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L-苯甘氨酸是一种手性非天然芳香族α-氨基酸，作为一

种重要的原料化合物和药物中间体，可用于合成青霉素[1]、

维及霉素 [2]、普那霉素I [3-4]等β-内酰胺类抗生素，也可用于

抗肿瘤药物紫衫醇的合成 [5].  L-苯甘氨酸的制备方法可分为

化学和生物合成法两类. 化学合成法反应条件剧烈，工艺复

杂，副产物较多，得到的产品大多光学纯度不够，需要进一

步光学拆分，且合成过程中需要用到大量的有机溶剂和有毒

物质，工业污染严重 [6-7]. 生物合成法中微生物发酵法体系成

分复杂，不利于产品的分离，产量较低，难以实现工业化 [8]，

酶催化法具有立体选择性更强、副产物少、体系更简单、产

品易于分离等特点，在制备光学纯度的L-苯甘氨酸中具有广

阔的应用前景.  

目前国内外生物催化法合成 L-苯甘氨酸主要是通过氨

基酸脱氢酶的还原氨基化反应，例如，Kroutil等构建了一个

由扁桃酸消旋酶、扁桃酸脱氢酶和氨基酸脱氢酶组成的多

酶级联反应，可以将外消旋扁桃酸转化成 光学纯的L-苯甘

氨酸 [9].  徐建和等利用扁桃酸消旋酶，新型的扁桃酸脱氢酶
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摘  要  L-苯甘氨酸是合成多种抗生素和抗癌药物的重要中间体，目前主要通过化学法合成. 利用蜡样芽孢杆菌来源

的亮氨酸脱氢酶（LeuDH）催化苯乙酮酸的还原氨基化合成L-苯甘氨酸，并偶联甲酸脱氢酶（FDH）进行辅酶再生，

建立了一种新型的苯甘氨酸生物合成方法. 结果表明，该辅酶再生体系可有效地用于L-苯甘氨酸的合成，且没有副产

物残留，辅底物甲酸铵还可提供还原氨基化所需NH4
+，随后对酶转化条件进行优化，最适转化条件为苯乙酮酸60 g/

L，甲酸铵50.4 g/L，LeuDH 4 U/mL，FDH 2 U/mL，NAD+浓度0.14 g/L，pH 8.0以及30 ℃. 在最优条件下，1 L的转化体系

中，转化反应5 h，苯乙酮酸转化率达到99%，L-苯甘氨酸产量60.2 g/L，ee值＞99%. 本研究为L-苯甘氨酸的工业生产提

供了一种更加简单、高效、经济的生物合成途径. （图8 表4 参27）
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Efficient enzymatic synthesis of L-phenylglycine from benzoylformic acid*
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Abstract   L-phenylglycine, an important intermediate in the synthesis of various antibiotics and anticancer drugs, is currently 
mainly synthesized through chemical methods. In this study, a new biological synthesis method for L-phenylglycine was 
developed. Leucine dehydrogenase (LeuDH) from Bacillus cereus was used to catalyze the reductive amination of benzoylformic 
acid for L-phenylglycine synthesis, and formate dehydrogenase (FDH) was used for cofactor regeneration. The results showed 
that the cofactor regeneration system was effective for the synthesis of L-phenylglycine without any by-products, and the 
reaction cosubstrate ammonium formate further provided the ammonium ions (NH4

+) required for reductive amination. The 
enzymatic transformation conditions were then optimized to improve conversion efficiency. The obtained optimal conversion 
conditions were: benzoylformic acid 60 g/L, ammonium formate 50.4 g/L, LeuDH 4 U/mL, FDH 2 U/mL, NAD+ concentration 
0.14 g/L, pH 8.0, and a temperature of 30 ℃. Finally, under these optimal conditions, a 99% conversion rate was achieved in 5 
h with the yield of 60.2 g/L, and an ee value > 99% at 1 L scale. This study, therefore, provides a simplified, more efficient and 
economical biosynthetic method for L-phenylglycine production.
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和新型的亮氨酸脱氢酶构建了同样的级联反应，经过12 h的

转化反应，30.4 g/L外消旋扁桃酸转化率达到96.4%，ee值＞

99%，但是进一步提高底物浓度转化率就会明显下降，很难

实现大规模工业化生产 [10]. 另外，倪晔等在大肠杆菌中构建

了新型的氨基酸脱氢酶和葡萄糖脱氢酶的共表达的体系，利

用全细胞作为催化剂，60 g/L的苯乙酮酸转化率达到99%，ee
值＞99% [11]，该体系L-苯甘氨酸的产量进一步提高，但需要葡

萄糖和氯化铵两种辅底物，反应体系复杂，副产物葡萄糖酸

会造成转化体系不稳定，且难以与产物分离，增加生产成本. 

亮氨酸脱氢酶（LeuDH，EC 1.4.1.9）是一种NADH依赖

型的氧化还原酶，可以催化多种酮酸的还原氨基化生成相

应的L-氨基酸 [12]，例如L-叔亮氨酸 [13]、L-氨基丁酸 [14]及 L-正
缬氨酸 [15]等. 本实验室前期对来源于蜡样芽孢杆菌的LeuDH
的酶学特性研究发现，该酶对于苯乙酮酸的Km和kcat值分别

为9.38 mmol/L和0.18/S [16]，说明LeuDH对苯乙酮酸有良好的

亲和性和催化特性，因此本研究首次将该LeuDH用于催化苯

乙酮酸合成L-苯甘氨酸. 由于还原型辅酶NADH价格昂贵，

难以应用于工业添加，一般可通过酶 偶联法实现辅酶的再

生. 葡萄糖脱氢酶（GDH，EC 1.1.1.118）和甲酸脱氢酶（FDH，

EC 1.2.1.2）是构建辅酶再生体系最常用的酶，其中由LeuDH
和FDH构成的辅酶循环体系已经 应用于L-叔亮氨酸的工业

生产 [17-18].  本研究通过对辅酶再生酶的筛选，将由LeuDH和

FDH构成的辅酶循环体系应用于L-苯甘氨酸的酶法合成中，

如图1所示，即LeuDH催化苯乙酮酸的还原氨基化，FDH氧化

甲酸铵为CO2和水，同时还原NAD+实现NADH再生，甲酸铵

还可以提供还原氨基化反应所需NH4
+ ，旨在为L-苯甘氨酸

工业生产建立一种更加简单、高效、经济、清洁的生物合成

方法. 

图1  酶法催化合成L-苯甘氨酸. 
Fig. 1  Biosynthesis of L-phenylglycine by enzymes.

1  材料与方法

1.1  菌株与质粒 
本研究所用的菌株和质粒如表1所示. 

1.2  主要试剂与仪器
DL-苯甘氨酸标准品（纯度＞98.5%，D型和L型的比例为

1:1），苯乙酮酸标准品（纯度＞98.5%）均购自Sigma公司. 分

子生物学工具酶、DNA markers均购自TaKaRa公司. 基因组

提取试剂盒、DNA回收试剂及质粒提取试剂盒均购自上海

捷 瑞生物工程有限公司. 引物合成与核酸序列测定由上海

金唯智生物工程公司完成；其他试剂均购自国药集团. PCR 

仪购自 Bio-Rad 公司；UVP凝胶成像仪购自英国UVP有限

公司；高速冷冻离心机购自HITACHI公司；超声破碎仪购自 
SONICS公司；高效液相色谱仪购自Agilent 公司. 色谱柱：
C18、C8及有机酸柱均购自DIMARK公司. 

表1  本研究所用的菌株和质粒
Table 1  Strains and plasmids used in this work

菌株或质粒
Strain or plasmid

特征
Characteristics

来源
Ref or note

菌株 Strain

Escherichia coli BL21 F- dcm ompT hsdS (rB- mB-) gal 
λ(DE3)

实验室储存 
Lab stock

E. coli JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17(rK-mK-)supE44

实验室储存 
Lab stock

质粒 Plasmid

pET28a KmR, 实验室储存 
Lab stock

pET28a-ldh KmR, expression LeuDH in E. coli 本研究构建 
This work

pET28a-gdh KmR, expression GDH in E. coli 本研究构建 
This work

pET28a-fdh KmR, expression FDH in E. coli 本研究构建 
This work

KmR：卡那霉素抗性.    KmR: Kanamycin-resistant.

1.3  重组质粒的构建
根据NCBI中公布的蜡样芽 孢杆菌Bacillus cereus来源

的LeuDH基因ldh（GenBank登录号：1206507）、枯草芽 孢

杆菌Bacillus subtilis来源的GDH基因gdh（GenBank登录号：
938261）以及博伊丁假丝酵母Candida boidinii 的FDH基因fdh
（GenBank登录号：7657866）序列设计引物（表2），分别以
B. cereus、B. subtilis和C. boidinii 基因组为模板，进行PCR扩

增，PCR产物ldh、gdh和fdh经过试剂盒纯化后，分别连接至

克隆载体pMD18-T，转化Escherichia coli JM109，通过氨苄青

霉素（AMP）平板筛选阳性转化子，提质粒酶切验 证，并进

行测序鉴定. 重组质粒pMD18-T-ldh、pMD18-T-gdh、pMD18-
T-fdh和表达载体pET28a分别进行双酶切，纯化回收后16 ℃
过夜连接，热击转化表达载体E. coli BL21，卡那霉素（Kan）

平板筛选阳性转化子，提质粒酶切验 证，测序鉴定，证明重

组质粒构建成功. 

表2  本研究所用PCR扩增引物
Table 2  Primers for PCR amplication used in this study

引物名
 Primer name

引物序列
Primer sequence (5′-3′)

酶切位点 
Restriction site

L1 CGGGATCCATGACATTAGAAATCTTCG BamHⅠ
L2 ACGCGTCGACTTAGCGACGGCTAATAATATC SalI
G1 CGGGATCCATGTATCCGGATTTAAAAGG BamHⅠ
G2 CCCAAGCTTTTAACCGCGGCCTGCCTGG HindⅢ
F1 CGGGATCCATGAAGATCGTTTTAGTC BamHⅠ
F2 ACGCGTCGACTTATTTCTTATCGTGTTTAC SalI

酶切位点用下划线标注. 
The restriction enzyme sites are underlined.

1.4  重组菌的培养及诱导
LB种子培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，NaCl 10 

g/L，pH 7.0. 
TB发酵培养基：蛋白胨 12 g/L，酵母粉 24 g/L，甘油5 g/
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L，KH2PO4 2.31 g/L，K2HPO4 12.54 g/L. 

重组菌E. coli BL21/pET28a-ldh、E. coli BL21/pET28a-gdh
和E. coli BL21/pET28a-fdh按照1%的接种量转接入10 mL种子

培养基，含Kan 50󠇠 μg/mL，37 ℃、180 r/min下培养10 h. 种子液

再按照1%的接种量接入发酵培养基，37 ℃下培养，至菌体

OD600值为0.3-0.5，加入异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）至

终浓度为0.5 mmol/L，24 ℃、160 r/min诱导12 h. 

1.5  酶活性测定
4 ℃下离心发酵菌液（8 000 r/min，5 min），并用0.1 mol/

L的磷酸缓冲液（pH 7.0）洗涤细胞两次后，按照10倍浓缩的

比例用缓冲液 重新 悬浮菌体，低温下对菌体进行超声破碎

（破1 s停3 s，15 min），12 000 r/min离心20 min，得到破碎粗

酶液上清，用于SDS-PAGE分析及酶活测定. LeuDH、FDH和

GDH酶活性测定分别参考Ansorge [19]、Zheng [20]和Fujita [21]等

的报道. 

1.6  L-苯甘氨酸的合成及条件优化
将底物苯乙酮酸溶于0.1 mol/L pH 7.5的磷酸缓冲液，滴

加50%的NH3·H2O使其 溶解，同时加入辅底物甲酸铵及5%
（V/V）的甘油，最后加入LeuDH和GDH/FDH的粗酶液，转化

体系为20 mL，置于磁力搅拌器上，控制转速为160 r/min，进

行转化反应，反应过程中通过滴加50%的NH3·H2O或20%的

甲酸来调节反应体系的pH. 

转化条件的优化：在不同的 pH（6.0-9.0）、温度（25-50 
℃）、底物浓度（15-75 g/L）、NAD+ 浓度（0-0.35 g/L）、辅底

物与底物比例（0.5:1-4:1）、LeuDH与FDH比例（0.5:1-5:1）以

及酶的添加量的条件下进行L-苯甘氨酸的转化实验，通过

HPLC检测不同转化条件下在转化开始30 min时的L-苯甘氨

酸的产量，计算该条件下的初始反应速率（反应初始30 min 
L-苯甘氨酸产量与时间的线性关系如图2所示）. HPLC法检

测产物L-苯甘氨酸的产量及ee值的具体方法参考Cheng等人

的检测方法 [11]. 

图2  L-苯甘氨酸合成初始反应速率曲线. 
Fig. 2  Determination of initial rate in the synthesis of L-phenylglycine.

2  结果与讨论

2.1  LeuDH、GDH及FDH基因的表达及酶活
以B. cereus、B. subtilis和C. boidinii基因组为模板，进行

PCR扩增，PCR产物分别为1 101 bp、786 bp和1 095 bp（图3），

经测序鉴定与NCBI数据库中该来源的LeuDH、GDH及FDH
基因序列一致，通过限制性酶切分别将目的基因插入 表达

载体pET28a，并转化至表达宿主E. coli BL21，将经过诱导表

达的重组菌E. coli/pET28a-ldh、E. coli/pET28a-gdh、E. coli/
pET28a-fdh及原始菌株分别超声破碎并离心后，取上清进行

SDS-PAGE分析及酶活测定. 如图4所示，LeuDH、GDH及FDH
的蛋白条带相对分子质量（Mr）分别为40.4 × 103、28.9 × 103

和40.2 × 103，与基因序列一致. 分别测各重组菌粗酶液的酶

活，以原始菌表达空载pET28a作为对照，结果如表3所示，重

组菌LeuDH酶活为27.6 U/mL，是对照组的400多倍；重组菌

FDH和GDH酶活分别为0.55 U/mL和22.4 U/mL，对照组未检

测到FDH和GDH酶活，说明LeuDH、GDH及FDH可在大肠杆

菌中可溶表达. 

图3  LeuDH、GDH及FDH的基因PCR. 
Fig. 3  PCR of the genes of LeuDH, GDH and FDH. M: DNA marker; 1: 
ldh; 2: gdh; 3: fdh.          

  

图4  LeuDH、GDH及FDH的SDS-PAGE分析. 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of LeuDH, GDH and and FDH. M: Protein 
marker; 1: E. coli/pET28a; 2: E. coli /pET28a-ldh; 3: E. coli /pET28a-fdh; 4: E. 
coli /pET28a-gdh.

2.2  辅酶再生体系的构建及筛选
为了建 立一种更加经济、高效的合成 L-苯甘氨 酸的 方

法，我们首先对来源于蜡样芽孢杆菌的LeuDH对于苯乙酮酸

的转化能力进行验 证，同时对常用的提供辅酶再生的两种

酶GDH和FDH进行筛选. 在苯乙酮酸7.5 g/L、甲酸铵3.15 g/
L及NAD+ 0.07 g/L的20 mL的转化体系中分别加入LeuDH和

GDH，以及LeuDH和FDH的粗酶液，并以LeuDH和原始菌株

粗酶液组作为对照，各粗酶液在转化体系中的终浓度均为1 
U/mL，转化反应于pH 7.5，160 r/min、30 ℃条件下进行. 结果

如图5所示，在对照组LeuDH单酶转化体系中，L-苯甘氨酸的

产量仅为0.38 g/L，而LeuDH分别与GDH和FDH偶联的辅酶

再生体系中，7.5 g/L的苯乙酮酸在2 h内转化率均＞99%，且
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两者转化速率相当，产物的ee值均＞99%，说明蜡样芽孢杆

菌来源的LeuDH可以有效地应用于光学纯度的L-苯甘氨酸

的合成，同时也证明，当GDH和FDH在体系中酶活相同时，它

们提供NADH的再生效率也相当. 虽然GDH的比酶活较高，

但是当利用GDH进行辅酶再生时，除了需要添加葡萄糖作为

辅底物之外，还需要额外添加铵盐为还原氨基化反应提供
NH4

+，同时副产物葡萄糖酸难以从转化体系中除去，而当用
FDH进行辅酶再生，只需添加甲酸铵为辅底物，副产物CO2

很容易除去，且FDH催化的甲酸氧化反应不可逆，综合考虑

反应的有效性及经济性，选择由LeuDH和FDH构成的辅酶再

生体系用于L-苯甘氨酸的催化合成. 

表3  LeuDH、FDH及GDH在大肠杆菌中的酶活
Table 3  The activities of LeuDH, FDH and GDH in E. coli

菌株
Strain

酶
Enzyme

酶活
Enzyme activity (Λ/U mL-1)

E. coli BL21/pET28a LeuDH 0.06 ± 0.01
E. coli BL21/pET28a-ldh LeuDH 27.6 ± 0.24
E. coli BL21/pET28a FDH —
E. coli BL21/pET28a-fdh FDH 0.55 ± 0.04
E. coli BL21/pET28a GDH —
E. coli BL21/pET28a-gdh GDH 22.4 ± 0.35

图5  不同辅酶再生体系合成L-苯甘氨酸. 
Fig. 5  Synthesis of L-phenylglycine by different cofactor regeneration 
systems.
a: E. coli/pET28a-ldh and E. coli/pET28a; b: E. coli/pET28a-ldh and E. coli/
pET28a-fdh; c: E. coli/pET28a-ldh and E. coli/pET28a-gdh.

2.3  酶法合成L-苯甘氨酸的条件优化
为了进一步提高由LeuDH和FDH构成的双酶催化体系合

成L-苯苷氨酸的效率和产量，本研究对转化条件进行系统优

化. 如1.6所述，所有反应均在160 r/min、20 mL体系中进行. 

2.3.1  温度及pH对转化的影响    在多酶催化的反应中，每个

酶都有各自不同的最适反应温度及pH，例如LeuDH和FDH的

最适反应温度分别为55 ℃和37 ℃，而LeuDH的最适反应pH
为8.5，FDH的最适反应pH为7.5-8.5 [22-23]，因此，在两酶偶联

的反应中，为了能够达到最佳的转化效果，需要对转化的最

佳温度和pH进行优化. 温度和pH不仅影响酶的反应速率，同

时也是影响酶的稳定性的关键因素，因此考察温度和pH对

转化的影响时，不仅检测初始反应速率的变化，同时检测5 h
的转化率的变化. 底物浓度为15 g/L、甲酸铵6.3 g/L、NAD+ 
0.07 g/L及pH 7.5的条件下，考察了温度对转化反应的影响，

结果如图6a所示，在温度为25-50 ℃时，随着温度的升高，初

始转化速率及转化率 均出现先升后降的趋势，初始反应速

率在40 ℃时达到最大值105.4 mg L-1 min-1，而40 ℃时的转化

率仅为38.5%，而30 ℃时转化率为99.3%，说明虽然酶在40 ℃
时的反应速率最大，但是酶在30 ℃以后稳定性就会变差，不

利于反应的持续进行，因此合成L-苯甘氨酸的最适温度为30 
℃. 同时考察了pH对转化的影响，结果如图6b所示，在pH为

6.0-9.0时，当pH ≤ 8，初始转化速率和转化率随着pH的增加

而升高，但是当pH继续升高，初始转化速率和转化率则会急

剧下降，说明过低或过高的pH均不利于反应的进行，因此合

成L-苯甘氨酸的最适pH为8.0. 

2.3.2  两酶比例及辅底物与底物比例对转化的影响    根据文

献报道，在多酶 催化的反应中， 只有在各个酶的反应相互

协调时才能达到最佳的反应效 果 [24-25]，因此本研究对该两

酶 偶联反应中两 酶的比例进行了优化. 在反应体系中保 持

FDH的酶活为1 U/mL，LeuDH逐渐增加，使得LeuDH:FDH从

0.5:1增加到5:1，结果如图7a所示，随着LeuDH的逐步增加，

初始反应速率逐渐增加，当LeuDH与FDH达到2:1时，初始反

应速率达到最大值120.5 mg L-1 min-1，比两酶比例1:1时提高了

41%，但是继续增加LeuDH的量，转化速率则逐步下降，说明

在该两酶催化的反应中，LeuDH与FDH的最佳比例为2:1，与

Qi等的报道 [26]类似. 

图6  温度（a）及pH（b）对转化的影响. 
Fig. 6  The effect of temperature and pH on conversion.
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另外，在辅酶再生体系中，辅底物的浓度是影响辅酶再

生效率的关键因素之一 [27]，而且在该反应体系中，甲酸铵同

时也是还原氨基化反应的氨基供体，因此本研究对甲酸铵

的浓度进行优化. 在反应体系中，保持苯乙酮酸浓度为15 g/
L，通过调节甲酸铵的浓度使得甲酸铵与苯乙酮酸的物质的

量比例从0.5:1增加到4:1，结果如图7b所示，随着甲酸铵的浓

度的增加，初始反应速率先升后降，当甲酸铵与苯乙酮酸为
2:1时，达到最大值138.5 mg L-1 min-1，但是当甲酸铵的浓度继

续增加反应速率则开始下降，因此在该反应体系中，甲酸铵

与苯乙酮酸的最佳物质的量比例为2:1. 
2.3.3  底物浓度、酶添加量以及NAD+浓度对转化的影响   在
酶的催化反应中，底物浓度、酶的量以及辅酶浓度是影响转

化率的3个关键因素，但是这3个因素又相互关联，因此为了

达到最佳的转化效 果，需综合考虑三者对产量和转化率的

影响. 在前期优化的最佳转化条件下（pH 8.0，30 ℃，LeuDH
与FDH 2:1及甲酸铵与苯乙酮酸2:1）合成L-苯甘氨酸，并综

合考察苯乙酮酸的浓度、LeuDH的添加量以及NAD+浓度对

最终产量和转化率的影响，结果如表4所示，当反应体系中
LeuDH为2 U/mL，NAD+ 浓度为0.07 g/L时，15 g/L的底物可在
2 h之内完全转化，但是当底物浓度增加到60 g/L时，转化持

续12 h，转化率也只有74.3%，说明此时体系中酶的量不足. 将
LeuDH的添加量增加至4 U/mL，NAD+ 浓度保持不变，转化

持续12 h后，转化率为86.5%，说明单独提高酶的量并不能有

效地提高转化率，因此进一步将NAD+ 浓度提高至0.14 g/L，

此时转化持续5 h后，底物即完全转化，证明只有同时保证转

化体系中酶和辅酶的充足供应才能有效地提高转化效率. 然

而当底物浓度继续提高至75 g/L时，即使进一步增加体系中

酶和NAD+的量，转化持续12 h后，转化率也只有85.6%，由于
L-苯甘氨酸的水溶性很差，此时体系中有大量结晶存在，转

化液非常黏稠，因此转化率无法进一步提高可能是因为大量

的结晶急剧增加了转化体系的传质阻力，同时影响酶的催化

特性. 最终单批转化经优化后，60 g/L的底物在5 h内可以实

现完全转化. 

2.4  1 L反应体系中酶法转化合成L-苯甘氨酸
在20 mL转化体系中对LeuDH和FDH共同催化合成L-苯

甘氨酸的转化体系优化，所得最佳的转化条件为底物浓度
60 g/L，辅底物浓度 50.4 g/L，LeuDH 4 U/mL，FDH 2 U/mL，
NAD+浓度0.14 g/L，pH 8.0，30 ℃以及160 r/min，在最优转化

条件下，将该反应放大至1 L规模的转化反应，结果如图8所

示，在转化进行5 h时，转化率达到99%以上，L-苯甘氨酸产

量为60.2 g/L，ee值＞99%，时空产率达到289 g L-1 d-1，为目前

报道的生物法合成L-苯甘氨酸的最高产量及时空产率. 从转

化曲线可以看出，随着L-苯甘氨酸产量的增加，反应速率逐

渐下降，除了因为酶的催化活性随时间逐渐下降外，反应体

系中大量的产物结晶对酶和转化体系传质的影响也是主要

原因. 

图8  1 L反应体系中L-苯甘氨酸的合成. 
Fig. 8  Synthesis of L-phenylglycine on 1 L scale.

3  结 论

作为一种重要的药物中间体，非天然氨基酸L-苯甘氨酸

目前主要通过化学法合成，建立经济高效的生物催化合成L-

图7  两酶比例（a）及辅底物与底物比例（b）对转化的影响. 
Fig. 7  The effect of the ratio of LeuDH : FDH and cosubstrate : substrate on conversion.

表4  底物、NAD+浓度及酶活对转化的影响
Table 4  The effect of substrate, NAD+ concentration and enzyme 
activities on conversion

底物
Substrate (ρ/g L-1)

LeuDH
(Λ/U mL-1)

NAD+

(ρ/g L-1)
时间

Time (t/h)
转化率

Conversion (P/%)
15 2 0.07 2 > 99
30 2 0.07 5 > 99
45 2 0.07 10 > 99
60 2 0.07 12 > 74.3
60 4 0.07 12 > 86.5
60 4 0.14 5 > 99
75 4 0.14 12 > 80.4
75 6 0.21 12 > 85.6
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2期酶法高效转化苯乙酮酸合成L-苯甘氨酸

苯甘氨酸的方法具有重要的应用意义. 在本研究中，经过对

辅酶再生酶的筛选，将由LeuDH和FDH建立的辅酶再生体系

应用于催化苯乙酮酸合成L-苯甘氨酸，并对转化条件进行优

化，所得最佳转化条件为底物浓度60 g/L，辅底物浓度50.4 g/
L，LeuDH 4 U/mL，FDH 2 U/mL，NAD+浓度0.14 g/L，pH 8.0，

30 ℃以及160 r/min，并成功地将该转化体系放大至1 L规模，

经过5 h的转化反应，转化率达到99%，L-苯甘酸产量为60.2 
g/L，ee值＞99%，时空产率达到289 g L-1 d-1，且转化体系中没

有副产物残留，转化效率优于以往L-苯甘氨酸的生物合成方

法，对L-苯甘氨酸的工业合成具有一定的指导意义. 然而，研

究中发现单批转化合成 L-苯甘氨酸的产量无法进一步提高

的主要原因是大量产物的结晶导致酶的失活及转化体系中传

质阻力增加，因此后期进一步优化转化过程的研究应该集中

在催化剂与产物的分离和回收利用上. 
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