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类产碱假单胞菌全细胞催化前手性酮对映

选择性还原合成西他列汀手性中间体

韦燕婵，夏仕文，何从林，熊文娟，徐红梅，何项宇

（重庆邮电大学 生物信息学院，重庆４０００６５）

摘要：以苯乙酮为唯一碳源，从土壤中筛选出一株能够将４氧４［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，３ａ］
吡嗪７（８Ｈ）基］１（２，４，５三氟苯基）丁２酮（２）对映选择性还原为抗Ⅱ型糖尿病药物西他列汀关键手性中间体
（Ｓ）３羟基１［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，３ａ］吡嗪７（８Ｈ）基］４（２，４，５，三氟苯基）丁１酮
（（Ｓ）１）的细菌菌株，经鉴定并命名为类产碱假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）ＸＷ４０．系统研究了水溶性
辅溶剂、温度、ｐＨ、底物浓度、细胞浓度、反应时间等反应条件对生物还原产率和对映选择性的影响．该菌株全
细胞能够耐受浓度高达１０ｇ／Ｌ的前手性酮２．在最优反应条件下，以制备规模合成了（Ｓ）１，分离收率９０％，ｅｅ＞
９９％．
关键词：类产碱假单胞菌ＸＷ４０；羰基还原酶；生物还原；手性醇；西他列汀
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　　西他列汀（Ｓｉｔａｇｌｉｐｔｉｎ，商品名Ｊａｎｕｖｉａ），化学名
为７［（３Ｒ）３氨基１氧代４（２，４，５三氟苯基）丁
基］５，６，７，８四氢３三氟甲基１，２，４三唑并［４，３
ａ］吡嗪，是Ｍｅｒｃｋ公司研制的第一个用于治疗２型
糖尿病的二肽基肽酶Ⅳ （ＤＰＰＩＶ）抑制剂．与易导
致低血糖、体重增加和引起恶心呕吐等副作用的传

统口服降糖药物相比，西他列汀具有明显的优势和

良好的市场前景［１－３］．西他列汀含一个手性中心，
只有（Ｒ）对映体具有药理活性．目前，西他列汀的
合成有两个途径：１）以（Ｒ）３氨基４（２，４，５三氟
苯基）丁酸为原料，经氨基保护、与３三氟甲基５，
６，７，８四氢［１，２，４］三唑［４，３ａ］并吡嗪缩合、脱
保护得到西他列汀．该路线的关键是（Ｒ）３氨基４
（２，４，５三氟苯基）丁酸的合成．Ｚｅｎｇ等［４］以２，４，
５三氟苯甲醛和 Ｎ乙酰甘氨酸为原料经缩合、还
原、α糜蛋白酶拆分、水解、氨基保护、重氮化、
ＡｒｎｄｔＦｉｓｔｅｒｔ重排反应、水解得（Ｒ）３氨基４（２，４，
５三氟苯基）丁酸，其缺点是合成路线长，收率低，
使用有毒的易爆炸的重氮甲烷．Ｔａｓｎáｄｉ等［５］采用

脂肪酶（ＬｉｐａｓｅＰＳＩＭ）拆分（ＲＳ）３氨基４（２，４，５

三氟苯基）丁酸乙酯得到（Ｒ）３氨基４（２，４，５三
氟苯基）丁酸，收率４２％，ｅｅ９６％，缺点是产物收
率和手性纯度低，无效对映体消旋化困难．２）以４
氧４［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，
３ａ］吡嗪７（８Ｈ）基］１（２，４，５三氟苯基）丁２酮
（前手性酮２）为原料，采用化学（生物）不对称合成
法合成西他列汀．化学不对称合成法［６－１１］采用昂贵

的手性催化剂与手性助剂（如手性铑催化剂、铂催

化剂），反应条件苛刻．Ｓａｖｉｌｅ等［１２］改造并利用来

自节杆菌的重组转氨酶 ＡＴＡ１１７催化前手性酮 ２
转化为西他列汀，底物使用浓度达到１００ｇ／Ｌ，产
物ｅｅ为９９％，成为生物催化制备手性药物中间体
的经典案例之一．前手性酮 ２生物还原为（Ｓ）１，
通过甲磺酰保护、叠氮取代手性反转、化学还原也

可转化为西他列汀［１３］．
我们以苯乙酮为唯一碳源，从土壤中筛选出一

株能够将前手性酮 ２对映选择性还原为（Ｓ）３羟
基１［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，３
ａ］吡嗪７（８Ｈ）基］４（２，４，５三氟苯基）丁１酮
（手性醇（Ｓ）１）的微生物菌株，经１６ＳｒＤＮＡ鉴定
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并命名为类产碱假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌ
ｃａｌｉｇｅｎｅｓ）ＸＷ４０．在优化反应条件的基础上，实现

了手性醇（Ｓ）１的高收率和高对映选择性制备规模
合成（Ｓｃｈｅｍｅ１）．

图示１ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓＸＷ４０全细胞催化２合成（Ｓ）１
Ｓｃｈｅｍｅ１Ｂｉｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆ４ｏｘｏ４［３（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ）５，６ｄｉｈｙｄｒｏ［１，２，４］ｔｒｉａｚｏｌｏ［４，３ａ］ｐｙｒａｚｉｎ７（８Ｈ）ｙｌ］４（２，４，５

ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｌｙ）ｂｕｔａｎ２ｏｎｅ（２）ｔｏ（Ｓ）３ｈｙｄｒｏｘｙ１［３（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ）５，６ｄｉｈｙｄｒｏ［１，２，４］
ｔｒｉａｚｏｌｏ［４，３ａ］ｐｙｒａｚｉｎ７（８Ｈ）ｙｌ］１（２，４，５ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）ｂｕｔａｎ１ｏｎｅ（（Ｓ）１）

１实验部分
１．１实验材料

苯乙酮购自上海邦成化工有限公司，４氧４
［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，３ａ］
吡嗪７（８Ｈ）基］１（２，４，５三氟苯基）丁２酮（２）
购自南京奇可医药化工有限公司．消旋 ３羟基１
［３（三氟甲基）５，６二氢［１，２，４］三唑并［４，３ａ］吡
嗪７（８Ｈ）基］４（２，４，５三氟苯基）丁１酮以２为
原料按文献［１４］采用硼氢化钠还原合成，乙酸乙
酯 ∶石油醚＝１∶１（ｖ／ｖ）重结晶．其余试剂为市售
分析纯或化学纯．
１．２实验方法
１．２．１微生物菌株分离、培养和筛选　　菌株分
离．称取约１ｇ土壤样品于１０ｍＬ无菌水中，振荡
混匀后离心，吸取上清液１ｍＬ加入到１００ｍＬ富集
培养基中，３０℃培养５～７ｄ．将浑浊的富集培养液
稀释涂布于分离平板上，３０℃下培养４８ｈ．观察分
离平板的菌落形态，挑选生长较快的单菌落．划线
纯化后斜面培养基培养，编号保存于４℃下，作为
进一步筛选的菌株．

（１）富 集 培 养 基： 苯 乙 酮 ０．１２ ｇ／Ｌ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４　２．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．２ｇ／Ｌ，
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０１ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１ｇ／Ｌ，
Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ１．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ／Ｌ，ｐＨ

７．０．
（２）平板培养基：富集培养基，琼脂 １５ｇ／Ｌ．
（３）斜面培养基：蛋白胨 ０．５ｇ／Ｌ，牛肉浸膏

０．１５ｇ／Ｌ，酵母膏０．１５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ０．５ｇ／Ｌ，葡萄糖
１．０ｇ／Ｌ，琼脂 １５ｇ／Ｌ．

菌株培养．取斜面保存菌种接种于５ｍＬ种子
培养基中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下于恒温摇床振荡预
培养４８ｈ．预培养液作为种子接种于１００ｍＬ摇瓶
发酵培养基中，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下于恒温摇床振
荡培养４８ｈ．离心收获细胞（７０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），
磷酸盐缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０）洗涤２次，重新
悬浮于磷酸盐缓冲液中，４℃下保存备用．

种子培养基、摇瓶发酵培养基不加琼脂，其余

同斜面培养基．
菌株筛选．５ｍＬ反应液含 １ｇ／Ｌ２，５％葡萄

糖，１０％（ｖ／ｖ）乙醇，５０ｇ（干重）／Ｌ菌体，３０℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡反应２４ｈ，离心去除细胞．反应液
用乙酸乙酯萃取，ＨＰＬＣ测定转化率和产物ｅｅ值．
１．２．２菌株４０１鉴定　　酚氯仿异戊醇法提取菌
体的基因组ＤＮＡ，采用引物５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴ
ＧＧＣＴＣＡＧ３’（１６ＨＦ）和 ５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ３’（１６ＨＲ）进行 ＰＣＲ扩增．扩增产物
送北京英茂盛业生物科技有限公司采用１６ＳｒＤＮＡ
测定基因序列，并与ＧｅｎＢａｎｋ中已知微生物的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列进行核苷酸同源性分析．
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１．２．３生物还原反应条件优化　　５ｍＬ反应液中
含０．１ｍｏｌ／Ｌ缓冲液，１０％ （ｖ／ｖ）水溶性辅溶剂，
５％（ｗ／ｖ）葡萄糖，确定浓度的前手性酮２和类产碱
假单胞菌ＸＷ４０细胞，在一定温度下振荡反应１２
ｈ．反应液离心，收集上清液，用乙酸乙酯萃取，
ＨＰＬＣ测定转化率和产物ｅｅ值．
１．２．４制备规模　　生物还原反应２００ｍＬ反应液
中含０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液（ｐＨ７．０），１０％ （ｖ／
ｖ）ＤＭＳＯ，５％（ｗ／ｖ）葡萄糖，１０ｇ／Ｌ前手性酮２和
８０ｇ（干重）／Ｌ类产碱假单胞菌 ＸＷ４０细胞，３０
℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡反应２４ｈ，离心去除细胞．上
清液用乙酸乙酯萃取（３×１００ｍＬ），合并萃取液，无
水硫酸钠干燥，减压浓缩至２０ｍＬ左右，硅胶柱色
谱分离，乙酸乙酯 ∶石油醚＝１∶１（ｖ／ｖ）洗脱，洗脱
液减压浓缩至干．
１．２．５分析方法　　产率采用反相 ＨＰＬＣ法在 Ａｌｉ
ｇｅｎｔ１０００高效液相色谱仪上测定．色谱柱：Ｃ１８柱
（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：水／乙腈＝７０／３０
（ｖ／ｖ），流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２６８ｎｍ，温度：
２５℃．１和２的保留时间分别为１９．７ｍｉｎ和２６．８
ｍｉｎ．产物 ｅｅ值采用手性 ＨＰＬＣ测定．色谱柱：
ＣｈｉｒａｃｅｌＡＹＨ（５×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相：正己
烷／无水乙醇／三乙胺＝８５／１５／０．１（ｖ／ｖ／ｖ），流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２６８ｎｍ，温度：２５℃．
（Ｓ）１和（Ｒ）１的保留时间分别为 １１．３ｍｉｎ和
１７．８ｍｉｎ．１的对映体过量（ｅｅ）＝（ＡＳＡＲ）／（ＡＳ＋
ＡＲ）×１００％，其中ＡＳ、ＡＲ分别为（Ｓ）１和（Ｒ）１的
峰面积．

２结果与讨论
２．１２生物还原为１的微生物菌株筛选

Ｎｉ等［１５］和 Ｓｏｎｉ等［１６］分别以苯乙酮为唯一碳

源从土壤中筛选适合还原芳基酮和 Ｎ，Ｎ二甲基３
酮３（２噻吩）１丙胺为相应手性醇的微生物菌株．
基于苯乙酮与前手性酮２结构的相似性，我们采用
类似的策略从１２５份土壤中分离出能够以苯乙酮为
唯一碳源生长的８９个菌株．其中２４个菌株能够将
前手性酮２还原为手性醇１．表１列出了转化率大
于５％的１６个菌株，其中编号为４０１的菌株表现
出最高的羰基还原酶活性和对映选择性，催化前手

性酮２还原为手性醇（Ｓ）１的转化率为７５％，ｅｅ＞
９９％．该菌株经 １６ＳｒＤＮＡ鉴定，与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ的同源性为１００％，命名为类产碱

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）ＸＷ４０，
保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏号为ＣＣＴＣＣ
Ｎｏ：Ｍ２０１５５２１．

表１２生物还原为１的微生物菌株筛选
Ｔａｂｌｅ１Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｔｒａｉｎｓｆｏｒｔｈｅ

ｂｉｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆ２ｔｏ１

Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｓｔｒａｉｎ

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
／（％）

ｅｅ
／（％）

Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

４０１ ７５ ＞９９ Ｓ

４０２ ６９ ＞９９ Ｓ

６０１ ６８ ＞９９ Ｓ

２８１ ６２ ９８ Ｓ

５０１ １０ ＞９９ Ｓ

３８１ ９ ＞９９ Ｓ

５５１ １４ ９５ Ｓ

１１３ ８ ９６ Ｓ

４２１ ７ ６１ Ｓ

１０１ ２３ ６ Ｓ

１０２ ２０ ８９ Ｒ

３９１ ４５ ＞９９ Ｓ

５７１ １１ ４９ Ｒ

５７２ ８ ９８ Ｓ

６０３ ９ ＞９９ Ｓ

６０２ １３ ７８ Ｓ

　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（５ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０），１０％ （ｖ／ｖ）ＥｔＯＨ，
５％ （ｗ／ｖ）ｇｌｕｃｏｓｅ，１ｇ／Ｌ２，ａｎｄ５０ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ．
３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，２４ｈ

２．２生物还原反应条件优化
２．２．１水溶性辅溶剂选择　　前手性酮２在磷酸盐
缓冲液中的溶解度极低．为保证生物还原反应顺利
进行，反应体系中加入水溶性辅溶剂是必要的．研
究了６种水溶性辅溶剂对类产碱假单胞菌 ＸＷ４０
全细胞催化前手性酮２还原为手性醇（Ｓ）１的转化
率和对映选择性的影响（表２）．结果表明，无论加
入何种水溶性辅溶剂，类产碱假单胞菌 ＸＷ４０细
胞都表现出极高的对映选择性．与其他水溶性辅溶
剂相比，１０％（ｖ／ｖ）二甲亚砜（ＤＭＳＯ）存在下，前手
性酮２的转化率最高．进一步的研究表明，转化率
随ＤＭＳＯ浓度增大而减小，５０％（ｖ／ｖ）导致反应几
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表２水溶性辅溶剂对类产碱假单胞菌 ＸＷ４０
还原２的转化率和对映选择性的影响

Ｔａｂｌｅ２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｃｏｓｏｌｖｅｎｔｓｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆ２ｂｉｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｂｙ

Ｐ．ｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓＸＷ４０

Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ
（１０％ ｖ／ｖ）

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
／（％）

ｅｅ（％）
Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

Ｎｏｎｅ １ ＞９９（Ｓ）

Ｅｔｈａｎｏｌ ５７ ＞９９（Ｓ）

Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ２５ ＞９９（Ｓ）

ＤＭＳＯ ９２ ＞９９（Ｓ）

Ｍｅｔｈａｎｏｌ ８７ ＞９９（Ｓ）

ＴＨＦ ０ －

Ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ ４５ ９９（Ｓ）

　Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（５ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．１
ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０），１０％ （ｖ／ｖ）Ｃｏｓｏｌｖｅｎｔ，５％ （ｗ／ｖ）ｇｌｕ
ｃｏｓｅ，１ｇ／Ｌ２ａｎｄ５０ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ．３０℃，１８０ｒ／
ｍｉｎ，１２ｈ

乎完全不能进行（图１）．以下研究选择１０％（ｖ／ｖ）
ＤＭＳＯ为辅溶剂．
２．２．２温度和 ｐＨ　　选择柠檬酸氢氧化钠（ｐＨ
５．０，０．１ｍｏｌ／Ｌ）、磷酸二氢钾磷酸氢二钾（ｐＨ６．０～

图１ＤＭＳＯ浓度对转化率和对映选择性的影响
Ｆｉｇ．１ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＭＳＯｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

ａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

７．０，０．１ｍｏｌ／Ｌ）、三羟甲基氨基甲烷盐酸（ｐＨ８．０～
９．０，０．１ｍｏｌ／Ｌ）３个缓冲体系，考察 ｐＨ对转化率
和对映选择性的影响（图２ａ）．ｐＨ＜６时，转化率很
低，此后转化率随ｐＨ增大而增大．ｐＨ为７．０时具
有最大转化率，此后随ｐＨ增大而降低．ｐＨ的变化
对对映选择性没有明显影响．温度小于３０℃，转
化率随温度升高而增大．高于３０℃，因胞内羰基
还原酶热失活，转化率随温度升高而降低（图２ｂ）．
温度的变化对酶的对映选择性也没有明显影响．

图２ｐＨ（ａ）和温度（ｂ）对转化率和对映选择性的影响
Ｆｉｇ．２ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ（ａ）ａｎｄＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｂ）ｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（５ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄｂｕｆｆｅｒ（０．１ｍｏｌ／Ｌ），１０％ （ｖ／ｖ）ＤＭＳＯ，５％ （ｗ／ｖ）ｇｌｕｃｏｓｅ，１ｇ／Ｌ２ａｎｄ
５０ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ．１８０ｒ／ｍｉｎ，１２ｈ．

（ａ）：ｐＨ５．０～９．０，３０℃；（ｂ）：ｐＨ７．０，２０～５０℃

２．２．３底物浓度和细胞浓度　　分别考察了底物浓
度和细胞浓度对转化率和对映选择性的影响．当底
物浓度小于６ｇ／Ｌ时，转化率没有明显的下降，可

见在此底物浓度下，几乎不存在底物抑制．当底物
浓度大于６ｇ／Ｌ时，转化率随底物浓度增大逐渐下
降，可见高浓度的底物对羰基还原酶有一定的抑

９８５第６期　　　　　　　　　韦燕婵等：类产碱假单胞菌全细胞催化前手性酮对映选择性还原合成西他列汀手性中间体



制，但是抑制作用不是很明显．当底物浓度为１０ｇ／
Ｌ，转化率仍达到８０％（图３ａ）．该结果表明类产碱
假单胞菌 ＸＷ４０细胞对底物有较高的耐受性．当
细胞浓度小于８０ｇ（干重）／Ｌ反应液时，转化率随

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转化率（图３ｂ）．为了生物
还原反应能够经济有效的进行，选择底物浓度和细

胞浓度分别为１０ｇ／Ｌ和为８０ｇ（干重）／Ｌ反应液．

图３底物浓度（ａ）和细胞浓度（ｂ）对反应的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）ｏｎｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎａｎｄｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（５ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．０），１０％ （ｖ／ｖ）ＤＭＳＯａｎｄ５％ （ｗ／ｖ）ｇｌｕｃｏｓｅ．
３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，１２ｈ．

（ａ）：１～１０ｇ／Ｌ２，５０ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ；（ｂ）：１ｇ／Ｌ２，５～８５ｇｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ．

２．２．４时间对反应的影响　　在最优反应条件下，
对类产碱假单胞菌 ＸＷ４０细胞催化还原 ２合成
（Ｓ）１的反应历程进行了研究．由图 ４可知，以
８０ｇ（干重）／Ｌ细胞作为生物催化剂，可在２４ｈ内
将１０ｇ／Ｌ的前手性酮２生物还原为手性醇（Ｓ）１，
产率＞９９％，ｅｅ＞９９％．

图４类产碱假单胞菌 ＸＷ４０细胞催化还原２合成１的时间历程
Ｆｉｇ．４Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆ（Ｓ）１ｆｒｏｍ２ｂｙＰ．ｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓＸＷ４０．
Ｔｈｅｂｉｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｕｎｄｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｒｅａｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：０．１ｍｏｌ／Ｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），１０％
（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯ，５％ （ｗ／ｖ）ｇｌｕｃｏｓｅ，１０ｇ／Ｌ２ａｎｄ８０ｇ

ｄｒｙｗｅｉｇｈｔｃｅｌｌｓ／Ｌ．３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，２４ｈ

２．３制备规模生物还原反应
为了制备（Ｓ）１，在２００ｍＬ反应液中加入２ｇ

前手性酮２和１６ｇ（干重）类产碱假单胞菌 ＸＷ４０
细胞，３０℃下反应２４ｈ，反相ＨＰＬＣ检查底物反应
完全．经萃取、柱色谱分离得１．８ｇ手性醇（Ｓ）１
白色固体，分离收率９０％，ｅｅ＞９９％．［α］Ｄ

２５＝２３．３

（Ｃ＝１，ＣＨＣｌ３）．
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯＤ６）：

δ２．４６２．４８（ｍ，１Ｈ），２．６７２．７９（ｍ，３Ｈ），３．９０
３．９７（ｍ，２Ｈ），４．００４．０９（ｍ，２Ｈ），４．２１４．２６（ｍ，
１Ｈ），４．８４５．０６（ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇｍ，３Ｈ），７．４０７．４８
（ｍ，２Ｈ）．１３ＣＮＭＲ（１００ＭＨｚ，ＤＭＳＯＤ６）：δ３５．４，
３７．３，３８．３，４０．１，４１．３，４２．１，４３．０，４３．７，６７．３，
１０５．１，１１５．２，１１７．３，１１９．５，１２３．０，１４２．３，１４４．４，
１４６．５，１４８．７，１５１．０，１５４．８，１５６．８，１７０．２．

３结论
我们从土壤中筛选出一株能够不对称生物还原

２合成抗２型糖尿病药物西他列汀关键手性中间体
（Ｓ）１的菌株，经鉴定命名为类产碱假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｓｅｕｄｏａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）ＸＷ４０．该菌株中
的羰基还原酶具有较高的活性、底物耐受性和极高

的对映选择性，单批次底物使用浓度高达１０ｇ／Ｌ，
产率＞９９％，ｅｅ＞９９％．由于类产碱假单胞菌 ＸＷ
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４０属于革兰氏阴性菌，有望实现该菌株中的羰基
还原酶基因在以大肠杆菌为宿主的基因表达系统中

的高效异源表达．相关工作正在进行中．我们建立
的生物还原方法为合成西他列汀关键手性中间体提

供了一条新途径．
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ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｓｙｓｔｅｍ（酶促不对称催化手性合成
系统研究进展）［Ｊ］．ＪＭｏｌＣａｔａｌ（Ｃｈｉｎａ）（分子催
化），２０１４，２８（６）：５８１－５９４．
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ＷａｎｇＳｈｏｕｆｅｎｇ（王寿峰），ｅｔａｌ．Ｍｎ（ＩＩＩ）ｃｏｍｐｌｅｘ
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ｅ．ＭｉａｏＸｉａｏ（苗 晓），ＷａｎｇＬａｉｌａｉ（王来来）．Ｎｅｗ
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ｂ．ＭｉａｏＸｉａｏ（苗 晓），ＬｉＨａｉｆｅｎｇ（李海峰），Ｐａｎｇ
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［１２］ＳａｖｉｌｅＣＫ，ＪａｎｅｙＪＭ，ＭｕｎｄｏｒｆｆＥＣ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃａｔａｌｙ

ｔｉｃａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｃｈｉｒａｌａｍｉｎｅｓｆｒｏｍｋｅｔｏｎｅｓａｐ
ｐｌｉｅｄｔｏｓｉｔａｇｌｉｐｔｉｎｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｓｃｉ，２０１０，３２９
（５９８９）：３０５－３０９．

［１３］ＭｅｎｄｉｒａｔａＳＫ，ＰａｎｄｅｙＢ，ＪｏｓｈｉＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒ
ｐｒｅｐａｒｉｎｇａｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｏｆｓｉｔａｇｌｉｐｔｉｎｖｉａｅｎｚｙｍａｔｉｃｃｏｎ
ｖｅｒｓｉｏｎ［Ｐ］．ＵＳ２０１３／０２８９２７６Ａ１，２０１３１０３１．

［１４］ ＫｏｔｈａｒｉＨＭ，ＤａｖｅＭＧ，ＰａｎｄｅｙＢ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆ（２Ｒ）４ｏｘｏ４［３（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏ
ｍｅｔｈｙｌ）５，６ｄｉｈｙｄｒｏ［１，２，４］ｔｒｉａｚｏｌｏ［４，３α］ｐｙｒａｚｉｎ７
（８Ｈ）ｙｌ］Ｌ（２，４，５ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌ）ｂｕｔａｎ２ａｍｉｎｅ＆
ｎｅｗｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｔｈｅｒｅｏｆ［Ｐ］．ＷＯ２０１０／
０３２２６４Ａ２，２０１００３２５．

［１５］ＮｉＹ，ＸｕＪＨ．Ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｒｙｌｋｅｔｏｎｅｓｗｉｔｈ
ａｎｅｗｉｓｏｌａｔｅＲｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｓｐ．ＡＳ２．２２４１［Ｊ］．ＪＭｏｌ
ＣａｔａｌＢ：Ｅｎｚｙｍ，２００２，１８（４）：２３３－２４１．
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ＨｉｇｈｌｙＥｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅＢｉｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＰｒｏｃｈｉｒａｌＫｅｔｏｎｅｔｏａ
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（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰｏｓｔｓａｎｄＴｅｌｅｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００６５，Ｃｈｉｎａ）
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