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摘要：构建细胞农业经济是解决资源短缺、降低温室气体排放、延缓全球变暖和实现可持续性经济发展的重要手

段之一。微生物细胞工厂具有易于遗传改造、便于工程放大和高效利用可再生资源的优势，成为了现代生物制造

的重要组成部分。王义翘教授是现代生化工程技术的开创者和奠基人，本人及同事（乔康健博士、胡鹏博士、周

康博士等人）在 Stephanopoulos实验室所从事的构建油脂细胞工厂的工作，受益于王先生在MIT所创建的生物工

程技术中心。植物油脂具有 2000多亿美元的年均市场需求，本文从植物油脂需求激增所造成的负面环境效应出

发，分析了目前植物油脂的市场供应现状。产油酵母细胞工厂具有替代植物源油脂的巨大潜能。本文围绕产油酵

母的代谢工程遗传改造策略，总结了如何提高碳源转化率、油脂产量、油脂生产速率和菌体生长适用性；进一步

归纳了构建高效解脂耶氏酵母细胞工厂的主要技术瓶颈，其中包括产油菌株的高通量筛选和表型鉴定技术、产油

酵母的代谢调控机制和发酵动力学模型等。作者进一步探讨了以蔗糖作为原材料，生产植物源功能性油脂的经济

可行性和技术可行性。作者预测解脂耶氏酵母具有极大的潜力，可以解决当前高附加值油脂（比如用于巧克力生

产的可可脂，潜在市场为 500亿美元）的市场需求。开发产油酵母微生物资源，提供健康的功能性油脂，将会解

决一系列能源、健康食品和环境资源等问题，促进我们迈向低碳性和可持续性的经济运转模式。
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greenhouse gas emission, slow down global warming as well as achieve true sustainability. Microbial cell factory has

become a critical component to advance biomanufacturing due to the availability of versatile genetic tools, ease scale-

up and the high conversion efficiency of low-cost renewable feedstocks. Prof. Daniel I. C. Wang was one of the

trailblazers and founders of biochemical engineering, who built and led the Biotechnology Process Engineering Center

(BPEC) at MIT. When I and my colleagues worked as postdoc associates and research scientists in Prof.

Stephanopoulos' lab, part of our work on engineering oleaginous yeast cell factory was a direct result of the analytical,

imaging and cell culture facility at BPEC. Plant-based oil and fats have an overall market value about $200 billion.

Recently, the world has seen a craving for plant oil products, which negatively impacted our environment due to

massive-scale deforestation and loss of ecological diversity in tropical regions. We thought oleaginous yeast could be a

solution to this problem. Centering around the important genetic targets of the oleaginous species Yarrowia lipolytica,

we summarized the essential metabolic engineering strategies for improving the carbon conversion efficiency (yield),

lipid titer, lipid production rate (productivity) and cell growth fitness. We further analyzed technical constraints that

limit our ability to build high oil-yielding yeast cell factory, including high throughput strain screening or phenotyping

techniques, the incomplete understanding of the lipogenesis and underlying regulatory mechanism, as well as the lack

of well-defined biochemical models to guide bioprocess optimization and scale-up. Further we discussed the technical

and economic feasibility of converting sugarcane feedstock to high value plant-based lipids with metabolically

engineered Y. lipolytica. Our analysis indicates that Y. lipolytica has a great potential to address the current market gap

of high value plant-based fats (i.e. cocoa butter equivalent to make chocolate with a potential market of $50 billions).

Engineering oleaginous yeast to provide plant-based healthy fats will help us address energy, foods, environment and

resource challenges, which will surely move us one step closer to a society of low-carbon footprint and sustainable

economy.

Keywords: microbial cell factory; metabolic engineering; oleaginous yeast; plant-based alternative fats; cellular

agriculture economy; sustainable development
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1 追忆王义翘教授

王义翘先生出生于 1936年的南京，时值日军

全面侵华前夕，风雨飘摇的故国六朝之都也给先

生少年阶段的成长烙下了家国的印记。他的父亲

王守竞先生（1904—1984）早年留学美国，是近

代史上最早从事量子物理研究的中国人，1926年在

哥伦比亚大学取得理论物理博士学位。1929年夏，

王守竞先生学成归国，担任国立浙江大学教授、物

理系主任，随后组建中国物理学会。1936年，王守

竞先生被国民政府任命为少将专员，负责筹建中

央机器厂，主要研发大型发电机和大型汽轮机等

军工装备。抗战胜利后，少年的王义翘也随家人

侨居美国马塞诸塞州的波士顿，其父亲加入了美

国国防部与麻省理工学院共建的林肯国家实验室，

任职科学家。随后王先生入读 MIT，1959 年和

1961年分别取得化学工程的学士学位和硕士学位。

1963年在宾夕法尼亚大学取得化学工程博士学位，

师从生化工程先驱Arthur Humphrey教授。王先生

早期著述集中于抗生素通风发酵过程的物质传递、

过程放大及生化动力学等工程学领域，为Merck制

药早期抗生素工艺的开发奠定了基础。1965年起，

王先生开始在麻省理工学院化学工程系和生物工

程系任教，于 1985 年创建了生物工程技术中心

（Biotechnology Process Engineering Center， BPEC），

担任中心主任。1986年当选美国国家工程院院士，

1996 年成为麻省理工学院资深学院教授（MIT

Institute Professor） 之一 （麻省理工学院最高

荣誉）。

王先生一生在MIT从教、授业 55余年，兢兢

业业，几乎从未退休。我 2013年开始在MIT的化

工系从事博士后课题研究，经常与王先生课题组

的博士后研究员交流。我的课题研究也受益于王

先生早年创建的生物工程技术中心。我有幸担任

过 MIT暑期课程“发酵工程”的助教（当时王先

生年事已高，由 MIT 其他老师授课），王先生的

“发酵工程”开课 50 余年来，其学术思想也浸润

了几千位生物制药领域的前沿科学家和精英工程

师。在MIT 56号楼和一些校内报告厅，以及美国

化学工程师学会（AIChE）年会期间，我有幸与

王先生有过几次偶遇，王先生讲话幽默风趣，热

爱中华传统文化和中式美食，对晚辈后生爱护有

加。犹记得，2015 年夏天，“发酵工程”课程结

业时，王先生坐着轮椅，与来自世界各地的 50多

位毕业学员亲切交谈，对晚辈后生爱护之情溢于

言表。傍晚的查尔斯河畔凉风习习，杨柳依依，

毕业晚宴上大家畅谈学术理想，共享中式美食和

波士顿龙虾……

1985年后，王先生的主要研究方向由微生物

研究转入了动物细胞培养，成为了最早研究动物

细胞培养和生物大分子制药（抗体蛋白等）的先

驱科学家之一。王先生一生桃李满天下，其弟子

门生遍布美国和东亚地区，很多人都成为业界翘

楚，创建了各种类型的生物科技公司，比如

Biogen、Moderna、义翘神州科技、Genentech 的

创立都与王先生及其弟子的指导密切相关，王先

生也受聘于 50多家生物制药公司担任科技咨询顾

问。王先生的学生Noubar B. Afeyan博士目前担任

旗舰先锋创投（Flagship Pioneering Venture）公司

的总裁，是生物制药新锐 Moderna及其他 38 家生

物科技公司的创始人；Johnathan Dordick博士是伦

斯勒理工学院的讲席教授（美国工程院院士），创

立 了 三 家 生 物 科 技 公 司 （EnzyMed、 Solidus

Biosciences Inc、Redpin Therapeutics）；陈超群博

士（Chen Chau-Chyun）目前担任得州理工大学的

讲席教授（美国工程院院士），是Aspen公司的创

始人及副总裁；谢良志博士是义翘神州科技的创

始人及总裁。

王先生一生著述丰厚，发表了 230余篇科技论

文［1］，每一篇论文都脚踏实地，注重工程实践与

基础理论的结合，为我们后世生物工程学者之楷

模。鉴于王先生对生物工程技术的开创性工作，

美国化学工程师学会（AIChE）、美国化学学会

（ACS）以及MIT都设立了以王义翘先生名字命名

的生化工程论坛，用以纪念王先生的卓越贡献。

本人有幸蒙先生教诲，被提名并获取了 2020 年

“生物工程与生物技术王义翘奖”（Biotechnology &

Bioengineering Daniel IC Wang Award），于8月初在

ACS年会发表获奖报告感言并回顾先生贡献，不

想先生 8月 29日仙逝，心中无限悲戚，生化工程
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领域陨落了一位世界级的学者和先驱，我们也痛

失了一位学贯中西、德高望重的师长。王先生高

风亮节，治学严谨，心怀家国，提携后进，为我

后辈楷模。此文总结的工作，很大程度上受益于

王先生在 MIT创建的生物工程技术中心；谨以此

文，总结并展望我和同事在 MIT所从事的主要工

作，以寄托对先生的哀思，纪念先生的贡献。愿

我们传承先生遗风，肩负先生的治学理念，解决

关系国计民生的实际问题，为国为民，脚踏实地

地推进生化工程领域的工作，不负先生的教诲。

缪改前人诗作一首，以作对先生家世的感怀，与

读者共勉：

不堪风雨乱红尘，

入山何处白云深。

故园咫尺千山路，

天涯犹有未归人。

（作者注：前两句出自国学大师南怀瑾的诗集，第三句

源于清代词人郑板桥的《酷相思》，第四句出自明代文人徐

熥的《寄弟》。）

2 引言

功能性油脂化合物与我们的日常生活息息相

关。常见的功能性油脂化合物包括脂肪酸、羟基

脂肪酸、脂肪醇、甘油三酯和磷酸甘油酯等

（图 1）。其结构共性为含有一个长链的脂肪酸骨

架，由于碳链长度、不饱和度以及所携带的功能

基团的差异，进而产生了油脂化合物独特的双亲

特性（amphiphilic）、凝固点（freezing point）和

热力学自组装（thermodynamic self-assembly）特

性。众所周知，生物膜磷脂双分子层提供了生命

存在的原始屏障和生物膜的流体动力学特性，使

得细胞个体能够在不同环境条件下，与外界保持

动态的物质交换平衡；不同温度和培养环境下，

生物膜磷脂中脂肪酸的组分也迥异（在古菌等极

端微生物中，细胞膜脂肪链以甘油醚的形式

存在）。

功能性油脂广泛应用于食品营养、医药保健、

美容护肤、动物饲料以及农业环保等诸多领域。

ω-3和ω-6多不饱和脂肪酸，主要应用于婴幼儿奶

粉，并有抗衰老、促进心血管健康等保健功效［2］；

羟基脂肪酸可以用于药物传递载体以及聚合物单

体；脂肪醇可用于保护涂层、润滑剂、乳化剂和

化妆洗护用品领域。各种植物果实中的油脂（主

要以甘油三酯的形式存在，比如棕榈油、大豆油、

可可脂、橄榄油、葵花籽油和花生油等），由于其

独特的结晶温度和凝固点，赋予了其独特的质地

（texture）和口感（mouthful feeling），广泛用于食

品、糖果、巧克力点心和美容护肤等领域。动物

的结构性油脂（structuring fat）决定了大多数美食

细腻丰富的口感，比如西班牙火腿、北京烤鸭、

神户牛排和法国鹅肝等（图 2），被视为肉类中的

珍品，油脂对这些美食的风味及口感起到了不可

替代的作用。黄油（butter）主要提炼自奶油，含

有较多的短链脂肪酸，成为人们日常饮食中必备

的材料。临床测试及运动医学表明，健康的脂肪

酸饮食，尤其是多不饱和脂肪酸中ω-3与ω-6脂肪

酸的比例，与抗炎、皮肤健康、增肌减肥和免疫

等机体功能有直接的关联［3］。

植物油脂的大量需求造成了热带雨林破坏，

气候变迁、生态多样性的流失以及其他诸多环境

图图1 油脂的分子结构及重要脂肪酸分子

Fig. 1 The basic structure of triglyceride and the four impor‐

tant fatty acids: palmitic acid (C16∶0), oleic acid (C18∶1), linoleic

acid (C18∶2), eicosapentaenoic acid (EPA, C20∶5) and α-linolenic

acid (ALA, C18∶3).
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和社会问题［4-5］。微生物发酵不依赖于耕地和环境

气候，能够高效转化农业废弃可再生资源（比如

生物质纤维素等原材料），因此构建可持续性油脂

微生物发酵平台是目前亟待解决的关键技术［6-7］。

产油解脂耶氏酵母近来备受代谢工程领域的青睐，

其原因如下：培养条件简单，能够利用多种底物

（包括挥发性有机酸及脂肪烃和石蜡等化合物）快

速生长［8-9］，无Crabtree效应（不产乙醇）［10］，基因

组中内含子密度低，便于遗传操作，遗传工具特

别是近年来基于Cas9［11］或者Cpf1［12-15］的基因编辑

工具以及 Golden-gate［16-19］和 YaliBrick［20-21］克隆方

法的开发，众多分子转录元件的鉴定［22-23］，以及基

于 Cre-LoxP 位点的多轮基因整合技术的实现［24］，

使得解脂耶氏酵母成为了微生物油脂积累研究工

作的新宠，解脂耶氏酵母也成为了生产单细胞油

脂及衍生物的首选底盘宿主［25-26］。本文将从植物油

脂的市场近况出发，引导读者认识到目前油脂供应

链所面临的可持续发展等严峻问题，以及发展微生

物油脂转化平台的严重性和迫切性；围绕产油酵母

的高通量筛选及表型鉴定、碳源转化率（yield）、

发酵滴度（titer）、生产速率（productivity）、菌体

生长适用性（fitness）、代谢调控和生化动力学模

型等方面，作者将阐述关键的代谢工程及合成生

物学策略，并对利用解脂耶氏酵母生产高附加值

植物油脂的经济可行性与技术可行性进行展望。

3 棕榈油和可可脂需求激增所带来的
负面环境效应及可持续发展问题

根据美国农业部的报道，全球每年的植物油

需求量达到了 2亿吨，并且每年以 3%～4.5%的比

例增长。棕榈油占据了全球植物油脂总量的 40%，

2020年全球棕榈油的需求量为 8000万吨，主要用

于食品饮料、能源、个人护理、化工原料以及医

药等领域。棕榈油原材料的年销售额达到了 800亿

美元 （棕榈油的价格大致为 1000美元/吨）。其他

大宗植物油包括菜籽油、花生油、玉米油和葵花

籽油等。全球 3/4的棕榈油产自东南亚地区的马来

西亚以及印度尼西亚，棕榈油及棕榈园的开发成

为当地的主要经济来源。自 1985年以来，全球棕

榈油的需求每年以6%～7%的比例增长，棕榈园的

过分开发造成了热带雨林的破坏（deforestation）［4-5］，

例如加里曼丹岛（马来西亚称为婆罗洲岛，面积

为 75万平方公里，亚洲第一大岛，世界第三大岛）

65% 的热带雨林已经消失，进而导致当地气候变

化和降雨减少，生态多样性的丧失、气候的变迁

以及棕榈油产业带来的环境污染进而恶化当地的

棕榈园经济，目前的农耕和育种技术仅能保证2%～

3%的棕榈油产量增长，现实中一个严峻的问题

是，全球每年仍有 4% 的棕榈油缺口（市值大概

32亿美元）亟需用可替代的生物技术加以解决。

与棕榈油经济极为相似，全球可可脂的供应

链也受到了极大的影响。全球 80% 的可可脂产自

非洲中西部国家，包括科特迪瓦、加纳、喀麦隆

和尼日利亚等。可可果（coconuts）中提取的可可

脂是制造巧克力的主要成分，全球可可果（cocoa

beans）目前年均采集量为 500 万吨，每吨可可果

的价值在 3300 美元，可可果原材料市场价值为

165亿美元，而成品巧克力销售额已经达到 1310亿

美元，到 2025 年，成品巧克力的市场预期在

1800亿美元左右，目前可可果原材料的供应远不

能达到市场的增量需求，造成了大约 500亿美元成

品巧克力的市场缺口。经营可可园也成为非洲中

西部地区农民的主要经济来源，同样由于气候的

变迁、降雨的减少，农耕技术的停滞不前，造成

当地热带雨林的过量砍伐［27-28］，进而导致当地经济

与环境的恶化以及诸多社会伦理问题（比如因贫

图图2 油脂决定了一些肉类食物的口感

Fig. 2 Lipids determine the mouthful feeling of major meat

products: Iberico ham, Peking roasted duck, Kobe beef and

Foie gras.
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困导致的儿童失学以及雇佣童工、奴工与男权盛

行等社会问题）。为达成可持续性的发展目标，世

界主要巧克力生产商，包括玛氏（Mars）、雀巢

（Nestlé）、 德 芙 （Dove）、 费 列 罗 （Ferrero

Rocher）、好时（Hersey’s）、歌帝梵（Godiva）等

公司均提出了未来 5～10年用可持续性的可可脂完

全替代传统可可脂的发展蓝图。

从上述棕榈油和可可脂的产量及未来市场预

期，我们可以得出如下结论：植物油脂的供应已

经成为了全球经济可持续发展的瓶颈之一。为了

保证经济的可持续性发展及解决当地的环境资源

问题，解脂耶氏酵母优良的产油性能，将为我们

实现高效细胞农业经济（cellular agriculture economy）

提供可能。因此，揭示产油酵母油脂合成的生化

过程及代谢调控机制，构建可持续的微生物油脂

平台，将能使我们较少依赖棕榈园与可可园农业

经济，进一步遏制热带雨林的滥伐以及降低温室

气体的排放，由此将会带来巨大的环境和生态效

益，促进可持续性的细胞农业经济的发展，也能

够促进当地民生繁荣和早日实现全球碳达峰以及

碳中和（carbon-neutrality）的目标。

4 构建解脂耶氏酵母油脂细胞工厂的代

谢工程与生化工程策略

由于解脂耶氏酵母独特的乙酰辅酶 A 供应模

式和不同代谢途径的精细分区，其合成 malonyl-

CoA和HMG-CoA的效率很高。以解脂耶氏酵母为

平台，经代谢工程改造后，该酵母已经被用来生

产一系列化合物，包括三乙酸内酯（triacetic acid

lactone）［29-30］、赤藓糖醇［31］、脂肪醇［32-33］、脂肪

烃［34］、ω-3和ω-6多不饱和脂肪酸［35］、黄酮［36-38］、角

鲨烯（squalene）［39-41］、青蒿二烯（amorphadiene）［42］、

白 藜 芦 醇 （resveratrol）［43-44］、 对 香 豆 酸 （p-

coumaric acid）［44］ 以及具有玫瑰香味的 2- 苯乙

醇［44-45］、 具 有 桃 子 香 味 的 丁 位 癸 内 酯 （δ -

decalactone或 γ-decalactone）［46-48］、具有抗肿瘤化疗

价值的紫杆菌素（violacein）［21，44］、具有抗病毒作

用的天然产物［49］等高附加值化合物。由于细胞内

独特的油脂疏水环境和代谢途径的分区定位，解

脂耶氏酵母尤其适合表达植物次级代谢产物的代

谢途径［10， 50］，例如萜烯类化合物的合成需要特异

性的细胞色素 P450氧化还原酶，解脂耶氏酵母内

质网和脂质体为 P450的区位选择性和立体选择性

以及高效电子传递提供了独特的微环境［10，50］。南

京师范大学的黄和课题组［51］、马里兰大学徐鹏课

题组［10］和清华大学的李春课题组［52］已经对此内

容进行了详细的总结，在此不做赘述。本文将对

碳源与油脂转化率的关键因素，以及涉及解脂耶

氏酵母代谢分区特异性的代谢工程策略进行讨论，

阐明高产油脂解脂耶氏酵母的科学问题所在，以

期广大代谢工程学者一起突破这一技术瓶颈，实

现微生物油脂的可持续化生产。

4.1 胞质NADPH的供应决定了碳源转化率与油脂

的产量

不同于酿酒酵母，解脂耶氏酵母细胞质中乙

酰辅酶A主要来源于ATP：柠檬酸裂解酶。在碳源

充足氮源饥饿状态下，细胞为了充分回收利用氮

源，AMP脱氨酶活性增强，将细胞内AMP转化为

肌苷单磷酸（IMP）。AMP为三羧酸循环中异柠檬

酸脱氢酶（IDH）的天然变构激活因子，由于

AMP水平的降低，IDH的活性降低，将使得线粒

体内积累异柠檬酸。异柠檬酸经顺乌头酸酶逆向

反应，转变为柠檬酸，过量的柠檬酸将被排出线

粒体，经 ATP 柠檬酸裂解酶，转化为乙酰辅酶 A

和草酰乙酸。乙酰辅酶 A 经羧化后形成 malonyl-

CoA， 转 酰 化 反 应 后 ， malonyl-CoA 主 要 以

malonyl-ACP 的形式存在（图 3）。β -酮酰 -ACP

（n） 合 成 酶 （β -ketoacyl-ACP synthase） 将 把

malonyl-ACP装载到延伸的碳链上，依次形成 β-酮

酰-ACP （n+2）、β-羟酰-ACP（n+2）、β-烯酰-ACP

（n+2）和 β-脂酰-ACP（n+2）［7］。每两个碳原子的

添加，需要 2个分子的还原性辅因子NADPH，依

次参与 β-酮酰-ACP还原酶与 β-烯酰-ACP还原酶所

催化的反应（图 3）。比如硬脂酸的合成需要 8 轮

malonyl-ACP 的缩合反应，共计需要 16 分子的

NADPH来完成还原反应。由于解脂耶氏酵母细胞

质中不具有 NADH 激酶或者 NADH-NADPH 转氢
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酶，NADH并不能自由转换为NADPH，在葡萄糖

作为碳源情况下，解脂耶氏酵母主要的NADPH来

源为磷酸戊糖途径（pentose phosphate pathway）［53］。

在磷酸戊糖途径中，葡萄糖被磷酸化后，分别经

由 6-磷酸葡萄糖脱氢酶和 6-磷酸葡萄糖酸脱氢

酶，就会产生 2分子的NADPH。这一获取还原力

的途径并非最佳选择，原因在于 6-磷酸葡萄糖酸

脱氢酶具有脱羧功能并产生 CO2，解脂耶氏酵母

每产生 2 分子 NADPH 以消耗 1 分子 CO2 为代价。

因此每合成 1分子硬脂酸（C18：0），细胞需要 16分

子的 NADPH，需要额外消耗 4/3 分子的葡萄糖

（C6H12O6）来提供这些还原力［54-55］。硬脂酸骨架

中 18 个碳原子，来源于 9个乙酰辅酶 A 分子，相

对应于 4.5 分子的葡萄糖（1/3 的碳原子经过丙酮

酸脱氢酶复合体脱羧后丢失）。因此，每合成 1分

子硬脂酸（C18：0），需要 4.5 分子葡萄糖提供碳原

子骨架，另外需要 4/3分子葡萄糖提供 NADHP还

原力，对应的化学计量关系为，对应于每消耗

5.83（4.5 + 4/3）分子葡萄糖，产生 1 分子硬脂

酸。理论硬脂酸的得率为 0.271 g 硬脂酸/g 葡萄

糖［54， 56］。理论得率越高，消耗的起始碳源越少；

原材料通常占据生产成本的 50%，选取高效的

NADPH 替代途径，将对提高碳源转化率、降低

碳源消耗和压缩生产成本，起到至关重要的

作用。

从以上分析可知，辅酶 NADPH 的供应效率，

决定了脂肪酸的理论得率。产油酵母细胞中存在

了诸多NADPH的替代途径，作者在此已将可能的

替代途径及其对应的化学计量关系归纳，并计算

了各自替代途径的脂肪酸得率。为了提高解脂耶

氏酵母产油的得率，Stephanopoulous 课题组系统

地测试了不同还原型辅酶（NADPH）替代途径对解

脂耶氏酵母合成甘油三酯的影响，通过NADPH的化

学计量关系的理论计算并探索最佳的NADPH替换途

径［56］。作者系统性地分析比较了磷酸戊糖途径，

NADPH-特异性的 3-磷酸甘油醛脱氢酶（NADPH-

specific 3-phosphoglyceraldehyde dehydrogenase），

丙酮酸 -草酰乙酸 -苹果酸转氢反应（pyruvate-

oxaloacetate-malate transhydrogenase cycle），以及

非氧化性糖酵解途径 （non-oxidative glycolysis

pathway）产生还原性辅因子 NADPH 效率的差异

（图 4），构建了一系列重组解脂耶氏酵母，发现

图图3 脂肪酸碳链延伸过程需要还原性辅因子NADPH

（n表示碳链长度）

Fig. 3 The enzymatic elongation cycle of fatty acids needs reducing equivalents NADPH

(n is the chain-length of carbon backbones)
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NADPH-特异性的 3-磷酸甘油醛脱氢酶（NADPH-

specific GAPDH）与异源表达的苹果酸酶（malic

enzyme），能够高效地弥补磷酸戊糖途径 NADPH

还原力的不足，改造后的解脂耶氏酵母能够高效

地整合乙酰辅酶 A（acetyl-CoA）和 NADPH，其

产油量高达99.7 g/L，油脂的过程得率达到了0.27 g

脂肪酸甲酯/g 葡萄糖，油脂积累速度达到了

1.2 g/（L·h）［56］。这一结果使我们朝向构建可持续

性的微生物油脂平台迈进了一大步。

基于解脂耶氏酵母的氧化应激防御机制

（oxidative stress defense pathway）， Jayakody 等发

现该酵母积累过多的亲核的负电自由基，包括脂

质过氧化物、超氧化物和自由醛基等，这些负电

阴离子损伤蛋白质催化功能，影响DNA复制的保

真性［57］，并促使细胞凋零，菌体呈现假菌丝状

（hyphae）。为克服这一缺陷，该课题组加强了氧化

还原的保护力，过表达了NADPH途径以及谷胱甘

肽还原酶和过氧化酶，改造后的解脂耶氏酵母能

够更好地抵抗氧化压力，细胞形态呈现单细胞、

圆球形，细胞的甘油三酯含量显著提高至 81.4%，

甘油三酯的生产速率提高至0.97 g/（L·h）［58］。

4.2 解脂耶氏酵母脂肪酸合成酶的改造以及基于酶

活分区的代谢工程策略

解脂耶氏酵母能够高效合成油脂的生物基础

在于其胞内高度特异性的功能化分区［59］，其中脂

肪酸的合成效率高度依赖于脂肪酸合成酶、乙酰

辅酶 A 羧化酶以及苹果酸酶所形成的超酶复合体

（lipid metabolon）［60-61］，甘油三酯的合成与组装需

要内质网与脂质体的协同作用。酶分子的空间定

位及细胞内生化反应的分区，能够大大增加中间

底物传递和转化的效率，同时能够有效地降低不

稳定底物的流失，自然界广泛存在的亚细胞水平

超酶复合体，包括糖酵解途径、三羧酸循环以及

脂肪酸合成等，均已被细胞成像技术证实。为了

充分配置并利用亚细胞水平的不同功能分区，

Stephanopoulos课题组首次在解脂耶氏酵母中，将

具有脂酰辅酶 A（acyl-CoA）和脂酰 ACP（acyl-

ACP）还原以及水解功能等特异性的酶定位表达

于线粒体、脂质过氧化物体（peroxisome）和内

质网（ER）等亚细胞器中，改造了产油酵母的

生 产 性 状 ， 并 配 合 脂 肪 醛 脱 羰 酶 （aldehyde

图图4 不同还原性辅因子替代途径对脂肪酸合成效率的影响［56］

（图示中包含了以下四种途径：①磷酸戊糖途径；②NADPH-特异性的3-磷酸甘油醛脱氢酶；

③丙酮酸-草酰乙酸-苹果酸转氢反应；④非氧化性糖酵解途径）

Fig. 4 Carbon conversion efficiency from NADPH for fatty acids synthesis pathways [56]

(OxPP—oxidative pentose phosphate pathway; GAPHD—NADPH-specific glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;

POM cycle—pyruvate-oxaloacetate-malate transhydrogenase cycle; NOG—non-oxidative glycolytic pathway)
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decarbonylase）或者脂酰辅酶A还原酶（fatty acyl-

CoA reductase），使得遗传改造后的酵母产生成了

具有生物燃料特征的烷烃类、烯烃类和脂肪醇等

化合物［32］。酿酒酵母，经代谢工程改造后，能够

生成 10.4 g/L的游离脂肪酸和 1.5 g/L的脂肪醇［62］。

另外通过表达异源脂肪酸合成酶，于涛等在酿酒

酵母中成功表达了分枝杆菌的脂肪酸合成体系，

结合 acyl-CoA还原酶，生成了 24个碳原子的脂肪

醇［63］。通过表达脂酰辅酶 A 光脱羧酶 （fatty

acyl-CoA photodecarboxylase），改造后的解脂耶氏

酵母能够利用葡萄糖合成将近 1.5 g/L 的脂肪烷

（烯）烃［34］。

脂肪酸碳链长度，决定了生物柴油的理化性

质和燃烧性能，比如凝固点和挥发性等；短链功

能性油脂分子，易于被动物和人体吸收，通常营

养价值也高。因此，控制脂肪酸碳链长度，成为

代谢工程研究的热点之一。细菌的脂肪酸合成酶

由 5 个单体亚基构成，每个蛋白亚基负责不同的

催化功能，其不同亚基间结合松散，易于工程改

造；与细菌不同，真菌中脂肪酸合成酶由两条肽

链编码，每条肽链大概有 2000个氨基酸，分别编

码脂肪酸合成酶的不同功能域。蛋白晶体结构分

析表明，真菌脂肪酸合成酶两条肽链组成一个多

聚体的分子笼状结构，不同碳链长度的脂酰-ACP

（四碳到十四碳）中间体被包裹在脂肪酸合成酶分

子笼内部［64］，直至棕榈酰-ACP，碳链增加到 16

才能被脂肪酸合成酶释放，并经过 MPT 结构域

（malonyl/palmitoyl transacylase）将棕榈酰-ACP 转

变为棕榈酰-CoA（C16∶0），所生成的棕榈酰-CoA

通 过 脂 肪 酸 延 长 酶 （elongase） 和 去 饱 和 酶

（desaturase）依次生成硬脂酰 -CoA（C18∶0）和油

酰 -CoA（C18∶1），并依次加载到 3-磷酸甘油骨架

上，合成各种脂类化合物（图 5）。在真菌中，通

过直接表达脂酰 -ACP 硫解酶 （fatty acyl-ACP

thioesterase）来生产短链脂肪酸的效率低。通过

蛋白质的理性设计，Xu 等［32］将解脂耶氏酵母中

脂 肪 酸 合 成 酶 的 MPT （malonyl/palmitoyl

transacylase）结构域替换为具有 acyl-CoA 水解功

能的结构域，改造后的酵母能够生产具有不同碳

链长度的脂肪酸分子（C12、C14和C16等），提高了

解脂耶氏酵母的工业利用价值。另外通过蛋白工

程手段，定向改造 ACP 结构域［65］、酮脂酰 ACP

合成酶结构域和MPT转酰基结构域，能够使酿酒

酵母生产短链的脂肪酸，C6和 C8脂肪酸的产量达

到了 100~250 mg/L［66］。由此看出，蛋白理性改造

能够有效控制脂肪酸合成过程碳链的延伸，德国

Max Planck Institute 的 Ashwin Chari 课题组以及法

兰克福大学 Eckhard Boles 课题组对此进行了详细

的结构生物分析［66-67］，进一步阐释了脂肪酸的碳

链长度调控机制，为定向改造产油酵母生产短链

和中等碳链长度脂肪酸和油脂化合物提供了理论

基础。

图图5 解脂耶氏酵母合成功能性油脂的生化过程

Fig. 5 The biochemical scheme of synthesizing triglycerides in Y. lipolytica
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4.3 解脂耶氏酵母油脂合成的分子调控机制

氮源饥饿（nitrogen starvation）所造成的异柠

檬酸脱氢酶活性减弱和ATP：柠檬酸裂解酶活性增

强是产油酵母开启油脂合成的重要生化特征。其

中一个重要前提是，AMP脱氨酶活性增强，从而

导致细胞内AMP水平下降，进而导致异柠檬酸脱

氢酶活性减弱［68］。虽然目前学术界缺乏氮源饥饿

导致AMP脱氨酶活性增强的直接生化证据，过量

表达AMP脱氨酶后能够使细胞内产生更多的乙酰

辅酶A，进而使得解脂耶氏酵母积累较多番茄红素

（lycopene）［69］。然而直接过表达 AMP 脱氨酶，似

乎并不能显著提高产油酵母油脂的积累，表明产

油酵母油脂的积累存在其他关键调控位点，或者

AMP脱氨酶的调控有可能发生在蛋白翻译后修饰

（post-translational modification）水平上［70］。最近也

有其他报道，比如过表达AMP脱氨酶后能够使产

油真菌 Mortierella alpina 中油脂含量提高 15%～

34%［71］。

Snf1/AMPK 是真核生物中高度保守的碳源与

能量调控蛋白。有关真菌中碳源代谢，主要涉及

Snf1/AMPK 相关的应激活化蛋白激酶，近来成为

了研究解脂耶氏酵母油脂积累机理的调控热点［72］。

SNF1/AMPKs通常以异三聚体复合物（heterotrimeric

complex）的形式存在，主要由具催化功能的 α-亚

基（Snf1）和两个调控亚基组成，调控亚基包含了

β-亚基（Sip1、Sip2 或 Gal83）和 γ-亚基（Snf4），

解脂耶氏酵母中含有高度保守的Snf1/AMPK系统，

经过Blast分析，Snf1、Snf4、Gal83和Sip2分别对应

于解脂耶氏酵母的YALI0D02101g、YALI0C03421g、

YALI0E13926p 和 YALI0C00429p 等编码序列［72］。

杜邦的科学发现 Snf1缺失的解脂耶氏酵母能够高

效积累油脂，包括 EPA 等不饱和脂肪酸，进一步

经过基因芯片和实时定量 PCR 分析，他们发现

Snf1活性缺失，能够激活油脂积累代谢途径［72］。

近年来，系统水平的多组学分析手段，包括

蛋白组、磷酸蛋白组和代谢组学分析，已经被广

泛用于研究解脂耶氏酵母的碳源、能量代谢以及

油脂积累的积累。其中，美国西北太平洋国家实

验室的Scott Baker课题组发现氮源氨基酸代谢，与

解脂耶氏酵母脂肪酸的积累息息相关。比如，在

氮源饥饿状态下，核糖体结构相关基因的表达高

度下调，预示油脂积累阶段蛋白表达的减弱［73］；

细胞为了回收利用含氮化合物，包括丙氨酸、腐

胺 （putrescine）、亚精胺 （spermidine） 和尿素

（urea）等化合物将会被分解，进而导致细胞内产

生糖醇和三羧酸循环代谢相关的溢出代谢物，包

括甘露醇、赤藓糖醇以及柠檬酸、富马酸和苹果

酸等副产物。在氮源限制情况下，该课题组通过

磷酸蛋白组学分析，发现了 1219个新的磷酸化位

点，其中 133 个磷酸化位点与氮源饥饿显著关

联［73］，这些磷酸化位点主要集中于蛋白激酶和具

DNA结合活性的转录因子。在酶学水平，磷酸化

主要修饰脂肪合成途径的ATP：柠檬酸裂解酶和乙

酰辅酶 A 羧化酶，同时磷酸化导致了脂肪酸氧化

降解途径的减弱，这一研究表明磷酸化调控是油

脂积累的关键成因。

通过不同碳氮比条件下的恒化器培养 ，

Nielsen课题组对解脂耶氏酵母积累油脂的调控机

理进行了研究。通过全基因组规模的 RNAseq 测

序，该课组发现油脂的积累，不依赖于转录水平

的调控；脂肪酸碳流的代谢调控主要发生在氨基

酸代谢途径［74］，由此发现脂肪酸合成前体 acetyl-

CoA，很大一部分来源于氨基酸的代谢氧化，这一

结论与Alper课题组发现的亮氨酸/异亮氨酸代谢参

与解脂耶氏酵母脂肪酸合成相互佐证［75］。有关解

脂耶氏酵母中氮源代谢调控，Pomraning 等［76］最

近 揭 示 了 氮 源 代 谢 阻 遏 （nitrogen catabolite

repression） 与 GATA 家 族 锌 指 蛋 白 转 录 因 子

（GATA zinc finger transcription factors）之间的关

联。比如删除锌指转录因子gzf3和gzf2，会造成细

胞氮源特异性的生长缺陷和油脂的大量积累。另

外碳源代谢阻遏因子mig1也与锌指蛋白转录因子

的活性相关［76］。揭示碳源与氮源代谢调控因子将

会加深我们对解脂耶氏酵母积累油脂的分子机理

的认识。未来 5～10年，我们期望解脂耶氏酵母领

域的科学工作者，将会描绘一幅更加清晰的碳源/

氮源调控网络，为我们构建可持续性的细胞油脂

工厂奠定基础。
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4.4 产油酵母合成油脂的生化过程动力学建模

在生物加工制造过程中，生化过程动力学建

模能够给我们提供最优化的发酵控制参数。对生

物过程的动态分析，有助于我们根据细胞的生理

状态，制定最优化的细胞生长和控制参数，从而

最大限度地提高碳源的利用率，增加细胞强度，

降低生产成本与提高经济可行性［77］。油脂分子

属于胞内积累的代谢产物，油脂的过量积累会对

细胞生长的适应性（growth fitness）产生负面影

响，目前常用的动力学模型主要考虑胞外产物、

酶蛋白活性、或者次级代谢产物的积累，比如柠

檬酸［78］、纳豆激酶［79］和灵芝酸［80］等的动力学，

此类生化过程建模相对简单。有关油脂化合物积

累的动力学模型已经扩展到微藻［81］和解脂耶氏

酵母［82］，所构建的模型并没有考虑油脂合成对

细胞生长的影响、过程得率等经济指标。为了进

一步加深对解脂耶氏酵母积累油脂发酵过程的认

识，作者将细胞总生物量（Xtotal）分为油脂（P）

和非油脂生物量（oil-free biomass，X），并引入

一个负担系数（γ）来描述油脂积累对细胞生长

的影响。根据生化反应动力学原则，分批培养条

件下，油脂积累的非结构动力学模型可以归纳

如表 1。

方程（1）描述细胞的生长适应性受到油脂积

累的影响，负担系数（0<γ<1）越大，油脂积累

（P）越多，细胞比生长速率越小。负担系数取决

于菌株表达的基因多少。方程（2）描述细胞的生

长取决于比生长速率和比死亡速率。方程（3）描

述胞内产物油脂的积累取决于生长相关的因子

（α）和非生长相关的因子（β）。方程（4）则描述

底物的消耗取决于细胞的生长与油脂的积累，其

中细胞得率系数由 YX/S给出，油脂得率系数由 YP/S
给出。方程（5）描述总的生物量（Xtotal）由油脂

（P）和非油脂生物量（oil-free biomass，X）构成。

方程（6）给出了细胞的动态含油量。方程（7）

描述了动态过程得率（Yprocess），由初始和终态的底

物浓度（S0、S f）和产物浓度（P f、P0）决定。方程

（8）描述了细胞发酵过程的生产强度。通常过程

得率（Yprocess）、生产强度（r）和产量（P）具有复

杂的关联，细胞内油脂含量越高，对细胞的负荷

也越重，但产物的分离提取也越容易；生产强度

越高，设备的利用率就越大，越容易降低生产成

本；过程得率越高，单位糖耗产生的油脂越高，

原材料成本就越低。在分批发酵下，发酵时间的

优化取决于最优的含油量和含油组分，这种多产

物多组分系统将会动态影响终端产物的成本。获

表表1 产油酵母胞内积累油脂的分批发酵动力学描述

Tab. 1 Fermentation kinetics of the oil accumulation process in oleaginous yeast in batch culture

方程编号

Equation No.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

方程

Equations

μ = μmaxS
KS + S (1 - γP

SYP/S )
d
dt X (t) = μX (t) - kdX (t)
d
dt P (t) = (αμ + β) X (t)

d
dt S (t) = -

μX ( )t
YX/S

- ( )αμ + β X ( )t
YP/S

X total (t) = P (t) + X (t)

θ (t) = P ( )t
P ( )t + X ( )t

Yprocess (t) = P f ( )t - P0S0 - S f ( )t
r (t) = P f ( )t - P0

t f - t0

描述

Description

细胞比生长速率

Specific growth rate

非油脂生物量积累

Oil-free cell growth

油脂积累

Lipid accumulation

底物消耗

Substrate consumption

总生物量

Total biomass

动态含油量

Oil content

动态过程得率

Process yield

总的生产强度

Overall productivity
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取实罐动态发酵数据，包括菌体浓度、含油量、

底物消耗和油脂产量，进一步可以通过最小二乘

非线性回归（least square nonlinear regression）求

得各个发酵参数，进而可以模拟不同碳源流加速

率情况下，探索最优化的发酵控制策略。在连续

培养的恒化器中，上述动力学模型可能存在解析

解，获取解析解，将会为我们优化脂类化合物生

产和控制发酵过程产生有益的指导。

5 产油酵母的高通量筛选及表型鉴定
技术

发展微生物单细胞油脂，构建高效的底盘微

生物转化平台，需要与之相匹配的油脂化合物高

通量筛选及微生物表型鉴定技术。传统的油脂分

析和微生物代谢物筛选平台，很大程度上依赖于

有机溶剂萃取（比如经典的 Folch方法），转酯化

反应，最终油脂以脂肪酸甲酯的形式存在，须经

气相色谱-质谱（GC-MS）联用，借此分析脂肪酸

的组分（碳链长度和不饱和键等位置）。此方法需

要去除水分，机械振荡破裂细胞，在碱性溶液中

利用皂化反应水解细胞内的甘油三酯，去除细胞

膜和杂蛋白等干扰，进一步以无水硫酸为催化剂，

催化游离脂肪酸与甲醇缩合，产生脂肪酸甲酯，

脂肪酸甲酯经疏水溶剂萃取后（一般用正己烷），

经过气质联用分析。此法样品回收率低，准确度

依赖于皂化反应、转酯化反应和萃取效率，反应

时间过长，不足以满足产油酵母高通量筛选的

要求。

高通量筛选及表型鉴定是构建微生物油脂平

台的核心技术。基于油脂的特异性荧光染色剂、

近红外光谱、拉曼光谱，结合流式细胞仪与微流

体技术，将会为构建高效的油脂细胞工厂提供一

把利刃。所谓“工欲善其事，必先利其器”。近年

来，一些学者开发了油脂分子探针（Bodipy，

Invitrogen公司），能够在活体细胞内特异性地与长

链油脂分子结合，受到 480 nm 激发，进而释放

510 nm波段特异性的荧光。与传统的尼罗河红染

色剂（Nile red）相比，Bodipy具有灵敏度高、样

品处理简单等优点。另外，Bodipy可用于解脂耶

氏酵母脂质体（lipid droplet 或者 lipid body）的染

色，用于细胞生物学和油脂积累的研究［83］。基于

尼罗河红和 Bodipy，近来学者开发了快速、简易

的微藻中油脂定量方法，作者总结了两种染色剂

的应用范围，特别提到了各自染色剂的准确性受

到光谱特性、荧光染色剂浓度、有机溶剂、细胞

浓度、温度以及反应时间的影响［84］。需要特别指

出的是，经过优化后的 Bodipy方法，可以准确快

速地用来筛选高产油脂的解脂耶氏酵母［85］，筛选

出的解脂耶氏酵母，产油量高达 85 g/L，细胞含油

量达到了77%，产油速率达到了0.73 g/（L·h）。

除了荧光剂以外，一些在线油脂检测手段，

比如近红外光谱（infrared spectra）和拉曼光谱

（Raman spectra），成为了研究胞内油脂积累的新型

分析工具。脂类分子中的酯键含有甲氧基和羰基，

脂分子中交替的亚甲基以及不饱和双键，以及稀

有的羟基都会产生特征性的红外光谱吸收。基于

此，可以采用傅里叶变换近红外光谱（Fourier

transform infrared spectroscopy）来检测细胞组分的

动态变化，特别是胞内油脂含量、胞内碳源与氮

源变化的比例，基于脂质/氨氮和碳源/氨氮的比

例，作者进而确定了利用红外光谱进行精确油脂

定量和微藻细胞筛选的方法［86］。为了精确确定产

油酵母胞内油脂积累的动力学，近来一些学者建

立了基于傅里叶变换近红外光谱的脂类定量模

型［87］。作者选取了 3 种产油酵母（Rhodotorula

toruloides CBS 14，Lipomyces starkeyi CBS 1807和

Yarrowia lipolytica CBS 6114），利用偏最小二乘回

归（partial least squares regression），进而确定了对

应 3种酵母的油脂含量定量模型，经过试验验证，

混合样品油脂含量与模型预测达到了高达 90.5%的

相关性，单一产油酵母模型预测的相关性高达

96%～98%，这一方法的建立，将会极大简化产油

酵母高通量筛选。

拉曼光谱主要来研究晶格中分子的振动频率

或者转动频率，其发射光源可以为可见光、近红

外光和近紫外光等。拉曼光谱，已经用来定量检

测脂质分子的脂肪酸组成，包括碳链长度以及不

饱和度等关键数据［88］，其精度也达到了传统的气

质联用方法。此外，拉曼光谱具有不破坏细胞体、

样品处理简单等优势。根据激发态拉曼散射光谱
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技术（stimulated Raman scattering microscopy），哈

佛大学谢晓亮课题组在单细胞水平对 3种产油酵母

积累油脂的过程进行了分子表征（美国能源部报

告 https：//doi.org/10.2172/1418344），结合微流体技

术，该课题组能够分离出高产油脂的酵母菌株，

进一步通过单细胞转录组分析，确定了产油基因

调控的关键位点，该研究为产油酵母的油脂积累

机理、表型及基因型高通量鉴定提供了基础。另

外，最新发展的微流体微滴技术［89］也为产油酵母

的表型快速鉴定与细胞分离提供了可能。通过光

化学和级联质谱（photochemistry and tandem MS），

最近学者也可以精确测定C==C双键的位置以及甘

油三酯 sn1、sn2和 sn3位置的脂肪酸类型［90］。

6 解脂耶氏酵母生产棕榈油脂和可可脂

的经济与技术可行性分析

以下我们将对解脂耶氏酵母生产植物油脂的

经济可行性进行分析。世界主要油料作物包括黄

豆、葵花籽、油菜、可可果和棕榈果等（表 2）。

根据主要油料作物每公顷的产出及其含油量，我

们大致可以推算出每公顷油料作物每年的产油得

率 ［t/（hm2·a）］。 依 据 单 位 面 积 的 产 油 得 率

（表 2），棕榈树拔得头筹，具有最高的产油率，

1 hm2的棕榈树每年可以产出 3.69 t棕榈油；相比而

言，1 hm2油菜和葵花每年的产油得率分别为 0.9 t

和 0.85 t；其中可可树的产油得率最低，1 hm2的可

可树每年可以产约 0.4 t可可脂。单位面积可可树

的产油脂率低，造成了可可脂的高价（6000~

8000 美元/t，干燥可可果的价格在 3000 美元/t），

相比而言，棕榈油的价格仅为 900美元/t。从这些

数据，我们大致可以看出这些油料作物的产率及

相对经济价值。更为重要的是，棕榈树和可可树

主要种植在热带雨林气候（东南亚、拉丁美洲和

非洲西部），中国的气候不适宜种植热带雨林作

物，这种结构性的短缺，也会因为地域及政治的

影响加剧此类油料作物价格的波动，因此，我们

亟需找到可替代的生物制造途径，以弥补国内原

材料供应的短缺。

假定可以用产油酵母转化淀粉质或者蔗糖类

作物生产功能性油脂，解脂耶氏酵母生产油脂的

极限得率为 0.271 g油脂/g葡萄糖，根据主要糖料

作物单位面积的产量和含糖量，我们可以大致推

算出，1 hm2糖料作物经酵母转化后的最大产油得

率（表 3）。在常用的糖料作物中，种植 1 hm2甘

蔗，其中蔗糖经解脂耶氏酵母转化后，最大产油

得率可以达到 3.07 t/（hm2·a），接近于 1 hm2棕榈树

的产油率［3.69 t/（hm2·a）］（表 2）；而种植 1 hm2

玉米，其中淀粉经解脂耶氏酵母转化后，最大

产油得率可以达到 2.15 t/（hm2·a）（表 3）；甘蔗和玉

米 作 为 原 材 料 的 产 油 得 率 远 远 大 于 红 薯

［1.36 t/（hm2·a）］。巴西的甘蔗年产量已达 6.7亿吨

（670 000 000 t，湿重），为产油酵母的工业化生产

提供了极为廉价的原料底物。考虑到生物转化和

发酵中其他成本（比如淀粉水解，原材料预处理，

氮源消耗，水电，人工以及油脂的提取分离）占

理论转化成本的 50%，利用甘蔗作为原材料的油

脂得率为 1.54 t/（hm2·a），假定碳源转化率占理论

转化率（0.271 g/g）的 75%，实际的功能性油脂的真

表表2 世界主要油料作物的单位面积产量及产油得率

Tab. 2 The unit area output and maximal oil yield from major oil crops.

油料作物

Oil crop
黄豆

Soybean
葵花籽

Sunflower seed
油菜籽

Canola
可可果

Cocoa bean
棕榈果

Oil palm

产量/[t/(hm2·a)]

Production

3.1

1.7

2.0

0.8

9.1

含油量/%

Oil content

20

50

45

50

41

最大产油得率/[t/(hm2·a)]

Maximal oil yield

0.62

0.85

0.90

0.40

3.69
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实得率为 1.16 t/（hm2·a）。考虑到终端产物的价值

链，棕榈油主要用于工业加工，其他植物油（玉米

油、花生油和菜籽油等）主要用于食品烹炸，可可

脂的主要用途是制作巧克力，以可可脂的售价为

7000美元/t计，种植 1 hm2甘蔗，所产蔗糖作为底

物经产油解脂耶氏酵母转化后的毛利润可以达到

8120美元/（hm2·a）；玉米等主要粮食作物的价格在

210 美 元/t， 种 植 1 hm2 玉 米 的 毛 利 润 在

2247 美 元/（hm2·a）， 与 1 hm2 甘 蔗 的 毛 收 益

［2100美元/（hm2·a）］相近，就价值而言，利用解脂

耶氏酵母生产可可脂，可以将原材料（甘蔗）的

经济价值提高 2.86 倍，将玉米的经济价值提高

2.6倍。目前Nielsen课题组已经在酿酒酵母中尝试

表达可可脂合成的关键化学步骤，所产的油脂成

分接近于可可脂，但产量与工业化大规模化生产

还有一定差距［91-93］。宋元达课题组利用了解脂耶氏

酵母中的 sn2特异性的脂肪酶，将羊油脂中 sn2位

置的饱和脂肪酸替换为油酸，得到了更加健康且

脂肪酸组成接近可可脂的组分［94］；另外该课题组

也优化了解脂耶氏酵母生产可可脂的发酵条件，

确定了以甘油和酒石酸氨为发酵原料，并发现升

高发酵温度有助于促进可可脂的生成［95］。

更为有利的是，相比于棕榈树，解脂耶氏酵母

所产油脂的结构和功能更加多样化，例如解脂耶氏

酵母的油脂，含有高达 55%的油酸（C18∶1），20%

左右的棕榈酸（C16∶0），13%的硬脂酸（C18∶0），7%

的棕榈油酸（C16∶1）以及 5%左右的多不饱和脂肪

酸（主要为亚麻酸C18∶3），其营养和经济价值远高

于单一的棕榈油（C16∶0）。可可脂的主要组分为：

油酸（C18∶1）和硬脂酸（C18∶0）各占 35%，棕榈酸

23%（C16∶0），其他不饱和脂肪酸（棕榈油酸和亚

麻酸）占 7%，这一组分与解脂耶氏酵母的油脂组

分较为接近。在技术角度，我们仅需将解脂耶氏酵

母中一部分单不饱和脂肪酸转变为饱和脂肪酸，比

如将 20% 的油酸（C18∶1）转化为硬脂酸（C18∶0），

并 将 5% 的 棕 榈 油 酸 （C16∶1） 转 变 为 棕 榈 酸

（C16∶0），经改造后产油酵母的油脂组分将变为 35%

的油酸（C18∶1）、33%的硬脂酸（C18∶0）、25%的棕

榈酸（C16∶0）以及 7% 左右的其他不饱和脂肪酸

（主要为棕榈油酸和亚油酸），这一脂肪酸组分与可

可脂的成分极为接近，从生物技术而言，仅需控制

单不饱和脂肪酸和饱和脂肪酸的相对比例，利用

CRISPRi 介 导 的 转 录 水 平 抑 制 （transcriptional

repression），进而减弱去饱和酶（desaturase）的活

性就可以实现这一技术指标。除了不饱和度决定熔

点以外，可可脂细腻丰富的质地和入口即化的口感

也取决于甘油三酯 sn1、sn2和 sn3的三个酯键所连

接的脂肪酸类型。脂酰辅酶 A 转移酶（图 5，

GPAT，LPAT和DAGT）依次将 3个脂酰辅酶A装

载到甘油上，因此，如果我们对脂酰辅酶A转移酶

的底物特异性和催化活性进行相应的工程改造，比

如大规模的酶学筛选，或者直接从可可果中挖掘相

应的酶，将会使得改造后的解脂酵母产出类似于可

可脂的甘油三酯。这一工程实践将能提供大约

100万吨可可脂原材料，进而填补大概 500亿美元

的巧克力市场缺口。

7 结论

利用解脂耶氏酵母生产高附加值功能性油脂

具有巨大的经济效益。植物油脂和动物脂肪大体

上有 4000亿美元的年均市场需求。植物油脂的获

取依赖于农业技术、育种、气候状况和病虫害等

表表3 以糖料作物为原料经解脂耶氏酵母转化后的产油得率

Tab. 3 The maximal oil yield from Y. lipolytica converting sugar feedstock from corn, sweet potato or sugarcane.

糖料作物

Sugar crop

玉米

Corn

红薯

Sweet potato

甘蔗

Sugarcane

产量/[t/(hm2·a)]

Production

10.7 (dry, 干重)

25 (wet, 湿重)

80.9 (wet, 湿重)

含糖量/%

Sugar content

74 (dry, 干重)

20 (wet, 湿重)

14 (wet, 湿重)

最大产油得率①/[t/(hm2·a)]

Maximal oil yield

2.15

1.36

3.07

①最大产油得率的计算，假定葡萄糖到油脂的转化系数为0.271 g油脂/g葡萄糖。
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因素，热带雨林地域的棕榈园和可可园提供了大

量的植物性油脂，广泛用于食品、饮料、医药和

化工等领域。棕榈油和可可脂也成为了东南亚、

非洲西部和近赤道南美国家的主要经济作物。近

年来，由于植物油脂市场需求的激增，造成了热

带雨林过度砍伐、植被破坏以及环境气候的变迁

和生态多样性的丧失。为了解决可持续发展的问

题，降低二氧化碳排放，保护地球环境，利用微

生物细胞工厂生产功能性油脂为解决油脂的短缺

提供了广阔的前景。

本文从植物油脂的市场需求出发，分析了目

前植物油脂的市场供应现状，探讨了构建高效产

油解脂耶氏酵母细胞工厂的主要技术瓶颈，其中

包括产油菌株的高通量筛选和表型鉴定技术、代

谢工程遗传改造策略和产油酵母的发酵动力学模

型等，并进一步探讨了以主要糖料作物为原材料，

生产功能性油脂的经济可行性和技术可行性。高

效的油脂转化率主要取决于解脂耶氏酵母内还原

性辅酶NADPH的供应、碳代谢流和酶生化反应的

细胞内分区、在磷酸激酶（snf1/MAPK）作用下的

脂肪酸代谢调控，利用分子遗传学或者合成生物

学手段，将会帮助我们进一步理解产油酵母积累

油脂的分子机制，促进我们构建高效可行的微生

物细胞油脂工厂，朝向工业应用迈出坚实的一步。

经过经济和技术可行性分析，利用蔗糖作为原材

料，可以预测，解脂耶氏酵母具有极大的潜力，

能够解决当前高附加值油脂（比如可可脂）的市

场缺口问题。

健康的功能性油脂主要是含有多不饱和

键 的 亚 麻 酸 （α-linolenic acid， C18∶3） 和 EPA

（eicosapentaenoic acid，C20∶5）等，主要有益智、

降血脂、抗血栓和抗炎等功效，是人类必需的营养

素之一，其中亚麻酸主要来源于植物提取，EPA主

要源于深海藻类或者鱼类。其生物合成涉及多步去

不饱和酶，在微生物中合成效率较低。研究发现，

一些微藻中多不饱和脂肪酸合成酶为一个复杂的聚

酮酶复合物（polyketide synthase， PKS）结构［96］，

其合成过程不同于一般的脂肪酸合成酶。在解脂耶

氏酵母中异源表达微藻类的 PKS，提高其功能活

性，利用产油酵母的产油特性，将有利于我们构建

高效合成EPA或者DHA的酵母。微藻与解脂耶氏

酵母共培养或许也能解决脂肪酸前体供应的难题，

从而提高多不饱和脂肪酸合成的效率。开发产油酵

母微生物资源，提供健康的功能性油脂，将会解决

一系列能源、健康食品和环境资源等问题，促进我

们向可持续性的低碳经济模式转变。

致谢：感谢美国得州理工大学陈超群教授（美国工

程院院士）校读对王教授回忆部分的记述；感谢
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