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摘 要：从 !#株酵母菌中筛选出了两种还原 $6氯6"6苯丙酮生成高光学纯度 56$6氯6"6苯丙醇的较
好菌株 !"##$"%&’(#)* 73和 +",-.-" "#1，56$6氯6"6苯丙醇的对映体过剩值为 "##8 (研究了温度、
9:、反应时间、底物质量浓度、菌体添加量等微生物培养条件及反应条件对两种菌种还原 $6氯6"6
苯丙酮的影响 (以体积分数 38的乙醇为共底物，可使 !"##$"%&’(#)* 73和 +",-.-" "#1转化底物
的产率分别从 "48和 -8提高到 3#8和 1/8 (
关键词：$6氯6"6苯丙酮；56$6氯6"6苯丙醇；产率；对映体选择性
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含手性因素的化学药物，其对映体在人体内的

药理活性、代谢过程及毒性存在着显著差异 ( "--!
年，美国 ][; 发布的手性药物指导原则激发了手
性药物的开发，市场的需求又促使了上市新药中手

性药物呈上升趋势［"］(
具有特定功能基团的手性醇是合成手性药物

和其他手性化学品重要的中间体 ( $6氯6"6苯丙醇是
一种重要的手性药物中间体，光学纯的 $6氯6"6苯丙
醇可用于制备 Q6（ ^）6氟西汀、56（ .）6托莫西汀和

（ _）6尼索西汀 (其中，Q6（ ^）6氟西汀是 56（ ^）6氟
西汀药效的 $倍；56（ .）6托莫西汀是消旋体托莫西
汀药效的 !倍，是 Q6（ .）6托莫西汀药效的 - 倍 (以
上 $种药物均为抗抑郁药，可通过图 "途径制备［!］(
微生物法还原羰基化合物是制备手性醇的重

要手段之一，其还原过程中需要有辅酶（);[: 或
);[J:）作为还原剂提供氢 (直接采用微生物进行
还原可实现辅酶的原位再生，省略了酶的分离纯化

过程，理论上可将底物 "##8的转化成手性醇，具有
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较大的工业应用价值 !作者筛选出了两种能还原 "#
氯#$#苯丙酮产生高光学纯度 %#"#氯#$#苯丙醇的菌
株，并对其反应条件进行了优化 !

! 材料与方法

! " ! 试剂
"#氯#$#苯丙酮，%#"#氯#$#苯丙醇，&#"#氯#$#苯丙

醇均为 ’()*+ 公司产品 !

! " # 菌种
酵母菌种为作者所在实验室保藏菌 !

! " $ 培养基
! !$ ! ! ,-./ 斜面培养基 ! 组分（0 1 2）：麦芽汁
$3，酵母粉 "，蛋白胨 4，葡萄糖 $3，琼脂 53 !
! !$ !# 液体培养基! 组分（0 1 2）：葡萄糖 "3，酵母
粉 "，硫酸铵 4，,0&67·8956 3 ! 4，:59.6"·"956
$，:95.6" $ !

图 ! $%氯%!%苯丙醇制备手性抗忧郁药的途径
&’(" ! )*+,-*-.’/0 /1 23’*-4 -0.’5+,*+66-0. 5*7(6 89 $%234/*/%!%,3+094,*/,-0/4

! " : 菌体培养方法
从斜面菌管挑一环菌接种于 $33 ;2的液体培

养基中，置于摇床中（"3 <，$=3 > 1 ;?@）培养 57 A，
获得种子培养液；取 $3 ;2 种子培养液转接到 $33
;2的液体培养基中，放入摇床中继续培养 57 A，获
得的菌体即可用于生物转化 !
! " ; 还原反应方法
将 $ ! 7中获得的菌液取出一定量进行离心分

离，沉淀用生理盐水洗涤两次，将洗涤后的菌体分

散在 53 ;2 B9值为 8 ! 3 的缓冲液中，加入一定量
的底物，放入摇床（"3 <，$=3 > 1 ;?@）中反应一定
时间 !

! " < 分析方法
还原反应结束后，用适量的乙酸乙酯萃取，从

萃取液取样，用 9.=CD3气相色谱仪进行分析，色谱
柱采用手性柱 !检测条件：检测器为离子火焰检测
器，载气为氮气，进样器、色谱柱和检测器的温度分

别为 543 <、$"3 <和 544 < !
! " = 数据处理方法
产物产率的计算公式：

产率 E !
" .
" &

F #
（$）

式中，" & 为底物酮的相对分子质量；" . 为产
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物醇的相对分子质量；! 为反应初始时底物酮的质
量；" 为反应结束时产物醇的质量 !
产物光学纯度的计算公式：

对映体过剩值 "
## $ #%
## & #%

（’）

式中，## 为 # 型产物的浓度；#% 为 % 型产物的浓
度 !

! 结果与讨论

! " # 菌种的筛选
将干重为 () *+ 的酵母湿细胞分散在 ’, *-

缓冲液（./ 0 ! ,，乙醇体积分数为 12）中，加入 3,
*+ )4氯434苯丙酮，从保存的 ’,株酵母菌中筛选出
了 (株具有对映体选择性还原能力的菌株，结果见
表 3 ! 56检测的色谱图见图 ’ 和图 ) !结果表明，
$%&’(’% 3’10可将底物还原生成 %构型的手性醇，
其它 )种酵母菌可将底物还原生成 # 构型的手性
醇 !酵母菌细胞中起还原作用的还原酶系是由几种
同工酶构成，其中一些酶催化底物产生 # 型产物，
另一些酶催化底物产生 % 型产物，酵母细胞不同，
胞内所含同工酶的种类不同，因此，不同的酵母细

胞可还原底物产生不同构型的产物 !
表 # 具有还原 $%氯%#%苯丙酮能力的微生物的筛选

&’(" # )*+,,-.-/ 0.*+11+/’-.202 34’3 *’- +,56*, $%*471+1%

8+18.184,-1-, 31 $%*471+1%#%84,-978+18’-17

菌 种 产率 7 2 光学纯度 7 2

)%##*%+,-.#/0 8’ ), 0(

)%##*%+,-.#/0 91 1, 3,,

$%&’(’% 3,( (: 3,,

$%&’(’% 3’10 3,, ))!

注：!产物为 %型 !

图 ! 标准品的 :;图谱
<./" ! &4, *4+10’31/+’84.* /+’84 1= 23’-5’+5 2’087,

图 $ !"##$"%&’(#)* >?还原底物的 :;图谱
<./"$ &4, *4+10’31/+’84.* /+’84 1= (.13+’-2=1+0’3.1-

@.34 !"##$"%&’(#)* >?

)%##*%+,-.#/0 91和 $%&’(’% 3,(将底物还原
生成的 #型手性醇的对映体过剩值均为 3,,2，两
者的还原产率接近，因此确定 )%##*%+,-.#/0 91 和
$%&’(’% 3,(为还原底物生成 #型手性醇的较佳微
生物，并对其进行进一步研究 !
! " ! 共底物体积分数对 !"##$"%&’(#)* >?和 +",-
./." #AB还原 $%氯%#%苯丙酮的影响
适量地添加共底物（;<=>?=@AB@C）有助于提高反

应的产率和控制反应的立体选择性［)］!因此，以甲
醇、乙醇、’4丙醇、正丁醇为共底物，研究它们对微生
物还原 )4氯434苯丙酮（3, *+）的影响，结果见图 (
和图 1 !将干重为 () *+ 的酵母湿细胞分散在 ’,
*- ./ 0 ! ,的缓冲液中，加入 3, *+ )4氯434苯丙酮
和不同共底物，反应在 ), D摇床中进行，反应时间
为 ’( E !

酵母干重 () *+；底物质量 3, *+；./ 0 ! ,；), D反应 ’( E

图 B 共底物体积分数对 !"##$"%&’(#)* >?还原 $%氯%
#%苯丙酮的影响

<./" B &4, ,==,*3 1= *1%26(23+’3, 1- +,56*3.1- @.34
!"##$"%&’(#)* >?
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酵母干重 !" #$；底物质量 %& #$；’( ) * &；"& +反应 ,! -

图 ! 共底物体积分数对 !"#$%$" "#$ 还原 %&氯&"&苯
丙酮的影响

’()* ! +,- -..-/0 1. /1&23420560- 17 5-83/0(17 9(0, !"#&
$%$" "#$

不添加共底物时，!"##$"%&’(#)* ./ 和 +",-./
-" %&!还原 "0氯0%0苯丙酮（%& #$）的产率分别为
%)1和 21 *当以体积分数 !1的甲醇和 /1的乙醇
为共底物时，!"##$"%&’(#)* ./ 还原底物的产率分
别为 ")1和 /&1 *当以体积分数 %1的甲醇、/1的
乙醇和 %1的正丁醇为共底物时，+",-.-" %&! 还
原底物的产率分别为 !/1、!31和 %/1 *而以其它
体积分数的甲醇、乙醇、,0丙醇、正丁醇为共底物都
不能提高 !"##$"%&’(#)* ./ 和 +",-.-" %&! 还原
底物的能力 *其原因可能是，由于酵母细胞中起还
原作用的还原酶系是由几种同工酶组成，合适体积

分数的共底物有利于几种同工酶同时发生作用，还

原产率高；而不适当的共底物或不合适的共底物体

积分数可抑制一种或几种同工酶的活性，不利于还

原反应进行 *从以上结果可知，体积分数 /1的乙醇
溶液为共底物对 !"##$"%&’(#)* ./和 +",-.-" %&!
还原底物的效果均较好 *酵母细胞中含有醇脱氢
酶，可催化乙醇脱氢生成乙醛，同时将氢转移给辅

酶!（456）生成还原型辅酶!（456(），456(可
继续为还原底物酮的过程提供氢（见图 7）*乙醇为
共底物有利于实现辅酶的原位再生 *因此，选择体
积分数 /1的乙醇溶液为共底物进一步研究 *产物
手性醇的对映体过剩值并不随共底物的种类与浓

度的改变而改变，均为 %&&1 *

图 : 以乙醇为共底物有助于辅酶再生的机理
’()* : +,- ;-/,6;(2; 1. 5-)-7-560(17 1. /1-7<=;-
（>?@A）9(0, -0,671B 62 /123420560-

C * % 最佳反应时间的确定
将干重为 !" #$酵母湿细胞分散在 ,& #8 ’(

值为 ) * &的磷酸缓冲液中，加入 %& #$ 底物和体积
分数 /1的乙醇，于 "& +摇床中反应，每隔 %, -取
样，用 9:检测对映体过剩值和产率，结果见图 ) *
从图中可以看出，两种微生物反应 ,! -后，产率已
接近 /&1，反应时间的延长对产率没有大的影响，
故确定最佳反应时间为 ,! - * 9:分析表明，产物的
对映体过剩值不随反应时间而改变，均为 %&&1 *

酵母干重 !" #$；底物质量 %& #$；共底物乙醇体积分数 /1；

温度 "& +；’( ) * &

图 D 反应时间对 ’"(()"*+,-(./ E!和 !"#$%$" "#$还
原 %&氯&"&苯丙酮的影响
’()* D +,- -..-/0 1. 0(;- 17 5-83/0(17

C * $ 最佳温度的确定
反应温度对微生物转化的影响见图 3 * !"##$"/

%&’(#)* ./和 +",-.-" %&!对 "0氯0%0苯丙酮还原反
应的最适温度分别为 ,/ +和 "& + *微生物菌种不
同，产生的氧化还原酶的种类不同，不同的氧化还

原酶催化同一种底物的最佳温度也不同 *产物手性
醇的对映体过剩值不随反应温度的变化而改变，均

为 %&&1 *

酵母干重 !" #$；底物质量 %& #$；共底物乙醇体积分数 /1；

’( ) * &；反应时间 ,! -

图 F 温度对 ’"(()"*+,-(./ E!和 !"#$%$" "#$还原 %&
氯&"&苯丙酮的影响

’()* F +,- -..-/0 1. 0-;G-56035- 17 5-83/0(17
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! " # 最佳 $%值的确定
分别取干重为 !" #$ 的湿菌体洗涤后分散在

不同 %&值的 ’( #)磷酸缓冲液中，加入 *( #$ 底
物和体积分数 +,的乙醇，置于 "( -摇床中反应 ’!
.，结果见图 / 0 !"##$"%&’(#)* 1+ 和 +",-.-" *(!
还原底物的最佳 %&值均为 %& 2 0 ( 0 %&在 " 0 (以下
和 / 0 ( 以上时，微生物丧失对底物的还原能力，说
明过酸或过碱的条件对微生物活性的影响很大 0产
物手性醇的对映体过剩值不随 %&的改变而变化 0

酵母干重 !" #$；底物质量 *( #$；共底物乙醇体积分数 +,；

温度 "( -；反应时间 ’! .

图 & $%值对 !"##$"%&’(#)* ’# 和 +",-.-" ()* 还原
+,氯,(,苯丙酮的影响

-./" & 012 233245 63 $% 67 829:45.67

! " ; 微生物添加量对产率的影响
菌体添加量对产物产率的影响见图 *( 0实验结

果显示，产物产率随菌体用量的增加而提高，由于

微生物菌体增加，不仅使参加反应的辅酶量增多，

同时对辅酶的再生也有利，在底物质量浓度不变的

情况下，辅酶量增加有助于提高产物的产率 0因此，
当底物质量浓度不变时加大菌体量有助于提高反

应产率，同时产物的对映体过剩值始终保持 *((, 0
+",-.-" *(!菌体量的增加对还原产率提高幅度比
!"##$"%&’(#)* 1+菌体量的增加对还原产率提高的
幅度大，’*+ #$ 的 +",-.-" *(! 可将产率提高到
3*, 0由此可见，+",-.-" *(! 比 !"##$"%&’(#)* 1+
更适于还原 "4氯4*4苯丙酮 0
! " < 底物质量浓度对产率的影响
底物质量浓度对还原反应的影响见图 ** 0产物

的对映体过剩值不随底物的质量浓度而改变，均为

*((, 0产率随底物质量浓度的升高而迅速下降，说
明底物质量浓度过高对微生物有害，对氧化还原酶

的活力存在抑制作用 0由图可见，底物对 +",-.-"
*(!的毒性比对 !"##$"%&’(#)* 1+ 的毒性小 0因此
+",-.-" *(!比 !"##$"%&’(#)* 1+更适于还原 "4氯
4*4苯丙酮 0

底物质量 *( #$；共底物乙醇体积分数 +,；温度 "( -；

%& 5 0 (；反应时间 ’! .

图 () 微生物添加量对产率的影响
-./" () 012 233245 63 42== 98> ?2./15 67 829:45.67

酵母干重 !" #$；共底物乙醇体积分数 +,；温度 "( -；%&

5 0 (；反应时间 ’! .

图 (( 底物质量浓度对产率的影响
-./" (( 012 233245 63 @:A@58B52 4B742758B5.67 67 >.2=9

! " C 培养条件及反应条件对还原反应的影响
分别在厌氧和好氧条件下培养微生物后，取干

重为 !" #$的湿菌体分散在 ’( #) %& 5 0 (的磷酸
缓冲液中，加入 *( #$底物和体积分数 +,的乙醇，
分别在振荡与静止的条件下 "( -反应 ’! .，分析
结果见表 ’ 0可以看到，厌氧培养的微生物不能转化
"4氯4*4苯丙酮，说明厌氧条件下培养的这两种微生
物均不能产生用于还原反应的氧化还原酶 0好氧培
养的两种微生物，在振荡反应条件下能比静止条件

下获得更高的产率 0振荡反应时有利于强化传质，
能促进底物扩散进入微生物细胞内进行还原反应

及促进产物释放到胞外 0
! " & 还原反应中微生物的重复利用
干重为 !" #$ 的湿菌体洗涤后分散在 ’( #)

%& 5 0 ( 的磷酸缓冲液中，加入 *( #$ "4氯4*4苯丙醇
和体积分数 +,的乙醇，反应 ’! . 后离心，上清液
用于色谱检测；离心的细胞洗涤后继续分散在 %&
5 0(的 ’( #)磷酸缓冲液中，加入 *( #$ "4氯4*4苯
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丙酮和体积分数 !"的乙醇，继续反应 #$ %，依次操
作 !次，结果见表 & ’以体积分数 !"的乙醇溶液为
共底物时，!"##$"%&’(#)* (! 可连续用于还原反应
$次，+",-.-" )*$可连续用于还原反应 & 次，可见
!"##$"%&’(#)* (!重复利用的效果比 +",-.-" )*$
好 ’
表 ! 微生物培养条件及振荡对还原反应的影响

"#$%! "&’ ’((’)* +( ),-*,.’ )+/01*1+/ +( 21).++.3#/1424 +/
.’0,)*1+/

菌 种
反应
条件

厌氧培养

产率 +
"
对映体
过剩值 + "

好氧培养

产率 +
"
对映体
过剩值 + "

!"##$"%&’(#)*
(!

振荡 * , !* )**

静止 * , #- )**

+",-.-" )*$
振荡 * , $- )**

静止 * , #. )**

5 结 论

筛选出两种具有较好立体选择性的还原 &/氯/
)/苯丙酮能力的菌株 !"##$"%&’(#)* (!和 +",-.-"
) *$，产生的0/&/氯/)/苯丙醇的对映体过剩值为

表 5 还原反应中微生物的重复利用
"#$%5 6’,4’ +( 21).++.3#/1424 1/ .’0,)*1+/

重复
利用次数

!"##$"%&’(#)* (!

产率 +
"

对映体
过剩值 + "

+",-.-" )*$

产率 +
"
对映体
过剩值 + "

) !) )** $- )**

# !* )** $- )**

& !* )** $1 )**

$ &1 )** * ,

! * , * ,

)**" ’以甲醇、乙醇、#/丙醇和正丁醇为共底物研究
了添加共底物对两种微生物 !"##$"%&’(#)* (! 和
+",-.-" )*$还原 &/氯/)/苯丙酮的影响，选择了体
积分数 !"的乙醇溶液为最佳共底物 ’在体积分数
!"的乙醇溶液为共底物时，!"##$"%&’(#)* (! 在
23 . ’ *，#! 4，#$ %具有较高的产率，+",-.-" )*$
在 23 . ’ *，&* 4，#$ % 具有较高的产率 ’增加微生
物的质量和降低 &/氯/)/苯丙酮的质量均可使产率
升高 ’ !"##$"%&’(#)* (! 和 +",-.-" )*$ 可分别连
续重复利用 $次和 &次，微生物的连续重复利用可
提高产品产量 ’
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