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α2氰基 232苯氧基苄醇乙酸酯立体选择性水解酯酶
产生菌的筛选及酶学特性初探

杨淑莲 , 　徐汉虹 , 　廖美德 , 　侯学文 3

(农药与化学生物学教育部重点实验室 ,华南农业大学 昆虫毒理研究室 ,广东 广州 510642)

摘　要 :经过酵母菌富集培养 ,以α2氰基 232苯氧基苄醇乙酸酯为唯一碳源培养和分离 ,并进一步用

手性 H PL C法复筛 ,得到了两株优先立体选择性水解 (S) 2α2氰基 232苯氧基苄醇乙酸酯的酵母菌菌

株 S11和 S25。两株酵母菌均能产生耐酸酯酶 ,在 pH 3. 0时对α2氰基 232苯氧基苄醇乙酸酯进行立

体选择性水解 ,产物对映体过量值 ( eep )均在 95%以上 ,转化率 (C )分别达 50%和 46%。测定了菌

株 S11的生长曲线 ,并对其产酶特性进行了初探 ,发现其所产酶为生长偶联型的胞内酶。
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Study and Screen ing of Estera se Producer for Hydrolyz ing
α2Cyano232phenoxybenzyl Aceta te w ith H igh Enan tioselectiv ity
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Abstract: C u ltu re and sep a ra tion w as m ade by usingα2cyano232p henoxybenzy l ace ta te as the on ly

ca rbon sou rce af te r yeas t en richm en t. Fu rthe r sc reen ing w as p e rfo rm ed by ch ira l H PL C ana lys is.

Tw o yeas t s tra ins ( S11 and S25 ) p roduc ing este rase w ith h igh enan tiose lec tiv ity and conve rsion w e re

iso la ted. Es te rases w e re s tab le and rem ained ac tiv ity a t pH 3. 0. Enan tiom eric excess of ( S ) 2α2
cyano232p henoxybenzy l a lcoho l bo th reached 95% , the conve rsion of subs tra te reached 50% and

46%, resp ec tive ly. The p rocess of g row th and p a rtia l enzym a tic p rop e rties of S11 w as investiga ted.

Exp erim en ts dem onstra ted tha t it w as a m em b rane2assoc ia ted enzym e found in the ce ll deb ris.

Key words: α2cyano232p henoxybenzy l ace ta te; enan tiose lec tive hyd ro lysis; es te rase

　　α2氰基 232苯氧基苄醇 (以下简称 C PBA ,其乙

酸酯简称 C PBA c)是一个非常重要的拟除虫菊酯

中间体。C PBA 有两种光学异构体 ,由 ( S ) 2C PBA

合成的拟除虫菊酯为高效体 ,而由 ( R ) 2C PBA 合

成的拟除虫菊酯则为无效体 ,目前以单一 (S) 2CPBA

合成的已商品化的拟除虫菊酯农药有溴氰菊酯、

顺式氰戊菊酯。 ( S) 2C PBA 的合成有多种方法 ,非

水相中酶催化立体选择性水解 C PBA c获得 ( S ) 2
C PBA 即为一个非常有效的手段。但目前多数研

究者尚局限于非水相中有什么酶用什么酶的状

况。购买商品酶价格昂贵 ,而利用现代生物技术

手段现已能大量表达有用的酶 ,因此发掘新的、立

体选择性强的酶源菌株对我国酶法合成 ( S ) 2
C PBA具有重要的现实意义 [ 1, 2 ]

,这在手性医药的



酶法合成上已有范例 [ 3, 4 ] 。但许多酶因为耐热、耐
酸碱性差而难以满足生产需要 ,章文贤等 [ 5 ]曾筛
选到一株可产耐酸脂肪酶的酵母菌。本研究针对
C PBA在水溶液中只有当 pH < 4. 5才能存在且 24

h内 C PBA c不会自动水解 [ 6 ]
,以及多数酵母菌适

宜在偏酸性条件下生长的特性 ,在采样和培养微生
物时有目的地筛选酵母菌 ,取得了较好的效果。

1材料和方法

1. 1　材料

Rac2C PBA c由华南农业大学农药与化学生物

学教育部重点实验室在广东中山凯达精细化工股

份有限公司合成 ,纯度在 95%以上 ; Rac2C PBA 由

大连物理化学研究所惠赠。所有溶剂和试剂均为

分析纯 ,苯醚醛 (简称 m 2PBA ) 、正己烷和异丙醇使

用前经重蒸。

筛选用样品分别采自华南农业大学豆奶厂废

水长期流经的含豆制品丰富的土壤、广州市肉联

厂处理前的富含脂肪的废水、广东省农科院作物

研究所花生综合实验厂富含植物油的土壤、广州

浪奇油脂化工实业有限公司含油脂丰富的污泥、

广东中山凯达精细化工股份有限公司内被拟除虫

菊酯类农药污染的土壤和废水、湖南津市监狱农

场果园富含果汁的土壤、广州市天河区五山镇菜

市场肉案及发霉的腊肉中。富集培养基参照文献

[ 7 ]、初筛培养基和复筛培养基参照文献 [ 8 ]配制

并 改 进。初筛培养基 : CPBA c 10 mm ol /L ,吐温 280

0. 5 g /L , 无水乙醇 4 mL /L , 平板中加琼脂粉

20 g /L;斜面培养基为麦芽汁琼脂 ; 复筛培养基 :

葡萄糖 10 g, 蛋白胨 5 g, 酵母浸出汁 5 g, pH =

4. 5,自来水 1 000 mL。

1. 2　主要仪器

H P21100液相色谱仪 (美国惠普公司 ) ; TH Z 2C
台式恒温振荡器 (太仓市华美生化仪器厂 ) ; W ZZ2
2A 型旋光仪及 7230G可见分光光度计 (上海精密

科学仪器有限公司 ) 。

1. 3　菌种的筛选和分离

1. 3. 1　初筛 　先对所采样品进行酵母菌富集培

养 ,然后分别以 Rac2C PBA c的吐温溶液和乙醇溶

液为唯一碳源制作培养基进行筛选 ,培养条件为

28℃、140 r /m in培养 3 d。250 mL 锥形瓶装培养

液 20 mL ,依次将上一轮培养的菌液移取 1 mL 接

入下一轮培养基中。平板筛选 :将三轮富集与筛

选后的菌液稀释后涂抹于平板上 ,于 28℃培养 ,挑

出平板上的单菌落转接到麦芽汁琼脂斜面上 ,编

号 ,于 4℃冰箱中保存。

1. 3. 2　复筛 　将初筛菌株接入 20 mL 复筛培养

基中 ,对照不接菌 , 28℃、140 r /m in培养 60 h后测

发酵液的 pH 值。调节 pH 值至 2. 5、3. 0、3. 5、

4. 0,每处理加一滴 Rac2C PBA c ( 23 m g ) , 30℃、

200 r /m in下转化 22 h。手性 H PL C 分析 ,以转化

率 ( C ) 、产物对映体过量值 ( eep ) 、底物对映体过量

值 ( ees )均较高的菌株 S11和 S25为目标菌株。

1. 3. 3　目标菌株对底物的转化 　将菌株 S11和

S25接入 20 mL 复筛培养基中 , 对照不接菌。

28℃、140 r /m in培养 60 h后测发酵液的 pH值 ,调

节 pH值至 3. 0,其余操作同 1. 3. 2复筛。

1. 3. 4　菌株 S11的酶学特性初探 　以下实验先

做液体种子培养 ,接种量 (质量分数 )均为 5% ,培

养条件均为 300 r /m in摇床速率 ,其他同复筛。生

长曲线测定 :接种后每 5 h取样一次测其 OD 600值 ,

25 h后每 2. 5 h测一次。产酶过程测定 :接种后分

别培养 10、15、20、25、30、35、40 h 后测其 pH 值 ,

调节 pH值至 3. 0,加一滴 C PBA c, 30℃、200 r /m in

转化 3 h后用甲苯萃取 ,手性 H PL C 分析 ,比较各

个处理中 ( S) 2C PBA c与 ( R) 2C PBA c的比值。

胞内酶的确定 : 取培养 28 h 的发酵液 , 于

4 000 ×g、4℃离心 30 m in, 0. 22μm 微孔滤膜滤去

上清液中的残留菌 ,调节 pH值至 3. 6,将菌体溶解

在 20 mL 浓度为 0. 1 m oL /L、pH = 3. 6的醋酸缓冲

液中 ,其他转化条件不变 , 3 h后做手性 H PL C分析。

1. 4　计算方法

按公式 ( 1 ) ～ ( 3 )分别计算 ee值和转化率 :

eep =
AS - O H - AR - O H

AS - O H +AR - O H

×100% ( 1 )

ees =
AR - ES T - AS - ES T

AR - ES T +AS - ES T

×100% ( 2 )

C =
ees

ees + eep

×100% ( 3 )

　　eep 为产物 C PBA 的对映体过量值 ; ees 为底

物 C PBA c 的对映体过量值 ; AS、AR分别为手性

H PL C所测样品中 S2体和 R2体的峰面积 ; 2O H 代

表醇 ; 2EST代表酯 ; C为转化率。

1. 5　分析方法

样品前处理 :在发酵液转化底物后 ,用 20 mL

甲苯萃取 , 25℃、4 000 ×g离心 30 m in, 甲苯层用

无水 N a2 SO 4 干燥过夜 , 0. 45μm (有机系 )针头式

过滤器过滤后做手性 H PL C分析。
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旋光性样品的制备 :因甲苯沸点高 ,因此在菌

株 S11和 S25发酵液转化 C PBA c 22 h后用异丙

醚萃取 [ 9 ] 。离心 ,手性 H PL C分析上层物质 ,合并

转化率近 50%的样品 , 旋转蒸发脱去异丙醚 ,

100～200目硅胶柱层析 [ 10 ]
, 手性 H PL C 测各馏

份 ,合并 C PBA c的馏份 ,脱去溶剂。

H PL C 分析 [ 11, 12 ]
: D a ice l公司 C h ira lce l OB 2H

柱 ( 150 mm ×4. 6 mm , 5μm ) ; 流动相 :正己烷 2异
丙醇 = 97∶3 (体积比 ) ;流速 : 0. 8 mL /m in;柱温 :

室温 ;紫外检测波长 : 225 nm。

旋光性检测 :用三氯甲烷溶解样品 ,测定其旋光

度 ,计算比旋光度 ,确定各异构体的绝对构型 [ 9, 13 ] 。

2　结果与分析

2. 1　菌株筛选

初筛 :挑选到了 61株在平板上生长的单菌

落 ,除 2株霉菌外 ,其余均为酵母菌。

复筛 :结果见表 1。在本实验条件下 ,初筛所

得绝大多数菌株的发酵液对 C PBA c无催化水解

作用 , C 和 eep 均为 0 (表中省略 ) ,其手性 H PL C

谱图与对照一致。仅有 7株菌所产酶能催化水解

底物。其中菌株 S10、霉菌 S27完全水解底物但无

选择性 ;菌株 S40优先水解 ( R ) 2C PBA c;有 4株酵

母菌能优先水解 ( S) 2C PBA c,其中菌株 S11和 S25

所产酶在 pH值 3. 0时对 C PBA c对映体选择性水

解 ,产物的 ee 值均达 95%以上 , 转化率分别达

50% (最大值 )和 46%以上。由 [α]
25
D = - 7. 97,

( c = 0. 1 )可知 ,转化 22 h后剩余底物的绝对构

型为 ( R ) 2C PBA c,进一步确定了被立体选择性水

解的酯为 ( S) 2C PBA c。

Tab le 1　C PBA c hyd ro lyz ing p rop e rties of va rious

m ic roo rgan ism s sc reened f rom na tu ra l sou rces

S tra in no. C ( % ) eep ( % ) ees ( % )

S10 50. 00 0. 00 0. 00

S11 50. 00 97. 00 100. 00

S14 11. 08 100. 00 12. 46

S25 46. 21 95. 01 81. 61

S27 50. 00 0. 00 0. 00

S38 5. 79 100. 00 7. 27

S40 50. 00 - 100. 00 - 100. 00

　N otes: 1. eep is underestim ated for the na tu re of CPBA unstab ility,

therefo r C value ca lcu la ted by the form ula is h igher than ac tua l.

2. C = 50. 00% m eans the enan tiom er w as fu lly transfo rm ed, and

reached the highest transform ing ra tio.

手性 H PL C 分析图谱见图 1～ 3。图 2 中各峰

依次代表 m 2PBA、( R ) 2C PBA、( S ) 2C PBA 、( S ) 2
C PBA c、( R ) 2C PBA c。从对照与酶水解底物后体

系中底物 C PBA c与产物 C PBA 的 S2体与 R2体峰

面积消长情况可以明显看出 ,酶对 C PBA c两个异

构体的水解作用具有立体选择性。

2. 2　菌株 S11的部分产酶特性

在本实验条件下 ,菌株 S11接种后 10 h进入

对数生长期 , 28 h进入稳定生长期 ,见图 4。随着

生长时间的延长 , ( S) 2C PBA c / ( R) 2C PBA c的值逐

渐下降 , 28 h后处于稳定状态 ,可知其产酶过程为

生长偶联型 ,见图 5。胞外液对底物基本无催化水

解作用 ,醋酸缓冲液中的菌体转化底物 3 h后 ees

值为 35. 99% ,可知其所产酶为胞内酶。

3　小结与讨论

本实验的难点在于 C PBA 的不稳定性 , 即使

在色谱分析的过程中 ,也会有部分分解 [ 13 ] 。将筛

选控制在低 pH 值下进行 ,在一定程度上控制了

C PBA 的外消旋化 ,其局限是降低了筛选有用酶的

几率。复筛后绝大部分菌株无水解活性 ,而菌株

S10、S27和 S40不能优先水解 ( S ) 2C PBA c, 对于

S 11、S 14、S 25、S 38 , ee值和 C值都较高的只有菌

Fig. 1　Chiral HPLC spectrum
of R ac2CPBAc in CK

Fig. 2　Changes in (S ) 2CPBAc and (R ) 2
CPBAc concentrations in the
enzymatic hydrolysis by S25
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Fig. 3　Changes in (S ) 2CPBAc and (R ) 2CPBAc
concentrations in the enzymatic hydrolysis by S11

Note for Fig. 1～Fig. 3: Chromatogram separation figure of
different op tical isomers by chiral HPLC. The retention times

were: m 2PBA 8. 3 m in; (R ) 2CPBA 10. 3 m in; (S ) 2CPBA
12. 5 m in; (S ) 2CPBAc 23. 4 m in; (R ) 2CPBAc 33. 9 m in.

Fig. 4　The grow th curve of S11

Fig. 5　The relationship between cultural time
of S11 and ratio of (S ) 2CPBAc to (R ) 2CPBAc

株 S11和 S25,有一定应用潜质。
本实验以 C PBA c不同异构体含量的减少来监

测 S11的产酶特性、以未被水解的 C PBA c异构体
样品来做旋光性检测 , 为 实 验 提 供 了 捷 径。
C PBA c及其不同异构体在一般条件下不会外消旋
化 ,而 C PBA 及其不同异构体受多方面因素影响
会部分外消旋化成 m 2PBA

[ 6 ]
,因此应尽可能控制

有机溶剂及流动相干燥 ,样品应及时分析 ,并控制
整个过程中的温度。

菌株 S11、S25所产酶的酶学特性、分离纯化
及其非水相酶催化工艺等尚待进一步研究。目前
我国绝大部分商品酶依赖于进口 ,因此研究如何
利用现代基因工程技术大量表达立体选择性水解
C PBA c的酶 , 有望大幅度降低工业化生产 ( S ) 2
α2氰基 232苯氧基苄醇的成本。
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