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体外生物转化（ivBT）：生物制造的新前沿

石婷1，2，3，宋展1，2，3，4，宋世怡1，2，5，张以恒1，2，3

（1 中国科学院天津工业生物技术研究所低碳合成工程生物学（全国）重点实验室，天津 300308； 2 中国科学院天津工业生

物技术研究所体外合成生物学中心，天津 300308； 3 合成生物学海河实验室，天津 300308； 4 上海交通大学生命科学技

术学院，微生物代谢国家重点实验室，上海 200240； 5 华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237）

摘要：人类社会的重大挑战 （如粮食安全、能源安全、气候变化与双碳目标等） 驱动全社会寻求创新型技术解决

方案。体外生物转化 （in vitro biotransformation，ivBT） 是介于微生物发酵与酶催化之间的新质生物制造平台，多

酶分子机器是其超限生物催化剂。它基于大道至简原则，利用多个天然酶、人工酶以及 （仿生/天然） 辅酶等重

构生化途径，摆脱生物体生存局限 （如细胞复制、基础代谢、复杂调控和能量供给等），超越细胞合成极限，实

现重要生物转化与超限能量转换，尤其是生产低值大宗产品与新能源产品等。工业生物制造的三个平台技术分别

是基于细胞工厂的发酵、基于酶分子的生物催化与基于多酶分子机器的 ivBT。本综述对 ivBT给出明确定义，阐明

其多酶途径设计原则与产业化技术研发路径，比较该平台与现有生物制造平台相似性与不同点，介绍多个代表性

案例，以及讨论其未来的机会与挑战。ivBT技术发展采用设计-构建-判决-优化的线性策略，开发能够满足国家

需求的超高效多酶分子机器。利用 ivBT有望形成超过 30万亿元生物产品的工业生物制造，助力实现人类社会的

多项重要需求，如粮食安全、新型能源体系等。人造淀粉不仅可以帮助中国端牢粮食饭碗，而且将是一个全新且

安全的高密度储氢载体 （比压缩氢气高2.5倍） 与高能储电介质 （比锂电池高10倍）。
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motivate human society to seek disruptive and innovative solutions. In vitro biotransformation (ivBT), bridging the gap 

between whole-cell-based fermentation and enzyme-based biocatalysis, is an emerging biomanufacturing platform 

designed for the production of biocommodities (e. g., synthetic starch, healthy sweeteners, organic acids, etc.) and 

bioenergy. In ivBT, in vitro synthetic enzymatic biosystem (ivSEB) is its high-efficiency biocatalyst. Based on the 

Chinese philosophy that “Tao is simple”, ivSEB is the in vitro reconstruction of artificial (non-natural) enzymatic 

pathways with a number of natural enzymes, artificial enzymes, and/or (biomimetic or natural) coenzymes, and/or 

artificial membrane, without living cell’s constraints, such as cell duplication, bioenergetics, basic metabolisms, 

regulation, and so on. ivBT enables it to surpass the limitations of whole-cell fermentation and has multiple advantages, 

such as theoretical product yield, at least 10-time volumetric productivity, tolerance to toxic substrate/product, and so 

on. This review defines the concept of ivBT, presents its design principles, distinguishes it from other seemingly-like 

concepts, such as cell-free protein synthesis and cascade enzyme biocatalysis, introduces several representative 

examples, and discusses its challenges and opportunities. The development of ivBT is based on the linear strategy of 

“Design-Build-GoNG-Optimization”, leading to super-biomanufacturing machines that can meet national needs, such 

as food security and new energy system. To address food security, we propose two out-of-the-box solutions: (1) in vitro 

biotransformation of cellulose to starch, possibly increasing the starch supply by a factor of 10; (2) artificial starch 

synthesis from CO2 by combining ivBT and chemical catalysis. Furthermore, the revolutionary production of starch 

could open a door to the starch-based carbohydrate economy, wherein starch is a high-density hydrogen carrier, more 

than 2.5 times that of compressed hydrogen, and an ultra-high electricity storage compound, more than 10 times of 

lithium-ion battery. In a word, ivBT featuring ultra-high energy efficiency and potentially-low-cost production could 

become a third industrial biomanufacturing platform and help solve huge challenges.

Keywords: in vitro synthetic biology; industrial biomanufacturing; in vitro biotransformation; in vitro synthetic 

enzymatic biosystem; food security
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1 生物制造的背景与历史

生物制造是一种利用生物体（如植物、动物、

微生物、酶、多酶分子机器等）的机能进行物质

加工与合成的绿色生产方式，将在能源、农业、

化工和医药等领域改变世界工业制造格局。生物

制造的本质是合成生物基产品与提供新能量形式，

满足人类物质和能量需求［1-3］。

生物制造平台根据生物催化剂种类可以分为

基于细胞工厂的微生物发酵、基于酶分子的生物

催化和基于多酶分子机器的体外生物转化（in 

vitro biotransformation， ivBT）［1，4-9］。如图 1 和表 1

所示，微生物发酵平台能够生产上万种产品，包

括初级代谢产物（如乙醇、丁醇、氨基酸、有机

酸）、次级代谢产物（如抗生素）、生物大分子蛋

白（如促红细胞生成素、胰岛素）、工业酶（如 α-

淀粉酶、糖化酶、葡萄糖异构酶、纤维素酶、蛋

白酶、植酸酶）、菌体（如单细胞蛋白、人造肉）

等。酶催化是指由酶分子所催化的化学反应。作

为一种生物制造平台，酶催化通常利用单酶分子

或者多酶级联催化的方式生产淀粉糖、果葡糖浆、

生物质糖、医药原料与中间体等。ivBT是一个新

兴的生物制造平台，多酶分子机器是其超限生物

催化剂，它可以摆脱生物体自我繁殖的局限，超

越细胞合成极限，实现重要生化转化与超限生物

能量转换［9］。两个典型案例充分证明 ivBT的技术

优越性与鲜明特色：

① 糖水制绿氢（或人工呼吸作用）技术。微

生物厌氧发酵生产氢气的理论极限是每摩尔葡萄

糖生产 4 mol氢气，即Thauer极限［10］，仅 1/3的葡

萄糖化学能转化为氢能，另外2/3转化为乙酸。人工

构建的多酶分子机器能够利用糖中化学能裂解水生

产绿氢，每摩尔葡萄糖和水反应生产 12 mol氢气，

从而突破了微生物发酵产氢的Thauer 极限［11-12］。

②体外纤维素合成淀粉技术。天然的纤维素

降解菌株水解纤维素生成葡萄糖，再将之作为原

料在胞内代谢合成淀粉。微生物胞外纤维素水解

和胞内淀粉合成是被细胞膜隔离，产物收率低且

反应速度慢［13］。相比之下，体外（无细胞膜）多

酶分子机器能够催化纤维素直接合成淀粉，具有

图图1　生物制造平台分类

Fig. 1　Classification for industrial biomanufacturing platforms
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低成本和高得率的生物转化优势［13-14］。

本文对新质生物制造平台——ivBT 给出明确

定义，阐明其体外多酶途径设计原则与产业化技

术研发路径，比较该平台与已有工业生物制造平

台及其他相似生物技术性的差异，并介绍其代表

性案例，最后讨论其未来的机会与挑战。

2 体外生物转化（ivBT）

新能源革命和粮食安全的需求催生了第三个

工业生物制造平台——体外生物转化（ivBT）。

ivBT是介于微生物发酵与酶催化之间的新工业生

物制造平台，多酶分子机器是其超限生物催化剂，

它基于化繁为简的原则，利用多个天然酶、人工

酶、（天然或仿生）辅酶、（人工）生物膜等重构

生化途径，可摆脱生物体自我繁殖的局限，超越

细胞合成极限，实现重要生物转化与超限能量转

换。如表 1所示，多酶分子机器是 ivBT 特有的核

心催化剂，它遵循 ivBT设计的多酶催化路径，将

多个纯化或部分纯化的酶元件、（天然或仿生）辅

酶、（人工）生物膜、（人工）细胞器等元件进行

合理的优化与适配，组装成一种生物催化系统，

在体外将特定的底物高效地转化为目标产物。多

酶分子机器不受活细胞的限制，不存在细胞复制、

基本代谢、复杂调控、能量消耗等情况。ivBT理

论的形成与发展受到中西哲学思想指导与启发：

①大道至简或还原论，认为生物体复杂系统可以

将其化解为各部分之组合的方法，加以理解和描

述；②第一性原则，将复杂问题分解为最简单部

分，了解基本工作原理，创造性解决复杂问题；

③需求导向的集成创新，以最重要、最迫切的国

家需求为研发动力，整合多学科人才进行建制化

集成攻关。

2.1 ivBT 设计原则

2010 年，张以恒教授提出 ivBT 的设计原

则［5］。如图 2所示，设计原则共包括五部分：①途

径设计；②酶挖掘；③酶工程；④酶生产；⑤生

化工程。ivBT可以通过上述各技术领域的集成创

新实现迭代提升。此外，在 ivBT实施过程中，应

用工程经济学与系统工程的原则，充分了解与掌

握技术现状与未来提升潜力，确定“卡点”技术

与攻关优先级。

ivBT 途径设计通常是基于胞内天然代谢途径

的基础上做改进和整合，不依赖细胞的原有物质

和能量代谢途径［15］。体外多酶途径设计时，考虑

的主要因素包括：①辅酶是否参与。由于天然辅

酶［如ATP和NAD（P）H］价格昂贵，途径若有辅

酶参与，就需要考虑辅酶的平衡与再生。体外多

酶途径设计时更倾向于没有辅酶参与，例如多酶

催化淀粉合成稀少糖的途径就没有辅酶参与［16-17］。

②热力学平衡。体外多酶途径设计需要检查各步

骤的热力学平衡常数和吉布斯自由能，尽量避免

途径中存在热力学限制反应以及限速步骤，确保

途径具有高速率和高得率。例如基于 NADH 还原

酶催化CO2合成甲酸、甲酸合成甲醛的反应平衡常

数分别是 0.003 和 8.5×10-10，低平衡常数导致最终

目标产品的浓度很低。基于二氧化碳还原酶催化

表表1　　生物制造平台的比较

Table 1　　Comparison of biomanufacturing platforms

生物制造平台

微生物发酵

（Fermentation）

酶催化

（Biocatalysis）

体外生物转化

催化剂

细胞

工厂

酶分子、

级联多酶

多酶分子

机器

标志性产品

初级代

谢产物

果葡

糖浆

肌醇、

塔格糖

次级代

谢产物

生物

质糖

合成

淀粉

生物大

分子

医药

原料

糖水制

绿氢

微生物

蛋白

NMN

糖酶燃

料电池

产品种类

极多

较 多 : 优 选 水

解、异构、手性合

成等方式合成产品

较 少 : 优 选 异

构、糖苷键重排、

分解与合成代谢

等方式合成产品

产品规模

小、中、大

小

超大（如能

源、粮食）

浓度

（Titer）

低

高

高

得率

（Yield）

较低

高

高

速率

（Rate）

低

最高

高

生物安全

有挑战、

强监管

好

最好

技术

壁垒

低

高

最高
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H2与CO2合成甲酸就有更好的甲酸平衡常数（1.8×

104）以及高产物得率。在体外多酶途径设计时，

建议将一系列的可逆反应与最后一步不可逆反应

结合起来，以获得较高的产品得率，例如多酶催

化淀粉合成肌醇的途径中最后两步反应均是不可

逆反应，能够大幅度提升肌醇得率［18］。③ATP平

衡。体外多酶途径设计要求考虑 ATP 平衡，当体

外生物转化技术生产低值大宗产品，使用ATP、磷

酸烯醇丙酮酸、丙酮酸等昂贵底物提供ATP，在经

济上是不可行的［5，19］。我们推荐优选利用不同体

外途径设计调整ATP 的生产量。以 1 mol葡萄糖合

成 2 mol丙酮酸的途径为例，不同多酶途径设计可

以产生 0～4 mol ATP［20］。如果途径中存在 ATP 积

累，可以添加 ATP酶、磷酸酶或者砷酸盐消耗掉

多余的 ATP 或者将含有高能磷酸键的代谢产物水

解；反之，若途径中 ATP 严重不足，可以考虑使

用氧化磷酸化途径作为一个功能模块来提供能量 

ATP。④辅酶平衡。NAD 比 NADP 便宜和稳定，

体外多酶途径设计中优选使用 NAD 作为辅酶，进

一步可以考虑使用更小辅酶分子NMN。如果途径

中存在 NAD（P）H 积累，可以利用氢酶生成氢

气［21］、酶燃料电池联产电能［22］、H2O型NADH 氧

化酶生成水［23］等方式去除多余的还原能。如果途

径中 NAD（P）H 不足，可以添加氢酶和氢气［24］、

电能［25］、NAD（P）H 供体（如甲酸［26］、甲醇［27］、

葡萄糖［27］、丙醇［28］、亚磷酸［29］、葡萄糖 -6-磷

酸［30］）或者修饰磷酸戊糖途径［31］实现 NAD（P）H 

再生。

酶元件挖掘优选催化活性高、热稳定性高、

底物专一性高和无产物抑制的酶元件。值得注意

的是，具有高底物混杂性的酶元件一般不适用于

ivBT 系统。例如大多数磷酸酶底物特异性较

差［17，32-33］，而在多酶催化淀粉合成甘露糖途径中，

挖掘获得的甘露糖-6-磷酸磷酸酶具有较高的底物

特异性，对于提升甘露糖的产品得率起到了重要

作用［34］。不同酶元件的最适温度、pH、激活剂及

缓冲液离子强度等可能存在较大差异，需要权衡

确定 ivBT系统的最优反应条件［35-36］。酶元件挖掘

时尽可能从同一种微生物中筛选，因其具有相近

的最适工作环境，有利于建立最优反应条件，更

有可能形成多酶（临时性）复合体，产生底物穿

梭效应，提高转化速度［6， 37-38］。

天然酶元件可以通过理性设计、定向进化或

二者结合的方式提升催化性能，得到人工酶［39］。

ivBT 关注以下酶学特性：高比酶活［40］、热稳定

性好［18，40-42］、高底物特异性、（仿生）辅酶偏

好 性［43-46］、 最 适 pH［47-48］ 等 。 AlphaFold［49］、

AlphaFold-Multimer［50］和AlphaLink［51］等人工智能

系统能够助力改造提升酶元件的催化性能。

酶蛋白（干重）生产成本与比酶活力和工业

制造经济可行性密切相关。一般来说，学术界实

验室自用制备的毫克级重组酶或者购买的科研用

图图2　ivBT 的设计原则

Fig. 2　Design principles of ivBT
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酶非常昂贵，导致大多数科研人员对重组酶的生

产成本形成错误认知。事实上，工业酶的生产成

本（如 α-淀粉酶、蛋白酶、纤维素酶、植酸酶）

大约100元/千克酶干重。

生化工程包括酶固定化、原位产物分离、反

应器工程（一锅法、多锅级联法、微通道反应器、

连续搅拌釜反应器或活塞流反应器）等技术。除

了酶固定化技术可以提高酶的稳定性，高浓度多

酶混合物可能会形成大分子拥挤效应，也可以提

高多酶体系的稳定性［52］。对于反应平衡常数较低

的途径，原位产物分离技术有助于提高目标产品

的得率和产率［11，35，53］；若存在强烈产物抑制，原

位产物分离技术将能够解除产物抑制，提高目标

产品的得率和产量。大多数情况下 ivBT 优先选择

使用一锅法，特殊条件下使用多个反应器进行分

步级联反应或者使用连续流微反应器，则具有特

殊的生物制造优势［54］。

2.2 ivBT 与相似技术的区分

酶催化作为工业生物制造平台起始于单酶催

化［55-56］。在第二次世界大战期间，英国泰莱公司使

用固定化蔗糖酶生产糖浆，这可能是最早的固定

化单酶应用于工业化生产。1969年，日本 Tanabe 

Seiyaku有限公司利用固定化氨基酰化酶在填充床

反应中工业化生产 L-蛋氨酸。1967年，美国克林

顿玉米加工公司率先利用葡萄糖异构酶生产果葡

糖浆。目前，诺维信公司与杜邦公司的商业化固

定化葡萄糖异构酶已经广泛用于果葡糖浆的大规

模生产，全世界每年生产的高果葡糖浆超过 2000

万吨。

单酶催化逐渐向多酶级联催化（cascade enzyme 

biocatalysis，CEB）方向发展。多酶级联催化具有

时空产率高、反应体积小、反应时间短、操作单

元少和生产污废少等优点［57-60］。制药领域经常使

用 CEB 解决高值手性药物合成中辅酶 NAD（P）H

循环再生的问题［21，61］。NAD（P）H 可以通过氢供体

和对应的脱氢酶偶联的策略实现循环再生，例如

甲酸与甲酸脱氢酶［62］、葡萄糖与葡萄糖脱氢

酶［63］、葡萄糖-6-磷酸与葡萄糖-6-磷酸脱氢酶［30］、

氢气与氢酶［64］、亚磷酸盐与亚磷酸盐脱氢酶［65］。

与之相似的是 ATP 循环再生问题［19，66-67］。在有机

化学领域，CEB 技术已广泛应用于制备单糖、活

性单糖、低聚糖和糖肽等产品［68-75］。截至 2019年，

制药行业利用 CEB生产了数百种小分子活性药物

成分［60］。

ivBT 是CEB 的进一步发展，但是二者之间存

在显著差异。主要区别如下：①生物制造产品目

标不同。如图 3所示，ivBT 与 CEB 的目标产品是

位于对角象限。如表 2所示，ivBT 目标产品是大

宗产品（低值），产品市场规模大于 5 亿元且产量

在 1万吨以上，极个别产品的预期市场规模可能高

达 10 亿吨。CEB则更关注精细化学品，其产量规

模一般在 100千克至 100吨之间，同时产品的市场

规模数千万元，市场规模低于 5亿元［60］。ivBT 的

目标产品数量很少，可能 100个，其代表性产品是

能源、食品、饲料、材料领域的大宗产品。相比

之下，CEB 的目标产品数量众多，可能超过 1 万

图图3　ivBT 和 CEB 的生物制造产品规模

Fig. 3　Target product size for biomanufacturing of ivBT and CEB
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种，其代表性产品包括药物前体、天然产物和精

细化学品。②途径设计原则不同。如表 2 所示，

ivBT几乎不依赖于天然代谢途径，更倾向重新设

计人工合成途径。CEB 多由一个主反应配上辅酶

再生体系或部分天然途径组成。③系统组成酶元

件性质要求不同。如表 2 所示，ivBT 强调使用低

生产成本和高热稳定性的酶元件及仿生辅酶参与

反应，更推荐使用固定化酶。ivBT产品的总成本

中原料成本所占比重一般较高，达到 50%，或者

高达 80%～90%。CEB 则常使用常温酶和天然辅

酶进行转化反应，且极少使用固定化酶。因此

CEB产品的原料成本所占比重通常仅占 20%或者

更低。④反应过程不同。如表 2 所示，ivBT 倾向

于维持较长的反应时间（如数周或数月），目的是

为了充分发挥酶的催化性能，降低用酶成本。而 

CEB 则常使用批次转化方式，一般持续几小时或

几天的时间。

无细胞蛋白质合成（cell-free protein synthesis，

CFPS）又被称为体外蛋白质转录翻译技术，通过

提取核糖体、氨酰-tRNA 合成酶、翻译起始和延伸

因子、核糖体释放因子等转录、翻译、蛋白质折

叠和能量代谢所必需的元素，并向其中添加 DNA 

模板、能量和各种辅因子，模仿胞内环境以合成

目标蛋白质［76-78］。CFPS 可以在体外高度可控环境

中模拟整个细胞的转录和翻译过程，并允许对单

个成分和反应网络进行详细深入的研究［79-80］。

CFPS 是一种小众的生物制造方式［81］，可以用于生

产超高值产品，如紧急疫苗［82］、抗体药物偶联

物［83］、 非 天 然 氨 基 酸［84］、 毒 素 （如 肉 毒 毒

素）［85-86］、RNA［87］等。

2.3 ivBT 平台的生物制造特色

在生物制造过程中，最重要的三个评判指标

是产量（titer，g/L）、得率（yield，g/g）和生产速

率［rate，g/（L·h）］［5，88］。ivBT作为新型工业生物

制造平台，相较于微生物发酵具备鲜明的特色。

第一，其最大特色是高产物得率，接近理论得

率［18，89-95］。ivBT 是一个简单开放的转化系统，没

有竞争途径，没有复杂的代谢网络调控，也不存

在细胞复制［15，76］，转化时使用的酶元件均具有底

物专一性，底物可能全部用于目标产品的合成。

而微生物细胞由于自身繁殖和副产物较多的原因

会消耗部分底物，且细胞内代谢网络复杂，每步

反应都可能受到启动子强度、mRNA 稳定性、蛋

白质翻译、蛋白质转运和蛋白质交互作用等复杂

表表2　　ivBT 与相似技术的区分

Table 2　　Comparison of ivBT with similar biotechnologies

区分项目

目标

代表性产品

产品市场规模

（每个产品）

目标产品数目

原料成本/

产品价格

合成途径设计

催化元件

元件需求

生产周期

体外生物转化

（ivBT）

大规模生物制造

产品规模：>1万吨，甚至10亿吨级

粮食、能源、材料

（如淀粉、绿氢、肌醇、塔格糖）

5亿（最小市场）

→100亿（塔格糖）

→10万亿（绿氢）

约100（粮食、能源等大宗产品）

>50%→90%（最大）

非天然途径与人造电子传递链

天然（超稳）酶、人工酶、固定化多酶、（仿

生）辅酶再生

超低成本酶、超稳定固定化酶、价廉且稳

定（仿生）辅酶

天、周、月（多次，连续）

多酶级联催化

（CEB）

精细生物制造

精细产品：约1000千克级，<100吨

药物中间体（NMN）

千万（最大市场低于5亿）

约10 000（精细化学品）

5%→20%

主反应与辅酶再生，利用部分天然

途径

天然（常温）酶、改造酶、固定化酶、

辅酶再生

酶成本不敏感，利用天然辅酶

时、天（一次，极少多次）

无细胞蛋白质合成

（CFPS）

研究工具

特殊制造（快速生产克级蛋白质）

疫苗合成

NA

NA

NA

利用天然合成途径

细胞裂解液或纯化元件、外加氨基

酸、ATP 供体、DNA 模板

利用细胞裂解液中的有效成分

时（一次）
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调控［7］，存在有限资源的竞争、分配与调控等难

题，因此目标产品得率较低。第二，ivBT的酶生

产制备环节与体外生物转化环节实现了时空分离，

整套 ivBT 系统以目标产品的生物制造为唯一目

标。而微生物细胞生长繁殖与产品生产通常相耦

合，大多数情况下微生物以维持自身生存为第一

要务。第三，ivBT在体外途径设计时保持 ATP和

还原力的平衡，整条途径中不存在能量或者还原

力的不足和过剩，实现生物能量的最大利用。而

微生物受生物能量学的限制，细胞维持自身生存

需要 ATP 和还原力的净合成，产品实际得率无法

达到理论得率［20］。第四，ivBT 具有生产速率高的

特色，一般来说，比微生物发酵高 1～2个数量级。

在相同体积内，ivBT 可以有更高酶浓度与更短反

应途径，而细胞内酶的种类数以千计，仅数个酶

参与目标产品的合成［79，82，94］。第五，ivBT 没有细

胞膜的限制，可以实现生物大分子（如淀粉）或

特殊极性分子（如磷酸糖）的生物合成［13，35-36，96］，

因为生物大分子或特殊极性分子无法自由通过细

胞膜，这两类产品在微生物细胞工厂中的合成受

到极大的限制。第六， ivBT 可以实现超限制造，

如利用微通道反应器进行生物催化，其效果超越

传统三传“动量传递、热量传递、质量传递”限

制［97］。而微生物胞内反应受“三传”限制还是比

较明显的，比如，自由扩散、恒温等等。第七，

相较于微生物发酵生产，ivBT工艺操作简单和易

于优化，具有更高的鲁棒性［90，98-100］。同时，ivBT 

还具有能量消耗低的制造优势，体外多酶途径通

过平衡还原力就能实现无氧生物转化，不需要提

供压缩空气；转化反应不需要高转速的剧烈搅拌，

仅需要提供较低转速（如 30～100 r/min ）确保反

应料液混合均匀；转化反应温度一般控制在 40～

70 ℃区间，不需要提供制冷，仅需要根据实际转

化温度保温或提供少量加热。第八，ivBT的酶分

子比微生物能耐受更高浓度的有毒物质［31，101］。例

如，酵母细胞无法在生物质预处理水解液的复杂

有毒抑制剂环境下生长，而 ivBT 能实现较好的催

化［31，102］。对于有机溶剂，酶也具有更高的耐受

性。例如，某些天然酶对于乙醇的耐受性比微生

物至少高一个数量级。此外，天然酶可以通过定

向改造进一步提高对有机溶剂的耐受性［103］。

3 ivBT生物制造案例

ivBT 作为新工业生物制造平台的发展时间虽

短，但就其内在科学性而言，已经经历了三个阶

段。第一阶段是利用天然酶、天然辅酶及天然电

子传递链等天然元件构建人工合成途径。其代表

性案例包括糖水制绿氢［11］、淀粉合成肌醇［18］及淀

粉合成健康糖［16-17］等技术。第二阶段是利用突变

酶、固定化酶、仿生辅酶、人工多酶复合体、人

造膜及人工电子传递链等人工元件构建合成途径。

其代表性案例包括配备 Nafion 膜和非生物电子介

质的糖酶燃料电池技术［91］，利用人工电子传递链、

固定化辅酶和多酶复合体制备超高速糖水产绿氢

技术［104］。第三阶段是利用人工酶催化新生化反应

构建新合成途径。其代表性案例包括利用人工酶

固定 CO2合成淀粉技术［96］、人工酶戊糖 4-差向异

构酶催化D-木糖合成L-阿拉伯糖技术［105］、级联氨

基酸脱羧酶催化 α-丙氨酸合成 β-丙氨酸技术［106］。

本文按照产品潜在市场规模由小到大的顺序，列

举几个代表性案例进一步阐述 ivBT 的概念、技术

发展及未来应用。

3.1 淀粉合成肌醇

肌醇（myo-inositol）又被称为维生素 B8，广

泛应用于医药、水产饲料、保健品、化妆品、功

能饮料、婴儿奶粉等产品［18，107-108］。传统生产方法

是植物提取法，从玉米或者米糠浸出物中提取菲

汀，通过高温高压酸水解制备肌醇。这种生产方

法存在原料供应不足、含磷废水与恶臭气味污染

严重、能耗高、提取率低、生产成本高等问题，

不能满足日益增长的肌醇需求。目前全球肌醇市

场规模约为 1.5万吨，根据市场需求和潜在应用场

景，未来市场规模可达100万吨。

2013年，张以恒教授设计并构建以淀粉为原

料生产肌醇的人工合成途径［18］。整条途径包括四

步催化反应：①利用 α-葡聚糖磷酸化酶（α-glucan 

phosphorylase，αGP，EC 2.4.1.1）催化淀粉和磷酸

盐生成中间代谢产物葡萄糖 1-磷酸；②葡萄糖 6-磷

酸变位酶（phosphoglucomutase，PGM，EC 5.4.2.2）

催化葡萄糖 1-磷酸生成葡萄糖 6-磷酸；③肌醇 3-
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磷酸合成酶（inositol 3-phosphate synthase， IPS，

EC 5.5.1.4）催化葡萄糖 6-磷酸生成肌醇 1-磷酸；

④利用肌醇单磷酸酶（ inositol monophosphatase，

IMP，EC 3.1.3.25）催化肌醇 1-磷酸进行脱磷酸反

应生成肌醇和磷酸盐，其中磷酸盐能够在反应①和

反应④之间循环使用（图4）。为了进一步提高肌醇

得率，既可以利用异淀粉酶水解支链淀粉生成直链

淀粉便于 αGP 催化底物利用［109］，也可以使用 4-葡

聚糖苷转移酶催化麦芽糖的葡萄糖苷转移［110］，还能

利用多聚磷酸依赖型-葡萄糖激酶催化副产物葡萄糖

生成葡萄糖 6-磷酸［40，111］，从而将淀粉所有葡萄糖单

元全部转化为肌醇，达到理论得率110%。

这个体外多酶途径利用 αGP和 PGM两个酶催

化淀粉和磷酸盐生成葡萄糖 6-磷酸，不需要 ATP

参与提供能量，这是由于第一步葡萄糖磷酸化反

应的能量来自于淀粉中葡萄糖单元之间α-1，4-糖苷

键能，且 PGM催化葡萄糖 1-磷酸生成葡萄糖 6-磷

酸的吉布斯标准自由能∆G⊖为-7.4 kJ/mol，能够推

动葡萄糖 6-磷酸合成。与此同时，IPS 催化的葡萄

糖C—C环化异构反应和 IMP催化的肌醇1-磷酸脱磷

酸反应的吉布斯标准自由能∆G⊖分别为-55.2 kJ/mol

和-20.7 kJ/mol，这两步反应热力学有利，且是不

可逆反应［112］。整条体外多酶途径包括前两步可逆

反应和最后两步不可逆反应，整合四步反应的总

吉布斯自由能为-80.1 kJ/mol，从而推动整个反应

向产物合成方向进行。

为了加速肌醇的工业生物制造，张以恒教授

组建了一支产业化团队，建立低成本高密度重组

酶发酵工艺、热处理纯化超高温酶工艺、优化体

外多酶配比、建立肌醇分离提取工艺等，实现了

酶法肌醇工业化生产，从而大幅度降低了肌醇的

生产成本［113-114］。通过系统优化，淀粉合成肌醇的

得率高达 98.9%，并在 20 m3反应器完成产业化测

试，反应 48 h后肌醇浓度达到 95 g/L。与微生物发

酵生产肌醇技术相比［115-116］，ivBT有着理论上技术

优势，如 ivBT过程中未被利用的糖可以分离出来，

用于微生物发酵产酶，从而提升原料利用率。如

图 5所示，2016年，淀粉合成肌醇技术转让给相关

企业，建成年产万吨肌醇生产线并全面投入生产。

淀粉制肌醇技术是全球第一个体外合成生物学的

工业化成功范例［117］。

在淀粉合成肌醇的首篇论文发表数月之后，

日本嗜热菌（酶）领域的生化专家Atomi教授也发

表了体外多酶催化淀粉合成肌醇的文章［118］。值得

注意的是，两个独立团队在肌醇体外合成途径中

都使用了来源相同的三个酶（PGM、IPS 和 IMP），

这说明为同一产品设计相同或者相似途径并找到相

同的酶，是一种常见的巧合。随后基于蔗糖、纤维

素、木糖、葡萄糖等原料合成肌醇的胞内或胞外催

化途径陆续设计出来并得以验证［92，107，115-116，119-120］。

截至目前，在中国利用 ivBT与微生物发酵生产肌

醇的工艺均在工业化生产。

图图4　ivBT 的体外肌醇合成途径

αGP—α-葡聚糖磷酸化酶；PGM—葡萄糖 6-磷酸异构酶；IPS—肌醇 3-磷酸合成酶；IMP—肌醇单磷酸磷酸酶；IA—异淀粉酶

Fig. 4　Inositol synthesis pathway of ivBT

αGP—α-glucan phosphorylase; PGM—phosphoglucomutase; IPS—inositol 3-phosphate synthase; IMP—inositol monophosphatase; IA—isoamylase
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3.2 淀粉合成健康糖

稀少糖是自然界含量极低的单糖及其衍生物，

因其具有特殊的生理功能，又被称为健康糖［121-122］。

2004 年， Izumori 教授提出利用酮糖 3-差向异构

酶、醛糖异构酶、醛糖还原酶和氧化还原酶

等组合方式生产稀少糖的一套完整策略，称为 

Izumoring 策略［121，123］。Izumoring 策略虽然能够利

用廉价底物生产稀少糖，但是存在一些不足，如：

①酶促转化反应平衡导致产物转化率低，需要使

用模拟移动床将目标产物和底物进行分离，将会

提高生产成本；②醛糖还原酶和氧化还原酶反应

需要添加昂贵的辅因子NAD（P），将大幅提高生产

成本；③某些原料来源有限且价格昂贵（如D-半

乳糖），导致难以大规模生产。

D-塔格糖是一种天然甜味剂，口味完美，甜

度与蔗糖相似，热量只有蔗糖的 1/3［122，124］。塔格

糖作为益生元具有低热量、低升糖指数、抗龋齿、

抗氧化、改善肠道功能和增强免疫力等优势［122］。

2000年，美国食品和药物管理局（FDA）批准其为

公认安全（GRAS）食品原料［124］。根据 Izumoring

策略，D-塔格糖可以以D-半乳糖为原料异构合成，

但这个异构反应平衡常数低，需要利用色谱反复

分离产物和底物［125-126］。中国科学院天津工业生物

技术研究所（简称天津所）孙媛霞研究员曾经在

Izumori课题组从事稀少糖研究，回国之后致力于

稀少糖合成技术研究，发表了一系列研究论文并

申请了专利，包括D-塔格糖技术。但是原料乳糖

来源有限且价格昂贵，兼之分离工艺复杂，传统 

D-塔格糖生产技术无法大规模产业化与广泛

应用［127-128］。

2014年，张以恒教授了解稀少糖产品后，开

始考虑如何利用大宗廉价原料葡萄糖生产塔格糖。

他参考天然酶UDP-葡萄糖 4-差向异构酶的催化性

能，推测从自然界中挖掘和创制人工酶葡萄糖 4-

差向异构酶。2015 年，张教授课题组的 Danial 

Wichelecki 博 士 发 现 了 来 自 于 Agrobacterium 

tumefaciens 的塔格糖 6-磷酸差向异构酶［129］，可以

催化塔格糖 6-磷酸与果糖 6-磷酸相互转化。基于

新发现的塔格糖 6-磷酸差向异构酶［129］、淀粉合成

肌醇途径［18］以及淀粉合成果糖途径［43，130］，张以

恒教授与Wichelecki博士提出从淀粉合成D-塔格糖

的多酶催化途径［131］。同期，天工所也申请了淀粉

合成塔格糖的体外多酶途径发明专利［132］。

与淀粉合成肌醇途径高度相似，塔格糖合成

途径共包括三部分：①不依赖 ATP 的多酶催化淀

粉生成磷酸糖化合物［11，133］；②通过果糖 6-磷酸异

构酶和塔格糖 6-磷酸差向异构酶催化生成塔格糖

6-磷酸［129，134］；③通过塔格糖 6-磷酸磷酸酶催化塔

格糖 6-磷酸脱磷酸生成塔格糖［32，134］。天工所申请

系列专利，包括：五种大肠杆菌工程菌株分别表

达嗜热酶，然后将五个全细胞放在一个反应器催化

生产塔格糖的技术［135］；一株枯草芽孢杆菌工程菌

株，共表达五种嗜热酶生产塔格糖的技术［96，136-137］；

以及固定化酶技术催化淀粉合成塔格糖［16］。江南

大学江波课题组也长期致力于塔格糖相关研究，

挖掘获得来自于 Dictyoglomus turgidum的 α-葡聚糖

磷酸化酶［138］和来自于 Caldilinea aerophila 的果糖 

6-磷酸 4-差向异构酶［139］，并将其用于多酶催化淀

粉合成塔格糖的体系。同时，江教授构建了一株

共表达五种嗜热酶的大肠杆菌工程菌株，并建立

了热处理全细胞催化淀粉合成塔格糖的技术［140］。

D-阿洛酮糖是D-果糖的C-3差向异构体［141-142］，

甜度是蔗糖的70%，热量只有蔗糖的10%，被认为

是高果糖浆的理想替代品［143］。FDA 批准其作为

GRAS 食品添加剂用于食品和膳食补充剂中，以增

强凝胶强度、降低氧化、改善风味［144］。此外，它

还具有降血脂［143］、降血糖［145-146］、抗炎症［17，147］等

生理功能。D-阿洛酮糖可以通过 D-阿洛酮糖 3-差

向异构酶催化 D-果糖合成［121］。在 D-阿洛酮糖工

业化生产中，反应平衡转化率低，需要使用色谱

图图5　首个 ivBT肌醇工业化生产工厂

Fig. 5　Image of the first large-scale inositol factory
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分离产物和底物，并将底物果糖循环使用，提高

产品得率。2017年，两个独立课题组（张以恒教

授［18］与 Atomi 教授［118］）几乎同时公开发表淀粉

生产肌醇技术。2014 年韩国CJ公司提交了第一篇

淀粉合成阿洛酮糖的专利申请书［148］。两年后，两

家美国公司 Bonumose 和 Greenlight Biosciences 先

后提交了淀粉合成阿洛酮糖的专利申请书［149-150］，

但是专利申请书中并没有充分公开包括酶来源、

酶理化特性、反应条件、产品产量等关键技术信

息。2021年，游淳课题组［17］发表了第一篇学术论

文，多酶分子机器催化淀粉合成高浓度阿洛酮糖，

并公开了详细技术细节。

D-甘露糖是 D-葡萄糖的 C-2 差向异构体，存

在于一些水果和蔬菜中（如蔓越莓、卷心菜、西

红柿），在人体血液中的含量约为葡萄糖的

1%［151］，广泛用于预防尿路感染或膀胱感染引起的

炎症。最近的研究表明，超过正常生理范围的D-

甘露糖剂量可以抑制肿瘤生长［152］、刺激调节型 T 

细胞分化［153］、抑制巨噬细胞的生成［151］。根据 

Izumoring策略，可以通过 D-果糖异构合成D-甘露

糖，但由于反应平衡常数很低，需要色谱分离，

导致生产成本高。受不依赖 ATP 的葡萄糖磷酸化

反应—磷酸糖异构反应—脱磷酸反应的启发，李

运杰等［154］设计了一条多酶催化淀粉合成甘露糖的

途径，并获得了高浓度的甘露糖产量。

因此，张以恒课题组提出了一个基于 ivBT 的

稀少糖合成新策略（如图 6所示），即不依赖 ATP

的葡萄糖磷酸化反应—磷酸糖异构反应—脱磷酸

反应，可以高得率合成肌醇、塔格糖、阿洛酮

糖、甘露糖、果糖等。这个 ivBT 策略能够超越

Izumoring方法反应平衡的限制，达到接近 100%的

理论转化率。淀粉合成肌醇的工业化成功实施将

推进健康糖工业生物制造。

3.3 纤维素合成淀粉

淀粉是植物、动物（在动物中称为糖原，也

被称为动物淀粉）和微生物用来储存能量的葡萄

图图6　ivBT 利用淀粉合成健康糖的人工合成途径

（αGP、PGM、IPS、IMP 同肌醇合成途径）

PGI—葡萄糖 6-磷酸异构酶；FPP—果糖 6-磷酸磷酸酶；TPE—塔格糖 6-磷酸 4-差向异构酶；TPP—塔格糖 6-磷酸磷酸酶；

MPI—甘露糖 6-磷酸异构酶；MPP—甘露糖 6-磷酸磷酸酶；API—阿洛酮糖 6-磷酸异构酶；APP—阿洛酮糖 6-磷酸磷酸酶

Fig. 6　Rare sugars artificial synthesis pathway of ivBT

(Enzymes of αGP, PGM, IPS, IMP are the same as inositol synthesis pathway.)

PGI—phosphoglucose isomerase; FPP—fructose 6-phosphatase; TPE—tagatose 6-phosphate 4-epimerase; TPP—tagatose 6-phosphatase; 

MPI—mannose 6-phosphate isomerase; MPP—mannose 6-phosphatase; API—allulose 6-phosphate isomerase; APP—allulose 6-phosphatase
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糖聚合物。植物淀粉包括直链淀粉（D-葡萄糖基

以α-1，4-糖苷键连接的多糖链）和支链淀粉（分支

位置为 α-1，6-糖苷键，其余为 α-1，4糖苷键连接的

多糖链）。人类文明开始于一万年前的农业耕种，

种植单年生谷物，生产富含淀粉种子作为粮食。

现代农业使用全球约 70% 的淡水消耗、占用几乎

所有可用耕地以及消耗大量肥料与农药，每年生

产约 28亿吨粮食［155-156］。同时，地球陆地每年产生

大约 2000亿吨的非粮木质纤维素，除小部分用作

动物饲料、材料和燃料，大部分无法充分利用。

将人类无法食用的纤维素转化为可食用的淀

粉将会变革万年农业。张以恒教授设计了一条无

辅酶参与的体外多酶催化途径，实现了纤维素直

接转化合成淀粉［13］。如图 7 所示，这条途径包括

三部分：①利用内切葡聚糖酶（EG）和纤维二糖

水解酶（CBH）将纤维素部分水解生成纤维二糖；

②利用纤维二糖磷酸化酶（CBP）催化纤维二糖生

成葡萄糖 1-磷酸和葡萄糖；③利用来源于马铃薯

的 α-葡聚糖磷酸化酶催化葡萄糖 1-磷酸合成直链

淀粉，其中磷酸盐在 CBP 和 PGP 之间循环使用。

为了避免浪费副产物葡萄糖，利用酵母细胞厌氧

条件下发酵葡萄糖生成乙醇［13］，或者利用酵母细

胞有氧条件下发酵葡萄糖生长菌体作为微生物蛋

白［14］。这一原创性突破在《科学》杂志上以题为

《木材能养活世界吗？》进行新闻报道，诺贝尔化

学奖得主 Frances Arnold 评论：“该技术展示了一

个重要的转换，总体思路很酷（cool）。”同时她也

认为以目前技术水平难以对该技术的未来经济可

行性做出判断。然而，张教授认为将 β-1，4-糖苷键

连接的纤维素生物转化为 α-1，4-糖苷键连接的淀粉

在经济上将是可行的，因为这个糖苷键重排反应

中不需要添加昂贵的辅酶，不需要能量输入，不

存在糖损失，也没有苛刻的反应条件。

利用玉米秸秆和小麦秸秆等农业废弃物进行

经济高效的生物转化合成淀粉，很容易使目前的

农业粮食/饲料产量翻一番。张教授带领团队历时 5

年研究，集中解决经济上和技术上的“卡脖子”

问题，取得了突破性进展，包括：①将多酶分子

机器中的酶元件成本降低为原来的百万分之一；

②利用预处理的玉米秸秆为真实原料，提高纤维

素降解率和淀粉合成得率；③调控合成不同比例

的直链淀粉和支链淀粉，以适应不同的饮食需

求［14］。同时，张教授建立了一条利用多酶分子机

器催化 D-木糖合成健康糖 L-阿拉伯糖的新路线。

L-阿拉伯糖具有抑制蔗糖吸收和控制血糖升高的优

良特性，植物提取工艺受限于有限的原料和高昂

的生产成本，无法大规模生产。新技术路线具有

原料来源广泛与生产成本低的优势，生产大宗高

值健康糖，补贴合成淀粉生产。联产合成淀粉、

微生物蛋白与健康糖将大幅度提高新生物炼制工

厂的经济可行性。这套秸秆制粮技术将会促进农

业种植的变革，是解决粮食危机、实现农业可持

续发展的重要途径之一，也能有效利用边际土地

耕种多年生作物，就像种植多年生的韭菜、竹子

和果树，每年“割韭菜”，从而大幅提高生物质产

量和利用量，同时具有淡水消耗低、化肥使用少、

几乎无污染、土地不用翻耕、水土保持好、生产

周期长、耐受极端气候等优点［9，155，157-158］。

3.4 二氧化碳合成淀粉

除了纤维素合成淀粉技术，天工所首次实现

CO2 到淀粉的从头合成［96］。自然界中淀粉主要由

农作物通过自然光合作用固定CO2生产，合成与积

累涉及约 60 步代谢反应以及复杂的生理调控，最

大能量转化效率仅为 2%左右。农作物种植通常需

图图7　ivBT 的体外纤维素合成淀粉途径

（EG—内切葡聚糖酶；CBH—纤维二糖水解酶；CBP—纤维二糖磷酸化酶；PGP—马铃薯 α-葡聚糖磷酸化酶）

Fig. 7　Cellulose-amylose synthesis pathway of ivBT

(EG—endoglucanase; CBH—cellobiohydrolase; CBP—cellobiose phosphorylase; PGP—potato α-glucan phosphorylase)

1448



第 5 卷 www.synbioj.com

较长周期，并使用大量土地、淡水等资源和肥料、

农药等农业生产资料。利用CO2和太阳能的人工光

合作用合成淀粉效率将大大超越植物自然光合作

用。植物光合作用能量转换效率低主要是因为叶

绿素的光吸收光谱较窄、较快的光反应和较慢的

暗反应之间反应速率不匹配导致淀粉合成效率低，

以及植物呼吸作用造成淀粉损失［155，159］。

基于 ivBT 途径设计原理、人工光电催化和热

力学分析，将太阳能电池、电解水制氢技术和

ivBT技术相结合，利用 CO2 和 H2 为原料合成淀粉

在科学理论上是可行的［155，159］。2021年，马延和研

究员带领“合成营”创制了一条利用CO2、水和阳

光合成淀粉的人工路线——ASAP路线，在实验室

首次实现了从CO2 到淀粉的从头全合成［96］。这条

ASAP 路线可以分为两大阶段：光能到化学能的转

化和生物催化淀粉的合成。如图 8所示，从头设计

11步的非自然酶法催化甲醇合成淀粉的反应途径，

通过设计构建碳一（C1）聚合新酶，依据化学聚糖

反应原理将碳一化合物聚合成碳三（C3）化合物，

最后通过生物途径优化，将碳三化合物聚合成碳

六（C6）化合物，再进一步合成直链和支链淀粉

（Cn化合物）。这个人工途径的淀粉合成速率是玉

图图8　ivBT 的体外 CO2 合成淀粉途径［96］

AOX—醇氧化酶；FIS—甲醛酶；DAK—二羟基丙酮激酶；TIM—磷酸甘油醛异构酶；ALD—果糖 1，6-二磷酸醛缩酶；FBP—果糖 1，6-二

磷酸酶；PGI—葡萄糖 6-磷酸异构酶；PGM—葡萄糖 6-磷酸变位酶；AGP—ADP-葡萄糖焦磷酸化酶；SS—淀粉合成酶；CAT—过氧化氢

酶；PPK—多聚磷酸激酶；PPA—焦磷酸酶

Fig. 8　CO2-Starch synthesis pathway of ivBT[96]

AOX—alcohol oxidase; FIS—formolase; DAK—dihydroxyacetone kinase; TIM—triose phosphate isomerase; ALD—fructose-bisphosphate 

aldolase; FBP—fructose bisphosphatase; PGI—phosphoglucose isomerase; PGM—phosphoglucomutase; AGP—ADP-glucose pyrophosphorylase; 

SS—starch synthase; CAT—catalase; PPK—polyphosphate kinase; PPA—pyrophosphatase
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米淀粉合成速率的 8.5 倍，向设计自然、超越自然

目标的实现迈进一大步，为解决粮食和饲料等问

题提供了重要的理论支撑和技术储备［9］。

该研究通过耦合化学催化与生物催化模块体

系，创新了高密度能量与高浓度 CO2利用的生物过

程技术，通过反应时空分离优化，解决了 ivBT途径

中底物竞争、产物抑制、热/动力学匹配等问题，扩

展了人工光合作用的能力。按照目前技术参数推算，

在能量供给充足条件下，理论上1 m3大小的生物反

应器年产淀粉量相当于 5亩（1亩=667 m2）土地玉

米种植的淀粉年平均产量。CO2人工合成淀粉成果

入选国家“十三五”科技创新成就展、“奋进新时

代”主题成就展、2021年度中国科学十大进展、两

院院士评选2021年中国十大科技进展新闻等。

3.5 糖水制绿氢

氢能作为一种清洁、高效、安全、可持续的

二次清洁能源，被誉为“21世纪终极能源”。氢是

宇宙中分布最广泛的物质，是未来最有前途的能

源载体，尤其适用于重型卡车、飞机、偏远地区

等分布式用户。目前，全球氢气产量约为 7000万

吨，大部分来自化石燃料。预计到 2030年，其产

量将增加到 3亿吨，且大部分来源于可再生能源。

以氢为二次能源载体的能源系统被称为氢经

济［160-161］。然而，氢经济面临四大技术挑战：低成

本绿色分布式制氢方法、高密度储氢载体、氢气

基础设施以及低价长寿命氢燃料电池。如果氢经

济成为现实，绿氢市场规模将达到十万亿以上美

元，远超作为粮食的市场规模［7］。

厌氧微生物的最大产氢能力是每摩尔葡萄糖

产生 4 mol氢气和 2 mol乙酸，这是 Thauer理论极

限［15，162］。热力学理论指出每摩尔葡萄糖完全氧化

水（不是氧气）可能产生 12 mol氢气与 6 mol二氧

化碳［163-164］，但是厌氧微生物无法突破 Thauer 理论

极限［165-166］。原因如下，如果厌氧微生物从每摩尔

葡萄糖生成 12 mol还原型辅酶（如 NADPH），通

过氢酶将还原力完全转化产生氢气，全生物过程

没有 ATP 合成，难以实现维持微生物基础代谢，

同时能量效率将远超过 100%，显然热力学与生物

能量学上不可能。如果厌氧微生物能够利用小部

分还原力（如 1～2 mol NADPH）氧化生产跨细胞

膜H+质子梯度，用于合成ATP（氧化磷酸化），将

剩余大约 10～11 mol NADPH 用于产氢，然而需要

氧气的氧化磷酸化是与对氧敏感的氢酶要求厌氧

条件下产氢相矛盾的。因此，现有技术对微生物

进行遗传改造也无法打破 Thauer 极限［165-166］。

ivBT 的体外途径设计理念始于构建多酶分子

机器催化糖水制氢［5，160］。2006年 3月，张以恒教

授构思一条无 ATP 参与的体外多酶代谢途径，利

用淀粉和水为原料生产高得率氢气［11］。如图 9 所

示，这条途径包括四个模块：①以淀粉和无机磷

为原料合成葡萄糖 6-磷酸，底物磷酸化不需要

ATP参与（这个模块后来也被用于淀粉合成肌醇、

健康糖、糖电池等途径）；②葡萄糖 6-磷酸在 2分

子脱氢酶级联催化下生成核酮糖 5-磷酸和 2 分子 

NADPH；③6分子核酮糖 5-磷酸通过非氧化磷酸

化途径循环再生成 5 分子葡萄糖 6-磷酸；④2分子

NADPH 在氢酶催化下生成氢气，总方程式如

式（1）所示。糖水制氢的概念验证实验由来源于

细菌、酵母、植物、动物和古细菌共 13个酶元件

参与级联裂解水与糖，每摩尔葡萄糖生产接近

12 mol氢气。2007年论文明确提出糖水制氢（或人

工呼吸作用就是用水而不是氧气实现糖的完全氧化）

的意义：该项工作具备一系列优势，包括温和的反

应条件、高转化得率、低生产成本（大约 2美元/

kg H2）和高能量密度载体淀粉（14.8 kg H2/kg 淀

粉）等，为移动应用提供了巨大的潜力。随着技

术进步和与燃料电池集成，该技术有望解决氢储

存、基础设施与安全性的相关挑战。

C6H10O5 （aq） + 7H2O （l） == 12H2 （g） + 6CO2 （g）

（1）

2008年，英国皇家学会指出“张以恒的糖水

制氢工作是一个便宜、绿色、高得率制氢技术的

开始”，该突破是合成生物学的应用典范之一（英

国皇家学会认为另一个典范是青蒿素微生物合

成）。氢经济的巨大潜力和糖水制氢技术的长远可

行性促使张教授带领研发团队在新能源体系中

“圣杯”方向深耕超过 15年，总结已取得的关键技

术突破如下：①提高酶元件稳定性和降低酶成本，

除了 Thermococcus kodakarensis KOD1 表达的热稳

定氢酶 SHⅠ之外，其他 12个酶元件已替换为大肠
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杆菌表达的超稳重组酶元件，它们能够在 80 ℃条

件下工作一周以上［24，104］。②扩展糖原料来源，糖

水制氢的糖原料从淀粉扩展至纤维素、蔗糖、低

聚木糖、木糖和葡萄糖［4，167-169］。③提高淀粉原料

利用率，通过挖掘和改造提升热稳酶的催化性能

实现淀粉原料葡萄糖单元全利用，如 4-葡聚糖苷

转移酶催化利用麦芽糖［170］、 PPGK 利用葡萄

糖［40，111］、异淀粉酶水解支链淀粉生成直链淀粉［109］。

④大幅提高氢气生产速率1000倍，通过建立动力学

模型寻找限速步骤、优化系统中酶元件配比和添加

量、使用高活性酶元件等工作的集成和优化，将氢

气生产速率提高了 1000倍［24，104］。⑤降低辅酶成本

和提高反应速度，构建人工电子传递链降低辅酶

成本和提高反应速率。在 NADPH rubredoxin 氧化

还原酶催化 NADPH 和 SHⅠ之间加入电子中介体

苄基紫精（benzyl viologen）、甲基紫精（methyl 

viologen）或中性红（neutral red）作为桥梁，大幅

度降低限速步骤的活化能，极大提高产氢速率。

⑥仿生辅酶工程。针对两个脱氢酶 G6PDH 和

6PGDH进行工程改造，将其辅因子由NADP 变更

图图9 淀粉体外合成氢气途径

αGP 和 PGM 同肌醇合成途径。G6PDH—葡萄糖 6-磷酸脱氢酶；6PGL—6-磷酸葡萄糖内酯酶；6PGDH—6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶；RPI—核

糖 5-磷酸异构酶；RPE—核酮糖 5-磷酸 3-差向异构酶；TK—转酮酶；TAL—转醛酶；TIM—磷酸甘油醛异构酶；ALD—果糖1，6-二磷酸醛

缩酶；FBP—果糖 1，6-二磷酸酶；PGI—葡萄糖 6-磷酸异构酶；SHⅠ—氢酶。代谢物：g1p—葡萄糖 1-磷酸；g6p—葡萄糖 6-磷酸；6pg—6-

磷酸葡萄糖酸酯；ru5p—核酮糖 5-磷酸；x5p—木糖 5-磷酸；r5p—核糖 5-磷酸；s7p—景天庚酮糖 7-磷酸；g3p—甘油醛 3-磷酸；e4p—赤

藓糖 4-磷酸；dhap—磷酸二羟丙酮；fdp—果糖1，6-二磷酸；f6p—果糖 6-磷酸

Fig. 9 Hydrogen synthesis pathway of ivBT

Enzymes of αGP and PGM are the same as inositol synthesis pathway. G6PDH—glucose 6-phosphate dehydrogenase; 6PGL—6-

phosphogluconolactonase; 6PGDH—6-phosphogluconate dehydrogenase; RPI—ribose 5-phosphate isomerase; RPE—ribulose 5-phosphate 3-epimerase; 

TK—transketolase; TAL—transaldolase; TIM—triose phosphate isomerase; ALD—fructose-bisphosphate aldolase; FBP—fructosebisphosphatase; 

PGI—phosphoglucose isomerase; SHⅠ—soluble hydrogenaseⅠ. The metabolites are: g1p—glucose 1-phosphate; g6p—glucose 6-phosphate; 6pg—

6-phospho-D-gluconolactone; ru5p—ribulose 5-phosphate; x5p—xylulose 5-phosphate; r5p—ribose 5-phosphate; s7p—sedoheptulose 7-phosphate; g3p—

glyceraldehyde 3-phosphate; e4p—erythrose 4-phosphate; dhap—dihydroxacetone phosphate; fdp—fructose 1,6-diphosphate; f6p—fructose 6-phosphate
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为 NAD，最终变更为仿生辅酶 NMN［43，45-46，171-172］。

张教授认为使用非生物电子中介体和仿生辅酶将

能够实现更低成本和更高速度的糖水制氢。

糖水制氢的化学反应是一种非常罕见的熵

（不是焓）驱动化学反应，它能将环境热能转化为

氢能，化学能效率超过 100%，这并不违反热力学

定律。该熵增（相变）化学反应原理是多酶分子

机器在没有显著温度差条件下，吸收环境热能

（低级熵）转化并产生高品质化学能氢能（高级

熵）；也就是说，在常温常压条件下，多酶分子机

器通过级联释放储存在淀粉中的化学能，裂解水

分子的化学键，同时利用环境热能生成高纯度氢

气。利用两个能源输入（淀粉化学能与环境热能）

生产一个能源输出（氢气），这个过程有点像特殊

氢酶催化歧化反应。因此，将吸热产氢反应、放

热氢燃料电池和电机进行整合将是人类历史上的

化学-机械能量效率最高的能量转换系统，为未来

新动力系统奠定坚实的科技基础。淀粉是一种高

密度储氢介质，淀粉水浆与干淀粉的储氢密度分

别达到 8.3%和 14.8%（质量分数），以淀粉作为高

密度储氢载体的新型能源体系将系统地解决氢经

济中的氢生产、储存、运输和应用的挑战。

总而言之，氢经济的巨大潜力和基于 ivBT 的

淀粉制绿氢技术的独特性质，将吸引和激励着越

来越多的科学家、工程师与企业家投身于这项技

术的改进与提升，以及产业化应用。

4 展 望

随着全球人口继续增长，人类社会面临粮食

安全、能源安全、可持续发展、气候变化等重大

挑战。工业生物制造正在进入新质生产力阶段，

将在能源、农业、化工和医药等领域改变世界工

业制造格局，是未来科技战必争之地。如图 10所

示，生物学有着三个不同研究模式：①基础生物

学（如生物化学、分子生物学、遗传学等），面对

复杂生物体（黑箱）格物致知，了解生物，扩展

生物学认知；②新生物学（合成生物学），面对部

分了解的生物体（灰箱），采用设计-构建-测试-学

习策略，循环迭代实现造物致知与造物致用；

③致用造物，需求驱动产业创新，应用基于道法

术器的顶层设计原则［173］，针对人造生物体系（白

箱），如多酶分子机器、人造生命等，采用设计-构

建-判决-优化的线性策略开发能够满足国家需求的

人造生物体系，用于工业生物制造，其中 ivBT 的

多酶分子机器将会发挥关键作用。

中国工业生物制造产业的现状是大而不强。

大品种氨基酸、抗生素、维生素、有机酸等生产

能力世界第一，为全人类福利做出重大贡献，但

是利润率很低；工业生物制造技术原创能力弱，

卡脖子技术多；技术知识产权保护差，同质化红

海竞争，比价格、比资源、比管理、比渠道，不

比技术，原创性技术不值钱。这种现状导致产学

研的负反馈循环：企业家不愿投资新技术，新技

术不值钱；研发投入小，回报低，行业不景气，

年轻人不愿意进入工业生物技术行业；技术持续

落后，缺乏原创性技术。

ivBT是工业生物制造的新前沿，不仅具有高产

品得率、高制造强度和低制造成本的技术特色，而

且具有技术保密性强和生物安全性高的产业化特性。

图图10　生物学研发模式：黑箱-灰箱-白箱

Fig. 10　The development of scientific research and development model: black-box, gray-box and white-box
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如表3所示，对于某些产品，ivBT可以颠覆传统的

发酵生产方式，带来的是“降维打击”，能够快速扫

除竞争对手，打造行业寡头，获得垄断利润，避免

红海竞争，让企业家和发明家实现共赢。

基于我国国情（粮食安全形势严峻），利用颠

覆性 ivBT 技术生产人造淀粉为解决中国粮食安全

问题指明大方向，纤维素合成淀粉符合第一性原

理：其短期目标是满足动物饲料热量来源需求；

CO2合成人造淀粉是一个中长期目标，同时帮助实

现电能到淀粉化学能转化与电能的长期储存；糖

水制绿氢技术为氢经济和新型能源体系的建立提

供了新技术思路。长期来看，大规模实施CO2到淀

粉的人工光合作用可以帮助构建以淀粉为中心的

碳中性新型能源系统，该系统将清洁电能固定CO2

储存为淀粉，将淀粉转化为电能、氢能、粮食与

材料等，能满足不同需求，以及构建支撑人类生

存的新生态系统。

ivBT 技术体系亟需改善多个技术问题［9］，包

括但不限于低成本酶元件生产和仿生辅酶循环再

生等：①开发特殊重组酶的低成本生产技术。工

业生产分泌酶的成本（如 α-淀粉酶、蛋白酶、纤

维素酶、植酸酶）大约是 100 元/千克酶（干重）；

工业生产胞内重组高温酶的成本已经低至250元/千

克酶（干重）［1，14］。但是，对于特殊酶（如对氧敏

感的复合酶氢酶、固氮酶、CO2还原酶等、真核来

源的酶等），它们的生产成本高、技术难度大以及

工业放大难，限制了 ivBT的某些目标产品（如绿

氢）的大规模生产和应用。因此，需要开发普适性

超低成本重组酶生产技术，使酶元件的生产成本低

至50元/千克酶（干重），降低机器成本。②建立基

于仿生辅酶循环再生技术。仿生辅酶具有成本低与

稳定性好等优点［174］，目前电化学NAD（P）H再生面

临 NAD 成本高、电势高、法拉第效率低等问

题［175］，通过电极表面修饰［176］、氧化还原介质［177］

等方法可以部分缓解，却无法彻底避免这类问题。

开发仿生辅酶循环再生技术可能是最好的解决方

案。通过对 NAD 依赖型脱氢酶进行辅酶工程改

造，且仿生辅酶被电还原时不会形成二聚体，能

够有效解决辅酶循环再生的技术和生产应用问题。

总而言之，ivBT 是一个颠覆性工业新质生物

制造平台，目前尚处于技术高速发展期与产业化

初期，随着各项支撑技术的不断进步与成熟，将

在生物经济与生物制造中发挥越来越重要的

角色。
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