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二氧化碳微生物转化与体外酶催化体系研究进展
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摘要：二氧化碳 （CO2） 是主要的温室气体，但同时也是一种储量巨大、廉价、安全且易得的可再生资源。在我

国“碳达峰、碳中和”战略目标的驱动下，如何有效减少 CO2排放并转而利用这一重要碳资源已成为当前的研究

热点与重点，这同时也加快了 CO2捕集、利用与封存 （carbon capture， utilization and storage， CCUS） 技术的发展

和创新。生物转化是实现 CO2利用的主要路径之一，既能够直接催化、转化 CO2合成目标产物，也可以与化学催

化路径相耦合实现对 CO2来源的有机低碳资源 （如甲醇、甲酸、乙酸） 的有效转化及定向合成，因此有望在国家

“双碳”目标的实现中发挥重要作用。本文对近年来 CO2生物转化的研究进展进行了梳理和总结，指出了现有技

术路线的特点和不足，并对今后的研究重点和方向提出了建议。总体而言，CO2生物利用技术目前尚处于起步阶

段。基于化能自养细菌的合成气 （CO2/CO） 发酵生产乙醇虽已实现工业化，但仍需要进一步优化和提高 CO2的转

化利用效率，并获得除乙醇外更多的高值产品，从而提升整个技术路线的经济性。而其他的 CO2生物转化路径，

无论是化学-生物发酵耦合还是体外酶催化，目前离大规模应用还有较大距离，需要进一步优化技术体系和降低

成本来满足工业化需求。
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Abstract: Carbon dioxide (CO2) is the main greenhouse gas, but it also represents an abundant, cost-effective, safe, 

and easily accessible carbon resource. Driven by the national goals to achieve “carbon peaking and carbon neutrality”, 
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there has been an increasing interest in recent years in effective reduction of CO2 emission and utilization of this one-

carbon resource, thereby accelerating the development of carbon capture, utilization, and storage (CCUS) technologies. 

Biological conversion plays a major role in CCUS. This approach enables the transformation of CO2 into desired 

products through either direct biological catalysis or in combination with chemical catalysis (using CO2-derived organic 

compounds such as methanol, formic acid, and acetic acid). Thus, biological CO2 fixation and conversion represents a 

promising solution for both utilization of greenhouse gas or industrial waste gases and sustainable production of bulk 

chemicals and fuels. However, the current state of biotransformation technology for CCUS is still in its infancy, leaving 

ample room for improvement in the efficiency, yield, and cost-effectiveness. In this review, we briefly summarize 

recent advances in biological utilization of CO2, highlight the characteristics and limitations of the existing 

technologies, and also propose future research directions. Our aim is to provide a valuable reference to researchers in 

this field. Overall, industrial application of CO2 bioconversion remains in its nascent phase. Although industrial-scale 

ethanol production through syngas (CO2/CO) fermentation by chemoautotrophic bacteria has made significant strides, 

there is still a need for further improvement in the conversion efficiency of CO2. In addition, gas fermentation should 

consider more value-added products beyond ethanol to enhance the economic viability of this technology. Other CO2 

bioutilization technologies, such as the coupling of chemical and biological conversion and in vitro enzymatic catalysis, 

have yet to bridge the gap to large-scale applications. Therefore, further optimization of these technical systems and 

reduction of production cost are essential to meet the needs of industrial applications.

Keywords: carbon dioxide; organic low carbon; biological utilization; in vitro enzymatic catalysis; value-added 

products

绿色可持续生产模式是实现我国“碳达峰、

碳中和”战略目标的重要路径，其核心问题是如

何高效利用CO2而不是将其作为废气处理。基于现

有的成熟技术路线，CO2已在诸多领域得到应用，

如用于尿素、甲醇和水杨酸等化合物的合成［1］、

生产冷却剂和制冷剂、促进油田开采和残余油气

提取、作为溶剂用于天然材料提取等［2-4］。与之相

比，将 CO2转化为高价值化学品是一种更好的选

择［5］。一个创新性的解决方案是通过生物路线定

向转化CO2合成各种目标产物，从而在实现大宗及

精细化学品生物制造的同时促进减排。生物转化

路线有其特定优势，包括反应条件温和、原料气

体的组成组分宽泛以及适合于合成中、长碳链复

杂结构化合物等［6-7］。

在现有的CO2生物转化路线中，通过微生物发

酵吸收CO2并将其转化为目标产品具有良好的工业

应用前景。相较于植物，微生物的固碳效率更高

且更便于人工改造。目前已知的可利用CO2的天然
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自养型微生物按能量需求类型大致可分为化能、

光能以及电能自养微生物三种类型［8-11］。其中，化

能自养微生物以氢气或其他有机化合物作为能量

供体，尤为适合传统发酵工业的高密度发酵模式，

且其中的一些发酵产品如乙醇已实现工业化生产。

随着近年来相关研究的广泛开展，CO2生物转化利

用技术也呈现多元化发展，涉及单一微生物发酵，

多细胞体系，化学-微生物耦合系统以及体外酶催

化等诸多方面［12-15］。这些生物转化技术路径各具特

色和优势，适合特定的应用场景，但也存在不同

的局限性。基于此，本文对这方面的研究内容进

行了梳理和总结，重点介绍了该领域近期的主要

研究进展，并展望了未来的发展方向。

1 微生物直接转化利用CO2

1.1 自养微生物固碳

自养微生物可利用多种能量形式同化代谢

CO2。光能自养型微生物主要是指微藻［16］和光合

细菌［17］。可固定 CO2 的微藻以单细胞的绿藻

（Chlorophyta）和蓝藻（Cyanophyceae）居多；光

合细菌则主要包括类球红细菌 （Rhodobacter 

sphaeroides）、荚膜红细菌（Rhodobacter capsulatus）

和沼泽红假单胞菌（Rhodopseudomonas palustris）

等。而化能自养型微生物，如氢细菌、铁细菌、

一氧化碳细菌、硫氧化细菌和硝化细菌等，则是

通过氧化亚铁化合物、硫化氢、亚硝酸盐等有机

物产生电子，再经过电子传递链驱动CO2固定。

1.1.1 微藻固碳

微藻是一类光合微生物［18］，包括：原核微

藻 （如 蓝 藻）； 真 核 微 藻 ［如 绿 藻 、 硅 藻

（Bacillariophyta）以及金藻门（Chrysophyta）藻类

等］。它们可以吸收不同来源（包括大气、工业废

气和可溶性碳酸盐等）的 CO2
［18］，并将其进一步

转化为具有更高商业价值的化合物，例如脂质、

色素、化妆品、药物、生物聚合物、辅酶等［19-20］。微

藻繁殖方式简单，环境适应性强［9］，生长周期短，易

于大规模培养，其固碳效率通常是陆生植物的10～

50倍［21-22］。此外，一些微藻对于CO2有极高的耐受性

和转化效率［23］。目前，已实现大规模培养和生产的

微藻主要属于栅藻属（Scenedesmus sp.）、小球藻属

（Chlorella sp.）、杜氏藻属（Dunaliella sp.）和螺旋藻

属（Spirulina sp.）等［24］。在原核微藻中，蓝藻光

合效率较高，能吸收较宽波谱范围内的太阳光。

其不仅在叶绿素吸收光谱范围内有很高的光合速

率，在 620 nm 和 560 nm 处也有较高的光吸收效

率［25］，因此拥有比高等植物更广的光能利用范围。

微藻通过光合作用固定CO2并将其转化为生物

质，进而合成化学品。在光合作用第一阶段，微

藻从阳光中捕获和储存能量，通过电子传递链将

ADP 和 NADP+ 转化为携带能量的分子 ATP 和

NADPH，并产生氧气；在第二阶段，微藻将通过

卡尔文-本森循环利用先前生成的 ATP 和 NADPH

捕获 CO2产生有机化合物［26］。例如，研究者通过

在集胞藻（Synechocystis sp. PCC 6803）中表达来

自运动发酵单胞菌（Zymomonas mobilis）的丙酮

酸脱羧酶（pyruvate decarboxylase，PyDC）及其自

身 内 源 性 乙 醇 脱 氢 酶 （alcohol dehydrogenase，

ADH），并破坏副产物聚 - β -羟基丁酸（poly- β - 

hydroxybutyrate）的生物合成途径，实现了乙醇生

产效率的提升，乙醇产量和产率可分别达到5.5 g/L

和 212 mg/（L·d）［27］。此外，Wang 等［28］在集胞藻

（Synechocystis sp. PCC 6803）中构建了 3-羟基丙酸

（3-HP）合成途径，然后通过增强丙二酰辅酶A还

原酶（malonyl-CoA reductase，MCR）基因的表

达、增加前体及NADPH 供应、阻断旁路途径等策

略，将更多的碳代谢流引导至 3-HP的合成，经过

改造后的集胞藻培养 6 d 后可合成 837.18 mg/L 

3-HP。其他多种产品如异丁醛和乳酸也已在代谢

工程改造（如过表达相关产物形成酶，或者减少

竞争途径的通量等策略）的集胞藻（Synechocystis 

sp.）和长聚球藻（Synechococcus elongates）中成

功合成［29-30］。

目前，许多企业已经搭建了光生物反应器来

进行微藻培养以减少 CO2的排放量并将其转化利

用。例如， Seambiotic 公司的试点工厂搭建了

1000 m2的开放式光生物反应器，用于培养各种微

藻以吸收 CO2
［31］。但总体而言，目前的微藻培养

系统在大规模应用时仍存在一些问题，包括安装

和运营成本高、难以控制培养条件、细菌或外来

藻类污染、不稳定的光照条件和天气等［32-33］。因
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此，筛选获得性能优良的微藻菌株以及设计更为

高效和经济可行的微藻培养系统至关重要［34］。此

外，在设计和搭建微藻培养系统时还应注重生命

周期分析，能源平衡和成本评估，以确认是否具

有经济可行性［35］。

1.1.2 光合细菌固碳

光合细菌（photosynthetic bacteria，PSB）是

一类革兰氏阴性菌，可以在厌氧条件下进行不释

放氧气的光合作用。光合细菌在自然界碳、氮、

硫等元素的循环中起着重要的作用，其利用叶绿

素固定光能，以分子氢、还原性硫化物或有机物

为电子供体。因此，光合细菌的光合作用与植物

和藻类不同，是一个厌氧过程，不产生氧气［36］。

在光合作用过程中，光合细菌能以不同的硫化合

物（如硫化物、硫单质、亚硫酸盐及硫代硫化物）

作为电子供体实现CO2的吸收和固定［37］。

紫色光合细菌（purple photosynthetic bacteria，

PPB）作为一类典型的光合细菌，具有鲁棒性好

和代谢多样性的特点［38］。许多研究已经证明 PPB

是一个良好的生物制品光自养生产平台。例如，

研究者在类球红细菌（R. sphaeroides）中实现合

成蒎烯（pinene）［39］和瓦伦西亚烯（valencene）［40］，

在荚膜红细菌（R. capsulatus）中合成丛粒藻烯

（botryococcene） 等［41］。 此 外 ， 深 红 红 螺 菌

（Rhodospirillum rubrum）在厌氧条件下，能够利

用合成气中的 CO 作为唯一的碳和能量来源［42-43］；

当其暴露于 CO 环境时，CO 脱氢酶（CODH）和

CO 不敏感的氢化酶催化 CO 氧化生成 CO2和 H2，

然后通过 CBB 循环进一步将 CO2同化为生物质和

聚合物。因此，PBB 也被认为是生产聚合物的

优良底盘细胞［38］。此外，沼泽红假单胞菌（R. 

palustris）在厌氧光照条件下能利用 CO2为碳源，

以硫化氢和一些中间产物为氢供体产生氢气，而

氢气可在酶的作用下还原CO2成甲烷，因此在废水

净化及产甲烷方面也有一定的应用前景［44］。随着

基因工程的发展，研究者对多种光合细菌进行了

遗传改造和优化，以提高它们对CO2的吸收和利用

能力。杜翠红［45］以沼泽红假单胞菌为宿主菌，将

卡尔文循环的固碳关键酶——1，5-二磷酸核酮糖羧

化酶/氧化酶（Rubisco）导入该菌中进行表达，工

程菌在光合自养生长时的Rubisco酶活比野生型菌

株提高了一倍，其比固碳率（单位菌体单位时间

内固定 CO2的量）也比野生型菌株提高了一倍左

右。Heinrich等［46］通过在R. rubrum中引入大肠杆

菌（Escherichia coli MG1655）的膜结合转氢酶编

码基因 PntAB和真氧产碱杆菌（Ralstonia eutropha 

H16）的NADPH依赖性乙酰乙酰辅酶A还原酶编

码基因 phaB1，成功合成了聚-3-羟基丁酸酯-co-3-

羟基戊酸酯（PHBV）这一共聚物，其产量占细胞

干重的 5.1%。但是需要指出的是，目前光合细菌

利用CO2技术依旧存在光损耗较大以及固碳效率较

低的问题。在实验室中，可以通过构建一些特殊

反应器、采用透光材料以及人工光源来一定程度

地改善上述问题，但在工业化应用中，出于经济

性考虑则很难复制实验室的设备和工艺，这也是

目前实现这一技术大规模应用的主要瓶颈之一。

1.1.3 氢细菌固碳

氢细菌是化能自养细菌中生长速度最快的细

菌［17，47］。已发现的氢细菌有 18 个属，近 40 个

种［48］。氢细菌具有很强的 CO2固定转化能力，并

可将CO2转化为菌体细胞物质［49］、胞内多糖［50］、胞

外多糖［51］、聚-3-羟基丁酸酯（PHB）［52］等。此外，

氢细菌可以耐受较高浓度的CO2
［53］。例如，有研究

者报道了一株新分离出的氢细菌YN-1，该菌株在高

浓度CO2（40%）条件下表现出良好的生长状态，连

续培养 76 h 后的细胞干重可达到 13.4 g/L，固碳

量为 18.08 g（CO2）/L［53］。钩虫贪铜菌（Capriavidus 

necator）作为一种氢细菌，可以利用混合气体

（H2、O2和 CO2）作为底物进行生长。在有氧条件

下，C. necator通过 CBB循环固定 CO2，并能够在

自然环境的CO2浓度下生长，倍增时间为 21 h［54］。

尤其值得一提的是，C. necator 天然具有较强的

PHB 合成能力，其在细胞内的含量可以达到总生

物量的70%以上［55］。

鉴于氢细菌是兼性自养菌，因此也可利用混

合营养方式培养氢细菌，使其在保持生长的同时

维持较高的固碳水平［56］。需要指出的是，氢细菌

在吸收和利用CO2时需要消耗氢气，因此培养过程

中需要通入大量的氢气［57］；而工业规模的气体发

酵都是在加压条件下进行，设备运行和过程控制

成本较高，因此设计和构建高效、高安全性的生

物反应器对于氢细菌的工业应用至关重要［57］。
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1.1.4 产乙酸菌固碳

产乙酸菌是革兰氏阳性厌氧细菌，能够利用

CO或者CO2和H2实现自养生长，其主要代谢产物

是乙酸，因此而得名［58］。产乙酸菌主要通过还原

性乙酰辅酶 A 途径实现固碳，这一途径也被称为

Wood-Ljungdahl（WL）途径［59］。除了乙酸这一主

要产物外，产乙酸菌在气体发酵时也能够合成其他一

些次要产物，如乙醇、乳酸、丁醇、2，3-丁二醇

等［60-61］。食气梭菌是主要的产乙酸菌，已报道的食气

梭菌主要包括永达尔梭菌（Clostridium ljungdahlii）、

自产醇梭菌（Clostridium autoethanogenum）、食一

氧化碳梭菌（Clostridium carboxidivorans）等［62］，

均具有潜在的重要工业应用价值。其中，基于自

产醇梭菌的钢厂尾气合成乙醇技术已经实现工业

规模生产［61］。

目前，大部分产乙酸菌尚缺乏高效的分子遗

传操作工具，但少数具有良好工业应用前景的产

乙酸菌，如永达尔梭菌［63］、自产醇梭菌［64］、克氏

梭 菌 （Clostridium coskatii）、 伍 氏 醋 酸 杆 菌

（Acetobacterium woodii）［65］等已经能够进行分子水

平的菌种改造［66］。研究者通过对这些产乙酸菌的

代谢工程设计和改造，成功实现利用CO2等一碳气

体合成除乙醇以外的其他高值产品。例如，研究

者通过在永达尔梭菌和伍氏醋酸杆菌中引入丙酮

合成途径，实现了以一碳气体作为原料制备丙

酮［67-68］；Ueki等［69］将异源丁酸合成途径整合到永

达尔梭菌的染色体上，实现了工程菌利用一碳气

体合成丁酸。此外，研究者将来源于丙酮丁醇梭

菌（Clostridium acetobutylicum）的丁醇合成基因

簇导入永达尔梭菌和自产醇梭菌中表达，并强化

电子转运蛋白编码基因 etfAB的表达，实现了这两

株食气梭菌通过气体发酵合成丁醇［62，70］。除了这

些有机酸/醇以外，研究者还以克氏梭菌作为底盘

细胞构建了 PHB 的合成途径，实现了 PHB 的合

成［71］；这些研究进展充分展示了产乙酸菌在实现

一碳气体生物转化合成高值化学品方面的巨大

潜力。

1.2 微生物减碳

淀粉质和糖基类原料一直是工业微生物发酵

的常用底物。在微生物有氧发酵这些底物的过程

中，总是伴随着CO2的释放。以糖酵解途径为例，

每消耗 1分子葡萄糖生成 2分子乙酰辅酶A会释放

2分子的CO2，从而造成较多的碳流失。因此，如

何减少上述发酵过程中的碳损失、实现“减碳”

乃至“零碳”排放一直是该领域的研究重点。

1.2.1 非氧化糖酵解（NOG）途径

研究者设计并构建了一种非氧化糖酵解途径

（NOG途径），实现从糖到乙酰辅酶A的完全碳转

化，理论上可将糖或磷酸糖分解成枢纽性代谢物

（如乙酰辅酶A）而不损失任何碳［72］。如图 1所示，

首先，3个 6-磷酸果糖（F6P）分子被磷酸酮醇酶

（phosphoketolase）分解为 3个乙酰磷酸（AcP）和

3个 4-磷酸赤藓糖（E4P）分子；随后，3个AcP分

子继续被转化为 3个乙酰辅酶A分子。而 3个E4P

分子则经过一系列的碳重排反应再生成 2个F6P分

子，重新进入新一轮代谢。因此，NOG途径是一

个循环途径，在糖分解代谢为乙酰辅酶 A 的过程

中实现了完全的碳守恒，并且可以与额外的CO2固

定途径配合发挥功能。例如，NOG途径可以偶联

Calvin-Benson-Bassham（CBB）途径，将CO2先通

过CBB途径转化为 F6P，最终通过NOG途径产生

乙酰辅酶 A［72］，而乙酰辅酶 A 可作为前体物质进

一步合成酸、醇等能源物质。

由于绝大多数微生物依赖于EMP途径来完成糖

分解代谢，此过程中必会造成碳损失。因此，研究

者设计了一种依靠NOG途径的碳分解代谢来支持

生长的大肠杆菌，进一步显示了NOG途径的潜在

优势［73］。该菌株的天然糖代谢途径被阻断，从而迫

使细胞使用NOG途径来合成乙酰辅酶A［73］。这种

图图1　非氧化糖酵解（NOG）途径示意图

F6P—6-磷酸果糖；AcP—乙酰磷酸；E4P—4-磷酸赤藓糖

Fig. 1　Schematic diagram of the non-oxidative 

glycolysis (NOG) pathway

F6P—Fructose 6-phosphate; AcP—Acetyl phosphate; 

E4P—Erythorse 4-phosphate
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NOG依赖型人工大肠杆菌代表了一类新的固碳微

生物底盘。

此外，已有相关研究证明将NOG通路引入大

肠杆菌可以提高多种能源和化学品的产量。例如，

在代谢网络计算分析的指导下，将青春双歧杆菌

（Bifidobacterium adolescentis）中编码磷酸酮醇酶 

（phosphoketolase）的 fxpk 基因引入大肠杆菌，构

建了 NOG 通路，避免了糖酵解途径中的碳损失，

从而增加了乙酰辅酶 A 前体的供应，提高了丙酮

的产量［74］。此外，计算机模拟还显示了NOG途径

在生产新型有用物质如内酰胺和异戊醇方面的

潜力［75］。

1.2.2 混合营养发酵

混合营养发酵（mixotrophic fermentation）是

指在一些自养型微生物在糖代谢过程中通过其自

身的固碳途径将释放的CO2再回用的发酵过程［76］。

这一发酵方式可以更有效地利用糖基原料，减少

碳流失，从而实现比异养型微生物的糖发酵更高

的碳得率。

（1）糖酵解与WL途径耦联

自然界中存在多种天然的 CO2 固定途径［77］，

其中，WL途径是目前已知的反应步骤最少且能量

消耗最少的一种天然生物固碳途径。该途径由甲

基分支反应和羰基分支反应两个通路组成。在甲

基分支反应中，CO2在各种酶的催化下，先后形成

甲酸、甲酰四氢叶酸、亚甲基四氢叶酸、甲基四

氢叶酸等，最终与羰基分支反应中的羰基形成乙

酰辅酶 A。在羰基分支反应中， CO 和 CO2 在

CODH的催化下先形成羰基，随后羰基与辅酶A和

甲 基 在 一 氧 化 碳 脱 氢 酶/乙 酰 辅 酶 A 合 成 酶

（CODH/ACS）的催化下形成乙酰辅酶 A［67］。WL

途径主要存在于产乙酸菌（如梭菌、穆尔氏菌等）

和一些古细菌（如产甲烷菌）中［6］。

研究者在永达尔梭菌中引入丙酮丁醇梭菌来

源的丙酮合成途径，采用混合碳源（糖/一碳气体）

发酵策略，使得糖酵解途径产生的CO2被WL途径

重新利用，减少了糖酵解途径的碳流失，提升了

碳得率［78］。此外，有研究者提出一种称为厌氧、

非光合作用（ANP）的混合营养发酵概念［76］，即

将糖酵解和WL途径结合起来，利用后者捕获前者

释放出的CO2来产生丙酮酸和乙酰辅酶A（图 2）。

糖酵解过程每代谢 1分子葡萄糖产生 2分子乙酰辅

酶A，就会释放2分子CO2以及8个电子，这2分子

的 CO2和 8 个电子恰好满足 WL 途径的固碳需求，

从而产生额外的 1分子乙酰辅酶A。而Diner等［79］

在永达尔梭菌中将 EMP途径以及 WL途径与甲羟

戊酸（MVA）途径耦联，使用果糖和合成气（H2、

CO2和 CO）作为底物，实现甲羟戊酸和异戊二烯

的合成。

（2）糖酵解途径与Rubisco耦联

卡尔文循环是光合作用中碳反应的一部分，

而Rubisco是卡尔文循环中决定碳同化速率的关键

酶。通过Rubisco的催化，1分子CO2被整合到 1个

五碳糖分子 1，5-二磷酸核酮糖（RuBP）上，从而

实现固碳。因此，研究者尝试将糖酵解途径与

Rubisco酶偶联（图 3），从而减少前者的碳流失，

提高碳得率［80-82］。在Li等［83］的研究中，他们构建

了一株包含两种异源酶——Rubisco和磷酸核酮糖

激酶（PrkA）的大肠杆菌工程菌，成功实现了在

糖酵解过程中CO2的回收。他们还提出了两种替代

方法，即过表达转酮醇酶Ⅰ（TktA）或缺失染色

体上的 zwf基因（分别命名为 JB/pTA和MZB），以

进一步增强从糖酵解到基于 Rubisco 的途径的碳

流，使得CO2产率（消耗 1 mol葡萄糖的CO2产量）

和排放量（产生单位摩尔乙醇所伴随的 CO2排放

量）分别减少了 81%和 40%［83］。此外，通过研究

上述的Rubisco和PrkA的突变体，研究者发现其具

有更快的CO2催化速度和更好的底物选择性［81，84］。

图图2　糖酵解途径耦联Wood-Ljungdahl途径示意图

（虚线箭头表示多步反应）

Fig. 2　Schematic diagram of the coupling of glycolysis 

pathway and Wood-Ljungdahl pathway

(Dashed arrows indicate multi-step reactions)
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Kanno等［85］也对长聚球藻 PCC7942的碳代谢进行

了改造，增强其对于CO2的吸收，以提高葡萄糖利

用效率，从而增加产物得率。在这项研究中，他

们对糖酵解途径和卡尔文循环进行了重设计，以

增加葡萄糖的碳通量并将其定向至Rubisco催化的

碳固定途径。工程菌在连续光照条件下高效利用

CO2和葡萄糖，实现了 2，3-丁二醇的合成，其产量

和产率分别为12.6 g/L和1.1 g/（L·d）。

2 基于化学-微生物耦合体系的CO2转化

除了上述的CO2直接转化利用路径，另一种可

行的方案是将捕获的CO2先通过化学催化转化为甲

醇、甲酸、乙醇和乙酸等简单结构的液态有机碳

源［86］，然后再通过微生物转化这些有机碳源合成

更多高附加值产品，从而在提高碳原子经济性的

同时实现CO2减排。由于化学催化CO2转化的速率

极快，而微生物利用有机碳源相对于气态CO2而言

不会受到气-液传质效率的限制，因此，上述化学-

生物耦合技术路线可有效提升CO2转化利用的效率

并拓展可合成产物的种类，具有潜在的工业应用

前景。

2.1 甲醇生物利用

甲基营养菌（主要包括甲基营养细菌和酵母）

具有天然利用甲醇等一碳化合物并以其作为唯一

碳源和能源进行生长的能力［87］。在所有的甲基营

养菌中，甲醇代谢的第一步是氧化成甲醛，这一

生化反应可由酵母中的醇氧化酶或原核生物中的

甲醇脱氢酶（methanol dehydrogenase，MDH）催

化完成［88-91］。甲基营养型酵母中的甲醇氧化过程需

要O2作为电子受体［92］，而原核生物中的甲醇脱氢

酶则通常使用吡咯喹啉醌或烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（NAD+）作为电子受体［88］。作为甲醇氧化的产

物，甲醛在细胞内倾向于与蛋白质和DNA等大分

子反应并发生交联，进而阻碍细胞生长［93-95］。因

此，甲基营养菌需要在甲醛产生和甲醛消耗通量

之间达到良好的平衡，减少细胞内的甲醛累积。

此外，不同的甲基营养菌具有不同的甲醇同化和

异化途径，从而产生多样化的代谢产物。例如，

脂肪酸和氨基酸是甲醇在有氧代谢条件下产生的，

而有机酸和生物燃料则是通过厌氧代谢甲醇产

生的［96］。

脂肪酸及其衍生物是油脂化工品、食品、生

物燃料和材料生产的基础原料［97］，而酵母细胞工

厂是合成脂肪酸类化合物的理想平台微生物之一。

其中，多形汉逊酵母（Ogataea polymorpha）是目

前应用较为广泛的一种甲基营养型酵母，具有快

速生长、耐热及遗传工具的可用性等优势［98-101］。

Zhou 等［102］在多形汉逊酵母中，通过适应性实验

室进化与理性代谢工程改造相结合的方式提高细

胞对甲醇的耐受能力，并实现了甲醇生物转化高

效合成脂肪酸。该研究团队还在多形汉逊酵母中

构建过氧化物酶体耦联甲醇代谢和脂肪醇合成途

径，实现了甲醇生物转化高效合成脂肪醇［103］。

有机酸尤其是低分子量羧酸已广泛应用于食

品、制药、化妆品、洗涤剂、聚合物和纺织工

业［104］。基于糖基原料通过微生物发酵生产有机酸

图图3　糖酵解途径耦联Rubisco示意图

（虚线箭头表示多步反应）

3-PGA—3-磷酸甘油酸；PEP—磷酸烯醇丙酮酸；Ru5P—5-磷酸

核酮糖；RuBP—1，5-二磷酸核酮糖；PrkA—磷酸核酮糖激酶

Fig. 3　Schematic diagram of the coupling of 

glycolysis pathway and Rubisco

(Dashed arrows indicate multi-step reactions)

3-PGA—3-Phosphoglycerate;PEP—Phosphoenolpyruvate;

Ru5P—Ribulose-5-phosphate;RuBP—Ribulose-1,5-bisphosphate;

PrkA—phosphoribulokinase
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已经有较多的研究报道。为了进一步降低原料成

本，近年来研究者开始关注甲醇生物转化合成有

机酸。Dai 等［105］聚焦酿酒酵母（Saccharomyces 

cerevisiae），通过引入并表达源自毕赤酵母的甲

醇代谢模块实现了甲醇生产丙酮酸。此外 ，

Zhu 等［106］ 将甲羟戊酸途径引入扭脱甲基杆菌

（Methylobacterium extorquens AM1）中，通过进一

步的改造和优化，最优工程菌株能够以甲醇为唯

一碳源发酵合成甲羟戊酸，在分批补料发酵模式

下的甲羟戊酸产量达到2.22 g/L。

除了上述几类主要产品外，基于甲醇细胞工

厂合成的新产物也拓展至生物能源和燃料。例如，

Ma等［107］首次在扭脱甲基杆菌中构建了异丁醇生

物合成途径，并通过代谢组学分析找到了从丙酮

酸至异丁醇代谢通路的限制步骤，进而重新设计

这一途径提高了异丁醇的产量。Chen 等［108］通过

删除磷酸戊糖途径的关键基因，并表达来自单磷

酸核酮糖途径的甲醇脱氢酶、3-己酮糖-6-磷酸合

酶（3-hexulose-6-phosphate synthase，Hps）和 6-磷

酸 -3-己糖异构酶（6-phospho-3-hexuloisomerase，

Phi），构建了能在木糖或核糖为碳源基本培养基上

生长的甲醇依赖型大肠杆菌菌株，菌株生长速率

达到 0.17 h−1，该菌株被进一步改造以实现合成乙

醇和正丁醇，最终产量分别为 4.6 g/L 和 2.0 g/L，

且同位素示踪实验结果显示，乙醇和正丁醇中的

碳分别有43%和71%来自甲醇。

2.2 甲酸生物利用

甲酸也可作为有机碳源被甲基营养菌所利

用［109-110］，并且存在异化和同化两种路径。甲酸的异

化过程是经由甲酸脱氢酶（formate dehydrogenase，

FDH）催化被氧化为CO2，从而为微生物的生长和

代谢提供还原力，但这一过程也可能造成一定量

的碳流失［111］。甲酸的同化路径则主要借助两个生

化反应：①甲酸首先与四氢叶酸形成甲酰基四氢

叶酸。该反应由甲酸-四氢叶酸亚连接酶（formate 

tetrahydrofolate ligase，FTL）介导，需要消耗ATP。

甲酰基四氢叶酸随后被还原生成亚甲基四氢叶酸，

最后进入丝氨酸循环、Wood-Ljungdahl途径以及还

原甘氨酸途径［112］（图 4）。②甲酸与乙酰辅酶A生

成丙酮酸。

目前已知的天然甲酸利用微生物的甲酸耐受

和代谢能力不甚理想［113-114］，而一些酵母和细菌虽

然具有出色的甲酸耐受度，但并不能有效利用甲

酸［115］。因此，研究者尝试设计人工代谢途径以及

微生物细胞工厂实现甲酸利用效率的提升［116］，其

中，大肠杆菌是所选择的主要底盘微生物。例如，

Kim等［117］通过过量表达参与THF循环和丝氨酸利

用途径的基因，构建了能够利用甲酸形成生物质

的大肠杆菌菌株，并通过适应性实验室进化显著

提高了菌株在无糖条件下利用甲酸的能力。Yishai 

等［118］通过在大肠杆菌中整合来自扭脱甲基杆菌的

甲基四氢叶酸连接酶、5，10-亚甲基-四氢叶酸-环

化水解酶、5，10-亚甲基-THF脱氢酶，以及过表达

甘氨酸裂解系统的 4 种蛋白质（H 蛋白、T 蛋白、

P蛋白和L蛋白）实现了甲酸代谢合成甘氨酸和丝

氨酸；同时，研究者还引入甲酸脱氢酶来优化细

胞内的还原力供给，以及敲除若干旁路的代谢酶，

最终实现大肠杆菌工程菌共利用甲酸和CO2进行生

长。Lee等［119］在大肠杆菌中引入CO2和甲酸同化途

径，表达两个甲酸脱氢酶基因，调节代谢通量并优

化细胞色素bo3和bd-Ⅰ泛醇氧化酶的表达水平，使

菌株能够在CO2和甲酸为碳源的条件下生长。

此外，一些非模式微生物也被设计和改造用

于实现甲酸利用。例如，Hong 等［120］为了整合还

原甘氨酸途径（rGP）以吸收CO2和甲酸，将源自

哥特沙克尿酸菌（Gottschalkia acidurici）的甘氨

酸合成酶编码基因引入巴氏梭菌（Clostridium 

pasteurianum）中，工程菌实现对外源甲酸的同化

代谢。进一步的分析结果表明，甘氨酸合成酶的表

达对巴氏梭菌的产物合成也有很大影响，一个有趣

的发现是2-氧丁酸盐（2-OB）作为巴氏梭菌的代谢

中间体，其分泌完全由甘氨酸合成酶的表达触发。

总体而言，相较于甲醇，甲酸的生物转化利

用研究起步较晚，进展相对缓慢，许多基础的生

理和代谢机制还有待探究，从而能够为更有效地

设计和构建甲酸细胞工厂提供借鉴和参考。

2.3 乙酸生物利用

CO2不仅可以通过化学路径转化为甲醇、甲酸
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等有机一碳物质，也可以直接转化为乙酸等二碳

化合物。

许多工业微生物均具有利用乙酸的能力，例

如大肠杆菌［121］、谷氨酸棒杆菌（Corynebacterium 

glutamicum）［122］、恶臭假单胞菌（Pseudomonas 

putida）［123］、酿酒酵母［124］、隐球酵母（Cryptococcus 

curvatus）［125］、黏红酵母（Rhodotorula glutinis）［126］、

解脂耶氏酵母［127］和米曲霉等［128］。由于纯乙酸对

微生物较强的抑制作用，因此工业发酵中多采用

乙酸盐如乙酸钠和乙酸铵作为底物。近年来，研

究者已经构建了一系列微生物细胞工厂利用乙酸

盐合成多样化的目标产品，包括有机酸类如苹果

酸［128］、琥珀酸［129-130］、乙醇酸［131-132］、丙酮酸［133］、

衣康酸［134-135］、 3-羟基丙酸［121-122，136-138］、甲羟戊

酸［139］，有机醇类如一元醇［124，140-142］、 2，3-丁二

醇［143］，以及酯类如聚羟基脂肪酸酯［123，144-145］、微

生物脂质［125-127，146-150］、乙酸异丁酯［151］等。需要指

出的一点是，由于乙酸盐的能量含量低以及同化

过程中需要消耗ATP，因此以乙酸盐作为唯一碳源

发酵时的微生物生物量通常较低，从而会影响最

终的目标产物浓度［152］。所以，在实际应用中，乙

酸盐通常与其他传统有机碳源如葡萄糖作为共底

物以获得更多的能量供应。此外，研究者使用多

样化的发酵策略来提高乙酸盐的利用率，例如连

续/重复补加乙酸、pH耦合补料分批发酵、两阶段

培养（葡萄糖用于细胞生长，乙酸在葡萄糖耗尽

后用于产物合成）、高细胞密度发酵等［152］。

2.4 乙醇生物利用

乙醇在化学工业、医疗卫生、食品工业、农

业生产等领域都有广泛的用途，其最重要的应用

无疑是作为能源工业的基础燃料。基于微生物发

酵获得的生物乙醇也是目前绿色生物制造领域的

图图4　甲酸同化途径

PEP—磷酸烯醇丙酮酸；GCS—甘氨酸裂解系统

（橙色表示丝氨酸途径；蓝色表示Wood-Ljungdahl途径；绿色表示还原性甘氨酸途径。虚线箭头表示多步反应）

Fig. 4　Formate-assimilating pathways

PEP—Phosphoenolpyruvate;GCS—Glycine cleavage system

(Orange represents serine pathway; Blue indicates the Wood-Ljungdahl pathway; Green represents reducing glycine pathway. 

Dashed arrows indicate multi-step reactions)
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主要产品之一，它可以单独或与汽油混配制成乙

醇汽油作为汽车燃料。作为产品的同时，乙醇也

可作为原料进一步合成其他高附加值产品。

大肠杆菌具有双功能的乙醇氧化还原酶

（aldehyde/alcohol dehydrogenase，AdhE），其在厌

氧条件下可催化乙酰辅酶 A 先还原为乙醛，再还

原为乙醇［153］。虽然 AdhE 催化的两步反应都是可

逆的，但由于 adhE转录速度不足［154］，大肠杆菌无

法利用乙醇作为唯一的碳源和能源进行生长。为

了解决上述问题，研究者筛选并获得了AdhE蛋白

突变体AdhEA267T/E568K，该突变体在以乙醇为唯一碳

源和能源时的有氧生长能力获得改善［154］。基于

此，研究者继续构建大肠杆菌细胞工厂来利用乙

醇合成目标产品。Liang等［155］利用来自玉米迪基

氏菌（Dickeya zeae）的乙醛脱氢酶（由 ada编码）

和来自酿酒酵母的乙醇脱氢酶（由 adh2编码）在

大肠杆菌中构建了乙醇利用途径（EUP），并与聚

羟基丁酸酯以及多聚异戊二烯醇的合成途径相匹

配，实现工程菌株在有氧条件下以乙醇为唯一碳

源进行生长，并在补充少量氨基酸的条件下实现

合成聚羟基丁酸酯以及多聚异戊二烯醇。Lu等［156］

研究了两种乙醇消耗途径对 3-羟基丙酸合成以及

TCA循环、糖异生途径和转氢酶的影响，进而对

3-羟基丙酸合成途径进行了优化，最终在全细胞生

物催化体系中的 3-羟基丙酸产量达到 13.17 g/L。

此外，Wang等［157］将双功能氧化还原酶AdhE的突

变体AdhEA267T/E568K引入大肠杆菌中，构建了乙醇利

用途径，使其以乙醇为底物进行有氧生长，然后

将乙醇利用途径与异丙醇生物合成途径耦联，并

通过优化启动子和增加NADPH供应的策略，将乙

醇高效转化为异丙醇。

3 体外酶催化转化CO2

体外酶催化技术是模仿微生物体内代谢途径，

在无细胞环境中利用单酶或组合酶及辅酶将底物

转化为目标化合物的生物技术［158］。该技术可调控

性强、副反应少、产品得率高、反应速度快，在

生物制造领域展现出巨大潜力，近年来在CO2固定

与转化研究中也被应用。体外酶催化技术具有优

异的选择性（立体特异性、区域和化学选择性）、

高反应效率，并且反应条件温和，对环境没有任

何副作用［159-162］。但该技术同样存在一些缺点和局

限性，例如酶易失活、回收困难以及成本高。根据

已知的生物固碳途径和反应类型，可用于CO2体外

酶催化体系的生物酶主要包括两大类：①氧化还原

酶，例如甲酸脱氢酶、CO2还原酶、CO脱氢酶、重

塑固氮酶；②裂解酶，例如碳酸酐酶和脱羧酶［162］。

而根据CO2转化路径涉及的反应步骤数量，一般可

将体外酶催化体系分为单酶和多酶系统。

3.1 CO2的体外单酶转化

3.1.1 甲酸脱氢酶

甲酸脱氢酶是一类重要的氧化还原酶。CO2通

过甲酸脱氢酶在辅因子 NADH 的作用下可被转化

为甲酸。基于这一催化机制，研究人员利用

NADH依赖型的甲酸脱氢酶来转化CO2，并对其体

外催化性能进行了探究。为了提高甲酸脱氢酶的稳

定性（特别是循环稳定性），Jiang等［163］将来自博伊

丁假丝酵母（Candida boidinii）的甲酸脱氢酶封装

在了毫米级的溶胶-凝胶（包括硅胶、藻酸盐-硅胶、

羟基磷灰石-多糖凝胶等）载体中进行使用。由于载

体提供了有利于维持酶蛋白三维结构的微环境，因

此这些固定化的甲酸脱氢酶在体外催化CO2还原时

表现出高活性和高稳定性。但在该体系中，NADH

等辅因子作为牺牲试剂而并未实现再生。

由于辅因子的成本很高，因此需要在CO2酶促

转化的同时实现辅因子再生。Yadav等［164］构建了

一个人工光合作用系统，用于从CO2中高效人工光

合生产甲酸（2 h 生产 110.55 μmol 甲酸），虽然

该系统中的 NADH 可再生，但再生效率很低

（<25%）。随后，该研究团队又报道了一种基于石

墨烯的光-生物耦合催化体系（CCG-BODIPY），该

体系进一步提高了NADH的再生率（54.02%），同

时将甲酸产量提高至每 2 h 144.2 μmol［165］。近年

来，有许多研究者致力于提高辅因子的再生率和

再生速率以降低体外酶催化转化CO2的成本，虽然

有一些成效，但仍然有很长的一段路要走。

3.1.2 一氧化碳脱氢酶

一氧化碳是工业合成气的主要组分，且可以

通过催化加氢较容易地转化成甲醇。CODH 在电
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子供体如NADH、NADPH、MV2+等协助下，可将

CO2转化为CO［166］。根据在产乙酸菌、产甲烷菌和

光合细菌等多种微生物中的表达情况，CO脱氢酶

有两种类型，即具有［MoSCu］活性位点的非氧

敏感型酶和含有［Fe4S4Ni］的氧敏感酶。前者来

源于食羧寡氧菌（Oligotropha carboxidovorans）等

需氧细菌，其CO氧化速率极低（约为100 s−1），且

由于 Cu中心还原不足，因此基本不具备催化 CO2

还原为 CO 的能力；后者来源于热醋穆尔氏菌

（Moorella thermoacetica）、生氢一氧化碳嗜热菌

（Carboxydothermus hydrogenoformans）和巴氏甲烷

八叠球菌（Methanosarcina barkerii）等专性厌氧

菌，也被称为［NiFe］CODH，既可氧化 CO，也

可还原CO2
［167-169］。

受体内酶促反应的启发，研究者们构建了体

外酶促反应系统以促进CO2还原为CO。Shin等［170］

首次实现了利用热醋穆尔氏菌来源的［NiFe］

CODH在体外电催化 CO2还原为 CO，且该反应过

程中几乎检测不到过电位，证明［NiFe］CODH

非常适合于电催化还原CO2。但在该反应体系中，

酶活性会受 pH等因素的影响而降低，导致CO2转

化效率下降。为了解决这一难题， Armstrong

等［168］构建了一个电催化与CODH耦合的反应体系

用于转化CO2，即将［NiFe］CODH固定在热解石

墨电极上，提高 CO2和 CO 之间相互转换的效率。

随后，他们又将光催化与酶催化结合起来，构建

了一个人工光合作用系统，实现了CO2高效转化为

甲醇［171-172］。

3.1.3 固氮酶

除了可以直接将 CO2 转化为 CO 的［NiFe］

CODH 外，自然界中也存在其他类型的氧化还原

酶可以催化这一还原反应。例如，研究者［173］发现

一种来自棕色固氮菌（Azotobacter vinelandii）的

固氮酶，它也可以催化CO2还原为CO，从而拓展

了此类酶的选择范围。上述固氮酶还可催化 N2还

原为氨［173］。基于这一功能，研究者拟探究该酶是

否还能够催化CO2还原为甲烷。尽管实验结果给出

了否定的答案［173］，但有趣的是，当研究者将该酶

中靠近FeMo辅因子活性位点的几个关键氨基酸残

基进行突变后，所获得的突变体即可催化CO2形成

甲烷［174］。通过进一步的改造，该固氮酶的突变体

甚至能够催化CO2与乙炔反应以合成丙烯［174］。上

述研究充分展示了这类固氮酶的应用潜力。

3.1.4 碳酸酐酶和脱羧酶

碳酸酐酶（carbonic anhydrase，CA）是一种

代表性的裂解酶。研究者在 1933年从红细胞中发

现了第一个碳酸酐酶［175］，此后又从植物［176］和微

生物［177］中发现了该酶。迄今为止，碳酸酐酶已被

发现普遍存在于哺乳动物、植物、藻类和细菌中，

其主要负责CO2和碳酸氢盐之间的相互转化，以维

持血液和其他组织中的酸碱平衡（CO2+H2O→H++

HCO3
−）［162］。根据酶的来源及其结构折叠，碳酸酐

酶存在α、β、γ、δ、ζ、θ和η等几种类型，它们之

间的结构相似性很低，但都具有包含二价锌离子

或相关金属离子的活性位点［178-180］。

基于碳酸酐酶的酶学特性，它们已被应用于

CO2的捕获、封存以及转化利用中的多个技术单

元。包括吸收、膜分离和沉降/矿化等［181］。在使用

碳酸酐酶捕获CO2时，必须配合使用碱性溶剂（例

如单乙醇胺、碳酸钾或甲基二乙醇胺）以中和释

放的质子［181］。该反应过程的条件相对苛刻（温度

为 50～125 ℃、高浓度的有机胺等），容易导致酶

变性，降低酶活性和稳定性。因此，研究者［182］开

发了一种基于碳酸钾的从燃煤烟气中吸收CO2的工

艺，并联合使用碳酸酐酶以加速CO2的吸收；在此

过程中，为了提高酶的稳定性，碳酸酐酶被固定

在无孔硅基纳米粒子上，固定化的碳酸酐酶在经

过 60 d的反应历程后，依旧保持了较高的催化活

性，而游离的碳酸酐酶的催化活性则显著下降。

脱羧酶在胞内可以催化底物进行羧化反应，

从而提高胞内有毒化合物的亲水性以降低其对亲

脂性生物组分（如细胞膜、蛋白质等）的亲和

力［162，183］。由于脱羧酶也可以催化CO2的羧化，因

此该酶也在生物固碳研究中得到关注，并借助其

羧化作用实现体外催化 CO2转化利用。根据 Faber

等［184］的报道，目前至少已经开发了四种酶促羧化

反应，包括：①环氧化物羧基化，如Ensign等［185］

使用黄杆菌（Xanthobacter Py2）的细胞提取物催

化环氧丙烷与CO2进行羧化反应生成乙酰乙酸和 β-

羟基丁酸，但由于无法纯化参与反应的脱羧酶，

该反应很难被应用于体外酶催化系统；②芳烃羧

基化，如Aresta等［186］利用湖泊陶厄氏菌（Thauera 
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aromatica）细胞提取物或部分纯化的苯磷酸酶催

化CO2和苯酚羧基化，合成对羟基苯甲酸；③杂芳

烃羧基化，如Omura等［187］利用来自巨型芽孢杆菌

（Bacillus megaterium）的吡咯 -2-羧酸脱羧酶催化

吡咯与 CO2的羧化，生成吡咯-2-羧酸酯（一种潜

在的农业除草剂）；④脂肪族羧基化，如Miyazaki

等［188］成功利用来自酿酒酵母的丙酮酸脱羧酶实现

乙醛与CO2羧化合成丙酮酸。

3.2 基于体外多酶系统的 CO2转化

多酶级联反应在生物体内广泛存在，反应过

程是由多种酶催化底物形成目标产物。在细胞内

利用CO2合成目标产物（尤其是高附加值产物）通

常就是一个多酶级联反应。基于此，研究者在近

年来也构建了多种体外多酶系统将CO2转化为各类

化学品。

3.2.1 CO2转化为甲醇

通过多酶级联系统将CO2转化为甲醇被认为是

极具应用前景的路径之一［图 5（a）］。Yoneyama

等［189］首次报道了以甲酸脱氢酶和甲醇脱氢酶为催

化剂以及吡咯喹啉醌为辅因子实现将CO2还原为甲

醇。此外，上述研究还提到辅因子的类型对CO2还

原反应有很大影响，合适的辅因子可以提高多酶

图图5　体外多酶级联催化CO2生成各种产物

（虚线箭头表示多步反应）

FateDH—甲酸脱氢酶；FaldDH—甲醛脱氢酶；MDH—甲醇脱氢酶；ADH—乙醇脱氢酶；PyDC—丙酮酸脱羧酶；LDH—乳酸脱氢酶；

CPS—氨甲酰磷酸合酶；PPK—多磷酸激酶；CP—氨甲酰磷酸；ATCase—天冬氨酸氨甲酰转移酶；L-CAA—N-氨基甲酰基-L-天冬氨酸；

DHOase—二氢乳清酸酶；DHOA—二氢乳清酸；DHOD—二氢乳清酸脱氢酶；OA—乳清酸；GAP—3-磷酸甘油醛；G6P—6-磷酸葡萄糖

Fig. 5　Conversion of CO2 to various products by multi-enzyme cascade catalysis in vitro

(Dashed arrows indicate multi-step reactions)

FateDH—Formate dehydrogenase; FaldDH—Formaldehyde dehydrogenase; MDH—Methanol dehydrogenase; ADH—Alcohol dehydrogenase; 

PyDC—Pyruvate decarboxylase; LDH—Lactate dehydrogenase; CPS—Carbamoyl phosphate synthase; PPK—Polyphosphate kinase; CP—Carbamoyl 

phosphate; ATCase—Aspartate carbamoyl-transferase; L-CAA—N-Carbamoyl-L-aspartate; DHOase—Dihydroorotase; DHOA—Dihydroorotate; 

DHOD—Dihydroorotate dehydrogenase; OA—Orotate; GAP—Glyceraldehyde 3-phosphate; G6P—Glucose 6-phosphate
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级联反应的速率［189］。此后，Dave等［161］报道了一

种以甲酸脱氢酶、甲醛脱氢酶（formaldehyde 

dehydrogenase，FaldDH）以及乙醇脱氢酶这三种脱

氢酶为催化剂，NADH为辅因子的体外反应体系，

也可将CO2还原为甲醇。此外，多酶反应通常对反

应介质的pH值高度敏感，应在较低的pH值和离子

强度以及较高的温度下进行，但这样的条件又通

常会导致天然酶的变性失活［190］。因此，研究者采

用固定化介质的方法来提高酶的稳定性。例如，

Dave 等［161］将上述三种脱氢酶共封装在多孔硅溶

胶-凝胶基质中用于催化 CO2转化为甲醇，与游离

酶相比，固定化酶反应体系的甲醇产率和产量均

显著增加。

为了构建更稳定和高效的 CO2体外酶催化体

系，Jiang等［191-194］设计和测试了不同的固定化方法

和载体来模拟细胞内的微环境。例如，甲酸脱氢

酶、甲醛脱氢酶和乙醇脱氢酶被海藻酸盐-二氧化

硅复合材料包封，与游离酶相比，酶的活性、储

存稳定性以及可重复使用性均显著提高，储存 60 d

且重复使用超过 10 次后的甲醇产率仍可保持在

76%以上［191］。然而，将三种酶固定在一个载体内

通常存在一些局限性，例如不同酶之间的相互作

用可能会影响其活性以及固定化过程中单个酶的

催化行为难以控制［162］。为此，研究者对这三种酶

的固定方法及载体做了一系列改进，实现CO2向甲

醇的高效且高选择性转化［192-194］。

然而，上述CO2体外多酶转化体系均要消耗辅

因子，极大地增加了转化过程的成本。因此，这

也促使研究者聚焦于实现这一过程中的辅因子再

生或再利用。Wang等［195］将反应体系中的酶（甲酸

脱氢酶、甲醛脱氢酶、乙醇脱氢酶和谷氨酸脱氢酶）

和NADH固定在不同的聚苯乙烯颗粒上，并以谷氨

酸在谷氨酸脱氢酶 （glutamate dehydrogenase，

GDH）作用下生成的酮戊二酸来驱动NADH原位再

生。这种固定化多酶反应体系显著提升了NADH的

利用率，但相较于游离型多酶反应体系，前者的酶

活性和甲醇产率均偏低，需要进一步优化。此外，

为了提高多酶反应系统的活性，Galarnea等［196］比较

了甘油脱氢酶（glycerol dehydrogenase，GlyDH）、

亚磷酸盐脱氢酶（phosphite dehydrogenase，PTDH）

和光合系统这三种不同的 NADH 再生系统，发现

亚磷酸盐脱氢酶系统中的 NADH 再生效率最高。

随后，他们将甲酸脱氢酶（FateDH）、甲醛脱氢酶

（FaldDH）、乙醇脱氢酶（ADH）和亚磷酸盐脱氢

酶 （PTDH） 共包在磷脂 - 二氧化硅纳米胶囊

（phospholipid-silica nanocapsules，NPS）中，将固

定化多酶体系的酶活性提高至游离酶体系的55倍。

3.2.2 CO2转化为中、长碳链产物

相比于化学结构相对简单的甲醇等产物，通

过体外多酶体系转化CO2合成具有较高价值的三碳

及以上的中、长碳链化合物是更具挑战性的工作。

2011年，Wang等［197］设计了一种相对简单的多酶

途径将CO2和乙醇转化为L-乳酸，反应过程如图 5

（b）所示：①在NAD+存在下，乙醇脱氢酶将乙醇

氧化为乙醛；②丙酮酸脱羧酶催化CO2和乙醛合成

丙酮酸；③在 NADH 存在的情况下，乳酸脱氢酶

（lactate dehydrogenase，LDH）将丙酮酸还原为 L-

乳酸。2016年，德国的马克斯-普朗克陆地微生物

研究所 Tobias J. Erb团队［198］报道了一种非天然的

酶催化固碳新途径 （CETCH 循环），包括来自动

物、植物、微生物的 17种酶，并通过对CETCH循

环的数轮优化逐步提高固碳效率，实现利用CO2体

外合成苹果酸盐。随后，该研究团队又通过整合

上 述 CETCH 循 环 和 β - 羟 基 天 冬 氨 酸 循 环 

（BHAC）实现体外酶催化 CO2合成多种萜烯和聚

酮类化合物［199］。此外，通过在反应体系中引入四

种回补模块（anaplerotic modules）来补充 CETCH

循环中消耗的代谢中间体，该团队还实现了利用

CO2 体外合成复杂化合物 6-脱氧红霉内酯 B（6-

deoxyerythronolide B）［200］。上述的研究工作展示了

CETCH 循环在 CO2 高值化利用中的应用潜力。

2020年，Li等［201］构建了一种新的体外多酶系统，

用于将CO2转化为光学纯的N-氨基甲酰基-L-天冬

氨酸和乳清酸。他们利用氨甲酰磷酸合酶（CPS）、

天冬氨酸氨甲酰转移酶（ATCase）、二氢乳清酸酶

（DHOase）和二氢乳清酸脱氢酶（DHOD）这 4种

级联酶一锅法将原料转化为产品，同时偶联多磷

酸激酶（PPK）用于ATP再生［图 5（c）］。在最佳

反应条件和底物浓度下，3 h内该反应体系可生成

19.2 mmol/L N-氨基甲酰基-L-天冬氨酸，从而合成

了 15.5 mmol/L乳清酸。而在添加的L-天冬氨酸的

基础上，N-氨基甲酰基-L-天冬氨酸和乳清酸的产
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率分别达到 96.0%和 93.3%。这项工作突出了利用

体外生物制造平台生产光学纯N-氨基甲酰基-L-天

冬氨酸和乳清酸的便利性，为利用可再生原料合成

高附加值商品化学品提供了一条新途径。2021年，

中国科学院天津工业生物技术研究所的科研团

队［202］又报道了一种 CO2和 H2合成淀粉的化学-生

物杂合的无细胞转化途径［图 5（d）］。该途径包含

11个核心反应步骤，并对 3个关键酶进行了蛋白设

计和改造。在 H2的驱动下，该体外酶反应体系的

CO2转化淀粉的速率达到 22 nmol/min，比玉米中

的淀粉合成速率高出约 8.5倍。该研究克服了化学

和生物协同催化的障碍，实现体外高效合成淀粉

分子，为无细胞体系酶催化制造淀粉提供了一个

全新的路径。

4 问题与展望

现有生物制造产业主要依托于淀粉质以及糖

类等有机原料，存在“与人争粮”的争议以及经

济性问题，亟须推进原料利用途径的变革。以CO2

为代表的一碳资源来源广泛且储量巨大，但目前

尚未得到全面、有效利用。一碳生物技术和低碳

生物产业的发展有望实现“零碳”甚至是“负碳”

生物制造，将引领新一代生物制造产业模式并成

为未来绿色经济发展的重要路径之一，有望在我

国“双碳”目标实现过程中发挥重要作用。

CO2生物转化的核心是四价碳的还原。自养微

生物可以在常温下实现对CO2的还原，但由于CO2

的化学惰性，上述转化过程普遍存在能效低、速

率慢的问题。如何进一步提高生物固碳的反应速

度，接近或达到化学转化CO2的效率，同时实现碳

流定向分配以高效合成目标产物是未来的研究重

点，其中的一些关键问题和技术难点包括：①克

服CO2的化学惰性以实现对其的转化和利用需要高

效的能量输入，因此，拓展生物体的能量传递通

道、提高能量传递效率是关键。在这方面，采用

一些人工电子传递元件如蛋白导线、量子点连接

子等，可以实现生物体直接利用高密度形式的能

量，有望克服这一技术瓶颈，但在经济性上需要

综合考量。②生物固碳元件活性低，固碳途径长

且复杂，综合效率低。这就需要我们发掘、改造

和设计更高效的CO2还原元件，优化天然固碳途径

或者创建全新的人工固碳途径，实现CO2的高效生

物还原。③将吸收和同化的CO2高效转化为目标产

物是能否最终实现CO2高值化利用的关键。但生物

体吸收的CO2通常会用于细胞生长以及与生长密切

相关的代谢物合成，将这些碳源定向合成目标产

物并非易事，需要通过对物质代谢网络的整体调

节来促进碳流重新分配，并增强其到目标化学品

的代谢通量。

一些模式微生物，如大肠杆菌和酿酒酵母等，

具有遗传背景清晰、分子工具完备等优势，近年

来利用其创建人工的一碳细胞工厂并已成为研究

热点，但相关研究成果主要局限于概念验证以及

实验室测试，细胞性能以及技术路线距离工业应

用仍有较大距离。此外，工业生产企业来源的CO2

通常伴随多种杂质，比如烷烃、烯烃、焦油等，

对于微生物具有较大毒性，需要在实际应用中予

以重视。

构建化学-微生物耦合催化体系可以有效规避

单纯生物催化过程中CO2的惰性问题。通过化学催

化可将CO2高效转化为甲醇、甲酸等液态有机一碳

原料。由于不再存在气液传质效率的限制问题，

这些有机一碳物质相对于CO2而言更易被生物体系

所转化。但目前的生物体系（无论是微生物细胞

还是体外酶催化系统）对于上述有机一碳原料的

转化和利用仍存在效率低、有显示度的产品少且

产量低等诸多不足，亟待进一步改善和提升。此

外，体外酶催化体系虽然比微生物发酵路线在转

化有机一碳原料时具有更高的反应速率，但目前

的固碳途径多依赖 ATP 供能，成本偏高。因此，

未来体外酶催化固碳研究的重点之一是设计出能

够利用其他能量形式的生物酶。
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