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研究论文 海因酶法生产犖氨甲酰犇苯丙氨酸的

动力学及温度的影响

李家璜　 韦　萍　 姚　忠　 周　华　 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　利用从犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪ｎｊｕｔ１中纯化得到的纯海因酶建立了利用苄基海因生产犖氨甲酰Ｄ苯丙氨

酸的酶转化过程的动力学模型．研究表明，底物的消旋对转化有重要影响．探讨了温度对转化过程的影响，测

定了不同温度下苄基海因的溶解常数、消旋常数及米氏常数．结果表明，温度对苄基海因转化过程有重要影响，

提高海因酶的热稳定性对Ｄ氨基酸的生产有重要意义．
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引　言

根据ＥＣ命名法，海因酶是环酰胺酶中二氢嘧

啶酶 （ＥＣ３．５．２．２）的替代名．这种酶催化５，６

二氢尿嘧啶到３脲基丙酸的水解反应．另外，它

还可以催化５′取代海因衍生物不对称水解反应，

生成相应的光学纯犖氨甲酰氨基酸．

海因酶根据它们的底物特异性和立体旋光异构

性经常被分类为Ｌ海因酶和Ｄ海因酶，可分别应

用于光学纯Ｄ和Ｌ氨基酸的生产．海因酶高度的

对映体异构性和海因衍生物易发生消旋作用的现

象，使人们对海因酶生产光学纯氨基酸的生物技术

产生了极大的兴趣［１～３］．

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００２－１１－２９．

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

ｌｉｊｈ８０７５＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　

海因酶法制备Ｄ氨基酸的反应历程见图１．Ｄ

海因酶不对称水解５′取代海因衍生物，生成光学

活性Ｄ氨基甲酰氨基酸，后者在犖氨甲酰水解酶



Ｆｉｇ．１　ＨｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒＤａｍｉｎｏａｃｉｄ
　

或ＮａＮＯ２ 作用下脱氨甲酰基生成Ｄ氨基酸
［４，５］．

由于许多Ｄ氨基酸是合成抗生素、多肽类激素及

多种农药的原料和中间体，因此它在药学领域有广

泛的应用．例如Ｄ对羟苯甘氨酸就是制备羟氨苄

青霉素、头孢羟氨苄等β内酰胺类半合成抗生素的

主要原料，Ｄ苯丙氨酸也可作为制备凝血酶抑制

剂的原料及二型糖尿病药物．因此海因酶法在制备

Ｄ氨基酸上具有极大的工业价值．

海因酶法合成氨基酸一直是人们研究的热

点［６～９］．目前对海因酶反应动力学研究较少，有关

动力学的模型大都建立在细胞水平上．张衍坤

等［１０］对Ｄ海因酶产酶菌ｓｐ．２２６２制备Ｄ对羟苯甘

氨酸的反应动力学进行了研究，建立了细胞转化全

过程的动力学，并对反应副产物ＮＨ３以及ｐＨ值

对酶解反应的影响作了考察．韦萍等
［１１］也对海因

酶法生产Ｄ氨基酸动力学作了研究．但是他们对

两种酶的底物催化反应均采用细胞进行，未用纯

酶，动力学中涉及细胞内外扩散问题，缺乏对酶催

化特性的认识．

迄今为止温度对海因酶生产犖氨甲酰Ｄ苯丙

氨酸的转化过程的影响还未见详细报道．

洋葱博克霍尔德氏菌 （犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪

ｎｊｕｔ１）是本实验室自行筛选诱变得到的产Ｄ海因

酶的菌株．为了研究海因酶结构与其催化功能的关

系，利用从犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪ｎｊｕｔ１中纯化得

到的Ｄ海因酶，在实验基础上建立了利用苄基海

因生产犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸的酶转化过程的动力

学模型，并着重探讨了温度对酶反应过程的影响，

测定了不同温度下苄基海因的溶解常数、消旋常数

及米氏常数，探讨温度对海因酶转化过程的影响．

这对Ｄ氨基酸的生产制备具有广泛的借鉴作用，

也为进一步开展蛋白质改造及定点突变工作奠定了

基础．

１　材料与方法

１１　菌种

利用本实验室自行筛选得到的犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪

犮犲狆犲犮犻犪ｎｊｕｔ１菌发酵产酶．

１２　试剂

ＤＬ苄基海因 （ＤＬＢＨ）、Ｄ苄基海因 （Ｄ

ＢＨ）、Ｌ苄基海因 （ＬＢＨ），实验室自制．

１３　分析方法

苄基海因 （ＢＨ）及 犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸

（ＮＰｈｅ）的浓度由毛细管电泳检测．

１４　海因酶的提纯

犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪ｎｊｕｔ１菌体发酵液离心后

配成２０％菌悬液，经过超声细胞破碎、５５℃热变

性处理、 （ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉淀．粗酶经过 ＨｉＰｒｅｐＴＭ

ＰｈｅｎｙｌＦＦ１６／１０ （ｈｉｇｈｓｕｂ）柱 （Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱 （Ｐｈａｒｍａｃｉａ）及Ｇ２００

凝胶柱 （Ｐｈａｒｍａｃｉａ）３步纯化，得到电泳纯的海

因酶．

１５　酶活测定

采用改进的Ｃｅｃｅｒｅ法
［１２］．

酶活定义：每分钟转化１μｍｏｌ犖氨甲酰氨基

酸所需的酶量为一个酶单位 （Ｕ）．比活力为１ｍｇ

酶的活力 （Ｕ·ｍｇ－１）．

１６　蛋白总量测定

采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ检测法
［１３］，标准蛋白为牛血清

白蛋白．

１７　转化反应

在２５０ｍｌ锥形瓶中加入１００ｍｌ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液 （ｐＨ９．０）和苄基海因，加入酶

液进行转化．

２　结果与讨论

２１　海因酶酶转化全过程动力学模型建立

海因酶酶转化过程有以下几步：（１）苄基海因

溶解 ；（２）ＤＬ对羟基苯海因的消旋；（３）Ｄ海因

酶的酶解反应．

２．１．１　苄基海因溶解动力学　首先建立苄基海因

溶解动力学模型．根据文献报道
［１０，１４］，底物的溶

解对反应进程有重要影响，溶解模型为［１０］

ｄ犛ｓ
ｄ狋
＝犽１犃（犿ｓ）（犛－犛ｓ） （１）

·０３６· 化　　　工　　　学　　　报　 　２００４年４月　



式中　犃 （犿ｓ）表示固液接触表面积与海因初始投

料量的函数关系，即为体积表面常数；犽ｌ表示固

液相传质系数．以统一参数———苄基海因溶解速率

常数犓代替犽ｌ犃 （犿ｓ），并积分简化得

犛ｓ＝犛（１－ｅ
－犓狋） （２）

实验测得 ３８℃ 时，犛 ＝１８．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，

犓＝（０．０７６４８±０．０００７３）ｍｉｎ－１．

２．１．２　苄基海因消旋动力学　研究表明苄基海因

的消旋是化学消旋，并且符合一级反应［１４］

ｌｎ
α狋
α０
＝－犽ｒ狋 （３）

式中　犽ｒ为消旋的反应速率常数，ｍｉｎ－１；α狋为狋

时间溶液的旋光度；α０ 为溶液初始旋光度．实验

测得ｐＨ值９．０、３８℃时，Ｌ苄基海因的消旋一级

反应速率常数犽ｒ＝ （０．００４４６±０．００００５）ｍｉｎ－１．

２．１．３　海因酶的酶解动力学过程　根据文献报

道［１０，１４］，海因酶转化过程动力学符合米氏方程，

用ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ法———酶促反应的初速度和底

物初浓度的双倒数法，可求得Ｄ苄基海因酶解的

米氏常数：犓ｍ＝ （８．８２±０．０１）ｍｍｏｌ·Ｌ－１，狉ｍ＝

０．６３０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１ （ｐＨ＝９．０、３８℃）．

２．１．４　建立海因酶转化全过程模型　根据所得动

力学实验结果可以建立全过程动力学模型．

底物的溶解

ｄ犛ｓ
ｄ狋
＝犓（犛－犛ｓ） （４）

对Ｌ型底物

ｄ犛Ｌ
ｄ狋
＝
１
２
犓（犛－犛ｓ）－犽ｒ（犛Ｌ－犛Ｄ） （５）

对Ｄ型底物

ｄ犛Ｄ
ｄ狋
＝
１
２
犓（犛－犛ｓ）＋犽ｒ（犛Ｌ－犛Ｄ）－

狉ｍ犛Ｄ
犓ｍ＋犛Ｄ

（６）

对产物ＤＮＰｈｅ

ｄ犘
ｄ狋
＝
狉ｍ犛Ｄ
犓ｍ＋犛Ｄ

（７）

约束方程

ｄ犛Ｌ
ｄ狋
＋
ｄ犛Ｄ
ｄ狋
＋
ｄ犘
ｄ狋
＝犽（犛－犛） （８）

其中的动力学参数由前面实验获得，见表１．

犜犪犫犲犾１　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狌狊犲犱犻狀犿狅犱犲犾狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀

犓

／ｍｉｎ－１
犽ｒ

／ｍｉｎ－１
犓ｍ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１
狉ｍ

／ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

０．０７４６８ ０．００４４６ ８．８２ ０．６３０６

　　Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔ３８℃，ｐＨ９．０．

式 （５）～式 （８）用四阶ＲｕｎｇｅＫｕｔｔａ方法求

解，其数学模拟结果见图２．在３８℃，ｐＨ＝９．０

条件下，用１０ｍｍｏｌ底物进行酶转化实验，将实验

值与理论值作比较 （图２），结果吻合较好．

Ｆｉｇ．２　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅａｎｄ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅｓ

———ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅ；●ｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅｏｆＤＬＢＨ；

▲ｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅｏｆＮＰｈｅ

　

该海因酶具有严格的Ｄ型光学特异性，Ｄ型

苄基海因的酶转化较快，可以在较短的时间转化完

全，Ｌ型苄基海因必须自发消旋，生成Ｄ型海因

后才能进行酶转化生成犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸．从

动力学方程拟合 （图２）可以看出，ＤＬＢＨ的消

耗基本与ＬＢＨ的消旋保持一致，海因的消旋是

ＤＬＢＨ酶转化的限速步骤．因此海因的消旋是海

因酶促反应不可忽略的因素，提高Ｌ型底物的消

旋速率将促进ＤＬＢＨ向ＮＰｈｅ的转化．

２２　温度对动力学过程的影响

温度对海因酶法生产犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸有

重要影响．本文测定了犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪海因

酶的酶活、米氏常数、苄基海因溶解速率常数以及

海因消旋常数随温度的变化，探讨温度对犖氨甲

酰Ｄ苯丙氨酸的重要意义．

２．２．１　温度对酶活影响　实验采用浓度为２ｍｇ·

ｍｌ－１的ＤＬ苄基海因作为底物，在ｐＨ＝９．０条件

下，在４～７０℃内不同温度下进行酶转化实验，结

果 （图３）表明随着温度的升高酶活力提高，在６０

℃时可达到最高，超过这个温度，酶活力迅速

下降．

在不同温度下测得反应速度，按Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ
［１５］

法作图，得图４．

４～５０℃间温度与酶活力的关系按Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ
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Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ
　

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｌｎ狉犜
－１

　

法作图可得一直线 （图４中ａ），但是当温度升至

５０℃以上时，反应速率偏离此直线，酶活力已受

影响，但仍为直线关系 （图４中ｂ），表明自然态

的酶构象已经发生微妙的变化，可能伴随有某些次

级键的破裂．运用实验所得的数据，根据Ａｒｒｈｅ

ｎｉｕｓ公式计算活化能．在４～５０℃这一温程下，海

因酶催化反应的犈ａ绝对值为２５．５ｋＪ·ｍｏｌ－１．在

５０～６０℃的犈ａ绝对值为１１．５ｋＪ·ｍｏｌ－１．

由于温度高于６０℃时海因酶活急速下降，本文

下述关于温度对转化影响的研究均在６０℃以内探讨．

海因酶的热稳定性：将酶液分别在３８℃、转

折温度５０℃及６０℃下保温一段时间，在标准条件

下测酶活 （图５）．结果表明，在６０℃ 下酶液保温

１０ｈ，酶活已经是原来的一半以下，１９ｈ以后，酶

活完全丧失；在５０℃下酶液保温４０ｈ，酶活丧失为

原来的一半；在３８℃ 下酶液保温４８ｈ后仍保持较

高的酶活；而在４℃冰箱中，酶液可以保存１周以

上．实验表明犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪的海因酶的热

稳定性较差，在较高温度下酶的构象易发生变化而

失活．

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｅｎｚｙｍｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　

２．２．２　温度对苄基消旋的影响　在ｐＨ＝９．０条件

下，分别在３０、４０、５０、６０℃下测定Ｌ苄基海因

的消旋速率 （图６）．温度升高对５′苄基海因的消

旋有利，在６０℃下，Ｌ苄基海因可在４００ｍｉｎ以内

完全消旋成为ＤＬ苄基海因，而温度下降，消旋速

率也随之减慢．

Ｆｉｇ．６　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆＬｂｅｎｚｙｌｈｙｄａｎｔｏｉｎ
　

２．２．３　温度对动力学模型中各参数的影响　本文

测定了ｐＨ＝９．０，３８～６０℃时各动力学参数 （表

２），考察温度对动力学各参数的影响．

犜犪犫犲犾２　犘犪狉犪犿犲狋犲狉狊狌狊犲犱犻狀犿狅犱犲犾狊犻犿狌犾犪狋犻狅狀

犜／℃ 犛／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 犓／ｍｉｎ－１ 犽ｒ／ｍｉｎ－１ 犓ｍ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 狉ｍ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

３８ １８．４ ０．０７６５ ０．００４４６ ８．８２ ０．６３

４５ ２１．５ ０．１５５ ０．００８５０ １５．５ １．４１

５０ ２２．９ ０．１８７ ０．０１０８ １９．９ １．８８

５５ ２３．５ ０．２００ ０．０１４０ ２４．５ ２．２５

６０ ２３．６ ０．２０１ ０．０１７６ ２８．６ ２．５６
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　　实验表明，苄基海因的溶解度、溶解常数、消

旋速率常数以及酶转化的米氏常数和最大反应速率

都随着温度的升高而增加．５０℃以上时，犛、犓

增加缓慢，而消旋速率常数犽ｒ随温度的上升显著

提高．

为了验证温度对酶转化过程的影响，实验采用

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｌ和ＤＬ型苄基海因，在ｐＨ＝

９．０条件下，分别在３８、５０、６０℃下进行转化．

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｏｆＬＢＨａｎｄＤＬＢＨ

（Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｅｄ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｂｅｎｚｙｌｈｙｄａｎｔｏｉｎｉｎＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒ，ｐＨ９．０，ａｎｄ

ｕｎｉｔｓｏｆｔｈｅｅｎｚｙｍｅｉｎａｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ１００ｍｌ．

Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｔ３８℃，５０℃，６０℃）

● ○３８℃；▲ △５０℃；■ □６０℃；

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＤＬＢＨ；———ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＬＢＨ
　

随着转化温度的上升，ＢＨ的转化率增加 （图

７），ＤＬＢＨ在６０℃下３６０ｍｉｎ生成的ＮＰｈｅ比３８℃

时高３０％．温度对转化的影响极大，对ＬＢＨ的

转化尤为明显，ＬＢＨ在６０℃下３６０ｍｉｎ生成的

ＮＰｈｅ约是３８℃转化时的２倍．由此可见，温度升

高不仅提高Ｄ海因酶转化速率，更明显地提高Ｌ

海因的自发消旋速率，从而促进了ＤＬ５′取代海

因的整个酶转化过程．

浓度为２０ｍｇ·ｍｌ－１ＤＬＢＨ，在ｐＨ＝９．０条

件下，分别在３８℃和６０℃进行转化实验 （表３）．

犜犪犫犾犲３　犆狅狀狏犲狉狊犻狅狀狅犳犇犔犅犎

犜／℃ 狋／ｈ ＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＢＨ／％

３８ １０ ４１

３８ ２０ ６８．８

６０ １０ ８１．８

６０ ２０ ８９．５

结果表明，６０℃ 下１０ｈ后ＢＨ可转化８２％，

而３８℃下只转化了４１％．但是高温下酶不稳定，

易失活．从表３中可以看出，在６０℃下，１０ｈ以内

ＤＬ苄基海因已经转化了８０％以上，但是在１０～２０ｈ

酶已经基本失活，此时苄基海因基本不转化．而在

３８℃下，１０ｈ以后酶仍然保持较高的活力，有较

高的转化效率．

实验表明，温度对海因酶法制备犖氨甲酰Ｄ

苯丙氨酸有重要的影响，高温有利反应的进行．因

此有必要对海因酶进行筛选或对该酶结构修饰，从

而获得热稳定性高的海因酶，这对犖氨甲酰Ｄ苯

丙氨酸的工业生产有重要的意义．

３　结　论

（１）建立了纯海因酶转化生产犖氨甲酰Ｄ苯

丙氨酸过程动力学模型，实验及动力学研究表明，

底物的消旋对转化有重要影响，加快底物的消旋可

以提高转化效率．

（２）犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犮犲狆犲犮犻犪ｎｊｕｔ１海因酶对温度

较为敏感，６０℃时酶活力较高，但酶的热稳定性

较差，反应的活化能犈ａ＝２５．５ｋＪ·ｍｏｌ－１．

（３）测定了不同温度下的苄基海因的溶解常

数、消旋速率常数及米氏常数．实验表明，提高温

度能够不同程度地提高苄基海因的溶解常数、消旋

常数以及米氏常数和酶反应最大反应速度，对苄基

海因消旋的影响尤为明显．升高温度可以促进ＤＬ

苄基海因的酶转化制备犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸的过

程．通过对酶热稳定性的筛选或修饰该酶的结构获

得热稳定性高的海因酶，对增加海因酶的催化效率

以及犖氨甲酰Ｄ氨基酸的生产有着重要的意义．

符　号　说　明

犈ａ———活化能，ｋＪ·ｍｏｌ－１

犓———苄基海因溶解速率常数，ｍｉｎ－１

犓ｍ———米氏常数，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犽———速率常数，ｍｉｎ－１

犽ｒ———苄基海因消旋速率常数，ｍｉｎ－１

犘———产物ＤＮＰｈｅ浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

狉———反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

狉ｍ———最大反应速率，ｍｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１

犛———底物浓度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犛———底物ＤＬＢＨ饱和溶解度，ｍｍｏｌ·Ｌ－１

犜———温度，Ｋ或℃

狋———时间，ｍｉｎ
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α———旋光度

下角标

Ｄ———底物ＤＢＨ

Ｌ———底物ＬＢＨ

ｒ———底物消旋

ｓ———溶解的底物

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊

１　ＴｓｕｇａｗａＲ，ＯｋｕｍｕｒａＳ，ＩｔｏＴ，ＫａｔｓｕｇａＮ．ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＬ

Ｇｌｕｔａｍｉｃ Ａｃｉｄ ｆｒｏｍ ＤＬ５Ｈｙｄａｎｔｏｉｎ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｃ Ａｃｉｄ ｂｙ

Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ．犃犵狉犻犮．犅犻狅犾．犆犺犲犿．，１９６６，３０：２７—３４

２　ＴａｋａｈｉｒｏＩ，Ｋｅｎ Ｗ，Ｙｕｋｕｏ Ｍ，Ｓｈｉｎｏｂｕ Ｋ，ＨｉｒｏａｋｉＮ．

ＭｉｃｒｏｂｉａｌＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＤＬ５ＳｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄＨｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅｔｏｔｈｅ

ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＬＡｍｉｎｏ ＡｃｉｄｓＢｙ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ． Ｓｔｒａｉｎ

ＮＳ６７１．犅犻狅狊犮犻． 犅犻狅狋犲犮犺． 犅犻狅犮犺犲犿．，１９９３，５７ （６）：

９８２—９８６

３　ＴａｋａｈａｓｈｉＳａｔｏｍｉ，ＯｈａｓｈｉＴａｋｅｈｉｓａ，ＫｉｉＹｏｓｈｉａｋｉ，Ｋｕｍａｇａｉ

Ｈｉｄｅｈｉｋｏ，Ｙａｍａｄａ Ｈｉｄｅａｋｉ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ

ＨｙｄａｎｔｏｉｎｓｔｏＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓ．Ⅲ．ＭｉｃｒｏｂｉａｌＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

Ｈｙｄａｎｔｏｉｎｓｔｏ 犖ＣａｒｂａｍｙｌＤａｍｉｎｏ Ａｃｉｄｓ．犑． 犉犲狉犿犲狀狋．

犜犲犮犺狀狅犾．，１９７９，５７（４）：３２８—３３２

４　ＳｙｌｄａｔｋＣ，ＭａｙＯ，ＡｌｔｅｎｂｕｃｈｎｅｒＪ，ＭａｔｔｅｓＲ，ＳｉｅｍａｎｎＭ．

ＭｉｃｒｏｂｉａｌＨｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅ———ＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＥｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍｔｈｅＯｒｉｇｉｎ

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

５　Ｓｙｌｄａｔｋ Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈ，Ｄｏｍｂａｃｈ Ｇｉｓｅｌｈｅｒ，Ｇｒｏｓｓ Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｅ，

ＭｕｅｌｌｅｒＲａｌｆ，ＷａｇｎｅｒＦｒｉｔｚ． ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＤａｎｄＬＡｍｉｎｏ

ＡｃｉｄｓｆｒｏｍＤ，Ｌ５ＭｏｎｏｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄＨｙｄａｎｔｏｉｎｓ．犃狀狀犪犾狊狅犳

狋犺犲犖犲狑 犢狅狉犽犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，１９８８，５４２ （Ｅｎｚｙｍｅ

Ｅｎｇ．９）：３２３—３２９

６　ＹｉｎＢａｎｇＤｉｎｇ，ＣｈｅｎＹｉＣｈｕａｎ，ＬｉｎＳｕｎｇＣｈｙｒ，ＨｓｕＷｅｎ

Ｈｗｅｉ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡｍｉｎｏ Ａｃｉｄ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｗｉｔｈ

Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚｅｄ Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ 犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪 犮狅犾犻 ｗｉｔｈ Ｄ
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