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摘  要：【背景】D-阿洛酮糖具有高甜度、低热量的特性，是一种优良的代糖产品。D-阿洛酮糖

3-差向异构酶(D-allulose 3-epimerase, DPEase)可以催化 D-果糖异构化生成 D-阿洛酮糖，是酶法制

备 D-阿洛酮糖中的关键酶。【目的】为提高 DPEase 的工业应用潜力，对其进行异源表达，并研

究其酶学性质。【方法】利用甘油醛三磷酸脱氢酶启动子将嗜热新芽孢杆菌 (Novibacillus 
thermophilus)来源的 DPEase (NtDPEase)在毕赤酵母(Komagataella phaffii)中组成型表达，并系统研

究该酶的酶学性质。【结果】重组菌在 5 L 发酵罐中经 108 h 高密度发酵，酶活最高为 201.3 U/mL。
经过纯化得到电泳纯 DPEase，分子量为 35 kDa。该酶的最适 pH 值为 7.0，最适温度为 60 ℃，在

pH 6.0–8.0 和 45 ℃以下具有良好的稳定性。该酶用于转化不同浓度 D-果糖(100–500 g/L)制备 D-阿
洛酮糖，最高转化率达 29.0%。【结论】本研究实现了 DPEase 在毕赤酵母中的高效表达，为 D-
阿洛酮糖的酶法合成提供了理论和实践依据。 
关键词：D-阿洛酮糖 3-差向异构酶；嗜热新芽孢杆菌；组成型表达；酶学性质  
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Abstract: [Background] D-allulose is an excellent sugar substitute with high sweetness and low 
calories. D-allulose 3-epimerase (DPEase) catalyzes the epimerization of D-fructose to produce 
D-allulose, being an essential enzyme in the enzymatic production of D-allulose. [Objective] To 
improve the potential of DPEase for industrial application, we realized heterologous expression 
of this enzyme and characterized the enzymatic properties. [Methods] A DPEase (NtDPEase) 
from Novibacillus thermophilus was expressed in Komagataella phaffii under the regulation of 
the glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase (GAP) constitutive promoter. The enzymatic 
properties of the recombinant protein were then characterized. [Results] The transformant was 
incubated in a 5 L fermenter for high cell density fermentation (108 h), with the highest enzyme 
activity of 201.3 U/mL. The recombinant enzyme was purified to reach the electrophoretic 
purity, with a molecular weight of 35 kDa. This enzyme showed the best performance at pH 
7.0 and 60 °C and good stability within the ranges of pH 6.0–8.0 and temperatures below 
45 °C. Furthermore, the enzyme was used to convert D-fructose with different concentrations 
(100–500 g/L) to produce D-allulose, which scored the highest conversion rate of 29.0%. 
[Conclusion] This study achieves the efficient expression of NtDPEase in K. phaffii for the first 
time, providing a theoretical and practical basis for the enzymatic production of D-allulose. 
Keywords: D-allulose 3-epimerase; Novibacillus thermophilus; constitutive expression; 
characterization 

D- 阿 洛 酮 糖 (D-allulose) 是 一 种 低 热 量   
(0.4 cal/g)稀有糖，甜度为蔗糖的 70%，主要用

作食品配料和膳食补充剂[1]，具有降低糖尿病患

病率、抗氧化、消炎等多种生理功能[2]。2014 年

美国食品药品监督管理局认证 D-阿洛酮糖为 
“一般认为安全的(generally recognized as safe, 
GRAS)” (GRN No. 498)，并批准其在食品及膳食

补充剂中的应用[3]。D-阿洛酮糖的制备方法包括

植物提取、化学合成、酶法合成等[4-6]。酶法合

成是以 D-果糖为底物经 D-阿洛酮糖 3-差向异构

酶(D-allulose 3-epimerase，DPEase)异构化为 D-
阿洛酮糖，具有安全、高效、无污染等优点，是

目前生产 D-阿洛酮糖最主要的方法。2006 年首

次 报 道 从 根 癌 土 壤 杆 菌 (Agrobacterium 
tumefaciens)中克隆表达一种以 D-阿洛酮糖为最

适底物的 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶(DPEase)[7]。



 
张苍萍 等 | 嗜热新芽孢杆菌来源 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶的高效表达和酶学性质 3553 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

此 后 ， 从 解 纤 维 素 梭 菌 (Clostridium 
cellulolyticum)[8]、普氏解黄酮菌(Flavonifractor 
plautii)[9] 、 盲 肠 热 梭 菌 (Thermoclostridium 
caenicola)[10] 等多种微生物中克隆和表达了

DPEase。 
大肠杆菌(Escherichia coli)[7,11]和枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)[12]广泛用于 DPEase 的异

源表达。酵母表达系统遗传稳定性高，发酵工

艺成熟，能够高水平表达异源蛋白，也是一种

广泛应用的表达系统。以甲醇诱导的醇氧化酶

启动子 AOX1 是毕赤酵母(Komagataella phaffii)
中应用最广泛的启动子。Wang 等[13]通过 AOX1
启动子的调控在毕赤酵母中诱导表达 α-淀粉

酶。但是 AOX1 启动子在高密度发酵过程中需

要添加甲醇诱导，所以一些安全高效的启动子

被发现和应用[14]。甘油醛-3-磷酸脱氢酶启动子

(PGAP)作为一种强组成型启动子[15]，用于多种异

源蛋白的组成型表达。Huang 等[16]利用 AOX1
启动子在毕赤酵母中分泌表达透明质酸酶，进

一步使用组成型启动子甘油醛三磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase, GAP)的
突变体 GAP(m)

[17]在毕赤酵母中实现了目的蛋白

的高效、安全生产。Nisha 等[18]分别使用 AOX1
和 GAP 启动子调控淀粉普鲁兰酶在毕赤酵母中

的表达，结果该基因在 GAP 启动子调控下具有

更高的表达量。DPEase 在酵母中表达的研究很

少，根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)来源

的 DPEase 在马克斯克鲁维酵母(Kluyveromyces 
marxianus)中表达[19]。目前，尚无 DPEase 在毕

赤酵母(Komagataella phaffii)中表达的报道。 
本研究利用 GAP 启动子实现嗜热新芽孢杆

菌 (Novibacillus thermophilus) 来 源 的 DPEase 
(NtDPEase)在毕赤酵母中的组成型表达，进一步

研究了重组酶的酶学性质及其在合成 D-阿洛酮

糖中的应用。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

嗜 热 新 芽 孢 杆 菌 来 源 的 DPEase 基 因

(NtDPEase, GenBank 登 录 号 为

WP_077721022.1)由北京擎科生物科技有限公

司合成。引物 NtDPE1022-F 和 NtDPE1022-R 由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。毕赤酵

母 GS115，北京全式金生物科技有限公司；酵母

组成型表达载体 pGAPZ(α)A，武汉淼灵生物科

技有限公司；大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α，

北京博迈德基因技术有限公司。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
低盐 LB 液体培养基、酵母浸出粉胨葡萄糖

培养基(yeast extract peptone dextrose medium, 

YPD)液体培养基、低盐 LB (LBZ)固体培养基和

含山梨醇的 YPD 培养基(yeast extract peptone 

dextrose medium containing sorbitol, YPDS)固体

培养基参照文献[16]配制。 

Fast Pfu DNA 聚合酶，北京全式金生物技

术有限公司；ClonExpress II One Step Cloning 

Kit，南京诺唯赞生物医药科技有限公司；限制

性内切酶 EcoR Ⅰ、Not Ⅰ、Avr Ⅱ、Endo H，NEB

公司；质粒提取试剂盒，北京聚合美生物科技有

限公司；琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒，Omega 

Bio-Tek 公司；博来霉素和 D-果糖，北京百瑞极

生物科技有限公司；D-阿洛酮糖，上海源叶生物

科技有限公司。 

电泳仪、PCR 自动扩增仪和电转仪，Bio-Rad

公司；恒温水浴锅，北京长风仪器公司；紫外-

可见分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公

司；5 L 发酵罐，上海国强生化工程有限公司；

高效液相色谱仪、示差折光检测器，Agilent 

Technologies 公司。 
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1.3  组成型重组质粒的构建和在毕赤酵母

中的表达 
以 pET-28a(+)-NtDPEase (北京擎科合成)为

模板，NtDPE1022-F (5′-AGAGAGGCTGAAGCT 
GAATTCATGAAATATGGCGTTTATTTTGCC-3′，
下划线为 EcoR I 酶切位点)和 NtDPE1022-R 
(5′-TGTTCTAGAAAGCTGGCGGCCGCCAGTT
CGCCAAATGCCTGTTT-3′，下划线为 Not Ⅰ酶切

位点)为引物通过 PCR 扩增目的基因。PCR 反应

体系(50 μL)：5×TransStart Fast Pfu Buffer 10 μL，

2.5 mmol/L dNTPs 4 μL，10 μmol/L 引物各 1 μL，

30 ng/μL模板DNA 1 μL，2.5 U/μL Fast Pfu DNA
聚合酶 1 μL，超纯水补足 50 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 2 min；95 ℃ 20 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，
34 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 产物回收后通过

无缝克隆连接至 pGAPZ(α)A 载体，构建重组表

达质粒 pGAPZ(α)A-NtDPEase。回收经限制性内

切酶 Avr Ⅱ线性化的重组表达质粒，并电击转化

至毕赤酵母 GS115。收集重组菌株后涂布于含有

不同浓度(100、300、500 和 1 000 μg/mL)博来霉

素的 YPDS 固体培养基，30 ℃孵育出单菌落后

挑取转化子于 30 ℃、220 r/min 发酵 4 d 后测定

酶活。 

1.4  重组毕赤酵母的高密度发酵 
高密度发酵方法参照文献[20]并稍作修改。

将筛选得到的阳性转化子接种于 YPD 培养基

中，30 ℃、200 r/min 培养至 OD600 达 10.0，接

种于 5 L 发酵罐(装液量 1.5 L)进行高密度发酵。

发酵过程中流加质量分数为 50%的葡萄糖(含

0.2%组氨酸，质量体积分数 )，转速控制在

500–600 r/min。间隔时间取样测定菌体湿重、蛋

白含量和酶活。 

1.5  酶活力和蛋白含量的测定 
将 50 μL 适当稀释的酶液加入 450 μL 底物

溶液(50 g/L D-果糖，1 mmol/L Co2+，50 mmol/L 

磷酸盐缓冲液，pH 7.0)中充分混匀，60 ℃反应

5 min 后煮沸 10 min 终止反应。用纯水稀释反应

物至适宜浓度，利用高效液相色谱测定生成 D-
阿洛酮糖的含量。高效液相色谱条件：Aminex 
HPX-87C (7.8 mm×300 mm, Bio-Rad)色谱柱，柱

温为 85 ℃，流动相为纯水，流速为 0.6 mL/min。
在上述条件下，每分钟产生 1 μmol/L D-阿洛酮

糖所需的酶量，定义为 1 个酶活力单位(U)。比

酶活(U/mg)定义为在上述条件下，单位重量(mg)
蛋白质所具有的酶活力单位数(U)。 

参考文献[21]测定蛋白含量，利用牛血清白

蛋白制作标准曲线。 

1.6  重组 NtDPEase 的纯化及糖基化分析 
将高密度获得的发酵液经 4 ℃、10 000 r/min

离心 10 min，取上清液于 20 mmol/L 磷酸盐缓冲

液(500 mmol/L NaCl, pH 8.0)中透析(4 ℃)过夜，

得到粗酶液。将粗酶液上样于 Ni2+-Chelating 
Sepharose Fast Flow 亲 和 层析柱，流速为       
0.5 mL/min。用含有 20 mmol/L 咪唑的洗脱液    
(20 mmol/L 磷酸盐缓冲液，500 mmol/L NaCl，pH 
8.0)洗脱杂蛋白，再依次利用含有 100 mmol/L 和

200 mmol/L 咪唑的洗脱液洗脱目的蛋白。通过十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检验

收集液中目的蛋白的纯度[22]。利用去糖基化酶 Endo 
H 分析目的蛋白 N 糖基化情况，以未经处理的

样品作为对照。 

1.7  重组 NtDPEase 的酶学性质测定 
酶的最适 pH 和 pH 稳定性：在不同 pH 缓

冲体系中按照标准方法测定重组 NtDPEase 的酶

活力，以最高酶活力为 100%，计算不同 pH 下

的相对酶活力。所用缓冲液包括柠檬酸缓冲液

(pH 5.0–6.0)、磷酸盐缓冲液 (pH 6.0–8.0) 、
Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0–9.0)和甘氨酸-NaOH 缓

冲液(pH 9.0–10.0)。酶的 pH 稳定性测定，用上

述缓冲液稀释酶液至适宜浓度，在40 ℃孵育  
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30 min 后立即冰浴 30 min，在最适条件下测定

残余酶活力，以未经处理的酶液为对照(100%)。 
酶的最适温度和温度稳定性：在 30–80 ℃按

照标准方法测定重组 NtDPEase 的酶活力，以最

高酶活力为 100%，计算各温度下的相对酶活力。

为测定酶的温度稳定性，用 pH 7.0 的磷酸盐缓

冲液(50 mmol/L)适当稀释酶液，在 30–80 ℃范

围内孵育 30 min 后立即置于冰中冷却 30 min，
在最适条件下测定残余酶活力，以未经处理的酶

液为对照(100%)。 
不同金属离子及化合物对酶的影响：向反应

体系中加入 Cu2+、Zn2+、Co2+、Mn2+、Mg2+、Fe2+、

Ni2+和EDTA 等 8 种金属离子及化合物(1 mmol/L)，
在最适条件下测定相对酶活力，以未添加任何金

属离子及化合物的测定组为对照(100%)。 
分别以 D-果糖、D-阿洛酮糖、D-山梨糖、

D-塔格糖、L-山梨糖、D-果糖-6-磷酸二钠为底

物，测定重组 NtDPEase 的底物特异性。以浓

度为 50 g/L 的上述单糖及衍生物为底物，按照

标准方法测定 60 ℃酶活。产物浓度由高效液

相色谱测定，以上述底物及其产物作为标准

品。重组 NtDPEase 对各底物酶活力的定义均

为每分钟转化底物生成 1 μmol/L 相应产物所

需要的酶量。以 D-果糖和 D-阿洛酮糖为底物

(5–600 mmol/L)，在最适条件下进行酶反应，通

过 Grafit 软件计算酶的反应动力学参数：Vmax 
(最大反应速率)、Km (米氏常数)、kcat (催化常数)
和 kcat/Km (催化效率)。 

1.8  重组 NtDPEase 转化 D-果糖制备 D-阿
洛酮糖 

在 60 ℃和 pH 7.0 评价重组 NtDPEase 异构

化 D-果糖生成 D-阿洛酮糖的能力。分别以 100、
300、500 g/L 的 D-果糖作为底物，添加终浓度

为 1 mmol/L 的 Co2+及 2 μmol/L 重组 NtDPEase，
间隔时间(0.25、0.5、1、2、4、6、8 和 12 h)取

样并利用高效液相色谱测定 D-阿洛酮糖生成量，

计算 D-阿洛酮糖的转化率。D-阿洛酮糖的转化

率定义为反应达到平衡时生成 D-阿洛酮糖的量

(mg/mL)与反应前 D-果糖的量(mg/mL)之比。 

2  结果与分析 
2.1  NtDPEase 在毕赤酵母中组成型表达  

嗜 热 新 芽 孢 杆 菌 来 源 的 DPEase 基 因

(NtDPEase)在 pGAPZ(α)A 载体的 GAP 启动子调

控下实现了在毕赤酵母中的组成型表达。PCR
扩增得到目的基因序列(图 1A)，利用无缝克隆

连接 PCR 扩增产物和经 EcoR I 和 Not I 酶切的

pGAPZ(α)A 载体，将测序正确的重组质粒

pGAPZ(α)A-NtDPEase 转化毕赤酵母。平板筛选

获得一个阳性转化子，经 SDS-PAGE 验证在

29.0–44.3 kDa 处有条带(图 1B)，摇瓶发酵 4 d
后发酵液上清酶活力达 46.12 U/mL，表明该酶

在毕赤酵母中成功组成型表达。 
 

 
 

图 1  基因 NtDPEase 的 PCR 扩增产物(A)和重组

酶 SDS-PAGE 分析(B)   M1：DNA Marker；1：
PCR 扩增基因 NtDPEase 产物；M2：低分子量标

准蛋白 marker；2：重组 NtDPEase 
Figure 1  PCR amplification of NtDPEase (A) and 
SDS-PAGE analysis of recombinant enzyme (B). 
M1: DNA Marker; 1: PCR amplification of 
NtDPEase; M2: Low molecular weight standard 
protein marker; 2: Recombinant NtDPEase. 
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2.2  重组 NtDPEase 的高密度发酵和纯化 
阳性转化子在 5 L 发酵罐中高密度发酵，第

108 h 时发酵液中 DPEase 酶活力达 201.3 U/mL，蛋

白含量和菌体湿重分别为1.9 mg/mL和271.6 mg/mL 
(图 2A)。SDS-PAGE 表明，随着发酵时间的延长，

目的蛋白(约 35 kDa)含量逐渐增加(图 2B)。经亲

和层析一步纯化，获得电泳级纯酶(图 2C)。纯

化后的重组 NtDPEase 呈两条带，分子量分别为

35 kDa 和 42 kDa，略高于该酶的预测分子量  
(33 kDa)。经去糖基化酶糖苷内切酶 H (endo-β- 
N-acetylglucosaminidase H, Endo H)处理后，该

酶呈单一条带，分子量约为 35 kDa，表明该酶

存在糖基化修饰。利用 NetNGlyc-1.0 (https:// 
services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/)
分析重组蛋白潜在的 N 糖基化位点，结果表明

其 266–270 位(Asn-Ala-Thr-Glu)可能存在 N 糖基

化位点。 
2.3  重组 NtDPEase 的酶学性质 

重组 NtDPEase 的最适 pH 值为 7.0 (图 3A)，
在 pH 6.0–8.0 范围内孵育 30 min 的相对酶活力

仍为 70%以上(图 3B)。该酶的最适温度为 60 ℃ 
(图 3C)，在 45 ℃以下具有良好的稳定性，处理 

 

 
 

图 2  重组 NtDPEase 的高密度发酵和纯化历程   A：高密度发酵历程. B：高密度发酵过程分泌蛋白

SDS-PAGE 分析(M：预染蛋白 Marker；1–9：发酵 12、24、36、48、60、72、84、96 和 108 h 的上清液). 
C：粗酶液纯化及糖基化分析(M：预染蛋白 Marker；1：粗酶液；2：纯酶液；3：经去糖基化酶 Endo H
处理后的纯酶液；4：Endo H) 
Figure 2  High cell density fermentation and purification of recombinant NtDPEase. A: High cell density 
fermentation process. B: SDS-PAGE analysis of secreted proteins during high cell density fermentation (M: 
Prestained protein marker; 1–9: Fermentation supernatants withdrawn at 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96 and 
108 h, respectively). C: Crude enzyme purification and glycosylation analysis (M: Prestained protein marker; 
1: Crude enzyme solution; 2: Pure enzyme solution; 3: Pure enzyme solution treated with deglycosylation 
enzyme Endo H; 4: Endo H). 
 



 
张苍萍 等 | 嗜热新芽孢杆菌来源 D-阿洛酮糖 3-差向异构酶的高效表达和酶学性质 3557 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

30 min 后可保留 90%以上的酶活力(图 3D)。不

同金属离子及化合物对重组 NtDPEase 酶活力的

影响见表 1。Co2+和 Mn2+显著促进重组 NtDPEase
的酶活力，相对酶活分别为对照组的 124.6%和

123.9%。相反地，Cu2+、Fe2+、Ni2+、Zn2+和 EDTA
明显抑制该酶酶活力。重组 NtDPEase 的底物特

异性见表 2。重组 NtDPEase 对 D-阿洛酮糖的催

化活性最高(比酶活 298.3 U/mg)，相对酶活力为

158.5%，其次为 D-果糖，比酶活为 188.2 U/mg。
该酶对其他底物的催化活性较低，对 D-塔格糖

和 D-山梨糖的相对酶活力分别为 8.0%和 3.4%。

该酶对L-山梨糖和D-果糖-6-磷酸二钠无催化活性。

重组 NtDPEase 的动力学常数见表 3，当以 D-果糖

为底物时，其 Km值为 153.0 mmol/L，大于以 D-阿
洛酮糖为底物时的 Km (64.5 mmol/L)，表明该酶对

阿洛酮糖的亲和性更高。以 D-阿洛酮糖为底物时，

该酶的 kcat/Km为 142.0 L/(mmol·min)，大于以果糖

为底物时的44.4 L/(mmol·min)，表明重组NtDPEase
在以 D-阿洛酮糖为底物时催化效率更高。以上结

果进一步证明该酶最适底物为 D-阿洛酮糖。 

2.4  利用重组 NtDPEase 生产 D-阿洛酮糖 
重组 NtDPEase 转化不同浓度 D-果糖制备

D-阿洛酮糖的反应历程如图 4 所示。以 100、300、
和 500 g/L D-果糖为底物时，反应 8 h 后 D-阿洛

酮糖的生成量分别达 28.2、81.9 和 145.0 g/L，

D-果糖的转化率分别为 28.2%、27.3%和 29.0%。 
 

 
 

图 3  重组 NtDPEase 的最适 pH (A)、pH 稳定性(B)、最适温度(C)和温度稳定性(D) 
Figure 3  Optimal pH (A), pH stability (B), optimal temperature (C), and thermostability (D) of recombinant 
NtDPEase. 
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表 1  金属离子及化合物对重组NtDPEase酶活影响 
Table 1  Effect of metal ions and compounds on 
recombinant NtDPEase enzyme activity 
金属及化合物 
Metal ions and 
compounds 

比酶活 
Specific enzyme 
activity (U/mg) 

相对酶活力 
Relative enzyme 
activity (%) 

Control 124.4±5.4 100.0 
Co2+ 155.0±7.3 124.6 
Cu2+ 13.0±2.3 10.4 
Fe2+ 63.8±4.7 51.3 
Mg2+ 127.1±2.3 102.2 
Mn2+ 154.1±0.7 123.9 
Ni2+ 53.5±4.2 43.1 
Zn2+ 71.9±3.3 57.8 
EDTA 25.9±2.7 20.8 

 
表 2  重组 NtDPEase 的底物特异性 
Table 2  Substrate specificity of recombinant NtDPEase 
底物 
Substrate 

比酶活 
Specific enzyme 
activity (U/mg) 

相对酶活力 
Relative enzyme 
activity (%) 

D-果糖 
D-fructose 

188.2±6.2 100.0 

D-阿洛酮糖 
D-allulose 

298.3±6.9 158.5 

D-塔格糖 
D-tagatose 

15.1±1.0 8.0 

D-山梨糖 
D-sorbose 

6.4±1.2 3.4 

重组 NtDPEase 对 L-山梨糖、D-果糖-6-磷酸二钠没有活性 
Recombinant NtDPEase has no activity against L-sorbose 
and D-fructose-6- phosphate disodium. 
 
表 3  重组 NtDPEase 的动力学常数  
Table 3  Kinetic parameters of recombinant NtDPEase 
底物 
Substrate 

D-果糖 
D-fructose 

D-阿洛酮糖 
D-allulose 

Vmax 
(μmol/(mg·min)) 

193.9±3.3 204.2±2.2 

Km 
(mmol/L) 

153.0±6.8 64.5±2.5 

kcat 
(min−1) 

6 786.5 9 163.0 

kcat/Km 
(L/mmol·min) 

44.4 142.0 

 
 

图 4  重组 NtDPEase转化 D-果糖生成 D-阿洛酮糖 
Figure 4  Recombinant NtDPEase converts 
D-fructose to D-allulose. 

3  讨论与结论 
异源表达是提高目的酶产量的有效手段之

一，Jia 等[23]从 NCBI 数据库中挖掘嗜热新芽孢

杆菌来源的 DPEase 基因并在大肠杆菌中可溶性

异源表达，重组酶的酶活为 273.9 U/g，目前尚

无该基因在其他宿主中异源表达的报道。本研究

中使用 GAP 启动子成功在毕赤酵母中异源表达

该基因，高密度发酵不以甲醇为诱导剂，发酵过

程安全，在食品工业中具有潜在的应用价值[15]。

Martínez 等[24]利用 GAP 启动子在毕赤酵母中组

成型表达葡聚糖酶。葱腐葡萄孢(Botrytis aclada)
来源的漆酶在毕赤酵母中分别受 GAP 启动子和

AOX1 启动子调控时表达水平相当，但使用 GAP
启动子时表达速度更快[25]。 

迄今多种细菌来源的 DPEase 基因已在原核

表达系统中成功表达，在真核表达系统的报道很

少[26-28]。通过与细菌 GroE 伴侣蛋白共表达，根

癌土壤杆菌(Agrobacterium tumefaciens)来源的

DPEase 成功在酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)
中表达，但是其比酶活仅为 0.004 U/mg[29]。本

研究利用组成型毕赤酵母表达 NtDPEase，产酶

水平高于大多数 DPEase 在酵母系统中的表达
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水平[29]。 
大多数 DPEase 的最适 pH 为弱碱性，在中

性及酸性条件下酶活力较低，如芽孢杆菌属

(Bacillus sp.)和土壤杆菌属(Agrobacterium sp.)
来源的 DPEase (最适 pH 为 7.5–8.0)[30-31]。与之不

同，重组 NtDPEase 为中性酶，在 pH 6.5 仍具有

80%以上的催化活性，可以避免碱性条件 D-果糖

溶液褐变，对 D-阿洛酮糖的生产十分有利。现

有 DPEase 催化最适温度普遍在 50 ℃以上，如

塞内加尔类芽孢杆菌(Paenibacillus senegalensis)和
一个热泉宏基因组来源的 DPEase 的最适温度分

别为 55 ℃和 80 ℃[3,26]。较高的反应温度不仅可

以加速反应，还可以避免杂菌的污染；但反应温

度超过 70 ℃后 D-果糖溶液容易褐变，同时产生

多种副产物，不利于 D-阿洛酮糖的分离纯化[32]。

重组 NtDPEase 的最适温度为 60 ℃，适合用于

D-阿洛酮糖的工业化生产。 
DPEase 催化异构化反应时，反应产物与底

物存在动态平衡， D-果糖的转化率普遍为

27%–30%[5,33-34]。重组 NtDPEase 催化 D-果糖生

成 D-阿洛酮糖的转化率为 27%–29%，与大多数

DPEase 相 近 ， 略 低 于 根 癌 土 壤 杆 菌

(Agrobacterium tumefaciens)来源的 DPEase(底物

浓度为 700 g/L，转化率为 32.9%)[7]，高于瘤胃

球菌属(Ruminococcus sp.)来源的 DPEase (底物

浓度为 500 g/L，转化率为 25%)[35]，这与酶与

底物结合效率、反应温度及底物浓度等多个因

素相关[26]。当以 500 g/L D-果糖为底物时，反应

平衡常数 K (平衡后 D-阿洛酮糖与初始 D-果糖

浓度之比)为 0.29，也与其他 DPEase 相似[36]。 
本研究实现了嗜热新芽孢杆菌来源的

NtDPEase 在毕赤酵母中的组成型表达，经高密

度发酵产酶水平达 201.3 U/mL。该酶最适 pH 和

最适温度分别为 pH 7.0 和 60 ℃，能够催化高浓

度 D-果糖(500 g/L)制备 D-阿洛酮糖，转化率最

高达 29.0%。本实验结果为 D-阿洛酮糖的酶法

生产提供了科学依据。 
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