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摘  要：NADH 依赖型氧化还原酶广泛应用于精细化学品和手性化合物的生物合成，其中辅酶 NADH 作为还原当量

起着关键的作用，NADH 的再生关系到生物氧化还原过程能否进行. 甲酸脱氢酶在辅酶 NADH 再生中的应用是目前

代谢工程领域研究的热点之一. 本工作回顾了甲酸脱氢酶的来源和氨基酸序列、酶的理化性质和催化机理等方面的研

究进展，从化学稳定性、热稳定性和成本等方面阐述了甲酸脱氢酶在辅酶再生系统中的应用，讨论了甲酸脱氢酶用于

辅酶再生的代谢工程平台的发展趋势，并对研究发展方向提出了一些设想. 
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1  前 言 

在酶的六大类型中，30%∼35%为氧化还原酶. 氧化

还原酶在催化制备手性醇、羟基酸、氨基酸等方面具有

明显的优势，其应用越来越受到重视. 而在氧化还原酶

所催化的反应中，合成产物的同时会消耗一定量的辅

酶，约 80%的反应需要尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD，

NADH)作为辅酶，10%的反应以尼克酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸(NADP，NADPH)为辅酶，只有很少一部分以黄

素(FMN, FAD)和辅酶 Q(PQQ)为辅酶[1]. 因此氧化还原

酶在应用中除了必须有合适的酶和反应工程技术外，还

必须提供高效、低成本的辅酶再生系统. 所谓辅酶再生

就是把辅酶从氧化态再生为还原态，或者反之，从而使

辅酶保持在一定的催化剂量水平. 为了解决辅酶再生这

一问题，已经提出了一系列的方法，包括酶学、光化学

和电化学等再生系统[2]，其中酶法再生系统由于具有反

应速率快、选择性高、再生体系与合成体系兼容性好、

过程易于监控等优点，受到了广泛重视. 在酶法再生系

统中用的最多的酶是脱氢酶，其次有氧化酶、氢化酶等. 
近年来，甲酸脱氢酶(Formate Dehydrogenase, FDH)

在辅酶再生中的应用已成为辅酶酶法再生研究领域的

热点之一. 甲酸/甲酸脱氢酶体系是最成功的再生系统，

并已应用于工业生产. 其优势在于反应不可逆，甲酸价

格低廉且很多酶对此有很高的耐受性. 此反应只产生一

种副产物⎯CO2，而 CO2对任何酶的活性均没有任何影

响，且反应完全，同时 CO2作为一种气体，很容易从反

应体系中逃逸出来. Kula 等因在 2002 年发现这一现象

而被授予德国未来奖[3]. 本工作阐述了甲酸脱氢酶在辅

酶再生方面的应用研究进展，探讨了未来的发展方向. 

2  甲酸脱氢酶的研究进展 

甲酸脱氢酶(FDH)属于 D-2-羟基酸脱氢酶类[4]，根

据4级结构、辅基的构象和类型以及底物特异性的区别，

分为几种不同的类型，其中很重要的一类就是 NAD+依

赖型的甲酸脱氢酶(EC 1.2.1.2)，它可以将甲酸氧化为

CO2，同时将 NAD+还原为 NADH(如图 1 所示). 该类型

的甲酸脱氢酶由 2 个相同的亚基组成，不包含金属离子

和辅基，并且对甲酸和 NAD+具有高度的专一性. NAD+

依赖型 FDH 催化过程的一个显著特征是来自底物的氢

离子直接转移到 NAD+的烟碱 C4 原子上，无需酸碱催

化步骤. 
 
 
 
 
 

 
图 1 甲酸/FDH 辅酶再生系统  
Fig.1 Formate/FDH cofactor regeneration system 

2.1 甲酸脱氢酶的来源和氨基酸序列 

所有的甲基营养型微生物中都含有甲酸脱氢酶，将

甲酸分解为 CO2是这些微生物所需能量的主要来源. 一
方面 NAD+依赖型的 FDH 可以在所有利用甲醇的酵母

中获得，如 Candida, Pichia 和 Hansenula 属中的许多菌

株[5−7]；但另一方面这种酶在细菌中分布并不广泛，细

菌中大多数可以氧化甲酸的酶通常是丙酮酸脱氢酶复
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合体的组成部分，并且在活性中心包含硒氨酸、钨离子

或者钼离子[8]. 直到 20 世纪 90 年代中期，NAD+依赖型

FDH 才从 3 种细菌中获得，它们分别是 Pseudomonas sp. 
101[9], Moraxella sp. C2 (EMBL accession Y13245)以及

Mycobacterium vaccae N10[10]. 现在已经从 13 种细菌

(Paracoccus sp. 12-A[11], Ancylobacter aquaticus[12], 
Thiobacillus sp. KNK65MA[13] 等 ) 、 5 种酵母菌 (C. 
boidinii[14−16], C. methylica[17], Pichia pastoris[18]等)、6 种

真菌(A. nidulans[19], N. crassa[20]等)中获得了多种 FDH，

并分析了 FDH 的氨基酸序列. 此外，甲酸脱氢酶还存在

于一些高等真核生物和高等植物中[21]. 
研究发现，同种类 FDH 的绝对同源性大于 80%，

即使不同种类的 FDH 同源性也在 50%∼55%之间[13,22]. 
现在已知的有 36 个 FDH 全序列，以及 25 个 FDH 部分

序列，这些 FDH 的来源不尽相同. 对比分析发现，保守

的氨基酸残基有 71 个，而 FDH 的平均总长度为 365 个

残基，这就意味着 20%的氨基酸残基都是保守序列. 对
Pseudomonas sp. 101 中 FDH 的保守残基作空间位置分

析后发现，保守残基的功能是不同的. 有些保守残基(如
离子对 Lys2−Asp89)起着稳定亚基结构的作用，有些

(Arg163, Asn164, Trp177, Ala180, Asp188)则涉及亚基

之间的关联作用，而只有很少的残基[Pro97, Phe98, 
Ile122, Asn146, (Ala/Gly)198, Gly200, Gly203, Arg284, 
Gln313 和 His332]参与催化过程. 此外，需要注意的是

Asp308 残基，因为它的羧基和 NAD+尼克酰胺的氨基能

够形成氢键，而 FDH 的第 255 个残基 Cys255 则可以与

NAD+的腺嘌呤发生作用[5,23]. 
研究人员对酵母和细菌中的 FDH 进行了比较，发

现细菌中的 FDH 更加稳定，活性也更高. Pseudomonas 
sp. 101 中的 FDH 是迄今所知的最稳定的天然 FDH[9]，

后来研究人员将更多精力集中于细菌中 FDH 的研究和

应用. 
2.2 NAD+依赖型甲酸脱氢酶的理化性质 

NAD+依赖型甲酸脱氢酶的分子量大都在 70∼100 
kDa 之间，具有相对较低的酶活和较低的甲酸离子亲和

力，在中性 pH 附近拥有相对较宽的最适 pH 值范围(表
1). 大多数 NAD+依赖型 FDH 在空气中都是稳定的，但

是 Pseudomonas oxalaticus 中的 FDH 在空气中不够稳

定，因为它的结构和成分都比较复杂，并且大量的含硫

蛋白对氧气很敏感. 大部分 FDH 具有相似的热稳定性，

在 55∼60℃之间迅速失活. 不同来源的甲酸脱氢酶的理

化性质比较见表 1. 
2.3 甲酸脱氢酶催化机制和动力学参数 

研究发现，所有真核生物的 FDH 都以顺序反应机

制将甲酸氧化[5,27,30,31]，如酵母菌中的 FDH 所采用的就

是双−双式顺序(Bi−Bi ordered)机制. 而细菌中的 FDH
则通过随机反应机制进行催化反应，在自由酶与双复合

物 FDH−甲酸、FDH−NAD+之间存在快速的平衡关系. 

表 1 NAD
+
依赖型甲酸脱氢酶的物理化学性质 

Table 1  The physicochemical properties of NAD+-dependent FDHs 
Source Subunit (kDa) Optimum pH Temperature stability (℃) Reference 

Pseudomonas oxalaticus 2×100, 2×59 7.5  [24] 
Pseudomonas sp. 101 2×44 6.0∼9.0 55 [25] Bacteria 

Mollaxella sp. C-1 2×48 6.0∼9.0 55 [26] 
Candida boidinii 2×36 6.5∼8.5 55 [27] 

Candida methylica 2×46 6.0∼9.0 50 [28] 
Hansenula polymorpha 2×40 7.0 60 [15] 

Yeasts 

Pichia pastries NRRL-Y-7556 2×47 6.5∼7.5 20∼25 [29] 
Fung Ceriporiopsis subvermispora CS105 2×42 6.5 30 [29] 

表 2 不同来源的NAD
+
-依赖型FDH的反应机制和动力学参数 

Table 2  Kinetic properties of formate dehydrogenases from various sources 
Enzyme 

Specific activity 
(U/mg) 

kcat (s–1) 
Km for substrate 

(mmol/L) 
Km for NAD+ 

(μmol/L) 
Kinetic 

mechanism 
Reference

Reaction with formate 
Pseudomonas sp.101, native  10 7.3 15 80 Bi−Bi random [9, 32] 
Pseudomonas sp. 101, recombinant of wild type 10 7.3 6.5 60 Bi−Bi random [9, 32] 
Pseudomonas sp. 101, mutant 10 7.3 6.0 35 Bi−Bi random [9, 32] 
M. vaccae N10, recombinant  10 7.3 6.0 89 Bi−Bi random [10] 
C. methylica, recombinant 2.1 1.4 − 55 Bi−Bi ordered [17] 
C. boidinii, native  6.0 3.6 5.6 45 Bi−Bi ordered [15] 
C. boidinii, recombinant of wild type  6.3 3.7 5.9 37 Bi−Bi ordered [15] 
S. cerevisiae, recombinant  10 6.5 5.5 36 Bi−Bi ordered [31, 33] 

Reaction with thioformate 
Pseudomonas sp.101, native Reaction is absent, the competitive inhibitor for formate, Ki = 6.5 mmol/L [7] 
H. polymorpha, native (37℃)  0.92 0.61 1.8 −  [7] 
C. boidinii, native 1.17 0.78 2.0 −  [7]  
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表 2 总结了不同来源的 FDH 相关动力学参数. 从
表可以看出：(1) 所有的 FDH 具有相似的甲酸米氏常数

(3∼10 mmol/L)和 NAD+米氏常数(35∼90 µmol/L)，而重

组后 FDH 的相关米氏常数略有不同；(2) 细菌中 FDH
的酶活大约是酵母菌 FDH 的 1.7 倍，由于细菌 FDH 的

分子量高出酵母 FDH 约 10%，所以反映在转化数(kcat)
上就是2倍的差距. 面包酵母(Bakery yeast)中的FDH是特

例，它的反应速率常数较高，但由于其热稳定性差，所

以应用前景不明朗；(3) 所有的 FDH 都具有很高的

NAD+特异性，并且不能与 NADP+反应. 而酵母 FDH 比

细菌 FDH 具有更高的 NAD+特异性；(4) 细菌和酵母

FDH 具有不同的底物抑制动力学特征. 硫甲酸是 FDH
的竞争性抑制剂，并且它的抑制常数与甲酸的米氏常数

相近，如果用硫甲酸替代甲酸作为底物，细菌 FDH 就

不能进行催化反应，但酵母 FDH 仍然能与硫甲酸反应. 
为了改变 FDH 的辅酶特异性，使 FDH 可以利用

NADP+，以创建廉价而高效的 NADPH 再生系统，到目

前为止只有 3 个成功的研究案例将 FDH 的辅酶特异性

从 NAD+改变为 NADP+(如表 3 所示). 第 1 个 NADP+依

赖型 FDH 来自于改造后的 Pseudomonas sp. 101. 在对

C. methylica 中的 FDH 进行 Asp195Ser 替换之后，其对

NADP+的亲和力增加了 10000 倍，而对面包酵母 FDH
进行了 Asp196Ala/Tyr197Arg 双替换之后，FDH 对

NADP+的亲和力变为对 NAD+亲和力的 2.4 倍. 研究发

现，对辅酶结合域进行突变可以增加 NADP+的结合，

而不影响酶活性中心的结构. 

表 3 甲酸脱氢酶突变体的动力学特征 

Table 3  Kinetic properties of recombinant wild-type and mutant FDHs from yeasts S. cerevisiae (SceFDH), 
C. methylica (CmeFDH) and Pseudomonas sp.101 (PseFDH) 

Enzyme Km, NAD+ (μmol/L) 
kcat with 

NAD+ (s–1) 
Km, NADP+ (μmol/L) 

kcat with 
NADP+ (s–1) 

Reference 

CmeFDH (wild type) 55±4 (0.2 mol/L formate) 1.4±0.1 − − [34] 
Mutant CmeFDH D195S 4 700±300 (0.2 mol/L formate) 1.6±0.1 − − [34] 
SceFDH (wild type) 36±5 (0.25 mol/L formate) 6.5±0.4 − − [33] 

7 600±800 
(0.25 mol/L formate) 

0.095±0.01 
(0.25 mol/L formate) 

4 500±500 
(0.25 mol/L formate) 

0.13±0.01 
(0.25 mol/L formate) Mutant SceFDH 

D196A/Y197R 8 400±900 
(0.5 mol/L formate) 

0.12±0.02 
(0.5 mol/L formate) 

7 600±900 
(0.5 mol/L formate) 

0.16±0.02 
(0.5 mol/L formate) 

[33] 

PseFDH (wild type) 60±5 (0.3 mol/L formate) 10.0±0.6 >0.4 mol/L − [33] 
Mutant NADP+-dependent 

PseFDH 
1 000±150 (0.3 mol/L formate) 5.0±0.4 

150±25 
(0.3 mol/L formate) 

2.5±0.15 [33] 

 

3  甲酸脱氢酶在辅酶再生系统的应用 

甲酸脱氢酶主要应用于辅酶 NADH 的酶耦联法再

生系统中，所谓的酶耦联就是利用 2 个平行的氧化还原

反应酶系统，1 个酶催化底物转化，另 1 个酶则催化辅

酶 NADH 循环再生. 为了达到最佳效果，2 个酶的底物

应相对独立，以避免竞争同一酶的活性中心. 甲酸/甲酸

脱氢酶再生体系具有诸多优点：(1) FDH 容易得到，且

适宜的 pH 范围宽，易于实现再生反应与合成反应的有

效耦合；(2) 甲酸是最廉价的氢源之一；(3) 甲酸在 FDH
作用下转化为 CO2，可直接从产物中分离出去，使反应

接近于不可逆过程；(4) 甲酸的存在并不会影响体系中

另一氧化还原酶的活性. 而甲酸脱氢酶也有一些缺点，

其酶活相对较低，细菌 FDH 的酶活在 10 U/mg 左右，

而酵母 FDH 的酶活更低，大约在 6∼7 U/mg. 并且甲酸

脱氢酶的生产成本高，对有机溶剂敏感. 
3.1 辅酶再生系统 

20 世纪 80 年代研究人员就提出利用 FDH 进行辅

酶再生，但是由于从自然菌株中生产甲酸脱氢酶的成本

高昂，大大限制了它的实际应用. 在工业界只有一个成

功的例子，德国 Degussa 公司利用 Candida boidinii 中的

FDH 大规模生产 L-亮氨酸. 该工业规模的辅酶再生系

统采用了持续超滤膜(UF)反应器，由于 FDH 和辅酶的

分子量都大于超滤膜的截留分子量，所以都被保留了下

来[35]. 而甲酸脱氢酶对有机溶剂敏感的缺点也限制了

它的应用，但该困难现在已有了解决方法，可以根据

Rhodococcus erythropolis 中的 ADH(乙醇脱氢酶)对酮的

不对称还原作用，采用含有 10%∼20%(ϕ)正己烷的两阶

段混合剂. FDH 在上述条件下反应 65 h后的稳定性仍然

很高(>90%)，而基质的浓度则上升到 100 mmol/L，从而

可以提高单位体积的生产效率[36,37]. 采用两阶段乳化不

仅可以利用疏水的基质和产物，而且可以降低产物抑制

并利于产物的分离. 在另一项研究中，对 FDH 的半胱氨

酸残基进行了突变，可以提高 FDH 在生物转化条件下

的稳定性[38]. 
3.2 甲酸脱氢酶的化学稳定性 

生产过程中酶的失活与活性中心关键基团的化学

修饰及热变性有关. 对于 FDH，由于空气中氧或基质中

其他化学物质的作用，半胱氨酸的氧化使 FDH 失去活

性[15]. 针对这一点，研究者们对半胱氨酸残基进行定点
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突变，从而提高 FDH 的化学稳定性. Pseudomonas sp. 
101 中 FDH 的失活主要是因为 Cys255 残基被氧化或修

饰所引起的[39]，大多数细菌 FDH 的 Cys255 残基都位于

辅酶结合域，与 NAD+分子的腺嘌呤基团相关联，对保

持细菌 FDH 的化学稳定性起着关键的作用. Tishkov 等
[40]将 Pseudomonas sp. 101 中的 FDH 进行了 Cys255Ser
和 Cys255Met 的定点突变，突变后 FDH 的化学稳定性

至少比野生重组 FDH 提高了 2 个数量级，但突变后却

削弱了与辅酶 NAD+的结合. 随后，又进行了 Cys255Ala
的定点突变[7]，非常成功，突变后 FDH 的动力学性质与

野生 FDH 保持一致. FDH 分子还含有其他 Cys 残基，

虽然它们的作用比 Cys255 弱一些，但也可以被修饰剂

所修饰. 在将 Cys255 替换为 Ala 的同时，将 Cys145 和

Cys354 也替换为 Ala，突变后 FDH 的化学稳定性比以

前提高了 1000 倍[7]. 
3.3 甲酸脱氢酶的热稳定性 

在对 FDH 的 Cys 残基进行突变后，FDH 的热稳定

性却降低了. 对于 Pseudomonas sp. 101 中的 FDH，

Cys255Ala和Cys354Ser突变体相对野生 FDH的热失活

速率分别提高了 4 和 2 倍. C. boidinii 的 FDH 突变后热

稳定性下降得更多，Cys23Ser 和 Cys262Val 突变体的热

失活速率分别提高了 6 和 19 倍，而复合突变体 C23S/ 
C262V 和 C23S/C262A 的热失活速率则分别提高了 100
和 33 倍[15]. 

为了提高Pseudomonas sp. 101中FDH的热稳定性，

同样使用定点突变的方法. 根据α螺旋疏水化处理静电

作用和多肽的优化可以提高蛋白稳定性的原理，选择突

变位点进行突变，最后选择 7 个突变位点，这 7 个位点

对 FDH 的动力学性质都没有影响. 该多位点突变体的

化学和热稳定性都得到了提高，其中热稳定性是野生酶

的 10 倍. 该突变体在 45℃的条件下保温 3 个月仍然保

持良好的活性，而野生 FDH 在 60 d 后就完全失去了活

性[41]. 
3.4 FDH 的生产成本 

基因工程方法可以显著地提高 FDH 的稳定性，并

且可以开发高效的培养和纯化过程，从而降低 FDH 的

成本. Tishkov 等[42]构建了一株重组菌 E. coli 来生产

Pseudomonas sp. 101 的 FDH，该重组菌 50%∼55%的表

达蛋白都是可溶的活性 FDH. 在 400 L 的发酵罐中，

FDH 的生产效率可以达到 25000 U/(L⋅d). 另一方面，重

组菌的高效表达使后续的纯化过程中可以处理相对较

少的发酵液，而 FDH 热稳定性的提高使热处理成为纯

化过程的有效分离步骤. 对上述发酵液的细胞破碎提取

物在 58∼60℃下处理 15∼20 min，就可以将酶的纯度从

50%提高到 80%∼85%，这样的纯度对于 FDH 的应用已

经足够了. 现在 FDH 的生产成本大约在 0.010∼0.015 
$/U，已经比以前降低了 10 倍之多，而在 L-亮氨酸的工

业化生产中，FDH 的成本只占总成本的 5%∼8%. 

4  FDH 用于辅酶再生的代谢工程平台 

技术展望 

代谢工程是一种分析并利用代谢过程的方法，通过

优化或改变生物细胞中的代谢网络和表达调控网络，达

到提高代谢产物的产量或合成新的化合物的目的. 生物

氧化还原是生物催化中非常重要的一类反应，NADH 作

为还原当量起着关键的作用，NADH 的再生关系到生物

氧化还原过程能否进行. 甲酸脱氢酶在辅酶 NADH 再

生方面的应用可以作为一种平台技术，有望实现更多生

物氧化还原过程的工业化.  
辅酶再生的研究将随着蛋白质工程、代谢工程、基

因工程和系统生物学等的发展而得到新的发展，今后甲

酸/甲酸脱氢酶辅酶再生系统的研究应重视如下几个方

面，将其作为平台技术来发展： 
(1) 通过蛋白质进化策略进行定向进化，提高 FDH

的热稳定性、化学稳定性和操作稳定性，使 FDH 适用

于有机溶剂催化体系、高温反应体系等更适于工业化的

反应模式. 
(2) 运用基因工程手段实现 FDH 的高效表达，提高

FDH 的生产效率，降低生产成本，促进工业化的进程，

实现 FDH 的广泛应用. 
(3) 综合运用蛋白质工程、代谢工程、基因工程以

及系统生物学技术，扩大辅酶再生的应用范围，实现包

括 NADH, NAD(P)H, NAD(P)+等辅酶在内的再生系统

应用于更广泛的生物氧化还原体系. 
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Formate Dehydrogenase and Its Application in Cofactor NADH Regeneration 

HUANG Zhi-hua1,2,  LIU Ming1,  WANG Bao-guang1,  ZHANG Yan-ping1,  CAO Zhu-an1 

(1. Institute of Biochemical Engineering, Department of Chemical Engineering, Tsinghua University, Beijing 100084, China; 
2. Department of Chemistry and Biology Engineering, Sanming College, Sanming, Fujian 365004, China) 

Abstract: NADH-dependent oxidoreductases are valuable tools for the biological synthesis of fine chemicals and chiral compounds. As 
the reducing equivalent, cofactor NADH plays a critical role in those reactions. Due to the high cost of the NADH cofactors, in situ 
NADH regeneration is required for preparative applications. NAD+-dependent formate dehydrogenase (FDH) is an abundant enzyme that 
plays an important role in energy supply of methylotrophic microorganisms. FDH captures increasing attention in recent years, and is 
widely used in enzymatic syntheses of chemical compounds as a versatile biocatalyst for NADH regeneration consumed in the main 
reactions. This review covers the latest developments in cloning genes of FDH from various sources, studies of its catalytic mechanism 
and physiological role, and its application for NADH regeneration from the following aspects: chemical stability, thermal stability and 
cost. Future development of FDH used as NADH regeneration platform is also illustrated. 
Key words: formate dehydrogenase (FDH); cofactor NADH regeneration; oxidation−reduction reaction 


