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敏捷食酸菌腈水解酶在大肠杆菌中的组成型表达

及其催化高浓度烟腈水解的研究

侯现莉, 吴小梅*, 马宝娣, 徐　毅*

（上海应用技术大学 化学与环境工程学院, 上海 201418）

摘要: 对来源于敏捷食酸菌的腈水解酶在大肠杆菌中的组成型表达进行了研究, 构建了组成型表达腈水解酶重组

质粒 pET3b-NIT, 确定了其表达的最佳宿主菌株为 E. coli BL21Gold(DE3), 所得组成型菌株发酵产酶活性和比酶活

分别为 4 392.39 U·L−1 和 953.25 U·g−1, 是原始诱导表达菌株的 2.19 和 1.94 倍. 在此基础上系统研究了该重组菌静

息细胞催化高浓度烟腈水解合成烟酸的工艺条件, 发现 12 g·L−1 的细胞在 35 ℃ 条件下, 2 h 可将 2 mol·L−1 的烟腈

完全转化为烟酸, 时空产率达 246.22 g·g−1·d−1. 并进行了烟酸克级规模的制备实验, 最终得到 2.23 g 烟酸, 收率为

90.65%, 纯度达 99% 以上, 实现了高底物浓度下烟酸的高效制备.
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烟酸 (3-吡啶甲酸, 维生素 B3) 是人体所必需

的 13 种维生素之一, 在制药、食品和饲料工业中也

有着广泛的应用, 世界烟酸及其衍生物的年需求量

估计为 2.2 万吨[1].目前烟酸的合成主要是通过化学

方法, 通常以 3-甲基吡啶、烟腈、2-甲基-5-乙基吡啶

等吡啶类化合物为原料[2], 通过氧化或氨氧化的方

式, 在液相或气相介质中添加催化剂来实现烟酸的

生产[3]. 但在化学合成过程中需要极端的环境条件

(如高温、高压等), 并伴随副产物产生, 不仅增加了

成本, 而且增加了下游产物提纯的难度[4]. 因此, 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[5]. 烟酸的生物催化合成主要

有两条路线, 一种是烟腈在腈水解酶作用下直接水

解成烟酸, 同时释放出氨; 另一种是将烟腈在氰基

水合酶作用下水解成烟酰胺, 再通过酰胺酶将烟酰

胺水解成烟酸和氨[6]. 由于腈水解酶可以实现烟酸

的一步转化, 故有关烟酸的生物法制备多采用第一

条路线, 即选择不同来源的腈水解酶催化水解制备

烟酸.
目前有关腈水解酶催化制备烟酸的报道很多,

野生菌株 Rhodococcus  rhodochrous J1[4]、Nocardia

globerula NHB-2[7]、 Fusarium  proliferatum ZJB-
09150[8]、 Stenotrophomonas  maltophilia AC21[9]、

Gibberella  intermedia CGMCC 4 903[10] 和 来 源 于

Ralstonia eutropha H16[11]、Alcaligenes faecalis MTCC
126[12]、 Acidovorax  facilis 72W[6,13]、 Pseudomonas
putida CGMCC3830[14] 等的重组菌株, 均已被用于

以烟腈为底物合成烟酸. 上述不同来源的腈水解酶

对腈类底物的耐受性和转化率受底物链长、腈基个

数、腈基与苯环距离等因素的影响. 就烟腈这一底

物而言, 不同来源腈水解酶在烟腈的催化研究中, 底
物浓度由 0.025~1  mol·L−1 不等 ,  无论野生菌株

还是重组菌株的报道, 催化的底物浓度均未超过

2 mol·L−1. 烟腈为毒性底物, 对腈水解酶有抑制作

用. 不同来源的腈水解酶对烟腈的耐受性会有差异,
但多通过底物补料的方式进行烟酸合成, 或者通过

蛋白质工程领域内的各种手段对酶进行改造、固定

化等, 进而提高其底物耐受性[14−16]. 有报道显示, 通
过酶改造, 腈水解酶已可以催化水解更高浓度的其

他底物, 如 6-氯烟腈[17].
在大肠杆菌异源表达过程中, 基因工程菌的构

建是其中的一个重要环节. 迄今为止, 大肠杆菌表达
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系统是表达外源基因最常用的表达系统, 一个完整

的表达系统由宿主菌和质粒载体两部分组成, 根据

两者的选择不同可分为诱导型表达和组成型表达.
本研究涉及的表达菌株有大肠杆菌 BL21(DE3) 及
BL21Gold(DE3), 其中大肠杆菌 BL21Gold(DE3) 是
在 BL21(DE3) 基础上进行改进的菌株, 具有较高的

质粒转染效率, 能防止质粒 DNA 及重组蛋白的降

解. 同时涉及的组成型表达质粒为 pET3b[14], 组成型

表达无需添加诱导剂, 可在恒定温度下稳定且高效

地表达, 因此受到了广泛关注. Gong 等[14] 首次构建

了恶臭假单胞菌来源的腈水解酶的组成型表达体

系, 采用高密度培养策略提高重组菌株的生物量和

腈水解酶产量, 在 37 ℃ 未诱导的情况下, 总酶活最

高可达 654 U·mL−1. Dai 等[18] 将腈水解酶基因克隆

到 pET3a 上, 以大肠杆菌 BL21(DE3) 为宿主细胞,
酶活较诱导型表达提高了一倍. 本课题组在前期工

作中, 对敏捷食酸菌来源的腈水解酶在大肠杆菌中

的诱导型表达进行了系统地研究, 通过优化培养基

配方、建立细胞固定化方法, 构建了填充床式生物

反应器, 并将其应用于烟酸的生物合成[6,19].
本研究首次报道了敏捷食酸菌来源的腈水解酶

在大肠杆菌中的组成型表达及其对高浓度烟腈的催

化水解. 以组成型表达腈水解酶的大肠杆菌全细胞

为生物催化剂, 优化了烟腈制备烟酸的反应条件, 包
括底物浓度、温度和细胞量 (干重法, DCW), 并直接

利用高浓度烟腈进行烟酸的克级制备, 简化了烟酸

生物合成的过程, 降低了成本. 

1  实验部分
 

1.1  材料

菌株与质粒: 菌株 E. coli BL21(DE3) pRSFDuet-
1-NIT 由实验室前期构建和保藏[6,19], 感受态细胞 E.
coli BL21(DE3)、E.  coli BL21Gold(DE3) 购于生工

生物工程 (上海) 股份有限公司, 质粒 pET3b 购于武

汉淼灵生物科技有限公司.
主要试剂: 烟腈购于阿拉丁试剂有限公司, 烟

酸购于阿达马斯试剂有限公司, 氨苄青霉素购于生

工生物工程 (上海) 股份有限公司, 卡那霉素购于上

海源叶生物科技有限公司, 质粒 DNA 小量提取试

剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒购于天根生物科技 (北
京) 有限公司, 其余试剂购于上海泰坦科技股份有

限公司.

仪器设备: 电子天平 ,  赛多利斯科学仪器 (北
京) 有限公司; pH 计, 上海雷磁; 立式高压蒸汽灭菌

器, 上海申安医疗器械厂; 干燥箱、恒温培养箱、垂

直流洁净工作台, 上海一恒科技有限公司; 恒温摇

床, 上海旻泉仪器有限公司; 离心机, 上海安亭科学

仪器厂; PCR 仪, 美国伯乐 Bio-Rad; 电泳仪, 上海贝

晶生物科技有限公司; 恒温混匀仪, Thermo Fisher
Scientific 公司; 紫外分光光度计, 上海仪电分析仪

器有限公司; 低温超高压细胞破碎仪, 广州聚能纳

米生物科技股份有限公司; 高效液相色谱, 岛津中

国有限公司.
培养基和主要溶液的配制:
LB 固体培养基 (g·L−1):  胰蛋白胨 10, 酵母浸

粉 5, NaCl 10, 琼脂 15, pH=7.0;
种子培养基 (g·L−1): 胰蛋白胨 10, 酵母浸粉 5,

NaCl 10, pH=7.0;
发酵培养基 (g·L−1): 可溶性淀粉 20, 酵母浸粉

15, NaCl 5, K2HPO4 4, MgSO4·7H2O 1, 自然 pH;
磷酸盐缓冲溶液 (100 mmol·L−1 pH=7.0) 的配

制: 称取 35.81 g 的 Na2HPO4·12H2O, 用蒸馏水定容

到 1 L; 称取 15.60 g 的 NaH2PO4·2H2O, 用蒸馏水定

容到 1  L.  通过 Na2HPO4·12H2O∶NaH2PO4·2H2O=
61∶39 的比例配制 pH=7.0 的 100 mmol·L−1 磷酸盐

缓冲液. 

1.2  实验方法 

1.2.1  组成型表达腈水解酶大肠杆菌的构建

从实验室已有的表达敏捷食酸菌腈水解酶的诱

导型菌株 E. coli pRSFDuet-1-NIT 中提取重组质粒

pRSFDuet-1-NIT[19], 再利用 PCR 技术获得所需的目

的基因片段. 选择具有多克隆位点的 pET3b 作为组

成型表达腈水解酶的质粒,  将 pRSFDuet-1-NIT
MCS2 处的一段腈水解酶基因连接到 pET3b 上

的 NdeI 和 BamHI 之间, 实现目的酶的表达. 因为

pET3b 和 pRSFDuet-1-NIT 中只有一个相同的酶切

位点 NdeI,  所以需要在 pRSFDuet-1-NIT MCS2 处

的腈水解酶基因下游设计引物添加酶切位点

BamHI, 引物设计如表 1. PCR 扩增目的基因, 随后

进行酶切连接,  即得到重组腈水解酶 pET3b-NIT.
最后将连接产物导入到 E. coli BL21(DE3) 中, 进行

培养. 随后进行测序, 测序成功后将重组质粒 pET3b-
NIT 导入到 E. coli BL21Gold(DE3) 中, 并比较 E. coli
BL21(DE3)-pET3b-NIT 和 E.  coli BL21Gold(DE3)-
pET3b-NIT 两重组菌株的催化活性. 
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1.2.2  产腈水解酶大肠杆菌的培养

菌种活化: 在无菌超净台中, 从含有重组菌的

甘油管里吸取 10 µL 重组菌液加入到含有卡那抗生

素的 5 mL LB 种子培养基中 (15 mL 试管), 37 ℃,
200 r·min−1 摇床培养 12 h. 将培养好的菌液, 在含有

氨苄霉素 (终浓度 100 µg·mL−1)LB 固体平板上分区

划线, 置于恒温培养箱内, 37 ℃ 过夜培养 12~15 h.
种子液培养: 从事先培养好的平板上, 用接种

针挑取生长较好的单菌落, 加入到含有氨苄霉素

(终浓度 50 µg·mL−1) 的 50 mL LB 培养基中 (250 mL
摇瓶), 置于恒温摇床 (30 ℃, 200 r·min−1) 中, 培养

12 h.
发酵液培养: 以体积分数为 4% 的接种量将培

养好的种子液,  接入到含有终浓度氨苄霉素 (50
µg·mL−1) 的 50 mL 发酵培养基中 (250 mL 摇瓶), 在
摇床中 30 ℃, 200 r·min−1 条件下培养 12 h 后进行

离心收菌. 

1.2.3  菌体生物量的测定

将 1  mL 的发酵液离心 (4  ℃, 10 000 r·min−1,
5 min), 用质量分数 0.8% 的生理盐水洗涤 2 次, 然
后再用 1 mL 的生理盐水将细胞重悬, 以相同的生

理盐水做空白对照, 将细胞溶液稀释至合适的倍数,
用紫外-可见分光光度计测定 600 nm 波长处的吸光

度 (比浊法, OD 值), 1 OD600=0.4 g·L−1. 

1.2.4  细胞破碎方法

重组腈水解酶组成型表达后, 将发酵液离心、

洗涤得到菌体,  然后用磷酸盐 (100  mmol·L−1,
pH=7.0) 重悬制得 5 g·L−1 的细胞悬液, 混匀、破碎

得到粗酶液 (破碎条件: 压力 130 MPa, 温度 4 ℃, 重
复 2 次), 离心后对上清及沉淀进行聚丙烯酰胺凝胶

电泳. 

1.2.5  腈水解酶的测活方法

取 0.5 mg 干重菌体所对应的发酵液, 离心 (4 ℃,
10 000 r·min−1, 5 min) 收集沉淀, 再以 0.1 mol·L−1 的磷

酸盐缓冲液洗涤离心 (4 ℃, 10 000 r·min−1, 5 min) 2
次. 所得的菌体用 475 μL 磷酸盐缓冲液 (0.1 mol·L−1,
pH=7.0) 重新悬浮, 在恒温混匀仪上预热 5 min, 加入

25 μL 含有 5% 助溶剂的底物 (反应体系中底物终

浓度为 50 mmol·L−1), 在恒温混匀仪上反应 15 min
(1 000 r·min−1, 30 ℃), 结束后立即加入 100 µL HCl
溶液 (2 mol·L−1) 终止反应, 离心后上清液再用无水

乙醇稀释, 微孔过滤膜过滤后, HPLC 分析. 酶活单

位 (U) 定义为 30 ℃ 上述测活条件下每分钟催化生

成 1 µmol 产物烟酸所需酶量定义为 1 个酶活单位 U. 

1.2.6  全细胞催化烟腈水解反应的反应优化

不同底物浓度下全细胞催化烟腈的水解反应:
选择不同底物浓度 (0.2、0.4 mol·L−1) 和 (1.0、1.2、

1.4、1.6、1.8、2.0 mol·L−1) 进行反应, 用于确定最大

的底物耐受浓度. 0.5 mL 反应体系, 细胞量 4 g·L−1,
恒温混匀仪, 1 000 r·min−1, 反应不同时间 (0.5、1、2、

3、4、6、8 h), 取样 HPLC 测定转化率.
不同温度下全细胞催化烟腈的水解反应: 0.5 mL

反应体系, 选择不同的反应温度 (25、30、35、40、50
℃), 4 g·L−1 细胞, 100 mmol·L−1、 pH=7.0 的 PBS, 在
不同温度下预热 5 min, 加入终浓度为 2 mol·L−1 的

底物, 30 ℃、1 000 r·min−1 条件下分别反应 1、2、3、

4、5、6 h, 采用 HPLC 分析转化率.
不同细胞量下全细胞催化烟腈的水解反应: 0.5

mL 反应体系, 选择不同的细胞量 (2、4、8、12、16、

20  g·L−1),  100  mmol·L−1 、 pH=7.0 的 PBS,  预热 5
min, 加入终浓度为 2 mol·L−1 的底物, 在上述温度

下, 1 000 r·min−1 分别反应 0.5、1、2、3、4、5 h, 通
过 HPLC 分析转化率. 

1.2.7  烟酸的制备及鉴定

在 10 mL 磷酸盐缓冲液 (100 mmol·L−1) 中 [19],
依次添加 12 g·L−1 细胞和 2 mol·L−1 的烟腈, 在 35 ℃,
200 r·min−1 下反应 2 h. 中间取样, 用 HPLC 分析至

无底物残留时停止反应. 收集反应液, 在 70 ℃ 下放

置 30 min, 然后在 10 000 r·min−1 转速下离心 30 min,
收集上清液并用 5 mL 蒸馏水洗涤沉淀 5 遍. 将上

清和洗涤液合并, 向其滴加浓盐酸至 pH=3.7 静置

析晶, 待晶体全部析出后, 立即对其加热溶解, 用布

氏漏斗趁热过滤以除去不溶杂质, 然后将滤液放

在室温自然冷却 30 min, 再放置于 4 ℃ 冰箱过夜进

行重结晶, 抽滤得到的晶体后干燥. 抽滤后的液体

进行旋转蒸发浓缩, 进一步提高烟酸产率. 将制备出

的烟酸产品进行定性定量分析, 主要通过核磁共振

(NMR)、HPLC 鉴定结构并分析纯度. 

1.2.8  分析方法

HPLC 检测: 液相色谱柱为 C18 反相柱, 流动相

 

表 1  相关引物

Table 1  The relevant primer sequence
Primer (5'→3')

NIT-F TTGTACACGGCCGCATAATC

NIT-R-BamHI CGCGGATCCAGACTCGAGCTTTGCT
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A 液为乙腈, B 液为 10 mmol·L−1, pH=2.5 的磷酸二

氢钠,  柱温 25 ℃,  流速 1 mL·min−1,  进样量 10 μL,
在 217 nm 处检测, 以 15% A + 85% B 为流动相洗

脱. 烟酸和烟腈的保留时间分别为 3.4 和 6.4 min. 

2  结果与讨论
 

2.1  不同载体、宿主细胞对酶表达的影响

在实验室已有重组质粒 pRSFDuet-1-NIT 的基

础上, 通过设计引物, 酶切连接, 将腈水解酶目的

基因连接到了 pET3b 上的 NdeI 和 BamHI 之间 ,
成功构建了组成型表达的重组质粒 pET3b-NIT. 如
图 1 所示 , E. coli BL21(DE3)pET3b-NIT 蛋白表达

中可溶性表达占比较高,  更换宿主细胞为 E. coli
BL21Gold(DE3) 后 ,  蛋白表达量明显增大 ,  可溶

性 表 达 水 平 和 包 涵 体 的 含 量 相 较于 E.  coli
BL21(DE3) 菌株均有所增加. 通过表 2 也可定量的

看 出 质 粒 载体 pET3b-NIT 和 宿 主 细 胞 E.  coli
BL21Gold(DE3) 对腈水解酶表达的影响. 当宿主菌

株同为 E. coli BL21(DE3) 时 ,  其中质粒为 pET3b-
NIT 的菌株的比酶活是诱导型质粒 pRSFDuet-1-
NIT 的 1.37 倍; 当质粒同为 pET3b-NIT 时, 宿主细

胞 E. coli BL21Gold(DE3) 对 pET3b-NIT 表达的影

响更加显著, 比酶活是在 E. coli BL21(DE3) 宿主中

表达的 1.42 倍. 最终构建的菌株 E. coli BL21Gold
(DE3)pET3b-NIT 酶活和比酶活分别为 4 392.39 U·L−1

和 953.25  U·g−1,  是初始菌株 E.  coli BL21(DE3)
pRSFDuet-1-NIT 的 2.19 和 1.94 倍. 通过比较, 选择

比酶活最高的菌株 E.  coli BL21Gold(DE3)pET3b-
NIT 进行后续的生物催化研究.
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图 1  重组腈水解酶的聚丙烯酰胺凝胶电泳:(a) E. coli

BL21(DE3)pET3b-NIT; (b) E. coli BL21Gold(DE3)pET3b-

NIT; M: 标准蛋白; 1: 沉淀; 2: 上清)

Fig.1 Polyacrylamide gel electrophoresis of recombinant

nitrilase: (a) E. coli BL21(DE3)pET3b-NIT; (b) E. coli

BL21Gold(DE3)pET3b-NIT; M, standard protein;

1, precipitate; 2, supernatant)
 
 

表 2  不同重组腈水解酶大肠杆菌工程菌的酶活比较

Table 2  Comparison of enzyme activity of different recombinant E. coli producing nitrilase

Nitrilase engineered bacteria Enzyme activity/(U·L−1) Specific activity/(U·g−1)

E. coli BL21(DE3)pRSFDuet-1-NIT[19]
2 003.16±1.73 491.66±0.11

E. coli BL21(DE3)pET3b-NIT 2 881.31±2.02 672.17±2.22

E. coli BL21Gold(DE3)pET3b-NIT 4 392.39±0.34 953.25±2.41
 
 

2.2  底物浓度对烟腈转化率的影响

底物浓度对酶活性的影响主要体现在酶促反应

速率上, 在底物浓度较低时, 反应速率和底物浓度近

似成正比关系. 随着底物浓度的继续提高, 反应速率

变化幅度逐渐减小. 当底物浓度达到一定限度时, 酶
与底物结合接近饱和状态, 反应速率不再改变. 同时

底物对酶活性的影响也会影响反应速率. 由此可见,
底物浓度是影响酶促反应的重要因素. 如图 2(a) 所示,
低底物浓度 (0.2 mol·L−1) 经 2 h 转化完全, 浓度为

0.4 mol·L−1 经 3 h 转化完全. 如图 2(b) 所示, 高底物

浓度 1.0 和 1.2 mol·L−1 均 3 h 转化完全, 相较于实

验室已有的基因工程菌[19],  反应速率分别提高了

1.00 和 1.67 倍. 考虑到细胞量和底物浓度等因素,

最终选择的条件为 4 g·L−1 细胞, 2 mol·L−1 底物, 6 h
反应完全, 并以此为基础进行后续实验. 

2.3  温度对烟腈转化率的影响

在催化反应中, 温度是影响酶促反应的关键因

素[20−23]. 由于酶的种类不同导致酶的最适温度也有

所差异, 有少部分酶属于嗜热酶, 高温有利于催化反

应; 而大部分酶在高温下容易失活且温度稳定性较

差. 所以我们对腈水解酶催化反应的最适温度以及

温度稳定性的研究必不可少. 如图 2(c) 所示, 从 25
到 35 ℃, 转化速率逐渐加快, 40 ℃ 时的转化速率

与 35 ℃ 非常相近, 可以看出 35 或 40 ℃ 是该反应

条件下的最适温度. 为减少耗能, 因此选择 35 ℃ 为

后续反应温度. 
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2.4  细胞量对烟腈转化率的影响

通常情况下, 生物催化反应中催化剂的量越多,
其反应速度也会随之加快, 但当细胞量增加到一定

程度后,  反应速度便不会继续增加 .  所以为达到

100% 的底物转化率 (摩尔分数) 同时节约成本, 需
对催化剂的浓度进行优化. 如图 2(d) 所示, 随着细

胞量 (g·L−1, DCW) 的增加, 转化率也逐渐提高. 细
胞量为 2 g·L−1 时, 转化率最低, 细胞量为 20 g·L−1

时, 转化率最高. 结合时空转化率的计算可知, 加入

细胞为 12 g·L−1 时, 其时空产率为 246.22 g·g−1·d−1,
相较于 16 g·L−1 (184.67 g·g−1·d−1) 时空产率更大, 同
时考虑到成本问题, 因此选择 12 g·L−1 进行 2 mol·L−1

烟酸的制备实验. 

2.5  烟酸的克级规模生物合成

利用 12  g·L−1 重 组 腈 水 解 酶 细 胞 E.  coli
BL21Gold(DE3)pET3b-NIT, 将 2 mol·L−1 烟腈经 2 h
水解完全转化为烟酸, 最终得到 2.23 g 白色晶体, 提
取烟酸的收率为 90.65%, 时空产率 246.2 g·g−1·d−1.
提取出来的烟酸经过 HPLC 分析其纯度可达 99%

以上. 且由核磁共振图谱中的氢谱可以证明其结构

的准确性, 见图 3, 1H NMR (401 MHz, DMSO-d6) δ
13.40 (s, 1H), 9.07 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.91-8.65 (m,
1H), 8.26 (dt,  J = 7.9, 1.9 Hz, 1H), 7.53 (dd, J = 7.8,
5.0  Hz,  1H).  顾炳琛等 [24] 通过 200  mmol·L−1 烟腈

分批次进行反应, 最终在 290 min 内通过 22 批底
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图 2  底物浓度 (a) 0.2~0.4 mol·L−1, (b) 1.0~2.0 mol·L−1, 反应温度 (c) 和细胞添加量 (d) 对烟腈转化率的影响

Fig.2 Effects of substrate concentration (a) 0.2~0.4 mol·L−1, (b) 1.0~2.0 mol·L−1, reaction temperature (c) and cell amount (d) on the

conversion of nicotinonitrile
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图 3  烟酸的核磁共振氢谱

Fig.3 1H NMR spectrum of nicotinic acid
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物投料成功产生 541 g·L−1 烟酸. Pai 等[12] 也进行了

1 mol·L−1 烟腈进行分批次实验, 6 h 制得 123 g·L−1

的烟酸. 相较之下, 该腈水解酶可将 2 mol·L−1 的底

物完全转化, 一次投料即可制得 223 g·L−1 的烟酸,
无需分批次补加底物, 简化了制备的过程. 

3  结论

本研究进行了组成型腈水解酶重组菌 E. coli
BL21(DE3)pET3b-NIT 的制备, 并与其他腈水解酶

基因工程菌作了比较,  其中运用到的质粒载体

pET3b 更有利于腈水解酶的可溶性表达, 宿主细胞

E. coli BL21Gold(DE3) 更有利于提高腈水解酶的蛋

白表达水平. 相较于 E. coli BL21(DE3)pET3b-NIT,
E. coli BL21Gold(DE3)pET3b-NIT 比酶活提高 1.42
倍,也是原始诱导表达菌株 E.  coli BL21(DE3)-
pRSFDuet-1-NIT 的 1.94 倍. 同时优化了该重组菌株

催化烟腈制备烟酸的反应条件, 得到了最佳反应条件

为: 反应温度 35 ℃, 12 g·L−1 的细胞, 底物为 2 mol·L−1

的烟腈, 2 h 反应完全. 并在此基础上进行了烟酸的

制备实验, 得到 2.23 g 烟酸, 收率为 90.65%, 纯度可

达 99% 以上, 时空产率为 246.2 g·g−1·d−1. 实现了高

底物浓度下烟酸的生物合成, 简化了利用腈水解酶

生物合成烟酸的过程, 降低了生产成本, 使生物法合

成烟酸的过程更简易、更绿色.
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Constitutive Expression of Acidovorax facilis Nitrilase in E. coli and
Its Application in the Hydrolysis of Nicotinonitrile

in High Concentration

HOU Xian-li, WU Xiao-mei*, MA Bao-di, XU Yi*

(School of Chemical and Environmental Engineering, Shanghai Institute of Technology,
Shanghai 201418, China)

Abstract: The constitutive expression of nitrilase derived from Acidovorax facilis in E. coli was studied, and the
constitutively expressed nitrilase recombinant plasmid pET3b-NIT was constructed, and the optimal host strain for
its  expression  was  determined  to  be E.  coli BL21Gold(DE3).  The  enzyme  activity  and  specific  activity  of
recombinant E. coli were 4 392.39 U·L−1 and 953.25 U·g−1, which were 2.19 and 1.94 times higher than those of
the  original  inducible  expression  strain,  respectively.  On this  basis,  the  process  conditions  for  the  hydrolysis  of
high  concentration  of  nicotinonitrile  for  the  synthesis  of  nicotinic  acid  by  resting  cells  were  systematically
investigated. It was found that 2 mol·L−1 nicotinonitrile could be completely converted to nicotinic acid by 12 g·L−1

cells for 2 h at 35 ℃, and the space-time yield was up to 246.22 g·g−1·d−1. Preparation experiments on the gram
scale of nicotinic acid were also performed, and 2.23 g of nicotinic acid was obtained in 90.65% yield and over
99% HPLC purity, achieving efficient preparation of nicotinic acid at high substrate concentration.
Key words: nitrilase; constitutive expression; nicotinonitrile; nicotinic acid; biocatalysis
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