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毕赤酵母基因编辑技术研究进展 
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摘  要：巴斯德毕赤酵母是一种重要的蛋白表达系统，基因编辑技术作为代谢工程的基本工具，对于

毕赤酵母的代谢改造十分重要。近十年基因编辑技术发展迅速，除传统的同源重组和 Cre/loxP 重组外，

相继出现了许多新的基因编辑技术，例如 ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 等，这些技术的出现使基因

编辑更加简便高效。本文对毕赤酵母中传统和新型基因编辑技术的原理应用和研究进展进行了简要综

述，并结合相关领域的发展对毕赤酵母基因编辑技术的发展进行了展望。 
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Abstract: Pichia pastoris is a widely used host for recombinant protein expression. As a basic tool for 
metabolic engineering, gene editing technology exhibits great importance for the metabolic modification 
of Pichia pastoris. In the past decade, gene editing technologies have developed rapidly. Many new 
techniques, such as ZFN, TALEN and CRISPR/Cas9, were developed besides homologous recombination 
and Cre/loxP recombination which makes gene editing in P. pastoris more convenient and efficient. This 
review summarized the principle, application and research progress of gene editing techniques in Pichia 
pastoris. This paper also prospected the future development of gene editing in P. pastoris based on the 
advances of related fields. 
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巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)是一种甲醇

营养型酵母，因其具有调控严谨、表达强度高、

易于高密度发酵和能进行蛋白后修饰等优点，许

多异源蛋白都选择毕赤酵母作为表达载体，如 Liu

等利用毕赤酵母和强启动子 AOX1 表达乙醇氧化

酶，表达量能达到 562 U/L[1]，到目前为止已经有

超过 5 000 种异源蛋白在毕赤酵母中成功表达[2]。

此外，由于其具有作为细胞工厂的显著优点，除了
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重组蛋白外，S-腺苷-L-蛋氨酸[3]和 D-阿拉伯糖[4]

等初级和次级代谢产物，也开始在毕赤酵母中进行

生产。 
通过代谢工程改造不仅能够建立新的代谢通

路，使菌株能够生产异源代谢产物，还能够调整菌

株的代谢通量或删除一些代谢通路，从而提高同源

蛋白或同源代谢产物的产量[5-6]，例如 Prabhu 等通

过 6-磷酸葡萄糖酸酶(SOL3)和 D-核酮糖-5-磷酸 3-
差向异构酶(RPE1)基因的协同合作，提高了 PPP
途径通量，从而提高了重组人干扰素 γ 的产量[7]。

因此随着毕赤酵母的应用越来越广泛，近年来关于

毕赤酵母的代谢工程研究越来越热门，而基因编辑

技术作为代谢工程的一个重要工具，也越来越受人关

注。除了传统的同源重组外，许多新型基因编辑技术

也应运而生，比较热门的技术包括 ZFN (zinc finger 
nuclease)技术、TALEN (transcription activator-like 
effector nuclease) 技 术 和 CRISPR/Cas (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats/Cas 
endonuclease)系统，其中 CRISPR/Cas9 系统是目前

比较热门且使用较多的技术。但由于毕赤酵母属于

非常规酵母，其遗传背景没有完全清晰，而且因为

同源重组效率低等问题的存在，目前毕赤酵母中的

基因编辑技术仍存在一些问题，其发展远不及酿酒

酵母。基于这一背景，本文对毕赤酵母中基因编辑

技术的发展和现状进行了总结，并结合相关邻域对

毕赤酵母基因编辑技术的发展前景进行了展望。 

1  传统基因编辑技术 
同源重组和 Cre/loxP 重组是新型基因编辑工

具出现之前使用较多的用于毕赤酵母基因修饰的

方法，直到现在仍是毕赤酵母中重要的代谢改造

工具。 

1.1  同源重组 
早期对毕赤酵母基因组进行定点基因整合和

基 因 敲 除 都 是 通 过 同 源 重 组 (homologous 
recombination，HR)实现的，一般通过质粒进行基

因整合时以单交换形式进行重组，如 Liu 等利用整

合型质粒 pPIC9K 将乙醇氧化酶通过单交换的方式

整合到基因组的 HIS4 位点[1]。通过片段进行基因

整合或基因敲除时一般以双交换形式进行重组，例

如 Näätsaari 等曾通过该方法敲除了毕赤酵母的

Ku70 基因[8]，单交换和双交换的过程如图 1 所示。

HR 是自然界中普遍存在的 DNA 修复机制，该机

制的存在是为了对 DNA 上因损伤产生的双链断裂

(double strand break，DSB)进行修复，因此该机制

也是新型基因编辑技术的基础。该方法修复 DSB 

 

 
 

图 1  同源重组和非同源末端连接 
Figure 1  Homologous recombination and non-homologous end joining 
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需要同源模板的存在，这是一种保真度较高的修复

方法。HR 修复的过程如下，首先一个由核酸酶

Mre11 和 Exo1、解螺旋酶 Sgs11 和核酶 Dna2 组成

的核酶复合体会对 DSB 的 5ʹ末端进行消化，产生

带有 3ʹ末端的单链 DNA。而后 ssDNA 会在 Rad51、

Rad52、Dmc1 以及解螺旋酶 Rad59 等相关酶[9]的

协助下寻找同源模板进行退火和 DNA 链的交换。

寻找到同源模板后，ssDNA 会与同源序列配对形

成 D-Loop 结构，通过 D-Loop 延伸完成修复过

程[10]。在酵母中 Rad59 可以促进 ssDNA 的退火过

程，Rad52 可以促进对同源模板和外源侵入的同源

序列的搜索和交换[11-12]，因此这两种酶都能促进

HR 的效率。 
除 HR 外，机体内还存在另外一种重要的 DNA

损 伤 修 复 方 式 ， 那 便 是 非 同 源 末 端 连 接 (non- 
homologous end joining，NHEJ)，修复过程如图 1
所示。参与 NHEJ 过程的一种重要的蛋白是 Ku 蛋

白，该蛋白是 Ku70 和 Ku80 的异二聚体，用于识

别 DSB。当 Ku 蛋白识别到 DSB 后，便会结合到

断裂末端，召集 DNA-PKcs (DNA-dependent protein 
kinase catalytic subunit)通过自磷酸化激活 NHEJ 修

复，而后利用 Artemis 重组酶加工 DNA 末端，最

后通过 DNA 连接酶将处理完的末端进行连接，达

到修复 DNA 链断裂的目的[13]。与同源重组不同，

非同源末端连接不需要同源模板的参与，利用该过

程对 DSB 进行修复更为简便，但是也更容易导致

基因的插入、缺失和点突变等错误修复。 
不同物种中 HR 和 NHEJ 发生的概率并不相

同，在毕赤酵母中 NHEJ 的效率远高于 HR，这就

导致在毕赤酵母中同源重组的效率比较低。但是通

过提高同源臂长度，例如使用 1 000 bp 甚至更长的

同源臂可以在一定程度上提高同源重组的效率。考

虑到蛋白 Ku70 是识别 DSB 的 Ku 蛋白复合体中的

一部分，为提高 HR 效率，Näätsaari 等通过敲除表

达 Ku70 蛋白的基因来降低 NHEJ 效率，敲除该基

因后明显提高了同源重组的效率，使用 250 bp 同

源 臂对 HIS4 进 行 敲除时 效 率从 3%提 高 到 了

96.6%[8]。 
因为同源重组转化效率低，在使用同源重组进

行整合和敲除时会使用一些筛选标签，提高筛选阳

性率，而筛选标签的存在往往会对菌体的生长和后

续的实验产生影响。为解决这个问题，可以在重组

过程中引入一些反选标记，便于后续去除这些筛选

标签，比如利用 URA3、URA5 和来自雄性不育玉

米的 T-urf13 以及来自大肠杆菌的 mazf 基因来提高

筛选效率[14]。 

1.2  Cre/loxP 系统 
反选标记虽然可以提高转化筛选的阳性率，但

是这些基因的存在容易导致菌体生长缓慢甚至死

亡。除使用反选标记之外，还可以采用 Cre/loxP
系统对常规筛选标记进行剔除，Marx 等就曾利用

该方法敲除替换启动子时带入的抗性基因[15]，该

系统操作简便，而且不会对细胞产生毒性，因此应

用广泛。 
Cre/loxP 系统是 20 世纪 80 年代末发展起来的

一种基因修饰技术，源于 P1 噬菌体[16]。Cre 是

一种位点特异性重组酶，是由 343 个氨基酸组成的

一种双结构域蛋白，两个结构域分别是 N-端结构

域 (N-terminal domain ， NTD) 和 C- 端 结 构 域

(C-terminal domain，CTD)。Cre 重组酶能够特异性

识别 loxP 位点，对两个位点间的基因进行重组[17]。

loxP 位点由两个 13 bp 的反向重复序列和 8 bp 的

间隔序列组成，间隔序列位于两个反向重复序列中

间，决定了 loxP 位点的方向。两边的两个反向重

复序列分别和间隔序列 1、8 位上的碱基组成两个

14 bp 的 重 组 酶 结 合 元 件 (recombinase-binding 
element，RBE)，一个 RBE 的突变对酶和位点的结

合影响不大，但当两个 RBE 都发生突变时，Cre
重组酶与 loxP 位点的结合效率将会大大下降[14]。

当 Cre 重组酶的 NTD 识别到 loxP 位点时，便会结

合到 loxP 位点的一个 RBE 上，而后两个结构域将

DNA 双链包围，形成一个如图 2A 所示的“C”型的 
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图 2  Cre 酶工作原理[18] 
Figure 2  Working principle of Cre recombinase[18] 

 
夹子。两个 loxP 位点一共结合 4 个 Cre 重组酶，   
4 个 Cre 酶会组成一个四聚体，由结构域 CTD 对

DNA 序列进行切割，切割位点分别位于两个间隔

序列的 1/2 位和 7/8 之间[17-18]，如图 2B 所示。 
Cre 酶介导两个位点间基因的重组方式取决

于两个 loxP 位点的方向，根据不同的情况，一共

分为 3 种重组方式：(1) 当两个位点在同一条 DNA
链上，且方向相同时，Cre 重组酶可以对 2 个位点

间的序列进行切除；(2) 当两个位点在同一条链

上，且方向相反时，Cre 重组酶能够将两个位点间

的基因方向调换；(3) 当两个位点位于不同的两条

链上时，Cre 重组酶能够介导两条链之间的基因交

换。目前在毕赤酵母中使用较多的是基因敲除功

能，倒位和易位的功能使用较少。 
虽然通过 Cre/loxP 系统进行基因敲除操作简

便，但是敲除后会留下一个 loxP 位点，从而影响

后续使用此方法进行基因敲除。为解决此问题，根

据 loxP 位点和 Cre 重组酶的性质，可以使用两个

不同 loxp 位点，每个位点带有一个突变的 RBE。

Pan 等就曾使用各带有一个突变 RBE 的 loxP71 和

loxP66 对抗性筛选标签进行了敲除[14]，敲除后剩

下了带有两个突变 RBE 的 loxP72，因为两个 RBE
都发生突变，loxP72 和 Cre 重组酶结合效率极低，

因此不会影响后续使用该系统。 

2  新型基因组编辑技术 
近年来基因组编辑技术迅猛发展，许多使用更

为方便的基因组编辑技术相继出现。目前比较常用

的技术包括 ZFN、TALEN 和近年来发展迅速的

CRISPR/Cas 系统。这些技术都是利用特异性核酸

酶在相应位点产生切口，而后通过酵母自身的同源

重组修复机制来实现基因组的编辑，通过这些技术

理论上可以对目的基因进行精确的定点改造。 

2.1  ZFN 和 TALEN 技术 
ZFN 属于第一代基因编辑技术，是一种人工

合成的融合蛋白，由一个可以识别特异性 DNA 序

列的锌指蛋白(zinc finger protein，ZFP)和一个非特

异性核酸内切酶 FokⅠ组成。ZFP 是由一系列的

Cys2-His2 锌指蛋白模块(ZF)组成，这种结构是

1986 年在真核生物转录因子家族的 DNA 结合区

发现的。每个锌指蛋白模块可以识别 3−4 个连续

的碱基，并结合到识别的 DNA 上。根据这个特性，

Kim 将核酸内切酶 FokⅠ连接到由几个 ZF 单元组

成的 ZFP 上，利用锌指蛋白对 DNA 的识别和结合

功能，将内切酶引导到目标基因处[19-20]。FokⅠ只

在二聚体形式下才表现剪切活性，因此 ZFNs 都是
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以二聚体形式来发挥作用的。当两个识别位点距离

在 6−8 bp 时[21]，两个 ZFNs 会分别结合到 DNA 双

链的两侧各剪切一条链，产生 DSB，而后通过同

源重组修复 DNA 断裂来实现基因的插入或敲除

(图 3)。目前 ZFN 已经成功在果蝇、斑马鱼和酵母

等多种真核细胞中成功应用，但是因为并不是所有

的核苷酸三联体都有相应的 ZF 模块，而且 ZFP 设

计过程复杂，导致使用该方法进行基因编辑耗时耗

力，很大程度上限制了该方法的使用。 

TALEN 技术与 ZFN 相似，也是通过位点特异

性蛋白实现进行基因编辑(图 3)。与 ZFN 不同的是，

TALEN 利用的 TALE 蛋白来自黄单胞菌，与 DNA
结合的核心区域由 1−33 个高度保守的重复序列串

联而成，每个重复单位包含 33−35 个氨基酸。重

复单元中的第 12 和 13 位上的氨基酸残基决定了该

单 元 识别 的特 异 性， 称为 重 复可 变残 基 (repeat 
variable residues，RVD)[22]。TALEN 切割 DNA 的

方式与 ZFN 相似，两个 TALEN 融合蛋白的靶序

列间隔一般为 16−20 bp[23]。TALEN 的设计和构建

比 ZFN 简便，但是因为高度重复的序列的存在，

使质粒载体的设计构建具有一定难度，而 Golden 
gate[24] 、 FLASH (fast ligation-based automatable 

solid-phase high-throughput)[25]等方法的出现简化

了载体构建过程。ZFN 和 TALEN 技术都是新型的

基因编辑技术，可以进行定点编辑，但是由于使用

起来比较复杂，而且在这两种技术刚出现不久，操

作更为简便的 CRISPR 技术便出现了，因此目前这

两种技术并没有在毕赤酵母中得到广泛应用。 

2.2  CRISPR/Cas9 系统 
CRISPR/Cas9 系统源于细菌和古细菌的免疫

防御系统，用于抵御病毒和外源 DNA 的入侵，是

Ⅱ类 CRISPR 系统中应用最广泛的，该系统只需一

种 Cas 蛋白就能发挥作用，而Ⅰ和Ⅲ类 CRISPR 系

统需要多种蛋白共同发挥作用[26]。与 ZFN 和 TALEN
利用蛋白定位不同，CRISPR/Cas9 系统中的核酸酶

Cas9 是通过 RNA 来进行序列定位的。Cas9 是一

种能与 RNA 结合，并由 RNA 引导的核酸酶，有

两个有剪切活性的结构域——HNH 和 RuvC，能将

DNA 双链切断[27]。 
引导 Cas9 的 RNA 由两部分组成，一部分是

靶向目标系列的 crRNA (CRISPR targeting RNA)，
该部分是由前体 RNA (pre-crRNA)加工而来的一

段含有保守重复序列和间隔序列的 RNA，可以通

过修改间隔序列靶向不同的 DNA 序列。另一部分 

 

 
 

图 3  三大特异性核酸酶介导的基因编辑技术 
Figure 3  Three specific nuclease mediated gene editing techniques 
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是与重复序列互补的反式激活 crRNA，tracrRNA 
(trans-activating crRNA)。这两部 RNA 相互结合后

与 Cas9 形成一个复合体，将 Cas9 引导到靶标序列，

在 crRNA 互补序列下游临近 PAM 位点区对 DNA
进行剪切，产生 DSB，从而激发 HR 或 NHEJ。为

方便使用，Jinek 等将两部分进行简化，形成了由

一个结构 RNA 和 20 bp 靶向目标基因的可变 RNA
组成的 single-guide RNA (gRNA 或 sgRNA)[28]，从

而使该系统使用更简便。 
CRISPR/Cas9 系统虽然操作简便，但是 Cas9

蛋白序列和 gRNA 序列的选择和表达等多种因素

都会影响编辑效率。对于不同的物种，我们需要

选择不同的条件来达到较高的效率。Cas 的表达

主要涉及到启动子的强弱，序列密码子的优化。

在酿酒酵母中的研究发现，使用强启动子表达

Cas9 会对菌株的生长造成负面影响，但选择诱导

型启动子又会因表达时间不够，导致编辑效率下

降至 20%以下，而选用组成型的弱启动子不仅不

会影响菌株生长还能保证较高的编辑效率[29]。除

启动子外，Cas9 蛋白序列的选择也是影响编辑效

率的重要因素，目前使用较为广泛的 Cas9 蛋白是

来自于化脓性链球菌 (Streptococcus pyogenes)的

SpCas9[27,29] ， 但 Weninger 等 通 过 研 究 发 现 ，

SpCas9 和 PpCas9 (由 SpCas9 经过毕赤酵母表达

密码子优化得到)在毕赤酵母中的编辑效率都很

低，而经过人源密码子优化的 HsCas9 在毕赤酵母

中能发挥较好的作用[30]。 
除 Cas9 蛋白外，gRNA 对编辑效率也有较大

影响。首先 gRNA 序列的选择直接影响到了和靶

序列结合的正确率。此外不同的启动子对 sgRNA
的结构会产生一些影响。RNA 聚合酶  (RNA pol Ⅱ

)Ⅱ 和 RNA 聚合酶  (RNA pol )Ⅲ Ⅲ 的功能不同，转

录的 RNA 结构也不同。RNA pol Ⅱ用于合成

mRNA 和 snRNA，转录得到的 RNA 会带有 5ʹ帽子

和 3ʹ polyA 尾巴，这些结构对 sgRNA 与 Cas9 的复

合体形成具有较大影响[29]。RNA pol Ⅲ主要用于合

成 tRNA、 rRNA 5S 以及细胞中的一些细小的

RNA，因此由 RNA pol Ⅲ转录的 RNA 没有 5ʹ帽子

和 3ʹ polyA 尾巴，如图 4 所示，转录的 sgRNA 能

在细胞核中停留的时间更长，因此理论上使用

RNA pol Ⅲ启动子表达 sgRNA 更合适[31]。但是由

于 RNA pol Ⅲ启动子表达 sgRNA 表达强度低，稳

定性差[32-33]，导致在多种酵母中利用该启动子的编

辑效率都十分低[30,33]。 
为了在提高 sgRNA 表达量和稳定性的同时保

证表达的 sgRNA 不会因多余的结构导致无法与

Cas9 蛋白结合，Gao 等通过在两端分别加上核酶

HH 和 HDV 来切除 RNA pol Ⅱ转录出来的 sgRNA
的 5ʹ帽子和 3ʹ polyA 尾巴[34-35]。Weninger 等利用

此方法，在毕赤酵母中构建了编辑效率达到 80%
以上的 CRISPR/Cas9 系统 [30]，后续又通过敲除

Ku70 基因进一步提高了该系统的效率[36]。但是由

于 HH 核酶的前 6 个碱基需根据 gRNA 变化，导

致质粒构建比较麻烦，为方便使用该系统的使用

Prielhofer 等利用 Golden gate 来构建质粒，解决了

这一问题[37]。 
 

 
 

图 4  RNA polⅡ启动子和 RNA pol Ⅲ启动子表达的 gRNA 结构差别[30] 
Figure 4  The structures of gRNA controlled by RNA pol Ⅱ and RNA pol Ⅲ[30] 
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2.3  碱基编辑器 
碱基编辑器(base editor)是基于 CRISPR/Cas9

系统的一种无需通过 DSB 便能进行基因编辑的技

术，通过该技术可对基因组进行单碱基突变或终止

密码子突变[38]。该方法将没有剪切活性的 Cas9 蛋

白(dCas9)与胞苷脱氨酶或腺苷脱氨酶进行融合，

形成了 CBE 和 ABE 两种工具，通过 CRISPR/dCas
的靶向功能，将胞苷脱氨酶或腺苷脱氨酶引导到目

标序列进行基因编辑[39]。其中胞苷脱氨酶可以将

胞苷脱氨变成尿嘧啶核苷酸，而后进一步转变为

胸腺嘧啶核苷酸，从而实现 C·G 到 A·T 的转变，

这便是第一代的碱基编辑器——BE1。但 BE1 在

使用时由于自身的修复功能，导致编辑效率低下，

为提高编辑效率，出现了二代系统 BE2，该系统

通过融合尿嘧啶糖基酶抑制蛋白(uracyl glycosylase 
inhibitor，UGI)来避免 U·G 被重新修复成 C·G，从

而提高转化效率。为进一步提高效率，三代系统

BE3 使用 Cas9 nickase 替代了 dCas9，该系统能在非

编辑链上产生切口从而促进 C·G 转变为 A·T[39-40]，

进一步提高了编辑效率。将腺苷脱氨酶与 dCas9 融

合可以形成 ABE 系统，该系统的作用与 CBE 相反，

可以将 A·T 转变为 C·G 的[41]。理论上利用 CBE 和

ABE 可以实现 4 种碱基之间的转变(C 到 T，A 到

G，T 到 C 和 G 到 A)[42]，从而随意地对基因组进

行修改。但因为该系统不产生 DSB，因此难以完

成整段基因地整合和敲除，但可以通过终止密码子

突变使目标基因失去功能。同时又因为该方法无须

在 DNA 上产生 DSB 后依靠 HR 来实现基因编辑，

因此对 HR 效率低的菌株而言这是一种很好的基

因编辑手段，目前该技术已经成功在酿酒酵母中使

用，但尚未有在毕赤酵母中使用的例子[42]。 

3  总结与展望 

毕赤酵母是一种重要的蛋白表达菌株，建立

简洁高效的基因编辑系统对毕赤酵母的代谢改

造十分重要，但由于毕赤酵母属于非常规酵母，

其遗传背景没有完全清晰，因此基因编辑手段的

发展也不如酿酒酵母等常规酵母。目前使用较多

的还是传统的同源重组和新发展的 CRISPR 技

术，但是毕赤酵母中同源重组的效率较低，虽然

敲除 Ku70 后同源重组的效率能得到提高，但是

因此主要修复方式受损，其生长速率也受到了较

大影响[8]。此外 CRISPR/Cas9 系统也还有待优化。

首先因为毕赤酵母中同源重组的效率比较低，因此

相较于酿酒酵母，毕赤酵母中的 CRISPR/Cas9 系

统需要较长的同源臂，而且在多重基因同时敲除时

的效率也较低[30]。除此之外，毕赤酵母中目前还

没有建立起类似于酿酒酵母中集转录激活、转录抑

制和基因敲除于一体的多功能 CRISPR 系统[43]。 
要提高同源重组效率，除了抑制或敲除 Ku70[8]

和 Dnl4p[44]等 NHEJ 相关基因外，还可以过表达

RAD52、RAD51[45]等 HR 相关基因来提高 HR 效率。

此外因为目前毕赤酵母中 CRISPR/Cas9 系统大多

是以质粒形式存在的，因此质粒的稳定性及拷贝数

等因素对于编辑效率也会产生一定影响。可以尝试

用不同的毕赤酵母复制子构建 CRISPR/Cas9 质粒

系统，例如传统的 PARS1 复制子和近些年发现的

mtDNA[46]，panARS[47]，以及 Centromeric DNA[48]，

寻找稳定性较好，拷贝数较合适的复制子来提高编

辑效率，例如 Cao 等就曾通过使用更稳定的着丝粒

DNA 构建质粒提高了 Scheffersornyces stipitis 中

CRISPR/Cas9 的编辑效率[49]。除目前发现的复制

子，后续可以寻找更多的毕赤酵母复制子进行验

证，以构建更为高效稳定的编辑系统。 
除了优化毕赤酵母中现有的基因编辑系统外，

我们还可以借鉴其他基因编辑体系，在毕赤酵母中

建立新的基因编辑手段。除上文提到的可以在毕赤

酵母中建立 CBEs 和 ABEs 系统外，结合目前

CRISPR 系统的最新进展，还可以在毕赤酵母中建立

CRISPR/Cpf1 系统来提高编辑效率。CRISPR/Cpf1 
(CRISPR/Cas12a)是一种新型的 CRIPSR/Cas 系统，

该系统已经成功在酿酒酵母等物种中使用[50-51]，与

Cas9 相比 Cpf1 分子量更小且只需一个协助的
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RNA，因此更方便，剪切后能产生粘性末端，具

有更高的编辑效率[52]，因此 CRISPR/Cpf1 的建立

或许对毕赤酵母基因编辑技术进步具有重要意义。 
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