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摘   要：毕赤酵母作为细胞工厂在小分子代谢产物发酵和蛋白制品生物合成中扮演着重要角色，具

有极其重要的工业应用价值。随着 CRISPR/Cas9 等新型编辑工具的开发和应用，对毕赤酵母细胞

工厂进行多基因高效率的工程化改造已成为可能。本文首先对毕赤酵母工程化改造的遗传操作技

术和目标方向进行了归纳总结，其次介绍了毕赤酵母作为细胞工厂的应用现状，同时探讨了毕赤

酵母细胞工厂的优点及缺陷，并对其发展方向作出展望；以期为未来的毕赤酵母工程化改造研究

提供参考和启示，推动毕赤酵母细胞工厂在生物产业中的创新应用。 
关键词：毕赤酵母；细胞工厂；基因编辑；代谢工程；合成生物学  

Engineering and application of Komagataella phaffii 
as a cell factory 

LIU Yufei, CAO Ying, CHANG Liye, SHAN Conghui, XU Kun* 

College of Animal Science and Technology, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
 
Abstract: Nowadays, engineered Komagataella phaffii plays an important role in the 
biosynthesis of small molecule metabolites and protein products, showing great potential and 
value in industrial productions. With the development and application of new editing tools such 
as CRISPR/Cas9, it has become possible to engineer K. phaffii into a cell factory with high 
polygenic efficiency. Here, the genetic manipulation techniques and objectives for engineering 
K. phaffii are first summarized. Secondly, the applications of engineered K. phaffii as a cell 

·综  述· 
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factory are introduced. Meanwhile, the advantages as well as disadvantages of using engineered 
K. phaffii as a cell factory are discussed and future engineering directions are prospected. This 
review aims to provide a reference for further engineering K. phaffii cell factory, which is 
supposed to facilitate its application in bioindustry. 
Keywords: Komagataella phaffii; cell factory; gene editing; metabolic engineering; synthetic 
biology 

 
 

毕赤酵母最早是由赫尔曼 ·法夫 (Herman 
Phaff)于 1956 年从橡树上分离的一类甲醇营养型

酵母，被命名为 Pichia pastoris 而成为一个种[1]。

1995 年 P. pastoris 被重新归入 Komagataella

属，之后又被细分为 Komagataella pastoris 和

Komagataella phaffii 两个种[2-3]。目前，毕赤酵

母模式菌株 CBS7435 及广泛应用的商业化底盘

菌株 X33 和 GS115 均归属 K. phaffii 种，但大部

分文献和数据库仍在使用旧名 P. pastoris，新名

K. phaffii 的使用尚有待学界进一步倡导和加强。 
作为细胞工厂，毕赤酵母具有生长速度

快、不易累积乙醇、适于大规模高密度发酵、

可将甲醇作为唯一碳源和具有翻译后修饰能力

等一系列优点。相对于其他真核表达系统，毕

赤酵母在生产成本上存在显著优势。2006 年毕

赤酵母和酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)
被 美 国 食品 及 药物管 理 局 (Food and Drug 
Administration, FDA)认定为公认安全(generally 
recognized as safe, GRAS)菌株，其安全性也得

到了广泛认同[4]。 
在众多酵母菌种中，毕赤酵母重组蛋白生

产发酵工艺最为成熟，细胞干重可达 150 g/L，
发酵规模可放大至 80 000 L[5-6]。据美国 Research 
Corporation Technologies公司的统计(http://pichia. 
com/)，已有 5 000 余种蛋白成功在毕赤酵母中

表达，1 000 多个研究机构在使用毕赤酵母表达

系统，70 多个由毕赤酵母表达的商业化产品已经

上市。毕赤酵母的生产性能已得到广泛认可[7]。 

毕赤酵母作为底盘菌株也常用于生产各类

代谢产物，包括但不限于乳酸、丙酮酸等[8-9]。

在经过代谢工程改造后，还可生产其原本不易积

累的乙醇以及聚酮类、萜类等高价值化合物[10-11]。

毕赤酵母可利用甲醇、葡萄糖、甘油和羧甲基

纤维素等多种碳源，且反应具有专一性，生产

成本相比传统化学合成方法更加低廉[10]。 
毕赤酵母遗传背景清晰，在 NCBI 中可以检

索到 135 个菌株的全基因组测序数据。其中，模

式菌株CBS7435及其商业化变体GS115基因组测

序结果已经完成拼接并详细注释(GenBank 登录

号：GCA_000223565.1、GCA_001746955.1)[12-13]，

为毕赤酵母的代谢工程改造提供了详实可靠

的参考。在此基础上，CRISPR/Cas9 等基因编

辑工具的广泛应用进一步加快了毕赤酵母代

谢工程改造的步伐[14]。不过，相比于大肠杆菌

(Escherichia coli)和酿酒酵母等模式微生物，

毕赤酵母各类调控元件仍有待进一步发掘[15]。  
本文首先对毕赤酵母细胞工厂现有的改造

技术和方向进行了综述，其次介绍了毕赤酵母

细胞工厂的应用领域和优势，并探讨了毕赤酵

母细胞工厂应用所面临的挑战和工程化改造的

发展方向。 

1  毕赤酵母细胞工厂工程化改

造技术 
1.1  基于线性化质粒载体的同源重组 

在对毕赤酵母进行改造的过程中，最重要
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的改造步骤是将外源基因的表达盒引入酵母。毕

赤酵母因缺乏高效的质粒复制起点且质粒拷贝

数低[16-17]，在早期研究时往往通过线性化载体同

源重组将表达盒稳定插入基因组，从而实现目标

基因的插入或替换。目前，较为成熟的整合载体

有 pPIC9K、pPIC3.5K 和 pAO815 等，可以实现

单拷贝或多拷贝的基因整合[18-19]。该方法基于同

源重组机制(homologous recombination, HR)，因

此线性载体转化效率、线性载体用量和同源重组

效率都会影响阳性转化子数量。毕赤酵母的同源

重组效率和线性载体转化效率均较低，因此需要

选择更高效的转化方法和较大的线性载体数量

(约 1−10 μg)。目前，电穿孔(electroporation)是所

有转化方法中最为便捷且效率最高的方法(表 1)。
电穿孔之前使用醋酸锂进行预处理可进一步提

高转化效率[22-24]。受不同插入位点和同源臂长

度影响，基因插入效率为<0.1%−80%不等，常在

同源臂较短时观察到大量的假阳性转化子[24]。 

1.2  基于 CRISPR/Cas9 的基因编辑 
CRISPR/Cas9 是继归巢核酸酶、锌指核酸

酶(zinc finger nucleases, ZFNs)、转录激活-效应

器 核 酸 酶 (transcription activator-like effector 
nucleases, TALENs)后的新一代基因编辑技术，

也是现有基因编辑技术中效率最高且操作最便

捷的技术。CRISPR/Cas9 技术使基因编辑领域

发生了革命性的变化。 
CRISPR/Cas9 在酵母中的功能表达需要 2 个

重要元件：Cas9 蛋白和 sgRNA[25]。目前最常见

的 Cas9 蛋白是来源于酿脓链球菌(Streptococcus 
pyogenes)的 SpCas9，具有 2 个核酸酶结构域

(HNH 和 RuvC)[26]。因其源于细菌，在进行酵母

基因编辑时往往需要将核定位信号同 Cas9 蛋白

融合表达，否则将无法进入核内发挥功能[27]。

Cas9 需要 crRNA 和 tracrRNA 与之结合才能起

到靶向切割的作用，在实际应用中，常将二者

组合成一条 sgRNA[26]。Cas9 蛋白在与 sgRNA
结合后构象发生改变可以靶向识别原型间隔区

相邻基序(protospacer adjacent motif, PAM)相邻

的靶序列并产生 DNA 双链断裂(double-stranded 
break in DNA, DSB)，激活同源重组或非同源末

端连接(non-homologous end joining, NHEJ)两种

DNA 损伤修复途径从而实现基因编辑(图 1)。
需要注意的是，被 CRISPR/Cas9 打靶后，毕赤

酵母中 DSB 修复机制可能与酿酒酵母有所不

同，具有较高的 NHEJ 修复效率 [26]。目前，

CRISPR/Cas9 系统已经成为一种极其有效的改

造工具，已有多套毕赤酵母基因编辑系统可以

实现单基因或多基因编辑[26-30]。 
研究表明，密码子偏好性会影响 Cas9 在不

同宿主细胞中的表达效果。比较人源优化 Cas9 
(HsCas9)、毕赤酵母优化 Cas9 (PpCas9)和野生

型 Cas9 (SpCas9)这 3 种 Cas9 在毕赤酵母中的

编辑效率，发现使用 HsCas9 对 GUT1 基因的靶

向效率高于 80%，而使用 PpCas9 的靶向效率低

于 5%。野生型 SpCas9 在毕赤酵母中几乎不发

挥作用[26]。目前，造成 HsCas9 和 PpCas9 效率 
 
表 1  不同毕赤酵母转化方法比较 
Table 1  Comparison of different methods for transforming Komagataella phaffii 
Characteristics PEG 1000 LiCl Electroporation Protoplast method 
Transformation efficiency (colonies/µg DNA) 102−103 102−103 103−104 103−104 
Enzyme treatment None None None Require 
Special equipment None None Require None 
Experimental complexity Moderate Moderate Low High 
References [20] [21] [22] [20] 
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图 1  CRISPR/Cas9 与 CRISPR/Cas12a 介导的酵母基因组编辑   使用 BioRender (BioRender.com)绘制. 
下同 
Figure 1  Yeast genome editing mediated by CRISPR/Cas9 and CRISPR/Cas12a. Draw using BioRender 
(BioRender.com). The same below. 
 
差异的原因尚不明确，推测其效率的差异可能

来源于过度优化导致的蛋白折叠异常。 
Cas9 的靶向识别功能依赖于 PAM 序列。

SpCas9 的 PAM 序列 NGG 在每 8−16 bp 随机序

列中仅存在一个，极大地限制了编辑位点的选

择[31]。幸运的是，不同来源的 Cas9 蛋白可以识

别不同的 PAM 序列，对 SpCas9 进行突变后得

到的新变体亦可识别不同的 PAM 序列。目前，

StCas9、NmCas9、GeoCas9、SaCas9、CjCas9
和 xCas9 等一系列可以识别不同 PAM 序列的

Cas9 蛋白已成功应用于基因编辑，有望在未来

成为毕赤酵母基因编辑的有效工具[32-37]。 
dCas9 是 Cas9 蛋白的突变体，突变位点为

D10A/H840A[38]。dCas9 结合 sgRNA 后仅有靶

向识别活性，无核酸酶活性，因此无法引起

DSB。由此发展出了 CRISPR 抑制(CRISPR 
inhibition, CRISPRi)和 CRISPR 激活(CRISPR 
activation, CRISPRa)两种技术，目前已广泛地

应用于基因的抑制与激活(图 2)。CRISPRi 可以

通过两种方式实现对靶标基因的抑制。一是可以

通过结合启动子来阻止 RNA 聚合酶的组装和延

伸，效率较差。二是可以通过融合表达转录抑制

结构域(transcription repression domain, TRD)增
强抑制效果。CRISPRa 原理与 CRISPRi 相似，

通过融合表达转录激活结构域(transcriptional 
activation domain, TAD)增强基因表达。目前，

毕赤酵母的 CRISPRi 和 CRISPRa 主要基于对

PAOX1 进行影响[39-41]。研究表明，dCas9 融合表 
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图 2  CRISPRi (CRISPRa)抑制(激活)靶基因表达 
Figure 2  CRISPRi (CRISPRa) inhibits (activates) the expression of target genes. 
 
达 Mxr1 和 Nrg1 可以对报告基因表达水平进行

调控，Nrg1 组的报告基因表达量降低至对照组

的 50%，Mxr1 组的报告基因表达量提升至对照

组的 4−6 倍[40]。基于类似的原理，研究者开发

出了高强度可编程的毕赤酵母平台 SynPic-X，

实现了蛋白的高水平表达和表达量的精准调

控，具有重要的应用价值[41]。 
1.3  基于 CRISPR/Cas12a 的基因编辑 

Cas12a (Cpf1)是一种Ⅴ-A 型 Cas 蛋白，具有

类似于 Cas9 的核酸酶活性。Cas12a 拥有类似于

Cas9 蛋白的 RuvC 结构域以及相对特殊的 NUC
结构域，产生 DSB 时形成的缺口具有 5′悬臂[42]。 

目前，常见的 Cas12a 蛋白有 LbCas12a、
AsCas12a 和 FnCas12a[43-45]。与 Cas9 靶向 CG
含量高的区域不同，Cas12a 已被证明可以有效地

靶向 AT 含量高的区域。LbCas12a 和 AsCas12a
的 PAM 序列为 TTTN，FnCas12a 的 PAM 序列

为 TTN。同时，Cas12a 往往可以对多种次优 PAM
序列起到识别作用，但切割活性会有所降低[46]。

这些特点极大扩展了 CRISPR-Cas 系统的编辑

位点。 
CRISPR/Cas12a 已经成为了毕赤酵母改造

的有效工具之一。在对相关元件进行优化后，

可在毕赤酵母中实现基于 FnCas12a 的多基因

快速导入和大片段 DNA 删除 [47]。该系统的单

基因编辑效率达 99%±0.8%，双基因编辑效

率达 65%±2.5%至 80%±3%，三基因编辑效率

达 30%±2.5%，可作为 CRISPR/Cas9 系统的有

效补充。 
综上，毕赤酵母改造技术近年来得到了长

足的发展，在编辑效率和通量方面都实现了突

破性的提升，为毕赤酵母的复杂多基因编辑改

造提供了强有力的技术支撑。 

2  毕赤酵母细胞工厂的应用 
2.1  基于毕赤酵母的重组蛋白生产 

重组蛋白是生物制品的核心产品之一。近

年来，重组蛋白在疾病预防、疾病治疗、工业

生产等领域中发挥的作用越来越大，推动了相

关技术的快速发展。目前，常见的蛋白生产系

统主要有 4 类，分别为大肠杆菌表达系统、酵

母表达系统、昆虫细胞杆状病毒表达系统

(baculovirus expression vector system, BEVS)和
哺乳动物细胞表达系统(表 2)[48-52]。其中，酵母

表达系统的典型代表是毕赤酵母系统。作为最

简单的真核表达系统，相较于原核表达系统，

毕赤酵母系统无内毒素且在生产蛋白时具有更

加丰富的翻译后修饰机制[53]。相比于昆虫细胞

和哺乳动物细胞表达系统，其表达速度更快，

生产成本更低[54-55]。目前，研究者已在毕赤酵

母中实现了多种抗原、工业酶等蛋白制品的高

效生产(表 3，表 4)[56-87]。 
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表 2  不同重组蛋白生产系统比较  
Table 2  Comparison of different systems for recombinant protein production 
Characteristics E. coli K. phaffii BEVS CHO 
Doubling time 20−30 min 60−120 min 18−24 h 24 h 
Complexity of culture 
medium 

Low Low High High 

Cost of culture medium Low Low High High 
Secretory expression Secreted into 

periplasmic space 
Secreted into culture 
medium 

Secreted into culture 
medium 

Secreted into culture 
medium 

Expression level  High Low to high  Low to high  Low to moderate 
N-linked glycosylation × Hypermannosylation Simple Complex 
O-linked glycosylation × √ √ √ 
Phosphorylation × √ √ √ 
Acetylation × √ √ √ 
Endotoxin √ × × × 
References [48] [49] [50] [51] 
CHO: Chinese hamster ovary, is the most common mammalian cell expression system. 
 
表 3  由毕赤酵母生产的代表性重组蛋白疫苗  
Table 3  Representative recombinant vaccines produced by Komagataella phaffii 
Antigen Pathogen Secretory 

expression 
Expression pattern Yield (mg/L) Immune mode References 

gp350 EBV √ Methanol-induced expression 120.34 Injection [56] 
EBNA1 EBV √ Methanol-induced expression 210.53 Injection [57] 
NA HPAI (H5N1) √ Methanol-induced expression Not tested Injection [58] 
VP1 EV71 √ Methanol-induced expression ~500 Injection [59] 
P1/3CD/3C EV71/CVA16 × Methanol-induced expression Not tested Injection [60] 
HBsAg HBV × Methanol-induced expression 6 000−7 000 Injection [61] 
H5HA HPAI √ Methanol-induced expression 200 Intranasal instillation/ 

Injection 
[62] 

 
分泌表达重组蛋白可简化后续分离纯化工

艺。毕赤酵母因其具有编码 Kex2p、Ste13p 等

的蛋白酶的基因，可对 α 信号肽进行加工以实

现分泌表达且分泌效果优于其他常见酵母[88]。多

种哺乳动物的分泌信号在毕赤酵母中可以正常

发挥功能，进一步丰富了分泌表达的选择[89-90]。

细胞内源分泌的蛋白往往会影响目的蛋白的

分离纯化。毕赤酵母内源分泌蛋白数量较少，大

大降低了分泌型重组蛋白的纯化难度和成本[91]。 
膜蛋白承担着重要的生物学功能，因此往

往需要大量表达以用于研究。膜蛋白通常需要

进行特定的共翻译和翻译后修饰才能具有正

确的结构和功能。目前，毕赤酵母已成功表达

NRT1.1、PiPT 和 P 糖蛋白等数十种膜蛋白[92-95]。

因其生产成本低、表达量高且具有多种翻译后

修饰途径，有望在膜蛋白研究领域替代 CHO
系统和 BEVS 系统[93]。 

研究者已利用毕赤酵母表达系统成功实

现了多种重组蛋白的生产，但仍存在诸多问

题。其首要问题是毕赤酵母的 N-连接糖基化

(N-linked glycosylation)存在高甘露糖化且 O-连
接糖基化(O-linked glycosylation)较为简单，这 
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表 4  由毕赤酵母生产的重要工业酶  
Table 4  Important industrial enzymes produced by Komagataella phaffii 
EC No. Name Promoter Expression pattern Yield (U/L) Codon 

optimization 
References 

EC 1.1.3.4 Glucose oxidase PAOX1 Methanol-induced  98 400 × [63] 
EC 1.1.3.5 Hexose oxidase PAOX1 Methanol-induced  42 × [64] 
EC 1.1.99.18 Cellobiose dehydrogenase PAOX1 Methanol-induced  7 800 × [65] 
EC 1.10.3.2 Laccase PAOX1 Methanol-induced  51 000 × [66] 
EC 1.11.1.6 Catalase PAOX1 Methanol-induced  1 380 000 × [67] 
EC 1.11.1.7 Peroxidase PAOX1 Methanol-induced  31 000 × [68] 
EC 2.3.2.13 Protein-glutamine 

glutamyltransferase 
PAOX1 Methanol-induced  3.91 × [69] 

EC 3.1.1.1 Carboxylesteras PAOX1 Methanol-induced  Not tested × [70] 
 PGAP Constitutive  1 747.5 

329 (secretion) 
EC 3.1.1.3 Triacylglycerol lipase PAOX1 Methanol-induced  20 000 × [71] 
EC 3.1.1.20 Tannase PAOX1 Methanol-induced  7 000 × [72] 
EC 3.1.1.32 Phospholipase A1 PAOX1 Methanol-induced  Not tested √ [73] 
EC 3.1.1.73 Feruloyl esterase PAOX1 Methanol-induced  830 × [74] 
EC 3.1.3.8 Phytase PAOX1 Methanol-induced  865 000 √ [75] 
EC 3.1.4.1 Phosphodiesterase PAOX1 Methanol-induced  369.81 × [76] 
EC 3.2.1.1 Amylase PGAP Constitutive  68 250 × [77] 
EC 3.2.1.4 Cellulase PAOX1 Methanol-induced  Not tested √ [78] 
EC 3.2.1.6 Endo glucanase PAOX1 Methanol-induced  10 017 000 √ [79] 
EC 3.2.1.20 α-glucosidases PAOX1 Methanol-induced  Not tested 1 747.5 × [80] 
EC 3.4.21.4 Trypsin PAOX1 Methanol-induced  689 470 × [81] 
EC 3.4.21.26 Prolyloligopeptidase PAOX1 Methanol-induced  500 × [82] 
EC 3.4.21.62 Subtilisin PAOX1 Methanol-induced  30 000 × [83] 
EC 3.4.21.63 Oryzin PAOX1 Methanol-induced  Not tested × [84] 
EC 3.5.1.1 Asparaginase PAOX1 Methanol-induced  85 600 × [85] 
EC 4.2.2.2 Pectate lyase PAOX1 Methanol-induced  166 740 √ [86] 
EC 4.2.2.10 Pectin lyase PAOX1 Methanol-induced  Not tested × [87] 
 
可能改变重组蛋白的构象并影响其生物活性[96-97]。

有研究表明，毕赤酵母表达的抗凝血酶Ⅲ的活

性受高甘露糖化影响被抑制 50%[98]。其次，毕

赤酵母液泡承担着类似于溶酶体的功能，含有

大量不同种类的蛋白酶，易导致蛋白降解从而

降低蛋白产量[49]。另外，在使用甲醇诱导时，

毕赤酵母对甲醇的浓度和甘油、葡萄糖等碳源

杂质较为敏感，需要进行诱导条件的优化[99]。

毕赤酵母还存在转化效率低、可用筛选标记较

少等和其他真核系统相似的问题[100]。 

2.2  基于毕赤酵母的代谢产物生产 
相较大肠杆菌和酿酒酵母等模式生物，研

究者对毕赤酵母的代谢途径的了解较为粗浅。

毕赤酵母作为甲醇营养型酵母，能够氧化甲醇

并以其作为合成其他产物的唯一碳源。此外，

葡萄糖和甘油亦可用作发酵碳源。作为典型的
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Crabtree-negative 酵母，毕赤酵母摄取葡萄糖

的速率较慢(约为酿酒酵母的 1/8−1/9)[101]。在

完全好氧的条件下，毕赤酵母不会产生和积累

乙醇。加之毕赤酵母 pH 值适应范围广 (约

3.0−7.0)，较为适合大规模高密度发酵生产各类

代谢产物[102]。 

2009 年毕赤酵母完成全基因组测序，随后

研究者对多个标准株进行了详细的注释，开启了

毕赤酵母基因组学和合成生物学研究的大门。毕

赤酵母进行代谢工程改造或发酵条件优化后，可

实现多种代谢产物的生产，包括但不限于乳酸、

丙酮酸、乙醇、聚酮类和萜类等(表 5)[103-114]。目

前，受限于落后的改造手段，大部分针对毕赤

酵母的代谢工程改造较为简单。 

综上，毕赤酵母细胞工厂已经成为一种高

效的生物合成平台并广泛应用于各个领域。随

着合成生物学研究的深入，毕赤酵母细胞工厂

应用范围有望进一步拓展，一些现有的不足也

有望通过定向改造得以克服。 

3  毕赤酵母细胞工厂工程化改

造方向 
为了克服毕赤酵母作为细胞工厂的诸多缺

陷，研究者对其进行了大量的工程化遗传改造，

以期得到性能优良的毕赤酵母底盘菌株(图 3)。 

3.1  提升同源重组效率 
在 DNA 双链断裂修复机制上，毕赤酵母

和酿酒酵母存在一定差异，主要为 NHEJ 而非

HR。NHEJ 修复速度快但随机性强，HR 修复

过程较为复杂但更加精确(图 4)。NHEJ 修复占

优势时会影响 HR 修复并加大筛选工作量[115]。

如需进行精确高效的基因编辑工作，有必要将

毕赤酵母改造为高 HR 效率的底盘菌株。目前，

研究者已经探索出多种改造方案，例如敲除

NHEJ 关键基因 Ku70、过表达促进 HR 的 Rad52
等基因、敲除 HR 抑制基因 Mph1 等[115-117]。 

 
表 5  由毕赤酵母生产的代谢产物 
Table 5  Metabolites produced by Komagataella phaffii 
Product Classification Knock in/Upregulated Chassis strain Yield (mg/L) References 

Pyruvic acid Organic acid (S)-2-hydroxyacid oxidase GS115 57 000 [103] 

Glyoxylate Organic acid catT MSP10 Not tested [104] 

Nitrile hydratase activity Amide NHα, NHβ, P14K GS115 Not tested [105] 

Riboflavin Vitamin RIB1-7 X33, GS115 175 [106] 

Long-chain fatty acids Fatty acid PhtELO5, IsFAD4 GS115 Not tested [107] 

Citrinin Polyketide PksCT, npgA, mpl1-7 GS115 2 200 [108] 

Bioethanol Alcohol BGL, EG1, CHB1, EX1, 
BXYL 

GS115 32 600 [109] 

Dammarenediol-Ⅱ Terpenoid DDS, ERG1 GS115 500 [110] 

Δ9-tetrahydrocannabinolic 
acid 

Cannabinoid 
precursor 

THCAS PichiaPink Not tested [111] 

1′-hydroxybufuralol Beta blocker CYP2D6, CPR X-33, CBS7435 171.1 [112] 

Catharanthine Vinblastine 
precursor 

33 genes, including SGD, GS, 
GO, etc. 

CAN1 2.57 [113] 

Chondroitin sulfate A Polysaccharide tuaD, kfoC, kfoA GS115 2 600 [114] 
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图 3  毕赤酵母细胞工厂工程化遗传改造方向 
Figure 3  Proposed direction for genetic modification of Komagataella phaffii cell factory. 
 

研究表明，使用 Ku70 缺陷菌株在同源臂长

仅 250 bp 的条件下可对 His4 和 ADE1 位点实现

90%以上的编辑效率[115]。与之伴随的是，敲除

Ku70 基因后菌株抗紫外线的能力低于野生型

菌株。在使用 Ku70 缺陷菌株敲除 GUT1 基因时

未检测到 NHEJ 且相较野生型菌株转化率大大

降低，因此认为敲除 Ku70 基因可以完全失活

NHEJ 相关途径，进一步解释了失活 Ku70 基因

提升编辑效率的原理[27]。目前，使用 Ku70 缺

陷株进行毕赤酵母基因编辑已经成为了毕赤酵

母改造的常用方法[116,118-120]。 
HR 相关基因的表达水平与同源重组效率

息息相关，过表达 Rad52 等 HR 相关基因可显

著增强重组的稳定性。在对多种 HR 相关基因

进行研究时发现，高表达 Rad52 可将单基因编

辑效率提升至 90%，敲除 Mph1 基因可使多片

段重组效率提升 13.5 倍[116]。在 Cas9 蛋白 C 端

融合表达 Mre11 且过表达 Rad52 的情况下，双

基因和三基因编辑效率均得到显著提升，达到

了 86.7%和 16.7%[121]。基于上述研究结果，研

究者通过过表达 RAD52、RAD59、MRE11 和

SAE2 基因进一步提高 HR 效率，使用含 40 bp
短同源臂的供体即可实现 100%的单基因编辑

效率和 81%的三基因编辑效率，得到了可进行

高效改造的底盘菌株[117]。 

3.2  挖掘和开发遗传元件 
毕赤酵母作为非模式酵母，其遗传元件

(genetic element)的挖掘和开发相对滞后。与大

肠杆菌、酿酒酵母等模式生物相比缺乏多样的

启动子和筛选标记[122-123]。虽然已经开发出诸如

GoldenPiCS 等毕赤酵母表达和改造工具包，极

大地方便了对毕赤酵母的改造[124-125]，但可用启 
 
 
 



 
 

刘宇飞 等/毕赤酵母细胞工厂工程化改造与应用 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4385 

 

 
 
图 4  DNA 双链断裂修复机制 
Figure 4  The mechanisms for repairing DNA double-stranded break. 
 
动子仍局限于 PGAP、PADH2、PAOX1 和 PTEF1 等约

20 种启动子，筛选标记仅局限于 ADE2、HIS4、
Trp2 等为数不多的营养缺陷型基因和 BleoR、

KanMX、hphMX 和 nrsR 等抗性基因，诱导方式也

只有甲醇诱导、甘油诱导和葡萄糖诱导[122,124-125]。

这些遗传元件在进行复杂的多基因编辑改造代

谢途径时显得捉襟见肘，需进一步发掘和开发

新的遗传元件和工具包。 

3.3  改造蛋白糖基化修饰 
糖蛋白的糖基分为 N-连接糖基和 O-连接

糖基两种类型。N-连接糖基连接在 Asn-X-Thr/Ser
保守序列中的天冬酰胺(Asn)上(其中的 X 为除

脯氨酸以外的任意氨基酸残基)[126]。O-连接糖

基的结构比 N-连接糖基更加简单且连接位点更

多，常出现在丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)上[126]。

抗体、酶等大部分有生物活性的重组蛋白产品

需要进行适当的糖基化修饰。研究表明，糖基

化(特别是 N-连接糖基化)对于蛋白的构象、半

衰期和免疫原性等多个方面具有重要影响[127]。

毕赤酵母作为最简单的真核表达系统，能够进
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行高甘露糖化修饰，但会影响蛋白结构并提高

其免疫原性，可能降低毕赤酵母生产的重组蛋

白的活性和半衰期[128]。因此，对毕赤酵母糖基

化修饰进行改造(特别是人源化改造)对提高毕

赤酵母细胞工厂生产能力具有重大意义。 
针对毕赤酵母的糖基化修饰改造最早通过

失活 Och1 基因并导入 UDP-GlcNAc 转运体和

α-1,2-甘露糖苷酶基因得到了具有 GlcNAc-Man5- 
GlcNAc2 糖基化修饰的菌株[129]。在此基础上，

进一步导入 N-乙酰氨基葡萄糖转移酶 I 和

β-1,4-半乳糖转移酶等基因可更加稳定地解决

高甘露糖化问题[130]。失活 Och1 和 Alg3 基因并

导入 Mns I、GnTI、GnTⅡ和 GalTI 基因可以将

毕赤酵母糖基化修饰改造为 GlcNAc2-Man3- 
GlcNAc2，这向糖基人源化迈出了重要的一步。

Hamilton 等通过复杂的改造，实现了毕赤酵母

糖基的人源化并使用毕赤酵母生产了具有人源

化糖基修饰的免疫球蛋白 G (IgG)[131-132]。 

3.4  降低蛋白酶活性 
毕赤酵母在生产蛋白的过程中会因受到胁

迫产生蛋白酶，导致目的蛋白产率下降、分离

纯化困难和蛋白活性降低[133]。在毕赤酵母中，

液泡是外源蛋白降解最主要的场所，约 80%的

蛋白质会在酵母液泡中被降解，还有一部分在

细胞基质被降解[134-135]。目前，工业生产中常用

的解决办法有 3 种[136]：(1) 在培养基中添加过

量的蛋白酶水解底物；(2) 添加对应的蛋白酶抑

制剂；(3) 优化发酵条件，特别是优化温度和

pH 值。但是这些方法都不能从根本上解决蛋白

酶水解的问题，而且还会给下游分离纯化增加

困难。根本解决蛋白降解问题需要对毕赤酵母

进行基因工程改造。 
目前可以确定 PEP4 和 Prb1 两个基因在水

解外源蛋白中发挥重要作用。PEP4 基因编码蛋

白酶 A (proteinase A)前体。蛋白酶 A 前体在内

质网进行糖基化并在高尔基体中进行切割后转

运至液泡[137]。蛋白酶 A 可以催化蛋白质水解并

与蛋白酶 B、羧肽酶 Y、氨肽酶Ⅰ等多种酶的激

活相关，因此，PEP4 基因是液泡蛋白酶系统的

关键基因，敲除 PEP4 基因可解决多数蛋白降解

问题。Prb1 编码蛋白酶 B，在被蛋白酶 A 激活

后具有蛋白酶活性[99]。蛋白酶 B 的酶原在一定

的条件下也具有蛋白酶活性，因此在解决蛋白降

解问题的过程中敲除 Prb1 基因具有较大意义。

目前已有多种成功的商业化蛋白酶缺陷菌株，

例如 SMD1163 (PEP4-Prb1-His4-)、SMD1168 
(PEP4-His4-)、 PichiaPink 2 (ADE2-PEP4-)、
PichiaPink3 (ADE2-Prb1-)和 PichiaPink4 (ADE2- 
Prb1-PEP4-)等。此外，对 YPS1-3、YPS7 和 MKC7
等编码蛋白酶的基因进行改造也具有减少蛋白

降解的效果[138]。 

3.5  改造代谢通路 
生产小分子代谢产物是毕赤酵母作为细胞

工厂的重要职责之一。随着作为代谢工厂优势

的逐步显现和多基因一步编辑技术的发展，通

过合成生物学和代谢工程的方法挖掘毕赤酵母

生产潜力已成为热点领域。目前，对毕赤酵母

代谢通路的改造有两大思路：引入异源酶优化

天然代谢产物的合成和整体敲入多个异源基因

导入新的代谢通路。 
对 S-腺苷-L-甲硫氨酸(S-adenosyl-L-methionine, 

SAM)合成途径的代谢工程改造是引入异源酶

优化天然代谢产物的经典案例。该研究通过过

表达 SAM2 基因使 SAM 产量提高 45 倍[139]。与

之类似，通过表达异源 D-阿拉伯糖醇和木糖醇脱

氢酶能够使木糖醇的产量提升至 0.29 g/(L·h)[140]。

研究者通过 pGAPZB 质粒导入 3 个外源基因，

使自身无法生产番茄红素的 X33 菌株成功表达

了番茄红素，产量可达 73.9 mg/L[126]。但该种

方法存在着生产性能不稳定和质粒可能丢失的
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缺陷。随着多基因一步编辑技术的发展和众多

中性位点被鉴定，多个异源基因稳定整合建立

新的代谢通路已经成为可能[126]。使用多基因一

步编辑技术可以实现番茄红素关键基因的一步

快速导入，使酵母菌株可更加稳定地生产番茄

红素[127]。随着多基因一步编辑技术的突破，研

究者通过导入数十个外源基因实现了在毕赤酵

母中长春质碱的高效合成，相比于同类型的酿

酒酵母细胞工厂生产能力提高了 25 倍，开启了

毕赤酵母代谢通路改造的新纪元[113,141]。 
综上所述，在对毕赤酵母细胞工厂进行定

向改造后可以解决其存在的诸多缺陷并赋予其

新的生产功能，从而提高生产效率并拓展应用

领域。 

4  总结与展望 
经过近 50 年的推广应用，毕赤酵母的生物

合成能力、发酵生产成本和生物安全性已经得

到了业界广泛认可，但作为新时代合成生物学

细胞工厂，其工程化改造和利用仍有待进一步

挖掘和探索。 
首先，相比于酿酒酵母，毕赤酵母缺乏高

效率的编辑手段和充足的合成生物学元件。在

基因编辑手段方面，毕赤酵母的相关研究远远

落后于酿酒酵母。目前，在酿酒酵母中已成功

应用的 StCas9、XCas9、Cas13a、Base editing
和 Prime editing 等新型编辑工具以及供体适配

等新型基因编辑策略还未拓展至毕赤酵母，有

待进一步研究[31,142-146]。与此同时，毕赤酵母改

造中可使用的遗传元件较少，仍需进一步发掘。

相比于酿酒酵母，毕赤酵母同源重组效率低也

是限制其改造和发展的重要因素。目前已有的

解决方案在提升同源重组效率的同时仍存在菌

株致死率高和适应性差等问题。 
其次，在进行工业生产的过程中，毕赤酵

母的抗逆性会在很大程度上影响成本和产量。

毕赤酵母具有较强的 pH 适应能力，但耐热性

等抗逆性状与同属甲醇营养型酵母的多形汉逊

酵母(Ogataea polymorpha)仍有较大差距[147]。因

此，对毕赤酵母的抗逆性相关基因进行改造可

能有助于进一步降低其发酵生产成本。 
再次，毕赤酵母作为口服递送平台的研究

仍然较少。现如今，对口服药物或口服疫苗进

行递送时主要选择人造纳米颗粒、大肠杆菌和

酿酒酵母等成熟的递送平台。特别是酿酒酵母，

因其较强的安全性、成熟的表面展示机制以及

在细胞壁中具有促进免疫的 β-葡聚糖，经简单

改造即可对 DNA 疫苗或其他功能性分子进行

口服递送 [148-149]。毕赤酵母与酿酒酵母同属

GRAS 菌株，在具备上述优点的同时还具有更

好的耐酸碱能力和蛋白表达能力，可以更好地

在胃肠液中生存并发挥功能[150-151]。因此，毕赤

酵母有望成为存在于人类或动物胃肠道中的细

胞工厂。 
另外，毕赤酵母作为一种甲醇营养型酵母存

在甲醇利用率低和对甲醇浓度敏感的问题[152]。

在生产部分低附加值的化学产品时，甲醇利用

率将会极大地影响生产的经济性。因此，有

必要对毕赤酵母的甲醇利用相关途径进行进

一步的代谢工程优化以取得更加优良的底盘

菌株。 
总之，毕赤酵母在合成生物学领域具有独

特的优势，应用前景广阔但仍具挑战性。相信

随着高通量基因编辑平台的开发和代谢工程研

究的深入，毕赤酵母细胞工厂将成为合成生物

学领域不可或缺的角色。 
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