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摘 要：L-苏糖醇(L-threitol)是一种重要的药物合成中间体。本课题组前期开发了以甲醛为原料

的一锅两步多酶级联合成路线，该路线由甲醛裂合酶(benzoylformate decarboxylase, BFD)、D-果

糖 -6-磷酸醛缩酶 (fructose-6-phosphate aldolase, FSA)催化甲醛生成 L-赤藓酮糖 (L-erythrulose)，在

L-苏糖醇脱氢酶(L-threitol dehydrogenase, TDH)和甲醇脱氢酶(methanol dehydrogenase, MDH)/异丙

醇辅酶循环体系的驱动下，将 L-赤藓酮糖还原为 L-苏糖醇。该路线具有原子经济性高、副产物

少的优势，但亟需优化各酶的适配性及最佳浓度。【目的】系统优化甲醛转化为 L-苏糖醇的多酶

级联反应体系中各酶的用量及适配性，提升反应速率与转化率。【方法】通过对反应途径中的

BFD、FSA、TDH 和 MDH 4 个关键酶进行酶活评估，进而对酶用量、辅酶循环体系、反应时间

及反应温度等进行逐步优化，有效提升了反应体系中各因素的适配性。【结果】最佳反应条件：

BFD、FSA、TDH 及 MDH 的酶用量分别为 10、1、1、8 mg/mL，其中 FSA、TDH 用量较优化前

分别降低 87% 和 67%；辅酶 NAD+用量为 2 mmol/L，反应温度 30 ℃，反应时长仅需 8 h，较原

体系大幅缩短了 60%。在此最优条件下，L-苏糖醇产量最高达 166.76 mmol/L，产率为 89%。放

大实验中 L-苏糖醇产率仍保持在 80%，较优化前提升了 43%。【结论】本研究通过对多酶体系中

酶的适配性及反应条件的系统优化，显著降低了甲醛转化为 L-苏糖醇的关键酶用量并缩短了反

应时间，同时大幅提高了 L-苏糖醇的生成效率与产率，为酶法催化甲醛合成 L-苏糖醇的工业化

应用奠定了重要基础。
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Abstract: L-threitol is a significant intermediate in pharmaceutical synthesis. Previously, we 
developed a one-pot, two-step multi-enzyme cascade for synthesizing L-threitol from 
formaldehyde. In this pathway, benzoylformate decarboxylase (BFD) and fructose-6-phosphate 
aldolase (FSA) catalyze the conversion of formaldehyde into L-erythrulose. This is followed by the 
reduction of L-erythrulose to L-threitol, driven by L-threitol dehydrogenase (TDH) and a methanol 
dehydrogenase (MDH)/isopropanol cofactor regeneration system. While this route boasts high 
atom economy and minimal by-products, the compatibility and optimal concentrations of the 
enzymes required optimization. [Objective] To systematically optimize the dosages and 
compatibility of enzymes in the multi-enzyme cascade to enhance both the reaction rate and 
conversion efficiency. [Methods] The activities of four key enzymes—BFD, FSA, TDH, and 
MDH—were assessed. Subsequently, factors including enzyme dosage, the cofactor regeneration 
system, reaction duration, and temperature were optimized step-by-step to improve the system 
compatibility. [Results] The optimal reaction conditions were determined as follows: enzyme 
dosages of BFD, FSA, TDH, and MDH being 10, 1, 1, and 8 mg/mL, respectively. Notably, the 
dosages of FSA and TDH were reduced by 87% and 67%, respectively, compared with 
pre-optimization levels. Other optimal parameters included a NAD+ concentration of 2 mmol/L, a 
reaction temperature of 30 ℃, and reaction duration of 8 h (representing a 60% decrease from that 
of the original system). Under these conditions, the maximum L-threitol concentration reached 
166.76 mmol/L, with a yield of 89%. In a scale-up experiment, the L-threitol yield remained at 
80%, representing a 43% increase compared with the pre-optimization level. [Conclusion] By 
systematically optimizing enzyme compatibility and reaction conditions, this study significantly 
reduces the enzyme dosages and reaction duration for converting formaldehyde to L-threitol. 
Simultaneously, it substantially improves the production efficiency and yield, establishing a robust 
foundation for the enzymatic synthesis of L-threitol from formaldehyde.
Keywords: formaldehyde; multi-enzyme cascade; L-threitol; reaction system optimization

苏糖醇(threitol)是一种四碳糖醇，化学式为

C4H10O4，其分子中 C2 和 C3 位分别为手性中

心，因而具有 3 种立体异构体：一对对映异构

体，即 D-苏糖醇[(2R,3R)-丁烷-1,2,3,4-四醇]和

L-苏糖醇[(2S,3S)-丁烷-1,2,3,4-四醇]，以及一个

内消旋体，即赤藓糖醇[(2R,3S)-丁烷-1,2,3,4-四

醇] (图 1)。其中，D-苏糖醇和赤藓糖醇常作为

低热量甜味剂被广泛研究与应用[1-2]；而 L-苏糖
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醇则在医药领域具有重要价值，例如作为合

成抗肿瘤药物曲奥舒凡(treosulfan，即 L-苏糖

醇 -1,4-双甲基磺酸盐)的关键中间体[3]，该药物

在临床上用于卵巢癌、淋巴瘤等实体瘤和多发

性硬化症的治疗[4-7]。此外，L-苏糖醇还可通过

保护/衍生化反应制得 2,3-O-异亚丙基-L-苏糖醇

和 1,4-二-O-苄基-L-苏糖醇等重要手性砌块及原

料[8-10]。另一类重要衍生物为苏糖醇-神经酰胺

(threitol-ceramide, ThrCer)，它是恒定自然杀伤 T

细胞 (invariant natural killer T cells, iNKT 细胞)

的细胞激动剂 α-半乳糖神经酰胺的类似物[11]。

该类分子以 L-苏糖醇作为“头基”，连接至鞘氨

醇/酰基链上，构成非糖类脂质结构[12]。此类分

子被设计为分化群 1d (cluster of differentiation 

1d, CD1d)配体，能够特异性激活 iNKT 细胞，

从而实现快速、可控的免疫应答启动与调节[13]。

L-苏糖醇的合成主要采用化学方法。其中，

以 L-酒石酸为起始原料的合成路径较为典

型[14-15]。该路径中，L-酒石酸先经酯化生成二乙

酯，再经丙酮保护形成异丙叉衍生物，随后利

用 LiAlH4 对分子内酯键进行氢化还原，最后通

过酸水解得到 L-苏糖醇(图 2A)。然而，此方法

反应步骤较多且工艺过程冗长，不利于放大生

产。另一合成路径是通过双烯氧化二羟基化反

应(dihydroxylation)，将丁二烯中的双键氧化为

四羟基丁烷中间体，再进一步转化为 L-苏糖

醇[16] (图 2B)。然而，该路线的原料丁二烯主要

为工业烯烃中间体，多用于合成橡胶[17]而非糖

醇衍生物；且生成四羟基丁烷中间体后需进行

立体异构体分离方可进行后续反应，显著增加

了工艺的复杂性与生产成本；此外，反应中使

用的催化剂四氧化锇(OsO4)价格昂贵，且易对眼

睛造成损伤[18]，探索清洁、高效且可持续的

生物合成途径已成为生物制造领域的重要研

究方向。因此，目前苏糖醇合成的研究更加

侧重于发展绿色、高效、低成本的工业化生产

路线。

本课题组在前期研究中构建了一条以甲醛

为底物的体外多酶级联途径，并通过一锅两步

酶促反应策略实现了 L-苏糖醇的合成[19]。合成

路线如图 2C 所示，具体过程可分为 2 个阶段：

第一阶段(Step 1)以甲醛为起始底物，首先经甲

醛裂合酶突变体 (benzoylformate decarboxylase 

mutant 6, BFD-M6)催化生成 1,3-二羟基丙酮

(1,3-dihydroxyacetone, DHA) ，随后利用 D-果

糖 -6-磷酸醛缩酶突变体(FSAA129S)催化 DHA 与

一分子甲醛缩合，得到中间产物 L-erythrulose。

第二阶段(Step 2)以 L-赤藓酮糖(L-erythrulose)为

底物，在 L-苏糖醇脱氢酶(NsTDH)催化下，以

NADH 为辅酶，将其还原为 L-苏糖醇；同时利

用甲醇脱氢酶(BsMDH)催化异丙醇氧化，实现

NADH 再生与辅酶循环。为驱动反应完全进行

并获得高产率，前期采用了高酶载量的策略，

导致各酶用量较高，该反应路径涉及的 4 种酶

添加量分别为：BFD-M6 7.5 mg/mL、FSAA129S 

7.5 mg/mL、NsTDH 3 mg/mL 和 BsMDH 5 mg/mL，

总酶量达 23 mg/mL。

为进一步节约生产成本并提升反应效率，

图1　L-苏糖醇、D-苏糖醇、赤藓糖醇的结构式

Figure 1　Structures of L-threitol, D-threitol, and erythritol.

4603



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHANG Ruke et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(9)

本研究对该 L-苏糖醇合成路径中各酶的适配性

及各步骤反应关键参数，包括酶用量、反应时

间、辅酶类型和反应温度进行了系统优化，旨

在为基于甲醛酶法合成 L-苏糖醇的工业化应用

奠定基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒

本研究所用的菌株和质粒如表 1 所示。

图2　L-苏糖醇的常见制备路线[14-16]及本研究使用的多酶级联合成路线

Figure 2　 Conventional synthetic routes of L-threitol[14-16] and multi-enzyme cascade for the synthesis of 

L-threitol in this study. A: From L-tartaric acid to L-threitol; B: From butadiene to L-threitol; C: Multi-enzyme 

cascade for the synthesis of L-threitol.
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1.1.2　主要试剂和仪器

质粒提取试剂盒、SDS-PAGE 凝胶制备试剂

盒，南京诺唯赞生物科技有限公司；异丙基-

β-D-硫代半乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside, 

IPTG)，北京索莱宝科技有限公司；硫酸卡那霉

素(kanamycin sulfate, Kan)、甲醛溶液，阿拉丁

试剂(上海)有限公司。

ÄKTA 蛋白纯化系统，Cytiva 公司；高效液

相色谱仪(high performance liquid chromatography, 

HPLC)，Agilent 公司；酶标仪，美谷分子仪器

有限公司。

1.2　培养基与培养方法

1.2.1　培养基

LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，胰蛋白

胨 10.0，NaCl 10.0，用于种子液的培养。

TB 培养基(g/L)：酵母提取物 12.0，胰蛋白

胨 24.0，K2HPO4·3H2O 16.4，KH2PO4 2.3，甘

油 4.0，用于菌株培养与表达。

1.2.2　培养方法

种子液培养：取 100 mL 摇瓶，装入 20 mL 

LB 培养基，加入 50 μg/mL Kan，37 ℃、220 r/min

培养 12 h。

摇瓶培养与诱导：将 1% 种子液接入装有

500 mL TB 培养基的 2 L 摇瓶中，加入 50 μg/mL 

Kan，37 ℃、220 r/min 培养至 OD600 达 0.6−0.8，

加入 0.1 mmol/L IPTG，于 20 ℃诱导表达 22 h。

诱导结束后，于 4 ℃、4 000 r/min 离心 25 min

收集菌体，将菌体保存于−80 ℃。

1.3　酶的纯化

以 洗 杂 缓 冲 液 (50 mmol/L KH2PO4，

300 mmol/L NaCl，20 mmol/L 咪唑，pH 8.0)按

菌体湿重 20 倍的比例充分重悬诱导表达后

的菌体。于 4 ℃ 、 7×107−8×107 Pa 压力下，

利用低温高压匀浆破碎机破碎菌体，于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 45 min，收集上清粗酶液。

粗酶液经 0.45 μm 微孔滤膜过滤后，利用

ÄKTA 蛋白纯化系统，以 2 mL/min 的流速上样

至预先用洗杂缓冲液平衡的 Ni2+亲和层析柱。

以含 50 mmol/L 咪唑的洗脱缓冲液(50 mmol/L 

KH2PO4，300 mmol/L NaCl，50 mmol/L 咪唑，

pH 8.0)与洗杂缓冲液进行梯度洗脱，收集目

的蛋白洗脱峰。最后，利用 HiTrap Desalting 

26/10 脱盐柱对洗脱液进行脱盐处理，将缓冲

液置换为磷酸钾缓冲液(50 mmol/L KH2PO4 和

表1　本研究所用的菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids

Strains

BL21-Gold (DE3)

BL21-pET28a

BL21-BFD-M6

BL21-FSAA129S

BL21-BsMDH

BL21-NsTDH

Plasmids

pET28a

pET28a-BFD-M6

pET28a-FSAA129S

pET28a-BsMDH

pET28a-NsTDH

Description

F−ompT hsdS (rB
−mB

−) gal dcm+(DE3)

BL21-Gold (DE3) with pET28a

BL21-Gold (DE3) with pET28a-BFD-M6

BL21-Gold (DE3) with pET28a-FSAA129S

BL21-Gold (DE3) with pET28a-BsMDH

BL21-Gold (DE3) with pET28a-NsTDH

pBR322 ori with PT7; KanR

pET28a vector, NdeІ-BFD-M6-XhoI

pET28a vector, NdeІ-FSAA129S-XhoI

pET28a vector, NdeІ-BsMDH-XhoI

pET28a vector, NdeІ-NsTDH-XhoI

Source

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection
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K2HPO4·3H2O，5 mmol/L MgSO4，pH 7.4)。

1.4　酶活性测定

为避免反应过程中甲醛、异丙醇等的挥发，

小体系反应在 EP 管中盖紧管盖并以 Parafilm 封

口膜缠绕密封；大体系反应在三角瓶中以聚乙

烯(polyethylene, PE)膜多层包裹密封。

1.4.1　酶制剂的制备与保存

为最大限度减少批次间差异、保证实验一

致性，本研究部分条件优化实验采用同批次纯

化后冻干的酶制剂。具体而言，各酶在初次纯

化时均过量制备，测定新鲜酶比活力并完成参

照实验后将剩余酶液冷冻干燥，于−80 ℃保存备

用。每次使用前将冻干酶粉复溶，测定其实际

活性，并按与新鲜纯化酶液等酶活单位的原则

调整添加量。最终的最优条件验证实验采用新

鲜酶液进行。

1.4.2　甲醛裂合酶(BFD-M6)酶活测定

甲醛底物浓度选择 1 500 mmol/L，依据为

前期工作中对不同甲醛浓度(900、1 200、1 500、

2 100 mmol/L)的系统考察。结果表明，当甲醛

浓度为 1 500 mmol/L 时 L-苏糖醇产率最高，

达 89.4%[19]。BFD-M6 酶活测定的反应体系为

300 μL 50 mmol/L 磷 酸 钾 缓 冲 液 (pH 7.4，

5 mmol/L MgSO4)，依次加入 1 mmol/L 焦磷酸

硫胺素 (thiamine pyrophosphate, TPP)和终浓度

为 2 mg/mL 的 BFD-M6[20]纯化酶液，最后加

入 1 500 mmol/L 甲醛启动反应。于 30 ℃ 、

1 000 r/min 恒温振荡，分别于反应 15 min 和

30 min 时取样，样品经 3 kDa 超滤管离心去

除酶蛋白并终止反应，滤液经 HPLC 测定产

物 1,3-二羟基丙酮(DHA)浓度。BFD-M6 活力定

义为：在 pH 7.4、30 ℃条件下，每分钟催化

生成 1 μmol DHA 所需的酶量定义为 1 个活力

单位(U)。

1.4.3　D-果糖-6-磷酸醛缩酶突变体(FSAA129S)

酶活测定

反应在 300 μL 50 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 

7.4，5 mmol/L MgSO4)体系中进行，依次加入

375 mmol/L DHA 和纯化后的 FSAA129S[21]酶液

(终浓度分别为 0.1 mg/mL 和 0.2 mg/mL)，最

后加入 375 mmol/L 甲醛启动反应。于 30 ℃、

1 000 r/min 恒温振荡，分别于反应 15 min 和

30 min 时取样，样品经 3 kDa 超滤管离心去除

酶蛋白并终止反应，滤液经 HPLC 测定产物

L-赤藓酮糖浓度。FSAA129S 活力定义为：在 pH 

7.4、30 ℃条件下，每分钟催化生成 1 μmol L-赤

藓酮糖所需的酶量定义为 1 个活力单位(U)。

1.4.4　L-苏糖醇脱氢酶(NsTDH)酶活测定

反应体系为 100 μL 50 mmol/L 磷酸钾缓冲

液 (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4)，首先加入 50 μL

含 375 mmol/L L-赤藓酮糖和 2 mmol/L NADH 的

预混溶液，最后加入 50 μL 终浓度为 0.025 mg/mL

的 NsTDH [Ns：念珠藻属(Nostoc sp.)][19]纯化酶

液启动反应。于 30 ℃条件下，用酶标仪连续监

测 340 nm 处吸光度的变化 ( 采样间隔 8 s)。

NsTDH 活力定义为：在 pH 7.4、30 ℃条件下，

每分钟氧化 1 μmol NADH 所需的酶量定义为

1 个活力单位(U)。NADH 的定量基于在相同反

应条件下建立的标准曲线。

1.4.5　甲醇脱氢酶(BsMDH)酶活测定

反应体系为 100 μL 50 mmol/L 磷酸钾缓冲

液 (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4)，首先加入 50 μL

含 375 mmol/L 异丙醇和 2 mmol/L NAD+的预混

溶液，最后加入 50 μL 终浓度为 0.25 mg/mL 的

BsMDH [Bs： 嗜 热 脂 肪 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

stearothermophilus)] [22]纯化酶液启动反应。于

30 ℃条件下，用酶标仪连续监测 340 nm 处吸光

度变化(采样间隔 8 s)。BsMDH 活力定义为：在

pH 7.4、30 ℃条件下，每分钟还原 1 μmol NAD+

所需的酶量定义为 1 个活力单位(U)。NADH 的

定量是基于相同反应条件下建立的标准曲线。

1.5　检测方法

1.5.1　标准曲线的配制

L- 赤 藓 酮 糖 (L-erythrulose)、 L- 苏 糖 醇
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(L-threitol)和 DHA 分别用 50 mmol/L 磷酸钾缓

冲液(pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4)配制成 1 mol/L 母

液，并稀释为 3−400 mmol/L 的梯度标准溶液，

经 HPLC 检测绘制标准曲线。

1.5.2　HPLC 检测条件

HPX-87H 色谱柱 (300 mm×7.8 mm, 8 μm)，

流动相为 5 mmol/L 稀硫酸，流速 0.6 mL/min，进

样量 20 μL，柱温 40 ℃；检测器：紫外检测器(检

测波长 210 nm)和示差折光检测器。ChromCore 

Sugar-10Ca 色谱柱(300 mm×7.8 mm, 8 μm)，流

动相为纯水，流速 0.4 mL/min，进样量 20 μL，

柱温 55 ℃；检测器：示差折光检测器。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　 BFD-M6、 FSAA129S、 NsTDH 和

BsMDH 的表达与纯化

通过镍柱亲和层析对 4 个关键酶进行纯化，

结果显示均获得了较高纯度的蛋白溶液(图 3A、

3B)，可直接用于后续酶级联反应。

2.2　 BFD-M6、 FSAA129S、 NsTDH 和

BsMDH 的酶活测定

对 BFD-M6、FSAA129S、NsTDH 和 BsMDH 

4 个关键酶进行酶活测定，结果如表 2 所示。L-苏

糖醇合成第一阶段所用的 2 个酶中，FSAA129S 的

比活力远高于 BFD-M6 (约 31 倍)，说明 FSAA129S

酶用量有较大的优化空间。第二阶段中，NsTDH

的比活力远高于 BsMDH (24 倍)，说明 NsTDH

酶用量有较大的优化空间。

2.3　酶用量优化

2.3.1　转化甲醛为 L-赤藓酮糖的酶量优化

第一阶段反应以甲醛为底物，经两步酶催

化生成中间产物 L-赤藓酮糖。首先，为优化

第一步甲醛缩合反应的酶用量，考察了不同

浓度 BFD-M6 蛋白(2、4、6、8、10 mg/mL)在

1 500 mmol/L 甲醛及 7.5 mg/mL FSAA129S 纯酶条

件下，反应 5 h 和 10 h 时体系中 L-赤藓酮糖的

生成情况。如图 4 所示，当 BFD-M6 蛋白浓度

为 10 mg/mL 时，L-赤藓酮糖的产量接近理论最

大值 375 mmol/L，产率>99.9%，此时反应 5 h

与 10 h 的产量无明显差异，表明 5 h 足以完成

该步反应。进一步分析可知，当 BFD-M6 用量

低于 10 mg/mL 时，甲醛无法完全转化为 L-赤藓

图3　关键酶的纯化及SDS-PAGE分析

Figure 3　 SDS-PAGE analysis of the purified key 

enzymes. A, B: SDS-PAGE analysis of the purified 

BFD-M6, FSAA129S, NsTDH, and BsMDH. Lane 1: 

Protein marker; Lane 2: Purified FSAA129S; Lane 3: 

Purified BFD-M6; Lane 4: Purified NsTDH; Lane 5: 

Purified BsMDH.

表 2　BFD-M6、FSAA129S、NsTDH和BsMDH的

酶活

Table 2　 Specific activity of BFD-M6, FSAA129S, 

NsTDH, and BsMDH

Enzyme

BFD-M6

FSAA129S

NsTDH

BsMDH

Substrate concentration/
(mmol/L)

1 500

1 500

375

375

Specific activity/
(U/mg)

0.49

15.07

6.73

0.28
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酮糖，且延长反应时间无法弥补 BFD-M6 酶量

不足导致的转化限制。因此，提高 BFD-M6 酶

用量是实现甲醛完全转化为 L-赤藓酮糖的关键

因素。

在确定 BFD-M6 最佳酶量为 10 mg/mL 后，

为优化 FSAA129S 的添加量，设置其浓度梯度为

0.25、0.5、1、2、4、6、8 mg/mL 进行反应。反

应 5 h 后，测定 L-赤藓酮糖的生成量，结果如图 5

所示。FSAA129S 蛋白浓度为 1 mg/mL 时，L-赤

藓酮糖的产量最高，为 307.23 mmol/L，转化率

达 81.9%。该转化率未达 100%，可能与反应中

使用了冻干酶粉而非新鲜酶液有关。

2.3.2　L-赤藓酮糖还原为 L-苏糖醇的酶量

优化

第二阶段反应以 L-赤藓酮糖为底物，经

L-苏糖醇脱氢酶 NsTDH 催化生成终产物 L-苏糖

醇，同时引入 BsMDH 构建辅酶再生系统，以维

持反应的持续进行。首先考察了不同浓度的

NsTDH (0.25、0.5、1、3、5 mg/mL)在底物 L-赤

藓酮糖初始浓度为 375 mmol/L、BsMDH 纯酶添

加量为 5 mg/mL 的条件下，分别于反应 5 h 和

10 h 后体系中 L-苏糖醇的生成量。如图 6 所示，

反应 5 h 时，NsTDH 蛋白浓度为 1 mg/mL 条件

下 L-苏糖醇产量达最高值 200.1 mmol/L，产率为

54.8%；延长反应时间至 10 h，仅需 0.5 mg/mL

的 NsTDH 即可实现最大产量。上述结果表明，

NsTDH 具有较高的催化活性及反应稳定性。在

较低酶用量条件下，适当延长反应时间也可实

现较高的底物转化率。综合考量反应速率与效

率，最终确定 1 mg/mL 为 NsTDH 的工作浓度，

以实现在较短反应时间内获得最大转化效果的

目标。

在确定 NsTDH 浓度为 1 mg/mL 的基础上，

为进一步优化 BsMDH 蛋白的添加量，分别选取

1、3、5、8 mg/mL 4 个浓度梯度进行反应。反

应 2 h 后，测定 L-苏糖醇的生成量，结果如图 7

所示。当 BsMDH 蛋白浓度为 8 mg/mL 时 L-苏

糖醇产量最高，达 194.67 mmol/L，对应转化率

为 51.9%。由于 BsMDH 在更高浓度下会出现沉

图4　BFD-M6浓度对L-赤藓酮糖产量的影响

Figure 4　 Effect of BFD-M6 concentration on 

L-erythrulose production. Reaction conditions: 

300 µL 50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 

7.4, 5 mmol/L MgSO4), 1 500 mmol/L substrate, 

1 mmol/L TPP, at 30 ℃ for 5 h and 10 h.

图5　FSAA129S浓度对L-赤藓酮糖产量的影响

Figure 5　 Effect of FSAA129S concentration on 

L-erythrulose production. Reaction conditions: 

300 µL 50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 

7.4, 5 mmol/L MgSO4), 1 500 mmol/L substrate, 

1 mmol/L TPP, at 30 ℃ for 5 h.
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淀现象，因此未尝试使用浓度超过 8 mg/mL 的

BsMDH 进行催化反应。进一步将反应时间延长

至 12 h，在添加 8 mg/mL BsMDH 的条件下 L-苏

糖醇产量为 209 mmol/L，与 2 h 的产量相比增

幅有限，表明产物的生成主要集中在反应初期

的 2 h 内。基于上述结果，后续将第二阶段反应

时间控制在 2−10 h 之间进行优化。

2.4　辅酶再生循环体系的优化

在第二阶段反应中，L-苏糖醇产率基本维持

在 50% 左右，推测是异丙醇浓度过高对酶活性

产生了抑制作用。为此，将 L-赤藓酮糖和共底

物异丙醇的浓度调整为第一阶段产物浓度的

50%，即 187.5 mmol/L。同时，为进一步探究添

加不同氧化还原状态的辅因子(NAD+和 NADH)

对 L-苏糖醇产量的影响，本研究在反应体系中

加入 1 mg/mL NsTDH 与 8 mg/mL BsMDH 的同

时分别考察了添加 2 mmol/L NADH 或 NAD+时

对 L-苏糖醇产量的影响。如图 8 所示，在添加

2 种不同形态辅酶的反应体系中，L-苏糖醇的产

量均未随反应时间延长而显著提升，表明反应

在 3 h 时已基本达到平衡，因此最终确定 3 h 为

图6　NsTDH浓度对L-苏糖醇产量的影响

Figure 6　 Effect of NsTDH concentration on 

L-threitol production. Reaction conditions: 300 µL 

50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 7.4, 

5 mmol/L MgSO4), 375 mmol/L substrate, 2 mmol/L 

NAD+, at 30 ℃ for 5 h and 10 h.

图8　初始辅酶形式(NAD⁺和NADH)对L-苏糖醇产

量的影响

Figure 8　Effect of initial cofactor forms (NAD⁺ and 

NADH) on L-threitol production. Reaction 

conditions: 1.5 mL 50 mmol/L potassium phosphate 

buffer (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4), 187.5 mmol/L 

isopropanol, 2 mmol/L NAD+ or 2 mmol/L NADH, at 

30 ℃ for 3, 5 and 8 h.

图7　BsMDH浓度对L-苏糖醇产量的影响

Figure 7　 Effect of BsMDH concentration on 

L-threitol production. Reaction conditions: 300 µL 

50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 7.4, 

5 mmol/L MgSO4), 375 mmol/L substrate, 2 mmol/L 

NAD+, at 30 ℃ for 2 h and 12 h.
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最优反应时间。进一步观察发现，添加 NAD+的

体系中 L-苏糖醇的生成量始终高于添加 NADH

的体系，说明在该步反应中氧化型辅因子 NAD⁺

更有利于驱动反应向产物方向进行。此外，降

低 L-赤藓酮糖和共底物异丙醇浓度后，产物

L-苏糖醇的产量在 3 h 即可达到 166.76 mmol/L，

相应产率从 50% 提升至 89%，说明降低底物浓

度有效解除了异丙醇对 BsMDH 的抑制作用，同

时 NAD⁺作为初始辅因子更有利于维持辅酶再生

循环的高效运转，从而显著提升了还原反应的

动力学和热力学驱动力。

2.5　优化条件下由甲醛合成 L-苏糖醇

根据 2.3.1 节中 BFD-M6 和 FSAA129S 酶用量

的优化结果，反应体系初始组成包含：甲醛

(1 500 mmol/L)、BFD-M6 (10 mg/mL)和 FSAA129S 

(1 mg/mL)。分别在反应 3 h 和 5 h 时检测中间产

物 L-赤藓酮糖的产量，结果分别为 270 mmol/L

和 375 mmol/L (图 9A)。由此确定第一阶段反应

时长为 5 h，底物可基本完全转化为目标产物。

随后，在 5 h 反应液中加入 1 mg/mL NsTDH 和

8 mg/mL BsMDH，进行第二阶段反应。实验中

设置 NAD+浓度为 2 mmol/L 和 3 mmol/L，以探

究增加辅酶浓度是否能够获得更高的 L-苏糖醇

生成量。如图 9B 所示，提高 NAD+初始浓度并

未提升 L-苏糖醇的生成量，反应 3 h 后，L-苏糖

醇产量为 155.15 mmol/L，对应产率为 84.1%。

至此，已完成甲醛一锅两步酶法转化为 L-苏

糖醇的整体反应过程优化。确定第一阶段反应

中 BFD-M6 和 FSAA129S 添加量分别为 10 mg/mL

和 1 mg/mL，于 30 ℃反应 5 h 即可实现底物甲

醛的完全转化(转化率>99.9%)；第二阶段反应中

NsTDH 和 BsMDH 的添加量分别为 1 mg/mL 和

8 mg/mL，同样于 30 ℃反应，终产物 L-苏糖醇

的产率仅需 3 h 即可达到 89%。经分析发现，

L-苏糖醇的总产率主要受限于第二阶段反应，即

L-赤藓酮糖向 L-苏糖醇的转化阶段。在反应体

图9　反应时间与辅酶浓度对L-赤藓酮糖(A)和L-苏糖醇(B)产量的影响

Figure 9　 Effects of reaction time and coenzyme concentration on L-erythrulose (A) and L-threitol (B) 

production. In A, Reaction conditions: 1.5 mL 50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 7.4, 5 mmol/L 

MgSO4), 1 500 mmol/L substrate, 1 mmol/L TPP, at 30 ℃ for 3 h and 5 h. In B, Reaction conditions: 750 µL 

50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4), 375 µL of the reaction mixture from the 

BFD-M6 and FSAA129S coupling step was transferred to serve as the substrate, 2 or 3 mmol/L NAD+ , 

187.5 mmol/L isopropanol, at 30 ℃ for 3, 5, and 8 h.
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系中，L-赤藓酮糖的残余量低于 10 mmol/L，且

液相色谱未检测到明显的副产物峰。为进一步

提高 L-赤藓酮糖向目标产物的转化率，本研究

重点对第二阶段反应温度进行了优化。如图 10

所示，在 30−45 ℃的温度范围内，L-苏糖醇的

产率维持在约 88%，未随温度升高而显著增加。

上述结果表明，在当前反应体系下，L-赤藓酮糖

的转化已接近其热力学或动力学极限，进一步

提高转化率需从催化剂活性或反应器设计等其

他方面入手。考虑到降低能量消耗、维持温和

反应条件，本研究最终选择 30 ℃作为第二阶段

酶级联反应的工作温度。

2.6　甲醛合成 L-苏糖醇的体系放大

为进一步评估从甲醛合成 L-苏糖醇的放大

可行性，基于上述优化条件，将第一阶段转化

甲醛为 L-赤藓酮糖的反应体系扩大至 20 mL，

第二阶段从 L-赤藓酮糖合成 L-苏糖醇的反应体

系扩大至 36 mL。如图 11 所示，第一阶段 L-赤

藓酮糖产量为 366.1 mmol/L，产率高达 97.6%；

第二阶段反应得到 L-苏糖醇 150.1 mmol/L，产

率为 80.1%。上述结果表明，该催化体系表现出

良好的放大可行性，产物浓度较高，证实该策

略具有制备级合成的应用潜力。

3　　讨论与结论讨论与结论

L-苏糖醇作为一种高价值的药物合成中间

体，开发高效、绿色的生物合成路线具有重要

意义。以一碳化合物甲醛为原料合成 L-苏糖醇

具有原子经济性高、反应条件温和、绿色可持

续等显著优势。本研究以甲醛为唯一碳源，针

对一锅两步法反应体系，通过系统优化关键酶

图10　L-赤藓酮糖生成L-苏糖醇的反应温度优化

Figure 10　 Reaction temperature optimization for 

L-threitol production from L-erythrulose. Reaction 

conditions: 750 µL 50 mmol/L potassium phosphate 

buffer (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4), 375 µL of the 

reaction mixture from the BFD-M6 and FSAA129S 

coupling step was transferred to serve as the substrate, 

2 mmol/L NAD+, 187.5 mmol/L isopropanol, at 30 ℃, 

35 ℃, 40 ℃, 45 ℃ for 3 h.

图11　放大体系中甲醛合成L-苏糖醇的级联反应

Figure 11　 Scale-up of the cascade reaction for 

L-threitol synthesis from formaldehyde. Step 1: From 

formaldehyde to L-erythrulose. Reaction conditions: 

20 mL 50 mmol/L potassium phosphate buffer (pH 

7.4), 10 mg/mL BFD-M6, 1 mg/mL FSAA129S, 

1 500 mmol/L formaldehyde, 1 mmol/L TPP, at 30 ℃ 

for 5 h. Step 2: From L-erythrulose to L-threitol. 

Reaction conditions: 36 mL 50 mmol/L potassium 

phosphate buffer (pH 7.4, 5 mmol/L MgSO4), 18 mL 

step 1 reaction mixture, 8 mg/mL BsMDH, 1 mg/mL 

NsTDH, 187.5 mmol/L isopropanol, 2 mmol/L NAD+, 

at 30 ℃ for 3 h.
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适配性、辅因子初始氧化还原态，以及浓度、

反应温度与时间等核心参数，并基于各酶比活

力差异精准调控各关键酶的添加量，可在维持

高转化率的同时显著降低单位产物所需的酶负

载量(g 酶/g 产物)，有效降低了酶制剂成本。优

化结果显示，FSAA129S 和 NsTDH 的酶活力显著

高于 BFD-M6 和 BsMDH，其用量分别降低了

87% 和 67%，验证了基于酶活精准适配优化策

略的有效性，获得较高产量的 L-苏糖醇。然而，

该反应液若直接用于后续药物合成须经进一步

纯化处理(如活性炭吸附或重结晶去除残留甲

醛)，以确保产物纯度符合要求。此外，在探究

BsMDH/异丙醇辅酶再生循环体系中辅酶初始氧

化还原态对 L-苏糖醇产量的影响时发现，体系

对 NAD⁺表现出明显的偏好性，以氧化态 NAD⁺

作为起始辅因子较还原态 NADH 显著提升了多

酶体系的转化效率。然而，本研究也发现部分

酶存在制约工业化应用的固有瓶颈：NsTDH 虽

活性较高，但可溶性表达欠佳；BsMDH 在低温

贮存条件下易沉淀失活，稳定性不足。针对上

述问题，未来研究可从以下方向展开。(1) 改善

NsTDH 的可溶性表达。可尝试通过融合促溶标

签[23] (如 MBP、SUMO、GST 等)提高 NsTDH

在大肠杆菌中的可溶性表达水平；结合分子伴

侣共表达或低温诱导表达策略[24]减少包涵体的

形成。利用理性设计或定向进化对 NsTDH 表面

疏水区域或折叠关键残基进行改造，也有望提

升其可溶性和折叠效率。(2) 提升 BsMDH 的贮

存稳定性。针对 BsMDH 低温下易沉淀失活的问

题，可开展结构指导的定点突变，引入分子内

二硫键或优化表面电荷分布以增强其构象稳定

性[25-26]；同时，筛选合适的保护剂配方(如海藻

糖、甘油、多元醇等)，或在冻干过程中添加辅

酶/底物类似物以维持其活性构象。此外，探索

固定化酶技术(如共价结合或包埋)也可有效提高

其在贮存和使用过程中的稳定性。基于此，后

续研究将结合蛋白质工程改造与制剂工艺优化，

系统解决上述酶的产业化瓶颈，推动该级联反

应体系的工业化应用。

综上所述，本研究成功构建了一个高效、

稳定且可重复的多酶级联反应体系。该体系以

甲醛为起始底物，通过一锅两步法合成药物中

间体 L-苏糖醇，该合成路线的系统优化目前鲜

见报道，其工艺参数的探索本身具有鲜明的新

颖性。在优化策略上，本研究突破传统单因素

或单酶优化的局限，提出了“多酶体系适配性”

的全局优化理念，通过系统考察酶与酶之间的

浓度配比及辅酶再生平衡，显著提升了多酶级

联反应的协同效率。在此策略指导下，关键酶

FSAA129S 和 NsTDH 的用量较优化前分别降低了

87% 和 67%，小体系产率保持近 90%，放大体

系产率从 43% 提升至 80%，且反应时间大幅缩

短 60%，在实现“降本”的同时取得了显著的“增

效”效果。本研究结果为 L-苏糖醇的酶法工业化

生产提供了重要的理论与技术基础。
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