
 高登科 等/酶法生产 L-高苯丙氨酸的研究进展 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Aug. 25, 2023, 39(8): 3111-3124 
DOI: 10.13345/j.cjb.230052 ©2023 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

资助项目：国家重点研发计划(2021YFC2102700)；国家自然科学基金(22178146)；国家特支计划青年拔尖人才 
This work was supported by the National Key Research and Development Program of China (2021YFC2102700), the National 
Natural Science Foundation of China (22178146), and the Top Young Talents of the National Special Support Plan. 
*Corresponding author. E-mail: mingll@jiangnan.edu.cn 
Received: 2023-01-24; Accepted: 2023-04-04 

3111 生 物 工 程 学 报  

                                                               

酶法生产 L-高苯丙氨酸的研究进展 

高登科 1,3，宋伟 2，魏婉清 1，黄康平 2，吴静 2，刘立明 1,3* 

1 江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡 214122 
2 江南大学生命科学与健康工程学院，江苏 无锡 214122 
3 江南大学生物工程学院，江苏 无锡 214122 
 

高登科, 宋伟, 魏婉清, 黄康平, 吴静, 刘立明. 酶法生产 L-高苯丙氨酸的研究进展[J]. 生物工程学报, 2023, 39(8): 3111-3124. 
GAO Dengke, SONG Wei, WEI Wanqing, HUANG Kangping, WU Jing, LIU Liming. Advances in enzymatic production of 
L-homophenylalanine[J]. Chinese Journal of Biotechnology, 2023, 39(8): 3111-3124. 

摘   要：L-高苯丙氨酸(L-homophenylalanine, L-HPA)作为一种重要的非天然氨基酸，是合成治疗高

血压的普利类药物等的关键中间体，具有广阔的市场前景。目前 L-高苯丙氨酸的合成主要依赖于化

学法，但化学合成 L-高苯丙氨酸具有原料昂贵、步骤繁琐和污染严重等缺点，限制了广泛应用。因

此，国内外研究者对 L-高苯丙氨酸的酶法生产进行了深入的研究。本文就目前酶法合成 L-高苯丙氨酸

的工艺，包括脱氢酶法、转氨酶法、海因酶法和脱羧酶法的研究进展进行了综述，为酶法合成 L-高苯

丙氨酸提供一定的借鉴，为最终实现 L-高苯丙氨酸的酶法工业化生产奠定基础。 
关键词：L-高苯丙氨酸；生物催化；多酶级联；普利类药物  
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Abstract: L-homophenylalanine (L-HPA) is an important non-natural amino acid that has been 
used as a key intermediate for the synthesis of Puli drugs for the treatment of hypertension. At 
present, L-HPA is synthesized using chemical methods, which has the disadvantages of expensive 
raw materials, tedious steps and serious pollution. Therefore, researchers have conducted in-depth 
research on the enzymatic production of L-HPA. This review summarizes the research progress on 
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the enzymatic synthesis of L-HPA, including the dehydrogenase process, the transaminase 
process, the hydantoinase process, and the decarboxylase process, with the hope to facilitate the 
industrial production of L-HPA. 
Keywords: L-homophenylalanine; biocatalysis; multienzyme cascade; Puli drugs 

 
 

作为一种重要医药中间体，L-高苯丙氨酸

(L-homophenylalanine, L-HPA)可合成 20 余种普

利类降压药，如依那普利、贝那普利、赖若普

利和卡托普利等[1]。随着高血压患者群体的扩

大[2]，使血管紧张素转换酶抑制剂药物市场具

有明显增长的势头。L-HPA 同时还是合成治疗

细菌感染的 β-内酰胺类抗生素药物、治疗心血

管疾病的中性内肽酶抑制剂药物和治疗阿尔茨

海默病、路易体痴呆症的乙酰胆碱酯酶抑制剂

药物(图 1)的中间体，具有广泛的市场前景。 
鉴于L-HPA的市场价值，在过去的30年间，

研究人员建立了 L-HPA 包括化学合成法和生物

酶法在内的多条工艺路线。化学合成工艺主要

包括：(1) 目前工业上主要以 N-苯酰基-L-天冬

氨酸酐为原料，经傅克反应、氢化反应和脱保

护等步骤合成 L-HPA，收率为 82%，但此方法 
 

 
 
图 1  L-高苯丙氨酸作为重要的合成砌块可以合成的手性药物 
Figure 1  Chiral drugs that can be synthesized by L-HPA as an important building block. 
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需要保护脱保护等步骤，成本较高 [3]。(2) 以
N-保护的-L-天冬氨酸酯为原料，通过苄基化、

脱羧、脱保护等步骤合成 L-HPA，收率仅为

13%[4]。(3) 以 1-氯-3-苯基丙烷为原料，经氰

化等步骤合成 L-HPA，收率为 75%[5]。(4) 以苯

乙酮和草酸二乙酯为原料，通过缩合、氨化和

氢化等步骤合成 L-HPA，收率达到 87%以上[6]。

方法(2)、(3)、(4)具有得率不高、繁琐的保护

脱保护步骤、反应条件难以控制和需要使用有

毒试剂等缺陷，导致局限于实验室水平，难以

进行工业化生产。另外，化学合成过程中能源

浪费大，对环境污染严重，不符合国家低碳发

展战略。与化学合成工艺相比，生物酶法具有

反应条件温和、易在水环境中反应、污染小、

能耗低和立体选择性高等优点，已经逐渐成为

L-HPA 的高效合成方法[7-10]。 
本文系统总结了国内外酶法合成 L-高苯丙

氨酸的工艺过程，包括脱氢酶法、转氨酶法、

海因酶法和脱羧酶法等；并比较了目前酶法合

成 L-HPA 的技术路线、酶元件、生产工艺的优

缺点等，为实现 L-高苯丙氨酸的工业化生产奠

定了坚实的基础。 

1  转氨酶法合成 L-高苯丙氨酸 
转氨酶，又称氨基转移酶，广泛应用于大

规模制备天然和非天然氨基酸的工艺中，这是

因为转氨酶具有催化效率高、底物范围广、对

映体选择性高等优点[11-12]。转氨酶法合成 L-高
苯丙氨酸是利用芳香族氨基酸转氨酶 (EC 
2.6.1.5)、天冬氨酸转氨酶(EC 2.6.1.1)、酪氨酸

转氨酶(EC 2.6.1.5)等作为催化剂，以天然氨基

酸作为氨基供体将底物 2-氧代 -4-苯基丁酸

(2-oxo-4-phenylbutanoic acid, OPBA)通过转氨

反应合成 L-高苯丙氨酸(图 2A)。此类反应需要

磷酸吡哆醛(pyridoxal phosphate, PLP)作为辅因

子，但 PLP 一般不需要外源添加。 

1.1  酶元件 L-氨基酸转氨酶的结构与机制 
根据转移氨基的位置，转氨酶大致可分为

α-转氨酶(催化在 α-碳上的氨基转移)和 ω-转氨

酶(反应中转移的氨基位置远离羧基部分)[13]，

能催化合成 L-HPA 的转氨酶属于 α-转氨酶，以

天冬氨酸转氨酶为例，探讨转氨酶结构及机

制。天冬氨酸转氨酶的晶体结构已经非常清晰

(图 2B)，为二聚体结构，每个亚基由 2 个结构

域组成：一个小结构域(残基 1–48 和 326–396)和
一个大的 PLP 结合结构域[17-18]。 

转氨酶催化机理为乒乓反应机制，由 2 个

连续的半反应组成(图 2C)。首先，辅因子 PLP 进

入活性中心，与赖氨酸残基的氨基形成酶-PLP
席夫碱结构，也被称为内部醛亚胺。底物氨基

酸上的氨基亲核进攻席夫碱，形成外部醛亚

胺。随后从外部醛亚胺中去除 α 质子，形成碳

负离子，然后赖氨酸的氨基的质子转移到辅因

子的 C4 原子上，形成酮亚胺，酮亚胺中的亚

胺碳原子被孤对电子亲核进攻，席夫碱共价键

断裂，辅因子以磷酸吡哆胺的形式释放酮酸产

物，后半反应以相反的顺序通过相同的中间体

化合物严格进行，形成新的氨基酸并将辅因子

再生成最初的PLP形式[13-14]。基于催化机制，如

需酮酸高效转化为氨基酸，则需要过量的氨基

供体，才能促进反应向氨基酸生成方向进行。 

1.2  转氨酶法合成 L-高苯丙氨酸的研究

进展 
利用转氨酶法催化 OPBA 合成 L-HPA，目前

存在底物抑制、底物 OPBA 和氨供体价格高、转氨

酶效率低、需要过量氨基酸作为氨供体等问题。 
底物浓度过高会抑制酶的活性甚至导致

酶失活，为了解决底物 OPBA 的抑制问题， 
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图 2  转氨酶结构、机制及转氨酶法合成 L-HPA 路线示意图   A：转氨酶法合成 L-HPA. B：天冬氨酸转

氨酶晶体结构. C：转氨酶催化机制[13-14]. D：发酵法合成 L-HPA[15]. E：三酶级联合成 L-HPA[16]. TA：转

氨酶；PLP：磷酸吡哆醛；E4P：赤藓糖-4-磷酸；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；DAHP：3-脱氧-阿拉伯-庚
糖酸盐 7-磷酸；CHA：分支酸；4HPP：4-羟基苯基丙酮酸；PPY：苯基丙酮酸；L-Phe：L-苯丙氨酸；

PheDH：苯丙氨酸脱氢酶；BsADH：醇脱氢酶 

Figure 2  Structure and mechanism of transaminase and schematic diagram of L-HPA synthesis route by 
transaminase process. A: Synthesis of L-HPA by transaminase. B: Crystal structure of aspartate 
aminotransferase. C: Catalytic mechanism of transaminase[13-14]. D: Synthesis of L-homophenylalanine by 
fermentation[15]. E: Synthesis of L-HPA catalyzed by three enzyme cascades[16]. TA: Transaminase; PLP: 
Pyridoxal phosphate; E4P: Erythrose 4-phosphate; PEP: Phosphoenolpyruvate; DAHP: 3-deoxy-arabino- 
heptulonate 7-phosphate; CHA: Chorismic acid; 4HPP: 4-hydroxyphenylpyruvate; PPY: Phenylpyruvate; 
L-Phe: L-phenylalanine; PheDH: Phenylalanine dehydrogenase; BsADH: Alcohol dehydrogenase. 
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Cho 等[19]筛选到来源于肠杆菌(Enterobacter sp.) 
BK2K-1的芳香族氨基酸转氨酶，以 L-天冬氨酸

作为氨基供体，催化 OPBA 合成 L-HPA。为了

避免 OPBA 的抑制作用，采用分批补料的方

式，以细胞破碎上清液为催化剂进行催化，最

终使 840 mmol/L 的 OPBA 转化为 L-HPA，产量

为 141.2 g/L，转化率>94%，ee>99%。 
底物的价格以及是否容易获得是评价能否

工业化的一个重要条件，为了解决底物价格

昂贵的问题，一方面采用更为廉价的氨基酸

作为氨基供体，如在利用天冬氨酸转氨酶合成

L-HPA 时，可使用相对廉价的 L-赖氨酸作为

氨基供体；随后通过定点突变提高转氨酶对  
L-赖氨酸的利用效率，得到一个双突变体

R292E/L18H，其对 L-赖氨酸的比酶活增加了

12.9 倍；最终通过全细胞催化，将 200 mmol/L 
OPBA转化为 L-HPA，产量为 34.7 g/L，产率为

97%[20]。另一方面是通过更为廉价的方式合成

2-氧代-4-苯基丁酸，如南京工业大学黄和教授团

队首先通过化学法将苯丙酸乙酯与草酸二乙酯

通过缩合、水解反应获得 2-氧代-4-苯基丁酸；

随后，利用天冬氨酸转氨酶将化学法得到的  
2-氧代-4-苯基丁酸，以 L-谷氨酸作为氨基供体

合成 L-高苯丙氨酸；在优化反应条件后，将   
20 g/L的2-氧代-4-苯基丁酸在8 h内转化为L-HPA，

产量为 18.1 g/L，生产强度为 2.26 g/(L·h)，转化

率为 90%[21]。 
天津大学赵广荣教授团队以葡萄糖为底物

通过发酵法获得了 OPBA。通过收集假定的

L-HPA 生物合成基因簇，将系统发育分析与目

标代谢物丰度映射相结合，挖掘了生物合成基

因簇的候选基因。然后采用迭代设计-构建-测试

的方法，评价不同物种的候选基因的组合对合

成的影响，最终在念珠藻(Nostoc punctiforme) 

PCC73102.9 中发现了 L-HPA 的生物合成基因

簇[22-25]，4 种酶参与 L-HPA 的生物合成(图 2D)：
苯丙酮酸合成酶催化苯丙酮酸与乙酰辅酶 A 缩合

形成 2-苄基苹果酸(2-benzylmalic acid, 2-BMA)；
苹果酸苄酯异构酶使 2-BMA的一个羟基异构化，

形成 3-苄基苹果酸(3-benzylmalic acid, 3-BMA)；
苹果酸苄酯脱氢酶参与 3-BMA 的氧化，随后自

发脱羧生成 OPBA，然后由转氨酶生成 L-HPA。

在增强代谢通量后，工程菌株在摇瓶中能合成

1.41 g/L 的 L-HPA[15]。 
转氨酶法需要过量的天然氨基酸作为氨供

体推动反应向产品合成方向进行，为了解决氨

供体过量的问题，浙江大学杨立荣教授团队开

发了三酶级联体系(图 2E)：将芳香氨基酸转氨

酶、苯丙氨酸脱氢酶、醇脱氢酶进行级联，以

L-丙氨酸作为氨基供体，以异丙醇作为辅酶再

生底物，能在 2 h 内将 10 mmol/L 2-氧代-4-苯
基丁酸转化为 1.79 g/L 的 L-HPA，转化率接近

100%，生产强度为 0.89 g/(L·h)，ee>99%[16]。 

2  海因酶法合成 L-高苯丙氨酸  
海因酶法近 30 年来在生产 β-内酰胺类抗

生素侧链的氨基酸方面取得了巨大成功，包括

L-蛋氨酸、L-色氨酸、L-酪氨酸和左旋多巴

(levodopa, L-DOPA)[26-30]。基于相同的原理，

海因酶法也应用于合成 L-高苯丙氨酸，通过将

L-海因酶(又称乙内酰脲酶，EC 3.5.2.2)与 L-氨
甲酰水解酶(EC 3.5.1.87)进行级联，以苯乙基

海因为底物生成 L-HPA，仅有 CO2 和 NH3 等副

产物生成(图 3A)。底物苯乙基海因依赖于化学

合成，最通用的方法是 Bucherer-Bergs 法，也

可由氨基酸和氰酸钾在酸性条件下逆向合成。 

2.1  酶元件的结构与机制 
海因酶根据其作用的底物特异性或光学活
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性不同，可分为 L 型、D 型或无选择型海因酶，

其功能是水解单取代海因生成 N-氨甲酰-L-氨
基酸。在海因酶法合成氨基酸过程中，L-氨甲

酰水解酶是主要的限速酶，而已有研究尚不能

揭示 L-氨甲酰水解酶的催化机制，需待后续的

研究，因此本文仅对其结构进行介绍。 
氨甲酰水解酶分为 D 型和 L 型，L-氨甲酰

水解酶能立体选择性地催化 N-氨甲酰-L-氨基

酸的氨甲酰基中的酰胺键断裂，生成相应构型

的氨基酸、氨和 CO2。目前仅有来源于嗜热脂

肪地芽孢杆菌(Geobacillus stearothermophilus)
的 L-氨甲酰水解酶的结构被解析(图 3B)。为二

聚体结构，单体结构是由 4 层 α/β 折叠片构

成，每层 β 折叠片的两侧被 2 层 α 螺旋包裹

着。L-氨甲酰水解酶分为“催化”和“二聚”结构

域，催化结构域包括 1–207 和 326–409 残基，

二聚结构域包含 208–325 残基[31]，其中 Arg234
已被证明对酶的二聚化至关重要，Arg234 的突

变会阻止酶二聚化并导致酶完全丧失活性。 

2.2  海因酶法合成 L-高苯丙氨酸的研究

进展 
海因酶法合成 L-HPA 主要存在酶活性较

低、酶催化剂重复利用和副产物积累等问题。 
高活性的酶元件是高产的前提条件，为了

解决产量低的问题，Hsu 等[32]筛选到耐辐射球

菌(Deinococcus radiodurans) BCRC12827 来源

的海因酶，对苯乙基海因表现出高的外消旋

活性，比酶活为 1.31 U/mg。随后，将所获得的

海因酶与来自卡氏芽孢杆菌(Bacillus kaustophilus) 
BCRC11223 的 L-氨甲酰化酶基因在大肠杆菌细

胞中共表达。将重组细胞用 0.5%甲苯在 30 ℃
下处理 30 min，提升细胞渗透性，高渗透性的

重组大肠杆菌细胞，可将 150 mmol/L 苯乙基

海因转化为 L-HPA，产率达到 99%，产量为

26.8 g/L，生产强度为 1.34 g/(L·h)。 

 
 
图 3  海因酶法合成 L-HPA 路线图及 L-氨甲酰水

解酶结构   A：海因酶法合成 L-HPA. B：L-氨甲

酰水解酶晶体结构(PDB ID: 3N5F) 
Figure 3  Schematic diagram of L-HPA synthesis 
route by hydantoinase process and structure of 
L-carbamoylase. A: Synthesis of L-HPA by 
hydantoinase process. B: Crystal structure of 
L-carbamoylase. 

 
为了重复利用酶催化剂，以降低生产成本。

将 L-海因酶和 L-氨甲酰化酶共价固定在 Eupergit 
C 上，利用苯乙基海因合成 L-高苯丙氨酸。固定

化的酶 pH 和温度适用范围更广，弥补了 2 种游

离酶最佳反应 pH 之间的差距，从而使 2 种酶在

单个反应器中的利用成为可能。在最佳条件

下，固定化的 L-海因酶和 L-N-氨甲酰化酶表现

出良好的稳定性，其比活性分别为 0.79 U/mg
和 2.91 U/mg。固定化的 L-海因酶在反复循环

使用 40 次后活性保持不变，L-N-氨甲酰化酶在

14 个循环后活性仅下降了 40%[33]。 
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由于 L-海因酶的选择性较差，会导致    
N-氨基甲酰基-D-氨基酸副产物的积累。为此，

Rodríguez-Alonso 等设计了一种四酶级联体系

称作双外消旋酶-海因酶法：来源于根癌农杆菌

(Agrobacterium tumefaciens) BQL9 的 D-海因酶、

来源于根癌农杆菌 C58 的海因外消旋酶、来源于嗜

热脂肪地芽孢杆菌 CECT43 的 L-N-氨甲酰化酶以

及来自嗜热卡氏芽孢杆菌(Geobacillus kaustophilus)
的 N-琥珀酰氨基酸外消旋酶。这种海因酶法的

基础上加入 N-琥珀酰氨基酸外消旋酶的方式，避

免了 N-氨基甲酰基-D-氨基酸在反应中的积累，

在最佳反应条件下，可使 100 mmol/L 的苯乙基海

因完全转化为 17.9 g/L 的 L-HPA，ee>99%[29]。 

3  脱羧酶法合成 L-高苯丙氨酸 
脱羧酶法是利用 L-天冬氨酸 β-脱羧酶

(L-aspartate β-decarboxylase, AspBDC, EC 4.1.1.12)，
以 3(R)-3-苄基-L-天冬氨酸为底物发生 β-脱羧

生成 L-HPA (图 4A)。 

3.1  酶元件 L-天冬氨酸 β-脱羧酶的结构与

机制 
目前 L-天冬氨酸脱羧酶可分为 L-天冬氨酸

α-脱羧酶和 L-天冬氨酸 β-脱羧酶。L-天冬氨酸

β-脱羧酶是目前唯一的 β-型氨基酸脱羧酶，其天

然底物为L-天冬氨酸，催化脱羧生成L-丙氨酸。

来源于假单胞菌(Pseudomonas sp.) ATCC 19121
的 L-天冬氨酸 β-脱羧酶晶体结构(图 4B)[34]，是

6 个同型二聚体组合而成的十二聚体，碱性环境

会使酶逐渐解聚为二聚体，酶活性降低。但已

有晶体结构信息尚不足以揭示其催化机理，需

待后续的研究。 

3.2  脱羧酶法合成 L-高苯丙氨酸的研究

进展 
目前脱羧酶法生产 L-HPA 主要问题是 L-天

冬氨酸 β-脱羧酶对 3(R)-3-苄基-L-天冬氨酸的催 

 
 
图 4  脱羧酶法合成 L-HPA 示意图及脱羧酶结构   
A：脱羧酶法合成 L-高苯丙氨酸. B：L-天冬氨酸

β-脱羧酶晶体结构(PDB ID: 2ZY2)  
Figure 4  Schematic diagram of L-HPA synthesis 
by decarboxylase process and structure of 
decarboxylase. A: Synthesis of L-homophenylalanine 
by decarboxylase. B: Crystal structure of L-aspartate 
β-decarboxylase. 
 
化效率低。华东理工大学许建和教授团队首

先将 L-天冬氨酸通过化学法转成 3(R,S)-3-苄 
基-L-天冬氨酸，随后拆分得到 3(R)-3-苄基-L-天
冬氨酸。来源于德阿昆哈假单胞菌(Pseudomonas 
dacunhae)的 L-天冬氨酸 β-脱羧酶对 3(R)-3-苄
基-L-天冬氨酸具有较微弱的活性。随后，通过

半理性设计方法对该酶进行蛋白质工程改造，

突变体 T382G/R37A 的比活力是野生型的   
15 400 倍，利用上述突变体催化 10 mmol/L 
3(R)-3-苄基-L-天冬氨酸生产 1.3 g/L 的 L-HPA，生

产强度为0.26 g/(L·h)，产率为73%，ee>99%[35]。 

4  脱氢酶法合成 L-高苯丙氨酸 
脱氢酶法合成 L-高苯丙氨酸是利用氨基酸

脱氢酶如苯丙氨酸脱氢酶(EC 1.4.1.20)、谷氨

酸脱氢酶(EC 1.4.1.2)等将 OPBA 通过还原氨化

反应并利用游离的氨作为氨供体合成 L-高苯丙
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氨酸。反应过程需要辅酶 NADH，但因 NADH
价格昂贵，研究过程中需要引入甲酸脱氢酶辅

酶再生系统或者葡萄糖脱氢酶辅酶再生系统，

生成大量 NADH，以节约生产成本(图 5A)。 

4.1  酶元件氨基酸脱氢酶的结构和机制 
苯丙氨酸脱氢酶的天然底物为苯丙酮酸，

而 OPBA 结构与苯丙酮酸相似，因此生产

L-HPA 的氨基酸脱氢酶主要是苯丙氨酸脱氢

酶。主要来源于中温放线菌(Thermoactinomyces 
intermedius)[36]、栗褐芽孢杆菌(Bacillus badius)[37]、

红球菌属(Rhodococcus sp.) M4[38]、嗜热卡氏芽

孢杆菌(Geobacillus kaustophilus)[37]、球形芽孢

杆菌(Bacillus sphaericus)[39]。目前仅有红球菌

属(Rhodococcus sp.) M4 来源的苯丙氨酸脱氢酶

晶体结构被解析[40]，为同源二聚体结构，包含

催 化 结 构 域 和 β- 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

(β-Nicotinamide adenine dinucleotide, NAD)结构

域，与亮氨酸脱氢酶的结构相近(图 5B)。 
谷氨酸脱氢酶催化的天然反应是催化谷氨

酸氧化脱氨生成 α-酮戊二酸。谷氨酸脱氢酶主

要来源于恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)[41]、

艰难梭菌 (Clostridium difficile)[42]和大肠杆菌 
(E. coli)[43]等。谷氨酸脱氢酶主要为六聚体，

由 2 个三聚体相互叠加在一起而形成[44-45]。这 2 个

三聚体由一条裂隙分开，分别为谷氨酸脱氢酶

的催化域及底物结合域。在底物结合口袋与谷

氨酸结合后，酶通过弯曲 2 个区域间的裂隙来

形成不同的构象。当不结合底物时，谷氨酸脱

氢酶呈现打开状态；而一旦与底物或者辅酶结

合后，会转变为闭合状态。在闭合状态，酶的

关键催化残基距离底物更近，从而使酶反应更

容易发生[41,44,46]。 
以 Rhodococcus sp. M4 来源的苯丙氨酸脱氢

酶为例介绍酶催化机理。首先底物 L-苯丙氨酸、

NAD+进入活性中心，以两性离子状态与酶结合

并处于活化状态。Lys78 通过水分子催化 α-氨基

基团去质子化，然后质子氢转移到 NAD+分子

上，形成亚胺离子，底物的R-羧酸与Lys66以静 
 

 
 
图 5  脱氢酶法合成 L-HPA 示意图及脱氢酶结构   A：脱氢酶法合成 L-高苯丙氨酸. PheDH：苯丙氨

酸脱氢酶；FDH：甲酸脱氢酶；GDH：葡萄糖脱氢酶. B：苯丙氨酸脱氢酶晶体结构 
Figure 5  Schematic diagram of L-HPA synthesis by dehydrogenase process and structure of dehydrogenase. 
A: Synthesis of L-homophenylalanine by dehydrogenase. PheDH: Phenylalanine dehydrogenase; FDH: 
Formate dehydrogenase; GDH: Glucose dehydrogenase. B: Crystal structure of phenylalanine 
dehydrogenase. 



 
 

高登科 等/酶法生产 L-高苯丙氨酸的研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3119 

 

电相互作用，并与 Asn262 和 Lys78 形成氢键。

Lys78 催化活化水分子，通过亲电子碳攻击亚胺

离子，形成甲醇胺中间体。以 Lys78 作为碱，对

甲醇胺进行去质子化，而 Asp118 则给离去的氨基

基团加氢，生成的苯丙酮酸和氨离开活性中心[40]。 

4.2  脱氢酶法合成 L-HPA 的研究进展 
脱氢酶法合成 L-HPA 遇到的问题有：(1) 

辅酶再生体系；(2) 底物抑制；(3) 酶重复利

用；(4) 酶催化效率低；(5) 底物价格昂贵。 
高效辅酶再生体系可以减少辅酶用量并同

时提高产量。Bradshaw 等[47]将来自 Rhodococcus 
sp. M4 的苯丙氨酸脱氢酶与甲酸脱氢酶进行级

联合成 L-HPA，产率达到 63%。在进一步比较

甲酸脱氢酶和葡萄糖脱氢酶再生体系的稳定性

时发现，葡萄糖脱氢酶比甲酸脱氢酶更加稳

定。且 NaCl 不抑制酶活性时，葡萄糖脱氢酶

体系优于甲酸脱氢酶辅酶再生系统。 
为了解决底物抑制，中国药科大学陈依军

教授[36]团队将苯丙氨酸脱氢酶和甲酸脱氢酶进

行级联生产 L-HPA，通过分批补加底物策略，解

决了底物抑制。最终将 510 mmol/L 的底物转化

为 L-HPA，产量为 84.4 g/L，转化率为 92.5%，

生产强度为 3.5 g/(L·h)。尽管分批补料可解决

底物抑制问题，但这种方式比较繁琐，增加了

生产成本。随后，该团队通过基于微粒 Eudragit 
RS100 的底物释放控制策略，将全部酮酸底物

封控在微粒中并控制底物释放速度，在反应 33 h
后，产量达到 71.6 g/L，转化率为 80%，生产

强度为 2.15 g/(L·h)。这种方式解决了底物抑制

的同时又避免了繁琐的补料分批工艺[48]。 
为了促使酶重复利用，Ahmad 等[49]通过膜

生物反应器，将苯丙氨酸脱氢酶和甲酸脱氢酶

截留在膜内，实现了酶的多次重复利用，在最

优反应 pH 为 8.5 条件下，其产率大于 80%，

ee>99%。另一个典型例子是通过酶固定化技术

将苯丙氨酸脱氢酶共价固定在酶载体 Eupergit 
CM 上，固定化的苯丙氨酸脱氢酶的 pH 范围和

温度范围略有扩大。最终固定化的苯丙氨酸脱

氢酶可重复利用 9 次，每次可将 10 mmol/L 的

OPBA 转化为 L-HPA，产量为 1.4 g/L，产率超

过 80%[38]。 
为了进一步提高苯丙氨酸脱氢酶的催化效

率，江南大学聂尧教授团队通过改造来源于巴

迪斯芽孢杆菌(Bacillus badius)的苯丙氨酸脱氢

酶，获得了一个最佳三突变体 V309G/L306V/ 
V144G，其催化效率比野生型高 12.9 倍。与葡

萄糖脱氢酶辅酶再生体系连用，通过分批补料

策略在 210 min 内将 1.08 mol/L 的 OPBA 转化

为 L-HPA，产量为 174 g/L，转化率为 90.2%，

生产强度为 49.7 g/(L·h)[37]。 
为了进一步降低原料成本，本文通信作者

刘立明教授团队对 L-HPA 进行生物逆合成分

析[50-52]，如图 6A 所示，采用有机合成切断法对

C–C 键进行异裂或均裂和官能团互变(functional 
group interconversions, FGIs)方法，将 L-HPA 拆

分为 C8+C2、C7+C3、C6+C4 砌块分子库。首

先探索了 C8+C2 模块(苯乙醛和甘氨酸)作为起

始原料，通过手性重置的四酶级联方案合成

L-HPA (图 6B)，其路线为：(1) 苯乙醛 1 和甘

氨酸 2 在苏氨酸醛缩酶的催化下生成 3；(2) 3 在

苏氨酸脱氨酶催化下生成 4；(3) 4 在苯丙氨

酸脱氢酶催化下形成 L-高苯丙氨酸 5；(4) 甲
酸脱氢酶用于NADH的再生[53]。对全细胞转化

体系进行优化，使 L-HPA 产量进一步提高至

1.23 g/L，转化率为 34.2%[54]。然而，由于苯乙

醛易导致路径酶失活，导致产量较低。随后，

该团队又设计了 C7+C3 模块(苯甲醛和丙酮酸)
作为起始原料，通过一个 3 步生物级联途径来

合成 L-HPA (图 6C)，其路线为：苯甲醛 6 和丙

酮酸 7 通过醛缩酶转化为 8；8 自发脱水形成 9； 
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图 6  生物逆合成分析法合成 L-HPA[53-55]   A：通过有机合成切断法和官能团的相互转化将 L-HPA 拆

分为廉价的合成砌块. B：以苯乙醛和甘氨酸为起始原料的 L-HPA 生物合成路线. C：以苯甲醛和丙酮

酸为起始原料的 L-HPA 生物合成路线. PaTA：苏氨酸醛缩酶；CgTD：苏氨酸脱氨酶；ER：烯还原酶 
Figure 6  Synthesis of L-HPA by biological reverse synthesis analysis[53-55]. A: L-HPA was separated into 
cheap synthetic blocks by disconnection approach and functional group interconversions. B: Biosynthesis 
route of L-HPA with phenylacetaldehyde and glycine as starting materials. C: Biosynthesis route of L-HPA 
with benzaldehyde and pyruvate as starting materials. PaTA: Threonine aldolase; CgTD: Threonine 
deaminase; ER: Ene reductase. 
 
9通过烯还原酶转化为4；4通过苯丙氨酸脱氢酶

转化为 L-HPA。甲酸脱氢酶用于 NADH 辅酶再

生[55]。随后，通过对路径酶进行深入的筛选、

表达优化、蛋白质工程和反应条件优化等工

作，在 5 L 反应器中获得了 100.9 g/L 的 L-HPA，

转化率为 94%，生产强度为 5.61 g/(L·h)。 

5  酶法合成 L-高苯丙氨酸方法

的比较 
对不同酶法合成工艺在起始底物成本、产

量、转化率等方面进行比较，为 L-HPA 工业化

进程奠定基础，如表 1 所示。转氨酶法的最高

产量已达到 141.20 g/L，转化率为 94%[19]。但

转氨酶法需要过量的天然氨基酸作为氨基供

体，不利于工业化生产。为此，研究人员通过

设计新型三酶级联体系，循环使用氨基供体，

但产量仅有 1.80 g/L[16]。限制转氨酶法工业化

应用的另一问题是底物 OPBA 价格昂贵，虽然

可以葡萄糖为底物，通过代谢工程合成了

OPBA，但 L-HPA 产量仅有 1.41 g/L[15]。 

海因酶法最高产量可以达到 17.90 g/L，具

有完全转化且没有底物抑制等优点，但目前海

因酶法的底物苯乙基海因需要化学合成，合成

方式繁琐，需要有毒试剂，同时产量较低。 

脱羧酶法最高产量为 1.31 g/L，转化率为

73%[35]。产量和转化率较低，但不需要辅因子。 
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表 1  酶法合成 L-高苯丙氨酸生产工艺的比较 
Table 1  Comparison of enzymatic production of L-homophenylalanine  
Enzymatic 
process 

Entry Substrate Yield  
(g/L) 

ee  
(%) 

Conversion  
(%) 

Advantages Disadvantages References 

Transaminase 
process 

1 OPBA,  
L-aspartic  
acid 

141.20 99 94.0 1 High catalytic efficiency  
2 High yield  
3 No cofactor required 

1 High price of OPBA  
2 Reversible reaction  
3 Excessive ammonia 
donor required 

[19] 

2 OPBA,  
L-alanine, 
Isopropanol 

1.80 99 100.0 1 Low price of ammonia 
donor and no need for 
excess  

1 High price of OPBA 
2 Low yield 

[16] 

3 Glucose 1.41 99 – 1 Low price of glucose 1 Low yield 
2 Long fermentation 
cycle and high 
fermentation cost 

[15] 

Hydantoinase 
process 

4 Phenylethyl 
hydantoin 

17.90 99 100.0 1 No substrate inhibition 
2 No cofactor required 

1 Substrate dependent 
on chemical synthesis  
2 Low yield 

[29] 

Decarboxylase 
process 

5 3(R)-benzyl- 
L-aspartate 

1.31 99 73.0 1 Low substrate price 1 Substrate dependent 
on chemical synthesis  
2 Low yield 

[35] 

Dehydrogenase 
process 

6 OPBA 174.00 99 90.2 1 High catalytic efficiency 
2 High yield 
3 No reversible reaction 

1 High price of OPBA 
2 NAD+ cofactor required 
3 Substrate inhibition 

[37] 

7 Benzaldehyde, 
pyruvate 

100.90 99 94.0 1 Low substrate price  
2 High yield 

1 NAD+ cofactor 
required 

[55] 

 
其采用的底物是依赖 L-天冬氨酸作为底物，通

过化学工艺合成，但化学工艺繁琐，需要经拆

分获得，不利于工业化生产。 
脱氢酶法最高产量为 174.00 g/L，转化率为

90.2%[37]，但脱氢酶法同样面临底物 OPBA 价格

高昂的问题。为此，笔者课题组通过逆合成分

析得到级联路线，以廉价的苯甲醛和丙酮酸为

原料合成 OPBA，与利用 OPBA 为原料的生产

工艺相比，原料成本降低了 17.4 倍，L-HPA 产

量达到 100.9 g/L，转化率为 94%，在保持较高

产量的同时解决了底物昂贵的问题[55]。 

6  结论与展望 
L-高苯丙氨酸在手性药物生产中具有十分

重要的应用价值，目前酶法合成 L-高苯丙氨酸

的研究仍在继续，主要包括：一方面是对现有

生产工艺的优化，如通过酶固定化技术增加脱

氢酶的稳定性、利用膜生物反应器将酶封装在

膜内，增加酶重复利用次数、蛋白质工程改造

提高催化效率和稳定性。另一方面是开发能利

用廉价原料的新型级联路径，如构建能利用葡

萄糖的基因工程菌或通过生物逆合成分析开发

的级联路径等。然而，目前生产工艺在底物和

产量上难以同时兼顾，部分工艺保证了底物廉

价但产量较低、部分工艺产量较高但所用原料

价格高昂。 
为了降低底物价格的同时提高 L-高苯丙氨

酸的产量，今后研究需要在以下几个方面进行

深入研究：(1) 开发利用廉价原料的新路线；

(2) 通过酶工程提高酶的性能，获得高效的生
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物催化剂；(3) 提高酶催化剂的重复利用率，

降低生产成本。 
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