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摘要:分别在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中构建胞苷激酶(ＣＤＫ)与乙酸激酶(ＡＣＫ)的共表达及融合表达体系和胞苷酸激酶

(ＣＭＫ)与乙酸激酶(ＡＣＫ)的融合表达体系ꎬ其中融合菌株 ＳＵＭＯ－ＣＤＫ－Ｌ２－ＡＣＫ 与 ＣＭＫ－Ｌ２－ＡＣＫ 构成的双融合催化体系具

有较好的催化活性ꎮ 搭建了双融合菌全细胞一锅法催化合成胞苷三磷酸(ＣＴＰ)反应体系ꎬ并对其温度、ｐＨ、金属离子、乙酰磷

酸投加量及菌粉投加量等进行优化ꎮ 结果表明ꎬ在优化反应体系中ꎬ反应 ７５ ｍｉｎ 时 ＣＴＰ 产量达到最高为 １０８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ总收率达

８６􀆰 ４％ꎬ实现了 ＣＴＰ 的一锅法高效合成ꎮ
关键词:胞苷三磷酸ꎻ全细胞催化ꎻ一锅法合成ꎻ共表达ꎻ融合表达

中图分类号:Ｑ８１９　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０２４)０４－０１６９－０６
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ０２５３－４３２０.２０２４.０４.０３２　

Ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ＳＨＥＮ Ｌａｉ￣ｗｅｉꎬ ＲＥＮ Ｙｕ￣ｈｏｎｇ∗

(Ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｅａｓｔ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２３７ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ (ＣＴＰ) ｉｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ｃａｔａｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｗｉｔｈ ｃｙｔｉｄｉｎｅ
ａｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ.Ｔｈｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ (ＣＤＫ) ａｎｄ ａｃｅｔａｔｅ ｋｉｎａｓｅ (ＡＣＫ)ꎬａｎｄ
ｔｈｅ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｃｙｔｉｄｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ (ＣＭＫ) ａｎｄ ＡＣＫ ａｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)ꎬｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｆｕｓｉｏｎ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ＳＵＭＯ￣ＣＤＫ￣Ｌ２￣ＡＣＫ ｆｕｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ＣＭＫ￣Ｌ２￣ＡＣＫ
ｆｕｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｈａｖｅ ｂｅｔｔｅｒ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ.Ａ ｄｕａｌ ｆｕｓｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｃａｔａｌｙｓｉｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＣＴＰ.Ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬｐＨꎬｍｅｔａｌ ｉｏｎｓꎬａｃｅｔｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｏｓａｇｅ ａｎｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｏｗｄｅｒ ｄｏｓａｇｅ.Ｉｔ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ＣＴＰ ｙｉｅｌｄ ｒｅａｃｈｅｓ
１０８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｉｎ ７５ ｍｉｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｙｉｅｌｄ ｒｅａｃｈｅｓ ８６􀆰 ４％ꎬｗｈｉｃｈ ｒｅａｌｉｚｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＣＴＰ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ｃａｔａｌｙｓｉｓꎻ ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎻ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｆｕｓｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 收稿日期:２０２３－０５－１１ꎻ修回日期:２０２４－０２－０４
　 作者简介:沈来伟(１９９６－)ꎬ男ꎬ硕士生ꎬ研究方向为生物催化ꎬ７８７１５６３５３＠ ｑｑ.ｃｏｍꎻ任宇红(１９６７－)ꎬ男ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ研究方向为生物催化与生

物过程工程ꎬ通讯联系人ꎬｙｈｒｅｎ＠ ｅｃｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 胞苷三磷酸(Ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＣＴＰ)在细胞

的生长代谢、体内能量的储存与转化、免疫反应及信

号传导中发挥着极其重要的作用[１]ꎮ 随着对 ＣＴＰ
研究的深入ꎬ发现其在构建血管壁细胞膜和神经胶

质细胞及调节神经细胞等方面ꎬ特别是对神经细胞

损伤引起的疾病有着重要的治疗作用[２－３]ꎬ如脑梗

死[４]、听觉神经系统损伤[５－６]及重型颅脑损伤[７] 等ꎮ
ＣＴＰ 也是合成 ｍＲＮＡ 疫苗和聚肌胞的主要原料之

一ꎬ但如何提高产量、降低生产成本是目前亟需解决

的问题ꎮ
目前 ＣＴＰ 的合成主要采用生物催化法ꎮ 刘杰

等[８]用啤酒酵母催化 ＣＭＰ 合成 ＣＴＰꎬ通过优化反应

条件其转化率达到 ５９􀆰 ０１％ꎻ赵瑞[９] 用酿酒酵母构

建全细胞催化体系ꎬＣＴＰ 转化率达到 ９０􀆰 １％ꎻＬｅｅ
等[１０]构建了过表达 ＣＭＰ 激酶的重组大肠杆菌用于

催化合成 ＣＴＰꎬ最终 ＣＴＰ 转化率达到 ８０％ꎮ 然而这

些方法存在原料来源有限且生产成本较高等问题ꎮ
利用廉价底物胞苷(Ｃｙｔｉｄｉｎｅ)为原料ꎬ通过“一

锅法”合成 ＣＴＰꎮ “一锅法”可以有效避免反应中间

体的分离纯化ꎬ减少纯化过程中的损失ꎬ提高原子经

济性[１１]ꎻ多酶级联催化可以减少底物转运时间ꎬ减
少反应中间体的扩散ꎬ提高催化效率[１２]ꎮ 通过设计

优化ꎬ“一锅法”能够将廉价底物转化为高附加值产

物ꎬ适用于工业化生产ꎮ
笔者以胞苷激酶(ＣＤＫ)、乙酸激酶(ＡＣＫ)和胞

苷酸激酶(ＣＭＫ)为催化剂ꎬ搭建从胞苷出发制备

ＣＴＰ 的生物催化途径ꎮ 在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中构建

ＣＤＫ 与 ＡＣＫ 的共表达及融合表达菌株和 ＣＭＫ 与

ＡＣＫ 的融合表达菌株ꎬ建立了 ＣＴＰ 生物合成反应体

系并对其进行优化ꎮ

􀅰９６１􀅰



现代化工 第 ４４ 卷第 ４ 期

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 质粒与菌株

用质粒 ｐＥＴ２８ａ 构建目的基因、 菌株 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 克隆目的基因、菌株 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)表达

目的蛋白ꎮ 构建 ＣＤＫ、ＡＣＫ 和 ＣＭＫ ３ 个酶的表达

质粒ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂

胞苷、ＡＴＰ、ＣＭＰ、ＣＤＰ、ＣＴＰꎬ上海阿拉丁生化科

技股份有限公司生产ꎻ基因分子相关试剂盒ꎬ美国

Ｏｍｅｇａ 公司生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 重组菌株的构建

２􀆰 １􀆰 １　 ＣＤＫ 和 ＡＣＫ 共表达菌株的构建

使用融合 ＰＣＲ 技术将 ＣＤＫ、核糖体结合基因

(ＲＢＳ)、ＡＣＫ 融合起来ꎬ得到 ＣＤＫ－ＲＢＳ－ＡＣＫ 共表

达基因与 ＡＣＫ－ＲＢＳ－ＣＤＫ 共表达基因ꎬ将得到的目

的基因与基因表达载体进行酶切、连接、转化等操

作ꎬ经测序验证后即可得到共表达菌株ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 ＣＤＫ 和 ＡＣＫ、ＣＭＫ 和 ＡＣＫ 融合表达菌株的

构建

用柔性链接 Ｌ１ ( ＧＧＧＧＳ) ２ 与刚性链接 Ｌ２
(ＥＥＥＥＫＫＫＫ) ２ 将 ＣＤＫ 和 ＡＣＫ 进行融合ꎬ用刚性

链接 Ｌ２ 将 ＣＭＫ 和 ＡＣＫ 进行融合ꎮ 将得到的目的

基因与基因表达载体进行酶切、连接、转化等操作ꎬ
经测序验证后即可得到融合表达菌株ꎮ
２􀆰 ２　 重组蛋白的表达

重组大肠杆菌培养及诱导蛋白表达参考文献

[１３]ꎮ
２􀆰 ３　 冻干菌粉的制备

将诱导蛋白表达后的菌体收集在 ５０ ｍＬ 离心管

中并放入低温冰箱冷冻( －４０℃)ꎬ待真空冷冻干燥

机预冷到工作温度后ꎬ将离心管放入干燥机中冻干

１２ ｈꎬ冻干完成后取出常温放置待用ꎮ
２􀆰 ４　 全细胞催化合成 ＣＴＰ 反应体系的建立

１ ｍＬ 反 应 体 系: ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏ、
１２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 胞苷、 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酰磷酸 ( ＡＣＰ)、
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＴＰ、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液ꎮ 向反

应体系投加 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＣＤＫ、ＣＭＫ、ＡＣＫ 冻干菌粉

或 ５ ｍｇ / ｍＬ 的 ＣＤＫ－ＡＣＫ 重组菌粉和 ＣＭＫ－ＡＣＫ
重组菌粉ꎮ 反应温度为 ３７℃ꎬ反应 ｐＨ ＝ ７􀆰 ８ꎮ 反应

１ ｈ 后取样ꎬ用 ＨＰＬＣ 检测目的产物 ＣＴＰ 的含量ꎮ

２􀆰 ５　 全细胞催化合成 ＣＴＰ 反应条件探究

建立不同温度梯度和 ｐＨ 梯度的反应体系ꎬ探
究反应体系最适温度和最适 ｐＨꎮ 在最适反应条件

下分别向反应体系中加入不同金属离子溶液ꎬ使其

终浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ探究不同金属离子对反应体

系的影响和该金属离子最适的添加浓度ꎮ 此外ꎬ还
探究 ＡＣＰ、ＡＴＰ 及各菌粉在反应体系中的最适添加

量ꎬ以达到最高的收率ꎮ 以最高收率为 １００％来计

算其他条件下的相对收率ꎮ
２􀆰 ６　 检测方法的建立

ＨＰＬＣ 检测条件:液相柱为 Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ－Ａｑ Ｃ１８
柱(４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ以磷酸三乙胺水溶液

(ｐＨ ６􀆰 ６) 和甲醇混合液作为流动相 (体积比为

９６ ∶４)ꎬ紫外检测器波长为 ２６０ ｎｍꎬ检测样品用量为

１０ μＬꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 ＣＤＫ、ＡＣＫ、ＣＭＫ 酶活检测

ＣＤＫ、ＡＣＫ、ＣＭＫ 在大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)中诱

导蛋白表达ꎬ通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳验证发现 ３
个酶都是可溶性表达ꎬ如图 １ 所示ꎮ

Ｍ—标准蛋白分子质量ꎻＴ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀

图 １　 重组蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

用冻干菌粉作催化剂验证重组蛋白的催化活

性ꎬ按 ２􀆰 ４ 配置反应体系ꎬ并投加 ５ ｍｇ 的 ＣＤＫ、
ＡＣＫ、ＣＭＫ 菌粉启动反应ꎬ结果表明:以 ＣＤＫ、ＡＣＫ、
ＣＭＫ 为催化剂能得到目标产物 ＣＴＰꎮ 在大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)中构建 ＣＤＫ 与 ＡＣＫ 共表达及融合表达

体系和 ＣＭＫ 与 ＡＣＫ 融合表达体系ꎬ并验证其对催

化合成 ＣＴＰ 的影响ꎮ
３􀆰 ２　 重组菌株的构建与表达

３􀆰 ２􀆰 １　 共表达菌株的构建与表达

成功构建了 ２ 种共表达菌株:ＢＬ２１－ｐＥＴ２８ａ－
ＣＤＫ－ＡＣＫ－ＣＯ(Ｇ１)和 ＢＬ２１－ｐＥＴ２８ａ－ＡＣＫ－ＣＤＫ－
ＣＯ(Ｇ２)ꎮ Ｇ１ 与 Ｇ２ 蛋白表达情况如图 ２ 所示ꎮ 从

图 ２ 中可以看出ꎬ两者均实现可溶性表达ꎬ并且相关
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蛋白的表达量受基因序列插入位置影响ꎬ共表达时

插入位置靠前的基因蛋白表达量损失较少ꎮ

Ｍ—标准蛋白分子质量ꎻＴ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀

图 ２　 共表达蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

３􀆰 ２􀆰 ２　 融合表达菌株的构建与表达

由于基因插入顺序和 Ｌｉｎｋｅｒ 的种类会影响融

合蛋白的活性ꎬ选取柔性 Ｌｉｎｋｅｒ Ｌ１(ＧＧＧＧＳ) ２ 和刚

性 Ｌｉｎｋｅｒ Ｌ２(ＥＥＥＥＫＫＫＫ) ２ 构建了 ６ 种融合菌株:
ＣＤＫ－Ｌ１ －ＡＣＫ(Ｒ１)、ＡＣＫ－Ｌ１ －ＣＤＫ(Ｒ２)、ＣＤＫ－
Ｌ２－ＡＣＫ(Ｒ３)、ＡＣＫ－Ｌ２－ＣＤＫ(Ｒ４)、ＣＭＫ－Ｌ２－ＡＣＫ
(Ｒ５)和 ＡＣＫ－Ｌ２－ＣＭＫ(Ｒ６)ꎬ如图 ３ 所示ꎮ 从图 ３
中可以看出ꎬ融合后蛋白胶理论值 ７７ ｋＤ 附近有明

显的蛋白条带ꎬ刚性 Ｌｉｎｋｅｒ Ｌ２ 的连接下ꎬＲ３ 和 Ｒ４
融合蛋白在沉淀中表达量较多ꎬ说明 Ｌｉｎｋｅｒ 的刚柔

性也会影响蛋白的结构ꎬ刚性 Ｌｉｎｋｅｒ 对所构建的融

合蛋白影响较大ꎬ导致了包涵体的形成ꎮ

Ｍ—标准蛋白分子质量ꎻＴ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀

图 ３　 融合表达蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

３􀆰 ３　 全细胞催化活性比较

３􀆰 ３􀆰 １　 融合蛋白催化活性探究

重组蛋白中 Ｒ３ 和 Ｒ４ 大部分为包涵体表达ꎬ为
探究其催化能力ꎬ将融合蛋白 Ｒ３、Ｒ４(５０ ｍｇ / ｍＬ)菌
体超声破碎后ꎬ分别取其上清和沉淀与 ５ ｍｇ ＣＭＫ
冻干菌粉加入反应体系进行反应ꎬ反应体系参照

２􀆰 ４ 中所述的方法进行配置ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 从

图 ４ 中可以看出ꎬ除上清有催化活性外ꎬ沉淀也具有

催化活性ꎬ并且包涵体催化生成的 ＣＴＰ 比上清要

多ꎬ说明虽然双酶融合导致蛋白错误折叠形成包涵

体ꎬ但其仍具有一定的催化活性ꎬ李彬春等[１４] 在研

究 α－Ｌ－鼠李糖苷酶时也有活性包涵体出现ꎮ

１—Ｒ３ 上清ꎻ２—Ｒ３ 沉淀ꎻ３—Ｒ４ 上清ꎻ４—Ｒ４ 沉淀

图 ４　 融合蛋白 Ｒ３、Ｒ４ 细胞裂解物上清和沉淀

分别催化生成 ＣＴＰ 的浓度

３􀆰 ３􀆰 ２　 重组菌全细胞催化效率

为了筛选出活性最好的重组蛋白ꎬ参照 ２􀆰 ４ 中

所述的反应体系ꎬ称取等量的冻干菌粉投入反应ꎬ用
ＨＰＬＣ 检测反应液中 ＣＴＰ 浓度ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
从表 １ 中可以看出ꎬ相较于对照组(三菌混合催化ꎬ
ＣＫ)ꎬ重组蛋白催化效率均有提高ꎬ活性最好的为

Ｒ３ 和 Ｒ５ꎬＣＴＰ 浓度比对照组提高了 １􀆰 ４７ 倍ꎮ 这是

因为共表达和融合表达策略能够缩短底物转运距

离ꎬ拉近不同酶活性中心的距离产生邻近效应ꎬ使催

化效率得到提高[１５－１６]ꎮ
表 １　 全细胞催化生产 ＣＴＰ 产量

菌粉
ＣＴＰ 浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均浓度

ＣＫ ８０􀆰 ０ ７６􀆰 ４ ７４􀆰 １ ７６􀆰 ８

Ｇ１ １１２􀆰 ６ １０６􀆰 ４ １１０􀆰 ２ １０９􀆰 ７

Ｇ２ ９８􀆰 ７ ９６􀆰 ２ ９４􀆰 ３ ９６􀆰 ４

Ｒ１ ９３􀆰 ７ ８９􀆰 ６ ８６􀆰 ８ ９０􀆰 ０

Ｒ２ ８４􀆰 ３ ８６􀆰 ７ ８２􀆰 ４ ８４􀆰 ５

Ｒ３ １１２􀆰 ５ １０９􀆰 ３ １０９􀆰 ８ １１０􀆰 ５

Ｒ４ １０４􀆰 ３ ９９􀆰 ６ １０１􀆰 １ １０１􀆰 ７

Ｒ５ １２１􀆰 ３ １１９􀆰 ２ １２１􀆰 ７ １２０􀆰 ７

Ｒ６ １０７􀆰 ６ １０４􀆰 ５ １０３􀆰 １ １０５􀆰 １

３􀆰 ３􀆰 ３　 融合蛋白可溶性表达载体的构建

通过对比发现融合蛋白 Ｒ３ 具有较好的催化潜

力ꎬ但包涵体表达会影响蛋白活性ꎬ用增加 ＳＵＭＯ
促融标签(Ｒ７)和更换 ＰＫＶ 蛋白表达载体(Ｒ８)２ 个

策略实现蛋白的可溶性表达ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 从

图 ５ 中可以看出ꎬ２ 种策略均成功实现可溶性表达ꎬ
后续对其催化活性进行对比ꎮ 将构建的 ３ 种菌诱导

表达后制成冻干菌粉ꎬ分别称取 ４ ｍｇ 冻干菌粉并按

照 ２􀆰 ４ 所述的反应体系进行催化反应ꎬ反应 １ ｈ 后

取样并通过 ＨＰＬＣ 检测 ＣＭＰ 的浓度ꎬ结果如表 ２ 所

􀅰１７１􀅰
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示ꎮ 从表 ２ 中可以看出ꎬ在实现可溶性表达以后ꎬ融
合蛋白催化活性得到增强ꎬ相较于包涵体表达的

Ｒ３ꎬＲ７ 的 ＣＴＰ 浓度提高了 ５％ꎬ相较于对照组(游离

酶混合ꎬＣＫ)浓度提高了 ４８􀆰 ４％ꎮ ＰＫＶ 载体构建的

Ｒ８ 较对照组的 ＣＴＰ 浓度提高了 ２６􀆰 ６％ꎮ 对催化效

率最高的 Ｒ５ 与 Ｒ７ 进行双质粒表达ꎬ并验证其催化

效率ꎬ结果发现相较于分开投加体系双质粒表达菌

株催化效率下降较大ꎬ因此用分别投加 Ｒ５ 与 Ｒ７ 的

策略进行后续反应ꎮ

Ｍ—标准蛋白分子质量ꎻＴ—全细胞ꎻＳ—上清ꎻＰ—沉淀

图 ５　 融合表达蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳图

表 ２　 可溶性载体菌株全细胞催化生产 ＣＴＰ 产量

菌粉
ＣＴＰ 浓度 / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均浓度

ＣＫ ８０􀆰 ０ ７６􀆰 ４ ７４􀆰 １ ７６􀆰 ８

Ｒ３ １１２􀆰 ５ １０９􀆰 ３ １０９􀆰 ８ １１０􀆰 ５

Ｒ７ １１２􀆰 １ １１４􀆰 ６ １１５􀆰 ３ １１４􀆰 ０

Ｒ８ ９８􀆰 ８ ９９􀆰 ８ ９０􀆰 ６ ９６􀆰 ４

３􀆰 ４　 全细胞催化条件的优化

３􀆰 ４􀆰 １　 反应温度和 ｐＨ 对 ＣＴＰ 合成的影响

对于多酶反应体系ꎬ不同的酶具有不同的最适

温度和 ｐＨꎬ因此反应体系应该尽可能保证各个酶都

能充分发挥他们的活性ꎬ以提高整体催化效率ꎮ 温

度和 ｐＨ 对催化合成 ＣＴＰ 的影响如图 ６ 所示ꎮ 从图

６(ａ)中可以看出ꎬ在温度较低时ꎬＣＴＰ 收率随着温

度的升高而增加ꎬ在 ３７℃时收率最高ꎬ超过 ４５℃以

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)不同反应温度 (ｂ)不同反应 ｐＨ

图 ６　 温度和 ｐＨ 对催化合成 ＣＴＰ 的影响

后ꎬ收率显著下降ꎬ说明高温对酶活性影响较大ꎮ 从

图 ６(ｂ)中可以看出ꎬ随着 ｐＨ 的升高ꎬ收率逐渐提

高ꎬ在 ｐＨ 为 ７􀆰 ８ 左右时产率达到最大ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ２　 乙酰磷酸浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

在最适温度和 ｐＨ 条件下ꎬ研究了乙酰磷酸

(ＡＣＰ)浓度对产物收率的影响ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ
从表 ３ 中可以看出ꎬ随着 ＡＣＰ 浓度的升高ꎬＣＴＰ 收

率也在不断提高ꎬ在 ＡＣＰ 浓度为 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 时收

率达到最大ꎬ所以反应体系的最佳 ＡＣＰ 浓度为

５００ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
表 ３　 乙酰磷酸浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

ＡＣＰ 浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

相对收率 / ％

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均收率

２００ ４２􀆰 ３ ３９􀆰 ６ ４５􀆰 ６ ４２􀆰 ５

３００ ５６􀆰 ７ ５８􀆰 ４ ６１􀆰 ２ ５８􀆰 ８

４００ ６９􀆰 ２ ７０􀆰 ３ ６８􀆰 ７ ６９􀆰 ５

５００ ７８􀆰 ４ ８０􀆰 ４ ７９􀆰 ６ ７９􀆰 ５

６００ ７２􀆰 ４ ７０􀆰 ３ ６８􀆰 ９ ７０􀆰 ５

３􀆰 ４􀆰 ３　 金属离子对催化合成 ＣＴＰ 的影响

在酶催化反应中ꎬ金属离子通常对酶活性具有

激活或抑制作用ꎮ 研究表明ꎬＭｇ２＋和 Ｍｎ２＋对核苷酶

具有一定的变构激活作用ꎬ除此之外ꎬＺｎ２＋和 Ｃｏ２＋对

磷酸核糖类酶同样具有激活作用[１７－１８]ꎮ 因此ꎬ探究

了不同金属离子对反应体系的影响ꎬ结果如表 ４ 所

示ꎮ 从表 ４ 中可以看出ꎬ在 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的浓度下ꎬ相
较于空白对照组 (不添加金属离子)ꎬ Ｚｎ２＋、Ｎｉ２＋、
Ｍｇ２＋、Ｃｏ２＋和 Ｍｎ２＋对催化反应具有促进激活作用ꎬ效
果最好的是添加 Ｍｇ２＋ꎬ收率提高 ７０􀆰 ４％ꎬ因此ꎬ选取

Ｍｇ２＋作为反应体系的激活剂ꎮ 为了确定 Ｍｇ２＋ 最佳

的添加量ꎬ对其添加浓度进行了研究ꎬ结果如表 ５ 所

　 　 　 　 　 　 　表 ４　 金属离子对催化合成 ＣＴＰ 的影响

金属离子
相对收率 / ％

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均收率

空白对照 ２９􀆰 ６ ２７􀆰 ７ ３１􀆰 ９ ２９􀆰 ７

Ｃｕ２＋ １２􀆰 ３ １４􀆰 ０ １２􀆰 ９ １３􀆰 １

Ｚｎ２＋ ３９􀆰 ７ ４０􀆰 ９ ４２􀆰 ８ ４１􀆰 １

Ｎｉ２＋ ３６􀆰 ７ ３７􀆰 ９ ３８􀆰 ７ ３７􀆰 ８

Ｃａ２＋ １４􀆰 ９ １３􀆰 １ １５􀆰 ７ １４􀆰 ６

Ｆｅ２＋ ２６􀆰 ３ ２７􀆰 ４ ２８􀆰 ９ ２７􀆰 ５

Ｍｇ２＋ ５４􀆰 ９ ５６􀆰 ３ ５５􀆰 ７ ５５􀆰 ６

Ｃｏ２＋ ４８􀆰 ４ ４９􀆰 ２ ４８􀆰 １ ４８􀆰 ６

Ｍｎ２＋ ４５􀆰 ４ ４４􀆰 １ ４２􀆰 ６ ４４􀆰 ０

　 　 注:金属离子浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

􀅰２７１􀅰
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表 ５　 不同 Ｍｇ２＋浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

Ｍｇ２＋浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

相对收率 / ％

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均收率

１０ ４１􀆰 ４ ４３􀆰 ２ ４１􀆰 ９ ４２􀆰 ２

２０ ５４􀆰 ９ ５６􀆰 ３ ５５􀆰 ７ ５５􀆰 ６

３０ ６９􀆰 ２ ７０􀆰 ３ ６８􀆰 ７ ６９􀆰 ４

４０ ７８􀆰 ４ ８０􀆰 ４ ７９􀆰 ６ ７９􀆰 ５

５０ ７９􀆰 ２ ８０􀆰 １ ７９􀆰 ３ ７９􀆰 ５

６０ ７８􀆰 ６ ８０􀆰 ３ ７９􀆰 ６ ７９􀆰 ５

示ꎮ 从表 ５ 中可以看出ꎬ随着 Ｍｇ２＋浓度的升高ꎬＣＴＰ
收率逐渐提升ꎬ在 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时最大收率提高了

９０􀆰 ４％ꎬ所以反应体系中Ｍｇ２＋最佳浓度为 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
３􀆰 ４􀆰 ４　 菌粉质量浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

菌粉质量浓度是影响终产物产量的重要因素ꎬ
因此ꎬ探究了反应体系中 ＳＵＭＯ － ＣＤＫ － Ｌ２ － ＡＣＫ
(Ｒ７)和 ＣＭＫ－Ｌ２－ＡＣＫ(Ｒ５)质量浓度对反应体系

的影响ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ 从图 ７(ａ)中可以看出ꎬ
固定 Ｒ７ 菌粉质量浓度为 ５ ｍｇ / ｍＬꎬ随着 Ｒ５ 菌粉质

量浓度的增加ꎬＣＴＰ 产量逐渐升高ꎬＲ５ 菌粉质量浓

度为 ４ ｍｇ / ｍＬ 时产量最大ꎮ 从图 ７( ｂ)中可以看

出ꎬ确定 Ｒ５ 菌粉质量浓度为 ４ ｍｇ / ｍＬꎬ随着 Ｒ７ 菌

粉质量浓度的增加产量逐渐增大ꎬＲ７ 菌粉质量分数

为 ４ ｍｇ / ｍＬ 时产量达到最大ꎬ说明 Ｒ７ 菌粉最佳质

量浓度为 ４ ｍｇ / ｍＬꎮ 综上所述ꎬＲ５ 和 Ｒ７ 菌粉的最

优质量浓度分别均为 ４ ｍｇ / ｍＬꎮ

(ａ)Ｒ５ 质量浓度 (ｂ)Ｒ７ 质量浓度

图 ７　 不同菌粉质量浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

３􀆰 ４􀆰 ５　 ＡＴＰ 浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

催化合成体系中需要 ＡＴＰ 提供磷酸基团ꎬ因
此ꎬ考察了 ＡＴＰ 浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响ꎬ结果

如表 ６ 所示ꎮ 从表 ６ 中可以看出ꎬ随着 ＡＴＰ 浓度的

提高ꎬＣＴＰ 产率逐渐升高ꎬＡＴＰ 浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 时

ＣＴＰ 收率达到最大ꎻ继续提高 ＡＴＰ 浓度ꎬ收率不再

增加ꎬ因此ꎬＡＴＰ 的最佳浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

表 ６　 ＡＴＰ 浓度对催化合成 ＣＴＰ 的影响

ＡＴＰ 浓度 /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

相对收率 / ％

平行 １ 平行 ２ 平行 ３ 平均收率

５ ４２􀆰 ３ ３９􀆰 ６ ４５􀆰 ６ ４２􀆰 ５

１０ ５６􀆰 ７ ５８􀆰 ４ ６１􀆰 ２ ５８􀆰 ８

１５ ６９􀆰 ７ ７０􀆰 ２ ６８􀆰 ３ ６９􀆰 ４

２０ ７８􀆰 ６ ７８􀆰 ４ ８１􀆰 ４ ７９􀆰 ５

２５ ７９􀆰 ２ ７７􀆰 １ ７６􀆰 ３ ７７􀆰 ５

３０ ７８􀆰 ７ ７９􀆰 ４ ７７􀆰 ３ ７８􀆰 ５

３􀆰 ５　 一锅法全细胞催化合成 ＣＴＰ
在优化反应条件下ꎬ于 １００ ｍＬ 的反应体系下进

行催化反应ꎬ结果如图 ８ 所示ꎮ 从图 ８ 中可以看出ꎬ
在 ０~４５ ｍｉｎ 内ꎬ反应速率较快ꎬ底物消耗超过一半ꎬ
在 ７５ ｍｉｎ 底物消耗完全ꎬＣＴＰ 产量达到 １０８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
总收率为 ８６􀆰 ４％ꎬ实现了 ＣＴＰ 的一锅法合成ꎮ

１—ＣＴＰ 浓度ꎻ２—胞苷浓度

图 ８　 一锅法全细胞催化合成 ＣＴＰ

４　 结论与展望

以胞苷(Ｃｙｔｉｄｉｎｅ)为底物ꎬ用大肠杆菌对 ＣＤＫ
与 ＡＣＫ 进行共表达及融合表达改造和 ＣＭＫ 与 ＡＣＫ
进行融合表达改造ꎬ并探究其催化效率ꎬ得到催化效

率最高的融合菌株 ＳＵＭＯ－ＣＤＫ－Ｌ２－ＡＣＫ 与融合菌

株 ＣＭＫ－Ｌ２－ＡＣＫꎬ建立的双融合菌催化体系是三菌

混合反应体系的 １􀆰 ５４ 倍ꎮ 对反应条件进行优化ꎬ优
化后 ＣＴＰ 产量达到 １０８ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ总收率为 ８６􀆰 ４％ꎬ
实现了 ＣＴＰ 的一锅法合成ꎮ 但应用于工业化生产

还需解决一些问题:一是收率还有待进一步提高ꎬ采
用静息细胞催化会产生一定比例的副产物ꎬ后续研

究可以对产生副产物的相关基因进行敲除或其他正

向改造ꎬ从而提高催化效率和收率ꎻ二是产物分离问

题ꎬＣＴＰ 的合成路线往往需要大量的 ＡＴＰ 参与反

应ꎬ虽然用乙酸激酶 ＡＣＫ 使反应体系能够做到

ＡＴＰ 的循环ꎬ减少了 ＡＴＰ 的投加ꎬ但仍需要使用一

定比例的 ＡＴＰꎬ这给产物的分离纯化带来一定的

􀅰３７１􀅰
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困难ꎮ 后续研究可尝试建立 ＡＴＰ 内循环的无细胞

酵母体系ꎬ从而避免直接添加 ＡＴＰ 造成的产物分

离困难ꎮ
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