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转氨酶应用于非天然氨基酸手性合成的研究进展

刘嘉荔，张 鑫，杨静文，张洪斌*
(合肥工业大学食品与生物工程学院，合肥 230009)

摘要：氨基酸是蛋白质的重要组成部分，除常见氨基酸以外，还有成分微量但发挥巨大作用的氨基

酸，又称非天然氨基酸。其中手性非天然氨基酸通常作为抗生素、农药等的中间体被应用于现代医药

和食品领域，因此对手性氨基酸的开发和生产具有巨大的应用价值。基于对非天然氨基酸的研究，本

文总结了非天然氨基酸尤其是手性氨基酸苯甘氨酸的合成及应用，并对相关方法的优劣性进行讨论，

最后对手性氨基酸的未来发展前景进行展望。
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Abstract: Amino acids are important components of proteins, and in addition to common amino acids, there
are also amino acids, also known as unnatural amino acids, that play a great role in trace components. Among
them, chiral unnatural amino acids are usually used as intermediates of antibiotics, pesticides and other
intermediates in the field of modern medicine and food, so the development and production of chiral amino
acids have a significant value of application. The paper summarized the synthesis and application of non-
natural amino acids, especially the chiral amino acid phenylglycine, explored the advantages and disadvantages
of the method and finally looked forward to the future development prospect of chiral amino acids.
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蛋白质在生物体基因翻译表达、机制调节、免

疫应答等过程中发挥重要作用。蛋白质通常由常

见的20种氨基酸组成，但科学家们在生物体中发

现了许多含量低但能发挥特异性功能的氨基酸，

称为非天然氨基酸。常见氨基酸和种类繁多的非

天然氨基酸在不同领域中均具有重要作用。

非天然氨基酸的生产依靠化工技术得到实现，

但伴随对生物酶的挖掘和发展，转氨酶逐步进入

大众视野。其中转氨酶的不对称合成使非天然氨

基酸的生成更加简单、有效，尤其是转氨酶高效

的特异性、反应中辅酶再生等优势，有利于作为

工业生物催化剂被使用。当前对手性氨基酸的生

物酶催化研究主要集中在多酶级联反应、不对称

合成中，通过转氨酶催化氨基在供体和受体之间

的转化而达到合成手性氨基酸的目的，如天冬氨

酸转氨酶催化苯甲酰甲酸和L-谷氨酸以形成L-苯甘

氨酸[1]。针对手性氨基酸的合成还有巨大的研究空

间，尤其是针对转氨酶的蛋白质改造以及合成方

式的研究。本文总结了非天然氨基酸的合成方式

及转氨酶的分类，为后续转氨酶应用于非天然氨

基酸合成等方面的研究提供理论基础。

1 氨基酸

氨基酸的发现可以追溯到法国科学家发现并分

离出天冬酰胺[2]后，常见的20种氨基酸在科学家的

探究和发现中逐步进入大众视野。作为蛋白质结

构的重要组成部分，氨基酸在生物体内发挥着不

可替代的作用。

1.1 氨基酸的类别

随着科学技术的进一步发展，科学家发现自然

界中的氨基酸种类并不局限于常见的20种氨基

酸。反而，有许多不参与蛋白质合成的氨基酸分

子在生命活动中发挥着十分重要的作用，这些氨

基酸被定义为非蛋白质类氨基酸，又称非天然氨

基酸[3]。因此，氨基酸分为天然氨基酸和非天然氨

基酸两种类型。

1.2 非天然氨基酸

非天然氨基酸的获得方式通常与常见天然氨基

酸不同，常见天然氨基酸又称蛋白质氨基酸可以

通过生物合成直接获取。而非天然氨基酸不存在

于天然多肽链中，它们通常是植物、真菌等的次

级代谢产物，通常通过天然氨基酸或相关化合物

通过化学修饰的方式来获得[4]。根据文献报道，目

前已有超过800种非天然氨基酸被发现，它们具有

可转化的官能团，通常被用于现代新型药物或新

型材料的生产中 [ 5 -7 ]。研究发现，它们虽含量极

少，但效果不可替代，如作为药物前体、生物光

谱学[8]、药物探针修饰[9]等在生物体发挥重要调节

作用。

1.3 苯甘氨酸的介绍及应用

非天然氨基酸中手性化合物在日常生活中占据

十分重要的角色，尤其在药品的生产中，其作为

药物中间体发挥着巨大的作用。如苯甘氨酸又称

为苯基甘氨酸，是手性芳香族α-氨基酸，由于羧酸

分子中α-碳被氨基取代而得名。作为非天然氨基

酸，苯甘氨酸的应用也十分广泛。

1.3.1 新型医药、食品领域

苯甘氨酸通常可以作为广谱抗生素如氨苄西

林、青霉素等药物的中间体，还能用于合成L-氯吡

格雷的中间体。L-氯吡格雷是治疗动脉粥样化的抗

血栓药物，能预防心肌梗死[10]。不仅如此，有研

究发现，L-苯甘氨酸还可以作为抗癌药物紫杉醇的

前体，用于构建金属氨基酸复合物抗生素如铱-L苯甘

氨酸抗生素复合药物，进行分子治疗和靶向鉴定的工

作[11-14]。除此之外，在食品领域中利用苯甘氨酸的衍

生物生产出阿斯巴甜S-天冬氨酰-N-苯甘氨酸甲

酯，作为食品甜味剂使用[15]。

1.3.2 生物仿生材料

苯甘氨酸、对羟基苯甘氨酸、3,5-二羟基苯甘

氨酸作为非核糖体肽生物合成的基石，已广泛应

用于新型药物的制造中[16-18]，如利用苯甘氨酸生产

新型原始霉素衍生物[19]。在生物材料制作和仿生

传感器[20]等方面苯丙氨酸和苯甘氨酸组成的二肽

可自组装成纳米带，该纳米带受到苯丙氨酸手性

控制和苯甘氨酸空间位阻控制，可作为生物材料

或手性识别进行使用[21]。

2 非天然氨基酸的生产方法

目前非天然氨基酸的生产和使用已经十分普

遍，其生产方式主要依赖于化工合成和生物酶的

次生代谢技术。如γ-氨基丁酸是谷氨酸脱羧产物，

通过来自短乳芽孢杆菌的基因LbGAD整合至枯草
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芽孢杆菌中，完成从味精中获取γ氨基丁酸的工程

化生产[22,23]；高丙氨酸常用于抗癫痫药物和抗结核

化合物的合成，高丙氨酸的合成通常利用转氨酶

将α-酮酸胺化为L-高丙氨酸或者通过酰化酶分离外

消旋混合物完成[24]。苯甘氨酸当前在非天然氨基

酸中是研究热点，苯甘氨酸及其衍生物的应用十

分广泛，因此针对苯甘氨酸的生产也越来越受重

视。苯甘氨酸的生产可追溯到二十世纪60年代，

随着工业化的发展，从无机化合物中提取非天然

氨基酸的技术被开发和应用，因此从廉价原料中

提取L-苯甘氨酸的技术路线也建立起来。初期的生

产方式通常以化学合成法为主，包括氰化钠法、

苯乙醛、氯仿法、不对称合成法等，其生产原料

均为廉价的化学材料，为L-苯甘氨酸的工业化生产

提供了重要的渠道。随着酶的开发利用，通过生

物酶生产苯甘氨酸的实验方法也逐渐得到完善。

2.1 氰化钠合成法

初始化学合成苯甘氨酸的方法是氰化钠法，其

合成原料为苯甲醛、碳酸氢铵以及过量10%氰化钠

(或氰化钾)。合成步骤为：经Bucherer-Begrs反
应[25]获得苯海茵，加压水解后获得苯甘酸钠；在

获得的苯苷酸钠溶液中加入50%硫酸酸化中和pH
后生成苯甘氨酸。

具体的实验操作如图1所示。以苯甲醛、碳酸

氢铵以及氰化钠为原料制备苯甘氨酸[26,27]，其反应

过程是将工业氰化钠溶液与碳酸氢铵水溶液首先

混合处理，在混合液中逐步倒入苯甲醛的乙醇溶

液，在常温下反应3~5小时以保证各底物之间均匀

混合。接着，通过加入压力釜中对反应液进行升

温处理(70~90 ℃反应3小时，110 ℃反应4小时)，
获得初产物。初产物通过氢氧化钠进行加热回流

处理，由于初产物中含铁量较高导致反应液的颜

色较深，需利用活性炭脱色处理，再通过盐酸酸

化和乙醇重结晶等手段最终获得纯化产品。通过

以上化学方法获得的苯甘氨酸产率达到72.8%，纯

度达到98%。

2.2 乙醛酸法

以氰化钠为底物进行化学合成可获得苯甘氨

酸。虽然产量和纯度较为可观，但是工艺过程繁

琐，反应温度要求较高，氰化钠作为剧毒试剂在

操作过程中存在巨大危险。因此，科学家们尝试

以乙醛酸作为底物，在酸性条件下，使用乙醛酸

与铵盐发生缩合反应，产物再与烷基苯进一步反

应生成N-酰基苯甘氨酸，再经氨化反应生成N-乙
酰基苯甘氨酸铵盐。铵盐分别与D-苯甘氨酸铵盐

以及DL-苯甘氨酸铵盐拆分诱导结晶，最终生成苯

甘氨酸铵盐；苯甘氨酸铵盐通过盐酸酸化并加热

回流，最终调节pH值到5，通过分离纯化可获得苯

甘氨酸，如图2所示。以乙醛酸为底物大大降低了

工业原料成本，但仍有许多不足，如实验周期

长、对起始原料浓度的要求高等[28]。

2.3 氯仿合成法

科学家们在实验的改善和尝试中发现，氯仿可

替代氰化钠作为合成苯甘氨酸的底物[29]。如图3所
示，以氯仿和苯甲醛为底物，在溴化四正丁基的

催化下首先生成苯乙醛酸，通过浓盐酸酸化以及

乙醚有机萃取后获得淡黄色粗制品；使用氢氧化

钠制备碱性溶液环境，加入粗制品溶解后添加尿

素，在80 ℃高温环境中发生化学反应环合形成苯

乙内酰脲，在氢氧化钡存在的反应环境中发生水

解反应，最终通过浓盐酸酸化以及乙酸水溶液重

结晶后制得苯甘氨酸，最终收率达到81%。虽然氯

图1 氰化钠法合成L苯甘氨酸
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仿可以替代氰化钠用于合成苯甘氨酸，但该过程

需要添加溴化四正丁基作为相转移催化剂以及不

同程度的纯化、萃取、酸化和重结晶，实验过程

十分繁琐且成本较高。

2.4 生物酶法合成苯甘氨酸

生产苯甘氨酸的底物不仅有苯乙醛酸，苯乙酮

酸也可以在亮氨酸脱氢酶以及甲酸脱氢酶的级联

作用下进行转化，积极地促进L-苯甘氨酸的产生。

如图4所示，甲酸脱氢酶可将甲酸氧化成二氧化碳

和水，同时将烟酰胺腺嘌呤二核苷酸NAD+还原成

NADH，在NADH再生中具有重要的作用。在亮氨

酸脱氢酶和甲酸脱氢酶的级联作用下，苯乙酮酸

直接合成L-苯甘氨酸，伴随NADH被甲酸脱氢酶

还原，在反应中保证苯乙酮酸被大量消耗，最

终转化率高达90.46%，并有82.07 g/L的L-苯甘

氨酸产量[30]。

3 转氨酶研究与应用

近年来，手性药物发展迅速，对手性氨基酸的

需求也急剧增加。随着转氨酶被发掘，实现了生

物酶法合成手性氨基酸的构想。转氨酶具有高酶

活性、高选择性等特征，为手性氨基酸的合成提

供了极大的便利和可改造空间。

3.1 转氨酶的发现与挖掘

生物酶法的顺利合成说明，酶催化生成苯甘氨

酸技术具有可行性。脱氢酶的级联使用可以将苯

甲酰甲酸转化为L-苯甘氨酸，转氨酶也有类似的功

能。转氨酶、胺脱氢酶、亚胺还原酶、氨裂解

酶、单胺氧化酶等生物酶常用于手性胺的合成。

用于手性氨基酸合成的转氨酶(transaminase，
EC2.6.1)又称为氨基转移酶，它介导氨基从氨基供

体向受体如酮酸、酮等立体选择性转移以形成手

性胺或新的酮酸[31]。不同类型的转氨酶逐渐被挖

掘、发现和定义，因此依据类别的不同，研究学

者将转氨酶分为四种类型，其中磷酸吡哆醛

(pyridoxal phosphate，PLP)依赖性的转氨酶有

第Ⅰ和Ⅳ类转氨酶[32]，如表1所示。经过近三十年

的研究，转氨酶已被证实可作为合成无机化合物

十分有效的生物催化剂。

3.2 转氨酶的作用机制

转氨酶的催化机制遵循“乒乓机制”。首先，

活性中心催化Lys残基的氨基与PLP的醛基通过形

成内部醛亚胺(Ⅰ)的形式相连，然后由氨基供体的

氨基取代Lys的氨基与PLP形成一个外部醛亚胺

图2 乙醛酸法合成L-苯甘氨酸

图3 氯仿合成苯甘氨酸
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(Ⅱ)。在催化残基Lys作用下发生质子转移，先后

形成醌型结构中间体(Ⅲ)和酮亚胺中间体(Ⅳ)。最

后，由酮亚胺中间体水解生成产物酮和5′-磷酸吡

哆胺(PMP)。第二步反应将PMP的氨基转移至氨受

体上生成手性胺，同时完成辅酶循环再生。这一

步反应中当催化残基Lys位于醌型结构中间体的si
面(相对于PLP的C4′)时(S型转氨酶)主要生成S型手

性胺，而位于re面时(R型转氨酶)主要生成R型手性

胺[38]。如来源于节杆菌属的ω-转氨酶[39]在PLP的辅

助下，将西洛多辛中间体酮通过转氨催化生成西

洛多辛中间体。简而言之，有PLP的“乒乓机制”

动力学反应通常分为以下两步：(1)氨基与PLP反应

形成磷酸吡哆胺PMP，该过程释放相应的酮酸产

物；(2)氨基受体与PMP结合，释放相应转氨产

物，通常是不同类型的氨基酸等，此时PMP经转

化再次生成PLP。在整个转氨的过程中，PLP起到

提供电子传递、促进新键形成的作用。随着研究

的深入，科学家们发现，D苯甘氨酸转氨酶具有独

特的底物特异性以及对映体的选择性，逐渐取代

了化工手法生产手性苯甘氨酸的工艺路线。

3.3 常见的氨基转移酶

氨基酸转氨酶的众多种类中，L-天门冬氨酸氨

基转移酶(L-AspAT)作为PLP依赖性生物酶的最大

家族，是第一个被研究的。除此以外，苯甘氨酸

转氨酶作为PLP折叠第Ⅳ类转氨酶，在转氨反应中

也引起越来越多的关注。PLP作为辅酶的转氨酶通

常以二聚体或四聚体的形式存在，并在反应中行

使“乒乓机制”催化并促进氨基的转移。

3.3.1 L-天门冬氨酸氨基转移酶

天 冬 氨 酸 转 氨 酶 主 要 来 源 于 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli)、志贺氏菌(Shigella boydii)、谷氨

酸棒状杆菌(Corynebacterium glutamicum)等，对其

的研究可以追溯到1963年。当时，人们发现天门

冬氨酸氨基转移酶可以将L-天门冬氨酸转化为L-丙
氨酸和CO2，但由于酶活性较低，对其转氨效果研

究还不够深入。天冬氨酸转氨酶作为PLP依赖性的

氨基转移酶，属于PLP折叠类Ⅰ类转氨酶。该酶在

蛋白质表达结构上也是以同源二聚体的形式存

在，如图5所示。每个亚基分为大小两个结构域，

大结构域为第49-325位氨基酸，由α-螺旋和β-折叠

图4 亮氨酸脱氢酶和甲酸脱氢酶级联反应生成苯甘氨酸

表 1 PLP依赖性转氨酶分类

类型 转氨酶特征

折叠Ⅰ类

最大的PLP依赖性转氨酶家族，如氨基酸脱羧酶、变位酶、裂解酶等。酶蛋白三维结构通常由七链β折叠形成的N末端以及三-四
链形成β折叠或α螺旋形成的C末端组成，在蛋白质形态上通常以同源二聚体或四聚体形式出现以发挥活性。活性位点上的小结
构域具有来自N端和C端的残基[33]

折叠Ⅳ类

具有一个C端六链β桶核心结构域、一个N端小结构域和Lys形成的LLP。与折叠Ⅰ类类似，Ⅳ类转氨酶在转氨过程中将原始手性
保持在Cα位置[34]。该类型转氨酶主要有三种类型：支链氨基酸转移酶(BCATs，EC 2.6.1.42)：催化支链氨基酸如亮氨酸、异亮
氨酸、缬氨酸上的氨基转移至α酮戊二酸或丙酮酸[35]；D氨基酸转移酶(DAATs，EC 2.6.1.21)：可逆选择性促进D型氨基酸的生
成或转化[36]；丙酮酸氨基转移酶(R-TAs，EC 2.6.1.X)：催化芳香族和脂肪族(R)-伯胺的转氨反应[37]
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组成，β-折叠位于中间位置，两侧分布着α-螺旋。

小结构则由N末端到第48位氨基酸以及第326位氨

基酸到C末端两部分组成。N端为α-β组成形式，而

C端则是β-折叠被α-螺旋包裹形成的类似α-β-α的三

明治形式[1]。

3.3.2 苯甘氨酸转氨酶

苯甘氨酸转氨酶(AAQ82900.1)也是一类PLP依
赖性的氨基转移酶，属于PLP折叠类第Ⅳ类转氨

酶[40]。1997年，由Walton等[41]在土壤恶臭假单胞菌

中发现并分离出来。进一步研究发现，D-苯甘氨

酸转氨酶同样受到PLP的影响，在PLP的辅助下可

将特定的D-苯基甘氨酸或对羟基苯基甘氨酸催化

并与相应酮酸发生转氨反应。伴随晶体解析D-苯
甘氨酸转氨酶的结构也被解析出来。如图5所示，

从结构上来看，D-苯甘氨酸转氨酶由同源二聚体

组成，属于Ⅳ类转氨酶，单体由大小两个结构组

成：大结构由9个α螺旋和7个β折叠组成，小结构

称为N端和C端。N端部分(1-73氨基酸)为α1/α2包裹

β1-3的折叠片。C端部分则是α12-15包裹β11-13的
三明治α-β-α形式。

苯甘氨酸转氨酶通常有两个结合口袋，分别对

应不同的结合底物。羧酸结合口袋因靠近PLP中的

磷酸基团而被称为P口袋，通常它结合氨基酸底物

中的羧酸基团；另一个侧链结合口袋由于靠近PLP
中的3′-O又被称为O口袋，通常它的作用是结合L-
谷氨酸中的γ-羧酸侧链或氨基底物中的中性或带电

侧链。D-苯基甘氨酸的苯基侧链结合在与谷氨酸

的α-羧酸基团结合的羧酸袋中，而D-苯基甘氨酸的

α-羧酸结合在与L-谷氨酸的γ-羧酸基团结合的侧链

袋中。因此，苯甘氨酸转氨酶结合D-苯甘氨酸

和L-谷氨酸可能需要羧酸盐和侧链结合袋进行结

构重排，而大多数其他转氨酶只需要侧链结合袋

重排[42]。

3.4 生物酶法合成苯甘氨酸

随着对自然界中代谢活动的进一步挖掘，酶蛋

白逐步进入科学研究的视野，模拟生物代谢进化

的过程来获得非天然氨基酸的方法也逐步建立。

尤其是近年来，伴随着生物酶技术的发展，利用

生物酶法合成苯甘氨酸已成为研究热点。针对苯

甘氨酸的生物酶法催化路线通常是以“一锅式”

级联反应完成手性氨基酸合成[43-46]。L-苯甘氨酸作

为非天然类氨基酸，最初是在二十世纪六十年代

通过来源于链霉菌中的肽类抗生素维吉尼霉素S，
经过水解并通过质谱和晶体解析发现的[47]。直到

二十世纪初，链霉菌中关于L-苯甘氨酸生物合成的

基因才被鉴定出来[17,48]——来源于原始链霉菌中的

pglA、pglB、pglC、pglD和pglE合成基因簇参与了

L-苯甘氨酸的合成。它们通过反应将起始底物苯丙

酮酸变为苯甲酰甲酸辅酶A，最终在pglE的作用下

生成L-苯甘氨酸，如图6所示。该合成路线在反应

96小时后能在反应液中检测到L-Phg的生成浓度达

到1.6 μg/L。这一技术路线的顺利进行也为后续通

过酶的级联反应生成L-苯甘氨酸奠定了理论基础。

以来源于链霉素的合成基因簇可以顺利将苯丙

酮酸转化为L-苯甘氨酸为灵感，不同的底物被应用

于检测苯甘氨酸生成的实验中。随着科学技术的

发展，越来越多不同类型的酶被挖掘并应用于手

性氨基酸的合成。如图7所示，扁桃酸消旋酶和扁

桃酸脱氢酶可以通过实验设计在级联反应中生成

左旋苯甘氨酸，实验路线为来源于放射性农杆菌

图5 天冬氨酸转氨酶和苯甘氨酸转氨酶的蛋白三维结构
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的扁桃酸消旋酶(ArMR)对外消旋扁桃酸进行转化

生成D-扁桃酸，在哈比南乳杆菌扁桃酸脱氢酶的

作用下获得苯乙醛酸。苯乙醛酸作为底物生成不

同手性的苯甘氨酸通常有两种思路：(1)在亮氨酸

脱氢酶以及辅酶NADH的环境下生成L-苯甘氨酸，

或者在对羟基苯甘氨酸转移酶的作用下生成L-苯甘

氨酸；(2)苯乙醛酸在D-苯甘氨酸转移酶的作用下

生成D-苯甘氨酸[49,50]。

天冬氨酸转氨酶可利用苯甲酰甲酸和L-天冬氨

酸发生转氨反应，生成产物与来源于链霉菌的苯

甘氨酸转氨酶相似，产物均为L-型苯甘氨酸[51]。来

源于Pseudomonas stutzeri的苯甘氨酸转氨酶利用苯

甲酰甲酸和L-谷氨酸作为底物进行转氨反应，生成

D-苯甘氨酸和酮戊二酸，同时还能发生逆转氨反

应，将D-苯甘氨酸与α酮戊二酸作为底物逆转氨生

成苯甲酰甲酸和L-谷氨酸。而来源于Streptomyces
pristinaespiralis的苯甘氨酸转氨酶PglE可以利用苯

乙醛酸和L-苯丙氨酸催化生成L-苯甘氨酸，此时L-
苯丙氨酸作为氨基供体，产物为L -型苯甘氨

酸 [40 -42 ]。还可以利用亮氨酸拉链自组装技术，将

亮氨酸拉链基因融合至转氨酶基因的两端，通过

体外自组装连接将两个转氨酶连接在一起(图8)，

图6 链霉素基因簇合成L-苯甘氨酸

图7 扁桃酸级联反应生成L-苯甘氨酸
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形成一个体外自组装融合酶，通过以D-苯甘氨酸

和α酮戊二酸为底物完成L-苯甘氨酸的产生，实现

D-苯甘氨酸向L-苯甘氨酸的手性转化[52]。

从上述合成方法来看，L-苯甘氨酸的生产从化

学合成逐步演化到生物酶法合成，这些发展符合

绿色生物合成的理念。生物酶法中利用酶的级联

反应将廉价底物通过酶的催化反应获得L-苯甘氨

酸，这些也为之后针对非天然氨基酸生产的探究

提供了理论基础。生物酶法的顺利完成也为后期

对生物酶的探究和活性提高提供了思路。尤其是

转氨酶的使用，为L-苯甘氨酸s的生产提供了极大

的便利[53,54]：转氨酶不依赖NADH，解决了不对称

合成中辅酶供应不足的问题。

4 展望

非天然氨基酸已是当前生物酶催化的研究热

点，但研究中还有许多问题需要解决，尤其是合

成路线的确定以及规模大小问题，级联催化生产L-
苯甘氨酸不仅在规模上可能受到限制，对产品的

纯化也亟需解决。生物酶法合成L-苯甘氨酸由于反

应条件简单、能耗低、环境友好等优点逐渐成为

主要研究趋势。因此，未来对合成路线不断进行

优化和改善将更有利于非天然氨基酸生产，应该

将非天然氨基酸更多地应用于新型药物开发、生

物医药、食品检测等领域，为人类工业化的发展

提供更加宝贵的应用价值。
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