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摘  要 : α-酮酸是一种同时含有羧基和酮基的双官能团有机化合物，广泛应用于食品、药品和化妆品等行业。为

了满足环境友好、安全高效和可持续发展的社会要求，利用酶转化法生产 α-酮酸受到人们的广泛关注。文中从酶

的筛选、酶的改造以及酶的转化条件优化 3 个方面介绍丙酮酸、α-酮戊二酸、酮亮氨酸、酮缬氨酸、苯丙酮酸和

酮蛋氨酸酶法合成的研究状况，并展望了 α-酮酸进一步高效生产的发展方向。 
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Abstract:  Alpha-keto acid is a bifunctional organic compound containing both carboxyl and ketone groups, and widely 
applied in the industries of food, pharmaceutical and cosmetics. Based on the demand of eco-friendly process, safety and 
sustainable development, production of α-keto acids by enzymatic conversion technology has been paid more and more 
attention. In this article, we review the status of α-keto acids biosynthesis from three aspects: enzymatic screening, enzymatic 
modification and optimization of enzymatic conversion conditions. Meanwhile, we also indicate future research directions for 
further improving α-keto acids production． 

Keywords:  α-keto acids, enzymatic conversion, protein engineering 

·综  述· 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1194 

 

酮酸是一类同时含有羧基和酮基的双官能团

有机化合物。根据分子中羧基和酮基的相对位置

可以将其分为 α-酮酸和 β-酮酸。其中 α-酮酸包括

丙酮酸、α-酮戊二酸、酮亮氨酸、酮缬氨酸、苯

丙酮酸和酮蛋氨酸等。α-酮酸是有机药物合成及

生物合成的重要中间体，已广泛用于食品、医药、

化工和化妆品等领域。 

目前，α-酮酸的生产技术主要可以分为化学

合成法、微生物发酵法和酶转化法 3 种。化学合

成法是指某些特定的化学物质在苛刻的反应条件

下生成目标产物，主要包括氧化法、水解法、双

羰基化法和海因法等，化学法以一氯戊烷和一氧

化碳为底物，八羰基二钴和钯络合物为催化剂在

60 ℃条件下合成 α-酮亮氨酸，转化率达到了

71.1%[1]。但是反应过程中原料昂贵且复杂，工艺

繁琐，反应条件苛刻不易被人们采用。发酵法指

微生物直接发酵糖质原料或其他碳源生成 α-酮

酸。但是采用直接发酵法生产某些 α-酮酸时产量

较低，底物转化率低，比如 α-酮亮氨酸的碳酸转

化率仅仅达到了 0.17 g α-酮亮氨酸/g 葡萄糖，难

以满足工业化的要求[2-3]。酶转化法指利用微生物

中某些酶高选择性的催化性质，将底物特定分子

氨基酸催化转化为价值更高的 α-酮酸 (图 1)。在

部分 α-酮酸的合成过程中，酶转化法与其他方法

相比具有独特的优势，比如高选择性、高效性、

无毒、低污染等特点。 

近年来，酶法转化生产 α-酮酸已经成为研究

热点，总结于表 1。本综述以丙酮酸、α-酮戊二酸、

酮亮氨酸、酮缬氨酸、苯丙酮酸和酮蛋氨酸为目

标产物，从酶的筛选、酶的改造以及酶的转化条

件优化 3 个方面详细论述 α-酮酸酶法合成的研究

状况，并对未来 α-酮酸的高效生产进行了展望。 

1  丙酮酸 

丙酮酸  (Pyruvic acid, PA) 又称 α-氧代丙

酸，是在 α 碳上含有羰基的三碳一羧酸化合物，

分子式为 C3H4O3，相对分子质量为 88.06。丙酮

酸是许多酶催化的中间代谢物，参与体内的

TCA 循环，对于维持体内的氧化还原状态也发

挥重要的作用，此外，丙酮酸还是一种重要的工

业原料 [21]。  

1.1  酶的筛选 
酶转化法合成丙酮酸的底物包括乳酸和丙氨

酸。当以乳酸为底物时，涉及的酶包括 L-乳酸氧化

酶 (L-lactate oxidase，LOD，EC 1.1.3.2)、乳酸脱氢

酶 (Lactate dehydrogenase，LDH，EC 1.1.1.27) 和乙

醇酸氧化酶 (Glycolate oxidase，GO，EC 1.1.3.15)。

谷劲松等从土壤样品中富集、筛选和纯化获得

乳酸氧化酶的菌株 SM-10#、SM-29#、SM-14#，

总酶活力为 1 469.50、1 310.64、1 103.55 U/mL。

LDH 借助辅酶的氧化型或还原型  (NAD+ 或

NADH) 在糖酵解过程中参与乳酸和丙酮酸的可

逆转化 [22]。郁书怀在乳酸片球菌 Pediococcus 

acidilactici 和戊糖片球菌 Pediococcus pentosaceus

中克隆 LDH 基因并在 E. coli 中实现了表达，对丙

酮酸的比活性分别为 422.1 和 835 U/mg，Kcat/Km

值分别为 3 157 和 658 mmol/(L·S)[23]。赵婷从副

干酪乳杆菌 Lactobacillus paracasei W2 中克隆了

LDH 基因，表达成功后对丙酮酸具有较高的酶活

性[24]。乙醇酸氧化酶能将乳酸氧化为丙酮酸，并

伴随过氧化氢的生成，此过程以 FMN 为辅酶，

氧气作为 终的电子受体[25]。Amy 利用多形汉逊

酵母 Hansenula polymorpha 和毕赤酵母 Pichia 

pastoris 分别表达来源于菠菜的乙醇酸氧化酶。当

pH 为 8.0 时，乙醇酸氧化酶活性 高，L-乳酸和

丙酮酸对应的 pKa 分别为 3.79 和 2.49，并且发现

L-乳酸不会对该酶产生抑制效应，而底物丙酮酸

会抑制该酶的活性[25]。 

当以丙氨酸为底物时，主要包括 L-丙氨酸脱

氢酶  (Alanine  dehydrogenase，ALDH，EC 
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图 1  酶法转化氨基酸合成 α 酮酸 
Fig. 1  Production of α-keto acids from amino acid by enzymatic conversion technology. PLP: Pyridoxal 5ʹ-phosphate. 
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表 1  酶转化法生产 α-酮酸 
Table 1  Production of α-keto acids by enzymatic conversion technology 

Product Substrate Enzyme Source of 
enzyme Coenzyme Expressing 

host 
Titer 
(g/L) 

Conversion 
rate (%) Reference

Pyruvic acid L-alanine Mutant of L-amino 
acid deaminase 

P. mirabilis FAD E. coli BL21 14.57 29.14 [4] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid L-amino acid 
deaminase 

P. mirabilis FAD E. coli BL21 1.52 12.67 [5] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid L-amino acid 
deaminase 

P. mirabilis 
KCTC2566 

FAD B. subtilis 168 4.65 31.00 [6] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid Mutant of L-amino 
acid deaminase 

P. mirabilis 
KCTC2566 

FAD B. subtilis 168 10.08 83.30 [7] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid L-glutamate 
oxidase 

S. ghanaensis 
ATCC14672

FAD E. coli BL21 104.70 96.10 [8] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid L-glutamate 
oxidase 

S. ghanaensis 
ATCC14672

FAD E. coli BL21 127.20 97.00 [9] 

α-ketoglutarate 
acid 

L-glutamic acid L-glutamate 
oxidase, 
Catalase-peroxidase

S. ghanaensis 
ATCC14672, 
E. coli W3110

FAD E. coli BL21 103.10 94.60 [10] 

α-ketoisocaproate L-leucine L-amino acid 
deaminase 

R. opacus 
DSM 43250 

FAD NR 1.27 NR [11] 

α-ketoisocaproate L-leucine L-amino acid 
deaminase 

P. mirabilis FAD E. coli BL21 61.50 95.70 [12] 

α-ketoisocaproate L-leucine Mutant of L-amino 
acid deaminase 

P. mirabilis FAD E. coli BL21 106.20 97.70 [13] 

α-ketoisocaproate L-leucine L-amino acid 
deaminase 

P. vulgaris FAD E. coli BL21 86.55 94.25 [14] 

α-ketoisovalerate L-valine L-amino acid 
deaminase 

P. 
myxofaciens 

FAD E. coli BL21 8.197 72.54 [15] 

α-ketoisovalerate L-valine L-amino acid 
oxidase 

C. 
glutamicum 

FAD E. coli BL21 51.00 79.10 [16] 

α-ketoisovalerate L-valine Mutant of Lamino 
acid oxidase 

C. 
glutamicum 

FAD E. coli BL21 54.60 84.60 [17] 

Phenylpyruvate L-phenylalanine Mutant of L-amino 
acid deaminase 

P. mirabilis 
KCTC2566 

FAD E. coli BL21 72.50 96.67 [18] 

Phenylpyruvate L-phenylalanine Mutant M5 
optimized by codon

P. mirabilis 
KCTC2566 

FAD E. coli BL21 83.00 98.20 [19] 

α-keto-γ- 
methylthiobutyric 
acid 

L-methionine L-amino acid 
oxidase optimized 
by codon 

R. 
erythropolis 

FAD E. coli BL21 95.18 95.84 [20] 

NR: not reported. 

 
1.4.1.1)、L-氨基酸脱氨酶和氨基酸氧化酶。研究

表明，来源于产气肠杆菌 Enterobacter aerogenes

的丙氨酸脱氢酶分别以丙氨酸和丙酮酸为底物进

行催化反应时， 适 pH 为 10.9 和 8.7。对丙氨酸、

NAD+、丙酮酸、NADH 和氨的 Km 值分别为 0.47、

0.16、0.22、0.067 和 66.7 mmol/L[26]。L-氨基酸脱

氨酶催化的氧化脱氨反应主要是酶与细胞膜上电

子传递链相关，电子经过电子传递链传递给细胞

色素氧化酶，使分子氧还原为水，生成 α-酮酸和

氨[27]。L-氨基酸氧化酶是利用分子氧直接氧化还

原型的 FAD，再生成氧化型的 FAD，生成过氧化

氢、α-酮酸和氨[28]。 
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1.2  酶的表达与改造 
2016 年，Hossain 等以大肠杆菌 Escherichia 

coli BL21 (DE3)为表达宿主，表达来自奇异变形

杆菌 Proteus mirabilis 的 L-氨基酸脱氨酶基因

pm1，构建了重组菌株 pET-20b(+)-pm1 (E. coli 

BL21)，丙氨酸经过全细胞转化丙酮酸的产量达

到了 1.14 g/L[4]。为了阻断丙氨酸和丙酮酸的去

路，敲除了基因 cycA、amaP 和 lldP，丙酮酸的

产量进一步得到提高，达到了 5.38 g/L。为了提

高转氨酶的催化效率，Hossain 等对 pm1 进行了

定向进化，经过 3 轮易错 PCR，得到了突变体

pm1ep3，使得丙酮酸的产量达到了 14.57 g/L，

转化率达到了 29.14%[4]。该突变体对 L-丙氨酸

的亲和力 (Km) 和催化效率 (Kcat/Km) 分别提高

至 6.76 mmol/L 和 0.085 mmol/(L·s)。上述结果表

明，酶转化技术结合定向进化策略和代谢工程策

略可以显著提高丙酮酸的产量。Simona 等将来

源于红酵母 Rhodotorula gracilis 的氨基酸氧化酶

用于丙氨酸的转化实验， 终转化率达到了 90%

以上[29]。 

乳酸脱氢酶可以催化乳酸生成丙酮酸。Ping 

Xu 课题组以假单胞杆菌 Pseudomonas stutzeri 

SDM 为出发菌株，以 25.5 g/L 的 D/L-乳酸为底物，

转化 24 h，丙酮酸的产量达到了 22.6 g/L，转化

率高达 88.6%[30]。 

2  α-酮戊二酸 

α-酮戊二酸 (α-ketoglutaric acid, α-KG) 是戊

二酸的两种含酮基衍生物中的一种，分子式为

C5H6O5，相对分子质量为 146.1。α-KG 是连接微

生物细胞碳-氮代谢的关键节点，是微生物三羧酸

循环中重要的代谢中间物，在氨基酸形成和氮转

运中扮演着重要的角色[31]。α-KG 作为保健品原

料，增加蛋白质的合成，作为饲料添加剂可以缓

解免疫性应激对畜牧氨基代谢的影响[32]。 

2.1  酶的筛选 
以 L-谷氨酸为底物酶法合成 α-KG 的酶包括

谷氨酸脱氢酶 (Glutamate dehydrogenase，GDH)、

L-氨基酸脱氨酶 (L-amino acid deaminase) 和 L-

谷氨酸氧化酶 (L-glutamate oxidase，LGOX，EC：

1.4.3.11)。Paul 等以黄化瘤胃球菌 Ruminococcus 

flavefaciens FD1 为出发菌株，纯化并研究了谷氨

酸脱氢酶 (EC：1.4.1.4) 的性质，该酶以 NADP+

辅酶，在 0.5 mol/L KCl 溶液中的 适 pH 为

6.9–7.0，对 NH3、α-KG、谷氨酸的 Km 值分别为

19、0.41、62 mmol/L[33]。此外，张克旭等研究

了天津短杆菌 T6-13 谷氨酸脱氢酶的特性，研究

表明，该酶对还原型辅酶Ⅱ(NADPH)、α-KG、

NH3、谷氨酸的 Km 值分别为 0.076、3.23、4.0、

120.48 mmol/L。并且该酶受反应产物的抑制，正

反应受 NADPH、α-KG 和 NH4
+的抑制，逆反应受

NADP+和谷氨酸的抑制[34]。 

LGOX 是一种核黄素酶，是以 FAD 为辅酶，

在不添加外源性辅助因子的条件下，专一性地将

L-谷氨酸氧化脱氨，生成氨、α-KG 和过氧化氢。

研 究 者 测 定 了 来 源 于 链 霉 菌 属 Streptomyces 

endus、Streptomyces sp. 18G 和 Streptomyces sp. 

X-119-6 的 LGOX 的生化特性[35-37]。LGOX 的蛋

白大小分别为 90、120、77 kDa，比酶活分别为

0.0024、0.15、0.056 U/mL。来源于 Streptomyces 

endus 的 LGOX Km 值 大为 1.1 mmol/L。Amina

等还对 Streptomyces sp. X-119-6 中的 LGOX 晶体

结构进行了分析，发现其蛋白活性部位在蛋白中

心、底物和产物进出通道较窄，并且活性部位残

基不同造成底物专一性强[38]。 

2.2  酶的表达与改造 
2014 年，Hossain 等以枯草芽孢杆菌 Bacillus 

subtilis 168 和 E. coli BL21 (DE3) 为表达宿主，表

达来自 P. mirabilis KCTC2566 的 L-氨基酸脱氨酶

基因 pmAAD，构建了重组菌株 pHT43-pmAAD  
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(B. subtilis)和 pET-20b(+)-pmAAD (E. coli BL21)。

通过以 L-谷氨酸为底物进行全细胞转化 24 h，重

组菌株 pHT43-pmAAD (B. subtilis)转化率优于

pET-20b(+)-pmAAD (E. coli BL21)，α-KG 产量和

转化率分别达到了 4.65 g/L 和 31%[6]，其原因可

能是 B. subtilis 可以去除错误折叠和不完整的蛋

白来促进高质量蛋白的合成。为了提高 pmAAD

的催化效率， Hossain 等在前期的基础上对

pmAAD 进行蛋白质工程改造。首先，通过易错

PCR 手段确定了影响催化效率的 6 个关键点，分

别为 F110、A255、E349、R228、T249 和 I352，

随后，采用定点饱和突变的方法将 6 个位点分别

突变为 F110I、A255T、E349D、R228C、T249S

和 I352A，α-KG 的产量从之前的 4.65 g/L 提高到了

10.08 g/L，转化率从 31%提高到了 83.25%，此时，

酶的亲和效率也有所提高 (Km 值从 49.21 mmol/L

降低到了 23.58 mmol/L)[7]。 后，Hossain 等采

用 Cre/lox 无痕敲除系统阻断了 B. subtilis 中

α-KG 的降解路径，α-KG 的产量得以提高，达到

了 12.21 g/L。上述研究表明，蛋白质工程改造技

术能够增强底物特异性和催化速率，进而提高α-KG

的产量。 

利用 LGOX催化 L-谷氨酸生成 α-酮戊二酸的

过程会产生大量的 H2O2，该副产物不仅能影响菌

体的生长还能抑制 LGOX 的活性，进而影响转化

反应的进行，常常需要通过外源添加过氧化氢酶

才能够保证转化反应的顺利进行，此举提高了原

料的成本。因此如何解决 H2O2 的添加问题成为酶

法转化生产 α-酮戊二酸的关键问题之一。为了解

决上述 H2O2积聚问题，Wu等将来源于 E. coli K12 

W3110 的过氧化氢酶基因 katG 异源表达于 E. coli 

BL21 (DE3)中，并结合重组酶 LGOX 和 KatG 的

生化性质，从转录水平和翻译水平构建了 LGOX

和 KatG 共表达菌株[10]。在转录水平上，以 pET28a

为表达载体设定了 3 种不同策略构建共表达菌株

F008、FXC008、FXC009，分别为：策略一，采

用单启动模式将 LGOX 和 KatG 串联表达，两个

酶分别带有相同的 RBS 序列；策略二，采用双启

动子模式于 LGOX 和 KatG 前面添加同样的启动

子及相关序列；策略三，采用单启动子模式将

LGOX 和 KatG 通过 Hind Ⅲ直接串联在一起。结

果发现 F008 更有利于 α-KG 的生产[10]。随后，对

单启动子双酶串联表达菌株中 KatG 基因前的 SD

序列与 ATG 之间的间隔进行了优化，分别间隔 3、

6、9、12 bp，获得重组菌株 FXC003、FXC004、

FXC005、FXC006，重组菌株 FXC005 产酶效果

和转化效果 优，α-KG 产量达到了 86.7 g/L，转

化率为 79.6%[10]。在翻译水平上，通过预测合适

起始翻译速率的 RBS 序列以提高 KatG 有效表达

量，构建重组菌株 F006。重组菌株 F006 α-KG 产

量达到了 103.1 g/L，转化率达到了 94.6%，实现

了不添加过氧化氢酶高效生产 α-酮戊二酸[10]。上

述结果表明，借助启动子工程策略优化多酶级联

催化反应可以平衡 H2O2 的合成与消耗问题，从而

提高 α-KG 的产量。 

2.3  酶的转化条件优化 
在转化体系中添加过氧化氢酶解除过氧化氢

对 LGOX 的抑制作用。牛盼清等通过优化底物 L-

谷氨酸的浓度与 H2O2 酶的添加量，发现当 L-谷

氨酸浓度与 H2O2 酶酶活的 适比例为 12 5 ∶

(g k()∶ ，此时 α-KG 产量为 32.9 g/L，较优化前

提高了 126.9%[39]。此外，Mn2+对 LGOX 有激活

作用，牛盼清等研究了在转化过程中不同浓度的

Mn2+对 α-KG 产量的影响。研究表明，当 MnCl2

的添加量为 5 mmol/L 时，转化 24 h，α-KG 产量

达到 高 38.1 g/L ，较未添加 Mn2+ 提高了

15.8%[39]。樊祥臣也研究了 Mn2+浓度对 α-KG 产

量的影响，当 Mn2+浓度为 1 mmol/L 时，结合正

交实验 优的结果，转化 24 h，α-KG 的产量达到

大值 127.2 g/L，转化率为 97.0%[9]。 
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3  酮亮氨酸 

α-酮异己酸 (α-ketoisocaperate, KIC) 又名 α-

酮亮氨酸，是亮氨酸的前体物质，分子式为

C6H10O3，相对分子质量为 130.14。α-酮亮氨酸作

为生理必需物质，对氨基酸代谢具有平衡和刺激

的作用，同时 α-酮亮氨酸也可以作为氨基酸的替

代物质，降低生物体内的氮代谢负担。在临床中，

α-酮亮氨酸饮食疗法治疗肝肾病患者体内代谢的

紊乱，保健品中可作为运动补充剂提高健身效果。

在动物饲料中，适量加入 α-酮亮氨酸可以提高饲

料转化率，促进蛋白质积累与家畜生长，提高动

物免疫力。 

3.1  酶的筛选 
以 L-亮氨酸为底物催化合成 α-酮亮氨酸的

酶为 L-氨基酸脱氨酶，是一类以 FAD 为辅酶的

黄素蛋白，可以催化 L-亮氨酸脱氨形成 α-酮亮

氨酸和氨。L-氨基酸脱氨酶来源广泛，包括蛇

毒、不透明红球菌、链霉菌和变形杆菌等。其

中，结构功能研究 彻底的来源于蛇毒的 L-氨

基酸脱氨酶难以异源表达，不利于工业化制备

和应用，来源于红球菌的 L-氨基酸脱氨酶将氨

基酸脱氨后会形成过氧化氢，并且生产周期较

长，也不适合制备 α-酮亮氨酸。因此，来源于

变形杆菌的 L-氨基酸脱氨酶定位在细胞膜上，

采用非典型的脱氨机制将 L-亮氨酸脱氨成 α-酮亮

氨酸具有非常大的优势。然而，来源于不同变形

杆菌的 L-氨基酸脱氨酶对底物 L-亮氨酸的转化

效率也存在着差异，来自 P. myxofaciens 的 L-氨

基酸脱氨酶 (Ladf) 的转化效率为 99.2%[40]，来

自 P. mirabillis 的 L-氨基酸脱氨酶 (Pma、Pml) 的

转化效率却只有 41.7%和 7.6%[41-42]。宋阳测定了

P. vulgaris 来源的 L-氨基酸脱氨酶的酶学性质，

Km为 17.71 mmol/L，(max为 1.62 μmol/(L·min·mg)，

Kcat 值为 1.41 s–1[43]。 

3.2  酶的表达与改造 
2011 年，Zhu 等首次利用不透明红球菌

Rhodococcus opacus DSM 43250 自身合成 L-氨基

酸脱氨酶催化 L-亮氨酸合成 α-酮亮氨酸，并且取

得了成功，采用响应面分析的方法对菌体培养条

件和转化条件优化后，α-酮亮氨酸的产量达到了

1.27 g/L[11]。为了提高 α-酮亮氨酸的产量，研究

者们选择了变形杆菌属来源的 L-氨基酸脱氨酶。

Song 和刘立明分别将来源于普通变形杆菌和奇

异变形杆菌的 L-氨基酸脱氨酶克隆至表达载体

pET-28a 上，转入表达宿主 E. coli BL21(DE3) 后

均能检测到 L-氨基酸脱氨酶的活性[12-14]。 

为了进一步提高 L-氨基酸脱氨酶的表达量，

Song 等对其转录水平和翻译水平进行了调控，

通过对非编码区的 RBS 序列优化控制翻译的起

始速率，通过改变质粒拷贝数影响转录水平，α-

酮亮氨酸的产量得到了大幅度的提高，达到了

86.55 g/L[14]。虽然 α-酮亮氨酸的产量得到了大幅

度的提高但是其转化率为 94.25%，还有进一步上

升的空间。针对上述转化率低的问题，刘立明课

题组对 L-氨基酸氧化酶进行了蛋白质工程改造，

首先在奇异变形杆菌 L-氨基酸脱氨酶同源建模的

基础上，通过分析确定了突变位点 T436A，突变

体 T436A α-酮亮氨酸的产量达到了 106.2 g/L，转

化率为 97.7%，此突变体 T436 对 L-亮氨酸的催化

效率较原 L-氨基酸脱氨酶提高了 72.7%[13]。此研

究工作增强了 α-酮亮氨酸的工业应用价值。 

3.3  酶的转化条件优化 
在大肠杆菌细胞中存在两种亮氨酸的转运系

统。高亲和性的分支氨基酸转运系统 LivFGHMJ

和 LivFGHMK 是细胞膜上的 ATP 结合转运家族的

组成部分。LivJ 可转运亮氨酸、缬氨酸和异亮氨

酸 3 种支链氨基酸，LivK 专一性地转运 L-亮氨酸，

BrnQ 需要钠离子梯度电势。因此，为了减少 L-亮

氨酸的转运，宋阳等采用不同浓度的转运抑制剂



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1200 

3- 羰 基 氰 酯  (Cyanide-3-chlorophenylhydrazone, 

CCCP) 抑制 livK、livJ 和 BrnQ 的转运效率，提

高了酶的转化效率。但是 CCCP 价格昂贵，未来

可以通过基因敲除的策略敲除 livK 和 BrnQ 基因

以降低生产成本[43]。 

4  酮缬氨酸 

α-酮异戊酸 (α-ketoisovalerate, α-KI() 又名

酮缬氨酸，是缬氨酸的前体物质，分子式为

C5H8O3，相对分子质量为 116.12。作为支链酮酸

的一种，α-酮异戊酸是重要的中间体，它主要应

用于食品、医药、化妆品等领域。在饲料内加入

酮缬氨酸可以促进家畜的肌肉生长。同时 α-酮酸

具有降低肾过滤压力的效果，可用于治疗慢性尿

毒症和氮代谢的相关疾病。 

4.1  酶的筛选 
以 L-缬氨酸为底物酶转化法合成酮缬氨酸所

用的酶包括氨基酸氨基转移酶、L-氨基酸氧化酶

和 L-氨基酸脱氨酶。氨基酸氨基转移酶通常以 α-

酮戊二酸和缬氨酸为底物生成对应的酮缬氨酸和

谷氨酸，该方法添加 α-酮戊二酸增加了成本，副

产物谷氨酸的出现增加了后续的纯化分离步骤，

因此，研究者更倾向于选择 L-氨基酸氧化酶和 L-

氨基酸脱氨酶。然而，文献报道 L-氨基酸脱氨酶

和L-氨基酸氧化酶催化L-缬氨酸生成 α-酮缬氨酸

的催化效率都比较低[41-42]。吴静等选取的 L-氨基

酸氧化酶的催化效率是目前文献中报道 高的，

达到了 84.6%[17]。 

4.2  酶的表达与改造 
Li 等在 E. coli BL21(DE3)中建立了酶转化体

系合成酮缬氨酸。表达来自 P. myxofaciens 的 L-

氨基酸脱氨酶基因 ladf，构建了重组菌株 E. coli 

BL21 (ladf)，为了提高底物 L-缬氨酸的利用率，

继续敲除了细胞膜支链氨基酸转运蛋白基因 livF

和氨基酸转氨酶基因 ilvE，得到了重组菌株 E. coli 

BL21 △( livF△ilvE, ladf)，此菌株以 5 g/L 的 L-

缬氨酸为底物进行转化实验得到了 0.585 g/L 的

酮缬氨酸[15]。吴静等同样以 E. coli BL21 作为表

达宿主表达 L-氨基酸氧化酶，构建了重组菌株

E. coli BL21-LAAO，α-酮缬氨酸的产量 高可达

51 g/L，转化率为 79.1%。 

为了提高 L-氨基酸脱氨酶的催化效率，Li 等

借助了蛋白质工程改造技术对 L-氨基酸脱氨酶进

行了改造[15]。首先，根据同源建模和分子对接分

析确定了 4 个关键氨基酸位点 F318、R316、N100

和 Q276，然后对这 4 个位点进行饱和突变得到

优单突变体 F318T。在此基础之上，对 F318T 进行

N100 饱和突变，得到 优突变体 N100H，其转化

效率比 F318T 提高了 28.24%； 后在 F318T/N100H

的基础上对 Q276 进行饱和突变，三突变体

F318T/N100H/Q276E 的产量为 8.197 g/L，转化率

达到 72.54%，转化时间缩短至 10 h[15]。上述研究

中对 L-氨基酸脱氨酶的改造工作一定程度上提高

了酶的催化效率。 

4.3  酶的转化条件优化 
在酶催化过程中酶的转化效率会受到温度、

pH、金属离子、催化剂浓度的影响，甚至反应体系

的大小也会影响酶催化的效率。Li 等[15]和吴静等[16]

分别对转化温度、转化 pH 和金属离子进行了优化。

重组菌株 E. coli (pET20b-ladf，△livF△ilvE)全细胞

转化 L-缬氨酸的 优转化条件为 pH 6.5、底物浓

度为 100 mmol/L、菌体量为 10 g/L DCW 细胞，

转化 12 h，α-酮异戊酸的产量达到了 1.49 g/L[15]。

重组菌株 E. coli BL21-LAAO 的 优转化条件为

25 ℃、pH 8.0、菌体量为 30 g/L 湿菌体，转化 24 h，

α-酮异戊酸的产量 高可达 51 g/L，转化率为

79.1%，大幅度提高了生产效率，实现了 L-缬氨

酸向 α-酮缬氨酸的高效合成[16]。 
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5  苯丙酮酸 

α-苯丙酮酸 (Phenylpyruvic acid, PPA) 是一

种 含 有 双 羰 基 的 多 功 能 有 机 酸 ， 分 子 式 为

C9H8O3，相对分子质量为 164.16。PPA 作为苯丙

氨酸合成的原材料，苯丙氨酸是合成手性药物的

重要中间体。 

5.1  酶的筛选 
D-氨基酸氧化酶以 D-苯丙氨酸为底物催化

合成苯丙酮酸，D-氨基酸氧化酶主要来源于三角

酵母、毕赤酵母和红酵母。此外，以 L-苯丙氨酸

为底物催化合成苯丙酮酸的酶包括苯丙氨酸脱氢

酶、氨基酸氨基转移酶和 L-氨基酸脱氨酶。对于

氨基酸脱氢酶，需要构建辅酶 NAD+再生系统。

而且苯丙氨酸脱氢酶一般属于胞内酶，构建全细

胞催化剂后，不利于底物和酶的结合。L-氨基酸

脱氨酶反应只需一种氨基酸参与反应，无需外源

添加辅酶或构建辅酶再生系统。因此，L-氨基酸

脱氨酶成为催化苯丙酮酸的 佳选择。L-氨基酸

脱氨酶的来源主要包括链霉属、变形杆菌属和红

球菌属。链霉菌属来源的 L-氨基酸脱氨酶具有底

物专一性，对 L-谷氨酸表现出较高的催化活性，

红球菌属的 L-氨基酸脱氨酶 (L-AAO) 对 L-苯丙

氨酸的转化效率为 53%[45]，然而变形杆菌来源的

L-氨基酸脱氨酶 (Pma) 的催化效率为 100%[41]，

其突变体 M5 的 Km 值为 33 mmol/L，较野生型的

Pma 提高了 20.88%。 

5.2  酶的表达与改造 
Pantaleone 课题组建立了酶法生产苯丙酮酸

的路径，在大肠杆菌异源表达来自 P. mirabilis 

KCTC2566 的 L-氨基酸脱氨酶，通过优化条件 

(菌体添加量、底物投量等)， 终苯丙酮酸的产

量提高至 42.50 g/L，转化率为 85%[46]。但是，随

着 PPA 产量的提高，对 L-氨基酸脱氨酶有很强的

产物抑制，导致产量无法进一步提高。产物抑制

的原因主要是产物释放慢，产物与底物竞争性结

合催化位点。刘佳等应用构象动力学思想，从产

物周围的 loop 结构入手，调节对结构影响较小的

loop 上的氨基酸，从而增大产物结合位点的构象

动力学，促进产物释放，减弱产物抑制，达到提

高产量的目的[18]。首先，通过对酶结构的分析选

择了 18 个氨基酸位点(Y103、T105、S106、D144、

E145、R315、I316、F317、E340、L341、(411、

S412、T414、F415、E417、T434、T436、(437)，

将其突变为丙氨酸，构建单点突变库，突变体

T105、S412、E417、E340 和 E145 的转化能力得到

提高；随后，采用组合突变的策略，对上述 5 个

有益突变进行组合突变，构建了部分双突变体、

三突变体、四突变体和五突变体，得到 佳的五

突变体为 M5 (T105A、S412A、E417A、E340A、

E145A)，M5 的苯丙酮酸的产量 高，达到了

72.5 g/L，此时底物转化率为 96.67%[18]。杨彬等

测定了突变体M5的产物抑制常数和动力学参数，

产物抑制常数 KPI 提高到了 86.6 g/L，较野生型提

高了 3.7 倍。Kcat 值比野生型增加了 2 倍，催化效

率 (Kcat/Km) 也有所增加，是野生型的 1.6 倍[47]。 

5.3  酶的转化条件优化 
Hou 等将来自 P. mirabilis KCTC 2566 中的 L-

氨基酸脱氨酶基因克隆至 pET-20b(+)并且成功转

入表达宿主 E. coli BL21(DE3)中，研究了温度、

pH、酶浓度、底物浓度、金属离子 (Ba+、Mg2+、

Li+、Ca2+、Zn2+等)、辅酶 FAD 的浓度对全细胞

转化 L-苯丙氨酸生成苯丙酮酸的影响。条件优化

后，转化 2.5 h，苯丙酮酸的产量达到 大值，为

2.7 g/L，底物转化率为 86.7%[48]。同时，Hou 等

继续研究了两阶段全细胞转化，即生长态细胞转

化和静止态细胞转化，建立了两阶段温度控制策

略， 终在 3-L 罐上苯丙酮酸的产量为 77.6 g/L，

苯丙氨酸的转化率为 99.3%[49]。刘佳等对 L-氨基

酸脱氨酶突变体催化制备苯丙酮酸的体系也进行 
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了优化。首先，对重组大肠杆菌产酶条件进行了

优化，包括不同的表达载体 (pET-28a、pET-20b、

pET-22b、pET-24a)、不同的培养基  (LB、TB、

SB、LBA、TBA、SBA 和 SOC)、诱导条件 (诱

导剂种类、浓度、诱导温度和诱导时间)，然后优

化了 L-苯丙氨酸转化生产苯丙酮酸的条件，转化

条件包括 pH、温度、底物浓度、催化剂用量和添

加剂种类 (CTAB、曲拉通-100、吐温-80、Mn2+

和 DMSO)。经过条件优化后，在 30-L 罐上苯丙

酮酸的 高产量达到了 83.0 g/L，底物转化率高

达 98.20%[18]，该研究的产量与转化率为目前报道

高。 

6  酮蛋氨酸 

酮蛋氨酸  (α-keto-γ-methylthiobutyric acid, 

KMTB) 又称 α-酮-γ-甲硫基丁酸，是由蛋氨酸脱

氨基生成的含酮化合物，分子式为 C5H8O3S，分

子量为 148.21。KMTB 作为 L-甲硫氨酸的衍生物，

不仅可以增加机体的利用效率还能抑制肿瘤细胞

的生长，也被用来治疗尿毒症的病人。此外，

KMTB 还是一种安全无毒的禽畜饲料添加剂。 

6.1  酶的筛选 
以蛋氨酸为底物酶法合成酮蛋氨酸的酶主要

包括 L-氨基酸脱氨酶、氨基酸氧化酶和 L-氨基酸

转氨酶。其中，氨基酸氧化酶和 L-氨基酸脱氨酶

全细胞转化都以胞内 FAD 为辅酶，不可逆的催化

L-蛋氨酸生成 α-亚蛋氨酸，α-亚蛋氨酸由于结构

的不稳定性，会自发水解形成 α-酮蛋氨酸和氨。

来源于 P. vulgaris 的氨基酸脱氨酶对蛋氨酸的转

化效率为 100%[50]，而来源于 P. mirabillis 的氨基

酸脱氨酶 Pma 和 Pml 对蛋氨酸的转化效率只有

16.7%和 2.6%[41-42]。 

6.2  酶的表达优化与改造 
2014 年，Hossain 等建立了酶转化法合成

KMTB的方法。以E. coli BL21 (DE3) 为表达宿主，

表达来自 Proteus vulgaris 的 L-氨基酸脱氨酶基因

pvAAD，构建了重组菌株 pET-20b(+)-pvAAD (E. coli 

BL21)。重组菌株以 L-蛋氨酸为底物，进行全细

胞转化，转化 24 h，KMTB 产量和转化率分别达

到了 49.5 g/L 和 71.2%。在此基础上，Hossain 等

对 pvAAD 进行蛋白质工程改造。首先，通过易

错 PCR 技术获得了 2 个能提高 L-蛋氨酸转化为

KMTB 效率的突变体 K104R 和 A337S，转化率分

别达到了 82.2%和 80.8%。随后，采用组合突变

的方法将 2 个突变位点组合在一起获得了 佳的

突变体 pvAADK104R/A337S。KMTB 的产量从

49.5 g/L 提高到了 63.6 g/L，转化率从 71.2%提高

到了 91.4%[51]。上述研究表明，蛋白质工程改造

技术能够增强酶的催化速率，进而提高 KMTB 的

产量。 

密码子优化能够提高酶的翻译，进而提高酶

的表达水平。刘立明课题组将来源于红平红球菌

的 L-氨基酸氧化酶经过密码子优化后连接

pET28a 后导入 E. coli BL21 (DE3) 中进行异源

表达。通过对湿菌体的添加量 (30 g/L、40 g/L、

50 g/L、60 g/L)、转化温度 (15 ℃、20 ℃、30 ℃、

37 ℃) 和转化 pH (7.0、7.5、8.0、8.5、9.0) 优化

后，KMTB 的产量达到 95.18 g/L，转化率为

95.84%，时空产率为 3.97 g/(L·h)[20]。 

7  结论与展望 

针对酶法转化 L-氨基酸生产相应的 α-酮酸，

国内外研究人员开展了卓有成效的研究工作。主

要包括两个方面：重组菌株的构建，包括酶的筛

选、酶的表达和酶的蛋白质工程改造；另一方面

为酶转化条件的优化。然而，由于酶制剂自身的

催化效率低，转化过程条件繁多且复杂，造成了

α-酮酸产量、产率和生产强度较低。因此，为了

提高 α-酮酸的生产效率以及经济效益，今后需要
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在以下几个方面进行深入研究。第一，利用蛋白

质工程改造策略对酶进行精准改造，提高酶的催

化效率，从而降低酶的用量，缩短催化反应的时

间；第二，可以发展多酶级联催化反应转化生成

附加值更高的酮酸衍生物，使得效益 大化；第

三，深入研究酶的循环利用，做到酶制剂的多次

重复利用，以降低生产成本；第四，利用代谢工

程策略对表达宿主进行改造，协调产物合成路径

与其他竞争性路径之间的关系，增强酮酸的合成，

为 α-酮酸工业化生产奠定坚实基础。 
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