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游淳  中国科学院天津工业生物技术研究所体外合成生物学中心研究员，国家青

年千人，博士生导师。主要研究方向是通过构建体外多酶分子机器高效生产高值

化学品，例如单糖、寡糖、肌醇及其衍生物、人造淀粉等。研究涉及到酶元件的

稳定性和辅酶适配性改造，多酶复合模块的构建和底物穿梭机制的研究，体外多

酶分子机器中元件/模块的适配性研究等。以第一作者或通讯作者在 ACS Catal、

Angew Chem Int Ed、Proc Natl Acad Sci USA、Biotechnol Bioeng 等国际期刊发表

40 余篇学术论文。 
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摘  要: 体外多酶分子机器遵循所设计的多酶催化路径，将若干种纯化或部分纯化的酶元件进行合理的优化与适

配，高效地在体外将特定的底物转化为目标化合物。体外多酶分子机器反应系统呈现元件化和模块化的特点，在设

计、组装和调控方面具有较高的自由度。近年来，体外多酶分子机器在实现反应过程的精准调控和提高产品得率方

面的优势逐渐体现，展示了其在生物制造领域重要的应用潜力。对体外多酶分子机器的相关研究已成为合成生物学

的一个重要分支领域，日益受到广泛的关注。文中系统地综述了基于酶元件/模块的体外多酶分子机器的构建策略，

以及改善该分子机器中酶元件/模块之间适配性的研究进展，并分析了该生物制造平台的发展前景与挑战。 

关键词: 生物元件，反应模块，辅酶，人工多酶复合体，适配性，体外酶生物合成系统，体外合成生物学，生物制造 

In vitro multi-enzyme molecular machines – a review 
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Abstract:  In vitro multi-enzyme molecular machines that follow the designed multi-enzyme pathways, require the rational 
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optimization and adaptation of several purified or partially purified enzyme components, in order to convert certain substrates 

into target compounds in vitro in an efficient manner. This type of molecular machine is component-based and modularized, so 

that its design, assembly, and regulation processes are highly flexible. Recently, the advantages of in vitro multi-enzyme 

molecular machines on the precise control of reaction process and the enhancement of product yield have suggested their great 

application potential in biomanufacturing. Studies on in vitro multi-enzyme molecular machines have become an important 

branch of synthetic biology, and are gaining increasing attentions. This article systematically reviews the enzyme 

component-/module-based construction strategy of in vitro multi-enzyme molecular machines, as well as the research progress 

on the improvement of compatibility among enzyme components/modules. The current challenges and future prospects of in 

vitro multi-enzyme molecular machines are also discussed. 

Keywords:  biological component, reaction module, coenzyme, artificial multi-enzyme complex, compatibility, in vitro synthetic 

enzymatic biosystem, in vitro synthetic biology, biomanufacturing 

体外多酶分子机器是遵循所设计的多酶催化

路径，由若干生物酶元件构成，在体外将特定的

底物转化为目标化合物的生物催化系统。与目前

主流的微生物细胞催化系统相比，体外多酶分子

机器具有很多优势，例如副反应少[1]、产品得率

高[2-3]、反应速度快[4-5]、产品易分离[6-7]、可耐受

有毒的环境[1]、系统可操作性强[1]等，在生物制造

领域展现出日益增强的竞争力。 

体外多酶分子机器的构建流程通常包括下列

步骤：1) 确定初始底物和目标产物，设计反应路

径，从热力学角度对反应路径进行可行性分析；

2) 寻找合适的酶元件的来源，对酶元件进行制备

和酶学性质表征；3) 进行概念实验，检测产物的

生成；4) 确认反应系统的物质流瓶颈，优化反应

条件以解决系统的适配问题。早期的体外多酶分

子机器普遍存在酶元件选择少、酶稳定性差、需

要添加昂贵辅酶等问题，在多数情况下仅限于高

值化学品的生产[8-9]。近年来，随着相关研究的不

断发展，上述问题均得到了一定程度的改善，科

研人员设计并构建了多种更为复杂的体外多酶分

子机器，以经济易得的底物实现了许多大宗化学

品的高效合成[3,10-14]。 

随着系统的复杂化，体外多酶分子机器逐渐

呈现出模块化的特点[14-17]。每个反应模块由 1 种

或几种酶元件 (以及辅酶等非酶元件) 构成。元

件、模块的自由组合使体外多酶分子机器的催化

功能得到了极大的拓展。然而如何在含有大量元

件和模块的体外多酶分子机器中实现各组分的有

效适配是当前研究面临的关键问题。此外，与细

胞工厂不同的是，体外多酶分子机器中的酶元件/

模块具有不可再生性，因此对反应系统的稳定性

提出了更高的要求。 

本文结合国内外已开展的相关研究，介绍体

外多酶分子机器中反应模块的设计、构建与应用，

并详细阐述各个反应模块的有效适配方法，最后

讨论了该分子机器在生物制造领域的发展前景和

面临的挑战。 

1  反应模块的设计、构建与应用 

体外多酶分子机器通常包含酶和非酶元件，

非酶元件包括辅酶元件和用于构建人工多酶复合

体的支架元件、卯榫元件等。在体外多酶分子机

器中，完成一些特定功能所需的酶元件或非酶元

件的组合就构成了酶的反应模块。根据反应模块

对非酶元件的依赖性，反应模块可被分为仅包含

酶元件的模块以及由酶元件和非酶元件共同构成

的模块两大类。本节将从模块的设计、构建与应

用层面分别对这两类反应模块进行介绍。 

1.1  仅包含酶元件的反应模块 

在体外多酶分子机器中，有一类反应模块仅

由酶元件构成，无需辅酶等非酶元件的协助即能
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够独立实现特定的催化功能。例如，淀粉磷酸化

模块 (Starch phosphorylation module) 由 α-葡聚

糖磷酸化酶 (α-glucan phosphorylase，αGP)、异淀

粉酶  (Isoamylase， IA) 以及 4-α-糖基转移酶 

(4-α-glucanotransferase，4GT) 这 3 种酶元件构成，

将淀粉和无机磷 (Inorganic phosphate，Pi) 完全

转化为葡萄糖 1-磷酸 (Glucose 1-phosphate，G1P)

并产生少量葡萄糖。在该反应模块的下游添加其他

的酶元件或反应模块，能够进一步利用 G1P 实现

氢气[18]、肌醇[19]或昆布二糖[20]等的生产 (图 1)。 

在上述以淀粉为底物产氢的体外多酶分子机

器中，除了淀粉磷酸化模块之外，另一个仅由酶元

件组成的反应模块是将副产物核酮糖 5-磷酸 

(Ribulose 5-phosphate，Ru5P) 重新转化为反应体系

的中间产物葡萄糖6-磷酸 (Glucose 6-phosphate，G6P) 

的碳重排模块 (Carbon rearrangement module) (图 1)，

其作用是提高底物的利用率。在 Cheng 等设计的

以木糖为底物生产肌醇的体外多酶分子机器中，反

应系统的核心也是一个类似的碳重排模块，通过 

将 6 分子的木酮糖 5-磷酸 (Xylulose 5-phosphate，

Xu5P) 转化为 5 分子的 G6P，完成了从五碳化合

物到六碳化合物的转变[21]。碳重排模块也可实现

由四碳化合物向六碳化合物的转化。例如，Igor

等设计的非氧化糖酵解 (Non-oxidative glycolysis)

体外多酶分子机器中包含一个将 3 分子赤藓糖 4-

磷酸 (Erythrose 4-phosphate，E4P) 转化为 2 分子

果糖 6-磷酸 (Fructose 6-phosphate，F6P) 的碳重排

模块，以实现该反应途径的最终产物——乙酰磷酸 

(Acetyl phosphate) 的化学计量数生成[22]。在这个

碳重排模块的基础上，Wei 等添加了淀粉磷酸化模

块和 L-茶氨酸生产元件，构建了以淀粉为底物、

以乙酰磷酸为直接能量供体的体外多酶 ATP 再生

底盘系统，实现了 ATP 的化学计量数再生，并以

再生的 ATP 进行了 L-茶氨酸的高效生产[13]。 

为了简化反应体系、降低生产成本、提升系

统稳定性，研究者们在设计体外多酶分子机器反

应路径时会尽量减少所需酶元件的种类，并规避辅

酶的使用[16]。例如丙酮酸是糖酵解途径的最终产

物，也是重要的平台化合物。然而生物体内利用天

然代谢途径将甘油转化为丙酮酸的过程涉及至少

8 种酶元件以及 NAD、ATP 等辅酶元件的参     

与[23-25]。为了简化反应系统，Gao 等设计了一个仅

需 3 种热稳酶元件即可将甘油转化为丙酮酸的人

工反应模块，并在其下游添加了另外 2 种酶元件进

行  (3R)-乙偶姻  ((3R)-acetoin) 的生产，获得了

85.5%的高产品得率[26]。该反应模块简单、稳定、

高效，为构建以甘油为底物经由丙酮酸生产其他生

物化学品的体外多酶分子机器奠定了良好基础。 

1.2  由酶元件和非酶元件共同构成的反应模块 

1.2.1  NAD(P) 辅酶再生模块 

在多数情况下，体外多酶分子机器反应系统

会不可避免地需要辅酶的参与。天然辅酶由于价

格昂贵、稳定性差、在高浓度时对某些酶的活性

造成抑制等因素，不适合一次性大量加入体外多

酶分子机器中进行反应[27-28]。辅酶再生模块能够

很好地解决上述问题，是构建可持续运作的辅酶

依赖型体外多酶分子机器的重要前提。 

天然的烟酰胺类辅酶 NAD(P) 是氧化还原酶

元件最常用的电子中介体，通过在 NAD(P)+ (氧化

态) 和 NAD(P)H (还原态) 之间相互转化实现电子

的传递。常见的 NAD(P)+ 再生模块由 NAD(P)H 氧

化 酶  (NAD(P)H oxidase)[3,29] 或 乳 酸 脱 氢 酶 

(Lactate dehydrogenase)[30]等单一的酶元件与相应

的辅酶元件组合而成。而常见的最简单的 NAD(P)H

再生模块则由醇脱氢酶 (Alcohol dehydrogenase，

ADH)[30-31]、甲酸脱氢酶 (Formate dehydrogenase，

FDH)[32-34]、葡萄糖脱氢酶 (Glucose dehydrogenase，

GDH)[35-37]、亚磷酸脱氢酶 (Phosphite dehydrogenase，

PTDH)[38-39]或氢酶 (Hydrogenase)[40-41]等单一的酶

元件与相应的辅酶元件组合而成。 
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图 1  模块化的体外多酶分子机器示例 

Fig. 1  Examples of modularized in vitro multi-enzyme molecular machines. IA: isoamylase; 4GT: 4-α-glucanotransferase; 
αGP: α-glucan phosphorylase; LBP: laminaribiose phosphorylase; PGM: phosphoglucomutase; IPS: inositol 1-phosphate 
synthase; IMP: inositol monophosphatase; G6PDH: glucose 6-phosphate dehydrogenase; 6PGL: 6-phosphogluconolactonase; 
6PGDH: 6-phosphogluconate dehydrogenase; NROR: NADPH rubredoxin oxidoreductase; SHI: soluble hydrogenase I; RPI: 
ribose 5-phosphate isomerase; RPE: ribulose-phosphate 3-epimerase; TK: transketolase; TAL: transaldolase; TIM: triose 
phosphate isomerase; ALD: fructose-bisphosphate aldolase; FBP: fructose 1,6-bisphosphatase; PGI: phosphoglucose 
isomerase; G1P: glucose 1-phoshpate; Pi: inorganic phosphate; G6P: glucose 6-phosphate; 6-PGL: 6-phosphogluconolactone; 
6PG: 6-phosphogluconate; BV: benzyl viologen; Ru5P: ribulose 5-phosphate; R5P: ribose 5-phosphate; Xu5P: xylulose 
5-phosphate; G3P: glyceraldehyde 3-phosphate; S7P: sedoheptulose 7-phosphate; E4P: erythrose 4-phosphate; F6P: fructose 
6-phosphate; DHAP: dihydroxyacetone phosphate; F1,6P: fructose 1,6-bisphosphate.  
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更为复杂的烟酰胺类辅酶再生模块包含多种

酶元件。例如，Kim 等利用醇脱氢酶、醛脱氢酶 

(Aldehyde dehydrogenase，ALDH) 和甲酸脱氢酶

组合成反应模块，使 1 分子甲醇完全氧化并产生

3 分子 NADH，这些还原力可用于生物产电[42]。

该反应模块可作为一个以甲醇为底物的高效

NADH 再生模块 (图 2A) 与其他消耗 NADH 的

酶反应模块结合，创建新的体外多酶分子机器。

来源于极端嗜热的激烈火球菌 Pyrococcus furiosus

的可溶性氢酶 (Soluble hydrogenase I，SHI) 偏好辅

酶 NADP+而对 NAD+的活性极低，可以利用氢气

为底物在高温下进行 NADPH 的再生[43-44]。为了实

现基于氢酶的 NADH 再生，Song 等构建了一个包

含 SHI 和具有热稳定性的黄递酶 (Diaphorase，DI) 

的 NADH再生模块，利用DI将 SHI产生的 NADPH

转化为 NADH (图 2B)，并在该反应模块的基础上

添加了具有热稳定性的乳酸脱氢酶，在 50 ℃的条

件下实现了从丙酮酸到乳酸的完全转化[45]。 

烟 酰 胺 类 辅 酶 再 生 模 块 通 常 进 行 的 是

NAD(P)+与 NAD(P)(H) 之间的转化。这类辅酶再

生模块与消耗辅酶的反应模块结合，用以达到理

想状态下体外多酶分子机器内部的辅酶平衡。由

于多酶反应有时在高温下进行，而 NAD(P)+和

NAD(P)H 易遇热分解，导致在较高的温度下进行

反应的体外多酶分子机器在运行过程中辅酶的浓

度逐渐降低，影响了催化效率[12,46]。Honda 等发

现在高温条件下，NAD+被分解为更稳定的烟酰胺 

(Nicotinamide) 和 ADP-核糖 (ADP-ribose)，因此

构建了包含 4 种热稳酶元件的辅酶再生模块，将

NAD+受热分解产生的烟酰胺和 ADP-核糖重新合

成为 NAD+ (图 2C)，使反应体系中 NAD+的浓度

在 60 ℃能够保持恒定达 15 h[47]。该辅酶再生模

块能够在一定程度上缓解辅酶的不稳定性对体外

多酶分子机器造成的负面影响。 

1.2.2  ATP 再生模块 

三磷酸腺苷  (Adenosine triphosphate，ATP)

是一种高能磷酸化合物，通过与二磷酸腺苷 

(Adenosine diphosphate，ADP) 的相互转化实现能

量的贮存和释放，为生物催化过程提供能量。含有

ATP 的体外多酶分子机器通常需要加入 ATP 再生

模块，以保证 ATP 的持续供应。以多聚磷酸激酶 

(Polyphosphate kinase，PPK) 和 ADP 构成的反应

模块是目前应用最为广泛的 ATP 再生策略[48-51]。

该 ATP 再生模块利用价格低廉的多聚磷酸 

(Polyphosphate) 作为 ATP 再生的磷酸供体。然而

高浓度的多聚磷酸会与体外多酶分子机器反应系

统中的二价金属离子螯合，影响酶元件的催化活

性[52-53]。因此，研究人员开发出更为复杂的 ATP

再生模块，以经济易得的不含磷化合物作为能量

来源，将 ADP 和无机磷重新生成为 ATP。例如，

Kim 和 Swartz 使用含有 3 种酶元件的反应模块，

将丙酮酸经由乙酰辅酶A (Acetyl-CoA) 和乙酰磷

酸转化为乙酸，同时完成 ATP 的再生，每分子丙

酮酸能再生 1 分子 ATP (图 3)[54]。该 ATP 再生模

块也被称为 PANOx 系统[55]。为了进一步提高 ATP

的产量，Wang 等向 PANOx 模块上游添加了糖酵

解模块，以葡萄糖为底物生产 ATP 再生所需的丙

酮酸，改进后的 ATP 再生模块每消耗 1 分子葡萄

糖底物可再生 3 分子 ATP (图 3)[55]。在这个改进

后的 ATP 再生模块中，葡萄糖首先在己糖激酶 

(Hexokinase，Hex) 的催化作用下被磷酸化为

G6P，并消耗 ATP。为了进一步提高 ATP 的再生

效率，研究者们又使用 α-葡聚糖磷酸化酶和磷酸

葡萄糖变位酶 (Phosphoglucomutase，PGM) 取代

了己糖激酶，构建了以麦芽糊精和无机磷为底物

的 ATP 再生模块[55]。该模块避免了葡萄糖磷酸化

这一消耗 ATP 的过程，因此每个葡萄糖当量的麦

芽糊精总共可再生 4 分子 ATP。然而这些 ATP 再 
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图 2  含有多种酶元件的 NAD(H)再生模块  

Fig. 2  Examples of NAD(H) regeneration modules comprised of more than one enzyme. (A) An NADH regeneration 
module based on the complete oxidation of methanol. (B) An NADH regeneration module that consumes hydrogen gas. 
(C) An NAD+ regeneration module that produces NAD+ from its heat-degradation products. ADH: alcohol 
dehydrogenase; ALDH: aldehyde dehydrogenase; FDH: formate dehydrogenase; SHI: soluble hydrogenase I; DI: 
diaphorase; ADPRP: ADP-ribose pyrophosphatase; ADK: adenylate kinase; PPK: polyphosphate kinase; RPK: 
ribose-phosphate pyrophosphokinase; NADase: nicotinamidase; NAPRT: nicotinate phosphoribosyltransferase; NaMAT: 
nicotinate monomucleotide adenylyltransferase; NADS: NAD+ synthase; polyP: polyphosphate. 
 

生模块都需要 NAD(H) 和辅酶 A (Coenzyme A，

CoA) 等昂贵辅酶的参与。为了规避价格昂贵且

不稳定的 NAD(P) 以及 CoA 的使用，Wei 等构建

了另一种基于麦芽糊精的 ATP 再生模块，在利用

α-葡聚糖磷酸化酶和磷酸葡萄糖变位酶将麦芽糊

精磷酸化为 G6P 后，使用磷酸葡萄糖异构酶 

(Phosphoglucose isomerase，PGI) 将 G6P 转化为

F6P，进而利用转酮酶  (Phosphoketolase，PKL)

将 F6P 分解为 E4P 和乙酰磷酸，之后以乙酰磷酸

为直接磷酸供体完成 ATP 的再生 (图 3)[13]。在将

E4P 重新转化为 F6P 的碳重排模块的协助下，上

述 ATP 再生模块每消耗 1 个葡萄糖当量的麦芽糊

精可再生 3 分子 ATP。 

对于消耗 ATP 产生单磷酸腺苷 (Adenosine 

monophosphate，AMP) 的酶元件而言，相应的

ATP再生模块需要将 AMP转化为 ATP[56]。Resnick

等构建了包含 2 种酶元件的 ATP 再生模块，首先

以多聚磷酸为磷酸供体，使用多磷酸 AMP 磷酸

转移酶 (Polyphosphate:AMP phosphotransferase，

PPT) 将 AMP 磷酸化为 ADP，之后使用腺苷酸激

酶 (Adenylate kinase，ADK) 将 2 分子 ADP 转化

为 1 分子 ATP 和 1 分子 AMP[57]。为了进一步提

高 ATP 再生的效率，Kameda 等构建了 PAP-PPK

模块，其中包含 2 种能够利用多聚磷酸为磷酸供

体的酶元件，将 AMP 经由 ADP 转化为 ATP[52]。

该 ATP 再生模块与消耗 ATP 产生 AMP 的乙酰辅
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酶 A 合成酶 (Acetyl-CoA synthase，ACS) 联用，

实现了以乙酸和辅酶 A 为底物的乙酰辅酶 A 的生

产，产物基于辅酶 A 的得率达到 99.5%。 

1.2.3  人工多酶复合体反应模块 

除了辅酶元件，常见的非酶元件还包括用于

构建人工多酶复合体反应模块的支架元件、卯榫

元件等。这些支架元件和卯榫元件能够协助酶元

件按照一定的空间结构形成自组装人工多酶复合

体，产生底物通道效应 (Substrate channeling)，减

少反应中间产物的扩散，从而展现出高效的催化

特性。 

基于连接肽这一卯榫元件构建而成的融合酶

是一种最常见的人工多酶复合体 (图 4A)。Peters

等使用长度为 12–13 个氨基酸残基的连接肽将烯

醇还原酶 (Enoate reductase) 与 Baeyer-Villiger 单

加氧酶  (Baeyer-Villiger-monooxygenase) 组装成

融合酶，并在此基础上添加游离的醇脱氢酶构建

成完整的体外多酶分子机器，将不饱和醇转化为

内脂 (Lactone)[58]。相比以游离酶元件构建而成的

多酶分子机器，含有酶复合体的多酶分子机器的产

量提高了 40%。Fan 等使用 (GGGGS)3 连接肽将

NAD 依赖型甲醇脱氢酶 (Methanol dehydrogenase，

Mdh) 与 6-磷酸己酮糖合成酶 (Hexulose-6-phosphate 

synthase，Hps) 及 6-磷酸己酮糖异构酶 (6-phospho- 

3-hexuloisomerase，Phi) 改造为 Mdh-Hps-Phi 融合

酶，其消耗甲醇的 Vmax 约为游离 Mdh 的 5.7 倍，

以甲醇为底物生产 F6P 的反应速率约为 3 种游离

酶混合物的 1.3 倍[59]。 
 

 
 

图 3  以丙酮酸、葡萄糖或麦芽糊精为能量来源的 ATP 再生模块 

Fig. 3  ATP regeneration modules that utilize pyruvate, glucose or maltodextrin as energy source. Hex: hexokinase; PK: 
pyruvate kinase; αGP: α-glucan phosphorylase; PGM: phosphoglucomutase; PGI: phosphoglucose isomerase; PKL: 
phosphoketolase; AK: acetate kinase; LDH: lactate dehydrogenase; PDH: pyruvate dehydrogenase; PTA: phosphate 
acetyltransferase; G6P: glucose 6-phosphate; F1,6P: fructose 1,6-bisphosphate; Pi: inorganic phosphate; PEP: 
phosphoenolpyruvate; F6P: fructose 6-phosphate; E4P: erythrose 4-phosphate. 
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卯榫元件的多样性为人工多酶复合体的组装

提供了多种策略。例如，亮氨酸拉链结构域 

(Leucine zipper domain) 能够通过 coiled-coil 相互

作用形成二聚体结构[60]，可作为一种卯榫元件与

酶元件进行融合，从而将多种酶元件组装成复合

体 (图 4B)。Kim 等构建了一个包含 3 种酶元件的

反应模块，利用醇脱氢酶、醛脱氢酶和甲酸脱氢

酶的级联反应实现甲醇的完全氧化[42]。每种酶元

件的 N 端都融合了一个亮氨酸拉链结构域，使得

这些酶元件能够基于 coiled-coil 相互作用自组装

形成水凝胶结构。与亮氨酸拉链结构域的融合对

醛脱氢酶的催化活性几乎没有影响，并提高了醇

脱氢酶和甲酸脱氢酶的催化活性。具有亲和作用

的特定结构域及其配体也可被作为卯榫元件，介

导多酶复合体的组装 (图 4C)。例如，Price 等将

SH3 结构域及其配体与 Hps-Phi 融合酶及甲醇脱

氢酶分别融合，通过 SH3 结构域与其配体的亲和

作用组装了三酶复合体，以甲醇和核酮糖 5-磷酸

为底物生产 F6P[61]。与游离酶相比，使用该多酶

复合体使 F6P 的产量提高了近 50 倍。 

为了使人工多酶复合体的组装和催化过程更

加可控，研究者们往往将卯榫元件与支架元件联

用，使多种酶元件在支架元件上进行距离可控或

顺序可控的空间排列。DNA 支架元件的稳定性

强，且可以通过改变 DNA 链的长度精准调控酶

元件在支架上的排列间距，是研究多酶复合体底

物通道机制的重要模型 (图 4D)。例如，Wilner

等使用单链 DNA 自组装成内含多个六边形的带

状结构，之后通过化学交联的方式将辣根过氧化

物酶 (Horseradish peroxidase，HRP)、葡萄糖脱氢

酶以及辅酶 NAD+共固定在 DNA 支架上，大幅度

提高 了反应速 率 [62] 。 Ngo 等在木 糖还原酶 

(Xylose reductase，XR) 和木糖醇脱氢酶 (Xylitol 

dehydrogenase，XDH) 2 种酶元件上分别融合了不

同的 DNA 结合蛋白 (DNA-binding protein) 作为

卯榫元件，从而将酶元件固定在 DNA 折纸结构 

(DNA origami) 上形成双酶复合体，以木糖为底

物生产木酮糖[63]。酶元件在 DNA 支架上的距离被

认为是影响该双酶复合体催化效率的决定性因素。 

与 DNA 支架相比，蛋白支架的成本更加低

廉，更适合被应用于体外多酶分子机器进行生物

化学品的生产。最为广泛研究的蛋白支架是由多

个黏连蛋白 (Cohesin) 通过连接肽进行融合制作

而成 (图 4E)。融合了锚定蛋白 (Dockerin) 的酶

元件可通过黏连蛋白与锚定蛋白之间的特异性亲

和作用被安装在蛋白支架上。例如，You 等设计

了含有 3 种来源于不同嗜热菌的黏连蛋白的线性

支架 mini-scaffoldin，将 3 种热稳酶元件在该蛋白

支架上进行了有序排列，使其催化速率相比游离

酶提高了 1 个数量级[64]。该支架蛋白 mini-scaffoldin

上还携带有纤维素结合域  (Cellulose-binding 

module，CBM)，可与纤维素结合，实现多酶复合

体的一步组装与纯化[65]。Chen 等以同样的 mini- 

scaffoldin 蛋白支架将包括氢酶在内的 3 种热稳酶

元件组装成人工多酶复合体，以麦芽糊精为底物

进行了氢气的生产[66]。与游离酶相比，该多酶复

合体在 70 ℃具有相似的稳定性，但能将反应速率

提升 2.5 倍。Liu 等将含有 3 种黏连蛋白的支架展

示在酵母细胞表面，将醇脱氢酶、甲醛脱氢酶和

甲酸脱氢酶有序地组装成为复合体，使 NADH 的

生产速率提高了 5 倍[67]。其他具有亲和作用的卯

榫元件也可被用于蛋白支架的构建。例如，Yu 等

设计了包含 3 个卯榫元件的 IPa-IPb-IPc 线性蛋白

支架，进而通过 IPA/IPa、IPB/IPb、IPC/IPc 这     

3 组卯榫蛋白元件的相互作用构建了包含 3 种纤

维素酶的复合体，并通过调整 3 种纤维素酶在蛋

白支架上的排列顺序，进一步提高了纤维素分解

的效率[68]。 
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图 4  人工多酶复合体的组装策略  

Fig. 4  Strategies for the construction of artificial multi-enzyme complexes. (A) A multi-enzyme complex using a 
peptide linker as connecting component. (B) A multi-enzyme complex using the leucine zipper domains as connecting 
components. (C) A multi-enzyme complex using an affinity domain and its ligand as connecting components. (D) A 
multi-enzyme complex based on a DNA scaffold. (E) A multi-enzyme complex based on a protein scaffold. E1, E2 and 
E3 resemble enzyme components. 

 

具有平面型空间结构的蛋白支架元件也可以

被用于人工多酶复合体的组装。例如，Zhang 等

利用可自组装成六边形片状结构的肠道沙门氏菌

Salmonella enterica 壳蛋白 (Shell protein) 作为

支架元件，并将壳蛋白与卯榫元件 SpyCatcher 融

合，继而通过 SpyTag/SpyCatcher 卯榫元件的共价

相互 作用构建 了双酶复 合体，将 (S)-2- 己醇 

((S)-2-hexanol) 转化为 (R)-2- 氨基己烷  ((R)-2- 

aminohexane)[69]。与游离酶相比，该双酶复合体

使反应达到 90%底物转化率的时间缩短了 50%。

Hirakawa 等使用具有空心环状结构的增殖细胞核

抗原 (Proliferating cell nuclear antigen，PCNA) 作

为蛋白支架，将细菌细胞色素 P450 (Cytochrome 

P450)、铁氧还蛋白 (Ferredoxin)以及铁氧还蛋白

还原酶  (Ferredoxin reductase) 分别与异源三聚

体 PCNA 的 3 个亚基经由连接肽融合，从而基于

PCNA 蛋白支架的自组装形成了人工三酶复合

体，将反应速率提升了 2 个数量级[70]。 

上述研究证明了人工多酶复合体在提升反应

效率方面具有很高的应用价值和潜力。在未来的

研究中，人工多酶复合体可作为一个独立的反应

模块被整合于更为复杂的体外多酶分子机器中，

以提升多酶分子机器反应系统的整体效率。 

2  体外多酶分子机器各组分的适配 

构成同一体外多酶分子机器的各生物元件在

辅酶偏好性、催化活性、最适温度和 pH、热稳定

性等方面都可能存在差异。过于显著的元件性质

差异将导致反应系统不能很好地适配，从而影响

体外多酶分子机器的催化效率。因此，实现体外

多酶分子机器各组分之间的适配是提升反应系统

运行效率的重要前提。 

本节主要从辅酶相关的系统适配、酶元件的

催化功能改造与系统适配以及体外多酶分子机器

物质流瓶颈的确认与解除这 3 个方面对目前的研

究现状进行详细介绍。 

2.1  辅酶相关的系统适配 

2.1.1  氧化还原酶的辅酶偏好性改造 

体外多酶分子机器有时包含多种氧化还原酶

元件及相应的辅酶元件。其中，烟酰胺类辅酶

NADP(H) 和 NAD(H) 是生命体氧化还原过程最

常见的电子中介体。大多数氧化还原酶都具有特
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定的辅酶偏好性[71]。解决酶元件与辅酶元件的适

配问题有助于使整个体外多酶分子机器协调运转，

实现高效的生物制造。在 1.2.1 小节中所介绍的，

利用黄递酶将反应体系中的 NADP(H) 与 NAD(H) 

进行相互转化的方法，是对体外多酶分子机器中酶

元件与辅酶元件进行协调适配的一种策略[45]。而

对氧化还原酶元件进行辅酶偏好性改造则是一种

更为常见的实现酶与辅酶有效适配的方法。 

酮醇酸还原异构酶 (Keto-acid reductoisomerase，

KARI) 通常为 NADPH 依赖型[72]，在支链氨基酸 

(Branched-chain amino acids，BCAAs) 等化学品的

生产中发挥着重要作用[73-75]。Brinkmann-Chen 等

以 KARI 为例，通过蛋白序列比对、蛋白晶体结

构分析等手段，总结出转换此类酶的辅酶偏好性

的通用方法[76]。经改造后的 NADH 依赖型 KARI

能够与产生 NADH 的反应模块 (如常见的糖酵解

模块) 相结合，实现 BCAA 的生产。 

为了降低生产成本，用于构建体外多酶分子

机器的酶元件通常只经由热处理或镍柱亲和纯化

等简单的处理即投入使用，导致酶元件中不可避

免地含有少量杂质。提升体外多酶分子机器的反

应温度有助于减少杂质导致的副反应，提高产品

得率，但对元件的稳定性提出了更高的要求。相

对于 NADP，NAD 的价格较低且相对稳定[5,77-78]。

将天然依赖 NADP 的具有热稳定性的酶元件改造

为 NAD 依赖型，有助于酶元件和整个体外多酶

分子机器稳定性的提升。Chen 等比较和分析了多

种 NADP+和 NAD+依赖型的 6-葡萄糖酸脱氢酶 

(6-phosphogluconate dehydrogenase，6PGDH) 的

氨基酸序列，并借助计算机模拟分子对接的技术

研究了酶和辅酶之间的相互作用，确认了与

NADP+磷酸基团相互作用的氨基酸残基并将其进

行理性设计，从而成功将来源于极端嗜热的海栖

热袍菌 Thermotoga maritima 的 6PGDH 由 NADP+

依赖型改造成为 NAD+依赖型[79]。6PGDH 是磷酸

戊糖途径 (Pentose phosphate pathway，PPP) 中的

一部分，为了构建一个稳定的 NAD 依赖型的磷

酸戊糖人工反应模块，Kim 等又对磷酸戊糖途径

中的另一个氧化还原酶——葡萄糖 6-磷酸脱氢酶 

(Glucose 6-phosphate dehydrogenase，G6PDH) 进

行了辅酶偏好性改造，将来源于 T. maritima 的

G6PDH 由 NADP+依赖型改造为 NAD+依赖型，从

而实现了磷酸戊糖人工反应模块中的辅酶适   

配[80]。该反应模块被应用于以淀粉为能量来源的

体外多酶分子机器，能够在 80 ℃条件下高效催化

水分解产生氢气。 

2.1.2  辅酶浓度的智能调控 

在构建含有辅酶元件的体外多酶分子机器

时，常规的策略是通过合理的反应路径设计，达

到理想状态下辅酶消耗与再生的化学计量数平衡。

然而，体外多酶分子机器的实际运作过程往往伴随

一些消耗辅酶的副反应，如 NADH 的自发性氧  

化[9]、ATP 的自发性水解，以及难以完全去除的

ATP 水解酶对 ATP 的消耗[81]等。这些副反应导致

了辅酶的实际消耗量大于理论值。因此，在体外

多酶分子机器长时间运转后往往会出现体系中辅

酶浓度逐渐降低的状况，影响了反应效率。针对ATP

降解的问题，Opgenorth 等基于变阻器的思路设计

了一个 ATP 调控模块 (ATP rheostat) (图 5A)[81]。  

该调控模块包含 2 个独立的反应分支，均能将反

应的中间产物甘油醛 3- 磷酸  (Glyceraldehyde 

3-phosphate，G3P) 转化为下游反应所需的 3-磷酸

甘油酸 (3-phosphoglycerate，3PG)。其中一个反应

分支仅包含 1 种不能进行磷酸化的磷酸甘油醛脱

氢酶 (Nonphosphorylating glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase，GapN)，在将 G3P 转化为 3PG 的

同时生成下游反应所需的 NAPDH，该反应并不

产生 ATP；另一个反应分支包含可进行磷酸化的

磷酸甘油醛脱氢酶 (Phosphorylating glyceraldehyde 

phosphate dehydrogenase，mGapDH) 和磷酸甘油
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酸激酶 (Phosphoglycerate kinase，PGK)，在这 2 个

酶的作用下，将 G3P 经由 1,3-二磷酸甘油酸 (1,3- 

bisphosphoglycerate，1,3-BPG) 转化为 3PG 并产

生 NADPH，同时将 ADP 和无机磷再生为 ATP。

多酶分子机器中的磷浓度是决定该 ATP 调控模块

运行方式的因素：当磷浓度较低时，GapN 支路发

挥作用进行 NADPH 的生产，该反应模块并无 ATP

生成；当 ATP 经由副反应水解导致体系中磷浓度

升高时，mGapDH/PGK 支路被启用，产生额外的

ATP 以弥补损耗，从而将体外多酶分子机器中的

ATP 浓度长时间维持在一个恒定的水平，大幅度

提高了产品的生成量。 

在构建体外多酶分子机器的过程中，有时难以

通过简单的路径设计达到辅酶消耗与再生的化学

计量数平衡。例如在 Opgenorth 等设计的以丙酮酸

为底物的聚羟基丁酸酯  (Polyhydroxybutyrate，

PHB) 合成途径中，丙酮酸脱氢酶  (Pyruvate 

dehydrogenase，PDH) 将 1 分子丙酮酸、1 分子辅

酶 A 以及 1 分子 NADP+转化为 1 分子乙酰辅酶 A

和 1 分子 NADPH；乙酰辅酶 A 和 NADPH 进而

被下游的 PHB 合成模块以 2︰1 的化学计量数所

利用，即每消耗 1 分子乙酰辅酶 A 仅再生 1/2 分

子的 NADP+，使整个体外多酶分子机器在长时间

运行过程中出现 NADPH 的积累[9]。针对该问题，

研究者们设计了一个维持体外多酶分子机器内部

NADP+与 NADPH 平衡的控制阀模块  (Purge 

valve module) (图 5B)。该控制阀模块包含 3 种酶

元件，分别为依赖 NADP+的突变型 PDH，依赖

NAD+的野生型 PDH，以及仅能消耗 NADH 的

NADH 氧化酶 (NADH oxidase，NoxE)。当系统

中 NADPH/NADP+比值较低的时候，控制阀处于

关闭状态，NADP+依赖型的 PDH 正常发挥功能生

成乙酰辅酶 A，同时产生 NADPH；当系统中

NADPH/NADP+比值升高时，控制阀被打开，

NADPH 依赖型 PDH 的活性受到高浓度 NADPH

的抑制，乙酰辅酶 A 的生产由 NADH 依赖型 PDH

完成，而 NoxE 消耗了所产生的 NADH，既保证

了系统中 NAD+的再生，又避免了无用的 NADH

的积累。该控制阀模块为体外多酶分子机器的反

应路径设计提供了更灵活的思路。 

2.1.3  人工仿生辅酶元件的创制及应用 

人工仿生辅酶  (Biomimetic cofactors) 元件

的创制，有望进一步提高辅酶的稳定性并降低其

成本[77,82]，从而为基于酶元件催化的生物制造模

式带来更广阔的工业化前景。此外，通过改造特

定的酶元件使其偏好人工辅酶，可以将相应的酶

催化反应与体外多酶分子机器中其他消耗天然辅

酶的酶催化反应分离开来，有利于生物催化过程

的精准调控[83]。 

烟酰胺类人工仿生辅酶是目前研究的热点。

基于天然存在的 NAD 和 NADP (图 6A)，目前人

们已创制出多种烟酰胺类人工仿生辅酶元件 (图

6B)，并对酶元件进行了改造，以实现其与人工仿

生辅酶的有效适配。Ji 等以非天然的氟胞嘧啶 

(Flucytosine) 取代天然辅酶 NAD 中的腺嘌呤部

分，创制出 NAD 的类似物烟酰胺氟代胞嘧啶二

核苷酸  (Nicotinamide flucytosine dinucleotide，

NFCD)，并通过定点饱和突变的方式改造出偏好

NFCD 的苹果酸脱氢酶  (Malate dehydrogenase) 

和乳酸脱氢酶[83]。这两种突变酶元件的组合形成

了 1 个将苹果酸转化为乳酸，同时实现 NFCD 循

环的简单反应模块。在后续的研究中，Ji 等又将

NFCD 中的氟原子分别以氯原子、溴原子或甲基

取代，创制出更多人工仿生辅酶元件，以及偏好

这 些 人 工 仿 生 辅 酶 元 件 的 突 变 型 苹 果 酸 酶 

(Malic enzyme)[84]。相比由野生型苹果酸酶与

NAD 组合而成的反应模块，由突变型苹果酸酶与

人工仿生辅酶元件组合而成的反应模块具有更高

的催化效率 (kcat/Km)。Liu 等通过半理性设计的方

式，改造出偏好另一人工仿生辅酶——烟酰胺胞
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嘧啶二核苷酸 (Nicotinamide cytosine dinucleotide，

NCD) 的亚磷酸脱氢酶，并解析了突变酶与 NCD

的结合机制[85]。在对酶元件利用天然辅酶的能力

进行改造时，也可能同时获得对人工仿生辅酶具

有催化活性的突变体酶元件。例如，Campbell 等

对来自极端嗜热菌 P. furiosus 的醇脱氢酶的辅酶

结合口袋进行了理性改造，使其对 NAD 和 NADP

的催化活性都得到了提升[86]，并发现改造后的醇

脱氢酶能够利用人工仿生辅酶烟酰胺单核苷酸 

(Nicotinamide mononucleotide，NMN) 进行催化[87]。

Maurer 等将细胞色素 P450 的 2 个氨基酸残基进行

突变，使该细胞色素 P450 从 NADPH 偏好型转变

为 NADH 偏好型[88]。而 Ryan 等发现经改造后的该

细胞色素 P450 还获得了利用人工仿生辅酶 1-苄基- 

1,4 二氢烟酰胺 (N-benzyl-1,4-dihydronicotinamide，

BNA) 进行催化的能力[89]。 

由于多数人工仿生辅酶与天然辅酶存在较明

显的结构差异，对人工仿生辅酶的创制与开发利

用仍处于初期研究阶段，面临诸多挑战[87]。未来

我们需要创制更多稳定性高、价格低廉的人工辅

酶，并对相应的酶元件进行辅酶偏好性改造，进

而将人工仿生辅酶与相适配的酶元件应用于更复

杂的体外多酶分子机器反应系统中，充分发挥其

优势。 

 

 
 

图 5  能够智能调控辅酶浓度的反应模块  

Fig. 5  Reaction modules that facilitate the smart regulation of coenzyme concentrations. (A) An ATP rheostat that 
responds to changes of phosphate concentration. (B) An NAPDH purge valve that automatically adjusts the NADPH 
concentration. GapN: nonphosphorylating glyceraldehyde phosphate dehydrogenase; mGapDH: phosphorylating 
glyceraldehyde phosphate dehydrogenase; PGK: phosphoglycerate kinase; PDH: pyruvate dehydrogenase; NoxE: 
NADH oxidase; G3P: glyceraldehyde 3-phosphate; Pi: inorganic phosphate; 1,3-BPG: 1,3-bisphosphoglycerate; 3PG: 
3-phosphoglycerate; PHB: polyhydroxybutyrate. 
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图 6  天然烟酰胺辅酶与人工仿生烟酰胺辅酶的结构  

Fig. 6  Structures of natural nicotinamide-based coenzymes and biomimetic nicotinamide coenzymes. (A) Common 
natural nicotinamide-based coenzymes. (B) Biomimetic nicotinamide coenzymes. NAD: nicotinamide adenine 
dinucleotide; NADP: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NFCD: nicotinamide flucytosine dinucleotide; 
NMN: nicotinamide mononucleotide; BNA: N-benzyl-1,4-dihydronicotinamide. 

 

2.2  酶元件的催化功能改造与系统适配 

天然酶元件有时无法高效完成特定的催化反

应，因此需要对酶元件的催化功能进行改造，实现

其与所设计的体外多酶分子机器的适配。Lu 等设

计了仅利用 3 种酶元件即可将甲醛经由糖醛 

(Glycoaldehyde) 和乙酰磷酸最终转化为乙酰辅酶

A 的全新反应模块[90]。在该反应模块的基础上，

可添加上游反应的相应酶元件，实现二氧化碳、甲

烷、甲醇等一碳化合物的固定，也可添加下游反应

的相应酶元件将乙酰辅酶 A进一步转化为蛋白质、

糖类等高值化学品。为了获得能够催化模块中第一

步反应 (将 2 分子甲醛缩合为 1 分子糖醛) 的酶元

件，研究者们根据天然辅酶元件二磷硫酸铵 

(Thiamine diphosphate，ThDP) 协助催化醛类形成

二聚物的催化机理创建出 theozyme 模型，基于模

型中 ThDP 的 C2 原子与产物糖醛的距离对数据库

中 ThDP 依赖型的天然酶元件进行了筛选，并对其

中活性相对最高的酶元件进行了定向进化改造，使

其将甲醛转化为糖醛的活性提高了近 70 倍，进而

实现了整个反应模块的顺利运行，为未来以一碳化

合物为底物高效生产高值化学品提供了新的思路。 

根据热力学分析，将 L-阿拉伯糖 (L-arabinose) 

转化为 L-核酮糖 (L-ribulose) 的单酶催化反应是

难以进行的。为了实现从 L-阿拉伯糖到 L-核酮糖

的高效转化，Chuaboon 等设计了包含 2 种酶元件

的反应模块，将 L-阿拉伯糖经由 keto-arabinose 转

化为 L-核酮糖[91]。在该反应模块中，糖氧化酶催

化第一步反应，过程需要消耗氧气，因此可以通过

提高氧气供应的方式推动整个反应模块的运行。使

该反应模块顺利运行的关键在于获得一个对 L-阿

拉伯糖具有较高底物特异性的糖氧化酶。研究者们

通过理性设计，将偏好以六碳糖为底物的天然吡喃

糖 2-氧化酶 (Pyranose 2-oxidase，P2O)改造为偏好

L-阿拉伯糖的突变体，从而实现了其与下游酶元件

的适配。在这个反应模块的基础上，研究者们进一

步添加了基于甲酸脱氢酶的 NADPH 再生模块，
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以及用于消耗突变体 P2O 反应副产物的过氧化氢

酶 (Catalase) 元件，组成了一个能够更持久运行

的体外多酶分子机器反应系统，实现了从 L-阿拉

伯糖到 L-核酮糖的完全转化。 

2.3  物质流瓶颈的确认与解除 

相对于微生物细胞工厂，体外多酶分子机器的

反应路径和组成成分相对简单，因此更易于寻找制

约反应效率提升的关键因素。Su 等构建了含有 7 种

酶元件的体外多酶分子机器，以蔗糖 (Sucrose)为

底物生产葡萄糖酸 (Glucaric acid，GA)[92]。在确

认了该体外多酶分子机器的最适运行温度、pH、

底物浓度、缓冲液类型等条件后，研究者们采用了

若干实验方法，包括：1) 控制单一变量，每次降

低 1 种酶元件的浓度，并检测产物 GA 的得率；    

2) 测试产物 GA 对各个酶元件的抑制作用；3) 测

试各个酶元件的稳定性，从而寻找到该体外多酶分

子机器中的限速酶元件，继而通过提高限速酶的浓

度以及在反应过程中流加限速酶的手段，解除了物

质流瓶颈，使 GA 的产量得到进一步提升。 

随着生物信息学技术的迅速发展，计算机模

拟分析 (In silico analysis) 已成为实现体外多酶

分子机器体系适配的重要辅助手段。Zhong 等设

计了一个包含 3 种酶元件、将蔗糖转化为纤维二

糖 (Cellobiose) 的体外多酶分子机器，并建立了

相应的动力学模型，用于预测 3 种酶元件之间的

最优比例等反应条件，继而在模拟结果的指导下

进行了实验[93]。计算机模拟也可以被用于预测更

为复杂的体外多酶分子机器反应系统的适配条

件，大幅度减少实验工作量。例如，Korman 等设

计了包含 5 个反应模块、20 余种酶元件、将葡萄

糖转化为单萜类化合物  (Monoterpenes) 的体外

多酶分子机器，并使用 COPASI 软件[94]建立了该

多酶分子机器的动力学模型，预测出限制反应效

率的关键因素，进而在此基础上进行了实验验证，

实现了单萜类化合物的高效生产[95]。 

在完善体外多酶分子机器运行效率的过程中，

有时需要人为设置限速步骤，以实现各个酶元件的

适配。例如，在上述以葡萄糖为底物生产单萜类化

合物的体外多酶分子机器中，处于反应路径最上游

的己糖激酶 (Hexokinase，Hex) 和处于相对下游

的磷酸果糖激酶 (Phosphofructokinase) 都需要消

耗 ATP进行反应[95]。为了防止反应系统上游的 Hex

反应速度过快将反应系统中的 ATP 耗尽，研究者

们通过限制 Hex 的添加量，实现了体外多酶分子

机器中 2 种消耗 ATP 的酶元件的适配。 

产物抑制是制约体外多酶分子机器效率的因

素之一。Busto 等构建了包含 3 种酶元件的体外多

酶分子机器，将酚类衍生物转化为对映异构纯的

对羟基苯基乳酸 (p-hydroxyphenyl lactic acid)[15]。

在概念实验中，产物得率仅为 24%。研究者们通

过改变底物浓度、改变氧气含量、额外添加最终

产物进而分析产品得率的方法，对该体外多酶分

子机器的适配性进行了分析，发现反应终产物对

多酶分子机器中催化第一步反应的酶元件有抑制

作用。为了克服产物抑制，研究者们采用了一锅

式分阶段反应，首先向反应体系中加入进行第一

步催化反应的酶元件，待其完成反应后再添加下

游酶元件，从而将产品得率提升至 58%–85%。 

除了克服产物抑制，分阶段反应的策略也可被

用于解决体外多酶分子机器中某些酶元件稳定性

差的问题。Tian 等构建了利用 4–5 种酶元件将蔗

糖转化为棉子糖 (Raffinose) 或水苏糖 (Stachyose) 

的体外多酶分子机器，其中，反应路径最下游的   

2 种酶元件在 30 ℃反应 36 h 后活性显著下降[96]。

改进后的体外多酶分子机器仍然采用一锅式反应，

但包含 2 个反应阶段：在第一阶段，反应路径上游

几种较为稳定的酶元件首先进行反应，积累大量可

被用于后续反应的中间产物；在第二阶段，较不稳

定的 2 种下游酶元件被添加入反应体系中。这种分

阶段反应的方法使产物棉子糖的得率提高了 4.2 倍。
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Meng 等设计的一锅法以纤维多糖 (Cellodextrin) 

为底物生产肌醇 (Inositol) 的体外多酶分子机器

存在各个酶元件的最适反应温度并不一致的问  

题[97]。反应路径上游的 3 种酶元件的最适温度为

55 ℃，而下游的另外 3 种热稳酶元件均具有更高

的最适温度，其中反应路径下游的肌醇 1-磷酸合

成酶 (Inositol 1-phosphate synthase，IPS) 只有在

温度超过 60 ℃时才有较高酶活。为了提高肌醇的

得率，研究者们在 55 ℃的起始条件下进行一锅式

反应，并对反应中间产物浓度随时间的变化进行了

检测，从而确定在反应进行 8 h 后将温度提升至

70 ℃以解除 IPS 的催化瓶颈，最终达到了接近

100%的肌醇得率。分阶段进行反应的方法保证了

整个体外多酶分子机器的稳定性与适配性，是一种

提高产品得率的有效策略。 

纳米材料是提升体外多酶分子机器运行效率

和系统稳定性的潜在工具。以固定二氧化碳的体外

多酶分子机器为例，该分子机器包含甲酸脱氢酶、

甲醛脱氢酶和醇脱氢酶，将二氧化碳经由甲酸和甲

醛最终还原为甲醇。热力学性质分析表明，该系统

中的甲酸脱氢酶和甲醛脱氢酶所催化的反应并不

偏好于生产目标产品，然而研究人员认为将上述酶

元件共同固定在具有孔状结构的纳米材质中，有助

于提高反应中间产物的局部浓度，从而提升该多酶

分子机器的反应效率[98]。Wang 等设计了基于纳米

硅颗粒和邻苯二酚修饰的明胶的双层微囊结构，使

上述 3 种酶元件依次分布于微囊空腔、微囊内层和

微囊外层[99]。与游离酶相比 (甲醇基于 NADH 的

得率为 35.5%)，该微囊结构使甲醇的得率提升至

71.6%。在 9 次循环使用后，基于微囊结构的体外

多酶分子机器的甲醇得率仍可达到 52.6%，表明该

纳米微囊结构的构建可提高体外多酶分子机器的

重复利用效率，降低生产成本。Ji 等将上述 3 种酶

元件和用于 NADH 再生的谷氨酸脱氢酶共同包裹

在 掺 杂 了 聚 丙 烯 胺 盐 酸 盐  (Poly(allylamine 

hydrochloride)，PAH) 的聚氨酯中空纳米纤维内，

并利用 PAH 与 NADH 之间的静电作用将 NADH

稳定地吸附于中空纳米纤维的内壁，同时在纳米纤

维外表面固定了碳酸酐酶，从而将甲醇基于 NADH

的得率提升至 103.2%[100]。这个包含酶和辅酶元件

的中空纳米纤维结构在 10 次重复使用后仍保有

80%的催化活性。尽管上述基于纳米材料和结构的

体外多酶分子机器仅能产生 μmol/L 浓度级别的甲

醇，纳米材料仍不失为一种改进体外多酶分子机器

性能的有效手段，有望在未来得到更广泛的应用。 

3  总结与展望 

体外多酶分子机器具有不需维持细胞的生

长、反应路径明确、副反应少、无细胞膜的阻碍、

生产过程具有高度可调控性等特点，是高效生产

目标化合物的重要手段。体外多酶分子机器作为

一个强大的生物制造平台，具有广阔的应用前景。

例如以淀粉为底物生产肌醇的体外多酶分子机器

已被用于工业规模的生产[19]，初步展现出这一生

物制造平台的工业应用价值。然而，总体来说，

体外多酶分子机器的稳定性和系统中元件 /模块

的适配性仍是目前亟需改善的两大最关键的问

题。未来体外多酶分子机器的研究方向和发展趋

势是：1) 建立可共享的酶元件、非酶元件以及反

应模块数据库，实现反应路径的精简化、智能化

设计；2) 继续新酶元件的发掘和对现有酶元件的

改造，以获得催化活性高、热稳定性良好的新酶

元件，并创制成本低廉、稳定性高的人工辅酶和

蛋白质骨架等非酶元件，提升体外多酶分子机器

的稳定性；3) 开发多样化的有效手段，解决反应

系统中的元件与模块适配问题，加快反应速度和

提升产品得率；4) 建立并完善目标化合物的大规

模生产和产物分离纯化等相关技术，促进体外多

酶分子机器的工业化应用。随着相关研究的逐渐

深入，上述问题有望在未来得到解决，使体外多
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酶分子机器这一生物制造平台发挥出更大的潜

力，更好地服务于科学研究和工业生产。 
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