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摘要：先进的合成生物学技术与传统的分子遗传学技术的结合更有助于实现酵母底盘细胞的快速改造和

优化。酵母合成生物学研究最早开始于常规酵母——酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，近些年来又迅

速扩展至一些非常规酵母，包括巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)、解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)、

乳酸克鲁维酵母(Kluyveromyces lactis)和多形汉逊酵母(Hansenula polymorpha)等。借助合成生物学技术

与工具，目前科学家们已经成功开发出了能够高效生产生物材料、生物燃料、生物基化学品、蛋白质制

剂、食品添加剂和药物等工业产品的重组非常规酵母工程菌株。本文系统总结了合成生物学工具(主要

是基因组编辑工具)、合成生物学组件(主要是启动子和终止子)和相关分子遗传学方法在上述非常规酵母

系统(底盘细胞)中的最新研究进展和应用情况，并讨论了其他合成生物学技术在这些非常规酵母表达系

统中的潜在适用性和应用前景。这为研究人员利用合成生物学方法在这一新型非模式微生物底盘细胞中

设计和构建各种高附加值工业产品的异源合成模块并最终实现目标化合物的高效生物合成提供了科学

的理论指导。 
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合成生物学是 21 世纪初发展起来的一门新兴

交叉学科，它综合了生物学、化学、工程学和计算

机科学的理论和方法[1–4]。近年来，合成生物学在

医学、制药、化工、能源、材料、农业、环保、食

品等多个领域中都得到了广泛的应用，并展现出了

广阔的应用前景[5–11]。尤其是合成生物学相关理论

和技术在微生物细胞工厂的构建和改进方面显现

出了巨大的应用潜力，极大地提高了工程菌株的构

建速率和工程菌株生产各种高附加值工业产品的

能力。总之，合成生物学的发展势必会极力促进生

命科学在理论上的新发展和生物技术在应用中的

新突破，有望带来新一轮的科技和产业革命[12–14]。  
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由于大肠杆菌和酿酒酵母等模式微生物具

有培养条件简单、生长繁殖快、生产周期短、遗

传背景清楚、操作简便等优势，所以对其进行的

分子遗传学研究工作开展较早、发展较快，相关

分子遗传学技术也已经较为成熟与完善。随着合

成生物学的发展，基于这两种宿主菌株的合成生

物学组件(Part)及相关技术方法应运而生并迅速

发展[15–16]。因此近年来，以大肠杆菌和酿酒酵母

作为底盘细胞，再利用基于合成生物学的策略和

方法，已经开发出了高效生产生物燃料、生物材

料、大宗化学品、精细化学品、药物及其中间体、

珍稀天然产物和非天然产物等各种高附加值产

品的微生物生产平台[17–23]。尤其，随着一些具有

重要经济价值的天然产物类药物的不断发现及

其市场需求的不断扩大，合成生物学在利用重组

微生物发酵法来生产这些来源稀缺的生物活性

天然产物或其前体方面的应用就备受瞩目。 

到目前为止，利用合成生物学技术在微生物

底盘细胞中实现包括非天然产物在内的多种化合

物的生物制造的相关研究还主要集中在大肠杆菌

和酿酒酵母这两种模式菌株中。但是目前利用这

两种微生物宿主异源合成相关生化产品的产率并

不是很高，再加上这两种模式微生物底盘细胞具

有生物量低、培养成本高和对环境胁迫的耐受性

低等缺点，使其工业化生产及应用受到了限制。

针对以上这几个问题，以下几个方面的科学研究

是急需开展的：(1) 为相关生化产品的微生物合成

寻找新的、更高效的合成途径；(2) 发掘新的、更

理想的宿主菌株(底盘细胞)，期望找到代谢通路与

微生物宿主之间的最大兼容性；(3) 找到限制代谢

产物产量的关键瓶颈，并通过进一步的分子遗传

改造大幅度提高产物的产量。由于特定代谢产物

与微生物底盘细胞之间存在兼容性的问题，所以

微生物底盘细胞的不同会对合成生物学技术的应

用效果造成重要影响。正因如此，为了实现利用

合成生物学技术在微生物底盘细胞中重构与优化

目标化合物的合成途径，并最终实现利用微生物

细胞工厂大规模工业化生产目标化合物的目的，

合成生物学家们正在寻求更为理想的微生物底盘

细胞——更通用、更安全、更高效的非模式微生

物表达系统。 

酵母菌 (Yeast)是一类单细胞真核微生物的

通俗名称，包括常规酵母(Conventional yeast)与

非常规酵母(Unconventional yeast)两种类型。常

规酵母指的是生理和遗传特性完全清楚或者人

们比较熟悉且投入生产应用较早的酵母，一般

特 指 单 细 胞 真 核 模 式 微 生 物 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae) 和 粟 酒 裂 殖 酵 母

(Schizosaccharomyces pombe)这两种酵母菌。与

常规酵母相对应，非常规酵母指的是生理和遗传

特性还未完全清楚或者人们认识较晚的酵母，数

量很多(超过上千种)。Wolf 在专门介绍非常规酵

母的《Nonconventional Yeasts in Biotechnology》

中列出了 10 种研究相对较多并具有工业应用价

值 的 非 常 规 酵 母 ： 许 旺 酵 母 (Schwanniomyces 

occidentalis) 、 乳 酸 克 鲁 维 酵 母 (Kluyveromyces 

lactis)、巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)、甲醇

毕赤酵母(Pichia methanolica)、季也蒙毕赤酵母

(Pichia guilliermondii)、多形汉逊酵母(Hansenula 

polymorpha)、解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)、

麦 芽 糖 假丝 酵 母 (Candida maltosa)、 丝 孢 酵母

(Trichosporon)和 Arxula adeninivorans[24]。近年

来，越来越多的非常规酵母完成了全基因组的测

序。而且，一些非常规酵母作为新型的酵母表达
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系统，在科学研究及工业生产中已经得到了越来

越广泛的应用。 

尽管相较于大肠杆菌和酿酒酵母，非常规酵

母在遗传背景、生理特性以及代谢调控上的复杂

性更高，但它们具有许多有利于工业应用的独特

优势，例如：可利用碳源的范围广泛、可以进行

蛋白质的翻译后修饰、抗逆性强、外分泌能力高

等。由于酿酒酵母的基因组有详细注释，且易于

分子遗传操作，因此绝大多数酵母的合成生物学

工具已经在酿酒酵母中得到开发。 

一直以来，酿酒酵母被广泛应用于各种工业

领域中。近年来，许多非常规酵母因其具有优良

的代谢特性而得到了越来越多的工业应用。随着

合成生物学的不断发展，和酿酒酵母一样，非常

规酵母如巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)、解脂耶

氏 酵 母 (Yarrowia lipolytica) 、 乳 酸 克 鲁 维 酵 母

(Kluyveromyces lactis)和多形汉逊酵母(Hansenula 

polymorpha)也有望被开发成代谢工程菌株，展现

出更多更大的工业应用价值。本文的目的主要在

于总结上述 4 种具有广阔应用前景的非常规酵母

在分子遗传学和合成生物学方面的研究进展，主

要包括合成生物学组件(启动子、终止子)、表达载

体和包括 CRISPR-Cas 技术在内的相关基因编辑

方法，并对各种基因编辑方法的优缺点作出评价。

这为研究人员将来能从中选择合适的非常规酵母

底盘细胞并利用合成生物学策略将其改造成异源

合成各种高附加值工业产品的细胞工厂提供了必

要的可用信息。最后，我们展望了非常规酵母合

成生物学技术的发展趋势；我们相信合成生物学

相关理论和技术的进一步应用必将在非常规酵母

微生物细胞工厂的构建和改造方面带来新发展和

新突破，也有望带来新一轮的科技和产业革命[25]。 

1  非常规酵母简介   

与酿酒酵母相比，非常规酵母在形态特征、

生理生化特性、遗传及代谢等方面存在着较大的

差异。尤其是许多非常规酵母具有独特的生化代

谢特征，显示出良好的工业应用前景。到目前为

止，只有少数经过基因工程改造的非常规酵母成

功应用于工业酶等蛋白质产品的生产，但是关于

非常规酵母的研究主要还是集中在通过育种和发

酵条件优化的方法提高自身代谢产物的产量，而

对其异源生产精细化学品、药物和天然产物等复

杂产物能力的研究还并不多。随着越来越多非常

规酵母全基因组测序工作的完成、基因表达载体

和遗传转化方法的发展完善、基因编辑工具的建

立、合成生物学元件和各项技术的不断丰富，使

得非常规酵母有望成为合成更多目标产物的新型

微生物表达系统和底盘细胞。这其中，巴斯德毕

赤酵母、解脂耶氏酵母、乳酸克鲁维酵母、多形

汉逊酵母这 4 种非常规酵母显示出了极大的应用

价值和发展潜力，例如，与酿酒酵母相比，这些

非常规酵母能够利用的碳源类型更加广泛、能够

产 生 更 多 样 的 代 谢 产 物 、 不 受 克 雷 布 特 效 应

(Crabtree effect)的影响(因此不会进行有氧酒精

发酵)。 

1.1  巴斯德毕赤酵母 

巴斯德毕赤酵母最初是从橡树中分离得到的

一种甲基营养型酵母，现在是各类包装食品中最

为常见的微生物之一，属于食品安全级(Generally 

regarded as safe，GRAS)微生物。该酵母的最适生

长温度为 28–30 °C；该酵母可以利用的碳源类型

比较广泛，包括葡萄糖、果糖、海藻糖、鼠李糖、

甘油、甲醇、乙醇、山梨醇、甘露醇、丙氨酸、
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赖氨酸、琥珀酸、乙胺和尸胺等。同时，该酵母

具有生长速度快、营养要求低(尤其是能够以甲醇

或甘油作为唯一碳源和能源进行生长)、对 pH 值

的适应范围广(3.0–6.5)、可进行高密度发酵等特

点，因此具备成为优良工业宿主菌的潜力。巴斯

德毕赤酵母表达系统具有外源基因表达量高、遗

传稳定性高、胞外分泌能力强(远超酿酒酵母)、

可进行翻译后修饰和可用甲醇严格控制表达等

优点[26]。近些年来，它已经发展成为一种新型的

非常规酵母表达系统，也是目前最为成熟、应用

最为广泛的外源蛋白真核表达系统之一，并成功

应用于胰岛素、药用蛋白及工业酶制剂等产品的

产业化生产[27]。其中由巴斯德毕赤酵母生产的药

用蛋白 KALBITOR®，可用于治疗 12 岁以上患者

遗传性血管性水肿(HAE)的急性发作，这是首次获

得美国 FDA 批准的巴斯德毕赤酵母基因工程产

品。该药品的获批对于利用非常规酵母系统生产

药用蛋白具有里程碑意义。 

巴斯德毕赤酵母的全基因组序列已于 2011 年

正式公布，这为该酵母表达系统的深入开发和应

用奠定了坚实的基础[28]。近年来，随着巴斯德毕

赤酵母商业化载体和遗传操作体系的深入发展、

合成生物学元件和基因编辑技术的快速发展，该

酵母已经开始成为合成生物学研究中备受关注

且极具潜力的底盘细胞。例如，最近的研究表明，

巴斯德毕赤酵母是生物合成乙酰辅酶 A 衍生   

物[29–30]、大宗化学品[31–32]的良好底盘微生物。 

1.2  解脂耶氏酵母 

解脂耶氏酵母是一种严格好氧的非常规酵

母，其常分布于富含油脂、蛋白的奶制品以及香

肠等肉制品中，属于 GRAS 级微生物。此外，解

脂耶氏酵母还具有典型的二型性生长(两型现象)

的特点，碳源、氮源、pH 等生长条件都会影响该

菌的菌落形态，因此它成为了研究酵母及真菌菌

丝分化的模式菌株。该酵母的最高生长温度一般

在 34 °C 以下，且对低 pH 值的耐受性较强；该酵

母可以利用的碳源范围是极其广泛的，包括糖类

(如葡萄糖、果糖、甘露糖等)、烃类(如烷烃、烯

烃等)、醇类(如乙醇、甘油、甘露醇等)、脂类(如

脂肪酸、甘油三脂等)、有机酸(如乙酸、乳酸、丙

酸、马来酸、柠檬酸、琥珀酸、油酸等)和氨基酸

(如赖氨酸等)等，并且可以利用极其廉价的工业煤

油或餐饮废油作为唯一营养来源进行生长[33]。同

时，解脂耶氏酵母在其代谢过程中能够产生和(或)

分泌多种代谢产物，因此具有很好的工业应用价

值。该酵母已经具有的具体工业应用包括蛋白酶、

脂肪酶、磷酸酶、赖氨酸、γ-癸内酯、柠檬酸、异

柠檬酸、α-酮戊二酸和单细胞油脂等产品的工业

生产。 

此外，解脂耶氏酵母胞内拥有高效的乙酰辅

酶 A 代谢通路和较大的 TCA 循环通量[34–35]；解脂

耶氏酵母胞内积累的油脂含量最高可达细胞干重

的 70%，因此，解脂耶氏酵母在生产乙酰辅酶 A

衍生物、脂质衍生物和 TCA 循环中间产物方面具

有明显优势和巨大潜力[36–38]。其中杜邦公司已利

用解脂耶氏酵母工程菌株实现了多不饱和脂肪 

酸——omega-3-二十碳五烯酸(EPA)的微生物异源

生产。EPA 是来自鱼油的功能性营养成分，被誉

为“血管清道夫”，具有抗血栓、疏通血管和改善

高血压等作用。 

另外，与常规酵母相比，解脂耶氏酵母对酸

类、碱类、烃类、油类、醇类、酯类、盐类和金

属都表现出更高的耐受性。由于解脂耶氏酵母具

有以上这些生理、代谢特征和独特优势，再加上
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解脂耶氏酵母全基因组序列的获得以及基因表达

载体、遗传转化方法、合成生物学工具的不断发

展完善，因此它也成为了生物化学品等各种工业

产品生产潜在理想的微生物细胞工厂，发展前景

极为广阔[38]。 

1.3  乳酸克鲁维酵母 

乳酸克鲁维酵母最初是从牛奶中分离得到的

一种非常规酵母，它也是奶酪等乳制品生产过程

中发挥作用的主要真核微生物之一，也属于 GRAS

级微生物。在奶酪生产过程中，该酵母可以使乳

清 pH 降低，从而有利于乳酸菌的生长。其最适生

长温度为 25–28 °C，最高可在 40 °C 条件下生长。

乳酸克鲁维酵母和酿酒酵母在形态特征、生长周

期及生殖方式等生物学特性方面有许多相似之

处，然而，这两种酵母之间也有许多不同之处。

首先，乳酸克鲁维酵母属于好氧菌，无氧条件下

基本不能生长；其次，乳酸克鲁维酵母生长可以

利用的碳源类型更加广泛，包括葡萄糖、半乳糖、

蔗糖、麦芽糖、棉子糖、松三糖、山梨糖、乳糖、

纤维二糖、水杨苷、熊果苷、乙醇、甘油、甘露

醇、2,3-丁二醇、乳酸、柠檬酸、琥珀酸、乙胺、

尸胺、赖氨酸等，而酿酒酵母并不能利用这其中

的山梨糖、乳糖、纤维二糖、水杨苷、熊果苷、

甘露醇、2,3-丁二醇、柠檬酸、琥珀酸、乙胺、尸

胺、赖氨酸等作为碳源。另外一个明显的不同之

处是，对于乳酸克鲁维酵母来说，当乳糖作为其

碳源时，菌体的生长速率最快。这是因为乳酸克

鲁维酵母能够产生较多的 β-半乳糖苷酶和乳糖透

性酶，催化乳糖水解生成葡萄糖和半乳糖，因此

它就能够利用乳糖作为碳代谢的唯一来源。 

与巴斯德毕赤酵母一样，乳酸克鲁维酵母同

样具有生长速度快、生物量积累多、可进行高密

度发酵、高表达高分泌以及蛋白适度糖基化等特

点，有着作为工业微生物生产菌种的巨大潜力。

其中，β-半乳糖苷酶在乳酸克鲁维酵母中的内源

产量较高，已经实现了大规模工业化生产，命名

为 Maxilact™进行销售。β-半乳糖苷酶主要用于降

解乳制品中的乳糖，从而使乳糖不耐受的人可以

食用乳制品。 

另外，乳酸克鲁维酵母的遗传转化体系于

1982 年就已经建立，所以它也是最早建立转化系

统的酵母菌之一。并且，乳酸克鲁维酵母的转化

方法与酿酒酵母的转化方法是比较相近的，同样

具有简便、快速、高效的特点。同时，乳酸克鲁

维酵母具有分泌杂蛋白较少的特点，这一优点可

以大大降低后续分离纯化目的蛋白的成本[39]。由

于其所具有的诸多优点，该酵母已经被成功地应

用于上百种异源蛋白的表达生产，例如白介素 1β、

β-乳球蛋白、溶菌酶、巨噬细胞刺激因子、血清

白蛋白和胰岛素前体等，其中最典型的成功案例

是凝乳酶的生产[40]。与此同时，随着乳酸克鲁维

酵母全基因组序列的获得、商业化表达载体的发

展和合成生物学相关工具的出现，利用合成生物

学的手段，以乳酸克鲁维酵母作为表达宿主以及

底盘细胞，还可以获得更多更有价值的功能蛋白

和生化产品[41–42]。 

1.4  多形汉逊酵母 

多形汉逊酵母是一种甲基营养型酵母，在腐

朽树木以及有机质丰富的土壤中最易分离获得，

同样属于 GRAS 级微生物。该酵母同时也是一种

耐热酵母，其最适生长温度为 37–43 °C，最高生

长温度可达 48 °C；它属于兼性好氧菌，pH 适应

范围为 2.5–8.0；能够以甲醇作为唯一碳源和能源

进行生长。 
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多形汉逊酵母最早是生物学基础理论研究领

域重要的模式生物。这主要是因为其具有的两大

突出生理特征：一个特征是作为甲醇酵母的多形

汉逊酵母细胞内具有一条特殊的甲醇代谢途径；

另一个特征是多形汉逊酵母细胞内过氧化物酶体

的数目及大小能够随着生长条件的变化而发生明

显变化。 

多形汉逊酵母也是最早建立转化系统的酵母

菌之一。并且，多形汉逊酵母的转化方法与酿酒

酵母和乳酸克鲁维酵母的转化方法都是比较相近

的。随着多形汉逊酵母全基因组序列的测序完成

和基因表达载体的不断建立，它在生产应用领域

中也受到越来越多的关注。多形汉逊酵母作为外

源基因表达系统具有发酵周期短、发酵密度高、

外源蛋白产量高、蛋白分泌能力强、分泌杂蛋白

少、蛋白糖基化适度等特点，因此该酵母是较为

理想的外源蛋白真核表达系统之一[43]。到目前为

止，许多有商业价值的蛋白质已经在这一非常规

酵母表达系统中得到了成功表达[44–45]，最具代表

性的为重组乙型肝炎病毒 S 抗原(HBsAg)，商业命

名为 HepaVax-Gene 和 AgB，可用于检测乙肝病

毒。然而，目前利用多形汉逊酵母表达系统及底

盘细胞作为“细胞工厂”异源合成其他代谢产物的

相关研究还并不多。随着多形汉逊酵母合成生物

学研究的不断推进，利用这个极具潜力的非常规

酵母底盘细胞生产其他多种具有高附加值的工业

产品已经成为可能，也势必会得到更广泛的应用

和发展[46]。 

2  非常规酵母的合成生物学组件 

在合成生物学领域中，我们把生物遗传系统

中最简单、最基本的生物模块称为生物部件、生

物元件或者合成生物学组件(Part)。Part 一般是指

具有特定功能的核苷酸序列或氨基酸序列，既可

以从自然界中分离，又可以经人工修饰、改造或

合成获得。通过对多个合成生物学组件进行进一

步 组 合 从 而 构 建 具 有 更 复 杂 功 能 的 生 物 装 置

(Device)和生物系统(System)，是合成生物学研究

的基本思路和方法，因此合成生物学组件也被称

为“合成生物学的基石”。这其中，启动子和终止

子又是最核心的合成生物学组件之一，它们也是

构建基因表达载体系统和开发合成生物学工具的

基本要素。有鉴于此，本文主要对上述 4 种非常

规酵母目前可用的合成生物学组件——启动子序

列、终止子序列以及在此基础上构建的表达载体

进行介绍。 

2.1  启动子 

在生物细胞中，启动子通过专一性地与 RNA

聚合酶结合从而驱动基因的表达，同时它能够决

定基因转录的起始位置、控制基因转录的起始时

间和调控基因表达的程度。为了提高非常规酵母

系统 (底盘细胞 )合成异源蛋白及其他产物的产

量，筛选转录效力更高、特异性更强、可实现精

确性调控(定量、定时、定点)的内源及异源启动

子序列一直以来是一项十分重要的工作。近年来，

基于对酵母启动子序列核心元件和上游激活序列

认识的不断提高，人工杂合启动子的开发和应用

正在迅速发展。通过这种人工系统改造的方法有

望获得序列更短、性能更强的启动子，从而帮助

实现对非常规酵母中所引入的复杂通路进行更有

效的调控。 

巴斯德毕赤酵母表达系统中最常用的启动子

是巴斯德毕赤酵母醇氧化酶(Alcohol oxidase 1)基

因启动子 PAOX1。该启动子是甲醇诱导型强启动子，
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也受葡萄糖、甘油、乙醇、琥珀酸等碳源的严格

抑制。因为甲醇为有毒物质，因此其在食品、医

药等安全性要求高的工业领域中的应用受到了极

大限制。此外，在工业菌株的大规模发酵生产中，

甲醇的存在有引起火灾和爆炸的危险。巴斯德毕

赤酵母谷胱甘肽依赖型甲醛脱氢酶(Formaldehyde 

dehydrogenase 1)基因启动子 PFLD1 活性受到甲醇

或甲胺的诱导，其启动子强度也与 PAOX1 相当，这

一特征就拓宽了该启动子的应用范围。巴斯德毕

赤 酵 母 三 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase)基因启动子 PGAP 是组成

型强启动子，其驱动基因表达的强度与 PAOX1相近，

但不需要添加甲醇进行诱导表达，这一优势使其

成为工业应用上最有可能替代 PAOX1 的启动子。目

前，以上 3 种启动子在巴斯德毕赤酵母表达载体

中应用最多、最为成熟。而且，很多研究都证明，

对这 3 种启动子进行适当的遗传修饰和改造又能

够进一步提高启动子的活性[26,47]。到目前为止，

已经有很多种(超过 100 种)天然启动子和人工合

成启动子在巴斯德毕赤酵母表达系统中得到了开

发和使用[47–48]。一些启动子如 PADH3、PG1 等表现

出了比 PAOX1、PGAP 和 PFLD1 更高的启动子活性，展

现出了很好的应用前景[49–50]。随着巴斯德毕赤酵

母启动子的不断获得，人们可以构建更多不同类

型的基因表达载体。表 1 对目前研究和应用最广

泛的部分巴斯德毕赤酵母启动子及其特征进行了

列举。 

解脂耶氏酵母应用最早的一个启动子是碱性

胞外蛋白酶(Alkaline extracellular protease 2)基因

启动子 PXPR2。它是蛋白胨诱导型强启动子，已经

成功实现了各种异源蛋白质的高效表达。解脂耶

氏酵母常用的另一个启动子是翻译延伸因子 1-α 

(Translation elongation factor-1)基因启动子 PTEF，

属于组成型强启动子。这两个启动子在异源表达

相关蛋白质和代谢产物方面的应用较多。其他有

应用前景的内源性启动子还包括有 PTDH1、PGPM1、

PFBAIN、PPOX2、PPOT1、PLIP2、PICL1、PYAT、PGAP、PICL

和 PACL2 等。为了提高解脂耶氏酵母现有启动子的

活性，研究者们尝试构建了一系列人工合成的杂

合启动子，并取得了不错的结果。其中，Php4d 就

是用于解脂耶氏酵母基因表达最常用的一种杂合

启动子。它是由 4 个来自 PXPR2 的上游激活序列

(Upstream activation sequences, UAS1B)和 PLEU2 核

心启动子序列组合而形成的。它属于组成型强启

动子，能适应多种培养条件，其启动活性也与 PXPR2

相近。另外一个较常用的解脂耶氏酵母杂合启动

子是 PUAS4B-TEF，它是由 PTEF 启动子加上 4 个

UAS1B 序列组成的组成型强启动子。越来越多的

实验证明，通过将不同的解脂耶氏酵母组成型强

启动子的 UAS 序列、核心启动子序列等启动子元

件进行人工重新组合是进一步获得具有更高活性

的解脂耶氏酵母启动子的有效方法[51–53]。另外，

诱导型启动子具有精确、灵活调控外源基因在解

脂耶氏酵母中表达的优势，所以对这一类启动子

的开发和应用也成为一个研究热点。目前可用的

解脂耶氏酵母诱导型强启动子包括过氧化物酶体

酰基辅酶 A 氧化酶(Peroxisomal acyl-CoA oxidase 

2)基因启动子 PPOX2、过氧化物酶体 3-酮脂酰基

CoA 硫解酶(Peroxisomal 3-ketoacyl-thiolase 1)基

因启动子 PPOT1、胞外脂肪酶(Extracellular lipase 2)

基因启动子 PLIP2、烷烃诱导细胞色素 P450 氧化酶

(Alkane-inducible cytochrome P450 oxidase 1)基因

启动子 PALK1、赤藓酮糖激酶(Erythrulose kinase 1)

基因启动子 PEYK1 等[52](表 1)。 
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表 1.  非常规酵母表达系统中常用的启动子 

Table 1.  The most prominently used promoters for heterologous expression in some unconventional yeasts 
Host Promoter Feature Reference 

Pichia pastoris  PAOX1 Endogenous; Methanol-inducible [57] 

PGAP Endogenous; Constitutive [58] 

PFLD1 Endogenous; Methanol/Methylamine-inducible [59] 

PICL1 Endogenous; Ethanol-inducible [60] 

PYPT1 Endogenous; Constitutive [61] 

PPHO89 Endogenous; Phosphate-responsive [62] 

PDAS Endogenous; Methanol-inducible [57] 

PPGK1 Endogenous; Constitutive [63] 

PGCW14 Endogenous; Constitutive [64] 

PTEF1 Endogenous; Constitutive [65] 

PPEX8 Endogenous; Methanol-inducible [66] 

PADH3 Endogenous; Ethanol-inducible [49] 

PSDH Endogenous; Constitutive [67] 

PG1 Endogenous; Constitutive [50] 

PTHI11 Endogenous; Repressed by Thiamine [68] 

PSER1 Endogenous; Repressed by L-Serine [69] 

PMET3 Endogenous; Repressed by L-methionine [69] 

Yarrowia lipolytica Php4d Hybrid; Constitutive [70] 

PTEF Endogenous; Constitutive [71] 

PTDH1 Endogenous; Constitutive [72] 

PGPM1 Endogenous; Constitutive [72] 

PFBAIN Endogenous; Constitutive [72] 

PXPR2 Endogenous; Peptone-inducible [73] 

PPOX2 Endogenous; Oleic acid/Ricinoleic acid-inducible  [74] 

PPOT1 Endogenous; Ricinoleic acid-inducible [74] 

PICL1 Endogenous; Ethanol-inducible [74] 

PLIP2 Endogenous; Oleic acid-inducible [75] 

PYAT Endogenous; Nitrogen-free-inducible [76] 

PUAS4B-TEF Hybrid; Constitutive [51] 

PUAS32B-LEU Hybrid; Constitutive [77] 

Kluyveromyces lactis 
 

PScGAL1 Exogenous; Galactose-inducible [78] 

PScGAL7 Exogenous; Galactose-inducible [79] 

PKlPGK Exogenous; Constitutive [38] 

PKlPHO5 Endogenous; Phosphate-responsive [79] 

PKlLAC4 Endogenous; Lactase/Galactose-inducible [80] 

PKlLAC4-PBI Hybrid; Constitutive [81] 

PKlADH3 Endogenous; Glycerin-inducible [82] 

PKlADH4 Endogenous; Ethanol-inducible [83] 

Hansenula 
polymorpha 
 

PHpMOX Endogenous; Methanol-inducible [84] 

PHpGAP Endogenous; Constitutive [54] 

PHpPMA1 Endogenous; Constitutive [55] 

PPpAOX1 Exogenous; Methanol-inducible [56] 

PHPFMD Endogenous; Methanol-inducible [85] 

PHPTPS1 Endogenous; Heat-inducible [85] 

PScADH1 Exogenous; Constitutive [85] 
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乳酸克鲁维酵母表达系统中应用最多的启

动子是来自酿酒酵母的组成型强启动子——磷酸

甘油酸激酶(Phosphoglycerate kinase)基因启动子

PScPGK 和 诱 导 型 强 启 动 子 —— 半 乳 糖 透 性 酶

(Galactose permease 1)基因启动子 PScGAL1(受半乳

糖的诱导)。此外，乳酸克鲁维酵母内源的一些启

动子，如酸性磷酸酶(Acid phosphatase 5)基因启

动 子 PKlPHO5 、 线 粒 体 乙 醇 脱 氢 酶 (Alcohol 

dehydrogenase 3)基因启动子 PKlADH3、线粒体乙醇

脱 氢 酶 (Alcohol dehydrogenase 4) 基 因 启 动 子

PKlADH4、β-半乳糖苷酶(Beta-galactosidase)基因启

动子 PKlLAC4 以及 PKlLAC4 的突变体 PKlLAC4-PBI，也已

经开始被越来越多地应用于乳酸克鲁维酵母重

组蛋白的生产(表 1)。随着上述启动子的 UAS 等

功能元件的不断确定，乳酸克鲁维酵母人工杂合

启动子的构建势必成为新的研究热点。 

多形汉逊酵母表达系统中应用最多的启动

子是多形汉逊酵母甲醇氧化酶(Methanol oxidase)

基因启动子 PHpMOX，其可以被甲醇所诱导。同时，

多形汉逊酵母内源的组成型强启动子——甘油 

醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase)基因启动子 PHpGAP 和质膜 H+-ATP 

酶 (Plasma membrane H(+)-ATPase) 基 因 启 动 子

PHpPMA1 也都在多形汉逊酵母中成功应用于多种异

源蛋白的表达[54-55]。此外，来自于巴斯德毕赤酵

母的 PPpAOX1 启动子也可以在多形汉逊酵母中实现

异源蛋白的表达[56]。表 1 对目前多形汉逊酵母表达

系统中应用较多的启动子及其特征进行了列举。 

2.2  终止子 

和启动子一样，终止子也是重要的合成生物

学组件，在基因表达过程中具有终止转录的功能。

终止子的作用有强有弱，终止子的强弱会直接影

响转录产物(mRNA)的量。越来越多的研究表明转

录终止效率的不同还会影响生物体中 mRNA 的稳

定性[25,52,86]。但总的来说，关于非常规酵母终止子

的研究起步较晚且进展相对较少。 

目前，巴斯德毕赤酵母表达系统通常使用的

终止子是内源的 AOX1 基因终止子 AOX1tt。另外，

来自酿酒酵母的终止子如 ScCYC1tt 也被证明可以

在巴斯德毕赤酵母中使用[25]。最近，研究者们通

过文库等方法为巴斯德毕赤酵母筛选得到了更多

可用的内源终止子，如 TDH3tt、RPS2tt、RPP1Btt、

RPS17Btt、IDP1tt、RPS25Att、RPS3tt、RPL2Att

等[87]。和巴斯德毕赤酵母一样，解脂耶氏酵母表

达 系 统 一 般 也 是 选 择 使 用 来 自 酿 酒 酵 母 的

ScCYC1tt。同时，解脂耶氏酵母内源的一些终止

子如 XPRtt、Lip2tt 也得到了普遍使用[52]。乳酸克

鲁维酵母表达系统经常使用的终止子是内源的

LAC4tt 和来自酿酒酵母的终止子如 GPD1tt、

ADH1tt 和 ADH2tt 等[88]。多形汉逊酵母表达系统

使用较多的是内源的 MOXtt、AMOtt 以及来自酿

酒酵母的 ADH1tt[89]。由此可见，来自酿酒酵母的

终止子能够在这 4 种非常规酵母系统中很好地行

使功能。这也说明终止子在不同酵母种类中具有

高度的可转移性。因此，为以上这 4 种非常规酵

母筛选功能更优的内源终止子及异源终止子以及

构建功能可控的人工杂合终止子是下一步可以重

点开展的工作。这一工作发展前景广阔，相关成

果势必也会推动非常规酵母表达系统及合成生物

学研究的快速发展。 

2.3  载体 

目 前 ， 关 于 非 常 规 酵 母 的 着 丝 粒 序 列 

(Centromere sequence ， CEN) 和 自 主 复 制 序 列

(Autonomously replicating sequence，ARS)的研究
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相对较少，少数筛选得到的 CEN 和 ARS 序列使

用效果并不佳。因此，与酿酒酵母不同，现在成

功应用于非常规酵母的基因表达载体主要以整合

型质粒为主。 

巴斯德毕赤酵母的商用表达载体已经比较成

熟，其中应用最广泛的是 Invitrogen 公司开发的分

泌表达载体 pPIC9K (PAOX1 启动子)和胞内表达载

体 pPIC3.5K (PAOX1 启动子)。其他可用的巴斯德毕

赤酵母商用表达载体还包括 Invitrogen 公司的

pGAPZ 系列载体(PGAP 启动子)、pPIC6 系列载体

(PAOX1 启动子)、pAO815 载体(PAOX1 启动子)、pFLD

系列载体(PFLD 启动子)；BioGrammatics 公司的 pJ

系列载体(PAOX1 启动子)、pGlycoSwith®系列载体

(PGAP 启动子)；Lonza 公司的 XS®系列载体(PAOX1

启动子、PG1 启动子、PGAP 启动子)。  

与巴斯德毕赤酵母相比，其他几种非常规酵

母的商用(或可用)特异性表达载体数目相对较少，

但发展潜力更大。随着非常规酵母合成生物学组

件(主要是启动子和终止子)的不断丰富，研究者们

可以在目前商用(或可用)表达载体的基础上构建

出更多符合不同需求的非常规酵母基因表达载  

体[53]。表 2 列举出了 4 种非常规酵母具有代表性

的商用(或可用)表达载体。 

 
表 2  代表性的非常规酵母商用表达系统 

Table 2.  The most commonly used vectors for gene 
expression in the unconventional yeasts  

Host Plasmid Reference 

Pichia pastoris pPIC9K Invitrogen 
pPIC3.5K Invitrogen 

Yarrowia lipolytica pYLEX1 Yeastern Biotech
pYLSC1 Yeastern Biotech

Kluyveromyces 
lactis 

pKLAC1 NEB 
pKLAC2 NEB 

Hansenula 
polymorpha 

pMOXZ-α-A [90] 
pHIPM4 [91] 

3  非常规酵母基因组编辑方法的研

究进展 

近年来，研究者们已经为非常规酵母系统开

发出了多种靶向基因编辑技术，包括大范围核酸

酶 (Meganucleases) 、 锌 指 核 酸 酶 (Zinc-finger 

nucleases) 、 类 转 录 激 活 因 子 效 应 物 核 酸 酶

(TALENs)、Cre-loxP 系统和 CRISPR-Cas 系统等。

前 3 种方法在非常规酵母中的应用相对较少，这

里我们主要讨论 Cre-loxP 系统和 CRISPR-Cas 系

统在非常规酵母中的研究与应用现状。 

3.1  Cre-loxP 系统 

Cre-loxP 系统主要由 Cre 重组酶和 loxP 位点

两部分组成，利用 Cre 重组酶可以特异性识别 loxP

位点的原理而进行染色体上靶基因的遗传修饰或

改变。Cre-loxP 系统在非常规酵母系统中已经得

到广泛应用，在使用 Cre-loxP 系统进行基因敲除

时，外源的 loxP-Maker-loxP 基因片段在非常规酵

母细胞内首先进行同源重组从而完成了目标基

因的替换；接着，Cre 重组酶的表达可去除 2 个

loxP 位点之间的抗性基因标记，并留下 1 个 loxP

位点。然而，要进行多个基因的敲除时，新的

loxP-Maker-loxP 基因片段再次重组到非常规酵

母基因组上导致其基因组上会存在 3 个 loxP 位

点，这时，Cre 重组酶表达时可能会发生基因组

大片段的倒位或敲除，从而引起酵母生长状态发

生变化甚至死亡。尽管 Cre-loxP 系统在基因编辑

方面还存在一定问题，但是近年来，Cre-loxP 重

组系统在 loxP 标记的有效删除方面取得了较大

的进步。例如，Pan 等在巴斯德毕赤酵母中设计

了一种可以自行敲除的 Cre-loxP 系统[92]。在引入

lox71-PAOX1-Cre-ZeoR-lox66 表达盒之后，在博来霉
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素(Zeocin)平板上筛选阳性转化子。随后添加甲醇

诱导 Cre 重组酶表达，使 lox71 和 lox66 位点之间

的 PAOX1-Cre-ZeoR 片段得到了去除并产生了突变

的 lox 72 位点，该突变的 lox 72 位点几乎不能被

Cre 重组酶识别。Fickers 等在解脂耶氏酵母中同

样构建了 Cre-loxP 系统，标记的总去除率可达

98%，因此该方法的连续使用可以实现解脂耶氏

酵母多个基因的快速敲除[93]。在乳酸克鲁维酵母

中，通过将乙酰胺酶(AmdS)标记与氟乙酰胺的结

合使用成功实现了标记的去除和再利用[39]。Song

等在多形汉逊酵母中利用 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[94]。总之，Cre-loxP 系统目前仍然是巴斯德毕

赤酵母、解脂耶氏酵母、乳酸克鲁维酵母和多形

汉逊酵母中应用最多、最成熟的一种靶向基因敲

除技术。实际上，除了基因敲除之外，Cre-loxP

重组系统在非常规酵母中还可以有其他不同的应

用方式(图 1)。 

3.2  CRISPR-Cas 系统 

CRISPR-Cas 系统是最新出现的一种由 RNA

指导，利用 Cas9 等特殊的核酸酶对基因组上目的

基因进行定点编辑的技术。目前，大多数研究人

员将与靶 DNA 互补的 crRNA 和 tracrRNA 融合为

一条单独的 sgRNA，再将 sgRNA 定位到基因组上

的目标位点，从而指导 Cas9 蛋白对双链 DNA 进

行剪切和实现对目的基因定点编辑的目的(图 2)。

相比于传统的基因编辑方法，CRISPR-Cas 系统更

加容易操作，只需合成一个 sgRNA 即可实现对目

的基因的特异性修饰；同时 sgRNA 序列一般较短，

构建非常方便。这一技术的建立为利用合成生物学

方法在以非常规酵母为代表的非模式生物底盘中

重建生物合成途径和代谢网络奠定了重要基础。 

 
 

图 1.  Cre-loxP 系统的不同作用方式 

Figure 1.  A schematic diagram illustrating the 
possible applications of Cre-loxP approaches. A: The 
sequence between the loxP sites is removed when the 
two loxP sites are in the same orientation on the same 
DNA molecule. B: The sequence between the loxP 
sites is inverted when the two loxP sites are in opposite 
orientations on the same DNA molecule. C: The 
sequences between the loxP sites are exchanged when 
the two loxP sites are in the same orientation on 
separate DNA molecules. D: The sequences between 
the loxP sites are interchanged when the four loxP sites 
are in the same orientation on separate DNA molecules. 

 

CRISPR-Cas 系统的建立使得越来越多的复

杂整合和敲除可以在较短的时间内得以实现，因

此该系统已经成为目前多种生物体基因组编辑领

域最为广泛采用的技术工具。迄今为止，本文所

述 的 4 种 非 常 规 酵 母 都 已 经 实 现 了 利 用

CRISPR-Cas9 系统来进行基因的整合或敲除，并

显示出了非常高的研究和应用价值。在巴斯德毕

赤酵母中，使用不同的启动子(RNA 聚合酶 II 启

动子、RNA 聚合酶 III 启动子)与核酶进行组合来

产生不同的 sgRNA 序列，同时用 RNA 聚合酶 II

启动子表达 Cas9，最终目的基因的敲除率达到了

100%[95]。最近，Schwartz 等在解脂耶氏酵母中通

过使用人工合成的 RNA 聚合酶 III 启动子来表达

sgRNA 和使用人工启动子来表达 Cas9，极大提

高了 CRISPR-Cas9 介导的基因编辑效率[96]。同

时，CRISPR-Cas 系统在乳酸克鲁维酵母系统中也 
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图 2.  CRISPR-Cas 系统的工作原理 

Figure 2.  The general working principle of the CRISPR-Cas system. 
 

得到了开发和成功应用，研究者们使用该系统成

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[97]。

另外，在多形汉逊酵母中，Numamoto 等通过在

POpSNR6 启动子后添加 tRNACUG 以此驱动 sgRNA

的表达，显著提高了 CRISPR-Cas9 系统的编辑 

效率[98]。 

4  结语和展望 

与真核模式微生物酿酒酵母相比，一些非常

规酵母具有很多特殊的生理及代谢优势。正因如

此，该类非模式微生物有成为新型工业用菌的巨

大潜力，引起了生物学家尤其是合成生物学家的

广泛关注。然而，这些非常规酵母通常在分子遗

传特性上更难驾驭。例如，当引入外源 DNA 时，

酿酒酵母更倾向于进行同源重组，而本文讨论的 

4 种非常规酵母均表现出更强的非同源末端连接

(NHEJ)的偏好性。因此，在对这些菌株进行分子

操 作 时 ， 往 往 需 要 更 多 的 时 间 才 能 筛 选 得 到 

所需的同源重组转化子(表型筛选或 PCR 验证)。

同时，在酿酒酵母中插入目的基因时，在其上游

和下游只需要 30–50 个碱基对的同源臂即可有效

实现同源重组；但在上述非常规酵母中可能需要

500–3000 个碱基对的同源臂才能实现同源重组，

因此，同源臂的构建往往费时费力。但是随着合

成生物学 DNA 组装技术的不断发展和基因组编

辑工具的进一步突破，有望解决或者缓解这些局

限性，从而使非常规酵母有能力与已成熟的模式

微生物表达系统(底盘细胞)在合成生化制品方面

展开更激烈的竞争。 

虽然巴斯德毕赤酵母表达系统已经具有了多

种可用的组成型和诱导型强启动子，但是解脂耶

氏酵母、乳酸克鲁维酵母和多形汉逊酵母在这方

面的研究相对落后。因此为非常规酵母继续筛选

更优的合成生物学组件(主要是启动子和终止子)

以及开发序列更短、性能更强的启动子和终止子

序列，都将是下一步工作的重点工作。另外，

CRISPR 干扰技术已经被证明是调控解脂耶氏酵
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母基因表达的有效技术[99–100]。但是，在上述其他

非常规酵母表达系统中该技术尚未被建立。这种

候选技术的建立和发展无疑将会极大促进非常规

酵母表达系统在代谢工程领域中的应用。 

相比于其他基因组编辑工具，Cre-loxP 系统

和 CRISPR-Cas 系统具有操作简便、特异性强、效

率高等优势，目前已经成为对非常规酵母进行分

子遗传改造和代谢工程改造的两项优选策略。我

们认为，随着合成生物学技术的不断发展，新型

基 因 组 编 辑 工 具 如 MAGE[101] 、 YOGE[102] 、

Target-AID[103]等在这些非常规酵母系统中的开发

和应用势必进一步提升它们的应用价值。 
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Advances in molecular genetics and synthetic biology tools in 
unconventional yeasts 

Yu Zhao, Yakun Zhao, Shiqi Liu, Jian Li, Shenglong Li, Dongguang Xiao, Aiqun Yu* 
State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology of the Ministry of 
Education, Tianjin Key Laboratory of Industrial Microbiology, College of Biotechnology, Tianjin University of Science and 

Technology, Tianjin 300457, China 

Abstract: Currently, it is widely accepted that the combination of advanced synthetic biology techniques with 

traditional molecular genetic techniques could help construct and optimize metabolic pathways in yeast cell 

factories. The research of yeast synthetic biology first began in the model yeast Saccharomyces cerevisiae, and in 

recent years has rapidly expanded to some unconventional yeast species including Pichia pastoris, Yarrowia 

lipolytica, Kluyveromyces lactis, and Hansenula polymorpha. By using synthetic biology-based metabolic 

engineering strategies, scientists have successfully developed a series of unconventional yeast cell factories that can 

efficiently produce different valuable industrial products such as biomaterials, biofuels, biochemicals, enzymes, 

food additives and pharmaceuticals. This review systematically summarizes the current status and applications of 

synthetic biology tools (mainly genome editing tools), synthetic biological parts (mainly promoters and 

terminators) and related molecular genetic methods in the aforementioned unconventional yeast systems. 

Furthermore, potential applications of other synthetic biology approaches in further optimizing bioproduction in the 

unconventional yeast biofactories and key challenges are discussed. This review provides a theoretical guidance for 

engineering these promising non-model microbial chassis to achieve high-level production of value-added products. 

Keywords: unconventional yeast, Saccharomyces cerevisiae, synthetic biology, molecular genetics 
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