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摘   要：(S)-1-(2-氟苯基)乙胺是药物合成中重要的手性砌块，ω-转氨酶被认为是一种催化制备手

性胺的绿色、高效催化剂。本研究通过基因挖掘手段从 NCBI 数据库获得来源于氧化亚铁假古布

尔班克氏菌(Pseudogulbenkiania ferrooxidans)的新型 ω-转氨酶(PfTA)，对其进行半理性设计，得到

一株酶活性提高的突变株 Y168R/R416Q，其可高选择性催化 2-氟苯乙酮合成(S)-1-(2-氟苯基)乙胺，

反应 10 h 后产率达 83.58%，对映体过量值(enantiomeric excess, ee)大于 99%。与野生型(wild type, 
WT)相比，突变株 Y168R/R416Q 的比酶活提高了 11.65 倍，达到 47.04 U/mg，催化效率 kcat/Km 提

高 20.9 倍。分子对接和结构模拟分析表明，突变后酶的活性口袋拓宽，底物 2-氟苯乙酮进入酶活

性中心的空间位阻减小，从而有效提高了突变体的催化效率。 
关键词：(S)-1-(2-氟苯基)乙胺；ω-转氨酶；半理性设计；空间位阻 
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Abstract: (S)-1-(2-fluorophenyl) ethylamine plays a crucial role as a chiral building block in 
pharmaceutical synthesis. ω-transaminases are widely recognized as environmentally friendly 
and efficient catalysts for the preparation of chiral amines. In this study, we isolated a novel 
ω-transaminase, PfTA, from Pseudogulbenkiania ferrooxidans through gene mining in the 
NCBI database. By employing semi-rational design, we obtained a Y168R/R416Q variant with 
enhanced enzyme activity. This variant exhibited the ability to catalyze the synthesis of 
(S)-1-(2-fluorophenyl) ethylamine from 2-fluorophenone, achieving a yield of 83.58% and an 
enantioselectivity exceeding 99% after a 10 h reaction. Compared to the wild type, the specific 
enzyme activity of the Y168R/R416Q variant reached 47.04 U/mg, which represents an increase 
of 11.65 times. Additionally, the catalytic efficiency, as measured by kcat/Km, was increased by 
20.9 times. Molecular docking and structural simulation analysis revealed that the primary 
factor contributing to the improved catalytic efficiency is the expansion of the enzyme’s active 
pocket and the alleviation of steric hindrance. 
Keywords: (S)-1-(2-fluorophenyl) ethylamine; ω-transaminase; semi-rational design; steric 
hindrance 

 
 

手性胺类化合物是许多小分子药物合成的

重要手性砌块，广泛应用于制药和化工领域，

在市售药物中有超过 90%的药物为胺类或源自

胺类中间体，其中约有 30%的药物含有手性胺

结构[1]，如治疗阿尔茨海默病药物卡巴拉汀[2]、

治疗帕金森病药物司来吉兰[3]和治疗糖尿病药物

西他列汀[4]等。(S)-1-(2-氟苯基)乙胺作为重要的

手性胺类砌块，可用于合成抗艾滋病的逆转录酶

抑制剂 [5]及治疗多种癌症的异柠檬酸脱氢酶 1 
(isocitrate dehydrogenase 1, IDH1)抑制剂[6]等。 

通过亚胺还原或酮还原胺化的化学合成法

制备手性胺时通常需使用铑等昂贵的金属催化

剂，成本较高且产物中有金属离子残留[7]。利

用生物催化法制备手性胺因具有反应条件温

和、环境友好、对映体选择性高等优点，近年

来备受青睐[4]。有关生物催化合成(S)-1-(2-氟苯

基)乙胺还未见报道，有望为其开辟一条新型的

生物催化绿色合成路线。已报道的可用于催化

合成手性胺的酶包括转氨酶[8]、胺脱氢酶[9]、亚

胺还原酶[10]、氨裂解酶[11]、单胺氧化酶[12]和还

原 胺 化 酶 [13] 等 。 转 氨 酶 属 于 磷 酸 吡 哆 醛

(pyridoxal phosphate, PLP)依赖型酶，能催化氨

基从合适的供体向羰基受体可逆性转移。根据

转化底物类型的不同，转氨酶可分为 α-转氨酶
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和 ω-转氨酶，α-转氨酶只能催化 α-氨基酸与 α-酮
酸间的转氨反应，而 ω-转氨酶能催化羧酸、酮、

醛生成对应的胺，其应用范围更为广泛[14]。 
20 世纪 90 年代，Shin 等通过富集培养筛

选法从土壤中筛选得到具有动力学拆分外消旋

α-苯乙胺活性的河流弧菌(Vibrio fluvialis) JS17
菌株，并首次将其所含的 ω-转氨酶 VfTA 应用

于手性胺的不对称合成[15]。随着基因组测序技

术的出现和蛋白质数据库的日益完善，寻找新

型 ω-转氨酶的策略越来越丰富多样，如氨基酸

同源序列搜索法、宏基因组挖掘法等 [16]。

Kaulmann 等[17]利用 ω-转氨酶 VfTA 氨基酸序列

为探针，从紫色杆菌(Chromobacterium violaceum) 
DSM30191 的全基因组中挖掘得到一种新型转

氨酶 CvTA，其与 VfTA 的序列同源性为 38%，

且具有 ω-转氨酶的保守残基：D259 (与 PLP 形

成氢键)、K288 (催化活性位点)和 R416 (与 α-羧
酸根形成盐桥)。王继国等[18]采用宏基因组挖掘

法，从土样中筛选得到 ω-转氨酶 ATA-W12，其

可将 500 mmol/L 的 1-boc-3-哌啶酮几乎完全转

化为(S)-(+)-1-boc-3-氨基哌啶。 
虽然近年来发现的新型 ω-转氨酶种类越来

越多，但利用 ω-转氨酶催化制备手性胺仍面临

诸多问题，如酶的热稳定性不理想[19]、底物谱

范围有限[20]、不利的反应平衡[21]等，也在一定

程度上限制了 ω-转氨酶的工业化应用。 
蛋白质工程改造常被用于提高酶的活性、

热稳定性和拓宽底物谱。最典型的实例是 2010 年

Savile 等[4]对具有(R)选择性的 ω-转氨酶 ATA-117
进行了 11 轮的定向进化，使酶对西他列汀前体

酮的催化活性提高了 28 000 倍，突变体 Rd11
能将 200 g/L 西他列汀前体酮转化为降糖药物

西 他 列 汀 ， 产 率 达 92% ， 对 映 体 过 量 值

(enantiomeric excess, ee)>99.5%。与化学法相

比，利用转氨酶催化提升了产物的产率、减少

了副产物形成，且反应过程中不需使用昂贵的

过渡金属催化剂。Novick 等[22]利用蛋白质工程

改造技术实现了治疗心血管疾病的 LCZ696 活

性成分之一的沙库巴曲工业化生产，对具有(S)
选择性的 ω-转氨酶 ATA-217 进行 11 轮定向进

化后，酶对沙库巴曲前体酮的催化活性提高了

50 万倍。曹旭东等[23]通过随机突变和半理性设

计结合策略，对节杆菌属(Arthrobacter sp.)来源

的 ω-转氨酶 ArTA 进行改造，所得突变体

F225M/C281I 催化 1-萘乙酮合成(R)-1-(1-萘基)
乙胺的转化率提高了 22%。Xie 等[20]对 BpTA
酶的大结合口袋进行改造，得到的突变体

M78F/W82A/I284F/T440Q 以 kcat/Km 计算，其对

1-丙烯酮的催化效率提高了 470 倍以上，且对

多种芳基烷基酮的催化活性均有所提高。 
为解决转氨酶催化反应中不利的平衡问题，

常用的策略有氨基供体过量法、多酶偶联法和提

供特殊的氨基供体等。采用异丙胺过量法时，可

通过低压挥发去除反应副产物丙酮[24]。Zhang 等[25]

在催化 2-戊酮的反应中引入乳酸脱氢酶/甲酸脱

氢酶 /甲酸乙酰转移酶 (lactate dehydrogenase/ 
formate dehydrogenase/formate acetyltransferase, 
LDH/FDH/TdcE)体系去除由氨基供体 L-丙氨酸

生成的副产物丙酮酸，底物转化率达 84.5%，

产物 ee 值>99%。Green 等[26]采用新型的氨基供

体邻亚二甲苯二胺二盐酸盐，其副产物环亚胺

会自发转化为更稳定的芳香族异吲哚并生成黑

色沉淀，从而可去除反应体系中的副产物，推

动反应平衡向有利的方向进行。 
本研究通过同源建模、分子对接和定点突变

等手段，对来源于氧化亚铁假古布尔班克氏菌

(Pseudogulbenkiania ferrooxidans)的 ω-转氨酶 PfTA
进行半理性设计，以期获得对 2-氟苯乙酮具有较

高催化活性的突变体，为生物催化制备(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺提供新型微生物来源的催化剂。 
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1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

以来源于 Vibrio fluvialis 的 ω-转氨酶 VfTA
氨基酸序列为探针，从 NCBI 数据库中挖掘得到来

源于 Pseudogulbenkiania ferrooxidans 的 ω-转氨酶

PfTA (GenBank Accession No. WP_008952788.1)，
其对应的基因序列经密码子优化后，由北京擎科

生物科技股份有限公司合成并构建于 pET-28a(+)
载体上。用于表达 PfTA 基因的重组大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21(DE3)/pET-28a(+)-PfTA
由本实验室构建并保藏。 

1.2  工具酶与试剂 
PrimeSTAR Max DNA 聚合酶购自 TaKaRa

公司；Dpn Ⅰ购自上海碧云天生物技术有限公

司；质粒抽提试剂盒、感受态细胞制备试剂盒

和 Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自生工生物

工程(上海)股份有限公司；2-氟苯乙酮购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；(S)-1-(2-氟苯基)
乙胺、1-(2-氟苯基)乙胺购自上海皓鸿生物医药

科技有限公司；其余试剂均为市售分析纯。 

1.3  突变位点的选择和突变文库的建立 
通过 SWISS-MODEL 网站(https://swissmodel. 

expasy.org/)对 PfTA 进行同源建模，在 SAVES
网站 (https://saves.mbi.ucla.edu/)上对模型进行

可靠性评估。使用 AutoDockTools 软件对 PfTA
和底物 2-氟苯乙酮进行分子对接，用 Discovery 
Studio 软件分析对接结果，确定 2-氟苯乙酮周

围 5 Å 范围内的氨基酸残基。对这些氨基酸残

基进行丙氨酸扫描突变，选取丙氨酸扫描后活

性提高的位点进行单点饱和突变，随后将单点

突变中活性提高的突变进行叠加突变。 
突变文库构建流程：以 pET-28a(+)-PfTA 质

粒作为模板(构建叠加突变体时抽提单点突变

体的质粒作为 PCR 模板)，PCR 扩增体系为：

PrimeSTAR Max DNA 聚合酶(2×) 10 μL，模板

质粒 1 μL，正反向引物(表 1)各 0.5 μL，双蒸水

8 μL；PCR 反应体系为：98 ℃预变性 2 min；
98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 1 min，
循环 30 次；72 ℃终延伸 10 min，降温至 4 ℃
保存。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳验证条带

大小后用 Dpn Ⅰ消化模板质粒，用热激法将目标

质粒转入 E. coli BL21(DE3)感受态细胞中，将

感受态细胞涂布于含 50 μg/mL 卡那霉素的LB 平

板上培养 16 h，挑取较大的单菌落进行测序验

证，验证为阳性克隆子后制备甘油管进行保存。 

1.4  重组菌的培养和酶诱导表达、纯化 
将重组菌接种至装有 5 mL 含 50 μg/mL 卡

那霉素的 LB 培养基的试管中，37 ℃、180 r/min
培养 10 h。从试管中移取 1 mL 菌液接种至含

50 μg/mL 卡那霉素的 100 mL LB 培养基的摇瓶

中，37 ℃、180 r/min 培养 2 h，随后降温至 16 ℃，

加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，于 16 ℃、

180 r/min 诱导表达 16 h。之后，于 8 000 r/min、
4 ℃离心 10 min 收集湿菌体，用 50 mmol/L 的

pH 8.0 磷酸钾(potassium phosphate, PB)缓冲液

洗涤 2 次并重悬细胞，于冰浴条件下超声破碎

(功率 400 W，超声 3 s，间歇 7 s，工作 10 min)
后，8 000 r/min、4 ℃离心 5 min，所得上清液

经 0.22 μm 水膜过滤后得到粗酶液。采用

Ni-NTA 柱纯化，上样后先用含 20 mmol/L 咪唑

的 PB 缓冲液洗脱杂蛋白，再用含 250 mmol/L
咪唑的 PB 缓冲液洗脱并收集目的蛋白，最后

用 50 mmol/L 的 PB 缓冲液(pH 8.0)进行超滤替

换除盐，即得到纯酶液。 

1.5  酶活力测定 
酶活力单位(U)定义：40 ℃、pH 8.0 条件下，

以 2-氟苯乙酮为底物，每分钟催化生成 1 nmol
的(S)-1-(2-氟苯基)乙胺所需的酶量定义为一个

酶活力单位。 
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表 1  丙氨酸扫描及饱和突变所使用的引物 
Table 1  Primers used for alanine scanning and saturation mutation 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
F22A-F TGCACCCAGCGACCGACACCGAGAGC 
F22A-R GGTGTCGGTCGCTGGGTGCAGATGGTGG 
L59A-F GTATGGCAGGTGCGTGGTGCGTTAATATTGG 
L59A-R CGCACCACGCACCTGCCATACCATCC 
W60A-F GGCAGGTCTGGCGTGCGTTAATATTGGATATGG 
W60A-R TAACGCACGCCAGACCTGCCATACCATCC 
F88A-F ATAATACCGCGTTTAAAACGACCCACCCGGCGG 
F88A-R TGGGTCGTTTTAAACGCGGTATTATAATACGCCAGTTCATCC 
Y153A-F GGAATGGCGCGCATGGCAGCACAATTGGG 
Y153A-R CTGCCATGCGCGCCATTCCAACGTCCAATCAG 
M166A-F TGGGAGGCGCGAGCTATATGCATGAACAGG 
M166A-R TATAGCTCGCGCCTCCCAGTGACGCAC 
Y168A-F GCATGAGCGCGATGCATGAACAGGGTGATCTG 
Y168A-R TTCATGCATCGCGCTCATGCCTCCCAGTGAC 
K288A-F CCGCAGCAGCGGGTCTGAGCAGCGG 
K288A-R GCTCAGACCCGCTGCTGCGGTAAACAGATCC 
G319A-F TAATCATGCGTTTACCTATAGCGGTCATCCGGTTG 
G319A-R TAGGTAAACGCATGATTAAAATCACCACCTTCTGCCAG 
F320A-F ATCATGGTGCGACCTATAGCGGTCATCCGGTTG 
F320A-R GCTATAGGTCGCACCATGATTAAAATCACCACCTTCTGC 
T321A-F TGGTTTTGCGTATAGCGGTCATCCGGTTG 
T321A-R GACCGCTATACGCAAAACCATGATTAAAATCACCACCTTCT 
R416A-F GGCATGAGCCGCATGCATGAACAGGGTGATCTG 
R416A-R ATCACCACATGCCGCCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAA 
Y168R-F GGCATGAGCCGCATGCATGAACAGGGTGATCTG 
Y168R-R GTTCATGCATGCGGCTCATGCCTCCCAGTGAC 
Y168P-F GGCATGAGCCCGATGCATGAACAGGGTGATCTG 
Y168P-R GTTCATGCATCGGGCTCATGCCTCCCAGTGAC 
R416Q-F TGATTATGCAGGCATGTGGTGATCATATGGTTGC 
R416Q-R ACCACATGCCTGCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATC 
R416D-F CTGATTATGGATGCATGTGGTGATCATATGGTTGC 
R416D-R CCACATGCATCCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATCACG 
R416C-F CTGATTATGTGCGCATGTGGTGATCATATGGTTG 
R416C-R CCACATGCGCACATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATCAC 
R416V-F CTGATTATGGTGGCATGTGGTGATCATATGGTTGCAG 
R416V-R CACCACATGCCACCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATCACG 
R416G-F CTGATTATGGGCGCATGTGGTGATCATATGGTTG 
R416G-R CACCACATGCGCCCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATC 
R416H-F TGATTATGCATGCATGTGGTGATCATATGG 
R416H-R ACATGCATGCATAATCAGATTATGACGAAAAAAAATATC 
 

酶活测定反应体系：50 mmol/L，pH 8.0 的

PB 缓冲液 1 mL，5 mmol/L 底物，100 mmol/L 异

丙胺盐酸盐，0.5 mmol/L PLP，0.2 mg/mL 纯酶

液，40 ℃、180 r/min 反应 20 min。 

反应结束后，向反应体系中加入 100 μL 的

4 mol/L NaOH 溶液淬灭反应，用 2 倍体积的乙

酸乙酯(含 4.4 mmol/L 十二烷作为内标物)萃取，

离心后取乙酸乙酯相，用无水硫酸镁干燥过夜。
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取 200 μL 乙酸乙酯萃取液，加入 5 μL 乙酸酐

和 5 μL 吡啶，室温下振荡反应 30 min 使产物

胺充分衍生化 [27]，之后用气相色谱法检测

(S)-1-(2-氟苯基)乙胺含量并计算产率。气相色

谱检测条件为：安捷伦 7820A 气相色谱仪，

Varian CP-Chirasil-Dex CB 毛细管气相色谱柱

(25 m×0.25 mm×0.25 μm)，FID 检测器，进样口

温度和检测器温度均为 250 ℃，升温程序：初

始温度为 70 ℃，以 20 ℃/min 的升温速率升至

120 ℃，再以 10 ℃/min 的升温速率升至 160 ℃，

进样量 1 μL，流量 2.5 mL/min，分流比 15:1，
载气为高纯氮气，流速 2 mL/min。 

1.6  突变株筛选 
利用全细胞催化进行突变文库的初筛：将

野生型酶和突变体经发酵培养和酶诱导表达后

离心收集湿菌体，并进行全细胞催化。反应体

系为：1 mL 的 50 mmol/L PB 缓冲液(pH 8.0)，  
5 mmol/L 底物，100 mmol/L 异丙胺盐酸盐，  
0.5 mmol/L PLP，50 g/L 湿菌体，30 ℃、180 r/min
反应 2 h，按 1.4 所述方法检测(S)-1-(2-氟苯基)乙
胺含量，以野生型(wild type, WT)酶的酶活计为

转氨酶相对活性 100%，计算突变体的转氨酶相

对活性。 

1.7  转氨酶的酶学性质研究 
考察酶最适反应温度时，分别于 20、30、40、

50、60 ℃下利用纯酶液进行催化反应，以最高酶

活计为 100%，计算其他条件下的相对酶活。 
考察酶最适反应 pH 时，将纯酶液分别置

于离子强度为 50 mmol/L 的 PB 缓冲液(pH 6.0、
7.0、8.0)、Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0、9.0)和甘氨

酸-NaOH 缓冲液(pH 9.0、10.0)中进行催化反

应，以最高酶活计为 100%，计算其他条件下的

相对酶活。 
在最适反应温度和 pH 条件下，用纯酶液分

别催化 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 mmol/L

的 2-氟苯乙酮，反应 20 min 后检测产物(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺含量，采用 Origin 软件进行非线性曲

线拟合绘制酶的 v-[S]图，计算酶的 Km、Vmax、

kcat 及 kcat/Km 值。 

1.8  突变体催化 2-氟苯乙酮制备(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺 

首先考察了异丙胺盐酸盐浓度、酶浓度和

底物浓度对(S)-1-(2-氟苯基)乙胺产率的影响，

选取较优条件，继而考察反应时间对(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺产率的影响。突变体催化 2-氟苯乙

酮制备 (S)-1-(2-氟苯基 )乙胺的较佳反应条件

为：1.6 mg/mL 纯酶液，10 mmol/L 2-氟苯乙酮，

400 mmol/L 异丙胺盐酸盐，1 mmol/L PLP，2% 
DMSO，加入 50 mmol/L，pH 8.0 的 PB 缓冲液

至总体积为 1 mL，分别于 1、2、4、6、8、10 h
取样检测(S)-1-(2-氟苯基)乙胺浓度。 

1.9  突变前后酶与底物的分子对接及分析 
采用 1.3 所述方法对突变体进行同源建模、

分子对接，用 Discover Studio 软件分析 WT 和

突变体中 2-氟苯乙酮周围 5 Å 范围内的催化活

性位点，以及 2-氟苯乙酮与氨基酸残基和磷酸

吡哆胺(phosphopyridoxamine, PMP) (PMP 为辅

酶 PLP 在反应过程中生成的一种醛亚胺中间体)
的相互作用力，用 Pymol 软件分析突变前后酶

三维结构的变化。 

2  结果与分析 
2.1  PfTA 基因的挖掘及同源建模 

以 VfTA 的氨基酸序列为探针，从 NCBI 数
据库中获得新型 ω-转氨酶 PfTA，其与探针的序

列相似度为 35.76%。在 SWISS-MODEL 网站上，

以源自紫色杆菌(Chromobacterium violaceum)，相
似度为 79.26%的 ω-转氨酶(PDB ID: 6S4G 1.7 Å)
晶体结构为模板，对 PfTA 进行同源建模，得到

PfTA/PMP 复合物的三维模型(图 1)。建模结果 
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图 1  PfTA 三维结构图 
Figure 1  The three-dimensional structure diagram of PfTA. 
 
显示 PfTA 为二聚体结构，2 个 PMP 分子分别

位于酶的 2 个活性口袋附近。利用 SAVES 网站

对模型进行可靠性评估，拉氏图分析表明落在

最适区域(红色)和额外允许区域(黄色)的残基

占总数的 99.3%，ERRAT 结果显示模型整体质

量因子为 90.44，表明该模型可靠。 

2.2  突变位点的选择和突变株筛选 
分子对接结果显示，活性中心表面由 12 个

氨基酸残基组成(图 2)：F22、L59、W60、F88、
Y153、Y168、A231、K288、G319、F320、T321
和 R416。WT/PMP 复合物与 2-氟苯乙酮的相互

作用力有 5 个范德华力、4 个氢键作用力、1 个

Pi-阳离子作用力、1 个 Pi-Pi 堆积作用力、1 个

Pi-Pi T 形作用力和 1 个 Pi-烷基作用力。 
如图 3A 所示，对除 A231 以外的 11 个活

性中心残基进行丙氨酸扫描突变，发现只有突

变体 R416A 和 Y168A 的相对活性高于 WT，

L59A、W60A、F88A 的相对活性降低，其余位

点突变为丙氨酸后酶活力完全丧失。如图 3B 和

3C 所示，对 Y168 和 R416 位点分别进行定点 
饱和突变，发现将 168 位的 Y 突变为 R、P、A

时酶活性提高，其中 Y168R 的活性较高，为

WT 的 1.20 倍；将 416 位的 R 突变为 Q、D、C、

A、V、G、H 时活性有所提高，其中 Y168R 的

活性最高，为 WT 的 1.41 倍；如图 3D 所示，

将 Y168 和 R416 位点活性提高的突变体进行叠加 
 

 
 
图 2  PfTA 与 2-氟苯乙酮的相互作用力分析 
Figure 2  Analysis of the interaction force between 
PfTA and 2-fluoroacetophenone. 
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图 3  WT 与突变体的相对活性   A：丙氨酸扫描. B：Y168 饱和突变. C：R416 饱和突变. D：Y168 和 R416
的叠加突变 
Figure 3  Relative activities of WT and mutants. A: Alanine scanning. B: Saturation mutagenesis of Y168. C: 
Saturation mutagenesis of R416. D: Combinatorial mutation of Y168 和 R416. 
 
突变，获得 11 株较 WT 活性提高的突变体，其

中 Y168R/R416Q 的活性最高，为 WT 的 1.52 倍，

同时 Y168R 和 R416Q 也是 2 个位点经单点突变

后活性最高的，表明 Y168R 和 R416Q 对酶活的

提升作用是可叠加的。酶活测定结果表明，

Y168R/R416Q 突变体的比酶活为 47.04 U/mg，较

WT 的 3.72 U/mg 提高了 11.65 倍，故选取 Y168R/ 
R416Q 进行后续研究。 
2.3  酶学性质分析 

反应温度对 WT 与 Y168R/R416Q 活性的影

响如图 4A 所示，WT 与 Y168R/R416Q 的最适

反应温度均为 40 ℃。当温度超过 40 ℃时，WT 
 



 
 

于双嵘 等 | ω-转氨酶定点突变及生物催化制备(S)-1-(2-氟苯基)乙胺 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

829 

 

 
 

图 4  反应温度和 pH 对 WT 与 Y168R/R416Q 酶活的影响   A：反应温度. B：pH 
Figure 4  The effect of reaction temperature and pH on the enzymatic activity of WT and Y168R/R416Q. A: 
Reaction temperature. B: pH. 
 
的活性迅速下降，在 50 ℃时酶活保留率为

50.50%，在 60 ℃时仅保留 7.85%的酶活；而突

变体 Y168R/R416Q 在 50 ℃和 60 ℃时仍可保留

96.05%和 33.10%的酶活，表明其耐热性较 WT
明显提高。 

反应 pH 值对 WT 与 Y168R/R416Q 活性的

影响见图 4B，WT 与 Y168R/R416Q 的最适反

应 pH值均为 pH 8.0 的 PB缓冲液，在 pH 6.0−8.0
范围内，两者均可保留 60%以上的酶活；当 pH
为 9.0 时，Y168R/R416Q 仍保持 46.20%的酶活，

而 WT 仅残余 11.9%的酶活，表明突变体

Y168R/R416Q 的耐碱性较 WT 有所提高；当 pH
为 10.0 时两者均完全失活，表明两者均不宜用

于在较高的碱性 pH 条件下进行催化。 
WT与Y168R/R416Q的 v-[S]拟合曲线如图 5

所示，酶动力学参数比较见表 2，Y168R/R416Q
与 WT 相比，Km 仅降低 4%，表明突变前后酶

对底物的亲和性变化不大；但 kcat 和 kcat/Km 分

别提高了 20.02 倍和 20.90 倍，表明突变体

Y168R/R416Q 的催化活性和催化效率均有明显

提升。 

 
 
图 5  WT 与 Y168R/R416Q 的 v-[S]拟合曲线 
Figure 5  The v-[S] fitting curve of WT and 
Y168R/R416Q. 
 
表 2  WT 与突变体 Y168R/R416Q 的酶促反应动

力学参数比较 
Table 2  The kinetic parameters of WT and 
Y168R/R416Q 
Enzyme Km  

(mmol/L) 
Vmax 
(nmol/(L·min)) 

kcat  

(min−1) 
kcat/Km 
(L/(mmol·min)) 

WT 1.75 0.74 188.01 107.43 
Y168R/ 
R416Q 

1.68 15.56 3 953.25 2 353.12 
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2.4  突变体 Y168R/R416Q 催化 2-氟苯乙酮

的反应进程 
氨基供体过量法是解决 ω-转氨酶催化反应

平衡问题的常用方法，异丙胺因其价格低廉，成

为工业生产中常用的氨基供体之一。本研究以中

性的异丙胺盐酸盐为氨基供体，可消除高浓度异

丙胺造成的反应体系 pH 变化的问题。异丙胺盐

酸盐浓度对(S)-1-(2-氟苯基)乙胺产率的影响如

图 6 所示，当底物 2-氟苯乙酮浓度为 5 mmol/L
时，随着异丙胺盐酸盐浓度的增加，(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺的产率呈现先快速升高后逐渐减缓

的趋势，故以 300 mmol/L 异丙胺盐酸盐浓度为

宜，即氨基供体浓度为氨基受体浓度的 60 倍。 
不同酶浓度和底物浓度下(S)-1-(2-氟苯基)

乙胺的产率如图 7 所示。当酶浓度为 1.6 mg/mL
时，催化 5 mmol/L 的 2-氟苯乙酮生成(S)-1-(2-氟
苯基)乙胺的产率为 74.2%，而当 2-氟苯乙酮浓

度为 10 mmol/L 和 20 mmol/L 时，产率分别为

60.9%和 42.6%，表明底物浓度的增加对酶活性

有较明显的抑制。为了使突变体在尽可能高的底

物浓度下进行催化反应以达到较高的产物浓度，

选择 10 mmol/L 底物浓度进行后续的条件优化。 
 

 
 
图 6  异丙胺盐酸盐浓度对产率的影响 
Figure 6  The effect of isopropylamine hydrochloride 
concentration on the yield. 

如图 8 所示，当突变体 Y168R/R416Q 催化    
10 mmol/L 2-氟苯乙酮反应时，反应速率随时间

的延长而提高，反应 4 h 后(S)-1-(2-氟苯基)乙胺

产率可达 73.05%；之后反应速率逐渐变缓，反

应 10 h 后，(S)-1-(2-氟苯基)乙胺产率为 83.58%。 

2.5  WT与Y168R/R416Q的结构模拟分析 
将 WT 突变为 Y168R/R416Q 后，除 R168 

 

 
 
图 7  酶浓度与底物浓度对产率的影响 
Figure 7  The effect of enzyme concentration and 
substrate concentration on the yield. 
 

 
 
图 8  突变体Y168R/R416Q催化 2-氟苯乙酮转氨

的反应进程 
Figure 8  The biocatalytic process of 2-fluorophenone 
catalyzed by Y168R/R416Q variant. 
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和 Q416 外，其他残基的作用力保持不变，168 位

突变为 R 后不在底物 5 Å 范围内，且与底物没

有相互作用力，416 位点突变为 Q 后失去原先

R416 对 2-氟苯乙酮的 Pi-阳离子作用力和氢键

作用力(图 9A、9B)，但突变前后 Km 变化不大，

推测 Y168 和 R416 对 2-氟苯乙酮的作用力不是

影响酶与底物结合的主要作用力。PMP 是 ω-转
氨酶催化过程中生成的一种重要的酮亚胺中间

体，K288 是参与 ω-转氨酶催化的关键活性位点，

推测 PMP 与氟原子和氧原子形成的氢键、K288
和氧原子形成的氢键是影响酶与底物结合的主

要作用力。R416 位点虽然被认为是 ω-转氨酶的

保守位点之一，但其作用主要是与天然氨基酸

和其他羧酸类底物如丙酮酸的羧酸根形成盐

桥，本研究的底物 2-氟苯乙酮不含羧酸根，该

保守位点的突变反而提高了酶活性。突变后酶 
 

 
 
图 9  WT、Y168R/R416Q 与 2-氟苯乙酮的相互作用力分析和三维结构分析   A：WT 作用力. B：

Y168R/R416Q 作用力. C：WT 三维结构. D：Y168R/R416Q 三维结构 
Figure 9  Analysis of the interaction forces and three-dimensional structure of WT and Y168R/R416Q while 
2-fluorophenylacetone as the ligand. A: Interaction forces of WT. B: Interaction forces of Y168R/R416Q. C: 
Three-dimensional structure of WT. D: Three-dimensional structure of Y168R/R416Q.  
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结合口袋的三维结构发生明显变化(图 9C、9D)，
在 168 位，虽然 R 的侧链基团比 Y 略大，但其

处于远离中心催化区域的位置，可能因此更有

利于底物进入中心催化区域；在 R416 位，当 R
突变为 Q 时，侧链基团变小，减小了空间位阻，

拓宽了酶活性口袋，从而使得 Y168R/R416Q 的

催化效率 kcat/Km 显著提升。 

3  结论 
本研究通过半理性设计法，对从 NCBI 数

据库中挖掘得到的新型 ω-转氨酶 PfTA 进行同

源建模和分子对接，确定该酶的催化活性位点

后依次进行了丙氨酸扫描、定点饱和突变和叠

加突变，得到一株酶活性明显提高的突变株

Y168R/R416Q，其可高选择性催化 10 mmol/L  
2-氟苯乙酮合成(S)-1-(2-氟苯基)乙胺，反应 10 h
后产率达 83.58%，ee 值大于 99%。与 WT 相比，

突变株 Y168R/R416Q 的比酶活提高了 11.65 倍，

达 47.04 U/mg，催化效率 kcat/Km 提高 20.9 倍。

分子对接和结构模拟分析表明，引起突变体催

化效率提高的原因主要在于突变后拓宽了酶的

活性口袋，减少了底物 2-氟苯乙酮进入酶活性

中心的空间位阻。此外，本研究还揭示了 ω-转
氨酶的催化反应并非完全受限于传统意义上的

酶保守位点，而要根据该保守位点在催化反应

中所起的作用判断其在催化不同类型的底物时

是否仍然保守。 
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