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生物固碳：从自然生物到人工合成
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北京 100101； 2 中国科学院深圳先进技术研究院合成生物学研究所，广东，深圳 518055）

摘要：近年来，大气中二氧化碳浓度上升引起了气候变化等一系列环境问题，“碳中和”成为各国发展目标之一。

实现碳中和，意味着要将空气中的二氧化碳固定下来，作为生产碳基化合物的原料。将二氧化碳转化为人类可以

利用的有机物是利用二氧化碳的有效途径之一，这使得二氧化碳的生物固定和转化成为当前研究热点，重点聚焦

在天然固碳途径的改造和人工固碳途径的设计合成。由于二氧化碳中的碳原子处于最高氧化态，二氧化碳还原成

有机物需要能量输入，如何输入还原力和能量是决定生物固碳效率的关键因素。本文总结了近年来天然固碳途径

改造、人工固碳途径设计合成方面取得的进展，对天然固碳途径和人工固碳途径进行了比较分析，并重点讨论了

人工生物固碳过程中的还原力和能量输入问题，包括还原力、ATP等化学能、光能和电能等。最后，从途径和能

量两方面分析了生物固碳面临的问题和发展趋势，并据此提出了一些可能的研究方向。
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Abstract: In recent years, the increase in the atmospheric concentration of CO2 has caused serious environmental 

problems such as climate change, and carbon neutrality is presently a topic of global interest. Achieving carbon 

neutrality means to convert the atmospheric CO2 into carbon-based compounds. Converting CO2 into organics that can 

be used by humans is one of the effective ways to utilize CO2. Among them, biological carbon fixation has received 

great interest. In nature, plants and microbes can fix CO2 through carbon fixation pathways. Researchers have also 

designed several novel artificial carbon fixation pathways for CO2 fixation. Research on biological carbon fixation has 

mainly focused on the modification of natural carbon fixation pathways and the design and synthesis of artificial 

carbon fixation pathways. Since the carbon atom in the CO2 is in the highest oxidation state and the reduction of CO2 
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into organics requires energy input, the input of reducing power and energy is one of the key factors determining the 

efficiency of carbon biofixation. This review summarizes the advances achieved in recent years in the engineering of 

natural carbon fixation pathways and the design and construction of artificial carbon fixation pathways. The 

efficiencies of the artificial carbon fixation pathways, including the utilization of CO2-derived one carbon compounds, 

and the natural carbon fixation pathways are compared. Subsequently, we highlight the importance of reducing power 

and energy supply in the process of artificial biological carbon fixation, including chemical energy such as ATP and 

reducing power, light energy and electric energy. Finally, we analyze the challenges and trends of biological carbon 

fixation in terms of pathways and energy, and propose strategies for future research on biological carbon fixation.

Keywords: biological carbon fixation; natural carbon fixation pathway; artificial carbon fixation pathway; energy; 

reducing equivalent

近年来，由于大气中二氧化碳（CO2）浓度上

升所导致的全球气候变暖引起了全世界的高度关

注。2020年 9月，我国宣布了“二氧化碳排放力争

于 2030年前达到峰值，努力争取 2060年前实现碳

中和”的目标。“碳达峰、碳中和”的“双碳”目

标，已经成为产业结构再升级和区域发展格局再

重构的重大历史契机。为实现这一目标，一方面

需要在建筑、工业、交通、电力、炼油、农业等

现有经济部门布局下做“减法”，调整能源和产业

结构，大规模减少碳排放，同时增加碳捕集与封

存，如植树造林等活动，尽早实现“碳达峰”。另

一方面则应在未来绿色产业布局方面大力做“加

法”，加速摆脱由煤炭、石油和天然气为主要燃料

和原料的传统能源和工业体系，快速培育形成低

碳、“零”碳排放的工业技术体系和产业布局，推

动区域经济在实现“碳中和”目标下的高速可持

续发展。

将 CO2转化为人类可以利用的有机物是利用

CO2的有效途径之一。在自然界中，植物和微生物

利用自养固碳途径将CO2转化为有机物，每年可固

定超过 7×1016 g的无机碳［1］。通过合成生物学和代

谢工程的手段对蓝藻等自养微生物进行改造，可

以将CO2转化为乙醇、乙酸、丙酮、丁醇、乳酸等

化学品［2-4］。随着合成生物学和生物技术的发展，

近年来生物固碳的相关研究取得了很大进展，已

有一些文献进行评述。如 Gong等［5-6］详细介绍了
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六条天然固碳途径，并总结了合成生物学应用于

生物固碳研究取得的进展；Correa 等［7］在天然固

碳途径的基础上，讨论了人工固碳途径的最新进

展和嗜热微生物代谢在生物固碳领域的重要性。

本文从天然固碳途径、人工固碳途径以及生物固

碳途径的能量供给三个方面，总结和介绍人工生

物固碳研究的最新进展。

1 天然固碳途径的改造和应用

如表 1所示，自然界中已经发现六条天然固碳

途径，分别为卡尔文循环（Calvin-Benson-Bassham 

cycle）、还原性 TCA 循环（reductive tricarboxylic 

acid cycle）、WL 途径（Wood-Ljungdahl pathway）、

3-羟基丙酸双循环（3-hydroxypropionate bi-cycle）、

3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环（3-hydroxypropionate/

4-hydroxybutyrate cycle）和二羧酸/4-羟基丁酸循环

（dicarboxylate/4-hydroxybutyrate cycle）［5］。

卡尔文循环是最早发现的生物固碳循环，也

是被研究最多的生物固碳循环［8］。卡尔文循环是

自然界中最主要的固碳途径，地球上超过 90% 的

碳固定是由卡尔文循环完成的［1， 14］。 2016 年，

Antonovsky 等将卡尔文循环中的 1，5-二磷酸核酮

糖羧化酶/加氧酶（Rubisco）和磷酸核酮糖激酶

（PRK）的基因导入大肠杆菌中，实现了卡尔文循

环在异养微生物中的重构［15］。近年来对卡尔文循

环的应用研究也较多。将卡尔文循环中的Rubisco

等酶导入大肠杆菌、酵母等异养菌中，可以减少

在发酵生产目标化学品时放出的CO2，从而提高产

物的得率。例如，在大肠杆菌中单独或组合表达

卡尔文循环中的Rubisco和PRK两个酶，可将每消

耗 1 mol 阿拉伯糖放出的 CO2从 0.731 mol 减少至

0.621 mol［16］；而在酿酒酵母中表达卡尔文循环中

的Rubisco和 PRK，则可以减少副产物的产生，将

乙醇产量提高10%［17］。

对卡尔文循环的改造，主要集中在对Rubisco

的改造上［18］。Rubisco是一个双功能酶，会同时催

化底物RuBP与CO2和O2分别发生羧化反应和氧化

反应，由于O2会竞争该酶的活性中心，从而影响其

固碳活性［19-20］。为了提高Rubisco的羧化活性，本

研究组前期开发了一种基于大肠杆菌的活性导向筛

选系统，使大肠杆菌的生长与Rubisco的羧化活性

关联起来。利用该系统对聚球藻（Synechococcus 

sp.）PCC7002的Rubisco进行定向进化，得到的突

变体对 CO2的比酶活提高了 85%［21］。不同来源的

Rubisco在酶学性质上差异较大。蓝藻Rubisco的固

碳效率高，但对 CO2/O2的选择性低；而 C3植物中

Rubisco 的固碳效率低，但对 CO2/O2 的选择性

高［18］。在一些研究中，为了解Rubisco的小亚基对

酶学性质的影响，将不同来源Rubisco的小亚基与

大亚基进行组装，获得了杂合的Rubisco，可以提

高羧化活性或者对 CO2/O2的选择性［22-23］。Rubisco

改造的主要挑战是Rubisco高羧化活性和对CO2/O2

的高选择性不能共存，需要对二者进行平衡［19， 24］。

对卡尔文循环进行改造，除了改造Rubisco，还可

以改造途径中的景天庚酮糖-1，7-二磷酸酶、果糖-

1，6-二磷酸醛缩酶和转酮醇酶等。在蓝藻中过表达

表表1　　六种天然固碳途径的比较

Tab. 1　　Comparison of six natural carbon fixation pathways

途径

卡尔文循环[8]

还原性TCA 循环[9]

WL途径[10]

3-羟基丙酸双循环[11]

3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循环[12]

二羧酸/4-羟基丁酸循环[13]

厌氧/

好氧

好氧

厌氧

厌氧

好氧

好氧

厌氧

反应数

11

9

8

16

16

14

产物

3-PGA

乙酰辅酶A

乙酰辅酶A

丙酮酸

乙酰辅酶A

乙酰辅酶A

固碳酶

Rubisco

2-oxoglutarate synthase and isocitrate dehydrogenase

Formate dehydrogenase and CO dehydrogenate/

Acetyl-CoA synthase

Acetyl-CoA carboxylase and propionyl-CoA 

carboxylase

Acetyl-CoA carboxylase and propionyl-CoA 

carboxylase

Pyruvate synthase and Phosphoenolpyruvate 

carboxylase

ATP/CO2

/(mol/mol)

3

1

0.5

1.67

2

1.5

NAD(P)H/CO2

/(mol/mol)

2

2

2

1.67

2

2
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这三种限速酶可以提高卡尔文循环的效率，从而

提高蓝藻生产化合物的产量［25］。在烟草中过表达

景天庚酮糖-1，7-二磷酸酶也可以提高卡尔文循环

的固碳效率，进而改善烟草的生长［26］。

含有WL途径的微生物可以利用合成气发酵生

产化学品。一些产乙酸菌中存在WL途径，所以它

们可以利用CO2和CO作为碳源，利用H2作为能量

来源产生乙酰辅酶A，合成乙酸、乙醇、丙酮、丁

酸、丁醇和丁二醇等化学品［27-29］。合成气的主要成

分为CO2、CO和H2，主要来源于煤、石油、生物

质和有机废物等物质的气化，来源广泛且具有能

量，是非常具有潜力的生物制造原料［30-31］。对含有

WL途径的产乙酸菌等微生物进行改造，可以使它

们能够将合成气高效转化为大宗化学品（表 2），

并且可以减少CO2和CO等废气对空气的污染。从

表 2 中可以看出，微生物合成气发酵产丙酮、甲

醇、乙醇和乙酸等化学品的产量很高（>40 g/L），

其中丙酮的产量已经超过100 g/L［32］。

3-羟基丙酸双循环与 3-羟基丙酸/4-羟基丁酸循

环的固碳酶相同，都是乙酰辅酶 A 羧化酶和丙酰

辅酶羧化酶，两条途径也共有许多中间代谢产物，

但是关于这两条途径的酶学比较研究表明，它们

是独立进化的［40-41］。Liu等［42］通过定向进化对这两

个途径的固碳酶丙酰辅酶 A 羧化酶进行改造，使

其羧化活性提高了 94倍，实现了从乙酰辅酶A高

效地合成丁二酸。二羧酸/4-羟基丁酸循环的固碳

酶为丙酮酸合酶和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶。磷

酸烯醇式丙酮酸羧化酶的酶活较高，因此该途径

的限速酶是丙酮酸合酶。丙酮酸合酶的还原羧化

活性很低，且在体外环境中难以发生，反应所需

的外源电子供体电势需低于−500 mV，才能有效驱

动丙酮酸合酶还原羧化反应的发生［14，43-44］。目前仅

有极少数丙酮酸合酶体外还原羧化反应的报

道［45-47］。与丙酮酸合酶相似，α-酮戊二酸合酶催化

的羧化反应也难以发生，需要极低电势的还原态

铁氧还蛋白 （Ferrodoxin， Fd）提供还原力来推

动反应，这极大地限制了还原性TCA循环的应用。

2 人工固碳途径的研究进展

天然固碳途径存在一些缺陷，如固碳酶活性

低导致途径的固碳效率较低；需要经过多步反应，

对固碳效率有较大影响；有些天然固碳途径的固

碳酶比较复杂且难以异源表达等。这些问题影响

了天然固碳途径的应用。近年来，在合成生物学

思想指导下，人工固碳途径得到广泛重视。相关

研究主要包括两个方面：一是利用天然固碳途径

中的固碳酶重新设计新的人工固碳途径；二是寻

找新的高效固碳酶设计新的人工固碳途径。

2.1 利用天然固碳途径中的固碳酶重新设计途径

天然固碳途径一般比较长并且其中的固碳酶

大多比较复杂，但也有一些固碳酶的活性很高，

且结构比较简单，如磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶等。

一些研究者利用这些简单且活性高的固碳酶重新

设计固碳途径，希望可以减少反应步骤，提高固

碳效率。2010 年，Bar-Even 等利用自然界中已知

表表2　　含有WL途径的微生物利用合成气发酵生产化学品的产量

Tab. 2　　Production of chemicals from syngas fermentation using microorganisms equipped with the WL pathway

Strain

Clostridium ljungdahlii

Acetobacterium woodii

Acetobacterium woodii

Clostridium sp. MTButOH365

Clostridium sp. MAceT113

Clostridium sp. MT1802

Clostridium sp. MT1424

Clostridium sp. MT1424

Clostridium sp. MT1243

Fermentation time

560 h

11 d

−
6 d

5 d

25 d

25 d

25 d

25 d

Fermentation mode

Cell recycle in the CSTR

A batch-operated stirred-tank bioreactor

Continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Single-stage continuous fermentation

Product

Ethanol

Acetate

Acetone

Butanol

Acetone

2,3-butanediol

Methanol

Formate

Mevalonate

Titer or 

productivity

48 g/L

44 g/L

26.4 mg/(L·h)

21.98 g/L

104 g/L

9.18 g/L

70.4 g/L

4.3 g/L

97 mmol/L

Ref

[33]

[34]

[35]

[36]

[32]

[37]

[38]

[38]

[39]
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的约 5000 种酶，计算设计了一系列人工固碳途

径，对天然固碳途径和这些人工固碳途径进行比

较后，发现高固碳效率的途径都具有比较相似的

核心结构，他们将这一结构称为丙二酰辅酶A-草

酰乙酸-乙醛酸（MOG）途径，其固碳效率比卡尔

文循环高 2～3 倍［48］。作者使用 MOG 途径设计的

C4-乙醛酸循环，理论上可以将C4植物中草酰乙酸

被还原为苹果酸再脱羧生成丙酮酸时释放的 CO2

转化为乙醛酸，提高整体固碳效率。虽然到目前

为止，C4-乙醛酸循环还没有在体外或微生物体内

实现，但是可以为后续设计人工固碳途径提供新

思路。

卡尔文循环不能直接生成 2C产物，而需要先

生成 3C 产物，再释放一个 CO2生成乙酰辅酶 A，

从而造成碳损失。 2018 年，Yu 等针对这一问

题，设计了一条丙二酰辅酶A-甘油（MCG）途径

［图 1（a）］来增强卡尔文循环，从而实现卡尔文循

环到乙酰辅酶A的高效合成［49］。Yu等在体外和大

肠杆菌体内都证明了 MCG 途径的功能，并且将

MCG 途径导入聚球藻（Synechococcus elongates）

中，证明了它可以增加聚球藻细胞中乙酰辅酶 A

的浓度，且碳酸氢盐的同化作用也增强了 2 倍左

右。已有的天然和人工固碳途径通常包含了多个

反应，大多超过 10个反应。通常，固碳途径中的

反应步骤越多，整体的固碳效率就会越低。针对

这个问题，作者设计了一条最小化的人工合成固

碳途径——POAP循环［50］［图 1（b）］。POAP循环

是一个只包含四步反应的最简酶促碳固定循环，

通过丙酮酸合酶和丙酮酸羧化酶两步反应进行固

碳。丙酮酸合酶是 POAP 循环中最关键也最难实

现羧化功能的酶，需要非常低电势的电子供体来

驱动反应［46］。前已述及，在生物体内驱动这个反

应的天然电子供体一般是 Fd［51］。通过筛选一系列

低电势的 Fd，作者实现了丙酮酸合酶的还原羧化

反应，在体外构建了 POAP 循环并实现了固碳功

能，固碳速率达到 8 nmol CO2/（min·mg 固碳酶）。

与已发现的天然固碳途径和人工固碳途径相比，

POAP 循环固定 1 分子 CO2只需要消耗 1 分子 ATP

和 0.5分子还原力，具有较高的能量效率。由于丙

酮酸合酶是高温厌氧酶［52］，所以 POAP 循环可以

在厌氧和相对较高温度（50 ℃）下进行CO2固定，

为了解和研究远古生物中 CO2的固定提供一个可

供选择的模型。

2.2 寻找新的高效固碳酶用于人工固碳途径

除了天然固碳途径中的固碳酶外，自然界中可

以用于固碳的羧化酶非常多，其中有一些羧化酶活

性非常高。利用这些羧化酶设计全新的固碳途径，

可以显著提高固碳效率。2016年，Schwander等成功

在体外构建了一条以CO2为底物从头合成终产物乙

醛酸的固碳循环——CETCH 循环［53］［图 1（c）］。

CETCH循环的核心固碳酶是巴豆酰辅酶A羧化酶/

还原酶，该酶的比酶活可以达到 110 U/mg，是迄

今为止固碳活性最高的羧化酶，但这个酶在进化

过程中并没有用于自养固碳途径［57-58］。CETCH循

环仅利用巴豆酰辅酶A羧化酶/还原酶作为固碳酶，

途径的固碳效率就达到了 5 nmol CO2/（min·mg核心

酶）。CETCH循环是第 1条非天然人工固碳途径，

其在体外实现固碳功能，为创建人工固碳途径开

辟了新的道路［59］。2021年，人工生物固碳领域在

CETCH循环之后又迎来了重大突破。淀粉是具有

重要营养价值的主要碳水化合物，而合成人造淀

粉是一个较大的挑战。Cai等设计了一条ASAP途径

［图1（d）］，利用化学-生物无细胞系统，实现以CO2

和H2为原料合成淀粉［54］。ASAP途径在H2驱动下将

CO2转化为淀粉的速率可以达到22 nmol C/（min·mg

总催化剂），比玉米中的淀粉合成速率高约 8.5倍，

为淀粉合成走出农业路线开辟了新的道路。

除了设计利用 CO2的人工固碳途径外，因为

CO2可以高效地转化为一碳化合物［60］，所以通过

利用一碳化合物也可以实现固碳。CO2直接电化学

还原可以产生甲酸，能量效率大于 40%［61］；CO2加

氢可以生成甲醇，这个过程的能量效率可以达到

50%以上［62］。Lu等设计和构建了从甲醛到乙酰辅

酶A的全新途径（SACA途径）［图 1（e）］，可以利

用甲醛生成乙酰辅酶 A［55］，体外构建的 SACA 途

径对甲醛的转化率达到了 50%。这条途径是乙酰

辅酶 A 生物合成途径中最短的途径，并且不依赖

于ATP，为未来从一碳化合物生产乙酰辅酶A及其

衍生化学品提供了可能性，具有很大的应用潜力。

SACA途径的第一步和第二步的酶分别是乙醇
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醛合酶和磷酸酮醇酶，顺序催化两个甲醇分子缩

合为一个乙醇醛及将乙醇醛转化为乙酰磷酸。这

两个酶都是通过人工设计得到，然后应用于人工

固碳途径中。在人工固碳途径中，酶是核心，为

了提高酶的活性、选择性等，对这些酶进行计算

设计和改造具有重要的意义和应用价值。Siegel 

图图1　代表性的人工固碳途径

Fig. 1　Representative synthetic carbon fixation pathways
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等［56］通过计算设计获得了一种甲醛酶，能够催化

3个甲醛分子生成 1个二羟丙酮分子，实现一碳化

合物向三碳化合物的转变。作者利用所获得的甲

醛酶，设计了一条固碳途径并命名为甲醛酶途径

［图 1（f）］，该途径通过五步反应可将CO2转化为磷

酸二羟丙酮，表明新酶设计可以促进构建全新的

人工固碳途径。

2.3 人工固碳途径的讨论

从第一条人工固碳途径 CETCH 循环到 CO2

合成淀粉的 ASAP 途径，近年人工固碳途径的研

究取得了突破性进展。这些人工固碳途径总体

可以分为两类（表 3）：一类是需要添加共底物

辅助固碳的途径，如已经在体内成功构建和应

用 的 MCG 途 径 ， 需 要 磷 酸 烯 醇 式 丙 酮 酸 

（PEP） 作为共底物；另一类是可以利用 CO2 从

头合成有机物的途径，如 CETCH 循环、POAP

循环和 ASAP 途径。从固碳效率来说，这些人工

合成固碳途径已经超过天然的卡尔文循环［2.58 

nmol C/（min·mg 总酶量）］［54］，其中 ASAP 途径

固碳速率最高，淀粉合成速率可以达到 22 nmol 

C/（min·mg 总酶量）。从反应数来看，SACA 途

径由于以乙醛作为底物合成乙酰辅酶 A，只需要

3 步反应即可实现；在以 CO2为原料从头合成产

物的途径中，POAP 循环只需要 4 步反应，是目

前最短、最简单的固碳途径。从能量消耗来说，

人 工 固 碳 途 径 普 遍 低 于 天 然 固 碳 途 径 ， 如

CETCH 循环和 POAP 循环固定酶分子 CO2只需要

1 分子 ATP 和 0.5/1 分子还原力。这与固碳途径的

产物有关，CETCH 循环和 POAP 循环的产物乙

醛酸和草酸的氧化程度较高，因此需要的能量

输入较少。

除了这些人工固碳途径外，在改造大肠杆菌

实现基于一碳化合物的半自养生长方面，相关

研究也取得了很大的进展。如 Gleizer 等［63］在大

肠杆菌中表达 Rubisco 和磷酸核糖激酶，使大肠

杆菌能够固定 CO2合成生物质。在该菌中共表达

甲酸脱氢酶，再经过适应性进化后，实现了大

肠杆菌利用甲酸作为碳源和能源进行自养生长。

Chen 等［64］和 Chen 等［65］敲除了大肠杆菌磷酸戊

糖途径中的戊糖利用必需基因，然后表达了核

酮糖-单磷酸（RuMP）途径中的相关酶，构建

了一株“合成甲醇营养缺陷”菌株，该菌株只

有在甲醇存在时才能利用木糖或核糖生长。在

此基础上，对“合成甲醇营养缺陷”菌株的代

谢进行重新编程和适应性进化，最终得到了能

以甲醇为唯一碳源生长的大肠杆菌。

3 生物固碳途径的能量来源

生物的营养方式一般分为自养和异养。异养

微生物通过有机物提供碳源和能量，而自养微生

物利用无机碳作为碳源，通过固碳途径将无机碳

转化为有机碳所需的能量一般来源于光能或无机

物氧化。化能自养型微生物的能量一般来源于硫

化合物、氢气、金属和氨等物质的氧化［66-67］，在这

一生命过程中能量主要是通过两种形式被消耗，

即还原力和ATP。

表表3　　人工固碳途径的比较

Tab. 3　　Comparison of artificial carbon fixation pathways

途径

MCG途径

CETCH循环

SACA途径

POAP循环

ASAP途径

体内/

体外

体内

体外

体外

体外

体外

反应

数

8

12

3

4

11

底物

CO2、

PEP

CO2

甲醛

CO2

CO2

产物

乙酰辅酶A

乙醛酸

乙酰辅酶A

草酸

淀粉

固碳酶

Phosphoenolpyruvate 

carboxylase

Enoyl-CoA carboxylases/

reductases

—

Pyruvate synthase and 

pyruvate carboxylase

Formolase

固碳速率

/[nmol C/(min·mg总酶量)]

—

3.87 

[5 nmol C/(min·mg核心酶)]

—

6.8

17.2

ATP/CO2

/(mol/mol)

3

1

—

1

0.5

NAD(P)H

/CO2

/(mol/mol)

3

1

—

0.5

2
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3.1 固碳途径的还原力来源

CO2的固定需要摄入还原力。CO2中的碳是+4价，

是碳的最高价态，而在有机物中碳是低价态的，

所以需要还原力将CO2中高价态的碳还原为有机物

中低价态的碳。在固碳途径中还原力的表现形式

主要有：NAD（P）H 和还原态 Fd 等，如还原性

TCA循环中异柠檬酸脱氢酶利用NAD（P）H中的还

原力来固定CO2，而二羧酸/4-羟基丁酸中丙酮酸合

酶固定CO2需要还原态的Fd提供还原力。

天然固碳途径一般存在于自养生物中，固碳

途径所需的还原力一般来源于光能和化学能。在

光合自养生物中，还原力来源于光合作用［68］。光

反应过程中生成的 NADPH 和还原态的 Fd 可以作

为还原力用于固碳途径［69］。而在化能自养生物中，

还原力一般来源于硫化合物、H2、CO等物质的氧

化［70］。例如一些微生物体内的氢酶可以吸收 H2，

放出电子传递给NADP+和氧化态的 Fd，从而生成

NADH和还原态的 Fd［71］，然后通过体内的一些转

氢酶将电子传递给NADP+生成NADPH，从而用于

固碳途径［72， 73］。一些极端环境微生物体内的异化

亚硫酸盐还原酶和硫酸腺苷还原酶等，可以催化

含硫化合物氧化并放出电子，从而生成NAD（P）H

和还原态Fd，驱动固碳反应［74， 75］。

近年来，也有一些研究将天然固碳途径或者

人工固碳途径导入异养微生物中，使它们能够利

用有机物中的能量来固定CO2供给微生物生长或生

产化学品，如前文中提到的在大肠杆菌体内构建

MCG途径并进行固碳［49］。异养微生物中的能量来

源于有机物，还原力的来源主要是有机物氧化释

放出电子，电子传递到NAD（P）+和氧化态的 Fd等

电子受体中，从而生成NAD（P）H和还原态Fd。所

以，对微生物体内还原力的研究也可以应用于微

生物体内固碳途径，从而提高固碳能力。在光合

微生物中，NADPH是光合作用产生还原力的主要

形式，但大多数脱氢酶更偏向于利用 NADH 作为

还原力，若还原力的需求和供给耦合效率不高，

就会造成光合微生物还原力的浪费。针对这一问

题，本研究组将电子传递蛋白OmcS引入到聚球藻

（Synechococcus elongatus UTEX 2973）中，证明了

OmcS可以将多余的电子从质体醌（PQ）传递至光

系统Ⅰ（PSⅠ）中，从而推动循环电子转移，使细

胞内的 NADH 浓度增加了 60%，乳酸产量增加了

4倍，生物量增加了 60%，改善了蓝藻中光合作用

的 NADH/NADPH 辅因子不平衡问题［76］。在另外

一些研究中，也通过在微生物中引入催化NAD（P）

H 再生的酶来提高体内 NAD（P）H 水平。Wang 等

在克雷伯氏菌（Klebsiella pneumoniae）中引入

NAD+依赖的甲酸脱氢酶、吡啶核苷酸转氢酶和葡

萄糖脱氢酶等催化 NADH 再生的酶，使胞内

NADH/NAD+比例增加了 78%～135%［77］。Xu 等在

大 肠 杆 菌 中 引 入 巨 大 芽 孢 杆 菌 （Bacillus 

megaterium）来源的两个葡萄糖脱氢酶，使大肠杆

菌胞内的葡萄糖脱氢酶活性增强了近 10倍。葡萄

糖脱氢酶可以催化葡萄糖发生脱氢反应生成

NADPH，所以这一策略使 NADPH 在体内和体外

都能有效再生［78］。

还原态 Fd也是还原力的一种表现形式。Fd是

一类分子量很小的可溶性铁硫蛋白，是一种重要

的电子载体，可为众多的反应提供还原力［79］。Fd

可以根据铁原子氧化态的变化来接受或者释放电

子。Fd 的氧化还原电位通常低于−200 mV，在专

性厌氧微生物中可以低至−500 mV以下［80-81］，因此

Fd不仅在各种代谢过程中充当电子载体，在一些

需要低电势驱动的氧化还原反应中也具有重要作

用［82-83］。在天然固碳途径中，α-酮戊二酸合酶和丙

酮酸合酶等酶催化的反应需要很低的电势（低

于-500 mV）［44］，这些反应都需要还原态 Fd 的参

与。在近年的研究中，厌氧微生物来源的［4Fe-

4S］等低电势 Fd已经可以通过异源表达纯化，并

在大肠杆菌体内和体外发挥作用［84-85］。

3.2 固碳途径中的 ATP 来源

ATP是一种高能磷酸化合物，水解时能够释放

出大量的自由能。细胞中多种代谢反应都需要ATP

的参与，每条固碳途径都需要消耗ATP。ATP在胞

内的生成主要是通过两种方式：一种是底物水平

磷酸化；一种是 ATP 合酶利用膜内外质子梯度来

合成ATP，包括氧化磷酸化和光合磷酸化等。

生物固碳途径需要固定CO2并将其还原为有机

物，这些反应通常在热力学上是不利的，所以固
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碳途径需要ATP摄入，ATP水解释放的大量自由能

可以为这些反应提供能量［86-87］。提高ATP的水平对

固碳途径具有推动作用，相关研究主要包括提高

底物水平磷酸化酶表达、增强电子传递链和质子

梯度以及提高ATP合酶的活性等方面［88］。

在微生物体内提高催化底物水平磷酸化反应

的酶表达水平和活性可以提高胞内的 ATP 水平，

从而提高目标化合物的产量。例如，在大肠杆菌

中提高磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶的基因表达水平

和活性，可以增强CO2的固定并增加ATP产量［89］。

ATP合成主要是通过电子传递链传递电子形成的质

子梯度驱动，所以电子传递链和质子梯度的强度

对ATP合成有很大影响。pH值对质子梯度的影响很

大，酸性条件有利于质子梯度的产生。例如，在酸

性条件下，出芽短梗霉（Aureobasidium pullulans）

和白色链霉菌（Streptomyces albulus）的胞内 ATP

水平都有明显提高［90-91］。ATP合酶是生成ATP的关

键酶，提高胞内 ATP 水平最直接的方法是对 ATP

合酶进行改造和过量表达，以提高ATP合酶活性。

虽然 ATP 合酶非常复杂，但是在一些研究中，过

表达体内 ATP 合酶，对提高胞内 ATP 水平也有一

定的效果。Xu 等通过在念珠菌（Candida utilis）

中表达来自拟南芥的 ATP 合酶基因，增强了 ATP

再生和胞内ATP供应［92］。此外，在酵母和拟南芥

中过表达拟南芥来源的 ATP 合酶，都能提高 ATP

合成水平［93］。

3.3 非生物能驱动的固碳途径研究进展

还原力和 ATP 是生物固碳途径的直接能量来

源，而光能和有机物、硫化物、H2等化学能可以

转化为还原力和ATP，从而间接为生物固碳途径提

供能量。近年来，一些研究者们尝试在固碳途径

中直接引入化学能、光能以及电能等能量形式，

使生物固碳与化学催化、光催化和电催化等相结

合。由于热力学限制，CO2的还原不能自发进行，

需要外部能量来驱动，这些能量形式为CO2的还原

提供了更强的驱动力，而将它们与生物固碳结合

可以将CO2转化为更高价值的C2+产品［94］。如前文

提到的ASAP途径中，Cai等在途径的第一步利用

ZnO-ZrO2催化剂催化令 CO2和氢气生成甲醇，催

化甲醇生成速率达到 0.25 g/（h·g催化剂），甲醇再

经过一系列的酶催化合成淀粉［54］。

光催化CO2的还原类似于自然界的光合作用，

植物和光合微生物通过吸收光能将CO2和H2O转化

为有机物的过程，这一过程的能量来源是光能。

而光催化CO2的还原可以看做是人工光合作用，其

中的光催化剂是半导体或者染料。光催化CO2的还

原反应条件非常温和，可与生物固碳相结合，将

半导体光催化纳米材料与微生物形成杂化体系，

即半人工光合作用系统［95］。 Sakimoto 等［96］ 和

Zhang 等［97］用硫化镉纳米材料 CdS 和金纳米材料

AuNCs诱导非光合细菌Moorella thermoacetica自光

敏化，从而利用光能将CO2还原为乙酸。在模拟日

光下，量子产率分别达到了2.44%±0.62%和2.86%±

0.38%，前者在 435～485 nm LED灯下量子产率达

到 52%±17% 的极高水平。Wang 等［98］将硫化镉

（CdS）纳米颗粒覆在光合细菌 Rhodopseudomonas 

palustris表面。在可见光作用下，R. palustris的生

物质、类胡萝卜素和聚-β-羟基丁酸酯（PHB）的

产量分别增加到 148%、122%和 147%，并且光合

效率从原来的 4.31%提高到 5.98%，这表明CdS纳

米颗粒在电子产生和传导中发挥了重要作用。

CO2电化学还原就是一个利用电能将CO2在电解

池中还原的过程。通过将电能引入到酶催化反应中可

以实现生物固碳，如甲酸脱氢酶、甲醛脱氢酶等催化

的固碳反应［99］。Reisner团队［100］将甲酸脱氢酶与金属

氧化物TiO2偶联，实现高效电催化CO2还原为甲酸，

转换数达到（11±1）s-1，是Rubisco转换数的近 10倍。

还有一些微生物可以耐受低电压，并利用电子作为能

量来源，利用这些微生物可以开发用于CO2还原的

微生物电催化，如 Methanococcus maripaludis、

Methanolacinia petroleumearia、Methanobacterium 

congolense 等产甲烷菌。Schlager 等［101］利用产甲

烷菌制造微生物电解池，以 CO2 作为唯一碳源，

利用电能生产甲烷，生产率达到了 22%。

4 生物固碳面临的问题及发展趋势

目前，大多数研究集中在利用天然固碳途径

来固定CO2生产化学品，或对天然固碳途径进行改

造来提高它们的固碳效率。其中，考虑到Rubisco
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是自然界中分布最广泛的固碳酶，与所有植物的

生长和农业生产息息相关［102］，因此关于 Rubisco

改造和卡尔文循环应用的研究较多。自然界中可

能还存在未被发现的天然固碳途径，挖掘新的、

高效的天然固碳途径并实现应用，是生物固碳的

一个重要方向。从设计新的高效人工固碳途径角

度，固碳酶的选择和设计是关键。天然固碳途径

中一些酶活性很高，如磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

等。除了这些酶外，大自然中可以固碳的羧化酶

非常多，其中有一些酶活性很高，但是在生物进

化的过程中却并没有用于固碳途径中。以这些高

活性的羧化酶为基础，有可能设计出更高效的人

工合成固碳途径，提高固碳途径的效率。因此，

挖掘或设计新型、高效固碳酶，并用于人工固碳

途径的设计与应用，也是一个重要的方向。

对CO2固定的研究除了设计人工固碳途径外，

另一个重要的因素就是能量，而目前对于CO2固定

的能量研究较少。很多自养微生物可以利用光能

和H2、硫化物等无机化学能进行固碳［74］。对这些

自养微生物进行工程改造，使它们能够生产目标

化学品，是一个重要的努力方向。但是自养微生

物一般生长比较慢，生产化学品的产量较低，一

般难以满足工业化的需求。因此，将自养微生物

的固碳途径导入异养微生物中进行异养固碳也是

目前的一个热点。大肠杆菌的遗传背景清晰、遗

传操作简单、生长速度快，是异养固碳生产化学

品非常合适的宿主。另外，也可以考虑引入新的

能量利用途径以及新的能量形式进行生物固碳研

究。对光能的利用不仅可以通过光合作用，也可

以通过一些非典型光合系统，例如视紫红质和一

些可以吸收光能的生物材料等。近年来，电化学

研究的发展也为利用电能进行生物固碳提供了可

能性，未来生物电能利用系统的设计、构建在生

物固碳应用方面，还有很大的想象和发展空间。

合成生物学和生物技术的迅速发展为生物固

碳研究提供了多种方向和可能性。研究者们对自

养生物、固碳途径、固碳酶和能量的认识和应用

越来越丰富。但是由于CO2是高度氧化的产物，电

子输入 CO2的速度决定了 CO2还原的速度。未来，

生物-化学相组合的技术体系，或许会成为廉价、

高效CO2还原和固定转化的核心方向。
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