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摘   要：【背景】肌醇是一种 B 族维生素，广泛应用于食品、医药、饲料等领域。微生物发酵法

是最具前景的肌醇生产方法，但使用大肠杆菌生产的肌醇在食品及医药领域中的使用受到限制。

毕赤酵母作为生物安全菌株是工业上生产异源蛋白的良好宿主，其本身含有天然的肌醇合成途径，

具有被改造成为高效生产肌醇细胞工厂的潜力。【目的】通过代谢工程改造毕赤酵母工程菌株，降

低副产物的生成并提高肌醇的产量。【方法】以实验室前期构建的产肌醇毕赤酵母工程菌株为出发

菌株，确定副产物阿拉伯糖醇、核糖醇和甘露糖合成相关基因。通过关键基因敲除、发酵液中葡

萄糖浓度控制降低副产物的产量。通过过表达甘油转运蛋白、甘油激酶和甘油-3-磷酸脱氢酶基因

实现产肌醇毕赤酵母对甘油和葡萄糖的共利用，得到重组菌 Z10。经过发酵条件优化，进一步提

高 Z10 的肌醇产量。【结果】在最优条件下，重组菌 Z10 的肌醇产量达到 36.7 g/L，是目前酵母类

细胞工厂生产肌醇的最高值，副产物总产量与出发菌株相比降低了 63.1%。【结论】在毕赤酵母中

建立了降低阿拉伯糖醇、核糖醇和甘露糖合成的有效策略，并通过甘油、葡萄糖共利用及相对应

的发酵条件优化提高了肌醇产量，为肌醇及其他高价值生物活性物质在毕赤酵母中的高效生产提

供了重要参考。 
关键词：肌醇；毕赤酵母；细胞工厂；代谢工程；高密度发酵  
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Abstract: [Background] Inositol is a member of the vitamin B group and has been widely used in 
the fields of food, medicine, and feed. Microbial fermentation is considered as the most promising 
method for inositol production, while the inositol produced by Escherichia coli is restricted for food 
and medicine uses. As a GRAS (generally recognized as safe) strain, Komagataella phaffii has been 
employed as a robust host for producing heterologous proteins. K. phaffii possesses a native 
synthetic pathway of inositol and thus has great potential to be modified as a cell factory for the 
efficient production of inositol. [Objective] To reduce the by-products and enhance the inositol 
production via metabolic engineering of K. phaffii. [Methods] With the inositol-producing K. 
phaffii strain which was previously constructed in our lab as the starting strain, we identified the 
genes involved in the synthesis of arabitol, ribitol, and mannose. Through deletion of the key genes 
for synthesis and control of the glucose concentration in the fermentation, we decreased the 
production of by-products. The co-utilization of glycerol and glucose was achieved in the 
inositol-producing K. phaffii strain by overexpression of glycerol transporter, glycerol kinase, and 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase, and a recombinant strain Z10 was obtained. Furthermore, 
inositol production was improved by optimization of the fermentation conditions. [Results] The 
inositol production of the recombinant strain Z10 under the optimal conditions reached 36.7 g/L, the 
highest titer reported to date by a yeast cell factory. The by-products of Z10 was reduced by 63.1% 
compared with that of the starting strain. [Conclusion] An effective strategy was established in K. 
phaffii for decreasing the production of arabitol, ribitol, and mannose. Through the co-utilization of 
glycerol and glucose and the optimization of fermentation conditions, the inositol production was 
increased. The findings of this study provide a reference to the application of K. phaffii for the 
efficient production of inositol and other high-value bioactive substances. 
Keywords: inositol; Komagataella phaffii; cell factory; metabolic engineering; high-density 
fermentation 
 

肌醇又称环己六醇，是葡萄糖的一种同分

异构体，广泛分布在动植物体内，是人类和动

物健康的重要营养素 [1-3]。肌醇具有降低胆固

醇水平、治疗糖尿病、增强机体免疫力等生

物活性 [4-6]，因其生物活性作用和广阔的应用

前景，已被广泛应用于食品、医疗、饲料等

领域 [7-9]。目前，肌醇的工业化生产方法主要

有植酸盐水解法、体外酶催化合成法和微生物

发酵法。植酸盐水解法是以米糠、麸皮等为原

料，提取其中的肌醇-6-磷酸及其衍生物，通过
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加压水解法，在高温、高压、强酸、强碱等条

件下生成肌醇[2]，该方法虽然能够大批量生产肌

醇，但建立在高污染、高成本的基础之上[10]。

体外酶催化合成法是利用 α-葡聚糖磷酸化酶、

蔗糖磷酸化酶、多磷酸葡萄糖激酶、磷酸葡萄

糖变位酶等催化淀粉、蔗糖、葡萄糖等底物生

成葡萄糖-6-磷酸，然后再通过肌醇-3-磷酸合

酶(inositol-3-phosphate synthase, IPS)和肌醇单

磷酸酶 (inositol-1-monophosphatase, IMP)的级

联反应生产肌醇 [11-13]；该方法虽然生产效率

高，但需要分别制备多种催化酶，反应系统不

稳定，产物分离纯化复杂，导致该方法在经济

上缺乏竞争力[14]。微生物发酵法利用葡萄糖、

甘油等廉价碳源通过高效微生物细胞工厂发酵

生产肌醇，因其对环境友好的生产工艺及较低

的生产成本被认为是最具发展前景的肌醇生产

方法[15-16]。 
目前，利用代谢工程技术改造用来生产肌

醇的主要宿主为大肠杆菌[17-18]。通过过表达酿

酒酵母来源的肌醇-3-磷酸合成酶基因(INO1)，
成功在大肠杆菌中建立了肌醇合成途径，在优

化的发酵条件下肌醇产量可达 887 mg/L[18]。通

过阻断或弱化糖酵解、磷酸戊糖途径调节合

成代谢和生长代谢的平衡，筛选高活性关键酶

IPS 和 IMP，可以显著提高肌醇的产量[15,17]。

然而大肠杆菌的鲁棒性较弱，对发酵液中一些

抑制剂的耐受性较差，同时存在严重的碳代谢

抑制，并且利用大肠杆菌生产肌醇存在食品安

全等问题[16,19]。酿酒酵母作为遗传背景清晰的

模式菌株，已被改造成肌醇生产菌株[20]。黄贞

杰等[21]通过高效表达基因 INO1 获得了酿酒酵

母肌醇生产菌株，产量为 627 mg/L；进一步敲

除抑制肌醇生物合成的转录因子基因 opi1，将

肌醇产量提高到了 1.021 g/L。近年来，毕赤酵

母 (Komagataella phaffii)被开发为生产各种高

价值生物活性化合物的高效细胞工厂[22-24]。毕

赤酵母不仅是普遍认可的安全菌株，而且通过

简单的基础培养基便可以快速生长到较高的细

胞密度，能够实现高密度发酵且本身具有肌醇

的合成途径[25-26]。因此，以毕赤酵母作为底盘

细胞构建高产肌醇的细胞工厂具有较大的潜

力。本实验室在前期的工作中通过增强内源肌

醇合成途径敲除肌醇转运蛋白，动态调控糖酵

解和磷酸戊糖途径的碳代谢流，首次构建了毕

赤酵母肌醇生产菌株，但产量对于工业化生产

水平还有一定差距[16]。 
本研究基于实验室前期构建的产肌醇毕赤

酵母工程菌株[16]，针对肌醇产量较低、副产物

较多的问题，分析工程菌株的代谢产物及相关

代谢网络，通过对副产物合成途径的改造及碳

源协同利用策略的建立阻断或下调副产物的合

成，并进一步提高肌醇的产量。本研究为利用

毕赤酵母工业化生产肌醇奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

研究所用菌株和质粒如表 1 所示。 
1.1.2  引物 

研究所用引物信息见表 2，所有引物合成

和测序均由北京睿博兴科生物技术有限公司

完成。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

Taq DNA 聚合酶、2×Phanta® Max Master Mix 
(Dye Plus) DNA 高保真聚合酶、2×ClonExpress® 
Ultra One Step Cloning Kit，南京诺唯赞生物科

技有限公司；DNA 提取试剂盒和分子量标准试

剂，北京化工试剂有限公司；微量元素溶液

PTM1，上海瑞楚生物科技有限公司；用于毕赤

酵母细胞破碎的 Tissue Extraction/PCR 试剂盒， 
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表 1  本研究所用的菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this work 
菌株/质粒 
Strains/Plasmids 

相关特性 
Relevant characteristic 

来源 
Sources 

Strains   
Escherichia coli Trans1-T1 Commercial host for cloning, F–80 (lacZ) ΔM15ΔlacX74hsdR  

(rk
–, mk

+) ΔrecA1398endA1tonA 
TransGen 
Biotech 

K. phaffii JQ08 K. phaffii GS115, PGAP-IPS, ΔPpITR1::ScIPS-PHHX1-EcIMP,  
ΔPpITR2, Δpfk2, PGUT1-pgi, PGUT1-zwf, PGUT1-pfk1 

[16] 

K. phaffii Z01 K. phaffii JQ08, Δ0019 This study 
K. phaffii Z02 K. phaffii JQ08, Δ0775 This study 
K. phaffii Z03 K. phaffii JQ08, Δ0249 This study 
K. phaffii Z04 K. phaffii JQ08, Δ0368 This study 
K. phaffii Z05 K. phaffii JQ08, Δ0490 This study 
K. phaffii Z06 K. phaffii JQ08, Δ0776 This study 
K. phaffii Z07 K. phaffii JQ08, Δ0754-0988 This study 
K. phaffii Z08 K. phaffii JQ08, PGUT1-1115 This study 
K. phaffii Z09 K. phaffii Z01, Δ0754-0988 This study 
K. phaffii Z10 K. phaffii Z09, gut1-PHHX1-gut2, PGAP-gt2 This study 

Plasmids   
pT3‐MazF‐ZeoR The mother vector for constructing genome editing plasmid [16] 
pT3‐MazF‐ZeoR-gut1-gut2 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for gut1-PHHX1-gut2 integration [27] 
pT3‐MazF‐ZeoR-gt2 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PGAP-gt2 integration [27] 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0019 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr2-2_0019 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0775 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr2-1_0775 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0249 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr2-1_0249 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0368 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr4_0368 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0490 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr1-1_0490 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0776 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr2-1_0776 gene deletion This study 
pT3‐MazF‐ZeoR-Δ0754-0988 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for PAS_chr4_0754 and PAS_chr4_0988  

genes deletion 
This study 

pT3‐MazF‐ZeoR-1115 pT3‐MazF‐ZeoR derivative for replacing the promoter of  
PAS_chr3_1115 gene with PGUT1 

This study 

 
Yeastern 公司；博莱霉素、氨苄青霉素、甲

醇，默克生命科学有限公司；限制性内切酶，

纽英伦生物技术(北京)有限公司；肌醇，北京

索莱宝科技有限公司；其余生化试剂，国药集

团化学试剂有限公司。检测底物消耗和产物

合成的高效液相色谱(high performance liquid 
chromatography, HPLC)仪为岛津公司的 20A 系

统，搭配示差折光检测器(refractive index detector, 
RID)和安捷伦公司的 Hi-Plex Ca 柱；分光光度

计用于测量细胞光密度，Analytik Jena 公司；

电转仪和 PCR 仪，伯乐公司；离心机，日立

公司。 
1.1.4  培养基 

大肠杆菌培养使用 LB 培养基，毕赤酵母常

规培养使用 BMGY (buffered glycerol-complex 
medium)培养基，基因编辑过程中筛选阳性转

化子使用甲醇诱导培养基[16]。LB 和 BMGY 的

固体培养基添加 20 g/L 琼脂粉。毕赤酵母摇

瓶发酵和高密度发酵时使用酵母发酵培养基

(g/L)：磷酸二氢钾 1.2，磷酸二氢铵 18.0，硫 



 
朱宏宇等: 产肌醇毕赤酵母细胞工厂的优化 3735 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 2  文中所用的引物 
Table 2  Primers used in this work 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

0775-up-F GGCCGCCATGGCGGCCGCGGCCACCTAGGATTTTTGAAAGAAATCTAAG 
0775-up-R GGGCGATCCAATCGAATTCAATGACATGTAATTGGCAAGGATATTAG 
0775-small-F CTAGGGCGATCCCAATCGAAGAGCAATGTCGGGGGCATTC 
0775-small-R GGTTGAAGAGTTGAAGAGTTAATGACATGTAATTGGCAAGGATATTAG 
0775-down-F CTTGCCAATTACATGTCATTAACTCTTCAACTCTTCAACCAGAATC 
0775-down-R GGCGGCCGCGAATTCACTAGTCCATACTCAGTGCTACGAGAAATG 
0775-test-F CTCCTTGAGATCTACCCAAAAAGG 
0775-test-R CGAGTAGCGAACTGGGGATTAG 
0249-up-F CGGCCGCCATGGCGGCCGCGGCTAATAATGGAGTCATCTTCCGGAAAC 
0249-up-R GGGCGATCCAATCGAATTCTATCAACTTGAAGGAAAGGAGAATGAAG 
0249-small-F CAAGCTAGGGCGATCCCAATCGCTTACAAACGAAATGGCACC 
0249-small-R GTTAGAGAGAAGAAAAGACATTATTTTATCAACTTGAAGGAAAGGAGAATGAAG 
0249-down-F CTTTCCTTCAAGTTGATAAAATAATGTCTTTTCTTCTCTCTAACAAGATTAG 
0249-down-R GCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTTCTCTGTCATATCATAAATTGTTCCACC 
0249-test-F CTCTTAGTGGGCTCGGAGTAG 
0249-test-R CGATATATGGGATGTGTGAGGAC 
0368-up-F CCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGATCGGATATAAGTGGTTGGATAAACG 
0368-up-R CAAGGGCGATCCAATCGAATTCGTTTAATGAAAGAGGAAAGAATTGTCC 
0368-small-F GCAAGCTAGGGCGATCCCAATCTACAAAAATCTTTAGCTCTAGAAATAGAAGC 
0368-small-R CCGTGTAGTTTTTGAAGTGTAAATTGGCTGTTTAATGAAAGAGGAAAGAATTGTC 
0368-down-F GGACAATTCTTTCCTCTTTCATTAAACAGCCAATTTACACTTCAAAAACTACAC 
0368-down-R GCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTAGCTCTTTCTACCCCATTTGG 
0368-test-F CAACTTAACAGTGTTGGAGATTCG 
0368-test-R GGCATAACAATTCAAGTATACACTGC 
0490-up-F GCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGCCTGTTCAAGCGTTTTTCTTTACAC 
0490-up-R TGTTAGATCAAGGGCGATCCAATCGAATTCGTTGGATAATAGTGAGTGTAATGAAGCG 
0490-small-F CTTTAATTTGCAAGCTAGGGCGATCCCAATCTATTAATGGCGGGGCAGAATGC 
0490-small-R CAATTTTATTATTATATATGTCTCCGTGTTGGATAATAGTGAGTGTAATGAAGCG 
0490-down-F CTTCATTACACTCACTATTATCCAACACGGAGACATATATAATAATAAAATTGTAAGGTTC 
0490-down-R GACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTATAAAGTTCTGGATTTACGCGTTTGGC 
0490-test-F GTGATCTTGATGAAGGCAAAGAC 
0490-test-R GTTTATCTTTCAGCCTAGCTACGCC 
0776-up-F GGCCGCCATGGCGGCCGCGGAACTTCATTTAGACAGTGACATACTCG 
0776-up-R GGGCGATCCAATCGAATTCCTGTAATCTATGAATCTTTAGGACGAAG 
0776-small-F CAAGCTAGGGCGATCCCAATCACATCCGAACACCTTCTGGAC 
0776-small-R CACTGATTGCTCTTCTTCTTCTGTAATCTATGAATCTTTAGGACGAAG 
0776-down-F CTAAAGATTCATAGATTACAGAAGAAGAAGAGCAATCAGTGTGTAAATG 
0776-down-R GGCCGCGAATTCACTAGTATATTGTCAATCTTTTAAAATTTGGATTCCTG 
0776-test-F CTAAACTGCAGGTTTGACTATATGCTTG 
0776-test-R GCGAACTTATTTAGTCATTTCATGTGC 

(待续) 
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(续表 2) 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

0754-0988-up-F GCCGCCATGGCGGCCGCGGGTCCACCTTTAACGTTTTAGACTAC 
0754-0988-up-R GATCAAGGGCGATCCAATCGAATTCTTTGGGTAAGGGAAAGGGAAG 
0754-0988-small-F CAAGCTAGGGCGATCCCAATCTCTTTTTCTTTTCATTTCTGGAGACTTTAACC 
0754-0988-small-R CCCTGCTCAATGTTGCTCTTTTTGGGTAAGGGAAAGGGAAGG 
0754-0988-down-F CCTTCCCTTTCCCTTACCCAAAAAGAGCAACATTGAGCAGGG 
0754-0988-down-R GCGGCCGCGAATTCACTAGTATAGAAAGACACGAACCAATTTGG 
0754-0988-test-F CACTGCCATAAACAACGAGAGG 
0754-0988-test-R CTCAAAAGAGAACTACTAGGCGG 
1115-up-F GCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAGCACCCTGCAACTGAGATG 
1115-up-R CAAGGGCGATCCAATCGAATTCGAAAATGTTCTTTCCTTGTTATTAAGG 
1115-small-F CAAGCTAGGGCGATCCCAATCTGTGAAATTGAGAACTTCTTTAG 
1115-small-R CGTGTTTGATTCCGTCCATGCATCTCAAGTGAAAATGTTCTTTCCTTGTTATTAAG 
1115-down-F CCACAGATATATCTACTATAATGTCGTACAGACTATTTCAAATCG 
1115-down-R CGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTTCTCTGGTCTCATTTTTTGC 
1115-test-F GACACACGGTGTTGGACTTTTTG 
1115-test-R GTCGACTCGAGTATTTAACAAGAC 
0019-up-F GGCCGCCATGGCGGCCGCGGCTTCAAGAACTGGACTCCGG 
0019-up-R CAAGGGCGATCCAATCGAATTCTTAATGGGGAGTGTGGGATAATAGTTG 
0019-small-F CAAGCTAGGGCGATCCCAATCTATTAACTTTCTTTTCTTTTTTCCATCGCG 
0019-small-R GTAGAAAAATAATGAACGGCTCTTAATGGGGAGTGTGGGATAATAGTTG 
0019-down-F CAACTATTATCCCACACTCCCCATTAAGAGCCGTTCATTATTTTTCTACATG 
0019-down-R GCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTTGCAGAAGGTAAGGTTGGGAAAG 
0019-test-F GAGCTGATTGACTTGCGGC 
0019-test-R GAATATCAGGACCAGGATAGTAGG 

 
酸镁 6.5，硫酸钾 5.0，硫酸钙 0.5，甘油 50.0。
用 KOH 调节 pH 值为 5.0，121 ℃灭菌 21 min。
高密度发酵时还需补充 4.4 mL/L 微量元素溶液

PTM1。 

1.2  方法 
1.2.1  基因编辑质粒的构建 

毕赤酵母基因编辑质粒的构建参照本团

队先前已经建立的方法 [16]，简述如下：以毕

赤酵母 GS115 基因组为模板，采用引物对分

别 PCR 扩增靶基因的上游(Arm1)和下游(Arm2)
各 1 000 bp 同源臂片段，以及上游同源臂 3ʹ端
相同的 200 bp 短臂片段(Arm1-200)，通过核酸

凝胶电泳、回收纯化后，将纯化后的片段

Arm2 与 Arm1-200 通过 overlap PCR 扩增得到

Arm1-200-Arm2 整合片段。将片段 Arm1 和

Arm1-200-Arm2 通过同源重组试剂盒分别克隆

到质粒 pT3‐MazF‐ZeoR 的 Sac II 和 Spe I 的位

点上，得到完整的基因敲除质粒。为了构建基

因敲入和替换质粒，只需将目的基因或片段插

入到基因敲除质粒的短臂片段 Arm1-200 和下

游同源臂 Arm2 之间。 
1.2.2  毕赤酵母的转化与重组菌株筛选 

利用 Not I 限制性内切酶线性化基因编辑

质粒并通过电穿孔转化法转入毕赤酵母细胞

中，转化后的菌液在 30 ℃复苏 30 min 后涂布

于含有 100 mg/L 博莱霉素的 BMGY 平板上。
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在 30 ℃培养箱中培养 2 d 待克隆长出后，通过

菌落 PCR 验证抗性筛选基因表达盒是否正确整

合到基因组上(检测引物见表 2)，PCR 反应体

系和条件参考之前的报道[28]。挑取阳性转化子

接种于无抗生素的甲醇诱导培养基中(YNB 培

养基，添加 1%甲醇)，30 ℃、200 r/min 恒温培

养 48 h，取菌液用 PCR 验证抗性筛选基因表达

盒是否被诱导去除(检测引物见表 2)[28]。将阳性

克隆菌液稀释至 10−6 涂布于无抗生素的 BMGY
平板，待出现单克隆后再次进行菌落 PCR 验

证，确认抗性基因表达盒已被移除，获得纯化

的基因敲除/敲入/替换重组菌株[28]。 
1.2.3  摇瓶发酵与发酵罐补料发酵 

摇瓶发酵生产肌醇：将保存于−80 ℃的重

组菌株接种于 40 mL BMGY 培养基中，30 ℃、

200 r/min 培养 48 h，作为一级种子液。接种

200 µL一级种子液于 200 mL发酵培养基中(1 L
摇瓶)，在 30 ℃、200 r/min 条件下培养 120 h，
每 12 h 取样 2 mL 发酵液并置于−80 ℃保存，

用于后期代谢产物的检测。每个重组菌株的发

酵设置 3 个平行。 
高密度发酵生产肌醇：选取摇瓶发酵中肌

醇产量最高的菌株进行高密度发酵。转接一级

种子液于 3 瓶 200 mL BMGY 培养基中，30 ℃、

200 r/min 培养过夜作为二级种子液。将二级种

子液全部接种于含有 8 L 发酵培养基的 10 L 发

酵罐中，在 30 ℃、pH 5.0、800 r/min 的条件下

进行发酵，通过补加氨水调控 pH。发酵前

期，菌株以甘油为碳源生长，当甘油消耗完后

补料为 700 g/L 葡萄糖或甘油和葡萄糖的混合液

(甘油:葡萄糖为 1:9)。严格控制发酵液中葡萄糖

浓度低于 10 g/L，期间实时测定葡萄糖浓度并适

量补充葡萄糖，维持葡萄糖不被完全消耗。 
1.2.4  代谢产物检测 

采用高效液相色谱法检测发酵液中的肌

醇、阿拉伯糖醇、核糖醇、甘露糖以及葡萄糖

的含量。发酵液稀释适当倍数后取 1 mL 于

12 000 r/min 离心 15 min，使用 0.22 μm 孔径滤

器过滤上清，取过滤后的上清液制样检测。检

测仪器为 RID，色谱柱为安捷伦 Hi-Plex Ca 柱

(7.7 mm×300 mm, 8 µm)，流动相为 ddH2O，流

速为 0.5 mL/min，柱温箱保持在 80 ℃，进样

量 10 μL。每个待测样品分别有 3 个平行样，

试验结果取自 3 个平行的平均值。用肌醇、阿

拉伯糖醇、核糖醇、甘露糖和葡萄糖等标准品

构建标准曲线。细胞生长量用分光光度计于波

长 600 nm 处测定吸光度值。 
1.2.5  统计分析 

使用统计软件 SPSS 19 分析数据，采用单

因素方差分析 (one-way analysis of variance, 
ANOVA)进行统计分析后使用 Tukey HSD 检验

进行多重比较。此结果以平均值±均值标准误

(standard error of mean, SEM)表示，当 P<0.05
时表示差异显著。 

2  结果与讨论 
2.1  副产物合成关键基因的鉴定与改造 

前期通过减弱糖酵解和磷酸戊糖途径的碳

代谢流加强肌醇合成途径、敲除肌醇转运蛋

白，首次构建了毕赤酵母肌醇生产菌株 JQ08 
(图 1)。通过 HPLC 检测发现菌株 JQ08 在发酵

过程中会产生大量的副产物，主要包括阿拉伯

糖醇、核糖醇和甘露糖(图 2)，产量甚至高于目

标产物肌醇，严重影响肌醇的生产效率。针对

副产物产量较高的问题，本研究通过分析出发

菌株 JQ08 的代谢产物及代谢网络，利用基于同

源重组的基因编辑工具改造副产物阿拉伯糖

醇、核糖醇和甘露糖合成途径的关键酶基因，

降低分支途径碳通量，使副产物产量降低到较

低水平，从而提高目的产物肌醇的合成效率。 
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图 1  毕赤酵母肌醇合成代谢图   绿色箭头表示肌醇合成途径；蓝色箭头表示甘油分解代谢途径；

剪刀和红色箭头表示对基因进行敲除或弱化. gt2：甘油转运蛋白 2 基因；gut1：甘油激酶基因；gut2：
甘油-3-磷酸脱氢酶基因；ips：肌醇-3-磷酸合成酶基因；imp：肌醇单磷酸酶基因；pgi：葡萄糖-6-磷
酸异构酶基因；zwf：葡萄糖-6-磷酸脱氢酶基因；pfk1：果糖-6-磷酸激酶 α 亚基基因；pfk2：果糖-6-磷
酸激酶 β 亚基基因；PpITR1：肌醇转运蛋白 1 基因；PpITR2：肌醇转运蛋白 2 基因；1115：甘露糖-6-
磷酸异构酶基因；0019：核糖醇脱氢酶基因；0754 和 0988：阿拉伯糖醇脱氢酶基因 
Figure 1  Biosynthesis pathway of inositol in Komagataella phaffii. Green arrows indicate the inositol 
synthesis pathway; Blue arrows indicate the glycerol catabolic pathway; Scissors and red arrows indicate 
gene deletion or attenuation. gt2: Glycerol transporter 2 gene; gut1: Glycerol kinase gene; gut2: 
Glycerol‐3‐phosphate dehydrogenase gene; ips: Inositol-3-phosphate synthase gene; imp: Inositol 
monophosphatase gene; pgi: Glucose-6-phosphate isomerase gene; zwf: Glucose-6-phosphate dehydrogenase 
gene; pfk1: α‐subunit of heterooctameric phosphofructokinase gene; pfk2: β‐subunit of heterooctameric 
phosphofructokinase gene; PpITR1: Inositol transporter 1 gene; PpITR2: Inositol transporter 2 gene; 1115: 
Mannose-6-phosphate isomerase gene; 0019: Ribitol dehydrogenase gene; 0754 and 0988: Arabitol 
dehydrogenase gene. 

 
2.1.1  副产物阿拉伯糖醇和核糖醇合成关键基

因的鉴定与敲除 
副产物阿拉伯糖醇和核糖醇的合成前体

物都是核酮糖-5-磷酸，该化合物是由葡萄糖

转化为葡萄糖-6-磷酸随后进入磷酸戊糖途径

(pentose phosphate pathway, PPP)生成。由于

肌醇的合成前体同样为葡萄糖-6-磷酸，因此

阿拉伯糖醇和核糖醇的合成与肌醇的生产存

在竞争关系(图 1)，所以需要阻断或减弱副产

物的合成。通过京都基因与基因组百科全书

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)数据库预测分析发现，催化核酮糖生

成阿拉伯糖醇的阿拉伯糖醇脱氢酶基因可能

为 0019 (PAS_chr2-2_0019)，而催化核酮糖生

成核糖醇的核糖醇脱氢酶基因并未发现。鉴

于这两类基因功能相似，推测毕赤酵母中的

阿拉伯糖醇脱氢酶和核糖醇脱氢酶序列应该

有较高的相似度，所以利用 0019 的氨基酸序

列在 NCBI 数据库中进行了 BLAST 分析，筛

选得到 7 个与 0019 序列相似度较高的基因： 
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图 2  重组菌株 JQ08 主要代谢产物的 HPLC 分析   
A：重组菌株 JQ08. B：甘露糖. C：肌醇. D：核

糖醇. E：阿拉伯糖醇 
Figure 2  HPLC analysis of the main metabolites 
of recombinant strain JQ08. A: Recombinant strain 
JQ08. B: Mannose. C: Inositol. D: Ribitol. E: 
Arabitol. 

 
0775 (PAS_chr2-1_0775)、 0249 (PAS_chr2-1_ 
0249)、0368 (PAS_chr4_0368)、0490 (PAS_chr1- 
1_0490)、0776 (PAS_chr2-1_0776)、0754 (PAS_ 
chr4_0754)和 0988 (PAS_chr4_0988)。由于 0754
和 0988 在基因组上相邻，并且序列相似性达

到 67.3%，因此选择一同敲除。按照 1.2.1 中所

述方法，分别构建了 7 个基因敲除质粒，用以

敲除筛选到的 8 个糖醇脱氢酶基因。通过转化

与甲醇诱导筛选，成功敲除了基因 0019、

0775、0249、0368、0490、0776 和 0754-0988，
获得的基因敲除菌株分别命名为 K. phaffii Z01、

Z02、Z03、Z04、Z05、Z06 和 Z07。 
将获得的 7 株毕赤酵母工程菌株在 10 L 发

酵罐中进行高密度发酵，验证各基因的敲除对

阿拉伯糖醇和核糖醇合成的影响，以菌株 JQ08
作为对照。如图 3 所示，突变株 Z01、Z03 和

Z04 的生物量相较其他菌株略有降低，但都未

出现生长延滞情况。相较于出发菌株 JQ08，
各突变株肌醇产量均无显著改变，阿拉伯糖醇

产量均显著降低 (P<0.05)，其中菌株 Z02、

Z04、Z05 和 Z07 的阿拉伯糖醇产量分别为

34.7、36.7、28.5 和 1.4 g/L，相较出发菌株分

别降低了 26.8%、22.6%、39.9%和 97.0%，说

明 0775、0368、0490 和 0754-0988 对阿拉伯糖

醇合成具有一定的影响，特别是 0754-0988 起

了关键作用。虽然 KEGG 数据库预测 0019 为

阿拉伯糖醇脱氢酶基因，但发酵结果显示，突

变株 Z01 的核糖醇产量相较于出发菌株显著降

低(P<0.05)，为 5.8 g/L，降低了 74.2%，说明

0019 可能为核糖醇脱氢酶基因。另外，敲除

0754-0988 后核糖醇的产量也有一定的降低，

同时该菌株的肌醇产量得到 14.1%的提升。由

以上结果可知，0754-0988 和 0019 分别为催化

阿拉伯糖醇和核糖醇合成的关键基因。 
2.1.2  副产物甘露糖合成关键基因表达调控与

葡萄糖浓度对甘露糖生产的影响 
由葡萄糖生成甘露糖需要经过 4 步催化反

应：(1) 葡萄糖磷酸化生成葡萄糖-6-磷酸；(2) 葡
萄糖-6-磷酸异构生成果糖-6-磷酸；(3) 果糖-6-
磷酸在甘露糖-6-磷酸异构酶作用下生成甘露

糖-6-磷酸；(4) 甘露糖-6-磷酸经过脱磷酸作用

生成甘露糖。其中，前两步催化反应是糖酵解

的关键步骤，关系到葡萄糖的代谢，而最后一

步催化反应的酶一般具有较宽的底物特异性，

且很难通过序列确定其功能[29]。因此，为了降

低副产物甘露糖的产量，选择对其合成途径上 
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图 3  重组菌株 Z01、Z02、Z03、Z04、Z05、Z06 和 Z07 的表型验证   A：菌体湿重. B：肌醇产量. 
C：阿拉伯糖醇产量. D：核糖醇产量. *：P<0.05 
Figure 3  Fermentation profiles of recombinant strains Z01, Z02, Z03, Z04, Z05, Z06 and Z07. A: Wet cell 
weight. B: Inositol production. C: Arabitol production. D: Ribitol production. *: P<0.05. 

 
的第三步催化酶甘露糖-6-磷酸异构酶基因 1115 
(PAS_chr3_1115)进行敲除，但经过多次尝试始

终无法获得该基因敲除菌株。由于毕赤酵母中

多数糖蛋白均由甘露糖修饰，缺失甘露糖合成

途径后某些关键酶无法被修饰，导致活性降低

或者无活性，从而造成菌株死亡或生长不佳，

因此可能导致了该基因无法被敲除。因此，选

择利用同源重组基因编辑技术将该基因的启动

子替换为甘油诱导启动子 PGUT1，以保证该基

因在以葡萄糖为碳源发酵时保持较低的表达

量，得到突变菌株 Z08。如图 4 所示，1115 表

达的弱化并未对菌株的生长造成影响。相较于

对照菌株 JQ08，突变株 Z08 的甘露糖产量显

著提高(P<0.05)，达到了 43.2 g/L，并且肌醇的

产量显著降低(P<0.05)。因此，弱化基因 1115
的表达并不能有效降低甘露糖的产量(图 4B)。 

甘露糖属于六碳糖，其本身也可以作为碳

源被毕赤酵母利用，但由于葡萄糖的碳代谢抑

制作用，有葡萄糖时甘露糖得以积累。在之前

的发酵中，发酵液中的葡萄糖浓度被控制在了

20−30 g/L 的水平，因此我们希望通过降低发

酵液中的葡萄糖浓度来降低副产物甘露糖的生

产。在接下来开展的 JQ08 高密度发酵中，葡

萄糖的浓度被严格控制在低于 10 g/L 的水平，

同时也开展了高葡萄糖浓度(>50 g/L)的发酵作

为对照。如图 4C 所示，在高葡萄糖浓度的发 
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图 4  重组菌株 JQ08 和 Z08 的表型验证   A：菌体湿重. B：肌醇与甘露糖产量. C：JQ08 在低(L，<10 g/L)
或高(H，>50 g/L)浓度葡萄糖发酵中甘露糖的产量. 不同小写字母代表有差异显著(P<0.05) 
Figure 4  Fermentation profiles of recombinant strains JQ08 and Z08. A: Wet cell weight. B: Inositol and 
mannose production. C: Mannose production of JQ08 in the fermentation with low (L, <10 g/L) or high 
(H, >50 g/L) glucose concentration. Different lowercase letters represent the significant difference (P<0.05). 

 
酵中，甘露糖的产量高达 58.4 g/L，而在低葡

萄糖浓度的发酵中，甘露糖的产量显著降低

(P<0.05)，降到 18.9 g/L，与高葡萄糖浓度发酵

相比降低 67.6%。因此，通过调控补料速度维

持发酵液中葡萄糖处于较低浓度，可显著降低

副产物甘露糖的合成。 
2.1.3  阿拉伯糖醇、核糖醇合成关键基因共敲

除与低葡萄糖浓度发酵对产物生产的影响 
经鉴定，0754-0988 和 0019 是毕赤酵母中

阿拉伯糖醇和核糖醇合成过程中的关键基因，

因此利用同源重组基因编辑技术构建了这 3 个

基因共敲除的重组菌株 Z09。将 Z09 进行高密

度发酵过程中实时监测调控发酵液中葡萄糖的

浓度，维持葡萄糖处于较低浓度(<10 g/L)，发

酵结果如图 5 所示。突变菌株 Z09 副产物的产

量均显著降低(P<0.05)，阿拉伯糖醇、核糖醇

和甘露糖的产量分别为 1.6、5.6 和 18.6 g/L，与

对照菌株 JQ08 相比分别降低 96.6%、75.1%和

49.0%，副产物总量降低了 75.8%。同时，Z09 的

肌醇产量显著提高(P<0.05)，达到 24.4 g/L，相 

 

 
 

图 5  重组菌株 Z09 的表型验证   A：菌体湿重. B：肌醇、阿拉伯糖醇、核糖醇和甘露糖产量. 不同

小写字母代表有差异显著(P<0.05) 
Figure 5  Fermentation profiles of recombinant strain Z09. A: Wet cell weight. B: Production of inositol, 
arabitol, ribitol and mannose. Different lowercase letters represent the significant difference (P<0.05). 
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较 JQ08 提升 31.9%。此外，通过检测发酵过程

中细胞湿重发现 0019 和 0754-0988 的敲除对菌

株的生长并无显著影响，突变菌株 Z09 的生长

趋势及最高菌体量与对照菌株相比无明显差

异。因此，0754-0988 和 0019 的敲除及低葡萄

糖浓度发酵是降低毕赤酵母副产物阿拉伯糖

醇、核糖醇和甘露糖合成的有效策略。 
2.2  甘油和葡萄糖协同利用对产物合成的

影响 
微生物发酵法高效合成生化产品面临的一

个主要挑战是如何平衡细胞生长与产物合成二

者之间的碳流量分配。当以葡萄糖作为唯一碳

源发酵毕赤酵母肌醇生产菌株时，细胞生长与

产物合成都需要消耗葡萄糖-6-磷酸，较低的肌

醇产量表明，仅有少部分葡萄糖-6-磷酸用于供

给肌醇合成[15]。You 等[17]通过协同利用甘油和

葡萄糖平衡细胞生长及产物合成之间的碳流量

分布，在大肠杆菌中实现了肌醇的高效生产。

但毕赤酵母野生菌株具有较强的碳代谢抑制

现象，在葡萄糖存在时，甘油的代谢途径被

抑制 [27]。本实验室前期通过过表达甘油转运

蛋白基因 gt2、甘油激酶基因 gut1 和甘油-3-磷
酸脱氢酶基因 gut2，成功实现了毕赤酵母对葡

萄糖和甘油的共代谢[27]。因此，为了提高菌株

对甘油的利用，本研究在重组菌株 Z09 中过表

达了甘油转运和分解代谢的相关基因 gt2、gut1
和 gut2，得到菌株 Z10。对 Z10 进行高密度发

酵，补料时的碳源为葡萄糖和甘油的混合液

(质量比为 1:1，700 g/L)。如图 6 所示，实现葡

萄糖和甘油共利用后，突变株 Z10 的核糖醇和

甘露糖产量显著降低(P<0.05)，阿拉伯糖醇的

产量略微降低，副产物总量与突变株 Z09 相比

下降 54.7%；而目的产物肌醇的产量也显著降

低(P<0.05)，只有 6.2 g/L。另外，通过生长曲

线可以发现，Z10 的生物量相较 Z09 和 JQ08 出

现了一定程度的下降(图 6A)，所以猜测可能是

由于发酵过程中甘油和葡萄糖的比例或者发酵

条件控制不合适，导致菌体生长不佳，从而使

肌醇的产量大幅度降低。 

2.3  发酵条件的优化 
在发酵过程中提供适量比例的碳源有利于

工程菌株的生长和目标产物的合成，针对突变 

 

 
 

图 6  重组菌株 Z10 的表型验证   A：菌体湿重. B：肌醇、阿拉伯糖醇、核糖醇和甘露糖产量. 不同

小写字母代表有差异显著(P<0.05) 
Figure 6  Fermentation profiles of recombinant strain Z10. A: Wet cell weight. B: Production of inositol, arabitol, 
ribitol and mannose. Different lowercase letters represent the significant difference (P<0.05). 
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株 Z10 提供不适比例的甘油和葡萄糖可能会引

起该菌株的代谢紊乱，造成肌醇合成量降低。

综合考量肌醇的合成及菌体生长情况，设置了

5 种含有不同比例甘油和葡萄糖的发酵培养基

用于突变菌株 Z10 的发酵研究。如图 7 所示，

在基础盐培养基 YNB 中添加不同比例的甘油

和葡萄糖(YNB+Gly/Glu)，并使用摇瓶对 Z10
进行发酵时，菌株 Z10 对甘油的消耗量显著高

于对葡萄糖的消耗量，且由于该培养基的营养

较为匮乏，导致菌株生长受到抑制，最高

OD600 仅为 2.0 左右，造成肌醇产量非常低，不

同碳源比例条件下的结果也无显著差异。为了

改善菌株的生长状况，在培养基中添加 2.0 g/L
的酵母粉(yeast+Gly/Glu)再次进行摇瓶发酵，

该培养基中不同碳源比例条件下的菌株都生长

较好，相较 YNB+Gly/Glu的培养条件最大菌体

量显著提升(图 7B)。同时，葡萄糖的消耗量也得

到提高，显著高于甘油的消耗量，从而促进了肌

醇的生产(图 7A)。当甘油/葡萄糖为 1/9时，肌醇

的产量最高，达到 1.8 g/L，相较 YNB+Gly/Glu

的培养条件提升了 5 倍。 
溶氧量(dissolved oxygen, DO)是高密度发

酵过程中重要的控制参数，通入适当的空气能

够缩短发酵时间、增加细胞数量、提高细胞的

存活率。另有文献报道，氧气的供给量能够很

大程度地影响细胞的能量代谢，从而影响毕赤

酵母的中心碳代谢流[30]。前期研究发现，当以

葡萄糖为碳源时，适当降低 DO 可以提高肌醇

的生产[16]。突变菌株 Z10 已经实现了葡萄糖和

甘油的共代谢，该菌株的碳代谢模式较菌株

Z09 发生了很大的变化，因此，选择再次探究

以甘油和葡萄糖为混合碳源时 DO 对菌株生长

和产物合成的影响。针对突变菌株 Z10，在甘

油/葡萄糖为 1/9 及添加 2.0 g/L 酵母粉的培养基

中开展高密度发酵，设置 DO 水平为 5%、15%
和 30%，对照菌株 Z09 发酵时碳源依旧为葡萄

糖。如图 8 所示，当 DO 控制在较低水平的

5%时，Z10 的菌体生物量明显低于高 DO 时的

生物量。这是由于在发酵过程中随着酵母细

胞量的不断增加，保持低 DO 无法满足酵母细 
 

 
 

图 7  重组菌株 Z10 的发酵条件优化   A：不同碳源比例与酵母粉的添加对 Z10 发酵的影响. B：不同

碳源比例与酵母粉的添加对 Z10 生长的影响 
Figure 7  Optimization of fermentation conditions for recombinant strain Z10. A: Effects of carbon source 
ratio and yeast powder addition on the fermentation profiles of Z10. B: Effects of carbon source ratio and 
yeast powder addition on the growth profile of Z10. 
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图 8  溶氧量对重组菌株 Z09 和 Z10 高密度发酵的影响   A：菌体湿重. B：肌醇产量. C：阿拉伯糖

醇产量. D：核糖醇产量. E：甘露糖产量. 不同小写字母代表有差异显著(P<0.05) 
Figure 8  Effect of dissolved oxygen (DO) on high-density fermentation profiles of recombinant strains Z09 
and Z10. A: Wet cell weight. B: Inositol production. C: Arabitol production. D: Ribitol production. E: 
Mannose production. Different lowercase letters represent the significant difference (P<0.05). 

 

胞快速生长的需求。突变株 Z09 在不同 DO 条件

下的肌醇产量分别为 24.4、18.0 和 21.8 g/L，其

中 DO 为 5%时产量最高，与之前低 DO 有利于

肌醇生产的研究结论[16]相似。与以葡萄糖为碳

源发酵的 Z09 不同，突变株 Z10 在以甘油和葡

萄糖为碳源发酵时，在不同 DO 条件下肌醇的

产量变化较大，其中 DO 为 30%时产量最高，

达到 36.7 g/L，相较 DO 为 5%时提升 4.9 倍。

另外，随着 DO 的升高及生物量的增加，突变

株 Z10 的阿拉伯糖醇、核糖醇和甘露糖等产物

的产量也显著提高(P<0.05)，DO 为 30%时副产

物总量相较 DO 为 5%时提升 2.4 倍，但相较出

发菌株 JQ08 副产物总量仍然降低了 63.1%。通

过对发酵培养基和发酵条件的优化，最终在

保持较低副产物生产的同时，大幅提高了肌

醇产量。 

3  结论 
本研究通过对毕赤酵母代谢网络进行分

析，确定了分支代谢途径阿拉伯糖醇和核糖醇

合成的关键基因。通过敲除分支途径关键基因、

控制发酵葡萄糖浓度，显著降低了副产物阿拉

伯糖醇、核糖醇和甘露糖的产量。通过过表达

甘油转运和代谢的相关基因，实现了甘油和葡

萄糖在毕赤酵母中协同利用，并通过调整碳源

比例及溶氧量优化了发酵条件，肌醇的产量进
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一步提高。最终在高密度发酵条件下，肌醇产

量达到 36.7 g/L，是目前酵母类菌株生产肌醇的

最高产量，为利用毕赤酵母工业化生产肌醇奠

定了基础。 
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