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手性醇是合成手性药物、农业化学品、香料和液晶等物质的重要中间体［6］。#6 世纪是手性药物发展

迅速的时代，手性醇合成方法的成熟与改进对于手性药物的合成具有积极的促进作用。光学活性的苯

乙醇及其衍生物可用于合成手性药物，如：I3氯丙那林、J3沙丁胺醇［#］、J3肾上腺素、K3心得安、K3舒喘宁、

K3氟西汀和 J3托莫西汀［"，!］等。目前，生产手性醇的主要方法有化学法和生物法两种［4］。利用微生物中

酶的立体选择性能够合成一些化学方法难以合成的手性中间体［4］。化学法中采用的反应体系一般为有

机溶剂，而微生物法采用水相体系，微生物法比化学法的成本更低。生物法中，辅酶和酶的价格昂贵，提

纯工艺复杂，微生物细胞中含有酶和辅酶，直接用微生物进行反应有利于还原过程中实现辅酶原位再

图 ! 氯代苯乙酮的还原反应通式

生，同时省略了酶的分离纯化过程。多年来一些学

者对 L3泛酸钙［2］、I3肉碱［5］、J3氟西汀［%］等药物中间

体 ——— 手性醇的微生物法生产作过大量研究，国内

研究较少。本文对微生物法选择性地还原氯代苯乙

酮类化合物制备手性氯代苯乙醇的反应进行了研究

（反应通式如图 6 所示），在获得高光学纯度产物上

取得了较好结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!#!#! 菌株：酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）M#、N4、#G"2、#G4"，产肮假丝酵母（ -"./,/" 01,2,*）6#45、

#G6#，假丝酵母（-"./,/" 3*)0/&1%&3,#"2,*）6$!、（-"./,/" 4"’"1"）#G#5$，膜醭毕赤酵母（5,#$," ’)’6%".")4"#,).*
O9@-1@）#G%7，汉逊酵母（7".*).02" 8"/,.,,）#G"2 和红酵母（9$&/&1&%02" :201,.,*）#G6$# 等实验菌种均由浙江工

业大学王 普教授馈赠及本实验室保藏。

!#!#$ 培养基：PQMR 斜面培养基：每升含麦芽汁 6$,，酵母粉 ",，蛋白胨 4,，葡萄糖 6$,，琼脂 #$,。液体

培养基：每升含葡萄糖 "$,，酵母粉 ",，硫酸铵 4,，P,KS!·5 O#S $G4,，T#OMS"·" O#S 6,，TO#MS" 6,。UO
均为自然。

!#!#% 主要化学试剂：苯乙酮，#3氯甲基3苯乙酮，#V3氯3苯乙酮，"V3氯3苯乙酮，!V3氯3苯乙酮，LI3苯乙醇均

购自 *WJSK 公司；K3#3氯甲基3苯乙醇和 J3#3氯甲基3苯乙醇购自 8IXT* 公司。外消旋的 #V3氯363苯乙

醇，"V3氯363苯乙醇和 !V3氯363苯乙醇采用硼氢化钠还原相应的酮制得［7］。

!#$ 菌体培养

从斜面挑一环接种于 6$$<I 的液体培养基中，置于 "$Y摇床（62$>Z<=@）培养 #![ 后，取 6<I 培养液

转接到 6$<I 的液体培养基中，放入摇床中继续培养 #![。

!#% 还原反应

将 6G# 中获得的菌液离心分离，用 $G%4\的生理盐水洗涤两次，将洗涤后的菌体分散在 4$<<’(ZI 磷



酸缓冲液（!"#$%）中，加入一定量的（&’，(’，)’）*氯代苯乙酮或 &*氯甲基*苯乙酮或苯乙酮（+% , &%-.），放

入 (%/摇床（+0%12-34）中反应 0%5。

!"# 分析方法

反应结束后，用适量的乙酸乙酯提取，用气相色谱分析。"6078% 气相色谱仪；色谱柱："6 9531:; +%<

!*9=>;?@ABC134（(%- D %$(&--D %$&E"-）。

!"$ 数据处理方法

产率 F !
"6

"G
D #

D +%%<

"G：底物酮的分子量；"6：产物醇的分子量；#：反应初始时底物酮的质量；!：反应结束时产物醇的质量 H

光学纯度（AA<）F $ I %
$ J % D +%%<

$ K L 型产物的浓度；% K G 型产物的浓度 H

% 结果和讨论

%&! 菌种的筛选

首先，以 &’*氯*苯乙酮为底物（+%-.）对 ++ 株菌种进行了考察，其中 % H &’(’)*+*,’ 6&，% H &’(’)*+*,’ ME，

- H .+’/012(1.*&,3*+ +%)，- H /2*3*+ +&E# 等 ) 种酵母（细胞干重为 )(-.）具有对映体选择性还原能力，其它几

种菌株不能还原 &’*氯*苯乙酮，产率均为 %（表 +）。

表 ! 以 %’(氯(苯乙酮（!)*+）为底物筛选具有对映体

选择性还原能力的菌株

菌种 产率2< 光学纯度2（<AA）

%,&&4,(156&’+ &’(’)*+*,’ 6& +# +%%

%,&&4,(156&’+ &’(’)*+*,’ ME N 87 +%%

-,70*0, .+’/012(1.*&,3*+ +%) N 87 87

-,70*0, /2*3*+ +&E# )E 8#

产物为 G 型

图 % 辅底物对 ! & "#$#%&’&(# ,$
还原 %’(氯(苯乙酮（!)*+）产率的影响

%"% 辅底物（-.(/01/23425）的选择

据文献报道，添加适当的辅底物有利于提高产

率［+%］。因此以甲醇（E<）、乙醇（E<）、&*丙醇（E<）

和正丁醇（E<）为辅底物研究了添加辅底物对 % H
&’(’)*+*,’ ME（细胞干重为 )(-.）还原 &’*氯*苯乙酮

（质量为 +%-.）产率的影响（图 &）。产物 L*&’*氯*+*
苯乙醇的对映体过剩值均为 +%%<。

E<甲醇、E<乙醇和 E<&*丙醇为辅底物均可

提高反应的产率，其中乙醇提高反应产率的效果最

佳。正丁醇（E<）为辅底物反应产率为 %，可能由于

它对微生物中的氧化还原酶有抑制作用。

用乙醇为辅底物溶解有机底物有利于微生物

对底物的还原。原因在于，一方面乙醇的存在使细

胞的通透性增强，有利于有机底物进入微生物细

胞；另一方面，乙醇为辅底物有利于在微生物系统

中实现辅酶的原位再生。酵母细胞中含有乙醇脱

氢酶，当以乙醇为辅底物时，有利于辅酶 OPQ" 的

再生。如图 ( 所示，在乙醇脱氢酶的作用下，乙醇

脱氢生成乙醛，与此同时，将 OPQJ 还原成 OPQ"，

为氧化还原酶提供了 OPQ"，提高了产物产率。因

此选择乙醇为辅底物进一步研究。

图 6 以乙醇为辅底物微生物实现辅酶原位再生的图解
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!"# 乙醇浓度对反应产率的影响

以 ! ! "#$#%&’&(# "#（细胞干重为 $%&’）对 ()*氯*苯乙酮（底物质量为 +,&’）的还原为例研究了乙醇浓

度对反应产率的影响（图 $）。产物 -*()*氯*+*苯乙醇的光学纯度均为 +,,.。说明乙醇浓度不同对酶的

立体选择性无影响，但乙醇浓度不同对反应产率有显著影响。当乙醇浓度为 #.时反应的产率高于

图 $ 乙醇的含量对 ! % "#$#%&’&(#

&’ 还原 !()氯)苯乙酮（*+,-）产率的影响

./0，随着乙醇浓度的增加，产率迅速下降，说明高浓度乙醇对

氧化还原酶的活性有严重的抑制作用。以下实验均采用 #.乙

醇为辅底物进行研究。

!"$ 缓冲液中的还原

以苯乙酮、()*氯*苯乙酮、%)*氯*苯乙酮、$)*氯*苯乙酮和 (*氯
甲基*苯乙酮为底物（均为 +,&’），$ 株酵母（细胞干重为 $%&’）

能不同程度地还原上述 # 种底物（表 (）。通过不同菌株对底物

还原立体选择性和产率的比较可以看出，$ 种微生物不具有对

苯乙酮的还原能力。 ! ! "#$#%&’&(# "# 与 ) ! *’#+,-.$-*&"(/&’ +,$ 对

$ 种氯代苯乙酮的还原具有较好的立体选择性，! ! "#$#%&’&(# "#
对底物还原的产率相对较高。根据以获得较好的立体选择性

为前提，兼顾较高产率的原则，! ! "#$#%&’&(# "# 对氯代苯乙酮选

择性还原的效果最佳，它可将底物酮还原为 - 型醇。

表 ! 在 123"+ 缓冲液中微生物对 ’ 种底物酮的还原

底物 菌种 产率/. 对映体过剩值

!!!

!!! !!!

/.

01

0

""

2

03%

+ +4 +,,
( 5 67 +,,
% 5 67 67

!!!

!!! !!!

$ $# 64

01 0

""

2

03%

+ , /
( ($ +,,
% ,87 +,,

!!!

!!! !!!

$ +4 76

01

0

""

2

03%

+ (4 94
( (6 9$
% % 9#
$ (7 +$

!!!

!!! !!!

#

0

""

2

03(03(01

+ %, 4$
( #, +,,
% $7 +,,
$ 5 67 %%

!!!

!!! !!!

#

0

""

2

03%

+ , /
( , /
% , /
$ , /

+8 ! ! "#$#%&’&(# :(；(8 ! ! "#$#%&’&(# "#；%8 ) ! *’#+,-.$-*&"(/&’ +,$；$8 ) ! +.&/&’ +(#4；#产物为 ; 型 !

微生物对底物酮还原的立体选择性和产率与微生物所产氧化还原酶的种类、底物的空间结构有密

切关系。! ! "#$#%&’&(# "# 对 # 种底物的还原效果由好到差的顺序依次为：()*氯*苯乙酮，(*氯甲基*苯乙酮，

$)*氯*苯乙酮，%)*氯*苯乙酮，苯乙酮。) ! +.&/&’ +(#4 可将 ()*氯*苯乙酮和 %)*氯*苯乙酮还原为高光学纯度

的 - 型醇，却将 (*氯甲基*苯乙酮和 $)*氯*苯乙酮还原成 ; 型醇。微生物细胞中起作用的氧化还原酶作

用于取代基不同位置的底物可产生不同构型的产物。) ! +.&/&’ +(#4 对底物的选择性不好。
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图 ! ! " "#$#%&’&(# #!
还原 $%&氯&苯乙酮的时间进程

$’! ! " "#$#%&’&(# #! 还原 $%&氯&苯乙酮的时间进程

! ! "#$#%&’&(# "# 对 $%&氯&苯乙酮的还原能力最强，实验

进一步研究了 ! ! "#$#%&’&(# "# 还原 $%&氯&苯乙酮的时间进

程。

在分散有细胞浓度为 $’(#)*+),（干重+反应体积）! !
"#$#%&’&(# "# 的 -./’0 的磷酸钠缓冲液中加入 (0)* $%&氯&苯
乙酮和 #1（体积比）乙醇，于 203摇床中反应，每隔 ($4 取

样，56 检测对映体过剩值和产率（图 #）。反应 $74 时，产率

8 9:1，确定最佳反应时间为 $74。56 分析表明，产物的对

映体过剩值不随反应时间而改变，为 (001。
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