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固定化 Ｄ氨基酸氧化酶催化 ＤＬ氨基酸去消旋化
制备非天然 Ｌ氨基酸

徐红梅，夏仕文１），何从林

（重庆邮电大学 生物信息学院，重庆４０００６５）

摘　要：在过氧化氢酶和氧气存在下，固定化Ｄ氨基酸氧化酶（ＤＡＡＯ）对映选择性催化 ＤＬ氨基酸中的 Ｄ对映
体氧化脱氨为相应酮酸，Ｌ对映体保留．研究了 ＤＡＡＯ的底物特异性并对反应条件进行了优化．结果表明：Ｄ
ＡＡＯ具有较宽的底物谱，能够催化疏水性α氨基酸的Ｄ对映体氧化脱氨．在最优反应条件下，ＤＡＡＯ催化ＤＬ２
氨基丁酸、ＤＬ２氨基戊酸去消旋化，Ｌ２氨基丁酸、Ｌ２氨基戊酸的收率分别为４８％和４７％，ｅｅ分别为９９．５％和
９９．８％．进一步地利用ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４催化氧化脱氨过程中产生的亚氨基酸原位还原，有效提高了Ｌ２氨基丁酸、
Ｌ２氨基戊酸的收率并保持高的光学纯度．
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　　非天然Ｌ氨基酸是手性药物、农业化学品和材
料的重要中间体，不能通过发酵获得．酶催化具有
立体选择性高、反应条件温和、环境友好等特征，

是合成对映纯非天然Ｌ氨基酸极为有用的方法．目
前大量具有商业价值的非天然 Ｌ氨基酸是用酶法
制备的［１］．其中，外消旋体的酶催化动力学拆分是
合成非天然Ｌ氨基酸的一个最成功的策略，涉及的
酶主要有酰化酶、水解酶等，通过 ＤＬ氨基酸酰胺
或酯的对映选择性水解，获得非天然Ｌ氨基酸［２］．

Ｄ氨基酸氧化酶（Ｄａｍｉｎｏａｃｉｄｏｘｉｄａｓｅ，Ｄ
ＡＡＯ）在分子氧作用下，特异地催化 Ｄα氨基酸氧
化为α亚氨基酸（过渡态），α亚氨基酸随后自动水
解为α酮酸和氨，同时释放出过氧化氢．基于 Ｄ
ＡＡＯ的催化特性，已成功用于半合成头孢菌素关键
母核７氨基头孢霉烷酸（７ＡＣＡ）的工业生产以及酮
酸的制备和氨基酸的拆分．ＤＡＡＯ和化学还原剂
的组合体系能够将氧化脱氨过程中形成的过渡态

α亚氨基酸原位转化为 ＤＬ氨基酸，从而实现 ＤＬ
氨基酸的去消旋化，提高非天然 Ｌ氨基酸的收率．
在这些工作中，猪肾 ＤＡＡＯ和 ＮａＢＨ４、ＮａＣＮＢＨ３、
ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４等化学还原剂的组合得到了较多的

研究［３６］，对源于变异三角酵母（Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓｖａｒｉａｂｉ
ｌｉｓ）的固定化ＤＡＡＯ在制备非天然Ｌ氨基酸方面的
研究相对较少．

我们在研究固定化 ＤＡＡＯ（Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓｖａｒｉａｂｉ
ｌｉｓ）底物特异性的基础上，通过反应条件的优化，
利用固定化 ＤＡＡＯ体系和固定化 ＤＡＡＯ／ＰｄＣ／
ＨＣＯＯＮＨ４体系催化ＤＬ氨基酸去消旋化，高收率制
备对映纯Ｌ２氨基丁酸和Ｌ２氨基戊酸（示图１）．

图示１Ｄ氨基酸氧化酶（ＤＡＡＯ）催化ＤＬ氨基酸去消旋化
Ｓｃｈｅｍｅ１ＤｅｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＤＬａｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｓｉｎｇ

Ｄａｍｉｎｏａｃｉｄｏｘｉｄａｓｅ（ＤＡＡＯ）
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１实验部分
１．１实验材料

固定化Ｄ氨基酸氧化酶（５０ｕ／ｇ，湖南福来格
生物技术有限公司），过氧化氢酶（５００００ｕ／ｍＬ，
枣庄市杰诺生物酶有限公司），Ｄ氨基酸（Ｄ２氨基
丁酸、Ｄ２氨基戊酸、Ｄ２氨基己酸、Ｄ２氯苯丙氨
酸、Ｄ４氯苯丙氨酸、Ｄ２氯苯甘氨酸、Ｄ４氟苯甘
氨酸、Ｄ２氨基戊二酸）、ＤＬ氨基酸（ＤＬ２氨基丁
酸、ＤＬ２氨基戊酸）均为实验室自制，２丁酮酸、
丙酸、钯碳（５％）、甲酸铵等为市售化学纯或分析
纯试剂．
１．２实验方法
１．２．１分析方法　　２丁酮酸、丙酸采用 ＨＰＬＣ测
定，外标法定量．色谱柱：Ｃ１８柱（４．６×１５０ｍｍ，
５μ），流动相：１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ３．５）／甲醇
（８０∶２０，ｖ／ｖ），流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：
２１４ｎｍ，温度：２５℃．底物转化率和产物对映体过
量（ｅｅ）采用手性ＨＰＬＣ测定．手性柱：ＣｒｏｗｎｐａｋＣＲ
（＋）（４×１５０ｍｍ，５μ），流动相：高氯酸溶液（ｐＨ
１．３），流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２００ｎｍ，温
度：２５℃．ｅｅ＝（ＬＤ）／（Ｌ＋Ｄ）×１００％，转化率＝
（ＬＤ）／（２×Ｌ）×１００％，式中 Ｌ，Ｄ均以峰面积
计量．
１．２．２底物特异性和活性测定　　采用文献［７］的
改进方法测定底物特异性和活性．２０ｍｍｏｌＤ氨基
酸，０．０８ｍｍｏｌ邻联茴香胺和１０００ｕ过氧化氢酶溶
于１００ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中（ｐＨ８．０），加
入２ｇＤＡＡＯ，通入氧气（０．１ｖｖｍ），３０℃下反应
２ｈ．采用分光光度法测定反应液５４０ｎｍ下的吸光
度，利用过氧化氢校正曲线计算反应液中过氧化氢

浓度和酶活性．
１．２．３ＤＡＡＯ催化ＤＬ氨基酸去消旋化　　０．１ｍｏｌ
ＤＬ氨基酸（１０．３ｇＤＬ２氨基丁酸，１１．７ｇＤＬ２氨
基戊酸）溶于 １００ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液中
（ｐＨ８．０），加入２０ｇ（１０００ｕ）固定化 ＤＡＡＯ和
０．２ｍＬ（１００００ｕ）过氧化氢酶，通入Ｏ２（０．１ｖｖｍ），
３０℃下搅拌反应，手性 ＨＰＬＣ监测反应过程直至
Ｄ氨基酸完全消失．过滤，滤液用浓盐酸酸化至ｐＨ
２～３，减压浓缩至干，残余物中加入２５ｍＬ无水乙
醇，过滤除去无机盐，滤液中加入３．５ｍＬ环氧丙
烷，室温下搅拌３０ｍｉｎ，过滤，固体用无水乙醇洗
涤，烘干，手性ＨＰＬＣ测定ｅｅ．

１．２．４ＤＡＡＯ／ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４催化ＤＬ氨基酸去消
旋化　　０．１ｍｏｌＤＬ氨基酸（１０．３ｇＤＬ２氨基丁酸，
１１．７ｇＤＬ２氨基戊酸）溶于１００ｍＬ甲酸铵溶液中
（ｐＨ６．５），加入 ２０ｇ（１０００ｕ）固定化 ＤＡＡＯ，
１０ｇＰｄ／Ｃ（５％）和０．２ｍＬ（１００００ｕ）过氧化氢酶，通
入Ｏ２（０．１ｖｖｍ），３０℃下搅拌反应．手性ＨＰＬＣ监测
反应过程直至Ｄ氨基酸完全消失．过滤，滤液用浓
盐酸酸化至ｐＨ２～３，减压浓缩至干，残余物中加入
５０ｍＬ无水乙醇，过滤除去无机盐，滤液中加入７ｍＬ
环氧丙烷，室温下搅拌３０ｍｉｎ，过滤，固体用无水乙
醇洗涤，烘干，手性ＨＰＬＣ测定ｅｅ．

２结果与讨论
２．１固定化Ｄ氨基酸氧化酶底物特异性

Ｄ氨基酸氧化酶具有高度的底物特异性，只接
受Ｄα氨基酸，不接受 Ｌα氨基酸作为反应底物．
对源于变异三角酵母（Ｔｒｉｇｏｎｏｐｓｉｓｖａｒｉａｂｉｌｉｓ）的固定
化ＤＡＡＯ的底物特异性进行研究，发现该酶具有
较宽的底物谱，能够催化疏水性 α氨基酸的 Ｄ对
映体氧化脱氨，尤其是对直链Ｄα氨基酸如Ｄ２氨
基丁酸、Ｄ２氨基戊酸、Ｄ２氨基己酸以及 Ｄ苯丙
氨酸衍生物表现出较高活性，对Ｄ苯甘氨酸衍生物
如Ｄ邻氯苯甘氨酸和Ｄ对氟苯甘氨酸的活性较小，
对亲水性的 Ｄα氨基酸如 Ｄ２氨基己二酸无活性
（表１）．在所测试的底物中，固定化ＤＡＡＯ对ＤＬ
氨基丁酸表现出最高的催化活性（０．５６ｎｋａｔ／ｇ

ＤＡＡＯ）．

表１固定化Ｄ－氨基酸氧化酶的底物特异性和活性
Ｔａｂｌｅ１ＳｕｓｔｒａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＤＡＡＯ

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ（％）ａ

Ｄ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ １００

Ｄ２ａｍｉｎｏｖａｌｅｒｉｃａｃｉｄ ８５

Ｄ２ａｍｎｉｏｈｅｘａｎｏｉｃａｃｉｄ ７２

Ｄ２ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ６８

Ｄ４ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ７５

Ｄ２ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ ５

Ｄ４ｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ ８

Ｄ２ａｍｉｎｏａｄｉｐｉｃａｃｉｄ ０

　　ａ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）ｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＤＡＡＯ．１００％ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ
ｔｏ０．５６ｎｋａｔ／ｇＤＡＡＯ．
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２．２反应条件优化
反应条件不影响ＤＡＡＯ的对映选择性，但影响

Ｄ氨基酸氧化脱氨的反应速度以及副产物的产生．
为最大程度地得到非天然 Ｌ氨基酸和相应的酮酸，
我们对以ＤＬ２氨基丁酸为底物制备Ｌ２氨基丁酸和
丁酮酸的反应条件进行了优化，考察了Ｄ氨基酸氧
化酶／底物质量比、过氧化氢酶／ＤＡＡＯ活性比以及
反应时间对ＤＬ２氨基丁酸氧化脱氨的影响．

固定ＤＬ２氨基丁酸的浓度为１ｍｏｌ／Ｌ，过氧化
氢酶与 ＤＡＡＯ的活性比为１０∶１，考察 ＤＡＡＯ／底
物质量比对 ＤＬ２氨基丁酸氧化脱氨转化率的影
响．当 ＤＡＡＯ／底物质量比从１∶１增大至２∶１时，
转化率成倍增大．进一步增大固定化 ＤＡＡＯ用量，
因为扩散阻力影响，Ｄ２氨基丁酸的转化率缓慢增
大（表２）．考虑到实际应用，选择 ＤＡＡＯ／底物质
量比为２∶１．

表２ＤＡＡＯ／底物质量比对ＤＬ２氨基丁酸氧化脱氨的影响
Ｔａｂｌｅ２ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＡＡＯ／ｓｕｂｓｔｒａｔｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤＬａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ

ＤＡＡＯ／ＤＬａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ｇ／ｇ） Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ（％）ａ

１．０ ６

２．０ １２

３．０ １４

４．０ １５

５．０ １６

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：２～１０ｇＤＡＡＯ，２．０６ｇ（２０ｍｍｏｌ）ＤＬ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，２０ｍＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ８．０），Ｏ２：０．１ｖｖｍ，
ｃａｔａｌａｓｔ：１０００～１００００ｕ，３０℃，２ｈ．

ａ．ＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｉｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｈｉｒａｌＨＰＬＣ．

　　过氧化氢是ＤＡＡＯ催化 Ｄ氨基酸氧化脱氨过
程中的产物之一．过氧化氢不仅氧化酮酸脱羧形成
少一个碳的羧酸，而且氧化 ＤＡＡＯ的半胱氨酸残
基和丝氨酸残基使酶失活［８］．因此，有必要通过在
反应体系中添加外源过氧化氢酶，原位分解反应过

程中产生的过氧化氢．ＤＡＡＯ催化 ＤＬ２氨基丁酸

氧化脱氨的副产物为丙酸．Ｄ对映体完全转化后，
当反应体系中无过氧化氢酶存在时，７８％的丁酮酸
转化为丙酸．过氧化氢酶的加入减少 ２丁酮酸脱
羧，当过氧化氢酶／Ｄ氨基酸氧化酶活性比为１０∶１
时，２０％的丁酮酸转化为丙酸．进一步增大过氧化
氢酶活性，丙酸的形成也不能完全抑制（表３）．

表３过氧化氢酶／ＤＡＡＯ活性比对ＤＬ２氨基丁酸氧化脱氨的影响
Ｔａｂｌｅ３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｔａｌａｓｅ／ＤＡＡＯａｃｔｉｖｉｔｙｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤＬ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ

Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｔａｌａｓｅ／ＤＡＡＯ ２Ｏｘｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ（ｍｏｌ／Ｌ） Ｐｒｏｐａｎｏｉｃａｃｉｄ（ｍｏｌ／Ｌ）

０ ０．１１ ０．３９

１．０ ０．２６ ０．２４

５ ０．３５ ０．１５

１０ ０．４０ ０．１０

２０ ０．４０ ０．１０
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　　图１是固定化 ＤＡＡＯ在过氧化氢酶和氧气存
在下催化ＤＬ２氨基丁酸氧化脱氨的反应进程．当
固定化ＤＡＡＯ与 ＤＬ２氨基丁酸的质量比为２∶１，
过氧化氢酶与固定化 ＤＡＡＯ活性比为 １０∶１时，
１ｍｏｌ／ＬＤＬ２氨基丁酸中的Ｄ对映体３６ｈ后完全
转化为２丁酮酸和丙酸，收率分别为转化产物的
８０％和２０％．
２．３ＤＡＡＯ制备Ｌ２氨基丁酸和Ｌ２氨基戊酸

在最优反应条件下，固定化 ＤＡＡＯ体系催化
ＤＬ２氨基丁酸和ＤＬ２氨基戊酸氧化脱氨，以几乎
定量的收率得到对映纯Ｌ２氨基丁酸和Ｌ２氨基戊
酸．固定化 ＤＡＡＯ／ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４组合催化体系
中，反应过程中产生的２亚氨基丁酸和２亚氨基戊
酸原位催化氢化为相应的 ＤＬ２氨基丁酸和 ＤＬ正
缬氨酸，进入酶催化氧化脱氨循环，理论上所有的

ＤＬ２氨基丁酸和 ＤＬ２氨基戊酸完全转化，Ｌ２氨
基丁酸和Ｌ２氨基戊酸的收率为１００％，但由于反
应过程中２亚氨基丁酸和２亚氨基戊酸水解为相

应的２丁酮酸和２戊酮酸并进一步脱羧为丙酸和
丁酸的过程不可避免，最后得到的Ｌ２氨基丁酸和
Ｌ２氨基戊酸收率为８５％和８３％，ｅｅ值保持不变
（表４）．

图１固定化ＤＡＡＯ催化ＤＬ２氨基氧化脱氨的时间进程
Ｆｉｇ．１ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆＤＬ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｏｘｉｄａｔｉｖｅ

ｄｅａｍｉｎａｔｉｏｎｂｙＤＡＡＯ

表４Ｌ２氨基丁酸和Ｌ２氨基戊酸的制备
Ｔａｂｌｅ４ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＬ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄａｎｄＬ２ａｍｉｎｏｖａｌｅｒｉｃａｃｉｄ

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ
ＤＡＡＯ

Ｙｉｅｌｄ（％） ｅｅ（％）

ＤＡＡＯ＋ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４

Ｙｉｅｌｄ（％） ｅｅ（％）

Ｌ２ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ ４８ ９９．５ ８５ ９９．３

Ｌｎｏｒｖａｌｉｎｅ ４７ ９９．８ ８３ ９９．６

３结　　论
固定化Ｄ氨基酸具有宽的底物谱，能够接受疏

水性Ｄα氨基酸作为反应底物．固定化 Ｄ氨基酸
氧化酶催化ＤＬ氨基酸中Ｄ对映体的完全转化，可
以获得对映纯的非天然 Ｌ氨基酸．固定化 ＤＡＡＯ
与ＰｄＣ／ＨＣＯＯＮＨ４催化氢化体系组合去消旋化ＤＬ
氨基酸，可进一步提高对映纯非天然Ｌ氨基酸的收
率．我们的方法为对映纯非天然Ｌ氨基酸的制备提
供了一条绿色途径．
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