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摘   要：辅酶 I (nicotinamide adenine dinucleotide, NAD+)作为人体内重要的辅酶，在维持细胞生

长、分化和能量代谢以及细胞保护方面起着重要作用。还原型烟酰胺单核苷酸 (reduced 
nicotinamide mononucleotide, NMNH)是一种有效的 NAD+增强剂，可以快速、高效地提高组织中

NAD+水平。NADH 焦磷酸酶可将还原型辅酶 I (reduced nicotinamide adenine dinucleotide, NADH)
转化为 NMNH 以促进 NAD+的再生。【目的】在枯草芽孢杆菌中构建 NADH 焦磷酸酶表达体系

并实现 NMNH 的生物转化合成。【方法】通过载体筛选成功在枯草芽孢杆菌 WB600 中实现 NADH
焦磷酸酶的胞内表达，结合启动子工程提升其酶活，同时通过培养基优化及 5 L 发酵罐放大发酵

策略进一步考察重组酶的工业应用潜力。在此基础上采用全细胞催化体系进行 NMNH 的生物转

化。【结果】NADH 焦磷酸酶的初始表达酶活为 1.70 U/mL，NMNH 产量为 135 mg/L。通过启动

子工程化改造，将酶活提升了 41%；此外，培养基优化及 5 L 发酵罐放大发酵策略将酶活进一步

提升至 5.02 U/mL，较摇瓶水平提升 1.09 倍；在此基础上采用全细胞催化体系进行 NMNH 生物转

化，获得 NMNH 产量为 1.20 g/L，较初始产量提高了 7.88 倍。【结论】本研究开发了 NADH 焦

磷酸酶在枯草芽孢杆菌中的高效表达体系，并采用全细胞催化方式实现了 NADH 到 NMNH 的高

效转化，为 NMNH 的生物合成提供了新思路。 
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Abstract: [Objective] As an important coenzyme in human body, coenzyme I (nicotinamide 
adenine dinucleotide, NAD+) plays an important role in maintaining cell growth, 
differentiation, and energy metabolism and protecting cells. Reduced nicotinamide 
mononucleotide (NMNH), an effective NAD+ enhancer, can efficiently elevate the levels of 
NAD+ in tissues. NADH pyrophosphatase can transform reduced nicotinamide adenine 
dinucleotide (NADH) into NMNH to promote the regeneration of NAD+. The purpose of this 
study is to construct a NADH pyrophosphatase expression system in Bacillus subtilis and 
realize the synthesis of NMNH by biotransformation. [Methods] NADH pyrophosphatase was 
successfully expressed in B. subtilis WB600 by vector screening, and promoter engineering 
was employed to improve the enzyme activity. Furthermore, the industrial application potential 
of the recombinant enzyme was further investigated by medium optimization and amplified 
fermentation in a 5 L fermenter. On this basis, the whole cell catalytic system was used for 
biotransformation to synthesize NMNH. [Results] The initial activity of NADH 
pyrophosphatase and the yield of NMNH were 1.70 U/mL and 135 mg/L, respectively. After 
promoter engineering, the enzyme activity was improved by 41%. In addition, the enzyme 
activity was increased to 5.02 U/mL after optimization of the culture medium and amplified 
fermentation in a 5 L fermenter, which was 1.09 times higher than that in a shake flask. On this 
basis, the whole-cell catalytic system was used for biotransformation, and the yield of NMNH 
reached 1.20 g/L, which was 7.75 times higher than the initial yield. [Conclusion] We built an 
efficient expression system of NADH pyrophosphatase in B. subtilis and realized the efficient 
transformation from NADH to NMNH by whole-cell catalysis, providing a new idea for the 
biosynthesis of NMNH. 
Keywords: reduced nicotinamide mononucleotide; promoter engineering; fermentation 
optimization; whole-cell catalysis; Bacillus subtilis 
 
 

辅酶 I (nicotinamide adenine dinucleotide, 
NAD+)参与三羧酸循环、糖酵解等人体内重要代

谢反应。然而，随着人年龄增长，体内 NAD+

水平会降低，从而导致一些神经退行性疾病的发
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生[1]。NAD+稳态改变已成为一系列疾病状态的

共同特征 [2]。还原型烟酰胺单核苷酸 (reduced 
nicotinamide mononucleotide, NMNH)是一种有

效的 NAD+前体[3]，研究表明将 NMNH 以不同浓

度添加到小鼠肝细胞中，不仅提升了细胞内

NAD+的水平，还加快了 NAD+上升的速度[4]。 
目前，主要采用化学方法合成 NMNH。利

用二氧化硫脲(thiourea dioxide, TDO)可以将烟

酰 胺 单 核 苷 酸 (nicotinamide mononucleotide, 
NMN)还原为 NMNH，但是 TDO 具有毒性，对

环境造成污染的同时容易产生难以分离的手性

异构体。生物催化法可在温和的反应条件下，通

过 NADH 焦磷酸酶将还原型辅酶 I (nicotinamide 
adenine dinucleotide, NADH)转化为 NMNH 和单

磷酸腺苷(adenosine monophosphate, AMP) (图
1)。焦磷酸酶存在于多种生物体内，如拟南芥

(Arabidopsis thaliana) 、 牛 分 枝 杆 菌

(Mycobacterium bovis) BCG 、结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis) H37Rv[5-7]。NADH

焦磷酸酶具有保守序列 GX5EX7REVXEEXGU，

属于 Nudix 水解酶超家族[8]。目前，研究者已经

在多种生物体内实现了 NADH 焦磷酸酶的异源

表达。Frick 和 Bessman 在 1995 年率先实现了

NADH 焦磷酸酶在大肠杆菌(Escherichia coli) 
MG1655 中的异源克隆表达[9]；Xu 等通过低温

诱导及伴侣蛋白的表达，成功在大肠杆菌中提高

了来源于秀丽隐杆线虫的焦磷酸酶表达水平[10]。

Abdelraheim 等在昆虫细胞中重组表达了人源

NUDT12 和鼠源 NUDT13[11]。Liu 等通过启动子、

核糖体结合位点(ribosome binding site, RBS)筛
选在大肠杆菌 BL21(DE3)中成功实现了 NADH
焦磷酸酶的高表达[8]。然而，大肠杆菌缺乏有效

的翻译后修饰过程，而且存在内毒素，不利于产

物作为食品或药品用于提升生物体内的 NAD+

水平。枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是一种生

物安全 (generally regarded as safe, GRAS)菌   
株[12]，不具有密码子偏好性，便于进行多种蛋

白的表达，而且易于培养，发酵技术成熟[13]。 

 

 
 

图 1  NMNH 的生物酶法合成 
Figure 1  Enzymatic synthesis of NMNH. 
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本研究尝试在 B. subtilis WB600 中进行

NADH 焦磷酸酶基因的异源表达；为提升其表

达量，通过筛选 B. subtilis 168 基因组中不同种

类的内源性启动子对表达系统进行启动子适配

性优化[14]；进一步结合培养基优化及罐上放大

培养发掘 NADH 焦磷酸酶发酵潜力，为其工业

化生产奠定基础。最后，采用全细胞催化工艺进

行 NMNH 的生物转化。本研究成功获得了

NADH 焦磷酸酶在枯草芽孢杆菌体系内的异源

表达，为 NMNH 的酶法合成提供了新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

宿主菌 B. subtilis WB600，表达载体 pMA5、
pAD123、pHT01 和 pWB980，NADH 焦磷酸酶

基因 EcNudc，实验室前期保存。 
1.1.2  主要试剂及培养基 

限制性内切酶 QuickCut™ Nde I、Mlu I、Sal I、
Xba I 和 BamH I，TaKaRa 公司；2×Phanta Max 
Master Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；FuniCut™ DpnI、MolPure Plasmid Mini Kit
质粒小量提取试剂盒、MolPure Gel Extraction 
Kit 琼脂糖凝胶回收试剂盒，翌圣生物科技(上
海 ) 股份有限公司；胰蛋白胨、酵母粉，

ThermoFisher Scientific 公司；NaCl、琼脂粉、

MgCl2、KH2PO4、K2HPO4 和吐温 80，国药集团

化学试剂有限公司；卡那霉素，生工生物工程(上
海)股份有限公司。 
1.1.3  主要仪器 

恒温振荡金属浴 MSC-100、微量核酸蛋白

浓度测定仪，ThermoFisher Scientific 公司；PCR
仪 C1000TM Thermal Cycler、核酸电泳仪、蛋白

电泳仪，Bio-Rad 公司；超声破碎仪，宁波新芝

生物科技股份有限公司；高压蒸汽灭菌锅，致微

(厦门)仪器有限公司；生化培养箱，上海一恒科

学仪器有限公司；pH 计，METTLER TOLEDO
公司；5 L 发酵罐，迪必尔生物工程(上海)有限

公司；高效液相色谱仪，安捷伦科技有限公司。 

1.2  EcNudc 的克隆与表达 
以实验室保存的 EcNudc 基因片段为模板，

通过表 1 中引物对 NADH 焦磷酸酶基因进行扩

增，并采用双酶切方法使质粒线性化，pMA5 的

酶切位点为 Mlu I、Nde I，pAD123 的酶切位点

为 BamH I、Xba I，pHT01 的酶切位点为 BamH I、
Xba I，pWB980 的酶切位点为 Sal I、Xba I。通

过 Ligation Kit 使目的基因与载体片段连接，分别

获得重组质粒 pMA5-EcNudc、pAD123-EcNudc、
pHT01-EcNudc 和 pWB980-EcNudc。 

通过化学转化法将重组质粒 pMA5-EcNudc、
pAD123-EcNudc 以 及 pHT01-EcNudc 转 入

Escherichia coli JM109 感受态中，在氨苄青霉素

(ampicillin, Amp)抗性平板上培养，挑取平板上

单菌落进行验证及鉴定，将验证正确的质粒转入

B. subtilis WB600 感受态细胞。将重组质粒

pWB980-EcNudc 转入 B. subtilis WB600 感受态

细胞中，在卡那霉素(kanamycin, Kan)抗性平板

上培养，挑取平板上单菌落进行验证及鉴定。 

1.3  酶活性分析及产物检测条件 
发酵结束后，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min

收集菌体，使用 Tris-HCl 清洗 2 遍，得到细胞液。

全细胞催化体系(50 μL)：Tris-HCl (0.1 mol/L, pH 
8.0) 27 μL，MgCl2 (0.05 mol/L) 5 μL，NADH 
(0.5 mol/L) 2.5 μL，细胞液 15.5 μL。在 37 ℃下

反应 15 min，反应结束后立即加入 250 μL EDTA 
(0.004 mol/L, pH 8.0)终止反应。在酶学性质表征

中，粗酶液反应体系的组成如全细胞催化体系，不

同之处在于，将细胞液替换为粗酶液。通过高效液

相色谱(HPLC)测定产物 NMNH 的生成，使用 C18
柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)进行检测，流动相主 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5′→3′) 
pMA5-EcNudc-F 
pMA5-EcNudc-R 
pAD123-EcNudc-F 
pAD123-EcNudc-R 
pHT01-EcNudc-F 
pHT01-EcNudc-R 
pWB980-EcNudc-F 
pWB980-EcNudc-R 
VpMA5-F 
VpMA5-R 
PsrfA-F 
PsrfA-R 
P43-F 
P43-R 
Pmpr-F 
Pmpr-R 
Pbpr-F 
Pbpr-R 
PaprE-F 
PaprE-R 
PnprB-F 
PnprB-R 
PyolA-F 
PyolA-R 
Pepr-F 
Pepr-R 
PtrnQ-F 
PtrnQ-R 
PgsiB-F 
PgsiB-R 
PsigX-F 
PsigX-R 
PwapA-F 
PwapA-R 

taaaaaggagcgatttacatatgATGGACCGTATCATTGAGAAAC 
gaatttcgacctctagaacgcgtTTAatgatgatgatgatgatgTTCATATTCAGCGCG 
ttcgagctcggtacccggggatccATGGACCGTATCATTGAGAA 
tgtatatctccttcttaaatctagaTTAatgatgatgatgatgat 
tcccaattaaaggaggaaggatccATGGACCGTATCATTGAGAA 
tgccccggggacgtcgactctagaTTAatgatgatgatgatgat 
GCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAATGGACCGTATCATTGA 
CTAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTTAatgatgatgatgatgat 
aaaggagcgatttacatatgATGG 
actcaaaaaatctccaccttta 
tttaaaggtggagattttttgagtAATGTTTAGTGGAAATGATTG 
CATcatatgtaaatcgctcctttATTGTCATACCTCCCCTAATC 
aaaggtggagattttttgagtCGGTTGATTTAATAACTGACAA 
CATcatatgtaaatcgctcctttGTGTACATTCCTCTCTTACC 
aaaggtggagattttttgagtTTAGCGGATTACACTGTTGAAGGAT 
CATcatatgtaaatcgctcctttTTTGTCATCTCCCTCCTTTAGTGTCAAC 
aaaaggtggagattttttgagtTCGATTTTGTCCTTTTTTGTTTTTCTCTTC 
CATcatatgtaaatcgctcctttTTTCATCCCCCTTTTTCAACATGCTT 
AaggtggagattttttgagtCGATAATATCCATTGTTCTCACGGAAGC 
ATcatatgtaaatcgctcctttTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTCA 
AaggtggagattttttgagtCATATGGAGCAGGGGTTATTATTTATGTC 
CATcatatgtaaatcgctcctttAACACCACATCCTTCCTATTTTGG 
AaggtggagattttttgagtGGCTTGCTCGTTGTCAAATCTGCGTA 
CATcatatgtaaatcgctcctttTTCCTAAATCCTCCTTGGTACAAGTTTACA 
AaggtggagattttttgagtAGGATAATTCCGTCACGCAAAGCGCTGAGA 
ATcatatgtaaatcgctcctttGATTCATCTCCTTTTTCTATGATGTTTGA 
AaggtggagattttttgagtGAGAATAAATGTCATACGCTCTTTCCCCGC 
CATcatatgtaaatcgctcctttATATAGACTGCGTTATGAGAACGTCAGCAC 
AaggtggagattttttgagtGAAAAAACTTTTCCAGATAGTGCCGGTT 
CATcatatgtaaatcgctcctttTTTGAATTCCTCCTTTAATTGGTGTTGGTT 
AaggtggagattttttgagtCAAAGACTCCGGGTCTGGCATACCGGAAGA 
CATcatatgtaaatcgctcctttTTGAAACCCCTCCGTTCACTTTTTTGTCGT 
AaggtggagattttttgagtATTTCAATCATTGTATTTCTCGACCCCGCT 
tagtattttttgagaagatcTTCCTCTCTCCTTTTGTAATAAAAGTAAT 

 
要包括两部分。流动相 A 是甲醇、水、冰醋酸

以及四丁基氢氧化铵(3:96:0.6:0.4)，流动相 B 是

100%甲醇。洗脱程序：0 min，100% A；5 min，
100% A；25 min，40% A；30 min，20% A；40 min，
100% A。通过产物 NMNH 的生成量计算酶活，

NADH 焦磷酸酶酶活定义：在上述反应条件下，

1 个酶活力单位 (U)定义为每分钟 (min)产生    

1 μmol NMNH 所需的酶蛋白量。 

1.4  酶蛋白表达情况检测 
将鉴定正确的重组质粒转入 B. subtilis 

WB600，在 37 ℃培养箱培养 12 h，挑取单菌落，

接入含有 1‰卡那霉素的LB培养基中，在 37 ℃、

220 r/min 条件下培养 12 h，以 1%的接种量转接

至含有 1‰卡那霉素的超级肉汤培养基(terrific 
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broth, TB)中，在 37 ℃、220 r/min 条件下培养。 
发酵结束后，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，

分别收集菌体与发酵上清液。收集的菌体，使用

Tris-HCl 清洗 2 遍，将菌体重悬后，加入 14 mg/mL
溶菌酶并进行超声破碎。制备蛋白胶，浓缩胶

浓度为 5%，分离胶浓度为 12%，取 30 μL 酶液

与 10 μL 4×Protein Loading Buffer 混合，100 ℃
金属浴 10 min； 

将制备好的蛋白胶放置于电泳槽中，加入

Running buffer 浸润蛋白胶，加入蛋白 Marker 和
样品，设定电泳程序：首先 80 V 运行 30 min，
然后 120 V 运行 60 min。电泳结束后，拆卸胶板，

用考马斯亮蓝溶液染色 2 h，再用洗脱液脱色，

直至背景且蛋白条带清晰。 

1.5  启动子适配性优化 
以 B. subtilis 168 基因组为模板，用表 1 中

的引物对其内源性组成型及自诱导型启动子基

因进行克隆，通过反向 PCR 使载体线性化，同

源重组连接载体及片段。通过化学转化法将重组

质粒转入大肠杆菌 JM 109 感受态中，在氨苄青

霉素抗性平板上培养，挑取平板上单菌落进行菌

落 PCR 鉴定，并提取测序正确的质粒进行双酶

切验证重组质粒是否正确。将验证正确的质粒通

过化学转化法转入枯草芽孢杆菌 WB600，得到

12 株重组菌(表 2)。 

1.6  产酶曲线的测定 
将 BSE00 和 BSE09 以 TB 培养基在 37 ℃、

220 r/min 条件下进行培养 36 h，每隔 3 h 取样测

定酶活及 OD600 值，绘制生长-酶活曲线。 

1.7  酶学性质 
发酵结束后，4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min

收集菌体，使用 Tris-HCl 清洗 2 遍，将菌体重

悬后，加入 14 mg/mL 溶菌酶并进行超声破碎。

将破碎液于 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min，收集

上清液用于酶学性质表征实验。 
1.7.1  最适反应温度 

为了测定酶活性最佳温度，按照 1.3 中酶

活检测方法，在 pH 8.0 的条件下，测定在 25、
30、33、40、42、45、50 及 55 ℃条件下的酶

活性，并将试验组最高 NADH 焦磷酸酶活性设

定为 100%。 
1.7.2  最适反应 pH 

为了测定酶活性最佳 pH，参照 1.3 中酶活检

测方法，在 37 ℃的条件下，测定在 pH 6.0、7.0、
8.0、9.0、10.0、11.0 及 12.0 条件下的酶活性，并

将试验组最高 NADH 焦磷酸酶活性设定为 100%。 
 

表 2  12 株重组菌及其描述 
Table 2  12 recombinant strains and their description 
Strains Description 
BSE00 (control) 
BSE01 
BSE02 
BSE03 
BSE04 
BSE05 
BSE06 
BSE07 
BSE08 
BSE09 
BSE10 
BSE11 
BSE12 

EcNudc was expressed in WB600 with the pMA5 constitutive promoter PHpaII  
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter P43 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter Pmpr 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter Pbpr 
EcNudc was expressed in WB600 with an auto inducible promoter PaprE 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PnprB 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PyolA 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter Pepr 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PtrnQ 
EcNudc was expressed in WB600 with an auto inducible promoter PsrfA 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PgsiB 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PsigX 
EcNudc was expressed in WB600 with the constitutive promoter PwapA 
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1.7.3  金属离子对 NADH 焦磷酸酶活性的影响 
研究不同金属离子(Ca2+、Cu2+、Fe2+、Fe3+、

Mg2+、Mn2+、Zn2+和 K+)对 NADH 焦磷酸酶活性

的影响，这些金属离子分别来自 CaCl2、CuCl2、

FeCl2、FeCl3、MgCl2、MnCl2、ZnCl2 和 KCl 配
制的溶液。在 37 ℃、pH 8.0 条件下分别将 2.5 μL 
(0.05 mol/L)、5 μL (0.05 mol/L)的金属离子添加到

反应体系中，参照 1.3 酶活检测方法测定酶活。将

试验组最高 NADH 焦磷酸酶活性设定为 100%。 

1.8  发酵优化及扩大培养 
1.8.1  培养基优化 

基本培养条件：接种量体积分数为 1%，

37 ℃、220 r/min 培养 36 h，以 TB 为基础培养

基，分别对基础培养基中的碳源种类、浓度，氮

源种类、浓度，以及复合氮源比例进行优化。 
保持氮源及磷酸盐的条件不变，更换不同碳

源(甘油、乳糖、木糖、蔗糖、麦芽糖和葡萄糖)，
在确定最佳碳源种类后，对碳源浓度进行优化

(4、8、12、16、20、24、28、32、36、40、44
和 48 g/L)。在确定最佳碳源浓度后，保持碳源

不变，更换氮源种类(酵母粉、胰蛋白胨、豆饼

粉、大豆蛋白胨、棉籽饼粉、硫酸铵和氯化铵)，
在确定氮源种类后，对复合氮源比例进行优化

(1:4、1:3、1:2、1:1、2:1、3:1 和 4:1)，得到最

佳复合氮源比例后，对氮源浓度进行优化(18、
24、30、36、42、48、54、60、66 和 72 g/L)。以

发酵结束时NADH焦磷酸酶活性及OD600为指标，

探究培养基各因素对重组菌生长及产酶的影响。 
1.8.2  罐上发酵 

将 BSE09 重组菌在卡那霉素抗性平板上三

区划线，37 ℃培养过夜，挑取转化子到 10 mL LB
培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 12 h。以体

积分数 1%接种量转接至种子培养基，37 ℃、

220 r/min 培养 12 h。然后将种子培养液(接种量

体积分数为 5%)转接至 5 L 发酵罐中，通过调节

转速和通气量来控制溶氧水平，流加体积分数为

75%冰醋酸和 2 mol/L NaOH 溶液控制 pH 
(7.0±0.1)。发酵过程中间隔 3 h 取样，当发酵液

溶氧水平开始上升时流加补料培养基(14 mL/h)。 

1.9  全细胞催化工艺优化 
对全细胞催化时所用的表面活性剂浓度、处

理细胞时间进行优化。在 45 ℃、pH 10.0 的反应

条件下，使用不同浓度的吐温 80 对细胞处理不

同时间，测定 NMNH 产量。 

2  结果与讨论 
2.1  重组菌的构建 

将 EcNudc 基因分别克隆至大肠杆菌-枯草

芽孢杆菌穿梭质粒 pMA5、pAD123、pHT01，
以及枯草芽孢杆菌质粒 pWB980 中，分别获得重

组 质 粒 pMA5-EcNudc 、 pAD123-EcNudc 、

pHT01-EcNudc 和 pWB980-EcNudc。 
挑取测序正确的单菌落接入摇瓶，37 ℃、

220 r/min 培养 12 h，提取质粒转化入枯草芽孢

杆菌 WB600，使用 TB 培养基在 37 ℃、220 r/min
条件下进行发酵，测定其酶活及 NMNH 产量。

如图 2 所示，当以穿梭质粒 pMA5 作为表达载体

时，NADH 焦磷酸酶的酶活最高，为 1.70 U/mL， 

 
图 2  不同质粒初始表达酶活及产量 
Figure 2  Initial expression enzyme activity and 
yield of different plasmids. 
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NMNH 的产量为 135 mg/L。这可能是由于 pMA5
质粒自身所带的 PHpaII 启动子转录活性较强，拷

贝数较高，从而使酶活显著高于其他质粒。因此，

后续选择 pMA5 作为表达载体。 
测定重组菌 BSE00 (WB600/pMA5-EcNudc)

的生长-酶活曲线，结果如图 3A 所示。菌体的

OD600 值在 18 h 时达到最高，此时胞内酶活也达

到最高值 1.70 U/mL。 
按照 1.4 方法，接种并发酵重组菌株 B. subtilis 

WB600/pMA5-EcNudc，并对其分泌蛋白、胞内

蛋白进行 SDS-PAGE 分析，以 B. subtilis WB600/ 
pMA5 为阴性对照，结果如图 3B 所示。与含有

空载 pMA5 质粒的对照菌相比，泳道 3 处出现

一个明显的蛋白条带，分子量约为 30 kDa，与

EcNudc 蛋白理论分子量符合，而泳道 1、2 的相

同位置并未出现条带，这表明，NADH 焦磷酸酶

基因在 B. subtilis WB600 中成功实现了胞内表达。 

2.2  启动子适配性改造 
蛋白质的有效表达与其转录效率密切相

关，启动子是促进高水平基因表达和重组蛋白

生产的重要调控元件[15-16]。为了增强 NADH 焦

磷酸酶表达量，同时避免因诱导剂添加而导致

的成本增加、操作复杂以及细胞毒性等问题，

本研究通过文献调研[14,19]，从枯草芽孢杆菌基

因组中选择进行适配性改造的启动子均为无须

添加诱导剂的组成型启动子或自诱导型启动子

(表 2)。对这些启动子进行筛选，成功构建了 12 株

重组菌，如图 4 所示。测定对照菌株和各突变

株的酶活，所得结果如图 5 所示，初始菌株

BSE00 (PHpaII)的酶活为 1.70 U/mL。其中，除了

BSE06 (PyolA)、BSE08 (PtrnQ)、BSE10 (PgsiB)和
BSE11 (PsigX)外，其余启动子转录的 NADH 焦

磷酸酶活性均较对照菌株 BSE00 (PHpaII)表现为

提升。BSE01 (P43)的效果较好，其是枯草芽孢

杆菌内源性强组成型启动子之一，这株重组菌

的 NADH 焦磷酸酶活性仅次于 BSE09 (PsrfA)。
重组菌 BSE09 酶活最高，达到了 2.40 U/mL，

较对照菌株 BSE00 (PHpaII)提升了 41%。 
 
 

 
 

图 3  BSE00 的生长-酶活曲线与 SDS-PAGE 
Figure 3  Analysis of growth-enzyme activity curve and SDS-PAGE of BSE00. A: The growth enzyme 
activity curve of BSE00. B: SDS-PAGE analysis. Lane M: Protein Molecular Marker; Lane 1: The intracellular 
control band of WB600; Lane 2: The extracellular control band of WB600; Lane 3: The intracellular band of 
BSE00; Lane 4: The extracellular band of BSE00. 
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图 4  不同启动子改造的工程菌示意图  
Figure 4  Schematic diagram of different promoter-engineered strains. 

 

 
 

图 5  不同启动子改造的工程菌株酶活 
Figure 5  Enzyme activity of different promoter- 
engineered strains. 

 
2.3  重组菌的生长-酶活曲线测定 

测定BSE09与对照菌株BSE00的生长-酶活

曲线，结果如图 6 所示。通过比较两株重组菌的

生长-酶活曲线可知，BSE00 在生长前期便开始

快速表达，到达最高点后出现一个与增长趋势相

近的下降趋势。BSE09 在菌体生长前期酶的表

达量及增长趋势较 BSE00 相比更为缓慢，在菌

体生长到指数期后期时，开始大量表达[17]，并

且在达到酶活峰值后，也呈现一个较为缓慢的下

降趋势。 
由此可见，PsrfA调控的 NADH 焦磷酸酶重组

菌生长-酶活曲线相比于原组成型启动子 PHpall 有

较大不同。研究表明 PsrfA 是一种依赖菌体生长释

放出信号分子而启动下游基因转录的启动子，其

与枯草芽孢杆菌中的 ComQXPA 系统[18]有关。该

系统由 comX、comQ、comP 和 comA 四部分组成。

随着细菌增长，群体密度增加，释放到胞外的

comX 不断积累，与细胞膜上的 comP 结合，使之

发生磷酸化，激活 comA 蛋白，从而使 comA 蛋

白结合在启动子上游，启动转录基因的表达。推

测由于菌体前期处于信号分子积累状态，酶的表达

量不高，因此菌体代谢压力较小[19]，这使菌体在

后期也维持一个较好的生长及产酶状态。 
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图 6  BSE00、BSE09 的生长-酶活曲线比较 
Figure 6  The growth-enzyme activity curves of BSE00 and BSE09. A: The growth curves of BSE00 and 
BSE09. B: The enzyme activity curves of BSE00 and BSE09. 
 
2.4  重组菌培养基优化 

碳、氮源是微生物生长所必需的营养物质，

为微生物代谢提供物质和能量基础。同时氮源是

构成菌体内核酸、蛋白质的重要原料[20]。本研

究构建的重组菌 BSE09 在生长前期产酶较为缓

慢，在指数期中后期表达增强。由于前期细胞

生长会消耗 TB 中的甘油及复合氮源，在发酵

后期菌体的生长性能下降。因此对培养基进行

优化，使菌体在生长后期也能保持良好的生长

状态，结果如图 7 所示。如图 7A 所示，在所选

取的碳源中，以甘油为碳源时菌体酶活最高，

36 h 的最高酶活达到 2.50 U/mL；以木糖为碳源

时，酶活较低。研究发现，在微生物的长期进化

过程中，对自然界中木糖的利用使不同微生物体

内产生了不同的木糖代谢途径[21]。如在枯草芽孢

杆菌中，木糖可以直接在木糖异构酶 (xylose 
isomerase, XI)的催化作用下形成木酮糖而不需

要辅酶参与，并经过木酮糖激酶的催化作用形成

木酮糖-5-磷酸，进入戊糖磷酸途径。由此推测，

木糖可能是一种广泛参与枯草芽孢杆菌其他代

谢途径的碳源，因此 NADH 焦磷酸酶对其利用

率较低，不利于其表达。在确定甘油为最佳碳源

后，探究了不同浓度甘油对菌体产酶和生长的影

响。当甘油浓度达到 16 g/L 时，酶活达到最高

值 2.80 U/mL，结果如图 7B 所示。 
以优化后的碳源为基础，研究不同氮源种

类对菌体生长及产酶的影响。如图 7C 所示，在

选取的氮源种类中，以蛋白胨和棉籽饼粉为单

一氮源时酶活较高，36 h 的最高酶活分别达到

2.80 U/mL 和 3.20 U/mL；以硫酸铵和氯化铵作

为氮源，不利于菌体的生长和产酶。因此，后续

选择胰蛋白胨与棉籽饼粉作为复合氮源进行比

例优化实验。由图 7D、7E 可知，当胰蛋白胨与

棉籽饼粉的比例为 2:1，浓度为 54 g/L 时，菌株

的酶活最高，达到 3.50 U/mL，相比培养基优化

之前，酶活提升了 46%。 

2.5  重组菌罐上发酵工艺探究 
在 2.4 中得到的最佳发酵条件下，将重组菌

BSE09 于 5 L 发酵罐中进行罐上发酵工艺研究，

从而进一步挖掘重组菌的产酶潜力。首先将二级

种子液在 37 ℃下进行培养，12 h 后以 5%的接

种量接种至 5 L 发酵罐中，罐体温度维持在

37 ℃，pH 7.0±0.1，转速维持在 400−600 r/min，
使发酵罐溶氧维持在 30%左右。如图 8 所示， 
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图 7  培养基优化 
Figure 7  Medium optimization. A: The optimization of carbon source type. B: The optimization of carbon 
source concentration. C: The optimization of nitrogen source type. D: The optimization of composite nitrogen 
source proportion. E: The optimization of composite nitrogen source concentration. 
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在发酵的前 12 h，酶活与 OD600 均呈上升趋势。

在 12−15 h 时酶活略有下降，但经恒速补料后，

酶活再次上升，在 24 h 后呈下降趋势。在 24 h
时，酶活达到最高值 5.02 U/mL，相比摇瓶水平

提升了 43.43%。 
 

 
 

图 8  补料发酵过程曲线 
Figure 8  The batch fermentation curves under fed 
batch. 
 

2.6  酶学性质表征 
为了探究温度、pH 及金属离子对 NADH 焦

磷酸酶活性的影响，使用粗酶液，按照方法

1.2.6，测定不同温度、pH、金属离子下 NADH
焦磷酸酶的相对酶活力。 

在 25−55 ℃范围内测定重组 NADH 焦磷酸

酶的活性，如图 9A 所示。随着温度升高，分子

运动更加剧烈，底物与酶更易结合反应，因此酶

活力逐渐升高，并在 45 ℃时达到最高酶活力。

在过高温度下，酶结构及活力往往会遭到破坏，

反应生成的产物也更容易降解。在温度超过

45 ℃时，酶活力开始逐渐下降。因此，该酶的

最适反应温度为 45 ℃。 
在不同 pH 的缓冲液(pH 6.0−12.0)中测定重

组 NADH 焦磷酸酶活性，如图 9B 所示。NADH
焦磷酸酶在 pH 10.0 时表现出最高酶活力，在碱

性条件下能够更好地保持酶活。 

 
图 9  温度、pH 和金属离子对 NADH 焦磷酸酶活

性的影响 
Figure 9  The effects of temperature, pH and metal 
ions on the relative activity of the NADH 
pyrophosphatase. A: The effects of temperature on 
the relative activity of the NADH pyrophosphatase. 
B: The effects of pH on the relative activity of the 
NADH pyrophosphatase. C: The effects of metal ions 
on the relative activity of the NADH pyrophosphatase. 
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为了探究不同金属离子对 NADH 焦磷酸酶

活性的影响，向反应体系中分别加入 2.5 μL 
(0.05 mol/L)、5 μL (0.05 mol/L)终浓度的不同金

属离子，如图 9C 所示。除 Mg2+外，加入其余金

属离子均抑制了 NADH 焦磷酸酶的活性。研究

表明，NADH 焦磷酸酶属于 Nudix 水解酶超家

族，是一种需要 Mg2+参与且具有高度保守 Nudix
基序(GX5EX7REUXEEXGU)的水解酶。其中，U
是大体积疏水残基，X 是任意残基。Nudix 盒形

成一个 loop 环-α 螺旋-loop 环结构基序，其是

Mg2+的结合位点，从而发挥催化作用[22]。对于

NADH 焦磷酸酶催化体系中金属离子的优化实

验也验证了这一点：除了 Mg2+，其余金属离子

的加入使其几乎失去了酶活，这证明 Mg2+添加

对于 NADH 焦磷酸酶催化活性的发挥具有至关

重要的作用，而其余金属离子的加入并不能与

NADH 焦磷酸酶蛋白形成具有良好活性的空间

构型。 

2.7  全细胞催化体系优化 
由于 NADH 焦磷酸酶在 B. subtilis WB600

中是胞内表达，目前普遍采用超声破碎获取胞内

酶。超声破碎过程会放出大量的热量，破坏酶的

结构从而影响活性。考虑到底物和产物均为小分

子，底物能够充分地进入胞内，与胞内酶发生反

应，并且产物可分泌到胞外，本研究采用全细胞

催化方法进行 NMNH 的生物转化合成，简化了

破碎步骤，降低能耗，同时提高了生产效率。采

用 HPLC 测定总产物的生成，NMNH 产量达到

280 mg/L。此产量仍较低，推测可能是由于细胞

壁和细胞膜对底物和产物的透性屏障作用阻碍

了 NMNH 的出胞。 
为了增强细胞膜通透性，通过加入表面活性

剂减少胞内外传质阻力。吐温 80 是一种非离子

型表面活性剂[23-24]，在生物实验中常用作乳化蛋

白，其具有改变细胞膜通透性的作用，从而促进

底物、产物进出细胞[25]。本研究对吐温 80 的浓

度及处理细胞时间进行优化，避免其浓度过高而

对细胞产生较大损伤。 
按照 1.3 中的酶活检测方法，保持反应体系

不变，对经 Tris-HCl 清洗后的细胞液加入不同

浓度的吐温 80 进行预处理，由图 10A 可知，当

吐温浓度从 0.05%增加到 0.20%时，NMNH 的 
 

 
 

图 10  吐温 80 浓度及处理时间优化 
Figure 10  Optimization of Tween 80 concentration and reaction time. A: The optimization of Tween 80 
concentration. B: The optimization of Tween 80 treatment time for cells. 
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产量不断增加，在吐温浓度为 0.20%时达到最

高，为 477 mg/mL。同样地，保持其他条件不变，

对吐温 80预处理细胞的时间进行优化。如图 10B

所示，当加入吐温 80 对细胞预处理 15 min 时，

NMNH 产量达到最高为 444.80 mg/L。结合优化

后条件，在 0.20%浓度的吐温 80 处理细胞 15 min

的条件下，NMNH 产量达到 529 mg/L。在此反

应条件下，结合 2.6 中得到的 NADH 焦磷酸酶

最适温度、pH、金属离子，探究全细胞催化

的转化率，提升反应时间，发现在反应 50 min

后，经 HPLC 检测，底物量不再减少，此时 NMNH

的产量达到 1.20 g/L，转化率为 87%。 

3  结论 
本 研 究 利 用 枯 草 芽 孢 杆 菌 (B. subtilis) 

WB600 作为宿主菌构建了 NADH 焦磷酸酶

(EcNudc)异源表达体系，初始酶活为 1.70 U/mL。

重组蛋白高效表达依赖启动子的转录，通过启

动子工程策略探索了不同种类启动子与 NADH

焦磷酸酶的适配性，最终确定了菌体密度依赖

型启动子(PsrfA)启动目的基因的转录，酶活达到

2.40 U/mL，提升了 41%。通过对培养基优化及

罐上发酵，酶活达到 5.02 U/mL，提升了 1.09 倍。

采用全细胞催化的方法制备 NMNH，产量为

280 mg/L。为了增强细胞膜通透性，通过优化

表面活性剂浓度和处理细胞的时间，最终

NMNH 的产量达到 1.20 g/L，相比初始表达产

量提升了 7.88 倍。 

本研究实现了 NADH 焦磷酸酶在 GRAS 安

全菌株枯草芽孢杆菌中的表达，为 NMNH 的工

业生产奠定了基础。后续将继续进行 NADH 焦

磷酸酶分子水平的改造及转化体系优化，以推进

其产业化应用。 
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