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酶-化学级联催化制备(S)-烟碱 

刘茜琳 1，高  静 1，马  丽 1*，宋浩雷 2*，贺  莹 1，郑晓冰 1 
（1. 河北工业大学 化工学院，天津  300400；2. 河北亚诺生物科技有限公司，河北 石家庄  052160） 

摘要：传统(S)-烟碱合成方法步骤复杂且依赖多种化学催化剂。为了实现(S)-烟碱的绿色合成，设计了酶-化学级

联途径：首先，构建了亚胺还原酶（IRED）与甲酸脱氢酶（FDH）的偶联体系，以麦斯明为底物合成(S)-降烟

碱；然后，将(S)-降烟碱经 Eschweiler-Clarke 反应制备(S)-烟碱。通过大肠杆菌宿主分别对 IRED 和 FDH 进行表

达，得到含酶细胞及酶液，考察了 pH 和温度对细胞中 IRED 和 FDH 酶活力的影响。优化酶催化制备(S)-降烟碱

的反应条件，在 30 ℃、pH 7.5 条件下，添加质量浓度为 30 g/L 的麦斯明、600 U/L FDH 细胞、900 U/L IRED

细胞、0.6 mmol/L NADP+和质量浓度为 90 g/L 的甲酸钠，(S)-降烟碱的产率>98%，对映体过量（e.e.）值>99%。

最后，通过化学法将(S)-降烟碱甲基化得到(S)-烟碱，此步骤产率和 e.e.值均达 99%以上。 
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Production of (S)-nicotine by enzymatic-chemical cascade catalysis 

LIU Xilin1, GAO Jing1, MA Li1*, SONG Haolei2*, HE Ying1, ZHENG Xiaobing1 
（1. School of Chemical Engineering and Technology, Hebei University of Technology, Tianjin 300400, China; 2. Hebei 

Yanuo Bioscience Co., Ltd., Shijiazhuang 052160, Hebei, China） 

Abstract: The traditional synthesis method of (S)-nicotine involves complex steps and relies on 

multiple chemical catalysts. Herein, a enzymatic-chemical cascade pathway was designed to achieve 

the green synthesis of (S)-nicotine. Firstly, a coupling system of imine reductase (IRED) and formate 

dehydrogenase (FDH) was constructed to catalyzed the synthesis of (S)-nornicotine from myosmine as 

substrate, then (S)-nicotine was prepared via Eschweiler-Clarke reaction of (S)-nornicotine. The IRED 

and FDH enzyme-containing cells and enzyme solution were obtained from E. coli expression system 

and the effects of pH and temperature on the enzyme activity of IRED and FDH were investigated. The 

yield of (S)-nornicotine reached >98% with enantiomeric excess (e.e.) value of >99% under the 

optimal reaction conditions of temperature 30 ℃, pH 7.5, myosmine mass concentration 30 g/L, FDH 

cells 600 U/L, IRED cells 900 U/L, NADP+ 0.6 mmol/L and sodium formate mass concentration 90 g/L. 

Finally, (S)-nicotine with a yield and e.e. value of above 99% was obtained by chemical methylation of 

(S)-nornicotine. 

Key words: (S)-nicotine; imine reductase (IRED); formate dehydrogenase (FDH); (S)-nornicotine; bioengineering 

烟碱（1-甲基-2-[3-吡啶基]吡咯烷）又名尼古丁，

是一种可以从烟草植物叶子中获得的天然物质，被

广泛应用于农业、医药以及烟草等领域。特别是(S)-

构型的烟碱可直接用于治疗皮肤病、心血管病、蛇虫

咬伤等[1]。贺桂泉[2]研究表明，烟碱可通过刺激烟碱

受体释放乙酰胆碱，提高阿尔兹海默症患者的神经传

递能力，从而改善阿尔兹海默症患者的认知功能。市

场上色谱纯的烟碱（HPLC 纯度>98.5%）每吨售价近

百万元人民币，以烟碱为有效成分的药物销售额也在

逐年增长。国内生产的烟碱大多纯度较低，因此，制

生物工程 
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备高纯度(S)-烟碱具有巨大应用价值[3]。 

目前，可通过烟草植物叶提取的方法获得(S)-

烟碱，但此法杂质多、纯度低、受地理环境因素影

响大，并存在杂质难分离的问题[4]。此外，(S)-烟碱

也可由化学合成的方法获得，即由底物麦斯明通过

化学方法制备降烟碱，再通过甲基化得到(R)-烟碱和

(S)-烟碱的外消旋混合物，再将其进行拆分，从而获

得(S)-烟碱[5]。此法相对提取法可以获得纯度较高的

产品，并能进行工业化生产，但步骤繁杂，对环境

危害较大（图 1a）。 

生物催化法具有高度的立体选择性，且具备反

应条件温和、对环境友好等优点。将酶催化取代部

分化学催化，构建酶-化学级联催化体系制备(S)-烟

碱是非常有意义的思路（图 1b），其原料易得、成

本低廉且具有步骤简洁、环保高效的优势，具有良

好的工业应用前景和经济效益[6-8]。 
 

 
 

a—化学催化法；b—酶-化学级联催化法 

图 1  (S)-烟碱制备过程示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of preparation progress of (S)-nicotine 

 

亚胺还原酶（IRED）依赖还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸（NADPH），在手性胺的合成方面有

重要的应用潜力[9-10]。NADPH 会随着产物的生成而

消耗，且价格昂贵，限制了 IRED 的大规模生产应

用。可通过在反应系统中加入另一种再生酶，构建

一个高效、低成本的辅酶再生体系，实现 NADPH

的再生[11]。目前，葡萄糖脱氢酶（GDH）被广泛应

用于 NADPH 再生，其催化葡萄糖生成葡萄糖酸的

同 时 将 氧 化 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADP+）还原为 NADPH[12-14]。虽然 GDH 是构

建 NADPH 再生体系常用的氧化还原酶，但在实际

生产过程中，其产生的葡萄糖酸不仅使反应 pH 下

降，还增加了目标产物的分离难度。例如：在应用

亮氨酸脱氢酶（LeuDH）生产 L-叔亮氨酸的工艺中，

虽然 LeuDH 偶联 GDH 体系反应的产率比偶联甲酸

脱氢酶（FDH）体系高 20%，但其产物分离、纯化

较困难，生产成本反而更高[15-16]。相比而言，FDH

可催化甲酸盐再生 NADPH，同时产生气体 CO2，

既能简化目标产物的后期分离步骤，又能降低生产

成本[17-18]。目前，在自然界中 NADP+依赖型 FDH

的数量仅占 20%，这一缺点限制了其在工业生产中

的应用。近年来，诸多文献报道了 FDH 的改造实

例[19-20]，但并未将其投入实际应用。将研究中获得

的催化活性更高、稳定性更强的 FDH 应用于工业生

产，具有巨大潜力。 

因此，为了更加绿色、高效地制备(S)-烟碱，本

研究拟以 NADP+/NADPH 依赖型的 IRED 和 FDH 来

构建 IRED-FDH 双酶体系催化麦斯明合成(S)-降烟

碱，并对反应条件进行优化；最后，通过 Eschweiler- 

Clarke 甲基化反应得到高纯度(S)-烟碱（图 2）。本

文设计的酶-化学级联催化体系有望为(S)-烟碱的绿

色生产提供理论参考，并具有良好的应用前景。 
 

 
 

图 2  酶-化学级联催化制备(S)-烟碱过程示意图 
Fig. 2  Schematic diagram of preparation progress of (S)-nicotine by enzymatic-chemical cascade catalysis 
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1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

酵母浸粉、胰蛋白胨，生化试剂，北京奥博星

生物技术有限责任公司；甘油，分析纯，天津鼎国

生物有限公司；卡那霉素，药用级，北京索莱宝科

技有限公司；异丙基-β-硫代半乳糖苷（IPTG），药

用级，日本 Takara 公司；NADPH（质量分数 95%）、

NADP+（质量分数 97%）、麦斯明（质量分数 98%）、

磷酸盐（PBS）缓冲液（100 mmol/L，pH 7.0）、PBS

缓冲液（1 mol/L，pH 6.5）、甲酸钠（分析纯）、

葡萄糖（分析纯），阿拉丁科技（上海）股份有限

公司；多聚甲醛、甲酸、甲基叔丁基醚，分析纯，

北京迈瑞达科技有限公司；碳酸钠、氢氧化钠、无

水硫酸钠、氯化钠，分析纯，天津市风船化学试剂

科技有限公司。 

UV-1100 型紫外-可见分光光度计，上海仪电分

析仪器有限公司；5910-Ri 型高速冷冻离心机，德国

艾本德公司；DYY-6C 型电泳仪，北京市六一仪器

厂；Tanon 1600 型凝胶成像系统，上海天能科技有

限公司；BILON-250Y 型高压匀质机，上海顾信生

物科技有限公司；LRH-1000F 型生化培养箱，上海

恒一科学仪器有限公司；LC-20A 型高效液相色谱

仪，岛津实验器材有限公司；ZWY-2000 型恒温培

养振荡器、ZHJH-C1118B 型超净工作台，上海智诚

分析仪器有限公司。 

菌株和质粒：表达载体为 pET-28a(+)，表达宿主

菌为 E. coli BL21(DE3)，金唯智生物科技有限公司。 

培养基：LB 培养基包括质量分数 0.5%酵母浸

粉、质量分数 1.0%胰蛋白胨、质量分数 1.0%氯化

钠和质量分数 1.5%琼脂（固体培养基添加）；TB

培养基包括质量分数 2.4%酵母浸粉、质量分数

1.2%胰蛋白胨、质量分数 0.4%甘油、质量分数

10.0% PBS 缓冲液（1 mol/L，pH 6.5）。培养基于

121 ℃灭菌 20 min，添加卡那霉素至终质量浓度为

50 mg/L。 

1.2  方法 

1.2.1  重组菌株的构建 

由 NCBI 基因库中得到具有麦斯明底物活性的

IRED 基因序列（Genbank: WP_074958336.1）[6]，

并对其进行密码子优化，将 IRED 基因克隆至表达

载体 pET-28a(+)的酶切位点 NdeⅠ和 EcoRⅠ之间，

构建重组表达质粒 pET-28a(+)-IRED。将构建的重组

质粒 pET-28a(+)-IRED 转化到 E. coli BL21(DE3)感

受态细胞中，涂布于含有卡那霉素的抗性平板培养

过夜，挑选单菌落经聚合酶链反应（PCR）验证获

得阳性菌株。基因合成委托金唯智生物科技有限公

司完成。 

选择 Pseudomonas sp. 101 来源的经突变后的

FDH[21]。同样地，以 E. coli BL21(DE3)为宿主菌株，

以 pET-28a(+)为表达载体，酶切位点选取 NcoⅠ和

XhoⅠ。获得重组菌株的其他制备过程与上述一致。 

1.2.2  目的基因的诱导表达及酶学性质的测定 

挑取阳性菌株单菌落接种至 10 mL 卡那霉素抗

性的 LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 活化培养

12~16 h。将活化后的菌液以体积分数 1%的接种量

接种至 50 mL 卡那霉素抗性的 TB 液体培养基中，

37 ℃、180 r/min 振荡培养，待菌液在 600 nm 下的

吸光度（OD600）为 0.6~0.8 时，加入终浓度为

0.1 mmol/L 的 IPTG 于 20 ℃、180 r/min 诱导表达

18~20 h。将发酵后的菌液在 4 ℃、8000 r/min 下

离心 10 min 收集菌体。所得菌体用 PBS 缓冲液

（100 mmol/L，pH 7.0）洗涤两次，随后重悬菌体，

并在高压匀质机中破碎，收集破碎液，于 4 ℃、

12000 r/min 下离心 15 min，取上清液即获得粗酶液，

并用 于 十二 烷基 硫 酸钠 聚丙 烯 酰胺 凝胶 电泳

（SDS-PAGE）检测蛋白表达。 

酶活力（1U）定义为：30 ℃下，pH 7.0 条件

下，每分钟还原（氧化）1 μmol NADPH（NADP+）

的酶量。 

IRED 的酶活力测定方法为：30 ℃下，在 1 mL

的反应体系中，含 10 mmol/L 底物麦斯明、

0.1 mmol/L NADPH 、 100 mmol/L PBS 缓 冲 液

（pH 7.0）以及适量的 IRED 细胞[22]。通过紫外-可

见分光光度计检测反应体系在 340 nm 处 1 min 内吸

光度的变化量。 

FDH 的酶活力测定方法为：30 ℃下，在 1 mL

的反应体系中，含 100 mmol/L 底物甲酸钠、

1 mmol/L NADP+、100 mmol/L PBS 缓冲液（pH 7.0）

以及适量的 FDH 细胞[23]。通过紫外-可见分光光度

计检测反应体系在 340 nm 处 1 min 内吸光度的变化

量。 

其中，比酶活力按照式（1）进行计算[24]： 

 比酶活力（U/g）=
 K

m
 （1） 

式中：K 为酶活力，U；m 为细胞湿重，g。 

pH 对细胞中 IRED 和 FDH 酶活力的影响：在

30 ℃下，取 5 g 湿细胞，分别于不同 pH（5.0~12.0）

的缓冲液中孵育 5 min，测定其在不同 pH 缓冲液中

的相对酶活力，相对酶活力是以 IRED 和 FDH 在各

自最适 pH 条件下的酶活力作为对照（100%）。为

了测定细胞在不同 pH条件下的稳定性，在 30 ℃下，

取适量细胞，分别于不同 pH（IRED：6.0~10.0，FDH：
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5.0~9.0）的缓冲液中孵育一定时间，定时取样测其

剩余酶活力，剩余酶活力以孵育 0 h 时的酶活力作

为对照（100%）。 

温度对细胞中 IRED 和 FDH 酶活力的影响：取

5 g 湿细胞，分别于不同温度（10~70 ℃）孵育 5 min

后，在最适 pH 下测定其在不同温度下的酶活力，

并以 IRED 和 FDH 在各自最适温度下的酶活力作为

对照（100%）。为了研究细胞在不同温度条件下的

稳定性，将适量细胞，分别于不同温度（20~70 ℃）

孵育一定时间，定时取样测其剩余酶活力，剩余酶

活力以孵育 0 h 时的酶活力作为对照（100%）。 

1.2.3  IRED-FDH 催化体系的构建及反应条件的优化 

将 IRED 细胞和 FDH 细胞与不同 pH（6.0~11.0）

的缓冲体系（200 mL）充分混合，将得到的反应混

合物在 20~70 ℃下反应 14 h，以确定全细胞反应的

最优 pH 和温度；接下来分别将细胞（200~700 U/L）

以不同的活性添加比例（IRED 与 FDH 的酶活力比

值为 0.75~2.00）在不同质量浓度的麦斯明（10~ 

70 g/L）、不同浓度的 NADP+（0.1~0.7 mmol/L）、

不同质量浓度的甲酸钠（50~110 g/L）下合成(S)-降

烟碱，以考察细胞添加量及添加比例、底物质量浓

度、NADP+浓度和甲酸钠质量浓度对反应的影响。

筛选出最优反应条件，在最优条件下反应 14 h，检

测产物的产率和对映体过量（e.e.）值。 

1.2.4  化学法合成(S)-烟碱 

将酶法催化得到的 200 mL 含(S)-降烟碱反应液

于 4 ℃、12000 r/min 下离心 10 min，取上清液并向

其中加入 40 mL 多聚甲醛（0.3 mol/L）和 40 mL 甲

酸（0.3 mol/L），之后将混合物逐渐升温加热至 80 

℃反应约 4 h。待液体冷却后，加入 40 mL 氢氧化钠

溶液（0.4 mol/L）碱化，之后使用 600 mL 甲基叔丁

基醚对反应液进行萃取，并用无水硫酸钠干燥，将

萃取液进行蒸馏，得到(S)-烟碱[6]。由高效液相色谱

仪测定其产率及 e.e.值。 

1.2.5  分析方法 

(S)-降烟碱和(S)-烟碱均采用高效液相色谱仪分

析。(S)-降烟碱分析条件[25]：Chiralpak AD-H 柱（250 

mm×4.6 mm×5 μm），流动相为 V(正已烷)∶V(乙

醇)∶V(二乙胺)=74.9∶25.0∶0.1 混合液，检测波长

254 nm，流速 1 mL/min。(S)-烟碱分析条件 [6]：

Chiracel OD-H 柱（250 mm×4.6 mm×5 μm），流动

相为 V(正己烷 )∶V(1-丁醇 )∶V(二乙胺 )=94.9∶

5.0∶0.1 混合液，检测波长 254 nm，流速 1 mL/min。 

产物的产率和 e.e.值分别由式（2）和（3）进

行计算： 

 X/%= 1

2

c

c
×100 （2） 

 Y/%=
[ ] [ ]

[ ] [ ]

S R

S R




×100 （3） 

式中：X 为产率，%；Y 为 e.e.值，%；c1 为产物的

实际产量，mol；c2 为产物的理论产量，mol；[S]为

样品中(S)构型产物的量，mol；[R]为样品中(R)构型

产物的量，mol。 

2  结果与讨论 

2.1  重组菌株的蛋白表达 

将重组菌株单菌落活化 14 h 后，接种到 TB 培

养基中，待 OD600 达到 0.6~0.8 时，加入 IPTG 诱导

表达 18~20 h。离心获得菌体，经高压匀质机破碎后，

离心获得粗酶液。经 SDS-PAGE 检测蛋白表达情况，

结果见图 3。 
 

 
 

注：M 为标准蛋白 Marker；1 为 IRED 粗酶液；2 为 FDH 粗酶液 

图 3  IRED 和 FDH 粗酶液的 SDS-PAGE 蛋白电泳分析 
Fig. 3  SDS-PAGE protein electropherograms of the crude 

enzyme solution of IRED and FDH 
 

由图 3 可知，IRED 和 FDH 粗酶液中分别含有

一条明显蛋白条带，相对分子质量大小分别约为 38

和 45 kDa，与理论蛋白相对分子质量一致。由此可

知，IRED和 FDH在 E. coli BL21(DE3)中均成功表达。 

2.2  pH 和温度对细胞中 IRED 和 FDH 酶活力的影响 

pH 是影响酶活力的一个关键因素，不同 pH 对

应的离子环境维持着基团的离子形式，极端的 pH

可导致酶分子活性中心的氨基酸解离，使酶的空间

构象发生变化，影响酶活力[26]。按 1.2.2 节实验方法，

考察了 pH 和温度对细胞中 IRED 酶活力的影响，结

果见图 4。由图 4a 可见，随着 pH 的增高，细胞中 IRED

的相对酶活力呈现先升高后降低的趋势，在 pH 为 8.0

时，相对酶活力达到最高。根据已有研究报道[27-29]

可知，IRED 的最适 pH 通常在 6.0~8.0 之间，本研究

所使用的 IRED 最适 pH 为 8.0。由图 4c 可知，随着

孵育时间的增加，细胞中 IRED 的剩余酶活力逐渐

降低，在 pH 8.0 的缓冲液中孵育 8 h 后，细胞中 IRED

的剩余酶活力为初始酶活力的 76%，而在 pH 10.0

的缓冲液中孵育 8 h 后，剩余酶活力为 42%；在 pH 

7.0~9.0 的范围内孵育 8 h 后，剩余酶活力均在 50%

以上。结果证明，在此 pH 范围内，细胞中 IRED 有

较好的稳定性，也说明其在弱碱性环境中具有良好
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的酶活力和稳定性。 
 

 
 

a—最适 pH；b—最适温度；c—pH 稳定性；d—热稳定性 

图 4  pH 和温度对细胞中 IRED 酶活力的影响 
Fig. 4  Effects of pH and temperature on IRED enzyme 

activity in cells 
 

温度对酶蛋白稳定性有着重要的影响，随着温

度的升高，可能会导致维持酶蛋白空间构象的次级

键断裂，导致酶失活[30]。由图 4b 可见，IRED 最适

温度为 35 ℃。由于反应过程通常持续若干小时，

因此，测定了细胞中 IRED 的热稳定性，结果如图

4d 所示。由图 4d 可见，孵育 8 h 后，IRED 在 20~40 ℃

范围内的剩余酶活力为 90%以上，随着温度的升高，

细胞中 IRED 的剩余酶活力有所降低。一般而言，

对与底物结合和参与反应的关键氨基酸残基进行突

变可能会提升酶活力和热稳定性，ZHANG 等[13]和

SCHOBER 等 [31] 通过改变关键残基位点提升了

IRED 的最适温度、pH 稳定性和热稳定性，然而这

方面的研究还需要进一步展开。 

按 1.2.2 节实验方法，考察了 pH 和温度对细胞

中 FDH 酶活力的影响，结果见图 5。 
 

 
 

a—最适 pH；b—最适温度；c—pH 稳定性；d—热稳定性 

图 5  pH 和温度对细胞中 FDH 酶活力的影响 
Fig. 5  Effects of pH and temperature on FDH enzyme 

activity in cells 
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pH 对细胞中 FDH 相对酶活力的影响如图 5a 所

示。由图 5a 可知，随着 pH 的增高，细胞中 FDH

的相对酶活力变化呈现同 IRED 相同的趋势，与之

不同的是，在 pH 为 6.0 时，FDH 相对酶活力达到

最高。细胞中 FDH 的 pH 稳定性的测定结果如图 5c

所示。由图 5c 可知，随着孵育时间的增加，FDH

的酶活力逐渐降低，在 pH 6.0 的缓冲液中孵育 8 h

后，FDH 的剩余酶活力为 96.3%，而在 pH 9.0 的缓

冲液中孵育 8 h 后，剩余酶活力为 78.0%，证明在此

pH 范围内，细胞中的 FDH 有很好的稳定性。 

温度对细胞中 FDH 相对酶活力的影响如图 5b

所示。由图 5b 可知，FDH 的最适温度为 50 ℃。其

热稳定性的测定结果如图 5d 所示。由图 5d 可知，

孵育 8 h 后，在 20~50 ℃范围内 FDH 的剩余酶活力

均在 80%以上，并且随着温度的升高，FDH 的酶活

力下降速度变快。酶活力的丧失通常与催化过程的

化学修饰和热变性有关，FDH 在高温下容易失活的

主要原因是半胱氨酸残基存在易被氧化的巯基，程

峰等[20]通过对比不同来源 FDH 中的半胱氨酸残基

位点发现，来源于细菌的 FDH 半胱氨酸残基数量最

多，其次为来源于植物的 FDH，来源于酵母菌和真

菌的 FDH 半胱氨酸残基数量略低于细菌和植物。不

仅在高温下酶失活与半胱氨酸残基有关，大多数情

况下，低于 40 ℃时的变性也是由该残基的化学修

饰或氧化引起的[32]。 

2.3  反应条件对全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响 

2.3.1  温度和 pH 对全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响 

温度和 pH 均会影响酶的活性，不同的酶在催

化反应中往往有不同的最适温度和 pH，但当两种酶

处于同一反应体系中催化反应时，需要综合考虑温

度和 pH 对两种酶的影响。细胞膜有保护胞内酶的

作用，能抵御部分胞外环境的变化。在使用全细胞

作催化剂时，除了要满足酶的温度和 pH 条件外，

还要保证细胞完整，以防因细胞破碎而影响酶蛋白

结构。因此，在最适温度和 pH 条件下保证全细胞

的高效反应进行尤为重要。 

在生物催化的反应中，过高的温度会导致酶的

失活，反应温度过低时，反应速率又会降低。另一

方面，在酶催化合成手性化合物过程中，温度有时

会改变酶的立体选择性[33]。按 1.2.3 节实验方法和

1.2.5 节分析方法，考察了温度对全细胞催化反应的

影响。在 200 mL、pH 7.0 的体系内包含质量浓度

20 g/L 麦斯明、质量浓度 110 g/L 甲酸钠、0.6 mmol/L 

NADP+、700 U/L IRED 细胞和 700 U/L FDH 细胞，

于 20~70 ℃下反应 14 h，测定(S)-降烟碱的产率及

e.e.值，结果如图 6a 所示。由图 6a 可知，当温度从

20 ℃上升到 30 ℃，反应速率加快，含酶细胞对麦

斯明的催化效率提高，在 30 ℃达到最高。但当温

度高于 30 ℃时，随着温度的持续升高，(S)-降烟碱

的产率和 e.e.值迅速下降。因此，全细胞催化麦斯

明合成(S)-降烟碱反应的最佳温度为 30 ℃。 

pH 除了影响酶分子活性域相关基团或底物的

解离，使得反应速度发生变化外，也影响催化过程

中产物的对映选择性[28]。因此，按 1.2.3 节实验方法

和 1.2.5 节分析方法，考察了 pH 对全细胞催化不对

称还原反应的影响。在 200 mL 的体系内包含质量浓

度 20 g/L 麦斯明、质量浓度 110 g/L 甲酸钠、0.6 

mmol/L NADP+、700 U/L IRED 细胞和 700 U/L FDH

细胞，于 6.0~11.0 的 pH 梯度下，30 ℃反应 14 h，

测定(S)-降烟碱的产率及 e.e.值。pH 对全细胞催化不

对称还原反应的影响如图 6b 所示。从图 6b 可以看

出，随着 pH 从 6.0 增加到 7.5，细胞催化的反应速

率明显增加。在 pH 为 7.5 的反应体系中，产物的产

率最高，当 pH 从 7.5 增加到 11.0 时，(S)-降烟碱的

产率降低。推断由于过碱的条件使细胞中的酶变性

失活。为了更准确的揭示原因，测定反应后细胞剩

余酶活力，其中，剩余酶活力以初始 pH 7.5 时的酶

活力作为对照（100%），结果见图 7。由图 7 可知，

pH>7.5 时，FDH 剩余酶活力受 pH 影响更大，因此

判断，过碱的环境会导致 FDH 失活，从而影响催化

效率。然而，不同 pH 条件对产物的对映选择性影响

不大，产物(S)-降烟碱的 e.e.值始终保持在 99%以上。 
 

 
 

图 6  温度（a）和 pH（b）对全细胞催化制备(S)-降烟碱

的影响 
Fig. 6  Effects of temperature (a) and pH (b) on whole-cell 

catalytic preparation of (S)-nornicotine 
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图 7  不同 pH 反应条件下 IRED 和 FDH 的剩余酶活力 
Fig. 7  Residual enzyme activities of IRED and FDH in 

different pH reaction conditions 

 
2.3.2  麦斯明质量浓度对全细胞催化制备(S)-降烟

碱的影响 

在全细胞催化转化过程中，高底物质量浓度有

利于实现高容量生产力。然而，过高浓度的底物会

抑制细胞内酶的活性[34]。因此，按 1.2.3 节实验方法

和 1.2.5 节分析方法，研究了底物麦斯明质量浓度对

全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响。在 pH 7.5、200 

mL 的体系内包含质量浓度 10~70 g/L 麦斯明、质量

浓度 110 g/L 甲酸钠、0.6 mmol/L NADP+、700 U/L 

IRED 细胞和 700 U/L FDH 细胞，于 30 ℃下反应 14 

h，测定(S)-降烟碱的产率及 e.e.值，结果见图 8。 

 

 
 

图 8  麦斯明质量浓度对全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响 
Fig. 8  Effect of myosmine mass concentration on whole- 

cell catalytic preparation of (S)-nornicotine 

 
从图 8 可以看出，在全细胞催化过程中，随着

麦斯明质量浓度的增加，产物(S)-降烟碱的 e.e.值始

终保持在 99%以上。当底物质量浓度>30 g/L 时，(S)-

降烟碱的产率随着麦斯明质量浓度的增加而急剧下

降。 

测定不同底物质量浓度反应结束后的 pH，结果

如表 1 所示。 

由表 1 可知，随底物质量浓度的升高，反应后

体系 pH 也逐渐升高，而在 pH 8.0~9.0 条件下，FDH

的酶活力损失较多（图 5c），另外，高质量浓度底

物的存在会显著抑制 IRED 催化生成产物，导致产

率降低[35]，同时也会存在底物不完全溶解的现象，

综合以上原因，(S)-降烟碱的产率急剧下降。因此，

选择质量浓度为 30 g/L 作为最适底物质量浓度进行

全细胞催化还原反应。 

 
表 1  不同底物质量浓度反应液 pH 

Table 1  pH of reaction solution with different substrate 
mass concentrations 

底物质量浓度/(g/L) 40 50 60 70 

反应后 pH 8.82 9.03 9.21 9.43

 
2.3.3  细胞添加量和添加比例对全细胞催化制备

(S)-降烟碱的影响 

在全细胞催化麦斯明制备(S)-降烟碱的反应过

程中，反应体系中细胞添加量和添加比例也会对催

化效果和反应产率产生影响，因此，按 1.2.3 节实验

方法和 1.2.5 节分析方法，考察了不同细胞添加量和

添加比例对反应体系的影响。在 pH 7.5、200 mL 的

体系内包括质量浓度 30 g/L 麦斯明、质量浓度

110 g/L 甲酸钠、0.6 mmol/L NADP+、200~700 U/L 

IRED 细胞和 FDH 细胞（IRED 与 FDH 的酶活力比

值为 0.75~2.00），于 30 ℃下反应 14 h，测定(S)-

降烟碱的产率及 e.e.值，结果如图 9 所示。 

 

 
 

图 9  IRED 细胞和 FDH 细胞添加量（a）和添加比例（b）

对全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响 

Fig. 9  Effects of IRED cells and FDH cells activity 
addition (a) and cell activity addition ratio (b) on 
whole-cell catalytic preparation of (S)-nornicotine 



·134· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 41 卷 

 

由图 9 可知，随着 IRED 细胞和 FDH 细胞添加

量的增加，反应的产率也随之增加，产物(S)-降烟碱

的 e.e.值基本保持不变。当 FDH 细胞酶活添加为 600 

U/L，IRED 与 FDH 的酶活力比值达到 1.50 时，产

物(S)-降烟碱产率为 95%以上，继续增加比例，反应

的产率保持平衡。因此在研究的范围内，综合反应

产率、工业成本等问题，确定后续反应添加 600 U/L 

FDH 细胞、900 U/L IRED 细胞。 

2.3.4  NADP+浓度和甲酸钠质量浓度对全细胞催化

制备(S)-降烟碱的影响 

IRED主要依赖 NADPH提供还原力来完成生物

催化过程，由于 NADPH 的高成本，限制了 IRED

在工业化规模进行生物催化的经济可行性。按 1.2.3

节实验方法和 1.2.5 节分析方法，考察了 NADP+浓

度对全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响。在 pH 7.5、

200 mL 的体系内包含质量浓度 30 g/L 麦斯明、质量

浓度 110 g/L 甲酸钠、0.1~0.7 mmol/L NADP+、

600 U/L FDH 细胞和 900 U/L IRED 细胞，于 30 ℃

下反应 14 h，测定(S)-降烟碱的产率及 e.e.值，结果

如图 10a 所示。由图 10a 可知，当 NADP+浓度为

0.6 mmol/L 时，在经济可行性范围内，同时在催化

反应过程中能取得良好的催化效果，其产率为 96%，

e.e.值>99%。 

 

 
 

图 10  NADP+浓度（a）和甲酸钠质量浓度（b）对全细

胞催化制备(S)-降烟碱的影响 
Fig. 10  Effects of NADP+ concentration (a) and sodium 

formate mass concentration (b) on whole-cell 
catalytic preparation of (S)-nornicotine 

FDH 作为 NADPH 再生酶，在氧化还原反应过

程中可以将甲酸盐转化为 CO2，为 IRED 提供所需

的 NADPH。但反应所添加的甲酸钠呈碱性，添加

量过少不能高效供给 NADPH 再生，添加量过多则

会改变反应体系的酸碱度，从而影响产物的产率和

e.e.值。因此，需要在反应体系中加入适量的甲酸钠，

以实现 NADPH 再生。按 1.2.3 节实验方法和 1.2.5

节分析方法，考察了甲酸钠质量浓度对全细胞催化

制备(S)-降烟碱的影响。在 pH 7.5、200 mL 的体系

内包含质量浓度 30 g/L 麦斯明、质量浓度 50~ 

110 g/L 甲酸钠、0.6 mmol/L NADP+、600 U/L IRED

细胞和 900 U/L FDH 细胞，于 30 ℃下反应 14 h，

测定(S)-降烟碱的产率及 e.e.值。甲酸钠质量浓度对

全细胞催化制备(S)-降烟碱的影响如图 10b 所示。由

图 10b 可知，随着甲酸钠质量浓度的增加，(S)-降烟

碱的产率明显提高。当甲酸钠质量浓度达到 90 g/L，

此时(S)-降烟碱的产率>98%，e.e.值>99%。 

因此，综合考虑工业成本、产率等因素，以

NADP+浓度 0.6 mmol/L、甲酸钠质量浓度为 90 g/L

进行(S)-降烟碱的制备。 

2.3.5  (S)-降烟碱的最优工业制备 

在 IRED 参与的实际生产中，引入氧化还原酶

再生 NADPH 的方法虽然降低了一部分生产成本，

但采用 GDH 再生 NADPH 的同时生成了葡萄糖酸，

其繁琐复杂的分离步骤又限制了 IRED 的大规模生

产应用。FDH 再生 NADPH 时产生的 CO2 以其易于

分离的优势，成为了 IRED 工业应用时的更优选择。

因此，在最优条件的基础上，其他条件不变，分别

添加等物质的量的甲酸钠、葡萄糖和相同酶活力的

FDH 和 GDH，反应 14 h，检测反应进程，结果如图

11 所示。 

 

 
 

图 11  IRED-FDH 和 IRED-GDH 两种体系催化制备(S)-

降烟碱反应进程曲线 
Fig. 11  Time course of (S)-nornicotine synthesis process 

catalyzing by IRED-FDH and IRED-GDH systems 
 

由图 11 可以看出，当采用 FDH 再生 NADPH

时，IRED 催化制备(S)-降烟碱的反应在 10 h 达到平
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衡；而当采用 GDH 再生 NADPH 时，反应 10 h，(S)-

降烟碱的产率仅为 79%。 

检测反应过程中 pH 的变化和细胞剩余酶活力，

其中，剩余酶活力以初始 pH 7.5 时的酶活力作为对

照（100%），结果见表 2。由表 2 可见，IRED-GDH

体系 pH 变化较大且呈酸性，在此体系内，IRED 的

酶活力损失较大，酶活力仅剩余 42%。这是由于体

系中葡萄糖氧化产生的葡萄糖酸不断积累，降低了

整个反应体系的 pH，从而对 IRED 酶活力产生了较

大影响，导致产率降低 [36-37]。这一结果也证明了

IRED-FDH 催化体系除了有利于后期的产物分离这

一优势，还有更好的催化效率。 
 

表 2  不同辅酶循环体系对比 
Table 2  Comparison of different coenzyme cycle systems 

体系 初始 pH 10 h 时 pH 
剩余酶活力

/% 
IRED 剩余酶活力

/% 

IRED-FDH 8.68 73① 81 

IRED-GDH 
7.5 

5.90 69② 42 

①FDH 剩余酶活力；②GDH 剩余酶活力。 
 
此外，根据目前市场上化学试剂的官方价格对

酶法生产每千克(S)-降烟碱的成本进行估算，结果见

表 3。 
 

表 3  酶法制备(S)-降烟碱的成本估算 
Table 3  Cost estimation of enzymatic preparation of 

(S)-nornicotine 

项目 名称 消耗 价格 成本 

麦斯明 1007 g 2265 元/g 2280855 元 

NADP+ 15 g 150 元/g 2250 元 

原料 

甲酸钠 3 kg 100 元/kg 300 元 

培养基 133 L 40 元/L 5320 元 

缓冲盐 2.4 kg 200 元/kg 480 元 

纯化水 167 L 4 元/L 668 元 

辅料 

萃取剂 84 L 55 元/L 4620 元 

电费 — — 4 元/d 

人工费 — — 75 元/t 

折旧费 — — 197 元/t 

修理费 — — 30 元/t 

公用 

工程[38] 

处理费 — — 20 元/t 

投入成本 — — — 2300000 元/kg

产品售价 — — 7100000 元/kg — 

注：“—”代表数据不需单独计算。 

 

表 3 显示，酶法制备(S)-降烟碱具有巨大经济

收益。 

2.4  化学法合成(S)-烟碱 

将由上述酶法催化得到的 200 mL 含(S)-降烟碱

反应液于 4 ℃、12000 r/min 下离心 10 min，取上清

液并向其中加入 40 mL 多聚甲醛（0.3 mol/L）和

40 mL 甲酸（0.3 mol/L），将混合物逐渐升温至 80 ℃，

处理 6 h，其中在 4 h 后反应完成，待液体逐渐冷却，

加入 40 mL 氢氧化钠溶液（0.4 mol/L）碱化。用

600 mL 甲基叔丁基醚萃取。得到的液体使用无水硫

酸钠干燥后，将混合物蒸馏，即得到(S)-烟碱，图

12 为化学法合成(S)-烟碱进程曲线。从图 12 可以看

出，由高效液相色谱仪测得(S)-烟碱的产率和 e.e.值

均>99%。 
 

 
 

图 12  化学法合成(S)-烟碱进程曲线 
Fig. 12  Time course of (S)-nicotine synthesis process by 

chemical method 
 

3  结论 

为了实现(S)-烟碱的绿色合成，本文设计了酶-

化学级联反应途径。成功构建 IRED-FDH 双酶体系

催化麦斯明合成(S)-降烟碱，研究了 pH 和温度对细

胞中 IRED 和 FDH 酶活力的影响。结果表明，细胞

中的 IRED 在 pH 7.0~9.0、20~40 ℃时有较好的稳

定性，其最适温度和最适 pH 分别为 35 ℃和 8.0；

细胞中的 FDH 在 pH 6.0~9.0、20~50 ℃时有较好的

稳定性，其最适温度和最适 pH 分别为 50 ℃和 6.0。

进一步地获得了优化的催化反应条件：当反应温度

为 30 ℃、pH 7.5 时，添加质量浓度 30 g/L 麦斯明、

600 U/L FDH 细胞、900 U/L IRED 细胞、0.6 mmol/L 

NADP+和质量浓度 90 g/L 甲酸钠，反应 10 h 后，(S)-

降烟碱的产率>98%，e.e.值>99%。通过级联化学法

将酶法得到的(S)-降烟碱合成(S)-烟碱，其产率和 e.e.

值均达 99%以上。本文设计的酶-化学级联合成(S)-

烟碱的方法步骤简洁且环保高效，具有原料易得、

成本低廉的经济优势，在工业生产中具有巨大的应

用价值和前景，可为工业生产(S)-烟碱提供重要理论

和技术支持。 

后续仍存在很多潜力有待挖掘。例如：应用

IRED、FDH 共表达和融合技术可提高底物转化和辅

酶再生速率，降低体系复杂性，有助于实现更高效

率的级联反应[39]。将技术与生产相结合，从催化效
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率和成本控制两方面解决工业生产中的关键问题，

促进工业化应用。 
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