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二肽的酶催化合成研究进展
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摘要：功能性二肽凭借优异的溶解性、结构稳定性与生物吸收利用率，在功能食品、生物医药、精细化工等领域

具备极高的应用价值与广阔产业化前景。传统二肽制备依赖化学合成，存在工艺繁琐、环境污染严重、产物可控

性差等缺陷，而酶催化绿色合成技术凭借反应条件温和、立体选择性高、副产物少等优势，已成为当下二肽高效

生物制造的主流发展方向。本文系统梳理了二肽合成技术的发展历程，聚焦四大核心酶催化体系，包括非核糖体

肽合成酶 （NRPS）、ATP依赖型 L-氨基酸连接酶 （Lal）、蛋白酶/肽酶及α-氨基酸酯酰转移酶 （AET），详细阐释

了各类酶系差异化的肽键形成催化机制、研究进展与应用场景，总结了不同酶系的底物谱特征、催化优势与固有

缺陷，归纳了结构域重构、定点突变、半理性设计、宿主代谢改造及固定化催化等主流酶工程与工艺优化策略，

梳理了各类体系合成功能性二肽的典型研究案例。同时，深度剖析了当前酶法合成存在的核心瓶颈，包括工具酶

固有催化缺陷、底物特异性限制、新型酶资源匮乏等问题。本文旨在为功能性二肽的绿色高效、规模化、定制化

生物制造提供系统的理论参考与技术思路，推动酶催化二肽合成技术的持续发展。
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Abstract: Functional dipeptides are small molecular bioactive compounds with superior solubility, structural stability 

and bioavailability, which endow them with broad application prospects in functional food, biomedicine, cosmetics and 

nutritional health industries. Compared with free amino acids and long-chain polypeptides, dipeptides can be efficiently 

absorbed and utilized by organisms with low metabolic loss, and exhibit diverse physiological functions such as 
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antioxidant, anti-fatigue, antihypertensive and immunomodulatory activities. With the rapid development of precision 

nutrition and biomedical industries, the market demand for high-value functional dipeptides continues to expand, 

driving the rapid innovation of green and efficient dipeptide manufacturing technologies. Traditional dipeptide 

production method was chemical synthesis, which restricted by inherent technical defects. Chemical synthesis suffers 

from cumbersome protection-deprotection procedures, massive organic solvent consumption and severe environmental 

pollution, while microbial fermentation is also limited by complex intracellular metabolic networks, resulting in 

insufficient product diversity and unstable yield. Enzymatic catalysis has emerged as a prominent alternative for 

dipeptide biosynthesis due to its mild reaction conditions, excellent stereoselectivity, minimal by-products formation 

and high atom economy. This review systematically summarizes the century-long development history of dipeptide 

synthetic technologies and comprehensively elaborates four core enzymatic catalytic systems, namely non-ribosomal 

peptide synthetases (NRPSs), ATP-dependent L-amino acid ligases (Lals), proteases/peptidases, and α-amino acid ester 

acyltransferases (AETs). The distinct peptide bond formation mechanisms, substrate recognition patterns, catalytic 

characteristics and application scopes of different enzyme families are analyzed in detail. We further conclude recent 

research advances in novel enzyme mining, structural modification, directed evolution, metabolic engineering 

optimization and immobilization strategies, and summarize typical cases of natural and unnatural functional dipeptides 

synthesized by different enzymatic platforms. Meanwhile, the current technical bottlenecks restricting the 

industrialization of enzymatic dipeptide synthesis are thoroughly discussed, including inherent substrate specificity 

limitations, unavoidable hydrolysis side reactions, insufficient energy utilization efficiency, poor heterologous 

expression performance, and immature supporting industrial processes. In the end, future development trends are 

prospected based on the integration of structural biology, artificial intelligence-assisted enzyme design and synthetic 

biology, covering precise enzyme directional transformation, multi-enzyme cascade system construction, industrial 

continuous process optimization, and innovative functional dipeptide exploitation. This review aims to provide 

systematic theoretical guidance and technical references for the further development and large-scale industrial 

application of green enzymatic dipeptide manufacturing technology.

Keywords: functional dipeptide; enzymatic catalysis; biosynthesis; protein engineering; green manufacturing
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二肽（dipeptides）是由两个氨基酸通过肽键

连接形成的最简单肽类化合物，兼具氨基酸和多

肽的结构特征，在生物体内广泛参与营养代谢、

信号传导和生理调控等过程［1］。与游离氨基酸相

比，二肽通常具有更高的稳定性［2］、更优的溶解

性［3］以及更高效的吸收利用率［4］，因此在食品、

医药、保健品、化妆品等领域展现出广阔的应用

前景。例如，阿斯巴甜前体 L-Asp-L-Phe［5］、抗疲

劳二肽 L-Ala-L-Gln［6］、抗氧化二肽 L-Carnosine［7］

以及多种具有降血压、免疫调节和抗炎活性的功

能性二肽［8-11］，且大部分已实现产业化应用。随着

功能食品、生物医药和精准营养产业的快速发展，

市场对于高附加值功能性二肽的需求持续增长，

推动了二肽绿色高效制造技术的快速进步［12］。

目前，二肽的制备方法主要包括化学合成法［13］、

生物酶催化法［14］和微生物发酵法［15］。其中，化学合

成具有工艺成熟、适用范围广等优点，但存在保护基

使用量大、反应步骤繁琐以及环境负担较重等问

题［16］；微生物发酵法具有可持续性优势，但产物种

类和产量无法避免细胞代谢网络的影响［15］。相比之

下，酶催化合成二肽具有反应条件温和、选择性高、

副产物少及绿色环保等优势［17］。近年来，随着新酶

挖掘［18］、蛋白质工程［19］以及人工智能辅助酶设计技

术［20］飞速发展，以蛋白结构预测模型 AlphaFold2/

3［21， 22］、蛋白语言模型ESM-2/3［23， 24］以及生成式人工

智能模型ProGen［25］和RFdiffusion［26］为代表的新一代

人工智能工具，显著提升了酶结构解析、底物识别、

突变设计和新酶创制的效率，为二肽合成酶的理性设

计与性能优化提供了新的技术路径。

因此，系统梳理二肽的生物合成策略及酶催

化工艺的发展现状，对于推动功能性二肽的产业

化应用以及新型生物制造技术的创新具有重要意

义。本文将重点综述二肽的酶法合成工艺，涵盖

催化体系构建、关键工具酶的应用与选择、以及

酶法工艺的优化与改造策略，系统分析当前技术

瓶颈，并展望未来发展趋势，为酶催化二肽生产

提供理论与方法参考。

1 二肽合成的发展历程

二肽研究始于 19 世纪末。1882 年，Theodor 

Curtius以苯甲酰基保护氨基，成功合成苯甲酰甘

氨酰甘氨酸（benzoylglycylglycine）（图 1），首次

证明氨基酸可通过肽键实现人工连接，为肽化学

发 展 奠 定 了 基 础［27］。 1900 年 ， Gulewitsch 和

Amiradzibi首次从肌肉组织中分离获得天然二肽肌

肽（carnosine）（图 1），揭示了二肽在生物体内的

存在及潜在功能［7］。1901 年，Fischer 和 Fourneau

成功合成并表征甘氨酰 -甘氨酸（glycylglycine）

（图 1），进一步推动了液相肽合成技术的发展；随

后 Fischer建立了基于保护基策略的液相肽合成方

法，实现了多肽的逐步构建［28， 29］。20 世纪中叶，

肽合成技术进入快速发展阶段，1953年Vincent du 

Vigneaud 团 队 完 成 具 有 生 物 活 性 的 催 产 素

（oxytocin）全合成（图 1），推动肽化学由结构研

究迈向功能分子构建［30］。1963年，Merrifield提出

固相肽合成（solid-phase peptide synthesis，SPPS）

技术，通过树脂载体实现肽链循环偶联与脱保护，

大幅提高了合成效率，推动了肽合成自动化发展。

随后，随着保护基、缩合试剂及自动化技术的不

断优化，化学肽合成逐步实现了复杂多肽和蛋白

质的高效制备［31-33］。

二肽生物合成的研究可追溯至 20世纪 60年代

（图 1）。随着研究的不断深入，逐渐建立了多种酶

催化体系，包括核糖体翻译系统［34］、肽酶催化体

系［35-37］、 非 核 糖 体 肽 合 成 酶 （Nonribosomal 

Peptide Synthetase，NRPS）［38］、ATP依赖型氨基酸

连接酶（amino acid ligases，Lal）［39］，以及近年来

发现的 α -氨基酸酯酰转移酶（α -amino acid ester 

acyltransferases，AETs）［40］等其他能够形成肽键的

酶类。这些酶通过各自独特的催化机制，实现氨

基酸之间的定向连接，从而构建了多样化的二肽

生物合成途径。

得益于不同酶系在底物识别范围和催化特性

上的差异，目前已实现几乎所有天然蛋白质氨基

酸参与的二肽合成，种类已达数百种［39， 41］。与此

同时，随着酶工程改造和非天然氨基酸生物制造

技术的发展，越来越多非天然氨基酸被成功引入

二肽分子中［42］，进一步突破了天然氨基酸组合的

限制，显著拓展了二肽的结构多样性和功能空间，

为新型功能食品、药物先导化合物及高附加值精

细化学品的开发提供了新的机遇。
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2 肽键形成机理

由前文可知，目前已报道至少存在 5类能够催

化二肽合成的酶系。其中，核糖体翻译系统属于

高度复杂的多组分酶促体系，并不对应于单一酶

家族。其核心催化单元为核糖体大亚基中的肽酰

转移酶中心（Peptidyl Transferase Center，PTC），

以 mRNA 为模板，通过连续催化氨酰-tRNA 所携

带氨基酸之间的肽键形成，实现肽链的定向延

伸［43］。在翻译过程中，肽酰-tRNA 和氨酰-tRNA

（aa-tRNA）分别结合于核糖体的 P位点和A位点，

随后A位点氨基酸的 α-氨基对P位点肽酰-tRNA羰

基碳发起亲核攻击，完成肽键形成。对于未催化

条件下的氨基解反应，其反应机理已得到较为系

统的研究。现有研究认为该过程经历二维特离子

四面体中间体（T±）的形成，随后经去质子化生

成T-中间体，最终坍塌形成肽键产物（图2a）。

非核糖体肽合成酶 （Nonribosomal Peptide 

Synthetase， NRPS） 和 氨 基 酸 连 接 酶 （Amino 

Acid Ligases， AALs）均属于 ATP依赖型连接酶，

在 EC 分类中归属于 EC 6.3.2.-类［39， 41， 44］。两者均

通过ATP活化羧基底物以促进肽键形成，但其ATP

利用方式和催化机制存在显著差异。NRPS进一步

归 属 于 ANL （Acyl-CoA synthetase-Nonribosomal 

peptide synthetase-Luciferase） 超 家 族［45］， 典 型

NRPS 模块通常由腺苷化结构域 （Adenylation 

domain，A）、硫酯化结构域（Thiolation domain，

T；又称 Peptidyl Carrier Protein，PCP）以及缩合

结构域（Condensation domain，C）组成，其中 T

结构域的磷酸泛酰化修饰是NRPS正常工作的必要

前提。首先，A结构域特异性识别氨基酸底物，并

利用ATP生成氨酰-AMP活化中间体；随后活化氨

基 酸 转 移 至 T 结 构 域 4′- 磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺

（4′-phosphopantetheine，Ppant）辅基的巯基上形成

氨酰硫酯；最后，C结构域催化供体肽酰-T与受体

氨酰-T之间发生缩合反应形成肽键，其是NRPS体

系中直接负责肽链延伸的核心催化单元（图 2b）。

由于每个模块通常负责引入一个氨基酸单元，因

此NRPS产物的肽链长度通常与其模块数量呈对应

关系，此外多模块系统结尾未为Te（Thioesterase）

结构域，其与肽产物的释放相关。相比之下，氨

基酸连接酶主要归属于ATP-grasp超家族［46］，其催

化机制与NRPS显著不同（图 2c）。在反应过程中，

酶通过与氨基和羧基形成氢键稳定氨基酸 1底物，

Mg2+通过离子键稳定ATP，然后羧基进攻ATP的 γ-

磷酸基团，生成高能酰基磷酸（acyl-phosphate）

中间体并释放ADP。随后，氨基酸 2的氨基经去质

子化后作为亲核试剂进攻酰基磷酸的羰基碳，形

图图1　二肽合成工艺发展历程

Fig. 1　Evolution of synthetic technologies for dipeptides
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成四面体中间态；该过渡态进一步坍塌并释放无

机磷酸（Pi），最终生成目标二肽。与 NRPS 形成

的氨酰-AMP 中间体不同，ATP-grasp 家族通过酰

基磷酸中间体实现羧基活化，因此代表了另一类

典型的ATP依赖型肽键形成策略。

肽酶为作用于肽键的水解酶类（EC：3.4.-.-），

其催化肽键形成通常被认为是水解反应的逆过程，

通过逆反应合成肽键面临受限于底物自发的电离

倾向以及整体反应的正自由能，导致热力学平衡

极度偏向于底物电离与产物水解，难以高效合成

多肽；其次是通过转肽反应（transpeptidation）实

现［47， 48］，转肽反应普遍遵循“酰基转移”机制，

即利用酯化底物首先在酶活性中心形成共价酰基

酶中间体（acyl-enzyme intermediate），或在部分体

系中形成活化酰基中间体，随后由氨基受体对该

酰基中间体发起亲核攻击，从而完成肽键重建。

但酰基中间体也极易被水分子攻击，从而发生水

解反应，生成相应的天然氨基酸，与形成肽键的

氨解反应竞争。α-氨基酸酯酰基转移酶（α-amino 

acid ester acyltransferase， AET）在结构上通常归

属于 α/β-水解酶折叠（α/β-hydrolase fold）超家族，

在功能分类上则隶属于酰基转移酶类（EC：2.3.2.-），

在氨解反应中其遵循肽酶的“酰基转移”机制，

用于肽键的形成（图2d）。

3 非核糖体肽合成酶

在前文所述的二肽生物合成体系中，核糖体

(a) 核糖体大亚基的肽酰转移酶中心催化肽键形成机理［43］

(a) Mechanism of peptide bond formation catalyzed by the peptidyl transferase center of the ribosomal large subunit[43]

(b) NRPS催化肽键形成机理［44］

(b) NRPS catalyzed peptide bond formation mechanism[44]
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翻译系统由于组成复杂、对细胞内翻译环境依赖

程度较高，其优势主要体现在长链蛋白质和多肽

的高效生物合成方面。相比之下，在体外短肽尤

其是二肽的生物合成研究中，核糖体系统的应用

相对有限。因此，本文不再对其催化机制及工程

化应用进行详细讨论，相关内容可参考已有的综

述文献［52-54］。除核糖体系统外，NRPS同样属于结

构高度复杂的肽合成体系。NRPS单模块至少由 3

个结构域组成，以及末尾的 Te（Thioesterase，硫

酯酶）结构域，每个模块负责特异性识别并活化

一种氨基酸底物［44］。因此，对于二肽合成而言，

理论需要两个NRPS模块协同作用，构成NRPS介

导肽键形成的最小功能单元。在此基础上，通过

增加模块数量，可进一步实现三肽及更长链多肽

的生物合成。鉴于本文聚焦于二肽的酶催化合成

研究，以下内容将重点介绍NRPS体系在二肽生物

合成中的应用进展。

3.1 NRPS 在二肽合成应用中的发展历程与研究

进展

早在 20 世纪 60-70 年代，Lipmann 等通过对

Gramicidin S合成酶的研究，首次从整体水平揭示

了NRPS催化过程中ATP依赖的两步活化机制：首

先释放焦磷酸（PPi）形成氨酰腺苷酸（aminoacyl-

AMP）中间体，随后释放AMP，使活化氨基酸共

价连接至肽酰载体蛋白（T结构域）上的4′-磷酸泛

酰巯基（4′-phosphopantetheine）辅基［55］。结合放

射性同位素示踪实验，研究者进一步证实了肽链

以硫酯键形式逐步延伸的过程，建立了经典的

(c) 氨基酸连接酶催化肽键形成机理［49， 50］

(c) Amino acid ligase-catalyzed peptide bond formation mechanism[49, 50]

(d) 肽酶和α-脂酰转移酶催化肽键形成机理［47， 48， 51］

(d) Mechanisms of peptide bond formation catalyzed by peptidases and α-amino acid acyltransferases[47, 48, 51]

图图2　酶催化肽键形成机理

Fig. 2　Mechanism of enzyme-catalyzed peptide bond formation
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“硫模板机制 （thiotemplate mechanism）”，为

NRPS催化机制及模块化组装模式的研究奠定了理

论基础。

随着对NRPS催化机制认识的不断深入，研究

重点逐渐由机制解析转向结构域功能及人工催化

体系的构建。2001 年，Dieckmann 等从 10 模块组

成的Tyrocidine synthetase 1（TycA） NRPS基因中

分离获得腺苷化结构域（A domain），利用其催化

氨基酸活化生成氨酰腺苷酸中间体，并以另一种

氨基酸作为亲核试剂，通过非酶促氨解反应实现

多种二肽的合成［56］。尽管该策略未依赖完整NRPS

完成肽键形成，且易受氨酰腺苷酸水解等副反应

影响、成肽效率较低，但首次验证了利用NRPS催

化中间体构建二肽的可行性［47］。随后，Marahiel

课题组构建了由 TycA 模块 1 和 2 组成的体外最小

NRPS体系，成功实现多种二肽的酶促合成，并进

一步证实了A结构域负责底物识别与活化、C结构

域催化肽键形成以及T结构域负责中间体递送的协

同作用［57， 58］（图 3）。两年后，该双模块体系进一

步在大肠杆菌中实现功能重构，D-Phe-L-Pro产量

达到 9 mg/L［59］（图 3），标志着 NRPS 与代谢工程

结合的尝试。

随着结构与功能研究的深入，NRPS各结构域

在肽链延伸过程中的作用逐渐得到完善。［58， 60］

（图 2b）。研究表明，除了 A 和 C 决定底物偏好性

之外，T结构域需要与特定的A和C结构域形成有

效的蛋白-蛋白相互作用，其表面构象和动态特性

可能赋予其一定程度的底物偏好［44］，从而影响肽

链延伸效率和模块兼容性。此外，Te结构域除了

负责催化肽链的释放之外，还参与肽产物的水解

或环化，其催化方式决定最终产物的结构形式。

（图4a），在人工体外条件下TycA和ProCAT，非催

化水解生成环二肽（D-Phe-Pro-DKP），而经 Te结

构域可进一步水解生成线性二肽（D-Phe-Pro）［61］；

而在复杂天然产物的合成中，Te结构域则能够控

制大环化反应的时序和选择性，以及催化生成结

构复杂、化学合成难以获得的环状肽类产物，如

在 10 肽天然产物 Tyrocidine A 的合成中，位于

TycC 基因簇最后的 T 结构域携带合成的线性肽

（Peptide-S-T），传递至 Te 结构域（Peptide-O-Te），

Te结构域负责最后 10肽产物的环化。此外，Te结

构域的活性还与T结构域的有效呈递密切相关，其

相互作用对肽链释放和环化效率起决定性作用

（图4b）［62］。

上述机制研究和结构域功能解析奠定了NRPS

模块化工程的理论基础，也推动了其在二肽合成

中的应用。近年来，随着基因组挖掘、蛋白质工

程等的发展，越来越多能够催化功能性二肽合成

的新型NRPS被发现，并通过结构域重编程、宿主

细胞工程及体外重构等策略不断拓展底物范围和

催化性能。表 1总结了近年来NRPS在二肽合成领

域的代表性研究，包括新酶鉴定、新型二肽产物

发现以及工程化改造等方面的最新进展。

3.2 NRPS 的工程化改造

基于对非核糖体肽合成酶（NRPS）各结构域

催化特性及模块间相互作用机制的深入解析，研

(a) tyc基因簇及 tycA和 tycB1组成的双NRPS模块系统［59］

(a) The tyc gene cluster and the tycA-tycB1 two-module NRPS system[59]

(b) tycA-tycB1系统合成D-Phe-L-Pro机理［57］

(b) Mechanism of D-Phe-L-Pro formation in 

the tycA-tycB1 system[57]

图图3　tycA和 tycB1组成的两模块NRPS系统

Fig. 3　A two-module NRPS system composed of tycA and tycB1
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究者长期致力于通过理性工程化改造实现NRPS体

系对天然产物及非天然肽类的可编程合成，从而

拓展其化学空间与应用潜力［44， 81］，近年来，NRPS

工程已由早期的单一结构域改造逐渐发展为结构

域工程、模块重组、宿主工程及人工智能辅助设

计等多层次策略（图 5）。鉴于目前已有多篇综述

系统总结NRPS工程化改造的发展历程，本文仅围

绕二肽及短肽合成相关的代表性策略进行简要

介绍。

目前，结构域工程仍是NRPS改造最常用的策

略，其中腺苷化结构域（A domain）由于决定氨基

酸底物的识别和活化，是工程改造的核心对象。

研究者主要通过随机突变或基于底物特异性密码

（substrate specificity code，10个氨基酸组成的指纹

序列）的理性设计，从而改变其对氨基酸底物的

识别特异性［82］，然而由于 A和 C结构域存在的界

面互作，A结构域的改造通常需要与C结构域的兼

容性优化协同进行，以确保活化后的酰基-AMP能

够高效经T转移至C结构域完成肽键形成，因此仅

对 A 结构域的改造往往仅能实现结构相似高的氨

(a) Te结构域的水解活性［61］

(a) Hydrolytic activity of the Te domain[61]

(b) Te结构域的环化活性［61］

(b) Cyclization activity of the Te domain[61]

图图4　Te结构域的水解和环化活性

Fig. 4　Hydrolytic and cyclization activity of the Te domain
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基酸底物替换，否则将对整体合成效率产生严重

影响，目前仍缺乏可适用于广泛氨基酸底物的通

用策略［83， 84］。此外，底物特异性密码还可用于 A

结构域的鉴定与功能预测，但其对底物特异性的

预测准确率仍难以保证。值得注意的是，近期研

究发现，C结构域在底物选择中的限制作用并非普

遍规律，部分NRPS体系仅通过替换A结构域即可

获得新的非核糖体肽，并保持较高产率，为 A 结

构域工程化策略的发展提供了新的认识［71］。

针对A、C结构域相容性问题，研究者进一步

开展了C结构域的系统研究。发现C结构域在非核

糖体肽合成过程中不仅负责肽键形成，还通过对

供体与受体底物的严格识别决定模块间的传递效

率与整体催化流程。早期研究已揭示有关NRPS的

C结构域具有显著的底物选择性，并对A结构域工

程化改造产生关键限制作用［85， 86］。结构与机制解

析进一步表明，其供体/受体界面（donor/acceptor 

interface）决定了模块兼容性，是 NRPS工程中的

核心约束因素［87］。然而，与 A 结构域不同，C 结

构域尚缺乏类似底物特异性密码的通用预测规律，

表表1　　NRPS合成二肽实例

Table 1　　NRPS-derived dipeptide synthesis

二肽

SDP1

Phevalin

Tyrvalin

Leuvalin

HG-7

HG-9

Cyclo (Phe-Pro)

BATT

Cyclo-(Phe-Phe)

Ala-Glu

Aspartame

Cyclo-TA

Pyoverdine

Phe-X

X-Pro

Peramine

L-Pro-L-Trp

Gly-Cys Thr-Cys

Ala-Cys

Barnesin A

Phevalin

β-alanyl-histamine

Tyr-Azido amino 

acid

Holomycin

年份

2025

2025

2024

2024

2024

2024

2022

2022

2020

2019

2019

2019

2019

2018

2016

2014

2014

2010

NRPS来源

Valsa mali

Staphylococcus aureus

Streptomyces purpureus NBRC

mutants of Burkholderia seminalis 

strain R456

planarian

Penicillium janthinellum HDN13-309

Bacillus licheniformis CICIM B1391

Eurotium cristatum NWAFU-1

Pseudomonas

Grass endophytic fungi

Malbrancheamide

Bacillus subtilis

Bacillus atrophaeus C89

Sulfurospirillum barnesii

Staphylococcus aureus

Drosophila melanogaster

Streptomyces aureofaciens

Streptomyces clavuligerus

注释

发现了对植物毒性肽 SDP1的编码基因，可合成毒性肽或提供植物疾

病防治提供靶点

证明了典型极简NRPS系统AusAB在环二肽合成中对芳香族氨基酸

具有偏好性

从自然界放线菌产物中挖掘出两种新型抗菌性环二肽的合成酶

该研究证明 C4-二羧酸对细菌抗菌环（Phe-Pro）合成基因具有负向

调控

该研究发现来源于特定生态位的非核糖体肽作为关键生态位信号参

与生殖细胞发育

通过黑曲霉异源表达NRPS基因生产环二苯丙氨酸，推动环二苯丙氨

酸的发酵生产

探究了A结构域的广底物谱特性，并证明通过A结构域和带电氨基酸

作为亲和试剂也可实现部分二肽的合成

鉴定了首个真菌来源可合成环L-色氨酸-L-丙氨酸二肽的NRPS酶

该研究证明了普遍认为的C结构域在底物校对中的作用可能是非常

态，仅通过A结构域取代也可实现底物的拓展

证明通过NRPS结构域重组，可产生新型NRPS基因簇，合成不同类型

产物

该研究阐明了NRPS为复杂吲哚生物碱的环化合成分子机制基础

该研究证明枯草芽孢杆菌NRPS DhbF的内部腺苷酸化结构域在体外

可独立催化氨基酸缩合生成二肽及寡肽

该研究证明了利用NRPS合成多肽作为杂环前体的潜力

该研究证明了复杂天然混合酯肽中，NRPS合成的二肽是其关键组成

模块

该研究发现了 Staphylococcus aureus中具有关键细胞毒性的环二肽产

物及其NRPS基因

挖掘获得新型NRPS酶用于合成肌肽

本研究证明对RNRPS底物识别结构域关键关键位点突变可拓展结构

类似的非天然氨基酸的引入

该研究鉴定了 Streptomyces clavuligerus 中 holomycin 的生物合成基

因簇，通过该基因簇揭示了dithiolopyrrolone类抗生素的合成机制
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其底物特异性同时受到上下游T结构域递送方式、

界面结合模式及催化构象变化等多重因素影响，

因此其工程化改造难度更高，更依赖高通量筛选

和定向进化策略［88］。上述研究表明，对于存在明

显A和C相容性限制的NRPS体系，工程策略需要

由单一结构域改造转向界面优化和多结构域协同

设计。

为进一步突破单一结构域改造的局限，模块

与结构域置换（module/domain swapping）逐渐成

为 NRPS 工程的重要发展方向。该策略通过交换

A、C、T等结构域或完整催化模块，在同一或不

同NRPS体系之间重新组合催化功能，以改变底物

选择性或调控肽链长度［44］。例如，通过对来源于

土壤宏基因组的 A 结构域进行扩增并替换，可在

保持部分模块催化功能的同时一定程度上拓展

NRPS 的底物范围，实现多样化非核糖体肽的合

成［89］；但针对 C结构域建立的高通量工程化改造

与筛选体系，又进一步验证了其在模块兼容性和

底物转移效率中的关键作用［88］。这是由于 NRPS

各模块间存在高度特异的蛋白-蛋白相互作用，其

往往存在催化效率与结构兼容性问题，这与A和C

结构域的单独工程化改造所遇问题类似，因此研

究者提出将多个结构域作为整体进行置换，目前

发现 C-A 结构域之间的共柔性连接区域更适合作

为结构域置换的融合位点，此外由于A和C之间的

相容性，以及T结构域作为氨基酸和肽链中间体的

载体，需要与A、C结构域保持高效协同，其构象

动态也直接影响中间体传递效率［90］，因此以A1-T1-

C2 或 C1-A1-T1-C2 组 成 的 整 体 模 块 替 换 方 式

（Exchange unit，XU 策略）被提出［81， 91］，以保证

底物传递通路的连续性。但其中A1-T1-C2涉及不同

NRPS模块的A和C结构域，需考虑上下游A和C

之间的兼容性，在以下游模块替换为例，实现 20

种氨基酸底物替换理论上需构建约 800种组合，而

采用 C1-A1-T1-C2整体交换单元仅需约 80 种组合即

可覆盖相同底物范围，可显著降低构建工作量并

提高了模块重编程效率［91］。近年来，模块重组进

一步结合基因编辑、宏基因组挖掘和高通量筛选

图图5　NRPS改造策略

Fig. 5　Strategies for NRPS modification
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等技术，实现了复杂NRPS装配线的快速重构，推

动NRPS工程由经验驱动逐步向模块化、标准化和

系统化设计发展［92］。

除酶分子本身的工程化改造外，合成生物学

的发展进一步推动了NRPS向系统工程方向演进。

通过将优化后的NRPS导入可调控的异源宿主，并

结合代谢网络重构、前体供给优化及整合式生物

合成平台，可在细胞工厂水平实现复杂天然产物

及非天然肽类的高效生物制造［68， 75， 79］，以推动

NRPS在工业化上的应用。

4 氨基酸连接酶

4.1 氨基酸连接酶的在二肽合成应用中的发展历程

与研究进展

ATP依赖型氨基酸连接酶的研究最早可追溯至

细菌肽聚糖生物合成中的MurC、MurD、MurE和

MurF等Mur连接酶（表 2）。该类酶通过ATP活化

羧基形成酰基磷酸（acyl phosphate）中间体，催

化氨基酸逐步连接，是最早被系统研究的生物催

化肽键形成酶［93］。随后，MurC、MurD 等酶的晶

体结构相继被解析，揭示了其典型的三结构域折

叠方式以及ATP依赖催化过程中开放/闭合构象转

换机制［94， 95］，底物和产物复合物结构进一步证实

了酰基磷酸中间体参与肽键形成的催化过程［96］，

为 ATP 依赖型氨基酸连接酶的催化机制研究奠定

了理论基础。

在 Mur 连接酶研究基础上，研究者陆续发现

了多种具有 ATP 依赖肽键形成能力的连接酶。例

如，叶酸多聚谷氨酸合成酶（Folylpolyglutamate 

synthetase，FolC）以叶酸和谷氨酸为底物，能够

逐步延长 γ-谷氨酸链，具有多轮加成能力，但底物

专一且产物类型单一［97］；RimK属于核糖体蛋白修

饰连接酶，以核糖体蛋白C端谷氨酸残基为受体催

化翻译后修饰，同样具有聚合能力，但底物局限

于特定蛋白底物［98］。此外，D-Ala-D-Ala ligase

（Ddl）利用 ATP 依赖的羧基活化机制直接催化两

分子游离D-丙氨酸生成D-Ala-D-Ala二肽，是细胞

壁合成末端的关键酶，也是最早发现能够直接利

用游离氨基酸合成二肽的 ATP 依赖型连接酶［99］。

然而，上述酶类均具有明显的天然生物学功能限

制：Mur 连接酶和 FolC 依赖非游离氨基酸底物，

RimK仅作用于特定蛋白底物，而Ddl则严格识别

D型氨基酸，因此均难以满足功能性L-二肽绿色制

造对底物广谱性和产物多样性的需求。

真正推动 ATP 依赖型氨基酸连接酶向生物制

造平台发展的里程碑出现在 2005年。Kazuhiko团

队首次从Bacillus subtilis中鉴定获得典型L-氨基酸

连接酶 YwfE，该酶属于 ATP-grasp 超家族，可直

接利用游离 L-氨基酸合成二肽，并且不会进一步

生成长链寡肽副产物［39］，与此前报道的ATP依赖

连接酶相比，YwfE具有较宽的底物适应性，可识

别 15种天然 L-氨基酸并催化合成至少 44种不同类

型的二肽（表 2），标志着 ATP依赖型连接酶开始

真正应用于功能性二肽的生物合成。随后 ，

Toshinobu 团队于 2013 年从 Pseudomonas syringae

中进一步挖掘获得底物谱更广的TabS（表 2），其

表表2　　ATP依赖型氨基酸连接酶

Table 2　　ATP-dependent amino acid ligases

酶/家族

Mur ligase family

Folylpolyglutamate 

synthetase (FolC)

RimK ligase

D-Ala-D-Ala ligase 

(Ddl)

ATP-grasp/L-amino 

acid ligase (Lal)

代表酶

MurC/MurD /

MurE/MurF

FolC

RimK

DdlA/DdlB

YwfE/TabS/

RizA/RizB

反应方程式（简化）

UDP-MurNAc-peptide + AA + ATP → 

UDP-MurNAc-peptide-AA + ADP + Pi

Folate + (Glu)n + ATP → 

Folate-(Glu)n+1 + ADP + Pi

Ribosomal protein S6 + Glu + ATP → 

S6-(Glu)n + ADP + Pi

D-Ala + D-Ala + ATP → 

D-Ala-D-Ala + ADP + Pi

AA1 + AA2 + ATP → AA1-AA2 + ADP + Pi

底物类型

UDP-MurNAc

衍生物 + 

L/D氨基酸

叶酸 + 谷氨酸

核糖体蛋白质

（S6）+ 谷氨酸

游离D-氨基酸

游离L-氨基酸

催化机制特点

ATP活化羧基 → 酰基磷酸

中间体 → 胺亲核进攻

ATP依赖逐步 γ-谷氨酰化

ATP依赖蛋白C端

谷氨酸加成

酰基磷酸中间体机制，

与Mur类似

ATP活化羧基 → 

酰基磷酸 → 胺进攻

Ref.

[94, 

95]
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可覆盖全部 20种天然 L-氨基酸及部分非天然氨基

酸，实现 136 种二肽的定向合成［41］。进一步拓展

了 L-氨基酸连接酶在定制化二肽绿色制造中的应

用潜力。与此同时， RizA、 RizB、 RSp1486a、

BL00235、PSPPH_4299、Plu1440等一系列 L-氨基

酸连接酶相继被挖掘鉴定，逐步完善了该酶家族

的资源库，为功能性二肽的酶法合成提供了丰富

的工具酶（表2）。

随着酶资源的不断丰富，L-氨基酸连接酶的催

化机制也逐渐得到阐明。多种Lal家族酶的晶体结

构解析表明，其均具有典型的三结构域单体架构，

包括N端A结构域、中心B结构域和C端C结构域

（图 6a）［101-103］。其中，A结构域和B结构域共同形

成 ATP-grasp 超家族保守的 ATP 结合裂隙，负责

ATP 结合及酰基磷酸中间体的形成，而 A、C 结

构域分别决定 N 端和 C 端氨基酸底物的识别特异

性，B 结构域则参与催化中心的构建，共同决定

酶的底物谱和催化效率。值得注意的是，Lal 家

族普遍存在 N 端和 C 端底物结合位点的底物偏好

差异。以经典 YwfE 为例，其 N 端 A 结构域更偏

好结合小体积氨基酸（如 L-Ala），而 C 端 C 结构

域则倾向识别疏水性氨基酸（如 L-Phe和 L-Met）。

进一步的晶体结构分析发现，W332是 YwfE N 端

底物结合口袋识别小分子氨基酸的关键保守残基

（图 6b），这一发现为后续基于结构的理性设计、

底物谱拓展及催化性能优化提供了重要的理论

依据。

基于上述研究进展，L-氨基酸连接酶已逐渐发

展成为 ATP 依赖型肽键形成酶中最具工业应用潜

力的一类催化平台。本文进一步系统总结了目前

已报道的 L-氨基酸连接酶资源及其在功能性二肽

合成中的应用进展（表 3），并重点归纳其底物谱

特性、工程化改造策略及工业应用前景，为后续

新型Lal的开发与功能优化提供参考。

表表3　　L-氨基酸连接酶应用实例

Table 3　　Applications of L-amino acid ligases

Lal-5

Lals

YwfE 

mutations

YwfE

LdmS

RizA

2025

2023

2023

2022

2022

2022

Pseudomonas sessilinigenes

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

该研究通过筛选高活性 L-氨基酸连接酶并构建“肽酶敲除+PPK介导ATP

再生”的工程大肠杆菌全细胞体系，实现了Leu-Leu二肽的高效合成

该研究通过 L-氨基酸连接酶催化并耦合ATP再生体系，实现了Ala-Tyr二

肽的高效、经济生物合成。

以来源于 Bacillus subtilis 的 YwfE 为研究对象，探究底物偏好改造关键

位点

本文构建了以泗阳鞘氨醇杆菌PPK2为ATP再生核心的体系，并与L-氨基

酸连接酶 YwfE联用，实现了依赖 ATP的催化反应高效合成丙谷二肽（Ala-

Gln）

本研究鉴定并解析了 L-天冬氨酸-L-蛋氨酸连接酶(LdmS)，并揭示其特异

催化机制及在硫氨基酸代谢中的潜在调控作用

本研究通过将 L-氨基酸连接酶RizA与ATP再生酶乙酸激酶（AckA）共固

定化，并结合RizA理性突变改造，显著提高了Arg-Ser和Arg-Phe等生物活性

精氨酰二肽的合成效率与稳定性

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

酶名称 年份 L-氨基酸连接酶来源 注释 Ref.

(a) YwfE， RizA， BL00235晶体结构［101-103］

(a) Crystal structures of YwfE, RizA and BL00235[101-103]

(b) YwfE A结构域结合位点［103］

(b) Substrate binding site of the A domain of YwfE[103]

图图6　L-氨基酸连接酶结构

Fig. 6　Structure of L-amino acid ligases
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BaLal_16

YwfE

TabS

RizA

BL00235

YwfE

TabS

Plu1440

RSp1486a

BL00235

YwfE

YwfE

RizB

plu1440

YwfE

SMU.1321c

Plu1218

TDE2209

Aple02000835

SP0885.

RizA

PSPPH4299

BL00235

RSp1486a

YwfE

YwfE

2021

2020

2016

2015

2015

2014

2013

2013

2012

2012

2012

2010

2010

2010

2010

2009

2008

2008

2008

2007

2005

Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus subtilis

Pseudomonas syringae

Bacillus subtilis

Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis

Pseudomonas syringae

Photorhabdus luminescens 

subsp. laumondii TT01

Ralstonia solanacearum

Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Photorhabdus luminescens 

subsp. laumondii TT01

Bacillus subtilis

Streptococcus mutans

Photorhabdus luminescence

subsp. Laumondii

Treponema denticola

Actinobacillus 

pleuropneumoniae

Streptococcus pneumoniae

Bacillus subtilis

Pseudomonas syringae pv. 

phaseolicola 1448A

Bacillus licheniformis

Ralstonia solanacearum

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

本研究通过对 BaLal_16 活性口袋区域进行定向改造，获得 L110Y 和

N108F/L110Y 突变体，显著提高了对 L-Ala 和 L-Gln 的催化效率，并在 Ala-

Gln二肽生产中实现产率和磷酸释放的明显提升

本研究通过代谢工程改造大肠杆菌，优化了L-丙谷二肽的全细胞生物催化

体系，实现71.7 mM产量及71.7%转化率

本研究基于同源酶序列比对加过，对TabS底物结合区域残基进行定点突

变，成功调控了酶的底物选择性

本研究实现了RizA无底物晶体结构解析

本研究发现了 BL00235C 端底物结合口袋影响底物选择性的关键残基

Pro85

本研究基于YwfE晶体结构解析发现，N端Arg328和Trp332分别为催化和

底物识别对底物氨基酸识别关键残基

目前已报到底物谱最广的L-氨基酸连接酶

通过利用识别Asn/Gln二与NTA1的选择性脱酰胺反应结合，实现了先前

无法合成的N端酸性氨基酸底物酸性二肽的酶法合成

本研究解析了BL00235晶体结构，与YwfE相比，整体结构相似，但催化位

点周围存在显著差异，为BL00235底物特异性研究提供了重要信息

本研究解析了 YwfE与 ADP及中间体类似物的复合物晶体结构，揭示了

YwfE的关键结合与催化残基及催化机制

本研究提供了YwfE与其结合底物的复合物晶体结构

本研究发现新型 L-氨基酸连接酶RizB，是首个被报道具有寡肽合成活性

的L-氨基酸连接酶

本研究挖掘获得新型 L-氨基酸连接酶 plu1440，该酶具有此前未见的底物

特异性，能够以L-天冬酰胺作为N端底物催化生成二肽

本研究表明通过增强二肽的外排，可降低细胞内二肽积累及其对生长的抑

制效应，从而有效提升Ala-Gln等二肽的发酵生产效率

通过基于隐藏马尔可夫模型（HMM）的体外序列分析筛选，鉴定出五种新

型具有不同底物特异性的L-氨基酸连接酶

本研究鉴定出新型 L-氨基酸连接酶RizA，并发现其N端底物严格限制为

Arg，而C端底物选择性相对宽松

在 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A 的 phaseolotoxin生物合成

基因簇中，本研究鉴定出一种新型L-氨基酸连接酶，该酶可催化含碱性氨基

酸的多种杂二肽生成

研究鉴定出一种新型L-氨基酸连接酶，其底物特异性严格，仅以甲硫氨酸

或亮氨酸作为二肽的N端残基

本研究新型 Lal蛋白 RSp1486a，其倾向于合成 N端为较大体积氨基酸、C

端为较小氨基酸的异二肽

通过代谢工程改造E. coli并表达 L-氨基酸连接酶（YwfE），实现了无需外

加氨基酸的Ala-Gln高效发酵生产（>100 mM）

YwfE的首次报道，可合成多种 α-二肽（44种），且不生成三肽或含D-氨基

酸的肽

[110]

[15]

[111]

[102]

[112]

[103]

[41]

[113]

[101]

[50]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[6]

[39]

续表

酶名称 年份 L-氨基酸连接酶来源 注释 Ref.
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4.2 L-氨基酸连接酶的结构解析与工程化改造

根据前述，多种来源Lal的晶体结构相继被解

析，研究表明不同来源的该类酶在整体折叠上高

度保守。尽管不同来源Lal在整体折叠和催化机制

上高度一致，用于两端氨基酸底物识别的A、C结

构域，以及参与催化中心构建的B结构域，共同决

定酶的催化效率和底物谱，其构建的底物结合口

袋、底物进入通道及局部微环境在不同酶之间呈

现显著差异，从而赋予其不同的催化特异性和底

物识别能力。

目前已解析的典型Lal结构充分体现了这一规

律。来源于 Bacillus subtilis的 YwfE是首个完成晶

体结构解析的Lal，其N端底物结合口袋由于存在

关键大体积芳香族残基，对小分子氨基酸（如 L-

Ala）表现出较高专一性，而C端口袋则具有较为

开放的疏水环境，可容纳 L-Phe、L-Met等疏水性

氨基酸［103］。进一步研究表明，位于N端底物结合

口袋的W332是限制底物空间的重要保守残基（图

6b），其侧链构象直接影响底物结合空间和催化特

性。相比之下，同样来源于Bacillus subtilis的RizA

虽然保持保守的ATP-grasp折叠，但其活性口袋电

荷分布及几何构型发生明显变化，更倾向识别带

正电或长侧链氨基酸（如 L-Arg）作为 N 端底

物［102］。近期解析的 Staphylococcus aureus 来源

LdmS 则进一步体现了活性位点电荷适配性的差

异，其底物结合区域富集可与酸性侧链形成盐桥

或氢键的关键残基，从而实现对L-Asp的特异性识

别，并催化 L-Asp与 L-Met偶联，参与硫氨基酸代

谢调控［108］。这些研究表明，Lal 底物谱的形成并

非来源于整体骨架的改变，而主要依赖于底物结

合口袋空间、电荷微环境及底物进入通道等局部

结构的精细调控。

基于上述结构认识，近年来Lal的工程化改造

主要围绕催化效率提升和底物谱拓展展开，目前

可归纳为三类典型策略。第一类为活性口袋空间

重塑 （active-site remodeling），以 YwfE 为代表

（表 4），通过对N端底物结合口袋关键位点进行定

点突变（如 W332A）［103］，去除体积较大的芳香族

侧链，扩大底物结合空间，使具有较大侧链的氨

基酸能够进入活性中心。然而，该策略在拓宽底

物谱的同时，也可能削弱活性中心对 ATP 和底物

的构象约束，导致 ATP 非生产性水解增加，反映

出底物空间扩展与催化耦合稳定性之间存在一定

权衡。第二类为柔性环区（loop）构象重塑，以

BL00235 和 TabS 为代表（表 4），通过调控 Pro85

表表4　　L-氨基酸连接酶的工程化改造

Table 4　　Engineering and modification of L-amino acid ligases

酶源

B. Subtilis

YwfE

B. Licheniformis

BL00235

Pseudomonas 

syringae

TabS

B. 

amyloliquefaciens

BaLal_16

B. subtilis

RizA

改造方法（突变位点）

Trp332Ala (W332A)

Pro85区域突变

（通过比对引入

亲水性/小残基）

基于BL00235 

残基位点经验的

同源突变

L110Y、N108F/

L110Y双突变

T81F_A158S和K83F_

S156A组合突变

结构变化

将原本占据N端底物口袋的庞

大吲哚环侧链去除，在 N 端底物

结合口袋内创造了一个全新的空

腔（Cavity）。

改变了活性中心周围局部Loop

区的柔性或空间位阻，优化了对C

端短链氨基酸的接纳度。

调整了该对应保守区域的空间

排布与亲疏水性环境。

针对活性口袋入口处的“门控

（Gate）”残基进行工程化，引入体

积更大的芳香族侧链，重新调整

了底物通道的开关状态和空间

形貌。

通过重塑 RizA的特异性口袋，

芳香族残基的引入调整了电荷排

布并改变了疏水层。

催化效果及底物特异性

打破了对小氨基酸（L-Ala）的限制，使酶能够接受侧

链更大、更复杂的氨基酸进入N端口袋；但也导致了脱

钩现象：即使在没有底物 L-Ala存在时，该突变体也会

非生产性水解ATP。

成功改变了底物特异性，实现了咸味增强剂 Met-

Gly（甲硫氨酰-甘氨酸）的高选择性、高效率合成。

大幅提升了利用 Pro和Gly作为底物合成高附加值

风味二肽Pro-Gly的生产效率。

显著促进了对底物 L-Gln的接纳与稳定。双突变体

对合成 L-Ala-L-Gln（阿拉酰谷氨酰胺）的催化效率

（kcat/Km）相比野生型增加了4.06倍

突变体表现出极高的生物催化活性和产物选择性。

T81F_A158S 实 现 了 11.3 mM 的 Arg-Ser 合 成 ；

K83F_S156A 实现了 11.8 mM 降血压二肽 Arg-Phe 的

合成（相比野生型生产能力提高了5倍）。

Ref.

[103]

[112]

[111]

[110]

[109]
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及邻近 loop区域的柔性，促进底物结合过程中更

加充分的结构域闭合（domain closure），从而增强

诱导契合（induced fit）效应，稳定过渡态结构，

并有效提高 Gly、Pro等特殊底物的催化效率和底

物适应范围［112］。第三类为底物通道门控（gate 

residue）调控，以 BaLal_16 为代表（表 4），通过

改造底物扩散通道瓶颈区域的Asn108、Leu110等

关键门控残基（如N108F、L110Y），利用 π-π相互

作用及局部电荷重塑改变底物扩散能垒，提高目

标底物（如L-Gln）的进入效率和催化通量［110］。

总体而言，目前Lal工程化改造已由早期单纯

依赖活性位点突变逐渐发展为融合活性口袋空间

优化、构象动力学调控及底物通道工程的多维设

计策略，从底物结合、诱导契合及底物输运三个

层面系统重塑了Lal的底物识别机制，为非天然氨

基酸底物拓展、定制化二肽绿色制造及高性能Lal

的理性设计提供了重要理论依据。

5 蛋白酶/肽酶及α-氨基酸脂酰转移酶

5.1 蛋白酶/肽酶及 α-氨基酸脂酰转移酶的发展历

程与研究进展

本部分将蛋白酶/肽酶与 α-氨基酸酯酰基转移

酶（α-amino acid ester acyltransferase，AET）统一

进行讨论，主要基于二者在催化机制上的内在关

联性。两类酶均属于丝氨酸酰化-去酰化催化体系，

其催化过程均经历酰酶中间体的形成与去酰化两

个关键步骤。不同之处在于，蛋白酶天然催化方

向为肽键水解，而肽键合成本质上是其水解反应

在特定条件下的逆向实现；相比之下，AET则以

酰基转移为天然催化功能，其酰基转移活性与水

解活性并存，但更倾向于发生酰基转移反应，因

此能够在水相体系中高效催化肽键形成。基于这

一催化特性，AET可视为蛋白酶催化体系在二肽

生物合成方向上的重要拓展。

蛋白酶介导的酶促肽键合成研究起步较早

（图 1），经过数十年的发展已形成较为成熟的理论

体系和工艺策略［123］。目前主要包括两类催化模

式：一类为动力学控制策略（kinetically controlled 

synthesis），采用氨基酸酯或酰胺等活化底物作为

酰基供体，提高酰基供体的反应活性，使酶优先

催化酰基向亲核氨基转移；另一类为热力学控制

策略（thermodynamically controlled synthesis），利

用水解与合成之间的平衡关系，通过提高底物浓

度、降低体系水活度、采用有机溶剂、两相体系

或限水体系，以及产物沉淀或相分离萃取等方式

持续推动反应平衡向肽键生成方向移动。值得注

意的是，除甘油等部分多元醇可提高酶稳定性外，

大多数有机溶剂（如丁二醇、二甲基亚砜等）都

会不同程度降低蛋白酶活性。同时，由于蛋白酶

天然具有较强的水解活性，底物竞争、水解副反

应及产物二次降解普遍存在，使其催化效率、转

化率和产物选择性仍受到一定限制，难以完全满

足工业化生产需求［124］。鉴于蛋白酶催化体系已有

多篇综述进行了系统总结［125］，本文不再展开讨

论，而重点介绍近年来快速发展的AET体系。

AET 的发现为蛋白酶催化体系提供了新的发

展方向。 2005 年，研究者首次从 Empedobacter 

brevis ATCC14234中鉴定获得AET，该酶能够以L-

丙氨酸甲酯和 L-谷氨酰胺为底物，在水相体系中

高效合成 L-丙氨酰-L-谷氨酰胺（Ala-Gln），产率

超过 80%，显著优于传统蛋白酶催化体系，同时

较宽的底物适应性也赋予其合成多种二肽及低聚

肽的潜力［124］。2011年，Isao等进一步克隆并表征

了来源于 Empedobacter brevis 和 Sphingobacterium 

siyangensis AJ2458 的 AET［40］ ， 并 与 来 源 于

Acetobacter pasteurianus 和 Rhodococcus sp. 的 α-氨

基酸酯水解酶（AEH、CocE）进行了系统比较分

析［126， 127］（图 7a），研究表明，三者均遵循典型的

丝氨酸酰化 -去酰化催化机制，但 AET 与 AEH、

CocE 属于不同的家族分类，AET 具有保守的

GxSYxG催化基序，其中丝氨酸残基构成催化中心

关键位点，表明AET属于典型的丝氨酸水解酶/酰

基转移酶超家族成员。

此后，AET相关研究主要围绕来源于E. brevis

和 S. siyangensis 的 EbAET 和 SsAET 展开，重点聚

焦于Ala-Gln等高附加值功能性二肽的绿色制备及

工艺优化。目前，通过反应体系优化、酶固定化

及工艺放大等策略，AET催化Ala-Gln的产量已提

高至约 78 g/L［128］，成为目前最具工业化应用前景

的二肽酶催化体系之一。然而，与其应用开发相
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比，AET在结构生物学和催化机制方面的研究仍

相对滞后，目前尚缺乏高分辨率晶体结构，其催

化过程中底物识别、酰基转移偏好及底物谱形成

机制仍有待进一步阐明，这可能与其异源表达过

程中易形成包涵体、可溶性表达水平较低等因素

有关［129］。此外，新型 AET 资源的挖掘仍相对有

限，也是目前大多数研究仍集中于Ala-Gln等既有

目标体系的原因［130］。近年来，Chiara等利用祖先

序列重建（ancestral sequence reconstruction，ASR）

策略获得多个具有催化活性的 AET祖先变体，不

仅显著提高了酶的热稳定性，还拓展了其对部分

非天然底物的催化能力，充分体现了进化工程在

AET性能优化中的巨大潜力［127］（图7b）。

总体而言，蛋白酶体系依托丰富的酶资源和成

熟的催化理论，为酶促肽键合成奠定了重要基础；

而AET凭借天然偏向酰基转移、高水相催化效率、

高转化率及较宽底物适应性等优势，逐渐发展成为

功能性二肽绿色制造的重要酶催化平台。尽管目前

AET在酶资源、结构解析及催化机制研究方面仍相

对不足，但随着新酶挖掘、蛋白质工程及人工智能

辅助酶设计的发展，其在定制化二肽及非天然肽生

物制造中的应用潜力有望进一步释放。因此，本文

进一步系统总结了目前AET在酶资源、结构特征、

催化机制及工程应用等方面的研究进展（表5）。

5.2 α-氨基酸酯酰基转移酶的工程化改造

目前，α-氨基酸酯酰基转移酶（AET）的工程

化改造研究仍处于起步阶段，其发展明显滞后于

L-氨基酸连接酶和 NRPS等肽合成酶体系。其中，

高分辨率晶体结构的缺乏是限制 AET理性设计的

主要瓶颈。目前，AET的催化机制主要基于同源

建模、AlphaFold结构预测及分子动力学模拟进行

推测，其底物识别、酰基转移偏好及催化选择性

的分子机制仍有待进一步解析。

近年来，随着人工智能辅助蛋白结构预测技

术的发展，AET工程化开始由传统随机突变逐步

向结构指导的半理性设计转变。Wang等首先基于

AlphaFold预测结构对AET进行丙氨酸扫描、虚拟

饱和突变及分子模拟分析，识别出 I115、D203、

F211、A298、D300 和 R334 等潜在关键位点，并

构建双酶偶联高通量筛选体系，实现突变体的快

速筛选。最终获得优势突变体 A298C，其催化活

性较野生型提高 23.7%。分子动力学分析进一步表

明，A298C 能够增强催化口袋局部柔性，并促进

底物形成额外氢键，从而提高底物结合稳定性和

Ala-Gln的合成效率（图 8a）［132］。除单点理性设计

外，随机突变与半理性设计相结合也成为提升

AET 性 能 的 重 要 策 略 。 Isao 等 以 来 源 于

Sphingobacterium siyangensis AJ2458的 SsAET为研

究对象，在结构预测基础上结合随机突变和高通

量筛选，共获得 10个活性提高 1.2-1.7倍的有利单

点突变。进一步通过组合优化构建多位点突变体

M35-4，使其催化阿斯巴甜前体 α-L-Asp-L-Phe 甲

酯的活性提高 5.7倍（图 8b），表明多位点协同优

(a) SsAET与其他酯酰转移酶/酯水解酶的序列相似性网络［127］

(a) Sequence similarity network of SsAET and other acyltransferases/ester 

hydrolases[127]

(b) SsAET的系统发育树与AET祖先序列构建［127］

(b) Phylogenetic tree construction and ancestral sequence 

reconstruction of SsAET[127]

图图7　AET的序列相似性网络和系统发育分析

Fig. 7　Sequence similarity network and phylogenetic analysis of AET
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化能够有效改善AET的整体催化性能［136］。

值得注意的是，近年来 AET工程化已开始从

单纯活性提升逐步拓展至酶稳定性和工业适用性

的协同优化。最新研究基于 AlphaFold3 预测结构

对来源于Bacillus pumilus的新型AET（EAET）开

展半理性设计，获得突变体F330Y，其酶活提高约

1.5倍、30 ℃半衰期延长约 1.3倍［130］。分子动力学

模拟显示，该突变增加了活性中心附近的柔性并

形成新的氢键网络，在提高催化效率的同时增强

了酶的热稳定性。结合响应面优化及工艺优化后，

Ala-Gln 在 300 mM 底物浓度下实现 82.6% 的转化

率，进一步体现了AI辅助结构预测与分子模拟在

AET工程化中的应用潜力。

总体而言，目前 AET 工程化仍主要依赖

AlphaFold等结构预测模型、分子动力学模拟及高

通量筛选相结合的半理性设计策略，其研究重点

集中于催化效率、底物适应性和酶稳定性的协同

优化。受限于实验结构信息缺乏，关于 AET底物

识别机制、酰基转移选择性及关键催化残基作用

表表5　　α-氨基酸脂酰转移酶应用实例

Table 5　　Applications of α-amino acid ester acyl transferase

酶名称

N166

N256

N281

SsAET

EAET

EmAET

SsAET

SsAET

SsAET

SsAET

SsAET

AET

SsAET

SsAET

SsAET

SsAET

SsAET

EbAET

SsAET

EbAET

年份

2026

2026

2026

2025

2024

2023

2023

2023

2023

2020

2020

2019

2018

2017

2013

2011

2005

α-氨基酸脂酰转移酶来源

祖先序列重建

Sphingobacterium 

siyangensis

Bacillus pumilus

Elizabethkingia miricola

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Empedobacter brevis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Sphingobacterium 

siyangensis

Empedobacter brevis

Sphingobacterium 

siyangensis

Empedobacter brevis

注释

针对AET酶类稳定性较差问题，该研究通过SSN筛选与祖先序列重建策略，筛选得

到多个耐热型AET酶

通过酿酒酵母表面展示固定化SsAET，实现AET酶的重复利用

EAET基于AlphaFold3结构预测与半理性设计筛选出关键残基 F330，经过突变后，

在300 mM底物条件下达到82.59%转化率

针对AET酶的普遍的蛋白表达问题进行优化，通过多策略优化，体积活力提升10倍

基于SsAET结构预测模型与半理性设计构建突变文库，鉴定出关键突变位点A298C

通过属主细胞内源性二肽酶基因敲除，减轻Ala-Gln发酵生产时的降解问题

证明SsAET的Asn442位点的N-糖基化修饰抑制酶活

构建了以ZIF-8金属有机骨架为载体，SsAET为目标酶的固定化酶系统，实现AET没

的重复利用

采用随机突变与理性改造，获得10突变的SsAET，活性提升5.7倍

利用AET与化学法结合，构建酶+化学催化的阿斯巴甜合成路线

针对AET稳定性问题，利用海藻酸钙制备高温度和宽pH稳定的全细胞固定催化剂

针对AET稳定性问题，通过琼脂固定化酵母细胞制备固定化酶催化剂

构建 AET 酶在 Escherichia coli 中异源表达菌株，实现高效合成 Ala-Gln，产量达到

78.2 g/L、转化率75%

在 Escherichia coli Origami 2中优化表达 SsAET，使 Ala-Gln合成达到 94.7%摩尔收

率和1.89 g·L-1·min-1的生产效率

该研究在Escherichia coli中高效表达SsAET，并通过优化高密度发酵与反应条件，全

细胞催化40 min实现69.7 g/L的Ala-Gln产量

鉴定获得两个高活性 AET基因并在 Escherichia coli中表达，达 1010-1154 U/mg；序

列分析显示其含保守GxSYxG基序，属于丝氨酸酶家族。

首次发现新型肽合成酶：AET，在水相中以非保护氨基酸酯为供体、氨基酸为受体高

效催化二肽及低聚肽合成

Ref.

[127]

[131]

[130]

[129]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[128]

[140]

[141]

[40]

[124]

017



合成生物学 第 7 卷

机制的系统研究仍然不足。

6 挑战与展望

相较于传统化学合成与微生物发酵，酶催化

二肽合成凭借反应条件温和、区域与立体选择性

高、副产物少及符合绿色制造理念等优势，已成

为功能性二肽制备的重要发展方向。近年来，依

托蛋白酶/肽酶［36， 37］、NRPS［38］、L-氨基酸连接

酶［39］、AET酶等［40］多种酶促平台，并结合蛋白质

工程、代谢工程及合成生物学等技术，多种活性

(a) AET半理性改造提升Ala-Gln二肽合成效率［132］

(a) Semi-rational engineering of AET to enhance the efficiency of Ala-Gln dipeptide synthesis[132]

(b) AET理性改造结合随机突变提升阿斯巴甜合成效率［136］

(b) Rational design combined with random mutagenesis of AET to improve aspartame biosynthesis efficiency[136]

图图8　AET的工程化改造

Fig. 8　Engineering and directed evolution of AET
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二肽已实现高效酶法合成，有效弥补了传统化学

合成步骤繁琐、选择性差及环境负荷高等不足。

然而，从现有研究进展来看，不同酶催化体系仍

普遍面临催化机制认识不足、底物适应范围有限、

酶工程改造效率较低以及产业化体系尚不完善等

共性问题，限制了功能性二肽绿色制造技术的进

一步发展。

首先，不同酶体系均存在各自关键技术瓶颈。

蛋白酶/肽酶本质属于肽键水解酶，其肽键合成仅

为水解反应的逆向过程或转肽副反应，热力学平

衡天然偏向水解方向。即使通过调控水活度、采

用活化底物或构建非水相体系等策略优化，仍难

以从根本上解决合成与水解之间的竞争关系，导

致底物转化率及产物选择性普遍较低［124］。NRPS

虽然具有模块化组装和广阔化学空间等优势，但

各结构域及模块间存在高度特异性的蛋白-蛋白相

互作用，常规结构域置换及模块重组容易破坏催

化循环的连续性，导致催化效率显著下降［83， 84］，

此外，Te结构域不仅参与肽链释放，还决定天然

产物环化反应的时序与选择性，其与T结构域之间

的动态协同机制仍有待进一步解析［61］。Lals能够

高效催化天然氨基酸二肽合成，但催化过程中存

在 ATP 非生产性水解等能量损耗问题，同时 N 端

和C端底物结合口袋具有明显的底物偏好性，限制

了底物谱进一步拓展［103］。AET是目前最具工业化

应用潜力的二肽合成酶，但其高分辨率晶体结构

仍未解析，底物识别、酰基转移偏好及催化机制

尚不清晰，加之异源表达过程中易形成包涵体、

可溶性表达水平较低，制约了理性设计和工业

应用［129］。

其次，酶催化二肽合成仍面临产业化配套技

术不足的问题。目前多数研究仍停留于体外酶促

反应或实验室规模验证，全细胞催化及工业放大

研究相对有限。宿主细胞内源性肽酶对目标二肽

的降解、ATP及辅因子再生效率不足、酶稳定性有

限以及多酶体系间催化效率不匹配等问题，均限

制了高产率、低成本和连续化生产体系的建

立［133］。此外，多数天然工具酶的底物结合口袋具

有固定的空间构型和电荷分布，对非天然氨基酸、

β-氨基酸及其他特殊结构底物的识别能力有限，即

使通过传统蛋白质工程能够实现一定程度的底物

谱拓展，仍难以满足新型功能化二肽及高附加值

肽类分子的快速开发需求。

针对上述瓶颈，未来酶催化二肽合成的发展

应围绕机制解析、智能酶设计、体系工程及过程

强化四个层面协同推进。首先，在机制研究方面，

应进一步结合高分辨率晶体学、冷冻电镜（Cryo-

EM）、分子动力学模拟等技术，系统解析不同酶

体系的催化循环、底物识别及结构域间动态协同

机制，为酶的理性设计提供理论基础。其次，在

酶工程方面，应进一步加强新型酶资源挖掘，拓

展 Lals和 AET等工具酶对非天然氨基酸及特殊结

构底物的适应能力，并重点突破 ATP 利用效率、

底物谱及催化稳定性等关键限制因素。近年来，

人工智能辅助酶设计技术快速发展，AlphaFold2/

3、ESM-2/3、ProGen、Evo 及 RFdiffusion 等蛋白

结构预测和生成式人工智能模型，不仅能够实现

蛋白质结构预测，还可用于底物结合位点识别、

远程协同突变预测及新型酶序列生成，为二肽合

成酶底物识别、催化活性及稳定性的协同优化提

供了新的技术路径。进一步结合自动化酶工程平

台、高通量筛选及机器学习驱动的 Design-Build-

Test-Learn（DBTL）闭环优化体系，有望实现酶设

计、实验验证和数据反馈的快速迭代，加速新型

二肽合成酶的开发。

与此同时，工艺与制造体系的发展同样至关

重要。未来应进一步融合连续流生物制造、多酶

级联催化、酶固定化、在线分离及数字化过程控

制等技术，实现酶催化体系由实验室间歇反应向

连续化、智能化和规模化制造转变。针对蛋白酶

体系，可重点发展绿色低成本的非水或微水相催

化体系，以降低水解副反应并提高逆向合成效率；

对于NRPS，应进一步解析结构域间界面互作及远

程协同调控机制，建立更加稳定、高效的模块化

重编程策略；而 Lals和 AET则应重点突破新酶资

源挖掘、底物谱拓展及高效表达等关键问题，进

一步提升其工业适用性。

总体而言，本综述涉及的四类酶促平台各具

优势（表 9），并适用于不同的应用场景。NRPS凭

借广阔的化学空间、丰富的模块化特性，在复杂

天然产物、多肽药物及非天然肽分子的生物合成

中具有不可替代的优势，但体系复杂、开发成本
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较高；Lals 和 AET 具有催化效率高、工艺简单、

转化率高等特点，更适用于天然氨基酸组成的二

肽及短链寡肽的绿色制造，是目前最具工业化应

用潜力的二肽催化平台；蛋白酶虽然在短肽合成

方面存在一定局限，但凭借丰富的酶资源、成熟

的工业应用基础及优异的肽片段连接能力，在多

肽修饰和肽片段偶联等领域仍具有重要价值。未

来，随着人工智能辅助酶设计、合成生物学、自

动化酶工程及智能生物制造技术的持续发展，不

同酶体系有望实现优势互补，构建兼具广底物谱、

高催化效率、高稳定性及低生产成本的新一代二

肽绿色制造平台，为功能性二肽及新型肽类药物

的高效生物制造提供更加广阔的发展空间。
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