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摘要：%&%’()（!&%&!*，+*&双脱氢双脱氧&,&氟胞嘧啶核苷）是一种新型抗 -./ 病毒的核苷类药物，目前正在美国、法

国和德国进行 " 期临床。利用乳酸杆菌提取的粗制 0&脱氧核糖转移酶实现了由 %’1（!&%&!*，+*&双脱氢双脱氧&胸
苷，司他夫定）和 ,&()（,&氟胞嘧啶）合成 %&%’()，转化率达到 !,2。现在，发现利用乳酸杆菌整细胞也可实现此反

应，其转化率经过 #!3, 4 可达到 ,"2，更有利于可能的工业化连续生产。研究了整细胞催化合成 %&%’() 反应中，

5- 值、缓冲液类型、底物浓度、加菌量、反应时间等条件的影响并进行了优化，探讨了反应中乳酸杆菌整细胞催化

的可能机理。
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%&%’() 是一种新型的抗 -./ 病毒的核苷类药

物，以 # 次]B 或 ! 次]B 的剂量服用，可有效地抑制

-./ 原生菌，抗 8<1（齐多呋啶，+*&脱氧&+*&叠氮胸

苷）菌株和抗 +1)（拉米呋啶，+*&硫代胞苷）菌株及抗

其它 0^1.O（核苷逆转录酶抑制剂），00^1.O（非核苷

逆转录酶抑制剂），P.O（蛋白酶抑制剂）类药物的

-./ 变异菌株。到 !"", 年 9 月为止，在服用 %&
%’() 的病人体内尚未发现新的 -./ 变异菌株。非

常重要的是，%&%’() 与除 %%.（!*，+*&双去氧肌苷）

的其它病毒抑制剂联合用药无相互抑制作用，且几

乎无细胞毒性，是一种极具潜力的抗 -./ 药物。目

前，%&%’() 正在美国，法国和德国进行 " 期临床，

其#期临床也正计划启动［#，!］。

考虑到 %&%’() 化学合成成本较高，且对环境

和人体伤害较大，所以我们尝试利用酶法合成 %&
%’()。之前，我们考虑到 0&脱氧核糖转移酶是胞

内酶，所以破碎乳酸杆菌细胞得到粗酶后用于催

化，成功实现了由市场价格较低的 %’1 和 ,&() 合

成 %&%’()，转化率达到 !,2，且基本无副产物，可

方便分离得到［+］。

在酶法合成基础上，我们希望可以继续提高转

化率，并使反应更利于工业化生产。我们发现乳酸

杆菌整细胞也可催化此反应，并且具有更高的转化

率，经过 #!3, 4，转化率达到 ,"2，且副产物较少，

其反应式如下：
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以整细胞作为生物催化剂，可以避免酶提取纯

化过程中的能量和时间耗费，从而降低生产费用，

而且整细胞可重复利用，更适合于可能的规模化生

产。本论文讨论了整细胞合成中 !" 值、缓冲液种

类、底物浓度、细胞加入量、反应时间等条件的影

响，并尝试探讨了本反应中乳酸杆菌整细胞催化的

可能机理。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：瑞士乳酸杆菌（ !"#$%&"#’(()* +,(-,$’#)*）
#$%% &’(&
!"!"# 培养基［)］：蛋白胨 *’+，磷酸二氢钾 * +，结晶

硫酸钠 &,* +，水合硫酸锰 ’,’-& +，柠檬酸氨 * +，溶

解于一定体积水中，调节 !" 为 .,&/，定容至 ( 0，

( 1 (’/ 23高压蒸汽灭菌 (/ 456；葡萄糖 ( + 7 40，酵

母膏 ’,/ + 7 40，’,/ 1 (’/ 23 高压蒸汽灭菌 (’ 456。

在接种 前，将 培 养 基 复 配 为：( 0 溶 液 中，蛋 白 胨

*’ +，磷酸二氢钾 * +，结晶硫酸钠 &,* +，水合硫酸

锰 ’,’-& +，柠檬酸氨 * +，葡萄糖 *’ +，酵母膏 / +。
!"# 方法

!"#"! 完整细胞制备：*’’ 40 培养基中加入 -8
（. 7.）种子液，)’9，(*’ :7456，摇瓶培养 )’ ;。之

后，(’’’’ :7456 离心 (’ 456 得菌体。以 /’ 44<=70，

!".,&/ 的 >3"*2?) 缓 冲 液 振 荡 洗 涤 菌 体，

(’’’’ :7456离心 (’ 456，反复 - 次得纯净整细胞。

!"#"# 整细胞催化 @A@)B% 合成：* 40 /’ 44<=70
!"C .,&/ 的 >3"*2?) 缓冲液中，加入 @)$ ((,* 4+

（*/ 44<=70），/AB% (*,& 4+（/’ 44<=70），及 .’8（湿

菌质量7反应液体积）菌体于 / 40 的锥形瓶中，以多

层纱布封口。在 )’9 空气摇床中以 (*’ :7456 振荡

反应 (*,/ ;。反应结束，将反应体系A*’9冷冻以终

止。样品解冻后以 (’’’’ :7456，(/ 456 离心去除整

细胞，所得清液过滤后，用于 "20% 检测。

!"#"$ 分析方法：采用 DE!F=G<，%(&，! ),. 44 1

(/’ 44色谱柱，流速 ’,H 407456，在 *H’ 64 处检测。

以如 下 方 法 分 析：) 456，甲 醇7水 C /7I/；) 456 J
(’ 456，甲醇7水 C /7I/ J */7H/；(’ 456 J (I 456，甲醇

7水 C */7H/；(I 456 J *( 456，甲醇7水 C */7H/ J /7I/；

** 456 J *) 456，甲醇7水 C /7I/。@A@)B%、/AB%、@A
@)$ 及胸腺嘧啶的 KL 参考值分别为 /,)I& 456、

/,HI& 456、H,&)& 456 及 (H,&’H 456（见图 (）。

图 ( 整细胞合成 @A@)B% 的 "20% 结果

"20% 测得的 @A@)B% 和 @)$ 摩尔含量用于计

算 @A@)B% 转化率：@A@)B% 转化率 C @A@)B% 摩尔

含量7（@A@)B% 摩尔含量 M @)$ 摩尔含量）。

# 结果

#"! %& 值的选择

本实验室在之前的研究中已经确定瑞士乳酸

杆菌（!"#$%&"#’(()* +,(-,$’#)*）#$%% &’(& 的最佳生长

条件 !" C .,&/，其所含 >A脱氧核糖转移酶催化的

最佳条件 !" C .,-/。所以在选择 !" 值时，我们主

要考察 !" 值为 .,-/ 和 .,&/ 两个点，结果如表 (
所示。由 表 ( 数 据 可 以 看 出：在 !" C .,&/ 下，

@A@)B%的转化率更高，这可能是因为此条件对菌种

生长更有利。所以我们选定 !" C .,&/ 作为反应条

件。

#"# 缓冲液类型的选择

我们检测了几种不同缓冲液中的反应情况，得

到表 * 数据，可以看出：在 >3"*2?) 和 N"*2?) 缓冲
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液中反应转化率都较好，!"#$%&’ 缓冲液中转化率

更高；而在柠檬酸胺缓冲液中，转化率非常低，且

#%() 检测发现在此缓冲液中副产物显著增加。所

以我们选择了 *+ ,,-./(，0#123* !"#$%&’缓冲液作

为反应体系。

表 ! 不同 "# 对反应转化率的影响

0# 454’6) 产率

123* 782319

127* 7$23:9

注：条 件：: ,( !"#$%&’ 缓 冲 液 中，4’; *21 ,<（$* ,,-./(），*56)

12’,<（*+,,-./(），湿菌 *+9，’+= 空气摇床中以:$+ >/,?@振荡反应

$+ A 。

表 $ 不同缓冲液对 %&%’() 转化率的影响

缓冲液

类型

*+ ,,-./(

!"#$%&’

*+ ,,-./(

B#$%&’

*+ ,,-./(

柠檬酸胺

*+ ,,-./(

;>?C

454’6)

转化率（9）
$’2’3 :D2*+ E :+9 :82+1

注：条件：: ,( 0#123* 缓冲液中，4’; *21 ,<（$* ,,-./(），*56) 12’ ,<

（*+ ,,-./(），湿菌（以同种缓冲液洗涤）7+9，’+= 空气摇床中以

:$+>/,?@振荡反应 $+ A

$*+ 底物浓度的选择

由于 *56) 价格比较低，所以我们选择 4’; 与

*56) 的比例为 : F$ 进行反应，并在此基础上考察了

不同浓度下 454’6) 的转化率，得到表 7 中数据。

由表 7 可以看出：在 4’; 浓度为 $* ,,-./(，*56) 为

*+ ,,-./( 的条件下，反应转化率最高，故选择此条

件作为最佳反应浓度。

表 + 底物浓度对 %&%’() 转化率的影响

4’;（,,-./(）F

*56)（,,-./(）
:$2* F$* $* F*+ *+ F:++

454’6) 转化率9 $82:1 78231 7’2’1

注：条件：:,( !"#$%&’缓冲液中，4’;：*56) G :：$，湿菌 *+9，’+= 空

气摇床中以 :$+ >/,?@ 振荡反应 :$2* A

$*’ 加菌量的确定

从图 $ 可以看到加菌量为 1+9时，454’6) 转

化率可达到最高。随着反应体系中，细胞量继续增

加而转化率开始降低。这可能是由于加菌量增加

后，体系粘稠度较大，不利于反应产物及时扩散，从

而阻碍了反应向 454’6) 生成方向移动。

$*, 反应时间的确定

在测定反应转化率随时间的变化时发现很有

图 $ 加菌量对 454’6) 转化率的影响

条件：: ,( 0# G 123* !"#$%&’缓冲液中，4’; *21 ,<（$* ,,-./(），

*56) 12’ ,<（*+ ,,-./(），加入不同质量湿菌，’+= 空气摇床中以

:$+ >/,?@ 振荡反应 :$2* A

趣的现象，如图 7：在 :$2* A，反应转化率达到一个

很高的水平，为 ’D2’+9；’+A 时，又降低为 $+2D39；

而后转化率随时间又不断上升。这一现象正好与我

们以前测定的此菌种的生长曲线相契合：在 +A H 3A
这一时期，瑞士乳酸杆菌处于生长的延滞期；在 3A
H ’+A，乳酸杆菌处于对数生长期，活菌数迅速提高；

在 ’+A H 1’A，瑞士乳酸杆菌处于生长稳定期［’］。对

比整细胞催化反应与细胞的生长曲线，可以发现，

达到最高转变点 :$2*A 正是乳酸杆菌刚刚进入对数

生长期，曲线的最低转变点 ’+A 正是菌体生长达到

稳定的时间。

图 7 454’6) 转化率随时间变化曲线!

!条 件：: ,( 0# G 123* !"#$%&’ 缓 冲 液 中，4’; *21 ,<

（$*,,-./(），*56) 12’ ,<（*+ ,,-./(），湿菌 1+9，’+= 空气摇床

中以 :$+ >/,?@振荡反应，不同时间点取样测定

我们知道，!"#$%&"#’((’ 依据其生长是否需要脱

氧核苷可分为两类，!"#$%&"#’(() 这类含有 !5脱氧核

糖转移酶和脱氧核糖激酶的菌种，需要脱氧核苷，

嘌呤，嘧啶以完成其 4!I 的复制，并且可以吸收外

源核苷［*］。本实验所用菌株 !"#$%&"#’(()* +,(-,$’#)*
正属于 !"#$%&"#’(()。本实验所用底物 4’; 和 *56)
是天然核苷类似物，都可作为抗病毒药物，在人体

内被病毒不可识别地用于其 4!I 或 J!I 链的合成
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中，引起病毒 !"# 或 $"# 链合成终止而达到抗病

毒的效果［%］。"&脱氧核糖转移酶是胞内酶，胞内酶

催化反应有两种机理，一是细胞吸收反应物，反应

在细胞体内由酶催化完成，之后将产物通过代谢排

出体外；另一种情况是，随着细胞死亡，细胞壁自

融，细胞体内的酶扩散到胞外反应体系中催化反

应。

据以上所述理论，我们推测，本反应很可能在

最初的 ’()* + 内，由于乳酸杆菌快速生长需要核苷

完成其 !"# 复制，所以反应底物 !,- 和 *./ 被细

胞不识别地吸收，在胞内被 "&脱氧核糖转移酶催化

生成 !&!,./，而后 !&!,./ 被排出细胞体，从而 !&
!,./ 不断积累而达到 *01 转化率。这一过程应

包含正逆两个方向的反应，即 !,- 转化为 !&!,./
以及 !&!,./ 转化为 !,-。由于在开始的 ’()* + 内

!,- 浓度高，所以反应向生成 !&!,./ 方向转移。

从 ’()* + 直到 ,0 +，!&!,./ 的转化率又持续下降，

可能在这段时间内，细胞更倾向于吸收 !&!,./ 而

催化其转化为 !,-，但仍无法解释 ’()*+ 2 ,0+ 这段

曲线。,0 + 之后，可能由于细胞达到稳定期和衰退

期，细 胞 死 亡 伴 随 着 胞 内 酶 的 持 续 释 放 而 使 !&
!,./ 重新生成。但 345/ 结果显示，随着反应时间

的加长，副产物增加的速度大于 !&!,./ 增加的速

度，所以反应总时间控制在 ’()* + 较好。

由于以上的假设不能完整解释图 6 所得结果，

所以我们也考虑到另一因素的影响。由于本研究

中所用底物 !,-、*&./ 是天然核苷类似物，细胞可

以无识别地吸收，但这些物质一旦在细胞体内参与

其 !"# 的复制过程，将引起其 !"# 链的终断而导

致细胞中毒死亡。所以，有可能在最初的 ’()*+，细

胞由于快速生长的需要，吸收 !,-、*&./ 进入体内，

!&!,./ 被迅速合成，转化率迅速达到约 *01，而

后，由于 !,-，*&./ 引起细胞 !"# 复制中断而使其

大量死亡，所以，在 ’()*+ 2 ,0+ 出现异常，!&!,./
转化率降低。随着时间的增加，细胞逐渐对 !,-、

*&./产生抗体，所以继续吸收并在体内合成使其转

化率再次增加，副产物的增加也可能与此情况有

关。当然，此体系中细胞催化的真实情况，还有待

于对乳酸杆菌在此反应体系中的生长情况及特性

做进一步的研究。

! 讨论

本实验用乳酸杆菌整细胞代替 "&脱氧核糖转

移酶粗品催化 !,- 和 *./ 转化为 !&!,./，取得了

一些成果，使反应转化率由粗酶催化的 (*1 达到

了约 *01，时间由粗酶催化的 (, + 减少为 ’()* +。

我们得到的优化条件为：’ 75 83%)9* ":3(4;, 缓冲

液 中，!,- *)% 7<（ (* 77=>?5 ），*&./ %),7<
（*077=>?5），湿 菌 量 %01，,0@ 空 气 摇 床 中 以

’(0 A?7BC振荡反应 ’()*+。在此条件下，副产物含量

较少。整细胞可回收再利用，以整细胞作为催化剂

节约能源和时间，有利于可能的工业化生产。但整

细胞催化的问题在于副产物较粗酶催化稍多，若能

通过菌株的筛选使乳酸杆菌体富产 "&脱氧核糖转

移酶，减弱其它酶的影响，将对反应更加有利。
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