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摘  要: 甲醇酵母由于独特优点被认为是绿色生物制造的潜在宿主。特别是其天然甲醇利用性能有望建立甲醇生

物转化路线，拓展生物炼制底物，具有重要经济价值和环保意义。文中综述了代谢工程改造甲醇酵母合成蛋白质

和化学品的最新研究进展，并比较了其与模式生物酿酒酵母作为细胞工厂的优缺点。随后，分析了甲醇酵母代谢

工程改造面临的挑战，并展望了潜在解决方案。随着基因操作工具开发和细胞代谢阐释，甲醇酵母将在未来绿色

生物制造发挥越来越重要的作用。 
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Abstract:  Methylotrophic yeasts are considered as promising cell factories for bio-manufacturing due to their several 
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advantages such as tolerance to low pH and high temperature. In particular, their methanol utilization ability may help to 

establish a methanol biotransformation process, which will expand the substrate resource for bio-refinery and the product 

portfolio from methanol. This review summarize current progress on engineering methylotrophic yeasts for production of 

proteins and chemicals, and compare the strengths and weaknesses with the model yeast Saccharomyces cerevisiae. The 

challenges and possible solutions in metabolic engineering of methylotrophic yeasts are also discussed. With the developing 

efficient genetic tools and systems biology, the methylotrophic yeasts should play more important roles in future green 

bio-manufacturing. 

Keywords:  green bio-manufacturing, metabolic engineering, synthetic biology, gene editing, methanol biotransformation 

甲醇是一种十分重要的基础化工原料和清洁

能源，可以由煤炭经气化、变换、净化、合成和精

馏等步骤大规模制备[1]。我国煤炭储量丰富，因

此甲醇原料价格低廉且来源充足。另外，甲醇可

由 CO2 加氢大量制备，因此其被认为是“液态阳光”

战略的理想能量储存载体[2]。我国甲醇市场规模位

居世界第一，产能已超过 8 000 万 t。甲醇深度加

工既有经济价值，也有利于 CO2 循环利用。因此，

发展甲醇化学转化技术[3-4]，对煤炭资源的高效清

洁利用、发展能源化工新路线以及升级我国能源

结构等方面具有重要战略意义。 

虽然化学转化技术能将甲醇转化为多种化学

品比如短链烯烃，但是化学方法难以合成结构复

杂的化合物。而生物转化路线选择性高，有望合

成含氧或复杂官能团的精细化学品。另外，甲醇

具有很高的还原度，能够为产物生物合成提供更

多驱动力，是一种优质生物炼制原料[5]。模式微

生物如大肠杆菌、酿酒酵母和谷氨酸棒状杆菌，

由于其清晰的遗传背景和成熟的遗传操作工具，

受到广泛关注。然而，缺乏高效甲醇代谢途径限

制了其作为甲醇生物转化的细胞工厂底盘。近年

来，研究者们尝试利用基因工程手段构建甲醇同

化途径，在酿酒酵母、大肠杆菌和谷氨酸棒状杆

菌中实现了甲醇至中心代谢的转化[6-8]，但这些工

程菌株仍无法以甲醇为唯一碳源生长。 近，Chen

等通过代谢工程与实验室适应性进化技术相结

合，实现了大肠杆菌以甲醇为唯一碳源进行生长，

但倍增时间长达 8.5 h， 大光密度 (OD600) 仅为

2 左右[9]，限制了甲醇代谢速率和产物合成效率。

此外，自然界中存在一类甲醇酵母 (Methylotrophic 

yeasts)，能够利用甲醇作为唯一碳源和能量来源，

有望作为甲醇生物转化的另一类理想宿主，甲醇

酵母主要分布在有限的 3 个种属，如毕赤酵母属

Komagataella、汉逊酵母属 Ogataea、假丝酵母属 

Candida[10]。 

文中首先介绍了甲醇酵母作为宿主菌株的特

点和优势，然后以 3 种 具代表性的甲醇酵母，

巴斯德毕赤酵母 Komagataella phaffii、多形汉逊

酵母 Ogataea polymorpha 和博伊丁假丝酵母 

Candida boidinii 为例，综述了近年来改造甲醇酵

母生物合成蛋白质和化学品的研究进展，并探讨甲

醇酵母用于绿色生物制造的一些挑战及潜在对策。 

1  甲醇酵母特点与优势 

与模式微生物酿酒酵母相比，甲醇酵母的遗

传分子机制和代谢工程等研究都相对滞后。但由于

其独特优势，越来越成为研究热点。其主要特点有：

1) 能够在廉价的基础盐培养基中生长；2) 属于

Crabtree-negative 菌株，发酵过程中不易积累乙醇

等副产物，可以实现高密度生长，发酵过程不受

噬菌体威胁；3) 具有完整的细胞器结构，尤其是

过氧化物酶体，可以作为细胞区室化改造靶点；

4) 具有完备的蛋白折叠、修饰以及分泌功能，

并且不会产生包涵体。其中，巴斯德毕赤酵母     

K. phaffii，多形汉逊酵母 O. polymorpha 和博伊丁

假丝酵母 C. boidinii 是各自种属中 具代表性的
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甲醇酵母，具有相似的甲醇代谢途径。当细胞响

应甲醇诱导时，甲醇同化途径中关键酶醇氧化酶 

(Alcohol oxidases ， Aox1) 与 二 羟 丙 酮 合 酶 

(Dihydroxyacetone synthase，Das1/Das2) 具有很高

的表达水平，其启动子受到甲醇诱导并且具有严格

的调控模式，非常适合于表达外源基因[11]。除上

述共有优点外，3 种甲醇酵母还具有各自的特点，

如 K. phaffii 具有较宽的 pH 适应范围；O. polymorpha

可以耐受 50 ℃的高温；O. polymorpha 和 C. boidinii

具有一定的木糖和果胶代谢能力[12]，在木质纤维

水解液利用方面具有一定潜力。 

在进化关系上，O. polymorpha 和 C. boidinii

亲缘关系相对较近  (图 1)。目前，两株常用      

K. phaffii 菌株 CBS7435 和 GS115 已经完成了全

基因组测序及后续拼接和注释[13-15]，基因组与转

录组相关研究为其代谢工程改造提供了可靠数 

据[16]，因此 K. phaffii 成为应用 为广泛的甲醇酵

母。然而 O. polymorpha 和 C. boidinii 基因组尚未

完全解析，至今 NCBI 公布的两组 O. polymorpha

基因组注释工作均处于拼接阶段，显示其基因组

大小约 8.97 Mb[17]。NCBI 数据库中 C. boidinii 的

测序解析工作共有 12 组报告，显示其基因组大小

约为 19 Mb，目前也均处于骨架拼接阶段[18-19]。

值得一提的是，O. polymorpha 被认为含有 7 条染

色体[17]，K. phaffii 含有 4 条染色体[13-15]，基因组

功能的注释将为甲醇酵母代谢工程提供更多清晰

的信息。 

2  甲醇酵母代谢工程研究进展 

2.1  甲醇酵母蛋白表达 

酿酒酵母作为一种模式酵母，由于在其生理

学、遗传学和发酵技术方面积累了全面深入的知识，

并且被公认为是安全的菌种 (Generally recognized 

as safe，GRAS)，因而在工业生产上使用广泛。近

年来，甲醇酵母，尤其是 K. phaffii 在生产重组蛋

白方面的性能显著优于酿酒酵母，成为应用 广的

表达宿主，已有超过 5 000 种重组蛋白使用甲醇酵

母进行生产[20]。 

2.1.1  启动子改造提高蛋白表达 

甲醇酵母中甲醇代谢初始阶段位于细胞过氧

化物酶体中，过氧化物酶体在甲醇诱导条件下会

大量增殖， 多可以占据细胞内部空间的 80%[21]。

甲醇利用途径中的第一步酶醇氧化酶  (Aox) 催

化甲醇氧化生成甲醛和过氧化氢  (H2O2)，H2O2

由过氧化氢酶 (Catalase，CAT) 催化分解成水和

氧气。甲醛则有两个去处：一是进入异化途径，

经甲醛脱氢酶 (Formaldehyde dehydrogenase，Fld) 

和甲酸脱氢酶 (Formate dehydrogenase，Fdh) 催

化生成 CO2 并为细胞提供能量；另一部分甲醛则

进入同化途径，在二羟丙酮合酶 (Das) 的作用下，

与木酮糖-5-磷酸反应生成二羟丙酮 (DHA) 和三

磷酸甘油醛 (GAP)，之后进入中心代谢[22]。 

甲醇代谢相关基因受到甲醇强烈诱导，其启动

子为蛋白质表达提供了高效元件 (表 1)。例如，

K. phaffii 含有两个醇氧化酶 Aox1 和 Aox2，两者 

 

 
 
图 1  三种甲醇酵母和酿酒酵母的进化树 
Fig. 1  Phylogenetic tree of three methylotrophic yeasts and S. cerevisiae. The 18S rRNA sequences of K. phaffii,    
O. polymorpha, C. boidinii and S. cerevisiae were downloaded using NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Multiple 
sequence alignments were performed using DNAMAN V6 software (LynnonBiosoft, Quebec, QC, Canada) and the 
phylogenetic tree was constructed using molecular evolutionary genetics analysis (MEGA 6.0) software based on the 
results of the homology comparison. 
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氨基酸序列相似性达 97%，但 Aox2 的表达量远

低于 Aox1。PAOX1 是公认的强甲醇诱导型启动子，

其表达强度受严格调控，在葡萄糖、乙醇或甘油

存在条件下表达强度受到严格阻遏作用[23-24]。而

在 O. polymorpha 和 C. boidinii 中均只有一个醇氧

化酶，分别为 OpMox 和 CbAod1，其启动子调控

模式与 K. phaffii 十分相似，都受到葡萄糖或乙醇

的强烈阻遏，但在甘油存在条件下去阻遏作用情

况不尽相同。在 O. polymorpha 中，在甘油存在条

件下，PMOX 表达强度可以达到单一甲醇诱导条件

下的 80%[21,25]，而 C. boidinii 中，醇氧化酶 

(Alcohol oxidases，Aod) 基因启动子 PAOD1 在甘油

存在条件下表达强度仅为单一甲醇诱导时的

20%[21,26]。与醇氧化酶一样，甲醛脱氢酶的启动

子 PFLD1 也是强甲醇诱导型启动子，并且可以受甲

胺诱导[27-29]。PFLD1 调控也发生在转录水平，其表

达强度同样受到葡萄糖阻遏，在去阻遏阶段会有

少量表达[22]。有趣的是，在 K. phaffii 和 C. boidinii

中如果以甲胺为唯一氮源、葡萄糖为碳源进行培

养时，PFLD1 可以正常高表达[27,29]。因此，PFLD1 可

以作为 PAOX1 一种替代选择用于蛋白质高效表达。

甲酸脱氢酶启动子 PFDH 可以被甲醇或是甲酸盐高

效诱导，其阻遏规律与 PFLD1 相近。在 K. phaffii

和 C. boidinii 中，二羟基丙酮合成酶基因启动子

PDAS 甲醇诱导表达强度均高于 PAOX1
[22,30]。甲醇同

化途径产生的 H2O2 对细胞具有毒性，需要过氧化

氢酶不断分解来减小其对细胞损伤，因此 PCAT 的

表达与甲醇代谢也有直接响应关系，此外 PCAT 还

可被油酸诱导表达[22]。 

这些启动子为构建高效甲醇酵母蛋白表达细

胞工厂提供了元件 (表 1)。比如：以质粒形式在

PAOX1 启动子下表达人血清白蛋白 (Human serum 

albumin，HSA) 蛋白，通过优化诱导条件和甲醇

添加速率，摇瓶中 HSA 高产率达到 1.6 g/L。

发酵罐高密度发酵时，甲醇诱导 96 h 后 高产量

为 8.9 g/L[31]，相比之前报道的工业应用生产速率

提升了 1 倍。Sakai 等在 C. boidinii 中利用 PAOD1

启动子表达葡糖淀粉酶，在 1.2%的甲醇浓度诱导

条件下，发酵 12 h 蛋白产量可达 3.4 g/L[32]。除了

PAOX 外，甲酸脱氢酶 (Formate dehydrogenase，

Fmd) 基因启动子 PFMD 是 多的用于重组蛋白生

产的启动子，在 O. polymorpha 中使用该启动子进

行链霉亲和素的生产，通过甘油的添加增加了细

胞生物量，去阻遏阶段，通过 0.5%的甲醇诱导分

批补料发酵， 终产量可以达到 0.75 g/L[33]。而在

C. boidinii 中，采用 PFDH1 启动子成功用于组织蛋

白酶 C 的生产，但产量较低，发酵 90 h 产物滴度

仅有 12 mg/L[34]。虽然目前有一系列甲醇响应启

动子的报道，但实际生产过程中，PAOX 和 PFDH1

仍然是使用 多的甲醇诱导型启动子。 

对甲醇酵母的调控机制进行改造，缓解其他

碳源的阻遏作用是进一步提高蛋白质表达的有效

策略。在 K. phaffii 中敲除 PAOX1 的 3 个反式作用

因子 MIG1、MIG2 和 NRG1 基因，同时过表达转

录激活因子 MIT1 基因，显著解除了甘油对 PAOX1

的阻遏效应[35]。通过对 K. phaffii 启动子 PAOX1 核心

区域序列进行设计改造，创建了一系列人工 PAOX1

突变体，表达强度范围为野生型的 0.3%–176%，

这些启动子可以用来对基因表达进行精细调控，从

而平衡蛋白表达水平或代谢流分布[36-37]。 

2.1.2  过程优化强化甲醇酵母蛋白生产 

虽然对菌株进行改造，如增强宿主细胞的蛋

白分泌能力[47]、减少过度糖基化修饰可以显著提

高宿主蛋白质表达效率，生物过程参数优化同样

十分重要，其依赖于对细胞内代谢和生理变化的

深入了解。生物工艺参数变化可以改变细胞生长

状态，从而影响产量、质量和生产成本[48]。甲醇

酵母生产重组蛋白过程复杂，尤其在生物反应器

培养时，甲醇浓度、细胞培养时间、温度和通气

量等都是重要参数。甲醇酵母过程优化主要从以

下三方面考虑：一是控制甲醇浓度以平衡基因表

达与细胞生长。甲醇是主要碳源及蛋白表达诱导 
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表 1  甲醇酵母生产重组蛋白 
Table 1  Recombinant proteins production in methylotrophic yeasts 

Proteins Titer Host strain Promoter Methanol concentration (%) References

Keratinocyte growth factor-2 1 g/L K. phaffii PAOX1 0.5 [38] 

Plectasin 0.75 g/L K. phaffii PAOX1 0.5 [39] 

Human serum albumin 8.9 g/L K. phaffii PAOX1 0.5 [31] 

Hispidalin 98.6 mg/L K. phaffii PAOX1 1.5 [40] 

Trypsin 185.7 mg/L K. phaffii PAOX1 1.8 [41] 

Staphylokinase 0.7 g/L K. phaffii PAOX1 3.0 [42] 

(HPV-16) L1–L2 proteins 132.1 mg/L O. polymorpha PMOX 1.0 [43] 

Streptavidin 0.75 g/L O. polymorpha PFMD 0.5 [33] 

Ferritin 1.9 g/L O. polymorpha PFMD 1.0 [44] 

Staphylokinase 1.2 g/L O. polymorpha PFMD 1.0 [45] 

Transglutaminase 90 mg/L C. boidinii PAOD1 0.7 [46] 

Glucoamylase 3.4 g/L C. boidinii PAOD1 1.2 [32] 

Cathepsin C 12 mg/L C. boidinii PFDH1 1.5 [34] 

PAOX1, PMOX and PAOD1 are the promoters of alcohol oxidase genes from K. phaffii, O. polymorpha and C. boidinii, respectively. 
PFDH1 and PFMD are the promoters of formate dehydrogenase genes from O. polymorpha and C. boidinii, respectively.  

 
物。在发酵过程中监测甲醇含量并进行调节，可

以加快细胞生长，提升重组蛋白生产效率，同时

避免甲醇对细胞的毒性。为了实现重组蛋白诱导

表达，甲醇浓度至少要达到 0.5% (W/V)。若要获得

高效表达，甲醇浓度需达到 2.0%–2.5% (W/V)[49]。

甲醇酵母可耐受 5%浓度甲醇，更高浓度甲醇会使

细胞大量积累甲醛和 H2O2，对细胞产生较大毒性

并使生产过程停滞[50]。根据细胞生长情况控制甲

醇补加速率使得甲醇维持在一定的浓度，既能达

到足够好的蛋白质诱导表达水平，又不会对细胞

生长产生毒害作用[51-52]。二是要维持高密度培养

的高耗氧代谢并降低副产物积累。细胞高密度发

酵需要消耗大量氧气，若氧气供应不足既会影响

细胞生长，又会造成副产物积累。通过增加搅拌

速率、通气速率、通气压力或者使用纯氧能增加

氧气供应[53]。三是要解决工业规模发酵热控制，

如前所述，甲醇酵母高密度发酵会产生大量热量，

影响细胞生长和产物表达。有研究报道，控制温度

发酵时，能显著提高 K. phaffii 中纤维素酶和酯酶

的表达，其主要原因是低温时 PAOX1 的表达水平更

高且蛋白酶的表达量更低，提高了蛋白稳定性[54]。

工业生产中一般通过使用冷却水来控制发酵温

度。另外，通过控制甲醇或其他碳源补料来控制

温度是一个经济可行方案。当然，生产过程温度

需要根据特定目标重组蛋白加以考察，以确定

佳培养条件。 

恒化器培养是生物过程精确和可重复表征的

可靠策略。通过恒化培养对 O. polymorpha 甲醇利

用途径相关酶进行研究时发现：甲醇代谢基因启

动子表达强度与恒化培养稀释率密切相关，其中

PFLD 和 PFDH 表达强度随着稀释率增加而增加，

CAT 的活性在培养过程中保持恒定，而 Aox 的活

性却显著降低[55]。采用恒化培养器研究 K. phaffii

的甘油与甲醇代谢时发现：在低稀释率条件下，

两种碳源都能被完全消耗，而在高稀释率条件下，

甲醇并未进入中心碳代谢[56]。这些研究表明，细

胞生长速度会影响甲醇诱导型启动子的活性，从

而影响重组蛋白的表达效率。 

2.2  代谢工程改造甲醇酵母生产化学品 

甲醇酵母作为底盘细胞生产蛋白优势明显，已

用于生产多种蛋白质。由于甲醇酵母的一些优良特

性，如 Crabtree-negative 和强鲁棒性等，被认为是
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合成重要化学品的潜在宿主[57]。另外，甲醇酵母底

物谱广，除甲醇外，还可利用葡萄糖[58]、甘油[59]，

甚至是半纤维素水解产物[60]。由于甲醇代谢比葡萄

糖代谢慢，甲醇酵母细胞工厂以葡萄糖为底物的研

究比较广泛 (表 2)。 

与其他微生物宿主相似，在甲醇酵母中，初

级代谢产物如乳酸等产量可达较高水平[61]，而次级

代谢产物如萜类化合物等产量较低[62-63]。由于遗传

背景清晰，基因操作工具相对完备，K. phaffii 是应

用 广泛的宿主，而 O. polymorpha 及 C. boidinii

应用较少。 

2.2.1  改造甲醇酵母合成初级代谢产物 

乙醇、乳酸和木糖醇是 常见的初级代谢产

物 (表 2)。虽然甲醇酵母为 Crabtree-negative 菌株，

不易积累乙醇，但通过构建乙醇生物合成途径，可

实现乙醇合成[64-66]，不过其产量 (<20 g/L)远远低

于酿酒酵母的乙醇产量[67] (表 3)。在 K. phaffii 中，

通过表面展示系统构建了羧甲基纤维素利用途径，

将羧甲基纤维素转化为乙醇，拓展了底物谱[64]，且

其产量与酿酒酵母以羧甲基纤维素为底物合成的

乙醇产量相当[68]。在甲醇酵母中构建乳酸生物合成

途径，实现了以葡萄糖或者甘油为底物高效合成乳

酸[59,61]，特别是 C. boidinii 中乳酸产量 (85.9 g/L) 

和生产强度 (1.79 g/(L·h)) 远远高于酿酒酵母[69]。

近，在 K. phaffii 中整合表达乳酸脱氢酶基因，

首次实现了以甲醇为碳源合成 D-乳酸[70]，但是其

产量和生产强度分别仅有 3.5 g/L 和 0.036 g/(L·h)，

主要原因可能是甲醇同化效率不够高。相似地，通

过构建木糖醇代谢途径，在 K. phaffii 与 C. boidinii

中分别以葡萄糖和半纤维素水解物为碳源合成了

木糖醇，产量分别达到 17.3 g/L[58]和 11.3 g/L[60]，

但低于酿酒酵母中 47 g/L 的产量[71]。 

近年来，甲醇酵母进一步改造用于生产异丁

醇、2,3-丁二醇等化合物 (图 2)，其前体均为丙酮

酸。其中，在 K. phaffii 构建异丁醇生物合成途径，

并进一步强化内源缬氨酸生物合成途径实现了以

葡萄糖为底物从头合成异丁醇，其产量为 2.2 g/L，

得率仅为 0.02 g/g 葡萄糖[72]，表明其初级代谢需

要进一步强化。进一步表达甲基转移酶实现了乙

酸异丁酯的从头合成，产量为 0.05 g/L。然而，

在 K. phaffii 构建 2,3-丁二醇途径，批式补料发酵

产量可达 74.5 g/L，该发酵过程利用了复杂培养

基酵母粉及蛋白胨，增加了发酵成本[73]。以上发

酵碳源为葡萄糖、甘油或半纤维素水解产物，而

在 O. polymorpha 中实现了以甲醇为底物合成谷

胱甘肽 (glutathione)[74]，但产量 (0.25 g/L) 远远

低于以葡萄糖为碳源时产量 (2.3 g/L)，推测甲醇

同化效率低是限制产物合成效率的关键因素之

一。从中心代谢前体丙酮酸、乙酰辅酶 A 到目标

产物生物合成途径构建可借鉴成熟模式生物酿酒

酵母中的代谢工程策略。但是甲醇同化利用进入

中心代谢过程复杂，且涉及到过氧化物酶体调控，

限制了其代谢通量。后续研究应该着重于甲醇同

化途径调控改造，并实现与中心代谢的适配。 

2.2.2  改造甲醇酵母合成次级代谢产物 

基于甲醇酵母的次级代谢产物多见于K. phaffii

中，O. polymorpha 及 C. boidinii 的研究并不多  

(表 2)。主要次级代谢产物包括聚酮类[75]、萜类[62]、

脂肪酸衍生物[76]等 (图 2)。 

次级代谢产物合成途径一般较长，重构其生

物合成途径通常需要对多个基因进行改造。诺卡

酮是一种高价值倍半萜化合物，其合成需要细胞

色素 P450 酶参与。在 K. phaffii 中构建诺卡酮生

物合成途径，利用 PAOX1 启动子过表达植物天仙子

的 P450 酶基因 hpo、拟南芥细胞色素 P450 还原

酶基因以及过表达毕赤酵母醇脱氢酶  (Alcohol 

dehydrogenase，ADH)、酿酒酵母甲羟戊酸-CoA

还原酶截短蛋白突变体  (Truncated hydroxy- 

methylglutaryl-CoA reductase 1，tHMG1)，诺卡酮

产量达到 208 mg/L[62]。其生物合成相关基因启动

子均为 PAOX1，先以葡萄糖为碳源进行细胞生长，

然后再以甲醇为碳源和诱导剂合成诺卡酮。虽然
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该工程菌并不能以甲醇为单一碳源，但其产量超过

目前酿酒酵母中的 高产量 59.8 mg/L[77]，证明了

甲醇酵母作为宿主合成萜类化合物的潜力。相似

地，在 K. phaffii 中实现了三萜化合物人参皂苷前体

达玛烯二醇-Ⅱ[63]、四萜化合物番茄红素[78]和 β-胡

萝卜素[79]的生物合成，不过其产量都远远低于酿

酒酵母中的产量 (表 3)。其主要原因是次级代谢

化合物生物合成途径复杂，需要对多种途径多个基

因进行调节，目前对甲醇酵母的代谢认识还不够深

入，难以对细胞代谢进行全局系统优化。近期，将

洛伐他汀生物合成途径分步构建在两株 K. phaffii

中，通过混菌发酵实现了洛伐他汀高产量生物合

成，批式补料发酵产量达到 251 mg/L[80]，前体

monacolin J 的产量则达到了 594 mg/L。在加强洛

伐他汀合成途径基础上，过表达洛伐他汀外排膜

蛋白 TapA，洛伐他汀产量达到 419 mg/L[81]。 

次级代谢途径复杂，涉及到多个基因。因此，

优化生物合成途径除了要考虑前体和辅因子以

外，还要考虑到次级代谢途径与初级代谢途径的

平衡。比如，目前研究多用甲醇诱导型启动子，

往往给细胞代谢带来负担，后续需要挖掘更多的

启动子来调控次级代谢生物合成途径。 

 
表 2  改造甲醇酵母合成部分代谢产物 
Table 2  Metabolites produced in methylotrophic yeasts 

Products Species Carbon source Medium Cultivation Yield References

Ethanol K. phaffii CMC Complex Shake flask 5.1 g/L [64] 

 O. polymorpha Glycerol Complex Shake flask 5 g/L [65] 

 C. boidinii MPHH Complex Shake flask 12 g/L [66] 

Lactic acid K. phaffii Glycerol Minimal Bioreactor, fed-batch 24 g/L [59] 

 C. boidinii Glucose Complex Bioreactor, fed-batch 85.9 g/L [61] 

Xylitol K. phaffii Glucose Complex Bioreactor, fed-batch 17.3 g/L [58] 

 C. boidinii CPHHH Complex Shake flask 11.3 g/L [60] 

FABCEs K. phaffii Glucose Complex Shake flask 169 mg/L [82] 

Glucaric acid K. phaffii Glucose, myo-inositol Complex Bioreactor, fed-batch 6.6 g/L [83] 

Riboflavin K. phaffii Glycerol Complex Bioreactor, fed-batch 175 mg/L [84] 

Isobutanol K. phaffii Glucose Minimal Shake flask 2.2 g/L [72] 

2,3-butanediol K. phaffii Glucose Minimal Bioreactor, fed-batch 74.5 g/L [73] 

1,3-propandiol O. polymorpha Glucose or glycerol Complex Shake flask 2.4 g/L or 0.8 g/L [85] 

Glutathione O. polymorpha Glucose or methanol Minimal Bioreactor, fed-batch 2.3 g/L or 0.25 g/L [74] 

6-methylsalicylic acid K. phaffii Glycerol, methanol Minimal Bioreactor, fed-batch 2.2 g/L [75] 

Ricinoleic acid K. phaffii Glucose, galactose Minimal Shake flask 125.4 mg/L [76] 

(+)-Nootkatone K. phaffii Glucose, methanol Minimal Bioreactor, fed-batch 208 mg/L [62] 

Dammarenediol-Ⅱ K. phaffii Methanol Complex Shake flask 1 mg/g [63] 

Lycopene K. phaffii Glucose Minimal Bioreactor, fed-batch 73.9 mg/L [78] 

β-carotene K. phaffii Glucose Complex Shake flask 339 μg/g [79] 

Lovastatin K. phaffii Glycerol, methanol Minimal Bioreactor, fed-batch 419 mg/L [81] 

Monacolin J K. phaffii Glycerol, methanol Minimal Bioreactor, fed-batch 594 mg/L [80] 

CMC: carboxymethyl cellulose; MPHH: macaú ba presscake hemicellulosic hydrolysate; CPHHH: cocoa pod husk 
hemicellulose hydrolysate; FABCEs: fatty acid branched-chain esters. 
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表 3  甲醇酵母与酿酒酵母生产代谢物产量比较 
Table 3  Comparison of metabolites production between methylotrophic yeasts and S. cerevisiae 

Products Host Titer References Host Titer References 
Ethanol K. phaffii 5.1 g/L [64] S. cerevisiae 93.1 g/L [67] 
 O. polymorpha  5 g/L [65] 
 C. boidinii 12 g/L [66] 
Lactic acid K. phaffii 24 g/L [59] S. cerevisiae 60.3 g/L [69] 
 C. boidinii 85.9 g/L [61] 
Xylitol K. phaffii 17.3 g/L [58] S. cerevisiae 47 g/L [71] 
 C. boidinii 11.3 g/L [60] 
(+)-Nootkatone K. phaffii 208 mg/L [62] S. cerevisiae 59.8 mg/L [77] 
Dammarenediol-Ⅱ K. phaffii 1 mg/g [63] S. cerevisiae 10.9 mg/g [86] 

Lycopene K. phaffii 73.9 mg/L [78] S. cerevisiae 5.9 g/L [87] 
β-carotene K. phaffii 339 μg/g [79] S. cerevisiae 14.3 mg/L [88] 

 

 
 

图 2  甲醇酵母生产代谢物以及合成途径 
Fig. 2  Methylotrophic yeasts produces metabolites and biosynthetic pathways. Blue modules are the primary 
metabolites, pink modules are the secondary metabolite. 
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3  总结与展望 

3.1  缺乏高效遗传操作工具 

在以往的甲醇酵母重组蛋白研究中，外源基

因数目较少，一般通过质粒游离表达的形式[89]或

是经整合质粒整合至酵母染色体的特定位点，如

AOX1 和 GAP 位点[90]。质粒表达时，基因拷贝数

较高有助于提高蛋白表达水平，而染色体整合模

式，有助于蛋白稳定表达。若要将甲醇酵母改造

成为性能优良的底盘细胞进行重组蛋白或是化学

品的生产，往往需要对宿主细胞的多个基因进行调

控，且构建的外源途径基因可能多达几十个[91]，

因此高效可靠的遗传操作工具至关重要。 

目前，改造甲醇酵母用于绿色生物制造刚刚

兴起，其生物合成效率远远低于酿酒酵母，其主

要原因是缺乏高效遗传操作工具，限制了对细胞代

谢的全局优化。高效遗传操作工具主要有 3 个方

面：1) 高效基因编辑工具；2) 充足的基因元件如

启动子和终止子；3) 充足的染色体整合位点 (中

性位点)。近年来，CRISPR-Cas9 技术的兴起给基

因编辑带来了巨大便捷。CRISPR-Cas9 系统通过

小向导 RNA (Small guide RNA，sgRNA) 的靶向序

列定位至含有前间隔序列邻近基序 (Protospacer 

adjacent motif，PAM) 序列的特定位点，引导 Cas9

蛋白切割 DNA 形成双链断裂缺口，再依靠同源重

组 (HR) 或者非同源末端连接 (NHEJ) 修复的方

式进行连接，从而引发基因编辑[92]。甲醇酵母属于

非传统酵母，NHEJ 是其主要的修复方式。Thomas

等首先基于 NHEJ 修复的模式，通过 96 种不同组

合筛选， 终确定使用Ⅱ型双向启动子 PHTX1 表达

人源密码子优化的 Cas9 蛋白以及 gRNA，建立了

K. phaffii 中的 CRISPR-Cas9 编辑系统，该系统下

DNA 切割效率达到 90%以上[93]。然而，甲醇酵母

中同源重组效率很低，限制了代谢途径理性精确

改造[92]。敲除 NHEJ 关键基因 KU70 显著提升了

同源重组效率，但是降低了整合效率[94]。相似地，

在 O. polymorpha 中用内源 PSNR6 启动子表达

tRNACUG-sgRNA 融合表达盒，实现了基因编辑，

但效率有待于进一步提高[95]。目前尚未有 C. boidinii

中关于 CRISPR-Cas9 编辑系统的报道。虽然

CRISPR-Cas9 是实现 DNA 高效剪切的关键，未

来在不影响细胞鲁棒性的情况下提高同源重组效

率 才 能 实 现 甲 醇 酵 母 的 理 性 改 造 。 虽 然

CRISPR-Cas9 编辑技术在 K. phaffii 等甲醇酵母中

应用不断增多，但与酿酒酵母相比，其低同源重

组效率严重限制了系统代谢工程改造。除高效基

因编辑系统外，足够的启动子等基因表达原件有

利于对甲醇酵母细胞代谢进行精确调控，从而提高

生物合成效率。虽然已有报道利用微阵列芯片对

K. phaffii 中系列启动子进行了表征[22]，但是其他

甲醇酵母仍然缺乏足够的启动子。另外，基因组

整合位点不足限制了基因整合，不利于构建稳定

的细胞工厂。未来借鉴酿酒酵母代谢工程策略，

鉴定系列整合位点，才能对甲醇酵母进行多基因

整合，从而对其代谢全局进行优化[96]。 

3.2  甲醇利用效率低 

利用甲醇为碳源或诱导剂是甲醇酵母的一大

优势，用其生产的蛋白应用也非常广泛，但由于蛋

白生产时，甲醇仅仅是作为诱导剂[97]，往往会添加

辅助碳源或者营养成分丰富的培养基组分。然而，

与蛋白产物相比，生物化学品附加值不够高，甲醇

利用效率和转化率决定了生物过程经济性[98]。甲醇

对细胞有一定毒性，且甲醇同化效率比葡萄糖代谢

效率低，目前甲醇生物转化合成生物化学品的效率

远远低于基于葡萄糖的生物合成效率 (表 3)。随

着对甲醇酵母基因组、蛋白质组、代谢组等组学

研究的完善，甲醇代谢的关键基因及调控机制越

来越清晰[99-102]，这些信息将为甲醇转化效率强化

提供代谢工程改造靶点。另外，优化培养基与发

酵过程也是提高甲醇利用效率的可行策略[103]。 

虽然面临基因操作工具相对缺乏、碳源利用

效率低、代谢背景不够清晰等难题，但是其独特

的优势使得甲醇酵母在生物制造中仍具有广阔的
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前景。相信随着进一步优化基因操作平台及系统

解析甲醇代谢途径，甲醇酵母将在蛋白质及化学

品等的绿色生物制造发挥重要作用。 
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