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摘要：珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７全细胞能够催化４氟苯甘氨酸的（Ｒ）对映体立体反转为（Ｓ）对映体，相反
方向的反应不能发生．研究了反应条件对（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转的影响．在最优反应条件下，５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）
４氟苯甘氨酸和１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４氟苯甘氨酸分别立体反转和去消旋化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸，产率为５２％和
６３％，ｅｅ为９９．５％和９９．２％．（ＲＳ）４氟苯甘氨酸的去消旋化过程是通过珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７全细胞
中的两个酶催化反应实现的．（Ｒ）氨基酸氧化酶催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸氧化脱氨形成４氟苯甲酰甲酸，（Ｓ）氨基
酸转移酶催化４氟苯甲酰甲酸转氨化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸．讨论了４氟苯甘氨酸两个对映体的代谢途径．
关键词：珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７；立体反转；去消旋化；（ＲＳ）４氟苯甘氨酸；（Ｓ）４氟苯甘氨酸
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　　非天然（Ｓ）氨基酸是已经上市的和正在研发
的许多手性药物的关键中间体［１］．在众多的酶催化
制备方法中，（Ｒ）氨基酸氧化酶与化学还原剂或其
他酶如（Ｓ）氨基酸脱氢酶或（Ｓ）氨基酸转移酶的
组合体系，能够将反应过程中消旋氨基酸的（Ｒ）对
映体氧化脱氢为 α亚氨基酸中间体或 α亚氨基酸
水解产生的 α酮酸原位转化为消旋氨基酸或直接
转化为（Ｓ）对映体，通过循环拆分或立体反转实现
消旋氨基酸的去消旋化，从而实现非天然（Ｓ）氨基
酸的高收率和高对映选择性制备［２－５］．Ｆｏｔｈｅｒｉｎｇｈａｍ
等［６］以产重组（Ｒ）氨基酸氧化酶全细胞／钯碳甲
酸铵组合体系催化１００ｍｍｏｌ／Ｌ消旋２氨基丁酸去
消旋化制备抗癫痫药左乙拉西坦手性中间体（Ｓ）２
氨基丁酸，收率９５％，ｅｅ９９％．我们小组［７］采用固

定化变异三角酵母（Ｒ）氨基酸氧化酶／过氧化氢
酶／钯碳甲酸铵组合体系实现了消旋２氨基丁酸和
２氨基戊酸去消旋化，（Ｓ）２氨基丁酸和（Ｓ）２氨
基戊酸收率分别为８５％和８３％，ｅｅ分别为９９．３％
和９９．６％．Ｈａｎｓｏｎ等［８］采用（Ｒ）氨基酸氧化酶／
（Ｓ）谷氨酸脱氢酶组合体系用于合成抗高血压药
物奥马曲拉（Ｏｍａｐａｔｒｉｌａｔ）手性砌块 Ｌ６羟基正亮氨
酸，产物浓度达１００ｇ／Ｌ，收率９７％，ｅｅ＞９８％．Ｓｅｏ
等［９］构建了由纤细红酵母（Ｒ）氨基酸氧化酶透明

颤菌血红蛋白（ＶＨｂ）组成的融合蛋白．利用融合蛋
白和重组河流弧菌 ω转氨酶体系，以苯乙胺为氨
授体，在异辛烷／磷酸盐缓冲液（１∶１，ｖ／ｖ）两相体
系中，５００ｍｍｏｌ／Ｌ底物转化为４８５ｍｍｏｌ／ＬＬ氨基
丁酸，收率９７％，ｅｅ＞９９％．Ｃｈｅｎ等［１０］采用重组变

异三角酵母（Ｒ）氨基酸氧化酶／伯克霍尔德氏菌
（Ｓ）氨基酸转移酶体系，实现了（ＲＳ）氨基３［３
｛６（２甲基苯基）｝吡啶基］丙酸的去消旋化．（Ｓ）
氨基３［３｛６（２甲基苯基）｝吡啶基］丙酸的收率
和ｅｅ分别为８５％和９９．５％．Ｃａｌｉｇｉｕｒｉ等［１１］组合通

过单点突变产生的纤细红酵母（Ｒ）氨基酸氧化酶
的突变酶Ｍ２１３Ｇ和大肠杆菌 Ｌ天冬氨酸转移酶催
化ＤＬ２萘丙氨酸去消旋化，Ｌ２萘丙氨酸产率为
９８％，ｅｅ９９．５％．

利用微生物细胞中的多酶体系催化消旋氨基酸

去消旋化制备非天然（Ｓ）氨基酸，不仅革除了细胞
破碎、酶分离纯化等步骤，而且细胞中的酶稳定性

更好．Ｃｈｉｂａｔａ等［１２］对 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ和
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｍｉｙａｍｉｚｕ细胞催化（ＲＳ）苯丙氨酸去
消旋化为（Ｓ）苯丙氨酸进行了研究．Ｋａｔｏ等［１３］报

道了 ＮｏｃａｒｄｉａｄｉａｐｈａｎｏｚｏｎａｒｉａＪＣＭ３２０８细胞催化
（ＲＳ）苯甘氨酸、（ＲＳ）４氯苯丙氨酸和（ＲＳ）２氨
基戊酸的去消旋化．
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（Ｓ）４氟苯甘氨酸是广泛用于治疗急性或延迟
性化疗和术后引起的恶性、呕吐药物阿瑞吡坦的关

键手性中间体［１４］．Ｅｖａｎｓ等［１５］采用不对称合成法合

成（Ｓ）４氟苯甘氨酸，不仅使用昂贵的手性助剂，而
且涉及多个反应步骤 ．Ｍｏｓｅｌｅｙ等［１６］采用诱导结晶

拆分法，以（Ｒ）二苯甲酰酒石酸为拆分剂拆分（ＲＳ）
４氟苯甘氨酸甲酯，苯甲醛为（Ｒ）４氟苯甘氨酸甲酯

消旋催化剂，以６５％总收率和９９．０％ ｅｅ制备了（Ｓ）
４氟苯甘氨酸，但拆分过程繁琐．

利用珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７全细胞催
化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转和（ＲＳ）４氟苯甘氨
酸去消旋化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸（Ｓｃｈｅｍｅ１），初步
解析了（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化机理和４氟苯
甘氨酸两个对映体的代谢途径．

图示１珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７全细胞催化（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化
Ｓｃｈｅｍｅ１Ｄｅｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ（ＲＳ）４ＦＰＧｂｙｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

１实验部分
１．１实验材料

（Ｒ）、（Ｓ）和（ＲＳ）４氟苯甘氨酸（４ＦＰＧ）、４
氟苯甲酰甲酸（４ＦＢＦＡ）、４氟苯甲醛（４ＦＢＡ）购自
ＴＣＩ公司，珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７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　　培养基组成为：甘油１０ｇ／Ｌ，蛋
白胨２ｇ／Ｌ，牛肉膏３ｇ／Ｌ，酵母膏３ｇ／Ｌ，磷酸氢二
钾１ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾１ｇ／Ｌ，七水硫酸镁０．３ｇ／Ｌ，
ｐＨ７．０．
１．２．２细胞培养　　取珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ
４．１０３７斜面菌种接种于５ｍＬ培养基中，２８℃、１００
ｒｐｍ下恒温摇床振荡预培养７２ｈ．１ｍＬ预培养液接
种于装有１００ｍＬ灭菌培养基的５００ｍＬ摇瓶中，２８
℃、１００ｒｐｍ下继续培养４８ｈ，离心（４℃，８０００ｇ，
２０ｍｉｎ）收获细胞．细胞用１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲
液（ｐＨ７．０）洗涤２次，重新悬浮在相同缓冲液中，
给出浓度约为３８ｇ（干重）／Ｌ的细胞悬浮液．细胞
生物量采用浊度法测定，每个ＯＤ６１０相当于０．５８５ｇ
干重细胞／Ｌ．
１．２．３立体反转条件优化　　２ｍＬ反应混合物中
含１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲液，确定浓度的（Ｒ）４
氟苯甘氨酸和珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细
胞，在一定温度下振荡反应８ｈ．反应液离心，收集
上清液，分别采用柱前手性衍生ＨＰＬＣ和反相

ＨＰＬＣ测定上清液中４氟苯甘氨酸两个对映体浓度
和代谢物浓度．立体反转活性定义为每克干重细胞
每小时产生的（Ｓ）４氟苯甘氨酸物质量（ｍｍｏｌ）．
立体反转速率定义为每小时产生的（Ｓ）４氟苯甘
氨酸物质量浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）．
１．２．４（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转和（ＲＳ）４氟苯
甘氨酸去消旋化　　反应液（１０ｍＬ）含１００ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸钾缓冲液（ｐＨ７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４氟苯甘
氨酸或１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４氟苯甘氨酸，２９ｍｇ（干
重）珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞．３０℃、
１５０ｒｐｍ下恒温摇床振荡反应．每隔一定时间取样，
离心去除细胞收集上清液，分别采用柱前手性衍

生ＨＰＬＣ和反相ＨＰＬＣ测定上清液中４氟苯甘氨酸
两个对映体浓度和代谢物浓度．（Ｓ）４氟苯甘氨酸
对映体过量（ｅｅ）＝（ＡＳＡＲ）／（ＡＳ＋ＡＲ）×１００％，其
中ＡＳ和 ＡＲ分别为（Ｓ）４氟苯甘氨酸和（Ｒ）４氟
苯甘氨酸的峰面积．
１．２．５ＨＰＬＣ分析　　（Ｒ）和 （Ｓ）４氟苯甘氨酸
对映体采用柱前手性衍生ＨＰＬＣ分析．５０μＬ反应
上清液中，加入５０μＬ４ｇ／Ｌ三乙胺的乙腈溶液和
１００μＬ２ｇ／Ｌ２，３，４，６四ｏ乙酰基βＤ吡喃葡萄糖
异硫氰酸酯（ＧＩＴＣ）的乙腈溶液，３０℃下衍生 １５
ｍｉｎ．离心５ｍｉｎ，取５μＬ上清液进样．ＨＰＬＣ条件
为：Ｃ１８反相柱（４．６×１５０ｍｍ），柱温３０℃；流动
相１：２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾 （ｐＨ３．８）／乙腈 （７／３，
ｖ／ｖ），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ；流动相２：２０ｍｍｏｌ／
Ｌ磷酸二氢钾 （ｐＨ３．８）／乙腈（１／１，ｖ／ｖ），流速
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１ｍＬ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ．检测波长２５４ｎｍ．（Ｒ）和 （Ｓ）
４氟苯甘氨酸非对映异构体的保留时间分别为
１３．５、１５．１ｍｉｎ．反应上清液中的４氟苯甘氨酸和
代谢物４氟苯甲酰甲酸、４氟苯甲醛直接采用反相
ＨＰＬＣ分析．ＨＰＬＣ条件为：Ｃ１８反相柱（４．６×
１５０ｍｍ），柱温３０℃；流动相：１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾
缓冲液 （ｐＨ７．０）／甲醇（９／１，ｖ／ｖ），流速 １ｍＬ／
ｍｉｎ，检测波长 ２１２ｎｍ．４氟苯甘氨酸、４氟苯甲
醛、４氟苯甲酰甲酸的保留时间分别为２．４、４．８和
６．４ｍｉｎ．

２结果与讨论
２．１（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转条件优化

对无底物的珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７
细胞和手性衍生剂２，３，４，６四ｏ乙酰基βＤ吡喃
葡萄糖异硫氰酸酯（ＧＩＴＣ）混合液以及不含细胞的
（Ｒ）４氟苯甘氨酸和ＧＩＴＣ混合液的分析表明，细
胞内容物和衍生剂无分析干扰，（Ｒ）４氟苯甘氨

酸与 ＧＩＴＣ形成的非对映异构体在实验条件下是稳
定的，无回收率和对映体过量变化．立体反转过程
中形成的（Ｓ）４氟苯甘氨酸以及代谢物源于珊瑚
色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞参与的催化反应．
通过改变一个参数，固定其他参数考察反应条件对

（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转的影响，立体反转过
程中的两个对映体采用柱前手性衍生ＨＰＬＣ分析．

ｐＨ和温度．考察了ｐＨ和温度对珊瑚色诺卡氏
菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立
体反转活性的影响．当磷酸盐缓冲液 ｐＨ由５．０逐
渐升至７．０时，细胞立体反转活性显著增加．超过
ｐＨ７．０时，立体反转活性随 ｐＨ增加逐渐下降，表
明ｐＨ７．０时细胞表现出最大立体反转活性（图
１ａ）．温度在２０℃以下，细胞表现出非常低的立体
反转活性．当温度由２０℃升至３０℃时，立体反转
活性急剧增加并在 ３０℃时达到最高．温度超过
３０℃时，立体反转活性随温度升高迅速降低，
５０℃时细胞几乎完全丧失立体反转活性（图１ｂ）．

图１ｐＨ（ａ）和温度（ｂ）对（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转的影响
Ｆｉｇ．１ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨ（ａ）ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｂ）ｏｎｔｈｅｓｔｅｒｅｏｉｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆ（Ｒ）４ＦＰＧ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ：（ａ）１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ５９），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，
３０℃，１５０ｒｐｍ，８ｈ；（ｂ）１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，１０～５０℃，

１５０ｒｐｍ，８ｈ．１００％ ａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏ０．０４２ｍｍｏｌ／ｇｄｗｃ·ｈ．

　　底物浓度和细胞浓度．考察了底物浓度和细胞
浓度对珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化
（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转速率的影响．（Ｒ）４
氟苯甘氨酸的立体反转遵循底物饱和动力学．立体
反转速率随底物浓度增大而增加，８．０ｍｍｏｌ／Ｌ时达
到最大（图２ａ）．立体反转速率随细胞浓度增大而
增加，２．９ｇ干重细胞／Ｌ时达到最大（图２ｂ）．随着
细胞浓度的进一步增大，由于通气量限制，立体反

转速率逐渐降低．
　　振荡速度．振荡速度的大小直接影响空气的通

气量和分子氧的利用．图３的结果表明，当振荡速
度低于１５０ｒｐｍ，（Ｒ）４氟苯甘氨酸的立体反转速
率随振荡速度的增大逐渐增加，１５０ｒｐｍ时达到最
大．低振荡速度下立体反转速率较低，可能是由于
底物的质量传递阻力和／或通气量限制．
２．２（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转

在最优反应条件下，对珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭ
ＣＣ４．１０３７细胞催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转进
行了研究，采用柱前手性衍生ＨＰＬＣ分析（Ｒ）４氟
苯甘氨酸手性反转过程中两个对映体的变化．从图
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图２底物浓度（ａ）和细胞浓度（ｂ）对（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转的影响
Ｆｉｇ．２Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）ｏｎｔｈｅｓｔｅｒｅｏｉｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆ（Ｒ）４ＦＰＧ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ：（ａ）１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），１～１０ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，３０℃，
１５０ｒｐｍ，８ｈ；（ｂ）１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ，１．９５～７．６ｇｄｗｃ／Ｌ，３０℃，１５０ｒｐｍ，８ｈ

图３振荡速度对（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转的影响
Ｆｉｇ．３Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｈａｋｉｎｇｓｐｅｅｄｏｎｔｈｅｓｔｅｒｅｏｉｎｖｅｒｓｉｏｎ

ｏｆ（Ｒ）４ＦＰＧ
Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（２ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ１００ｍｍｏｌＫＰＢ／Ｌ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，

３０℃，０～１８０ｒｐｍ，８ｈ

４ａ可知，（Ｓ）４氟苯甘氨酸浓度随着（Ｒ）对映体
浓度的降低逐渐增大，３２ｈ时达到最大，但此时
（Ｒ）对映体未反转完全．反应时间延长至 ４８ｈ，
（Ｒ）对映体反转完全，同时伴随（Ｓ）对映体的进
一步降解．立体反转完成后，（Ｓ）４氟苯甘氨酸产
率５２％，ｅｅ９９．５％．以５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｓ）４氟苯甘氨酸
代替（Ｒ）对映体与珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７
细胞保温反应（图４ｂ），只观察到（Ｓ）４氟苯甘氨
酸代谢，未检测到（Ｒ）对映体产生．这些结果表明
（Ｒ）对映体能立体反转为（Ｓ）对映体，但（Ｓ）对映
体不能立体反转为（Ｒ）对映体，从而排除了细胞中
消旋酶存在的可能．
２．３　（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化

以１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４氟苯甘氨酸代替（Ｒ）４
氟苯甘氨酸作为底物，采用柱前手性衍生ＨＰＬＣ分

图４珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转和（Ｓ）４氟苯甘氨酸代谢的时间进程
Ｆｉｇ．４Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆ（Ｒ）４ＦＰＧｓｔｅｒｅｏｉｎｖｅｒｓｉｏｎａｎｄ（Ｓ）４ＦＰＧｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｂｙｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

（Ｒ）４ＦＰＧ（□），（Ｓ）４ＦＰＧ（◇）ａｎｄ４ＦＢＦＡ（△）
Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ（ａ）ｏｒ５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｓ）４ＦＰＧ

（ｂ），２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，３０℃，１５０ｒｐｍ

０１３ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２９卷　



析（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化过程中两个对映体
的变化（图５）．从图５观察到在反应最初的４ｈ内，
尽管（Ｒ）对映体发生立体反转，但由于进一步的代
谢导致（Ｓ）对映体浓度降低．（Ｓ）对映体浓度在反

图５珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化（ＲＳ）４
氟苯甘氨酸去消旋化时间进程

Ｆｉｇ．５Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆ（ＲＳ）４ＦＰＧｄｅｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎｂｙ
ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

（Ｒ）４ＦＰＧ（□），（Ｓ）４ＦＰＧ（◇）ａｎｄ４ＦＢＦＡ（△）
Ｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍＬ）ｃｏｎｔａｉｎｅｄ１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，

３０℃，１５０ｒｐｍ

应２４ｈ后达到最大，此时去消旋化未完全，随后
（Ｓ）对映体浓度缓慢降低．与（Ｒ）４氟苯甘氨酸立
体反转类似，（ＲＳ）４氟苯甘氨酸在４８ｈ后去消旋
化完全，（Ｓ）对映体产率６３％，ｅｅ９９．２％．
２．４（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化机理和代谢途径

微生物全细胞催化消旋氨基酸去消旋化涉及多

个酶系，其机理解析较纯酶反应体系复杂．Ｃｈｉｂａｔａ
等［１２］假设 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｍｉｙａｍｉｚｕ细胞催化（Ｒ）苯丙氨酸手性反转和（ＲＳ）
苯丙氨酸去消旋化为（Ｓ）苯丙氨酸经历两个步骤：
（Ｒ）苯丙氨酸首先在（Ｒ）氨基酸氧化酶作用下形
成相应的苯丙酮酸，苯丙酮酸随后通过转氨化或还

原氨化转化为（Ｓ）苯丙氨酸．Ｋａｔｏ等［１３］通过实验

证实 ＮｏｃａｒｄｉａｄｉａｐｈａｎｏｚｏｎａｒｉａＪＣＭ３２０８细胞催化
（ＲＳ）４氯苯丙氨酸去消旋化涉及（Ｒ）氨基酸脱氨
酶和（Ｓ）氨基酸转移酶．

为了解析珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细
胞催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转和（ＲＳ）４氟苯
甘氨酸去消旋化机理，我们采用反相 ＨＰＬＣ直接检

测（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转、（Ｓ）４氟苯甘氨酸
代谢和（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化过程中的中间
体（图４ａ、４ｂ，图５）．结果表明，３个反应过程中均
存在４氟苯甲酰甲酸，其浓度在２４ｈ时达到最大，
４８ｈ时完全消失．此外，我们研究了反应气氛对
（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化的影响（表１）．在氩
气氛围下，去消旋化反应不能平稳进行．这些结果
表明珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ ４．１０３７细胞催化
（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化反应是一个（Ｒ）氨基
酸氧化酶而非（Ｒ）氨基酸脱氨酶参与的需氧反应．

表１反应气氛对珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７
细胞（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化的影响

Ｔａｂｌｅ１Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎａｔｍｏｓｐｈｅｒｅｏｎｔｈｅｄｅｒａｃｅｍｉｚａｔｉｏｎｏｆ
（ＲＳ）４ＦＰＧｂｙｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ

Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ／ｈ

（Ｓ）４ＦＰＧ

／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ｅｅ
／％

Ａｉｒ ４８ ６．３ ９９．２
Ａｒ ４８ ５．１ ５７．１

　　２ｍＬｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），
１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４ＦＰＧ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，３０℃，１５０ｒｐｍ，４８ｈ

　　去消旋化反应体系中加入氨基酸脱氢酶所需的
辅酶（氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸，ＮＡＤ＋）、辅
底物（葡萄糖）和氨源（氯化铵）稍微降低（Ｓ）４氟
苯甘氨酸的产率．氨基酸转移酶所需辅酶（５’磷酸
吡哆醛，ＰＬＰ）和氨授体（Ｌ谷氨酸）的加入显著提
高（Ｓ）４氟苯甘氨酸的产率（表 ２）．这些结果表
明，珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞中含有负
责将４氟苯甲酰甲酸转化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸的
（Ｓ）氨基酸转移酶而非（Ｓ）氨基酸脱氢酶．

表２珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞
４氟苯甲酰甲酸转化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸

Ｔａｂｌｅ２Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ（Ｓ）４ＦＰＧｆｒｏｍ４ＦＢＦＡｂｙ
ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ
（Ｓ）４ＦＰＧ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
ｅｅ
／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３．６ １００
３０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ＋４ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｇｌｕｃｏｓｅ＋１ｍｍｏｌ／ＬＮＡＤ＋
３．４ １００

３０ｍｍｏｌ／ＬＬＧｌｕｔａｍｉｃ
ａｃｉｄ＋２ｍｍｏｌ／ＬＰＬＰ

４．５ １００

　　２ｍＬｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＰＢｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．０），
５ｍｍｏｌ／Ｌ４ＦＢＦＡ，２．９ｇｄｗｃ／Ｌ，３０℃，１５０ｒｐｍ，４８ｈ
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　　苯甘氨酸及其类似物的微生物代谢已有较多报
道，不同的微生物有不同的代谢途径．Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐｕｄｉｔａＬＷ４利用氨基酸转移酶将苯甘氨酸的两个
对映体转化为苯甲酰甲酸，随后通过苯甲醛、苯甲

酸等中间体进一步代谢［１７］．ＦｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍＦ２４［１８］、
ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｄｉｔａＡＴＣＣ１２６３３［１９］细胞中的（Ｓ）氨
基酸转移酶和（Ｒ）氨基酸脱氢酶分别催化（Ｓ）苯
甘氨酸和（Ｒ）苯甘氨酸转化为苯甲酰甲酸．苯甲酰
甲酸进一步脱羧为苯甲醛，后者在苯甲醛脱氢酶作

用下转化为苯甲酸．
在我们的研究中，５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）、（Ｓ）４氟苯

甘氨酸和１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４氟苯甘氨酸为底物与
珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞保温反应４８
ｈ，４氟苯甘氨酸分别损失４８％、４３％和 ３６％（图
４ａ、４ｂ，图５）．在这三个反应过程中除了检测到４
氟苯甲酰甲酸外，也检测到４氟苯甲醛．４氟苯甲
醛浓度分别在反应时间为１２、８和８ｈ时达到最大，
２４ｈ后完全消失（表３）．
　　结合前人的研究和我们的实验结果，推测珊瑚
色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７全细胞催化（ＲＳ）４氟
苯甘氨酸去消旋化机理和代谢途径为：（Ｒ）氨基酸
氧化酶催化（ＲＳ）４氟苯甘氨酸中的（Ｒ）对映体氧

表３　珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞４
氟苯甘氨酸代谢生成４氟苯甲醛

Ｔａｂｌｅ３Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ４ＦＢＡｄｕｒｉｎｇｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆ４ＦＰＧ
ｂｙｃｅｌｌｓｏｆＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ／ｈ

４ＦＢＡ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｒ）４ＦＰＧ １２ ０．０２
２４ ０

５ｍｍｏｌ／Ｌ（Ｓ）４ＦＰＧ ８ ０．０２５
２４ ０

１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＲＳ）４ＦＰＧ ８ ０．０４３
２４ ０

化脱氨为４氟苯甲酰甲酸，后者在（Ｓ）氨基酸转移
酶催化下原位转化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸．两个酶的
协同作用导致（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化．（Ｒ）
４氟苯甘氨酸的代谢以（Ｒ）氨基酸氧化酶催化形成
的４氟苯甲酰甲酸为中间体，在苯甲酰甲酸脱羧酶
作用下转化为 ４氟苯甲醛，４氟苯甲醛进一步代
谢．（Ｓ）４氟苯甘氨酸的代谢可能是通过（Ｓ）氨基
酸转移酶催化的可逆转氨反应形成４氟苯甲酰甲
酸，然后与（Ｒ）４氟苯甘氨酸相同的途径转化为４
氟苯甲醛并进一步代谢（图示２）．

图示２珊瑚色诺卡氏菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去消旋化机理和代谢途径推测
Ｓｃｈｅｍｅ２Ｐｒｏｐｏｓｅｄｄｅｒａｃｅｍｉｚａｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｏｆ（ＲＳ）４ＦＰＧｂｙｗｈｏｌｅｃｅｌｌｓｏｆ

ＮｏｃａｒｄｉａｃｏｒａｌｌｉｎａＣＧＭＣＣ４．１０３７

２１３ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第２９卷　



３结论
珊瑚色诺卡氏菌 ＣＧＭＣＣ ４．１０３７细胞中的

（Ｒ）氨基酸氧化酶／（Ｓ）氨基酸转移酶体系立体特
异地催化（Ｒ）４氟苯甘氨酸立体反转为（Ｓ）４氟苯
甘氨酸，相反方向的反应不能进行．珊瑚色诺卡氏
菌ＣＧＭＣＣ４．１０３７细胞催化（ＲＳ）４氟苯甘氨酸去
消旋化转化为（Ｓ）４氟苯甘氨酸，产率 ６３％，ｅｅ
９９．２％．（Ｒ）和（Ｓ）４氟苯甘氨酸分别在（Ｒ）氨基
酸氧化酶和（Ｓ）氨基酸转移酶作用下形成的４氟
苯甲酰甲酸中间体，通过苯甲酰甲酸脱羧酶作用形

成４氟苯甲醛，４氟苯甲醛通过多个途径转化为最
终代谢产物．我们建立的方法为利用微生物细胞制
备作为阿瑞吡坦关键手性中间体的对映纯（Ｓ）４氟
苯甘氨酸提供了一个简单有效的途径．
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