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摘  要: 酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 是代谢工程中最重要的宿主之一，先进的基因编辑技术已经被广泛应

用于酿酒酵母细胞工厂的设计和构建。随着基因编辑技术的飞速发展，早期基于重组酶和同源重组的基因编辑技

术逐渐被新型基因编辑系统所替代。文中对酿酒酵母基因编辑技术的原理和应用进行了总结，包括经典的酿酒酵

母基因编辑技术，基于核酸内切酶的 MegNs、ZFNs 和 TALENs 等基因组编辑系统，最后介绍和讨论了基于

CRISPR/Cas 系统、异源代谢途径多拷贝整合和基因组规模基因编辑的最新研究进展，并对酿酒酵母基因编辑技

术的应用前景和发展方向进行了展望。 

关键词: 酿酒酵母，基因编辑，CRISPR，多拷贝整合  

 

 

 

 

·菌株改造技术· 



 
 

李宏彪 等/酿酒酵母基因编辑技术研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

951

Progress in gene editing technologies for Saccharomyces 
cerevisiae 
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Abstract:  Saccharomyces cerevisiae is one of the most important hosts in metabolic engineering. Advanced gene editing 

technology has been widely used in the design and construction of S. cerevisiae cell factories. With the rapid development of 

gene editing technology, early gene editing technologies based on recombinase and homologous recombination have been 

gradually replaced by new editing systems. In this review, the principle and application of gene editing technology in       

S. cerevisiae are summarized. Here, we first briefly describe the classical gene editing techniques of S. cerevisiae. Then 

elaborate the genome editing system of MegNs, ZFNs and TALENs based on endonuclease. The latest research progress is 

especially introduced and discussed, including the CRISPR/Cas system, multi-copy integration of heterologous metabolic 

pathways, and genome-scale gene editing. Finally, we envisage the application prospects and development directions of 

Saccharomyces cerevisiae gene editing technology. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, gene editing, CRISPR, multi-copy integration 

为实现生物能源、精细化学品和天然产物等的

绿色、可持续制造，利用代谢工程与合成生物学方

法构建细胞工厂是一种有前途的策略[1]。作为一种

典型的真核生物系统，酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 具有优良的鲁棒性、对苛刻发酵条件

的耐受性、基因工程操作的高效性和公认的安全

性 (Generally recognized as safe，GRAS)，在学

术研究和工业发酵中已经得到了广泛应用 [2-4]。

早期酿酒酵母主要用于发酵面制品 (如面包、馒

头、包子) 和酒精饮料 (如啤酒、米酒) 等的生

产，这一特性被很快用于燃料乙醇和单细胞蛋白

的发酵生产。随着代谢工程技术的发展，酿酒酵

母被越来越多的用于生产有机酸、氨基酸、核苷

酸、药用蛋白、工业酶制剂和多不饱和脂肪酸 

(PUFAs)[5]等，这些产品被广泛应用于食品、医

药、饲料和化工行业[6]。此外，酿酒酵母在天然

产物的微生物异源合成方面也显示出了独特的优

势。与原核生物相比，酿酒酵母具有较为完整的

翻译后修饰系统和细胞器系统 (例如线粒体、过

氧化物酶体、内质网、高尔基体和液泡)，为天然

产物的生物合成提供了不同的环境和间隔 [7-8]，

特别是在异源表达复杂代谢途径以及表达膜结

合蛋白细胞色素 P450 氧化酶时表现出优越的能

力[9-13]。目前，多种植物次生代谢产物已经在酿

酒酵母中实现合成，如生物碱[11]、芳香氨基酸[14]、

萜类 [15]和黄酮类 [16]等。最成功的例子是抗疟药

物青蒿素前体物青蒿酸在酿酒酵母中的合成，产

量高达 25 g/L，并已实现工业化生产[17]。 

“设计-构建-测试-学习”是代谢工程的一般过

程和实现细胞工厂构建预期目标的必经之路 [18] 

(图 1)。其中，构建是验证设计的必要手段。然而，

随着越来越多的化合物在酿酒酵母中实现合成，

细胞工厂的构建与途径优化过程也暴露出了缺陷

和局限，例如需要在单一位点进行多次操作[14]，

这已成为代谢工程的限速步骤。因此，开发高效

的基因编辑工具势在必行。基因编辑技术是对目标

基因组位点进行特异性修饰，包括基因敲除、敲入、

替换和有义的点突变[19]。基因编辑技术在现代生

物技术中起到至关重要的作用，其要求对基因和基

因组预定位置进行精确高效的编辑和修饰[20-21]。 
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图 1  酿酒酵母细胞工厂构建 
Fig. 1  Construction of S. cerevisiae cell factory. 

 
传统的基因编辑技术是根据 DNA 同源重组

(Homologous recombination，HR) 原理，利用外源

供体基因片段敲除或敲入目标基因片段，但这种方

法效率较低，发生基因重组的概率在 10–9–10–6[22]。

酿酒酵母中常用的基因编辑系统是 Cre/LoxP 系

统，同样是基于同源重组原理的基因编辑技术[23]。

为了提高基因重组的效率，基因组双链断裂已经被

证明有助于提高同源重组发生的概率[24-25]。基于

此，新型基因编辑技术已经被开发利用，主要包括

4 种：归巢核酸内切酶 (Meganucleases，MegNs) 系 

统、锌指核酸酶 (Zinc finger nucleases，ZFNs) 系

统、转录激活因子样效应物核酸酶(Transcription 

activator-like effector nucleases，TALENs) 系统和

CRISPR (Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats) 相关的系统(表 1)[19]。这些新

技术的开发和应用，极大地促进了代谢工程与合

成生物学的发展。本文对酿酒酵母基因编辑技术

的发展和现状进行了总结，包括早期基因编辑技

术、新型编辑技术和高通量编辑技术等。并对酿

酒酵母基因编辑技术的发展前景进行了展望。 

 



 
 

李宏彪 等/酿酒酵母基因编辑技术研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

953

表 1  基因编辑技术在酿酒酵母中的应用 
Table 1  Application of gene editing technology in S. cerevisiae 

Technology Principle Advantages Disadvantages References

HDR Homologous end joining Easy to implement Needs marker [26] 

5-FOA/URA3 Toxicity of 5-FOA to URA3 gene Recyclable marker Long experiment period [27] 

Cre/LoxP Cre-mediated site-specific 
recombination  

High efficiency,  
recyclable marker 

Needs marker removal, loxP  
site left on genome 

[23] 

FLP/FRT FLP-mediated site-specific 
recombination 

High efficiency,  
recyclable marker 

Needs marker removal, FRT  
site left on genome 

[28] 

Meganuclease Meganuclease mediated double  
strand break 

High specificity DNA recognition site 
engineering difficulty 

[29] 

ZFNs ZFNs-mediated site-specific 
recombination  

High specificity, 
programmable 

Requiring substantial protein 
engineering, diseconomy 

[30-31] 

TALENs TALE nuclease mediated double 
strand break 

High specificity, 
programmable 

Requiring complex molecular 
cloning methods, diseconomy 

[32-33] 

CRISPR/Cas RNA guided nuclease mediated 
double strand break 

High efficiency, economy, 
multiplex genome editing 

Possible off-target [25,34] 

 
1  酿酒酵母经典基因编辑技术 

20 世纪 70 年代，基因工程的发展为基因组

编辑开辟了新途径[35]。早期酿酒酵母基因编辑技

术主要基于同源重组和筛选标记。其中，同源重

组技术利用未损伤的同源 DNA 片段作为模板，

以实现目标基因的添加、替换或失活[36]。这种经

典的基因组编辑技术已在细胞工厂构建中得到了

广泛应用。在酿酒酵母中主要存在两种机制参与

DNA 双链断裂修复：同源重组 (Homology-directed 

repair，HDR) (图 2A) 和非同源末端连接(Non- 

homologous end-joining，NHEJ) (图 2B)[24]。HDR

是利用带有目标基因同源序列的 DNA 对目标位

点实现精确的基因编辑。而 NHEJ 则是细胞自身

在一些修复元件的作用下随机的修复过程，这可

能造成基因组碱基的插入和缺失，导致基因开放

阅读框突变[37]。 

随后，可以实现选择标签循环利用的技术被

开发，包括 5-FOA/URA3 负筛选技术和基于重组

酶的负筛选系统。其中，5-FOA/URA3 负筛选技

术利用 5-氟乳清酸 (5-fluoroorotic acid，5-FOA)

对 URA3 阳性酿酒酵母工程菌株具有毒性的特点， 

来筛选 URA3 阴性酿酒酵母工程菌株 (图 2C)[38]。

基于重组酶作用的选择标签回收系统同样已经

被广泛应用到微生物细胞工程的构建中[39]，包括

来源于酿酒酵母 2 μ 质粒的特异性重组系统

FLP/FRT 系统[28]和源自噬菌体 P1 的 Cre/loxP 系

统[40] (图 2D)。与 5-FOA/URA3 负筛选技术相比，

这两种系统具有更高的编辑效率。但这两种方法

都依赖反向重复序列 (Inverted repeats，IRs)，发

生重组之后会在基因组中留下一个重复序列的副

本 (loxP 或 FRT 位点)，在多次重复回收选择标签

后导致基因组的不稳定性增加[41]。为了避免冗余

重复序列对后续基因编辑的影响，经突变的 FRT

和 loxP 位点可避免这种情况[42]。尽管上述系统很

大程度上消除了筛选标签可用性的限制，但由于

缺乏在单一转化步骤中同时引入多个基因修饰的

可靠方法，使用筛选标签替代靶基因仍然是一个

耗时的过程[43]。此外，还需在工程菌株中表达相

应的重组酶，或者需要携带相应重组酶基因的质

粒进行额外转化并在随后的实验中消除。虽然这

些方法的出现提高了细胞工厂构建的效率，但需

使用筛选标签对基因组进行连续修改，并且对基

因组进行多目标编辑时并不理想。 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

954 

 

 
 
图 2  经典基因编辑技术 
Fig. 2  Classic gene editing technology. (A) Homologous recombination connection. (B) Non-homologous terminal 
connection. (C) 5-FOA/URA3 negative screening technology. (D) Cre/loxP technology. 
 
 
 
 
 

2  基于 MegNs、ZFNs 和 TALENs 的基因

组编辑系统 

随着基因编辑技术的迅猛发展，早期基因编

辑系统已经逐渐被新型基因编辑系统替代。基于

核酸内切酶的基因编辑技术包括归巢核酸内切酶

(MegNs) 技术、锌指蛋白核酸酶 (ZFNs) 技术[44]、

转录激活因子样效应物核酸酶 (TALENs)[45]技术

和 CRISPR 相关技术[46]等。通过对目标基因序列

造成双链断裂 (Double strand break，DSB)，进而

对其进行定点基因组编辑。由于 DSB 在酵母中具

有致命性，因此这些方法理论上可用于无筛选标

签修饰，并对目标位点进行精确改造。 

2.1  MegNs 技术 

MegNs 是具有较大识别位点特征的脱氧核糖

核酸内切酶，其可识别超过 14 个碱基对的双链

DNA 序列，如酿酒酵母中的Ⅰ-SceⅠ归巢核酸内

切酶可以识别 18 bp 的序列[47]。为了实现对目标

基因的编辑，通常需要将归巢核酸内切酶识别位

点先引入宿主的染色体目标位置，随后 MegNs 可

在基因组目标位点附近引入 DSB，进而提高基因

编辑效率。Kuijpers 等利用Ⅰ-SceⅠ在目标染色体

位点引入双链断裂，使基因片段的整合效率提高

到 95%[41]。 

2.2  ZFNs 技术 

ZFNs 技术是指由锌指核酸酶介导的基因编

辑技术，锌指核酸酶是较早用于基因组编辑的人

工合成限制性内切酶，主要由两部分组成包括：限

制性核酸内切酶 FokⅠ的非特异性 DNA 切割结构

域和可识别特异性 DNA 的锌指蛋白 (Zinc finger 

protein，ZFP) (图 3)[48]。ZFP 由串联的 Cys2-His2

锌指蛋白模块构成，通常单个 Cys2-His2 锌指由大

约 30 个氨基酸组成，为一个 α-螺旋和 2 个反向的

β 平行构成 β-β-α 结构[48]。适当增加锌指结构关联

数可以更准确地识别目标序列，进而提高锌指蛋

白对基因组目标片段的特异性识别[49]。每个锌指 
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图 3  基于核酸内切酶的基因编辑技术 
Fig. 3  Gene editing technology based on endonuclease. 
(A) ZFN system (B) TALEN system (C) CRISPR/Cas9 
system (D) CRISPR/Cas12a system. 
 

蛋白模块可以选择性识别 DNA 序列的 3 个碱基

对 (Base pair，bp)，并通过其 α-螺旋残基与 DNA

大沟 (Major groove of DNA) 相互作用，形成碱

基特异性接触[50]。FokⅠ需要形成二聚体才可以

靶向基因组中的目标序列以进行有效的基因编

辑。因此，通常需要两分子 ZFNs 才能与 DNA 以

适合的方向结合并定位到目标序列，这使特异性

识别的碱基数量增加了一倍[50]。 

酿酒酵母作为经典的模式微生物，已经被用

作验证新设计 ZFNs 的效率 [47]。将丧失功能的

MEL1 报告基因整合到酵母基因组中，随后利用

携带候选 ZFNs 的质粒测试编辑效率[30]。具有活

性的 ZFNs 对目标 DNA 造成双链断裂，最后通过

同源重组的方式修复报告基因[30]。 

2.3  TALENs 技术 

TALENs 同样是一种工程化核酸酶，包含  

一个非特异性的 DNA 切割域和一个 DNA 特异性

结合域 (图 3)。与 ZFNs 技术类似，也需要利用

限制性核酸内切酶 FokⅠ的非特异性 DNA切割结

构域对基因组进行编辑[51]。DNA 特异性结合域由

转录激活因子样效应因子  (TALE) 高度保守的

重复序列组成，最初在植物黄单胞菌Xanthomonas 

campestris 中被发现[52]。TALE 的重复结构域通常

由 34 个氨基酸残基组成，其中第 12 个和第 13 个

重复序列可变双氨基酸残基  (Repeat-variable 

di-residues，RVDs) 决定了 DNA 结合的特异性[53]。

每个 RVD 可以识别一个特定的核苷酸，从而形成

一个固定的 DNA 识别代码 (NI 为腺嘌呤；HD 为

胞嘧啶；NG 为胸腺嘧啶；NH 或 NN 为鸟嘌呤)，

其可以按顺序组装以结合任何基因组目标序列[54]。

不同的 RVD 与 FokⅠ相连接形成 TALENs，可识

别的目标序列长度通常为 14–20 bp，2 个 FokⅠ可

以形成二聚体进而对基因组进行编辑。与 ZFNs

相比，TALENs 的构建过程相对简单，并且应用

范围更广，灵活性和效率也更高[55]。但由于其成

本相对高昂，至今尚无一种低成本的且能公开的

获取方法来快速产生大量的 TALENs。在酿酒酵

母中，利用 ZFNs 和 TALENs 技术对基因组目标

位点造成双链断裂后，可通过内源 HR 或 NHEJ

修复机制实现对目标基因位点的定点编辑。然而，

对不同基因进行修饰时，必须设计和重新合成

ZFNs 或 TALENs 蛋白。 
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3  基于 CRISPR 的基因组编辑技术 

CRISPR/Cas 基因编辑技术是 2013 年出现的

由小分子 RNA 介导的一种靶向基因组编辑的新

技术。已成为代替 ZFNs 和 TALENs 技术诱导靶

向基因编辑的一种潜在简便而有效的方案[56]。目

前，CRISPR/Cas 系统已经成为世界上最流行的基

因组编辑工具，已应用在各种生物体中，包括细

菌、真菌、植物和哺乳动物[24]。CRISPR/Cas 系统

是一种适应性免疫系统，源于细菌和古菌中用来

抵御外来核酸的免疫防御机制[57]。CRISPR 基因

座已经在大约 40%的细菌和 90%的古菌物种中发  

现[58]。CRISPR/Cas 系统由多个 Cas 基因的操纵子

和一组非编码 CRISPR-RNAs (crRNAs) 组成。

crRNA 包括被短重复序列间隔分开的特异性重复

序列。特异性重复序列是从外来 DNA 中获得的

特殊基因片段，针对外来 DNA 序列的特异性识

别。当发生 DNA 入侵时，新的特异识别序列也

可以被整合到 crRNA 中，保护自身不会再次被同

一外来 DNA 干扰[59-60]。 

3.1  CRISPR 基因组编辑技术原理及分类 

CRISPR/Cas 系统对外来 DNA 的切割主要分

3 个阶段，包括外源特异 DNA 俘获、crRNA 合成

和切割瓦解[57,61]。首先，CRISPR/Cas 系统的一个

Cas 蛋白子集相关基因对入侵的外来 DNA 序列进

行识别，并将入侵 DNA 序列作为特异性重复序

列插入到宿主基因组 CRISPR 阵列部分，以及复

制一个新的 CRISPR 阵列。它的识别基于其序列

下游的前间区序列邻近基序 (Protospacer adjacent 

motif，PAM)，不同来源的 CRISPR 系统的 PAM

序列也存在差异。随后，CRISPR 阵列被转录并

加工成单个的 crRNA，每个 crRNA 都带有与先前

入侵的外来 DNA 序列相对应的 RNA 片段以及部

分 CRISPR 重复序列。最后，crRNA 引导由 Cas

蛋白组成的复合物或单个蛋白对入侵 DNA 序列

进行切割瓦解。 

CRISPR/Cas 系统具有多样性，包括以 DNA

为靶点的系统、以 RNA 为靶点的系统和以 DNA

与 RNA 为靶点的系统[57]。根据其效应蛋白的数

量可以将 CRISPR/Cas 系统分为两大类，1 类 (包

括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型) 是使用多蛋白复合物；2 类 (Ⅱ型、

Ⅴ型和Ⅵ型) 利用单个核酸酶(如 Cas9、Cas12 和

Cas13)。1 类和 2 类 CRISPR/Cas 系统在生化结构

上分别具有相似的特点。Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型是由

4–7 个 Cas 蛋白亚基组成多蛋白效应复合物。Ⅱ型、

Ⅴ型和Ⅵ型则由单独多结构域蛋白组成。近年来，

随着对该系统结构和功能的不断深入探索研究，

CRISPR 系统已成为一种成熟高效的基因编辑工

具，其中应用最为广泛的是 CRISPR/Cas9 系统和

新兴的 CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统。 

3.2  CRISPR/Cas9 系统 

以来源于酿脓链球菌 Streptococcus pyogenes

的Ⅱ型 CRISPR/Cas9 系统为例，其是对抗外来入

侵 DNA 的防御系统[39]。该系统是由 Cas9 蛋白、

crRNA 和 tracrRNA (trans-activating crRNA) 构成

的复合体[47] (图 3)。Cas9 蛋白包含两个核酸酶结

构域 HNH 和 RuvC，它们分别切割与 crRNA 中

20 个核苷酸 (nt) 引导序列互补和非互补的 DNA

链，形成平末端 DNA 双链断裂[62]。经人工改造

后，crRNA 和 tracrRNA 被组合成为一个 gRNA 

(guide RNA) 分子。通过碱基配对作用，自折叠

成部分双链的 RNA 结构，与 Cas9 结合发挥功能。

因此，仅需要通过改变 gRNA 与目标基因组 DNA

特异性结合序列便可以实现基因编辑的目的。靶

向目标序列的另一个要求是同样需要 PAM 区域

以使 Cas9 蛋白识别结合。Cas9 蛋白复合体在临

近 PAM 位点区域对目标序列进行剪切产生 DSB。

随后通过酿酒酵母中的同源修复机制，便可以实

现基因组目标基因的缺失或整合。 

3.3  CRISPR/Cas9 系统在酿酒酵母中的应用 

CRISPR/Cas9 系统已经成为酿酒酵母基因组

编辑的革命性和多功能策略。目前，CRISPR 系统
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已被开发为具有基因敲除、整合、转录干扰和转录

激活的能力，代谢工程中的大多数基因操作都可以

利用 CRISPR/Cas9 系统实现[63]。CRISPR/Cas9 系

统通过工程化的单链引导 RNA (Single guide RNA，

sgRNA) 引导 Cas9 核酸酶效应体形成复合物，从

而切割 PAM 序列上游 3 bp 处的基因组，造成

DSB[64]。当供体 DNA 存在与基因组 DNA 同源序

列时，酿酒酵母便可通过 DSB 实现对基因组的特

异性基因编辑。 

DiCarlo 等首次报道了利用 CRISPR/Cas 系统

对酿酒酵母基因进行敲除[65]。在没有筛选标签的

情况下，通过 90 bp 同源序列实现了 CAN1 基因

的敲除。Jakočiūnas 等开发了用于酿酒酵母基因

组多基因敲除的 CRISPR/Cas9 系统，最多可以同

时对 5 个不同的基因组位点进行敲除[66]。通过共

转化 gRNA 质粒和相应的线性同源重组片段，单

个基因至 5 个基因的编辑效率达到 50%–100%，

工程菌株甲羟戊酸产量比野生型菌株提高了 41 倍。

EauClaire 等成功将 17 个编码 β-胡萝卜素合成的基

因片段一次性整合到酿酒酵母基因组中，相邻 DNA

片段仅有 50 bp 互补，再一次证明了 CRISPR/Cas9

系统与同源重组相结合的有效性 [67]。Zhang 等 

将 tRNA 序列与多个 gRNA 串联构建了 gRNA- 

tRNA-array CRISPR/Cas9 (GTR-CRISPR) 系统，

同时敲除 8 个基因的效率达到 87%，极大地提高

了基因编辑效率[20]。 

对于工业酿酒酵母而言，基因操作可能更加

复杂。同时，对于用于食品发酵工业或者酿造工

业的酿酒酵母，从食品安全的角度出发，此类酿

酒酵母不应携带有抗性标签和毒性成分编码基

因，因此对其遗传修饰需要更加严谨，并通过严

格的安全性评价后方可获批上市。然而，多个等

位基因的存在和缺乏筛选标记加大了遗传操作的

难度[68]。因此，CRISPR/Cas9 系统的无标记编辑

方式更适合应用到二倍体和多倍体工业菌株的基

因改造中[69]。Lee 等利用 CRISPR/Cas9 系统构建

了工业酵母菌株 JHS200 的营养缺陷型突变体，

并将其应用于利用银草 Silver grass 水解液生产生

物乙醇的研究中[68]。通过引入木糖途径和 NADH

氧化酶提高了纤维素乙醇的生产，最终乙醇产量

达到 55.5 g/L[68]。Zhang 等利用 CRISPR/Cas9 系

统在工业多倍体酿酒酵母 ATCC 4124 中实现了

营养标签 URA3、TRP1、LEU2 和 HIS3 的敲除[70]。

Lian 等通过增加表达 gRNA 质粒的拷贝数提高

了基因敲除效率，敲除二倍体菌株和三倍体菌株

中 4 个基因的效率为 100%[71]。这些研究表明，

CRISPR/Cas9 系统在多倍体工业株的应用是可  

行的。 

CRISPR/Cas9 系统不仅仅是具有基因编辑的

功能，经工程化的 CRISPR/Cas9 系统还可以实现

其他多重功能，包括基因的抑制和激活 [63]。对

Cas9 核酸酶结构域 HNH (H840A) 和 RuvC 

(D10A) 进行突变，可导致两个结构域失活从而使

核酸酶丧失切割活性[72-74]。如果仅突变其中一个

位点，可以使 Cas9 蛋白成为切口酶。其只切割双

链 DNA 中的一条链，当与一对 gRNA 联合使用

时，可分别在两条目标 DNA 链上产生切口。 

3.4  CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统 

CRISPR/Cas12a(Cpf1) 是一种新型基因编辑

技术，属于依赖于单组分效应蛋白干扰基因的   

2 类Ⅴ型 CRISPR 系统[75] (图 3)。以来源于氨基酸

球菌 Acidaminococcus spp. BV3L6 的 AsCpf1 和来

源于毛螺科菌 Lachnospiraceae bacterium ND2006

的 LbCpf1 为例，Cas12a 识别的 PAM 位点为目标

DNA 5’端处富含 T 的序列(如 5’-TTTN-3’)，在

gRNA引导下与目标 DNA特定位点结合并执行切

割功能[75]。与 SpCas9 相比，AsCpf1 和 LbCpf1

的分子量更小，更容易进入细胞，且只需要 crRNA

无需 tracrRNA 即可引导切割，具有切割 DNA 和

RNA 的能力[76]。此外，剪切方式与 Cas9 也有较

大差异。Cas9 是在同一个位置同时剪切 DNA 分

子的双链，最后形成平末端，而 Cas12a(Cpf1) 剪
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切后形成两个不同长度的链并形成黏性末端[75]。

同时，更长的 PAM 序列提高了识别目标序列的能

力，使 CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统脱靶率更低[77]。

Li 等使用 CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统成功删除了

酿酒酵母基因组上两个基因之间长达 38 kb 的片

段，证明 CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统可用于酿酒

酵母的基因组简化[78]。Verwaal 等研究了 3 种不

同来源的 Cas12a(Cpf1) 对酿酒酵母基因组编辑

的功能，其中的氨基酸球菌属  Acidaminococcus 

spp. BV3L6 和新凶手弗朗西丝菌 Francisella 

novicida U112 两个来源的 Cas12a(Cpf1) 在单基

因编辑上具有与 CRISPR/Cas9 系统相当的编辑

效率，此外，来源于毛螺科菌 Lachnospiraceae 

bacterium ND2006 的 LbCas12a(Cpf1) 可实现高

效的多重基因组编辑，可同时将 3 个类胡萝卜素

基因表达框整合到 3 个不同的基因组位点[79]。 

由上可以看出，不论对于 CRISPR/Cas9 系统

还是 CRISPR/Cas12a(Cpf1) 系统来说，sgRNA

的引导作用都是至关重要的。CRISPR 系统已广

泛应用在动物、植物和微生物的基因编辑中。然

而，CRISPR 系统的精确基因编辑一直受脱靶效

应困扰。 sgRNA 的稳定结合能力和特异性在

CRISPR 系统中起到了重要作用。因此，获得高

质量的 sgRNA 是 CRISPR 编辑成功的关键条件

之一。 

3.5  优化 sgRNA 的设计 

为了降低脱靶效应，基于计算机分析的

sgRNA分析工具已经被开发以提高CRISPR系统的

精确度[80]。但是，由于不同酿酒酵母基因组碱基

存在一定差异，sgRNA 设计软件或网站基因组数据

存在局限性，在一定程度上限制了 CRISPR 系统的

编辑效率。因此，获得针对性的基因组碱基数据同

样十分重要。此外，将 Cas9 切口酶与双 sgRNA 相

结合策略，同样可以降低脱靶效率[81]。需要注意的

是，两条 sgRNA 需要足够近，且要定位在两条链

上，以对目标基因造成双链断裂。此外，基于 sgRNA

文库和多功能 CRISPR 的系统  (Multi-functional 

genome-wide CRISPR，MAGIC) 已经被用来对目

标基因进行精确编辑和调控基因表达水平[46]。 

3.6  碱基编辑器 

碱基编辑器 (Base editor，BE) 是利用丧失活

性的 Cas9 (dCas9 或 Cas9 切口酶) 与胞苷脱氨酶

(Cytidine deaminases) 或腺苷脱氨酶融合，对基因

组进行单碱基突变的技术[82]。利用 sgRNA 的靶向

能力，可以在不引入 DNA 双链断裂的情况下对

目标碱基进行有针对性的编辑。丧失活性的 Cas9

与胞苷脱氨酶融合，可将脱氧胞苷脱氨为脱氧尿

苷，使基因组上原有的 C·G 转变为 T·A。与脱氧

腺苷脱氨酶 (Deoxyadenosine deaminase) 融合，

可将脱氧尿苷脱氨形成脱氧胞苷，使基因组上原

有的 A·T 转变为 G·C。利用碱基编辑器的靶向

DNA 诱变已经在酿酒酵母中得到证实[83]。但是，

碱基编辑器也存在一定的局限性，其中最为显著

的问题是目前只能用于不同碱基之间的转换

(Transition)，而无法实现不同碱基之间的颠换

(Transversion)，即它只能实现嘧啶对嘧啶和嘌呤

对嘌呤的改变，而无法完成嘧啶对嘌呤和嘌呤对

嘧啶的改变。另外一点就是碱基编辑器在 RNA 水

平以及全基因组水平上存在较高的脱靶效应。 

4  异源代谢途径多拷贝整合 

基于单拷贝位点的异源基因整合方式已经应

用到酿酒酵母基因组整合中[84]。然而，由于拷贝数

的限制，异源基因的表达水平和目标产物产量也可

能被限制。利用酿酒酵母自身多拷贝位点的整合方

式可进一步提高外源基因的拷贝数，更适合应用于

代谢工程的改造中[85]。酿酒酵母中常用作异源基因

整合的多拷贝位点主要有核糖体 DNA (Ribosome 

DNA，rDNA)、δ位点和 Ty 转座子 (图 4)。 

rDNA 单元由两个转录区 (5S 和 35S) 和两个

非转录间隔 (NTS1 和 NTS2) 组成，一个 rDNA

单元长度大约为 9.1 kb，大约由 150个拷贝组成[86]。 
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图 4  酿酒酵母中异源代谢途径多拷贝整合 
Fig. 4  Multi-copy integration of heterologous metabolic pathways in S. cerevisiae. 
 
 

基于 rDNA 位点的整合方式，已被广泛应用到工

程菌株的构建中。Dai 等[87]首先将来源于西洋参

Panax quinquefolius 的 PgDDS、PgPPDS 和拟南芥 

Arabidopsis thaliana 的 AtCPR1 基因整合到菌株

BY4742 的 rDNA 位点实现了原人参二醇的合成，

并在后续实验中稳定表达。Zhang 等[88]将 β-香树

脂醇合成途径以及强化底物供应途径整合到

rDNA 位点，工程菌株 SGib 实现了 β-香树脂醇的高

水平合成。随后，Zhu 等[15]继续在工程菌株 SGib

上进行改造，将两个细胞色素 P450 酶(CYP72A154、

CYP88D6) 和一个细胞色素 P450 还原酶 ATR1 的

基因整合到基因组上，成功合成了甘草次酸。Park

等 [89]组装胞质异丁醇生物合成途径到 rDNA 位

点，qPCR 分析表明 3 拷贝途径基因被整合，异丁

醇产量达 227.2 mg/L，多次传代后异丁醇产量基

本一致，表明异源途径基因可以稳定整合在 rDNA

位点。 

酿酒酵母中存在具有转座能力的 Ty 因子 

(Ty elements)，每段序列长度均在 6 kb 左右，两

端分别接有长约 0.33 kb 的同向重复序列。Ty 因子

被分为五大家族，即 Ty1 到 Ty5，且在酵母基因组

上拷贝数较多，可作为外源基因的插入位点[60]。

Shi 等利用 Di-CRISPR 系统将木糖消耗途径和

(R,R)-2,3-丁二醇生物合成途径，整合到 Ty 转座

子的 δ 序列中，实现了大型异源生物合成途径的高

效无标记整合。该系统通过对基因组 δ 位点产生

DSB，最多整合了 18 个拷贝的 24 kb DNA 片段，

研究表明较高的途径拷贝数提高了木糖的消耗率

和 (R,R)-2,3-丁二醇的产量[25]。以上研究表明，将

异源途基因整合到酿酒酵母基因组高拷贝位点

具有巨大潜力，这为异源途径整合奠定了基础。 

5  基因组规模的基因编辑 

由于酿酒酵母代谢网络十分复杂，单基因或

多基因的编辑可能限制了目标产物的生产。借助

高通量基因组编辑技术可以实现多基因的自动基

因组改造。此外，酿酒酵母基因组和单条染色体

酿酒酵母的合成，为更深刻理解基础生命科学提

供了参考。 

5.1  高通量基因编辑技术 

从自然样本中筛选分离获得的微生物，由于

目标化合物产量低和对恶劣工业条件耐受性弱等
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因素，通常很少能直接用于工业规模生产。因此，

需要对微生物进行基因组水平的改造和进化，以

满足工业化需求。然而，传统改造方法由于通量

低限制了细胞工厂的构建。随着自动化设备和基

因组编辑技术的发展，多种高通量筛选  (High- 

throughput screening，HTS) 方法被开发，以高通

量形式在基因组水平上修改细胞生理功能来重建

细胞工厂，为菌株生长和产物积累提供最佳条件，

最终提高细胞工厂的生产性能[90-92]。 

对微生物基因组进行大规模高通量改造，可

以获得巨大的突变库，再经过高通量筛选便可以实

现特定目标化合物的生产。为了更合理地构建菌株

文库，目前已经建立了基于随机组合多重自动基因

工程 (Multiplex automated genome engineering，

MAGE) 的高通量基因编辑技术[93]。最初，MAGE

被应用在对大肠杆菌染色体上多个基因位点的快

速连续改造，以实现大规模编程和进化[94]。随后，

类似 MAGE 的酵母寡聚介导基因组工程 (Yeast 

Oligo-Mediated Genome Engineering，YOGE) 和

真核生物多重基因组工程  (Eukaryotic multiplex 

genome engineering，eMAGE) 也被应用于酿酒酵

母靶向工程化改造中[95-96]。eMAGE 可在不导致

DSB 的情况下对酿酒酵母的多基因实现精确编辑

修饰。通过在酿酒酵母中引入与复制叉的后随链

互补的寡核苷酸，实现了大于 40%的序列修饰效

率[96]。多次循环同时靶向基因内的多个位点提高

了工程菌株突变效率，该方法产生了近 100 万个突

变体。对 β-胡萝卜素途径的启动子、编码序列和

终止子进行编辑，获得了 β-胡萝卜素产量不同的

工程菌株。此外，基于 CRISPR 系统的 CasEMBLR

技术可将同源序列的目标 DNA 片段整合到基因

组的特定位点，实现酿酒酵母体内多基因无标记

组装[97]。Liu 等设计了一种组合重编程基因表达

以控制复杂表型的方法 (Multiplex navigation of 

global regulatory networks，MINR)，并构建了

MINR 文库[98]。通过乙醇和/或葡萄糖耐受性实验，

特异性突变体不仅提高了乙醇和/或葡萄糖耐量，

乙醇的生产浓度也比野生型菌株提高了 2 倍。Guo

等基于 CRISPR/Cas9 系统创建了一个全基因组文

库，在不同的环境条件下，对 315 个特征较差的小

开放阅读框的重要性进行了评估[99]。 

5.2  人工合成基因组 

DNA 合成和组装方法的发展，促进了染色体

的人工构建和全基因组重排，使病毒、生化途径、

细菌和真菌基因组的人工合成成为可能[100]。“人

工合成酿酒酵母基因组”计划  (Sc2.0) 是一个国

际项目，旨在设计和构建一个完全合成的酵母基

因组[101]。2011 年，Dymond 等证明了化学合成酿

酒酵母Ⅸ号染色体右臂 (synⅨR) 和Ⅵ号染色体

左臂 (synⅥL) 的可行性[102]。2014 年，Annaluru

等成功设计组装了第一个完整酿酒酵母染色体  

Ⅲ号染色体 (synⅢ)，使Ⅲ号染色体长度精简到    

272 871 bp[100]。到目前为止，Sc2.0 联盟成员已经

完成了 synⅡ[103]、synⅤ[104]、synⅥ[105]、synⅩ[106]

和 syn Ⅻ[107]染色体的构建。此外，单条染色体

酿酒酵母的人工构建，对探索生命起源与进化同

样具有重要价值[108]。酿酒酵母基因组设计和重构

赋予了细胞工厂全新功能和进化潜力，为更全面

探索一个有机体提供了可能[101,108]。 

6  总结与展望 

酿酒酵母作为真核生物已经实现了化学品、

植物次级代谢产物和异源蛋白质等的合成。尽管

这些产物十分重要，但目前大部分基于酿酒酵母

的产品的生产水平仍未达到商业化标准。为了实现

目标产物的高水平生物合成，通常需要涉及几十个

酶促反应。因此，引入的异源代谢途径与酿酒酵母

之间的协调性尤为关键。需要考虑到异源途径的

表达、代谢负担、前体物供应和次级代谢物生产

强度对宿主的影响等因素。虽然酿酒酵母已经是
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研究最深入的真核微生物，但对整个代谢和调节

网络仍然缺乏清晰而透彻的理解。通过基因编辑技

术的进一步发展，各个基因功能及代谢网络的解析

必将使人们对酵母世界的认知得到进一步的提升。 

新型基因编辑工具的快速发展，已经极大地

提高了酿酒酵母基因组工程的速度和效率。与传

统基因编辑相比，基于 CRISPR 系统的技术在基

因编辑和异源代谢途径组装等方面已显示出优

势，可以在无筛选标记情况下同时进行多基因编

辑，极大地减少了异源代谢途径引入和基因定点

突变的周期，使单个基因或基因代谢网络组合优

化成为可能。虽然，基于 CRISPR 系统的基因编

辑技术还存在一些问题，如：当需要对目标基因

进行改造时，往往需要设计多条特异性序列，以

保证可以实现准确的基因编辑。因此，如何提高

基因编辑的效率和精度成为最重要的任务。但是，

随着 CRISPR 系统的进一步发展，更多 Cas 蛋白

的开发利用使该技术在今后的农业、工业和医学

领域中具有更广阔的应用前景。 

此外，在工程构建过程中需要对底盘细胞进

行多次改造，以使细胞工厂生产目标产物的效率

和产量达到最佳水平，对如何利用人工智能等计

算机辅助手段来提升改造的可靠性和效率提出了

更高要求。基因组规模的基因编辑工程与机器学

习的交叉融合或将在此领域大放异彩。由于多次

改造必然会导致时间周期变长和经济消耗，如何

在单次实验中同时完成大量的基因编辑工作，也

是限制细胞工厂构建速度的关键因素。 
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