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摘  要: 酶的分子改造和重新设计是解决酶催化工业应用瓶颈的重要途径。基于融合蛋白设计的融合酶技术

是分子酶工程的一个研究热点，已逐渐应用于多功能酶和酶靠近效应的构建与控制研究中，显示出重要的理论

和应用研究价值。文中对近年来融合酶的分子设计策略和应用研究的进展进行了综述。首先介绍了融合酶的概

念和特点，并对最近研究中出现的融合酶构建策略进行了归纳总结，重点阐述了不同种类连接肽对融合酶的影

响及其可能机理。同时，对目前融合酶的应用研究进行了归纳和讨论。最后，结合本实验室的研究，指出了融

合酶领域的关键问题并对其发展方向进行了探讨和展望。 
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Recent progress in fusion enzyme design and applications 
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Abstract:  Engineering and redesign of enzymes are important to industrial biocatalysis. Fusion enzyme technology, 
based on fusion protein design, is frequently used in multifunctional enzyme construction and enzyme proximity control. 
Here, we reviewed the recent progress in molecular design strategy and application studies of fusion enzymes. The concept 
and features of fusion enzymes were introduced, followed by a systematical summary of the design strategy of fusion 
enzymes. In particular, the effects of different linker properties on fusion enzymes and their possible mechanisms were 
discussed. In addition, recent studies on fusion enzyme applications were also discussed. Finally, based on our own studies 
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on fusion enzymes and the current research progress, the key problems in fusion enzyme technology and perspectives of 
this field were discussed. 

Keywords:  enzyme engineering, enzyme proximity, fusion enzyme, fusion protein, linker 

酶是一类能在温和条件下催化化学反应的

物质 (绝大部分为蛋白质)，具有高底物特异性、

高产物特异性和高催化效率等特点。酶不但在

各种生命活动中扮演着重要的角色，而且随着

人类对各种酶特性的认识加深，其功能被广泛

应用于人类生活、医药、环保和工业生产等领

域[1]。生命科学和生物技术的快速发展，使人们

对酶的认识不再停留在简单的应用研究上，开

始从微观上探究酶的分子结构、催化特性和机

理，并积累了丰富的酶学数据，如 BRENDA 数

据库目前已经收录了 5 536 种酶的催化特性数

据， PDB 数据库收录了 38 315 条酶立体结构

相关的记录。同时，随着基因工程、蛋白质工

程和分子酶工程、基因组学、蛋白组学以及宏

基因组学等技术发展，不仅大大提高了人们发

现新酶 (特别是挖掘具有工业应用潜力的新酶) 

的能力[2-3]，而且也提供了更多的改造酶功能的

工具，使酶在清洁工业中的应用也进入了一个

新的阶段，在化学品生产、食品加工、有机合

成、医疗保健、检测、污染治理等方面的成功

应用案例日益增多 (目前已有超过 300 种酶催

化过程在工业生产中得到应用[4])。 

酶催化技术的核心是酶的高效生产、分离、

制剂化和应用开发，但目前酶制剂的生产过程复

杂、成本高是制约酶催化广泛应用的关键问题。

因此，酶的高催化活性、高稳定性及循环利用技

术成为构建高效低成本酶催化工艺的关键创新

方向所在。虽然通过基因工程等手段，可以利用

合适的宿主对酶进行高效异源表达，但实际生产

上还面临着蛋白可溶表达效率低、蛋白不稳定、

分离纯化压力大、活性检测繁琐等问题。此外，

工业生物催化中，希望利用的底物或希望得到的

产物往往与酶的天然底物/产物不同，一些催化过

程还难以在自然界中找到合适的酶。另外，工业

生物催化过程中的环境 (如高底物浓度、高产物

浓度、有机溶剂等) 与酶合成过程中所处的细胞

环境有很大差异，天然酶不一定具有实际催化

环境所要求的耐受性。再者，由于天然酶的稳

定性有限，且工业生物催化过程中酶处于不断

“消耗”的过程，因此对酶的稳定性提出了较

高的要求。这些都表明需要对酶的性能进行改

造和优化[1]。 

除了传统的固定化、溶剂工程、过程工

程等手段，通过分子生物学技术对酶进行改

造，是目前重要且有效的方法 [1]。基于融合蛋

白设计的融合酶技术是分子酶工程和代谢工

程的一个研究热点，已逐渐应用于多功能酶

和酶靠近效应的构建与控制研究中，显示出

重要的理论和应用研究价值  (图 1)。本论文

重点综述融合酶的分子设计及其应用研究进

展，并对今后的发展趋势和需要解决的问题

进行了展望。  
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图 1  融合酶在工业酶过程集成及代谢酶空间靠近效应控制中的重要性. (A) 同时具有可视化信号、亲和吸附和

催化功能的融合酶能实现酶生产、分离、检测和催化的过程集成. (B) 融合酶能作为调控代谢酶空间靠近效应的

一种有力手段 
Fig. 1 The importance of fusion enzymes in process integration and proximity modulation of metabolic enzymes. (A) 
Fusion proteins with visible signal, affinity and catalysis functions can realize the process integration for enzyme 
production, purification, detection and catalysis. (B) Fusion enzymes is a useful tool for modulating proximity of 
metabolic enzymes.  
 

1  融合酶的概念及其特点 

融合酶是指通过一定的手段将目标酶和另

外一个或多个酶 (或蛋白、短肽等) 以一定的形

式连接起来，从而获得的具有多种功能的酶。构

建融合酶的最直接的优势之一是可以将多个蛋

白功能集成于一体，实现酶的多功能化。融合蛋

白策略在酶的高效表达、分离纯化、跟踪定位、

快速定量、目标靶向等方面已经有了广泛的应

用[5-10]。特别是，通过构建具有亲和吸附和荧光

的多重融合蛋白，可以实现酶的生产、分离、催

化、监测等多个过程的集成，能减少酶制剂的使

用成本 (图 1A) [11]，而这正是目前工业酶催化的

瓶颈问题之一。融合酶的另一个优势在于能够将

多种酶催化活性整合在一个杂合蛋白上。在大量

的顺序酶催化 (Sequential catalysis) 过程中，一

个酶的产物 (中间产物) 歩是下一 酶催化反应的

底物，而这些酶往往处于游离状态，特别在细胞 

工厂内，酶分子之间的距离难以控制，制约了其

催化效率。一个解决思路是通过融合蛋白技术将

多个参与序列催化反应的酶连接，通过调控其空

间靠近效应，控制反应效率。通过融合酶实现多

酶的空间靠近效应，能带来一系列好处 (图 1B)：

1) 强化中间产物在两个或多酶之间的传递过

程；2) 避免了中间产物向主体相的扩散；3) 减

少了中间产物被其他副反应的竞争；4) 减少了

中间体不稳定性导致的降解；5) 更重要的是增

加了中间产物在催化活性中心附近的局部浓度 

(一般情况下中间产物的平衡浓度远低于 Km)，从

而大大加速了整个顺序催化过程[12-13]。在天然

酶中也已经发现了不少在进化过程中通过融合

不同催化结构域以提高顺序催化过程效率的例

子[14-17]，多蛋白融合被认为是自然界进化的一种

高级形态，表明构建融合酶强化酶的空间靠近效

应是调控酶催化反应效率的极具研究价值的方

向，为代谢工程提供新的手段。 
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2  融合酶的分子设计策略研究进展 

2.1  直接的顺序融合 
融合酶最简单的构建方式是直接把两个酶

的编码基因首尾相连 (除去第一个酶的终止密

码子)，构成融合酶基因，继而在合适的宿主中

进行蛋白表达得到融合酶 (顺序融合，end-to-end 

fusion，图 2A) [18]。关于这方面的报道，之前已

经有不少研究者对其做了很好的总结，在此不再

赘述[19-22]。理论上，因为新得到的融合酶分子的

一级序列包含融合前各个酶的一级序列，因此应

该具有被融合的酶所具有的功能，而且也有不少

成功的案例[3,23-25]。然而实际上，通过这个方法

构建得到的融合酶，往往会导致 (单个或多个) 

酶功能的丧失甚至是表达的失败[23, 26]，其原因可

以总结如下：1) 融合酶基因翻译后多肽链上各

个氨基酸残基之间的相互作用，比单个酶 (结构

域) 的情况要复杂得多，编码不同结构域的多肽

片段上的氨基酸残基相互干扰，有可能打破了某

个结构域正确折叠的过程，从而导致该结构域乃

至整个融合酶的折叠失败，最后得到被降解的多

肽或者包涵体。2) 与单独表达时每个酶的 N 端

和 C 端处于自由状态下不同，融合表达时各个结

构域的 N 端和 C 端首尾相连，会影响各个结构

域在这些区域的折叠和天然构象，导致功能受影

响。3) 蛋白在催化过程中需要在构象上有一定

程度的变化和运动，直接融合将导致结构域自由

度的减少，阻碍这种运动进行，从而使得酶的

催化能力下降。4) 某个结构域和底物的结合可 

 

图 2  几种融合酶的分子设计策略示意图. (A) 直接顺序融合. (B) 通过连接肽的顺序融合. (C) 插入融合. (D) 分
枝融合 (图中 N 和 C 分别表示蛋白的 N 端和 C 端)  
Fig. 2 Several strategies for fusion enzyme design. (A) Direct end-to-end fusion. (B) End-to-end fusion with a linker. 
(C) Insertional fusion. (D) Branched fusion (N and C denote the N-terminus and C-terminus of the protein, 
respectively). 
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能在空间上受到其他结构域的屏蔽和阻碍，导

致酶-底物亲和性下降，同样催化后也会影响

产物离开活性中心，这些都将影响酶的催化能

力 [27-28]。鉴于直接顺序融合会导致折叠、表达和

催化等过程出现问题，这种融合策略已经逐渐被

其他融合策略所取代。 

2.2  通过连接肽的顺序融合 
为了解决直接顺序融合遇到的问题，研究者

提出了各种融合策略，其中在两个酶之间引入连

接肽 (Linker) 是一种有效的手段，并已经被很

多研究者所采用 (图 2B) [15, 29-32]。连接肽是指两

个被融合的酶或者结构域之间存在的一段多肽 

(一般认为与酶的催化过程没有直接联系)，其长

度从几个到上百个氨基酸残基不等[33-35]。在自然

界发现的酶分子中，两个结构域之间也发现有连

接肽的存在，表明这是自然界中产生的这类“融

合”蛋白是自然进化过程的一种策略[34-36]。连接

肽的引入之所以能实现融合酶的成功表达，目前

一般认为是因为连接肽能把两个酶 (结构域) 适

当的隔开，从而避免了不同结构域在折叠、催化

过程中的相互干扰[27, 34]。目前已经有很多多肽序

列 (天然的或者人工设计的) 被用作连接肽，以

下总结了近年研究中几类常见的连接肽类型 

(表 1)。 

2.2.1  柔性连接肽 

柔性连接肽 (Flexible linker) 是指没有形成

特定二级结构的能力的连接肽，这类连接肽在空

间上一般是以无规卷曲的形式存在[27-28]。其中，

聚甘氨酸或者富含甘氨酸的连接肽是典型的柔

性连接肽，这种连接肽能增加蛋白的可溶性，抗

蛋白酶降解，并能提供催化过程中蛋白所需的柔

性，使各个结构域不相互干扰，因此得到非常广

泛的应用 [27-28,37]。最为典型的柔性连接肽是

Huston 等提出的 (GGGGS)n (一般 n≤6) [32, 38-39]，

已经几乎成为一种“通用连接肽”。Lu 等在构建

β-葡聚糖酶 (Glu) 和木聚糖酶 (Xyl) 的融合酶

的研究中发现，若不使用连接肽，融合酶的 Xyl

活性的催化效率会有 31％的下降 (与单独表达

的 Xyl 相比，下同)，而引入 (GGGGS)2 连接肽

后，Xyl 的催化效率有 43％的提高，Glu 的催化

效率也比没有连接肽的情况下更高[25,31]。虽然 

(GGGGS)n 一类的柔性连接肽已经在很多融合体

系中成功应用，但这种连接肽也存在诸多不足，

譬如容易被蛋白酶降解，对两个结构域的隔离效

果不稳定等，在一些体系中导致融合酶表达和催

化的失败[40-42]。 

2.2.2  能形成 α 螺旋的连接肽 

自 Maeda 等在构建蛋白 G 和荧光素酶融合

酶的工作中成功应用一个来自葡萄球菌蛋白 A

的 α-集束结构域作为连接肽，能形成 α 螺旋的多

肽才开始被接受并作为连接肽使用[42]。虽然蛋白

A 的 α-集束能有效隔开两个结构域，但作为连接

肽对融合酶来说太大，会增加蛋白表达的负担和

风险。Maeda 等后来采用 (EAAAK)n (一种能形

成 α 螺旋的结构) [43]，同样成功实现了融合酶的

活性表达。Arai 等通过进一步研究 (EAAAK)n

在融合蛋白中的构象，证实了 (EAAAK)n 能形成

螺旋结构，而且随着 (EAAAK)n 中结构单元数

目 n 的增多，两个相连的结构域之间的距离越

大[40-41]。与 (GGGGS)n 相比，(EAAAK)n 的优势

在于能形成相对稳定的二级结构，能给两个相连

的结构域提供相对稳定且可控的隔离效果；而 
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(GGGGS)n 类型的连接肽，即使增加其重复单元

数 目 ， 但 结 构 域 间 的 距 离 变 化 不 大 ， 且 

(GGGGS)n 提供的隔离效果在不同体系中变化较

大[40]。在蛋白稳定性方面，因为 (EAAAK)n 不

是舒展的构象，在一定程度上减少了蛋白酶攻击

的 可 能 性 ， 使 得 融 合 蛋 白 较 为 稳 定 ； 而 

(GGGGS)n 的舒展构象有可能使其成为蛋白酶切

割位点，导致融合蛋白的不稳定[37]。Amet 等在

不同融合蛋白中引入 (EAAAK)2，发现蛋白表达

量能分别提高 1.7~11.2 倍[44]。本研究组在构建肝

素酶 (HepA)、麦芽糖结合蛋白 (MBP) 和绿色

荧光蛋白 (GFP) 的融合蛋白的研究中发现，当

在 MBP 和 GFP 之间引入柔性连接肽 (GGGGS)3

时，不能得到全长的目标蛋白；而 MBP 和 GFP

之间采用刚性连接肽 (EAAAK)3 则能实现融合

蛋白的高效表达[45]，表明 α 螺旋连接肽在融合蛋

白表达和折叠上的优势。但是连接肽的属性，特

别是刚/柔性对融合酶的性能影响规律目前了解

得十分有限，融合酶的设计仍是个案处理 (Case 

by case)，缺乏理论依据和指导。 

2.2.3  抗蛋白酶降解的连接肽 

(GGGGS)n 最初被认为是能抵抗蛋白酶降解

的一种结构，但后来被各种实验数据证实并非如

此[37]，这也能看出抗蛋白酶降解是人们希望连接

肽具有的一种重要特性，对于融合蛋白的稳定表

达和催化有着重要意义。富含脯氨酸的多肽特别

是脯氨酸-苏氨酸 (PT) 重复序列经常被用作连

接肽的一个原因就是其被证实具有明显的抗蛋

白酶降解性，而且经常出现在天然多结构域蛋白

中作为连接肽[33,37]。譬如很多天然的纤维素酶和

木聚糖酶就是通过 (PT)n P 结构的多肽来连接其

催化模块和碳水化合物结合模块 (CBM)，其连

接肽已经被证明对纤维素和木聚糖的降解非常

重要[46-47]。除了从天然蛋白中寻找抗降解的连接

肽外，另外一个策略就是通过计算机辅助设计人

工连接肽，使其具有抗蛋白酶降解的性能。如通

过 MEROPS 蛋白酶数据库，根据在表达宿主中

已知的蛋白酶切割位点信息来进行连接肽设计以

及切割位点的预测[48-49]。Kavoosi 等在 CBM-GFP

融合体系中，比较了常见的 (GGGGS)n，天然的 

(PT)n P 和通过 MEROPS 设计的 S3N10 等连接肽

的效果，发现 S3N10 和 (PT)n P 均有很好的抗蛋

白酶降解作用，而 (GGGGS)n 上有不少位点受到

了蛋白酶的切割[37]。 

表 1  不同类型连接肽的特点 
Table 1  Characteristics of different types of linkers 

Linker type Advantage Disadvantage Reference 

Flexible linker 
Improving protein solubility 
Providing enzyme flexibility for catalysis 
Domain separation 

Susceptible to proteolysis [27−28, 32, 37−39]

α-helix forming  
linker 

Resistant to proteolysis 
Well-controlled domain separation Interference on domain folding [42−45] 

Protease-resistant 
linker 

Protease-resistant 
Convenient for artificial design 

Unclear about the domain  
separation effect [33, 37, 46−49] 
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2.3  插入融合 

相比于目前广泛采用的顺序融合，插入融合 

(Insertional fusion) 是融合蛋白的一种有趣的选

择模式，而且在酶催化的调控上有着其他融合方

式所不具备的优势，并逐渐被作为一种新的功能

整合方式应用在不同场合，具有巨大潜在的研究

和应用价值 (图 2C) [18, 50-54]。插入融合蛋白是指

一个客体结构域被插入到一个主体结构域内部

形成的融合蛋白。插入融合的设计较顺序融合困

难，因为需要考虑融合后两个结构域的相互空间

结构。一般来说，成功的插入融合需要满足两方

面的条件，即客体结构域在天然构象中其 C 端和

N 端在空间上要足够靠近，以及主体结构域能承

受由于客体的插入导致其结构域不连续所带来

的影响。这些看似苛刻的条件实际上没有那么难

以满足[55]。首先，基于对 PDB 数据库中已知结

构蛋白的分析，约 50％的蛋白均具有靠近的 C

端和 N 端 (距离小于 5Å)，从而能满足被插入的

空间要求[56]。另外，不连续结构域 (结构域的线

性序列被另一结构域序列插入其中) 在自然界

的蛋白中很常见。Jones 等对蛋白的结构域进行

的一个系统调查发现，28％的蛋白结构域都是不

连续的[57]。这些发现都为插入融合的结构域提供

了广阔的选择空间。Ehrmann 等将碱性磷酸酶

PhoA 插入到跨膜蛋白 MalF 中，首次成功获得同

时具有两者活性的插入融合蛋白[58]，随后更多的

蛋白组合被发现能用于插入融合。Doi 等构建了

将 β-内酰胺酶 (BLA) 插入到 GFP 的融合，通过

控制 BLA 的抑制蛋白 (BLIP) 的水平，实现了

对 GFP 荧光的调控[18]。Guntas 等将 BLA 插入到

MBP，通过麦芽糖浓度改变 MBP 构象，从而实

现 BLA 活性在 0.16％~100％之间 (600-fold) 的

调控，展示了插入融合作为分子开关的巨大潜

力[59]。还有很多研究小组发现插入融合酶的构建

在催化调控和分子传感器等方面有巨大的潜在

价值[60-61]。尽管基因组学和蛋白组学为插入融合

提供了丰富的蛋白结构域信息和物质基础，但插

入融合仍面临一些关键问题，譬如如何选择两个

蛋白使其融合之后能具有调控的效果，以及插入

位点的选择。虽然通过计算模拟可以对其进行预

测，但目前人们对蛋白结构域运动和相互作用的

认识还难以做到很好的预测。 

2.4  蛋白水平融合和分枝融合 
作为构建和设计融合酶的一种策略，除了在

基因水平进行融合外，也可在蛋白质水平对酶进

行直接融合。在蛋白水平进行融合的优势在于：

1) 融合酶基因的表达有可能因形成包涵体等原

因导致不能获得有活性的融合酶或者产量、活性

低，而蛋白水平的融合则不涉及融合酶基因的表

达和折叠；2) 在目标蛋白的基因无法获取的情

况下 (如一些抗体)，或者需要构建非天然结构的

情况下 (如分枝结构等非线性结构)，基因水平融

合无法实现融合酶的构建，只能利用蛋白水平的

融合。特别是在构建多重融合酶的情况下，蛋白

水平融合将具备更加明显优势[62]。将两个蛋白进

行融合 (或交联) 有多种方法，其中通过酶法进

行融合是最有效的方法[63]，而能催化这类蛋白-

蛋白融合的酶主要有谷氨酰胺转氨酶 (TGase)、

转肽酶 (如分选酶)，以及一些氧化还原酶 (酪氨

酸酶、漆酶、过氧化物酶 ) [63-68]。分枝融合 

(Branched fusion) 正是利用蛋白-蛋白融合技术

发展出来的一种新的融合方式 (图 2D)。与顺序
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融合相比，分枝融合在构建多元融合蛋白上有着

明显的优势：各个结构域的空间分布更均匀，空

间位阻和干扰更少，更利于多个结构域之间的电

子传递和反应中间体传递等。Hirakawa 等利用

TGase，成功构建了一个三元分枝融合蛋白 (包

括单加氧酶细胞色素 P450，电子传递蛋白假单

胞氧还蛋白 Pdx，以及 Pdx 还原酶)。与 3 个酶等

量混合的体系相比，分枝融合酶在 3 个结构域之

间的电子传递效率和初始反应速率上都有了极

大的提升[69-70]。Schoffelen 等构建了一个具有分

枝结构的多重融合酶 (含 5 个结构域)，包括植物

次级代谢产物云杉新甙合成途径相关的 3 个酶 

(对称二苯代乙烯合成酶、4-香豆酸辅酶 A 连接

酶和糖基转移酶)。他们的结果表明该融合酶能

在体外环境以对香豆酸为前体物合成云杉新甙，

表明了分枝融合酶在多步催化过程中的应用潜

力，是对顺序融合酶的有力补充[62]。但这类融合

方法的局限性也是明显的，如 1) 融合方法的局

限性比较大，且连接肽中需要引入特定的氨基酸

作为酶的识别位点，给连接肽设计带来限制；

2) 目标酶分子中有可能存在催化融合过程的酶

的作用位点，导致融合过程不能特异性地进行；

3) 催化融合过程是一个多酶混合体系，如融合

效率不足以使得大部分酶实现融合，残留的目标

蛋白会对后面的应用造成干扰，同时催化融合的

酶也可能带来影响。 

2.5  其他融合方式 
分子酶工程、蛋白质工程、结构生物学的发

展，以及对新酶、新蛋白质的开发和发现，都推

动着融合酶分子设计的快速发展，以上只是针对

其中较为系统的几种融合酶分子设计策略进行

介绍，此外还有很多值得关注的设计策略，如对

嗜热酶的使用[3,23-24]、功能多肽的应用[7-8,71]、以

及对连接肽二级结构的设计等[72-73]，都能为融合

酶的设计提供很好的工具。但这些方法目前成功

的研究案例有限，需要更多的深入细致的研究。 

3  融合酶的应用研究进展 

融合酶可以把原属多个不同酶 (或蛋白) 的

功能整合到一个酶中，除了能实现酶的多功能化

集成外，另一个明显的优势是可以改变多个酶 

(结构域) 之间的空间组织关系 (一般指距离和

取向 )，这在由多个酶依次催化的顺序反应 

(Sequential reactions) 中尤为重要。其中，通过

改变多个酶 (结构域) 的空间距离产生协同效应 

(空间靠近效应) 的研究案例近年快速增多。多酶

空间靠近效应主要可能优势是这种融合酶促进

了“底物传递”效应，即催化过程中一个反应的

产物作为下一反应的底物 (中间产物) 在这两个

催化活性位点之间的直接传递，减少了中间产物

向体系主体相的扩散，从而增加了中间产物的局

部浓度，提高反应效率 (很多反应其 Km 值远大

于底物在主体相中的平衡浓度)；底物传递也能

防止中间产物流向其他竞争反应，或者防止酶的

活性位点被其他非目标底物所占据；两个活性位

点间传递时间的缩短也能减少中间产物因自身

不稳定导致的降解。下面对融合酶在一些实际体

系中的应用研究进展进行总结。 

3.1  木质纤维素等生物质多糖降解上的应用 
地球上每年都会产生数量惊人的多糖类生

物质，如通过植物光合作用每年就能产生多达

4×1010 t 的纤维素，同时其他多糖如木质素、淀



黄子亮 等/融合酶的设计和应用研究进展 

cjb@im.ac.cn 

401

粉、木聚糖的生产量也非常大[74]。生物质多糖是

一类碳氢化合物，通过一定的加工过程可以转化

成燃料、化工原料、化学品、医药制品等非常有

应用价值的一系列产品，因此在石油等不可再生

资源日益匮乏的今天，对多糖等生物质的开发和

利用是非常有意义的。然而由于多糖的复杂结

构，很难对其直接进行利用，一般只能先对多糖

进行必要的预处理，降解成小分子的糖才能加以

利用。多糖的降解可以通过物理法、化学法以及

生物法实现，但生物法有着其他两者不可比拟的

优势 (如条件温和，环境友好，单位能耗低，副

产物少等)，能满足当今社会可持续发展的需求，

其应用日益广泛。生物法一般是通过酶的作用对

多糖进行降解，由于纤维素等多糖结构的复杂性

以及酶作用的专一性，需要多种酶的共同作用才

能完成，如纤维素水解需要葡聚糖内切酶、葡聚

糖外切酶、β-糖苷酶等。与各个酶单独作用相比，

融合酶具有更高的催化效率，这也是自然界中进

化的一个方向。An 等通过顺序融合构建了热纤

梭菌 Clostridium thermocellum 的木聚糖酶 (Xyn) 

和菊果胶杆菌 Pectobacterium chrysanthemi 的纤

维素酶 (Cel) 的融合酶，他们发现当 Cel 融合在

Xyn 下游时，两个酶的活性都能保持，但当 Xyn

融合在Cel下游时，却导致了两者活性的丧失[74]。

Lu 等 通 过 构 建 解 淀 粉 芽 胞 杆 菌 Bacillus 

amyloliquefaciens 的葡聚糖酶和枯草芽胞杆菌

Bacillus subtilis 的木聚糖酶的融合酶，并在大肠

杆菌中成功表达。融合酶同时具有葡聚糖酶和木

聚糖酶两种活性，与单独表达的酶相比，葡聚糖

酶催化效率提高了 3.15 倍，但木聚糖酶催化效率

下降了 31％ (kcat /Km)。通过进一步对两结构域

之间的连接肽进行优化，Lu 等发现在连接肽为 

(GGGGS)2 时，融合酶的葡聚糖酶和木聚糖酶的

催化效率分别提高了 326％和 43％ (与单独酶相

比) [25,31]。这些例子显示出融合酶在生物质多糖

水解上的应用价值以及融合策略的重要性。另

外，也可以通过将多糖降解和下游转化的酶进行

融合，提高从多糖生产其他化学品的效率。Wang

等构建了两个 β-淀粉酶 (BA) 和海藻糖合成酶 

(TS) 的融合酶 (TSBA 和 BATS)，BA 能把淀粉

降解成小分子的麦芽糖，后者能被海藻糖合成酶

作为底物利用，从而实现一步法从淀粉生产海藻

糖。与单酶混合相比，融合酶 TSBA 和 BATS 的

催化效率分别提高了 3.4 和 2.4 倍[15]，显示出了

融合酶技术应用在顺序催化反应的优势。 

此外，一些在医药和临床领域上具有重要

意义的生物多糖如肝素和硫酸软骨素等，其降

解产生的低分子量产物被证实具有比其降解前

的大分子形式更强的药理活性、更好的疗效、

更容易被人体吸收等诸多优势，因此低分子量

肝素和硫酸软骨素的生产方法逐渐成为研究的

热点[45,75-76]。其中，酶法降解具有反应条件温和、

清洁、高效、特异性强、安全性高等优点，是其

他方法所不能比拟的[45,76]。然而降解肝素和硫酸

软骨素所需的肝素酶和硫酸软骨素酶目前主要

从野生菌中分离提取，其产量低、质量不稳定、

纯化难度大、成本高，无法实现酶的高效生产。

本研究组利用 MBP 蛋白具有分子伴侣作用，能

促进与之融合的蛋白的可溶表达等特点，构建

了肝素酶Ⅰ (HepA) 和 MBP 的融合酶，成功克

服了肝素酶异源表达中容易形成包涵体等问

题，首次实现了 HepA 的高效可溶异源表达[77]。
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同时，利用 MBP 的亲和吸附特性，HepA 能实现

便捷、高效的一步纯化，大大降低了酶分离提取

的难度与成本[6]。进一步，通过构建 HepA，MBP

和 GFP 的三重融合蛋白，利用 GFP 的荧光能快

速定量 HepA 的酶活，从而实现 HepA 的生产、

纯化、检测和催化的过程集成，进一步降低了

HepA 酶制剂的生产和应用成本[11,45,78-82]。另外，

本研究组对肝素酶Ⅱ、Ⅲ，以及硫酸软骨素酶和

MBP 的融合蛋白也进行了深入的研究，通过采

取构建融合酶的策略，也成功实现了这些酶的高

效生产、纯化和催化，表明融合酶在肝素、硫酸

软骨素等多糖裂解上具有重要的研究与应用价

值[83-84]。 

3.2  手性催化-辅酶再生偶联体系中的应用 
氧化还原酶的一个重要应用是通过其不对

称氧化/还原，从前手性化合物生成相应的手性化

合物，这些手性化合物很多是具有商业价值的医

药中间体、工业有机材料以及农用化学品[38, 85-86]。

大部分氧化还原酶的催化都需要辅酶  (如

NADH，NADPH)，然而考虑到辅酶昂贵的价格，

要实现经济可行的工业催化就必须要有高效的

原位辅酶再生方法。目前最常用的方法是通过和

另外一个氧化还原酶偶联，利用廉价的底物对辅

酶进行再生[87-88]。通过构建手性催化和辅酶再生

的融合酶，可以大大缩短辅酶在两个催化中心之

间传递的时间，减少辅酶在体系的扩散和降解，

提高其局部有效浓度，从而可以提高手性催化和

辅酶再生的效率[89-90]，近年来有不少这方面的相

关报道。亚磷酸脱氢酶 (PTDH) 能以廉价的亚磷

酸盐作为底物实现 NADPH 的再生，Torres 

Pazmiño等构建了一系列B-V单加氧酶 (BVMOs) 

和 PTDH 的融合酶，在 NADP 浓度只有 5 μmol/L

时，仍能实现苯丙酮到乙酸苄酯的有效转化 

(79％，3 h)，同时融合后各个酶都能保持天然

酶的催化活性，表明了通过融合酶进行手性催

化的可行性 [90]。Hölsch 等构建了甲酸脱氢酶 

(FDH) 和 3-酮酰基-ACP 还原酶 (KR) 的融合

酶进行手性醇生产，与两个酶混合物相比，初

始催化速度提高了 2 倍，底物转化率能达到

99.97％，并且具有极高的光学选择性 (99.9％ 

(S) -1- (pentafluorophenyl) ethanol) [38]。本研究组

也曾报道过利用手性醇脱氢酶 (ReADH) 与甲

酸脱氢酶  (CbFDH) 构建融合蛋白以高效生产

手性芳基醇的研究，并对 ReADH 和 CbFDH 的

不同融合顺序进行了研究和探讨。研究结果表

明，融合位点和融合顺序对于 ReADH 和 CbFDH

的活性都有很大影响，其中 CbFDH 的 C 端融合

会导致活性丧失，而 N 端融合则对活性没有显著

影响；ReADH 的 C 端融合和 N 端融合都能保持

一定的活性，但 N 端融合时活性最高。特别地，

当 ReADH 的 C 端和 CbFDH 的 N 端进行融合时 

(ReADH-CbFDH)，融合蛋白同时具有两者的活

性，能实现催化与辅酶再生的双重功能[88]。 

3.3  代谢途径调控中的应用 
在利用微生物细胞工厂进行化学品生产中，

通过对细胞内的代谢流进行有目的的调控，能

够显著地提高底物的转化率和目标产物的产

量 [91-94]。其中，通过构建合成途径中多个酶的融

合酶，可对催化多步反应的酶在细胞内的空间组

织进行改造 (如使酶相互靠近或调整其相互取

向)，这已经成为对细胞内代谢流进行调控的重

要手段[3, 89, 95-97]。合成途径上各个酶的空间靠近
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性 (Enzyme proximity) 对中间产物的流向有着

重要的影响，特别是在以下几种情况中：1) 中

间产物有其他竞争反应；2) 中间产物不稳定；

3) 中间产物对细胞有毒性或者对酶存在反馈抑

制；4) 其他非目的底物对酶有竞争[13]。在这些

情况中，通过构建融合酶，拉近合成途径中的两

个 (或多个) 酶的空间距离，减少中间产物的流

失，可以有效提高产物的产量、产率和底物转

化率。 

Albertsen 等在酿酒酵母中引入来自广藿香

Pogostemon cablin 的广藿香醇合成酶 (PTS)，利

用酵母细胞内产生的法尼基焦磷酸 (FPP) 作为

起始物生产广藿香醇。但因为酵母内的 FPP 会被

细胞内多个其他代谢途径竞争，导致流向广藿香

醇生产的 FPP 通量很少。通过在胞内过量表达法

尼基焦磷酸合酶 (FPPS) 和 PTS 的融合酶，能增

加 FPP 流向 PTS 的通量，从而使得广藿香醇的

产量提高为原来的 2 倍[13]。 

香叶基香叶醇 (GGOH) 是一种昂贵的香水

和医药品的原材料，Tokuhiro 等为了利用酵母细

胞生产 GGOH，构建了其合成途径上的香叶基香

叶基焦磷酸合酶 (BTS1) 和甘油二酯焦磷酸磷

酸酶 (DPP1) 的融合酶 BTS1-DPP1。与同时单独

过表达 BTS1 和 DPP1 相比，过表达融合酶

BTS1-DPP1 能更有效地提高细胞内 GGOH 的产

量。他们进一步过表达融合酶 BTS1-ERG20 

(ERG20 为法尼基焦磷酸合酶，是 GGOH 合成途

径上的另一个关键酶)，发现原来的主产物鲨烯

产量从 191.9 mg/L 下降到 6.5 mg/L，而目标产物

GGOH 则从 0.2 mg/L 上升到 228.8 mg/L。最后，

通 过 同 时 过 表 达 HMG1 ， BTS1-DPP1 和

BTS1-ERG20，使得 GGOH 产量能进一步达到

3.31 g/L[98]。 

Zhou 等对具有转化香叶基香叶基焦磷酸 

(GGPP) 合成丹参酮前体二萜化合物次丹参酮二

烯的功能的两个酶 SmCPS 和 SmKSL 进行融合

表达，发现在酶靠近的情况下，合成最终代谢产

物的通量更大。进一步，对 SmCPS 和 SmKSL

融合酶的结构进行了分子模拟，发现不同融合方

式导致催化中心空间距离差异，为解释代谢途径

的性能提供了理论支持[99]。SmCPS 和 SmKSL 都

是多亚基蛋白，该研究开启了多亚基代谢融合酶

在微生物代谢工程中应用的新方向。 

这些例子表明，通过构建代谢途径上的融合

酶，是调控途径通量的有效手段，已经成为代谢

工程的一个重要工具。同时，结合传统代谢调控

的手段，利用融合酶技术能成为进一步提高产品

产量的有力方法[13]。 

另外，当目标产物是一种对细胞有毒性的物

质时，往往产率很低甚至很难通过微生物细胞进

行直接生产。通过构建具有催化产物生成和产物

转化功能的融合酶，可以迅速将产物转化为毒性

较少或者无毒的衍生物，最大限度地减少了产物

毒性的影响 (与两种酶单独表达相比)，从而提高

细胞生产效率。香兰素是目前工业过程生产的最

重要的芳香化合物之一，在细胞内生产香兰素最

大的问题是即使很低浓度的香兰素都能对细胞

产生明显的毒性。为了减少香兰素的毒性，

Albertsen 在细胞内过表达氧甲基转移酶 (OMT，

催化香兰素合成途径最后一步的酶) 和 UDP-糖

基转移酶 (UGT，对香兰素进行糖基化修饰以解

除毒性) 的融合酶。与同时单独表达 OMT 和
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UGT 相比，香兰素的糖基化产物 VG 在细胞内的

积累速度明显加快，香兰素胞内浓度则减少了

40％，使得细胞生长速率提高了 14％，表明融合

酶的手段能有效解除产物  (或中间产物) 的毒

性，提高细胞生产效率[100]。 

4  结论与展望 

随着分子生物学以及相关技术的发展，融合

酶的构建策略早已打破顺序融合的单一局面，并

且产生出多元化的发展趋势，如连接肽、插入融

合、分枝融合等；新的融合策略的出现和发展，

结合各自的优势，扩大了融合酶的应用领域，同

时也在原有的应用领域上带来了新的变革。 

纵观融合酶领域的现状，融合酶的发展方向

主要集中在两方面。一是多功能化。具有特殊功

能的新酶或者融合伴侣 (多肽或者蛋白) 的发

现，推动融合酶在多功能化方面的发展，从而使

得更加多样化的功能可以在目标蛋白上实现；另

外，对极端微生物资源的开发和利用，以及蛋白

质工程的发展，有可能给融合酶性能带来飞跃，

使融合酶的应用更加广泛。二是多结构域化。仅

仅通过酶的过量表达已经被发现不足以使得外

源途径成为细胞的主导途径，融合酶能通过控制 

(原本独立的) 多个酶之间的空间组织，实现代谢

途径的调控 (空间靠近效应)，无论在 in vitro 还

是 in vivo 体系都具有明显的优势。然而目前蛋白

的融合一般停留在两个单亚基酶的组合，对途径

调控的复杂性和力度有限，而且也不能满足对多

亚基酶的调控。最近，有一些研究小组开始进行

多亚基酶以及多个酶的融合，并取得了重要的成

果[62-63, 99, 101]。 

虽然相比于天然酶 (单一酶或者多种酶混

合)，融合酶的构建能带来功能上和应用上的众

多优势，但在其构建和应用过程中，往往会出现

蛋白不能表达、蛋白不能正确折叠、蛋白不稳定

以及酶原来的活性受到损失甚至丧失等问题。这

些问题的根源在于目前对融合酶各个结构域之

间的相互影响及其分子机理还缺乏足够的认识。

通过选择不同的融合策略能在一定程度上调整

结构域之间的空间关系，从而改变融合酶分子中

结构域之间的相互作用情况以解决问题；但这些

手段只能实现有限的几种调整，且不能实现较为

精细的调控 (在多结构域的复杂融合体系中尤

为重要)。同时，对于融合策略的选择尚没有可

靠的理论指导，目前只能采取试错办法。因此融

合酶今后的发展方向在于两方面。一方面，可以

利用分子动力学模拟对融合酶进行分子设计和

机理解析。虽然目前还难以对大分子进行精确的

模拟[99]，但随着算法和计算能力的发展，其在预

测和研究结构域相互作用中将会发挥越来越重

要的作用，为融合酶构建策略提供理论指导。另

一方面，连接肽在各种融合方式中都是关键元

件，且其可变性远大于酶本身，并能对融合酶性

能产生重大影响[40-41]，是融合酶分子设计的重要

方面。通过对连接肽进行改造 (连接肽工程，

linker engineering) [41]，有望能实现对融合酶结构

域之间空间组织关系的精细调控。但其问题的关

键在于：1) 需要对连接肽性质对结构域空间组

织关系的影响进行系统研究。借助圆二色光谱、

X 射线小角度散射、X 射线衍射和 NMR 等研究

立体结构的工具，结合分子动力学模拟，有希望

在这方面取得突破，进而实现对连接肽进行理性

设计。2) 需要扩展能不同程度、不同方面 (如距
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离、角度、取向等) 改变结构域空间组织关系的

连接肽种类，为理性设计提供丰富的元件和模

块。可以预见，在解决了以上两个关键问题的基

础上，人们能实现连接肽的理性设计，并能实现

预期的空间组织结构，这将为融合酶设计，特别

是多结构域的复杂融合体系的设计提供强大的

支撑作用。 
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