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重组枯草芽孢杆菌全细胞催化高效合成 2′-脱氧腺苷 

陈  伟 1，陈令伟 1，李文超 2，郑玲辉 1* 
（1. 杭州珲益生物科技有限公司，浙江 杭州  310011；2. 天津科技大学 生物工程学院，天津  300457） 

摘要：以枯草芽孢杆菌 168（简写为 BS）为宿主，以脱氧胸苷和腺嘌呤为底物，异源表达组合来源于大肠杆菌

（E. coli）的嘧啶核苷磷酸化酶（PyNP）与嘌呤核苷磷酸化酶（PNP）作为催化酶源，全细胞催化合成 2′-脱氧

腺苷（dA）。首先，以 BS 敲除内源性的 PNP（由基因 deoD 编码，Gene ID: 940038）后的菌株 BS0 为出发菌株，

经过 PyNP1 酶（来源于 E. coli，Gene ID: 948901）与 PNP3 酶（来源于 E. coli，Gene ID: 945654）的重组表达

得到 CW3，再优化 PyNP1 与 PNP3 的对核糖体结合位点（RBS）序列得到重组菌株 CW3-3，在 CW3-3 作用下，

dA 的产量为 133.4 g/L，脱氧胸苷的转化率为 64.3%；其次，以 CW3-3 为出发菌株，利用互作短肽构建自组装

多酶复合物，经过 PyNP1 酶 N 端融合 RIAD，PNP3 酶 C 端融合 RIDD（其中 RIAD 和 RIDD 为互作短肽标

签）处理后，PyNP1 酶 N 端融合 4 个 RIAD 标签得到重组菌株 CW17，在其作用下，dA 的产量达到 179.6 g/L，

显著提升了底物转化率；最后，对重组菌株 CW17 全细胞催化条件细胞添加质量浓度及催化反应温度进行了优

化，在细胞添加质量浓度为 150 g/L，反应温度 50 ℃条件下，dA 的产量达到 200.3 g/L，脱氧胸苷的转化率为

96.6%。 

关键词：2′-脱氧腺苷；嘧啶核苷磷酸化酶；嘌呤核苷磷酸化酶；互作短肽；枯草芽孢杆菌；全细胞催化；生物

工程 
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Abstract: 2′-Deoxyadenosine (dA) was synthesized from the whole cell of Bacillus subtilis 168 (BS for 

short), which were catalyzed by the heterologous enzymes of pyrimidine nucleoside phosphorylase (PyNP) 

and purine nucleoside phosphorylase (PNP) from Escherichia coli, using deoxythymidine and adenine as 

substrate. The recombinant B. subtilis CW3-3, which was obtained from recombinant expression of PyNP1 

enzyme (from E. coli, Gene ID: 948901) and PNP3 enzyme (from E. coli, Gene ID: 945654) and 

optimization of the ribosome binding site (RBS) for PyNP1 and PNP3 enzyme using BS0 strain (BS strain 

knocked out of endogenous PNP and encoded by Gene deoD, Gene ID: 940038) as starting strain, exhibited 

a yield of dA 133.4 g/L and a conversion rate of deoxythymidine 64.3%. Moreover, B. subtilis CW3-3 was 

further used as starting strain to construct a self-assembled multi-enzyme complex with interacting short 

peptides. After treatment with N-terminal fusion RIAD of PyNP1 enzyme and C-terminal fusion RIDD of 

PNP3 enzyme (RIAD and RIDD are interacting short peptide labels), the N-terminal fusion of PyNP1 

enzyme fused with four RIAD labels to obtain recombinant strain B. subtilis CW17, which improved the 

yield of dA to 179.6 g/L. Finally, the cell addition mass concentration and catalytic reaction temperature 

conditions of the recombinant B. subtilis CW17 whole-cell catalysis were optimized and further boosted the 

生物工程 
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production of dA to 200.3 g/L and the conversion rate of deoxythymidine to 96.6%. 

Key words: 2′-deoxyadenosine; pyrimidine nucleoside phosphorylase; purine nucleoside phosphorylase; 

interacting short peptide; Bacillus subtilis; whole-cell catalysis; bioengineering 

2′-脱氧腺苷（dA）是脱氧核糖核酸（DNA）的

结构组成物质[1-3]，其被广泛应用于人工合成寡聚核

苷酸等领域，是基因工程药物研究领域的重要原材

料[4-7]。此外，对 dA 的碱基或脱氧核糖进行修饰获

得的核苷类衍生物不仅可以直接促进生物体内蛋白质

与核酸的代谢合成[8-11]，而且可以作为化学中间体用

于抗病毒、抗肿瘤及抗艾滋病等药物的合成[4-7,10-13]。 

当前，dA 的制备主要有脱氧核糖核酸降解法[14]、

化学合成法[15-19]和生物酶催化法[20-27]。脱氧核糖核

酸降解法中底物脱氧核糖核酸稳定性较差，容易在

制备过程中产生大量副产物，收率较低[14]。化学合

成法则因制备成本高、环境不友好等无法满足当前

市场需求[15,17-19]。相比于以上两种制备方法，生物

酶催化法则可利用具有高核苷磷酸化酶活性的细胞

作为催化酶源，以脱氧胸苷及腺嘌呤作为反应底物

实现 dA 的合成 [22-25]。LIANG 等 [26]在大肠杆菌

Escherichia coli BL21 内过表达内源性的核苷磷酸

化酶，可实现 dA 的高效催化合成，腺嘌呤的转化

率可达 96%。刘国生等[25]利用聚丙烯酰胺固定化酶

源细胞，重复催化 10 次后脱氧胸苷的转化率仍达

32%。生物酶催化法不仅可以满足 dA 市场的增长需

求，而且绿色环保，是解决资源可持续化问题的最

佳途径之一[22-28]。但生物酶法依然存在底物浓度低，

dA 生产成本偏高，进而导致其大规模应用受限等问

题[21-26]。王建琨[20]利用大肠杆菌游离细胞进行生物

转化合成 dA，当反应底物脱氧胸苷质量浓度为 13 

g/L 时，脱氧胸苷转化率为 56.2%，底物质量浓度及

底物转化率均较低。此外，LIANG 等[26]在 E. coli

内过表达内源性的核苷磷酸化酶实现了 dA 的催化

合成，虽然腺嘌呤的转化率可达 96%，但最终得到

的 dA 质量浓度仅为 14.4 g/L，无法满足工业化生产

需求。 

针对生物酶法存在的问题，本文以枯草芽孢杆

菌（Bacillus subtilis 168）为宿主，异源表达并组合

优化不同来源的嘧啶核苷磷酸化酶（PyNP）与嘌呤

核苷磷酸化酶（PNP）以实现 dA 的全细胞催化合成

（反应路线如下所示），为 dA 的生产提供一种绿色

高效的催化合成工艺。 
 

 
 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

所用菌株如表 1 所示。 

Prime STAR DNA 聚合酶，生物试剂，宝生物

工程（大连）有限公司；Taq DNA 聚合酶，生物试

剂，南京诺唯赞生物科技有限公司；氯霉素（美国

药典级，色谱含量为 97%~103%）、氨苄青霉素（钠

盐，美国药典级，含量为 845~988 mg/g）、卡那霉

素（硫酸盐，美国药典级，含量≥750 mg/g）、质

粒提取试剂盒（生物试剂），生工生物工程（大连）

股份有限公司；博莱霉素（生物试剂，质量浓度为

100 g/L）、DNA 片段回收试剂盒（生物试剂），美

国赛默飞世尔科技有限公司；无缝克隆试剂盒，生

物试剂，上海碧云天生物科技有限公司；脱氧胸苷

（2′-脱氧胸苷，医药级，HPLC 含量≥99%），芜

湖华仁科技有限公司；腺嘌呤（医药级，HPLC 含

量≥99%），北京百灵威科技有限公司；葡萄糖（无

水），分析纯，国药集团化学试剂有限公司；酵母

粉（YP600）、酵母抽提粉（FM808）、酵母膏

（LM800），安琪酵母股份有限公司；蛋白胨

（Y001A），北京鸿润宝顺科技有限公司；琼脂粉

（A8190），北京索莱宝科技有限公司；除特别说

明，其他常规试剂均为国药分析纯。 

LB 培养基（均为质量浓度，下同）：蛋白胨

10 g/L、酵母粉 5 g/L、氯化钠 10 g/L，固体培养基

额外添加质量分数为 2%的琼脂粉。 

种子培养基：葡萄糖 30 g/L、蛋白胨 10 g/L、

酵母膏 10 g/L、酵母抽提粉 5 g/L、氯化钙 2 g/L、

硫酸镁 2 g/L、磷酸二氢钾 5 g/L，灭菌前用质量分

数为 30%的氢氧化钠溶水液调节 pH 至 7.0。 

发酵培养基：葡萄糖 30 g/L、酵母膏 10 g/L、

酵母抽提粉 10 g/L、吐温-80 6 g/L、柠檬酸铵 4 g/L、

硫酸镁 3 g/L、磷酸二氢钾 6 g/L、氯化钾 3 g/L、氯

化钙 3 g/L，灭菌前用质量分数为 30%的氢氧化钠水

溶液调节 pH 至 6.0。 
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表 1  实验中所用菌株的特征与来源 
Table 1  Characteristics and origin of strains used in the experiment 

菌株① 特征② 来源 

E. coli JM109 质粒宿主 实验室保藏 

BS B. subtilis168 实验室保藏 

BS0 B. subtilis168 ΔdeoD 本实验构建 

CW1 BS0, pHT-Pveg-PyNP1, p43NMK-P43-PNP1 本实验构建 

CW2 BS0, pHT-Pveg-PyNP1, p43NMK-P43-PNP2 本实验构建 

CW3 BS0, pHT-Pveg-PyNP1, p43NMK-P43-PNP3 本实验构建 

CW4 BS0, pHT-Pveg-PyNP1, p43NMK-P43-PNP4 本实验构建 

CW5 BS0, pHT-Pveg-PyNP2, p43NMK-P43-PNP1 本实验构建 

CW6 BS0, pHT-Pveg-PyNP2, p43NMK-P43-PNP2 本实验构建 

CW7 BS0, pHT-Pveg-PyNP2, p43NMK-P43-PNP3 本实验构建 

CW8 BS0, pHT-Pveg-PyNP2, p43NMK-P43-PNP4 本实验构建 

CW3-1 CW3, 优化 PyNP1 的 RBS 序列 本实验构建 

CW3-2 CW3, 优化 PNP3 的 RBS 序列 本实验构建 

CW3-3 CW3, 优化 PyNP1 与 PNP3 的 RBS 序列 本实验构建 

CW9 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 PDZ，PNP3 酶 C 端融合 PDZ lig 本实验构建 

CW9-1 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 PDZ 本实验构建 

CW9-2 CW3-3, PNP3 酶 C 端融合 PDZ lig 本实验构建 

CW10 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 RIAD，PNP3 酶 C 端融合 RIDD 本实验构建 

CW10-1 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 RIAD 本实验构建 

CW10-2 CW3-3, PNP3 酶 C 端融合 RIDD 本实验构建 

CW11 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 CCDIA，PNP3 酶 C 端融合 CCDIB 本实验构建 

CW11-1 CW3-3, PyNP1 酶 N 端融合 CCDIA 本实验构建 

CW11-2 CW3-3, PNP3 酶 C 端融合 CCDIB 本实验构建 

CW12 CW10, PNP3 酶 C 端融合 2 个 RIDD 标签 本实验构建 

CW13 CW10, PNP3 酶 C 端融合 3 个 RIDD 标签 本实验构建 

CW14 CW10, PNP3 酶 C 端融合 4 个 RIDD 标签 本实验构建 

CW15 CW10, PyNP1 酶 N 端融合 2 个 RIAD 标签 本实验构建 

CW16 CW10, PyNP1 酶 N 端融合 3 个 RIAD 标签 本实验构建 

CW17 CW10, PyNP1 酶 N 端融合 4 个 RIAD 标签 本实验构建 

CW18 CW10, PyNP1 酶 N 端融合 5 个 RIAD 标签 本实验构建 

①BS0 为 B. subtilis 168 敲除内源性的 PNP（由基因 deoD 编码，Gene ID: 940038）后的菌株；以 BS0 为出发菌株，经过表中特征栏

中所述操作获得的重组 B. subtilis 菌株分别对应命名为 CW1~CW18。②pHT 与 p43NMK 均为质粒名称，质粒构建信息列于表 2；以

pHT-Pveg-PyNP1 质粒为例，该质粒是以 pHT 质粒作为载体，利用启动子 Pveg 介导酶 PyNP1 的表达；PyNP1、PyNP2 及 PNP1~PNP4 的来源

和基因序列号在 2.1 节详细说明。PDZ 与 PDZ lig、RIAD 与 RIDD、CCDIA 与 CCDIB 均为互作短肽标签。RBS 为对核糖体结合位点。 

 

培养基中添加相应的抗生素：氨苄青霉素

100 µg/mL、氯霉素 50 µg/mL、卡那霉素 30 µg/mL、

博莱霉素 30 µg/mL。 

T100 聚合酶链反应仪（PCR），美国伯乐公司；

YM 型立式压力蒸汽灭菌器，上海三申医疗器械有

限公司；SW-CJ-1FD 型超净工作台，苏州苏净集团

安泰空气技术有限公司；ZQZY-108 型实验室恒温

培养摇床，上海知楚仪器有限公司；1260 型高效液

相色谱仪，美国安捷伦科技公司；DF-101S 集热式

恒温加热磁力搅拌器，上海力辰邦西仪器科技有限

公司；Scientz-ⅡD 超声波细胞破碎仪，宁波新芝生

物科技股份有限公司；Sorvall Lynx 4000 型落地式

冷冻离心机，美国赛默飞世尔科技有限公司；

TGL-10C 飞鸽台式高速离心机，上海安亭科学仪器

厂；S210 型 pH 计，瑞士梅特勒-托利多公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株构建 

质粒表达载体的构建：本文所构建的表达载体

如表 2 所示。以构建质粒 pHT-Pveg-PyNP1 为例，首

先利用引物 pHT-F1、pHT-R1 以质粒 pHT 为模板进

行扩增得到线性化质粒片段 pHT-1；其次，利用引物

PyNP1-F1、PyNP1-R1 从 E. coli BL21 基因组中扩增

出目的基因 PyNP1 片段；之后，利用无缝克隆试剂

盒将目的基因片段 PyNP1 与线性化质粒片段 pHT-1

连接转入 E. coli JM109 中，测序选择正确的单菌落

进行培养提取重组质粒 pHT-Pveg-PyNP1，备用。 
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表 2  实验中所用质粒的特征与来源 
Table 2  Characteristics and origin of plasmids used in the experiment 

质粒 特征 来源 

pHT ColE1, Ampr, Cmr, RepA, E. coli-B. subtilis 穿梭质粒, ΔPveg::egfp 实验室保藏

p43NMK ColE1, Ampr, RepB, Kanr, E. coli-B. subtilis 穿梭质粒, ΔP43::egfp 实验室保藏

pHT-Pveg-PyNP 系列 pHT 衍生质粒，Pveg 表达不同来源的 PyNP 基因 本实验构建

p43NMK-P43-PNP 系列 p43NMK 衍生质粒，P43 表达不同来源的 PNP 基因 本实验构建

pHT-Pveg-PDZ/RIAD/CCDIA-PyNP 系列 pHT-Pveg-PyNP 系列衍生质粒，PyNP 酶 N 端融合 PDZ/RIAD/CCDIA

短肽标签 

本实验构建

p43NMK-P43-PNP-PDZ lig/RIDD/CCDIB
系列 

p43NMK-P43-PNP 系列衍生质粒，PNP 酶 C 端融合 PDZ lig/RIDD/ 

CCDIB 短肽标签 

本实验构建

注：以 p43NMK 质粒为例，ColE1 为 E. coli 复制子，Ampr表示该质粒在 E. coli 中表现为氨苄抗性，RepA 和 RepB 为 B. subtilis 复制子，Kanr

表示该质粒在 B. subtilis 中表现为卡那抗性，ΔP43::egfp 表示敲除该质粒上的 P43启动子区域，插入增强型绿色荧光蛋白 egfp 基因片段。 

 
表达敲除框的构建：利用 Cre/loxp 重组酶系统

进行基因组编辑 [29]。以敲除 PNP 酶的编码基因

deoD 为例，首先利用引物 deoD-U-F、deoD-U-R

从 B. subtilis 168 基因组中扩增出上游同源臂

deoD-U，利用引物 deoD-D-F、deoD-D-R 从 B. 

subtilis 168 基因组中扩增出下游同源臂 deoD-D；

其次，在上下游同源臂之间融合添加相应的抗性标

签基因与 loxp 位点，最终获得 deoD 基因的表达敲

除框。 

多酶复合物的构建：选择 3 种互作短肽（PDZ

与 PDZ lig、RIAD 与 RIDD、CCDIA 与 CCDIB）进

行多酶复合物的构建。以构建基于 RIAD-RIDD 互

作短肽的多酶复合物为例，利用(GGGGS)3（代表 3

段重复的 GGGGS 氨基酸序列）作为 Linker，将单

个 RIAD 序列融合至 PyNP 酶的 N 端，构建

pHT-Pveg-RIAD-PyNP 质粒。其次，利用(GGGGS)3  

Linker 将单个 RIDD 序列融合至 PNP 酶的 C 端，构

建 p43NMK-P43-PNP-RIDD 质 粒 。 最 后 ， 将

pHT-Pveg-RIAD-PyNP 与 p43NMK-P43-PNP-RIDD 质

粒依次转入 BS0 的感受态细胞。调控多酶复合物的

催化亚基比例时，在 pHT-Pveg-RIAD-PyNP 质粒的

RIAD 序列 N 端继续融合多个 RIAD 序列，或在

p43NMK-P43-PNP-RIDD 质粒的 RIDD 序列 C 端融合

多个 RIDD 序列，多个重复 RIAD 或 RIDD 序列之

间无需添加 linker。 

RBS 序列优化：使用 RBS 预测网站 “RBS 

calculator”(https: //salislab.net/software/predict_rbs_ 
calculator)设计 PyNP1 与 PNP3 基因相对应的最优

RBS 序列 RBSopPyNP 与 RBSopPNP。 

引物设计与合成：引物由 SnapGene 进行设计，

序列的合成与测序验证由安升达苏州实验室完成。

本文所用引物的名称和序列如表 3 所示。 

 
表 3  实验中所用引物的名称和序列 

Table 3  Name and sequence of primers used in the experiment 

引物 序列（5′→3′） 

deoD-U-F TTAAATTTTCTTCACTTTTTCAAAGTACTCTT 

deoD-U-R AGATTTACAGGAGGATATGAGATGATAAAATATATCAAGAGGCGTGC 

deoD-D-F TGATATATTTTATCATCTCATATCCTCCTGTAAATCTAAATT 

deoD-D-R TTTTTAGTGAAACATCTCCCGTTTT 

pHT-F1 TACCGGCGAATATCTGAGTAACTGCAGGTCGACGTCCC 

pHT-F2 TATATGATAAGATCTCGTAACTGCAGGTCGACGTCC 

pHT-R1 CTCTTGCGCTAAAAACATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTA 

pHT-R2 TCAAATCTACCATACGCATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTACC 

PyNP1-F1 TAAGTAAAAGAAAGGAGGTTTATTTTATGTTTTTAGCGCAAGAGATT 

PyNP1-F2 AAAAGAAAGGAGGTTTATTTTATGCGTATGGTAGATTTGATAGAGAA 

PyNP1-R1 GGGGACGTCGACCTGCAGTTACTCAGATATTCGCCGGTATAC 

PyNP1-R2 GGACGTCGACCTGCAGTTACGAGATCTTATCATATATTAGAGTCGGTG 

p43NMK-F1 CTTTTTACGAAAGCTGGCGTAATGATGAAAGCTTGGCGTAATCA 

p43NMK-F2 GTCAGAAATATGGCGAAAAACTAATGATGAAAGCTTGGCGT 

p43NMK-F3 CCGTTCTGCTGGGCGATAAAGAGTAATAATGATGAAAGCTTGGCGTAA 
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续表 3 

引物 序列（5′→3′） 

p43NMK-F4 TTTACATTCCGTATCACAATAATAATGATGAAAGCTTGGCGT 

p43NMK-R1 GAAGTGGCTGTCTGTCATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTACCC 

p43NMK-R2 AATCGCCGTCCGATTCATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTACCC 

p43NMK-R3 ATGTGTGGGGTAGCCATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTACCCTC 

p43NMK-R4 AGCACCTATATGTACACTCATAAAATAAACCTCCTTTCTTTTACTTACCC 

PNP-F1 AAAGAAAGGAGGTTTATTTTATGACAGACAGCCACTTCTCA 

PNP-F2 AAAGAAAGGAGGTTTATTTTATGAATCGGACGGCGATT 

PNP-F3 AAGAAAGGAGGTTTATTTTATGGCTACCCCACACATTAA 

PNP-F4 GAAAGGAGGTTTATTTTATGAGTGTACATATAGGTGCTGA 

PNP-R1 AGCTTTCATCATTACGCCAGCTTTCGTAAAAAG 

PNP-R2 TTTCATCATTAGTTTTTCGCCATATTTCTGACAAT 

PNP-R3 AAGCTTTCATCATTATTACTCTTTATCGCCCAGCAG 

PNP-R4 ACGCCAAGCTTTCATCATTATTATTGTGATACGGAATGTAAAGCCA 

  

1.2.2  全细胞催化实验 

将表 1 中本实验自行构建的重组菌株涂布于 LB

固体培养基上，37 ℃培养 12 h，得到重组菌株单菌

落。取形态较大、呈椭圆形的重组菌株单菌落接种于

20 mL 种子培养基中，30 ℃、250 r/min 培养 24 h，

然后将上述种子培养液以体积分数 10%的接种量接

至 50 mL 发酵培养基中，30 ℃、250 r/min 培养 72 h。

将发酵液经冷冻离心机进行低温高速离心（4 ℃，

10000 r/min，10 min）以收集细胞，–20 ℃冷冻备用。 

催化体系：在 100 mL 反应瓶中，底物脱氧胸苷

20 g（82.57 mmol）和腺嘌呤 11.16 g（82.57 mmol）

以 n（脱氧胸苷）∶n（腺嘌呤）=1∶1 投入至 300 mmol/L

的磷酸钠缓冲液（pH=7.0）中（反应体系总量为

100 mL），加入质量浓度（以催化反应体系体积计，

下同）为 100 g/L 的细胞，温度 40 ℃，转速 200 r/min

下恒温搅拌 2 h。 

1.2.3  全细胞催化条件的优化 

细胞添加质量浓度的优化：在 100 mL 反应瓶

中，将底物脱氧胸苷 20 g（82.57 mmol）和腺嘌呤

11.16 g（82.57 mmol）以 n（脱氧胸苷）∶n（腺嘌呤）= 

1∶1 投入至 50 mL 磷酸钠缓冲液（300 mmol/L，

pH 7.0）中，加入质量浓度分别为 50、100、150、

200、250 g/L 的细胞，充分搅拌后，继续加入

300 mmol/L 的磷酸钠缓冲液（pH 7.0），使催化反应

体系总量为 100 mL。随后，在温度 40 ℃，转速

200 r/min 条件下恒温搅拌 2 h 后，用 HPLC 检测 dA

的含量以确定最适细胞添加质量浓度。 

催化反应温度的优化：在 100 mL 反应瓶中，

将底物脱氧胸苷 20 g（82.57 mmol）和腺嘌呤 11.16 g

（82.57 mmol）以 n（脱氧胸苷）∶n（腺嘌呤）= 1∶1

投入至 50 mL 磷酸钠缓冲液（300 mmol/L，pH 7.0）

中，加入质量浓度为 150 g/L 的细胞，充分搅拌后，

继续加入 300 mmol/L 的磷酸钠缓冲液（pH 7.0），

使催化反应体系总量为 100 mL。随后，将全细胞催

化体系分别置于 35、40、45、50、55、60 ℃下，

转速 200 r/min 下恒温搅拌 2 h 后，用 HPLC 检测 dA

的含量以确定最适反应温度。 

1.2.4  dA 含量及脱氧胸苷转化率测定 

用高效液相色谱仪（HPLC）对脱氧胸苷及 dA

进行定量分析，采用外标法，根据 HPLC 谱图中脱

氧胸苷和 dA 的峰面积计算催化反应液中脱氧胸苷

和 dA 的含量[25]。催化反应结束后，取 1 mL 反应液

进行低温高速离心（4 ℃，10000 r/min，10 min）

沉淀细胞，上清液经 0.25 µm 滤膜过滤，用去离子

水稀释 100 倍后作为待测样品，对反应液中的脱氧

胸苷和 dA 进行 HPLC 检测。测试条件为色谱柱：

Inertsil ODS-3 (150 mm×4.6 mm×5 µm)；检测波长

254 nm；柱温 30 ℃；流速 1.0 mL/min；进样量 5 µL；

流动相 A：20 mmol/L 磷酸二氢铵水溶液；流动相

B：甲醇，线性梯度洗脱。并按下式计算脱氧胸苷

的转化率： 

 1 2/ % ( / ) 100c c 转化率  （1） 

式中：c1 为催化反应后反应液中 dA 的浓度，mol/L；

c2 为催化反应体系中脱氧胸苷的起始浓度，mol/L。 

2  结果与讨论 

2.1  核苷磷酸化酶的组合表达及 RBS 优化 

脱氧胸苷作为核糖基供体，需经过嘧啶核苷磷

酸化酶（PyNP）脱去胸腺嘧啶基团，并在嘌呤核苷

磷酸化酶（PNP）的作用下，以腺嘌呤为碱基供体，

催化合成 dA，因此，dA 的合成需要 PyNP 与 PNP

的共同作用[20-24]。 

不同宿主来源的核苷磷酸化酶其催化活性与特

异性存在显著差异，因此，通过表达不同宿主来源
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的核苷磷酸化酶以确定最适的组合。基于 B. subtilis 

168 基因组数据查阅，发现其具有内源性的 PNP

（由基因 deoD 编码，Gene ID: 940038）。为了保

证实验变量的唯一性，首先利用表达敲除框对基因

deoD 进行敲除，获得菌株 BS0。其次，选择 pHT

质粒作为表达载体，利用组成型启动子 Pveg 分别控

制异源酶 PyNP1 （来源于 E. coli ， Thymidine 

phosphorylase，Gene ID: 948901）、PyNP2（来源于

B. stearothermophilus TH6-2，UniProtKB Sequence 

ID: P77836.1）的表达，获得重组质粒 pHT1和 pHT2。

之后，选择 p43NMK 质粒作为表达载体，利用组成

型启动子 P43 分别控制 PNP1（来源于 Citrobacter 

amalonaticus ATCC25405 ， NCBI Sequence ID: 

BCU49562.1）、PNP2（来源于 B. stearothermophilus 

TH6-2，UniProtKB Sequence ID: P77834.1）、PNP3

（来源于 E. coli，Gene ID: 945654）、PNP4（来源

于 B. subtilis）的表达，获得重组质粒 p43NMK1、

p43NMK2、p43NMK3 和 p43NMK4（图 1a）。将重

组质粒 pHT 系列与 p43NMK 系列两两随机组合表

达，获得了重组菌株 CW1~CW8。然后，将这 8 株

重组菌株进行全细胞催化合成 dA，以验证不同宿

主来源的核苷磷酸化酶组合表达时 dA 的合成情

况，结果如图 1b 所示。 

由图 1b 可以看出，8 株重组菌株均能够转化脱

氧胸苷和腺嘌呤生成 dA。然而，PyNP1 表达酶的 4

株重组菌株其产量与转化率均明显高于 PyNP2 表达

酶的重组菌株。其中，CW3 菌株的 dA 产量最高，

为 113.1 g/L，脱氧胸苷转化率为 54.5%。结果表明，

不同的核苷磷酸化酶组合表达能够显著影响 dA 的

全细胞催化合成效果。 
 

 
 

a—核苷磷酸化酶表达载体构建示意图；b—不同核苷磷酸化酶组合表达条件下 dA 的产量及脱氧胸苷转化率；pHT 中的 1 为来源于

E. coli 的 PyNP1 酶；pHT 中的 2 为来源于 B. stearothermophilus TH6-2 的 PyNP2 酶；p43NMK 中的 1 为来源于 Citrobacter amalonaticus 

ATCC25405 的 PNP1 酶；p43NMK 中的 2 为来源于 B. stearothermophilus TH6-2 的 PNP2 酶；p43NMK 中的 3 为来源于 E. coli 的 PNP3

酶；p43NMK 中的 4 为来源于 B. subtilis 的 PNP4 酶 

图 1  不同来源的核苷磷酸化酶组合表达对 dA 产量及脱氧胸苷转化率的影响 
Fig. 1  Effect of nucleoside phosphorylase combination expression from different sources on dA production and deoxythymidine 

conversion rate 
 

为了进一步提高 dA 的产量及脱氧胸苷转化率，

对 CW3 菌株内的核苷磷酸化酶表达框中的 RBS 序

列进行优化。使用 RBS calculator 分别设计酶 PyNP1

与 PNP3 的最优 RBS 序列，获得了理论最优 RBS

序列 RBSopPyNP（对应酶 PyNP1）：CCGGGGAAAA 

CTACCCCCGCGAACGAAAAGGAGGTTTTATTT 与

RBSopPNP（对应酶 PNP3）：CGAAATTTTCTATCACG 

AGACCAGGAGGTATTTT。将pHT1质粒与p43NMK3

质粒上的原始 RBS 序列分别替换为 RBSopPyNP 和

RBSopPNP，获得重组质粒 pHT1-1 与 p43NMK3-1，

并分别验证 RBS 序列优化对 dA 产量的影响，结果

如图 2 所示。 

由图 2 可以看出，单独优化 PyNP1（菌株

CW3-1）或 PNP3（菌株 CW3-2）的重组菌株合成

dA 的能力均有明显提高。 

 
 

“–”代表重组菌株未使用优化 RBS 序列；“+”代表重组菌株

使用优化 RBSopPyNP/RBSopPNP 序列 

图 2  优化 RBS 序列对 dA 产量及脱氧胸苷转化率的影响 
Fig. 2  Effect of optimizing RBS sequence on dA production 

and deoxythymidine conversion rate 
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菌株 CW3-1 的脱氧胸苷转化率为 61.6%，dA 产

量为 127.8 g/L，比菌株 CW3 产量（113.1 g/L）提高

了 13.0%。由于单独优化酶 PyNP1 或 PNP3 的 RBS

序列时，dA 产量均有所改善，因此，将酶 PyNP1 和

PNP3 的 RBS 序列组合优化以验证其对 dA 产量和脱

氧胸苷转化率的影响，菌株 CW3-3 的 dA 产量继续

提升，达到133.4 g/L，比菌株CW3产量提升了17.9%，

脱氧胸苷转化率为 64.3%。结果表明，通过优化表达

框的 RBS 序列，提高起始翻译速率，能够实现目标

酶 PyNP1 和 PNP3 的高效表达，最终提高 dA 的产量。 

2.2  构建自组装多酶复合物提升催化效率 

目前，利用互作短肽标签，构建空间上组织有

序的多酶复合物能够有效改善多酶连续催化反应的

整体效率 [30-31]。本文拟利用互作短肽标签，将酶

PyNP1 与 PNP3 在胞内形成自组装多酶复合物，进

一步提高 dA 的产量。选择 3 对不同的互作短肽标

签（RIAD-RIDD、CCDIA-CCDIB、PDZ-PDZ lig）

进行构建表达，如图 3a 所示，分别将 RIAD、CCDIA

与 PDZ 标签融合至酶 PyNP1 的 N 端，将 RIDD、

CCDIB、PDZ-lig 融合至 PNP3 的 C 端。 

将含有自组装多肽标签的重组菌株进行催化合成

dA，结果如图 3b 所示。从图 3b 可以看出，含有 PDZ- 

PDZ lig 的重组菌株 CW9 的 dA 产量降至 106.5 g/L，

脱氧胸苷转化率 51.3%，与单独表达 PDZ-PyNP1 的

重组菌株 dA 合成能力类似，推测原因是 PDZ 标签

融合至 PyNP1 酶的 N 端后，影响了 PyNP1 酶自身

的催化活性，从而导致 dA 产量降低。与菌株 CW9

相反，重组菌株 CW10 与 CW11 的 dA 产量均有明

显提高，其中菌株 CW10 的 dA 产量达到 156.7 g/L，

比 CW3-3 菌株（133.4 g/L）提升了 17.5%。此外，

单独表达 RIAD-PyNP1 或 PNP3-RIDD 的菌株其 dA

产量与 CW3-3 菌株相比并未出现明显变化，该结果

佐证了菌株 CW10 的 dA 产量提升是因为胞内

PyNP1-PNP3 多酶复合物的成功构建。 
 

 
 

a—多酶复合体构建及工作原理示意图；b—不同多酶复合体对 dA 产量及脱氧胸苷转化率的影响；“–”代表酶的 N/C 端未融合互作短肽；

PDZ/RIAD/CCDIA 代表在酶的 N 端融合了响应的互作短肽标签；PDZ lig/RIDD/CCDIB 代表在酶的 C 端融合了响应的互作短肽标签 

图 3  构建多酶复合体对 dA 的产量及脱氧胸苷转化率的影响 
Fig. 3  Effect of multi-enzyme complex construction on dA production and deoxythymidine conversion rate 

 
此外，RIAD-RIDD 互作短肽标签可通过调节其

催化亚基比例，调控多酶复合物体系内多个酶的化

学计量比，从而进一步提高整体的催化效率。以菌

株 CW10 为改造宿主，通过增加 RIAD 或 RIDD 标

签的串联拷贝数实现 PyNP1-PNP3 多酶复合物的计

量比调控，并对改造获得后的重组菌株 CW12~ 

CW18 进行 dA 合成，结果如图 4 所示。 

由图 4 可以看出，当单独增加 RIDD 标签的串联

拷贝数时，多酶复合物中的 PyNP1 酶数量增多，dA

产量略微升高，菌株 CW13 的 dA 产量达到 164.5 g/L。

而单独增加 RIAD 标签的串联拷贝数时，dA 产量均有

明显提升。当 PyNP1 酶的 N 端融合 4 个 RIAD 标签

时，得到重组菌株 CW17，此时 dA 产量达到 179.6 g/L，

与菌株 CW10（156.7 g/L）相比提升了 14.6%。 

 
 

“+”的个数代表酶的 N/C 端融合的互作短肽数量 

图 4  调节化学计量比对 dA 产量及脱氧胸苷转化率的影响 
Fig. 4  Effect of adjusted stoichiometric ratio on dA 

production and deoxythymidine conversion rate 
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结果表明，调控 PyNP1-PNP3 多酶复合物的化

学计量比，增加多酶复合物内 PNP3 的数量，能有

效提高 dA 的催化合成效率。 

2.3  全细胞催化合成 dA 的条件优化 

细胞添加量在一定程度上反映出催化体系中核

苷磷酸化酶的含量，因此，以催化反应体系总体积

量不变的前提条件下，考察了重组菌株 CW17 不同

细胞添加质量浓度（50、100、150、200、250 g/L）

对 dA 产量及脱氧胸苷转化率的影响，结果见图 5a。 

由图 5a 可知，当细胞添加质量浓度从 50 g/L

逐渐升至 250 g/L 时，dA 产量呈先升高后下降的趋

势，且在细胞添加质量浓度为 150 g/L 时，dA 的产

量达到 186.5 g/L，底物脱氧胸苷转化率为 89.6%。

当催化体系中的细胞添加质量浓度超过 150 g/L 后，

催化体系中的全细胞浓度增加明显，导致反应体系

较为黏稠，不利于全细胞和底物的充分混合接触，

相同反应时间内，在一定程度上减缓了反应的进行，

从而导致催化产物量降低。此外，以 150 g/L 的细

胞添加质量浓度作为催化酶源，不仅可实现较高的

底物转化率，而且菌体量适中，能有效控制催化反

应成本。因此，细胞添加质量浓度定为 150 g/L。 
 

 
 

图 5  细胞添加质量浓度（a）与催化反应温度（b）对 dA

产量及脱氧胸苷转化率的影响 
Fig. 5  Effects of cell addition mass concentration (a) and 

catalytic reaction temperature (b) on dA production 
and deoxythymidine conversion rate 

 
温度是全细胞催化反应中较为重要的因素之

一，温度既可以影响酶蛋白空间结构又决定着各中

间产物的活化状态，从而显著影响酶的催化活性和

反应速率[32]。本实验中，以重组菌株 CW17 为催化

酶源，添加质量浓度为 150 mg/L，分别在 35、40、

45、50、55、60 ℃下进行全细胞催化，结果见图

5b。从图 5b 可以看出，重组菌株 CW17 可适应的催

化温度范围较广，且当催化温度由 35 ℃逐步升高

至 60 ℃时，脱氧胸苷的转化率呈现出先升高后下

降的趋势。当反应温度为 50 ℃时，dA 的产量最高，

为 200.3 g/L，底物脱氧胸苷转化率为 96.6%。 

3  结论 

本文将 E. coli 来源的核苷磷酸化酶 PyNP1 和

PNP3 在 B. subtilis 中异源表达，获得的重组菌株

CW3 在全细胞催化 2 h 后 dA 的产量为 113.1 g/L，脱

氧胸苷转化率为 54.5%。随后，通过 RBS 序列优化

策略，并利用互作短肽构建多酶复合物进一步提高了

dA 的产量与底物转化率。在此基础上，对催化体系

中细胞添加质量浓度及催化反应温度进行了优化，结

果表明，当重组菌株 CW17 细胞添加质量浓度为

150 g/L，催化反应温度为 50 ℃时，dA 的产量达到

200.3 g/L，底物脱氧腺胸苷的转化率为 96.6%。本研

究为 dA 的绿色高效生产奠定了良好的基础。 
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