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　　［摘要］　目的　获得具有较高纯度和酶活性的烟酰胺单核苷酸腺苷转移酶１（Ｎｍｎａｔ１），为进一步对其功能及调控的研
究奠定基础。方法　在大肠杆菌中进行Ｎｍｎａｔ１表达的条件优化，采用ＮｉＮＴＡ亲和层析法对目的蛋白进行纯化，并通过酶
联荧光法测定酶活性。结果　ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）ＲＩＬ为适宜的宿主菌，优化的蛋白表达条件为：在２×ＹＴ培养基（３７
μｇ／ｍｌ氯霉素和７５μｇ／ｍｌ卡那霉素）中于２８℃、０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌｂｅｔａＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，异丙基βＤ硫代

半乳糖苷）诱导８ｈ。纯化获得的Ｎｍｎａｔ１蛋白具有较高的纯度和酶活性。结论　适宜的宿主菌对 Ｎｍｎａｔ１蛋白的高效表达
至关重要，进行表达条件优化后可获得大量具有较高纯度和酶活性的目的蛋白。
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　　烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅ，ＮＡＤ）是生命体内２００多种还原反应的辅酶［１］，同时

还是３类ＮＡＤ消耗酶的底物，在各种细胞生理过程中起着

至关重要的作用，ＮＡＤ的生物能量状态甚至决定了细胞的

生死存亡。ＮＡＤ的代谢在健康和疾病状态中起到重要作

用，已经引起了人们越来越多的关注，因而参与ＮＡＤ生物合

成和代谢的酶也成为各种疾病的药物发现中极具吸引力的

靶标。Ｎｍｎａｔ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｄｅｎｙｌｙｌｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ，烟酰胺单核苷酸腺苷转移酶）是 ＮＡＤ的合成酶。在

ＮＡＤ从头合成途径中，Ｎｍｎａｔ催化 ＮａＭＮ（ｎｉｃｏｔｉｎｉｃａｃｉｄ

ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）生成 ＮａＡＤ（ｎｉｃｏｔｉｎａｔｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ），

ＮＡＤ合成酶（ＮＡＤｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ）进一步合成为ＮＡＤ；在补救途

径中，Ｎｍｎａｔ直接催化 ＮＭＮ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）生

成ＮＡＤ［２］。尽管不同种属来源的Ｎｍｎａｔ氨基酸序列同源性

有限，但蛋白质结构高度保守。在哺乳动物中，Ｎｍｎａｔ存在３

种不同的亚型，分别为Ｎｍｎａｔ１、Ｎｍｎａｔ２、Ｎｍｎａｔ３，其分布具有

组织细胞特异性［３］。Ｎｍｎａｔ１主要在细胞核内，在组织中分布

广泛，存在于除脾以外的所有组织中［４］。

　　在哺乳动物中，Ｎａｍｐｔ（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）和Ｎｍｎａｔ１构成了细胞核内 ＮＡＤ的补救途径，

该途径能调节ＮＡＤ依赖的酶活性［５］，如参与基因表达调控

的去乙酰化酶 Ｓｉｒｔｕｉｎｓ，参与 ＤＮＡ 修复和蛋白修饰的

ＰＡＲＰ１（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ１）。Ｎｍｎａｔ１ 可 与

ＰＡＲＰ１结合并刺激其ＤＮＡ修复活性［６］，这种调节作用依

赖于Ｎｍｎａｔ１的磷酸化状态，被激酶Ｃ磷酸化后则不利于与

ＰＡＲＰ１结合。Ｎｍｎａｔ也参与钙动员剂 ＮＡＡＤＰ（ｎｉｃｏｔｉｎｉｃ

ａｃｉｄａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ）的合成［４，７］。Ｎｍｎａｔ是

肿瘤化学治疗的潜在靶标，在肿瘤细胞中活性较低［８９］。

Ｎｍｎａｔ能催化抗肿瘤药噻唑呋林（ｔｉａｚｏｆｕｒｉｎ）转化为其活性

形式３，４，５三羟基苯甲酸（ＴＡＤ）。抗肿瘤药６巯基嘌呤

（６ｍｅｒｃａｐｔｏｐｕｒｉｎｅ）在体内转化为 ＡＴＰ类似物，从而竞争性

抑制Ｎｍｎａｔ合成ＮＡＤ，使细胞内ＮＡＤ衰竭，最终导致癌细

胞死亡。此外Ｎｍｎａｔ１能对抗由神经系统的损伤、环境刺激

（紫杉醇、氧化应激和缺血等）以及基因突变引起的神经退行

性变［１０１４］。

　　鉴于Ｎｍｎａｔ蛋白的重要生理学功能，本研究在大肠杆

菌体系中详细优化了小鼠 Ｎｍｎａｔ１重组蛋白的诱导表达条

件，并经 ＮｉＮＴＡ亲和层析纯化，得到了具有较高纯度和酶

活性的Ｎｍｎａｔ１蛋白，为进一步研究其功能及调控奠定了基

础。

１　材料和方法

１．１　材料　ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ细胞、质粒提取试剂盒、蛋白

标志物、考马斯亮蓝染液购自 Ｔｉａｎｇｅｎ；Ｒｏｓｅｔｔａ （ＤＥ３）
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ｐｌｙｓＳ、ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓＲＩＬ（ＤＥ３）分别为Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｓｔｒａｔａ

ｇｅｎｅ公司产品；Ｎｍｎａｔ的ｐＥＴ２８ａ＋重组原核表达质粒由

ＷａｓｈｉｎｇｔｏｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ的ＳｈｉｎｉｃｈｉｒｏＩｍａｉ教授惠赠；高效感

受态细胞制备试剂盒购自上海捷瑞；ＡＤＨ（乙醇脱氢酶）购

自Ｓｉｇｍａ公司；胰蛋白胨、酵母提取物为Ｏｘｉｄｅ公司生产。

１．２　蛋白表达及条件优化　将测序验证的重组质粒

（ＮｍｎａｔｐＥＴ２８ａ＋）转化到感受态细胞中，并涂布于ＬＢ（１００

μｇ／ｍｌ）卡那霉素琼脂糖平板，３７℃孵育过夜。将阳性克隆接

种于含卡那霉素（７５μｇ／ｍｌ）和氯霉素（３７μｇ／ｍｌ）的２×ＹＴ
或ＴＢ培养液中，３７℃、２００转／ｍｉｎ振摇培养过夜后，按１

２０比例稀释到含相同抗生素的培养液中，培养至Ｄ６００为０．６
时，加入ＩＰＴＧ到特定终浓度，在２８℃或３７℃诱导特定时间，

取１ｍｌ菌液，１３４００×ｇ、１ｍｉｎ离心收集菌体。菌体重悬于

２００μｌ１×上样缓冲液，于９５℃加热１０ｍｉｎ变性，１３４００×ｇ
离心取上清液进行电泳检测。

１．３　ＳＤＳＰＡＧＥ分析　制备５％浓缩胶和１０％分离胶，将

蛋白样品上样到加样孔，８０～１００Ｖ电泳约２ｈ，凝胶用考马

斯亮蓝染液根据试剂盒提供的步骤进行染色。

１．４　蛋白质印迹法分析　样品经过ＳＤＳＰＡＧＥ后，电转移

（１００Ｖ，１ｈ，冰水浴）至硝酸纤维素膜上，７％脱脂奶粉封闭

非特异性免疫反应结合位点，兔来源的多克隆ＡｎｔｉＨｉｓ和β

ａｃｔｉｎ一抗混合液室温孵育２ｈ，荧光标记羊抗兔ＩｇＧ二抗溶

液孵育１ｈ后，用Ｏｄｙｓｓｅｙ近红外激光扫描系统进行扫描。

１．５　蛋白纯化　在５００ｍｌ２×ＹＴ培养基中进行目的蛋白

的诱导表达，收集菌体重悬在裂解缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌｐＨ８．０，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中，２００Ｗ 超声裂解细胞，

超声１ｓ间隙９ｓ，共超声３０ｍｉｎ。将裂解液于１５０００×ｇ、

４℃离心５０ｍｉｎ取上清液。依次用灭菌水、裂解缓冲液平衡

ＮｉＮＴＡ柱后，将细胞裂解的上清液与 Ｎｉ柱在冰上振摇孵

育１ｈ，再依次用结合缓冲液（５ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，０．５ｍｏｌ／

ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．５）、冲洗缓冲液（４０

ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，

ｐＨ＝７．５）洗去杂蛋白，最后用洗脱缓冲液（２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍ

ｉｄａｚｏｌｅ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝７．５）

洗脱目的蛋白，分管收集流出液，并进行ＳＤＳＰＡＧＥ检测。

将洗脱液转移到透析袋中，在４℃冰箱中用灭菌水透析４～５
次，２０％ＰＥＧ２００００浓缩后，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定蛋白浓度。

１．６　酶活性检测　Ｎｍｎａｔ酶活性检测的反应体系为：５０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ （ｐＨ ７．５），０．０２％ ＢＳＡ，１２ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，２ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ，１．５％ 乙醇，４５μｇ／ｍｌＡＤＨ，６０ｎｇ／

ｍｌＮｍｎａｔ，１００μｍｏｌ／ＬＮＭＮ混匀后于３７℃反应３０ｍｉｎ，用

０．１５５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ终止酶反应，在激发波长３４０ｎｍ，发射

波长４６０ｎｍ测定终产物ＮＡＤＨ的荧光强度。

２　结　果

２．１　选择适宜 Ｎｍｎａｔ１蛋白表达的宿主菌　Ｎｍｎａｔ１的基

因序列插入ｐＥＴ２８ａ＋原核表达载体的ＥｃｏＲⅠ和ＮｄｅⅠ单

克隆酶切位点之间，表达所得的重组蛋白 Ｎ端加上了６×

Ｈｉｓ的标签。我们首先将该重组质粒转化到ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＳ的化学感受态细胞中，１．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导目的蛋

白表达，不同时间吸取菌液并离心收获菌体，变性裂解后用

ＳＤＳＰＡＧＥ／考马斯亮蓝染色显示全菌蛋白条带。如图１的

上图所示，ＩＰＴＧ诱导至７ｈ仍无明显的目的条带出现。我

们随后通过改变诱导蛋白表达的温度、ＩＰＴＧ浓度、起始诱导

时菌液Ｄ 值等条件，考马斯亮蓝染色仍不能检出目的蛋白的

表达。然而较灵敏的蛋白质印迹法可检测到在相对分子质

量约３５０００处有目的蛋白表达（图１中图），提示 Ｎｍｎａｔ

ｐＥＴ２８ａ＋载体虽然能够表达目的蛋白，但在ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐｌｙｓＳ中表达量非常低。

图１　鉴定重组蛋白Ｎｍｎａｔ１在不同宿主菌中的表达
上图：ＳＤＳＰＡＧＥ法分析重组蛋白 Ｎｍｎａｔ１在宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐｌｙｓＳ中的表达．Ｂ：ＢＬ２１ （ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ未加ＩＰＴＧ 诱导；ＢＮ：

Ｎｍｎａｔ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ未加ＩＰＴＧ诱导；ＢＩ：ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ
经ＩＰＴＧ诱导；ＢＮＩ：Ｎｍｎａｔ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ经ＩＰＴＧ诱导．中

图：蛋白质印迹法分析Ｎｍｎａｔ１在宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ中用不

同浓度ＩＰＴＧ诱导５ｈ和８ｈ后的表达情况．下图：ＳＤＳＰＡＧＥ法分

析Ｎｍｎａｔ１在宿主菌Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ和ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓＲＩＬ
中的表达情况．Ｎｍｎａｔ／Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ，１：诱导前；２：１．５

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导１２ｈ；３：不加ＩＰＴＧ培养１２ｈ；Ｎｍｎａｔ／ＢＬ２１

ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓＲＩＬ，４：诱导前；５：１．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导１２ｈ；６：不

加ＩＰＴＧ培养１２ｈ．Ｍ：标志物

　　进行稀有密码子分析表明，Ｎｍｎａｔ１基因含有２０个稀有

密码子（表１），且存在连续稀有密码子的排列，可能降低了在

原核Ｅ．ｃｏｌｉ中的表达能力。这提示我们，选择经过稀有密码

子优化的菌株可能改善 Ｎｍｎａｔ１的表达。由 Ｎｏｖａｇｅｎ公司

提供的 Ｒｏｓｅｔｔａ（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ菌株对 ＡＵＡ、ＡＧＧ、ＡＧＡ、

ＣＵＡ、ＣＣＣ及ＧＧＡ６个稀有密码子进行了优化，Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ
公司 提 供 的 ＢＬ２１ｃｏｎｄｏｎｐｌｕｓ（ＤＥ３）ＲＩＬ 进 行 了 ＡＧＡ、

ＡＧＧ、ＡＵＡ 及 ＣＵＡ４ 个稀有密 码 子 的 优 化。我 们 将

ＮｍｎａｔＰＥＴ２８ａ＋分别转化到这２种菌株的感受态细胞中，

１．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ于２８℃诱导１２ｈ，考马斯亮蓝染色检测

到Ｎｍｎａｔ１在这２个菌株中均大量表达，在 Ｒｏｓｅｔｔａ中的表
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达量约占总蛋白量的２０％，在ＢＬ２１ｃｏｎｄｏｎｐｌｕｓ中的表达量

约占总蛋白的３４％（图１下图），因此我们在后者的宿主菌中

进一步优化了诱导表达条件。

表１　Ｎｍｎａｔ１基因中稀有密码子的分析

稀有密码子 ＣＣＣ（Ｐ） ＡＧＧ（Ｒ） ＧＧＡ（Ｇ） ＣＧＡ（Ｒ） ＡＧＡ（Ｒ） ＣＧＧ（Ｒ）

频率 ５ ７ １ １ ２ ４

２．２　Ｎｍｎａｔ蛋白诱导表达条件的优化　我们在ＢＬ２１ｃｏｎ

ｄｏｎｐｌｕｓ（ＤＥ３）ＲＩＬ中考察了蛋白诱导表达适宜的温度、时

间、ＩＰＴＧ浓度和培养基。当菌液培养至Ｄ６００达到０．６左右

时加入１．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，分别在２８℃和３７℃诱导蛋白表

达，从图２Ａ、２Ｂ可以看到，在０～８ｈ内随着诱导时间的延长

蛋白表达量逐渐达到最大值，８ｈ后诱导时间延长对蛋白表

达没有提高。比较这２个温度下８ｈ时蛋白的表达量可发

现，较低温度２８℃更适合，其表达量是３７℃的１．３倍。接下

来，分别加入终浓度为０．３、０．５、０．８、１．０、１．５ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＩＰＴＧ，在２８℃诱导表达８ｈ，由图２Ｃ可以看到，０．３ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ即能诱导目的蛋白大量表达，继续增加ＩＰＴＧ浓度不

明显改善目的蛋白的表达。最后我们进行了培养基的优化，

ＴＢ和２×ＹＴ是２种营养较丰富的培养基，分别在这２种培

养基中用前述的最佳条件诱导目的蛋白表达，我们发现，２×

ＹＴ培养基更适于该蛋白的表达，其表达量为 ＴＢ培养基的

１．２倍（图２Ｄ）。

图２　Ｎｍｎａｔ蛋白诱导表达条件的优化

　　综上所述，我们选用的蛋白表达条件为：２×ＹＴ培养基

（３７μｇ／ｍｌ氯霉素和７５μｇ／ｍｌ卡那霉素）中３７℃振摇过夜，

收集菌体后按照１２０比例用同样的新鲜培养基重悬，３７℃
培养至Ｄ６００约为０．６，在０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、２８℃条件下诱导

８ｈ。

２．３　Ｎｍｎａｔ蛋白的纯化　我们利用ＮｉＮＴＡ亲和层析柱纯

化了带有６×Ｈｉｓ标签的Ｎｍｎａｔ重组蛋白。图３显示了亲和

纯化过程中粗酶液、穿流液以及各流出液的ＳＤＳＰＡＧＥ检测

结果。从图中３可以看到，菌体裂解液与 Ｎｉ柱孵育后，大部

分目的蛋白结合在 Ｎｉ柱上，穿流液中仅残留少量 Ｎｍｎａｔ。

依次经过多轮结合缓冲液和冲洗缓冲液冲洗 Ｎｉ柱去除杂蛋

白，在洗涤过程中有极少量目的蛋白流出。最后用含有２００

ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的缓冲液洗脱可得到大量具有较高纯度的目的

蛋白，２次洗脱便可以收获绝大部分目的蛋白。

图３　ＮｉＮＴＡ亲和层析法纯化重组蛋白Ｎｍｎａｔ
１：菌体裂解液；２：穿流液；３５：结合缓冲液的洗脱液；６９：冲洗缓

冲液的洗脱液；１０１２：洗脱缓冲液的洗脱液；Ｍ：标志物

２．４　Ｎｍｎａｔ活性测定　我们利用酶联荧光法检测Ｎｍｎａｔ酶

的活性［１５］，检测原理如图４所示：ＮＭＮ在 ＡＴＰ的存在下，

由Ｎｍｎａｔ催化生成ＮＡＤ，ＮＡＤ可被乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）转化

为ＮＡＤＨ。ＮＡＤ本身没有荧光，而其还原形式ＮＡＤＨ具有

荧光，最大激发波长３４０ｎｍ、最大发射波长４６０ｎｍ。我们的

实验亦证明，ＡＤＨ将 ＮＡＤ转化为 ＮＡＤＨ的反应中，在０～
１２５μｍｍｏｌ／Ｌ范围内 ＮＡＤ的浓度与 ＮＡＤＨ 的荧光信号呈

线性，由图５可得其标准曲线为ｙ＝３．０８５ｘ＋１９．７０４（Ｒ２＝

０．９９３５）。表明ＮＡＤＨ的荧光信号可定量指示溶液中Ｎｍｎａｔ
酶产物ＮＡＤ的浓度，从而检测重组蛋白Ｎｍｎａｔ的酶活性。

　　在Ｎｍｎａｔ酶浓度为０．５μｇ／ｍｌ的条件下，检测不同浓度

的底物 ＮＭＮ经酶反应后的荧光信号。通过 Ｌｉｎｅｗａｅａｖｅｒ

Ｂｕｒｋ作图法（双倒数作图法）测定米氏常数Ｋｍ，由图６可得

１／［ｖ］与１／［ｓ］之间的线性关系为ｙ＝４．６８２５ｘ＋０．３１９５
（Ｒ２＝０．９８９９），从而计算得 Ｋｍ为１４．６６μｍｏｌ／Ｌ，最大反应

速率Ｖｍａｘ为６．２６μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｍｇ－１。

图４　Ｎｍｎａｔ酶活性检测原理
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图５　ＮＡＤ浓度与终产物ＮＡＤＨ
荧光信号的线性关系

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图６　米氏常数的测定

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　大肠杆菌遗传图谱明确，容易培养且费用低，对许多蛋

白质有很强的耐受能力，能较高水平地表达蛋白质，是许多

异源蛋白质的首选表达系统。在近２０年中，人们已经在大

肠杆菌中表达了数百种重组蛋白，但是大肠杆菌也并非万能

的宿主。在６４个遗传密码子中，有８个密码子极少在大肠杆

菌被利用，这些不被经常利用的称为稀有密码子。连续出现

的稀有密码子将抑制蛋白翻译时核糖体沿 ｍＲＮＡ的移动，

这也为真核基因在大肠杆菌中表达带来挑战。ＢＬ２１Ｃｏｎ

ｄｏｎＰｌｕｓＲＩＬ（ＤＥ３）宿主菌是经过改造的ＢＬ２１衍生菌，通过

一个相容性氯霉素抗性质粒补充大肠杆菌中稀有密码子的

ｔＲＮＡ，增加大肠杆菌识别稀有密码子的能力，能有效克服蛋

白翻译中稀有密码子的限制。在本研究中，该宿主菌显著增

加了目的基因Ｎｍｎａｔ１在大肠杆菌中的表达。我们的工作也

表明，适宜的宿主对蛋白的表达具有至关重要的作用，否则

即使通过优化表达的温度、时间、ＩＰＴＧ浓度等外界条件，都

不能起到质的改变。

　　在适宜的宿主菌ＢＬ２１ＣｏｎｄｏｎＰｌｕｓＲＩＬ（ＤＥ３）中，我们

摸索并确定了Ｎｍｎａｔ重组蛋白表达的最优条件，包括诱导的

温度、时间、ＩＰＴＧ浓度以及培养基，纯化获得具有较高纯度

的目的蛋白，并利用酶联荧光法检测了 Ｎｍｎａｔ的酶活性。

Ｎｍｎａｔ的酶活性在肿瘤化学治疗、能量代谢和信号通路中起

重要作用，然而目前很少有该酶的活性调控分子报道，报道

的抑制剂有单宁酸、６巯基嘌呤等［９，１６］。本研究为筛选

Ｎｍｎａｔ的活性调控分子奠定了初步基础。
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