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体外多酶组装与生物级联催化：进展与展望

马牧青，吴彦，曲茂华，卢夏锋，曹敏，杜峰，季荣涛，董磊迟，罗志波

（杭州微远生物科技有限公司，浙江 杭州 310024）

摘要：在全球碳中和战略背景下，绿色生物制造正加速取代传统高污染、高能耗的化工生产方式。多酶级联反应

（multi-enzyme cascade reaction， MECR） 作为新一代生物催化平台技术，通过模块化酶网络实现“一锅式”高效

转化，展现出卓越的原子经济性、显著降低的能耗以及突出的环境友好性。本综述明确聚焦于体外多酶级联催化

系统 （in vitro multi-enzyme systems），涵盖以下研究范畴：①体外多酶级联体系的定义；②体外多酶级联体系的分

类；③体外多酶级联体系的相关技术及应用。系统解析了体外多酶组装与生物级联催化的分子机制与技术体系：

基于反应拓扑学特征，提出四类级联模型 （线性/趋同/平行/循环），阐明其动力学优势；突破性技术涵盖 AI 驱动

的酶理性设计、纳米限域空间组织及光/电辅因子再生系统。通过智能适配设计理念，本文深入解析了跨尺度酶

模块的拓扑优化与催化耦合机制，整合了计算流体力学建模、载体界面分子工程及微环境传质调控等关键技术。

产业化实践表明，该技术已成功实现手性药物中间体、高值天然产物等的高效绿色合成，推动医药、材料等领域

的工艺革新。展望未来，动态微环境精准适配、人工智能辅助的酶网络设计及连续流规模化制备等方向将引领技

术发展，为绿色生物制造的产业化升级提供重要理论支撑与技术路径。
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Extracellular multi-enzyme assembly and biocatalytic cascade: 
advances and prospects
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Abstract: Amidst the accelerating global efforts toward carbon neutrality, sustainable biomanufacturing has emerged 

as a crucial alternative for energy-intensive and environmentally harmful chemical synthesis. Within this transformative 

landscape, Multi-Enzyme Cascade Reactions (MECRs) represent a paradigm-shifting biocatalytic platform, harnessing 

the orchestrated activity of spatially organized enzyme modules to enable efficient, one-pot transformations with 

inherent cofactor recycling capabilities. This comprehensive review synthesizes cutting-edge advances in the design, 
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optimization, and deployment of MECRs, offering a unified analysis across molecular, technological, and application 

dimensions. We critically dissect the mechanistic foundations of MECRs, including enzyme-enzyme synergy, substrate 

channeling phenomena, and allosteric regulation governing reaction flux. A systematic classification framework 

delineates cascade topologies—linear, convergent, parallel, and cyclic systems—elucidating their distinct kinetic 

advantages and thermodynamic constraints. Transformative technological innovations are highlighted, encompassing 

AI-driven de novo enzyme design, advanced co-immobilization strategies (such as protein scaffolds and biomimetic 

mineralization), nano-confined spatial organization for enhanced mass transfer, and novel cofactor regeneration 

systems utilizing light or electrical energy. The integration of computational fluid dynamics (CFD) modeling with 

microenvironmental optimization (such as pH and ionic strength gradients) has been shown to significantly enhance 

biocatalytic efficiency, stability, and operational lifetime. The relevance of industrial application is substantiated by 

compelling case studies that demonstrate the synthesis of high-value compounds driven by MECR, including optically 

pure pharmaceutical intermediates, bio-based polymers, and platform chemicals. These processes achieve superior 

atom economy (>90%), significant reductions in the E-factor, and near-quantitative yields under mild aqueous 

conditions. The inherent competitive advantages of MECRs—unmatched stereoselectivity, ambient operational 

parameters, and intrinsic sustainability—are rigorously contrasted against conventional chemocatalytic processes. 

Persistent challenges in enzyme inactivation, cofactor economics, and reactor scalability are objectively evaluated, 

alongside emerging mitigation strategies such as continuous-flow membrane bioreactors, artificial metabolon 

engineering, and machine learning-guided network optimization. Forward-looking perspectives outline a roadmap for 

next-generation MECRs, prioritizing dynamic spatiotemporal control of microenvironments, AI-accelerated evolution 

of hyperstable enzymes, and modular continuous manufacturing platforms. The strategic convergence of synthetic 

biology, computational enzyme engineering, and intelligent process control is poised to unlock programmable 

biocatalytic systems for complex, multi-step syntheses. This review establishes a foundational framework for 

advancing MECRs from bench-scale curiosities to industrially robust, environmentally transformative technologies, 

ultimately positioning enzyme cascades as a cornerstone of carbon-negative manufacturing and a pivotal enabler of 

global net-zero ambitions.

Keywords: multi-enzyme cascade reaction; multi-enzyme assembly; bio-catalytic cascade; green biomanufacturing; 

topology optimization; enzyme engineering
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随着全球能源枯竭和生态恶化问题日益严峻，

绿色生物制造的推广应用已刻不容缓［1］。在“双

碳”目标背景下，传统高耗能、高污染的生产模

式亟待变革。多酶级联反应凭借其“一锅法”高

效转化优势，已成为绿色生物制造的核心技术之

一［2］。该技术通过精确设计的酶级联网络，可实

现较高的原子经济性（部分体系可达 90% 左

右）［3］，较传统化学法降低能耗 50%～80%［4］，并

显著减少废弃物排放［5］，展现出显著的可持续发

展优势。

在全球绿色转型的背景下，中国生物制造产

业展现出强劲的发展势头，年均增速达 12%，

2023年产值已突破 8000亿元［6］。但值得注意的是，

当前产业仍面临严峻挑战，如在 1，4-丁二醇等

300余种关键化学品的生产中，高达 75%的产能仍

依赖传统石油基化学合成工艺，由此每年产生数

百万吨高危废弃物［7］。这一现状正在被多酶级联

技术的突破性进展所改变。以尼龙前体己二酸的

合成为例，最新研发的智能七酶级联系统实现了

常温常压条件下的高效制备，相较传统工艺可减

少 82% 的碳足迹［8］。这种仿生催化模式的应用版

图正在快速扩展：在医药领域成功应用于阿托伐

他汀中间体的绿色合成［9］；在材料领域实现了PEF

塑料单体的生物制造［10］；在食品领域则推动了高

果糖浆等产品的工艺革新［11］。这些产业化案例充

分展现了多酶级联技术在替代传统高污染工艺方

面的巨大潜力。

1 体外多酶级联反应

1.1 多酶级联反应的定义

多酶级联反应（multi-enzyme cascade reaction， 

MECR），亦称多酶组装，是指通过多个酶协同作

用，将底物逐步转化为目标产物的生物催化过程。

与传统的单酶催化相比，多酶级联反应具有更高

的催化效率和产物选择性，能够实现复杂化合物

的高效合成［12］。特别需要说明的是，虽然体内代

谢工程（in vivo metabolic pathway engineering）与

多酶催化具有概念相关性，但本综述聚焦体外合

成生物学策略，重点讨论人工多酶组装体的理性

设计、过程强化技术以及产业化挑战，不涉及体

内代谢工程等复杂宿主调控系统，以保持对体外

生物催化前沿进展的专业探讨。

根据中间代谢物的反应机制，生物催化反应

可分为以下两类：①当中间代谢产物在反应体系

中能自发进行后续转化直至生成终产物时，该过

程定义为“级联反应”（cascade）；②当底物至产

物的转化涉及多个酶催化的连续反应且在同一反

应体系中进行时，该过程称为“串联反应” 

（tandem）［13］。随着研究的深入，现代生物催化领

域将包含≥2个酶促步骤的反应系统统称为“多酶

级联反应”，其完整反应系统则定义为“多酶级联

反应体系”。这一分类体系反映了对酶催化网络化

反应机制的深入认知，其中级联反应强调热力学

自驱性，而串联反应突出多酶协同性，二者共同

构成了现代生物制造的核心技术基础。

多酶级联反应的核心竞争力在于其“三协同”

效应：①能量协同（级联反应自发驱动）；②代谢

协同（底物通道效应减少损耗）；③时空协同（酶

固定化载体同时解决酶稳定性衰减和传质限制两

个核心问题）［14］。这种三协同效应的实现，本质上

依赖于模块化设计策略。一个工业的代表性案例

是维生素 B5前体的高效多酶级联合成，基于计算

机辅助设计的转氨酶 -醛缩酶 -脱氢酶三酶体系，

使其合成步骤从 9 步缩减至 3 步，收率提升至

95%［15］。

1.2 多酶级联反应分类

多酶级联反应体系依据催化机制可分为三类典

型系统：多酶催化体系（multi-enzymatic catalytic 

systems）、化学 -酶法杂化体系（chemo-enzymatic 

hybrid systems） 以 及 酶 触 发 自 发 性 级 联 体 系

（enzyme-initiated spontaneous cascade systems）［16-17］。

本综述将系统阐述多酶催化体系的架构特征，该

体系可进一步基于反应网络拓扑结构划分为四种

亚型：线性级联（linear cascades）、趋同级联

（convergent cascades）、平行分支级联 （parallel 

branching cascade） 以及循环再生级联 （cyclic 

regenerative cascades）［18］。这种分类体系反映了多

酶催化在反应路径设计上的多样性，其中每种架
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构都具有独特的动力学特征和优势，为复杂生物

催化过程的精准调控提供了理论基础（图1）。

1.2.1 线性级联

线性级联是最基础的多酶反应模式，其核心

特征是由多个酶按照严格顺序催化单向不可逆反

应，形成连续的代谢流。绝大多数多酶催化体系

采用线性单向催化路径设计，以特定底物为起始，

通过一系列酶促反应实现中间代谢物的顺序转化，

最终生成目标产物，如图1（a）所示［20］。该体系的核

心优势在于其“一锅式”反应（one-pot reaction）

特性，可显著简化传统多步合成中的分离纯化流

程，降低工艺复杂度，并减少人工干预需求［4］。

从反应动力学角度分析，中间代谢物的即时转化

有效避免了高活性或有毒中间体的累积，使工

艺安全性提升。这些特性使该体系在GMP（Good 

Manufacturing Practice）级药物中间体（如西格列

汀前体）生产中展现出显著优势，较传统工艺有

机溶剂用量减少70%～90%［21］。

这类级联通常由热力学有利的起始反应［如

ATP依赖的激酶反应或NAD（P）+依赖的氧化反应］

驱动，后续步骤可通过底物通道效应（如酶复合

体共定位）或微环境工程（如载体空间限域）实

现高效传递［22-23］。典型代表是 1，4-丁二醇的合成路

径：葡萄糖首先通过己糖激酶（HK）磷酸化，经

糖酵解途径生成甘油醛-3-磷酸，再通过一系列还

原酶（如醛缩酶、脱氢酶）逐步转化为目标产物。

该体系的优势在于反应方向明确、副产物少，在

化工中间体（如己二酸生物合成碳效率达 92%，

较石油路线提升 40%）、药物前体［如D-氨基酸生

产时空产率 28 g/（L·d），较化学法提升 5倍］生产

中应用广泛［24-26］。最新研究通过酶固定化技术（如

金属有机框架封装）使线性级联的时空产率提升

3～5倍，例如将葡萄糖氧化酶、过氧化氢酶和糖

酸脱氢酶共固定在ZIF-8中，可实现维生素C前体

的连续生产［27］。

1.2.2 趋同级联

趋同级联是一类将多个独立的生物催化或信

号传导路径整合到一个共同终点的反应网络设计。

图图1　多酶级联催化体系的4种类型［19］

（图1使用BioGDP.com制作）

Fig. 1　Four types of multi-enzyme cascade catalytic systems[19]

(Fig.1 was Created with BioGDP.com)
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这类级联包括主反应和辅酶循环反应，适用于需

要辅酶参与的催化过程［如图 1（b）所示］，通过整

合多组底物的独立转化路径，实现复杂分子的模

块化组装，其设计理念类似于化工中的“分子拼

接”［28］。在 D-氨基酸生产中，通过整合 L-氨基酸

脱氢酶和甲酸脱氢酶（FDH）两条独立路径，实

现NADH的高效循环利用，使D-苯甘氨酸生产效

率提升至28 g/（L·d）［29］。在阿托伐他汀侧链合成中，

将酮还原酶（KRED）与葡萄糖脱氢酶（GDH）路

径趋同，NADPH再生效率提升3.2倍［30］。交叉式酶

催化路线设计是针对传统线性催化路径的局限性

所提出的系统性优化策略。该设计不仅包含基础

的单向催化路径，更整合了必需的辅因子再生系

统。研究表明，约 67% 的工业用酶（如氧化还原

酶 EC 1 类、转移酶 EC 2 类）需要辅因子［ATP、

NAD（P）H、FAD等］参与才能维持催化活性［31］。

在工程化设计中，辅因子循环系统可分为三

类：①基础循环（如ATP/ADP通过多聚磷酸激酶

再生）［32］；②复合循环（如 SAM 循环涉及甲硫氨

酸腺苷转移酶、S-腺苷高半胱氨酸核苷酶等 3～

5个酶协同）［33］；③延伸循环（通过上游路径耦合

廉价底物，如以葡萄糖替代直接ATP输入）［34］。这

种多层级联设计使生产成本大幅降低。通过反应

热力学耦合和动力学匹配，交叉式体系在工业规

模应用中展现出显著优势，尤其适用于高附加值

手性氨基酸的绿色合成［35］。

1.2.3 平行分支级联

平行分支级联通过构建竞争性反应网络，使

单一底物分流生成不同产物，其核心价值在于实

现资源的高效利用和产物谱调控。多个独立的催

化路线通过中间代谢产物的共用或循环实现协同

作用，如图 1（c）所示。值得注意的是，这种共用

机制与天然代谢网络的本质区别在于：天然代谢

中间体的传递往往依赖细胞区室化结构和转运系

统，而人工体系通过理性设计的载体材料或微环

境工程实现更高效的分子传递。平行式酶催化体

系构建了多路径协同的复杂反应网络，通过共享

中间代谢物实现各催化路径的紧密偶联。这种设

计突破了传统单一路径的局限性，建立了仿生分

流与汇流的动态平衡机制，使副产物能够高效再

循环利用。其核心优势体现在三方面：一是通过

精确调控各路径酶动力学参数实现反应协同；二

是利用热力学耦合驱动反应完全；三是显著提升

原子经济性。典型应用包括非消旋醇-亚砜联产系

统，该系统通过 5个酶的级联催化使一系列手性亚

砜产率和 e.e.值分别达到 86%～99%和 89%～99%，

实现了手性化合物的高效合成［36］。这种网络化设

计为高附加值化合物的绿色制造提供了创新解决

方案，代表了生物催化技术的重要发展方向。

1.2.4 循环再生级联

循环级联通过建立辅因子或关键中间体的再

生回路，解决生物催化中最大的成本瓶颈——辅

因子依赖问题。如图 1（d）所示，通过闭环回路实

现底物的循环利用，适用于外消旋反应和手性化

合物的合成。该催化体系采用闭环级联设计，通

过构建酶催化与化学还原协同的杂化反应网络，

实现底物的动态循环转化与对映体选择性富集。

其核心机制在于：①立体选择性酶催化步骤实现

特定构型底物的定向转化；②非选择性化学还原

步骤完成底物原位再生；③多轮循环驱动目标对

映体持续积累［37］。典型应用如酒石酸的动态动力

学拆分，L-氨基酸氧化酶选择性氧化L-构型底物，

经化学还原剂循环再生后，可使D-对映体富集至

光学纯度>99%［38］。这种化学-酶法协同策略有效

整合了生物催化的立体选择性与化学催化的广谱

反应性，为手性化合物的高效制备提供了创新

方法。

1.3 多酶级联催化反应涉及的主要酶类

多酶级联催化反应通过整合多种功能互补的

酶类构建高效的生物催化系统。这类反应体系通

常包含转移酶、氧化还原酶、裂合酶、水解酶和

异构酶等主要酶类，它们通过精密的协同作用实

现复杂的生物转化过程。这些酶类的组合不是简

单叠加，而是经过系统设计和优化，形成具有特

定功能的催化模块，能够在温和条件下高效驱动

多步反应的连续进行。通过模块化组装策略，研

究人员可以灵活配置不同酶的组合方式，构建定

制化的级联反应通路，实现从简单前体到目标产

物的高效转化。这种多酶协同催化的优势在于能

够显著提升反应效率、降低能量消耗，并减少中
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间产物的分离纯化步骤，为绿色可持续的生物制

造提供了重要技术支撑［39］。随着合成生物学和酶

工程技术的发展，多酶级联催化系统正在医药、

化工、能源等领域展现出广阔的应用前景。

1.3.1 转移酶

转移酶催化各类官能团的精准转移，构建目

标产物的分子骨架。转氨酶作为重要的转移酶，

能够高效催化羰基到氨基的转化，在药物合成中

展现出巨大潜力。工业上主要应用 ω -转氨酶和

α-转氨酶，分别作用于非羧酸邻位胺和α-氨基酸的

氨基［40］。然而，转氨反应的可逆性限制了其转化

效率。通过将转氨酶整合到多酶级联催化体系中，

可以打破反应平衡，推动反应向目标产物方向进

行。例如，Savile等［41］在 Science报道的里程碑式

研究中，将 ω-转氨酶与乳酸脱氢酶偶联，成功实

现了抗糖尿病药物西他列汀中间体的高效合成。

该级联系统通过副产物丙酮酸的及时清除，使转

化率达到 99% 以上，对映体过量值（e.e.）>99.9%，

完美克服了转氨反应平衡限制。这一突破性案例

为手性伯胺的工业化生产提供了高效的生物催化

新范式。

1.3.2 氧化还原酶

氧化还原酶是催化电子在供体与受体间转移

的关键酶类，涵盖脱氢、加氧及过氧化等反应，

主要分为依赖辅因子（如 NAD⁺/FAD）的脱氢酶

（如乳酸脱氢酶）、以氧气为受体的氧化酶（如葡

萄糖氧化酶）、分解活性氧的过氧化物酶（如辣根

过氧化物酶）。在多酶级联体系中，其协同机制包

括底物通道效应（如丙酮酸脱氢酶复合体直接传

递中间产物）、辅因子再生系统（如 NAD⁺循环耦

合甲酸脱氢酶）及热力学驱动的级联设计，确保

反应高效进行。

氧化还原酶的多酶级联体系在工业催化与生

物技术中展现出显著优势。例如，手性药物中间

体合成中，Huang 等［42］报道了一种由酮还原酶

（KRED）与葡萄糖脱氢酶（GDH）组成的级联系

统，利用葡萄糖原位再生NADPH，实现 S-苯乙醇

的合成，产率达 98%，e.e.值>99.9%，时空产率为

12.8 g/（L·h），较单酶体系提升 5 倍。在生物传感

器领域，Nguyen团队［43］开发了基于葡萄糖氧化酶

（GOx）和辣根过氧化物酶（HRP）的双酶电化学

传感器，通过 H2O2 介导信号放大，检测限低至

0.1 μmol/L（葡萄糖），线性范围达0.5～20 mmol/L，

响应时间<3 s，重复使用50次后活性保留90%。氧

化还原酶作为多酶级联的“电子枢纽”，其高效协

同依赖于合理的级联设计、辅因子管理及系统兼

容性优化。随着合成生物学与酶工程的发展，这

类体系在绿色化学、精准医疗及可持续能源中的

潜力将进一步释放。

1.3.3 水解酶

水解酶是催化底物水解反应（如酯键、糖苷

键或肽键断裂）的一类酶，主要包括脂肪酶、糖

苷酶、蛋白酶和磷酸酶等。在多酶级联体系中，

水解酶常通过底物接力、产物导向或信号放大实

现协同。典型实例包括：生物质转化中，将内切

纤维素酶、外切纤维素酶与 β-葡萄糖苷酶共固定

化，使木质纤维素水解效率提升 8 倍［44］；药物合

成中，脂肪酶与转氨酶级联催化动态动力学拆分，

实现手性胺 e.e.值>99%［45］。这些体系通过空间限

域效应或 pH 自适应设计解决单酶条件不兼容问

题，凸显水解酶在级联反应中的通用性与模块化

优势。

1.3.4 裂合酶

裂合酶是一类能够催化底物分子中特定化学

键（如C—C、C—O或C—N键）断裂，并伴随新

双键或环状结构形成的酶。与水解酶不同，裂合

酶的反应通常不依赖水分子参与，而是通过消除

或加成机制实现底物转化。常见的裂合酶包括醛

缩酶、脱羧酶和脱水酶等，它们在代谢途径和生

物合成中扮演关键角色。例如，在天然产物合成

中，苯丙氨酸氨裂合酶（PAL）能够高效催化苯丙

氨酸脱氨生成肉桂酸，这一反应被广泛应用于植

物次生代谢研究和药物中间体制备［46］。此外，在

人工设计的多酶体系中，裂合酶常与其他酶（如

激酶或还原酶）协同，通过底物定向传递或中间

体捕获提高整体催化效率。这种策略在CO₂生物固

定和手性化合物合成中展现出独特优势［47］。

1.3.5 异构酶

异构酶负责催化分子内原子或基团的重新排

列，从而改变底物的立体构型或官能团位置，但

不改变其分子组成。这类酶在生物体内广泛参与

糖代谢、氨基酸转化和信号传导等过程，主要包
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括差向异构酶、变位酶和顺反异构酶等。例如，

葡萄糖异构酶能够将葡萄糖转化为果糖，这一反

应在食品工业中用于生产高果糖浆，具有重要的

经济价值［48］。在多酶级联反应中，异构酶的作用

尤为突出，它能够调整底物构型以适应后续酶促

反应的需求，从而提高整体转化率［49］。通过优化

反应条件或引入辅因子再生系统，异构酶的催化

效率可进一步提升，使其在合成生物学和绿色化

学中的应用更加广泛。

1.4 多酶级联催化体系所涉及的相关技术

构建高效的多酶级联催化体系需要多学科技

术的协同创新，其关键技术主要包括：①酶分子

工程技术，如定向进化和理性设计，用于优化关

键酶的催化性能；②酶固定化与空间组织技术，

包括纳米载体固定化和人工细胞器构建，以提升

酶的稳定性和底物传递效率；③辅因子再生系统

设计，涵盖光/电驱动再生和仿生能量传递系统；

④系统集成与过程强化技术，如微流控反应器和

智能响应系统的开发；⑤先进表征与调控技术，

包括原位监测和高通量筛选平台的建立。这些技

术的突破与融合，极大地推动了多酶级联催化体

系从基础研究向工业化应用的转化。

1.4.1 酶分子工程技术

酶分子设计与改造技术已成为构建高效多酶

级联催化体系的关键驱动力。其核心价值在于突

破天然酶的性能限制并创造全新的催化功能，通

过精准的蛋白质工程手段，可以定向优化酶的催

化活性、选择性和底物适应性，同时显著增强其

热稳定性和操作稳定性，使酶分子能够耐受工业

生产的严苛条件。融合酶设计和底物通道工程的

创新方法有效解决了多酶协同中的传质瓶颈，大

幅提升了级联反应的效率。对酶辅因子依赖性的

成功改造不仅降低了催化体系的运行成本，还拓

展了非天然反应的可能性。

目前主要技术路径包括定向进化、理性设计

和半理性设计三大类，其中定向进化通过易错

PCR、DNA shuffling 等方法模拟自然进化过程，

Frances Arnold 团队［50］利用该技术成功改造 P450-

BM3 酶，使其对非天然底物的羟化能力提升

300倍。理性设计则基于AlphaFold2等结构预测工

具进行精准改造，如 Xu 等［51］设计的葡萄糖异构

酶突变体使木质纤维素转化率提升至 92%。半理

性设计结合两者优势，Wu 团队［52］开发的“热点

区”聚焦突变策略使脂肪酶活性提高20倍。

酶技术与计算机辅助设计的交叉融合正在成

为当前研究的重要发展方向之一。Hyster 课题

组［53］构建的光驱动还原酶融合蛋白实现了无辅因

子催化，而 David Baker 团队［54］通过 AI 算法从头

设计出全新Kemp消除酶。这些技术进步显著提升

了多酶级联体系的性能，如改造后的P450-GDH耦

合系统使反应转化数突破 106［55］。当前面临的筛选

瓶颈、结构预测精度等挑战，正通过微流控分选

和AlphaFold-Multimer等创新方法逐步解决［56-57］。

随着合成生物学与人工智能的深度融合，酶

分子设计正朝着“定制化催化”方向发展。QM/

MM多尺度模拟等先进技术的应用，使研究者能够

更精准地调控酶的催化特性，为构建复杂多酶网

络提供了强大工具［58］。这些突破不仅推动着基础

研究的进步，更为生物制造、绿色化学等领域的

工业化应用奠定了坚实基础。

1.4.2 酶固定化与空间组织技术

酶固定化与空间组织技术是多酶级联催化体

系实现高效协同催化的关键工程技术。近年来，

该领域已发展出多种创新方法，主要包括载体固

定化、纳米反应器构建和区室化分隔三大类技术

路线，如图 2所示。在载体固定化方面，金属有机

框架材料（MOF）因其可调的孔径结构和表面特

性成为研究热点，清华大学戈钧教授课题组［59］通

过仿生矿化技术，成功构建了皱褶假丝酵母脂肪

酶与MOF的复合催化材料。在极端有机相反应体

系中，MOF衍生物及复合物展现出显著的溶剂耐受

性，其残余酶活高达初始活性的 96%～98%［59-60］。

值得注意的是，有研究报道了葡萄糖氧化酶/过氧

化氢酶双酶系统在氨基化磁性纳米颗粒上的共固

定化，其固定化效率达 80%以上，在连续使用 15

批次后仍能保持 85%的催化活性［61］。此外，D-氨

基酸氨基转移酶（DAAT）/甲酸脱氢酶（FDH）/乳

酸脱氢酶（LDH）三酶级联在ZIF-8载体中的共固

定化可实现一锅法一步完成D-氨基酸的合成，相

比化学法合成工艺，具有合成步骤少、反应条件
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温和、收率高的优势，并已成功应用于 200 L规模

的手性药物中间体生产［62］。

纳米级空间组织技术为多酶级联提供了更精

密的调控手段。Kim团队［63］利用DNA折纸技术构

建了边长 20 nm的三角形支架，精确控制葡萄糖代

谢三酶（己糖激酶、磷酸葡萄糖异构酶和葡萄糖- 

6-磷酸脱氢酶）的间距在 10～15 nm范围内，使代

谢通量提升 8倍。类似地，病毒样颗粒（VLP）作

为天然纳米反应器展现出独特优势，Wang 课题

组［64］将纤维素水解酶封装在豇豆花叶病毒衣壳

内，不仅保护酶免受蛋白酶降解，还通过静电作

用富集底物，使纤维素转化率提高 12倍。这些纳

米级空间组织技术通过模拟细胞内酶微环境，显

著提升了级联反应的传质效率。

区室化分隔技术有效解决了不相容酶系的协

同难题。Li 等［65］设计了一种 pH 响应型聚合物微

胶囊，将最适 pH 差异较大的酸性纤维素酶（pH 

4.5）和碱性木糖异构酶（pH 8.0）分别封装在不

同隔室中，通过调控微环境 pH使二者协同效率达

到游离酶混合体系的 6倍。更精巧的区室化设计来

自合成生物学，Maria Godoy-Gallardo团队［66］构建

了基于脂质体的“人工细胞器”，将产过氧化氢的

氧化酶与分解 H2O2的过氧化氢酶分室隔离，既维

持了反应平衡，又避免了酶失活。这些空间组织

技术正在推动多酶级联体系从简单混合向仿生智

能系统发展。

当前该领域面临的主要挑战包括规模化制备

的均一性控制和复杂反应条件的精准调控。最新

突破显示，3D打印技术可实现固定化酶反应器的

定制化构建，如He等［67］开发的酶支架固定化载体

成功实现了青霉素 G 酰化酶、糖苷酶、蛋白酶及

脂肪酶的固定，酶活保留率达 92.8%。随着表征技

术的进步，冷冻电镜和超分辨显微镜已能直接观

察固定化酶的构象变化，为理性设计提供了新

工具。

在产业化应用层面，固定化方法的选择直接

图图2　固定化技术的固定化方法和机理

Fig. 2　The immobilization methods and mechanisms of immobilization technology
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影响工艺效能。目前工业界主要采用共价结合、

吸附、包埋和交联四类技术路线。以固定化脂肪

酶生产生物柴油为例，采用疏水性大孔丙烯酸树

脂作为载体，酶负载量可达 200 mg/g，在 10 m3批

次反应器中连续反应 72 h，生物柴油得率提高 30%

以上［68］。此外，连续流反应器的设计也直接影响

工艺效率，如固定床反应器在青霉素酰化酶生产

6-APA的工艺中可稳定运行 30 d，酶活性保留率达

80%以上［69］。

固定化酶的产业化应用效果显著体现在操作

稳定性和经济效益两方面。研究表明，不同固定

化方法的酶半衰期差异显著：共价结合的脂肪酶、

吸附固定的葡萄糖异构酶和交联-包埋的纤维素酶

均展现出优异的稳定性，这得益于载体改性、添

加剂保护和工艺优化等策略［70-71］。从经济角度看，

固定化工艺使酶成本占比从 40%～60%降至 10%～

20%，下游分离成本显著降低，如固定化乳糖酶生

产低乳糖牛奶的投资回报周期仅 3 年，同时减少

50%～70%的酶用量和废水负荷［72］。

1.4.3 辅因子再生系统设计

辅因子再生是多酶级联设计的核心环节，其

重要性主要体现在三个方面：第一，辅因子［如

NAD（P）H、ATP等］作为电子或能量载体，在多

酶级联反应中往往需要化学计量消耗，若不进行

再生将大幅提高生产成本；第二，辅因子再生系

统可以打破反应平衡限制，推动级联反应向目标

产物方向进行；第三，高效的再生技术能够提升

整体催化效率，使级联体系具备工业化应用价值。

在技术发展历程中，酶偶联再生系统率先取

得突破。甲酸脱氢酶（FDH）因其高稳定性成为

NADH 再生的黄金标准，Yao团队［73］通过定向进

化获得的 FDH变体，并成功应用于甲酸脱氢酶和

L-亮氨酸脱氢酶的共表达，实现 L-苯丙氨酸的工

业化生产。电化学再生作为外源能量输入手段，

需与酶级联反应界面耦合，其效率取决于生物-非

生物界面的传质优化。Goran等［74］开发了氮掺杂

碳纳米管电极，通过表面羧基定向固定 NAD⁺分

子，实现 NADH 再生法拉第效率 98%，电流密度

达 15 mA/cm2。这些再生技术的突破使得辅因子成

本从占总成本的 70%降至不足 5%，大幅提升了级

联体系的经济性。

1.4.4 系统集成与过程强化技术

系统集成与过程强化技术通过优化反应器设

计、改善传质传热效率以及实现精准过程控制，

显著提升了级联催化体系的整体性能。近年来，

该领域主要形成了三大技术方向：微反应器技术、

智能响应系统和模块化集成策略。

微反应器技术因其优异的传质性能和精确的

停留时间控制，成为多酶级联过程强化的首选方

案。如 Shi团队［75］设计一种新型的全液体微控流

芯片，通过层叠组装策略及多糖多层修饰微通道

技术，极大地提高了酶固定化时微通道的机械性

能，并提供了一种可生物降解的环境友好微环境。

智能响应系统通过环境刺激调控酶活性，实现了

催化过程的动态优化。福州大学林子俺课题组［76］

利用供体-受体COF作为光响应氧化酶模拟物，建

立可视化检测平台，应用于复杂生物体系中痕量

谷胱甘肽（GSH）的高灵敏检测；而 pH敏感型多

酶复合体（如组氨酸标签修饰的转氨酶）能自适

应底物浓度变化，在 pH微环境中自发组装，转化

率提升 3.2倍［77］。这类系统特别适用于需要实时调

节的多底物转化过程。模块化集成策略则大幅提

升了系统灵活性，Kightlinger等［78］开发的平台基

于碳代谢、碳同化、蛋白质糖基化和非核糖体多

肽合成等四类具有代表性的新型人工构建的主反

应模块，使不同级联路径的切换时间从 72 h缩短

至 4 h。这些创新技术正在推动多酶级联催化从实

验室规模向工业化生产快速转化，为绿色生物制

造提供了强有力的技术支撑。

1.4.5 先进表征与调控技术

先进表征与调控技术为多酶级联催化体系的

精准设计和实时优化提供了关键工具，其核心价

值在于实现了从宏观反应现象到分子机制的多尺

度解析与精确控制。在表征技术层面，高时空分

辨技术的突破性发展使得研究人员能够实时捕捉

酶-底物相互作用、中间体传递和辅因子循环等关

键过程。在调控技术层面，新兴的生物正交化学

工具和智能响应材料为多酶体系的动态调控提供

了全新手段。Lou等［79］开发的新型体外多酶级联

催化系统，可通过不同波长光照可逆地激活或抑

制特定酶活性，实现七酶级联反应的时序控制。

这项技术进步不仅深化了对多酶协同机制的理解，
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更使催化体系的性能调控从经验试错迈向理性

设计。

尽管多酶级联催化技术发展迅速，当前体系

仍面临多重技术瓶颈：定向进化过程中普遍存在

的“功能-稳定性”权衡效应。研究表明，当通过

易错 PCR 获得活性提升 3～5 倍的突变体时，约

65%的变异株会出现DNA解链温度（Tm值）降低

5～15 ℃的现象［80］。另外，固定化技术虽然提高

了酶的重复利用性，但共价固定化易导致初始活

性损失，而物理吸附法则导致酶脱落率变高。除

此以外，辅因子再生系统的能量转换效率仍是瓶

颈，即便是最先进的光驱动体系其量子效率也仅

维持在 12%～15% 范围［81］。这些技术短板严重制

约了多酶级联体系在工业化场景中的实际应用

效能。

1.5 体外多酶级联反应在绿色生物制造领域的竞争

性优势

传统反应体系在绿色生物制造中存在的显著

缺陷主要体现在三个方面。第一，以微生物发酵

法为代表的传统生物制造工艺虽然具有操作简单

的优势，但其产物分离纯化工艺复杂、产率受限

等问题突出。由于培养基成分复杂，下游分离往

往需要过膜处理等多道工序，大幅推高生产成本；

同时细胞内复杂的代谢网络会导致中间代谢物被

生长消耗，严重影响终产物得率。第二，化学合

成法虽然可以避免生物法的一些局限，但面临着

原子经济性差、反应条件苛刻等问题，不仅能耗

大，还会产生大量含重金属的废弃物。第三，无

论是发酵法还是化学合成法，都面临着严重的环

境可持续性问题：发酵法会产生大量废水，而化

学法则每年导致约 3000吨催化剂污染环境，同时

产生大量碳足迹。这些根本性缺陷使得传统反应

体系在产物纯度、生产灵活性和综合成本等方面

都难以满足现代绿色制造的要求［82］。体外多酶级

联反应作为绿色生物制造的核心技术，正在重塑

现代工业生产模式。

1.5.1 原子经济性与高选择性

通过精确控制酶催化序列，可实现近 100%的

原子利用率，大幅减少副产物生成。相较于传统

化学合成，避免使用重金属催化剂和有机溶剂。

以Merck公司开发的抗糖尿病药物西格列汀生物合

成路线为例，转氨酶级联系统将每生产 1 kg期望

产品与同时产生的废物质量的比值从传统工艺的

52降至 0.3，同时消除了重金属催化剂的使用［83］。

这种精准催化特性使生产过程基本不产生有毒副

产物，完美契合“零排放”的绿色化学原则。

1.5.2 温和反应条件

在能源效率和反应条件方面，多酶级联展现

出传统化工无法比拟的优势。典型的酶催化反应

在常温常压下即可高效进行，能耗仅为同类化学

工艺的 30%～50%。例如利用脂肪酶级联系统生产

生物柴油，反应温度从化学法的 220 ℃降至 35 ℃，

年节省蒸汽消耗 15万吨［84］。更重要的是，这些温

和条件使生产过程无需耐高压设备，大幅降低了

基础设施投资成本，为中小型企业采用绿色制造

技术提供了可能。

1.5.3 可持续性优势

从可持续发展维度看，多酶级联技术实现了

全方位的绿色革新。研究表明，与传统工艺相比，

酶级联工艺可减少 80%～90%的碳足迹，节约 95%

的有机溶剂用量。酶本身完全可生物降解的特性，

彻底解决了化学催化剂的重金属污染问题［85］。更

关键的是，这些系统可以直接利用农林废弃物等

可再生原料，浙江大学团队开发的纤维素酶级联

系统能将玉米秸秆高效转化为平台化学品，原料

成本降低70%［86］。

2 多酶级联反应的实验思路和流程设计

2.1 多酶级联反应的实验思路

多酶级联反应的实验设计需遵循“模块化构

建、协同化优化、系统化集成”的原则。首先要

从反应路径的合理规划入手，基于生物合成原理

设计可行的酶催化序列，并通过热力学分析确保

各步骤的能量可行性。在酶元件选择方面，需要

综合考虑催化效率和特异性，必要时通过蛋白质

工程技术对关键酶进行改造优化。同时要特别关

注不同酶之间的协同作用，包括最佳配比确定和

反应条件协调。

Li等［87］在胞苷一磷酸（CMP）的生物合成路
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径设计中采用了创新的简化策略。与传统的以葡

萄糖为起始底物的全合成路径不同，该研究直接

选用胞苷作为前体物质，通过构建精简的两酶级

联系统实现高效转化。该系统的核心在于：①胞

嘧啶核苷激酶（CK）催化胞苷的磷酸化反应生成

CMP；②为克服 ATP 消耗的能障，创造性引入

ADP 激酶（PPK）构建 ATP 再生循环。这种精巧

的路径设计不仅将酶的种类数量最小化，而且通

过辅因子循环系统显著提升了反应的经济性，如

图 3（a）所示。该研究为核苷酸类化合物的高效生

物合成提供了范式转变，展示了级联反应设计中

“少即是多”的优化理念。另外，实现多酶系统最

佳配比和反应条件协调需要采取多维度优化策略。

基于约束基平衡分析和动力学模拟可以进行理论

预测，如采用的代谢通量分析和酶动力学建模可

直接用于预测多酶级联中的限速步骤（如酪氨酸

途径中的TyrA或HpaB酶），为最佳酶比例提供理

论依据［88］。

其次，在反应体系构建阶段，固定化技术的

选择至关重要。不同的载体材料和固定化方法会

显著影响酶的活性和稳定性，需要根据具体反应

特性进行针对性设计。反应器的选型和参数控制

同样关键，良好的传质传热性能是保证反应效率

的基础。工艺优化则需要从动力学、热力学和经

济性等多个维度进行综合评估，建立科学合理的

评价体系。以Emam等［89］的研究为例，在构建葡

萄糖异构化级联反应时，比较了共价固定与包埋

固定两种策略：前者实现了 85% 的活性保留率但

载酶量较低，后者载酶量可达 50 mg/g但存在底物

扩散限制。该团队最终开发了分级多孔载体，完

美平衡了载酶量与传质效率。

最后，性能验证和放大生产是检验级联反应可

行性的重要环节。在实验室规模验证达到预期指标

后，需要按照规范的放大原则逐步扩大生产规模，

同时持续监测关键参数的变化。当前该领域正在向

智能化方向发展，机器学习等新技术的引入为酶组

合预测和工艺优化提供了新工具。如Zhao等［90］开

发的 Deep Cascade 平台，通过机器学习分析超过

10 000组酶组合数据，预测准确率达 89%，成功指

导了新型β-内酰胺抗生素级联路线的设计。

这种系统化的设计思路已经在多个重要化合

物的绿色合成中取得成功应用，展现出显著的技

术优势。未来随着表征技术和调控手段的进步，

多酶级联反应将在更广阔的领域实现产业化应用，

为绿色制造提供新的技术解决方案。创新的反应

器设计和过程强化技术将进一步提升反应效率和

经济性。

2.2 多酶级联反应的整体流程设计

多酶级联反应体系的构建需要采用系统工程

的思维，重点围绕三个核心环节展开：首先，在

催化路线设计阶段，需综合考虑各步反应的底物/

产物匹配度及其理化性质、成本和产率等关键因

素，可借鉴现有细胞代谢网络进行合理性评估和

动态调整；其次，在酶元件挖掘环节，应结合反

应机理分析和生物信息学工具，从现有数据库中

筛选和鉴定合适的生物催化剂；最后，通过定向

进化、理性设计等方法对关键酶进行改造优化，

并系统调整反应条件参数，实现整体催化性能的

提升。这种多尺度协同优化的设计理念，将推动

多酶级联体系从基础研究向产业化应用转化。

2.2.1 智能调控驱动的实验设计思路

多酶级联反应的创新设计需要融合合成生物

学、酶工程与过程工程的多学科策略。在分子尺

度上，人工智能辅助的酶设计正成为研究热点。

例如，中国科学院微生物研究所的吴边团队［91］通

过使用人工智能计算技术，对芽孢杆菌来源的天

冬氨酸酶进行了分子重设计，成功获得了一系列

具有绝对位置选择性与立体选择性的人工 β-氨基

酸合成酶。利用Rosetta、FoldX设计丝氨酸水解酶

活性位点、立体选择性和热稳定性的方法，通过

QM/MM模拟和特异性打分函数优化，实现了药物

合成、环境修复等领域的酶性能突破（如对硝基

苯酯酶活性提升 400倍、乙酰胆碱酯酶突变体催化

阿托品中间体不对称合成 e.e.值达 98%等），相比

传统方法显著缩短开发周期60%～80%［54］。

2.2.2 多尺度耦合的流程构建

在纳米-微米尺度，酶的空间组织化研究取得

重要突破。丁宝全团队［92］利用DNA折纸技术构建

了精确间距为 8.6 nm 的六酶级联体系，通过优化

酶间距离使底物通道效应达到最优，整体催化效
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率提高 7.3倍。在反应器设计方面，Xu等［93］开发

的微流控-电化学耦合系统实现了辅因子的原位再

生，将传统分批式反应的24 h周期缩短至35 min。

2.2.3 产业落地的创新路径

在高值化学品生产领域，多酶级联技术已实

现多个成功案例。例如，江南大学邓禹团队［94］开

发的己二酸生物合成路线，通过精确调控葡萄糖

分流比例和NADH再生效率，提高碳原子利用率，

较传统石油基路线大幅度降低碳排放。Li等［95］对

生物法尼龙单体生产线的生命周期评估表明，智

能调控的多酶体系可使能耗降低 35%、废水排放

减少80%，预计投资回收期仅2.7年。

3 体外多酶级联反应在绿色生物制造领
域的应用

3.1 手性中间体合成

多酶级联反应在手性中间体合成领域展现出

卓越的催化性能，其通过多酶协同催化网络实现

了传统化学方法难以达到的高效不对称合成。研

究表明，这类系统可稳定获得 e.e.>99% 的手性产

物，显著优于传统化学催化方法［96］。在实际应用

中，这一技术已取得显著成果。其优势主要体现

在以下方面：

3.1.1 手性醇的合成

通过醇脱氢酶催化氧化还原反应，实现手性

醇去消旋化和立体翻转。1，4-丁二醇是一种重要的

化学品中间体，中国是世界上最大的 1，4-丁二醇

消费国，占全世界销售市场 70% 以上，全球年需

求量在 300万吨以上且需求增速保持在 10%左右，

随着 1，4-丁二醇市场需求日益旺盛，利用酶法进

行制备是当前研究热点之一，1，4-丁二醇的合成主

要以化学法为主，以乙炔、丁烷、丁二烯等物质

为起始物料合成，过程烦琐且涉及大量有毒有害

试剂，也涉及较多危险化学步骤如高压等。在利

用生物法对化学合成路线替代研究中，郭艺鸣

等［97］构建了一条以 γ-丁内酯为底物合成 1，4-丁二

醇的体外酶级联催化合成体系，主反应一共有三

步，涉及三种酶［己内酯水解酶（ChnC）、羧酸还

原酶（CAR）和醇脱氢酶（ADH）］，还引入甲酸脱氢

酶（FDH）构建NADH/NAD+辅酶循环体系，如图3

（b）所示，最终1，4-丁二醇的产量最高达到2.41 g/L，

摩尔转化率为 67.3%。微生物发酵法虽产量更高，

但存在产物分离复杂、周期长等局限［98］。

3.1.2 手性胺合成

通过转氨酶催化作用可实现酮酸类底物向手性

胺高效转化［99］［图 3（c）］。在抗丙肝药物索磷布韦

中间体合成中，Paradisi等将转氨酶与亚胺还原酶

联用，开发出四酶级联系统，使反应收率从传统路

线的 65%提升至 92%［100］。罗氏制药报道的帕博利

珠单抗关键手性胺中间体生产工艺中，采用热稳定

性提升的转氨酶突变体与甲酸脱氢酶级联系统，在

100 m3反应器中实现连续生产30批次，催化剂保留

率>90%［101］。这些案例充分证明，转氨酶级联技术

已成为手性胺工业化生产的重要平台技术。

3.2 天然产物合成

多酶级联反应在天然产物合成中也有广泛应

用。例如，通过多酶级联反应，可以实现肌醇、

D-甘露醇等天然产物高效合成。肌醇是人、动物

与微生物生长的必需物质，广泛应用于饲料、医

药和食品等行业，2024年全球肌醇市场销售额达

到了 1.44亿美元，预计 2031年将达到 1.94亿美元，

年复合增长率为 4.4%。肌醇生产主要有水解法和

化学合成法。随着生物技术快速发展，肌醇也可

以通过微生物发酵法进行制备［102］。魏梓佳等［103］

研究利用体外多酶级联体系进行肌醇产品合成制

备，筛选并表达来源于Novibacillus thermophilus和

Caldivirga maquilingensis的肌醇-1-磷酸合酶，整个

多酶级联体系包括四个连续酶催化反应，如图 3

（d）所示，涉及的生物酶包括 α-葡聚糖磷酸化酶、

磷酸葡萄糖变位酶、肌醇-1-磷酸合酶和肌醇单磷

酸酶，以淀粉为起始底物进行肌醇合成制备，最

终肌醇产量达到42.3 g/L，转化率为84.6%。

D-甘露醇广泛分布于植物中，作为抗肿瘤药

物和免疫刺激剂重要前体广泛应用于制药和医疗

等行业，2024年该品全球市场为 9亿美元，其中北

美市场占到 30%以上，是D-甘露醇主要的消费地

区。化学上通过D-果糖和D-甘露糖还原制备获得。

D-甘露醇生物法制备策略可以通过甘露糖脱氢酶

和葡萄糖脱氢酶协同作用，实现D-果糖向D-甘露
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醇高效转化。潘珊等［104］针对目前单一酶法合成D-

甘露醇成本昂贵无法应用于工业化生产的现状，

设计双酶级联反应催化底物D-果糖合成D-甘露醇，

该体系包括甘露糖脱氢酶（MDH）和葡萄糖脱氢

酶（GDH），并对多酶级联体系进行催化条件优

化，在最适条件下 D-甘露醇最高产量为 81.9 g/L，

摩尔转化率为81.9%。

因此，体外多酶级联反应体系在工业生物制

造领域主要聚焦于两大核心应用方向：其一为高

附加值中间体的生物催化合成，通过理性设计转

氨酶、脱氢酶、还原酶等工具酶的级联网络，实

现手性药物中间体及精细化学品的高效制备；其

二为天然产物的全酶法合成，涵盖碳水化合物

（如肌醇、D-甘露醇）、脂质（如结构磷脂）、蛋白

质（如活性肽段）以及其他次级代谢产物（如黄

酮类、萜类）的酶催化合成。这两大应用领域均

体现出多酶级联技术在立体选择性控制、原子经

济性和过程强化等方面的显著优势，为绿色生物

制造提供了创新解决方案（表1）。

4 局限与展望

4.1 体外多酶级联反应局限性

多酶级联反应体系对酶蛋白的性能有着严格

要求，主要体现在以下几个方面：酶的热稳定性、

纯度水平、最适反应温度及 pH 范围等关键参数。

值得注意的是，约 80% 的已知酶类需要金属离子

图图3　体外多酶级联体系催化合成应用实例［19］

（图3使用 BioGDP.com制作）

Fig. 3　Application examples of in vitro multi-enzyme cascade system for catalytic synthesis[19]

(Fig. 3 was created with BioGDP.com)
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作为辅助因子参与催化过程。目前，工业上主要

通过基因工程菌发酵来获取目标酶蛋白。相较于

使用粗酶液，纯酶制剂虽然能有效避免副反应，

但其制备过程涉及复杂的分离纯化工艺，包括超

滤、色谱分离等步骤，导致生产成本显著增加。

特别对于工业化大规模应用而言，这一过程不仅

耗时费力，更会大幅提升整体生产成本。此外，

多数酶催化反应还需依赖价格昂贵的辅酶、辅因

子，这些因素共同导致传统多酶级联反应的工业

应用面临严峻的经济性挑战。以典型的转氨酶催

化体系为例，辅因子成本可占整个生产过程总成

本的 30%～40%，这极大限制了该技术在工业规模

的实际应用。

多酶级联反应体系在实际应用中面临的一个

重要挑战是对长线程催化路线的适应性不足。当

反应路径涉及的酶种类增加时，系统复杂度呈指

数级上升，主要体现在以下几个方面：首先，每

增加一种酶都需要单独构建工程菌株进行发酵生

产，使得整个生产工艺流程变得异常繁杂；其次，

不同酶的最适反应条件（温度、pH、金属离子需

求等）存在显著差异，导致多酶体系的协同调控

难度大幅增加；更重要的是，随着催化步骤的延

长，反应总产率往往因中间产物的累积和副反应

的发生而显著降低。此外，辅酶再生系统的引入

虽然解决了辅因子消耗问题，但进一步增加了体

系的复杂度。这些因素共同导致某些复杂化合物

的酶法合成成本与传统化学合成相比并不具备竞

争优势。

针对这些挑战，当前研究主要聚焦于三个关键

方向：一是基于宏基因组学和计算生物学的酶元件

规模化挖掘技术［105］；二是结合人工智能的酶理性设

计与定向进化方法［106］；三是基于连续流生物制造工

艺的酶-细胞耦合系统优化［107］。这些创新方法显著

提升了微生物体内多酶级联催化的效率。未来，随

着酶工程技术和系统生物学的发展，有望突破现有

局限，实现更复杂、更高效的多酶催化网络构建。

4.2 多酶级联反应的未来发展趋势

多酶级联反应作为合成生物学与绿色生物制

造的核心技术，其未来发展将在技术创新、产业

应用、社会发展和伦理治理四个维度呈现深度融

合趋势。

在技术创新层面，人工智能与量子计算的结

合将推动酶分子设计进入精准预测时代，实现非

天然酶的高效创制；模块化反应体系与仿生细胞

器策略的协同发展，有望突破传统催化限制；而

智能反应器与数字孪生技术的集成应用，将显著

提升规模化生产效率。特别值得关注的是，体外

生物转化技术的突破性进展，如基于多酶系统的

二氧化碳固定与转化技术，通过模拟光合作用途

径构建的人工固碳酶级联反应，已实现从CO2到淀

粉等复杂分子的高效合成，为碳中和技术提供了

全新解决方案。这些技术进步为多酶级联反应的

广泛应用奠定了坚实基础［108］。

从产业应用角度看，该技术正在向高附加值

表表1　　体外多酶催化应用案例比较分析表

Table 1　　Comparative analysis table of application cases of in vitro multi-enzyme catalysis

应用领域

1,4-丁二醇合成

S-2-羟基丁酸

索磷布韦中间体

手性胺合成

肌醇合成

D-甘露醇生产

酶系统组成

己内酯水解酶+羧酸还原酶+醇脱氢酶

苏氨酸脱氨酶+乳酸脱氢酶+甲酸脱氢酶

转氨酶+亚胺还原酶

转氨酶+甲酸脱氢酶

淀粉磷酸化酶+肌醇-1-磷酸合酶等四酶

甘露糖脱氢酶+葡萄糖脱氢酶

设计思路

三酶级联简化化学路线

辅酶循环（FDH）

动态动力学拆分

NADH循环系统

适配NADPH再生系统

选择热稳定性突变体

热力学耦合设计

辅酶NADH原位再生

以淀粉为廉价底物

仿生代谢路径重构

双酶辅因子循环

底物通道效应优化

性能指标

替代高压化学法

减少有毒试剂使用

高转化率（97%）

光学纯度>99%

产物 e.e.值>99.5%
高转化率（>90%）

原子经济性>98%
产物 e.e.值>99.9%

转化率84.6%
成本较化学法低70%

摩尔转化率81.9%
避免化学还原步骤

优势

产量2.41 g/L
反应步骤从9步减至3步

产量143 g/L
无需外源辅酶

产率提升至92%
半衰期延长至120 h

时空产率8.3 g/(L·h)
辅酶周转数12000

产量42.3 g/L
4步反应“一锅法”

产量81.9 g/L
反应条件温和

参考

文献

[97]

[99]

[100]

[101]

[103]

[104]
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领域快速渗透。在医药领域，复杂手性药物的全

酶法合成将改变传统制药模式；在材料科学领域，

生物基单体的高效制备为可持续发展提供新途径；

在能源领域，CO2资源化利用技术可能成为碳中和

的关键解决方案。特别值得注意的是，分布式制

造模式的兴起将重构现有供应链体系，推动生物

制造向智能化、柔性化方向发展。这些应用拓展

将显著提升多酶级联技术的经济价值和社会效益。

从社会发展维度，多酶级联技术的普及将对

社会经济发展产生深远影响。一方面，生物制造

对传统化工的替代效应可能引发产业格局重塑，

创造新的经济增长点；另一方面，该技术在降低

能耗、减少污染方面的优势，将有力推动绿色可

持续发展。然而，技术扩散过程中的“关键酶技

术壁垒”问题需要引起重视，确保发展中国家的

公平参与。此外，生物制造带来的就业结构变化

也要求相应的教育培训体系改革，以实现人才的

平稳转型。

从伦理治理方面，多酶级联体系将呈现系统

化、前瞻性的发展趋势。其核心在于构建动态适

应的治理框架，重点包括三个维度：首先，在风

险管控层面，将建立涵盖分子、细胞到生态系统

的多级评估体系，特别关注工程酶的环境释放风

险和基因水平转移可能性；其次，在监管机制方

面，将实现从基因元件设计、工艺开发到产业应

用的全生命周期管理，并推动国际标准协同；最

后，在治理理念上，将深度融合负责任创新原则，

通过技术预见、利益相关方参与和透明度建设，

平衡创新速度与生物安全。

未来十年，多酶级联反应技术将迎来跨越式

发展，呈现技术创新加速、应用边界拓展和产业

影响深远的特征。本综述系统性地聚焦于体外多

酶级联催化体系，通过建立基于反应拓扑学的四

类级联模型（线性/趋同/平行/循环），揭示了其独

特的动力学优势与分子机制，整合了AI驱动的酶

理性设计、纳米限域空间组织和光/电辅因子再生

等突破性技术，构建了涵盖计算流体力学建模、

载体界面工程和微环境调控的跨尺度优化体系。

当前，该技术已在手性药物中间体和高值天然产

物合成等领域实现产业化突破，显著推动了绿色

制造工艺革新。未来，要实现多酶级联技术的全

部潜力，必须加强基础研究与应用研究的深度协

同，重点突破动态微环境适配、AI辅助酶网络设

计和连续流规模化制备等关键方向。同时，国际

合作的强化和负责任创新框架的建立将助力解决

全球性挑战，使多酶级联技术真正成为绿色制造

体系的核心支柱，最终推动工业生产方式向可持

续范式转型，为人类社会高质量发展提供重要理

论支撑与技术路径。
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