
第 41 卷第 5 期 精  细  化  工 Vol.41, No.5 

2 0 2 4 年 5 月 FINE CHEMICALS May  2024 

                                 

收稿日期：2023-05-17; 定用日期：2023-08-07; DOI: 10.13550/j.jxhg.20230398 

基金项目：江苏省研究生科研与实践创新计划项目（KYCX2022-31） 

作者简介：高  嵩（1980—），男，教授，E-mail：gaos@jou.edu.cn。联系人：曹  阳（1990—），男，讲师，E-mail：2020000088@ 

jou.edu.cn。 

 

固定化 c-ω-转氨酶催化合成(4S)-四氢萘酮 
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食品与制药工程学院，江苏 南京  210023） 

摘要：以 T4 噬菌体衣壳为载体，探索了海绵假弧菌-ω-转氨酶（P-ω-TA）的自组装固定化，以将 P-ω-TA 与 T4

噬菌体非必需小外壳蛋白（Soc）融合的方式实现了 P-ω-TA 在 T4 噬菌体衣壳上的亲和固定及较高的位点结合

数。对固定化 P-ω-TA 的适应性、回收性能、(S)-型异构体选择性拆分及(1S,4S)-去甲基舍曲林的催化能力进行了

测试。结果表明，固定化的 P-ω-TA 保持了完整的活性及适应性，可通过离心操作轻松地回收，并进行重复使

用。在 5 次回收和重复使用过程中，每次酶活回收率均>91%，经 5 次催化，最终酶活保持率约为 84%。固定化

P-ω-TA 保持了在底物手性中心处的(S)-型异构体选择性拆分以及对(1S,4S)-去甲基舍曲林的催化能力。 
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Synthesis of (4S)-tetrahydronaphthalone catalyzed by  
immobilized Pseudovibrio-ω-aminotransferase 
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Abstract: The self-assembly immobilization of Pseudovibrio-ω-transaminase (P-ω-TA) was explored 

using bacteriophage T4 capsid as carrier. Fusion of P-ω-TA to the non-essential small outer capsid protein 

(Soc) of bacteriophage T4 led to the affinity immobilization of P-ω-TA on the T4 capsid with a high copy 

number. The adaptability, recovery performance, selective resolution of (S)-type isomers and the catalytic 

capacity of (1S,4S)-demethylsertraline were further evaluated. The results showed that the immobilized 

P-ω-TA retained its full activity and adaptability, with easy recovery through centrifugation for repeated 

uses. In a five-round recovery and re-use process, the recovery rate of enzyme activity was greater than 

91% for each round. After five times of catalysis, the final enzyme activity retention rate was about 84%. 

The immobilized P-ω-TA maintained the (S)-type selective resolution at the chiral center of the substrate 

and the catalytic capacity of (1S,4S)-demethylsertraline. 

Key word s: Pseudovibrio-ω-transaminase; bacteriophage T4; chiral resolution; enzyme immobilization; 

sertraline; fine chemical intermediates 

抑郁症已经成为全球最严重的医疗和公共卫生

负担之一[1-2]。由辉瑞公司（美国康涅狄格州格罗顿）

研发的舍曲林是抗抑郁症治疗的 5 种主要药物之

一，其为全球对抗抑郁症的努力提供了强有力的支

持 [3] 。 作 为 一 种 选 择 性 5'-羟 色 胺 再 摄 取 抑 制 剂

（SSRI）型抗抑郁药，舍曲林结构中具有两个手性

中心，在普通化学路线中难以合成，需通过不对称

合成及异构体分离才能获得特定的异构体[4-5]。(4S)-

精细化工中间体 
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四氢萘酮是舍曲林合成中的关键中间体，如果能准

确地进行手性拆分，那么可以通过简单、非立体选

择性的步骤将(4S)-四氢萘酮转化为舍曲林，反应式

如下[4,6]： 
 

 
 

MeNH2 为甲胺；THF 为四氢呋喃；EtOH 为乙醇  
 

然而，目前仍缺乏操作简单、环境友好的(4S)-

四氢萘酮合成和手性拆分化学路线 [6-8]。酶在生物

催化中表现出天然的立体选择性，并在绿色化学

技术中提供立体化学解决方案 [9]。海绵假弧菌-ω-

转氨酶（P-ω-TA）是一种发现于海绵 Pseudovibrio 

sp. WM33（GenPept accession No. WP_063301853）、  

依赖于吡哆醛-5'-磷酸盐（PLP）的转氨酶，通过

底物远端手性中心的(S)-型异构体选择性，表现出

良好的可将(1S,4S)-去甲基舍曲林进行手性拆分转

化为(4S)-四氢萘酮的性能，反应式如下 [8]：  

 

 
 

基于该酶的手性拆分作用可以显著简化舍曲林

的合成，P-ω-TA 在这种重要抗抑郁药物的合成中具

有良好的应用潜力[6-8]。典型的舍曲林合成路线反应

式如下[5]： 

 

 
 

酶的生物催化应用往往受制于高成本，这是由

酶的制备复杂、一次性使用和不稳定性所引起的。

这个问题可以通过酶固定化来解决。通过酶的固定

化，酶的稳定性通常会增加，并且酶的回收和重复

使用也更方便[10]。T4 噬菌体衣壳是一个 80 nm×110 

nm 的长二十面体蛋白质外壳，由 930 个基因产物

23（gp23 蛋白，相对分子质量 49000，以下简称分

子量）组成，并装饰有 2 个非必需蛋白：小外壳蛋

白（Soc，分子量 9000，每壳体 870 拷贝）和高抗

原性外壳蛋白（Hoc，分子量 39000，每壳体 155 拷

贝）[11-12]，可以作为理想的酶固定化载体。作为一

种纳米级颗粒，T4 噬菌体衣壳具有天然的大比表面

积，可有效进行酶固定化[13]，且相较于以往的纳米

级材料，T4 噬菌体衣壳基于其天然生物材料的性

质，材料颗粒均匀，且经改造后的酶可基于自组装

的方式实现定向固定，无需复杂的载体活化操作， 

并且可减少由于蛋白空间构象改变造成的活性损

失。当将酶以适当的方式改造成 Soc 或 Hoc 的融合

蛋白时，2 个非必需蛋白数量众多的结合位点可用

于酶的亲和固定化，而亲和固定化有利于保留酶的

活性。此外，T4 噬菌体衣壳的组装是一个精确的生

物过程[14]，这保证了均匀的颗粒大小和有序排列的

酶固定化位点。T4 噬菌体衣壳作为疫苗输送载体的

成功应用已经证明了外源蛋白在 T4 噬菌体衣壳体

上的稳定组装和良好的活性持久性[15-17]。 

本研究通过工程设计将 P-ω-TA 和 Soc 改造为

融合蛋白实现了 P-ω-TA 在 T4 噬菌体衣壳上的高数

量位点结合自组装固定化，并对固定化后 P-ω-TA

的 pH 及温度适应性、固定化酶回收能力、选择能

力与(1S,4S)-去甲基舍曲林的催化能力进行了测试。

本研究可提高 P-ω-TA 的使用效率，从而为舍曲林

的生产降低成本。 
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1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

α-甲基苄胺、(S)-α-甲基苄胺、PLP、三乙胺、

乙 腈 、 磷 酸 二 氢 钠 、 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 盐 酸 盐

（Tris-HCl）、NaCl、MgSO4、氯仿、Na2HPO4、DMSO，

AR，上海麦克林生化科技股份有限公司；丙酮酸钠、

乙酰氯，AR，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

苯 乙 酮 ， AR， 河 南 郑 州 阿 尔 法 化 学 有 限 公 司 ；

(1S,4S)-4-(3,4-二 氯 苯 基 )-1,2,3,4-四 氢 萘 -1-胺 盐 酸

盐，AR，湖北黄石永信医药科技有限公司；无水

Na2SO4、乙酸乙酯、二氯甲烷，AR，上海毕得医药

科技股份有限公司；DNase Ⅰ（AR）、二乙基氨乙

基（DEAE）离子交换柱，生工生物工程 （上海）

股份有限公司。 

10-amber 13-amber hoc-del soc-del T4 噬菌体

突变体、大肠杆菌 P301 菌株，美国华盛顿特区

美国天主教大学 VENIGALLA B. RAO 博士实验

室赠送。  

Centrifuge 5424R 高 速 冷 冻 离 心 机 ， 德 国

Eppendorf 股份公司；JN-02C 低温超高压连续流破

碎机，广州聚能纳米生物科技股份有限公司；AKTA

蛋白纯化系统，英国 GE Healthcare 公司；LC-20 型

高效液相色谱仪，日本 Shimadzu 公司；T100 基因

扩增仪，伯乐生命医学产品有限公司。 

1.2  酶的重组表达 
将优化后的原核表达蛋白编码序列（GenBank 

accession No. WP_063301853）插入 pET-28a(+)载体

的 T7 启动子下游，原核重组表达 P-ω-TA，重组质

粒表达的 P-ω-TA 序列 N-端进行 his-标签标记。为

了实现 Soc-P-ω-TA 的重组融合表达，将 soc 基因

（GenBank accession No. NP_049644.1）插入上述构

建的重组质粒 P-ω-TA 序列同一编码阅读框上游，

使 Soc 与 P-ω-TA 的 N-端融合。序列的准确性得到

了验证。DNA 合成、分子克隆和测序由安徽合肥通

用 生 物 有 限 公 司 完 成 。 P-ω-TA 在 大 肠 杆 菌

BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 菌 株 中 通 过 异 丙 基

-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷 诱 导 过 表 达 ， Soc-P-ω-TA 在

BL21(DE3) pLysS 菌株中表达通过异丙基-β-D-硫代

半乳糖苷诱导过表达，并通过 AKTA Prime Plus 系

统（GE Healthcare Life Sciences, Boston, MA, USA）

实现镍基质亲和层析纯化。纯化后的 P-ω-TA 保存

在 pH 为 8 的 20 mmol/L Tris-HCl、500 mmol/L NaCl

和体积分数为 10%的甘油中。 

1.3  (S)-α-甲基苄胺的脱氨反应 
反应液共计 40 mL，其中含有 10 mmol/L (S)-α-

甲基苄胺、10 mmol/L 丙酮酸钠、1 mmol/L PLP、

3 μmol/L 的酶、体积分数 10%的 DMSO 和 50 mmol/L

的磷酸钠（pH=8）。30 ℃下反应 1 h 后，加入 20 mL

乙酸乙酯淬灭反应，并以乙酸乙酯萃取 3 次（20 

mL×3），合并有机相，并用无水 Na2SO4 干燥，旋干

溶剂得到粗产品。收率为 88%。1HNMR (500 MHz, 

CDCl3), δ: 7.98~7.92 (m, 2H, ArH), 7.56 (t, J = 7.4 Hz, 
1H, ArH), 7.46 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 2.60 (s, 3H, 
—CH3)。 

酶活曲线反应体系同上，体积共计 1 mL。30 ℃

下反应 20 min 后，加入乙酸乙酯〔V(反应液)∶V(乙

酸乙酯)=1∶1〕提取反应混合物，取 100 μL 乙酸

乙酯相用乙腈稀释 3 倍，经高效液相色谱仪检测。

HPLC 外标法制作苯乙酮标准曲线，定量计算苯乙

酮 的 生 成 量 。 检 测 色 谱 条 件 ： Agilent ZORBAX 

Extend-C18 色谱柱（4.6 mm×150 mm×5 μm,），流

动相 V(乙腈)∶V(三乙胺水溶液，pH=10.3) =28∶

72，流速 0.8 mL/min，UV 检测器波长 245 nm，

pH=10.3，保留时间（Rt）=11.1 min。经乙腈稀释

后的样品过滤制样，进样体积为 10 μL，检测时间

为 20 min。 

1.4  Soc 蛋白缺失的 T4 衣壳的制备 
Soc 蛋白缺失的 T4 衣壳依据 TAO 等[18]报道方

法，使用 10-amber 13-amber hoc-del soc-del T4 噬菌

体突变体感染大肠杆菌 P301(sup-)细胞制备。将

被 T4 噬菌体突变体感染的 500 mL 大肠杆菌细胞

进行离心收集，在 40 mL pH 为 7.5 的 26 mmol/L 

Na2HPO4、68 mmol/L NaCl、22 mmol/L KH2PO4、

1 mmol/L MgSO4 溶液中裂解，溶液中包含质量浓度

10 mg/L DNase Ⅰ和 2 mL 氯仿。裂解液 37 ℃孵育

1 h，分别以 6000 r/min 离心 10 min 和 15000 r/min

离心 45 min 进行 2 次离心，最终沉淀中的 T4 衣壳

悬浮在 200 μL pH 为 7.5 的 10 mmol/L Tris-HCl、

50 mmol/L NaCl 和 5 mmol/L MgCl2 溶液中，DEAE

离子交换层析进一步纯化。制备的 Soc 蛋白缺失的

T4 衣壳采用十二烷基硫酸钠 -聚丙酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）定量分析。 

1.5  酶固定化 

将 Soc-P-ω-TA 融合酶与 Soc 蛋白缺失的 T4 衣

壳在 pH 为 7.5 的 10 mmol/L Tris-HCl、50 mmol/L 

NaCl 及 5 mmol/L 200 μL MgCl2 缓冲液中 16 ℃孵育

1 h。将衣壳颗粒在 15000 r/mim 下离心 70 min，并

用上述相同的缓冲液洗涤两次去除未结合的酶。酶

固定衣壳颗粒在小体积缓冲液中以离心机涡旋重

悬 ， 并 通 过 SDS-PAGE 进 行 定 量 分 析 。 通 过 在

SDS-PAGE 凝胶上量化融合酶（分子量 62150）对
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应的条带强度来计算固定酶在衣壳上的结合数，并

与 gp23（分子量 49000，每衣壳 930 拷贝）在同一

通道上的条带强度进行比较。将融合酶的条带强度

转换为融合酶结合数的计算依据 gp23 的分子量和

位点数进行。 

1.6  固定化酶适应性及比活力测试 
固定化 P-ω-TA 的适应性及比活力测试以天然

P-ω-TA 为参照，固定化及天然 P-ω-TA 的测试质量

为 39 μg，温度适应性测试选取 20、30、40、50、

60 ℃共 5 组温度，pH 为 8；pH 适应性测试选取 6、

7、8、9、10、11、12 共 7 组梯度，温度为 30 ℃，

测试及检测体系同(S)-α-甲基苄胺的脱氨反应测试。

将 30 ℃下 1 min 内将底物转化为 1 nmol 苯乙酮所

需酶量定义为 1 U。将每 mg 酶含有的酶活性单位数

定义为比活力 U/mg。相对比活力定义为某温度下测

得的比活力与一系列不同温度下测得的最高比活力

的比率。 

1.7  固定化 P-ω-TA 的回收 
脱 氨 反 应 结 束 后 ， 反 应 混 合 物 中 固 定 的

P-ω-TA 在 4 ℃下，15000 r/min 离心 70 min 回收。

用 pH 为 8 的 20 mmol/L Tris-HCl、500 mmol/L 

NaCl 1 mL 缓冲液对离心沉淀进行 2 次洗涤，去除

残留的反应组分。将沉淀中回收的酶重悬在上述

缓冲液中进行下一次脱氨反应。产物为苯乙酮的

固 定 化 P-ω-TA 的 回 收 测 试 体 系 及 测 试 方 法 同

(S)-α-甲基苄胺的脱氨反应。将酶回收后进行下一

次反应测得的酶活与上一次反应总酶活的比率定

义为酶活回收率。将酶回收后进行下一次反应测

得的酶活与上一次反应总酶活扣除噬菌体衣壳离

心回收造成的酶损失后的理论保持酶活的比率定

义为酶活保持率。  

1.8  (4 S)-四氢萘酮目标产物酶活回收 
目标产物为 (4S)-四氢萘酮的脱氨反应酶活回

收 测 试 中 (1S,4S)- 去 甲 基 舍 曲 林 底 物 浓 度 为

1 mmol/L，反应总体积为 7 mL，反应其他物质及

浓度与苯乙酮目标产物的酶活回收测试体系保持

一致。反应后体系回收方式同苯乙酮目标产物酶

活回收。离心上层反应液以乙酸乙酯萃取 3 次（7 mL× 

3），萃取有机相旋干后通过 1HNMR 确定 3 次反

应酶活回收比例，每组反应体系加入 0.5 μL 苯乙

酮作为内标物，计算每组反应生成产物的单一氢

特征峰面积与苯乙酮单一氢特征峰面积的比值，

将每组第 2 次及第 3 次反应产物与苯乙酮的比例

与第 1 次反应进行比较，换算出的百分比即为酶

活回收比例。  

1.9  ( S)-型异构体选择性验证 
以外消旋 α-甲基苄胺为底物进行转氨反应，

30 ℃下反应 1 h 后，以乙酸乙酯萃取 3 次（30 mL× 

3），合并有机相，无水 Na2SO4 干燥，旋干溶剂得残

留物；残留物用 30 mL 二氯甲烷溶解，依次加入乙

酰氯 229 μL（253 mg）、三乙胺 460 μL（335 mg），薄

层色谱法（TLC）跟踪〔V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)= 1∶

3 〕 反 应 ； 反 应 以 水 淬 灭 ， 二 氯 甲 烷 萃 取 3 次

（10 mL×3），无水 Na2SO4 干燥，旋干溶剂，柱层

析〔V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=1∶3〕纯化，得到 N-(1-

苯乙基)乙酰胺。用正己烷溶解纯化后的产品，通过

HPLC 检测，进样量为 10 μL，检测时间为 20 min。

对映体过量值为 94%。HPLC 检测条件：大赛璐

Chiracel AD-H（10 mm×250 mm×5 μm），V(正己烷)∶

V(异丙醇)=90∶10，1 mL/min，检测温度 30 ℃，检

测波长 210 nm，(R)-型 Rt=9.8 min，(S)-型 Rt=12.4 min。 

1.10  (4 S)-四氢萘酮制备活性验证 
以 1.93 μmol/L 固 定 P-ω-TA 和 1 mmol/L 

(1S,4S)-4-(3,4-二氯苯基)-1,2,3,4-四氢萘-1-胺盐酸盐

为底物进行 30 mL 的脱氨反应。在 30 ℃下反应 1 h，

反应结束后以乙酸乙酯萃取产物。粗产品经柱层析

〔V(石油醚)∶V(乙酸乙酯)=1∶3〕纯化，纯化后旋

蒸除溶剂得到产品。以正己烷溶解纯化后的产品，

通过 HPLC 检测，进样量为 10 μL，检测时间为 15 

min。HPLC 测定条件：大赛璐 Chiracel OJ-H（4.6 

mm×250 mm×5 μm），V(正己烷)∶V(异丙醇)=80∶

20，1 mL/min，245 nm，(4R)-型 Rt=7.93 min，(4S)-

型 Rt=8.65 min。以 CDCl3 溶解产品，经 1HNMR、
13CNMR、HRMS 验证产品结构。收率为 73.5%。
1HNMR (500 MHz, CDCl3), δ: 8.09 (dd, J = 7.8、1.5 

Hz, 1H, ArH), 7.44 (td, J = 7.5、1.6 Hz, 1H, ArH), 

7.39~7.32 (m, 2H, ArH), 7.21 (d, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 
6.97~6.91 (m, 2H, ArH), 4.26 (dd, J = 8.2、4.6 Hz, 1H, 

—CH), 2.73~2.56 (m, 2H, —CH2), 2.49~ 2.39 (m, 1H, 

—CH2), 2.24 (dtt, J = 13.4、9.3、4.5 Hz, 1H, —CH2); 
13CNMR (126 MHz, CDCl3), δ: 196.96, 144.63, 
143.85, 133.59, 132.52, 132.48, 130.69, 130.38, 
130.30, 129.05, 127.76, 127.28, 127.12, 44.29, 36.30, 
31.43。HRMS (ESI), m/Z: [M+H]+理论值 291.0343；

测试值 291.0341。对映体过量值＞99%。 

2  结果与讨论 

2.1  固定化 P-ω-TA 的回收及重复催化原理 

固定化 P-ω-TA 可回收生物催化原理示意图见

图 1。通过固定化 P-ω-TA 实现酶的回收及重复进行

生物催化的原理是：固定化 P-ω-TA 正常催化外消
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旋胺底物的对映选择性脱氨，并在生物催化反应完

成后，通过简单的离心步骤从反应混合物中回收该

固定化酶（图 1a、b）。离心回收的步骤并不复杂，

因为酶的固定化载体 T4 噬菌体衣壳是一种纳米颗

粒，与催化反应混合物中的其他组分在沉降速度上

有很大不同，易于通过差速离心分离 [19]。回收的

P-ω-TA 被重复应用于生物催化反应（图 1c），而离

心后的上清液中含有手性分离的产物酮，可以按照

需要在后续的合成步骤中加工处理（图 1d）。 
 

 
 

R 代表常见团能团 

图 1  固定化 P-ω-TA 可回收生物催化原理示意图：固定

化 P-ω-TA 催化脱氨反应（a）；离心回收固定化酶

（b）；循环利用固定化酶（c）；产品加工（d） 
Fig. 1 Schematic diagram of principle of recoverable 

biocatalysis by immobilized P-ω-TA: Immobilized 
P-ω-TA catalyzing deamination reaction (a); Centrifugal 
recovery of immobilized enzymes (b); Recycling of 
immobilized enzymes (c); Product processing (d)  

 

2.2  Soc-P-ω-TA 融合酶的制备 
Soc-P-ω-TA 融合酶的表达和活性见图 2。 

 

 

 
 

6xHis Tag 为组氨酸纯化标签；T7_transl_en_RBS 为核糖体结合

位点；lacO reg 为乳糖操纵子调节因子；T7 prom 为 T7 启动子；

Marker 为相对分子质量标准；将洗脱液中竞争性洗脱化合物咪

唑 0~400 mmol/L 定义为咪唑梯度 0~100%，下同 

图 2  Soc-P-ω-TA 融合酶的表达和活性：表达 Soc-P-ω-TA

融合酶的重组质粒谱图（a）；Soc-P-ω-TA 的镍基

质亲和层析紫外吸收曲线（b）；Soc-P-ω-TA 表达

和纯化的 SDS-PAGE 凝胶验证图（c） 
Fig. 2  Expression and activity of Soc-P-ω-TA fusion enzyme: 

Recombinant plasmid map expressing Soc-P-ω-TA 
fusion enzyme (a); UV absorption curve of Soc-P-ω-TA 
by nickel matrix affinity chromatography (b); 
SDS-PAGE gel validation image of Soc-P-ω-TA 
expression and purification (c) 

 

本研究中的酶固定化方法利用了 T4 噬菌体衣

壳上的 Soc 结合位点。Soc 的高结合位点数（每个

衣壳 870 结合位点）可以用于 P-ω-TA 的高密度固

定化。通过 DNA 重组技术，将 Soc 与 P-ω-TA 的融

合基因构建到 pET-28a(+)载体上，用于 N-末端带有

His 标签的 Soc-P-ω-TA 融合酶的重组表达（图 2a）。

之所以将 Soc 融合到 P-ω-TA 的 N 端，是因为 C 端

融合破坏了 P-ω-TA 酶的结构，使其变得不可溶。

通过镍亲和层析技术制备了 Soc-P-ω-TA 融合酶，根

据 SDS-PAGE 分析判断其纯度约为 95%（图 2b、c）。

融合酶上的 Soc 可以通过 Soc 结合位点自组装到 Soc

蛋白缺失的 T4 衣壳上[20]。 

2.3  Soc- P-ω-TA 融合酶的活性 

为了确定 Soc-P-ω-TA 融合酶是否保留了完整

的活性，使用脱氨反应定量测试了酶活，将(S)-α-

甲基苄胺转化为苯乙酮，反应式如下： 
 

 
 

通过 1HNMR 和 HPLC 分析反应产物，确认了

苯乙酮的生成（图 3a~b），并建立了反应产物苯乙

酮与紫外吸收峰面积之间关系的标准曲线，用于
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定量分析（图 3c）。  
 

 
 

图 3  脱氨产物苯乙酮分析结果：脱氨产物苯乙酮的
1HNMR 谱图（a）；脱氨产物苯乙酮保留时间 HPLC

谱图（b）；苯乙酮浓度与紫外吸收峰面积标准曲

线（c）； P-ω-TA 及 Soc-P-ω-TA 脱氨活性的定量

曲线（d） 
Fig. 3  Analysis results of deamination product acetophenone: 

Analysis of 1HNMR spectrum (a); HPLC profile of 
deamination product acetophenone retention time (b); 
Standard curve of acetophenone concentration and 
UV absorption peak area(c); Quantitative curves of 
deamination activity of P-ω-TA and Soc-P-ω-TA (d) 

确定 了不 同 浓度下 Soc-P-ω-TA 融合酶 转化

(S)-α-甲基苄胺为苯乙酮的转化率，并与天然酶进行

了比较（图 3d）。结果显示，天然酶和融合酶之间

没有较大差异，表明 Soc-P-ω-TA 融合酶保留了完整

的酶活。 
2.4  P-ω-TA 在 T4 衣壳上的固定化 

Soc-P-ω-TA 融合酶在溶液中与 Soc 蛋白缺失

的 T4 衣壳结合的固定化反应是自发发生的。这个

自组装过程基于融合酶的 Soc 结构域与 T4 衣壳上

Soc 结合位点之间的亲和结合。通过测定 Soc 结合

位 点 与 Soc-P-ω-TA 融 合 酶 的 不 同 物 质 的 量 比

〔n(T4 衣壳)∶n(Soc-P-ω-TA)=1∶1~1∶80〕下融

合酶的固定化效率，建立了一个结合曲线，结果见

图 4。图 4 显示，T4 噬菌体衣壳上最多能固定的

Soc-P-ω-TA 融合酶为 668.5 结合位点，解离常数为

1.155 μmol/L，表明 Soc-P-ω-TA 融合酶可在 T4 噬

菌体衣壳上实现高密度的固定化。 

 

 
 

图 4  P-ω-TA 的固定化结合比例及结合位点数量确定：

SDS-PAGE 凝胶图像显示 T4 噬菌体衣壳上结合位

点与不同比例的结合酶（a）；量化结合非线性回归

曲线（b） 
Fig. 4  Immobilized binding ratio of P-ω-TA and determination 

of the number of binding sites: SDS-PAGE gel 
images showing the binding sites and different 
proportions of binding enzymes on bacteriophage T4 
capsid (a); Quantized combined nonlinear regression 
curve (b) 
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根据结合曲线可知，结合位点与融合酶的物质

的量比为 1∶40 时足以实现高效的酶固定化。 
2.5  固定化 P-ω-TA 适应性及比活力测试 

固定化 P-ω-TA 适应性及动力学测试结果见图 5。 

 

 
 

图 5  固定化 P-ω-TA 适应性及动力学测试：温度适应性

测试（a）；pH 适应性测试（b） 

Fig. 5  Stability and kinetic tests of immobilized P-ω-TA: 
Temperature adaptability test (a); pH adaptability 
test (b) 

 

由图 5 可知，经固定化 P-ω-TA 的适应性总体

有所提高，且相应 pH 及温度条件下固定化酶的比

活力及相对比活力总体略高于天然 P-ω-TA。 

2.6  固定化 P-ω-TA 的回收和再利用 

在将(S)-α-甲基苄胺转化为苯乙酮后，通过差

速离心将固定化的 P-ω-TA 从反应混合物中分离，

并重新悬浮以进行下一次的生物催化。整个回收

和再利用步骤重复了 5 次，并对每次的酶活性进

行了测定，结果见图 6。  
 

 

 
 

Area 代表洗脱峰面积，即峰高与保留时间的积分值，Area%代

表同一次洗脱中 2 个手性对映体的洗脱峰面积占总洗脱峰面积

的百分数 

图 6  固定化 P-ω-TA 表征：苯乙酮为产物酶活回收测试

（a）；苯乙酮为产物酶活保持率测试（b）；(4S)-

四氢萘酮为产物酶活回收测试（c）；固定化 P-ω-TA

的(S)-型选择性验证（d） 
Fig. 6  Immobilization P-ω-TA characterizations: Enzymatic 

recovery test for acetophenone as product (a); 
Acetophenone as product enzyme activity retention 
rate test (b); Enzymatic recovery test for 
(4S)-tetralone as product (c); Validation of (S)-type 
selectivity for immobilized P-ω-TA (d) 

 
由图 6 可知，在催化应用中，每次酶活回收
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率均>91%，经 5 次催化后，最终酶活回收率>65%

（图 6a）。扣除每次离心回收 T4 噬菌体衣壳损失

造 成 的 酶 量 损 失 5% （ 以 每 次 回 收 的 衣 壳 在

SDS-PAGE 上分析测得），经 5 次催化，最终酶活

保持率约为 84%（图 6b）。且以(4S)-四氢萘酮为

目标产物的酶活回收测试中，经 3 次反应后，酶

活回收率约为 85%（图 6c）。这表明通过 P-ω-TA

的固定化成功建立了酶的回收和再利用步骤。  

建立的离心回收固定化酶方式由于离心过程中

T4 噬菌体衣壳的损失对于酶活回收造成了一定的

影响，如能对 T4 噬菌体衣壳的回收方式进行优化，

如将 T4 噬菌体衣壳结合与磁珠载体回收方式相结

合等，则可能进一步降低固定化酶损失。 
2.7  固定化 P-ω-TA 的(S)-型选择性验证 

为了验证固定化 P-ω-TA 的(S)-型选择性，使用

外消旋 α-甲基苄胺作为胺供体。该酶的(S)-型选择性

会将(S)-α-甲基苄胺转化为苯乙酮，而(R)-α-甲基苄

胺则不参加反应。为了确认该酶的生物催化活性只

针对(S)-型胺，将催化反应后剩余的胺通过乙酰氯处

理生成 N-(1-苯乙基)乙酰胺，并使用 HPLC 分析反

应产物。反应式如下： 

 

 
 

(R)-N-(1-苯乙基 )乙酰胺和 (S)-N-(1-苯乙基 )乙

酰胺的保留时间分别约为 10 和 12 min。通过固定化

P-ω-TA 的生物催化作用，(S)-N-(1-苯乙基)乙酰胺的

HPLC 峰值显著降低，(R)-N-(1-苯乙基)乙酰胺的对

映体过量值为 94%，即保留了(S)-型转氨酶的立体

选择性。该立体选择性与未固定化的 P-ω-TA 一致

（图 6d）。 

2.8  固定化 P-ω-TA 催化制备(4S)-四氢萘酮能力验证 
1HNMR、13CNMR、HRMS 反应产物分析证实

了(4S)-四氢萘酮的产生。通过高效液相检测产物的

对映体过量值>99%，证实了固定化 P-ω-TA 对(4S)-

四氢萘酮的合成能力的保留。 

3  结论 

本研究证明了 T4 噬菌体衣壳可以作为良好的

酶固定化载体。作为生物纳米颗粒，T4 噬菌体衣壳

具有均匀的粒径和有序的表面酶固定化位点。每个

衣壳表面的 870 Soc 结合位点有利于酶的高密度固

定，而 Hoc 结合位点则提供了额外的灵活性。通过

自组装亲和结合实现酶的固定化，过程温和且方便，

有利于保持酶活。利用 T4 噬菌体衣壳固定化的

P-ω-TA 是一种在重要抗抑郁药舍曲林的合成中具

有重要价值的酶。通过将 P-ω-TA 改造成 Soc 的融

合酶，使 P-ω-TA 成功地通过自组装固定化在 T4 噬

菌体衣壳上，且拷贝数较高。固定化的 P-ω-TA 保

持了完整的活性及适应性，并显示出可回收和再利

用的能力。固定化的 P-ω-TA 具有(S)-型选择性。应

用 T4 噬菌体衣壳固定化的 P-ω-TA 可以降低对(4S)-

四氢萘酮进行手性拆分的生物催化成本，有助于建

立更环保的舍曲林合成路线。本研究也为以 T4 噬菌

体衣壳作为酶固定化载体，在合成药物活性成分方

面进行酶的生物催化提供了良好范例。 
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