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综 述                                                               

非水酶学和非水相生物催化研究进展 

杨仲毅 1,2, 倪晔 1, 孙志浩 1 
1 江南大学生物工程学院, 无锡 214122 
2 浙江海正药业股份有限公司, 台州 318000 

摘  要: 近年来工业生物技术飞速发展, 酶学和生物催化领域也取得突破性进展, 特别在酶在非水相中活性及稳定性

研究, 耐溶剂生物催化剂的筛选、构建、修饰和改造, 生物相容性和环境相容性好的绿色介质等方面取得了较大的进展。

最近的研究热点和未来几年的研究方向主要为: 基于基因组信息的耐溶剂酶的虚拟筛选和构建; 基于自然界筛选新酶

基因的耐溶剂酶重构和改造; 离子液体等环境友好的绿色介质系统等几个方面。 
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Abstract: With the rapid development of industrial biotechnology, breakthrough in enzymology and biocatalysis has been made in 
recent years, especially in areas of stability and activity of enzyme in nonaqueous media, screening, construction and modification of 
solvent-tolerant biocatalysts, as well as the development of green solvent with excellent biological and environmental compatibility. 
Recent trend and future focus include: in silico virtual screening and construction of solvent-tolerant biocatalysts based on 
bioinformatic technology, modification and construction of native solvent-tolerant biocatalysts, the development of environmental 
friendly green solvent such as ionic liquids. 
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酶是在生理条件下执行功能的生物催化剂, 以

酶工程为核心的技术以其水溶液体系、条件温和、具

有对映体选择性等特点 [1], 成为绿色化学的主要技

术之一; 酶在制药、食品、纺织、洗涤用品等行业

有着广泛深入的用途, 已经发展成为全球性的酶工

程产业。自上世纪 60年代酶大规模生产应用至今已

有半个世纪, 由于生产工艺不断改善, 基因工程酶

的应用和酶的新应用领域开发, 工业酶产业稳定增

长, 广泛应用于医药和试剂、纺织和皮革工业、食

品和饲料工业等行业。预期 2011年全球酶制剂需求

将达到 60亿美元, 平均年增长率达 7.6%[2]。 

然而酶的催化作用不仅限于对天然状态的模

拟。理论上说, 酶几乎可以催化有机化学中现有的

各类反应, 有些酶可以在极端环境如高温条件下起
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作用, 有些可以催化有机相中的反应, 有些则具有

独特的催化效果, 可以催化传统有机化学难以实现

的反应。这些特点比较吻合化学工业的要求。化学工

业往往使用非天然底物, 对环保、安全的要求也逐渐

提高, 对酶的生物催化过程也提出了更高的要求。 

将酶应用于生物催化的主要挑战是将生理状态

下的催化剂转变为工业过程中苛刻条件下执行功能

的催化剂[3]。多数酶在水相催化, 反应本身是安全可

放大的。但化学反应过程往往使用非生理性底物 , 

自然界的酶可以在低浓度底物时工作, 产生的产物

浓度低, 远达不到工业化的要求。低产物浓度增加

了下游处理的负担, 回收产物时需要去除大量的水, 

影响大规模过程的经济性。许多产品制造过程需要

液液萃取, 仍然需要耗费大量有机溶剂。非水相生

物催化及原位产物分离技术就成为绿色制造新化合

物的一个很好选择[4]。 

1  非水相机理与提高耐受性研究进展 

1984 年, Zaks 等在 Science 上发表“Enzymatic 

Catalysis in Organic Media at 100°C”[5], 使原来认为

“生物催化必须在水溶液中进行”的酶学概念发生

了革命性的变化, 并由此开创了非水相生物催化的

新时代。生物催化剂在有机溶剂中反应与常规有机

化学过程相同, 但所使用的生物催化剂必须对化学

品和有机溶剂耐受性好。某些生物催化反应可在水-

有机溶剂两相体系中进行, 可减少有机溶剂用量。 

过去几年里关于非水相生物催化剂的溶剂耐受

性研究进展较大。但阐明机理较难, 仍在猜测阶段, 

许多例子只是肤浅解释。分子动态模拟与实验结果

结合, 提供了深入了解有机溶剂对酶毒害作用的一

种方法 , 如水分子的夺取和对活性位点的渗入

(Penetration)(图 1)[6-7]。 

一些酶具有内源性耐溶剂特性。极端生物可以

在极端环境下生存 , 很有希望获得高稳定性酶 [8], 

这是当前的研究热点。这些极端生物中的基因克隆

与表达后有可能更适用于非水相生物催化。以革兰

氏阴性菌 Pseudomonas 和海洋来源的革兰氏阳性菌

Bacillus 为代表的一类耐溶剂细菌被统称为 OSTB 

(Organic solvent-tolerant bacteria)[9]。对于 Pseudomonas

细胞耐溶剂特性的机理曾有研究显示[10]: 溶剂对细

胞的毒害作用主要是由于溶剂在细胞质膜上的富集

造成的, 而微生物细胞主要通过两种手段来应对溶

剂的毒害作用。一方面, 细胞通过改变自身细胞膜

的脂肪酸(Fatty acid)组成来调整细胞膜的通透性和

流动性, 表现为细胞膜内的顺式(Cis)不饱和脂肪酸

转化为反式(Trans)不饱和脂肪酸。另一方面, 细胞 
 

 
 

图 1  有机溶剂对水分子的影响[6-7] 
Fig. 1  Effect of organic solvents on proximal water molecules[6-7]. Superposition of 90, 3.6 ns snapshots of water stripping from 
ion-paired subtilisin BPN0 in the organic solvents. (A) Octane. (B) Acetonitrile (enzyme not shown). Water molecules are shown in 
wire-frame format and some are color-filled on the basis of their translational diffusivity: red, tightly bound; blue, loosely bound; 
yellow, freely moving. It was found that about 25% of water molecules within 4 A° of the enzyme are stripped away in acetonitrile. 
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膜上存在溶剂外排系统(Solvent efflux system), 其

SrpABC甲苯外排泵(Efflux pump), 可协助细胞排出

甲苯。 

非水相体系要实现工业化, 生物催化剂的活性

及稳定性下降是最大障碍。提高有机溶剂耐受性和

酶活的方法有多种, 酶修饰、固定化、非传统介质

的应用等生物技术改造是克服这些障碍的重要方 

法[6]。 

酶化学修饰或赋形剂激活方法有助于有机溶剂

中活性位点的保存, 提高酶的柔性。酶的化学修饰

主要是酶表面基团尤其是赖氨酸的疏水修饰, 使酶

在有机溶剂中稳定性、溶解度提高。赋形剂技术如

将青霉素酰胺酶与盐共冻干 [6], 使其在正己烷中的

转酯活性提高了 35 000倍。推测是由于冻干时活性

位点的保存及有机环境中柔性增强的结果。 

定向进化、定点突变等实验室技术也可提高酶在

有机溶剂中的活性[11]。南极假丝酵母 Candida antarctica 

lipase B 立体专一性区域点突变使其在环己烷中专一

性常数提高了 270倍, 最有效的点突变是 trp104Ala。 

固定化技术可以保护酶在有机溶剂中的变性[12]。 

介质工程通过选用不同物理化学特性的反应介

质改变酶与底物作用的微环境, 达到对生物催化剂

的性能进行人工强化和定向调控的目的。与常规有

机溶剂相比, 一些非传统溶剂也能增强酶的溶剂耐

受性, 提高酶活, 改善其对映体选择性[13]。例如, 对

于很多疏水性很强的底物, 由于其在水溶液中几乎

不溶而导致分散性很差。此时, 加入少量表面活性

剂即可显著地改善底物的分散状况, 大幅度提高反

应的速率和选择性。最近离子液体的应用也提高了

酶的长期稳定性[14], 并可促进酶、辅因子和底物的

同时溶解。 

将固体树脂等吸附材料加入酶反应体系固−液

两相介质系统, 有时也被认为是非水相体系[15]。在

固体或液体的两相系统中吸附或萃取对生物催化剂

有抑制作用的底物、产物, 也被认为是相对提高了

生物催化剂对高浓度底物、产物的耐受性。 

2  工业化非水相生物催化 

非水相生物催化已经从实验室研究走向了工业

应用, 在工业规模生物反应过程中, 很多都有有机

相的参与。已经比较成熟的有酯化/酰化反应(脂肪酶

/蛋白酶)、水解反应(脂肪酶/蛋白酶)、羰基还原反应

(酮还原酶/醇脱氢酶)、腈水解反应(腈水解酶/水合酶)

和腈合成反应(羟腈化酶), 正在向规模化应用的如

转氨反应(转氨酶)、烯醇还原反应(烯醇还原酶)、羟化

反应和 Bayer-Villiger 氧化反应(单加氧酶)、环氧水

解反应(环氧水解酶)、环氧化反应(卤过氧化酶), 还

有硫酸酯构型翻转反应(烷基硫酸酯酶)、脱卤反应

(脱卤酶)、C-C 键形成反应(醛缩酶等)以及消旋化反

应(氨氧化酶、异构酶)等[4,16-17]。这些酶催化的反应

具有很高的效率和较少的副产物/废弃物排放, 对制

药和化工行业产生非常深远的影响。 

脂肪酶商品化品种多, 用途广泛, 常被用于非

水相的生物催化反应。BASF公司(R)-1-苯乙胺的选择

性酰化生产工艺即是由脂肪酶催化[18-19], 该工艺已商

业化。在该工艺中, 脂肪酶在甲基叔丁基醚溶剂中催

化消旋苯乙胺的选择性酰化反应, 分离出未酰化的

(S)-苯乙胺后, (R)-1-苯乙胺酰化产物可以通过碱水解

得到(R)-1-苯乙胺(图 2)。许多种胺可以通过这种有机

溶剂中的选择性酰化方法得到拆分, 可以用于催化这

个反应的酶有 Subtilisin carlsberg 和 Burkholderia 

plantarii 来源的脂肪酶、Candida antarctica lipase B 

(EC 3.1.1.3)及青霉素酰化酶(EC 3.5.1.11)等。 

利用氰醇裂解酶生产(S)-氰醇和(S)-羟基羧酸在

经济上是很具有吸引力的工艺路线。日本触媒株式会

社专利 EP1026256[20]公布的(S)-间苯氧基苯甲醛氰醇

催化反应体系为 0.15 mol/L pH 4.0的柠檬酸钠缓冲

液平衡的异丙醚, 酶的形式为基因工程大肠杆菌的

丙酮干粉, 反应结束后转化率为 96.9%, 产物 e.e.值

为 58.6%; DSM专利 EP 927766[21]公布的反应体系为

甲基叔丁基醚和水两相组成, 酶的形式为毕赤酵母

发酵液离心上清[22], 反应结束后转化率为 97%, 产

物 e.e.值为 98%(图 3)。(S)-间苯氧基苯甲醛氰醇是生

产拟除虫菊酯的手性中间体, DSM 已建立了(S)-醇

腈酶催化的工业化高效生产工艺过程。 

Dowpharma 公司利用 Diversa 公司的腈水解酶

生产(R)-4-氰基-3-羟基-丁酸(阿托伐他汀合成路线

的关键中间产物)(图 4)[23-25]。该工艺中反应底物    
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图 2  (R)-1-苯乙胺非水相生物催化 
Fig. 2  Nonaqueous biocatalysis for (R)-1-phenylethylamine production. 

 

 
 

图 3  除虫菊酯的手性中间体的生物合成 
Fig. 3  Biosynthesis of pyrethroid intermediate. 

 
 

 
图 4  (R)-4-氰基-3-羟基-丁酸的酶法合成 
Fig. 4  Enzymatic synthesis of (R)-4-cyano-3-hydroxybutyric 
acid. 
 

3-羟基戊二腈 (HGN)是一种与水互溶的有机试剂 , 

反应时底物浓度可以达到 3 mol/L, 腈水解酶不仅可

以在 16 h内可将底物 100%地转化, 而且通过对腈水

解酶的定向进化, 将该酶的 190 位丙氨酸残基突变

为组氨酸后 , 产物 e.e.值从原始酶的 88%上升到

99%。 

3  非水相生物催化研究的几个科学问题和

研究方向 

3.1  需要进一步研究与关注的具体问题 
耐溶剂生物催化剂的筛选和构建, 包括耐溶剂

菌的特性与机理研究、基于基因组信息的酶的虚拟

筛选(In silico virtual screening)、耐溶剂酶活性指纹

谱(Enzyme activity fingerprinting)高通量测定和表达

方法、溶剂外排系统在非耐溶剂菌中的构建、耐溶

剂菌生物催化体系的构建等。 

对酶进行蛋白质修饰以改变酶的催化特性 [26],  

基于蛋白质工程的酶的定向进化, 提高酶在高底物

浓度和有机溶剂体系中的催化活性; 酶固定化, 提

高其溶剂耐受性从而应用于非水相催化, 特别是研

究新型纳米固定化基质。 

离子液体、超临界介质[27]等非传统介质的研究; 

高效的液-液两相萃取催化介质系统, 例如反胶束系

统、浊点系统、无机盐-水溶性高分子双水相系统、

表面活性剂、功能添加剂等研究, 以最大限度地提

高系统的生物相容性、酶对高浓度底物、产物的耐

受性以及在工业化运行操作中的寿命周期。 

3.2  发展多学科技术 
生物催化数据库(BioCatalysis)、生物转化数据

库 (Biotransformations) 、 溶 剂 选 择 数 据 库

(Solventcentral.com)等生物信息学的完善与运用 , 

能为适合非水相反应的生物催化剂及其催化反应条

件的筛选, 为精细化学品及大宗化学品的生物合成

提供多种选择。 

高通量检测与筛选技术可以极大地加快非水相

生物催化剂及介质筛选和优化研究进程, 并为工业

化过程放大提供科学基础和数据支持[28]。 

非水相生物催化的工业化技术研究, 如设定量
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化的绿色指标, 生物相容性和环境相容性研究, 过

程优化、设备技术、自动化控制及系统集成等研究。 
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