
2022 年第 3卷第 3期 | www.synbioj.comSynthetic Biology Journal 2022，3（3）：500-515

酶催化在维生素及其衍生物制备中的应用
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310027）

摘要：酶是一种天然的催化剂，与化学催化剂相比，酶往往具有独特而卓越的催化性能。对酶的挖掘、改造和应

用一直是生物工程重要研究方向。随着酶的挖掘和改造技术不断发展进步，酶催化技术在工业上的应用范围也越

来越广。在维生素工业生产中，维生素C和维生素B12早已实现发酵法生产，而维生素B2在 21世纪初也由化学合

成转向发酵法生产。除上述维生素外，其他维生素均主要采用化学路线合成。而在维生素的化学合成路径中，酶

催化替代化学催化的案例越来越多，比如维生素B3、维生素B5和维生素D3的合成，以及维生素酯类和糖苷类衍

生物的合成。所涉及的酶种类包括酯水解酶、天冬氨酸酶、P450酶和脂肪酶等。本文对酶的筛选和改造方法做

了总结，综述了酶催化技术在维生素及其衍生物合成中的应用。随着对酶催化机制的深入理解，化学工程、计算

机辅助设计等多学科交叉融合，酶催化技术将在维生素及其他天然产物的合成方面发挥其独特优势。
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Abstract: Enzymes, as a kind of natural catalysts, often have unique and excellent catalytic performance compared

with chemical catalysts. The mining, modification and application of enzymes have always been a key research field of

bioengineering. With the development of enzymes mining and modification technology, enzymatic catalysis has been

widely used in industry. In the production of vitamins, vitamin C and vitamin B12 have been produced by fermentation

with a long history, and vitamin B2 has also been produced by fermentation instead of chemical synthesis since the

beginning of this century. In addition to the above vitamins, other vitamins are mainly synthesized by chemical routes.

In the chemical process of vitamin synthesis, more and more cases of enzymatic catalysis to replace chemical catalysis
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have been explored for semi-chemo-based production. For examples: Biological enzymatic resolution instead of

chemical chiral resolution in vitamin B5 synthesis; Nitrile hydration catalyzed by nitrile hydratase instead of chemical

catalyst in the synthesis of vitamin B3; The synthesis of active vitamin D3 [such as 25(OH) vitamin D3] by P450

enzyme. Furthermore, many vitamin esters or glycoside derivatives are synthesized by lipases or glycosyltransferases.

In this article, industrial applications of enzymes in this regard are reviewed, including screening, directed evolution

and rational modification of the enzymes. Moreover, the applications of enzymatic catalysis in the synthesis of vitamins

are summarized, including vitamin B3, vitamin B5 and vitamin D3. The production of vitamin C is also highlighted

because its fermentation process is similar to enzymatic catalysis. We also summarize the synthesis of several vitamin

derivatives, mainly including ester derivatives of vitamin A, vitamin C and vitamin E, which are synthesized by lipases,

and glycoside derivatives of vitamin C, which are synthesized by glycosyltransferases. Finally, we compare the

advantages and disadvantages of chemical synthesis, fermentation and enzymatic catalysis in the production of

vitamins. The characteristics and application potential of enzymatic catalysis are summarized. With the in-depth

understanding of enzymatic catalysis mechanism, enzymes will play their unique advantages in the synthesis of

vitamins and other natural products through integration of chemical engineering, computer aided design and other

interdisciplinary knowledges.

Keywords: enzymes; enzymatic catalytic; vitamins; vitamin derivatives; lipases

天然酶绝大部分是具有催化功能的蛋白质，

也有少部分是 RNA，而生物工程领域研究的酶大

多都是蛋白质。自然界中存在功能繁多的酶，而

且生命体中大部分反应都是酶催化反应。通常，

酶对底物具有良好的专一性，催化反应高效，具

有空间选择性。而在非天然环境下，酶往往具有

多功能性，比如底物多样性、催化反应多样性和

催化环境多样性，这为酶的应用提供了更多的可

能。酶催化是利用天然或人工改造的酶（或含酶

细胞）催化目标底物合成所需产品的技术。本文

主要介绍酶的筛选及改造技术，并总结了维生素

及其衍生物合成过程中酶催化技术的应用情况。

1 酶的筛选和改造

1.1 天然酶的筛选

1.1.1 传统筛选

天然存在的酶种类繁多，大多不被人们熟知。

我们可以通过采集天然样品，如土壤、海水等，

通过直接培养或分子生物学手段获得特定功能的

酶（或菌种）。比如利用透明圈（淀粉或脱脂奶
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粉）法筛选高产淀粉酶或蛋白酶的微生物［1-2］；利

用刚果红染色法从富含纤维素的土壤中筛选可降

解纤维素的微生物，得到高产纤维素酶的菌

种［3-4］；或利用含铜富集培养基从土壤中筛选具有

良好漆酶活性的芽孢杆菌应用于染料废水脱色［5-6］。

此类传统方法限制条件较少但筛选效率低，所获

得的酶催化效率大多无法达到工业生产要求。然

而，传统筛选仍然是现代生物工程不可或缺的技

术手段，一是自然界中包含太多未知的微生物或

酶，可能获得稀有功能的酶，比如能降解有机磷

农药的有机磷水解酶［7］，能催化碳氢键活化的过

氧化酶［8］等。二是极端微生物的存在使得筛选出

具有良好耐受能力的酶成为可能，比如耐热、耐

盐或耐极端pH的酶等［9-10］。

随着基因测序和合成技术日趋成熟，生物信

息学数据库所包含的基因和基因组数据已十分丰

富，常用的数据库包括 NCBI、 KEGG、 PDB、

UniProt等。通过基因序列比对及生物信息学挖掘，

可直接从数据库中分析得到相关功能的酶基

因［11-12］。将这些基因导入特定的宿主实现酶蛋白表

达，可获得表达特定酶的菌株。从已有数据库中

直接筛选目标酶的优势在于：利用数据库资源和

生物信息学工具可对目标酶进行预测和分析，减

轻了传统天然筛选的烦琐工作；不用考虑微生物

的可培养性问题，十分适用于不可培养微生物中

酶基因的挖掘［13］。然而，相对于天然微生物资源，

数据库资源仍然有限，且大多数基因功能未知。

因此，将传统天然筛选及生物信息学数据分析两

种方式结合才是酶筛选的最有效方式［14］。

1.1.2 高通量筛选

为了提高酶的筛选效率，可在酶活表征反应

的基础上，建立以特征反应为基础的筛选方法。

通过结合高通量筛选设备，如QPix菌落挑选设备，

微流控设备［15］、流式细胞仪［16］、高通量摇床等，

实现筛选过程的半自动化甚至自动化，建立起酶

的高通量筛选方法。高通量筛选样本可以由天然

样品中获得，如土壤、海水等，也可以是通过诱

变得到的突变体酶库，或者是通过随机突变或基

因重排等分子生物学手段构建的人工突变体库。

常见高通量筛选方法包括基于荧光或荧光共振能

量转移显色反应，通过检测荧光强度挑选出高活

力的产酶菌株［17-18］，或是基于酸碱指示剂或其他化

学显色反应，通过检测颜色变化筛选高酶活

菌株［19］。

1.2 酶的定向进化

自然界中天然存在的酶在催化活性、稳定性

或其他反应特性方面往往无法满足工业化需求。

为了优化天然酶的催化特性，我们需要对酶本身

进行非理性改造或理性改造。定向进化（the

directed evolution）是非理性改造最常用的技术。

定向进化的概念和技术由 France H. Arnold教授于

1993年提出。定向进化的本质是模拟自然生物的

突变和选择，通过人为构建酶基因突变库，并建

立有效的筛选方法，积累正向突变，得到目标突

变体酶［20］。France H. Arnold 教授等［21］通过连续

反复地对枯草杆菌蛋白酶 E（Subtilisin E）编码

基因进行随机突变，并经逐步积累正向突变，最

终 获 得 可 在 高 浓 度 有 机 溶 剂 二 甲 基 甲 酰 胺

（DMF）中稳定存在且表现出活性的突变体。随

着高通量筛选技术的发展，定向进化可以和高通

量筛选技术相结合，通过大规模建库（酶的突变

体库），结合高通量筛选技术，可快速获得正向

突变株［22］。

1.3 酶的理性改造

酶的理性改造主要是以酶分子结构为基础，

通过分析酶功能单元和酶催化机制，采取定点突

变或饱和突变的方式改造酶，获得催化性能优良

的酶突变体。只有对酶的结构和功能有较为深入

的理解才能设计出性能更加优良的新酶［23］。随着

对自然界天然酶的结构研究工作的不断开展，酶

结构数据库越来越丰富，但还有大部分酶的晶体

结构没有被解析，难以满足理性改造的需要。另

一方面，生物信息学和计算机辅助设计也不断发

展，人们可以通过序列比对、同源建模及分子动

力学模拟等，分析酶的保守区和活性中心，也可

以进行分子对接分析酶和底物的可能的结合方式

和状态，通过这些信息对酶进行重新设计改造，

大大加速了酶理性改造进程［24-25］。
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2 酶催化合成维生素或其中间体

目前，除维生素B2和维生素B12采用发酵法合

成，其他维生素都是采用化学法或者化学法耦合

酶法合成。其中，维生素 B3化学合成路线的最后

一步是采用腈水合酶催化烟腈生成烟酰胺，这是

工业上腈水合酶的主要应用之一。维生素 B5化学

合成过程中涉及D/L-泛解酸内酯的光学拆分步骤，

工业上一般是通过筛选酯水解酶（或者可产酯水

解酶的菌株）进行手性选择性催化从而实现拆分。

另外，近几年，维生素 B5的另一个重要前体 β-丙

氨酸也成功实现了酶催化工业化生产，与化学法

相比具有明显的成本优势。维生素C两步发酵法已

工业化近 50年，随着对生物合成相关酶的研究愈

发深入，发现发酵机制与酶催化十分接近，这些

发现将推动维生素 C 发酵法的二次革新。维生素

D3一般采用化学法合成，然而活性维生素 D3（羟

基化维生素 D3）的化学合成非常复杂，大规模产

业化困难。采用羟基化酶进行维生素 D3羟基化合

成已展示出潜力，有望在较短的时间实现工业化

并替代化学法。与化学法相比，酶法一般具有反

应条件温和、步骤简便、选择性高等特点，有时

甚至能够催化化学法难以进行的反应。目前酶法

的工业应用包括氧化还原、水解、酯化等反应，

酶的应用形式也多种多样，如固定化或游离酶、

固定化或游离细胞等，且应用范围正不断扩

展［26-27］。下面将介绍酶催化技术在上述几种维生素

合成过程中的应用情况。

2.1 维生素B3

维生素 B3又称为烟酸，烟酸在体内将会代谢

生成烟酰胺，即尼克酰胺。目前市场上产品以烟

酰胺为主。烟酰胺全球产能超过 10万吨/年，主要

生产企业为瑞士龙沙、美国凡特鲁斯、印度吉友

联等。由于3-甲基吡啶或3-氰基吡啶原料制约，国

内企业长期未实现大规模生产烟酰胺。烟酰胺在

蛋白质和糖的新陈代谢中起重要作用，被广泛应

用于饲料（67%）、医药化妆品（20%）和食品

（13%）领域。烟酰胺通常以 3-甲基吡啶为原料通

过氨氧化法合成，但该化学法收率低且有副产物

烟酸。目前工业上采用化学法耦合酶催化法的方

式合成烟酰胺，具体是以 3-甲基吡啶为原料，通

过化学催化合成 3-氰基吡啶，3-氰基吡啶再经过腈

水合酶催化生成烟酰胺（图1）。

1980年，日本京都大学Asano等［28］发现微生

物 Rhodococcus rhodochrous J1 可催化腈类化合物

水合生成酰胺，并将起作用的酶命名为腈水合酶。

不久之后，腈水合酶即应用于工业生产丙烯酰

胺［29］。腈水合酶来源主要为细菌，如红球菌属、

诺卡氏菌属、假单胞菌属、节杆菌属、拟无枝酸

菌属等。腈水合酶根据金属离子依赖性不同，可

分 为 三 类 ， 一 是 非 血 红 素 铁 离 子 依 赖 型 ，

如 Rhodococcus erythropolis A4［30］、 Pseudomonas

chlororaphis B23［31］来源的腈水合酶；二是非类咕

啉钴离子依赖型，如Rhodococcus. rhodochrous J1［32］

来源的腈水合酶；三是其他金属离子依赖型的腈水

合酶，这类腈水合酶目前发现较少，如锌离子或铜

离子依赖型［33］。除了丙烯酰胺以外，腈水合酶工业

化应用最广的是烟酰胺的生产，早在1988年，日本

研究者利用Rhodococcus. rhodochrous J1全细胞作为

催化剂，实现催化 3-氰基吡啶生产烟酰胺，催化

收率达100%，没有烟酸或其他副产物生成［34］。

2.2 维生素B5

维生素 B5，又称 D-泛酸或遍多酸，商品形式

主要为D-泛酸钙。维生素B5在生物体内广泛存在，

主要用于合成辅酶A，并参与糖类、脂肪及蛋白质

代谢。全球维生素B5产能约 2.8万吨，国内产能占

图图1 烟酰胺的合成步骤

Fig. 1 Process for nicotinamide synthesis
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全球约 80% 份额，主要生产企业包括亿帆医药、

新发药业、兄弟科技等。维生素 B5是人和动物生

长发育不可缺少的营养元素，主要应用于动物饲

料、食品添加剂及医药原料药，其中动物饲料应

用占比达75%。

维生素 B5主要采用化学法合成，合成过程涉

及 DL-泛内酯的手性拆分。通过化学法手性拆分

DL-泛内酯需采用手性拆分剂，如手性氨、喹啉化

合物或二甲马钱子碱等，这些拆分剂价格昂贵、

有毒且分离困难［35］。19世纪 70年代，生物科学家

发明了多种类型的酶催化拆分DL-泛内酯或DL-泛

解酸的方法。主要包括：①选择性水解 L-泛解酸

内酯，回收未被水解的D-泛解酸内酯用于下游维

生素 B5的合成。水解产物 L-泛解酸也可以回收，

通过消旋及内酯化反应重新用于水解拆分。②选

择性水解 D-泛解酸内酯，回收生成的 D-泛解酸，

重新酯化得到高纯 D-泛解酸内酯。第 1种方法 L-

泛解酸内酯水解酶活性不高，水解不完全将导致

回收的D-泛解酸内酯不纯，而第2种方法不要求水

解彻底，回收的D-泛解酸内酯纯度高，目前工业

上广泛应用第 2 种方法实现 DL- 泛解酸内酯

拆分［36］。

D-泛解酸内酯水解酶在丝状真菌中存在较为

广泛，如镰刀菌属（Fusarium sp.）、赤霉菌属

（Gibberella sp.）、黏帚霉菌属（Gliocladium sp.）、黑

曲霉属（Aspergillus sp.）、青霉属（Penicillium sp.）、

根霉菌属（Rhizopus sp.）、短梗霉属（Aureobasidium

sp.）等［37］。传统筛选利用溴百里酚蓝等酸碱指示

剂，可从土壤中筛选出具有D-泛解酸内酯水解酶

活性的菌株。再通过化学试剂、紫外或常压室温

等离子体（atmospheric room temperature plasma，

ARTP）诱变，可筛选得到高D-泛解酸内酯水解酶

活性的菌株。1998年，日本第一制药首次将酶催

化拆分DL-泛解酸内酯应用于工业化［38］。2001年，

江南大学孙志浩团队［39］也成功筛选出具有高效水

解D-泛解酸内酯活性的串珠镰孢霉菌，并在浙江

鑫富药业股份有限公司得到工业化应用。

维生素B5合成反应的最后一步是通过D-泛解

酸内酯和 β-丙氨酸（钙）进行缩合反应生成D-泛

酸（钙）。β-丙氨酸是维生素B5的直接前体，是目

前已知唯一天然存在的 β-氨基酸。β-丙氨酸虽然

不参与蛋白质合成，但在生物体内是肌肽、鹅肌

肽等肌源活性肽，以及辅酶 A 合成的重要前体。

β-丙氨酸作为增强肌肉耐力的运动营养补充剂已

经广泛应用于临床营养领域。另外，β-丙氨酸可

提高动物生产性能，调控肌肉生长和肌源活性肽

含量，改善肉品质量，被广泛应用于饲料添加剂

领域。

β-丙氨酸合成路线可分为 3 种方式，共包括

6种合成路线，分别是 2种化学合成法、3种酶催

化法和 1种发酵法路线。目前化学合成法和酶催化

法均在工业化生产上得到广泛应用。丙烯腈化学

合成路线工艺最成熟，但缺点明显，比如有废盐

产生，酸碱用量大等［40］。丙烯酸化学合成路线工

艺相对丙烯腈路线更简洁，无废盐产生，相对更

优［41］。发酵法主要是通过改造大肠杆菌合成 β-丙

氨酸，由于成本问题目前还没有实现工业化［42-43］。

酶催化合成 β-丙氨酸现有路线包括 3条，分别

以富马酸、天冬氨酸和丙烯酸为底物，通过酶催

化合成 β-丙氨酸。在生物体内，β-丙氨酸合成途径

的最后两步即是由天冬氨酸酶催化富马酸合成天

冬氨酸，再由天冬氨酸-α-脱羧酶催化天冬氨酸合

成 β-丙氨酸。因此，以酶催化生产 β-丙氨酸最直接

的方式就是利用富马酸或者天冬氨酸为底物合成

β-丙氨酸［44］。比较两种酶法，富马酸路线的问题

是需要两种酶催化，催化收率难以保证，而天冬

氨酸路线原料成本高。另外，两种酶催化路线有

天然缺陷需要克服：①都需要天冬氨酸-α-脱羧酶，

该酶活性水平低，需要进行改造；②天冬氨酸-α-

脱羧酶催化脱羧反应，整个过程将损失 1 分子

CO2，原子经济性差；③和丙烯酸相比，富马酸和

天冬氨酸原料成本相对较高。

2017年中科院吴边团队通过计算机分子模拟，

发现了能够高效催化丙烯酸合成 β-丙氨酸的天冬

氨酸酶突变体［45］；因此发明了以丙烯酸为底物的

酶催化法生产 β -丙氨酸，并实现工业化应用

（图 2）［46-47］。与富马酸或天冬氨酸为底物的酶法相

比，丙烯酸酶催化法的优势明显，比如原料便宜，

一步酶催化理论收率高。该方法通过对天冬氨酸

酶改造，成功拓宽了酶本身底物谱，使突变体酶

催化本身完全不能催化的新底物，缩短了天然酶

促反应合成步骤，成功代替了化学法。
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2.3 维生素C

维生素 C，即 L-抗坏血酸，是人必需的维生

素。维生素C具有很强的抗氧化能力，因其可治疗

坏血病而广为人知。维生素C被广泛应用于食品添

加剂、动物饲料和医药化妆品领域，其中食品添

加剂应用占比达 70%。20世纪 70年代以前，维生

素C的合成一直采用罗氏化学法，合成路线复杂且

收率低。1973年，中科院联合沈阳药科大学通过

传统筛选的方法发现能将L-山梨糖转化为 2-酮基-

L-古龙酸（2-keto-L-gulonic acid，2-KLG）的微生

物［48］。此后，中国科学家通过诱变等手段不断优

化菌株，最终开创了两步发酵法产维生素 C。目

前，我国维生素 C 产能已达 20 万吨/年，占全球

90% 以上，主要生产企业包括石药集团、鲁维制

药、帝斯曼江山、东北制药等。

两步发酵法第 1步是利用氧化葡萄糖酸杆菌将

D-山梨醇催化生成 L-山梨糖，具体起催化作用的

是 D- 山 梨 醇 脱 氢 酶 ， 辅 酶 为 吡 咯 喹 啉 醌

（pyrroloquinoline quinone，PQQ）；第2步是利用普

通生酮基古龙酸菌和巨大芽孢杆菌（或其他芽孢

杆菌）混菌发酵 L-山梨糖生成 2-KLG，具体起催

化作用的是普通生酮基古龙酸菌中的L-山梨糖/山

梨酮脱氢酶，辅酶也是 PQQ［49］。最终，发酵得到

的2-KLG可通过酯化及内酯化反应合成维生素C。

2-KLG的发酵法实际上仅有 2种（或 3种）酶

促反应［50］。但工业上一直采用两步发酵而不是催

化反应合成维生素C，原因总结如下：①该两步发

酵所涉及的酶都是 PQQ依赖的脱氢酶，PQQ是除

黄素类和腺苷类辅酶以外的第 3 类辅酶，能合成

PQQ 的微生物相对较少，导致外源活性表达 2-

KLG 合成相关脱氢酶较困难［51-52］；②PQQ 的合成

（氧化还原循环）和细胞呼吸链耦合，采用酶催化

（或全细胞催化）可能导致辅酶供给不足，降低催

化效率［53-54］；③D-山梨醇或 L-山梨糖转化的同时

提供细胞生长所需能量，D-山梨醇或 L-山梨糖既

作催化底物也作为发酵碳源，采用发酵法对原料利

用更有效率，因而比酶催化更有优势。2-KLG的发

酵法生产要想进一步革新，最有潜力的研究方向是

将 2-KLG的两步发酵合为一步［55］。这需要深入理

解上述酶催化反应机制，将酶促反应通过基因工程

手段整合到单个菌株中，或者通过混菌发酵山梨醇

生产 2-KLG。目前，江南大学周景文团队［56］已实

现一步发酵合成2-KLG，产量达72.4 g/L。

2.4 维生素D3

维生素D3，即胆钙化醇，是维生素D的一种，

可由 7-脱氢胆固醇经紫外线照射生成。维生素 D3

可治疗甲状腺机能衰退、骨质疏松症和慢性肾衰

竭等疾病。全球维生素 D3产能约 1万吨/年，我国

产能约占全球产能 75%。维生素 D3生产企业包括

浙江花园生物、荷兰帝斯曼、浙江新和成等。

维生素D3本身没有生物活性，而是在体内（主

要是肝脏和肾脏）经羟化反应生成活性维生素D3并

发挥其生理作用。活性维生素D3包括 3种类似物，

1α（OH）VD3、25（OH）VD3和1α，25（OH）VD3
［57］。活

性维生素 D3可通过化学合成法和酶催化法合成。

化学法合成途径复杂，需要多步的基团保护和脱

保护，涉及光照、开环和异构化反应等合成步骤，

污染严重，大规模生产十分困难。而酶法具有催

化位点特异性，P450羟化酶能特异性催化维生素

D3相应位点羟基化。因此，挖掘并改造 P450羟化

酶实现维生素 D3高效羟基化反应是实现活性维生

素D3大规模产业化的关键。

酶催化法通常采用哺乳动物或微生物来源的

P450羟化酶催化维生素D3羟基化合成活性维生素

D3（图 3）。自Horsting和Deluca［58］于 1969年发现

小鼠肝脏匀浆可催化维生素 D3 的 C-25 位羟基化

后，越来越多的羟化酶被发现。1991 年，Sasaki

等［59-60］先后从链霉菌属和无枝酸菌属中筛到多株

可转化维 D3合成 25（OH）VD3或 1α，25（OH）VD3的

图图2 酶催化合成β-丙氨酸

Fig. 2 Synthesis of β-alanine through the enzymatic catalysis
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菌株。其中，自养无枝酸菌 FEM BP-1573 具有最

高的活性。在 200 L 发酵罐中，自养无枝酸菌

FEM BP-1573 能够催化合成 25（OH）VD3和 1α，25

（OH）VD3，产量分别达到 8.3 mg/L 和 0.17 mg/L。

2009年，Fujii等［61］也是从一株自养无枝酸菌［又

名自养假诺卡氏菌（Pseudonocardia autotrophica

NBRC 12743）］ 分离出 P450 单加氧酶 CYP107

（Vdh），发现该酶能够对维D3进行1位与25位羟化。

其团队对该酶进行了异源表达与定向进化，得到了

比野生酶活性高约 20倍的突变体酶Vdh-K1，该突

变体酶具有一定的工业化潜力。

3 酶催化合成维生素衍生物

大多数维生素都是天然的抗氧化剂，易被氧

化，存储困难且不利于后续加工。另外，维生素因

为溶解特性不同，工业应用范围受限。为此，工业

上常常将维生素制备成各种衍生物，在保留维生素

本身生物活性的同时，提高其稳定性、溶解性或其

他特性。维生素衍生物中，最常见的是酯类衍生物

和糖苷类衍生物。在早期研究中，上述衍生物几乎

都是化学合成。随着酶工程研究进展，采用酶催化

法合成维生素衍生物的实例越来越多，也有不少工

业化案例，如维生素A棕榈酸酯、维生素C棕榈酸

酯、维生素C葡萄糖苷等。以下将对酶催化法合成

维生素衍生物的相关研究作总结，以期推动酶催化

法在维生素衍生物合成中的研究及工业化应用。

3.1 维生素A衍生物

维生素 A（vitamin A）主要包括维生素 A1和

维生素A2两种。维生素A1，即视黄醇（或抗干眼

病因子），是一个具有脂环的不饱和一元醇，主要

来源于哺乳动物及咸水鱼的肝脏中。维生素 A2，

即 3-脱氢视黄醇，主要来源于淡水鱼的肝脏中。

由于维生素 A2的活性比较低，所以通常所说的维

生素 A 是指维生素 A1。植物一般不能合成维生素

A，但植物来源的 β-胡萝卜素及其他胡萝卜素可在

人体内合成维生素 A1
［62］。维生素 A 及其衍生物

（如视黄醛或视黄酸等）可促进免疫球蛋白的合

成，具有维持正常视觉功能，维持骨骼正常生长

发育，促进细胞生长与生殖和抑制肿瘤生长等

功能［63］。

维生素 A 是脂溶性维生素，在空气中极不稳

定，紫外照射下易失活，且对皮肤有刺激性，这

些特征限制了维生素 A 在医药及化妆品行业的应

用。因此，工业上通常将其制成维生素 A 衍生物

以克服上述缺点［64］。维生素A的商品形式通常是

维生素A的酯类衍生物。最常见的维生素A酯类衍

生物是维生素A醋酸酯，而维生素A醋酸酯结构仍

然不稳定，一般工业上会进一步将维生素 A 醋酸

酯制备成维生素A丙酸酯、维生素A棕榈酸酯、维

生素A亚油酸酯、维生素A乳酸酯等。除维生素A

棕榈酸酯和维生素A乳酸酯外，上述维生素A衍生

物通常采用化学法合成［65］。传统化学法合成维生

素 A 棕榈酸酯需要先合成棕榈酰氯，而棕榈酰氯

的合成需要使用有毒试剂，如二氯亚砜、光气或

三光气，最终由棕榈酰氯与维生素 A 反应生成维

生素A棕榈酸酯。

随着酶催化法研究的日益深入，利用脂肪酶

催化合成维生素 A 棕榈酸酯的应用已较为成熟。

刘园等［66］通过对诺维信固定化脂肪酶（Novozym

435）催化维生素A棕榈酸酯合成的反应条件进行

图图3 P450羟化酶催化维生素D3合成25-羟基维生素D3

Fig. 3 Synthesis of 25 (OH)VD3 from vitamin D3 under the catalysis of P450 hydroxylase
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了较为详细的考察，在以维生素 A 醋酸酯及棕榈

酸为底物的条件下，实现催化转化率 91%。北京

化工大学谭天伟团队［67］在脂肪酶的开发和应用方

面做了系统研究，开发了来源于Candida sp.99-125

的新型脂肪酶，并采用固定化方式合成维生素 A

棕榈酸酯，可实现转化率达 83%，且连续使用 5次

以上。浙江大学于洪巍团队［68-69］通过筛选得到酯

酶 E. coli BioH，利用该酯酶先催化维生素 A 醋酸

酯和低级醇生成维生素A醇，再催化维生素A醇与

棕榈酸酯反应合成维生素 A 棕榈酸酯，反应总收

率可达 95%。并且，通过固定化酯酶实现酶的反

复套用，大大降低了维生素 A 棕榈酸酯的生产成

本，成功应用于工业生产。

相对而言，酶法合成维生素 A 乳酸酯的研究

较少，阮晖等［70］通过利用酵母展示脂肪酶成功催

化合成维生素 A 乳酸酯。高静等［71］采用脂肪酶

Novozym 435，在混合溶剂叔丁醇/正己烷=3∶2

（体积比）条件下催化合成维生素A乳酸酯，收率

达 52.19%。可以发现，诺维信公司［72］开发的来源

于 南 极 假 丝 酵 母 （Candida antarctica B） 的

Novozym 435，是研究中最常用的脂肪酶之一。

Novozym 435是商品化固定化酶，稳定性好，但对

于不同的底物催化活性不一定高。自然界中脂肪

酶存在广泛，为得到高活性且具有工业化价值的

脂肪酶，需针对不同底物的酯化反应对脂肪酶进

行筛选或改造。

3.2 维生素C衍生物

维生素C在空气中容易被氧化，限制了维生素C

的工业化应用。工业上常将维生素C制备成维生素C

衍生物，在保留维生素C抗氧化活性的同时拓展其

应用范围。常见维生素C衍生物包括维生素C盐类

（比如维生素C钠和维生素C钙），维生素C糖苷类

（比如维生素C葡萄糖苷）和维生素C酯类［比如维

生素C磷酸酯（镁）、维生素C棕榈酸酯、维生素C

硬脂酸酯等］［73-74］。维生素C盐类一般以化学法直接

合成，而维生素C葡萄糖苷一般以酶法合成。因脂

肪酶的广泛存在，应用越发成熟，维生素C酯类也

越来越多采用酶法合成。不同种类的维生素C衍生

物抗氧化作用有差别，应用范围也有所不同［75］。

3.2.1 维生素C糖苷类

维生素 C 葡萄糖苷有多种同分异构体，包括

L-抗坏血酸-2-α-葡萄糖苷（AA-2αG）、L-抗坏血

酸-2-β-葡萄糖苷（AA-2βG）、L-抗坏血酸-5-葡萄

糖苷（AA-5G）和 L-抗坏血酸-6-葡萄糖苷（AA-

6G）。其中，AA-2αG因具有良好的热稳定性和生

物活性受到广泛关注，且已实现酶法工业生产。

AA-2αG进入细胞后，可在 α-葡萄糖苷酶的作用下

被水解成维生素C并发挥生理活性［76］。另外，AA-

2αG 还具有抗紫外线、抑制黑色素生成等美白功

效，主要应用于化妆品行业［77］。

1990年，日本林原生物化学研究所与冈山大学

药学系首次发现了AA-2αG，并利用生物方法大量合

成了该维生素C衍生物［78-79］。迄今为止，AA-2αG主

要采用酶法将葡萄糖基转移到维生素C形成糖苷键合

成。葡萄糖苷键来源（糖基供体）包括环糊精和蔗糖

等。可催化合成AA-2αG的酶包括环麦芽糊精葡聚糖

转移酶（cyclomaltodextrin glucanotransferase，CGtase，

EC 2.4.1.19）、蔗糖磷酸化酶（sucrose phosphorylase，

EC 2.4.1.7）、 α - 葡萄糖苷酶 （α -glucosidase， EC

3.2.1.20）、α-淀粉酶（α-amylase，EC 3.2.1.1）、葡聚

糖蔗糖酶（dextransucrase，EC 2.4.1.5）、β-葡萄糖苷

酶（β-glucosidase，EC 3.2.1.21）等。

CGtase 本身可以催化淀粉水解成环糊精，同

时也是AA-2αG工业化生产用酶，可以利用 α-环糊

精、β-环糊精、γ-环糊精或淀粉作为糖基供体合成

AA-2αG。由于原料价格及催化效率的原因，β-环

糊精在AA-2αG工业生产中最常用。然而 β-环糊精

水溶性较差，限制了CGTase酶促反应。CGtase可

分为嗜常温（mesophilic）和嗜热（thermophilic）

两大类，常见来源有芽孢杆菌（Bacillus）、类芽孢

杆菌（Paenibacillus）、梭菌（Clostridium）、克雷

伯氏菌（Klebsiella）、微球菌（Micrococcus）、嗜

热 厌 氧 杆 菌 （Thermoanaerobacter）、 热 球 菌

（Thermococcus）等。其中，来源于脂肪嗜热芽孢

杆菌（Bacillus stearothermphilus）［80］，环状芽孢杆

菌（Bacillus circulans strain 251）［81-82］和浸麻类芽

孢杆菌（Paenibacillus macerans）［83］的CGtase研究

较多，且已解析出晶体结构。

CGtase 不仅可以催化糖基转移合成 AA-2G，

也可以合成熊果苷、甜菊糖苷或橙皮苷等。大多

507



合成生物学 第3卷

数天然的 CGtase酶催化活性并不高，且有副产物

AA-5G或AA-6G生成。另外，CGtase的催化产物

可能包括多个葡萄糖基（AA-2αGn），需要用糖化

酶等进一步水解成AA-2αG［84］。李江华等［85］通过

响应面优化环麦芽糊精葡聚糖转移酶催化合成AA-

2αG，在 36.5 ℃，pH5.4 条件下实现 AA-2αG 的产

量为 9.76 g/L，接近预测理论产量。事实证明，仅

依靠自然筛选很难得到高活性且高特异性的

CGtase。要想提高 CGtase 的催化活性和产物特异

性，需要对酶进行改造。根据现有报道，对

CGtase的改造方式一般有 3种，定点突变、末端修

饰和融合表达。江南大学刘龙团队对此有较丰富

的研究，他们通过对来源于浸麻类芽孢杆菌的

CGTase 进行多位点组合突变获得高活性突变体

（K47L/Y89F/N94P/D196Y）使AA-2αG产物浓度达

2.23 g/L，与野生酶相比提高 85.8%［86］；在CGTase

蛋白N端融合双亲短肽 SAP6，以淀粉作为糖基供

体条件下，酶的活性较原始酶提高 236%［87］；另外

通过融合糖基结合结构域与CGTase蛋白，以淀粉

作为糖基供体条件下，可使催化活性提高 4倍［88］。

根据陶秀梅等［89］综述，目前最有潜力的 CGTase

来源菌株是 B. stearothermphilus，而 α-环糊精是相

对最合适的糖基供体。考虑到成本和活性，目前

工业上主要以β-环糊精作为糖基供体

蔗 糖 磷 酸 化 酶 主 要 来 源 于 长 双 歧 杆 菌

（Bifidobacterium longum）［90-91］、肠膜明串珠菌

（Leuconostoc mesenteroides）、 嗜 糖 假 单 胞 菌

（Pseudomonas saccharophila）等。与 CGTase 酶

相比，蔗糖磷酸化酶的催化合成AA-2αG的活性较

低，但蔗糖磷酸化酶利用廉价蔗糖作为糖基供体，

同样具有研究价值和工业化潜力。

AA-2βG是日本学者Toyodaono等从中国的宁夏

枸杞（Lycium barbarum L．）和北方枸杞（Lycium

chinese M.）干果中分离纯化得到一种新型、稳定、

纯天然的AA-2αG同分异构体。研究发现，AA-2βG

具有和维生素C类似的生理功能。AA-2βG的合成

研究较少，2009年，谢若男［92］从产纤维素酶菌种

中筛选到产糖苷转移酶的菌种，证实其具有催化

合成AA-2βG的能力，但产量不高，还有待进一步

研究。

3.2.2 维生素C酯类

维生素C的酯类衍生物也有采用酶法合成的研

究，最常见的是采用脂肪酶（或产脂肪酶的微生

物）合成维生素 C 磷酸酯或维生素 C 棕榈酸酯。

1996年，Fujio等［93］发现维生素C与含焦磷酸盐的

水溶液在微生物产生的酶催化作用下可发生酯化

反应生成维生素C磷酸酯，其中，利用产黄纤维单

胞菌（Cellulomonas flavigena）做催化反应，维生

素C磷酸酯终浓度可达8.8 g/L，具有一定工业应用

潜力。据 2001 年相关报道，日本 Kyowa Hakko

Kogyo公司开发了一条酶法合成维生素C磷酸酯的

路线，该酶催化法是以维生素C和磷酸为原料，利

用铜绿假单胞菌作全细胞催化，再经氢氧化钠中

和得到维生素C磷酸酯钠盐［94］。

维生素C棕榈酸酯的酶法合成对反应条件（特

别是溶剂）有很高的要求。由于维生素C易溶于水

而棕榈酸（酯）不溶于水，因此反应溶剂需要对

维生素C和棕榈酸（酯）都有一定的溶解性，目前

常用的溶剂是叔戊醇、叔丁醇、正己烷、丙酮等。

不同的溶剂反应转化率不同，根据大量文献报道

数据的分析，发现在使用相同的脂肪酶作催化剂

时，叔戊醇中的转化率相对较高［95］。另外，虽然

脂肪酶可以在非水相体系中催化酯类的合成，但

仍需要少量的水以维持酶本身的活性构象［96］。同

时，利用脂肪酶催化维生素C棕榈酸酯合成过程中

会产生水，产生的水会影响脂肪酶催化酯合成反

应速率［97］。结合底物溶解性的因素，维生素 C棕

榈酸酯的酶促合成过程中，溶剂的种类和比例尤

为关键。

酶法合成维生素C棕榈酸酯常用的脂肪酶仍然

是 Novozym 435，Lerin等［98］采用 Novozym 435通

过优化反应条件，在酶用量 5%条件下，可实现维

生素C转化率 67%。Karmee等［99］先用化学法合成

棕榈酸乙烯酯作为底物，以Novozym 435脂肪酶催

化剂，在微波辐射下，实现维生素 C 棕榈酸酯合

成，催化转化率达 80%。总体来讲，与其他脂肪

酶相比，Novozym 435脂肪酶在维生素C棕榈酸酯

的合成方面具有一定优势。然而Novozym 435脂肪

酶价格较高，催化效率与化学法相比并无明显优

势。酶法合成维生素C棕榈酸酯的大规模工业化还

需要降低酶的使用成本，提高酶促反应效率，这
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有赖于更高性能酶的挖掘和工业开发。

3.3 维生素EE衍生物

维生素E是一种脂溶性的维生素，天然维生素

E是由生育酚和生育三烯酚及两者的异构体组成的

混合物。目前发现了 8种异构体，包括 α-生育酚、

β-生育酚、γ-生育酚、δ-生育酚和 α-生育三烯酚、

β-生育三烯酚、γ-生育三烯酚、δ-生育三烯酚［100］。

其中，α-生育酚含量最丰富且活性最高，通常所说

维生素 E就是指 α-生育酚。维生素 E（α-生育酚）

具有极强的抗氧化性，因此也极易被氧化，十分

不利于贮藏和运输。工业上，通常将维生素E转化

成维生素E衍生物，在保留维生素E生物活性的同

时增强其稳定性，拓宽其应用范围。最常见的维

生素E衍生物是维生素E酯类，比如维生素E醋酸

酯、维生素E琥珀酸酯、维生素E阿魏酸酯、维生

素E棕榈酸酯等。

维生素E酯类衍生物一般用化学法合成，但也

有不少酶促合成的研究。南京大学黄和团队［101］对

比了市场上多种脂肪酶对维生素 E 酯化的催化活

性，发现来源于皱褶假丝酵母（Candida rugose）

的脂肪酶 CRL 的活性较好，维生素 E 棕榈酸酯的

催化收率达到 28.37%，是 Novozym 435 的一倍。

尹春华等［102］利用琥珀酸酐修饰诺维信 Novozym

435脂肪酶，发现修饰后的酶相比原始酶可更好地

催化维生素E合成维生素E琥珀酸酯，催化收率达

94.4%。这些研究为酶法合成维E棕榈酸酯作了铺

垫，已展示出良好的工业应用潜力。

4 总结与展望

酶作为天然的催化剂，通过对其挖掘及改造

可以实现高效催化反应。酶及酶催化技术已经在

生物、化工、医药等各个领域得到了广泛的应用。

本文对酶工程中常用的筛选及改造方法进行了归

纳总结，对目前常见维生素及其衍生物的合成中

涉及的酶催化过程作了介绍。目前，工业上部分

维生素的合成已采用酶催化和化学合成结合的方

式生产，充分发挥生物和化学各自优势，典型案

例如维生素 B3和维生素 B5。而维生素衍生物中，

维生素C葡萄糖苷均采用酶催化合成，其他衍生物

既有酶法合成也有化学法合成。维生素的酯类衍

生物种类较多且普遍采用化学合成法，但酶催化

法已逐渐显示出绿色环保和成本优势，不少已经

可以替代化学法，如维生素A棕榈酸酯、维生素C

棕榈酸酯等。本文对上述各类维生素及其衍生物

的酶法合成情况作了总结（表1）。

目前工业上应用的生物合成技术可分为生物

发酵和生物催化。生物发酵的目标是利用天然可

再生资源，在培养微生物过程中合成各类化学品。

而生物催化是利用酶（包括固定化酶和固定化细

胞）作为催化剂合成化学品。对于某些天然产物，

比如维生素 B5、维生素 D3，其天然合成过程往往

很复杂，要想利用生物发酵直接生产，首先要获

得高效合成能力的菌株。这就需要对微生物进行

大规模筛选或复杂的分子生物学改造。而另一些

合成路线简单的产品，比如维生素 B1，化学合成

法通常较为成熟，要想以生物发酵方式替代化学

法往往缺乏成本竞争力。生物催化的目标是为了

针对性地替代化学合成反应或者路线。与化学法

相比，酶催化具有生物合成技术常见优势，比如

反应条件温和、安全性高、具有化学和光学选择

性、杂质生成少等。与生物发酵相比，酶催化也

有其独特优势：①不依赖活细胞，生物安全性更

高；②不用考虑细胞本身耐受性和生长条件，对

底物和催化体系耐受范围更广，如水相、有机相

和离子液体等；③酶的应用形式更多，比如酶和

全细胞及其固定化形式，应用范围更加广泛［103］。

酶催化也有诸多不足之处：酶的种类繁多，但天

然的酶活性往往无法满足工业化需求；有的酶催

化依赖特定辅因子，增加了应用难度；要在现有

产品的化学合成路线中应用酶催化工艺，往往需

要重新设计合成路线。然而，酶作为一种绿色催

化剂，其应用不断拓展，酶催化作为绿色合成工

艺已被大众认可［104］。

酶本质上是一种生物大分子，对酶的理解和

应用需要生物、化学和计算机等多学科共同推动。

化学化工和酶工程结合可深入理解酶催化反应机

制、拓展酶应用方式；合成生物学的发展可为酶

的表达设计提供丰富的分子生物学原件和策略；

计算机科学等技术的发展是酶结构预测及动力学
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模拟的基础，将为酶的改造提供结构依据。酶学

及酶工程与各学科交叉融合，将不断推动酶的研

究和酶催化工艺的开发和应用。
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