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摘  要: 对一菌两酶工程菌 HC01 转化底物 DL-对羟基苯海因(DL-HPH)的最适条件及其细胞固定

化进行了研究, HC01 游离细胞转化 DL-HPH 的最适条件为 40°C、pH 7.5。通过对固定化细胞酶活

力测定, 确定细胞固定化的最优条件为海藻酸钠浓度 2.5%、细胞浓度 0.029 g/mL、钙离子浓度 3%。

固定化 HC01 的热稳定性比游离细胞高 5°C, 二价金属离子 Mn2+、Mg2+、Cu2+、Co2+和 Ni2+在浓

度为 0.1 mmol/L 时对固定化细胞中 D-海因酶(HYD)和 N-氨甲酰-D-氨基酸酰胺水解酶(CAB)两酶

的活力无显著影响, Mn2+和 Mg2+可分别使游离细胞中 CAB 活力提高至原来的 2.1 和 2.7 倍。在氮

气保护下, 当初始 pH 为 9.0、转化温度为 40°C、转速为 80 r/min, 利用固定化 HC01 转化 30 g/L

的 DL-HPH 时, 36 h 后转化率可达 97%左右, 产物 D-HPG 经纯化后光学纯度达到 99.7%, 得率可

达 85%。 
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Abstract: The cells of engineered strain HC01 were immobilized in the form of Ca2+-alginate beads. 

The conditions for immobilization were investigated. The optimal gel concentration and cell concentra-

tion were found to be 2.5% and 0.029 g/mL in the presence of 3% CaCl2. The thermo-stability of im-

mobilized cells was 5°C higher than that of free cells in the same condition. Divalent metal ions, such 

as Mn2+, Mg2+, Cu2+, Co2+ and Ni2+ did not affect significantly the enzymatic activity of D-hydantoinase 

(HYD) and N-carbamoylase (CAB) in immobilized cells. By contrast, Mn2+ and Ni2+ could independ-

ently enhance the activity of CAB up to 210% and 270% in free cells. The present data showed that the 

optimal reaction condition of immobilized cells was at pH 7.5 and 40°C as same as that of free cells. 

The immobilized cells were applied to produce D-p-Hydroxyphenylglycine (D-HPG) directly from the 
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substrate DL-Hydroxyphenyl Hydantoin (DL-HPH) in a batch reactor. Conversion of about 97% was 

reached after 36-h reaction when the substrate concentration was 30 g/L with the initial pH of 9.0 under 

the protection of nitrogen gas. The overall yield of D-HPG was 85% with the optical purity of 99.7% 

after purification. 

Keywords: D-Amino acid, Engineering strain, Immobilization, Calcium alginate  

D-氨基酸归属于非天然氨基酸类。存在于细胞

或组织中的 D-氨基酸或其衍生物约有 400 多种, 但

它们的含量甚微 , 难于从细胞或组织中直接提取 , 

一般都是化学合成或生物转化而得[1]。D-氨基酸不

但是生命组成或代谢途径中必不可少的一类氨基

酸, 又是制药、食品、日化、农药等领域的重要原

材料之一, 需求量呈逐年递增趋势[2]。然而, 通过化

学生产的氨基酸是 DL-混旋产物, 不但需要进行构

型拆分, 才能获得单一产物, 而且加上工艺复杂、成

本昂贵、环境污染等因素, 产量有一定限制。目前

主要采用生物转化或生物转化与化学结合等方法制

备 D-氨基酸。它是利用 23 个专一性的酶进行顺序

转化 5′-单替代海因而获得 D-氨基酸, 主要包括 D-

海 因 酶 (HYD)和 N-氨 甲酰 -D-氨 基酸酰 胺 水 解酶

(CAB), 两酶连续转化。为提高产率, 有时还加一个

消旋酶, 使 DL-型底物消旋而获得更高产量的 D-氨

基酸。在我们前期研究的基础上[35], 本室通过基因

工程方法构建了一株工程菌 HC01, 可以同时表达

D-氨基酸生物转化过程中所需的两种酶 HYD 和

CAB。该工程菌在底物转化过程中可在一个细胞中

完成两个连续的酶催化反应, 避免了中间产物因二

次穿膜而被氧化, 提高了底物转化效率, 降低了生

产成本。 

海藻酸钙包埋法是一种使用 广、研究 多的

包埋微生物细胞固定化方法 , 它具有固化形成方

便、对微生物毒性小、固定化细胞密度高等优点[6]。

而且海藻酸钠作为一种固定化材料已经应用于脂肪

酶、葡糖氧化酶、酪氨酸酶和过氧化氢酶等的固定

化酶的制作材料[78]。本文用海藻酸钙固定化的方法

对工程菌 HC01 细胞进行了固定化, 并对固定化细

胞的性质进行了初步研究, 为利用酶法生产 D-氨基

酸的工业化应用奠定一定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与试剂 
可同时表达 D-海因酶和 N-氨甲酰-D-氨基酸酰

胺水解酶的大肠杆菌基因工程菌  HC01 为本室构

建, 保存于80°C 低温冰箱。 

海 因 、 N-carbamyl-DL-alanine、 IPTG 为 美 国

Sigma-Aldrich 公司产品; 氨苄青霉素、卡那霉素为

华美生物工程公司产品; 胰化蛋白胨、酵母提取物

为英国 Oxid 公司产品; DL-对羟基苯海因为本室根

据文献[9]化学合成。LB 液体培养基: 1.0% Tryptone, 

0.5% Yeast extract, 1.0% NaCl (pH 7.27.4)。LB 固体

培养基为在上述 LB 液体培养基中添加 1.5% 琼脂

粉。海藻酸钠(青岛明月海藻工业有限公司), 实验用

水为蒸馏水经 Millipore 公司超纯水装置再处理后

的超纯水, 其他药品均为进口或国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  工程菌 HC01 的培养: 将80°C 保存的大肠

杆菌基因工程菌 HC01 于固体 LB (含 50 mg/L Amp

和 40 mg/L Kan)平板划线, 37°C 培养过夜。次日挑

取单菌落接种于 5 mL LB 培养液(含 50 mg/L Amp

和 40 mg/L Kan)中, 37°C 振荡培养至 OD600 约为

0.60.8 时, 再以 2%接种量接种到三角瓶中, 37°C

扩大培养至 OD600 约为 1.2 时, 加入 IPTG 至终浓度

为 0.2 mmol/L, 再在 20°C 继续培养 812 h, 即可离

心收集菌体细胞。 

1.2.2  固定化细胞的制备: 采用 L9(3
4)正交试验对

海藻酸钠浓度、菌体包埋量、Ca2+浓度进行优化, 将

海藻酸钠加热溶于灭菌的蒸馏水配成 2%3%的海

藻酸钠溶液。取 2050 mL 菌液离心收集菌体 , 用

pH 7.0 的灭菌蒸馏水洗 1 次后, 将菌体细胞与 10 mL

海藻酸钠溶液均匀混合 , 形成细胞 /海藻酸钠悬浮

液, 用注射器缓慢滴入 3%5%的 CaCl2 溶液中, 使

成直径约 2 mm 的凝胶小球。置 4°C 冰箱过夜硬化。 

1.2.3  酶活性测定: 海因酶活的测定: 取适量菌液, 

9000 r/min 离心 10 min 收集菌体, 然后用 Tris-HCl 

(50 mmol/L, pH 8.0)缓冲液洗菌体, 9000 r/min 离心

后弃上清, 加入 1.5 mL 底物(1%海因, 50 mmol/L 

Tris-HCl, pH 8.0), 于 37°C 水浴中反应 30 min 后加

入 10%三氯乙酸 0.25 mL 终止反应, 然后加入 10%

对二甲氨基苯甲醛 0.25 mL 显色, 用蒸馏水补足体
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积至 3 mL, 12000 r/min 离心 10 min 取上清, 用分光

光度计于 430 nm 处测定吸光值的变化。在上述条件

下, 1 min 内生成 1 µmol N-氨甲酰基甘氨酸所需酶

量为 1 个酶活单位(U)。 

水解酶活的测定: 取适量菌液 9000 r/min 离心

后弃上清, 然后用 Hepes-NaOH (50 mmol/L, pH 7.5)

缓冲液洗菌体, 9000 r/min 离心后所得菌体用 1 mL

底物 (1%对羟基苯海因 , 50 mmol/L Hepes-NaOH, 

pH 7.5)重新悬浮, 对照只用 50 mmol/L Hepes-NaOH

悬浮, 37°C 振荡反应 1 h, 12000 r/min 离心 10 min, 

取 400 μL 反应液加入等体积的 2 mol/L NaAc 缓冲

液, pH 5.5, 60°C 温浴 5 min, 再加入 400 μL 茚三酮

(58 mg 还原茚三酮, 58 mg 水合茚三酮溶于 5 mL 乙

二醇独甲醚) 60°C 振荡反应 25 min, 加入 2.4 mL 

65%乙醇振荡后室温放置 5 min 后于 OD570 读数。在

上述条件下, 1 min 内生成 1 μmol D-对羟基苯甘氨

酸所需酶量为 1 个酶活单位(U)。 

1.2.4  利用固定化细胞转化生产D-HPG: 配制 30 g/L

的 DL-HPH 水溶液 1 L, 用 NaOH 调 pH 至 9.0, 加入

1 L 菌体或者相当于 1 L 菌体活力的固定化细胞, 用

氮气置换瓶中气体, 然后迅速塞好瓶塞, 将其置于

摇床中, 37°C 下, 80 r/min 转速反应 36 h, 在反应间

隙取适量反应液进行 HPLC 分析, 反应完毕后将反

应液离心去除菌体, 上清在 55°C60°C 经减压蒸馏

至近干, 用 300 mL 1 mol/L HCl 酒精洗出, 过滤, 

调 pH 至 7.0 收集结晶过滤即得产物 D-对羟基苯甘

氨酸。 

1.2.5  高效液相分析: 在固定化细胞的生物转化过

程中, 底物 DL-HPH 以及产物 D-HPG 的浓度利用

Waters 公司产 1525 型高效液相色谱仪(包括两台

1525 型高压泵、2487 型双波长检测器)进行检测。

色谱条件: 色谱柱为 μ-BONDAPAKTM C18; 流动相

为 0.05 mol/L 的醋酸 / 醋酸钠缓冲液(pH 4.2)-甲

醇(体积比为 90 10)∶ ; 检测波长为 254 nm; 流速为

1.0 mL/min; 柱温为 30°C。 

2  结果与分析 

2.1  工程菌 HC01 最适 pH 的测定 
以 DL-HPH 为底物, 利用工程菌细胞分别在不

同的缓冲液体系中反应。其中 , Na2HPO4-KH2PO4 

(pH 6.07.0), Hepes-NaOH (pH 7.08.0), Na2B4O7-  
H3BO4 (pH 8.09.0)。在标准反应条件下检测 CAB

活性, 结果见图 1, 可知当 pH 为 7.5 时酶活力达到

大。 

2.2  工程菌 HC01 最适温度的测定 
以 DL-HPH 为 底 物 , 利 用 工 程 菌 细 胞 在

Hepes-NaOH pH 7.5 的缓冲液反应体系中, 分别在

20°C60°C 不同温度下反应 , 在标准条件下测定

CAB 活性, 结果如图 2 所示, 当温度为 40°C 时酶活

力达到 大, 高于 40°C 后, 酶活性下降较快。由于

参与反应的两种酶中 CAB 的热稳定性较差, 而且该

酶是整个过程中的限速酶, 因而对整个过程的影响

较大, 所以我们在 37°C 进行转化。 

 

 

图 1  pH 对工程菌 HC01 活力的影响 
Fig. 1  Effect of pH on the activity of HC01 cells 

 

 

图 2  温度对工程菌 HC01 活力的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on the activity of HC01 cells 

 

2.3  菌体与载体量的优化 
对影响固定化细胞的几个影响因子海藻酸钠浓

度、菌体包埋量、钙离子浓度, 采用正交表 L9(3
4)

进行实验, 考查这几个影响因子对固定化细胞活力

的影响。筛选出 佳固定化细胞制作方法, 结果(数
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据未列出)显示 优组合为海藻酸钠浓度 2.5%, 菌

体包埋量为 0.029 g/mL, 钙离子浓度为 3%。 

2.4  固定化细胞与游离细胞的基本生化性质的

比较 

2.4.1  固定化细胞与游离细胞的热稳定性: 由图 3

可知, 当 pH 为 7.5 时, 将游离细胞与固定化细胞分

别在 35°C60°C 水浴保温 1 h, 以 35°C 时游离细胞

和固定化细胞的酶活力为 100%。结果显示游离细胞

随温度的升高酶活力迅速下降, 固定化细胞热稳定

性可平均提高 5°C。因此, 固定化细胞的热稳定性增

强, 可加速产物的转化, 增加得率。 

 

 

图 3  固定化细胞(●)和游离细胞(■)的热稳定性 
Fig. 3  Effect of temperature on the activity of HYD and 
CAB in free cells (■) and immobililized cells (●) 
Note: Assays were carried out in a standard conditions and the 
optimal activity was defined as 100%. 

 

2.4.2  金属离子对 HYD 活性的影响 : 当温度为

37°C、pH 为 7.5、除金属离子外其他条件保持不变, 

以 1%海因为底物 , 在酶活测定前 , 加入终浓度为

0.1 mmol/L 的二价金属离子: Mn2+、 Mg2+、Cu2+、

Co2+、Ni2+。在 25°C 温浴 30 min 后, 在标准条件下

测活。结果表明(图 4A), Cu2+使酶活力下降, Co2+可以

使酶活力略有提高。其他二价金属离子基本无影响。 

2.4.3  金属离子对CAB活性的影响: 当温度为 37°C、

pH 为 7.5、除金属离子外其他条件保持不变 , 以

50 mmol/L N-carbamyl-DL-alanine 为底物 , 在酶活

测定前, 分别添加终浓度为 0.1 mmol/L 的二价金属

离子: Mn2+、Mg2+、 Cu2+ 、Co2+ 、Ni2+。在 25°C

温浴 30 min 后, 在标准条件下测活。结果表明(图

4B), Mn2+和 Mg2+可以使游离细胞酶活明显升高, 但

是对固定化细胞基本没有影响。Cu2+、Co2+、Ni2+

均使酶活力下降。金属离子对固定化细胞影响不大, 

说明其具有更高的稳定性。 

2.4.4  固定化细胞的重复使用: 取一定量的固定化

细胞 , 在标准条件下测活 , 反应完后 , 用 0.5%的

CaCl2 和蒸馏水冲洗数次后, 重新进行下一次反应, 

如此重复做 10 次。结果见图 5, 随着重复次数的增

多, 固定化细胞的活性逐渐下降。如图 5 所示, 在重

复使用 6 次时 , 固定化细胞的活力仍然能够保留

80%以上。重复使用 10 次后, 固定化小球没有破裂。 

 

 

 

图 4  不同金属离子对海因酶和水解酶活性的影响 
Fig. 4  Effect of different metallic ions on the activities of 
HYD (A) and CAB (B) 
Note: □: In free cells; : In immobilized cells. Assays were carried 
out in a standard condition. C denotes the control assays correspond-
ing to the activities measured in the absence of metallic ions. 

 

2.4.5  固定化细胞的保存: 将固定化细胞在4°C 保

存于含0.5%的 CaCl2、稀释10倍的 LB 溶液中, 每隔

一定的时间取出进行活性测定, 结果见图6, 经计算

得固定化细胞的贮存半衰期为12 d。 

2.4.6  D-对羟基苯甘氨酸(D-HPG)的生物转化: 利

用 HPLC 对工程菌 HC01 及其固定化细胞转化 
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图 5  固定化细胞的稳定性 
Fig. 5  Stability of immobilized cells in alginate beads 
Note: Initial activity was defined as 100%. 
 

 

图 6  固定化细胞保存 
Fig. 6  Storage stability of immobilized cells 
Note: Initial activity was defined as 100%. 

DL-HPH 制备 D-HPG 进行分析, 当利用 1 L 发酵液

所得菌体约 1.6 g 或者相当于 1 L 菌体活力单位的固

定化细胞, 分别对上述底物浓度的溶液 1 L 转化 36 h

后, 转化率分别为 90%和 97%, 所得产物 D-HPG 经

上述方法纯化后得率达 85%, 且产物的光学纯度达

到 99.7%。到目前为止, 已有许多利用可以同时产

HYD 和 CAB 的微生物转化生产 D-HPG 的报道(表

1), 其中 高的比产率为 1.32 g/(g·h), 但是该报道中

的发酵液菌体浓度只能达到 0.41 g/L, 而我们构建

的工程菌可达到 1.6 g/L, 生产成本是该报道的 4/5。 

3  讨论 

目前, 国内利用可表达 HYD 和 CAB 的工程菌

及其表达酶用于 D-氨基酸的生物转化还不成熟 , 

大多是利用筛选到的天然菌株在生产。天然菌株如

农杆菌易被噬菌体污染并且需在诱导剂 ,  诸如带

来环境污染的甲硫乙基海因存在情况下 ,  才表达

海因酶 [13]。而且更多的天然菌株中只有 HYD 或

CAB 活性, 那么在生物转化中需要将两种天然菌置

于同一酶反应体系中, 然后进行生物转化。由于 5′-

单替代海因的水溶性较差, 而 N-氨甲酰-D-氨基酸

中间产物又易氧化[10], 这样 D-氨基酸的转化过程中

底物和中间产物需进行 2 次乃至多次的穿越细菌细

胞膜的过程, 增大了氧化的可能, 同样降低了生物

转化的效率。另外, HPLC 检测表明游离细胞在转化

时会有部分细胞内物质渗入到反应体系中 ,  从而 
 

表 1  利用不同微生物进行一步转化生产 D-HPG 的比较 
Table 1  Summary of one-step production of D-HPG by various microorganisms 

 
Organism 

底物浓度 
Concentration of 
DL-HPH (g/L) 

反应液细胞浓度 
Concentration of cells

DCW (g/L) 

转化率
Yield 
(%) 

比产率 
Specific productivity 

[× 102 g/(g·h)] 

产率 
Productivity 

[g/(L·h)] 

参考文献
References

Agrobacterium sp. 30 30 96 4.16 1.25 [1] 

Pseudomonas sp.  
AJ-11220 

10 50a 94 1.13 0.17 [2] 

Recombinant E. coli  
XL1 Blue/Phcar101 

30 1.24 96 132 1.65 [10] 

Recombinant E. coli  
DH5/pAH71/pSHDT4 

19.2 19.2 97 10.5 2.02 [11] 

Recombinant E. coli  
DH5α/pAH71/PkthDT4 

19.2 19.2 97 16.8 3.24 [11] 

Burkholderia cepacia  
JS-02 

25 6.5 (25a) 94 10.5 1.68 [12] 

Free cell of HC01 30 1.6 90 46.8 0.75 This work

Immoblized HC01 cells 30 1.9 97  42.5 0.81 This work

Note: a: Wet cell weight. 
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加大产物纯化时的难度, 而用固定化细胞无此缺陷

(数据未列出)。因此, 本文将一菌两酶工程菌 HC01

进行固定化研究, 试图克服上述的一些缺陷, 以适

应工业化生产的需要。 

固定化细胞的热稳定性比游离细胞高 5°C, 二

价金属离子对固定化细胞的酶活力基本无影响, 这

时 的 难 度 , 而 用 固 定 化 细 胞 无 此 缺 陷 (数 据 未 列

出)。因此, 本文将一菌两酶工程菌 HC01 进行固定

化后表明固定化细胞比游离细胞有更高的稳定性。

由于在实际的生产过程中为了降低成本, 转化过程

多数在自来水溶液中进行, 因此固定化细胞的这种

特性更有利于在实际的生产中应用。初步试验表明, 

固定化细胞在重复使用 6 次后, 活力仍能保留 80%, 

贮存半衰期达到 12 d。该工程菌对 5′-单替代海因具

有很广的底物谱, 因此, 本文所研究的内容可以推

广生产多种 D-氨基酸。目前我们也对其他一些固定

化载体进行研究, 也对工程菌的高密度发酵进行研

究 , 相信通过高密度发酵 , 可以进一步降低生产成

本, 促进酶法生产 D-氨基酸的工业化应用。 
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