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摘  要 

辅因子在酶进行高效催化反应中扮演着不可或缺的角色，辅因子再生是指将在氧化还原酶催化过程中消

耗的氧化型辅酶或还原型辅酶之间进行相互转化，以维持辅酶剂量水平的相对稳定，从而不断地促进底

物分子朝着目的产物转化。鉴于辅因子的高成本、化学计量使用和物理不稳定性，合适的辅因子再生方

法对于实际应用至关重要。因此，越来越多的研究人员着力开发多种高效经济的辅因子再生方法，以期

更好地提高催化反应效率。本文主要对目前辅因子NAD+再生方法的研究进展进行综述，分析讨论各种方

法的特点和研究现状，为辅因子在工业生产及医药应用领域的研究提供参考。 
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Abstract 
Cofactors play an indispensable role in the efficient catalytic reactions carried out by enzymes, 
and cofactor regeneration refers to the interconversion of oxidized or reduced cofactors con-
sumed in the catalytic process of redox enzymes to maintain a relatively stable coenzyme dose 
level, thus continuously facilitating the conversion of substrate molecules toward the target prod-
ucts. Given the high cost, stoichiometric use and physical instability of cofactors, suitable cofactor 
regeneration methods are crucial for practical applications. Therefore, more and more research-
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ers are focusing on the development of various efficient and economical cofactor regeneration 
methods in order to better improve the efficiency of catalytic reactions. In this paper, we mainly 
review the current research progress of cofactor NAD+ regeneration methods, analyze and discuss 
the characteristics and current research status of various methods, and provide a reference for 
the research of cofactor in industrial production and pharmaceutical applications. 
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1. 引言 

 
Figure 1. Conversion pathway of NADH to NAD+ [5] 
图 1. NADH 与 NAD+的转换途径[5] 

 

酶是生物催化反应中的重要组成部分，在催化过程中具有良好的特异性和选择性，在医药生产和工

业制造领域被广泛应用。在酶学分类的六大酶类中，氧化还原酶是最大的一类酶，其反应通常需要辅因

子的参与和促进。目前已知氧化还原酶类以 NAD (H)作为辅因子的占 80%，以 NADP (H)为辅因子的占

10%，剩余的则以 FMN、PQQ、AMP/ADP/ATP 等为辅因子进行催化反应[1]，因此本文只对辅因子 NAD+

的再生方法进行讨论。由于酶催化反应的高度专一性，导致酶的催化反应与辅因子基本为一一对应的关
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系，而这类辅因子在反应过程中被不断消耗，加之辅因子高昂的价格[2]，较难实现大规模合成。为维持

反应的持续进行，需不停投入辅因子，由此大大增加了氧化还原酶类的生产成本，辅酶的高效经济再生

方法亦成为工业应用中急需解决的难题。 
NAD+是氧化还原反应中的关键辅因子，参与广泛的酶促反应。从不断增长的全球制药市场来看，这

些反应非常重要，其中多种药物生产过程的关键中间体严重依赖生物催化反应[3]。鉴于 NAD+的高昂成

本，有效的再生方法至关重要。辅因子再生不仅可以大大降低反应成本，还可以提高反应效率，辅因子

再生过程与合成反应耦联形成的连续生产体系可以省去辅因子的复杂分离程序如图 1。建立的辅因子再

生体系可有效解决工业催化中 NAD+大量消耗的难题而备受关注，迄今为止，研究人员对多种再生方法

深入探索，其中包括化学法、电化学法、光化学法以及酶法等。在实际应用中，需要根据适用性和操作

条件选择恰当的再生方法。通常根据总周转数(turnover number, TTN)来衡量方法的适用性[4]，TTN 定义

为在反应过程中消耗 1 mol NADH 所形成的产物的摩尔数，理想的再生方法应具有较高的 TTN。 

2. 化学法 

化学法主要是利用无机盐如亚甲基蓝、硼氢化钠、连二亚硫酸钠对 NAD+或 NADH 进行还原或者氧

化来实现辅酶再生的过程。无机盐在生产中无法回收利用，因而消耗大、成本高、环境污染大。此法特

异性差，辅酶再生效率低[4]。并且在高浓度的盐溶液中，酶容易失活而无法进行辅酶再生[6]。因此，利

用无机盐进行辅酶的化学再生目前在工业规模上的可行性较差。 
在化学辅因子再生中，一种化合物被引入到反应系统中，它负责电子从一个辅因子转移到另一个辅

因子。化学试剂的选择必须保证反应环境的均匀性，并使扩散限制最小化。此外，添加的化学物质必须

与辅因子可逆结合。这种化合物的一个例子是黄素单核苷酸(FMN)，它将电子从 NADH 传输到氧化反应

物(即电子受体，例如 O2)，从而形成 NAD+。这种方法的缺点是，在体外装置中，氧化还原反应不一定

与能量生成反应相结合，因此，需要使用浓缩试剂。化学辅助因子再生系统也可以含有作为氢化物脱除

剂的邻苯二酚类介质。再生过程中使用的介质必须在氧化和还原形式下都是稳定的，并且应该易于溶解

在水溶液中。 
化学法辅因子再生方法相对便宜，大多数不产生副产物，并且可以很容易地监测，以提供快速和简

单的测量反应效率。虽然这些方法是最简单的，但它们并不特定于活性辅因子的形成，通常与酶系统不

相容，甚至有酶失活的风险。此外，使用上述方法时，辅因子的周转数(TTN)相对较低(<100)且高浓度的

还原剂盐会导致酶失活[7]。 

3. 电化学法 

电化学法再生辅因子是通过电极提供的再生能量来实现的，被认为是一种潜在且强大的方法，可以

利用较低成本的电作为再生试剂[8]。如图 2 利用电能，不需要其他试剂的参与，就能实现 NAD+的再生，

反应过程能够被轻松监控，并且可以操控电能以充分发挥其再生效率[9]。电化学法再生可以通过裸电极

和修饰电极上的直接电化学来实现，也可以借助氧化还原介体促进NAD+还原的介导电化学来实现。NAD+

在阴极的直接还原是由两个单电子还原组成的过程[10]，第一个还原步骤是可逆的，其中 NAD+被还原形

成 NAD 自由基。后者在第二步还原中进一步还原，被质子化并产生 1,4-NADH。在第二步中，NAD 自

由基的形成也可能被还原为酶促无活性副产物 1,6-NADH 和 NAD 二聚体，导致每个再生循环后的辅酶损

失 40% [11]。 
通过电化学方法，NADH 通过在电极上的阴极电位下还原溶液中的 NAD+实现辅因子再生，该法具

有使用清洁可再生电能，易于产品隔离等优点[12]。然而，由于电极对辅酶 NAD+强吸附作用，电极易污
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染，其氧化过程也会受到影响，造成再生过程缓慢[13]。此外，因为不涉及复杂的氧化还原机制，直接电

化学再生方法具有巨大前景。众多金属在辅因子再生方面表现出良好的性能，但需要高阴极电位才能达

到 100%回收率，这同时也限制了裸电极的实际使用[14]。在较高的阴极电位下，更利于析氢反应，导致

辅因子的再生效率急剧下降。由于裸电极需要非常高的电势并且涉及副反应，因此目前研究人员正在开

发修饰电极，其中包括用于直接再生的纳米结构和用于介导再生的化学氧化还原分子[15]。NADH 在阳

极的直接电流氧化也是一个由于过电位而面临酶活性和辅酶严重损失的过程。电极结垢是另一个需要解

决的问题，这些限制可以通过改进电极结构或通过含有电子介体的化学改性电极来解决[16]。尽管已经探

索许多材料，电化学再生方法仍有改进的余地。直接化学再生需要高阴极电位，介导再生的基本基础尚

未建立，基于介导的电极始终存在不稳定、毒性和泄露的问题[17]。 
 

 
Figure 2. Electrochemical cofactor regeneration pathway [18] 
图 2. 电化学辅因子再生途径[18] 

4. 光化学法 

光化学再生作为一种相对较新的再生方法，因其利用廉价、丰富、清洁的太阳能而受到越来越多的

关注。自然界本身具有一个巨大的 NADH 再生周期，绿色植物对太阳能的利用是通过光收集光合作用完

成的，这种光合作用吸收可见光范围内的太阳能，从而产生储存在 NADH 中的高能电子，高能电子存储

于 NADH 中以合成碳水化合物，用于卡尔文循环中 CO2 和 H2O 合成生命所需的碳水化合物[19]。但可见

光区域的转换效率很低，NADH 高效光化学再生面临的挑战是寻找稳定的光敏剂，特别是可见光光敏剂

和高效的电子介质[20]。 
光化学再生系统包括光敏剂、电子载体、电子供体和酶分子。不稳定的光敏剂是限制光化学再生

NADH 的因素，尤其是可见光光敏剂[21]。低聚噻吩、卟啉或含金属的卟啉、曙红等作为光敏剂已经被

研究，但是都缺乏长期使用的稳定性[22]。二氧化钛及改性的二氧化钛具有长时间的操作稳定性和制备简

便等优点而被广泛研究。使用碳掺杂的二氧化钛用于 NADH 的再生，在 H2 存在下，巯基乙醇作为电子

给体，实现了 NAD+向 NADH 的转化。但该再生方法体系成分复杂、再生效率低，至今还未能在实际中

应用。光化学再生辅因子可用于生物合成[23]、生物传感器[24]和能量储存[25]，我们有很大的空间去探

索太阳能的合理利用，但可见光光催化剂的开发始终是最重要的研究问题之一。 
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5. 酶法 

辅因子高昂的价格限制了许多氧化还原酶作为工业催化剂的应用，然而，人们对于在新的可持续反

应中使用酶类的兴趣浓厚，这与开发新颖且更高效的生物催化系统的需求直接相关。辅因子在催化系统

中发挥着重要作用，因此，开发有效的辅因子再生方法持续受到关注。在开发酶法再生体系时应该考虑

与催化主反应工艺条件的兼容性，方法体系的经济实用性，并且能够提供较高的周转数(TTN)。此外，再

生反应过程不应产生中间体，额外的底物或副产物不应影响主反应的催化[26]。迄今为止，酶法再生具有

最高的 TTN，而化学法和电化学方法显示出最低的 TTN 值。与上述三种再生方法相比，酶法再生是目前

应用最普遍的再生方法，此方法具有一定的优越性，最重要的两种酶法再生方法如图 3 所示[27]。确定合

适的高效再生酶、构建合理的反应路线和开发高效的分离技术是实际应用的三个前提[28]。 
 

 
Figure 3. Two enzymatic cofactor regeneration systems: (a) enzyme coupled and (b) substrate coupled 
图 3. 两种酶法再生体系：(a) 酶偶联和(b) 底物偶联 

5.1. 酶偶联法 

酶偶联法是指利用两种不同的氧化还原酶构建多酶偶联体系，其中一种酶催化目的化合物的合成，

另一种酶催化 NAD+的再生。氢离子和电子可以直接在偶联体系中直接转移，无需任何介质。这种再生

体系的再生策略是在系统中应用第二种底物和第二种酶，进行平行反应，同时进行主反应中消耗的辅因

子再生[29]。假设再生反应不可逆，两个平行反应的同时进行可以为反应提供较高的热力学驱动力，从而

实现目标辅因子的有效再生[29]。因此，辅因子和辅助底物的巧妙选择在该再生系统中尤为重要，此外还

应考虑酶的高特异性和活性，以及额外底物的廉价易得。在建立一个高效的再生路线应同时考虑多种因

素，包括酶和辅酶的稳定性、反应条件、转化效率、多酶多步催化反应速率的匹配性以及分离纯化的便

捷性[26]。 
该方法要求两种酶的底物互不影响以避免两种酶的催化过程相互干扰。另外，由于系统需要加入多

种酶催化剂，酶偶联反应体系及催化过程的控制相对复杂。酶促反应与辅因子再生过程相结合，可用于

广泛的有机合成，特别是手性化合物的合成[30]。目前已开发的用于 NAD+辅因子再生酶有乳酸脱氢酶、

烯酸还原酶、甲酸脱氢酶[26]和 NADH 氧化酶[31]等。 

5.2. 底物偶联法 

底物偶联法是指在催化反应过程中添加一定量的共底物，在同一种酶的催化作用下实现辅酶的持续再

生。这类辅酶再生方法相对简单，但要求所选择的几种氧化还原酶可同时催化两种底物的转化。除了高浓

度共底物对酶的催化活力的影响，可溶性共底物也大幅增加产物分离的复杂性。这种辅因子再生体系中必

须保证酶能够使用辅因子的还原形式和氧化形式，并且还应该能够催化与第二底物不同的产物形成[32]。
然而，该体系需同时满足两个不同反应的热力学有利条件是有难度的。最常见的解决方法是通过增加主要

底物的浓度来克服这个问题，因此，开发这些生物催化系统的一个主要问题是底物和共底物之间酶活性位

点的竞争。不过，这种方法最大的好处是可以轻松扩大规模并简化下游回收以及酶的重复利用[3]。 
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6. 总结 

生物催化过程要在经济上可行，需要满足许多要求，要根据给定的经济阈值，需要最低的反应产率、

产物浓度和体积生产率[33]。同样，生物催化剂和辅因子也有最大允许消耗量[34]。辅因子再生系统的成

功取决于以下因素：热动力学和动力学应该是有利的，并且系统应该易于与合成反应的适当条件兼容。

同样重要的是，必须以低成本获得必要的材料和设备，这样可以轻松实现产物分离[35]。 
在这篇综述中，我们着重介绍了目前应用于辅因子 NAD+再生的方法，分析讨论了每种方法的原理

及目前研究中存在的问题，期待能为该领域研究提供新的思路。大量的研究论文报道了各种生物催化反

应和涉及辅因子再生的方法，但工业应用很少。而且通常只在小规模生产中[36]。为了使这些过程在经济

上可行，所使用的方法必须能够多次再生辅因子。高效的辅因子再生系统需要超过 90%的转化效率[37]，
所进行的再生必须在动力学上是有利的，因此在开发高效经济环保的辅因子再生方法和搭建再生系统的

研究上，我们还有很长远的路要走。 
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