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摘要:羧酸广泛地应用于食品、医药和化工等行业，具有广阔的市场前景。作为真核模式微生物，酿酒酵母作

为代谢工程平台用来生产有机酸具有明显优势。本文论述了酿酒酵母生产重要羧酸的策略:首先构建一条

能够和糖酵解途径相连接的高效的重要羧酸积累途径，进而探讨如何将碳代谢流由乙醇转向目的产物，在此

基础上研究有机酸的转运及涉及到的能量问题。最后，对当前研究存在的问题进行了分析，并对未来研究

方向进行了展望。
关键词: 酿酒酵母，羧酸，代谢工程，系统生物学

中图分类号: Q935 文献标识码:A 文章编号:0001-6209 (2011) 12-1571-07

作为一类重要的有机酸，羧酸广泛应用于食品、
医药、化工以及化妆品、畜牧、纺织等行业中，具有广

阔的市场 应 用 前 景
［1］。其 中，延 胡 索 酸、苹 果 酸 和

琥珀酸，因是可源于生物质的平台化合物，其生产工

艺的研究受到美国能源部的高度重视
［2］。目前，广

泛应用于工业领域中的羧酸主要采用化学合成法生

产，然而，该工艺因原料有限、环境污染严重、生产成

本高昂等问 题，其 产 能 的 进 一 步 扩 大 受 到 了 限 制。
而以可再生生物质为原料，采用微生物细胞及其酶

系生产羧酸因原料来源广泛、对环境污染少而引起

了研究人员的广泛关注。在这一生产方法中，以细

菌
［3］、丝 状 真 菌

［4］、酵 母 属
［5］

以 及 重 组 大 肠 杆

菌
［6 － 7］

等工业微生物，对糖质原料进行生物转化，成

功实现了部分羧酸的高效生产。然而，该工艺遇到:

(1) 原料成本高:有些生产菌株营养需求复杂，增加

了原料成本;(2) 生理稳定性较差:某些生产菌株抵

御不利环境如酸、高渗透压及营养环境因素胁迫的

能力较弱，导致生产效率低下;(3) 代谢工程改造困

难:由于部分工业生产菌株为非模式生物，缺乏充足

的遗传背景知识，限制了代谢工程改造策略的应用;

(4) 目标产 品 应 用 范 围 有 限:部 分 生 产 菌 株 分 泌 毒

素或自身具有致病性，限制了目标产品的应用范围。
因此，选择合适的生产菌株是目前国内外利用微生

物高效制造羧酸面临的关键科学问题之一。
为了实现微生物发酵生产羧酸的工业化生产，

羧酸生产菌株应具有:在简单培养基上快速生长和

较强的非生宜环境的适应性、遗传改造操作简便、较
高 的 安 全 性 等 特 性。酿 酒 酵 母 ( Saccharomyces
cerevisiae) 作为一种真核模式微生物，因 具 有:遗 传

信息丰富，代谢改造操作方便;营养需求简单，生化

分离工艺成本低 廉;在 低 pH 条 件 ( 甚 至 pH ＜ 3. 0)

下生长良好;能 耐 受 高 浓 度 的 底 物;被 FDA 认 证 为
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GRAS(Generally Regarded As Safe) 微 生 物
［8］，发 酵

产品具有安全性等优点而成为发酵生产羧酸的潜在

最适微生物。然而，S． cerevisiae 自身并不具备过量

积累目标羧酸的代谢途径和转运系统，且容易生成

大量的副产物乙醇。因此需要对其进行遗传改造以

促进目标 羧 酸 的 积 累。代 谢 工 程 改 造 S． cerevisiae
生产目标羧 酸 的 策 略 包 括:(1) 构 建 羧 酸 的 积 累 途

径;(2) 抑制或减弱副产物的合成途径;(3) 强 化 羧

酸 的 转 运 途 径。本 文 结 合 代 谢 工 程 改 造 S．
cerevisiae 生产羧酸 的 典 型 研 究 实 例，详 细 阐 述 代 谢

工程及其策略 在 改 造 S． cerevisiae 生 产 羧 酸 的 研 究

进展，以为相关研究提供可借鉴的思路。

1 构建羧酸的积累途径

为了使 S． cerevisiae 过量积累目标羧酸，可通过

(1) 对已 有 的 代 谢 途 径 进 行 改 造;(2) 引 入 新 的 合

成途径等策略构建一条与糖酵解途径连接的目标羧

酸合成途径。
对已有代谢途径进行代谢改造的策略主要是缺

失或弱化关键 酶 后 使 得 目 标 羧 酸 通 过 氧 化 TCA 途

径、乙醛酸途径，或同时以这两种途径等进行合成。
相应的代谢工程策略已成功应用于琥珀酸和延胡索

酸等的代 谢 改 造。Raab AM 等
［9］

通 过 缺 失 编 码 琥

珀酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶的基因 SDH1，SDH2，

IDH1 和 IDP1，将碳代谢流转向乙醛酸循环，琥珀酸

的产量为 3. 62 g /L( 产率为 0. 11 mol /mol) ( 图 1 －
A)。类似地，Kaclikova E 等

［10］
缺 失 编 码 线 粒 体 里

的富马酸酶，使得延胡索酸通过 TCA 的氧化途径和

乙醛酸循 环 途 径 进 行 合 成 ( 图 1 － B)。另 外，通 过

TCA 氧化途径、乙醛酸循环途径也可高效合成苹果

酸( 图 1 － C，D) ，其最大 理 论 得 率 分 别 为1 mol /mol
和 1. 33 mol /mol［2］。然而，对 S. cerevisiae 现有代谢

途径进行改造最大理论得率相对较低且目标羧酸的

产量无法达到预期最高产量。
引入新的合成途径策略可使细胞积累本身不能

积累的目标产物。例如，在 S． cerevisiae 中引入外源

的乳酸脱 氢 酶 基 因 ( L-ldh) ，使 碳 代 谢 流 流 向 L-乳
酸，乳酸产量达到122 g /L ［11 － 12］。引入新的合成 途

径，还 可 提 高 目 标 羧 酸 的 理 论 产 率 系 数。如 果

S． cerevisiae通过胞质还原 TCA 途径来积累 C4 二元

羧酸，最大理论产率达到2 mol /(mol glucose) ，成为

图 1 S． cerevisiae 中 自 身 的 代 谢 途 径 改 造 后 可 积 累 的

C4 二羧酸及相应的合成途径

Fig． 1 Accumulation of C4-dicarboxylate by modifying native

metabolic pathway and corresponding synthetic pathways in S．

cerevisiae． ( A ) succinate-the glyoxylate cycle; ( B ) fumarate-

oxidative TCA cycle and the glyoxylate cycle; (C) malate-oxidative

TCA cycle; (D) malate- the glyoxylate cycle．

二元羧酸的最理想合成途径。基于这一考虑，在 S．
cerevisiae 胞质 中 过 量 表 达 编 码 苹 果 酸 脱 氢 酶 的 基

因，可 使 S． cerevisiae 大 量 积 累 苹 果 酸
［2，13］。类 似

地，本研究室将源于米根霉(Rhizopus oryzae) 的苹果

酸 脱 氢 酶 基 因 ( RoMDH ) 及 富 马 酸 酶 基 因

(RoFUM1) 克隆到 S． cerevisiae，可使 S． cerevisiae 通

过胞质还原途径合成延胡索酸
［14］。有趣地是，利用

胞质还原 TCA 途径合成 C4 二元羧酸中涉及 CO2 的

固定( 图 2)。尽管在微生物细胞中的 6 条固定 CO2

的代谢途径中，CBB(Calvin Benson Bassham) 循环途

径研究 得 最 为 广 泛 ( 主 要 源 于 微 藻 类 ) ，但 研 究 发

现:通过还原 TCA 途径固定二氧化碳具有更高的能

量效率
［15］。因此，通 过 还 原 TCA 途 径 高 效 地 固 定

CO2 作为碳源生产 C4 二元羧酸引起了广泛的兴趣。
但是，通过还原 TCA 途 径 积 累 C4 二 元 羧 酸 的

研究中涉及到两个关键科学问题:一是需要通过补

给反应提供大量的碳代谢流，以提高目标羧酸的产

率;二 是 需 要 充 足 的 ATP，以 满 足 目 标 羧 酸 转 运 所

需。由于丙酮酸羧化酶(PYC) 提供的补给反应没有

净的 ATP 产生，细胞需要额外地消耗部分碳源以提

供转运过程中所需的 ATP，导致目标羧酸的产率系

数显著下降。有 两 种 酶 可 望 替 代 PYC 发 挥 补 给 作
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用( 图 2) :(1) 磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(PEPCK) ，

该酶经改造后直接将磷酸烯醇式丙酮酸转化为草酰

乙酸，每摩尔 反 应 净 增 1 摩 尔 ATP 分 子
［16］;(2) 苹

果酸酶(ME) ，该 酶 改 造 后 可 直 接 将 丙 酮 酸 转 化 为

苹果酸，同样净增 1 摩尔 ATP /摩尔反应
［17］。因此，

在后续研究 可 选 择 改 造 后 的 PEPCK*
和 ME*

作 为

补给反应酶，将有利于细胞全局的能量平衡。

图 2 S． cerevisiae 中补给还原 TCA 途径的 3 种反应

Fig． 2 Three anaplerotic reactions for reductive TCA pathway in S．

cerevisiae． ( A ) PYC: pyruvate to oxaloacetate; ( B ) PEPCK* :

phosphoenolpyruvate to oxaloacetate; ( C) ME* : pyruvate to malate．

Abbreviations of metabolites: PEP， phosphoenolpyruvate; PYR，

pyruvate; OAA， oxaloacetate; MAL， malate． Abbreviations of

enzymes: Pyk，pyruvate kinase; Pdh，pyruvate dehydrogenase． Pyc，

pyruvate carboxylase; PEPCK* ， denotes mutated form of

phosphoenolpyruvate carboxykinase; ME* ， denotes mutated form of

malic enzyme．

为了实现目标羧酸的大量积累，除了强化目标

羧酸的合成途径外，还需阻断目标羧酸进一步代谢

的途径。通常的代谢工程策略包括:敲除或下调编

码目标羧酸进一步代谢的关键酶基因; 抑制催化目

标羧酸降解的关键酶活性;强化目标羧酸的转运途

径。如在代谢改造 S． cerevisiae 生产琥珀酸的过程

中，通过缺失琥珀酸脱氢酶可有效地减少琥珀酸的

进一步降解，提高琥珀酸对葡萄糖的产率
［18 － 20］。

2 降低乙醇代谢通量

S． cerevisiae 中 丙 酮 酸 脱 氢 酶 旁 路 代 谢 具 有 重

要的生理作 用，包 括:(1) 促 进 NAD +
的 再 生，维 持

胞内氧化还原平衡;(2) 合成胞质乙酰辅酶 A，为合

成细胞组成 成 分 和 氨 基 酸 代 谢 提 供 前 体;(3) 产 生

乙醇，抑制其 它 微 生 物 细 胞 的 生 长，提 供 生 态 学 优

势。但是，乙醇的产 生 导 致 大 量 碳 代 谢 流 及 NADH
等辅因子损失，从而导致 S． cerevisiae 不能大量积累

丙酮酸。而目标羧酸积累所需的碳代谢流主要源于

胞内丙酮酸 库
［21］，因 此，通 过 调 控 关 键 酶 的 活 性 和

胞内辅因子水平两种策略降低流向乙醇代谢节点的

碳代谢通量，使碳代谢流大量积聚于丙酮酸节点，是

代谢改造 S． cerevisiae 生产羧酸的研究重点之一。
2. 1 调控关键酶的活性

乙醇 合 成 途 径 的 关 键 酶 包 括 丙 酮 酸 脱 羧 酶

(pyruvate decarboxylase ) 和 乙 醇 脱 氢 酶 ( alcohol
dehydrogenase)。因此，围 绕 上 述 两 个 关 键 酶，目 前

减少或消除 乙 醇 积 累 的 策 略 包 括:(1) 缺 失 乙 醇 脱

氢酶;(2) 缺失丙酮酸脱羧酶;(3) 同时弱 化 丙 酮 酸

脱羧酶和乙醇脱氢酶。详细信息列于表 1。除上述

3 种策略以外，采用自身的或外源的基因替换 PDC1
和 ADH1 的结构基因，使其在 PDC1 和 ADH1 自身启

动子的控制下进行整合表达。既能有效地降低乙醇

的 代 谢 通 量，又 能 异 源 构 建 目 标 羧 酸 的 合 成 途

径
［22］。通过这种整合策略构建的基因工程菌，遗传

稳定性好，利于目标羧酸的工业化生产。

表 1 调控乙醇合成途径中关键酶活性的代谢工程策略

Table 1 Metabolic engineering strategies for manipulation of key enzymes activities in ethanol pathway
Strategies and genes

for deletion
Advantage Disadvantage References

Ⅰ: ADH1，2，3，4 or
ADH1

Leads to lower ethanol titers
Caused the accumulation of glycerol and toxic acetaldehyde which leads
to the poor growth．

［23 － 24］

Ⅱ: PDC1，5，6
Completely eliminates alcoholic
fermentation

Fail to grow on glucose as the sole carbon source and are hypersensitive
to high glucose concentration

［25］

Ⅲ: PDC1，ADH1
Can grow on glucose minimal
medium; the yield of ethanol was
decreased

The specific growth rate was decreased on glucose by half compared to
the single pdc1 mutant

［22］

3751



Guoqiang Xu et al． / Acta Microbiologica Sinica(2011)51(12)

2. 2 调控辅因子的水平

微生物 细 胞 内 氧 化 还 原 状 态 由 NADH /NAD +

比率决定，S． cerevisiae 在好氧条件大量合成乙醇的

原因是:糖酵解速率超过呼吸速率，使得糖酵解产生

的 H +
在 传 递 给 O2 时 受 到 限 制，从 而 导 致 S．

cerevisiae 通过溢流代谢合成乙醇
［26］。因此，在好氧

的条件下，通过过量表达外源的 NADH 氧化酶减弱

溢流代谢，可显著减少副产物乙醇的积累。赵亮亮

等
［27］

将来源于 Streptococcus pneumoniae 的 NADH 氧

化酶(nox) 过量表达于能够积累乳酸的代谢工程菌

S． cerevisiae 中，副产物乙醇浓度从16. 2 g /L下降到

8. 2 g /L。
硫胺素焦磷酸 ( ThDP) 作为 丙 酮 酸 脱 羧 酶 和 丙

酮酸脱氢酶的重要辅因子，在调控丙酮酸代谢方面

发挥着重要作用
［28］。Yonehara． T 等

［29］
在培养基中

添加硫胺素结构类似物，干扰了 S． cerevisiae 的硫胺

素的合 成 途 径，使 S． cerevisiae 积 累 36. 9 g /L 丙 酮

酸，丙酮酸对葡萄糖的产率为0. 37 g / g。但通过添加

酶的抑制剂会引起产品的不安全性，限制了产品的

应用范围。本研究室的前期研究结果表明，通过敲

除 S． cerevisiae 中硫胺素合成途径的调控基因，弱化

硫胺素的合成能力，有效地降低了乙醇的浓度，并显

著促进了丙酮酸的积累，为降低乙醇代谢通量提供

了新的策略。

3 强化羧酸的转运途径

在利用 S． cerevisiae 发 酵 生 产 目 标 羧 酸 的 过 程

中，如何将胞内目标羧酸快速高效地转运到胞外是

提高目标羧酸生产效率的关键之一。在 S． cerevisiae
已完成注释的全基因组序列中，约有 30% 基因编码

细胞膜上的蛋白，这些膜蛋白中有 10% 的蛋白负责

小分子物质的跨膜运输
［30］。其中，注释的有功能活

性的 转 运 蛋 白 有 606 个 ( http: / /www． yeastgenome．
org /)。

羧酸是一种弱酸，在水溶液中处于部分解离状

态。羧酸本身的 pKa 值以及溶液的 pH 值决定了其

在溶液中的存在形式，进而决定其透过细胞膜的方

式。对于非解离状态的羧酸，主要通过不消耗能量

的被动运输方式如自由扩散和促进扩散进行;而对

于解离状态的羧酸，则采用消耗能量的主动运输方

式进行( 图 3)。

图 3 酿酒酵母中一元羧酸可能的几种转运机制
［31］

Fig． 3 Several possible mechanisms for export of weak monocarboxylic acids from S． cerevisiae［31］ ．

已有研究 表 明 S． cerevisiae 仅 能 通 过 自 由 扩 散

的方式 缓 慢 地 吸 收 处 于 非 解 离 状 态 的 苹 果 酸
［32］。

由于微生物细胞胞质的 pH 值为 pH 6 － 7，此时细胞

内的羧酸主要以解离状态存在，因此，羧酸根离子采

用主动运输的方式转运到胞外。通过表达外源的羧

酸转运蛋白，可显著提高羧酸的转运能力。例如，将

源于栗酒裂殖酵母( Schizosaccharomyces pombe) 编码

苹果酸透 性 酶 的 基 因 SpMAE1 于 S． cerevisiae 中 过

量 表 达，显 著 提 高 胞 内 苹 果 酸 向 胞 外 的 转 运 速

率
［33］，而这种转运机制被认为是质子同向运输

［34］。
但是，上述关于转运的研究没有涉及到能量的

平衡问题，其结果是导致了目标羧酸的得率系数下

降。因此，能量需求及其供应成为提高羧酸转运效

率的关键。若微生物细胞无法提供足够的能量，羧

4751



徐国强等: 酿酒酵母生产羧酸的代谢工程策略 ． /微生物学报(2011)51(12)

酸转运就会停止，如在 S． cerevisiae 的同型乳酸发酵

过程中，氧气 停 止 供 应 则 导 致 乳 酸 的 发 酵 停 止
［35］。

针对这一问题，已有研究试图将羧酸积累途径的构

建和羧酸转运所需 ATP 的供给相结合。如在通过还

原 TCA 途径积累 C4 二羧酸时，采用经改造的 PEPC
或 ME 代替 PYC，在为 TCA 循环补给碳代谢流的同

时提供了细胞维持生理代谢所需的能量
［16 － 17］。

4 结论和展望

代谢工程 改 造 S． cerevisiae 生 产 羧 酸 取 得 了 显

著的进展，表现为丙酮酸、乳酸和苹果酸等典型羧酸

不仅在实验室规模而且在工业化生产中实现了较高

的产 量 和 产 率。例 如，S． cerevisiae 经 代 谢 改 造 后，

通过分批补 料 培 养，丙 酮 酸 的 产 量 达 到135 g /L，丙

酮酸对葡 萄 糖 的 产 率 为0. 54 g / g［25］。但 是，在 代 谢

工程改造 S． cerevisiae 生 产 羧 酸 及 其 工 业 化 生 产 过

程中还面临如下难题:(1) 产量低，难以实现工业化

生产;(2) 外源基因表达等代谢工程改造加重了 S．
cerevisiae 生 理 负 担，导 致 细 胞 生 长 缓 慢，生 产 强 度

低;(3) 工业 生 产 环 境 与 实 验 室 水 平 环 境 的 巨 大 差

异，导致 S． cerevisiae 因面临多种环境胁迫致使生产

效率低下。上述问题的实质在于:除了采用代谢工

程修饰关键基因外，还应当在对代谢网络结构进行

准确分析的基础上，重视微生物细胞内能荷水平和

氧化还原状态等胞内微环境对代谢网络调控的研究

以及提升微生物细胞抵御环境胁迫的能力的研究。
因此，这些问题的存在，意味着我们需要从细胞全局

的代谢网络和适应环境变化的调控网络重新进行研

究、设计和改造。
以 S． cerevisiae 全基因组序列为基础，研究者们

发展了大量的系统生物学研究策略，为从全局水平

上理解和调控 S． cerevisiae 的 生 理 代 谢 功 能 奠 定 了

坚实的基础
［36］。借助 高 通 量 组 学 分 析 技 术 和 全 基

因组规模代谢 网 络 模 型，Lee Sang Yup 发 展 了 系 统

代谢工程策略
［37］:在对复杂微生物代谢和调控网络

进行全局分析的基础上，定向性地对靶基因进行遗

传改造，所获得的代谢工程菌不仅有效地促进目标

产物的积累，减少副产物的产生，同时不会对细胞生

长造成过多影响。因此，未来将系统生物学的技术

应用到代谢工程改造 S． cerevisiae 生产羧酸的领域，

将更加有效地促进羧酸的积累，减少代谢产生的副

反应，提升微生物细胞抵御环境胁迫能力。
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Metabolic engineering strategies for carboxylic acids
production by Saccharomyces cerevisiae—A review

Guoqiang Xu1，2，Liming Liu1，2* ，Jian Chen1，2*

1 State Key Laboratory of Food Science and Technology，
2 Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of

Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，China

Abstract:Carboxylatic acids have been widely used in food，pharmaceutical and chemical industries． As a eukaryotic
model organism， Saccharomyces cerevisiae is thought as cell factory to produce organic acids through manipulating
metabolic pathway． In this review，we addressed the metabolic engineering strategies to construct a high titer route
converting pyruvate to target carboxylate，and to explore how to divert the carbon flux to desired product from ethanol．
Furthermore，we also discussed the mechanisms for carboxylate transport and energy involved in． Finally，the relevant
strategies for development in future are proposed．
Keywords: Saccharomyces cerevisiae，carboxylatic acids，metabolic engineering，systems biology
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