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摘 要：【目的】工程化构建还原性甘氨酸途径 (reductive glycine pathway, rGlyP)是实现甲醇与

CO2 协同利用的有效策略，但该途径的高效运转受限于胞内还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(reduced nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)供给不足。毕赤酵母(Komagataella phaffii)内源醇

氧化酶(alcohol oxidase, AOX)途径氧化甲醇产生过氧化氢而非 NADH，导致能量浪费并引发氧化

胁迫。为解决这一瓶颈，本研究通过重构甲醇氧化途径并结合亚细胞区室化策略，优化碳通量与

能量代谢。【方法】以生长曲线和甲醇利用速率为指标，在敲除内源 aox1 和 aox2 的底盘菌株中

对 5 种不同来源的 NAD+依赖型甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase, MDH)进行筛选，以确定最佳

MDH，并对其甲醇诱导浓度进行优化。进一步采用区室化策略，利用 1 型过氧化物酶体靶向信

号(peroxisomal targeting signal 1, PTS1)信号肽将 MDHN1T 靶向定位至过氧化物酶体，实现了甲醇

氧化与甲醛解毒的空间偶联。【结果】筛选确定源自杀虫贪铜菌(Cupriavidus necator)的 MDHN1T

具有最佳催化性能，并优化出其最适甲醇诱导浓度为 0.6%。重组菌株在甲醇/CO2 共利用条件下，

甲醇消耗速率提升至 28.98 mg/d，胞内 NAD+和 NADH 总量提升至原来的 1.3 倍，NADH/NAD+提

升至原来的 1.2 倍，生物量达到出发菌株的 2.2 倍。【结论】本研究成功缓解了 rGlyP 的还原力匮

乏问题，促进了毕赤酵母对甲醇和 CO2 的共利用，为构建高效利用一碳资源的微生物细胞工厂提

供了优质的底盘细胞及理论依据。
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Abstract: [Objective] The engineering of the reductive glycine pathway (rGlyP) in Komagataella 
phaffii (syn. Pichia pastoris) represents a promising strategy for the co-utilization of methanol and 
CO2. However, the efficiency of this pathway is constrained by the insufficient supply of 
intracellular reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), as the native alcohol oxidase 
(AOX) pathway generates hydrogen peroxide rather than NADH, leading to energy loss and 
oxidative stress. To overcome this bottleneck, this study reconstructed the methanol oxidation 
pathway and employed a subcellular compartmentalization strategy to optimize the carbon flux and 
energy metabolism. [Methods] Five different sources of NAD+-dependent methanol dehydrogenase 
(MDH) were screened in an aox1/aox2-deficient strain by using the growth curve and methanol 
utilization rate as indicators to determine the optimal MDH, and the methanol induction concentration 
was optimized. Subsequently, a compartmentalization strategy was employed by fusing the 
peroxisomal targeting signal 1 (PTS1) to MDHN1T, which targeted the enzyme to the peroxisome 
to spatially couple methanol oxidation with formaldehyde detoxification. [Results] The MDHN1T 
derived from Cupriavidus necator had the best catalytic performance, and the optimum methanol 
induction concentration was optimized to be 0.6%. Under co-utilization conditions, the engineered 
strain achieved a methanol consumption rate of 28.98 mg/d, with the total intracellular NADtotal 
pool, NADH/NAD+ ratio, and biomass being 1.3, 1.2, and 2.2 folds, respectively, of those in the 
parental strain. [Conclusion] This study successfully alleviates the redox cofactor imbalance in the 
rGlyP and enhances co-utilization of methanol and CO2 in K. phaffii, providing a robust chassis and 
a theoretical basis for the development of microbial cell factories utilizing one-carbon resources.
Keywords: Komagataella phaffii; methanol dehydrogenase (MDH); reductive glycine pathway 
(rGlyP); compartmentalization strategy; CO2 fixation; one-carbon resource utilization

甲醇和 CO2 是廉价且来源丰富的可再生一

碳资源，在生物制造领域展现出替代化石燃料

的巨大潜力。二氧化碳和甲醇的生物固定与利

用对实现碳中和目标具有重要意义。构建高效

的微生物细胞工厂，可在温和条件下将一碳资

源转化为化学品、生物燃料、可降解材料等高
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价值产物[1]，这对实现全球碳中和目标具有重要

的战略意义，已成为研究热点[2-4]。

人工设计的还原性甘氨酸途径 (reductive 

glycine pathway, rGlyP)能够有效固碳，已在多

种微生物中用于将 CO2 转化为生物量和化学

品[5-7]。毕赤酵母(Komagataella phaffii)具有完备

且较为高效的甲醇利用途径(methanol utilization 

pathway, MUTP)，通过工程化改造 rGlyP，实现

了对甲醇和 CO2 的共利用[8]。rGlyP 的高效运转

高度依赖充足的还原力供给，而毕赤酵母本身

的 甲 醇 代 谢 主 要 依 赖 于 醇 氧 化 酶 (alcohol 

oxidase, AOX)系统，该系统氧化甲醇生成甲醛

并伴随过氧化氢的积累，这一过程不仅不产生

还原力，反而因抗氧化需求消耗额外的还原

力[9]。因此，改造现有的甲醇利用途径，解决还

原力供需失衡问题，并偶联 rGlyP，是提高甲醇

和 CO2 协同利用效率的关键科学问题。

甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase, MDH)

存在于自然界的一类天然甲醇营养菌中，能催

化甲醇生成甲醛。根据电子受体的不同，甲基

营养菌中的 MDH 可分为 3 类：吡咯喹啉醌

(pyrroloquinoline quinone, PQQ)依赖型 MDH、氧

依赖型醇氧化酶以及烟酰胺腺嘌呤双核苷酸

NAD+依赖型 MDH。其中，NAD+依赖型 MDH

氧化甲醇生成甲醛，消耗 NAD+并生成还原力

NADH[10-11]。MDH 在氧化甲醇的同时能为 rGlyP

提供更多的还原力，是重构 MUTP 的理想分子。

K. phaffii A05 是前期构建的含重组 rGlyP 的

重组菌株，可协同利用甲醇和 CO2，但其生长

受限于还原力供给[8]。本研究将 5 种不同生物来

源的 NAD+依赖型 MDH 引入毕赤酵母，通过敲

除内源 aox1 和 aox2 基因以消除背景干扰，筛选

获得最优 MDH。在此基础上，采用区室化策

略，将最优 MDH 定位于过氧化物酶体，重构了

甲醇利用途径。将其与 rGlyP 耦合，探究胞内

NADH 水平及甲醇利用效率的改变，以期为微

生物发酵工业中一碳资源的综合利用提供依据

和策略。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株及质粒

K. phaffii GS115 购自 ThermoFisher Scientific

公司。K. phaffii A05 为本课题组 Li 等[8]构建，

其表型为甘氨酸缺陷型且强化了 rGlyP，可在常

压大气环境下协同固定甲醇和 CO2。本研究使

用的质粒模板有 pBB1、pAI05、pA0R、pGAPZB

等 4 种，均由本实验室构建并保存。

本研究所用的质粒如表 1 所示。本研究所

用菌株如表 2 所示。

1.1.2　培养基

LLB (low-salt Luria-Bertani)培养基(g/L)：酵

母提取物 5.0，胰蛋白胨 10.0，NaCl 5.0。

LB (Luria-Bertani)培养基(g/L)：酵母提取物

5.0，胰蛋白胨 10.0，NaCl 10.0。

YPD (yeast extract peptone dextrose)培养基

(g/L)：酵母提取物 10.0，胰蛋白胨 20.0，葡萄

糖 20.0。

MDG (minimal dextrose glycine)培养基(g/L)：

无氨基酵母氮源 YNB 13.40，葡萄糖 20.00，甘

氨酸 1.13。

表1　本研究所用的质粒

Table 1　Plasmids used in this study

Plasmids

pBB1 MDH2 Ⅳ 9

pBB1 MDH3 Ⅳ 9

pBB1 MDHBS Ⅳ 9

pA0R MDHLXT Ⅱ 7

pA0R MDHN1T Ⅱ 7

pA0R ACT1 Ⅱ 7

pGAPZB MDHN1T

pGAPZB MDHN1T(p)

pAI05-sg PNS Ⅳ 9

pAI05-sg PNS Ⅱ 7

pAI05-sg aox1

pAI05-sg aox2

Characteristics

CamR

CamR

CamR

AmpR

AmpR

AmpR

Zeocin+

Zeocin+

Zeocin+

Zeocin+

Zeocin+

Zeocin+

Source

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab stock

Lab stock

This study

This study
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若要配制固体培养基则需再加入 20.0 g/L

的琼脂。添加抗生素时氯霉素、氨苄青霉素

工作浓度为 100.0 μg/mL，博莱霉素工作浓度

为 25.0 μg/mL。

BMMH (buffered minimal methanol histidine)

培养基(g/L)：磷酸钾缓冲液(pH 6.0) 0.100 mol/L，

无氨基酵母氮源 YNB 13.400，甲醇 0.1%−2.0% 

(体积分数)，组氨酸 0.004。

MMF (buffered minimal methanol formic 

acid)培养基(g/L)：无氨基酵母氮源 YNB 13.40，

甲醇 0.6%，甲酸 1.84。

1.2　基因的合成以及质粒的构建

外源甲醇脱氢酶基因经密码子优化后，均

由江苏赛索飞生物科技有限公司合成。根据来

源，分别命名为 MDH2 和 MDH3 [甲醇芽孢杆

菌(Bacillus methanolicus)[12-15]]、MDHLXT [解木糖

赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus xylanilyticus) [16]]、

MDHN1T [杀虫贪铜菌(Cupriavidus necator)[17-20]]

以 及 MDHBS [ 嗜 热 嗜 脂 肪 地 芽 孢 杆 菌

(Geobacillus stearothermophilus)[21-23]]。

使用 PCR 扩增 MDH 基因片段以及 GS115

基因组Ⅱ 7 同源臂、Ⅳ 9 同源臂、PAOX 启动子、

AOXtt 终止子片段，以原始质粒为模板得到线

性质粒骨架片段，再利用 Gibson 组装法连接质

粒骨架和片段。

1.3　酵母工程菌株的构建

首先利用 CRISPR-Cas9 基因敲入/敲除系统

敲除酵母中原有的 aox1，获得 1Δ-GS115。在此

基础上再将 aox2 敲除，得到 2Δ -GS115 底盘

细胞。

使用相应引物(表 3)和质粒 DNA 模板进行

PCR 扩增，得到相应质粒上带有同源臂的 MDH

表达盒、ACT1 表达盒片段，利用实验室现有的

CRISPR-Cas9 基因敲入/敲除系统敲入底盘菌株

中。对于无需 ACT1 的 2 种 MDH (MDHLXT、

表2　本研究所用的菌株

Table 2　Strains used in this study

Strains

K. phaffii GS115

1Δ-GS115

2Δ-GS115

2Δ-MDH2

2Δ-MDH3

2Δ-MDHBS

2Δ-MDHLXT

2Δ-MDHN1T

A05

A05-MDHN1T(p)

Characteristics

PNS Ⅰ 6::Ppa. Rad52

K. phaffii GS115, aox1Δ

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ, PAOX1-MDH2, PAOX1-ACT1

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ, PAOX1-MDH3, PAOX1-ACT1

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ, PAOX1-MDHBS, PAOX1-ACT1

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ, PAOX1-MDHLXT

K. phaffii GS115, aox1Δ aox2Δ, PAOX1-MDHN1T

K. phaffii GS115-Shm1Δ Shm2Δ Gly1Δ AgtΔ, PGAP-MIS1-1

A05, PAOX1-MDHN1T (PTS1)

Source

Lab stock

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab stock

This study

表3　PCR所用引物

Table 3　Primers for PCR

Primer 
names

MDH2-F

MDH2-R

MDH3-F

MDH3-R

MDHBs-F

MDHBs-R

MDHLXT-F

MDHLXT-R

MDHN1T-F

MDHN1T-R

ACT1-F

ACT1-R

Primer sequences (5′→3′)

CATATGAAGAACACCCTGTCTGCA

TTAATGGTGATGATGATGATGCATCG

ATGACCAACACTCAATCTGCTTTC

TTAATGATGATGATGATGATGCATAGCG

CATATGAAGGCCGCAGTGGT

TTAATGGTGATGGTGATGATGATCTTCTT

CATATGAGCGATGTTCTGAAACAGTT

TTAATGGTGATGATGATGATGACTCAGG

CATATGACCCATCTGAATATCGCAAAT

TTAATGGTGATGATGATGATGCATGG

CATATGGGTAAACTGTTCGAAGAAAAGAC

TTAATGATGGTGGTGATGGTGCA
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MDHN1T)，直接插入至中性位点Ⅱ 7；剩下 3 种

MDH 表达盒插入至Ⅳ 9 位点，同时将 ACT1 表

达盒插入菌株Ⅱ 7 位点[24]。

质粒 DNA 模板：统一采用质粒 DNA 小提

试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)进行

提取，提取方法见试剂盒说明书。

PCR 反应体系 (50 μL)：PrimeSTAR® Max 

DNA Polymerase (TaKaRa 公 司) 25 µL， 质 粒

DNA 模板 1 µL，上、下游引物 (10 µmol/L)各

2.5 µL，ddH2O 19 µL。PCR 反应条件：98 ℃预

变性 3 min；98 ℃变性 30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 2 min，共 30 个循环；72 ℃终延伸 3 min。

过氧化物酶体区室化：将过氧化物酶体信

号肽 PTS1 添加至 MDH 的 C 端。对于需要

ACT1 激活的 MDH，在对 MDH 定位的同时也

使用 PTS1 对 ACT1 进行定位。

1.4　菌株生长曲线的测定

先将菌株接种至 5 mL YPD 或 MDG 液体培

养基中，培养 1−2 d，4 ℃、5 000 r/min 离心

5 min 收集菌体，用 5 mL 无菌水吹吸洗涤 2 遍。

接种至 BMMH 培养基或 MMF 培养基，初始

OD600 为 0.2、0.4 或 0.5，进行发酵培养。每隔

1 d 或 2 d 进行取样，使用酶标仪对菌株的 OD600

值进行测定，每个实验生物学重复 3 次。

1.5　菌株甲醇利用率和还原力的测定

使用高效液相色谱检测甲醇含量。对收集

的菌液在 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min，吸取

上清液，用 0.22 μm 滤膜过滤处理。HPLC 中

色谱柱规格：Aminex HPX-87H 色谱柱(9 µm，

1 300 mm×7.8 mm， Bio-Rad 公司)，流动相：

5 mmol/L H2SO4，流速设置为 0.6 mL/min，柱温

设置为 50 ℃，运行 22 min。配制不同浓度梯度

的甲醇溶液，根据峰面积与浓度的对应关系绘

制标准曲线。

采用高通量破碎仪对细胞进行破碎，再使

用 NAD+/NADH 检测试剂盒(WST-8 法) (上海碧

云天生物技术股份有限公司)对菌株 NAD 总量

和 NADH/NAD+进行测定，每个实验进行 3 次

平行重复，采用 t 检验进行差异显著性分析。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　构建缺陷型酵母菌株并筛选最优

MDH

毕赤酵母中存在 AOX 系统，该系统能将甲

醇转化为甲醛，AOX 系统包括 AOX1 和 AOX2

两种酶。研究表明，在同一菌株中不同来源的

MDH 表达效果并不相同[10]。为筛选出效果最佳

的 MDH，本研究采用 CRSPR-Cas9 技术敲除毕赤

酵母中的 aox1 和 aox2，构建双缺陷型底盘细胞

2Δ-GS115，并将不同 MDH 分别转入 2Δ-GS115，

以便更好地观察 MDH 的作用。同时本研究构建

了 AOX1 单缺陷型菌株，用于对比。

首先测定了甲醇浓度为 1.2% 和 1.6% 时的

生长曲线。结果显示，只有 2Δ-MDHN1T 菌株

的生长显著高于其余菌株，在 1.2% 甲醇培养基

中，其 OD600 值最高达到 1.3，而对照菌株的

OD600 值最高仅为 0.6 (图 1A)，MDHN1T 显现出

的优势最强，能够部分回补 AOX 缺失导致的生

长缺陷。

缺陷型菌株在 1.2% 和 1.6% 甲醇浓度下的

生物量显著低于 GS115 野生型菌株，这证实了

AOX 是毕赤酵母主要的甲醇氧化酶。通过与野

生型、AOX1 单缺陷和双缺陷型菌株对比发现，

MDH 能在毕赤酵母中催化甲醇脱氢氧化，但其

活性弱于 AOX (图 1)。

如图 1 所示，2Δ-MDHN1T 菌株在甲醇浓度

为 1.2% 时的生长曲线普遍高于 1.6%，推测可能

存在一个最适甲醇浓度，能使 2Δ-MDHN1T 菌

株的生长达到最优。

2.2　培养重组菌株的最适甲醇浓度

鉴于 MDHN1T 菌株在较低甲醇浓度下生长

更优，进一步对甲醇诱导浓度进行了优化。选

取 0.3%、0.4%、0.5%、0.6%、0.7% 这 5 个浓度

进行梯度测定，最终确定了 0.6% 为最佳甲醇浓
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度。在 0.6% 甲醇浓度下，菌株 OD600 值最高达

到 2.3 (图 2D)。

2.3　最适甲醇浓度下重组菌株的生长曲

线和甲醇利用率

在优化的 0.6% 甲醇浓度下，评估了各重组

菌株的生长及底物消耗情况。除 2Δ-MDHN1T

菌株外，其余菌株均无法有效利用甲醇生长。

第 8 天时，2Δ-MDHN1T 菌株呈现最高的

OD600值，其数值为 2.5 (图 3A)。与对照 2Δ-GS115

菌株相比，2Δ-MDHN1T 菌株的甲醇消耗速率约

为 4.09 mg/d (图 3B)，显著高于仅靠扩散挥发或

微量代谢消耗的对照组。该结果进一步确立了

MDHN1T 作为毕赤酵母甲醇代谢重构的首选

MDH。

2.4　重构 MUTP 偶联 rGlyP 促进甲醇

和 CO2协同利用

四氢叶酸连接酶(formate-THF ligase, Mis1-1)

具有 3 种功能，可催化甲酸与四氢叶酸(THF)结

合生成甲酰-四氢叶酸(10-formyl THF)，还具有

亚甲基四氢叶酸环化水解酶活性和亚甲基四氢

叶酸脱氢酶活性。A05 中过表达 Mis1-1 增强了

rGlyP 中的四氢叶酸再生系统的运行，导致细胞

中还原力的不足。毕赤酵母 A05 中的醇氧化酶

AOX 系统发挥作用时产物之一为 H2O2，H2O2

图1　不同菌株在不同甲醇浓度下的生长曲线

Figure 1　 Growth curves of different strains at varying methanol concentrations. A, C: 1.2% methanol 

concentration; B, D: 1.6% methanol concentration.
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的氧化同样需要还原力。同时，甲醇氧化为甲

醛，甲醛是一种细胞毒性物质，对细胞有毒害

作用。

为解决 rGlyP 面临的还原力瓶颈及甲醛毒性

问题，将筛选出的最佳 MDH 即 MDHN1T 引入

Li 等[8]构建的毕赤酵母 A05 中。采用区室化策

略，将 MDHN1T 定位于过氧化物酶体，从而重

构甲醇利用途径，获得重组菌株A05-MDHN1T(p)。

代谢设计原理如图 4 所示，MDHN1T 在过氧化

物酶体内将甲醇氧化为甲醛，同时将 NAD+转化

为 NADH。这一设计具有双重优势：(1) 空间隔

离，将有毒中间体甲醛限制在过氧化物酶体内，

图2　2Δ-GS115和2Δ-MDHN1T在不同甲醇浓度梯度的生长曲线

Figure 2　Growth curves of 2Δ-GS115 and 2Δ-MDHN1T under different methanol concentration gradients. A: 

0.3%; B: 0.4%; C: 0.5%; D: 0.6%; E: 0.7%.

图3　0.6%甲醇浓度下表达MDH的2Δ-GS115菌株的生长曲线和甲醇消耗

Figure 3　Growth curves and methanol consumption of 2Δ-GS115 strain expressing MDH at 0.6% methanol 

concentration. A: Growth curves; B: Methanol consumption.
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减轻对胞质的毒害； (2) 能量偶联，产生的

NADH 可直接供给 rGlyP 中甲酸还原反应及甘

氨酸裂解系统(GCS)循环，并通过异化途径增强

CO2 固定效率。

使用 MMF 培养基对 A05-MDHN1T(p)进行

发酵，测定菌株的生长曲线。结果显示，经过

10 d 培养，A05 菌株的 OD600 值达到了 2.5，

A05-MDHN1T(p)菌株的 OD600 值达到了 5.5，提

升了约 1.2 倍(图 5A)。对于甲醇的消耗情况，

A05 菌株和 A05-MDHN1T(p)菌株的甲醇利用

率如图 5B 所示，引入 MDHN1T 后甲醇消耗

速率明显加快，A05 菌株的甲醇消耗速率为

17.88 mg/d，而 A05-MDHN1T(p)菌株的甲醇消

耗速率为 28.98 mg/d，是 A05 菌株的 1.62 倍。

同 时 对 发 酵 至 第 6 天 的 A05 菌 株 和

A05-MDHN1T(p)菌株进行收集，并测定其 NAD

总量和 NADH/NAD+。2 种菌株的 NADtotal 分别

为 1.64 μmol/L 和 2.21 μmol/L，A05-MDHN1T(p)

菌株的 NAD 总含量是出发菌株的 1.3 倍(图 5C)。

对于 NADH/NAD+比值，A05-MDHN1T(p)菌株

(2.08)是 A05 菌株(1.75)的 1.2 倍(图 5D)。这说明

MDH 能够显著改善胞内还原力供给。

图4　A05菌株NAD+/NADH代谢途径示意图

Figure 4　Diagram of the pathway of NAD+/NADH metabolism in A05. Red indicates overexpressed enzymes, 

including: formate-THF ligase (MIS1-1); Blue indicates knocked-out enzymes, including: glyoxylate 

aminotransferase 1 (Agt1), serine hydroxymethyl transferase 1/2 (Shm1/2), and threonine aldolase 1 (Gly1).
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上述数据表明，通过过氧化物酶体区室化

表达 MDHN1T，成功重构了甲醇利用途径，显

著改善了胞内还原力供给，偶联 rGlyP，大幅提

升了毕赤酵母对甲醇和 CO2 的协同利用效率。

3　　讨论与结论讨论与结论

一碳化合物的综合利用是发酵工程领域的

重要研究方向。本研究将具有高催化效率的甲

醇脱氢酶(MDH)与区室化代谢工程策略相结合，

成功强化了毕赤酵母菌株 A05 的甲醇代谢能力。

改造后的 A05 菌株 NAD 总量提升了 30% (图 5C)，

NADH/NAD+提升了 20% (图 5D)，OD600 值提升

了 120% (图 5A)，甲醇利用率提升了 62% (图 5B)，

重组菌株繁殖速率加快、发酵效率提升，这标

志着在开发能够高效共利用甲醇与 CO2 的毕赤

酵母细胞工厂方面取得了关键进展，增强了后

续重组菌株作为底盘细胞利用甲醇和 CO2 生产

单细胞蛋白或高附加值化合物的优势和潜能。

本研究通过区室化策略对甲醇利用途径进

行空间重构，能够有效解耦甲醇氧化的能量生

成过程与有毒中间体甲醛的代谢过程，从而系

统性提升细胞性能[12]。具体而言，将外源优化

的 MDH 酶与内源途径进行区室化整合，解决了

2 个主要问题：甲醇氧化的能量需求与甲醛同化

的还原力需求之间的冲突，以及甲醛毒性对细

胞活力的抑制[25]。

MDH 的区室化设计可能优化了胞内的氧化

还原平衡。在天然甲醇代谢中，甲醛既作为同

化前体，又是异化途径底物，碳流分配存在固

有损耗[25-26]。同时，区室化可能将甲醛限制在

特定细胞器(过氧化物酶体)内，减少了其扩散至

胞质造成的氧化应激和酶抑制。当胞内 NADH

图5　0.6%甲醇浓度下引入MDHN1T对A05菌株的影响

Figure 5　 Effect of introducing MDHN1T at a 0.6% methanol concentration on the A05 strain. A: Growth 

curves; B: Methanol consumption; C: Total NAD; D: NADH/NAD+. **: P<0.01; *: P<0.05.

2156



王家孟 等 || 微生物学报, 2026, 66(5)

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

水平提高后，依赖还原力的 CO2 固定途径(重构

的 rGlyP)得以更有效地运行，进而提升生物量。

然而，胞内甲醛含量的提升可能为异化途径提

供更多底物，实现了甲醇衍生还原力与 CO2 固

定过程的耦合。同时，毕赤酵母本身存在的甲

醛同化途径可能也因更多的甲醇利用而得到加

强，重组工程菌株生物量得到进一步提升。

细胞生长(OD600)与甲醇利用率的大幅提升

也是上述代谢再平衡的直接体现。减少的碳损

失和毒性压力为细胞积累了更多可用于生长的

前体和能量。这解释了本工程菌株相较于仅优

化单一途径的菌株，在整体碳转化效率上表现

出协同增强效应。

此外，表达水平的差异也是导致不同外源

MDH 表现差异的关键因素之一。本研究采取了

一些措施尽量减少表达水平带来的差异：不同

来源的 MDH 在相同的表达载体基础上构建，采

用相同的重组菌株构建方法、相同的诱导型启

动子、相同的诱导表达条件，且对 MDH 基因进

行密码子优化以适应毕赤酵母偏好。在此基础

上重组菌株表现出的显著差异主要由 MDH 的活

性引起。对于筛选出的较优突变体，未来可以

通过蛋白质工程改造、分子进化等技术，获得

在毕赤酵母中更稳定、更易折叠的 MDH 突变

体，以及共表达分子伴侣帮助蛋白正确折叠等

措施使 MDH 在毕赤酵母中得到更好的应用。

Wang等[27]在Butyribacterium methylotrophicum

中重构 rGlyP，成功协同利用甲醇和 CO2，本研

究在真核宿主毕赤酵母中取得了类似的协同效

应，但途径不同。这证明了能量/还原力供给强

化是实现 C1 化合物共利用的一个普适性关键。

与在 Saccharomyces cerevisiae 中通过区室化构建

一碳营养型微生物的开创性工作[12]相比，本研

究直接在天然甲基营养菌毕赤酵母中进行优化，

起点更高，获得的性能提升幅度也更为显著。

最近的一项前沿工作通过在毕赤酵母中组装由

甲醇/甲酸氧化模块和还原甘氨酸途径(rGlyP)组

成的人工 MFORG 途径，成功实现了甲醇与

CO2 的共固定[28]，进一步证明利用毕赤酵母固

定 CO2 的可行性。本研究在结合 rGlyP 的基础

上对毕赤酵母固有甲醇利用途径进行改造和区

室化，使其更适应于 rGlyP。

基于本研究成果，后续研究可尝试进行生

物反应器水平的扩大培养。还原力与生长的提

升是 CO2 同化增强的间接证据，后续可以精确

量化重组工程菌株对 CO2 的利用。未来研究可

以集中于利用此底盘生产特定高附加值产物，

验证其工业应用潜力；进一步通过系统生物学

方法(如转录组分析等)解析改造后全局代谢网络

的动态变化，为理性设计提供更深入的见解。
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