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摘   要：圆红冬孢酵母(Rhodotorula toruloides)是一种能够天然合成多种类胡萝卜素和油脂的非模

式酵母。该菌能够利用各种廉价原料，耐受甚至同化利用多种有毒木质纤维素水解副产物。目前，

该酵母被广泛用于微生物油脂、萜烯类化合物、各种高价值酶、糖醇和聚酮化合物的生产研究。

鉴于其广阔的工业应用前景，研究人员对其开展了多维度的理论和技术的探索，包括基因组、转

录组、蛋白组、遗传操作平台等。本文着重阐述近年来圆红冬孢酵母的代谢工程和天然产物合成

的研究进展，并展望其细胞工厂构建中面临的挑战和可能的应对决策。 
关键词：圆红冬孢酵母；非模式酵母；基因工程；天然产物合成；代谢工程 
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Advances in gene editing and natural product synthesis of 
Rhodotorula toruloides 

GAO Qidou, DONG Yaqi, HUANG Ying, LIU Yijuan, YANG Xiaobing* 

College of Enology, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
 
Abstract: Rhodotorula toruloides is a non-conventional red yeast that can synthesize various 
carotenoids and lipids. It can utilize a variety of cost-effective raw materials, tolerate and 
assimilate toxic inhibitors in lignocellulosic hydrolysate. At present, it is widely investigated for 
the production of microbial lipids, terpenes, high-value enzymes, sugar alcohols and 
polyketides. Given its broad industrial application prospects, researchers have carried out 
multi-dimensional theoretical and technological exploration, including research on genomics, 
transcriptomics, proteomics and genetic operation platform. Here we review the recent progress 
in metabolic engineering and natural product synthesis of R. toruloides, and prospect the 
challenges and possible solutions in the construction of R. toruloides cell factory. 
Keywords: Rhodotorula toruloides; non-conventional yeast; genetic engineering; natural product 
synthesis; metabolic engineering 

 
绿色生物制造是生物经济时代的核心，是

解决当前石化资源安全、能源安全、环境安全、

粮食安全，实现“双碳”目标的必由之路。基于

合成生物学技术改造微生物平台，实现生物炼

制木质纤维素生产各类天然产物具有广阔前

景。木质纤维素生物质是世界上最为丰富的可

再生资源，其主要组分为纤维素、半纤维素和

木质素。其中，纤维素和半纤维素部分能够被

分解为可发酵单糖如葡萄糖、木糖和甘露糖等

被微生物转化利用。脂类、萜类、黄酮类、糖

醇等天然产物广泛应用于保健、食品、医药、

香料、化妆品等行业 [1]。通过合成生物学和代

谢工程策略赋能木质纤维素的生物转化，有望

实现各种高值化学品的低成本、可持续高效生

产[2]。相比植物和动物，微生物具有种类繁多、

增殖迅速、底物转化效率高等特点，以工程化

微生物为平台，能够实现各类可再生化合物连

续化、规模化生产，且不受季节、气候等客观

因素影响 [3]。当前，微生物催化转化已应用于

生物质绿色转化、化学品绿色合成、未来食品

生物制造等诸多研究领域[3-5]。寻找与培育高效

的微生物平台菌株，对有效转化利用可再生原

料，降低绿色生物制造的生产成本、促进菌株

工业化应用具有重要意义。 
圆红冬孢酵母(Rhodotorula toruloides)是一种

异宗配合、双极性的担子菌纲(Basidiomycetes)的
非模式酵母，该菌 1922 年首次从中国大连分离

获得，自 20 世纪 50 年代以来被当作一种潜在

的生物技术微生物[6]。该菌具有强大的碳源、

氮源利用能力，能够天然合成类胡萝卜素、油

脂、苯丙氨酸解氨酶和 D-氨基酸氧化酶等重要

化合物[1,7-9]。该菌株具有高密度发酵的特性，

能够耐受较低 pH 值、高渗透胁迫、氧化胁迫

等，特别是该酵母能够高效利用各种木质纤维

素水解液作碳源，对水解液副产物具有很强的

耐受和代谢能力，甚至能够利用 5-(羟甲基)糠
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醛[10-13]。综上所述，圆红冬孢酵母具有搭建木

质纤维素原料生物炼制平台的巨大潜力[2,14-16]。 
系统地改造圆红冬孢酵母需要坚实的理论

和技术支撑。鉴于圆红冬孢酵母的潜在工业应

用价值，研究人员对其进行了多线程的底层理

论和技术研究。Zhu 等[17]依据基因组结合转录

组数据绘制了圆红冬孢酵母 NP11 的基因组草

图(基因组大小为 20.2 Mb，GC 含量 61.9%)，
注释了 8 171 个蛋白质编码基因，发掘了圆红

冬孢酵母 NP11 中新型脂肪酸合酶系统；利用

转录组学和蛋白质组学阐释了氮限制条件下脂

质积累的机制，明晰了影响含氮化合物再循环、

大分子代谢和自噬诱导等方面的机理。此外，

功能基因组学和比较基因组学技术的结合为研

究圆红冬孢酵母的染色体结构、蛋白质编码基

因及功能 RNA 提供有力支撑[18]。Tiukova 等[19]

建立了首个圆红冬孢酵母 NP11 基因组规模的

代谢模型，并研究了木质纤维素中木糖代谢到

脂质合成的蛋白组学。通过比较葡萄糖和木糖

作为碳源对菌株生长动力学、脂质组成、脂肪

酸图谱和蛋白质组等方面的影响，发现木糖培

养具有较低的生物量和耗糖速率，发酵中能够

高效表达参与糖转运、木糖同化的初始步骤和

烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 (nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate, NADPH)再生的

蛋白质，且含有更高水平的参与过氧化物酶体

β-氧化和氧化应激反应的酶 [19]。随后，菌株

IFO0880 的基因组规模代谢模型也相继发表，

能够有效预测关于利用葡萄糖、木糖和甘油培

养菌株的生长情况，锚定提高亚麻酸、三酰基

甘油(triacylglycerol, TAG)和类胡萝卜素等产量

的某些关键基因[20-21]。Kim 等[22]通过多组学分析

和代谢网络重建，确定了圆红冬孢酵母独特的

戊糖和芳香化合物的代谢途径。Dinh 等[21]通过

基因组尺度的代谢模型及多组学分析圆红冬孢

酵母利用木质纤维素的机制，扩大了先前代谢

模型研究覆盖的广度，研究结果将助力圆红冬

孢酵母转化木质纤维素生产高值化合物。在基

础理论研究不断深入的同时，圆红冬孢酵母基

因编辑技术如 CRISPR-Cas9、Cre/Loxp、Flp/FRT
和 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)等也取得

了诸多进展，编辑技术手段的进步将为该酵母

系统理性地改造提供技术支撑[23-25]。 
简言之，圆红冬孢酵母的全基因组测序和

多组学研究为深度改造代谢路径、调控通路机

制及跨越基因编辑壁垒给予了理论保障。合成

生物学和代谢工程技术的不断发展，为理性工

程改造圆红冬孢酵母天然代谢网络，实现微生

物油脂等大宗产品和类胡萝卜素等高价值化合

物合成提供了坚实的技术支撑。本文将重点阐

述近年来圆红冬孢酵母基因元件挖掘和基因编

辑技术开发的进展和挑战，同时总结了圆红冬

孢酵母合成天然产物的发展近况，并对其未来

发展趋势进行了展望。 

1  圆红冬孢酵母基因工程使能

工具的研究进展 
传统育种工程如诱变育种和适应性实验室

进化在提升圆红冬孢酵母的鲁棒性、强化生产

效率等方面具有重要价值[26-27]。然而，利用诱

变和适应性实验室进化难以实现圆红冬孢酵母

菌株的理性改造。因此，研究人员对其基因元

件、基因编辑技术开展了一系列的研究工作，

该部分主要阐述圆红冬孢酵母基因工具的研究

进展。 

1.1  基因的表达元件的挖掘 
非模式酵母中可靠高效、正交性和鲁棒性

强的基因元件的挖掘和改进是合成生物学的重

要内容[28-29]。为了不断完善圆红冬孢酵母的代

谢工程，当务之急是开发高效遗传编辑功能工
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具包。本部分将阐述圆红冬孢酵母启动子、终

止子、筛选标记等方面的研究进展以及存在的

问题。 
1.1.1  启动子与终止子 

丰富的启动子文库是理性调控目的基因表

达、设计合理代谢路径和维持细胞代谢平衡的

基础；而各具特色的启动子适合于不同的应用

场景。最初，圆红冬孢酵母中报道了一些可以

调节异源基因表达的代谢响应启动子[30-33]。虽

然代谢响应启动子便于代谢路径的调控，但要

探索菌株潜在的路径工程，仍然需要一套特征

良好的组成型启动子文库。Nora 等[34]验证了一

组内源组成型启动子，其中有 8 个能够双向启

动转录；他们还发掘了一些能够在发酵晚期启

动基因表达的启动子，这项工作显著地丰富了

圆红冬孢酵母代谢工程可用工具。为了理性分

配代谢流及控制基因的表达强度，需要对启动

子强弱进行表征。Wang 等[32]通过定量聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)表征了

圆红冬孢酵母内源的 5 个启动子强弱，分别为

葡萄糖 6-磷酸异构酶启动子(PPgl)>磷酸甘油酸

激酶启动子(PPgk)>果糖 1,6-二磷酸醛缩酶启动

子(PFba)>磷酸三糖异构酶启动子(PTpi)>甘油醛

3-磷酸脱氢酶启动子(PGpd)。 
区别于组成型启动子，使用诱导型启动子

能够根据研究的需求改变诱导条件，进而调控

蛋白质和 RNA 的表达。一项研究比较几种假定

的担子菌 D-氨基酸氧化酶基因(dao1)同源物的

上游 DNA 序列，确定了圆红冬孢酵母 ATCC 
10657 dao1 上游保守的 DNA 序列。验证发现包

含内含子的 dao1 启动子与一个 dao1 缺失突变

体相结合，在圆红冬孢酵母属和红酵母属中形成

了高效且紧密的 D-氨基酸诱导基因表达系统[35]。

启动子 PDao1 具有良好的调控基因表达的潜力，

低至 1 mmol/L 的 D-丙氨酸也能够有效诱导

PDao1 启动子。研究还发现，通过调控 D-丙氨酸

诱导剂浓度，能够将 PDao1 启动子的强度变化范

围控制在 10 倍以内。此外，磷酸盐饥饿诱导型、

半乳糖诱导型启动子也依次被表征，如内源的

Na+/Pi 协同转运蛋白启动子 PPho89、乙醇脱氢酶

启动子 PAdh2 和半乳糖激酶启动子 PGal1 受到磷

酸盐和葡萄糖的严格调控。其中，PPho89 在磷酸

盐浓度为(1.19×10–3–1.19×10–2) mmol/L 时被高

效诱导；PAdh2 和 PGal1 在以半乳糖为唯一碳源

的培养基中能够快速诱导基因表达[36]。硝酸还

原酶启动子 PNar1，柠檬酸裂解酶 1 启动子 PIcl1，

高亲和性铜转运体启动子 PCtr3 和磷酸腺苷硫

酸还原酶启动子 PMet16 具有独立的诱导和抑制

条件(具体详见[36]中表 2)，尽管诱导水平和效

率不同，在圆红冬孢酵母中同样能够实现基因

的可控表达 [30]。作为最小诱导启动子，PNar1

的调控区域仅 200 bp，在含有硫酸铵的抑制条

件下，显示出非常严格的调控。此外，表达小

RNA (sgRNA)的 RNA 聚合酶Ⅲ启动子已成功

用于圆红冬孢酵母 CRISPR-Cas9 编辑系统的

开发[23,37]。 
终止子是构建基因高效表达系统的重要

元件。目前，已有多种终止子应用于圆红冬孢

酵母表达系统的构建，如内源的终止子 Thsp、

Tgpd
[38-39]。一些富含 T 的序列也能起到终止基

因转录的作用，在圆红冬孢酵母 CRISPR-Cas9
系统的构建中，连续的 T 序列能够终止 sgRNA
的转录[40]。此外，研究人员还挖掘了一些异源

终止子用于圆红冬孢酵母表达载体的构建，如

花椰菜花叶病毒(cauliflower mosaic virus)来源

的 T35s、根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)
来源的 Tnos

[26]。启动子与终止子是调节生物合

成途径和生产重组蛋白的重要元件，其文库的

不断挖掘为圆红冬孢酵母遗传操作平台的构建

奠定基础。 
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1.1.2  筛选标记和报告基因 
筛选标记和报告基因是快速筛选转化子的

基础工具，具有指示、表征遗传选择的功能，

辅助阳性转化子的快速分选。筛选标记通常分

为抗性筛选标记和营养缺陷型标记两大类。就

抗性筛选标记而言，诺尔丝菌素、博来霉菌素、

潮霉素和遗传霉素在圆红冬孢酵母工程菌的筛

选中最为常用。研究人员对常用的营养缺陷选

择标记如亮氨酸缺陷 Leu2、尿嘧啶缺陷 Ura3
等在圆红冬孢酵母中的可用性也进行了探索。研

究结果表明，Ura3 具有较高的筛选可行性，其敲

除菌株能够耐受 1 g/L 5-氟乳清酸[30,41-44]。圆红冬

孢酵母的深度代谢工程化改造通常涉及诸多基

因，现有的筛选标记仍不能满足科研需求。为了

改善筛选标记不足的现状，研究人员构建了基于

Cre/loxP 和 Flp/FRT 的位点特异性重组系统，以

实现抗性筛选标记的循环使用(图 1)[24,43]。然而，

Cre/loxP 和 Flp/FRT 系统的引入需要在抗性标

记两端重复引入特异性序列，经过迭代整合易

造成染色体的非特异性切割，导致菌株不稳定。 
报告基因主要分为荧光酶素和荧光蛋白两

大类，常用于启动子、终止子等基因元件的功

能表征及菌株快速筛选。目前，荧光酶素和荧

光蛋白均在圆红冬孢酵母中成功应用[26,30,34]。其

中，绿色荧光蛋白和红色荧光蛋白常被用于启动

子的筛选[34]。报告基因的成功应用，为构建圆

红冬孢酵母基因元件文库提供了可靠工具。 
1.1.3  2A 肽介导多基因表达 

代谢路径的构建与调控通常涉及多个基因

协同操作。然而，真核生物中基因通常以单顺

反子形式发挥功能，这在很大程度上限制了基

因操作的效率。借助病毒来源 2A 肽的“stop- 
carry on”的转录编码机制，能够在圆红冬孢酵

母中实现多基因共表达[38]。即核糖体能够跳过

2A 元件 C-末端的甘氨酸和脯氨酸的肽键合成，

致使 2A 序列末端和下游蛋白分离[45]。研究人

员已经利用源于猪捷申病毒(porcine teschovirus)
的 P2A 和源于明脉扁刺蛾病毒 (thoseaasigna 
virus)的 T2A 序列成功构建了类胡萝卜素、柠檬

烯等异源合成路径的表达[38,46]。 

1.2  基因表达载体 
在基因工程领域，标准化和模块化的表达

载体是快速构建优质工程菌株的必要条件[28]。

表达载体通常以质粒形式存在，分为游离型和

整合型。其中，整合型质粒能够使外源基因整

合至基因组而实现目标基因稳定表达。 
对圆红冬孢酵母而言，由于缺乏已知的自

主复制序列和着丝粒序列，无法构建游离的表

达载体，需要将基因整合到基因组中表达[44]。

整合型质粒 pEX2、pZPK 等通过根癌农杆菌介

导的转化(Agrobacterium tumefaciens mediated 
transformation, ATMT)整合进入圆红冬孢酵母

基因组，构建多种代谢路径的稳定表达[43,47-48]。

目前，基因元件库及表达载体的挖掘和应用取

得了一定的发展，为了基因表达模块的快速搭

建，研究人员开发了 Gibson 组装、Golden Gate
等载体构建技术[49-52]。Bonturi 等[53]构建了圆红

冬孢酵母模块化、多功能、高效的 Golden Gate
组装系统，其中包含启动子、基因、终止子、

多插入位点和抗性基因等标准化工具。圆红冬

孢酵母 Golden Gate 工具包完成了复杂代谢途

径类胡萝卜素的四表达盒质粒的搭建，使其产

量增加 41%，达到 14.0 mg/L。这项尝试填补了

圆红冬孢酵母基因组工具包的空白，实现代谢

路径表达载体的快速设计和组装。未来，构建

更加标准化的元件和正交设计的模块化载体仍

然是基因工程不断努力的目标。 

1.3  圆红冬孢酵母遗传转化与基因编辑 
目前，圆红冬孢酵母的遗传编辑和代谢工

程改造工具尚不完善。研究人员为高效代谢调
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控该酵母，对其遗传转化和基因编辑技术进行

了大量的探索。本部分将主要阐述圆红冬孢酵

母的遗传转化方式、基因编辑的进展与挑战。 
1.3.1  圆红冬孢酵母遗传转化 

高效便捷的转化方法是实施圆红冬孢酵母

基因工程改造的前提保障。当前已经成功应用

于圆红冬孢酵母的转化方法有：(1) 聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG)介导的原生质体转

化；(2) 醋酸锂/PEG 介导的化学转化；(3) 根
癌农杆菌介导的转化(ATMT)；(4) 电击穿孔法。

其中，ATMT 是目前圆红冬孢酵母最常用和可

靠的转化方法。 
PEG 介导的圆红冬孢酵母原生质体转化操

作繁琐，效率低(103/μg DNA)且不稳定，现在

应用较少[41]。醋酸锂/PEG 介导的转化方法在圆

红冬孢酵母中能够实现 102/μg DNA 的转化效

率[54]。ATMT 最常用，转化效率较高，操作简

单，但转化周期长，基因整合位点不可控，其能

够理性设计和操作的基因数受限于可用筛选标记

的数量[42]。然而，研究人员通过充分利用 ATMT
的基因整合位点的不确定性，迭代转化并筛选转

化子文库，同样能够获得感兴趣的菌株[55]。依

托转化子文库，结合染色体步移技术能够鉴定

T-DNA 的插入位点，解析酵母的表达与生产特

性[56]。此外，通过电穿孔转化法快速转化线性

DNA 片段改造圆红冬孢酵母，转化效率达到  
2 000 个转化子(1 μg DNA)[57]。但该方法受限于

筛选标记的数量和圆红冬孢酵母极低的同源重

组效率。 
在圆红冬孢酵母中敲除 Ku70/80 蛋白能够

提高同源重组效率，但会降低修复能力和转化

效率，损害细胞鲁棒性[43,57]。为了提高同源重

组效率，未来可以通过表达异源高效的同源重

组系统相关蛋白如 Rad51、Rad52 等来提升同源

重组效率[58-59]。Zhang 等[60]通过 Cas 蛋白融合核

酸外切酶以提升双链断裂后的末端切除效率，发

现在毕赤酵母中融合内源 Mre11 且在 Rad52 过表

达时，实现了无缝删除双基因 76.7%–86.7%、三

基因 10.8%–16.7%的效率。以上研究为圆红冬孢

酵母基因编辑系统优化提供了新方向。 
1.3.2  CRISPR 介导的基因组编辑 

为了实现圆红冬孢酵母的理性高效基因编

辑，研究人员已经在圆红冬孢酵母中构建了

Cre/loxP、Flp/FRT 和 CRISPR-Cas9 基因编辑系

统(图 1)[24,43]。如前所述，重复使用 Cre/loxP、
Flp/FRT 系统易造成不可控的非理性基因编辑。

本部分主要阐述 CRISPR-Cas9 系统的开发应

用。目前，多个团队已独立完成了圆红冬孢酵

母 CRISPR-Cas9 系统的构建，实现了靶向遗传

操作[23,37,61]。 
当前，在圆红冬孢酵母中报道的 Cas9 蛋白

有两种。一是化脓链球菌(Streptococcus pyogenes)
的 SpCas9 核酸酶，该酶使用 5′-NGG-3′作为原

间隔相邻基序(PAM)。由于该酶 PAM 序列较

短，在圆红冬胞酵母(基因组 GC 含量高)，脱

靶率较高。相较而言，来源于金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)的分子量较小的 SaCas9
的 PAM 序列(5′-NNGRRT-3′)较长，特异性更强，

脱靶率更低 [ 2 3 ]。为了高效表达 Cas 蛋白与

sgRNA，研究人员筛选了 RNA 聚合酶Ⅱ、Ⅲ类

启动子，得到最适配的表达元件组合[37,62]。目

前，单基因敲除效率中 SaCas9 达到 60%以上，

SpCas9 在 50%–95%，而 SpCas9 对多基因敲除

效率达到 78%。Carl 等[54]通过 CRISPR-Cas9 分

别敲除了圆红冬孢酵母 IFO0880 的二酰基甘油

酰基转移酶(diacylglycerol acyltransferase, Dga1)
和卵磷脂胆固醇酰基转移酶(lecithin cholesterol 
acyltransferase, Lro1)，使脂肪醇产量分别提升

了 2.3 倍和 4.4 倍。研究还发现 Dga1 和 Lro1 同

时敲除对圆红冬孢酵母是致死的，原因可能是双 
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图 1  圆红冬孢酵母的基因工程[24,43]   从左至右依次为 RNA 干扰技术、CRISP-Cas9 技术、Cre/loxP
和 Flp/FRT 位点特异性重组技术. RISC：RNA 诱导的沉默复合物；DSB：双键断裂；NHEJ：非同源末

端链接；HR：同源重组；ATMT：根癌农杆菌介导转化 
Figure 1  Genetic engineering of Rhodotorula toruloides[24,43]. From left to right: RNA interference 
technique, CRISP-Cas9 technique, Cre/loxP and Flp/FRT site specific recombination technique. RISC: RNA 
induced silencing complex; DSB: Double strand break; NHEJ: Non-homologous end joining; HR: 
Homologous recombination; ATMT: Agrobacterium tumefaciens mediated transformation. 
 

基因敲除导致圆红冬孢酵母无法合成生存必

需的 TAG。Jiao 等[40]利用 CRISPR-Cas9 系统

敲除了圆红冬孢酵母 NP11 的脂滴结构蛋白

Ldp1 和 Cals，使菌株脂质含量下降 40%以上；

研究还表明 Ldp1 缺失菌的脂滴尺寸显著减小。

CRISPR-Cas9技术的发展与应用将为该红酵母的

理性编辑提供科学参考。 
1.3.3  RNA 干扰技术 

直接敲除代谢通路和调控网络中的必需基

因会影响菌株的生长活性，甚至致死[63]。RNAi

是一种转录后水平的基因调控技术，能够实现

必需基因的弱化调控，并广泛应用于多种真核

生物[64-67]。Liu 等[25]首次在圆红冬孢酵母 NP11
中采用 RNAi 技术下调了自噬相关基因 8 (atg8)
和脂肪酸合成酶基因(fas1 和 fas2)的表达水平，

使基因沉默效率达到 11%–92%。最近，RNAi
技术成功应用于圆红冬孢酵母合成二酰基甘油

(diacyl glycerol, DAG)和脂肪酸的代谢途径

中。通过该技术下调了合成 TAG 的 3 个基因，

使碳代谢流转向目标产物，产量分别提升 2 倍
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和 3 倍 [68]。  
RNAi 下调靶基因的效率不同，可能存在多

种影响因素。(1) 整合位点效应引起的“位点特

异性”，导致双链 RNA (double-stranded RNA, 

dsRNA)抑制效率存在差异；(2) 靶基因太长，

无法确定 dsRNA 作用的有效区域；(3) RNAi

技术相关元件的设计非理性等[25]。 

当前，圆红冬孢酵母的遗传工具、转化方

法和基因编辑技术还有待继续丰富，其他酵母

中具有功能的元件和技术在红酵母属也逐渐成

功应用[30,69]。将来，遗传工具集的不断挖掘、

表征、标准化和交互使用将促进圆红冬孢酵母

基因编辑技术的多层次发展。 

2  圆红冬孢酵母天然产物合成

研究进展 
基于其天然代谢特性，研究人员利用圆红

冬孢酵母开展了油脂、油脂衍生物、类胡萝卜

素、柠檬烯、红没药烯等产物的合成工作(图 2)。
为促进木质纤维素的生物炼制，研究人员利用

代谢工程策略强化了圆红冬孢酵母的木质纤维

素水解副产物的耐受性。 
 

 
 

图 2  圆红冬孢酵母生产高值化合物   关键天然产物用不同颜色高亮显示. GA-3-P：3-磷酸甘油醛；DHAP：
磷酸二羟基丙酮；G-3-P：甘油-3-磷酸；LPA：溶血磷脂酸；PA：磷脂酸；DAG：二酰甘油；TAG：三酰

甘油；FFA：游离脂肪酸；FOH：脂肪醇；OAA：草酰乙酸盐；IPP：异戊烯基二磷酸；DMAPP：二甲基

烯丙基二磷酸；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；E4P：赤藓-4-磷酸；DAHP：3-脱氧-D-阿拉伯庚酮糖-7-磷酸 
Figure 2  High value compounds produced by Rhodotorula toruloides. Key natural products are highlighted 
with different color. GA-3-P: Glyceraldehyde 3-phosphate; DHAP: Dihydroxyacetone phosphate; G-3-P: 
Glycerol-3-phosphate; LPA: Lysophosphatidic acid; PA: Phosphatidic acid; DAG: Diacylglycerol; TAG: 
Triacylglycerol; FFA: Free fatty acid; FOH: Fatty alcohol; OAA: Oxaloacetate; IPP: Isopentenyl diphosphate; 
DMAPP: Dimethylallyl diphosphate; PEP: Phosphoenolpyruvic acid; E4P: Erythrin 4-phosphate; DAHP: 
3-deoxy-D-arabinogeptulose 7-phosphate. 
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2.1  油脂及其衍生物的合成 
油脂是一种可再生燃料，能够作为传统化

石燃料的替代品[70]。相比于从植物中提取油脂

产品，微生物产油脂具有生产周期短、底物范

围广、不占用耕地、易于规模化生产等优势，

但同时面临生产成本较高的困境[71-72]。圆红冬

孢酵母在营养限制条件下能够积累超过自身干

重 70%的油脂[40]。目前，提升圆红冬孢酵母油

脂合成的策略集中在优化发酵条件及代谢工程

调控方面。发酵体系优化强化油脂发酵的研究

已经在相关的文献中进行了系统评述[73]，本部

分将重点介绍代谢工程策略强化圆红冬孢酵母

合成油脂及其衍生物研究进展。 
脂质的合成需要充足的乙酰辅酶 A 和

NADPH 供应。在圆红冬孢酵母 NP11 中引入枯

草芽 孢杆菌 (Bacillus subtilis) 磷酸转 乙酰酶

(phosphotransacetylase, Pta)，使细胞量、脂质产量

和产率分别提高 8.5%、15.0%和 64.0%[74]。通过

表达内源的苹果酸脱氢酶(malic enzyme, Me)改
善 NADPH 供应，工程改造的圆红冬孢酵母在磷、

氮限制下脂质含量提升 24%，达到 10.8 g/L[7,75]。

DAG 到 TAG 的高效转化也是油脂高效合成的关

键。过表达内源乙酰辅酶 A 羧化酶(acetyl-CoA 
carboxylase, Acc1)和 Dga1 使得圆红冬孢酵母

IFO0880 中能够从 70 g/L 葡萄糖和木糖中分别

产生 16.4 g/L 和 9.5 g/L 脂质[76]。类似地，过表

达内源甾体-Δ9-去饱和酶基因 scd1 和 dga1，使圆

红冬孢酵母 CECT 13085 脂质产量提升 13%，经

木质纤维素水解液发酵生产了 39 g/L 的脂质[26]。 
不饱和脂肪酸是油脂的重要组成部分，在

保护生命健康方面具有重要的价值。Liu 等[77]

探究了圆红冬孢酵母的内源脂肪酸去饱和酶

(fatty acid desaturase, Fad)基因的分子特征，对

于 4 种 Fad 基因的转录调控、Fad 的进化及其功

能等方面进行了详细阐述，证明了该酵母作为多

不饱和脂肪酸生产平台的潜力。其中，∆9-Fad 能

够合成油酸和棕榈油酸，双功能∆12/∆15-Fad2)
能够将油酸转化为亚油酸和 α-亚麻酸。特别的

是，Fad4 是一种三功能酶(∆9/∆12/∆15-Fad)，
在菌株生长、脂质合成及抗应激中起重要作

用。基于此，Liu 等[77]在圆红冬孢酵母中高水

平生产油酸和一种新型脂肪酸 γ-亚麻酸，使其

最大产量分别达到 3.5 g/L 和 2.6 g/L。Wu 等[78]

通过过表达内源 ∆12-脂肪酸去饱和酶基因

Rtfad2，使圆红冬孢酵母亚油酸的含量显著提

升到 1.7 mg/L，其他脂肪酸产量达 4.2 g/L，其

中棕榈酸 (C16:0)、棕榈油酸 (C16:1)、硬脂酸

(C18:0)、油酸(C18:1)和 α-亚麻酸的含量分别占

15.9%、1.3%、2.4%、48.1%和 3.9%。当 Rtfad2
与∆9-脂肪酸去饱和酶基因 Rtfad1 共表达时，

Rtfad1 的表达被下调，亚油酸可能是圆红冬孢

酵母中 Rtfad1 表达的关键调控因子，从而控制

C18 脂肪酸的合成。 
脂肪醇是一种脂肪酸衍生物，在工业、食

品、医疗等行业应用广泛。Liu 等[79]通过在培

养基中添加 tergitol 等表面活性剂，降低脂肪醇

的生物毒性，将产量提升了 4.3 倍，在 2 L 生物

反应器上产量达到 1.6 g/L。当在圆红冬孢酵母

中仅过表达海洋杆菌(Marinobacter aquaeolei)
的脂肪酰辅酶 A (fatty acyl-CoA, Far)基因时，

以不同碳源在摇瓶上发酵产生 0.8–2.0 g/L 脂

肪醇；以蔗糖为碳源，在 7 L 生物反应器中分

批补料发酵，可生产超过 8 g/L 的 C16–C18 脂

肪醇 [80]。最近，一项研究通过在圆红冬孢酵母

IFO0880 中过表达胞质乙酰辅酶 A 和丙二酰辅

酶 A 合成相关基因 ATP-柠檬酸裂解酶基因 acl1
和 acc1，以及敲除酰基转移酶基因 dga1 和 lro1，
使脂肪醇产量提升 1.8–4.4 倍。尤其删除 lro1
的组合表达菌株在 250 mL 生物反应器中产量

达到 3.7 g/L[54]。 
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生物柴油和石化柴油具有相似的能量密度

和燃烧性能，具有高润滑性和低排气量的优点，

且生物柴油与现有燃油基础设施具有高度兼容

性，是传统柴油的可再生替代品[81]。目前，可

再生柴油的生产主要通过化学酯交换作用产

生，需要依赖植物油和动物油作为原料，这种

方式会增加土地压力，产生环境问题，因此生

物生产更具有综合竞争力[82]。在模式宿主中，

脂质前体的供应限制了传统柴油替代品脂肪酸

乙酯(fatty acid ethyl ester, FAEEs)的产量，通过外

源添加脂肪酸可以将其产量提高至 0.52 g/L[83]。

圆红冬孢酵母作为利用多种碳源高密度发酵的

高脂质生产宿主，具有高产 FAEEs 的潜力。其

在含有 10%体积的乙醇培养基中孵育 84 h，就

可将 73%的中性甘油酯转化为 FAEEs[1,39,84]。

Zhang 等 [81]通过筛选不同来源的蜡脂合酶基

因，在圆红冬孢酵母中构建了 FAEEs 生物合成

路径，通过对双功能蜡酯合成酶/酰基辅酶 A-二
酰基甘油酰基转移酶(Ws/Dga1)基因突变及发

酵优化，FAEEs 达到 9.97 g/L (表 1)。 

2.2  萜类化合物的合成 
类胡萝卜素是一类重要的高价值萜类化合

物，广泛应用于食品、化妆品和制药行业。圆

红冬孢酵母能够天然合成 β-胡萝卜素、红酵母

红素、γ-胡萝卜素等多种类胡萝卜素[6,94]。其中，

红酵母红素是比 β-胡萝卜素更强的抗氧化剂，

能够保持细胞膜的稳定性、调节免疫系统及提

高钛材料的抗菌能力[95]。目前，通过改造圆红

冬孢酵母甲羟戊酸途径高产某种类胡萝卜素的

报道较少。相应地，通过随机突变和菌株筛选

提高类胡萝卜素产量的报道较多。例如，Bao
等[96]通过 ATMT 对筛选的 9 个类胡萝卜素突变

菌株做 Box-Behnken 发酵优化，使红色突变菌

A1-15-BRQ 的红酵母红素产量达到 21.3 mg/L，

占类胡萝卜素总含量的 94.4%。通过发酵优化，

其产量是野生菌的 17倍，发酵周期减少了 67%。 
值得关注的是圆红冬孢酵母中内源的甲羟

戊酸(mevaleric acid, MVA)途径已被工程化改造

合成多种萜烯化合物(表 1)。通过在圆红冬孢酵

母中引入植物、细菌、真菌等不同来源的 16 种

萜烯合酶，能够实现 1,8-桉树脑、桧萜、罗勒烯、

蒎烯、柠檬烯和蒈烯等单萜化合物的生产，其中

1,8-桉树脑的产量最高，达到了 34.6 mg/L[89]。

Liu 等[46]引入毛番茄(Solanum habrochaites)来源

的橙花基焦磷酸合酶(neryl-diphosphate synthase, 
SlNpps)与甜橙(Citrus sinensis)来源的柠檬烯合

酶(limonene synthase, CltLs)构建柠檬烯合成途

径，并通过引入粪肠球菌(Enterococcus faecalis)
的乙酰辅酶 A 乙酰转移酶/羟甲基戊二酰-辅酶

A (hydroxy-methylglutaryl-coA, HMG-CoA)还
原酶 EfMvae 和 HMG-CoA 合酶 EfMvas 以及来

自马氏甲烷八叠球菌(Methanosarcina mazei)的
甲羟戊酸激酶(mevalonate kinase, MmMk)强化

柠檬烯合成的前体供应，结合蛋白质融合策略

(SlNpps::CltLs)提高催化效率，使柠檬烯产量达

到 393.5 mg/L。Yaegashi 等[2]在圆红冬孢酵母中

引入甜没药烯合酶(bisabolene synthase, Bis)和青

蒿素前体紫穗槐二烯合酶(amorphadiene synthase, 
Ads)实现了倍半萜甜没药烯和青蒿素前体紫穗

槐二烯的异源合成，发酵原料木质纤维素经新

型生物相容性离子液胆碱 α-酮戊二酸或碱性

预处理后，甜没药烯在工程菌中产量分别达到

261 mg/L (实验室规模)及 680 mg/L (高重力加

料生物反应器)，青蒿素前体紫穗槐二烯在 5 mL
试管中以葡萄糖为碳源发酵产量达 36 mg/L。类

似地，Geiselman 等[88]以玉米秸秆水解物为原料

异源合成二萜贝壳杉烯，通过强启动子表达藤

仓赤霉(Gibberella fujikuroi)的贝壳杉烯合酶

(kaurene synthase, Ks)和来源于家鸡(Gallus 
gallus)的法尼希基焦磷酸合酶突变体，在 2 L 
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表 1  代谢工程改造圆红冬孢酵母合成天然产物策略汇总 
Table 1  Metabolic engineering strategies for the synthesis of natural products by Rhodotorula toruloides 
Products Strains Engineering strategies Carbon sources Fermentation Titer References 
Lipids       

Lipids NP11 Mnp, Vp Glucose, 5-HMF Shake-flask 45%#* [85] 
Diacylglycerols/ 
FFA 

NP11  ↓Dga1, Lro1, Are1;  
Tgl5::Ldp1  

Glucose Shake-flask 30%/50%#* [68] 

Palmitoleic acid NP11 ScOle1, RtΔ9fad  Peptone, glucose Shake-flask 450.0 mg/L* [86] 
OA NP11 ScOle1, RtΔ9fad  Peptone, glucose Shake-flask 2.3 g/L* [86] 
Lipid CGMCC 2.1389 Vhb Glucose Fed-batch bioreactor 49.0 g/L [87] 
Linoleic acid NBRC 8766 RtFad1, RtFad2 Glucose Shake-flask 1.7 g/L [78] 
Fatty acid ethyl  
esters 

IFO0880 Ws/Dga, Ku70Δ Glucose Fed-batch cultivation 9.97 g/L [81] 

Fatty alcohol  
(C16, C18) 

IFO0880 Acl1, Acc1; Dga1Δ,  
Lro1Δ 

Glucose Mini bioreactors 3.7 g/L [54] 

Terpenes       
Carotenoid NP11 Carb, Carrp, Ggpps Glucose Fed-batch bioreactor 2.1 mg/g [38] 
Carotenoid NP11 Ldp1∆, Cals∆ Glucose Shake-flask 3.2 mg/g [40] 

Ent-kaurene 
/ Ks, Ggpp, promoter  

engineering 
Glucose1 Scale-up of cultivation 1.4 g/L 

[88] 

Limonene NP11 Ls::Npps, Hmgr, EfMvae, 
EfMvas, MmMk 

Glucose Small system 393.5 mg/L [46] 

1,8-cineole IFO0880  Hyp3 Glucose, xylose1 Fed-batch bioreactor 34.6 mg/L [89] 
1,8-cineole IFO0880  Gpp, Hmgr, Mk, Pmk Glucose1 Fed-batch bioreactor 1.4 g/L [90] 
α-bisabolene  IFO0880  Bis, Hmgr, Mk, Pmk Glucose1 Fed-batch bioreactor 2.6 g/L [90] 

Others       
Triacetic acid  
lactone 

IFO0880 GhPs Acl1, Acc1 Glucose Fed-batch bioreactor 28 g/L [91] 

Resveratrol NP11 AtC4h, At4cl::VlSts, 
AtAtr2, RtCyb5, RtAro4, 
RtAro7 

Glucose Shake-flask 125.2 mg/L [92] 

Naringenin / 4cl, Chs Galactose Shake-flask 0.038 mg/L [93] 
*: Roughly estimated according to the chart and appendix information. #: Proportion of content. 1: Glucose derived from corn 
stover hydrolysate. In the engineering strategy column, the listed genes or proteins indicate overexpression, the addition of ↓ 
before the enzymes indicates down-regulation, the addition of ∆ after the enzymes indicates knockout, and :: represents 
enzyme fusion. /: No data. 
 
生物反应器中合成了 1.4 g/L 的贝壳杉烯。对比

其他生产贝壳杉烯的工程菌株，如大肠杆菌

(578 mg/L)、构巢曲霉(Aspergillus nidulans, 未定

量)等，圆红冬孢酵母生产具有明显优势[97-98]。 
2.3  其他产物 

除了上述各种产物，圆红冬孢酵母还能合

成许多具有重要应用价值的酶，如苯丙氨酸解

氨酶(phenylalanine ammonia lyase, Pal)、D-氨基

酸氧化酶(D-amino acid oxidase, Ddo)、头孢菌素

酯酶和环氧化物水解酶，以及糖醇类物质、黄

酮类物质、聚酮化合物、非核糖体肽等。 
苯丙氨酸解氨酶具有很多工业及潜在的医

疗用途，如治疗肝脏苯丙氨酸羟化酶活性受损

引起代谢紊乱的苯丙酮尿症[45,99]。圆红冬孢酵
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母的苯丙氨酸解氨酶是一种双功能酶，能够将

L-苯丙氨酸转化为反式肉桂酸，将 L-酪氨酸转

化为对香豆酸，继而合成一系列重要的芳香族

氨基酸衍生物，包括苯基丙烷类、黄酮类化合

物[6,17,100]。圆红冬孢酵母来源的苯丙氨酸解氨酶

Pal 已在酵母中用于白藜芦醇的合成[101]。近期，

Zhang 等[92]将来源于拟南芥(Arabidopsis thaliana)
的香豆酰辅酶 A 连接酶 At4cl 和葡萄 (Vitis 
labrusca)来源的芪合酶 VlSts 引入圆红冬孢酵

母，利用其内源 Pal 实现了白藜芦醇的合成。然

后，引入肉桂酸 4 羟化酶 AtC4h、融合蛋白

At4cl::VlSts、细胞色素 P450 还原酶 2 (cytochrome 
P450 reductase 2, AtAtr2)和过表达内源细胞色

素 B5 (cytochrome B5, RtCyb5)及优化内源莽草

酸途径后，白藜芦醇产量达到 125.2 mg/L。Lee
等[93]在圆红冬孢酵母中引入 4cl 和查尔酮合酶

Chs，通过外源添加酪氨酸实现柚皮素(0.038 mg/L)
和对香豆酸(16.9 mg/L)的合成，该研究进一步

证明了利用圆红冬孢酵母内源双功能 Pal 酶异

源合成黄酮类物质的可能性。Lee 等[93]还通过

气相色谱-质谱分析发现，工程菌株代谢通量偏

向糖酵解及三羧酸(tricarboxylic acid, TCA)循
环，为圆红冬孢酵母合成黄酮类物质提供了足

够的前体丙二酰辅酶 A。上述研究为利用圆红

冬孢酵母高效的磷酸戊糖途径，内源充足的乙

酰辅酶 A 池和高活性的 Pal 酶构建芳香族氨基

酸类衍生物细胞工厂提供了科学参考。 
D-氨基酸氧化酶是一种黄酮酶，能够将头

孢菌素 C 脱氨基生成 7-氨基头孢烷酸(半合成

头孢菌素的关键中间体)。D-氨基酸氧化酶也是

用于治疗慢性尿毒症药品 γ-酮酸和检测 D-氨基

酸生物传感器的重要材料[1]。圆红冬孢酵母中

的 D-氨基酸氧化酶具有高动力学活性，能够高

效催化 D-氨基酸氧化脱氨生成相应的 2-氧酸和

氨，同时将分子氧还原为过氧化氢[102]。D-氨基

酸氧化酶的高效异源表达是一个重要挑战，因

而圆红冬孢酵母内源 D-氨基酸氧化酶的存在为

拓展该菌新应用领域提供了新思路[103]。 
糖醇如赤藓糖醇、阿拉伯糖醇等是一类存

在于水果、蔬菜中的低热量的天然甜味剂，也

是众多生物基化学品的原料 [104-105]。利用微生

物生产各种糖醇比化学方式更为安全和可持  
续[106-108]。圆红冬孢酵母具有良好的糖醇生产能

力。Jagtap 等[109]利用圆红冬孢酵母 IFO0880 转

化木糖生产阿拉伯糖醇，转化效率最高达到

32%，产生 49 g/L D-阿拉伯糖醇。此外，圆红

冬孢酵母还能够利用半乳糖生产半乳糖醇。在

氮丰富条件下，圆红冬孢酵母能够利用 40 g/L
半乳糖生产 8.4 g/L 半乳糖醇，转化率达到了

21% (质量分数)。 
植物来源的聚酮化合物三乙酸内酯是公认

的生物精炼行业中很有前景的平台化学品。Cao
等[91]将非洲菊(Gerbera hybrida)的 2-吡喃酮合

酶基因 GhPs 引入圆红冬孢酵母中，过表达 Acl
将三乙酸内酯产量提升 45%，进一步过表达

Acc1 使其产量提升 29%，以葡萄糖为碳源分批

补料发酵使三乙酸内酯产量达到 28 g/L。 
非核糖体肽构成了多种有价值的次级代

谢产物，常用于药物、聚合物和染料等工业生

产。微生物生产染料，是解决化学合成负面影

响的可替代途径。枯草芽孢杆菌 (B. subtilis)
来 源 的 4′- 磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺 基 转 移 酶

(4′-phosphopantetheinyl transferase, Sfp)能够激

活淡紫灰链霉菌(Streptomyces lavendulae)的蓝

色素合成酶 A (blue pigment synthetase A, Bps 
A)，激活的 Bps A 催化 2 个 L-谷氨酰胺转化为

靛蓝。将此异源途径引入圆红冬孢酵母中，利用

廉价碳源和氮源实现了 2.9 g/L 蓝色颜料靛蓝的

生产[110]。这为可持续、异源生产非核糖体肽提

供了新选择。 
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3  总结与展望 
圆红冬孢酵母具有独特的发酵性能和天然

产物合成潜能，还具有高效转化利用木质纤维

素水解液、高密度发酵、强鲁棒性等优势[81,111]。

目前，圆红冬孢酵母的多组学基础信息、代谢

调控的分子机制、发酵特性和代谢工程改造等

方面已取得一系列重要进展。然而，利用圆红

冬孢酵母在生产高价值天然产物方面仍有很大

提升空间(表 2)。 

首先，尽管多种转化方法已经在圆红冬孢

酵母中得到应用，但转化时效长、效率低、步

骤繁琐、转化子筛选困难仍然是亟待解决的问

题。其主要原因在于圆红冬孢酵母内源同源重

组效率低，且缺乏能够自主复制的游离型表达

质粒。因此，开发精准基因编辑技术和构建高

效同源重组策略是提升圆红冬孢酵母可编辑

性、构建高价值化合物细胞工厂的关键。 
其次，除了遗传操作工具不足限制了可实

施策略外，还可能存在菌株内源对异源代谢途

径产生强力竞争，代谢流难以高效转入异源路

径；异源蛋白在菌株中的活性及稳定性差，酶

的转化效率低等问题[92-93,135]。例如，利用圆红

冬孢酵母内源苯丙氨酸解氨酶，虽有望开启芳

香族氨基酸类衍生物异源合成的新征程。然而，

在利用圆红冬孢酵母生产白藜芦醇的案例中，

诸如过表达莽草酸途径关键酶、添加浅蓝菌素

等策略对于白藜芦醇的生产并无明显改善，提

示该酵母中的代谢网络调控可能与常规的酿酒

酵母等存在差异[1,136]。因而，深度解构圆红冬

孢酵母内源脂质代谢、萜烯类代谢和氨基酸代

谢等网络调控机制，将为其理性设计改造，实 
 
表 2  不同菌株合成天然产物产量汇总 
Table 2  Summary of production of natural products synthesized by different yeasts 
Products Rhodotorula toruloides Yarrowia lipolytica Saccharomyces cerevislae 
Lipids    

Lipids 12.7 g/L[87] 7.5 g/L[112] 1.78 g/L[113] 
Diacylglycerols 30%#*[68] / / 
FFA 50%#*[68] / 129 mg/g DCW[114] 
Palmitoleic acid 450.0 mg/L[86] 45.73%#[115] 928 mg/L[116] 
OA 2.3 g/L*[86] 4.48 g/L[117] / 
Linoleic acid 1.7 g/L[78] 0.9 g/L[118] / 
Fatty acid ethyl esters 1.02 g/L[81] 13.5 g/L[119] 35.05 mg/L[120] 
Fatty alcohol 2 g/L[80] 1.19 g/L[121] 252 mg/L[122] 

Terpene    
Carotenoid 3.2 mg/g[40] 1.5 g/L[123] 142 mg/L[124] 
Ent-kaurenea 1.4 g/L[88] / / 
Iimonene 393.5 mg/L[46] 58.4 mg/L[125] 1 446.56 mg/L[126] 
1,8-cineolea 1.4 g/L[90] / / 
α-bisabolenea 2.6 g/L[90] 1 058.1 mg/L[127] Unquantified[128] 

Others    
Triacetic acid lactonea 28 g/L[91] 35.9 g/L[129] 10 g/L[130] 
Resveratrol 125.2 mg/L[92] 819.1 g/L[131] 210 mg/L[132] 
Naringenin 0.038 mg/L[93] 124.1 mg/L[133] 212.6 mg/L[134] 

*: Roughly estimated according to the chart and appendix information. #: Proportion of content. a: Bioreactor fermentation, and 
unlabeled products are shake-flask fermentation. /: No data. 
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现油脂化学品、异戊二烯类衍生物和氨基酸衍

生物的合成提供新选择[137]。阐明圆红冬孢酵母

的代谢网络及其调控机制，并结合异源酶筛选

与适配、酶融合、蛋白支架以及亚细胞结构区

室化等策略，为提升相关产物的产量提供理论

和技术支撑[92,138-139]。 
最后，随机诱变和适应性实验室进化同样

是获取目标菌株的重要策略，是理性基因编辑

技术的有效补充。如通过适应性实验室进化能

够显著提高酵母菌株对木质纤维素水解液中有

毒副产物的耐受性[140]。虽然随机诱变和实验室

进化周期长、效率低、高通量筛选困难，但通

过该策略获得菌株将为理性编辑提供合适的实

验材料。总之，合成生物技术、代谢工程策略

和自动化高通量筛选的迅速发展将为圆红冬孢

酵母理性工程化改造提供关键技术支撑。相信

在不久的将来，圆红冬孢酵母天然的代谢特性

将被充分开发利用，从而赋能绿色生物制造。 
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