
　 基金项目：山东省泰山产业领军人才蓝色专项（ｔｓｌｓ２０２３１２０７）；中国水产科学研究院基本科研业务费资助项目（２０２３ＴＤ７１）
　 作者简介：王睿　 男，硕士研究生。 研究方向为海洋产物资源与酶工程。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１１７４９７５９４９＠ ｑｑ． ｃｏｍ
　 ∗ 通讯作者。 男，研究员，博士，博士生导师。 研究方向为海洋产物资源与酶工程。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｈａｏｊｈ＠ ｙｓｆｒｉ． ａｃ． ｃｎ
　 收稿日期：２０２５⁃０８⁃０６

Ｄ⁃泛解酸内酯及其酶法合成的研究进展

王　 睿１，２， 孙晶晶１， 王　 伟１， 江承程１， 王超凡１，２， 郝建华１∗

（１． 中国水产科学研究院黄海水产研究所 农业农村部极地渔业可持续利用重点实验室，山东 青岛　 ２６６０７１；
２． 上海海洋大学 水产与生命学院，上海　 ２０１３０６）

摘　 要　 Ｄ⁃泛解酸内酯（Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ，Ｄ⁃ＰＬ）是一种重要的手性中间体，主要用于合成 Ｄ⁃泛酸即维生素 Ｂ５

及其衍生物。 目前，全球对于 Ｄ⁃泛解酸内酯的需求量仍在不断上升，因此开发高效、环保的生产路线具有重要

意义。 酶法合成 Ｄ⁃泛解酸内酯被认为是一条具有广阔生产前景的合成路线，具有绿色、环保等特点，也是目前

工业生产的主要方法。 本文综述近年来酶法合成 Ｄ⁃泛解酸内酯的研究进展，讨论了不同反应条件下 Ｄ⁃泛解

酸内酯水解酶（Ｄ⁃ｌａｃｔｏｎｏ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，Ｄ⁃Ｌａｃ）的酶学性质、表达与定向进化，以及不对称还原酮基泛解酸内酯的

研究进展，比较了化学法、直接发酵法与生物酶法的优势，为后续设计生产 Ｄ⁃泛解酸内酯及其衍生物的方法提

供参考。
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中图分类号　 Ｑ９３９． ９７ 　 　 　 文献标识码　 Ａ　 　 　 文章编号　 １００５ － ７０２１（２０２６）０３ － ０１０２ － １１
ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５ － ７０２１． ２０２６． ０３． ００９

Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ
ＷＡＮＧ Ｒｕｉ１，２， ＳＵＮ Ｊｉｎｇ⁃ｊｉｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｗｅｉ１， ＪＩＡＮＧ Ｃｈｅｎｇ⁃ｃｈｅｎｇ１， ＷＡＮＧ Ｃｈａｏ⁃ｆａｎ１，２， ＨＡＯ Ｊｉａｎ⁃ｈｕａ１∗

（１． Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｙｅｌｌｏｗ Ｓｅａ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ， Ｑｉｎｇｄａｏ ２６６０７１；２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｏｃｅａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ ２０１３０６）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｄ⁃Ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｐｉｖｏｔａｌ ｃｈｉｒａｌ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ ａｃｉｄ （ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ５）
ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ． Ｇｉｖｅｎ ｔｈｅ ｅｓｃａｌａｔｉｎｇ ｇｌｏｂａｌ ｄｅｍａｎｄ ｆｏｒ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ， ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｂｅｎｉｇｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒｏｕｔｅｓ ｈａｓ ｅｍｅｒｇｅｄ ａｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｏｃｕｓ． Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃ⁃
ｔｏｎｅ ｓｔａｎｄｓ ｏｕｔ ａｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈ， ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ｅｃｏ⁃ｆｒｉｅｎｄｌｙ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ， ａｎｄ ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ
ｔｈｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ ｄｅｌｖｅｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ． Ｉｔ ｍｅｔｉｃｕｌｏｕｓｌｙ ｅｘａｍｉｎｅｓ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ ｄｉｒｅｃｔ⁃
ｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｉｔ ｅｘｐｌｏｒｅｓ ｔｈｅ ｌａｔｅｓｔ
ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｔｏ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ． Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｒｉｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｔｈｉｓ
ｒｅｖｉｅｗ ｏｆｆｅｒｓ ｖａｌｕａｂｌｅ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ａｎｄ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅ⁃
ｒｉｖａｔｉｖｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ 　 Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ； Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ； ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｐｏｌｙｋｅｔｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ； ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ；
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ； ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 泛酸，又称遍多酸、维生素 Ｂ５，是一种水溶性

维生素，在生物界中普遍存在，因此得名“泛酸”。
泛酸只有 Ｄ 型具有生理作用，是合成辅酶 Ａ 的一

种前体物质［１⁃２］，也被认为是辅酶 Ａ 的辅酶，１９３３
年在肝脏中被首次发现，并于 １９４０ 年成功合

成［３］。 研究表明，泛酸与机体能量代谢、免疫调
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节、神经递质合成和肠道健康等密切相关。 由于

泛酸的不稳定性，市售产品主要以泛酸钙的形式

进行销售，广泛应用于饲料、化妆品、医药等行业。
全球每年对于泛酸的需求量超过 ２ 万 ｔ。 目前，制
备 Ｄ⁃泛酸（Ｄ⁃Ｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ Ａｃｉｄ，Ｄ⁃ＰＡ）的方法包括

化学法、直接发酵法、生物酶法等。 早期的化学制

备方法主要通过异丁醛⁃甲醛⁃氰化钠法或乙醛酸⁃
异丁醛法制备泛酸内酯，然后将其与 β⁃丙氨酸钙

进行缩合，制得 ＤＬ⁃泛酸钙［４⁃５］，但该方法因试剂

拆分成本高、分离困难、污染严重等问题，目前尚

未有大规模生产的报道。 直接发酵法由于生产的

泛酸成分混杂，难以通过离子交换、结晶等方式去

除杂质，也尚未应用到工业生产中［６］。 现有的投

产实例大部分采用微生物酶法进行大规模 Ｄ⁃ＰＡ
生产。 酶是一种高效、经济、安全的生物催化剂，
微生物酶法合成泛酸的重点先是生成其前体物质

Ｄ⁃泛解酸内酯（Ｄ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ，Ｄ⁃ＰＬ），再经过一

系列反应后生成 Ｄ⁃ＰＡ。 Ｄ⁃ＰＬ 生成通常有两种路

径，一种是通过氧化还原酶不对称还原酮泛解酸

内酯（Ｋｅｔｏｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ，Ｋ⁃ＰＬ），直接将 Ｋ⁃ＰＬ 转化

为 Ｄ⁃ＰＬ（图 １）。 Ｓｈｉｍｉｚｕ 等［６］ 首次报道了这一方

法。 虽然该方法操作简单，但在反应过程中必须

使用还原型辅酶Ⅱ（Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ Ａｄｅｎｉｎｅ Ｄｉｎｕｃｌｅ⁃
ｏｔｉｄｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｏｘｉｄａｓｅ，ＮＡＤＰＨ）作为还原剂，成
本过高［７］。 另外该过程需要在生物体内完成，所
以需要在生物体内加入葡萄糖等碳水化合物提供

能量，且反应时间较长，需要 ３ ｄ，而且底物浓度过

低，仅为 ５％ ［２］，因此，暂时没有不对称还原法应

用于工业生产的报道。 但是近年来随着研究的深

入，不对称还原法逐渐克服了这些缺点，有望在未

来实现 Ｄ⁃ＰＬ 工业化生产。 第二种路径是利用微

生 物 酶 对 ＤＬ⁃泛 解 酸 内 酯 （ ＤＬ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ，
ＤＬ⁃ＰＬ）的高选择性水解实现 Ｄ⁃ＰＬ 生产。 早期研

究人员提出，可以使用高专一性的 Ｌ 型水解酶进

行催化反应，专一性地水解 Ｌ⁃泛解酸内酯［８⁃９］，生
成 Ｌ⁃泛解酸（ Ｌ⁃ｐａｎｔｏｉｃ ａｃｉｄ，Ｌ⁃ＰＡ） （图 ２），并且

Ｌ⁃ＰＡ可以回收［１０］，在此基础上，进一步利用ＤＬ⁃ＰＬ
水解，获得高纯度的 Ｄ⁃ＰＬ。 但是，该过程需要完

全催化，才能得到较高 Ｄ⁃ＰＬ 产率。 而且该方法最

少会损失一半的 ＤＬ⁃ＰＬ 原料，因此成本较高，未实

现大规模生产。 针对这一难题，研究人员筛选出

可以专一性水解 Ｄ⁃ＰＬ 的微生物。 Ｓａｋａｍｏｔｏ 课题

组首先发现利用从镰孢菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）、柱孢菌

属（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃａｒｐｏｎ）和赤霉菌属（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ）中得到

的Ｄ⁃泛解 酸 内 酯 水 解 酶 （ Ｄ⁃ｌａｃｔｏｎｏ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，
Ｄ⁃Ｌａｃ）可以高效降解其中的 Ｄ⁃ＰＬ［１１⁃１２］ （图 ３），且
产于镰孢菌的酶活性更强。 利用尖刀镰孢菌（Ｆｕ⁃
ｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｍ）等微生物对混旋体中的Ｄ⁃ＰＬ进

行水解，可得到 Ｄ⁃泛解酸（Ｄ⁃ｐａｎｔｏｉｃ ａｃｉｄ，Ｄ⁃ＰＡ，
因与Ｄ⁃泛酸缩写相同，为表示区别，下文未特别表

述的 Ｄ⁃ＰＡ 均为 Ｄ⁃泛解酸），再经高温处理得到

Ｄ⁃ＰＬ。

图 １　 氧化还原酶法合成路线［６］

Ｆｉｇ． １　 Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ⁃ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｒｏｕｔｅ［６］

图 ２　 Ｌ⁃泛解酸内酯水解酶催化反应［６］

Ｆｉｇ． ２　 Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ⁃ｌａｃｔｏｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ［６］

图 ３　 Ｄ⁃泛解酸内酯水解酶催化反应［６］

Ｆｉｇ． ３　 Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｄ⁃ｌａｃｔｏｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ［６］
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１　 泛解酸内酯概述及合成策略

泛解酸内酯（Ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ，ＰＬ）是一类典型的

光学异构体，仅 Ｄ 型（Ｄ⁃ＰＬ）具有生物活性，其化

学结构为 Ｃ６Ｈ１０Ｏ３，是泛酸（维生素 Ｂ５）合成的关

键中间体［１３］ ，也是现代生物合成工业生产的关

键物质。 Ｄ⁃ＰＬ 主要由 β⁃Ａｌａ 与 Ｄ⁃泛解酸合成，
也可以用手性拆分方法获得。 近几十年来，科研

人员投入大量精力研究生产 Ｄ⁃ＰＬ 的新路径，目
前全球 Ｄ⁃ＰＬ 的年需求量约为 ２７ ０００ ｔ，且仍在不

断增加。 目前报道的生产 Ｄ⁃ＰＬ 的方法主要有三

种，除上述 ＤＬ⁃ＰＬ 选择性水解、Ｋ⁃ＰＬ 不对称还原

方法外，第三种途径是直接使用手性底物、手性

试剂、手性辅助试剂进行不对称构建和不对称小

分子催化［１４］ 的工业化合成方法，该方法程序繁

琐、复杂且耗时，市场需求仍未得到满足，从而限

制了其大规模应用。 因此，迫切需要更有效的策

略来合成 Ｄ⁃ＰＬ［１５］ 。

２　 ＤＬ⁃ＰＬ 的化学合成路径

ＤＬ⁃ＰＬ 是 １９０４ 年由 Ｇｌａｓｅｒ［１６］ 首次利用异丁

醛和甲醛之间的羟醛缩合反应合成了中间体 ３⁃
羟基⁃２，２⁃二甲基丙醛（ ｈｐａ），然后加入 ＨＣＮ 或

ＮａＣＮ 得到 ２，４⁃二羟基⁃３，３⁃二甲基丁腈，在酸性

条件下皂化得到 ＤＬ⁃ＰＬ（图 ４）。 １９４０ 年，Ｓｔｉｌｌｅｒ
等［１７］ 改进了这条较早的路线，提高了 ＤＬ⁃ＰＬ 产

量。 该方法工艺成熟、价格低廉，是目前最主要

的 ＤＬ⁃ＰＬ 生产方法，但生产过程中使用了剧毒

的 ＨＣＮ 或 ＮａＣＮ。 ２０１９ 年 Ｂｏｕｒｇｅｏｉｓ 等［１８］ 开发

了一种新方法，该方法利用异丁醛和乙醛之间的

羟醛缩合得到中间体 ２⁃羟基⁃３，３⁃二甲基⁃４⁃氧代

丁酸酯，然后还原得到 ＤＬ⁃ＰＬ，从而避免使用

ＮａＣＮ 或 ＨＣＮ。

３　 Ｄ⁃泛解酸内酯水解酶（Ｄ⁃Ｌａｃ）的
来源与前期研究

生物催化和酶反应是目前公认的可持续技

术，生物酶法拆分 ＤＬ⁃ＰＬ 是一种高效、经济、绿色

的合成途径。 Ｄ⁃Ｌａｃ 是一种高专一性水解酶，自
１９９４ 年被发现和应用后，人们对它进行了深入的

研究。 目前对于 Ｄ⁃Ｌａｃ 的研究主要集中在酶学性

质以及定向进化方面，本研究也将从这两方面进

行介绍。 使用尖刀镰孢菌细胞作为催化剂时［１９］，
在不改变 Ｌ⁃ＰＬ 的前提下，催化 Ｄ⁃ＰＬ 生成 Ｄ⁃ＰＡ。
１９９８ 年 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ 等［２０］ 对一种产自尖刀镰孢菌

ＡＫＵ３７０２ 的水解酶进行了基因组提取，并将扩增

得到的 ｃＤＮＡ 产物在大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）
中克隆表达，得到分子量分别为 ４９ ｋＤａ 和 ５１ ｋＤａ
的酶蛋白，对酶蛋白的分子量有了较为清晰的认

知。 ２００１ 年，Ｓｈｉｍｉｚｕ 等［２１］ 将多种微生物与内酯

化物共培养，发现 ＤＬ⁃ＰＬ 水解活性广泛存在于各

类微生物中，而细菌菌株倾向于水解混旋物的

Ｌ⁃对映体，真菌菌株优先水解 Ｄ⁃对映体。 其中镰

孢菌属、柱孢菌属和赤霉菌属对 Ｄ⁃ＰＬ 具有较高的

水解活性。 土壤杆菌属（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）大多具有

Ｌ⁃泛解酸内酯（Ｌ⁃ＰＬ）水解活性，测得 Ｄ⁃Ｌａｃ 的相

对分子量为 １２５ ｋＤａ，亚基分子量为 ６０ ｋＤａ［２２］。
２００４ 年，孙志浩等［１０］ 经过对多个菌种的筛选，发
现镰孢菌属、红曲霉属（Ｍｏｎａｓｃｕｓ）、粘帚曲霉属

（Ｇｌｉｏｃｌａｄｉｕｍ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、根霉属（Ｒｈｉ⁃
ｚｏｐｕｓ）和短梗霉属（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ）等均具有 Ｄ⁃Ｌａｃ
活性，而串珠镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ） ＣＧＭ
ＣＣ０５３６Ｄ⁃Ｌａｃ活性明显高于其他菌株。Ｌ⁃Ｌａｃ与

图 ４　 ＤＬ⁃泛解酸内酯化学合成路线［１５］

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｏｕｔｅ ｏｆ ＤＬ⁃ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ［１５］
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Ｄ⁃Ｌａｃ 分别为选择性水解的不同构型。 ２０００ 年，
Ｋａｔａｏｋａ 等［２２］发现来自根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）的 Ｌ⁃Ｌａｃ 在 ＤＬ⁃ＰＬ 的水解中表现出高

活性和高选择性。 ２００２ 年，Ｋｅｓｓｅｌｅｒ 等［２３］ 利用根

癌农杆菌 Ｌｕ６７８ 的 Ｌ⁃Ｌａｃ 对大肠埃希菌进行工程

化改造，并超表达该水解酶，使酶活性提高了 ２００
倍，达 ６００ Ｕ ／ ｇ。 但是此路径需要 Ｌ⁃ＰＬ 完全水解

才能获得高纯度的 Ｄ⁃ＰＬ，因此限制了工业上的生

产应用。 如果未来能够筛选出具有超高立体选择

性的产 Ｌ⁃Ｌａｃ 的菌株，将会给工业生产带来显著

的经济效益。 同时也可以通过减少 Ｄ⁃ＰＡ 内脂化

为 Ｄ⁃ＰＬ 的步骤，并简化生产体系中的萃取过程

来降低生产成本。

４　 Ｄ⁃Ｌａｃ 的酶学性质

４． １　 Ｄ⁃Ｌａｃ 的最适温度及其热稳定性研究

尽管已知生产 Ｄ⁃Ｌａｃ 的菌株大多来自镰孢菌

属，但各菌株的特性也不相同，所以发酵培养基的

配置和优化与使用的产酶菌本身性质相关，因此

不做比较。 对于 Ｄ⁃Ｌａｃ 酶学性质的研究，由于不

同菌株产酶条件不同，或是反应条件的限制，国内

学者给出的结果不尽相同。 对于反应温度，Ｄ⁃Ｌａｃ
的最适反应温度为 ２８ ～ ３７ ℃，在一定温度范围内

温度升高其水解速率增大，当温度升至 ５０ ℃后，
酶水解速率急速下降。 结果表明，ＤＬ⁃ＰＬ 水解速

率随着温度的升高而增加，尤其在 ３５ ℃后增加明

显，４５ ℃时的水解速率是 ３０ ℃时的 ３ 倍［２４］。 而

汤一新等［２５］在研究 ＳＷ⁃９０２ 产酶酶活性的最适条

件时发现，５０ ～ ５５ ℃时其酶活性仍然很高，并且

随着温度升高的时间延长，酶活性逐渐增强，５５
℃后酶活性迅速下降。 虽然高温可以提高酶的水

解速率，但会导致 Ｄ⁃ＰＡ 纯度下降。 这主要是由

于高温会使酶水解，进而降低其活性及产品纯度。
此外，王开放等［２６］ 还研究了水解酶的热稳定性，
固定化酶经 ５０ ℃处理 ３０ ｍｉｎ 后，酶活性依然保

留最高酶活性的 ７５％左右。
４． ２　 Ｄ⁃Ｌａｃ 的最适 ｐＨ 及其 ｐＨ 稳定性研究

对 Ｄ⁃Ｌａｃ 最适 ｐＨ 进行研究时发现，其具有

特定的 ｐＨ 偏好，最适 ｐＨ 为 ６． ８ ～ ７． ５［２７⁃２９］，进一

步研究发现，ｐＨ 的变化会调整酶分子在反应体系

中的空间结构，并且直接影响酶的催化功能［３０］。
同时，ｐＨ 会影响反应体系中不同组成成分的电离

状态，包括底物分子、酶的活性位点中的催化基团

以及反应生成的产物。 这些组分电离形式的变化

进一步调控它们之间的相互作用关系［３１］。 因此，
ｐＨ 的波动可能降低底物与酶之间的结合能力，或
干扰催化反应中的关键中间过程，从而导致整体

酶促反应效率下降。
虽然已有研究表明 Ｄ⁃Ｌａｃ 在 ｐＨ 值为 ８ 的条

件下有更高的酶活性，但该 ｐＨ 值并不适用于实

际工业生产。 这主要是因为 Ｄ⁃Ｌａｃ 对 ｐＨ 变化的

耐受范围比较窄，在偏碱性条件下其结构稳定性

容易受到破坏，从而导致酶活性快速降低。 并且

较高的 ｐＨ 还可能加快底物的非酶促水解反应，
不仅加快底物消耗，还会降低最终产物的纯

度［２３］。 因此，在实际生产过程中，为保证 Ｄ⁃Ｌａｃ
催化活性的同时，减少 ｐＨ 对底物及产物的不良

影响，通常将反应体系的 ｐＨ 值控制在 ７ 以下，以
兼顾酶活性水平和产物质量。
４． ３　 底物浓度、酶浓度及金属离子对 Ｄ⁃Ｌａｃ 酶
活性的影响

研究发现，当底物浓度增大时，泛解酸的产率

也随之提高。 然而，在相同水解时间下，酶对底物

的水解速率随底物浓度增加而降低。 要达到一定

水解率，高浓度底物则需要更长的水解时间，这会

导致副产物增加，影响产品纯度。 当底物浓度为

２０％时，Ｄ⁃Ｌａｃ 的水解效率可以大于 ２０％ ［２］。
Ｄ⁃Ｌａｃ 浓度试验结果显示，随着 Ｄ⁃Ｌａｃ 浓度

增加，产物中 Ｄ⁃泛解酸产量也随之增加，表明

Ｄ⁃Ｌａｃ水解速率增加。 但是，随着酶量的增加，酶
的单体活力随之降低，且生产过程中所消耗的酶

的成本相应提高。 确定最佳酶系浓度为 ５％ ～
１０％ ［２２］。

Ｄ⁃Ｌａｃ 和底物浓度调控的成本与效率的矛盾

需要权衡，高酶浓度虽可提升反应速率，但受限于

生产成本与底物抑制效应；而底物浓度过高易导

致副产物积累。 为解决以上矛盾，可以结合米氏

方程与反应动力学模型，建立动态浓度梯度优化

策略，并开发固定化酶技术以提升酶的重复利用

率。 关于金属离子对 Ｄ⁃Ｌａｃ 活性影响的相关研究

较少，现有研究表明钙离子可活化自由酶及固定

化酶，但锰、锌等离子对其活化效果不佳。 另外，
与游离酶相比，固定化酶对铜、镍、钴等离子具有

较强的耐性［２７］。
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５　 Ｄ⁃Ｌａｃ 的固定化技术与工业应用

酶虽然高效环保［３２］，但是游离酶对外界环境

很敏感，其在反复使用、极端温度或 ｐＨ 以及接触

有机溶剂的情况下易失活，因此如何使酶在长时

间保存过程中仍能保持较高的酶活性是一个重要

的课题。 ２０ 世纪 ６０ 年代，细胞内的固定化技术

开始进入高速发展时期，该技术通过特定手段将

目的蛋白质以特定的方式固定在不同的载体上得

到固定化酶。 将酶与载体复合，既可以提高酶的

稳定性，增强反应的可控性，减少产物污染，还能

增加底物与酶的接触，做到反复使用［３３］。 酶的固

定方法主要有吸附、共价交联、包埋等方法［３４］。
吸附法是利用离子间相互作用、范德华力和

偶极场等相互作用实现对生物酶的固载。 该方法

采用大孔树脂、鸡蛋壳和凝胶等为载体，将固定化

酶置于外支撑物上，此时酶的扩散限制会明显减

弱。 虽然该方法具有操作简便、成本低廉等优

点［３４］，但仍存在固定化酶不稳定、容易泄漏等不

足［３５］。 共价交联法利用载体上的化学基团与酶

的亲核基团反应，从而实现酶与载体的牢固结合。
常用的载体包括纤维素、琼脂糖、胶原蛋白和无机

载体等，戊二醛是常用的交联剂，它能增强酶与载

体之间的结合力，减少酶的脱落［３６］。 包埋法通过

将酶或细胞嵌入可固化的载体中实现酶的固定

化，这种方法可以采用不同的高分子凝胶形成格

子型或微胶囊型结构，其中凝胶包埋法是最常用

的方法之一［３７］。
Ｔａｎｇ 等［３８］ 采用 Ｋ⁃卡拉胶包埋法，获得了高

效的固定化 Ｄ⁃内酯水解酶，经 ３０ 个周期共 ２４ ｈ
连续反应，依然具有稳定的酶活性，平均水解率为

２８． ０％ ，４ ～ ８ ℃冷冻 ８ 周后，其酶活性基本不变。
沈志强等［３９］采用琼脂法，其固载率和循环再利用

的时间和酶活性均稳定，力学性能好，循环使用

３３ 次后，固定化得率平均达 ８２． ３５％ ，酶活性基本

保持在初始的 ８４． ０３％ 。 谢颂洋［２７］采用壳聚糖作

为载体，酶在 ｐＨ ３． ０、９． ０ 条件下，其酶活性可保

持在 ８３． ０％ 、５０． ９％ ，６０ ℃ 时可保持酶活性的

５０％ ，并可在反复使用后仍保持在 ３０％ 左右。 陈

华等［４０］利用海藻酸钠、氯化钙及普朗尼克 Ｆ⁃１２７
构建固定化载体，将产 Ｄ⁃ＰＬ 的细菌与固定化

Ｄ⁃ＰＬ结合，形成一种稳定的管状结构并与管道壁

牢固结合，实现了对细胞的长期利用。 陈鹏程

等［４１］将糖键合组件 Ｄ⁃Ｌａｃ 的基因与酵母表达体

系进行融合，获得粗酶液后与玻微晶维复合，得到

固定化酶，经固定化酶处理，其酶活性在 ３０ ｄ 后

仍保持在 ９０％ ，循环利用 １０ 次后，酶活性仍保持

在 ６０％左右，具有较高的稳定性和可回收性。 袁

仪霄［４２］采用一步法将 Ｄｌａｃ⁃ＣＢＭ２４ 融合酶固定于

甘蔗渣微晶纤维素，酶负载量达 ４． ２３ ｍｇ ／ ｇ，固定

效率为 ８９． ２３％ ，优化后，固定化酶最适反应温度

升至 ４０ ℃，稳定性显著增强，同时还开发了聚砜

膜中空纤维反应器，重复使用 ９ 次后水解率保持

在 ２８％以上，４ ℃储存 １８０ ｄ 酶活性仍保留 ８５％
以上，成功建立了高效稳定的 Ｄ⁃泛解酸生产体

系。 周思方［４３］ 采用磁性纤维素固定化酶和水凝

胶纤维管固定化细胞技术，使磁性纤维素固定化

酶承载量达到 ６ ｍＬ ／ ｇ，水凝胶固定化细胞承载量

达到 ２００ ｍｇ ／ ｍＬ，２０ 批次反应后保留 ８０％ 酶活

性，４ ℃储存 ３０ ｄ 保留 ９６％ 酶活性，显著提升了

酶的稳定性和重复使用性。 元佳丽等［４４⁃４５］ 利用

氨基化细菌纤维素（ＢＣ⁃ＮＨ２）固定 Ｄ⁃Ｌａｃ，酶固载

量达 ３７２． ５ ｍｇ ／ ｇ，４． ５ ｈ 完成水解拆分，循环 １０
次后仍保持较高酶活性。

虽然目前对于 Ｄ⁃Ｌａｃ 固定化的研究较多，但
仍缺乏一种被广泛认可并能够应用到实际生产中

的固定化方案，各类固定化方法在实际工业应用

中均存在一定不足，需要在实际操作中结合具体

情况进行优化调整。 近年来，磁性纤维素、氨基化

细菌纤维素等新型载体材料的使用，不仅显著提

升了酶的负载能力，还使酶的分离回收与重复使

用更加便捷，在增强酶稳定性、降低生产成本方面

也具有明显优势。 未来通过优化固定化工艺参

数、改进反应条件以及增强载体与酶的相互作用，
为开发通用的 Ｄ⁃Ｌａｃ 固定化方案提供可能性。

６　 基于定向进化的 Ｄ⁃Ｌａｃ 性能提升

及表达体系优化

定向进化是指在试管中模拟达尔文进化过

程，通过随机突变和重组，人为制造大量的突变，
并按照特定的需要和目的给予选择压力，筛选出

具有期望特征的蛋白质，实现分子水平的模拟进

化［４６］。 这也是目前改善蛋白质性能最具前景的
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方法。 定向进化的发展拓宽了蛋白质工程的设计

范围，可在未知目标蛋白质结构信息和作用机制

的情况下对蛋白质进行改造。
柳志强［３１］ 采用反转录聚合酶链反应 （ ＲＴ⁃

ＰＣＲ）方法，对移除内含子的 Ｄ⁃Ｌａｃ 的 ｃＤＮＡ 序列

进行了克隆。 通过软件预测，获得了一条新的来

自链状镰孢菌属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）的 ｃＤＮＡ 序列，其
编码序列与来自尖刀镰孢菌的 Ｄ⁃Ｌａｃ 的 ｃＤＮＡ 序

列有 ９０． ０６％的相似性。 采用 ＰＣＲ 技术，将该酶

的 ｃＤＮＡ 序列导入表达载体中，经 ＩＰＴＧ 诱导，再
经 ｔａｃ 启动子及乳糖操纵子的调节，实现其在

Ｅ． ｃｏｌｉ的高效表达。 经测定，该菌株的酶活性为

３７ ～ ４１ Ｕ ／ ｇ。 进一步研究 Ｄ⁃Ｌａｃ 的表达量，结果

表明该酶在 ４０ ｋＤａ 左右具有较高的表达量，并利

用生物信息学软件对该基因的分子量进行了预

测。 通过利用基因定点突变的方法对其进行改

造，以增强其对酸性环境的耐性。 以 Ｅ． ｃｏｌｉ 为研

究对象，采用高效率的电化学转换方法，将突变重

组质粒库转化到 Ｅ． ｃｏｌｉ 中，建立突变体库，在细

胞内进行基因表达，得到了活性较强且在 ｐＨ 酸

性条件下仍然保持高活力的酶系。 实验结果表

明，该进化酶活性比野生型提高 ５． ５ 倍，而演化酶

活性则为原酶活性的 ７５％ ，而在 ｐＨ ６． ０ 时，剩余

酶活性为 ５０％ ［４６］。 沈治强［２４］ 利用 ＡＲＴＰ 与 ＵＶ⁃
ＬｉＣｌ 两种方法，通过 ４ 次逐步突变，获得 １ 株酶活

性明显增强的突变株，与出发菌株相比，其酶活性

提高了 ２． ４３ 倍，为 ３ ４６０ Ｕ ／ Ｌ，８ 次传代后，获得

了较好的遗传稳定性，并提高了酶的催化活性，且
不影响酶的催化性能。

江南大学的一项研究显示，将编码 Ｄ⁃Ｌａｃ 基

因插入表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ，构建重组表达载体并导

入 ＧＳ１１５ 中获得表达 Ｄ⁃Ｌａｃ 的毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ）工程菌 ＧＳ１１５，该工程菌在 ３ Ｌ 发酵罐中

高密度发酵，发酵产酶活性达到 １ １４５ Ｕ ／ ｍＬ［４７］，
实现了 Ｄ⁃Ｌａｃ 的高效表达，展现良好的工业应用

前景。 Ｚｈａｎｇ 等［４８］ 报道了一种来自梭孢壳菌

（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ ｓｐ． ） ｚｍｕ２０２０１ 的 新 型 对 映 选 择 性

Ｄ⁃Ｌａｃ ＴＳＤＬ，并在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中高效表达，表现出对

Ｄ⁃ＰＬ 的高对映选择性，优化条件下，ＴＳＤＬ 全细胞

催化 ２００ ｇ ／ Ｌ ＤＬ⁃ＰＬ，结果表明其转化率高且对映

选择性良好，显示出工业化生产手性 Ｄ⁃ＰＬ 的潜

力。 Ｓｕｎ 等［４９］通过计算设计优化 Ｄ⁃Ｌａｃ，获得突

变体 Ｍ３，催化效率较野生型提升 ２３ 倍，全细胞转

化 ＤＬ⁃ＰＬ 为Ｄ⁃ＰＡ，时空产率达 １０７． １ ｇ ／ （Ｌ·ｈ），
展示了其在工业生产的应用潜力。 同时， Ｓｕｎ
等［５０］还比较了原核和真核宿主表达的 Ｄ⁃Ｌａｃ，发
现毕赤酵母表达的 ＰｐＬａｃ⁃ＷＴ 在高底物浓度下抑

制作用减弱，稳定性增强，突变体 ＰｐＬａｃ⁃Ｍ１ 转化

率可达 ４０％ ，时空产率为 ９１． １ ｇ ／ （Ｌ·ｈ），揭示了

Ｎ⁃糖基化对酶构象和底物抑制的影响。
定向进化技术在酶工程领域具有广阔的应用

前景，通过将理性设计与高通量筛选相结合，使
Ｄ⁃Ｌａｃ 等工业用酶的性能得到显著提升。 利用随

机进化、改组设计、理性与半理性设计等分子生物

学手段，不仅使酶活性得到极大的提升，还增强了

其在高温、极端 ｐＨ 等恶劣环境条件下的结构稳

定性，为生物酶的工业化应用奠定了坚实基础。
虽然定向进化技术已经取得了很多成果，但仍存

在有待优化的方向，例如在维持结构稳定性的同

时突破酶活性的阈值仍需深入探索。 此外，现有

高通量筛选技术虽然在效率上已有明显提升，但
在面对百万级突变体文库时，仍需投入大量时间

和资源进行研究，因此，构建更高效、智能化的筛

选平台已成为未来发展的重要方向。

７ 　 酮类前体的不对称还原及其在

Ｄ⁃ＰＬ合成中的应用

通过 Ｋ⁃ＰＬ 不对称还原 Ｄ⁃ＰＬ 避免了使用剧

毒的 ＨＣＮ 或 ＮａＣＮ，这种方法具有可持续发展的

良好前景。 Ｌａｎｚｉｌｏｔｔａ 等［５１］发现，很多微生物可以

将生长因素中的 Ｋ⁃ＰＬ 或 Ｋ⁃ＰＡ 还原为 Ｄ⁃ＰＬ 或

Ｄ⁃ＰＡ，这类微生物产生的酮类泛酸内酯还原酶

（Ｋｅｔｏｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＫＰＲ）和酮类泛酸还

原酶 （ Ｋｅｔｏｐａｎｔｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＫＡＲ） 是合成

Ｄ⁃ＰＬ或 Ｄ⁃ＰＡ 的关键酶。 Ｓｈｉｍｉｚｕ 等［６］ 鉴定了一

批具有还原能力的微生物，包括霉菌、酵母菌、细
菌、放线菌等。 Ｓｈｉｍｉｚｕ 等［５２⁃５３］、Ｋａｔａｏｋａ 等［５４］ 首

次报 道 了 红 假 单 胞 菌 （ Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ）
ＩＦＯ１２５４０ 细胞可以将其混旋型的 Ｌ⁃（ ＋ ）同分异

构体转变为具有外消旋的混旋型 Ｄ⁃（ － ）。 首先，
Ｌ⁃泛解酸内酯脱氢酶（ Ｌ⁃Ｐａｎｔｏｌａｃｔｏｎｅ Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ａｓｅ，ＬＰＬＤＨ）被催化生成 Ｋ⁃ＰＬ，Ｋ⁃ＰＬ 快速自发水

解为 Ｋ⁃ＰＡ；然后将 Ｋ⁃ＰＡ 还原为 Ｄ⁃ＰＡ。 反应完成
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后，Ｄ⁃ＰＡ 通过酸处理进行内酯化。 在上述转化过

程中，最初存在于反应混合物中的 Ｄ⁃（ － ）异构体

没有经过任何修饰，该反应最佳产率达到９０． ５％ ，
对映体选择性为 ９４． ４％ ，该还原体系简单，无需

重结晶，具有实际生产意义。 Ｓｉ 等［５５］报道了嗜麦

芽链球菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）ＫＰＡ 还原

酶的 Ｎ 末端氨基酸，并对其进行测序，在此基础

上， 进一步将 ＫＰＡ 还原酶的全长表达载体

ｐＥＴＳｍＫＰＲ 转入 Ｅ． ｃｏｌｉ（ＤＥ３）中，以此为基础对

其进行过量表达，并与葡萄糖脱氢酶（Ｇｌｕｃｏｓｅ Ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＤＨ）进行耦合，该反应 Ｋ⁃ＰＡ 转化

为 Ｄ⁃ＰＡ 的产率大于 ８８％ ，随后，又构建了共表达

嗜麦芽假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉ） ＫＰＲ 和

ＧＤＨ 组分的重组 Ｅ． ｃｏｌｉ，这一过程与 ＬＰＬＤＨ 在

红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）中的过表达耦合，使 Ｌ⁃ＰＬ 在

１６８ ｈ 内转化为 Ｄ⁃ＰＡ，转化率为 ９２％ 。 万华化学

有限公司［５６］报道了一种高活性酮类泛解酸内酯

还原酶突变体及其编码基因的应用，通过定向进

化，成功获得了一株高酶活性的酮类泛解酸内酯

还原酶突变菌株，该突变株在催化过程中表现出

优异的酶活性和特性，为生物催化反应中提高酶

活性提供了有效策略，为工业化生产提供支持。
杭州鑫富科技有限公司与浙江工业大学的一项成

果显示，构建了一个基于多酶重组细胞的级联催

化体系，通过整合多个酶促反应模块并优化反应

条件，成功实现了 Ｄ⁃ＰＬ 的高效制备［５７］，充分体现

了多酶级联催化在提高反应效率和过程集成方面

的优势，也为 Ｄ⁃ＰＬ 的绿色生物合成提供了新的

技术思路。 姚尧等［５８］ 报道了一种以 α⁃酮基异戊

酸和甲醛为底物合成酮泛解酸的全新合成策略，
为该类化合物的生物合成提供了新的方法。

近年来，以 Ｋ⁃ＰＬ 为原料，使用共轭聚酮还原

酶（Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｐｏｌｙｋｅｔｏｎｅ Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＣＰＲ）不对称

还原为 Ｄ⁃ＰＬ 的研究取得了新进展。 Ｚｈａｏ 等［５９］

在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中构建了 ＣＰＲ１ 和 ＧＤＨ 的共表达体系，
催化 Ｋ⁃ＰＬ 不对称还原为 Ｄ⁃ＰＬ，并表达出较高的

活性以及立体选择性，该方法实现了 ＮＡＤＰＨ 的

有效再生，对映体过量（ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃ ｅｘｃｅｓｓ，ｅ． ｅ． ）
达 ９９． ９％ ，产率达 ９１． ６％ 。 Ｗａｎｇ 等［６０］ 通过基因

组挖掘方法从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中发现了一系列

ＣＰＲｓ，并克隆了来自假丝酵母菌 （ Ｃａｎｄｉｄａ） Ｃｏ
９０ ～ １２５推定的 ＣＰＲ 基因，在 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）

中进行了表达，重组 ＣＰＲ 的最适 ｐＨ 值和温度分

别为 ６． ０ ～ ７． ０ 和 ４０ ℃，其产率和 ｅ． ｅ． 均为

９９％ 。 Ｃｈｅｎｇ 等［６１］ 表达了来自柏林念珠菌（Ｃａｎ⁃
ｄｉｄａ ｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓ）ＣＤ３６ 的 ＣＰＲ 基因，在以 Ｋ⁃ＰＬ 为

底物的反应中表达了较高的催化活性和立体选择

性，在连续进料反应中，Ｋ⁃ＰＬ（２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）在 ２ ｈ
内的产率为 ９８％ ， ｅ． ｅ． 为 ９９％ 。 由于辅酶和

ＮＡＤＰＨ 的高昂成本以及底物 Ｋ⁃ＰＬ 在纯水缓冲

液中的稳定性差等因素，限制了该方法在生产中

的应用。 为了解决这些问题，Ｐｅｉ 等［６２］ 开发了一

种全细胞生物转化工艺，在两相反应系统中生产

Ｄ⁃ＰＬ。 重组 ＣＰＲ 和 ＧＤＨ 在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中共表达，同
时实现Ｄ⁃ＰＬ的合成和 ＮＡＤＰＨ 的再生。 由于双相

反应体系中含有 １５％ （ｖ ／ ｖ）的二氯甲烷，显著抑

制了 ＫＰＬ 的不良水解。 在补料⁃分批两相反应

中，底物 ＫＰＬ 在分批反应后连续送入反应器，
Ｄ⁃ＰＬ浓度达到 ０． ７７ ｍｏｌ ／ Ｌ，在混合物中反应 ７ ｈ，
Ｄ⁃ＰＬ 的 ｅ． ｅ． 为 ９９％ ，时空产率 ３４３． ２ ｇ ／ （Ｌ·ｄ），
可以用于工业化生产。

王加跑［６３］ 利用 Ｅ． ｃｏｌｉ ｐＡＣＹＣＤｕｅｔ⁃ＣｏｒＣＰＲ⁃
ＧＤＨ 静息细胞催化 Ｄ⁃ＰＬ，优化条件为 ｐＨ ６． ５、温
度３５ ℃，连续流加工艺下产物浓度达３７９ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
转化率 ９５％ ， ｅ． ｅ． 大于 ９９％ ， 时空产率 １５７
ｇ ／ （Ｌ·ｄ）。 Ｚｈｕ 等［６４］在 Ｅ． ｃｏｌｉ 中实现了来自光

滑念珠菌（Ｎａｋａｓｅｏｍｙｃｅｓ ｇｌａｂｒａｔｕｓ）的偶联聚酮还

原酶的高效表达，纯化的 ＣＰＲ 的最佳温度和 ｐＨ
值分别为 ４０ ℃和 ４． ５，为解决 Ｋ⁃ＰＬ 在合成 Ｄ⁃ＰＬ
的生物催化反应中的自发降解，该反应通过将全

细胞催化剂补料分批添加与底物半连续补料相结

合的策略进行反应。 当 Ｋ⁃ＰＬ 上样量为 １ ０００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，反应 １３ ｈ 后 Ｄ⁃ＰＬ 的分离产率为

９４． ２４％，ｅ． ｅ． ＞９９％，时空产率达到 ２２８ ｇ ／ （Ｌ·ｄ）。
Ｊｉｎ 等［６５］开发了一种有效的三酶（拟甲醇无枝酸

菌（Ａｍｙｃｏｌａｔｏｐｓｉｓ ｍｅｔｈａｎｏｌｉｃａ）的 ＬＰＬＤＨ、来自副

接合酵母（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐａｒａｂａｉｌｉｉ）的 ＣＰＲ 和

来自枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）的 ＧＤＨ 级联

用于 ＤＬ⁃ＰＬ 的去外消旋化。 ＬＰＬＤＨ 催化 Ｌ⁃ＰＬ 脱

氢生成酮基泛内酯，ＣＰＲ 催化酮基泛内酯进一步

生成 Ｄ⁃ＰＬ，ＧＤＨ 与葡萄糖共同完成辅酶再生。
在优化条件下，１． ２５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＬ⁃ＰＬ ３６ ｈ 的去外消

旋化率为 ９８． ６％，时空产率为 １０７． ７ ｇ ／ （Ｌ·ｄ）。
Ｚｈａｏ 等［６６］用半理性设计进行 ＣＰＲ 的工程化以增
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强酿酒酵母 ＫＰＲ 催化活性，通过系统发育分析和

分子动力学模拟，确定了 ５ 个可能的位点，并进行

了半饱和、单点和组合位点突变，获得了几种酶活

性提高的突变体，最终在优化条件下，突变体和

ＧＤＨ 组成的全细胞体系可还原 ４９０． ２１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｄ⁃ＰＬ，ｅ． ｅ． 为 ９９％ ，转化率为 ９８％ ，时空产率为

３８２． ８０ ｇ ／ （Ｌ·ｄ）。 Ｚｈａｎｇ 等［６７］ 从哈萨克斯坦酵

母（Ｋｅｔｏｐａｎｔｏｔｈｅｎｉｃ）中提取到新的 ＣＰＲ，利用底物

口袋改变策略，通过改变底物通道，调节口袋大

小，促进质子转移，获得了突变体，其活性比野生

型提高了 ９． ０ 倍，ｋｃａｔ ／ Ｋｍ 值提高了 ２． ６ 倍。 Ｚｈｕ
等［６８］ 采用一种新发现的来自 Ｈｏａｇｉｅ 红球菌

ＬＰＬＤＨ 对 Ｌ⁃ＰＬ 进行氧化脱氢，为减少 Ｅ． ｃｏｌｉ 中
的膜结合型 ＬＰＬＤＨ，采用分子伴侣辅助和降低诱

导温度的策略实现 ＬＰＬＤＨ 的可溶性表达，为提高

其活性，通过定向进化和亲水性工程提高了酶的

催化活性和热稳定性，最终使 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＬ⁃ＰＬ 的

消旋化产率达到 ９１． ２％ 。 Ｓｕｎ 等［６９］ 在毕赤酵母

中表达了三种 Ｄ⁃型水解酶，其中 Ｆｏ⁃Ｌａｃ 催化效率

最高，４ ｈ 的 ＤＬ⁃ＰＬ 水解率超过 ４０％ ，Ｄ⁃ＰＡ 浓度

为 ０． ６６ ｍｏｌ ／ Ｌ，时空产率达到 ３６． ２ ｇ ／ （Ｌ·ｈ），展
示出工业应用中的潜力。

不对称还原 Ｋ⁃ＰＬ 为 Ｄ⁃ＰＬ 是 Ｄ⁃ＰＬ 生产中的

重要突破，但该方法还存在诸多问题，尚未应用到

实际工业生产中。 首先，辅酶因子 ＮＡＤＰＨ 成本

高且再生效率低，很大程度上限制了生产规模，尽
管通过共表达 ＧＤＨ 已实现了辅因子的再生，但再

生效率的速度与酶催化速度的差距依然过大。 其

次，Ｋ⁃ＰＬ 在水溶液中易自发水解会导致副反应增

加，影响产物收率和纯度。 虽然双相反应体系在

一定程度上缓解了这一问题，但在其性质方面的

研究不够透彻，缺乏有机溶剂对酶活性抑制作用

的相关研究。 另一方面，通过一系列的定向进化

以及理性、半理性设计提高了 ＫＰＲ 和 ＣＰＲ 的催

化效率和立体选择性，但酶的热稳定性和 ｐＨ 适

应性没有得到显著提升，酶在高温或极端 ｐＨ 条

件下容易失活。 未来，结合分子动力学和计算生

物学来阐明结构⁃功能关系，可以实现对酶进行精

确修饰以提高其稳定性。 多酶级联催化体系为高

效合成 Ｄ⁃ＰＬ 提供了新方法，但多酶体系的协同

效率和反应动力学匹配仍需进行优化。

８　 展　 望

Ｄ⁃ＰＬ 主要用于合成 Ｄ⁃泛酸及其衍生物，这
些产物被广泛应用于医药、饲料以及食品添加剂

等领域，具有广阔的市场前景。 近年来，随着市

场需求的增长，Ｄ⁃ＰＬ 下游产品的产能也在不断

增加，例如我国的 Ｄ⁃泛酸钙产能在 ２０２３ 年已达

到近 ３ 万 ｔ，位居全球首位。 随着科技的发展，传
统的化学生产已不符合绿色生产理念，而不对称

还原暂未实现工业应用，因此使用专一性水解酶

仍是未来全球生产 Ｄ⁃ＰＬ 的重要途径。 随着市场

需求的进一步扩大，开发更高效、低成本且绿色

环保的 Ｄ⁃ＰＬ 生产方法已成为目前亟需突破的关

键问题。
虽然对 Ｄ⁃ＰＬ 的研究在持续推进，但主要成

果却仅限于实验室，Ｄ⁃ＰＬ 用于大规模工业化量产

仍存在一些问题。 在实际生产中，Ｄ⁃ＰＬ 的生产对

环境的要求较为苛刻，不利于大规模工业化生产，
因此，未来研究可从以下两个方面进行。 ①挖掘

极端环境下仍能高效生产 Ｄ⁃ＰＬ 的微生物是未来

较有价值的研究点。 目前的研究主要以陆地微生

物为主，极地海洋资源宝库仍有待开发，发掘耐

寒、耐高压高盐的微生物，从中筛选出具有更强适

应性的菌株［７０］，有助于简化 Ｄ⁃ＰＬ 工业生产流程，
降低生产成本。 ②构建 Ｄ⁃ＰＡ 人工复合群落。 单

一微生物往往只能完成特定的生产需求，对于生

产链中的其他步骤，需要多种微生物协同作用，且
每个生产步骤的要求及条件各有不同。 例如在生

产 Ｄ⁃ＰＬ 的过程中，需要额外进行人工萃取、消旋

等步骤，再重新投料进行下一步生产，耗费了人力

物力。 构建复合群落，依靠多种酶的协同作用可

更大程度地简化生产，减少有害试剂的使用，实现

更高效的绿色生产。
极地海洋具有独特的环境，其低温、高盐、高

压和强紫外线辐射等极端环境使得该区域的微生

物进化出与之匹配的代谢途径和酶系统。 这些微

生物产生的低温酶相较于陆地微生物酶具有显著

的特性，例如在低温下保持高催化活性，对热敏

感，易在工业反应后快速失活以及具有较高的底

物特异性等，在 Ｄ⁃ＰＬ 的工业化生产中具有显著

优势，不仅可以降低反应体系能耗，还可以提高产

物的光学纯度。
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然而，从实验室研究到工业生产应用仍然面

临诸多亟需解决的问题，例如运用 Ｘ 射线晶体学

以及冷冻电镜技术探究其催化机制，阐明酶结构

与功能的内在联系等。 更重要的是，需要运用定

向进化和理性设计等技术，提高酶在工业环境下

的稳定性和催化效率。 针对极地微生物培养困难

等技术瓶颈，可以采取开发不同的异源表达系统、
优化发酵工艺等策略尝试解决，这不仅为 Ｄ⁃ＰＬ
的绿色生产提供新的解决方案，而且建立的技术

路线还可以扩展应用至其他手性化合物的合成，
对推动整个生物制造领域的发展具有重要意义。
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