
 李杰奕 等/酵母基因组大尺度遗传操纵工具研究进展 
Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Jun. 25, 2023, 39(6): 2465-2484 
DOI: 10.13345/j.cjb.230278 ©2023 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家自然科学基金(31971351)；国家重点研发计划(2021YFC2102500) 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (31971351) and the National Key Research and 
Development Program of China (2021YFC2102500). 
*Corresponding author. E-mail: yi.wu@tju.edu.cn 
Received: 2023-04-11; Accepted: 2023-06-05 

2465 生 物 工 程 学 报  

                                                               
 

吴毅  天津大学化工学院英才教授、博士生导师，国家青年人才，国家重点研

发计划青年项目首席科学家。从事合成生物学研究，聚焦基因组大片段 DNA
的设计与操纵。代表性工作发表在 Science、Nature Communications、ACS 
Synthetic Biology 等期刊，相关成果入选“中国科学十大进展”，获得天津市自然

科学特等奖等。 
 
 
 
 

酵母基因组大尺度遗传操纵工具研究进展 

李杰奕 1,2，佟函泽 1,2，吴毅 1,2* 

1 天津大学化工学院，天津 300072 
2 天津大学 教育部合成生物学前沿科学中心和系统生物工程重点实验室，天津 300072 
 

李杰奕, 佟函泽, 吴毅. 酵母基因组大尺度遗传操纵工具研究进展[J]. 生物工程学报, 2023, 39(6): 2465-2484. 
LI Jieyi, TONG Hanze, WU Yi. Tools for large-scale genetic manipulation of yeast genome[J]. Chinese Journal of Biotechnology, 
2023, 39(6): 2465-2484. 

 
摘   要：基因组大尺度遗传操纵是指对基因组大片段 DNA 的敲除、整合、易位等遗传改造。相较

于小规模基因编辑，基因组大尺度遗传操纵可实现更多遗传信息的同步改造，对于探究多基因相互

作用等复杂机制的理解有重要意义。同时，基因组大尺度遗传操纵技术可对基因组开展更大规模的

设计重构，甚至创建全新的基因组，在复杂功能重塑方面具有重要创新潜力。酵母是一种重要的真

核模式生物，因其安全性和易于操作而被广泛应用。本文系统总结了酵母基因组大尺度遗传操纵的

工具包，包括重组酶介导的大尺度操纵、核酸酶介导的大尺度操纵、从头合成大片段 DNA 以及其

他大尺度操纵工具，介绍了它们的基本工作原理与典型应用案例。最后，对大尺度遗传操纵面临的

挑战和发展进行了展望。 
关键词：遗传操纵；基因组工程；大片段 DNA；酵母；合成生物学 
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Tools for large-scale genetic manipulation of yeast genome 
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Abstract: Large-scale genetic manipulation of the genome refers to the genetic modification of 
large fragments of DNA using knockout, integration and translocation. Compared to small-scale 
gene editing, large-scale genetic manipulation of the genome allows for the simultaneous 
modification of more genetic information, which is important for understanding the complex 
mechanisms such as multigene interactions. At the same time, large-scale genetic manipulation of 
the genome allows for larger-scale design and reconstruction of the genome, and even the creation 
of entirely new genomes, with great potential in reconstructing complex functions. Yeast is an 
important eukaryotic model organism that is widely used because of its safety and easiness of 
manipulation. This paper systematically summarizes the toolkit for large-scale genetic 
manipulation of the yeast genome, including recombinase-mediated large-scale manipulation, 
nuclease-mediated large-scale manipulation, de novo synthesis of large DNA fragments and other 
large-scale manipulation tools, and introduces their basic working principles and typical 
application cases. Finally, the challenges and developments in large-scale genetic manipulation 
are presented. 
Keywords: genetic manipulation; genome engineering; large fragments of DNA; yeast; synthetic 
biology 

 
酵母是人类研究和利用最受欢迎的模式生

物之一。酵母具有相对简单的基因组结构以及遗

传操纵便捷等优势，被广泛应用于细胞周期等基

础生物学研究的各个领域[1]。1996 年酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)成为了第一个被完全

测序的真核生物[2]。此外，大多数酵母的安全性

都得到了美国食品和药物管理局的认可[3]，部分

工程酵母细胞工厂已被用于生产多种蛋白质[4]、

药品[5]、生物燃料[6]、精细化学品[7]和其他增值产

品[8]。遗传改造酵母基因组的能力推动了工业相

关酵母菌株的研发，满足了日益增长的使用廉价

原料进行化学生产的需求。 
传统对于基因改造例如物理/化学诱变[9-10]、

转座子突变[11]、易错 PCR[12]等方式倾向于通过

点突变的方式实现对基因的编辑，但点突变往往

不足以实现某些复杂的基因调控，例如实现多基

因共同表达、打造复杂的基因网络等。因此单个

碱基或多个碱基随机性突变已无法适应当下对

于菌株改造的需求，大尺度的基因组改造特别是

10 kb 以上的改造尺度以及多个基因靶点同时编

辑改造就在基因组操纵领域显得尤为重要[13]。

酵母基因组大尺度遗传操纵是一类利用位点特

异性重组、规律成簇的间隔短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPR)等技术实现酵母基因组的大尺

度编辑和改造的方法。其作用效果包括大片段
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DNA 的敲除和整合、多靶点编辑、染色体核型改

造等。通过该类工具可以实现对酵母细胞全基因组

的编辑和调控，探究大尺度多基因变化与表型之间

的关系。在本篇综述中，总结了最近开发的酵母高

效大尺度基因组遗传操纵工具，根据其工作原理将

这些工具分为重组酶介导的大尺度遗传操纵、核酸

酶介导的大尺度遗传操纵、从头合成大片段 DNA
以及酵母其他大尺度操纵工具，并阐述了这些工具

在产生大规模遗传变异中的效用，重点关注能够定

位到单个菌株的理性改造工具(图 1)。 

 

 
 

图 1  酵母基因组大尺度遗传操纵[14-17] 
Figure 1  Large-scale genetic manipulation of yeast genome[14-17]. 
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1  重组酶介导的大尺度遗传操纵 
位点特异性重组酶是一类酶，它们能够识别

并结合到特定的 DNA 序列，并在该序列上发生

DNA 链切割和交换，从而实现基因组 DNA 的敲

除、重组、倒置和置换等操作[18]。位点特异性重

组系统因其具有高效精确的优点，在基因工程领 

域得到了广泛的应用[19]。重组酶按照其性质分类

可分为酪氨酸重组酶和丝氨酸重组酶。在以往的

研究中在酵母中建立的酪氨酸重组酶位点特异

性重组系统有 Cre/loxP、FLP/FRT、Vika/vox、

Dre/rox 和 Rci/sfax101 系统。此外 ϕC31、ϕBT1、

R4 和 BXB1 等丝氨酸重组酶也在酵母中有应用

(表 1)。 
 

表 1  重组酶介导的大尺度操纵 
Table 1  Large-scale manipulation mediated by recombinases 
Technical name Technical features Main application References 
Cre/loxP  Recombinase recognition of loxP sites 

mediates gene inversion and deletion 
Recovery of gene tags, exploration of 
gene and chromosome functions 

[20-22] 

FLP/FRT Recombinase recognition of FRT sites 
mediates gene inversion and deletion 

Controls deletion of DNA fragments 
between recombination sites 

[23] 

Vika/vox Recombinase recognition of vox sites 
mediates gene inversion and deletion 

Binding to SCRaMbLE controls deletion 
of DNA fragments between 
recombination sites 

[24] 

Dre/rox Recombinase recognition of Rox sites 
mediates gene inversion and deletion 

Controls deletion of DNA fragments 
between recombination sites 

[25-26] 

Rci/sfax101 The recombinase recognizes the sfax site 
to mediate gene inversion with almost no 
deletion of the same site 

Controls inversion of DNA fragments 
between recombination sites 

[14] 

ϕC31 The recombinase recognizes the 
corresponding attB and attP sites and 
controls the irreversible inversion and 
deletion of genes between the sites 
through the directionality of the sites 

Deletion and inversion of DNA fragments 
between controlled recombination sites 

[27] 
[28] 
 

ϕBT1 
R4 
BXB1 

SCRaMbLE Heterozygous 
diploids and 
cross-species 
rearrangements 

Rearrangement of synthetic and wild-type 
yeast haploids to obtain heterozygous 
diploid and cross-species diploid strains 

Increased strain tolerance to caffeine and 
heat 

[29] 

 Multiple rounds 
of iterative 
genome 
rearrangement 

After one round of rearrangement, the 
high-yield spores were screened for the 
next round of rearrangement to quickly 
accumulate a large number of 
rearrangements 

Increased carotenoid production [30] 

 Circular 
chromosomal 
rearrangement 

Circular chromosome formation by 
telomere excision genomic rearrangement 
of synthetic circular chromosomes 

Increased production of pro-deoxyviolet 
violacein, increased alkaline tolerance 

[31] 

 In vitro DNA 
rearrangement 

Utilizing the interaction of Cre 
recombinase with DNA containing 
multiple loxPsym sites, efficient 
rearrangement of DNA can be achieved in 
test tubes 

Exploration of gene function and 
interaction in β-carotene metabolic 
pathway 

[32] 

 Integrated 
genome 
rearrangement 

Integrate exogenous metabolic pathways 
into yeast cells and optimize the chassis 
through rearrangement 

Increases production of violacein and 
beta-carotene 

[25] 
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1.1  重组酶介导的天然酵母大尺度遗传操纵 
位点特异性重组酶能够通过与重组位点结

合切割和重组 DNA 链来实现基因组操纵。在天

然酵母中，通过插入重组位点，位点特异性重组

酶能够介导大片段 DNA 的删除、易位和倒置等

操作，进而实现大尺度的基因组操纵。其中源于

噬菌体 P1 的 Cre/loxP 系统(图 2A)在酵母中的应

用十分广泛。Akada 等[20]借助 PCR 引入 Cre/loxP
系统进行 DNA 片段的位点特异性删除。研究人

员利用两端相重叠的引物，在 PCR 反应中扩增

出目标基因的两侧，然后将其连接起来形成一个

线性 DNA 分子。该分子经过酵母细胞质质粒的

重组和重组酶的切割，可以实现无缝基因删除和

标记回收从而开发出新的酵母标签循环系统。

Delneri 等[21]将 2 个 loxP 位点插入到不同的染色

体上，然后使用 Cre 酵母转录激活因子诱导 2 个

loxP 序列的重组。由于这些 loxP 位点分别位于

不同染色体上，它们的重组将导致 2 条染色体之

间的 DNA 片段交换。借助 Cre/loxP 系统使得酿

酒酵母产生了染色体间移位从而产生许多新的

基因型和表型。然后，研究人员利用系统生物

学的方法对这些基因型和表型进行了深入的分

析，揭示酿酒酵母进化的关键因素和过程，从

而探索酵母种间生殖隔离的影响因素。Naseeb
等[22]为了探索基因顺序对表型、生殖隔离和基

因表达的影响利用 Cre/loxP 系统构建了一个 倒置

和非倒置菌株的文库，产生了最大 800 kb 基因的

倒位。其研究结果表明，大规模基因顺序的改变有

一定可能性对酵母生长造成负面影响，并且一旦发

生顺序变化，就会对转录组网络产生影响。 
除了 Cre/loxP 系统外其他位点特异性重组

系统也有在酵母中进行基因整合和敲除的例子。

Park 等[23]用于在酿酒酵母中利用 FLP/FRT 重组

技术实现来删除特定的基因，建立了条件性基因

删除系统。该系统在诱导表达 9 h 后基因切除效

率可以达到 96%。Karimova 等[24]报道了一种新

的高效、特异性的位点特异性的重组系统，称为

Vika/vox 系统。Vika 重组酶是一种结构与 Cre
相似的蛋白质，能够识别和结合到 Vox 序列，

并催化 2 个 Vox 序列之间的 DNA 重组。该团队

使用 Vika/vox 系统成功地进行了基因插入、替

换和删除等操作，并且尚未观察到不良的副作用

或非特异性的 DNA 修饰。与 Cre/loxP 系统相比，

Vika/vox 系统在体外和体内都表现出更高的特

异性、更高的重组效率和良好的温度适应性。

Liu 等[25]将 Cre/loxP、Vika/vox、Dre/rox 联用，

可以在特定位点引入双链断裂，并在不同基因组

区域之间重新组合这些片段，从而实现基因组重

排。这种技术可以快速生成大量的遗传多样性，

使得酿酒酵母细胞在不同条件下可以产生不同

的代谢产物，从而更好地理解基因组的功能和相

互作用。 
DNA 反转是一种基因重组的形式，它涉及

基因组中的 DNA 片段在特定的位点上反转。这

种反转通常由 DNA 酶催化完成，它们剪切 DNA
链并重新连接 DNA 分子的两端，使得 DNA 片

段在基因组中的方向被反转。DNA 反转是一种

重要的基因重组过程，可以在调节基因表达、复

制 DNA 序列、修复 DNA 损伤等方面发挥作用。

Han 等[14]基于细菌天然的 Rci 重组酶和 sfxa101
位点通过 Rci 重组酶的定向进化，筛选到特异性

反转的 Rci8 突变体在酿酒酵母中构建位点特异

性 DNA 反转系统，该系统只介导反向位点之间

DNA 片段的反转，而几乎不介导同向位点之间

DNA 片段的删除。基于 Rci8/sfxa101 在线性染色

体上构建位点特异性 DNA 反转系统，发现该 DNA
反转系统在线性染色体上工作能够实现 500 kb 尺

度的基因反转。Rci8/sfxa101 系统的出现扩展了位

点特异性重组系统在真核生物中的应用，为大尺度

基因组遗传操纵提供了全新工具。 
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除了酿酒酵母外在非常规酵母中也有使用

位点特异性重组酶进行基因敲除的例子。Fickers
等[33]在解脂耶氏酵母(Yarrowia  lipolytica)中同

样构建了 Cre/loxP 系统，并使用该方法实现了解

脂耶氏酵母多个基因的快速敲除。Song 等[34]在

多 形 汉 逊 酵 母 (Hansenula polymorpha) 中 利 用

Zeocin 和 MazF 双筛选标记成功实现了对多形汉

逊酵母基因的无痕敲除。Cre/loxP 系统等重组酶

介导的大尺度基因操纵工具在非常规酵母中的

应用丰富了非常规酵母的靶向性基因操纵工具，

使得靶向性基因敲除等操作更加便捷高效。 
相比于酪氨酸重组酶，丝氨酸重组酶在酵母

中的应用相对较少，可能是因为丝氨酸重组酶

联会迅速，以至于联会复合体不稳定而难以检

测[18]，但是也有 Thomason 等[27]利用 ϕC31 在粟

酒裂殖酵母(Schizosaccharomyces pombe)中进行

基因的插入与整合，Xu 等[28]在酿酒酵母中提供

了 ϕBT1、R4 和 BXB1 等丝氨酸重组酶可供选择。

这些丝氨酸重组酶也可以介导重组位点间 DNA
片段的删除。值得注意的是，上述位点特异性重

组系统重组位点相互正交，为酵母基因组工程化

改造提供了多样性选择。 

1.2  重组酶介导的人工染色体大尺度遗传

操纵 
基因组结构变异一直是一个具有挑战性的

研究领域，近年来长读长测序技术的出现推动了

这一领域的发展[35]。尽管如此，基因组结构变

异文库的生成仍然十分困难。基因组的重排能产

生数百 kb 甚至 Mb 尺度的染色体变化，包括大

片段 DNA 的缺失、插入、重复、倒置和易位，

人工合成染色体酿酒酵母的出现使得研究人员

可以通过酵母基因组重排生成基因组结构变异

文库。在合成酵母基因组计划(Sc2.0)中，研究人

员在人工合成的酿酒酵母染色体非必需基因终

止密码子后 3 bp 处添加了 loxPsym 位点[36]。通

过 Cre 重组酶特异性识别并介导不同 loxPsym 位

点之间进行重组(图 2B)，建立了人工合成染色

体酿酒酵母基因组重排 (synthetic chromosome 
rearrangement and modification by loxP-mediated 
evolution, SCRaMbLE)[37]。相比于传统 loxP 位点

loxPsym 位点序列结构对称，2 个 loxPsym 位点

之间的 DNA 反转和删除理论概率相同[38]。在合

成型酵母染色体上插入数百个 loxPsym 使得合

成型酿酒酵母染色体具有重排的随机性和灵活

性。通过 SCRaMbLE 系统可以实现全基因组范

围内 loxPsym 位点间的 DNA 片段缺失、插入、

重复、倒置和易位，这使得快速获得大量具有基

因型和表型多样性的酵母菌株成为可能 [39]。

SCRaMbLE 系统的建立使得酵母基因组大尺度

改造能力迈上了新台阶。 
在利用 SCRaMbLE 系统进行大尺度基因组

改造过程中必需基因的删除会导致菌株的死亡。

Shen 等[29]通过将含有人工合成染色体的酵母单

倍体与来自酵母菌株库的野生型酿酒酵母和野

生型奇异酵母单倍体交配，获得了杂合二倍体和

跨物种二倍体。这种重排方式被称为杂合二倍体

与跨物种基因组重排，其优势在于能降低因大尺

度改造而导致的菌株死亡。通过跨物种二倍体的

基因组重排，研究人员成功获得咖啡因耐受性提

升的重排菌株，并全基因组测序和验证实验定位

到与咖啡因耐受性的提升有关基因。此外，杂合

二倍体与跨物种基因组重排策略还成功得到了

耐受 42 °C 高温的酵母菌株 yYW166。 
多轮迭代重排能持续驱动酵母进化从而产

生更大尺度的基因组变化。Jia 等[30]将一轮重排

后筛选得到的高产二倍体酵母的高产孢子与其

他人工合成染色体的单倍体酵母交配，再进行下

一轮基因组重排，这样的多轮循环可以快速积累

大量重排。通过这种方式验证了 YEL013W 的缺

失对于提升类胡萝卜素产量的有效性，最终使类
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胡萝卜素产量提升 38.8 倍。经过 5 轮迭代重排

累积了多个染色体重排产生了超过 500 kb 的基

因组变化使生产菌株快速进化。 
拓扑结构变异影响 2 个 loxP 位点之间的空

间位阻，与线性染色体相比，环形染色体在重排

多样性方面可能会带来不一样的效果。Wang 等[31]

对环形合成型Ⅴ号染色体进行重排时发现与线

性合成型Ⅴ号染色体相比，重排后的环状染色 
体出现大量的 DNA 片段复制现象。5 轮迭代后，

合成型环形染色体增加的长度多达原长的 1 倍 
以上。此外，合成型环形染色体在基因组重排过

程中还产生了非整倍的菌株。借助合成型环形染

色体的基因组重排技术可以有效扩大酵母染色

体结构变异的规模和数量。其对含有合成型环形

Ⅴ号染色体的紫色杆菌素前体物(purple bacillin 

precursor, PDV)生产菌进行多轮诱导重排，一共

得到 53 个新的结构连接。将其中 29 个新的连接

位点整合到酿酒酵母中使 PDV 产量增加了约

3.48 倍，表明环形染色体重排产生的全新结构变

异与 PDV 的产量上升有关。 
在 SCRaMbLE 系统中重组酶 Cre 的连续作

用和泄漏表达可能会降低基因组的稳定性。在体

外进行重组反应能够规避这一问题。此外，DNA
文库的体外构建提供了一种研究基因型-表型关系

的新思路，对于优化生物合成途径有重要意义[40]。

Wu 等[32]设计开发了一种体外 DNA 重排技术，

利用 Cre 重组酶与包含多个 loxPsym 位点 DNA
的相互作用，可以在试管内实现 DNA 的高效重

排。研究者采用纯化的 Cre 重组酶对编码多个

loxPsym 位点的 DNA 结构进行基于重排的优化。 

 

 
 
 

图 2  重组酶介导的大尺度遗传操纵[18]   A：Cre/LoxP 技术. B：SCRaMbLE 技术 
Figure 2  Large-scale manipulation mediated by recombinases[18]. A: Cre/LoxP technology. B: Scheme for 
SCRaMbLE technology. 
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通过重排技术确定了 94 个独特的代谢通路结

构，这些通路展现了 crtI、crtE、crtYB 和 tHMG1

在内的 4 个基因基于多个 loxPsym 位点发生的

可测得的重排事件。将重排后质粒直接转化进

酿酒酵母进行检测，得到了包括删除、反转和

复制在内的 17 种独特的 β-胡萝卜素代谢途径

结构。最终使 β-胡萝卜素产量增加了 5.1 倍，

并发现了 crtI 基因是该代谢通路的关键基因，

该基因的复制和反转都可以使 β-胡萝卜素产量

提高，为快速实现异源代谢通路的优化提供了

一种有效方法。 

除了利用酵母自身的基因进行重排外，将

外源基因引入人工合成染色体酵母的重排过程

可以实现外源代谢路径和底盘的组合优化。Liu
等[25]开发了一种基于重组酶的整合基因组重排

技术(称为“SCRaMbLE-in”)。在体外将调节元

件、选定的重组酶和靶途径 DNA 混合后，调节

元件可通过重组酶整合进靶重组位点上以产生

一个组装代谢路径库。随后借助基因组重排技

术将组装路径整合到人工合成染色体酵母基因

组中，同时重组酶可诱导底盘细胞发生基因组

重排。利用 SCRaMbLE-in 可以只通过两步反

应，达到同时实现基因表达的多样化和底盘细

胞的工程化的效果，快速优化宿主以更好地适 
应异源途径以及优化外源途径在细胞内表达，

最终实现快速代谢工程。 

2  核酸酶介导的大尺度遗传操纵 
基于核酸内切酶的基因编辑技术包括归巢

核酸内切酶(meganucleases, MegNs)技术、锌指

蛋白核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)技术、转

录激活因子样效应物核酸(transcription activator- 
like effector nucleases, TALENs)技术和 CRISPR

相关技术等[41-44]。通过对目标基因序列造成双

链断裂(double strand break, DSB)，进而对其进

行定点基因组编辑。由于 DSB 在酵母中具有致

命性，在完成双链断裂处的正确修复后细胞才

能正常生长。因此这些方法理论上可用于无筛

选标签修饰对目标位点进行精确改造，其中

MegNs 技术和 CRISPR 相关技术能够实现酵母

基因组大尺度操纵(表 2)。 

2.1  MegNs 介导的大尺度遗传操纵 
MegNs 是具有较大识别位点特征的脱氧核

糖核酸内切酶，其可识别超过 14 个碱基对的双

链 DNA 序列，如酿酒酵母中的 I-Sce I 归巢核酸

内切酶可以识别 18 bp 的序列[53]。为了实现对目

标基因的编辑，通常需要将归巢核酸内切酶识别

位点先引入宿主的染色体目标位置，随后 MegNs

可在基因组目标位点附近引入 DSB，进而提高

基因编辑效率。Kuijpers 等[45]利用 I-Sce I 在目标

染色体位点引入双链断裂，使超过 35 kb 基因片

段的整合到目标位点并且整合效率非常高。

Mitchell 等[15]利用 I-Sce I 归巢核酸内切酶创造了

能用于酿酒酵母的合成生物学装置“telomerator”，

其中心是 I-Sce I 归巢核酸内切酶的识别位点，

在完成切割后使识别位点两端端粒暴露出来(图

3A)。将这一装置插入到环形染色体特定位置可

以将环状染色体线性化从而介导染色体核型改

造，从而开发出来一种可以探测染色体端粒、着

丝粒和复制起点等功能元件之间的空间关系的

新工具。 

2.2  CRISPR/Cas 介导的大尺度操纵 
CRISPR/Cas 基因编辑技术是近年兴起的由

小分子 RNA 介导的一种靶向基因组编辑的新技

术[54]。已成为诱导靶向基因编辑的一种简便而

有效的方案。CRISPR/Cas 系统是一种适应性免

疫系统，源于细菌和古菌中用来抵御外来核酸的 
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表 2  核酸内切酶介导的大尺度操纵 
Table 2  Large-scale manipulation mediated by endonucleases 
Technical name Maximum 

edit size 
Technical features Manipulation effect Main application References 

MegNs  35 kb Homing endonucleases 
introduce DSBs through target 
sequence targeting by 
recognizing specific DNA 
sequences 

Accurate editing and 
high efficiency but lack 
of target sites 

Multigene assembly, 
circular chromosome 
linearization 

[45] 

CRISPR/Cas Polygenic 
inactivation 

8 genes Targeting multiple genes in 
tandem with tRNA sequences 
and multiple gRNAs to generate 
DSBs 

Editing is precise and 
the application range is 
wide, but needs to 
construct multiple 
gRNA 

Increase the 
production of free 
fatty acids 

[46] 

Integration of 
large 
fragments 

35 kb Introduction of double-strand 
breaks on target chromosomes 
by the cas9 system facilitates 
multigene assembly and targeted 
integration 

Editing is precise and 
the application range is 
wide 

Genome integration of 
carotenoid 
biosynthesis pathway, 
glycolysis pathway, 
etc 

[47] 

Multi-site 
mutation 

Within 10 
positions 

Argeted by nCas9 at the locus of 
interest and gapped, Pol I-5M 
synthesizes new strands and 
cleaves displaced strands with 
low fidelity 

Wide range of 
applications, good base 
diversity of editing 
sites, but narrow editing 
window 

Increase the diversity 
of endogenous genes 

[48] 

Loss of 
heterozygosity 

20 kb Targeting a chromosome in 
heterozygous diploids using 
PAMs polymorphisms between 
two homologous chromosomes 

Multi-site editing can 
be achieved but the 
editing efficiency is low 

Obtain a large number 
of rearranged 
phenotypes 

[49] 

Production of 
aneuploidy 

600 kb Generation of DSBs mediated 
by CRISPR-targeted 
pericentromere elimination of 
entire chromosomes leading to 
aneuploidy 

Large editing scale and 
wide application range 

Synthetic X 
chromosome 
eliminated 

[50] 

Karyotypic 
restructuring 

10 Mb Reduction of the number of 
yeast chromosomes by 
CRISPR-mediated end-to-end 
chromosome fusion into 
chromosome loops 

Large editing scale but 
high cost and 
time-consuming 

Provides a potential 
research model for 
studying ring 
chromosome 
disorders 

[51-52] 

 
 

免疫防御机制[55]。目前，代谢工程中的大多数

基因操作都可以利用 CRISPR/Cas 系统实现[56]。

CRISPR/Cas 系统通过工程化的单链引导 RNA 

(single guide RNA, sgRNA)引导 Cas 核酸酶效应

体形成复合物，从而切割前间隔序列邻近基序

(protospacer adjacent motif, PAM)序列上游 3 bp

处的基因组，造成 DSB[57]。当供体 DNA 存在与

基因组 DNA 同源序列时，酿酒酵母便可通过

DSB 实现对基因组的特异性基因编辑。通过

CRISPR/Cas 可实现酵母大片段 DNA 的敲除和

整合、多位点碱基突变、杂合性缺失、非整倍体

的产生以及染色体核型改造(图 3B)。 
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利用 CRISPR/Cas 系统可以实现无筛选标签

的情况对酿酒酵母基因和大片段 DNA 进行敲 

除[46]。Jakočiūnas 等[58]开发了用于酿酒酵母基因

组多基因敲除的 CRISPR/Cas9 系统，最多可以

同时对 5 个不同的基因组位点进行敲除。通过共

转化 sgRNA 质粒和相应的线性同源重组片段，单

个基因至 5 个基因的编辑效率达到 50%–100%，

工程菌株甲羟戊酸产量比野生型菌株提高了    

41 倍。Zhang 等[59]将 tRNA 序列与多个 gRNA 串

联 构 建 了 GTR-CRISPR (gRNA-tRNA-array 

CRISPR/Cas9)系统，同时敲除 8 个基因的效率达

到 87%，极大地提高了基因编辑效率。除了 Cas9

外，在酵母中利用 Cas12a 也可以实现大片段的

删除。Li 等[60]使用 CRISPR/Cas12a (Cpf1)系统构

建质粒以组成型表达 CrRNA 阵列从酿酒酵母染

色体上删除了 trm10 和 rex4 这 2 个基因之间的38 kb

的非必需大 DNA 片段，证明 CRISPR/Cas12a 

(Cpf1)系统可用于酿酒酵母的基因组简化。 
CRISPR/Cas 系统能够产生靶位点的 DSB 结

合酵母自身的同源重组能力而实现大片段 DNA

的整合，Eauclaire 等[47]利用 CRISPR/Cas9 系统

成功将 17 个编码 β-胡萝卜素合成的基因片段一

次性整合到酿酒酵母基因组中，相邻 DNA 片段

仅有 50 bp 互补，证明了 CRISPR/Cas9 系统与同

源 重 组 相 结 合 的 有 效 性 。 Verwaal 等 借 助

CRISPR/Cas12a 系统同时将 3 个类胡萝卜素基因

表达框整合到 3 个不同的基因组位点[61]。此外，

CRISPR/Cas 系统还可以靶向整合至酿酒酵母体

内的新染色体，Postma 等[62-63]依靠酿酒酵母强

大的同源重组能力从头组装了两条新染色体，并

将新染色体作为靶向目标，一次组装了 16 个

DNA 片段约 35 kb 的糖酵解途径以及花青素的

生物合成途径。比较 I-Sce I，CRISPR/Cas 系统

在提高同源重组效率的同时能实现多位点无痕

迹的基因组整合，应用更广泛[64]。 

复杂代谢网络的建立往往需要多基因协同

作用，因此多靶点编辑成为未来基因编辑领域重

要发展方向。2020 年，Tou 等[48]在酿酒酵母中

建立了 yEvolvR (yeast EvolvR)系统，研究人员

着眼于将 CRISPR 技术与高突变率 DNA 聚合酶

结合，来实现基因组中特定位点的有序和定向的

多靶点编辑。该系统通过 gRNA 定位靶基因，

由 nCas9 蛋白在目标基因座上形成缺口，再由融

合的高突变率 DNA 聚合酶 PolI 合成新链并切割

置换的链，将目标位点的突变率提高了 12 434 倍。

yEvolvR 技术另一个优势是能够有效提高内源

基因的多样性，当 gRNA 双重靶向 URA3 和 canI

的条件下，可还原 URA3 中的无义突变并使 canI

失活。 

像基因组重排技术一样，CRISPR 也生成染

色体间重组事件，进而产生杂合性缺失。CRISPR

介导的杂合性缺失事件需要在杂合子二倍体中

诱导 DSB。在 Sadhu 等[49]研究中，gRNAs 被设

计为仅靶向杂合二倍体中的一条染色体，使用两

条同源染色体之间的 PAMs 多态性使得特定的

DSB 可以在不同的交换位点诱导不同的杂合性

丢失事件。研究人员使用靶向两条酵母染色体

VII 之一的左臂的 95 个 gRNA，获得了 384 个杂

合性缺失系，并分析了 12 种不同条件下的生长

率，可以很快将特定的遗传变异与特定的生长表

型联系起来。 

染色体层面的大尺度操纵使得人们对于染

色体结构和功能的理解进一步加深，在酵母中借

助 Cas9 可以介导非整倍体的产生和染色体核型

改造。Xu 等[50]通过 CRISPR-Cas9，靶定着丝粒

周围产生双链断裂，可以有效地消除整个酿酒酵

母染色体。作为这种 CRISPR-Cas9 染色体驱动

系统的概念验证实验，合成的酵母染色体 X 被 
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图 3  核酸酶介导的大尺度遗传操纵[15]   A：Telomerator 技术. B：CRISPR-Cas9 介导的大规模操纵基

因组的机制. CRISPR-Cas9 可以通过 HDR 或 NHEJ 修复诱导各种重排(缺失、倒置、复制和易位) 
Figure 3  Large-scale manipulation mediated by endonucleases[15]. A: Telomerator technology. B: 
Mechanisms of CRISPR-Cas9-mediated large scale manipulation of the genome. Various rearrangements 
(deletion, inversion, duplication and translocation) can be induced by CRISPR-Cas9 through HDR or 
NHEJ repairing. 
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完全消除，而带有绿色荧光蛋白基因或合成紫色

杆菌素途径成分的对应野生型染色体 X 得以保

留，为基因功能分析和遗传稳定性研究提供了新

的 工 具 和 方 法 。 Shao 等 和 Luo 等 [51-52] 将

CRISPR-Cas9 的应用扩展到酵母的核型改造。这

些研究人员能够通过 CRISPR 介导的染色体端

到端融合，将酵母染色体的数量从 16 条减少到

2 条，甚至 1 条。类似地，该单染色体酵母的核

型被进一步改变，产生单个环状染色体。 

除了上述酿酒酵母中的应用外，CRISPR/Cas9
系统还能实现非常规酵母的基因整合、敲除和多

靶点编辑等基因组改造。在巴斯德毕赤酵母

(Pichia pastoris)中，Weninger 等[65]使用不同的启

动子组合对基因表达水平、Cas9 蛋白质与 RNA
的比例和转录起始位点的选择等方面的优化，可

以实现对多个基因座的同时编辑。使用这种优化

方法，基于非同源末端修复引入插入缺失突变的

效率接近 100%。同时，CRISPR/Cas 系统在乳酸

克鲁维酵母(Kluyveromyces lactis)系统中也得到

了 开 发 和 成 功 应 用 ， 研 究 者 们 使 用

CRISPR/Cas9 系统成功地将 6 个目的基因整合

到了 3 个靶向基因座上，从而使粘康酸合成通

路的快速构建成为可能[66]。另外，在多形汉逊

酵母中，Numamoto 等利用 CRISPR/Cas9 系统

进行多重基因组编辑，通过在启动子后添加靶

向位点将多形酵母中的白藜芦醇生物合成途 
径基因整合到 rDNA 重复簇中。该研究结果表

明，这种策略导致多拷贝表达的白藜芦醇产量

为 97 mg/L，比具有单一拷贝途径的基础菌株高

出 21 倍[67]。 

3  从头合成大片段 DNA 
重组酶和核酸酶介导的大尺度遗传操纵工

具倾向于在原有基因组基础上进行改造，这使得 
对于基因组的改造与操作受到了天然酵母基因

组固有结构的限制。近年来，随着 DNA 合成技

术和大片段组装技术不断发展使得从头合成大

片段 DNA 成为对基因组结构和功能研究的全新

方式[68]。从头合成大片段 DNA 提供了一种从零

开始构建完全人工化基因组的可能性，研究人员

可以实现定制化设计，包括精确的序列和结构调

整，以及添加或删除特定基因等。从头合成大片

段 DNA 帮助更好地理解基因组的结构和功能，为

合成基因组学的深入开展提供借鉴与参考(表 3)。 

3.1  人工合成酿酒酵母染色体 
人工合成酿酒酵母基因组计划(Sc2.0)是从

头合成大片段 DNA 一个代表性例子。该计划旨

在对酿酒酵母整个基因组进行重新设计与化学

再造，围绕人工设计合成酿酒酵母长染色体及对

生命系统的调控进行研究。该计划的重要目标是

实现酿酒酵母 12 mb 的基因组人工全合成，这是

人类第一次实现如此大规模的基因组的化学合

成，真正意义上从读取自然生命信息发展到写出

人工生命信息阶段，颠覆了现有生命科学研究的

范式[79]。迄今为止，已成功设计与合成出 8.5 条

完整的人工合成染色体(synI, synII, synIII,synIV, 
synV, synVII, synIXR, synX, synXII)[69-76]。 

Sc2.0 项目采用多重规则指导重新设计天然

酵母基因组，目的是在保持与野生型菌株表型尽

可能相似的前提下提高基因组稳定性和灵活性。

该项目通过删除自然重复和不稳定的元素，如转

座子、tRNA 和亚端粒等，来改善基因组的稳定

性。此外，将所有 275 个核 tRNA 基因从其天然

基因座中移除，并重新定位在第 17 个核染色体

上，有助于更深入地理解高度复杂遗传结构的构

建和维护机制[40]。为增加基因组的灵活性，Sc2.0
项目采用同义密码子重新编码和高频的同义密

码子替换稀有密码子的方法。此外，在合成酿酒

酵母基因组过程中，每个非必需基因下游 3 bp
位置会添加 loxPsym 位点[69]，通过表达 Cre 重组
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酶，合成的染色体可以被随机“洗牌”，从而引起

广泛的基因组改变。这一创新性设计极大拓展了

对于酵母基因组改造的尺度，对于后续酵母基因

组的研究和底盘菌的开发具有重要的贡献。 
在完成人工酵母基因组的设计后，研究人员

采用高通量 DNA 从头合成技术、大片段 DNA
组装技术和染色体替换与融合技术开始进行人

工酵母染色体的构建。Boeke 团队[69]开发了一种

标准化逐步策略，通过相应的合成 DNA 大片段

替换原生染色体片段并利用营养标签辅助细胞

表型筛选，最终获得人工合成染色体。戴俊彪团

队[76]通过染色体分级组装的策略，在多个单倍

体菌株中完成了对染色体不同区域大片段 DNA
的逐步替换，并利用同源染色体交叉互换的特性

整合合成序列，快速获得完整的人工合成染色

体。完成对人工基因组的初步构建后，研究人员

进行了基因组测试和纠错，通过全基因组测序确

定基因型，利用高通量染色体构象捕获技术

(high-through chromosome conformation capture, 
Hi-C)进行染色体构象捕获表征基因组三维结

构。表型测试包括在不同生长条件下对合成酵

母菌株进行测试，以及竞争性生长实验。在

synX 染色体的初始设计合成过程中出现表型

缺陷，Wu 等[75]利用标签系统和混菌策略创建

了“混菌 PCR 标签定位法”以定位和修复缺陷靶

点，并挖掘出未知的酵母生物学新知识。Xie
等[72]在构建Ⅴ号染色体时发现了 34 处变异，需

要进行修正、整合、共转换和 CRISPR/Cas9 编

辑等共 22 步，最终分离出一株具有“完美设计

序列”的真核酵母染色体的菌株，并在不同培养

条件下表现出良好的适应性。Shen 等 [74]通过

“I-Sce I 切割修复”的方法实现了合成型 II 号染

色体的缺陷纠正。 
在践行人工合成酿酒酵母基因组计划过程

发现和解析了大量未知的现象和信息，这些新知

识可以用来快速提升基因组合成的能力和揭示

影响细胞功能的重要因素。Sc2.0 为合成更大的

功能基因组提供参考，突破了底盘基因组对于大

尺度操纵的限制，通过对合成染色体的拼接、插

入、删除等操作，可以实现酵母基因组的大尺度

重组和重构，从而了解生物进化的机制和规律。

这对于理解生命起源、生物多样性和生态系统的

演化等方面具有重要意义。随着 DNA 合成与装

配技术的不断发展，基因组学的研究已经从“格

物致知”迈向“建物致知”，为生命科学领域的进

一步研究提供了全新的视角。 

3.2  外源基因的大片段组装 
酿酒酵母同源重组能力十分强大，因此依靠

其本身的同源重组能力可以实现大片段外源基因

的整合。Shao 等[77]创建出名为 DNA 组装器的新

的组装方法使得研究人员能够通过酿酒酵母中的

体内同源重组在一步中组装整个生化途径。DNA
组装器可以在质粒或酵母染色体上以高效率快速

组装功能性 D-木糖利用途径和玉米黄质生物合成

途径，实现了约 100 kb 由 8 个基因组成的一步组

装。成为构建合成生物学，代谢工程和功能基因

组学研究生化途径的有力工具。Kutyna 等[78]研究

人员通过对酿酒酵母不同品系的基因组序列进行

比较和分析，并利用多种基因工程技术和遗传学

方法，合成了一条新的微型染色体。该染色体包

含了来自不同酵母品系的基因信息，并展现出了

丰富的表型多样性。此外新的染色体还可以通过

诱导重排产生结构变异进一步增加菌株的遗传多

样性。 

4  酵母其他大尺度操纵工具 
除了上述酵母基因组编辑工具外，酵母其他

大尺度操纵工具也能在酵母基因组多个位点进

行编辑(表 4)。例如，可以利用生物体自身同源

重组介导的修复机制引入突变位点，通过引入含 
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表 3  人工合成基因组与酵母染色体 
Table 3  Synthetic genome and yeast chromosome 
Technical name Maximum 

edit size (kb) 
Technical features Advantage Deficiency Main application References 

Synthetic 
Saccharomyces 
cerevisiae 
chromosomes 

700 Stepwise replacement of 
wild-type chromosomes with 
synthetic chromosomes by 
chemical synthesis and 
homologous recombination in 
yeast 

Large-scale 
transformation 

High cost and 
time-consuming 

Rearrangement of 
artificial yeast 
chromosomes 
provides a rich 
yeast chassis 

[69-76] 

Artificially 
synthesized 
exogenous gene 

100 DNA fragments and vectors 
use homologous 
recombination to form circular 
plasmids or integrate into the 
genome in Saccharomyces 
cerevisiae 

Low cost, no 
additional 
auxiliary tools 
required 

Self-recombination 
ability 

Integrated 
pathways for 
xylose utilization 
and zeaxanthin 
biosynthesis 

[77] 

Artificial 
synthesis of 
yeast 
pan-genome 

200 Collected 8 yeast pan-genome 
sequences to form a new 
chromosome 

Large-scale 
transformation 

High cost and 
time-consuming 

Expanded range of 
available carbon 
sources 

[78] 

 
 
 
 
 
 
 
 

碱基突变的寡核苷酸建立突变文库。Church 课

题组[80]开发了一种在酿酒酵母中由单链寡核苷酸

介导重组的方法，称为酵母寡核苷酸介导的基因

组工程(yeast oligo-mediated genome engineering, 
YOGE)。通过敲除酵母中错配修复相关基因 mlhI
和msh2，过表达DNA重组酶突变体Rad51 (K342E)
和 Rad54 蛋白，并通过对寡核苷酸长度、寡核苷

酸加入量以及转化效率优化后，在 3 种不同的酿

酒酵母中成功对基因组进行了修饰(图 4A)。并且

YOGE 可以进行迭代操作，每轮可产生 10 个细胞

的基因组文库，对基因组进行多重修复。与之类

似 的 真 核 多 重 自 动 化 基 因 组 工 程 (eukaryotic 
multiplex automated genome engineering, eMAGE)
可在不导致 DSB 的情况下对酿酒酵母的多基因

实现精确编辑修饰(图 4B)。通过在酿酒酵母中

引入与复制叉的后随链互补的寡核苷酸，实现了

大于 40%的序列修饰效率。多次循环同时靶向

基因内的多个位点提高了工程菌株突变效率，该

方法产生了近 100 万个突变体。对 β-胡萝卜素

途径的启动子、编码序列和终止子进行编辑，获

得了 β-胡萝卜素产量不同的工程菌株[16]。基于

寡核苷酸的多位点编辑工具在编辑位点数量上

拥有突出优势，但突变效率会随单链 DNA 寡核

苷酸突变序列的增加而降低且靶序列需要紧密

接近复制起点限制了其大规模应用。 
T7 聚 合 酶 来 引 导 特 定 的 碱 基 编 辑 酶

(APOBEC)能够精确地编辑 DNA 序列，从而实

现类似 CRISPR 的突变或修饰 DNA 效果。

Cravens 等[17]描述了通过 T7 RNAP 实现靶向体

内多样化(targeted In vivo diversification enabled 
by T7 RNAP, TRIDENT)，这是一个以高于自然

基因组错误率 100 万倍的突变率对目标的基因

进行靶向、持续和可诱导多样化的平台(图 4C)。
TRIDENT 通过与 T7 RNA 聚合酶融合，将诱变

酶靶向精确的基因位点，在靶向 T7 启动子的突

变后产生突变窗口。定位于脱氨酶驱动突变位点

的 DNA 修复因子能调节其靶向区域的突变多样

性，使得该平台能够产生所有 4 种 DNA 核苷酸

的突变情况且突变速度较快，能够应用于提高酵

母对于部分抗生素的耐药性。相比于上文提到的 
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表 4  酵母其他大尺度操纵工具 
Table 4  Other large-scale yeast manipulation tools 
Technical 
name 

Maximum 
edit size 

Technical features Advantage Deficiency Main 
application 

References 

YOGE 10 kb Increased oligonucleotide 
mismatch rate by knockout of 
related mismatch repair genes 
and overexpression of 
recombinase genes 

Many editing sites Editing is inefficient New tool for 
yeast genome 
engineering 
developed 

[80] 

eMAGE More than 
60 sites 

Synthesize mutant ssDNA with 
modified annealing protein, and 
then anneal and integrate the 
mutant ssDNA into the genome 

Fast editing speed 
and many editing 
positions 

The target sequence 
needs to be close to 
the replication origin 

Carotene 
metabolic 
pathway 
optimization 

[16] 

TRIDENT Within 20 
sites 

T7 RNA polymerase targets 
the target DNA, and the 
fusion protein composed of 
modified cytidine deaminase 
and adenosine deaminase 
mutates the target region 

Precise editing, 
large editing 
window, and good 
base diversity at 
editing sites 

It is necessary to 
insert a recognition 
site and a termination 
site before the target 
region 

Enhancing 
yeast 
pyrimethamine 
resistance 

[17] 

 

 
 

图 4  酵母其他大尺度操纵工具[16-17,80]   A：YOGE 技术[80]. B：eMAGE 技术[16]. C：TEIDENT 技术[17] 
Figure 4  Other large-scale yeast manipulation tools[16-17,80]. A: YOGE technology[80]. B: eMAGE 
technology[16]. C: TEIDENT technology[17]. 
 
yEvolvR 而言 TRIDENT 拥有更大的编辑窗口和

特异性，而且不会引起细胞非靶向位置突变。但

是，TRIDENT 的使用需要在编辑位点前插入 T7
聚合酶识别位点，在编辑复杂基因区域时受限。 

5  总结与展望 
基因组大尺度遗传操纵具有重要的理论和

应用价值，为酵母基因组功能研究和生物制造等

领域的开发提供了巨大的潜力。从理论角度来

看，酵母基因组大尺度遗传操纵相关技术能够实

现对基因组级别的遗传和表达调控，为揭示基因

型与表型之间的关系和基因调控机制提供了全

新的思路，丰富了生物学的基础研究工具。从应

用角度来看，酵母基因组大尺度遗传操纵相关技

术为酵母工业的遗传调控和优化提供了新方法，

可以利用该类技术构建或筛选出更为适应不同
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工业环境的酵母菌株，提高酵母生产的效率和质

量。同时，酵母基因组大尺度遗传操纵相关技术

也为合成生物学和基因组工程等新兴领域的发

展提供了重要的技术支撑。 
在现有酵母基因组大尺度改造工具中，利用

位点特异性重组系统和 CRISPR 相关技术进行

基因组大片段敲除已经相对比较成熟，此外，利

用酿酒酵母自身强大的同源重组能力可以实现

外源基因和大片段 DNA 的组装以及整合，在酿

酒酵母中借助 MegNs 和 CRISPR 等基因编辑工

具可以进一步提高整合效率。在利用 CRISPR 技

术进行多靶点编辑时 gRNA 数量的增加可以有

效提高真核生物多靶点编辑的尺度，Church 等[81]

利用包含 43 个 gRNA 阵列的质粒成功编辑了哺

乳动物细胞中的 33 个位点，证明了在哺乳动物

细胞中重新编码和高度多重编辑的可行性。

CRISPR 等相关技术进行多靶点编辑未来发展前

景良好。从头合成染色体可以实现染色体尺度的

基因组操纵帮助我们更好地理解基因组结构和

功能，人工合成染色体基因组重排可以产生大尺

度基因组结构变异文库，但是从头合成大片段

DNA 较高的人力物力成本限制了其大规模使

用。能够以较低成本高效地完成大片段 DNA 的

合成将成为未来发展的重要发展方向。目前，酿

酒酵母间已能够实现染色体水平的大片段 DNA
转移，Guo 等[82]使用偏向性交配的方法实现了合

成型染色体向野生型酵母的转移，但是利用酵母

交配的方法转移目的 DNA 难以扩充至其他物

种。酵母原生质体与细胞进行融合的方法可以将

在酵母体内组装的 Mb 级别 DNA 片段递送至包括

小鼠细胞在内的其他宿主，但其转移效率极低[83]。

高效通用性强的大片段 DNA 转移技术的缺失

是大片段 DNA 改造技术路线发展上的限制瓶

颈之一。 
综上所述，酵母基因组大尺度遗传操纵工具

增强了酵母基因组可塑性和应用潜力，为酵母细

胞研究提供了更为高效的手段。在未来的研究

中，酵母基因组大尺度遗传操纵技术的进一步发

展和完善将为酵母生物学的研究和应用提供更

为广阔的空间。  
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