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蛋白质组装体辅助的酶固定：精准构建有机相高效生物催
化剂

翟婷婷，顾宏周，樊春海

（上海交通大学化学化工学院，上海 200240）

摘要：酶作为一类高效的生物催化剂，是化学工业生产中的主要驱动力之一，被广泛用于精细化工、食品加工和

医药生产等多个领域。然而，酶的三维活性结构极易被有机溶剂破坏，严重阻碍了其在含有机溶剂的工业生产中

的应用。如何保持有机溶剂催化反应体系中的酶活性，是有机相工业生产中亟待解决的问题。酶的固定化被认为

是保留酶稳定性的有效手段之一。近期，张先恩和门冬团队利用具有自组装特性的酵母朊蛋白 Sup35为基质，构

建了一种兼具亲疏水复合界面结构的 Januvia转氨酶 （JTA） 纳米线。JTA纳米线在多种有机溶剂体系中呈现出优

异的催化活性，且具有良好的热稳定性和 pH稳定性。该工作为有机体系中的酶催化提供了一种优异的酶固定策

略，拓宽了酶催化在有机相工业生产中的应用前景。
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Enzyme immobilization assisted by protein assemblies for highly 
efficient biocatalysis in organic systems
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（School of Chemistry and Chemical Engineering， Shanghai Jiao Tong University， Shanghai 200240， China）

Abstract: Enzymes have been regarded as key players in producing chemicals, including fine chemical products, 

food and pharmaceuticals, but the poor stability of three-dimensional folding structures with the enzymes impede their 

applications in organic systems. Maintaining enzymatic activities in organic solvents has becoming one of the urgent 

issues in enzyme-dependent industrial applications. Interfacial immobilization is an attractive strategy for stabilizing 

the structures of enzymes. Recently, an elegant strategy has been reported for constructing organic Januvia 

transaminase nanowires (JTAnw) with high stability in the organic system. Using the self-assembly domain of the 

amyloid protein Sup35 as a hydrophobic support, a unique “dry and wet” interface is constructed for JTAnws, and this 

interface can effectively enhance Januvia transaminase's catalytic activity, thermal stability and pH stability in different 

organic solvents. The work provides a smart enzyme-immobilization strategy for improving enzymes' catalysis 
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performance in organic systems, which would expand their applications for biocatalysis in organic solvents.

Keywords: self-assembly; enzymatic nanowires; “dry and wet” interfaces; high catalytic performance; organic solvents

酶是一类具有高度特异性和高催化效率的生

物催化剂，在化工生产、药物制备和食品加工等

领域具有广泛的应用［1］。然而，酶的催化反应主

要发生在一定条件下的水相环境中，温度和 pH值

的变化以及有机介质的存在等往往会导致酶催化

活性降低，限制其在工业生产中的实际应用［2］。

例如，药物生产中疏水性底物参与的化学反应通

常需要添加有机溶剂作为反应介质，而该操作会

显著降低酶的催化效率。因此，提高酶在有机溶

剂中的催化活性和稳定性具有重要的研究价值。

酶固定化技术是采用固体材料将酶束缚或限制

在一定区域内，从而维持有机相中酶活性和稳定性

的有效手段［3］。与游离酶相比，固定化酶结构刚性

提升，可维持更为稳定的三维活性构象。与此同

时， 固相载体也能为酶提供特定物理化学性质的微

反应环境。因而，固定方法以及所用载体是决定固

定化酶催化性质的关键因素。随着固定化酶技术的

飞速发展，吸附法、交联法、共价结合法和包埋法

等被广泛用于游离酶的固定。但是在这些方法中，

酶通常是被随机固定在载体表面，存在取向性差的

缺陷，导致酶活性的降低［4］。自组装蛋白纳米结构

是一种新兴的酶固定化支撑材料。通过蛋白质工程

和自组装技术，游离酶可以被定向附着在蛋白纳米

结构的表面［5-6］。蛋白质载体不仅保留了传统载体

的优点，而且还能进一步保护酶的活性；此外，蛋

白质载体的表面性质可通过氨基酸残基精确调控实

现灵活的设计。因此，以自组装蛋白为载体的酶固

定化策略为构建界面性质及空间取向可控的高活性

固定化酶提供了可能性。

近期，中国科学院武汉病毒研究所/生物安全

大科学研究中心的门冬课题组与中国科学院生物

物理研究所张先恩课题组合作在 ACS Catalysis 上

发 表 的 研 究 性 文 章 “Self-Assembled Enzymatic 

Nanowires with a ‘Dry and Wet’ Interface Improve 
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the Catalytic Performance of Januvia Transaminase in 

Organic Solvents”报道了一项以自组装蛋白质为载

体，构建有机相下高催化活性固定酶的研究工作［7］。

作者制备了一种具有亲水-疏水复合界面性质的自组

装酶纳米线，可用于有效提高酶在有机相中的催化

性能（图 1）。Zhang等指出，与其他酶固定化的手

段相比，利用具有自组装特性的蛋白为载体的酶固

定化手段不仅可以实现酶的精准定向固定，还可基

于蛋白质表面性质易修饰的特点，实现固定化酶界

面生物化学性质的精确调制，大幅提高了固定化酶

的环境适宜性。相关研究成果将为提高有机介质中

酶分子催化活性和稳定性提供重要参考价值。

在该项工作中，作者选用酿酒酵母蛋白Sup35

作为酶固定化载体。Sup35是一种淀粉样蛋白，其

朊蛋白结构域在体外能自组装形成淀粉样蛋白纤

维。Sup35可以通过与蛋白配体的基因融合来构建

功能化的纳米载体，随后基于蛋白质自组装机制形

成具有交替性亲疏水界面的纳米线，为负载酶提供

一种两亲性的微环境［8］。在示例性实验中，作者将

合成西他列汀（糖尿病治疗药物）的关键酶 Januvia

转氨酶（JTA）与Sup35自组装结构域（前 61个氨

基酸）相融合，构建融合蛋白Sup35-JTA；然后利

用 Sup35的自组装特性，进一步构建 JTA纳米线。

研究证明，蛋白质的融合及自组装过程并不会影

响底物与酶之间的亲和作用，与游离的 JTA 相比

［（7.088 ± 0.351）×10−3 s−1］，JTA纳米线的酶催化活

性［（33.610 ± 2.406）×10−3 s−1］提高了 3.7倍以上，

90%转化率所需时间由游离 JTA的24 h缩短到4.5 h

以下。

文章进一步对 JTA纳米线在有机相中催化活性

提高的机理进行了阐述。作者指出， JTA 纳米线

显现出一定程度的丁达尔现象，能够很好地溶解

在缓冲液中，是一种介于溶液和胶体状态的纳米

材料。与游离的 JTA相比，JTA纳米线中酶与 Sup

纳米线相互作用形成了两亲性复合界面，可以明

显提升固定酶的疏水性质。基于此，JTA纳米线呈

现出与疏水性的Sup纳米线相似的结合疏水分子的

能力。另一方面，测试结果显示与游离 JTA相比，

图图1　Januvia转氨酶纳米线的结构设计及有机相高效底物催化示意图

Fig. 1　Design of Januvia transaminase nanowires for biocatalysis in organic solvents
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JTA纳米线的表观米氏常数（Km）并没有发生明显

的变化。因此，作者推断 JTA纳米线催化活性的提

升源自于 JTA 纳米线结构的亲水-疏水杂合性质，

这一特性改善了酶和底物间的相互作用，具体可

能包括以下两方面：首先，JTA本身是一种亲水性

蛋白质，其催化活性高度依赖于自身三维活性构

象的稳定性，而结合水分子是保持酶活性构象的

必要条件之一。酶分子通过与水分子间的非共价

作用（氢键相互作用、范德华相互作用等），使酶

的最低自由能达到一个极小值，进而维持酶的稳

定状态。一旦维持酶分子活性结构的水分子被去

除，酶分子与水分子间的相互作用消失，酶活性

构象则易发生改变，从而发生酶失活［9］。由Sup35

和 JTA组成的纳米线表面富含极性氨基酸，可以很

好地结合水分子， 为 JTA纳米线提供较好的亲水

微环境，从而提高固定在蛋白质纳米线表面酶的

稳定性，亲水性微环境还可以进一步提高固定化

JTA的溶解性。其次，催化效率（Kcat/Km）数据显

示，由Sup35纳米线形成的疏水微环境可以诱导疏

水性底物普罗西格列汀酮向 JTA纳米线表面扩散，

在提高底物局域浓度的同时也能增强底物与酶的

接触能力，进而最大限度地提高反应速率和催化

效率。作者在文章中还指出，与游离酶相比，JTA

纳米线酶不仅具有更高的酶活性，而且还具有更

好的热稳定性、pH稳定性及有机溶剂适应性，表

现出更优异的综合催化性能。

自组装蛋白纳米结构作为一种新兴的酶固定

化支撑基质，具有广阔的应用前景。由于通过基

因操纵和融合蛋白的自组装可以实现对载体表面

酶的固定位点的精确操控，因而相比于常见的化

学修饰固定法，蛋白质自组装策略能够更大程度

地保持酶的本征催化能力；同时，与基于有机/无

机支撑基质的纳米酶相比，蛋白质载体界面的物

理化学性质具有更强的可设计性，可通过灵活改

变蛋白质载体的结构和微环境，增强固定酶的催

化活力和应用普适性；此外，自组装酶促纳米结

构的特定界面可通过成熟的蛋白质工程来实现，

具备工业化生产和应用的潜力。总而言之，以自

组装蛋白质为载体的酶固定化策略可为多类型工

业生产催化剂的开发提供有利的新思路。
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