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摘要:左旋多巴(L飊DOPA)是治疗帕金森病的最有效药物,在各国的临床中应用广泛。左旋多巴的制备方法包

括化学合成、植物提取、酶催化以及微生物合成。化学合成法存在低转化率和环境污染问题。植物提取法不仅

产量低,还受到资源限制。酶催化法使用包括酪氨酸酚解酶、酪氨酸酶及羟基苯乙酸3飊羟化酶等催化苯类前体

合成左旋多巴。随着合成生物学的发展,构建代谢工程微生物、发酵法生产左旋多巴是一种高效、环境友好的新

方法,具有良好的应用前景。

关键词:左旋多巴暋不对称合成暋植物提取暋酶催化暋代谢工程
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Abstract:L飊DOPAisthemosteffectivedrugforParkinson'sdiseaseandhasbeenwidelyusedin
clinicaltreatmentofvariouscountries.ThepreparationmethodsofL飊DOPAincludechemical
synthesis,plantextraction,enzymecatalysis,andmicrobialsynthesis.However,Chemicalsyn灢
thesishaslowconversionrateandenvironmentalpollutionproblems.Theplantextraction
methodnotonlyhasalowyieldbutisalsosubjecttoresourceconstraints.EnzymatictoL飊DO灢
PAhasbeencatalyzedbytyrosinephenollyase,tyrosinaseandp飊hydroxyphenylacetate3飊
hydroxylase.Theenzyme飊catalyzedmethodusescatalyzedbenzeneprecursorssuchastyrosine
phenolase,tyrosinaseandp飊hydroxyphenylacetate3飊hydroxylasetosynthesizeL飊DOPA.With
thedevelopmentofsyntheticbiology,fermentationofL飊DOPAbyconstructingmetabolically
engineeredmicroorganismswouldbeanewhighefficientandenvironment飊friendlymethod,

whichdemonstratesapromisingprocess.
Keywords:L飊DOPA,asymmetricsynthesis,plant
extraction,enzymatic,metabolicengineering

0暋引言

暋暋左旋多巴(L飊DOPA)化学名为毬飊3,4飊二羟苯基飊
毩飊丙氨酸(3,4飊2dihydroxylphenylalanine)(图1a),为
白色结晶性粉末,无臭无味,不溶于乙醇、氯仿和丙

酮,易溶于稀酸。左旋多巴能通过血脑屏障,到达中
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枢神经系统,并在脱羧酶的作用下转变为多巴胺(图

1b),进而发挥治疗帕金森综合症(Parkinson'sdis灢
ease)的作用[1]。

图1暋左旋多巴和多巴胺的分子结构

Fig.1暋ThemolecularstructuralofL飊DOPAanddopamine

暋暋左旋多巴于1970年被美国食品药品监督管理局

批准为治疗帕金森综合症的药物[2]。据统计,普通人

群帕金森病的发病率为0.1%,60岁以上老人的发病

率为1%,80岁以上的发病率为2%[3飊4]。随着世界

各国人口老龄化的加剧,国内外对左旋多巴的市场需

求强劲[5]。帕金森病药物市场将会从2014年的21
亿美元增长到2021年的32亿美元,4款新的左旋多

巴制剂有望在2021年前进入市场,具有广阔的市场

前景[6]。目前L飊DOPA 的制备方法有化学合成、植
物提取、酶催化、微生物发酵法。化学合成法具有过

程工艺繁杂、产物的转化效率较低、成本高、环境污染

的问题。植物提取由于受到原料来源的限制,并且提

取产量小,远不能满足市场需求。酶催化法由于催化

时间长,成本高。微生物发酵具有污染少、产品质量

高等优点,极具发展前景。笔者所在课题组在前期构

建的高产3飊脱氢莽草酸(DHS)的基础上,创新关键

酶催化和生化反应,通过优化左旋多巴生物合成途径

中关键基因aroE、tyrA、hpaBC 的调控,构建出高效

发酵生产左旋多巴的微生物细胞工厂。该工程菌具

有发酵培养基简单、发酵控制工艺易操作、发酵产物

产量稳定等特点。本文重点针对左旋多巴微生物代

谢工程的研究进行评述,并对左旋多巴生物合成的研

究方向进行展望。

1暋化学合成左旋多巴

暋暋目前工业化生产主要以香草醛和乙内酰脲为原

料,以不对称合成法经过8步的化学反应制得。由于

化学合成过程中需要高温高压、大量的金属催化剂,
工艺复杂,并且产物的转化率和旋光性均较低,同时

还存在成本高、环境三废污染等问题[7],所以开发新

的合成方法是今后的重点和方向。

2暋植物提取左旋多巴

暋暋天然植物如猫豆、藜豆中都存在左旋多巴[8],其
中猫豆中的含量达到6%~9%,是提取左旋多巴主

要的原料。通过改进提取方法,猫豆中左旋多巴的提

取得率从1.5%提高到3.4%,纯度达到99.9%[9]。
虽然从猫豆中提取左旋多巴是一种有效的方法,但该

方法受到原料来源少、产量小的限制,导致生产成本

较高,难以大规模生产,无法满足市场需求。

3暋生物酶催化合成左旋多巴

暋暋酶催化合成是用特定的酶在一定的条件下通过

底物转化生成左旋多巴。目前有3种酶可以催化左

旋多巴的生成[10]:栙酪氨酸酶(tyrosinase),该酶以

酪氨酸为底物;栚酪氨酸酚解酶(tyrosinephenoll灢
yase,TPL),该酶以邻苯二酚、氨水以及丙酮酸为底

物;栛转氨酶(transaminase),该酶将天冬氨酸或谷

氨酸上的氨基转移至3,4飊二羟基苯丙酮酸上,催化

反应生成左旋多巴。
3.1暋酪氨酸酶法合成法

暋暋酪氨酸酶(tyrosinase)以酪氨酸作为底物,催化

合成左旋多巴。Krishnaveni等[11]利用Acremonium
rutilum 具有较高的酪氨酸酶生产能力的特性,转化

酪氨酸合成左旋多巴。该菌在经过优化的培养条件

下 连 续 培 养 120 h,左 旋 多 巴 的 最 大 产 量 为

0.89g/L。
3.2暋酪氨酸酚解酶合成法

暋暋酪氨酸酚解酶(TPL)可催化邻苯二酚、丙酮酸和

氨水生成左旋多巴,催化反应过程中需要磷酸吡哆醛

(胺)为 辅 酶、钾 离 子 和 氨 离 子 为 辅 因 子[12]。Lee
等[13]用来源于Symbiobacteriumsp.SC飊1的酪氨酸

酚解酶(TPL),将儿茶酸、丙酮酸和氨转化为左旋多

巴。反应25h以后,左旋多巴的产量可以达到65g/

L,收率可达到92%。不过该酶催化体系存在一些缺

点,当邻苯二酚及丙酮酸的底物浓度较高时,会对

TPL产生抑制作用甚至导致酶失活。
3.3暋转氨酶合成法

暋暋转氨酶(transaminase)可将 L飊谷氨酸中的氨基

转移到3,4飊二羟基苯丙酮酸上,进而生成左旋多巴,
如 Nagasaki 等[14] 研 究 了 Enterobactercloacae
NB320转氨基反应合成左旋多巴的能力。由于转氨

作用存在着诸多问题,随后利用转氨酶合成左旋多巴

的相关研究比较少见。

4暋基因工程策略合成左旋多巴

暋暋20世纪90年代初人们开始运用基因工程的方
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法来获得生产左旋多巴的工程菌株。1990年 Ku灢
rusu 等[15] 构 建 了 pGRY30飊TPL 质 粒,它 能 在

Escherichiacoli中能高效地表达产生酪氨酸酚解酶

(TPL),该酶可以催化丙酮酸、邻苯二酚、氨水合成左

旋多巴。1992年Suzuki等[16]将Erwiniaherbicola
AJ2982的TPL基因克隆到E.coli中进行表达,再将

培养的细胞转入多巴合成体系中,反应30h后,反应

液中多巴含量为20.7g/L。Enei等[17]和 Kataya灢
ma[18]选用ErwiniaherbicolaATCC21434 为生产

菌株,通过对合成工艺的改进,将L飊DOPA 产量提高

到58g/L,并于1993年在味之素公司投入工业化生

产。Katayama等[19]对Erwiniaherbicola 菌株进行

基因工程改造来合成左旋多巴。他们通过随机突变

筛选得到tyrR 的突变体 V67A、Y72C、E201G,突变

体提高了酪氨酸酚解酶基因的表达量,从而提高了左

旋多巴的合成速率,其发酵末期左旋多巴产率由

0灡357g/(L·h)提高到11.1g/(L·h)。

暋暋Mu昸oz等[20]改造大肠杆菌莽草酸代谢途径合成

左旋多巴。为给酪氨酸的代谢合成提供足够的前体

物,需要增加磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)和4飊磷酸赤藓

糖(E4P)的积累。他们先敲除葡萄糖磷酸烯醇式转

移酶系统(PTS)和过表达转酮醇酶基因(tktA ),使
得L飊酪氨酸的比生产速率提高3倍;然后,通过定点

突变DAHP合成酶基因(aroFfbr )解除酪氨酸的反

馈抑制;再敲除酪氨酸合成代谢中的抑制因子基因

(tyrR ),使得L飊酪氨酸的比生产速率又提高1.9
倍;最后通过过表达分支酸变位酶基因(tyrA )和来

源于Zymomonasmobilis 的环己二烯脱氢酶基因

(tyrC ),进一步过表达4飊羟基苯乙酸3飊羟化酶基因

(hpaBC ),实现L飊酪氨酸向L飊左旋多巴转化。使用

该工程菌在无机盐培养基中发酵,左旋多巴比生产速

率达13.6mg/(g·h),得率为51.7mg/g;在发酵罐

中分批补料发酵50h,左旋多巴产量达到1.51g/L。

Wei等[21]对大肠杆菌进行基因组进行如下改造(图

2):敲除转录调控因子tyrR 和碳源调节因子csrA 得

到 AROM飊1,左旋多巴摇瓶产量达148mg/L;敲除

葡萄糖磷酸烯醇式转移酶系统(PTS)得到 AROM飊
2,左旋多巴产量达到170mg/L;用P37启动子分别

替换galP、glk的启动子得到 AROM飊3,左旋多巴产

量达到205mg/L;敲除酪氨酸竞争途径基因zwf 和

pheA 得到 TYR飊1,其左旋多巴产量达到209.2mg/

L;在 TYR飊1的基因组上调控整合tyrAfbr飊tyrB飊
hpaBC 得到DOPA飊1,左旋多巴产量达到307.4mg/

L;最后 DOPA飊1通过 MAGE(multiplexautomated
genomeengineering)方法逐步得到 DOPA飊30N,左

旋多巴产量达到614.4mg/L(每一步都是在上一步

的基础上进行)。该工程菌在5L发酵罐发酵60h
的左旋多巴产量达到8.67g/L,是当时文献报道的

最高产量。笔者所在实验室前期构建高产3飊脱氢莽

草酸(DHS)工程菌[22],该工程菌通过对基因组上的

galP、glk、pgi、pykAF、aroF、aroE、tktA 等10个基

因进行优化调控,后期在5L发酵罐中以无机盐为培

养基补料葡萄糖发酵培养52h,3飊脱氢莽草酸产量达

到94.4g/L。在该工程菌的基础上,通过把启动子

M1飊93[23]整合替换到基因组aroE、tyrAfbr、hpaBC3
个合成左旋多巴关键基因的启动子位点上,得到工程

菌 T003(图3)。该菌在5L发酵罐上用无机盐培养

基补料葡萄糖发酵培养60h,左旋多巴产量可以达

到60.4g/L(数据未发表),葡萄糖糖酸摩尔转化率

为16.8%,该菌初步具备进一步工业化生产的潜力。

暋暋The"暳"indicatesthatthegenesaredeleted.PTS:Phos灢
photransferasesystem;TCA:Tricarboxylicacidcycle;G6P:
Glucose6飊phosphate;6PGL:6飊phosphoD飊glucono飊1,5飊lac灢
tone;6PG:6飊phosphoD飊glucono;Ru5P:D飊ribulose5飊phos灢
phate;X5P:D飊xylulose5飊phosphate;R5P:D飊ribose5飊phos灢
phate;S7P:D飊sedoheptulose7飊phosphate;F6P:Fructose6飊
phosphate;F1,6BP:Fructose1,6飊bisphosphate;GAP:Glycer灢
aldehyde3飊phosphate;E4P:D飊erythrose4飊phosphate;PEP:
Phosphoenolpyruvate;PYR:Pyruvate;DAHP:3飊Deoxy飊arabi灢
no飊heptulonate7飊phosphate;DHQ:3飊Dehydroquinate;CHA:
Chorismate;PRE:Prephenate;Tyr:L飊tyrosine.tyrA:CHA
mutase/prephenatedehydrogenasegene;pheA:Prephenate
dehydratasegene;hpaBC:p飊hydroxyphenylacetate3飊hydrox灢
ylasegene;galP:Galactosepermeasegene;glk:Glucokinase
gene;zwf:Glucose飊6飊phosphatedehydrogenasegene;tktA:
Transketolase栺 gene;pykAF:Pyruvatekinase栺/栻 gene;

aroF,aroGandaroH:DAHPsynthasegene;csrA,Carbon
storageregulatorA;tyrR:Tyrosinerepressor;tal:Transal灢
dolase;Rpi:Ribose5飊phosphateisomerase;Rpe:Ribulose飊5飊
phosphate3飊epimerase
暋暋图2暋大肠杆菌左旋多巴生物合成和调控的代谢途径

暋暋Fig.2暋MetabolicpathwaysinvolvedinL飊DOPAbiosyn灢
thesisandregulationinE.coli
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暋暋The"飊"indicatesthatthegenesaredeleted.PTS:Phos灢
photransferasesystem;TCA:Tricarboxylicacidcycle;PPP,

Pentosephosphatepathway;pgi:Glucosephosphateisomer灢
ase;E4P:D飊erythrose4飊phosphate;PEP:Phosphoenolpyru灢
vate;DAHP:3飊Deoxy飊arabino飊heptulonate7飊phosphate;DHS:

3飊Dehydroshikimate;CHA:Chorismate;Tyr:L飊tyrosine;

tyrA :CHA mutase/prephenatedehydrogenasegene;aroE:

Dehydroshikimatereductasegene;hpaBC:p飊hydroxyphenyla灢
cetate3飊hydroxylasegene;galP:Galactosepermeasegene;

glk:Glucokinasegene;tktA:Transketolase栺gene;pykAF:

Pyruvatekinase 栺/栻 gene;aroF:DAHPsynthasegene;

tyrR:Tyrosinerepressor
图3暋大肠杆菌 T003左旋多巴生物合成途径

暋暋Fig.3暋ThebiosyntheticpathwaysofL飊DOPAinE.coli
T003

5暋展望

暋暋随着我国人口老龄化速度的加快,对左旋多巴的

需求将迅速增加。化学合成、植物提取、酶催化合成

存在成本高、环境三废污染、原料来源有限等诸多问

题,而微生物发酵法生产左旋多巴具有环境友好、产
品品质高等优点,是今后生产左旋多巴研究的主要方

向。以往含有质粒的大肠杆菌工程菌株由于受到抗

生素抗性的胁迫性,导致不同批次发酵产量的不稳

定。我们在大肠杆菌基因组上通过协调合成左旋多

巴关键基因的表达水平,实现合成左旋多巴的代谢途

径的平衡,构建出高效发酵生产左旋多巴的微生物细

胞工厂。由于该菌在5L发酵罐中的发酵后期溶氧

水平较低(10%以内),导致其发酵产物中有少量的酪

氨酸残留,这给后续的提取工作带来一定难度。后期

需要优化发酵工艺,以及调整搅拌桨形状、大小来提

高发酵的溶氧水平,从而减少发酵液中的酪氨酸残

留;同时需要解决酶和细胞的生物体活性、耐受性、稳
定性等科技问题,进一步缩短发酵周期,以提高微生

物发酵法生产左旋多巴的市场竞争性。
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