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摘 要：琥珀酸是一种重要的四碳二羧酸，广泛应用于食品、医药和化工等行业。与传统基于

石化原料的化学合成方法相比，微生物发酵法生产琥珀酸是一种更具经济性和环境友好性的替代

方案，具有较大的应用潜力。酵母具有良好的环境耐受性，因此酵母细胞工厂生产琥珀酸逐渐成

为研究热点。本文以酵母生产琥珀酸为出发点，综述了构建酵母细胞工厂生产琥珀酸的相关代谢

工程与调控策略，包括琥珀酸合成路径构建、辅因子供应优化、跨膜转运改造等，总结了利用廉

价原料进行琥珀酸生物合成的最新研究进展，探讨了增强酵母菌株抗逆性的方法，最后展望了酵

母在琥珀酸生物合成中的未来发展前景。
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Abstract: Succinic acid is an important four-carbon dicarboxylic acid widely used in the food, 
pharmaceutical, and chemical industries. Compared with petrochemical-based chemical synthesis 
methods, microbial fermentation offers an economical and environmentally friendly alternative for 
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succinic acid production, presenting significant potential for industrial applications. Due to the 
robust environmental tolerance, yeast cell factories for succinic acid production have gradually 
become a research focus. This review centers on succinic acid production in yeast, providing an 
overview of metabolic engineering and regulatory strategies for constructing yeast cell factories. 
The research hotspots in this field include the development of succinic acid biosynthetic pathways, 
optimization of cofactor supply, and modification of transmembrane transport systems. 
Additionally, recent advances in cost-effective succinic acid biosynthesis and approaches to 
enhance yeast strain robustness are discussed. Finally, the review provides the prospects of yeast in 
succinic acid biosynthesis.
Keywords: metabolic engineering; microbial cell factories; yeast; succinic acid

琥珀酸(succinic acid, SA)，又称丁二酸，是

一种重要的平台化合物，被美国能源部列为

12 种最重要的平台化合物之一[1-2]，被广泛地应

用于清洁剂、表面活性剂、食品添加剂、抗菌

剂以及制药行业[3]。琥珀酸还可用作生产 1,4-丁

二醇和四氢呋喃等高价值化学品的前体，以及

合成生物可降解塑料(如聚丁二酸丁二醇酯)的单

体[4-5]，其全球需求量不断增加，预计 2026 年全

球琥珀酸销售额将达到 2.056 亿美元，年均复合

增长率约为 7%[6]。目前，全球范围内采用的琥

珀酸生产路线主要分为两条：一条是传统的化

学合成路线，即从原油炼油厂的 C4 馏分获得的

马来酸酐的氢化来合成，还有一条是基于微生

物发酵的生物合成路线[7]。化学合成方法虽然工

艺成熟并具备一定的成本优势，但存在多种缺

陷：(1) 它们严重依赖于不可再生的石油资源，

随着资源的逐渐枯竭，生产成本将显著增加；

(2) 化学合成过程通常需要高温高压等苛刻的反

应条件，生产过程能耗大，环境污染严重，副

产物多且难以控制[8]。由于这些原因，近年来，

研究人员逐渐将目光转向更具可持续性和环保

性的生物合成法。通过微生物代谢途径从可再

生生物质中合成琥珀酸，不仅能降低对化石资

源的依赖，还能实现绿色工艺和可持续发展

目标[9]。

目前，琥珀酸生物法合成宿主主要是细菌，

包 括 产 琥 珀 酸 放 线 杆 菌 (Actinobacillus 

succinogenes) [10-12]、 曼 海 姆 产 琥 珀 酸 菌

(Mannheimia succiniciproducens)[13-14]、谷氨酸棒

杆菌(Corynebacterium glutamicum)[15-16]和大肠杆

菌(Escherichia coli)[17]等。近年来，通过对细菌

遗传改造，已经获得了一些能够高产琥珀酸的

工业菌株。例如，对 M. succiniciproducens 进行

代谢工程改造，通过优化镁离子(Mg²⁺)转运系统

以提高琥珀酸产量，最终工程菌株在高密度接

种的分批补料发酵条件下，琥珀酸产量达到

152.23 g/L，转化率达到 1.30 mol/mol 葡萄糖，

最大生产强度为 39.64 g/(L·h)，达到了目前细菌

生产琥珀酸的最高水平[14]。尽管这些细菌宿主

具有较高的生长速率和代谢通量，然而它们在

实际应用中仍然面临诸如专性厌氧、潜在致病

性或者耐酸性差等问题[18-19]。细菌发酵过程中

需要不断添加 CaCO3 及 MgCO3 等中和剂调节

pH，这导致在后续纯化过程中需要添加大量硫

酸酸化，增加了下游工业处理成本，也使发酵

过程更易染菌[20]。酵母作为一种真核生物，由

于其较强的低 pH 耐受性，更适合应用于有机酸

的生产[21]。随着基因编辑技术的快速发展，酵

母的遗传操作技术已日趋成熟，目前已有一些

研 究 通 过 改 造 模 式 微 生 物 酿 酒 酵 母

468



顾子蕴 等 || 微生物学报, 2025, 65(2)

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

(Saccharomyces cerevisiae)及非常规酵母库德里

阿兹威毕赤酵母(Pichia kudriavzevii)、解脂耶氏

酵母(Yarrowia lipolytica)等实现了酵母细胞工厂

中琥珀酸的高效生产，从长远来看，酵母比细

菌更适合用于琥珀酸的发酵生产，表现出极大

的潜力[22]。

本综述围绕酵母产琥珀酸细胞工厂的构建

与优化，总结了琥珀酸合成路径构建及代谢调

控策略，介绍了拓展底物谱利用低成本碳源进

行琥珀酸生产的研究成果，概述了提高酵母工

程菌株抗逆性的策略，最后探讨了进一步提高

酵母中琥珀酸合成效率的策略，并对酵母生物

合成琥珀酸的未来前景进行了展望。

1　酵母产琥珀酸细胞工厂的合　酵母产琥珀酸细胞工厂的合

成路径构建与优化成路径构建与优化

琥珀酸作为一种重要的 C4 平台化合物，广

泛应用于化工、食品及医药等领域，具有极高

的工业价值。利用微生物细胞工厂进行琥珀酸

的绿色生产，尤其是通过代谢工程改造的酵母

菌株，逐渐成为替代传统石化工艺的重要手

段[23]。酵母由于其发酵特性优良、遗传操作技

术成熟、耐高浓度产物等优势，已成为研究琥

珀酸生物合成的重要宿主[24]。然而，天然酵母

菌株的代谢路径并不以琥珀酸为主要产物，琥

珀酸的高效合成需通过代谢途径的重构与优化

来实现[25]。为了提升琥珀酸的产量，通常采用

的策略包括构建合成路径、调控辅因子供应以

及提升跨膜转运效率等。

1.1　琥珀酸生物合成路径构建

琥 珀 酸 是 三 羧 酸 循 环 (tricarboxylic acid 

cycle, TCA)的重要中间产物，也是多种兼性厌氧

菌和严格厌氧菌的末端代谢产物。目前琥珀酸

的天然生物合成途径主要有 3 条(图 1)，分别为

氧 化 三 羧 酸 循 环 (oxidative tricarboxylic acid 

cycle, oTCA)路径、还原三羧酸循环 (reductive 

tricarboxylic acid cycle, rTCA)路径以及乙醛酸循

环路径[26]。在酵母中，3 条途径已被证明均能有

效合成琥珀酸，在实际应用中这些路径可以协

同参与琥珀酸的合成[27]。

1.1.1　oTCA 循环路径构建

oTCA 循环作为细胞呼吸的重要部分，通过

氧化乙酰辅酶 A 生成电子载体还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸(nicotinamide adenine dinucleotide, 

NADH) 和还原黄素腺嘌呤二核苷酸 (flavine 

adenine dinucleotide, FADH2)并进入电子传递链，

驱动氧化磷酸化过程，最终产生腺嘌呤核苷三

磷酸(adenosine triphosphate, ATP)，提供细胞所

需的能量，在细胞生长中起到不可替代的作

用[28]。琥珀酸是三羧酸循环的中间产物，通常

无法通过三羧酸循环大量积累，而是被琥珀酸

脱氢酶(succinate dehydrogenase, SDH)进一步氧

化为富马酸并向下游继续转化，当琥珀酸脱氢

酶失活时，琥珀酸无法继续进入三羧酸循环，

作为最终产物积累[29]。因此，敲除琥珀酸脱氢

酶 SDH (由 sdh 基因编码)是酵母在有氧环境下

积累琥珀酸的最有效的代谢工程改造策略之一，

琥珀酸脱氢酶复合体由 5 个亚基 SDH1、SDH2、

SDH3、 SDH4 和 SDH5 组成，亚基 SDH1 和

SDH2 共同形成催化二聚体，SDH3 和 SDH4 将

复合体定位到线粒体内膜，保守蛋白 SDH5 负

责维持复合体稳定性及活性[30-31]。

在 S. cerevisiae 中探索 sdh 敲除对琥珀酸生

物合成的影响，当 sdh1 和 sdh2 或 sdh1b 同时被

敲除时，S. cerevisiae 完全失去 SDH 活性，且无

法在甘油为唯一碳源的培养基上生长；与野生

型菌株相比，sdh1 和 sdh1b 双敲除株的琥珀酸

产量提高了 1.9 倍，同时 TCA 循环的中断也导

致下游产物苹果酸的积累量减少[32]。类似地，

敲除 sdh1 和 sdh2 的 S. cerevisiae 菌株和野生型
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菌株相比，该突变体在发酵过程中产生的琥珀

酸水平提高了 2 倍[33]。

相似的策略同样也被应用于 Y. lipolytica 中，

Y. lipolytica 是一种严格好氧的酵母，当呼吸作

用完全消失时无法生长，因此不能完全消除

SDH 的 活 性 ， 使 用 诱 导 型 启 动 子 替 换

Y. lipolytica 的 sdh2 启动子区域，能够使 SDH 活

性降低 40%−64%，在摇瓶发酵中，该 sdh 敲低

菌株的琥珀酸产量从 5.00 g/L 提高到 15.40 g/L，

同时苹果酸和富马酸分别减少到 1/2 和 1/3[34]。

在另一项研究中，通过敲除 Y. lipolytica 的 sdh5

基因，构建了菌株 PGC01003，该菌株在 2.5 L

发酵罐中分批补料发酵，琥珀酸产量达到

160.20 g/L，转化率为 0.40 g/g 甘油，这是酵母

生产琥珀酸首次在产量上取得的重大突破[31]。

1.1.2　rTCA 循环路径构建

rTCA 路径天然存在于大部分厌氧细菌中，

是细菌天然积累琥珀酸的主要途径，然而多数

酵母由于富马酸酶的不可逆催化或胞质富马酸

还原酶的缺失，不具备天然的 rTCA 路径[35-36]。

图1　琥珀酸生物合成的不同代谢途径

Figure 1　 Different metabolic pathways of microbial succinic acid production. GPD: Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase; PYK: Pyruvate kinase; PDH: Pyruvate dehydrogenase; ACO: Aconitase; IDH: Isocitrate 

dehydrogenase; KGDH: α -ketoglutarate dehydrogenase; SDH: Succinate dehydrogenase; SCS: Succinyl-CoA 

synthetase; FUM: Fumarate hydratase; MDH: Malate dehydrogenase; CS: Citrate synthase; ICL: Isocitrate lyase; 

MLS: Malate synthase; PYC: Pyruvate carboxylase; FRD: Fumarate reductase.
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由于经 rTCA 路径催化丙酮酸生成琥珀酸的过程

中固定同琥珀酸等摩尔的 CO2，因此 rTCA 循环

拥有 3 条琥珀酸主要合成路径中最高的理论转

化率，当辅因子供应充足时最高理论转化率达

到 1.31 g/g 葡萄糖[19]。

为了在 S. cerevisiae 中构建 rTCA 路径，首

先在一株丙酮酸脱羧酶(pyruvate decarboxylase, 

PDC)缺陷型 S. cerevisiae 中过表达丙酮酸羧化酶

基因 pyc、苹果酸脱氢酶基因 mdh、异源延胡索

酸 酶 基 因 fum 和 延 胡 索 酸 还 原 酶 (fumarate 

reductase, FRD)基因 frd，构建了一株工程菌株

S. cerevisiae PMCFf，该菌株最终琥珀酸产量为

12.97 g/L[37]。类似地，一个琥珀酸合成-转运基

因通路被插入到 S. cerevisiae TAM 基因组中，该

通路包含 pyc2、 pckA、mdh3、 fumC、 frdS 及

mae1 基因，能实现丙酮酸到琥珀酸的催化及转

运，在敲除甘油 3 磷酸脱氢酶(由 gpd 基因编码)

和富马酸酶(由 fum 基因编码)并进一步提高 pyc2

拷贝数后，工程菌株 S. cerevisiae FA1 采用两阶

段发酵法，最终积累了 1.96 g/L 琥珀酸[38]。上

述研究均证明，通过 rTCA 循环路径在酵母体内

积累琥珀酸的可行性，然而，S. cerevisiae 由于

Crabtree 效应及内源富马酸酶的不可逆催化等负

面特性，所达到的琥珀酸产量并不能满足产业

化的需求[39]。为此，利用 P. kudriavzevii 等非常

规酵母还原合成琥珀酸获得了越来越多的关注。

Finley 等[40]筛选出了一株具有高糖耗及生长速率

的 P. kudriavzevii 11-1 菌株，在敲除 pdc1 并引入

Candida krusei 来源的 pyc1 和 fum、Leishmania 

mexicana 来源的 frd、Rhizopus delemar 来源的

mdh，以及 Schizosaccharomyces pombe 来源的苹

果酸转运蛋白基因 mae1 后，获得的工程菌株

P. kudriavzevii 13723，在 pH 3.0 的条件下合成了

48.20 g/L 琥珀酸，转化率达到 0.45 g/g 葡萄

糖[5]。近期，美国伊利诺伊州立大学香槟分校的

赵惠民团队对 Issatchenkia orientalis 合成琥珀酸

进行了深入研究，首先在野生型 I. orientalis 中

用强启动子过表达了内源 pyc、mdh、 fum 及

Trypanosoma brucei 来源的 frd，工程菌株 SD108

在摇瓶发酵中积累了 11.63 g/L 的琥珀酸[41]。在

此基础上，首先整合了转运蛋白 SpMAE1，随

后敲除了副产物乙醇和甘油路径基因 pdc1 和

gpd1，进一步敲除 Pkjen2-1 减少琥珀酸内转运

并敲除 NADH 脱氢酶编码基因 nde 减少 NADH

消耗，最后过表达甘油脱氢酶 GDH 及脱氧胞苷

激酶 DAK 并敲除己糖激酶基因 g3837 强化菌株

对甘油的利用，最终工程菌株 I. orientalis g3473

∆/PaGDH-DAK/g3837∆在 pH 3.0 的基本培养基

中分批补料发酵，琥珀酸产量达到 109.50 g/L，

转化率达到 0.59 g/g，是目前已报道的工程酵母

通过 rTCA 路径合成琥珀酸达到的最高水平[42]。

1.1.3　乙醛酸循环路径构建

乙醛酸循环途径主要存在于一些好氧细菌

及真菌中，这些微生物通常具有能利用乙酸盐

为唯一碳源生长的能力[43]。与 oTCA 循环中异

柠檬酸经两步脱羧释放 2 mol CO2 生成琥珀酸不

同，异柠檬酸在乙醛酸循环中直接被异柠檬酸

裂合酶(由 icl 基因编码)催化分裂为乙醛酸和琥

珀酸，绕过了 TCA 循环中的脱羧反应，从而避

免了碳损失，因此在有氧条件下具有更高的理

论得率[44]。Raab 等[45] 在一株敲除了 sdh1 和

sdh2 的 S. cerevisiae 基础上，进一步敲除异柠檬

酸脱氢酶线粒体同工酶(由 idp 基因编码)、异柠

檬酸脱氢酶(由 idh 基因编码)来阻止异柠檬酸进

入三羧酸循环，成功将碳代谢流导向到乙醛酸

循环，并使琥珀酸作为最终氧化产物大量积累，

所获得工程菌株在摇瓶发酵中琥珀酸产量提高

了 1.3 倍，达到 3.62 g/L，证明了酵母通过乙醛

酸循环积累琥珀酸的可行性。
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1.1.4　互补路径组合优化

在琥珀酸的 3 条常见生物合成途径中，

oTCA 循环和乙醛酸循环均为氧化途径，需要细

胞在有氧条件下进行发酵，合成过程中不可避

免地会出现碳流的损耗，并且通过氧化途径积

累琥珀酸均需要抑制 SDH 活性以阻断三羧酸循

环，该策略会导致菌株在利用葡萄糖等底物时

出现生长缺陷[46]。rTCA 循环则是一条还原性合

成路径，通过还原途径合成琥珀酸的过程伴随

着 CO2 的固定，因此 rTCA 循环途径具有最高

的理论转化率，然而，仅通过糖酵解无法提供

琥珀酸合成需要的全部还原力[47]。同时，rTCA

循环在细胞处于厌氧或微耗氧的发酵环境下时

才拥有较高的活性，酵母在厌氧条件下偏向于

生产乙醇及甘油等还原性副产物，因此，通过

还原途径生产琥珀酸面临着包括氧化还原失衡

和竞争性副产物的形成在内的问题[39]。将氧化

途径与还原途径相结合可以在将琥珀酸理论转

化率提高到最大值 1.71 mol/mol 葡萄糖的同时避

免还原途径相关的能量及氧化还原失衡问题，

是琥珀酸生物合成的理论最优改造策略[48]，该

策略已在大肠杆菌(Escherichia coli)中成功实施。

例如，Gao 等[49]在 E. coli 中设计 O2 依赖型双功

能开关，动态调控 rTCA 与 oTCA 的琥珀酸合成

通量，最终 E. coli 工程菌株的琥珀酸产量、得

率和生产强度分别达到了 119.50 g/L、1.10 g/g

和 1.70 g/(L·h)。该研究为在酵母中实施代谢路

径动态调控提供了重要启示，尤其在如何协调

代谢流方向以优化琥珀酸的合成。然而，将该

策略应用于酵母时，可能面临菌株构建方面的

困难，包括酵母代谢流分配不均衡、NADH/

NAD+的氧化还原状态难以稳定等问题。此外，

在发酵工艺控制方面，酵母需克服高酸环境的

生长抑制及发酵条件难以长期稳定等挑战[50]。

最近，Rendulić 等尝试在 S. cerevisiae 中将

琥珀酸的氧化和还原合成路径相结合，从一株

通过 rTCA 路径合成琥珀酸的 S. cerevisiae 菌株

出发，敲除线粒体丙酮酸载体 MPC (由 mpc3 基

因编码)，从而减少丙酮酸从细胞质向线粒体内

的转运，同时敲除 sdh1，使工程菌株利用 oTCA

循环和 rTCA 循环积累琥珀酸，最终工程菌株在

摇瓶发酵中积累了 45.50 g/L 琥珀酸，转化率达

到 0.66 g/g， 产 量 与 转 化 率 均 为 目 前 在 S. 

cerevisiae 中报道的较高水平[51]。

基于氧化及还原路径组合策略，山东大学

祁庆生团队提出了一种 Y. lipolytica 高产琥珀酸

的改造策略，以构建的一株敲除了 sdh5、副产

物乙酸合成关键基因 ach1 并强化表达了 pyc 的

琥珀酸高产菌株 PGC91 为出发菌株[52]，首先在

细胞质中表达了 rTCA 循环路径基因，该菌株在

微 耗 氧 条 件 下 摇 瓶 发 酵 ， 转 化 率 增 加 到          

0.72 g/g，超越了通过 oTCA 循环合成琥珀酸的

最高理论转化率。此时菌株在葡萄糖培养基上

出现生长缺陷，为此，对该菌株进行了适应性

进化，恢复了该菌株在葡萄糖培养基上的生长

能力并大幅提高了琥珀酸产量，最后在进化菌

株中构建了线粒体定位的 rTCA 循环，恢复了线

粒体中的氧化还原稳态，平衡了 NADH 的供应

与消耗，实现了 oTCA 途径与 rTCA 途径的耦

联，最终工程菌株 Y. lipolytica Hi-SA2 在中试规

模发酵中达到了最大产量 111.90 g/L，转化率为

0.79 g/g 葡 萄 糖 ， 具 有 极 大 的 工 业 化 应 用

前景[53]。

1.2　辅因子供应优化

辅因子是细胞内能量传递的重要载体，辅

因子供应与消耗的平衡对于维持细胞生长和提

高细胞转化效率至关重要[54]。当辅因子的产生

与消耗相接近时，氧化还原达到平衡，不平衡

的氧化还原状态会浪费代谢能量、消耗碳代谢

流甚至引起代谢紊乱导致细胞凋亡[55]。琥珀酸
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生物合成中研究和改造优化的辅因子主要集中

为 NADH，NADH 作为主要的生物还原当量，

可以保护细胞免受氧化应激和延长碳-碳骨架，

也是琥珀酸合成的主要限速因素[56]，研究人员

已开发了多种策略用于维持酵母产琥珀酸细胞

工厂的辅因子平衡。

1.2.1　抑制辅因子竞争途径

代谢流分析能够帮助研究者定量分析不同

代谢途径中碳流的分布，从而识别出哪些途径

对辅因子的生成和消耗具有关键影响[57]。通过

对一株以 rTCA 路径合成琥珀酸的 I. orientalis

工程菌株进行 13C 代谢流分析，鉴定出了与

rTCA 路 径 竞 争 NADH 的 关 键 靶 点 线 粒 体

NADH 脱氢酶(由 nde 基因编码)；NDE 负责将

细胞质中的 NADH 氧化并将电子转运到线粒体

电子传递链上以合成 ATP；敲除 nde 将琥珀酸

产量显著提升到 46.40 g/L，但与此同时，葡萄

糖的消耗速率出现了一定程度的下降，可能是

由于 NDE 位于电子传递链上，敲除 nde 可能会

导致线粒体电子传递链效率降低并导致氧化磷

酸化过程产生的 ATP 减少，从而影响整体

代谢[42]。

1.2.2　调整胞内辅因子比例

可溶性吡啶核苷酸转氢酶 STH (由 sth 基因

编码)是细菌中一种重要的酶，参与 NADH 和还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate, NADPH)之间的还

原当量的交换，通过调节 NADH 和 NADPH 的

相对水平，帮助维持细胞内的还原力平衡，这

对细胞的正常代谢和抗氧化能力非常重要[58]。

EcsthA 在 I. orientalis 中表达能够缓解低 pH 值

下 MDH 的 NADH 供应不足的问题，转录组学

和代谢组学数据表明，过表达 EcsthA 可以激活

戊糖磷酸途径，并将酵母细胞质中的 NADPH 转

化为 NADH 以满足 MDH 对辅因子的需求，最

终将丙酮酸的积累量减少 63.3%[59]。

Rush 等[60]通过敲除野生型 I. orientalis 的

pdc1 及 gpd1 基因，过表达 rTCA 循环相关路径

酶及转运蛋白 SpMAE1，构建了一株高产琥珀

酸的工程菌株 P-8a，该菌株发酵 96 h 能够积累

57.60 g/L 琥珀酸；为了探究转氢酶 STH 对酵母

宿主合成琥珀酸能力的影响，在 P-8a 的基础上

分别过表达 E. coli 来源的 EcsthA、温氏固氮菌

(Azotobacter vinelandii)来源的 AvsthA 及荧光假

单胞菌(Pseudomonas fluorescens)来源的 PfsthA，

研究表明 3 个来源的转氢酶均将 I. orientalis P-

8a 的琥珀酸产量提高 50% 以上，其中 PfsthA 过

表达菌株 96 h 琥珀酸产量达到 89.00 g/L，生产

强度达到 0.93 g/(L·h)；该研究进一步证明了将

胞内 NADPH 转化为 NADH 能够减轻甚至消除

通过 rTCA 路径合成琥珀酸导致的氧化还原失

衡，为维持酵母细胞稳态提供了重要策略。

1.2.3　合成路径区室化定位

酵母中不同细胞器可以提供不同的微环境

(如 pH、氧化还原状态)，某些底物和辅酶在一

些细胞器中更容易被获得或消耗，例如，NADH

和 ATP 更容易在线粒体内获得；乙酰辅酶 A 在

过氧化物酶体中含量更高[61]。通过将合成路径

整体或部分定位到这些细胞器，可以更有效地

利用这些底物和能量，提高路径的代谢通量和

生产效率[62]。在线粒体中，NADH 通过丙酮酸

脱氢和三羧酸循环生成，在敲除 sdh 的酵母中，

氧化磷酸化部分受损，完整的三羧酸循环无法

正常运作，导致 NADH 在线粒体中大量积累，

进而造成氧化还原失衡，影响了酵母的葡萄糖

代谢[46]。在近期的一项研究中，rTCA 循环被定

位 于 Y. lipolytica 的 线 粒 体 中 ， 通 过 鉴 定

Y. lipolytica 的线粒体靶向序列，成功在 sdh 缺陷

型 Y. lipolytica 菌株的线粒体及细胞质中分别过

表达 rTCA 循环关键基因 frd，研究数据显示，
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FRD 的线粒体定位显著提高了琥珀酸的合成能

力，琥珀酸产量和转化率分别提升了 45.3% 和

33.9%，而在细胞质中的表达导致了琥珀酸产量

和细胞生长能力的下降；随后将 NADH 依赖型

MDH 定 位 到 线 粒 体 后 ， 琥 珀 酸 产 量 达 到     

41.40 g/L，产量进一步提升了 35.7%；接着将

TCA 路径涉及的其他基因，即 pyc、fum，定位

到线粒体中并过表达转运蛋白基因 mae，最终获

得的工程菌株在摇瓶发酵中琥珀酸的产量和转

化率分别为 74.40 g/L 和 0.94 g/g 葡萄糖，比出

发菌株高出 295.7% 和 42.4%，证明 TCA 路径的

线粒体定位能够消耗线粒体内积累的 NADH，

平衡氧化还原状态，对提高琥珀酸产量有显著

的效果[53]。

1.2.4　改变路径酶的辅因子偏好性

不同的辅因子(如 NADH 和 NADPH)在细胞

内的供应和需求是不同的，通过改变酶的辅因

子偏好性，可以更好地利用细胞内的现有辅因

子，减少途径间的代谢流竞争，从而减少副产

物的积累，增强目标产物的生成[63]。目前已开

发出一系列改变 NADH/NADPH 偏好性的方法，

并被用于提高微生物的生产能力。NADH 供应

不足是通过 TCA 循环生物合成琥珀酸的重要限

制性因素，让代谢路径优先使用 NADPH 而非

NADH 作为辅因子可以有助于缓解 NADH 的缺

乏，平衡氧化还原状态[64]。中国科学院天津工

业生物技术研究所张学礼团队在一株从水果表

皮 分 离 得 到 的 P. kudriavzevii 中 过 表 达 了

Sorghum bicolor 来源的 mdh，该苹果酸脱氢酶依

赖 NADPH 为辅因子而非 NADH，进一步过表

达 NADH 依赖型 frd 后，所构建的重组 TCA 循

环生成 1 mol 琥珀酸的过程中消耗 1 mol NADH

和 1 mol NADPH，减少了路径对 NADH 的需

求；在此菌株基础上敲除 PDC1 和 GPD1 基因、

过表达 TCA 路径基因 Aopyc 及 Pkfum1 并过表

达转运蛋白 SpMAE1 后，所构建的工程菌株

P. kudriavzevii SA122 发酵 36 h 琥珀酸产量达到

96.08 g/L，转化率为 0.89 g/g，在已报道的酵母

产琥珀酸细胞工厂中具有极大的生产强度

优势[65]。

1.3　琥珀酸跨膜转运工程

在有机酸的生产过程中，如果有机酸在细

胞内积累过多，可能会对细胞造成毒性，导致

胞内 pH 下降并抑制细胞的代谢活性，同时，中

间产物或终产物的积累可能会导致代谢途径受

到反馈抑制，抑制关键酶的活性，从而降低生

产效率[66-67]。因此，通过异源或本源转运蛋白

调控生产过程中底物输入、细胞器之间的中间

产物运输和产品输出对有机酸的生物合成至关

重要[68]。

1.3.1　表达异源转运蛋白

细胞中产生的琥珀酸主要是以其共轭碱形

式即琥珀酸二价阴离子存在，琥珀酸是一种四

碳二羧酸，在生理 pH 条件下几乎完全解离，因

此，琥珀酸无法通过简单的扩散通过细胞质膜，

必须通过特定的转运蛋白实现跨膜转运[69]。目

前，已有多种琥珀酸转运蛋白被应用于琥珀酸

的合成中，其中 S. pombe 来源的二羧酸转运蛋

白 SpMAE1 被认为是最有效的四碳二羧酸转运

蛋白之一，能够提高酵母细胞对苹果酸、富马

酸 及 琥 珀 酸 等 二 羧 酸 的 外 排 能 力[70]。 在

S. cerevisiae 中表达 SpMAE1，使得琥珀酸产量

提高了 5 倍[71]，在 Y. lipolytica 及 I. orientalis 中

表达 SpMAE1 同样极大地提高了琥珀酸的合成

能力[42,53]，作为酵母产琥珀酸细胞工厂常见代谢

改造靶点已被广泛应用。通过对 SpMAE1 进行

蛋白质工程改造能够进一步提升其转运效率，

Chen 等[72] 通 过 蛋 白 质 工 程 改 造 ， 解 除 了

SpMAE1 的泛素化修饰，在优化 SpMAEK395R/K40

9R/K416R 表 达 水 平 后 ， 工 程 菌 株 S. cerevisiae 
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W4209 的苹果酸产量达到 30.20 g/L，比表达野

生型 SpMAE1 的工程菌株产量提高了 86.6%。

黑曲霉来源的二羧酸转运蛋白 DCT-02 (由 dct 基

因编码)与 SpMAE1 同为 SLAC1 家族的转运蛋

白，二者具有 36.8% 的蛋白质序列相似性，

AnDCT-02 与琥珀酸合成相关基因 mdh、 fum、

frd 在 S. cerevisiae UBR2CBS-DHA 中一同表达，

将琥珀酸产量从 1.60 g/L 提升到 10.70 g/L，证

明了 AnDCT-02 在琥珀酸合成中的有效性[73]。

根据与 SpMAE1 的氨基酸序列的同源性分析，

一系列真核生物来源的四碳二羧酸转运蛋白被

预测具有特异性转运琥珀酸的能力，并在琥珀

酸高产菌株 Y. lipolytica PGC62 中表达，研究结

果显示 SpMAE1、YlMAE1、AfMAE1、ScMAE1

和 VpMAE1 均成功将琥珀酸产量提高了 33% 以

上，其中 SpMAE1 表达菌株的产量提高到

25.20 g/L[74]。据报道，SpMAE1 在转运二羧酸

过程中不涉及任何质子梯度并且细胞内 pH 值

保持恒定，使其驱动的跨膜转运过程不依赖

pH 梯度且比其他大部分羧酸转运蛋白耗能更

少[75]。因此，虽然已经鉴定出了一些有潜力的

琥珀酸转运蛋白，但 SpMAE1 目前依然是酵母

产琥珀酸细胞工厂中转运蛋白的最广泛选择。

1.3.2　鉴定与调控内源转运蛋白

虽然异源转运蛋白可能提供更高的转运效

率，但通常更容易受到反馈抑制，因此，酵母

中内源转运蛋白的鉴定与整合得到了越来越多

的关注。近期，一系列 AceTr 家族的内源转运

蛋白在 S. cerevisiae 中对琥珀酸的转运能力被鉴

定 ， AnDCT-02 和 AceTr 家 族 的 ATO1L219A、

ATO1E144A, L219A、SATPL131A 在琥珀酸合成菌株

S. cerevisiae SA 的基础上分别被表达，然而，与

AnDCT-02 的表达完全相反的是，AceTr 家族同

源蛋白的表达并未损害细胞生长，只是降低了

琥珀酸的产量，证明 S. cerevisiae 中该家族的转

运蛋白更偏向于琥珀酸的内转运而非外排[76]。

除 S. cerevisiae 外，P. kudriavzevii 中琥珀酸

转运蛋白同样得到了鉴定，Xi 等[77]在一株耐酸

的 P. kudriavzevii 中预测了 2 个可能参与羧酸转

运的 JEN2 家族蛋白，分别命名为 PkJEN2-1 和

PkJEN2-2，为了鉴定 JEN2 家族蛋白对琥珀酸积

累的影响，敲除了野生型菌株 CY902 的 sdh5 基

因，构建了一株琥珀酸合成菌株，在此基础上

同时敲除了 Pkjen2-1 和 Pkjen2-2，该菌株发酵

24 h 和 36 h 后分别积累了 3.20 g/L 及 3.60 g/L

琥珀酸，比未敲除前提高了 10% 和 12%，且葡

萄糖耗尽后 SA 产量未降低，而在琥珀酸合成菌

株基础上分别过表达 Pkjen2-1 和 Pkjen2-2 后，

菌株琥珀酸产量降低了 27% 和 24%，表明

PkJEN 转运蛋白介导琥珀酸的向内转运。Tran

等[42] 在一株通过 TCA 路径合成琥珀酸的 I. 

orientalis 工程菌株中敲除了 Pkjen2-1 同源基因

g3473，将琥珀酸产量提高了 8.8%，进一步证明

了调控内源转运蛋白对琥珀酸合成的作用。

在 Y. lipolytica 中，琥珀酸通常在线粒体基

质中进行合成，琥珀酸必须依次通过线粒体内

膜和细胞质膜才能被分泌至胞外，因此在

Y. lipolytica 的琥珀酸合成中，位于线粒体内膜

的线粒体载体(mitochondrial carriers, MCs)起着

不可忽视的作用[78-79]。5 个假定的可以转运羧酸

的线粒体载体在工程菌株 Y. lipolytica PGC62 中

表达，5 株 MCs 表达菌株的琥珀酸产量均高于

对照，其中二羧酸转运蛋白 YlDIC 表现出最强

的琥珀酸转运能力，将琥珀酸产量提高了 29%，

而抑制 YlDIC 的活性使菌株生物量和琥珀酸产

量分别下降了 58.9% 和 26.4%，表明线粒体羧酸

转运蛋白在琥珀酸分泌中起着关键作用[74]。

除了上述研究外，一些其他研究同样鉴定

了部分不同来源的转运蛋白在酵母细胞中对琥

珀酸的转运作用，例如 Dulermo 等[80]鉴定了
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6 个 Y. lipolytica 内源 JEN 家族羧酸转运蛋白，

其中 JEN1 及 JEN6 展现出了对琥珀酸的运输能

力。类似地，将德巴利汉逊酵母(Debaryomyces 

hansenii)的 4 个 ScJEN1 同源蛋白在 S. cerevisiae

中进行功能表征，其中 DH18 和 DH24 编码琥珀

酸转运蛋白，在 S. cerevisiae jen1Δady2Δ 中表达

后展现出了对琥珀酸的特异性运输能力[81]。虽

然这些研究未能进一步将已鉴定的转运蛋白应

用到琥珀酸的合成中，但同样推动了酵母中羧

酸转运机制的研究，并为调控酵母中琥珀酸的

跨膜转运提供了可行的策略。

2　酵母产琥珀酸细胞工厂的底　酵母产琥珀酸细胞工厂的底

物谱拓展物谱拓展

微生物大规模发酵中底物的选择直接影响

菌体的生长及生产，并在生产成本中占有较高

比例。酵母常用的碳源主要包括以葡萄糖为代

表的一系列单糖以及甘油，各酵母由于自身代

谢特性会有相应的优势利用碳源，不同的底物

在前体合成以及能量供应上也会有所差异，因

此，实现酵母利用廉价和丰富的底物生产琥珀

酸是降低生产成本及提高生产效率的重要策

略(图 2)。

2.1　以非食品原料为底物发酵生产琥

珀酸

目前大部分研究中，葡萄糖是琥珀酸发酵

的首选碳源，能被微生物迅速代谢并提供充足

的能量与前体[82]。然而，葡萄糖通常来源于可

食用的农作物(如玉米、甘蔗)，大量使用会与食

品供应产生竞争，推高粮食价格并提高生产成

图2　酵母细胞工厂利用可再生原料合成琥珀酸

Figure 2　Yeast cell factory synthesizes succinic acid from renewable resource.

476



顾子蕴 等 || 微生物学报, 2025, 65(2)

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

本。使用甲醇、甘油等非食品原料为碳源，可

避免这一问题，从而促进生产的可持续性。

2.1.1　甲醇

甲醇是一种低成本、可再生的非食品原料，

具有广泛的应用前景，有望成为替代糖基化合

物的主要生物生产原料。与葡萄糖相比，甲醇

具有更强的还原性和更高的能量含量，更有利

于细胞生长和生物合成，因此作为发酵底物展

现出了巨大的潜力[83]。设计高效的甲基营养型

酵母作为细胞工厂，从甲醇中生产高附加值平

台化合物至关重要。Zhang 等[84]在 Y. lipolytica

的过氧化物酶体中引入了甲醇同化模块，构建

了人工甲基营养型 Y. lipolytica，为了解决前体

供应不足问题，引入辅助碳源木糖利用途径并

在 过 氧 化 物 酶 体 中 重 构 了 木 酮 糖 5- 磷 酸

(xylulose 5-phosphate, Xu5P)循环途径，重组菌

株在添加了 20 g/L 木糖和 20 g/L 甲醇的培养基

中表现出强大的生长能力和底物消耗速率；进

一步过表达 hsp70 提高菌株对甲醇的耐受性并敲

除 sdh5 后，工程菌株在甲醇为唯一碳源的培养

基中积累了 0.92 g/L 琥珀酸。该研究为以甲醇为

原料生物合成高附加值平台化学品奠定了基础。

2.1.2　甘油

甘油作为生物燃料行业不可避免的副产物，

原本会增加生物柴油厂的处理成本，将甘油转

化为增值化学品是提高生物燃料经济可行性的

必要方案[85]。与葡萄糖相比，甘油具有更强的

还原性，因此可以产生更多的还原力，从而在

生产琥珀酸等还原性化学品时更具优势[86]。由

于葡萄糖为单一碳源无法产生足够的细胞质

NADH，使用甘油和葡萄糖共底物发酵能够提高

发酵过程中 NADH 的供应。例如，Y. lipolytica

菌株在含有 50 g/L 葡萄糖和 20 g/L 甘油的培养

基中进行琥珀酸发酵时，产量及生产强度均超

过了使用等量葡萄糖为唯一底物的培养基，然

而，Y. lipolytica 在厌氧条件下甘油消耗速率缓

慢，琥珀酸产量仅提高到 30.50 g/L，在好氧条

件下甘油代谢速率得到改善，琥珀酸产量提高

到 38.60 g/L；为了进一步提高甘油利用速率，

在工程菌株中过表达了 PaGDH 和 DAK，虽然

未能提高琥珀酸产量，但是显著提高了琥珀酸

的生产强度，最终该菌株利用葡萄糖和甘油共

底物发酵琥珀酸产量达到 109.50 g/L，转化率为

0.65 g/g 等量葡萄糖[42]。甘油是 Y. lipolytica 的常

用发酵底物之一，Gao 等构建了 sdh5 缺陷的琥

珀酸合成菌株 Y. lipolytica PGC01003，能够在   

5 L 发酵罐中以粗甘油为底物积累 160.00 g/L 琥

珀酸，然而，该菌株的主要缺陷是其代谢甘油

的能力较弱[31]。为了进一步提高工程菌株的甘

油摄取能力，甘油激酶 GUT1 在 Y. lipolytica 

PGC01003 中过表达，工程菌株在摇瓶中甘油摄

取速率比出发菌株提高了 13.5%，最终在补料分

批发酵 400 h 后，琥珀酸产量达到 178.00 g/L，

提高了 11%[87]。上述研究证明了强化甘油利用

在琥珀酸生物合成中的优势及甘油在琥珀酸生

产中的潜力。

2.1.3　木糖

木质纤维素是自然界中最丰富的原材料，

每年全球木质纤维素产量超过 2 200 亿 t，木糖

是木质纤维素半纤维素部分中最普遍的糖，占

总体的 30%−40%，木糖的高效利用是实现将木

质纤维素水解物生物转化为生物燃料或增值化

学品的先决条件[88]。然而，大部分酵母如

S. cerevisiae 和 Y. lipolytica 等无法天然利用木糖

为唯一碳源发酵，因此需要通过代谢工程改造

实现木糖同化[89]。通过过表达木糖还原酶 XR、

木糖醇脱氢酶 XDH 及木酮糖激酶 XK，在 Y. 

lipolytica PSA02004 中引入了一条戊糖利用途

径，重组菌株能够在木糖为唯一碳源的培养基

中生长，且生长与产物积累方面与葡萄糖培养
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基中相比均未表现出明显劣势；在补料分批发

酵中，该菌株在木糖培养基中发酵积累了

22.30 g/L 琥珀酸，同时也积累了 25.00 g/L 乙酸

盐，证明 Y. lipolytica 利用木糖进行琥珀酸发酵

的可行性，为木质纤维素的生物转化提供了

参考[90]。

2.2　以可再生原料为底物发酵生产      
琥珀酸

甘蔗渣、葵花籽粕等农业副产物或食品废

弃物，成本低廉，丰富易得。使用这些原料可

以显著降低琥珀酸生产的原料成本，提高经济

效益，将工业废弃物转化为有价值的化学品，

实现废物资源化，减少环境污染和资源浪费[91]。

农业残留物等可再生原料在生长过程中吸收二

氧化碳，生产过程中产生的碳排放相对较低，

有助于减少温室气体排放，符合绿色化工和循

环经济的发展方向[92]。

2.2.1　食物废弃物

食物废弃物在城市固体垃圾中占很大一部

分，目前，除了被回收作为动物饲料和堆肥的

部分外，食品废弃物的主要处理方法是焚烧并

废弃在垃圾填埋场，这会导致温室气体的大量

排放，并浪费土地、水、劳动力等生产资源[93]。

食物废弃物通常由碳水化合物、蛋白质、脂肪

和有机酸组成，其中碳水化合物和蛋白质组分

可以被水解为糖和低聚物等发酵底物，在发酵

生产增值化学品中有极大潜力[94]。2017 年，

Yang 等[46] 首 次 将 食 物 垃 圾 作 为 底 物 用 于

Y. lipolytica 的琥珀酸合成，通过对敲除 Ylsdh5

的 Y. lipolytica 工程菌株 PGC01003 进行适应性

进化，获得了进化菌株 PSA02004，该菌株能够

以食物垃圾经商业酶水解后的水解液为底物，

发酵 126 h 后将水解液中的葡萄糖完全耗尽，琥

珀酸产量达到 87.80 g/L，达到了理论最高产量

的 85%。Li 等[95]探索了 PSA02004 菌株将果蔬

废弃物(fruit and vegetable waste, FVW)作为琥珀

酸发酵原料的可行性，在对水解条件进行了一

系列优化后，从果蔬废弃物水解液中得到了

56.70 g/L 葡萄糖、16.40 g/L 果糖和 0.20 g/L 游

离氨基酸，最终该菌株在果蔬废弃物水解液中

琥珀酸产量达到 43.10 g/L，为理论最高产量的

70%。Li 等[96]进一步探究了在不控制 pH 的条件

下 Y. lipolytica 利用不同废弃物流发酵琥珀酸的

可能性，通过敲除 Ylsdh5、Ylach1 并过表达

Scpck、 Ylscs2， 构 建 了 菌 株 Y. lipolytica 

PGC202，在该菌株基础上分别评估了菌株

PGC202 使用混合食物废弃物(mixed food waste, 

MFW)、果蔬废弃物 (fruit and vegetable waste, 

FVW)及农业废弃物(agricultural waste, AW)水解

物为底物对琥珀酸发酵的影响，在优化后的最

佳发酵条件下，以浓缩的 MFW 水解物为底物，

积累了 71.60 /L 琥珀酸，并从最终 pH 2.8 的发

酵液中回收了 68.3% 的琥珀酸晶体[96]。

2.2.2　农业残留物

农业残留物是指农业生产中产生的副产物，

每年全国生产数亿吨农业残留物，这些废弃物

排放量大、成分复杂，但未得到及时有效的处

理，大量农业残留物仅经过简单处理或焚烧就

被排放到自然界中，造成了严重的资源浪费和

环境污染问题[97]。甘蔗渣是一种典型的农业残

留物，含有大量可转化为糖基化合物的纤维素

和半纤维素，可作为生物基琥珀酸生产的原料

之一。例如，Y. lipolytica PSA02004 可以利用葡

萄糖和木糖共底物发酵生产琥珀酸，在甘蔗渣

水解物中发酵所得琥珀酸产量和转化率分别为

33.20 g/L 和 0.58 g/g，产量相比于该菌株利用成

分明确的培养基(含有 50 g/L 葡萄糖和 20 g/L 木

糖)高出了 17.7%[98]。葵花籽粕是葵花籽压榨成

油后的副产物，其组分中含有 27.8%−37.2% 的

蛋白质，同时富含纤维素和半纤维素，适用于
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大规模发酵生产[99]。Y. lipolytica PSA02004 利用

葵花籽粕水解物发酵获得了 69.10 g/L 琥珀酸，

转化率为 1.26 g/g，验证了酵母不添加商业营养

原料完全利用葵花籽粕积累琥珀酸的可行性[100]。

棕榈油行业会产生大量的生物质副产物，每

100 t 新鲜油棕果产生 20−22 t 油棕果空果壳(oil 

palm empty fruit bunch, OPEFB)，大部分工厂将

这些生物质用作种植园的覆盖物或锅炉的固体

燃料，其利用率较低且环境污染较大，需要开

发更加高效且绿色的应用方向[101]。Zevallos

等[102]使用咪唑为预处理溶剂酶解 OPEFB，并评

估了 S. cerevisiae 和 Pichia stipitis 利用 OPEFB

酶 解 液 合 成 琥 珀 酸 的 能 力 ， 发 酵 48 h 后

S. cerevisiae 和 P. stipitis 的最高琥珀酸产量分别

为 2.50 g/L 和 1.83 g/L；从生物精炼厂的角度来

看，从 1 hm2 的棕榈田中可以获得 94.1 kg 的琥

珀酸，该结果证明了 OPEFB 生物精炼厂的经济

可行性和可持续性。

3　酵母产琥珀酸细胞工厂的抗　酵母产琥珀酸细胞工厂的抗

逆性强化逆性强化

微生物细胞工厂能够将各种原料转化为各

种化学品，在实验室和工业规模下的发酵过程

中，宿主通常会暴露在高温、低 pH 值、高渗透

压等恶劣外部环境下。如果微生物对这些环境

条件应激敏感，可能会影响细胞活性和整体代

谢，提高微生物细胞工厂抗逆性可以让微生物

在不利条件下维持较高的生产速率，从而满足

预期的生产期望。因此，提高宿主对这些外界

干扰的抗逆性成为微生物细胞工厂设计和构建

中的主要考虑因素之一(图 3)。

3.1　增强底物耐受性

为了提高发酵效率和经济性，工业发酵通

常采用高浓度的底物(如高浓度葡萄糖或蔗糖)进

行发酵，然而，高浓度的底物或底物的降解产

物往往会对微生物造成渗透压和毒性压力，利

用可再生资源或废弃物作为底物时也会产生一

些微生物不易降解的组分或毒性物质[103]。提高

底物耐受性能够增强微生物的生长和代谢能力，

提升产物的产量和生产效率，减少发酵过程中

的抑制效应，从而实现更高的经济效益；为了

实现底物耐受性的提高，通常采用的策略包括

理性的代谢工程改造和半理性的适应性实验室

进化[104]。

3.1.1　适应性进化

适应性实验室进化是一种基于自然选择的

策略，通常通过长时间反复将微生物暴露于逐

步增加的底物浓度中，让它们自发进化出适应

高底物浓度或有毒底物的能力，该策略不需要

对微生物的基因组进行明确的基因编辑或改造，

进化过程通常是无指导的，让微生物在特定条

件下随机发生突变，然后筛选出耐受性更强的

菌株[105]。Y. lipolytica 在敲除 sdh 后，TCA 循环

中断且氧化磷酸化受到破坏，导致 ATP 供应不

足，失去在葡萄糖为唯一碳源的培养基上生长

的能力，为了恢复 sdh2 缺陷型菌株在葡萄糖培

养基上的生长能力，Yuzbashev 等[106]对该菌株

进行了化学诱变和筛选，并结合适应性进化，

最终分离出能高效利用葡萄糖的菌株 Y-4215，

该菌株在不控制 pH 的条件下 54 h 积累了

50.20 g/L 琥珀酸。同样的策略也被应用到了一

项最近的研究中，该研究以不断增加的葡萄糖

浓度为进化压力，对 Y. lipolytica sdh5 缺陷菌株

适应性实验室进化，在传代 40 次后所有 3 组进

化菌株都表现出在葡萄糖培养基上更好地生长

和更高的琥珀酸产量。随后对进化菌株基因组

重测序，观察到 6-磷酸葡糖酸内酯酶 PGL (由

pgl1 基因编码)的错义突变在所有 3 组中均出现，

进一步对 PGL1 的蛋白质结构进行模拟并测试了

体外酶活，证明了糖酵解途径通量不足是出发
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菌株以葡萄糖为底物时代谢紊乱的原因[53]。

酵母对可再生原料底物预处理过程中产生

的抑制剂非常敏感，需要大量的代谢工程改造

使其适应这类原料，酵母对可再生原料水解物

的抗性是一个复杂的现象，虽然已有研究鉴定

出一些解毒抗逆靶点，但其复杂机制仍未完全

了解[107]。因此，Stovicek 等[108]在不断提高亚硫

酸盐废液(spent sulfite liquor, SSL)浓度的条件下

对 S. cerevisiae 菌株进行适应性进化，进化菌株

在添加酵母粉的 SSL 中不到 90 h 就消耗完了包

括木糖在内的所有碳源；对进化菌株基因组进

行测序并分析发现的突变，确定了 sng1、fit3、

fzf1、cbp3 这 4 个候选基因，这些基因的突变可

能在 SSL 胁迫条件下提高菌株的耐受性，并通

过反向代谢工程验证了这些基因对提高耐受性

的积极作用；进一步对进化菌株进行代谢工程

改造，过表达 TCA 循环相关基因及转运蛋白

SpMAE1，最终工程菌株 EV6-4 MA 能够在木糖

图3　适应性实验室进化提高酵母工程菌株抗逆性

Figure 3　Adaptive laboratory evolution enhances the stress tolerance of engineered yeast strains. SNG1: Protein 

involved in resistance to nitrosoguanidine and 6-azauracil; FIT3: Facilitator of iron transport; FZF1: Five zinc 

fingers; CBP3: Cytochrome b mRNA processing; PGL1: Polygalacturonase; GND2: 6-phosphogluconate 

dehydrogenase; SWF1: Glucose-6-phosphate dehydrogenase; GSH2: Glutathione synthase; TALEN: 

Transcription activator-like effector nucleases.
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为唯一碳源的培养基和 SSL 培养基中高效积累

苹果酸和琥珀酸。

3.1.2　代谢工程改造

提高微生物细胞工厂的底物耐受性可以通

过多种策略实现，适应性实验室进化依赖自然

选择，操作简单且适用广泛，但时间成本较高；

而理性改造通过基因编辑进行定向优化，效率

高、精度高，在已对底物毒性机制有清晰了解

的条件下能够更精准高效地增强菌株的抗逆

性[109]。Efthymiou 等的研究探索了 Y. lipolytica

对木质纤维素水解液中不同抑制剂的耐受性，

确定了甲酸、松柏醛和糠醛为水解物中主要的

生长抑制剂[110]。糠醛的抑制机制是其活性醛基

团产生活性氧导致 DNA 突变、蛋白质错误折叠

和膜损伤，引起胞内能量及辅因子水平降低，

最终导致抑制生长[111]。在 S. cerevisiae 中，过表

达参与 NADPH 供应和谷胱甘肽合成的基因已被

证明能够增强菌株对糠醛的耐受性[112]。为了增

强构建的 Y. lipolytica 产琥珀酸细胞工厂对木质

纤维素水解液的耐受性，内源醛脱氢酶 (由

faldh2 基因编码)以及戊糖磷酸途径的相关基因

Ylpgl、6-磷酸葡萄糖脱氢酶(由 gnd2 基因编码)

和葡萄糖 6 磷酸脱氢酶(由 zwf1 基因编码)在 Y. 

lipolytica 工程菌株 Hi-SA2 中过表达，然而这些

基因的过表达未能显著改善细胞生长；进一步

尝试过表达谷胱甘肽合成酶(由 gsh2 基因编码)，

在糠醛压力下，工程菌株的细胞生长和琥珀酸

产量均得到了提高，分别提高了 20.3% 和

39.1%，证明还原性谷胱甘肽的合成能降低细胞

内 活 性 氧 水 平 ， 缓 解 糠 醛 毒 性 并 提 高 Y. 

lipolytica 对木质纤维素水解物的耐受性[113]。

结合多种策略，例如适应性进化与理性改

造的协同使用，可以进一步优化微生物的底物

耐受性，使其适应工业生产中的复杂环境和底

物毒性，提升发酵效率。

3.2　增强酸耐受性

在微生物发酵过程中经常会积累大量酸性

产物或副产物，当外界 pH 过低时，过量的质子

会通过跨膜运输，影响细胞内部 pH 稳态，导致

宿主生长受限和最终产量下降，维持细胞内 pH

需要排出质子，这会消耗大量 ATP[114]。为了维

持胞外 pH 稳定，通常会在发酵过程中添加碳酸

钙、氨水等碱性物质以中和发酵液中的酸性物

质，这造成了额外的生产成本和下游分离成本，

且增加了发酵过程的染菌风险[115]。酵母宿主在

低 pH 条件下表现出更强的稳定性，Zhong 等探

索了多种酵母宿主在不控制 pH 或低 pH 条件下

合成琥珀酸的可能性，然而，在低 pH 或高琥珀

酸浓度条件下如何维持酵母细胞活性和生产能

力仍是亟待解决的问题[116]。高浓度琥珀酸影响

酵母生产的具体机制仍不明确，很难通过理性

设计获得耐酸酵母底盘，为了解决这一问题，

Xie 等[117]探究了 5 株 S. cerevisiae 对琥珀酸的耐

受性，并选择了 3 株代表菌株比较转录水平差

异，发现当琥珀酸浓度为 20 g/L 时，3 株 S. 

cerevisiae 菌株均未表现出明显调节机制；而当

处于 60 g/L 的琥珀酸环境下时，3 株菌株表现出

不同的反应机制：KF7 菌株下调了与乙醇酸循

环相关的基因(如 icl1)，而上调了糖异生、戊糖

磷酸途径(pentose phosphate pathway, PPP)和蛋白

质折叠相关的基因，其通过抑制内源琥珀酸的

合成，转向糖异生和 PPP 以应对琥珀酸应激，

此外，KF7 还增强了蛋白质质量控制系统的活

动；NBRC 1958 菌株则下调了维生素 B6、硫胺

素和嘌呤的生物合成途径相关的基因，同时上

调了蛋白质折叠、毒素排出和细胞壁重塑相关

的基因，这表明通过增强细胞壁完整性和排出

有害物质能够促进酵母适应琥珀酸应激；而琥

珀酸耐受能力较弱的 NBRC 2018 菌株显著上调

了与戊糖磷酸途径、糖异生、脂肪酸利用和蛋
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白质折叠相关的基因，但其 hsp26 基因的下调可

能削弱了其蛋白质质量控制 (protein quality 

control, PQC)系统，使其对琥珀酸应激的耐受性

减弱。该研究证明了宿主的选择及 PQC 系统对

琥珀酸耐受性的影响，选择表现出更强耐酸性

能的菌株并过表达 PQC 系统中 hsp26 及 hsp42

等热休克蛋白编码基因可能显著提高酵母的抗

逆性及琥珀酸合成效率。近期，非常规耐热酵

母马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces marxianus)

对琥珀酸的反应机制引起了研究人员的关注，

通过对 K. marxianus 在不同浓度琥珀酸胁迫下的

转录组分析，揭示了琥珀酸抑制 TCA 循环和乙

醛酸循环，激活糖酵解和麦角固醇合成途径的

机制。此外，发现了几个响应琥珀酸的启动子

(如 IMTCP2、KLMA_50123)及关键转录因子(如

Gcr1、Upc2、Ndt80)，它们的过表达显著提高

了酵母的耐酸性[118]。K. marxianus 具有快速生

长和高温耐受等优良特性，结合这项研究中提

供的动态调控元件和耐酸性能关键靶点，可为

开发高效的琥珀酸工业生产菌株提供坚实的

基础。

4　总结与展望　总结与展望

琥珀酸作为重要的平台化合物，其微生物

发酵生产技术已成为代谢工程领域的研究热点。

酵母在合成琥珀酸方面具有多重优势：(1) 酵母

遗传背景明确，易于基因工程改造，通过调控

其关键代谢途径可以增加琥珀酸的产量；(2) 酵

母能够利用多种碳源，包括葡萄糖、木糖、食

品废物及农业副产物等，使非传统碳源的高效

利用成为可能，为实现可持续生产提供了更多

选择；此外，某些酵母菌种如 P. kudriavzevii、

K. marxianus 等具有较强的耐高温或耐酸性，适

合工业发酵条件。

虽然酵母具有比细菌宿主更优秀的表型，

但酵母宿主目前达到的琥珀酸生物合成效率仍

和细菌宿主存在一定差距，合成琥珀酸的过程

中仍然面临着一系列待解决的瓶颈问题。TCA

循环、乙醛酸循环等途径的复杂调控导致代谢

流分配不平衡，要提高琥珀酸合成效率必须实

现 3 条主要合成路径间代谢流的合理分配，以

及氧化还原状态的稳定。在琥珀酸的发酵过程

中，酵母往往会生成大量的副产物，如乙醇、

乙酸和乳酸。这些副产物的产生不仅浪费了碳

源，还可能与琥珀酸竞争辅因子和能量，高浓

度的副产物还会对细胞造成毒害，进一步降低

琥珀酸产量。尽管酵母可以利用多种碳源生物

合成琥珀酸，但对于复杂的生物质底物或廉价

的工业废料(如木质纤维素水解物)的利用效率仍

然较低，酵母对非传统碳源的转化存在代谢阻

碍，影响生产的经济性。高浓度的琥珀酸会对

细胞产生毒性，导致细胞内 pH 降低，损害细胞

膜完整性和酶活性。这种酸胁迫对生产菌株的

生长和代谢效率有显著的抑制作用，限制了琥

珀酸的高效生产。

为了实现琥珀酸高效生物合成，针对酵母

生产琥珀酸存在的问题和瓶颈，未来可以通过

以下策略逐步解决。(1) 代谢瓶颈的优化：通过

代谢工程，重构关键途径的代谢流，平衡 3 条

合成路径的碳流分配，结合还原与氧化路径，

实现辅因子和能量供需平衡。同时，可以通过

增强糖酵解或葡萄糖转运等途径提高琥珀酸的

合成速率。针对参与琥珀酸合成的关键酶，如

PYC 和 FRD，应用蛋白质工程技术提高酶的活

性和稳定性，优化其催化效率，减少副产物的

生成。(2) 提高菌株耐酸性：通过基因工程手段

增强细胞膜的合成和修复途径，例如提高麦角

固醇和脂肪酸合成，增强细胞对酸性环境的适

应性，改善细胞膜的完整性和功能。通过过表

达与酸性胁迫响应相关的转录因子，增强细胞
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的耐酸性。此外，还可以通过提高热休克蛋白

HSP 等蛋白的表达，增强蛋白质的折叠和修复

能力，减轻琥珀酸对细胞内环境的破坏。通过

实验室进化，筛选出适应酸性环境的高耐受性

菌株。长期培养或适应高琥珀酸浓度的环境，

可以获得更具耐酸性的生产菌株。(3) 减少副产

物生成：通过代谢工程，优化琥珀酸合成途径，

同时敲除或抑制与乙醇、乳酸等副产物合成相

关的酶，避免副产物的生成。例如，抑制乙醇

脱氢酶或乳酸脱氢酶的表达，优先将碳源用于

琥珀酸合成。利用动态代谢控制策略，根据发

酵过程中不同阶段的需求调节不同代谢途径的

活性。通过设计响应琥珀酸浓度或 pH 的动态调

控系统，可以在需要时增强琥珀酸合成，而减

少副产物的生成。(4) 提高碳源利用效率：通过

引入或优化能够代谢木糖等非传统碳源的代谢

途径，提升酵母对多种碳源的利用能力。通过

代谢工程设计，使酵母能够高效利用廉价且丰

富的工业副产物(如木质纤维素水解物)，降低生

产成本。提高酵母对不同糖类的转运和代谢效

率，增强糖转运蛋白的表达或活性，以提高底

物的吸收速率，确保高效的琥珀酸生产。(5) 发

酵工艺优化：开发无需中和剂的低 pH 发酵工

艺，或者通过动态调控系统自动调节发酵过程

中的 pH，减少对外部中和剂的依赖，通过耐酸

性菌株的开发，可以显著降低发酵过程中 pH 调

节的复杂性和成本。优化发酵条件，实现细胞

的高密度培养，从而提高琥珀酸的产量。在此

过程中，可以优化营养供给、溶氧水平和搅拌

速率等参数，使发酵效率达到最大化。通过整

合连续发酵或灌流发酵技术，维持较高的生产

速率和稳定的代谢流，减少副产物积累，提高

琥珀酸的生产效率。结合产物分离技术(如膜分

离或萃取)实现发酵与产品回收的同步进行，进

一步提高工艺的经济性。(6) 系统生物学指导：

系统生物学结合多组学数据(如基因组、转录组、

代谢组)能够构建琥珀酸合成的代谢网络。通过

计算机建模，可以模拟代谢流分布、能量代谢

和物质平衡，揭示代谢瓶颈和关键节点。这为

代谢工程提供了精准的靶点，帮助优化代谢途

径以提高琥珀酸产量。机器学习算法可以分析

大量实验数据，预测特定基因敲除或过表达对

琥珀酸产量的影响，从而设计更高效的工程菌

株。此外，机器学习能够识别复杂多基因网络

中的协同作用，为多基因工程提供指导，进一

步提升合成效率。

总之，生物基合成琥珀酸是目前生物基生

产大宗化学品最有前途的案例之一，未来经过

代谢工程、发酵工艺优化和细胞耐受性增强的

多层面改进，酵母生产琥珀酸的瓶颈将逐步解

决，推动其在工业化生产中的广泛应用。
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