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Abstract： α-keto acids，a kind of bifunctional substances combined with biological activities，are
widely used in feed，food additives，chemical synthesis，etc. Currently α-keto acids are produced by
chemical synthesis，with the disadvantages of mutiple reaction steps，serious environmental
pollution，and low product yield. Compared with the chemical synthesis，biotechnological production
of α-keto acids is an abstractive approach due to the low cost，mild conversion conditions as well as
environment-friendly mode of production，which have attracted increasingly attention of researchers.
In this work，we reviewed the progress of chemical synthesis method，fermentation method，and
biotransformation to produce α -keto acids. Finally，the development prospects in this field were
outlined.
Keywords： α-keto acid，application，biosynthesis，chemical synthesis

摘要： α-酮酸作为一种有生物活性的双官能团物质，在医药、饲料、食品、化学合成等方面有着
重要的应用。 目前 α-酮酸主要由化学合成法生产，该法反应步骤多、环境污染严重、产物得率较
低。 相对化学合成法，发酵法和生物转化合成 α-酮酸具有成本低、反应条件温和、环境友好等特
点，目前引起越来越多研究者的关注。 作者比较分析了化学合成法、发酵法、生物转化法制备 α-
酮酸的研究进展，并在此基础上对该领域今后的研究方向进行了展望。
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专题综述

α-酮酸是一类双官能团有机化合物，是有机合
成、药物合成及生物合成的重要中间体，已广泛用

于医药、化学合成、化妆品、饲料和食品领域。 在生
物体内，α-酮酸作为氨基酸脱氨基的产物， 氨基酸
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合成的最后一步，是氨基酸代谢中的重要物质。 生
物体内必须的 20 种氨基酸中，有 12 种经历酮酸形
式，通过转氨基作用，生产相应的氨基酸，见表 1。

表 1 酮酸及其衍生物的用途
Table 1 Application of α-keto acids and itsderivatives

自 1835年， 第一个 α-丙酮酸通过化学合成的
方法被人工合成以后，出现了大量关于 α-酮酸的合
成和性质的报道，1947 年 Waters 综述了关于 α-酮
酸的合成方法[10]。 1958年和 1964年，Cordier着重综
述了芳香族酮酸的合成，此后，随着分析和合成技
术手段的发展，进一步扩展和完善了各类合成方法
[9]。 但是，α-酮酸的化学合成方法不仅条件苛刻，而
且需要特殊结构的起始物，产率一般较低，几乎无
法用于工业化的生产。 除此之外，在化学合成中，需
要加入剧毒性原料， 如氰化物水解法、α-酮酸酯水
解法等，对环境和生产人员都会造成巨大的毒害作
用，所以逐渐不被人们采用。
之后，化学合成法进一步改进。1975年，Perron[10]

发明的双羧基化法， 该方法可以一步合成 α-酮酸，
而且操作简单，产品易于分离，与之前的方法相比，
有较大的进步。 但是，由于催化剂八羧基二钴与零
价钯的络合物，价格昂贵，所以不适合大规模的生
产。 在 1986 年，海因法成功用于苯丙酮酸的合成，
东南大学的丁威 [11]又对此方法做了改进，制备了高
纯度的 α-酮异己酸。
目前，化学法合成 α-酮酸见图 1。 普遍存在原

料复杂、工艺繁琐等缺点，所以寻求一条低成本，操
作方法简单的合成路线就尤为重要。 目前，需要化
学合成方面的进一步丰富和完善合成方法，以获得
高收率，高纯度的 α-酮酸，达到工业生产的需求。

发酵法是利用微生物的代谢过程将碳源和氮

源等营养物质通过代谢途径合成天然产物。 发酵法
生产 α-酮酸是在底物中添加葡萄糖，利用中心代谢
途径，加强酮酸合成途径的通量，阻断其他分支代
谢，以及阻断酮酸向氨基酸转化的酶，进而保证酮
酸的大量积累。
在谷氨酸棒杆菌（Corynebacterium glutamicum）

中，Felix 等人[12]通过一系列代谢改造策略合成了α-
酮异戊酸（即缬氨酸前体）。 在微生物和植物体内，2
分子的丙酮酸合成 1 分子的 α-酮异戊酸主要经过
3 个酶：羟乙酸合成酶（AHAS，由 ilvBN 编码）、乙酰
乳酸异构酶（AHAIR，由 ilvC 编码）、双羟基酸脱水
酶（DHAD，由 ilvD编码）。 首先，他们将转氨酶基因
（transaminase B） 和丙酮酸脱氢酶的 E1p 亚基 aceE
敲除，α-酮异戊酸产量达到 40 mmol/L。 其次，为了
解除从丙酮酸到 α-酮异戊酸代谢流的限制，过量表
达谷氨酸棒杆菌自身来源的 ilvBNCD 基因，在添加
葡萄糖和醋酸盐的情况下，α-酮异戊酸的产量在 72
h时达到 95 mmol/L，产量提高了 1.375倍。 最后，为
了进一步提高产量， 根据丙酮酸的代谢流分析，敲
除编码丙酮酸氧化脱羧酶的 pqo 基因，从而使丙酮
酸向 α-酮异戊酸的代谢流增强，结果产量大幅度提
高，达到 220 mmol/L，是敲除以前产量的 1.32倍。
目前，依赖 α-酮酸途径合成支链乙醇的研究较

多，其中，关于 α-支链酮酸途径的改造对发酵法生
产 α-支链酮酸有着重要的借鉴意义。 Escherichia
coli[13]，Corynebacterium glutamicum[14]，Bacillus subtilis[15]

3 种模式菌株都已经有通过 α-酮酸中间体合成支
链乙醇的研究。异源表达不同来源的 AHAS，异丁醇
的产量有所差别。来自 C. glutamicum 的 alsS在枯草
杆菌中表达，异丁醇的产量为 1.58 g/L。 来自枯草杆
菌的 alsS基因在 C. glutamicum 表达后，异丁醇的产
量达到 2.6 g/L。除此之外，AHAS是合成分支氨基酸
的关键酶，同时受到 α-酮酸的调节，其中 α-酮异戊
酸与底物竞争性抑制酶活，而同一途径的另两种酮
酸（α-酮异己酸，2-酮-3-甲基戊酸）对酶活性影响
较小。 而且抑制作用的作用点大概在 ilvC编码的亚
基的活性中心位置， 与 ilvN 编码的亚基关系不大，
而 ilvN 编码的亚基与支链氨基酸的抑制作用相关，
所以支链酮酸与支链氨基酸的作用位点和调节机

化学合成法1

用途 示例

医药方面

用于慢性肾病患者或者乙型肝炎患者，α-酮酸降
低蛋白质中氮的摄入量，降低肾过滤压力 [1-2]；用于
抗癌药物，硒基酮酸可参与有机硒代谢 [3]；用于运
动员的营养补充，酮酸可促进肌肉生长 [4]。

饲料方面 α-酮异戊酸可刺激羊和猪的肌肉生长[5-6]。

食品方面 α-酮酸可改善食品风味 [7]。

化妆品
用于功能型化妆品，可有保湿、防皱、抗老化和抗
过敏作用。

化学合成
α-酮酸有双功能基团， 可用于杂环化合物的合成
[8]。

发酵法合成酮酸2
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图 1 α-酮酸化学合成法
Fig.1 Production of α-keto acid by chemical synthesis

制不同。 综上，依赖不同的代谢途径改造方法，继续
增强 AHAS 酶的活力，改善丙酮酸向酮酸合成的流
量，对发酵法生产酮酸有着重要意义。

转化法是利用微生物中某些酶的高选择性的

催化特性， 对底物的某一部分进行有效的催化反
应，使其转化为与底物结构类似，价值更高的产品。
转化法可以依赖纯酶，粗酶液，也可以是游离或固
定化的细胞，其反应类型种类丰富，操作简单，条件

温和，具有高选择性、高效性、无毒、无污染等特点，
广泛用于工业生产当中。 目前转化法已用于消旋体
的制备、手性化学中间体的合成、生物能源的转化、
活性化学品的生产等，如：D 型和 L 型 2-奈-丙酮酸
的分离， 由头孢菌素 C 合成 7 - 氨基头孢菌烷酸、
2，3-丁二醇的生物转化、灰色链霉菌生物转化合成
芦丁等。 转化法受到多种因素的影响，不论酶转化
和微生物转化， 对特定酶的改造都是至关重要的。
转化法还受到温度、pH、营养物质、抑制剂、底物浓
度等多方面的影响，以及转化过程的有机相、双水

转化法合成酮酸3
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相等不同催化体系的影响，因此可以通过调节控制
因素和改变催化体系等手段来提高酶的活性和转

化效率。
目前， 从氨基酸向酮酸转化的酶主要有 3 种：

转氨酶（Aminotransferase，AT，EC 2.6.2.X）[16]、氨基酸
氧化酶 （amino acid oxidase，AAO，EC 1.4.3.2 和 EC
1.4.3.3）[17-19]、 膜联 L-氨基酸脱氨酶 （L-amino acid
deaminase，LAD，EC 1.4.3.2）[20]。 其中 L-AAO 和 D-
AAO 都可以催化脱氨反应，生成相应的酮酸、氨和
过氧化氢。而表达在细胞膜上的膜联 LAD在脱氨过
程中，不会生成过氧化氢，免除了过氧化氢对细菌
的毒害作用，极大地方便了脱氨酶的异源表达。
3.1 氨基转移酶
氨基转移酶是一类以吡哆醛-5-磷酸 （PLP）为

辅因子的用于氨基转移的酶。 这类酶在工业生产中
应用较多，它可以将氨基转给酮酸或者甲酮（多数
以 α-酮戊二酸为底物）， 生成另一种酮酸和谷氨
酸 [21]。 在生物体内，氨基转移酶的作用范围广泛，产
物多种多样，在肝、脑、肾和多种组织中都发挥重要
作用。 同时，氨基转移酶含量也可以作为以作为肝
炎、血脂异常等疾病的诊断指标[22-23]。 虽然氨基转移
酶的底物来源广泛，但是氨基转移酶在工业生产中
面临底物/产物抑制，α-酮异戊酸的成本高以及氨基
转移酶对温度稳定性差等问题，限制了氨基转移酶
在酮酸生产中的应用。
3.2 氨基酸氧化酶

L 和 D 型氨基酸氧化酶是目前研究较多的两
种具有脱氨基作用的酶。 大多数氨基酸氧化酶是依
赖 FAD为辅酶的黄素蛋白，可以催化氨基酸氧化脱
氨生成相应的酮酸、过氧化氢和氨基。 催化过程可
以分为两步：第一步是从氨基酸脱下来的氢传递给
辅酶 FAD生成氨基酸的中间形式，然后立即水解生
成酮酸和氨基。 第二步是 FAD 的氢原子将 O2还原

成过氧化氢，通常在亚氨基酸分解前完成[24]。氨基酸
氧化酶的用途主要分为两类：一类是分泌于体表的
氨基酸氧化酶通常是作为分泌者的杀菌剂，因为生
成的过氧化氢可以有效抑制细菌感染 [25-27]；另一类
表达在体内或者细菌来源的氨基酸氧化酶则是参

与到氮采集和氨基酸代谢中。 氨基酸氧化酶来源广
泛，存在于动物、昆虫、细菌、真菌中。 蛇毒以及昆虫
来源的 AAO 仍然是氨基酸氧化酶家族的重要一
类，而自 1944 年细菌（Proteus vulgaris）来源的氨基

酸氧化酶被发现以后， 细菌来源的 AAO 由于来源
广泛，无毒性等特点逐渐受人重视[28]。 从此以后，多
种氨基酸氧化酶被发现， 在 19 世纪 90 年代后，酶
的结构成为研究重点，Moustafa等人[29]和 Faust等人[30]

分别获得了来源于蛇毒 （Calloselasma rhodostoma）
和细菌（Rhodococcus opacus）的氨基酸氧化酶的结
构，同时阐明了该酶的活性位点、作用机制、底物和
产物转运通道。 不同来源的氨基酸氧化酶有不同的
底物范围， 如来源于 Rhodococcus opacus 的 LAAO
可以氧化 39 种氨基酸及衍生物， 而有一些氨基酸
氧化酶只可以严格地利用某一构型的一种氨基酸

为底物，这类 AAO 通常以其底物的名称命名，如来
自于 Bacillus subtilis 的甘氨酸氧化酶 （L-gycine
oxidase）[31]、 来自 Streptomyces sp. 的谷氨酸氧化酶
（L-glutamate oxidase）[32]。 而在异源表达方面，可能
需要转录后修饰等，只有几个 LAAO 异源表达的文
献报道。在 2003年，来源于 R.opacus的 LAAO分别
在 E. coli 和 Streptomyces lividans 中异源表达 ，在
E.coli 中，过量表达的酶以包涵体形式存在，而且没
有 酶 活 ， 而 与 基 因 来 源 菌 同 源 性 较 高 的
Streptomyces lividans 则可以作为异源表达稳定的宿
主 [33]。 DAAO 异源表达的研究较多，R. gracilis 和
T. variabilis 来源的 DAAO在毕赤酵母中表达，并且
酶的产量达到 350 000 U/L 和 220 000 U/L。 近年
来，DAAO的改造成为研究热点， 通过定点突变、酶
的融合等手段，扩大了 DAAO 的底物范围 ，改变
了催化特性 。 以R. gracilis 来源的 DAAO 为例，改
造前此酶无法利用天冬氨酸，经过 M213R 突变后，
对天冬氨酸的氧化能力基本达到与 D-天冬氨酸氧
化酶同样的活力 [34]。 经过 M213G 突变的 Rg.DAAO
可以提高对 D-2-奈-丙酮酸的亲和力， 酶的 Cα-H
的位置在空间构像上更有利于底物结合，突变后的
DAAO 可以将 98%的 D-2-奈-丙酮酸转化成相应
的 L型，并且转化效率提高 10 倍[35]。 R.gracilis 来源
的 DAAO 还与 T. variabilis 来源的 DAAO 发挥不同
优势融合成一个酶，但是只是轻微的提高热稳定性
（2~5 ℃）[36]。
3.3 氨基酸脱氨酶
膜联 LAD由于具有不产生过氧化氢，更容易异

源表达的特点，近年来成为研究热点。 膜上表达的
LAD 多 为 来 自 细 菌 ， 如 Proteus，Providencia、
Morganellas等。不同基因编码的 LAD底物范围以及
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亲和性也各不相同，甚至来源于同一菌株的不同基
因编码的酶也会表现出不同的底物特异性 ，如
Proteus mirabilis 来源的 PM1 只能催化几种氨基酸，
而 Proteus mirabilis 来源的 PMA 可以催化大多数的
氨基酸。膜联 LAD由于在催化过程中不产生过氧化
氢，消除来了过氧化氢对细菌的毒害作用，扩展了
异源表达的宿主范围。 来源于 Proteus mirabilis 的
pm1 已经成功在 E.coli BL21（DE3）表达，确定了其
对组氨酸、谷氨酸、精氨酸和苯丙氨酸的催化效率
较高 [20]。 来源于 Proteus myxofaciens 的 LAAD 在 E.
coli K12 中也成功表达， 通过全细胞转化确定这个
酶主要对脂肪族、芳香族和含硫侧链的氨基酸催化
效率较高，并且通过初步纯化表明此酶表达在细胞
膜上。 膜上表达的 LAD通常在 N端有信号肽序列，
通过前导肽定位在细胞膜上。 Gazi 等人 [9] 试图将

Proteus mirabilis 来源的膜联 LAD变成游离表达，将
N 端的 21~87 个核苷酸去除，结果过量表达的酶为
包涵体形式， 通过复性和纯化后， 酶量为最初的
40%，测定的动力学参数与膜上表达的 LAD 基本相

同。 可能信号肽与酶的折叠相关，如果单纯去除信
号肽， 酶无法正确折叠， 进而无法获得有活性的
LAD。

α-酮酸作为氨基酸脱氨基的产物， 在化学、医
药、食品、化妆品领域有着大量的需求，而以氨基酸
为原料，将低成本的氨基酸转化成相应高附加值的
酮酸，可以获得较高的经济效益。 目前酮酸的生物
合成方法中，代谢工程改造菌种生产 α-酮酸有着广
阔的前景，目前发酵法生产酮酸的产量较低，可以
通过进一步的代谢改造提高酮酸产量。 虽然具有将
氨基酸转化成酮酸能力的酶种类繁多，但是微生物
转化法目前研究较少，可以依赖膜联 LAD 进一步提
高酶的底物特异性和酶活，或者采用固定化的方法
实现工业化大规模生产。而且膜上表达的 LAD目前
仅仅在大肠杆菌中异源表达，可以通过利用不同细
胞膜结构的宿主菌，使得酶活进一步提高，早日实
现 α-酮酸的生物法大规模生产。

展 望4
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