
!" 卷 # 期

#$$% 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$%

收稿日期：#$$#0$10!#，修回日期：#$$#0!!0#2。

" 通讯作者。 34(：15062!012"6#%5%；708,9(：’’::88;!5%< .’8

酿酒酵母 !" 不对称还原制备手性药物

中间体 #$%&$氯$’$苯乙醇的研究

欧志敏" 吴坚平 杨立荣 岑沛霖 刘 " 齐 楠
（浙江大学材料与化工学院生物工程研究所，杭州 %!$$#2）

摘 要 从 !! 株微生物中筛选出 = 株具有不对称还原 #>0氯0苯乙酮能力的酵母，其中酿酒酵母 ?6 的还原产率与

对映体选择性最佳。确定了酿酒酵母 ?6 对 #>0氯0苯乙酮还原的最佳反应时间为 #=/；最佳 @A 1<$；最佳反应温度为

#6B；最佳共底物为 6C（体积比）乙醇。同时研究了底物浓度、微生物的量、微生物的培养条件等对反应产率和立

体选择性的影响。细胞浓度为 !$<268DE8F（细胞干重E反应体积）的酿酒酵母 ?6 可将 5<=288’(EF 的 #>0氯0苯乙酮

!$$C地转化为 G0#>0氯0!0苯乙醇，其对映体选择性为 !$$C。酿酒酵母 ?6 可重复利用的特点可提高产物的产量。
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手性是自然界的本质属性之一，许多与生命活

动有关的分子都具有手征性。手性化合物的最大市

场之一是制药领域，含手性因素的化学药物有多种

对映体，它们在人体内的药理活性、代谢过程及毒性

存在着显著差异［!］。具有特定功能基团的手性醇是

合成许多手性药物的中间体。G0#>0氯0!0苯乙醇是

合成 G0氯丙那林的重要手性合成子［#］。G0氯丙那

林是选择性!# 受体兴奋剂，对组织胺和乙酰胆碱所

致支气管痉挛具有显著缓解作用，主要用于气喘和

支气管炎的治疗［%］。

微生物产生的氧化还原酶具有立体专一性，可

以实现潜手性化合物的不对称还原，获得高光学纯

度的手性药物合成子。还原反应需要辅酶提供氢，

因此辅酶也是反应物，辅酶和酶的价格昂贵，提纯工

艺复杂，微生物细胞中含有酶和辅酶，用微生物进行

反应有利于还原过程中实现辅酶原位再生，省略了

酶的分离纯化过程，大大降低了成本。本文采用水

相体系进行反应，比传统化学法中的介质———有机

溶剂更便宜，大大降低成本，手性选择性好、转化率

高、反应条件温和，因此具有较好的工业应用前景。

本文将采用微生物法还原 #>0氯0苯乙酮制备 G0
氯丙那林的手性中间体 G0#>0氯0!0苯乙醇，该反应过

程如图 ! 所示，通过对酵母菌株的筛选和生物转化

条件的优化，提高手性选择性和转化率。

图 ! 以乙醇为共底物生物转化 #>0氯0苯乙酮

合成 #>0氯0!0苯乙醇的反应机理
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4K/,L’( ,M .’0MPQMK-,K4

’ 材料与方法

’(’ 材料

#>0氯0苯乙酮购自 IRGST 公司；外消旋的 #>0氯0
!0苯乙醇采用硼氢化钠还原 #>0氯0苯乙酮制得［=］。

’(% 菌种

实验菌种为本实验室保藏的酵母菌种。

’() 培养基

+UVW 斜面培养基（DEF）：麦芽汁 !$，酵母粉 %，

蛋白胨 6，葡萄糖 !$，琼脂 #$。

液体培养基（DEF）：葡萄糖 %$，酵母粉 %，硫酸铵

6，2 A#S·+DTS= $<6，% A#S·X#AVS% !，XA#VS% !。

’(* 菌体培养

从斜面挑一环接种于 !$$8F 的液体培养基中，



置于 !"#摇床（$%" &’()*）培养 +,-，获得种子；取

$"(. 种子培养液转接到 $""(. 的液体培养基中，放

入摇床中继续培养 +,-，收获的菌体即可用于生物

转化。

!"# 还原反应

将 $/, 中获得的菌液取出一定量离心分离，沉

淀用 "/012的生理盐水洗涤两次，将洗涤后的菌体

加入到一定 34 的磷酸缓冲液（"/$ (56’.）中，加入一

定量的底物，放入 !"#摇床（$%" &’()*）中反应一段

时间。

!"$ 分析方法

反应结束后，用 1(. 乙酸乙酯萃取，从萃取液

取样，用 47%08" 气相色谱仪分析。色谱柱采用手

性柱，型 号 为 47 9-)&:6 $"2 !;9<=65>?@A&)*（!"( B
"/!+(( B "/+1"(）；检测条件：载气为氮气，进样器、

色谱柱和检测器温度分布为 +1"#、$!"#和 +1"#；

分流比为 $ C $""；进样量为 "/$".；氢离子火焰检测

器；以十六烷为内标的内标法进行检测。样品的标

准谱图见图 +。

% 结果与讨论

%"! 具有还原能力的菌种的选择

将酵母湿细胞分散在 34 D/" 的磷酸钠缓冲液

中（使细胞浓度为 +/$1(E’(.（干重’反应体积）），加

入 %/,D((56’. +F;氯;苯乙酮和 12（体积比）的乙醇，

从本实验室保存的 $$ 株微生物中筛选出了 , 株具

有对映体选择性还原能力的菌株，结果如表 $ 所示。

图 ! 显示了酿酒酵母 G1 还原 +F;氯;苯乙酮反应结

束后的气相色谱图，可以看到，图中产物没有 H;+F;
氯;$;苯乙醇的峰，I;+F;氯;$;苯乙醇的对映体过剩值

达到 $""2。因此，在筛选的 $$ 株酵母中，酿酒酵母

G1 为还原 +F;氯;苯乙酮产生 I;+F;氯;$;苯乙醇的最

佳微生物。

表 ! & 种酵母催化 %’(氯(苯乙酮还原的实验结果

)*+,- ! ).- /-01,2 34 /-5162738 34 %’(6.,3/3*6-239.-838-
:72. 431/ 02/*780 34 ;-*02

HA&:)*J K)?6>’2 L*:*A)5(?A&)= ?@=?JJ（??2）

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 7+ $" 88/%

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") G1 D, $""

-"./,/" 0*)1/&2%&0,#"3,* $", !+ 8D/"

-"./,/" 12,3,* $+1D 1, 81/8

M-? =?66 =5*=?*A&:A)5* 5N !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") G1 )J +/$1 (E’(.
（>&< O?)E-A’&?:=A)5* P56Q(?）；M-? JQRJA&:A? =5*=?*A&:A)5* )J %/,D ((56’.S

图 + 标准品的气相色谱图

T)ES+ 9-&5(:A5E&:3-)= 3&5N)6? 5N A-? JA:*>:&>J
US +F;=-65&5:=?A53-?*5*?；GS H;+F;=-65&5;$;3-?*<6;?A-:*56；9S I;+F;

=-65&5;$;3-?*<6;?A-:*56

图 ! 酿酒酵母 G1（细胞浓度为 +/$1(E’(.
（干重’反应体积））转化 +F;氯;苯乙酮

（%/,D((56’.）的气相色谱图

T)ES! M-? =-&5(:A5E&:3-)= E&:3- 5N R)5A&:*JN5&(:A)5* 5N
+F;=-65&5:=?A53-?*5*? O)A- !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") G1
US +F;=-65&5:=?A53-?*5*?；9S I;+F;=-65&5;$;3-?*<6;?A-:*56

%"% 共底物的种类及添加量的确定

有机底物在水相中不溶解，而微生物只有分散

在水相中才有较高活力，所以本文采用添加共底物

的方法来增加底物在水相中的分散。据文献报道，

添加适当的共底物有利于提高产率或改变反应的立

体选择性［1］。以甲醇、乙醇、+;丙醇、正丁醇、葡萄

糖、乳酸、甘油为共底物，研究了添加共底物对酿酒

酵母 G1 还原 +F;氯;苯乙酮的影响。将酵母湿细胞

分散在 34 D/" 的磷酸钠缓冲液中（使细胞浓度为

+/$1(E’(.（干重’反应体积）），加入 %/,D((56’. +F;
氯;苯乙酮和 12（体积比）共底物，反应在 !"#摇床

中进行，反应时间为 +,-。

如图 ,/$ 所示，以甲醇，乙醇，+;丙醇，正丁醇，

葡萄糖，甘油为共底物时产物 I;+F;氯;$;苯乙醇的对

映体过剩值均为 $""2。当甲醇、乙醇、+;丙醇、正丁

醇、葡萄糖和甘油含量分别占反应体系的 12（体积

比）、12（体积比）、+2（体积比）、"/12（体积比）、

"/12（质量比）、12（质量比）时，产物的产率较高，

分别达到了 +%2、D,2、112、+"2、,D2和 ,$2，比

不加 共 底 物 时 $D2 的 产 率 得 到 了 大 幅 度 提 高。
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图 !"#显示了以乳酸为共底物时，乳酸浓度对产物

手性醇的对映体过剩值的影响。与醇类化合物作为

共底物不同，随着乳酸浓度的提高产物 $ 型手性醇

的含量降低，% 型手性醇产物的产率增加，在高乳酸

浓度时，产物基本上都是 % 型，乳酸作为共底物时酶

催化反应立体选择性改变的机理还有待于研究。

一定量的葡萄糖和甘油有利于微生物通过代谢

过程产生氧化还原过程中所需的重要辅酶 &’(（)）

*，辅酶 &’(（)）* 的及时再生有利于提高反应的

产率，而葡萄糖和甘油的量过高时不利于还原过程

的进行。酵母细胞中含有各种醇脱氢酶，当以低碳

醇为共底物时，也有利于辅酶 &’(* 的再生。如图

+ 所示，在乙醇脱氢酶的作用下，乙醇脱氢生成乙

醛，与此同时，将 &’(, 还原成 &’(*，为氧化还原酶

提供了 &’(*，提高了产物产率。同时醇类的存在

改善了细胞的通透性，有利于有机底物进入微生物

细胞。过高的醇浓度将导致氧化还原酶失活。根据

以上实验数据，-.（体积比）的乙醇为共底物对提高

产率的效果最好，因此选择 -.（体积比）的乙醇为

共底物进一步研究。

图 !/+ 共底物的种类和添加量对酿酒酵母 0-
（细胞浓度为 #"+-12314（干重3反应体积））

转化 #56氯6苯乙酮（7"!8119:34）的影响

;<2/! /+ =>? ?@@?AB 9@ B>? A96CDECBFGB?C 9H B>?
E<9BFGHC@9F1GB<9H 9@ #56A>:9F9GA?B9I>?H9H?

J<B> !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 0-

!"# 酿酒酵母 $% 还原 !&’氯’苯乙酮的时间进程和

重复使用

在分散有细胞浓度为 #"+-12314（干重3反应体

积）酿酒酵母 0- 的 I* 8"K 的磷酸钠缓冲液中加入

7"!8119:34 底物和 -.（体积比）乙醇，于 LKM摇床

中反应，每隔 +#> 取样，NO 检测对映体过剩值和产

率，结果见图 -。从图中可以看出，反应 #!> 时，产

图 !/# 乳酸为共底物对酿酒酵母 0-
（细胞浓度为 #"+-12314（干重3反应体积））

转化 #56氯6苯乙酮（7"!8119:34）的影响

;<2/! /# =>? ?@@?AB 9@ :GAB<A GA<P GC A96CDECBFGB? 9H B>?
E<9BFGHC@9F1GB<9H 9@ #56A>:9F9GA?B9I>?H9H? J<B>

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 0-

率已接近 8K.，反应时间延长，产率没有大的变化，

其原因可能是一定量的产物对还原过程存在抑制作

用。确定最佳反应时间为 #!>。NO 分析表明，产物

的对映体过剩值不随反应时间而改变，为 +KK.。

将已经反应 #!> 后的酿酒酵母 0- 离心分离后，

重新分散在 I* 8"K 的磷酸钠缓冲液中（使细胞浓度

为 #"+-12314（ 干 重3反 应 体 积 ）），分 别 加 入

7"!8119:34底物、7"!8119:34 底物与 K"-.（质量比）

的葡萄糖、7"!8119:34 底物与 -.（体积比）乙醇，继

续反应 #!>，实验结果如表 # 所示。可以看出反应

#!> 后的酿酒酵母 0- 仍具有一定的还原能力，特别

是加入共底物后，酵母活细胞具有一定的辅酶再生

能力，产率仍保持在较高的水平，说明酵母细胞可以

重复使用。

以 #!> 为周期，每次加入 7"!8119:34 底物与

-.（体积比）乙醇，细胞浓度为 #"+-12314（干重3反
应体积）的酿酒酵母 0- 可重复使用 +- 次，重复使用

可提高产物产量，提高工业应用价值。

图 - 酿酒酵母 0- 还原 #56氯6苯乙酮的时间进程

（底物浓度为 7"!8119:34，酿酒酵母 0- 的

浓度为 #"+-12314（干重3反应体积））

;<2/- =<1? A9DFC? 9@ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")
0- F?PDAB<9H F?GAB<9H 9@ #56A>:9F9GA?B9I>?H9H?

QK# 生 物 工 程 学 报 +R 卷



表 ! 连续添加底物或底物与共底物的结果

"#$%& ! "’& #(()*)+, +- ./$.*0#*& 1+,.&2/&,*%3 #,( *’&
#(()*)+, +- ./$.*0#*& 4)*’ 1+5./$.*0#*& 1+,.&2/&,*%3

!"#$%&’ ()&%*+, &&,

-./0##1%+2 34567%181"6&91$7&:1:& 3 ;<<

-./0##1%+2 34567%181"6&91$7&:1:& = <.>,（?+?）?%@61’& /- ;<<

-./0##1%+2 34567%181"6&91$7&:1:& = >,（!+!）&97":1% -A ;<<

!67 酿酒酵母 89 培养条件及还原反应通气量的影

响

分别在厌氧和好 氧 条 件 下 培 养 酿 酒 酵 母 B>
后，取湿菌体分散在 $C 0.< 的磷酸钠缓冲液中（使

细胞 浓 度 为 3.;>#?+#2（干 重+反 应 体 积）），加 入

-./0##1%+2 底物和 >,（体积比）乙醇，分别在震荡

与静止的条件下 D<E反应 3/7 取样分析，结果列于

表 D。可以看到，好氧培养比厌氧培养的酿酒酵母

B> 转化底物能获得的更高的产率，震荡反应比静止

反应能获得的更高的产率。表明好氧培养的酿酒酵

母 B> 具有较高的氧化还原酶活，更适合于催化羰

基还原反应。震荡培养时有利于强化传质，能促进

底物扩散进入微生物细胞进行还原反应及产物释放

到胞外。在震荡反应的条件下，氧传递也得到了强

化，氧的存在可以促进共底物乙醇氧化为乙醛的反

应，增加了 FGHC 的供给，大幅度提高了产物产率。

表 : 酿酒酵母 89 培养条件及是否振荡反应对还原的影响

"#$%& : "’& ),-%/&,1& +- 1/%*);#*)+, 1+,()*)+, +- !"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,") 89 #,( 0&#1*)+, 1+,()*)+, +, 0&(/1*)+,

I@%9@8& 61:*)9)1: J&"69)1: 61:*)9)1: ()&%*+, &&,

G:1KLM)19)6 6@%9)N"9)1: !7"O):? 3< ;<<

G:1KLM)19)6 6@%9)N"9)1: F1 ’7"O):? ;3 ;<<

PKLM)19)6 6@%9)N"9)1: !7"O):? 0; ;<<

PKLM)19)6 6@%9)N"9)1: F1 ’7"O):? DQ ;<<

R7& ’@M’98"9& 61:6&:98"9)1: )’ -./0 ##1%+2，97& 6&%% 61:6&:98"9)1: 1S

"#$$%#&’()$*" $*&*+,",#* B> )’ 3.;> #?+#2（*8L T&)?79+8&"69)1: N1%@#&）U

!69 不同量酿酒酵母 89 对还原产率的影响

菌体 加 入 量 对 产 物 产 率 影 响 的 实 验 结 果 见

图 -。实 验 数 据 显 示，当 底 物 量 保 持 不 变 为

-./0##1%+2 时，产物产率随菌体用量的增加而提高。

当加入的菌体浓度达 ;<.0>#?+#2（干重+反应体积）

时，产率接近 ;<<,。菌体的量增加，参加还原反应

的辅酶量增多，在底物量不变的情况下增加辅酶的

量有助于提高产物产率。因此，当底物量不变时加

大菌体量有助于提高反应产率。实验中用不同量酿

酒酵母 B> 进行反应时，产物的对映体过剩值始终

保持 ;<<,。

图 - 不同量酿酒酵母 B> 对还原产率的影响

（底物含量为 -./0##1%+2）

V)?U- R7& &SS&69 1S 6&%% 61:6&:98"9)1: 1S -#$$%#&’()$*"
$*&*+,",#* B> 1: 97& S18#"9)1: 1S（J）534567%1815;5$7&:L%5&97":1%

!6< 底物量对还原产率的影响

在酿酒酵母 B> 的量（细胞浓度为 3.;>#?+#2
（干重+反应体积））不变的情况下改变底物的量，结

果示于图 0。产物的对映体过剩值在加入各种底物

量的条件下均为 ;<<,。产率随底物量的升高而迅

速下降，当底物加入量为 ;A./##1%+2 时，反应产率

为 <.Q,。说明底物含量过高对微生物有毒害，对

氧化还原酶的活力存在抑制作用。

图 0 底物的量对还原产率的影响（酿酒酵母 B> 的

浓度为 3.;> #?+#2（干重+反应体积））

V)?U0 R7& &SS&69 1S 97& 61:6&:98"9)1: 1S 97& ’@M’98"9&
1: 97& S18#"9)1: 1S（J）534567%1815;5$7&:L%5&97":1%

!6= 反应溶液 >? 对产率的影响

分别取酿酒酵母 B> 湿菌体洗涤后分散在不同

$C的磷酸缓冲液中（使细胞浓度为 3.;>#?+#2（干

重+反应体积）），加入 -./0##1%+2 底物和 >,（体积

比）乙醇，置于 D<E摇床中反应 3/7，结果如图 Q 所

示。酿酒酵母 B> 在 $C >.< W ;<.< 的广泛 $C 范围

内具有较好的还原能力，产率变化不大，但以 $C
Q.< 为最好。同时，在实验的 $C 值条件下产物醇的

对映体过剩值均为 ;<<,。

!6@ 反应温度对还原产率的影响

分别取湿菌体洗涤后分散在 $C 0.< 的磷酸钠

缓冲液中（使细胞浓度为 3.;>#?+#2（干重+反应体

积）），加入 -./0##1%+2 底物和 >,（体积比）乙醇，置

于不同温度的摇床中反应 3/7，结果如图 A 所示。
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当温度在 !" # $%&之间时，反应产率变化不大，但

温度升高到 ’"&时产率迅速下降。主要原因是较

高的温度可使氧化还原酶失活速率加快。反应的最

适温度为 !%&。产物手性醇的对映体过剩值不随

反应温度的变化而改变，在实验中的各种温度条件

下产物的对映体过剩值均为 ("")。

图 * 反应溶液 +, 对产率的影响（底物含量

为 -.’/001234，酿酒酵母 5% 的浓度为

!.(% 06304（干重3反应体积））

7869* :;< <==<>? 1= +, 1@ ?;< =1A0B?81@
1=（C）D!ED>;21A1D(D+;<@F2D<?;B@12

图 G 反应温度对还原产率的影响（底物含量

为 -.’/001234，酿酒酵母 5% 的浓度为

!.(% 06304（干重3反应体积））

7869G :;< <==<>? 1= ?<0+<AB?HA< 1@ ?;< =1A0B?81@
1=（C）D!ED>;21A1D(D+;<@F2D<?;B@12

! 结 论

综上所述，以 %)（体积比）乙醇为共底物增加

了有机底物在水中的分散，有利于微生物还原底物。

酿酒酵母 5% 对 !ED氯D苯乙酮的还原具有很好的立

体选择性，反应条件温和，易控制，在 +, *."，!%&，

%)的乙醇为共底物的优化反应条件下可以获得较

高的还原产率，细胞浓度为 ("./%06304 的酿酒酵母

5% 可将 -.’/001234 的 !ED氯D苯乙酮 ("")地转化为

CD!ED氯D(D苯乙醇，这说明在实验中的 (( 株菌株中，

酿酒酵母 5% 是还原 !ED氯D苯乙酮的最佳菌株。采

用微生物在水相中还原获得高光学纯度的手性醇比

化学法还原更经济，更节约成本，具有较好的应用价

值。本文的研究工作为微生物法还原羰基化合物制

备手性药物中间体 CD!ED氯D(D苯乙醇打下了良好的

基础。
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