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摘   要：磷酸吡哆醛(pyridoxal phosphate, PLP)作为维生素 B6 的活性形式，是多种酶促反应中的重

要辅因子。磷酸吡哆醛依赖型酶能够催化多种化学反应，如消旋、脱羧、β-加成、β-消除、反羟醛

裂解、转氨和 α-消除等多种化学反应，是生物法合成多种天然氨基酸、非天然氨基酸及其相关化合

物的有力工具。本文以ω-转氨酶、赖氨酸脱羧酶、苏氨酸醛缩酶、L-酪氨酸酚解酶等典型 PLP依赖

型酶为例，分析了这些酶的结构特征与催化机理，总结了它们的分子改造研究进展以及在工业生产

中的应用。最后，本文对磷酸吡哆醛依赖型酶的未来发展进行了展望，包括 PLP辅因子的体内再生

系统及工业应用等，讨论了这些酶在生物催化应用中的巨大潜力。 
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Abstract: Pyridoxal phosphate (PLP), the active form of vitamin B6, is an important coenzyme in 
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various enzyme-catalyzed reactions. PLP-dependent enzymes can catalyze a variety of chemical 
reactions, such as racemization, decarboxylation, β-addition, β-elimination, retro-aldol cleavage, 
transamination, and α-elimination. They are biologically synthesized a powerful tool for a variety 
of natural amino acids, non-natural amino acids and their related compounds. This article details 
the structural features and catalytic mechanisms of typical PLP-dependent enzymes such as 
ω-transaminase, lysine decarboxylase, threonine aldolase, and L-tyrosine phenol-lyase, and 
reviews the research progress in molecular modification and industrial applications of these 
enzymes. Finally, this article provides an outlook on the future development of PLP-dependent 
enzymes, including in vivo regeneration system and industrial applications of PLP cofactors, and 
discusses the tremendous potential of these enzymes in biocatalytic applications. 
Keywords: pyridoxal phosphate-dependent enzyme; pyridoxal phosphate; co-factor; aldolase; 
transaminase; biocatalysis  

 
磷酸吡哆醛依赖型酶以吡哆醛 -5′-磷酸

(pyridoxal-5'-phosphate, PLP)为辅因子，广泛存

在于生物体内。它能够催化多种化学反应，如

消旋、脱羧、β-加成、β-消除、反羟醛裂解、

转氨和 α-消除等，可用于 C−C、C−N 键的形

成，是生物法合成多种天然氨基酸、非天然氨

基酸及其相关化合物的有力工具，因此被认为

是具有广泛应用前景的工业生物催化剂[1]。PLP
的结构与苯甲醛相似，但邻位羟基和环氮的存

在改变了其羰基的性质，使得 PLP 易于通过自

身醛基与氨基形成亚胺，有利于稳定形成的碳

负离子中间体。PLP 依赖型酶可以根据其底物

的特征进行分类，例如对氨基酸进行转移的转

氨酶、对氨基酸进行脱羧的脱羧酶、对醛进行

缩合反应的醛缩酶等，其分类对于研究其催化

机理和应用具有重要意义，有助于深入理解不

同酶的特点和作用方式。本文总结与分析了

PLP 依赖型酶家族的不同成员之间结构、催化

机理的差异，着重分析了 PLP 依赖型酶家族成

员的工业催化属性提升案例。 

1  PLP 依赖型酶的分类 
PLP 依赖型酶根据其折叠结构可分为 I−V 五

种类型，以及两个附加的折叠类型 VI 和 VII[2-4]。

其中最常见的 I 型酶包括 ω-转氨酶、赖氨酸脱羧

酶、苏氨酸醛缩酶等；II 型酶包括 L-酪氨酸裂解

酶等；III 型酶包括 α-氨基 ε-己内酰胺消旋酶等；

IV 型酶包括胱硫醚 β-裂解酶等；V 型酶包括糖原

磷酸化酶等(表 1)。PLP 依赖型酶的一个特点是，

只有当辅因子 PLP 与酶活性中心的赖氨酸残基共

价结合生成内醛亚胺时才具有活性[5-6]。 
转氨酶(transaminase, TAm, EC 2.6.1.X)又

称氨基转移酶，属于 I 型 PLP 依赖型酶，是手

性胺合成的重要工业酶之一。根据底物类型，

转氨酶可分为两大类：α-转氨酶(α-TAms)和 ω-
转氨酶(ω-TAms)。α-TAms 需要在羰基官能团

的 α 位存在羧基，它们参与 α-氨基酸的生物合

成，进行相应的 α-酮酸的氨基转移 [7]。而

ω-TAms能以脂肪族酮和胺作为其底物(即不仅

是 α-酮酸和氨基酸)，代表所有剩余的转氨酶。

ω-TAms 可进一步细分为 2 个亚组，即 β-转氨

酶(β-TAms)和胺转氨酶(ATAms)。TAms 也可以

根据其折叠类型进行分类，属于折叠Ⅰ型(天冬

氨酸转氨酶超家族)和折叠Ⅳ型(D-氨基酸转氨

酶超家族)[8]。 
赖氨酸脱羧酶(lysine decarboxylase, LDC, 

EC 4.1.1.18)属于 I 型 PLP 依赖型酶，广泛分布

于原核生物和真核生物中。它可分为组成型和 
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表 1  PLP 依赖型酶类别及典型代表 
Table 1  Typical enzymes of different fold-types in PLP-dependent enzymes  
Fold-type EC number Typical enzyme Applications 
I 2.6.1.X 

4.1.1.18 
4.1.2.X 
5.1.1.15 

Transaminase 
Lysine decarboxylase 
L-threonine aldolase 
α-amino-ε-caprolactam racemase 

Sitagliptin, (S)-rivastigmine 
Bisucaberin, (-)-lupinine  
L-threo-dihydroxyphenylserine (L-DOPS), florfenicol 
L-lysine, D- or L-amino acid 

II 4.1.99.2 L-tyrosine phenol-lyase L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) 
III 4.1.2.42 D-threonine aldolase  
IV 4.4.1.8 Cystathionine β-lyase L-homocysteine, L-methionine 
V 2.4.1.1 Glycogen phosphorylase Hypoglycaemic agents 
VI, VII 5.4.3.2 Lysine-5,6-aminomutase, 

Lysine-2,3-aminomutase 
β-lysine 

 

诱导型两大类，虽然氨基酸序列相似，但在最适

pH 和热稳定性方面存在差异[9]。在 1,5-戊二胺的

生产中，最常用的是诱导型 LDC，原因是其具

有较高的热稳定性和催化稳定性。然而，底物抑

制和狭窄的 pH 使用范围限制了 LDC 在工业应

用中的拓展。 
苏氨酸醛缩酶(threonine aldolase, TA, EC 

4.1.2.X)能够裂解苏氨酸形成甘氨酸和乙醛，同

时可逆催化其羟醛缩合反应，承担了苏氨酸分解

代谢和甘氨酸合成的功能[10]。由于 TA 催化具有

可逆性，是不对称 C−C 成键的有力催化剂，能

够广泛应用于 β-羟基 -α-氨基酸 (β-hydroxy-α- 
amino acids, HAAs)的生物合成。根据其在 α-碳
上的高度特异性，可将 TA 分为 L-TA 或 D-TA[11]。

基于其对苏氨酸 β-碳原子的特异性，L-TA 又可

分为 3 类：(1) 高度特异性的 L-TA (EC 4.1.2.5)，
只接受 L-苏氨酸；(2) L-allo-TA(EC 4.1.2.49)，只

接受稀有的立体异构体 L-allo-苏氨酸；(3) L-low 
specificity-TA (EC 4.1.2.48)，既能接受 L-苏氨酸

又能接受 L-allo-苏氨酸作为底物[11]。在 D-TA 中，

目前只发现了 D-low specificity-TA (EC 4.1.2.42)
能够同时接受 D-苏氨酸和 D-allo-苏氨酸作为

底物。L-TA 和 D-TA 分别属于 I 型和 III 型 PLP
依赖型酶。L-TA 多为四聚体结构，活性中心位

于亚基界面，而 D-TA 多为二聚体。但 L-TA 与

D-TA 中与催化相关的关键氨基酸残基具有相

似性。 
L-酪氨酸酚裂解酶(L-tyrosine phenol-lyase, 

TPL, EC 4.1.99.2)是一种 I 型 PLP 依赖型酶，呈

同源四聚体形态，活性位点位于每个单体界面之

间，共有 4 个活性位点。TPL 具有的一个特性是

其催化关键结构域可经重排形成两种不同的构

象——开放构象和封闭构象[12]。 
α- 氨 基 -ε- 己 内 酰 胺 消 旋 酶 (α-amino-ε- 

caprolactam racemase, ACLR, EC 5.1.1.15)属于 I
型 PLP 依赖型酶，其晶体结构揭示 ACLR 呈同

源二聚体形态，活性位点位于二聚体界面中，由

两个单体的残基组成，底物结合位点通常位于

Trp49 和 Tyr137 之间(PDB ID: 3DXW)[13]。 
胱硫醚 β-裂解酶(cystathionine β-lyase, CBL, 

EC 4.4.1.8)属于 IV 型 PLP 依赖型酶的 γ-家族，

是一种手性二面体对称的同源四聚体酶。酶的每

个单体由 3 个不同的结构域组成：(1) 3 个 α-螺
旋和 1 个 β-折叠形成的 N 端结构域(残基 1−60)，
构成相邻亚基的部分活性位点；(2) 第 2 个结构

域(残基 61−256)由 1 个 α/β-结构形成，是 PLP
锚定到酶的区域；(3) C 端(残基 257−395)由 4 个

螺旋暴露在溶剂中，以及位于该区域中部的 4 个

反平行 β-折叠组成。CBL 除了能在 L-蛋氨酸代

谢中发挥作用外，还能产生非天然 D-氨基酸，
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参与 D-和 L-丝氨酸的代谢，是一种在化工和制

药工业中具有巨大潜力的酶[14]。 
糖 原 磷 酸 化 酶 (glycogen phosphorylase, 

GlyP, EC 2.4.1.1)是第一个被描述的变构酶，

GlyP 活性位点(残基 248−260 和残基 278−289)
的关键调控环路稳定性较弱，并且在结构模型中

经常缺失密度或具有较大的 b 因子。即 GlyP 调

节是通过关键结构的有序-无序转换对活性位点

进行门控来实现的，但其功能调节基础的精确动

态变化仍有待深入研究[15]。糖原磷酸化酶是治

疗 2 型糖尿病和转移性癌症的临床靶标[16]。 

2  PLP 依赖型酶的催化机理 
PLP 依赖型酶催化不同的反应，均需要形成

外醛亚胺和内醛亚胺。首先，辅因子 PLP 与酶活

性中心的氨基酸残基共价结合生成内醛亚胺，得

到的反应产物以共价键的形式结合到辅因子 PLP
上作为外醛亚胺，反应产物从活性位点释放到溶剂

中，辅因子 PLP 再次与活性位点氨基酸残基共价

结合，形成内醛亚胺，完成一个催化循环(图 1)[17]。 
转氨酶催化的转氨反应由两步可逆反应组

成，遵循双底物“乒乓”反应机理：首先氨基供体

的氨基取代内醛亚胺中的 Lys 残基，生成外醛亚

胺磷酸吡哆胺(pyridoxamine phosphate, PMP)和
相应的酮，随后 PMP 的氨基转移到胺受体(酮、

酮酸或醛)上，内醛亚胺再生并形成相应的胺，

完成催化循环(图 1A)[18-19]。转氨酶催化合成手

性胺的关键在于催化残基 Lys 所处位置，其位于

中间体平面醌结构的 si 面或 re 面，分别生成 S
型或者 R 型手性胺。 

赖氨酸脱羧酶的催化机制[17,20]与 PLP 依赖

型酶类似，首先，PLP 上的醛基亲核攻击活性位

点 Lys 的氨基，并形成稳定的酶-PLP 复合物，

即内醛亚胺；当 L-赖氨酸攻击内醛亚胺时，导

致 PLP 与 Lys 之间的亚胺键断裂；同时，PLP

与 L-赖氨酸的氨基结合形成外醛亚胺；在此过

程中，L-赖氨酸发生脱羧反应，释放 CO2 并形成

醌中间体；醌中间体从反应介质中获得 H+，使

外醛亚胺再次质子化；最后产物 1,5-戊二胺生成

并释放，同时内醛亚胺重新建立，进入下一个反

应循环(图 1B)。 
酪氨酸酚裂解酶的催化机理(图 1C)与其他

PLP 依赖酶类似，第一步是在 L-酪氨酸存在下，

随着内醛亚胺的裂解，形成外醛亚胺；随后赖氨

酸作为碱，使底物的 Cα 脱质子，形成醌类中间

体；随着醌类中间体发生重排，释放苯酚并裂解

Cβ−Cγ 键；最后内醛亚胺重新形成，释放丙酮酸

铵，完成催化循环。此外，丙酮酸铵与水反应生

成丙酮酸和铵[12,21]。目前尚不清楚质子化和键断

裂是逐步发生还是以协同方式发生。 
苏氨酸醛缩酶处于非催化状态时，PLP 与活

性中心赖氨酸残基形成内醛亚胺。当含有氨基的

底物(甘氨酸、β-羟基-α-氨基酸)进入活性中心，

从内醛亚胺中置换赖氨酸的 ε-氨基与 PLP 形成

新的席夫碱(外醛亚胺)。吡啶环帮助 α-碳的质子

转移至酶催化中心的广义碱，产生高度共振的阴

离子；醛受体进攻 α-碳形成 C−C 键，产物通过

席夫碱交换机制被释放出活性中心，PLP 则从产

物转移回到活性中心的保守赖氨酸的侧链重新

形成内醛亚胺，完成一个催化循环(图 1D)[22]。 
α-氨基-ε-己内酰胺消旋酶有两种催化机制

假说：一种是单碱基机制，另一种是双碱基机制。

单碱基机制是由 Frese 等[23]提出的，氘标记实验

表明 Lys267 可能是负责平面醌类中间体两侧质

子化的碱基。然而，Asano 等[24]发现的证据表明

外消旋作用是通过双碱基机制发生的，底物的每

一面各有一个，该过程中涉及的氨基酸残基是

Lys267 (来自 re-face)和 Tyr137 (来自 si-face)。 
大肠杆菌来源胱硫醚 β-裂解酶的晶体结构

(PDB ID: 1CL1)显示[25]，残基 Lys210 和 Tyr111
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在该酶的催化机制中发挥至关重要的作用。辅因

子 PLP 结合残基 Lys210 还负责 Cα 和 Sγ 之间的

质子转移；另一方面，Tyr111 是负责底物激活的

残基，在所有利用胱硫醚的酶中都是保守的，它

以酚盐形式存在于活性位点，负责从底物胱硫醚

的 α-氨基上除去质子；然后，活化底物的去质

子化氨基可以进行亲核攻击，置换与 PLP 结合

的赖氨酸并形成外醛亚胺的席夫碱；游离的赖氨

酸从 Cα 中提取质子，形成醌类中间体；随后，Sγ

的质子化导致 Cβ−Sγ 键断裂，外醛亚胺被赖氨酸

的亲核攻击所取代，再生具有催化活性的内醛亚

胺并释放不稳定的烯胺、脱氢丙氨酸，互变异构

为 2-亚氨基丙酸亚胺，该亚胺经过水解脱氨基

形成丙酮酸和氨[25]。 
 

 
 

图 1  典型 PLP 依赖型酶的催化机理    
Figure 1  The catalytic mechanism of PLP-dependent enzymes. A: Transaminase (TAm)[18]. B: Lysine 
decarboxylase (LDC)[20]. C: L-tyrosine phenol-lyase (TPL)[21]. D: Threonine aldolase (TA)[22]. 
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3  PLP 依赖型酶的高通量筛选

技术 
高通量筛选技术是快速获得目标酶的有力工

具，需具有高灵敏度、高通量和高稳定性等特性

(图 2)。针对转氨酶的快速评价和鉴定，多种高通

量筛选方法被开发[26-27]。这些方法涵盖了基于富

集、pH 传感器、邻苯三酚红和辣根过氧化物酶、

CuSO4和 MeOH、乙二酚、电导法、2,3,5-氯化三

苯 基 四 氮 唑 (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, 
TTC)以及四氯酮等。Cheng 等[27]开发了一种基于

荧光的转氨酶活性筛选系统以扩展其底物范围，

反应在微量滴定板(microtiter plates, MTP)中进行，

显示出低背景干扰、高灵敏度(μmol/L 大小)和宽

动态范围(ɀ 因子>0.9)的特性(图 2A)。基于该筛选

方法，对范巴伦氏分枝杆菌 (Mycobacterium 
vanbaalenii)来源的转氨酶(MvTA)进行了高通量

筛选，从约 8 000 个克隆中获得了 2 个有益单突变

体(G68Y 和 F129A)和 3 个双突变体(M3，M4 和

M5)；最优突变体 MvTA M5 (WT-G68Y/F129A)的
催化效率比出发酶高 3.2 倍，对 6 种不同的手性酮

表现出明显增强的活性，且 e.e.>99%[26]。该结果

证明了基于荧光的高通量筛选策略的有效性与高

灵敏性，并适用于多种底物的筛选，适用性广。 
Gong 等[28]采用 DNPH 法结合 96 孔板建立

了醛缩酶的高通量筛选方法；底物中的醛化合物

与 2,4-二硝基苯肼 (2,4-dinitrophenylhydrazine, 
DNPH，2.5mmol/L，溶于含 3%硫酸的 95%乙醇)
进行反应，然后加入 NaOH 进行显色反应，于

485 nm 波长下进行吸光值的测定(图 2B)。L-酪
氨酸酚裂解酶的高通量方法可以利用邻苯二酚

2,3-双加氧酶来测定残余邻苯二酚的浓度[29](图
2C-i)；该方法可高效可靠地评估 L-酪氨酸酚裂

解酶的活性，且适用于全细胞和粗酶液，无须进

行复杂的酶纯化，大大提升了筛选效率。Tang

等[30]开发了一种 L-酪氨酸酚裂解酶合成活性的

高通量筛选方法(图 2C-ii)，发现底物之一丙酮酸

钠在碱性条件下与水杨醛反应，形成黄色化合

物；根据比色化合物在 465 nm 波长处的吸光度

可以定量丙酮酸钠的浓度，根据吸光度的降低可

以筛选 TPL 的活性；经过比色反应条件的优化，

建立的高通量筛选方法成功用于筛选具有增强

的 L-DOPA 合成活性的 TPL。Ejim 等[31]开发了

胱硫氨酸 β-裂解酶的高通量筛选方法，该方法以

5,5′-二硝基苯二硫酸(5,5′-dinitrobenzene disulous, 
DTNB)作为底物，采用滴定法测定在 412 nm
波长下同型半胱氨酸含量以检测该酶活性。 

PLP 依赖型酶因其高对映选择性、宽底物特

异性和高反应性，使其成为理想的生物催化剂。

鉴于 PLP 依赖型酶作为工业催化剂的重要性，

迅速评估其酶特性具有重要意义。然而，在开发

成本效益高且高灵敏度的高通量筛选技术方面，

仍有进一步的空间。此外，人工智能、深度学习

等先进的计算技术可有效地从蛋白质数据库中

识别具有理想性状的新型 PLP 依赖型酶，结合

高效、低成本的高通量筛选技术将大大促进 PLP
依赖型酶作为工业生物催化剂的应用[32]。 

4  PLP 依赖型酶的工业属性改

造与应用 
PLP 依赖型酶的应用非常广泛，它们在制

药、食品、农业等领域有着很大的应用价值，但

天然 PLP 依赖型酶存在催化效率低、立体选择

性差、底物耐受性低、热稳定差等问题，亟须提

升 PLP 依赖型酶在催化效率、稳定性、底物特

异性和产物选择性等方面的工业催化性能，从而

适应工业生产的需求。 
手性胺是多种手性药物的重要基石，根据美

国亚利桑那大学 Njardarson 研究团队发布的

2022 年全球药品销售额 TOP200 的小分子药品 
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图 2  代表性 PLP 依赖型酶的高通量筛选方法反应原理   A：转氨酶. B：L-苏氨酸醛缩酶. C：L-酪氨酸

酚裂解酶 

Figure 2  Reaction principle of high-throughput screening method for representative PLP-dependent enzymes. 
A: Transaminase. B: L-threonine aldolase. C: L-tyrosine phenol lyase. 
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榜单，约 40 种药物中含有手性胺基团(不包含手

性 α、β 和 γ-氨基酸)[33]。生物催化合成手性胺具

有高立体选择性、高区域选择性、高活性、低毒

性和环境友好等优势，其中转氨酶是手性胺生物

合成的重要酶之一[33-36]。在自然界中，S-选择性

转氨酶比 R-选择性转氨酶更丰富，因此长期以

来，S-选择性转氨酶被人们所认识和广泛研究，

但对于 R-选择性的认识仍处于探索阶段。 
郑裕国课题组筛选并改造了不同来源的转

氨酶，应用于西他列汀、L-草铵膦等重要化学品

的 生 物 合 成 [37-41] 。 课 题 组 从 卡 氏 节 杆 菌

(Arthrobacter cumminsii) ZJUT212、AcATA 中克

隆了 R-选择性 ω-ATA 基因，筛选后使用半理性

设 计 获 得 了 最 佳 突 变 体 M1-M122H 和

M1-T134G；在公斤级实验中，使用 2 g/L 突变体

M1-M122H 大肠杆菌细胞作为生物催化剂，PTfpB
底物浓度 50 kg，在 30 h 内产生了大约 40 kg 的

R-APTfpB (e.e.>99%)，时空产率达到约 32 g/(L·d)[40]。

针对外源性昂贵辅因子 PLP 的添加导致成本高

昂和反应组成复杂的问题，课题组首次构建了基

于转氨酶和吡哆醛 5′-磷酸共价共固定化的新型

自给自足生物催化剂及其在西他列汀连续生物

合成中的应用，其活性回收率为 83.6%，比活性为

343.0 U/g[41]。自给自足的 BgTA 生物催化剂用于

在循环填充床反应器中连续生物合成(R)-西他列

汀，进行 700 批反应，无需额外添加 PLP；每批次

R-西他列汀的收率和 e.e.值分别在 90%和 99%以

上，时空产率为 40.0 g/(L·h)[41]。 
德国 Bornscheuer 课题组[42]采用生物信息学

分析与 D-氨基酸氨基转移酶的计算重构相结合

的方法，在 α-氨基酸氨基转移酶中成功引入 R-
转氨酶活性，该酶的活性位点中 1−6 个氨基酸被

取代，分别为 Y31F、H86F、Y88F、H100L、S180A
和 T242I (图 3)；其中 6 位点突变体 M2-6 的比

酶活达到 326 mU/mg，该比酶活数值类似于天然

R-转氨酶的值(通常为 250 mU/mg)。这些结果证

明 R-转氨酶可以从 α-氨基酸氨基转移酶进化而来。 
R-选择性ω-胺转氨酶(ω-amine aminotransferases, 

ω-ATA)作为生物催化剂的创建对于前手性酮的

不对称胺化生产西他列汀中间体至关重要，因为 

 

 
 

图 3  D-氨基酸转氨酶的三维结构图(左为整体结构图，右图是 6 位点突变体 M2-6 的特写，PLP-(R)-苯
乙胺用洋红色棒表示)[42] 
Figure 3  Three-dimensional structure diagram of D-amino acid transaminase (left is the overall structure 
diagram, right is a close-up of the 6 mutant M2-6, PLP-(R)-phenylethylamine is represented by a magenta 
stick)[42]. 
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罕见的 ω-ATA 本质上是 R-选择性的，并且大多

数稳定性较差对大体积前手性酮的活性较低，以

上工作通过蛋白质工程的方法，扩展了转氨酶的

底物谱范围，同时也通过转氨酶与辅因子的共固

定化，为提高手性胺医药中间体生物合成的经济

性进行了探索。 
赖氨酸脱羧酶可用于生产 1,5-戊二胺。这种

小分子化合物与六亚甲基二胺具有相似的结构，

可用于生产聚酰胺、聚氨酯等化合物的生产[43-47]。

此外，1,5-戊二胺还被用作生物碱、螯合剂等的

前体物质。由于石化聚合物在全球市场上有近两

年大约每年新增 700 万 t 的需求量[48]，使用生物

聚合物替代这些产品将是石油化工领域的重大

突破。赖氨酸脱羧酶在工业规模上的应用受到了

终产物浓度、pH 等因素的影响。当终产物 1,5-
戊二胺积累浓度为 3 g/L 时，赖氨酸脱羧酶的催

化活性即损失一半，可见其对酶活性具有较大的

抑制作用[49]。另外，催化活性对 pH 的依赖与结

构构象有关(图 4)[50]。在较低的 pH 下，酶通常

形成寡聚体，在较高的 pH 值下，赖氨酸脱羧酶

易形成十聚体和二聚体，二聚体的比例随 pH 的

升高而增加，而二聚体比活性低于十聚体。因此

随着氢离子不断被消耗，介质的 pH 逐步增加，

赖氨酸脱羧酶呈现的整体活力在逐步下降。

Tateno 等[51]利用一株谷氨酸棒杆菌共表达牛链

球菌来源的 α-淀粉酶(α-amylase, AmyA)和大肠

杆菌 K-12 来源的赖氨酸脱羧酶，从淀粉中一步

生产 1,5-戊二胺；通过使用高组成表达启动子来

调控谷氨酰胺穿梭载体中赖氨酸脱羧酶的表达，

将其转化为分泌 α-淀粉酶的谷氨酰胺穿梭载体；

改造后的谷氨酰胺酵母同时表达赖氨酸脱羧酶

和 α-淀粉酶，并保持它们的活性；在使用 50 g/L
可溶性淀粉作为唯一碳源进行 1,5-戊二胺发酵

时 ， 不 添 加 外 源 PLP 。 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌

(Corynebacterium glutamum)成功地从可溶性淀

粉中产生 1,5-戊二胺，21 h 后 1,5-戊二胺的产量

达到 23.4 mmol/L。 
苏氨酸醛缩酶可用于甘氨酸和不同类型醛

(脂肪族和芳香族)生成广泛的 β-羟基-α-氨基酸

(β-hydroxy-α-amino acid, HAAs)。HAAs 是氯霉

素、氟苯尼考、甲砜霉素、肾上腺素、屈昔多巴、

万古霉素、鞘脂菌素等多种活性医药成分的关键

中间体[52-54]。然而，由于在合成过程中两个手性

中心的构筑导致了立体异构体的混合，难以获得

单一构型的 HAAs，因此 HAAs 的生产成本一直

居高不下，限制了其应用。苏氨酸醛缩酶可以催

化甘氨酸和醛之间的反应，生成多种拥有两个手

性中心的 β-羟基-α-氨基酸，而且立体选择性较高。 
 

 
 

图 4  赖氨酸脱羧酶的整体三维结构和关键氨基酸位点图[50] 
Figure 4  Overall three-dimensional structure and key amino acid site map of lysine decarboxylase[50]. 
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浙江大学吴坚平教授课题组[54]利用可变性景观

(mutability landscapes)方法，成功地对苏氨酸醛

缩酶进行了有针对性的进化，获得了两个 e.e.值
相 对 严 格 的 突 变 体 ： 一 个 突 变 体 是

H305L/Y8H/V143R，它对 syn 构型的非对映选择

性从 37.2%提高到了 99.4%；另一个突变体是

H305Y/Y8I/W307E，成功将对 anti 的非对映选

择性提高到了 97.2%。通过分子动力学模拟和共

同进化分析，研究团队揭示了 L-TA 非对映选择

性调节机制，遵循 Prelog 规则。中国科学院天

津工业生物技术研究所朱敦明课题组[55]针对 Cβ

的立体选择性，开发了一种逐步视觉筛选方法，

通过使用立体选择性苯丝氨酸脱水酶来测量苏

氨酸醛缩酶催化的羟醛缩合的活性和立体选择

性，从而能够直接选择具有更高 Cβ 立体选择性

的突变体；以来自假单胞菌的 L-PsTA 为出发菌

株，通过同时突变与底物的氨基和羟基相互作用

的氨基酸残基，获得了对芳香醛具有改进或反向

立体选择性的突变体D93F/E147D、D93H/E147D
和 D93N/E147D (图 5)。目前苏氨酸醛缩酶的反应

速率和立体选择性仍然未达到工业化应用的要求，

还需要进一步研究。 
酪氨酸酚裂解酶天然催化 L-酪氨酸的

Cβ−Cγ 键发生可逆断裂生成苯酚、丙酮酸和铵

(图 6)[12,57-58]。利用其逆反应(合成活性)，可以

合成高原子经济性的 L-酪氨酸及其衍生物，

广泛应用于医药工业，例如合成治疗帕金森病

的 首 选 药物 3,4-二羟基苯基 -L-丙氨酸 (3,4- 
dihydroxyphenyl-L-alanine, L-DOPA)，其年产量

超过 250 t[57]。由于天然来源的 L-DOPA 已不能

满足市场需求，化学路线采用的反应条件非常苛

刻，目前利用生物酶法生产的 L-DOPA 已占据了

一半的市场份额。Zeng 等[59]利用易错 PCR 技术

和 高 通 量 筛 选 方 法 ， 将 欧 文 氏 菌 (Erwinia 
herbicola)中的 L-酪氨酸酚裂解酶进行随机突

变，从约 3×104 个突变体中，筛选出一株正向突

变株，通过全细胞催化反应使得 L-DOPA 的产量

提高了 36.5%；此外，该酶温度在 20–35 °C 范

围内以及 pH 在 8.5–10.0 之间都表现出良好的 
稳定性。Han 等[60]预测了 25 个 TPL 突变体，其 

 

 
 

图 5  苏氨酸醛缩酶的整体三维结构图与关键催化位点图   红色为配体 4ʹ-deoxypyridoxine phosphate 
(PLR)[56] 
Figure 5  The overall three-dimensional structure diagram and modification site diagram of threonine aldolase. 
Red is the ligand 4ʹ-deoxypyridoxine phosphate (PLR)[56]. 
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图 6  酪氨酸酚解酶的三维结构图与催化关键位点   A：TPL 三维结构全图. B：PLP-氨基丙烯酸酯中间

体与 TPL 活性位点 4-HP 的结构及相互作用(氨基丙烯酸酯中间体用灰色棒状表示，4-HP 用橙色棒表示，

钾离子用紫色球表示)[12] 
Figure 6  Three-dimensional structure diagram and catalytic key sites of tyrosine phenolase. A: Full 
three-dimensional structure of TPL. B: Structure and interaction between PLP-aminoacrylate intermediate and 
TPL active site 4-HP (aminoacrylate intermediate is represented by a gray stick, 4-HP is represented by an 
orange stick, potassium ions are represented by purple balls)[12]. 
 
中两个被证实表现出最高的 L-DOPA 产量，并

命名为 E313W 和 E313M，分别为 47.5 g/L 和

62.1 g/L，分别比野生型(wild type, WT) TPL 产

量高 110.2%和 174.8%，kcat 值分别提高了 45.5%
和 36.4%；此外，E313W 和 E313M 表现出更高

的热稳定性、更高的熔化温度和对 5′-磷酸吡哆

醛更强的亲和力；突变体的结构分析表明，通过

增强突变残基与 H317 之间的相互作用，可以增

强 N 末端区域的稳定性。在补料分批策略中使

用这些突变体作为全细胞生物催化剂，可提高

L-DOPA 产量。 
α-氨基-ε-己内酰胺消旋酶介导的氨基酸及

其衍生物的动力学拆分可用于合成 D-氨基酸及

其衍生物，可在饲料补充剂、药物和化妆品中应

用 。 Frese 等 [61] 鉴 定 了 一 个 人 苍 白 杆 菌

(Ochrobactrum anthropi)来源的 α-氨基 ε-己内酰

胺 消 旋 酶 (Ochrobactrum anthropic α-amino 
ε-caprolactam racemase, OaACLR)同源物，具有

15 U/mg 的低氨基酸酯消旋酶消旋活性；针对 L-
苯丙氨酸甲酯，其突变体 L293C 的氨基酸酯消

旋作用比野生型高 3.7 倍。 
胱硫醚 β-裂解酶(CBL)，通常被称为 β-胱硫

醚酶，是参与 L-甲硫氨酸生物合成转硫途径的

第二种酶，该途径存在于多种细菌和植物中，但

在人类中不存在。因此，CBL 被认为是一种有

吸引力的抗生素靶点，且产生有害和不良副作用

的可能性较小。CBL 不仅参与蛋氨酸的合成，

还参与其分解代谢，是与食品中挥发性硫化合物

(volatile sulfur compounds, VSC)的产生密切相

关的酶。 

5  总结与展望 
综上，PLP 依赖型酶如 ω-转氨酶、赖氨酸

脱羧酶、苏氨酸醛缩酶、L-酪氨酸酚裂解酶、α-
氨基-ε-己内酰胺消旋酶等是在医药、化工、农

业等多个领域具有极大应用价值与前景的生物
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催化剂，可用于左旋多巴、屈西多巴等治疗神经

退行性病变药物、西他列汀等降糖药物、氟苯尼

考等抗生素类药物以及 L-赖氨酸、β-赖氨酸等氨

基酸等。其中辅因子在 PLP 依赖型酶的催化体

系中起着不可或缺的作用，但由于这些辅因子化

合物的生产成本相对较高及其在生产过程中的

消耗，开发辅因子的再生系统可有效降低其应用

成本。相关研究[62-64]表明 PLP 体内再生系统不

仅有利于显著改善胞内 PLP 的供应，同时也提

高了 PLP 依赖型酶的酶活，有望降低 PLP 依赖

型酶的工业应用成本。但目前相关工作仍然较

少，后续需要继续提高其 PLP 再生效率，扩大

使用范围。除了辅因子因素外，PLP 依赖型酶自

身的工业属性也仍需提升，包括对非天然底物的

特异性识别度、底物耐受性、有机溶剂耐受性等。

未来，研究人员可以借助 AlphaFold2、Rosetta、
RosettaFold、FireProt、ProteinMPNN 等先进的

计算工具[65]，通过人工智能与深度学习，结合

定向进化改造、晶体解析等实验验证的相互支

撑，大幅提高 PLP 依赖型酶的改造效率。在原

子水平解析PLP依赖型酶“序列-结构-功能”的关

系，掌握决定其催化活力、立体选择性、底物特

异性等酶学性质的核心因素，指导新一代工业酶

的开发，降低生产成本，实现 PLP 依赖型酶介

导的重要化学品的工业化绿色生产。 
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