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摘 � 要: 微生物转化生产次生代谢物质是重要的方式, 但已知的微生物中未发现次生代谢物质的

前体物质肉桂酸-4-羟基化酶( C4H )和香豆酸,这限制了微生物转化生产一些次生代谢产物。酪氨

酸解氨酶( TA L)能跳过 C4H 将 L-酪氨酸( L-Ty r)转化为香豆酸, 为此对微生物来源的 TAL 的酶

学性质、晶体结构、催化机制及 TAL 基因工程方面的研究进行了阐述, 发现了 T AL 研究中存在的

问题并初步提出了解决思路。
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Abstract: Product ion of secondar y metabolities by microbial tr ansformation is a very effect iv e

means. H ow ever, no C4H and coumaric acid are found in micro org anism, this lim ited the larg e

scale o f production of secondary metabo lit ies f rom phenylalanine metabolism pathw ay . L- tyr osine

w as cataly sised to form p-coumaric acid by tyr osine ammoni ly ase w ithout C4H , Base on the

advantag e, zymolo gic feature cry stal str ucture, cataly t ic mechanism and genet ic engineering o f

TA L w er e review ed in this manuscript.
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� � 次生代谢物质对医药、轻工、化工、农药等领域

的发展具有不可替代的地位。其来源包括植物的

次生代谢与化学合成。植物来源具有栽培周期长、

产量不高、不可再生等缺点, 难以应用于工业化生

产;化学合成需要大量的能源,成本高,且造成环境

污染。目前国内已报道了一些利用微生物转化生

产用于医药、农药等的次生代谢物质如竹红菌素、

虾青素、白藜芦醇[ 1-3] 。微生物转化具有高效、高产、

高强度、地成本, 且不受季节、气候、地域等自然条

件的限制,因此具有植物生产与化学合成不可比拟

的优势,极具开发潜力和应用价值。

在植物苯丙氨酸代谢途径中, 苯丙氨酸解氨酶

( PA L)是苯丙氨酸代谢的第一步反应的酶与关键

酶, PAL 通过非氧化脱氨将 L-苯丙氨酸( L-Phe)转



化为肉桂酸,再经肉桂酸-4-羟化酶( C4H )转化为香

豆酸,再由 4-香豆酰-CoA-联结酶( 4CL)、查尔酮合

成酶( CHS)等催化形成黄酮类化合物, 或者经芪合

酶( ST S)催化为白藜芦醇等芪合物(见图 1)。

图 1 � 植物苯丙氨酸代谢途径

Fig. 1 � Metaolic pathway of phenylalaninie in plant

� � 但目前已知的微生物中没有发现 C4H 和次生

代谢物质的前体物质香豆酸 [ 4] , 限制了由苯丙氨酸

代谢途径生物转化生成代谢物质。T AL 能不经

C4H 进行非氧化脱氨,直接将 L-酪氨酸( L-Ty r)转

化为香豆酸, 因此研究人员对 TAL 产生了极大的

兴趣。目前发现的 T AL 同时也具有 PAL 活性, 已

知植物 TAL 对 L-Ty r 的亲和性都远低于 L-Phe。

近年来,在几种微生物中发现的 TAL 对 L-T yr 有

较高的亲合力, 经海藻酸钙固定 TAL 基因重组的

大肠杆菌,在 125 L 的生物反应器中以 L-T yr 为底

物进行转化,纯化到了 12 kg 的香豆酸[ 5] ,这为该酶

的利用于微生物转化提供例证。

1 � 酪氨酸解氨酶的生物资源

目前发现 T AL 存在于高粱、大麦、小麦、燕麦,

水稻、玉米、甜甘蔗、欧芹等单子叶植物 [ 6- 7]。早在

1968年, Bandoni等 [ 8]报道了在担子菌中存在 TAL

的活性。近年来, 报道了不同微生物来源的 TAL

的酶学性质。

2002 年, Kyndt 等[ 9] 首 次 在 荚 膜 红 细 菌

( Rhodobacter cap sulatus )分离到 T AL 基因, 基因表

达于重组大肠杆菌中。纯化的 T AL 与 L-T yr 和 L-

Phe反应的最适 pH 值分别为 8. 5和 9. 4, 与 L-T yr

反应的转化量( K cat)、催化效率( K cat/ Km)的值分

别是 L- Phe的 2倍和 150倍。

2006 年, Kev in 等 [ 10] 克 隆 到 来 源 于

( Rhodobacters sphaer oid es )的 T AL 基因, 将该基

因表达与大肠杆菌中, 该酶与 Kyndt 等
[ 9]
报道的

Rhodobacter cap sulatusT AL 的氨基酸序列的同源

性高达 56%。经 SDS-PAGE 纯化后, 该酶分子量

为 55 000, 与 L-T yr 反应的最适 pH 值为 8� 5 ~

9� 0, K cat / K m 是其与 L-Phe 反应的 273 倍, K cat

几乎相等。

2006 年, Berner 等[ 11] 克隆到放线菌( S accha-

rothr ix esp anaensi s )的 TA L 基因,在大肠杆菌中表

达并纯化。该酶以 L-Ty r 为底物, pH 值低于 8. 5

时反应速率下降, pH 值 8. 5以上时仍具有较高的

反应 速 率, Km 接 近 于 Kyndt 等
[ 9]
报 道 的

Rhodobacter cap sulatu TAL, K cat低于 Rhodobact-

er cap sulatu TA L。该酶以 L-T yr 为底物的 K cat/

K m是与 L-Phe 为底物的 750倍,这个值是目前已

报道最高的。

2007年, Vannelli等 [ 12]从多种细菌和真核生物

中分离出粘红酵母( Rhodotorula g lutinis )的 TA L,

测定了该酶具有较高的胞内酶活力( 0� 014 3 U/ mg

蛋白)和最低的 PAL/ T AL 活性比系数( 1� 68)。克
隆该基因并表达于大肠杆菌中,纯化该酶的相对分

子质量为287 000。

2007年, V annelli 等[ 13] 测定 9 种真菌的以 L-

Ty r诱导的胞内 T AL 活性, 其存在于丝孢酵母

( T richosp oron cutaneum ) 有 最 高 的 酶 活 性

( 0� 179U / mg 蛋白) , 但具有最低的 PAL/ TA L 活

性比系数( 0� 8)。该酶纯化后研究表明, 其相对分

子质量为294 000的同源四聚体结构, 亚基相对分子

质量73 500, 等电点为 5� 8,根据其 N 端和部分内部

氨基酸序列,克隆了编码该酶的 cDNA。cDNA 序

列分析表明, 该序列于其他 8 种真菌的序列具有

56% ~ 62%的同源。

2007年, Xue等
[ 14]
测定 4种微生物的以 L-T yr

诱导的胞内 TA L 活力,其中( P hanerochaete�
chry sosp orium)具有较高的酶活力( 1� 25U/ g )。将

TA L 基因表达于大肠杆菌后用 SDS-PAGE 纯化,

该酶相对分子质量为70 000, 以 L-T yr 为底物的

K cat/ Km 略高于以 L-Phe 为底物的 K cat / K m,

PAL/ T AL 活性比系数为( 0� 7)。因该真菌能在较
高温度下生长, 据此推测该酶具有较好的热稳定

性, 研究表明在 60 � 高温下, 3 h保持全酶的活力,

4 h酶活力仍然可达 72%。

2 � 酪氨酸解氨酶晶体结构研究

TAL 与 HAL、PAL 都属于芳香族解氨酶家

族。2006 年, Louie 等
[ 15]
用 x 射线 探 测 了

Rhodobacter sphaeroides TAL ( RsTAL )晶体的 3

级与 4 级结构, 其与以前报道的恶臭假单胞菌

HAL、欧芹和酵母 PAL 晶体结构类似。222 对称
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点形成了同源四聚寡体, 同源四聚体包含 4个活性

位置。3个不同单体参与构成活性位置的空腔, 每

个单体主要被 5 个自上而下螺旋状束有机围绕。

束的肽链 N 端区域带 3, 5-二氢-5-次甲基-4H-咪唑-

4-酮( M IO)辅酶, 肽链另一端的 C 端部分构成了 �

螺旋外层, C端区域与中间的亚基相连并对同源四

聚体起稳定作用和提供相连单体的活性空腔的外

环。螺旋状束侧翼区连有凸出的发夹环, 发夹环与

第 4和第 5个螺旋束相连,侧翼区对单体与单体接

口形成起作用。

RsT AL 与恶臭假单胞菌 HAL 缺少锲入到 C

端区域的附加区, 欧芹和酵母 PAL 存在这个附加

区, 目前附加区的功能还不清楚。RsTAL 与恶臭

假单胞 HAL、真核的欧芹和酵母 PA L 多肽链的主

链残基分别有 34%、29%、30%一致。RsTAL 与恶

臭假单胞菌 HAL 的结构较真核 PAL 有更高相似,

这与主链残基表现一致。

3 � 酪氨酸解氨酶的反应机制

TAL 与 HAL、PAL 都属于芳香族解氨酶家

族, HAL 和 PAL 的脱氨基催化反应有 2种机制,

一种被称为 E1cB机制, 底物的 �氨基团与 MIO 的

亚甲基碳直接发生亲核加成, 另一种机制被称为

Friedel– Craf ts机制,富有电子的底物芳香环攻击

引起了 MIO的亚甲基碳电子的缺失
[ 16]
。

2006 年, Louie 等[ 15] 用 X 射线没能观察到

RsTAL 晶体中的 L-T yr 转换,通过对 RsT AL 与香

豆酸、咖啡酸、肉桂酸形成的复合体结构进行研究

得到了以 L- Tyr 为底物的交联模型。在 MIO 亚甲

基键长内, L-T yr 芳香碳环发生相当大平移,平移破

坏�羧酸和羟基与 TA L 形成的相互作用, 这是

Friedel– Craf ts 机制。另一方面, 虽然在模型中

L-T yr 的�氨基远离 M IO 辅酶,但丙烯酸基适度的

构象变化将决定�氨基攻击 M IO 亚甲基碳的位置。

如果�氨基攻击M IO亚甲基碳,氧空腔的水介导质

子化和新形成的 Asn203侧链酰胺的相互作用可能

稳定 M IO羰基氧的负电荷。通过对 T AL 与 AIP

抑制剂形成的共价体进行观察, 发现多肽链残基

194到 205的重排使 Asn203 明显接近 M IO 辅酶。

但对突变体 RsTALH89F 与 AIP 抑制剂的共价体

进行结晶学观察,不足以支持了 a氨基的直接攻击

MIO 亚甲基碳。因此这个模型基本上支持了

Friedel– Crafts 机制, 但对 E1cB 机制仍不能肯

定。

4 � 酪氨酸解氨酶基因在次生代谢基
因工程中的研究

� � 目前已知的微生物中没有发现 C4H 和次生代

谢的前体物质香豆酸[ 1] ,这限制了微生物通过苯丙

氨酸代谢途径产生次生代谢物质。为了开辟次生

代谢产物崭新的来源, 科研人员将 T AL 基因重组

于微生物体内并成功获得了香豆酸、黄酮类、反式

咖啡酸。

2007 年, Vannelli等[ 12] 将来源于 Rhodotor ula

glutini sPAL/ TA L 基因整合在缺少 C4HP-450 基

因及 P-450还原酶且能产 L-Phe的大肠杆菌中, 实

现了由 TA L 途径将葡萄糖转化为香豆酸。2007

年, Xue 等
[ 10]
将来源于 Rhodotor ula glut inisT AL

基因在大肠杆菌中表达, T AL 将 L-T yr 转化为香

豆酸,该酶催化效率很低, 但没有发现催化效率更

高的 T AL。抗高温的酶能通过提高温度而具有更

高催化效率, 随后发现了具有抗高温的 Phaner o-

chaete� chr y sosp or iumT AL,实验证明随温度的升高

能产更高的香豆酸。

2004 年, Wat ts 等[ 17] 将克隆于 Rhodobacter

sphaeroidesPAL/ T AL 基因与 4CL 基因、CHS 基

因共同表达于大肠杆菌中, 测得柚皮素的含量高达

20� 8mg / L。2005 年, Jiang 等 [ 18] 首次将克隆于

Rhodosp or idium tor uloidesTAL 基因与 4CL、CHS

基因共同表达于啤酒酵母中, 测得柚皮素含量为

7mg / L, 生松素含量为 0� 8mg / L ,另外还获得了根

皮素、2�, 4�, 6�-三羟基二氢查耳酮。
2006年, Berner 等[ 11] 将克隆于 S accharothr ix

esp anaensi s 的 T AL 基因与 EC、CoA 基因在大肠

杆菌中共同表达获得了反式咖啡酸。

5 � 问题与展望

虽然 T AL 酶存在于微生物中, TA L 基因在微

生物次生代谢基因工程研究中已经取得一定成果,

但目前该酶应用于微生物转化仍纯在一些问题, 如

酶活性、催化效率还有待于提高。随着进一步对

TA L 微生物资源的挖掘,酶学性质、结构,催化机制

的深入研究, 经过酶的结构修饰 (如 KevinT 等
[ 10]

对 RsTAL 突变体的研究发现, TAL 对 L-Phe和 L-

Ty r为底物的选择, 单一的决定于 His89, PAL 获得

该残基位点后也具有 T AL 活性。)、基因重组、基因

突变、酶的固定化、发酵工程的中游下游技术等的

综合应用, T AL 服务于微生物转化具有广阔的

前景。
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