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在化学合成药物中，有许多在化学结构上属于邻羟基胺

类化合物（!.FGHG.FG$*G$ ），如治疗心血管病药物".受体

阻滞剂类，多巴、儿茶酚胺类神经系统药物，抗哮喘的氨哮素

以及一些抗爱滋病药物。羟基连接的手性碳原子构型决定

着化合物的生物学功能，通常 B 型对映体有效，而 I 型对映

体往往低效、无效，甚至有毒副作用［!］。因此探索邻羟基胺类

化合物的手性化方法对于发展该类手性药物具有重要意义。

手性邻羟基胺的化学不对称合成比较困难，因此发展了

化学合成和酶法相结合的方法［$ J /］，其中包括利用脂肪酶拆

分［2］和 利 用 醇 脱 氢 酶 催 化 氧 化 还 原 反 应 进 行 不 对 称 合

成［" J !%］，但催化低级脂肪族邻羟基胺的氧化还原反应，还未

见有催化芳香族邻羟基胺类化合物氧化还原反应的报道。

我们获得了具有高度不同手性选择性的芳香族邻羟基胺醇

脱氢酶的产生菌株，并对其中的蛛菌属（3*+0"$#+ &4 )）K!20 的

产酶条件进行了研究［!!］，本文将介绍该菌用于氨基苯乙酮

的还原制备 B.苯乙醇胺的反应条件研究。

# 材料和方法

#$# 材料

!D!D! 菌种：本实验室筛选得到的蛛菌（3*+0"$#+ &4 )）K!20。

!D!D$ 试剂：$.氨基.!.苯基乙醇（苯乙醇胺）6(,L7 产品，氨基

苯乙酮（苯乙胺酮）及 B.苯乙醇胺，*EM，*EMG，为 I;N:7 产

品。*EMK 和 *EMKG 为 O P 产品。胰蛋白胨，酵母粉为 H8.
’;Q 公司产品，".羟丙基环糊精为 EA?’< 产品。其他为市售分

析纯试剂。

#%& 仪器设备

紫外可见光光度计为 IR;:7QS, 公司 T&.$$%! 型，毛细管

电泳仪为 O9FUVE* 公司 KWEF9 I-<X5: VMC 型。

#%’ 实验方法

#%’%# 斜面培养基（!Y）：*7F( !% N，酵母粉 / N，胰蛋白胨 !%
N，苯乙醇胺 !D% N，琼脂 $% N 调 ZG 至 "D%，%D! K7 灭菌 0% :;=，

制成斜面，备用。

#%’%& 发酵培养基（!Y）：上述斜面培养基成分中去除琼脂，

$/% :Y 三角瓶中加入 3% :Y 培养基，%D! K7 灭菌 0% :;=，备

用。

#%’%’ 培养及菌体收获：摇瓶培养基接种后，于 0% [，$#% ?W
:;=摇床培养 #% R。之后 3%%% ?W:;= 离心 !% :;=，弃上清，所

得菌体用适量 ZG"D%，%D%$ :’(WY 磷酸缓冲液洗 $ 次，离心得

菌体，于低温保存。

#%’%( 还原转化反应：适量的菌体悬浮于 !%D% :Y 含 %D!\
（5W6）氨基苯乙酮的 %D%$ :’(WY 磷酸缓冲液（ZG"D%）中，反

应体系中还含有适量葡萄糖，充分混合，密封隔氧，0% [，$#%
?W:;= 摇床反应一定时间，然后 !%%%% ?W:;= 离心 !% :;=，取

%D! :Y 上清加入 %D1 :Y 超纯水，经 %D$$#: 的滤膜过滤，用

于毛细管电泳分析。其余上清液减压浓缩，干燥，溶解在乙

醇中，上硅胶柱进行色谱分离，分别收集产物和未反应的底

物，浓缩后结晶，干燥，得产物。

#%’%) 手性毛细管电泳分析［!$］：0% A: 石英毛细管。电泳缓

冲液为 %D! :’(WY 磷酸，用三乙醇胺调 ZG 值至 0D%，每毫升中

加入 #/ ::’(".羟丙基环糊精，分离电压为 !2 L&。每次使用

前用无水甲醇或乙醇冲洗毛细管 / :;=，每次上样前分别用

%D! :’(WY *7HG，超纯水，依次冲洗 ! :;=，再用电泳缓冲液冲

洗 %D/ :;=，2D13 LK7 下进样 $ <，然后加电压进行分离。计算

产物 B.苯乙醇胺的对映体过量（55）值。

& 结果和讨论

&$# 蛛菌 *#+’ 转化氨基苯乙酮的反应产物

依照标准还原反应条件进行反应，对反应产物进行手性

毛细管电泳分析。用 B.苯乙醇胺为标准物，利用内标法确



定 ! 和 " 光学异构体的峰位置。如图 # 结果所示，蛛菌 $#%&
菌体细胞催化氨基苯乙酮还原反应，产生 !’苯乙醇胺，催化

该反应的酶为苯乙醇胺醇脱氢酶。

图 # 菌体细胞催化氨基苯乙酮还原反应产物的毛细管电泳结果

()*+# ,-)./0 1/2)00/.3 40415.62-6.47)7 68 2.69:15 68 .49:15)6; 68

/<);6/14562-4;6;4 =3 5-4 14007 68 !"#$%&’# () + $#%& 75./);

!"! 底物浓度对还原反应的影响

取 >?>@ * 菌体在 #?> <A 还原反应体系中转化不同浓度

的底物，转化 % - 后用手性毛细管电泳检测。由如图 B 结果

可以看出，对于一定量的菌体，还原反应体系中的底物浓度

越高，在相同反应时间内相对转化率也越低；在底物浓度为

>?CD（*E+）左右时产物积累量最大，但转化率只有 &>D左

右；随底物浓度增加对菌体的还原转化能力的抑制作用加

大。底物浓度高于 #?%D（*E+）时，菌体催化还原转化反应

的能力完全被抑制。由于底物在化学结构上含有一活泼的

羰基，有较强的化学修饰作用，对细胞和酶均有毒性，易产生

抑制作用。

图 B 底物浓度对菌体还原转化的影响

()*+B F88415 68 7:=75./54 16;14;5./5)6; 6; 16;G4.7)6; =3 5-4 14007

!"# 产物对还原转化反应的影响

在反应体系中加入不同浓度的产物苯乙醇胺，转化 % -
后用手性毛细管电泳检测，结果见图 &。在反应体系中产物

浓度的增加引起转化率的降低，说明产物对反应有抑制作

用。如果在反应体系中加入 #?%D（*E+）的 B’苯乙醇胺，还

原反应同样被抑制。这有两种可能，一是反应产物苯乙醇胺

对催化还原反应的醇脱氢酶有强烈的抑制作用；或者能够抑

制细胞内与辅酶再生有关的酶，导致还原性辅酶供给不足，

使还原反应无法正常进行，确切原因需进一步研究。

!"$ 菌体量对还原转化的影响

在含有 >?#D的氨基苯乙酮的反应体系中，使用不同量

菌体进行还原转化，% - 后用毛细管电泳检测，图 C 结果表明

使用 >?>@ * 菌体，进行还原转化 % -，其转化率可达到 H@D，

更多的菌体并不能提高转化率。菌体过量，转化率反而有所

图 & 产物对还原反应的抑制作用

()*+& I;-)=)5)6; 68 5-4 2.69:15 86. .49:15)6;

降低。说明菌体细胞存在少量能够降解还原产物的能力。

图 C 菌体量对还原转化的影响

()*+C F88415 68 /<6:;5 68 5-4 14007 6; .49:15)6;

!"% 反应系统 &’ 对菌体还原转化的影响

使用不同 2J 的 >?>@ <60EA 磷酸缓冲液制备还原反应系

统，其余条件不变，测定还原转化结果。图 @ 所示表明使用

菌体进行还原转化反应的适宜的 2J 范围为 % K L，最适为

H?@。由于还原反应是在菌体细胞内进行，外界的 2J 在一定

范围内变化对细胞内的影响较小。因此，还原反应的最适

2J 范围较宽。

图 @ 反应系统 2J 对还原转化的影响

()*+@ F88415 68 2J 68 .4/15)6; 73754< 6; 16;G4.7)6; =3 5-4 14007

!"( 不同能源化合物对菌体还原转化的影响

菌体细胞中的醇脱氢酶催化氨基苯乙酮还原时要不断

消耗作为电子供体的还原型辅酶，静休细胞为保持正常生理

氧化还原状态，会不断进行辅酶再生，但辅酶再生需要能量。

为此，在反应体系中加入不同的能量化合物，保持终浓度为

@D（*E+）不变，转化 % - 后，测定转化结果如表 #。

从该表中可以看到，不提供能量化合物，反应转化率只

有 &HD，醇类化合物不仅不能提高反应转化率，有一定程度

的抑制作用。糖类和柠檬酸盐可作为辅酶再生的能源使用，

对菌体的还原转化有利。由此可以认为反应所需的辅酶还

原力主要由糖酵解过程提供。

M%C 生 物 工 程 学 报 #H 卷



表 ! 不同的能源化合物对菌体还原转化的影响

"#$%& ! ’((&)* +( ,-((&.&/* )+01+2/,3 +/ )+/4&.3-+/

-/ *5& .&#)*-+/ 363*&0 $6 *5& )&%%3

!"#$%&’ ()$*%&’ +*),$-
+%./#0

$/*,)*’
1*-)2%" 3&%4,%4)2%" 5%2’

6%27’,&/%289 :: ;< => :? <@ A= AB

在反应系统中分别加入不同浓度的葡萄糖，进行转化，

并测定转化结果如图 :。

图 : 葡萄糖浓度对菌体还原转化的影响

C/DE: 1FF’$* %F $%2$’2*,)*/%2 %F D"#$%&’ %2 $%27’,&/%2 GH *-’ $’""&

结果表明反应系统中加入 <I?9的葡萄糖能将还原转

化率提高到 :=9左右，进一步增加葡萄糖量并不能提高转

化率。说明在确定的反应条件下，辅酶再生不是还原转化反

应的限制步骤，而是由醇脱氢酶和细胞特性所决定。

789 温度对菌体还原转化的影响

在不同温度下进行还原转化反应，转化 : - 测定结果如

图 B。菌体的还原转化反应的最适温度为 A? J A= K，当温度

超过 AB K时转化率急剧下降。表明该酶耐热性较低。

图 B 温度对还原转化反应的影响

C/DEB 1FF’$* %F *’04’,)*#,’ %2 $%27’,&/%2 GH *-’ $’""&

78: 氧气对菌体还原转化的影响

在通气的有氧反应体系中，定量检测未发现有产物产生

和积累，: - 后底物完全消耗光。说明氧化条件下，还原反应

被抑制，底物直接被氧化、降解。因此，利用该菌进行还原转

化反应时保持反应系统的还原性条件是必需的，应当尽可能

地隔绝氧气。

78; 细胞还原转化的时间进程

在以上实验确定的还原转化体系中，进行苯乙胺酮的还

原转化，每隔一定时间取样，用手性毛细管电泳进行分析，结

果见图 @。

从图中可以看到，利用蛛菌 L>:A 菌体进行的还原转化

图 @ 完整细胞催化还原反应的过程

C/DE@ 6%#,&’ %F ,’.#$*/%2 %F )0/2%)$’*%24-’2%2’ GH /2*)$* $’""&

反应在 : - 左右基本完成，转化率为 :=9，产物的 ’’ 值始终

保持 >??9。说明该菌产生的苯乙醇胺醇脱氢酶的立体选

择性很高；随着时间的推移，产物被缓慢降解，但产物的 ’’
值不变。细胞中存在能够降解产物的其他酶，这点还有待进

一步研究。

蛛菌 L>:A 菌体细胞对氨基苯乙酮进行还原转化的结果

表明，该菌所产的苯乙醇胺醇脱氢酶在能够催化氨基苯乙酮

还原产生苯乙醇胺，具有高度立体选择性，且不受外界条件

的影响，产物为 M 型，’’ 值为 >??9。但产物苯乙醇胺和底

物苯乙胺酮对催化的还原反应有抑制作用，因此反应浓度较

低。完整细胞催化的还原转化反应需要在无氧条件下，提供

葡萄糖，通过糖酵解代谢途径提供能量进行辅酶再生，保证

底物还原转化反应的正常进行。
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