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魏东芝  二级教授，华东理工大学鲁华生物技术研究所所长。学术兼职：生物化

工国家重点学科带头人，教育部生物技术与生物工程专业教指委副主任委员，中

国微生物学会酶工程专业委员会副主任，上海生物工程学会副理事长。荣誉称号：

全国优秀科技工作者，教育部跨世纪优秀人才，教育部新世纪优秀人才，中国科

学院“百人计划”入选者，上海市领军人才，上海市优秀学科带头人，上海市科技

英才提名，上海市科技启明星，山东省“泰山学者”，山东省“泰山产业领军人才”。

从事酶学与生物催化研究 30多年，在 Angewandte Chemie、Metabolic Engineering、

Biomaterials、Green Chemistry、Applied and Environmental Micorbiology、Chemical 

Communications、Biotechnology and Bioengineering等期刊发表 300余篇论文，他引超过 6 500次，获授

权中国发明专利 45项，实审国际专利 3项，工业酶制剂生产、生物催化与转化实现手性非天然氨基酸、

甾体药物中间体及多元醇衍生物等项目在 12家企业实现产业化 (受益企业 50多家)。曾获国家技术发明

二等奖 1项，上海市技术发明及科技进步一等奖 3项，第十五届国际工业博览会铜奖 1项，杜邦-杰能科

中国酶工程杰出贡献奖。 

定制酶分子机器/细胞工厂，引领生物制造产业未来 

——2017年第十一届中国酶工程学术研讨会杜邦-杰能科中国酶工程杰出贡献奖获得者特邀报告 

姜水琴，魏东芝 
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摘  要 : 工业酶制剂研发与应用已经渗透到各大工业领域，但中国作为用酶大国、产酶小国面临重大挑战，鉴于

以化学催化为核心的基础物质加工业面临资源、能源和环境三大危机，酶工程与生物催化已被列入许多国家的科

技与产业发展战略，应用高效、清洁的生物催化技术是实现化学工业可持续发展以及发酵工业产业升级的重要途

径之一。文中以 2017 年第十一届中国酶工程学术研讨会杜邦-杰能科中国酶工程杰出贡献奖获得者特邀报告为基

础整理编写而成，从自主酶库构建、酶分子机器/细胞工厂创制及产业化应用等角度概述当前酶工程与生物催化

发展现状及前景。 

·特邀综述· 
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Customization of enzyme molecular machine and cell factory, 
leading the future of biomanufacturing industry 
Shuiqin Jiang, and Dongzhi Wei 
State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, Newworld Institute of Biotechnology, School of Biotechnology, East China 

University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract:  The development and application of industrial enzymes have penetrated major industrial fields. China faces a 

major challenge as a large country in applying enzyme but a small one in producing enzyme. Biocatalysis has become an 

important technology and strategy of industrial development in the world since chemical catalysis encounters the crises from 

resource, energy and environment. The application of efficient and clean biocatalysis is one of the important ways to realize 

the sustainable development of chemical industry and to modernize the fermentation industry. From perspective of the 

industry-university-research cooperation, we reviewed the current status and the future development of enzyme engineering 

from the aspects of enzyme resources, customization of enzyme molecular machine and cell factory.  

Keywords:  enzyme molecular machine, cell factory, biomanufacturing, industry development, catalysts customization 

传统工业体系依赖化石资源，但化石资源储

存有限且不可再生，同时化石资源的工业化应用

引起了全球气候变暖、大气污染、海洋污染等严

重的环境问题。传统工业体系面临严重的环境危

机、资源危机以及能源危机，如何减少或摆脱对

化石资源的依赖、建立可持续的社会经济发展模

式引起全球关注和思考。工业生物技术清洁、可

再生，被称为白色生物技术，其能源和工业原料

等不再完全依赖于化石能源，并有助于解决温室

气体排放等环境问题。工业生物技术的核心是酶

与生物催化，因此，发展工业酶及生物催化与转

化技术，创建绿色生物制造工业体系已经成为社

会经济可持续发展的重大战略方向。酶工程作为

生物制造工业体系的核心受到学术界和工业界的

密切关注，近年来高通量测序和定向进化技术、

计算生物学以及结构生物学的进步推动了酶工程

领域的迅速发展。文中以 2017年第十一届中国酶

工程学术研讨会“杜邦杰能科中国酶工程杰出贡献

奖”获得者特邀报告为蓝本，从自主酶库构建、酶

分子机器/细胞工厂创制及产业应用等方面概述了

当前酶工程与生物催化领域的发展现状及前景。 

1  自主酶库的构建 

现代经济社会的发展更加注重绿色可持续发

展，酶作为催化剂因环境友好等特点长期受到化

学合成领域的关注[1-4]。为满足化学合成对酶催化

剂的需求 ,针对中国“用酶大国、产酶小国”的现

实，作者团队坚持“自主酶库、自主应用”原则，

开展了系统性的酶库构建工作。自然界大量的微

生物酶基因难以培养捕获，作者团队采用宏基因

组技术和基因组步行等技术，快速、大量捕获不

可培养微生物酶基因，采用生物信息学手段分析

了大量生物数据库，发掘了特定功能的酶，构建

了不同来源、不同性质、可批量生产、数量高达

2 000多种的具有自主知识产权的酶库，其中包含

氧化还原酶、水解酶、转移酶等[5-17]，为工业酶

制剂的产业化及其应用提供了保障。 

2  生物催化剂的定制 

随着经济社会的发展，品种繁多的化学品、
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化妆品、医药中间体等需求快速增加，来自自然

界的酶通常存在底物谱窄、手性选择性不高、催

化效率低、产物不单一、辅酶依赖性强等性能缺

陷，难以满足生产需求[18-20]。新技术、新工具的

研究和开发已成为酶工程发展的前沿课题，在此

基础上定制高端酶制剂、酶分子机器及细胞工厂，

开发新产品，实现生物质资源向高附加值生物基

材料、化学品、生物能源等工业产品的转化，已

成为酶工程发展的必然趋势。 

2.1  酶分子定制 

作者团队着眼学术前沿，针对酶工程领域研

究瓶颈，开发了一系列用于酶分子定制的新技术

和新工具，以推动酶工程领域的快速发展。 

酶学研究中的重要工作之一是发现新酶并鉴

定其底物谱。但由于酶的底物选择性实验需要合成

大量底物并完成大量催化反应以及后续产物分离

与分析，耗时费力。作者团队基于酶催化反应的一

般催化规律，设计了一套基于分子对接的底物筛选

系统，将不可量化评价的构象条件转换成可以量化

评价的打分函数，采用 C++语言等完成了自动分

析软件的编写，可以快速实现对酶的潜在底物的预

测。以 CALB 为对象，对文献报道的 100 多个潜

在底物进行测试，正确率超过 92%[21]。 

从已有小分子数据库中发现一个全新的有价

值的底物的过程存在一个瓶颈，即化合物数据库

的限制。目前已知的任何一种构建化合物数据库

的方法均不能把已知的和潜在的所有化合物全部

包含其中，即使有些化合物可以简单合成，也可

能并没有被涵盖。若能将这些数据也囊括在考察

范围内，并给出一系列可能的新底物，那么对于

酶的催化潜力的深度挖掘将很有价值。作者团队

从这个角度出发，放弃原有的基于数据库的筛选

思路，从酶的结构出发构建合适的底物分子，开

发、建立了一套全新的底物分子从头设计软件(De 

novo substrate design)。该方法基于已知的酶与底

物的催化机理和结构信息，运用蒙塔卡洛算法、

分子力场、组合化学等技术，进行分子片段的虚

拟生长，搜寻酶的潜在底物分子。该项工作采用

了被广泛接受的分子力学建模方法，通过结合理

论计算得出的关键催化信息，建立了一种快速、

高通量的预测新型底物分子的方法。软件采用

Python 语言编写，整合第三方开源代码，通过

MPI 方式实现了高效的大规模并行计算。该方法

被用于 3 个来源与功能完全不同的醛酮还原酶、

腈水解酶和脂肪酶，均表现出较高的准确性和可

靠性。该软件将推进酶学研究中计算模拟与实验

的良好结合，为酶及其催化性质的认知带来更多

的可能[22-23]。 

随着高通量测序和定向进化技术、结构生物学

和计算生物学的发展，采用定向进化技术、半理性

设计和理性设计等手段，依据产业化需求对酶分子

进行定制已是酶工程发展的必经之路[3,24-27]。作者

团队依据生物制造产业界提出的技术难题和酶制

剂需求，采用上述手段实现了多个酶催化剂的结

构与机制解析及设计改造工作，积累了扎实的手

性选择性改造与调控技术，定制了多个具备高手

性选择性、高催化活力的新型酶催化剂。 

作者团队挖掘获得了一株芳基乙腈类腈水解

酶 NIT9，在扁桃腈水解过程中对 S构型表现出较

高选择性 (ee 值为 49.5%，这已是目前文献报道

的最高水平)，但与工业应用需求仍有很大差距。

通过随机突变结合定点突变、饱和突变及组合突

变等技术将其 S 构型选择性提高至 91.7%；更令

人兴奋的是，通过揭示酶催化中心半胱氨酸残基

的巯基与底物氰基碳原子之间的距离影响了酶的

立体选择性，成功地将该酶的对映体选择性反转

为 R构型 (ee值为 90.9%)，实现了腈水解酶手性

选择性的双向切换。在获得高效催化扁桃腈高选

择性生产 R-扁桃酸获得产业化应用的基础上，作

者期望进一步定制可催化卤代芳香腈类化合物的

酶，通过对酶催化机制的深入研究，揭示了卤素

基团的引入所产生的位阻效应是导致已有酶
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BCJ2315 催化活力下降的关键因素，因此改造相

应位点的氨基酸以消除位阻成为该腈水解酶理性

定制的重要线索，最终设计方案克服了位阻效应，

提高了腈水解酶 BCJ2315 对邻-氯扁桃腈的催化

活力及手性选择性，催化活力提升为野生型的

376%，ee 值提高至 98.7%，为光学纯 α-羟基酸的

生产提供了技术支撑和理论支持，同时还将该腈水

解酶的底物成功拓展到了氟、溴取代及不同位点 

(2、3、4位) 取代的芳香腈类的一系列重要化合物，

其中有很多属于重要药物或前体[28]。另外，采用

计算生物学和结构生物学手段揭示了腈水解酶具

备腈水合酶活性的分子机制，在此基础上实现了腈

水解酶到腈水合酶活力的理性切换[29]，为酰胺的

生产提供了新的思路，为新酶挖掘提供了新的方

法。作者解析了一种来自氧化葡萄糖酸杆菌的羰

基还原酶 GoCR 的晶体结构，采用计算生物学手

段阐明了 GoCR 对不同底物立体偏好性与立体识

别的分子机制，预测了结合口袋残基对底物的定

位、产物的选择性所起到的关键作用。通过定点

突变，构建了单点突变株 W193A，其不对称还原

2-氧代-4-苯基丁酸乙酯(OPBE) 生成 (R)-2-羟基

-4-苯基丁酸乙酯 (R-HPBE)的 ee 值从野生型的

43.2%提高到 99%。此外，双点突变株 C93V/Y149A

被证明能够将 GoCR 立体选择性逆转，生成

S-HPBE (ee=79.8%)，成功实现了氧化还原酶

GoCR手性选择性的双向改造[30]。作者筛选了多个

高性能氧化还原酶并解析了其结构[31-32]，通过理性

设计实现了氧化还原酶 GOX2181 辅酶特异性从

NADH依赖型到 NADH和 NADPH兼容型，以及

氧化还原酶 GOX0502辅酶特异性从 NADPH依赖

型到 NADH和 NADPH兼容型的改造[31,33-34]。 

2.2  多酶自组装 

多酶偶联反应体系可以改善底物在多个单一

酶间的传递问题，如缩短中间产物传质距离、提

高反应场所中间产物浓度等，从而可以提高多酶

级联整体催化效率，因而，人工构建高效多酶偶

联反应体系成为酶催化领域的热点研究之一。该

技术的发展进一步拓展了酶催化的应用空间，其

研究成果在医药、食品、环境保护、生物材料等

领域具有广阔的应用前景。完整高效的人工多酶

反应体系，不仅需要多种不同来源、不同功能的

酶，还需从分子比例和空间结构有序等方面考虑

多酶的最优化组装，形成有机的多酶复合体。 

近年来，研究者通过 DNA支架、蛋白支架、

病毒支架、RNA 支架、共固定、层层包埋等，在

胞外成功构建了多个人工多酶反应系统，Liu等[35]

利用蛋白相互作用，成功构建了三元蛋白支架，

并将甲醛脱氢酶、醇脱氢酶、甲酸脱氢酶有序地

固定在支架上，成功地将 NADH的生成速率提高

了 5 倍。胞内无支架自组装效率更高、操作更简

便，可以实现胞内蛋白聚集体的快速规模化制备，

有利于构建具有生物学功能的人工超分子器件，

进而实现产品的工业化生产。作者团队近年来在

该方面开展了一系列工作，利用甲酸脱氢酶 

(FDH) 自聚形成二聚体及亮氨酸脱氢酶  (LDH) 

自聚形成八聚体的特点结合 SHM 蛋白对的相互

作用，实现了 FDH 和 LDH 在大肠杆菌胞内无支

架自组装，形成了高度有序的多酶聚集体[36]，将

辅酶 NADH的循环效率提高了一倍多[37]。利用土

曲霉来源的合成衣康酸的关键酶——乌头酸脱羧

酶和乌头酸酶分别与 PDZlig和 PDZ进行融合，实

现了在大肠杆菌中的共表达自组装，成功将其静息

细胞催化柠檬酸合成衣康酸的产量提高了 3倍[38]。

通过 SHM 相互作用蛋白的介导，实现了达玛烯

二醇合酶 (PgDDS) 与角鲨烯环氧酶 (ERG1) 在

胞内的共同定位，增强了 PgDDS对 2,3-氧化角鲨

烯的竞争性，减少了 2,3-氧化角鲨烯的扩散损失，

产量提高了 2倍[39]。以氧化葡萄糖酸杆菌为宿主

细胞，通过多酶自组装技术实现了两个参与赤藓

糖生物合成的级联酶——异源核糖异构酶 (L-RI) 
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与该菌细胞膜上的山梨醇脱氢酶 (SDH) 自组装共

定位，构建了赤藓糖一步发酵的重组菌，大幅提高

了赤藓糖在氧化葡萄糖酸杆菌中的产率和产量[40]。 

2.3  细胞工厂 

细胞工厂是生物制造的重要技术平台，为生

物质资源的开发和利用开辟了新途径，然而微生

物代谢过程十分复杂，往往存在胞内传质效率差、

中间代谢物损耗大、目标产物产量低、结构相似

副产物多等问题[41]，在积累了大量酶分子元件并

对认知其构效关系及作用机制的基础上，创制或

重构高效的细胞工厂成为可能。作者团队针对甾

体药物及萜类化合物合成、多元醇定向转化等方

面开展了研究。 

甾体药物是仅次于抗生素的第二大类药物，

其合成主要有两种工艺路线：一种是从黄姜等薯

蓣科植物中提取皂素进行化学合成制取双烯等甾

体药物核心原料，进一步合成甾体药物；另一种

通过微生物转化制取雄烯二酮、9-羟基雄烯二酮、

雄二烯二酮等甾体药物核心原料，进一步生产甾

体药物。以皂素为原料生产双烯的工艺过程中存

在严重的资源和环保问题，微生物转化工艺可解

决或部分解决这些问题，但微生物合成过程存在

副产物多、结构相似不易分离以及母核降解等共

性难题，加之甾醇不溶于水，微生物对其转化效

率十分低下等，这些问题严重制约了甾体制药工

业的整体发展。作者团队基于对甾醇微生物代谢

的系统性分析、机制鉴定和代谢通路的调控，建

立了针对甾醇代谢分枝杆菌的靶向性基因编辑平

台，可对目的基因进行有效的敲除或敲入，创新

发展了针对目标产物高选择性且低降解率的理性

代谢工程菌种研发技术；在此基础上，基于对分

枝杆菌细胞被膜在甾醇摄取转化过程中关键作用

的认知，发明了理性改造细胞被膜关键组分的关

键技术，极大提高了微生物水相摄取并转化甾醇

的效率。从而成功创制了围绕甾体药物合成的细

胞工厂，可以生产雄甾烯酮或 C22羟基孕甾等系

列甾体药物中间体[42-44]。 

萜类是重要的化学活性物质，因其具有抗肿

瘤、缓衰老、抗病毒等多种生理功能而被广泛应

用于医药、食品、化妆品等领域。目前萜类主要

来源于植物提取和化学合成[45]，首先，原料来源

限制了其广泛应用，其次，植物提取的产量和质

量易受地域、环境、季节、天气的影响，加之化

学合成过程中使用重金属催化剂、副产物较多、

环境影响较大等因素，使得另辟萜类生产途径尤

为迫切，利用微生物生产萜类化合物已成为引人

瞩目的发展方向。作者团队利用基因编辑技术，

采取多个目标酶于特定细胞器区室化表达的策

略，在不同底盘细胞中，如链霉菌、酿酒酵母及

大肠杆菌等，分别创建了萜类化合物高效合成平

台，目前已在单萜、倍半萜、二萜、三萜等化合

物合成方面取得重要突破，如角鲨烯产量可达到

10 g/L发酵液。 

多元醇作为一种结构多样、应用广泛、生物

利用度高的新一代平台化合物而受到高度关注，

然而因其富含活泼且化学性质相似的多个羟基，

“特定羟基的选择性转化”是极富挑战性的技术难

题。作者团队对生产维生素 C的菌种之一——氧

化葡萄糖酸杆菌开展了长达 30 多年的研究，通

过对该菌代谢机制及醇脱氢酶功能的揭示，创造

性地将该细胞构建成为可选择性氧化多元醇的

细胞工厂，目前已可以催化合成近百种有价值的

化合物[46]。 

3  酶与生物催化技术应用 

酶催化剂在医药、食品、轻工、化工和环保

等领域应用广泛[4,47]，作者团队基于酶分子机器

及细胞工厂的定制开发了阿格列汀、西他列汀等

手性胺类医药中间体[48]、伊鲁替尼、克唑替尼、

阿法替尼、他汀类等手性醇类医药中间体[49-50]、
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R-扁桃酸、R-邻氯扁桃酸[28]等光学纯 α-羟基酸、

甾体、米格列醇、手性非天然氨基酸等绿色生产

工艺，实现了酶在医药、精细化学品等领域的产

业化应用。 

3.1  手性非天然氨基酸 

手性非天然氨基酸是合成手性药物及其他手

性精细化工品的重要原料。生物催化拆分制备手

性非天然氨基酸已经成为国际竞相追逐的产业方

向之一。作者团队立足于国内企业的生产现状与

国际市场的商业竞争及技术壁垒，将青霉素酰化

酶用于催化拆分制备手性非天然氨基酸，解决了

三大关键技术问题，实现了众多手性非天然氨基

酸的高效生物催化制备[51-54]。提出了慢速利用碳

源、前体成熟因子流加、C/N 源平衡流加和比生

长速率调控等策略，使青霉素酰化酶发酵水平达

到国际最高，创新集成了专用组成型表达技术与

渗透提取技术，使青霉素酰化酶提纯更简单，利

用自主廉价固定化载体及固定化后修饰技术，使

固定化青霉素酰化酶活力更高、稳定性更好，使

青霉素酰化酶适用于几乎所有非天然手性氨基酸

的制备，且立体选择性高、得率高，在国内多家

企业实现了技术转化。 

3.2  甾体药物中间体 

针对如何推动甾体制药工业向绿色制造转变

这一行业重大需求，作者团队试图利用生物催化

转化技术精减改革现有甾体药物的合成路线，建

立基于甾醇转化生产甾体药物的基础工业体系，

从而创建了系列具有自主知识产权的高产能生物

催化剂及集成化细胞工厂，形成了从基础研究到

技术发明、再到产业化应用并产生经济效益的完

整产业链。作者团队创建了系列高品质甾醇转化

微生物细胞工厂和全新水相生产系统，已实现雄

甾烯酮、C22羟基孕甾和 A/B-环降解物等系列产

品的生产，可用于雄性及蛋白同化激素、肾上腺

皮质激素、孕激素、雌激素等近 300 种甾体药物

合成[42-44]。鉴于这些产品可用于几乎所有临床用

甾体药物的合成，因此，本项目形成了可覆盖几

乎所有甾体药物合成所需前体的完整甾体制药工

业体系，对于我国甾体制药工业企业的产业升级

意义重大。通过与企业的产学研合作，相关技术

已在多家知名甾体制药企业得到了应用推广和产

业化，已产生可观的经济和社会效益，有望打破

甾体药物国际大公司在高值药品及其核心技术方

面对中国的垄断，从而破解我国长期以来高污染、

低收益的甾体原料出口的困境。 

3.3  多元醇及其平台化合物 

基于备受关注的新一代平台化合物多元醇及

其衍生物，作者团队利用自主创制的具备选择性

氧化多元醇的氧化葡萄糖酸杆菌[46]，实现了多元

醇单一底物到单一产物的定向转化，创建了以细胞

催化剂为核心的酮糖、糖酸、羟基酸等多种产品的

合成新途径[55-56]。在此基础上，创建了菌体生长和

目的酶表达协同进化及膜蛋白高效表达的氧化葡

萄糖酸杆菌定向改造技术，提高细胞催化剂的催化

效率，使细胞催化技术产业化成为可能[55,57-58]。同

时提出了基于溶氧-C/N平衡培养策略，实现了细

胞催化剂高密度、高活性、低成本生产[59]；建立

了反应-分离耦合消除酶抑制技术，实现了工业生

产环境下细胞催化剂的高效利用。以上研究形成

了包括生物催化法生产米格列醇药物、葡萄糖酸、

2-酮基葡萄糖酸、(S)-苯乙二醇、(R)-羟基异丁

酸、二羟基丙酮等在内的多项产业化成果。 

4  结论与展望 

生物技术被《“十三五”国家战略性新兴产业

发展规划》列为新一代产业新支柱和新增长点[60]，

并提出生物技术惠民工程，酶工程作为生物技术

的核心模块近年来得到快速发展。虽然酶分子定

制、新酶挖掘工具的开发、多酶组装、细胞工厂

定制等方面已经获得一定进展，但依然存在较多
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问题亟待解决，如更精准的生物催化剂设计工具

待开发、细胞工厂代谢途径与机制有待深入解析

等。因而在今后的工作中需要不断增强自主创新

能力，特别是针对优势资源开发自主的基因编辑

技术、酶分子从头设计、理性改造技术及细胞工

厂元件装配技术等。同时，加强产学研结合，

创新合作机制，充分融合市场敏锐度和科研创

新能力，从而推动绿色生物制造工业体系的快

速发展。 
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