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重组E.coliCCZU-K14高效合成(S)-
3-羟基-4-氯丁酸乙酯研究
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摘要:为了避免在反应过程中加入昂贵的辅酶因子NAD+及有效地转化4-氯乙酰乙酸乙酯(COBE)合成(S)-3-羟
基-4-氯丁酸乙酯((S)-CHBE),在水相反应体系中加入L-谷氨酰胺(200mmol/L)以提高重组E.coliCCZU-K14
细胞内NADH的浓度以及催化活性。当与不添加L-谷氨酰胺相比,添加L-谷氨酰胺后催化活性提高了1.1倍。

进一步,在含L-谷氨酰胺(200mmol/L)反应体系中加入了β-环糊精(n(β-环糊精)∶n(COBE)=0.4∶1)。与不添加

β-环糊精相比,添加β-环糊精后E.coliCCZU-K14催化活性提高了1.35倍。在L-谷氨酰胺-β-环糊精-水反应体系

中,催化还原3000mmol/LCOBE反应12h,(S)-CHBE(>99%e.e.)的产率达到94.9%。总之,研究结果为生物

催化不对称高效合成(S)-CHBE工业化生产奠定了基础。
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Abstract:ToavoidaddingadditionalexpensivecofactorNAD+andeffectivelybiotransformethyl4-chloro-
3-oxobutanoate (COBE)into ethyl (S)-4-chloro-3-hydroxybutanoate ((S)-CHBE),L-glutamine
(200mmol/L)wasusedtoenhancetheintracellularNADHcontentandthecatalyticactivityofE.coliCC-
ZU-K14.A1.1-foldofbiocatalyticactivitywasincreasedoverthecontrolwithoutL-glutamine.Further-
more,β-cyclodextrin(n(β-cyclodextrin)∶n(COBE)=0.4∶1)wasaddedintothisreactionmediacontaining
L-glutamine(200mmol/L),andthebiocatalyticactivityofE.coliCCZU-K14wasincreasedby1.35-fold
thanthatwithoutβ-cyclodextrin.Inthisβ-cyclodextrin-L-glutamine-watermedia,(S)-CHBE(>99%e.
e.)wasobtainedfrom3000mmol/LCOBEat94.9%yieldafter12h.Inconclusion,theseresultswilllay
thefoundationfortheeffectiveindustrialproductionof(S)-CHBE.
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  (S)-3-羟基4-氯丁酸乙酯((S)-CHBE)是一种

重要的手性中间体,可用于合成β-1,4-二氢吡啶类

钙离子通道阻断剂和 HGM-CoA还原酶抑制剂等

手性药物[1-4]。不对称还原催化4-氯乙酰乙酸乙酯

(COBE)合 成(S)-CHBE 具 有 理 论 产 率 可 高 达

100%的特点,值得深入研究。目前,还原COBE合

成(S)-CHBE可通过化学法和生物法两种途径:化
学法是通过昂贵的金属催化剂加氢还原COBE合

成(S)-CHBE,并且反应条件较为苛刻或/和产物光

学纯度不高等缺点[5];生物合成(S)-CHBE因其具

有选择性高和反应条件温和等优点[5-10],更符合当

今节能减排和绿色合成的环保要求,从而引起许多

专家学者的极大兴趣。然而,利用还原酶不对称催

化还原 COBE合成(S)-CHBE需辅酶 NADH 或

NADPH参与,因而在生物催化反应中需额外添加

NAD(P)+作为辅因子促进辅酶循环[3-4,11],却增加

了合成(S)-CHBE的成本。因此,有效地对 NAD
(P)H进行再生是很有必要的。

众所周知,通过微生物细胞中的辅酶再生系统

进 行 原 位 辅 酶 再 生 可 很 好 地 解 决 辅 酶 再 生 问

题[1,9]。另外,可选择合适的前体直接或间接参与

细胞内 NAD(P)H 的合成[12-14],从而提高细胞内

NAD(P)H含量,进一步提高不对称还原效率。因

此,筛选到合适的前体取代 NAD(P)+ 并实现辅酶

原位再生是非常有意义的研究工作。
除此之外,在还原反应的过程中底物COBE的

不溶性会影响底物扩散[15-17],并可能会产生底物抑

制,从而降低了生物还原催化效率。据报道,β-环糊

精是一种环状寡糖分子,它具有外腔亲水和内腔疏

水的空腔结构,从而可与难溶于水的底物形成包合

物[15-18]。因此,在反应体系中加入β-环糊精可以用

于提高疏水化合物的溶解性以及其生物利用度,降
低底物对催化剂的抑制作用,实现(S)-CHBE的高

效合成。
前期,课题组成功挖掘构建了 NADH 依赖型

还原酶重组菌株E.coliCCZU-K14 [9]。为了避免

在生物催化COBE还原反应的过程中加入昂贵的

辅因子 NAD+,本研究进行全细胞催化时从 D-核
糖、L-核糖、D-谷氨酰胺、L-谷氨酰胺、L-天冬氨酸、
烟酸、木糖和甘氨酸中筛选合适的前体用于提高E.
coliCCZU-K14胞内NADH含量和(S)-CHBE的

生物合成效率。进一步,添加β-环糊精提高底物的

溶解性以及还原酶的活性。最后,建立高效的生物

催化反应体系实现3000mmol/LCOBE高效合成

(S)-CHBE。

1 实验部分

1.1 实验试剂

OXID蛋白胨和酵母提取物购自上海思域化工

科技有限公司。NAD+ 和NADH 购自上海捷倍思

基因技术有限公司。卡那抗生素和IPTG购于上海

生工生物有限公司。天冬氨酸、烟酸、D-核糖、L-核
糖、D-谷氨酰胺、L-谷氨酰胺、木糖、甘氨酸、葡萄

糖、氯化钠、β-环糊精(β-CD)和4-氯乙酰乙酸乙酯等

购于国药化学试剂有限公司。

1.2 实验仪器

超净工作台SW-CJ-1FD(苏净集团,中国);紫
外-可见分光光度计(Beckman);恒温振荡摇床(上
海智成,中国);pHS-2C精密pH计(上海雷磁仪器

厂,中国);LDZX-50KBS全自动蒸汽灭菌锅(上海

申安医疗器械厂,中国);JY9Z-II超声破碎仪(宁波

新芝科器研究所,中国);TGL-16G型高速离心机

(上海安亭科学仪器厂,中国);AgilentGC6820气

相色谱(安捷伦科技有限公司);CP-Chirasil-DexCB
手性气相色谱柱(30m ×0.25m ×0.25μm,Agi-
lent);W201恒温水浴锅(上海申生科技有限公司,
中国)。

1.3 菌株、培养基及培养条件

用于生物催化还原COBE合成(S)-CHBE(>
99%e.e.)的 NADH 依赖型还原酶重组菌株 E.
coliCCZU-K14 [9]保 存 于 常 州 大 学 生 物 工 程 实

验室。

LB(Luria-Bertni)培养基(1L):10gNaCl,10g
蛋白胨,5g酵母提取物,pH7.0。于121℃高压蒸

汽灭菌20min。

E.coliCCZU-K14种子液培养:在50mL的灭

菌LB培养基中,接入E.coliCCZU-K14,于37℃、

160r/min摇床培养15h,获得种子液。

E.coliCCZU-K14增殖培养:在500mL的灭

菌培养基中,接入10mLE.coliCCZU-K14种子

液,于 37℃、160r/min 摇 床 培 养,当 OD600 达 到

0.60,加入诱导剂IPTG (终浓度为5×10-5 mol/

L),诱导6h后,利用离心机(8000×g,30℃)收获

E.coliCCZU-K14细 胞,进 一 步 用 于 生 物 催 化

COBE反应。
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1.4 实验步骤

1.4.1 前体的选择

将10.0g(湿重)E.coliCCZU-K14细胞悬浮

于200mL磷酸缓冲溶液(pH7.0,100mmol/L)
中,加入1500mmol/L葡萄糖和200mmol/L不同

前体(D-核糖、L-核糖、D-谷氨酰胺、L-谷氨酰胺、

L-天冬氨酸、烟酸、木糖或甘氨酸)或100μmol/L
NAD+,并 加 入1000mmol/L COBE,于 30℃、

160r/min恒温摇床中反应1h,反应结束后用等体

积乙酸乙酯溶液萃取,取萃取液用气相色谱检测

COBE和CHBE浓度[1,9]。

1.4.2 L-谷氨酰胺浓度优化

将10.0g(湿重)E.coliCCZU-K14细胞悬浮

于200mL磷酸缓冲溶液(pH7.0,100mmol/L)
中,加 入1500mmol/L 葡 萄 糖、1000mmol/L
COBE和0~350mmol/LL-谷 氨 酰 胺,于30℃、

160r/min恒温摇床中反应1h,反应结束后,等体积

乙酸乙酯萃取,取萃取液用气相色谱检测COBE和

CHBE浓度[1,9]。

1.4.3 β-环糊精浓度优化

将10.0g(湿重)E.coliCCZU-K14细胞悬浮

与200mL 磷酸缓冲溶液(pH7.0,100mmol/L)
中,加 入1500mmol/L 葡 萄 糖、1000mmol/L
COBE、200mmol/LL-谷氨酰胺和一定浓度的β-环
糊精(n(β-环糊精)∶n(COBE)为0.2~0.6),于
30℃、160r/min恒摇床中反应。反应结束后,等体

积乙酸乙酯萃取,气相色谱检测COBE和 CHBE
浓度[1,9]。

1.4.4 细胞中NADH浓度的测定

将10.0g(湿重)E.coliCCZU-K14细胞悬浮

于200mL磷酸缓冲溶液(pH7.0,100mmol/L)
中,加 入1500mmol/L 葡 萄 糖 和1000mmol/L
COBE,加入200mmol/LL-谷氨酰胺,10mmol/L
EDTA,于30℃、160r/min恒摇床中处理30min,快
速冻融法破碎细胞,离心测上清液利用 HPLC分析

NADH浓度,于恒温30℃、流速1.0mL/min和检测

波长254nm条件下检测。流动相:25mmol/L三乙

胺,用磷酸调节pH 至6.0,加入乙腈(φ(乙腈)

=3%)。

1.4.5 还原反应活力测定

还原反应活力测定的条件:反应混合物3mL,
包含有0.1mmol/L的 NADH,2mmol/L的底物

COBE,100mmol/L 的 磷 酸 缓 冲 液(pH7.0),在

30℃下保温2min后,加入适量的粗酶液(细胞破碎

液),开始检测340nm处吸光度的减少来表征还原

酶的活性。

2 结果与讨论

2.1 水相反应体系中添加前体对还原COBE
的影响

  据报道,一些小分子化合物可作为 NADH 合

成的前体[12-14]。本研究采用100μmol/LNAD+ 和

不同200mmol/L的小分子化合物(L-天冬氨酸、L-
核糖、D-核糖、L-谷氨酰胺、D-谷氨酰胺、D-木糖、
烟酸和甘氨酸)对细胞中还原酶活性及产物(S)-
CHBE的光学纯度(e.e.)的影响进行了考察。如图

1所示,这些前体对产物(S)-CHBE的光学纯度(e.
e.)没有影响。与添加NAD+相比,当在反应体系中

加入L-天冬氨酸或烟酸时,还原活性明显下降。添

加L-谷氨酰胺和甘氨酸均能促进还原酶活性,而

L-谷氨酰胺比甘氨酸具有明显地促进作用。很有

可能,L-谷氨酰胺能够参与合成 NADH 使得反应

体系中E.coliCCZU-K14胞内 NADH 的浓度提

高,从而避免在反应体系中添加额外的NAD+并降

低反应成本。

图1 不同前体对生物催化活性及(S)-CHBE光学纯度

的影响

Fig.1 Effectsofdifferentprecursorsonthebiocatalytic
activityandtheopticalpurityof(S)-CHBE

进一 步,考 察 不 同 浓 度 L-谷 氨 酰 胺 (0~
350mmol/L))对细胞内NADH浓度和生物催化活

性的影响。如图2所示,随着L-谷氨酰胺的浓度的

增加,E.coliCCZU-K14还原酶活性也有所增加。
当L-谷氨酰胺的浓度达到200mmol/L时,还原催

化活性达到了最大值,为不添加L-谷氨酰胺时还原

·3·



常州大学学报(自然科学版) 2016年

酶酶活的1.1倍。研究发现,当L-谷氨酰胺的浓度

低于200mmol/L时,胞内NADH的浓度随着L-谷
氨酰胺浓度的增加而增加;当L-谷氨酰胺的浓度达

到200mmol/L时,细胞内的NADH浓度也达到了

最大 值;继 续 增 加 L-谷 氨 酰 胺 的 浓 度,细 胞 内

NADH的浓度降低。可见,L-谷氨酰胺(200mmol/

L)可作为前体会促进细胞内 NADH 的合成,并提

高细胞内NADH 的浓度,从而提高还原酶催化还

原效率。高浓度的L-谷氨酰胺(>200mmol/L)可
能会抑制辅酶再生系统。因此,本研究选择L-谷氨

酰胺(200mmol/L)取代额外添加的NAD+。

图2 L-谷氨酰胺对催化活性及胞内NADH浓度的影响

Fig.2 EffectsofL-glutamineonthecatalyticactivityand
intracellularNADHconcentration

为了验证L-谷氨酰胺(200mmol/L)是否能提

高COBE 还 原 合 成(S)-CHBE 效 率,本 研 究 对

1000mmol/L和3000mmol/LCOBE的催化还原

反应进行了考察。结果如图3所示,1000mmol/L
COBE反应2h,(S)-CHBE的产率为79.7%;延长

反应时间至6h后可完全转化COBE为(S)-CHBE。
在邻苯二甲酸二丁酯-水(φ(邻苯二甲酸二丁酯)=
50%)两相体系中,重组 E.coliCCZU-Y10催化

1000mmol/L COBE 24h,(S)-CHBE 产 率 为

99.0% [10]。可见,在L-谷氨酰胺(200mmol/L)-水
相体系中,E.coliCCZU-K14还原COBE效果较

高。当E.coliCCZU-K14分别催化3000mmol/L
COBE8h和12h时,还原产物(S)-CHBE的浓度分

别为1585.4mmol/L和2177.2mmol/L。继续延

长催化反应到24h时,(S)-CHBE产率为80.0%。
因此,在反应体系中添加L-谷氨酰胺(200mmol/L)
可避免额外添加 NAD+,并且E.coliCCZU-K14
还原酶生物催化剂具有较高的催化反应活性合成

(S)-CHBE。然而,E.coliCCZU-K14催化3000
mmol/LCOBE合成(S)-CHBE产率仍需进一步

提高。

图3 在 L-谷氨酰胺(200mmol/L)存在下催化还原

1000~3000mmol/LCOBE进程

Fig.3 Timecoursesforthebiocatalyticreductionof1000
-3000mmol/LCOBEinthepresenceofL-gluta-
mine(200mmol/L)

2.2 在β-环糊精-L-谷氨酰胺-水体系中不对

称还原COBE

  在全细胞生物催化还原的过程中,底物的疏水

性会对单水相反应体系造成一定的影响[17]。据报

道,β-环糊精可提高疏水性底物在水相中的溶解

度[16],从而提高生物催化的效率。如图4所示,考
察了n(β-环糊精)∶n(COBE)对还原酶活性影响。
研究发现,在反应体系中β-环糊精可能与COBE形

成包 合 物,并 且 该 包 合 物 与 未 被 环 糊 精 包 合 的

COBE形成一个动态的平衡,由研究结果可知,c(β-
环糊精)∶c(COBE)为0.4时还原酶活性最高,为不

添加β-环糊精时还原酶酶活的1.35倍。当c(β-环
糊精)∶c(COBE)的比例继续提高时,还原酶活性提

高并不明显,并且对产物的e.e.没有影响。因此,β-
环糊精与COBE最适为n(β-环糊精)∶n(COBE)=
0.4∶1。

图4 β-环糊精添加量对催化活性的影响

Fig.4 Effectsofβ-cyclodextrindosageonthecatalyticactivity
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研究报道β-环糊精可与疏水性底物形成包合

物[17],从而提高疏水性底物的溶解度以及生物利用

度。为了研究反应体系中β-环糊精的作用机制,本
研究对β-环糊精、β-环糊精-COBE作用产物以及底

物COBE进行了红外光谱表征。如图5所示,底物

COBE在1731cm-1和1659cm-1处有C=O的特

殊吸收峰。很明显,β-环糊精与COBE形成的混合

物在1731cm-1和1659cm-1处吸收减弱。因此,

COBE可能与β-环糊精形成了包合物,从而可降低

潜在的底物抑制。

图5 FTIR分析COBE、β-环糊精及其作用产物

Fig.5 FTIRassayofCOBE,β-cyclodextrinandtheirproduct

进 一 步,在 含 β-环 糊 精 (n(β-环 糊 精)∶n
(COBE)=0.4∶1)和L-谷氨酰胺(200mmol/L)水
相体系(L-谷氨酰胺-β-环糊精-水)中监测 E.coli
CCZU-K14催化COBE合成(S)-CHBE反应进程,
结果由图6所示,当底物浓度为1000mmol/L时,
经过2h底物完全转化为(S)-CHBE,可见E.coli
CCZU-K14催化COBE的活性高于文献[3-4,10]
的报 道。当 底 物 浓 度 为3000mmol/L 时,8h时

(S)-CHBE浓度为2610mmol/L,(S)-CHBE产率

为87.0%。催 还 还 原 12h,(S)-CHBE 为2846
mmol/L,其产率为94.9%。而在不添加β-环糊精

时,E.coliCCZU-K14催化还原3000mmol/L的

COBE在12h时(S)-CHBE的产率仅为72.6%(图

3)。据报道,在甲苯-水(φ(甲苯)=50%)两相体系

中,重组Streptomycescoelicolor 还原酶可高效催

化COBE合成(S)-CHBE产率为93.0% [1],但是

在反应体系中使用了高比例的甲苯。因此,在生物

兼容的 L-谷氨酰胺-β-环糊精-水反应体系中,E.
coliCCZU-K14可以成功实现3000mmol/LCOBE
高效还原,具有潜在的应用前景。

图6 在L-谷氨酰胺-β-环糊精-水介质中催化1000~
3000mmol/LCOBE进程

Fig.6 Timecoursesforthebiocatalyticreductionof1000
-3000mmol/LCOBEinL-glutamine-β-cyclodex-
trin-watermedia

2.3 (S)-CHBE的制备

在200mLL-谷氨酰胺-β-环糊精-水体系中生物

转化1000mmol/LCOBE反应2h后的反应液加热到

60℃并维持30min,使反应介质中的蛋白质完全变

性,进一步冷却后利用离心机分离除去变性的细胞碎

片和蛋白质沉淀。获得的离心上清液利用2mol/L
NaOH调节pH到8.5,然后用等体积的甲苯萃取3
次,萃取液旋转蒸发浓缩。由于1000mmol/LCOBE
的转化率达到了100%,获得的粗产品直接采用减压

蒸馏的方法精制,无需进行柱层析分离纯化。系统的

真空压力为200Pa时,收集沸点为90~101℃之间的

蒸馏产物,获得产品28.95g,收率为87.2%。对产品

(S)-CHBE进行分析,其化学纯度为99.0%,光学纯

度e.e.>99%;1HNMR(400MHz,CDCl3):δ1.29
(t,3H,J=7.2Hz),2.63(d,2H,J=7.2Hz),

3.61(d,2H,J=2.8Hz),4.19 (m,2H,J=
7.2Hz),4.24~4.29(m,1H)。

3 结 论

药物中间体的研究是目前的研究热点[19-20]。
研究发现,不对称还原COBE的水相反应体系中添

加的最适前体为L-谷氨酰胺(200mmol/L),可避免

添加额 外 的 辅 因 子 NAD+,并 且 可 提 高 E.coli
CCZU-K14COBE还原酶催化活性。另外,在反应

体系中加入β-环糊精可以与底物形成包合物,提高

底物COBE的生物利用度以及还原酶活性。在含

β-环糊精(n(β-环糊精)∶n(COBE)=0.4∶1)和L-谷
氨酰胺(200mmol/L)水相体系(L-谷氨酰胺-β-环糊

·5·



常州大学学报(自然科学版) 2016年

精-水)中,E.coliCCZU-K14细胞可成功地催化还

原3000mmol/L的COBE,产物(S)-CHBE(e.e.>
99%)产率94.9%。总之,本研究为还原酶催化剂

高效合成手性中间体提供了一条新思路。
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