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合成生物技术驱动天然的真核油脂细胞工厂开发

汪庆卓，宋萍，黄和

（南京师范大学食品与制药工程学院，江苏 南京 210046）

摘要：油脂是重要的工业原料，也是人类生存的三大营养素之一。为避免因国际环境变化导致外部资源进口遭到

封锁，我国亟需建设、补充和完善油脂供给的新方式。以丰富、廉价的生物质原料替代化石原料生产食用油脂和

功能性油脂，在保障国家能源安全、粮食安全方面意义重大。细菌、酵母、霉菌、微藻等多种微生物具有利用葡

萄糖、木质纤维素、淀粉、甘油甚至一碳化合物等原料合成脂肪酸的能力。由于微生物，特别是产油真菌相比产

油植物和动物具有生产周期短、易于大规模生产、占地少、受天气影响小、原料来源丰富等优势，近年来备受学

术界和产业界重视。然而，如何获取生产效率高且鲁棒性强的微生物油脂细胞工厂，仍然面临着使能工具有限、

油脂产量不高、油脂组分难以控制等诸多挑战。近年来，合成生物学技术的发展为本领域的研究提供了新的资

源、工具和思路。使得产油微生物研究在遗传操作工具创制、代谢途径改造以及高附加值产品开发等方面不断获

得突破。本文聚焦于真核油脂细胞工厂的开发，从天然产油底盘菌株的基因元件、遗传转化方法、基因编辑工具

的开发，油脂细胞工厂代谢途径的重构/调试以及向高附加值脂质化学品方向的升级等方面，系统总结了合成生

物技术驱动油脂细胞工厂开发的研究进展，可为后续研究提供借鉴。
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Synthetic biotechnology drives the development of natural eukaryotic
lipid cell factories
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Abstract: Lipids are important industrial raw materials and one of the three major nutrients for human survival. In

order to avoid the blockade of external resource imports due to unpredictable international market, we urgently need to

build new methods for lipids supply. Biomass is the only kind of physical resource based on carbon among many

renewable resources. Therefore, The production of edible and functional lipids with abundant and cheap biomass

materials instead of fossil materials is of great significance in ensuring national energy security and food security.
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Bacteria, yeast, mold, microalgae and some other microorganisms have the potential in using glucose, lignocellulose,

starch, glycerol or even one carbon compounds to synthesize fatty acids. Due to the advantages of short production cycle,

easy large-scale production , less land occupation, less impact of climate change and abundant raw material sources

comparing with lipips from plants and animals, microbial lipid production has attracted much attention from academia and

industry in recent years. However, there are still many challenges on how to obtain efficient and robust microbial lipid cell

factories, such as limited enabling tools, low lipid production and difficult control of lipid components. The development

of synthetic biology then provides new resources, tools and ideas for research in this field in recent years. Thus the

research of lipid producing microorganisms has made continuous breakthroughs in the creation of genetic manipulation

tools, the engineering of lipip biosynthesis pathways and the development of high value-added products. This review

focuses on the genetic elements of natural lipid-producing chassis strains, genetic transformation methods, genome editing

tools development, the reconstruction/debugging of the metabolic pathways of lipid cell factories, and the upgrade to high

value-added lipid chemicals. By systematically summarized the research progress of synthetic biotechnology in driving

the development of lipid cell factories, we very much hope to provide reference for future research in this area.

Keywords: synthetic biology; genome editing; oleaginous fungus; metabolic engineering; high value-added products

据国家统计局数据，2019年我国原油和石油对

外依存度双破 70%，大豆进口量更是突破 8000万

吨。为避免因国际环境变化（如疫情、战争或其

他事件爆发）导致外部资源进口遭到封锁，我国

必须建设、补充和完善能源、粮油供给的新方式。

生物质是众多可再生资源（如太阳能、风能、水

能、地热能等）中唯一一类以碳为基础的实物性

资源，因此以丰富、廉价的生物质原料（如木质

纤维素）替代化石原料生产燃料、大宗化学品、

食用油脂和功能性油脂等在保障国家能源安全、

粮食安全方面意义重大［1］。

相比于植物和动物来源油脂，微生物来源的

油脂因具有生产周期短，场地灵活、占地少，不

受气候变化影响，易于大规模生产，原料来源丰
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富、成本低廉，易于菌种改良与基因改造，定向

生产特定产物等优势倍受重视［2］。然而，如何获

取生产效率高且鲁棒性强的微生物油脂细胞工厂，

面临着使能工具有限、油脂产量不高、油脂组分

难以控制等问题［3］。幸运的是，合成生物学的迅

猛发展有力促进了油脂细胞工厂的开发。产油微

生物研究在遗传操作工具创制、代谢途径改造以

及高附加值产品开发等方面不断获得突破。本文

中，笔者聚焦关键技术瓶颈，阐述了合成生物技

术驱动天然的真核油脂细胞工厂开发的研究进展，

力图为后续研究提供借鉴。

1 微生物合成油脂的途径和底盘菌株

细菌、酵母、霉菌、微藻等多种微生物能利

用木质纤维素类、糖类、淀粉类、甘油甚至一碳

化合物等合成脂肪酸［4-6］。如图 1所示，微生物摄

取各种生物质后，在产油酵母线粒体及胞质内经

各种途径合成的乙酰 CoA，进一步羧化生成丙二

酸单酰 CoA；然后乙酰 CoA和丙二酸单酰 CoA经

脂肪酸合成酶合成丙二酸单酰 ACP，接着再与丙

二酸单酰 CoA反应生成新的脂酰 ACP。每与丙二

酸单酰 CoA 反应一次，脂酰 ACP 的碳链延长 2个

碳原子；各种脂酰 ACP经硫酯酶催化合成不同链

长的脂肪酸。当脂肪酸有过量积累时，被快速转

化为脂酰 CoA，然后经过 β-氧化途径分解成乙酰

CoA［2， 7-8］。在产油微生物中，脂肪酸通常会以甘

油三酯（triacylglycerol， TAG）的形式储存在胞

内，形成脂滴。

在胞内，脂肪酸也可以被转化为各种高附加

值产品。当有内源的或者异源引入的去饱和酶系

存在时，会生成各种类型的不饱和脂肪酸，包括

ω-6系列的 γ-亚麻酸（γ-linoleic acid）和花生四烯酸

（arachidonic acid，ARA），以及ω-3系列的α-亚油酸

（linoleic acid）、二十碳五烯酸 （eicosapentaenoic

acid， EPA）、二十二碳六烯酸 （docosahexenoic

acid， DHA）等［9-11］。双键的位置和数目不同使得

不同脂肪酸具有不同的生理功能，多种脂肪酸在

医学和功能性食品领域备受青睐。脂肪酸还可以

被内源的或者异源引入的酰基转移酶 （ACP

transferase）催化酯化，与甲醇或者乙醇合成脂肪

酸甲酯（fatty acid methyl ester，FAME）或者脂肪

酸乙酯（fatty acid ethyl esters，FAEE），从而实现

生物柴油的体内合成［6］。另外，有报道称在大肠

杆菌或者酿酒酵母中引入脂酰辅酶 A 还原酶

（fatty acyl-coenzyme a reductase）或脂酰 ACP还原

酶（fatty acyl-ACP reductase）基因和醛脱羰基酶

（aldehyde decarbonylase）基因时，细胞能合成脂

图图1 微生物合成脂肪酸及其衍生物的途径

Fig. 1 Pathways of microbial synthesis of fatty acids and derivatives
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肪醇、脂肪烷烃、烯烃类化合物［12-13］，而它们正是

汽油、柴油、航空煤油的主要成分。

表1列举了主流的几种微生物生产油脂的研究进

展。可以看出，目前比较主流的几种油脂合成微生物

细胞工厂包括大肠杆菌（Escherichia coli）、酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）、解脂耶氏酵母（Yarrowia

lipolytica）、 圆 红 冬 孢 酵 母 （Rhodosporidium

toruloides）、斯达氏油脂酵母（Lipomyces starkeyi）和

裂殖壶菌（Schizochytrium sp.）等。

大肠杆菌和酿酒酵母在自然条件下并不会生

成油脂，但是因为其基因操作和改造比较容易，

因此也常被用于生产油脂。大肠杆菌在生产脂肪

酸及其衍生物等领域（例如脂肪酸、激素和烷

烃） 均取得了重要进展［17-19］。但是，大肠杆菌对

木质纤维素水解液中的抑制物的耐受性不足，这

可能会限制其碳源范围。酿酒酵母通过合成生物

学改造，在脂肪酸和烷烃等产物的生产方面也获

得了较好结果［20］，但油脂产量整体偏低（目前最

高 33.4 g/L），副产物乙醇残留较多，且木糖利用

效率较低（即使经过戊糖代谢改造），这可能会降

低油脂转化率。

不同于大肠杆菌、酿酒酵母等非天然产油菌

株，产油酵母（oleaginous yeast）如解脂耶氏酵

母、圆红冬孢酵母和斯达氏油脂酵母，以及海洋

真菌裂殖壶菌、破囊壶菌等能够天然地积累过量

油脂，特别适用于油脂及其衍生物的合成［21-22］。

2017年Qiao等利用合成生物学手段对解脂耶氏酵

母进行了系统改造，获得的最优菌株生产强度达

1.2 g/（L·h），油脂得率 0.27 g/g葡萄糖，油脂产量

创纪录地达到 98.7 g/L［22］；圆红冬孢酵母和斯达氏

油脂酵母在优化的培养条件下（加上营养限制或

者环境胁迫），胞内油脂含量可达细胞干重 50%～

70%［2， 4-5， 34］；裂殖壶菌、破囊壶菌不仅生物量高

（可达 200 g/L），油脂含量高（可达 70%），更难得

的是其中高附加值的多不饱和脂肪酸（尤其是

DHA）占比极高［25-26］。以上产油真菌还具有显著

的工业微生物的特征，如能广泛利用各种碳源

（包括己糖和戊糖）和氮源，可高密度培养，抗逆

性强（可直接发酵木质纤维素水解液）等［4-5］。

总的来说，真核生物较原核生物（主要是大

表表1 近几年主流的微生物油脂细胞工厂的研究进展

Tab. 1 Research progress of microbial lipid cell factories in recent years

菌株

Chlorella vulgaris

Rhodococcus opacus

Rhodobacter sphaeroides

Escherichia coli

E. coli

E. coli

Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae

Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica

Rhodosporidium toruloides

R. toruloides

Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp.

Lipomyces starkeyi

L. starkeyi

Mortierella isabellina

Cryptococcus curvatus

Trichosporon fermentans

Trichosporon oleaginosus

Rhodotorula glutinis

底物

CO2/葡萄糖

乳制品废水

乳酸/光照

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

甜高粱茎汁

玉米棒芯水解液

冷杉木水解液

废纸水解液

甘薯藤水解液

生物柴油副产物

纯甘油

油脂产量/（g/L）

41.95

2.2

——

3.6

7.0

21.5

10.4

33.4

15.25

98.9

78.7

89.4

55.3

80.14

6.4

8.1

18.55

5.75

6.98

21.87

16.28

生产强度/[g/（L·h）]

0.583

0.023

0.028

0.075

0.12

0.5

0.087

0.17

0.105

1.2

0.57

0.62

0.46

0.53

0.033

0.042

0.086

0.08

0.024

0.1
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肠杆菌）在油脂产量和生产强度上有明显优势。

在真核生物中，天然产油真菌的产油水平远高于

非天然的模式菌株如酿酒酵母。尤为重要的是，

经过遗传改造后，天然产油真菌的油脂产量可有

大幅提升［11， 22］，这充分说明了这些天然产油菌株

的油脂开发潜力。

2 合成生物学为油脂细胞工厂开发提供
了丰富的使能工具

高效的遗传操作技术是油脂细胞工厂开发的前

提条件，然而天然产油真菌往往不是模式菌株，这

意味着其遗传操作技术发展难度更大，很难从根本

的遗传层面改善其油脂合成水平。随着合成生物学

的发展，近10年来高通量测序成本急剧降低，越来

越多的产油微生物的基因组被陆续测序，其染色体

结构、基因编码、蛋白功能、代谢途径等信息日渐

清晰，深化了学界对产油真菌的认知。另外，转录

组学的研究在一定程度上促进了合成生物学元件

（如启动子、终止子等）的挖掘和表征。同时，遗

传转化技术的进步使得更多的产油菌株能被改造；

最重要的是，CRISPR/Cas系统介导的基因编辑技

术已在部分产油真菌中被成功开发，彻底改写了产

油真菌的遗传操作技术发展格局（图2）。

图图2 合成生物学驱动产油真菌使能工具开发

Fig. 2 Synthetic biology drives the development of enabling tools for lipid producing fungi
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2.1 产油真菌合成生物学元件的挖掘与表征

合成生物学元件，包括启动子、终止子、筛选

标记、复制子等，是对目标菌株进行遗传操作的载

体或工具。解脂耶氏酵母是遗传操作研究比较成熟

的产油真菌之一，目前已积累了很多可用的基因表

达元件，包括严谨性不同的诱导型启动子如 PLEU2、

PG3P、PICL1、PPOT1、PPOX1、PPOX2和PPOX5
［35-36］，强度不同

的组成型启动子如 PTEF、PEXP1、PGPAT、PGPD、PYAT1、

PFBA和 PGPM1
［37-38］，以及终止子如 Txpr2t、Tlip2t、Tmig1t、

Tpex20t和 Tpox3t等
［9， 39］。有趣的是，酿酒酵母基因组

中的终止子如Tcyc1t和Tpho5t也可以在解脂耶氏酵母中

发挥功能［36， 39］。在筛选标记方面，营养缺陷型标

记如 URA3/ura3d4（尿嘧啶）、LEU2（亮氨酸）、

TRP1（色氨酸）和HisG（组氨酸）等在解脂耶氏

酵母中应用较多［40-41］，而抗生素抗性标记使用较

少，仅有博来霉素（bleomycin /phleomycin）抗性

基因 phleoR 和潮霉素（hygromycin B）抗性基因

hph可用于少数株系［42］。至于复制子，它一般来自

于菌株的内生性游离质粒或者染色体上的自主复制

序列。由于解脂耶氏酵母中无游离质粒，目前研究

多以解脂耶氏酵母基因组上的自主复制序列

（autonomously replicating sequences， ARS） ARS18、

ARS68或者着丝粒（CEN）序列 CEN1-227&ORI1

001作为游离质粒的复制元件，但拷贝数极低，难

以实现目的基因的高拷贝、超表达功能［43-44］。幸运

的是，在解脂耶氏酵母染色体上存在串联重复核糖

体 DNA（tandemly repeated ribosomal DNA，rDNA）

位点，部分菌株染色体上还存在分散的重复 Ylt1

反转录转座子位点以及约束 Ylt1 的 zeta 因子位点

（一个长末端重复序列），可作为整合靶点实现多

拷贝重组［44-45］。

相比于解脂耶氏酵母，其他产油真菌的元件

挖掘及表征的研究相对滞后。在圆红冬孢酵母中，

已有较多的诱导型启动子（如 PLDP1、PDAO1、PPHO89、

PADH2 和 PGAL1 等
［46-47］）、组成型启动子（如 PPGI、

PPGK、PFBA、PTPI、PGPD、PACC1、和 PACL1 等
［48-49］）、终

止子（如 Thsp、Tgpd等
［50］）等被相继鉴定和表征。

常用的抗性筛选标记如HYG（潮霉素抗性）、BLE

（博来霉素抗性）、NEO（新霉素抗性）、G418（遗

传霉素抗性），营养缺陷型标记如 URA3、LEU2

等，以及荧光素酶（luciferase）、绿色荧光蛋白

（GFP）等报告基因也可在圆红冬孢酵母中正常使

用［51］。然而，目前尚未在圆红冬孢酵母中发现任

何内生性游离质粒，也没有发现任何染色体上的

自主复制序列或着丝粒序列可作为圆红冬孢酵母

中游离质粒的复制子［52］，因此圆红冬孢酵母的转

化载体基本上都是自杀型或者整合型的，对后续

转化效率有较高要求。

类似于圆红冬孢酵母，其他研究较多的产油

真菌如斯达氏油脂酵母、裂殖壶菌、破囊壶菌等

的合成生物学元件开发在启动子、终止子及筛选

标记等方面也有很大进展，但主要遭遇缺少独立

复制元件的问题［8， 53-57］。另外，在基因编辑工具中

常用的核定位信号（nuclear localization sequence，

NLS）以及Ⅲ型 RNA聚合酶可识别的启动子（可

启动 sgRNA 这样的小 RNA），也有待进一步鉴定

和扩充［2， 58-59］。

2.2 产油真菌遗传转化方法的开发与优化

将携带有各种合成生物学功能元件以及外源

基因的穿梭载体成功导入是产油真菌遗传操作系

统开发的起点，意味着该菌能被遗传改造，可在

基因层面或代谢途径水平进行理性设计。另外，

遗传转化也直接关系到遗传改造（尤其是基因编

辑）的成败，因为大部分遗传操作工具的效果严

重依赖于转化效率，转化子数目越多，获得正突

变株的可能性越大［2］。一般来说，转化效率与载

体类型、转化方法、菌株特性等因素高度相关。

如前所述，解脂耶氏酵母的遗传操作技术相

对成熟，早在 1985年就有成功转化的报道［60］。目

前主要有化学转化法、电转化和YLOS试剂盒转化

等方法。解脂耶氏酵母的化学转化法借鉴于酿酒

酵母的醋酸锂转化方法，转化效率一般可达

104 CFU/μg DNA［60-61］。特别地，质粒线性化后转

化效率会明显提升。电穿孔转化方法的转化效率

与醋酸锂转化基本接近。有意思的是，在电转前

使用醋酸锂等或硫代化合物如DTT等处理感受态，

可使转化效率进一步提升［62］。YLOS 转化试剂盒

由YEASTERN生物技术公司研制，优化了感受态

细胞制备及转化流程，转化效率也较传统的化学
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转化和电转化有所提升，但价格昂贵，仅在常规

转化效率较低时会用到。

圆红冬孢酵母的外源基因转化方法与解脂耶氏

酵母几乎同年被开发出来，由聚乙二醇（PEG）介导

进行原生质体转化，转化效率约103 CFU/μg DNA［63］，

外源基因主要以随机插入方式被整合至基因组上。

由于原生质体转化步骤烦琐且高度依赖于操作技

能，近年来圆红冬孢酵母转化主要采用同样是随机

插入但操作比较简单的根癌农杆菌介导的转化法

（Agrobacterium tumefaciens mediated transformation，

ATMT）［64］。然而，ATMT转化有一定的宿主依赖性，

而且转化效率相对较低（约40～1000 CFU/μg DNA）。

近几年陆续报道了更简单的电穿孔和其他化学转

化方法，但转化效率有时甚至低于ATMT，有待进

一步优化［20， 65］。

相比于解脂耶氏酵母和圆红冬孢酵母，其他

产油真菌的遗传操作系统开发较晚。裂殖壶菌的

遗传转化体系最早见诸专利［66］，后来陆续有经同

行评议的电转化及农杆菌介导转化的报道［67-68］。虽

经多年发展，实际操作中裂殖壶菌的转化效率有

很高的株系依赖性，同种质粒在不同株系之间的

转化效率差别很大［56，58，67，69］，另一个重要的产油

真菌斯达氏油脂酵母，直到 2014年其醋酸锂转化

方法才被开发出来［70］。值得庆幸的是，近几年，

斯达氏油脂酵母的遗传转化研究进展迅速，目前

PEG 介导的原生质体转化以及 ATMT 转化方法也

可用于该菌，尽管转化效率还不太高［53-54， 71］。

综上，在产油真菌中，转化效率的低下严重

限制了遗传操作工具在产油真菌中的开发与使

用［20］。因此，新的转化方法探索及转化条件优化

等工作应是产油真菌遗传转化研究后续的关注

重点。

2.3 产油真菌基因编辑方法的开发与优化

高效、可靠的遗传操作工具是产油真菌代谢

工程改造的利器。遗传操作工具借助载体转化进

入胞内，因此其功能的发挥严重依赖于载体类型

（自主复制型或自杀型、整合型等）以及载体转化

效率。除此之外，遗传操作工具功能的发挥也与

宿主的DNA修复能力（尤其是同源重组效率）密

切相关。

一般来说，位于自主复制型载体上的遗传操

作工具的功能发挥几乎不受限于转化效率，因为

即使转化后仅获得一个携带质粒的转化子，也能

通过该转化子的传代、扩增来丰富转化子的多样

性，以完成后续遗传操作和正转化子筛选工作。

这在一定程度上解释了为何在众多的天然产油真

菌中，解脂耶氏酵母的遗传操作工具最为完

备［34， 72-73］，根本原因在于解脂耶氏酵母中有复制

型质粒可用［43-44］。目前在解脂耶氏酵母中已可成功

实现基于同源重组的靶标基因的无痕删除或整合

（等位基因替换）［74］，重组酶介导的位点特异性重

组［75-76］，多片段体内/体外组装［77-78］，基于 zeta 因

子或者 rDNA 序列的目的基因多拷贝整合［45， 79］，

基于CRISPR/Cas系统的基因编辑［74， 80-83］，以及由

CRISPR/Cas系统辅助的碱基编辑［84］等多种操作。

然而，一个潜在的问题是，解脂耶氏酵母倾向于

启 动 非 同 源 末 端 连 接 （non-homologous end

joining， NHEJ） 而不是同源重组 （homologous

recombination，HR）来进行DNA修复［85］，这导致

在解脂耶氏酵母中进行精确的基因编辑时需设置

长达 1 kb左右的上下游序列（同源臂），以方便同

源重组［80］。在敲除与 NHEJ 修复方式密切关联的

KU70基因后，解脂耶氏酵母的 NHEJ修复能力降

低，相应地，同源重组能力被刺激增强［80， 86-87］。

较高的同源重组能力不仅有助于宿主借助同源臂

修复由Cas9、nCas9以及重组酶造成的DNA断裂，

而且可以大幅提升体内多片段组装的成功率，同

时减少非特异性的修复或者非靶向插入。

除解脂耶氏酵母外，大部分产油真菌中无可

用的复制型质粒，外源基因只能被装载在自杀质

粒或者整合型质粒［如配合根癌农杆菌介导转化

（ATMT）使用的 Ti质粒］上，也就是说质粒进入

细胞后，质粒上的非整合元件仅能在一个细胞分

裂周期内起作用，故而遗传操作工具的作用（同

源重组或随机插入等重组行为）效率严重依赖于

转化效率。毕竟在重组概率一定的情况下，转化

子越多，获得正转化子的可能性就越大。以圆红

冬孢酵母为例，目前可在该酵母中使用的几种

CRISPR/Cas系统均放置在自杀质粒或者整合型的

Ti 质粒上以醋酸锂化学转化或 ATMT 方式转化进
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入胞内［58-59， 88］。CRISPR/Cas系统中的Cas9表达盒

多被整合在宿主基因组上，但引导 Cas9 切割的

sgRNA均以瞬时表达获得，Cas9切割及同源臂修

复需要在细胞分裂前完成。上述连续多步骤的

DNA/蛋白质互作过程必须在一个细胞周期内完

成，难度较大，故而圆红冬孢酵母基因编辑的阳

性转化子的数目较少，而且整合型的Cas9可能会

引起潜在的脱靶问题［88］。对于部分可重复利用而

又被整合在染色体上的基因元件（如抗性标记、

营养缺陷型标记、报告基因等），需以特殊方法进

行回收。由 Cre/loxP、FLP/FRT、 I-SceI 等重组酶

系统介导的位点特异性重组已经被引入圆红冬孢

酵母用于目的片段的回收［89-91］。影响基因编辑效率

的另一个因素是圆红冬孢酵母的 DNA 修复系统。

和解脂耶氏酵母类似，它也倾向于使用NHEJ而不

是HR修复DNA，因此有必要在底盘菌株水平抑制

NHEJ 或刺激 HR。Koh 等［92］发现 KU70 基因缺失

后，圆红冬孢酵母的CAR2基因的同源重组敲除株

的比例可由 10.5%提升至 75.8%，显示了较好的底

盘可塑性。

在其他产油真菌中，遗传操作工具的开发和

应用尽管受制于复制元件缺乏、转化效率低下、

同源重组能力较弱等因素，但也在不断发展，目

前已能够实现基本的异源基因过表达，靶标基因

敲除等操作［20］。表 2 总结了目前可在各种产油真

菌中使用的遗传操作工具及其效果。在 CRISPR/

Cas系统出现之前，等位基因替换一直是产油真菌

精细基因编辑的首选，但是现在正逐步被CRISPR/

nCas9或者CRISPR/Cpf1以及它们辅助的碱基编辑

技术替代。目前来看，CRISPR-Cas系统是一种颠

覆性技术，有力加速了产油真菌的遗传操作技术

发展，但部分产油真菌缺乏可用的复制型质粒、

转化效率低、同源重组能力弱等仍是限制基因编

辑效率的瓶颈。

3 产油真菌代谢工程研究进展

组学数据加深了科学家对产油真菌的遗传背

景、生理、代谢方面的理性认识；质粒转化和遗

传操作技术，以及启动子、终止子、筛选标记和

报告系统，为代谢工程改造提供了工具。利用代

谢工程改造解脂耶氏酵母、圆红冬孢酵母、裂殖

壶菌、斯达氏油脂酵母等在脂肪酸及其衍生产品

开发［102］、类胡萝卜素的产量提升、胞内产物外排/

分泌、底物谱拓展以及菌株抗逆研究等方面已经

取得了一些进展，显示了进一步分子遗传改造的

巨大潜力。如前所述，解脂耶氏酵母的遗传操作

工具发展最为成熟，因此其代谢工程改造研究也

最为系统和完善［103-104］。本节以解脂耶氏酵母为

例，详细介绍产油真菌代谢工程的策略及研究

进展。

解脂耶氏酵母（Yarrowia lipolytica）属半子囊

菌类，严格好氧，是食品安全级菌株［7， 105］。作为应

用最广泛、研究最多的非常规酵母之一，解脂耶氏

酵母具有理化特征和遗传背景较清晰、分子操作相

对成熟、代谢调控可控等优势［106］，已被广泛地认

作是脂质合成微生物的模式菌株。由于其抗逆性

强、耐酸碱环境、底物谱广、胞内乙酰辅酶A和三

羧酸循环代谢通量高等特殊的理化性质和代谢特

征，被广泛地认为具有卓越的生物技术工业应用价

值，因此已被开发作为诸多精细化学品和天然产物

的潜在微生物细胞工厂。目前产品包括二十二碳六

烯 酸［9］、 赤 藓 糖 醇［107］、 柠 檬 酸［108］、 2- 苯 乙

醇［109-110］、番茄红素［111］、虾青素［112］、法呢烯［113］、

芳樟醇［114］、花生四烯酸［115-116］、紫色杆菌素［109］和

超长链蜡酯［117］等。特别地，解脂耶氏酵母的脂质

积累量能达到细胞干重的38%［118-120］。

在解脂耶氏酵母油脂合成途径中，三酰基甘

油酯（TAGs）首先被合成，随后通过一系列化学

修饰包括氧化、碳链延伸、复分解或碳氢活化生

成脂质终产物［121］。近年来随着合成生物学及代谢

工程技术的发展，解脂耶氏酵母也被赋予了合成

非常规脂肪酸及脂肪酸衍生物的能力，如多不饱

和脂肪酸和 γ-癸内酯等［122］。具体来说，在外界环

境中氮源含量较低的情况下，解脂耶氏酵母细胞

会激活、协调不同的代谢途径以葡萄糖或其他碳

源（如有机酸、醇等）为底物合成三酰基甘油

酯［122］。其代谢机理是氮限制导致解脂耶氏酵母胞

内AMP浓度迅速下降，低水平的AMP抑制了异柠

檬酸脱氢酶（IDH）的活性，进而下调三羧酸循环

（TCA）的代谢通量，导致柠檬酸在线粒体中积

累；过量积累的柠檬酸会在线粒体膜转换蛋白作
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用下转运至细胞质，之后通过 ATP 柠檬酸裂解酶

（ACL）将柠檬酸裂解为胞质乙酰辅酶A和草酰乙

酸，胞质乙酰辅酶 A 是脂质的合成直接前体。

式（1）为解脂耶氏酵母中脂肪酸（酰基辅酶 A）

表表2 典型产油真菌遗传操作工具研究进展

Tab. 2 Research progress on genetic tools of typical lipid producing fungi

菌株

Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Y. lipolytica

Rhodosporidium

toruloides

R. toruloides

R. toruloides

R. toruloides

R. toruloides

R. toruloides

R. toruloides

R. toruloides

Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp.

TIO1101

Schizochytrium sp.

Schizochytrium sp.

Lipomyces starkeyi

L. starkeyi

工具

Golden Gate或 Biobrick

体外多片段组装；

体内多片段组装

Cre-lox重组酶系统

基于 rDNA 或 zeta 位点

的多拷贝整合

染色体随机整合

CRISPR/Cas9介导的基

因编辑，单基因或多基因

敲除、整合

CRISPR/dCas9 介导的

转录抑制

CRISPR/dCas9 介导的

转录激活

CRISPR/Cpf1介导的基

因编辑

CRISPR/Cas9辅助的碱

基编辑系统

CRISPR/Cas9 基 因 编

辑，单基因或多基因敲除

CRISPR/Cas9 基 因 编

辑，单基因或多基因敲除

CRISPR/Cas9 基 因 编

辑，单基因或整合，多基

因敲除

等位基因替换

重组酶系统 (Cre-loxP,

Flipase-FRT, I-SceI）

染色体随机整合

染色体随机整合

染色体随机整合

染色体定点整合

染色体定点整合

染色体随机整合

染色体随机整合

染色体随机整合

染色体定点整合

原理

体外分子砌块组装，体内同

源重组（双交换）

同源重组（双交换）

位点特异性重组

同源重组（单交换或双交换）

非同源末端连接

Cas9切割基因组后，宿主启

动同源重组及非同源末端连

接修复

失去切割活性的 Cas9 结合

在靶标序列可阻碍转录正常

进行

失去切割活性的 Cas9 结合

在启动子区域，招募激活因子

后可上调转录

Cas9切割基因组后，宿主进

行非同源末端连接修复

胞嘧啶脱氨酶作用后，宿主

碱基对由C-G转变为T-A

非同源末端连接

非同源末端连接

非同源末端连接或同源重组

同源重组（双交换）

位点特异性重组

非同源末端连接

非同源末端连接

非同源末端连接

同源重组（双交换）

同源重组（单交换）

非同源末端连接

非同源末端连接

非同源末端连接

同源重组（双交换）

载体

线性化质粒

线性化DNA片段

复制型质粒

自杀质粒或者线性化片段

线性化片段

复制型质粒

复制型质粒

复制型质粒

复制型质粒

复制型质粒

Ti质粒

自杀质粒

Ti质粒

Ti质粒

自杀质粒或Ti质粒

Ti质粒

自杀质粒

线性化DNA片段

（线性化的）自杀质粒

线性化自杀质粒

线性化自杀质粒

Ti质粒

Ti质粒

线性化的自杀质粒

转化方法

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化或

电转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

醋酸锂转化

农杆菌介导转化

醋酸锂化学转化

农杆菌介导转化

农杆菌介导转化

农杆菌介导转化或

PEG 介导原生质体

转化

农杆菌介导转化

PEG 介导原生质体

转化

电转化

电穿孔转化

电穿孔转化

电穿孔转化

农杆菌介导转化

农杆菌介导转化

PEG 介导原生质体

转化
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合成的总化学计量关系式（其中 n和m分别表示链

长和不饱和度）［122］：

（n/2）乙酰辅酶A+（n/2）ATP+（n-2+m）NADPH¾®¾¾

脂肪酸C（n∶m）（1）

进一步，3分子酰基辅酶A与 1分子甘油-3-磷

酸（G3P）在内质网和脂质体表面通过Kennedy途

径缩合形成三酰基甘油酯，并储存于脂质体

（lipid body）中，具体反应如下：首先，在甘油-3-

磷酸酰基转移酶（SCT1）的作用下消耗1分子酰基

辅酶 A 酰化甘油-3-磷酸形成溶血磷脂酸（LPA）；

进一步，消耗 1分子酰基辅酶A，血磷脂酸被血磷

脂酸酰基转移酶（SLC1）酰化生成酸钛酸（PA）；

酸钛酸被酸钛酸磷酸酶（PAP）去磷酸化释放二酰

基甘油（DAG）；最后，以 1分子酰基辅酶A为最

终酰基供体通过 DAG 酰基转移酶 （DGA1 或

DGA2）合成三酰基甘油，或以甘油磷脂为酰基供

体通过磷脂DAG酰基转移酶（LRO1）合成［122-123］。

基于清晰的脂质代谢网络（图 3），通过工程

手段理性地进行合成途径设计、前体强化供给、

途径表达优化、降解途径抑制及调控网络编辑重

构等技术能有效地改善、提高解脂耶氏酵母合成

脂质产物的能力［124］。其中，最成功、典型的案例

是美国杜邦公司通过引入多个拷贝的异源延长酶

和去饱和酶基因，同时对解脂耶氏酵母自身的脂

质合成途径进行重构，包括过表达 C16/18延伸酶、

Δ12去饱和酶、降低过氧化物体 β-氧化活性等，最

终工程菌株能生产占总细胞干重的 25% 的二十碳

五烯酸（EPA），成功实现了 EPA微生物发酵法商

业生产［9］。此外，麻省理工学院 Stephanopoulos团

队重构解脂耶氏酵母胞内NADPH的合成网络，有

效地促进了油脂的合成，最终油脂达到 98.9 g/L，

产量再创纪录［22］。下面结合近年来微生物合成油

脂进展（表 3），通过代谢工程角度主要从脂质合

成途径优化、辅因子工程、降解途径抑制和分泌

等方面进行介绍如何设计、构建解脂耶氏酵母脂

质细胞工厂。

图图3 产油真菌胞内脂质合成代谢网络

Fig. 3 Lipid biosynthesis network of oil producing fungi
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表表3 代谢工程改造Yarrowia lipolytica合成油脂及衍生品的研究进展

Tab. 3 Research progress in metabolic engineering of Yarrowia lipolytica synthesizing lipids and derivatives

S14G19O-ACC1 Y-4311a[125]

M-MHY1[126]

ylXYL+Obese-XA[127]

JMY3580[128]

ADgm-hia[22]

W29 (Dpex10 ZWF1 ACBP) [129]

Po1f-6-D[130]

ALDH[131]

Tafar1-5copy-Δdga1 fao1[132]

AD pYLXP-ylFAS1-EcTesA[133]

AD pYLXP-AbAtfA-scCat2[133]

AD pYLXP- Maqu2220-

EcfadD[133]

AD pYLXP-MmCAR-BsuSfp-

PmADO[133]

AD pYLXP-ylACC1-ylDGA1-

scCat2[133]

PMOC[134]

ATCC 20460

ACA-DC 50109

PO1d

ATCC 20460

Po1g

ATCC 20460

PO1f

PO1g

PO1f

PO1g

PO1g

PO1g

PO1g

PO1g

PO1h

敲除甘油 -3-磷酸脱氢酶（Gpd1 和

Gut2）和氧化物酶体基质蛋白 Pex10；

过表达乙酰辅酶A羧化酶 ACC1

敲除C2H2锌指蛋白Mhy1

敲除酰基辅酶 A 氧化酶（POX1-6）

和脂肪酶Tgl4；过表达DAG酰基转移

酶DGA1、磷酸转酮酶XPKA、乙酸激

酶ACK、乙酰辅酶A合成酶ACS2、磷

酸转乙酰酶 XA、木糖还原酶 XR、木

糖醇脱氢酶XDH和木酮糖激酶XK

敲除DAG酰基转移酶（Dga1、Dga2

和Lro1）和酰基辅酶A甾醇酰基转移

酶；过表达DAG酰基转移酶DGA2

过表达乙酰辅酶A羧化酶 ACC1、

DAG酰基转移酶DGA1、NAD+激酶

YEF和3-磷酸甘油醛脱氢酶GapC

敲除氧化物酶体基质蛋白 Pex10；

过表达葡萄糖-6-磷酸脱氢酶ZWF

过表达来源Mortierella alpina的Δ6

去饱和酶

过表达乙酰辅酶A羧化酶ACC1、

DAG酰基转移酶DGA1、醛脱氢酶

EcAldH（来源于E. coli）、葡萄糖-6-磷

酸脱氢酶ZWF（来源于S. cerevisiae）、

谷胱甘肽二硫还原酶GSR和硫氧还

蛋白还原酶TRX

敲除DAG酰基转移酶Dga1和脂肪

醇氧化酶 Fao1；过表达脂肪酰辅酶A

还原酶Tafar1

表达脂肪酸合酶FAS1和硫脂酶

EcTesA（来源于E. coli）

表达蜡酯合酶AbAtfA（来源于

A. baylyi ADP1）和肉碱乙酰转移

酶 scCat2

表达脂酰辅酶A合成酶Maqu2220和

EcfadD（来源于 Marinobacter aquaeolei

和E. coli）

表达羧酸还原酶MmCAR（来源于

M. marinum）、磷酸泛酰巯基乙胺基转

移酶BsuSfp（来源于Bacillus subtilis）

和醛脱甲氧化酶PmADO

（Prochlorococcus marinus）

表达乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC1、

DAG 酰基转移酶 DGA1 和肉碱乙酰

转移酶Cat2

表达聚羟基脂肪酸合成酶PhaC1

游离脂肪酸

三乙酰甘油酯

三乙酰甘油酯

脂肪酸

脂肪酸甲酯

三乙酰甘油酯

γ-亚油酸

三乙酰甘油酯

脂肪醇

游离脂肪酸

脂肪酸乙酯

脂肪酸醇

脂肪烷烃

三乙酰甘油酯

聚羟基链烷酸酯

2.03 g/L

43.1%

(DCW)

16.5 g/L

9.9 g/L

98.9 g/L

30%

(DCW)

71.6 mg/L

72.7 g/L

690.21 mg/L

9.67 g/L

142.5 mg/L

2.15 g/L

23.3 mg/L

66.4 g/L

1.11 g/L

甘油和

正十二烷

葡萄糖

蔗糖

甘油

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

甘油

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

葡萄糖

正十二烷

摇瓶

摇瓶

发酵罐

摇瓶

发酵罐

摇瓶

摇瓶

发酵罐

发酵罐

发酵罐

摇瓶

摇瓶

摇瓶

发酵罐

摇瓶

工程菌 宿主 遗传操作 产物 产量 底物 培养方式
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YL-ad9[135]

Y4305[9]

PO1f

ATCC 20362

过表达乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC1、

DAG 酰基转移酶 DGA1 和硬脂酰辅

酶A去饱和酶SCD

敲除氧化物酶体基质蛋白Pex10、脂

肪酶1、固醇载体蛋白 scp2和未知功能

基因yali0c1871；过表达C16/18延伸酶和

Δ12、Δ9、Δ8、Δ5和Δ17去饱和酶

三乙酰甘油酯

ω-3

二十碳五烯酸

55 g/L

15%(DCW)

葡萄糖

葡萄糖

发酵罐

摇瓶

续表

工程菌 宿主 遗传操作 产物 产量 底物 培养方式

3.1 前体合成途径优化

解脂耶氏酵母胞质中乙酰辅酶 A 是由 ATP 柠

檬酸裂解酶（ACL）裂解柠檬酸产生，其作为乙

酰基供体，是脂肪酸酰基链延伸的基本单位。然

而，过表达或异源表达的 ATP 柠檬酸裂解酶均未

显著提高解脂耶氏酵母的脂肪酸产量［136-137］，可能

是由于解脂耶氏酵母的胞质乙酰辅酶 A 合成与氮

饥饿存在代谢偶联。为此，Xu等［20］设计了 5种胞

质乙酰辅酶A的合成方式以解除胞质乙酰辅酶A的

合成与氮饥饿的代谢偶联，包括丙酮酸-乙酸途径、

丙酮酸-乙醛途径、丙酮酸甲酸裂解酶、乙酰辅酶

A穿梭回路和非氧化磷酸戊糖途径，结果表明构建

乙酰辅酶 A 穿梭回路和非氧化磷酸戊糖途径能显

著地增加了油脂的产量。此外，引入酿酒酵母来

源的乙酰辅酶A合成酶（ACS2）也能有效促进脂

油脂的合成［138］。特别是，乙酸摄取途径可以作为

乙酰辅酶 A 合成供给的捷径，以乙酸为碳源同时

强化乙酸合酶能显著提高胞质乙酰辅酶 A 的

水平［139］。

乙酰辅酶 A羧化酶 ACC能催化乙酰辅酶 A生

成丙二酰辅酶A，丙二酰辅酶A是肪酸酰基链延伸

的骨架。Tai等［140］过表达解脂耶氏酵母自身的乙

酰辅酶 A羧化酶 ACC，能促使脂肪酸的产量增加

2倍，表明强化乙酰辅酶A羧化酶的表达也是促进

脂质合成的关键。

3.2 辅因子工程

脂质是还原度较高的代谢产物，来源于乙酰

辅酶A的乙酰基（CH3—CO—）只能通过NADPH

还原后，才能成为脂肪酸的酰基链［52］。研究表

明，NADPH供给是解脂耶氏酵母脂质合成的重要

限速步骤，且 NADPH 的供给方式会影响底物/产

物电子传递效率，进而改变脂质产量和得率［22］。

通常来说，在产油真菌中胞质 NADPH 的供应有

2 种方式，分别是磷酸戊糖途径和苹果酸酶［141］。

Wasylenko等采用 13C 同位素标记法对脂肪酸高/低

产解脂耶氏酵母工程菌株进行代谢流分析，确定

胞质 NADPH 主要通过磷酸戊糖途径供给［142］。与

此同时，Dulermo和Zhang等分别对解脂耶氏酵母

中苹果酸酶编码基因 MAE1 进行失活和过表达，

皆未显著影响油脂的合成［133， 143］，进一步佐证了

解脂耶氏酵母胞质NADPH主要通过磷酸戊糖途径

供给的结论。强化表达解脂耶氏酵母磷酸戊糖途

径中葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 ZWF1，油脂产量能较

出发菌株提高 41%［129］。值得一提的是，Qiao等通

过设计、引入人工合成途径重构胞质 NADPH 供

给，打破解脂耶氏酵母自身 NADPH代谢的桎梏，

实现将糖酵解途径产生的 NADH 转化为 NADPH，

最终油脂产量达 98.9 g/L，此产量为目前报道

最高［22］。

3.3 降解途径抑制

当 碳 底 物 耗 尽 时 ， 脂 质 会 通 过 再 活 化

（remobilization）或 β-氧化降解方式以维持细胞正

常代谢［141］。解脂耶氏酵母的脂质再活化是由脂肪

酶TGL4催化，该酶定位于脂质体表面，敲除该基

因能将脂肪酸产量提高 2倍［144］。解脂耶氏酵母的

β-氧化发生在过氧化物酶体中，共包括四个反应，

最终将酰基链缩短两个碳，释放一个乙酰辅酶 A

分子［122］。β-氧化途径第一步反应是由 6种酰基辅

酶 A氧化酶（POX1-6）催化，其可识别不同链长

的酰基辅酶A；第二步和第三步反应是由双功能过

氧化物酶（MFE2）完成；最后一步反应由 3-酮酰
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辅A硫醇化酶（POT1）实现，抑制 β-氧化是防止

脂质降解、促进脂质进一步积累的主要工程靶点。

比如，Dulermo等失活基因POX1-6和MFE1，同时

优化解脂耶氏酵母的脂肪酸合成途径，最终脂质

积累量能达到细胞干重的 65%～75%［119］。此外，

敲除过氧化物酶体中PEX3、PEX10和PEX311基因

（编码过氧化物酶体基质蛋白），能破坏过氧化物

酶体的形成，抑制 β -氧化，有效增加脂质的

产量［9， 21， 145］。

3.4 脂肪酸的分泌

尽管相比于野生菌株，工程解脂耶氏酵母菌

株合成脂质产物的能力取得了实质性的进展［122］，

但到目前为止，只有高附加值脂质产物 EPA 实现

了工业化生产［9］，因此为了进一步推动微生物脂

质工业，工程菌株合成脂质的能力亟待进一步提

高。脂质分泌合成为构建高效微生物油脂细胞工

厂提供新的契机，将脂质产物分泌至胞外，不仅

能增加产量，也能避免中间代谢物积累对细胞造

成毒性，同时还可以减少产物回收的成本。为此，

Amaro等首先将参与脂肪酸再活化和降解相关的两

个基因（FAA1 和 MFE2）缺失，缺失后的细胞不

再能将脂肪酸转化为酰基辅酶A或进行β-氧化，并

进一步消除脂质体的形成以释放游离脂肪酸。最

终，工程菌株的胞外的游离脂肪酸浓度为10.4 g/L，

相当于每克细胞合成 1.2 g的脂质，远远超过细胞

的存储极限［120］。

相比于解脂耶氏酵母，其他典型产油真菌如圆

红冬孢酵母、裂殖壶菌、破囊壶菌及斯达氏油脂酵

母的代谢工程研究还处于起步阶段［11， 53， 100-101， 125］，

基本停留在油脂合成途径关键基因的超表达阶段，

旁路途径的弱化或敲除都还比较少见，暗示目前

的代谢工程改造研究仍在初级阶段，缺乏系统性

和大局观。因此，开发新型遗传操作工具助推代

谢工程研究是当务之急。代谢工程研究的另一个

迫切需求是升级目标产物。目前的代谢工程改造

主要以油脂高产为目的。事实上，很多油脂的衍

生产品如不饱和脂肪酸、烷烃、脂肪醇等属于高

附加值产品，也值得大力开发。

4 产油真菌产品高值化研究进展

以不饱和脂肪酸、长链烷烃、脂肪醇、萜类

为代表的高值化学品由于应用领域广、经济性高

而具备良好的商业价值。代谢工程改造模式微生

物如大肠杆菌、酿酒酵母用于高值化学品的合成

已进行广泛的研究和综述。近年来，越来越多研

究者尝试利用解脂耶氏酵母、圆红冬孢酵母、裂

殖壶菌、破囊壶菌等产油真菌合成高值化合物。

这些真核产油微生物在油脂产量和生产强度上有

明显优势，因此在上述高值化学品合成应用中极

具开发潜力［146］。

破囊壶菌和裂殖壶菌由于具有生物量高，抗

逆性强，底物谱广、天然产油量高以及油脂中高

附加值不饱和脂肪酸占比极高的特征［25-26］，适用于

不饱和脂肪酸及相关高值衍生物的生产。破囊壶

菌（Thraustochytrium）和裂殖壶菌属于破囊壶菌

科（Thraustochytriaceae），是一类单细胞海洋原生

生物，常见于海水和红树林中，其中多种不饱和

脂肪酸高产菌种已经被鉴定［147-149］。由于早期研究

中，裂殖壶菌和破囊壶菌的分类学和系统发育研

究存在一定混乱和交叉，以下介绍中以裂殖壶菌

为主，包括部分破囊壶菌内容。

裂殖壶菌的脂肪酸组成很简单，主要是以C14：0

和C16：0为代表的短链脂肪酸以及以C22：5和C22：6为主

的长链多不饱和脂肪酸［150］。在作为DHA生产菌的

菌株筛选过程中，研究人员还发现了其他具有商

业价值的化合物如类胡萝卜素或角鲨烯的积累。

这些化学品已被广泛应用于食品，饲料和药品领

域，以产油真菌作为细胞工厂合成相关高附加值

化合物将极具应用价值。

4.1 DHA

20世纪 80年代中期开始，人们开始认识到长

链多不饱和 ω-3 脂肪酸（如 EPA、DHA）的重要

性［151］。DHA是一种对人类健康必不可少的不饱和

脂肪酸，可以促进眼睛和神经系统的发育，且有

利于成年人心血管健康，其最初的主要来源是深

海鱼油。裂殖壶菌能够以三酰基甘油的形式积聚

高水平的脂质，其中 DHA 含量可高达总脂质的

932



第2卷 www.synbioj.com

30%～70%， 因 此 作 为 DHA 生 产 者 极 具 竞 争

力［150］。从裂殖壶菌种提取的富含DHA油脂已被美

国 FDA 授予公认安全（Generally Recognized as

Safe，GRAS）认证用于商业化生产。

20世纪 90年代初期，研究人员成功鉴定并开

始使用裂殖壶菌生产 DHA［152］。几年后，美国

OmegaTech公司将基于裂殖壶菌的富 DHA油进行

商业化，该公司后来被 Martek收购，现在已成为

DSM的一部分［153］。

裂殖壶菌和破囊壶菌使用标准的脂肪酸合酶

复合物来合成短链饱和脂肪酸，主要是 C14：0 和

C16：0
［154］。对于长链不饱和脂肪酸，在自然界中存

在两种生物合成途径：延长去饱和酶途径和聚酮

合酶（PKS）途径。延长去饱和途径从短链饱和脂

肪酸出发，利用去饱和酶和延长酶来产生多不饱

和脂肪酸。而 PKS途径可催化不饱和脂肪酸的从

头合成，在该过程中，通过还原、脱水、还原、

缩合的循环合成长链不饱和脂肪酸［155］。已有研究

表明，裂殖壶菌及破囊壶菌通过 PKS途径合成高

水平的DHA［156］。相比于FAS途径，通过PKS合成

1分子DHA需消耗 14分子还原力NADPH，相比延

长去饱和途径节约了40%，同时副产物更少。

裂殖壶菌和破囊壶菌的油脂积累具有阶段性

的特征，在未经基因工程改造的裂殖壶菌和破囊

壶菌中，通过控制氮源、溶解氧实现的多阶段发

酵过程结合合适的发酵罐设计和放大策略，可显

著提高油脂和 DHA 产量［25， 157-158］。而通过合适的

发酵罐选择和发酵放大策略，裂殖壶菌可实现生

物量超过 150 g/L，油脂产量 103.6 g/L，DHA产量

44.3 g/L，DHA 产率 369.08 mg/（L·h）［25］。在此基

础上，已有研究通过代谢工程手段对裂殖壶菌进

行改造以获得更优良的产油性能。如通过表达超

氧化物歧化酶基因以减轻发酵过程中胞内产生的

活性氧，从而提升DHA产量［100］。

4.2 角鲨烯

角鲨烯是固醇生物合成的中间体，被广泛用

作药物乳剂中的赋形剂，用于递送疫苗、药物和

其他药用前体。角鲨烯可以改善免疫系统，因此

可以用作癌症治疗中的保护剂，也可作为化妆品

中的保湿剂和抗氧化剂［159］。从 2014年到 2019年，

角鲨烯的全球销量由4156.9 t增加至6547.2 t，复合

年增长率为 9.80%，预计到 2025 年，角鲨烯全球

销售额将达到1.64亿美元。

由于存在甲羟戊酸（mevalonate，MVA）途径

和充裕的乙酰辅酶 A 供应，因此在裂殖壶菌和破

囊壶菌中可通过 MVA 途径经由法呢基二磷酸

（farnesyl diphosphate， FPP） 合 成 角 鲨 烯 。 以

Aurantiochytrium 属为代表的一些破囊壶菌，已被

证明可积累超过 30% DCW 的角鲨烯。其中菌株

18 W-13a 和 Yonez5-1 分别能够生产占总脂质 69%

和 94% 的角鲨烯［160-161］，但产量较低（约 1 g/L）。

裂殖壶菌CCTCC M209059可在生长和脂质积累阶

段前期积累大量角鲨烯，达到总脂质 38%，滴度

最高可达约 3 g/L［162］，而在脂质积累后期角鲨烯浓

度会逐渐降低。

由于缺乏生产动力学研究，破囊壶菌和裂殖

壶菌的角鲨烯合成水平暂时相对较低，后续提升

空间很大。而相对明确的、线性的生物合成途径

和也提示基因工程改造可能是提高产油真菌角鲨

烯产量的有效策略。

4.3 类胡萝卜素

类胡萝卜素是一类天然色素的总称，可分为

叶黄素和胡萝卜素。商业上最重要的类胡萝卜素

是叶黄素中的虾青素、鸡油菌素、叶黄素和玉米

黄素，以及胡萝卜素中的 β-胡萝卜素和番茄红素。

类胡萝卜素的主要用途是在食品和饲料中用作着

色剂，也由于具有抗氧化功能在营养，药品和化

妆品领域的应用不断增加［163］。目前由于微生物合

成法不具有成本优势，大多数类胡萝卜素目前仍

由化学合成或通过植物提取获得。

类胡萝卜素的合成与角鲨烯类似，均通过

MVA途径合成，并且以FPP为共同前体。已有研究

表明破囊壶菌ONC-T18可同时合成β-胡萝卜素和虾

青素、玉米黄质等类胡萝卜素，总含量约为30 μg/g

DCW［164］。破囊壶菌 CHN-1 和 Aurantiochytrium sp.

KH105都被报道可以合成少量虾青素［165-166］。迄今

为止报道类胡萝卜素天然产量最高的产油真菌是

破囊壶菌 AS4-A1，可合成高达 0.3～0.45 g/L 虾
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青素［167］。

解脂耶氏酵母由于同样具备MVA途径及充裕

的乙酰辅酶 A 供给，已被用于代谢工程改造合成

类胡萝卜素如 β-胡萝卜素［168-169］、番茄红素［170］或

虾青素［112］。也可借鉴相应策略用于提升裂殖壶菌

和破囊壶菌的类胡萝卜素类化合物产量。

5 总结与展望

微生物油脂作为重要化工原料及潜在的营养

补充物，在保障我国经济发展、粮食安全、能源

安全等方面有重要作用。相比于细菌，天然产油

真菌在油脂产量和生产强度上有巨大优势，有潜

力被进一步改造为油脂细胞工厂。当前天然产油

真菌改造的主要瓶颈在于缺乏遗传操作工具。幸

运的是，合成生物学的飞速发展有力推动了该领

域的研究。天然产油真菌在合成生物学元件挖掘、

外源基因转化方法以及遗传工具开发等方面已取

得重要进展。而且，随着基因组和转录组研究深

入，越来越多的内源基因元件如启动子、终止子、

筛选标记、复制子等会被鉴定和使用。另外，很

多在模式菌株如酿酒酵母或者丝状真菌中已经成

功应用的转化方法、遗传工具、筛选标记或者报

告系统也开始被引入产油真菌。 以上努力将促成

产油真菌遗传操作技术尤其是基因编辑技术的不

断改进和迭代更新，有力推动其代谢工程及产品

升级研究。当前的代谢工程及产品高值化研究与

合成生物学思想联系紧密，跨物种募集元件，超

时空调试途径及网络已成为可能，但元件、途径、

装置之间及它们与宿主系统的适配仍是当前的主

要难题，需要依赖可靠的模型或者算法指导，需

要依托精确高效的基因编辑工具和先进发酵控制

系统。

可以预期，在合成生物学时代，未来的产油

真菌的代谢工程将更多地与遗传操作工具开发和

产品高值化升级相联系。以人工智能和大数据技

术挖掘和表征新型合成生物学元件，借鉴和引进

已经在其他菌株中高效使用的遗传转化方法，开

发更多的高效基因编辑工具将成为常态；而代谢

工程在基因组规模代谢网络模型、流平衡分析算

法以及更先进模型算法的指引下，在多尺度智能

过程控制装备的协助下，有力推动下一代产真核

油脂细胞工厂的开发。
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