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填表说明

一、本报告中相关的技术或数据如涉及知识产权保护

、军工项目保密等内容，请作脱密处理。

二、请用宋体小四字号撰写本报告，可另行附页或增

加页数，A4纸双面打印。

三、表中所涉及的签名都必须用蓝、黑色墨水笔，亲

笔签名或签字章，不可以打印代替。

四、同行专家业内评价意见书编号由工程师学院填写

，编号规则为：年份4位＋申报工程师职称专业类别(领域)4

位+流水号3位，共11位。
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一、个人申报
（一）基本情况【围绕《浙江工程师学院（浙江大学工程师学院）工程类专业学位研究生工

程师职称评审参考指标》，结合该专业类别(领域)工程师职称评审相关标准，举例说明】

1.对本专业基础理论知识和专业技术知识掌握情况(不少于200字)

通过课程学习，系统掌握了以分子生物学、生物化学、反应工程和工程数值分析等为核心的

专业基础知识，具备了解析基因调控网络、构建代谢动力学模型以及利用合成生物学原理设

计工程菌株的能力。通过专业实践及科研项目的训练，熟练掌握了序列比对、定向进化和理

性设计、高通量筛选、基因编辑、发酵过程控制等技术手段，独立完成了从代谢途径设计、

酶分子改造、质粒与菌株构建、代谢产物分析和发酵过程优化到产物分离纯化的微生物细胞

工厂生产天然产物的全流程工艺开发。

2.工程实践的经历(不少于200字)

项目名称：重组酿酒酵母合成菜油甾醇。

项目目标：菜油甾醇是一种重要的植物甾醇，具有多种生理功能和活性，还可转化为许多重

要的甾体化合物，如黄体酮、雄烯二酮和氢化可的松。菜油甾醇及其衍生物被广泛应用于功

能性食品和药物。目前菜油甾醇的制备方法主要是从植物油中提取出混合植物甾醇，再进一

步分离纯化。但是，混合植物甾醇成分复杂，且菜油甾醇在其中的占比很低，导致分离纯化

成本高。本项目拟在微生物中构建天然菜油甾醇合成途径，并通过菌株改造和发酵优化来提

高菜油甾醇产量，以实现菜油甾醇的规模化生产。

项目内容：1）天然菜油甾醇在酿酒酵母中的人工合成途径构建：在酿酒酵母麦角甾醇生物

合成途径的基础上，敲除内源的C24(28)-甾醇还原酶ERG4，同时引入动物来源的C7-

甾醇还原酶DHCR7和植物来源的C24(28)甾醇还原酶DWF1，将麦角甾醇的合成途径改造为菜油

甾醇的合成途径；2）人工合成途径的优化和强化：通过敲除竞争途径中的C22-

甾醇还原酶ERG5，减少碳代谢分流，通过密码子优化以及启动子替换等方法优化酶的表达，

提升菜油甾醇的代谢合成通量；3）甾醇稳态调控：通过调控甾醇储存相关的基因，增加下

游甾醇的代谢通量，从而进一步提高菜油甾醇产量。4）关键酶的区室化多拷贝过表达：通

过将多个关键酶拷贝分别定位到过氧化物酶体和脂滴等亚细胞器，增强酶与各区室中底物的

有效接触以提高菜油甾醇产量；5）重组菌株的高密度发酵：在5 

L发酵罐中，采用基于拟指数补料的补料分批发酵策略，优化重组菌的细胞生长和合成代谢

行为，实现菜油甾醇的高效生产。

3.在实际工作中综合运用所学知识解决复杂工程问题的案例（不少于1000字)

近年来，合成生物学技术的快速发展使得利用微生物细胞工厂大量合成稀有天然产物或其半

合成前体成为可能。相对于传统的植物提取法和化学全合成法，利用微生物合成稀有天然产

物或其半合成前体具有原料易得、合成效率高、废弃物排放少、原料多源于可再生生物质资

源等显著优点，符合可持续发展理念。特别是，生物合成可以专一性地精准合成具有多个不

对称碳原子的复杂分子，在医药、材料等领域展现出巨大的潜力。本工程实践项目在酿酒酵

母的麦角甾醇合成途径的基础上，用合成生物学手段重构其甾醇合成代谢网络，以构建能够

合成菜油甾醇的重组酿酒酵母菌株，实现天然菜油甾醇的生物合成。

不同产物的生产适合利用不同的底盘细胞。酿酒酵母（Saccharomyces 

cerevisiae）是公认安全的微生物；易于培养，遗传操作手段成熟，CRISPR技术可精准操控

代谢通路；耐高糖、乙醇和酸性环境，适配高密度发酵，兼具好氧和兼性厌氧代谢灵活性。

此外，酿酒酵母细胞体内存在着天然的麦角甾醇合成途径，而菜油甾醇和麦角甾醇结构高度

相似，可通过引入动物来源的DHCR7和植物来源的DWF1，同时敲除内源基因ERG4，实现天然
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菜油甾醇在酿酒酵母中生物合成。对于两个关键的外源酶，选择了文献报道的具有较高催化

活性的来源于Danio rerio的DrDHCR7，以及作者所在实验室前期研究中来源于Ajuga 

reptans的ArDWF1的三点突变体（Ar207）。本项目利用CRISPR/Cas9基因编辑方法进行上述

基因的敲除和引入，成功合成天然构型的菜油甾醇。副产物会分流碳代谢流，影响产物产

量 ，为此，本研究还敲除了竞争途径基因ERG5（编码C22-甾醇还原酶），菌株生长不受影

响，菜油甾醇产量提高了1.96倍。

在实际应用中，由于引入的酶并不属于酵母本身，其表达会受到一定程度的限制，因此外源

酶在酿酒酵母中的表达十分重要。针对两个外源酶，分别筛选了不同类型的启动子来优化表

达，包括组成型启动子和诱导型启动子，最优组合下，菜油甾醇产量提升了2.52倍。

在酿酒酵母中，生成的甾醇会先和脂肪酸结合，再储存脂滴中。脂滴的组成主要为中性脂质

（甘油三酯和甾醇酯）构成的疏水核心。通过激活脂肪酸合成途径限速酶——乙酰-

CoA羧化酶（ACC1），可以提升胞内脂质前体容量，进而实现甾醇酯在脂滴中的稳定积累。

过量游离甾醇的积累对酵母细胞有毒性，通过调控酰基转移酶和甾醇酯水解酶，使得上游甾

醇尽可能以游离的形式存在从而参与反应，而下游甾醇则更多地以甾醇酯的形式存在。通过

这种调控甾醇稳态的技术手段，菜油甾醇产量提升了16.5%。

通过分析代谢产物，发现细胞中Ar207的前体底物含量仍然较高，说明Ar207是该合成途径的

关键限速酶。为了进一步提高产量，选择增加一个定位到过氧化物酶体或脂滴的Ar207的拷

贝，在提高酶表达量的同时改善酶的分布。定位到过氧化物酶体的菌株菜油甾醇产量提升了

31.5%，定位到脂滴提升了23.5%，两者前体含量都明显下降。通过高密度发酵，两个改造菌

株菜油甾醇产量都达到3 g/l以上，远高于此前国际上文献报道的最高产量。研究成果已经申

请发明专利并撰写论文待发表。

在本次专业实践中，我深刻意识到，一个工程项目的顺利完成除了需要灵活掌握和应用基础

理论知识，还需要不断实践、不断尝试、不断反思，对失败保持良好心态，并从中总结经验

教训。
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（二）取得的业绩（代表作）【限填3项，须提交证明原件（包括发表的论文、出版的著作、专利

证书、获奖证书、科技项目立项文件或合同、企业证明等）供核实，并提供复印件一份】

1. 
公开成果代表作【论文发表、专利成果、软件著作权、标准规范与行业工法制定、著作编写、科技

成果获奖、学位论文等】

成果名称

成果类别 

[含论文、授权专利（含

发明专利申请）、软件著

作权、标准、工法、著作

、获奖、学位论文等]

发表时间/

授权或申

请时间等

刊物名称

/专利授权

或申请号等

本人

排名/

总人

数

备注

一种高产菜油甾醇的酿

酒酵母菌株及其构建方

法和应用

发明专利申请
2025年03

月12日

申请号：20

2510291707

.0

2/4  

      

      

2.其他代表作【主持或参与的课题研究项目、科技成果应用转化推广、企业技术难题解决方案、自

主研发设计的产品或样机、技术报告、设计图纸、软课题研究报告、可行性研究报告、规划设计方

案、施工或调试报告、工程实验、技术培训教材、推动行业发展中发挥的作用及取得的经济社会效

益等】

 









国 家 知 识 产 权 局

 
210304 纸件申请，回函请寄：100088 北京市海淀区蓟门桥西土城路 6 号  国家知识产权局专利局受理处收
2023.03 电子申请，应当通过专利业务办理系统以电子文件形式提交相关文件。除另有规定外，以纸件等其他形式提交的

文件视为未提交。

310013
浙江省杭州市西湖区古墩路 701 号紫金广场 B 座 1103 室 杭州求是

专利事务所有限公司

郑海峰(0571-87911726-813)

发文日：

2025 年 05 月 16 日

申请号或专利号：202510291707.0 发文序号：2025051302180660  

申请人或专利权人：浙江大学 

发明创造名称：一种高产菜油甾醇的酿酒酵母菌株及其构建方法和应用

发 明 专 利 申 请 初 步 审 查 合 格 通 知 书

上述专利申请，经初步审查，符合专利法实施细则第 50 条的规定。

申请人于 2025 年 03 月 12 日提出提前公布声明，经审查，符合专利法实施细则第 52 条的规定，专利申

请进入公布准备程序。

初步审查合格的上述发明专利申请是以：

2025 年 3 月 12 日提交的说明书摘要

2025 年 3 月 12 日提交的权利要求书

2025 年 3 月 12 日提交的说明书：第 1 段 至 第 21 段、第 24 段 至 第 57 段

2025 年 4 月 23 日提交的说明书：第 22 段 至 第 23 段

2025 年 3 月 12 日提交的说明书：序列表

2025 年 3 月 12 日提交的说明书附图

为基础的。

  

提示：

    1.发明专利申请人可以自申请日起 3 年内提交实质审查请求书、缴纳实质审查费，申请人期满未提交实质审查请求书或者

期满未缴纳或未缴足实质审查费的，该申请被视为撤回。

    2.专利费用可以通过网上缴费、银行/邮局汇款、直接向代办处或国家知识产权局专利局缴纳。缴费时应当写明正确的申请

号/专利号、费用名称及分项金额，未提供上述信息的视为未办理缴费手续。了解缴费更多详细信息及办理缴费业务，请登录国

家知识产权局官方网站。 

审 查 员：郑凯奇

联系电话：010-53966217

审查部门：专利审查协作北京中心




