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摘   要：本研究通过高通量启动子筛选，优化了百脉根生根瘤菌碳酸酐酶(Mesorhizobium loti 
carbonic anhydrase, MlCA)的异源表达，以降低碳捕获与储存(carbon capture and storage, CCS)成本。

为简化传统载体的复杂性，构建了超级折叠绿色荧光蛋白(superfolder green fluorescent protein, 
sfGFP)与 MlCA 的融合蛋白表达系统，并利用大肠杆菌(Escherichia coli)合成启动子库进行一次性

高效筛选。通过检测琼脂平板上菌落的荧光强度筛选出 143 个单克隆，形成不同表达水平的文库。

筛选出荧光强度最高的前 4 个重组子。使用启动子 342042/+的 MlCA 表现出最高酶活性，比活性

达到 34.6 Wilbur-Anderson units (WAU) /mg。优化实验表明，MlCA 在 pH 7.0、40 ℃条件下培养 4 d
表现最佳，其 CO2 水合反应的米氏常数(Km·hdy)和最大反应速率(Vmax·hdy)分别为 62.46 mmol/L 和

0.164 mmol/(s·L)，酯酶水解 Km 和 Vmax 分别为 639.8 mmol/L 和 0.035 mmol/(s·L)。MlCA 可在 9 min
内、较低 pH 值及室温条件下，促进 CO2 矿化为 CaCO3。扫描电子显微镜(scanning electron 
microscopy, SEM)分析和 X 射线衍射(X-ray diffraction, XRD)分析证实沉淀物为方解石。本研究为

CCS 提供了一种低成本、环保的替代方案。 
关键词：高通量启动子筛选；碳酸酐酶；异源表达；催化机理；碳捕集与储存 
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Abstract: In this study, high-throughput promoter screening was employed to optimize the 
heterologous expression of Mesorhizobium loti carbonic anhydrase (MlCA) in order to reduce 
the costs associated with carbon capture and storage (CCS). To simplify the complexity of 
traditional vectors, a fusion protein expression system was constructed using superfolder green 
fluorescent protein (sfGFP) and MlCA. The synthetic promoter library in Escherichia coli was 
utilized for efficient one-step screening. Based on fluorescence intensity on agar plates, a total 
of 143 monoclonal colonies were identified, forming a library with varying expression levels. 
The top four recombinants with the highest fluorescence intensity were selected, among which 
MlCA driven by the promoter 342042/+ exhibited the highest enzymatic activity, with a specific 
activity of the 34.6 Wilbur-Anderson units (WAU)/mg. Optimization experiments revealed that 
MlCA exhibited the best performance when cultured for 4 days under pH 7.0 and 40 °C 
conditions. The Michaelis constant (Km·hdy) and maximum reaction rate (Vmax·hdy) for CO2 
hydration were determined to be 62.46 mmol/L and 0.164 mmol/(s·L), respectively. For esterase 
hydrolysis, MlCA showed the Km and Vmax of 639.8 mmol/L and 0.035 mmol/(s·L), respectively. 
MlCA accelerated the CO2 hydration process, promoting CO2 mineralized into CaCO3 within  
9 min at low pH and room temperature conditions. Scanning electron microscopy (SEM) and 
X-ray diffraction (XRD) analyses confirmed that the precipitated product was calcite. This 
study provides a low-cost and environmentally friendly alternative for future CCS applications. 
Keywords: high-throughput promoter screening; carbonic anhydrase; heterologous expression; 
catalytic mechanism; carbon capture and storage 

 

为应对气候变化，全球各国必须采取有效措

施减少全球 CO2 的排放 [1] 。据国际能源署

(International Energy Agency, IEA)研究，2022 年

全球 CO2 排放量超过 368 亿 t，达到历史新高[2]。

联 合 国 政 府 间 气 候 变 化 专 门 委 员 会

(Intergovernmental Panel on Climate Change, 
IPCC)的研究指出，如果要将全球气温升高控制 

在 1.5 °C 以内，到 2030 年全球温室气体排放量

必须比 2010 年减少 45%[3]。这一目标需要全球

各国立即采取紧急行动减少碳排放，碳捕获与

储存(carbon capture and storage, CCS)技术被认

为是实现这一目标的重要途径[4]。化学吸收法

为典型的碳捕获技术[5]，如单乙醇胺作为化学

吸收法中的基准溶剂，表现出良好的 CO2 吸收
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能力[6]以及较快的反应动力学[反应速率常数为

4.8–5.5 m3/(s·mol)][7]。然而，单乙醇胺吸收法

仍然存在一些缺陷，如高再生能耗、热稳定盐

的形成降低吸收效率，且可能造成设备腐蚀等。

因此，研究人员开始聚焦于开发能效更高、更

加环保的替代工艺和溶剂[8]。甲基二乙醇胺因

其吸收热较低等优势(仅为单乙醇胺的 65%)，
被认为是单乙醇胺的潜在替代品，然而，甲基

二乙醇胺同样存在不可避免的缺陷，如 CO2 负

荷能力较低、动力学较慢[9]。 
碳酸酐酶(carbonic anhydrase, CA)是一种

存在于大多数生物体中的高效酶，可高效、特

异性地催化 CO2 和 HCO3
–之间的相互转化，其

酶促周转率可达 104–107 L/s[10]。这使其成为生

物过程中至关重要的参与者，涉及光合作用、

呼吸作用、离子转运和酸碱平衡等多种生化和

生理过程[11]。这类酶在 CCS 领域中被认为具有

广泛的应用潜力。然而，工业规模化的应用需

要大量的 CA，高昂成本阻碍了商品化 CA 在实

际中的应用，例如，赛默飞世尔科技公司供应

的 CA 每 mg 售价高达 6.7 美元 (≥3 000 U/mg 
干重)。为此，异源表达技术成为解决这一问题

的关键方法。通过在廉价且生长迅速的宿主[如
大肠杆菌(Escherichia coli)]中高效表达目的蛋

白，可以突破原始生物表达的限制，同时大幅

降低成本。已有研究成功在 E. coli 中表达了多

种 来 源 的 CA ， 如 海 洋 产 氢 弧 菌

(Hydrogenovibrio marinus)[12] 、 产 氨 热 弧 菌

(Thermovibrio ammonificans)[13]、亚速尔硫氢生

菌(Sulfurihydrogenibium azorense)[14]等。尤其是

黄石硫氢杆菌(Sulfurihydrogenibium yellowstonense)
的 CA 蛋白在 J23100 启动子与分子伴侣蛋白

(GroEL-GroES chaperonin system, GroELS)共表

达系统中，可溶性蛋白的产量提高了 1.4 倍，

酶活性增加了 1 倍；并且，融合标签的加入并

未对蛋白的功能产生负面影响 [15]。BRENDA  
酶数据库的数据显示，来自 Mesorhizobium loti
的碳酸酐酶 (MlCA)具有较高的比活性，达    
1 914 000 μmol/(min·mg)。研究人员通过将

MlCA 基因转入到 E. coli 或微藻等微生物中[16-17]，

成功实现了重组酶的高效表达，增强了 CO2 的

捕获和转化能力。这些案例表明，通过基因工

程优化 E. coli 表达 CA，能够显著提高其产量

和活性，为 CO2 生物封存提供了一条可行的技

术路径。然而，大多数研究仍主要集中在基因

来源或载体的开发上，而载体本身是一个复杂

的多元件系统，不能实现对蛋白质表达的精确

调控。 
蛋白质的产生受转录、翻译和翻译后调控

等多个层面的共同影响。为实现高效的染色体

整合蛋白质表达，启动子在转录水平上起着至

关重要的作用，因其直接影响 mRNA 的合成效

率[18]。启动子通常分为 3 大类：诱导型启动子、

稳定期特异性启动子和组成型启动子。其中，

T7 启动子作为由 T7 噬菌体衍生的强大启动子，

其活性高度可控，通常通过外源系统(如 IPTG)
进行诱导，广泛应用于分子生物学和基因表达

系统。由于 T7 启动子具有操作简单、表达量高

以及目标基因表达受严格调控等特点，非常适

用于重组蛋白表达和工业发酵生产[19]。此外，

稳定期特异性启动子(Pylb)通过单拷贝表达盒整

合，能实现高水平蛋白质表达，如 β-半乳糖苷

酶表达量增加了 26 倍，超级折叠绿色荧光蛋白

(superfolder green fluorescent protein, sfGFP)表
达量提高了 185 倍[20]。Sri Wahyu Effendi 等[21]

也发现，强和弱启动子的组合(如 HSP70A 和

J23109)显著增强了 hCAII 的表达水平，从而促

进 CO2 高效转化，转化率高达 95.7%，并成功

用于合成戊二胺和 CaCO3。然而，启动子具有

一定的特异性，强启动子并不总能带来高表达
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水平，甚至可能对宿主细胞造成负担和毒性。

同一启动子对不同蛋白质的作用效果也可能不

同[22]，因此，当前的研究趋势是通过高通量筛

选技术选择最适合目标基因的启动子。高通量

测序技术的进步使得一次性筛选数百个启动子

成为可能。例如，通过测量单细胞中 sfGFP 的

表达水平，研究人员能够快速筛选出高效生产

蛋白的启动子[23]。虽然这种技术为提高蛋白表

达效率提供了重要的工具和方法，但在 CA 异

源表达中的应用仍相对较少。 
本研究将 sfGFP 基因作为报告基因，基于

pSB1C3 载体构建了合成启动子库，旨在探究其

在 MlCA 启动子转录调控中的作用；筛选出表

达量最高的前 4 个启动子(Top 1−4)，并将其质

粒转化至 E. coli 中，随后诱导、纯化并比较其

活性；通过催化 CO2 水合反应和对硝基苯乙酸

酯(p-nitrophenyl acetate, p-NPA)水解反应计算

重组酶的 kcat 和 Vmax，深入探究其催化机理；进

一步研究了重组酶在不同时间、温度、pH 值及

不同阴阳离子条件下的稳定性，并测试其在

CO2 水合反应中形成碳酸钙(CaCO3)的效果，以

期为构建高效表达的 E. coli 载体提供丰富的基

因元件，也为未来 CA 的大规模工业生产提出

低成本、环境友好的策略。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、生长培养基及质粒 

本研究所用的百脉根中生根瘤菌的碳酸酐

酶基因 MlCA 的序列(678 bp)，由 I-Son Ng 教授

提供。大肠杆菌 DH10B (NCBI 分类号：316385)
用于所有常规克隆。大肠杆菌 BL21 (DE3) (NCBI
分类号：469008)用于蛋白质表达。菌株繁殖使

用 LB 培养基(g/L：胰蛋白胨 10、氯化钠 10 和

酵母提取物 5)。SOC 培养基(g/L：胰蛋白胨 20、
酵母提取物 5.0、葡萄糖 5.0、NaCl 0.5、KCl 

0.186、MgSO4 1.2)用于转化恢复。 
质粒结构如下：将 MlCA、sfGFP 编码基因、

合成启动子库、核糖体结合位点 (ribosome 
binding site, RBS) BBa_B0034 和 终 止 子

BBa_B0015 通过 GoldenGate Assembly 分子克

隆方法组装到 pSB1C3 载体中。分离出单个菌

落用于进一步鉴定，并用 20 bp 寡核苷酸

(5′-ATAGGCGTATCACGAGGCAG-3′) 进 行

Sanger 测序。本研究中使用的 96 个启动子的合

成启动子文库由 Ailurus Biotech 公司设计和合

成。启动子有多种类型，BBa 类代表从 iGEM
注册表中选择的启动子，如 BBa_R1075 可从

iGEM 的官方网站 (http://parts.igem.org/Main_ 
Page)上获取。T7 类代表 T7 启动子的突变修饰，

按照其序列号进行命名，如 T7_459。从大肠杆

菌基因组中选取的启动子，使用编号表示其在

基因组中的具体位置，例如 4599580/-。本研究

中使用的启动子库、质粒以及其他生物元件等的

具体信息已提交到国家微生物科学数据中心，编

号为 SUB1738177777862。 
质粒库由 2 步拼装而成。使用 BsaI-HF®v2 

(NEB 公司)和 T4 DNA Ligase (NEB 公司)这   
2 种酶将启动子库、RBS、超折叠绿色荧光蛋白

(sfGFP)、终止子(terminator)依次插入 pSB1C3
载体中，使用的程序为：37 °C 5 min，16 °C    
5 min，60 个循环。反应产物经 TIANquick Midi 
Purification Kit [Tiangen Biotech (Beijing) Co., 
Ltd.]纯化后，使用 Bio-Rad电转仪转化至 100 µL 
Invitrogen electro MAX DH10B 感受态细胞中，

复苏后的菌液随后转移至含有 30 ng/µL 氯霉素

的 250 mL LB 培养基中，过夜培养。使用

TIANprep Mini Plasmid Kit [Tiangen Biotech 
(Beijing) Co., Ltd.]试剂盒从过夜培养的菌液中

提取质粒。随后，使用 FastDigest Bpi I (Thermo 
Scientific 公司)酶切，并使用 T4 DNA Ligase 
(NEB 公司)将编码 MlCA 蛋白的基因插入至
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RBS 和 sfGFP 之间。使用的 Golden Gate 程序

为：37 °C 5 min，16 °C 5 min，60 个循环。将

得到的产物转化到 100 µL E. coli BL21 (DE3)化
学感受态(TransGen Biotech Co., Ltd.)中，然后

接种到含有 LB+2%琼脂的平板上，37 °C 培养

过夜。培养后的平板 4 ℃保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
限制性内切酶 Nco I、Hind III，CloneJET 

PCR Cloning Kit，BCA Protein Assay Kit，购自

Thermo Scientific 公司；Phusion 高保真 DNA 聚

合酶，购自 NEB 公司；6×His-Tagged Protein 
Purification Kit，购自北京康为世纪生物科技有

限公司；ClonExpress II One Step Cloning Kit，
购自南京诺唯赞生物科技有限公司。触摸 PCR
控温系统，购自 Bio-Rad 公司；恒温振荡器，

购自上海一恒科学仪器有限公司。 

1.3  绿色荧光蛋白报告测试 
从平板上挑取 192 个单克隆，分别接种到

0.75 mL 带有 30 ng/µL 氯霉素的液体 LB 培养基

中，LB 培养基提前放置在 2 个 2 mL 96 深孔板

中，深孔板使用可透气的微孔板密封膜封口，

37 °C、180 r/min 培养过夜。将过夜菌液按 1:325
稀释至 750 µL 带有 30 ng/µL 氯霉素的 LB 培养

基中，深孔板使用可透气的 NuncSeals 封口，

37 °C、1 000 r/min 培养 3 h 之后，将处于对数

期的菌液按 1:225 稀释至 750 µL 带有 30 ng/µL
氯霉素的 LB 培养基中；吹打混匀后，每孔取

100 µL 菌液转移至 3 个标准的 96 微孔板中，设

3 个重复，96 微孔板使用 NuncSeals (Thermo 
Scientific 公司)封口，37 °C、180 r/min 培养   
16 h。每孔取 10 µL 过夜菌液，转移至装有 90 µL 
PBS (Sangon Biotech (Shanghai) Co., Ltd.)的黑

色 透 明 底 96 孔 细 胞 培 养 板 中 。 使 用

Spark®Multimode microplate Reader测试 600 nm 
处的光密度(OD600)和荧光激发值(激发波长为

485 nm，发射波长为 535 nm)。测试空白样本得

到 OD600 和荧光值的背景信号，从每个测量值

中去除本底。OD600 未显著大于背景信号的样本

数据被弃去。蛋白表达水平通过荧光值(A.U.)
的均值除以对应的 OD600 值得到。 

1.4  去除 sfGFP 的质粒编辑与重组构建 
为去除 sfGFP 的影响，进行了质粒的精准

编辑。首先，设计并合成去除 sfGFP 的目标片

段，该片段两端包含与质粒载体首尾区域互补

的序列。其次，通过限制性内切酶对质粒载体

进行酶切，去除 sfGFP 部分，并回收线性化载

体。接着，利用首尾引物对目标片段进行 PCR
扩增，并通过 T4 DNA 连接酶将扩增片段直接

与线性化载体连接，构建闭环重组质粒。随后，

将重组质粒转化至 E. coli 感受态细胞，在含抗

生素的平板上筛选阳性克隆。然后，通过菌液

PCR 检测片段插入情况，进一步验证质粒的正

确性。最后，提取阳性克隆质粒并进行 Sanger
测序，确认 sfGFP 成功去除且目标序列正确无

误。通过上述步骤，成功构建了正确表达目标

蛋白(MlCA)的重组质粒。 

1.5  重组酶的诱导表达 
在添加了相应抗生素的 LB 培养液中培养

含有质粒的细胞。将过夜培养物以 1:100 的比

例稀释在含有抗生素的新鲜 LB 培养基中，

37 ℃、200 r/min 培养。用 OD600光密度来测量

生物量，以监测生长情况。当 OD600 达到 0.6–0.8
时，使用最终浓度为 1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导重

组 MlCA，22 ℃振荡培养 12 h。 

1.6  蛋白浓度和活性测定 
蛋白浓度测定采用比色法结合标准曲线

进行。首先使用 1 mg/mL 的 BSA 标准品配制

不同浓度的标准溶液(如 0、1、2、4、8、12、
16、20 μg)，分别加样至 96 孔板中，每孔加

10–25 μL，同时加入待测样品。随后，按照所

用试剂盒的说明加入 Bradford 染料，在室温下

孵育 10–30 min，使用酶标仪在 595 nm 波长下
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读取吸光度，绘制标准曲线。 
酶 活 性 使 用 威 尔 伯 - 安 德 森 测 定 法

(Wilbur-Anderson units, WAU)[24]进行测定：在

20 mL 样品瓶中，将 200 μL 酶液添加到 9 mL
冰冷的 Tris-HCl (20 mmol/L, pH 8.3)中，再加入

6 mL 冰冷的饱和 CO2 溶液(冰浴条件下将纯

CO2 气体通入超纯水中至少 1 h 制得)，同时磁

子搅拌，记录 pH 从 8.3 降至 6.3 的时间，整个

反应在冰上进行。活性按照公式(1)计算： 
WAU=(T0–T)/T                    (1) 

其中：T0 和 T 分别是未添加 CA 和添加 CA 时

pH 从 8.3 下降到 6.3 所需的时间(s)。 

1.7  重组酶催化动力学 
为获得动力学数据，在 25 °C 下将 20 μL

重组酶加入到 970 μL Tris-HCl 缓冲液中      
(40 mmol/L, pH 8.0)，随后加入 10 μL 不同浓度

的 p-NPA 溶液(浓度范围为 2−250 mmol/L)，使

总反应体积达到 1 000 μL。对照组(CK)不添加

重组酶，而是以 990 μL Tris-HCl 缓冲液替代。

最终，所有数据均采用 Michaelis-Menten 模型

进行拟合，并根据以下方程计算 Vmax 和 Km (公
式 2)以及催化常数 kcat (公式 3)。 

v=(Vmax·[S])/(Km+[S])               (2) 
其中：v 是反应速率[mmol/(s·L)]；V𝑚𝑎𝑥是最大

反应速率[mmol/(s·L)]；[S]是底物浓度(mmol/L)；
Km是米氏常数(mmol/L)，表示酶对底物的亲和力。 

kcat=Vmax/[Et]                      (3) 
其中：kcat 为催化速率常数(L/s)；Vmax 为最大反

应速率[mmol/(s·L)]；[Eₜ]为酶浓度(mol/L)，通

过分子量(g/mol)/酶质量浓度(g/L)计算得出。 

1.8  重组酶在不同条件下的稳定性 
为研究 MlCA 的性质，评估了其随时间变

化的稳定性，以及 pH 值和温度对其活性的影

响。首先，将 MlCA 在 25 °C、未调整 pH 的条

件下储存，7 d 内定期测量其活性。其次，为探

讨温度对 MlCA 活性的影响，将样品分别在

20−70 °C 的不同温度下孵育 30 min，以 0 °C 下

的活性作为对照。最后，在 pH 4.0–11.0 范围内

的 Tris-HCl 缓冲液(使用 Tris 碱和 HCl 调节 pH)
中测定 MlCA 的 pH 耐受性，同时，将样品与

不同的阳离子(Mg2+、Zn2+、Hg2+、Co2+、Cu2+、

Mn2+、Ca2+、Ni2+、Fe3+、Fe2+、Sn2+、Pb2+、Ba2+、

Na+)和阴离子(SO4
2–、SO3

2–、HCO3
–、CO3

2–、

Cl–、I–、F–、Br–)混合 30 min，每种离子的最终

浓度为 1 mmol/L，以评估离子对重组酶活性的

影响。 

1.9  重组酶促进 CO2 矿化和 CO2 水合

动力学 
通过 CaCO3 沉淀的积累来评价 CA 对 CO2

的矿化能力。实验在 1.5 mL 离心管中进行，反

应体系由 700 μL 含有 0.025 mol/L CaCl2 的

Tris-HCl 缓冲液(20 mmol/L, pH 9.0)和 50 μL 重

组酶组成。随后，加入 600 μL 饱和 CO2 溶液，

室温下反应 9 min。通过离心分离沉淀的

CaCO3，对照(CK)实验则不添加重组酶。 
沉淀加入 1% HNO3，稀释 40 倍后，利用

电感耦合等离子体(inductively coupled plasma, 
ICP)测定钙离子的浓度。将白色粉末沉积在石

英零背景样品架上，在 D8 Advance X 射线衍射

仪 (Bruker) 上 进 行 粉 末 X 射 线 衍 射 (X-ray 
diffraction, XRD)测试，2θ 测试范围为 5°–45°，
并减去背景以提取衍射峰。沉淀在 70 °C 的烘

箱中干燥，最后，通过扫描电子显微镜(scanning 
electron microscopy, SEM)在加速电压 15 kV 下

进行观察。 
CO2 水合动力学实验使用不同稀释度的

CO2 饱和底物溶液，在 25 °C 条件下进行。根据

亨利常数计算，饱和 CO2 溶液中含有 77 mmol/L
的溶解 CO2。实验中，将 10 μL 重组酶加入到

600 μL 含 50 μmol/L 酚红 (pH 指示剂 )的
Tris-HCl 缓冲液(40 mmol/L, pH 8.0)中，随后加
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入 400 μL 不同浓度的 CO2溶液(3.8–9.6 mmol/L)。
通过监测 560 nm 吸收带的变化速率，分析 CO2

水合反应的动力学参数(Vhyd)。在不同 CO2 浓度

下，考虑吸光度初始衰减的前 20 s，计算各浓

度条件下的初始反应速率。所有动力学实验均

持续 2 min，以确保反应达到平衡并完成。初始

反应速率通过以下公式[公式(4)和(5)]计算，并

通过将 Vhyd与 CO2浓度的数据拟合至 Michaelis- 
Menten 模型，进一步确定 CO2 水合反应的动力

学参数(kcat.hyd 和 Km.hyd)： 
Vhyd=Q (A0−Ae) [d (ln(A−Ae))/dt]t→0    (4) 
Q=CHCl⋅VHCl/ΔpH                  (5) 

其中，Q 为缓冲因子，其计算基于向 10 mL 
Tris-HCl 缓冲液(40 mmol/L, pH 9.0)中逐步加入

20 μL 6 mol/L HCl 溶液，观察到 pH 由 9.0 降至

8.3。经计算，得出 Q 为 1.43×10⁻4 mol/pH unit。
此外，A0 和 Aₑ分别表示初始吸光度值和最终吸

光度值。 

1.10  数据处理与统计分析 
本研究的数据处理采用 Office Excel 2021

完成，图表绘制及方差分析使用 GraphPad 
Prism 9.5 软件进行，以检验不同处理间的显著

性差异(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  基于启动子高通量筛选策略优化

MlCA 的异源表达 
利用 ClustalX 和 MEGA 6.0 对不同微生物

来源的 CA 氨基酸序列进行系统进化分析(图
1)。结果表明，MlCA 与 Mesorhizobium sp. STM 
4461 (GenBank 登录号：WP006329183)以及

Mesorhizobium (GenBank 登录号：WP02703342.1)
来源的 CA 具有显著的相似性。为实现高效表

达 ， 设 计 了 一 种 包 含 sfGFP 融 合 MlCA 
(sfGFP-MlCA)的质粒骨架。此质粒配备了氯霉

素 抗 性 标 记 、 ColE1 复 制 起 源 、 强 RBS 

(BBa_B0034)和双终止子(BBa_B0015)，确保了

蛋白质表达的精确调控(图 2A)。通过合成启动

子库的筛选，观察到不同启动子驱动的蛋白质

表达水平最高值与最低值可相差 12 倍，进一步

证明这些启动子能影响 CA 的表达水平(图 2B)。
在对 143 个单克隆样本的绝对 A.U.与 OD600 归

一化分析后，量化了 MlCA 蛋白的表达水平，

筛选出表现最突出的 4 个启动子，依次为

T7_445、342042/+、T7_845 和 mut_8。T7_445
和 T7_845 启动子以其优异的转录效率著称，主

要得益于其高度特异性，它们只与 T7 RNA 聚

合酶结合，从而避免了宿主细胞背景的非特异

性转录，确保了精确的基因表达。T7 启动子系

统广泛应用于多种宿主(如细菌、酵母和哺乳动

物细胞)中，已成为分子克隆和蛋白质表达的理

想工具[25]。具体来说，T7-大肠杆菌表达系统由

2 个关键部分组成：一是携带目的基因的表达

质粒，其表达由 T7 启动子调控；二是 T7 表达

宿主(如 E. coli)，其染色体中整合了受 lac UV5
启动子控制的 T7 RNA 聚合酶基因。 

2.2  重组酶 MlCA 的诱导纯化 
将筛选出的表达水平较高的前 4 个启动子

作为候选，分别命名为 Top1–Top4 启动子，对应

构建的重组质粒记为 Top1–Top4 质粒，转化所得

的大肠杆菌菌株分别命名为 Top1–Top4 菌株。将

Top1–Top4 启动子分别构建至表达 MlCA 蛋白的

质粒中，并转入E. coli进行重组表达验证(图3A)。
1 mmol/L IPTG 诱导后，所纯化的重组酶展示出

了酶活性(图 3B)。其中，使用启动子 342042/+   
的重组酶 MlCA (Top 2 重组酶)活性最高，达

34.6 WAU/mg，蛋白浓度为 0.82 mg/mL，与此

前 报 道 的 重 组 酶 E c a h 和 P c a h 的活性      
(42.6−47.6 WAU/mg)相当[26]，显著高于碳酸酐酶

的比活性(3 WAU/mg)[27]。SDS-PAGE 分析结果

进一步显示，Top 2 重组酶出现了明显的条带，
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分子量大小约 50 kDa，与 sfGFP-MlCA 融合蛋

白的理论大小(52.59 kDa)相符，且未检测到其

他污染物(图 3C)，表明该融合蛋白在 E. coli 中

成功表达。使用蛋白质三维结构预测数据库

(https:// swissmodel.expasy.org/)进行结构建模，

预测重组酶为同源二聚体的构型(图 3C)，与该

类酶的预期结构特性一致。此外，为了排除 sfGFP
的影响，在去除 s f G F P 后对重组酶进行了

SDS-PAGE分析(图 4A)。Top 2 重组酶在 27 kDa
左右出现明显的条带，与预期一致。然而，由 

 

 
 

图 1  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic trees based on 16S rRNA gene sequences. 
 

 
图 2  高通量启动子筛选增强 MlCA 的异源表达   A：质粒结构；B：E. coli 中不同启动子下 MlCA
蛋白的表达。1−143 代表基于启动子的单克隆筛选结果。 
Figure 2  High throughput promoter screening enhanced MlCA heterologous expression. A: Plasmid 
structure; B: Expression of MlCA protein under different promoters in E. coli. 1−143 represents monoclonal 
screening results based on promoter. 
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图 3  重组酶 MlCA 的表达与纯化分析   A：将排名前四的重组质粒分别转入 E. coli。B：经 IPTG 诱

导纯化后，4 株重组菌株表达的 MlCA 酶活性比较。****P<0.000 1。C：SDS-PAGE 分析重组 MlCA 的

表达及纯化情况。泳道 M、1、2、3、4 分别表示蛋白 marker、IPTG 诱导前、诱导后上清液、细胞破

碎后的沉淀以及使用 100 mmol/L 咪唑缓冲液纯化后的目标蛋白。 
Figure 3  Expression and purification analysis of recombinant enzyme MlCA. A: The top four recombinant 
plasmids were transformed into E. coli strains. B: Enzymatic activity of recombinant MlCA expressed by the 
four E. coli strains after IPTG induction and purification. **** P<0.000 1. C: SDS-PAGE analysis of the 
expression and purification of recombinant MlCA. Lane M, 1, 2, 3, and 4 represent the protein marker, 
pre-IPTG induction, supernatant after induction, precipitated portion of the broken cells, and the target 
protein purified with 100 mmol/L imidazole buffer, respectively. 

 

 
 

图 4  在 Top 2 启动子驱动下表达去除 sfGFP 的重组 MlCA 并测量其活性   A：SDS-PAGE 分析。B：

重组酶活性。M、1、2、3、4、5、6 分别表示：蛋白 marker、Top 1 菌株在 IPTG 诱导前的样品、Top 1
菌株上清液、Top 1 菌株沉淀部分、Top 2 菌株在 IPTG 诱导前的样品、Top 2 菌株上清液和 Top 2 菌株

沉淀部分中目标蛋白。“ns”代表无显著差异(P>0.05)。 
Figure 4  Recombinant MlCA with sfGFP removed was expressed under the Top 2 promoter, and its activity 
was measured. A: SDS-PAGE analysis. B: Recombinant enzyme activity after co-transfer of Top 2 promoters 
and sfGFP-free MlCA gene into E. coli. M, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 represent the marker, Top 1 sample pre-IPTG 
induction, Top 1 supernatant, Top 1 precipitate, Top 2 sample pre-IPTG induction, Top 2 supernatant and Top 
2 precipitate of target protein, respectively. “ns” represents no significant difference (P>0.05). 
 

于目标蛋白分子量较小，容易发生降解，导致

整体表达量相对较低。尽管如此，Top 2 重组酶

依然表现出最高的催化活性，达到 32.8 WAU/mg 
(图 4B)，对应的蛋白浓度为 0.80 mg/mL。 

2.3  重组酶MlCA的催化动力学及催化

机理 
重组酶 MlCA 的 CO2 水合反应动力学和酯

酶水解催化动力学均与 Michaelis-Menten 模型 
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高度拟合(R2=0.93–0.99)，进一步证明了该重组

酶具有类似于天然酶的催化行为。具体而言，

CO2 水合反应实验结果(图 5A)显示，MlCA 显

著提升了 CO2 的水合反应动力学效率，与对照

组 [CK, 0.022 mmol/(s·L)]相比，重组酶的

Vmax.hyd 提升至 0.164 mmol/(s·L)，kcat.hyd 为

0.55×104 L/s，Km.hyd 为 62.46 mmol/L，催化效

率(kcat.hyd/Km.hyd)达到 88.81 mmol/(s·L)(表 1)。此
外，CA 通常具有酯酶活性，可通过测定 p-NPA
水解生成的对硝基酚(p-nitrophenol)在 402 nm
处的吸光度进行检测[28]。随着 p-NPA 浓度的增

加，初始速率(V0)在较低浓度下迅速提升，但在

较高浓度下趋于平稳(图 5B)。与对照组[CK, 
0.000 3 mmol/(s·L)]相比，重组酶的 Vmax 达到   
0.035 mmol/(s·L)，提升了 2 个数量级。重组酶的 kcat

为 0.12×103 L/s，Km 为 639.8 mmol/L，kCat/Km 为  
0.19 mmol/(s·L) (表 2)。这些结果表明，重 
 

 
 

图 5  重组酶存在时 CO2 水合初始速率(V0·hdy) 
(A)和 p-NPA 水解初始速率(V0)(B) 
Figure 5  Initial rates of CO2 hydration (V0·hdy) (A) and 
p-NPA hydrolysis (V0) in the presence of MlCA (B). 

表 1  MlCA 生物催化剂的 CO2 水合动力学参数 
Table1  Kinetic parameters of CO2 hydration of 
MlCA biocatalysts 
Treatments kcat.hyd (s–1) Vmax.hyd 

(mmol/(s·L)) 
Km.hyd 

(mmol/L) 
kcat.hyd/Km.hyd 

(mmol(s·L)) 
CK – 0.022 – – 
MlCA 0.55×104 0.164 62.46 88.81 
CK 为不添加重组酶的阴性对照，MlCA 为添加重组酶

(sfGFP-MlCA)的实验组。 
CK represents the negative control without the addition of 
recombinant enzyme, while MlCA refers to the experimental 
group with the addition of recombinant enzyme 
(sfGFP-MlCA). 

 
表 2  MlCA 生物催化剂的 p-NPA 水解动力学参数 
Table2  Kinetic parameters of p-NPA hydrolysis of 
MlCA biocatalyst. 
Treatments kcat 

(s–1) 
Vmax 

(mmol/(s·L)) 
Km 

(mmol/L) 
kcat/Km 

(mmol/(s·L)) 
CK – 0.000 3 – – 
MlCA 0.12×103 0.035 639.8 0.19 
CK 为不添加重组酶的阴性对照，MlCA 为添加重组酶

(sfGFP-MlCA)的实验组。 
CK represents the negative control without the addition of 
recombinant enzyme, while MlCA refers to the experimental 
group with the addition of recombinant enzyme 
(sfGFP-MlCA). 
 

组酶在水解反应中的催化性能显著优于对照

组，展现出较高的催化活性。Km 值是酶动力学

中的一个重要参数，Km 值越低，表示酶与底物

的亲和力越高。本研究中的 Km 值低于其他研究

中基于载体 PET32a(+)的 MlCA 全细胞 Km 值  
[1 330 mmol/(s·L)][17]。此外，另有研究在 CO2 浓

度为 6–24 mmol/L 时，通过不同缓冲液和 pH 条

件下测定古细菌 β-CA 的动力学特征；在 N-三
(羟甲基)甲基-3-氨基丙磺酸缓冲液(pH 8.5)中，

Km 为 4.8 mmol/L，而在 2-(N-吗啉基)乙磺酸(pH 
6.5)缓冲液中，Km 为 12.7 mmol/L[29]。本研究中

的 Km 均高于上述文献报道中的 Km，这些差异

可能是由体系、缓冲液类型、浓度及 pH 等因

素引起的，它们会影响酶的离子化状态、底物

的电荷状态，以及酶活性位点上氨基酸侧链的
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质子化或去质子化，从而影响底物的结合能力。 
2.4  重组酶 MlCA 的储存、pH、温度

稳定性及离子的影响 
储存稳定性、pH 稳定性和热稳定性是 CA

应用中优先考虑的关键因素，因为这些因素会

显著影响基于酶的 CCS 技术的整体效率和成

本。为此，通过测定 MlCA 在室温(25 ℃) 7 d
内的剩余活性，检测了其储存稳定性(图 6A)。
结果表明，MlCA 活性在 7 d 内逐渐下降，但在

前 4 d 仍能保持 80%以上的活性，直到第 7 天

才降至约 40%。图 6B 表明，MlCA 的最适 pH
为 7.0，相对活性达到 110%。即使在偏酸性或

弱碱性的条件下(pH 5.0–8.0)，其相对活性依旧

能保持在 80%以上。然而，在强碱性条件

(pH>9.0)下，活性显著下降，尤其在 pH 11.0 时

降至约 40%。图 6C 显示，MlCA 在温度 20–40 °C
范围内活性保持在 80%以上，并在 40 °C 时达

到峰值，接近 100%。随着温度逐步升高至

50–60 °C，活性逐渐降低，但仍能维持在

30%–68%的水平。然而，当温度达到 70 °C 时，

酶活性显著下降至 20%左右的最低值。在高温

环境(如 60–70 °C)下，酶活性的降低可能会限制

其在 CCS 工艺中的应用。但后续可通过酶工程

手段(如定点突变或酶结构优化)进一步提高其

在较高温度下的热稳定性。因此，MlCA 在常规

工业操作温度范围内(<50 °C)展现出一定的热稳

定性，但在 60–70 °C 范围内其热稳定性和活性

仍有改进空间，需进一步探索优化策略以拓展其

工业应用潜力。 
不同离子对 MlCA 的相对活性影响如表 3

所示。在 1.0 mmol/L 浓度下，Mg2+、Zn2+、Mn2+、

Pb2+、Ba2+、Na+、SO3
2–、HCO3

–、I–、F–、Br–

对酶的活性几乎没有显著抑制作用，酶的相对

活性保持在接近 100%或更高，尤其是 Sn2+、

SO4
2–和 CO3

2–分别使活性提高至 126.4%、124.6%

和 105.2%，这些结果与前人的研究一致[30]，表

明这些离子通过促进 CA 活性，进一步增强了

CO2 的吸收效率。 
 

 
 

图 6  重组酶 MlCA的储存稳定性(A)以及 pH (B)
和温度(C)对酶活性的影响 
Figure 6  Effects of recombinant enzyme MlCA on 
storage stability (A), pH (B) and temperature (C). 
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2.5  重组酶 MlCA 在温和条件下促进

CO2 矿化的可行性 
为研究重组酶 MlCA 促进 CO2 矿化的可行

性，通过研究 CaCO3 沉淀的能力对其进行验证，

并通过 ICP 分析不同处理组在 9 min 内沉淀生成

的量。在室温条件下，重组酶处理组与对照组

(CK)相比，CaCO3 生成量显著提升，从 8.12 mg/L
增至 14.73 mg/L (图 7A)。通过 XRD 和 SEM 分

析(图 7B)，确认沉淀物的主要成分为方解石，

进一步证明了MlCA在CO2矿化固定中的潜力。

这一发现与此前的研究相一致，表明方解石是

CA 存在下的主要沉淀相[31]。 
通常，CaCO3 沉淀生成的先决条件是足够

的 CO3
2–，这需要在高 pH 条件下实现。因为

HCO3
–的解离常数(pKa)高达 10.3[31]，使得必须

在接近 pH 11.0 的条件下，无机碳 (CO2 和

HCO3
–)才能有效转化为 CO3

2–。但过高的碱性条

件对环境不利，矿化过程最好在接近自然环境

条件下进行。本研究在 pH 9.0 条件下实现了

CaCO3 的沉淀。这不仅降低了维持溶液高 pH 所

需的成本，还有效保持了重组酶的活性(图 6B)，
防止过高 pH 导致酶失活。 

表 3  阴离子和阳离子对粗酶 MlCA 活性的影响 
Table 3  Effects of anions and cations on activity 
of crude enzyme M1CA 
Ion types Concentration (mmol/L) Residual activity (%) 

Mg2+ 1.0   99.0±0.6 
Zn2+ 1.0  100.0±0.0 
Hg2+ 1.0   27.0±4.5 
Co2+ 1.0   45.5±1.3 
Cu2+ 1.0   38.8±4.5 
Mn2+ 1.0  100.0±0.8 
Ca2+ 1.0   97.9±6.5 
Ni2+ 1.0  30.3±2.8 
Fe3+ 1.0   24.6±0.2 
Fe2+ 1.0  28.1±2.6 
Sn2+ 1.0 126.4±2.5 
Pb2+ 1.0 100.0±0.0 
Ba2+ 1.0 100.0±0.0 
Na+ 1.0 100.0±0.2 
SO42– 1.0 124.6±4.8 
SO32– 1.0 100.4±0.2 
HCO3– 1.0 100.2±6.1 
CO32– 1.0 105.2±5.6 
Cl– 1.0  98.2±4.2 
I– 1.0 103.5±4.5 
F– 1.0 101.7±4.6 
Br– 1.0 102.2±3.9 

 

 
 

图 7  重组酶 MlCA 促进 CaCO3 的形成与表征   A：CaCO3 中 Ca2+的浓度。** P<0.01。B：CaCO3

的 XRD 和 SEM 图谱。 
Figure 7  Recombinant enzyme MlCA-promoted formation and characterization of CaCO3. A: Ca2+ 
concentration in CaCO3. ** P<0.01. B: XRD and SEM of CaCO3. 
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3  讨论与结论 
启动子作为调控基因表达的核心元件，直

接影响蛋白的表达水平。因此，通过启动子筛

选调控合成途径，实现代谢调控，是提高目标

产物产量最直接且高效的策略。IPTG 诱导通过

调控质粒中的乳糖阻遏物和 T7 溶菌酶(T7 RNA
聚合酶的天然抑制剂)实现对 T7 表达的精确调

节[32]。此外，IPTG 诱导系统在大肠杆菌中对重

组蛋白表达的精确控制，主要依赖正交 T7 RNA
聚合酶和乳糖操纵子调控的 T7 系统 [33]。而

mut_8 启动子通过特定突变进一步增强了其与

RNA 聚合酶的亲和力，提升了表达效果。大肠

杆菌基因组中选取的启动子 342042/+同样表现

出优异的蛋白质表达能力，这可能归因于多个

因素。首先，该启动子可能源自大肠杆菌中高

表达的基因区域[34]，相关基因经过进化优化，

能够在天然条件下实现高效转录和翻译。其次，

启动子中可能存在顺式调控元件如增强子或调

控蛋白的结合位点，这些元件能够增强启动效

率、降低背景噪音、提高蛋白质产量[35]。 
MlCA 催化酯类水解的机制类似于其 CO2

水合作用的机制，因此可以通过 CO2 水合作用

深入探讨其催化机理。MlCA 的高效性依赖于

金属离子(Zn2+)的作用以及质子转移网络的协

同作用，确保催化循环的快速进行。Kim 等[36]

通过使用不同的二价过渡金属离子验证了金属

离子对 CA 催化机制的影响；研究表明，不同

金属离子的特征性配位几何结构会显著影响催

化效率；例如，Zn2+通常形成四面体配位，而

Co2+会从四面体转化为八面体，Ni2+则形成稳定

的八面体配位，Cu2+表现为三角双锥几何结构。

正是这些几何结构的变化直接调节了催化效

率，凸显了金属离子在酶催化过程中的重要性。

CA 活性位点通常分为 3 个区域，包括疏水区、

亲水区及二者之间的入口通道；它们分别负责

底物结合、质子转移以及在催化过程中底物、

产物和水的交换[37]。活性位点的 Zn2+通过 3 个

组氨酸残基(His-94, His-96, His-119)咪唑基团

中的氮原子以四面体配位，剩余的四面体位点

由溶剂分子占据，根据 pH 值不同，溶剂分子

可以是水或氢氧根离子[38]。围绕该四面体的疏

水口袋由 Val-143、Val-121、Trp-209 和 Leu-198
残基组成，帮助固定 CO2分子。Thr-199和 His-64
残基则提供了质子转移通道。Zn2+作为路易斯

酸，能够将 Zn2+结合水的 pKa 从 10 降低至 7[39]，

Zn2+通过极化配位的水分子促使水失去质子

(H⁺)，形成活性的 OH⁻，作为亲核试剂参与催

化反应。CO2 分子结合到酶的活性位点，靠近

OH⁻，发生催化反应生成 HCO3
–[40]。生成的

HCO3
–随后从活性位点释放，同时活性位点重

新 结 合 水 分 子 完 成 质 子 转 移 (Wzn→W1→ 
W2→His 64)[36]，此处的质子受体 B 可以是来自

溶液的外源质子受体，或是酶自身的残基，质

子最终被转移到溶液中。整个过程恢复到初始

状态，以便进行下一轮催化反应[40]。 
MlCA 在较宽泛的 pH 范围和较高的温度条

件下仍能保持一定活性，并对部分金属离子具

有良好的耐受性，这为其在 CCS 工艺中的应用

奠定了基础。这一趋势与以往的研究结果一致，

已有报道表明，MlCA 在 pH 5.0–8.0 之间能维

持较高的活性[41]。此外，另一项研究显示，重

组酶LdCA在相同 pH范围内表现出相似的稳定

性[31]。在燃烧后的 CCS 工艺中，CA 在温度

40–60 °C 范围内的稳定性尤为关键[31]。MlCA
在 20–40 °C 范围内活性保持在 80%以上，并在

40 °C 达到峰值，但在 50–60 °C 范围内逐渐下

降至 30%–68%，70 °C 时降至约 20%，虽在常

规工业温度(<50 °C)下，MlCA 仍具有一定热稳

定性，但在 60–70 °C 时需通过酶工程优化其热
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稳定性以拓展 CCS 工艺应用。 
金属阳离子(Hg2+、Co2+、Cu2+、Ni2+、Fe3+、

Fe2+)明显抑制了酶活性(表 3)，特别是 Hg2+、Fe3+

和 Fe2+，可分别使酶活性降低至 27.0%、24.6%
和 28.1%，Co2+和 Cu2+则使活性下降至 45.5%和

38.8%。这种金属离子的影响与 CA 活性位点的

特性有关。作为一种锌辅基酶，仅有约 0.3%的

Zn2+ (相当于 0.05 mmol/L)能够紧密地与配位原

子结合，过量的无机过渡金属离子(如 Mn2+、

Co2+、Cu2+和 Zn2+)在较高浓度下会与水分子配

位，形成复合物并降低酶活性[17]。总体来看，

适量浓度(1 mmol/L)的离子，如 Zn2+、Mn2+、

Pb2+、Ba2+等，对 MlCA 的活性影响甚微，而

Hg2+、Fe3+和 Fe2+等金属离子则显著抑制其活

性，这也与前人的研究结果相一致[17]。值得注

意的是，CO2 封存需要大量水作为吸收剂，而

海水由于成本较低(盐度为 3%–4%)，成为一个

备受关注的选择[41]。上述提及的金属离子在海

水中的浓度通常低于 10 μg/L[41]。在本研究中，

Na⁺和 Cl⁻对酶活性仅产生轻微影响（表 3），酶

活性保持在 98.2%–100%。此前的研究也表明，

即使在高达 6%盐度的环境中，MlCA 仍能保持

较高的耐盐性，酶活性仅下降约 10%[41]，这为

使用重组酶在海水中进行碳封存提供了可能。

此外，工业烟气鼓泡的水中同样含有微量金属

离子如 Zn2+和 Mn2+等[42]，而这些金属离子在本

研究中对重组酶的活性几乎无影响。这也进一

步表明，MlCA 在处理工业排放气体中的 CO2

封存中具有应用潜力。综上，MlCA 表现出良

好的稳定性和耐受性，具备在海水及工业烟气

的 CCS 中应用的潜力。 
在 CO2 矿化过程中，pH 值对 CaCO3 的沉

淀速率和酶催化活性起着关键作用。类似研究

在 pH 范围 7.5–9.5 内进行，结果显示，纯化的

CA 在 pH 9.2 时仅用 15 s 便成功促进 CaCO3 的

沉淀，而无 CA 条件下的反应在 90 s 后才出现

可见沉淀[43]，并且其他 pH 条件下，与未添加

CA 相比，CA 催化反应存在时均表现到更高的

CaCO3 沉淀速率。Favre 等[44]的研究也表明，

20 °C 条件下，在不同 pH 值(7.0、8.4、9.4、10.5)
的 Tris-HCl 缓冲液中进行 CO2 矿化实验时，pH 
9.4 时 CA 显著加速了 CaCO3 初期(第 1 分钟)的
沉淀速率；值得注意的是，在 pH 8.4 时，未添

加 CA 处理的初始沉淀速率 V₀比 CA 处理过更

快，表明该 pH 值接近 CaCO3 形成的临界点。

随着缓冲液 pH 降至 8.3 以下，无论是否存在

CA，CaCO3 的沉淀几乎停止，这是由于 CO3
2–

离子的生成在此 pH 下受限[45]。因此，在 CA 催

化的 CO2 矿化应用中，更接近自然环境的 pH
对于酶的活性和 CaCO3 的沉淀效率至关重要。 

此外，本研究表明，在室温(25 °C)条件下，

重组酶能够在短时间内显著加速 CO2 矿化。然

而，大多数研究倾向于在较高或较低的温度条

件下进行矿化实验[17]，例如，对 3 种微生物来

源的 CA：莓实假单胞菌(Pseudomonas fragi)、
里拉微球菌 (Micrococcus lylae)和藤黄微球菌

(Micrococcus luteus 2)以及商用牛碳酸酐酶

(bovine carbonic anhydrase, BCA)的矿化效率进

行研究；结果显示，在 35–45 °C 的温度范围内，

来源于 Micrococcus luteus 2 的 CA 表现出最高

的稳定性和最佳的矿化性能[43]。另一项研究在

0 ℃、30 ℃和 50 ℃的条件下进行矿化实验，数

据表明，0 ℃时使用 6 μmol/L BCA 处理的沉淀

量最高，达到 0.21 g；30 ℃时次之，沉淀量为

0.13 g；而在 50 ℃时，沉淀量最少，仅为 0.10 g[46]。

还有一项研究也得到类似结论，在 5 °C 时，加

入CA后CaCO3的初始沉淀速率增加了10倍以上[44]。

综上，温度调控虽然能够提升矿化效率，但也

会显著增加成本，本研究为在开放的非均质碳

酸盐系统中应用 CA 技术进行高效 CO2 矿化提
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供了新的可能性。 
综上，本研究成功利用了高通量启动子筛

选方法，该方法基于荧光强度对来源于 M. loti
的碳酸酐酶基因 MlCA 进行快速、高效评估，

成功筛选出多种具有不同活性水平的启动子序

列。相较于传统方法，本研究中的方法加速了

启动子的优化和筛选过程，为合成生物学和代

谢工程技术提供了强有力的基因元件工具库。

通过该方法筛选得到了活性最高的重组酶

MlCA，展现了该酶在催化 CO2 水合及酯酶水解

方面的高效性，并进一步阐明了其催化机理。

此外，MlCA 不仅具有良好的储存稳定性和一

定的热稳定性，还在较广的 pH 范围内和不同

离子中具有显著的抵抗能力。更为重要的是，

MlCA 在室温和较低 pH 条件下即可有效促进

CaCO3 的沉淀生成。总之，MlCA 优越的理化

性质为其实际应用提供了巨大的潜力，有望在

各种生物催化实际应用中推广，进一步扩大

CCS 和其他碳减排技术的可行性。 
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