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学。主要聚焦酿酒酵母的代谢工程、系统生物学以及合成生物学的研究。通过理

性设计并结合非理性措施对酿酒酵母进行代谢途径改造，拓宽了乙醇发酵底物范

围(尤其是木糖等五碳糖的代谢)，为实现木质纤维素水解液全糖发酵乙醇产业化技

术奠定了扎实的基础。同时基于各类组学研究技术，揭示酿酒酵母高效共转化木

糖/葡萄糖及高抗逆性的分子机理。任中国微生物学会普及教育工作委员会委员、

山东省遗传学会和山东省分子与生化学会理事以及中国可再生能源学会会员等。 
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成生物学。主要从事酿酒酵母底盘细胞的代谢工程改造及育种研究，主要利用

分子生物学及合成生物学等技术方法研究木质纤维素类生物质微生物转化大

宗化学品及高值天然产物的过程机理及调控策略。任山东省生物化学与分子生

物学会理事、中国可再生能源学会会员。 
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᪎   㾷φ公认食品安全的酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是合成生物学中被广泛研究的底盘细

胞，常作为生产高值或大宗化学品的微生物细胞工厂。近年来，通过各种代谢工程改造策略，已

有大量化学品的合成途径在酿酒酵母中建立并优化，且部分化学品具备了产业化价值。作为真核

生物，酿酒酵母具有完整的细胞内膜系统及其组成的复杂细胞器区室，而这些细胞器区室往往含

有某些化学品合成所必需的较高浓度前体底物(如线粒体中的乙酰辅酶 A)，或更加充足的酶、辅因

子、能量等，可为目标产物的生物合成提供更适宜的物理、化学环境，但同时不同细胞器的结构

特点有时也成为特定化合物合成的障碍。为此，研究人员在深入分析不同细胞器自身特点的基础

上，结合目标化学品合成途径与细胞器之间的适配度，对细胞器开展了大量针对性改造工作以提

高产物合成效率。本文详细综述了酿酒酵母中线粒体、过氧化物酶体、高尔基体、内质网、脂滴

和液泡等细胞器的途径改造及优化策略，以及利用细胞器区室化合成化学品的研究进展，并对目

前存在的困难和挑战以及未来研究方向进行了总结与展望。 
ީ䭤䈃φ生物合成；定位合成；细胞器；代谢工程；底盘细胞；酿酒酵母  

$GYDQFHV LQ WKH SURGXFWLRQ RI FKHPLFDOV E\ RUJDQHOOH 
FRPSDUWPHQWDOL]DWLRQ LQ Saccharomyces cerevisiae 

/8$1 7DR1� <,1 0HQJTL1� :$1* 0LQJ1� .$1* ;LXORQJ1� =+$2 -LDQ]KL1�2
�  
%$2 ;LDRPLQJ1
 

1 State Key Laboratory oI Biobased Material and *reen PapermaNing, School oI Bioengineering, Qilu 8niYersity 
oI Technology (Shandong Academy oI Sciences), Jiཚnan 250353, Shandong, China 

2 State Key Laboratory oI Microbial Technology (Microbial Technology Institute), School oI LiIe Sciences, 
Shandong 8niYersity, Qingdao 266237, Shandong, China 

 
$EVWUDFW� As a generally-recogni]ed-as-saIe microorganism, Saccharomyces cerevisiae is a 
Zidely studied chassis cell Ior the production oI high-Yalue or bulN chemicals in the Iield oI 
synthetic biology. In recent years, a large number oI synthesis pathZays oI chemicals haYe been 
established and optimi]ed in S. cerevisiae by Yarious metabolic engineering strategies, and the 
production oI some chemicals haYe shoZn the potential oI commerciali]ation. As a euNaryote, 
S. cerevisiae has a complete inner membrane system and comple[ organelle compartments, and 
these compartments generally haYe higher concentrations oI the precursor substrates (such as 
acetyl-CoA in mitochondria), or haYe suIIicient en]ymes, coIactors and energy Zhich are 
reTuired Ior the synthesis oI some chemicals. These Ieatures may proYide a more suitable 
physical and chemical enYironment Ior the biosynthesis oI the targeted chemicals. HoZeYer, the 
structural Ieatures oI diIIerent organelles hinder the synthesis oI speciIic chemicals. In order to 
ameliorate the eIIiciency oI product biosynthesis, researchers haYe carried out a number oI 
targeted modiIications to the organelles grounded on an in-depth analysis oI the characteristics 
oI diIIerent organelles and the suitability oI the production oI target chemicals biosynthesis 
pathZay to the organelles. In this reYieZ, the reconstruction and optimi]ation oI the 
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biosynthesis pathZays Ior production oI chemicals by organelle mitochondria, pero[isome, 
golgi apparatus, endoplasmic reticulum, lipid droplets and Yacuole compartmentali]ation in   
S. cerevisiae are reYieZed in-depth. Current diIIiculties, challenges and Iuture perspectiYes are 
highlighted. 
.H\ZRUGV� biosynthesis� positioning synthesis� organelles� metabolic engineering� chassis cells� 
Saccharomyces cerevisiae 

 
ᬣ着合成生物学੾శ的ঋᤳ发ࡘ，通过代

谢工程改造ॱ生物细胞工厂生产有͈值的化合

物来ఢ代͛ፑ生产ழก是ఝ加环保可持፝的解

决ழ಴[1]。಩૵代谢工程理এ，在ॱ生物中建

立代谢途径并将代谢通量导向目标产物，可用

于生物生产Չ种Ў进生物྆料、大߼化学品、

药物和重组蛋白。此外，通过᧓Ԩ一ጆѴ有效

ଏஶ对代谢途径进行͕化，例如，控制酶的表

达强度或改变关键酶的产物ϙ向、提高ऄ物的

୉入及转化能力、ҏि内源ባ́途径、重建ᣘ

因子ࣰᛥ体ጆ、缓解或ፈ过代谢ၪᮘ，以及减

少中间体代谢物和产物的ඈ性等，能够达到提

高目标化合物产量的目的[2-3]。 
酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)作为 

一种ᄽನഴ式ॱ生物，其对ዣஉ工ˉ生产环ܑ

中的低 pH、高ຕᤨ压、˲醇及其̴ં制物等Х

有较高的᱔ೡᏬԩ性，被ᝢ为是合成生物学ऄ

ᄧ细胞的理ਆ选择˧一。此外，酿酒酵母Х有

完善的К基因组ࣿѴ、ស细的基因ซ᧕ᠪ源和

ኤΦ的基因ୱ作ழก，ᤇ也促进了酿酒酵母代

谢工程改造的发ࡘ。目前，᝴多生物合成途径

ፂ在酿酒酵母细胞质中建立并Ԩ得不ί的进ࣂ

步，例如˲醇，青蒿酸、人ᑕࡳ素、ᐣ༰Ⴎᔟ、

กփ烯和异ʷ醇等[4-16]。 
酿酒酵母细胞内Х有ܬఽ的膜ጆፑ，ॆ合

成目标产物੝需的前体ऄ物、酶和ᣘ因子等内

源性ᠪ源不ࣰᛥڠ分布在不同的细胞器Ӝࠈ中

ௐ，细胞器结构会造成一些不利的因素，导致

特定化合物的合成效率ϟ低。例如，异源代谢

途径的代谢物ᡴ膜转运效率较低和部分代谢物

不能ᡴ膜运输、细胞质中前体供ፋ不足以及相

关酶过于分散等因素ː重影响了目标途径的代

谢效率。ᙉ然提高相关酶的表达量、᝹᝟ᚷ合

蛋白以及人造蛋白ஂ౵等策略在一定程度上能

够提ӣ产物合成效率，然而，前体供ፋ不足等

᫇ᮤ依然෤有得到有效解决[17]。并且，ᬣ着代

谢工程变得ᡔ来ᡔܬఽ，ఝ长和ఝܬఽ的异源

代谢途径导入酿酒酵母细胞质中，与ܸ然细胞

ҩ能发生˘੷的可能性增加，也使细胞的代谢

负ઝ加大[18-20]。同ௐ，异源代谢途径也ᬱБ会

产生对细胞生长不利的中间体代谢物或(和)目
标产物[21-22]。利用Չ种细胞器的ҩ能特ड़解决

ᤇ些᫽ᆽ代谢通量的᫇ᮤ，是酿酒酵母代谢工

程改造的新的关ซཁ[23-24]。细胞中存在Չ种ҩ

能不同的细胞器和细胞结构，包括ጲዡ体

(mitochondria)、过氧化物酶体(pero[isome)、高

尔基体(golgi apparatus)、内质网(endoplasmic 
reticulum, ER)、脂滴(lipid droplets, LDs)、๮泡

(Yacuole)和细胞ܝ(cell Zall)，它们结构ܬఽ，

ඇ种细胞器ᦏХ有独特的内部环ܑ以及特定的

代谢途径与ҩ能(ڎ 1)。将代谢途径靶向细胞器

中能够Ќ分利用౼些特定细胞器中不能转运出

的关键前体物，增加酶和中间体代谢物的局部ใ

度，可以改善细胞质中合成目标化学品的前体物

供应不足或异源酶及中间体代谢物ใ度不足的

ҭҸ，使代谢通量和通ᡸ效率得到提高[25-26]。代

谢途径的Ӝࠈ化，还能够减少通过其̴途径๖

Ᏹ中间体代谢物，改善异源途径有ඈ中间体代 
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图 1  酿酒酵母中细胞器的结构 
)igure 1  Structure oI organelles in Saccharomyces cerevisiae. 
 
谢物或产物对细胞造成的负面影响[2,21,27-29]。Բ

外，细胞器˧间的协作和物质̓ึ对于Ӝࠈ化

改造也是᭣常重要的，Չ个细胞器的动态协作

也能提高产物的生物合成。通过代谢途径Ӝࠈ

化的策略有భ进一步提高目标化学品的产量，

表 1 总结了ᤂࣱ来通过酿酒酵母细胞器Ӝࠈ合

成化学品的研究ࠃ例，并于஠中፫ᤗ了相关研

究进ࡘ。 

1  ຬौ体௕೉ۦюܤ༰ଶ 

1.1  线粒体的结构与功能 
ጲዡ体基质由ˏࡎ膜包᜜，与细胞质内环

ܑ相比，Х有ఝ高的 pH 值、ఝ低的氧ใ度和ఝ

高的氧化还原ႂ位，可通过三Ꮖ酸(tricarbo[ylic 

acid, TCA)९环和氧化磷酸化的过程，产生大量

的能量物质，是细胞的动力ᢻ间[68]。此外，ጲ 

ዡ体还参与多种化合物的生物合成过程，如˲

ᦳᣘ酶 A、ஂᩖත基酸、ᛝ红素、脂质、ˈ酮

酸、铁ᆴ()e-S)ዌ、NADH、NAD�、黄素ᒌي

ք二ನ苷酸和 Į-酮异ੀ酸，ᤇ能为᝴多化合物

的合成提供关键前体代谢物和氧化还原ᣘ因  
子[7,69]，对产物的高效合成ᒯ关重要。 

1.2  线粒体中合成以乙酰辅酶 $ 为前体的

化学品 
˲ᦳᣘ酶 A 是中心碳代谢的重要中间代谢

物，也是ዽ代谢ึ向脂类分子合成的ᓫཁ，ᤇ也

自然成为脂ᐫ酸ᛡ生物和萜类化合物等多种高

值化学品的前体代谢物[70]。在细胞器中˲ᦳᣘ

酶 A 的产生途径有 3 ్，一是在ጲዡ体中ˈ酮

酸脱ඩ酶ܬ合物催化ˈ酮酸形成˲ᦳᣘ酶

A[68]；二是在ጲዡ体中˲ᦳᣘ酶 A ප解酶催化

းဝᦳᣘ酶 A 和˲酸ऄ物，将းဝᦳᣘ酶 A 的

ᣘ酶 A 基ڃ转ሧ到˲酸，形成˲ᦳᣘ酶 A[71]； 
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三是在过氧化物酶体中脂ᐫ酸 ȕ-氧化产生˲ᦳ

ᣘ酶 A。在酿酒酵母中，˲ᦳᣘ酶 A 的分布是

高度Ӝ۪化的，主要分布在细胞质、ጲዡ体、

过氧化物酶体和细胞ನ中，且不同Ӝࠈ的˲ᦳ

ᣘ酶 A 的ใ度ࢿ别较大，૵报᥊其在ጲዡ体中

的դ量是细胞质中的 20±30 倍[72]。然而˲ᦳᣘ

酶 A 不能ᡴ膜转运的特ཁ，导致不同Ӝ۪内不

能互相ቇ೗利用[73]。利用ጲዡ体中˲ᦳᣘ酶 A
的有效ଏஶ，是ᄯଋ在ጲዡ体中构建ʽຣ代谢

途径，转化产生可以自由ᡴ膜扩散或通过转运

蛋白ࠃဗᡴ膜运输到细胞质的前体或目标产 
物[21]。例如，利用细胞色素氧化酶等定位ጲዡ

体的蛋白 N ቪ信号ᐶ，将˲ᦳᣘ酶 A ʽຣ的ፂ

ႀ羟ੀ酸(meYalonic acid, MVA)途径或ႀ基ᡆ

ᘪዽ磷酸(methylerythritol phosphate, MEP)途径

中的К部酶定位表达到ጲዡ体中，ࠃဗ了在ጲዡ

体中表达一些̝脂性萜类化合物(如೅烯、ᔉള

醇、异ੀ二烯、角鲨烯)，并利用其̝脂性能自由

ᡴ膜扩散的特ཁ，合并在细胞质建立的同ಧ代

谢途径，௙显提ӣ目标产物的产量[24-25,27,31,74]。利

用ᤇ种策略，ThomiN 等[25]通过在细胞质和ጲዡ

体Р表达 N-੔短的೅烯合酶(t34SabS1)，并超

表达ጲዡ体ҩ能蛋白 Aim25p，使೅烯的滴度达

到了 154.9 mg/L，是ѹݼ菌株的 60 倍；=hang
等 [31]在ጲዡ体中超表达กࡈ基ཤ磷酸合成酶

(Iarnesyl pyrophosphate synthetase, ER*20)቉
变体 ER*20)96W/N127W 和来自ᐚಯ的ᔉള醇合成

酶 (linalool synthase, CoLIS) 的 ᚷ 合 蛋 白

CoLIS/ER*20)96W/N127W，并建立细胞质ᔉള醇

的合成途径，使补料分批发酵的ᔉള醇滴度达

到 23.45 mg/L；LY 等[24]ఽ̓构建二倍体细胞质

和ጲዡ体Ԥ重代谢菌株，ឞ策略相对于̨使用

ጲዡ体或细胞质工程的重组菌株，分别增加了

2.1 倍和 1.6 倍的异ੀ二烯产量，补料分批发酵

生产了 2 527 mg/L 的异ੀ二烯；=hu 等[27]利用

ጲዡ体改造策略生产角鲨烯，并在细胞质中超

表达੔短的 3-羟基-3-ႀ基ੀ二ᦳᣘ酶 A 还原酶

(tHM*1)，减轻 MVA 通ᡸ有ඈ化合物对细胞生

长和角鲨烯生产能力的负面影响，使角鲨烯效

͈达到了 21.1 g/L。将౼些̝脂性萜类化合物的

合成途径构建到ጲዡ体Ӝࠈ中，可Ќ分利用Ӝ

中的˲ᦳᣘ酶ࠈ A 前体ऄ物，使目标化合物的

合成相较于细胞质工程得到一定程度的提高。

但是，萜类化合物的一些中间体代谢物对细胞

是有ඈ性的，࠾其是在ጲዡ体中，能够影响ጲ

ዡ体的ൣ常ҩ能，以ᒯ于影响产物的积累。因

此，未来研究需通过ఝ加ዴ细的代谢调控，进

一步提高代谢通量，减少中间产物的积累，以

及超表达或(和)敲除౼些关键基因，能够减轻有

ඈ化合物对细胞生长和产物积累的负面影响，

为ఝ多的萜类化合物的生物合成提供了策略。 
1.3  线粒体中合成以丙酮酸为前体的化

学品 
ˈ酮酸是ጲዡ体中 TCA ९环ൣ常运转的关

键前体物。ጲዡ体中˗ࠜ的ˈ酮酸为生物྆料异

ʷ醇和异ੀ醇的生物合成ݕ定了基础[34,75]。通过

将合成途径的酶基因(包括˲ᦳ˽酸合酶 ILV2、
酮醇酸还原异构酶 ILV5、二羟酸脱ප酶 ILV3、
˲醇脱ඩ酶 ADH 及 Į-酮异ੀ酸脱Ꮖ酶 KDC)
定位到ጲዡ体中表达，AYalos 等[33]利用此策略

使菌株合成了 635 mg/L 的异ʷ醇并产生了  
130 mg/L 的异ੀ醇。Hammer 等[34]进一步ઁ负

᠉ 2-酮酸ढͨ的 3 种ᤫॅ酶 (LE84, LE81, 
LE82)定位到ጲዡ体中表达，增加了异ੀ醇合

成途径的通量并有效ڠ减少了中间体代谢物 
2-异ˈ基ᔰ౦酸合酶 2-IPMS 的૮Ᏹ，使异ੀ醇

产量达到了 1 241 mg/L。因此，将完整的代谢

途径靶向到ጲዡ体中，能够增加酶和中间体代

谢物的局部ใ度，ፈ过ባ́通ᡸ，减少中间体

代谢物的૮ܾ，使产物得到ఝ多的积累。 
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1.4  不同碳源对线粒体代谢及产物合成的

影响

酿酒酵母在进行ᗇᖬዽ代谢ௐ，细胞会处

于强酵解状态，ዽ异生途径、TCA ९环和˲ᧉ

酸९环中的基因表达会ԩ到᫽᥆，ጲዡ体活性

以及细胞生长也会ԩ到ં制，代谢通量大部分

ึ向发酵产物˲醇，ឞဗ៵被ሥ为 Crabtree 效

应[76-78]。通过改造参与ᗇᖬዽ信号͛导的转录

因子 mth1 和 RNA ᐐ合酶 II ̭质ܬ合物的̍基

med2 ᤇ 2 个等位基因可以减轻 Crabtree 效应，

=hang 等[32]研究发ဗ mth1 和 med2 等位基因的

቉变体 mth1a81d 和 med2*432y 在菌株中会产生协

同效应，以缓解 Crabtree 效应，同ௐ改善细胞

生长，使ఝ多的碳通量ल入ጲዡ体并增强能量

和ጲዡ体˲ᦳᣘ酶 A 的合成，通过将ˈ二ᦳᣘ

酶 A 还原酶靶向ጲዡ体中表达，工程菌株利用

ᗇᖬዽ产生了 2.04 g/L 滴度的 3-羟基ˈ酸，是

᧘生ۋ菌株的 5.4 倍。ॆ酿酒酵母利用ఱዽ代

谢ௐ，与ᗇᖬዽ相比，ఱዽ代谢过程中细胞整

体呈ဗ出 Crabtree-negatiYe 代谢特ड़，且ఱዽ

代谢中ጲዡ体ఝ加活ᡣ，通过֏խ฽定ࠃᰍ表

௙Ṋఱዽ代谢的酵母ጲዡ体活性能够提高多达

7.3 倍，̍ 酮酸由胞质到ጲዡ体的运输量和 TCA
९环代谢通量也௙显增强，为以ˈ酮酸为前体

物的有机酸(醇)类化合物生物合成提供了有利

్͇[36,71,79-80]。通过将异ʷ醇合成途径定位到ఱ

ዽ利用菌株的ጲዡ体中表达，Lane 等[35]使异ʷ

醇的产量达到了 2.6 g/L。=hang 等[36]在此基础

上进一步敲除 bat1 (ᎃᆉጲዡ体ஂᩖත基酸转

ත酶)、ald6 (ᎃᆉ胞质ᧉ脱ඩ酶)和 pho13 (ᎃᆉ

碱性磷酸酶)来͕化代谢途径，使异ʷ醇的产量

达到了 3.1 g/L。基于ఱዽ代谢能够增强ˈ酮酸

进入ጲዡ体的运输量，进而也会提高ጲዡ体中

˲ᦳᣘ酶 A 的积累，ᤇ有利于提高萜类化合物

在ጲዡ体Ӝࠈ中的合成。ఴាᮤ组通过前య在

ᗇᖬዽ和ఱዽР利用酿酒酵母细胞质中合成Ӭ

萜ᯭՀ醇的研究基础上，通过信号ᐶ将以˲ᦳ

ᣘ酶 A 为前体物到ᯭՀ醇К合成途径的酶基因

定位表达到ጲዡ体Ӝࠈ内，构建ఱዽ利用酿酒

酵母ጲዡ体合成ᯭՀ醇菌株。研究发ဗ，ጲዡ

体改造Ր的菌株ᯭՀ醇产量ॡ低且细胞生长缓

ਤ，细胞的代谢负ઝ加重，不利于产物的合成。

通过调整策略将ᯭՀ醇合成酶和ϟᯭݝՀ基ཤ

磷酸(geranyl diphosphate, *PP)合成酶活性的

ER*20WW 的ᚷ合蛋白(tVo*ES-***S-ER*20WW)
以及异ੀ烯基ཤ磷酸异构酶(IDI1)定位到ጲዡ

体中表达，结合细胞质中表达ᯭՀ醇合成酶，

使菌株生长得到改善且ᯭՀ醇产量得到大ࣧ提

ӣ，但̮௃ก达到细胞质改造菌株的产量，ឬ

௙菌株在ఱዽ代谢ௐጲዡ体中˲ᦳᣘ酶 A 的通

量大部分ึ向 TCA ९环，而ึ向目标化合物的

合成的通量较少。፫上੝ᤗ，通过对酿酒酵母

在不同碳源్͇ʽ的代谢特ड़的研究，发ဗఱ

ዽ్͇ʽጲዡ体活性会得到提高，部分前体代

谢物的代谢通量也会增强，将目标化合物的代

谢途径靶向ጲዡ体中表达，在一定程度上能够

使产量得到提高，但有些化合物的合成与ጲዡ

体自ᢵ代谢途径ባ́前体代谢物和能量，Ҹॸ

会影响目标化合物的积累。Բ外，ጲዡ体内部

空间᭣常઴૗，ॆल入较长、较ܬఽ的外源代

谢途径ௐ，可能会导致ጲዡ体代谢压力较大[30]，

从而影响ൣ常的生理ҩ能。因此，在未来的研

究中，需进一步对ጲዡ体中代谢途径进行͕化，

提高关键酶的催化效率，并且᧪对不同碳源᝹

᝟与˧ӛᦠ的目标产物合成途径，使代谢通量

可能ึ向目标产物，同ௐ保ᬩጲዡ体፤持其ࡉ

基ఴ生理੝需的代谢物和ᣘ因子等，ణ大限度

提高ጲዡ体合成化学品的效率。 
1.5  线粒体其他特殊环境特点对化学品合

成的影响 
ጲዡ体Ӝࠈ内Х有较高的 pH 值，ᤇ为高

pH 需ය化合物的合成提供了有利ڣ੝，例如，
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຃Ꮌᘰ苷的生物合成。Wang 等[81]在高效生产

8-异ੀ二烯݉ࡢ酚的酵母菌株的基础上，将对

低 pH ஏਕ且在酵母细胞质中表达ௐ会ܾԜ活

性的异源ႀ基转ሧ酶(*mOMT2)定位表达在酿

酒酵母ጲዡ体中，催化 8-异ੀ二烯݉ࡢ酚生成຃

Ꮌᘰ苷，使重组菌株利用ᗇᖬዽ产生了 7.2 mg/L
຃Ꮌᘰ苷。 

Բ外，ጲዡ体 )e-S ዌ蛋白是 TCA ९环和

ႂ子͛ᤫᩖ的重要组成部分，它们还参与ጲዡ

体内౼些ත基酸、ᛝ红素、ᨛᣘ因子、ᆴᣬ酸

和生物素的合成[82]。有研究发ဗ，ጲዡ体中 )e-S
ዌ提供了一个合适的环ܑ来合成ڌධ酶生物合

成 的 前 体 ႀ ᆴ ත 酸 酶 (S-adenosylmethionine 
en]yme, NiIB)[37]。NiIB 在ڌධ酶生物合成中ӳ

有重要的ڠ位，NiIB 催化 8)e-9S-C ዌ形成

NiIB-co，它构成了 3 种ڌධ酶类ۋ的活性位ཁ

ᣘ因子的ನ心。Burpn 等[37]将ڌධ酶基因转ሧ

到酿酒酵母ጲዡ体中表达，使细胞在有氧్͇

ʽ，产生 NiIB，ឞ研究为ࠃဗ在ᄽನ生物中ڌ

定 N2 提供了可行ழ಴。 

 ༰ଶܤюۦ๞ਝ体௕೉ܤཾڶ  2
2.1  过氧化物酶体的结构与功能 

氧化物酶体是由Ӭࡎ膜包᜜并դ有产生

H2O2 的氧化酶和ᬋ解 H2O2 的过氧化ඩ酶的细

胞器，它的大࠴和ஜ量಩૵生长్͇而动态变

化。氧化物酶体的膜结构对᝴多分子量低于 
700 Da 的࠴分子物质Х有ຕᤨ性，并对分子量

较大的ໄ质产生ࡕᬩ。氧化物酶体可以容ጩ一

定量的႟ප性化合物参与᝴多代谢反应，包括

脂ᐫ酸 ȕ-氧化、˲ᧉ酸९环和ႀ醇代谢，以及

相关联的生物合成过程 [40,43,83]。过氧化物酶体

的脂ᐫ酸 ȕ-氧化能够产生˲ᦳᣘ酶 A，是᝴多

化合物合成的前体物。过氧化物酶体 NADP 依

赖性异ಇ൐酸脱ඩ酶(isocitrate dehydrogenase, 

IDP2 和 IDP3)，能够为过氧化物酶体提供氧化

还原状态，໗足生物合成过程对 NADPH 的需

ය[84]。由于过氧化物酶体膜对 NADPH 和˲ᦳ

ᣘ酶 A 不可ຕᤨ，依᭤能够定位过氧化物酶体

基质的信号ᐶ Pts1p 和 Pts2p，以及定位到过氧

化物酶体膜的信号ᐶ mPTS，可将代谢途径有

效ल入和定位到过氧化物酶体[43,85]。 

2.2  过氧化物酶体中合成萜类化合物 
过氧化物酶体的脂ᐫ酸 ȕ-氧化产生的˲ᦳ

ᣘ酶 A，是萜类化合物合成的有ᄝ要素，激发

了在过氧化物酶体Ӝࠈ合成萜类化合物的研究

བৰ。Dusspau[ 等[1]将 MVA 途径和一些Ӭ萜化

合物合成酶定位表达到过氧化物酶体中，成ҩ

在过氧化物酶体中合成了ᯭՀ基二磷酸ᛡ生化

合物，包括ᯭՀ醇、(R)-(�)-ಇ൐烯、反式异ᑊ

೴烯醇、Ӭ萜ժ׈生物碱的前体 8-羟基ᯭՀ醇

和大᳣素前体大᳣二酚酸。并在半连፝补料分

批发酵్͇ʽ产生了 5.5 g/L ᯭՀ醇和 2.6 g/L 
(R)-(�)-ಇ൐烯。通过对过氧化物酶体生物发生

因子基因 pex30、pex31、pex32 和过氧化物酶体

՛٫ԩ体基因 atg36 的Ӭ一或多重Ꭴܾ的结౦

显示能够增加过氧化物酶体的ஜ量，结合超表

达੔短的 Į-᫽᥆蛋白ଋܿ bul1，可将 E3 ค素

连ଋ酶(RSP5)与其ऄ物连ଋᡐ来进行ค素化，

᫸ൢ转运蛋白ᬋ解，提高酿酒酵母细胞对ᯭՀ

醇的Ꮼԩ性，使ᯭՀ醇滴度得到进一步提高[38]。

=hang等[39]将 MVA途径和 α-葎草烯合酶通过增

强ۋ过氧化物酶体信号ᐶ ePTS1 靶向定位表达

于过氧化物酶体中，结合细胞质中 α-葎草烯合成

途径，使重组菌株产生了 160 mg/L 的 α-葎草烯，

与细胞质工程菌株相比，α-葎草烯的产量增加了

2.5 倍，并在 5 L 生物反应器中补料分批发酵ᖌ得

了 1 726.78 mg/L 滴度的 α-葎草烯。Liu 等[40]在

过氧化物酶体中合成角鲨烯，通过超表达 idp2 和

idp3 增加 NADPH 向过氧化物酶体的转运、超表
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达 ant1 (ᎃᆉ过氧化物酶体ᒌيքನ苷酸转运蛋

白)增加 ATP 的供应，改善过氧化物酶体中角鲨烯

合成，并ఽ̓构建二倍体细胞质和过氧化物酶体

Ԥ重代谢菌株，使角鲨烯滴度达到了 11.00 g/L。
过氧化物酶体的脂ᐫ酸 ȕ-氧化产生的˲ᦳᣘ酶

A、ᣘ因子和能量等，以及其大࠴和ஜ量可以

಩૵生长状态进行动态调整，增加产物的存ϱ

空间，为萜类化合物的合成提供了有利్͇。 

2.3  过氧化物酶体区隔有毒化合物 
在化学品合成过程中，异源蛋白质的负ᕲ

和对细胞有ඈ性的౼些代谢物也是提高目标化

合物产量੝需要面对的ᬱᮤ。过氧化物酶体与

其̴细胞器不同，Ԁ使内部代谢途径完К被ᆠ

也不会对细胞生长产生不利影响，使˧ఝ有，ڭ

利于分ᬥ有ඈ的化合物[19]。Sibirny 等[43]利用信号

ᐶ ePTS1 将有ඈ的ԜႀАҶౣ合成酶(nocloline 

synthetase, NCS)定位表达到过氧化物酶体中，

达到改善菌株生长的目的，同ௐ利用过氧化物

酶体膜的特性，Љ᝴࠴分子ऄ物和产物能够从

过氧化物酶体中扩散ึ出，使ᔑ基异׸إ生物

碱滴度提高了 47�。过氧化物酶体ᓡݝ的分ᬥ

有ඈ物质的能力，也为其̴有ඈ化合物的合成

提供了选择。 

2.4  过氧化物酶体合成其他类化合物 
除了合成萜类化合物以外，利用脂ᐫ酸  

ȕ-氧化产生的˲ᦳᣘ酶 A 还可以促进黄酮类化

合物(2S)-ಃᄔ素的合成。=hang 等[41]超表达脂

ᐫ酸 ȕ-氧化途径关键的过氧化物酶体增殖和ຣ

ሎ脂ᐫ酸转运途径蛋白(Pe[11p)、ᦳ基ᣘ酶 A
氧化酶(Iatty-acyl coen]yme A o[idase, )O;1)、
羟ᦳ基ᣘ酶 A 脱ඩ酶/烯ᦳ基ᣘ酶 A ප合酶

(3-hydro[yacyl-CoA dehydrogenase and enoyl-CoA 
hydratase, )O;2)和˲ᦳᣘ酶 A ᦳ基转ሧ酶

(pero[isomal o[oacyl thiolase, )O;3)，增加了过

氧化物酶体脂ᐫ酸 ȕ-氧化前体物的供ፋ，进一

步增加˲ᦳᣘ酶 A 的供应，促进(2S)-ಃᄔ素的产

生，在ᗇᖬዽ补料分批发酵్͇ʽ，菌株(2S)-ಃ
ᄔ素滴度从改造˧前的 703.53 mg/L 提高到了

1 129.44 mg/L。过氧化物酶体也是脂ᐫ酸ᬋ解

的Ӝࠈ，而ᬋ解产物ൣ是转化脂ᐫ酸ᛡ生物的

ऄ物。Sheng 等 [42]将脂ᐫᦳ基ᣘ酶 A 还原酶

(Ta)AR)靶向表达于酿酒酵母的过氧化物酶体中，

通过超表达过氧化物酶体中的结构蛋白 Pe[7p
和˲ᦳᣘ酶 A Ꮖ化酶 (acetyl-CoA carbo[ylase, 
ACC1)，提高靶向过氧化物酶体酶的效率并͕

化۱Ш基్͇，使在补料分批发酵ௐ，中长ᩖ

脂ᐫ醇产量超过 1.3 g/L。 
过氧化物酶体在利用ఱዽ的工程酿酒酵母

菌株生产˲醇中也发挥着重要作用。D]anaeYa
等[44]研究发ဗ，过氧化物酶体的Ꭴܾ会ᬋ低ఱ

ዽ的˲醇产量，过氧化物酶体膜蛋白基因 pex3
或ᎃᆉ过氧化ඩ酶基因 cta1 的Ꭴܾ也会᫽ᆽ˲

醇生产。而超表达过氧化物酶体膜蛋白 Pe[34p，
使过氧化物酶体的大࠴增大，提高了转化ఱዽ

生产˲醇的效率，使˲醇产量达到了 8 g/L，是

̝ఴ菌株的 1.4 倍。未来，通过改善前体物和

ᣘ因子的供应、͕化蛋白质输入机制、控制特

异性自٫ᬋ解过程将进一步改善目标产物的滴

度，过氧化物酶体Ӝࠈ化改造是酿酒酵母生物

合成化学品的一种᭣常有前途的ழก。 

3  ઝ质ฉ改造Ҽࠩܤ༰ଶۦю 
3.1  内质网的结构与功能 

内质网是ᄽನ细胞中ణ大的细胞器，是多

重结合且ࣸค动态分布的膜ጆፑ。内质网膜ጆ

ፑ网络᥅布整个细胞内部，与其̴细胞器关联

结合ࠚѬ，在信ো͛ᤫ、物质和能量̓૰过程

中ੵ໥重要角色，并੯行多种重要的生物学ҩ

能，包括蛋白质折叠和转运、脂质合成、囊泡

运输及᧸ሎ子(Ca2�)ϱ存和᧕உ，以及参与多种
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信号转导途径的调控过程[86-87]。内质网内蛋白

多要被分泌到细胞外，蛋白积累也容易造成内

质网胁迫，故不适合在其内部构建代谢途径，

而内质网内在的一些稳态变化往往对提高化学

品合成有积极的意义。 

3.2  细胞色素 P450 酶的表达 
酿酒酵母中，主要位于内质网的能催化羟

化、环氧化、脱烷基化、碳-碳偶联、氧化裂解

等多种不同反应的“红色万能酶”细胞色素 P450
酶，在次级代谢物(包括萜类、黄酮类、生物碱、

阿片类和酚类化合物)的生物合成中发挥着重

要作用[88-89]。例如，Thodey 等[45]通过表达一种

细胞色素 P450 酶，以催化阿片类生物合成途径

中关键中间体代谢物(R)-网碱转化为清风藤碱，

并将可待因还原酶(codeine reductase, COR)靶
向内质网膜进行表达，使吗啡的特异性合成得

到提高，并在此基础上使阿片类药物的总滴度

达到了 131 mg/L；通过细胞色素 P450 酶的催

化可将来自 MVA 或 MEP 途径的萜类前体物修

饰、剪裁和调整以形成萜类化合物，如三萜皂

苷、倍半萜青蒿酸、原人参二醇、酚类三环二

萜鼠尾草酸等[90-91]。然而，在酿酒酵母中表达

异源细胞色素 P450 酶存在一些酶促反应效率

较低以及对 NADPH 细胞色素 P450 还原酶的依

赖性等局限性，并且细胞色素 P450 酶的超表达

通常会导致内质网的异常形态和增殖[92-93]。因

此，在未来的研究中，需要进一步深入研究内

质网的生理机制和调控网络，努力改善细胞色

素 P450 酶的表达，减轻对内质网的负面影响。 

3.3  扩张内质网体积提高化学品产量 
由于内质网的体积空间是蛋白质折叠能力

的决定因素，利用内质网体积的扩张，增强内质

网内源性和异源性蛋白的合成和折叠能力，能够

缓解酶表达量不足带来的代谢限制并改善细胞

色素 P450 酶的表达和折叠，可以进一步提高目

标化合物的生产[94-98]。Arendt 等[46]通过敲除磷脂

酸磷酸酶 (phosphatidic acid phosphohydrolase, 

PAH1)导致内质网急剧扩张，促进了三萜类化

合物、三萜皂苷以及倍半萜青蒿酸的积累。Kim

等 [47]超表达激活脂质生物合成的转录因子

Ino2p，促进磷脂合成，从而增加内质网膜的面

积，使角鲨烯和原人参二醇产量分别提高到了

634 mg/L 和 12.1 mg/L，与对照菌株相比，产量

分别提高了 71 倍和 8 倍。Wei 等[48]利用相同策

略，并超表达促进蛋白质折叠的转录因子 Hac1p，

激活蛋白质折叠相关基因的转录，激活内质网

中的未折叠蛋白应答，减少内质网扩张带来的

压力，使铁锈醇滴度增加到了 36.29 mg/L，并

在 5 L 分批补料发酵中生产了 75.18 mg/L 鼠尾

草酸。利用酿酒酵母内质网进行代谢工程，为

提高化合物的产量提供了新选择。通过在内质

网表达异源细胞色素 P450 酶，多种高值化合物

可在酿酒酵母中进行合成。通过扩大内质网的

体积，部分化学品的合成得到提高，但过度扩

大也会对细胞生长产生负面影响。因此，需要

保持内质网生理状态的稳定性，来提高酵母细

胞工厂合成目标产物的能力。 

4  高尔基体改造提高蛋白质分

泌表达 
4.1  高尔基体的结构与功能 

高尔基体是一个短暂的、动态的细胞器。

在酿酒酵母细胞中，高尔基体呈分散的形式分

布，由多个独立膜结合的池组成，显示出横向互

连、开窗和管状的结构[99-100]。高尔基体是囊泡运

输网络的中心，和内质网协同工作以处理、分选

和运输新合成的蛋白质和脂质[101]。在蛋白质分

泌过程中，内质网新合成的分泌蛋白被输送到高

尔基体，在那里它们被加工和修饰[102]。加工完
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成Ր，᠍物蛋白在反式高尔基网络(trans-*olgi 
netZorN, T*N)中被分ળ到运输ᣑ体囊泡中，完

成分泌表达[99]。但是，比较而ᝒ酿酒酵母的蛋

白分泌能力较ࢿ，导致异源蛋白胞外表达的ප

ࣰ相对较低，并且异源蛋白的积累也会对细胞

造成压力[103]。 

4.2  优化基于高尔基的蛋白质分泌途径提

高产物的合成 
通过改善包被着外ܦ蛋白ܬ合物ჟ (coat 

protein comple[ II, COPII)和外ܦ蛋白ܬ合物 I 

(coat protein comple[ I, COPI)的囊泡˧间的ᮊ

ࣿᏸ合，协调内质网和高尔基体˧间的Ԥ向囊

泡运输，以及加强内质网到高尔基体和高尔基

体到质膜过程中的蛋白质转运ழ式，是改善酿

酒酵母异源蛋白质生产的一种策略。通过超表

达内质网外ֆ蛋白 Sec16p，加强内质网到高尔

基体˧间的ᮊ行运输，可以促进 COPII 囊泡的

形成，增加重组蛋白的分泌[104]。Bao 等[49]在超

表达 sec16 基因的菌株中超表达 ADP-ನዽ基化

因子 *TP 激活蛋白 *lo3p 来改善 COPI 囊泡̭

导的ᤣ行运输，增加了酵母中异源蛋白 Į-๲ዟ

酶的分泌。Nielsen[14]超表达从高尔基体到细胞

膜的囊泡运输以及内源性蛋白转化酶分泌的

Sec1/Munc18 (SM)蛋白(SEC1)҇激从高尔基体

到胞Ւ作用的囊泡运输增强了ᑕࡳ素前体、  

Į-๲ዟ酶和内源性蛋白质转化酶的分泌，并超

表达从内质网到高尔基体的囊泡ᚷ合的 SM 蛋

白(SL<1)改善了内质网到高尔基体的运输，进

一步提高了 Į-๲ዟ酶的产量，使菌株在ᗇᖬዽ

限制补料分批发酵中产生了 238 mg/L Į-๲ዟ

酶，比对照菌株提高了 16�，且重组ᑕࡳ素前

体菌株产生了 84 mg/L 的ᑕࡳ素前体，比对照

菌株提高了 34�。通过对ನ内体到高尔基体运

输的修饰，可以在增加蛋白质分泌的同ௐ有效

减少了蛋白质的໔႐，进一步提高异源蛋白ڠ

的分泌。Huang 等[50]敲除参与高尔基体和ನ内

体˧间的转运基因 vps5 和 vps17，结౦显示减

少了 Į-๲ዟ酶在细胞内໔႐及增强了胞外分泌

量，改造Ր的菌株 Į-๲ዟ酶的产量较对照菌株

提高了 2 倍多，在补料分批发酵中 Į-๲ዟ酶的

产量达到了 2.5 g/L，并且在发酵过程中 Į-๲ዟ

酶保႐在细胞内的比例不到 10�。 

此外，高尔基体的形态、ஜ量的大࠴可以

通过基因改造进行改变，但是ᤇ些表ۋ的改变

对蛋白质分泌的影响机制࠺不清ഁ。其̴机制

包括细胞内ᬋ解或蛋白质合成增加也可能影响

蛋白质的໔႐和分泌[50]。在未来的研究中，基

于异源蛋白分泌途径的改善以及其̴提高蛋白

质分泌的策略，酿酒酵母将在异源蛋白质的生

产中发挥ࢼ大໷力。 

5  ᄋԏ改造Ҽࠩழᄋ໿ۦܤ๞

ԅۦю 
5.1  脂滴的结构与功能 

脂滴是一种Х有独特结构的动态细胞器，

ᡐ源于内质网，由႟ප性中性脂质、三ᦳ基ၲ

ෳ和ႇ醇ᦲ组成，被内质网ᛡ生的磷脂Ӭࡎ膜

包ډ，参与႟ප性中性脂质的生物合成和分解

以及磷脂和ႇ醇的合成，在脂质和细胞能量代

谢中发挥ನ心作用[29,105-111]。酿酒酵母作为一种

᭣产ෳ酵母，ᙉ然对̝脂性化合物的产生能力

有限，但脂滴作为细胞内脂质的ϱ存ࠈ，能够

将̝脂性化合物ϱ存在其中，ᤇ对于提高̝脂

性化合物的合成有ॡ大的ը发[112]。 

5.2  增加脂滴容量提高化合物产量 
在脂滴中脂质ϱ存පࣰ会ԩ到脂滴ϱ存

空间的限制，通过细胞类ۋ、ᖸШ可用性和代

谢状态调ᓫ脂滴的脂质组成、大࠴和ஜ量，可
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使脂滴容量增加，来容ጩఝ多的̝脂性化合 
物 [55,113]。例如超表达二ᦳ基ၲෳᦳ基转ሧ酶

(diacylglycerol acyltransIerase, D*A1)，能够增

加细胞内脂滴的ஜ量，提高 Į-ᯭಝ脂醇和角鲨

烯的产量[51-52]，ణጻ在补料分批发酵中产生了

1 107.9 mg/L Į-ᯭಝ脂醇；使角鲨烯产量达到了

255.11 mg/L。在超表达 dga1 基础上，Ma 等[53]

进一步超表达 acc1、脂ᐫ酸Ԝᯏ和酶基因 ole1
和敲除内质网中一种膜蛋白基因 fld1 (Seipin)，
改善脂滴的主要成分三ᦳ基ၲෳ的积累，促使

脂滴变大，容量增加，进而使工程菌的႖ᔵ红

素产量达到了 70.5 mg/g DCW，较原高产菌株

提高了 25�，补料分批发酵႖ᔵ红素产量达到

了 2.37 g/L 和 73.3 mg/g DCW。通过增加脂滴的

大࠴和容量，使其能够容ጩఝ多的̝脂性化合

物，增加细胞的੽ᣑ能力，运用此策略可以结

合其̴细胞器改造，进一步增加一些̝脂性化

合物的积累，例如ጲዡ体或过氧化物酶体工程

改造相结合，来提高̝脂性萜类化合物的合成。 

5.3  调节脂质代谢提高化合物产量 
脂滴在脂质代谢中Х有重要作用，脂质代

谢网络的调ᓫ可以有效ڠ影响̝脂性化合物

的生物合成。例如 Sun 等[54]超表达К局调ᓫ因

子等位基因 upc2-1、ႇ醇ᦳ基转ሧ酶基因 are2
和 acc1，增强脂ᐫ酸的生物合成途径并扩大脂

滴ϱ存容量，使菌株᳠角ႇ醇产量增加到了   
40.6 mg/g DCW，比ѹݼ菌株高 4.2 倍，᧓用ˏ᫼

ൿ补料策略进行高ࠚ度细胞发酵，使菌株᳠角ႇ

醇产量达到了 2 986.7 mg/L 和 29.5 mg/g DCW。

=hao 等[55]超表达ႇ醇ᦳ基转ሧ酶基因 are1 和

are2，使细胞内ႇ醇ᦲපࣰ提高。并且磷脂酸

磷酸酶基因 pah1、dpp1 和 lpp1 的Ꭴܾ，提高

了磷脂පࣰ。结合ᤇˏ种策略，增加了细胞内

类ᑊᖶӰ素的积累，使 β-ᑊᖶӰ素产量达到了

8.98 mg/g DCW，相比于ѹݼ菌株提高了 2.4 倍。

此外，Bu 等[56]利用外源ຊ加 2 mmol/L ෳ酸的

策略，减少了 β-ᑊᖶӰ素与三ᦳ基ၲෳ生物合

成对前体物的ባ́，显ᗂ改善了三ᦳ基ၲෳ的

代谢，并结合代谢工程ழก，使菌株产生了   
11.4 mg/g DCW 和 142 mg/L 的 β-ᑊᖶӰ素。在

增加脂滴的大࠴和容量的基础上，进一步提高

脂质代谢通量，能够使̝脂性化合物的积累得

到进一步提高。 

5.4  脂滴中调节途径代谢通量 
对于ܬఽ的代谢途径，除了调ᓫ、͕化脂

质的合成途径以及使脂滴容量增加外，将代谢

途径Ӝࠈ化改造来调ᓫ代谢通量，能够缓解̝

脂性化合物合成中的表达ၪᮘ。Shi 等[29]使用信

号ᐶ Pln1p 将细胞色素 P450 酶原人参二醇

(protopana[adiol, PPD)合酶 (PPDS)靶向脂滴进

行表达，使ऄ物达ᯰ烯二醇-II 转化为 PPD 的效

率提高了 394�，在以 PPD 为ऄ物生产 PPD ۋ

皂苷人 参 皂ၳ化 合 物 K (PPD-type saponin 
ginsenoside compound K, CK)的菌株中，CK 滴度

达到了 5 g/L。*uo 等[57]将 erg2 (ᎃᆉ C-8 ႇ醇

异构酶 )、erg3 (C-5 ႇ醇Ԝᯏ和酶 )、dhcr24  
(ǻ24-脱ඩᐾڌ醇还原酶)、erg25 (ᎃᆉ C-4 ႀ基

ႇ醇氧化酶)、erg26 (ᎃᆉ C-3 ႇ醇脱ඩ酶)和
erg27 (ᎃᆉ 3-酮ႇ醇还原酶)基因靶向脂滴进

行表达，提高了中间代谢物的转化效率，使ႇ

醇 7-脱ඩᐾڌ醇产量从ణѹ的 187.7 mg/L 提

高ᒯ 360.6 mg/L。通过将部分代谢途径靶向到

脂滴中，能够增加酶和中间体代谢物的局部ใ

度，提高了中间代谢物的转化效率，使产物得

到ఝ多的积累，为异源̝脂性化合物(如ܸ然

ൂᑚ [114]等)的合成提供了ধᡸ。 

�  ྡ૾改造提高ܤ༰ଶۦю 
�.1  液泡的结构与功能 

酿酒酵母๮泡是细胞中酸性ణ强的细胞
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器，pH 值在 5±6.5 ˧间，是碱性ත基酸、多ᐐ

磷酸ᄡ、Ca2�和᝴多᧚࡚ሎ子的主要ϱ存ڣ੝，

Ӝࠈ内դ有多种ප解酶，可ᬋ解蛋白质、ನ酸

和脂质等大分子物质，并能分ᬥ多种有ඈ物  
质[115-119]。๮泡参与细胞质ሎ子ใ度和 pH 值的

稳态调ᓫ，፤持细胞内ຕᤨ压ࣰᛥ，并在细胞

应激反应中发挥着多重作用。ॆ细胞在ᖸШ˗

ࠜ的్͇ʽ，大部分ත基酸在๮泡中积累，而

在ᖸШᎤ˫ௐ，๮泡中ත基酸会转运到细胞质

中保᝼细胞生长[120]。 

�.2  优化液泡转运机制提高产物积累 
由于๮泡是部分ත基酸的主要存ϱڣ੝，

因此๮泡的定位表达策略往往能够补ϩ关键酶

催化能力不足的᫇ᮤ，促进๮泡中ත基酸有效

转化，从而提高前体的利用率及目标产物的积

累。张ধျ等[58]利用Ꮖᐶ酶 < 的ᩲ定ᐶ将᦯ත

酸解ත酶(FjTAL)定位表达到๮泡中，提高了๮

泡中᦯ත酸利用率，使以᦯ත酸为前体物合成

对ᯭ៯酸的产量提高ᒯ 593.04 mg/L。同ௐ，๮

泡膜上特定的ත基酸转运蛋白对细胞器˧间物

质的转运发挥着重要作用，͕化๮泡转运蛋白

运输机制，可以增强代谢产物的运输和生产。

SriniYasan 等 [59]ल入ೱ物๮泡转运蛋白来改善

酿酒酵母๮泡转运蛋白运输机制的限制，提高

了੫烷生物碱的生物合成，使生物碱ᖂᖣ碱滴

度达到了 30±80 ȝg/L。进一步发ဗ 2 种转运蛋

白 AbP8P1 和 AbLP1 能促进๮泡输出和细胞对

ᆂᘌ碱和ᖂᖣ碱的в次୉Ԩ来增加工程酵母中

的੫烷生物碱产量[60]。将来自 4 种不同ೱ物中

转运蛋白(NtJAT1、NtMATE2、AbP8P1 和 AbLP1)
的表达结合ᡐ来，能够促进细胞器˧间通ᡸ中

间体代谢物的̓૰，使ᖂᖣ碱和ˋᖂᖣ碱产量

分别达到了 480 ȝg/L 和 172 ȝg/L。 
目前，大多ஜ研究是将产物合成的关键酶

在๮泡中定位表达，并通过ኤӬ͕化๮泡的转

运机制改善代谢产物的运输和生产。有ᡙ的是，

๮泡的大࠴和ஜ量会ᬣ着细胞外部环ܑ的变化

而变化，ᤇ有利于๮泡通ᡸ的理性᝹᝟和改造，

以య增强๮泡合成产物的效率，但对于生物合

成的分ౡ和调控机制还需深入研究。此外，๮

泡酸性内环ܑ的特ཁ可为 pH ஏਕ的化学品提

供理ਆ的合成ڣ੝。为了进一步提高๮泡合成

相关化学品的能力，͕化๮泡对产物转运过程

及其与其̴细胞器˧间的协作是̬Ր研究的重

要ழ面˧一，并结合๮泡的特ཁ᧪对性ڠ选择

合成特定化学品。 

�  ຅ͦΣٝёஜܤܤ༰ଶԅಓ

๞ۦю 
细胞ܝ是一个ܬఽ的细胞结构，在细胞生

长和分裂过程中决定了细胞的形状和完整性。

细胞ܝӳ酿酒酵母细胞࣯重的 15�±30�，由դ

有 ȕ-1,3-ᗇᐐዽ、ȕ-1,6-ᗇᐐዽ和іʷ质的内ࡎ

和դ有ၲ᭚ዽᐐ蛋白的外ࡎ组成[121-122]。内ࡎ主

要负᠉细胞ܝ的机೙强度，而外ࡎѶᡐ到ࡕᬩ

的作用，限制细胞内物质ึ出。细胞ܝ形成的

物理ࡕᬩ，是细胞ક७外部环ܑ胁迫的ኃ一᥊

᫸ጲ，细胞ܝ完整性(cell Zall integrity, CWI)途
径的细胞ܝ补ϩ机制可以响应细胞ܝ૮͝，፤

持细胞稳态[123-125]。对细胞ܝ稳态੷动的细胞ܝ

工程可以提高细胞内目标化学品的生产。(1) 增
强细胞对ં制物应激反应，提高对౼些ં制物

的Ꮼԩ性，减轻ඈ性化合物对细胞造成的૮ࠎ。

Kahar 等[61]通过在有ં制物的۱Ш基中ኘ选出

一株高᱔ೡ性的菌株，对其研究发ဗ，参与细

胞ܝ产生的దჀඈ转录ં制蛋白基因 mot3 的

቉变，能够增强酿酒酵母菌株细胞ܝ的႟ප性，

लᡐግѕ反应激发，使菌株᱔ೡ性得到加强，
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在դ有ં制物的۱Ш基中，24 h ๖Ᏹ 30 g/L 的

ᗇᖬዽ，产生了 14.5 g/L 的˲醇。Son 等[62]敲

除 CWI 途径的关键调ᓫ因子 Ecm33p 激活 CWI
途径ুܬ膜ѷ性，使细胞对高ຕᤨ压和高ใ度

ᄡሎ子的Ꮼԩ性显ᗂ增强，进一步提高角鲨烯

生产效率，与̝ఴ菌株相比产量增加了ጝ 12�。

(2) ᆠڭ细胞ܝ完整性，提高蛋白分泌表达，增

加了酵母中异源蛋白的产量。Li 等[63]ᆠڭᎃᆉ

细胞ၲܝ᭚ዽ蛋白基因 cwp2，使酿酒酵母中ጛ፤

二ዽප解酶的产量得到增加。᝴多研究发ဗ，使

用ዽ基磷脂ᦳᐜ醇 (glycosylphosphatidylinositol, 
*PI)ᩲ定੾శ在细胞表面表达ҩ能蛋白是构建

Х有特൳ҩ能的酵母细胞的一种ॡ有前௿的ழ

ก，ឞ੾శ主要依赖于通过与基因ᚷ合的ᩲ定蛋

白[通常是 *PI-ᩲ定细胞ܝ蛋白(*PI-anchored 
cell Zall proteins, *PI-CWP)]连ଋ在细胞ܝ上

表达靶蛋白。InoNuma 等[65]使用不同的ᩲ定۪

Sed1p 和 Sag1p 将外Ѭ和内Ѭጛ፤素酶定位到

细胞ܝ进行表达，提高了重组菌株的ጛ፤素分

解能力，在对ᮔ处理Ր的ሹ草进行පབ和ီᇛ

处理，同ௐዽ化和发酵过程中˲醇滴度提高了

30�。*PI ᩲ定的ၲ᭚ዽ蛋白(coYalently linNed 
cell Zall protein, CCW12)是酿酒酵母细胞ܝ结

构的重要成，超表达 ccw12 能够提高菌株对ં

制物的Ꮼԩ性和细胞ܝ稳定性。Kong 等[64]在利

用ఱዽ菌株中超表达 ccw12，改造Ր的菌株在

ဋዚሦሔප解物中 48 h 内产生了 0.503 g/g 总ዽ

或理᝶值的 98.8�的ణ·˲醇产量。在ဋዚ、

ᓴ草、ဋዚᔆ和᳠࠴ሦሔ的Չ种工ˉප解物中

表ဗᓡݝ，在ဋዚᔆප解物中 12 h 内的ణ·˲

醇产量为 0.49 g/g 总ዽ，并对未脱ඈ的ප解物

表ဗ出ॡݝ的适应性。然而，与˧不同的是

InoNuma 等[66]研究发ဗ，在酿酒酵母菌株中Р

敲除 ccw12 和 ccw14 (ᎃᆉ᭣酶 *PI-CWP)，能

使菌株细胞ܝԑ度增加，并使异源 ȕ-ᗇᖬዽ苷酶

表达的ஜ量及其活性比̝ఴ菌株提高ጝ 1.4 倍，

但细胞ܝ形态变化和异源蛋白分泌能力增加的

分子机制̮不清ഁ。 
通过ୱጪ细胞ܝ相关蛋白的比例与դ量来

强化细胞的᱔ೡ性，对增加酵母菌株中异源蛋

白和高值化合物的积累有ॡ大的ࣞү，但目前

相关作用机制࠺不清ఀ。特别是蛋白类化合物

的合成和分泌过程中细胞ܝ蛋白是如ʹ发挥作

用的还有待深入研究。 

�  ఆٝۦю຅ͦ୶ԅཙူࡎ࿫ဈ 
人工合成细胞器是ૈ可以参与代谢途径的

人工生物催化ᬥࠈ，将生物代谢途径࠯ᜈ到人

工合成细胞器中，是增强生物化学品生产的一种

有前途的策略。使用人工合成细胞器可以减少

与ࠖ主细胞代谢的不ᓡ˘੷，并能ఝڠݝ控制

反应环ܑ。基于人工合成细胞器的可ᎃ程性意

։着它们对代谢物的ຕᤨ性和表面结构可以被

调整利于特定的反应。例如，通过᝹᝟细胞器

和ႂᕲ以利于ऄ物的ึ入和中间体࠴径的大ߗ

代谢物的ึ出等[126]。Cheah 等[67]利用鼠多ცჀ

ඈಧᮣዡ(murine polyomaYirus Yirus-liNe particles, 

MPyV-VLPs)᝹᝟出人工代谢ጩዚӜࠈ。并将一种

ܸ然不稳定的ᐜ醇加氧酶 (inositol o[ygenase, 

MIO;)，组ᜈ进人工代谢ጩዚӜࠈ中用于生产

D-ᗇዽ二酸。ឞ研究是在酿酒酵母中ᯪ次ࡘ示

可以参与代谢途径的人工合成细胞器，并表௙

代谢物可以通过 MPyV 外ܦ扩散，ࡉ管表达的

蛋白质පࣰ较低，但̮增加了目标产物滴度。

人工合成细胞器为酿酒酵母ᤇ一重要的生物ऄ

ᄧ细胞扩ࡘ了体内蛋白质ஂ౵和分ᬥ工Х。而

对于一些细胞内特定的反应需要Х体调整人工

合成细胞器的结构等一些机制᫇ᮤ还需进一步

研究᫧௙。 
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�  Ⴚฌ 
ᤂࣱ来，ᬣ着对酿酒酵母中不同细胞器的

深入研究，Չ个细胞器的结构和ҩ能得到了ఝ

的ᝢᅻ。通过细胞器工程合成化学品的关键ݝ

是ខ别并调ᓫ细胞内转运的细胞器膜蛋白，通

过ঋᤳ有效的蛋白质转运机制，将代谢途径的

相关酶ᄯଋ定位到细胞器中表达，然Ր利用Չ

种细胞器独特的ҩ能与˗ࠜ的ऄ物，目前多种

化学品的生物代谢途径ࣂፂ在酿酒酵母细胞器

中构建[18,127]。ᬣՐ，利用代谢工程੾శ进一步

对Ӝࠈ中的代谢途径以及细胞器的结构进行͕

化，使酿酒酵母可以高效合成目标化合物，以

及一些特定性能得到加强(例如，᱔ೡ性)。ఴ஠

通过重ཁ̭ፀ了酿酒酵母的Չ种细胞器的结

构、ҩ能以及化学品合成的代谢工程改造策略

等，并分别᫧ᤗ了不同细胞器的环ܑ特ཁ及其

适合的化学品种类。例如，ጲዡ体中Ќ足的˲

ᦳᣘ酶 A、ˈ酮酸等前体物、ᣘ因子和能量等，

可为萜类化合物、醇类化合物和其̴化合物的

生物合成提供有利్͇；过氧化物酶体脂ᐫ酸

ȕ-氧化产生的˲ᦳᣘ酶 A、ᣘ因子和能量等，

可为萜类化合物、黄酮类化合物和脂ᐫ酸ᛡ生

物的合成提供有利్͇，并能有效ڠӜᬥ有ඈ

化合物；内质网中表达异源细胞色素 P450 酶，

对᝴多化合物的合成ᒯ关重要，通过扩大内质

网的体积，能够增强内质网内源性和异源性蛋

白的合成和折叠能力，提高目标化合物的积累；

改善高尔基体的蛋白质转运ழ式，可以提高细

胞蛋白质分泌；增加脂滴的大࠴、体积和脂质

代谢通量，能够提高̝脂性化合物的积累；͕

化๮泡转运机制，改善代谢产物的运输和生产，

提高目标产物的积累；ୱጪ细胞ܝ相关蛋白来

加强细胞的᱔ೡ性，对增加产物的积累有ॡ大

的ࣞү。ᙉ然部分细胞器代谢途径通量௃ก超

过细胞质途径，但可与细胞质形成协同增强的

效౦，从而整体上提高了目标产物的产量。由

于细胞器˧间代谢通ᡸ的ܬఽ性，以及ॆ代谢

途径的内部ᠪ源分布在由高选择性、不ຕᤨ性

膜ᬥ开的不同细胞器ௐ，酵母的细胞器结构会

ፋ代谢工程带来ॡ多ૌੌ。例如，不同细胞器

对不同物质的存ϱழ式不同；对蛋白质的定位

和ஜ量的了解不足，௃กૈ导通ᡸ的构建和͕

化或导致通ᡸ通量不ࣰᛥ；有ඈ代谢物ल入关

键细胞器会影响其ൣ常ҩ能；酿酒酵母有些细

胞器是高度动态的，并且ᬣ着生长్͇、碳源、

代谢状态、外部环ܑ和其̴因素在ஜ量、大࠴、

体积、定位和活性ழ面发生改变 [2]；Ԁ使细

胞器ஜ量和体积扩大，特定细胞器中的ణ大蛋

白质负ᣑ可能会变得有限，导致生长负ઝ等。

为了应对ᤇ些ૌੌ，需要对代谢物运输、ᣘ因

子生物合成和运输、定位信号ᐶ选择、细胞

器膜的ຕᤨ性、Չ个细胞器的生理学特性和

细胞代谢进行ఝጆፑ的研究，以进行合理的途

径改造[128]。 

భ未来，ᙉ然在酿酒酵母细胞器工程改ࡘ

造合成化学品的研究中Ԩ得了᫼ൿ性的成౦，

但要ਆ显ᗂ提高目标产物的产量，ቷᏧᝢ为未

来的研究ழ向可着重从如ʽі个ழ面ᏥᘼṊ(1) 
将新的生物合成途径靶向细胞器进行表达ௐ，

要Ќ分分ౡ细胞器的特ཁ以及目标产物合成途

径的特ཁ，了解产物合成途径与细胞器˧间的

͕、ҭҸ，努力提高细胞器与产物˧间的ӛᦠ

性，提高合成效率；(2) ͕化代谢途径，提高关

键酶的定位效率和催化效率，ࡉ可能减少细胞

Ӝࠈ内的表达量以减轻可能出ဗ的代谢负ઝ；

(3) 利用基因的动态调控策略，ᥗБ中间体代谢

物的过度积累对细胞器造成压力或ඈ性，从而
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导致合成途径ԩ᫽；(4) ᬣ着对酵母细胞内膜结

构及其对特定ऄ物的转运蛋白及相关分子转运

机理研究的深入，᧪对不同代谢物的高效转运

ጆፑ将被构建，ࡒௐ代谢通量也将有大ࣧ提ӣ；

(5) 对于长且ܬఽ的产物合成途径，研究多Ӝࠈ

的动态协作、̓ึ以进一步提高化学品的生物

合成。相信ᬣ着异源生物合成途径的长度和ܬ

ఽ性不ற增加，需要将代谢途径的͛ፑ᝹᝟原

Ѷ与代谢产物运输因素和᭣代谢信ো相结合，

以᧕உॱ生物生物制造ࣰԻ的К部໷力[60]。同

ௐ，合成生物学和ጆፑ生物学的发ࡘ也将᯵动

酿酒酵母中Չ种ܸ然产物生物合成的细胞器代

谢工程的研究进程，Ќ分્ଇ细胞合成化学品

的໷能，ణ大限度ڠ提高ॱ生物细胞工厂的合

成能力，为化学品生物合成的工ˉ化生产ݕ定

基础。 
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