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摘  要 : ω-转氨酶 (ω-transaminase) 可以通过手性拆分和不对称合成的催化反应来获得光学纯的手性胺类化

合物和非天然氨基酸，在医药中间体合成中是一种重要的生物催化剂。采用基因挖掘技术，在基因组数据库中

获得一个来自伯克氏菌 Burkholderia phytofirmans PsJN 的 ω-转氨酶基因 (hbp)，将该基因在大肠杆菌 BL21 

(DE3) 中克隆、表达，利用镍柱亲和层析将该酶 (HBP) 进行纯化并研究了其酶学性质和底物谱。结果表明，

以 β-苯丙氨酸 (β-Phe) 为氨基供体、丙酮酸为氨基受体，HBP 具有较高的活力 (33.80 U/mg) 和立体选择性；

其最适温度为 40 ℃左右，最适 pH 在 8.0–8.5 之间。研究过程中，建立了一种简便快捷的紫外吸收法来检测 β-Phe

的脱氨反应，证明了该反应的热力学平衡性质。底物谱研究表明 HBP 可以以 β-Phe 及其衍生物为氨基供体。

结果表明 HBP 能够有效地手性拆分 rac-β-Phe 及其衍生物，转化率在 50%左右，ee>99%。 

关键词 : ω-转氨酶，伯克氏菌，芳香族 β-氨基酸，手性拆分  
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Expression and characterization of a novel ω-transaminase 
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Abstract:  Production of chiral amines and unnatural amino-acid using ω-transaminase can be achieved by kinetic 

resolution and asymmetric synthesis, thus ω-transaminase is of great importance in the synthesis of pharmaceutical 

intermediates. By genomic data mining, a putative ω-transaminase gene hbp was found in Burkholderia phytofirmans PsJN. The 

gene was cloned and over-expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). The recombinant enzyme (HBP) was purified by Ni-NTA 

column and its catalytic properties and substrate profile were studied. HBP showed high relative activity (33.80 U/mg) and 

enantioselectivity toward β-phenylalanine (β-Phe). The optimal reaction temperature and pH were 40 ℃ and 8.0–8.5, 

respectively. We also established a simpler and more effective method to detect the deamination reaction of β-Phe by UV 

absorption method using microplate reader, and demonstrated the thermodynamic property of this reaction. The substrate 

profiling showed that HBP was specific to β-Phe and its derivatives as the amino donor. HBP catalyzed the resolution of 

rac-β-Phe and its derivatives, the products (R)-amino acids were obtained with about 50% conversions and 99% ee. 

Keywords:  ω-transaminase, Burkholderia phytofirmans PsJN, aromatic β-amino acids, chiral resolution 

转氨酶 (EC 2.6.1.X) 又叫氨基转移酶，是

一种以磷酸吡哆醛  (PLP) 为辅酶，能够将氨

基供体的氨基基团转移至氨基受体羰基位置的

生物催化剂 [1]。根据转氨酶作用的底物，转氨

酶可以分为 α-转氨酶和 ω-转氨酶两大类。与 α-

转氨酶不同，ω-转氨酶催化的两个底物，至少

有一个为非 α-酮酸或者 α-氨基酸 (图 1)[2]。ω-

转氨酶能够通过手性拆分或者不对称合成的方

法催化合成光学纯的手性胺类化合物和非天然

氨基酸。由于医药和农药工业中，大约有 40%

的生物活性物质都含有手性胺结构 [1]，因此，

ω-转氨酶在有机合成中是一种非常重要的生物

催化剂。 

上世纪 50年代，实验证实了在哺乳动物中

存在 ω-转氨酶催化的化学反应 [3]。1990 年，

Celgene 公司在 ω-转氨酶研究方面取得了重大

突破，实现了 ω-转氨酶催化手性胺类化合物的

拆分[4]，这项研究极大地促进了 ω-转氨酶的研

究。在过去的 20多年中，ω-转氨酶催化合成手 

 

 
 

图 1  ω-转氨酶催化的反应 

Fig. 1  The reaction catalyzed by the ω-transaminase 
(ω-TA). 
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性胺类化合物及非天然氨基酸的研究广受关注

并取得了巨大的进展[5-7]。1999年，Celgro公司

以异丙胺和甲氧基异丙酮为底物，建立了 ω-转

氨酶催化(S)-甲氧基丙胺的生产路线[8]；这是 ω-

转氨酶工业生产农用手性胺类药物中间体的代

表。2010年，美国Codexis和Merck公司，对ω-

转氨酶进行了 11 轮的突变，成功实现了酶法催

化西他列汀 (治疗糖尿病药物) 的合成工艺，彻

底取代了重金属铑催化的化学合成路线[9]；该成

果获得了 2010年美国总统绿色化学奖，是生物

催化工业应用的一个里程碑。 

根据 ω-转氨酶作用底物的立体构型，可将

ω-转氨酶分为 (S)-ω-转氨酶和 (R)-ω-转氨酶。

(S)-ω-转氨酶作用于 (S)-型底物，(R)-ω-转氨酶

作用于 (R)-型底物。文献报道较多的是 (S)-ω-

转氨酶 [5,10]，其中研究最广泛、最透彻的是来

自河流弧菌 Vibrio fluvialis JS17的 ω-转氨酶，

该酶有两个底物结合口袋，大口袋能够接受底

物的苯环或者羧基基团，小口袋对大于乙基的基

团具有严格的空间位阻效应[11]；由于小口袋限

制，大大缩小了其应用范围，Nobili 等通过分子

改造扩大了这个酶的小口袋[12]。与 (S)-ω-转氨

酶相比，(R)-ω-转氨酶的数量屈指可数；直到

2010 年，Höhne 等通过生物信息学分析，根据

两个Motif对 6 000多条标注为“L-分支链氨基酸

转移酶”氨基酸序列进行逐条分析，最终获得了

21 条可能的 (R)-ω-转氨酶序列，实验确定其中

17 条为 (R)-ω-转氨酶[13]；随后，我们实验室将

两个 Motif 合并，又成功挖掘出 5 个 (R)-ω-转

氨酶[14]。(R)-ω-转氨酶逐步丰富起来。 

ω-转氨酶不仅可以催化手性胺类化合物，

还可以实现 β-氨基酸的手性合成。虽然已有多

种酶法合成 β-氨基酸[15-18]，但由于 ω-转氨酶拥

有反应快速、底物谱广泛以及不需要辅因子再

生等优势，利用 ω-转氨酶合成 β-氨基酸是一种

更加理想的选择。目前，能够作用于芳香族 β-

氨基酸的 ω-转氨酶相对较少[19-23]，寻找新的 ω-

转氨酶来催化获得光学纯的芳香族 β-氨基酸具

有重要意义。本文通过基因挖掘技术，获得了

一种来自 Burkholderia phytofirmans PsJN的 ω-

转氨酶，实现了芳香族 β-氨基酸的手性拆分。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒、菌株及主要试剂 

pET-32a(+) 质粒购自 Novagen 公司；蛋白

胨和酵母提取物均来自 BD 公司；Bradford 

BCA 蛋白浓度试剂盒购自康为世纪公司；考马

斯亮蓝 R250 购自 Solarbio 公司。氨基供体底

物，rac-β-Phe (Alfa Aeser)、(R)-β-Phe (百灵威科

技有限公司 )， rac-3-氨基 -3-(4-氟苯基 ) 丙酸 

(国药集团化学试剂有限公司 )、 rac-3-氨基 - 

3-(4-甲氧基苯基) 丙酸 (上海韶远化学科技有

限公司)、rac-3-氨基-3-(4-甲基苯基) 丙酸 (国

药集团化学试剂有限公司)、rac-3-氨基-3-(4-硝

基苯基) 丙酸 (Sigma 公司)、rac-3-氨基-3-(4-

羟基苯基 ) 丙酸  (上海韶远化学科技有限公

司)、rac-3-氨基-4-甲基戊酸 (阿拉丁)、(S)-苯

乙胺 (Alfa Aesar)、rac-2-戊胺 (TCI)；氨基受

体底物丙酮酸 (Alfa Aesar)、α-酮戊二酸 (国药

集团化学试剂有限公司 )、丙酮酸乙酯  (Alfa 

Aesar)、苯甲醛 (Alfa Aesar)、乙醛酸 (百灵威

科技有限公司)、苯乙酮 (Alfa Aesar)、其他氨

基受体 (Sigma公司)。 
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1.1.2  主要仪器 

高压匀浆破碎仪购自德国 APV公司；RC6+

高速冷冻离心机购自 Thermo公司；凝胶成像系

统购自 BIO-RAD公司；ÄKTA purifier 10，所用

层析柱均为 GE 公司；高效液相色谱仪 (HPLC 

1260)，购自 Agilent公司；酶标仪 (SpectraMax 

M2e)。 

1.2  基因挖掘  

通过文献调研，发现来自根瘤菌属

Mesorhizobium sp. LUK的 (S)-立体选择性 ω-转

氨酶能够以 β-Phe 为氨基供体，以丙酮酸、草

酰乙酸和 α-酮戊二酸为氨基受体进行反应[20]，

表明这个酶能够催化芳香族 β-氨基酸，并且有

比较宽的氨基受体底物谱。因此，以来自

Mesorhizobium sp. LUK 的 ω-转氨酶蛋白序列 

(EF127643.1) 为模板，在 NCBI (http://blast. 

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 中进行 Blastp (默认

设置) 搜索，来挖掘能够作用于芳香族 β-氨基

酸的 ω-转氨酶。从 Blast 结果列表中选择了一

条来自 Burkholderia phytofirmans PsJN，标注为

“class III aminotransferase”的候选蛋白序列 

(YP_001890102.1，将该蛋白序列在 N 端加上

His6后命名为 HBP)，与已经报道的能够作用于

芳香族 β-氨基酸的 ω-转氨酶  (分别来自

Mesorhizobium sp. LΜK[20] 、 胞 菌 属

Polaromonas sp. JS666[21]和 争 论 贪 噬 菌 属

Variovorax paradoxus[22] 、 伯 克 氏 菌 属

Burkholderia graminis[23]) 进行 Pr-Blast，HBP

与之同源性都较高，分别为 51%、55%、59%、

83%。通过在线的 jcat 密码子优化程序 

(http://www.jcat.de)，对 HBP的原始基因序列进

行了针对 E. coli (K12) 表达的密码子优化，在

N 端加上 His6 标签，目的基因直接合成至

pET-32a原核表达载体的 NdeⅠ (691 bp处) 与

BamHⅠ酶切位点之间。 

1.3 目的蛋白的表达纯化 

工程菌构建：将重组载体 pET-32a-hbp 转化

至 E. coli BL21 (DE3) 感受态细胞中。 

诱导表达：将工程菌接种到装有 LB 液体培

养基 (Amp含量 100 µg/mL) 的三角瓶 (800 mL/

瓶) 里，置于 37 ℃的恒温培养摇床 (200 r/min) 

中培养至对数期 (OD600为 0.6–1.0)，加入终浓度

为 0.1 mmol/L的 IPTG，置于 25 ℃、200 r/min

的恒温培养摇床中诱导表达 12 h。  

收菌破胞：将诱导表达的菌液离心并收集

菌体，用冰浴过的磷酸钠缓冲液 (50 mmol/L，

pH 7.0) 清洗菌体两遍；之后将菌体用 100 mL

冰浴过的破胞缓冲液重悬，破胞缓冲液为磷酸

钠缓冲液 (50 mmol/L，pH 7.0)，其中添加有

20 µmol/L 磷酸吡哆醛  (PLP)、1 mmol/L 的

PMSF、0.01% (V/V) 的 β-巯基乙醇、30 mmol/L

咪唑和 500 mmol/L氯化钠；重悬好的菌液用高

压匀浆机 (提前预冷至 4 ℃) 进行细胞破碎。 

纯化透析：将细胞破碎液离心收集破菌上

清液 (呈淡黄色)，用 0.45 μm 的滤器过滤。纯

化过程主要在 ÄKTA 蛋白质纯化仪上进行，所

用层析柱为 Ni-NTA 亲和层析柱 (实验室自装

10 mL手工柱)，纯化用到的缓冲液主要为上样

溶液 A (pH 7.0的 50 mmol/L的磷酸钠缓冲液，

含有 30 mmol/L 咪唑和 500 mmol/L 的氯化钠) 

和洗脱溶液 B (pH 7.0的 50 mmol/L磷酸钠缓冲

液，含有 500 mmol/L咪唑和 500 mmol/L氯化

钠)，采用咪唑线性浓度对目的酶蛋白进行洗

脱；得到纯酶后对其进行透析，透析缓冲液为
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含有 20 µmol/L的 PLP和 0.01% (V/V) 的 β-巯基

乙醇的磷酸钠缓冲液 (50 mmol/L，pH 7.0)，透

析过程在 4 ℃环境进行；透析完成之后，所得

纯酶溶液加入 10%的甘油后分装密封后保存在

–80 ℃冰箱中冷藏备用。 

1.4  酶学性质测定 

1.4.1  反应体系 

典型的反应体系：体积为 1 mL的含有 PLP 

(20 μmol/L)、氨基供体 rac-β-Phe、氨基受体丙

酮酸的缓冲液 (100 mmol/L)，在水浴中孵育至

与设定温度相同后，加入 6.6 μg的 HBP纯酶启

动反应，反应 5 min后，取 100 μL的反应液加入

200 μL的丙酮终止反应。丙酮中含有 30 mmol/L

的 1-氟-2,4-二硝基苯基-5-L-丙氨酰胺 (氨基酸

衍生剂，参见 FDAA，Marfey’s Reagent 说明

书)，然后加入 40 μL 的 1 mol/L 碳酸氢钠溶

液，混匀，在 40 ℃加热 1 h，冷却至室温后，

加入 20 μL的 2 mol/L盐酸溶液。衍生完成后，

底物 rac-β-Phe 的减少和产物丙氨酸的生成通过

HPLC 进行测定。HPLC 检测条件为：色谱柱为

Eclipse XDB-C18 column (4.6 mm×150 mm，

Agilent)，流动相为三乙胺溶液 (50 mmol/L三乙

胺，磷酸调节 pH 至 3.0)∶乙腈=62.5∶37.5，等

度洗脱，流速为 0.8 mL/min，检测波长为     

340 nm。 

1.4.2  最适反应 pH及其最适反应温度 

最适反应 pH 的测定：采用典型的反应体

系，氨基供体 rac-β-Phe和氨基受体丙酮酸的浓

度分别为 20 mmol/L和 10 mmol/L，反应温度为

37 ℃，其余保持不变。以 pH 为变量，测定在

一系列 pH (6.0、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、10.0) 

的条件下底物  (rac-β-Phe) 的减少量，通过比

较不同 pH 条件下氨基底物的减少，来表征 pH

对该酶活力的影响。用到的 pH 缓冲液 (浓度

皆 为 100 mmol/L) 为 醋 酸 钠 缓 冲 液        

(pH 3.8–5.6)、磷酸钠缓冲液 (pH 5.8–7.6)、硼

酸硼砂缓冲液 (pH 7.8–9.2) 和硼砂氢氧化钠缓

冲液 (pH 9.3–10.1)。 

最适反应温度的测定：采用典型的反应体

系，反应 pH为上述测定的最适反应 pH (8.2)，

氨基供体 rac-β-Phe和氨基受体丙酮酸的浓度分

别为 20 mmol/L和 10 mmol/L，其余保持不变。

以反应温度为变量，测定在一系列温度 

(25 ℃、30 ℃、35 ℃、40 ℃、45 ℃、50 ℃、

55 ℃、60 ℃) 条件下底物的减少量，通过比较

不同反应温度条件下底物 rac-β-Phe的减少，来

表征反应温度对该酶活力的影响。 

1.4.3  pH稳定性和温度稳定性 

pH稳定性的测定：采用典型反应体系，氨

基供体 rac-β-Phe和氨基受体丙酮酸的浓度分别

为 20 mmol/L和 10 mmol/L，反应温度为 1.4.2

测定的最适反应温度  (40 ℃)，但是反应所用

的酶分别在不同 pH 的缓冲液中进行酸碱处

理。具体为：将多份酶分别置于 pH 为 5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0和 10.0的缓冲液中处理 24 h 

(室温 25 ℃)，之后测定不同 pH处理 24 h之后

的残留酶活力。通过比较各反应氨基供体底物

rac-β-Phe 的减少，便可以计算出经过不同 pH

处理之后的酶活损失情况。使用的 pH 缓冲液 

(浓度皆为 100 mmol/L) 为醋酸钠缓冲液 (pH 

3.8–5.6)、磷酸钠缓冲液 (pH 5.8–7.6)、硼酸硼

砂缓冲液 (pH 7.8–9.2) 和硼砂氢氧化钠缓冲液 

(pH 9.3–10.1)。 

温度稳定性的测定：采用典型反应体系 
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(氨基供体 rac-β-Phe 和氨基受体丙酮酸的浓度

分别为 20 mmol/L和 10 mmol/L)，反应温度和

反应 pH 均为最适反应条件 (40 ℃、pH 8.2)，

但是反应所用的酶经过不同温度的热处理。具

体为：将多份酶液 (50 mmol/L 磷酸钠缓冲体

系，pH 7.0) 分别置于 30 ℃、 35 ℃、40 ℃、

45 ℃、50 ℃、55℃和 60 ℃温度下热处理    

20 min，测定不同温度下热处理之后的残留酶

活力。通过比较各反应底物减少，来表示不同

温度热处理之后的酶活损失情况。 

1.4.4  动力学参数和底物抑制测定 

HPLC 检测该反应 (图 2) 拥有精确度高的

优点，已有报道中检测 rac-β-Phe脱氨反应 (图

2) 也都采用 HPLC方法，但这种方法十分费时

耗力。因此，本研究建立了一种紫外吸收法来

测定该酶的酶活，并成功应用于动力学参数的

测定中。 

首先，由于产物 C (3-羰基 -3-苯基丙酸 ) 

能够自发脱羧，是一种不稳定的 β-酮酸类化合

物[24]，因此研究了温度对该化合物 C 稳定性的

影响以及产物 C 的自发脱羧速率。温度对化合

物C的影响：脂肪酶Nov435水解其酯而制备产

物C (图 3)，水解完全后，将其置于不同的温度

下处理 2 h，此段时间内，产物 C 进行脱羧反

应；2 h后，通过得到苯乙酮的量来计算其分解

产率，分解产物苯乙酮是通过 HPLC 进行检测

的。分解速率的确定：将产物 C 置于 HPLC 的

样品盘中，每隔 0.5 h检测一次样品，来测定此

时苯乙酮的量；12 h后，100 ℃加热 0.5 h，使

产物 C 全部脱羧分解为苯乙酮，来确定苯乙酮

的总量。HPLC 检测条件为：色谱柱为 Eclipse 

XDB-C18 column (4.6 mm×150 mm，Agilent)，流

动相为水∶乙腈=1∶1，等度洗脱，流速为    

1.0 mL/min，检测波长为 205 nm。 

 
 

 
图 2  HBP 手性拆分 rac-β-Phe 

Fig. 2  The kenitic resolution of rac-β-Phe catalyzed by HBP. 

 
 

 
 
图 3  脂肪酶 Nov435 水解酯 

Fig. 3  The hydrolysis reaction of ester catalyzed by 
lipase Nov435. 

其次，产物 C 有一种特殊的超级共轭结

构，表明产物 C 有特殊的紫外吸收，我们将

200 μL (缓冲液为 200 mmol/L的硼酸硼砂缓冲液) 

的底物和产物 (10 mmol rac-β-Phe、10 mmol丙

酮酸、0.5 mmol 3-羰基-3-苯基丙酸) 分别在酶

标仪上进行紫外扫描，检测产物 C 的特殊紫外
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吸收情况，来确定检测该反应的合适波长。确

定好检测波长之后，测定底物及产物浓度和紫

外吸收的关系，最终确定 200 μL反应体系中，

反应速率和紫外吸收之间的关系。 

再次，在同样的反应体系中 (10 mmol 底

物，pH 8.2，浓度为 100 mmol的硼酸硼砂缓冲

液 )，加入纯酶 3.5 μg/mL，分别用酶标仪和

HPLC 来测定反应的转化率情况，进行比较，

来验证方法的可行性。 

最后，方法确定后，用酶标仪检测不同底物

浓度条件下的反应初速度。反应在 200 mmol/L

硼酸硼砂缓冲液 (pH 8.2)、室温 25 ℃的条件下

进行 (注：测定动力学常数时，使用的是第二

批次纯化的酶，其他实验均为第一批次纯化的

酶)。具体操作为：将 1.89 μg的纯酶加入到 96

微孔板中，随后加入不同浓度的底物 (终体积

为 200 μL) 启动反应，用酶标仪检测该反应体

系的紫外吸收变化，检测波长 290 nm，时间为

1 min，间隔为 10 s，这样便可以测定不同底物浓

度下的反应初速度。底物浓度的具体变化情况：

当测定HBP对 rac-β-Phe的动力学参数和底物抑制

时，固定氨基受体丙酮酸的浓度为 50 mmol/L，

使 rac-β-Phe的浓度为唯一变量，测定反应初速

度；当测定氨基受体丙酮酸时，固定氨基供体

rac-β-Phe 的浓度为 10 mmol/L，使丙酮酸的浓

度为唯一变量。 

酶活的定义：25 ℃下，在含有 10 mmol/L 

rac-β-Phe和 10 mmol/L丙酮酸的反应体系中，

1 min 内催化生成 1 μmol 产物 (丙氨酸或 3-   

羰基 -3-苯基丙酸 ) 所需要的酶量，即 1 U=         

1 μmol/min。 

1.5  底物谱的测定 

HBP 的氨基供体底物特异性采用典型的反

应体系进行测定，但氨基供体更换成表 2 中的

氨基化合物，浓度为 10 mmol/L，丙酮酸的浓

度为 10 mmol/L，反应温度为 40 ℃，pH 8.2 

(100 mmol/L硼酸硼砂缓冲液)。反应 5 min后，

用 HPLC 检测产物丙氨酸的生成量来标定反应

进行的程度，检测条件与 1.4.1相同。丙氨酸的

生成量越多，说明反应速度越快，酶活越高。

其中，以 rac-β-Phe为底物的反应为标准，将该

反应丙氨酸的生成量设定为 100%，其他氨基

供体的活力采用相对活力来表示，即相对活力

=其他氨基底物丙氨酸的生成量除以 rac-β-Phe

反应体系中丙氨酸的生成量×100%。测定氨基

受体时，底物反之，条件亦然，反应结束后，

用 HPLC检测底物 rac-β-Phe的减少量来标定反

应进行的程度。 

1.6  rac-β-Phe 及其衍生物的手性拆分 

采 用 典 型 的 反 应 体 系 ， 氨 基 供 体 

(rac-β-Phe 或其衍生物) 和丙酮酸的浓度均为

10 mmol/L，反应温度为室温 25 ℃，pH为 8.2 

(100 mmol/L硼酸硼砂缓冲液)，加入 66 μg的纯

酶启动反应，反应 12 h后，用 HPLC检测产物

的 ee 值和底物的转化率。ee 值的检测条件与

1.4.1 条件一致；转化率的检测条件：色谱柱为

CROWNPAK CR (+) column (4.0 mm×150 mm，

5 μm)，流动相为高氯酸水溶液 (加入 10%甲

醇，pH 1.5)，流速为 0.5 mL/min，等度洗脱，

检测 210 nm条件下的紫外吸收值。 

2  结果与讨论 

2.1  序列比对分析 

HBP 与已经报道的能够作用于芳香族 β-氨

基酸的 ω-转氨酶 (分别来自 Mesorhizobium sp. 

LUK 、 Polaromonas sp. JS666 、 Variovorax 
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paradoxus 和 Burkholderia graminis) 进 行

Pr-Blast，HBP 与之同源性都较高，分别为

51%、55%、59%和 83%。这说明 HBP 极有可

能作用于芳香族 β-氨基酸。 

2.2  HBP 的表达纯化  

将重组载体 pET32a (+)-hbp 转化到 BL21 

(DE3) 中表达纯化，经过 SDS-PAGE 电泳分

析，0.1 mmol IPTG、25 ℃诱导可以表达出大

量的可溶性蛋白，经过镍柱纯化后即可除去大

量杂质，得到纯酶；HBP 的单亚基分子量约为

45 kDa (图 4)，分子排阻实验测得该酶的分子量

约为 91.5 kDa，说明 HBP 由两个相同的亚基组

成，与报道的大多数 ω-转氨酶相同[25-26]。 

2.3  HBP 的最适反应 pH 和最适反应温度 

HBP 的最适反应 pH 是通过测定其在不同

的反应 pH 条件下的活力来确定的。观察实验

结果，可以发现 HBP喜碱厌酸，这一现象与已

经报道的 ω-转氨酶相似[27-28]；HBP的最适反应

pH在 8.0–8.5之间 (图 5A)。 
 

 
图 4  HBP 的 SDS-PAGE 电泳检测 

Fig. 4  SDS-PAGE of HBP. 1: protein marker; 2: 
purified HBP; 3: soluble fraction of cell extract; 4: 
precipitate fraction of cell extract.  

选取 pH 8.2的条件研究 HBP的最适反应温

度，结果表明，该酶的最适反应温度为 40 ℃左

右 (图 5B)，因此后续反应在此条件下进行。 

2.4  HBP 的 pH 稳定性和温度稳定性 

HBP 的稳定性是通过测定不同温度和 pH

条件处理后的残余活力来测定的。 pH 在

6.0–10.0 之间时，HBP 的活性能够保持 70%以

上，而当 pH降到酸性 pH 5.0的时候，HBP的

活力只有处理前的 20%，表明酶的结构已经发

生了严重变化，丧失了大部分活力 (图 5C)。 

由图 5D 可以看出温度对 HBP 稳定性的影

响，在当温度低于 50 ℃时，HBP的活力均能保

持在 80%以上，此时酶比较稳定；然而，当温

度高于 50 ℃后，活力出现大幅度下降，该酶不

再稳定，温度到达 60 ℃时，几乎丧失了全部活

力。因此，在 HBP的研究或应用过程中应该避

免 50 ℃以上的高温。 

2.5  HBP 的动力学参数和底物抑制情况  

2.5.1  3-羰基-3-苯基丙酸的分解情况 

β-酮酸是一种容易自发脱羧的不稳定化合

物[24]，因此我们研究了温度对产物 C (3-羰基-3-

苯基丙酸) 稳定性的影响。产物 C 的稳定性与

温度呈负相关 (图 6A)，不同温度处理 2 h后其

分解产物苯乙酮随着温度的升高而增加；室温

条件下，只有 3%左右的酮酸产物 C分解成苯乙

酮，而当温度上升到 60 ℃时，有 65%左右的酮

酸 C分解成苯乙酮。产物 C在 25 ℃条件下的分

解速率为 0.03 %/min (图 6B)，分解速率极其缓

慢，1 min内的分解对检测的影响可以忽略。实

验初期，我们误以为该反应的主要推动力是产

物 C的减少；然而实验表明，产物 C在室温 25 ℃

放置 12 h后，大部分并没有分解 (大约 14%分

解)，说明该反应平衡的主要推动力并不是产物
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的减少，而是该反应在此条件下的固有性质，

即该反应的热力学平衡极其偏向于丙氨酸生成

一方。这一结果，加深了我们对该反应历程的理

解，对该反应的后续研究具有指导意义。 

 

 
 

图 5  pH 和温度对 HBP 活力的影响 

Fig. 5  Effect of pH and temperature on the activity and stability of HBP. (A) Effect of pH on the activity of HBP. (B) 
Effect of temperature on the activity of HBP. (C) Effect of pH on the stability of HBP. (D) Effect of temperature on 
the stability of HBP. 

 

 
 

图 6  温度对 C 分解的影响和分解速率 

Fig. 6  Effect of temperature on the decarboxylation of C (A) and the rate of its decarboxylation (B). 
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2.5.2  反应底物和产物的浓度与紫外吸收的关系 

通过紫外全波长扫描，产物 C在 250 nm左

右有最大的紫外吸收 (图 7A)，但是底物丙酮酸

和 β-Phe在 250 nm下同样具有较强的紫外吸收；

考虑到仪器的量程和背景吸收的问题，因此我

们选择在 290 nm的波长下进行检测。此条件下，

底物和产物 C 的紫外吸收与浓度呈线性关系，

符合朗伯比尔定律 (图 7B、7C、7D)。由此我

们可以计算出在 200 μL的反应体系 (pH 8.2硼

酸硼砂缓冲液) 下，底物浓度变化 1.0 mmol/L，

△OD290为 0.73。 

由此可知，酶的比活力计算公式为： 

每分钟紫外吸收的变化(△OD290/△t)×反应液总

体积(L)/(0.73×酶量)。 

其中，时间 t的单位为 min，反应液总体积

为常数 200 μL，酶量的单位为 mg。 

2.5.3  紫外吸收法和 HPLC方法的比较 

相同条件下，酶标仪测定反应的转化率为

5.97%±0.57%，HPLC 测定反应的转化率为

5.77%±0.44%。两种方法测量的结果差距较小，

因此可以采用紫外吸收法测定该反应的反应速

率。并且计算得到酶活为 33.80 U/mg。 

2.5.4  底物浓度对酶活的影响 

采用以上建立的紫外吸收法，测定不同底物

浓度条件下反应的酶活，这样不仅可以计算出

HBP 的动力学参数，还可以了解底物的抑制情 

 

 
 

图 7  底物和产物的全波长及其 OD290 与其浓度的关系 

Fig. 7  The wavelength screening of substrates & products and the relations of OD290 & their different 
concentrations.  
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况。根据不同底物浓度下的反应初速度，由

sigmaplot软件计算出 HBP对 rac-β-Phe和丙酮酸

的 Km分别是 1.6 mmol/L和 8.6 mmol/L，kcat分别

为 142.3 s–1 和 148.5 s–1，此时 Vmax 分别为    

88.5 μmol/min·mg和 92.9 μmol/min·mg (图 8)。底

物浓度升高时，显示出微弱的底物抑制现象，当

rac-β-Phe的浓度增加到 80 mmol时，其活力为

83.28 μmol/min·mg；当丙酮酸的浓度升高到  

200 mmol时，其反应速率为 70.98 μmol/min·mg。  

2.6  HBP 的底物谱情况 

2.6.1  氨基供体底物谱 

HBP 的氨基供体特性是以丙酮酸为氨基受

体来测定的。由表 1可以看出 HBP对不同种类 

 

 
图 8  HBP 对底物的米氏方程曲线 

Fig. 8  The Michaelis-Menten plot of HBP for 
substrates. 

表 1  HBP 的氨基供体底物谱 

Table 1  Amino donors specificity of HBP 

No. Substrates Relative activity (%)

A1 

 

100 

A2 

 

96.30 

A3 

 

128.17 

A4 

 

88.09 

A5 

 

61.09 

A6 

 

125.09 

A7 100.72 

A8 0 

A9 0 

A10 0 

A11 0 

A12 0 

 
 

的芳香族 β-氨基酸都有活性，并且活力差别不

大，比较 A5 和 A6，这两种底物的侧链都是给

电子基团，A5的活力低于 A1，A6的活力高于

A1，因此，芳香族 β-氨基酸苯环侧链的不同，

对位基团的供给电子能力并不能对反应活性造
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成绝对的影响，反应活力的高低取决于底物和

酶的综合性相互作用。比较特别的是，HBP 对

脂肪族 β-氨基酸 A8没有活性，却对含有支链的

脂肪族 β-氨基酸 A7 活力较高，表明 HBP 的小

口袋比较大，只能接受侧链相对较大的基团，

不能接受侧链比较小的基团。有意思的是，对

于典型的氨基供体 A9 (苯乙胺)，几乎所有报道

的 ω-转氨酶都对其表现出高活性[5,11]，但是 HBP

对其却没有任何活性。由上可知，HBP 催化的

底物比较专一，对芳香族 β-氨基酸和支链的脂

肪族 β-氨基酸有特异性。 

2.6.2  氨基受体底物谱 

HBP的氨基受体底物特性是以 rac-β-Phe为

氨基供体来测定的。结果显示，与其他能够作

用于芳香族 β-氨基酸的转氨酶[20-22,25]相似，HBP

能够作用于含有羧酸基团的底物 B1、B2和 B3，

并且表现出完美的立体选择性，相对应的产物

ee值在 99%以上。对于 B4，HBP表现出较高的

活力，有意思的是，检测到 B4 对应的产物为

L-Ala，由于检测条件是碱性的，底物 B4 和其

对应的产物都是酯类，所以无法确定 HBP能否

以丙酮酸乙酯为氨基受体；可以推测，此反应

存在两种可能：第一，HBP以 B4为底物，反应

生成手性的丙氨酸乙酯在碱性条件下水解生成

L-Ala；第二，HBP不能以 B4为底物进行反应，

而是底物 B4在碱性条件下先水解成丙酮酸，然

后 HBP以丙酮酸为底物进行反应。对于 B5，其

对应的产物是具有应用价值的 γ-氨基酸[29]，可

惜的是当 HBP 以 rac-β-Phe 作为氨基供体时，

得到的两种产物 (3-氨基-3-苯基丙酸和 4-氨基- 

4-苯基丁酸) 结构上非常相似从而很难分离；对

于醛类B6是一种廉价从而非常适合进行拆分的

氨基受体。有趣的是，HBP 对 B7 没有活性，

B7 与 B1 相比，拥有更小的位阻，理论上应该

具有相似的活性，但是 HBP 对 B7 没有活力，

我们推测其底物结合口袋处，有一些特殊的结

构而导致这一现象，希望之后能够通过三维结

构得到解释；其他底物，B8 到 B13，其中有一

些和标准底物 (β-Phe 和丙酮酸) 的结构很相 

 
表 2  HBP 的氨基受体底物谱 

Table 2  Amino acceptors specificity of HBP 

No. Substrates Relative activity (%) ee (%)

B1 100 >99 (L)

B2 85.47 >99 (L)

B3 <1 >99 (L)

B4 85.47 >99 

B5 33.33 >99 

B6 33.33 N 

B7 0 – 

B8 0 – 

B9 0 – 

B10 0 – 

B11 0 – 

B12 0 – 

B13 0 – 
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近，但是 HBP对这些底物都没有催化活性。总

之，HBP 催化的底物相对比较专一，只对特有

的底物有活力。 

2.7  rac-β-Phe 及其衍生物的手性拆分 

rac-β-Phe 及其衍生物的手性拆分是在典型

的反应体系中测定的。首先我们测定 HBP 对   

10 mmol/L的 rac-β-Phe及其衍生物的拆分情况。

反应 12 h后，检测结果如表 3所示，结果显示，

对于 rac-β-Phe及其不同的衍生物，HBP均能有

效地将其进行手性拆分，最终得到光学纯的芳

香族 β-氨基酸产物。其转化率均在 50%左右，

ee>99%。 

为了进一步研究 HBP手性拆分芳香族 β-氨

基酸的能力，选取 rac-β-Phe为代表，逐步提高

底物的浓度；采用典型的反应体系，但有一些 
 

表 3  HBP 动力学拆分 rac-β-Phe 及其衍生物 

Table 3  Preparation of (R)-Phe and its derivatives 
using HBP-catalyzed kinetic resolution of racemic 
substrates 

No. Substrates Conversion (%) ee (%)

1 

 

50.30±0.10 >99R

2 

 

49.42±0.39 >99 

3 

 

49.57±0.17 >99 

4 

 

50.01±0.04 >99 

5 

 

50.04±0.30 >99 

6 

 

49.78±0.54 >99 

不同，缓冲液采用 200 mmol/L的硼酸硼砂缓冲

液 (通过增加缓冲液的浓度来增加缓冲液的缓

冲能力，pH 8.2)。底物 rac-β-Phe的浓度增加到

100 mmol/L (接近饱和 ) 时，氨基受体采用    

100 mmol/L 的丙酮酸钠  (丙酮酸钠取代丙酮

酸，防止 pH 变化过大)；反应进行 7 h，β-Phe

的 ee值大于 99%，说明 HBP可以将 100 mmol/L

的 rac-β-Phe有效地拆分 (图 9)。当我们继续增

加底物浓度，到 150 mmol/L时，反应初期底物

rac-β-Phe处于溶解平衡状态，随着反应的进行，

rac-β-Phe 逐渐溶解，反应体系逐渐清澈，24 h

后补加 66 μg的纯酶，总反应进行 36 h时，ee

值达到 97.47%。 

2.8  几种不同 ω-转氨酶的性质比较 

根据前面的实验结果，我们将 HBP与最近

报道的能够作用于芳香族 β-Phe 的 ω-转氨酶进

行了简单的比较。通过比较发现，HBP 的最适

反应温度与其他几个酶比较相似，最适反应 pH

都偏向于碱性条件。手性拆分的底物浓度比较

高 (150 mmol)，不足之处在于不能进行 β-Phe

的不对称合成 (表 4)。 

 

 
 

图 9  HBP 动力学拆分 100 mmol/L 的 rac-β-Phe 

Fig. 9  Preparation of (R)-Phe using HBP-catalyzed 
kinetic resolution of 100 mmol/L rac-β-Phe.  
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表 4  几种不同 ω-转氨酶的性质比较 

Table 4  Comparison of different ω-transaminases 

Microorganisms 
Temperature 

optimum (℃) 
pH optimum

Kinetic resolution 
(mmol/L) 

Asymmetric 
synthesis 

Ref 

Mesorhizobium sp. LUK – 7.6 – + 20 

Polaromonas sp. JS666 – 8.5 200 + 21 

Variovorax paradoxus 55 4–11.2 – – 22 

Burkholderia graminis 30–40 8.0 25 – 23 

Burkholderia phytofirmans PsJN 40 8.0–8.5 150 – This study

 
 

3  结论 

本研究中，采用基因挖矿的方法从 NCBI

数 据 库 中 发 现 了 一 个 来 自 Burkholderia 

phytofirmans PsJN的新型 (S) 立体选择性 ω-转

氨酶，并将其在 E. coli BL21 (DE3) 中进行异源

表达，之后测定了 HBP的酶学性质、动力学参

数并研究了其底物谱。HBP 最适反应 pH 在

8.0–8.5之间，最适反应温度为 40 ℃。测定过程

中，建立了一种简便快捷的检测方法，加深了

我们对 β-Phe脱氨反应热力学平衡的认识。此酶

表现出严格的 (S) 立体选择性和相对专一的底

物选择性。对于氨基供体，HBP 能特异性地识

别侧链比较大的芳香族 β-氨基酸，包括芳香族

β-氨基酸和带有支链的脂肪族 β-氨基酸，与已

经报道的 ω-转氨酶不同的是，HBP不能以苯乙

胺为氨基供体。对于氨基受体，该酶对比较常

见的氨基受体丙酮酸的活力较高，能够以 B5 (4-

羰基-4-苯基丁酸) 为氨基受体，不对称合成芳

香族 γ-氨基酸，遗憾的是我们尚未发现理想的

氨基供体。总体而言，HBP 是一种可以有效地

拆分芳香族 β-氨基酸的生物催化剂。 
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