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研究论文 　　海因酶法制备犇苯丙氨酸的酶催化过程动力学

　韦　萍　 姚　忠　 李家璜　 欧阳平凯

　 （南京工业大学制药与生命科学学院，江苏 南京２１０００９）

摘　要　采用自行筛选的兼有海因酶和犖氨甲酰氨基酸水解酶活性的犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪１００３菌种，利用海

因酶法大规模制备Ｄ苯丙氨酸，对其中涉及的各过程的动力学参数进行了测定．结果表明：Ｌ苄基海因的消旋

速率常数为３．９７５×１０－３ｍｉｎ－１；海因酶的米氏常数为１６．７８９４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，最大反应速率为０．６１２７ｍｍｏｌ·Ｌ－１·

ｍｉｎ－１；犖氨甲酰氨基酸水解酶的米氏常数为０．８２６８８ｍｍｏｌ·Ｌ－１，最大反应速率为４．８２８×１０－４ｍｍｏｌ·Ｌ－１·

ｍｉｎ－１．对ＤＬ５苄基海因的溶解、Ｌ苄基海因的消旋、Ｄ海因的水解开环及其中间产物 （犖氨甲酰苯丙氨酸）

的水解脱酰氨过程建立了动力学模型，并在此基础上进行了动力学参数显著性分析和优化．结果表明：对于这

一级联酶转化反应，Ｄ海因酶的水解反应是快速反应，而犖氨甲酰氨基酸脱氨甲酰的反应速率极小，是该过程

的控制步骤．提高氨甲酰水解酶的活力将有助于提高总体的转化速率，而Ｌ海因的消旋速率则是影响外消旋苄

基海因转化率的主要因素．
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引　言

随着Ｄ苯丙氨酸 （ＤＰｈｅ）的用途不断被发现

和发掘，医药与食品领域对Ｄ苯丙氨酸的需求迅

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００２－１２－１７．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：Ｄｒ．ＹａｏＺｈｏｎｇ．犈－犿犪犻犾：ｙａｏｚｈ０９

＠２６３．ｎｅｔ

　

速增长，该氨基酸制备方法的研究正受到广泛的

关注［１～１２］．



作者采用新方法大规模制备５苄基海因 （５

ＢＨ）的同时选育了一株 犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪

１００３菌种，用发酵所得菌体含有高活力的Ｄ海因

酶 （ＤＨＥｎ）和 犖氨甲酰氨基酸水解酶 （犖

ＣＡＥｎ）可将５ＢＨ直接转化为ＤＰｈｅ．

在酶转化反应过程中发现，该海因酶反应体系

实际上是一个级联的反应传递的复杂过程，定量分

析并优化该过程可以提高产物的收率．因此，对其

催化动力学过程进行了研究．采用菌体细胞转化

５取代海因制备Ｄ氨基酸的反应过程如图１所示．

这是一个包含固 （底物、细胞）、液质量传递及酶

催化反应的复杂的级联过程，在进行模型分析之前

应该予以适当简化．

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｄｉｓｓｏｌｖｅ，ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

ａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

●ＤＢＨ；○ＬＢＨ；◇ＤＰｈｅ
　

前人有将细胞内的反应与胞外隔离，而将细胞

视为一个微球，形成胞内与胞外的传质与反应，并

建立偏微分方程模型，大多数情况下并未对模型做

进一步的分析与模拟［１～６］．本文假定：①由于酶转

化的周期很长 （约４０ｈ），相对而言细胞的体积很

小，胞内的传质阻力可以忽略不计，同时底物在浓

度梯度的作用下从细胞表面进入胞内转化部位的时

间很短，透膜阻力也可以忽略不计；②由于反应器

中较强的湍流场，细胞表面的液膜很薄，底物在液

膜中的传递时间很短，外扩散阻力也可以忽略不

计，故细胞与液相可认为是 （拟）均相，对细胞而

言其控制步骤应为催化反应动力学；③与细胞类

似，呈细粉状的固形底物悬浮在反应液中，在反应

器搅拌桨良好搅拌下其与液相主体间的质量传递阻

力 （液膜）亦可忽略不计．

故由图１表示的这一复杂酶转化过程可简化为

下述４个步骤：①固形底物溶解成Ｄ及Ｌ海因并

进入液相主体；②Ｌ海因在液相主体中消旋；③

Ｄ海因在ＤＨＥｎ催化下开环生成犖氨甲酰Ｄ氨

基酸；④犖氨甲酰Ｄ氨基酸在犖ＣＡＥｎ的作用下

生成Ｄ氨基酸．

因此，５ＢＨ经酶水解制备Ｄ氨基酸过程的数

学模型由ＤＬＢＨ 的溶解、ＬＢＨ 消旋为 ＤＢＨ、

ＤＢＨ经ＤＨＥｎ水解为犖ＣＰｈｅ和犖ＣＰｈｅ经犖

ＣＡＥｎ催化转化为ＤＰｈｅ的动力学方程组成．

在此基础上，可建立该过程的动力学模型．

１　实验部分

１１　材料与方法

１．１．１　菌种　犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪１００３．

１．１．２　试剂　苄基海因，自制；盐酸，Ｃ．Ｐ．，南

京化学试剂厂；氢氧化钠，Ｃ．Ｐ．，金坛第二化学

试剂厂；氮气，普通级，南京特种气体厂．

１．１．３　实验仪器　紫外分光光度计，７５６ＭＣ，上

海第三分析仪器厂；高速冷冻离心机，ＨＳ２Ｂｅｃｋ

ｍａｎ；双层落地恒温振荡器，２Ｄ８８３，江苏太仓

实验仪器厂；酶转化反应器，江苏绿环生化设备公

司；毛细管电泳，ＢｅｃｋｍａｎＰ／ＡＣＥｓｙｓｔｅｍ５０００．

１．１．４　底物Ｄ，Ｌ苄基海因的溶解实验　将５ｇＤ，

ＬＢＨ加入５００ｍｌ３８℃的蒸馏水中并搅拌，每

隔１ｍｉｎ取样，毛细管电泳测定样品中ＢＨ的

含量．

１．１．５　Ｌ苄基海因的消旋实验

（１）精确称量２．０００ｇＬＢＨ溶于蒸馏水中，

定容至２５０ｍｌ，于不同温度下测定其旋光度，并以

此值作为未消旋化的起始旋光度α０．

（２）用６ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液调节ＬＢＨ

溶液的ｐＨ值为７．０、８．０和９．０，水浴温度分别为

５０、３８、２５℃ （室温），恒温２ｈ，分别测定上述条

件下的旋光度αｔ．

１．１．６　酶的催化反应实验　以ｐＨ值９．０的Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ液缓冲配制５ＢＨ （１０～２０ｇ·Ｌ－１）或犖氨

甲酰Ｄ苯丙氨酸 （犖ＣＰｈｅ）的底物混悬液１５０

ｍｌ，加入质量为５ＢＨ质量２倍的菌体，用氮气置

换出反应器中气体，迅速塞好瓶塞，并置于摇床中，

于３８℃下转化４０～７２ｈ，测定其中的ＤＰｈｅ含量．

１２　检测方法

ＢＨ，犖ＣＰｈｅ，ＤＰｈｅ均采用毛细管电泳测定．

２　结果与讨论

２１　犇，犔苄基海因溶解动力学

大多数５取代海因在水中的溶解度都很低．
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Ｄｅｅｐａ等
［４，５］认为底物溶解度低是限制反应过程的

主要因素，也有人认为底物溶解速度是影响该过程

的重要因素．本文在３８℃下测定的ＤＬＢＨ的溶解

动力学曲线见图２．图２表明，５ＢＨ的溶解度较

小 （３．３１ｇ·Ｌ－１）．随着溶解的进行，其溶解速度

不断降低，在溶解实验条件下在１０ｍｉｎ内达饱和

浓度．

Ｆｉｇ．２　ＫｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆＤＬＢＨｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ
　

假定溶液总体积在溶解过程中保持不变，则溶

解模型为

ｄ犮Ｓ
ｄ狋
＝犓（犮Ｓ －犮Ｓ） （１）

令狋＝０时犮Ｓ＝０，积分式 （１）得

犮Ｓ＝犛（１－ｅ
－犓狋） （２）

式中 　犛 ＝３．３０５５５９ｇ·Ｌ－１；犓＝５．４６２×

１０－３ｓ－１．

２２　犔苄基海因消旋动力学

实验表明ＤＨＥｎ是严格的Ｄ型选择性酶．它

只能水解Ｄ海因，而不能水解Ｌ海因．Ｌ海因必

须先消旋成Ｄ型的海因才能够进行酶转化
［１２］．

图３为实验测定的在３８℃、ｐＨ值９．０时Ｌ

ＢＨ的旋光比ｌｎ（αｔ／α０）对时间狋的变化曲线．可

以看出ｌｎ（αｔ／α０）随时间的增加而呈线性下降

ｌｎ（αｔ／α０）＝－犽ｒ狋 （３）

由图中直线回归得犽ｒ＝３．９７５×１０
－３ｍｉｎ－１．

Ｆｉｇ．３　ＫｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｏｆｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＬＢＨ
　

实验表明ＬＢＨ的消旋过程遵循一级反应动力

学，其动力学方程如下

－
ｄ犮ＳＬ
ｄ狋
＝犽ｒ犮ＳＬ；－

ｄ犮ＳＬ
ｄ狋
＝
ｄ犮ＳＤ
ｄ狋

（４）

由式 （３）可得ＬＢＨ的消旋半衰期为

狋１／２＝ｌｎ２／犽ｒ （５）

对于外消旋体则有

－
ｄ犮ＳＬ
ｄ狋
＝犽ｒ（犮ＳＬ－犮ＳＤ） （６）

２３　犇海因酶的酶催化反应动力学

实验结果表明，ＤＨＥｎ的酶催化反应动力学

符合米氏方程

－狉ＳＤ＝－
ｄ犮ＳＤ
ｄ狋
＝
狉ｍ犮ＳＤ
犓ｍ＋犮ＳＤ

（７）

由双倒数法可求得米氏常数及最大反应速率为：

狉ｍ＝０．６１２７ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１；犓ｍ＝１６．７８９４

ｍｍｏｌ·Ｌ－１．

２４　犖氨甲酰犇氨基酸水解酶的酶催化反应动

力学

　　以犖ＣＰｈｅ（Ｐ１）为底物，测定犖ＣＡＥｎ的酶

催化反应速率 （狉）．实验发现，该反应随着底物浓

度 （犮Ｐ１）的升高，其反应速率也随之增至一最大

值后，狉即与犮Ｐ１成反变规律 （见图４）．这是典型

的有底物抑制的酶催化反应，其动力学方程为

狉＝
狉ｍ２犮Ｐ１

犓ｍ２＋犮Ｐ１＋犮
２
Ｐ１／犓Ｐ１

（８）

Ｆｉｇ．４　Ｍｅｎｔｅｎ’ｓｃｕｒｖｅｏｆ犖ＣＡＥｎ
　

由实验数 据 拟 合 得 该 动 力 学 方 程 参 数

为：狉ｍ２＝４．８２８×１０－４ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ · ｍｉｎ－１，

犓ｍ２＝０．８２６８８ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，犓Ｐ１ ＝ －１２．３８３９

ｍｍｏｌ·Ｌ－１．

实验结果表明，当犮Ｐ１＝（犮Ｐ１）ｏｐｔ＝３．２ｍｍｏｌ·

Ｌ－１时，犖ＣＡＥｎ转化速率最大．比较式 （６）与

式 （８）可以看出，式 （８）是个底物抑制的酶反

应，其抑制项与底物浓度的平方成正比；虽然犓ｍ２

比犓ｍ小１个数量级，但狉ｍ２仅为狉ｍ的１／１０００．显

然，就这两个反应而言，犖ＣＡＥｎ转化反应是慢

速反应，而ＤＨＥｎ水解反应是快速反应．
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３　海因酶法制备ＤＰｈｅ过程的模拟、

分析和优化

３１　过程数学模型

由图１及各个过程的动力学方程式 （２）～式

（８），可建立如下的从ＢＨ制备ＤＰｈｅ全过程的数

学模型．

（１）由于ＢＨ的浓度 （犮Ｓ）为两对映体浓度之

和，故ＢＨ的溶解动力学方程为

狉Ｓ＝
ｄ犮Ｓ
ｄ狋
＝犓（犮Ｓ －犮ＳＬ－犮ＳＤ） （９）

（２）反应体系中ＬＢＨ浓度变化速率为ＬＢＨ

溶解与消旋速率之差

狉ＳＬ＝
ｄ犮ＳＬ
ｄ狋
＝
１
２
犓（犮Ｓ －犮ＳＬ－犮ＳＤ）－犽ｒ（犮ＳＬ－犮ＳＤ） （１０）

（３）类似地，体系中ＤＢＨ浓度变化速率为

狉ＳＤ＝
ｄ犮ＳＤ
ｄ狋
＝
１
２
犓（犮Ｓ －犮ＳＬ－犮ＳＤ）＋犽ｒ（犮ＳＬ－犮ＳＤ）－

狉ｍ犮ＳＤ
犓ｍ＋犮ＳＤ

（１１）

（４）中间产物 （Ｐ１）浓度变化速率为

狉Ｐ１＝
ｄ犮Ｐ１
ｄ狋
＝
狉ｍ犮ＳＤ
犓ｍ＋犮ＳＤ

－
狉ｍ２犮Ｐ１

犓ｍ２＋犮Ｐ１＋
犮
２
Ｐ１

犓Ｐ１

（１２）

（５）产物ＤＰｈｅ（Ｐ２）生成的动力学方程为

狉Ｐ２＝
ｄ犮Ｐ２
ｄ狋
＝

狉ｍ２犮Ｐ１

犓ｍ２＋犮Ｐ１＋
犮
２
Ｐ１

犓Ｐ１

（１３）

由实验值拟合的模型参数列于表１．

犜犪犫犾犲１　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狌狊犲犱犻狀狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｖａｌｕｅｓ

犽ｒ ３．９７５×１０－３ｍｉｎ－１

犓ｍ １６．７８９４ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犓ｍ２ ０．８２６８８ｍｍｏｌ·Ｌ－１

狉ｍ ０．６１２７ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ｍ２ ４．８２８×１０－４ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

犓 ５．４６２×１０－３ｓ－１

犮Ｓ １７．３９ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犓Ｐ１ －１２．３８３９ｍｍｏｌ·Ｌ－１

３２　过程数学模拟

联立式 （９）～式 （１３），以四阶ＲｕｎｇｅＫｕｔｔａ

法进行数值求解，可模拟得该酶转化过程底物、中

间产物及产物随时间变化的曲线规律，如图５所示

（图中以犛Ｔ 表示该反应液体积中含有包括液、固

相的ＢＨ的总的底物含量，下同）．

该模拟结果与实验结果基本吻合 （见图６）．

表明本文建立的过程数学模型真实地反映了实际体

系这个复杂的酶转化反应过程．

Ｆｉｇ．５　ＰｒｏｃｅｓｓｓｉｍｕｌａｔｉｎｇｏｆＤ，ＬＢＨ

ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｔｏＤＰｈｅ
　

Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｕｌｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ

ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

●犖ＣＰｈｅ（ｓｉｍ．）；?ＤＰｈｅ（ｓｉｍ．）；▲犖ＣＰｈｅ（ｅｘｐ．）；

★ＤＰｈｅ（ｅｘｐ．）；○ｔｏｔａｌＳｕｂ（ｓｉｍ．）

　

３３　酶催化过程动力学参数的显著性分析及优化

３．３．１　正交试验的影响因子　综合考虑转化过程

中的影响因子应该有６个，包括温度、ｐＨ值、底

物溶解速率、Ｌ型底物消旋速率犽ｒ、ＤＨＥｎ和犖

ＣＡＥｎ两个酶的最大反应速率狉ｍ 和狉ｍ２．如前所

述，对此可做如下简化：假设温度和ｐＨ值在过程

中都为一定值；底物溶解速率虽然是影响转化过程

的一个因素，但对具体的某个５取代海因与反应

体系底物其溶解速率也是一个定值．由此余下的３

个因子就作为正交试验的影响因子．

３．３．２　确定因子水平　以Ｄ，ＬＢＨ转化为ＤＰｈｅ

过程数学模型中参数犽ｒ、狉ｍ 和狉ｍ２的实际值以及该

实际值的２倍值与４倍值作为各因子的３个水平，

结果见表２．

犜犪犫犾犲２　犔犲狏犲犾狊狅犳犽狉，狉犿犪狀犱狉犿２

Ｆａｃｔｏｒ Ｔｙｐｅ Ｌｅｖｅｌ１ Ｌｅｖｅｌ２ Ｌｅｖｅｌ３

犽ｒ Ａ ０．００３９７５ ０．００７９５ ０．０１５９

狉ｍ Ｂ ０．６１２７ １．２２５４ ２．４５

狉ｍ２ Ｃ ４．８２８×１０－４ ９．６５６×１０－４ １９．３１２×１０－４

３．３．３　正交模拟试验结果及讨论　选择转化时间

为５００ｍｉｎ时的模拟数据，以底物转化率及中间产
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物、产物的浓度为指标进行分析，模拟结果如表３

所示．

犜犪犫犾犲３　犆狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犖犆犘犺犲犪狀犱犇犘犺犲犪狀犱

犮狅狀狏犲狉狊犻狅狀狔犻犲犾犱狅犳犅犎犻狀５００犿犻狀

Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ
犽ｒ
（Ａ）

狉ｍ
（Ｂ）
狉ｍ２
（Ｃ）

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｏｆＢＨ／％

［犖ＣＰｈｅ］

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
［ＤＰｈｅ］

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ⅰ １ １ １ ８７．０５ ８．８６１３ ６．８０８５

Ⅱ １ ２ ２ ９０．７４ ４．４８３３ １１．８５

Ⅲ １ ３ ３ ９２．０３ １．３６３４ １５．２０３

Ⅳ ２ １ ２ ９５．０１ ５．０２６４ １２．０７６

Ⅴ ２ ２ ３ ９４．７８ １．２４８１ １６．３３１

Ⅵ ２ ３ １ ９８．４７ ９．６４６７ ８．０７５

Ⅶ ３ １ ３ ９７．８８ １．５６０８ １６．０５８

Ⅷ ３ ２ １ ９９．６８ ９．８３８２ ８．１０４４

Ⅸ ３ ３ ２ ９９．９１ ４．２７１１ １３．７１３

由表３中正交模拟５００ｍｉｎ时各组分的含量，

利用标准的统计分析软件ＳＴＡＴＩＳＴＩＣ中的Ｐａｒｅｔｏ

作图法分析各因子对ＤＰｈｅ和犖ＣＰｈｅ的浓度及对

Ｄ，ＬＢＨ转化率的影响，结果如图７～图９所示，

其中ＶＡＲ１（Ｌ）、ＶＡＲ２（Ｌ）、ＶＡＲ３（Ｌ）分别指犽ｒ、

狉ｍ和狉ｍ２影响转化的线性模型，ＶＡＲ１（Ｑ）、ＶＡＲ２

（Ｑ）、ＶＡＲ３（Ｑ）分别指二次模型（无交互作用

项）．可以看出，对产物 ＤＰｈｅ和中间产物 犖

ＣＰｈｅ浓度最显著影响因子是犖ＣＡＥｎ的最大水解

反应速率狉ｍ２，其次为消旋常数犽ｒ．特别是狉ｍ２对

ＤＰｈｅ浓度的影响因素值为２２．５５３，对犖ＣＰｈｅ的

影响因素值为１７．９８７．只要改变狉ｍ２，体系的转化

过程会有非常明显的变化．对于Ｄ，ＬＢＨ的转化

率来说，最显著的影响因子是ＬＢＨ的消旋速率常

数犽ｒ值，其影响因素值为６．５４５９９１．

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔａｎｄｉｔｓｄｅｇｒｅｅｏｆｆａｃｔｏｒｓ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆＤＰｈｅ
　

４　结　论

利用游离细胞以海因酶法大规模制备ＤＰｈｅ

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔａｎｄｉｔｓｄｅｇｒｅｅｏｆｆａｃｔｏｒｓ

ｏｎｙｉｅｌｄｏｆ犖ＣＰｈｅ
　

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔａｎｄｉｔｓｄｅｇｒｅｅｏｆｆａｃｔｏｒｓ

ｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＤ，ＬＢＨ
　

的实际转化体系是一个包括固型底物溶解、溶质分

子在液相中的扩散、Ｌ底物的消旋、Ｄ底物透膜

进入细胞以及Ｄ底物在胞内进行生物转化等一系

列传质、反应的级联过程．本文设定底物在液相中

的扩散、底物透膜等的传质阻力可以忽略，将整个

转化过程简化为底物溶解、Ｌ海因消旋动力学以及

双酶催化反应动力学的模型，通过试验确定了Ｄ

ＨＥｎ、犖ＣＡＥｎ的米氏常数与最大反应速率以及

外消旋苄基海因的溶解动力学常数，并在此基础上

对反应全过程进行了动力学分析．结果表明，本文

模型可以较好地反映实际体系的转化过程，说明了

模型假设的合理性．

进一步的模型分析表明，在本文实验条件下，

双酶体系对外消旋苄基海因进行生物转化制备Ｄ

Ｐｈｅ的反应过程中，ＤＨＥｎ催化的海因水解反应

是快速反应，符合米氏方程；而犖ＣＡＥｎ催化的

氨甲酰氨基酸的脱酰胺反应速率最慢，应是整个反

应过程的控制步骤，该步反应的犖ＣＡＥｎ酶活性

极低 （狉ｍ２极小），符合底物抑制型的酶催化反应．
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正交模拟试验各参数显著性的结果表明，狉ｍ２

对ＤＰｈｅ收率的影响最大，而ＬＢＨ消旋速率对外

消旋ＢＨ转化率的影响最为显著．因此，采用基因

工程方法提高菌体犖ＣＡＥｎ表达量是解决一菌双

酶法大规模制备Ｄ氨基酸的关键；或者可以采用

初步的分离方法将ＤＨＥｎ和犖ＣＡＥｎ分别提取，

按需要进行重新配比 （增加犖ＣＡＥｎ量），再结合

固定化酶技术，也是解决现阶段工业菌株中犖

ＣＡＥｎ活力低的有效途径．

符　号　说　明

　犮Ｐ１———犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犮Ｓ———苄基海因浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犮ＳＤ———Ｄ苄基海因浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犮ＳＬ———Ｌ苄基海因浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犮Ｓ———苄基海因饱和浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犓———Ｄ，Ｌ苄基海因溶解动力学常数，ｍｉｎ－１

犓ｍ———Ｄ海因酶的米氏常数，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犓ｍ２———犖氨甲酰Ｄ氨基酸水解酶的米氏常数，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犓Ｐ１———Ｄ苯丙氨酸生成过程的底物抑制常数，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犽ｒ———Ｌ海因酶消旋动力学常数，ｍｉｎ－１

狆———显著性的检验参数

狉———反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ｍ———Ｄ海因酶最大反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ｍ２———犖氨甲酰Ｄ氨基酸水解酶最大反应速率，ｍｍｏｌ·

Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉Ｐ１———犖氨 甲 酰Ｄ苯 丙 氨 酸 生 成 速 率，ｍｍｏｌ·

Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉Ｐ２———Ｄ苯丙氨酸生成速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ＳＤ———Ｄ苄基海因反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ＳＬ———Ｌ苄基海因反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

犛Ｔ———液、固相苄基海因总含量，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犛———Ｄ，Ｌ苄基海因饱和溶解度，ｇ·Ｌ－１

狋———反应时间，ｍｉｎ

αｔ———狋时间溶液的旋光度，（°）

α０———溶液初始旋光度，（°）

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊

１　ＬｅｅＣＫ，ＬｅｅＺＳ，ＹａｎｇＰＦ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｅｌｌＭｅｍｂｒａｎｅｏｆ

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ ｏｎ Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ＤＡｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ

Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｒａｃｅｍｉｃ Ｈｙｄａｎｔｏｉｎｓ． 犈狀狕狔犿犲 犕犻犮狉狅犫．

犜犲犮犺狀狅犾．，２００１，２８（９—１０）：８０６—８１４

２　ＧｉｕｌｉａｎｏＧ，ＲｅｎａｔａＧ，ＧｕｉｄｏＧ．ＳｔａｂｌｅＭｕｔａｎｔｓｏｆＤ犖α

ＣａｒｂａｍｏｙｌａｓｅａｎｄＰｒｏｃｅｓｓｆｏｒＰｒｅｐａｒｉｎｇＤαＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ．ＵＳ

５８６９２９８．１９９９

３　ＲｉｃｈａｒｄＢ Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ． Ｔｈｅ ＯｒｇａｎｉｃＣｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＥｎｚｙｍｅ

ｃａｔａｌｙｚｅｄＲｅａｃｔｉｏｎｓ．ＳａｎＤｉｅｇｏ：ＡｃａｄｅｍｉｃＰｒｅｓｓ，２０００．５９

４　ＤｅｅｐａＳ，ＳｉｖａｓａｎｋａｒＢ，ＪａｙａｒａｍａｎＫ．ＥｎｚｙｍｉｃＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄ

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ５

ＳｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄＨｙｄａｎｔｏｉｎｓ．犘狉狅犮犲狊狊犅犻狅犮犺犲犿狊狋狉狔，１９９３，２８（７）：

４４７—４５２

５　ＳｙｌｄａｔｋＣ，ＭａｙＯ，ＡｌｔｅｎｂｕｃｈｎｅｒＪ，ＭａｔｔｅｓＲ，ＳｉｅｍａｎｎＭ．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＨｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅｉｎｄｕｓｔｒｉａｌＥｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍｔｈｅＯｒｉｇｉｎｏｆ

Ｌｉｆｅ．犃狆狆犾．犕犻犮狉狅犫犻狅犾．犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾．，１９９９，５１（３）：２９３—３０９

６　ＡｎｄｒｅａｓＳ，Ｂｏｍｍａｒｉｕｓ Ｍ Ｓ，ＫａｒｌｈｅｉｎｚＤ． Ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓｔｏ

Ａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｂａｓｅｄ Ｃｈｉｒａｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓｅｎａｍｐｌｅｓ ａｎｄ

Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ．犑．犕狅犾．犆犪狋犪犾．犅：犈狀狕狔犿．，１９９８，５：１—１１

７　ＪａｈｎｋｅＫ，ＰｏｄｓｃｈｕｎＢ，ＳｃｈｎａｃｋｅｒｚＫＤ，ＫａｕｔｚＪ，ＣｏｏｋＰＦ．

ＡｃｉｄｂａｓｅＣａｔａｌｙｔｉｃＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＤｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎａｓｅｆｒｏｍｐＨ

Ｓｔｕｄｉｅｓ．犅犻狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔，１９９３，３２（１９）：５１６０—５１６６

８　ＧｕＬｉａｎｑｕａｎ （古 练 权）， Ｍａ Ｌｉｎ （马 林）．Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ

Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ （生 物 有 机 化 学 ）．ｔｒａｎｓ．Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｈｉｇｈｅｒ

ＥｄｕｃａｔｉｏｎＰｒｅｓｓ，１９９８

９　ＪａｂｒｉＥ，ＣａｒｒＭＢ，ＨａｒｓｉｎｇｅｒＲＰ，ＫａｒｐｌｕｓＰＡ．ＴｈｅＣｒｙｓｔａｌ

ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＵｒｅａｓｅｆｒｏｍＫｌｅｂｓｉｅｌｌａＡｅｒｏｇｅｎｅｓ．犛犮犻犲狀犮犲，１９９５，

２６８（５２１３）：９９８—１００４

１０　ＪｉａｎｇＭｉｎ（姜岷）．ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅＮｅｗＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄ

ｏｆ狆ＨｙｄｒｏｘｙＤｐｈｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ： ［ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ］ （学位论文）．

Ｎａｎｊｉｎｇ：ＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０００

１１　ＴｈｏｍａｓＷａｎｉｅｋ． ＵｎｔｅｒｓｕｃｈｕｎｇｅｎｚｕｒＳｕｂｓｔｒａｔｓｐｅｚｉｆｉｔａｔｕｎｄ

ＴｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｋｔｉｖｉｔａｔｍｉｋｒｏｂｉｅｌｌｅｒＨｙｄａｎｔｏｉｎ： ［ｔｈｅｓｉｓ］．Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ，

Ｇｅｒ：ＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔＳｔｕｔｔｇａｒｔ，２０００

１２　ＧｕｏＦｅｎｇ （郭峰）．ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅＤｙｎａｍｉｃＣｈａｒａｃｔｅｒｓｉｎ

ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＤＡｌａｎｉｎｅＵｓｉｎｇＥｎｚｙｍａｔｉｃＭｅｔｈｏｄ： ［ｔｈｅｓｉｓ］

（学位论文）．Ｎａｎｊｉｎｇ：ＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００２
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