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摘  要: 甾醇是一种环戊烷多氢菲衍生物，是真核细胞的重要生物膜组分，具有多种生物学活性，是食品、制药等

行业的重要原料。酿酒酵母具有天然的麦角甾醇合成途径，是实现甾醇类衍生物从头合成的理想底盘细胞。近年来，

细胞器的理性改造技术为实现目标产物的定向存储、转运并最终为产物的合成强化提供了新的理性改造策略。文中

重点阐述了酿酒酵母细胞在不同生理胁迫下甾醇合成及转运的反馈应激表型及相关的分子作用机理，指出构建酵母

细胞中甾醇的定向存储、转运及胞外分泌途径的人工强化途径是突破酵母细胞甾醇合成极限的新策略。 

关键词: 酿酒酵母，甾醇，存储与转运，脂滴，理性改造 
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Abstract:  Sterols, a class of cyclopentane poly-hydrophenanthrene derivatives, are the predominant membrane constituent 

of eukaryotes. These substances have a variety of biological activities and have been widely used in food and pharmaceutical 

industries. The presence of endogenous ergosterol biosynthetic pathway in Saccharomyces cerevisiae cells make it an ideal 

chassis for the de novo synthesis of sterol and its derivatives. Most recently, the rational modification of organelles provides a 

novel strategy for the directed transportation and storage of target products and the ultimate enhanced product synthesis. This 

review summarizes the phenotypic responses of S. cerevisiae cells upon different physiological stimulations and the 

underlying molecular mechanisms. Reinforcement of sterol production through directed storage, transportation, and excretion 

of sterols offers a novel strategy for breaking the limitation of de novo biosynthesis of sterols in yeast.  
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甾醇 (Sterol) 又称固醇，是一类由 3 个己烷

环及 1 个环戊烷稠合而成的环戊烷多氢菲衍生

物，母核结构中含有 3′-羟基，是真核细胞膜的重

要脂类成分，在维持细胞的完整性、膜的流动性、

以及细胞物质运输等过程中起重要作用。目前已

鉴定甾醇大致可分为动物细胞来源的胆甾醇 

(Cholesterol) ， 植 物 细 胞 来 源 的 豆 甾 醇 

(Stigmasterol)、谷甾醇  (Sitosterol)、菜油甾醇 

(Campesterol)、菜籽甾醇 (Brassicasterol) 以及真

菌来源的麦角甾醇 (Ergosterol) 等，典型结构如

图 1 所示[1]。 

甾醇类物质具有多种生物学活性，在食品和

制药行业中有着广泛的应用。如植物甾醇具有良

好的抗氧化性，可作为食品添加剂，具有促进人

体胆甾醇代谢、伤口愈合、抗衰老等多种功效[2-3]。

麦角甾醇可增强人体抗疾病能力，是重要的脂溶

性维生素 D2 的来源[4]。胆甾醇是维生素 D3、胆汁

酸和甾体激素 (包括皮质激素和性激素) 等多种

活性化合物的合成前体[5-6]。 

甾醇类药物如维生素 D3、胆甾醇类衍生物、

可的松等结构复杂，来源受限。传统合成方法以

薯蓣属黄姜等植物为原料基础提取甾体母核，通

过多步化学反应及微生物转化过程获得甾醇药物

中间体，该合成路线资源依赖度高、原料提取和

合成效率较低，三废排放量大 [7-8]。近年来，建

立在代谢工程、基因组学、系统生物学等学科基

础上的合成生物学领域的相关技术快速推进了

天然产物类药物的异源从头合成 [9]。酿酒酵母 

Saccharomyces cerevisiae 具有内源性的甲羟戊酸

途径和麦角甾醇合成途径，能够稳定提供前体异

戊烯焦磷酸 (Isopentenyl pyrophosphate，IPP)、二

磷酸二甲基烯丙酯 (Dimethylallyl diphosphate，

DMAPP) 和 2,3-环氧角鲨烯 (2,3-oxidosqualene)，

其完整内膜系统和翻译后修饰有利于环化酶和

P450 酶的活性表达，借助其完善的遗传操作平

台，已成为萜类化合物等天然产物合成的重要底

盘[10]。目前紫杉醇前体紫杉二烯[11]、青蒿酸[12]，

法呢烯 [13]以及甾体类药物睾丸激素 [14]等萜类化

合物及其衍生物已实现在酵母细胞中的从头合

成。此外，通过敲除 erg5/erg6，可重构麦角甾醇

的从头合成途径，实现 7-脱氢胆甾醇[15]、维生素

D3 关键中间体胆甾-5,7,24-三烯醇[16]等活性甾醇

类化合物的有效累积 (图 2)。随着高密度发酵控

制技术的成熟与强化，酿酒酵母对麦角甾醇合成

能力显著提高，达到 1.5 g/L 以上[17]，为甾醇类

药物及其中间体的从头合成及高效生产奠定了

基础。 

麦角甾醇合成途径涉及 30 步反应，包括甲羟

戊酸、焦磷酸法尼酯和麦角甾醇 3 个生物合成模

块。其中麦角甾醇生物合成模块涉及多个细胞色

素 P450 酶催化的脱氢、去甲基及羟化反应[7,13]，

是甾醇合成的关键模块[9]。该类酶多定位于内质

网膜，部分依赖特定的折叠蛋白辅助形成功能性

的多酶复合物才能发挥催化功能，如甾醇 C-4 脱

甲基多酶体系 (ERG25/26/27)[18]。内质网膜等细

胞器组分为功能酶及相关电子传递系统提供特定 

 

 
 
图 1  典型甾醇的化学结构[1] 
Fig. 1  Chemical structures of typical sterols[1]. 
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图 2  酿酒酵母麦角甾醇代谢通路改造合成胆甾醇类前体激素 
Fig. 2  Metabolic engineering of the ergosterol pathway in S. cerevisiae for biosynthesis of cholesterol precursors. 
 

生化反应的场所，在稳定蛋白、提升催化效率等

方面具有重要作用[19]。此外，酵母细胞中游离甾

醇的合成、转运、酯化、水解等过程都受到内膜

系统的动态精确调控，并成为影响单位细胞甾醇

产率的关键因素[20]。由于胞内甾醇合成及存储空

间有限，单一强化合成途径的关键限速酶活力仍

无法突破细胞甾醇合成的极限，累积的甾醇中间

体不仅直接影响细胞活性，也会产生产物抑制效

应[21]，从而显著限制单位细胞的最终产率。 

近年来，细胞器理性改造技术成为继强化目

标产物代谢通量之外的另一种理性强化策略，尤

其对缓解疏水性酯类化合物的胞内蓄积并提升单

位细胞合成效率具有重要意义[22-23]。本文梳理了

影响酵母细胞中甾醇存储与转运的关键作用分

子，并结合酯类化合物定向合成的细胞理性改造

相关研究进展，探讨了构建酵母细胞中甾醇定向

存储、转运及胞外分泌途径的细胞理性改造策略，

为从根本上突破酵母细胞甾醇合成极限提供新的

研究思路。 

1  甾醇的存储路径 

甾醇作为真核生物细胞膜的重要成分，参与

包括囊泡形成、蛋白质分选、内吞作用、同型膜

融合、跨膜蛋白 (酶) 的活性、蛋白质和脂质之

间的侧向聚集[20]等多种生物功能。甾醇在细胞中

的浓度及分布受到严格控制。甾醇通常以游离甾

醇 (Free sterol，FS) 与甾醇酯 (Sterol ester，SE)

两种形式存在，甾醇酯为甾醇的储存形式，甾醇

的酯化与甾醇酯的水解可以缓冲游离甾醇的过量

与缺乏，使其达到稳态[1]。此外，麦角甾醇前体

如羊毛甾醇等也可以酯化的形式存储，并可根据

细胞生理代谢需求，作为合成前体迅速转化为麦

角甾醇[24]。酵母中存在两种乙酰辅酶 A 甾醇酰基

转移酶 (Acyl-CoA sterol acyl transferase，ACAT)，

分别为 Are1p 与 Are2p，作为膜蛋白定位于内质

网膜上，以乙酰辅酶 A 为共底物，催化甾醇的   

3′-乙酰化反应[25-26]。Are1p 与 Are2p 的序列同源

性为 49%，且与人源 ACATs 具有 24%同源性，后

者在维持不同组织中胆甾醇的浓度平衡发挥了重

要的调节作用[27]。经研究发现，Are1p 主要在厌

氧状态下介导酵母中的酯化，且底物倾向于选择

麦角甾醇的前体，尤其是羊毛甾醇，Are2p 更倾

向于选择终产物麦角甾醇为底物[27]。 

甾醇酯储存于细胞器脂滴 (Lipid droplets，

LDs) 中。脂滴以中性脂质为核心，由单层磷脂包

裹，允许细胞在特定的隔室中储存非极性分子，
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使得非极性分子与细胞的水环境相隔离，是酯类

物质的存储场所，在酯类和能量代谢中起到了核

心作用。脂滴的形成来自于内质网，其结构在进

化中高度保守，主要存储甘油三酯、甾醇等酯类

物质；在正常培养条件下，酿酒酵母脂滴中甾醇

的质量占比约为 44%[28]，但在有限氮源或外源添

加亚油酸等长链脂肪酸为碳源的培养条件下，两

者的比例、脂滴的数量及体积会受到显著影响，

细胞通过动态响应细胞能量代谢需求，调控其储

存的脂类分子——甘油三酯、胆甾醇酯和少量维

生素[29]。图 3 描述了酿酒酵母中脂滴的形成过程，

涉及多种具有跨膜序列及门腔结构域的关键作用

蛋白，对积累中性脂质发挥关键作用[30]。具体如

下：(1) 磷脂二酰甘油酰基转移酶 (Phospholipid：

diacylglycerol acyltransferase，PDAT)，酵母的同

源蛋白为 Lro1p，在有丝分裂时期主要负责三酰

甘油  (TAG) 的合成；(2) 二酰甘油酰基转移酶 

(Diacylglycerol acyltransferase，Dga1p)，催化二

酰甘油  (DAG) 加入第 3 个酰基分子，定位于脂

滴  (平稳期) 和内质网  (生长期)，但 Dga1p 在

内质网上的活性似乎更强；(3) Seipin 蛋白，具

有维持脂滴形态，调节脂肪细胞和神经元分化等

功能，在酵母中的同源蛋白为 SEI1p，可介导内

质网脂滴间的接触，促进蛋白和脂质体从内质网

膜转移至脂滴中，并具有调控脂滴大小的功能；

(4) 脂肪储存诱导蛋白  (Fat storage inducing 

proteins，FIT)，诱导内质网上的磷脂单层凸起

以便于最终形成脂滴；(5) Are1p 与 Are2p 介导

甾醇的酰化形成甾醇酯与 TAG 共同组成脂滴的

脂质内核。  

 

 
 
图 3  酿酒酵母细胞从内质网中形成脂滴的过程[30]  
Fig. 3  Lipid droplets formation from endoplasmic reticulum of S. cerevisiae[30]. A schematic diagram of endoplasmic 
reticulum (ER) structure related to lipid droplet formation. (A) Key factors involved in lipid droplet biogenesis located 
in ER bilayer. (B) Both Dga1p and Lro1p can convert DAG to TAG, but Dga1p uses free acyl-CoA whereas Lro1p 
cleaves acyl-CoA from phospholipids. (C) A lens of neutral lipids forms on the cytosolic side of the ER bilayer. FITps 
may sequester neutral lipids in puncta so that the lens can form. SEI1p limits the formation of normal size droplets in 
yeast. (D) Once the lens grows in size, the neutral lipids assume a spherical structure surrounded by the outer leaflet of 
the ER bilayer. (E) The coupling mechanism between SE and TAG synthesis is unclear. (F) It is unclear if the same 
factors that aid in TAG droplet formation also promote SE droplet formation. The phosphorylation states of the above 
factors (indicated by “P”) are largely unknown[30]. 
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2  酵母甾醇的转运机制 

2.1  转运路径 

在正常生理状态下，酿酒酵母细胞中游离甾

醇 (Free sterol) 的合成、转运及酯化过程及其在

不同细胞膜结构上的定位及浓度都受到严格调

控。作为亲脂性化合物，游离麦角甾醇浓度在不

同细胞器中的维持需依赖细胞器之间的接触及脂

质交换过程，或通过非囊泡途径直接与甾醇结合

蛋白结合增强其可溶性来实现。典型的细胞器接

触为细胞核与囊泡的接触以及内质网与线粒体的

接触[31-32]。游离甾醇在其合成场所内质网膜上的

浓度最低，如在 CHO-K1 细胞中，内质网膜上

胆固醇含量仅占脂质总量的 5 mol%[33]，其浓度

随着甾醇在细胞内膜转运路径逐渐提高，并在质

膜中达到最高，游离甾醇在质膜上占脂质总量的

30 mol%[34-38]，占甾醇总质量的 90%以上。该运

输过程涉及囊泡运输与非囊泡转运过程。麦角甾

醇以每秒约 105 分子速率进出质膜上的甾醇池，

当细胞处于分裂期时，速度提高 10 倍[39-40]。非囊

泡依赖的甾醇转运路径依赖氧化甾醇结合蛋白相

关蛋白 (Oxysterol-binding protein-related proteins，

ORPs) 为关键作用分子，介导不同细胞器之间脂

质交换过程。脂质交换蛋白连接不同细胞器的膜

组分，从供体膜上获取甾醇后提供给受体膜。酵

母中含有 Osh1p-Osh7p 七种该家族蛋白，蛋白序

列中含有约 400 个残基的脂质结合口袋[41-44]。以

Osh4p 为例，Osh4p 具有 β-桶状的疏水通道结构，

可容纳一个 3′-羟基朝向通道封闭侧的甾醇分子。

通道的另一端由一个铰接盖封闭，当甾醇结合时，

铰接盖关闭，从而保护疏水内部不受水性环境的

影响[45]。该结构表明 Oshp 家族分子可作为连接

细胞器并传输甾醇的转运蛋白。Alfaro 等发现

Osh4p 可能作为酵母胞内极化囊泡运输甾醇依赖

调节因子，在质膜上膜对接的最后步骤影响囊外

复合物的组装[46]。此外，在酵母细胞中，锚定在

细胞膜接触位点的脂交换家族蛋白 (Lipid transfer 

proteins anchored at the membrane contact sites，

LAM) Lam1p-Lam6p 具有酯交换结构域 (StARTkin 

domain)，其疏水性口袋能够特异性识别多种甾醇

化合物，在介导甾醇非囊泡依赖的物质转运过程

中也起到重要的功能[47]。近期，Sokolov 等综述

了麦角甾醇在酿酒酵母细胞中的合成及转运路径

的转换过程，突出了 Oshp 与 Lamp 在促进甾醇非

囊泡转运途径的重要功能[48]。 

2.2  外源摄取 

麦角甾醇的合成途径涉及多步氧化还原反

应，分子氧作为最终电子受体。有氧条件下，酵

母存在“甾醇外排”现象 (Sterol export effect)，即

内源性麦角甾醇的合成能够满足酵母生长需求，

酵母细胞不具备摄取外源甾醇及其前体的能力。

在缺氧条件下 (O2<1%)，由于缺乏有效的电子传

递路径，麦角甾醇合成代谢的级联氧化还原过程

被阻断，此时酵母成为甾醇缺陷型菌株，依赖摄

取外源甾醇而存活[49]。另一方面，酵母在缺氧应

激状态下上调了缺氧效应分子 Sut1p、UPC2p、

ECM22p 等全局调控转录因子的表达水平，从而

激活了下游靶基因编码的定位于细胞质膜甾醇转

运蛋白 (ATP-binding cassette，ABC) 的表达[20,48]。

该家族成员如 Aus1p 与 Pdr11p 等参与完成甾醇的

外源摄取[50]，而对应的缺失体无法在厌氧状态下

摄取外源甾醇，且对外源甾醇的酯化能力也被阻

断[51]。进入酵母的外源甾醇会通过非囊泡转运的

“逆转运过程”由质膜转运至内质网，随后被甾醇

酯化酶 Are1p/Are2p 酯化，其运输/酯化速率与甾

醇对质膜上脂筏结构的亲和力相关[51]。而后与新

合成的甾醇一起，由 ATP 依赖的非囊泡途径从内

质网到达质膜，如此形成一个循环。当细胞中的

游离甾醇总量过高时，甾醇会被酯化储存至脂滴。

脂滴中的甾醇被再次使用前，需要由 3 种甾醇酯

水解酶：Yeh1p、Yeh2p 和 Tgl1p 将其催化水解并

释放出游离甾醇，通过以上过程将胞内游离甾醇浓

度控制在稳定状态[52-54]，具体过程如图 4 所示[20]。 
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图 4  酵母麦角甾醇转运的关键作用分子及途径[20]  
Fig. 4  The key functional molecules and pathways for ergosterol transport in yeast[20]. 

 
2.3  胞外分泌 

有氧状态下，当甾醇供应充足时，酵母细胞

会将胞内过量的甾醇通过分泌途径转运至胞外以

达到胞内甾醇的稳态。Tiwari 等首次发现酵母细

胞通过对甾醇 3′-羟基的乙酰化-去乙酰化修饰来

调控甾醇的胞外分泌[55]。甾醇的乙酰化标签可被

视作胞外分泌的信号，该循环由醇乙酰转移酶 

(Alcohol acetyltransferase 2，Atf2p) 与去乙酰酶 

(Steryl deacetylase 1，Say1p) 完成：若甾醇需留

在胞内，则由 Say1p 催化甾醇去乙酰化；若需要

排出体外，则由 Atf2p 将其乙酰化后分泌出胞[55]。

Nagasawa 等通过多拷贝质粒在酿酒酵母中实现

了 Atf2p 的过表达，总酶活力较出发菌株提高了

2.4 倍 [56]。此外，由于孕酮等甾体结构类似物能

够与甾醇 C8–C7 异构酶高度亲和，因此 Atf2p

可能与外排作用协同，以清除酵母细胞中因麦

角甾醇合成缺陷而产生的 3β-羟基甾体对细胞

生长的抑制作用 [57-58]。此外，酵母在分泌甾醇

的过程中，还会产生一种病原相关酵母蛋白 

(Pathogen-related yeast proteins，Pryp)，该蛋白为

一类甾醇结合蛋白的保守蛋白家族，属于 CAP 

(Cysteine-rich secretory proteins，antigen 5，and 

pathogenesis-related 1 proteins) 超家族蛋白，与甾

醇结合后能够显著提高其水溶性[59-60]。Choudhary

等用[14C]胆甾醇标记 Δsay1 血红素缺陷细胞的分

泌过程，结果显示 pry1 基因的缺失导致细胞外胆

甾醇乙酸酯的水平降低了约 40%；同时敲除 pry1

及 pry2 基因后，双突变体的胆甾醇乙酸酯的输出

被完全阻断，这表明 Pry1p、Pry2p 对乙酰化甾醇

的分泌出胞发挥了决定作用[61]。 
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3  强化甾醇定向存储与转运的理性改造

策略 

近年来，随着对酵母等真核细胞膜转运蛋白

的序列、结构、底物和转运机理研究的不断深入，

强化疏水性酯类物质的定向运输已成为提高目的

产物单位细胞产量的新策略，代表性实例见表 1。

麦角甾醇虽为酵母中不可或缺的细胞膜组分，但

作为亲脂性疏水化合物，当其在细胞中大量积累

时，会造成细胞毒性[20]，从而导致依赖传统代谢

工程改造相关的合成途径强化技术提高产物的合

成效率及产物累积浓度变得困难。因此，强化酵

母对甾醇类化合物的耐受与蓄积能力对提高单位

酵母细胞的甾醇合成能力有重要的提升作用[62]。 

3.1  脂滴的理性改造策略 

脂滴作为酵母细胞内重要亲脂性化合物的储

存结构，增加其在胞质溶胶中的体积占比是增加

甾醇胞内蓄积的主要策略。Ta 等首次发现 ERG1 突

变所导致的转化前体角鲨烯在胞内累积与酵母脂

滴聚集的突变表型相关[63]，Δdga1Δlro1Δare1Δare2

导致脂滴形成障碍，从而直接影响角鲨烯的胞内

累积并严重地抑制了细胞生长及对药物特比萘芬

的耐受能力[64]。Peng 等通过 DGAT1 过表达及

ΔTgl3 策略，显著提高了酿酒酵母细胞的脂滴含

量，在进一步强化脂肪酸合成代谢后，通过细

胞生长和脂肪酸合成分阶段培养的方法，显著

提了升细胞脂肪酸产量，达到 307 mg/L，提升了

4.6 倍[65]。同样地，Teixeira 等通过调控脂滴的结

构和生成，有效提高了 TAG 的胞内累积[66]。Qian

等利用解脂耶氏酵母麦角甾醇合成途径改造生产

菜油甾醇时，发现产物合成与细胞脂质水平呈显

著的正相关性，通过敲除多能 β - 氧化蛋白 

(Multifunctional β-oxidation protein 1，Mfe1p) 及

过氧化物酶体生成因子 (Peroxisomal biogenesis 

factor 10，Pex10p) 显著提高了菜油甾醇与脂质

体在脂滴中的存储含量，最终在 5 L 发酵罐中实

现了 837 mg/L 菜油甾醇的累积，较出发菌提高了

3.7 倍[67]。Fei 等发现酿酒酵母中 SEI1 基因的缺 

 
表 1  疏水性脂类化合物合成强化的理性改造策略 
Table 1  Rational modification strategies for enhanced production of hydrophobic lipids 

Compounds Strains Genes Yield Improvement References

Lipids S. cerevisiae AtDGAT1, Δtgl3, Atclo1, 
Ald6-SEACSL641P,  
ACC1ser659ala, ser1157ala mutation 

307.0 mg/L 3.60 folds [65] 

TAG S. cerevisiae ACC1ser659ala, ser1157ala, DGA1, 
PAH1, Δtgl3/4/5, Δare1Δerd1, 
PLIN3 

201.0 mg/g DCW 2.38 folds [66] 

Campesterol S. cerevisiae PO1f-Δmfe1, ERG5−, DHCR7+, 
DHCR7+ 

837.0 mg/L 3.70 folds [67] 

Lycopene S. cerevisiae Δsei1:: HphMX_PPGK1-, OLE1 70.5 mg/g DCW 25%  [23] 

Squalene S. cerevisiae Δecm33 50.0 mg/g DCW 12% [68] 

β-carotene S. cerevisiae ATCC 8739, dxs::M1-37, 
idi::M1-46, Crt:: M1-93, 
SucAB::M1-46, sdh:: M1-46, 
talB::M1-46, ispG-mRSL-4, 
ispH-mRSL-14, 
crtEYIB::Ptrc-crtEYIB, ΔnlpI, 
ΔtolR 

44.8 mg/g DCW 61% [22] 

Carotenoids Rhodosporidiumtoruloides Pdr10 1.8.0 μg/mg 5.00 folds [69] 

Monoterpenoid 
indole alkaloid 

S. cerevisiae VmTPT2/VmABCG1 –/– Extracellular 
secretion 

[70] 

Hydrocortisone S. cerevisiae CLCDR4 268.0 mg/(L·d) 20% [71] 
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失会增加脂质水平[68]。在 SEI1 缺失的细胞中，

Sorger 等观察到比正常体积大 50 倍的“超大型”脂

滴 [69]。Ma 等以番茄红素  (Lycopene) 为目标产

物，将重组酵母细胞的 SEI1 基因敲除，最终使其

产量提高了 25%[23]。考虑到脂滴结构是番茄红素

与麦角甾醇等亲脂性化合物共同的存储场所，后

续可尝试该策略提高酵母对甾醇的蓄积能力。 

3.2  细胞膜/细胞壁的结构改性 

细胞膜 /细胞壁作为酵母单位细胞的结构支

撑，决定了细胞在生长分裂过程中形态的变化及

完整性的维持，同时也为细胞提供了对外界理化

损伤的抵抗能力；反之，甾醇类物质作为酵母细

胞重要的膜组分，其结构及含量的差异会显著影

响细胞质膜的流动性及硬度。如何平衡甾醇类产

物累积及其对细胞壁 /细胞膜结构稳定性的影响

对总体产量的提高至关重要。酵母细胞自身具有

保持细胞壁完整性 (Cell wall integrity，CWI) 的

调节能力以维持自身胞内稳态[72]，同时 CWI 也是

维持细胞脂质平衡信号通路 MAPK 的结构基  

础 [73]。Kim 等构建了一种角鲨烯高产酵母菌株

SQ[74]，在该菌株中，角鲨烯的大量积累使得细胞

膜硬度下降，细胞因此变得更容易裂解。对此，

他们对 CWI 途径进行了改造，通过敲除 ECM33

基因上调了几丁质合成相关酶的表达水平，显著

提升了胞内几丁质含量，增强了细胞膜的硬度，

从而加强了细胞壁对高压环境的抵抗能力，并使

角鲨烯产量比亲本 SQ 菌株提高了约 12%[68]。Wu

等构建了一种新型的人工膜囊泡转运系统，实现

了大肠杆菌细胞从头合成类胡萝卜素的胞外分

泌，摇瓶发酵产量从 27.7 mg/g DCW 提高至  

44.8 mg/g DCW，其中产物胞外分泌的含量从  

0.5 mg/g DCW 提高至 12.7 mg/g DCW[22]，为后续

真核细胞人工膜转运系统的构建提供了借鉴。 

3.3  甾醇出胞途径的构建 

建立有效的甾醇胞外分泌途径，可彻底解除

甾醇终产物在胞内的蓄积，是突破酵母甾醇人工

合成极限的最有效策略。提高细胞质膜上 ABC 转

运蛋白的表达水平是强化产物胞外转运的主要策

略，其中 ABC 家族蛋白中参与酵母多药耐药外排

的转运蛋白 (Pleiotropic drug resistance，PDR) 是

目前提高疏水性化合物胞外转运的关键调控分 

子[75]。Mahé 等首次鉴定了 Pdr5p and Snq2p 介导

雌二醇在酵母细胞中的分泌外排[76]。Lee 等在两

相体系合成类胡萝卜素的圆红冬孢酵母中，通过

过表达 Pdr11p实现了类胡萝卜素的原位分泌并转

运至油相，有效解除了产物累积，最终产率达到

1.8 μg/mg，较出发菌株提高了 5 倍，并有效解决

了产物分离问题[69]。最近，Bu 等研究了粟酒裂殖

酵母 Schizosaccharomyces pombe 细胞中 ABC 转

运蛋白 (Pdr5p、Pdr10p、Snq2p、Yor1p 和 Yol075cp)

的过表达对 β-胡萝卜素的胞外分泌能力的影响，

其中 Snq2p 的诱导型过表达实现了 7.04 mg/L 产

物的分泌，较出发菌株提高 4 倍左右，并且胞内

产物的累积量也提高至 116.3 mg/L[77]。在利用脂

肪酸合成代谢改造实现 1-烯烃从头合成的酿酒酵

母细胞中，Zhou 等通过动态调控策略控制产物合

成及转运过程的耦合，产物终产量达 35.3 mg/L，

其中 80%以分泌形式排出细胞外，合成能力较出

发菌株提高了 10 倍以上[78]。Demessie 等通过在

酿酒酵母细胞中异源表达小蔓长春花 Vinca minor

来源的 ABC 转运蛋白 VmTpt2p/VmAbcg1p，成功

实现了单萜吲哚生物碱的胞外分泌[70]。Chen 等通

过挖掘编码月状旋孢腔菌 Cochliobolus lunatus 来

源的转运蛋白基因 ClCDR4，其编码蛋白的氨基

酸序列与酿酒酵母内源的 Pdr5p 具有 48%的同源

性，该基因串联启动子 PGK1 在酿酒酵母菌株

HC017 的过表达显著促进了底物乙酰-11-脱氧皮

甾醇的胞内转运及胞外分泌，终产物氢化可的松

的产率提升约 20%，达到 268 mg/(L·d)[71]。 

基于前文所述的酵母甾醇乙酰化 /去乙酰化

调控的分子机理，设想尝试通过乙酰化酶 Atf2p

的过表达及去乙酰基酶 Say1p 的敲除可实现乙酰
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化甾醇的胞外分泌，且同时考察胞外分泌途径的

构建对酵母细胞甾醇从头合成能力的影响。为进

一步提高分泌能力，可考虑异源表达同源蛋白

CRISP2 (哺乳动物来源)[59]。该类蛋白是 CAP 家

族成员，负责与乙酰化甾醇结合，并以分泌的形

式转运出胞。前期研究提示 CRISP2 的表达缓解

了 Δpry1、Δpry2 双敲除突变株的脂质输出阻   

滞[61]。此外，基于已报道的病原体相关酵母蛋白

Pry1 的晶体结构 (PDB No. 5ETE)[79]，通过分子

改造策略提高 Pry 蛋白与甾醇的亲和力，可进一

步提升酵母对甾醇的胞外分泌能力。甾醇类化合

物的高效胞外分泌途径的构建，不仅能够突破单

位酵母细胞的甾醇合成极限，也为进一步实现甾

体类化合物的从头合成路线奠定了基础。如图 5

所示，利用酿酒酵母麦角甾醇合成通路的重构及

胞外分泌途径的强化，可实现胆甾醇等甾醇类化

合物的从头合成并实现有效外排；该途径进一步

耦和以分枝杆菌生物转化实现甾醇的侧链降解，

通过串联两阶段的生物转化体系，构建以简单碳

源如葡萄糖等为底物，实现 4-雄烯二酮等甾体激

素的从头合成。 

4  总结与展望 

甾体化合物作为重要的细胞膜组分及关键信

号分子，其重要的应用价值及高效合成技术日益

受关注。利用酵母细胞天然的麦角甾醇从头合成

途径能够从根本上解决甾醇类药物及相关衍生物

生产的资源及环境制约。本文归纳了影响酵母单

位细胞甾醇定向存储与转运的关键作用分子，相

信随着对酵母细胞内膜结构及其对特定底物的转

运载体蛋白及相关分子转运机理研究的深入，将

有助于理性调控甾醇类疏水性分子在细胞内的定

向转运及蓄积，并为构建甾醇特异性的胞外分泌

通道提供理论基础。结合图 6 所示，本文提出了

酵母细胞甾醇从头合成后胞内定向转运的理性改

造策略及未来展望，拟通过提高酵母的脂滴含量 

 

 
 
图 5  细胞共培养体系甾体激素从头合成路线设计 
Fig. 5  De novo synthesis of steroid hormone in a mixed cell culture system. 
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图 6  酵母甾醇定向转运的理性改造策略构想 
Fig. 6  Strategies for rational engineering of yeast to achieve directed sterol transport. 
 

及强化甾醇酯化过程提升酵母对甾醇的胞内蓄积

能力，并基于酵母甾醇乙酰化/去乙酰化调控机理

尝试构建甾醇定向胞外分泌途径，从根本上突破

酵母细胞的甾醇从头合成极限。 
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