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摘要：氨基酸脱氢酶催化可逆的氨基酸氧化脱氨和酮酸的不对称还原胺化反应，热力学上反应平衡倾向

于生成氨基酸方向，从原子经济学和对环境影响的角度来看，是具有极大优势的氨基酸合成方法之一。

本文将主要阐述近年来在-氨基酸脱氢酶催化机理、分子改造和合成应用方面的研究进展。 
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氨基酸脱氢酶 EC(1.4.1.X)催化可逆的氨基

酸氧化脱氨和酮酸还原胺化反应，是氨基酸合成

和代谢途径中重要的酶类。目前研究得比较多的

是-氨基酸脱氢酶，催化反应如式(1)所示。以下

在介绍几个特殊的氨基酸脱氢酶后，将结合本研

究组的工作对近年来在-氨基酸脱氢酶催化机

理、分子改造和合成应用方面的研究进展作一 

阐述。 

           (1) 

氨基酸脱氢酶催化酮酸的还原胺化反应时一

般以氨作为氨基给体，文献也报道了来源于

Pseudomonas putida 的丙氨酸脱氢酶可以利用甲

胺作为氨基给体，而不能利用氨作为氨基给体，

是一类很有趣的氨基酸脱氢酶，在直接合成氨基

取代的氨基酸时能表现出一定的优势[1–2]。京都大

学的 Mihara 等克隆并异源表达了来源于 P. putida

的 N-甲基-L-丙氨酸脱氢酶，该酶独特的序列顺

序，表明其属于 NADP(H)中一个新颖的超家族，

与其他的氨基酸脱氢酶不同[3]。 

除了作用底物可以是-氨基酸外，自然界也

存在作用于氨基酸其他位置氨基的氨基酸脱氢

酶。例如，在赖氨酸降解途径中 L-erythro-3,5-二

氨基己酸脱氢酶催化底物 3-位氨基的氧化生成 5-
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氨基-3-酮基己酸，是目前发现的唯一-氨基酸脱

氢酶，该酶能够在梭菌属的 Clostridium SB4 和

C. sticklandii 中纯化得到[4–5]。虽然它们的酶学性

质不尽相同，但是都仅对 L-erythro-3,5-二氨基己

酸表现出明显活力。最近我们克隆表达了 2 个不

同来源的 3,5-二氨基己酸脱氢酶，底物谱分析发

现，这些酶对天然底物以外的-氨基酸和-酮酸

没有活性或者活性很低。由于没有 3,5-二氨基己

酸脱氢酶的蛋白晶体结构得到解析，我们通过基

于 L--氨基酸脱氢酶催化机理推测和丙氨酸扫

描确定了此酶的催化活性位点，结合模拟结构的

功能域分析及鉴定的催化活性位点，构建了 85 个

逐点饱和扫描突变库，对这些突变库进行筛选获

得对-高甲硫氨酸，-苯丙氨酸和-氨基丁酸等

具有催化活性的 2 个突变体，并首次利用-氨基

酸脱氢酶催化-酮酸还原胺化合成了相应的-氨 

基酸[6]。 

2,4-二氨基戊酸脱氢酶最初推测存在于鸟氨

酸的代谢途径中，之后的研究表明，该酶可以利

用 2,4-二氨基戊酸为底物，在氧化态辅因子 NAD+

存在下将其 4 位的氨基氧化为羰基[7]，该酶也可以

作用于 2,5-二氨基己酸，催化 5 位的氨基氧化为

羰基，产物会通过分子内的自发脱水反应生成环

状亚胺化合物(式 2)。 

        
(2)

 

1  氨基酸脱氢酶的催化机理 

从 20 世纪 90 年代开始，氨基酸脱氢酶的晶

体结构已有较多的报道，通过晶体结构分析、定

点突变以及反应动力学分析等研究，提出了氨基

酸脱氢酶催化反应的分子机理。对来源于 Bacillus 

stearothermophilus 的亮氨酸脱氢酶催化还原胺化

的反应机理研究表明，两个高度保守的赖氨酸残

基(Lys68 和 Lys80)参与催化反应，Lys80 带正电的

-氨基与底物酮酸的-羧基的氧原子形成氢键，而

Lys68 的-氨基与酮酸的酮基以静电相互作用，氨

进攻酮基的碳原子形成四面体中间体，Lys80 的-

氨基上的质子向氧转移形成水分子并失去，四面

体中间体变成亚胺中间体；亚胺被来源于辅酶

NADH 的氢对映选择性还原，生成 L-氨基酸(图 1)。

赖氨酸残基(Lys68 和 Lys80)与底物-酮基的氧原

子相互作用使酮基碳原子的电子密度降低，便于

氨 的 进 攻 [8–9] 。 Vanhooke 等 通 过 对 来 源 于

Rhodococcus sp. M4 的苯丙氨酸脱氢酶的晶体结

构分析和反应动力学的研究，也提出了类似的催

化反应机理[10–11]。同时，该苯丙氨酸脱氢酶与 3-

苯基丙酮酸或 3-苯基-L-乳酸的复合物的晶体结构

表明，3-苯基丙酮酸的-酮基氧原子与 Lys78 的-

氨基和 Gly40 的主链 N 原子形成强的氢键，使得

底物的-酮基远离辅酶的烟酰胺环，阻止了羰基

的还原或醇的脱氢反应，揭示了氨基酸脱氢酶没

有醇脱氢酶催化活性的分子机理[11]。 

通过对氨基酸脱氢酶的晶体结构分析，发现

在 L-氨基酸脱氢酶和 D-氨基酸脱氢酶的催化过程

中，底物与 NAD(P)H 的相对位置决定了氨基酸脱

氢酶的立体选择性。分别以 L-苯丙氨酸脱氢酶和

meso-2,6-二氨基庚二酸脱氢酶为例，如图 2 所示，

当把辅因子 NAD(P)H 置于底物下方时，对于 L-苯

丙氨酸脱氢酶来说，氨基(蓝色)则位于观察者方
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向，而羧基(桃红色)则远离观察者，有利于反应发

生的氨基是 L-构型(图 2-A)[10]；与 L-构型氨基酸

脱氢酶相反，在 meso-2,6-二氨基庚二酸脱氢酶的

反应活性中心，氨基(蓝色)位于远离观察者方向，

而羧基(桃红色)则位于观察者方向，处于有利于反

应发生的氨基是 D-构型(图 2-B)[12]。氨基酸脱氢酶

底物结合口袋的氨基酸残基与底物的相互作用造

成了底物手性碳上取代基团的朝向不同，从而决

定了反应的对映倾向性。 

不同的氨基酸脱氢酶虽然遵循类似的催化反

应机理，但是它们通常具有较高的底物专一性。

随着更多的氨基酸脱氢酶晶体结构的解析和动力

学模拟计算，人们对于不同氨基酸的底物识别机

制的理解也不断地深入[13–15]，这为氨基酸脱氢酶

的设计改造和合成应用奠定了理论基础。最近，

来源于 Nostoc punctiforme NIES-2108 的色氨酸脱

氢酶的晶体结构分析发现该酶催化活性中心附近

的疏水性氨基酸残基(Met40、Ala69、Ile74、Ile110、

Leu288、Ile289 和 Tyr292)对于蛋白质的正确折叠

起着非常重要的作用，使得底物结合位点专一性

识别色氨酸[16]。因而该酶具有对色氨酸的底物专

一性，对苯丙氨酸活性很低，对其他天然的 L-氨

基酸则没有活性，能催化 3-吲哚丙酮酸的还原胺

化反应，而对苯基丙酮酸则没有催化活性[17]。 

 

 
 

图 1.  L-亮氨酸脱氢酶催化还原胺化的反应机理[8–9] 

Figure 1.  Reaction mechanism of reductive amination by L-leucine dehydrogenase[8–9]. 

 
(A)                (B) 

     
 

图 2.  辅酶与底物的相对位置[10,12] 

Figure 2.  The positioning of substrate and co-enzyme[10,12]. A: in the crystal structure of L-phenylalanine 
dehydrogenase (PDB ID: 1C1D); B: in the crystal structure of meso-diaminopimelate dehydrogenase (PDB ID: 
3WBF). 
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2  L-氨基酸脱氢酶的改造及合成应用 

氨基酸脱氢酶催化酮酸的不对称还原胺化反

应，利用 NH3 作为氨基给体，辅酶 NAD(P)H 可

以通过甲酸脱氢酶或葡萄糖脱氢酶来再生(图 3)，

热力学上反应平衡倾向于产物方向，有利于生成

氨基酸，同时因为反应的副产物是水，从原子经

济学和对环境影响的角度来看，都具有极大的优

越性[18–19]。 

L-氨基酸脱氢酶的合成应用研究主要集中在

L-亮氨酸脱氢酶和 L-苯丙氨酸脱氢酶，它们对不

同结构的-酮酸分别具有较高的活性，因此被用

来合成了一系列的支链和芳香氨基酸。叔亮氨酸

是合成药物的关键中间体，利用 L-亮氨酸脱氢酶

催化合成叔亮氨酸从 1990 年代就有报道，目前该

生物转化法已经应用于工业化生产，成为利用氨

基酸脱氢酶合成非天然氨基酸的典范。在提高产

物浓度时，为了避免由于底物本身不稳定造成的

损失，在底物投加时采用了分批投料的方法，使

得产物浓度最终能够达到 1.0 mol/L，分离产率和

产物 ee 值分别达到 84%和>99%[20]。近年来，不

同来源的亮氨酸脱氢酶应用于 L-叔亮氨酸也见诸

报道[21–24]。亮氨酸脱氢酶催化 2-羰基-8-烯-壬酸的

还原胺化得到(S)-2-氨基-8-烯-壬酸，该氨基酸是

合成默克公司开发的治疗 hepatitis C virus (HCV)

的候选药物的关键前体[25]。共表达亮氨酸脱氢酶

和甲酸脱氢酶的整细胞催化剂也已应用于 L-2-氨

基-4,4-二甲基戊酸的合成，在不外加辅酶的条件

下 88 g/L 的底物 24 h 内转化率大于 95%，产物的

ee 值大于 99%[26]。来源于 Thermoactinomyces 

intermedius 的亮氨酸脱氢酶催化环丙基乙醛酸的

还原胺化制备(S)-环丙基甘氨酸，656 mmol/L 底物

浓度下反应液中产物得率达到 99%[27]。利用来源

于 Bacillus stearothermophillus 的 L-亮氨酸脱氢

酶，以[15N]标记的氯化铵作为氨基给体合成一系

列的[15N]标记的 L-氨基酸[28]。 

 

 
 

图 3.  L-氨基酸脱氢酶催化-酮酸的还原胺化反应 

Figure 3.  L-Amino acid dehydrogenase catalyzes the reductive amination of -keto acids. 
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L-苯丙氨酸脱氢酶通常倾向于以芳香-酮酸

为底物，应用于合成 L-苯丙氨酸及类似的非天然

氨基酸[19]。但是对于非天然的底物，酶的催化活

性较低，所以需要对野生型的 L-苯丙氨酸脱氢酶

进行改造来提高其催化效率。Engel 研究组将来源

于 Bacillus sphaericus 的 L-苯丙氨酸脱氢酶进行突

变，获得了多个底物谱不同的突变体，并应用于

合成苯环取代的 L-苯丙氨酸和其他不饱和非天然

氨 基 酸 [29–31] 。 将 来 源 于 Thermoactinomyces 

intermedius 的 L-苯丙氨酸脱氢酶 C-端的 2 个氨基

酸进行替换并延长 12个氨基酸残基得到的突变体

对天然底物苯基丙酮酸的活性明显降低，但对

2-(3-羟基-1-金刚烷基)-2-氧乙酸的催化活性增强，

且应用于合成 2-(3-羟基-1-金刚烷基)-(2S)-氨基乙

酸，该氨基酸是合成一个治疗 II型diabetes mellitus

的候选药物 Saxagliptin 的关键中间体[32]。将酶催

化剂固定化则可以提高其稳定性，更利于合成应

用。来源于 Bacillus sphaericus 的 L-苯丙氨酸脱氢

酶突变体 N145A 固定在硅藻土上提高了酶对有机

溶剂的耐受性和合成取代的苯基丙氨酸的效率[33]，

而来源于 Rhodococcus sp. M4 的 L-苯丙氨酸脱氢

酶固定在 Eupergit CM 上增强了酶的热稳定性，最

佳反应温度提高到 50 °C，并成功地应用于合成

(S)-2-氨基-4-苯基丁酸[34]。最近 Ni 研究小组报道

了一种来源于 Bacillus clausii 的具有较宽底物谱

的氨基酸脱氢酶，对不同的芳香和脂肪族酮酸都

具有催化活性，并应用于制备 L-苯甘氨酸[35]。 

L-氨基酸脱氢酶不仅应用于从-酮酸一步合

成非天然氨基酸，也可以将 L-氨基酸脱氢酶组合

到代谢途径中，建立新的氨基酸合成途径，从而

创建生产氨基酸的细胞工厂。在这样的思路下，

将外源的 L-丙氨酸脱氢酶基因导入大肠杆菌中，

利用廉价葡萄糖为原料合成 L-丙氨酸。例如，将

来源于 Geobacillus stearothermophilus的 L-丙氨酸

基因重组到 Escherichia coli W 中代替 D-乳酸脱

氢酶，经过一系列的基因操作后获得了生产 L-

丙氨酸的菌株，产物在发酵液中的浓度达到了

100 g/L 以上[36]。将苏氨酸氧化酶与 L-亮氨酸脱氢

酶耦合，建立体外多酶催化体系，则可以实现从

苏氨酸合成 L-2-氨基丁酸，首先苏氨酸氧化酶将

苏氨酸氧化成 2-酮基丁酸，L-亮氨酸脱氢酶将其

还原胺化得到 L-2-氨基丁酸[37]。 

随着对 L-氨基酸脱氢酶的催化机理和合成应

用研究的深入，新的科学问题提了出来，也就是

底物中与酮基相连的羧基是否是必需的？如果可

以通过改变底物结合空腔的氨基酸的性质来使得

底物中与酮基相连的羧基可以是其他的基团，如

甲基、乙基等，则该酶可以扩展到应用于手性胺

的合成。出于这样的考虑，人们开始了对 L-氨基

酸脱氢酶更具有挑战性的改造，使其具备了对原

来没有活性的简单酮底物的催化能力，成为氨脱

氢酶。由于亮氨酸脱氢酶和苯丙氨酸脱氢酶具有

几乎相同的二级结构，依据来源于 Rhodococcus sp. 

M4 的苯丙氨酸脱氢酶的底物复合物晶体结构，

Abrahamson 等 分 析 确 定 了 来 源 于 Bacillus 

stereothermophilus 的亮氨酸脱氢酶与底物相互作

用的氨基酸残基，对这些位点进行突变筛选，获

得突变体 K68S/E114V/N261l/V291C 对(R)-2-苯乙

胺的氧化方向的比活力为 0.58 U/mg，苯乙酮还原

胺化方向的比活力 0.058 U/mg；环己胺氧化方向

的比活力为 0.056 U/mg，环己酮还原胺化方向的

比活力 0.12 U/mg；甲基异丁酮的还原胺化反应的

比活力为 0.69 U/mg，氧化脱氨反应的比活力为

2.64 U/mg。利用该突变体以葡萄糖脱氢酶再生辅

酶 NADH，能够将甲基异丁酮还原胺化生成

(R)-1,3-二甲基丁胺，产率 92.5%，ee 值 99.8%[38]。 
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利 用 类 似 的 改 造 思 路 ， 来 源 于 Bacillus 

stearothermophilus 的 L-苯丙氨酸脱氢酶通过将与

底物中羧基相互作用的碱性氨基酸 K77 和 N276

分别突变为丝氨酸和亮氨酸，该突变体对所筛选

底物中苯氧基 -2- 丙酮表现出最高的比酶活  

0.54 U/mg，对于脂肪酮，链状 2-己酮的比酶活最

高，为 0.16 U/mg，而 3-己酮的比酶活仅为 2-己酮

的 1%。采用葡萄糖脱氢酶再生辅酶 NADH，该突

变体顺利地将 4-氟苯乙酮转化为(R)-4-氟苯乙胺[39]。

将这两个胺脱氢酶的结构域进行洗牌改组得到新

的突变酶，可以有效地催化苯乙酮和金刚烷基甲

基酮的还原胺化，分别得到(R)-苯乙胺和金刚烷基

乙胺[40]。Li 研究组则通过对 Rhodococcus 来源的

苯氨基酸脱氢酶的改造获得了高立体选择性的

突变体 K66Q/S149G/N262C，催化苯丙酮和 4-苯

基-2-丁酮还原胺化分别得到(R)-3-苯基-2-丙胺和

(R)-4-苯基-2-丁胺，ee 值均大于 98%[41]。这些通

过突变得到的胺脱氢酶被固定化或在水-有机双

相体系中应用于手性胺的合成[42–43]。有趣的是，

最近 Vergne-Vaxelaire 小组报道了来源于嗜热菌

Petrotoga mobilis的野生型胺脱氢酶可以催化酮化

合物的不对称还原胺化[44]。 

醇脱氢酶可以利用醇为底物，在氧化态辅因

子存在下，将羟基氧化为酮，而胺脱氢酶可以利

用醇脱氢酶催化获得的酮作为底物，在还原态辅

因子存在下，制备手性胺(图 4)。在这样的氧化-还

原反应过程中，利用辅因子相同的氧化还原酶，

在温和的反应条件下，实现醇到手性胺的转化，

此类反应在有机合成中是难以实现的。最近有两

篇文章报道利用醇脱氢酶与通过改造后的胺脱氢

酶耦合，成功实现了将手性醇高效地转化为手  

性胺[45–46]。 

 
 

图 4.  醇脱氢酶和胺还原酶的借氢反应示意图[45–46]  

Figure 4.  Conversion of alcohol to chiral amine via 
hydrogen-borrowing approach catalyzed by an alcohol 
dehydrogenase and an amine dehydrogenase[45–46]. 

 

3  D-氨基酸脱氢酶的改造及合成应用 

D-氨基酸脱氢酶(D-amino acid dehydrogenase，

EC 1.4.99.1)是一种膜绑定的蛋白，它可以催化一些

D-氨基酸的脱氨反应，生成对应的 2-酮酸和氨[47]。

目前分离得到的 D-氨基酸脱氢酶根据其电子受体

的不同分为两类：一类为 FAD 依赖型，如来源于

Pseudomonas aeruginosa 的 D-精氨酸脱氢酶[48]和

来源于 Helicobactrer pylori的 D-氨基酸脱氢酶[47]；

另一类是染料依赖型，该类 D-氨基酸脱氢酶均为

膜结合蛋白，如来源于 P. aeruginosade 和 E. coli

的 D-氨基酸脱氢酶[49–50]。据文献报道，目前发现

的 D-氨基酸脱氢酶只表现出氧化脱氨的活性，不

能将酮酸底物进行还原胺化生成相应的 D-氨基

酸[51]。该类 D-氨基酸脱氢酶作为膜蛋白，大大增

加了人们获得高纯度、有活性的可溶性 D-氨基酸

脱氢酶的难度，严重影响了对它们的研究及其合

成应用[52]。因此，人们开发、利用 D-氨基酸脱氢酶

合成 D-氨基酸的研究处于停滞不前的状态。近年来，

人们对D-氨基酸脱氢酶的研究主要集中在内消旋-二

氨 基 庚 二 酸 脱 氢 酶 (meso-diaminopimelate 
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dehydrogenase DAPDH，EC 1.4.1.16)。 

内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶是一类 NADP+-

依赖型的氧化还原酶，该酶存在于赖氨酸生物合

成途径中，在球形芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌等细

菌中广泛存在[53–54]。此外，植物中也存在内消旋-

二氨基庚二酸脱氢酶，如从大豆中分离出来的内

消旋-二氨基庚二酸脱氢酶[55]。该类酶能催化可逆

的内消旋-二氨基庚二酸(meso-diaminopimelate，

meso-DAP)的 D-手性碳上的氨基氧化脱氨，生成

L-2-氨基-6-酮基庚酸(图 5)[53]。因此，从催化反应

的特点及过程来看，我们可以将内消旋-二氨基庚

二酸脱氢酶视为一种 D-氨基酸脱氢酶。 

就目前文献中已经报道的天然内消旋-二氨

基庚二酸脱氢酶而言，可以分成两大类：(1) 对天

然底物内消旋-二氨基庚二酸表现出高度的专一

性，如来源于 Corynebacterium glutamicum 和

Ureibacillus thermosphaericus 的内消旋-二氨基庚

二酸脱氢酶(CgDAPDH 和 UtDAPDH)[52,54,56]。目

前已知的野生型内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶大

部分属于这一大类；(2) 对天然底物以外的其他

D-氨基酸表现出明显的催化活性，催化多种 2-酮

酸还原胺化得到相应的 D-氨基酸，来源于

Symbiobacterium thermophilum 的内消旋-二氨基

庚二酸脱氢酶(StDAPDH)属于这一类，对 D-丙氨

酸等氨基酸和丙酮酸等 2-酮酸底物均表现出催化

活性，催化丙酮酸的还原胺化得到对应的 D-丙氨

酸，ee 值达 99%[57]。该酶是第 1 个被发现的具有

较宽底物谱的野生型内消旋-二氨基庚二酸脱氢

酶。同时，该酶也是目前为止被发现的热稳定性

最高的内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶。 

对 CgDAPDH、UtDAPDH 和 StDAPDH 等酶

的氨基酸序列分析表明，第一类中 CgDAPDH、

UtDAPDH 等酶之间的序列同源性保持在 60%左

右，而 StDAPDH 与它们相比，序列同源性在 30%

左右。从氨基酸序列的长度来看，第一类 DAPDH

的序列要明显长于第二类 DAPDH。晶体结构表

明，CgDAPDH 和 UtDAPDH 中的 α9 和 α10 两个

螺旋在 StDAPDH 中表现为一段缺失了 16 个氨基

酸残基的较短的 loop 环[57–58]。对 CgDAPDH 与底

物和抑制剂的相互作用模型分析可知[59]，NADP+

的二核苷酸一侧和底物 L-手性中心一侧暴露在溶

剂中，底物的 D-手性中心朝向 NADP+的烟酰胺环，  

 
 

 
 
 

图 5.  内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶催化的可逆反应 
Figure 5.  The reversible reaction catalyzed by meso-diaminopimelate dehydrogenase. 
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位于蛋白内部的疏水环境中。底物内消旋-二氨基

庚二酸上的羧基与蛋白之间形成氢键，而氨基则主

要是与有序的溶剂分子相互作用。因此，这些不

同的极性相互作用决定了底物的羧基位于蛋白活

性口袋中氨基酸残基所在的一侧，而底物的氨基

则是位于溶剂可及一侧，从而导致了底物与蛋白

结合时的唯一构象，从而表现出催化过程中对

D-手性中心的立体专一性。底物的这种定位使得

底物 D-氨基酸手性中心的 α 氢原子直接转移到

NADP+的烟酰胺环的底物的 C4′原子上，形成亚胺

中间态，然后完成催化过程[60]。酶的催化过程遵

循 “ 有 序 的 动 力 学 反 应 机 制 (ordered kinetic 

mechanism)”，不过，催化过程中底物和辅酶的进

入顺序并不相同，研究表明来源于 Bacillus 

sphaericus 的 DAPDH(BsDAPDH)和 StDAPDH 在

催化时首先结合 NADP(H)，而 CgDAPDH 则是首

先结合底物[59,61–62]。底物/辅酶进入催化中心之后，

酶的结构域发生运动，使酶的催化口袋由开放状

态变为闭合状态，导致催化反应的发生。尽管晶

体结构分析表明 CgDAPDH 和 UtDAPDH 为二聚

体，StDAPDH 为六聚体，但是它们与催化相关的

残基都是一样的。不同的是，StDAPDH 中存在两

个底物结合通道，一个较大的通道允许天然底物

内消旋-二氨基庚二酸的进入，另一个较小的通道

则适合丙酮酸等较小的底物出入，这 2 个通道位

于 M152 位点的两侧，而 M152 位点则与 Asp92

和 Asn253存在相互作用，可能影响到了 StDAPDH

结构域的运动及催化性质，从而揭示了 StDAPDH

具有较宽底物谱的分子基础[61]。 

内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶的应用，主要是

体现在利用其进行 2-酮酸的不对称还原胺化合成

D-氨基酸。D-氨基酸具有非天然 L-氨基酸所不具

有的功能，在药物合成(医药和农药)、食品、化妆

品、饲料等方面具有广泛的用途[63]。在 StDAPDH

被发现之前，鉴于内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶对

底物meso-DAP表现出来的高度的D-立体选择性，

研究人员尝试对 DAPDH 进行了蛋白质工程改造，

以期获得具有 D-氨基酸合成能力的突变体。

Vedha-Peters 等综合采用了随机突变和定点突变

的技术，对 CgDAPDH 进行了三轮突变体库的构

建及约 100000 个突变子的筛选后，获得了突变体

BC621，对环己基丙酮酸的还原胺化的活性最高，

相对野生型提高了 625 倍。利用冻干后的酶粉作

为催化剂，与葡萄糖脱氢酶(GDH)/葡萄糖辅酶循

环体系耦合，经 24 h 反应后，环己基丙酮酸到 D-

环 己 基 丙 氨 酸 的 转 化 率 >95% ， 产 物 的 ee

值>99%[52]。该突变体中含有 5 个位点的氨基酸替

换，包括 Arg196Met、Thr170Ile、His244Asn、

Gln150Leu和 Asp155Gly，其中仅 His244和 Gln150

为活性位点。随后，多个研究组对不同来源的内

消旋-二氨基庚二酸脱氢酶的相同位点进行同样

的氨基酸替换，获取目标 D-氨基酸脱氢酶。

Ohshima 等以 UtDAPDH 为模板进行氨基酸位点

的替换，获得了具有较宽底物谱的突变体，采用

葡萄糖脱氢酶/葡萄糖的辅酶循环体系，在 65 °C、

pH 10.5 的条件下，以 2-羰基-4-甲基戊酸为底物，

反应 2 h，以>99%的产率和光学纯度制备了 D-亮

氨酸，并应用于制备具有不同元素的稳定同位素

标记的带侧链的 D-氨基酸，该类化合物在临床上

可以用于基于核磁共振法或傅里叶变换红外线光

谱法的示踪分析[64]。为了制备(R)-5,5,5-三氟戊氨

酸，Hanson 等对 BsDAPDH 的编码基因进行了碱

基替换，引入 CgDAPDH BC621 中同样的突变。

为了 避免宿主 细胞的内 源酶将底 物转化 成
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(S)-5,5,5-三氟戊氨酸，他们敲除了宿主内的谷氨

酸脱氢酶基因，将 BsDAPDH 的突变酶和葡萄糖

脱氢酶的编码基因构建重组质粒后，导入改造过

的大肠杆菌，获得了共表达 BsDAPDH 突变酶和

葡萄糖脱氢酶的整细胞催化剂，以 89%的产率制

备了 100%的光学纯(R)-5,5,5-三氟戊氨酸[65]。为了

探索这些突变能够改变内消旋-二氨基庚二酸脱

氢酶 的底物谱 的分子基 础，我们 对来源 于

Clostridium tetani E88 的内消旋-二氨基庚二酸脱

氢酶(CtDAPDH)进行了同样的突变，并研究了突

变体与内消旋-二氨基庚二酸(meso-DAP)、D-亮氨

酸或 2-羰基-4-甲基戊酸的复合物的晶体结构，发

现将这些亲水性的氨基酸残基突变成疏水性的氨

基酸后，meso-DAP 不能进入到突变酶的底物结合

位点，而是停留在蛋白质表面附近的位置，这与

突变酶对天然底物的催化活性很低一致；D-亮氨

酸和 2-羰基-4-甲基戊酸则进入到底物结合位点，

处于发生反应的正确构象，因而突变酶对这些底

物表现较高的催化活性[66]。 

StDAPDH 是目前发现具有较宽底物谱的热

稳定性最高的内消旋-二氨基庚二酸脱氢酶，并且

也已解析其晶体结构，这为通过设计改造获得具

有合成应用潜力的突变酶提供了一个很好的起始

酶。StDAPDH 的晶体结构表明其底物结合结构域

中在底物 L- 手性中心周围的氨基酸残基是

Phe146、Thr171、Arg181 和 His227，对这 4 个位

点分别进行定点饱和突变，以大位阻底物苯基丙

酮酸为底物，对突变文库进行筛选后，得到了

T171P、T171S、R181F、H227C、H227V 五个活

性明显提高的突变体，其中 H227V 对苯基丙酮酸

的比活相对野生型提高了 35 倍，且所有突变体催

化得到的 D-苯丙氨酸的 ee 值均大于 99%。对所有

突变体及野生型进行了反应动力学分析，发现突

变的引入并没有造成酶对底物亲和力的改变，突

变体活性的提高则是由酶催化效率提高导致的。

对 H227V 和 WT 进行分子动力学模拟表明，突变

后底物 Cα与 NADP+的烟酰胺环上的 C4′之间的原

子距离由 4.8 Å 缩短到 3.6 Å，与比活性结果一致。

这些结果表明，底物 L-手性中心周围的氨基酸残

基的改变可以改变底物范围和活性，而不影响反

应的立体选择性。因此，通过对 StDAPDH 底物

L-手性中心周围的氨基酸残基进行设计改造，可

以获得不同的 D-氨基酸脱氢酶，合成不同的 D-氨

基酸，从而建立一个利用氨基酸脱氢酶催化合成

D-氨基酸的平台技术[67]。 

4  总结和展望 

光学纯的氨基酸和手性胺是非常重要的高值

化学品，广泛应用于医药、农药、化妆品、食品、

饲料等领域，氨基酸脱氢酶催化酮酸的立体选择

性还原胺化反应合成光学纯的氨基酸和手性胺具

有原子经济性和对环境影响上的优势，因此，可

以预期对氨基酸脱氢酶催化机理、分子改造和合

成应用的研究将是生物催化领域的一个热点。研

究的重点将主要在以下几个方面：(1) 自然界中存

在的、可以作用于具有不同结构特征的底物的氨

基酸脱氢酶的发现，及其催化性质和催化机理的

研究；(2) 对已知氨基酸脱氢酶的分子改造，以期

获得可以催化具有各种结构特征的羰基化合物的

不对称还原胺化，实现目标光学纯氨基酸和手性

胺的绿色合成；(3) 借鉴生物体内氨基酸的合成途

径，设计创建新颖的多酶催化体系，实现从简单

易得原料“一锅法”高效合成目标光学纯氨基酸和

手性胺。 
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