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摘要 由于选择性好、效率高、无副产物和绿色环保等优点, 生物电催化合成反应备受关注. 氧化还原酶分子内

部及其与电极界面间的电子传递效率, 决定了生物电化学合成的效率. 本文对近年来酶电催化的相关研究进行总

结, 聚焦氧化还原酶分子内的电子传递机制, 阐述氧化还原酶共进化电子传递网络改造、分子开关设计、导电模

块组装等酶分子内电子传递的调控策略; 同时, 以优化酶分子与电极界面间的电子传递为导向, 通过蛋白质工程获

得新型高效氧化还原酶, 构建酶电催化还原反应器, 实现高效生物电催化还原制备手性化合物, 推动绿色生物制造

发展.
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生命活动包含了诸多氧化还原过程, 涉及不同尺

度的电子传递, 例如氨基酸残基间传递、呼吸链中多

个蛋白间传递以及微生物直接种间电子传递. 氧化还

原酶催化过程中分子内电子传递是生命体系电子传递

的基础. 利用先进电化学技术研究氧化还原酶的电子

转移规律, 不仅可深入揭示生命过程中的催化机制, 也
为开发高效生物电催化体系奠定基础. 目前生物电化

学主要集中于生物传感器及其分析检测应用, 而生物

电催化合成及其反应器优化设计的研究还处于起步

阶段[1].
生物电催化合成无副产物、选择性高, 以其高效

和绿色环保等优势受到关注[2]. 设计和改造获得新型

氧化还原酶以适应生物电催化还原反应体系是实现绿

色生物制造的关键. 目前生物电催化主要集中于微生

物电合成系统. 微生物电合成是微生物利用阴极电子

在细胞内被转化为还原当量, 作为还原力将CO2、葡萄

糖或其他底物还原为各种化学品的过程. 酶电催化还

原反应研究较少且集中于CO2固定化以及固氮酶等领

域[3]. 而对高附加值的手性化合物, 如非天然手性氨基

酸、手性胺、手性醇等为产物的不对称电还原研究

较少.
最近发表的与生物电化学相关的综述从不同角度

对生物电催化进行了总结. Wu等人[4]总结了近年多酶

耦联体系电催化的发展. Mazurenko等人[5]从酶电极表

面修饰材料促进电子直接传递的角度进行综述. Xiao
等人[6]阐述酶燃料电池的进展和挑战. Kornienko等
人[7]综述了酶电极界面设计和修饰的新进展. Chen等
人[8,9]综述了生物电催化合成化学品等相关进展. Wu等
人[10]总结了近两年酶电催化合成平台构建和新体系.

然而, 目前研究侧重对电极修饰材料性能的提升,
而以优化电化学催化性能为导向的酶设计和改造研究

较少. 能高效电催化并具有良好稳定性的抗逆氧化还

原酶的挖掘和改造成为生物电催化的瓶颈问题. 目前

对无直接电子传递的氧化还原酶的机理研究及应用报

道较少, 酶分子内电子传递机制有待进一步阐明. 因此,
本文围绕生物电催化, 从氧化还原酶分子内电子传递
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机理研究, 以及酶结构改造、辅酶电再生等方面对近

年来的相关文献进行综述, 分析总结并提出展望.

1 氧化还原酶电催化还原

1.1 高附加值产品电催化还原体系

目前研究较多的酶电催化还原体系是利用甲酸脱

氢酶进行电催化固碳[11]. 而利用生物电催化还原制备

高附加值的手性化合物, 例如手性胺、手性醇、手性

氨基酸, 特别是非天然手性氨基酸的生物电催化研究

较少(图S1).
Mao课题组[12]构建了以谷氨酸合成酶为识别元件

的生物电化学传感界面. 在酶和电极之间引入低式量

电位甲基紫精, 可实现酮戊二酸和谷氨酰胺的酶催化

电合成谷氨酸. 高式量电位铁氰化钾的引入可以逆转

反应方向, 实现酶催化谷氨酸的电化学氧化, 有效调控

其电催化的方向. Vulcu等人[13]通过金纳米颗粒固定亮

氨酸脱氢酶, 利用生物电催化将α-酮异己酸的还原胺

化为L-亮氨酸, 并实现辅酶再生. Schlager等人[14]将醇

脱氢酶通过海藻-硅胶复合材料固定在碳纸电极上, 提

高酶稳定性实现电催化丁醛还原制备丁醇. Jayabalan
等人[15]利用黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)改性高孔隙率

的碳布作为工作电极, 固定化乳酸脱氢酶电催化丙酮

酸还原为乳酸, 并实现烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)
电化学再生. Bulutoglu等人[16]改造来源于Pyrococcus
furiosus的耐高温乙醇脱氢酶(AdhD), 基于模拟计算设

计出笼形蛋白(O3-33). 进而将三聚体形式的O3-33-
AdhD融合蛋白固定在生物电极上, 催化2,3-丁二醇氧

化, 电化学操作稳定性提高了1倍. 目前酶电催化还原

存在的问题主要为酶在电极表面负载量少、稳定性

差、催化效率偏低等. 因此, 需要提高酶稳定性、增加

酶电极的负载量以及强化界面电子传递. 烟酰胺辅酶

(NAD(P)H)依赖型脱氢酶在生物电催化还原制备手性

化合物领域具有广阔的应用前景. 开发新型稳定高效

的脱氢酶, 并设计、优化生物电化学反应器以提高电

催化效率的策略有待进一步发展. 表S1归纳了近些年

发表的具有代表性的高附加值化合物的生物电催化合

成文献[12~20].

1.2 辅酶电化学再生

烟酰胺辅酶依赖型脱氢酶在生物电催化还原制备

手性化合物领域具有广阔的应用前景. 该类型酶催化

还原的过程通常需要辅酶NAD(P)H参与反应, 作为天

然的电子中介体. 由于NAD(P)H价格昂贵, 绿色且高效

的实现辅酶还原再生是关系到氧化还原酶工业应用的

关键, 也是酶催化研究中的热点和难点[21]. 辅酶再生方

法包括酶法、均相催化法、光化学法、化学法、电化

学法和非均相催化法等[22]. 与生物催化中常用的酶法

辅酶再生比较, 电化学法具有再生成本低、无需其他

化学反应试剂、无副产物生成等优势. 但反应过程需

要的电位较高, 还原介质的选择存在较大的局限性并

可导致辅酶二聚体的产生[23].
多功能凝胶可有效提升辅酶电化学再生的效率.

Yu等人[24]合成了以NAD+作为对离子的离子液体, 利用

该离子液体、亚甲基绿分子与单壁碳纳米管制备多功

能导电凝胶. 电子中介体与离子液体(ILs)结合对NADH
的电催化具有协同作用. ILs较高的导电性可加速NADH
与电极之间的电子转移. 将电子中介体固定在与离子

液体复合的电极表面, 有利于酶与辅酶、辅酶与电催

化剂之间形成有效电子传递. SWNTs加入提高制备凝

胶的导电性, 促进亚甲基绿的电子转移. 同时, 多样化

的离子液体提供了功能化阴阳离子的组合设计与特性

选择, 可用于制备多类型具有生物相容性的导电凝胶

用于固定化酶和电极修饰[17].
利用柔性大分子将辅酶连接到氧化还原酶上, 可

减少辅酶扩散, 实现辅酶原位再生. Song等人[25]构建了

一种酶催化电还原二氧化碳的系统, 用聚乙二醇将辅

酶NADH共价结合在甲酸脱氢酶(FDH)上. 进而将脱氢

酶固定在含有铜纳米颗粒(CuNPs)的电极上并实现辅

酶的再生, 比单独使用FDH高出约2.5倍. Barin等人[26]

研究了电纺聚苯乙烯纳米纤维(EPSNF)固定化甲酸脱

氢酶催化CO2生成甲酸盐的反应, 在铜泡沫电极上直接

电化学还原实现辅酶再生. 并考察在间歇和半连续两

种生产模式下的甲酸盐生产, 发现两种体系的再生辅

酶浓度几乎相同(0.5 mmol/L), 表明该电化学再生系统

即使在半连续运行模式中也可高效运行. 表1归纳了部

分具有代表性的辅酶电再生体系.

2 氧化还原酶分子内电子传递机制

对于酶氧化还原中心电子传递过程的研究表明,
电子转移是生物体能量交换及传输的主要途径. 单步

的隧穿机制(tunneling)和多步的跳跃机制(hopping)是
两种较为主流的电子转移机制, 二者之间的竞争和转

换受到电子授受体之间距离的影响. 转移机制与电场
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驱动力、授受体间的距离等因素密切相关. 对电子转

移来讲, 适宜的电正性基团、蛋白模块是实现电子跳

跃的重要前提. 但是, 蛋白质与DNA不同, 没有高度有

序的结构骨架, 在活性位间也缺乏有效的桥联单元来

支撑电子传递. 因此, 大部分脱氢酶的氧化还原位点之

间缺乏有效的耦合[31].
目前对含有金属辅基的蛋白电子传递机理有较深

入的研究和认识, 例如细胞色素P450酶(Cytochrome
P450)、漆酶和铁硫蛋白等. 含有血红素(Heme)的
P450, 是一类广泛存在于各种生物体的金属酶, 参与许

多天然产物的合成和药物代谢. Zhang等人[32]解析了来

源于Tepidiphilus thermophiles的P450酶CYP116B46的
晶体结构, 并分析了结构域的排列与电子传递方向.
[2Fe-2S]和Heme的直线距离达25.3 Å, 无法实现有效

直接电子传递. 将[2Fe-2S]与Heme之间的氨基酸侧链

基团分别突变成丙氨酸, 考察其对于CYP116B46酶活

的影响. 结果显示R388、R718、E723、S726和E729的
丙氨酸突变体活性明显下降, 表明此P450酶的电子传

递方向是从NAD(P)H经过FMN以及[2Fe-2S]到Heme.
Zhang等人[33]发现, 漆酶CueO中的第5个Cu结合位点碳

纳米管上的电催化氧还原活性, 该位点被Cu占据时的

电流是未被Cu占据时的7.2倍. 对第5个Cu周围的配体

环境(M355、D360、D439和M441)进行了饱和突变并

筛选出11个有益突变体, 催化电流提高均在2.5倍以上.
通过点突变构造了电子传递路线可为今后酶改造提供

借鉴.
目前对于蛋白内电子传递的模拟主要基于量子计

算的方法, 利用传统的分子动力学模拟无法获得电子

传递信息. 通过分子动态动力学模拟获得氨基酸残基

的带电状态、静电势能的动态变化, 并结合氨基酸残

基导电性能分析, 可以用于界定电子传递路径[34].

3 分子开关的界定与设计

自然界大量生物酶催化的氧化还原反应中, 电子

的转移经常伴随着质子的同步迁移[35]. 这种现象称为

质子耦合电子转移(proton-coupled electron transfer,
PCET), 在促进酶分子内部电子传递、质子迁移和生物

质能量转换等方面均有重要作用. PCET过程具有类似

二极管的效应, 如果没有耦合质子传递, 电子无法传递,
酶的活性就会“关闭”. 氧化还原酶催化过程中的质子

耦联电子转移反应, 会改变氧化态或还原态中心离子

质子化过程的静电作用. 因此, 具有电子传递性能的结

构域可作为“分子开关”(molecular switch), 通过设计分

子开关结构域的构象变化引发响应单元的功能, 促进

或者阻碍电子传递[36]. 目前, 大部分关于酶分子开关调

控研究集中于脂肪酶的“盖子”开合和激酶别构信号传

导方面. 而关于依赖氧化还原酶分子开关鲜见报道.
Zhang等人[37]研究了依赖NADH的醛脱氢酶对氧化还

原势响应的分子开关. 该开关由一对半胱氨酸残基组

成, 其中一个位于在催化活性中心, 另一个在活性中心

外围与之形成二硫键, 可对反应体系中的氧化还原电

势位进行响应并调控电子传递. Han等人[38]开展辣根

过氧化物酶单分子酶催化的研究, 采用磷脂双层膜修

饰的纳米电极, 通过循环伏安法测定了辣根过氧化氢

酶催化双氧水还原的“开关”电化学行为, 通过碰撞模

式测定了单个辣根过氧化氢酶的催化速率(即turnover
number).

如何界定脱氢酶内氧化还原位点之间的电子传递

表 1 辅酶电再生体系
Table 1 Cofactor regeneration by electro-chemical method

底物 产物 酶 电极 外势 电子中介体 辅酶再生效率或 TTN 文献

4-氯乙酰乙酸
乙酯

R(-)-4氰基-3-羟
基丁酸乙酯

黄递酶、
S型醇脱氢酶

碳布电极 N.A. Cc-PAApolymer 15 min再生NADH
600 µmol/L [27]

二氧化碳 甲酸盐 甲酸脱氢酶
FDH-NAD+/CuNPs

修饰碳毡电极
−1.0(V vs. Ag/AgCl) CuNPs ∼82.3% [25]

二氧化碳 甲酸盐 甲酸脱氢酶 铜泡沫电极
−1.1 V(vs. Ag|AgCl|

KCl3M) N.A. 0.5 mmol/L NADH [26]

二氧化碳 甲酸盐 甲酸脱氢酶 铜箔电极 1.0 V vs. Ag/AgCl [Cp*Rh(bpy)Cl]Cl 96.5% [28]

二氧化碳 甲酸盐 甲酸脱氢酶 铜泡沫电极
−1.1 V(vs. Ag|AgCl|

KCl3M) N.A. 77.7%±2.0% [29]

二氧化碳 甲酸盐 甲酸脱氢酶 铜纳米棒玻碳电极
−1.0 V

(vs. Ag/AgCl)
[Cp*Rh(bpy)Cl]Cl
复合物(Rh(III)) 100% [30]
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路径, 定位关键氨基酸, 并设计分子开关是难点(图1).
酶家族在长期进化过程中, 酶分子中具有相互作用和

功能协同的残基形成了一种“共进化”模式, 即当一个

残基发生变异时, 与其有功能协同的其他残基也相应

发生变异, 形成共进化相互作用网络, 作为信号、能量

和电子传递的耦合通路[39,40]. 共进化相互作用网络不

仅是酶的动态结构与功能的基础, 并调控氧化还原反

应过程中的质子交换与电子传递的耦合(图2).
Raanan等人[35]分析了硝酸盐还原酶结构, 按照其

与金属离子共进化的关系划分为多个直接电子传递模

块(module), 进一步基于传递模块构建空间相邻网络

(spatial adjacency network, SPAN). Evans等人[41]从进

化的角度对酶的电化学性能进行综述, 提出氧化还原

酶倾向进化为减少过电势以节省Gibbs能量用于质子

传递(proton pumping). Wu等人[42]研究了金属酶的分子

开关, 发现铁氧还蛋白可以接受与2Fe-2S模块配位的

四半胱氨酸(tetracysteine)模体内或者附近的插入外来

模块, 调控电子传递效率. 但不含金属离子的氧化还原

酶的电子传递共进化模块研究鲜见报道.
研究非金属蛋白质内电子高效长程传递的分子机

制与调控机理具有重要意义和挑战性. 研究难点在于

如何在蛋白复杂的结构中确定分子开关关联的氨基酸

残基[43]. 关于蛋白内电子传递路径的共进化机制尚不

明确. 在自然选择多种约束下的进化, 共进化并不意味

图 2 共进化机理与共进化氨基酸相互作用网络
Figure 2 Co-evolution mechanism and co-evolved interaction networks of amino acids

图 1 分子内PCET电子传递路径与分子开关设计
Figure 1 Intramolecular PCET transfer pathway and molecular switch design
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着每个特性都达到最优化, 大多数情况下是多种功能

的权衡. 因此, 还需要结合分子模拟计算和电子传递测

定技术发展新的研究策略.

4 酶结构改造提高电子传递性能

经过亿万年自然进化的氧化还原酶, 氧化还原中

心一般位于蛋白内部, 通过特定的电子传递路径与蛋

白表面连接, 以防止无序的电子传递耗费能量[44]. 基于

酶分子内电子传递机制, 可通过定点突变、共进化导

电网络改造、导电模块组装等方法改变酶活性中心酶

表面, 乃至与电极界面的电子传递性能. 通过定向固定

化等方法可调控酶分子与电极界面的相互作用, 提高

电子传递性能.

4.1 金属离子结合模块设计

蛋白质的氧化还原电位可通过改变金属辅基以及

与其作用的氨基酸残基来实现. Lu课题组[45]以细菌蛋

白天然azurin(称为WTAz)作为研究体系. 该蛋白含有1
个Cu辅助因子, 其电位为+0.265 V. 通过改造获得3个
增加了Cu结合位点疏水性的突变和2个改变了关键的

氢键相互作用的突变, 使其电位变为+0.972 V. 用Ni替
换了Cu, 其−0.950~+0.972 V的电位范围可较大覆盖了

生理条件下的氧化还原电位范围(+1~−1 V). Hartwig课
题组[46]通过降低大肠杆菌培养基中铁盐的含量并保持

较低的温度, 以抑制血红素的合成, 得到了含铁量低于

5%的血红蛋白(apo-PIX). 将该蛋白与不同的金属离子

混合得到多种M-PIX(M为各种金属离子). 比较了不同

金属核心的酶催化卡宾的C−H键插入反应及芳香烯烃

加成反应的活性, 表明Ir(Me)-PIX蛋白的催化活性最

好. 进一步对PIX结合位点附近的重要氨基酸逐一作了

突变, 筛选后表明93号为关键氨基酸, 将其突变为甘氨

酸(93G)后, 可催化卡宾的C−H键插入反应和不活泼烯

烃加成反应. 反应对映选择性、催化剂转换数TON较

高. Lu课题组[47]通过将铁硫簇基团引入细胞色素C过
氧化物酶(cytochrome c peroxidase, CcP)蛋白骨架, 通

过改造金属和底物结合位点的二级配位区域的氨基酸

残基, 设计和合成了可还原亚硫酸盐的人工合成金属

酶. 比较了合成酶、天然亚硫酸盐还原酶和CcP与氰根

离子的结合能力, 以及三者存在时亚硫酸钠对电子传

递介质甲基紫精的氧化能力. 进一步对合成蛋白中与

铁硫簇及血红素相互作用的二级配位区域氨基酸进行

优化, 使合成酶活性较最初版本提高63倍. 该研究表明,

金属模块的改造可以调控蛋白质的氧化还原电势和电

子传递速率.

4.2 分子内导电网络设计与改造

蛋白中一些氨基酸残基可作为电子转移的中继站

来调节长程电子跳跃转移. 例如, 具有质子化碱性支链

的氨基酸、含芳香性基团的氨基酸残基等可作为空穴

转移的中继站. 中性的羟基及酰胺基团也可有效地俘

获结合游离电子. 咪唑、苯基团、α-螺旋C端、n-π相
互作用的酰胺单元, 也可作为有效的空穴载体, 在蛋白

质空穴跳跃转移中扮演中继站. 肽链、螺旋、结构水

簇等诸多结构模块均可扮演电子跳跃“中继站”来辅助

实现电子长程转移[48]. 自然界存在高导电性能的蛋白

二级结构模块. 例如, 整合蛋白(integrin)中的alphaVbe-
ta3的结构域, 连接在两个电极之间可测得非常高的电

子传导率[49]. 然而, 与漆酶等氧化酶相比, 绝大部分脱

氢酶分子内的氧化还原中心深埋在蛋白内部, 且在活

性位点之间缺乏有效的桥联单元支持电子传递. 由于

大部分氧化还原位点之间缺乏有效的耦联, 使得酶分

子内电子传递的低效性成为氧化还原反应的限制因

素[50].
酶的定点突变是常用调控电子传递的方法. Zhang

等人[51]利用酶定向进化技术改造漆酶, 提高了漆酶的

催化活性, 并利用多通道恒电位仪搭载多电极阵列, 实
现了对96孔板里漆酶变体活性的快速高效筛选. 漆酶

CueO D439T/L502K突变对氧气还原的催化电位正移

了0.12 V, 大大降低了漆酶电催化反应的过电势, 提高

了葡萄糖/氧气生物燃料电池的开路电位. 如何寻找催

化位点和结合位点之外、潜在的起耦联作用的关键氨

基酸残基, 并进行设计改造提高酶分子内电子传递效

率, 是十分重要且艰巨的任务.

4.3 导电多肽模块组装

多肽具有来源广泛、生物兼容性好、易于修饰等

特点, 且有良好的力学和电学性能, 在催化、物质分

离、生物电子器件等领域受到重视[52]. 基于电子传递

理论可设计不同导电多肽, 调控其刚柔性和亲疏水性,
形成α-螺旋、β-折叠等不同的二级结构, 构建电子远程

传递通道[53]. 通过设计多类型导电多肽, 组装构建衔接

酶分子内与表面的人工电子传递链促进界面电子传递,
可以提高氧化还原酶的催化效率和催化速率(图3).

天然P450单加氧酶及其电子传递链体系中的生物
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功能模块被相继鉴定, 为高效电子传递链的体外构建

奠定基础. P450的底物结合区具有高度可塑性, 通过酶

工程改造可以改变底物谱, 在重要精细化学品和药物

中间体制造方面具有应用潜力. 通过分子克隆及重组

表达技术, 可构建高效维持重组P450酶活性的体外人

工体系. Zernia等人[54]研究了多种导电多肽对P450电
催化的影响, 发现合适的导电多肽可使酶在电极上实

现直接电化学催化反应. Zheng课题组[55]针对细胞色素

P450酶系利用模块组装技术构建高效的电子传递链,

提高P450单加氧酶的催化效率. Ma和Ludwig[56]报道采

用多肽接头GSGYGSG, 将酶与分子量较小的细胞色素

Heme结合的多肽模块连接, 可改善电子转移效率. 导

电多肽设计也可实现酶定向固定化, 进一步缩短酶与

电极的电子传递路径, 提高催化效率. Ranieri等人[57]研

究了含Heme蛋白电极固定化机理和应用. 多肽氨基酸

序列、理化性质以及与氧化还原酶的组装方式, 包括

组装位置、结构相容性和动态协调性等与活性功能之

间的复杂关系有待进一步研究. 表2整理了部分目前报

图 3 导电多肽模块组装与酶定向固定化
Figure 3 Assembly of conductive peptides for oriented immobilization of enzyme

表 2 导电多肽的序列
Table 2 Sequence of conductive peptide

多肽 序列 文献

P450相关多肽

(RTHRK)4
KAKELAEKLAELKA-(RTHRK)4

(KAKELAEKLAELKA)2-(RTHRK)4
YPYDVPDYA

YPYDVPDYA-(RTHRK)4

[54]

ALF3W VGGLGWWW

[58]R5T3W SVNVTQVGFGWWW

R5T3Y SVNVTQVGFGYYY

ACC-HEX ELKAIAQEFKAIAKEFKAIAFEFKAIAQK [59]

与金纳米粒子结合的多肽 CAALPDGLAAC [60]

导电多肽

ASGGGGSGGGGSGGG

[61]

PSPSTDQSPS

GSGGGGSGGGGSGAS

VLHRHQPVTIGEPAAR

VLHRHQPVSPIHSRTIG
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道的导电多肽序列.

5 总结与展望

酶分子内电子传递和电极界面的电子传递效率直

接影响生物电化学合成的效率. 依赖NAD(P)H的脱氢

酶在生物电催化不对称还原具有重要作用. 目前存在

的瓶颈问题包括辅酶再生困难, 酶在电极表面稳定性

差、酶负载量低以及难以规模化放大等问题. 如何优

化酶分子内与界面电子传递, 设计、改造获得新型高

效氧化还原酶, 构建酶电催化还原反应器, 是实现高效

生物电催化制备手性化合物, 推动绿色生物制造发展

的关键. 从以下几个方面提出对生物电催化的展望:
(1) 挖掘新型抗逆酶. 挖掘来源于极端环境的具有嗜

热、嗜盐、嗜碱等特性的氧化还原酶用于生物电催化.
加强氧化还原酶对电子中介体、有机溶剂和离子液体

的耐受性, 提高氧化还原酶在生物电催化反应器中的

热稳定性和操作稳定性, 增强酶催化效率和辅酶再生

效率. (2) 改造优化酶电化学性能. 通过酶家族共进化

分析可从遗传进化的角度提供界定酶电子传递关键路

径的新方法. 基于蛋白质导电功能模块协同进化的分

析, 进而工程化设计、组装导电模块, 可为调控酶电子

传递元件提供设计模板和指导. (3) 微纳电化学与酶工

程交叉. 基于微电极构筑技术与酶催化相结合制备微

纳酶电化学器件, 实现单分子酶催化性能的高通量测

试和高效生物电催化还原, 优化生物电催化合成工艺.
例如采用基于扫描电化学显微镜(SECM)的三维(3D)打
印微电极构筑技术和高通量组合成像技术, 构筑生物

酶催化微电极阵列, 通过多通道循环伏安法和SECM反

馈模式, 高通量测定酶催化的反动力学性质, 筛选高效

酶电催化体系[62]. (4) 多酶体系的仿生电催化. 在多酶

耦联体系的定向固定化和多酶表面展示技术的基础上,
进一步建立多酶氧化还原位点间的电子传递路径. 通

过模拟自然界存在的多酶复合物中的高效电子传递通

道, 提高生物电催化还原制备手性化合物的效率[63]. (5)
开发生物相容性好的功能性导电材料. 新型导电材料

可促进酶电催化效率提升. 例如, 导电金属-有机骨架

材料(MOFs)具有多尺度的孔容、超高的比表面积和易

于进行功能修饰化等优点, 可提高氧化还原酶稳定

性、增加电极的负载量.
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Advances of bioelectrocatalysis by oxidoreductases
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Bioelectrocatalysis attracts much attention with the advantages of high selectivity, high efficiency, no byproduct and
environmental friendliness. Electrification of industrial biotechnology is challenging for the different operating conditions
and catalysts of electrochemical and biochemical reactions. In this review, we present the state-of-the-art information on
enzymatic electrosynthesis for the production of fine chemicals.
Multidisciplinary strategies of electrode surface modification and enzyme immobilization have been integrated in

electrocatalytic devices with various applications in biosensors and bioelectrocatalysis. However, the efficiency of
bioelectrosynthesis is determined by the intramolecular electron transfer rate, and interfacial electron transfer rate between
the oxidoreductases and electrode. This review aims to summarize recent progresses on the mechanism studies of intramolecular
electron transferof redox proteins, including tunneling, hopping, proton-coupled electron transfer, etc. Modular origin of
electron transfer chain was also discussed from the perspective of the evolution of spatial adjacency network.
Novel and efficient oxidoreductases with enhanced intramolecular and interfacial electron transfer rate can be obtained

by protein engineering. The strategies for facilitating intramolecular electron transfer are addressed, which includes the
regulation of co-evolved electron transfer network, the designs of molecular switch and the assembly of conductive
modules. Oxidoreductases are engineered to improve their biocatalytic performance by using the tools of molecular
evolution, modeling, structure prediction, and mutation. Co-evolved molecular switches controll proton-coupled electron
transfer and regulate electron transfer inside the multi-center redox proteins. Assembly of surface-binding conductive
peptides to oxidoreductases facilitates electricity-driven catalysis. Moreover, the modifications of oxidoreductases allow
their predictable immobilization on functionalized electrode surface with improved stability, controlled orientation, surface
coverage and enhanced electron transfer. After that, electron transfer within a series of well-defined peptides with
orientation-controlled and surface-confined enzymes was addressed.
Strategies also developed to increase the biocompatible active surface of electrodes and to promote charge transfer

reactions. Nano- and macroporous electrodes based on metal nanoparticles, nanocarbon tubes, graphene, and metallic
inverse opals have been designed and fabricated with predictable surface functionalities and electrochemical properties.
Electrode/mediator/cofactor/enzyme conjugates can enhance the in vitro bioelectricity generation of cofactor. Screening of
redox mediators for electrochemical regeneration of NADH was also summarized. Multifunctional surfaces of nano or
meso-porous electrodes, where oxidoreductases were bounded to structured electrodes with necessary components (e.g.,
mediators, cofactor, etc.) with tailored properties, were summarized. Optimizations of functional electrode materials and
surfaces can improve the efficiency of cofactor regeneration in the electrochemical reactor modules.
Key challenges and future research for better bioelectrocatalysis are discussed and expected briefly. Mining and

engineering of novel and robust enzymes from genomic and metagenomic libraries would benefit the bioelectrocatalysis.
Based on genome mining, discovery of novel oxidoreductases from extreme microorganism provide thermophilic,
alkalophilic, halophilic and organic solvent tolerant oxidoreductases. Reactors for bioelectrocatalysis are optimized to
provide a platform for the production of chiral chemicals, which brings great promises for biomanufacturing. Further study
of bio-inspired multi-enzyme immobilization which mimics quick electron transfer in multi-enzyme complex is suggested.
Avariety of approaches for bioelectrocatalysis have been successfully applied for the synthesis of chiral chemicals which

are intermediates of fine chemicals and pharmaceuticals. Bioelectrosynthesis processes could replace many chemically
catalyzed routes in the future, and aims to construct a new platform for more efficient and green biomanufacturing.

oxidoreductase, bioelectrocatalysis, cofactor regeneration, molecular switch, co-evolution, electron transfer
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