
文章编号：!"#$%&’$(（"!!’）!$%!"$$%!# 研究论文："$$!"$(

收稿日期："!!(%!’%"$) 第一作者：王梦亮，男，*&++年生，博士，教授)
联系人：王梦亮),-.：（!$#*）(!*+*!*；/01：（!$#*）(!*+!2’；3%405.：4.6078"91:)-;:)<7)
基金来源：山西省科委攻关项目（!#*!$&%2）)

光控光合菌生物催化苯乙酮不对称还原的反应机理

王梦亮， 胡 锐， 郭学林， 闫甫昆， 刘滇生

（山西大学应用化学研究所，山西太原!$!!!+）

摘要：以苯乙酮作为模型底物，通 过 制 备 类 球 红 杆 菌（!"#$#%&’()*+,"&)*#-$)+）的 载 色 体 和 分 离 纯 化 的 胞 内 氧 化 还 原 酶 混 合

液，构建了以类球红杆菌全细胞为催化剂、氧化还原酶 为 催 化 剂 以 及 载 色 体 与 氧 化 还 原 酶 偶 合 三 种 不 对 称 还 原 反 应 体 系，并

通过向反应体系中加入最适氢供体乙酸钠和电子供体硫代硫酸钠提高产物的转化收率)通过检测目标产物的收率、对映体过

量（--）值和光学构型，分析了光控不对称还原的生物催化机理，发现光照可以改变胞内（.）%氧化还原酶和（!）%氧化还原酶的

活性，从而产生不同构型的产物，加入电子供体和氢供体后，反应收率和--值提高的原因是由于分别补充 了 细 菌 叶 绿 素 分 子

=<>.失去的电子和?@ABC再生所需的活性氢)
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手性是生命系统的本质属性之一，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［*，"］)光学活性

醇是天然产物及手性药物合成中重要的手性砌块，
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用化学方法对前手性芳香酮进行不对称还原是制备

光学活性醇的重要途径［!］"生物转化技术由于具有

高效专一和绿色节能的特点在不对称合成中的应用

越来越受到重视［#，$］"作为生物催化剂的微生物细

胞中含有许多具有立体选择性的酶，使用全细胞催

化不对称合成反应，不但可以使价格昂贵的催化不

对称还原的辅酶在胞内再生［%］，同时所有的酶和辅

酶都被保护在天然的细胞环境中，有利于生物催化

反应的进行"
目前用于前手性芳香酮不对称还原制备光学活

性醇的催化细胞主要有酵母、植物细胞和蓝藻三种"
&’()*等［+］以苯乙酮作为唯一的碳源，用土壤中分

离得到的酵母!"#$%$"&’%(%)催化苯乙酮生成（*）,
苯乙醇，对映体过量（((）值为-#./0"但是，以活性

酵母作为催化细胞时，为了使不对称还原反应所必

需的辅酶在细胞内再生，需要添加葡萄糖等共底物，

这影响了产物的分离和纯化，同时酵母细胞催化苯

乙酮的转化率也不高"12324等［/］利用植物细胞催

化该类前手性酮的不对称还原，但植物细胞培养困

难并且转 化 效 率 较 低"52627892等［-］首 次 利 用 光

能营养型微生物蓝藻*+#,-./-/--&))01:&&+-#;在

不加任何共底物的前提下，依靠光激发的光电子传

递，成 功 地 对;，!，#，$，%,氯 苯 乙 酮 进 行 了 手 性 还

原，获 得 了 相 应 的 手 性 醇，由 于 光 能 使 5<=:>再

生，其反应的效率非常高"底物／生物催化剂比值达

到;.?（面包酵母只有?.??!!?.?;），化 学 收 率 大

于-?0，光学收率大于--0"
我们在前期实验［@?］中 筛 选 出 一 株 能 进 行 不 放

氧 光 合 作 用 的 类 球 红 杆 菌 （2./$/3"-’,4
)0.",4/%$,)），发现其可以直接利用光能催化苯乙酮

生成手性醇"在 最 优 反 应 条 件 下，发 酵 培 养 基 中 产

物的收率在-?0以上，产物的光学纯度高达--0"
在此基础上，本文选用了同类研究中应用范围最广

的苯乙酮作为模型底物，对光控不对称还原生物催

化机理和在反应体系中加入氢供体和电子供体对产

物收率的影响进行了较为深入的研究"

! 实验部分

!"! 类球红杆菌载色体的制备以及胞内（!）#氧化

还原酶和（"）#氧化还原酶的分离纯化

载色体的制备参照文献［@@］"菌种类球红杆菌

为本实验室保存菌种，菌体培养至A=%/?为@.?时，

用日立&B;;C型高速冷冻离心机于$???9／7D)离

心收集 菌 体"用E9DF,>&G缓 冲 液（@?77HG／I，J>
+.$）洗涤菌体!次，悬浮于E9DF,>&G缓冲液中，在#
K超声破碎混有 玻 璃 粉 的 悬 浮 细 胞，并 在L(M672)
AJND72I,@??O:型超速冷冻离心机中以!????9／

7D)离心!?7D)后取上清液，继续将此上清液在超

速冷冻离心机 中 以!$???9／7D)离 心%?7D)得 到

载色体结构沉淀，用适量E9DF,>&G缓冲液将载色体

沉淀溶解下来，密封置于P;?K冰箱中保存"
胞内（*）,氧 化 还 原 酶 和（2）,氧 化 还 原 酶 的 分

离纯化参照文献［@;］"在/?7G，J>+.?的磷酸缓

冲液中加入@$*湿菌体，再加入@?77HG／I的巯基

乙醇（<79(FMH，保 护 还 原 酶 中 可 能 存 在 的 二 硫 键）

和苯 甲 基 磺 酰 氟（:QRS，<79(FMH，抑 制 蛋 白 酶 的

活性），利用+$?T（#F破 胞U+F间 歇 冷 切）V--
破胞，破胞液以@????9／7D)离心;$7D)，收集上

清液"在破胞离心后的上清液 中 加 入@??7*的 硫

酸链 霉 素（<79(FMH）搅 拌!?7D)，再 用 @????9／

7D)离心;$7D)去掉沉淀的核酸和其它杂质，收集

上清液得到透明的淡黄色粗酶液"上述所有操作均

在#K下完成，以保证酶活力"最后 采 用 快 速 蛋 白

液相色谱系统<WE<S:I&（安玛西亚中国有 限 公

司）以阴离 子 交 换 柱 QH)HX>B对 粗 酶 液 进 一 步

分离纯化，得到（*）,氧化还原酶和（2）,氧化还原酶

混合液"
!"$ 氧化还原酶活力测定

向制备的酶混合液中加入@??0浓度的饱和硫

酸铵溶液 缓 慢 搅 动 沉 淀，离 心，提 取 硫 酸 铵 浓 度 为

#?0!%?0的沉淀，透析制得纯酶制品，溶于磷酸缓

冲液（J>+.?，?.?$7HG／I），上述过程在#K下完

成"取;?"G酶 稀 释 液 加 入 到 含 有@?"G苯 乙 酮 和

#?"G5<=:>（?.?;$7HG／I，BHM’(）的E9DF,>&G缓

冲液（J>+.?，?.?$7HG／I）中，用 分 光 光 度 计（YG,
N9HFJ(M!!??J9H，<7(9F’27LDHFMD()M(F）在@7G比

色皿中精确测定酶活力，@?F测定一次"还原型辅

酶#（5<=:>）作 为 供 体 给 氢，在 不 对 称 还 原 过 程

中被氧化为5<=:U，而5<=:>在!#?)7的紫外

光下有最大吸收，根据吸光度的变化测定酶活力，酶

活力定义为单位时间内催化氧化5<=:>能力的大

小，其计算 公 式 为 5（Y／（7*·7D)））Z（$6!#?7）／

（%.;8），其中8 表示蛋白质质量（7*）"
!"% 光控不对称还原反应体系构建及产物分析

在;$?7G的三角瓶中加入J>+.?的磷酸钠缓

冲液（?.@7HG／I）@??7G和@+77HG／I的底物苯乙
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酮（中国医药集团上海化学试剂公司），分别构建全

细胞催化的不对称还原反应体系、（!）!氧化还原酶

和（"）!氧化 还 原 酶 作 为 催 化 剂 的 不 对 称 还 原 反 应

体系以及载色体与胞内氧化还原酶偶合的不对称还

原反应体系，在"#$条 件 下，%&#’／()*振 荡 培 养

+,-.反 应 结 束 后，将 反 应 液 以,###’／()*离 心，

留取上清液，然后加入/0,12至饱和，再用3(2乙

醚萃取两次，合并萃取液，无水 4567,干燥后，减压

蒸馏得到产品.
用81!9:##型气相色谱仪（上海天美科学仪器

公司）分析蒸馏得到的产品，氢火焰离子检测器，1;
1-)’<=)2!>?@手 性 柱（+&(A#B+&((，安 捷 伦），

柱前压为#B+4;<，进样器和检测器温度均为+&#
$.采 用 柱 程 序 升 温，柱 温%&#$维 持%()*，"#
$／()*升至%3#$，维持+()*，载气为氮气，进样

量为#B"!2.用>!9:##色谱数据工作站进行数据处

理.底物转化率定义为#C$;%6／（$6%;），式中

%;和 %6分别代表产物醇和底物酮的分子量，$6
和$;分别代表反应初始时底物的质量和产物的质

量.产物的对映体过量值定义为DDC（&6E&"）／（&!
F&"），其中&! 和&" 分别为! 型产物和" 型产物

的浓度，采用外标法对产物进行分析.

表! 全细胞催化不对称还原苯乙酮反应

G<H2D% I=J((DK’)L’DMNLK)O*OP<LDKOQ-D*O*DHJ"’()(*+&,-./0’+-.(1)-/R-O2DLD22=

?*K’J S)5-K
IMM)K)O*OP’D<LK<*K=（((O2／S）

6OM)N(K-)O=N2P<KD 6OM)N(<LDK<KD >14T!
U)D2M（V） DD（V） 1O*P)5N’<K)O*

% O* # # # W"." :,.+ !
+ OPP # # # +W.% WW.: "
" O* %# # # 9&.W :9.+ !
, OPP %# # # +,.% W9.3 "
& O* %# %# # 3+.W :3.% !
W OPP %# %# # "#.% W,.9 "
9 O* %# %# #.& ,%.% :W.W !

XD<LK)O*LO*M)K)O*=：%##(2G’)=!012HNPPD’（&#((O2／S，Q09B#），<LDKOQ-D*O*D%9((O2／S，!C"#$，,C+,-.
!"!（"，,!M)L-2O’OQ-D*J2）!%，%!M)(DK-J2N’D<.

" 结果与讨论

"#! 氧化还原酶活力的测定结果

经测定，从类球红杆菌细胞中分离纯化的胞内

（!）!氧化还原酶 和（"）!氧 化 还 原 酶 混 合 液 不 对 称

催化 还 原 底 物 苯 乙 酮 的 酶 活 力 为,+B#T／（(5·

()*），其性质与文献［%"］报道的乙 醇 脱 氢 酶 相 似，

可初步认为分离纯化的类球红杆菌胞内酶是一种不

对称还原苯乙酮的酶.在还原过程中通过/I>;0
进行氢质子传递完成对底物苯乙酮的不对称还原，

这为在酶水平上进一步研究光控不对称还原生物催

化机理奠定了基础.
"#" 全细胞催化的光控不对称还原反应体系的构

建

为了 研 究 光 控 不 对 称 还 原 反 应 的 生 物 催 化 机

理，首先选用类球红杆菌作为全细胞生物催化剂，在

反应体系中加入氢供体乙酸钠和电子供体硫代硫酸

钠，考察反应活性的变化（表%），并且通过加入光电

子传递抑制剂>14T（"!（"，,!二氯苯基）!%，%!二甲

基脲）研究光能微生物辅酶的胞内再生机制.
从表%的实验%和+可以看出，以全细胞作为

生物催化剂时产物苯乙醇的光学构型受光照条件的

影响.在有光照条件下可获得光学纯度高达:,B+V
的（!）!苯乙醇，产物的收率为W"B"V.但是在黑暗

条件 下 产 物 以（"）!苯 乙 醇 为 主，其 光 学 纯 度 为

WWB:V，收率仅为+WB%V.在实验"中加入最适电

子供体硫 代 硫 酸 钠 后，产 物 的 收 率 提 高 至9&BWV，

当同时加入电 子 供 体 和 氢 供 体 时（实 验&），产 物 的

收率大幅度提高至3+BWV.在黑暗条件下，与实验

+相比，尽管同时加入电子供体和氢供体，实验,和

W的收率及DD值未见明显提高.由 此 可 知，光 照 能

提供辅酶再生所必需的光电子，从而提高反应的收

率，电子供体可以及时补充激发态细菌叶绿素分子

YL-2!失 去 的 电 子，而 氢 供 体 则 为 /I>;F 还 原 成

/I>;0提供活性氢.
为了进一步说明光照对全细胞光控不对称还原

催化体系的影响，在反应体系中加入能抑制光电子

传递的抑制剂>14T［%,］.实验9表明，在加入>1!
4T后，虽然在光照条件下同时加入 了 电 子 供 体 和

氢供体，但是产物的收率与实验W黑暗条件下的相

比没有明显 的 提 高.这 是 因 为>14T抑 制 了 辅 酶

再生必需的光 电 子 传 递，从 而 造 成 收 率 较 低.但 是
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加入!"#$后 产 物 的 光 学 构 型 却 是! 型，并 且 光

学纯度高达%&’&()由此可知，在全细胞催化的不

对称还原反应体系中，光照影响了细胞内（!）*氧化

还原酶和（"）*氧化还原酶的酶活力，从而对产物的

光学构型起到了调控作用)
!"# （!）$氧化还原酶和（"）$氧化还原酶为催化剂

的不对称还原反应体系的构建

为进一步阐明光照的作用，选用分离纯化的胞

内（!）*氧化还原 酶 和（"）*氧 化 还 原 酶 混 合 液 作 为

生物催化剂构建了不对称还原反应体系，结果如表

+所示)可以看出，在加入,-!./时，光照条件下

（实验0）产 物 的 收 率 为12’0(，比 黑 暗 条 件 下（实

验+）产物 的 收 率（&’+(）有 很 大 程 度 的 提 高，而 且

光学纯度从34’%(提 高 至%5’%(，但 产 物 为（!）*
苯乙醇)这 是 由 于 在 ,-!./存 在 的 条 件 下，光 照

激活了光能微生物细胞内的（!）*氧化还原酶，使其

活性大大超过了（"）*氧化还原酶的活性)在同时加

入,-!.6、电子供体和氢供体时（实验5和2），无

论是光照 还 是 黑 暗 条 件 下 产 物 的 收 率 均 无 明 显 变

化)这可能是由于纯化的酶混合液中没有能进行电

子传 递 的 载 色 体 存 在，因 此 无 法 完 成 辅 酶 ,-!./
的再生)

表! 氧化还原酶催化不对称还原苯乙酮反应

789:;+ -<=>>;?@AB@;CDB?AEFEG8B;?EHI;FEF;9=@;CEJ;FK=>;<G@E>"#$%$&’()*+,-#’*+$.%*,B;::<

LF?@= MANI?
-CCA?AEFEG@;8B?8F?<（>>E:／M）

OECAD>?IAE<D:G8?; OECAD>8B;?8?; ,-!./ ,-!.6
PA;:C（(） ;;（(） "EFGAND@8?AEF

0 EF 4 4 01 4 12)0 %5)% !
+ EGG 4 4 01 4 &)+ 34)% "
1 EF 4 4 4 02 04)2 %Q)+ !
5 EF 04 04 4 02 0Q)3 %3)0 !
2 EGG 04 04 4 02 04)5 &Q)Q "

R;8B?AEFBEFCA?AEF<：044>:7@A<*/":9DGG;@（24>>E:／M，H/3’4），8B;?EHI;FEF;03>>E:／M，!S14T，)S+5I)

!"% 载色体与氧化还原酶偶合不对称还原体系的

构建

在上述实验的基础上，选用类球红杆菌载色体

偶合氧化还原酶作为生物催化剂构建了不对称还原

体系，以进一步阐明反应体 系 中 辅 酶 ,-!./的 再

生机理，结果见表1)可以看出，同时在体系中加入

,-!.6、电子供体和 氢 供 体 后，由 实 验0和+比 较

可知，光 照 使 产 物 的 收 率 由01’+(大 幅 度 提 高 至

3Q’+(，;;值由3+’%(提高至%2’+(，并且由表+
实验5与表1实验0的收率比较可知，光照和载色

体在类球红杆菌胞内光电子传递辅酶原位再生的过

程中起到了决定性的作用)
表# 载色体与氧化还原酶偶合不对称还原苯乙酮反应

789:;1 -<=>>;?@AB@;CDB?AEFEG8B;?EHI;FEF;9=BI@E>8?EHIE@<BEDH:;CUA?I@;CEJ;FK=>;<G@E>"#$%$&’()*+,-#’*+$.%*,

LF?@= MANI?
-CCA?AEFEG@;8B?8F?<（>>E:／M）

OECAD>?IAE<D:G8?; OECAD>8B;?8?; ,-!./ ,-!.6
PA;:C（(） ;;（(） "EFGAND@8?AEF

0 EF 04 04 4 02 3Q)+ %2)+ !
+ EGG 04 04 4 02 01)+ 3+)% "
1 EGG 04 04 01 4 +Q)0 &&)Q "

R;8B?AEFBEFCA?AEF<：044>:7@A<*/":9DGG;@（24>>E:／M，H/3’4），8B;?EHI;FEF;03>>E:／M，BI@E>8?EHIE@;4’+N／>:，@;CEJ;FK=>;<
+’2>:，!S14T，)S+5I)

!"& 光控不对称还原生物催化机理

根据上述实验结果推测的类球红杆菌催化苯乙

酮不对称还原 的 反 应 机 理 如 图0所 示)首 先，在 光

照条件下，位于细胞膜载色体上的捕光色素将吸收

的光量子传递到光化学反应中心的细菌叶绿素分子

VBI:上，VBI:吸收一个光量子后由基态转变成激发

态VBI:!)VBI:!分子释放的高能电子经过非循环式

光电子传 递 链 传 递，将 ,-!.6还 原 为 不 对 称 还 原

反应必需的辅酶,-!./)通过加入电子供体和氢

供体的方 式 分 别 补 充VBI:失 去 的 电 子 和 ,-!./
再生所需的活性氢)这正是所研究的反应体系中载

色体或全细胞存在时，加入乙酸钠和硫代硫酸钠后，

产物的收率 和;;值 大 幅 度 提 高 的 原 因)光 照 使 得

细胞内（!）*氧化 还 原 酶 的 活 性 远 高 于（"）*氧 化 还

原酶，因此细胞内再生的辅 酶 ,-!./优 先 被 细 胞

内的（!）*氧化还原酶所利用；而黑暗条件下（!）*氧

化还原酶未被激活，无法大量结合辅酶,-!./，细

胞 内（!）*氧化还原酶和（"）*氧化还原酶活性差异
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图! 类球红杆菌光控苯乙酮不对称还原反应体系的催化机理

!"#$ %&’(’)&*+",(-.*,/((’01")1’23)0"-+-.*)’0-4&’+-+’
)*0*5/6’27/4&-0-,/+0&’0")7*)0’1"*

（8)&5 7*)0’1"-)&5-1-4&/55，8)&5! ’9)"0’2,0*0’
-.7*)0’1"-)&5-1-4&/55，!’:; .’11’2-9"+<）

不大，结 合 =>?@A的 能 力 也 相 近，因 此 反 应 的’’
值较低，产 物 以（!）:苯 乙 醇 为 主，同 时 由 于 没 有 辅

酶=>?@A再生所必需的光能供 应，反 应 的 收 率 也

较低<
另外，再生的辅酶=>?@A能 提 供 反 应 所 需 要

的氢，在氧化还原酶的作用下从底物苯乙酮的! 或

"面进攻羰基生成相应的单一对映体醇（图B），同

时辅酶被转化成氧化型的=>?@C<

图" 胞内氧化还原酶结合辅酶#$%&’生成

不同构型产物示意图

!"#B >,/((’01")1’23)0"-+-.*)’0-4&’+-+’0-（"）:-1（!）:
41-23)0)*0*5/6’27/1’2-9’+6/(’,*+2=>?@A

( 结论

通过对类球红杆菌全细胞为催化剂、氧化还原

酶混合液为催化剂以及载色体与氧化还原酶偶合催

化三种不对称还原反应体系的构建和研究，通过检

测目 标 产 物 的 收 率、’’值 和 光 学 构 型，分 析 了 光 控

不对称还原的生物催化机理，发现光照可以改变胞

内（"）:氧化还原酶和（!）:氧化还原酶的活性，从而

生成不同构型的产物，阐明了加入电子供体和氢供

体后反应收率和’’值 的 提 高 是 由 于 分 别 补 充 细 菌

叶绿 素 分 子8)&5失 去 的 电 子 和 =>?@A再 生 所 需

的活性氢<
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