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戴宗杰  博士，中国科学院天津工业生物技术研究所副研究员、博士生导师，现

兼任国家合成生物技术创新中心TIB-VIB合成生物学联合中心副主任。主要从事

Crabtree阴性酵母合成进化生物学研究。利用理性设计与基因组编辑进化，结合系

统生物学解析，以设计-构建-测试-学习 (DBTL) 的方式循环迭代提升酵母底盘的

代谢效能，构筑高效化学品细胞工厂。主持国家自然科学基金面上项目，中国科

学院人才计划项目、天津市合成生物技术创新能力提升行动项目。在Nat Commun、

Curr Opin Biotechnol、Biotechnol Biofuels等期刊发表多篇论文，获国内外授权专

利3项。 
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摘  要: 近 30 年来解脂耶氏酵母、克鲁维酵母、毕赤酵母、假丝酵母、汉逊酵母等非传统酵母因其具有天然的

生理代谢优势，如快速生长、多底物利用、胁迫耐受性等，在代谢工程领域得到了广泛关注，多种基因工程改造

工具正逐渐被开发用于非传统酵母的特性拓展，使其成为合成重组蛋白、生物可再生化学物质的高效细胞工厂。

文中总结了非传统酵母中基因编辑工具的发展，并从代谢工程改造策略角度概括了利用非传统酵母进行产品合成

的研究进展。最后，讨论了非传统酵母在产品生产应用方面遇到的挑战和未来的研究方向。 
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Advances in metabolic engineering of non-conventional yeasts 

Liqiu Su1,2, Ge Zhang1,2, Zhen Yao1,2, Peixin Liang1,2, Zongjie Dai1,2, and Qinhong Wang1,2 
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2 National Technology Innovation Center of Synthetic Biology, Tianjin 300308, China 

Abstract:  Over the past 30 years, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces, Pichia, Candida, Hansenula and other non-conventional 

yeasts have attracted wide attention because of their desirable phenotypes, such as rapid growth, capability of utilizing multiple 

substrates, and stress tolerance. A variety of synthetic biology tools are being developed for exploitation of their unique 

phenotypes, making them potential cell factories for the production of recombinant proteins and renewable bio-based chemicals. 

This review summarizes the gene editing tools and the metabolic engineering strategies recently developed for 

non-conventional yeasts. Moreover, the challenges and future perspectives for developing non-conventional yeasts into 

efficient cell factories for the production of useful products through metabolic engineering are discussed.  

Keywords:  non-conventional yeasts, metabolic engineering, gene editing, bio-based manufacturing 

酵母在人类发展 (游牧到农耕)、日常生活 (面

包、酒类饮品) 和科学研究 (模式生物) 中扮演了

不可或缺的角色，其中以酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 和裂殖酵母 Schizosaccharomyces pombe 

最 为 人 熟 知 。 这 两 种 酵 母 被 称 为 传 统 酵 母

(Conventional yeast)，其他的酵母统称为非传统酵

母 (Non-conventional yeast)。 

比较有代表性的非传统酵母有解脂耶氏酵母

Yarrowia lipolytica、克鲁维酵母 Kluyveromyces、毕

赤酵母 Pichia、假丝酵母 Candida、汉逊酵母 

Hansenula 等。与 Crabtree 阳性的酿酒酵母相比，

这些酵母也被称为 Crabtree 阴性酵母，主要通过

呼吸作用促进细胞生长，且具有许多优异的生理代

谢性能 [1]。其中，解脂耶氏酵母因乙酰-CoA 和

NADPH 供应充足、蛋白糖基化水平低，主要用

于生产蛋白、油脂、萜烯类、有机酸以及糖醇    

等[2]；乳酸克鲁维酵母因具有代谢废乳清的能力，

被广泛应用于食品和药物生产中蛋白质的合成[3]；

马克斯克鲁维酵母因具有广泛底物利用、快速生

长、高温耐受等特点已成功用于生产乙醇及芳香

化合物等[4]；毕赤酵母和汉逊酵母具有高蛋白分

泌能力和低糖基化水平，被广泛用于异源蛋白质的

生产，同时因其天然的甲基营养型特点亦被用作一

碳碳源利用底盘[5-6]；假丝酵母因其具有高胁迫耐

受性以及广底物利用谱也被大量研究和应用[7]。 

随着系统生物学和合成生物学的发展，围绕这

些非传统酵母的代谢工程研究取得了十分显著的

进展。本文首先对上述非传统酵母中 CRISPR-Cas

基因编辑技术的进展进行归纳；然后从不同代谢

工程改造策略角度总结了利用非传统酵母进行产

品 (非蛋白产品) 合成的研究进展；最后结合当

前非传统酵母代谢工程改造过程中存在的问题对

其未来可能的发展方向进行展望。 

1  CRISPR-Cas 基因编辑技术在非传统酵

母中的应用进展 

高效精确的遗传改造工具和方法对于快速工

程化重塑细胞代谢和实现目标产物的高效合成至

关重要。目标 DNA 的编辑改造 (基因敲除、基因

整合) 都依赖于宿主细胞的 DNA 修复机制。在酿

酒酵母中，同源重组(Homologous recombination，

HR) 在双链断裂 (Double-stranded break，DSB)

修复过程中起主要作用[8]，然而大多数非传统酵

母主要利用非同源末端连接(Non-homologous end 

joining，NHEJ) 的方式进行 DNA 修复[9] (图 1)，

因此增强同源重组效率是实现在非传统酵母中基

因精确改造和组装的必要条件。 
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图 1  微生物细胞中主要的 DNA 修复方式 
Fig. 1  Methods of DNA repair in microbial cells. 

 
核酸内切酶 Cas 蛋白可以在基因组中精确

高 效 地 产 生 DSB ， 目 前 基 于 此 发 展 的

CRISPR-Cas基因编辑技术已被成功应用于解脂

耶氏酵母、克鲁维酵母、毕赤酵母、假丝酵母、

汉逊酵母等非传统酵母的遗传改造中，极大提

高了非传统酵母的代谢工程改造进程 [10]。以下

将从表达 gRNA 启动子的选择和利用改造修饰

Cas 蛋白进行表达调控的两个角度对近些年

CRISPR-Cas基因编辑技术在非传统酵母的研究

进展进行综述。 

gRNA 的有效表达是利用 CRISPR-Cas 进行

基因编辑的必要条件。在酿酒酵母中，依赖于Ⅲ型

RNA 聚合酶的 Psnr52 是最常用的 gRNA 表达启动

子[11]。同样的，该启动子也可以在乳酸克鲁维酵

母、白色假丝酵母和树干毕赤酵母中有效启动

gRNA 的表达[12-14]。在 ku80 敲除的乳酸克鲁维酵

母中，基于 Psnr52 的 CRISPR-Cas9 系统成功地将

具有 1 kb 同源臂的供体 DNA 整合到 dit1、adh1

和 ndt80 基因座，尽管三重整合效率仅为 2%[12]。

在白色假丝酵母中，Vyas 等发现利用 Psnr52 基因

组整合表达 gRNA 的基因编辑整合效率可达

60%–80%[13]。在树干毕赤酵母中，利用该启动子

的 CRISPR-Cas9 系统可以实现 80%的插入缺失突

变，在 ku70/ku80 双敲除菌株中，同源修复效率

可达 70%以上[14]。但在解脂耶氏酵母中利用 snr52

启动子表达 gRNA 的基因编辑效率偏低 (13%)，

通过融合Ⅲ型 RNA 聚合酶启动子 scr1 与甘氨酸

tRNA 发现 scr1-tRNAGly 启动子启动表达 gRNA 的

CRISPR-Cas9 基因编辑系统基于 HR 修复的阳性率

达 64%，基于 NHEJ 修复的编辑效率达 100%[15-16]。

在马克斯克鲁维酵母中采用了类似的策略，通过

融合Ⅲ型 RNA 聚合酶启动子 rpr1 与甘氨酸

tRNA 表达 gRNA，可以实现 XYL2 的最高靶向

效率达 66%。利用该系统进行 7 个乙醇脱氢酶基因 

(adh1-7) 和 atf 的敲除，靶向效率为 10%–67%[17]。

在汉逊酵母中，采用融合 snr6-tRNALeu 启动子表达

gRNA，将相关基因 (pho1、pho11、pho84) 的插入

缺失效率提高至 17%–71%[18]。 

依赖于Ⅱ型 RNA 聚合酶的启动子也被成功

地用于非传统酵母中 gRNA 的表达，实现有效

的基因编辑。Gao 等在解脂耶氏酵母采用 tefin

启动子构建单一质粒来表达 Cas9 和多个 gRNA，
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双基因敲除和三基因敲除的效率分别为 36.7%和

19.3%[19]。Weninger 等在巴斯德毕赤酵母中利用

Ⅱ型 RNA 聚合酶启动子 Phxt1 进行 gRNA 表达，

基于 NHEJ 修复引入插入缺失突变的效率接近

100%，在同源重组的片段上加入自主复制 DNA

序列，并将供体质粒线性化，在 ku70 敲除菌株

中可以达到 100%的同源重组效率 [20]。在热带

假丝酵母中利用 Pfba1 启动 gRNA 的表达，ura3

单基因的同源修复率可达 100%，利用 Pgap1 启

动靶向 ura3 和 ade2 双 gRNA 的表达，在共同

转化两个供体 DNA 的条件下，双基因的编辑效

率为 32%[21]。 

除了利用 CRISPR-Cas 系统进行基因的插入

缺失突变、基因敲除和基因整合表达外，近年来

基于 CRISPR-Cas 系统的基因表达调控也在非传

统酵母中得到了应用，主要是通过改造修饰相应

Cas 蛋白的表达来实现基因的表达调控。Yang 等

通过在巴斯德毕赤酵母中引入核酸内切酶失活的

dCas9，将 Aox1 酶活水平降低了 70%左右[22]；类

似地，Cao 等利用 dCas9 将树干毕赤酵母中增强

型绿色荧光蛋白  (Enhanced green fluorescence 

protein，eGfp) 的表达量降低了 17%[14]；在马克

斯克鲁维酵母中，采用 dCas9 的 CRISPR 技术同

时下调 4 个基因 (aco2b、sdh2、rip1、mss51) 的

表达，将乙酸乙酯的生产强度提高了 3.8 倍[23]；

基于 dCas9 的 CRISPR 也被用于下调解脂耶氏酵

母 NHEJ 相关基因的表达来提高 HR 的效率，其

中下调 ku70 的表达可使 HR 效率达到 56%，下调

ku80 后 HR 效率可达 73%[24]。 

通过融合 dCas9 和转录抑制因子 Mix1 可以

进一步加强基因下调表达的强度，该技术被称为

CRISPR 干扰 (CRISPR interference，CRISPRi)。

利用该策略，树干毕赤酵母中 eGfp 的表达量相比

没有融合 Mix1 的酵母可被进一步下调近 1 倍；相

比未融合 Mix1 的酵母，融合表达 dCas9 和 Mix1

后解脂耶氏酵母 Ku80的表达量也可被进一步下调

约 1.3 倍[14]。另一方面通过融合表达 dCas9 与转

录激活因子，可以实现目标基因的上调表达，该

技术被称为 CRISPR 激活 (CRISPR activation，

CRISPRa)。融合表达 dCaS9 与转录激活结构域

VPR 激活 β-葡萄糖苷酶的表达可以使解脂耶氏酵

母在纤维二糖为唯一碳源的条件下生长[25]。另外

通过控制 gRNA 的长度，表达未失活的 Cas 蛋白

也可以实现目标基因的上调或下调。Ian 研究团队

通 过 截 断表 达 16 nt 的 gRNA 和融合表达

Cas12a-Mix1、Cas12a-Vpr，可以将解脂耶氏酵母

中 can1 的 mRNA 水平降低 7 倍，外源 Gfp 表达量

提高 10 倍[26]。 

2  非传统酵母代谢工程改造研究进展 

相比酿酒酵母，非传统酵母具有许多工业生产

相关的生理代谢优势和特性，比如底物利用多样

性、环境耐受性强、蛋白合成分泌能力强、生长速

度快、适合高密度发酵等，这些特点吸引众多研究

者通过各种代谢工程策略进一步提高非传统酵母

的代谢性能，进行各类化学品的合成测试 (表 1，

图 2)。以下将从各类代谢工程改造策略的角度综

述以非传统酵母为底盘的化学品合成的研究进展。 

2.1  拓宽底物利用谱 

原料成本是决定生物合成化学品工业应用可

行性的重要因素。为了降低生产成本，提高工业

发酵可行性，研究者们基于非传统酵母的各自优

势，利用代谢工程手段，拓宽生产菌株底物谱，

使其可利用不同原料为碳源进行各类化学品的合

成 (图 2)。 

解脂耶氏酵母因其降解疏水性碳源的能力而

闻名。目前开发的解脂耶氏酵母疏水性碳源的来

源包括纯油、食用废油和含油废水。解脂耶氏酵

母 UOFSY-1701 菌株以葵花籽油为主要碳源生产

柠檬酸，在添加乙酸盐的条件下，柠檬酸产量达 
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图 2  非传统酵母中底物利用和产物合成代谢途径概览 
Fig. 2  Overview of pathways for substrate utilization and product synthesis in non-conventional yeast. 
 

到 18.7 g/L[71]。由于食用废油的主要成分是甘油

三酸酯，因此可以用作解脂耶氏酵母的原料，在

10 L 生物反应器中培养，解脂耶氏酵母 SWJ-1b 菌

株从 80 g/L 食用废油中产生了 31.7 g/L 柠檬酸和

6.5 g/L 异柠檬酸[72]。含油废水中的脂质也被用作

解脂耶氏酵母的原料，使用解脂耶氏酵母 ACA-DC 

50109 菌株，将葡萄糖 (65 g/L) 与含油废水结合

使用可以产生效价为 28.9 g/L 的柠檬酸[73]。当含

油废水与粗甘油混合时，柠檬酸产量和产率分别

为 37 g/L 和 0.55 g/g[74]。通过对脂耶氏酵母碳源

的开发，促进了环境废弃资源的有效利用。 

木糖是木质纤维素水解液中的主要成分，高效

代谢木糖对于纤维素等低廉可再生原料的利用至

关重要。非传统酵母利用木糖为碳源的研究非常广

泛。在解脂耶氏酵母中通过表达来源于树干毕赤酵

母的木糖还原酶和木糖醇脱氢酶以及内源木酮糖

激酶，可以使解脂耶氏酵母以木糖为碳源生产柠檬

酸，产量达 80 g/L[75]。因为马克斯克鲁维酵母能

够比大多数酵母在更高的温度下生长，所以其能

在高温下有效地以木糖为碳源生产乙醇及木糖

醇。通过在马克斯克鲁维酵母 DMB1 菌株中表达

木糖还原酶，蛋白工程改造后的 NADP+依赖的木

糖醇脱氢酶及木酮糖激酶，可以利用葡萄糖和木糖

在 40 ℃条件下生产合成 24.1 g/L 乙醇，转化率达

0.402 g/g[48]。在木糖醇生产中，马克斯克鲁维酵母

YZJ074 以木糖及甘油为碳源，在 42 ℃生物反应器

中产量可达 312.05 g/L[76]。热带假丝酵母 JA2 以

177 g/L 木糖为碳源生产 109.5 g/L 木糖醇，生产效

率和产率分别达 2.8 g/(L·h) 和 0.86 g/g[77]。在木糖

醇脱氢酶基因敲除的热带假丝酵母中过表达来源

于粗糙脉孢菌的木糖还原酶，以木糖为碳源，木糖

醇的生产效率和产率分别为 1.44 g/(L·h) 和 96%，

相比对照菌株分别提高 73%和 62%[78]。 

甘油是生物柴油生产和工业皂化过程的主要

副产品[79]。解脂耶氏酵母可利用甘油为天然碳源

进行生长，过表达甘油激酶和甘油-3-磷酸脱氢

酶，可使解脂耶氏酵母菌株 A101 的甘油利用率

提高 25%[80]，柠檬酸产量仍可达 34.1 g/L[81]。Gao
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等在解脂耶氏酵母菌株 Po1f 中敲除琥珀酸脱氢

酶编码基因 sdh5，并使用粗甘油为碳源，通过分

批补料发酵，琥珀酸产量可达 160 g/L[38]。Carly

等通过在解脂耶氏酵母中过表达 gut1 (甘油激酶

编码基因) 和 tkl1 (转酮酶编码基因)，敲除 eyk1 

(赤藓酮糖激酶编码基因)，使得以甘油为碳源的

赤藓糖醇生产强度提高 75%，发酵周期缩短

40%[82]。在嗜热多形汉逊酵母中表达 pdc1 (丙酮

酸脱羧酶编码基因) 和 adh1 (乙醇脱氢酶编码基

因)，在 45 ℃发酵条件以甘油为碳源的乙醇产量

为 5.0 g/L，与野生型菌株相比提高 5.4 倍[83]。 

糖蜜是制糖工业的主要副产品，其中含有大

量可发酵糖 (主要含有蔗糖、果糖等)，因而是非

常经济的发酵原料。解脂耶氏酵母由于缺乏蔗糖

酶 (Suc2) 而无法利用蔗糖。通过异源表达菊粉

酶及来自酿酒酵母的 suc2 基因，解脂耶氏酵母的

脂肪酸产量可达 23.82 g/L，产率为 0.16 g/g[28]。

同样通过表达来自酿酒酵母的 suc2 基因，解脂耶

氏酵母柠檬酸的产量和转化率可达 45.02 g/L 和

0.643 g/g[84]。同时过表达己糖激酶 (Hxk1) 及 Suc2

后，96 h 发酵解脂耶氏酵母脂质含量达到 9.15 g/L，

生物量转化率为 0.262 g/g，该菌株从甜菜糖蜜和

甘油为碳源获得的最高脂质含量为 0.31 g/g DCW，

恒化发酵时脂质生产强度为 0.43 g/(L·h)[85]。 

菊粉是在不同植物中发现的果糖聚合物，已被

用作生产乙醇和柠檬酸的廉价碳源。菊粉分解代谢

的第一步是将其水解成可发酵的单糖。大多数非

传统酵母无法自然代谢菊粉，据报道，在马克斯

克鲁维酵母和木霉毕赤酵母中具有一定的菊粉酶

活性。利用马克斯克鲁维酵母 NRRL Y-50798 自身

菊粉酶活性，通过高温驯化，使其在 46 ℃利用菊

粉生产乙醇[86]。Liu 等通过表达来源于马克斯克鲁

维酵母 CBS6556 编码菊粉酶的 inu1 基因，获得了

具有菊粉酶活性的解脂耶氏酵母重组菌株，在含有

纯菊粉的生物反应器中柠檬酸浓度为 68.9 g/L[87]，

通过重复分批培养，可使柠檬酸产量达 203 g/L，

产率及生产效率分别达 0.85 g/g、0.51 g/(L·h)[37]。 

2.2  增强乙酰辅酶 A 前体供应 

前体物质供给充足是保证目标产品高产的必

要条件。在众多代谢物中，乙酰辅酶 A 是生物体

合成代谢和分解代谢的中心枢纽，也是众多化学

品合成的必需前体。因此为了提高目标产物合成，

研究者们围绕非传统酵母中乙酰辅酶 A 的供给进

行了大量研究 (图 3)。   

 

 
 

图 3  解脂耶氏酵母中胞质乙酰 -CoA 调控常用策略  
Fig. 3  Common strategies for the regulation of cytoplasmic acetyl-CoA in Yarrowia lipolytica. 
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解脂耶氏酵母利用 ATP 柠檬酸裂解酶(Acl)提

供乙酰辅酶 A。为了提高胞质乙酰辅酶 A 的合成，

将小家鼠 Mus musculus来源的 acl基因导入多拷贝

整合型质粒并在解脂耶氏酵母中进行表达，使脂质

含量由 7.3%提高到 23%[88]。Xu 等在解脂耶氏酵母

中分别设计并比较了 5 种不同胞质乙酰辅酶 A 替

代途径[89]，发现这些途径在过表达乙酰辅酶 A 羧

化酶和二酰基甘油转移酶的工程菌株中表达时，均

能够提高脂质的效价和含油量，其中肉碱乙酰转移

酶 Cat2 过表达菌株的脂质产量可达 66.4 g/L，相

比对照提高约 3 倍。另一研究中，在改变菌株的

底物利用谱后，基于构建的木糖利用途径，即过

表达磷酸酮醇酶 (XpkA)、乙酸激酶 (Ack) 和乙酰

辅酶A合成酶 (Acs)，进一步增强了乙酰CoA供给；

在木质纤维素水解液为原料的分批补料生物反应

器中，脂质产量为 16.5 g/L，与野生菌株相比提高

8.3 倍[27]。在脂肪酸乙酯 (Fatty acid ethyl esters，

FAEE) 生产中，Gao 等通过过表达自身柠檬酸裂

解酶编码基因 acl1、acl2，酿酒酵母的乙酰辅酶 A

合成酶基因 acs2，使 FAEE 的产量提高 40%[35]。 

乙酰辅酶 A 的供给在有机酸及醇类物质生

产中也发挥重要作用。丙酮酸是发酵生产 α-酮

戊二酸过程中主要副产物。Zhou 等在高产 α-酮

戊二酸的解脂耶氏酵母菌株 WSH-Z06 中，分

别过表达了来自酿酒酵母的 Acs 和来源于小鼠

的 ATP 柠檬酸裂合酶 Acl1，以提高乙酰辅酶 A

的转化率，降低丙酮酸积累，所获重组菌株的

α-酮戊二酸产量均有提高，发酵过表达 acl基因的

重组菌株，α-酮戊二酸产量可达 56.5 g/L，丙酮酸

产量从 35.1 g/L 降低至 20.2 g/L[90]。在产朊假丝酵

母生产异丙醇过程中，为了增加乙酰辅酶 A 的供

应，Tamakawa 等着重研究了与乙酰辅酶 A 产生有

关 的 乙 醇 同 化 途 径  ( 乙 醇 通 过 乙 醇 脱 氢 酶 

(Adh1、Adh2)，乙醛脱氢酶(Ald6) 和乙酰辅酶 A

合酶 (Acs1、Acs2) 的作用转化为乙酰辅酶 A) 和

乙酰辅酶 A 乙酰转移酶 (Erg10) 对异丙醇合成的

影响。通过表达 acs1、acs2及 erg10基因分别使异

丙醇产量提高 2.5倍、2.7倍及 2.2倍。通过将三拷

贝 acs2 与六拷贝 erg10 在宿主菌中共表达，与原

始菌株相比，产量提高 11.9 倍，经分批补料发

酵，异丙醇产量达到 27.2 g/L[51]。 

2.3  强化目标产物合成途径代谢通量 

增强产物合成途径中酶的表达，减少分支代

谢途径的竞争是提高目标产物合成效率的基本代

谢工程策略。该策略被广泛应用于各类底盘微生

物高效合成众多产品的代谢工程改造中，其中萜

烯类产品的微生物合成就是典型示例。 

萜烯类物质是一类重要的天然香料和前体物

质，是化妆品、食品和工业制造的关键原料，同

时也发现许多萜烯化合物为中草药的有效组成成

分[91]。在酵母中萜烯类化合物的前体物质异戊烯

基二磷酸酯 (Isopentenyl diphosphate ester，IPP)

和 二 甲 基 烯 丙 基 二 磷 酸 酯  (Dimethylallyl 

diphosphate ester，DMAPP) 主要通过甲羟戊酸

(Mevalonic acid，MVA) 途径生成，进一步通过异

戊二烯基二磷酸合酶  (Idi1) 等合酶作用生成单

萜前体香叶基二磷酸  (Geraniyl diphosphate，

GPP，C10)、倍半萜前体法呢基二磷酸 (Farnesyl 

diphosphate，FPP，C15)、二萜前体香叶基香叶基

二磷酸 (Geraniyl geraniyl diphosphate，GGPP，

C20)，两个 FPP 或 GGPP 分子缩合生成三萜烯 

(C30) 或四萜烯 (C40) 合成前体。所得的链状类

异戊二烯物质在萜类合酶催化下进一步修饰，从

而产生大量结构复杂的天然产物 (图 4)。以下将

以萜烯类产品的合成为代表，从内源关键基因的

表达与调控、旁路途径的弱化、外源关键酶的筛

选与表达 3 个方面来阐述非传统酵母萜类化合物

的合成进展。 

2.3.1  内源关键基因的表达与调控 

HMG-CoA 还原酶 (HmgR)、异戊二烯基二磷

酸合酶  (Idi1) 被认为是甲羟戊酸途径关键限速

酶。截短 HmgR (tHmgR) 的 N 末端氨基酸可以使 
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图 4  非传统酵母中萜类化合物合成途径  
Fig. 4  Terpenoids synthesis pathway in non-conventional yeast. 
 
其在解脂耶氏酵母细胞质中稳定存在。Idi1 催化

IPP 生成 DMAPP，此酶的过表达可以平衡 IPP 和

DMAPP 含量，在 GPP 和 FPP 的分布中起重要作

用。tHmgR 及 Idi1 的过表达是加强萜类物质合成

的常用策略。过表达 tHmgR 使得解脂酵母中芳樟

醇的产量提高了 4.7 倍，在此基础上对 Idi1 进行

表达强化使芳樟醇产量提高 2.8 倍[56]。Yang 等通

过在解脂酵母中过表达 tHmgR 编码基因 thmg1，

使法尼烯产量提高 12%，同时比较了在含有及不

含有 thmg1 过表达情况下，idi1 过表达对产量的

影响，发现当 thmg1 过表达时，idi1 过表达使法

尼烯产量提高两倍[92]。此外，MVA 代谢途径其

他关键酶 Erg8、Erg10、Erg12 和 Erg19 也被认为

可以增强萜类化合物的前体供应。Liu 等通过将

erg8、erg12、erg19、idi1 基因在解脂酵母中进行

过表达，最终使法尼烯产量提高 72%[57]。 

2.3.2  旁路途径的弱化 

Erg20 既是 GPP 合酶，又是 FPP 合酶，该双
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功能特性导致以 GPP 为前体的单萜合成效率较

低。Ignea 等报道，Erg20 的突变 (即 F96W 和

N127W) 可以使酿酒酵母中的碳通量从 FPP 转移

到 GPP，显著影响酿酒酵母单萜物质的生产[93]。

在解脂耶氏酵母生产芳樟醇过程中，为了确保

GPP 的足够可用性，Cao 等采用了类似的策略来

修饰解脂耶氏酵母中的 Erg20，基于与酿酒酵母

Erg20 的氨基酸序列比对分析，确定了解脂耶氏

酵母 Erg20 的氨基残基为 F88 和 N119，向解脂耶

氏酵母菌株 CXY01中引入突变体 erg20F88W-N119W，

所得菌株 CXY36 的芳樟醇产量为 5.34 mg/L，比

亲本菌株高 3.7 倍[56]。 

FPP 是细胞自身组分 (包括泛醌、角鲨烯、

胆固醇、GGPP 和其他必需固醇) 的重要前体。

角鲨烯合酶 Sqs1 催化两个 FPP 分子缩合为角鲨

烯，完全抑制 Sqs1 活性会严重影响细胞生长，因

此将 sqs1 表达下调是促进萜类生产的常用策略。

Kildegaard 等通过截短 sqs1 启动子，或者将其启

动子替换为 Perg1 或 Perg11，下调解脂耶氏酵母中类

胡萝卜素高产菌株的角鲨烯通量，与带有自身 sqs1

启动子的对照菌株相比，所得菌株的 β-胡萝卜素

产量提高了 2.0–2.5 倍，其中 sqs1 启动子截短到

50 bp 菌株的 β-胡萝卜素产量接近 800 mg/L[62]。在

类胡萝卜素相关物质生产中，除了代谢下游途径

需要弱化，干扰负责胞内脂质代谢的 β 氧化途径

也 可 以 促 进 解 脂 酵 母 中 番 茄 红 素 的 合 成 。

Matthäus 等在解脂耶氏酵母中将 β 氧化途径的

pox1-6 基因及甘油三磷酸脱氢酶 gut2 基因敲除，

阻断脂肪酸 β 氧化，减少甘油三酯的形成，从而

促进了脂质体的生成，通过补料发酵每克细胞干

重番茄红素产量可以达到 16 mg[94]。 

2.3.3  外源关键酶的筛选与表达 

在天然产物合成中，需要外源引入将 MVA

途径链状化合物转化为多环骨架的萜烯合酶及对

萜烯合酶进行氧化修饰的细胞色素 P450 酶。萜

烯合酶及 P450 酶的高活性对萜类物质的生物合

成十分重要。圆柚酮属于倍半萜类物质，广泛用

于香料和化妆品行业。通过将来源于黄金柏的朱

栾倍半萜合酶 CnVS、P450 酶 Cyp706M1 和来源

于拟南芥的 P450 还原酶 AtCpr1 共表达于解脂耶

氏酵母中，可使解脂耶氏酵母获得圆柚酮生产能

力。为了提高圆柚酮产量，进一步将 cyp706m1 及

Atcpr1 融合表达，促进 P450 酶之间的电子传

递，最终使产量提高 6 倍[64]。同样在毕赤酵母中

异源表达钝莨菪的加氧酶和拟南芥的细胞色素

P450 还原酶，可以有效地将外源添加的朱栾倍

半萜合成圆柚酮，通过外源表达朱栾倍半萜合

酶，可以解除对朱栾倍半萜的依赖。通过过表达

醇脱氢酶和 tHmg1，增加前体供应，再通过两相

发酵，最终将圆柚酮的产量提高到 208 mg/L。如

P450 酶及 P450 还原酶融合表达的蛋白工程手段

已在非传统酵母中广泛应用，尤其将外源萜类合

酶与内源 GPP/FPP 合酶的融合表达[65]。Yang 等

通过将来源于苹果的法尼烯合酶在解脂耶氏酵母

中表达，使菌株具有合成法尼烯的能力，为了促

进 FPP 向法尼烯的转化，将 FPP 合酶及法尼烯合

酶进行融合表达，使法尼烯的产量与单独过表达

法尼烯合酶相比提高 4 倍[92]。 

2.4  细胞生理代谢的全局优化 

2.4.1  辅因子调控 

平衡产物合成和细胞生理代谢所需的氧化还

原状态是实现代谢流高效导向目标代谢产物的必

要手段。由于氧受限条件易引起细胞氧化还原失

衡，酵母将木糖高效转化为乙醇存在一定的挑战。

例如：耐热马克斯克鲁维酵母可以以木糖为碳源

在高温下生长良好，但其木糖发酵能力较弱。

Zhang 等通过外源引入来自粗糙脉孢菌的 NADPH

依赖的木糖还原酶 (Xr) 和来自树干毕赤酵母的

NADP+依赖的木糖醇脱氢酶 (Xdh) 突变体，结合

下游基因的过表达，最终使重组菌株的木糖发酵能

力和氧化还原平衡均得到了显著提高。所得工程菌

株 YZJ088 在 42 ℃条件下利用 118.4 g/L 木糖产生
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44.9 g/L 乙醇，生产强度达 2.49 g/(L·h)[49]。 

NADPH 供给是脂肪酸和脂质合成中的主要

限速因素。在脂质生产中，为了高效利用物质代

谢还原力以提高脂质产量，Qiao 等在解脂耶氏酵

母中将糖酵解途径产生的 NADH转化为脂质生物

合成需要的 NADPH 合成途径。在过表达 acc1 和

dga1的菌株中进一步过表达丙酮丁醇梭菌来源的

gapC 和卷枝毛霉来源的 mce2，使胞内 NADH 有

效转化为 NADPH，最终使工程菌株的产率达

0.231 g/g，与对照相比提高了 25%[29]。为了循环

使用胞质中 NADPH 提高解脂耶氏酵母三乙酸内

酯 (Triacetate lactone，TAL) 的合成，Liu 等测试

了一系列胞质 NADPH 合成途径 (苹果酸酶、甘

露醇脱氢酶、6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶、琥珀酸半

醛脱氢酶) 是否会改善 TAL 的合成和细胞适应

性。其中内源 NADP+依赖型苹果酸酶 (Mae) 的

过表达可显著提高 TAL 产量。当 ylMae 与 TAL

合成关键酶 Gh2ps 及 ylAcc1 共同过表达时，使菌

株 TAL 增产 60%[95]。NADPH 的循环利用还可有

效促进萜类物质的生产。 HMG-CoA 还原酶 

(HmgR) 是甲羟戊酸途径中的第一个限速酶，在

调节角鲨烯的生物合成中起关键作用，HMG-CoA

通过以 NADPH 作为还原力释放辅酶 A 后被还原

水解为甲羟戊酸。Liu 等通过将甘露醇脱氢酶 (通

过甘露醇循环调控胞质 NADHP 含量) 引入解脂

耶氏酵母代谢系统，使鲨烯产量提高 11%[96]。在

三萜类物质生产中，NADPH 是内源甲羟戊酸途

径和异源萜类合酶 P450 氧化还原系统的直接氧

化还原供应物质。Jin 等通过在解脂耶氏酵母中过

表达苹果酸脱氢酶编码基因 (emt 及 rtme) 使胞

内 NADPH 供给提高，最终促进了三萜类物质桦

木酸的生产[66]。 

2.4.2  转录因子调控 

转录因子作为信号分子参与细胞生理代谢调

控的众多方面。通过改变控制特定代谢途径转录

因子的表达，可以避免对合成途径相关酶的表达

进行个体调谐，从而在高层级上对目标产物合成

途径进行全局优化，有效提高目标途径代谢通量

及产物合成效率。研究表明来自汉逊德巴利酵母

的转录因子 Sef1 对核黄素生物合成途径的表达进

行正向调节。Dmytruk 等在假丝酵母突变株 AF-4

中通过引入来自汉逊德巴利酵母的 sef1，使核黄

素产量提高 87.2%[97]。在解脂耶氏酵母中，研究

表明参与葡萄糖阻遏作用的转录因子 Snf1 及

Mig1 对胞内脂质合成具有调节作用。Snf1 参与解

脂耶氏酵母由生长阶段向产脂阶段的转变，该转

录因子的敲除使得菌体脂肪酸产量提高 2.6 倍，

经转录分析发现 Snf1 敲除菌中脂质合成相关基

因明显上调[98]。类似的研究发现敲除 Mig1 会导

致解脂耶氏酵母脂肪酸 β-氧化途径 mfe1 的转录

下调和与脂质合成相关的基因上调，敲除该基因

的菌株胞内油脂含量提高到细胞干重的 48.7%，

相比对照菌株提高 1.3 倍[99]。 

2.4.3  适应性进化 

胞内代谢途径的加强和胞外环境的胁迫都会

增加细胞的代谢负担，适应性进化是提高并稳定

菌株生产性状的重要策略。这种策略目前已在非

传统酵母的碳源利用及环境耐受的研究中广泛应

用。Sharma 等在 45 ℃以木糖为碳源的条件下，

对耐热酵母马克斯克鲁维酵母进行多达 60 批次

的适应进化，以提高其木糖利用能力。与天然菌

株相比，进化菌株显示出更高的比生长速率和更

快的木糖摄取速率以及更短的生长延滞期。厌氧

发酵时，进化菌株在 72 h 内消耗约 91%的木糖，

分别产生了 2.88 g/L 和 18.75 g/L 的乙醇和木糖

醇，相比未进化菌株提高约 5 倍，乙醇和木糖醇

的得率也提高约 1.5 倍[100]。在高浓度葡萄糖环

境中，对可以从葡萄糖合成 D-阿拉伯醇的巴斯

德毕赤酵母 GS115 菌株进行驯化，得到驯化菌株

GS225，其 D-阿拉伯醇的产量相比未驯化菌株

GS115 提高近一倍，达到 12.5 g/L[101]。同样通过

对可利用 CO2 的巴斯德毕赤酵母适应性进化，使
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其以 CO2 为唯一碳源时比生长速率由 0.008 /h 提

高到 0.018/h[102]。Daskalaki 等采用适应性实验室

进化策略对解脂耶氏酵母进行驯化，通过交替改

变培养基成分并连续筛选高脂细胞，最终将细胞

生长与脂质积累相偶联。通过 77 代筛选后，菌

株的脂质含量达到细胞干重的 44%，比原始菌株

提高 30%[103]。 

3  总结与展望 

由于具有优良的天然特性，解脂耶氏酵母、

克鲁维酵母、毕赤酵母、假丝酵母等非传统酵母

在生物技术开发及工业应用中起着举足轻重的作

用。随着高效基因操作工具的开发及代谢途径调

控策略的完善使用，将非传统酵母改造为脂质、

天然产物、有机酸及醇类物质高效合成细胞工厂

已成为可能。但目前大多数非传统酵母菌的目标

物质产量较低，远未使其优良天然特性得到充分

发挥，限制了其在工业生产中的应用。多种因素

影响其生产性能 (产量、产率、转化率) 的改善，

包括高效基因编辑工具开发、胞内代谢网络的高

清解析、胞外环境互作的应答机制等。 

目前在产品生产性能优化中主要集中于有利

表型直接代谢途径的优化改造，缺乏关于代谢网

络相互作用和代谢平衡调控与应答的关键基础信

息，阻碍了非传统酵母在产品应用中的发展。同

时高效关键酶的挖掘及改造对产物生成起关键作

用，对非传统酵母的改造中针对目标途径优良酶

的筛选主要基于文献报道或基因库中筛选，而基

于关键酶进行定向进化及理性设计以提高关键酶

催化活性的策略应用较少，阻碍了关键途径催化

效率的最大化提升。这些领域的基本信息不全是

建造产业化应用水平非传统酵母细胞工厂的主要

障碍。相信多组学整合技术、高效基因编辑技术、

多信号输入输出的动态调控技术以及高通量筛选

技术等系统生物学与合成生物学的进步与发展，

将促进人们对非传统酵母的独特生理代谢特征的

深入了解，在最大化改造利用非传统酵母优良表

型、提高产品生产性能、达到规模化工业应用水

平等方面将具有重大突破。 
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