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摘   要：赤藓糖醇是一种由微生物在高渗胁迫条件下生产的新型四碳糖醇，是良好的代糖产品，

同时也是合成多种 C4 化合物(1,3-丁二烯、1,4-丁二醇、2,5-二氢呋喃等)的平台化合物。与其他多

元醇相比，其主要通过生物发酵法生产，因此更具挑战性。解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)是合

成赤藓糖醇的首选底盘，成为发酵法生产赤藓糖醇的研究热点。目前解脂耶氏酵母工业化生产赤

藓糖醇的过程中还存在着亟需突破的瓶颈问题，如合成代谢弱、副产物多以及工业属性不高等。近

年来，根据产业化需求定制高版本底盘菌株取得了一定进展，如以葡萄糖和甘油为底物，利用代

谢工程改造的解脂耶氏酵母合成赤藓糖醇的最高水平分别达 196 g/L 和 150 g/L，但难以进一步突

破菌株生产上限。本文综述了解脂耶氏酵母代谢工程改造合成赤藓糖醇的研究进展，从代谢合成

途径、模块化代谢工程改造以及辅助策略提升工业属性等方面，系统分析了解脂耶氏酵母发酵法

生产赤藓糖醇的代谢路径及改造策略，为增强解脂耶氏酵母生产赤藓糖醇的研究工作提供一定的

研究思路。 
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Abstract: Erythritol is a novel 4-carbon sugar alcohol produced by microbes in the presence of 
hyper-osmotic stress. It has excellent potential to serve as an alternative sugar for people with 
diabetes and also a platform compound for synthesizing various C4 compounds, such as 
1,3-butadiene, 1,4-butanediol, 2,5-dihydrofuran and so on. Compared with other polyols, the 
fermentative production of erythritol is more challenging. Yarrowia lipolytica is the preferred 
chassis of erythritol biosynthesis for its high-titer and high-productivity. At present, there are 
still some bottlenecks in the production of erythritol by Y. lipolytica, such as weak metabolic 
activity, abundant by-products, and low industrial attributes. Progress has been made in 
tailoring high version strains according to industrial needs. For example, the highest titer of 
erythritol produced by the metabolically engineered Y. lipolytica reached 196 g/L and 150 g/L, 
respectively, by using glucose or glycerol as the carbon sources. However, further improving its 
production performance becomes challenging. This review summarizes the research progress in 
the synthesis of erythritol by Y. lipolytica from the perspectives of erythritol producing strains, 
metabolic pathways, modular modifications, and auxiliary strategies to enhance the industrial 
properties of the engineered strain. Key nodes in the metabolic pathway and their combination 
strategies are discussed to guide the research on promoting the production of erythritol by    
Y. lipolytica. 
Keywords: Yarrowia lipolytica; erythritol; metabolic engineering; genome editing; improvement 
of industrial attributes 

 
 

赤藓糖醇(erythritol)，又名 1,2,3,4-丁四醇，

分子式为 C4H10O4，无光学活性，只存在一种内

消旋形式 [1]。产品为白色结晶粉末，不吸湿，

易溶于水，也溶于部分有机溶剂，如吡啶和醇，

具有优异的耐热性和耐酸性。作为一种新型天

然无热量甜味剂，赤藓糖醇甜度约为蔗糖的

60%−70%，其广泛存在于地衣、真菌、蔬菜水

果、发酵食品以及人或动物的组织或体液[1-3]。

赤藓糖醇具有零热量、不被人体代谢吸收的特

点，因而不会造成龋齿、不会改变血糖和胰岛

素水平，在食品或添加剂领域应用广泛。相对

于其他天然代糖产品赤藓糖醇耐受量大、安全

性高、吸湿性低和口感舒适，在健康饮食市场

广受追捧，但赤藓糖醇的生产比其他多元醇更

困难，市场潜力有待开发[4]。虽然赤藓糖醇在

1848 年就被发现，但是直到 1990 年后才率先被

日本批准作为甜味剂直接使用，到了 21 世纪初

在美国以及一些欧洲国家获批，国内于 2008 年
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通过标准[1-2]。2022 年赤藓糖醇全球市场规模为

173 000 t，预计 2024 年将达到 238 000 t，
2020−2024 年 4 年复合年均增长率为 22%，赤

藓糖醇的全球市场需求在未来 5 年内有望达到

350 000 t 左右；国内无糖饮料市场规模在 2021 年

度达到 137.9 亿元，到 2027 年这一市场将提升

至 276.6 亿元规模[5-7]。近年来，赤藓糖醇的应

用场景也在不断拓展，以赤藓糖醇为前体的甘

露糖基赤藓糖醇作为一种抗衰老成分，在医美、

化妆品行业应用广泛；在化工行业，高稳定性

的赤藓糖醇也可用作生产 1,3-丁二烯、1,4-丁二

醇和 2,5-二氢呋喃等功能材料的前体[1,4,8-11]。 
赤藓糖醇的生产方法包括生物提取、化学

合成和微生物发酵。生物提取法产量低、成本

高，难以满足庞大的市场需求。20 世纪 60 年

代研究者开发了化学合成法，主要通过高碘酸

法氧化淀粉成双醛淀粉，在镍催化加氢条件下

裂解生成赤藓糖醇[1]。该方法存在转化效率低、

生产成本高和污染严重等问题，且质量稳定性

和食品安全系数较低，未能成功应用于商业化

生产。目前微生物发酵法是工业化生产赤藓糖

醇的唯一方法。微生物发酵生产赤藓糖醇不仅

能够克服传统化学合成法的问题，还具有反应

温和、易控制的优点，也契合“双碳”目标大背

景下的绿色生物制造的理念[1-3,12]。细菌和真菌

都具有合成赤藓糖醇的能力，产赤藓糖醇的细

菌主要包括乳酸菌和酒球菌，野生及工程菌株

产量最高可达 2 g/L 左右[13-14]；真菌主要包括

霉菌和酵母菌，青霉菌和黑曲霉的野生及工程

菌株产量最高达 15 g/L 左右[15-16]。由于细菌和

霉菌的赤藓糖醇生产能力较弱，尚未见工业生

产使用。可通过发酵法生产赤藓糖醇的工业菌

株 以 耐 高 渗 酵 母 为 主 ， 包 括 假 丝 酵 母 属

(Candida)、球拟酵母属(Torulopsis)、毛孢子菌

属(Trichosporum)、三角酵母属(Trigonopsis)、

毕赤酵母属(Pichia)、小丛梗孢(Moniliella)、担

子菌属(Aureobasidium)、圆酵母属(Torula)和亚

罗酵母属(Yarrowia)等菌属 [2,12,17]，工业菌株产

量最高可达 241 g/L[17] 。其中亚罗酵母属

(Yarrowia)的解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)
作为一种非常规酵母，已被美国食品药品监督

管理局认定为通常被认为是安全的 (generally 
regarded as safe, GRAS)菌株[18]，其具有耐受低

pH、高渗透压的工业属性，同时基因编辑工具

较为齐全且底物选择具有广谱性，成为国内外

工业生产赤藓糖醇的主要菌株[2-3,18-19]。解脂耶

氏酵母也通过了我国的食品安全国家标准(GB 
26404—2011)食品级赤藓糖醇生产认证[20]，在赤

藓糖醇的生产中广泛使用。 
当前，淀粉质原料的市场价格普遍上涨且

赤藓糖醇相对附加值较低，各生产企业间面临

日趋严峻的同质化竞争，研究人员聚焦对菌株

的非理性筛选和发酵工艺优化以期提升发酵产

量和转化率，从而为下游市场拉出利润空间。

但基于非理性的自然界筛选和人工诱变技术常

不能按照工业需求定制性能优异的生产菌株。

此外，发酵工艺优化提升菌株的发酵性能空间

有限，难以突破底盘细胞自身上限。随着合成

生物技术的快速发展，提升赤藓糖醇生产性能

已经从传统的非理性筛选、发酵工艺优化逐渐

过渡到定向设计重构，不仅能够克服传统方法

的缺点，同时还具有周期短、效率高和目标明

确的优势[2-3]。目前利用合成生物学技术开发解

脂耶氏酵母赤藓糖醇细胞工厂的研究工作已经

取得重要进展[3,12]，主要集中在合成途径功能基

因过表达及其有效组合、降解和副产物途径消

除、辅助策略提升工业属性等，但目前发酵生

产赤藓糖醇依旧存在周期长和时空产率低的问

题。基于此，本综述将从代谢合成途径、关键

基因功能、底盘菌设计与改造等方面分模块系
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统梳理解脂耶氏酵母赤藓糖醇合成途径及其

调控机制以及系统代谢工程改造研究进展，讨

论代谢路径关键节点及其组合策略，旨在为代

谢工程改造解脂耶氏酵母高产赤藓糖醇提供

指导。 

1  解脂耶氏酵母赤藓糖醇的代谢

合成途径 
国内以三元生物、保龄宝和华康药业等为

代表的赤藓糖醇生产企业皆以葡萄糖为碳源发

酵生产赤藓糖醇。在解脂耶氏酵母中，以葡萄

糖为底物合成赤藓糖醇的代谢途径如图 1 所

示，葡萄糖经己糖转运蛋白进入细胞后在己糖

激酶 (hexokinase, HK, YALI0B22308p)的作用

下，消耗 1 分子 ATP 将其转化为葡萄糖-6-磷酸

(glucose-6-P, G-6-P)。部分 G-6-P 进入戊糖磷酸

途径(pentose phosphate pathway, PPP)。葡萄

糖 -6-磷酸脱氢酶(ZWF1, YALI0E22649p)在消

耗 1 分子 NADP+的基础上将葡萄糖-6-磷酸脱氢，

生成 6-磷酸葡萄糖内酯(6-phosphogluconolactone, 
6-PGL)，同时释放 1 分子 NADPH 和 H+。随

后 ， 6- 磷 酸 葡 萄 糖 内 酯 经 内 酯 酶

(6-phosphogluconolactonase, SOL3)加水生成 6-磷
酸葡萄糖酸(6-phosphogluconic acid, 6-PG)，再

经 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶(GND1, YALI0B15598p)
氧化生成 5-磷酸核酮糖(ribulose-5-P, Ru-5-P)，
该过程消耗 1 分子 NADP+同时生成 1 分子

NADPH、1 分子 H+和 1 分子 CO2。以上过程称

为 PPP 的氧化阶段，为赤藓糖醇的合成提供 2 分

子还原力，该过程伴随着二氧化碳的释放，存

在碳流失。氧化阶段合成的 Ru-5-P 分别在差向

异构酶(RKI1, YALI0B06941p)、异构酶(RPE1，
该酶在解脂耶氏酵母中尚未鉴定)作用下转化

为 5-磷酸木酮糖(xylulose-5-P, X-5-P)和 5-磷酸

核糖(ribose-5-P, R-5-P)。两个异构体在转酮酶

(TKL1, YALI0E06479p)作用下转化为 7-磷酸景

天庚酮糖(sedo-heptulase-7-P, S-7-P)和 3-磷酸甘

油醛(glyceraldehyde-3-P, GA-3-P)，紧接着转醛

酶(TAL1, YALI0F15587p)将 S-7-P 和 GA-3-P 转

化为 6-磷酸果糖(frutose-6-P, F-6-P)和赤藓糖醇

前体 4-磷酸赤藓糖(erythrose-4-P, E-4-P)，该过

程为 PPP 的非氧化阶段，负责赤藓糖醇合成前

体的供应。E-4-P 经磷酸酶(E4PP，该酶在解脂

耶氏酵母中尚未鉴定)去磷酸化作用生成赤藓

糖，然后经赤藓糖还原酶(erythritase reductase, 
ER，该酶在解脂耶氏酵母中存在多个同工酶)
加氢还原为赤藓糖醇，这两步分别消耗 1 分子

ADP 和 1 分子 NADPH，是赤藓糖醇的合成关

键步骤[21-23]。 
合成途径保证了解脂耶氏酵母高效生产，

而底盘细胞生长所需的物质和能量则由糖酵解

途径(Embden meyerhof pathway, EMP)和三羧

酸循环 (tricarboxylic acid cycle, TCA)供应。

G-6-P 大部分流入 EMP 途径，生成的中间体

F-6-P和 GA-3-P可在 TKL1的作用下生成 X-5-P
和 E-4-P，该过程与 PPP 途径存在交集，进一

步为赤藓糖醇合成提供了前体[21-23]。常规培养

条件下，解脂耶氏酵母倾向于高密度生长，发

酵生产过程则需要高渗透压力条件，以激活糖

醇合成途径发挥对细胞的保护作用[24]，在该过

程中还存在着大量的副产物，包括柠檬酸、阿

拉伯糖醇和甘露醇等[21]。阿拉伯糖醇的前体来

源于 PPP 氧化阶段产物 Ru-5-P[25-26]；甘露醇的

合成则以糖酵解/糖异生中间代谢物 F-6-P 为前

体[27-28]，这些副产物不仅竞争碳流，同时也加

重了下游分离纯化的成本消耗。 
解脂耶氏酵母具有广谱碳源的利用能力。

甘油是一种储量巨大的低值可再生资源，利用 
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图 1  赤藓糖醇生物合成、降解途径及其调控 
Figure 1  The biosynthesis, degradation pathway of erythritol and its regulation. P: Phosphate; BP: 
Bisphosphate; DHAP: Dihydroxyacetone phosphate; CA: Citric acid; TCA: Tricarboxylic acid cycle; YHT: 
Encoding hexose transporter; HK: Encoding hexokinase; GUT1: Encoding glycerol kinase; GUT2: Encoding 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase; TPI1: Encoding triosephosphate isomerase; FBA1: Encoding fructose- 
bisphosphate aldolase; PFK1: Encoding phosphofructokinase; FBP1: Encoding fructose-1,6-bisphosphatase; 
PGI1: Encoding glucose-6-phosphate isomerase; ZWF1: Encoding glucose-6-phosphate dehydrogenase; 
SOL3: Encoding 6-phosphogluconolactonase; GND1: Encoding phosphogluconate dehydrogenase; RPE1: 
Encoding ribulose-5-phosphate 3-epimerase; RKI1: Encoding ribulose-5-phosphate isomerase; TKL1: 
Encoding transketolase; TAL1: Encoding transaldolase; E4PP: Encoding erythrose-4-phosphate phosphatase; 
ER: Encoding erythrose reductase; PYP: Encoding sugar alcohol phosphatase; EYD1: Encoding erythritol 
dehydrogenase; EYK1: Encoding erythrulose kinase; EYI1: Encoding erythrulose-1-phosphate isomerase; 
EYI2: Encoding erythrulose-4-phosphate isomerase; EUF1: Encoding erythritol utilization factor; ArDH: 
Encoding arabitol dehydrogenase; HK: Encoding hexokinase; MDH: Encoding mannitol dehydrogenase. 
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其作为底物发酵生产赤藓糖醇，近年来也颇受

研究者关注。解脂耶氏酵母具有利用高浓度甘

油的特征，甘油可渗透也可经转运蛋白进入细

胞，在甘油激酶 (GUT1, YALI0F00484p)消耗   

1 分子 ATP 作用下转化为 3-磷酸甘油。随后磷

酸甘油脱氢酶(GUT2, YALI0B02948p)将 3-磷酸

甘油脱氢生成磷酸二羟丙酮(dihydroxyacetone 

phosphate, DHAP)，该过程伴随着 1 分子 NAD+

转化为 NADH。随后异构酶(TPI1)将 DHAP 异

构为 GA-3-P，一部分 GA-3-P 经丙酮酸流入

TCA 循环，提供细胞各项生命活动的原料、能

量、辅因子；另一部分则在糖异生作用下生成

F-6-P 进入 PPP，糖异生途径也含有与 PPP 途径

产生的中间产物 F-6-P 和 GA-3-P，流向赤藓糖

醇的合成[21-22] (图 1)。以葡萄糖合成赤藓糖醇，

通过反应式 1 计算的理论得率为 67.7%，而以甘

油为碳源合成赤藓糖醇的理论得率为 66.3% 

(反应式 2)，可见利用甘油发酵生产赤藓糖醇在

产物理论得率水平具有良好的可行性。 
C6H12O6+3/2O2=C4H10O4+2CO2+H2O     (式 1) 
2C3H8O3+5/2O2=C4H10O4+2CO2+3H2O     (式 2) 

2  解脂耶氏酵母赤藓糖醇的降

解途径及其调控机制 
在优先碳缺乏的情况下，解脂耶氏酵母可

代谢赤藓糖醇，导致赤藓糖醇产率下降。Carly
等采用插入诱变和高通量筛选相结合的方法分

离到一株不能以赤藓糖醇为唯一碳源生长的突

变 株 ， 该 表 型 与 赤 藓 糖 激 酶 基 因 EYK1 
(YALI0F01606g)的失活有关[29]。缺失 EYK1 的工

程菌会大量积累赤藓酮糖，过量的赤藓酮糖反

馈抑制 EYD1 的活性，在生物反应器培养过程

中，其产量比野生型菌株高 26%，生产率提升

30%[29]。此后，Carly 等进一步以斯达氏油脂酵

母(Lipomyces starkeyi)的赤藓糖醇脱氢酶为模

板，鉴定了解脂耶氏酵母内源性赤藓糖醇脱氢

酶 EYD1，在缺失 EYK1 的菌株中过表达 EYD1
构建了以赤藓糖醇为碳源生产赤藓酮糖的细胞

工厂，转化率可达 69%，证明了 EYD1 在赤藓

糖醇分解中的关键作用[30]。通过比对布氏杆菌

(Brucella abortus)的赤藓糖醇分解代谢途径，发

现 YALI0F01628g 和 YALI0F01584g 与异构酶基

因 EryI (RpiB)和 EryH (TpiA2)的相似度分别达

47%和 37%，且定位在与 EUF1、EYK1 和 EYD1
相同的区域[31]。Mirończuk 等发现 YALI0F1628g
缺失导致菌株赤藓糖醇同化能力受损，而赤藓

糖醇合成能力基本不变，并基于此提出假说：

赤藓糖醇被赤藓糖醇激酶磷酸化再被脱氢酶

EYD1 氧化，最后经两个异构酶作用转化为

E-4-P 的代谢分解路径[31]。随后，Niang 等证明

了赤藓糖酮是赤藓糖醇分解代谢途径的第一个

中间体，成功表征并确定了 YALI0F01584g 为代

谢路径中的另一个异构酶基因，在 Mirończuk
等 的 基 础 上 根 据 代 谢 顺 序 重 新 命 名

YALI0F01628g 为 EYI2，YALI0F01584g 命名为

EYI1，完整解析了解脂耶氏酵母中赤藓糖醇分

解代谢路径[32]。首先，赤藓糖醇经 EYD1 脱氢

转化为赤藓酮糖，随后其被 EYK1 磷酸化，再

经 EYI1、EYI2 催化异构为 PPP 中间体 E-4-P，
流入 EMP/TCA (图 1)。 

解脂耶氏酵母 MK1 经紫外诱变获得解脂

耶氏酵母 K1 菌株，比较基因组分析表明解脂

耶氏酵母 K1 中 YALI0F01562g 基因 200 号位密

码子突变导致翻译提前终止[33]，并且该菌株中

YALI0F01562g的翻译回复突变可回补对赤藓糖

醇的利用能力。此外，当赤藓糖醇作为唯一碳源

时，解脂耶氏酵母 MK1 菌株中 YALI0F01562g 的

表达水平相较于以甘油或葡萄糖为底物增加了

10 倍。对其编码蛋白的一级结构分析发现存在
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一个 DNA 结合结构域和真菌特异转录因子结

构域，表明 YALI0F01562g 是一种转录因子[33]。

EYD1、EYK1、EYI1、EYI2 和 EUF1 以基因簇

的形式排列在基因组，被命名为赤藓糖醇利用

簇(图 1)，EUF1 调控赤藓糖醇降解途径的基因

的转录[24,33]，但 EUF1 可能不是调节赤藓糖醇利

用的唯一因子，因为 EUF1 缺失菌株仍可以在一

定程度上使用赤藓糖醇作为碳源[24]。 

3  解脂耶氏酵母赤藓糖醇代谢

途径的模块化改造研究 
在用于工业化生产的微生物细胞工厂构建

过程中，基于合成生物学的内源基因的工程改

造和异源途径的引入往往会导致代谢失衡，模

块化代谢工程将合成路径中的酶分组为一系列

相互作用的模块，以提高代谢途径通量和重建

代谢平衡，给高效产物合成途径设计提供了新

思路[34-36]。本小节根据模块化代谢工程原理基

于合成途径通量平衡考虑将解脂耶氏酵母合成

赤藓糖醇生物途径分为 5 大模块：碳摄取和同

化模块、副产物模块、PPP 氧化模块与非氧化

模块和合成模块，分模块讨论目前赤藓糖醇细

胞工厂研究的最新进展。 

3.1  碳摄取和同化模块 
葡萄糖是解脂耶氏酵母生长与生产的优先

碳源，其通过己糖转运蛋白进入细胞后经己糖

激酶完成磷酸化，从而进入代谢途径。24-糖蛋

白转运体家族中的 YHT1-YHT6 负责葡萄糖内

转运，其中，YHT1 (YALI0C06424p)、YHT3 
(YALI0F19184p)和 YHT4 (YALI0E23287p)是高

效的非专一性己糖转运蛋白，可内运葡萄糖、

果糖、甘露糖和半乳糖等六碳糖，拓宽了解脂

耶氏酵母底物谱(图 1)。YHT1 和 YHT4 缺陷型

菌株无法在上述 4 种己糖为唯一碳源的培养基

上生长，因此是主要的活性己糖转运蛋白；

YHT3 则主要在稳定期表达，偶尔在指数生长

期表达[23,37]。转录组数据显示无论是以葡萄糖、

果糖还是以葡萄糖、甘油为单一或混合底物，解

脂耶氏酵母 W29 和 H222 菌株在氮胁迫条件下，

YHT1 和 YHT4 都处于高转录水平，说明转运蛋

白的差异表达依赖于碳源和氮浓度[38]。并且，

YHT1、YHT3、YHT4 都有明显的甘露糖偏好

性，其次是葡萄糖和果糖，这对指导解脂耶氏

酵母工程化改造利用含甘露糖木质纤维素进行

有益化合物的生产提供了重要参考价值。需要

指出的是，在酿酒酵母中表达异源 YHT3 对于

改善菌株的己糖偏好性是最有效的，工程菌株

能够更加快速利用葡萄糖、果糖和甘露醇混合

底物[37]。 
己糖激酶通过糖酵解途径催化细胞内己糖

的初始磷酸化，该酶在解脂耶氏酵母中由

YlHXK1 (YALI0B22308g)基因编码，可以磷酸化

葡萄糖、果糖和甘露糖，对葡萄糖展现出更高

的亲和性[23]。YlHXK1 的过表达可以提高己糖的

利用率，增加糖酵解的碳通量，如内源性强表达

YlHXK1 可将己糖激酶活性提高 329%，转录水平

提高 315%，糖酵解过程中的葡萄糖-6-磷酸含量

提高 92%，从而在 β-胡萝卜素工程菌株中提升

了其生物量和比生产速率[39]。作为生物质原料

的其他替代碳源，如糖蜜(主要成分为葡萄糖和

果糖)也可被解脂耶氏酵母高效利用。来自粟酒

裂殖酵母 (Schizosaccharomyces pombe)的己糖

激酶 SpHXK1 对葡萄糖、果糖的 Km 值分别为

8.4、1.5 mmol/L，而解脂耶氏酵母 YlHXK1
和酿酒酵母 ScHXK2 对葡萄糖、果糖的 Km 值

分别为 0.38、3.56 mmol/L 和 0.25 mmol/L、   
1.5 mmol/L，Km 值越低，代表了酶与底物的亲

和力越高。3 种己糖激酶中只有 SpHXK1 对果
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糖的高亲和力，同时对葡萄糖保持低亲和力。

该酶在解脂耶氏酵母中异源过表达在保持其对

葡萄糖高效利用的同时可加速果糖的同化，克

服葡萄糖和果糖无法平行利用导致的发酵周期

较长问题[23]。 
己糖转运蛋白 YHT3 对果糖利用的速率取

决于共表达的己糖激酶种类。当 YHT3 与

YlHXK1 共表达时，果糖的消耗只发生在葡萄糖

耗尽之后，并且，培养基中果糖浓度需要达到

1.5 g/L 阈值才能以低速率消耗；而 YHT3 与

SpHXK1 共表达触发了一种完全不同的糖耗速

度差异，允许葡萄糖和果糖快速且几乎平行地

利用。在 SpHXK1 菌株中，YHT3 作用效果明

显，而 YlHXK1 菌株中，借助其他转运体可以

缓慢消耗果糖，但不能与葡萄糖平行消耗。

YHT3 与不同己糖激酶共表达造成的葡萄糖和

果糖共利用速率有显著差异，表明了转运蛋白

YHT3 和己糖激酶之间存在相互作用，这可能

是由于对果糖亲和力较低的 YlHXK1 直接或间

接影响 YHT3 对果糖的转运[23]。一方面，高果

糖亲和力的 SpHXK1 可以快速转化低浓度果

糖；另一方面，SpHXK1 不与内源蛋白互作，

允许不间断的果糖摄入。除了对己糖起作用的

保守结构域外，YlHXK1 一级结构存在一个区

别于其他己糖激酶(如 SpHXK1)的特征结构域，

即一个不典型的 37 个氨基酸环，该区域横跨在

葡萄糖和 ATP 结合结构域之间，在抑制剂结合

和基因表达调控中发挥重要作用[40]。该结构可

以与 YHT3 相互作用，有效地减缓糖摄入，保

护细胞免受中央碳代谢中的碳溢出和 /或增加

细胞内渗透压。在工程菌株生产柠檬酸的过程

中发现单独过表达任何一种己糖激酶都可加速

对果糖的利用，而过表达 SpHXK1 和转运蛋白

的工程菌虽然表现出更高的葡萄糖和果糖利用

效率，但柠檬酸产量却大幅下降，积累了大量

的多元醇，如甘露醇、赤藓糖醇，推测可能是

由于糖酵解途径酶活力限制导致碳通量重定向

至其他途径，如磷酸戊糖途径；也有可能是高

糖内流导致细胞内渗透压升高，从而激活了体

内渗透压的平衡防御机制，由此产生多元醇[23]。 
在葡萄糖和甘油的混合碳源中，解脂耶氏

酵母能够快速利用甘油[22]，表明除了以葡萄糖

为代表的己糖摄取系统，该底盘还存在强大的

甘油利用能力。甘油是生物柴油生产过程的主

要副产物，来源丰富可再生、价格低廉，具有

工业应用的潜能。Erian 等深入研究了甘油转运

蛋白对解脂耶氏酵母在低浓度甘油条件下的吸

收利用能力[41]，通过对 2 个酿酒酵母来源的甘

油转运蛋白 ScFPS1 和 ScSTL1 进行系统发育和

序列相似性比对从解脂耶氏酵母中筛选到   
10 个可能参与甘油运输的转运蛋白。随后通过

对甘油利用缺陷的酿酒酵母进行回补分析，确

定该系列假定转运蛋白中有 6 个能够使酿酒酵

母 Δstl1 菌株在甘油上生长，并且敲除该 6 个转

运蛋白的解脂耶氏酵母在低浓度甘油中不能生

长，单独回补 YALI0B17138g、YALI0C04730g、
YALI0C16522g、YALI0E05665g 或 YALI0F00462g
能够恢复其甘油利用的功能。有意思的是，在

高浓度甘油中解脂耶氏酵母甘油转运缺陷株生

长并未受到影响，这表明在高甘油浓度下解脂

耶氏酵母甘油转运存在尚待解析的机制[41]。 
在开发解脂耶氏酵母平台以实现从甘油生

产高附加值产品的过程中，Mirończuk 等在    
Y. lipolytica A101 中过表达 GUT1 和 GUT2 来强

化甘油同化，工程菌株在 5 L 生物反应器中能

够在 44−48 h 内利用 150 g/L 的甘油，与对照菌

株相比，GUT1 和 GUT2 的共表达对赤藓糖醇

的生产率提升 35%[42]。此外还发现，GUT2 的

单独过表达虽然促进甘油消耗以及细胞生物

量，但赤藓糖醇的转化率下降了 26%，柠檬酸



 
 

黄良刚 等 | 代谢工程改造解脂耶氏酵母高效合成赤藓糖醇研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

673 

含量提升了 11 倍[42]，表明 GUT2 过表达可以强

化 G-3-P 合成 DHAP 的过程，提升的碳通量易

流向 TCA 循环，促使柠檬酸过量积累，而敲

除 GUT2 则阻断 G-3-P 至 DHAP 的合成途径，

从而积累脂质合成的前体 G-3-P 导致脂质合

成增加 [43]，反面证明了 GUT2 在 G-3-P 合成

DHAP 过程中的重要性。而 Carly 等[44]在菌株

Y. lipolytica JMY2900 中过表达 GUT1、GUT2 和

TPI1 中任一或两个基因，都会促进赤藓糖醇的合

成，单基因过表达 GUT1、GUT2 和 TPI1 的转

化率分别提升 22%、22%和 17%，该结果与 Zhang
等报道的类似 [22]，但与 Mirończuk 等 [42] 在     
Y. lipolytica A101 菌株中负面的实验结果相反。

此外，Carly 等[44]在 Y. lipolytica JMY2900 中过表

达 GUT1 和 GUT2 效果不如单基因过表达

GUT1，并且 GUT1 和 TPI1 共表达与单基因过

表达 GUT1 提升率持平。3-磷酸甘油醛异构酶

(3-phosphoglyceraldehyde isomerase, TPI1)可催

化 3-磷酸甘油醛(3-phosphoglyceraldehyde, GAP)
和磷酸二羟基丙酮(dihydroxyacetone phosphate, 
DHAP)的相互转化，为可逆反应。单独过表达

TPI1 基因加强了赤藓糖醇的合成通路，推动

DHAP 向 GAP 转化，从而提升赤藓糖醇的产量；

但是 TPI1 与其他基因组合过表达提升的效率

没有表现出各个单基因提升效率的累加，这种

情况在赤藓糖醇代谢工程改造过程中经常出

现，一方面可能与出发菌株的生产性能相关；

另一方面可能与基因表达插入的位点相关。

Yang 等的研究也表明 GUT1 基因单独过表达时

其表达水平显著高于与 GUT2 共过表达时表达

水平[45]。Jagtap 等探究了高渗条件下相关基因

的表达量，发现 GUT2 在低、高渗条件下表达

无差异，GUT1 在高渗条件下相较于低渗条件

下提升了惊人的 32 倍[46]。这一结果表明高渗条

件诱导了 GUT1 的表达，而渗透压保护剂赤藓

糖醇需要在高渗、低 pH 条件下产生。相同基

因的性能出现差异很可能是不同菌株代谢流向

偏好性造成的[42,44]。尽管不同菌株有不同的代

谢流向偏好性，但 GUT1 在甘油代谢模块中的

关键性作用是被一致性论证的，因此，在构建

高产赤藓糖醇细胞工厂过程中过表达 GUT1 是

强化甘油同化的首要策略。 

3.2  副产物模块的代谢工程改造 
在高渗条件下，解脂耶氏酵母能够合成分

泌多种多元醇，如赤藓糖醇、甘露醇、阿拉伯

糖醇和核糖醇等，以发挥渗透压保护剂的功能。

此外，解脂耶氏酵母还具有强大的柠檬酸合成

能力，杂酸和杂醇在野生型菌株 PO1f 和 MK1
中发酵产量占比约为 25%−40%[21,46]。对于工业

生产而言，杂醇或杂酸的代谢合成不仅降低了底

物转化率，也增加了下游分离纯化的成本。研究

表明，甘露醇和阿拉伯糖醇的生物合成可竞争

赤藓糖醇主代谢途径的碳流，但其不参与维持

细胞生命活动，因此阻断甘露醇和阿拉伯糖醇合

成途径将碳流重定向至赤藓糖醇合成主路径成

为代谢改造的首选策略。在大多数子囊门真菌

中，甘露醇循环由两个途径组成[27-28]。途径 I：
6-磷酸果糖(F-6-P)被 NAD(H)依赖的甘露醇脱

氢酶(mannitol dehydrogenase, MPD)转化为甘露

醇-1-磷酸(mannitol-1-phosphate, M-1-P)，随后在

甘露醇-1-P 磷酸酶(mannitol-1-P phosphatase, MPP)
作用下脱磷酸化转化为甘露醇；途径Ⅱ：F-6-P
脱磷酸后被一个可逆的 NADP(H)依赖的甘露

醇脱氢酶(MDH)氧化生成甘露醇。解脂耶氏酵

母的 MDH 已经被鉴定和表征，暂未发现 MPD
和 MPP 的同源物[27-28]。阿拉伯糖醇在解脂耶氏

酵母中由 PPP 的中间体核酮糖-5-磷酸去磷酸化

得到核酮糖，再经阿拉伯糖醇脱氢酶催化脱氢

合成[25-26]。Wang 等通过序列比对筛选了解脂耶

氏酵母 5 个内源性脱氢酶 AraDH1、AraDH2、
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MDH1、MDH2 和 XDH，从中鉴定到甘露醇和

阿拉伯糖醇合成途径中的关键脱氢酶基因，结

合酶的底物特异性确定了编码甘露醇脱氢酶的

关键基因 MDH2，该基因的敲除使工程菌株

(HCY113)不合成甘露醇 [47]。值得注意的是，

Jagtap 等 [46]首次采用气相色谱质谱联用 (gas 
chromatograph-mass spectrometer, GC-MS)比较了

高渗和低渗条件下其他多元醇的积累情况，发

现高渗条件下山梨醇、肌醇以及核糖醇的相对

浓度分别提升了 1.07、3.2 和 7.7 倍，进一步证

明高渗条件激活多元醇对细胞的保护作用，但

这些多元醇的绝对含量尚缺绝对定量数据，可

能是因其含量较低，在解脂耶氏酵母中没有进

行系统研究。研究表明在培养基中加入 NaCl
可以减少了 46%和 30%副产物甘露醇和阿拉伯

糖醇[45]，主要是因为添加 NaCl 导致培养基渗透

压升高，引起产物中赤藓糖醇、甘露醇和阿拉

伯糖醇各组分的变化，相应的结果在 Bilal 等的

研究中也有报道[48]。 
适量补充柠檬酸也能有效地提高赤藓糖醇

的产量[49]，可见柠檬酸水平的变化与赤藓糖醇

的合成联系紧密。Zhang 等的研究显示过表达

赤藓糖醇合成路径中相关酶可以提升进入 PPP
途径的碳流量，从而使进入糖酵解途径的代谢

流量相应减少[22]。反之，如果糖酵解途径代谢

流减弱也能增加赤藓糖醇的合成途径，因此该

团队通过过表达 AMP 脱氨酶编码基因(AMPD, 
YALI0E11495g)来降低 AMP 依赖的异柠檬酸脱

氢酶的活性，增加柠檬酸在 TCA 循环中的累积

水平，反馈抑制碳流进入 TCA 循环和糖酵解，

从而有利于 PPP 途径和赤藓糖醇的合成。过表

达 AMPD 的菌株细胞干重下降了 18%，赤藓糖

醇产量增加了 12.5%[22]，证明通过平衡细胞生长

来增加赤藓糖醇产量策略的可行性，但副产物

柠檬酸的含量并未得到控制。如何平衡柠檬酸合

成和赤藓糖醇的积累成为一个难点，进一步强化

赤藓糖醇主合成路径竞争TCA 代谢流或许是一个

很好的选择，不仅可以减弱菌体生长，还可以降

低柠檬酸副产物的含量。 

3.3  PPP 氧化模块的代谢工程改造 
糖 酵 解 途 径 为 细 胞 代 谢 提 供 ATP 和

NADH，而磷酸戊糖途径(PPP)不仅为多元醇生

物合成提供充足的前体，同时也是其还原力

NADPH 的主要来源。根据还原力和前体供应可

将其分为氧化和非氧化两个阶段。PPP 途径氧

化阶段涉及的脱氢酶 ZWF1 (YALI0E22649p)和
GND1 (YALI0B15598p)分别在催化 6-磷酸葡萄

糖和 6-磷酸葡萄糖内酯氧化的过程中，将

NADP+还原为 NADPH，成为代谢工程改善解

脂耶氏酵母辅因子供应的热点基因[50-51]。多项

研究表明，相同浓度甘油和葡萄糖条件下，甘

油可提供更高的渗透压，从而更有利于渗透压

保护剂赤藓糖醇的生成[22,24]。Mirończuk 等的研

究为这一现象提供了分子层面的解释，即甘油

的高强度渗透压导致 ZWF1 三倍于葡萄糖培养

条件下的表达量，在加强 PPP 途径的同时为赤

藓糖醇生物合成过程提供了更多的还原力，而

GND1 在两种碳源培养条件下的转录水平相

近，对渗透压和碳源种类依赖性较弱[21]。因此，

Mirończuk 等率先在解脂耶氏酵母中强化 ZWF1
和 GND1 的表达，过表达 ZWF1 和 GND1 的工程

菌株将代谢流向赤藓糖醇合成方向转移，促进赤

藓糖醇的合成和甘油的利用速率，在摇瓶水平将

Y. lipolytica MK1 的产量由 25.30 g/L 分别提升至

40.16 g/L 和 42.53 g/L。除此之外，研究者还发

现两种脱氢酶还可在赤藓糖醇的同化过程中发

挥作用[21]。该结果在 Wang 等[47]和 Cheng 等[52]

的工作中得到进一步验证：Wang 等在构建耐热

型高产赤藓糖醇菌株的工作中，也选择过表达

ZWF1 和 GND1 再生赤藓糖醇合成过程中消耗的
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NADPH 以提升菌株生产性能[47]。Cheng 等在过

表达 3 种赤藓糖还原酶(ER)的工程菌株中联合

过表达 ZWF1 和 GND1 以促使菌株 NADPH 辅

因子循环，使工程菌的产量提升了 6%，该结果

继续为 ZWF1 和 GND1 在赤藓糖醇合成中的积极

作用提供了有力支持[52]。但也存在相反结论的报

道，如 Zhang 等[22]将涉及还原力循环的 3 个基

因 ER、ZWF1 和 GND1 共过表达却发现工程菌

株的生物量和赤藓糖醇的产量都意外地下降

了，一方面可能是和出发菌株的性能有关，另

一方面可能和多基因联合过表达引起代谢流方

向变化不确定性相关[53]。总体而言，通过过表

达 ZWF1 和 GND1 强化还原力供应进而改善解

脂耶氏酵母赤藓糖醇生长和生产性能的技术路

线是被广泛认可的。 

3.4  PPP 非氧化模块的代谢工程改造 
解脂耶氏酵母的 PPP 非氧化阶段由异构酶

RPE1、RKI1，转酮酶 TKL1 和转醛酶 TAL1 等

4 个关键酶参与(图 1)，其中 TKL1 也可以催化

糖酵解/糖异生中间体 GA-3-P 和 F-6-P 合成 PPP
途径的中间体 X-5-P 和 E-4-P，且在 PPP 途径涉

及的所有基因中其转录活性最高，被视为这一

过程的关键酶[21]。PPP 途径为脂质和多元醇的

生产提供了丰富的前体，途径基因表达水平的

提升可以实现代谢流的强化，同样适用于其他

依赖于 PPP 途径合成目标产物的代谢工程改

造 [32,45-46]。Yang 等在模式菌株 po1g 中过表达

TKL1 使得赤藓糖醇滴度、转化率和时空产率增

加至 40 g/L、0.45 g/g 和 0.333 g/(L∙h)，与对照

菌株相比分别增加了 48.1%、50%和 48%，证

明了 TKL1 在促进赤藓糖醇合成的重要性[45]。

在低氧条件下，以 Y. lipolytica MK1 为底盘分

别过表达 TKL1 和 TAL1 可以在摇瓶水平使解脂

耶氏酵母利用甘油生产赤藓糖醇的产量相对于

野生株分别提升 2 倍和 1.8 倍。过表达 TKL1 的

工程菌在 5 L 罐中赤藓糖醇产量提升近 70%，

且强化了 PPP 途径推动了下游碳源的利用，进

而促进了甘油利用速率，使得工程菌能够在 94 h
内完全耗尽 100 g/L 甘油，而对照菌株仅消耗

72 g/L 甘油[21]。在解脂耶氏酵母 JMY2900 中过

表达 TKL1 尽管能将代谢流“拉”向 PPP 途径，

将底盘菌转化率从 0.46 g/g 提升至 0.59 g/g，但

并未加速甘油的消耗，甚至还呈现出更慢的趋

势[44]。Zhang 等在研究基因组合过表达的工作

中发现在 Y. lipolytica po1f 中单基因过表达

TKL1 或 TAL1 的菌株比原始菌株产量都能提高

60%以上[22]。此外，也有报道证明 TKL1 参与调

节细胞呼吸作用。过表达 TKL1 的工程菌株在

发酵过程中对溶氧的依赖程度下降，低氧条件

下，一方面低搅拌桨转速减弱了剪切力，减少

了对细胞的损伤；另一方面也减少了副产物的

生成，简化了分离纯化工艺[21]。这些结果都说

明 TKL1 和 TAL1 在赤藓糖醇生物合成中的关

键作用，是代谢工程改造的优选基因。但

Jagtap 等以 Y. lipolytica Po1f 为底盘菌单基因

过表达测试 TKL1 的效果，仅获得(11.1±2.7) g/L
赤藓糖醇，相对于出发菌株(10.70±0.20) g/L 的

产量，TKL1 对于赤藓糖醇产量提升效果不佳[46]，

推测可能与其采用的基因编辑策略有关：Zhang
等[22]利用 CRISPR 技术将 TKL1 基因定点整合

至 XPR2 位点，而 Jagtap 等[46]将 TKL1 通过随

机插入整合至基因组，插入位点以及基因拷贝

数都存在不确定性，且插入的位点可能破坏了

菌株的某些参与重要生理活动的基因，从而造

成菌株合成赤藓糖醇性能上的差异。 
非氧化模块中的异构酶 RKI1 对提升赤藓

糖醇的合成也有积极作用，如 Zhang 等[22]通过

基因过表达加强甘油代谢以及前体合成相关基

因加强了细胞内 X-5-P 和 E-4-P 的供应，大大

促进了赤藓糖醇的合成。在此工程底盘基础上
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进一步过表达 TAL1 对赤藓糖醇的合成却几乎

没有影响，与单基因过表达时效果差异很大，

可能的原因是其他 PPP 代谢产物的供应不平

衡，如 5-磷酸核糖(R-5-P)相对不足。因此，进

一步增加 R-5-P 供应为随后的转酮和转醛反应

提供更丰富和平衡的底物组合，赤藓糖醇的最

终浓度和产率均显著提高约 30%[22]。应用调控

RKI1 表达水平来平衡复合基因改造工程菌引

起的代谢失衡问题，也为其他利用组合表达策

略可能遇到的问题提供了解决方案参考。 

3.5  赤藓糖醇合成模块的代谢工程改造 
PPP 途径完成了赤藓糖醇关键前体 4-磷酸

赤藓糖(E-4-P)的合成，随后在合成模块关键酶

4-磷酸赤藓糖磷酸酶(erythrose-4P phosphatase, 
E4PP)和赤藓糖还原酶(erythrose reductase, ER)
的连续催化作用下合成终产物赤藓糖醇。据报

道，在大肠杆菌中，卤酸脱卤酶类水解酶超家

族的一个成员 HAD13 显示出高度的 E-4-P 去磷

酸化活性 (Kcat/Km 值为 106)，由 YidA 基因

(EG11195)编码，而内源性 E4PP 还没有在解脂

耶氏酵母中得到表征[54]。Kuznetsova 等在解脂

耶氏酵母中异源表达了密码子优化的 YidA 基

因，工程菌株生物量下降，赤藓糖醇产量也显

著低于野生型。该结果可能与 YidA 基因产物水

解 DHAP 的能力有关，DHAP 被水解导致菌体

内代谢流的减少，影响了菌体的生长和目的产

物合成[45,54]。 
NADPH 依赖的赤藓糖还原酶 (erythrose 

reductase, ER)属于醛酮还原酶家族，催化解脂

耶氏酵母生产赤藓糖醇合成途径的最后一个关

键步骤，其表达水平直接关系到赤藓糖醇的合

成效率。在内源性 ER 被表征以前，Carly 等就

已经在 Y. lipolytica JMY2900 中异源表达了密

码子优化后的来源于 C. magnolia CBS2800 的赤

藓糖还原酶基因 ALR，并没有观察到对赤藓糖醇

生产能力的提高[44]。Janek 等[55]于 2017 年首次成

功鉴定一种预测的解脂耶氏酵母内源赤藓糖还

原酶基因 YALI0F18590g。通过在 Y. lipolytica 
MK1 中过表达验证其对菌株合成赤藓糖醇的

影响，重组菌产量、产率和转化率分别由初始的

68.2 g/L、(0.45±0.02) g/g 和(0.87±0.05) g/(L∙h)提
升至 78.1 g/L、(0.52±0.06) g/g 和(1.00±0.12) g/(L∙h)，
且 Zn2+对酶活有正向促进作用 [55]。但是敲除

YALI0F18590g 仅导致赤藓糖醇产量的降低，并

未中断赤藓糖醇的合成，由此推测解脂耶氏酵

母中还存在其他 ER 同工酶 [55]。Cheng 等以

Megachiliensis 和 Moniliella sp.中 ER 同工酶为

模板，根据其严格依赖 NADPH 的特性在     
Y. lipolytica CGMCC7326 的基因组中鉴定和表

征了解脂耶氏酵母其他 2 个内源赤藓糖还原酶

ER10 (YALI0D07634p)和 ER25 (YALI0C13508p)，
进 一 步 将 ER10 、 ER25 和 ER27 分 别 在        
Y. lipolytica CGMCC7326 中过表达，赤藓糖醇的

产量由 154 g/L 提升至 174、177、182 g/L (表 1)。
敲除 ER25 和 ER27 导致赤藓糖醇产量分别下降

了 11.1%和 17.1%。奇怪的是，ER10 基因的缺

失导致重组菌合成赤藓糖醇的产量、产率分别

提升了 10%和 9%，且 3 个 ER 基因同时过表达

的重组菌仅合成 178 g/L 的赤藓糖醇，不及

ER27 单突变株。而 3 个 ER 基因复合突变株仍

能合成 96 g/L 赤藓糖醇，表明合成赤藓糖醇的

替代生化途径或其他未知的 ER 基因仍有待鉴

定[52]。最近的研究鉴定了 ER27 的一种同系物

YALI0B07117g，其高度保守区的醛酮还原酶区

序列与醛酮还原酶(aldehyde ketone reductase, 
AKR)结构域序列高度相似，在 N 端醛酮还原酶

区之前有 28 个氨基酸序列。敲除该基因后将会

造成赤藓糖醇生产过程中副产物甘露醇和阿拉

伯糖醇 2−3 倍的提升，过表达则会提高基质消

耗速率，从而提升赤藓糖醇合成产率[56]。 
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表 1  模块化代谢工程改造解脂耶氏酵母高产赤藓糖醇研究现状 
Table 1  Summary of production of erythritol by modularized metabolic engineering in Yarrowia lipolytica 
Module Initial 

titer 
(g/L) 

Initial 
yield 
(g/g) 

Strain Carbon 
source 

Strategy Scale Titer  
(g/L) 

Yield 
(g/g) 

Qery 
(g/(L∙h)) 

References 

Substrate 
metabolism 

35.00 0.46 Y. lipolytica 
JMY2900 

Gly OEGUT1 35/250 mL / 0.56 / [44] 
OEGUT2 / 0.56 / 
OETPI1 / 0.54 / 
OEGUT1-GUT2 / 0.54 / 
OEGUT1-TPI1 / 0.56 / 

57.70 / Y. lipolytica 
A101 

Gly OEGUT1 (GK) 2/5 L 71.30 0.48 0.990 [42] 
OEGUT2 (GDH) 41.60 0.28 / 
OEGUT1-GUT2 78.00 0.52 1.080 

10.70 0.11 Y. lipolytica 
Po1f 

Gly OEGUT1 (GK) 50/250 mL 21.09 0.21 0.176 [46] 

Reducing 
power 
supply 

25.30 0.25 Y. lipolytica 
MK1 

Gly OEGND1 30/300 mL 40.16 0.40 0.430 [21] 
OEZWF1 42.53 0.43 0.450 

154.00 0.51 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu OEGND1-ZWF1 0.5/2 L Improve  
6.70% 

Improve 
14.30% 

/ [52] 

Precursor 
supply 

35.00 0.46 Y. lipolytica 
JMY2900 

Gly OETKL1 35/250 mL / 0.59 / [44] 
OEE4PP 30.00 0.44 / 
OEER / 0.57 / 

25.30 0.25 Y. lipolytica 
MK1 

Gly OETKL1 30/300 mL  51.09 0.51 0.540 [21] 
OETAL1 46.69 0.47 0.500 

37.10 0.37 Y. lipolytica 
MK1 

Gly OEER 30/300 mL 44.44 0.44 0.770 [55] 

68.20 0.45 Y. lipolytica 
MK1 

Gly OEER 2/5 L 78.10 0.52 1.000 [55] 

154.00 0.51 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu OEER10 0.5/2 L 174.00 0.58 2.100 [52] 
OEER25 177.00 0.59 2.100 
OEER27 182.00 0.61 2.200 
OEER10-ER25-ER27 178.00 0.59 2.100 

10.70 0.11 Y. lipolytica 
Po1f 

Gly OEPYP 50/250 mL 18.60 0.186 0.155 [46] 
OETKL1 11.10 0.111 0.092 
OEPYP-TKL1 15.26 0.153 0.127 

27.00 0.30 Y. lipolytica 
Y01 

Gly OETKL1 50/250 mL 40.00 0.45 0.333 [45] 

Erythritol 
metabolism 

30.70 0.39 Y. lipolytica 
W29 

Gly ΔEYK1 1/2 L 35.70 0.49 0.590 [29] 

27.00 0.30 Y. lipolytica 
Y01 

Gly ΔEYD1 50/250 mL 9.40% 3.60% / [45] 

Multi- 
module 
combination 

55.80 0.44 Y. lipolytica 
JMY2900 

Gly OEGUT1-TKL1 1/2 L 79.40 0.48 0.740 [44] 
Gly ΔEYK1::GUT1-TKL1 1/2 L 80.60 0.53 1.030 

35.00 0.46 Y. lipolytica 
JMY2900 

Gly OEGUT1-ER 35/250 / 0.61 / [44] 

          (待续) 
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          (续表 1) 

Module Initial 
titer 
(g/L) 

Initial 
yield 
(g/g) 

Strain Carbon 
source 

Strategy Scale Titer  
(g/L) 

Yield 
(g/g) 

Qery 
(g/(L∙h)) 

References 

 

154.00 0.51 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu OEER10-ER25-ER27- 
ZWF1-GND1 

0.5/2 L 190.00 0.63 2.400 [52] 

145.00 
(33 ℃) 

0.48 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu ΔMDH2ΔEYD1:: 
RSP5::ZWF1::GND1 

0.5/2 L 190.00 0.63 1.970 [47] 

156.00 
(33 ℃) 

0.52 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu ΔMDH2ΔEYD1:: 
RSP5::ZWF1::GND1 

100/150 L 188.00 0.627 2.210 [47] 

165.00 
(33 ℃) 

0.55 Y. lipolytica 
GMCC7326 

Glu ΔMDH2ΔEYD1:: 
RSP5::ZWF1::GND1 

22.5/30 m3 196.00 0.653 2.510 [47] 

10.70 0.11 Y. lipolytica 
Po1f 

Gly OEPYP-GUT1 50/250 mL 23.98 0.24 0.200 [46] 
OEPYP-GUT1-TKL1 27.48 0.28 0.286 
OEPYP-GUT1-TKL1 58.80 / / 

/ / Y. lipolytica 
Po1f 

Gly ΔEYD1::GUT1-TPI1- 
TKL1-TAL1 

30/250 mL 40.00 0.40 / [22] 

ΔEYD1::GUT1-TPI1- 
TKL1-TAL1-RKI1 

52.00 0.52 / 

27.00 0.30 Y. lipolytica 
Y01 

Gly OEGUT1-GUT2-TKL1 50/250 mL 65.00 0.56 0.541 [45] 
ΔEYD1::GUT1-GUT2- 
TKL1 

2/5 L 150.00 0.62 1.250  

/: Data not shown. 

 
最近，研究者在解脂耶氏酵母中重构了

E-4-P 到赤藓糖醇的合成通路，用一个酿酒酵母

来源的糖醇磷酸酶 (sugar alcohol phosphatase) 
PYP 取代 E4PP 和 ER 直接催化 E-4-P 合成赤藓

糖醇，缩短合成通路提升效率的同时还可以避

免 E-4-P 到赤藓糖醇两步反应之间代谢流不平

衡和还原力供应不足的问题[46]。这种来自酿酒

酵母的 PYP 在细胞内负责平衡 PPP 和糖酵解的

强度，通过水解 PPP 中的磷酸糖醇盐产生相应的

糖醇来防止其对生长的抑制[57]。在 Y. lipolytica 
W29 中过表达虽然没有观察到原本的解除生长

抑制的作用，细胞干重反而从 8.52 g/L 下降到

6.89 g/L，但是赤藓糖醇浓度和甘油利用率分别

提升至对照菌株的 1.7 倍和 1.5 倍。当然，生物

量下降也可能与该酶消耗 E-4-P 导致 PPP 途径

代谢流拉动加强有关。 

3.6  多模块组合强化 
单一模块的改造，仅仅能加强或平衡某一

局部代谢流，对于代谢路径长且复杂的赤藓糖

醇合成通路来说效果有限，因此，研究者们多

采用多模块协同改造策略来完成高效赤藓糖醇

细胞工厂的开发(表 1)。 
Carly 等采用代谢工程技术过表达了 GUT1

和 TKL1，同时敲除了 EYK1，综合了底物代谢、

前体合成以及代谢分解模块，构建了性能显著

提升的赤藓糖醇细胞工厂，菌株拥有较高的甘

油同化能力和转化率，同时产物分解被抑制，

赤藓糖醇产量提高了 78%，最高浓度的发酵周

期缩短了 40%，大大提升了赤藓糖醇的生产效

率[44]。Cheng 等在加强前体合成模块的工程菌基

础上通过强化还原力模块(ZWF1、GND1)以补充

过表达 ER10、ER25 和 ER27 消耗的还原力，获
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得的发酵性能提高的工程菌株发酵周期缩短

16 h，最高产物浓度达到 190 g/L (表 1)[52]。Jagtap
等[46]通过增加内源性 GUT1 和 TKL1 的表达以

及优化发酵工艺进一步增加赤藓糖醇的产量，

赤藓糖醇最大浓度相对于野生型提升 257%，生产

时间缩短 24 h，证实了解脂耶氏酵母在利用廉

价底物生产高附加值产品的极大潜力。Zhang
等利用模块化代谢工程的理念，研究了与赤藓

糖醇合成相关的 3 个模块中的关键基因，即甘

油利用途径、赤藓糖醇前体形成途径和还原力

循环。最终通过共过表达 GUT1、TKL1、TPI1
和 TAL1 有效地提高赤藓糖醇的产量(表 1)，进

一步验证了甘油利用和前体转化率对赤藓糖醇

合成的重要性。在此基础上，研究者还通过敲

除赤藓糖醇代谢利用模块第一个基因 EYD1 解

除发酵后期菌株对于赤藓糖醇的降解作用，进

一步提升生产效率[22]。 
近期，江南大学的 Yang 等通过过表达

GUT1、GUT2 和 TKL1 以及敲除 EYD1，在破坏

赤藓糖醇代谢模块的基础上强化了甘油代谢模

块和前体形成模块，实现了直接利用生物柴油

副产物粗甘油生产赤藓糖醇的最高产量和生产

率，分别为 150 g/L 和 0.62 g/g[45]，为野生型解

脂耶氏酵母通过代谢改造以粗甘油为原料生产

高附加值产品奠定基础，也为生物柴油副产物

的高效应用提供了新方向。这些结果均表明利

用基因工程技术定向改造解脂耶氏酵母对于高

效赤藓糖醇细胞工厂构建的优势所在，也为解

脂耶氏酵母作为微生物底盘商业生产赤藓糖醇

提供了依据。 

4  辅助策略提升底盘细胞工业

属性 
解脂耶氏酵母合成赤藓糖醇的限制性因素

在于合成途径中关键酶的活性和表达量，利用

模块化策略进行代谢工程理性设计和改造是提

升其生产效率的有效手段。在工业生产中，菌

株对反应器的适应性也是需要考虑的重要因

素，比如对氮源、氧气的摄取利用等，因此，

一些辅助提升底盘细胞工业属性的策略也被应

用于赤藓糖醇细胞工厂的构建，助力赤藓糖醇

产业化应用和发展。 

4.1  赤藓糖醇生产菌株高通量筛选 
传统诱变技术获得高性能菌株常依赖于高

效的筛选方法(图 2A)，现行的方法主要为化学

显色法。Savergave 等利用 2,3,5-三苯基氯化四

氮唑(2,3,5-triphenyltetrazole chloride, TTC)氧化

还原为红色的 1,3,5-三苯基甲氮烷的特性，采用

TTC 平板筛选还原酶活性更高的菌株，以此初

筛性能提升的菌株，但细胞内还原酶种类和数

量极多，且大多数与赤藓糖醇的合成无关，因

此根据还原酶的活性间接筛选赤藓糖醇高产菌

株存在一定挑战性[58]。Liu 等[59]采用高碘酸氧

化法对赤藓糖醇高产菌株进行筛选，可对摇瓶

规模以上的赤藓糖醇发酵性能进行评估，但该

方法依赖于赤藓糖醇和葡萄糖浓度比例，而在

采用孔板进行高通量发酵条件下，由于溶氧不

足，发酵液中赤藓糖醇与葡萄糖浓度比远低于

1:12，结果偏差较大[60]。邱学良[17]利用 Ery 操

纵子表达水平受胞内赤藓糖醇浓度的影响，在

大肠杆菌中构建了可以检测发酵液中赤藓糖

醇含量的合成微生物生物传感器 (synthetic 
microbial biosensor, SMB)荧光报告系统，赤藓

糖醇水平与荧光信号成正比。该系统大幅度提升

诱变菌株的筛选效率，研究人员可在 1 周内快速

筛选和鉴定包含 1 152 个 UV 和 ARTP 联合诱变

的突变体菌株库，筛选出的最佳菌株能够在生物

反应器中生产大于 148 g/L 的赤藓糖醇[61]。 
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图 2  辅助策略提升解脂耶氏酵母赤藓糖醇生产性能概述   A：开发赤藓糖醇生物感应器，采用 eGFP
作为报告基因高通量筛选高产菌株. B：富氮条件下的 SNF1 蛋白敲除增强工程菌株生产性能. C：热激

蛋白挖掘并应用于生产菌株的耐热性改造. D：二态型机制解析及控制提升生产过程菌株氧摄取能力 
Figure 2  Overview of auxiliary strategies to enhance the production of erythritol in Yarrowia lipolytica. A: 
Development of erythritol biosensor for high throughput screening of high-yielding strains using eGFP as a 
reporter gene. B: Enhancing the production performance of engineered strains by knocking-out the snf1 gene 
under rich nitrogen condition. C: Mining heat-response proteins and application of these proteins to modify 
the thermotolerance of strains. D: Resolution and control of dimorphism mechanism to enhance the oxygen 
uptake capacity of strains during production. 
 
4.2  氮源饥饿响应改造 

解脂耶氏酵母在赤藓糖醇生产过程中，碳

氮比、温度、溶氧传质和渗透压等因素决定了

赤藓糖醇的转化率和发酵成本。赤藓糖醇的合成

需要氮饥饿或高碳氮比(C/N≥150/1)条件(图 2B)，
该条件下可使更多碳源流向目标产物，因此，

赤藓糖醇生产培养基要求氮含量控制在一个很

低的水平。当以富氮的农业或工业废物为底物

则可能由于低 C/N 比，造成高氮含量的廉价碳

源无法用于赤藓糖醇的高效生产。解脂耶氏酵

母对富氮培养条件的响应由蔗糖非发酵蛋白激

酶基因(Snf1)调控。Snf1 是腺苷酸活化蛋白激酶

(AMP-activated protein kinase, AMPK)的酵母同

系物，在酵母底物利用过程中可以调节各种转

录因子(如 Mig1、Cat8 和 Sip4)的活性，影响

400 多个基因的表达，包括在富氮条件下参与

了基因的转录抑制[62]。Liu 等[63]对敲除了 Snf1
得到的工程菌株(M53-S)进行 C/N 比为 20/1 培

养条件下的碳源摄取率和赤藓糖醇转化率分析

发现，赤藓糖醇相较于氮限制时(C/N=250/1)提
高了 46%和 49%，也消除了菌株生产赤藓糖醇

对于高渗透压的依赖。进一步采用转录水平的
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基因检测以及翻译水平的酶活性分析确定M53-S
赤藓糖醇合成途径中关键基因 TKL1、TAL1 以及

ER等在富氮条件(C/N=20/1)下相较于野生株M53
发生显著上调，这一工作证实了 Snf1 在氮饥饿与

赤藓糖醇产量耦合中的关键作用，为富氮废物的

直接利用提供了可能。 

4.3  底盘细胞耐热性改造 
解脂耶氏酵母的最佳生长和生产温度约

28−30 ℃，在大规模发酵过程中，需要消耗大

量冷却水，尤其是在夏季，冷却能量的高运行

成本也限制了生物制造的经济性，因此适应性

进化和随机诱变在耐受工程中得到了广泛的

应用(图 2C)。邱学良等利用适应性进化技术获

得一株耐热菌株，利用转录组分析发现硫胺素

合 成 途 径 中 4 个 基 因 ： YALI0E32681g 、

YALI0E35222g、YALI0A12573g 和 YALI0F26521g
表达水平上调，通过在解脂耶氏酵母中过表达

这 4 个基因，工程菌(BBE-17T)在高于最适培养

温度的 33 ℃条件下，赤藓糖醇产量由出发菌株

的 11 g/L 提升至 32 g/L[64]；Liang 通过筛选和测

试不同的耐热装置，8 株重组工程菌株在 35 ℃
高温条件下生长性能良好，并且抗氧化性能也得

到了改善。此外，菌株 FOS11-Ctt1 的赤藓糖醇滴

度、产量和生产率在 8 个菌株中表现最好，分别

达到 39.25 g/L、0.348 g/g 葡萄糖和 0.55 g/(L∙h)，
与对照菌株相比分别提高了 156%、 86%和

161%[65]。Wang 等通过过表达酿酒酵母来源的

泛素连接酶基因 RSP5，以提高细胞的耐热性，

获得的工程菌可耐受 34 °C，并在 33 °C 下保持有

效的赤藓糖醇生产能力(表 1)[47]。这些工作说明

开发耐热性解脂耶氏酵母是当前赤藓糖醇产业

发展的趋势，可进一步降低生产成本，提升企

业生产的利润空间。 

4.4  形态工程改善发酵过程氧摄取 
解脂耶氏酵母大规模发酵过程中，氧气的

需求量大，而解脂耶氏酵母存在二态型，可通

过响应环境条件以酵母、假菌丝体或菌丝体形

式生长，发酵过程中发现形态变化可通过降低

溶氧和传质效率从而影响赤藓糖醇的合成效

率。解脂耶氏酵母的二态型存在复杂的调控网

络，Pomraning 等证实了解脂耶氏酵母 Msn2 
(Ylmsn2)直系同源物是菌丝生长所必需的，并

发现 Ylmsn1 的过表达能够使其以菌丝形态生

长 [66] 。 Wu 等 采 用转 录 组 学研 究 了 Mhy1 
(Msn2/Msn4 样蛋白)敲除和过表达菌株的胞内

基因表达谱，发现 ΔMHY1 突变体中下调的最

显著的基因为编码细胞壁蛋白或参与细胞壁合

成 的 酶 ， 并 进 一 步 证 实 Mhy1 通 过 识 别

5′-WNAGGGG-3′保守型结合基序控制这些细

胞壁基因来调节二态型转化[67]。Liu 等将形态

工程改造应用于 β-胡萝卜素生产，通过敲除

CLA4 和 MHY1 基因将菌丝体转化回酵母形式，

从而增加 139%的 β-胡萝卜素产量[68]。Mirończuk
等 则 通 过 过 表 达 来 自 透 明 颤 菌 (Vitreoscilla 
stercoraria)的血红蛋白 VHb，使得工程菌株发酵

过程显示出酵母型细胞形态，改善了菌株生产

过程低溶氧条件下的摄取能力，与对照菌株相

比[QERY=0.30 g/(L·h)，YERY=0.29 g/g]，工程菌

株在反应器中显示出更高的赤藓糖醇生产率

[QERY=0.38 g/(L·h)]和产量(YERY=0.37 g/g)[69]。

这些研究进展为形态工程策略改善菌体发酵生

产赤藓糖醇的性能提供了思路(图 2D)。 

5  讨论与展望 
赤藓糖醇作为发酵法生产的功能性糖醇，

主要应用于食品添加剂领域。赤藓糖醇作为食

品添加剂的一个主要前提是其生物安全性。目

前国际食品法典委员会、欧盟、美国和我国都

把赤藓糖醇列为可受监管使用的食品添加剂，

其中国际食品法典委员会和我国 GB 2760—2014
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均规定可按生产需要适量使用而未设定具体限

量值，欧盟则要求仅限作为风味增强剂用于低

能或无添加糖调味饮料，使用限量为 16 g/kg。
近期，美国克利夫兰医学中心 Hazen 团队采用

靶向代谢组学研究跟踪记录了 1 200 余名有心

脏病风险的患者血液中糖醇类甜味剂的浓度，

认为高浓度摄入赤藓糖醇可能增加不良心血管

事件风险[70]。虽然其安全性已得到了国内外权

威机构认可，但仍需进一步加强其生产和应用

方面的科学研究，推动科学认知。近年来，赤

藓糖醇下游应用的场景也在不断拓展，包括动

物饲料、化妆品以及化工原料等。随着淀粉质

原料市场价格的上涨，使得生产企业迫切将目

光聚焦在使用基因工程技术提升底盘细胞生产

性能的研究上。本综述系统梳理了赤藓糖醇生

物合成、竞争和降解途径以及代谢工程改造策

略，为后续的工业菌株改造提供研究方向。 
解脂耶氏酵母是目前工业生产赤藓糖醇的

主要菌株，更高时空产率、更高转化率以及更

好的耐热性是其生产性能全面提升的标志。通

过对赤藓糖醇代谢合成途径以及调控网络系统

分析，找出关键节点，采用基因编辑等技术手

段对目标基因进行组合强化，可以实现赤藓糖

醇产量的理性提升，并尽可能减少或消除副产

物积累，也为下游分离提纯降低成本。基因编

辑工具开发、多组学数据积累以及对解脂耶氏

酵母遗传代谢网络挖掘、菌体形态控制分子机

制的理解将进一步推动解脂耶氏酵母底盘细胞

性能改良。未来将从转录、翻译、翻译后修饰

及代谢水平对赤藓糖醇生产菌株进行多层次剖

析，对赤藓糖醇生产菌所有节点进行全局分析，

结合转录组学、蛋白组学、代谢组学以及计算

机代谢网络模拟等现代生物技术系统改良，一

定会通过理性设计构建出稳定性好、副产物少，

更适合工业化生产的赤藓糖醇生产菌株。 
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