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摘!要!目前生物催化主要用于更加经济简便的合成已知和未知的化合物"利用突变的微生物#
加工酶及新颖的酶的复合!可以提高产量!也可以探索出新式合成方法"复合酶的应用利用了系

统水平的生物学知识!成 为 新 式 的 化 合 物 合 成 方 法"随 着 对 蛋 白 质 功 能 及 其 相 互 作 用 的 逐 步 了

解!这种体外的生物合成方法也正在进一步得到完善"
关键词!复合酶$生物合成$组合
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!!利用生 物 技 术 进 行 合 成 曾 经 一 直 局 限 于 生 物

制药行业%但如今已应用扩大到纺织业&食品业等%
甚至在地球化学&环境等学科也有应用’#()利用微

生物进行生物合成时%需要权衡代谢过程中的毒性

与最终产 物 的 收 率)代 谢 产 物 的 毒 性 常 常 会 影 响

产物的收率%这是由于微生物正常的新陈代谢过程

受到阻碍)此外%微生物需要调节自身活动以减少

正常新陈 代 谢 引 起 的 底 物 转 变 带 来 的 影 响’!()使

用纯化酶可以避免这个问题%而使用纯化酶需要极

其细致的纯 化 步 骤%而 且 成 本 较 高%占 整 个 成 本 的

"$U以上)
复杂的生物合成所期望达到的目标有很多!提

高生产率&减 少 转 化 步 骤&用 简 单 的 转 化 步 骤 取 代

复杂的合成#如利用酶或微生物合成来取代复杂的
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化学合成!以 提 高 产 物 纯 度"如 手 性 纯!#提 高 反 应

物或底物的溶解性#改善反应条件使得有危害的反

应步骤变 成 无 危 害 等 等$最 后 这 一 目 标 显 然 包 括

降低中间产物毒性或降低反应温度或压力$
在制药和食品行业中有很多例子%在反应过程

中某一步骤发生改变%或是通过突变引入一个新的

基因%或是使 用 不 同 酶 或 微 生 物 的 混 合 剂%都 可 以

带来巨大 的 经 济 效 益$滕 利 荣 等&/’研 究 了 热 水 法

及复合酶法提取百合多糖";IV!的最佳条件%对两

种方法得到的多糖的生物活性进行了比较分析%发

现 复 合 酶 法 能 显 著 提 高 百 合 多 糖 的 提 取 率%可 达

/#)$/U%是热水法的!)1"倍$

A!获取复合酶的方法

ABA!突变方法

随机突变 已 经 用 于 提 高 已 知 底 物 的 转 化 率 及

生成新的化合物$随机突变"如紫外线辐射和化学

突变!不需 要 知 道 微 生 物 的 基 因%但 随 后 要 进 行 大

量的筛选才能离析出合适的突变%加入一些外源的

化学物质可作为突变条件%诱导或抑制形成特殊的

表型$这种方法需要快速的#有条件的#可逆的#有

选择性 的 及 剂 量 依 赖 型 的 生 物 调 控 功 能$最 近%

5L,G9等&3’利用 芸 苔 素 吡 咯 诱 变 出 显 性 的 芸 苔 素

固醇缺失型5E,S9J’DL9L$
分子生物 学 的 发 展 促 进 了 定 点 突 变 技 术 的 应

用%这种方法需要掌握微生物基因组及体内新陈代

谢途径的知识$定点突变与随机突变不同%它可以

进行选择性的特殊突变%而且可以以人为的方式达

到预期的变化$

ABC!无细胞蛋白质合成

对于生物合成药用蛋白质或其他重要蛋白质%
无 细 胞 蛋 白 质 合 成 体 系"QWVN%O=((0HE==DE’F=9-
LM-MA=L9L!是一种新颖方法$该方法是以外源 GX0
*5或X*5为 模 扳%通 过 细 胞 抽 提 物 的 酶 系 来 补

充底物和 能 源 物 质 来 合 成 蛋 白 质 的 体 外 系 统$一

些经典的 合 成 不 同 模 型 蛋 白 质 的 实 例 表 明%QWVN
中辅因子循环%消除外系物质活性及利用酶的突变

体是提高活性产物产率的重要因素$

QWVN需要的生理条件与大肠杆菌细胞质内几

乎相同%而且在不需额外加入昂贵的高能磷酸盐化

合物或酶的情况下%可以为蛋白质表达提供稳定的

能量$第一代QWVN提供的理化环境不稳定%通过

加入辅因 子"5PV!再 生 和 循 环 使 得QWVN的 应 用

有更广阔 的 应 用 范 围 而 且 更 经 济$不 断 加 入 磷 酸

盐烯醇式丙酮 酸 作 为 5PV再 生 的 二 级 能 源%并 选

择迅 速 降 解 的 氨 基 酸"如 精 氨 酸%半 胱 氨 酸%色 氨

酸!%可以延长QWVN中蛋白质合成的时间$使用大

肠 杆 菌 中 的 二 聚 体 蛋 白 硫 氧 还 蛋 白 还 原 酶 和 谷 胱

甘肽还原酶作为模型系统%该系统需要辅因子黄素

腺嘌呤二核苷酸"W5C!的循环%可以提高QWVN中

产物的特殊活性及产率$
在具有氧 化 活 性 的 细 胞 质 折 叠 蛋 白 质 中 利 用

QWVN已经融入 了 一 些 先 进 技 术%如 碘 代 乙 酰 胺 氧

化还原能力的优化利用%谷胱甘肽氧化型和还原型

综合利用%周质分子伴侣CLSQ或NRD的加入%亚精

胺代替聚乙二醇发挥作用%这些都提供了自然而稳

定的环境%从而可以提高蛋白质产品的溶解性和产

率&"’$正是由于以上这些修饰作用使得 GX*5的

稳定性增加%有 利 于 二 硫 醚 的 异 构 化 作 用%进 而 提

高活性蛋白质的产率$这样%尽管哺乳动物蛋白质

含有比较复杂的二硫键%但经过简单的预处理除去

还原活性后%仍然可以在QWVN中以活性形式有效

表达$

C!纯 化 酶 线 性 组 合 与 复 合 酶 功 能 性

组合的比较

!!令许多研究者不解的是%在细胞质中许多反应

是如何同 时 进 行 而 又 保 持 各 自 特 异 性 的？ 在 细 胞

质 中 不 同 的 蛋 白 质 是 怎 样 找 到 特 定 的 与 其 相 互 作

用的底物 的 呢？生 理 转 化 的 速 度 为 人 们 提 供 了 最

初的线索%即 生 物 系 统 有 着 高 度 的 功 能 划 分&%’%并

存在内部通道来支持这些高速反应%这种通道支持

微溶底物的转化%蛋白质组学的研究为一些蛋白复

合体提供 了 理 论 依 据&.%1’%如 通 道 疏 松 蛋 白 复 合 体

的存在%通常称之为蛋白质相互作用$蛋白质相互

作用和它 的 极 端 形 式 被 认 为 是 蛋 白 质 复 合 体$在

这里%相互作用是相对稳定的$目前生物系统中这

些排列被认为与通道中间体有关%并形成了高转化

速度%且在受 到 外 界 刺 激 后 可 迅 速 转 变 目 标%这 些

原则已经逐渐被人们接受$直到今天%酶的线性组

合仍广泛使用%但是在合成过程中使用组合部件的

时代已经 来 到$在 对 生 物 系 统 中 比 较 普 遍 存 在 的

酶和蛋白质组织结构理解的基础上%一体化蛋白质

相 互 作 用 与 在 一 个 稳 定 系 统 中 生 产 新 型 化 合 物 的

方法见图#$#%"0二磷酸核酮糖的再生依靠纯酶的

线性组合%这 种 线 性 组 合 要 求 反 应 器 大 容 量%而 且

步骤要求较多$图!描述的是另一种组合%酶的复

合体被分在3个不同的反应器之间%这种功能性的

安排会 减 少 反 应 器 容 量 并 很 大 程 度 上 提 高 转 化

速度$
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图A!纯化酶线性组合

)-2BA!D-%.&$,"7>-%&0-"%"(01.<#$-(-.*.%537.

图C!复合酶的功能性组合

)-2BC!)#%,0-"%&’,"7>-%&0-"%"(01..%537.7-90#$.:

E!新型化合物的生成

通过不同 的 途 径 使 用 微 生 物 或 酶 的 复 合 剂 可

以生成新型化合物!如"向反应液中加入特殊的前

体物质#使用 多 种 不 同 型 的 微 生 物#或 使 用 基 因 工

程技 术 改 造 的 微 生 物$如 随 机 突 变#定 点 突 变 或 引

入新的基因%等!

<=S=E等&2!##’已 经 掌 握 了 在 聚 酮 化 合 物 的 生

物 合 成 中 使 用 微 生 物 的 遗 传 学 性 质 及 参 与 该 过 程

的酶的具体结构(可以利用这一途径来生产一些新

的杂交抗生素!
一种新化合物#0脱噻0/0氮 杂0#0氨 基0!0氧 头 孢

烯的合成(成 功 地 将 酶 法 与 化 学 合 成 法 有 机 结 合!
酶法移去甲基基团(得到的中间体为随后的化学合

成提供了前体!QWVN中转录与翻译相偶联也用于

生产新的化合物!合成的核糖核苷三磷酸$E*PV%
引起了碱基配对$如!0氨基0%0嘌呤与吡啶0!0酮%(这
种非天然的碱基配对有助于扩展基因密码子(且允

许在使用大肠杆菌游离细胞系统中(在蛋白质指定

的位置用氨基酸类似物有效合成蛋白质!

F!遗传学和蛋白质组学方法

在生物技术发展早期(随机突变是惟一可获得

诱变菌株的方法!分子生物学的发展(尤其是"型

限制性内切核酸酶#C*5连接酶及C*5测序技术

的发现(大大 改 进 了 菌 株 诱 变 的 方 法(并 由 此 产 生

了大量基因文库!C*5测序的进步是与蛋白质组

学技术相融合的(如使用质谱技术来测量多肽和蛋

白质来确定相对分子质量(并使用串联质谱来为多

肽测序!遗传学提供基因信息(而蛋白质组学与免

疫沉淀技术相结合(可以提供体内功能蛋白质排列

的信息!在 生 物 学 和 生 物 化 学 中 真 正 的 功 能 单 元

不是机体中某些基因或蛋白质(而是整个新陈代谢

途径&#!(#/’!
遗传学和 蛋 白 质 组 学 功 能 上 的 的 结 合 显 示 出

其巨大计 算 能 力!通 过 信 息 的 收 集 整 理 又 产 生 了

许多新的数据库(新式工具和手段又为信息处理和

收集提 供 了 方 便!IXY*C5 $IX,@-LOA>=9BY*0
TMG=C5F,S,L=)AFFD"**>>>)SE=-J,)@-90R’=(-)
J=*%是一个非常重要的数据库(利用这些资源有利

于生物催化的研究!

G!近期应用

寡糖作为一类新的生理活性物质(在营养与保

.##!第#期 刘均洪等!复合酶在生物合成中的应用
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健!疾病诊断与防治!畜牧养殖!植物生长调节及抗

病害等方 面 的 应 用 具 有 极 大 的 潜 力"与 化 学 合 成

相比#酶法合成寡糖可用较少的步骤产生较高的立

体选择性$#3%"利用酶 法 合 成 一 些 手 性 化 合 物 已 经

用于工业生产$#"%#而且有些酶可以在有机溶剂中保

持活性#这也为微溶物质的转化提供了可能"
利用流程设计也可以使抗生素如青霉素 8和

.05CQ5的生产得以改进$#3##"%"最近#利用复合酶

制剂&一锅煮’的方式 合 成 脱 氧 胸 苷 二 磷 酸030酮0%0
脱氧0C葡萄糖#该化合物可作为合成抗生素的前体

物质"&一锅煮’合成法可以提高产率#减少复杂的

合成步骤#同时降低生产成本"
在生产天然产物及其类似物时#复合生物合成

及途径工程是非 常 有 效 的 方 法$#%%"途 径 工 程 是 利

用生 物 学 原 理 系 统 分 析 细 胞 代 谢 网 络#并 通 过

C*5重组技术合理设计细胞代谢途径并进行遗传

修饰#进而 完 成 细 胞 特 性 改 造 的 一 门 应 用 型 学 科"
利用途径工 程 重 组 的 微 生 物 已 经 用 廉 价 碳 源 生 产

出预期性 质 的 多 聚 体"重 组 的 X,(LF’-9,=@FE’DA,
能够以果糖 为 原 料 合 成/0羟 基 丁 酸 酯 和/0羟 基 己

酸酯的共聚物"这种重组工程菌含有来自!"#$%"&’
()*$+*,--.(&-$-+,+(OOENO)的丁烯酸辅酶5还原

酶基因和 来 自/$#&(&-.+*.0,.$ (DA,Q0+5O)的 聚

羟基烷酸(VZ5)合成酶和X型烯酰辅酶5水合酶

基因#可 以 在 体 内 积 聚 共 聚 酯 多 达 细 胞 干 重 的

31U"重组的X)=@FE’DA,菌株以果糖为原料产生

的共聚酯与/0羟基丁酸酯相比#其熔点和结晶度较

低"在聚/0羟基 丁 酸 酯 序 列 中 引 入 了 少 量/0羟 基

己酸酯单元#使/0羟基丁酸酯的固态特征发生显著

变化$#.%"基 于 所 合 并 单 体 的 大 小#聚 羟 基 烷 酸

(VZ5)可分为/类*短链长(NQ;)含/0"个碳原子+
中链 长([Q;)含%0#3个 碳 原 子#短0中 链(NQ;0
[Q;)长含30#3个 碳 原 子"最 近 在 重 组 的 大 肠 杆

菌中利 用 葡 萄 糖 为 原 料 合 成 了 一 种 新 型 的NQ;0
[Q;聚羟基烷酸共聚物"该研究利用定点突变的

/0酮酰基载体蛋白合成酶#基因#这 种 酶 在 脂 肪 酸

生物合成中被修饰并过量表达了其它的突变基因#
使得重组大肠杆菌诱导产生Q30Q#$的单体随后生成

含有NQ;和 [Q;单 元 的 罕 见 聚 羟 基 烷 酸 共 聚

物$#1%"
基 因 工 程 技 术 也 可 改 善 生 物 降 解#例 如#

1+$23&(&-.+菌 属 中 \\N#$!菌 株SDA操 纵 子 中

的天然增强 子 被 取 代 后 的 改 良 菌 株 提 高 了 对 联 苯

和多氧化联苯的降解活性$#2%"

H!结!语

酶法生物 合 成 是 一 种 无 毒 无 害 的 化 学 合 成 方

法"在不同机体系统中可以得到不同的酶#利用这

些 酶 的 组 合 及 某 些 起 始 原 料 可 以 合 成 许 多 新 的 化

合物"在环境#地 理#食 品 及 制 药 等 行 业 中 都 有 不

同的应用"孟祥河等$!$%采用木瓜蛋白酶!碱性蛋白
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