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摘要:多重维生素营养缺陷型光滑球拟酵母( Torulopsis glabrata)，是工业发酵生产丙酮酸最具竞争力的菌
株。由于其独特的基因组特征和优越的生产表型，通过营养、环境条件和辅因子水平能有效地调控 T．
glabrata 的生理功能，进而将代谢流最大化、快速化的导向目标产物。本文总结了 T． glabrata 在基因组测
序、生理功能解析与调控等方面所取得的研究进展，并评估了利用 T． glabrata 生产精细化学品的潜力。
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利用生物催化剂(微生物、酶)，将可再生生物
质资源大规模转化为人类所需的能源、化工、医药、
食品及农业原材料的工业生物技术，是支撑 21 世
纪社会可持续发展的战略技术。然而，如何根据微
生物的遗传特性和生理表型，正确合理的调控微生
物的生理功能，使其充分发挥最大催化效能，成为迫
切需要解决的问题。

目前，利用系统代谢工程合理的解析与调控微
生物的生理功能，有利于实现微生物催化效能的最
大化，主要体现在［1］:(1) 在生理功能解析方面:运
用系统生物学原理，将基因组、蛋白组、转录组、代谢
组、流量组和基因的调节与控制紧密结合，深入分析
微生物的生理和代谢特征，获取控制微生物关键生
理功能的基因靶点;(2) 在营养条件对生理功能调
控方面:运用生化及进化工程原理，优化微生物的营
养条件，获取微生物的最优生理表型，解析营养条件
对微生物生理功能的影响，同时也为在特异的环境

或遗传背景下，通过定向或非定向进化，获得具有新
生理表型的宿主菌奠定基础;(3) 在辅因子对生理
功能调控方面:协同运用生化工程与辅因子工程原
理，借助分子生物学的手段，改造微生物细胞内辅因
子再生途径，调节微生物细胞内辅因子的形式与浓
度，定向改变和优化微生物细胞的生理和代谢功能，
实现代谢流最大化、快速化的导向目标代谢产
物［2］;(4) 在环境条件对生理功能调控方面:综合
运用生化工程与代谢工程原理，借助基因工程的方
法，对微生物细胞中某些特定的生化反应进行修饰，
以达到定向改善细胞特性的目的;(5) 在代谢流调
控方面:运用合成生物学原理，改造或创造细胞实现
关键代谢节点碳流的合理疏导，提高目标代谢产物
的积累量。

本文综述了在运用比较基因组学等策略深入解
析光滑球拟酵母(Torulopsis glabrata)生理功能的同
时，通过改变营养条件、辅因子水平和环境条件来调
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控 T． glabrata 的生理功能，获取以丙酮酸为目标代
谢产物的研究进展，并展望了在调控 T． glabrata 代
谢流生产其它精细化学品方面的应用。

1 基于全基因组序列的 T． glabrata
生理功能解析

T． glabrata (又称 Candida glabrata)的全基因
组测序工作于 2004 年完成并在 Nature 上进行了公
布［3］:T． glabrata 全基因组序列大小为 12. 3 Mb，由
13 条 染 色 体 构 成， G + C 含 量 38. 8%
(Saccharomyces cerevisiae 为 38. 3% )，含有 5283 个
蛋白编码基因。基于全基因组序列，采用 ClustalW
和 MacVector 对 T． glabrata 与 S． cerevisiae 的 18S
rDNA 序 列 进 行 分 析，发 现 T． glabrata 与 S．
cerevisiae 在系统进化树上具有最近的亲缘关系，表
现为 2 株酵母的基因组具有高度同线性，且直系同
源蛋白的氨基酸平均相似度达 65%［4］。然而，通过
基因组解析发现 T． glabrata 缺失氮代谢途径、磷代
谢途径、HOG-MAPK 信号转导途径以及维生素 B1
(VB1)、生物素(Bio)、烟酸(NA)和吡哆醇( Pdx)合
成途径中的部分关键基因，导致部分代谢功能的丢
失［5］。

基于 T． glabrata 全基因组序列，徐楠等利用比
较基因组学策略并结合文献挖据方法，构建了 T．
glabrata 全基因组规模代谢网络模型 iNX804。如图
1 所示，T． glabrata 拥有 3 条丙酮酸合成途径:(1)
糖酵解途径 ( Embden-Meyerh of Pathway，EMP):由
40 个蛋白编码基因组成，催化葡萄糖转化为丙酮
酸; ( 2 ) 磷 酸 戊 糖 途 径 ( Hexose Monophosphate
Pathway，HMP):由 27 个蛋白编码基因组成，催化葡
萄糖-6-磷酸转化为丙酮酸;(3) 丙酮醛降解途径
(Methylglyoxal Degradation Pathway，MDP):由 15 个
蛋白编码基因组成，催化甘油酮-磷酸转化为丙酮
酸。通过基因组规模代 谢 网 络 模 型，发 现 T．
glabrata 能在胞外积累93. 4 g /L［6］丙酮酸的原因在
于:(1) 磷代谢途径中 PHO3，5，11，12 基因的缺失，
导致核黄素代谢缓慢、降低胞内 ATP 水平，从而强
化了糖酵解途径;(2) 氮代谢途径中 DAL1，2 基因
的缺失，使 T． glabrata 能有效地将尿素转化为氨基
酸进入 TCA 循环，从而促进细胞生长、提高丙酮酸
产量;(3) 维生素合成途径中关键基因 THIC、BIO2、

BNA6 和 SNO1，2，3 的缺失，导致细胞难以合成 VB1、
Bio、NA 和 Pdx，降低了丙酮酸脱氢酶系 ( PDH)、丙
酮酸脱羧酶 ( PDC)、丙酮酸羧化酶 ( PC)和转氨酶
(TA)的活性，阻止了丙酮酸的进一步分解。

随着发酵液中丙酮酸浓度的不断增加，其 pH
不断下降，为维持发酵液处于最适 pH 范围，通常需
向发酵液中流加一定浓度的 NaOH，导致发酵液渗
透压不断升高，通过氨基酸序列比对和基因功能注
释，T． glabrata 抵御渗透压胁迫的生理机制为:(1)
依赖于 ABC 转运蛋白的离子体内平衡过程［7 － 8］:质
膜上的 K + /H + -反向转运蛋白和 Na + -ATP 酶分别
将胞内 /外过量的 K + 和 Na + 转运到胞外 /内，从而
维持细胞质中离子浓度的相对稳定;(2) 积聚相溶
性溶质［9］:在高渗条件下 (2603 mOsmol / kg)，精氨
酸分解代谢相关的基因转录水平下调，而精氨酸合
成基因与氨基酸转运基因的转录水平显著上调，导
致胞内精氨酸浓度升高;(3) 依赖于 HOG-MAPK 信
号转导途径(缺失 Ssk2p)［5，10］:包括三级激酶级联
系 统 MAPKKK ( Ssk22p 和 Stel11p )-MAPKK
(Pbs2p)-MAPK(Hog1p)，通过级联机制激活 Hoglp，
最终通过转录因子参与基因转录调控。

图 1 丙酮酸的中心代谢途径
Fig． 1 The metabolic pathway for pyruvate formation (G-6-

P:Glucose-6-phosphate; T3P2:Glycerone-phosphate; GAP:

Glyceraldehyde-3-phosphate; Oxal:Oxaloacetate) ．

2 营养条件对 T． glabrata 生产表型
的调控与优化

生产表型是指在一定营养环境条件下，微生物
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细胞所表现的底物吸收与消耗、细胞生长特征、代谢
产物合成与分泌等与工业化生产相关的生理特征。
不同营养条件下 T． glabrata 生产表型总结于表 1，
由表 1 发现:(1) 满足 T． glabrata 生长所必需的营
养条件能有效弥补因功能基因缺失带来的代谢缺
陷，提高丙酮酸合成能力;(2) 优化 T． glabrata 生

长所需的环境条件有利于生长性能的改善，减少副
产物的产生，提高丙酮酸的产率; ( 3 ) 补充 T．
glabrata 中间代谢产物可有效地降低维生素缺陷对
T． glabrata 细胞生长的影响，加快葡萄糖消耗速率，
提高丙酮酸生产强度。

表 1 营养条件对 T． glabrata 生理功能的影响
Table 1 Effect of nutritional and environmental conditions on T． glabrata physiological function

Condition Optimization objective Strategy Result Reference

Carbon source
Relieving the inhibition of high glucose
concentration to growth

Glucose concentration
shifting strategy

Achieving the maximum dry cell concentration
and redirecting the carbon flux topyruvate
formation．

［11］

Nitrogen source
Eliminating the effects of vitamins in
organic nitrogen and the industrial
obstacles

EMS mutagenesis

Pyruvate concentration was increased with NH4

Cl as a sole nitrogen source in the mutant
strain，thus making it possible to investigate the
effect of each vitamin on pyruvate production in
detail．

［12］

Vitamin
Achieving a good balance between
anabolism and catabolism of pyruvate

Orthogonal
experiment method

Under the optimal concentration， a good
balance between high yield and high
productivity of pyruvate was achieved．

［13］

Dissolved oxygen
Manipulating of cofactor metabolism
generated from glycolysis

Two-stage oxygen
supply control strategy

Underthis strategy， most of the NADH was
oxidized via respiration chain，where pyruvate
yield and productivity were increased．

［14］

Temperature
Enhancing the rate of cell growth and
the production capacity of pyruvate in
the anaphase of fermentation

Temperature shifting
strategy

Thehigh specific cell growth rate and constant
production capacity of pyruvate in the anaphase
of fermentation were obtained． A high
concentration， yield and productivity of
pyruvate were achieved．

［15］

Oxaloacetate
Supplying cell growth demand under
vitamins limitation

Addition of 10 g /L
oxaloacetate

By supplement with 10 g /L of oxaloacetate，dry
cell weigth，yield and productivity of pyruvate
were increased．

［16］

Amino acid
Decreasing the concentration of
intracellular NADH and supplying cell
growth demand under VB6 limitation

Addition of 0. 8 g /L
Glu， 0. 6 g /L Tyr
and 0. 2 g /L Met

The amount of glucose used for cell growth was
reduced，but the yield of pyruvate on glucose
was increased． The decreased intracellular
NADH resulted in higher glycolic flux．

［17］

3 辅因子对 T． glabrata 生理功能的
调控

ATP、NADH、NADPH 和 CoA 等是微生物细胞
内重要的辅因子，作为底物或产物参与生化反应，通
过辅因子的再生和竞争性利用而影响代谢网络、信
号转导和物质转运，进而影响微生物细胞的生理功
能。为透彻理解辅因子对 T． glabrata 生理功能的
调控，传统的生化工程策略和诱变技术已无法满足
实验需求，也不能有效阐明由于胞内辅因子供给变
化而导致的一系列复杂的生理学现象。因此，本研

究室通过整合融合 PCR、酵母高效电转化、制霉菌
素富集和限制性培养基筛选等策略，建立了:(1) 一
种针对酵母的无抗性标记并可重复操作的大片段基
因缺失营养缺陷型菌株构建方法［18］; ( 2 ) 借助

ARG8m基因对 mtDNA 基因操作的方法，运用基因枪

转化法成功实现对 mtDNA 上基因的敲除［19］。上述

代谢工程策略的建立，为解析辅因子对生理功能的
调控机制奠定了坚实的基础。

好氧微生物以 NADH 或 FADH2为电子供体，通

过电子传递链和 F0F1 -ATP 酶而大量合成 ATP，是胞

内 ATP 的主要来源［20］ (图 2 )。然而，通过对 T．

glabrata 的代谢通量分析表明:合成的 ATP 仅有 45
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－ 50%用于合成代谢和维持代谢，其余 ATP 被无效
循环所消耗［21］。因此，降低 T． glabrata 胞内 ATP
水平的策略，主要有改变氧化还原电位［22］、添加电
子受体［23 － 24］、阻断或减弱电子传递链、降低 F0F1 -
ATP 酶活性。微生物细胞内电子传递链由 NADH-
泛醌还原酶、琥珀酸-泛醌还原酶、泛醌-细胞色素 C
还原酶和细胞色素 C 氧化酶组成，电子通过电子传
递链而产生质子势，在 F0F1 -ATP 酶作用下合成
ATP。因此，针对电子传递链而降低 ATP 水平的策
略，包括:添加电子传递链抑制剂(如鱼藤酮、寡霉
素 A 等)［25］;缺失细胞色素 aa3和 b［25］;降低 F0F1 -

ATP 合成酶活性［25］;敲除 ATP6、ATP8 和 ATP9 基因
获得 F0F1 -ATP 合成酶缺失突变株

［19］;过量表达
F0F1 -ATP 合成酶抑制子 INH1［26］。

图 2 真核微生物中 ATP 的合成途径
Fig． 2 The ATP synthesis in eukaryotic cell．

由于 T． glabrata 细胞中 NAD + /H 不能自由穿
过线粒体膜，因此，不同亚细胞结构中产生的 NADH

必须在相应的部位完成氧化还原，而且 NADH 氧化
还原反应发生的部位显著影响生理功能:胞质中
NADH 氧化会导致糖酵解支路代谢增强，导致碳代
谢流的扩散;线粒体中氧化磷酸化途径氧化 NADH

会产生大量 ATP，别构抑制糖酵解关键酶，降低糖酵
解速率。因此，提高丙酮酸生产效率的最佳状态是
NADH 充分氧化为 NAD +的同时减少 ATP 产生和碳
分流。为此，采用的生化工程策略包括:(1) 提高
NAD +含量［24］:添加 8 mg /L NA; ( 2 ) 强化胞质中
NADH 氧化［24］:提高乙醇脱氢酶活性，添加4 mg /L

乙醛。改变 NADH 氧化途径的辅因子工程策略(图
3)包括:(1)引入胞质 NAD + /H 再生系统:过量表

达形成水的 NADH 氧化酶编码基因 nox ［27］;(2)引

入线粒体 NAD + /H 再生系统:过量表达选择性氧化

图 3 NAD + /H 再生系统示意图

Fig． 3 Schematic of the NAD + /H regeneration systems in T．

glabrata． ( A) H2 O-forming NADH oxidase，( B ) Alternative

oxidase．

酶编码基因 AOX1［28］。

4 环境条件对 T． glabrata 生理功能
的调控

T． glabrata 发酵液中渗透压因丙酮酸积累和
NaOH 流加而从发酵初始时的860 mOsmol / kg上升
到2603 mOsmol / kg，导致细胞发生明显收缩，生长受
到抑制甚至死亡，丙酮酸的合成能力降低［29］。研究
表明，当发酵液中丙酮酸浓度大于45 g /L时，丙酮酸
合成能力受到显著抑制，并成为限制细胞生理功能
的关键性因素［30］。因此，为了提高 T． glabrata 对高
渗透压的耐受性，采用策略包括:(1) 提高胞内相溶
性溶质的水平;(2) 选育耐受高渗胁迫的突变菌株;
(3) 提高胞内合成水的含量。

转 录 组 学 研 究 表 明，在 高 渗 环 境 下
(2603 mOsmol / kg)，脯氨酸特异性透性酶编码基因
Put1 转录水平显著上调［31］;精氨酸合成途径中的
N-乙酰谷氨酸合成酶和 N-乙酰谷氨酸激酶编码基
因 Arg2 和 Arg5 转录水平显著上调［9］。因此，通过
改变相溶性溶质的水平，提高 T． glabrata 对高渗环
境耐受能力的策略，主要有:(1) 外源添加相溶性溶
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质［9，29］:添加1. 0 g /L的脯氨酸或0. 5 g /L的精氨酸;
(2) 提高细胞合成精氨酸的能力［9］:过量表达 Arg2
和 Arg5 基因。为选育耐受高渗胁迫的突变菌株，采
用 pH 控制的连续培养装置［6］或采用 UV-DES 复合
诱变与后期连续驯化相结合的策略［32］，均获得耐受
70 g /L NaCl 的 T． glabrata 突变株。研究表明，在高
渗条件下，细胞经历一个胞内水快速外流，同时细胞
收缩休克的过程［33］，因此，在 T． glabrata 胞质中过
量表达 nox 基因，能够将胞质中的 NADH 直接氧化
成 NAD +，并把 O2还原成 H2 O，提高胞内水的合成

速度，增强细胞抵御高渗透压的能力［34］。

5 展望:合成其它精细化学品

目前，工业发酵法生产丙酮酸的首选菌株 T．
glabrata，能够在胞外积累93. 4 g /L丙酮酸［6，35］。如
何将碳代谢流从丙酮酸节点高效地导向其它精细化
学品，是工业微生物研究者最为关心的问题。借助
代谢工程与生化工程策略，对 T． glabrata 的 α-酮戊
二酸(α-ketoglutarate，α-KG)代谢途径(如图 4-A)进
行:(1)修饰:提高 PC 激活剂 Ca2 +水平［36］;(2) 改
造:过量表达 PDC1 基因，添加 α-KG 脱氢酶抑制
剂［37］;(3)优化:调节 α-KG 代谢关键酶的辅因子水
平，有效地将丙酮酸节点的碳流导向 α-KG，最终使
α-KG 产量达43. 7 g /L［38］。

图 4 α-酮戊二酸(A)和富马酸(B)的积累途径
Fig． 4 The pathways for α-ketoglutrarate ( A) and fumarate ( B)

production in T． glabrata． PYR: Pyruvate; AcCoA: Acetyl-CoA;

OAA: Oxaloacetate; CIT: Citrate; ICI: Isocitrate; AKG: α-

ketoglutrarate; SUCC: Succinyl-CoA; SUC: Succinate; TBA:

Fumarate; MAL:Malate．

系统代谢工程是以全基因组规模代谢网络模型
和高通量组学分析技术为基础，通过全局性分析微
生物代谢与调控网络，定向遗传改造靶基因，获得目

标代谢产物积累多、副产物少、细胞生长影响小的工
程菌［1］。以 T． glabrata 全基因组规模代谢网络模
型 iNX804 为基础，精确模拟重构代谢途径，如富马
酸(Trans-Butenedioic Acid，TBA)氧化途径(如图 4-
B-I)和还原途径 (如图 4-B-II)，对细胞生理代谢功
能的影响;结合高通量组学分析技术，深入分析代谢
途径积累目标代谢产物(如:TBA)的限制性靶点，并
进一步的定向改造和优化，实现目标代谢产物(如:
TBA)的高效积累。随着现代工业生物技术的深入
发展，系统代谢工程将成为克服现代工业技术瓶颈、
构建具有工业化潜力工程菌的必要手段。
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Physiological function in Torulopsis glabrata—A review

Xiulai Chen1，2，Shubo Li1，2，Liming Liu1，2，3*

1 State Key Laboratory of Food Science and Technology，2 Key Laboratory of Industrial Biotechnology，3 The Key Laboratory
of Carbohydrate Chemistry and Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China

Abstract:A multi-vitamin auxotrophic yeast of Torulopsis glabrata was the most competitive strain for industrial production
of pyruvate． Given its genomic characterizations and physiological functions，it was an efficient way to redirect carbon flux
to the target metabolites through manipulating nutritional and environmental conditions，intracellular cofactor form and
level． In this review，we summarized the progress on the elucidation and manipulation of physiological function of T．
glabrata． Furthermore，we also evaluated the potential of T． glabrata as cell factory for production of fine chemicals．
Keywords: Torulopsis glabrata， genome information， physiological function， elucidation and manipulation， system
metabolic engineering
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