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摘要:开发了一步纯化共固定老黄酶(ＯＹＥ１)、醇脱氢酶(ＡＤＨ－Ａ)和葡萄糖脱氢酶(ＧＤＨ)系统并一锅级联催化烯酮转化

为手性醇类化合物ꎬ同时实现辅酶的原位再生ꎮ 以镍离子金属螯合亲和层析介质(Ｎｉ－ＮＴＡ)修饰的 ＳｉＯ２ 纳米花为载体ꎬ对带有

Ｈｉｓ－ｔａｇ 的目的蛋白 ＡＤＨ－Ａ、ＯＹＥ１ 和 ＧＤＨ 粗酶液进行一步分离纯化及固定化ꎬ并在优化的反应条件下进行反应ꎬ对手性醇产

物的产率最高可达 ９２􀆰 ３７％ꎮ 固定化酶相比于游离酶的稳定性更加出色ꎮ 在连续 ５ 次循环使用后ꎬ固定化酶在使用时仍有较

高的转化率ꎮ 同时ꎬ固定化酶 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 对环状、链状及芳香族烯酮类化合物均具有良好的催

化性能ꎮ
关键词:老黄酶ꎻ不对称合成ꎻ一步纯化固定化ꎻ多酶级联ꎻ手性化合物
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　 　 近年来ꎬ手性化合物由于其独特的优势ꎬ在医药

和农药领域具有极大的市场需求[１]ꎮ 然而ꎬ自然界

中存在的对映体纯的物质有限且种类稀少ꎬ仅靠从

自然界中获取远远不能满足市场需求ꎮ 因此ꎬ手性

纯化合物的合成研究前景广阔ꎮ 传统合成方法中ꎬ
αꎬβ－不饱和羰基化合物的不对称氢化反应是由过

渡金属(如钯[２]、铱[３]、钌[４]、铑[５] 和钴[６] )与手性

配体络合进行催化ꎮ 虽然这些方法具有良好的选择

性和产率ꎬ但在药物的生产过程中完全去除金属杂

质仍然是严峻的挑战[７]ꎮ 生物酶催化具有不对称

氢化反应条件温和、可在常温常压无需金属配体的

情况下合成手性药物的特点ꎬ越来越多的受到人们

的关注[８－９]ꎮ 通过酶催化不对称氢化反应获得手性

分子是一种经济、高效和绿色的方法ꎮ 当前对于含

有单个手性中心化合物的合成已经设计了一系列简

便、普适且高效的合成策略[１０]ꎮ 然而ꎬ对于含有多

个手性中心的化合物的合成更具挑战和研究价值ꎮ
老黄酶可催化 αꎬβ－不饱和酮、醛、硝基烯烃、羧
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酸及其衍生物等不对称还原ꎬ是制备手性纯化合物

的良好催化剂ꎮ 但老黄酶是一类含黄素单核苷酸

(ＦＭＮ)的 ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ 依赖型氧化还原酶ꎬ其催化反

应的重要组成部分———辅酶(ＮＡＤ(Ｐ) Ｈ)价格昂

贵ꎬ限制了该生物催化剂的大规模应用[１１]ꎮ 醇脱氢

酶(ＡＤＨ、ＥＣ１􀆰 １􀆰 １􀆰 Ｘ)也是一种辅酶(ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ)
依赖型氧化还原酶ꎬ能够可逆催化醛和酮选择性还

原为伯醇和仲醇[１２]ꎮ 近年来ꎬ已经开发了多种

ＡＤＨ 级联反应合成手性醇ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１３] 通过转氨

酶(ＴＡ)与 ＡＤＨ 一锅双酶级联获得手性 β－氨基醇ꎬ
获得高的转化率(７９％ ~ ９９％)和高选择性(９７％ ~
９９％)ꎬ并在该系统中实现了辅酶的自循环ꎻＺｈａｎｇ
等[１４]通过丙酮酸脱羧酶(ＰＤＣ)与 ＡＤＨ 一锅双酶级

联实现由己二醛向 １ꎬ２－环己二醇的转化ꎮ 但与老

黄酶的级联催化合成手性醇的反应体系研究较少ꎮ
此前有报道利用金属催化剂 Ｐｄ 纳米粒子与 ＮＡＤＨ
依赖性醇脱氢酶一锅级联ꎬ实现了由 ３－甲基－２－环
己烯－１－酮向 ３－甲基环己醇的转化ꎬ由于金属纳米

粒子对酶的毒性作用ꎬ收率最高为 ３６％[１２]ꎮ 而通过

多酶级联实现这一转化ꎬ可避免催化剂之间相互影

响所造成的催化剂失活的现象ꎮ
笔者构建了一锅多酶级联反应体系用于催化烯

酮向手性醇的转化ꎮ 首先以课题组制备的 Ｎｉ－ＮＴＡ
修饰的 ＳｉＯ２ 纳米花为载体ꎬ对带有 Ｈｉｓ－ｔａｇ 的目的

蛋白 ＡＤＨ－Ａ、ＯＹＥ１ 和 ＧＤＨ 粗酶液进行一步分离

纯化及固定化ꎻ 随后对固定化酶 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ －
Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 的制备条件进行优化ꎻ最
后考察 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 的催

化性能及在烯酮类化合物向手性醇的转化中的

应用ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

苯乙醇(分析纯)、β－烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸二钠盐(分析纯)和 １－乙酰基－１－环己烯(分析

纯)ꎬ上海阿拉丁生化科技有限公司生产ꎻ２－甲基环

己醇(分析纯)、２ －甲基环戊醇(分析纯)、环戊醇

(分析纯)、４－甲基－２－戊醇(分析纯)、异丙基叉丙

酮(分析纯)ꎬＲＨＡＷＮ 生产ꎻ环己醇(分析纯)ꎬ天津

市风船化学试剂科技有限公司生产ꎻ ＡＤＨ － Ａ
(２１００Ｕ / ｇ蛋白 )、ＯＹＥ１(４６２ Ｕ / ｇ蛋白 )和 ＧＤＨ(４ ０１０
Ｕ / ｇ蛋白)ꎬ均为本实验室菌株发酵培养ꎮ

１􀆰 ２　 实验仪器

电子天平(ＦＡ２００４)ꎬ上海精科科技有限公司生

产ꎻ集热式恒温加热磁力搅拌器(ＤＦ－１０１Ｓ)ꎬ河南

省予华仪器有限公司生产ꎻ高压灭菌器(ＧＩ１５４Ｔ)ꎬ
致微仪器有限公司生产ꎻ超净工作台 ( ＳＷ － ＣＪ －
１ＦＤ)ꎬ苏净集团安泰公司生产ꎻ台式高速离心机

(ＴＧ１８Ｇ)ꎬ盐城凯特实验仪器有限公司生产ꎻ紫外

分光光度计(ＵＶ－１１００)ꎬ上海仪电分析仪器有限公

司生产ꎻｐＨ 计(ＰＨＳ－２Ｆ)ꎬ上海米沙瓦医科工业有

限公司生产ꎻ恒温培养振荡器(ＺＷＹ－２０００)ꎬ上海智

城分析仪器有限公司生产ꎻ超声波细胞粉碎机

(ＢＩＬＯＮ－２５０Ｙ)ꎬ北京比朗实验设备有限公司生产ꎻ
电泳仪(ＤＹＹ－６Ｃ)ꎬ北京市六一仪器厂生产ꎻ生化培

养箱(ＬＲＨ－１０００Ｆ)ꎬ上海一恒科学仪器有限公司

生产ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 固定化酶的制备

取课题组前期制备的 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２(７０ ｍｇ)加
入到 １０ ｍＬ 离心管中[１５]ꎬ加入适量的 ＯＹＥ１、ＡＤＨ－
Ａ 和 ＧＤＨꎬ２５℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ 条件下孵育 ２ ｈꎬ用 ＰＢＳ
缓冲液洗涤 ３ 次备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 游离酶和固定化酶酶学性质探究

游离酶和固定化酶热稳定性:将 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－
Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 与相同酶比例、相同酶量

的游离酶在 ４０℃和 ４５℃条件下孵育不同时间后用

于级联反应ꎬ并检测产物(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环己醇的

产率ꎮ
游离酶和固定化酶 ｐＨ 稳定性:将 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－

Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 与相同酶比例、相同酶量

的游离酶在 ｐＨ ５ 和 ｐＨ １０ 的缓冲液中孵育不同时

间后用于催化级联反应ꎬ并检测(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环

己醇的产率ꎮ
游离酶和固定化酶储存稳定性:将固定化酶及

游离酶置于 ４℃冰箱中ꎬ间隔一定时间取相同酶比

例及酶量的固定化酶和游离酶催化级联反应ꎬ检测

(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环己醇的产率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ －ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 重

复使用性的探究

以 ３－甲基－２－环己烯－１－酮(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)为底

物ꎬ并加入 ＮＡＤＰ＋(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)、葡萄糖(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)
及一定量的固定化酶ꎬ于 ３５℃、ｐＨ ７􀆰 ５ 的磷酸钠缓

冲溶液中反应 ２４ ｈ 后ꎬ通过气相色谱(ＧＣ)对产物

进行检测ꎮ 反应结束后ꎬ将固定化酶用磷酸钠缓冲
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溶液(ｐＨ ７􀆰 ５ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)洗涤 ３ 次后ꎬ重复进行上

述操作ꎬ考察 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ － Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ － ＮＴＡ＠
ＳｉＯ２ 的重复使用性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 一锅多酶级联催化反应体系的构建

向反应体系中依次加入葡萄糖(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、
ＮＡＤＰ ＋(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)、ＮＡＤ＋(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)和异丙

醇(体积分数为 １５％) 及一定量的 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ －
Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ꎬ在 ３０℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ 下反

应 ２４ ｈꎬ用乙酸乙酯对产物进行萃取ꎬ并通过气相色

谱进行产物的定性分析ꎬ通过加入内标物质检测

产率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 气相色谱检测条件

采用 ＣＰ－Ｃｈｉｒａｓｉｌ 柱(２５ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍ×０􀆰 ２５ μｍ)ꎬ
检测器 ＦＩＤꎬ正十五烷为内标物ꎬ７０℃保持 ２ ｍｉｎꎬ以
２℃ / ｍｉｎ 的速度先升温至 １３５℃ꎬ再以 ２５℃ / ｍｉｎ 的

速度升温至 １８０℃ꎬ保持 ２ ｍｉｎꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 固定化酶 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠Ｎｉ－ＮＴＡ
＠ＳｉＯ２ 的表征

通过 ＣＬＳＭ 对 ３ 种酶在 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 上负载

情况进行表征ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 利用罗丹明 Ｂ、异
硫氰酸荧光素和四甲基异硫氰酸罗丹明 ３ 种荧光试

剂分别对 ＯＹＥ１、ＧＤＨ 和 ＡＤＨ－Ａ 进行荧光标记ꎬ并
将荧光标记后的酶蛋白固定在 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 上ꎬ
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 的

扫描电镜照片

(ｂ)罗丹明 Ｂ－ＯＹＥ１ 的

激光共聚焦图

(ｃ)ＦＩＴＣ－ＧＤＨ 的

激光共聚焦图

　

(ｄ)四甲基异硫氰酸

罗丹明－ＡＤＨ－Ａ 的

激光共聚焦图

图 １　 固定化酶的表征结果

对固定化酶 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２

进行 ＣＬＳＭ 表征ꎮ 从图 １ 中可以看出ꎬ在 ３ 种不同

波长的激发光作用下ꎬ荧光标记的酶分子显示出红、
绿和黄三种不同的颜色ꎬ表明 ＯＹＥ１、ＡＤＨ －Ａ 和

ＧＤＨ 成功固定于载体 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 上ꎮ
２􀆰 ２　 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ＳｉＯ２ 对 ＯＹＥ１、ＡＤＨ－Ａ 和 ＧＤＨ
的特异性选择

将 Ｎｉ － ＮＴＡ ＠ ＳｉＯ２ 置于按一定比例混合的

ＯＹＥ１、ＡＤＨ－Ａ 和 ＧＤＨ 粗酶液中孵育 ２ ｈꎬ然后离心

收集沉淀ꎬ并用含有咪唑浓度 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的缓冲液

洗涤 ３ 次获得固定化酶(ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠
Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２)ꎮ 随后ꎬ获得的固定化酶用含有高

浓度咪唑(３００ ｍｍｏｌ / Ｌ)的磷酸钠缓冲液将目的蛋

白从载体上洗脱下来ꎬ通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析固定化

效果ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 可以看出 ３ 条明显的蛋白

质条带ꎬＯＹＥ１、ＡＤＨ－Ａ 和 ＧＤＨ 的分子质量分别在

４５、３５ ｋＤａ 和 ２８ ｋＤａ 左右ꎬ与电泳条带显示的分子

质量一致ꎬ表明 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 纳米花能在细胞裂

解液中特异性吸附并富集 ＯＹＥ１、ＡＤＨ－Ａ 和 ＧＤＨꎮ

图 ２　 特异性吸附 ＯＹＥ１、ＡＤＨ－Ａ 和 ＧＤＨ 的

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析

２􀆰 ３　 固定化酶制备条件的优化

２􀆰 ３􀆰 １　 三酶添加比例的优化

用不同质量比的 ＯＹＥ１ 和 ＡＤＨ－Ａ 混合液与过

量 ＧＤＨ 混合后用于固定化酶的制备ꎬ其性能如图 ３
(ａ)所示ꎮ 从图 ３(ａ)中可以看出ꎬ(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基

环己醇的产率随着 ＯＹＥ１ / ＡＤＨ－Ａ 质量比的增大而

增大ꎬ因为在 ＯＹＥ１ 与 ＡＤＨ － Ａ 的级联过程中ꎬ
ＯＹＥ１ 为限速步骤ꎬ为提高底物转化效率ꎬ需要提高

ＯＹＥ１ 的占比ꎮ 当 ｍ(ＯＹＥ１) / ｍ(ＡＤＨ－Ａ)＝ ４􀆰 ６７ 时

产率最高为 ６４􀆰 ２８％ꎬ此后进一步增加 ＯＹＥ１ 加入

量ꎬ会使得 ＡＤＨ－Ａ 的量不足以转化过量的中间产

物ꎬ使得中间产物积累ꎬ对酶产生抑制作用ꎬ产率下

降ꎮ 综上ꎬ固定化时ꎬＯＹＥ１ 和 ＡＤＨ－Ａ 的加入质量

比为 ４􀆰 ６７ꎮ
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保持 ＯＹＥ１ 和 ＡＤＨ－Ａ 的质量比恒定ꎬ以 ＯＹＥ１
为基础ꎬ考察与不同质量比 ＧＤＨ 粗酶液混合制备固

定化酶ꎬ并用于催化级联反应的性能ꎬ结果如图 ３
(ｂ)所示ꎮ 从图 ３( ｂ)中可以看出ꎬ当 ｍ(ＯＹＥ１) /
ｍ(ＧＤＨ)较小时ꎬ级联反应的产率较低ꎬ此时 ＯＹＥ１
的加入量较少致使底物转化效率低ꎻ后随着 ＯＹＥ１
加入量的增加ꎬ产率增大ꎬ当 ｍ(ＯＹＥ１) / ｍ(ＧＤＨ)＝
５􀆰 ４２ 时ꎬ产率最高到达 ６９􀆰 １７％ꎻ继续增大 ＯＹＥ１ 加

入量ꎬ产率有所下降ꎬ其原因为 ＧＤＨ 量过少ꎬ不足以

提供体系中所需辅酶循环量ꎬ从而导致产率下降ꎮ
综上ꎬ３ 种酶的质量比为 ｍ(ＯＹＥ１) / ｍ(ＡＤＨ－Ａ) /
ｍ(ＧＤＨ)＝ ５􀆰 ４２ ∶１􀆰 １６ ∶１􀆰 ００ꎮ

(ａ)不同质量比的 ＯＹＥ１ 和 ＡＤＨ－Ａ 固定化酶的性能

(ｂ)不同质量比的 ＯＹＥ１ 和 ＧＤＨ 固定化酶的性能

１—产率ꎻ２—ｅｅ

图 ３　 三酶固定化比例的优化

２􀆰 ３􀆰 ２　 酶浓度和固定化时间的优化

酶在混合液质量浓度为 ０􀆰 ５ ~ ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ、固定

化时间在 ０~１８０ ｍｉｎ 内酶负载量的变化情况如图 ４
所示ꎮ 从图 ４ 中可以看出ꎬ在 ３０ ｍｉｎ 内固定化酶量

随着固定化时间的增长呈快速上升趋势ꎬ在 ３０ ~
９０ ｍｉｎ 内ꎬ蛋白负载量增长速率降低ꎬ并在 ９０ ｍｉｎ
左右达到饱和ꎮ 对比不同酶质量浓度对蛋白负载量

的影响ꎬ当酶质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 和 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ
时载 体 的 负 载 呈 不 饱 和 状 态ꎬ 酶 质 量 浓 度 在

１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 且达到负载平衡时ꎬ其蛋白负载量与酶

质量浓度为 ２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ 平衡时基本相同ꎬ表明此时

载体负载量已经达到饱和状态ꎮ 为提升经济效益ꎬ
确定固定化酶初始质量浓度为 １􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎬ固定化

时间为 ９０ ｍｉｎꎬ此时蛋白负载量为 ５７􀆰 ２０ ｍｇ / (ｇ载体)ꎮ

１—０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎻ２—１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎻ３—１􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬꎻ４—２􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬ

图 ４　 不同酶浓度下的固定化进程曲线

２􀆰 ４　 固定化酶性能研究

将 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 与相

同酶比例、相同酶量的游离酶在 ４０℃和 ４５℃条件下

孵育不同时间后用于级联反应ꎬ并检测产物(１Ｓꎬ
３Ｓ)－３－甲基环己醇的产率ꎬ结果如图 ５( ａ)所示ꎮ
从图 ５(ａ)中可以看出ꎬ在相同温度孵育相同时间

后ꎬ固定化酶催化级联反应的产率均高于游离酶ꎬ表
明固定化后酶的热稳定性有所提升ꎮ 原因是固定化

后ꎬ酶分子刚性结构增强ꎬ空间结构更加稳定ꎬ需要

更高的能量才能使酶失活[８]ꎮ
将 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 与相

同酶比例、相同酶量的游离酶在 ｐＨ ５ 和 ｐＨ １０ 的缓

冲液中孵育不同时间后用于催化级联反应ꎬ并检测

(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环己醇的产率ꎬ结果如图 ５(ｂ)所
示ꎮ 由图 ５(ｂ)中可以看出ꎬ无论在偏酸或是偏碱性

环境中ꎬＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 都

展现出更加优异的催化性能ꎮ
为了探究 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ －ＮＴＡ＠

ＳｉＯ２ 的储存稳定性ꎬ将固定化酶及游离酶置于 ４℃
冰箱中ꎬ间隔一定时间取相同酶比及酶量的固定化

酶和游离酶用于催化级联反应ꎬ检测(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲
基环己醇的产率ꎬ结果如图 ５( ｃ)所示ꎮ 从图 ５( ｃ)
中可以看出ꎬ固定化酶和游离酶的催化性能随着储

存时间的延长呈下降趋势ꎮ 储存 ２０ ｄ 后ꎬ固定化酶

催化级联反应产率为 ４５􀆰 １８％ꎬ 而游离酶仅为

５􀆰 ０６％ꎮ 其次ꎬ在储存相同时间后固定化酶催化的

产率均高于游离酶ꎮ
固定化酶催化 ３－甲基－２－环己烯－１－酮转化为

(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环己醇的重复使用性能如图 ５(ｄ)
所示ꎮ 从图 ５(ｄ)中可以看出ꎬ随着循环次数的增

加ꎬ级联反应产率随之降低ꎬ其原因是由于洗涤过

程中酶的损失及长时间反应过程中酶失活所致ꎮ
在连续循环使用 ５ 次后ꎬ(１Ｓꎬ３Ｓ) －３－甲基环己醇
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的产率仍保持在 ４５􀆰 ２７％ꎬ表明固定化酶具有较好

的稳定性ꎮ

１—４０℃固定化酶ꎻ２—４５℃固定化酶ꎻ３—４０℃游离酶ꎻ

４—４５℃游离酶

(ａ)热稳定性

１—ｐＨ ５ 固定化酶ꎻ２—ｐＨ ５ 游离酶ꎻ３—ｐＨ １０ 固定化酶ꎻ

４—ｐＨ １０ 游离酶

(ｂ)ｐＨ 稳定性

１—游离酶ꎻ２—固定化酶

(ｃ)储存稳定性

(ｄ)重复使用性

图 ５　 游离酶和 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠
Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 的性能研究

２􀆰 ５　 级联催化反应条件的优化

２􀆰 ５􀆰 １　 助溶剂的选择及用量优化

底物及中间产物的低溶解度影响其在水相中的

分布ꎬ影响底物及中间产物与酶的相互作用ꎬ导致反

应产率偏低[１８]ꎮ 为进一步提升产率ꎬ向反应体系中

添加有机溶剂作为底物的助溶剂ꎬ提高底物溶解度ꎬ
增加底物与酶的有效接触ꎮ 有机溶剂对 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－
Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ －ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 催化性能的影响如图 ６
(ａ)所示ꎮ 从图 ６(ａ)中可以看出ꎬ以磷酸钠缓冲液

反应体系作为对照ꎬ在反应 ２４ ｈ 后ꎬ二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)、异丙醇(２－Ｐｒｏｐａｎｏｌ)、乙醇(Ｅｔｈａｎｏｌ)和环

己烷(Ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ)的产率分别为 ８６􀆰 １７％、８６􀆰 ２８％、
８２􀆰 ５０％及 ８５􀆰 ４６％ꎬ均高于对照组(７３􀆰 ２０％)ꎬ表明

４ 种有机溶剂对级联反应有明显的促进作用ꎮ 其

中ꎬ加入 ２－Ｐｒｏｐａｎｏｌ(异丙醇)催化效果最佳ꎬ这是由

于异丙醇与水互溶ꎬ可增强底物的扩散ꎬ且 ＡＤＨ－Ａ
在异丙醇存在的情况下ꎬ可由异丙醇作为供氢体ꎬ且
不需要额外加入 ＮＡＤＨ[１８]ꎮ 此外ꎬ庚烷(Ｈｅｐｔａｎｅ)、
正己烷(Ｎ－Ｈｅｘａｎｅ)和丙酮(Ａｃｅｔｏｎｅ)产率仅分别为

６２􀆰 ６０％、６１􀆰 ２７％和 ６􀆰 ３５％ꎬ对反应有明显的抑制作

用ꎮ 综上ꎬ选择异丙醇作为助溶剂添加到级联反应

体系中ꎮ

(ａ)有机溶剂的影响

(ｂ)异丙醇体积分数的影响

１—产率ꎻ２—ｅｅ

图 ６　 有机溶剂、异丙醇体积分数对 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－
Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 催化性能的影响

加入不同体积分数(０ ~ ３０％)的异丙醇时ꎬ对
ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 的催化性能

的影响如图 ６(ｂ)所示ꎮ 从图 ６(ｂ)中可以看出ꎬ当
异丙醇体积分数低于 ２０％时ꎬ对级联反应起促进作

用ꎻ当异丙醇体积分数为 １５％时ꎬ级联反应产率达

到最大值 ８９􀆰 １１％ꎬｅｅ 值大于 ９９％ꎻ而加入过量异丙
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醇(３０％)后ꎬ产率快速下降ꎬ原因是过量的有机溶

剂对酶的毒性作用使酶活性降低ꎬ从而导致产率下

降明显ꎮ
２􀆰 ５􀆰 ２　 其他反应条件的优化

对一锅级联反应的其他条件进行单因素优化ꎬ
包括对底物浓度、固定化酶加入量、反应 ｐＨ、反应温

度以及反应时间ꎬ所有反应均在含有 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤＰ ＋、０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋ 和 ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖的

５ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液中进行ꎬ并用气相色谱检测反应的

ｅｅ 值ꎮ 实验结果表明ꎬ在底物浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ、
ｐＨ ７􀆰 ５、３５℃、２４ ｈ 和 １００ ｍｇ 固定化酶加入量条件

下ꎬ级联催化反应的产率为 ９２􀆰 ９５％ꎬｅｅ >９９％ꎮ
２􀆰 ６　 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠Ｎｉ－ＮＴＡ＠ＳｉＯ２ 底

物拓展

为拓展 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２

的应用范围ꎬ探究了 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ －Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ －
ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 对商购的几种底物的催化性能ꎬ结果如

表 １ 所示ꎮ
表 １　 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠Ｎｉ－ＮＴＡ＠ＳｉＯ２

催化还原烯酮化合物

产物 产率 / ％ ｅｅ 值 / ％ 产物 产率 / ％ ｅｅ 值 / ％

９３􀆰 ８３ 　 ８６􀆰 ９８ ９９(Ｓ)

９４􀆰 ５３ 　 ６４􀆰 ４９ ９９(Ｓ)

９􀆰 ８４ ７８(１Ｓꎬ２Ｒ) ８９􀆰 ２５ ９９(Ｓ)

９２􀆰 ３７ ９９(１Ｓꎬ３Ｓ)

　 　 注:反应体系中均添加 ＮＡＤＰ＋(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)、ＮＡＤ＋(０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)、
葡萄糖(４０ ｍｍｏｌ / Ｌ)于 ５ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液中ꎮ

从表 １ 中可以看出ꎬ对于没有其他侧链的基团

环状 小 分 子 化 合 物 的 催 化 性 能 ( １ａ 和 ２ａ )ꎬ
ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 表现出良好

的催 化 性 能ꎬ 产 率 分 别 为 ９３􀆰 ８３％ 和 ９４􀆰 ５３％ꎮ
ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 对环状烯酮

在 α 位和 β 位甲基取代的底物的催化性能有着明

显差异ꎬ产率分别为 ９􀆰 ８４％和 ９２􀆰 ３７％(３ａ 和 ４ａ)ꎮ
此外ꎬ对比环状与催化芳香族类不饱和羰基化合物ꎬ
链状不饱和羰基化合物的产率更低(６４􀆰 ４９％)ꎮ 综

上ꎬＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 对环状、
链状、芳香类不饱和羰基化合物均具有一定的催

化效果ꎮ 其中ꎬ对无侧链的环状烯酮类化合物催

化性能更高ꎮ 此外ꎬ对在 α 位和 β 位甲基取代的

环状烯酮的不对称氢化反应中ꎬ其催化性能有着

显著差异ꎮ

３　 结论

构建了一锅多酶级联催化体系ꎬ由 ＯＹＥ１ 和

ＡＤＨ－Ａ 催化环状烯酮转化为含多个手性中心、高
附加值的醇类化合物ꎬ并通过偶联 ＧＤＨ 实现辅酶

(ＮＡＤＰＨ 和 ＮＡＤＨ)的再生ꎮ 同时ꎬ将酶固定化技

术与固定金属离子亲和色谱( ＩＭＡＣ)技术相结合ꎬ
利用 Ｎｉ－ＮＴＡ＠ ＳｉＯ２ 上螯合的 Ｎｉ２＋与酶组氨酸标签

的亲和作用实现酶的一步分离、纯化与固定化ꎮ 获

得的固定化酶 ＯＹＥ１＆ＡＤＨ－Ａ＆ＧＤＨ＠ Ｎｉ －ＮＴＡ＠
ＳｉＯ２ 在烯酮的不对称还原中展现出优异的催化性

能ꎬ反式 (１Ｓꎬ３Ｓ) － ３ －甲基环己醇的产率可高达

９２􀆰 ３７％(ｅｅ>９９％)ꎮ 与游离酶相比ꎬ固定化酶的热

稳定性、ｐＨ 稳定性和重复使用性都得到明显提升ꎬ
连续 ５ 次循环使用后ꎬ(１Ｓꎬ３Ｓ)－３－甲基环己醇产率

仍保持在 ４５􀆰 ２７％ꎬ且展现出良好的立体选择性(ｅｅ
>９９％)ꎮ
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