
 王政 等 | 酵母中性位点的挖掘及应用研究进展 
Chinese Journal of Biotechnology   May 25, 2025, 41(5): 1780-1788 
CSTR: 32114.14.j.cjb.240895 http://journals.im.ac.cn/cjbcn 
DOI: 10.13345/j.cjb.240895 ©2025 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家重点研发计划(2021YFC2103200)；天津市合成生物技术创新能力提升行动项目(TSBICIP-KJGG-013, 
TSBICIP-KJGG-009, TSBICIP-KJGG-027) 
This work was supported by the National Key Research and Development Program of China (2021YFC2103200) and the 
Tianjin Synthetic Biotechnology Innovation Capacity Improvement Project (TSBICIP-KJGG-013, TSBICIP-KJGG-009, 
TSBICIP-KJGG-027). 
*Corresponding authors. E-mail: ZHENG Yingying, zheng_yy@tib.cas.cn; LI Jinshan, li_js@tib.cas.cn 
Received: 2024-11-13; Accepted: 2025-02-24; Published online: 2025-02-24 

1780 生 物 工 程 学 报  

                                                               

酵母中性位点的挖掘及应用研究进展 

王政 1,2，王健 1，张璇 2，李金山 2*，郑迎迎 2* 

1 吉林大学 生物与农业工程学院，吉林 长春 130022 
2 中国科学院天津工业生物技术研究所，天津 300308 
 

王政, 王健, 张璇, 李金山, 郑迎迎. 酵母中性位点的挖掘及应用研究进展[J]. 生物工程学报, 2025, 41(5): 1780-1788. 
WANG Zheng, WANG Jian, ZHANG Xuan, LI Jinshan, ZHENG Yingying. Research progress in the mining and application of 
neutral sites in yeast[J]. Chinese Journal of Biotechnology, 2025, 41(5): 1780-1788. 

 
摘  要：酵母是代谢工程中生产蛋白质、化学品和植物天然产物的重要宿主，挖掘多样化的酵母

中性位点对复杂产物的高效细胞工厂的构建和优化具有重要的意义。本文归纳总结了酵母染色体上

中性位点的筛选标准、表征手段、强度影响因素，介绍了其在合成生物学和生物制造领域中的应用，

并对未来的研究方向进行了展望，为利用中性位点进行酵母细胞工厂的构建优化提供了理论支撑。 
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Abstract: Yeast is a valuable host organism for protein, chemical, and plant natural product 
production in metabolic engineering. The development of neutral sites in yeast holds great 
significance for the construction and optimization of efficient cell factories. This review 
summarizes the screening standards, characterization methods, influencing factors, and 
applications of neutral sites in synthetic biology. Additionally, it discusses the future research 
directions, providing theoretical support and practical guidance for the construction and 
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optimization of yeast cell factories utilizing neutral sites. 
Keywords: neutral site; fluorescent protein; yeast; cell factory 

 
酵母因其强大的分泌能力、完善的翻译后

修饰和细胞器系统、简易的遗传操作和廉价培

养体系以及公认的食品安全性能等优点，常被

应用于异源蛋白的生产过程[1-3]。异源蛋白基因

在酵母中的表达有 2 种方式：基因组整合表达

和游离质粒表达。基因组整合表达的方式因其

菌种稳定传代和蛋白稳定表达的优势而在工业

生产中备受青睐[4]。异源基因在酵母基因组中

的整合可采取非同源重组和同源重组这 2 种方

式。在非同源重组过程中，外源基因通常以任

意拷贝数随机整合至基因组的任意位置，可能

带来遗传信息不清晰、染色体不稳定的问题，

进而影响菌株生长和表达稳定性；同源重组则

可将外源基因整合至基因组特定位点，有效避

免对基因组产生的未知扰动，是细胞工厂构建

中常用的整合方式。基因组中同源重组位点的

选择对基因表达水平和菌株的生长通常具有较

大的影响，常用的重组位点通常位于缺陷型基

因的原位或附近，可供选择的位点有限，限制

了微生物代谢工程的发展。因此，挖掘更多具

有不同转录水平的基因组整合位点具有重要的

意义。 

1  中性位点 
1.1  中性位点的定义 

中性位点指在基因组中可以插入外源基因

而不会影响宿主细胞适应性或生长性能的一段

DNA 序列。中性位点通常位于基因组的非编码

区，不直接参与重要生理过程中的基因表达和

调控[5-6]。 
1.2  中性位点的筛选和鉴定表征 

中性位点的获取通常分为 3 个步骤：候选

中性位点的筛选、报告基因的插入、中性位点

的鉴定和性质表征。 
首先进行候选中性位点的筛选，通常在基

因组中的基因间隔区上进行。根据两侧翼基因 

的转录方向，基因间隔区分为 3 种类型：HH 
(head-to-head，包含 2 个启动子)、HT 或 TH 
(head-to-tail 或 tail-to-head，包含 1 个启动子和

1 个终止子)、TT (tail-to-tail，包含 2 个终止子) 
(图 1)。侧翼基因的启动子或终止子序列是侧翼

基因表达的重要元件，为避免干扰，筛选候选

中性位点时需确保基因间隔区的长度大于两元

件长度之和。根据酵母中启动子和终止子的一

般长度，上述 3 类间隔区长度需至少分别大于

1 200、1 000、800 bp 才可被选作候选中性位  
点 [7-8]。为方便操作，亦可统一选取长度大于   
1 500 bp 的间隔区域作为候选中性位点。本课

题组依此标准在乳酸克鲁维酵母中选择间隔长

度大于 1 500 bp 的间隔区域作为候选中性位

点，筛选出 232 个候选中性位点进行后续鉴定

表征。Yu 等[8]在多形汉逊酵母中，筛选长度超

过 1 500 bp 的 HT、TH 和 HH 型或超过 1 200 bp
的 TT 型的共 36 个基因间隔区作为候选中性位

点进行鉴定表征。Ruan 等[9]在巴斯德毕赤酵母

中，选择间隔区长度超过 2 100 bp 的 HH 型、

超过 1 850 bp 的 HT 和 TH 型或超过 1 600 bp
的 TT 型区间共 102 个作为候选中性位点。Kong
等[10]在酿酒酵母中，筛选长度超过 1 200 bp 的

基因间隔区作为候选中性位点，同时还指出，

着丝粒和端粒的染色体结构通常不稳定，候选

中性位点的筛选应避开这 2 处结构。 
在基于染色体位置和基因间隔区长度的 2 个

原则初步确定候选位点后，需利用 CRISPR- 
Cas9 等基因组编辑手段，在候选位点处重组整

合报告基因。易于进行异源基因整合等遗传操

作是中性位点必要的序列特征，异源基因插入

效率应不显著低于传统缺陷型基因整合位点。

许俊浩[11]测试 27 个候选位点，其中整合效率

大于 90%的有 19 个，后续选择这 19 个位点为

候选中性位点。对于酿酒酵母等传统酵母，同

源重组效率高，报告基因易于整合；对于乳 
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图 1  乳酸克鲁维酵母中候选中性位点的筛选标准及筛选方法   P：启动子；t：终止子。 
Figure 1  Screening criteria for candidate neutral sites in Kluyveromyces lactis. P: Promoter; t: Terminator. 
 
酸克鲁维酵母等同源重组效率低的非传统酵母

菌株[12]，可通过构建 ΔKu70 或 ΔKu80 缺陷型菌

株，或过表达 ScRAD52 或 ScRAD51，增强菌株

的同源重组能力，提升候选中性位点的编辑效

率[13-14]。另外，针对同源重组效率较低的酵母

宿主，采用非同源末端连接介导的基因整合策

略，利用荧光报告基因，可同步实现报告基因

的整合与中性位点的筛选表征。Liu 等[15]通过

非同源重组的方式在解脂耶氏酵母基因组中随

机整合 eGFP 基因表达盒以构建荧光表达文库，

随后利用流式细胞仪分选获得高荧光表达菌

株，经测序获得 eGFP 插入位置即为候选中性

位点。 
最后，对插入报告基因的重组菌株进行培

养以鉴定和表征中性位点。重点考察以下 2 个

特征：(1) 插入外源基因后对细胞适应性和生长

影响最小，菌株生长曲线与野生型菌株没有显

著区别。Kong 等[10]在表征过程中发现插入异源

基因影响菌株生长，推测是外源基因破坏了必

需基因的调节序列。(2) 在中性位点处表达的报

告基因需具有一定的遗传稳定性和表达稳定

性，一般用报告基因的稳定表达水平表征中性

位点的强度[16]。Gao 等[17]将筛选到的候选中性

位点插入红色荧光蛋白，在非选择性培养基中

连续转移 30 代后，所有菌落均呈现红色荧光，

证明了中性位点的遗传稳定性。Liu 等[6]在酿酒

酵母中筛选到的 2 个中性位点 Int4 和 Int17 处插

入 URA3，利用 5-氟乳清酸(5-fluoroorotic acid, 
5-FOA)的致死性考察 URA3 基因在中性位点处

的稳定性，5 次转接后 URA3 仍稳定存在，证实

了中性位点基因的遗传稳定性。 
综上所述，可以利用基因间序列的长度及

其染色体位置、报告基因整合效率、重组菌株

生长特性、报告基因遗传稳定性和表达强度共

6 个关键因素筛选和鉴定用于外源基因表达 
的中性位点。利用上述组合方法已成功鉴定出

毕赤酵母、酿酒酵母基因组中的百余个中性位

点[8,10,13] (表 1)。 
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表 1  酵母中性位点的鉴定和表征 
Table 1  Identification and characterization of neutral sites in yeast 
Strain Gene integration technology Characterized product Neutral sites/Candidate sites Reference 

Saccharomyces 
cerevisiae 

CRISPR-Cas9 eGFP, fatty alcohols 30/58 [10] 

Ogataea polymorpha CRISPR-Cas9 eGFP, fatty alcohols 18/36 [8] 

Yarrowia lipolytica Non-homologous 
recombination 

eGFP, lycopene 17/– [15] 

Pichia pastoris CRISPR-Cpf1 eGFP, astaxanthin, biomass 102/– [9] 

Pichia pastoris CRISPR-Cas9 eGFP, fatty alcohols 46/53 [13] 

 
2  影响中性位点基因表达强度

的因素 
2.1  染色体结构的影响 

染色质结构会影响染色质上基因启动子的

空间结构，干扰转录因子和 RNA 聚合酶的结

合，从而阻碍转录过程的进行，这是造成中性

位点基因表达差异的重要因素[18]，具体表现为

开放的染色质结构通常与活跃的基因转录相

关，而紧密的染色质结构则抑制转录活性[19]。 
除此之外，染色质的动态重塑也会影响基

因的表达。多种机制(如组蛋白修饰、染色质重

塑复合体的作用等)可导致染色质结构发生动

态调整，这些结构重塑会影响 RNA 聚合酶或转

录因子的功能，造成转录的障碍。例如，组蛋

白的乙酰化修饰通常与基因的激活相关[20]，而

不同种类和位置的甲基化则可能与转录抑制或

激活相关[21]。 
端粒和着丝粒独特的染色质结构显著影响

染色质上基因的稳定性和表达水平。端粒位置

效应表现为处于端粒序列附近的基因的表达受

到抑制。对酿酒酵母转录组分析发现，端粒附

近 20 kb 范围内基因的平均表达水平仅为非端

粒基因的 20%[22]。张文政等[23]整理表征了 444 个

低表达位点，发现低表达位点在端粒位置的分

布较为集中。类似地，着丝粒附近区域基因的

表达水平和稳定性也较低，这可能是多种因素

共同作用的结果，包括细胞周期的调控、着丝

粒结构的完整性、细胞分裂的调控、蛋白质- 
DNA 复合体的形成，以及基因表达调控等[24]。 
2.2  毗邻基因的影响 

中性位点转录强度会受其毗邻基因转录强

度的影响。一方面，中性位点基因会与毗邻基

因竞争局部转录元件，在转录水平彼此干扰、

相互影响，类似于启动子干扰现象[25]。另一方

面，空间位置上串联基因的转录有连锁效应，

毗邻基因的转录强度会通过该连锁效应对中性

位点基因的转录强度造成影响[26]。本课题组的

研究也验证了这一结论，转录水平较高的基因，

其毗邻位置是表达的热点(数据未发表)。 
Gui 等[27]发现，当 eGFP 表达盒整合到富

含必需基因的基因组区域时，其表达往往处于

较低水平。进一步的研究表明，整合到富含必

需基因处的中性位点会导致整合基因的转录活

性降低，这可能与必需基因较强的转录竞争能

力相契合。Chen 等[28]考察了酵母染色体的 482 个

不同中性位点处蛋白表达的稳定性，研究发现

必需基因池附近的中性位点处的基因表达水平

稳定，“噪音”少。 
2.3  与复制起点之间距离的影响 

与原核生物不同，酵母等高等真核生物

DNA 的复制通常起始于离散的染色体位点，

称为复制起点[29]。每个染色体通常有多个复制

起始位点，以确保基因组在合理的时间内完成

复制[30]。 
在靠近复制起点的中性位点上，基因表达
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水平通常较高且稳定，因为这些区域在细胞分

裂时更容易复制和传递，不易丢失[31]。张文政

等[23]在酿酒酵母基因组中表征了 428 个中性位

点，发现具有最高转录活性的 2 个中性位点距

离最近的复制起点小于 400 bp。 
2.4  培养基碳源的影响 

碳源通过激活特定的转录因子，进一步调

控与糖吸收和代谢相关基因的表达[32-34]。不同

类型的碳源激活不同的信号通路，调控内源代

谢网络。这种与碳源代谢相关的基因的表达可

能会影响其相邻中性位点处基因的表达。Ruan
等[9]发现以葡萄糖作为碳源时，一些中性位点

处荧光蛋白表达水平显著大于其他位点，但在

以甲醇为碳源的条件下，这些位点的基因表达

水平与其他位点没有显著差异，推测这些中性位

点与碳源代谢相关基因距离较近。相反，Yu 等[8]

分别使用以葡萄糖、木糖或甲醇为碳源的合成

培养基，结果显示中性位点基因表达表现出相

似的水平。Wu 等[35]也发现，碳源的种类不会

导致不同候选位点之间的基因表达水平差异，

这可能是由于选择的中性位点与受碳源调节基

因的位置较远。 

3  中性位点的应用 
3.1  构建稳定高效的蛋白表达菌株 

研究发现，酵母不同中性位点上基因转录

水平存在差异，Wu 等[35]表征了 10 个不同中性

位点，在这些中性位点上表达荧光蛋白的相对

荧光强度差异最大达 13.2 倍。转录水平较高的

中性位点通常被称作表达热点(hot spot)，在这

些热点中插入异源蛋白基因，可构建高效的蛋

白表达菌株，显著提升异源蛋白生产水平[36]。

本课题组在乳酸克鲁维酵母中进行异源蛋白的

基因组整合表达，异源蛋白除了整合在常规位

点 Lac4 处，还额外整合在高强度中性位点处，

显著提升了基因剂量效应，使蛋白表达水平提

高 2 倍以上(未发表成果)。 

除了中性位点之间蛋白表达强度存在差

异之外，中性位点和非中性位点之间也存在表

达强度差异。Ruan 等[9]在毕赤酵母中获得了最

优中性位点 P1NS4，在 P1NS4 上蛋白表达效

果优于常用的缺陷型整合位点 His4。本课题组

在乳酸克鲁维酵母中筛选获得的 D08954 和

A11088 位点，在这 2 个位点上整合荧光蛋白

的表达强度均优于常用整合位点 Lac4 位点(未
发表成果)。 

在工业放大生产中，除高表达水平外，高

遗传稳定性和表达稳定性也非常关键。本课题

组构建的乳酸克鲁维酵母中性位点整合菌株，

转接 5 次后的发酵生物量与野生型菌株无异，

蛋白表达水平亦无明显下降，验证了该菌株中

性位点作为菌株异源蛋白表达位点的传代和生

产稳定性(未发表成果)。 

3.2  中性位点用于构建化学品的生物

合成途径 
随着煤、石油和天然气资源的日渐枯竭，

二氧化碳等温室气体排放持续增加，传统方法

生产化学品带来的能源和环境问题成为人类面

临的最严峻问题之一。将化学品的生物合成途

径整合至微生物基因组的中性位点，构建化学

品生产的微生物细胞工厂是目前公认的绿色高

效的解决方案。 
Yu 等 [8]通过将脂肪醇合成途径的 3 个基

因 Car、NpgA、Adh5 分别整合至多形汉逊酵

母基因组中性位点 NS2 和 NS3 处，使得脂肪

醇产量达到 4.5 mg/L (图 2)。Cai 等 [13]通过在

毕赤酵母中将 3 个启动子与 3 个中性位点排列

组合，用于过表达脂肪醇合成基因 FaCoAR，

最终产物浓度范围达 12.6−380 mg/L，表明中

性位点可灵活地应用于基因表达水平的调节。

Kong 等 [10]通过将脂肪酰基 CoA 还原酶基因

(Mafar1)整合至酿酒酵母的 30 个中性位点处，

成功实现了脂肪醇的异源合成，产量达到

20–110 mg/L。 
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图 2  中性位点整合新合成途径基因的多形汉逊酵母细胞工厂生产脂肪醇[8]   A：脂肪醇生物合成新

途径。Car：小鼠羧酸还原酶；NpgA：构巢曲霉 4′-磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶；Adh5：酿酒酵母醇脱

氢酶 5。B：多形汉逊酵母细胞工厂生产脂肪醇。y34：阴性对照菌株不产生脂肪醇；FOH04：脂肪醇

生产菌株；P：启动子；tt：终止子；NS2：中性位点 2；NS3：中性位点 3。 
Figure 2  Ogataea polymorpha cell factory that integrating genes of the newly designed pathway at neutral 
sites produces fatty alcohols[8]. A: Newly constructed biosynthetic pathway of fatty alcohol. Car: Carboxylic 
acid reductase from Mus musculus; NpgA: 4′-phosphopantetheinyl transferase from Aspergillus nidulans; 
Adh5: Alcohol dehydrogenase 5 from Saccharomyces cerevisiae. B：The production of fatty alcohols in 
Ogataea polymorpha strain. y34: The negative control strain; FOH04: Fatty alcohol producing strain; P: 
Promoter; tt: Terminator; NS2: Neutral site 2; NS3: Neutral site 3. 
 
3.3  多位点整合构建天然产物细胞工厂 

微生物细胞工厂构建的核心是产物合成代

谢途径中的多个基因在生产菌种中的整合和表

达。要实现细胞工厂中底物的高转化率，需要精

确控制产物合成途径中各步骤的酶的表达水平，

以减少中间代谢产物累积，降低细胞负荷，最终

提高细胞工厂的发酵生产性能[37]。不同中性位点

上基因表达水平的差异，可用于代谢途径中不同

酶蛋白的协同表达和代谢途径的精准调控，构建

用于生物制造的高效稳定的微生物细胞工厂[38]。 
Ruan 等[9]将 AaCrtZ 和 HpCrtW 基因分别整

合至 2 个中性位点，获得中间产物玉米黄质和

角质素，并最终成功生产了 13.29 mg/L 的虾青

素。Mikkelsen 等[39]在酿酒酵母中构建抗癌活性

物质吲哚硫苷的合成途径，将途径中 22 个基因

整合入酿酒酵母的中性位点，产物最高水平达

到 1 mg/L，且生产菌株的生长未受显著影响，

产物产量稳定。Liu 等[6]在酵母的中性位点上构

建血根碱(24 个表达盒)和阿马碱(29 个表达盒)
的从头生物合成途径，在摇瓶中生产异育亨宾

生物碱产量达 119.2 mg/L (含 61.4 mg/L 阿马

碱 )，这是迄今为止报道的单萜吲哚生物碱

(monoterpene indole alkaloids)的最高产量。许俊

浩[11]将文多灵生物合成途径所需的 7 个基因全

部整合到毕赤酵母中性位点上，实现文多灵的

人工生物合成，产量达 0.24 mg/L。 
酵母中挖掘的中性位点及应用实例如表 2

所示。 
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表 2  酵母中性位点的应用实例 
Table 2  Application examples of yeast neutral sites of neutral sites in yeast 
Strains Neutral sites Applications & Case studies References 
Ogataea polymorpha NS2, NS3 Successfully engineered for fatty alcohol production 

(4.5 mg/L) 
[8] 

Yarrowia lipolytica B-3, F-17 Lycopene biosynthesis regulated by combinatorial 
promoter-terminator configurations, resulting in 
threefold yield variation (1.19–3.61 mg/g dry cell 
weight) 

[15] 

Pichia pastoris P1NS27, P4NS14 Methanol-based biosynthesis of astaxanthin (13.29 mg/L) [9] 
PIV-3, PIV-9, PIV-16 Combinatorial neutral sites and promoter library 

implementation enabled dual regulation of gene 
expression and metabolic flux, achieving 30-fold fatty 
alcohol yield variation (12.6–380 mg/L) 

[13] 

Int11, Int32, Int33, Int34,  
Int37, Int42, Int45, Int48 

Full integration of the 7 gene vindoline biosynthetic 
pathway into neutral sites, coupled with enhanced 
methylation supply, achieved a final titer of 0.24 mg/L 

[11] 

Saccharomyces 
cerevisiae 

NSIX-1, NSIX-2, NSVIII-1 Fatty alcohol production at 105.7, 90.7, and 80.3 mg/L 
via three distinct neutral sites 

[10] 

Int4, Int5, Int7, Int9, Int10,  
Int11, Int12, Int14,  
Int16, Int17, Int18, Int19 

De novo biosynthesis pathway for sanguinarine and 
ajmalicine constructed at neutral loci, yielding  
119.2 mg/L total isohydrostachine alkaloids (including 
61.4 mg/L ajmalicine) in shake flasks 

[6] 

XII-1, XII-5, XII-2,  
XII-4 

Anticancer indole glucosinolate pathway engineered 
by integrating 22 genes into neutral loci, achieving a 
maximum titer of 1 mg/L 

[39] 

 

4  结语与展望 
近年来，酵母中性位点在筛选、鉴定和应

用方面取得了显著进展，但未来仍存在诸多发

展空间。生物大数据的获取和解析结合人工智

能手段将有助于更高效和准确地预测中性位

点，降低筛选鉴定工作量；多组学分析将保障

不同培养条件和工业生产环境下中性位点处

基因的传代稳定性和表达稳定性，以及更高效

地利用中性位点实现多基因代谢途径的精准

调控等。未来，基于新中性位点的鉴定和表征，

结合基因编辑技术、组学技术、高通量筛选和

人工智能分析方法，可用于实现更加复杂和精

细的基因调控，推动酵母细胞工厂在生物制

药、生物能源、食品工业等领域的应用和发展。 
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