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摘  要: 酶在工业上有着广泛应用和巨大潜力，但工业生产中高温、强酸/碱、高盐、有机溶剂和高底物浓度等条

件仍然制约着酶的大规模应用。为使酶能更好地在工业环境下发挥催化作用，目前的主要策略是对酶进行适应性

改造 (如理性或半理性设计、定向进化、固定化等)。文中简要阐述了酶在工业环境下的催化行为以及近年对其

适应性改造的研究进展，以期为酶的适应性改造提供参考。 
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Abstract:  Enzymes have a wide range of applications and great industrial potential. However, large-scale applications of 

enzymes are restricted by the harsh industrial environment, such as high temperature, strong acid/alkali, high salt, organic 

solvents, and high substrate concentration. Adaptive modification (such as rational or semi-rational design, directed evolution 

and immobilization) is the most common strategy to improve the catalysis of enzymes under industrial conditions. Here, we 

review the catalysis of enzymes in the industrial environment and various methods adopted for the adaptive modifications in 

recent years, to provide reference for the adaptive modifications of enzymes. 
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随着人类社会的发展，生态恶化、环境污染和

能源短缺已成为全球范围内不容忽视的重大课题。

面对传统化学制造所带来的高污染、高能耗等问

题，环境友好的生物制造技术正引起普遍关注，成

为实现社会可持续发展的重要突破口[1]。酶是高效

的生物催化剂，其反应条件温和，可生物降解以及

高度立体、区域和化学选择性等特点在生物制造中

具有显著优势[2]。工业酶的使用可减少原料、能源

消耗以及废弃物的排放，具有绿色制造和可持续发

展的典型特征。目前，酶已在化工、医药、食品、

环保、制革、饲料、造纸和纺织等 40 多个行业广

泛应用[3]。 

现代生物制造业正朝着高强度、集约化、柔性

化的方向快速发展，对反应过程、生产强度和操作

柔性等提出了更高要求。具体而言，要求工业酶具

有优异的酸碱、温度、离子强度、有机溶剂及底物

耐受性能，能够在较宽的过程参数下发挥催化作

用。然而，酶催化反应有赖于酶分子空间结构的稳

定性与完整性，酶分子变性或亚基解聚均可导致酶

活性丧失。因此，酶如何与工业生产环境匹配，发

挥最大催化潜力，成为亟需破解的瓶颈[4]。研究酶

在工业环境下的催化行为变化，寻找相应的适应性

改造策略，可为工业生产提供稳定性更高、催化速

度更快、耐受性更强的生物催化剂。本文对工业环

境下酶蛋白催化行为的改变及其适应性改造作简

要综述。 

1  高温条件下酶蛋白的催化行为及适应性

改造 

目前大多数酶都来源于中温微生物，其最佳

酶活温度一般为 20 ℃到 45 ℃。但酶在加工及反

应过程中常会遇到高温条件，高温会破坏酶蛋白

中的氢键、盐桥、疏水相互作用和范德华力等非

共价键，从而破坏酶空间结构，使其从折叠状态

变为展开状态，酶活力降低，甚至失活[5]。因此，

研究酶蛋白在高温条件下的催化行为，并对其进

行适应性改造具有重要意义。 

在分子水平上解释蛋白质的热稳定性或不稳

定性是一个巨大的挑战，并且预测导致热稳定性增

强的突变位点也很困难。大量研究表明，只有极少
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数序列的变化会显著影响酶蛋白的热稳定性[6-9]。

能够提高蛋白质热稳定性的突变通常聚集在特定

的区域 (如蛋白质开始展开的位置)，在其他区域

引入类似的突变对酶蛋白热稳定性的影响不明  

显[10]。当突变位点位于动力学控制的展开区域中

时，局部结构稳定性的提高可以改善蛋白质的整

体稳定性[8]。然而，酶蛋白展开的途径通常是未

知的，B 因子-拟合法可通过酶蛋白的晶体结构信

息识别目标位置，预测对热稳定性有影响的氨基

酸位点[11]。高度灵活的残基在高温环境中会优先

展开，选择 B 因子最高的残基进行突变，在这些

位点上进行替换会有更多的机会获得正突变，并

进一步稳定蛋白的折叠状态。 

目前，可以从两个方面来增加蛋白质的热稳

定性。一是通过增加有利的相互作用或减少不利

的相互作用，稳定折叠状态；二是通过降低展开

链的熵，破坏未折叠状态下蛋白质的稳定性[12]。

在大多数情况下，引入更多二硫键、氢键、疏水

相互作用等分子间相互作用，会使折叠起来的空

间结构更加稳定[13-15]，同时(β/α)8 -barrel 折叠、表

面电荷、短螺旋、盐桥也会使酶在高温下的构象

变得更加稳定[16-18]。由此出发，对结构进行分析

比对从而进行理性或者半理性的设计是提高工业

酶热稳定性的一种有效策略 (表 1)。 

Letian 等 [19]通过半理性设计提高了黑曲霉

Aspergillus niger GH10 木聚糖酶 Xyn10A_ASPNG

的热稳定性；他们首先通过计算分析确定了影响

酶热稳定性的 5 个重要残基，随后通过轮次迭代

饱和突变 (ISM) 进行随机突变，获得五重突变体

4S1 (R25W/V29A/I31L/L43F/T58I)。与野生型相

比，突变体 4S1 在 60 ℃时的半衰期 (t1/2) 延长了

30 倍 (图 1A)，解链温度 (Tm) 增加了 17.4 ℃ (图

1B)。同时，其在 65 ℃加热 15 min 后仍能保持 30%

的初始酶活 (野生型酶加热 2 min 后完全失活)。

进一步分析表明，4S1 中的每一个突变都有助于

提高酶的热稳定性，5 种突变的协同效应导致其

热稳定性的显著改善。4S1 与野生酶的结构分析

及比对表明，N-末端之间以及 N-和 C-末端之间的

疏水相互作用导致的 N-末端卷曲，是其热稳定性

提高的主要原因 (图 1C–D)。 

Liu 等[20]通过定点和组合突变提高纳豆激酶

(NK) 的热稳定性，在筛选得到 11 种突变体后，

选择 4 种突变体进一步构建多点突变体。最后得到

热稳定性最高的突变体 QSN，在 55 ℃反应 50 min，

仍有 40%的活性残余，而野生型 NK 完全失活。突

变体的 t1/2 为 (33.37±0.27) min，是野生型的 3 倍。 

 

表 1  近年来增强酶的热稳定性的例子 

Table 1  Recent examples for the improvement of thermal stability 
Improvement 

method 
Industrial 
enzyme 

Modification description Performance Reference

Semi-rational 
design 

Xylanase Enforced hydrophobic interactions 
within N-terminal elements and 
between N-and C-terminal ends 

30-fold half-life improvement at 60 °C and 
a 17.4 °C increase in Tm 

[19] 

Rational design Nattokinase More rigid structure or stabilized 
folded state of the protein 

QSN had 40% active residue at 55 °C for 
50 min, while wild type is inactivated, and 
the half-life values were nearly 3 times 
longer than that of the wild type 

[20] 

Immobilization Lipase PS Immobilized into COFs The free enzyme lost activity, while the 
COF biocomposite achieved a 37% and 
48% conversion after 30 min and 1 h at 
120 °C for 1 h, respectively 

[21] 
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图 1  突变体 4S1 的热稳定性和结构示意图[19]. 以 t1/2 60 ℃ (A) 和 Tm (B) 来评价热稳定性 (A、B、C 和 D 分别

对应于在 25、29/31、43 和 58 位点进行的随机饱和突变). (C) 基于 Swiss-mode 的突变体 4S1 三级结构以及有益

残基 Ala-29、Leu-31、Phe-43 和 Ile-58 分别在 N 末端卷曲、螺旋 α0、链 β1 和螺旋 α1 的位置. (D) 与 Leu-31、

Phe-43 和 Ile-58 发生疏水相互作用的氨基酸残基示意图. 此图已获 John Wiley and Sons 授权. 
Fig. 1  Thermal stability and structural schematic diagrams of mutant 4S1[19]. Evaluation of thermostability by (A) t1/2 60 °C and 
(B) Tm. The letters A, B, C, and D correspond to saturation mutagenesis randomized at position 25, 29/31, 43, and 58, respectively. 
(C) Tertiary structure of variant 4S1 Swiss-model and localization of beneficial residues Ala-29, Leu-31, Phe-43 and Ile-58 at 
N-terminal coil, helix α0, strand β1 and helix α1, respectively. (D) Schematic diagrams of residues involved in putative 
hydrophobic interactions with Leu-31, Phe-43 and Ile-58. Reproduced with permission from John Wiley and Sons.  
 

Sun 等[21]使用共价有机骨架 (COFs) 固定洋

葱伯克霍尔德菌 Burkholderia cepacia 脂肪酶 PS

从而显著提高其热稳定性。在 120 ℃高温条件下

反应 1 h (苯甲腈为溶剂)，游离酶完全丧失活

性，而固定化酶仍保留 48%的活性  (以转化率

计)。这是由于载体增强了酶的刚性，有利于维

持蛋白结构的折叠状态，防止酶在高温下发生构

象转变，从而提高了其热稳定性。 

2  强酸/碱条件下酶蛋白的催化行为及适

应性改造 

酶是两性生物大分子，具有大量羧基和氨基

等酸/碱性基团。酶蛋白只有在最佳 pH 条件下才

能发挥最大的催化活性。然而，工业生产环境中

存在的强酸或强碱条件会改变底物分子和酶分子

的解离状态，从而影响酶和底物的结合，导致酶

活降低，甚至会破坏酶的结构，使其无法满足工

业需求，因此需要对酶进行适应性改造 (表 2)。 

pH 稳定性是一种重要的酶学特性，与蛋白质

折叠、化学物质干扰和翻译后修饰 (PTMs) 等因

素密切相关[22]。其中 PTMs 发生在氨基酸侧链或

末端，可通过引入新的官能团来提高其 pH 稳定

性，例如磷酸盐 (磷酸化)、乙酸盐 (酰化)、酰胺

基团(酰胺化)、甲基 (甲基化) 或碳水化合物分子 
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(糖基化) 等[23]。Wei 等[24]在毕赤酵母 GS115 中表

达了一种新鉴定的 β-葡萄糖苷酶 (GH3，Bgl3A)，

但 Bgl3A 的 pH 稳定性范围较窄 (4.0–5.0)，限制

了其工业应用；他们通过对 3 个潜在 N-糖基化位

点 (Asn23、Asn207 和 Asn278) 和 9 个 O-糖基化

位点 (残基 313、417–421、424、425 和 429) 进

行定点突变，筛选得到去除了潜在 O-糖基化位点

的两个突变体，使其在较宽的 pH 范围内 (3.0–10.0) 

均比较稳定。分析表明，O-糖基化是导致 pH 作

用范围变窄的主要原因，从整体上看过量的 O-

糖基化对 β-葡萄糖苷酶的 pH 稳定性具有负效应。 

Fushinobu 等提出酶催化位点附近的残基会影

响催化残基的 pKa值，进而影响酶的 pH稳定性[25]。

因此，以酸性氨基酸取代碱基残基是提高酶耐酸性

的基本策略。Chen 等[26]从瘤胃真菌培养物中克隆

了糖基水解酶家族 11 木聚糖酶 XynR8，并在大肠

杆菌中表达获得低分子量的木聚糖酶。该酶在碱性

条件下与氢键结合的残基为天冬酰胺，在酸性条件

下起作用的残基则是天冬氨酸 (酸性氨基酸)[27]。

基于分子建模，将位于催化裂缝边缘的环-β-链区

域内稳定 XynR8 结构的重要残基 N41 和 N58 突变

为天冬氨酸，突变体在 pH 2.0 下显示出比野生型

更好的耐酸性。Yang 等[28]也通过将催化结构域上

的 4 个碱基组氨酸残基 His222、His275、His293

和 His310 替换为天冬氨酸，突变后 α-淀粉酶在酸

性条件下的稳定性和催化活性均明显提高。 

除此之外，氢键、盐桥、β-折叠以及暴露于

溶剂中的带电残基也会对酶的 pH 稳定性造成影

响。Saez-Jimenez 等[29]通过定向进化对多功能过

氧化物酶 (VP) 进行适应性改造，提高了低 pH

条件下的稳定性。基于 VP 晶体结构及与高 pH 稳

定锰过氧化物酶 (MnP4) 的比较分析，通过定向

改造将形成氢键、盐桥等相互作用的 8 个氨基酸

残基和 7 个表面碱性残基引入 VP 中，使酸性和中

性 pH 下的血红素口袋稳定。VP 突变体在 pH 3.5

条件下保持 24 h 后，仍具有初始酶活 61%的活力，

而天然酶在同等条件下几乎完全失活。 

Beloqui 等 [30]将单酶在纳米凝胶中  (SENs) 

进行包埋提高了酶的 pH 稳定性。与之前两步丙

烯酰化的方法不同 (图 2A)，该工作以蔗糖 (5% 

W/V) 为包埋启动子，然后使用丙烯酰胺、N,N′-

亚甲基双丙烯酰胺、过硫酸铵、四甲基乙二胺一步

形成纳米凝胶。此方法可以通过调整反应参数来精

细调节水凝胶层的厚度。以黑曲霉  Aspergillus 

niger 葡萄糖氧化酶 (GOx) 作为模型酶，固定化

得到酶-凝胶复合物  (GOx_SENs)。研究结果表

明，壳厚度会强烈影响酶的活性和稳定性，水凝

胶层越厚，酶的稳定性越好 (图 2B)，但相应地酶

活越低 (图 2C)。固定化后形成的水凝胶层，使酶

的构象更加稳定，从而导致宽的 pH 耐受性。厚度

为 0.8 nm 的 GOx_SENs11 在 pH 3.0–9.0 范围内维

持着几乎恒定的高活性 (图 2D)。 
 

表 2  近年来增强酶 pH 稳定性的例子 

Table 2  Recent examples for the improvement of pH stability 
Improvement 

method 
Industrial 
enzyme 

Modification description Performance Reference

Semi-rational 
design 

β-glucosidase Reduced O-glycosylation Mutants are stable over a wide pH range (3.0 
to 10.0) 

[24] 

Rational design Xylanase Substituting base residues 
with acidic amino acids 

XynR8 (N41D) retained 71.8%±2.2% of enzyme 
activity (wild-type enzyme was 30.6%±3.0%) 

[26] 

Directed 
evolution 

Versatile 
peroxidase 

More hydrogen bonds and 
salt bridges 

The mutant had an initial enzyme activity of 
61% after 24 hours at pH 3.5, while the native 
enzyme is completely inactivated 

[29] 

Immobilization Glucose 
oxidase 

Single-enzymenanogels 
(SENs) 

Practically constant activity was observed over 
the pH range 3–9 with SENs11 

[30] 
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图 2  通过纳米凝胶包埋提高酶的 pH 稳定性[30]. (A) SEN 的合成方案示意图. (B) 聚丙烯酰胺层厚度和孔隙率对

SEN 活性和稳定性的影响. (C) kcat,SEN/kcat,enzyme 与凝胶厚度的关系 (根据 9 种不同蛋白的测量数据). (D) 在不同

pH 值范围 (从 3.0 到 9.0) 下 GOx_SENs 的相对活性曲线，其中 GOx_SEN8 的[AAm]/[MBAAm]比值为 6︰1 (壳

厚度为 3.2 nm)，GOx_SEN11 的比值为 2︰1 (0.8 nm). 此图已获 The Royal Society of Chemistry 授权. 

Fig. 2  pH stability of the enzyme was improved by the entrapment in nanogels[30]. (A) Synthetic protocols to produce 
SENs. (B) Effect of the polyacrylamide layer thickness and porosity on the activity and stability of SENs. (C) 
Dependence of kcat,SEN/kcat,enzyme on the gel thickness, as determined for nine different proteins. (D) Relative activity 
profiles over a range of pH values (from 3.0 to 9.0) for GOx_SENs made with different [AAm]/[MBAAm]: 6 : 1 for    

GOx_SEN8 (shell thickness 3.2 nm), and 2:1 for GOx_SEN11 (0.8 nm). Reproduced with permission from The Royal 
Society of Chemistry. 

 

3  高盐条件下酶蛋白的催化行为及适应性

改造 

对于大多数酶而言，只有在一定的盐度范围内

才具有催化活性，超出这些范围会导致蛋白酶的快

速变性与失活。在高盐环境中，高浓度盐离子会干

扰氨基酸残基之间的静电相互作用，使蛋白质表面

必需水分子层减少并导致其疏水相互作用增加，酶

蛋白会因此聚集并发生变性[31]。但是，从高盐环

境微生物中分离得到的嗜盐酶严格依赖体系中一

定的盐离子浓度，可以在高盐环境中维持其结构稳

定，在卤水、离子液体、离子洗涤剂等高盐工业环

境中稳定存在，并展现出良好的催化活性[32]。 

通过对嗜盐酶蛋白和非嗜盐酶蛋白的结构比

对发现，嗜盐酶的特点在于盐桥和氢键明显增多，

含有一些特殊的盐离子结合位点并且常以低聚体
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的形式存在，表面酸性氨基酸含量明显增多。嗜盐

酶蛋白在高盐环境中更加稳定，这是因为：1) 蛋

白质由于羧基的水合而具有负电荷，负电荷会被高

盐屏蔽，阻止了蛋白质的展开；2) 酸性氨基酸提

供了带负电荷的蛋白质表面，并且酸性残基位于蛋

白质表面会参与形成较强水化壳层，从而维持蛋白

质的稳定；3) 嗜盐蛋白只含有少量非极性氨基酸，

如半胱氨酸、异亮氨酸、赖氨酸等，这一特征也对

蛋白的嗜盐性有一定影响；4) 蛋白质需要“水合

球”来抵抗蛋白质聚集体的形成[33]，因此，其表面

含有较少的疏水氨基酸和更多的亲水氨基酸[34-35]。

这些研究结果给工业酶嗜盐性的适应性改造提供

一定的指导，为开发高嗜盐性的工业酶指明了方向 

(表 3)。 

从天然嗜盐微生物中克隆获得编码基因，并进

行异源表达是目前获得高嗜盐性酶的主要方法。

Zhang 等[36]从地衣芽胞杆菌中克隆获得了一种冷

适应、碱稳定和高盐耐受性的酯酶 (Est700)，该

酶可被 3.5 mol/L NaCl 高度激活，并在 5 mol/L 

NaCl 中维持良好的稳定性，基本无活性损失。Gao

等 [37]从嗜盐古生菌中获得了一种耐碱嗜盐的蛋

白酶，具有一定的碱稳定性 (pH 7.0–10.0)，并在

较宽的盐度范围内 (0–3 mol/L NaCl) 中表现出

催化能力。另外，为进一步提高天然嗜盐酶的催

化活性，可采取理性设计方法对天然嗜盐酶进行

改造。 

另外，为进一步提高天然嗜盐酶的催化活性，

可采取理性设计方法对天然嗜盐酶进行改造。

Andrew 等[38]对碳酸酐酶Ⅱ进行三步合理设计，共

取代了 18 个表面残基，表面电荷发生了变化 (图

3A–D)。与野生型相比，设计得到的突变体

(M1–M4) 的催化活性和热展开温度在高盐浓度

下均有所提高 (图 3E–F)。分子动力学计算表明，

酶蛋白表面酸性氨基酸残基与阳离子形成的互补

性螯合作用，以及由阳离子组成的高度有序的水

化层作用是导致其嗜盐性形成的主要原因。 

Wang 等[39]通过定点突变提高了胆碱-磷酸胞

苷酰转移酶 (CCT) 的嗜盐性。基于 CCT 三维结

构模型，通过增加蛋白质表面酸性氨基酸的数量，

减轻高乙酸盐浓度下的疏水效应，并对蛋白质表

面变化最大的残基进行定点突变。获得的突变体在

高盐条件下显示出良好的耐受能力，特别是当盐浓

度 (乙酸盐) 超过 1 200 mmol/L 时仍保持较高的

反应速率，比野生型 CCT 的反应速率高了 2.2 倍。

Zheng 等[40]也通过在蛋白质表面替换 3–10 个酸性

氨基酸残基，减轻了高乙酸盐浓度下的疏水效应，

提高了胆碱激酶  (CKI) 在高盐浓度下的催化活

性和 IC50 值 (活性抑制 50%)。 

 
表 3  近年来增强酶的盐耐受性的例子 

Table 3  Recent examples for the improvement of salt tolerance 
Improvement 

method 
Industrial  
enzyme 

Modification description Performance Reference

Rational 
design 

Carbonic  
anhydrase II 

Interactions with the highly 
ordered first Na+ hydration 
shell 

Both the catalytic activity and the thermal 
expansion temperature are increased at high 
salt concentrations 

[38] 

Semi-rational 
design 

Choline-phosphate 
cytidylyltransferase 

Increased acidic amino 
acids on the surface of 
proteins 

When the acetate concentration was 
increased, the response rate of the mutant 
was 2.2 times higher than that of the wild 
type CCT 

[39] 

Choline kinase CKI mutants show high tolerance in over 
1 200 mol/L acetate solutions 

[40] 
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图 3  碳酸酐酶Ⅱ的表面电荷分布图及其在高盐条件下的活性[38]. (A–D) 为 WT 和 M4 中表面电荷的分布图 (蓝

色代表正电荷，红色带代表负电荷). (E–F) 不同酶在分别在不同浓度 Na2SO4 溶液 (E) 和 NaCl 溶液 (F) 中的活

性与对照组的活性百分比. 此图已获 Springer Nature 授权. 

Fig. 3  Surface charge distribution of carbonic anhydrase  and the activity at highⅡ -salt conditions[38]. (A–D) is the 
distribution of surface charge in WT and M4 (blue for positive charges and red for negative charges ). (E–F) Graphs 
indicate percentage of control activity±s. for enzymes in (E) Na2SO4 and (F) NaCl. Reproduced with permission from 
Springer Nature. 
 

4  有机溶剂中酶蛋白的催化行为及适应性

改造 

有机相生物催化具有增加非极性底物溶解

度、进行逆水解反应、抑制水依赖性副反应和利

于酶与产品分离等优势，因此，有机溶剂中的酶

促反应在工业上具有广阔的应用前景。但是，由

于酶在有机溶剂中的活性较低且不稳定，蛋白酶

在工业有机介质中的应用能力受到限制，需对酶

进行适应性改造 (表 4)。引起酶蛋白在有机相中

活力下降及稳定性降低的原因较多 [2,17]，包括：

酶三级结构发生改变，导致蛋白质分子疏水核心

的破坏；在水-有机溶剂两相体系中，酶蛋白分子

与介质接触的界面处存在着大量的有机液体，使

跨越两相界面的传质速率大幅度降低而导致蛋白

质的静电、疏水相互作用和氢键作用力不稳定，

进一步导致酶的不可逆变性。一般认为，完全脱

水的蛋白质是无活性的，酶在有机溶剂中能保持

活性和稳定性，与蛋白质分子和水分子的结合密

不可分。作为润滑剂的水可促进酶催化所需的构

象变化，使酶的稳定性提高[41]。 

Mohtashami 等[42]使用洋葱伯克霍尔德氏菌脂

肪酶  (BCL， PDB ID: 3lip) 和变色栓菌漆酶 

(TVL，PDB ID: 1gyc) 进行分子动力学模拟，其中

BCL 属于 α/β水解酶折叠，β链形成酶的活性中心，

而 TVL 是一种含 3 个结构域的单亚基酶。研究发

现，相比之下 TVL 在甲醇溶液中的耐受度更好。

另外，结构分析结果表明，有机溶剂与水相中 BCL

的构象发生了变化，导致其稳定性及酶活性的降

低。构象变化是酶在有机溶剂存在下失活的最常见

原因，特别是能够渗透到酶活性位点的亲水性溶剂

能够诱导蛋白质二级和三级结构的变化[43]。 

获得在有机介质中稳定的酶的策略可分为 3 大

类：分离可在极端条件下起作用的新酶；修饰酶

结构以增加其对有机溶剂的抗性；改变溶剂环境

以降低其对酶的变性作用。 

提高酶在有机溶剂中稳定性最简单的方法是

酶固定化。Ruiz 等[44]通过将变色栓菌漆酶吸附在

玻璃、玻璃粉、硅胶等载体上，观察到漆酶在乙

醚和乙酸乙酯中的活性和稳定性得到显著改善，

而游离酶在这些溶剂中没有活性。同样，Liu 等[45]

开发出能够在有机溶剂中固定漆酶的膜，将漆酶与

膜结合得到酶膜反应器 (EMRs)。该研究中，漆酶

通过共价键固定在有机溶剂抗性羟基化聚酮 

(PK-OH) 膜上，酮基团通过氢键的方式促进了酶
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与膜的固定。在均相含水有机溶剂中，固定化漆

酶对 2,2′-联氮双 (3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸) 的

活性较游离酶提高了 2.5 倍，并且能够储存 40 d，

重复使用 10 次和连续反应 50 h 后保持其活性。

Zheng 等[46]首次将酰胺酶固定在磁性多级孔金属

有机框架材料 (MOF) 中，该固定化酰胺酶显示

出了优异的有机耐受性以及催化活性，固定化酰

胺酶相互作用力以及结构刚性的增强使其在各有

机溶剂 (如乙醇、甲醇和 DMSO) 中孵育 24 h 后

仍能保持 50%以上的原始活性，而游离酶活性损

失超过 80%。另外，通过突变改变蛋白质一级序

列也能够提高酶蛋白在有机介质中的催化稳定

性。Batra 等[47]使用随机与定点突变结合的方法开

发了毕赤酵母有机耐受性 β-葡萄糖苷酶 Ι (BGLI)，

改造后编码基因有 3 个有益突变，即 G414D、

Y722H 和 N789D (图 4)。其中两个突变 (Y722H  
 

表 4  近年来增强酶有机溶剂耐受性的例子 

Table 4  Recent examples for the improvement of organic solvent tolerance 
Improvement 

method 
Industrial 
enzyme 

Modification description Performance Reference

Immobilization Laccse Immobilized on an enzymatic 
membrane reactors (EMRs) 

The activity of immobilized laccase was up to 
3.5 times greater than that of free one 

[45] 

Amidase Immobilized into a magnetic 
hierarchically porous metal- 
organic framework 

Immobilized amidase maintained at least 
50% of the original activity, while free 
amidase lost more than 80% 

[46] 

Semi-rational 
design 

β-glucosidase I Increased hydrogen bonds, 
intra-ionic interactions 

Simultaneous enhanced organic solvent and 
thermal stability 

[47] 

Surface charge 
engineering 

Lipase A Mutant with highly negatively 
charged 

The t1/2 of mutations in BsLA4M1 
increasing from 56 to 474 min 

[48] 

 

 
 

图 4  β-葡萄糖苷酶 Ι的结构模型及其有机溶剂耐受性[47]. (A) OT-BGLI 的模型结构，推定的活性位点残基 (D227

和 E592) 和突变的残基 (D414，Y722 和 D789) 在各位置标记，催化残基的活性位点用箭头标记. (B) OT-BGLI

和 WT-GBLI 在不同有机溶剂中处理 3 h 后的残余活性，二甲基亚砜、甲醇、N,N-二甲基甲酰胺和四氢呋喃浓度

为 30%，2-丙醇浓度为 20%，甲苯浓度为 15% (以体积比计). 此图已获 Elsevier 授权. 

Fig. 4  Structural model and organic tolerance of β-glucosidase oxime Ι[46]. (A) Modeled structure of OT-BGLI. 
Putative active site residues (D227 and E592) and mutated residues (D414, Y722 and D789) are labeled at their 
respective positions. Active site flanked by catalytic residues is marked with an arrow. (B) Stability of OT-BGLI in 
different organic solvents. The residual activity values were obtained after 3 h incubation in the solvents. WT-BGLI was 
taken as control. The concertration of DMSO, methanol, DMF and THF were used at 30% (V/V), while 2-propanol was 
at 20% and toluene was at 15%. Reproduced with permission from Elsevier. 
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和 N789D) 位于酶表面，一个 (G414D) 位于亚表

面。突变残基之间的氢键数和离子相互作用增加，

使酶的稳定性和对有机溶剂的耐受性提高。Zhou

等[48]通过表面电荷工程修饰改变枯草芽胞杆菌脂

肪酶 A 蛋白分子表面所带电荷。高度带负电的突

变酶在高浓度离子液体中显示出较强的稳定性，因

为表面负电荷的引入可以诱导酶蛋白从 β折叠向 α

螺旋的转变，提高在有机溶剂中的耐受性。 

5  高底物浓度条件下酶蛋白的催化行为及

适应性改造 

在高强度工业生产中，往往要求较高的底物浓

度，从而对酶产生特异或非特异性抑制。在高浓度

底物条件下，酶会与底物结合形成酶-底物复合物，

酶分子活性中心被底物覆盖使酶无法继续催化反

应，需对酶蛋白进行适应性改造 (表 5)。 

由于底物对酶的抑制作用机理因酶与底物的

不同而有所差异，以下以 2-脱氧核糖-5-磷酸醛缩

酶 (DERA) 的底物抑制机理为主探讨酶在高浓度

底物下的催化行为。DERA 的应用受到对高浓度乙

醛 (其天然底物) 耐受性差的阻碍。Markus 等[49]

提出了 DERA 在高浓度乙醛中失活的机理是由于

两分子乙醛醛缩反应后生成的巴豆醛与蛋白质内

的赖氨酸残基形成席夫碱，共价连接到附近的半胱

氨酸残基，从而阻断 DERA 活性中心。为了证明

机理的准确性，该团队通过将半胱氨酸替换成甲硫

氨酸，新突变体能够对乙醛产生良好的抗性 (图 5)。

类似的底物抑制机理诊断机制和预防策略也适用 
 

表 5  近年来增强酶底物耐受性的例子 

Table 5  Recent examples for the improvement of substrate tolerance 
Improvement 

method 
Industrial enzyme Modification description Performance Reference

Rational design 2-deoxyribose-5- 
phosphate aldolase 
(DERA) 

Mutation of C47 gives rise to a fully 
acetaldehyde-resistant DERA; Short 
and flexible C-terminal region 

Higher substrate tolerance of 
DERAs among class I aldolases

[49–50]

Directed 
evolution 

Aminotransferase Of the 17 noncatalytically essential 
amino acid spredicted to interact with 
the substrate, 10 were mutated 

100 g/L substrate was converted 
to sitagliptin at >99.95% ee in 
92% yield 

[51–52]

 

 
 

图 5  DERA 的晶体结构及其底物耐受性[49]. (A) 大肠杆菌 DERA 的晶体结构. (B) DERA 的催化中心 (用方框标出

的部分)，氨基酸侧链和底物的共价结合以球-棒模式展示 (蓝色为氮，红色为氧，绿色为硫，浅灰色和黄色为碳). (C) 

野生型 DERA 与突变体 C47M 在不同乙醛浓度下的活性. 此图已获 The Royal Society of Chemistry 授权. 

Fig. 5  The crystal structure and substrate tolerance of DERA[49]. (A) Crystal structures of monomerized E. coli DERA. 
(B) The boxed area containing the catalytic center is depicted in more detail before acetaldehyde incubation. Amino acid 
side chains as well as covalently bound substrates are displayed in ball-and-stick mode (nitrogen in blue, oxygen in red, 
sulfur in green, carbon in light gray and yellow, respectively). (C) Activity of wildtype vs. C47M DERA at different 
acetaldehyde concentrations. Reproduced with permission from The Royal Society of Chemistry. 
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于其他生物催化剂，即需要对酶改造以适应高底

物浓度时，可以通过质谱、NMR 和 X 射线晶体

分析等方法的单独或组合使用，揭示底物与蛋白质

的作用机制，进一步通过合理设计改善酶在高浓度

底物下的稳定性。例如 Cao 等[50]通过截短 DERA 

C-末端 19 个氨基酸提高对底物磷酸酯部分的识别

灵活性，提高了对底物磷酸酯的耐受性。 

使用上述策略改造酶提高底物耐受性的例子

还有很多，如转氨酶催化前体酮生成手性胺制备

西他列汀。Codexis 和 Merck 公司的科学家[51-52]

使用计算机辅助活性位点设计和定点饱和突变，

得到含有 27 个突变位点的突变体。在预测能够与

底物相互作用的 17 种非催化必需氨基酸中，10

种被突变，突变体能在 50%的 DMSO 中将 100 g/L

底物转化为西他列汀。 

6  总结与展望 

生物催化技术诞生百余年来，已经发现的酶

多达 3 000 余种，但商品酶只有 200 种左右，而

工业上应用的酶仅有 50 多种，至于大量工业生产

的酶只有 10 多种。目前，生物催化正处于以体外

进化为标志的第三次浪潮，酶改造的进程大幅加

快。可以预见，随着人工智能的迅速发展，酶的

设计与合成将更为快速、理性、精准，酶催化功

能改善的幅度和范围将进一步拓展。工业酶的使

用将迎来新的浪潮，其绿色与可持续的特征将进

一步凸显。 

结合笔者在工业酶催化行为与适应性改造方

面的研究实践，近期应着重在以下方面取得突破：

1) 利用蛋白质结构信息和不断进步的计算工具，

对影响酶稳定性的机理进行深入探究，以期加强

工业酶适应性改造的设计性和可预测性；2) 加强

产学研用的合作，了解工业环境对酶性能的需求，

破解酶在工业应用中的瓶颈；3) 加快酶的商品化

速度，提高可及性，使品种丰富的酶像普通商品

化试剂一样易于获得。 
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