
!"卷#期
$%%%年&月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
’()*!"+(*#

,-.
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

/-01-2 $%%%

收稿日期：$%%%3%!3!&，修回日期：$%%%3%"3$$。

基金项目：国家自然科学基金支持的重大项目（$&4&%!$5）。

"联系人。

手性苯基环氧乙烷的生物不对称合成
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摘 要 以苯乙烯为唯一碳源和能源，从不同来源的土壤样品中初筛分离出!$株好氧细菌和$株真菌，经复筛，
对液体培养物进行手性气相色谱分析，得到一株产生手性苯基环氧乙烷活力较高的菌种6,3!$%"，并对其发酵、产
酶及苯乙烯的全细胞转化进行了研究，利用微生物细胞在7%8，.94:%，!%00()／;磷酸缓冲液中转化%:#<苯乙
烯!%=，获得（>）3苯基环氧乙烷，-*-<值为5%<，转化产率为7#<。
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手性环氧化合物作为手性化学合成原料，在制

药、农药、香料、精细化学品工业上有着极其重要的

应用价值，利用普通化学环氧化法得到的是外消旋

产物，而手性环氧化法需要手性催化剂，成本高。相

比之下，生物不对称环氧化具有明显优点，符合“绿

色化学”的发展潮流［!］，已越来越为人们所重视。

如利用微生物转化苯乙烯，合成重要的药物手性中

间体苯基环氧乙烷，工艺简单，成本低廉，产物光学

纯度高，具有很好的应用前景；一些具有环氧能力的

微生物菌种，如假单胞菌（3&%)4(5($+&&67）［$］、黄
原杆菌（8+$/"(9+0/%*&67）［7］、诺卡氏菌（:(0+*4#+
&67）［A］等已先后被研究报道。经研究表明，这主要
是由于微生物细胞里的单加氧酶类对苯乙烯的环氧

化所至［#］。近来，6BCD-等将假单胞菌的单加氧酶
基因转入大肠杆菌中进行表达并获得成功，该酶合

成的（,）3苯基环氧乙烷的-*-*<达到了&&<［"］。
本文以苯乙烯为底物筛选了产生环氧化能力的

微生物，并对其发酵条件和转化反应进行了研究。

! 材料与方法

!"! 土样及菌种
采集自树林、菜园、化工厂及污水处理厂等地的

土样共计!#%份用于菌种分离；另有本实验室保存
的假单孢菌、曲霉、青霉等菌种共计A$株。

!"# 试剂
苯乙烯（纯度&5<）：北京福星化工厂；环氧苯

乙烷、吡唑（纯度&4<）：E)FDB公司；吲哚（分析纯）：
北京旭东化工厂；其它试剂均为国产分析纯试剂。

!"$ 培养基

!"$"! 富集培养基：!;溶液中含有+9A+G7$:%H，

+B$96GA·!$9$G!:#H，I9$6GA!:#H，JH,GA·

49$G%:$H，KBK)$·$9$G!%0H，E-,GA·49$G!0H，

LC,GA%:!0H和酵母膏%:!H，用+BG9调.94:%。

制备固体培养基时另加!#H琼脂。!$%8灭菌

7%0MC。使用前加入经无菌过滤的$0;苯乙烯。

!"$"# 真菌发酵培养基：蛋白胨!#H，葡萄糖!%H，

I9$6GA":5H和JH,GA·49$G%:#H配成!;溶液，

.9调到4:%。!$%8灭菌7%0MC。使用前加入经无
菌过滤的#0;苯乙烯。

!"$"$ 细菌发酵培养基：蛋白胨!:%H，+9A+G7
%:!H，+B$96GA·!$9$G!:#H，I9$6GA!:#H，酵母
膏%:!H，葡萄糖$:%H和玉米浆%:!H配成!;溶液，
调.94:%。!$%8灭菌7%0MC。使用前加入经无菌
过滤的含有%:%#<6NO5%的#:%0;苯乙烯。

!"% 初筛
将!:%H土样加入装有经灭菌的#%0;富集液

体培养基的三角瓶中，置旋转速度为$$%2／0MC的摇
床上，在7%8下富集培养$!7P。培养过程中需补
加$次苯乙烯，每次%:!0;。挑选生长优者，进行$
次富集培养，培养液稀释后涂皿，平板分离纯化菌

种，分别将菌株接入含%:#<苯乙烯的#0;发酵培



养基的摇管中。培养!"后，再加入#$%&苯乙烯，
转化’!()，发酵液离心，用紫外法和高碘酸法测定
上清中产物含量。

!"# 复筛和全细胞转化
将初筛获得的菌株分别接入到含#$*&苯乙烯

的!##+,发酵培养基中，摇床转速%%#-／+./，于

0#1培养%"，培养过程中需补加#$%&苯乙烯%次，
离心获得菌体，用磷酸缓冲液充分洗涤后离心，将菌

体配成*+,的菌悬液，加入含#$*&苯乙烯的

*#+,转化液中，转化液为含有!++23／,吡唑和

#$##*&的456(#的789$#，*#++23／,磷酸缓冲
液。密闭，在0#1下置转速为%%#-／+./的摇床上
转化!#)，离心去菌体，上清液用二氯甲烷抽提浓
缩，浓缩液分别用高压液相和气相色谱进行测定。

!"$ 手性气相色谱测定
使用!#+的:).-;3"<=6>4?毛细管柱，@AB检

测器，?%为载气，炉温C#1，分流比!!’D!。

!"% &’()测定
使用 E;F<-G的H!(反相分析柱，BIB检测器，

流动相9*&甲醇，温度0#1，流速!+,／+./。同时
测定苯乙烯和苯基环氧乙烷。

!"* 高碘酸法
在!+,#$0&高碘酸溶液中，加入含!+,转化

反应上清液，振荡混匀避光保存!#+./后加入

#$*+,9*&硝酸，混匀后再加入#$*+,%+23／,
IJ?K0。反应%!*+./，观察溶液中白色沉淀生成
的量。

!"+ 紫外分光光度法
将转化反应上清液配成9*&的甲醇溶液，在波

长%*L/+下测定光吸收值的降低，与对照比较，可
对底物进行半定量分析。

!"!, 酶活力测定
一般使用吲哚氧化法。

!"!,"! 吲哚氧化法［9］：在含有#$!++23／,@<MKL
·98%K，#$(0++23／,?IB8和#$%++23／,吲哚的

0$#+,789$#磷酸缓冲液中加入#$%+,细胞超声
破碎离心上清液（蛋白含量在!#+J／+,左右），于

0#1反应0#+./，测!L##的变化。在该条件下，每分
钟氧化!"+23吲哚所需酶量定义为!个活力单位。

!"!,"- 苯乙烯消耗法［(］：在含有#$!++23／,
@<MKL·98%K，#$(0++23／,?IB8和!++23／,苯
乙烯的0$#+,789$#磷酸缓冲液中加入#$%+,细
胞超声破碎离心上清液（蛋白含量在!#+J／+,左
右），于0#1反应0#+./。用高压液相法测定反应液

中苯乙烯的含量。该条件下，每分钟氧化消耗

!"+23苯乙烯所需的酶量定义为!个活力单位。

!"!! 生物量测定
以发酵培养基为空白，在’##/+下测定光吸收。

!"!- 蛋白质测定
按N-;"O2-"方法［C］，以牛血清白蛋白绘制标准

曲线。

- 结果与讨论

-"! 初筛
在富集培养和筛选过程中，发现较高浓度的苯

乙烯能明显抑制微生物生长。由于苯乙烯较易挥

发，需采用低浓度多次添加底物的方法来解决这个

问题。高碘酸法能特异性检测出溶液中较低浓度环

氧化物的存在，而苯乙烯在紫外%*L/+处有明显的
强吸收峰。通过测定底物和产物两个指标的变化来

筛选能氧化苯乙烯产生环氧化物的微生物，增强了

初筛结果的可靠性。通过初筛，共获得能利用苯乙

烯为唯一碳源和能源生长，产生苯基环氧乙烷的细

菌0%株，真菌!L株。

-"- 复筛
为获得产生较高光学纯度苯基环氧乙烷的菌

株，对产物的光学纯度进行检测十分必要。通过

84,H液相色谱和手性气相色谱两种方法的结合，
能十分准确地了解转化液中底物和产物量及光学纯

度的变化。通过复筛，获得能产生较高光学活性环

氧化物的细菌!%株，真菌%株，结果如下表!。从
中挑选活力较高的4M>!%#’号菌做进一步的发酵和
产酶研究。该菌种为本实验室保存的假单孢菌。

-". 培养基/&对生物量生长的影响
利用具有不同初始78的发酵培养基进行培

养，L()后测定生物量，结果如图!所示。

表! 复筛菌株转化合成产物的光学活性

01234! 0546478397:;64/4194<7=644>?>@1><4A4
B1384:;954/6:<8=97

MF-;./ <P<／& MF-;./ <P<／&

4M>*#! !( @M>L%#( !(

4M>*%#% 0# 4M>*!#C 0C

4M>’(#0 %# 4M>C(!# %’

4M>9%#L L0 4M>!L0!! 9!

4M>CL#* ’* 4M>!*’!% *%

4M>!%#’ (# 4M>*# %9

4M>!%!#9 !! 4M>*! %%
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图! 培养基初始"#对发酵生物量的影响

$%&’! ())*+,-)%.%,%/0"#-),1*2*3%42
-.5%-2/66%.)*72*.,/,%-.

由结果表明最适培养基初始"#范围为89:!;9:。

!"# 发酵温度对生物量的影响
分别在不同温度下进行发酵，<=1后测定生物

量，结果如图>。表明最适发酵温度为?@A。

图> 发酵温度对发酵生物量的影响

$%&’> ())*+,-),*2"*7/,47*-.5%-2/66%.)*72*.,/,%-.

!"$ 发酵过程中生物量与酶活力的变化
在最适发酵条件下，定时取样，进行生物量及酶

活力的测定，结果如图?所示。

图? 发酵过程的生物量和酶活性

$%&’? B%-2/66/.3*"-C%3/6*/+,%D%,E%.,1*)*72*.,/,%-.

发酵><1生物量达到高峰，而环氧化酶活力在
发酵?@1时最高，两者相差81。这种非偶联发酵表
明酶的产生是一个诱导过程，因此选择?@1为产酶
发酵结束时间。

!"% 转化时间对产物合成的影响
按细胞转化底物的方法进行反应，定时取样，结

果列于图<。

图< 利用细胞转化苯乙烯生成苯基环氧乙烷的反应曲线

$%&’< F*/+,%-."7-&7/2-)+-D*76%-.-)6,E7*.*
,-6,E7*.*-C%3*5E,1*+*006

结果表明转化!@1能获得最大的产量，超过

!@1积累的产物苯基环氧乙烷会逐渐减少，说明使
用的细胞不仅具有环氧化酶，也存在将产生的环氧

化物进一步代谢的其他酶。

!"& 酶活力测定方法的比较
微生物细胞是通过胞内苯乙烯单加氧酶氧化苯

乙烯生成苯基环氧乙烷。但由于苯乙烯易挥发，水

溶性差，产物苯基环氧乙烷又容易在下游代谢途径

中被进一步降解，所以苯乙烯单加氧酶的酶活测定

一直是个比较困难的问题。苯乙烯消耗法虽能直接

测定反应体系中苯乙烯量的变化，真实反映出苯乙

烯单加氧酶活力的大小。但方法较为繁杂，操作、设

备条件要求高。而吲哚氧化法则是通过苯乙烯单加

氧酶氧化苯乙烯类似物吲哚，生成氧化吲哚并最终

转化成蓝色靛蓝能力的强弱，间接地反映活力的高

低。此方法较为简单，操作、设备条件要求也低，有

很好的重复性。两者的测定结果有较好的相似性。

因此在一定范围内，吲哚氧化法可以替代苯乙烯消

耗法测酶活。
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基因脉冲导入仪

性能指标 TNQ8<8 TNQ;<8

输出波形 指数尖脉冲 矩形脉冲

输出电压（3） 8<<!;!<< 8<<!;<<<

最大电流（A） 8!< 8<

配置电容 <[!!;8[!"2

基因脉冲导入仪可用于植物、动物和各种微生物的各类细胞电穿

孔，并能获得很高的转化率，经天津市科委组织鉴定一致认为达到:<
年代末期国外同类产品的先进水平，可替代进口产品。

该产品荣获899;年全国新技术、新产品展销会金奖，被评为899;
年度国家级新产品，获天津市科技成果三等奖，899B年授予专利权，目
前已在国内许多国家级重点实验室应用，很受用户欢迎。

整机由微机控制，工作安全，稳定可靠，操作简单，使用方便。

研制单位：天津理工学院科技开发中心

通信地址：天津市南开区红旗南路天津理工学院电子工程系 邮政编码：B<<898
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