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摘要  手性药物的生物合成与转化的优点在于反应条件温和 ,选择性强 ,副反应少 ,产率高 ,产品光学纯度高 ,无污染。不论在研究开发
还是产业化进程上均具有很大优势 ,国际上一致认为手性生物合成和拆分是首选的手性化技术。综述了脂肪酶、酯酶、转氨酶等在手性
药物生产中的应用,并对手性药物生物合成研究的新进展作一简单介绍。
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  生物催化( Biocatalysis) 是指利用酶或有机体( 细胞、细胞

器等) 作为催化剂实现化学转化的过程, 又称生物转化( Bio-

transfor mation) [ 1] 。生物催化中常用的有机体主要是微生物 ,

其本质是利用微生物细胞内的酶催化非天然有机化合物的

生物转化 ,又称微生物生物转化( Microbial biotransformation) 。

生物催化反应具有高度的化学、区域和立体选择性, 特别适

用于医药、食品和农药等精细化工产品的合成制备, 这些领

域对单一对映体功能化合物的需求量正在逐年增加。目前 ,

世界上每年用化学 - 酶法制备的药物中间体就达1 800 t , 而

食品添加剂量则更大 ,仅阿斯巴甜一项就有1 500 t [ 2] 。生物

催化法在手性化合物合成中发挥着重要作用,并将得到更广

泛的应用。酶催化的反应可在温和的条件下进行 , 如室温、

中性或接近中性pH, 这样的反应条件将会减少产物的分解、

异构化、消旋和重排反应。生物催化过程一般无污染或污染

较少、能耗相对较低,是一种环境友好的合成方法, 它将会为

绿色化学工业做出贡献。

酶是一种高效催化剂, 能加速化学反应的速度, 最高可

达非酶催化反应速度的1012倍。酶催化反应还具有化学、区

域和立体选择性, 因此酶在有机化合物手性合成中有着重要

的应用。最近几年生物催化剂在有机合成中的应用已经成

为一种极具吸引力的常规化学合成方法。大量的酶和酶催

化的 反应 相继 被报 道, 生 物催 化剂 数据 库( Bio- catalysis

Database) 中已有8 000 篇论文和专利 ,介绍了18 500 种由酶、

微生物和抗体酶催化的生物催化反应, 其中有不少反应已经

在工业合成中得到应用[ 3] 。手性药物的生物合成和转化是

利用酶催化反应的高度底物、立体、区域选择性,将化学合成

的前体或潜手性化合物或外消旋衍生物转化成单一光学活

性产物。它主要包括酶促不对称合成、拆分及微生物转化。

1  酶法拆分外消旋体合成手性药物

酶的活性中心是一个不对称环境 , 有利于识别的消旋

体, 在一定条件下, 酶只能催化消旋体中的一个对映体发生

反应而成为不同的化合物, 从而使2 个对映体分开, 反应产

物的对映过剩百分率( ee 值) 可达100 % 。因此, 用催化效率

高、专一性强的酶拆分消旋体是获取对映纯化合物的捷径。

目前, 绝大多数氨基酸( 包括非天然氨基酸) 都能用酶法拆分

得到高纯度对映体, 许多常见氨基酸已能大规模生产[ 4] 。酶

的固定化技术、多相反应器等新技术日趋成熟 ,大大促进了

酶拆分技术的发展, 脂肪酶、蛋白酶、转氨酶等诸多酶类已能

用于外消旋体的拆分[ 5] 。

脂肪酶是研究最早的酶类之一, 是一类特殊的酯键水解

酶。脂肪酶具有高度的选择性和立体异构专一性 ,且反应时

不需要辅酶, 条件温和, 不良反应少, 适用于催化非水相介质

中的化学反应[ 6] 。有些脂肪酶具有2 个活性中心, 最近 ,

Sanchez 等[ 7] 用Candida antarctica 脂肪酶( CAL) 催化双重对映

选择性氨解获得成功。反应中有1 个亲核物质( 醇或胺) 和1

个手性酰基供体( 酸或酯) ,由于CAL 具有对二者不同的对映

识别位点, 因此在一步反应中可实现对二者的同时拆分。

CAL 对两种反应底物都显示出高对映选择性, 这样就能以高

非对映异构率和高 ee 值生产对映纯的3- 羟基酰胺, 而这是

合成含有两个立体中心的3- 羟基吡咯烷和2- 氧代吡咯烷的

起始物质。在一步反应中既实现了酰胺的转化, 又实现了酯

和胺的拆分。

广泛存在于自然界中并具有生物活性的内酯大多数具

有手性, 化学合成过程复杂且产率低, 而利用脂肪酶在有机

相中催化羟基脂肪酸形成内酯则是一种很有应用前景的方

法[ 8] 。酯酶也具有很高的工业应用价值。从1996 年开始 ,日

本研究人员将 F . oxysporu m 的菌丝固定在藻酸钙凝胶中大规

模生产 D- 泛酰内酯, 他们将菌丝置于 pH 值为6 .5～7 .0 , 浓

度为70 % 的DL- 泛酰内酯中保温20 h ,D- 异构体被完全水解 ,

从而实现消旋体的拆分。

随着科技的发展,新酶层出不穷。Snell 等[ 9] 从当地筛选

出一种能降解乙腈的细菌 Rhodococcus AJ270 , 其含有的一种

腈水合酶具有单一的酰胺酶活力 ,能用于腈与酰胺的转化反

应。David 用该酶对消旋布洛芬酰胺进行动力学拆分, 由于

其对S- 布洛芬酰胺的选择性强, 水解速度快, 经过适当反应

时间后, 可得到 ee 值为90 % ～94 % 的S- 布洛芬。但若反应

时间过短, 则转化不完全, 底物利用率低; 若反应时间过长 ,

则底物完全水解, 产物将是消旋混合体。

酶法拆分的一个主要缺点是要产生一半无效异构体, 但

是在某些反应可以方便地改变反应条件而使无效异构体原

位消旋化。例如,利用酯酶催化的酯交换反应制备 R-2- 苯氧

基丙酸衍生物过程中不需要的 S- 对映体用催化量的甲醇钠

进行加热可以很容易地进行外消旋转化。酶催化反应往往

速率较慢, 可通过微波照射 ,改变底物结构和溶剂系统等方

法进行改善[ 10] 。

2  酶催化手性药物合成

生物合成是利用微生物或酶直接转化, 如利用氧化还原

酶、合成酶、裂解酶等直接从前体化合物不对称合成各种结
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构复杂的手性醇、酮、醛、胺、酸、酯、酰胺等衍生物, 以及各种

含硫、磷、氮及金属的手性化合物和药物。理论上可将前体

化合物100 %地转化为手性目的产物, 相对比较简单、高效 ,

且能完成一些在化学反应中难以进行的反应。

以转氨酶为例,其特点是底物特异性低, 反应速度快, 无

需辅因子, 已被用于大规模生物合成非天然氨基酸, 以满足

生产单旋药物的需要。降压药依那普利的作用靶位是血管

紧张素转化酶,其结构中含有的L- 同型苯丙氨酸属非天然氨

基酸;另外,非天然氨基酸D- 苯丙氨酸和L- 叔丁基亮氨酸也

分别是抗血栓药和抗爱滋病药的组成部分[ 11] 。

工业生产 D- 对羟基苯甘氨酸的最后一步要在酸性条件

下使用等摩尔的腈, 这样不仅腈的消耗量大而且毒性也大。

Ohashi 发现用 D- 氨甲酰酶作生物催化剂,不仅能取代有毒的

腈,使反应更安全 , 而且生产过程也较简化 , 提高了生产效

率。一般来说,D- 或 L- 氨甲酰酶只催化 D- 或 L- 型异构体的

反应, 而Ogawa 从 Alcaligenes xylosoxi dans 中分离纯化出的新

L- 氨甲酰酶,对底物的特异性范围宽 , 立体选择性强, 对长、

短链化合物均有作用。

羟脯氨酸是药物合成中的重要手性原料,尤其是反-4- 羟

基-2- 脯氨酸, 它是羟脯氨酸的 8 种异构体之一, 是生产抗炎

药N- 乙酰羟脯氨酸、抗生素carbapenem、血管紧张素转化酶抑

制剂的重要前体。Shibasak 等分别从 Dactylosporangi um sp .

RH1 和 Streptomy ces sp .TH1 中发现了重要的脯氨酸-4- 羟化

酶和脯氨酸- 3- 羟化酶。前者能催化生产反-4- 羟基- L- 脯氨

酸,后者能催化生产顺- 3- 羟基- L- 脯氨酸 ,这两种酶均已在大

肠杆菌中克隆表达成功,并已用于工业生产[ 12] 。

3  手性药物生物合成方法的新进展

酶技术的一个新方向是美国 Altus Biologics 的交联酶结

晶( Cross-linked enzyme crystals) 。Altus 已将来自Candida rugosa

酵母的一种交联结晶酯酶( Lipase) 加入到其肽酶( Peptidase)

产品thermolysin 中, 该酯酶能催化广泛的酯化和水解反应。

Thermolysin 可以将肽缝合在一起, 又可以将它们拆散。作为

交联酯酶能力的一个实例是布洛芬消旋体甲酯的选择水解

成( S) -( + )- 布洛芬 ,对映体过剩95 %。该蛋白酶还可以用来

装配人工甜味剂aspartame 的3 个L- 氨基酸。

交联酶晶体技术( CLEC) [ 13] 的生产过程分2 步: 酶的分

批结晶和晶体的化学交联。该技术将水溶液中生成的长度

为50～100 μm的酶结晶加入戊二醛进行交联并干燥, 形成一

种具有稳定结构和酶催化活性的晶态物质。交联酶晶体既

具有酶的特征( 高活性、高选择性、易处理、反应条件温和) ,

又具有固相催化剂的优点( 环境适应性强、能循环利用) , 使

其催化剂在有机合成中非常有用[ 14] 。交联酶晶体纯度高 ,

催化活力不仅大大高于原酶粉, 而且是固定化酶的100 倍 ,

用量仅为反应体系总量的1 %。相对于可溶酶, 交联酶晶体

在稳定性、活性、机械强度方面均有突出优势, 对热、有机溶

剂、蛋白质水解造成的变性作用稳定性强。用 CLEC 技术在

低水有机溶剂中拆分消旋醇、酸,其 ee 值可达95 %～99 %。

近年来, 运用分子进化法改变天然酶化学结构的研究受

到人们的关注[ 15] , 它是连接生物催化剂工程和介质工程的

一座新桥梁[ 16] 。分子进化法又称体外进化法和直接进化法 ,

包括DNA 改组, 体外随机引发重组( RPR) , 交错延伸( StEP)

等方法[ 17] 。以RPR 为例, 是以单链 DNA 为模板,配合一套随

机序列引物 ,先产生大量互补于模板不同位点的短 DNA 片

段,由于碱基的错配和错误引发 ,这些短DNA 片段中也会有

少量的点突变,在随后的PCR 反应中, 它们互为引物进行合

成, 伴随组合, 再组装成完整的基因长度。反复进行上述过

程, 最终可获得满意的进化酶性质[ 18] 。

分子进化法可改进酶的热稳定性、反应活性、底物特异

性和对映体选择性等 ,通过分子进化法获得的酶更适于手性

药物的大规模生产。例如, 氯碳头孢( Loracarbef) 为第4 代头

孢菌素类抗生素 , 可耐受β- 内酰胺酶的水解, 在体内相对稳

定,半衰期长, 抗菌谱广。合成中需要先将母核中羧基用对

硝基苄酯加以保护, 然后进行扩环和取代反应 ,合成后期采

用有机溶剂中锌催化还原法脱保护, 但产生大量含锌废液而

污染环境。枯草芽孢杆菌( Bacill us subtilis ) 酯酶可水解此保

护基, 使反应更加高效环保。但底物氯碳头孢母核对硝基苄

酯在水中溶解度很低, 酶水解产率低。Arnold 采用直接进化

法将酯酶基因在体外随机有限突变,筛选能在30 %DMF 水溶

液中高效水解氯碳头孢母核对硝基苄酯的酯酶。经过4 轮

随机突变和一步 DNA 片段离体重组后, 成功获得了总活性

净增加50～60 倍的新酯酶, 通过对其序列进行分析, 确定了

基因突变位点, 为今后酶的理性设计奠定了基础[ 19] 。运用

此项技术还对脂肪酶、胸腺��激酶( Thymidine kinase) [ 20] 、真

菌过氧化物酶( Fungal peroxidase) 、绿色荧光蛋白( Green fluo-

rescent protein ) 等实施体外直接进化获得成功。

酶法实现手性药物的生物合成与转化的发展前景非常

诱人, 各种新的方法与技术正在不断出现,抗体酶、交联酶晶

体、反胶束酶、固定化酶、酶的修饰及非水相酶学等都是当今

酶学研究的活跃领域 ,这些技术的发展与完善必将推动手性

药物转化的研究发展。
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剂, 不同配比作展开剂[ 6] , 结果表明( 表1) , 用上述9 种展开

剂对天竺桂果实色素进行最佳展开剂的确定试验,层析出色

素类化合物为不展开或只分离出一种化合物,其中无水乙醇

∶水∶盐酸( 5∶1∶1) 斑点全部展开到溶媒前沿 ,由此可见分离该

样选择苯作展开剂最好。选择以无水乙醇∶水∶盐酸( 5∶1∶1 ,

V/ V) 作为展开剂 ,斑点清晰明显, 分离效果理想。

图1 天竺桂果实

色素化合物

薄层层析

2 .2 薄层层析色素 Rf 值的测定  该实验

以无水乙醇∶水∶盐酸( 5∶1∶1 , V/ V) 作为最

终展开剂,其展开图谱如图1。天竺桂果实

色素样液在薄层板上只分离出1 种化合

物, 由 Rf = X/ L ,其中 X 为分离出的天竺桂

果实色素化合物移动的距离, L 为展开剂

移动的距离, 可计算其 Rf 值( 表2) 。参照

文献[ 7 - 8] , 该天竺桂果实薄层层析色素的

Rf 值为0 .83 , 与β- 胡萝卜素相符合,且颜色

与β- 胡萝卜素相 似, 极有可 能为β- 胡萝

卜素。

  表2 天竺桂果实薄层层析色素在薄层板分离出化合物的值

重复 X∥cm L∥cm Rf

1 10 .5 12 .4 0 .83

2 10 .2

3 10 .3

4 10 .4

5 10 .2

2 .3  紫外光谱特征  图 2 显示出类胡萝卜素的特征吸

收[ 9] ,204 nm处有一主峰,361 nm处有一肩峰。可初步判定

该化合物为β- 胡萝卜素。

3  讨论

(1) 用不同极性的溶剂、不同配比作展开剂进行最佳展

开剂试验 ,结果表明,无水乙醇∶水∶盐酸( 5∶1∶1 , V/ V) 为最佳

展开剂。

  ( 2) 天竺桂果实在成熟状态下呈红色, 而分离出的色素

呈黄绿色,可能与溶剂的使用有关。

图2 天竺桂果实色素化合物的紫外光谱特征

( 3) 对天竺桂果实色素进行薄层层析只分离出一种色素

类化合物, 说明天竺桂果实色素成分比较简单 ,只含有一种

色素类化合物。该化合物经紫外光谱仪分析,其紫外吸收光

谱特征与类胡萝卜素相似, 其薄层层析的 Rf 值与β- 胡萝卜

素一致, 初步判定该色素类化合物为β- 胡萝卜素, 笔者将再

通过红外光谱、气相- 色谱质谱联用仪及核磁共振仪等方法

进行进一步鉴定其结构。
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