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摘要: 为了提升腈水解酶转化 ３－氰基吡啶制备烟酸的工艺经济性并为其工业应用奠定基础ꎬ 对重组大肠杆菌

Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 进行了 ｐＨ￣ｓｔａｔ 高密度发酵以及催化性质研究. 结果显示ꎬ 高密度发酵实验中获得最高菌体

ＯＤ６００为 １３６.８ꎬ 细胞干重 ６１.９７ ｇ / Ｌꎬ 最高酶活为 ５５８.６ Ｕ / ｍＬꎻ 进一步考察了重组菌在不同温度、 ｐＨ、 金属离子以

及有机溶剂等条件下的催化特性. 最后ꎬ 将高密度发酵获得的菌体制备成静息细胞ꎬ 在 ３０ ℃、 ｐＨ ７.２ 条件下ꎬ
２８０ ｍｉｎ内共转化 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 底物总计 ２４ 批次ꎬ 烟酸累积浓度 ５９０ ｇ / Ｌꎬ 是目前文献所报道生物法合成烟酸最高

水平.
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　 　 腈水解酶(ＥＣ３.５.５.１)属于腈水解酶超家族ꎬ
是一类能将腈类化合物转化成相应羧酸的水解

酶[１]ꎬ 具有较保守的 α￣β￣β￣α 的三明治结构ꎬ 以及

Ｅ￣Ｋ￣Ｃ 催化三联体[２] . 由于具有反应条件温和、 环

境友好、 底物特异性强等优点ꎬ 腈水解酶在精细化

学品、 食品添加剂及医药中间体的生物催化合成中

具有良好的应用价值[３] .
烟酸(维生素 Ｂ３)是人体所必须的 １３ 种维生素

之一ꎬ 在人体中为脱氢酶的辅酶(ＮＡＤ＋ꎬ ＮＡＤＰ ＋)
提供碳骨架ꎬ 这些辅酶在多种氧化还原反应中有着

重要作用. 而人体自身仅能通过转化少量酪氨酸来

合成烟酸ꎬ 其余需依赖饮食以及医疗补剂来补

充[４] . 另外ꎬ 在制药工业中ꎬ 烟酸也作为一种重要

的中间体被应用于维生素类药物的生产中. 但目前

合成烟酸的传统方法主要采用化学水解法ꎬ 存在反

应条件苛刻ꎬ 收率偏低ꎬ 能耗和生产成本较高等问

题[５] . 随着烟酸需求量的日益攀升ꎬ 腈水解酶生物

催化法制备烟酸作为一种相对绿色环保的合成方式

也越来越受到关注[６] .
大肠杆菌高密度发酵(Ｈｉｇｈ Ｃｅｌｌ￣Ｄｅｎｓｉｔｙ Ｃｕｌｔｉ￣

ｖａｔｉｏｎꎬ ＨＣＤＣ)是一种利用特定的发酵策略ꎬ 提升

罐内大肠杆菌的单位体积生物量ꎬ 从而高效获取重

组蛋白的技术[７] . 除此之外ꎬ ＨＣＤＣ 还能够减少发

酵对培养体积的需求ꎬ 在恒定的固定资产成本、 时

间成本以及人力成本基础上实现更高的产量ꎬ 有效

降低单位产品的生产成本ꎬ 显著提升产品竞争力.
ＨＣＤＣ 技术的实施ꎬ 能够提高酶的产量、 降低生产

成本ꎬ 更好地将腈水解酶应用于烟酸合成.
我们应用 ＨＣＤＣ 中 ｐＨ￣ｓｔａｔ 策略[７]ꎬ 补料培养

基的主要成分为葡萄糖ꎬ 利用大肠杆菌代谢葡萄糖

产生乙酸的原理ꎬ 通过调控发酵过程的 ｐＨ 值来控

制发酵过程. 最后ꎬ 考虑到腈类化合物的毒性ꎬ 我

们在生物转化过程中使用全细胞进行转化ꎬ 因此进

一步考察了重组菌全细胞的催化特性ꎬ 并使用高密

度发酵获得的菌体进行了 ３￣氰基吡啶的批次投料

转化合成烟酸ꎬ 以期为烟酸的大规模生物合成应用

奠定基础.

１ 实验部分

１.１ 材料

１.１.１ 菌株与质粒　 　 我们所使用菌株 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１
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(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 由实验室前期构建和保藏.
１.１. ２ 培养基 　 　 ＬＢ 培养基( ｇ / Ｌ): Ｔｒｙｐｔｏｎｅ １０ꎬ
Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ５ꎬ 氯化钠 １０.

种子培养基( ｇ / Ｌ): Ｔｒｙｐｔｏｎｅ ２０ꎬ Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ
５ꎬ 氯化钠 ０.５ꎬ 氯化钾 ０.１９ꎬ 氯化镁 ０.９５ꎬ 葡萄糖

３.６ꎬ 微量元素 ２ ｍＬ / Ｌ.
发酵培养基( ｇ / Ｌ): Ｔｒｙｐｔｏｎｅ ２０ꎬ Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ

５ꎬ 氯化钠 ０.５ꎬ 氯化钾 ０.１９ꎬ 氯化镁 ０.９５ꎬ 葡萄糖

１０ꎬ 微量元素 ２ ｍＬ / Ｌ.
补料培养基( ｇ / Ｌ): 葡萄糖 ７００ꎬ 硫酸镁 １４ꎬ

微量元素 １４ ｍＬ / Ｌ.
微量元素(ｇ / Ｌ): 硫酸锌 ０.５８ꎬ 氯化铁 ６ꎬ 氯化

钙 ０.２ꎬ 硫酸锰 ０.３ꎬ 氯化铜 ０.２ꎬ 乙二胺四乙酸 ０.５.
将上述培养基的 ｐＨ 值调整至 ７.０ 后在 １１５ ℃

条件下灭菌 ２０ ｍｉｎꎬ 氨苄青霉素采用 ０.２２ μｍ 滤膜

过滤除菌.
１.１.３ 试剂　 　 ３￣氰基吡啶、 烟酸购于阿拉丁试剂有

限公司ꎬ 氨苄青霉素购于上海生工生物工程有限公

司ꎬ 胰蛋白胨和酵母粉购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ 葡

萄糖标准液与生物传感分析仪缓冲剂购于山东省科

学院生物研究所ꎬ 其余试剂购于国药集团化学试剂

有限公司.
１.１.４ 仪器　 　 ７ Ｌ 发酵罐系统、 冷冻离心机ꎬ 艾本

德中国有限公司ꎻ 电子天平、 电子 ｐＨ 计、 ｐＨ 电极、
ＤＯ 电极ꎬ 梅特勒￣托利多公司ꎻ 生物传感分析仪ꎬ
山东省科学院生物研究所ꎻ 高压蒸汽灭菌锅ꎬ 松下

健康医疗器械株式会社ꎻ 生化培养箱、 超净工作

台ꎬ 上海博迅实业有限公司ꎻ 酶标仪ꎬ 美谷分子仪

器有限公司ꎻ 高效液相色谱仪ꎬ Ｄｉｏｎｅｘ 公司ꎻ Ａｔｌａｎ￣
ｔｉｓ ｄＣ１８ 柱ꎬ ＷＡＴＥＲＳ 公司.
１.２ 实验方法

１.２.１ 菌种活化　 　 将保藏在－８０ ℃冰箱中的重组

菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在固体种子平板上划线

(固体培养基中添加氨苄抗性ꎬ 下同)ꎬ 在生化培养

箱中 ３７ ℃培养 １２ ｈꎬ 在活化平板上挑取长势较好

的单克隆接种于种子培养基中ꎬ 置于旋转式摇床

(下同)３７ ℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 １２ ｈ 并检测菌

液酶活ꎬ 选取酶活最高的菌液制备成固体斜面

保存.
１.２.２ 种子制备　 　 将上述种子斜面上刮取单菌落

接种至液体种子培养基中ꎬ ３７ ℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养

８ ｈꎻ 接入液体种子培养基中(２％接种量(Ｖ / Ｖ))ꎬ
３７ ℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 培养 ８ ｈ.

１.２.３ ｐＨ￣ｓｔａｔ 补料策略下的高密度发酵　 　 培养基

中的葡萄糖在 Ｅ. ｃｏｌｉ 发酵时会被代谢产生乙酸ꎬ 致

使 ｐＨ 下降ꎻ 而当葡萄糖被代谢完后ꎬ 大肠杆菌又

会继续利用之前产生的乙酸作为碳源ꎬ 致使 ｐＨ 升

高. 因此ꎬ 我们通过使用 ｐＨ￣ｓｔａｔ 法补料ꎬ 在发酵液

ｐＨ 升高时反馈流加葡萄糖ꎬ 此时ꎬ 菌体代谢葡萄

糖产生乙酸ꎬ 会使发酵体系的 ｐＨ 值下降ꎻ 而当 ｐＨ
低于一定限值时ꎬ 又通过流加氨水、 提供氮源的同

时ꎬ 中和体系中的乙酸ꎬ 提升罐内 ｐＨ 值ꎬ 使整个发

酵过程的 ｐＨ 控制在一定范围内.
我们以培养基初始葡萄糖被完全耗尽作为分界

点ꎬ 前期为分批发酵阶段ꎬ 后期为补料发酵阶段.
发酵初始ꎬ 我们将先前制备的二级种子液按接入发

酵培养基中(１０％(Ｖ / Ｖ)接种量)ꎬ 同时添加终浓度

为 １００ μｇ / ｍＬ 的氨苄青霉素ꎬ 控制发酵温度为

３７ ℃ꎬ 转速和通气量通过溶氧电极反馈的溶氧值

来调节(考虑到实际应用ꎬ 发酵罐转速被控制在

６００ ｒ / ｍｉｎ以内)ꎬ ｐＨ 根据 ｐＨ 电极反馈的数据ꎬ 适

量流加氨水来控制ꎬ 使发酵液 ｐＨ 不低于 ６.７５ꎬ 整

个发酵过程中定期取样ꎬ 检测发酵液中葡萄糖浓度

(ｇ / Ｌ)ꎬ 菌浓(ＯＤ６００)以及酶活(Ｕ / ｍＬ). 在补料发

酵阶段ꎬ 采用 ｐＨ￣ｓｔａｔ 补料策略ꎬ ｐＨ 高于 ６.８５ 则流

加补料培养基ꎬ ｐＨ 低于 ６.７５ 则流加氨水.
１.２.４ 催化性质考察　 　 最适温度: 测定重组菌在

２０~６０ ℃下的酶活ꎬ 其他条件保持不变ꎬ 设定５０ ℃
下的重组菌酶活为 １００％.

热稳定性: 将静息细胞分别置于 ４、 ３０、 ４０、 ５０
和 ６０ ℃ 中温浴ꎬ 设置初始的静息细胞酶活为

１００％ꎬ 定期取样检测残留酶活. 以残留相对酶活的

自然对数 Ｌｎ(ＲＡ)对时间作图ꎬ 计算重组菌酶活的

半衰期 ｔ１ / ２ .
最适 ｐＨ: 在 ｐＨ＝ ４.０、 ４.６、 ５.２、 ５.８(柠檬酸￣柠

檬酸钠缓冲液)、 ｐＨ＝ ５.８、 ６.５、 ７.２、 ７.８(磷酸钠缓

冲液(ＰＢＳ))、 ｐＨ＝ ７.８、 ８.５、 ９.０(Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液)
的反应缓冲液条件下测定重组菌酶活ꎬ 设置 ｐＨ ７.２
条件下的酶活为 １００％.

ｐＨ 稳定性: 将静息细胞分别重悬在 ｐＨ ６.５、
７.２、 ７.８ 的 ＰＢＳ 缓冲液保存在 ４ ℃条件下ꎬ 定期取

样检测酶活ꎬ 设置初始静息细胞酶活为 １００％ꎬ 以

残留相对酶活的自然对数 Ｌｎ(ＲＡ)对时间作图ꎬ 计

算重组菌酶活的半衰期.
金属离子: 选取不同金属离子溶液添加至测活

体系中ꎬ 在 ３０ ℃温浴 ３０ ｍｉｎꎬ 其他条件保持不变ꎬ
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金属离子终浓度设置为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ 在此条件下测

定重组菌酶活ꎬ 选择不额外添加金属离子的反应体

系酶活为 １００％.
有机溶剂: 选取 ５％(Ｖ / Ｖ)和 ２０％(Ｖ / Ｖ)终浓

度的不同有机溶剂ꎬ 测定重组菌酶活ꎬ 设置不添加

有机溶剂的反应体系的酶活为 １００％.
１.２.５ 底物批次转化　 　 为了减少底物对重组菌酶

活的抑制作用ꎬ 我们采用批次投料的方式来转化

３￣氰基吡啶. 离心收集发酵菌体ꎬ 采用 ｐＨ ７.２、 １００
ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸钠缓冲液(ＰＢＳ)重悬菌体并洗涤 ２~
３ 次ꎬ 控制菌体生物量(Ｄｒｙ Ｃｅｌｌ Ｗｅｉｇｈｔꎬ ＤＣＷ)为

４.６ ｇ / Ｌꎬ 生物转化实验采用 １００ ｍＬ 生物转化体系ꎬ
以 ｐＨ ７.２、 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸钠缓冲液为反应介

质ꎬ 选取 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 作为 ３￣氰基吡啶的投料浓度ꎬ
３０ ℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 振荡反应ꎬ 通过 ＨＰＬＣ 检测转化

体系中底物的残留情况ꎬ 并且在底物完全消耗完后

进行下一批次的投料.
１.２.６ 分析方法　 　 菌体生物量(ＤＣＷ): 使用紫外

分光光度计测定菌体 ＯＤ６００(测定过程中将菌体密

度稀释至 ＯＤ 值介于 ０.２ ~ ０.７ꎬ 再乘以稀释倍数获

得最 终 结 果)ꎬ 再 换 算 成 细 胞 干 重: １ ＯＤ６００ ＝
０.４５３ ｇ / Ｌ.

葡萄糖浓度: 使用生物传感分析仪.
生物转化反应过程: 取 ２００ μＬ 菌液ꎬ １２ ０００ ｒ /

ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ 用 ｐＨ ７. ２、 ０. １ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ 再用 ９００ μＬ ＰＢＳ 悬浮菌体ꎬ 获得静

息细胞. 再将细胞置于 ３０ ℃金属浴温浴 ５ ｍｉｎ 后加

入 １００ μＬ、 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ３￣氰基吡啶ꎬ ３０ ℃、 １２０
ｒ / ｍｉｎ 反应 １０ ｍｉｎ. 转化结束后取 １０ μＬ 转化液通

过苯酚￣次氯酸钠法测定酶活.
腈水解酶在转化腈类底物合成羧酸的过程中ꎬ

同时也会按照等摩尔比产生氨气ꎬ 为此ꎬ 检测出氨

含量也就能够获得理论上催化所产生的羧酸含量ꎬ
并由此来表征酶活性. 通过 Ｐｈｅｎｏｌ￣Ｈｙｐｏｃｈｌｏｒｉｔｅ 法

测定氨含量快速、 灵敏、 简便ꎬ 该反应过程中ꎬ 亚

硝基铁氰化钠在碱性条件下催化氨先后与苯酚以及

次氯酸钠生成蓝色可溶化合物ꎬ 该化合物在 ６３０ ｎｍ
处紫外吸收强ꎬ 因此通过紫外分光光度计即可检测

其生成量ꎬ 从而计算出羧酸的生成量[８] . 酶活

(１ Ｕ)为在生物转化反应的标准条件下ꎬ 每分钟生

成１ μｍｏｌ产物烟酸(或氨)所需的酶量ꎬ 总酶活(Ｕ /
ｍＬ)为每毫升发酵液中的细胞具有的酶活力单位.

ＨＰＬＣ 检 测: ＷＡＴＥＲＳ Ａｔｌａｎｔｉｓ ｄＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ

(５.０ μｍꎬ ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ× ４.６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉ￣
ｍａｔｅ ３０００ꎻ 流动相: Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ / ０.０２％ Ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅ￣
ｔｉｃ ａｃｉｄ(３ ∶ ２)ꎻ 流速 ０.５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ 柱温 ３０ ℃ꎻ 检测

波长 ２６８ ｎｍꎻ 进样量 ２ μＬ.

２ 结果与讨论

２.１ ｐＨ￣ｓｔａｔ 法补料高密度发酵

我们将菌种活化制备获得二级种子后ꎬ 接种至

７ Ｌ 发酵罐中开始发酵. 分批发酵阶段ꎬ 菌体自然代

谢葡萄糖使发酵液 ｐＨ 降低ꎬ 此时仅流加氨水控制

ｐＨ 不低于 ６.７５. 由图 １ 可知ꎬ 发酵进行 ４ ｈ 后ꎬ 葡

萄糖已经基本耗尽ꎬ 此时开始进入补料发酵阶段ꎬ

图 １ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 的 ｐＨ￣ｓｔａｔ 高密度发酵

Ｆｉｇ.１ Ｈｉｇｈ ｃｅｌｌ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐＨ￣ｓｔａｔ ｍｏｄｅ

并通过补料培养基与氨水的调控流加使 ｐＨ 稳定在

６.８ 左右. 发酵至 ８３.５ ｈꎬ 测得整个发酵过程的最高

酶活为 ５５８.６ Ｕ / ｍＬꎬ 之后菌体生物量还在增长ꎬ 但

酶活开始逐步下降ꎬ 可能是长时间发酵导致重组菌

中的质粒出现部分丢失ꎻ 发酵时间延长至 １１０ ｈ 时ꎬ
菌体浓度基本达到恒定ꎬ 此时ꎬ 发酵罐中的代谢物

可能对菌体的生长代谢产生了明显的抑制作用ꎬ 最

后补料的葡萄糖在罐中出现残留也证明菌体的代谢

已经明显放缓ꎬ 整个发酵过程菌体 ＯＤ６００最高达到

１３６.８ꎬ ＤＣＷ 为 ６１.９７ ｇ / Ｌ.
大肠杆菌的高密度发酵策略主要分为直接反馈

控制、 非直接反馈控制以及非反馈控制[７] . 在考虑

发酵策略时ꎬ 我们认为 ｐＨ￣ｓｔａｔ 策略不需要对菌体

的发酵情况进行深入了解ꎬ 对于发酵设备也没有很

高的要求ꎬ 并且通过以葡萄糖作为补料培养基ꎬ ｐＨ
值的变化能够实时反应菌体的碳源代谢情况ꎬ 从而

判断发酵情况. 因此ꎬ 最终选择了 ｐＨ￣ｓｔａｔ 方式作为
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我们的发酵策略ꎬ 实验结果也证明 ｐＨ￣ｓｔａｔ 策略确

实能够帮助我们高效获取腈水解酶.
２.２ 温度对重组菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ酶活的影响

为了评估生物催化剂的应用性能ꎬ 我们又对收

集的重组菌细胞催化性质进行了考察. 温度是生物

催化剂反应速率的一个重要影响因素ꎬ 因此ꎬ 首先

对重组菌的最适反应温度以及在不同温度下的酶活

半衰期进行了评价.
如图 ２ꎬ 当催化反应温度介于 ２０~５０ ℃范围内

时ꎬ 随着温度的提升ꎬ 重组菌酶活也呈现出增长的

图 ２ Ｅ.ｃｏｌｉ￣ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在不同温度下的相对酶活

Ｆｉｇ.２ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ￣ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

趋势ꎬ 并在 ５０ ℃时静息细胞酶活达到最高值ꎬ 该

研究结果反映出细胞的最适反应温度为 ５０ ℃ꎬ 高

于文献报道的产腈水解酶的恶臭假单胞菌 Ｐ. ｐｕｔｉｄａ
ＭＴＣＣ ５１１０ (３５ ℃) [９] 以及红球菌 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.
ＮＤＢ１１６５(４５ ℃) [１０]ꎬ 但低于拟无支酸菌 Ａｍｙｃｏｌａ￣
ｔｏｐｓｉｓ ｓｐ. ＩＩＴＲ ２１５(５５ ℃) [１１] . 温度的升高对重组菌

酶活的促进作用也逐渐增强ꎬ 可能是由于温度升高

的同时ꎬ 生物转化体系内的分子热运动加剧ꎬ 从而

加速了底物与酶分子的接触反应ꎻ 而随着温度继续

上升ꎬ 重组菌酶活开始下降ꎬ 可能是因为催化反应

温度过高时ꎬ 酶分子的高级结构迅速解折叠ꎬ 使得

高温对酶活的破坏作用超过了分子热运动所带来的

促进作用ꎬ 使得酶活降低.
　 　 接下来为了研究不同温度下重组菌的酶活半衰

期ꎬ 我们将重组菌制备成静息细胞ꎬ 置于 ４、 ３０、
４０、 ５０ 和 ６０ ℃温度下ꎬ 并间隔 １２ ｈ 取样测定酶活

性(图 ３). 经计算ꎬ 重组菌全细胞在这些温度下的

ｔ１ / ２分别为 １７７.７、 １５０.７、 ６４.２、 ２２.９ 和 ７.０ ｈ. 考虑到

图 ３ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在 ４ ℃(■)ꎬ ３０ ℃(●)ꎬ
４０ ℃(▲)ꎬ ５０ ℃(▼)和 ６０ ℃(◆)下的热稳定性

Ｆｉｇ.３ Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ ｕｎｄｅｒ ４ ℃
(■)ꎬ ３０ ℃(●)ꎬ ４０ ℃(▲)ꎬ ５０ ℃(▼) ａｎｄ ６０ ℃(◆)

在进行转化反应时ꎬ 除了温度以外ꎬ 来自底物的毒

性作用也会对酶活有着不可逆的破坏作用ꎬ 因此我

们在后期的批次转化投料实验中ꎬ 选取 ３０ ℃作为

反应温度.
２.３ ｐＨ对重组菌 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ酶活的影响

ｐＨ 也是酶催化反应中的一项重要参数ꎬ 我们

考察了 ｐＨ 对重组菌的酶活以及酶活半衰期的影响.
如 图 ４所示ꎬ 重组菌在 ｐＨ ６.５、 ７.２、 ７.８的 ＰＢＳ缓

图 ４ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在不同 ｐＨ 下的相对酶活

Ｆｉｇ.４ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨ

(Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(■)ꎬ ＰＢＳ(●) ａｎｄ Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ￣Ｓｏｄｉｕｍ ｃｉｔｒａｔｅ(▲))

冲液中均保持了相对较高的酶活ꎬ 其中在 ｐＨ ７.２
时酶活最高ꎻ 而在 ｐＨ 过高或过低的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲

体系和柠檬酸￣柠檬酸钠缓冲体系中ꎬ 重组菌的酶
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活损失严重. 另外ꎬ 重组菌在相同 ｐＨ 的不同缓冲

液体系中表现出了较大的酶活差异ꎬ 这可能是由不

同离子对重组菌酶活产生了不同的影响.
　 　 如图 ５ 所示ꎬ 在不同 ｐＨ 下重组菌酶活的半衰

期实验中ꎬ 在 ｐＨ ６.５、 ７.２、 ７.８ 下ꎬ 酶活半衰期分别

为 ７８.８、 １５０.７ 和 ９１.２ ｈ. 因此ꎬ 我们选择酶活和

稳定性最好的 ｐＨ ７. ２ 作为后续转化研究的 ｐＨ
条件.

图 ５ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在 ｐＨ ６.５(■)ꎬ ７.２(●)
和 ７.８(▲)下的酶活稳定性

Ｆｉｇ.５ ｐＨ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ ｕｎｄｅｒ
ｐＨ ６.５(■)ꎬ ７.２(●) ａｎｄ ７.８(▲)

２.４ 金属离子对 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ￣ＮＩＴ 酶活影响

金属离子对生物催化剂也会产生重要影响ꎬ 我

们考察了亚铁离子、 铁离子、 钡离子、 铝离子、 锰

离子、 铅离子、 锂离子、 镍离子、 银离子、 锶离子、
镁离子、 铜离子、 锌离子、 钙离子、 锡离子、 钴离子

分别在反应体系内终浓度 １ 和 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的条件下ꎬ
重组菌酶活的差异.
　 　 如图 ６ꎬ 在不同浓度和金属离子的环境条件下ꎬ
重组菌酶活产生了明显差异. 其中ꎬ 在银离子存在

下ꎬ 重组菌完全检测不到酶活ꎬ 这与腈水解酶的催

化机制相符ꎬ 银离子属于巯基结合试剂ꎬ 能够结合

腈水解酶催化三联体中的 Ｃｙｓꎬ 使其完全丧失酶活ꎬ
而来自于 Ｐ. ａｂｙｓｓｉ[１２]和 Ｆ. ｓｏｌａｎｉ Ｏ１[１３]的腈水解酶

的实验结果也与本研究基本一致ꎻ 另外ꎬ 锂、 镍、
镁、 锡、 钴等离子表现出对重组菌酶活较好的促进

作用ꎬ 提升幅度超过了 ５０％ꎬ 其中 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 镁离

子对酶活的促进作用最显著ꎬ 提升幅度达到 ９７％ꎻ
当金属离子终浓度达到 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 酶活均出现

了不同程度的下降.

图 ６ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在 １ ｍｍｏｌ / Ｌ(■)和 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ
(□)的不同金属离子下的相对酶活

Ｆｉｇ.６ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ ｕｎｄｅｒ
１ ｍｍｏｌ / Ｌ(■) ａｎｄ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ(□) ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｌ ｉｏｎｓ

２.５ 有机溶剂对 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ￣ＮＩＴ 酶活影响

在腈水解酶的底物谱中ꎬ 多种腈类底物在水中

的溶解度较差ꎬ 在一些转化反应中ꎬ 可能需通过添

加一些有机助溶剂来促进底物的溶解以加速反应.
因此ꎬ 我们也选取了一些常见的有机溶剂(甲醇、
乙醇、 １ꎬ２￣丙二醇、 正丁醇、 正戊醇和二氯甲烷)ꎬ
考察 ５％(Ｖ / Ｖ)和 ２０％(Ｖ / Ｖ)浓度下对重组菌酶活

的影响. 由图７可知ꎬ 甲醇、 正丁醇、 正戊醇和二氯

图 ７ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 在 ５％(Ｖ / Ｖ)(■)和 ２０％
(Ｖ / Ｖ)(□)的不同有机溶剂下的相对酶活

Ｆｉｇ.７ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣
ＮＩＴ ｕｎｄｅｒ ５％(Ｖ / Ｖ)(■) ａｎｄ ２０％(Ｖ / Ｖ)(□) ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｏｒｇａｎｉｃ ｒｅａｇｅｎｔｓ
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甲烷在两种浓度下均表现出对重组菌酶活强烈的抑

制作用ꎬ 特别是在正丁醇和正戊醇存在下ꎬ 酶活几

乎完全丧失. 然而ꎬ １ꎬ２￣丙二醇在两种浓度下均能

提升酶活ꎬ 相对酶活分别达到 １１４％和 １３８％.
２.６ 批次投料合成烟酸

为研究该重组菌的转化潜能ꎬ 我们考察了静息

细胞对 ３￣氰基吡啶的生物转化情况. 将发酵液中菌

体离心分离并制备静息细胞ꎬ 转入 １００ ｍＬ 转化体

系ꎬ 以 ｐＨ ７.２、 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的磷酸钠缓冲液为反应

介质ꎬ 以 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ ３￣氰基吡啶为投料浓度ꎬ 在

３０ ℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 条件下完成批次转化.
如图 ８ 所示ꎬ 在 ２８０ ｍｉｎ 内转化了 ２４ 批次的

３￣氰基吡啶ꎬ 烟酸终浓度达到了 ５９０ ｇ / Ｌ. 其中ꎬ 在

前 ２２ 批的投料反应中ꎬ 底物均在 １０ ｍｉｎ 内被完全

转化ꎬ 之后转化速度明显下降ꎬ 最后两批底物均在

３０ ｍｉｎ 内完成转化ꎬ 通过 ＨＰＬＣ 检测转化体系中无

底物残留.

图 ８ 利用 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 进行批次投料转化

合成烟酸

Ｆｉｇ.８ Ｆｅｄ￣ｂａｔｃｈ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ
ｗｉｔｈ Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ

３ 结论

我们为降低生产成本和提高工艺效率ꎬ 对产腈

水解酶的 Ｅ.ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)￣ＮＩＴ 进行了 ｐＨ￣ｓｔａｔ 补
料高密度发酵ꎬ 重组大肠杆菌最高 ＤＣＷ 达到了

６１.９７ ｇ / Ｌꎬ 最高酶活达到了 ５５８.６ Ｕ / ｍＬ. 并且ꎬ 通

过对重组菌在不同环境条件下催化性质的研究ꎬ 对

该酶的催化潜能有了更深入的了解ꎬ 为工艺优化以

及应用提供了数据支撑. 最后ꎬ 我们考察了该菌株

对 ３￣氰基吡啶的转化能力ꎬ 通过批次投料反应ꎬ 重

组菌静息细胞在 ２８０ ｍｉｎ 内转化获得了 ５９０ ｇ / Ｌ 的

产物ꎬ 是截至目前文献报道的生物法合成烟酸最高

水平. 然而ꎬ 高密度发酵周期仍然偏长ꎬ 培养基条

件对于工业应用也有待进一步优化ꎬ 未来研究可从

这两方面进一步提升该腈水解酶的应用潜力ꎬ 以更

好地适应工业化生产的需要.
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ｌｅｖｅｌ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ｄａｔｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｎｉｔｒｉｌａｓｅꎻ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ３￣ｃｙａｎｏｐｙｒｉｄｉｎｅ
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