中心

碳代谢通量。然而，碳流仍主要导向 α-酮戊二

酸，需进一步引导代谢流向四碳二羧酸转化。

最后，为减少 α-酮戊二酸的积累量并绕过 TCA

循环中的脱羧步骤，设计并构建了一条非循环

乙醛酸支路。该途径受阻遏蛋白 iclR 的严格调

控，为此，首先在 E. coli SG05 中敲除了 iclR 基

因，解除其对 aceBAK 操纵子的抑制，获得 E. 

coli SG06[16]。发酵结果显示，菌株生长未受影

响，表明其对 TCA 循环无负面作用[17]。进而，

以 E. coli SG06 为底盘，采用组成型 Ptrc 启动子

共表达异柠檬酸裂解酶基因(aceA)与苹果酸合酶

基因(aceB)[18]，并借助 RBS 工程策略调控二者

表达比例：为 aceA 选用中等强度 RBS31，为

aceB 分别配制弱、中、强 3 种 RBS 序列，构建

菌株 E. coli SG06-L、E. coli SG06-M 与 E. coli 

SG06-H (图 1C)。摇瓶发酵显示，3 株菌生长无

明显差异，四碳二羧酸产量却差异显著。其中，

E. coli SG06-H (即 SG07)表现最优，琥珀酸、富

马酸和苹果酸产量分别达到了 8.5、3.1、1.9 g/L，

显著高于其他菌株 (图 1D)。上述结果表明，

aceA 与 aceB 的协调表达是调控乙醛酸支路通量

的关键，适当的酶活比例有助于避免中间代谢

物积累，从而显著提升四碳二羧酸的合成能力。

2.2　ARTP 诱变增强四碳二羧酸生产

为增强工程菌株四碳二羧酸合成能力，采

用常压室温等离子体(ARTP)诱变作为非理性改

造手段，结合高通量筛选方法，实现高产突变

株的快速选育[19-20]。鉴于富马酸溶解度限制及

实际发酵中苹果酸积累量有限，因此选择琥珀

酸作为四碳二羧酸的代表性产物，建立基于 pH

变化的快速筛选方法。首先，使用发酵培养基配

制(0−10 g/L)琥珀酸溶液，其 pH 介于 4.39−7.06

之间。溴甲酚绿指示剂(pH 3.8−5.4)在此范围内

呈现绿-蓝的颜色变化，反应灵敏、易于识别，

因此选用为显色剂。其次，在 96 孔板中加入

20 μL 溴甲酚绿，添加样品补足至 200 μL，并用

pH 3.0−7.0 的标准缓冲溶液为参照进行全波长扫

描，结果显示 615 nm 处存在明显吸收峰。最

后，结合 HPLC 定量分析，发现琥珀酸浓度与

615 nm 处吸光度呈负相关(图 2A)，拟合方程为

y=−0.157 6x+2.693 3 (R2=0.975)，表明该方法可

用于四碳二羧酸产量的快速半定量评估。基于

上述显色反应与吸光度定量关系，建立了高产

菌株的高通量筛选流程。首先，对出发菌株 E. 

coli SG07 进行了不同时长(15−90 s)的 ARTP 诱

变处理，孵育后稀释涂布于含溴甲酚绿与琥珀

酸的初筛平板上，37 ℃培养 2−3 d。挑选显色圈

大、颜色变化明显的单菌落接种至 48 孔板中进

行初筛。发酵过程分 2 阶段：前 12 h 于 37 ℃、

200 r/min 条件下好氧生长；之后降低转速至

100 r/min 为微好氧发酵。过程中每 24 h 补加

800 g/L 葡萄糖溶液至终浓度 40 g/L，以维持碳

源供给。发酵 72 h 后取样测定 615 nm 吸光度。

初筛共筛选 960 株突变株，其吸光度分布于

0.85−4.50 之间(图 2B)，从中选取吸光度较低的

165 株候选菌转接至 24 孔板中进行复筛，发酵

结束后复测吸光度。最终选取 8 株性能最优的

突变株进行摇瓶验证，并采用 HPLC 精确分析

代谢产物(图 2C)。结果表明，突变株 AR-6 的四

碳二羧酸合成能力最为突出(图 2D)，琥珀酸、

富马酸和苹果酸的产量分别达到了 11.0、5.1、
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2.8 g/L，较出发菌株 E. coli SG07 分别提升了

37.5%、85.0% 和 47.0%。因此选用 AR-6 菌株

(命名为 E. coli SG-08)以用于后续研究。

2.3　优化四碳二羧酸合成前体供给

通过 ARTP 诱变获得的突变株 E. coli SG08

在提升四碳二羧酸产量的同时，也伴随大量副产

物生成。5 L 发酵罐中，该菌株在积累 25.5 g/L

琥珀酸、18.3 g/L 富马酸和 3.8 g/L 苹果酸的同时，

产生了 14.8 g/L 乳酸、16.4 g/L 乙酸和 8.2 g/L 甲

酸(图 3B)。为引导碳流向目标产物富集，系统

敲除了关键副产物合成途径。具体而言，为降

低甲酸积累，敲除了丙酮酸甲酸裂解酶基因

(pflB)；为降低乙酸合成，分别敲除了丙酮酸氧

化酶基因(poxB)、磷酸转乙酰酶基因(pta)和乙酸

15 30 45 60 75 90

15 30 45 60 75 90

0

1

2

3

4

5

Mutation time/s

O
D

61
5

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10 12
0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

O
D

61
5

Succinate/(g/L)

0

2

4

6

8

10

12

Pr
od

uc
t/(

g/
L)

A

C

D

B

y=−0.1576x+2.693 3 
R2=0.975

O
D

61
5

Mutation time/s

Succinate MalateFumarate 

AR-8AR-7AR-6AR-5AR-4AR-3AR-2AR-1SG07

图2　ARTP诱变增强四碳二羧酸生产

Figure 2　ARTP mutagenesis for enhancing the production of four-carbon dicarboxylic acid. A: Standard curve 

of succinate concentration versus bromocresol green absorbance; B: Effect of ARTP mutagenesis on four-carbon 

dicarboxylic acid production through primary screen; C: Effect of ARTP mutagenesis on four-carbon dicarboxylic 
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validated by shake-flask cultivation.
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激酶基因(ackA) (图 3A)。构建了系列突变株：

E. coli SG09 (ΔpflB)、E. coli SG10 (ΔpoxB)、E. 

coli SG11 (Δpta-ackA)及 E. coli SG12 (ΔpoxBΔpta- 

ackAΔpflB)。5 L 发酵罐数据显示，副产物合成得到

有效抑制：E. coli SG09 的甲酸产量低于 3.0 g/L；

E. coli SG10、E. coli SG11 和 E. coli SG12 的乙酸

产量分别为 8.7、7.3、3.4 g/L，较 E. coli SG08 分

别下降 46.9%、55.4% 和 79.2%。尽管多重敲除

菌 株 E. coli SG12 四 碳 二 羧 酸 总 产 量 最 高

(图 3C)，琥珀酸、富马酸及苹果酸产量分别达

到了 28.7、21.4、4.8 g/L，但提升幅度仍不理

想，推测可能受限于 NADH 供应不足与胞内氧

化还原(NADH/NAD+)失衡。为进一步优化氧化

还原平衡并控制乳酸合成，在 E. coli SG12 中对

ldhA 进行截短型改造[21]，获得菌株 E. coli SG13。

摇瓶发酵显示(图 3D)，E. coli SG13 在维持生长
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Figure 3　Optimizing precursor supply for four-carbon dicarboxylic acid synthesis. A: Rewiring the metabolic 

pathways of by-products for four-carbon dicarboxylic acid production; B: Metabolite profile analysis in a 5 L 

bioreactor; C: Effect of gene deletion on the production of four-carbon dicarboxylic acid; D: Effect of redox 

potential regulation on the production of four-carbon dicarboxylic acid. ldhA: Lactate dehydrogenase gene; pflB: 

Pyruvate formate-lyase gene; poxB: Pyruvate oxidase gene; pta: Phosphotransacetylase gene; ackA: Acetate 

kinase gene; adhE: Alcohol dehydrogenase gene.
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速率的同时，乳酸产量降至 5.0 g/L，琥珀酸、

富马酸和苹果酸产量显著提升，分别达到了

36.7、33.2、5.2 g/L。后续尝试敲除乙醇脱氢酶

(adhE)来构建 E. coli SG14，反而导致四碳二羧

酸积累量下降。上述结果表明，通过敲除副产

物积累相关代谢途径，有利于增加四碳二羧酸

合成前体供给，进而提高四碳二羧酸产量。最

终，选定 E. coli SG13 作为四碳二羧酸生产的通

用底盘菌株。

2.4　发酵生产富马酸

为精准重构终端代谢路径，以实现富马酸

的高效合成。本研究在通用底盘菌株 E. coli 

SG13 基础上采用代谢流定向重构策略，阻断富

马酸的竞争和降解途径。首先，对菌株 E. coli 

SG13 进行了连续传代的遗传稳定性验证，确认其

遗传性状与发酵性能稳定。随后，依次敲除富马

酸酶基因(fumA)与富马酸还原酶核心亚基(frdBC)，

分别构建了工程菌株 E. coli Fum01 (SG13ΔfumA)

与双敲除菌株 E. coli Fum02 (SG13ΔfumAΔfrdBC) 

(图 4A)。为系统评估工程菌株的工业化潜力，

在 5 L 发酵罐上比较了 2 个工程菌株的富马酸生

产性能。采用分批补料发酵策略，好氧生长阶

段结束后转入微好氧发酵(200 r/min、1 vvm)，

通过流加葡萄糖控制残糖浓度低于 5.0 g/L，并

用 CaCO3 维持 pH 稳定。发酵 60 h 后，HPLC 分

析表明，工程菌株 E. coli Fum02 的富马酸产量、

得率及生产强度分别达到了 45.2 g/L、0.45 g/g 和

0.23 g/(L·h) (图 4C)。与 E. coli Fum01 相比(图 4B)，

其富马酸产量提高了 12%，琥珀酸产量显著降低

至 8.4 g/L，乙酸、乳酸等积累量均低于 5.0 g/L 

(图 4D)。上述结果充分验证了双重阻断策略的

有效性，成功将代谢流锁定在富马酸节点，实

现其高效积累。

2.5　发酵生产琥珀酸

琥珀酸作为另一类高附加值四碳二羧酸，

其生产路径区别于富马酸，琥珀酸合成需保留

frdAB 的活性，同时阻断琥珀酸脱氢酶催化的氧

化反应，以避免碳流损失[22]。基于此，在 E. 

coli SG13 中敲除 sdhAB 操纵子，构建了工程

菌株 E. coli SA01 (SG13ΔsdhAB) (图 5A)。为

适配琥珀酸合成对还原力的高需求，在 5 L 发

酵罐中对 E. coli SA01 的发酵工艺进行了系统

优化。首先，评估微好氧条件下不同溶氧水平

的影响，设定了 4 种不同的搅拌速率与通气量组

合：100 r/min 和 0.5 vvm，200 r/min 和 0.5 vvm，

300 r/min 和 0.5 vvm，200 r/min 和 1 vvm。结果

表明，在 200 r/min 和 0.5 vvm 条件下效果最优，

琥珀酸产量及得率分别达到了 42.5 g/L 和 0.72 g/g 

(图 5B)。随后，分析微好氧条件下培养基中残

糖浓度对生产的影响，分别测试了 1、3、5 g/L

的残糖浓度。当残糖浓度维持在 3 g/L 时琥珀酸

产量及得率分别达到了 43.8 g/L 和 0.74 g/g，优

于 1 g/L 与 5 g/L 条件(图 5C)。因此，确定最优

微好氧工艺参数为：搅拌速率 200 r/min、通气

量 0.5 vvm、残糖浓度 3 g/L。最后，在此优化条件

下，E. coli SA01 菌株在 5 L 发酵罐中表现出优异

的琥珀酸生产性能，琥珀酸产量、得率及生产强

度分别达到了 52.3 g/L、0.78 g/g 和 0.87 g/(L·h) 

(图 5D)，验证了代谢重构与工艺调控协同策略

在琥珀酸生产中的有效性。

3　　讨论与结论讨论与结论

本研究整合了理性设计、非理性改造和系

统代谢工程策略，成功构建了高效合成四碳二

羧酸的 E. coli 细胞工厂。通过构建非循环乙醛

酸支路并优化路径酶的表达，显著提高了四碳

二羧酸的代谢通量；结合 ARTP 诱变与高通量

筛选，进一步增强了菌株生产潜力；通过敲除

关键副产物通路以汇聚碳流，获得了四碳二羧

酸生产的通用底盘菌株。在 5 L 发酵罐中，富马

酸工程菌株 E. coli Fum02 的富马酸产量、得率

及生产强度分别达到了 45.2 g/L、0.45 g/g 和

0.23 g/(L·h)；琥珀酸工程菌株 E. coli SA01 的琥

珀酸产量、得率及生产强度达到了 52.3 g/L、

0.78 g/g 和 0.87 g/(L·h)。上述结果证实了理性与
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非理性改造的协同效应，所构建的通用底盘与

筛选平台也为代谢工程改造 E. coli 生产其他有

机酸提供了借鉴。

本研究通过构建非循环乙醛酸支路重塑 E. 

coli 中心代谢，并结合非理性诱变策略优化代谢

网络，成功构建了一株高效合成四碳二羧酸的

平台型底盘菌株。首先，设计并构建了非典型

代谢路径——非循环乙醛酸支路。通过精细调

控 aceAB 的表达比例，成功绕过了 TCA 循环的

脱羧步骤，实现了碳流向目标产物的高效定向

转化，提高了碳源利用率和四碳二羧酸产量。

其次，将理性代谢工程与非理性 ARTP 诱变策
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图4　发酵生产富马酸

Figure 4　Production of fumarate by fermentation. A: Rewiring the metabolic pathways of fumarate degradation; 

B: Production of fumarate with E. coli Fum01 in a 5 L fed‐batch bioreactor; C: Production of fumarate with E. 

coli Fum02 in a 5 L fed ‐ batch bioreactor; D: The accumulation of byproducts during the fermentation. fumA: 

Fumarase gene; frdBC: Fumarate reductase gene.
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略相结合，突破了单一理性设计对复杂代谢网

络调控的局限，获得了代谢网络全局优化的高

性能菌株。最后，系统敲除了副产物途径并优

化胞内氧化还原电位，成功构建了模块化、通

用化的平台底盘菌株，并通过终端路径的精准

改造，实现了富马酸和琥珀酸的高效合成，为

四碳二羧酸的绿色生物制造提供了可复制、可

推广的技术平台。尽管目前已有一系列高性能

的四碳二羧酸工程菌株被开发，但微生物发酵

法整体的经济竞争力较传统石化路线仍处于劣

势。当前面临的挑战是多维的：首先，菌株的

综合性能仍有提升空间，不仅体现在产量、得
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Figure 5　 Production of succinate by fermentation. A: Rewiring the metabolic pathways of succinate 

degradation; B: Effect of oxygen supply on succinate production; C: Effect of residual glucose concentration on 

succinate production under micro-aerobic conditions; D: Production of succinate with E. coli SA01 in a 5 L fed‐

batch bioreactor. sdhAB: Succinate dehydrogenase gene.
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率与生产强度上，更包括菌株对工业环境(如低

pH、高渗透压、产物耐受)的鲁棒性。其次，原

料与工艺成本是制约工业化的关键瓶颈。发酵

周期长导致设备利用率低，而使用粮食基碳源

(如葡萄糖)则面临“与人争粮”的伦理与价格波动

风险。最后，下游分离纯化过程复杂且能耗高

昂，发酵体系复杂，分离成本高[23]。

为实现四碳二羧酸生物制造的经济可行性

与工业化应用，后续研究应关注以下几个方面。

(1) 动态调控。传统基于“过表达”或“敲除”的静

态代谢工程策略难以实现细胞生长与产物合成

的解偶联，从而不能实现对碳流、还原力等资

源的最优分配。未来应致力于构建具有时序解

偶联与环境感知-反馈调控能力的动态系统，通

过对代谢网络进行时空调控，自主协调不同生

理阶段对关键物质与能量等代谢资源的竞争，

从而系统优化产物合成效率，实现产量、得率

与生产强度的同步提升[24-26]。(2) 强化菌株工业

鲁棒性与底盘适应性。利用适应性实验室进化

与全局调控因子工程，赋予工程菌应对实际工

业发酵中 pH、温度、渗透压波动的强大耐受

性[27-28]。特别是开发耐低 pH 菌株，可从源头减

少中和剂的使用，大幅降低下游分离的难度与

成本[29]。(3) 拓宽原料谱与碳流转化效率。系统

开发工程菌株利用非粮原料(如木质纤维素水解

液、可降解塑料、甲醇甚至 CO2)的能力[30-32]。

通过整合合成生物学工具，设计新的代谢途径，

将一碳或混合碳源高效同化为四碳二羧酸的前

体，是实现绿色、可持续制造的根本出路。

(4) 推进“发酵-分离耦合”过程集成。打破传统

“先发酵，后分离”的线性模式，探索将电渗析、

吸附或萃取装置与发酵过程在线耦合，实时从

发酵液中移出产物，从而解除产物抑制、提高

转化效率，并大幅降低终端分离的能耗与成

本[33]。最终推动微生物细胞工厂从实验室迈向

工业化应用，为绿色生物制造的实现贡献关键

力量。
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