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摘  要 : 低聚异麦芽糖 (IMO) 所具有的良好理化性质和生理功能，使得其在食品、医药、饲料、化妆品等领域

得到广泛应用。但目前工业上采用多酶协同法由淀粉合成低聚异麦芽糖，步骤繁琐、成本较高。因此开发出更加

经济简便的方法生产低聚异麦芽糖具有重要的应用价值。通过将 β-淀粉酶 (βa) 和耐热 α-葡萄糖转苷酶 (GT) 以

不同的方式进行融合，并利用表面展示系统固定在食品安全微生物解脂耶氏酵母细胞表面，实现自我表达与固定。

筛选得到高产菌株 Yβa-GT29。大量培养获得细胞，转化液化的淀粉可实现一步法合成 IMO，50 ℃转化 20 h 即可

得到纯度为 75.3%的低聚异麦芽糖，方便了低聚异麦芽糖的生产。 

关键词 : 解脂耶氏酵母，酵母表面展示，低聚异麦芽糖，β-淀粉酶，耐热 α-葡萄糖转苷酶 
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Abstract:  Isomalto-oligosaccharides (IMO) have good physiochemical properties and excellent physiological functions to 
make it widely used in food, medicine, feed, cosmetics and other industries. However, the procedures for industrial production 
of IMO are complicated. Therefore, it is necessary to develop an economical and easy-to-operate method. The genes encoding 
for β-amylase and α-transglucosidase were fused and co-displayed on the yeast cell surface of Yarrowia lipolytica which can 
convert liquefied starch to IMO in one step. The highest IMO purity of 75.3% was obtained using the displayed fusion-enzyme 
at 50 °C. This method showed potential application in IMO production. 
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低聚异麦芽糖 (Isomalto-oligosaccharides，简称

IMO) 是一类含有一个或多个 α-1,6 糖苷键的多聚葡

萄糖 (Glucose oligomers)，除了含有 α-1,6 糖苷键外，

还可以同时含有 α-1,4 糖苷键。IMO 通常包括异麦芽

糖、潘糖、异潘糖、异麦芽三糖、异麦芽四糖、异

麦芽五糖以及更长糖链的低聚糖[1]。另外，国际上通

常把含有 α-1,2 糖苷键或 α-1,3 糖苷键的多聚葡萄糖

也划分为低聚异麦芽糖的范畴[2]。IMO 的聚合度通

常为 2–10，但目前由酶转化的 IMO 聚合度通常为

2–4，即异麦芽糖、潘糖、异潘糖、异麦芽三糖以及

异麦芽四糖。IMO 在食品、医药以及化妆品领域都

有应用，在食品领域应用最广泛。作为一种优良的

益生元，IMO 能显著提高机体消化道内益生菌的群

体数量，维持稳定健康的微生态，促进消化道对矿

物质的吸收，调节胆固醇与甘油三酯的水平，还能

提高机体的免疫功能[3-6]。基于 IMO 的生理功能，

IMO 已经在乳制品、酵素、功能饮品、黄酒等食品

中得到非常广泛的应用。目前世界很多国家都已批准

IMO 在食品中的应用，因此市场占有量逐年上升[7]。 

典型的 IMO 的合成方法是采用多酶协同法，出

发原料为玉米淀粉。首先，玉米淀粉经过乳化加入

中 温 或 者 高 温 α- 淀 粉 酶 液 化 为 麦 芽 糊 精

(Maltodextrin)，再加入真菌 β-淀粉酶 (β-amylase) 与

普鲁兰酶 (Pullulanase) 进行糖化，糖化液含有 50%

以上含量的麦芽糖，最后加入曲霉来源的 α-葡萄糖

转苷酶 (α-transglucosidase) 在 50 ℃下进行转糖基

反应，生成含有 α-1,6 糖苷键的低聚异麦芽糖[8]，这

种典型的三步法合成 IMO 步骤多，使用酶多且过

程长。后来又开发出两步酶转化法[9]：首先玉米淀

粉经过乳化加入中温或者高温 α-淀粉酶液化为麦芽

糊精  (Maltodextrin)，然后加入具有水解与转苷   

酶活性的麦芽糖淀粉酶 (Maltogenic α-amylase)，合

成 IMO。我国学者 Lin 等[10]利用水稻淀粉为底物，

利用新普鲁兰酶  (Neopullulanase) 与糖化淀粉酶 

(Saccharifying α-amylase) 组合，加入到水稻淀粉乳

中，57 ℃反应 72 h 能得到纯度为 59.2%的 IMO。该

方法不用单独在高温下液化淀粉，直接在淀粉乳中

加入上述两种酶，较两步法更为简便。 

虽然上述合成 IMO 的方法能够以淀粉为原

料合成 IMO，但均首先需要通过发酵的方法制备

酶，制备酶的过程较为费时而且成本较高，转化

时间也较长。因此，开发一种无需制备纯酶、转

化时间又短的合成方法对于进一步降低成本具有

重要的意义。本研究采用食品安全的解脂耶氏酵

母 Yarrowia lipolytica 为出发菌株，通过将 β-淀粉

酶与 α-葡萄糖转苷酶融合在一起，利用酵母展示

系统将融合酶固定在细胞表面，培养酵母细胞，

转化液化的淀粉一步法合成 IMO。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基 

大肠杆菌 Top 10 作为质粒扩增宿主，BL21 

(DE3) 作为质粒表达宿主，均为本实验室保存。

LB 培养基 (10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母提取物，

10 g/L NaCl) 37 ℃培养，LB 中添加 100 μg/mL

氨苄青霉素用作筛选。 

解脂耶氏酵母Yarrowia lipolytica CGMCC7326作

为酶表面展示宿主，为本实验室保存。YPD 培养基 

(10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母提取物，20 g/L 葡萄糖) 

30 ℃培养，YPD 中添加 200 μg/mL 潮霉素 B 作为

筛选使用。 

1.2  菌株的构建 

1.2.1  构建包含 β-淀粉酶基因(β-amylase)的酵母

展示菌株  

耐热 β-淀粉酶基因来自热硫嗜热厌氧杆菌

Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes 
(GenBank Accession No. M22471)，基因大小为    

1 668 bp[11]。该基因按照酵母 Y. lipolytica 密码子

进行优化并委托安徽通用生物技术有限公司进行

全基因合成，合成后亚克隆到用 BamHⅠ与 KpnⅠ

双酶切的载体 pINA1313[12] 中，构成新质粒

pINA1313-β-amylase。Y. lipolytica 的锚定蛋白 Pir1

基因(GenBank Accession No. AF336989，861 bp) 
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采用一对引物 Ppir1-F 与 Ppir1-R 进行 PCR 扩增并亚

克隆到PmlⅠ与BamHⅠ双酶切的质粒 pINA1313- 

β-amylase 中，构成新质粒 pINA1313-Pir1-β-amylase。

再采 用一对引 物 Php4d-F 与 Phph-R ，以质 粒

pUB4-CRE 为模板[13]，将抗性筛选标记基因片段

扩增 (大小 1.5 kb) 后连接到用 SalⅠ与 ClaⅠ双酶

切的载体 pINA1313-Pir1-β-amylase 中，最后构建

成含 β-淀粉酶表面展示表达盒与抗性筛选标记的

Y. lipolytica 酵母整合表达载体 pSWV-β-amylase。 

1.2.2  构 建 包 含 α- 葡 萄 糖 苷 酶 基 因  (α- 

transglucosidase，GTase) 的酵母展示菌株  

耐 热 α- 葡 萄 糖 转 苷 酶 基 因 来 自 黑 曲 酶

Aspergillus niger (GenBank Accession No. 

D45356，去除信号肽 57 个碱基后为 2 958 bp)[14]。

该基因按照酵母 Y. lipolytica 密码子进行优化并委

托安徽通用生物技术有限公司进行全基因合成，

并亚克隆到用 BamHⅠ与 KpnⅠ双酶切的载体

pSWV-β-amylase 中，构成新质粒 pSWV-GTase。 

1.2.3  β-amylase 与 GTase 融合基因质粒构建 

β-amylase 与 GTase 基因融合参考 Wang 等[15]  

引入 linker (5ʹ-TTAGGATCTAGATCTGCCGAATT 

A-3ʹ)，融合方式一种是 5ʹ-β-amylase-linker-GTase-3ʹ 

(简称为βa-GT)，另一种是5ʹ-GTase-linker-β-amylase-3ʹ 

(简称为 GT-βa)，融合所用的引物序列见表 1。先

以质粒 pSWV-β-amylase 为模板，Pβ1-F/Pβ1-R 一对

引物扩出 β-amylase基因；以 pSWV-GTase为模板，

以 PG1-F/PG1-R 一对引物扩出 GTase 基因；以上述

两轮 PCR 产物作为混合模板 (含有 GTase 基因与

β-amylase 基因)，以 Pβ1-F 与 PG1-R 一对引物扩出

融合基因 βa-GT，采用重组酶克隆法克隆到

BamHⅠ与 XhoⅠ双切的载体 pSWV-β-amylase 中，

构成重组质粒 pSWV-βa-GT。 

以 pSWV-GTase 为模板，PG2-F/PG2-R 一对引

物扩增出 GTase基因；以 pSWV-β-amylase为模板，

Pβ2-F/Pβ2-R 为引物扩出 β-amylase 基因。以上两轮

PCR 产物作为混合模板，以 PG2-F 与 Pβ2-R 作为

引物扩出融合基因 GT-βa，采用重组酶克隆法克

隆 到 BamHⅠ与 XhoⅠ双切的 载体 pSWV-β- 

amylase 中，构建重组质粒 pSWV-GT-βa。构建示

意图如图 1 所示。 
 

表 1  构建质粒所涉及到的引物 

Table 1  Polymerase chain reaction primers used in this study 
Primers name Primer sequence (5′–3′) Enzyme sites 

Ppir1-F ACACACGTGATGCTCTTCAAGTCCGCTGCCGTCTCTC PmlⅠ 

Ppir1-R ACAGGATCCTTAACAGTCCTCGAGGTTGACGATGGC BamHⅠ 

Php4d-F ACAATCGATCTGAGGTGTCTACCAAGTGCCGTGC ClaⅠ 

Phph-R ACAGTCGACCTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGG SalⅠ 

Pβ1-F ACGACAAGGTCGACGGATCCATGATTGGAGCTTTTAAGCGACTG BamHⅠ 

Pβ1-R TAATTCGGCAGATCTAGATCCTAAGTTCTGCCAGGTAATGGTGACAG Linker 

PG1-F TTAGGATCTAGATCTGCCGAATTAATGGTCAAGCTGACGCATCTCC Linker 

PG1-R TATCTGTTAATTGCCTCGAGCTACCACTCCAGCACCCAGTTCTC XhoⅠ 

PG2-F CGACAAGGTCGACGGATCCATGGTCAAGCTGACGCATCTCC BamHⅠ 

PG2-R TAATTCGGCAGATCTAGATCCTAACCACTCCAGCACCCAGTTCTCGGC Linker 

Pβ2-F TTAGGATCTAGATCTGCCGAATTAATGATTGGAGCTTTTAAGCGACTG Linker 

Pβ2-R TATCTGTTAATTGCCTCGAGTTAGTTCTGCCAGGTAATGGTGACAG XhoⅠ 

PβG-F GTGCCGCGCGGCAGCCATATGATTGGAGCTTTTAAGCGACTG NcoⅠ 

PβG-R GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGCTACCACTCCAGCACCCAGTTCTC XhoⅠ 

PGβ-F GTGCCGCGCGGCAGCCATATG-GTCAAGCTGACGCATCTCC NcoⅠ 

PGβ-R GTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTTAGTTCTGCCAGGTAATGGTGACAG XhoⅠ 

Note: Underlines indicate restriction enzyme recognition sites. 
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图 1  β-amylase-GTase 与 GTase-β-amylase 基因合成、质粒构建及线性化流程图 

Fig. 1  Scheme of the synthesis of β-amylase-GTase and GTase-β-amylase plasmid and the linearized functional 
elements. 

 

1.2.4  大肠杆菌表达质粒的构建 

以融合基因片段 βa-GT 和 GT-βa 为模板设计

引物见表 1，引入酶切位点 NcoⅠ和 XhoⅠ。以

βa-GT 为模板，PβG-F 和 PβG-R 作为引物 PCR 获

得片段，重组连接入 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切载体

pET32b 得到重组质粒 pET32b-βa-GT。以 GT-βa

为模板，PGβ-F 和 PGβ-R 作为引物 PCR 获得片段，

重组连接入双酶切载体 pET32b 得到重组质粒

pET32b-GT-βa。以 pSWV-β-amylase 质粒为模板，

PβG-F 和 PGβ-R 为引物 PCR 获得单个基因片段，

连入载体得到重组质粒 pET32b-β-amylase。以

pSWV-GTase 质粒为模板，PGβ-F 和 PβG-R 为引物

PCR 获得单个基因片段，连入载体得到重组质粒

pET32b-GTase。 

1.3  菌株的纯化与表达 

1.3.1  酵母菌株的纯化与鉴定 

将上述质粒 pSWV-β-amylase、pSWV-GTase、

pSWV-βa-GT 和 pSWV-GT-βa 使用 EcoRⅠ单酶切

获得线性化片段，参考 Chen 等[16]报道的“醋酸锂

一步转化法”转化解脂耶氏酵母，将 Y. lipolytica 

CGMCC7326 在 30 ℃平板活化生长一夜，取活化

的菌株适量加入提前配置好的 200 μL 转化缓冲

液中 (400 g/L PEG 4 000，150 mmol/L pH 6.0 醋

酸锂，150 mmol/L 二硫苏糖醇，0.2 mg/mL 单链

DNA)，加入线性化片段 3−5 μg，同时用 ddH2O

作为空白对照，39 ℃孵育 90 min，将反应混合物

涂布在潮霉素抗性 YPD 平板进行筛选。30 ℃稳

定生长 3−5 d，可获得单菌落 200−300 个，取新的

抗性平板纯化 3−4 次后，获得稳定遗传转化子约

50 个。挑取转化子在 50 mL YPD 液体培养基，

30 ℃、200 r/min 培养 1 d，按照 Cheng 等[17]报道

的玻璃珠提取基因组的方法提取酵母转化子基因

组，将 pSWV-β-amylase 以 Pβ1-F 和 Pβ1-R 为引物、

pSWV-GTase 以 PG1-F 和 PG1-R 为引物、pSWV-βa- 
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GT 以 Pβ1 和 PG1-R 为引物、pSWV-GT-βa 以 PG2-F

和 Pβ2-R 为引物分别进行 PCR 筛选阳性转化子，

将以上各质粒转化酵母获得的转化子命名为 Yβa、

YGT、Yβa-GT 和 YGT-βa。 

1.3.2  酵母菌株活性的表达 

为测定不同转化子活力，Yβa、Yβa-GT、YGT-βa

各挑选数个转化子接种于 50 mL YPD 液体培养基

中，30 ℃培养 2 d，待 OD600 达到 15−20 时，将

菌液全部倒入 50 mL 离心管内，10 000 r/min 离

心 7 min，除去上清，得沉淀细胞，使用无菌水洗

涤细胞 2 次，尽量除去水分后得纯净细胞，湿重

约 250 mg。配制 3%可溶性淀粉溶液作为底物(即

3 g 淀粉溶解于 ddH2O 中并定容至 100 mL，淀粉

需加热溶解成透明状)，取 15 mL 加入上述含纯净

细胞的离心管，放在 50 ℃、200 r/min 反应，定

时取 1 mL 反应液入 EP 管内–20 ℃暂存。 

同样将 YGT、Yβa-GT、YGT-βa 各转化子得到的

纯净细胞加入配制的底物 40%麦芽糖溶液中(即

40 g 麦芽糖溶于 100 mL ddH2O)，50 ℃、200 r/min

反应，定时取 1 mL 反应液入 EP 管内–20 ℃暂存

以备后续监测产物。根据产物生成量计算出转化

子的产率，选择出最优转化子。 

因 β-淀粉酶在 50–80 ℃条件下可达到 60%以

上活性，α-葡萄糖苷酶在 40–55 ℃条件下可达到

90%以上活性，选择两者适宜温度 50 ℃作为实验

温度，为两者融合创造最适宜温度。实验中以不

含任何质粒的 Y. lipolytica 酵母细胞作为空白对

照，证明酶是否表达。  

1.3.3  大肠杆菌菌株活性的表达 

大肠杆菌 BL21 (DE3) 作为质粒表达宿主，

利用载体所含抗性基因，将含质粒 pET32b-β- 

amylase 、 pET32b-GTase 、 pET32b-βa-GT 和

pET32b-GT-βa 的菌液分别涂布在氨苄抗性 LB 平

板获得大肠杆菌转化子，分别命名为 Eβa、EGT、

Eβa-GT 和 EGT-βa。 

随机挑取转化子在 5 mL LB 抗性液体培养基

中，37 ℃、200 r/min 培养约 3 h，再将上述 5 mL

菌液接种于含 50 mL 抗性液体培养基中，37 ℃、

200 r/min 培养约 6 h，直到大肠杆菌 OD600 达到约

1.0 时，加入 1 mmol/L IPTG 作为诱导剂，转移至

16 ℃、200 r/min 培养过夜，实验选取 5 个转化子

作为平行对照，含 pET32b 质粒的菌株作为阴性

对照，不含质粒的菌株作为空白对照。 

为测定大肠杆菌融合基因的表达，对 Eβa-GT、

EGT-βa 所表达酶进行 SDS-PAGE 分析，具体操作

如下：将诱导后的菌株细胞等细胞量各取两个平

行样品，10 000 r/min 离心 2 min，弃上清，用 pH 8.0 

Tris-HCl 缓冲液洗涤细胞一次后加入 20 μL 悬浮

细 胞 ， 加 入 上 样 缓 冲 液 (50 mmol/L pH 6.8 

Tris-HCl，100 mmol/L 二硫苏糖醇，2% SDS，0.1% 

溴酚蓝，10%甘油)在沸水中煮 10 min，离心所得

上 清 即 为 上 样 样 品 。 电 泳 使 用 金 斯 瑞

ExpressPlus™蛋白预制胶，12%聚丙烯酰胺凝胶，

一切操作流程按照说明书具体要求操作。 

将诱导后的菌液倒入 50 mL 离心管内，     

6 000 r/min 离心 5 min，去除上清培养基成分，加

入无菌水洗涤细胞 2 次，获得纯净大肠杆菌细胞

约 100 mg，在 Eβa、Eβa-GT、EGT-βa 细胞中加入 5 mL 

3%可溶性淀粉溶液，EGT、Eβa-GT、EGT-βa 细胞中

加入 5 mL 40%麦芽糖溶液，分装于 1.5 mL EP 管

内，每管约 800 μL，50 ℃、200 r/min 反应，定

时取样品–20 ℃暂存。 

1.3.4  一步法由淀粉合成低聚异麦芽糖 (IMO) 

取 6 个 500 mL 烧杯，分别加入 150 mL ddH2O

和 40 g 玉米淀粉，95 ℃预热 5 min，加入 0.2 g

耐高温 α-淀粉酶 (Sigma-A3306，>10 000 U/mL) 

95 ℃继续反应，用玻璃棒搅拌使反应充分，在 2、

4、6、10、15、20 min 时分别从中取出一只烧杯，

加入 HCl 使酶失去活性，NaOH 调 pH 至 7.0，降

至室温，用 ddH2O 定容至 200 mL。取 1 mL 样品
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4 ℃暂存待测，确定最适的玉米淀粉液化时间。

将玉米淀粉按最适时间液化，获得高浓度液化液，

加入到依照上述实验方法处理得到的 Yβa-GT、

YGT-βa 纯净酵母细胞中，50 ℃、200 r/min 反应，

定时取 1 mL 反应液入 EP 管内 4 ℃暂存。 

1.4  产物的分析方法及酶活检测 

将上述–20 ℃暂存样品室温溶解，10 000 r/min

离心 10 min，取上清入新 EP 管内离心 2 次，获

得纯净样品，使用 HPLC 检测产物成分。色谱柱

1：Shodex KS802 (8 mm×300 mm)，RI101 型示差

折光检测器，流动相 ddH2O；流速 1.0 mL/min，

柱温 70 ℃，进样量 20 μL。色谱柱 2：Hydrophobic 

polystyrene gel (Shodex Rspak DC-613)，RI101 型

示差折光检测器，流动相75%乙腈，流速1.0 mL/min，

柱温 40 ℃，进样量 20 μL。 

β-淀粉酶的一个活力单位 (U) 指在 50 ℃反

应条件下每分钟产生 1 μmol 麦芽糖所需的酵母细

胞或者大肠杆菌细胞干重 (mg)；α-葡萄糖转苷酶

的一个活力单位 (U) 指在 50 ℃反应条件下每分

钟转移 1 μmol 麦芽糖所需的细胞干重 (mg)。 

2  结果与分析 

2.1  融合基因质粒表达盒的构建与表达 

构 建 融 合 基 因 质 粒 表 达 盒 需 先 扩 增

β-amylase 与 GTase 基因片段，如图 2 所示，左为

1.6 kb 大小的 β-amylase 片段与 2.9 kb 大小的

GTase 片段，右为融合 PCR 获得的融合片段 βa-GT

与 GT-βa 约 4.5 kb，且融合质粒上下游测序结果

与 NCBI-GenBank 进行匹配一致性为 100%，说明

序列正确。在 β-amylase-GTase 融合中，β-amylase

的 C 端与 GTase 的 N 端融合，GTase-β-amylase

的融合方式与之相反。Linker 序列的加入目的是

加快重组 DNA 的构建，且不删除任何氨基酸，

插入的片段表达的氨基酸为 LGSRSAEL[15]。 

融合质粒在 E. coli 胞内表达蛋白 SDS-PAGE

分析如图 3 所示，Lanes 1–2 为 β-amylase-GTase

蛋白，Lanes 3 和 4 为 GTase-β-amylase 蛋白，去

掉 pET32b 自身载体蛋白后大小约为 170 kDa，与

理论值相一致。 

 

 
 

图 2  βa-GT 和 GT-βa 基因扩增 

Fig. 2  DNA gel electrophoresis of βa-GT and GT-βa 
gene. Lanes 1–2 : two parts PCR product of βa-GT, 
β-amylase and GTase; lanes 3–4: two parts PCR product 
of GT-βa, GTase and β-amylase; lanes 5–6: the whole 
PCR product of βa-GT and GT-βa. 

 

 
 

图 3  E. coli 表达 βa-GT 和 GT-βa 蛋白 SDS-PAGE 分析 

Fig. 3  SDS-PAGE of the fusion protein βa-GT and 
GT-βa. Lanes 1–2, 3–4, 5: the supernatant (soluble 
proteins) of E. coli containing pET32b-βa-GT, 
pET32b-GT-βa and pET32b; lane 6: the supernatant 
(soluble proteins) of E. coli.  
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2.2  Y. lipolytica 工程菌合成 IMO 

2.2.1  含 β-amylase 与 GTase 单基因的酵母展示

菌株 Yβa 和 YGT 的选择 

经过潮霉素抗性平板筛选得到约 300 个转化

子，选取 50 个较大的转化子进一步纯化，PCR

验证获得阳性克隆 30−40 个不等。转化子进行底

物转化实验，根据转化效率选出最优转化子。如

图 4A 所示，32 个 Yβa 转化子中有 10 个转化子与

空白对照相同，未表现出活性，其他由底物可溶

性淀粉可产生约 62%麦芽糖产率，选出最优转化

子 Yβa19，其酶活力为 0.03 U/mg。通过对 YGT (图

4B) 共 40 个转化子添加底物 40%麦芽糖溶液反

应检测，除了 5 个转化子只表现出水解酶活性，

即将麦芽糖水解产生葡萄糖外，其他均有 IMO 产

生，产率在 30%上下浮动，选出最优转化子 YGT7，

其酶活力约为 0.023 U/mg。 

 

 

 
图 4  不同酵母转化子转化淀粉或麦芽糖合成产物的

差异分析 

Fig. 4  Comparative analysis of different Y. lipolytica 
transformants. (A) Yields were obtained when various 
Yβa transformants converting 3% soluble starch to 
maltose. (B) Yields were obtained when various YGT 
transformants converting 40% maltose to IMO. 

2.2.2  含 βa-GT 和 GT-βa 融合基因的酵母展示

菌株 YGT-βa 和 Yβa-GT 的选择与表达差异 

含融合基因酵母展示菌株经多次纯化获得稳

定遗传转化子，对于 YGT-βa，经多次转化获得不

同批次转化子约 100 个均进行了底物转化实验，

未见反应，怀疑是 GTase 基因先表达影响了整体

的活性。 

对于 Yβa-GT，选取 30 个转化子以 3%可溶性淀

粉溶液作为底物的产物组成见图 5A，不同的转化

子产物表现各异，除去无反应的和只有麦芽糖一种

产物的转化子，有 10 个转化子的产物中观测到了

麦芽糖与葡萄糖，且葡萄糖占比约为麦芽糖的 2

倍；有 11 个在产物中只观测到了葡萄糖，约占 43% 

(淀粉不能完全转化，有一部分底物残留)。由此可

认为此 21 个转化子是两个基因均发挥了作用，首

先 β-淀粉酶将淀粉水解产生麦芽糖，而耐热 α-葡

萄糖苷酶对于低浓度的麦芽糖转苷酶活性较弱，主

要发挥了水解酶的活性，将得到的麦芽糖进一步水

解产生葡萄糖。挑选其中的转化子以麦芽糖作为底

物实验得到的结果与单个 YGT7 菌株基本无异 (图

5B)，证明了 Yβa-GT 融合菌株的确是两个基因均可

以表达，选出最优转化子 Yβa-GT29。 

2.2.3  不同转化子合成 IMO 的差异可能是由于

外源基因插入染色体的位置不同而造成的 

以上转化子经 PCR验证基因组中均含有相应

目的基因表达盒，但是不同的转化子底物合成产

物的性能存在较大的差异。图 4A 中第 19 号含

β-amylase 基因的转化子 (Yβa19)，由可溶淀粉转化

生成麦芽糖产率为 71%，而有的转化子虽然含有

目的基因却不能合成 IMO。对于含 GTase 基因的

转化子 (图 4B) 以及含融合基因 βa-GT 的转化子

(图 5A) 情况类似，不同转化子合成产物的性能

差距很大。产生这种现象的原因可能是表达盒虽

然整合到了 Y. lipolytica 基因组中，但其表达差异

很大。我们选取了 3 个均含有 β-amylase 基因的转

化子 (Yβa2、Yβa13、Yβa19) 提取总 RNA，反转录
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进行 β-amylase 基因表达水平荧光定量分析，发现

Yβa2 转化子的 β-amylase 基因相对表达水平为 0，

即没有得到表达，Yβa19 的相对表达水平为 4.2，

Yβa13 的相对表达水平为 1.7，与产物产率相一致。

因此可以看出，虽外源基因均整合到基因组中，

但由于其表达水平的差异而导致不同转化子的转

化性能差异。产生这些差异的根本原因很可能是

基因插入到基因组中的位置效应而导致的。染色

体中有的位置基因活跃，而有的位置沉默，外源

基因所处的位置对于其表达水平至关重要。Wu

等[18]利用荧光蛋白作为标记研究了酿酒酵母 6 条

染色体中的不同的位置对于荧光蛋白基因的表达

水平的影响，发掘了一批活跃表达与沉默的位置，

为外源基因在酿酒酵母中的表达奠定了基础。因

此，为了获得外源基因的最高水平的表达，应该

将外源基因插入到染色体的活跃区域。 

2.3  E. coli 工程菌合成 IMO 

2.3.1  含 β-amylase 与 GTase 单基因的大肠杆菌

菌株 Eβa 和 EGT 合成麦芽糖与 IMO 的性能 

为比较酵母与大肠杆菌细胞的表达差异，将

单个基因利用载体 pET32b在BL21 (DE3) 表达宿

主内表达。值得注意的是，EGT 菌株在添加麦芽

糖作为底物后，完全没有产物 IMO 产生，原因可

能是 GTase 基因为真菌米曲霉的基因，在大肠杆

菌中不能正确折叠因而没有活性。含 β-amylase

基因的 Eβa 细胞转化淀粉的效率反而大幅度提高，

如图 6，在加入底物的瞬间即能检测到麦芽糖产

物的产生，20 min 时已有 60.5%麦芽糖产生，其

酶活为 0.398 U/mg，为酵母展示菌株的 13.3 倍，

可用作由淀粉生产麦芽糖的工程菌株。 

2.3.2  含 βa-GT 和 GT-βa 融合基因的 E. coli 菌株

EGT-βa 和 Eβa-GT 合成 IMO 的性能 

含 β-淀粉酶与 α-葡糖糖转苷酶基因的酵母菌

株 Yβa-GT 具有良好活性 (图 5)，能将液化的淀粉

转化为 IMO。而对于含 β-淀粉酶与 α-葡糖糖转苷

酶基因的 E. coli 菌株，不同融合方式的 EGT-βa、

Eβa-GT 菌株均能转化可溶性淀粉生成麦芽糖，表明

EGT-βa、Eβa-GT 菌株的 β-amylase 基因均能表达成具

有活性的淀粉酶；但是均不能转化麦芽糖生成

IMO，表明 GTase 基因虽然能得到融合表达    

(图 3)，但是无活性，与单基因 GTase 在大肠杆菌

内表达的结果相符。值得注意的是，β-淀粉酶基

因与 α-葡糖糖转苷酶基因以 GTase-β-amylase 顺

序在酵母中融合表达时，这两个基因均未表现出

活性，而在大肠杆菌中融合表达时，β-amylase 有

活性，而 GTase 没有活性。 

 

 
 

图 5  选取不同的酵母转化子转化淀粉合成产物的分析 

Fig. 5  Comparative analysis of different Y. lipolytica transformants. (A) Yield of products by the Yβa-GT transformants 
with the 3% starch. (B) Yield of products by the Yβa-GT 2,10,11,17, 29 transformants and YG7 with the 40% maltose. 
 
 
 



 
 

刘大文 等/解脂耶氏酵母表面展示 β-淀粉酶与 α-葡萄糖转苷酶及一步法由淀粉合成低聚异麦芽糖 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

129

 

 

 
图 6  大肠杆菌 Eβa转化可溶性淀粉时产物生成色谱图 

Fig. 6  HPLC analysis of maltose products by E. coli Eβa 

cells with soluble starch. (A) 0 min. (B) 5 min. (C)    
20 min. (D) 40 min. 

 
2.3.3  不同的基因融合顺序对表达的酶活性的 

影响 

将基因进行融合共同表达成为多功能融合

酶，在蛋白质工程中具有很大的潜力。融合酶由

于其物理邻近效应[19]，可以通过促进反应中间体

转移到下一种酶的活性位点使得融合酶催化的反

应速率大幅度提高，该技术已经在海藻糖以及长

链低聚异麦芽糖的合成得到应用[15,20-21]。也可以

使用两种展示蛋白将两个酶进行共展示在细胞表

面，但融合酶由于更加邻近，因而在反应中间体

的转移过程中可更快速到达下一个酶，反应效率

更高。 

本研究将合成低聚异麦芽糖的两种关键酶 β-

淀粉酶基因与 α-葡萄糖苷酶基因进行融合，在   

Y. lipolytica 中进行表面展示表达以及在 E. coli 中

进行胞内表达。有趣的是，融合基因在酵母表面

展示表达时，基因的不同融合顺序对酶的活性具

有很大的差异。当以 β-amylase-GTase 的先后顺序

进行融合表达时，两种酶均有活性；而当以

GTase-β-amylase 的先后顺序在酵母表面进行融合

表达时，均未发现有催化活性。然而，当融合基

因在大肠杆菌进行胞内融合表达时，无论以哪种

融合顺序 (GTase-β-amylase 或 β-amylase-GTase)，

发现 β-amylase 均有催化活性，而 GTase 均无活

性 (表 2)。造成这种酶活性因融合顺序不同而不

同的原因，很可能是融合顺序影响了 GTase 的正

确折叠。无论是 GTase-β-amylase 或 β-amylase- 

GTase 融合方式，在大肠杆菌中 GTase 均不能正

确折叠，即使能够表达也没有活性。而 β-amylase

能够正确折叠，从而在这两种不同的融合方式中

均表现出活性。因此，在进行酶融合表达研究时，

需要对不同的融合顺序研究，以确定最佳的融合

方式。 

2.4  一步法合成 IMO 

将优选出的 Yβa-GT29 酵母菌株培养获得大量

细胞，使用液化的玉米淀粉作为底物。根据玉米 
 

表 2  Y. lipolytica 和 E. coli中基因表达活性情况汇总表 

Table 2  The outline of genes expression in Y. lipolytica 
and E. coli  

Genes 
Expressed 
enzymes 

Y. lipolytica E. coli

β-amylase β-amylase + + 
GTase GTase + – 
β-amylase-GTase 
(fused) 

β-amylase + + 
GTase + – 

GTase-β-amylase 
(fused) 

β-amylase – + 
GTase – – 

(+):active; (–):inactive. 
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淀粉乳液化时间图谱分析选定 15 min 为最适液化

时间，图 7 中 A、B、C、D 为添加 Yβa-GT29 细胞

在 50 ℃反应时所得产物的 HPLC 分析图，淀粉被

转化生成低聚葡萄糖。用色谱柱 Shodex DC613、

乙腈作为流动相将 7 D 产物进行分析，可清晰看

出各低聚糖的含量 (图 8A)。将异麦芽糖、潘塘、

异麦芽三糖、异麦芽四糖及以上的寡糖归为 IMO，

可占总产物的 75.3%，即 200 g/L 玉米淀粉最终可

产 150.6 g/L IMO。转化过程中 IMO 各组分含量

随时间变化见图 8B，麦芽糖在 7 h 后开始减少，

慢慢转化成其他低聚糖。 

如前言所说，低聚异麦芽糖目前通过淀粉以

多酶有序进行转化合成，步骤较多，操作比较复

杂，增加了生产成本。由于 α-葡萄糖转苷酶是合

成低聚异麦芽糖的关键酶，也是成本较高的酶之

一，为了减少该酶的成本，有人研究采用化学戊

二 醛 酶 固 定 化 的 方 式 增 加 转 苷 酶 的 使 用 次    

数[22-23]，但是当酶失效后，产生大量的固定化介

质废弃物难以处理或增加废弃物处理成本。而  

采用本研究开发的双酶融合共表达并展示固定

在酵母表面的方法，能够减少酶纯化的成本，无

需化学固定酶的步骤，展示的酶能够多次反复  

利用。当酶失效后，酵母细胞仍然能够制成    

酵母干粉或者酵母浸膏，当成培养基使用，整个

过程持续循环，绿色环保，基本无废弃物排放 

(Waste-Zero)。 

解脂耶氏酵母 Y. lipolytica 是一种研究最广泛

的酵母之一，被美国食品药品监督局认定为公认

安全的食品微生物，已经在食品工业得到广泛的

应用，如合成有机酸、赤藓糖醇、Ω-3 多不饱    

和脂肪酸  (如二十碳五烯酸 EPA)、β-胡萝卜素   

等[24-28]。我们研究小组利用该酵母作为微生物细

胞工厂，将果糖基转移酶、半乳糖基转移酶、海

藻糖合成酶以及异麦芽酮糖合成酶表面展示在解  

脂耶氏酵母细胞表面，分别得到合成低聚果糖、

低聚半乳糖、海藻糖以及异麦芽酮糖的工程菌  

株[29-32]。本研究将 β-淀粉酶与 α-葡萄糖转苷酶  

进行融合，同时表面展示在解脂耶氏酵母细胞上，

对转化子进行筛选得到一株由液化淀粉为底物  

一步法合成低聚异麦芽糖的菌株 Yβa-GT29，转化  

率达到 75.3%，为工业合成 IMO 提供了一种新的

方法。 
 

 
 
 

图 7  Yβa-GT29 细胞转化玉米淀粉液化液生成产物的色

谱图 

Fig. 7  HPLC analysis of products obtained by Yβa-GT29 

cells with the liquefied maize starch. (A) 0 h. (B) 5 h. (C) 
10 h. (D) 20 h. 
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图 8  Yβa-GT29 细胞转化玉米淀粉液化液的 IMO 各组分色谱图 (A) 及时间变化图 (B) 

Fig. 8  HPLC analysis of carbohydrates in the IMO syrup obtained by Yβa-GT29 cells with the liquefied maize starch (A) 
and changes in the content during the bioconversion time (B). 
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