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摘  要：肝素是动物源高度硫酸化、非均一的线性糖胺聚糖。芳基磺基转移酶参与肝素生物合成中磺基供体 3′–磷酸

腺苷–5′–磷酰硫酸(PAPS)的合成与再生，是实现肝素生理功能的关键酶。目前已报道的芳基磺基转移酶存在种类少、

表达量低等问题。本研究采用隐马尔可夫模型挖掘获得 10 个鸟类来源的磺基转移酶，对新基因进行密码子优化并全

合成到表达载体 pET-32a 上，转入大肠杆菌(Escherichia coli)BL21 进行诱导表达。通过优化培养基成分、诱导温度、异

丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)浓度以及摇床转速，成功实现 S4 和 S8 的异源表达。在 TB 培养基中、诱导温度为

16 ℃、使用 0.4 mmol/L IPTG 进行诱导、200 r/min 转速条件下，菌株 BL21/pET32a-Mbp-S4 的 S4 蛋白表达量为

60.6 mg/L。对 S4 蛋白进行纯化和酶活力表征，S4 蛋白的最适反应温度为 40 ℃，最适反应 pH 为 7.0，比活力为

3.3 mU/mg。通过超高效液相色谱-质谱(UPLC-MS)检测酶修饰后产物，进一步验证 S4 蛋白为芳基磺基转移酶。芳基

磺基转移酶 S4 的成功表达为 PAPS 再生提供了功能元件。 
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Abstract：Heparin is a highly sulfated and heterogeneous linear glycosaminoglycan of animal origin. Aryl sulfotransferase 

participates in the synthesis and regeneration of 3′-pho-sphoadenosine-5′-phosphosulfate (PAPS) of the sulfonic acid donor 

in heparin biosynthesis，and is a key enzyme to realize the physiological function of heparin. At present，aryl sulfotrans-

ferases have been reported to have such problems as few species and low expression amount. In our present study，the hidden 

Markov model was used to obtain 10 sulfotransferases derived from birds，and the codon was optimized and fully synthe-

sized into the expression vector pET-32a，and the E. coli BL21 was transferred to induce expression. The heterologous ex-

pressions of S4 and S8 were achieved successfully by optimizing the medium composition，induction temperature，

isopropylthio-β-D-galactoside (IPTG) concentration and shaker speed. In TB medium，induction at 16 ℃ using 0.4 mmol/L 

IPTG was expressed with strain BL21/pET32a-Mbp-S4 at 200 r/min. The expression of the target protein reached 60.6 mg/L. 

The purification and characterization of S4 proteins showed that the optimal reaction temperature，pH and specific enzyme 

activity reached 40 ℃，7.0 and 3.3 mU/mg，respectively. The modified product was detected by UPLC-MS，and S4 was fur-

ther verified as sulfonyltransferase. The successful expression of novel sulfotransferases S4 has provided an effective element 

for PAPS regeneration. 
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肝素(heparin)是动物结缔组织中肥大细胞产生

的一种高度硫酸化、非均一的线性糖胺聚糖[1]，具有

抗凝血、抗血脂、抗炎、抗肿瘤和抑制细菌黏附等作

用[2-3]。近年来，在新冠病毒感染重症患者治疗过程

中，肝素可减少血栓和炎症形成，导致其需求激增，

美国食品药品监督管理局(Food and Drug Administra-

tion，FDA)将肝素列为目前最短缺的药品之一[4]。我

国是肝素生产大国，肝素主要是从猪小肠提取[5]，存

在转化率低、生产过程污染严重、原料受生猪供给影

响、副产物多和临床副作用大等问题[5-7]。建立绿色、

稳定的肝素制造工艺，对于巩固我国肝素产业优势地

位、提升我国多糖产业绿色发展能力具有重要意义。 

微生物-酶法合成肝素因其原料稳定、过程绿

色、产品结构可控等特点受到广泛关注，是肝素绿色

合成的重要方向。该方法首先通过微生物菌种发酵

蔗糖合成肝素原，再经系列磺基转移酶按序催化合成

肝素[7]，这些磺基转移酶修饰过程需要大量使用 3'-

磷 酸 腺 苷 -5'- 磷 酰 硫 酸 (3'-pho-sphoadenosine-5'-

phosp-hosulfate，PAPS)作为磺基供体，而 PAPS 成本

高(＞1 万元/g)且易分解，不利于工业化生产。因此，

研究 PAPS 高效合成/再生系统、实现 PAPS 高效供给

具有重要应用价值[8-9]。磺基转移酶(sulfotransferase，

ST，EC 2.8.2.-)是指催化磺基基团从 PAPS 上转移给

各种受体分子[10]同时生成 3'-磷酸腺苷-5'-磷酸(3′-

phosphoadenosine-5′-phosphate，PAP)的一类酶。磺基

转移酶存在于大多数生物组织中，可介导不同类别受

体硫酸化，以实现各种生物功能[11-12]，包括解毒、细

胞信号转导和受体结合的调节等[13-14]。在微生物-酶

法合成肝素途径中，芳基磺基转移酶Ⅳ(aryl sul-

fotransferase，ASTⅣ，EC2.8.2.1)
[15]可以使用廉价的

对硝基苯酚磺酸盐(p-nitrophenol sulfate，PNPS)和催

化量的 PAP 合成 PAPS，这是目前肝素合成研究中常

用的 PAPS 再生方法[16]
(图 1)。该方法可以在反应体

系中消除 PAP 对磺基转移酶抑制的同时促进 PAPS 再

生[17]。目前 ASTIV 在受体特异性和抑制机制[17]等方

面已取得一定研究进展，其表达元件数量稀少，主要

来源于鼠源和人源，且表达量低，稳定性差[18-22]，在

工业化生产中受限，难以发挥良好的催化作用[23-24]。 

  隐马尔可夫模型(hidden Markov model，HMM)

是一个动态的统计模型[25]，结合计算机技术、统计学

和分子生物学用于蛋白质研究，是生物信息学研究的

新领域[26]，其构建首先基于同一催化功能家族序列

进行精确建模，其对序列描述指标不仅限于序列相似

性，而且也包括酶活性结构等指标。因此利用隐马尔

可夫模型可以综合序列、结构、性能等特征更精准地

挖掘新型磺基转移酶，为 PAPS 再生系统提供新元

件，对构建高效低成本的酶法合成肝素工艺具有重要

意义。本研究建立磺基转移酶数据库，构建隐马尔可

夫模型并扫描数据库，筛选获得一系列不同来源的磺

基转移酶。在本研究中，重点关注和研究了尚未报道

的鸟类来源的磺基转移酶，并在大肠杆菌中进行异源

表达和表征，为高效 PAPS 再生系统提供核心元件。 

 

图 1 PAPS再生系统 

Fig. 1 Regeneration system of PAPS 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株、质粒与引物 

本实验所用表达载体为 pET32a，质粒保存在大

肠杆菌(Escherichia coli)DH5α菌株中，构建的大肠

杆菌出发菌株为 E. coli BL21 TrxB(DE3)。 

1.1.2 试剂与仪器 

检测引物：5′-AOX(GCTAGTTATTGCTCAGCG 

G)，3′-AOX(TAATACGACTCACTATAGGG)，由安

升达(北京)科技有限公司合成。 

2×M5 HiPer plus Taq HiFi PCR mix，北京聚合
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美生物科技有限公司；质粒提取试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；异丙基硫代-β-D-半乳糖苷

(IPTG)、氨苄霉素和卡那霉素，北京酷来搏科技有限

公司；C500096 淀粉树脂凝胶柱，生工生物工程(上

海)股份有限公司；PAP 和 PNPS，美国 Sigma 公司；

其他化学试剂均为进口或国产分析纯试剂。 

ZQZY-98B 型大容量全温振荡培养箱，上海知

楚仪器有限公司；SCIENTZ-207A 型高压均质机，宁

波新芝生物科技股份有限公司；Nexera 30A 型超高

效液相色谱 (UPLC) 分析仪，日本 Shimadzu；

TripleTOF
TM

 5600型质谱(MS)仪，美国 Applied Bio-

system Sciex公司；Multiskan SkyHigh型全波长酶标

仪，赛默飞世尔科技公司；PowerPac 型电泳仪，美国

Bio-Red公司。 

1.1.3 培养基 

LB 培养基：酵母粉 10 g/L，蛋白胨 5 g/L，NaCl 

5 g/L。 

TB 培养基：酵母粉 24 g/L，蛋白胨 12 g/L，甘油

4 mL/L，KH2PO4 2.31 g/L，K2HPO4 12.54 g/L。 

1.2 方法 

1.2.1 目的基因的优化与合成 

利用隐马尔可夫模型挖掘获得新型磺基转移酶

S1—S10(表 1)，基因序列根据大肠杆菌密码子偏好

性进行密码子优化后交由安升达(北京)科技有限公

司合成，构建到表达载体 pET-32a 的多克隆位点

BamHI 和 XholI 之间，在 N 端添加麦芽糖结合蛋白

Mbp，并带有 TEV 酶切位点。 

表 1 新型磺基转移酶信息 

Tab. 1 Novel sulfotransferases information 

编号 GenBank 来源 长度/aa 

S1 OPJ76008.1 斑尾鸽 576 

S2 POI24850.1 灰胸竹鸡 309 

S3 POI29181.1 灰胸竹鸡 272 

S4 POI29183.1 灰胸竹鸡 296 

S5 POI34478.1 灰胸竹鸡 184 

S6 RMB94193.1 家燕 466 

S7 RMC02322.1 家燕 197 

S8 RMC11524.1 家燕 309 

S9 RMC13930.1 家燕 296 

S10 RMC14328.1 家燕 319 

 

1.2.2 大肠杆菌重组菌株的构建 

过夜培养构建的 DH5α/pET32a-Mbp-S1-S10 菌

株，提取质粒 pET32a-Mbp-S1-S10，化学热激法转化

到 E. coli BL21 TrxB(DE3)菌株中；涂布于 LB 固体

培养基(氨苄霉素和卡那霉素抗性)，培养 12 h 后挑

取单克隆进行菌落 PCR 验证，经过测序验证正确后

保藏菌株。 

1.2.3 诱导表达 

挑取测序正确的 BL21/pET32a-Mbp-S1-S10 单

菌落置于 2 mL TB液体培养基中，添加 100 μg/mL氨

苄霉素和 50 μg/mL 卡那霉素，37 ℃、220 r/min 过夜

培养。按照 1%接种量转接到含有相同抗性的 20 mL 

TB培养基(100 mL三角瓶)培养，当测定 A600＝0.6～

0.8 时，摇床降温到 16 ℃，加入 0.4 mmol/L IPTG(终

浓度)，诱导培养 20 h。培养结束后，取 1 mL 发酵液

在 4 ℃、5 500 r/min条件下离心 10 min，收集菌体，加

入 500 μL 磷酸盐缓冲液重悬菌体，放置在冰上，使用

超声破碎仪破碎(功率 300 W，工作 5 s，停止 3 s，工

作 10 min)，低温高速离心 10 min，分离并收集破碎

上清液和不溶物，对样品进行 SDS 聚丙烯酰胺凝胶

电泳(SDS-PAGE)分析。 

1.2.4 表达条件优化 

为获得较多可溶性目的蛋白，对目的蛋白进行表

达优化，即不同的培养基、诱导温度、IPTG 终浓度和

摇床转速对目的蛋白表达量的影响[27]。诱导表达条

件优化见表 2。 

表 2 诱导表达条件优化 

Tab. 2 Optimization of induced expression conditions 

编号 培养基 温度/℃ IPTG 终浓度/(mmol·L
-1

) 转速/(r·min
-1

)

1 TB 16 0.2 120 

2 TB 16 0.2 200 

3 TB 16 0.4 120 

4 TB 16 0.4 200 

5 TB 16 0.6 120 

6 TB 16 0.6 200 

7 TB 22 0.2 120 

8 TB 22 0.2 200 

9 TB 22 0.4 120 

10 TB 22 0.4 200 

11 TB 22 0.6 120 

12 TB 22 0.6 200 

13 LB 16 0.2 120 

14 LB 16 0.2 200 

15 LB 16 0.4 120 

16 LB 16 0.4 200 

17 LB 16 0.6 120 

18 LB 16 0.6 200 

19 LB 22 0.2 120 

20 LB 22 0.2 200 

21 LB 22 0.4 120 

22 LB 22 0.4 200 

23 LB 22 0.6 120 

24 LB 22 0.6 200 
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1.2.5 重组蛋白的纯化 

取诱导培养发酵液 0.8 L，在 4 ℃、5 500 r/min 条

件下离心 10 min，收集菌体。加入纯化缓冲液(pH 

7.4，20 mmol/L Tris-HCl，0.2 mol/L NaCl，200 mmol/L 

EDTA，1 mmol/L DTT)重悬菌体，使用高压均质机在

4 ℃、1 000 MPa 压力下破碎菌体 5 min。在 4 ℃、

12 000 r/min 条件下离心 10 min，收集破碎上清液，得

到粗酶液。 

利用淀粉树脂凝胶柱 C500096 纯化目的蛋白，

用 5倍柱体积的过柱缓冲液洗涤平衡柱料备用，将粗

酶液流经淀粉树脂柱；用 10 倍柱体积的过柱缓冲液

清洗柱子，再向过柱缓冲液中加入 10 mmol/L 麦芽糖

混匀后洗脱目的蛋白。 

1.2.6 酶学性质表征 

酶活性测定：将 20 μg S4 加入含有 50 μmol/L 

PNPS、50 μmol/L PAP 的 50 mmol/L Tris-HCl缓冲液

(pH 7.0)中，用蒸馏水补齐至总体积为 200 μL。使用

酶标仪每间隔 1 min 测定 400 nm 处吸光度，利用标

准曲线计算 PNP 浓度，以不添加酶的体系为对照。

酶活力定义为：在测定条件下，每分钟催化生成

1 μmol PNP所需要的酶量为 1个酶活力单位。 

最适温度：在 pH 7.0 的缓冲体系中测定不同温

度下 S4 的酶活力，以最高酶活力为 100%计算相对

酶活力，考察温度对重组酶活力的影响。 

最适 pH：设置不同 pH 的缓冲液，当 pH＝4.0～

5.0 时，选用乙酸-乙酸钠缓冲液；当 pH＝6.0～7.0

时，选用 2-(N-吗啡啉)乙磺酸缓冲液；当 pH＝8.0～

9.0 时，选用三羟甲基氨基甲烷盐酸盐缓冲液。配制

pH 4.0～9.0 的缓冲液，在最适温度下测定酶活力，探

究不同 pH 条件下的酶活力。以最高酶活力计为

100%计算相对酶活力，考查 pH 对酶活力的影响。 

1.2.8 反应产物分析 

取 400 μg 纯酶加入含有 3 mmol/L PAPS 、

3 mmol/L PNP、50 mmol/L Tris-HCl(pH 7.0)的体系

中，用蒸馏水补齐至 200 μL，在最适反应条件下反应

10 h。将上一步中的反应体系置于 100 ℃金属浴中

10 min后，冷却至室温。 

在负电喷雾电离(ESI)模式下，使用超高效液相

色谱(UPLC)系统结合质谱分析酶修饰产物。使用

SeQuant ZIC-HILIC 色谱柱 (100 mm× 2.1 mm ，

3.5 μm)进行液相色谱鉴定，分别以 10 mmol/L 乙酸

铵 (A) 和 100% 乙 腈 (B) 为 流 动 相 ，流 量 为

0.2 mL/min 。梯度如下：0～3 min ，90%  B；＞3～

6 min，90%～60%  B；＞6～25 min，60%～50%  B； 

＞25～30 min，50%  B；＞30～30.5 min，50%～90%  

B；＞30.5～38 min，90%  B。 

2 结果与分析 

2.1 基因挖掘 

  利用 BLAST 程序分析建立含有 17 720 条磺基

转移酶基因容量数据库，以此作为目标物种蛋白质数

据库。图 2 显示了数据库分类情况，选择鸟类(Aves)

来源的 4 614 条序列作为目标物种蛋白质数据库。使

用 HMMER 命令行工具分析多序列比对结果，构建

HMM 数据集，使用 HMM 数据集扫描目标物种蛋白

质数据库，挖掘磺基转移酶基因家族未报道与未注释

的新基因，比较候选基因组学分析获得 10 条来源于

鸟类的磺基转移酶(S1—S10)，使用 SignalP 5.0 对序

列在线分析信号肽和跨膜区，确定蛋白质表达区域。 

2.2 重组大肠杆菌表达载体的构建 

将 pET32a-Mbp-S1—S10质粒分别转化到 E. coli 

BL21 TrxB(DE3)菌株中，利用菌落 PCR验证筛选得

到阳性转化子(图 3)。理论上 S1—S10 PCR 检测目

的片段大 小 分 别 为：3 171 bp 、2 370 bp 、2 259 bp 、

2 331 bp 、1 914 bp 、2 754 bp 、1 863 bp 、2 319 bp 、

2 332 bp、2 340 bp。选择核酸电泳条带正确的菌株送

往安升达(北京)科技有限公司进行测序分析，将测序

结果与目标序列进行比对，得到重组菌株 BL21/ 

pET32a-Mbp-S1—S10。 

2.3 诱导表达及条件优化 

  对菌株 BL21/pET32a-Mbp-S1—S10 进行诱导表

达，胞内可溶蛋白电泳结果如图 4 所示，目的蛋白大

部分以包涵体的形式存在(图 5)。由图 4 分析可知，

S4 和 S8 条带与目标蛋白的相对分子质量相符(理论

相对分子质量分别为 7.61×10
4

和 7.60×10
4

)，结合

质谱检测结果，表明实现了 S4 和 S8 两种磺基转移

酶在大肠杆菌表达体系中的异源表达。 

  参考大肠杆菌表达优化策略进行诱导条件优 

化[22]，诱导温度、摇床转速、IPTG 浓度以及培养基种

类等因素可能对蛋白质折叠、菌体生长等方面有重要

影响。本实验对影响因素进行了组合优化(见表 2)，

选择表达量较好的菌株 BL21/pET32a-Mbp-S4 进行

诱导表达条件优化，进一步提高目的蛋白 S4 的可溶

性表达。利用 SDS-PAGE 检测不同培养条件下蛋白

质表达情况，结果如图 6所示。 
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图 2 磺基转移酶基因检索结果分类分布情况 

Fig. 2 Taxonomic distribution of all search hits 

 

S1—S10. 重组菌株；M. marker。 

图 3 重组菌株 BL21/pET32a-Mbp-S1—S10的 PCR验证 

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of BL21/pET32a-Mbp-
S1-S10 PCR product 

 

S1—S10. 重组菌株；CK. BL21/pET32a-Mbp；M. marker。 

图 4  BL21/pET32a-Mbp-S1—S10 菌株胞内可溶性蛋白

的 SDS-PAGE电泳条带 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of intracellular soluble

proteins in BL21/pET32a-Mbp-S1-S10 

  对照组为 BL21/pET 32a-Mbp，仅含有 Mbp 标

签，大小为 4.29×10
4

，带有 Mbp标签的 S4蛋白大小

为 7.61×10
4

。目的蛋白在 TB 培养基条件下的表达

情况普遍优于 LB 培养基，可能是由于 TB 培养基成

分较 LB 培养基更为丰富。另外，在诱导温度较低的

条件下，目的蛋白表达普遍较好，较高的温度可能增

加了蛋白质合成的速度、折叠中间体形成聚集体的速

度以及疏水相互作用力，表达的蛋白质易于以包涵体

的形式存在。在 TB 培养基中、诱导温度 16 ℃、使用

0.4 mmol/L IPTG 进行诱导、200 r/min 转速条件下，

菌株 BL21/pET32a-Mbp-S4 表达效果最好〔图 6(a)

泳道 4〕。 

 

S1—S10. 重组菌株；CK. BL21/pET32a-Mbp；M. marker。 

图 5 BL21/pET32a-Mbp-S1—S10 菌株胞内不溶性蛋白

的 SDS-PAGE电泳条带 

Fig. 5 SDS-PAGE analysis of intracellular insoluble 

proteins in BL21/pET32a-Mbp-S1-S10 
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1—24. BL21/pET 32a-Mbp-S4 的细胞内上清液，培养条件依次与表 1 中的相对应；CK. BL21/pET 32a-Mbp 的细胞内上清液；M. marker。 

图 6 S4异源表达条件优化 SDS-PAGE分析 

Fig. 6 SDS-PAGE analysis of S4 expression in E. coli 

2.4 重组蛋白纯化 

  重组大肠杆菌 BL21/pET32a-Mbp-S4 和 BL21/ 

pET32a-Mbp-S8表达的重组蛋白 N端添加Mbp融合

标签，利用此融合标签使用淀粉树脂亲和层析纯化目

的蛋白。图 7泳道 1 为 S4粗酶液，因此含有大量杂蛋

白，纯化后得到较纯的重组蛋白 S4(图 7 泳道 2)。S4

重组蛋白质量浓度为 9.7 mg/mL，产量为 60.6 mg/L。

S8 多次纯化都无法得到样品，可能是由于蛋白质未

正确折叠导致标签暴露不充分，因此后续实验重点探

究高效可溶性表达蛋白 S4。 

 

M. marker；1. S4 粗酶液；2. 纯化后重组蛋白 S4。 

图 7 重组 S4酶纯化前后的 SDS-PAGE电泳条带 

Fig. 7 SDS-PAGE analysis of S4 purified before and after 

2.5 酶学性质表征 

2.5.1 最适温度 

本研究挖掘到的 S4 来源于鸟类，其最适反应温

度可能接近于 36～42 ℃(大多数的鸟类体温)。S4 的

最适温度结果如图 8 所示。结果表明，当反应温度达

到 40 ℃时，S4 的相对酶活力最大(图 8)，随着反应

温度继续升高，相对酶活力逐渐减小，当温度为

50 ℃时，S4 仍保持 70%相对酶活力，其催化反应温

度范围较宽，与常见的鼠源 ASTIV(反应温度在 25～

37 ℃)
[28-33]相比具有较好的耐高温能力，可为工业生

产提供稳定性更高、耐受性更强的生物催化剂。 

 

图 8 S4 的最适温度  

Fig. 8 Optimal temperature of S4 

2.5.2 最适 pH 

S4 的最适 pH 如图 9 所示。结果表明，当反应

pH 为 7.0 时，S4 的相对酶活力最大(图 9)，当 pH 为

9.0 时，S4 的相对酶活力降低至 50%左右，其催化反

应 pH 范围较宽，可在复杂反应体系中稳定发挥作

用，具有较好的应用前景。 

 

图 9 S4 的最适 pH 

Fig. 9 Optimal pH of S4 

2.5.3 酶活力 

在重组蛋白 S4 的最适反应条件，即 40 ℃、pH＝

7.0 的缓冲体 系下，测定 S4 纯酶 的比活力 为

3.3 mU/mg，纯酶的总酶活力为 13.2 U/L 是粗酶液的

4.73倍。 

2.6 反应产物分析 

反应体系以 PNPS 为磺基供体，生成 PAPS，但
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是 PAPS 在体外极不稳定，极易降解为 PAP。芳基磺

基转移酶参与该反应的催化作用是可逆的[20]，其正

向反应为催化磺基从 PAPS 转移到 PNP 上，并生成

PNPS。本实验采用正向测定体系，验证 S4 反应修饰

产物。使用 UPLC-MS 检测，在负电模式下，标准品

在保留时间为 0.680 min 的液相峰〔图 10(a)〕m/z

为 215.977 0〔图 11(a)〕，实验组在保留时间为

0.688 min 的液相峰〔图 10(b)〕m/z 为 215.977 2

〔图 11(b)〕，重组蛋白 S4 反应修饰后得到的产物

为 PNPS，进一步验证 S4 为芳基磺基转移酶。 

 
              (a) PNPS 标准品                        (b) S4 

图 10 PNPS标准品和 S4的超高效液相色谱图 

Fig. 10 UPLC of S4 and PNPS standards 

 
             (a) PNPS 标准品                          (b) S4 

图 11 PNPS标准品和 S4的质谱图 

Fig. 11 MS of S4 and PNPS standards 

3 结 语 

通过隐马尔可夫模型挖掘筛选了 10 条鸟类来源

的磺基转移酶，并在大肠杆菌中进行表达。通过添加

Mbp 融合标签和培养条件优化等，实现了 S4 的可溶

性表达。对 S4 蛋白进行了纯化和表征，S4 的比活力

达到 3.3 mU/mg，最适反应温度为 40 ℃，最适反应

pH 为 7.0。与已报道的磺基转移酶相比，S4 在温度耐

受性和 pH 作用范围方面具有显著优势，为构建高效

PAPS 再生系统提供了功能元件。本研究建立的基于

隐马尔可夫模型的磺基转移酶筛选方法为选育功能

酶元件进行了积极探索。后续将解析 S4 蛋白质结

构，通过理性设计和高通量筛选进一步提升酶蛋白催

化活性，通过优化表达系统，提升酶蛋白表达水平，

支撑高效 PAPS 再生系统和低成本微生物-酶法合成

肝素工艺构建。 
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