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生产胆固醇酿酒酵母菌株的构建与优化 

李  根 1，樊旭倩 2，阿皮耶提·如则麦麦提 1，骆健美 1，樊飞宇 2，张学礼 2 

(1. 天津科技大学生物工程学院，天津 300457；2. 中国科学院天津工业生物技术研究所，天津 300308) 

摘 要：为了解决传统胆固醇生产工艺存在生物安全风险及环境污染等问题，采用合成生物学与代谢工程策略，系

统重构酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）胆固醇合成途径。通过增强甲羟戊酸（MVA）途径关键酶表达强度，

增加异源 24-脱氢胆固醇还原酶基因拷贝数，优化后鲨烯途径代谢流分配以及结合过氧化物酶体工程强化前体供应，

构建高效合成胆固醇的工程菌株 CHO224。结果表明：菌株 CHO224 摇瓶发酵的胆固醇产量达 784.11 mg/L，是初代

菌株 CHO011 的 24.8 倍；最终通过发酵工艺优化，在 5 L 高密度发酵罐中进行精准发酵，胆固醇产量达 4.71 g/L，

是初代菌株 CHO011 的 149 倍。本研究为胆固醇及其衍生物的绿色生产提供了可借鉴的途径优化策略与菌株构建方

式。 

关键词：胆固醇；酿酒酵母；甾体化合物；高密度发酵 
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Construction and Optimization of Cholesterol-Producing Saccharomyces 

cerevisiae Strain 

LI Gen1，FAN Xuqian2，RUZEMAIMAITI Apiyeti1，LUO Jianmei1，FAN Feiyu2，ZHANG Xueli2 

(1. College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China； 

2. Tianjin Institute of Industrial Biotechnology, Chinese Academy of Sciences, Tianjin 300308, China) 

Abstract: Traditional cholesterol production processes face challenges including biosafety risks and environmental pollution. 

This study systematically reconstructed the cholesterol biosynthesis pathway in Saccharomyces cerevisiae using synthetic 

biology and metabolic engineering strategies. Key approaches included enhancing the expression of enzymes in the 

mevalonate (MVA) pathway, increasing the copy number of the heterologous GgDHCR24 gene (encoding 

24-dehydrocholesterol reductase), optimizing metabolic flux distribution in the post-squalene pathway, and integrating 

peroxisome engineering to strengthen precursor supply. An engineered strain CHO224 was constructed for efficient 

cholesterol production. The results showed that in shake flask fermentation, the cholesterol yield reached 784.11 mg/L, 

representing a 24.8-fold increase over the initial strain CHO011. Optimization of the fermentation process enabled 

high-density cultivation in a 5-L bioreactor, achieving a final titer of 4.71 g/L，a 149-fold improvement relative to the initial 

strain CHO011. This study provides a referential approach to optimizing production strategies and strain construction for the 

green production of cholesterol and its derivatives. 
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胆固醇（C27H46O）作为具有环戊烷多氢菲母核

结构的甾类化合物[1]，在生物体系中具有多重生理功

能。胆固醇不仅是动物细胞膜的结构组分，通过调控

膜流动性参与细胞增殖与分化过程[2]，还作为关键代

谢前体物质参与多种生命必需分子的生物合成，包括

胆汁酸、维生素 D3 及甾体激素（如糖皮质激素、性

激素）[3]，这种独特的生物学价值使其在医药与化工

领域获得广泛应用。基于甾体母核结构的化学可修饰

性，胆固醇被广泛用于合成孕烯醇酮[4]、雄甾-4-烯

-3,17-二酮（AD）[5]和黄体酮[6]等高附加值甾类药物

中间体，这些衍生物在抗炎、内分泌调节及生殖医学

领域具有重要临床价值[7]。同时，胆固醇的脂水两亲

性特征使其在药物制剂中可作为脂质体膜材料、乳化

剂及软膏基质等药用辅料[8]。在化妆品领域，胆固醇

常被添加到护肤品中起到保湿功能[9]。此外，胆固醇

作为多种激素的前体物质，可缩短虾的脱皮周期，具

有促进其脱皮生长的功效[10]。 

当前工业生产胆固醇主要依赖两种技术路线。第

一种方式是以脑组织、脊髓等动物组织为原料提取胆

固醇[11]，但存在感染朊病毒、病原微生物污染等风险，

可能引发病患传播[12]。另一种方式是目前主流工业生

产方式，主要利用色谱法、溴化法、分子蒸馏法和超

临界萃取法等化学工艺对羊毛脂进行分离[13]，但受到

原料供应不稳定、工艺能耗高、有机溶剂残留污染及

副产物分离复杂等技术问题影响，限制了胆固醇产业

的绿色生产。 

本研究采用合成生物学与代谢工程策略，系统重

构酿酒酵母胆固醇合成途径（图 1），通过增强 MVA

途径关键酶表达强度，过表达胆固醇合成关键基因

GgDHCR24，结合有针对性的后鲨烯途径调控以及过

氧化物酶体工程等多轮模块化优化，构建高效生产胆

固醇的酿酒酵母细胞工厂。 

 
注：红色标注基因为本研究改造基因 

图 1  胆固醇代谢途径 

Fig. 1  Cholesterol metabolic pathway 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒与主要试剂 

菌株与质粒见表 1。San Prep 柱式质粒 DNA 小

量抽提试剂盒，美国 Axygen 公司；San Prep 柱式 PCR

产物纯化试剂盒，生工生物工程（上海）股份有限公

司；酵母营养缺陷型培养基（SD-Ura），北京泛基诺

科技有限公司；胆固醇标准品，上海源叶生物科技有

限公司；PCR 扩增酶，宝日医生物技术(北京)有限公

司。引物的合成与测序由苏州金唯智生物科技有限公

司完成，异源基因由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成。 

1.2  培养基 

YPD 培养基：1%酵母提取物，2%蛋白胨，2%

葡萄糖。 
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YP 诱导培养基：1%酵母提取物，2%蛋白胨，2%

乙醇，1%半乳糖。 

营养缺陷型合成培养基（SD-Ura）：0.67%酵母

氮基（不含 Ura），2%葡萄糖。 

LB 培养基：0.5% NaCl，1%胰蛋白胨，0.5%酵

母提取物，100 μg/mL 氨苄青霉素。 

上述液体培养基加 2%琼脂粉配制相应的固体培

养基。 

1.3  酿酒酵母重组、转化与验证 

将 500 μL 过夜培养物转移到 3 mL YPD 培养基

中，30  ℃、250 r/min 振荡培养，直到细胞密度（600 

nm 处吸光度 A600）达到 0.8~1.5；12000 r/min 离心 1 

min 收集细胞，并用蒸馏水洗涤 2 次。将酵母细胞重

悬于 1 mL 预处理试剂（100 mmol/L LiAc、10 mmol/L 

DTT、0.6 mol/L山梨醇和 10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）

中，25 ℃静置 25 min；静置结束用 1 mol/L 预冷山梨

醇洗涤 1 次，然后将细胞重悬于 60 μL 预冷的 1 mol/L

山梨醇中，并与 CRISPR/Cas9 质粒和供体序列 DNA

混合。将混合物转移到 0.2 cm 间隙的电击杯中，在冰

上静置 5 min。使用基因脉冲仪（Bio-Rad，Hercules，

CA）以 2.7 kV 电压电穿孔。电穿孔后立即将细胞稀

释在 1 mL 冰冷 1 mol/L 山梨醇中，30 ℃、250 r/min

孵育 60 min。将样品涂抹在 SD-Ura 平板上，30 ℃下

培养 2~3 d，以筛选出阳性转化子。为验证基因型，

将单个菌落接种到 10 μL 20 mmol/L NaOH 溶液中，

98 ℃煮沸 40 min 以释放基因组 DNA。将 2 μL 的裂

解液直接用作 PCR 模板，使用验证引物验证重组菌

株。 

表 1  菌株与质粒 

Tab. 1  Strains and plasmids 

菌名 描述 来源 

BY4742 S. cerevisiae S288c, MATα, his3Δ1, leu2Δ0, lys2Δ0, MET15, ura3Δ0 实验室保存 

CHO011 BY4742, GAL1-7-10::TADH1-StDWF5-PGAL10/1-GgDHCR24-TCWP2 本研究 

CHO012 

CHO011, LPP1:: (PTPI1-tHMG1-TADH2)- (TTEF1-ERG13-PFBA1) -(PPDC1-ERG10-TSPG5);  

本研究 MOT3::(PPDC1-ERG9-TTDH2)-(TPGI1-IDI1-PTDH3)-(PFBA1-ERG20-TADH2); 

DPP1:: (PPDC1-ERG8-TADH1)-(PFBA1-ERG12-TENO2)-(PENO1-ERG19-TCPS1)  

CHO013 CHO012，ERG5:: (PGAL10/1-GgDHCR24-TCWP2) 本研究 

CHO014 CHO012，ERG5:: (TADH1-GgDHCR24-PGAL10/1-GgDHCR24-TCWP2) 本研究 

CHO115 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-ERG11- TCYC1) 本研究 

CHO116 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-CaCYP51- TCYC1) 本研究 

CHO117 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-HmCYP51- TCYC1) 本研究 

CHO118 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-RnCYP51- TCYC1) 本研究 

CHO119 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-CaCYP51-TCYC1) 本研究 

CHO120 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-HmCYP51-TCYC1) 本研究 

CHO121 CHO013, GRE3:: (TADH1-ERG1-PGAL10/1-RnCYP51-TCYC1) 本研究 

CHO222 

CHO119, ATF2::( PGAL7-tHMG1-ePTS1-TADH2)-( TPGI1-ePTS1-IDI1-PGAL10/1-ERG19-ePTS1-TCPS1) 

ROX1::( PGAL7-ERG20-ePTS1-TADH2)-(TCPS1-ERG19-PTS1-PGAL10/1-ERG10-PTS1-TSPG5) 

LEU2:: (PGAL7-ERG8-ePTS1-TADH1)-(TTEF1-ePTS1-ERG13-PGAL10/1-ERG12-ePTS1-TENO2) 

本研究 

CHO223 CHO222, YJL064W:: TADH2-ACS2-PGAL10/1-ASC1-TCPS1 本研究 

CHO224 CHO223, CIT2::(PGAL7-ANT1-TSPG5)-(TFBA1-IDP2-PGAL1/10-IDP3-TTEF1) 本研究 

pM-Cas9-sgRNA URA3, PtRNA-sgRNA, PTEF1-Cas9, ARS 实验室保存 

1.4  菌株发酵 

挑取单克隆菌株接种到 3 mL YPD 培养基中，

30 ℃、250 r/min 过夜培养，待 A600=2，按照 10%接

种量转接到含 15 mL YPD 培养基的 100 mL 锥形瓶

中，30 ℃、250 r/min 摇瓶培养 48 h。将发酵液转移

至 50 mL 离心管中，6000 r/min 离心 5 min，收集沉

淀，加入 15 mL 新鲜的诱导培养基，混匀后转移至

100 mL 锥形瓶中继续发酵 96 h。 
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1.5  皂化与萃取 

取 1 mL 发酵菌液经 12000 r/min 离心 1 min，弃

去上清液并收集菌体细胞，用 1 mL 超纯水洗涤 2 次

后重悬于 1 mL 3 mol/L 盐酸溶液中，100 ℃裂解 10 

min；随后以 12000 r/min 离心 5 min，弃去酸性上清

液，再次通过 2 次超纯水洗涤，彻底去除残留酸液。

将菌体沉淀均匀分散于 20% NaOH/甲醇混合溶液，

65 ℃恒温水浴中持续皂化反应 4~6 h；待皂化完成后

向体系内加入 1 mL 正己烷，经 10 min 涡旋振荡萃取；

12000 r/min 离心 1 min，吸取上层有机相并经 0.22 μm

有机滤膜过滤，最终将萃取液转移至液相样品瓶中，

用于后续检测分析。 

1.6  定性与定量分析 

气相色谱–质谱（GC-MS）定性分析条件：Thermo 

Scientific Trace1300 GC/ Orbitrap Exploris GC 240 型

气相色谱 -高分辨质谱联用仪，HP-5 色谱柱（30 

m×0.25 mm×0.25 µm）；初始温度 100 ℃，保持 1 min，

以 20 ℃/min 的速率升温至 300 ℃，保持 15 min；进

样量 1 µL。 

气相色谱（GC）定量分析条件：Shimadzu GC 

2010 Pro 型高效气相色谱仪，DB-35 色谱柱（30 

m×0.25 mm×0.25 µm）；初始温度 100 ℃，保持 1 min，

随后以 50 ℃/min 的速率升温至 300 ℃，保持 30 min；

进样量为 1 µL。 

1.7  高密度发酵 

高密度发酵工艺：将 200 mL 种子液接种至装有

2 L 发酵培养基的 5 L 发酵罐中发酵。 

发酵参数：温度 30 ℃，pH 5.0，溶氧维持 30%

（通过搅拌转速 200~1000 r/min 与空气流量 2.0~9.0 

L/min 动态联动调节）。 

补料策略：初期待培养基碳源耗尽后，补充葡萄

糖至 A600=150，随后加入半乳糖诱导表达体系，同时

将碳源调整为乙醇；当溶氧水平超过 40%时，补加乙

醇，使发酵液中乙醇质量浓度稳定于 5 g/L。 

1.8  数据分析 

利用 GraphPad Prism 9 软件进行单因素方差分析

（One-Way ANOVA）。统计显著性表示：P < 0.05 (*)、

P < 0.01 (**)、P < 0.001 (***)、P < 0.0001 (****)，表

示组间差异显著性依次增强。 

2  结果与讨论 

2.1  构建生产胆固醇酿酒酵母重组菌株 

为了构建高效合成胆固醇酿酒酵母细胞工厂，本

研究依托酿酒酵母内源麦角固醇途径，将实验室前期

筛选到的土豆（Solanum tuberosum L.）来源 7-脱氢胆

固醇还原酶基因（StDWF5）和家鸡（Gallus gallus）

来源 24-脱氢胆固醇还原酶基因（GgDHCR24）[14]经

密码子优化后，搭载诱导性启动子 PGAL1 和 PGAL10，

利用 CRISPR/Cas9 基因编辑系统，将这 2 个功能模块

表达盒插入野生型酵母菌株 BY4742 基因组中，转化

子经过 SD-Ura 固体培养基筛选、菌落 PCR 验证（图

2）后得到胆固醇底盘菌 CHO011。 

经 YPD 培养基发酵培养，利用 GC 色谱和质谱

（MS）对 CHO011 发酵产物进行分析，结果如图 3 所

示。由图 3（a）可知，蓝色产物峰与红色胆固醇标准

品峰出峰时间一致，初步推测发酵产物中含有胆固

醇。由图 3（b）可知，检测到 m/z 386 的分子离子峰，

该峰对应胆固醇的分子式 C27H46O（相对分子质量

386.65）；同时检测到 m/z 43、105、145、213、275、

301 等碎片离子峰，这些峰反映了甾核与侧链的裂解

特征。结合右侧化学结构（含羟基、双键及异辛基侧

链），进一步确认该产物为胆固醇。经测定，CHO011

发酵最终胆固醇摇瓶产量为 31.6 mg/L。 

 

M. DNA Marker；1-3 泳道. StDWF5 表达盒验证条带，2115 bp；4-6 泳道. 

GgDHCR24 表达盒验证条带，1023 bp。 

图 2  胆固醇合成菌株 CHO011 菌落 PCR 验证凝胶电泳 

Fig. 2  Gel electrophoresis results of colony PCR verification 

for the cholesterol-producing strain CHO011 

 

（a）摇瓶发酵产物检测 GC 图谱 
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（b）底盘菌株 CHO011 培养液提取物的 GC-MS 图谱 

图 3  CHO011 重组菌株摇瓶发酵产物分析 

Fig. 3  Analysis of shake flask fermentation products of 

recombinant strain CHO011 

2.2  增强酿酒酵母胞质 MVA 途径 

通过增加前体物质的供给是提高下游产物产量

有效的调控手段。Xiao 等[15]通过增加角鲨烯前体的

供给，提高胆固醇硫酸盐的产量。为了进一步提高胆

固醇产量，将酿酒酵母 MVA 途径 9 个基因 ERG10、

ERG13、tHMG1、ERG12、ERG8、ERG19、IDI1、

ERG20、ERG9 分别搭载糖酵解途径强启动子构建表

达盒片段，并利用 CRISPR/Cas9 技术和同源重组技术

将表达盒片段插入酿酒酵母 CHO011 基因组中进行

过表达。同时，通过敲除法尼醇途径关键基因 DPP1

及 LPP1 获得重组菌株 CHO012。增强 MVA 途径提

高胆固醇产量结果如图 4 所示。菌株 CHO012 胆固醇

摇瓶产量为 260.9 mg/L，产量增加了约 7.3 倍；与此

同时，角鲨烯出现积累，产量为 367.21 mg/L。 

 
（a）过表达 MVA 途径 9 个基因评价胆固醇产物合成能力 

 

（b）重组菌株 CHO011 与 CHO012 摇瓶发酵产物 GC 图谱 

图 4  增强 MVA 途径提高胆固醇产量 

Fig. 4  Enhancing the MVA pathway to increase cholesterol 

production 

2.3  增强关键功能基因拷贝数提高胆固醇产量 

为了探究引入的胆固醇合成关键基因对胆固醇

产量的影响。本研究在 CHO012 尝试过表达不同拷

贝数 GgDHCR24 基因表达盒的重组菌株 CHO013 和

CHO014，以增强其表达强度，结果如图 5 所示。由

图 5（a）可知，CHO013 胆固醇摇瓶产量为 489.52 

mg/L，提高了约 87.6%，而 CHO014 胆固醇产量为

501.35 mg/L，产量已无明显变化。图 5（b）可知，

CHO013 菌株发酵产物中除角鲨烯积累外，产生了

24,25-二氢羊毛甾醇等副产物的积累。这表明后鲨烯

途径关键酶 ERG1 的表达强度无法将剩余的角鲨烯

进行及时转化，同时 GgDHCR24 基因缺乏良好的特

异性，该酶同时可以对羊毛甾醇的 24,25 位 C=C 烯键

进行还原，从而产生副产物 24,25-二氢羊毛甾醇等的

积累。 

 

（a）增加不同拷贝数 GgDHCR24 胆固醇合成能力的比较 
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（b）重组菌株 CHO012、CHO013 摇瓶发酵产物 GC 图谱 

图 5  过表达胆固醇关键基因 GgDHCR24 提高胆固醇产量 

Fig. 5  Overexpression of the cholesterol key gene 

GgDHCR24 to enhance cholesterol production 

2.4  后鲨烯途径关键基因的筛选 

Lepesheva 等[16]报道了人源、大鼠源和白色念珠

菌源的羊毛甾醇14α-去甲基化酶对24,25-二氢羊毛甾

醇催化活性较好，因此通过对酿酒酵母本源角鲨烯环

氧化酶基因 ERG1 和拟南芥源角鲨烯环氧化酶基因

AtSQE2，分别组合酿酒酵母本源、人源、大鼠源和白

色念珠菌源的 14α-去甲基酶基因进行过表达，从而使

角鲨烯流向下游产物，同时增强 14α-去甲基酶的表达

强度，以降低 24,25-二氢羊毛甾醇等副产物的产生。 

针对角鲨烯和 24,25-二氢羊毛甾醇的积累问题，

在 CHO013 菌株中过表达角鲨烯环氧化酶及 14α-去

甲基酶，发酵结果如图 6 所示，重组菌株 CHO119 中

的 ERG1-CaCYP51 为最优组合，摇瓶发酵产量为

694.47 mg/L，胆固醇产量增加了 41.9%。在中间产物

积累方面，角鲨烯和副产物产量相比 CHO013 菌株的

均有所降低，角鲨烯产量为 114.62 mg/L，降低了

75.9%；羊毛甾醇产量为 45.04 mg/L，降低了 8.9%；

24,25-二氢羊毛甾醇产量为 18.05 mg/L，降低了

80.4%。 

 
图 6  筛选角鲨烯环氧化酶和 14α-去甲基酶组合以获得最佳

催化活性的重组菌株 

Fig. 6  Screening of squalene epoxidase and 14α-demethylase 

combinations to obtain recombinant strains with optimal 

catalytic activity. 

2.5  利用过氧化物酶体工程增加胆固醇产量 

利用过氧化物酶体工程，将关键基因定位于过氧

化物酶体中，可增加产物的产量。Dusséaux 等[17]将

完整的 MVA 途径定位到酿酒酵母过氧化物酶体，并

将完整的柠檬烯途径转移到过氧化物酶体中，柠檬烯

产量较细胞质途径提高 125 倍。Liu 等[18]将角鲨烯合

成途径关键酶定位到解脂耶氏酵母过氧化物酶体中，

并通过增强辅因子供应，切断竞争途径，角鲨烯产量

达 11 g/L。基于上述案例，本研究首先利用过氧化物

酶体靶向基因（ePTS1）将 MVA 途径 9 个基因定位

于过氧化物酶体，以增加角鲨烯前体供应；随后，通

过敲除过氧化物酶体柠檬酸合酶（CIT2），减少乙酰

辅酶 A 向线粒体的分流，同时过表达乙酰辅酶 A 合

成酶（ACS1 和 ACS2），增强过氧化物酶体内乙酰辅

酶 A 的合成；最后，通过过表达过氧化物酶体膜腺苷

酸转运蛋白（ANT1），异柠檬酸脱氢酶（IDP2 和

IDP3），增强辅因子 ATP 及 NADPH 向过氧化物酶

体供应，构成重组菌株 CHO224，发酵结果如图 7 所

示。菌株 CHO224 的胆固醇产量为 784.11 mg/L，较
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菌株 CHO119 提高了 12.9%，是初代菌株 CHO011 的

24.8 倍。 

 

图 7  利用过氧化物酶体工程构建工程菌株评价胆固醇产物

合成能力 

Fig. 7  Evaluation of cholesterol product synthesis capacity 

using peroxisome engineering to construct engineered strains 

2.6  高密度批次补料发酵评价 

为了进一步验证重组菌株胆固醇的合成能力，对

CHO224 菌株进行高密度发酵评估与工艺优化，开发

菌株生长与产物生产解偶联的发酵工艺。首先，利用

葡萄糖确保菌株快速生长，待 A600=150 时，将补料碳

源切换为乙醇，并加入半乳糖诱导。添加半乳糖诱导

后，每 12 h 对代谢产物进行检测，最终 120 h 后胆固

醇产量不再增加，胆固醇产量为 4.71 g/L，主要副产

物羊毛甾醇产量为 376.89 mg/L，二氢羊毛甾醇产量

为 302.78 mg/L（图 8）。目前微生物细胞工厂的设计

中，胆固醇尚未作为最终目标产物被直接高效合成，

而是作为其他高附加值类固醇化合物合成途径中的

中间体或副产物存在[19-20]。本研究构建的 CHO224 重

组菌株通过底盘菌株改造和精准发酵调控，实现了以

胆固醇为直接目标产物的高效微生物合成。 

 

图 8  高密度发酵 CHO224 菌株生产胆固醇 

Fig. 8  High-density fermentation of CHO224 strain for 

cholesterol production 

3  结  语 

本研究通过增强 MVA 途径关键酶表达强度，过

表达胆固醇合成关键基因 GgDHCR24，结合有针对性

的后鲨烯途径调控以及过氧化物酶体工程等多轮模

块化优化，构建高效生产胆固醇重组酿酒酵母菌株

CHO224。经摇瓶发酵，菌株 CHO224 的胆固醇产量

达 784.11 mg/L，并利用 5 L 发酵罐进行高密度发酵

评估，最终产量为 4.71 g/L，是初代菌株 CHO011 的

149 倍。然而，在发酵过程中，仍然存在副产物产生，

后续工作需要围绕调控后鲨烯途径进行。本研究建立

的多模块协同优化策略及菌株实现方式，为胆固醇绿

色合成提供了可行性借鉴。 
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