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摘要：从６株粪产碱杆菌中筛选出对邻氯扁桃腈具有较高芳基乙腈水解酶活性和中等对映选择性的 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ
ｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６．研究了反应介质对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶活性和对映选择性
的调控作用．反应介质中水溶性辅溶剂如甲醇的加入降低芳基乙腈水解酶活性，但显著提高对映选择性．而非离
子表面活性剂的加入具有相反的作用．系统优化了底物浓度、细胞浓度、ｐＨ、温度和反应时间等反应条件对芳基
乙腈水解酶活性和对映选择性的影响．在最优反应条件下，采用分批补料策略，（Ｒ）邻氯扁桃酸的产量在２２ｈ内
达到３２．２ｇ／Ｌ，产率８２．４％，ｅｅ９３．１％．以邻氯苯甲醛和氰化钾为底物合成（Ｒ）邻氯扁桃酸，收率８９．５％，ｅｅ
９８．６％．
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　　（Ｒ）邻氯扁桃酸是抗血栓药物氯吡格雷的关
键手性中间体，其制备方法主要包括不对称合成法

和消旋体拆分法［１］．化学（生物）不对称合成法以
手性金属催化剂或羰基还原酶催化邻氯苯甲酰甲酸

甲酯不对称氢化形成（Ｒ）邻氯扁桃酸甲酯，然后水
解为（Ｒ）邻氯扁桃酸［２－４］．以邻氯苯甲醛和氢氰酸
为底物，采用醇氰酶催化合成（Ｒ）邻氯扁桃腈，然
后采用化学法或腈水合酶／酰胺酶水解为（Ｒ）邻氯
扁桃酸［５－７］．生物拆分法通过邻氯扁桃酸（Ｓ）对映
体的酶催化降解［８］或 α乙酰氧基邻氯苯乙酸的酯
酶催化不对称水解形成（Ｒ）α乙酰氧基邻氯苯乙
酸，然后通过化学水解获得（Ｒ）邻氯扁桃酸［９］．

腈水解酶中的芳基乙腈水解酶能够催化扁桃腈

及其衍生物对映选择性水解为（Ｒ）扁桃酸及其衍
生物，未反应的（Ｓ）扁桃腈及其衍生物在碱性条件
下水解为苯甲醛衍生物和氢氰酸，自动消旋为扁桃

腈及其衍生物．通过动态动力学拆分，（Ｒ）扁桃酸
及其衍生物的理论收率为１００％．以扁桃腈为原料，
采用腈水解酶法生产（Ｒ）扁桃酸已成为 ＢＡＳＦ、
ＭｉｔｓｕｂｉｓｈｉＲａｙｏｎ等公司的工业化方法［１０］．与扁桃
腈相比，邻氯扁桃腈因邻位氯原子取代基的存在，

采用芳基乙腈水解酶水解时通常具有较低的活性和

对映选择性以及低的底物浓度．采用生物催化剂工
程和介质工程策略是提高芳基乙腈水解酶水解邻氯

扁桃腈活性和对映选择性的有效途径之一．ＤｅＳａｎ
ｔｉｓ等［１１］采用基因挖掘技术从环境中提取 ＤＮＡ，对
创建的基因文库进行筛选，发现在２００多个腈水解
酶中，腈水解酶Ｉ能够作用于邻氯扁桃腈，（Ｒ）邻
氯扁桃酸收率＞９５％，ｅｅ９３％．Ｓｃｈｒｅｉｎｅｒ等［１２］以突

变粪产碱杆菌腈水解酶在ｐＨ４．５下拆分１０ｍｍｏｌ／Ｌ
邻氯扁桃腈，转化率１００％，ｅｅ＞９９％．Ｈｅ等［１３］以

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＥＣＵ０４０１芳基乙腈水解酶催化
２０ｍｍｏｌ／Ｌ邻氯扁桃腈动态动力学拆分，收率
９９．１％，ｅｅ９９．９％．Ｚｈａｎｇ等［１４］以 Ｌａｂｒｅｎｚｉａａｇｇｒｅ
ｇａｔｅＤＳＭ１３３９４重组腈水解酶在甲苯水两相反应体
系中，拆分邻氯扁桃腈，（Ｒ）邻氯扁桃酸产率
９４．５％，ｅｅ９６％．

从６株粪产碱杆菌中筛选出对邻氯扁桃腈具有
较高活性和对映选择性的 ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭ
ＣＣ１．２００６，采用介质工程策略有效提高芳基乙腈
水解酶的对映选择性．在优化反应条件的基础上，
分别以邻氯扁桃腈、邻氯苯甲醛和氰化钾为底物，

采用分批补料策略和单批反应，实现了（Ｒ）邻氯扁
桃酸的高收率和高对映选择性制备（图示１）．
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图示１ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６整细胞催化合成（Ｒ）邻氯扁桃酸
Ｓｃｈｅｍｅ１Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄｂｙｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６

１实验部分

１．１实验材料
邻氯扁桃腈以邻氯苯甲醛和氢氰酸为原料按文

献［１５］合成，纯度＞９８％．（Ｒ），（Ｓ）和邻氯扁桃
酸购自 Ｓｉｇｍａ公司，邻氯苯甲醛、氰化钾和其他试
剂购自国药集团．ＡｌｃａｌｉｇｅｎｓｆａｅｃａｌｉＣＧＭＣＣ１．７６７、
１．９２４、１．１７９９、１．７６８６、１．２００６、１．１８３７购自中国
普通微生物菌种保藏管理中心．
１．２实验方法
１．２．１培养基　　培养基１（ｇ／Ｌ）：蛋白胨５，牛肉
膏５，酵母膏０．５，ＮａＣｌ２，ｐＨ７．０．培养基２（ｇ／Ｌ）：
葡萄糖１０，麦芽糖２，酵母膏２，蛋白胨０．８，谷氨
酸钠１３，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５，ＫＨ２ＰＯ４２，组氨酸１，
蛋氨酸１，１．５％ （ｖ／ｖ）异戊腈（诱导剂）．
１．２．２培养条件　　取斜面保存的菌种接种于５ｍＬ
培养基１中，２８℃、１００ｒ／ｍｉｎ下恒温摇床振荡预
培养４８ｈ．预培养液作为种子接种于５０ｍＬ培养基
２中，２８℃、１００ｒ／ｍｉｎ下恒温摇床振荡培养２４ｈ，
补加１．５％ （ｖ／ｖ）异戊腈，然后继续培养２４ｈ．离心
收获细胞（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），用生理盐水洗涤
２次，重新悬浮于生理盐水中，４℃下保存备用．细
胞生物量采用浊度法测定．ＡｌｃａｌｉｇｅｎｓｆａｅｃａｌｉＣＧＭ
ＣＣ１．２００６的浊度和细胞干重对应关系为 １个
ＯＤ６１０相当于０．４６５ｍｇ干重细胞．
１．２．３菌种筛选　　反应液含１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐

缓冲液（ｐＨ８．０），３０ｍｍｏｌ／Ｌ邻氯扁桃腈，６８ＯＤ６１０
细胞量，总体积为２ｍＬ．３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡
反应２４ｈ，离心去除细胞．反相 ＨＰＬＣ测定反应液
中邻氯扁桃酸浓度．反应液用乙酸乙酯萃取，手性
ＨＰＬＣ测定邻氯扁桃酸ｅｅ．
１．２．４腈水解酶活性测定　　反应液含１００ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲液（ｐＨ８．０），３０ｍｍｏｌ／Ｌ邻氯扁桃腈，
１６．７ｍｇＡｌｃａｌｉｇｅｎｓｆａｅｃａｌｉＣＧＭＣＣ１．２００６干重细胞，
总体积为 ２ｍＬ．３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下振荡反应 ３０
ｍｉｎ，加入０．１ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ盐酸中止反应．反应液
离心去除细胞，反相 ＨＰＬＣ测定邻氯扁桃酸浓度．
腈水解酶活性定义为每分钟产生１μｍｏｌ（Ｒ）邻氯
扁桃酸对应的细胞量（干重，ｇ）．
１．２．５分析方法　　（Ｒ）邻氯扁桃酸采用反相
ＨＰＬＣ法在 Ａｌｉｇｅｎｔ１０００高效液相色谱仪上测定．
色谱柱：ＷａｔｅｒｓＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＳ５ＯＤＳ２（４．６×１５０
ｍｍ），流动相：０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸／乙腈（７０：３０，ｖ／ｖ），
流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２５４ｎｍ．邻氯扁桃酸、
邻氯苯甲醛和邻氯扁桃腈的保留时间分别分别为

３．１６、８．９８、１７．０３ｍｉｎ．邻氯扁桃酸产率定义为邻
氯扁桃酸与扁桃腈的物质量之比．ｅｅ值采用手性
ＨＰＬＣ测定．色谱柱：ＣｈｉｒａｌｐａｋＡＤ柱 （４．６×
２５０ｍｍ，Ｄａｉｃｅｌ），流动相：正己烷／异丙醇／三氟乙
酸（８０／２０／１，ｖ／ｖ），流速：０．５ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：
２５４ｎｍ．（Ｓ），（Ｒ）邻氯扁桃酸的保留时间分别为
１４．４、１５．４ｍｉｎ，（Ｓ），（Ｒ）邻氯扁桃腈的保留时
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间分别为１８．４、２０．２ｍｉｎ．（Ｒ）邻氯扁桃酸的对映
体过量（ｅｅ）＝（ＡＲＡＳ）／（ＡＲ＋ＡＳ）×１００％，其中
ＡＲ、ＡＳ分别为（Ｒ）、（Ｓ）邻氯扁桃酸的峰面积．

２结果与讨论
２．１产（Ｒ）选择性芳基乙腈水解酶菌株筛选

以邻氯扁桃腈为底物，评价６株粪产碱杆菌整

细胞催化转化为（Ｒ）邻氯扁桃酸的活性和对映选
择性．表１的筛选结果表明，选择的所有菌株均具
有转化邻氯扁桃腈为（Ｒ）邻氯扁桃酸的能力并表
现出中等对映选择性．其中 ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧ
ＭＣＣ１．２００６具有较高的芳基乙腈水解酶活性和较
高的对映选择性．

表１产（Ｒ）选择性芳基乙腈水解酶菌株筛选
Ｔａｂｌｅ１Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ（Ｒ）ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓ

Ｓｔｒａｉｎ Ｙｉｅｌｄ／％ ｅｅ／％

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．７６７ ５８．３ ４４．６

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６ ８３．８ ７３．０

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．９２４ ３５．０ ４１．９

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．７６８６ ４１．８ ４０．８

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．１７９９ ４８．５ ５４．０

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．１８３７ ６８．０ ４４．２

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１６．７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０），
３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，２４ｈ

２．２辅溶剂对芳基乙腈水解酶活性和选择性的影响
研究了７种水溶性辅溶剂对 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓ

ＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶活性和对映选择性
的影响（表２）．结果表明，１０％（ｖ／ｖ）二甲亚砜的加

入增大芳基乙腈水解酶活性，稍微增加对映选择

性．选择的其他水溶性辅溶剂不同程度地降低芳基
乙腈水解酶活性，但显著提高对映选择性．对醇溶
剂，随链长的增大，芳基乙腈水解酶活性显著降

表２水溶性辅溶剂对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶活性和对映选择性的影响
Ｔａｂｌｅ２ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６ａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌａｓｅ

Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ／（１０％，ｖ／ｖ） Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％ ｅｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ ７３．０

Ｍｅｔｈａｎｏｌ ８１．５ ９１．４

Ｅｔｈａｎｏｌ ６１．０ ９４．５

２ｐｒｏｐａｎｏｌ ５０．０ ９４．６

１ｂｕｔａｎｏｌ ０ 

Ａｃｅｔｏｎｅ ８９．６ ８４．３

ＤＭＳＯ １１５ ７６．３

Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ８３．８ ９１．２

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ，１６．７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００
ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０）．３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ．１００％ ａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏ４０μｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｇｄｃｗ
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低，１０％（ｖ／ｖ）正丁醇使酶完全失活．进一步的研
究表明，酶活性随甲醇浓度增大而降低，２０％甲醇
存在下，活性降低５０％，５０％甲醇使腈水解酶完全
失活，表明 ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基
乙腈水解酶对高浓度甲醇的耐受性差（图１）．尽管
乙腈对对映选择性的影响与甲醇类似，但２０％乙腈
存在下，活性仅为２４％，酶对高浓度乙腈的耐受性
更差．从酶活性和对映选择性考虑，以下研究选择
１０％（ｖ／ｖ）甲醇为辅溶剂．
２．３活性剂对芳基乙腈水解酶活性和选择性的影响

研究了１０％（ｖ／ｖ）甲醇存在下，４种非离子表
面活性剂对 ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基
乙腈水解酶活性和对映选择性的影响（表３）．１％
（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０、ＴｒｉｔｏｎＸ１００显著提高
芳基乙腈水解酶活性，Ｐｌｙｓｕｒｆ对酶活性无影响．非
离子表面活性剂的加入可能改善了细胞的通透性，

从而提高酶活性，但显著降低对映选择性．

图１甲醇浓度对芳基乙腈水解酶活性和对映选择性的影响
Ｆｉｇ．１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ
（◆）ａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ（■）ｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓ

ＣＧＭＣＣ１．２００６ａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌａｓｅ

表３非离子表面活性剂对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶活性和对映选择性的影响
Ｔａｂｌｅ３ＥｆｆｅｃｔｏｆｎｏｎｉｏｎｉｃｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓ

ＣＧＭＣＣ１．２００６ａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌａｓｅ

Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ／（１％，ｖ／ｖ） Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％ ｅｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ ９１．４

Ｔｗｅｅｎ２０ １２７ ７２．４

Ｔｗｅｅｎ８０ １３８ ７６．０

ＴｒｉｔｏｎＸ１００ １４４ ６８．７

Ｐｌｙｓｕｒｆ １０１ ８１．７

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ，１％ （ｖ／ｖ）ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ，１６．７ｍｇ
ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０）．３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ．１００％ ａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏ３２．６μｍｍｏｌ／ｍｉｎ·
ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ

２．４反应条件优化
底物浓度和细胞浓度．分别考察了底物浓度和

细胞浓度对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基
乙腈水解酶催化邻氯扁桃腈动态动力学拆分产率和

对映选择性的影响（图２、图３）．当邻氯扁桃腈浓
度小于２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，（Ｒ）邻氯扁桃酸产率随底物
浓度增大而增大．底物浓度高于３０ｍｍｏｌ／Ｌ，对芳
基乙腈水解酶有显著抑制作用，１００ｍｍｏｌ／Ｌ底物使
酶完全失活．当细胞浓度小于 ８．４ｍｇ（干重）／ｍＬ
反应液时，（Ｒ）邻氯扁桃酸产率随细胞浓度增大而
增大．因为质量扩散阻力，更高的细胞浓度不能显

著改善拆分产率．邻氯扁桃腈浓度和细胞浓度对
ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶
的对映选择性无影响．为了拆分反应能够经济有效
的进行，选择邻氯扁桃腈浓度和细胞浓度分别为３０
ｍｍｏｌ／Ｌ和为８．４ｍｇ（干重）／ｍＬ反应液．
　　ｐＨ和温度．选择柠檬酸氢氧化钠（ｐＨ３．０～
５．０，１００ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＫＰＢ（ｐＨ６．０～８．０，１００ｍｍｏｌ／
Ｌ）、ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９．０～１１．０，１００ｍｍｏｌ／Ｌ）３个缓冲
体系，考察ｐＨ对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６
芳基乙腈水解酶活性和对映选择性的影响（图４）．
ｐＨ＜５时，反应几乎不能进行，此后酶活性随ｐＨ
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图２邻氯扁桃腈浓度对（Ｒ）邻氯扁桃酸产率和ｅｅ值的
影响

Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ
ｙｉｅｌｄ（◆）ａｎｄｅｅ（■）ｏｆ（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ．Ｒｅ
ａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ１０１００ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏ
ｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ，１６．７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔ
ｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０）．３０℃，２ｈ，１６０ｒ／ｍｉｎ

图３细胞浓度对（Ｒ）邻氯扁桃酸产率和ｅｅ值的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｏｎｔｈｅｙｉｅｌｄ（◆）
ａｎｄｅｅ（■）ｏｆ（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘ
ｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，
１０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ，２．８２２．３ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００
ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０）．３０℃，２ｈ，１６０ｒ／ｍｉｎ

图４ｐＨ对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈
水解酶活性和对映选择性的影响

Ｆｉｇ．４ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ（◆）ａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉ
ｔｙ（■）ｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６ａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉ
ｔｒｉｌａｓｅ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏ
ｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ，１６．７ｍｇｄｒｙ
ｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／Ｌｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ３．０１１．０）．３０℃，３０
ｍｉｎ，１６０ｒ／ｍｉｎ．１００％ ａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏ５８．８
μｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ

增大而增大．ｐＨ为９．５时酶具有最高活性，此后随
ｐＨ增大而降低．ｐＨ８．０时对映选择性最高，此后
随着ｐＨ增大，对映选择性降低．温度小于５０℃，
酶活性随温度升高而增大．高于５０℃，因酶热失
活，活性随温度升高而降低．小于４０℃，对映选择
性随温度升高而增大．高于４０℃，对映选择性随
温度升高稍有降低（图５）．
　　反应时间．ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６
细胞催化邻氯扁桃腈对映选择性水解为（Ｒ）邻氯
扁桃酸，整个反应过程中ｅｅ值保持稳定，邻氯扁桃
腈２ｈ内消耗完全，（Ｒ）邻氯扁桃酸收率为８６．３％，
ｅｅ９１．４％．邻氯扁桃腈的化学稳定性差，存在与邻
氯苯甲醛和氢氰酸的化学平衡．邻氯苯甲醛浓度由
初始的２．７７ｍｍｏｌ／Ｌ降至１．０９ｍｍｏｌ／Ｌ．进一步的
反应，观察到邻氯苯甲醛的缓慢降解（图６）．
２．５分批补料制备（Ｒ）邻氯扁桃酸

为提高ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６细胞
的利用率和（Ｒ）邻氯苯甘氨酸的制备效率，采用分
批补料策略制备（Ｒ）邻氯扁桃酸（图７）．分批补料
７批，累积加入邻氯扁桃腈浓度为２１０ｍｍｏｌ／Ｌ，反
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图５温度对ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈
水解酶活性和对映选择性的影响

Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ（◆）ａｎｄｅｎａｎｔｉ
ｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ（■）ｏｆＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６
ａｒｙｌａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌａｓｅ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０
ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ，１６．
７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０）．２０６０
℃，３０ｍｉｎ，１６０ｒ／ｍｉｎ．１００％ ａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏ１３８
μｍｍｏｌ／ｍｉｎ·ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ

图６邻氯扁桃腈水解产生（Ｒ）邻氯扁桃酸的时间进程
Ｆｉｇ．６Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆ（Ｒ）２ｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎ
ｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）
ｍｅｔｈａｎｏｌ，１６．７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ
（ｐＨ８．０）．３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ．ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ
（■），（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ（◆），ｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚａｌｄｅ
ｈｙｄｅ（▲），ｅｅ（×）

图７分批补料产生（Ｒ）邻氯扁桃酸
Ｆｉｇ．７Ｆｅｄｂａｔｃｈｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ
ｆｒｏｍｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ．Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２０ｍＬ）
ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｌｅ，１０％ （ｖ／ｖ）
ｍｅｔｈａｎｏｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０），１６７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔ
ｃｅｌｌｓ．３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ．３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉｔｒｌｅ
ｗａｓｆｅｄａｔｔｈｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｉｍｅｉｎｔｅｒｖａｌｓ．ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｏｎｉ
ｔｒｉｌｅ（■），（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ（◆），２ｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚ
ａｌｄｅｈｙｄｅ（▲）

应２２ｈ后，邻氯扁桃腈完全消耗．（Ｒ）邻氯扁桃酸
的产量为 １７３ｍｍｏｌ／Ｌ，对应于 ３２．２ｇ／Ｌ，产率
８２．４％，ｅｅ９３．１％．此外邻氯扁桃腈在反应过程中
的化学水解导致５．０５ｍｍｏｌ／Ｌ邻氯苯甲醛累积，产
率２．４％．根据物料平衡分析，约１５．２％的底物和
产物在反应过程中降解．
２．６邻氯苯甲醛和氰化钾为底物合成（Ｒ）邻氯扁桃酸

以３０ｍｍｏｌ／Ｌ邻氯苯甲醛和３０ｍｍｏｌ／Ｌ氰化钾
替代邻氯扁桃腈作为底物，ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭ
ＣＣ１．２００６细胞催化合成（Ｒ）邻氯扁桃酸（表４）．
因为水溶液中邻氯苯甲醛、氰根离子与邻氯扁桃腈

的化学平衡，邻氯扁桃腈在反应过程中作为芳基乙

腈水解酶的底物进行动态动力学拆分．反应完成后
反应液中未检测到邻氯苯甲醛存在，（Ｒ）邻氯扁桃
酸的收率和 ｅｅ值均高于以邻氯扁桃腈为底物．进
一步的研究证实由于邻氯苯甲醛对 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅ
ｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６芳基乙腈水解酶强烈的抑制作
用，细胞不能循环使用．以邻氯扁桃腈为底物，Ａｌ
ｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６细胞能够循环使用
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７个批次，因而具有更高的催化效率．

表４邻氯苯甲醛和氰化钾为底物合成（Ｒ）邻氯扁桃酸
Ｔａｂｌｅ４Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ（Ｒ）ｏｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄｆｒｏｍｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｐｌｕｓｃｙａｎｉｄｅｂｙ

ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６

（Ｒ）２ｃｈｌｏｒｏｍａｎｄｅｌｉｃａｃｉｄ

Ｙｉｅｌｄ／％ ｅｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８５．６ ９２．１

＋１０％ （ｖ／ｖ）Ｍｅｔｈａｎｏｌ ８９．５ ９８．６

　　Ｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍｌ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３０ｍｍｏｌ／Ｌｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ，３０ｍｍｏｌ／ＬＫＣＮ，１６．７ｍｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔ
ｃｅｌｌｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ（ｐＨ８．０），３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ，２４ｈ

３结论
ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ１．２００６整细胞催化

邻氯扁桃腈动力学拆分具有较高活性和中等对映选

择性．采用介质工程策略，在反应体系中添加水溶
性辅溶剂，能够有效提高芳基乙腈水解酶的对映选

择性．在磷酸盐缓冲液－１０％（ｖ／ｖ）甲醇溶剂体系
中，采用分批补料策略，ＡｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓＣＧＭＣＣ
１．２００６整细胞细胞使用批次达到７批，（Ｒ）邻氯
扁桃酸产量达到３２．４ｇ／Ｌ，产率８２．４％，ｅｅ９３．１％．
以邻氯苯甲醛和氰化钾为底物直接合成（Ｒ）邻氯
扁桃酸具有比扁桃腈为底物时更高的收率和对映选

择性．我们建立的方法为以芳基乙腈水解酶为生物
催化剂对映选择性动态动力学拆分邻氯扁桃腈制备

（Ｒ）邻氯扁桃酸提供了一条实用的途径．
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