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固定化吡哆醇激酶催化合成磷酸吡哆醇的研究
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摘要：【目的】利用镍螯合琼脂糖亲和层析介质（Ni-NTA）与组氨酸（His）标记的蛋白质特异性结合的原

理，将 Ni-NTA 与 His 标记的大肠杆菌（Escherichia coli，E . coli）来源的吡哆醇激酶（EcpdxK）固定化，

形成一种固定化式反应器，并研究吡哆醇（PN）转化为磷酸吡哆醇（PNP）的最适反应条件。【方法】采用

单因素分析方法探讨温度、pH、金属离子浓度和回收次数等对该催化反应的影响。【结果】固定化

EcpdxK 的最适反应温度为 55 ℃ ，最适反应 pH 为 5.0，最适 M g2 +浓度为 30 mmol/L。该固定化酶在最

适反应条件下，10 min 内可将 99% 的 PN 转化为 PNP。在采用固定化酶填充床反应器时，EcpdxK 反应

液柱留时间为 10 min，持续反应 12 h 后其转化效率仍高达 93%。【结论】固定化 EcpdxK 具有良好的温

度耐受性、pH 耐受性及操作稳定性，该固定化 EcpdxK 催化合成 PNP 的工艺操作简单、成本较低，具有

工业化应用潜力。
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Abstract: [Objective] According to the principle of specific binding of nickel-chelated agarose affinity 

chromatography medium (Ni-NTA) to histidine (His) -tagged proteins, the histidine-tagged Escherichia coli 

(E. coli)-derived pyridoxine kinase (EcpdxK) was immobilized with the Ni-NTA to form an immobilized reactor, 

and the optimal reaction conditions for the conversion of pyridoxine (PN) to pyridoxine phosphate (PNP) were 

investigated. [Method] The effects of temperature, pH, metal ion concentration, and recycling times on this 

catalytic reaction were investigated by one-way analysis of variance. [Result] The optimal reaction conditions of 

the immobilized EcpdxK were 55 ℃ , pH 5.0, and 30 mmol/L Mg2+ , under which the immobilized EcpdxK was 

able to convert 99% of PN into PNP within 10 min. In the immobilized EcpdxK-packed bed reactor, the column 

retention time of the EcpdxK reaction liquid was 10 min, and the conversion efficiency was still as high as 93% 

after 12 h of continuous reaction. [Conclusion] The immobilized EcpdxK has good temperature tolerance, pH 

tolerance, and operational stability, and the immobilized EcpdxK-catalyzed synthesis of PNP is a simple and cost-

effective process with the potential for industrial application.
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维生素 B6 是对水溶性维生素（吡哆醛（PL）、

吡 哆 胺（PM）、PN）及 其 磷 酸 酯（磷 酸 吡 哆 醛

（PLP）、磷酸吡哆胺（PMP）、PNP）的统称［1］。PLP

是维生素 B6的生物活性形式，它作为维生素 B6的

衍生物是诸多保健品的成分之一。PLP 在医药上

也有多种用途，是合成 β-羰基酰胺类药物的前体，

在临床上还可用于治疗迟发性运动障碍和帕金森

综合征等［2-3］。此外，PLP 是 160 多种酶的辅助因

子［4-5］，作为辅酶参与很多催化反应，包括转氨反

应、α-脱羧反应、β-脱羧反应、γ-消除反应以及羟醛

反应等，可广泛应用于诸多领域。

目前，主要是用化学合成法制备 PLP［6-7］，但化

学合成法存在步骤烦琐、产率低、资源消耗多、废

水污染等问题，而采用微生物酶转化技术合成

PLP 可解决这些问题，并能降低其生产成本。目

前已经有较多关于采用微生物转化技术生产 PLP

的研究，大部分是利用各类菌株体内本身的代谢路

径进行［8］，或加以改造后直接通过发酵来制备

PLP［9］。PLP在生物体内的合成主要有 2条途径，分

别为 1-脱氧 -D-木酮糖 -5-磷酸（DXP）依赖途径和

DXP 不依赖途径［10］。其中 DXP 依赖途径较复杂，

涉及 2 个分支和 7 个酶促反应，该途径仅存在于大

肠杆菌和少数细菌中［11］；而 DXP 不依赖途径较简

单，只涉及一种酶复合体，该途径主要存在于一些

自养生物中［12］。此外，一些生物（人类、大肠杆菌

等）中还存在一条 PLP补救路径，该路径主要以 PN

为底物，经吡哆醇激酶转变为 PNP，然后经吡哆醇

4-氧化酶氧化为 PLP，其中也包括 PL 和 PM 到 PLP

的转化［12］。目前，通过菌株内的代谢路径生产 PLP

的得率仍处于较低水平，表明通过微生物酶法来合

成 PLP的方法仍需进一步优化。

在微生物酶法催化过程中，常使用固定化法将

目标酶固定在载体上，形成不易流失的生物反应

器［13-15］。通过固定化方法对酶进行回收和再利用，

在工业生产过程中能提高酶的稳定性，也能降低生

产成本［16-17］。固定化酶的制备方法有很多种，传统

的固定化方法包括吸附法、共价结合法、包埋法和

交 联 法 。 但 近 年 来 ，固 定 化 金 属 螯 合 层 析

（immobilized metal affinity chromatography，IMAC）作

为定向固定的方法之一受到了广泛的关注［18-21］。该

技术能在标记蛋白质和金属之间形成特异性极强

的相互作用，较常见的方法是将带有 His标签的融

合蛋白固定在 Ni2+螯合支架上。该固定化方法可保

留较高的酶活力，同时还可达到一步纯化的效果，

满足工业生产时经济简便的需求。目前关于吡哆

醇激酶固定化研究工作的报道较少。

作者根据 PLP 的补救路径，通过体外酶催化

方式，以 PN 为底物成功合成中间体 PNP，且用

Ni-TNA 与带有 His 标记的吡哆醇激酶固定化后，

形成了一种填充床酶式生物反应器，可用于 PM 的

连续流动酶催化反应，最后优化了固定化吡哆醇

激酶的最适催化条件并测定了 PN 转化率。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株　

重组大肠杆菌 Top10/pBAD/His A，携带重组

质粒/pBAD/His A，该质粒包含 EcpdxK 的编码基

因 pdxK（Genebank 编号：WP_075699813.1），由作

者所在实验室通过无缝克隆构建，见图 1。PCR 的

上下游引物、目的基因 pdxK 的合成及基因测序均

由通用生物（安徽）股份有限公司合成。

1.1.2　主要试剂与仪器　

Ni-NTA：江苏千纯生物科技有限公司；酵母

粉和蛋白胨：赛默飞世尔科技（中国）有限公司；其

他试剂：国药集团化学试剂有限公司。

高效液相（HPLC）检测器：DGU-20A3R型，日本

岛津仪器有限公司；高压细胞破碎仪：AH-BASIC型，

上海多宁生物科技有限公司；微量分光光度计：

NanoDrop Light型，赛默飞世尔科技（中国）有限公司。

1.2　方法

1.2.1　EcpdxK 的构建、诱导表达和纯化　

在 NCBI 库中找到 pdxK 基因的序列，由通用

4 830 bp
pBAD-His A-pdxK

araC

ARA promoter

Ampicillin

pdxK

ori

7×His

图 1　EcpdxK 的质粒图谱

Fig. 1　Plasmid map of EcpdxK
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生物（安徽）股份有限公司优化合成，以合成后的

pdxK 基因和载体质粒 pBAD 为模板设计无缝克隆

引物：F（5′-AACAGGAGGAATTAACCATGCATCAT

CATCATCACC-3′）；R（5′-TCCGCCAAAACAGCCA

AGCTTATGCTTCGGCCAGC-3′）。上述目的基因经

PCR扩增后，将载体质粒 pBAD 和经 PCR 扩增后得

到的目的基因进行克隆连接，得到重组质粒 pBAD-

His A-pdxK，然后将此重组质粒在 42 ℃下热激 60 s，

再冰浴 5 min，从而将其转化至 TOP10 感受态细胞

中。挑取 PCR 扩增结果合格的阳性克隆菌落，于

37 ℃、220 r/min条件下培养 6 h后进行基因测序，将

测序结果合格的菌落保存在含体积分数 25% 甘油

的保菌管中。取 10 μL -20 ℃保存的菌株接种至 10 

mL的 LB培养基中，于 37 ℃、200 r/min下培养 14 h，

然后将种子培养液转移至含 500 mL发酵培养液的

2 L 三角瓶中，于 37 ℃、200 r/min 条件下继续培

养，待发酵培养液的 OD600值为 0.6~0.8 时，加入质

量分数 0.2% 的 L-阿拉伯糖，于 28 ℃、200 r/min 继

续诱导培养 12 h。诱导结束后，8 000 r/min 离心 5 

min，收集菌体，加入 PBS 缓冲液（20 mmol/L， pH 

6.0）重悬菌体，利用高压细胞破碎仪对重悬液进行

破碎，20 000 r/min 离心 30 min 后保留上清液，用

His Trap HP 层 析 柱 纯 化 ，然 后 用 PBS 缓 冲 液

（20 mmol/L，pH 6.0）透析过夜，通过微量分光光度

计测定蛋白质质量浓度。分别收集诱导前后的样

品，加入 SDS-PAGE上样缓冲液进行 SDS-PAGE检

测（分离胶质量浓度为 12.5 g/dL），以此确定目的蛋

白质是否成功表达。

1.2.2　酶的固定化方法　

将 Ni-NTA 填装至 12 mL 重力层析柱内，加入

固定化缓冲液（20 mmol/L 的 PBS 缓冲液）并与

EcpdxK 粗酶液混合，于 4 ℃振荡孵育 1 h，使酶和

载体能更好结合。孵育结束后，收集流穿液体，利

用 SDS-PAGE 检测载酶量。使用含有 20 mmol/L 

咪唑、1 mol/L 的 NaCl溶液冲洗载体上的其他杂蛋

白质及核酸物质，再用固定化缓冲液洗涤 3 次，洗

脱与 Ni-NTA 结合不牢固的目标蛋白质，固定化酶

置于 4 ℃保存。

1.2.3　EcpdxK 的金属激活离子检测　

以 10 mmol/L 的 PN、12 mmol/L 的三磷酸腺苷

（ATP）作为反应底物，再加入 10 mmol/L 的不同二

价金属离子和 PBS 缓冲液（20 mmol/L， pH 6.0），

加入适量酶液后将所有反应体系置于 60 ℃摇床

内，低速振荡 10 min，加入盐酸进行失活反应，取

上清液，通过 HPLC 检测底物的转化效率。

1.2.4　游离酶及固定化酶催化合成 PNP的条件测定　

1）游离酶及固定化酶最适反应温度的测定：

以 100 mmol/L 的 PN、120 mmol/L 的 ATP 作为反应

底物，加入 30 mmol/L 的 MgCl2，以 PBS（20 mmol/L，

pH 6.0）为缓冲液，加入适量酶液，将反应体系置于

不同温度的摇床内，低速振荡 10 min，取上清液进

行稀释，用 HPLC 检测底物的转化效率。

2）游离酶及固定化酶最适反应 pH的测定：底物

浓度与最适温度测定试验一致，分别用 20 mmol/L

的柠檬酸盐、PBS、 Tris-HCl为缓冲液，调节反应体

系的 pH。将反应体系置于 55 ℃摇床内，低速振荡

10 min，取上清液进行稀释，用 HPLC 检测底物的

转化效率。

3）游离酶及固定化酶最适反应 Mg2+浓度的测

定：底物浓度与最适温度测定试验一致，加入不同

浓度的 MgCl2，以 PBS（20 mmol/L，pH 6.0）为缓

冲液，将反应体系置于 55 ℃ 摇床中，低速振荡

10 min，取上清液进行稀释，用 HPLC 检测底物的

转化效率。

1.2.5　游离酶及固定化酶的温度稳定性及 pH 稳定

性测定　

1）游离酶及固定化酶温度稳定性测定：将游

离 酶 和 固 定 化 酶 在 不 同 温 度 下 孵 育 2 h，以

100 mmol/L 的 PN、120 mmol/L 的 ATP 作为反应底

物，再加入 30 mmol/L的 MgCl2，以 PBS（20 mmol/L，

pH 6.0）为缓冲液，在 55 ℃下反应 10 min测定其相

对酶活力。

2）游离酶及固定化酶 pH 稳定性测定：将游离

酶和固定化酶在不同 pH 的 20 mmol/L 柠檬酸盐

（4.0、5.0）、PBS（5.0、6.0、7.0、8.0）和 Tris-HCl（8.0、

9.0）缓冲液中孵育 24 h，在 55 ℃下反应 10 min测定

其相对酶活力。

1.2.6　固定化酶填充床反应器的搭建及操作稳定性

分析　

作者自制了一个小型固定化酶填充床反应

器，见图 2。将底物储罐置于恒温槽内，底物储罐

通过管路与恒流泵相接，恒流泵将底物以恒速持

续泵入处于恒温槽内的柱反应器，反应液流出后

进入产物收集罐。其中柱反应器体积为 10 mL，
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用 Ni-NTA 填充，EcpdxK 通过恒流泵挂载到柱反

应器中。底物储罐中的溶液为：1 L PBS 缓冲液

（20 mmol/L，pH 6.0）配 制 的 反 应 液 ，含 有 100 

mmol/L 的 PN、120 mmol /L 的 ATP 和 30 mmol/L 

MgCl2。 在 55 ℃ 下 ，恒 流 泵 将 底 物 储 液 以 1 

mL/min 的流量持续流经柱反应器，并单独收集不

同时间流出的反应液，稀释后用 HPLC 监测底物

的转化效率，以测定其操作稳定性。

1.2.7　PN、PNP浓度的检测及 PN 转化率的计算　

用 HPLC检测 PN和 PNP的出峰时间及浓度，色

谱条件为：Ultimate XB-C18（4.6 mm×250 mm×5 μm），

流动相组成为 V（甲醇）：V（KH2PO4）=5∶95，用磷酸将

pH调至 3.0，流量 1 mL/min，柱温 35 ℃，进样量 5 μL，

检测波长 210 nm。按公式（1）计算 PN、PNP的浓度，

按公式（2）计算 PN转化率。

M 1 =
A 1 × M 2

A 2

（1）

式中：

M1——PN 或 PNP的浓度，mol/L；

 A1——PN 或 PNP的峰面积；

M2——PN 或 PNP标准品的浓度，mol/L；

 A2——PN 或 PNP标准品的峰面积。

Q =
M 0 - M 3

M 0

× 100% （2）

式中：

  Q——PN 转化率，%；

M0——反应开始时底物中 PN 的浓度，mol/L；

M3——反应一段时间后混合物中 PN 的浓度，

mol/L。

2　结果与讨论

2.1　EcpdxK 的表征鉴定

利用 1.2.1中构建的含有 EcpdxK质粒的表达菌

株验证 EcpdxK 的表达情况。结果表明，在 L-阿拉

伯糖诱导前后，EcpdxK在相对分子质量约 32 000处

有明显的条带差异，诱导后在 E. coli Top10宿主菌

株中有显著表达，见图 3（a）。EcpdxK 比酶活为

0.2 U/mL，经 Ni 柱纯化后的单一条带大小与预期

目标蛋白质基本一致，表明 EcpdxK 成功表达。经

检测，纯化后的 EcpdxK 比酶活为 25.3 U/g。

2.2　酶的固定化及效果分析

接下来利用 Ni-NTA 测试 EcpdxK 的固定化

效果 ，SDS-PAGE 检测结果见图 3（b）。在相对

分子质量 32 000 处，固定化前粗酶液中 EcpdxK

的条带较为清晰，而固定化后的流穿液中，此条

带明显变浅，说明粗酶液中的 EcpdxK 与固定化

载体结合效果较好，且结合呈过饱和状态。用

1 mmol/L 咪唑溶液洗脱载体上挂载的 EcpdxK，

其 质 量 浓 度 为 3.5 mg/mL，共 固 定 了 21 mg 的

EcpdxK，且固定后 EcpdxK 比酶活为 23.8 U/g，见

表 1。结果表明，固定化的 EcpdxK依然保持较高的

比酶活，因此可以确定固定化条件：载体量 1 mL，加

酶量 20 mL，4 ℃固定化 1 h，固定化环境 pH 与酶缓

冲液 pH相同，固定化酶的质量浓度可达 42 mg/mL，

固定化酶的比酶活为 47.6 U/mL。

2.3　金属离子及离子浓度对 EcpdxK 的影响

2.3.1　金属离子对 EcpdxK 比酶活的影响　

已有研究表明，金属离子对 EcpdxK 有明显的

激活作用［22-23］，所以作者优先选用 PBS 作为反应

缓冲液，并用不同类型的二价金属离子探究其对

EcpdxK 的影响。由图 4（a）可知，Mn2+、Mg2+、Zn2+

和 Co2+都能明显提升 EcpdxK 比酶活，而 Cu2+和

Ca2+虽然有提升作用但效果不佳。其中 Mg2+对

+
ATP

柱反应器

底物储罐 产物收集罐

恒流泵

+
ADP

1 mL/min 10 min，55 °C

图 2　固定化酶填充床反应器示意图

Fig. 2　Schematic diagram of immobilized enzyme-packed bed reactor
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EcpdxK 的激活效果最佳，所以选择在后续反应中

添加 Mg2+作为金属激活离子。

2.3.2　Mg2+浓度对 EcpdxK 催化合成 PNP的影响　

由 2.3.1的结果可知，Mg2+对 EcpdxK 具有最佳

激活效果，因此将其作为金属激活离子添加在反

应体系中，但还需要研究 Mg2+对 EcpdxK 的饱和浓

度以及是否存在抑制作用。因此，按照 1.2.3 中的

方法测定了 0、5、15、20、30、40 mmol/L 的 Mg2+对

EcpdxK 催化合成 PNP的影响。

如 图 4（b）所 示 ，对 游 离 酶 来 说 ，15~20 

mmol/L 的 Mg2+对 EcpdxK 的激活作用已达饱和，

且当 Mg2+浓度高于 15 mmol/L 后对 EcpdxK 有抑

制作用，而对于固定化的 EcpdxK，Mg2+浓度达到

30~40 mmol/L 时激活作用才达饱和。因此，选用

30 mmol/L 作为固定化 EcpdxK 的最佳金属离子

使用浓度。

2.4　温度对 EcpdxK 的影响

2.4.1　EcpdxK 的最适反应温度　

温度对酶活力的影响比较直接，较高的温度

一般会加快酶促反应效率，但也会破坏酶分子空

间构象的稳定性，继而导致酶活力降低甚至消失。

将酶固定在载体上后，可能会在一定程度上改变

温度对酶的影响。不同温度对固定化酶和游离酶

的影响见图 5（a）。结果表明，当温度为 70 ℃时，

PN 转化率最高；当温度高于 70 ℃时，固定化酶和

游离酶的活性都开始降低，但固定化酶在所有温

度条件下的 PN 转化率都高于游离酶，所以游离酶

的最适反应温度为 70 ℃。固定化酶则有较广泛的

1—标准蛋白质(BL713A)；2—诱导前；

3—EcpdxK粗酶液；4—EcpdxK纯酶液。

(a) EcpdxK的SDS-PAGE分析
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25 000

35 000

50 000
70 000

130 000

15 000
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35 000

50 000
70 000

130 000

             1        2       3       4

              1       2        3       4

1—标准蛋白质(BL713A)；2—EcpdxK粗酶液；

3—固定化EcpdxK的流穿液；

4—1 mol/L咪唑的EcpdxK洗脱液。

(b) EcpdxK固定化效果

图 3　EcpdxK 的表征鉴定及固定化检测

Fig. 3　Characterization and immobilization assay of EcpdxK

表 1　Ni2+-NTA 载体对 EcpdxK 的影响

Table 1　Effect of Ni2+-NTA carrier on EcpdxK

状态

游离酶

固定化酶

载体

Ni2+-NTA

比酶活/（U/g）

25.3

23.8

图 4　金属离子及离子浓度对 EcpdxK 的影响

Fig. 4　Effects of metal ions and ion concentration on EcpdxK
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选择空间，在 55~70 ℃的 PN转化率都达到了 99%。

2.4.2　EcpdxK 的温度稳定性　

验证了不同温度下游离酶和固定化酶的相对

酶活力变化，见图 5（b）。固定化酶在 20~60 ℃下

孵育 2 h 后，其相对酶活力几乎不变，而游离酶在

40 ℃孵育 2 h 后的相对酶活力约 84%，在 70 ℃孵

育 2 h 后固定化酶和游离酶的相对酶活力都明显

下降，固定化酶的热稳定性明显优于游离酶。根

据 PN 转化率变化和酶稳定性结果，确定后续固定

化 EcpdxK的最佳温度为 55 ℃。

2.5　pH 对 EcpdxK 的影响

2.5.1　EcpdxK 的最适反应 pH　

通常酶都有特定的最适 pH，而 pH 对酶活力

的影响机制很复杂，所以无法明确 Ni-NTA 载体与

酶的结合是否会影响酶的最适 pH。因此，作者探

究了不同 pH 缓冲液（柠檬酸盐、PBS 和 Tris-HCl）

中固定化酶和游离酶的转化效率。由图 6（a）可

知，在不同的缓冲液中 EcpdxK 的活性不同。在

PBS缓冲液中，PN 转化率最高，且当 pH 为 6.0时游

离酶的活性最高，而固定化酶在 pH 为 5.0 时活性

最高，与游离酶相比，固定化酶在不同 pH 下的 PN

转化率都高于游离酶，表明固定化的 EcpdxK 具有

更好的 pH 适应性。

2.5.2　EcpdxK 的 pH 稳定性　

根据 1.2.5的方法，考察了不同 pH 条件下游离

酶和固定化酶的相对酶活力变化。由图 6（b）可

知，当 pH 为 6.0 时，游离酶及固定化酶都保持了最

大相对酶活力 ，所以 EcpdxK 的最适储存 pH 为

6.0。此外，固定化酶在低 pH 缓冲液中的耐受性高

于游离酶，而在中性及碱性的 PBS 缓冲液中的耐

受性低于游离酶，但在碱性的 Tris-HCl缓冲液中，

固定化酶的耐受性仍高于游离酶，这可能是由于

PBS 在碱性环境中的缓冲能力较差。因此，固定

化酶相较于游离酶的耐碱性随着缓冲液的不同而

改变。EcpdxK 的 pH 稳定性测试结果也与 2.5.1中

的结果相对应，固定化 EcpdxK 相较游离酶的耐酸

性更强。底物及产物溶于水后皆呈酸性，且底物

图 5　温度对 EcpdxK 的影响

Fig. 5　Effect of temperature on EcpdxK

图 6　pH 对 EcpdxK 的影响

Fig. 6　Effect of pH on EcpdxK
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和产物在酸性环境中更稳定。对 EcpdxK 而言，固

定化后其最适反应 pH 有所下降，反而更加有利于

其催化反应。

2.6　固定化酶填充床反应器及其操作稳定性

按 1.2.6的方法对固定化酶填充床反应器进行

了操作稳定性试验。由图 7可知，固定化酶填装的

填充床反应器在最开始的 20 min 内活力下降较

快，随后在连续反应的 12 h 内，PN 转化率呈缓慢

的下降趋势，保持了相对稳定且较高的活性，最终

PN 转化率仍能达到 93%。12 h的反应时间相当于

进行了 72 次循环反应，因此认为固定化 EcpdxK

具有较好的重复利用率，且固定化 EcpdxK 填装的

填充床反应器也具有良好的操作稳定性，经长时

间使用后固定化酶仍能维持较高的活性，具有较

好的实用价值及应用潜力。

3　结论

用 Ni-NTA 作为固定化载体，通过表达源自

E. coli的 EcpdxK，利用其与 His上带有咪唑环的氨

基交联形成特异性结合重组蛋白。相对其他载

体，该研究选用的 Ni-NTA 能同时达到一步纯化和

固定的目的。作者研究了不同的温度和 pH 对其

活性的影响，结果表明，Ni-NTA 对游离 EcpdxK 的

实际载量约为 42 mg/mL，固定化酶的最适反应温

度为 55 ℃，最适反应 pH 为 5.0，固定化酶在酸性环

境中的稳定性更佳，但其对于 Mg2+的需求量也更

高。该研究将固定化酶填装成固定化酶填充床反

应器，结果显示其经长时间使用后仍能维持较高

的活性，具有良好的操作稳定性。

该固定化载体 Ni-NTA 可以利用硫酸镍实现

Ni2+的再生，达到固定化载体回收利用的目的，进一

步降低了酶的使用成本。综上，作者利用 Ni-NTA

固定 EcpdxK，对其催化 PN 的反应进行了系列研

究，为固定化 EcpdxK 在催化合成 PNP 的潜在工业

化应用提供了理论依据，为绿色、低能耗的生物合

成生产方式提供参考。未来还需进一步探究合适

的固定化酶填充床反应器及反应条件，以实现固定

化酶催化合成 PNP的自动化和连续化操作。
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