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由水解酶催化的酯的对映体选择性水解和醇解反应，已

在外消旋物质的拆分中得到广泛应用［!］。近年来的一些研

究表明，某些水解酶还可催化一些非天然酰基受体的转化，

如过氧化氢、烷基胺、联胺和氨等。这些非天然酰基受体的

转化反应在多肽的合成及手性化合物的拆分中显示出巨大

的应用前景。其中，以氨为酰基受体的酶促氨解反应，是继

酶促对映体选择性水解、酯化及转酯反应之后的另一制备光

学纯化合物的新反应［#］。目前国际上对这一新反应的研究

尚属起步，国内未见有对该反应研究的报道。

（E，F）0苯甘氨酸是半合成!0内酰胺类抗生素的重要中

间体，由它拆分得到的 E0苯甘氨酸是氨苄青霉素、头孢氨苄

和头孢拉定等药物的重要侧链。本文探讨了利用脂肪酶催

化对映体选择性氨解反应拆分外消旋苯甘氨酸甲酯的可能

性（图 !）；首次系统研究了各因素对脂肪酶催化外消旋苯甘

氨酸甲酯对映体选择性氨解反应的影响。

图 ! 脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯的对映体选择性氨解反应
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! 材料和方法

!"! 材料

脂肪酶 *’K’J;93%2（12$?M9H <’(:>，来源于 !+$3#3+ +$/+*0

0/#0+，固定化于大孔阴离子交换树脂），*’K’ 公司赠送；苯甘

氨酸甲酯、氨基甲酸铵及 !，%0二甲氧基苯，购自 N:H9, 公司。

其他试剂均为市售分析纯。

!"# 方法

!"#"! 有机溶剂脱水：将 3$A9 分子筛于 !"$O干燥箱内活

化 # /，置干燥器中冷却后，加入有机溶剂中，室温振荡 3" /，

滤去分子筛，得脱水有机溶剂。

!"#"# 反应初速度 4$ 的测量：按时取样，作液相色谱分析。

反应初速度定义为每毫克酶每小时底物减少的摩尔浓度。

!"#"$ 脂肪酶催化氨解反应：在 2$9F 带塞三角瓶中分别装

入 #$C#9H 外消旋苯甘氨酸甲酯、一定量的氨基甲酸铵、2"F
!，%0二甲氧基苯（内标）及 !$9F 脱水叔丁醇，然后加酶 !$$9H
开始反应，在 %$O，!2$-M9:A 振荡，定时取样 #$"F 供液相色

谱分析用。根据苯甘氨酸甲酯两对映体的减少来计算反应

的转化率（ 0P）及对映体选择性（5）。

转化率 0P Q［! R（6 S .）M（6$ S .$）］) !$$
对映体选择性比率 5 Q 7 :A:=:,(，T M7 :A:=:,(，N

其中：6$，.$ 分别为酶促反应前两对映体的浓度（99’(MF）；

D，U 表示为反应后残余两对映体的浓度（99’(MF）。

对照实验：在其它条件相同的情况下，不加酶作对照实

验，反应 #3/，底物转化率为 $P。

!"#"% 反 应 初 始 水 活 度 的 控 制：将 冻 干 的 脂 肪 酶 *’0
K’J;93%2 与底物、脱水有机溶剂分别置于密闭器中，与不同

盐的饱和水溶液气相平衡 7#/，使酶及反应介质的水活度与

盐溶液的水活度相同［%］。

!"#"& 液相色谱分析：液相色谱仪：泵，V,=5-< 6$$；检测器，

V,=5-< 116 WDE；检测波长，#23A9；手性柱，XE（E,:.5( Y/59:.,(
ZA>?<=-:5<，F4E）；流动相为正己烷 [ 异丙醇 [ 二甲胺 Q 1$ [ !$ [
$C!（7M7M7）；流速：$C"9FM9:A；两对映体的保留时间分别为：

!%C29:A 和 !2C#9:A；分离因子：#Q !C2。

# 结果与讨论

#"! 反应介质对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯对映体选择性氨



解反应的影响

作为反应介质，有机溶剂的性质对酶的催化活性及对映

体选择性均有着显著影响［!］。在本研究中，由于苯甘氨酸甲

酯在大多数有机溶剂中溶解性很差，为研究不同有机溶剂对

脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯盐酸盐两对映体氨解反应的影响，

先用 "#$ 叔丁醇完全溶解底物后，再分别加入 "#$ 其它不

同的有机溶剂（分别为 %，&’二氯乙烷、叔丁醇、苯、!’#()*+,’&’
-(.)/.0.（1234）、环己烷和正庚烷），试图以此研究不同有机

溶剂对氨解反应的相对影响。研究发现，加入的有机溶剂不

同，酶催化两对映体氨解反应的速度及对映体选择性也不

同。以 %，&’二氯乙烷为反应介质，酶催化氨解反应表现出较

高的对映体选择性，但氨解反应速度较低；完全以叔丁醇为

反应介质，不仅氨解反应速度较快，且酶的对映体选择性也

较高（表 %）。

表 ! 有机溶剂对脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯

对映体选择性氨解反应的影响
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在本反应体系中，溶剂对脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲

酯的对映体选择性氨解反应的影响是多方面的。一方面，溶

剂可通过直接影响酶分子的构象来影响其催化性能；另一方

面，还可通过影响底物和产物在酶分子表面水层的分布来影

响整个酶反应；不同溶剂还可以通过影响底物的溶剂化能等

来影响两对映体的氨解反应；再者，酰基受体在不同溶剂里

的溶解度也有差异，从而也会导致氨解反应速度的改变。

9:9 反应初始水活度对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯对映体选

择性氨解反应的影响

酶蛋白的水化作用是稳定酶催化活性构象的必要条件。

对本研究体系，水的存在将导致竞争性水解反应的进行，故

在本研究中控制适量的水就显得特别重要。在研究的水活

度范围内，当水活度低于 ?OF" 时，随着水活度的增加，脂肪

酶催化苯甘氨酸甲酯氨解反应速率增大，当水活度超过 ?OF"
后，氨解反应速度随水活度的增加而下降，这是因为随着水

活度的增加，酶分子逐步被活化，但水活度过高，该酶分子表

面形成水簇，影响了传质从而导致氨解反应速度的降低；在

研究的水活度范围内，酶促氨解反应对映体选择性随水活度

的增加而降低（图 &）。兼顾酶反应活性和对映体选择性，

?OF" 为最佳水活度。

图 & 初始水活度对脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯

对映体氨解反应的影响
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在本研究的范围内，水解反应非常微弱，反应 A? *，转化

率低于 "T。

9:; 温度对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯对映体选择性氨解反

应的影响

在本反应体系中，温度对酶的催化活性及对映体选择性

均有显著影响。当温度低于 A"N时，酶催化外消旋苯甘氨

酸甲酯的氨解反应速度随着温度的升高而增大，但当温度超

过 !?N后，氨解反应速度随温度的升高骤然下降，由于所用

的酶具有很好的热稳定性（经检测反应后酶残留活性所证），

故推测这是由于过高的温度使溶解在溶剂里的氨的浓度降

低所致；在研究的温度范围内，对映体选择性随着温度的升

高而降低（图 A）。

图 A 温度对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯

对映体选择性氨解反应的影响
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9:< 添加剂对脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯对映体选择

性氨解反应的影响

在本研究体系中，探讨了不同添加量的冠醚对脂肪酶催

化外消旋苯甘氨酸甲酯对映体选择性氨解反应的影响（冠醚

添 加 量 分 别 为 ?#8=#$，?O?"#8=#$，?OA#8=#$，?O"#8=#$，

?OF#8=#$，%#8=#$ 和 %O"#8=#$），结果发现，在所研究的范围

内，酶促氨解反应速度随着冠醚添加量的增加而增大，但酶

A!&& 期 杜 伟等：有机介质中脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯的对映体选择性氨解反应



反应对映体选择性却随着冠醚添加量的增加而降低。故在

本反应体系中，不宜添加冠醚。

在有机介质中添加一定量的 !，!"二甲基甲酰胺（#$%）

对酶反应活性和对映体选择性均有显著的影响［&］。不同添

加量的 !，!"二甲基甲酰胺对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯对映

体选择性氨解反应的影响如表 ’ 所示。当 !，!"二甲基甲酰

胺添加量小于 (!) 时，酶促氨解反应速度及对映体选择性均

随着 !，!"二甲基甲酰胺的增加而增大；当 !，!"二甲基甲酰

胺的添加量超过 (!) 时，氨解反应速度增加，但对映体选择

性却略有降低。添加剂 !，!"二甲基甲酰胺对脂肪酶催化苯

甘氨酸甲酯对映体选择性氨解反应的影响是多方面的：一方

面添加剂可能直接影响酶分子的构象从而影响其催化功能；

另一方面，它还可能通过改变底物和产物在酶分子表面水层

的分布来影响整个酶反应；再者，添加剂还可通过影响底物

溶剂化能等方式影响对映体选择性。

表 ! "，"#二甲基甲酰胺对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯

对映体选择性氨解反应的影响

$%&’( ! )**(+, -* "，"#./0(,12’ *-30%0/.( -4 ’/5%6(#+%,%’27(.
(4%4,/-6(’(+,/8( %00-4-’26/6 -* 51(42’9’2+/4( 0(,12’ (6,(3

*+,-./ ,0 !，!"12+3/456 0,7+8+2139!) !9（++,6·): ;·+<: ;·4: ;）"

= =>=?( ’=

? =>=&’ ’’

@ =>=&& ’?

( =>=@; ’A

;= =>=@A ’&

;’ =>=@B ’?

;? =>=A= ’’

C38D/2,. D,.12/2,.E：;=++,6·): ; F43.56<65D2.3 +3/456 3E/37，;=+) 13"
45178/31 /37/"G-/8.,6，&!) ;，H"12,I5G3.J3.3，;=+<9+) 62F8E3 !,K,J5+?H&，

E48L3. 8/ ;&=79+2.；H=M

不少文献报道，添加一些表面活性剂可影响酶反应活性

和对 映 体 选 择 性。 作 者 研 究 了 表 面 活 性 剂 NO33.(=，

NO33.’=，PF8.(= 和 PF8.(& 对脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯对映

体选择性氨解反应的影响，结果发现，除 PF8.(= 能提高该反

应的对映体选择性外，NO33.(=、NO33.’= 和 PF8.(& 虽可提高

酶促氨解反应速度，但使反应的对映体选择性均略有降低。

作者进一步考察了不同添加量的 PF8.(= 对脂肪酶催化外消

旋苯甘氨酸甲酯对映体 选 择 性 氨 解 反 应 的 影 响，发 现 当

PF8.(= 的添加量小于 =Q’A’+<9+) 时，氨解反应对映体选择

性随着 PF8.(= 添加量的增加而提高；当 PF8.(= 的添加量超

过 =Q’A’+<9+) 时，对映体选择性均略有降低（表 H）。在所研

究的范围内，PF8.(= 对酶促氨解反应速度影响不大。

!:; 脂肪酶 "-8-720<=; 催化外消旋苯甘氨酸甲酯的氨解

反应与对应的水解和醇解反应比较

对比研究了酶促氨解、水解和醇解反应，发现脂肪酶

!,K,J5+?H& 催化外消旋苯甘氨酸甲酯水解反应和醇解反应

（分别以乙醇、;"丙醇和 ;"丁醇为酰基受体）不仅反应速度很

慢，且均未表现出对映体选择性（表 ?）。可见，酶促氨解反

应比其它相应的水解、醇解反应表现出更高的酶反应活性和

对映体选择性。

表 = >5%4?@ 对脂肪酶催化苯甘氨酸甲脂

对映体选择性氨解反应的影响

$%&’( = )**(+, -* >5%4?@ -4 ’/5%6(#+%,%’27(. (4%4,/-6(’(+,/8(
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*+,-./ ,0 PF8.(=9（+<9+)） !9（++,6·): ;·+<: ;·4: ;） "

= =>=?( ’=

=>=@( = >=?A ’’

=>;H@ = >=?A ’&

=>’A’ = >=?@ ’B

=>?( = >=?& ’A

;>H@ = >=?@ ’&
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K,J5+?H&，E48L3. 8/ ;&=79+2.；H=M

表 < 脂肪酶催化苯甘氨酸甲酯氨解、水解

和醇解反应比较

$%&’( < A-05%3/6-4 -* ’/5%6(#+%,%’27(. %00-4-’26/6，%’+-1-’26/6
%4. 12.3-’26/6 -* 51(42’9’2+/4( 0(,12’ (6,(3

*++,.,65E2E 4517,65E2E *6D,4,65E2E
R/48.,6 ;"F7,F8.,6 ;"G-/8.,6

!= 9（++,6·): ;·+<: ;·4: ;）=>=?( =>==’& =>=;H =>==B =>==?

" ’= = = = =

C38D/2,. D,.12/2,.E：N43 E8+3 8E N8G63 H 3ID3F/ 0,7 1200373./ 8D56 8DD3F/,7

= 结 论

有机溶剂，反应初始水活度、温度及添加剂对脂肪酶

!,K,J5+?H& 催化外消旋苯甘氨酸甲酯对映体选择性氨解反

应有着显著影响：最适的反应介质为叔丁醇；兼顾酶反应活

性和对映体选择性，最适的反应初始水活度和温度分别为

=QA& 和 H&M；添加一些添加剂对酶反应活性和对映体均有

着一定影响；酶促苯甘氨酸甲酯的氨解反应比对应的水解和

醇解反应表现出更高的活性和对映体选择性。
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庆祝中国微生物学会成立 FH 周年暨学术年会通知

中国微生物学会自 56F8 年成立已走过 FH 年。在这 FH 年里，中国微生物学会为推动我国微生物学科的

发展作出了巨大贡献。值此纪念 FH 周年之际，为回顾和继承老一辈微生物学界科学家的业绩，促进微生物

学研究的进一步发展，经中国微生物学会第八届理事会第二次常务理事会议讨论决定，将在今年召开庆祝

中国微生物学会成立 FH 周年暨学术年会。会议主题：回顾中国微生物学会发展 FH 年，展望 85 世纪微生物

学科的前沿与发展趋势。此会无疑是中国微生物学界的一次重大盛会，将对推动我国微生物学科的发展产

生影响。会议拟于 8HH8 年 55 月中旬在北京召开。大会将邀请中国微生物学界知名院士、教授作回顾与学

术报告，同时举行各种形式的讨论。会议热诚欢迎中国微生物学会会员以及全国微生物学工作者参加，并

诚邀与微生物学相关的公司、厂商赞助会议，展示产品。有关会议的详细情况请与中国微生物学会办公室

联系。
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F;88 期 杜 伟等：有机介质中脂肪酶催化外消旋苯甘氨酸甲酯的对映体选择性氨解反应


