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�#���!��"�//�
��"� #������!��?�&��!�6������#�!��!���.�$�$�A��C2	���CG	�������CFB� ������!��

#�,�#�&�*�&��$��!�
0	��9	�
0	�����
0�	� �$6��!�*�&���-!�?�$��&$����$� *���!�!�!��#�!��!���C2�

 ������!�����$!�//�
�����&���� &�� �!���!��?�&��!�6������!��#�!��!$���CF�������CG��.��

6�$$��&�� ��$���?�$�!�!�!��!� #�$!���&�!���"�!����C2�?�$�&�?� �!���!�!��"�!��?�&��!�6������

�!� �!?��#�!��!$�� � � �

)��� �!���6!�#�&������!���$�A6��9�:	�!�#6� �!� ���9���	�����!��#�$$� �!����"���//�!��#�&!�$�	�

�4�B	�!��//�
��!�!� ��"�!��?�&��!�6������#�!��!$�A��C2	���CG	�������CFB� ������0�8:	�0�;
	���09	�

�������
��I�	� �$6��!�*�&���.��//�
��!�!� ����!��#�!��!���CF�?�$����
�"�&���"�!�!�6 ����������!��

?�&��!�6����.�$���






  

8 
 

#����	��	
��
��������
��
��	
�	������
*��	����
���
��	����
���������
��
%&'��	
 


.���,6� �#��!�&���!���"�@���!��$� ���!����"� �!��?�&��!�6������#�!��!���.�$�$�?� ����$!�"�!!���

���!��(5��!����A�B�A��B�A��!����!�$�?�B	�������!�������� #�&�6����6����!�6���"�@���!��$��.��@���!���

6� �#�!� $�?� ����!���������6&�!!����!���,6� �#��!���!����$������!��(5��!����A�B�����?� ��&�$!���

���.��&��
��-!����&�����$����!�!�!��#�,�#�&� ���!���� �!��A$� �%B��"�!��#�!��!���.�$�$�A��CF	���C2	�
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� /&&�!��! ���#�!��!$���CF	���C2	�������CJ�$�?��������� ��$�����$6 �6� !����!������!�*�!�����
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�:	������8��H	� �$6��!�*�&���.��$�#�&!�����$���� ��$���"�!����$6 �6� !����!������!�*�!������
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�����&���"�! ���#�!��!$�������!���!�!�!����$6 �6� !����!�����"���.�$��#������!��#����
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B�A������B	�����!�� �$������C�����6��������#6� !��!�6�$�!�������

$��$! �!�����������!����$��$�!���A
0	��:B�%��!��$�5��������#6� �$��$��"���.�$�$�" �#���""� ��!�$�� ��$	�

�!�?�$���$� *���!�!�!���#��������� �$������!�!���C�6�$�!����������&�� ���$� �#���!�����#����

��""� ��!�� ��6$��"���.�$�$�AK�	�L�	�����O���.�$�B��A������B�.�$�$����$!���!�!�!���#��������� �$�����

�!�!���C�6�$�!�����"���.�$��6&�������@��� �&�����!��6 ����!�$6���"���!���-������!���	�?���!��/ ��C�

�"���.�$�����������	
����	���
�$! ����
:����.�$��?�$� �6&�����?�!�! �6!�6��	�!�����&���!����

��!�*�!����� ��$��	�?�&��!����$6 �6� !����!���������� �&�$�$���!�*�!��$���� ��$��	�A������B�������!����

!�!�!�� �$������C��&$���""��!���!����""� ��!� ���!������!�*�!��$��"���.�$���.� �"� �	�!�� �$������C�

�"���.�$��#��!������� ����&�$�!��"� ��&&�!�� ���!���$��"���.�$������?�$�$�&��!����$�!��#�!�!����$�!��

���!�$�?� @�� �

%����$����!�#�&!�$������#�&!��,��$��� ��$� !�&���� ��&���$���� ���$	�� ��?�����$! ��!���

!�� �!���&�$! ��!� �$��"�!��?�&��!�6������#�!��!���.�$�$�����#���&�����#6&�,�$! ��!� �$��"�!��

��.�$��?�!�#�&!��,��$��!���,6&� ��!��6�$$��&��#�����$#� �$6��$��&��"� �!����������
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�?�!���������$�#����&���#�&!��,��$�������!� � �*��&���!�!�!�����!�

���"� #�!����?�$�$!���&������������ ���������������!?����!����$��C�����!��$��� ��!�$��$�!��

���A��B�.� �"� �	�������� �����
���.�$�	����� ����������#��!��&$���,�$!���!?������$�C�����!��

$��� �$��$! �!��A2����
A/BB����?�*� 	�6���&�&�����	�6 �&���	�����!� �$���� �#�*����&&�6�$$��&��

�� ���������������!� ��!���$�?�!�!��$��� ��!����$��$�!������!��!�� �&�?� ��� �6�&���!������

$� !� �$����������-��!��6 �$��!�?� @	�!����� ��$������&���!������!�*�!���"�!��#�!��!$���C2	���CG	�

������CF�?�$���$� *���A.��&���B	�6�$$��&������!��!�� �#�*�&��"��&&�6�$$��&���� �������������

��!� ��!���$�?�!���!� #����!���!�$��$�!�����A2����
A%B	�A�B�����A�BB����#6� ���!����CF�������CG	�!��

#�!��!���C2��������� ��� �&�$�$� ���!������!�*�!��A.��&���B��

-!�?�$�6 �*���$&�� �6� !���!�!�!��/ ��C��"�?�&��!�6����.�$��" �#�������	���
�$! ����
:�����&��

"� #��� �������������?�!����&�����#6����$�������!� ��!�?�!����&���,! ��$���!���!�&���� �

�&���$���� ���$	�A��B�����!�$�!�� �$������C�#����""��!���.�$�� ���!���$�?�!����&���� �&���� �

$��$! �!�$��.� �"� �	�?�����&��$�66�$��!�!�!��6 �"�  ���$��$! �!��"� �!��?�&��!�6����.�$��?�$�

!�����!�$��$! �!�$�$����$����&���,! ��$���!���!�&���� ��&���$���� ���$�$����$�#�&!�$������!��!��

6�$$��&���� ���������������!� ��!���$��.�$�#��!��,6&����?��!��?�&��!�6����.�$���������� �

//�
��6 ����!����?�!����&���,! ��$� �!� �!���#�&!�$���$��&���$�&����� $������!��!��"��!�!�!�

!� ��?�$�&� �� � ��#�����&�$$���$! ��!����"� ���������!��&���� �$���� ���$�?���!��&����$����

�����&�$����?�$� �6&��������$� !�������#��������$�A2����
B	�!��#�!��!$���C2	���CG	�������CF�

#��!��������!���""���!����!?����!�� �$������C�����#�&!�$���.� �"� �	�!��//�
��6 ����!����

?�!�#�&!�$���$�!���&���$�&����� �?�$���� ��$������!��! ���#�!��!$��2� !� #� �	�!����� ��$��

�"�!��&#�A#�&!�$�B�����!����� ��$���"�'����I&#�A#�&!�$�B�"� �!��#�!��!$�A��CF	���C2	�������CGB�



  

11 
 

A.��&��
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��.�$�$�?� ����������� �

� -������!���	�!����� ��$�����$6 �6� !����!������!�*�!��$��"�!��! ���#�!��!$�?� ���&$��"�*� ��&��

"� �!��$��!�$�$��"�//�
�����$6 �6� !����!����?�$�!��#���� ���!�������!��//�
��$��!�$�$��'����

 �6� !$�������!���!�!�!��#�!�!���$��"�!�� �$������C����&����� ��$��!����$6 �6� !����!������!�*�!��

�"���.�$���A������B�-!�?�$� �6� !���!�!�!����� ��$����� �&�$�$���!�*�!��?�$��!! ���!���!��!����� ��$���

���&���!����������$6 �6� !����!������!�*�!��$��A��B�.� �"� �	�?�����&��$�66�$��!�!�!����� ��$���

���&���!���������� �&�$�$���!�*�!��$�����&��!����� ��$���"�!����$6 �6� !����!������!�*�!�	������$��

!����!� #����!�����#� �������$�!������!!��@������!���&���$�&�����6!� �� �
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���$�!��$�!� �!����������� ����$! �!����$�����!��//�
�����&��?�$�$����"����!&���#6 �*���?����$����

!�$��#�!��!���.�$���$������!�&�$!$��.����������$��$! �!��$6���"���!��!�?� �$�#�&!�$��?�$�

���"� #������ ���!���$�@���!��$�����!����� ��!�#�����$#�?�$� �*��&������$! ��!� ��#���&�����

/&!����!�����&���"�//�
��6 ����������!��! ���6�$�!�*��#�!��!$�?�$�&�?� ���#6� ���!��!�!�

?�!�K����&���,! ���� �L����&���,! ����$�!���&���$�&����� 	�!�� �$�&!$���!������� ��������!���!�!�

!��#�&!�$��$6���"���!���"���.�$�����&����������������$�!���� ��!���#�!�����$�$������!�?�$�6�$$��&��

!��6 ������//�
��?�!�#�&!�$���$�!�����6�$��$! �!���.��//�
�����&�����&�����"� !� ��#6 �*���

���$�$!�#$�������� �����"�!���!� �$��$! �!����������$�!�$��"���.�$�	�����#���##���&���!���	�����

! ��$"� #�!���������!���$��6!�#���!�������!��"�!� ��� �
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1. The specificity of CGTase towards maltose was improved by site-saturation engineering of lysine 

47; 

2. The mechanism for enhanced specificity was clarified by structure modeling the of CGTase; 

3. Enzymatic synthesis of AA-2G with maltose as glycosyl donor was optimized; 

4. The obtained CGTase mutants have great potential in the large-scale production of AA-2G. 
�


