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序

在人类基因组工程和生物信息学的推动下，生物技术创新日新月异，生物医药产

业正在经历一个飞速发展的新阶段。生物技术将为人类解决疾病防治、人口膨胀、食

物短缺、能源匮乏、环境污染等一系列问题。发展生物技术产业是我国难得的机遇与

挑战。生物技术产业在今后２０年内，将与３０年以前的计算机产业一样，对人类生活

产生愈来愈大的影响。近几年来，科学家、金融家、企业家对生物医药产业的信心倍

增，表现在用于生物医药产业发展的研究和发展 （Ｒ＆Ｄ）费用每５年翻一番，是世

界上用于Ｒ＆Ｄ费用最多的产业。在开发生物医药的品种上也正在发生明显的转变，

即从治疗一般疾病转向治疗疑难病症，从防治儿童和成人疾病转向防治老年病，从治

疗疾病转向提高人的生活质量，从生产药品转向生产功能性食品。

２００２年５月１日世界卫生组织发表的关于基因研究报告中指出，基因研究可以

大幅度地提高发展中国家的医疗保健事业，振兴民族经济。我国在２００１年已有２０多

种基因工程药物和疫苗被批准进行商业化生产，奠定了我国现代生物技术制药产业的

基础。我国政府对发展生物技术极为重视：我国 “十五”计划高技术产业化规划中

“生物技术产业化工程”已列为十二项重点项目之一；在我国 “十五”计划科技规划

中 “功能基因组和生物芯片”已列为十二个重点科技专项之一。

２００２年４月１８日美国参议院一致通过一项决议，指定４月２１～２８日为 “国家

生物技术周”，以示国家对生物技术的重视。现代生物技术可提高健康保障水平，

振兴医药工业，在农业上可提高产量，改进农产品的质量，并可保护环境。确定

“国家生物技术周”的目的是要使美国人民了解生物技术对改善人的生活质量和环

境质量是多么重要。

正值国际上生物制药蓬勃发展之时，化学工业出版社组织编写的 《现代生物技术

制药丛书》即将出版，这是我国生物技术界的一件大事。丛书从理论到实践全面系统

地概括介绍了现代生物技术制药的最新进展。丛书包括 《基因工程药物》、《抗体工程

药物》、《动物细胞与转基因动物制药》、《植物细胞工程制药》、《酶工程制药》、《海洋

生物制药》、《微生物制药》、《疫苗技术基础与应用》、《生物制药设备和分离纯化技

术》以及 《生物制药生产规范与质量控制》１０个分册。本丛书的作者均是国内一流

的专家或院士，不仅具有很高的学术水平，而且也有丰富的实践经验。本丛书的宗旨



是基础理论与实用技术相结合，并侧重于实用性，它不仅适合于生物制药相关领域的

技术人员，也适用于大专院校相关专业的师生们。我坚信，本套丛书的出版必将对提

高我国现代生物技术制药水平发挥积极作用，从而促进我国生物医药产业的发展。

中国工程院院士　

２００２年５月于北京



前　　　言

生物技术正在越来越多地从根本上改变进行药物发现和开发的方法。酶工程是生

物技术中发展时间较长的一门技术。近２０年来，随着与其相关的诸多基础理论和技

术以及实验手段的发展，酶工程走出被动、低效的状态，它的优势逐步显现出来而发

展成为主动、高效的当代生物技术，被列入到高技术领域。

酶工程的应用主要集中于食品工业、轻工业以及医药工业中。酶工程对医药方面

贡献巨大，以往采用化学合成、微生物发酵及生物原料提取等传统技术生产的药物，

皆可通过现代酶工程生产，还可获得传统技术不可能得到的昂贵药物。而且酶工程还

能解决好在制药工业上使用的各种药物化学合成难以克服的缺点，许多新型药物产品

都可利用酶工程在传统制药基础上进行修饰和改造，使其效价和功能提高。

本书着重从工程和技术化的角度介绍酶工程在制药工业中的应用，并提供基本的

实验方法和步骤，作为读者深入研究的跳板。本书能够帮助读者了解酶工程制药所涉

及的内容和可能应用的场合，而对于有志于在该领域挖掘知识财富的人们，还需要去

参阅一些专业书籍和学术期刊，同时需要具备坚持不懈的科学献身精神和在实际工作

中的辛勤耕耘。

在本书编写的过程中，葛佳佳参编了第３章、第４章中固定化酶生产氨基酸的内

容；朴文花参编了第５章中有关工程菌克隆表达的部分内容；王莉为第４章中酶的精

制和非水相酶的催化技术准备了丰富的参考资料；魏诚哲、汤祺麟分别为第５章、第

６章准备了部分参考资料，对他们的辛勤劳动表示诚挚地感谢！特别感谢远在美国

ＮＩＨ的高修功博士，他提供了自己撰写的有关非水相酶法催化的宝贵资料。同时也

要感谢西风鸣先生、鲁绍梅女士的无私帮助。在写作的一年来，许多同事和朋友都提

供了热情的帮助。其中吴美 帮助整理了许多资料，慧昕、张富山、孔明、程永刚、

辛择毓、蔡青松、周密和郑文彪也帮助整理了本书中的一些资料，对本书能够迅速完

稿作出了重要贡献，在此表示感谢。在本书的写作过程中，有许多周末和夜晚不能陪

伴家人，没有尽到丈夫和父亲应该尽到的责任。在此书完成之际，感谢张小芳女士、

西霞女士和李华、李彦夷先生持续不懈的理解和支持。

由于酶工程制药领域的发展十分迅速，研究方法和技术都在不断更新，本书力求此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



对相关原理及其技术做比较全面的介绍，对其应用性进行分析评价，并对现状和发展

前景进行讨论，但由于本书涉及面广，局限性在所难免，读者在阅读的过程中，如发

现本书所述方法和观点有不妥之处，敬请提出宝贵意见。

编者

２００３年１１月于上海
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书书书

第１章　绪　　论

据推测，自然界中约有２５０００种酶，其中已被认可的有３００多种。根据酶催化

的反应类型，可将酶分为六类：氧化还原酶、转移酶、水解酶、裂合酶、异构酶和联

结酶。酶工程主要研究酶的催化性质、动力学性质、可固定化性质，以及用于实现某

种工程目标，如大规模生产一种物质。

酶工程制药可初步定义为利用酶的催化性质、动力学性质、可固定化性质生产一

种药物或药物中间体。它是酶学理论与制药技术相结合而形成的一种新技术。酶工程

制药的迅速发展主要因为从商业化和环境的角度观察，目前制药工业上使用的各种药

物化学合成过程都存在内在的缺点，例如，副反应多，产品产率低，高温和 （或）高

压导致能耗高、冷却水消耗多，苛刻和危险的工艺过程涉及到高温、高压、酸性或者

碱度，需要特别设计的装备和控制系统以致投资增加。无用的副产品处理困难或者处

理的成本太高，化学物质的高消耗、能源的高消耗和有毒有害副产品会对环境产生负

面影响，手性药物的合成难度高、步骤多，大规模生产更困难，几乎所有这些缺点都

能通过使用酶克服，不需要有毒原料，反应条件温和，增加原料中原子的利用率，废

物排放减少１０倍。

利用酶催化来生产药物的组分已成为当今生物技术研究的热点课题。在药物化学

合成领域，酶的应用已经获得重要进展，尤其是重要合成反应的立体选择性方面控

制，例如醇醛缩合 （ａｌｄｏｌｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎｓ）、酮的还原 （ｋｅｔｏｎｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓ）、Ｂａｅｙｅｒ

Ｖｉｌｌｉｇｅｒ氧化 （ＢａｅｙｅｒＶｉｌｌｉｇｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎｓ）等。醇醛缩合在药物合成领域占据中心地

位。已知酶催化醇醛缩合具有立体选择的能力。发展纯粹芳香化合物和中间体的立体

选择性实用酶促醇醛缩合方法能够。在绝大部分情况中，当一个化合物用纯粹的化学

方法进行转化 （例如一个非活性碳原子中心的立体选择性衍生化或者分子中几个相似

官能团中的一个需要立体选择性转化）比较困难时，就需要用酶进行合成。

酶工程制药在市场上已获得成功，酶工程可以合成新型药物或对传统法生产的药

物进行改造例如Ａｌｌｅｇｒａ （ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅ）于１９９６年在美国批准上市治疗过敏反应，

它是消旋药物Ｓｅｌｄａｎｅ （特非那定）的一个对映体；单对映体的ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅ具有
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相同的组氨酸受体阻断活性，又完全克服了消旋药物影响心血管系统的毒性，使得

ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅ在市场上获得了很大的成功。尽管Ｓｅｌｄａｎｅ的市场也很成功，从此便停

止生产。另一个酶工程制药的经典例子６氨基青霉烷酸的生产。青霉素 （ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ）

是第一个成功用于治疗细菌感染的抗生素。青霉素在临床上的广泛应用使一些传染病

的死亡率大大下降，拯救了无数人的生命。１８４５年，弗莱明、佛罗理和钱恩三人，

因在青霉素发现利用方面所做出的杰出贡献，共同获得了诺贝尔生理学及医学奖金。

２０世纪４０年代青霉素大规模生产的实施是一项重大的技术成就。不仅在于它制造的

药物非常有效地拯救了无数人的生命，还在于这项技术开辟了生产其他抗生素和珍贵

化合物的新途径。青霉素是β内酰胺类抗生素的一种，杀菌作用强、疗效优、毒性

低，临床使用量最大，应用最广、品种最多、疗效最好和评价最高的一类抗生素，在

抗感染药品中占据重要地位。

但青霉素是一种酸性物质，性质不稳定。同时长期的临床使用造成全球普遍性的

致病菌对青霉素具有耐药性。科学家发现，通过修饰或改变青霉素分子中的苯乙酰基

团能够克服细菌对青霉素的耐药性。发展出的新抗生素有氨苄西林、阿莫西林、派拉

西林等半合成抗菌素。随着青霉素化学结构与其抗菌作用间构效关系研究的进展，及

其母核６ＡＰＡ的发现，对青霉素的化学结构进行改造，使６ＡＰＡ接上具有不同官能

团的新侧链，合成了一系列半合成青霉素。目前临床使用的半合成青霉素有４６种，

其中４０种均是２０世纪６０～７０年代上市，形成了一个庞大的青霉素类产品 “家族”。

因此６氨基青霉烷酸 （６ａｍｉｎｏｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｉｃａｃｉｄ，６ＡＰＡ）成为生产半合成青霉素的

关键原料，在世界范围内目前对６ＡＰＡ的需求量约为２５８００ｔ。青霉素水解为６

ＡＰＡ和苯乙酸 （图１１）。这个过程用化学方法生产产率低，而固定化青霉素酰化酶

（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎａｃｙｌａｓｅ）生产６ＡＰＡ工艺，比原化学法具有设备简单、操作方便、产品收

率高、成本低、无 “三废”污染等优点。

图１１　青霉素水解为６ＡＰＡ和苯乙酸

手性药物的大规模生产一直是全球性的技术挑战。而酶工程技术特别适合生产不

对称合成的手性药物。除了用酶进行合成外，还可以用酶动力学拆分对映体。制备环

氧化物或者相应二羟基物对映体，过去用哈佛大学Ｊａｃｏｂｓｅｎ发明的石蜡不对称环氧

化、环氧化物的动力学水解拆分，或用Ｓｃｒｉｐｐｓ研究所的有机化学家Ｋ．ＢａｒｒｙＳｈａｒｐ

ｌｅｓｓ发明的石蜡不对称二羟基化反应。但是这些反应需用金属催化剂。酶水解方法的
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优点是只用底物、产物、水和一种能进行生物降解的蛋白质。ＷａｃｋｅｒＣｈｅｍｉｅ公司的

一系列药物合成原料是非天然氨基酸，它利用一条细菌合成半胱氨酸的代谢途径生产

的。产物之一是Ｌ－胱氨酸，再电解转化为单一的Ｌ－半胱氨酸。这两种氨基酸连同

Ｎ乙酰基半胱氨酸和Ｓ羧甲基半胱氨酸已经用在药物生产中。生产非天然氨基酸需

要向硫化氢解酶的一种无细胞反应混合物中添加其他化合物。如，添加２氨基噻唑

可以生产Ｓ噻唑基半胱氨酸，添加１氢１，２，４三唑能生产三唑Ｌ丙氨酸。

酶工程可以通过克隆酶的基因、表达酶、用定向进化技术改造酶，研究和发展酶

反应过程。加利福尼亚的Ｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃｓ是生产合成酶的专业公司，该公司已在它的酮

还原酶产品库中添加了第七个酮还原酶和第八个酮还原酶，以及一个谷氨酰转移酶。

各种酮还原酶，使用烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 （ＮＡＤＰＨ），能将酮还原成二级醇的对

映体。该公司提供的酶反应试用试剂盒中有辅酶、酶和缓冲液等客户需要进行酶反应

的所有试剂。当客户用作商业生产过程时，该公司还能设计一套葡萄糖或者甲酸盐的

平行氧化过程进行辅助因子的再生。新发现的谷氨酰转移酶可用于手性胺的拆分。这

个酶的一个底物是外消旋的Ｎ苯乙基戊二酸单酰胺，产物是（Ｒ）α苯乙胺和未反应

的Ｎ（Ｓ）α苯乙基戊二酸半酰胺。

尽管还有一部分立体选择性有机合成仍然采用传统方式，利用酶进行合成反应催

化日益重要。例如ＧｌａｘｏＷｅｌｌｃｏｍｅ公司治疗艾滋病的药物Ｚｉａｇｅｎ（ａｂａｃａｖｉｒｓｕｌｆａｔｅ），

其中的中间体的合成就是通过生物催化 （ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ）完成的。英国Ｃｈｉｒｏｓｃｉｅｎｃｅ

Ｇｒｏｕｐ集团的ＣｈｉｒｏＴｅｃｈ，子公司生产的 （）ｌａｃｔａｍ，是ａｂａｃａｖｉｒ的中间体。消旋化

的ｌａｃｔａｍ通过ａｃｙｌａｓｅ分解成 （）ｌａｃｔａｍ和一个氨基酸。现代的药物活性成分化合物

的生产往往需要１０多个合成步骤。一般认为不对称合成适合单手性中心的化合物，

多手性中心的化合物的合成更倾向于利用生物催化。目前，正在研发的药物有高达

７０％是手性，这些手性药物中有一般需要采用生物催化技术生产。目前只有１０％的手

性药物使用生物催化技术。

其他一些比较成功的例子还有ｐｒｏｎｔｏｓｉｌ发展成磺胺药，从硝苯啶到络活喜，氨

基酸氧化酶催化头孢菌素Ｃ为原料，二步酶法制备７氨基头孢烷酸 （７ＡＣＡ）；黄嘌

呤氧化酶催化６脱氧阿普洛韦氧化成阿昔洛韦，一种无环的鸟苷结构类似物，主要

用于抑制单纯疱疹病毒Ｉ型、单纯疱疹病毒ＩＩ型及ＥＢ病毒作用等，本书将有详细

介绍。

参　考　文　献

１　ＰｒａｔｔＷＢ，ＴａｙｌｏｒＰ．ＴｈｅＢａｓｉｓｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ＴｈｉｒｄＥｄｉｔｉｏｎ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＣｈｕｒｃｈｉｌｌＬｉｖｉｎｇｓｔｏｎ，１９９０．２０～２３

２　ＢｅｈｌｉｎｇＲＷ，ＹａｍａｎｅＴ，ＧａｖｏｎＧ，ＪｅｌｉｎｓｋｉＬＷ．ＣｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅＢｏｕｎｄｔｏｔｈｅＮｉｃｏｔｉｎｉｃＡｃｅｔｙｌ

３



ｃｈｏｌｉｎｅＲｅｃｅｐｔｏｒ．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９８８，８５，６７２１

３　ＫａｔｚｕｎｇＢＧ．ＢａｓｉｃａｎｄＣｌｉｎｉｃａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＡｐｐｌｅｔｏｎＬａｎｇｅ，１９９８．１～４

４　ＳｔｏｅｌｔｉｎｇＲＫ．ＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙｉｎＡｎｅｓｔｈｅｔｉｃＰｒａｃｔｉｃｅ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＬｉｐｐｉｎｃｏｔｔＷｉｌｌｉａｍｓ＆ Ｗｉｌｋｉｎｓ．

１９９９．１～１７

５　ＰａｄｆｉｅｌｄＮＬ．ＴｏｔａｌＩｎｔｒａｖｅｎｏｕｓＡｎｅｓｔｈｅｓｉａ．Ｏｘｆｏｒｄ：ＢｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈＨｅｉｎｅｍａｎｎ，２０００．１３～３５

４



第２章　酶工程原理

２１　酶研究概况

酶是一种蛋白质，由氨基酸通过肽键连接而成。酶存在于所有的活体细胞中，控

制着细胞的代谢过程。细胞通过酶把各种营养物质转变成能量和新的细胞组成材料，

维持细胞生命的重要机能。此外，酶还参与从简单化合物合成复杂生命高分子物质的

过程。某些能够合成抗菌素的酶最初就是在真菌中筛选到的。

人们对酶的利用起源于４千多年前，其主要表现形式是我国劳动人民的酿造活

动，象酿酒、造醋等。早在公元前８００年，希腊作家荷马（Ｈｏｍｅｒ）就已经写到酶。世

界各地的人民在日常生活的发面、烤面包、蒸馒头、酿酒和制造奶酪的过程中已经广

泛熟悉了发酵过程。然而直到１９世纪，科学家才首次获得实质性发现。在１８３３科学

家Ｐａｙｅｎ和Ｐｅｒｓｏｚ从麦芽中出制备了一种有酶活的提取物，并命名为淀粉酶。法国的

生物化学家和微生物学家巴斯德 （Ｐａｓｔｅｕｒ）于１８５７年在研究酒精发酵时提出了 “酵

素”的概念，应该说这是人们对酶的真正认识的开始。瑞典化学家Ｂｅｒｚｅｌｉｕｓ最早把

酶称作 “催化剂”。１８７６年 ＷｉｌｌｉａｍＫüｈｎ提出酶 （ｅｎｚｙｍｅ）的名词，起源于希腊语，

Ｅｎ表示ｉｎ，ｚｙｍｅ的意思是酵母 （ｙｅａｓｔ）。１９２６年科学家詹姆斯 （ＪａｍｅｓＳｕｍｍｅｒ）证

明酶是一蛋白质。１９４１年首次出现商业化的工业酶胰蛋白酶，是从胰脏中提取的。

１９５２年第一次用发酵工艺生产酶。发酵工艺的使用有助于酶的规模化生产。１９７４年

开始生产葡萄糖异构酶用于制造果糖糖浆。１９８５年首次用基因工程技术生产工业酶。

１９９１年开始借助于计算机化学研制酶。关于酶的研究持续了整个２０世纪。第二次世

界大战以后，大规模生产酶在技术上已经可行。酶学的迅速发展起始于上个世纪初，

一方面大量生物酶被发现和命名，另一方面酶的应用领域逐渐扩大，在制药方面的应

用便是其中之一。根据其在制药过程中的用途可分为有治疗作用的药用酶和起催化作

用的酶，以及起预处理作用的酶。

与酪蛋白、卵清蛋白、明胶或者大豆蛋白等食用蛋白质不同，酶是能行使催化作
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用的物质。这意味着酶仅仅存在，在过程中不被消耗，就能加速化学反应过程。没有

酶的存在，这些化学反应过程即使能够进行，也非常缓慢。一个反应循环完成后，酶

被释放出来能够参与下一个循环的反应。原则上能够永远持续。但是实际上，绝大部

分催化剂的稳定性有限，他们的催化活性迟早会变得低下，以至于不再具有使用的价

值。酶特别不稳定，绝大部分酶常常只能使用一次就被丢弃。

实际上，酶是自然的工具，对生物材料进行剪切和粘贴，启动重要的生物过程。

酶反应的条件温和，反应的专一性高，反应速度非常快，能够用许多不同作用的酶催

化一个复杂的反应过程。工业用酶最初都来源于生物体系。利用可再生资源进行微生

物发酵，再提取分离，是一个可持续的发展过程。此外，即使工业大规模进行化学反

应，酶的用量也很少。反应条件温和能够使用简单的通用设备，反应条件容易控制，

反应进行到一定程度后也更容易终止。酶的使用能够减少化学物质和能源的消耗，以

及随后产生的废物排放对环境的冲击。遗传工程和蛋白质工程的发展可以进一步提高

工业酶的稳定性、经济性、专一性和总体的应用潜力。

２２　酶催化反应的特点

总体来说，酶工程制药中，大多数的酶是以粗酶的形式在使用，因而价格相对较

低，外加的生产成本也较低。在这些酶制剂中，通常只有１％～３０％的酶蛋白，其他是

非酶蛋白，稳定剂，缓冲盐等。酶工程制药中所用酶的主要来源包括：动物、植物、微

生物、基因重组酶。

酶是球形蛋白质分子的特殊生物催化剂，其催化特性有别于一般的催化剂。在运用酶的

过程中，或者是利用整个细胞、或者是细胞组织，或者是离体的酶。一般地说，酶促反应特

点可以归纳为：酶促化学反应条件温和、反应高度专一、反应速度非常快、不同的酶

针对不同的反应任务。

酶法制药与其他化学制药相比，具有以下优点。

（１）酶催化化学反应条件温和　作为所有动物、植物和微生物的细胞，只有在一

个相当狭窄的温度范围才能最好的存活和行使生物功能。因此，酶催化化学反应的条

件非常温和，可以用一个在很多机体中都存在的化学反应为例进行说明。麦芽糖水解

为葡萄糖在ｐＨ为７０的条件下进行。

麦芽糖＋Ｈ２ →Ｏ ２葡萄糖

在没有酶存在的条件下，为了使这个反应能够进行需要对麦芽糖溶液加热，以增

加麦芽糖和水分子的内能，并增加他们碰撞速度和反应的机会。加热能够克服一个称

之为活化能的障碍，从而引发化学反应。相比之下，在２５℃下，麦芽糖酶能降低反
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