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朱泰承  中国科学院微生物研究所副研究员。主要研究方向为甲基营养型酵
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摘   要：甲醇因具有生产工艺成熟、价格低廉和可再生等优点，被认为是下一代生物制造的核心

原料之一。通过构建高效的微生物细胞工厂将甲醇转化为化学品已经成为绿色生物制造行业的研究

热点。本文聚焦天然甲醇细胞工厂，对非天然甲醇细胞工厂和天然甲醇细胞工厂进行了比较，讨论

了天然甲醇细胞工厂存在的关键问题和挑战，综述了近年来围绕这些问题对天然甲醇细胞工厂进行

改造的研究进展，并进一步展望了可能的解决方案，为未来天然甲醇细胞工厂的改造提供了可行的

研究策略。 
关键词：甲醇；生物转化；天然甲醇细胞工厂；合成生物学；化学品生产 
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Progress and perspectives of natural cell factories for 
chemical production from methanol 
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Abstract: Methanol has been considered one of the most important alternative carbon sources 
for the next-generation biomanufacturing due to its low price, mature production processes, and 
potential sustainability. Constructing microbial cell factories for methanol to chemical 
biotransformation has become a research hotspot in the green biomanufacturing industry. 
Focusing on the microorganisms that can naturally use methanol, we compare them with 
non-natural cell factories for chemical production from methanol. We discuss the key issues and 
challenges associated with natural cell factories for chemical production from methanol, 
summarize recent research progress surrounding these issues, and propose possible solutions to 
these challenges. This review helps to generate feasible guidelines and research strategies for 
the modification of natural cell factories for efficient methanol to chemical production in the 
future. 
Keywords: methanol; biotransformation; natural methylotrophic cell factories; synthetic biology; 
chemical production 

 
随着人类社会的发展，石油、煤、天然气等

传统化石能源日益枯竭，大气中二氧化碳等温室

气体排放量持续增加，由此带来的资源、环境问

题已成为21世纪人类社会发展面临的最严峻问题

之一。一碳化合物，涵盖了一氧化碳、二氧化

碳、甲烷等气体一碳化合物，以及甲醇、甲酸等

可通过一碳气体转化得到的液态一碳化合物。这

些一碳化合物来源广泛、价格低廉，有望成为绿

色生物制造的重要原料来源[1]。对一碳化合物的

高效利用，也可为碳达峰、碳中和目标的达成以

及绿色可持续发展作出重要贡献。 
甲醇是重要的大宗化工原料，全球产能超

过 1亿 t。我国煤炭资源丰富，煤制甲醇工艺成

熟，产能充沛。近些年，随着氢气还原二氧化

碳以及电还原二氧化碳技术的日趋成熟，甲醇

有望成为可持续绿色生物制造的重要原料之一，

因此以甲醇为原料进行微生物转化，已经成为近

几年代谢工程和合成生物学等领域的研究前沿和

热点[2-5]。以甲醇为原料进行生物制造，核心之一

是构建高效的甲醇细胞工厂。目前，开发甲醇细

胞工厂主要采用两种技术路线：构建以模式微生

物为底盘的非天然甲醇细胞工厂和构建以甲基营

养型微生物为底盘的天然甲醇细胞工厂。目前对

前者的报道相对较多，近年来也有较多文章对甲

醇代谢的基本元件和途径以及该领域的前沿动态

进行了综述[6-12]。本文综述了天然甲醇细胞工厂

的研究进展，包括天然甲醇细胞工厂与非天然

甲醇工厂的比较、天然甲醇细胞工厂仍存在的

科学问题以及围绕这些科学问题近些年取得的

进展和展望。 
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1  构建甲醇细胞工厂两种路线的

比较 
构建非天然甲醇细胞工厂主要是在模式菌株

中引入甲醇代谢途径，使其能够利用甲醇进行生

长并生产目标化学品。这种方法的优势在于模式

生物的遗传背景清晰，遗传操作方法成熟，生理

机制研究深入，化学品生产案例丰富。理论上，

甲醇同化途径并不复杂，只需引入几个关键酶即

可实现完整途径的构建。如核酮糖单磷酸途径

(ribulose monophosphate pathway, RuMP)与大多

数 微 生 物 自 身 的 磷 酸 戊 糖 途 径 (pentose 
phosphate pathway, PPP)有较大的重合，只需在

大 肠 杆 菌 等 模 式 宿 主 中 引 入 甲 醇 脱 氢 酶

(methanol dehydrogenase, MDH)、3-己酮糖-6-磷
酸合成酶(3-hexulose-6-phosphate synthase, HPS)
和 3- 己 酮 糖 -6- 磷 酸 异 构 酶 (6-phospho-3- 
hexuloisomerase, PHI)即可完成 RuMP 途径的异

源重构[13]。然而，实践中发现甲醇同化途径的

改造并不如预期简单。虽然通过 13C标记可以检

测到重组菌对甲醇的同化利用，但异源宿主很

难仅以甲醇作为唯一碳源高效生长和生产，通

常需要添加辅助碳源或/和对工程菌进行长时间

的适应性进化[14-17]。更重要的是，该路线产生

的化学品产量相对较低，甲醇利用率通常仅是

天然甲醇细胞工厂的 10%甚至更低。 
另一条技术路线是构建天然甲醇细胞工

厂。在自然界中，甲醇营养型细菌(如甲醇芽孢

杆菌、扭脱甲基杆菌)和酵母(如巴斯德毕赤酵

母、多形汉逊酵母)，能够将甲醇作为唯一碳源

和能源进行代谢生长。通过在这些微生物中引

入化学品合成途径，可以获得高效代谢甲醇的

细胞工厂。例如，Zhu 等 [18]在扭脱甲基杆菌

AM1 中异源表达来自粪肠球菌的 3-羟基-3-甲基

戊二酸单酰辅酶 A 合成酶和 3-羟基-3-甲基戊二

酸单酰辅酶 A 还原酶，以及来自罗氏真养菌的

乙酰乙酰辅酶 A 硫解酶，使得扭脱甲基杆菌

AM1 能合成 2.2 g/L 的甲羟戊酸。Miao 等[19]通

过在毕赤酵母中异源表达天冬氨酸脱羧酶以及

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶，使得毕赤酵母最高

可生产 5.6 g/L 的 β-丙氨酸。此外，一些甲基营

养型细菌本身就能合成一定的化学品。例如，

甲醇芽孢杆菌是利用甲醇合成某些氨基酸的优

良宿主。野生型的甲醇芽孢杆菌 MGA3 通过

甲醇补料分批发酵可产生 59.0 g/L 的 L-谷氨酸

和少量的 L-赖氨酸，经过诱变和筛选获得的

突变体 M168-20 则能够生产 69.0 g/L 的 L-谷氨

酸和 11.0 g/L 的 L-赖氨酸[20]。扭脱甲基杆菌则

是聚羟基丁酸酯(polyhydroxybutyrate, PHB)的天

然生产者。早在 1986 年，Suzuki 等[21]通过对扭

脱甲基杆菌的发酵工艺进行控制和优化，使该

菌株 PHB 产量达 149.0 g/L (表 1)。 
天然甲醇营养型微生物的主要优势在于其

高效的甲醇代谢速率，通常能达到百毫克至克

每升每小时，且具备对甲醇和甲醛的高效解毒

机制，能够有效应对一碳底物的毒性。然而，

与模式菌株相比，这些微生物的基因标注不够

完善，生理研究积累较少，遗传操作相对困

难，深入改造较为挑战。以甲基营养型酵母毕

赤酵母为例，过去以毕赤酵母为细胞工厂进行

化学品生产很少有超过 g/L 的案例。但随着

CRISPR等基因编辑技术和大片段拼装技术的发

展，近年来已能对毕赤酵母等非传统酵母进行

较为深入的改造，进而可以以甲醇为原料合成

超过克每升甚至几十克每升的化学品。表 2 对

各类甲醇细胞工厂的参数进行了比较。 

2  天然甲醇细胞工厂存在的问

题与挑战 
天然甲醇细胞工厂相较于非天然甲醇细胞工厂
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展现出更高的甲醇利用效率，已达到数十克每升的

产量，表明天然甲醇细胞工厂在短期内更有可能实

现产业化。然而，为了真正实现利用甲醇的生物制

造目标，天然甲醇细胞工厂仍面临若干关键挑战。 
 
表 1  天然甲醇细胞工厂及其化学品合成 
Table 1  Chemicals produced by natural methanol cell factories 
Strains Products Titer (g/L) Carbon sources Culture methods References 
Pichia pastoris Malic acid 2.8  Methanol, yeast extract Fermentor [22] 
Pichia pastoris Fatty acid 23.4 Methanol Fermentor [23] 
Pichia pastoris Chondroitin sulfate 2.1 Methanol Fermentor [4] 
Pichia pastoris 6-methylsalicylic 

acid 
2.2 Methanol Fermentor [24] 

Pichia pastoris β-alanine 5.6 Methanol, yeast extract, peptone Fermentor [19] 
Ogataea polymorpha Lactate 3.8 Methanol Shake flask [25] 
Ogataea polymorpha Fatty alcohol 3.6 Methanol Fermentor [26] 
Ogataea polymorpha Malic acid 13.2 Methanol, yeast extract Fermentor [27] 
Bacillus methanolicus L-glutamic acid 69.0 Methanol Fermentor [20] 
Bacillus methanolicus L-lysine 65.0 Methanol Fermentor [20] 
Methylorubrum 
extorquens 

Mevalonate 2.7 Methanol Fermentor [28] 

Methylorubrum 
extorquens 

α-humulene 1.6 Methanol Fermentor [29] 

Methylorubrum 
extorquens 

Polyhydroxybutyrate 149.0 Methanol Fermentor [21] 

 
表 2  天然与非天然甲醇细胞工厂参数比较 
Table 2  Comparison of parameters between non-natural and natural methanol cell factories 
Natural/Synthetic Natural methanol cell factories Non-natural methanol cell factories 
Bacteria/Yeast Bacteria Yeast Bacteria Yeast 
Specific growth rate  
(h–1) 

0.090 0–0.408 0[30-31] 0.150 0–0.190 0[32-33] 0.082 0[14] 0.000 4–0.051 0[34-35] 

Cell yield  
(g/g) 

0.350[30] 0.380–0.425[36-37] 0.148[14] − 

Product titer  
(g/L) 

0.40–149.00[20,38] 0.75–48.20[22,39] 0.23–1.66[17,40] 0.26–0.92[34,41] 

Product yield  
(g/g) 

0.031–0.360[29,42] 0.025–0.230[39,43] − 0.148–0.250[34,41] 

Product productivity  
(g/(L·h)) 

0.006 6–2.780 0[28,42] 0.007 8–0.156 0[22,39] 0.001 6–0.083 0[17,40] 0.003 6–0.009 6[34,41] 

Methanol uptake rate  
(g/(L·h)) 

0.078–9.790[28,44] 0.178–1.400[23,45] 0.036–0.053[14,17] 0.014–0.065[34,41] 

Methanol tolerance  
(mol/L) 

0.30–2.00[20,46] 1.56[47] 0.47–1.20[14,40] 0.94[41] 

Genetic manipulation Homologous 
recombination, 
episomal vectors 

Homologous 
recombination, 
CRISPR-Cas9 

Homologous 
recombination, episomal 
vectors, CRISPR-Cas9 

Homologous 
recombination, episomal 
vectors, CRISPR-Cas9 

−: No data. 
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首先，甲醇同化效率低是甲醇细胞工厂利

用甲醇作为生物转化原料时的主要瓶颈之一。

这主要归因于甲醇氧化过程中产生的甲醛具有

强烈的生理毒性。为了避免甲醛的积累，细胞

通常通过异化途径将甲醛氧化为二氧化碳，导致

碳资源的损失。例如，毕赤酵母在发酵过程中的

甲醇转化效率通常仅为 0.20−0.25 g DCW/g[48]，

远低于使用葡萄糖或甘油作为碳源时的转化效率

(>0.40 g DCW/g)；而在甲醇芽孢杆菌中，高达

38%的甲醇由于被氧化成 CO2而损失[49]。 
其次，甲醇利用速率需要进一步提升。与

糖类原料相比，甲醇的利用速率存在显著差

距，例如酿酒酵母的葡萄糖利用速率可以达到

2.70 g/(g DCW·h)左右[50]，而毕赤酵母利用甲醇

的速率大概在 0.23 g/(g DCW·h)左右[51]。此外，

甲醇同化路径依赖于复杂的碳重排网络，例如在木

酮糖单磷酸途径(xylulose monophosphate pathway, 
XuMP)或 RuMP 途径中，甲醇首先反应生成 C6
化合物或 2 分子 C3 化合物，这一过程需要通过

磷酸戊糖途径持续再生磷酸戊糖，而该过程涉及多

步催化和碳重排，限制了甲醇利用速率的提升。 
再者，天然甲醇细胞工厂生产化学品的得

率普遍较低，绝大多数不足 10%[19,28-29,43,52-53]，

仅有个别案例可达 20%‒30%[42,46]，远低于使用

糖类碳源时的得率。除上述甲醇异化导致碳源

被大量浪费外，在多数甲醇细胞工厂采用的好

氧发酵过程中，同化的碳源大多数被用于支持

细胞生长而非转化为目标化学品，特别是毕赤酵

母等甲基营养型酵母本身并不倾向于积累化学

品。例如，Jin 等[4]通过毕赤酵母利用甲醇合成硫

酸软骨素，产量达到 2.1 g/L，但仅为细胞干重的

1.3%。因此，在以毕赤酵母等为底盘构建甲醇细

胞工厂时，则需打破酵母自身代谢调控的刚性，

进而使得同化的甲醇更多地流向化学品生产。 
最后，在天然甲醇细胞工厂发酵过程中，

容易积累过量的甲醇，进而产生底物抑制的现

象，甚至还会使得细胞发生不可逆的中毒，最

终导致发酵失败 [54]。因此，在设计发酵工艺

时，通常需要采取较为精确的流加策略，以控

制甲醇浓度在合理的水平，才能保证在维持生

产强度的同时避免发生底物抑制，这对工业生

产操作提出了较高的要求[55-56]。因此，如果能

进一步提高天然甲醇细胞工厂的甲醇耐受性，

无疑会降低操作的复杂性，降低发酵失败风

险，在工业生产上将具有较为重要的意义。 

3  天然甲醇细胞工厂改造进展 
围绕天然甲醇细胞工厂存在的甲醇同化效

率低、利用速率不够、产品得率低以及甲醇毒

性等问题，研究者们进行了大量的探索与尝

试，在天然甲醇细胞工厂改造方面取得了许多

积极的进展(图 1)。 

3.1  高效基因编辑技术的开发 
天然甲基营养型菌与模式生物相比，同源重

组效率低，可使用的筛选标记和基因编辑工具较

少，因此目前主要用于生产乳酸、3-羟基丙酸、

脂肪酸等合成途径短的大宗化学品。然而，随着

合成生物学的发展，应用于天然甲基营养微生物

的基因编辑技术也取得了突破，改造非模式生物

的难度正在逐渐降低。Vogl 等[57]对毕赤酵母的

一系列启动子进行了研究与表征，开发出一套高

效且受严格调控的启动子文库。Gao 等[58]对毕赤

酵母的基因组序列进行了分析，基于高表达效

率、高稳定性和低损伤性的标准，筛选出了一系

列的异源基因整合位点。Gao 等[59]在汉逊酵母中

建立了成簇的规则间隔短回文重复序列/CRISPR
相关蛋白 9 (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat/CRISPR-associated protein 9, 
CRISPR/Cas9)系统，并增强了菌株的同源重组能

力，实现了多个片段的无痕敲除和组装。Zhu 等[60] 
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图 1  天然甲醇细胞工厂改造策略   CCM：中心碳代谢；FALD：甲醛 
Figure 1  Strategies for engineering natural methanol cell factories. CCM: Central carbon metabolism; FALD: 
Formaldehyde. 
 
在扭脱甲基杆菌中开发了小调节 RNA (small 
regulatory RNA, sRNA)系统，可以用于抑制目

的基因的表达。Gao 等[61]在筛选出稳定的整合

位点的基础上，将长春碱合成途径在毕赤酵母

内分模块进行整合和优化，实现了毕赤酵母以

甲醇为原料从头合成长春质碱。这些案例表明

以天然甲基营养型菌株作为底盘生产合成途径

较长的高附加值化学品具有巨大潜力。 

3.2  异化途径改造 
在甲醇代谢过程中，异化途径发挥着解毒和

为细胞提供能量及还原力的重要作用，但同时也

造成了严重的碳损失，这种碳资源的浪费是造成

甲醇生物转化合成化学品产量及得率低的一个关

键因素。因此，通过改造甲醛异化途径以减少甲

醛的异化比例，成为提高甲醇利用效率的重要策

略。Liu 等[62]通过降低醇氧化酶的活性，从而降

低胞内甲醛的合成通量，最终将毕赤酵母的细胞

得率提高了 14%。然而，在毕赤酵母、博伊丁假

丝酵母等甲基营养型酵母中敲除甲醛脱氢酶基因

或甲酸脱氢酶基因，会导致这些酵母在甲醇中的

生长受到强烈抑制，这可能是甲醛或甲酸等有毒

物质的积累导致的[22,63-64]，表明异化途径不能通

过简单地敲除单个或多个基因来阻断。Wu 等[39]

通过使用弱启动子降低了甲醛脱氢酶的表达，

最终将 3-羟基丙酸的产量提高了 14%，而弱化

甲酸脱氢酶的表达则没有效果。Yu 等[65]通过比

较转录组学的方法揭示了当异化途径削弱时，

甲醛同化途径和氧化磷酸戊糖途径会同时下

调，从而使得固定的碳和获取的能量都减少，

最终导致细胞生长受限。这些研究表明异化途

径需要更精准的代谢调控，尤其要考虑代谢通

量的平衡以及还原力提供途径的补充。 
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3.3  同化途径改造 
为了提高天然甲醇细胞工厂的生物转化效

率，并增加甲醇向细胞组分或目标化合物转化

的通量，强化单碳(C1)同化途径成为了关键的

改进策略。这种方法不仅可以提升底物的利用

效率，还能通过减少异化途径的竞争，加强目

标化合物的生产能力。 
在改造非天然甲醇细胞工厂的过程中，通

过增强非氧化磷酸戊糖途径关键基因的表达来加

强中间代谢物的碳重排，已经在一定程度上取得

了成功，提高了甲醇的同化速率。如 Woolston 
等[66]激活了 1,7-二磷酸景天庚酮糖磷酸酶重排

途径，将大肠杆菌的甲醇利用效率提高了 2 倍。

Bennett 等[67]在大肠杆菌中表达来自甲醇芽孢杆

菌非氧化磷酸戊糖途径的 5 个酶，13C 标记结果

表明改造菌株的胞内中间代谢物以及氨基酸标

记程度均显著高于对照菌株，表明改造后的大

肠杆菌甲醇同化效率得到了提高。然而，对天

然甲基营养菌进行类似的甲醇代谢途径改造的

尝试还相对较少，成功案例更是少见。例如，

Krainer 等[68]研究者在毕赤酵母中过表达 XuMP 同化

途径的关键酶，如二羟丙酮合成酶(dihydroxyacetone 
synthase, DAS)和转酮醇酶(transketolase, TKL)，
结果发现这些改造反而导致细胞生长速度和甲

醇消耗速率显著降低。Cai 等[23]过表达毕赤酵

母同化途径中的多个关键酶，例如 DAS、5-磷
酸木酮糖异构酶(ribulose-5-phosphate epimerase, 
RPE) 、 1,6- 二 磷 酸 果 糖 磷 酸 酶 (fructose-1,6- 
bisphosphatase, FBP)、 6- 磷酸葡萄糖脱氢酶

(glucose-6-phosphate dehydrogenase, ZWF)和 6-
磷 酸 葡 萄 糖 酸 脱 氢 酶 (6-phosphogluconate 
dehydrogenase, GND)，仅 DAS 过表达菌株的细

胞得率在一定程度上得到了提高，这暗示了仅

增强单一途径可能不足以显著提升细胞得率和

化学品产量。 

另一方面，Yuan 等[69]通过将外源的 RuMP
循环融合到扭脱甲基杆菌 AM1 菌株的丝氨酸循

环代谢中，构建了新型的协同同化途径。这种

策略不仅提高了细胞生长速率和甲醇消耗速

率，还使 3-羟基丙酸的产量增加了 3.1倍，表明

合理构建协同甲醇同化途径可以有效提高甲醇

细胞工厂的性能。 
综上所述，虽然通过改造模式微生物以增

强甲醇同化和生物制造效率的研究还处于早期

阶段，但已有的研究成果表明，与非天然甲醇

细胞工厂相比，天然甲醇细胞工厂的甲醇利用

效率已经相对较高。因此，那些在非天然系统

中成功应用的策略可能并不直接适用于天然系

统，这意味着改造天然甲醇细胞工厂需要探索

新的思路和策略。 

3.4  适应性实验室进化 
在微生物细胞工厂的开发中，尤其是非天

然系统中，适配底盘细胞与 C1 代谢途径的整合

较为困难。这主要因为模式微生物天然更偏向

于分解代谢糖类原料进行能量和生物质的转

化，引入用于合成代谢的 C1 途径则需要在细胞

内进行复杂的代谢调节。 
与理性改造相比，适应性实验室进化技术

不需要深入了解复杂的遗传背景，具有广泛的

适用性和实用性。目前适应性进化在开发非天

然甲醇细胞工厂方面应用较多，在天然甲醇细

胞工厂(如毕赤酵母)中的应用还相对较少。例

如，Moser 等[70]通过适应性进化显著提升了毕

赤酵母在甲醇培养基中的生长速率和重组蛋白

的产量。Gassler 等[71]则通过将毕赤酵母的甲醇

代谢途径替换为 CO2 固定途径，并利用适应性

进化实现了毕赤酵母的自养生长。Meng等[72]结

合适应性进化、加强氮代谢以及细胞壁工程等

技术对毕赤酵母进行改造，获得了一株甲醇利

用效率高、耐受 33 ℃和蛋白含量高的适合工业
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化生产单细胞蛋白的毕赤酵母工程菌株。 
适应性进化技术在构建甲醇细胞工厂的应用

中具有巨大潜力。首先，考虑到甲醇作为底物对

细胞具有毒性，通过适应性进化技术提高细胞对

甲醇的耐受性，能够使得甲醇作为碳源的发酵过

程更为高效。其次，异化途径的改造可能会导致

细胞生长受到抑制，这可能是由于能量供应不足

或有害中间代谢物(如甲醛、甲酸)的积累所导

致。因此，在削弱异化途径的同时，进一步的适

应性进化可能是提升细胞产率的关键。 
总而言之，适应性实验室进化作为一种强

有力的工具，为提升甲醇细胞工厂的性能开辟

了新途径。未来的研究应探索适应性进化与理

性改造相结合的策略，以应对 C1 代谢改造过程

中遇到的复杂挑战，从而推进甲醇及其他单碳

底物在生物制造中的有效利用。这一方法不仅

有助于提高细胞对甲醇的耐受性和利用效率，

还能通过精确的代谢调控，优化细胞工厂的整

体性能，为实现单碳化合物在工业生产中的广

泛应用奠定坚实基础。 

3.5  C1/Cn 共底物策略 
如前所述，为了获得高效的甲醇细胞工

厂，需要对 C1 同化网络进行系统而深入地改造

甚至重构。与之相对地，采用C1与Cn共底物策

略是一个相对简单却行之有效的方法，其中 Cn
代表其他类型的碳源，如 C3 (如甘油)、C5 (如
木糖、阿拉伯糖)或 C6 (如葡萄糖、果糖、山梨

醇)。这类 C1/Cn 共底物策略在提升非天然和天然

甲醇细胞工厂的性能方面已得到广泛应用[73]。 
在非天然甲醇细胞工厂构建中，通过引入

戊糖(木糖或阿拉伯糖)作为共底物，有效提升

了 RuMP 途径所需的磷酸戊糖供应，进而显著

提高了工程化大肠杆菌或谷氨酸棒杆菌等微生

物的甲醇利用效率[74-76]。尽管如此，受限于非

天然甲醇细胞工厂的低甲醇利用率，这个策略

距离达到工业应用尚有较大差距。 
对于天然甲醇营养型微生物，尤其是如毕赤

酵母这样的甲醇营养型酵母，研究者很早就在高

密度培养中采用甘油、葡萄糖或山梨醇等作为甲

醇的共底物[77-80]，在摇瓶或发酵罐中采用混合补

料策略，以提升酵母的蛋白表达水平。然而，在

分批发酵模式下，共底物特别是甘油和葡萄糖对

毕赤酵母甲醇代谢途径以及醇氧化酶启动子有强

烈的阻遏作用，使得甲醇和这些碳源无法在分批

发酵中实现共利用，从而需要复杂的补料策略，

这给工业放大和应用造成了很大障碍。 
另外，在毕赤酵母中，共底物策略虽然被

广泛应用于提升发酵性能，包括：减少氧气需

求、减少热产生、增强能量供应、改善酵母活

性、增加生物量产量及降低代谢负担等，但不

同的研究对于共底物的功效认识并不相同。因

此，对 C1/Cn 共底物策略的潜在机制尚未完全

解析。未来需深入研究这些策略的机制，以开发

出更有效的改造策略来克服现有的限制，实现甲

醇和其他底物在工业生产中的高效共利用。 

3.6  化学品合成区室化 
过氧化物酶体是甲基营养型酵母的一种重

要细胞器，细胞内的重要代谢包括甲醇代谢、

脂肪酸 β-氧化和乙醛酸代谢等都发生在过氧化

物酶体中[81]。目前甲醇细胞工厂化学品主要在胞

质中合成，然而通过区室化工程在过氧化物酶体

中合成化学品也具有多种优势，包括提高局部底

物和酶浓度、与胞质中的竞争反应分隔开等[82]。

在毕赤酵母中，番茄红素合成的前体物质法尼焦

磷酸在过氧化物酶体中大量合成，Bhataya 等[83]

将合成番茄红素的基因定位到过氧化物酶体

中，番茄红素合成量达到 73.9 mg/L。Liu 等[84]将

α-法尼烯合成途径同时定位在毕赤酵母的过氧化

物酶体和细胞质，α-法尼烯的产量可达 2.18 g/L，
比单独定位在过氧化物酶体或细胞质中分别提
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高了 1.3 倍和 2.1 倍。Zhai 等[26]将脂肪醇合成途

径定位到多形汉逊酵母的过氧化物酶体中，避

免了胞质中脂肪酸代谢途径的干扰，并通过甲醇

利用途径的优化将脂肪醇的产量提高了 3.9 倍。 

4  结论与展望 
甲醇因其广泛的来源、低廉的价格、便捷

的运输存储方式以及较低的环境污染潜力，展

现出成为未来生物制造重要替代原料的巨大潜

力。在此背景下，开发高效的甲醇细胞工厂是

实现甲醇生物制造的关键。当前，非天然甲醇

细胞工厂在甲醇的利用速率和化学品的产量方

面普遍落后于天然甲醇细胞工厂，使得在短期

内天然细胞工厂路线更为接近实现甲醇细胞工

厂生产化学品的产业化目标。然而，尽管天然

路线目前更具应用前景，要实现其产业化仍面

临许多挑战，特别是在提高甲醇的同化效率和

化学品转化率方面。 
目前，关于成功改造这些微生物以提升甲

醇利用效率的研究仍然较为稀缺。虽然一些改

造策略在非天然甲醇工厂的构建过程中成功应

用，但由于人工甲基营养菌和天然甲基营养菌

在甲醇利用能力、面临的限制性因素以及调控

机制方面存在显著差异，这些改造策略并不能

简单地套用于天然甲醇细胞工厂。 
在这一背景下，短期内采用 C1+Cn 的策略成

为一个重要的过渡方案，它不仅能够发挥甲醇的

优势，还能利用包括废弃物在内的廉价共底物，

有望显著提升甲醇的利用效率。此外，对甲醇细

胞工厂的深入研究至关重要：(1) 开发高效的改

造方法，实现对细胞工厂十几个乃至数十个基因

的精准改造，同时要保证这些改造基因的稳定

性；(2) 改造或设计全新甲醇同化途径，尤其是

高效的线性途径。这些同化途径不一定是要通用

的，也可以是针对某类重要化学品的途径；(3) 

深入了解细胞生理，除了常用的组学分析外，还

包括如 13C 代谢流分析等手段进行定量化分析。

这些分析不仅包括代谢和能量分析，还包括它们

如何有效耦合，以满足能量需求同时避免过度氧

化导致的能量浪费；(4) 提高适应性实验室进化

效率，从目前的研究来看，采用适应性实验室进

化似乎是一条解决 C1 途径与细胞底盘适配的必

要途径。因此，如何确保通过分子层面引入高效

进化机制和高通量筛选实现目的表型如甲醇的高

利用、高耐受将成为未来改造的重要方向。 
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