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醇脱氢酶的研究进展及其催化增值生物基呋喃化合物前景
展望

刘庠诗1，吴奕禄1，詹鹏1，黄天灏2，蔡的1，秦培勇2

（1 北京化工大学，国家能源生物炼制研发中心，北京 100029； 2 北京化工大学，生命科学与技术学院，北京 100029）

摘要：醇脱氢酶 （alcohol dehydrogenase， ADH） 广泛存在于生物体内，可应用于多种有机物选择性氧化还原。

近年来，随着对酶的催化机理、结构认知、分子改造和反应系统构建及强化等方面研究的逐渐深入，ADH 在生

物基平台化合物的高选择性催化氧化还原方面展现出巨大潜力。本文综述了 ADH 分子设计和定向改造的前沿技

术和进展，面向常见的辅因子依赖性 ADH 催化过程中的辅因子高成本及稳定性差等局限，聚焦酶反应过程中的

辅因子再生强化技术，梳理了适用于 ADH 催化系统的化学驱动、酶驱动和光电驱动辅因子再生路径，并从单酶

催化体系开发、多酶协同催化系统挖掘、全细胞催化技术发展与应用等多个角度概述了 ADH 在催化生物基呋喃

化合物方向的最新研究进展。随着对 ADH 应用潜力的进一步挖掘，未来 ADH 有望成为生物基呋喃增值工业化进

程中的重要组成部分，为能源生产的绿色发展提供助力。
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Abstract: Alcohol dehydrogenase (ADH) is found widely in living cells, where it catalyzes the oxidation or 

reduction between hydroxyl group and carbonyl group. It also catalyzes redox reactions of a variety of organic 

compounds with high selectivity. In recent years, with the research progress of the catalytic mechanism, structural 

information, molecular modification, and reaction systems, ADH has shown great promise in the highly selective 

catalysis of various bio-based platform compounds. One example is the oxidation or reduction of furan derivatives 

such as furfural and 5-hydroxymethylfurfural, which are important sustainable building blocks for bio-jet fuels 

and biomaterials that are derived from tandem hydrolysis, isomerization, and dehydration of hemicelluloses and 
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celluloses fractions in lignocellulose matrixes. This review focuses on the cutting-edge technologies in molecular 

design and directional engineering of ADH. In addition, the intensification of cofactor regeneration processes, 

including chemical-driven, enzyme-driven, and photo/electricity-driven pathways were also summarized. These 

methods could be the solutions to the negative aspects, such as expensive cost, poor stability, and the poor 

circulating efficiency of the nicotinamide cofactors that are indispensable assisted in typical ADH catalysis 

process. Moreover, the latest research progresses of ADH in catalysis of bio-based furans platform chemicals were 

also discussed. Apart from using ADH solely for the activation of the hydroxyl and carbonyl groups in the 

biobased furan derivates and the production of oxidative and reductive products, there is also of great promise in 

cascade ADH catalysis and other chemical or biological catalysis processes in one-pot under relatively mild 

conditions to valorize the furan derivates into valuable fine chemicals. Meanwhile, the whole-cell catalytic process 

that involves ADH and in vivo cofactors regeneration also possesses potentials in biobased furans valorization, 

with the advantages of low catalyst loading and processing costs. Overall, the researches of ADH in catalysis 

biological furans valorization has entered a new stage. With the further exploration of the potential applications of 

ADH, its role in the transformation of biomass resources will be increasingly important, particularly in the 

industrial process in the future.

Keywords: alcohol dehydrogenase; furan compounds; oxidation-reduction reaction; cofactor regeneration; biomass 

valorization
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醇脱氢酶（alcohol dehydrogenase， ADH）广

泛存在于多种生物的细胞中，是生物体内最重要

的氧化还原催化剂之一，主要用于催化生命体内

的脂肪、糖类、氨基酸、激素、辅因子等的氧化

还原代谢［1］。近年来，随着对该类酶催化机制的

理解逐渐深入，基于ADH的催化氧化还原反应因

广谱性、绿色性、高立体选择性等优势，ADH在

医药、农药、食品等绿色生物制造领域均有重要

的应用［2-7］。

作为一种辅因子依赖型氧化还原酶，ADH需

要辅因子参与并作为质子转移媒介催化醇与醛/酮

化合物之间的转化［8-12］。根据辅因子的差异，ADH

可大体分为烟酰胺类辅因子依赖型、黄素腺嘌呤

二核苷酸依赖型、吡咯-喹啉奎宁依赖型等［13］。目

前已知的ADH多为NAD（P）+依赖型酶，该类酶亦

可进一步分为短链不含Zn2+、中链含Zn2+、长链含

Fe2+等亚类［14］。

由于烟酰胺类辅因子如 NAD（P）+等的生物提

取和化学合成难度较大，导致辅因子价格昂贵［15］，

因此需要在ADH催化氧化还原过程中重点考虑辅

因子再生系统的构建，以驱动电子/质子有效传递

进而驱动反应进行［16］。面向ADH催化过程中的辅

因子再生，现有技术路径主要有化学驱动、酶驱

动、光电驱动等模式。其中，化学驱动模式主要

利用有机/无机催化剂的催化作用，将底物中牺牲

剂或第二底物氧化还原产生的电子或质子传递到

辅因子上，并驱动氧化型和还原型辅因子的反向

反应，恢复辅因子氧化/还原形式，进而重新用于

ADH的催化反应［17］。酶驱动模式与化学驱动基本

相同，区别在于使用酶作为催化剂代替化学催化

剂进行电子或质子的传递 ［18］。在光电驱动辅因子

再生过程中，ADH催化过程产生的电子或质子经

辅因子传递给介体，进而传递到电极或光敏材料

表面。在外源电场或光照射情况下，驱动反应过

程中的辅因子再生［19］。

近年来，随着对酶催化机制、酶结构认知和

分子改造、反应系统构建及强化等方面研究的逐渐

深入，ADH在生物基平台化合物的高选择性生物催

化氧化还原升级方面潜力巨大［13，20］。除应用于乙

醇、丁醇等生物基醇类化合物的选择性氧化外［21］，

ADH 在生物基呋喃平台构筑，如糠醛（furfural，

FAL）、 5-羟甲基糠醛（5-hydroxymethylfurfural，

HMF）等分子的催化升级方面的研究亦逐渐深

入［22］。不同于需要贵金属催化剂、强酸碱或溶剂

介质的热光电等化学路线，ADH可在温和、近似

中性的水相体系中完成呋喃衍生物中的醛基和羟

基的高选择性活化，并易于与上下游的生物/化学

催化过程耦合，制备多种生物基燃料、材料前体

和精细化学品［13］。

本文系统梳理了ADH酶方向的研究进展，包

括ADH分子设计和改造，辅因子再生强化技术等。

并结合在绿色途径下生物基化学品的生物催化增

值研究趋势，重点讨论了基于ADH的生物基呋喃

化合物催化系统的构筑路径和发展前景。

1 醇脱氢酶的定向改造

从自然界的微生物中异源获取的新酶往往需

要经过定向进化或合理修饰方能够适用于工业化

生产。自 20世纪 90年代以来，酶的适应性进化技

术（ALE）的发展和应用促进了工业酶分子设计和

改造水平的提升［23］，而宏基因组文库以及基因组

技术的拓展和创新加速了新酶创制进程［24］。目前，

对工业酶的分子改造多采用定点突变技术，该技

术主要有两类方法：①根据蛋白质的氨基酸序列

进行随机突变并定向筛选，以获得催化性能提升

的突变体；②根据蛋白质三维结构和催化机制，

通过分析计算模拟选取拟改造活性位点并构建突

变体来提高酶的性能［25］。近年来，随着相关算法

的迭代，计算机的算力提升，以及结构生物学技

术的发展，酶分子的改造效率和精度提升显著，

已报道多类更高活性、更强环境适应力的工业酶

制剂［26-27］。

现有的针对ADH分子定向改造的研究报道多

以定点突变为基础，分为设计与合成两部分

（图 1）。即通过多种计算工具的协同应用，基于蛋

白质序列从保守性、结构能量值等角度筛选可能

存在的突变位点，随后针对突变位点附近氨基酸

特性利用计算机辅助理性设计，同时预测新型蛋

白质结构。随后基于蛋白质结构与氨基酸的对应

关系推测出新的ADH的一级结构，并按照中心法

则得到新的基因序列，以优化ADH的功能。近年
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来对ADH分子改造的研究重点围绕于酶分子催化

活性、底物适用性、环境适应性、对映体选择性、

辅因子适配性等方面展开（表1）。

在酶分子催化活性方面，Xu 等［28］利用了

PROSS 算法对来自 Clostridium beijerinckii 的 ADH

（CbADH）进行改造，引进了 Ser24Pro、Gly182

Ala、Gly196Ala、His222Asp、Ser250Glu和Ser254Arg

六个突变得到突变体 CbADH-6M。该突变体表现

出良好的可溶性和相比于野生型提高了 16倍的高

表达活性（46.3 U/mL）。为拓展 ADH催化的底物

适用范围，Musa 等［29］通过将来自热厌氧杆菌

I86A （Thermoanaerobacter ethanolicus I86A） 的

ADH（TeSADH）活性位点附近氨基酸残基 Ile86进行

单点突变，在大肠杆菌 HB101 （Escherichia coli 

HB101）中进行异源表达。新酶的底物结合域扩大，

实现苄基和杂芳基酮等较大底物的不对称还

原；Ziegelmann-Fjeld 等［30］对来自热厌氧杆菌 39E

（Thermoanaerobacter ethanolicus 39E） 的 ADH

（TeSADH）Trp110残基进行突变，使其在Escherichia 

coli进行表达，新酶能够将S-1-苯基-2-丙醇，S-4-苯

基-2-丁醇和相应的酮作为底物进行催化。

在ADH的环境适应性改造方面，现有研究多

集中在提升 ADH 的热稳定性和底物/产物耐受

性方面。例如，Fiorentino 等［31］将来自 Bacillus 

stearothermophilus LLD-R 的 ADH 的 Glu11 和 Pro242

残基进行分别突变和同时突变，在菌株Escherichia 

coli RB791 中进行异源表达，得到的 3 种新酶催

化活性不受影响而耐热性明显提升。Ziegelmann-

Fjeld 等［30］ 仅通过诱导来自热厌氧杆菌 39E 的

ADH（TeSADH）的 Trp110 残基突变，测得突变

酶的热稳定性显著提升。Goihberg 等［38］将来自

Thermoanaerobacter brockii 的 ADH（TbADH）、来

自 Clostridium beijerinckii 的 ADH（CbADH）与来

自 Entamoeba histolytica 的 ADH（EhADH1）三种

ADH的辅因子结合结构域进行互换得到多种ADH

嵌合体。之后，进一步将来源于Entamoeba histolytica

的 ADH 中 Asp275 替换为 Pro，由 Escherichia coli 

TG-1表达，结果证明EhADH1编码ADH的热稳定

性显著提升［32］。此外，在ADH催化生物基呋喃化

合物方向，目前的研究多集中在酶的底物耐受性

提升上。例如，Wu等［33］在BLAST搜索的基础上使

用 Synechocystis sp. PCC 6803 的 ADH （SynADH）

图图1　ADH定向改造流程示意图

Fig. 1　Schematic diagram of ADH engineering process
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作为探针进行ADH筛选，获得了能够耐受 1 mol/L 

HMF的EcYjgB。之后，使用大肠杆菌共表达葡萄糖

脱氢酶（glucose dehydrogenase， GDH）与呋喃耐受

性EcYjgB，显著提升了NADH的再生效率和HMF

还原产 2，5-呋喃二甲醇［2，5-bis（hydroxymethyl）

furan，BHMF］转化率。

通过ADH活性位点的改造可显著提升产物的对

映体选择性。例如，Ziegelmann-Fjeld 等［30］诱发

TeSADH的Trp110残基突变，使得突变体能够将97%

以上的1-苯基-1，3-丁二酮、苯氧基-2-丙酮和1-（4-甲

氧基苯基）-2-丙酮等转化为相应的 S-醇，选择性

大于 99%。Phillips 等［34］对来自 Thermoanaerobacter 

ethanolicus的ADH（SADH）进行突变，两种突变

体 S39T和C295A相比野生型ADH在R-醇（如R-2-

戊醇等）立体特异性方面得到了极大的提升。此外，

辅因子再生为大多ADH酶促反应的限速步骤［39］，通

过改造拓宽辅因子种类以提高酶催化的动力学活性是

目前 ADH 及催化系统研究的另一热点［35-37］。例如

Thompson 等［40］通过突变来自 Thermoanaerobacter 

ethanolicus 的 ADH （TeSADH） 的 G244、 N245、

I248 残基，将 TeSADH 由 NADPH 依赖型转变为

NADH依赖型，从而将TeSADH催化的反应与转氨

酶催化的反应组成级联反应，强化胺类制备。

2 辅因子再生系统

如前所述，目前研究较为广泛的 ADH 多为

NAD（P）+依赖型酶。然而，由于辅因子存在价格

高、热稳定性差、对酸碱环境敏感等局限，导致

相关酶催化过程的实际应用受限［41］。就生物基呋

喃化合物的氧化还原反应而言，由于 HMF、FAL

等底物均需要通过对生物质原料中的聚糖进行水

解、异构化、脱水等多步反应获得，该类底物的

表表1　ADH分子设计与改造研究进展

Table 1　Current advances in ADH modification and expression

酶的来源

Clostridium 

beijerinckii

Thermoanaerobacter 

ethanolicus

Thermoanaerobacter 

ethanolicus

Bacillus 

stearothermophilus

Thermoanaerobacter 

brockii

Escherichia coli BL21

(ED3)

Thermoanaerobacter 

ethanolicus

Pyrococcus furiosus

Deinococcus 

geothermalis

Rana perezi

底盘菌株

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

Escherichia coli

—

Escherichia coli

—

—

改造方法

利用 PROSS对来源于Clostridium beijerinckii的乙醇脱氢

酶 基 因 中 Ser24Pro、Gly182Ala、Gly196Ala、His222Asp、

Ser250Glu和Ser254Arg六个位点进行定点诱变

使用两步PCR法对来源于Thermoanaerobacter ethanolicus

的乙醇脱氢酶基因中 Ile86Ala等底物结合位点附近残基进

行定点诱变

通过 PCR 技术对来源于 Thermoanaerobacter ethanolicus 

39E的乙醇脱氢酶基因的 Trp110Ala残基发生定点突变，并

在Escherichia coli中过表达

定点诱变来源于 Bacillus stearothermophilus LLD-R 的乙

醇脱氢酶基因的Glu11Lys/Pro242Ala残基，并在 Escherichia 

coli中过表达

定点诱变来源于 Thermoanaerobacter brockii 的乙醇脱氢

酶基因的Asp275Pro残基，并在Escherichia coli过表达

使Escherichia coli共表达GDH与EcYjgB

定点诱变来源于Thermoanaerobacter ethanolicus的乙醇脱

氢酶基因的Ser39Tyr和Cys295Ala两个残基

定点诱变来源于Pyrococcus furiosus的乙醇脱氢酶基因的

Lys249Gly/His255Arg两个残基，并在Escherichia coli中过表

达

定点诱变来源于 Deinococcus geothermalis 的乙醇脱氢酶

基因的Asp55Asn等位于辅因子结合位点的残基

定点诱变来源于Rana perezi的乙醇脱氢酶基因的

Gly223Asp/Thr224Ile/His225Asn三个连续残基

改造结果

催化活性增大到野生型9倍

底物结合活性位点增大

ADH的活性位点增大

提升对映体选择性

热稳定性提升

重组菌株ADH表达量增加

该ADH耐热性进一步提升

提高ADH分子的热稳定性

重组菌株HMF耐受性提升

HMF到BHMF催化效率提升

对映体选择性提高

ADH 由 NADH 依赖性变为

多种辅因子依赖型

ADH 由 NADH 依赖型变成

NADPH依赖型

ADH 由 NADPH 依赖型变

成NADH依赖型
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上游制备过程往往存在成分复杂、抑制物多的问

题。此外，考虑到部分生物基呋喃化合物为大宗

化学品，市场需求量大但附加值低，因此开发有

效的辅因子再生技术，实现辅因子在氧化态和还

原态中间高效转换，是控制ADH催化系统综合成

本、提升经济性的关键［12］。目前，辅因子再生系

统的主要研究方向有：化学法再生、酶法再生、

光电化学再生等（表2）［8-12， 17］。

2.1 化学催化辅因子再生

化学法辅因子再生过程需要构建特定的基于

化学催化剂的氧化还原反应。在此过程中，化学

催化剂能够将质子或电子从底物中的氧化还原剂

转移至辅因子，进而传递给ADH，推动氧化还原

主反应进行。常用的化学催化剂为无机盐。例如，

Na2S2O4和 NaBH4常被用于还原型辅因子再生［12］。

化学法辅因子再生的主要问题包括：无机盐的引

入易造成酶活性抑制；无机盐难以从反应液中分

离，无法循环利用、成本较高；含无机盐废水易

造成污染且难处置等。为实现绿色辅因子再生，

近年来研究热点是开发和应用过渡金属配合物作

为驱动辅因子再生的化学催化剂。例如，Canivet

等［42］设计了由Ru、Rh、Ir等稀有金属合成的水溶

性 1，10-菲罗啉配合物［（η5-C5Me5）M（N∩N）Cl］+

［M 为 Ru、Rh、Ir；（N∩N）分别为 1，10-菲罗啉、

5-硝基-1，10-菲罗啉与 5-氨基-1，10-菲罗啉］，该配

合物能够与ADH酶促反应结合并精确还原酮为光

学活性醇。在这一反应体系中，［（η5-C5Me5）M

（N∩N）Cl］+分离为水溶性氯化物参与 NAD+加氢。

该类金属有机催化剂的优势在于：高底物选择

性、高区域选择性以及与酶促反应的高适配

性［17］。然而，该类催化剂存在很大的局限性，导

致无法广泛应用。例如，金属有机催化剂的活性

中心多为贵金属，导致此类催化剂价格较高；催

化剂易与主酶的氨基酸残基配位，造成酶的活性

降低；催化剂的合成需要大量原料，造成环境

污染［43］。

2.2 酶驱动辅因子再生

酶法过程通常利用酶促反应实现辅因子再生，

其优势在于高转化率和选择性，且辅因子再生过

程与主酶的催化过程的兼容性较高［18， 44］。酶驱动

辅因子再生过程分为底物偶联法和酶偶联法等两

种类型。底物偶联过程需要反应的酶具有底物氧

化还原和辅因子再生的双功能性［18，45］；而基于

ADH的酶偶联催化过程需要多种酶的参与。在酶

偶联法过程中，两种或多种酶以结合或游离的形

式在同一催化体系中，对辅因子的催化方向相

反［5，46-49］。通过引入 NAD（P）H 氧化酶、漆酶等，

可实现 ADH 催化系统中氧化型辅因子再生［50-53］。

例如，辅因子氧化酶（NOX）可直接将ADH催化

系统中的NAD（P）H重新氧化为NAD（P）+，同时将

分子氧还原为过氧化氢或水。该反应产生的过氧

化氢可参与ADH酶促反应［54-62］。

除添加氧化还原酶外，也有报道采用血红蛋

白 （hemoglobin， Hb）、肌红蛋白 （myoglobin，

Mb）等蛋白质实现辅因子再生［63-64］。例如，Jia

等［64］以过氧化氢为氧化剂，在Hb的催化下30 min内

将 NAD（P）H 氧化为 NAD（P）+，进而促进马肝

醇 脱 氢 酶 （horse hepatic alcohol dehydrogenase，

HLADH）氧化 HMF 产 2，5-呋喃二羧酸（2，5-

furandicarboxylicacid，FDCA）。之后，将 HLADH

置于马心脏野生型肌红蛋白（myoglobin， Mb）

莨菪亭（scopoletin）溶剂系统中，糠醇（furfuryl 

alcohol， FOL）氧化合成 2-糠酸（2-furoic acid，

FCA）的产率达到了 93%，且辅因子 TTN 值达到

190。同时，该团队在反应中使用廉价人造辅因子

表表2　　不同类型辅因子再生系统优缺点对比［8-12， 17］

Table 2　　Advantages and disadvantages of different cofactor 

regeneration systems[8-12, 17]

再生方法

化学法再生

酶法再生

光/电再生

优点

反应速率快

成本低

反应条件温和

反应选择性高

反应体系成分简单

反应条件温和环保

缺点

反应体系中成分复杂分离困难

反应条件苛刻

环境不友好

易导致酶活性降低

成本高

酶易失活系统稳定性差

酶难回收

体系成分复杂分离困难

反应速率慢

反应体系小

技术成熟度低

1127



合成生物学 第 4 卷

BNAH，在没有BNAH的情况下，没有发现氧化产

物，证实氧化产物BNA+具有可替代NAD+的活性［63］。

2.3 光/电驱动辅因子再生

相比于化学、酶驱动辅因子再生过程，光/电

驱动辅因子再生的研究尚处于理论研究和应用基

础研究阶段。光驱动辅因子再生的过程类似于自

然界中的光合作用［65-67］，现有的研究多集中在光驱

动还原型辅因子的再生方面，而面向氧化型辅因

子再生的报道相对较少［68］。如图 2 所示，光驱动

酶催化系统一般由氧化还原剂、光催化剂、电子

介体、辅因子、主酶等元件构成［67］。在还原型辅

因子再生过程中，光照激发光敏材料价带产生电

图图2 不同类型辅因子再生系统原理

Fig. 2　Schematic diagram of cofactor regeneration systems
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子并跃迁到导带上，形成电子空穴并被电子供体

猝灭。在此过程中，产生的光生电子传递给氧化

态辅因子或电子介体获得还原型辅因子［69］。

根据反应动力学分析结果，提升光敏材料的

光生电子激发和转移效率是实现高效光驱动辅因

子再生的关键［70］。目前该方向的研究热点之一是

开发除单纯半导体材料、石墨烯基材料、金属纳

米颗粒等光催化剂之外的高性能光催化剂［71］。例

如 Yu等［72］使用羧基修饰 C3N4后将 CdSe/ZnS纳米

颗粒均匀滴加在表面，获得能够高效催化辅因子

还原且具有良好稳定性的光催化剂，用于辅助

ADH 高效选择性催化 FAL 生成 FOL［图 3（a）］。

Zhao 等［73］将含有电子介体［M］和辅因子 NAD+

的聚多巴胺（polydopamine，PDA）附着在ZnIn2S4

表面，获得Z型光催化剂。亦有报道采用低成本有

机染料，如卟啉衍生物、曙红等作为光敏剂用于

强化辅因子再生［74-75］。此外，一些 MOF、COF、

HOF等骨架材料在光驱动辅因子再生方向展示出

了一定潜力［76-77］。另一研究热点是通过分子元件的

整合和固定，缩短各元件的空间距离，以避免游

离系统中光生电子随机转移或逆向传递导致的能

量损失及分子元件稳定性差、回收难等问题［78-79］。

图图3　几种基于光/电驱动辅因子再生的ADH催化生物基呋喃化合物系统

Fig. 3　Several systems of bio-based furan compounds catalyzed by ADH enzymes based on photo/electricity-driven 

cofactor regeneration
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光驱动辅因子再生技术与化学和酶法技术相比，

不需要额外引入酶活底物，减少了产物分离负

担［80-81］。但该类方法尚需要克服光敏剂和电子介体

成本高，分子元件整合系统电子传递和传质阻力

大，光照产生的强氧化剂和自由基对酶活性的不

利影响等局限［82-83］。

如图 2所示，电驱动辅因子再生的原理类似于

光驱动过程，不同之处在于电驱动系统由电极产生

的电力提供氧化还原当量［84］。该类过程可大体分为

直接再生、间接再生、间接酶偶联等三种类型［85］。

例如，在还原性辅因子的直接再生过程中，第一

步阴极电子提供给电极表面的氧化型 NAD（P）+

并形成 NAD（P）+自由基，在第二步中，自由基被

还原并质子化后得到NAD（P）H［86］。然而在直接再

生过程中，第一步反应产生的自由基可以聚合为

二聚体副产物，导致辅因子循环系统的稳定性较

差［87］。相比之下，间接再生过程通过引入电子介

体在电极和辅因子之间穿梭，可以在一个动力学

步骤中完成两个电子或一个氢离子的转移，在一

定程度上解决辅因子直接再生的第二个动力学过

程选择性低、反应缓慢等问题［88］。Zhan等［89］利用

［M］｛M为［Cp*Rh（Ⅲ）（bpy）Cl］，Cp*为五甲基环

戊二烯基，bpy为 2，2′-联吡啶-5，5′-二羧酸｝极大

地提升了电酶系统中电子的传递和辅因子再生效

率。不同于基于酶法的间接酶偶联需要在系统内

引入第二个氧化还原酶形成双酶系统的辅因子再

生过程，在电化学辅助系统中，间接酶偶联过程

仅涉及电极电子的转移，而不需要在系统内引入

氧化还原共底物［84， 90］。因此从分离难易角度考虑，

电驱动间接酶偶联辅因子再生相较于酶驱动辅因

子再生过程更具优势［12， 91-92］。

与光驱动辅因子再生过程类似，如何实现电

子在电驱动辅因子再生系统中的有效传递是提升

电-酶耦合过程的关键。鉴于此，Zhan等［89， 93］开

发了一种电-ADH 催化 FAL 高选择性生成 FOL 系

统，利用由外固定化酶层和［M］夹层组成的有序

复合生物电极促进了ADH催化过程，并获得优良

的系统稳定性和重复利用性［图 3（b）］。此外，也

有部分研究在光酶耦合基础上引入电驱动过程促

进光生电子的传递。该类过程不但能够有效提升

系统的电子传输效率，同时实现了光生电子和电

子转移过程的解耦，为光酶耦合机理挖掘提供必

要依据［65， 94］。

3 基于ADH的生物基呋喃衍生物催化
升级

农业废弃物等低值木质纤维素资源储量巨大，

是重要的绿色生物制造原料。木质纤维素中的纤

维素、半纤维素等组分占比较高，主要为葡萄糖、

木糖等单体通过糖苷键连接形成的聚合物［95］。这

些糖基聚合物在酸的催化作用下经水解、异构化、

脱水等反应，可制备 FAL、HMF 等富含甲酰基、

伯羟基等活性基团的生物基呋喃化合物［96］。该类

化合物经氧化还原、加氢、氨化等反应，可进一

步转化为高附加值精细化学品、替代燃料、可再

生材料前体等［97］。例如，HMF 是美国能源部

（DOE） 生物基化学品的“Top 10+4”名单之

一［98-99］，相比于FAL、FOL等只含一个活性基团的

呋喃化合物，HMF可以通过氧化、还原、氨化等

合成许多高附加值产品如 2，5-二甲酰基呋喃

（furan-2，5-dicarbaldehyde， DFF）、 5- 羟甲基 -2-

呋喃羧酸（5-hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid，

HMFCA）、 FCA、 5- 甲 酰 基 -2- 呋 喃 羧 酸 （5-

formylfuran-2-carboxylic acid，FFCA）和 FDCA 等

多种化合物。

ADH普遍存在于各类生物体内，催化机制明

晰，定向方法成熟。在已有文献中已证实ADH可

用于生物基呋喃化合物的氧化还原过程，并具备

较高的催化效率［13］。如图 4所示，基于ADH的生

物基呋喃催化研究主要面向 HMF、FAL等分子的

伯羟基和/或甲酰基活化展开，并可通过与其他酶

促、化学反应的级联制备多种衍生物［100-101］。该领

域的主要研究进展汇总于表 3。大体上，根据反应

类型可将相关的研究进一步细分为基于ADH的单

酶催化、多酶耦合/级联、全细胞催化等类型。

3.1 单酶催化

基于ADH的单酶催化系统构建的研究相对广

泛。考虑到ADH为辅因子依赖型酶且辅因子成本高

等问题，该类研究多集中于开发高效辅因子再生系
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统和寻找底物高选择性酶，以实现低成本高效率生

物基呋喃催化转化。例如。有报道采用来自牛晶

状体、大肠杆菌和恶臭假单胞菌（Pseudomonas 

putida）的NADH依赖性ADH——BovADH、EcADH

和PpADH在NADH氧化酶（NOX）的辅因子中可

氧化HMF和FAL为羧酸，转化率达99%［102］。而针

对 HMF 的氧化过程，Jia 等［108］发现 HLADH 可实

现高效甲酰基的氧化，催化 HMF 氧化生成

HMFCA并达到了 85%～97%的产率。除前一节中

已详述的辅因子再生系统与ADH催化生物基呋喃

化合物氧化还原的研究案例外，一些研究通过引

入人造辅因子，实现ADH催化过程中低成本辅因

子再生。例如，Jia等［63-64］使用了更为廉价人造辅

因子BNAH，并证实氧化产物BNA+可替代原反应

过程的NAD+。

3.2 多酶级联催化

与单酶系统相比，多酶级联过程能够将ADH

与其他氧化还原酶、转氨酶、脂肪酶等下游酶促

反应过程结合（如图 5），进一步将ADH催化产物

作为中间体进行进一步生物催化增值［109-110］。例

如，Sattler等［103］构建了ADH、转氨酶和丙氨酸脱

氢酶“一锅法”催化系统，由 ADH 消耗 NAD+氧

化生成醛和 NADH。随后，ω-转氨酶以 L-丙氨酸

作为胺供体使醛基氨化，L-丙氨酸脱氢酶（L-

alanine dehydrogenase，AlaDH）消耗NH3使NADH

和 L-丙氨酸再生。AlaDH 对 NADH 与丙酮酸同时

进行再生，使辅因子和胺供体能够及时发挥作用。

而 Velasco-Lozano等［104］对酶进行固定化处理，将

ADH、ω-转氨酶和氧化酶共固定在多孔载体上，

这种催化剂可分别从醇和二醇合成胺和氨基醇，同时

将氧化还原辅因子和胺供体回收系统整合到氨基醇生

物合成中，显著提高了辅因子回收效率和产物收率。

再如，Wu等［33］使用含有GDH和对HMF高耐受性高

催化活性ADH（EcYjgB）的重组菌株实现了HMF

还 原 产 BHMF， 之 后 级 联 来 自 Mycobacterium 

smegmatis的酰基转移酶（acyltransferase，AcTs）的

催化过程将BHMF催化为双酯。

通过多酶级联的“一锅法”转化过程可显著

简化目标产品的生产过程，但不同酶催化系统的

匹配性、催化效率差异等问题在设计相关系统时

需要重点关注。例如，Jia 等［105］提出了由半乳糖

氧化酶（galactose oxidase，GOase）和 ADH 组成

图图4 生物基呋喃及衍生物合成路线

Fig. 4 Synthetic route of biobased furan and its derivatives
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表表3　　基于ADH的生物基呋喃化合物酶催化研究进展

Table 3　　Summary of catalytic reactions of bio-based furan derivatives

类型

单酶

催化

多酶级

联催化

全细胞

催化

酶/菌种名称

HLADH

HLADH

ADH

ADH

BovADH

EcADH

PpADH

GDH + ADH + 

AcTs

AlaDH + ADH + 

ω-TA

ADH + L-AlaDH + 

ω-TA

GOase + ADH

Comamonas 

testosteroni SC1588

Saccharomyces 

cerevisiae NL22

Escherichia coli TS

底物

FAL

FAL

HMF

FFCA

DFF

FAL

FAL

FAL

HMF

FAL

HMF

FAL

HMF

HMF

BHMF

HMF

HMF

HMF

HMF

FAL

FAL

产物

FOL

FCA

HMFCA

FDCA

FDCA

FOL

FOL

FCA

HMFCA

FCA

HMFCA

FCA

HMFCA

BHMF

呋喃氨

基醇

呋喃二

甲胺

FDCA

FFCA

HMFCA

FOL

FA

特点

使用肌红蛋白作为催化剂使辅因子再生

证明人造辅因子BNAH可用于替代呋喃合成过程中的NAD(P)H等

48 h FOL产率高达93%

使用血红蛋白作为催化剂使辅因子再生

48 h FAL转化率100%，FCA产率达到98%

使用血红蛋白作为催化剂使辅因子再生

60 h HMF转化率100%，HMFCA产率81%

使用血红蛋白作为催化剂使辅因子再生

108 h FFCA转化率79%，FDCA产率54%

使用血红蛋白作为催化剂使辅因子再生

60 h DFF转化率100%，FDCA产率96%

通过构筑Rh电子介体-固定化ADH复合电极，电化学方式辅助辅因子再生

FAL还原为FOL的选择性达96.4%，产率90.0%

使用附着有CdSe/ZnS纳米颗粒的C3N4作为光催化剂驱动辅因子再生

达到近100%的FAL转化率，产物FOL浓度为0.6 mmol/L

对羰基氧化成羧基有高反应活性

FAL、HMF转化率达99%

在pH8.5情况下活性温度在40 ℃以上

对羰基氧化成羧基有高反应活性

FAL、HMF转化率达99%

在pH8.5情况下活性温度在40 ℃以上

在pH8.5下活性温度在40 ℃以上

对羰基氧化成羧基有高反应活性，FAL、HMF转化率达99%

设计了一种共表达GDH与EcYjgB的大肠杆菌重组菌株，实现了HMF的还原

与辅因子的再生，BHMF产率高达15 g/(L·h)，HMF收率大于99%

使用AcTs催化BHMF酯化反应，HMF生产BHMF双酯总产率达到88%

可通过控制级联中助溶剂的种类和比例控制氨基醇和二胺的选择性

辅因子与氨供体在级联体系中可循环使用

在10% DME，20 ℃下BHMF的转化率和二胺的产率均达到了99%

设计了一种用于固定化酶的多孔载体，使固定化酶活性下降不超过10%，

ADH回收利用率达84%

HMF转化率达80%

通过控制不同的底物浓度、反应时间、CaCO3的添加量、两种酶的浓度和比例，

实现FDCA、FFCA可控合成

10 mmol/L HMF，1.6 µmol/L GOase与36 µmol/L HLADH反应60h时的HMF转

化率达到99%，FDCA产率95%

通过控制不同的底物浓度、反应时间、CaCO3的添加量、两种酶的浓度和比例，

实现FDCA、FFCA可控合成

100 mmol/L HMF，3.2 µmol/L GOase与66 µmol/L SADH反应48h时的HMF转

化率达到99%，FFCA产率97%

对HMF耐受性好，低浓度FOL可提高菌体活性，组氨酸可进一步提高菌体耐

受性并控制pH

HMF转化率达100%，且对HMFCA的选择性为87%～88%

对FAL耐受性好，在100 mmol/L FAL中仍保持高催化活性

8 h FAL转化率达到98%，还原为FOL选择性高达87.9%

优化含HLADH的Escherichia coli TS菌体催化活性

72 h将25 mmol/L FAL完全转化为FA
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的新型双酶系统，用于HMF的级联氧化。反应过

程中，GOase 催化氧化的同时消耗氧分子生成

H2O2，而ADH所消耗的辅因子可以通过H2O2进行

再生。通过控制不同的底物浓度、反应时间、

CaCO3的添加量、两种酶的浓度和比例，可实现

FFCA和 FDCA的可控合成。需要指出的是，由于

“一锅化”反应体系一般副产物多，相较于单酶催

化系统，多酶催化系统在后续的分离纯化步骤存

在一定困难，需要引起足够重视。

3.3 全细胞催化

作为生物催化剂，酶需要经分离纯化等复杂

工艺过程后才可以进行催化应用，而使用全细胞

进行催化则大大简化了催化剂的制备程序，成本

更低。此外，在全细胞催化过程中，细胞自身可

提供氧化所需的辅因子 NAD（P）H，简化了辅因

子再生系统，从而避免了外源辅因子的添加和

损耗［97，111-112］。

目前，基于ADH的全细胞催化转化生物基呋

喃化合物的研究重点为：如何实现全细胞催化剂

对上游催化毒性副产物的耐受性，以实现更高浓

度下生物基呋喃化合物的催化转化［102， 113-115］。为了

降低呋喃衍生物毒性对全细胞催化造成的影响，

一些研究试图通过筛选、改造等方式以获得对呋

喃衍生物具有高抗性的菌株。例如，Yan等［115］从

四种野生菌中筛选出了 Saccharomyces cerevisiae 

NL22 耐受性菌株并应用于 FAL 选择性还原产

FOL，该菌株在 30 ℃下 8 h对 62 mmol/L的 FAL的

转化率达到 98%，选择性 87.9%。Peng等［107］设计

表达了HLADH的Escherichia coli TS工程菌。该菌

株在 100 mmol/L以上浓度 FAL发生抑制，远高于

其他菌种，且能够将浓度为 6.5 g/L的 FAL以 98%

的转化率氧化为 7.5 g/L的 FA。再如，Wu等［33］构

建了一种能够高效催化HMF还原与辅因子再生的

重组菌株。该菌株将HMF高耐受性（1 mol/L）与

高催化效率（1300 s·L/mmol）的 ADH（EcYjgB）

与 GDH 在 Escherichia coli BL21 （ED3）中共表

达，能够完成 BHMF 的生成和辅因子的循环，

BHMF产率接近100%。

4 总结与展望

酶催化反应的优点如反应条件温和、选择性

高等决定了酶促反应的优越性，但酶促反应也同

样存在着易失活、底物浓度低、成本高等技术难

点有待突破。基于酶法催化路线需要从催化剂开

发、反应路径、制备系统等多个层面与化学催化

过程进行对比和竞争，因此进一步降低生物催化

过程的成本，突出生物催化过程的优势，是未来

面向技术发展与实际应用的主要方向。

作为广泛存在于生物体内的酶，对ADH作用

机制的研究相比于其他酶更加透彻［116］，制备成本

图图5 基于ADH的多酶级联催化HMF高值化路线

Fig. 5 Primary strategies of ADH based multi-enzyme cascade reactions for HMF
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相对低廉。尽管绝大部分ADH可较高效地实现催

化醇羟基与其对应醛或酮之间的相互转化，但不

同来源的ADH酶对生物基呋喃化合物的催化活性

存在差异。随着酶的分子设计和定向改造技术的

日趋成熟，ADH经过改造后可扩大底物适用范围、

提升反应活性。

ADH酶促反应需要辅因子NAD（P）+/NAD（P）H

的参与。相比其他辅因子再生技术，光电驱动辅

因子再生可简化反应底物，具有较大潜力，但尚

需在高性能光/电催化剂、有机-无机界面电子/质子

传递、分子元件的固定和回收、高效反应器开发

等方面的技术革新方能应用于实际过程。相比之

下，传统的化学、酶驱动辅因子再生过程更加成

熟。此外，微生物体内存在完整的辅因子再生系

统。相较于体外的ADH酶催化系统，全细胞催化

过程的成本更加低廉，有一定的工业化应用潜力。

考虑到生物基呋喃衍生物的底物系统抑制物多、

毒性大，开发高耐受性的高ADH活性菌株是解决

全细胞催化低底物浓度、低转化效率问题的关键。

目前已报道的ADH催化生物基呋喃衍生物的

研究多集中在基础化合物HMF和糠醛的选择性氧

化还原上，其催化产物附加值相对较低，因此还

难与化学路线竞争。然而，ADH一般在还原羰基

为羟基时有一定的对映体选择性，这一特性有望

在呋喃衍生的旋光性精细生物基化学品制备过程

中发挥独特作用。此外，从现有报道来看，已有

研究通过基于ADH的多酶系统构建制备附加值较

高的生物基手性胺等分子。相信随着相关技术的

迭代进步和改进，ADH在生物基呋喃化合物的制

备过程中会扮演更重要的角色，助力相关传统化

工过程的绿色转型。
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