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中文摘要 

本研究的目的在於發展大腸桿菌之琥珀酸醱酵的技術平台。這

個技術平台主要建立在生產菌株的構築和醱酵策略，前者是利用代

謝工程技術來改質大腸桿菌，其策略包括(1) 建構 TCA 還原循環路

徑；(2) 導引三羧酸循環路徑的碳流方向。後者則是進行醱酵條件

之探討，以鑑定關鍵操作因子。結合以上兩者策略，生產菌株最終

的琥珀酸產量可達 10.63 g/L，以及琥珀酸轉化率達 120%。 

 

關鍵字：代謝工程、染色體工程、琥珀酸 
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Abstract 

This study is aimed at to develop a technology platform for fermentative 

production of succinic acid in Escherichia coli. To achieve this goal, 

two main strategies were proposed consisting of the producer strain 

development and the fermentation technique. The former strategy was 

approached by metabolic engineering of Escherichia coli, including (1) 

generation of reductive TCA cycle and (2) redirection of carbon flux in 

the reductive TCA cycle. The second strategy was approached by 

investigating the key factors in the succinate fermentation. By 

combination of these two strategies, the engineered strain enabled 

production of 10.63 g/L succinate with a molar conversion yield 

reaching 120%. 

 

Keywords: Metabolic engineering, Genomic engineering, succinic acid
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壹、計畫緣起與目的 

由於人們對於價格低廉的替代性能源和石化衍生產品的需求

日益迫切，這股趨勢引發了所謂的「綠色工業革命」，其革命下的產

物就是以綠色製程為基礎的產業，其中生物產業被視為綠色工業的

代表，生物產業有賴於生物技術為基礎，相對於以化石能源為基礎

的化學工業，生物技術可有效降低能源的消耗和汙染的排放，尤其

生物技術可利用再生資源，達到永續發展和改善環境的目的。再生

資源係指以生物質（biomass）為原料，範圍主要包括作物、農林漁

牧加工後之廢棄物和工業及都市排放的有機廢棄物，透過生物精煉

製程（biorefinery process）可將這些生物質轉化生產替代性能源（即

生質能源）、取代石油衍生性的產品和新產品，這類新興產業的市場

以每年約 15%的速率成長，預計 2012 年後的全球總產值達到千億

美元以上。 

  琥珀酸(succinic acid)是微生物代謝生產的二羧酸中最重要的

物質，已經被美國能源部門列為 12 項平台生質化學品之一，極有經

濟價值，經由特定的化學反應之後，琥珀酸可轉化成 1,4 丁二醇、

顺丁烯二酸酐(maleic anhydride)、琥珀酸亞胺、2 -吡咯烷酮、四氫

呋喃等，這些化學品可再轉化成許多有用的化學分子，可用以製作

生物可分解聚合物、工業溶劑和特用化學品等，運用範圍廣泛且具

有極大的商業市場；此外，琥珀酸可直接運用在食品工業上，當作

風味添加劑，也可應用在要藥品上，甚至做為界面活性劑等。目前

推估琥珀酸和其衍生物的市場可達每年 24.5 萬公噸，而由琥珀酸製
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備的聚合物產量每年高達 2 千 5 百萬公噸，市場需求量甚為可觀。

琥珀酸過去皆由石化產物丁烷轉化而得，目前由微生物醱酵所生成

的琥珀酸成本估計為每公斤 0.55-1.1 美元，極具有競爭力，未來若

醱酵生產成本可再降低，預期生質琥珀酸將可取代其石油衍生物，

因此吸引了世界上有許多知名的大型製造公司躍躍欲試，其中包括

日本 Ｍitsubishi Chemical、美國 Myriant Technologies 、Diversified 

Natural Products 和 Michigan Biotechnology Institute International、 德

國 BASF、荷蘭 DSM 以及法國 Roquette 和 BioAmber 等公司。 

 自然界中有許多微生物具有醱酵生產琥珀酸的能力，最常見的

例子如反芻菌 Actinobacillus succinogenes 在厭氧醱酵條件下可生產

琥珀酸，目前的研究工作皆著重於此菌株的改質，以便能使用較便

宜的碳源來轉化生產琥珀酸，以提高產品的競爭力；反芻菌

Mannheimia succiniciproducens 也被普遍研究，由於成功引入了基因

工程技術之後，使得該菌株的生理代謝行為漸被解譯，未來頗具開

發的潛力；德國 BASF 公司則篩選了一株反芻菌Ｂ asfia 

succiniciproducens，在連續醱酵條件下，由甘油醱酵生產的琥珀酸

之產量、轉化率和生產率分別可達 5.21 g/L、1.02 g/g 和 0.094 g/L/h，

該製程的產業化仍有段距離；而荷蘭 DSM 及法國 Roquette 合作開

發了重組麵包酵母菌，在醱酵 95 小時後，由葡萄糖可轉化生產 43 

g/L 琥珀酸，具有產業化開發的潛能；此外，Corynebacterium 
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glutamicum、 Zymomonas mobilis 和 Yarrowia lipolytica 也曾被研發

來醱酵生產琥珀酸，惟成效有限，仍待後續的改進。大體而言，這

些微生物多半需要豐富的營養基來培養，且生長速度較緩慢，應用

於琥珀酸的生產，仍有極大的改進空間。 

 相較於其他生產菌株，大腸桿菌具有諸多優勢，包括可使用營

養基簡單培養、生長快速、具有代謝多種單醣的能力、且可大量表

現生產蛋白質，以及可資運用的基因工程和醱酵技術均較成熟，因

此改質大腸桿菌來生產琥珀酸便受到研究者的注目。最早的研究是

利用 pflB 和 ldhA 基因剃除的大腸桿菌，惟其琥珀酸產量低，後經由

一連串的突變篩選，再加上強化菌株之 malic enzyme 的活性，重組

大腸桿菌終可生產 1.19 g/L 琥珀酸。另外一個策略則是剃除菌株中

與琥珀酸競爭的代謝路徑，以及引入 Lactococcus lactis pyruvate 

carboxylase (pyc) 基因和啟動細胞內的乙醛酸支路 (glyoxylate 

shunt)，結果改質後的大腸桿菌可由葡萄糖醱酵生產 58.3 g/L 琥珀

酸，其莫爾轉化率達 0.85。事實上，琥珀酸的合成需要二氧化碳，

因此將二氧化碳引入醱酵槽中，可以有效增加琥珀酸的生成量；而

類似的策略則是將藍藻細菌的 carbonic anhydrase 引入大腸桿菌中，

以增加二氧化碳的固化效用，進而增進琥珀酸的生成量。此外，研

究 者 也 在 大 腸 桿 菌 中 表 現 反 芻 菌 A. succinogenes 

phosphoenolpyruvate (PEP) carboxykinase (pck)，這個代謝路徑可由



6 

PEP 生成 oxaloacetate (OAA)，同時生成 ATP，相較於 PEP carboxylase 

(ppc)所催化的同樣代謝反應，可增生能量，進而有利於琥珀酸的生

成量。其他的研究也試圖操作葡萄糖的運輸來增加能量的產生，例

如剔除 ptsI 基因，以破壞大腸桿菌中負責運輸和磷酸化葡萄糖的磷

酸烯醇式丙酮酸轉磷酸化酶系統(PEP-phosphotransferase system，

PTS)，接之以 galactose transporter (galP)和 glucokinase (glk)替代 PTS

的功能，如此可以增加 PEP，增進琥珀酸的生成量。再則，結合導

引演化的策略，經基因改質的大腸桿菌可進化成琥珀酸生產菌，結

果顯示其莫爾轉化率和產量可達 1.2-1.6 和 70-80 g/L。 

 許多單醣如葡萄糖、蔗糖、木糖、半乳糖、甘油皆曾被研究用

來醱酵生產琥珀酸，此外，也有研究者利用農業廢棄物、加工殘餘

物、作物纖維素和半纖維素水解物當作微生物醱酵的料源。誠如前

述，纖維素和半纖維素是自然界中蘊藏最豐富的物質，透過生物精

煉製程將纖維素和半纖維素轉化成琥珀酸，仍是公認最具發展潛力

的製程。然水解植物生物質(即纖維素和半纖維素)的產物主要為葡

萄糖和木糖，自然界中少有微生物可以具備代謝這兩種醣類的能

力，以致影響了以植物生物質為基礎的微生物醱酵精煉製程的工業

發展。大腸桿菌是少數具有代謝這兩種醣類的能力之菌種，雖然如

此，在大腸桿菌中存在一種葡萄糖代謝物調控機制，當此兩種醣同

時存在時，大腸桿菌會優先選擇葡萄糖代謝，待葡萄糖消耗殆盡時，
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繼而消耗木醣，且往往無法完全代謝木醣，如此下來將延宕整個醱

酵的時程，最終致使醱酵效能不彰。針對以上這個問題，我們藉由

代謝工程技術來改質大腸桿菌，除了將葡萄糖所引發的調控機制給

予解除外，且強化了菌株中的木醣代謝路徑，結果獲得了一株可以

同時有效代謝葡萄糖和木糖的重組菌株。 

    在本計畫中，我們將以大腸桿菌為基礎發展由葡萄糖轉化生成

琥珀酸的生物精煉製程，而本年度的計畫重點在於構築一株可由代

謝葡萄糖生產琥珀酸的生產菌株，結合醱酵技術來生產琥珀酸。
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貳、研究方法與過程 

本計畫之最終目標就是要建立一個琥珀酸的生物精煉製程，

為了達到這個目標，我們將結合代謝工程技術、生物合成技術、導

引演化技術來全面工程改造大腸桿菌，同時發展醱酵技術，以使得

重組菌株能夠代謝纖維素水解液來生成琥珀酸。 

本年度的計畫目標則將建構一株琥珀酸生產菌，其執行方法

及進行步驟分述如下： 

  一、染色體操作工具箱之操作： 

     我們過去建構一套染色體操作工具箱，以便用以操作大腸桿

菌染色體基因，並能重複基因剃除和基因強化，免除抗生素的使

用。此工具箱主要包括兩端包夾一個抗生素基因標誌的突變型

loxPRE 位置和 loxPLE 位置的卡匣；其另一功能可以做為原位鑲箝

啟動子工具箱，以方便能將人工啟動子與染色體基因黏合在一起，

主要含有一個啟動子和兩端被 loxPRE 位置和 loxPLE 位置包夾的

抗抗生素標誌基因的樣板質體。 

  二、剃除競爭性的基因： 

    接著我們利用這個基因剃除工具箱來替除菌株染色體上的基

因，其作法首先以 PCR 方法增幅一段兩端被 loxPRE 位置和 loxPLE

位置包夾的抗抗生素標誌基因卡夾，另一方面，使用 PCR 方法將欲

剔除的基因兩端 DNA 片段增幅出來，接著以增幅出的兩端 DNA 片

段為前導子和增幅出的抗抗生素標誌基因卡夾為樣板，運用重疊

PCR 方法將這 3 個 DNA 片段黏接起來，最後再 PCR 方法將這融合

的 DNA 片段大量增幅，以電穿法將融合 DNA 片段轉形入菌株中，

藉由菌株內重組酶-Red 所表現的 exo、bet、gam 等三個基因之作
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用，將此融合 DNA 卡夾鑲插至菌株的目標基因上，置換染色體上

的目標基因，最後再藉由嗜菌體 P1 的 Cre 重組酶重組突變型 loxP 

RE 位置和 loxP LE 位置，移除其中的抗生素基因標誌，遺留下一

個 loxPRE/LE 位置，此時殘餘的 loxP RE/LE 位置不再受 Cre 重組酶

作用。根據以上的方法，剃除菌株染色體 sucCD 基因。  

  三、強化關鍵基因的表現： 

接著，我們利用原位鑲箝啟動子工具箱來強化菌株染色體上

的基因，其作法首先以 PCR 方法增幅一段含有一個啟動子和兩端被

loxPRE 位置及 loxPLE 位置包夾的抗抗生素標誌基因卡夾，另一方

面，使用 PCR 方法將欲剔除的基因兩端 DNA 片段增幅出來，接著

以增幅出的兩端 DNA 片段為前導子和增幅出的啟動子和抗抗生素

標誌基因卡夾為樣板，運用重疊 PCR 方法將這 3 個 DNA 片段黏接

起來，最後再 PCR 方法將這融合的 DNA 片段大量增幅，以電穿法

將融合 DNA 片段轉形入菌株中，藉由菌株內重組酶-Red 所表現的

exo、bet、gam 等三個基因之作用，將此融合 DNA 卡夾鑲插至菌株

的目標基因上，置換染色體上的目標基因，最後再藉由嗜菌體 P1

的 Cre 重組酶重組突變型 loxP RE 位置和 loxP LE 位置，移除其中

的抗生素基因標誌，遺留下一個 loxPRE/LE 位置，移除其中的抗生

素基因標誌，最後將啟動子原位鑲箝在染色體基因的上游，以便達

到調控和強化染色體基因表現之目的。根據以上的方法，將菌株染

色體基因包括 mdh 和 fumC 等基因置放在人工啟動子的下游，以達

到強化其表現的目的。 

  四、琥珀酸醱酵： 

從固態培養基中選取重組菌株單一菌落，培養於 LB 培養液（5 



10 

mL）的搖瓶中，以 37℃、200 rpm 培養隔夜後，接種至含有 5 g/L

葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基中，使得搖瓶（25 mL）中的初始細

胞密度達到 OD550＝0.1，接著於 37℃、150 rpm 下進行繼代培養。

琥珀酸醱酵則採以下方法，如上述的方法，以燒瓶來過夜培養生產

菌，隔日將過夜培養菌株接種至內含 30 g/L 葡萄糖的 NBS 基本礦物

培養基的客製化小型醱酵槽，醱酵體積達 400 mL，控制醱酵液 pH

在 7.0 左右，隨著醱酵時間取樣分析細胞生長、醣類消耗和產物濃

度，其中葡萄糖和有機酸濃度係使用 HPLC 來測量。此外，為了有

效控制醱酵液溶氧濃度，生產菌株改以桌上型醱酵槽來進行琥珀酸

醱酵，其醱酵體積達 3000 mL。
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參、主要發現與結論 

一、建構 TCA 還原循環路徑： 

如圖一所示，將菌株染色體 sucCD 基因剔除，可將菌株的

TCA(三羧酸)氧化循環路徑改變成還原循環路徑，須知大腸桿菌處

在厭氧狀態下，將採用 TCA 還原循環路徑來進行生長，而厭氧狀態

有利於琥珀酸的生產，所以此策略可模仿 TCA 還原循環路徑，有助

於產物的生產。 

二、導引三羧酸循環路徑的碳流方向： 

根據大腸桿菌之葡糖糖代謝路徑分析，可知經由內源型 ppc

基因所催化的反應路徑，由葡萄糖生成琥珀酸的理論反應式如下： 

Glucose + 2 CO2 + 2 NADH → 2 Succinate  ......... (1)                     

由上述反應式(1)顯示，由葡萄糖來生成琥珀酸需要額外能源如

氧化還原力 NADH，因此任何消耗能源的路徑皆須予以剃除，此外，

生產其他有機酸廢棄物的路徑也需剔除，以減少碳流量的損失，基

於此，過去我們使用操作染色體工具箱依序剃除 pta, ldhA, poxB, pflB, 

mgsA 和 adhE 等基因。此外，為了疏通碳流累積在丙酮酸的代謝節

點，一則有效的策略便是增加下游代謝節點的碳流量，基於此，生

產琥珀酸的反應路徑是由 frdABCD 基因產物所負責，因此我們運用

發展的原位鑲箝啟動子工具箱將人工啟動子與染色體 frdABCD 基因

融和，以強化菌株的 frdABCD 基因表現，所獲得的菌株則命名為
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BSuc-4ZPU。 

 在此以菌株 BSuc-4ZPU 為基礎，為了進一步強勢導引匯集於

左端還原支路的碳流至琥珀酸，因此使用原位鑲箝啟動子工具箱將

人工啟動子與染色體 mdh 基因融和，以強化菌株的 mdh 基因表現，

所獲得的菌株則命名為 BSuc-4ZPUM。所獲得菌株使用燒瓶來培

養，培養至細胞停滯生長時期時，以離心機收集細胞，破菌後回收

細胞萃取液來進行 Mdh 的酵素活性檢測，如表一所示，其中有一株

菌株 BSuc-4ZPUM 的 Mdh 比酵素活性較原菌株 BSuc-4ZPU 高出 10

倍，顯示經此技術建構後的菌株可表現出較高的 Mdh。 

接著，以客製化小型醱酵槽方式來初步檢測菌株 BSuc-4ZPUM

和菌株 BSuc-4ZPU(控制組)的生產效能。首先使用含有 3% (167 mM)

葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基，依據前述實驗方法來進行醱酵，在

前期 12 小時，不斷進行曝氣以進行菌株的好氧生長，隨後關閉曝

氣，以進行菌株的琥珀酸醱酵，隨時間取樣分析，結果如圖二所示，

在前期醱酵階段，兩株菌株的生長狀態類似，並消耗近 60 mM 葡萄

糖，但琥珀酸幾乎沒有生產；在後期醱酵階段，兩株菌株接進入生

長停滯時期，並且累積生產琥珀酸，而菌株 BSuc-4ZPUM 所生產琥

珀酸的濃度略高於菌株 BSuc-4ZPU 所生產的量，最後在醱酵 48 小

時之後，仍留下約 50-60 mM 葡萄糖，且生產出約 55 mM 琥珀酸，

其莫爾轉化率估計達 92%。 
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參照圖一，由草醋酸(OAA)到琥珀酸的合成路徑中，由蘋果酸

到富馬酸的代謝路徑仍未強化，因此原位鑲箝啟動子工具箱將人工

啟動子與染色體 fumC 基因融和，以強化菌株的 fumC 基因表現，所

獲得的菌株則命名為 BSuc-4ZPUMF。所獲得菌株使用燒瓶來培養，

培養至細胞停滯生長時期時，以離心機收集細胞，破菌後回收細胞

萃取液來進行 FumC 的酵素活性檢測，如表二所示，其中有一株菌

株 BSuc-4ZPUMF 的 FumC 比酵素活性較原菌株 BSuc-4ZPUM 高出

1.8 倍，顯示經此技術建構後的菌株可表現出較高的 FumC。 

接著，以小型醱酵槽方式來初步檢測菌株 BSuc-4ZPUMF 和菌

株 BSuc-4ZPUM(控制組)的生產效能。首先使用含有 3% (167 mM)

葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基，依據前述實驗方法來進行醱酵，在

前期 12 小時，不斷進行曝氣以進行菌株的好氧生長，隨後關閉曝

氣，以進行菌株的琥珀酸醱酵，隨時間取樣分析，結果如圖三所示，

在前期醱酵階段，菌株 BSuc-4ZPUMF 生長狀態較優，並消耗近 60 

mM 葡萄糖，但琥珀酸幾乎沒有生產；在後期醱酵階段，兩株菌株

接進入生長停滯時期，並且累積生產琥珀酸，而菌株 BSuc-4ZPUMF

所生產琥珀酸的濃度略高於菌株 BSuc-4ZPUM 所生產的量，最後在

醱酵 48 小時之後，仍留下約 50 mM 葡萄糖，且生產出約 60 mM 琥

珀酸，其莫爾轉化率估計達 86%。 

參照圖一，草醋酸係為合成琥珀酸的前驅物，它是透由細胞內
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的葡萄糖分解路徑所生成的磷酸烯醇丙酮酸(PEP)，再經由內源型磷

酸烯醇丙酮酸羧化酶(Ppc)催化生成琥珀酸。為了能導引碳流至草醋

酸代謝節點，以增進琥珀酸的合成，在此我們由 Corynebacterium 

glutamicum 和 Lactococcus lactis 選殖丙酮酸羧化酶(Pyc)基因，分別

獲得質體 pTH-Cpyc 和 pTH-Lpyc；丙酮酸羧化酶的功用與磷酸烯醇

丙酮酸羧化酶類似，惟其轉化丙酮酸成草醋酸，同時固定二氧化碳。

隨後將這些質體分別轉形入菌株 BSuc-4ZPUMF 中，依序得到菌株

BSuc-4ZPUMF/pTH-Cpyc 和 BSuc-4ZPUMF/pTH-Lpyc。接著，以小

型醱酵槽方式來初步檢測菌株的生產效能，使用含有 3% (167 mM)

葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基，依據上述實驗方法來進行醱酵，結

果如圖四所示，相較於菌株 BSuc-4ZPUMF，菌株 BSuc-4ZPUMF/ 

pTH-Cpyc 和 BSuc-4ZPUMF/pTH-Lpyc 並無法促進琥珀酸的產量，

顯示尚有其它因素限制了琥珀酸的醱酵生產。。 

三、醱酵條件對於琥珀酸生產的影響： 

    由上述的初步檢測得知，構築的菌株 BSuc-4ZPUMF 具備著由

草醋酸(OAA)到琥珀酸的強化合成路徑，因此生產出較高的生物質

量，雖然也略為增進琥珀酸的產量，不過琥珀酸轉化率卻稍下降。

在此，我們進一步檢測醱酵條件對於菌株的琥珀酸生產之影響，由

上圖中得知，葡萄糖似乎無法為菌株 BSuc-4ZPUMF 所善用，據此

推測培養基中可能存在其他限制因素，因此在培養基中添加不同量
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的酵母萃取粉(0.125%、0.25%、0.5%)，依照前面的醱酵培養方式，

將菌株 BSuc-4ZPUMF 進行兩階段式的醱酵，結果如圖五所示，菌

株在後期醱酵期間皆能維持微幅生長，且可增進約 75%的生物質

量，在醱酵 48 小時之後，菌株可代謝大部分的葡萄糖，仍有大約

5-20 mM 葡萄糖未被代謝，而琥珀酸的產量在含有 0.125%、0.25%、

0.5%酵母萃取粉的培養基中依序可獲得 35 mM、65 mM、45 mM，

其最終產量和轉化率皆大幅降低。經 HPLC 分析後可得知，在含有

酵母萃取粉的條件下，除了琥珀酸外，菌株仍會生產大量乳酸類似

物，而導致琥珀酸的產量減少，由於菌株內形成乳酸的已知合成路

徑皆已剔除，這個乳酸類似物究竟是經由何條代謝路徑生成出來，

目前無法得知。 

    接下來的問題是如何抑制乳糖類似物的生成或促進琥珀酸的合

成路徑，我們試圖改變醱酵液的酸鹼值，同時結合批次饋料的方式

來解決問題。因此以上述方法進行醱酵，一開始則使用含 0.25%酵

母萃取粉和 80 mM 葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基，醱酵 pH 值控制

在 6.2 或 7.0 時，同時進行饋料批次醱酵。結果如圖六所示，在 pH 6.2

的條件下，在前 24 小時進行細胞生長階段，隨後進行生產階段，菌

株 BSuc-4ZPUMF 隨時間逐漸累積琥珀酸，96 小時後共消耗 220 mM

葡萄糖和生產 90 mM 琥珀酸。醱酵前 24 小時的細胞生展階段，菌

株消耗 70 mM 葡萄糖；由此之後，菌株開始進入生長停滯時期，琥
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珀酸濃度亦隨醱酵時間逐漸累積，直到醱酵結束，在此生產階段，

菌株共消耗 150 mM 葡萄糖和生產 90 mM 琥珀酸；據以上數據估

算，琥珀酸轉化率達 0.40 g/g，而莫爾轉化率則達 60%。然而在 pH 7.0

的條件下，菌株最後共消耗 220 mM 葡萄糖和生產 50 mM 琥珀酸，

這個結果顯示醱酵 pH 值對於此菌株的琥珀酸生產影響極大。 

四、桌上型醱酵槽進行琥珀酸生產： 

綜觀以上的結果，琥珀酸的醱酵大致是限制於菌株於生產階

段的葡萄糖代謝效能，這個限制因素雖然可以使用補充營養基如酵

母粉來解決，不過卻引發細胞內其他未知的代謝反應，導致產生大

量的乳酸類似物，即使改變葡萄糖饋料方式和醱酵液的酸鹼值，惟

其效果不彰。須知菌株的醱酵生產階段處於氧氣現置的狀態下，而

琥珀酸的前驅物草醋酸來自二氧化碳的固化反應，由此判斷，此階

段醱酵液中的溶氧度(即二氧化碳的溶度)應扮演十分重要的角色。

以上的實驗結果皆來自使用客製化小型醱酵槽，其缺點在於無法有

效控制醱酵液的溶氧度，所以決定採用桌上型醱酵槽來控制這個操

作參數以進行琥珀酸生產，並且使用不添加酵母粉的培養基，醱酵

條件則與上述相似。 

使用含有 167 mM 葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基來培養菌株

BSuc-4ZPUMF，首先以 1 vvm 的空氣進流量來進行曝氣，培養控制

在 37 oC 和 pH 7，這個階段進行菌株的好氧生長，醱酵 12 小時之
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後，細胞密度達約 4 OD550，在此刻停止曝氣，且打入 3.5 公升二氧

化碳，控制醱酵液的溶氧度達 0.1-0.5%飽和濃氧度，以進行菌株的

琥珀酸醱酵，隨時間取樣分析，結果如圖七所示。在前期生長階段，

菌株 BSuc-4ZPUMF 消耗近 55 mM 葡萄糖，僅產生些微琥珀酸；隨

後進入後期的生產階段，在前 12 小時，菌株仍持續生長達 6 OD550，

不過細胞密度卻開始下降直到醱酵結束，然而菌株 BSuc-4ZPUMF

所生產琥珀酸的濃度隨時間逐漸累積，在此階段醱酵 3.5 日之後，

共消耗 82 mM 葡萄糖，且生產出約 90 mM 琥珀酸，生產階段的琥

珀酸莫爾轉化率估計達 110 %，由 HPLC 分析獲知，除了琥珀酸，

菌株並不會生產其他有機酸和醱酵產物如乳酸、蟻酸、丙酮酸和乙

醇等。這個實驗結果顯示，控制醱酵液的溶氧度是影響琥珀酸生產

的重要因素，在接近厭氧的微溶氧狀態下，菌株可將消耗的葡萄糖

有效的轉化成琥珀酸，而通入的二氧化碳，可以形成一股驅動力，

有效驅動內源型磷酸烯醇丙酮酸羧化酶(Ppc)的”固碳”催化反應(參

見圖一)，惟菌株的葡萄糖代謝速率大幅降低，導致琥珀酸的生產速

率低；此外，菌株在生產階段的中後期呈現死亡的現象，這個現象

的成因仍不明。 

基於以上的結果，下一步驟需解決的問題就是如何增進琥珀

酸的生產速率。這個問題可藉由提高菌株的細胞密度，因此我們在

含有 167 mM 葡萄糖的 NBS 基本礦物培養基中額外添加 1.6 g/L 酵
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母粉。醱酵條件與上述相同，首先以 1 vvm 的空氣進流量來進行曝

氣，培養控制在 37 oC 和 pH 7，這個階段進行菌株的好氧生長，醱

酵 12 小時之後，細胞密度達約 10.5 OD550，在此刻停止曝氣，且打

入 3.5 公升二氧化碳，控制醱酵液的溶氧度達 0.1-0.5%飽和濃氧度，

以進行菌株的琥珀酸醱酵，隨時間取樣分析，結果如圖八所示。在

前期生長階段，菌株 BSuc-4ZPUMF 消耗近 92 mM 葡萄糖，僅產生

些微琥珀酸；隨後進入後期的生產階段，細胞密度緩慢下降直到醱

酵結束，而菌株 BSuc-4ZPUMF 所生產琥珀酸的濃度隨時間逐漸累

積，在此階段醱酵 1.5 日之後，共消耗 75 mM 葡萄糖，且生產出約

90 mM 琥珀酸，生產階段的琥珀酸莫爾轉化率估計達 120 % (0.79 g

琥珀酸/g 葡萄糖)，由 HPLC 分析獲知，菌株並不會生產其他有機

酸和醱酵產物如乳酸、蟻酸、丙酮酸和乙醇等。與前一個策略相比，

這個醱酵策略可以提高琥珀酸莫爾轉化率達 10%，琥珀酸的生產速

率(2.5 mM/hr)則增加達 130%。 

由代謝路徑的反應式(1)來推估，琥珀酸理論莫爾轉化率可達

200%，這個研究所採用的最佳策略可以達到 120 %的理論莫爾轉化

率，已經與過去研究發表的成果可相比擬：琥珀酸的生產速率達 2.5 

mM/hr (0.3 g/L/hr)，琥珀酸產量達 10.63 g/L。綜合以上所有的結果，

結合建構的生產菌株與發展的醱酵策略已經成功建立了一個琥珀酸

的生產技術平台，未來研究的課題將著重於琥珀酸產量的增進，以
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及聯接纖維素水解的平台，達到生產纖維琥珀酸的最終目標。 
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表一  菌株 Mdh 酵素比活性 

  Unit/ml sup  Unit/mg protein  

Bsuc-4ZPU 0.035  0.008  

Bsuc-4ZPU-M#1  0.489  0.081  

Bsuc-4ZPU-M#2 0.345  0.057 

Bsuc-4ZPU-M#3  0.049 0.008 

Bsuc-4ZPU-M#4  0.349  0.057 

 

表二  菌株 FumC 酵素比活性 

  Unit/ml sup  Unit/mg protein  

Bsuc-4 ZPUM 8.27  41.36  

Bsuc-4 ZPUMF(SPL-FumC Km) #1 14.57  72.84  

Bsuc-4 ZPUMF(SPL-FumC Km) #2 13.51  67.53  

Bsuc-4 ZPUMF(SPL-FumC Km) #3 14.51  72.57  

Bsuc-4 ZPUMF(SPL-FumC Km) #4 11.66  58.30  

Bsuc-4 ZPUMF(SPL-FumC Km) #5 7.70  38.48  
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圖一 大腸桿菌葡萄糖醱酵生產琥珀酸之代謝路徑示意圖。縮寫說

明：FDP, fructose 1,6-biphosphate; PGA, 3-phosphoglyceraldehyde; 
X5P, xylulose5-phosphate; PPP, pentose phosphate pathway; PEP, 
phosphoenolpyruvate; Lac, lactate; Ace, acetate; OAA, oxaloacetate; 
CIT, citrate; Iso-CIT, isocitrate; a-KG, alpha-ketoglutarate; SUC-CoA, 
succinyl-CoA; FUM, fumarate; MAL, malate.  
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圖二 重組菌株 BSuc-4ZPUM 和 BSuc-4ZPU(控制組)進行醱酵曲線

圖。符號說明：菌株 BSuc-4ZPUM (△)和 BSuc-4ZPU (▲)葡萄糖消

耗；菌株BSuc-4ZPUM (○)和BSuc-4ZPU (●)細胞密度； BSuc-4ZPU

及；菌株 BSuc-4ZPUM (空心柱狀)和 BSuc-4ZPU (實心柱狀)琥珀酸

生產。 
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圖三 重組菌株 BSuc-4ZPUMF 和 BSuc-4ZPUM(控制組)進行醱酵曲

線圖。符號說明：菌株 BSuc-4ZPUMF (△)和 BSuc-4ZPUM (▲)葡萄

糖消耗；菌株 BSuc-4ZPUMF (○)和 BSuc-4ZPUM (●)細胞密度； 

BSuc-4ZPU 及；菌株 BSuc-4ZPUMF (空心柱狀)和 BSuc-4ZPUM (實

心柱狀) 琥珀酸生產。。 

 
 

 

 

 

 



31 

 

圖四 重組菌株 BSuc-4ZPUMF/pTH-Cpyc 和 BSuc-4ZPUMF/ 

pTH-Lpyc 進行醱酵曲線圖。符號說明：菌株 BSuc-4ZPUMF/ 

pTH-Lpyc (△)和 BSuc-4ZPUMF/pTH-Cpyc (▲)葡萄糖消耗；菌株

BSuc-4ZPUMF/ pTH-Lpyc (○)和 BSuc-4ZPUMF/pTH-Cpyc (●)細胞

密度；BSuc-4ZPUMF/pTH-Lpyc (空心柱狀)和

BSuc-4ZPUMF/pTH-Cpyc (實心柱狀) 琥珀酸生產。 
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圖五 在添加不同濃度酵母粉條件下重組菌株BSuc-4ZPUMF進行醱

酵曲線圖。進行醱酵曲線圖。符號說明：0.5% (●)、0.25%(灰圓)、

0.125% (○)葡萄糖消耗；0.5% (▲)、0.25%(灰三角形)、0.125% (△)

細胞密度；0.5% (實心柱)、0.25%(空心柱)、0.125% (斜線柱) 琥珀

酸生產。 
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圖六、在控制條件下重組菌株 BSuc-4ZPUMF 進行醱酵曲線圖。符

號說明:在 pH 7.0 條件下菌株的葡萄糖消耗(●)及琥珀酸生產(斜線

柱)；在 pH 6.2 條件下菌株的葡萄糖消耗(○)及琥珀酸生產(空心柱)。 
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圖七 重組菌株 BSuc-4ZPUMF 於桌上型醱酵槽進行醱酵曲線圖。符

號說明：葡萄糖消耗(○)；細胞密度(●)；琥珀酸生產(柱狀)。 
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圖八 在添加酵母粉條件下重組菌株 BSuc-4ZPUMF 於桌上型醱酵槽

進行醱酵曲線圖。符號說明：葡萄糖消耗(○)；細胞密度(●)；琥珀

酸生產(柱狀)。 

 

 

 

 

 

 

 

 


