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环糊精介入酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应
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摘　要：以苯乙酮、苯丙酮、４＇甲基苯乙酮和４＇氯苯乙酮为底物，研究了酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应，
分别考察了添加剂β环糊精和羟丙基β环糊精对酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应的影响，结果表明芳环
上取代基的空间效应和电子效应对转化率和对映体过量值有显著的影响．环糊精是通过提高酵母液的催化效率和
对底物形成包结来影响反应结果的，其中底物芳环对位有无取代基是添加剂影响反应结果的关键因素．环糊精加
入量根据底物的不同在 ３～２０ｍｍｏｌ／Ｌ之间较合适．
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　　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（ｃｈｉｒａｌｂｕｉｌｄｉｎｇｂｌｏｃｋｓ）．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［１］，现今具有高效专一和绿色节能特点的

生物转化技术在不对称合成中的应用越来越受到重

视［２，３］．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，不但可以省

去繁杂的酶分离和纯化步骤，而且在催化反应过程

中只需添加廉价的碳源（如蔗糖或葡萄糖）就能使

细胞再生出催化不对称还原所需的价格昂贵的辅

酶［４］，同时所有的酶和辅酶被保护在天然的细胞环

境中，有利于生物催化反应的进行．
面包酵母（ｂａｋｅｒ’ｓｙｅａｓｔ，学名 Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）是被广泛利用的廉价微生物之一，其细胞
内存在着丰富的氧化还原酶，可催化各种羰基化合

物的不对称还原反应，并对该类反应具有高度的立

体选择性．酵母细胞在羰基不对称还原反应中的应
用已有许多报道［３，５］．国内学者也有将面包酵母细
胞用于不对称合成反应的报道［６～９］．但存在一个普
遍的问题就是底物容量小，在体系中加入一定量的

能降低底物毒性的添加剂可提高底物的转化率和产

物对映体过量（ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓ，简写为 ｅｅ）值．
环糊精（Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，简写为 ＣＤ）具有腔内亲油、
腔外亲水的两亲性能［１０］，将环糊精这类添加剂加

入到酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应体系中

（如图式１所示），利用环糊精对底物的包结作用，

图式１环糊精介入酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应
Ｓｃｈｅｍｅ１ＡｓｙｍｍｅｔｒｉｃＲｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＡｒｏｍａｔｉｃＫｅｔｏｎｅｓｂｙＹｅａｓｔｃｅｌｌｓＣａｔａｌｙｚｅｄ

ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＣｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｓ

以降低底物毒性并增加底物水介质中的分散性．我 们着重考察在加入添加剂 β环糊精（βｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，
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简写为 βＣＤ）和羟丙基β环糊精（ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｙｌβ
ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，简写为ＨＰβＣＤ）前后，酵母细胞催化
芳香酮的不对称还原反应的转化率和 ｅｅ值的变化
情况，并从结构上探讨添加剂 βＣＤ和 ＨＰβＣＤ对
反应结果的影响．

１实验部分
实验所用试剂苯丙酮、４＇甲基苯乙酮、４＇氯苯

乙酮购于Ｆｌｕｋａ公司，干酵母购于梅山马利酵母有
限公司，βＣＤ购于国药集团化学试剂有限公司，
ＨＰβＣＤ购于西安德立生物化工有限公司，苯乙
酮、乙酸乙酯等其它试剂均为市售分析纯．

在５００ｍＬ三角瓶中加入 ｐＨ７．０的 ＫＨ２ＰＯ４
ＮａＯＨ缓冲液１００ｍＬ、１７ｇ干酵母，在３３℃时将三
角瓶置于水浴恒温振荡仪中振荡０．５ｈ，使面包酵
母活化，然后在三角瓶中加入一定量的添加剂（β
ＣＤ、ＨＰβＣＤ）和５ｍｍｏｌ底物，振荡（１２０ｒ／ｍｉｎ）反
应２４ｈ．反应结束后，将２０ｍＬ乙酸乙酯加入到反
应液中，充分振荡萃取后离心分离，分出萃取液待

用．
取５ｍＬ待测液加入一定量的内标物十三烷，

再用气相色谱仪分析底物浓度和产物浓度．采用温
岭市福立分析仪器有限公司 ９７９０型色谱仪，ＣＰ
ＣｈｉｒｏｓｉｌＤｅｘＣＢ手性柱（２５ｍ×０．３２ｍｍ×０．２５μｍ，
Ｖａｒｉａｎ公司），柱温１４０℃，进样器和检测器的温度
均为２５０℃，氮气作载气，柱前压６０ｋａ，进样量０．
２μＬ，分流比５０∶１，ＦＩＤ检测器，用上海军锐色谱
数据工作站进行数据处理．

底物转化率定义为 Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ＝［（ｃ０ｃ）／ｃ０］×
１００％，式中ｃ０和 ｃ分别为反应起始和结束后底物
的浓度．产物的对映体过量值定义为：ｅｅ＝［（ｃＳ
ｃＲ）／（ｃＳ＋ｃＲ）］×１００％，式中ｃＳ和ｃＲ分别为Ｓ型产
物和Ｒ型产物的浓度．

２结果与讨论
实验采用反应温度３３℃、反应时间２４ｈ、底物

浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ、酵母浓度１７０ｇ／Ｌ，考察反应中底
物的类型、添加剂 （βＣＤ、ＨＰβＣＤ）种类及添加
剂浓度对底物转化率和产物ｅｅ值的影响．
２．１芳环上取代基的空间和电子效应对反应的影响

由表１中的数据，发现底物苯丙酮、苯乙酮和
４＇甲基苯乙酮不对称还原产物的 ｅｅ值分别是
８２．９％、９４．４％和９９．４％，羰基左右基团体积差距

越大反应的ｅｅ值就大，这一结果与Ｐｒｅｌｏｇ规则［１１］

表１酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应
Ｔａｂｌｅ１Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｒｏｍａｔｉｃｋｅｔｏｎｅｓ

ｂｙｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｃａｔａｌｙｚｅｄ

Ａｒｏｍａｔｉｃｋｅｔｏｎｅｓ Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｅｅ

Ａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ８７．９ ９４．４
Ｐｒｏｐｉｏｐｈｅｎｏｎｅ ６８．４ ８２．９

４＇Ｍｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ６２．９ ９９．４
４＇Ｃｈｏｌｏｒａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ３５．４ ７５．８

　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：３３℃，２４ｈ，ｃ（ｋｅｔｏｎｅ）＝５０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｃ（ｙｅａｓｔ）＝１７０ｇ／Ｌ　ｅｅ＝
ｃＳ－ｃＲ
ｃＳ＋ｃＲ

×１００％，

ｃＳａｎｄｃＲａｒｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＳａｎｄＲｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ＤｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＧＣｗｉｔｈａＣＰＣｈｉｒａｓｉｌＤｅｘｃｈｉｒａｌＣｏｌｕｍｎ．

是一致的．同时发现，苯环上连接基团的电子效应
对产物ｅｅ值也有影响，当苯环上带有供电子基团时
有利于反应产物ｅｅ值的提高，如Ｓ１苯基乙醇的ｅｅ
值（９４．４％）小于 Ｓ１（４＇甲基苯基）乙醇的 ｅｅ值
（９９．４％）；相反，苯环上连有吸电子基团时，生成
产物的 ｅｅ值降低，得到 Ｓ１（４＇氯苯基）乙醇的 ｅｅ
值（７５．８％）小于 Ｓ１苯基乙醇的 ｅｅ值，这一结论
和文献［１２］是一致的．因此，在酵母细胞催化芳香酮
的不对称还原中，空间效应和电子效应共同影响着

反应的ｅｅ值．
从转化率的角度来看，在实验所选择的四种底

物中，苯乙酮的转化率最高，达到８７．９％，由表１
中的数据可以发现，羰基两边基团体积增大不利于

底物转化率的提高，对电子效应而言，无论是供电

子基团还是吸电子基团都不利于转化率的提高．空
间效应和电子效应共同对转化率产生影响．
２．２环糊精介入对底物芳香酮转化率的影响

由图１发现，环糊精的加入对底物转化率有很
大的影响．环糊精的加入量与反应的转化率呈“规
律性”变化，它对底物转化率的影响可以分为两种

情况：一种是像苯乙酮、苯丙酮等苯环上没有取代

基的情况；另一种是如４＇氯苯乙酮、４＇甲基苯乙酮
等苯环上连有取代基的情况．不同的环糊精（βＣＤ、
ＨＰβＣＤ）对底物转化率的影响也有一定的差异．

对于苯环上没有取代基的底物来说，随着 β
ＣＤ加入量的增加，底物的转化率是先升高后降低
的，如图１（ａ）所示．βＣＤ的加入一方面可以提高
酵母液的催化效率［１３］，有利于反应的进行，进而使

反应转化率提高；另一方面 βＣＤ可以对底物形成
包结，减少底物对酶的毒害作用，也有利于反应转
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图 １βＣＤ和ＨＰβＣＤ的浓度对底物转化率的影响
Ｆｉｇ．１ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆβＣＤａｎｄＨＰβＣＤｏｎｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

（１）：ａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ；（２）：ｐｒｏｐｉｏｐｈｅｎｏｎｅ；（３）：４＇ｍｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ；（４）：４＇ｃｈｏｌｏｒａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ
ＲｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂｌｅ１

化率的提高．但随着 βＣＤ量的增加，过多的 βＣＤ
自身也会对酶产生抑制或者与底物过度包结使转化

率降低．当苯环上连有取代基的时候，随着 βＣＤ
的加入，反应的转化率先降低后升高，这种现象也

可以用βＣＤ能够提高酵母液的催化效率和对底物
的包结作用来解释．根据 ＳｆｉｈｉＨ等［１４］表述，βＣＤ
对底物的包结形式如图式２（ａ１、ｂ１）所示，对位有
取代基Ｒ１时，主要以图式２中ａ１与ｂ１两种结构模

图式 ２芳香酮在 βＣＤ、ＨＰβＣＤ空腔内部
排布的结构模型

Ｓｃｈｅｍｅ２Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｄｅｌｓｏｆｔｈｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆａｒｏｍａｔｉｃ
ｋｅｔｏｎｅｓｉｎｓｉｄｅｔｈｅβＣＤａｎｄｔｈｅＨＰβＣＤｃａｖｉｔｙ

型形成包结物，包结作用较大，当形成包结物后不

宜于“分开”．在加入少量βＣＤ时，βＣＤ主要是和
底物形成包结物，此时没有自由的 βＣＤ可以提高
酵母液的催化效率，从而反应的转化率降低，但

是，随着βＣＤ量的增加，添加剂和底物达到某种
动态的包结平衡后，又有一定浓度的自由 βＣＤ对
酵母液产生影响，提高酵母液的催化效率，从而使

反应的转化率升高．
ＨＰβＣＤ比βＣＤ多了几个羟丙基，所以其在

水中的溶解度较大，另外又由于羟丙基的存在它们

对实验结果的影响也有不同，观察图１（ｂ）不难发

现ＨＰβＣＤ对转化率的影响比 βＣＤ对转化率的影
响更大．当苯环上没有取代基时，加入ＨＰβＣＤ与
加入βＣＤ具有相似的作用，对反应结果的影响也
极为相似，可以用解释 βＣＤ的原理来解释 ＨＰβ
ＣＤ对反应结果的影响．对于苯环上连有取代基 Ｒ１
的４＇甲基苯乙酮和４＇氯苯乙酮来说，加入ＨＰβＣＤ
后反应转化率都是降低的，这是由于ＨＰβＣＤ和β
ＣＤ结构差别造成的．如图式２（ａ２、ｂ２）所示就是
ＨＰβＣＤ参加反应时对芳香酮的可能的包结结
构［１４］，由于 Ｒ１和 Ｒ３的作用，使得 ＨＰβＣＤ对底物
包结作用更强，不利于反应过程中芳酮从 ＨＰβＣＤ
空腔中释放出来，进而影响了反应的转化率．
２．３环糊精介入对产物芳香醇对映体过量值的影响

由图２（ａ）可以看到，加入 βＣＤ对苯乙酮和４＇
甲基苯乙酮的不对称还原反应的对映选择性来说没

有大的影响，但对苯丙酮和４＇氯苯乙酮来讲却不
同，且二者ｅｅ值随加入添加剂量不同变化很大．与
转化率不同，影响 ｅｅ值变化的主要因素是羰基两
边基团的体积差异，电子效应起到次要的作用．对
于苯丙酮来说，产物ｅｅ值随着 βＣＤ加入量增加是
逐步下降的，出现这种现象的原因可能是由于 β
ＣＤ对底物的包结作用不同引起的．βＣＤ对底物的
包结形式如图式 ２（ａ１，ｂ１），羰基的芳环一端被
“固定”在 βＣＤ的疏水空腔内，另一端Ｒ２留在空腔
的外端．由于乙基端有相对较大的空间体积，同时
用作还原剂的辅酶 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ也有一定的体积，故
而 βＣＤ的加入不利于对映选择性反应的进行．４＇
氯苯乙酮则不同，由于对位连有吸电子的氯原子，

所以在加入 βＣＤ后，底物能够很好的被包结在 β
ＣＤ空腔内，且对底物的包结更加适合、形成包结
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图２βＣＤ和ＨＰβＣＤ的浓度对反应转化率的影响
Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆβＣＤａｎｄＨＰβＣＤｏｎｔｈｅｅｅｖａｌｕｅ

（１）：ａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ；（２）：ｐｒｏｐｉｏｐｈｅｎｏｎｅ；（３）：４＇ｍｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ；（４）：４＇ｃｈｏｌｏｒａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ
ＲｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｉｃｅｘｃｅｓｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂｌｅ１

物后更加稳定，和自由的４＇氯苯乙酮相比，根据多
点依附理论［１５］包结后的底物更容易被选择性还原；

同时，由于βＣＤ对底物的包结作用减少了它对某
种酶的抑制或毒害作用，也利于反应 ｅｅ值的提高，
因此，产物 Ｓ１（４＇氯苯基）乙醇的 ｅｅ值从７５．８％
增大到９８．７％，比未加 βＣＤ时提高了２２．９％．

从图２（ｂ）可以看到，除４＇氯苯乙酮以外，加
入ＨＰβＣＤ后反而使反应后产物的 ｅｅ值有所降低
了，原因是在 ＨＰβＣＤ的空腔两端连接几个羟丙
基具有一定的空间位阻，如图式２（ａ２，ｂ２）所示，Ｒ３
的存在阻碍了还原剂的辅酶 ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ与羰基的对
映选择性作用，从而使ｅｅ值有所降低．另外的原因
是 ＨＰβＣＤ分子起包结作用的微环境发生了变化，
与βＣＤ相比，由于羟丙基的引入使得 ＨＰβＣＤ的
“疏水空腔”内的电子密度发生了变化［１０］，使其包

结底物时受到一定的影响，在加入ＨＰβＣＤ后，对
ｅｅ值影响不如加入 βＣＤ的影响大．对于４＇氯苯乙
酮而言，由于氯的吸电子效应，使得ＨＰβＣＤ的空
腔内的电子密度向有利于对映选择性的方向变化，

与羟丙基空间位阻的不利因素相抵后，使反应后产

物的ｅｅ值略有增加，如图２（ｂ）所示．
由图２可见，环糊精的加入量对反应的影响很

大，ｅｅ值变化甚至达到几十个百分点，仔细分析不
难发现，添加剂的“最佳”加入量的多少因底物的不

同而变化．βＣＤ和 ＨＰβＣＤ因存在结构上的差异
所以在反应中的加入量上有一定的差别，因 ＨＰβ
ＣＤ在水中的溶解度比 βＣＤ大２０多倍，ＨＰβＣＤ
与芳酮包结后，对芳香酮在水介质中的分散性好得

多，故 ＨＰβＣＤ的加入量要比 βＣＤ少．

３结　　论
酵母细胞催化芳香酮的不对称还原反应中，底

物羰基两边取代基的空间效应和电子效应对反应的

结果（ｅｅ值、转化率）起到决定性作用．当在体系中
加入环糊精后，芳香酮取代基的空间效应和电子效

应同样影响着反应结果．环糊精对反应结果的影响
是复杂的，反应结果会因底物结构、添加剂种类和

添加剂浓度的改变而变化，甚至添加剂的加入方式

也会影响反应结果．但最根本的是底物结构，它决
定着添加剂对反应结果影响的程度和性质．整个催
化过程是酵母细胞催化和添加剂（βＣＤ、ＨＰβＣＤ）
协同作用的结果．添加剂（βＣＤ、ＨＰβＣＤ）是通过
提高酵母液的催化效率，以及对底物包结作用来影

响反应结果的．苯环对位上有无取代基是添加剂对
反应转化率影响的关键因素．环糊精加入量根据底
物的不同在 ３～２０ｍｍｏｌ／Ｌ之间较合适．在底物浓
度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，较合适的添加剂 βＣＤ的加入
量为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，而 ＨＰβＣＤ的实验结果则不同，
较佳加入量为３ｍｍｏｌ／Ｌ，此时苯乙酮和苯丙酮的转
化率有明显改善．当 βＣＤ的加入量为２０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，Ｓ（４＇氯苯基）乙醇的ｅｅ值则有明显的提高．
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