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摘  要: 毕赤酵母经过 20 多年的发展，在实验室和工业规模都取得了广泛的应用。文中从工业技术应用的角

度，综述了近年来毕赤酵母在蛋白表达、遗传操作方法以及化学品生产方面取得的成果，同时对毕赤酵母系统

存在的问题以及未来的研究方向进行了分析和展望。 
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Abstract:  With more than 20 years of development, Pichia pastoris system has been extensively used both on a lab and 
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industrial scale. This review outlines the progress made on P. pastoris from aspects of protein expression, molecular 

engineering tools and methods, and biochemical production. This review also provides perspectives on the current 

challenges and future directions of this important system. 

Keywords:  Pichia pastoris, copy number, secretory expression, biochemicals, secretion pathway engineering, synthetic 
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毕赤酵母 Pichia pastoris目前已是仅次于大

肠杆菌的最常用蛋白表达系统，广泛应用于实

验室规模的蛋白质制备、表征以及结构解析等

方面，已有上千种蛋白在毕赤酵母系统中得到

成功地表达。近些年，毕赤酵母被美国 FDA 认

定为 GRAS (Generally recognized as safe) 微生

物，为其在食品和医药上的应用铺平了道路。

在医药蛋白领域，已有胰岛素、乙肝表面抗原、

人血清白蛋白、表皮生长因子等多种蛋白使用

毕赤酵母表达实现商品化制备[1]。在工业酶制剂

领域，也有许多酶制剂包括植酸酶、脂肪酶、

甘露聚糖酶、木聚糖酶等利用毕赤酵母实现了

产业化规模的生产[2]。关于毕赤酵母表达系统的

基本元素、优势特点以及生理特性等，之前已

有很多综述进行过系统的阐述[3-6]，本文不再赘

述。本文旨在从工业技术应用的角度综述毕赤酵

母近些年取得的进展，同时就毕赤酵母系统存在

的问题以及未来的研究方向进行分析和展望。 

1  毕赤酵母系统的进展 

1.1  蛋白质表达方面的进展 

回顾毕赤酵母表达系统 20 多年的发展，从

总体上决定毕赤酵母蛋白表达水平的因素主要

有两个：1) 基因剂量，即外源基因的拷贝数；

2) 蛋白质的分泌。毕赤酵母系统开发前期，集

中解决的是基因剂量的问题，近 10 年研究的热

点是蛋白分泌的问题。以下将就这两方面进行

简要的阐述。 

1.1.1  基因剂量 

与大肠杆菌和酿酒酵母等宿主不同，毕赤

酵母自身没有稳定存在的游离型载体，所有的

表达载体都要整合到酵母的基因组上。虽然有

PAOX1、PGAP 等强启动子，但由于整体上拷贝数

较低，外源表达量不足。因此，早期的研究为

了提高蛋白表达水平，主要是通过构建和筛选

载体发生多次整合的多拷贝菌株来提高外源蛋

白的产量。为了得到多拷贝菌株，人们设计了

体外法和体内法两种策略[7]。体外法是在体外构

建多拷贝载体，再将其转化至酵母宿主中。该

方法优点是多拷贝转化子筛选到的几率较高，

但缺点是分子克隆工作量大，由于载体大小的

限制，一般最多可获得 6–8 个拷贝的载体。体

内法是通过在载体上加入抗生素标记，如

Zeocin、G418 抗性基因等，将载体转化入宿主

之后，可以通过提高培养基中抗生素浓度筛选

多次整合的多拷贝转化子。该方法的优点是构

建较为简单，缺点是筛选工作量较大、假阳性

比率较高、拷贝数鉴定较为麻烦。 

近些年，筛选多拷贝数转化子的方法不断

得 到 改 进 。 例 如 ， Sunga 等 报 道 了 PTVA 

(Post-transformational vector amplification) 的方

法[8]，发现可以通过将低拷贝菌株不断在抗性平

板上反复传代促使载体在体内的多次重组，从

而显著降低了筛选的工作量，提高了筛选到多
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拷贝转化子的几率。在此基础上，Marx 等[9]使

用 rDNA 作为载体整合位点 (替代常用的 HIS4、

AOX1、GAPDH 基因位点)，由于 rDNA 在毕赤

酵母基因组中高度重复 (150 个拷贝左右)，因

此大幅提高了表达载体的整合效率。Zhu 等[10]

报道了将体内法和体外法相结合的策略，从而

显著增加了筛选到多拷贝菌株的效率，并建立

了基于荧光定量 PCR 的准确鉴定拷贝数的方

法。由此筛选到了高达 52 拷贝的转化子。总之，

由于近些年拷贝数构建策略的进步和荧光定量

PCR 方法的普及，基因剂量已基本不再是毕赤

酵母蛋白表达的限制性的瓶颈。 

但与此同时应当注意到，外源基因剂量过

高也会引起一系列的生理问题。首先，外源基

因不稳定性增加。过去一般认为与游离状态相

比载体整合到染色体中是很稳定的。但无论是

体内法还是体外法，所有的载体都是整合在相

邻近的位点，研究表明这种方式是不稳定的，

在一定条件下可能通过同源重组而丢失[11]。其

次，折叠胁迫对于生理造成不利影响。前人研

究发现高拷贝重组菌株的生长速率、存活率都

有降低的现象[10,12]。通常认为蛋白质过量表达

会消耗宿主细胞的碳源和能源，因此会给宿主

带来代谢负担。但是对于毕赤酵母来说，分泌

表达蛋白的量通常不超过胞内总蛋白的 5%。因

此，很难仅用代谢负担来解释蛋白表达对于酵

母的生理影响。近些年研究发现，蛋白分泌表

达会消耗内质网中大量的蛋白伴侣，干扰细胞

自身蛋白的正确折叠，这种现状统称为折叠胁

迫[13]。折叠胁迫会改变细胞的正常代谢，降低

细胞的抗逆性，甚至造成细胞的死亡[14]。因此，

在实际应用和生产上，高拷贝菌株对于细胞生

理的影响不应被忽视，必要时应当对于培养工

艺进行相应的调整。 

1.1.2  蛋白质分泌 

人们在研究拷贝数时，发现拷贝数提高到

一定程度，蛋白表达量并不是线性增加的，甚

至有可能不变或降低。许多研究发现，当将这

些宿主细胞破碎后，有相当大比例的新合成蛋

白积累在细胞内无法分泌出来[15]。因此，研究

者逐渐意识到蛋白表达在分泌步骤上很易受到

限制。 

与基因剂量问题不同，分泌问题是一个表

达系统分泌表达的共性问题，不仅限于毕赤酵

母系统，而且分泌问题比拷贝数问题复杂的多，

分泌过程包括蛋白的折叠、修饰、运输、修复

以及降解等多个步骤 [16]，涉及基因多达上千  

个[17]。当外源蛋白过量表达时，大量新合成的

多肽需要折叠和修饰，这就会占用大量宿主细

胞分泌途径中的蛋白伴侣等辅助因子，使得细

胞对于外源蛋白的加工能力很快趋于饱和，结

果有相当比例的重组蛋白因缺乏足够的伴侣因

子而无法折叠成正确构象，这些未折叠或错误

折叠的蛋白将无法通过细胞自身的蛋白质质检

系统，因而或被保留在内质网中继续折叠，或

被运转到细胞质中降解[13,18]。为了解决分泌的

限制，提高蛋白质的分泌表达水平，前人进行

了大量的研究和尝试，主要工作可分为理性改

造和反向工程两个思路。 

1) 分泌途径的理性改造。即基于既有的认

识和经验，对一些目前认为在分泌途径中可能

起限制性作用的分泌因子基因进行过表达或敲

除。改造目标基因可分为 3 大类：①在内质网

中的蛋白折叠相关基因，如 BiP (Hsp70 类伴侣
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蛋白，辅助分泌蛋白折叠的重要因子)、Pdi (负

责二硫键形成) 等蛋白伴侣因子。过表达 BiP

因子，使得酿酒酵母 Saccharomyce cerevisiae 中

表达 Hirudin 提高了 2.5 倍[19]。Pdi 的过表达使

得抗体蛋白 2F5 Fab 在 P. pastoris 的表达水平提

高了 2 倍[20]。②蛋白转位和转运相关的基因。

如 Ruohonen 等[21]报道了在酿酒酵母中过表达

Sso1p 和 Sso2p 因子 (与高尔基体-细胞膜转运

囊泡定位和融合有关)，使得淀粉酶表达量分别

提高了 4 倍和 6 倍；Zhang 等[22]在用 P. pastoris

表达 GCSF 蛋白时，分别过表达了与蛋白转运

相关的 3 个因子 (Sec63、Ydj、Ssa1p)，结果发

现这些因子对于 GCSF 的表达有 2.8、3.6 和 6.8

倍不等的提高。③与蛋白降解或降解途径相关

的基因。这些基因改造时主要通过敲除这些基

因来提高蛋白的分泌表达量。如 PEP4 (编码蛋

白酶 PrA) 和 PRB1 (编码蛋白酶 PrB) 基因的缺

失酵母菌株很早就用于蛋白表达。将 Vps10 (液

泡降解途径的重要分选蛋白) 进行敲除，可使得

粟酒裂殖酵母 Schizosaccharomyces pombe 中的

重组人生长激素产量提高约 2 倍[23]。 

这些工作虽然取得了一定程度的成功，但

存在的很多问题仍未能解决，主要表现在以下

几个方面：首先，与分泌相关的基因有上千个

之多，限于目前对蛋白分泌的认识，如何从中

识别出有效的改造靶点存在较大的问题。其次，

由于蛋白伴侣具有特异性，即对于不同的外源

蛋白，限制其表达的分泌因子也不相同，这使

得成功案例的借鉴价值也有限。如 Pdi 的过表达

并不能使得 A33scFv抗体蛋白在 P. pastoris中的

产量提高[24]，BiP 的过表达无法提高 P. pastoris

中甘露聚糖酶的表达量[25]，甚至使得葡萄糖氧

化酶在汉逊酵母 Hansenula polymorpha 的产量

降低了 10 倍[26]。 

2) 分泌途径的反向工程改造。为了克服理

性改造中遇到的问题，近年来人们也开始使用

反向工程的策略进行分泌途径的改造。总体思

路是利用组学手段比较蛋白过表达菌株与对照

菌株，识别出显著上调的基因，这些基因即是

改造的潜在靶点。转录水平上，Gasser 等[27]利

用比较转录组识别出 CUP5、SSA4、BMH2、KIN2

等之前未报道的蛋白伴侣基因，这些基因的过

表达对于 2F5 Fab 抗体在 P. pastoris 中的分泌有

显著促进作用。同一个研究组的 Stadlmayr 等[28]

建立了毕赤酵母的过表达 cDNA 文库，结合高

通量分析手段和转录组分析，成功地筛选到了 3

个新蛋白伴侣因子。蛋白质水平上，Huangfu  

等[29]通过比较蛋白组分析识别出 6 个显著上调

的基因，其中 TPX、FBA 和 PGAM 基因的共表

达使得报告基因表达量提高了 2.46、1.58 和 1.33

倍。Pfeffer 等还报道了利用相互作用组来筛选

改造靶点的思路[30]。总之，在目前对于分泌因

子和分泌途径的认识都比较有限的情况下，反

向工程的手段使我们能够在表达宿主全基因组

范围内挖掘新改造宿主分泌途径的新靶点，同时

能够拓宽和加深我们对于宿主分泌途径的认识。 

1.2  遗传操作工具和方法的进展 

毕赤酵母属于相对较易操作的系统，但是

与大肠杆菌、酿酒酵母等模式宿主相比，无论

是从操作工具还是操作方法上，仍有较大差距。

近些年，研究者也在这些方面进行了许多工作，

也取得了很大的进展。 

1.2.1  启动子 

启动子是调控基因表达的最重要元件之

一，PAOX1 启动子 (诱导型) 和 PGAP 启动子 (组

成型) 是毕赤酵母外源蛋白表达中最早也最具
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代表性的启动子，随后陆续有各种新的启动子

被开发出来[31-32]。这些启动子主要有以下几个

来源：1) 将蛋白表达量较高的基因启动子开发

成通用启动子，例如 TEF1、ICL1、FLD1、DAS、

PEX8 等启动子。这类工作多见于毕赤酵母研究

的早期，多是研究毕赤酵母功能基因的副产物。

2) 对已知启动子进行理性改造。这部分工作主

要集中在 PAOX1 启动子上。研究者对 PAOX1 启动

子的调控模块进行了较为细致的解析[33-34]，在

此基础上对其进行了人工设计[35]。3) 启动子工

程。通过易错 PCR 对启动子引入随机突变，再

结合高通量筛选，可以得到不同强度的启动子

的文库。目前已报道了 PAOX1 和 PGAP 启动子的

文库的构建[36-37]。4) 基于转录组分析的筛选。

随着毕赤酵母基因组序列的公布[38]，借助转录

组分析，使得启动子元件的开发工作得到很大

促进。目前已筛选到了许多颇有应用潜力的新

的诱导型和组成型启动子[39-41]，如 PGTH1 启动 

子[39]，其转录水平显著高于 PGAP 启动子，更重

要的是其转录水平与葡萄糖浓度负相关，因此

可以通过培养过程中葡萄糖补料工艺的控制实

现外源基因的诱导型表达。 

1.2.2  Marker 回收系统 

随着对毕赤酵母菌株改造的深入，经常需

要同时对毕赤酵母多个基因进行改造。毕赤酵

母系统已有的抗生素 Marker，如 Zeocin、G418、

Blasticidin 等显然无法满足改造的需求，因此对

于抗生素 Marker 的回收非常必要。Yang 等报道

了基于 MazF 反向筛选的回收体系。随后，基于

毕赤酵母的 Cre/loxP 的 Marker 回收系统也得到

建立和应用[42-44]。 

1.2.3  重组效率提升 

目前已知，毕赤酵母为代表的非传统酵母

与酿酒酵母相比，非同源重组 (Non-homologous 

end joining，NHEJ) 途径要明显强于同源重组 

(Homologous recombination，HR) 途径，因此其

基因定向整合的效率很低。对某些“顽固基因”

如 OCH1[42]、ADE1[45]，即使使用大于 1 kb 的同

源臂，也几乎很难筛选到双交换基因敲除的菌

株。研究者不得不采用两步法等折衷的方法[42]，

操作非常繁琐。最近报道显示，阻断 KU70 基因 

(NHEJ 途径的关键基因) 的毕赤酵母菌株定向整

合效率显著提升[45]，如对 ADE1 基因，150 bp 长

度的同源臂也可以保证有 17.5%的双交换几率。 

1.3  在化学品研究上的进展 

随着合成生物学的兴起，酵母已成为重要

的细胞工厂，用以生产大宗或精细化学品。已

报道的以酿酒酵母为宿主生产的化学品包括从

简单的甘油、1,3-丙二醇、乳酸、琥珀酸等到需

多步催化合成的聚酮、类固醇、类异戊二烯等

化合物。毕赤酵母的中间代谢产物库覆盖了酿

酒酵母的 90%以上[46]，再加上毕赤酵母极易高

密度培养特性，因而毕赤酵母具有相当的化学

品高产潜质。目前，已用毕赤酵母生产的化学

品包括 S-腺苷甲硫氨酸[47]、谷胱甘肽[48-49]、木

糖醇 [50]、核黄素 [43]、番茄红素 [51]、β-胡萝卜    

素[52]、透明质酸[53]、聚酮类化合物[54]等。毕赤

酵母也被开发为高效的NADH再生系统用于全细

胞催化，如将 3-羟基丁酮转化为 2,3-丁二醇[50]。 

2  毕赤酵母系统的发展趋势 

2.1  毕赤酵母合成生物学 

无论是从蛋白质表达还是化学品生产角

度，未来的工作都将涉及对毕赤酵母细胞工厂

的深度修饰，而合成生物学无疑为毕赤酵母的

发展提供了重大机遇，将深刻影响该系统今后
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发展的技术路线和应用推广。合成生物学的促

进主要表现在以下方面。 

2.1.1  标准化、模块化的调控元件 

以启动子为例，以上已经综述了这些年在

启动子开发领域的进展，但迄今为止，毕赤酵

母系统最常用、最可靠的启动子依然是 PAOX1

和 PGAP 启动子。虽然研究者已开发了许多新的

启动子并用启动子工程构建了启动子文库，但

是总体上这些新启动子的通用性很少得到评

价，启动子的元件描述得也非常不清楚 (目前仅

有 PAOX1 启动子的调控模块研究的相对清楚)，

这很大程度上限制了这些启动子的应用和改

造。未来如果要满足合成生物学的应用，毕赤

酵母调控元件库的扩展和在一定程度的标准

化、模块化将是不可或缺的。 

2.1.2  DNA 克隆和组装技术的应用 

毕赤酵母在分泌途径和代谢工程改造上的

应用会经常需要多个基因的引入，目前所使用

的单个基因依次整合的策略显然无法满足今后

操作的需求。可以预见，目前在大肠杆菌和酿

酒 酵 母 系 统 中 较 为 常 用 的 ， 如 TAR 

(Transformation associated recombination)[55] 、

Gibson assembly[56] 和 SLIC (Sequence and 

ligation independent cloning)[57]等 DNA组装技术

将会在毕赤酵母系统中取得广泛的应用，使得

其遗传改造效率得到质的提高。 

2.1.3  基因组规模的改造 

对于菌株复杂表型的改造 (如温度耐受性、

溶剂耐受性等) 由于涉及多个基因的调节和协

调一直是代谢工程的难点，从基因组规模引入

扰动，对于改造和理解复杂表型具有重要意  

义[58]。对于毕赤酵母系统，蛋白质分泌涉及上

千个基因，属于典型的复杂表型。迄今为止，

毕赤酵母系统中基因组规模的改造工作很少。

Stadlmayr 等报道了通过构建 cDNA 过表达文库

来筛选高分泌菌株[28]，但该策略每个菌株中只

有一个基因发生了扰动，因此无法考察基因之

间的协调作用。因此，诸如 gTME (Global 

transcription machinery engineering)[59]，MAGE 

(Multiplex automated genome engineering)[60]，

GREASE (Genome replication engineering 

assisted continuous evolution)[61]等更加高效的基

因组规模的扰动方法，将为毕赤酵母分泌、耐

受性等表型的改造提供重要保障。 

2.2  分泌工程 

克服蛋白的分泌限制，提高毕赤酵母的分

泌表达水平，依然将是今后毕赤酵母在蛋白质

表达方向的研究热点。所谓分泌工程，是指对

表达宿主的分泌途径进行系统的设计和改造，

它与之前的分泌途径改造工作相比应具有以下

特点：1) 对宿主更系统深入的改造。之前的工

作基本是考察单个伴侣基因对于宿主的蛋白质

分泌表达水平，而对于分泌途径的系统改造显

然需要同时对多个靶点基因进行改造。2) 引入

改造的新思路。由于目前细胞分泌途径的认识

仍有待加深，对于分泌途径的改造思路和方法

仍需要不断探索。例如，前人对于分泌途径的

改造基本都是从蛋白伴侣的角度来进行的，而

对于分泌途径来说，除了各种蛋白因子在起作

用，同样重要但却容易被忽视的是脂类的作用。

没有相应的脂类合成，就无法为蛋白加工和运输

提供足够的载体和基质，也就很难有效提高细胞

蛋白分泌的通量。前人的一些实验报道也初步显

示了脂类在分泌中可能起到的重要作用 [62-63]。   
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3) 不仅关注蛋白的“量”，还要关注表达蛋白的

“质”。这对于医药蛋白的表达尤为重要，如 Wu

等[64]研究发现毕赤酵母表达的干扰素会有相当

一部分无法完全生成二硫键，导致干扰素活力

显著下降，因此提高表达蛋白的质量和均一性

将是一个重要方向。另外，分泌途径的糖基化

改造，以实现重组蛋白的人源糖基化也是目前

研究的热点，这部分内容已有综述报  道[65]，

本文不再详细讨论。 

2.3  提高原料利用效率和范围 

原料是生物炼制体系中最为重要的核心问

题之一。原料的利用效率 (得率和产率问题) 是

判断一个生物转化过程是否能够实现商品化生

产所需考虑的重要问题。另外，葡萄糖是目前

生物炼制最为常用的原料，但葡萄糖的成本相

对于大宗化学品的生产仍然较高，同时还涉及

粮食安全问题。因此葡萄糖的替代原料也一直

是研究的热点，目前葡萄糖的替代原料包括五

碳糖、合成气、甲醇和二氧化碳等。 

随着页岩气开发技术的突破，甲醇的生产

成本逐年下降 (近几年显著低于葡萄糖)，甲醇

已越来越被看好是未来生物炼制体系的重要原

料之一[66]。甲醇利用无疑是毕赤酵母系统的显

著特色，故提高甲醇的利用效率将是使用毕赤

酵母系统作为细胞工厂生产大宗生物基产品的

关键问题。Krainer 等[67]报道了甲醛脱氢酶基因 

(FLD1) 和二羟丙酮合成酶 (DAS1) 的过表达，

可显著提高毕赤酵母的蛋白产率，这表明毕赤

酵母对于甲醇的利用效率仍有继续提高的空

间。扩大毕赤酵母菌株的底物利用范围，无疑

也是增强毕赤酵母系统竞争力的重要路径。Li

等构建了能够有效利用木糖的毕赤酵母[68]，为毕

赤酵母系统利用木质纤维素原料奠定了基础。 

3  结论 

虽然毕赤酵母表达系统已经有 20 多年的研

究，但与大肠杆菌、酿酒酵母等模式系统相比，

对毕赤酵母系统的认识仍有待深入，合成生物

学层次的改造还有待加强。但毕赤酵母具备其

他系统不具备的特点，如甲醇利用、高密度发

酵、副产物少等，相信未来随着上述问题的解

决，毕赤酵母在生物炼制的细胞工厂中将占有

重要的一席之地，应用前景非常广阔。 
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