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摘  要: 【目的】研究烟曲霉脯氨酰内肽酶 cDNA 基因的异源表达及重组酶性质。【方法】

以烟曲霉 CICIM F0044总 RNA为模板, 反转录合成 cDNA; 再以 cDNA为模板, 通过 PCR

扩增去除自身信号肽的脯氨酰内肽酶基因, 构建表达载体 pPIC9K-PEP; 电转化酵母宿主

菌 Pichia pastoris GS115, 获得重组菌 PEP-09; 纯化并分析重组酶性质。【结果】重组菌摇

瓶发酵酶活力最高可达 647.3 U/L。表达产物纯化后的分子量为 63 kD 左右。重组酶最适

反应温度为 65 °C, 有较好的温度稳定性, 在 55 °C 保温 8 h 能保留 90%以上的酶活力。该

酶最适 pH 为 5.5, 在 pH 3.0−9.0 范围内有很好稳定性, 在 pH 6.0−8.0 的缓冲液中 37 °C 保

温 10 d 酶活没有明显变化。【结论】烟曲霉脯氨酰内肽酶 cDNA 基因在巴斯德毕赤酵母

中实现了分泌表达, 重组酶活性稳定, 有一定的应用潜力。 

关键词: 烟曲霉, 脯氨酰内肽酶, 诱导表达, 酶学性质 
 
 
 
 
 
 



392 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.3 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Secreted expression of prolyl endopeptidase from  
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Abstract: [Objective] The study aims to heterologously express Aspergillus fumigatus prolyl 
endopeptidase cDNA and to characterize the recombinant enzyme. [Methods] The cDNA from 
A. fumigatus CICIM F0044 was obtained by reverse transcription using the total RNA as the 
template. The PEP gene that encodes the mature prolyl endopeptidase was amplified using 
polymerase chain reaction with the cDNA as the template. The recombinant expression vector 
pPIC9K-PEP was constructed by inserting the PEP gene into pPIC9K, which was then trans-
formed into Pichia pastoris GS115 by electroporation. The resulting recombinant enzyme was 
purified and characterized. [Results] A maximum yield of 647.3 U/L enzyme activity was ob-
tained from the recombinant yeast. The molecular weight of the purified recombinant enzyme 
was approximately 63 kD. The optimal reaction temperature of the recombinant enzyme was 
65 °C. The enzyme is highly thermostable, retaining 90% of enzyme activity after 8 h of ex-
posure to temperatures 55 °C. The recombinant enzyme exhibited an optimal reaction pH of 
5.5 and its activity was highly stable from pH 3.0 to 9.0. No decrease in enzyme activity was 
observed after 10 days of exposure to pH ranging from 6.0 to 8.0 at 37 °C. [Conclusion] The 
A. fumigatus prolyl endopeptidase cDNA was expressed in P. pastoris. The activity of the re-
combinant enzyme was stable, which indicates that the recombinant yeast has potential value 
in industrial applications. 

Keywords: Aspergillus fumigatus, Prolyl endopeptidase, Inducible expression, Enzymatic 
properties 

脯氨酰内肽酶(Prolyl endopeptidase, PEP, EC 

3.4.21.26)是一种能特异性水解小分子多肽中脯

氨酸羧基端肽键的丝氨酸蛋白酶[1]。它能有效降

解生物体内富含脯氨酸的生物活性肽, 如催产

素、促甲状腺激素释放素等, 这些活性肽含量的

高低与 PEP 的活性升降有关[2−3]。在食品与发酵

工业, 脯氨酰内肽酶可能是一种有价值的酶类, 

如能通过水解啤酒中富含脯氨酸的蛋白多肽, 阻
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止其与多酚类物质形成大聚合物浑浊沉淀, 从而

提高啤酒的非生物稳定性[4]。2005 年, Enens 等[5]

证明了该酶在蛋白水解物中的去苦味作用。此外, 

鉴于 PEP 的特异性, 该酶还有可能作为一种分子

生物学的工具酶, 用于蛋白质序列测定、特异位

点的酶切、肽段的修饰和加工等[3,6]。 

PEP 既存在于细菌、真菌中, 也存在于植物

以及动物组织中。在哺乳动物的组织中分布较广, 

其中脑部中的 PEP 含量相对其它组织较高[7−8]。

尽管 PEP 在原核生物和真核生物中均有分布, 但

其在生物体内含量很低, 分离纯化困难[9], 因而

限制了对其生理功能和性质的研究。国外已经从

脑膜炎脓毒黄杆菌(Flavobacterium meningosep-

ticum)[10−11]、嗜水气假单胞菌(Aeromonas hydro-
phila)[12]、猪脑[13]cDNA 库、人淋巴细胞[14]以及黑

曲霉(Aspergillus niger)[5]中克隆了脯氨酰内肽酶

基因。国内李民等[15]也从点状产气单胞菌中克隆

了脯氨酰内肽酶基因并在大肠杆菌中进行了表

达研究, 路福平等[16−17]从黑曲霉中克隆出脯氨酰

内肽酶基因, 并实现了其在大肠杆菌及巴斯德毕

赤酵母中的表达。2010 年底, Sriranganadane 等[18]

运用蛋白质组学等技术, 首次发现了存在于烟曲

霉胞外分泌蛋白中的脯氨酰内肽酶, 但没有对其

基本酶学性质进行研究。 

本文克隆了烟曲霉脯氨酰内肽酶 cDNA 基

因, 并在巴斯德毕赤酵母中实现了异源分泌表

达, 研究分析了重组酶的酶学性质, 为脯氨酰内

肽酶的工业应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
烟曲霉 CICIM F0044 和大肠杆菌(Escherichia 

coli) JM109 为江南大学中国高校工业微生物资

源和信息中心(CICIM-CU)保藏。巴斯德毕赤酵母

表达载体 pPIC9K 以及表达宿主菌巴斯德毕赤酵

母 GS115 为 Invitrogen 公司产品。 

1.2  酶和主要试剂 
核酸内切酶、连接酶、碱性磷酸酶(CIAP)等

分子克隆工具酶均为大连宝生物工程公司产品; 

UNIQ-10 柱式总 RNA 抽提试剂盒购自生工生物

工程(上海)有限公司; G418 为 Invitrogen 公司产

品; PCR 引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成; Amicon Ultra-15 centrifugal filter 为

Millipore 公司产品; HiprepTM Phenyl FF (high sub)

为 GE Healthcare 公 司 产 品 ; 酶 特 异 性 底 物

Ala-Ala-Pro-pNA (pNA 为对硝基苯胺)由吉尔生

化(上海)有限公司合成; 其他试剂均为国产分析

纯试剂。 

1.3  主要培养基 
(1) MD 培养基: 1.34% YNB, 4×10−5%生物素, 

2%葡萄糖。 

(2) BMGY 培养基: 1%酵母浸出物, 2%蛋白

胨 , 100 mmol/L pH 6.0 磷酸钾 , 1.34% YNB, 

4×10−5%生物素, 1%甘油。 

(3) BMMY 培养基: 1%酵母浸出物, 2%蛋白

胨 , 100 mmol/L pH 6.0 磷酸钾 , 1.34% YNB, 

4×10−5%生物素, 1%甲醇。 

1.4  RNA 的提取 
用 RNA 抽提试剂盒提取烟曲霉总 RNA, 具

体方法见产品说明书。 

1.5  基因的 PCR 扩增 
根据烟曲霉脯氨酰内肽酶基因序列设计一对

引 物 : P1: 5′-AATTGAATTCCTCATGCCCAGG 
GCGCCTTT-3′; P2: 5′-AATTGAATTCTCATGGC 
TTCCTATATTTGGG-3′。以提取的烟曲霉总 RNA

为模板, 先反转录合成 cDNA; 再以该 cDNA 为

模板, 以 P1、P2 为上下游引物, 进行 PCR 扩增

得到不含自身信号肽的烟曲霉脯氨酰内肽酶基

因 cDNA 片段。PCR 扩增条件为: 95 °C 5 min; 

94 °C 30 s, 58 °C 1 min, 72 °C 2 min, 共 30 个循
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环; 72 °C 10 min。 

1.6  表达载体的构建及序列测定 
将质粒 pPIC9K 用 EcoRⅠ酶切, CIAP 去磷酸

化处理进一步纯化后与经 EcoRⅠ酶切纯化的

PCR 产物连接, 转化大肠杆菌 JM109, 在含氨苄

青霉素的 LB 培养基上筛选转化子, 转化子提取

质 粒 进 一 步 进 行 酶 切 验 证 , 获 得 重 组 质 粒

pPIC9K-PEP。经酶切验证的转化子送上海生工生

物工程公司测序。 

1.7  重组巴斯德毕赤酵母的构建 
重组质粒 pPIC9K-PEP 及空载体 pPIC9K, 分

别用 SalⅠ酶切线性化, 按 Invitrogen 公司说明书

中的电转化法转化巴斯德毕赤酵母 GS115, 转化

液涂布不含组氨酸的 MD 平板, 30 °C 恒温培养

2−4 d, 形成单菌落。随机挑选单菌落分别相对应

地点种 MD、MM 平板以及含 3 g/L G418 的 YPD

平板, 30 °C 恒温培养 2−3 d。根据 Invitrogen 公司

产品说明书, 在 MD 上正常生长而在 MM 上生长

缓慢的重组酵母转化子可能为 Muts 型酵母重组

子; 在 MD 和 MM 上均能正常生长的为 Mut+型酵

母转化子; 在含 3 g/L G418 平板上生长的转化子

可能是高拷贝转化子。随机挑选 10 个在 3 g/L 

G418-YPD 平板上正常生长的重组酵母转化子, 

以空载体 pPIC9K 转化获得的重组酵母 P. pastoris 

GS115/pPIC9K 为对照, 30 °C、200 r/min 摇瓶发

酵 5 d, 取上清液检测酶活, 其中酶活相对最高

的一株转化子命名为 PEP-09, 该菌株用于后续

实验。 

1.8  重组毕赤酵母的诱导表达 
挑取重组酵母 PEP-09 单菌落, 接种到 30 mL 

BMGY 培养基中, 30 °C、200 r/min 培养 24 h, 发

酵液细胞密度(OD600)达到 13−14 时, 离心去上清, 

用 30 mL BMMY 培养基悬浮酵母细胞, 30 °C、

200 r/min 继续培养 5−7 d, 每 24 h 补加甲醇至终

浓度为 1%, 根据需要定时取样离心收集上清。 

1.9  重组蛋白的纯化 
将 300 mL 发酵上清液采用 Amicon Ultra-15 

centrifugal filter 超滤管浓缩至 10 mL。浓缩液上

Phenyl FF (high sub)柱进行分离。具体纯化过程

可参照 GE Healthcare 说明书。纯化后的酶液用

SDS-PAGE 检测, 并用于酶学性质的研究。 

1.10  酶活力测定方法 
特异性底物法检测脯氨酰内肽酶酶活[4,9,24]: 

采用特异性底物 Ala-Ala-Pro-pNA (5 mmol/L)测

定重组酵母发酵上清液中的酶活, 测定时以空载

体重组酵母发酵上清液为空白对照。酶活单位定

义: 在相应条件下, 每分钟释放 1 μmol pNA 所需

要的酶量, 即 1 个酶活力单位, 以 1 U 表示。具

体测定方法如下: 取 500 μL 0.1 mol/L 柠檬酸- 

0.2 mol/L 磷酸氢二钠缓冲液(pH 5.0)加入 200 μL

底物溶液和 100 μL 发酵液样品。37 °C 反应

10 min, 加 200 μL 冰醋酸终止反应。测定其在

410 nm 处的吸光度值。 

1.11  酶学性质的测定 
1.11.1  最适反应温度及温度稳定性: 将酶液稀

释适当倍数, 分别在 35 °C−85 °C (间隔 5 °C)条件

下检测酶活。以最高酶活力为 100%计算相对酶

活确定酶的最适反应温度。将经过适当稀释后的

酶液, 取 1 mL 分别于 45 °C、55 °C、60 °C、65 °C

和 75 °C 保温 8 h, 在 0.5、1、2、3、5 和 8 h 时

间点取样, 立即放入冰盒中冰浴 30 min, 最后

统一相同条件下测酶活, 以未进行热处理的样

品酶活力为 100%计算相对酶活以研究酶的热

稳定性。 

1.11.2  最适反应pH及pH稳定性: 分别配制 pH 

2.2、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0、9.0、10.0 的缓冲液, 测定酶在不同缓

冲液中的酶活力, 以最高酶活为 100%计算相对

酶活。将发酵液分别用 pH 2.2、3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 的缓冲液稀释适当倍数, 
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于 37 °C 分别放置 5 d 和 10 d 之后统一条件测酶

活。以没有进行处理酶液的酶活力为 100%, 考察

重组酶的 pH 稳定性。 

1.11.3  金属离子及 EDTA 对酶活性的影响: 在

相同的反应体系中, 加入不同金属离子或 EDTA, 

至终浓度分别为 1 mmol/L 和 5 mmol/L。分别测

定酶活力, 以未添加任何金属离子的反应体系测

得的酶活力为 100%计算相对酶活力, 比较不同

金属离子或 EDTA 对酶活力的影响。对于有颜色

的金属离子如 Cu2+、Fe2+等, 要做相应的对照, 对

照中以空载体重组酵母上清液代替酶液, 其余均

相同, 排除或减轻离子颜色(尤其是 Fe2+、Fe3+)对

实验结果的干扰。 

2  结果 

2.1  重组表达载体 pPIC9K-PEP 的构建及转

化子的验证 
以提取的烟曲霉总 RNA 为模板, 反转录合

成 cDNA; 再以该 cDNA 为模板, P1、P2 为引物, 

PCR 扩增得到约 1.5 kb 长度的 PCR 产物, 与已

报道的去除信号肽的烟曲霉脯氨酰内肽酶基因

PEP 大小一致。将该片段与巴斯德毕赤酵母表达

载 体 pPIC9K 连 接 , 构 建 重 组 表 达 载 体

pPIC9K-PEP (图 1A)。转化子提取质粒用限制性

内切酶 MluⅠ和 XbaⅠ双酶切。电泳结果显示重

组质粒酶切后得到 1.2 kb 及 9.6 kb 的两个片段

(图 1B), 符合 PEP 编码基因在表达载体中以正确

方向插入时应有的特征。上述转化子测序结果显

示, 重组质粒在 EcoRⅠ位点准确插入了 PEP 结

构基因, 插入片段序列与报道的来源于烟曲霉

的脯氨酰内肽酶基因 cDNA 序列一致, 不含信

号肽和内含子。 

2.2  重组酵母的构建及其表型的鉴定、重组子

的筛选 
将重组载体 pPIC9K-PEP 及空载体 pPIC9K

以 SalⅠ酶切线性化后分别转化巴斯德毕赤酵母

GS115, 在不含组氨酸的 MD 培养基上筛选转化

子。结果显示(图 2A): MD 和 MM 培养基上相对

应 的 转 化子 都 能 正常 生 长 , 表 明 重 组 子均 为

Mut+。在含 3 g/L G418 的 YPD 培养基上随机挑

选 10个能正常生长的酵母重组子(图 2B), 以空载

体转化获得的重组酵母 P. pastoris GS115/pPIC9K 
 

 
图 1  重组质粒 pPIC9K-PEP 的酶切验证 

Fig. 1  Restriction analysis of recombinant plasmid pPIC9K-PEP 
注: A: 重组质粒的结构示意图; B: 重组质粒的酶切验证. 1: pPIC9K-PEP/Mlu I+Xba I; M: DNA marker. 
Note: A: Construction of recombinant plasmid; B: Restriction analysis of recombinant plasmid. 1: Digestion of pPIC9K-PEP by 
Mlu I+Xba I; M: DNA marker. 
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图 2  重组酵母转化子表型鉴定及其 G418 抗性筛选 
Fig. 2  Phenotypic identification of positive transformants and its screening by G418 

注: A: MD/MM 培养基鉴定重组子表型: 左边为 MD 培养基, 右边为 MM 培养基; B: G418 抗性筛选. 
Note: A: Phenotypic identification of yeast transformants by MD/MM plate: the left is MD plate, the right is MM plate; B: Screening 
of positive transformants through G418. 

 
作为对照, 摇瓶发酵, 检测上清液酶活。结果显

示对照组转化子上清液均没有酶活。重组质粒

pPIC9K-PEP 的 10 个转化子中有 2 个没有酶活, 

其余 8 个重组子均有明显酶活。其中酶活最高的

转化子命名为 PEP-09, 用于后续实验。 

2.3  重组酶的纯化与 SDS-PAGE 分析 
取诱导后的发酵上清液, 按 1.9 中的方法进

行纯化, SDS-PAGE 蛋白电泳结果如图 3 所示, 在

63 kD 左右显示单一条带, 说明纯化产物为电泳

纯的脯氨酰内肽酶。纯化得率为 68%, 纯化产物

比酶活约为 4.7 U/mg, 纯化倍数为 2。显示的条

带大小与国外报道的预测理论分子大小 55 kD 相

比偏大, 可能是由于宿主细胞对表达的目的蛋白

进行了糖基化修饰。 

2.4  重组酵母的诱导表达曲线 
将重组菌 PEP-09 接种 BMGY/BMMY 培养基

中, 摇瓶发酵 7 d, 分别在 24、48、60、72、84、

96、108、120、132、144、156 和 168 h 取样, 特

异性底物法(Ala-Ala-Pro-pNA)测上清液酶活。结

果如图 4 所示, 诱导 24 h 之内, 重组酵母分泌

PEP 较少, 可能是由于这一阶段酵母细胞正处于

由甘油代谢到甲醇代谢途径的转换期。随着诱导

时间的延长, 发酵液中 PEP 的活力呈现稳步上升

趋势。与很多重组酶不同, 该重组的 PEP 诱导发

酵到第 132 h 时, PEP 活力不再显著增加, 而是逐

渐趋于稳定, 直至诱导第 7 天后也仍然没有表现

出活力下降的趋势。这可能是发酵液中的 PEP 对

酵母本身分泌表达的一些蛋白酶不敏感的表现, 

也可能是蛋白酶降解与诱导产酶分别导致酶活 

 
图 3  重组 PEP 纯化后的 SDS-PAGE 电泳图 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified recombinant 
PEP 
注: M: 蛋白 Marker; 1: 纯化后的 PEP. 
Note: M: Protein marker; 1: Purified PEP. 
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消和长的总结果所致。为此, 将摇瓶发酵 5 d 的

含 PEP 的发酵上清液与同批发酵的空载体酵母

发酵液以适当比例混匀后继续摇瓶培养 36 h, 测

定该段期间 PEP 活性变化。结果表明, 该段期间

PEP 活性基本保持稳定, 没有下降趋势, 这表明

本文获得的重组 PEP 对巴斯德毕赤酵母分泌的

蛋白酶不敏感。 

2.5  重组酶的酶学性质 
2.5.1  最适温度: 由图 5 可知: 在 35 °C−65 °C

时 , 重组酶的酶活随着温度的升高而升高 , 到

65 °C 时酶活达到最大, 70 °C 之后酶活急剧下降, 

80 °C 时酶活降至 26%, 85 °C 时酶活已低于 20%。 

 
图 4  发酵过程中重组 PEP 酶活随诱导时间的变化图 
Fig. 4  Enzyme activity of the recombinant PEP varied 
as induced time during fermentation 

 
图 5  重组酶的最适温度 
Fig. 5  Optimal temperature of recombinant enzyme 

2.5.2  热稳定性: 按照 1.11.1 中所述方法考察重

组酶在 45 °C、55 °C、60 °C、65 °C、75 °C 的热

稳定性。结果如图 6 所示: 该酶在 45 °C 和 55 °C

保温 8 h 仍可以保留 90%以上的活性; 60 °C 保温

8 h 过程中, 虽然酶活呈现较清楚的下降趋势但

保温 3 h 后还保存有 60%左右的酶活, 保温 8 h 后

重组酶也并没有完全失活; 65 °C 时酶活下降较

快, 但保温 1 h 仍能保留约 60%的酶活。重组酶

在 75 °C 保温 30 min 才完全失活, 说明该酶具有

较好的热稳定性。 

2.5.3  最适pH: 由图7 可知, 重组酶在pH 2.2−10.0

之间均表现出一定酶活力, 在 pH 5.0−6.5 之间能

保持 80%以上的活性, 最适 pH 为 5.5, 属酸性酶。 

 
图 6  重组 PEP 酶的温度稳定性 
Fig. 6  Thermostability of recombinant enzyme 

 
图 7  重组酶的最适 pH 
Fig. 7  Optimal pH of recombinant enzyme 
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2.5.4  pH 稳定性: 如图 8 所示, 重组酶在 pH 

6.0−8.0 缓冲液中处理 10 d 后酶活没有明显变化, 

在 pH 3.0−9.0 之间的缓冲液中处理 10 d 仍能保持

80%以上的活性, 说明该酶在这段 pH 范围内有

很好的稳定性。当 pH<3.0 或 pH>9.0 时该酶不稳

定, 酶活下降较快。 

 
图 8  重组酶的 pH 稳定性 
Fig. 8  The pH stability of recombinant enzyme 
 
2.5.5  金属离子及 EDTA 的影响: 通过在酶液中

添加终浓度为 1 mmol/L、5 mmol/L 的金属离子及

EDTA, 考察其对重组 PEP 活力的影响, 结果如

图 9 所示。大部分的金属离子对重组酶有轻微的

抑制作用。K+、Li+离子和 EDTA 对酶活力没有明

显作用; Cu2+、Fe2+、Fe3+对该酶的抑制作用相对

较明显。但总体来说, 这些金属离子对该酶的抑

制作用较轻, 即使在 5 mmol/L 浓度时, 该酶仍能

保存 80%以上的活力。 

3  讨论 

本研究通过构建重组菌, 在巴斯德毕赤酵母

GS115 中实现了烟曲霉脯氨酰内肽酶的分泌表

达。重组菌摇瓶发酵酶活最高达 647.3 U/L, 为出

发菌株烟曲霉脯氨酰内肽酶酶活 6.1 U/L 的 106.1

倍。2009 年, 向先长等[17]克隆了黑曲霉脯氨酰内

肽酶基因并实现了其在酵母中的表达, 酶特异性 

 
图 9  金属离子和 EDTA 对 PEP 酶活性的影响 
Fig. 9  Effect of metal ions and EDTA on the recombi-
nant PEP activity 
注: 1: 对照(未添加金属离子); 2: KCl; 3: LiCl; 4: CaCl2; 5: 
MgCl2; 6: MnCl2; 7: CoCl2; 8: CuSO4; 9: ZnSO4; 10: FeCl2; 11: 
FeCl3; 12: EDTA. 
Note: 1: Control (without metal ions); 2: KCl; 3: LiCl; 4: 
CaCl2; 5: MgCl2; 6: MnCl2; 7: CoCl2; 8: CuSO4; 9: ZnSO4; 10: 
FeCl2; 11: FeCl3; 12: EDTA. 
 
底 物 Z-Gly-Pro-pNA 测 定 酶 活 力 最 高 可 达

2 275.4 U/L; 2010 年底, Sriranganadane 等[18]运用

蛋白质组学等技术, 首次发现了存在于烟曲霉胞

外分泌蛋白中的脯氨酰内肽酶, 实现了该酶基因

在 GS115 中的表达, 该论文没有提供酶活检测的

数据, 但其重组酵母上清液中有明显酶活。本文

获得的重组酶酶活数据不高, 部分原因可能是底

物不合适。据报道, 该酶更适合作用于分子量稍

大的肽段[18], 具体原因还有待考察。 

对重组菌表达的 PEP 进行酶学性质研究发

现, 该酶有较好的热稳定性, 在 55 °C 保温 8 h 仍

能保留 90%以上的酶活力。该酶在应用方面的一

个突出特点是在常温下具有极高的稳定性, 其纯

酶在 pH 6.0−8.0 缓冲液中处理 10 d, 酶活力基本

不变。进一步实验证实, 将重组菌发酵上清液在

常温下放置 10 d, 其酶活也几乎不发生变化。与

之相比, 早期已报道的点状产气单胞菌来源的

PEP 在 50 °C 保温 1 h 酶活力仅剩 36.7%, 在
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pH 6−10 中常温下分别保温 2 h 也只有 80%左右

的剩余酶活力 [19]。显然, 本文中烟曲霉来源的

PEP 在稳定性方面的优越性使得它更适合应用于

工业生产。该酶的稳定性机制值得深入探究。今

后可对该酶的生理生化特性进行更为详细的研

究, 为该酶在食品与发酵工业上的应用奠定良好

的基础。 
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