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非常规酵母底盘细胞的设计构建与功能重塑
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摘要：非常规酵母底物利用范围广、环境耐受能力强，可弥补常规酿酒酵母在工业生物制造中的不足，是极具潜

力的真核生物底盘细胞。本文首先综述非常规酵母的天然优势与多元化工业应用，进而系统梳理构建非常规酵母

底盘细胞的三大核心技术：遗传调控元件的开发与表征、CRISPR基因编辑工具的设计与优化、基于代谢通路重

构的细胞工厂设计，完整覆盖从分子元件挖掘、遗传操作工具开发到代谢网络重编程的技术链条。针对当前非常

规酵母研究中宿主特异性强、通用工具匮乏、代谢认知模糊及产业转化迟滞等关键瓶颈，本文提出“实验室适应

性进化-多组学深度解析-人工智能驱动设计”深度融合的研究思路，旨在加速其智能化创制与工程化改造。最

后，本文展望未来四大重点方向：新型种质资源的系统挖掘、通用型分子工具箱的开发、数据驱动的智能设计体

系构建，以及从实验室到产业化的转化路径探索，强调通过多学科交叉融合，推动非常规酵母底盘细胞从基础研

究迈向规模化生物制造应用。
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Abstract: Non-conventional yeasts are promising eukaryotic chassis for sustainable biomanufacturing because they 

combine the genetic accessibility of yeast with broad substrate utilization, strong stress tolerance, efficient protein 

secretion and species-specific metabolic capabilities. Compared with Saccharomyces cerevisiae, they can use methanol, 

organic acids, pentoses, glycerol and other low-cost or non-food feedstocks, while supporting production of microbial 
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oils, recombinant proteins, organic acids, biosurfactants, single-cell protein and other value-added products. This 

review summarizes the natural chassis advantages and industrial applications of non-conventional yeasts and considers 

current progress through three interconnected engineering pillars: discovery and characterization of genetic regulatory 

elements, development of host-adapted CRISPR genome-editing systems, and reconstruction of metabolic pathways 

and cell factories. Promoters, terminators, untranslated regulatory regions, autonomous replication sequences and 

centromeres provide the basis for tunable expression and stable vector maintenance, whereas species-specific control of 

guide-RNA expression, Cas protein activity and DNA repair must be considered when designing precise, multiplex 

genome-editing platforms. Metabolic engineering is expanding from individual pathway installation to coordinated 

regulation of precursor supply, cofactor and energy balance, organelle compartmentalization, product transport and 

cellular stress. Linking host physiology with carbon-flow redistribution, redox control and product toxicity is 

particularly important because these interactions determine whether laboratory improvements can withstand industrial 

fermentation. Integrated genomics, transcriptomics, proteomics, metabolomics, epigenomics and single-cell 

measurements can connect genotype, regulation, metabolic flux and phenotype, while genome-scale metabolic models 

can guide the selection of essential genes, competing branches and rate-limiting nodes. Adaptive laboratory evolution 

complements rational design by enriching phenotypes that are difficult to specify in advance; combined with 

resequencing and multi-omics analysis, it can reveal the genetic basis of stress tolerance and metabolic adaptation. 

Artificial intelligence may support regulatory-element design, protein engineering, target prioritization and automated 

design-build-test-learn cycles, although its performance remains limited by uneven datasets and strong host specificity. 
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The field must therefore address shortages of portable genetic toolkits, incomplete metabolic knowledge, limited 

industrial robustness and scale-up barriers. These constraints are especially important across phylogenetically diverse 

hosts and industrial process conditions. Future progress will depend on systematic exploration of yeast biodiversity, 

standardized molecular toolboxes, validated computational workflows and closer integration of strain engineering with 

fermentation and downstream processing. Together, these advances show how interdisciplinary integration can move 

non-conventional yeast beyond host-specific trial and error toward predictive, modular chassis engineering, 

accelerating its transition from fundamental research to large-scale biomanufacturing.

Keywords: non-conventional yeasts; chassis cell construction; metabolic engineering; biomanufacturing

1 引 言

随着能源危机、粮食短缺、环境污染及气候

变化等全球性难题日益严峻，构建绿色高效、可

持续的新型生物制造体系，成为工业生物技术领

域亟待突破的关键方向［1， 2］。相较于传统化学合成

工艺，微生物生物合成技术具备反应条件温和、

三废排放少、生态环境负荷低、原料来源广泛且

可再生等优势，是实现高附加值精细化学品、生

物燃料、功能食品及生物医药原料绿色生产的核

心技术路径［3， 4］。酵母作为典型的工业微生物，兼

具真核生物完善的蛋白质翻译后修饰系统、较强

的环境适应能力，以及利用多种廉价废弃生物质

原料的潜力，在全球生物制造产业中发挥着不可

替代的作用［5， 6］。

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）凭借完

善的基因组注释信息、清晰的遗传调控背景以及

成熟的分子操作体系，成为合成生物学与代谢工

程研究中应用最广泛的真核微生物底盘细胞［7， 8］。

但经过数十年的代谢工程改造与工业化应用，其

自身生理特性的固有问题日益凸显：对木糖、甲

醇等非常规碳源利用效率低下，对高浓度目标产

物、有毒代谢中间产物耐受能力较差，同时在部

分高附加值天然产物的定向合成过程中，产物得

率、生产强度与最终产能难以满足工业化生产要

求，极大制约了生物制造的核心理念“降本增

效”［9， 10］。长期聚焦于单一酵母底盘细胞，埋没了

大量具备特殊生理代谢功能的微生物多样性资源，

进一步压缩了生物制造技术原始创新与工艺多元

化开发的空间，制约了生物制造产业的差异化

发展。

相较于传统酿酒酵母，非常规酵母除拥有更

为广泛的底物利用谱外，还可高效利用甲醇、甲

酸、乙酸、甘油、游离脂肪酸、木质纤维素水解

液中的戊糖（木糖、阿拉伯糖）以及各类工业废

弃副产物，其在胞内脂质代谢、异源蛋白表达分

泌、高温和极端 pH耐受及特异性复杂天然产物合

成等方面具备独一无二的代谢优势，是下一代高

性能工业微生物底盘细胞的理想候选菌株［11， 12］。

但目前非常规酵母的工业化应用潜力仍未被充分

挖掘，核心制约因素在于遗传操作体系尚不完善，

转化效率偏低、基因编辑技术有限、内源调控元

件匮乏等共性问题，制约了非常规酵母从系统化

工程改造到产业化应用的全链条推进进程［13］。

近年来，合成生物学、数字化量化与表征、

多组学测序与系统生物学技术的快速迭代与系统

赋能，极大推动了非常规酵母遗传操作工具库的

拓展与升级，在调控元件挖掘、代谢通路重构、

菌株鲁棒性提升等方面均取得了突破性进展，为

非常规酵母走向产业化应用奠定了坚实的理论与

技术基础。基于此，本文系统综述了非常规酵母

底盘细胞的天然代谢优势，梳理遗传操作元件开

发、基因编辑工具优化、代谢通路重构等底盘细

胞构建核心技术，围绕酵母底盘细胞的设计-构建-

测试-学习（DBTL）工程循环，系统总结了多组学

数据驱动的代谢网络解析、适应性进化及人工智

能指导的工具开发与靶点预测等前沿技术在酵母

底盘细胞理性设计中的应用场景，分析现有技术

瓶颈并预判未来发展趋势，以“数据-模型-实验”

深度耦合的发展范式，为非常规酵母底盘细胞的
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精准设计与产业化落地提供全面的理论参考。

2 非常规酵母作为工业底盘细胞的天然

优势与应用场景

相较于遗传背景清晰但生理功能存在固有局

限的常规酿酒酵母，非常规酵母因其天然具有的

胁迫耐受性与代谢特异性，在复杂工业发酵环境

中具备独特竞争优势，基于 Web of science 与

Pubmed数据库统计酵母底盘细胞在工业及农业方

面的文章数量，结果显示酿酒酵母仍占主要份额，

非常规酵母正发展成为微生物底盘细胞的重要来

源（图 1）。基于工业生物制造原料经济性、过程

低碳化及菌株鲁棒性的实际需求，非常规酵母具

备三大不可替代的天然底盘细胞优势：底物利用

谱广谱多元、极端环境胁迫耐受能力突出、菌株

特异性代谢通路丰富，可全方位弥补常规酿酒酵

母在实际工业化发酵中的应用短板［14， 15］。依托上

述天然的生理与代谢优势，通过简单的代谢工程

改造，各类非常规酵母已在一碳生物炼制、低碳

食品原料合成、大宗化学品与高附加值化学品生

产、重组蛋白表达等多个生物制造场景实现工业

化生产，产业化价值持续提升。

不同非常规酵母菌株依托自身天然优势形成

细分领域专用底盘细胞，且均已开展针对性工程

化改造与产业化应用探索，基于不同的工业应用

功能维度（产物积累、原料转化、工业转化）可

分为油脂合成型酵母、甲基营养型酵母及极端耐

受型酵母三大类（图 2）。不同酵母在功能应用中

并非单一维度，同一菌株可能同时具备多种代谢

优势与生理特征。

2.1 油脂合成型酵母

第一类为油脂合成型非常规酵母，因其天然

具备极高的脂质积累能力，能将碳源高效转化为

胞内脂质（图 2A）。油脂合成型酵母可在适宜碳源

与氮源限制条件下将较多碳流导向脂质，而酿酒

酵母在高糖条件下更易发生乙醇溢流。酿酒酵母

是典型的Crabtree阳性酵母，在高浓度葡萄糖存在

的情况下，即使在有氧环境中，也优先进行发酵

产乙醇而非有氧呼吸。碳代谢通路在丙酮酸分流

的关键节点受丙酮酸脱羧酶（PDC）和醇脱氢酶

（ADH）的影响，生成乙醇而非脂质。油脂合成型

酵 母 （ 如 Yarrowia lipolytica、 Rhodosporidium 

图图1　常规酵母与非常规酵母底盘细胞的研究统计。

Fig. 1　Research statistics on conventional and non-conventional yeast chassis cells.
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toruloides）等作为Crabtree阴性酵母，更偏向于有

氧呼吸，碳代谢流可通过三羧酸循环（TCA）和

脂肪酸合成途径在氮源限制的条件下将碳源高效

导入脂质合成［16-19］。

除碳流分配外，乙酰辅酶 A 供应机制也是影

响脂质合成的关键因素之一。作为脂肪酸合成的

直接前体胞质乙酰辅酶A，酿酒酵母的获取方式为

丙酮酸脱羧生成乙醛，再经乙酸途径转化生成，

与乙醇发酵密切耦合。然而油脂合成型酵母获取

乙酰辅酶的核心路径是ATP-柠檬酸裂解酶（ACL）

依赖途径，线粒体柠檬酸转运至胞质后，由高活

性的ACL 裂解生成乙酰辅酶A，效率更高［20-24］。

上述关键因素的差异最终体现在脂质积累能

力。野生型酿酒酵母的脂质含量较低，但油脂合

图2　油脂合成型酵母、甲基营养型酵母及极端耐受型酵母的优势及应用。

Fig. 2　Advantages and applications of oleaginous, methylotrophic, and extremotolerant yeasts.
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成型酵母例如 Yarrowia lipolytica 野生型也能积累

约 30-50%［25， 26］。总的来说，酿酒酵母的代谢优势

是发酵产醇，油脂合成型酵母的优势是储备脂质。

依托解脂耶氏酵母成熟的遗传操作体系，研究人

员通过重构淀粉生物合成途径与糖异生代谢通路，

实现以二氧化碳电解产物乙酸盐为底物合成淀粉

微晶粒，工程菌株淀粉含量可达 47.18%DCW，人

工设计了以CO₂为底物间接转化合成食品原料的低

碳生物制造新路径，拓展了油脂酵母的全新应用

场景［27］。红酵母在胞内油脂积累过程中，往往同

步合成类胡萝卜素等天然色素，这一特征使其并

非单一的产油细胞，而是兼具油脂与色素多元合

成能力的多功能底盘细胞，在功能性油脂和天然

产物生物制造领域展现出广阔的应用前景［28］。厚

皮毛孢子菌作为另一种极具潜力的产油酵母，兼

具生长迅速与底物谱广泛的双重优势，可有效利

用工业副产物进行规模化发酵，是微生物油脂生

产的理想工业底盘细胞［29， 30］。

图3 非常规酵母在利用廉价可再生原料及非粮底物方面的优势及应用。

Fig.3 Advantages and application of non-conventional yeasts in utilizing low-cost renewable feedstocks and 

non-food one-carbon substrates.
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2.2 甲基营养型酵母

第二类为甲基营养型酵母，立足非常规酵母天

然的甲醇同化路径，可为一碳生物炼制构建从碳源

高效转化到目标产物合成的技术链条（图 2B）。甲

基营养型酵母能以甲醇作为唯一碳源进行生长代

谢，其第一步是将甲醇由高活性的醇氧化酶

（AOX）氧化生成甲醛，但酿酒酵母不能天然利用

甲醇，虽然其基因组中可能含有编码具有微弱甲

醇氧化能力的酶，但不足以支持生长。研究者通

过工程模块回路（EMC）策略构建了合成甲基型

酿酒酵母，并通过 ALE进一步提高了其甲醇利用

能力［31］，但仍存在一定局限。甲醇代谢的另一关

键瓶颈在于甲醛积累对细胞生长具有毒性，过氧

化物酶体是甲醇解毒的核心枢纽，通过细胞器区

室化工程，将甲醛引导至两条路径：同化和异化。

同化途径是指二羟丙酮合成酶将甲醛与木酮糖单

磷酸（XuMP）循环结合转化为细胞可用的物质

（二羟丙酮，DHA和 3-磷酸甘油醛，GAP）。异化

途径是当甲醛积累过量时，它与谷胱甘肽（GSH）

自发结合，形成 S-羟甲基谷胱甘肽。随后，被胞

质中的甲醛脱氢酶（FLD）等酶系氧化生成 CO₂，

从而降低甲醛积累所造成的生长抑制。甲基营养

型酵母的核心优势在于甲醇同化途径全部定位在

核心细胞器过氧化物酶体中，当菌株以甲醇为碳

源进行生长时，过氧化物酶体快速增殖，多个关

键酶通过过氧化物酶体靶向信号精准定位发挥解

毒功能，而酿酒酵母的过氧化物酶体不具备这套

核心途径，且相关酶系分布在细胞质或缺失［32-34］。

甲基营养型酵母的典型代表包括巴斯德毕赤

酵 母 （Komagataella phaffii） 与 多 形 汉 逊 酵 母

（Ogataea polymorpha）。巴斯德毕赤酵母凭借其外

源蛋白表达与分泌能力，是目前真核生物中商业

化应用较为广泛的重组蛋白表达底盘细胞之一，

该菌株可以甲醇作为唯一碳源实现目标蛋白或化

合物的生物合成［35］。研究者通过全局代谢网络重

编程强化甲醇同化代谢通量、降低甲醛积累，有

效提升了胞内还原力水平，使脂肪酸产量高达

23.4 g/L，通过巧妙的代谢通路快速切换，将脂肪

酸生产菌株改造为脂肪醇合成菌株，为甲醇低碳

生物制造提供了经济可持续的方案［36］。多形汉逊

酵母同样具备天然的甲醇同化能力，针对甲醇同

化过程中 NADH/NADPH 代谢通量失衡的瓶颈问

题，研究者通过改造关键酶辅因子偏好性，将乳

酸脱氢酶由NADH依赖型改造为NADPH依赖型，

缓解了胞内氧化还原水平的失衡，成功打通了从

甲醇到 L-乳酸的高效合成路径，为可降解塑料单

体的绿色生物制造提供了优质底盘细胞［37］。

2.3 环境耐受型酵母

第三类为环境耐受型酵母，在菌株耐受方面，

多数非常规酵母天然具有耐高温、酸碱、高渗透

压及有机溶剂等极端环境的能力，可适配大多数

工业发酵工艺，减少温控、酸碱调控等配套设备

的过程能耗与工艺成本［38］，与酿酒酵母相比，因

其天然具备对多种工业胁迫的先天耐受性，无需

或仅需少量遗传改造即可在恶劣条件下正常生长

和发酵而广泛应用于特定化合物的生物合成。其

中，库德里阿兹威毕赤酵母（Pichia kudriavzevii）

耐酸性极强，可在低 pH 环境下维持稳定代谢活

性，无需频繁调控发酵体系 pH，现已应用于衣康

酸等有机酸工业化生产［39］；马克斯克鲁维酵母

（Kluyveromyces marxianus）耐热性能优异，可在

近 50℃高温条件下生长，能够降低工业发酵冷却

能耗，适配高温绿色发酵工艺［40， 41］（图2C）。

除上述专属领域底盘细胞，马克斯克鲁维酵母、

乳酸克鲁维酵母与树干毕赤酵母（Scheffersomyces 

stipitis）［42-45］等非常规酵母在高效利用木糖、乳糖

等廉价可再生原料方面也具有极强的优势，能够

有效降低发酵原料成本，缓解生物制造对粮食原

料的依赖，助力化工副产物资源化利用与双碳目

标的实施（图 3A）。芽生丝孢酵母（Starmerella 

bombicola）可天然高产槐糖脂生物表面活性剂，

无需复杂通路改造即可实现绿色生物表面活性剂

高效合成［46］。产朊假丝酵母可利用于非粮原料

（如甲酸、木糖、甘油及乙醇）进行 SCP 生产，其

中以乙醇为底物在 5 L 发酵罐中蛋白含量可高达

68.60%（图3B）［47］。

综上，非常规酵母凭借其天然优势，已覆盖

多种应用场景，相比常规酿酒酵母更贴合工业实

际发酵需求。但天然野生型非常规酵母仍存在内
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源代谢调控网络解析不完整、遗传操作工具箱不

完善、目标产物合成通量不足等固有缺陷，难以

直接满足工业化生产高产、高效、高鲁棒性的严

苛标准。因此，需要依托合成生物学与代谢工程

技术，开展遗传表达元件优化、精准基因编辑技

术开发、全局代谢通路重构等改造工作，进一步

开发非常规酵母底盘细胞的应用潜力。

3 非常规酵母底盘细胞的设计构建与优
化策略

非常规酵母天然具备优异的工业发酵适配性，

但野生型菌株存在遗传背景不明、游离质粒稳定

性差、外源基因表达调控体系不完善等问题，直

接影响了工程化改造的效率。为此，核心遗传表

达元件的挖掘、高效基因编辑工具的开发是提升

代谢工程改造效率、实现模块化组装与动态调控

的核心基础［13， 48］。

3.1 遗传调控元件的系统挖掘与工程化改造

（1）启动子

启动子是调控基因转录起始、决定基因表达

强度与时序的核心顺式作用元件，精准匹配不同

表达强度需求的启动子文库，是实现底盘细胞代

谢通路精细调控的核心前提。现阶段非常规酵母

启动子开发主要依托三大技术方向：内源天然型

启动子的筛选表征、人工杂合型启动子的理性设

计、信号响应型启动子的智能构建。

在内源启动子筛选与应用方面，研究者基于

解脂耶氏酵母内源碳氮代谢通路相关基因进行系

统筛选，共表征 81个内源启动子，成功挖掘到与

甘露醇脱氢酶相关的启动子 PMnDH2，将其应用在调

控红景天苷关键酶合成基因的表达水平，可实现

红景天苷的高效合成［49］。天然启动子表达强度较

为单一，作为调控元件其响应特性（严谨性、灵

敏度和响应阈值）不足，人工杂合启动子具有更

强的表达强度和更丰富的调控模式，通过碱基突

变 、 转 录 因 子 结 合 位 点 （Transcription Factor 

Binding Site，TFBS）的理性设计、人工智能辅助

设计改造酵母天然启动子或合成新的杂合启动子

可高效调控特定的基因表达水平，调控代谢效率，

是合成生物学中必不可少的基因元件。

基于最小组成型启动子，通过组合不同拷贝

数上游激活序列（Upstream Activating Sequence，

UAS）与保守核心启动子区域，可梯度调控目标

基因的转录水平，该策略已成功应用于蜡酯、异

戊醇等产物的高效生物合成［28， 50-51］。研究者通过

融合表达外源DNA结合结构域与转录激活结构域

在巴斯德毕赤酵母（Komagataella phaffii）中设计

与表征了杂合启动子文库，表达强度范围为 16%~

520% ［52］。组合密码子偏好性优化Kozak序列［53］、

替换启动子 PADH2上游激活调控区［54］等手段，进一

步提升了重组蛋白与复杂次级代谢产物的合成效

率。为解决巴斯德毕赤酵母甲醇诱导发酵过程中

的易燃易爆问题，科研人员基于组成型 PGAP1启动

子构建随机突变杂合启动子文库，无需甲醇诱导

即可实现高强度基因表达，高效合成单萜类化合

物蒎烯，实现无需添加甲醇的安全发酵工艺［55］。

但组成型杂合强启动子表达多个基因时，会引入

代谢负担，出现生长速度变慢、影响发酵效率的

现象，信号响应型启动子可根据环境信号自动调

节基因的表达水平，利于在不增加细胞代谢负担

的情况下调节多个关键基因的表达，构建一个反

馈调节系统，实现底盘细胞工厂的动态调控。因

此，信号响应型启动子的挖掘与设计在细胞工厂

的设计与构建中具有很高的应用前景。信号响应

型启动子除化学物质、温度、pH等环境响应型启

动子外，还包括依托小分子化合物（如木糖、葡

萄糖、脂肪酸等）构建的代谢物响应型启动子。

环境响应型启动子可通过智能响应环境变化实时

监测单个细胞内的不同参数，监控工业生产过程

中底盘细胞的生理反应。例如，研究人员在树干

毕赤酵母（Scheffersomyces stipitis）中利用响应氧

限制的PsADH2启动子用于异源表达木聚糖酶 ［56］。

代谢物响应型启动子可通过动态调控解耦细胞生

长与生产或偶联生长与生产，减轻异源合成途径

引入产生的代谢负担，以及代谢物积累带来的胁

迫压力和细胞毒性，是合成生物学通过基因线路

设计对生长代谢及途径模块动态调控的有效手段

和核心元件。研究者通过理性设计，将细菌转录

调控因子 FadR 结合位点整合至核心启动子序列
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中，构建脂肪酸动态响应型杂合启动子，通过智

能响应胞内脂酰辅酶 A 浓度自主调控转录强度，

平衡菌体生长与产物合成之间的代谢通量，提高

了ω-羟基棕榈酸的产量［15］。除此之外，研究者通

过挖掘与表征马克斯克鲁维酵母的天然内源启动

子［57］，构建标准化启动子工具箱［58］，设计碳源响

应型杂合启动子PpIN450
［59］扩展了非常规酵母的基础

元件库，为非常规酵母的启动子挖掘提供了思路

与方向。

（2）终止子

终止子是基因转录末端的关键调控元件，其

功能不仅限于终止 mRNA 的转录过程，还可通过

影响 mRNA 的胞内稳定性与转录本丰度，进而调

控相应编码蛋白的表达水平，是构成完整基因表

达单元不可或缺的核心组分［60-61］。不同终止子可改

变 mRNA 丰度及蛋白表达，其效应不等同于转录

终止效率对 mRNA 半衰期的直接决定。研究者通

过实验证据表明巴斯德毕赤酵母的蛋白表达水平

由 mRNA 丰度决定，且利用计算机模拟得到蛋白

表达水平反映mRNA 3′-UTR二级结构稳定性的预

测结果［60］。与启动子研究取得的系统性进展相比，

非常规酵母终止子的发掘与表征尚处于起步阶段，

规模化功能筛选与元件性能评估工作严重滞后［62］。

当前工程实践中可用的终止子仍高度依赖于菌株

内源序列及酿酒酵母的异源通用元件，种类单一

且功能可调性有限。

在巴斯德毕赤酵母中，除工业发酵最常用的

内源终止子 TAOX1外，酿酒酵母来源的 TCYC1 也具备

良好的转录终止适配性。后续研究在此基础上，

补充筛选TTDH3、TRPS2、TRPP1B等 8个性能稳定的内源

终止子，进一步丰富了该菌株的终止子元件库［63］。

解脂耶氏酵母除通用异源终止子TScCYC1外，其多种

内源终止子如TXPR2与TLIP2也具备良好的适配性［62］，

该菌株的多个天然终止子具备梯度表达调控潜力，

可为后续关键基因的精细表达提供调控元件［64-65］。

乳酸克鲁维酵母的常用终止子为内源终止子TLAC4及

酿酒酵母来源的TGPD1、TADH1、TADH2
［66］。多形汉逊酵

母的主流终止子为TMOX、TAMO及异源TScADH1
［67］。

（3）复制子

除启动子、终止子等转录调控元件外，游离

表达质粒的复制稳定性与细胞分裂过程中的精准

分配能力，同样限制了非常规酵母外源基因的长

效稳定表达。酿酒酵母来源质粒在部分非常规酵

母中难以稳定，主要受复制与分离元件的宿主兼

容性限制。ARS是真核生物基因组自主复制的核

心功能序列，可招募复制复合体，保障质粒在细胞

分裂周期内完成自主DNA复制。在酿酒酵母中，大

小约200bp且含有11 bp的保守的复制起始核心基序

5′-（A/T）AAA（C/T）ATAAA（A/T）-3 ′ 。然而非常规

酵母的 ARS序列往往更长，且不存在跨物种的保

守核心基序。CEN序列为细胞分裂过程纺锤体特

异性结合位点，能够在有丝分裂与减数分裂过程

中牵引质粒与染色体均等分配至子代细胞，避免

质粒丢失。非常规酵母的CEN序列结构具有宿主

差异，不能由近缘物种中的位置保守性推断其跨

宿主功能兼容性，具体功能仍须在目标宿主进行

实验验证。ARS负责载体自主复制，CEN负责载

体稳定分离，二者协同作用，可构建低拷贝、高

稳定性酵母游离载体，有效解决高拷贝质粒代谢

负担大、无 CEN/ARS 载体传代丢失率高的工程

痛点［68-70］。

目前非常规酵母ARS与CEN序列的主流鉴定

方法分为基因组文库筛选法、高通量测序结合蛋

白富集分析法两大类。基因组文库筛选为经典通

用手段：将酵母全基因组片段化后连接至无复制

能力的空载质粒，转化宿主菌株后通过抗性筛选

存活转化子，反向定位具备自主复制功能的 ARS

片段，该方法操作简便、适用于绝大多数未注释

基因组的非常规酵母［11］。而 CEN 序列多采用

CUT&RUN 染色质蛋白富集测序技术，靶向富集

着丝粒结合蛋白对应的DNA片段，精准定位基因

组中高 AT 含量、长反向重复结构的着丝粒区域，

分辨率远高于传统文库筛选法［71］。在元件工程改

造与应用层面，已有大量成熟研究支撑载体优化。

研究者在巴斯德毕赤酵母中通过基因组测序注释，

定位4条染色体全长CEN序列，截短得到111 bp最

小功能核心CEN片段，搭配同源ARS序列构建新

型游离质粒，质粒连续传代 50 代后丢失率低于

3%，稳定性远优于传统游离载体［72-73］。针对解脂

耶氏酵母，研究证实必须同时导入同源 ARS 与

CEN序列才能构建稳定复制质粒，单独导入 ARS

仅能实现短暂复制，无法完成细胞分裂均等分配，
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通过优化ARS核心保守序列和CEN序列后，载体

复制效率显著提升［74-75］。此外，红酵母通过

CUT&RUN 技术首次精准鉴定全长着丝粒序列，

基于该天然CEN序列搭建稳定穿梭载体，有效推

动该油脂酵母多基因通路稳定整合表达［71］。综上，

ARS与CEN功能元件的挖掘与人工截短优化，是

完善非常规酵母载体工具箱、实现外源代谢通路

无压力长效表达的关键补充，也是后续底盘细胞

标准化构建不可或缺的核心环节。

目前，非常规酵母底盘细胞的合成生物学改

造仍受限于核心遗传元件的储备不足与功能缺陷，

具体表现为：启动子元件库及天然转录终止子数

量有限，缺乏梯度化的表达强度，异源元件在不

同菌株中的适配性差异显著，标准化、功能可预

测的人工元件体系尚未建立。同时，适用于多种

非常规酵母的自主复制序列（ARS）与着丝粒序列

（CEN）挖掘不足，导致游离型载体的复制稳定性

及外源基因长效表达难以保障。针对上述瓶颈，

后续研究应着力于以下方向：一是面向多类非常

规酵母系统开展标准化元件的规模化发掘，系统

评估基因元件的跨菌株适配性，通过理性设计与

定向改造构建表达强度梯度可控的基因元件库。

二是持续挖掘并优化同源及异源 ARS、CEN 核心

功能元件，建立兼具自主复制能力与稳定遗传分

配性能的标准化载体表达体系。通过上述策略的

系统推进，旨在全方位补齐非常规酵母在精细表

达调控与稳定载体构建方面的遗传元件短板，为

高效底盘细胞的开发奠定元件基础。

3.2 高效基因编辑工具的开发与适配

非常规酵母具备得天独厚的工业发酵生理优

势，但相较于遗传操作体系高度成熟、编辑范式

标准化的常规酿酒酵母，其底盘细胞精准改造进

程依旧滞后，核心瓶颈在于缺乏宿主适配性、高

效率的基因组编辑工具与配套分子操作体系，极

大地制约了复杂代谢通路的理性重构与菌株性能

迭代升级［48］。精准高效的基因组编辑技术是重塑

胞内代谢网络、打通目标产物合成通路、实现目

标化合物高效生产的核心技术支撑［13］。真核微生

物基因组编辑依赖DNA双链断裂（DSB）触发内

源修复通路完成基因修饰，主要包括非同源末端

连接（NHEJ）与同源重组（HR）两种核心修复途

径［76］。酿酒酵母内源HR修复通路活性极强，仅需

短片段同源臂即可实现高效、精准的定点基因整

合，而绝大多数非常规酵母内源修复通路存在明

显偏好性，细胞受损 DNA 主要依托 NHEJ通路完

成易错修复，同源重组修复效率极低，叠加适配

载体匮乏、特异性表达元件缺失等短板，从而降

低了精准定点编辑的效率，制约了非常规酵母底

盘细胞的设计与改造［13，77， 78］。

CRISPR-Cas基因编辑系统凭借操作简便、编

辑效率高、可编程性强等优势，有力推动了非常

规酵母基因编辑平台（表 1）的搭建与迭代，但不

同酵母菌株的遗传背景差异极大，CRISPR编辑体

系通常需要重新验证与适配，须结合宿主自身转

录调控系统（驱动 gRNA转录和Cas蛋白表达的功

能元件存在物种特异性）及DNA修复特征（调控

HR/NHEJ 通路关键蛋白的表达水平与活性不同，

不等同于HR核心蛋白在各物种中普遍缺失）进行

模块化定向设计［76-78］。针对树干毕赤酵母、巴斯德

毕赤酵母、马克斯克鲁维酵母、解脂耶氏酵母等

代表性非常规酵母，通过敲除或抑制 KU70、

KU80、NEJ1、DNL4等NHEJ通路关键功能基因，

抑制非同源末端修复途径，联合CRISPR-Cas靶向

产生的DNA双链断裂，显著增强了同源重组介导

的精准编辑效率［79-82］。对于多形汉逊酵母、嗜热甲

醇酵母等甲基营养型酵母，编辑瓶颈集中于

sgRNA 转录表达不足与载体系统兼容性差，通过

构建 tRNA-gRNA融合表达模块、开发基因组整合

型 sgRNA平台及优化游离型载体，有效提升编辑

系统的稳定性与表达效率［83-86］。此外，针对乳酸克

鲁维酵母与解脂耶氏酵母，通过Cas9密码子优化、

筛选适配性RNA聚合酶 III型启动子，已实现多基

因敲除、定点整合及基因组安全位点批量筛选的

标准化编辑流程［87-88］。

与酿酒酵母相比，非常规酵母的编辑方法仍

存在编辑效率较低，跨物种特异性难的问题，当

前的研究主要围绕修复通路、表达元件、Cas蛋白

变体、生物信息学辅助设计四大方向开展系列优

化。在修复通路重塑层面，通过敲除 KU70/KU80

等 NHEJ 核心基因或过表达 Rad51/Rad52 等 HR 关

键因子，双向调控以提升精准整合效率［79， 99］。在

转录元件适配层面，引入人工杂合启动子或T7噬

010



第 7 卷 www.synbioj.com

菌体转录系统与核酸酶，突破宿主内源Pol III启动

子资源匮乏对 sgRNA表达的限制，提升引导RNA

转录丰度［87， 100］。在核酸酶工程改造层面，开发

xCas9、KKH-SaCas9等广谱 PAM 识别变体，突破

传统Cas9蛋白 PAM序列限制，极大拓展基因组可

编辑位点覆盖范围［101-103］。在编辑特异性优化层

面，依托 CHOPCHOP、Cas-OFFinder 等专用生信

工具完成 sgRNA理性设计与脱靶风险评估，从源

头降低非特异性编辑概率，提升基因组编辑精准

度与成功率［3， 104］。gRNA 的设计与活性预测是目

前较为成熟的核心领域，不同预测工具存在各自

优势与特点（表 2）［105］，分别面向候选靶点选择、

活性预测或潜在脱靶搜索，其输出不能互相替代。

其中 CHOPCHOP适用于候选 sgRNA设计与排序，

Cas-OFFinder 适用于按 PAM 与错配条件枚举潜在

脱靶位点，不直接预测切割活性［106-107］。以解脂耶

氏酵母为例，DeepGuide 利用 SpCas9/LbCas12a 全

基因组筛选数据训练活性预测模型，体现了宿主

相关实验数据对评分适配的重要性［108］。

整体而言，非常规酵母高效精准编辑体系的

发展，需多技术协同赋能，后续仍需持续迭代优

化，进一步适配工业化底盘细胞的高通量、自动

化编辑需求。

3.3 代谢通路的模块化组装与代谢调控

工业微生物底盘细胞的理性创制并非单一基

因或局部通路的简单修饰，而是针对胞内物质代

谢网络、基因转录调控网络以及产物跨膜分泌网

络的全局性、系统性重塑［110］。针对非常规酵母固

有代谢瓶颈，代谢通路重构策略主要涵盖六大核

心方向：1、外源基因表达元件的适配优化，确保

异源酶在底盘细胞中的高效可溶表达与功能验证；

2、异源合成通路的模块化组装，通过多基因协同

调控与代谢节点重构实现合成路径的有序贯通；

3、关键前体代谢通量的定向强化，提升目标产物

合成所需底物的供给能力；4、胞内辅因子与能量

代谢的平衡，保障还原力与 ATP 的充足供给与动

态分配；5、竞争或旁路代谢通量的削弱或阻断，

降低副产物生成及碳源分流，提高目标途径的底

表表1　　非常规酵母的遗传编辑方法

Table1　　Genetic editing methods for non-conventional yeasts

物种

Yarrowia lipolytica

Rhodotorula toruloides

Cutaneotrichosporon oleaginosus

Komagataella phaffii

Ogataea polymorpha

Pichia kudriavzevii

（原文 Issatchenkia orientalis）

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis

Scheffersomyces stipitis

Candida glycerinogenes

CRISPR系统

CRISPR/Cas

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR-Cas12a/Cpf1

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas12a

SlugCas9-HF

CRISPR/Cas9

CRISPR/dCas9

CRISPR/Cas9

表达盒或质粒信息

PTEFin-HH-gRNA-HDV

PTEF-Cas9

PSNR52-sgRNA

PGAPDH-Cas9-TNOS

-

PGAP-Cas9

PGAP-HH-sgRNA-HDV

POpGAP-Cas9

tRNAAGA

POpTDH3-Cas9

POpSNR6-TrnaCUG-sgRNA

PTEF1-Cas9

PRPR1-tRNALeu

PKmPDC1-Cas12a

PKmSNR52- crRNA

PTEF-SlugCas9

PKmRPR1-SagRNA

PScTDH3-HH-sgRNA-HDV

PAaTEF-Cas9

PSNR52-sgRNA

PGAP-CgCas9

PGAP-HH-sgRNA-HDV
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物利用效率；6、菌株产物耐受性与外排分泌功能

的工程化改造，通过转运蛋白的筛选与改造，强

化产物的胞外积累能力并减轻胞内产物抑制效应。

通过多维度代谢网络改造，打破天然代谢瓶颈，

重塑全局碳流分布，最终实现目标产物合成通量、

得率与生产强度的同步提升。

辅因子与能量代谢网络重构是解除氧化还原

失衡、提升还原性生物基产物合成效能的核心手

段，亦是当前非常规酵母代谢工程的核心策略之

一。对于游离脂肪酸、有机酸、高级醇等高度依

赖还原力供给的还原性目标产物，胞内 NADH、

NADPH等还原力的总供给水平、时空分布特征以

及与关键合成酶的辅因子适配度，直接决定胞内

全局代谢流分配比例，也是限制目标产物最大化

积累的核心限速节点。在多形汉逊酵母（Ogataea 

polymorpha）中，研究人员通过强化磷酸戊糖途径

通量以提升胞内NADPH内源再生能力，有效解除

游离脂肪酸生物合成过程中的还原力供给瓶颈，

显著增强了游离脂肪酸的合成通量与产量［111］。除

动态调控胞内还原力水平外，关键限速酶辅因子

偏好性的定向分子改造，能够从酶分子层面实现

合成通路与还原力供给的精准匹配，是辅因子工

程的精细化改造策略 ［37］。辅因子工程改造存在底

物依赖性与亚细胞区室化，缺乏通用的改造方案，

单纯提升辅因子总量不考虑平衡往往无法实现产

物增产［112-114］。例如，在巴斯德毕赤酵母中，将

NADH 激酶 Pos5 靶向不同位置（细胞质和线粒

体），胞质定位可提高分泌型抗体片段的比生产

率，而线粒体定位未有明显差异［115］。通过细胞器

工程将巴斯德毕赤酵母脂肪醇生物合成途径定位

于过氧化物酶体，相比全局辅因子调控策略，可

更高效推动脂肪醇的定向合成［116］。

综上所述，非常规酵母底盘细胞的理性改造

已从局部通路的简单干预，演进为对物质代谢、

转录调控及产物分泌网络的全局性系统重塑。围

绕代谢瓶颈，通路重构与辅因子工程等策略协同

推进，逐步打破了宿主固有的氧化还原限制与碳

流分配壁垒。然而，鉴于酵母菌株遗传背景的多

样性与代谢机制的复杂性，通用型改造方案难以

直接复用。未来研究应立足菌株个性特征，深度

融合多组学解析、基因组尺度模型预测与人工智

能辅助设计，构建“全局调控+局部精准干预”相

结合的工程策略，推动非常规酵母底盘细胞向高

效、鲁棒、可编程的方向持续演进，为绿色生物

制造提供坚实的平台技术支撑。

4 多组学与系统生物学在底盘细胞开发
中的应用

多组学整合分析是系统解析底盘细胞代谢网

络的核心手段。该策略依托高通量测序与质谱技

术，系统获取基因组、转录组、蛋白组、代谢组

与表观组等多维数据，从而实现对细胞动态响应

过程的系统解析。通过数据归一化、多维统计与

相关性分析等生物信息学手段，深度挖掘不同分

子层级间的协同调控关系及差异响应模式，全面

阐明异源途径引入或环境扰动下底盘细胞的代谢

表表2　　不同工具的对比分析

Table 2　　Comparative analysis of different tools

工具类型

CHOPCHOP

Cas-OFFinder

DeepGuide

CRISPOR

Benchling

Synthego/IDT

优缺点

用于候选 sgRNA靶点设计，支持多种CRISPR任务；宿主基因组与评分模型的适用性需核对，不能据此给出跨宿主统一准

确度等级[106]。

在给定基因组或序列中按PAM与错配条件搜索潜在脱靶位点；用于序列层面筛查，不直接输出切割活性或实际脱靶发生

率[107]。

以解脂耶氏酵母 SpCas9/LbCas12a筛选数据训练的活性预测模型；原文有实验验证，迁移至其他宿主仍需重训练与验

证[108]。

结合多种活性与潜在脱靶评分进行 sgRNA排序，并提供克隆、验证相关引物设计；评分适用性仍取决于训练数据及宿主

条件[109]。

可提供优质的脱靶分析与序列整合功能，其中靶标活性预测仍基于通用模型实现，已集成至综合性分子生物学平台。

专注于 gRNA合成的商业工具，其评分模型为专有技术，且针对其自有产品进行了优化，未经实证验证的物种可能缺乏精

确性。
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重塑与调控机制，为微生物细胞工厂的理性设计

与定向优化提供了坚实的理论支撑。

4.1 基于多组学数据驱动的靶点挖掘与理性设计

非常规酵母底盘细胞的精准理性设计，受制

于菌株遗传背景注释不完善、胞内代谢调控网络

解析不透彻等固有难题，单纯依赖试错式代谢工

程改造难以突破菌株性能上限。依托基因组、转

录组、蛋白质组、代谢组、表观组及单细胞测序

在内的多组学联合分析技术，能够全局解析非常

规酵母的分子调控网络，挖掘未知功能基因与代

谢限速靶点。在传统表型特征的基础上，同时整

合“时间维度（同一细胞/菌株在不同时间点的表

型变化）”与“空间维度（在空间上的分布，如

不同细胞器）”和“多种组学数据”，可进一步揭

示基因型、转录表达、蛋白功能、代谢通量、表

观遗传调控及菌株表型的内在关联，为非常规酵

母底盘细胞从局部单点改造走向全局系统重塑提

供底层数据支撑。

4.2 基于基因组规模代谢网络模型 （GEMs） 的功

能预测与代谢优化

基因组尺度代谢网络模型（GEMs）作为系统

生物学核心计算工具，整合基因组注释信息、基

因—蛋白—反应关联、胞内物质计量平衡关系以

及亚细胞区室化代谢特征，能够构建微生物基因

型与宏观表型之间的量化桥梁，实现给定约束下

的稳态代谢通量预测、必需基因筛选与潜在工程

靶点智能挖掘，是非常规酵母底盘细胞理性设计

不可或缺的计算平台［117］。依托通量平衡分析

（FBA）及各类衍生优化算法，GEMs可在给定碳

源与氧摄取约束下模拟菌株生长代谢规律、副产

物分流机制、基因敲除或过表达后的代谢流重分

配趋势，从理论层面预判改造效果，大幅降低实

验试错成本，为底盘细胞宿主筛选、代谢通路定

向优化提供量化理论指导［118］。酶约束、动态过程

及 pH 响应分析需进一步引入相应参数或扩展模

型，不能由常规FBA直接获得。

目前工业应用的经典非常规酵母已建立多种

基因组尺度代谢模型，但其覆盖度与验证程度仍有

差异，涵盖解脂耶氏酵母、巴斯德毕赤酵母、马克

斯克鲁维酵母、树干毕赤酵母、红酵母等经典工业

菌株，逐步形成适配不同工业应用场景的代谢网络

模型（表 3）［119-151］。研究人员在解脂耶氏酵母脂质

合成体系改造中，依托代谢网络模型预测脂质合成

关键限速节点与竞争支路，通过 eMOMA分析预测

并敲除YALI0F30745g，工程菌株脂质产量相较于

野生型菌株提升了45%，为模型指导下细胞工厂的

高效构建提供了参考基础［130］。

总体来说，多组学数据耦合代谢网络模型的

系统改造策略已应用于多株非常规酵母［136，152］，可

推动非常规酵母底盘细胞改造从传统经验驱动的

盲目试错模式，转向数据驱动、计算预判、精准

靶向的系统理性设计新模式，助力下一代酵母底

盘细胞的智能化开发。多组学高通量解析技术与

基因组尺度代谢网络模型的深度耦合，如能充分

考虑复杂细胞代谢的调控网络，有望精炼通量预

测，提高靶点选择的准确性。

5 适应性实验室进化与人工智能在底盘
细胞开发中的应用

在底盘细胞开发过程中，适应性实验室进化

（Adaptive Laboratory Evolution，ALE）与人工智

能（Artificial Intelligence，AI）正成为突破细胞性

能瓶颈的双引擎。ALE通过对底盘细胞施加定向

选择压力，可快速筛选出耐受性强、底物利用效

率高的优良表型，但其遗传基础与调控机制往往

难以直接解析。AI通过对ALE过程产生的多组学

数据进行深度学习与建模，辅助识别突变—表型

关联并提出候选改造靶点，其预测能力取决于数

据规模、质量及宿主适配性，仍需实验验证。两

者融合形成“实验进化-数据驱动-模型预测-设计

指导”的闭环策略，弥补了传统理性设计靶点有

限、非理性筛选效率低下的缺陷，为构建高效鲁

棒性工业底盘细胞提供了系统化的解决方案。

5.1 ALE 介导的底盘细胞表型驯化与多突变协同机

制解析

受制于非常规酵母部分调控通路未知、复杂
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胁迫响应网络难以人工精准解析等问题，理性代

谢工程改造往往无法解决产物毒性胁迫、极端发

酵环境耐受、内源代谢紊乱等复杂工程难题。适

应性实验室进化（ALE）作为逆向工程改造手段，

无需预先明确菌株遗传调控机制，通过持续梯度

胁迫培养促进有利变异及优势突变株富集，是提

升非常规酵母工业胁迫耐受性、修复代谢网络缺

陷、挖掘未知优良突变靶点的高效手段，现已广

泛应用于非常规酵母底盘细胞耐受性强化与代谢

性能升级研究［153-154］。现阶段ALE技术主要应用于

缓解高浓度目标产物带来的胞内毒性压力，提升

菌株产物耐受能力与发酵产量。还可复现工业发

酵过程的高温、高渗、酸、碱胁迫等恶劣工况，

提升底盘细胞工业发酵的鲁棒性。针对丁二酸合

成解脂耶氏酵母工程菌株，还原性三羧酸循环重

构会引发胞内还原力失衡、全局代谢网络紊乱，

进而抑制菌体生长与产物合成。通过连续多轮适

应性实验室进化，进化菌株的生长得到恢复，后

表表3　　非常规酵母的代谢网络模型及其应用场景

Table 3　　Genome-scale metabolic models of non-conventional yeasts and their application scenarios

物种/菌株

Yarrowia lipolytica

Komagataella phaffii

Pichia kudriavzevii

（原文 Issatchenkia 

orientalis SD108)

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis

Ogataea polymorpha

Scheffersomyces stipitis

Rhodotorula toruloides

Cutaneotrichosporon 

oleaginosus

Lachancea kluyveri

Lipomyces starkeyi(NRRL 

Y-11557)

模型

eciYali5-GEM

iYli21

ecPichia

iMT1026

iMT1026v3

iAUKM

iLD1283

iIsor850

iSM996

iOD907

iUL909

hanpo-GEM

iBB814

iDH814

Rhto-GEM

iRhto1108

ecRhtoGEM

Rt_IFO0880

iNP636

iPN730

iLst996

应用场景与证据范围

结合生长阶段蛋白质组约束，预测脂质/类胡萝卜素改造靶点；新靶点仍待

验证。

整合碳源转录组；比较底物利用及不同底物的产物理论得率，辅助碳源选择。

通过酶约束预测基因靶点；改善糖酵解和TCA循环通量促进红没药烯合成。

整合糖基化、脂质及能量代谢；以碳源、供氧和重组蛋白生产数据验证。

整合甘油和甲醇作为唯一碳源生长的新型特定生物量方程，扩展底物预测

范围。

预测 SAM 增产靶点；IPP 过表达在葡萄糖/甘油条件下分别提高 SAM 积累

16%/14%。

耦合转录组优化甲醇诱导下柠檬酸钠补料；5 L补料发酵SAM达10.87 g/L。

结合宿主生物量及能量维持数据；预测丁二酸生长耦联敲除策略，部分靶点

验证。

模拟多碳源生长，结合 30/45°C 转录组分析温度相关代谢，辅助耐热底盘

设计。

以碳源表型、连续培养及敲除数据验证；用于培养基设计和工程靶点分析。

验证底物利用；预测甲醇/葡萄糖条件下乳酸、丁二酸增产反应，待工程验证。

仅用于演示使用 raven 进行 GEM 重构的流程，尚未针对生物模拟进行验证

与优化。

分析木糖利用、辅因子循环及厌氧生长需求；提供木质纤维素转化设计线索。

分析NADPH/NADH平衡变化与木糖醇副产物形成。

验证葡萄糖/木糖/甘油生长；预测亚麻酸、三酰甘油及类胡萝卜素工程靶点。

验证碳源阿拉伯糖和纤维生素及氮源脯氨酸的生长；容纳高分辨率脂质组学

数据，预测三酰甘油生成。

整合蛋白质组、脂质组及酶约束；分析葡萄糖/木糖/乙酸条件下脂质合成与

NADPH分配。

整合功能注释和多组学数据（包括转录组学、蛋白质组学、代谢组学和 RB-

TDNA测序）；用于脂质积累和木质纤维素碳源利用。

对不同碳源的实验数据进行定性预测；建议ATP-柠檬酸裂解酶作为改善脂

质生成的关键靶点

结合动态 FBA分析供氧/碳源对乙酸乙酯及乙醇形成的影响，并解析尿嘧啶

利用。

碳源生长表型验证，预测脂质理论得率；为油脂生产及底物选择提供模型

依据。
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续结合线粒体通路重构与氧化还原平衡优化提高

丁二酸产量，为代谢通路重构后菌株代谢缺陷修

复提供了简便可行的解决方案［153］。与此同时，将

高通量基因组重测序、转录组差异等组学技术与

ALE耦合联用，有望筛选与适应性表型相关的候

选突变及调控通路，仍需通过等位基因重构等实

验验证因果关系，从分子层面解析菌株耐受机制

与代谢适应性进化机理，实现表型进化与基因型

解析的双向闭环［154］。

5.2 AI 驱动的代谢通量深度学习预测与组学联合迭

代优化

合成生物学高通量实验平台持续迭代，相关

元件序列、酶学参数、发酵表型及组学数据持续

积累，但非常规酵母的数据规模、质量与宿主覆

盖度仍不均衡。人工智能（AI）凭借强大的数据

拟合、特征提取与预测生成能力，成为破解非常

规酵母遗传背景复杂、分子工具匮乏、改造试错

成本高等痛点的新一代核心技术。相较于酿酒酵

母成熟的标准化改造体系，非常规酵母存在元件

通用性差、代谢调控网络复杂、改造靶点不明确

等问题，传统依赖科研人员经验的迭代试错实验

周期长、改造成本高、优化上限有限。人工智能

算法可整合生物元件序列特征、蛋白质空间结构、

多组学表达数据、发酵表型参数等多维数据，辅

助表达元件和蛋白设计，并为代谢工程提出候选

方案，其应用范围应依据具体宿主的数据与实验

验证［155-156］。

人工智能对非常规酵母底盘细胞的赋能覆盖

“生物元件、功能蛋白、代谢通路”三层级，实现

从微观分子到宏观细胞工厂的全链条智能化优化。

在基因表达调控元件层面，AI可精准识别启动子、

终止子、UTR区等关键功能保守基序，预测元件

表达强度与动态响应规律，定向设计梯度化、可

诱导、可编程的人工调控元件文库。在功能蛋白

改造层面，依托深度学习蛋白结构预测模型与蛋

白计算设计模型，提出关键酶候选改造位点，辅

助实验验证热稳定性、底物谱及催化活性等关键

指标，以干湿结合的改造模式评估其在工业高温、

高有机溶剂等发酵环境中的适应性［155］。在代谢网

络层面，AI可辅助筛选碳代谢流瓶颈、竞争支路、

辅因子失衡位点及基因必需性关键核心靶点，提

出仍需宿主实验验证的单个靶点优化或多基因协

同改造候选方案［157］。此外，人工智能与合成生物

学标准的「设计-构建-测试-学习（DBTL）」闭环

研发体系、自动化生物铸造平台深度融合，能够

自动完成实验数据采集、结果分析、下一轮改造

方案迭代，彻底颠覆传统线性人工试错研发模式，

有效缩短酵母底盘细胞开发周期、降低实验耗材

成本、提升改造实验可重复性与稳定性［158］。

整体而言，人工智能在非常规酵母底盘细胞

开发中的应用正逐步升级，应用场景从早期单一

的启动子、终止子等基础生物元件筛选与优化，

延伸至表达系统模块化组装、全长代谢通路协同

重构、底盘细胞全局性能优化等多层级场景。未

来人工智能设计将与高通量筛选平台结合挖掘极

端环境优势特色底盘细胞，通过多组学分析技术

与基因组代谢网络模型等大模型深度融合，构建

全流程数据驱动的智能酵母底盘细胞研发体系，

筛选超高性能的细胞工厂，全面推动非常规酵母

细胞工厂朝着自动化、精准化、智能化的方向发

展（图4）［156］。

6 挑战与未来展望

得益于合成生物学工具迭代与多维度前沿技

术赋能，非常规酵母底盘细胞改造已逐步摆脱传

统经验试错模式，向着系统理性设计与智能化改

造方向迈进，在低碳生物制造领域展现出巨大应

用潜力［16］。但受制于菌株固有物种异质性、底层

技术短板及产业化壁垒，该领域发展仍存在诸多

关键瓶颈，结合全文研究进展，对现存挑战与未

来发展方向总结如下。

现阶段非常规酵母底盘细胞研发与应用主要

存在四点核心局限：第一，菌株宿主特异性极强，

缺乏跨菌株通用的标准化遗传元件与编辑工具，

遗传操作通用性差、改造成本偏高；第二，多数

菌株代谢调控网络解析不够全面，高精度动态代

谢模型匮乏，制约了计算机辅助理性设计的精度；

第三，实验室优化菌株工业发酵鲁棒性不足，发

酵工艺放大及下游产物分离纯化难度大，成果转

化受阻；第四，国内自主酵母种质资源挖掘不足，
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外加海外专利壁垒与菌种审批限制，进一步延缓

了产业化落地进程。

针对上述瓶颈，未来非常规酵母底盘细胞研

究可聚焦四大方向推进突破：一是挖掘多样生态

位与工业场景中的酵母资源，搭建自主菌种与元

件资源库，摆脱外部技术与种质依赖；二是开发

通用型遗传操作工具箱，推动表达元件、编辑体

系标准化，降低菌株改造门槛；三是推动多组学

技术与人工智能深度融合，构建真菌专属智能设

计平台，逐步提高底盘细胞设计的预测能力与实

验验证效率；四是强化产学研协同合作，立足工

业真实发酵场景优化菌株性能与配套工艺，打通

实验室到工业化的转化通路。

常规酿酒酵母与非常规酵母具备差异化的底

盘细胞优势，酿酒酵母工具体系成熟，适合基础

机制研究，非常规酵母天然适配严苛的工业发酵

场景，二者可形成互补研发体系。未来通过融合

两类酵母研发经验，补齐非常规酵母底层工具短

板、完善代谢网络理论体系、打通工程化转化壁

垒，能够进一步构建兼具高编辑效率、高发酵鲁

棒性、高产物合成能力的新一代酵母底盘细胞。

综上，非常规酵母底盘细胞开发是合成生物学、

代谢工程与工业生物技术交叉领域的核心研究方

向，其技术突破将助力绿色生物制造替代传统化

工生产，助力双碳目标的实现，在未来全球生物

经济发展进程中具备不可替代的战略价值。
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