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毕赤酵母全细胞催化合成新型高倍甜味剂莱鲍迪苷 A 
 

唐小雁，陈美琪，林影，梁书利 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 
摘要：本研究构建经密码子优化后的 UDP-糖基转移酶 UGT76G1 和蔗糖合成酶 AtSUS 基因的重组毕赤酵母菌株 GS115/pPIC9K- 

UGT/pPICZA-AtSUS，实现双酶在毕赤酵母中的胞内共表达。利用共表达菌株作为全细胞催化剂在体外进行催化反应，可成功将 ST

转化为 RA，并在此基础上对其最适反应温度、反应 pH、底物 UDP 浓度与底物蔗糖浓度条件进行优化。重组菌株经甲醇诱导，对不

同发酵时间菌体的催化能力进行探究，确定发酵 120 h 菌体催化能力最佳，RA 产量为 0.58 mg/mL。对共表达菌株催化体系中全细胞

催化条件进行优化，优化后的催化体系为:反应 pH 7.0，UDP 浓度 1 mM，蔗糖浓度 70 mM，MgCl2浓度 3 mM，ST 浓度 10 mg/mL，

将 OD600为 30 的细胞与上述体系混合后在最适温度 45 ℃下，200 r/min 反应 15 h，重组菌可将 10 mg/mL ST 转化为 7.46 mg/mL RA，

为 RA 酶法生物合成及其产业化应用提供技术支持。 
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Pichia pastoris Whole Cell-Catalyzed Synthesis of a Novel High-intensity 

Sweetener Rebaudioside A 

TANG Xiao-yan, CHEN Mei-qi, LIN Ying, LIANG Shu-li 

(School of Bioscience and Bioengineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, China) 

Abstract: In this study, we constructed a codon-optimized UDP-glycosyltransferase UGT76G1 and a sucrose synthase AtSUS gene 

recombinant Pichia pastoris strain, GS115/pPIC9K-UGT/pPICZA-AtSUS, to achieve intracellular co-expression of the two enzymes in Pichia 

pastoris. The co-expressed strain was used as a whole-cell catalyst for the in vitro catalytic reaction, to successfully convert ST into RA. On this 

basis, optimization was performed on reaction temperature, reaction pH, substrate UDP concentration and substrate sucrose concentration. After 

the recombinant strain was induced with methanol, the catalytic capacity of the cells at different fermentation times was investigated. The 

catalytic capacity of the cells was the greatest after fermentation for 120 h, with the RA yield as 0.58 mg/mL. After the optimization of the 

catalytic conditions for the whole cells in the catalytic system of co-expressed, the optimized catalytic conditions were: reaction pH 7.0, UDP 

concentration 1 mM, sucrose concentration 70 mM, MgCl2 concentration 3 mM, ST concentration 10 mg/mL, with the recombinant bacteria 

capable of converting 10 mg/mL ST to 7.46 mg/mL RA (if the cells with an OD600 value of 30 were mixed with the above systems and allowed a 

reaction for 15 h at 200 rpm and an optimum temperature of 45 ℃). This research provides technical support for the RA enzymatic biosynthesis 

and its industrialization. 
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甜菊糖是从甜叶菊叶子中提取和纯化的二萜糖

苷，具有高甜度、低热量、对人体无副作用等优点[1]，

美国食品和药品管理局在 2008 年将其列入为一般认

为安全（Generally Recognized As Safe，GRAS）的甜

味剂[2]。甜菊苷（stevioside，ST）在甜菊糖中含量最

高且甜度是蔗糖的 250~300 倍[3]，但其具有较严重的

苦涩余味，从而限制了其在食品和药品中的消费和应 
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用[4,5]。莱鲍迪苷 A（rebaudioside A，RA）是甜菊糖

中甜度最高的组分，RA 作为天然甜味剂在食品和饮

料行业广泛应用[6]。目前生产 RA 主要通过培育高产

RA 的甜叶菊品种[7,8]，大孔树脂吸附法、重结晶法及

液滴逆流分配层析提纯 RA
[9-11]等方法，但这些方法步

骤繁琐且存在生产成本高、产量低、产品效果不佳等

缺点。目前已有研究者在酿酒酵母中利用 UDP-糖基

转移酶 UGT76G1 将 ST 转化为 RA，其中刘欢等以 1 

g/L 的 ST 为底物合成 267.89 mg/L 的 RA，为酶法合

成 RA 提供思路[12,13]。然而，糖基转移反应中的糖基

供体 UDPG 价格昂贵，这直接影响了 RA 酶促合成应
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用的经济性。解决 UDPG 的回收利用问题是实现 RA

高效生物合成的关键[14,15]。 

蔗糖合成酶普遍存在于高等植物的非光合作用器

官中[16]，研究表明，在合适的 pH 下，拟南芥来源的

蔗糖合成酶 SUS1 能可逆地催化UDPG 葡萄糖基部分

从蔗糖转移到 UDP 上，反应生成 UDPG 和果糖[17]。

将 UDP-糖基转移酶与蔗糖合成酶两步催化反应结合

起来应用于 RA 生产，可实现 UDPG 的再生和循环利

用，从而解决 UDPG 原料成本的问题，使得新型甜味

剂工业化生产成为可能[18,19]。 

本研究在构建表达高活性 UDP-糖基转移酶

UGT76G1 和蔗糖合成酶 SUS1 的基础上，建立了 RA

的两步法合成途径，如图 1 所示，通过胞内共表达

UDP-糖基转移酶UGT76G1和拟南芥来源的蔗糖合成

酶 AtSUS，实现 UDP 在全细胞催化反应中的胞内循

环，并对催化反应条件进行优化，大幅提高了重组毕

赤酵母催化合成 RA 的产量，从而为 RA 酶法生物合

成及其产业化应用提供技术支持。 

 
图1 催化合成RA过程 

Fig.1 Process of catalytic synthesis of RA 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 

菌株毕赤酵母(Pichia pastoris)GS115、大肠杆菌

（Escherichia coli）Top10、胞内表达可催化 ST 转化

为 RA 的 UDP-糖基转移酶菌株 GS115/pPIC9K- 

UGT76G1 及质粒 pPICZA 由华南理工大学微生物与

酶学实验室保藏。质粒 pUC57-AtSUS 由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成。 

1.1.2  工具酶与试剂 

限制性内切酶 EcoRI、NotI 和 MssI 购自宝生物工

程（大连）有限公司；KOD -Plus- Neo DNA 聚合酶、

质粒小量制备试剂盒、PCR 纯化试剂盒和琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司；酵

母提取物 YE（Yeast Extract）、胰蛋白胨（Tryptone）

从英国 Oxoid 公司购买；蛋白胨（Peptone）、无氨基

酸酵母氮源 YNB（Yeast Nitrogen Base）来自美国

BD-Difco 公司；甜菊苷（Stevioside）、莱鲍迪苷 A

（Rebaudioside A）由曲阜海根甜菊制品有限公司提

供；UDP 为上海士锋生物科技有限公司产品。 

1.1.3  培养基 

LB、YPD、MD、BMGY、BMMY 等培养基及

其配制方法参考美国 Invitrogen 公司的毕赤酵母表达

手册。 

1.2  方法 

1.2.1  目的基因的优化及合成 

在 NCBI 数据库中获得拟南芥来源的蔗糖合成酶

(GeneID：832206)。将该基因氨基酸序列送往南京金

斯瑞生物科技有限公司，经毕赤酵母密码子优化而获

得的碱基序列，全基因合成后克隆至质粒 pUC57，得

到含有蔗糖合成酶编码基因的重组质粒 pUC57- 

AtSUS。 

1.2.2  蔗糖合成酶表达载体的构建 

在 AtSUS 基因的两端引入 EcoRI 和 NotI 限制性

酶切位点，如下所示： 

AtSUS-F:5'-GTACGAATTCATGGCTAACGCCG

AG-3'(EcoRI)； 

AtSUS-R:5'-GATAGCGGCCGCTTAGTCATCCT

GAG-3'(NotI)，以含有编码蔗糖合成酶并经毕赤酵母

密码子优化的基因 AtSUS 的载体 pUC57-AtSUS 为模

板，进行 PCR 扩增。将 PCR 产物用试剂盒纯化，用

限制性内切酶 EcoRI 和 NotI 对 PCR 回收产物及质粒

pPICZA 分别进行双酶切，纯化回收后用 T4 连接酶进

行连接反应，连接产物转化大肠杆菌 E.coli 感受态细

胞，得到表达载体 pPICZA-AtSUS。 

1.2.3  双酶体系的构建及酶的诱导表达 

重组质粒 pPICZA-AtSUS 用限制性内切酶 MssI

线性化，电击转化毕赤酵母 GS115/ pPIC9K-UGT76G1

感受态中，涂布于 YPDZ 平板，于 30 ℃恒温培养 2~4 

d，挑取博来霉素抗性重组转化子，微波裂解菌体获得

基因组。以基因组为模板，进行 PCR 鉴定筛选得到重

组工程菌 GS115/pPIC9K-UGT/pPICZA-AtSUS。取毕

赤酵母重组工程菌接种到 10 mL BMGY 液体培养基

（50 mL 的锥形瓶）中，30 ℃恒温摇床 250 r/min 振

荡培养 16~18 h，至 OD600达到 4~6。离心后转至 25 mL 

BMMY 培养基（250 mL 的锥形瓶，控制起始 OD 值

约为 1.0），30 ℃恒温摇床 250 r/min 振荡培养。每隔

24 h 取 250 µL 诱导培养液，用于分析重组菌的生长情

况及重组酶的表达水平。每次取样完毕后，补加 1%

甲醇，连续诱导发酵 144 h。 

1.2.4  双酶法合成 RA 
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用 ST（甜菊苷）作为底物分析重组酵母菌的 RA

合成能力。摇瓶发酵后离心收集菌体，用 100 mM 磷

酸钾缓冲液（pH 6.5）洗涤两次。将菌体与反应底物

混合，控制细胞的 OD600为 30，200 μL 反应体系中终

浓度分别为 50 mM 磷酸钾缓冲液（pH 6.5），3 mM 

MgCl 2，10 mg/mL ST，0.6 mM UDP，50 mM 蔗糖。

将混合物在 35 ℃下反应 15 h，然后将反应物煮沸 5 

min。反应体系用蒸馏水进行 5 倍稀释后经 0.22 μm 膜

过滤后用于 HPLC 分析。 

1.2.5  双酶共表达体系催化条件的优化 

重组酵母工程菌 GS115/pPIC9K-UGT/pPICZA- 

AtSUS 合成 RA 的反应在含有 200 μL 反应物的 2 mL

离心管中进行，将离心管置于振荡培养箱中，通过单

变量优化实验对反应的温度、pH、UDP 浓度和蔗糖浓

度进行优化。 

使用含有 50 mM 磷酸钾缓冲液（pH 6.5），3 mM 

MgCl2，10 mg/mL ST，0.6 mM UDP，50 mM 蔗糖与

OD600为 30 的细胞混合，混合物在不同温度条件下，

200 r/min 下反应 15 h 来检测温度对 RA 合成的影响。

温度分别设定在 30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、

55 ℃。 

使用含有 50 mM 磷酸钾缓冲液，3 mM MgCl2，

10 mg/mL ST，0.6 mM UDP，50 mM 蔗糖与 OD600为

30 的细胞混合，混合物在 200 r/min，35 ℃下孵育 15 h

来研究 pH 对 RA 合成的影响，磷酸钾缓冲液 pH 分别

设定为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0。 

使用含有 50 mM 磷酸钾缓冲液（pH 6.5），3 mM 

MgCl2，10 mg/mL ST，50 mM 蔗糖以及不同浓度的

UDP 与 OD600为 30 的细胞混合，混合物在 200 r/min，

35 ℃下孵育15 h来研究UDP浓度对RA合成的影响，

反应物中的 UDP 浓度分别为 0.1 mM、0.2 mM、0.4 

mM、0.6 mM、0.8 mM、1 mM、1.2 mM、1.5 mM。 

使用含有 50 mM 磷酸钾缓冲液（pH 6.5），3 mM 

MgCl2，10 mg/mL ST，0.6 mM UDP，及不同浓度的

蔗糖与 OD600为 30 的细胞混合，混合物在 200 r/min，

35 ℃下孵育 15 h 来研究蔗糖浓度对 RA 合成的影响，

反应物中的蔗糖浓度分别为 10 mM、20 mM、30 mM、

40 mM、50 mM、60 mM、70 mM、80 mM。 

使用含有 50 mM 磷酸钾缓冲液，3 mM MgCl2，

10 mg/mL ST，最优浓度 UDP，最优浓度蔗糖与 OD600

为 30 的细胞混合，混合物在 200 r/min 及最优反应温

度条件下探究重组酵母菌株的生成 RA 的最高产量。 

1.2.6  HPLC 分析 

样品的高效液相色谱分析在 Waters 2690-2489 

HPLC 系统上进行，使用 Phenomenex Gemini 5u C18

柱（250 mM×4.6 mM），柱温为 40 ℃，UV 检测波长

为 210 nm。流动相A（1.38 g/L磷酸钠缓冲液，pH 2.6）：

流动相 B（乙腈）=68:32，1 mL/min。进样量为 10 μL。

使用莱鲍迪苷 A 标准品（99%）和甜菊苷（95%）通

过外标法进行定量。RA和ST浓度的线性范围为0.1~2 

g/L。 

1.2.7  数据统计分析 

每个重组酵母菌株重复发酵三次，每次反应合成

RA 设置三个平行，数据值为平行样品的平均值，用

误差线表示标准偏差。 

2  结果与讨论 

2.1  重组毕赤酵母 GS115/pPIC9K-UGT/ 

pPICZA-AtSUS 的构建 

以质粒 pUC57-AtSUS 为模板，PCR 扩增得到约

2400 bp 的 AtSUS 基因片段，经限制性内切酶 EcoRI

和 NotI 双酶切后，连接载体片段构建 pPICZA-AtSUS

重组质粒。重组质粒经限制性内切酶 EcoRI 和 NotI 双

酶切并用凝胶电泳鉴定。如图 2a 所示，双酶切得到两

条带分别为 3300 bp 和 2400 bp，与预期的目的片段大

小一致，经 DNA 测序后无碱基突变，结果正确，重

组质粒成功构建。 

重组质粒 pPICZA-AtSUS 经限制性内切酶 MssI

线性化后电转化毕赤酵母 GS115/pPIC9K-UGT76G1

感受态中。YPDZ 平板初筛得到的重组转化子，微波

裂解粗提基因组经 PCR 凝胶电泳鉴定。如图 2b 所示，

在 2700 bp 左右扩增出一条特异性条带，与预期的目

的片段大小一致，表明 pPICZA-AtSUS 已成功整合到

GS115/ pPIC9K-UGT76G1 基因组上。 

   
图2 重组质粒的双酶切鉴定及转化子PCR鉴定 

Fig.2 Double enzyme digestion of recombinant plasmid and 

identification of transformants by PCR 

2.2  双酶共表达催化合成 RA 
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重组菌经甲醇诱导 144 h 后，生长情况正常，如

图 3 所示。利用不同发酵时间的菌体进行 RA 合成反

应并检测产物，RA 产量如图 4 所示。从图中可知，

以蔗糖和 UDP 为底物时，SUS 可与 UGT 形成级联反

应，实现 UDP 循环，进而催化合成 RA。以发酵 120 h

的菌体作为全细胞催化剂时，RA 产量最高，达到 0.58 

mg/mL。双酶体系生产 RA 解决了 UDPG 的经济性问

题，为工业化生产 RA 提供了思路。 

 
图3 重组毕赤酵母菌株生长曲线 

Fig.3 Recombinant Pichia pastorisGrowth Curve 

 
图4 不同发酵时间菌体催化合成RA 

Fig.4 Catalytic synthesis of RA by different fermentation time 

2.3  全细胞催化体系的条件优化 

2.3.1  温度对 RA 合成的影响 

 
图5 最适温度测定曲线 

Fig.5 Optimum Temperature Curve 

催化反应的温度对RA合成有很大的影响。如图5

所示，在30 ℃时，重组菌的酶活性受到一定的限制，

RA产量较低，合成量仅为0.82 mg/mL。随着温度增加

至45 ℃，RA产量随温度升高而增加。但当温度继续升

高时，RA产量降低，原因可能是过高的温度导致合成

RA的酶失活。双酶体系催化合成RA的最适温度为

45 ℃。 

2.3.2  pH 对 RA 合成的影响 

在催化反应中，pH 的微小变化就会引起酶活性

的变化。实验研究了不同 pH 的缓冲液对全细胞催化

合成 RA 的影响。如图 6 所示，虽然蔗糖合成酶的最

适 pH 值为 5.0，但过酸性条件并不适合 RA 生产。重

组菌 GS115/pPIC9K-UGT/pPICZA-AtSUS 在中性 pH

环境中能够更好地催化 RA，优化得到的最佳 pH 值为

7.0，在该 pH 条件下，RA 产量达到最高。 

 
图6 最适pH测定曲线 

Fig.6 Optimum pH curve 

2.3.3  UDP 浓度对 RA 合成的影响 

 
图7 最适UDP浓度测定曲线 

Fig.7 Optimum UDP concentration curve 

双酶体系催化合成 RA 中，蔗糖合成酶能够催化

UDP 生成 UDPG，实现 UDPG 的再循环利用。同时，

UDP 是 UGT76G1 催化 ST 形成 RA 的产物。通过设

定从0.1 mM至1.5 mM的8个浓度来研究该催化体系

的最适 UDP 浓度。如图 7 所示，当增加反应物中的

UDP 浓度时，RA 合成并不能随之持续增加。当 UDP

浓度为 1.0 mM 时，RA 产量达到最高水平。在此基础

上继续增加 UDP 浓度，RA 的产量则下降。 
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2.3.4  蔗糖浓度对 RA 合成的影响 

蔗糖作为蔗糖合成酶的底物，其浓度会对 SUS

产生 UDP-葡萄糖有影响。缺乏底物蔗糖将会对 UDP-

葡萄糖的再循环产生限制。同时，SUS 催化的蔗糖和

果糖之间的反应是可逆的，这就需要过量的蔗糖来避

免产物抑制并确保反应向正反应方向进行。通过研究

从 10 mM 至 80 mM 的不同蔗糖浓度确定了蔗糖的最

适浓度。如图 8 所示，当增加蔗糖浓度时，RA 的浓

度持续增加，当蔗糖浓度达到 70 mM 时，RA 产量达

到最高，证明该浓度是反应的最佳蔗糖浓度。 

 
图8 最适蔗糖浓度测定曲线 

Fig.8 Optimum sucrose concentration curve 

2.3.5  最优条件下 RA 的合成产量 

在对上述反应条件进行优化后，得到重组毕赤酵

母菌株 GS115/pPIC9K-UGT76G1/pPICZA-AtSUS 反

应生成 RA 的最适温度是 45 ℃，pH 7.0，UDP 浓度 1 

mM，蔗糖浓度 70 mM。在上述最适反应条件下，将

OD600为 30 的细胞与 3 mM MgCl2，10 mg/mL ST 混

合后反应 15 h，合成的 RA 产量为 7.46±0.19 mg/mL，

较条件优化前提高了 12.87 倍。 

3  结论 

3.1  莱鲍迪苷 A 作为甜菊糖苷中甜味最高、口感最好

的成分，获取高纯度莱鲍迪苷 A 的产品是甜菊糖产品

的一个重要发展方向。本研究建立了双酶级联催化反

应，实现了全细胞催化及胞内 UDP 循环利用。生产

RA 的最优条件为反应温度 45 ℃，pH 7.0，UDP 浓度

1 mM，蔗糖浓度 70 mM，在该条件下，菌株 GS115/ 

pPIC9K-UGT76G1/pPICZA-AtSUS 可催化 10 mg/mL 

ST 合成 7.46 mg/mL RA，与此前报道的酿酒酵母[12]

相比有较大提高。 

3.2  利用毕赤酵母胞内共表达 SUS 与 UGT76G1，可

以在催化过程中实现级联反应，实现全细胞催化反应

中胞内 UDP 的循环，提高菌株催化 ST 合成 RA 的能

力，为利用 ST 催化合成 RA 的规模化生产提供了可

能。为进一步提升 RA 合成产率，后续研究需对共表

达体系中双酶配比等进行进一步优化。 
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