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摘  要：热带假丝酵母(Candida tropicalis)是一种具有重要工业应用价值的非常规酵母，因其在长

链二元酸和木糖醇的工业化应用而闻名。随着合成生物学的发展，热带假丝酵母在生物表面活性

剂、单细胞油脂和高附加值化合物方面也展现出巨大的潜力，使其成为了生物技术应用的重点对

象之一。本文综述了热带假丝酵母中遗传编辑工具开发和应用的最新研究进展，探讨了热带假

丝酵母研究中的瓶颈及解决方案，为未来的研究提供了参考和助力，推动其在合成生物产业中的

应用。 
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Abstract: Candida tropicalis, an unconventional yeast species playing a significant role in 
industrial applications, is notable in the production of long-chain dicarboxylic acids and xylitol. 
With advancements in synthetic biology, C. tropicalis shows high potential as a host for 
producing biosurfactants, single-cell oil, and other high-value chemicals, becoming an 
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important target in the application of biotechnology. This paper summarizes the recent progress 
in genome editing tools and applications in C. tropicalis and explores the bottlenecks and 
solutions in the research on C. tropicalis, aiming to provide reference for future research and 
drive forward the application of this yeast species in the industry of synthetic biology. 
Keywords: Candida tropicalis; genome editing; biotechnology; industrial applications 
 
 

 

随着合成生物学的发展，微生物细胞工厂

在绿色生物制造和高附加值化学品的合成上发

挥着越来越重要的作用，模式微生物大肠杆菌

(Escherichia coli) 和酿酒酵母 (Saccharomyces 
cerevisiae)是目前常用的底盘细胞，其清晰的遗

传背景及成熟的遗传操作工具在产业化中发挥

重要作用[1-2]。然而，E. coli 和 S. cerevisiae 合成

部分化合物的效率不高、生物量低、培养成本高

和抗逆性弱等不足，限制了其工业化应用[3]，所

以发掘新的、更理想的宿主菌株是当前合成生

物学研究的热点。非常规酵母因其较强的鲁棒

性、广谱底物利用能力和高密度发酵上具有突

出优势而受到越来越多的关注，热带假丝酵母

(Candida tropicalis)是一种自然界广泛存在的

非常规酵母 [4]，能够在 pH 4.0–11.0 和盐分浓

度为 12%的培养基中保持良好的生长活性 [5]。     
C. tropicalis 在木糖利用效率上表现突出，对木

质纤维素预处理产生的酚类和醛类等生长抑

制物具有较高的抗性[6]，其能利用农林废弃物

水解液生产乙醇和木糖醇等生物产品 [7-9]。    
C. tropicalis 还具备强大的 ω-氧化酶系，能够将

长链烷烃、长链脂肪酸或羟基脂肪酸氧化为长

链二元酸[10]，已经实现了多种长链二元酸的产

业化[11]。此外，C. tropicalis 在生物表面活性剂、

单细胞油脂和其他高价值产物的合成中也取得

了重要进展[12] (图 1)。 
另外，C. tropicalis 通常将 CUG 密码子翻

译成丝氨酸而不是常规的亮氨酸，在引入外源

基因表达时需要对密码子进行特殊优化[13]。当

前，C. tropicalis 中基因组测序的完成和 CRISPR
基因编辑系统的建立为其天然代谢网络的理性

改造提供了理论基础和技术支持，推动了相关

研究的进展。本文将重点阐述 C. tropicalis 中基

因元件挖掘和编辑技术开发的进展和挑战，综

述其应用研究的现状和优化产物合成策略，并

对未来发展趋势进行展望。 

1  热带假丝酵母中基因表达元件 
非常规酵母中高效稳定的基因表达元件的

挖掘和改造是合成生物学的重要内容[14]。启动

子是调节基因转录水平和影响基因表达的关键

元件，在 C. tropicalis 中已有部分内源性启动子

被表征，其中组成型强启动子 PGAP1 最常被用于

介导基因的过表达，如 Ahmad 等[15]利用 PGAP1

介导磷酸戊糖途径相关基因 ZWF 和 GND 的过

表达，增强菌株 NADPH 供应，使木糖醇产量提

高了 21%。张利华[16]鉴定了包括 PGAP1在内的 8 个

内源性启动子，并比较了启动子强度：PGAP1>PFBA1> 
PHXT7>PGPM1>PENO1>PADH2>PPGK1>PTEF1，其中最强

启动子是最弱启动子的 42倍，扩展了C. tropicalis
中启动子对基因的调控范围。与组成型启动子

不同，诱导型启动子能够根据研究的需求改变

诱导条件，进而调控基因的转录和表达，PGAL1

是常见的诱导型启动子[17]，在 C. tropicalis 中以

PGAL1 介导外源蛋白 OsBG1 表达，在半乳糖诱导

后 12 h 和 24 h OsBG1 的表达量分别提高 7.9 倍

和 1.5 倍[18]。此外，Umemura 等[19]表征了异柠

檬酸裂解酶 ICL1 启动子的活性，发现其在脂肪

酸、醋酸或乙醇诱导下表达，有效提升了长链

二元酸的产量。除了内源性启动子，一些外源启

动子也能够在 C. tropicalis 中实现基因的高效表

达，在基因编辑工具的开发过程中，利用来源于

季也蒙迈耶氏酵母(Meyerozyma guilliermondii)的
MgTEF1 启动子介导 Cas9 表达；来源于棉阿舒 
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图 1  热带假丝酵母的一般特性及应用   由内而外，第一圈表示 C. tropicalis 的特性，第二圈是 C. tropicalis
常用的底物，第三圈是 C. tropicalis 的应用方向。 
Figure 1  General characteristics and application of Candida tropicalis. From the inside out, the first circle 
indicates the properties of C. tropicalis, the second circle is the substrate commonly used by C. tropicalis, 
and the third circle is the application of C. tropicalis. 
 
 

囊霉(Ashbya gossypii)的 AgTEF1 启动子和近平

滑念珠菌(Candida parapsilosis)的 CptRNAAla 融

合启动子共同介导 sgRNA 表达[20]。 
终止子通过调节转录机制影响 mRNA 的

稳定性，是基因转录过程中必不可少的调控元

件[21]。相较于启动子，C. tropicalis 中终止子的

研究较少，通常使用的包括 CYC1t、ENO1t、
PGK1t、TEF1t 和 SYN7t 等几种[22]。Curran 等[23]

在 S. cerevisiae 中表征了多种终止子，发现不同

的终止子对基因转录水平的影响十分明显，其

中合成终止子较天然终止子序列更短、效果更

好，还可以减少天然终止子重复使用导致的同

源重组几率[24]。在 C. tropicalis 的代谢工程改造

中，终止子的挖掘和改造也逐渐受到研究者的

关注。 

2  热带假丝酵母的基因编辑研

究进展 
C. tropicalis 中已报道了多种基因编辑方

式，早期主要是利用营养缺陷型标记对靶基因进

行敲除。然而，该方法通常一轮只能完成一个基

因的单拷贝敲除，每轮改造后都需要通过自发突

变或分子改造重新获得营养缺陷型筛选标记，为

实现基因改造，通常需要多轮实验。基因编辑工

具的开发是推动 C. tropicalis 被进一步应用的关

键，本文主要介绍了基于辅助序列、反向筛选和

CRISPR-Cas9 的基因编辑工具，这 3 种方法均能

够在 C. tropicalis 中实现基因的连续编辑。 
2.1  基于辅助序列的基因编辑工具 

辅助序列在 C. tropicalis 中实现基因连续
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编辑的主要原理是在筛选压力下，将敲除表

达盒整合到靶基因上，在有丝分裂期间，基

因侧翼重复序列之间的重组频率较高。以    
C. tropicalis 中 URA3 缺陷型菌株为出发菌株，

Zhang 等[25]利用来源于沙门氏菌(Salmonella)的
hisG 序列辅助构建了 PDC-hisG-URA3-hisG-PDC
敲除表达盒，成功敲除 PDC。为了进一步缩短

敲除表达盒的长度以提高转化效率，以 URA3
自身序列为敲除辅助序列，有效缩短了敲除表

达盒的长度，转化效率提高了 10 倍左右，利用

该方法成功敲除 CAT、POX4、POX5 等[25]，但

该方法会导致靶基因位点残留一部分辅助序

列，无法做到无痕敲除。 
2.2  基于 mazF 反向筛选标记的基因编辑

工具 
使用反向筛选标记进行基因组编辑通常可

以做到无痕敲除，Wang 等[26]开发了一种以 E. coli
核酸内切酶 mazF 为筛选标记的无痕编辑方法，

将靶基因的同源臂整合到含有抗性基因 G418
和反筛基因 mazF 的自杀质粒上，利用 G418 抗

性平板筛选通过单交换将质粒整合到基因组的

阳性转化子，之后通过诱导 mazF 表达，反向筛

选发生二次单交换去除质粒序列的转化子[26]。该

方法能够在 C. tropicalis 中实现基因的无痕敲

除和插入，为基因的连续编辑提供了可靠的方

法，但其也有一定的缺陷，如需额外添加诱导

物、诱导物添加的量难以控制往往会造成假阳

性率高，每次编辑需连续 2 轮筛选，并且只能

进行单拷贝编辑，基因编辑周期较长等。 
2.3  基于CRISPR-Cas9系统的基因编辑

工具 
CRISPR-Cas9 系统是当前常用的基因编辑

工具，已经在多种非常规酵母中实现了高效的

基因编辑和外源基因的导入，如巴斯德毕赤酵

母 (Pichia pastoris)[27-28] 、 解 脂 耶 氏 酵 母

(Yarrowia lipolytica)[29-31]、库德里亚兹毕赤酵母

(Pichia kudriavzevii)[32] 和 圆 红 冬 孢 酵 母

(Rhodosporidium toruloides)[33]等。CRISPR-Cas9

系统介导基因编辑主要有 3 种关键元件：靶向

目的基因的 sgRNA 序列、切割蛋白 Cas9 和修

复模板。游离质粒是非常规酵母中表达 Cas9 和

sgRNA 最 常 见 的 载 体 ， 需 要 着 丝 粒 序 列

(centromere sequence, CEN)和自主复制序列

(autonomously replicating sequence, ARS)来增

强其遗传稳定性[32]。然而，C. tropicalis 中关于

CEN 和 ARS 序列的研究极少，为了获得在    
C. tropicalis 中稳定遗传的质粒，Lombardi 等[20]

构建了质粒 pCT-tRNA (图 2A)，其采用来源于

白色念珠菌(Candida albicans)的 ARS2 序列来

增强遗传稳定性，以诺尔斯菌素抗性基因 SAT1
为筛选标记时能够在 C. tropicalis 中稳定传代。

以 pCT-tRNA 为载体表达 Cas9 和 sgRNA，对 5 株

C. tropicalis 的 ADE2 进行编辑，在无同源臂修

复模板的菌株中 ADE2 突变率为 88%−100%，

添加 60 bp修复模板的菌株中ADE2编辑效率为

50%−100%[20]，该编辑系统为 C. tropicalis 的菌

株改造提供了可靠的工具。 
挖掘菌株自身的 CEN 和 ARS 序列能够有

效提升游离质粒的遗传稳定性和拷贝数，进而

提升基因编辑工具的效率[34]。Cao 等[35]鉴定了   
P. kudriavzevii 中的 CEN 序列，进而构建了含

有 ARS 和 CEN 序列的稳定遗传的质粒，对

ADE2 的编辑效率从 85%提高到了 95%。另外，

在 CEN 序列上游插入强启动子能够增强质粒

稳定性，有助于提升质粒拷贝数和基因表达水

平 [36]。目前只有少数酵母鉴定出自身 ARS 序列，

多种酵母可以利用其他物种来源的 ARS 序列增

强质粒的遗传稳定性，如 P. kudriavzevii[37]和

P. pastoris[38] 采 用 来 源 于 乳 酸 克 鲁 维 酵 母

(Kluyveromyces lactis)的 panARS 序列提升了其

基因编辑质粒的编辑效率。 
由于部分酵母菌株缺乏稳定遗传质粒，

Cas9 和 sgRNA 通常被整合到基因组上以完成

对靶基因的编辑。然而，该方法具有操作过程

烦琐、筛选需要使用抗生素或缺陷型筛选标记

等缺点，无法实现基因的连续编辑，并且 Cas9
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对菌株的毒性具有不确定性[39]。CRISPR-Cas9
瞬时表达系统以游离片段的形式表达 Cas9 和

sgRNA，可以不依赖表达质粒或将 Cas9 和

sgRNA 整合到基因组来实现基因编辑。Zhang
等[40]开发了针对 C. tropicalis 的 CRISPR-Cas9
瞬时表达系统，将 Cas9 表达盒、sgRNA 表达

盒和靶基因的同源臂一同转化到感受态细胞中

(图 2A)，该方法对 URA3的编辑效率达到 100%，

但对 ADE2 的编辑效率只有(10.5±1.2)%；为了

提高编辑效率，将 ADE2 的同源臂构建到瞬时表

达盒的末端后编辑效率达到了(85.0±2.7)%[40]。

瞬时表达系统还能够对多基因进行编辑，利用

20 bp的DNA融合表达URA3和ADE2的 sgRNA，

编辑效率达到(32.4±4.1)%[40]。将同源臂融合到

瞬时表达盒两端提高了 Cas9 切割系统与修复

模板同时转化到感受态细胞中的概率，从而提

升了编辑效率[41]。相较于基因编辑质粒，瞬时

表达系统的 DNA 序列更短且为线性片段，其转

化相对容易，有助于提升阳性转化子数量。另外，

已有研究表明 CRISPR 系统的瞬时表达可能会

最大限度地减少脱靶效应和细胞毒性 [41-42]。

CRISPR-Cas9 瞬时表达系统虽然简单易操作，

但由于缺乏筛选标记，不利于阳性转化子的鉴

定，尤其是多基因编辑假阳性率较高。为了进

一步提高其编辑效率，Li 等[43]开发了基于 III
型启动子的 tRNA:gRNA 平台，以 tRNAGly 作为

启动子提高 sgRNA 表达，提高了瞬时表达系统

的基因编辑效率。 
C. tropicalis中 CRISPR-Cas9 系统的建立实

现了单基因编辑和多基因编辑，显著缩短了基

因编辑时间并提高了编辑效率。但目前该系统

在 C. tropicalis 的应用中仍有一些不足之处，如

C. tropicalis 中基因修复主要依靠非同源末端重组

(图 2B)，通过强化与同源重组相关的基因 RAD52
和 RAD59 表达，或者弱化与非同源末端修复相

关基因 KU70 和 KU80 的表达来提升菌株的同源

重组能力，从而进一步提升菌株的编辑效率[20]。

另外，CRISPR-Cas9 基因编辑系统对靶基因的

识别依赖于特定的间隔相邻基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM) NGG，因而在基因编辑过

程中存在一定缺陷，而 Cas14 蛋白在识别靶基

因时不依赖于 PAM 序列，可以为基因编辑提供

更多的可能性和选择性[44]。 

3  热带假丝酵母的合成生物学

应用 
多种非常规酵母在天然产物和精细化学品

的合成上取得了巨大的进步，如 P. pastoris 合

成广藿香醇和番茄红素[45-47]，Y. lipolytica 合成

丁二酸[48-49]和角鲨烯[50]；P. kudriavzevii 合成苹

果酸[51]，R. toruloides 合成类胡萝卜素[52]。相较

于常见的非常规酵母，C. tropicalis 的应用研究

相对较少，随着对该菌株特性的深入了解和技

术的不断进步，其应用从二元酸和木糖醇逐渐

扩展到生物表面活性剂、单细胞油脂和高附加

值化合物等其他产物(表 1)。 

3.1  C. tropicalis 合成二元酸 
二元酸(dicarboxylic acid, DCA)作为合成

多种高附加值化学品的原料[86]，已广泛应用于

化工、农业和医药等领域[58]。C. tropicalis 中二

元酸合成的代谢路径如图 3 所示，以正烷烃或

脂肪酸为底物，通过物理或者化学诱变和代谢

工程改造增强 ω-氧化途径，弱化 β-氧化途径[87]，

其中十二碳二元酸(DCA12)产量达到 180 g/L[53]，

十三碳二元酸(DCA13)产量超过 150 g/L[54]，十

四碳二元酸(DCA14)产量达到 190 g/L[55]，十七

碳二元酸(DCA17)在 50 m3 生物反应器中产酸量

为 163 g/L[56]。除直接利用菌株生物催化正烷烃

生产二元酸外，Sahoo 等[88]使用一种无机材料

MoS2-CNT-Eosin-Y 与 C. tropicalis 进行生物混

合，构建了一种生物杂合催化剂体系，光照射

促使 MoS2-CNT-Eosin-Y 激发电子，菌株吸收

电子并利用它们激活 P450 酶催化活性，促进烟

酰胺辅助因子 NADPH 有效再生，使十二碳二元

酸产量达到 237 g/L，较野生型菌株高 4.01 倍。 
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图 2  热带假丝酵母中 CRISPR-Cas9 基因组编辑示意图    A：CRISPR-Cas9 相关编辑工具；B：

CRISPR-Cas9 介导 DNA 裂解后的修复。 
Figure 2  Diagram of CRISPR-Cas9 system in C. tropicalis and schematic of genetic constructs. A: CRISPR-Cas9 
related genome-editing tools; B: Repair after CRISPR-Cas9 mediated DNA cleavage. 
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表 1  热带假丝酵母的主要应用 
Table 1  Main applications of Candida tropicalis 
Product Strain Titer Substrate Reference 

DCA12 ES4-6-5 180 g/L Dodecane [53] 
DCA13 CGMCC 356 153 g/L Tridecane [54] 
DCA14 ES4-6-5 190 g/L Tetradecane [55] 
DCA17 ly-7 163 g/L Heptadecane [56] 
Azelaic acid ATCC 20962 30.10 g/L Oleic acid [10] 
Sebacic acid ATCC 20962 (34.50±1.10) g/L Methyl decanoate [57] 
Sebacic acid ATCC 20962 98.30 g/L Methyl decanoate [58] 
Adipic acid KCTC 7212 12.10 g/L Methyl laurate [59] 
Xylitol MTCC 6192 35 g/L Corn cob hydrolysate [60] 
Xylitol JA2 109.5 g/L Sugarcane biomass hydrolysate [61] 
Xylitol K2 90 g/L Xylose and glycerol [9] 
Xylitol ATCC 13803 41.50 g/L Xylose and glycerol [7] 
Xylitol GS18 34.21 g/L Rice straw hydrolysate [8] 
Biodiesel MF510172 13 mL/L 6% pineapple waste [62] 
Lipid SY005 0.25 g/g   Glucose and xylose [63] 
Lipid SY005 0.370 g/g   Galactose [17] 
Biodiesel  ASY2 2.68 g/L Sago processing wastewater [64] 
Lipid ATCC 750 8 g/L Olive mill wastewater [65] 
Biodiesel CBW-5 8.62 g/L Corn cob hydrolysate [66] 
Biosurfactant UCP 1613 4.90 g/L Soybean post frying oil [67] 
Biosurfactant UCP0996 7.36 g/L Waste frying oil [68] 
Biosurfactant RA1 31 g/L Soya oil [69] 
Biosurfactant NN4 10 g/L Glucose [70] 
Phytase NCIM 3321 6.08 U/mL Glucose [71] 
Xylanase MK-160 23.60 U/mL Xylan [72] 
L-ribulose ATCC 20336 9 g/L Glucose and arabinose [73] 
Citric acid KKU-L42 50.53 g/L Glucose [74] 
Cellulase YES3 34.20 U/mL Napier grass biomass [75] 
Xylose reductase IFO 0618 11.16 U/mL Sawdust hydrolysate [76] 
Polyhydroxybutyrate BPU1 0.39 g/g Starch [77] 
Pectinase 13B 13.90 U/mL Glucose [78] 
Phenylacetylcarbinol TISTR 5306 (10.50±0.20) mmol/L Pyruvate and benzaldehyde [79] 
α‑humulene CU-206 4 115.42 mg/L Glucose [80] 
Cembratriene-ol CU-208 1 425.76 mg/L Glucose [81] 
Squalene DC03 433.06 mg/L Glucose [82] 
1,2,4-butanetriol BT 3.42 g/L Corn cob hydrolysate [83] 
β-carotene ATCC 20336 (0.42±0.02) mg/g Glucose [43] 
β-ionone ATCC 20336 730 mg/L Glucose [22] 
Perillic acid ATCC 20336 106.69 mg/L Glucose [84] 
Arabitol ATCC 20336 26.65 g/L Glucose [85] 
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图 3  热带假丝酵母中烷烃和脂肪酸的代谢途径 
Figure 3  Metabolic pathway of alkane and fatty acid in C. tropicalis. 
 

当前二元酸的生产主要以石油来源的烷烃

为底物，为了缓解石油资源短缺的现状，利用

植物油脂生产二元酸的研究在近年来备受关

注。C. tropicalis ATCC 20962 可以在壬酸乙酯

加入后立即将壬酸乙酯裂解为壬酸，通过连续

流加壬酸乙酯进行分批生物转化，壬二酸产量

为 30.10 g/L，摩尔产率为 90%[10]。C. tropicalis
以油脂为底物产二元酸时，脂肪酸对 C. tropicalis
有较强的毒性[57]，而利用烷烃诱导激活 α,ω-氧
化途径可以有效降低脂肪酸毒性，在 C. tropicalis 
ATCC 20962 利用癸酸甲酯向癸二酸的生物转

化之前，利用癸烷诱导激活 α,ω-氧化途径，癸

二酸的产率[(34.5±1.10) g/L]提高了 28%[57]。此

外，通过优化工艺参数也可显著提升油脂转化

为二元酸的效率，Funk 等[89]利用 C. tropicalis
转化椰子油脂来源的月桂酸甲酯，优化通气、

补料速度和 pH 精细调控，十二碳二元酸的浓

度从 28.9 g/L提高到 66.0 g/L。除长链二元酸外，

C. tropicalis 还具有产中长链二元酸的潜力，  
C. tropicalis KCTC 7212 以月桂酸甲酯为底物，

在最佳搅拌速率、最佳 pH 和敲除脂酰辅酶 A
氧化酶基因等条件下，获得 12.10 g/L 的己二酸，

生产效率为 0.1 g/(L·h)，是目前酵母中报道的最

高水平[59]。虽然 C. tropicalis 可以利用可再生的

油脂生产长链二元酸，但其二元酸的产量仍然

较低，应进一步提升 C. tropicalis 对脂肪酸毒性

的耐受性和生产过程中工艺的稳定性，推动以

可再生资源生产长链二元酸的发展。 
3.2  C. tropicalis 合成木糖醇 

木糖醇是美国能源部认定的十二种平台化

合物之一[9]。相较于蔗糖，木糖醇具有更高的

甜度和更低的热量，主要作为代糖应用于食品

行业，其全球市场规模达到 22.6 万 t[90]。可再

生的木质纤维素水解液中因含有大量的木糖而

成为木糖醇工业化生产的首选原料。C. tropicalis 
MTCC 6192 利用经活性炭法、膜法和离子交换
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树脂法处理的玉米芯水解产物，木糖醇的产率

达到 62%[60]。预处理部分脱除了水解过程中产生

的糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸等抑制物，增强了

菌株对底物的利用率[61]。随着对 C. tropicalis 的

研究增多，发现其对未解毒的木质纤维素水解物

具有较强的利用能力[7,91-92]。Morais 等[61]筛选了

218 种非 S. cerevisiae 菌株，其中 C. tropicalis JA2
对未脱毒的甘蔗渣水解液的转化效率最高，木糖

转化率达到 0.47 g/g；进一步对发酵培养基进行

调整优化，菌株 JA2 产木糖醇 109.5 g/L，木糖

的转化率为 0.86 g/g[61]。在木糖醇的生产过程

中，微生物细胞内 NAD(P)H 供应不足是限制产

量的关键因素，甘油较常见的木糖、蔗糖和葡

萄糖可以提供更好的 NAD(P)H 供应[9]，从而有

助于木糖还原酶将木糖还原为木糖醇，增加木

糖醇的生成。Singh 等 [9]筛选到高产木糖醇的

菌株 C. tropicalis K2，以未解毒的玉米芯木糖

醇转化率为 0.62 g/g，以 20 g/L 甘油为共底物，

木糖醇转化率为 0.90 g/g，产量达到 90 g/L。   
C. tropicalis 是最重要的木糖醇生产菌株之一，

提高其对廉价农林废弃物的利用率，可以有效

降低木糖醇的生产成本。 
3.3  C. tropicalis 合成生物表面活性剂 

表面活性剂是最重要的大宗化学品之一，

广泛应用于人类日常生活中的所有产品和活动，

如清洁产品、化妆品、食品和工业生产等[93]。生

物表面活性剂具有原料可再生、较好的环境相

容性和稳定性等特性，被认为是以化石资源合

成表面活性剂的重要替代品[94]。C. tropicalis 具有

较强的碳氢化合物代谢能力，能够在水油不混溶

的培养基中生产生物表面活性剂。C. tropicalis 
UCP0996 以 2.5%废煎炸油为主要底物，其生物

表面活性剂产量达到 4.19 g/L；在 2 L 和 50 L
的生物反应器中进行了放大生产，表面活性剂

的产量分别为 5.87 g/L 和 7.36 g/L[68]。高产菌株

主要从石油储藏、石油泄漏的海水和海洋沉积

物中筛选获得，原因是 C. tropicalis 能通过产生

物表面活性剂来乳化环境中的油类，进而吸收

利用。Ankulkar 等[69]从被石油污染的炼油厂土

壤中分离到 C. tropicalis RA1，菌株 RA1 在以

大豆油为底物的发酵条件下，240 h 内产生  
31 g/L 的槐糖脂。在表面活性剂的生产过程中

培养基成分和发酵条件对产量有显著的影响，

根据 Batista 等[95]的研究，在限制氮源的条件下，

可以增加 C. tropicalis 中生物表面活性剂的产

量。除了优化发酵培养基外，进行相应的代谢

路径重建能够有效提升表面活性剂产量[96]。此

外，生物表面活性剂的提取及纯化成本占总生产

成本的 60%−80%[97]，所以开发成本更低及损耗

更低的分离纯化方法能够推动其商业化发展。 
3.4  C. tropicalis 合成单细胞油脂 

单细胞油脂因与植物油脂相似的成分而被

认为是植物油脂潜在的替代者[98]。利用微生物

生产油脂具有生长周期短、培养条件简单、不

受季节和场地限制，以及可利用廉价的工农副

产品等优点。C. tropicalis 不仅可以利用木糖、

正构烷烃、脂肪酸、葡萄糖、乳糖、果糖和蔗

糖等多种碳源，并且因其强大的脂肪酸合成途

径，已成为生产脂质和特定脂肪酸的重要微生

物[99]。研究者对 C. tropicalis 产单细胞油脂的研

究主要集中在廉价原料的利用及发酵条件优

化，如 Thangavelu 等 [64]筛选的 C. tropicalis 
ASY2 利用木薯加工产生的副产品和西米加工

产生的废水生产单细胞油脂，通过培养条件优

化，油脂产量为 2.68 g/L。发酵培养基中合适的

C/N 可以提高脂质的产量，C. tropicalis ATCC 
750 以橄榄油废水为底物，C/N 比为 19 时，其

脂质产量最高，能够达到 8 g/L[65]。 
代谢改造也是提升 C. tropicalis 油脂产量

的有效手段，过表达油脂合成相关基因脂肪酸合

酶、乙酰-CoA 羧化酶、硬脂酰-ACP 去饱和酶和

甘油二酯乙酰转移酶能够有效提升 C. tropicalis
中油脂的含量[63,100]。此外，过表达转录因子激

活油脂合成通路相关基因也能够有效提升细胞

干重中的油脂含量。在 C. tropicalis SY005 中过

表达自身转录因子 CtRAP1，促进脂肪酸合酶、
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磷脂酸磷酸酯酶和甘油二酯乙酰转移酶表达上

调，使得 SY005 分别以葡萄糖和半乳糖为碳源

的发酵中，细胞干重中的油脂含量由 0.238 g/g 和

0.211 g/g 分别提升到 0.327 g/g 和 0.370 g/g[17]。

CtRAP1 在其他酵母菌中过表达也有类似效果，

如在 S. cerevisiae 中过表达 CtRAP1 使其油脂产

量提高了 4 倍左右[101]。 
将合成的油脂分泌到胞外也可以显著提升

微生物油脂产量。当前促进油脂分泌主要有

2 种策略[102]：(1) 通过敲除脂肪酸酰化和降解

相关基因来促进脂肪酸分泌；(2) 通过敲除脂肪

酸降解和脂质体形成的相关基因来促进脂肪酸

分泌。以上 2 种策略在 Y. lipolytica 分泌油脂的

研究中取得显著成效，但目前尚未应用于      
C. tropicalis。另外，开发高效环保的提取方法

也是推动微生物油脂商业化进程的重要策略

之一。 
3.5  C. tropicalis 合成其他产物 

除上述各种产物以外，根据 C. tropicalis 的

特性，很多研究人员还将其应用于其他方向研

究，比如生产植酸酶、木聚糖酶、纤维素酶和

L-核酮糖等。植酸酶能够有效降解土壤中抗营

养因子植酸，提升土壤中磷元素的利用率，具

有重大商业价值。C. tropicalis NCIM 3321 在优

化培养基及 10 L 生物反应器中，其胞外植酸酶

的活性达到 6.08 U/mL[71]，是优良的植酸酶生

产菌株。纤维素和半纤维素是农林废弃物的两

大主要成分，纤维素酶和木聚糖酶可以有效提

高农林废弃物的利用率[72]。C. tropicalis MTCC 
25057 在 42 ℃，以纤维素和小麦秸秆水解液的

混合物为底物，产纤维素酶活为 114.1 U/g，木

聚糖酶活为 689.3 U/g[103]，其水解纤维素和木聚

糖得到的葡萄糖和木糖还可以被 C. tropicalis
用来产生物乙醇和木糖醇，能够有效促进农林

废弃物的水解和发酵协同进行。在半纤维素中

还含有 L-阿拉伯糖，为了提高半纤维素的利用

率，Bevilaqua 等[73]通过在 C. tropicalis ATCC 
20336 中表达异源 L-阿拉伯糖转运蛋白和 L-阿

拉伯糖异构酶基因构建了生产 L-核酮糖的基因

工程菌，能够将 30 g/L 的 L-阿拉伯糖转化为   
9 g/L 的 L-核酮糖，转化率为 30%。综上所述，

C. tropicalis 在多个应用方向上具有广阔的前

景，尤其是在提高农林废弃物的利用率方面。 

4  C. tropicalis 产物合成优化策略 
4.1  代谢工程改造 

途径优化是代谢工程中的经典策略(图 4A)，
在 C. tropicalis 合成萜类化合物的研究中有广

泛的应用。如甲羟戊酸途径(mevalonate pathway, 
MVA)可以合成萜类化合物的前体，对参与

MVA 途径关键限速酶 3-羟基-3-甲基戊二酸单

酰辅酶 A 还原酶 (3-hydroxy-3-methyl glutaryl 
coenzyme A reductase, HMGR)进行过表达，可以

有效强化萜类产物的合成。Zhang 等[80]利葡萄

糖中从头合成 α-蛇麻烯，提高 NADH 依赖性

HMGR、α-蛇麻烯合酶和乙酰乙酰辅酶 A 硫解酶

的表达量，解决了 α-蛇麻烯合成途径的瓶颈，

在 30 L 生物反应器中产量达到 4 115.42 mg/L，

比初始产量增加 5 345 倍。弱化萜类化合物的合

成途径中的支路途径是增强目的化合物代谢通

量的有效策略，Li 等[43]通过抑制 β-胡萝卜素竞争

途径中的 ERG9 和过表达限速酶 HMGR，最终   
β- 胡萝卜素产量从 (0.23±0.02) mg/g 提高 到

(0.42±0.02) mg/g。此外，抑制目的产物的降解

或者转化为其他物质的相关酶，也可以显著提升

目的产物浓度。Wei 等[82]过表达来自 S. cerevisiae
的角鲨烯合酶基因 ScERG9，抑制角鲨烯环氧酶

ERG1 的表达，在 30 L 生物反应器中，角鲨烯浓

度达到 433.06 mg/L。 
利用信号肽将代谢途径相关酶定位到特定

区室可以有效促进功能酶对底物的催化，降低

产物积累对细胞的抑制和支路损耗，最终实现

产物合成效率提升(图 4B)。Zhang 等[81]通过重

新设计樟树烯醇的合成途径，将 MVA 合成相关

的酶在细胞质中表达，其他与樟树烯醇合成相

关的酶定位在过氧化物酶体中表达，增加限速
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酶的表达量，最终在 C. tropicalis 中合成樟树烯

醇，5 L 生物反应器中其产量达到 1 425.76 mg/L，
是目前已知微生物合成樟树烯醇的最高产量。

由于不同细胞器内部环境与功能的差异，各细

胞器之间的协作和物质交流有利于区室化改

造。Yang 等[84]合成紫苏酸前体物 L-柠檬烯的研

究中，相关途径酶 ERG10、ERG13、tHMGR、

ERG12、ERG18、ERG19 和 IDI 分别定位于不

同细胞区室中，为了提升合成过程中物质交

流，分别将相关酶共同定位在细胞质、线粒体

和过氧化物酶体中表达，其 L-柠檬烯产量较原

始菌株分别提高 31.7、8.91 和 12.1 倍，表明在

同一细胞区室能够降低物质交流的难度，进而

提升催化效率，但不同区室对底物转运和产物

耐受能力不同，也导致了最终产量的差异。此

外，挖掘新的信号肽有利于酶的区室化表达，

Xu 等[22]合成 β-紫罗兰酮时，挖掘了 C. tropicalis
中 4 条定位到脂滴的信号肽，利用信号肽将类

胡萝卜素裂解双加氧酶 phCCD1 定位于脂滴进

行过表达，β-紫罗兰酮产量从 125.4 mg/L 提升

到 152.4 mg/L。 
辅因子参与细胞内多种生化反应，是维持

细胞正常生长的重要影响因素(图 4C)，优化细

胞内关键辅因子 NAD(P)H/NAD(P)+、乙酰-CoA
和 ATP/ADP 的浓度可以实现代谢流的最大化，

有效提升目标代谢物的产量[104]。Li 等[83]在以玉

米芯水解液为底物合成 1,2,4-丁三醇时，还原

力不足限制了其产量的进一步提升，过表达磷

酸戊糖途径中关键酶，使 NADPH/NADP+由

0.45 提升至 1.28，有效促进了 NADPH 再生，

1,2,4-丁三醇产量达到 3.42 g/L。虽然 NADH 和

NADPH 具有相似的结构，但是参与的代谢途径

有明显差异，NADH 和 NADPH 的相互转化可

以促进细胞内代谢平衡[104]。Li 等[105]表达来自

E. coli的PntAB促进胞内NADPH转化为NADH，

使胞内 RNA 积累量提升 5.5%。乙酰-CoA 作为

合成异戊二烯类、脂肪酸、萜类化合物、类黄

酮和聚酮等化合物的前体，提升乙酰-CoA 供给

可以有效提升相关化合物合成，Chen 等[106]在

Y. lipolytica 中过表达乙酰-CoA 合酶，使其脂质

含量提升了 25.7%。目前，非常规酵母中已开发

多种辅因子平衡和再生的策略，但在 C. tropicalis
中应用较少，推动辅因子工程在 C. tropicalis 中

的研究有助于提升目标化合物产量。 
除了以上策略外，关键酶的挖掘、细胞外

排工程和细胞耐受性工程均能有效提升目的产

物的浓度[107-108]，但是需要根据不同产物生物合

成机制合理选择改造策略。当前 C. tropicalis
在代谢工程改造方面主要集中在单条代谢通

路或代谢模块的改造，相较于模式微生物     
S. cerevisiae，C. tropicalis 中未知功能的代谢途

径挖掘不充分，全局的调控及机理研究相对较

少，限制了其应用范围，导致了产物产量仍然

存在较大的差距。 
4.2  诱变与适应性实验室进化 

对于遗传背景不清晰和改造工具缺乏的非

常规酵母，诱变是一种传统且有效地提升菌株

性能的方法(图 4D)。Zhang 等[109]利用常压和室

温等离子体诱变，得到 200 多个突变体，从中

筛选出木糖醇产量最高的菌株 T31，其产量为

0.61 g/g，较原始菌株提高 22%。然而诱变通常

存在不确定性和优良表型菌株回复突变的风

险，相比之下，适应性实验室进化更能得到稳

定表型菌株。适应性实验室进化不仅加速了自

然进化的过程，并且不需要考虑菌体内错综复

杂、相互交叉的代谢网络，可以根据目的设计

对应的压力，有利于发现新机制和实现表型优

化，因此在提升菌株耐受性和底物利用方面具

有广泛的应用(图 4E)。Wang 等[110]通过对亲本菌

株 Y-3 的不断进化，获得了对糠醛高耐受性的

Y31-N，其木糖醇转化率提高了 84.8%，糠醛消

耗量提高了约 5 倍，并验证了与菌株耐受糠醛

相关的基因，为进一步研究糠醛耐受性的机制

提供了更广泛的认识。Phommachan 等[111]通过

高浓度葡萄糖的条件下逐渐升温培养，最终得

到在高温下对乙醇、糠醛和羟甲基糠醛的耐受 
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图 4  热带假丝酵母中产物合成的优化策略 
Figure 4  Optimization strategies for products synthesis in C. tropicalis. 
 
性大大增强的菌株，其在高葡萄糖浓度下的发

酵能力和利用木糖发酵能力均有所提高。 
Luo 等[66]通过常压和室温等离子体诱变和

适应性实验室进化，获得能够在 45 ℃生长的耐

热菌株，其脂质积累能力较原始菌株提高了

16.8%。随着低成本、高通量测序技术的普及，

适应性实验室进化和生物信息学技术的有效结

合，加快了适应性实验室进化过程中关键有益

突变的鉴定和筛选[112]，Ayepa 等[113]先用甲基磺

酸乙酯诱变使 SHC-03 逐步适应玉米秸秆水解

物，再经过 60 轮适应性实验室进化，得到的菌

株 GB-60 对玉米秸秆水解抑制物具有较高的耐

受性；结合转录组和基因组测序分析发现，菌

株 GB-60 耐受性的提高与氧化应激反应、线粒

体应激反应、内质网应激反应、DNA 修复、染

色质保护、液泡应激反应和自噬等相关的基因

功能得到增强相关。虽然诱变和适应性实验室

进化能够获得具有特定生理性状和代谢能力的

菌株，但菌株筛选通量大大增加，需要开发与

其相对应的高通量筛选和检测技术。 

5  总结与展望 
C. tropicalis 因其独特的优势已经在长链二

元酸和木糖醇等的商业化上取得成功，在合成

高附加值的化合物方面也表现出巨大潜力，但

C. tropicalis 中基因表达相关的元件匮乏、基因
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编辑效率还不够高、全基因组范围内基因整合

位点研究较少等缺陷限制了其在合成生物学中

的广泛应用。因此，需要进一步开发其工具包

和相关技术，如研究不同生理状态下的转录组

学，挖掘高效且特异性强的启动子和终止子元

件，进一步开发杂合启动子，扩大基因表达的

元件库；开发体内多片段的自组装技术，以减

少重组菌株构建的难度；利用生物信息学挖掘

基因组上的中性位点，为外源基因的导入提供

更多选择位点；此外，由于直接敲除代谢通路

和调控网络中的必需基因会影响菌株的生长活

性，甚至致死。因此，需要开发转录后修饰的

RNAi 干扰工具，以实现对必需基因表达更精细

的调控。通过逐渐完善 C. tropicalis 的工具包，

使其成为细胞工厂的优秀底盘细胞。 
农林废弃物的高值化利用对于合成生物学

的可持续发展具有重要意义，但农林废弃物水

解液中含有的糠醛、苯酚和乙酸等抑制物的脱毒

处理过程复杂烦琐，成本较高。提升 C. tropicalis
对抑制物的抗性有利于木质纤维素的高值化

生产，但是 C. tropicalis 的耐受性提升主要是

针对单一抑制物进行诱变和适应性实验室进

化，关于水解产物中不同种类的抑制性化合物

的组合对 C. tropicalis 影响的研究较少，不利于

C. tropicalis 对木质纤维素水解液抗逆性机制的

解析[113]。将诱变或适应性实验室进化与转录组

学、代谢组学、蛋白质组学和基因组学等结合，

从机理角度解析 C. tropicalis 的抗逆性机制，挖

掘更多与抗性相关的基因和通路，再通过代谢

工程改造以更大幅度提高其抗逆性甚至能够降

解利用抑制物。 
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