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　　以酶和活细胞为催化剂的生物催化／生物转化
技术已受到广泛关注［１～３］．实际上，生物催化作为
对环境友好的绿色合成方法，无疑将成为未来医药

中间体和精细化学品的核心制造技术．据估计，自
然界大约有１０６～７微生物物种［４］，其中只有大约１％
～１０％ 得到分离、培育和某种程度的研究开发及
利用．另外，尚有许多植物和动物来源的酶催化
剂．近年来出现的定向进化技术更使得在基因水平
上设计和改良生物催化剂成为可能，因此生物催化

具有丰富的资源和广阔的发展前景．
黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ，ＡＮ）广泛存在于自然

界．黑曲霉活细胞可催化多种不同类型的化学反
应，是一个底物范围广、强劲耐用的生物催化剂．
我们旨在讨论黑曲霉活细胞催化的烯烃的双羟基化

反应，该反应具有高度的立体选择性，反应所涉及

的生物化学机理相当复杂，但化学过程却简单、实

用，是一个高效的产生手性二醇化合物的催化方

法．

１双羟基化反应过程及其二步机理
１．１ＡＮ催化的香叶醇苯氨基甲酸酯孤立双键的不
对称双羟基化反应

Ｆｏｕｒｎｅｒｏｎ等［５］发现全细胞 ＡＮ（ＬＣＰ５２１）能
够氧化单萜类化合物香叶醇衍生物１（６，７）位上的
非活化双键，将后者转化为相应的二醇２，反应具
有高度的区域选择性（如图１所示）．

进一步的研究发现该双羟基化反应的立体化学

输出随反应介质 ｐＨ值的不同而不同．实验表明，
在酸性条件下（ｐＨ２），主要产物为高对映体过量的

（６Ｓ）２（ｅｅ＞９５％）；在中性条件下（ｐＨ７），主要

图１黑曲霉催化的香叶醇衍生物非活化双键的
不对称双羟基化

Ｆｉｇ．１Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｒａｎｉｏｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ
ｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＡ．ｎｉｇｅｒ

产物为高对映体过量的（６Ｒ）２（ｅｅ＞９５％）；而介
于ｐＨ２～７之间，反应产物为两个对映体的混合
物，包括消旋体（６ＲＳ）２（ｅｅ＝０）（如图 ２所
示）［６］．

图２ｐＨ与立体化学输出［３］

Ｆｉｇ．２Ｓｔｅｒｅｏｃｈｅｍｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅｖｓ．ｐＨ

１．２ＡＮ催化的反应过程及其化学机理
氧气氛中进行的１８Ｏ２的同位素示踪法等实验证

明ＡＮ催化的双羟基化反应过程由氧化和水解两个
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步骤组成．氧化反应是由黑曲霉通过呼吸链单加氧
酶（ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＭＯ）的作用将分子氧中的一个
氧原子立体选择性地插入底物双键，特异性地形成

环氧化物中间体（６Ｓ）３，介质 ｐＨ值对这一步反应
没有影响．水解反应中，因介质酸度不同，有两种
机理分别起作用，在 ｐＨ２下，是酸催化的开环反
应，其中氧原子被质子化后开环形成较稳定的７位

叔碳正离子，以Ｓｎ１历程形成（６Ｓ）２，中间体的绝
对构象得以保留；而在中性或弱碱性条件，环氧化

物水解酶（ｅｐｏｘｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ＥＨ）的作用下，水分
子亲核进攻少取代的 ６位碳，以 Ｓｎ２历程，形成
（６Ｒ）２，绝对构象发生翻转；而介于 ｐＨ２～７之
间，两种机理同时起作用，形成部分（或全部）消旋

的二醇（见图３所示）［６］．

图３双羟基反应的二步机理
Ｆｉｇ．３ＴｗｏｓｔｅｐｃａｓｃａｄｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅＡＮｃａｔａｌｙｚｅｄｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ

１．３ＡＮ催化的生化机理探讨
上述ＡＮ活细胞催化过程主要涉及二个酶促反

应：细胞色素 Ｐ４５０型 ＭＯ催化的立体选择性氧化
和ＥＨ催化的环氧化物水解反应．ＭＯ和 ＥＨ广泛
存在于动物，植物及微生物中．Ｐ４５０ＭＯ是一个纳
米机器，可催化多种不同类型的氧化反应，如烯烃

的环氧化、Ｃ－Ｈ键的羟基化等［７］．ＭＯ氧化反应机
理的研究是过去三十年来生命和化学科学领域研究

的一大热点，有许多综述文献和专著问世［７，８］，其

内容超出了本文的讨论范围，不再赘述．有关 ＡＮ
ＭＯ催化的香叶醇衍生物的双羟基化反应机理的理
论计算和体外实验尚未见报道，对该反应表现出的

高度区域及立体选择性的来源和分子水平上的催化

机理，还有待深入探讨．自 Ｚｈａｎｇ［６］和 Ｈｅｃｈｔｂｅｒｇ
ｅｒ［９］先后在真菌和细菌中发现 ＥＨ的存在及其作用
以来，微生物 ＥＨ受到了广泛的关注，已经形成生
物催化领域的另 一 热 点［９～１２］．ＥＨ（Ａ．ｎｉｇｅｒ
ＬＣＰ５２１）得到了深度的研究和开发，Ｚｏｕ等［１３］通过

基因工程方法克隆并在大肠杆菌中表达了该 ＥＨ基
因．ＥＨ的蛋白质单晶结构已在０．１８ｎｍ分辨率下
获解析，相应的数据可在蛋白数据库 ＰＤＢ上查到．
酶制剂也已有市场销售．

上述双羟基化反应得以实现，除需考虑多酶的

共同作用外，还需考虑底物的跨膜能力和挂固因

素．底物结构需具有一定的亲脂性以透过细胞膜、
同时需有挂固基团以保证底物在酶的活性位点中占

据正确的位置以使转化进行［５，６，１４，１５］．我们讨论的
生物转化中，苯氨基甲羧基团被认为起这种挂固作

用，同样可以用于此目的还有，（１苯基乙基）氨基
甲羧基和７羟基香豆素基．和氨基甲羧基团相比，
（１苯基乙基）氨基甲羧基中具有手性碳，但该手
性碳的存在对香叶醇的生物转化没有明显改善作

用［１５］．用７羟基香豆素基作挂固基，可直接产生天
然的Ｍａｒｍｉｎ及其非天然对映体［１３］．有关底物挂固
基团的系统性研究未见报道，它对活细胞生物转化

中的选择性（底物特异性，区域选择性，手性选择

性）等的影响有待于进一步探讨．
综上所述，ＡＮ催化的双羟基化反应机理包括

反应ｐＨ值、ＭＯ和ＥＨ的协同作用以及底物的跨膜
能力和挂固作用．该机理的揭示，使得这一转化过
程成为一个实际可用的合成方法．该方法与纯化学
催化反应在区域选择性，立体选择性，反应历程及

机理上均有不同，过程在水相中进行，是化学方法

的一个补充．产物二醇是重要的合成子，可广泛用
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于天然化合物的合成，此方法成为合成这些复杂化

合物的另一简捷通路．该生物转化过程作为手性二
醇（６Ｓ）及（６Ｒ）２的制备法，经 Ｈｏｌｌａｎｄ等实验验
证，已被收录入ＳＭＲｏｂｅｒｔｓ编著的专著［１６］．

２应用示例
通过ＡＮ活细胞催化的双羟基化反应引入手

性，这一方法可广泛地用于复杂化合物的合成，这

些化 合 物 包 括：不 对 称 合 成 子，天 然 产 物

Ｍａｒｍｉｎ［１４～１７，１８］、环氧法尼醇、环氧角鲨烷［１８］、环氧

化葡萄内酯［１７～１９］、环氧化番茄色素［２０］、侧生孢黄

嘌呤［２１］、昆虫保幼荷尔蒙［２１］、水果香精［２３～２６］等

等．限于篇幅，我们主要讨论以下几个应用实例．
２．１多取代四氢呋喃和四氢吡喃环状化合物的合成

如图４所示，以（６Ｓ）２为例（（６Ｒ）同理），用

路易斯酸处理，活化的６位氧在 Ｃ３的二个前手性
面ｒｅ及 ｓｉ上等价进攻，引起３位上双键的迁移和
苯氨基甲羧基的离去，分子内关环，形成不对称三

取代的芳樟环氧醇的两个顺反异构体４ａ，４ｂ（５０／
５０）．用乙酰基保护Ｃ６羟基形成（６Ｓ）５，同样的关
环反应可形成顺反异构体６ａ，６ｂ（５０／５０），进而得
到不对称三取代的四氢吡喃衍生物的两个顺反异构

体（７ａ，７ｂ）［５０／５０］．该对顺反异构体上一个碳的
绝对构象相同，另一个碳的不同，是非对映体，可

通过简单的柱色谱法方便地实现分离．平行地，从
（６Ｒ）２出发，可制备４和７的另外两个异构体４ｃ
和４ｄ，７ｃ和 ７ｄ个（为简便起见，图中未标出结
构）．顺便指出，许多天然产物具有五元的呋喃和
六元的吡喃环状结构单元，因此化合物４和７是重
要的合成子，也是许多水果香精的组分［２３，２４］．

图４二醇合成子在天然产物合成中的应用示例
Ｆｉｇ．４Ｕｔｉｌｉｔｙｏｆｃｈｉｒａｌｄｉｏｌｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ

２．２香茅醇苯氨基甲酸酯孤立双键的双羟基化
香茅醇６，７二醇四个立体异构体的合成　香

茅醇和香叶醇结构很相似，应用香茅醇衍生物８ａ
和８ｂ作底物，ＡＮ双羟化反应引入的第二个手性碳
Ｃ６的构象，产物的构象仅取决于反应条件，与 Ｃ３
的手性无关．通过此法，分别从香茅醇的两个对映
体出发可以制备其具有两个手性中心的（６，７）二
醇９的所有四个异构体（如图５所示）．这些立体化
学确定的合成子是有机合成（如加利福尼亚红害虫

外性激素１０的合成）中不可或缺的重要工具［２７］．
２．３香叶基香豆素孤立双键的不对称双羟基化

伞型素酮族化合物的合成　香豆素（Ｃｏｕｍａ
ｒｉｎｓ）及其衍生化合物广泛存在于自然界，特别是在
伞形科（Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒａｅ）植物中含量甚多［２８］．Ｍａｒｍｉｎ
１１，（６’，７’）环氧葡萄内酯１３及（３’，６’）环氧

葡萄内酯１４是代谢上相关的香叶基类香豆素．他
们同属于伞型素酮 （Ｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎ）家族．天然
Ｍａｒｍｉｎ的Ｘ衍射晶体结构新近才见报道［２９］．伞型
素酮化合物显示了多种有用的生物活性，包括抗

菌、抗血凝、抗痉挛、抗由酒精引起的胃溃疡、以

及抗ＨＩＶ等活性［３０～３２］］．
从结构上看，１１与我们上面中讨论的产物２侧

链相同．可以通过对映体特异性反应用香豆素基团
置换二醇２中的苯氨基甲酰基合成 Ｍａｒｍｉｎ及其非
天然对映体．然而从合成角度看，这一置换需要保
护及去保护等多个反应步骤．在底物中直接应用香
豆素基团，会使合成路线大大缩短．

香叶基香豆素１２是难溶于水的固体，难以想
象这样的化合物可以作为活细胞转化的底物，但实

际上，将１２以乙醇悬浮物状分散添加入反应体系，
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图５香茅醇衍生物的不对称生物双羟基化反应
Ｆｉｇ．５Ａｓｙｍｍａｔｒｉｃｂｉｏｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｏｆｃｉｔｒｏｎｅｌｌｏｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

双羟基化反应照常进行（如图６所示），在 ｐＨ７和
ｐＨ２条件下分别给出天然产物 Ｍａｒｍｉｎ（６’Ｒ）１１
（４３％产率，９４％ ｅｅ，）和其非天然对映体（６’Ｓ）１１
（６０％ 产率，９８％ ｅｅ）．（６’Ｓ）１１可在不牺牲光学
纯度的情况下立体特异性地经环化转化为６’，７’
Ｅｐｏｘｙａｕｒａｐｔｅｎ（６Ｒ）１３）［１］，进而转化为架桥的二环
化合物３’，６’Ｅｐｏｘｙａｕｒａｐｔｅｎ（Ｒ）１４．同样地，（６’
Ｒ）１１可转化为这些化合物的另一对映体［１３，１６～１７］，

实现其所有可能异构体的不对称合成．
２．４（±）６甲基５庚烯２基苯氨基甲酸酯孤立双
键的双羟基化

Ｐｉｔｙｏｌ的合成　　（２Ｒ，５Ｓ）Ｐｉｔｙｏｌ１５（如图７所
示）是林木蛀虫（Ｐｉｔｙｏｐｈｔｈｏｒｏｕｓｐｉｔｙｏｇｒａｐｈｕｓ）的雄性

图６香叶基香豆素的不对称双羟基化及伞型素酮类化合物的不对称合成
Ｆｉｇ．６ＡｓｙｍｍｅｔｒｉｃｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｒａｎｙｌｃｏｕｍａｒｉｎａｎｄｃｈｉｒａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＵｍｂｅｌｌｉｆｅｒｏｎｓ

图７食菌甲诱醇衍生物的不对称双羟基化及ｐｉｔｙｏｌ四个立体异构体的合成
Ｆｉｇ．７Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｂｉｏｄｉｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎｏｆｓｕｌｃａｔｏｌｄｅｒｉｖａｔｉｖｅａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｔｅｒｅｏｉｓｏｍｅｒｓｏｆｐｉｔｙｏｌ

特异性激素．用有效方法合成这一化合物及其立体
异构体，对研究该害虫的行为，进化及其生态控制

都有重要的意义．有关该化合物的合成报导不多，

Ｍｏｒｉ等人从手性３羟基丁酸乙酯出发经５步反应
制备了该化合物，总产率未见报导，最后一步产率

１２％［３３，３４］．
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用食菌甲诱醇（Ｓｕｌｃａｔｏｌ，粉蠹虫性信息素）的
消旋体衍生物１６作底物（由６甲基５庚烯２酮经
ＮａＢＨ４还原、衍生制得），ＡＮ双羟基化反应在 Ｃ５
上引入第二个手性碳，其构象只取决于反应条件，

而与Ｃ２上的手性无关．在 ｐＨ２和 ｐＨ７下分别给
出（２Ｒ，５Ｓ）／（２Ｓ，５Ｓ）１７（５０／５０）和（２Ｓ，５Ｒ）／
（２Ｒ，５Ｒ）１７（５０／５０）．有趣的是，在 ｐＨ７的实验
中，分离到少量（５Ｓ）构象的环氧化物１８．不经分
离，直接用对甲苯磺酰氯／氢化钠处理１７后，Ｃ５上
构象发生翻转关环形成相应的环氧化物１８．后者经
ＮａＯＨ（４Ｎ）／ＥｔＯＨ处理，苯氨基甲羧基脱去，自由
出来的羟基进攻环氧环上少取代的 Ｃ５，绝对构象
再一次翻转，分子内关环形成 Ｃ２（对应底物上的
Ｃ５）上绝对构象为（Ｓ）的二取代四氢呋喃衍生物
ｃｉｓ和ｔｒａｎｓ１５（５０／５０）．后者为非对映异构体，可
简单地通过柱色谱得以分离．通过这一方法，可以
制得天然产物 Ｐｉｔｙｏｌ１５及其所有四个立体异构体
（如图７所示）．分析显示，此法制得的每个异构体
都具有高的对映体纯度（ｅｅ≥９５％）．显然，用已知
Ｃ２构象的单个对映体的食菌甲诱醇出发，用ｐＨ控
制 Ｃ５构象，过程产出绝对构象一定的单一产
物［１５］．

３结论与展望
ＡＮ活细胞是个多酶系统．其催化的双羟基化

反应由ＭＯ和 ＥＨ（或 Ｈ＋）配合完成．利用这一原
理，通过调节ｐＨ值控制产物的立体化学，可以随
意地在烯烃双键上引入（Ｒ）或（Ｓ）构象的双羟基．
以该双羟基化反应为核心方法引入手性中心，可以

使许多复杂化合物的不对称合成变得简单．文中通
过对９类化合物，共计４０个异构体的合成的评述，
清楚地说明了这一点．由于篇幅关系，没有做与传
统纯化学合成法在路线长短、反应条件、能耗、废

物排放等方面的优劣对比，但不难看出，文中所列

合成路线都很短．我们知道，缩短合成路线，减少
合成环节是整个过程降低排放的最有效途径．而这
正是生物转化法的优势所在．可以预见，通过进一
步的开发，这一绿色平台技术将在未来精细化学品

的生产和循环经济中扮演重要角色．
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