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研究简报                                                              

南极假丝酵母脂肪酶 B的酿酒酵母表面展示及其催化己
酸乙酯的合成 

潘志友, 韩双艳, 林影, 郑穗平 
华南理工大学生物科学与工程学院广东省发酵与酶工程重点实验室, 广州 510006 

摘  要: 从南极假丝酵母(Candida antarctica)基因组克隆得到南极假丝酵母脂肪酶B(Candida antarctica Lipase B, CALB)

全基因片段, 利用连接肽 celA Linker 将 CALB 与酿酒酵母细胞表面展示蛋白α-凝集素的 C 端连接融合, 构建表面展示

载体 pICAS-celAL-CALB, 转化酵母后获得重组酵母菌 Saccharomyces cerevisiae pICAS-celAL-CALB。该重组酵母菌经

葡萄糖诱导表达及分析, 表明 CALB 已在酿酒酵母细胞表面成功展示, 水解活力达 26.26 u/(g·dry cell)。重组酵母菌经冻

干能有效地实现在非水相中全细胞催化己酸和乙醇酯化合成己酸乙酯。反应物己酸与乙醇的摩尔比为 1:1.25, 己酸乙酯

的产率为 98.0%, 具有较好的操作稳定性。 

关键词 : 酵母表面展示 , 南极假丝酵母脂肪酶 B, 全细胞催化 , 己酸乙酯  

Expression of Candida antarctica Lipase B on Yeast Surface 
and Synthesis of Ethyl Hexanoate Catalyzed by CALB 
Zhiyou Pan, Shuangyan Han, Ying Lin, and Suiping Zheng 

Key Lab of Fermentation and Enzyme Engineering, School of Bioscience and Technology SCUT, Guangzhou 510006, China 

Abstract: Short-chain esters play a significant role in the food industry as flavor and aroma constituents. Candida antarctica lipase 
B (CALB) is one of the most effective catalysts for organic synthesis. We constructed a CALB-displaying yeast whole-cell     
biocatalyst and applied it to esterification from caproic acid and ethanol. CALB was fused with the α-agglutinin C-terminal and the 
signal peptide of Glucoamylase in pICAS, a yeast surface display vector, to construct plasmid pICAS-CALB. An extremely Asn-rich 
linker, named celAL was inserted in the Xho I of pICAS-CALB to construct plasmid pICAS-celAL-CALB. The fused gene was under 
the control of GAPDH promoter. After incubated at 30oC for 96 h the lipase hydrolytic activity of the yeast whole cells reached a 
plateau, 26.26 u/(g·dry cell). In nonaqeous media, the yield of 98.0% ethyl hexanoate was obtained after 24 h esterification from 
caproic acid and ethanol (the molar ratio of caproic acid : ethanol = 1 : 1.25)using lyophilized CALB displaying yeast whole cells. 

Keywords: yeast surface display, Candida antarctica Lipase B, whole-cell biocatalyst, ethyl hexanoate 

己酸乙酯是一种广泛应用于食品调香的酯类香

料,主要用作白酒、食醋、糖果的调香剂。与目前生

产中所用的化学法相比, 酶法合成己酯乙酯具有反

应条件温和、转化率高、副产物少、易提取等优点。
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使用酶法合成的己酸乙酯调配白酒时, 产品风味柔

和、香醇自然[1]。 

在众多脂肪酶中 , 南极假丝酵母脂肪酶

B(Candida antarctica lipase B, CALB)的用途最为广

泛 ,它对非水溶性和水溶性物质都有很强的催化活

性。近几年的研究表明, CALB在酯化, 水解, 转酯[2, 3], 

以及其他类型反应[4]中都表现出比其它脂肪酶更为

出色的催化活性。尤其是在非水相催化中, CALB表

现出极好的活性和操作稳定性。但采用游离脂肪酶

为催化剂, 酶的分离、再生、循环使用困难, 而固定

化脂肪酶(如 Novo435)价格昂贵, 应用于工业化大

生产成本过高。 

以表面展示有南极假丝酵母脂肪酶 B 的酿酒酵

母全细胞作为催化剂, 具有固定化酶的优点, 且酶

制剂生产工艺简单 , 将发酵液直接离心收集菌体 , 

真空冷冻干燥制得菌体冻干粉, 无需固定化即可用

于催化己酸乙酯的生产, 反应后离心收集菌体即可

重复利用, 大大降低生产成本[5]。酿酒酵母已广泛应

用于食品工业, 其取代化学载体固定 CALB 生产己

酸乙酯, 完全符合绿色食品的要求。因此, 将具有优

良特性的南极假丝酵母脂肪酶 B 展示于酿酒酵母细

胞表面, 能为酶法生产己酸乙酯提供一种有重要意

义的酶制剂。 

目前, 国外已开展为数不多的酵母展示脂肪酶

全细胞作为催化剂的应用研究 [6], 但尚存在反应时

间长、转化率低、酶易失活等问题, 而国内未见有

相关的报道。本研究利用α-凝集素表面展示系统成

功地将南极假丝酵母脂肪酶 B 锚定在酿酒酵母细胞

表面, 并以该工程菌全细胞合成己酸乙酯作为应用

模型, 研究该新型酶制剂在非水相中催化活性, 具

有反应时间短、产率高、操作稳定性好的特点。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒 

E.coli-TOP10由本实验室保存。表达载体 pICAS

与宿主菌酿酒酵母 MT8-1(Saccharomyces cerevisiae, 

MATa, ade, his3, leu2, trp1, ura3)由日本京都大学植田

充美教授惠赠。Candida antarctica为本试验室保存。 

1.1.2  培养基 

无氨基酸酵母氮源 YNB(Yeast nitrogen base), 

蛋白胨均购自 Difco; 酵母抽提物购自 Oxford 公司;

酸水解干酪素购自 Sigma 公司; 氨基酸, 核苷酸购

于广州市博理生物技术有限公司。其中, 南极假丝

酵母培养基: 蛋白胨 0.6%, 酪蛋白水解物 0.4%, 酵

母膏 0.3%, 牛肉膏 0.15%, 葡萄糖 0.1%。 

Luria-Bertani (LB): 胰蛋白胨 1%, 酵母抽提物

0.5%, 氯化钠 1%.YPD: 蛋白胨 2%, 酵母抽提物 1%, 

葡萄糖 2%。SD: YNB0.67%,葡萄糖 2%, 微量的氨基

酸, 核苷酸。SDC培养基为 SD培养基中添加 2%酸

水解干酪素。固体平板添加 2%的琼脂。 

1.1.3  试剂材料 

己酸乙酯、乙酸正丁酯(均为色谱纯)购于 PCA

公司, 对硝基苯酚丁酸酯(pNPB)、对硝基苯酚棕榈

酸酯(pNPP)购于 Sigma 公司。限制性内切酶、T4连

接酶、RNaseA购于大连宝生物工程公司。基因组抽

提试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒等

购于 QIAGEN公司。其它试剂为分析纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  CALB基因的克隆 

从南极假丝酵母(C. antarctica)细胞中提取全基

因组, 设计引物 sense Primer: 5′-CTATCAAGATCT 

CTGCCACTCCTTTGGTGAAGCGTC-3′, antisense 

Primer: 5′-TACATACTCGAGATAGGGGTGACGAT 

GCCGGAG-3′, (其中下划线部分分别为Bgl II和Xho I

酶切位点)。PCR 扩增出 CALB 的编码基因。PCR

反应体系为: 10×PCR缓冲液 5 μL, dNTP4 μL, 引物

各加 10 pmol/L, Taq 酶 2 u, 用双蒸水补足体积到 

50 μL。反应条件为: 95oC 2 min 预变性, 然后以

94oC 1 min, 54oC 45 s, 72oC 1.5 min 为一个循环, 共

进行 32 个循环。产物由 PCR 产物纯化试剂盒纯化

后 , 双酶切连接到 pICAS 载体上。构建的质粒

pICAS-CALB经酶切鉴定后测序。 

1.2.2  表面展示载体的构建 

根据文献[7,8]全合成一段含有天然连接肽 celA 

Linker(其氨基酸序列为: PGGAPSNNASNNNNNNN 

NNNNNNNNNNNNHNNNNNNNNNNNNGG)的DNA

序列, 其上设计有 Bgl II、Xho I、Sal I酶切识别位点, 

Xho I、Sal I识别位点之间为 celA Linker基因序列。

该片段用 Bgl II和 Sal I双酶切, 载体 pICAS用 Bgl II

和 Xho I双酶切, 利用 Sal I与 Xho I酶切后产生的相

同粘性末端, 将天然连接肽 celA Linker的基因插入
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到表面展示载体 pICAS的 Bgl II和 Xho I之间构建

具有连接肽的表面展示载体 pICAS-celAL。用 Bgl II

和 Xho I双酶切 PCR扩增的 CALB基因片段和有连

接肽基因的载体 pICAS-celAL, 构建质粒 pICAS- 

celAL-CALB, 经酶切鉴定后测序。 

1.2.3  重组酿酒酵母菌构建和 CALB的诱导表达 

用 Xba I将质粒 pICAS-celAL-CALB线性化, 转

化酿酒酵母 MT8-1, 在添加有 0.2%三丁酸甘油酯的

SD平板上筛选转化子。挑取水解圈明显的转化子至

10 mL SDC诱导表达培养液中培养适当时间, 离心

收集菌体 , 用磷酸缓冲液洗涤菌体 , 再用一定量  

缓冲液重悬菌体, 调节OD600到适当值, 测定脂肪酶

活力。 

1.2.4  重组酿酒酵母菌株的遗传稳定性 

将重组菌株 S.cerevisiae pICAS-celAL-CALB接

种于完全培养基 YPD中, 每隔 2 d以 2%接种量转接

到新鲜 YPD培养基中, 同时把各个时间段所取的种

液稀释后, 涂布于 YPD 非选择培养板;待菌落长出

后, 随机挑取同一菌落分别点种于 YPD非选择培养

板和 SD(色氨酸营养缺陷型)选择培养板中; 30°C倒

置培养, 比较两平板菌落的生长情况。 

1.2.5  CALB酶活力测定 

采用吸光度法测定脂肪酶活力[9]。 

用 50 mmol/L磷酸缓冲液 (pH 6.5)配制浓度为

2 mmol/L 的 pNPB 作为酶反应的底物, 其中添加

0.5%的 Triton-X 100。在 0.5 mL浓度为 2 mmol/L的

底物溶液加入 0.5 mL 的适当浓度的菌体重悬液 , 

37°C下反应一定时间, 测定 OD405 值。每个样品均

测定 3个平行样。用转化有原载体 pICAS的重组酿

酒酵母 MT8-1 菌体重悬液作空白对照。1 个酶活力

单位定义为每分钟水解底物生成 1 μmol对硝基苯酚

所需的酶量。 

1.2.6  酯化反应 

试剂都预先用分子筛充分除水, 0.25 mol/L无水

乙醇和 0.2 mol/L正己酸于正庚烷中。取 5 mL底物

混合物于 50 mL 具塞三角瓶中, 加入适量菌体冻干

粉, 于 40°C, 200 r/min振荡反应。0.5 h后加入适量

分子筛, 反应 24 h, 取样 10 000 r/min离心 10 min。

上清与乙酸正丁酯内标物混合溶于一定量的正己烷

中, 振荡混匀, 1 μL 注入气相色谱测定产物中己酸

乙酯的含量[10]。 

1.2.7  气相色谱分析 

采用日本岛津 GC-14 气相色谱仪(配备 CBM-102

色谱工作站 , 氢火焰离子检测器 , HP-SPB 毛细管

柱)。 分析条件: 气化室温度 260oC, 检测室温度 260°C,

柱温 40°C维持 1 min后,以 10°C /min的速率升温至

120°C, 维持5 min; 高纯N2为载气, 柱前压5.88×104 Pa, 

H2  50 mL/min, 空气 500 mL/min。进样量 1 μL[11]。 

2  结果与分析 

2.1  CALB 基因的克隆及表达载体的构建 
28°C, 220 r/min 的条件下培养南极假丝酵母,  

24 h后 7500 r/min离心收集菌体。提取染色体 DNA,

并以其为模板, PCR扩增 CALB编码基因。在 1.0%

琼脂糖凝胶电泳鉴定, 片段大小为 1000 bp左右, 同

预期结果相符(图 1)。 

 

图 1  CALB 基因 PCR 扩增 agarose 电泳图 
Fig. 1  PCR amplification of CALB gene 

1: marker DL2000; 2: PCR products 
 

为了使锚定蛋白α-凝集素不干扰 CALB 酶蛋白

的正确折叠, 使其能形成天然的构象, 根据文献报

道, celA 的天然连接肽与 CALB 酶蛋白有很好的相

容性, 故全合成 celA 的天然连接肽的基因, 插入到

CALB 编码基因和α-凝集素 C 端编码基因之间, 构

建重组质粒 pICAS-celAL-CALB。将重组质粒

pICAS-celAL-CALB 转入 E. coli-TOP10, 挑取转化

子抽提质粒, PCR 和酶切鉴定(图 2), 同预期结果相

符。重组质粒经 DNA 测序, 表明, CALB 成熟肽完

整编码区已正确插入到表面展示载体 pICAS 上, 在

启动子 GAPDH 控制下, 位于葡糖淀粉酶信号肽及

α-凝集素 C 端序列之间, 形成预期设计的融合表达

框, CALB编码基因与 GenBank上报道的序列(来源
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于 C. Antarctica LF 058菌株, GenBank Accession No. 

Z30645)同源性达 99%, 与 Michiko Kato 等克隆的

CALB编码基因有较大区别[12]。 

 
图 2  阳性克隆双酶切鉴定 agarose 电泳图 

Fig. 2  Restriction enzyme digestion of pICAS-celAL-CALB 
1: pICAS-celAL-CALB/Bgl II+Xho I; 2: 1 kb Ladder 

 

2.2  重组酿酒酵母菌株脂肪酶活性的检测 
按 1.2.3操作筛选出水解圈较大的菌株, 进行菌

落 PCR鉴定和脂肪酶活力测定。平板筛选结果如图

3。其中 1、2 为重组酵母菌株 S. cerevisiae pICAS- 

celAL-CALB, 其周围已形成明显的水解圈。3 为原

始菌株 C. antarctica, 为阳性对照。4为空载体转化

重组菌 S. cerevisiae pICAS, 为阴性对照不能水解三

丁酸甘油脂。说明 CALB 已成功展示于酿酒酵母细

胞表面, 并具有催化活性。 

 

图 3  重组菌株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB 在含

0.2%三丁酸甘油酯的 SDC 平板形成水解圈 
Fig. 3  Halo formation of CALB-diaplaying yeast on plates 

containing tributyrin as substrates 
1, 2: MT8-1 harboring CALB-celAL-pICAS; 3: C. antarctica; 

4: MT8-1 harboring pICAS 
 

CALB 成熟肽完整编码基因在启动子 GAPDH

控制下, 属于葡萄糖诱导表达的启动子。分别对重

组菌株 S.cerevisiae pICAS-celAL-CALB和带原载体

pICAS的阴性对照重组菌株 S. cerevisiae pICAS进行

同批次液体试管培养。重组菌株 S. cerevisiae pICAS- 

celAL-CALB的脂肪酶活力在发酵 96 h达到最高值

62.43 u/L(约 26.26 u/g-dry cell)。其发酵产酶曲线如

图 4所示。 

 

图 4  重组菌株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB 发酵产

酶曲线 
Fig. 4  Time course of liapse hydrolytic activities of yeast 

harboring plasmid pICAS-celAL-CALB 
 
2.3  重组酿酒酵母菌株的遗传稳定性 

本实验中重组表达载体 pICAS-celAL-CALB 是

单拷贝整合型质粒, 外源基因整合到酵母核染色体

上。在重组表达载体上, 除含有目的基因外, 还有筛

选标记 Trp基因, 以此可以鉴定重组质粒是否丢失。

实验结果见表 1。由表 1 数据可以看出,在所培养的

时间范围内, 即在重组酿酒酵母经培养近 200 h, 所

构建的重组菌株仍未发生基因丢失现象, 证明该重

组菌株具有很好的遗传稳定性。 

表 1  重组菌株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB 的遗传

稳定性 
Table 1  Genetic stability of recombinant yeast S. cerevisiae 

pICAS-celAL-CALB 

Continuous 
cultivation 

time/h 

Number of 
random 
selected 
colony 

YPD SD Positive 
rate/% 

48 30 30 30 100 

96 30 30 30 100 

144 30 30 30 100 

192 30 30 30 100 

 
2.4  全细胞催化合成己酸乙酯 

将重组菌株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB液

体发酵培养 96 h。离心收集菌体, 用双蒸水洗涤菌

体 3次, 真空冷冻干燥, 制得全细胞脂肪酶制剂。利

用此酶制剂在非水相中催化己酸和乙醇酯化合成己

酸乙酯。反应物己酸与乙醇的摩尔比为 1 : 1.25, 经

气相色谱(图 5)分析己酸乙酯的产率达 98.0%, 连续
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反应 10 批次, 己酸乙酯的产率保持在 90.0%以上, 

具有较好的操作稳定性。图 5、图 6 分别为重组菌

株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB和带原载体质粒

pICAS的阴性对照重组菌株 S. cerevisiae pICAS全细

胞在非水相中作用后的样品气相色谱检测分析图谱, 

图中色谱峰 1、2、3分别为乙酸正丁酯(内标)、正己

酸、己酸乙酯。由于水是酯化反应过程中的产物, 过

量的水的存在易导致逆反应的发生, 阻碍反应向酯

化方向进行。因此, 反应体系中的水含量是影响酯

合成的重要因素。由于该脂肪酶制剂的酯化效率较

高, 反应进行 0.5 h, 己酸乙酯的产率已达 40%以上, 

故在反应进行了 0.5 h 时添加适量分子筛去除反应

体系中形成的水, 可进一步提高转化效率[13]。 

 

图 5  阴性对照重组菌株 S.cerevisiae pICAS 全细胞催化

样品气相色谱分析 
Fig. 5  The gas chromatogram of sample product catalyzed 

by S. cerevisiae pICAS 
1: n-butyl acetate (inner standard), 2: caproic acid 

 

图 6  重组菌株 S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB 全细胞

催化样品气相色谱分析 
Fig. 6  The gas chromatogram of sample product catalyzed 

by S. cerevisiae pICAS-celAL-CALB 
1: n-butyl acetate (inner standard), 2: caproic acid, 3: ethyl hexanoate 

 

3  讨论 

本研究利用酿酒酵母表面展示系统成功地将

CALB 展示于酿酒酵母细胞表面, 并利用该重组酿

酒酵母菌体冻干粉为全细胞催化剂在非水相中催化

己酸和乙醇酯化合成己酸乙酯 , 取得了较好的效

果。反应物己酸与乙醇的摩尔比为 1 : 1.25, 己酸乙

酯的产率为 98.0%, 而且酵母表面展示的 CALB 有

良好的操作稳定性, 具有固定化酶的优良特性。 

同众多的脂肪酶相似, 酿酒酵母表面展示的脂

肪酶 CALB 的酯化合成能力与其水解活性之间相关

性不大。与商业化的脂肪酶相比, 酿酒酵母表面展

示的脂肪酶 CALB 展现出较低的水解活力, 但其在

有机相中催化己酸和乙醇酯化时转化率极高。Zaks 

A 等也曾经讨论过这一现象, 在有机介质中酶的空

间结构发生改变, 造成反应的热力学平衡转变, 水

解活力不高的酶在有机相中的酯合成的转化率也可

能较高[14]。 

在酶的立体结构中, 决定底物选择性的最重要

因素是活性口袋的空间限制、疏水性质和催化中间

体的稳定性。脂肪酶的活性口袋是一个氧负离子空

洞, 由几个氢键供体所构成, 主要为酶骨架和其侧

链中的酰胺的质子。与其它的脂肪酶相比, CALB的

立体结构中其活性部位氧负离子空洞的可利用空间

非常有限, 因而表现出较强的底物选择性[15, 16]。我

们在研究中发现, 酵母表面展示的 CALB 表现出明

显的底物偏好性, 其对短链脂肪酸类底物的催化活

性明显高于长链脂肪酸, 其水解 pNPB(脂肪酸碳链

长度为 4)的活力是 pNPP(脂肪酸碳链长度为 16)的 7

倍。Michiko Kato 等[12]的研究也表明, 酵母表面展

示的 CALB 能有效水解三丁酸甘油酯, 而不能水解

豆油(脂肪酸碳链长度为 18)。在非水相中酵母表面

展示的 CALB亦能高效地催化短链酯的合成。 

酵母表面展示 CALB 全细胞催化剂具有固定化

酶的优点, 其水解活性和非水相中的催化活性、耐

热性、耐有机溶剂的能力大大提高。本研究发现, 利

用重组酿酒酵母菌体冻干粉为全细胞催化剂在非水

相中催化己酸和乙醇酯化, 连续反应 10 批次, 己酸

乙酯的产率保持在 90.0%以上, 具有较好的耐有机

溶剂能力和操作稳定性。Takanori Tanino 等[6]利用

酵母表面展示CALB全细胞在 60°C催化己二酸二丁

酯的合成, 反应 144 h 后脂肪酶仍保持酯合成活力, 

表明酵母表面展示 CALB 具有很好的耐热性。

Michiko Kato 等 [12]的研究还发现酵母表面展示

CALB 水解 pNPB 的比酶活力是自由酶的 25 倍, 表

明酵母表面展示脂肪酶具有更大的工业应用价值。 
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Michiko Kato 等利用α-凝集素酿酒酵母表面展

示系统展示来源于 C.antarctica CBS6678 菌株的

CALB, 水解 pNPB活力极低。其利用定点突变技术

将来源于 C. Antarctica CBS6678菌株的 CALB的基

因突变为 C. Antarctica LF 058 菌株的 CALB基因

(T25A、T28S、T31S、G46Q、T89A、R97N、I286V), 

水解 pNPB 的活力提高 20 倍。截然相反的是 , 

Takanori Tanino 等利用 Flo1p絮凝素短链展示系统

展示来源于 C. Antarctica CBS6678 菌株的 CALB, 

其水解 pNPB 的活力和非水相中合成己二酸二丁酯

的活都明显高于利用该系统展示的来源于 C. 

Antarctica LF 058 菌株的 CALB。这可能是来源于

C. Antarctica CBS6678菌株的 CALB N端的 3个特

定的氨基端(A25T, S28T, 和 S31T)改变了 CALB的

空间结构, 提高了酵母展示 CALB 的活力。我们将

基于酵母表面展示技术, 对这一有趣现象的机理进

行探索。 

目前固定化脂肪酶仍有成本高、工程投资大和

反应过程传质受限制等缺点, 酵母细胞表面展示系

统使酶锚定在细胞表面, 无固定化载体内部传质阻

力的影响, 能与底物很好的接触, 较大程度上提高

了反应速度。我们将基于酵母表面展示技术, 对脂

肪酶进行分子改造, 以构建出对有机溶剂难受能力

强、酯化活力高等特性的新型催化剂[17]。 
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