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摘要:对以腺苷酸( Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＭＰ)为底物合成 β－烟酰胺单核苷酸( β－Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬβ－

ＮＭＮ)的途径进行了研究ꎮ 在大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) ＢＬ２１(ＤＥ３)中构建 ＡＭＰ 核苷酶(ＡＭＮ)与磷酸核糖焦磷酸合成酶
(ＰＲＳ)的共表达及融合表达体系ꎬ其中ꎬ融合菌株 ＰＲＳ－Ｌ４－ＡＭＮ 与烟酰胺磷酸核糖转移酶(ＮＡＭＰＴ)构成的双菌催化体系具有
较高的催化效率ꎬ是三菌混合催化体系的 ２􀆰 ４２ 倍ꎮ 进一步对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的反应体系进行优化ꎬ包括 ｐＨ、温度、缓冲
液、金属离子及菌粉投加量等ꎮ 结果表明ꎬ在优化条件下ꎬ反应 ２ ｈ 时 ＮＭＮ 产量达到最高ꎬ为 ２３􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ总收率达 ３３􀆰 ４％ꎬ实
现了 ＮＭＮ 的一锅法生物合成ꎮ
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　 　 β－烟酰胺单核苷酸(β－Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅ￣
ｏｔｉｄｅꎬ β － ＮＭＮ ) 是 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬＮＡＤ＋ )的前体ꎬ
由于其具备独特的抗衰老活性被称为 “不老神

药” [１－２]ꎮ 近年来ꎬ随着对 ＮＭＮ 研究的深入ꎬ发现其

对多种疾病如阿尔兹海默症[３]、心血管疾病[４]、２ 型

糖尿病[５－６] 及新冠肺炎[７] 等都具有预防和治疗作

用ꎮ 基于此ꎬ目前市场上出现了多种以 ＮＭＮ 为主

要成分的保健产品ꎬ如莱特维键、美国森萃、基因港

ＮＭＮ 等ꎮ ２０２２ 年 １ 月ꎬ我国首次批准 ＮＭＮ 作为化妆

品新原料ꎬ进一步开拓了 ＮＭＮ 在国内的应用市场ꎮ
早期 ＮＭＮ 主要由化学法合成ꎬ产物具有 ２ 种构

型且存在分离纯化困难、环境不友好等问题ꎮ 发酵

法制备 ＮＭＮ 产量较低、不利于工业化生产[８－９]ꎮ 酶

催化法是一个较为理想的方法ꎬ可分为一步酶法和

全酶法[１０]ꎮ 前者以烟酰胺核糖为底物通过一步酶

催化反应生成 ＮＭＮꎬ合成途径较短ꎬ但原料需化学

法合成[１１]ꎻ后者则涉及不同的底物和酶ꎮ 竺伟

等[１２]以 ５－磷酸核糖(Ｒｉｂｏｓｅ－５－ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＲ５Ｐ)、腺
苷三磷酸 ( Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＡＴＰ )、 烟酰胺

(ＮｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅꎬＮＡＭ)为底物ꎬ通过固定化含有磷酸

核糖焦磷酸合成酶和烟酰胺磷酸核糖转移酶的全细

胞催化制备 ＮＭＮꎻ李钊等[１３] 以 ５－磷酸核糖－１－焦
磷酸(５－ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ－１－ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＰＲＰＰ)和

ＮＡＭ 为底物ꎬ利用烟酰胺磷酸核糖转移酶突变体ꎬ
实现了 ＮＭＮ 的高效催化合成ꎮ 然而这些方法均存

在原料性质不稳定且来源有限等问题[１４]ꎮ
目前ꎬ 利 用 核 糖[１５]、 次 黄 苷 酸[１６]、 腺 苷 酸

(Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＭＰ)等相对易得的原

料ꎬ通过“一锅法”级联催化合成 ＮＭＮ 更具工业化
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价值和应用前景ꎮ 相比传统的逐步法ꎬ“一锅法”可
以避免中间体的分离纯化ꎬ从而减少废弃物的产

生[１７]ꎻ同时减少底物的转运ꎬ缩短反应时间ꎬ提高整

体合成效率ꎮ 通过设计合理的合成路径ꎬ“一锅法”
可以实现从低价值的底物出发合成具有高附加值的

目标产物ꎬ降低生产成本ꎮ
笔者利用构建的 ＡＭＰ 核苷酶 ＡＭＮ、磷酸核糖

焦磷酸合成酶 ＰＲＳ、烟酰胺磷酸核糖转移酶 ＮＡＭＰＴ
为全细胞催化剂ꎬ成功建立了从 ＡＭＰ 出发制备

ＮＭＮ 的生物合成途径ꎮ 在大肠杆菌中对 ＡＭＮ 和

ＰＲＳ 进行共表达及融合表达设计ꎬ提高整体催化

效率ꎬ并对 ＮＭＮ 的全细胞催化条件进行优化ꎬ最
终实现 ＮＭＮ 的一锅法生物合成ꎬ其合成路径如

图 １ 所示ꎮ

图 １　 从 ＡＭＰ 出发生产 ＮＭＮ 的体外合成路径

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 质粒与菌株

用于基因克隆的菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α、用于蛋白表

达的菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)及质粒 ｐＥＴ２８ａ 均来源

于本实验室ꎮ 表达 ＡＭＮ、ＰＲＳ 和 ＮＡＭＰＴ 三个酶的

质粒由本实验室构建ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂

ＡＭＰ、ＡＴＰ、Ｒ５Ｐ、ＮＡＭꎬＳｉｇｍａ －Ａｌｄｒｉｃｈ(中国上

海)生产ꎻ其他化学品均由国药集团化学试剂有限

公司(中国)生产ꎻ质粒抽提、凝胶回收、纯化回收试

剂盒ꎬ美国 Ｏｍｅｇａ 公司生产ꎻＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ日本 Ｔａｋａｒａ 公司生产ꎻＴ４ 连接酶、内切

酶ꎬ赛默飞世尔科技公司生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 重组菌株的构建

２􀆰 １􀆰 １　 ＡＭＮ 与 ＰＲＳ 共表达菌株的构建

共表达菌株的构建参考文献[１８]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 ＡＭＮ 与 ＰＲＳ 融合表达菌株的构建

融合表达菌株的构建参考文献[１９]ꎮ
２􀆰 ２　 重组蛋白的诱导表达

重组大肠杆菌的培养方法见文献[２０]ꎮ 获得

的菌体用 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液重悬ꎬ在冰

浴条件下超声破碎ꎬ并对全细胞、上清液和沉淀进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳分析ꎮ
２􀆰 ３　 冻干菌粉的制备

将收集在 ５０ ｍＬ 离心管中的菌体预冻后放入预

冷好的真空冷冻干燥机中冻干 １２ ｈꎬ取出常温保存

(样品预冻温度为－２０℃ꎻ样品预冻时间为 １２ ｈꎻ干
燥室压力为 １０~１００ Ｐａ)ꎮ
２􀆰 ４　 全细胞催化合成 ＮＭＮ 反应体系的建立

反应体系(１ ｍＬ):９５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＡＭＰ、９５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＭ、 ９５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液ꎮ 菌粉投加量:５ ｍｇ / ｍＬ
的 ＡＭＮ、ＰＲＳ、ＮＡＭＰＴ 或 １０ ｍｇ / ｍＬ ＡＭＮ－ＰＲＳ 重组

菌及 ５ ｍｇ / ｍＬ ＮＡＭＰＴꎮ 反应条件:Ｔ ＝ ３７℃ꎬｐＨ ＝
７􀆰 ５ꎮ 反应 １ ｈ 取样ꎬ加入 ０􀆰 ６ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸终止反

应ꎬ高效液相色谱(ＨＰＬＣ)检测 ＮＭＮ 的含量ꎮ
２􀆰 ５　 全细胞催化合成 ＮＭＮ 反应条件的优化

在反应温度为 ３０、３７、４０、５０℃和 ６０℃ꎬ反应 ｐＨ
为 ６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５、８􀆰 ０ 和 ８􀆰 ５ 时ꎬ考察最适温度和最

适 ｐＨꎮ 在最适温度和 ｐＨ 下ꎬ分别在反应液中加入

ＦｅＣｌ３、ＭｇＣｌ２、 ＣｕＣｌ２、 ＺｎＣｌ２、 ＮｉＣｌ２、 ＭｎＣｌ２、 ＣｏＣｌ２ 及

ＣａＣｌ２ꎬ使之终浓度为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ并在

(５~１００)ｍｍｏｌ / Ｌ 范围内探究金属离子的最适浓度ꎮ
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此外ꎬ考察不同缓冲液对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的

影响ꎬ包括 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ＰＢ、ＨＥＰＥＳ 缓冲液

(ｐＨ＝ ８􀆰 ５)ꎬ并进一步确定其最适浓度 ( ２０ ~ １００
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 最后ꎬ在优化的条件下ꎬ确定各菌粉在反

应体系中的最适投加量ꎬ以获得最高的收率ꎮ 以收

率最高的为 １００％ꎬ计算其他条件下的相对收率ꎮ
２􀆰 ６　 分析方法的建立

ＨＰＬＣ 检测条件为:色谱柱选用 Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ－Ａｑ
柱(２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
的 ＮａＨ２ＰＯ４ 水溶液(ｐＨ＝ ６􀆰 ０) ∶甲醇(Ｖ / Ｖ)＝ ９４ ∶６ꎬ
紫外检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样体

积 １０ μＬꎮ
总收率(％) ＝ {ｃ(ＮＭＮ) / [ｃ(ＡＴＰ) ＋ ｃ(ＡＭＰ)]} × １００％

３　 结果与分析

３􀆰 １　 ＡＭＮ、ＰＲＳ、ＮＡＭＰＴ 催化性能测试

依照 ２􀆰 ２ 中所述方法对 ＡＭＮ、ＰＲＳ、ＮＡＭＰＴ 进

行诱导表达ꎬＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳(图 ２)验证结果

表明ꎬ３ 个重组蛋白的条带大小与理论值相符且均

为可溶性表达ꎮ

(ａ) (ｂ)

Ｔ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀ꎻＭ—标准蛋白分子质量

图 ２　 重组蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析图

全细胞催化剂具有操作简单、成本低、稳定性高

等优势ꎬ因此ꎬ使用冻干菌粉作为催化剂ꎮ 为了验证

其催化性能ꎬ参照 ２􀆰 ４ 所述方法配置反应体系并分

别投入 ５ ｍｇ 的 ＡＭＮ、ＰＲＳ、ＮＡＭＰＴ 菌粉启动反应ꎬ
通过 ＨＰＬＣ 检测产物的生成ꎬ如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３
　 　 　 　 　 　 　

１—ＮＭＮ 标准品ꎻ２—ＮＭＮ 反应液

图 ３　 ＮＭＮ 标准品和反应液的 ＨＰＬＣ 分析图

中可以看出ꎬＡＭＮ、ＰＲＳ、ＮＡＭＰＴ 联合催化能够合成

ＮＭＮꎮ 为简化合成步骤、提高催化效率ꎬ在 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ３)中构建了 ＡＭＮ 与 ＰＲＳ 基因共表达及融

合表达体系ꎬ并验证其对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的

影响ꎮ
３􀆰 ２　 重组菌株的构建与蛋白表达

３􀆰 ２􀆰 １　 共表达菌株的构建与蛋白表达

构建了 ２ 株共表达菌株 ＢＬ２１－ｐＥＴ２８ａ－ｐｒｓ－ａｍｎ－
ｃｏ(Ｇ１)和 ＢＬ２１－ｐＥＴ２８ａ－ａｍｎ－ｐｒｓ－ｃｏ(Ｇ２)ꎮ Ｇ１ 和

Ｇ２ 均为上清表达ꎬ且对比其蛋白表达量发现ꎬ插入

位置在前的基因共表达后蛋白表达量损失较少ꎬ说
明基因在质粒上顺序的前后不同会影响其蛋白的表

达量ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 融合表达菌株的构建与蛋白表达

考虑到基因插入顺序及 Ｌｉｎｋｅｒ 的性质(刚性或

柔性ꎬ见表 １)对融合蛋白性质的影响ꎬ构建了如下 ７
种融合菌株 ＰＲＳ －Ｌ１ －ＡＭＮ(Ｒ１)、ＡＭＮ－Ｌ１ －ＰＲＳ
(Ｒ２)、ＰＲＳ－Ｌ４－ＡＭＮ(Ｒ３)、ＡＭＮ－Ｌ４－ＰＲＳ(Ｒ４)、
ＰＲＳ－Ｌ２－ＡＭＮ(Ｒ５)、ＰＲＳ－Ｌ３－ＡＭＮ(Ｒ６)、ＰＲＳ－Ｌ５－
ＡＭＮ(Ｒ７)ꎬ其蛋白表达情况如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４ 中

可以看出ꎬ在 ９８ ｋＤ 左右的位置有明显的蛋白条带ꎬ
且与融合后的理论大小一致ꎮ 值得注意的是ꎬ２ 个

　 　 　 　 　 　 　 表 １　 连接短肽列表

编号 氨基酸序列
碱基数 /

ｂｐ

Ｌ１ (ＧＧＧＧＳ) ２ ３０

Ｌ２ (ＧＧＧＧＳ) ３ ４５

Ｌ３ (ＥＥＥＥＫＫＫＫ) ２ ４８

Ｌ４[２１] ＥＡＫＬＫＥＥＥＥＲＫＱＲＥＥＥＥＲＩＫＲＬＥＥＬＡＫＲＫＥＥＥＲＫ １０２

Ｌ５[２２] ＥＥＥＥＫＫＫＱＱＥＥＥＡＥＲＬＲＲＩＱＥＥＭＥＫＥＲＫＲＲＥＥＤ
ＥＥＲＲＲＫＥＥＥＥＲＲＭＫＬＥＭＥＡＫＲＫＱＥＥＥＥＲＫＫＲＥ
ＤＤＥＫＲＫＫＫ

２１９

　 　 注:Ｌ１ ~ Ｌ２ 为柔性连接肽(ＧＧＧＧＳ) ２－３ꎻＬ３ ~ Ｌ５ 为刚性连接肽

ＥＲ / Ｋ(Ｌ４ 为 ５ ｎｍꎬＬ５ 为 １０ ｎｍ)ꎮ

(ａ) (ｂ)

Ｔ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀ꎻＭ—标准蛋白分子质量

图 ４　 融合蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析图
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原本呈可溶性表达状态的蛋白在融合以后变得不可

溶ꎬ蛋白几乎都存在于沉淀中ꎬ说明基因融合这种方

式对于 ＡＭＮ 和 ＰＲＳ 的结构影响较大ꎬ导致包涵体

的形成ꎮ 总体来看ꎬ刚性 Ｌｉｎｋｅｒ 的可溶表达量略高

于柔性 Ｌｉｎｋｅｒꎬ且 Ｒ７ 的可溶性蛋白最多ꎬ结果说明

ＰＲＳ 与 ＡＭＮ 的距离越远ꎬ越有利于蛋白的正确折

叠ꎬ可溶性表达蛋白越多ꎮ
３􀆰 ３　 全细胞催化效率的比较

３􀆰 ３􀆰 １　 融合蛋白催化活性的验证

由于融合蛋白为包涵体表达ꎬ将融合蛋白 Ｒ３
(５０ ｍｇ / ｍＬ)菌体超声破碎后ꎬ分别取 ４００ μＬ 上清

和沉淀与 ５ ｍｇ 的 ＮＡＭＰＴ 冻干菌粉投入反应体系

中进行活性验证ꎬ反应体系的配置参照 ２􀆰 ４ꎮ 结果

发现ꎬ上清没有催化活性ꎬ而沉淀具备催化能力ꎬ２ ｈ
可催化生成 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＭＮꎬ如图 ５ 所示ꎮ 说

明双酶融合后构象发生了改变ꎬ推测其可能以活性

包涵体的形式在大肠杆菌中表达ꎬ这与李彬春等[２３]

的研究相似ꎮ

１—沉淀ꎻ２—上清

图 ５　 融合蛋白 Ｒ３ 细胞裂解物上清和

沉淀分别参与催化生成 ＮＭＮ 的浓度

３􀆰 ３􀆰 ２　 全细胞催化效率的比较

为提高整体催化效率ꎬ参照 ２􀆰 ４ 的反应体系ꎬ取
等量的冻干菌粉投入反应ꎬ通过 ＨＰＬＣ 检测 ＮＭＮ 的

产量ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬＧ１、
Ｇ２、Ｒ１、Ｒ３、Ｒ５、Ｒ６、Ｒ７ 参与催化生成 ＮＭＮ 分别是

对照组(三菌混合催化)的 ２􀆰 １８、２􀆰 ２０、２􀆰 ４０、２􀆰 ４３、
２􀆰 ２５、２􀆰 ４０、１􀆰 ８１ 倍ꎮ 原因是因为共表达的策略使

得底物传输距离缩短ꎬ提高了反应效率[２４]ꎻ而多酶

融合的策略则可在空间上将两酶的距离拉近ꎬ产生

临近效应ꎬ从而提高催化效率[２５]ꎮ Ｒ２ 及 Ｒ４ 相比对

照组未得到提高甚至下降ꎬ表明 ＡＭＮ 的 Ｃ 端和 /或
ＰＲＳ 的 Ｎ 端对维持其构象和功能至关重要ꎮ 由上

述结果可知ꎬＲ３ 与 ＮＡＭＰＴ 构成的双菌催化体系催

化效率最高ꎬ在此基础上构建了 ２ 株 Ｒ３ 与 ＮＡＭＰＴ
共表达菌株ꎬ结果发现整体催化效率分别下降了

１３％及 １８％ꎬ表明 Ｒ３ 与 ＮＡＭＰＴ 的共表达对 ＮＡＭＰＴ

酶的表达产生了影响ꎬ因此选择分别投加 Ｒ３ 与

ＮＡＭＰＴ 的策略用于后续反应ꎮ
表 ２　 全细胞催化生成 ＮＭＮ 的产量

重组菌 ＮＭＮ 浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 重组菌 ＮＭＮ 浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

对照组 ４􀆰 ７６±０􀆰 ０４ Ｒ３ １１􀆰 ５５±０􀆰 ０７

Ｇ１ １０􀆰 ３６±０􀆰 ０２ Ｒ４ ４􀆰 ６７±０􀆰 ０４

Ｇ２ １０􀆰 ４７±０􀆰 ０７ Ｒ５ １０􀆰 ６９±０􀆰 ０４

Ｒ１ １１􀆰 ４０±０􀆰 ５５ Ｒ６ １１􀆰 ４０±０􀆰 ２６

Ｒ２ ４􀆰 ８８±０􀆰 ０４ Ｒ７ ８􀆰 ６２±０􀆰 ２２

３􀆰 ４　 全细胞催化条件的优化

３􀆰 ４􀆰 １　 反应 ｐＨ 和温度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的

影响

由于反应体系中各个酶的最适 ｐＨ 及最适温度

不同ꎬ因此需要对反应体系的 ｐＨ 和温度进行优化ꎬ
以提高整体催化效率ꎮ ｐＨ 和温度对全细胞催化合

成 ＮＭＮ 的影响如图 ６ 所示ꎮ 从图 ６( ａ)中可以看

出ꎬ在酸性条件下ꎬ产物收率较低ꎻ当反应体系 ｐＨ
为 ８􀆰 ５ 时ꎬ收率达到最高ꎮ 从图 ６(ｂ)中可以看出ꎬ
当反应温度为 ５０℃时催化效果最好ꎬ收率最高ꎬ低
于 ３７℃ 时收率显著降低ꎬ说明低温影响了酶的

活性ꎮ

(ａ)ｐＨ 的影响

(ｂ)反应温度的影响

图 ６　 ｐＨ 和温度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

３􀆰 ４􀆰 ２　 缓冲液对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

在最优温度和 ｐＨ 条件下ꎬ考察了缓冲液对产

物收率的影响ꎬ结果如表 ３、表 ４ 所示ꎮ 从表 ３、表 ４
中可以看出ꎬ在 ＨＥＰＥＳ 缓冲液中产物收率较高ꎬ在
ＰＢ 缓冲液中收率较低ꎬ这是由于磷酸盐是 ＡＭＮ 的
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抑制剂[２６]ꎬ对其酶活产生了一定的抑制作用ꎮ 随着

缓冲液浓度的提高ꎬ产物收率也随之提高ꎬ这是由于

缓冲能力越强ꎬ反应体系的 ｐＨ 越稳定ꎬ全细胞催化

效率就越高ꎮ
表 ３　 不同缓冲液对全细胞催化合成 ＮＭＮ 反应的影响

缓冲液 相对收率 / ％

ＰＢ ９２􀆰 ３１±０􀆰 ７２

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ ９８􀆰 ３２±２􀆰 ５２

ＨＥＰＥＳ １００􀆰 ００±０􀆰 ３１

表 ４　 ＨＥＰＥＳ 浓度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 反应的影响

ＨＥＰＥＳ 浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１) 相对收率 / ％

２０ １００􀆰 ００±０􀆰 ３１

５０ １０７􀆰 ７５±１􀆰 １５

１００ １１３􀆰 ４１±５􀆰 ６６

３􀆰 ４􀆰 ３　 金属离子对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

ＡＭＰ 核苷酶受到 ＭｇＡＴＰ ２－ 及 ＭｎＡＴＰ ２－ 的变构

激活作用[２６]ꎻ磷酸核糖焦磷酸合成酶受到 Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｏ２＋的激活作用[２７]ꎻ烟酰胺磷酸核糖转

移酶的活性依赖于 Ｍｇ２＋等ꎬ因此测试了反应体系中

不同的金属离子对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响ꎬ
结果如表 ５ 所示ꎮ 从表 ５ 中可以看出ꎬ在 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
的浓度下ꎬＭｇ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｎｉ２＋对全细胞催化

反应具有正向作用ꎬ产物收率分别是空白组(未添

加金属离子)的 ２􀆰 ４６、２􀆰 ４１、２􀆰 ２４、２􀆰 ０８、１􀆰 ６３ 倍ꎬ而
Ｆｅ３＋、Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋的添加会产生抑制效果ꎬ使得收率降

低ꎮ 当把各金属离子浓度提高至 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
Ｍｇ２＋的激活作用相较于其他金属离子最为显著ꎮ 对

Ｍｇ２＋的添加浓度进行进一步的研究ꎬ结果如表 ６ 所

　 　 　 　 　 　 　表 ５　 金属离子对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

相对收率 / ％

金属离子
离子浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

５ ２０

Ｍｇ２＋ １００􀆰 ００±０􀆰 ３６ １００􀆰 ００±１􀆰 ４６

Ｃｏ２＋ ９７􀆰 ８６±１􀆰 ４６ ８２􀆰 ８９±３􀆰 １１

Ｍｎ２＋ ９１􀆰 １３±１􀆰 ４４ ６８􀆰 ２７±０􀆰 ０９

Ｚｎ２＋ ８４􀆰 ５５±８􀆰 ２８ ４３􀆰 ０６±１􀆰 ２７

Ｎｉ２＋ ６６􀆰 ３０±１􀆰 ５９ ４９􀆰 ４３±２􀆰 ６７

空白 ４０􀆰 ６２±０􀆰 ６２ 　

Ｆｅ３＋ ３５􀆰 １５±１􀆰 ２３ 　

Ｃａ２＋ １１􀆰 ５４±０􀆰 ２５ 　

Ｃｕ２＋ １０􀆰 ３７±０􀆰 ３７ 　

表 ６　 Ｍｇ２＋浓度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

Ｍｇ２＋浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

相对收率 /
％

Ｍｇ２＋浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

相对收率 /
％

５ ３６􀆰 ２０±１􀆰 ４２ ６０ ９９􀆰 ９７±４􀆰 ８５

２０ ７２􀆰 ８７±２􀆰 ０９ ８０ ９７􀆰 ６９±３􀆰 ２２

４０ １００􀆰 ００±２􀆰 ２８ １００ ９５􀆰 ７６±２􀆰 １９

示ꎮ 从表 ６ 中可以看出ꎬ随着 Ｍｇ２＋ 浓度的提高ꎬ产
物收率也随之提高ꎬ其在 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时的收率分别

为 ５、 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ２􀆰 ７６、 １􀆰 ３７ 倍ꎮ 当浓度高于

４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ收率不再提高ꎬ因此ꎬ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

Ｍｇ２＋浓度已满足催化需求ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ４　 菌粉质量浓度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的

影响

菌粉的质量浓度也是影响产物最终产量高低的

重要因素ꎮ 因此ꎬ考察了反应体系中菌粉质量浓度

对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响ꎬ如表 ７ 所示ꎮ 首先

设定 Ｒ３ 的质量浓度为 ６ ~ １４ ｍｇ / ｍＬ 不等ꎬ发现 Ｒ３
的质量浓度增加至 １０ ｍｇ / ｍＬ 后ꎬＮＭＮ 的产量不再

增加反而下降ꎬ这是由于菌粉质量浓度过高ꎬ增加了

传质阻力ꎬ不利于底物输入和产物输出ꎮ 保持 Ｒ３
的质量浓度为 １０ ｍｇ / ｍＬꎬ分别投加 ３、５、７、９ ｍｇ / ｍＬ
ＮＡＭＰＴꎬ结果发现ꎬ当 ＮＡＭＰＴ 的投加量增加至

５ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ产量最高为 ２０􀆰 ６７ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 因此选择

投加 １０ ｍｇ / ｍＬ Ｒ３ 及 ５ ｍｇ / ｍＬ ＮＡＭＰＴ 进行后续的

反应ꎮ
表 ７　 菌粉质量浓度对全细胞催化合成 ＮＭＮ 的影响

Ｒ３ 质量浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

ＮＡＭＰＴ 质量浓度 /

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

ＮＭＮ 浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

６ ５ ２０􀆰 １２

８ ５ ２０􀆰 ６１

１０ ５ ２０􀆰 ６７

１２ ５ １８􀆰 ７７

１４ ５ １８􀆰 ３８

１０ ３ １４􀆰 ９６

１０ ７ ２０􀆰 ３８

１０ ９ １９􀆰 ５５

３􀆰 ４􀆰 ５　 菌粉的可重复利用性

全细胞催化剂具有可重复使用的优势ꎬ可实现

多批次催化制备 ＮＭＮꎬ从而简化生产工艺、降低生

产成本ꎮ 在初次反应结束后将菌粉进行回收处理ꎬ
用缓冲液洗涤 ２ 次后投入反应液中ꎬ经 ＨＰＬＣ 检测
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多批次反应液中 ＮＭＮ 的产量ꎬ结果如表 ８ 所示ꎮ 从

表 ８ 中可以看出ꎬ产物收率随着菌粉使用次数的增

多而下降ꎬ菌粉在第 ５ 次使用时收率仍能达到初次

使用时的 ６９􀆰 ２％ꎬ说明其具备较好的操作稳定性和

可重复利用性ꎮ
表 ８　 全细胞催化剂的可重复利用性

使用次数 相对收率 / ％ 使用次数 相对收率 / ％

１ １００􀆰 ００±０􀆰 １５ ４ ７７􀆰 ９０±１􀆰 ３７

２ ８５􀆰 ９７±１􀆰 ８３ ５ ６９􀆰 ２４±１􀆰 ２２

３ ８０􀆰 ６４±１􀆰 ０７ 　 　

３􀆰 ５　 一锅法全细胞催化合成 ＮＭＮ
在优化的反应条件下ꎬ将 １０ ｍｇ Ｒ３ 和 ５ ｍｇ

ＮＡＭＰＴ 投入含 ９５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＭＰ、
９５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＭ 及 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ 的

１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ 缓冲液(ｐＨ＝ ８􀆰 ５)中ꎬ在 ５０℃摇

床反应ꎬ每隔 １ ｈ 取样ꎬ通过 ＨＰＬＣ 检测 ＮＭＮ 的浓

度ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ 从图 ７ 中可以看出ꎬ在 ０ ~
０􀆰 ５ ｈ 内ꎬ 反 应 速 率 较 快ꎬ 可 生 成 １８􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮＭＮꎮ 反应 ２ ｈ 后 ＡＴＰ 消耗完全ꎬ反应趋于平缓ꎬ
ＮＭＮ 的浓度最高达到 ２３􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 总收率为

３３􀆰 ４％ꎮ

１—ＮＭＮꎻ２—ＡＭＰꎻ３—ＡＴＰ

图 ７　 一锅法全细胞催化 ＡＭＰ 合成 ＮＭＮ

４　 结论

以 ＡＭＰ、 ＡＴＰ、 ＮＡＭ 为底物ꎬ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)中构建了 ＡＭＮ 与 ＰＲＳ 的共表达及融合表达

体系ꎬ其中融合菌株 ＰＲＳ－Ｌ４－ＡＭＮ 与 ＮＡＭＰＴ 构成

的双菌催化体系效率最高ꎬ是三菌混合催化反应体

系的 ２􀆰 ４２ 倍ꎮ 在此基础上ꎬ对全细胞催化合成

ＮＭＮ 的反应条件(反应 ｐＨ、反应温度、缓冲液、金属

离子和菌体投加量)进行优化ꎬ结果表明ꎬ反应 ２ ｈ
时 ＮＭＮ 产量达到最高ꎬ为 ２３􀆰 ７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ总收率达

３３􀆰 ４％ꎬ实现了 ＮＭＮ 的一锅法生物合成ꎮ 但距离工

业化生产还有一定距离:一是产物收率低ꎬ这是由于

酶催化活性不足导致中间产物的累积ꎬ特别是

ＮＡＭＰＴ 的 ＮＭＮ 合成活性还不高ꎬ导致 ＰＲＰＰ 的转

化率偏低ꎮ 后续可对各个酶的酶学性质进行分析ꎬ
明确多酶途径的限制因素ꎬ从而指导酶的筛选ꎬ提高

催化效率和收率ꎮ 同时ꎬ可以对底物的添加比例进

行优化以提高底物转化率ꎻ二是生产成本较高ꎬ
ＮＭＮ 的合成路线往往需要大量的 ＡＴＰ 参与反应ꎬ
因此可通过建立 ＡＴＰ 的再生系统以减少 ＡＴＰ 的使

用量ꎬ从而提高工业生产的经济性ꎮ
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度先增大后减小ꎬ最高为 １０１􀆰 ０％ꎬ最低为 ９２􀆰 ９％ꎬ
表明 ＮＣＯ 质量分数对 ＰＵ 混合料稳定度影响不大ꎮ

(２)ＰＵ 混合料的冻融前后的劈裂强度受 ＮＣＯ
质量分数的影响较大ꎬ随着 ＮＣＯ 质量分数的增加ꎬ
冻融前劈裂强度由 ０􀆰 ５１ ＭＰａ 增大至 ０􀆰 ８０ ＭＰａꎬ而
冻融后劈裂强度及冻融劈裂强度比则先增加后减

小ꎬ最大值分别为 ０􀆰 ６０ ＭＰａ 和 ９４􀆰 １％ꎮ
(３)随着 ＮＣＯ 质量分数的增加ꎬ马歇尔试块标

准飞散损失率和浸水飞散损失率呈先减小后增大的

变化趋势ꎬ当 ＮＣＯ 质量分数为 １１％时ꎬ标准飞散损

失率和浸水飞散损失率最小ꎬ均不超过 ５％ꎬ而且二

者相差仅 ０􀆰 ７％ꎮ 综合来看ꎬＮＣＯ 质量分数为 １１％
时ꎬＰＵ 混合料的抗水损害性能最好ꎮ
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