
2024 年 第 5 卷 第 6 期 | www.synbioj.comSynthetic Biology Journal   2024，5（6）：1404-1418

生物高纯精草：高光学纯L-草铵膦生物制造的创新与发展
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摘要：草铵膦是全球三大除草剂之一，具有广谱、高活性、非选择性等特点，市场前景被广泛看好。然而，草铵

膦具有两种对映异构体 （D 型和 L 型），其除草活性主要来自于其中的 L 型对映体 （L-草铵膦）。因此，高光学纯

L-草铵膦高效合成至关重要。本文作者团队者研究团队在中国“生物农药之父”沈寅初院士的指导下，开展生物

合成 L-草铵膦的科学研究和产业化实践长达二十余年，涵盖合成路线重构、生物无机胺化技术建立、生物催化剂

创制、产物分离纯化、反应装备、过程智能化控制等方面，开发了“生物高纯精草生产技术”（BioHPP®），建成

了万吨级 L-草铵膦数字智能化生产线，利用智能传感器和执行器，实现超千个控制点的实时数据采集、传输、分

析和反馈调节，全自动化参数采集与控制生产效率提高 50%，劳动强度降低 70% 以上，实现了万吨级 L-草铵膦的

生物智能制造。本文在研究团队长期积累的基础上，总结和分析了 D，L-草铵膦主流生产工艺路线，详述了创新

生物制造技术、合成生物技术构筑 L-草铵膦关键合成体系的原理和方法，从底物合成与选择、生物催化剂类型、

氨基供体使用、分离纯化等方面比较了这些路线的各自特点及实现产业化的关键要点。可以预见，在合成生物技

术的助力下，未来将有越来越多的高光学纯度手性农药通过生物制造实现大规模生产。
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Abstract: Phosphinothricin (PPT) is one of the top three herbicides, known for its broad spectrum, high herbicidal 

activity, and non-selectivity, with a highly optimistic market prospect. However, PPT exists in two enantiomers (D-PPT 
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and L-PPT), with the herbicidal activity primarily stemming from L-PPT. Therefore, efficient synthesis of L-PPT with 

high optical purity is crucial. Pesticide manufacturing enterprises have attempted to develop chemical synthesis 

methods for L-PPT using approaches such as racemic compound splitting, asymmetric synthesis, natural amino acid 

chiral source method, and chiral auxiliary induction. However, due to challenges such as low stereo-selectivity, low 

product yield, and high production costs, large-scale production has not been achieved. Under the guidance of 

Academician Yin-Chu Shen, the “Father of Biopesticides in China”, our research group has conducted scientific 

research and industrial practice on the biosynthesis of L-PPT for over 20 years. In cooperation with multiple 

enterprises, we have developed more than ten process routes and technologies. Among them, five routes (racemic 

mixture derivatization-resolution route, racemic PPT-chiral separation route, generic compound cyanation followed by 

hydrolysis route, de novo synthesis from common chemicals route, and synthesis of homoserine followed by chemical 

synthesis) are discussed in detail in this review. Each route’s reconstruction, establishment of bioinorganic amine 

technology, creation of biocatalysts, high-density fermentation for enzyme production, product separation and 

purification, and reaction equipment are included. Notably, we developed the BioHPP®, a biomanufacturing technology 

for the synthesis of highly optically pure L-PPT. Based on this technology, a ten-thousand-ton digital and intelligent 

production line for L-PPT was established. Utilizing smart sensors and actuators, real-time data collection, 

transmission, analysis, and feedback adjustment were achieved at over a thousand control points. This led to fully 

automated parameter collection and control, increasing production efficiency by 50% and reducing labor intensity by 

more than 70%, thereby realizing the bio-intelligent manufacturing of ten thousand tons of L-PPT. Based on the long-

term accumulation of our research efforts, we summarize and analyze the mainstream production processes of D, L-

PPT, detailing on the principles and methods of biomanufacturing technology and synthetic biology to construct the 

key synthesis system for L-PPT. We also compare the characteristics and key points of industrialization implementation 

of these routes in terms of substrate synthesis and selection, types of biocatalysts, use of amino donors, and separation 

and purification. It can be foreseeable that, with the aid of synthetic biology technology, an increasing number of high-

optical-purity chiral pesticides will be produced on a large scale through biomanufacturing in the future.

Keywords: D,L-phosphinothricin; L-phosphinothricin; biocatalysis; enzyme; chiral amino acid; synthetic 

biomanufacturing
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草铵膦（英文名glufosinate或phosphinothricin；

简称PPT）是一种氨基酸类除草剂，其历史可以追

溯到 1972年德国科学家从链霉菌发酵液中分离得

到了一种具有除草活性的三肽化合物——双丙氨

膦。他们对其结构进行鉴定，发现该三肽是由 2分

子 L-丙氨酸以及一种当时还未知的氨基酸构

成［1-2］。而后，赫斯特公司采用化学法合成了这种

未知氨基酸，并命名为草铵膦［3］；同时，发现这

种天然氨基酸具有非常好的除草活性。其原理是

草铵膦在分子结构上与谷氨酸非常相似，故草铵

膦与谷氨酰胺合成酶的活性位点可发生可逆结合，

抑制了谷氨酰胺合成途径，导致植物体内氮代谢

紊乱造成铵过量积累、叶绿体解体，从而使光合

作用受抑制，最终导致植物死亡［4］。

近年来，随着耐草铵膦转基因作物新品种的

开发与推广，加上草甘膦抗性杂草的增加及百草

枯的禁用（百草枯对人体毒性极大，且无特效解

毒药），草铵膦作为一种广谱、高效的非选择性除

草剂获得了巨大的发展空间，2022年其市场规模

超 10亿美元，已成为全球第二大除草剂、用量最

大的手性除草剂。随着新生代转基因的渗透、百

草枯的禁用替代和复配制剂的增加，草铵膦需求

量不断增加，其制造技术也不断发展［5-6］。本文就

D，L-草铵膦的主流生产工艺进行总结与分析。

1 D，L-草铵膦的主流生产工艺

D，L-草铵膦生产工艺壁垒较高，目前全球主要

有三条草铵膦产业化生产路线：热裂解-ACA工艺

（简称“气相合成”）、格氏-Strecker 工艺（简称

“格氏合成”）、铝法-Strecker工艺（简称“铝法合

成”）［7］。但普遍面临反应条件要求高、工艺复杂、

过程控制难度大、成本较高等问题，目前国内仅少

数公司能实现规模化稳定生产。三种工艺方法在合

成原理上有其相似之处，但在原材料成本、过程损

耗、环境友好性和收率等方面区别较大。

1.1 热裂解-ACA 工艺

热裂解-ACA工艺，主要分为 3个步骤：①在

高温下以甲烷和三氯化磷为原料热裂解制备甲基

二氯化膦（MDP），再与正丁醇反应制备甲基亚膦

酸单正丁酯（MPE）；②丙烯醛在低温下一步制得

丙烯醛氰醇乙酸酯（ACA），该步收率可达 96%；

③MPE和 ACA在过氧特戊酸叔丁酯（BPP）引发

下进行 Michael 加成反应制备（3-乙酰氧 -3-氰丙

基）-甲基膦酸正丁酯，最后通过胺化水解得到

D，L-草铵膦铵盐。该工艺总收率较高，经济环

保［8］［图1（a）］。

国内外许多研究团队都对该路线进行了深入

研究，浙江工业大学是国内较早开展MDP化学合

成研究的科研院校，采用氯甲烷为甲基供体合成

MDP，转化率达 81.3％［9］。产业化方面，热裂

解-ACA工艺由德国公司率先研发成功并实现了连

续化生产，具有很多优点：自动化程度高，反应

过程中无溶剂、无气味，几乎无渣排放，胺化和

水解后的水相都可以蒸发回收、套用等。整个工

艺中最关键的核心技术和难点是中间体MDP的制

备，这也是合成含磷农药的重要中间体。以气相

连续法合成MDP技术壁垒最高，虽然该工艺已过

了专利保护期，但因工艺标准要求极高（需要在

600 ℃以上的高温下气化裂解来制备 MDP、高温

反应时会产生固体沉积物吸附在反应器壁上等），

国内仅极少数企业能够运用该工艺进行D，L-草铵

膦的量产。

1.2 格氏-Strecker 工艺

格氏 -Strecker 工艺相较热裂解 -ACA 工艺省

去了热裂解步骤，工艺简单、成本较低，是我

国企业普遍采用的工艺之一。该工艺通过格氏

法合成关键中间体亚磷酸二乙酯：具体是利用

乙烯利的前体亚磷酸三（2-氯乙基）酯，与三氯化

磷酯交换，制得二（2-氯乙氧基）亚磷酰氯，再与

甲基溴化镁格氏反应得到甲基亚膦酸二乙酯。

而后，丙烯醛与乙醇生成的缩醛与甲基亚膦酸

二乙酯发生 Michael 加成反应，酸化后得到 3-乙

氧基甲基膦酰基丙醛，加入氰化钠、氯化铵和

氨水发生 Strecker 反应得到氨基腈，最后水解、

胺化和纯化得到草铵膦铵盐，该工艺所得草铵膦的

纯度可达 95%，总收率在 30%左右［10］［图 1（b）］。

尽管该工艺路径较为简单，易于实现工业化生
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产，然而同时也存在安全隐患大（用到氰化钠

等剧毒物质）、分离纯化难度大（导致废水量

大）、收率不高（总收率低）等问题。

1.3 铝法-Strecker 工艺

铝 法 -Strecker 工 艺 是 国 内 企 业 在 格 氏 - 

Strecker 工艺基础上开发的生产工艺。与格氏 - 

Strecker 工艺不同，该法通过一氯甲烷、三氯化

磷和三氯化铝络合/解络的方法制备甲基二氯化

膦（MDP），由 MDP 制备甲基亚膦酸二乙酯，

后经 Strecker 反应、水解、胺化得到草铵膦铵

盐［11］［图 1（c）］。该工艺减少了对设备的投资，

综合成本较“格氏-Strecker 工艺”低，但存在反

应过程危险（原料三氯化磷易燃易爆）、三废问

题严重（分离纯化困难产生大量固废和废水）

等问题，已引起了环保部门的关注。该工艺相

较于“格氏合成”的一个优势是前段工艺合成

了 MDP，待企业技术成熟后可灵活采用“热裂

解-ACA 工艺”的热裂解工艺合成 MDP。

(a) 热裂解-ACA工艺(简称“气相合成”)

(a) Thermal cracking-ACA process (referred to as “Gas phase synthesis”)

(b) 格氏-Strecker工艺 (简称“格氏合成”)

(b) Grignard-Strecker process (referred to as “Grignard synthesis”)
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(c) 铝法-Strecker工艺（简称“铝法合成”）

(c) Aluminum-Strecker process (referred to as “Aluminum synthesis”)

图图1　三条草铵膦产业化生产路线

Fig. 1　Three industrial production routes of D,L-PPT

1.4 D，L-草铵膦三种生产工艺比较

本文从连续化程度、工艺特点、三废排放、

生产成本等方面对三种D，L-草铵膦生产工艺进行

比较（表 1）。总体而言，“气相合成”的生产连续

性化程度高、三废排放少（环境友好）、成本具有

优势，是 3种工艺中最具竞争力的工艺路线。但是

该工艺的实际难度较大，对反应装置的要求高，

目前国内仅极少数企业具备该工艺生产能力。“铝

法合成”与“格氏合成”合成草铵膦的工艺已日趋

成熟，在多家企业实现产业化，但仍存在各种问题：

①与“气相合成”相比，“铝法合成”与“格氏合

成”的产品收率较低，因此成本较高；②“铝法合

成”与“格氏合成”工艺涉及化工产品多且流程

复杂，大多数化工原料易燃易爆，存在安全隐患，

尤其是格氏试剂和氰化钠，这两个工艺中的多个

单元都需保证无水无氧的环境；③Strecker反应合

成路线较长，细分下来有蒸馏、精馏、过滤、离

心等十几个操作单元，而每个单元都会产生相应的

“三废”，较难处理，环保压力较大；④目前“铝法

合成”与“格氏合成”工艺中的关键中间体甲基亚

膦酸二乙酯纯度偏低，仅为 70%；⑤“铝法合成”

与“格氏合成”工艺连续化程度低，而“气相合成”

工艺已实现连续化生产，自动化程度高。

2 L-草铵膦的生物制造

草铵膦以外消旋体形式上市以来，多国科学

家在实验室水平研究其不同对映体的功效和毒性，

表表1　　D，L-草铵膦三种生产工艺比较

Table 1　　Comparison of three production processes for D,L-PPT

条目

连续化程度

工艺特点

三废排放

生产成本

热裂解-ACA工艺（“气相合成”）

完全连续化

连续化程度高

对反应器装置要求高

固废量少，可用来制备高附加值产品

5万～6万 元/吨

铝法-Strecker工艺（“铝法合成”）

半连续化

工艺简单

易燃易爆，使用剧毒氰化物，分离纯化困难

固废量大

6万～7万 元/吨

格氏-Strecker工艺（“格氏合成”）

间歇化

工艺简单

易燃易爆，使用剧毒氰化物，分离纯化困难

废水量大

7万～8万元/吨

注：“铝法-Strecker工艺”和“格氏-Strecker工艺”具有工艺简单的优点，国内农药企业大多采用这两种工艺，但其在生产中需要使用

氰化物，安全性隐患较大，也会产生大量“三废”，而且合成路线较长，综合产率和成本不如“热裂解-ACA工艺”。
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发现 D-草铵膦、L-草铵膦的除草能力差别巨

大［12-14］。本文作者研究团队经过 20多年研究，成

功开发“高纯生物精草”，在中国生物农药之父沈

寅初院士的指导下，建立了基于酰胺酶、脱乙酰

基酶、氨基酸氧化酶、脱氢酶、还原胺化酶、酮

酸转氨酶、腈水合酶、腈水解酶等生物催化技术

以及从头合成的合成生物技术制备L-草铵膦路线，

成为当前有关 L-草铵膦研发获得发明专利授权和

学术论文发表最多的单位。2016年，浙江工业大

学联合国内多家企业，利用生物法合成的高纯 L-

草铵膦、D-草铵膦，在海南省进行田间除草对比

试验。在大田试验水平证明：1倍当量L-草铵膦能

够达到 2倍当量 D，L-草铵膦用量的除草效果。这

些研究为 L-草铵膦的应用奠定了基础，揭示其良

好的市场前景。因此，L-草铵膦的推广能够降低

50% 施药量，全球每年可直接减排数万吨的无效

体（低效体）D-草铵膦，有效减轻农田耕作过程

中无效化学物质的使用及对环境造成的负担，符

合国家农药减量增效政策。

各国农药制造企业尝试开发了外消旋体拆分

法、不对称合成法、天然氨基酸手性源法、手性

辅助剂诱导等方法化学合成 L-草铵膦，但由于立

体选择性低、产物收率低、生产成本高等因素，

始终没能进行大规模生产［15］。例如，日本明治制

果公司利用不对称 Strecker反应，经酸性水解转化

得到含氯离子的 L-草铵膦，主要用于高档瓜果、

花卉等经济作物的除草，改进 L-草铵膦的化学合

成，但由于产品生产成本高，含氯易引起土壤板

结，很难大规模推广应用。

生物法合成 L-草铵膦具有反应条件温和、立

体选择性高等优点［16-17］。作者研究团队经过 20多

年的研究，与多家企业合作，开发了以下五大工艺

路线与技术。路线 1：混旋体衍生化-拆分路线［18］；

路线 2：利用外消旋D，L-草铵膦为底物的混旋体合

成-去消旋化路线［19-21］；路线 3：通用化合物氰基化

再水解路线；路线 4：从常用化学品合成L-草铵膦

路线［22-23］；路线 5：从头合成高丝氨酸再化学合成

L-草铵膦［24-25］。下面就这些工艺路线进行详细分析。

2.1 混旋体衍生化-拆分路线

混旋体衍生化-拆分路线是生产氨基酸的常用

工艺路线。生物拆分法的底物通常是氨基酸化学

法衍生后的产物，利用酶催化拆分外消旋草铵膦

衍生物得到光学纯氨基酸。针对 L-草铵膦具体来

说，可以从外消旋的草铵膦出发，制备（苯）乙

酰化外消旋草铵膦，再以N-（苯）乙酰-PPT为底物，

以高催化活力和高对映体选择性固定化酶为生物

催化剂，进行动力学拆分合成得到光学纯的 L-草

铵膦（图 2），固定化酶可以重复使用 100次以上，

使用成本低，企业无需建设大吨位的发酵产酶装

置。但通常生物拆分法的最大理论转化率仅为

50%，为了突破该限制，作者研究团队开发了

（苯）乙酰衍生化 PPT 新方法和针对 D-N-（苯）乙

酰-PPT 的化学消旋法［26-27］，从而构建了一种基于

动力学拆分的 L-草铵膦合成路线，在实际应用中

产物得率大于90%，产物 e.e.值>99%。

2.2 以外消旋 D，L-草铵膦为底物的混旋体合成-去

消旋化路线

该路线是在生产D，L-草铵膦后，通过生物拆

分或生物去消旋等方法获得 L-草铵膦。具体又可

分为混旋体合成-生物氧化-生物有机胺胺化和混旋

体合成-生物氧化-生物无机氨胺化两类。针对两类

的共同步骤生物氧化，作者研究团队开发了一种

“通道-口袋”的理性分子改造工程［28］，根据底物

通过通道进入口袋的顺序进行突变热点的选取并

依次进行迭代饱和突变，成功实现了D-氧化酶对

酸性非天然底物的高效选择性氧化，并通过分子

动力学模拟等手段为通道-口袋残基的突变如何控

制底物结合并最终影响生物氧化效率提供新

见解［29］。

2.2.1 混旋体合成-生物氧化-生物有机胺胺化

生物氧化-生物有机胺化是生物去消旋合成L-

PPT的有效方法：首先通过生物氧化选择性将外消

旋草铵膦中的 D-PPT 转化为酮酸，同时保留另一

半的L-PPT；然后再通过转胺反应将酮酸都转化为

L-PPT。通过对氧化酶和转氨酶的筛选，这一路线

已在国内外实验室和企业获得成功。作者研究团

队构建的生物氧化-生物有机胺化反应体系可实现

D，L-PPT 的完全去消旋化（转化率 100%）［12］。类

似地，国内浙江大学、美国AgriMetis公司也开发

了基于氧化酶和转氨酶的生物氧化-生物有机胺化
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催化技术，2020年9月，AgriMetis宣布将其Glu-L™
除草剂的专利技术出售给巴斯夫。“生物去消旋”

路线也可以利用双转氨酶实现，利用转氨酶Ⅰ将

D-PPT转化为酮酸，再利用转氨酶Ⅱ不对称胺化酮

酸到 L-PPT［30-31］。但是，基于转氨酶的生物有机

胺化去消旋化技术都需要大量的有机胺供体（如

丙氨酸、天冬氨酸、谷氨酸等）来推动反应的进

行，并且很难达到 100% 的底物转化。这些胺供

体的物化性质与 L-PPT 非常相似（如谷氨酸和

L-PPT均为小分子酸性氨基酸），在工业上很难分

离纯化。为此，浙江大学 Zhou 等［32］通过结合谷

氨酸脱氢酶等酶开发了一个三酶级联反应系统，

将副产物回收到氨供体 L-谷氨酸中，同时使用醇

脱氢酶进行辅酶再生，一定程度上减少了难分离

的杂质量。

2.2.2 混旋体合成-生物氧化-生物无机氨胺化

如何能突破生物有机胺化的限制，利用廉价的

无机氨作为氨基供体呢（图3）？为此，作者研究团

队发明基因挖掘新方法，发现、命名、解析了第一个

草铵膦脱氢酶（率先解析了其晶体结构，PDB数据

库登记号为8I83），发明“多性能协同进化”生物催

化剂改造方法，通过分子改造等手段创制高活力、高

选择性、高稳定性的工业催化剂，能高效生成L-草

铵膦；并进一步发明工业适配负载型无机胺化催化

剂，设计、组装和优化阐明反应模块，强化定向合成

过程，时空产率创纪录［33-34］。建立了适配的辅酶自足

型细胞工厂匹配定向合成过程，即使在高浓度底物条

件下，多酶定向合成反应仍可以在短时间内转化完全

底物［35］，实现 L-草铵膦的高效生产（底物转化率

100%，无中间物残留，产物e.e.值近100%）［36-37］。

2.3 通用化合物氰基化再水解路线

在 D，L-草铵膦中，“格氏合成”和“铝法合

(a) 乙酰化外消旋草铵膦，再以乙酰-PPT为底物，动力学拆分合成得到L-草铵膦

(a) Acetylation of racemic PPT, followed by dynamic splitting synthesis using acetyl-PPT as 

substrate to obtain L-PPT

(b) 苯乙酰化外消旋草铵膦，再以苯乙酰-PPT为底物，动力学拆分合成得到L-草铵膦

(b) Benzoylation of racemic PPT, followed by dynamic splitting synthesis using benzoyl-PPT as substrate to obtain L-PPT

图图2　混旋体衍生化-拆分路线示意图

Fig. 2　Schematic diagram of racemate derivatization-resolution route

1410



第 5 卷 www.synbioj.com

成”都会生成共同的中间体α-氨基腈［即 2-氨基-4

（羟乙基甲基磷酰基）-丁腈］。理论上立体选择性腈

水解酶能转化 α-氨基腈合成 L-草铵膦酯，再通过

酯水解就可以生产L-草铵膦（图 4），是L-草铵膦

合成的理想途径之一。作者研究团队通过菌种筛

选，获得了含有腈水解酶的黏质沙雷氏菌，以该

菌作为生物催化剂，可以转化氨基腈生成L-2-氨基

-4（羟乙基甲基磷酰基）-丁酸酯，进一步通过酯水

解或化学水解、铵化，可获得L-草铵膦铵盐［38-39］。

进一步，通过研究酶序列与解析腈水解酶失活机

制，鉴定腈水解酶的底物-溶剂通道，对酶进行分

子改造，增强其在工业环境下的活性和耐CN-、耐

盐的稳定性；并进行化学合成氨基腈模块与生物

合成 L-草铵膦模块的对接，构筑了高强度 L-草铵

膦绿色生物制造工艺。

通过L-草铵膦的生物合成创新，结合作者研究

团队已完成的腈水解酶介导的R-扁桃酸和加巴喷丁

的生物制造产业化工作。作者研究团队阐明了选择

性工业腈水解酶科学发现的方法学原理，发现了一

系列高效选择性腈水解酶，建立了国际上种类最多

的选择性腈水解酶工业酶库和菌种库。阐明了选择

性腈水解酶理性设计的分子基础，通过创新腈水解

酶“人工合成底物口袋结构重塑”等分子设计新方

法，进化出迄今为止工业属性最强的选择性腈水解

酶，服务于腈化合物的选择性水解［40］。

2.4 从常用化学品合成 L-草铵膦路线

该路线是一条创新的工艺路线，利用常规化

学品开发草铵膦脱氢酶的新型底物，并结合创制

的“草铵膦脱氢酶”及构筑辅酶再生体系［32， 41-42］，

高效进行无机氨胺化反应生成高光学纯 L-草铵膦

（e.e. > 99%）［6， 35］。进一步，针对多酶反应条件不

匹配、动力学参数不匹配、蛋白表达不匹配的情

况，发明了多酶同步共进化策略，快速增加多酶

耦合效率从 30% 提高到 90%［35， 43-44］（图 5）。为了

提高氧化还原反应的辅酶供给，又进一步通过代

谢途径改造，提高底盘细胞辅酶积累量设计并构

建与还原胺化过程匹配的微生物底盘细胞，实现

了生物合成与底盘细胞的高效匹配；并应用“从

常用化学品合成 L-草铵膦路线”，实现了底物到

L-PPT 的完全定量转化（转化率 100%），且产物

e.e.值近100%。

2.5 从头合成高丝氨酸再化学合成 L-草铵膦

以上三条路线（混旋体衍生化-拆分、混旋体

合成-氧化-胺化、通用化合物氰基化再水解）均直

接或间接与D，L-草铵膦生产工艺对接，而生物制

造 L-草铵膦还可以通过发酵生产 L-高丝氨酸后进

行多步化学合成获得（图 6）。因此，发酵法生产

L-高丝氨酸成为近年来的研究热点。然而，利用生

物法合成L-高丝氨酸仍存在一些不足之处，如发酵

产量不高或糖酸转化率过低等。为此，国内外研究

团队在底物利用、代谢途径中关键节点的改造、代

谢途径中反馈抑制的解除、辅酶NAD（P）H的循环

供应、产物外运系统的增强等方面已开展了大量研

究工作［45］。例如，中国科学院微生物研究所系统地

分析了大肠杆菌中L-高丝氨酸的代谢网络，设计了

一条由葡萄糖发酵高产 L-高丝氨酸的辅酶平衡路

图图3　生物有机胺化与生物无机胺化比较

Fig. 3　Comparison of bio-organic amination and bio-inorganic amination
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线，构建了一株L-高丝氨酸高产菌株，在补料分批

发酵中L-高丝氨酸产量达到 84.1 g/L［46］。作者研究

团队在敲除磷酸酶转移系统的大肠杆菌中引入半

乳糖渗透酶系统（galP-glk 系统），发现过表达

galP，并且利用原位启动子替换将 glk启动子替换

为Ptrc启动子后，可以增强菌体对葡萄糖的利用率，

稳定菌体生长，提高 L-高丝氨酸产量，摇瓶中 L-

高丝氨酸产量提高了 19%［47］。而以蔗糖为底物发

酵合成 L-高丝氨酸的研究，在大肠杆菌中过表达

蔗糖代谢基因 scrA、scrB和 scrK，发现菌株在摇瓶

中的高丝氨酸产量提高3.4倍［24］。

2.6 L-草铵膦生产技术比较

涉及D，L-草铵膦与氨基腈的合成路线都是在

现有D，L-草铵膦工艺上的进一步发展与衍生，因

此这两种路线既对现有D，L-草铵膦/氨基腈工艺提

出高要求，又要求后续生物制造过程简便、清洁、

成本可控。根据成本计算和工艺分析，“气相合成”

耦合“多酶定向合成技术”技术非常适合于有能

力生产D，L-草铵膦的企业，可以合成高纯度L-草

铵膦粉剂。浙江工业大学利用该技术实现D，L-草

铵膦合成 L-草铵膦的 100%去消旋化。“从常用化

(a) 通用化合物氰基化再水解路线示意图

(a) Schematic diagram of the general compound cyanation followed by hydrolysis route

(b) 腈水解酶高盐浓度工业适配机制

(b) Industrial adaptation mechanism of nitrilase toward high salt concentration

图图4　通用化合物氰基化再水解路线合成L-草铵膦路线图与腈水解酶工业适配

Fig. 4　Diagram of L-PPT synthesis route via cyanation and hydrolysis of general compounds and industrial adaptation of nitrilase

图图5　多酶同步共进化策略示意图

Fig. 5　Schematic diagram of multi-enzyme coevolution strategy
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学品合成 L-草铵膦路线”需要创新化学工艺与

“生物无机胺化”技术的对接。此外，“高丝氨酸”

路线主要取决于高丝氨酸的发酵水平和后续化学

合成的工艺，如何提高发酵过程中的糖酸转化率

和发酵产量是其关键。

总体来说，L-草铵膦合成路线较多，技术含量

高（表 2）。所涉及到的酶很多，有腈水解酶、酰

化酶、氧化酶、脱氢酶、转氨酶等等，涵盖 5大酶

系；关键的胺化过程可以分为生物有机胺化和生

物无机胺化，前者需要过量的有机胺，不利于分

离纯化，而后者利用无机铵，具有很好的工业属

性；另外，不同路线对应的底物不同，这对化学

合成模块与生物合成模块的对接提出了很高的

要求。

3 辅酶再生体系的创新与发展

如果设计生物氧化还原反应合成 L-草铵膦，

则需要在反应体系中增加还原型辅酶 NADH 或

NADPH提供还原力［48］。考虑到成本问题，工业上

不可能在反应体系中添加等化学计量的NAD（P）H，

构建高效的辅酶循环系统来替代辅酶的大量添加，

是很好的解决途径。在酶法［49］、光化学法［50］、电

化学法［51］和化学法［52］等四种方法中，酶法具有

效率高、环境友好、选择性高等特点，被广泛应

用于生物制造过程中辅酶 NADH/NADPH的再生。

主要有三种酶，即葡萄糖脱氢酶（GDH）、甲酸脱

氢酶（FDH）和醇脱氢酶（ADH），基于这三种酶

的辅酶循环系统特点总结于表 3。葡萄糖脱氢酶是

一种短链脱氢酶，为同源四聚体，存在于细菌和

古细菌中［53］，其优势在于其底物葡萄糖价格低廉，

且该酶催化效率高，对 NAD+和 NADP+均有活力；

葡萄糖脱氢酶辅酶再生系统在催化过程中不断将

葡萄糖氧化为葡萄糖酸，致使体系的 pH下降，故

需在反应过程中调节 pH；其次，要获得高纯度的

L-草铵膦原药，需要去除用GDH引入的副产物葡

萄糖酸，并进一步进行分离纯化［54］。FDH主要来

图图6　从头合成高丝氨酸再化学合成L-草铵膦

Fig. 6　Schematic diagram of de novo synthesis of homoserine followed by chemsynthesis of L-PPT

表表2　L-草铵膦四大技术路线比较

Table 2　Comparison of four technical routes for L-PPT

条目

生物

催化剂

供体

底物

转化率

产物 e.e.值

分离

纯化

通用化合物

氰基化再水

解路线

腈水解酶等

无

氨基腈

86%

>99%

容易

(原粉、水剂)

外消旋D,L-草铵膦为底物的

混旋体合成-去消旋化路线

生物拆分

酰化酶、酰胺酶等

无

草铵膦衍生物

<50%

>99%

容易

(原粉、水剂)

生物有机胺胺化

氧化酶/多个转氨酶

3～4倍当量有机胺

D,L-草铵膦

90%～99%

>99%

困难

(水剂)

生物无机氨胺化

D-氧化酶/

L-脱氢酶等

无机氨

D,L-草铵膦

100%

>99%

容易

(原粉、水剂)

从常用化学品合成

L-草铵膦路线

生物无机氨

胺化

脱氢酶等

无机氨

潜手性酮

<100%

>99%

容易

(原粉、水剂)

生物有机胺胺化

转氨酶

2～4倍当量有机胺

D,L-草铵膦

90%～99%

>99%

困难

(水剂)

从头合成高丝

氨酸再化学合

成路线

生物发酵

有机膦

葡萄糖

>99%

容易

(原粉、水剂)
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源于细菌、酵母与植物，其优势在于其能够利用

无毒害的甲酸作为 NADH 再生的氢供体，且甲酸

盐的氧化反应不可逆，副产物CO2具挥发性，很容

易从生物反应体系排出，避免后续副产物的分

离［55］。甲酸脱氢酶辅酶再生系统的主要限制因素

是其催化性能较低［大多数天然 FDH 的 kcat/Km<

10 （mmol/L）−1 s−1］［56］、底物亲和力较差（Km>

10 mmol/L）［57］、对于 NADP+ 的特异性差［（kcat/

Km）
NADP+

/（kcat/Km）
NAD+，通常低于 30］，因而应用受到

限制。作者研究团队通过解析甲酸脱氢酶辅酶选

择性、酶活、稳定性机制，利用“祖先序列重构”

“多性能协同进化”等手段，创制了高选择性、高

酶活、高稳定性的甲酸脱氢酶，克服了“鱼和熊

掌不可兼得”的“trade-off”效应，建立了适合高

光学纯 L-草铵膦等手性氨基酸合成的生物催化体

系［58］。ADH能够可逆地催化醛和酮选择性还原为

伯醇和仲醇［59］，主要应用于酮类的不对称还

原［60］，但氧化反应也有报道。醇脱氢酶通常将异

丙醇作为辅酶再生的底物，将其氧化为丙酮，同

时将 NAD（P）+还原为 NAD（P）H［61］。其优势在于

其底物异丙醇经济易得，且副产物丙酮沸点低，

易于除去；但由于反应可逆，需添加过量的底物

来促进反应进行，高浓度的有机溶剂虽然一定程

度上可以助溶，但却可能抑制反应体系中其他酶

类的活性［62］。

从上述分析中，我们可以发现 L-草铵膦的生

物制造涉及的反应类型有腈化、水解、脱胺、转

胺、加成、缩合、拆分、氧化、还原、取代；生

物催化剂有耐CN-腈水解酶、水合酶、酰胺酶、酰

化酶、脱乙酰基酶、氨基酸氧化酶、草铵膦脱氢

酶、还原胺化酶、酮酸转氨酶、腈水合酶等多品

种酶的级联和耦合；而工业化装备更是包括高密

度生物发酵罐、陶瓷膜、氧气循环反应装置、酶

膜反应器；连续流微通道反应器、连续流管式反

应器、连续流釜式反应器等等，是一个综合创新

的集中体现。进一步，因为草铵膦的需求量大，

无论采用生物酶/细胞催化还是发酵介导的L-草铵

膦生物制造方式都需要进行吨级发酵。作者研究

团队通过发酵模式和诱导方式的创新，增加单细

胞内多酶可溶性表达量；提出了 pH恒定补料反馈

补料发酵策略，过程更具成本和环保优势；在

5吨、50吨发酵罐上实现多基因共表达工程菌的规

模化发酵生产，催化剂单位体积酶活和 L-高丝氨

酸的糖酸转化率均达到文献报道最高水平［63］。

4 展 望

D，L-草铵膦作为外消旋体已经上市近 30 年，

随着百草枯的禁用和耐草铵膦转基因作物的推广，

其市场前景被不断看好。实验室和大田试验的结

果表明：绝大部分除草活力来自于 L-草铵膦，而

D-草铵膦基本没有除草活性，是一种环境负担物

质。随着草铵膦用量的增加，每年可能会有几万

吨的 D-草铵膦污染。因此，发展 L-草铵膦替代

D，L-草铵膦对我国农药实现增效减量将起到极大

的推动作用。而生物制造技术以其特有的高立体

选择性、反应条件温和等特点，吸引了众多科技

工作者开发 L-草铵膦生物制造技术。目前已形成

多种工艺路线，其中，利用外消旋D，L-草铵膦为

底物的混旋体合成-去消旋化路线适用于已掌握了

“气相合成”D，L-草铵膦的企业，成本低，三废排

放少，产品对土壤友好，具有很强的市场竞争力；

而从头合成 L-草铵膦则比较适合于合成生物相关

企业。因此，作者认为这四条路线在不同类型企

业会展示出不同的潜力，真正实现大规模工业化

后，究竟哪条路线的成本和环保优势最明显，需

要充分考虑底物/中间体合成成本、底物/中间体和

辅底物的回收利用、酶活力和立体选择性、产物

表表3　　辅酶再生酶的分类及特点

Table 3　　Classification and characteristics of coenzyme regeneration enzymes

酶类

FDH

GDH

ADH

国际酶学编号

EC 1.2.1.2

EC 1.1.1.47

EC 1.1.1.1-2

辅酶再生

底物

甲酸（铵）

葡萄糖

异丙醇

辅酶再生

产物

CO2和水

葡萄糖酸

丙酮

优点

副产物CO2无毒具挥发性易于分离

催化活力高，辅底物价格低廉

催化活力较高，副产物沸点低，易除去

缺点

催化效率低，底物亲和力差，具NAD+特异性

副产物易溶于水难以分离，反应pH降低需要调控

反应可逆，副产物可能会影响酶活

1414



第 5 卷 www.synbioj.com

分离纯化、副产物的回收利用、生产线的数字智

能化控制水平等方面的综合因素。

作者研究团队进行 20多年单一高活性手性农

药的创制研发，开发了三代农药手性生物合成技

术，可喜的是合作企业根据自身基础，建成了各

具特色、数字智能化控制水平高的年产万吨级高

光学纯手性农药 L-草铵膦的生产线，开发了三维

参数传感联动技术，解析工程放大规律；研究工

业反应体系下微环境、能量流、物质流对多酶催

化反应过程放大的影响规律，优化大型反应器流

场分布，提高生产效率；利用智能传感器和执行

器，实现超千个控制点的实时数据采集、传输、

分析和反馈调节，全自动化参数采集与控制生产

效率提高 50%，劳动强度降低 70% 以上。推动了

国内众多农药龙头企业的手性农药登记，也促进

了系列手性农药产品标准的制定，提升了我国精

细化学品的生产制造水平。
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