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固定化啤酒酵母细胞催化有机硅酮不对称还原"

娄文勇 宗敏华"" 范晓丹 卢杰泉 杜 伟
（华南理工大学生物工程系 广州 51#0!#）

摘 要：研究了固定化啤酒酵母细胞催化三甲基硅乙酮不对称还原反应，系统探讨了振荡速

度、底物浓度、固定化细胞浓度、CD值和反应温度对反应速度、产率和产物光学纯度的影响。
结果表明，上述因素对固定化啤酒酵母细胞催化三甲基硅乙酮不对称还原反应均有较显著的

影响。振荡速度以 15#EF8:>为宜，底物浓度和固定化细胞浓度分别为 1!88&’FG和 #H15+F8G
较佳，适宜的 CD值为 /HI，最佳反应温度为 "5J K I#J。在该优化反应条件下，反应最大产
率和产物的光学纯度分别高达 $!H2L和 2#H"L44。
关键词：三甲基硅乙酮，固定化细胞，啤酒酵母，不对称还原，（7）717三甲基硅乙醇
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具有 N:7O结构的有机硅化合物在自然界生物系统中尚未发现，但近年来的研究表
明，许多有机硅化合物不仅在有机合成，尤其是不对称合成中占有较重要的地位，而且具

有特殊的生物活性，其作为药物，比碳结构类似物有更佳的药效、更高的选择性及更低的

毒性，硅替换是药物设计的一条有效途径［1 K "］。化学合成许多有机硅化合物的条件甚为

苛刻，并且，反应物或产物在此极端的条件下可能不稳定，难以得到目的产物，手性有机硅

化合物合成尤为如此。生物合成法因具有高效性、高立体选择性、反应条件温和、成本低

以及环境污染小等优点而日益受到青睐。$#年代末以来，39@P4等人［I K !］一直探索生物细
胞催化有机硅化合物的转化作用，发现酵母、细菌、藻类、悬浮培养植物细胞均能催化有机

硅化合物的不对称羰F羟基转化。2#年代初以来，人们相继报道了醇脱氢酶及脂肪酶催化
有机硅醇的脱氢、酯化和转酯［5 K 11］。最近，Q9>:等［1"］研究了游离面包酵母细胞催化一系
列不同结构有机硅酮的不对称还原反应，发现当底物为 17三甲基硅717丁酮时，最大产率
和产物光学纯度分别为 /#L和 0#L44；当底物为带有苯基的有机硅酮如苯基三甲基硅甲
酮时，产物光学纯度增至 25L44，但最大产率降至 05L。迄今，国内尚未见固定化酵母细
胞催化有机硅酮不对称还原反应的报道。本文研究了固定化啤酒酵母细胞催化三甲基硅

乙酮不对称还原成（7）717三甲基硅乙醇的反应，系统探讨了振荡速度、底物浓度、固定化细
胞浓度、CD值和反应温度对这一反应的影响。

! 材料和方法

! "! 材料
啤酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）华南理工大学生物工程系菌种保藏室保藏；三甲基



硅乙酮（!"#$%&$’()#$*%&+(&!,#）、正壬烷（内标）购自 -&.’("*公司；（ /）010三甲基硅乙醇，购自
2(3)!公司；其他试剂为市售分析纯。

图 ! 游离和固定化啤酒酵母细胞催化三甲基硅
乙酮不对称还原反应过程曲线

4(351 6#!"$(7, $()# "78’+# 79 $*# !+%))#$’(" ’#.8"$(7, 79
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! "# 方法
!$#$! 啤酒酵母细胞固定化：培养 MK*的啤酒酵母细胞离心（I@>>’A)(,，1>)(,）分离，洗涤
两次，得到游离啤酒酵母细胞。把一定量的游离啤酒酵母细胞分散在等重量的蒸馏水中，

然后将它加入含 MN海藻酸钠的溶液中形成细胞A海藻酸钠悬浮液（边倒入边搅拌），用注
射器把悬浮液滴入含 MND!D&M 的溶液中（边滴边搅拌），过滤收集固定化细胞颗粒。将固
定化细胞悬浮在含 M>N葡萄糖、>G>@ND!D&M 的溶液中，冷藏（KJ）备用。

!$#$# 固定化啤酒酵母细胞催化三甲基硅乙酮不对称还原反应：在 @>)?带塞三角瓶中
装入 1>)?含有 1K))7&A?三甲基硅乙酮、M>N葡萄糖和 >G>@ND!D&M 的一定 =C值 B’(+0CD&
缓冲液（@>))7&A?），加入一定量的固定化细胞开始反应，于一定温度和振荡速度下水浴振
荡，定时从反应液中取样 >G@)?，用 >G@ O M)?乙酸乙酯萃取两次，然后加入 1>!?稀释后
的内标（正壬烷与乙酸乙酯的体积比为 1 PIQ）供气相色谱检测。反应终止后，取 @)?反应
液，用同一缓冲液稀释至 M>)?，供旋光仪检测产物 10三甲基硅乙醇的旋光性。
!$#$% 气相色谱分析 仪器：美国惠普 CRKHQ>S型气相色谱仪，配备 IIQH-工作站，氢火
焰离子检测器；手性柱："0环糊精柱，柱径 >GIM))，柱长 I>)；分析条件：气化室温度
M@>J，检测室温度 M@>J，柱温 T1J维持 1)(,后，以 1JA)(,的速率升温至 1>>J；载气为
氮气，流速为 MG@)?A)(,；分流比 1 P 1>>；进样量 M!?。在该分析条件下，底物三甲基硅乙
酮、内标正壬烷、产物 10三甲基硅乙醇的两对映体（ U）010三甲基硅乙醇和（ V）010三甲基
硅乙醇的保留时间分别为 IGIT)(,、@GM>)(,、
@GK1)(,和 @GTK)(,。
!$#$& 产率、反应速度及产物光学纯度的确
定：根据产物 10三甲基硅乙醇的增加来计算
产率（最大产率是反应达到平衡时的产率），

以初始反应时间内产物在单位时间内的增加

计算初始反应速度，根据产物的两种异构体

的浓度计算产物光学纯度，用对映体过量值

来表征，即 ## E（- V W）A（- U W）（其中，-和 W
分别表示反应后产物 10三甲基硅乙醇的两种
对映体的浓度）。

# 结果和讨论

# "! 游离细胞和固定化细胞催化三甲基硅
乙酮不对称还原反应过程比较

游离啤酒酵母细胞和固定化啤酒酵母细

胞都可催化三甲基硅乙酮不对称还原成

（ V）010三甲基硅乙醇，但两者催化的反应速
度、产率和产物的光学纯度均有较大的差异。
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从反应过程曲线（如图 !）可知，游离细胞催化三甲基硅乙酮不对称还原反应的初速度较
大，反应前 "#，产率随着反应时间的增大而几乎成直线迅速增加，" 小时后，反应速度下
降。产物的光学纯度随着反应时间的增大而降低，反应进行 !$#，产率为 "%&"’，产物光
学纯度为 "(&)’**。固定化细胞催化三甲基硅乙酮不对称还原反应的初速度小于游离细
胞，产物的光学纯度也是随反应时间的增大而降低，但一直比游离细胞催化的反应产物光

学纯度要高，反应 !$#后基本达到平衡，此时的产率为 )+&!’，产物光学纯度为 ),&%’**。
可见，啤酒酵母细胞固定化后，反应的最大产率和产物光学纯度都有较大的提高。这可能

是由以下几种因素造成的：（!）生物细胞的酶系很复杂，在反应中起作用的有多种酶，它们
的活力和立体选择性等因环境的变化而异；（,）细胞在固定化过程中，某些立体选择性低
的酶活力降低或失活，从而使反应的立体选择性提高；（-）由于所用固定化载体的亲水性，
固定化细胞内底物和产物浓度较游离细胞低，可能解除或减少了底物和产物对酶的抑制

作用。细胞固定化后，反应的初速度有所降低，这是因为非极性底物三甲基硅乙酮通过亲

水性的海藻酸钙扩散到酵母细胞内受到较大的阻碍。固定化细胞催化三甲基硅乙酮的不

对称还原反应比游离细胞好，不仅表现在产率和产物光学纯度较高，而且固定化细胞便于

储存，在 +.条件下放置两个星期，活力基本不变，而游离细胞在同样的条件下放置一天，
活力就下降了 +$’。此外，固定化细胞便于回收，可重复利用。所生成的产物主要是
（ /）0!0三甲基硅乙醇。

图 ! 振荡速度对反应初速度的影响
1234, 566*78 96 :#;<* :=**> 9? 2?282;@ A*;7829? A;8*

B*;7829? C*>2DC：!$CE ($CC9@FE GA2:0HI@ JD66*A
（=H K "&)）；! K -$.；!+CC9@FE ;7*8L@8A2C*8#L@:2@;?*；

!&"3 2CC9J2@2M*> 7*@@:4

! "! 振荡速度对反应的影响
振荡速度影响底物和产物在反应中的传

质，从而影响反应初速度（如图 ,）。当振荡速度
小于 !($AFC2?时，反应初速度随着振荡速度的增
加而迅速增加，说明非极性底物三甲基硅乙酮

通过亲水性海藻酸钙进入啤酒酵母细胞受到传

质限制，对反应初速度影响较大；当振荡速度大

于 !($AFC2?时，反应初速度基本不随振荡速度的
增加而变化，说明已基本消除传质限制。因此，

选择振荡速度为 !($AFC2?较宜。
! "# 底物浓度对反应的影响
底物浓度对该反应初速度、产率和产物光

学纯度均有显著的影响（如图 -）。从图 -可知，
三甲基硅乙酮的浓度由 %CC9@FE增至 !+CC9@FE

时，反应初速度基本保持不变，但随着三甲基硅乙酮的浓度继续增大，反应初速度迅速减

小，当底物浓度由 !+CC9@FE增至 -(CC9@FE时，反应初速度由 ,&"CC9@FE& 3& #减至 !&,CC9@F
E& 3& #左右。反应的最大产率随底物浓度的增加而减少，产物光学纯度则随底物浓度的
增加而提高。当三甲基硅乙酮的浓度为由 !+CC9@FE增至 -(CC9@FE时，产物光学纯度增加
的幅度较小（由 )+&(’ ** 增至 )N&,’ **），而反应最大产率显著下降（由 )-&+’减至
+,&"’）。可知，该反应在所研究的底物浓度范围内显然存在底物抑制作用。综合考虑反
应初速度、最大产率及产物光学纯度这三个因素，认为底物浓度以 !+CC9@FE为宜。
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图 ! 底物浓度对反应的影响
!"#$% &’’()* +’ ,-.,*/0*( )+1)(1*/0*"+1 +1 *2( /(0)*"+1
———! ((3；———" 43；———# 51"*"06 /(0)*"+1 /0*($

7(0)*"+1 8(9"-8：:;8< =;88+6>< ?/",@AB6 .-’’(/（CA D EFG）；! D %;H；:FE# "88+."6"I(9 )(66,；! D :J2$

" #$ 固定化细胞浓度对反应的影响

图 $ 固定化细胞浓度对反应初速度的影响
!"#$K &’’()* +’ "88+."6"I(9 )(66 )+1)(1*/0*"+1

+1 *2( "1"*"06 /(0)*"+1 /0*(

7(0)*"+1 8(9"-8：:;8< =;88+6>< ?/",@AB6 .-’’(/
（CA D EFG）；! D %;H；:K88+6>< 0)(*L6*/"8(*2L6,"601($

固定化细胞浓度对该反应的初速

度及立体选择性的影响如图 K 和表 :。
从图 K 可见，固定化细胞浓度小于
;F:=#>8<时，反应初速度随之增大而迅
速提高，而固定化细胞浓度大于 ;F:=#>
8<时，反应初速度随之增加而提高的趋
势缓慢。由表 :可知，不同浓度的固定
化细胞催化此反应时，在相近产率下所

对应的产物光学纯度也相近，这说明了

固定化细胞浓度对该反应的立体选择

性影响不大。综合考虑，固定化细胞浓

度以 ;F:=#>8<为宜。
" #% CA值对反应的影响

CA值不仅影响反应速度，而且影响
最大产率和产物光学纯度。由表 J 可
见，CA值从 =FG上升到 MF=，反应速度随之上升，当 CA值继续上升时，反应速度却随之下
降，说明了固定化细胞催化的该反应速度在 CA D MF=时达到最大，但该反应的最大产率和
产物光学纯度并非在此 CA值下最高。这可能是由于啤酒酵母细胞内起催化该反应的酶
除醇脱氢酶（主要酶）外，还有多种同功酶，不同的酶所对应的最适 CA值也不同，因此，在
不同的 CA值下，酵母醇脱氢酶和其同功酶的相对活性、立体选择性均有较大的差异，从
而影响产物的光学纯度。当 CA D MF%时，该反应的最大产率比其他 CA值条件下较高，达
到 GKFK3，对应的产物光学纯度高达 GMFM3((。综合考虑 CA值对反应速度、最大产率和
产物光学纯度的影响，选择缓冲液的 CA值为 MF%。
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表 ! 固定化细胞浓度对产物光学纯度的影响
!"#$% & ’((%)* +( *,% )+-)%-*."*/+- +( /00+#/$/1%2 )%$$3 +- +4*/)"$ 45./*6 +( *,% 4.+25)*

7+-)%-*."*/+- +(

/00+#/$/1%2 )%$$38（980:）
! 8, ;8< %%8< ! 8, ;8< %%8<

=>=? @>= AB>A C?>= D>= BE>C ED>B
=>&= A>= A@>C CF>? ?>= ?A>B E?>D
=>&? &>? AB>B CF>C @>= BD>E EE>A
=>A= &>? AB>F CF>A @>= BC>D ED>A
=>A? &>= A@>A CD>= A>= BD>C ED>D
=>@= &>= A?>A CF>F A>= BE>D EF>?

G%")*/+- 0%2/50：&=0: ?=00+$8: !./3HI7$ #5((%.（4I J F>E）；! J @=K；&B00+$8: ")%*6$*./0%*,6$3/$"-%L

表 " #$值对反应的影响
!"#$% A ’((%)* +( 4I +- *,% .%")*/+-

4I M-/*/"$ .%")*/+- ."*%8（00+$8:L ,L 9） ! 8, ;8< %%8<

?>E &>D@ &A DA>B EA>A
F>B &>E& && D=>@ E@>F
F>E &>CB &= E=>C E@>C
D>& A>=B C EA>@ EE>A
D>@ A>&B C EB>B ED>D
D>? A>@@ F DD>A E?>&
E>= A>=@ E D&>A E@>B
E>? &>F& &A F@>E E?>@
C>= &>D= && ?E>B EE>B

G%")*/+- 0%2/50：&=0: ?=00+$8: !./3HI7$ #5((%.（2/((%.%-* 4I；! J @=K；&B00+$8: ")%*6$*./0%*,6$3/$"-%；&>?9 /00+#/$/1%2

)%$$3L

表 % 反应温度对反应的影响
!"#$% @ ’((%)* +( .%")*/+- *%04%."*5.% +- *,% .")*/+-

! 8K M-/*/"$ .%")*/+- ."*%8（00+$8:L ,L 9） ! 8, ;8< %%8<

A= &>=C &@ E?>D E@>C
A? &>AC &A E?>& EC>D
@= &>BB &= EB>C C=>A
@? &>FB E F@>? C&>@
B= &>CC F BB>A C@>B
B? A>?@ B @D>? N CC

G%")*/+- 0%2/50：&=0: ?=00+$8: !./3HI7$ #5((%.（4I J D>@）；&B00+$8: ")%*6$*./0%*,6$3/$"-%；=>&?980: /00+#/$/1%2 )%$$3L

" &’ 反应温度的影响
温度可影响反应初速度，但更重要的是它能影响反应的最大产率和产物的光学纯度

（见表 @）。反应温度从 A=K升至 @=K时，反应的最大产率变化不大，均为 EB<以上，而产
物的光学纯度逐渐增大，由 E@>C<%%增至 C=>A<%%；当反应的温度大于 @=K时，最大产率
随着反应温度的上升较显著地下降，由 EB>C<降到 @D>?<，而产物的光学纯由 C=>A< %%
增至 CC<%%。本实验还验证了固定化啤酒酵母细胞在所研究的温度范围内仍然具有活
性，这不仅说明了啤酒酵母细胞经固定化后，其热稳定性增强，还说明了此反应可能属于
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放热反应，温度升高，不利于产物生成；随着温度的降低，反应平衡向着产物合成的方向移

动，最大产率增大，但反应速度降低，平衡时间过长。为了在较短的时间内获得高产率和

高产物光学纯度，反应温度以 !"# $ %&#为佳。
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