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(57)摘要

本发明公开了一种酶法不对称还原柠檬醛

提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，即氨基酸催化

的柠檬醛顺反异构反应与酿酒酵母烯醇还原酶

OYE1催化的柠檬醛不对称氢化反应相偶联，提高

柠檬醛氢化产物(R)-香茅醛光学纯度的方法。所

述酿酒酵母烯醇还原酶OYE1催化柠檬醛顺反异

构体不对称氢化合成(R)-香茅醛时，其(R)-香茅

醛源自反式柠檬醛，而(S)-香茅醛源自于顺式柠

檬醛，并且对反式柠檬醛的催化速率要远高于顺

式柠檬醛。通过偶联氨基酸催化的柠檬醛顺反异

构反应，将部分顺式柠檬醛转化为反式柠檬醛，

显著地提高了产物(R)-香茅醛的e.e.值；在10mL

催化体系中，添加100mg/mL的甘氨酸，50mM柠檬

醛经4h的催化反应后，(R)-香茅醛的e.e .值达

65.4％，与不偶联顺反异构化反应时(R)-香茅醛

的e.e.值(16.7％)相比，提高了48.7％。
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1.一种酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征在于所述方法

为：以含酿酒酵母烯醇还原酶OYE1编码基因的工程菌发酵培养获得的湿菌体经超声破碎、

分离纯化获得的纯酶为催化剂，以含博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因的工程菌

发酵培养获得的湿菌体经超声破碎、分离纯化获得的纯酶为偶联酶，以柠檬醛为底物，以仲

辛醇为溶剂，以甲酸钠为辅底物，以NAD+为辅酶，添加氨基酸，以pH  6.0～9.5的缓冲液为反

应介质构成转化体系，在30℃、200rpm条件下进行转化反应，反应完全后，获得(R)-香茅醛；

所述酿酒酵母烯醇还原酶OYE1编码基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO.1所示，所述博伊丁假

丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO.3所示；所述氨基酸为下列之

一：D-蛋氨酸、L-蛋氨酸、D/L-缬氨酸、甘氨酸、L-丝氨酸、L-脯氨酸、L-苏氨酸、L-谷氨酰胺。

2.如权利要求1所述酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征

在于所述转化体系中，底物以1M底物仲辛醇溶液的形式加入，底物终浓度为50mM，催化剂用

量为0.76U/mL，偶联酶用量为1.25U/mL，NAD+终浓度为0.625mM，甲酸钠终浓度为250mM，氨

基酸终浓度为100mg/mL。

3.如权利要求1所述酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征

在于所述氨基酸为甘氨酸。

4.如权利要求1所述酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征

在于所述缓冲液为pH  7.0、50mM的PIPES缓冲液。

5.如权利要求1所述酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征

在于所述催化剂按如下方法制备：(1)将含酿酒酵母烯醇还原酶OYE1编码基因的工程菌接

种于含100μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中，在37℃和200rpm条件下培养12h，作为种子

液；然后按体积浓度1％接种量接种至含100μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中，在37℃和

200rpm条件下培养至OD600为0.6～0.8时，添加诱导剂IPTG至终浓度为0.2mM，在25℃和

200rpm下继续培养10～12h，培养液离心，收集湿菌体；

(2)将步骤(1)湿菌体用pH  8.0、Tris-HCl缓冲液悬浮，在500W下超声破碎20min，工作

2s，间歇6s，破碎液于4℃和10000rpm下离心10min，重复离心三次后得到上清粗酶液；采用

Ni-NTA金属螯合亲和层析，取上清粗酶液上样至预平衡Ni2+柱中，再依次用含10mM咪唑、

40mM咪唑、100mM咪唑、250mM咪唑的洗脱缓冲液洗脱杂蛋白和目的蛋白，收集含有100mM咪

唑的洗脱缓冲液的流出液，用50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液通过超滤浓缩脱盐，所得的脱

盐酶液，即为酿酒酵母烯醇还原酶OYE1纯酶；所述洗脱缓冲液为含300mM氯化钠的pH  8.0、

50mM的Tris-HCl缓冲液。

6.如权利要求1所述酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，其特征

在于所述偶联酶按如下方法制备：(1)将含博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因的工

程菌接种于含100μg/mL卡那霉素的LB液体培养基中，在37℃和200rpm条件下培养12h，作为

种子液；然后按体积浓度1％接种量接种至含100μg/mL卡那霉素的LB液体培养基中，在37℃

和200rpm条件下培养至OD600为0.6～0.8时，添加诱导剂IPTG至终浓度为0.2mM，在25℃和

200rpm下继续培养10～12h，培养液离心，收集湿菌体；

(2)将步骤(1)湿菌体用pH  8.0、Tris-HCl缓冲液悬浮，在500W下超声破碎20min，工作

2s，间歇6s，破碎液于4℃和10000rpm下离心10min，重复离心三次后得到上清粗酶液；采用

Ni-NTA金属螯合亲和层析，取上清粗酶液上样至预平衡Ni2+柱中，再依次用含10mM咪唑、
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40mM咪唑、100mM咪唑、250mM咪唑的洗脱缓冲液洗脱杂蛋白和目的蛋白，收集含有100mM咪

唑的洗脱缓冲液的流出液，用50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液通过超滤浓缩脱盐，所得的脱

盐酶液，即为甲酸脱氢酶FDHCB纯酶；所述洗脱缓冲液为含300mM氯化钠的pH  8.0、50mM的

Tris-HCl缓冲液。
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一种酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法

(一)技术领域

[0001] 本发明涉及一种烯醇还原酶催化柠檬醛的不对称氢化合成(R)-香茅醛的方法，特

别涉及一种通过柠檬醛的酶法不对称氢化与氨基酸催化的柠檬醛顺反异构反应相偶联从

而提高氢化产物(R)-香茅醛光学纯度的方法。

(二)背景技术

[0002] 柠檬醛属于萜烯脂肪醛，分子式为C10H16O，具有浓烈的柠檬香气，是一种具有广阔

应用前景的香料。目前柠檬醛的工业生产主要是化学法，包括脱氢芳樟醇转位法以及异戊

烯醇和异戊烯醛缩合重排合成法。无论是天然产物中提取的还是化学合成来源的柠檬醛均

存在两种立体异构体：顺式柠檬醛(橙花醛)和反式柠檬醛(香叶醛)。氨基酸能催化柠檬醛

的顺反异构化反应，以顺式柠檬醛或反式柠檬醛为底物，经氨基酸催化后异构化产物中顺

式柠檬醛与反式柠檬醛的比例约为60:40，与商品柠檬醛中的顺反比例相近。柠檬醛是含有

两个C＝C键和一个C＝O键的α,β-不饱和醛，其顺反异构体的C＝C键和C＝O键的选择性加氢

可得到多种具有重要用途的氢化产物。柠檬醛α,β位的C＝C键不对称氢化可得到(R)-香茅

醛，而(R)-香茅醛是L-薄荷醇的工业生产中的关键中间产物，其经Prins闭环反应形成异胡

薄荷醇，异胡薄荷醇再经氢化反应得到L-薄荷醇；L-薄荷醇具有新鲜并带有刺激性甜味，还

有强烈的清凉作用，工业价值巨大。

[0003] 从柠檬醛不对称氢化合成(R)-香茅醛是最直接的合成路径，然而柠檬醛的结构特

点决定了该反应在化学合成上要兼顾化学选择性和立体选择性。因而，柠檬醛不对称氢化

合成(R)-香茅醛在化学合成上仍具有较大的难度，事实上目前的(R)-香茅醛工业化生产并

不是以柠檬醛而是以月桂烯为底物从而实现化学合成。日本高砂公司通过以月桂烯为底物

合成(R)-香茅醛，(R)-香茅醛经闭环反应成L-胡异薄荷醇，再进一步加氢得到高纯度的L-

薄荷醇。该化学法工业化合成L-薄荷醇已应用多年，但仍然存在催化剂昂贵、得率不高等问

题。鉴于此，开发化学法的替代工艺具有重要的学术意义和较高的应用价值。

[0004] 与化学法加氢还原相比，生物酶法不对称合成具有条件温和、绿色环保、立体选择

性高、工艺简单、副产物少等优点，是最被人寄予期望的化学法的替代者。生物酶法不对称

氢化柠檬醛合成(R)-香茅醛的关键酶是烯醇还原酶。诸多研究表明，野生型的烯醇还原酶

具有两个不足之处。一方面，烯醇还原酶的催化中心较小，适用于催化小分子底物，而合成

的产物往往是大分子；另一方面，与化学法催化类似，同一烯醇还原酶催化顺反异构体的加

氢，其产物的手性往往是互补的，因而若底物是顺反异构体混合物，其氢化反应产物的e.e.

值往往很低。因此，为了实现酶法不对称氢化柠檬醛合成(R)-香茅醛，通过偶联氨基酸催化

的柠檬醛顺反异构反应进而提高氢化产物(R)-香茅醛的光学纯度具有重要的研究意义和

应用价值。

(三)发明内容

[0005] 本发明目的是利用能耐受高底物浓度的酿酒酵母烯醇还原酶OYE1作为生物催化
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剂，直接通过柠檬醛的不对称氢化合成(R)-香茅醛，在不对称氢化体系中同时偶联氨基酸

催化的柠檬醛顺反异构反应，从而提高(R)-香茅醛的e.e.值。

[0006] 本发明采用的技术方案是：

[0007] 本发明提供一种酶法不对称还原柠檬醛提高(R)-香茅醛光学纯度的方法，即氨基

酸催化的柠檬醛顺反异构反应与酿酒酵母烯醇还原酶OYE1催化的柠檬醛不对称氢化反应

相偶联，提高柠檬醛氢化产物(R)-香茅醛光学纯度的方法，具体所述方法为：以含酿酒酵母

烯醇还原酶OYE1编码基因的工程菌发酵培养获得的湿菌体经超声破碎后分离纯化获得的

纯酶为催化剂，以含博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因的工程菌发酵培养获得的

湿菌体经超声破碎后分离纯化获得的纯酶为偶联酶；以柠檬醛为底物，以仲辛醇为溶剂，底

物溶于仲辛醇中；以甲酸钠为辅底物，以NAD+为辅酶；添加氨基酸，以pH  6.0～9.5的缓冲液

为反应介质构成转化体系，在30℃、200rpm条件下反应3.5～10h，反应结束后，获得(R)-香

茅醛，经气相色谱法分析，测定反应液中产物(R)-香茅醛的得率和e.e.值；所述酿酒酵母烯

醇还原酶OYE1编码基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO.1所示，所述博伊丁假丝酵母甲酸脱氢

酶FDHCB编码基因的核苷酸序列为SEQ  ID  NO.3所示。

[0008] 所述转化体系中，底物用仲辛醇配制为1M底物溶液，所述底物以1M底物溶液的形

式加入，底物终浓度为50mM(即底物溶液的用量以底物物质的量计，底物在转化体系中的终

浓度为50mM)，催化剂用量为0.76U/mL转化体系，偶联酶用量为1.25U/mL转化体系，NAD+终

浓度为0.625mM，甲酸钠终浓度为250mM，氨基酸终浓度为100mg/mL转化体系。

[0009] 进一步，所述的氨基酸包括D-蛋氨酸、L-蛋氨酸、D/L-缬氨酸、甘氨酸、L-丝氨酸、

L-脯氨酸、L-苏氨酸、L-天冬氨酸、L-谷氨酰胺、L-谷氨酸、L-赖氨酸和L-酪氨酸，更优选甘

氨酸。

[0010] 进一步，所述缓冲液优选为pH  7.0、50mM的PIPES缓冲液。

[0011] 进一步，本发明所述催化剂按如下方法制备：(1)将含酿酒酵母烯醇还原酶OYE1编

码基因的工程菌(E.coli  BL21(DE3)/pEASY-E1-oye1)接种至含100μg/mL氨苄青霉素的LB

液体培养基中，37℃培养12h，获得种子液，然后按体积浓度1％接种量接种至150mL含100μ

g/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中，在相同条件下(37℃)培养至菌液浓度(OD600)约为0.6

～0.8时，添加诱导剂IPTG(异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷)至终浓度为0.2mM，在25℃和

200rpm下诱导10～12h，获得诱导培养液，再将诱导培养液于4℃和10000rpm下离心10min，

弃去上清液，收集湿菌体；(2)将步骤(1)湿菌体加入Tris-HCl缓冲液(pH  8.0)中，在500W下

超声破碎20min，工作2s，间歇6s，破碎液于4℃和12000rpm下离心10min，重复离心三次后得

到上清粗酶液；所述Tris-HCl缓冲液体积用量以湿菌体重量计为15mL/g。采用Ni-NTA金属

螯合亲和层析，取上清粗酶液上样至预平衡Ni2+柱中，再依次用含10mM咪唑、40mM咪唑、

100mM咪唑、250mM咪唑的洗脱缓冲液洗脱杂蛋白和目的蛋白，收集含100mM咪唑的洗脱缓冲

液的流出液，用50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液通过超滤浓缩脱盐，所得的脱盐酶液，即为

酿酒酵母烯醇还原酶OYE1酶液；所述的超滤指的是流出液加入截留分子量10kDa的超滤管

中，加入50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液，在5000rpm下离心20分钟，然后收集截留的酶液，

即为脱盐酶液；所述洗脱缓冲液为含300mM氯化钠的pH  8.0、50mM的Tris-HCl缓冲液。

[0012] 除了筛选基因重组菌的抗性平板中所用的抗生素是Kan外，所述偶联酶的表达和

纯化流程与催化剂制备流程一致，具体所述偶联酶按如下方法制备：(1)将含博伊丁假丝酵
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母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因的工程菌接种于含100μg/mL卡那霉素的LB液体培养基中，在

37℃和200rpm条件下培养12h，作为种子液；然后按体积浓度1％接种量接种至含100μg/mL

卡那霉素的LB液体培养基中，在37℃和200rpm条件下培养至OD600为0.6～0.8时，添加诱导

剂IPTG至终浓度为0.2mM，在25℃和200rpm下继续培养10～12h，培养液离心，收集湿菌；(2)

将步骤(1)湿菌体用pH  8.0、Tris-HCl缓冲液悬浮，在500W下超声破碎20min，工作2s，间歇

6s，破碎液于4℃和10000rpm下离心10min，重复离心三次后得到上清粗酶液；采用Ni-NTA金

属螯合亲和层析，取上清粗酶液上样至预平衡Ni2+柱中，再依次用含10mM咪唑、40mM咪唑、

100mM咪唑、250mM咪唑的洗脱缓冲液洗脱杂蛋白和目的蛋白，收集含有100mM咪唑的洗脱缓

冲液的流出液，用50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液通过超滤浓缩脱盐，所得的脱盐酶液，即

为甲酸脱氢酶FDHCB纯酶；所述洗脱缓冲液为含300mM氯化钠的pH  8.0、50mM的Tris-HCl缓

冲液；所述的超滤指的是流出液加入截留分子量10kDa的超滤管中，加入50mM、pH  8 .0的

Tris-HCl缓冲液，在5000rpm下离心20分钟，然后收集截留的酶液，即为脱盐酶液。

[0013] 本发明所述酿酒酵母烯醇还原酶 O Y E 1 编码基因源自 购自 酿酒酵母

(Saccharomyces  cerevisiae)CICC  1002，购自中国工业微生物菌种保藏管理中心。所述博

伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB编码基因源自博伊丁假丝酵母(Candida  boidinii)

ATCC32195，购自美国典型菌种保藏中心。

[0014] 本发明所述含酿酒酵母烯醇还原酶OYE1编码基因的工程菌是由所述酿酒酵母烯

醇还原酶OYE1编码基因构建的重组载体，重组载体再构建重组基因工程菌。优选所述的重

组基因工程菌的构建包括如下步骤：以来源于酿酒酵母的基因组DNA为模板，经过PCR扩增

得到酿酒酵母烯醇还原酶OYE1基因，然后克隆至表达载体pEASY-E1上，将所述重组载体转

化至大肠杆菌BL21(DE3)中，即可得到所述含酿酒酵母烯醇还原酶OYE1基因的重组基因工

程菌E.coli  BL21(DE3)/pEASY-E1-oye1。类似的，我们构建了表达源自博伊丁假丝酵母的

甲酸脱氢酶FDHCB的基因工程菌E.coli  BL21(DE3)/pEASY-E1-fdhcb。

[0015] 本发明所述的方法以酿酒酵母烯醇还原酶OYE1为催化剂，以NAD+为辅酶，催化底

物柠檬醛不对称还原生成(R)-香茅醛；同时，以博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB为偶联

酶，通过辅底物甲酸钠的脱氢将氧化型辅酶NAD+还原成NADH，从而实现辅酶循环。当酿酒酵

母烯醇还原酶OYE1催化柠檬醛顺反异构体不对称氢化合成(R)-香茅醛时，其(R)-香茅醛源

自反式柠檬醛，而(S)-香茅醛源自于顺式柠檬醛。此外，酿酒酵母烯醇还原酶OYE1对反式柠

檬醛的催化速率要远高于顺式柠檬醛。当酿酒酵母烯醇还原酶OYE1催化柠檬醛不对称氢化

反应时，反式柠檬醛优先被利用从而导致反应体系中顺反柠檬醛的比例发生改变，而氨基

酸催化的顺反异构反应将部分顺式柠檬醛转化为反式柠檬醛从而维持顺反柠檬醛的平衡

比例，因而柠檬醛不对称氢化反应与其顺反异构反应相偶联可以提高氢化产物(R)-香茅醛

的光学纯度(图1)。

[0016] 与现有技术相比，本发明的有益效果主要体现在：本发明提供了一种氨基酸催化

的柠檬醛顺反异构反应与酿酒酵母烯醇还原酶OYE1催化的柠檬醛不对称氢化反应相偶联，

提高柠檬醛氢化产物(R)-香茅醛光学纯度的方法；所述方法将部分顺式柠檬醛经氨基酸催

化的顺反异构反应转化为反式柠檬醛，显著地提高了产物(R)-香茅醛的e.e.值；在10mL催

化体系中，添加100mg/mL的甘氨酸，50mM柠檬醛经4h的催化反应后，(R)-香茅醛的e.e.值为

65.4％，与不偶联顺反异构化反应时(R)-香茅醛的e.e.值(16.7％)相比，提高了48.7％。
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(四)附图说明

[0017] 图1为柠檬醛不对称氢化反应与其顺反异构反应相偶联提高(R)-香茅醛光学纯度

的反应示意图。

[0018] 图2为分离纯化后酿酒酵母烯醇还原酶OYE1和博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB

的SDS-PAGE图，M-Protein  marker；1-未诱导菌液；2-纯化后OYE2；3-纯化后FDHCB。

[0019] 图3为顺式、反式柠檬醛以及(S)-香茅醛、(R)-香茅醛标样气相色谱图。

[0020] 图4甲酸脱氢酶催化的辅酶循环与烯醇还原酶催化的柠檬醛不对称氢化反应相偶

联的反应示意图。

[0021] 图5不同浓度柠檬醛的氢化反应进程；■：50mM底物；●：100mM底物；▲：150mM底

物； 200mM底物。

[0022] 图6为20mM柠檬醛经不对称还原反应后的底物与产物气相色谱图；A，反应3.5h后

底物柠檬醛与产物香茅醛的气相色谱图；B，反应10h后底物柠檬醛与产物香茅醛的气相色

谱图。

[0023] 图7为偶联不同种类氨基酸催化的柠檬醛顺反异构反应对(R)-香茅醛光学纯度的

影响；12种氨基酸分别为D-Met、DL-Val、Gly、L-Asp、L-Glu、L-Met、L-Ser、L-Lys、L-Pro、L-

Thr和L-Tyr。

[0024] 图8为反应pH对甘氨酸催化柠檬醛顺反异构反应的影响；■：PIPES缓冲液；▲：

Tris-HCl缓冲液。

[0025] 图9为偶联甘氨酸催化的顺反异构反应与柠檬醛不对称氢化反应生成(R)-香茅醛

气相色谱图。

[0026] 图10在10mL催化体系中偶联甘氨酸催化的顺反异构反应对产物香茅醛得率和

e.e.值的影响；■：未加甘氨酸时香茅醛得率；●：添加甘氨酸时香茅醛得率；□：未加甘氨

酸时(R)-香茅醛e.e.值；○：添加甘氨酸时(R)-香茅醛e.e.值。

(五)具体实施方式

[0027] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步描述，但本发明的保护范围并不仅限于

此：

[0028] 实施例1：酿酒酵母烯醇还原酶OYE1和源自博伊丁假丝酵母的甲酸脱氢酶FDHCB的

表达和纯化

[0029] (1)酿酒酵母烯醇还原酶OYE1大肠杆菌基因工程菌的构建及诱导表达

[0030] 酿酒酵母烯醇还原酶OYE1基因oye1以购自中国工业微生物菌种保藏管理中心的

酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)CICC  1002基因组DNA为模板，利用设计的引物F1和

R1进行PCR扩增，扩增体系见表1所示。

[0031] 表1PCR扩增反应体系
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[0032]

[0033] 引物如下：F1，5’-ATGCCATTTGTTAAGGACTTTA-3’；R1，5’-TTAATTTTTGTCCCAACCGA-

3’。PCR反应进程为：94℃预变性5min；之后，以94℃变性30s，57℃复性30s，72℃保持1min为

一个循环，重复这样循环35次；最后，72℃保持10min。PCR产物经0.8％琼脂糖凝胶电泳检测

并回收。纯化后的PCR产物与载体pEASY-E1相连，连接产物转入大肠杆菌Trans1-T1感受态

细胞中。利用菌落PCR方法检测并确定阳性克隆子，从阳性克隆子中提取质粒。经基因测序

后，将所得基因的序列(氨基酸序列为SEQ  ID  NO.2所示，核苷酸序列为SEQ  ID  NO.1所示)

与GenBank中对应的基因序列(基因号：AJU17243.1)进行比对分析，将含有正确片段的质粒

命名为pEASY-E1-oye1。

[0034] 用质粒提取试剂盒从Trans1-T1菌体中提取重组质粒pEASY-E1-oye1，将其转入

100μL  E.coli  BL21(DE3)感受态细胞中，并涂布于含100μg/mL氨苄青霉素的LB抗性平板

上，37℃培养箱中培养过夜。挑取阳性克隆子接种于50mL含100μg/mL氨苄青霉素的LB液体

培养基中，在37℃和200rpm条件下培养12h，作为种子液。然后按体积浓度1％接种量扩大培

养接种至150mL含100μg/mL氨苄青霉素的LB液体培养基中，在相同条件下培养至菌液浓度

(OD600)约为0.6～0.8时，添加诱导剂IPTG(异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷)至终浓度为

0.2mM，在25℃和200rpm下继续培养10～12h过量表达目的蛋白，培养液离心，收集湿菌体。

[0035] (2)酿酒酵母烯醇还原酶OYE1分离纯化

[0036] 将上述湿菌体按1g湿菌体加15mL  Tris-HCl缓冲液(pH  8 .0)的比例加入适量

Tris-HCl(pH  8.0)缓冲液，在500W下超声破碎20min(工作2s，间歇6s)后，破碎液于4℃和

10000rpm下离心10min，重复离心三次后得到上清粗酶液。

[0037] 按照Ni-NTA金属螯合亲和层析使用说明，取上清粗酶液上样至预平衡Ni2+柱中，再

依次用含10mM咪唑、40mM咪唑、100mM咪唑、250mM咪唑的洗脱缓冲液(相应浓度的咪唑和

300mM的氯化钠溶解在50mM的Tris-HCl缓冲液中，pH  8.0)洗脱杂蛋白和目的蛋白。目的蛋

白经含有100mM咪唑的洗脱缓冲液洗脱后，用50mM、pH  8.0的Tris-HCl缓冲液通过超滤浓缩

脱盐，所得的脱盐酶液，即为酿酒酵母烯醇还原酶OYE1纯酶，酶活为0.72U/mg(采用实施例2

方法测量)，用作酶法催化的催化剂；所述的超滤条件指的是酶液加入截留分子量10kDa的

超滤管中，在5000rpm下离心20分钟，然后收集截留的酶液。

[0038] 博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB纯酶的制备除了筛选基因重组菌的抗性平板中
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所用的抗生素是卡纳霉素外，用作辅酶的博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB的表达和纯化

流程与上述流程一致，以购自美国典型菌种保藏中心的博伊丁假丝酵母(Candida 

boidinii)ATCC32195为基因来源，制备获得博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB纯酶(氨基酸

序列为SEQ  ID  NO.4所示，核苷酸序列为SEQ  ID  NO.3所示)，酶活为2.2U/mg。

[0039] 粗酶液经Ni-NTA亲和层析分离纯化分别获得了纯度较高的目的酿酒酵母烯醇还

原酶OYE1和博伊丁假丝酵母甲酸脱氢酶FDHCB，经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检

测均为单一条带。重组OYE1与FDHCB均为可溶性蛋白，其分子量大小表观分别为40 .5和

39.0kD，与理论相符，如图2所示。

[0040] 实施例2:酿酒酵母烯醇还原酶OYE1的酶活力测定

[0041] 标准酶活力测定体系(2mL)分别含0.4mM  NADH、100μg/mL酿酒酵母烯醇还原酶

OYE1、20mM柠檬醛(柠檬醛仲用辛醇配制为1M底物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠檬

醛的量计，反应体系中终浓度为20mM)，以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)为反应介质；所述浓

度均指在测定体系中的终浓度。反应在30℃下进行，NADH最后加入，通过检测反应体系在

340nm处每分钟的吸光值变化来确定酶活(NADH的摩尔系数ε340＝6.3mM-1cm-1)。活力单位

(U)定义为每分钟消耗1μmol  NADH所需的酶量。

[0042] 实施例3:酿酒酵母烯醇还原酶OYE1的催化性质表征

[0043] 标准的催化体系总体积10mL，分别包括20mM柠檬醛(柠檬醛仲用辛醇配制为1M底

物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中终浓度为20mM)、0.25mM 

NAD+、100mM甲酸钠、0.3U/mL  OYE1、0.5U/mL  FDHCB，以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)为反应

介质。不对称还原反应的条件优化在转速为200rpm水浴摇床上进行。反应液用乙酸乙酯萃

取，所获得的有机相经无水硫酸钠干燥后，利用气相色谱法定量测定底物柠檬醛和产物

(R)-香茅醛。

[0044] 底物柠檬醛和产物(R)-香茅醛的气相色谱(Agilent  6890N)检测条件如下：手性

柱BGB-174，30m×250μm×0 .25μm；检测器：FID，250℃；载气：N2，33mL/min；空气流量：

300mL/min；氢气流量，30mL/min；分流比：1∶30；进样量：1μL；进样口温度：250℃。柱温条件：

40℃保持1min，4℃/min升温至120℃，保持1min，20℃/min升温至180℃，保持3min。如图3所

示，在上述色谱条件下，(Z)-柠檬醛、(E)-柠檬醛、(S)-香茅醛、(R)-香茅醛出峰时间分别为

24.90min、25.49min、22.55min和22.61min。

[0045] 实施例4：偶联辅酶循环系统的柠檬醛氢化合成香茅醛的反应进程

[0046] 以源自酿酒酵母的重组烯醇还原酶OYE1作为催化剂，以源自博伊丁假丝酵母的重

组甲酸脱氢酶FDHCB作为辅酶循环驱动力，构建酶法不对称还原柠檬醛生成香茅醛的催化

体系(图4)。

[0047] 标准催化体系(1mL)如下：0.3U/mL  OYE1、0.1U/mL  FDHCB、20mM柠檬醛(柠檬醛仲

用辛醇配制为1M底物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中柠檬

醛终浓度为20mM)、0.5mM  NAD+、100mM甲酸钠，以50mM  Tris-HCl缓冲液(pH  8.0)为反应介

质。维持体系当中的纯酶OYE1的加入量(0.3U/mL)不变，通过改变其他各组分的添加量以及

反应的条件，对标准体系进行优化，最终确定最优的催化体系。优化过程中考察的因素包

括：反应温度(25～50℃)、反应pH(6.0～9.0)、FDHCB添加量(0.05～0.5U/mL)、甲酸钠浓度

(10～200mM)、NAD+浓度(0.05～1.0mM)、柠檬醛浓度(20～50mM)。优化后的催化体系(1mL)
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为：20mM柠檬醛(柠檬醛仲用辛醇配制为1M底物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛

的量计，反应体系中柠檬醛终浓度为20mM)、0.3U/mL  OYE1纯酶(实施例1制备)、0.5U/mL 

FDHCB纯酶(实施例1制备)、0.25mM  NAD+、100mM甲酸钠，以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)反应

介质；反应温度为30℃，不对称还原反应在200rpm的水浴摇床中进行。反应过程中未检测到

作为副产物的醇或酯，有效地避免了副产物的产生。烯醇还原酶催化的不对称还原反应往

往适用底物浓度较低(<10mM)。当适用底物浓度提高至50mM和100mM时，催化体系的其它组

分浓度同比例增加(缓冲液浓度不变)，成功地提高了柠檬醛不对称氢化反应中的适用底物

浓度。当底物浓度为50mM时，优选的催化体系(10mL)如下：0 .76U/mL  OYE1、1 .25U/mL 

FDHCB、50mM柠檬醛(柠檬醛用仲辛醇配制为1M底物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠

檬醛的量计，反应体系中柠檬醛终浓度为50mM)、0 .625mM  NAD+、250mM甲酸钠，以50mM 

PIPES缓冲液(pH  7 .0)反应介质。在30℃和200rpm反应条件下反应3h后，香茅醛的得率达

94％；反应延长至8h，得率为98.3％。当适用底物浓度提高至100mM，优选的催化体系(10mL)

如下：1.5U/mL  OYE1、2.5U/mL  FDHCB、100mM柠檬醛(柠檬醛用仲辛醇配制为1M底物溶液的

形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中柠檬醛终浓度为100mM)、1.25mM 

NAD+、500mM甲酸钠、以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)为反应介质。在30℃和200rpm反应条件

下反应8h后，香茅醛得率为97.8％，如图5所示。

[0048] 实施例5：顺反柠檬醛与(R/S)-香茅醛的对应关系

[0049] 在1mL反应体系中，分别含20mM柠檬醛(柠檬醛用仲辛醇配制为1M底物溶液的形式

加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中柠檬醛终浓度为20mM)、0.3U/mL  OYE1

纯酶(实施例1制备)、0.5U/mL  FDHCB纯酶(实施例1制备)、0.25mM  NAD+、100mM甲酸钠，以

50mM  PIPES缓冲液(pH  7 .0)反应介质。在30℃、200rpm下反应1 .5h后，反应的得率为

51.2％，产物(R)-香茅醛的e.e .值为48.5％，如图6中A所示。当反应4h后，反应的得率为

91.5％，产物(R)-香茅醛的e.e.值降低为16.1％，如图6中B所示。

[0050] 经观察反应过程，(1)酿酒酵母烯醇还原酶OYE1对反式柠檬醛的催化速率要高于

对顺式柠檬醛的催化速率；(2)生成的(S)-香茅醛和剩余顺式柠檬醛的摩尔数之和约等于

起始顺式柠檬醛的摩尔数，与此类似的，生成的(R)-香茅醛和剩余反式柠檬醛的摩尔数之

和约等于起始反式柠檬醛的摩尔数；上百次不同条件的催化反应均验证了这一事实，因而

推断(R)-香茅醛是源自反式柠檬醛的不对称氢化，而(S)-香茅醛是源自顺式柠檬醛的不对

称氢化，并且顺反柠檬醛与(S/R)-香茅醛的对应关系是严格存在的。

[0051] 实施例6：偶联不同氨基酸催化的柠檬醛顺反异构反应对(R)-香茅醛光学纯度的

影响

[0052] 氨基酸可以催化顺式和反式柠檬醛之间的异构化反应，当顺反异构反应达到平衡

时顺式柠檬醛与反式柠檬醛的比例约为60:40。考察了12种氨基酸对柠檬醛不对称氢化反

应中(R)-香茅醛光学纯度的影响。在1mL反应体系中，分别含50mM柠檬醛(柠檬醛用仲辛醇

配制为1M底物溶液的形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中柠檬醛终浓

度为50mM)、0.76U/mL  OYE1纯酶(实施例1方法制备)、1.25U/mL  FDHCB纯酶(实施例1方法制

备)、0.625mM  NAD+、250mM甲酸钠、100mg/mL氨基酸(分别为D-蛋氨酸、L-蛋氨酸、D/L-缬氨

酸、甘氨酸、L-丝氨酸、L-脯氨酸、L-苏氨酸、L-天冬氨酸、L-谷氨酰胺、L-谷氨酸、L-赖氨酸

和L-酪氨酸)，以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)为反应介质。在30℃和200rpm反应条件下反应
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4h，结果如图7所示。L-天冬氨酸、L-谷氨酸以及L-赖氨酸等3种氨基酸催化顺反异构反应时

几乎没有香茅醛生成，而当酪氨酸催化顺反异构反应时(R)-香茅醛的e.e.值只有17％左

右，与未添加氨基酸的对照组的结果(e.e.值为16.7％)相近。其余的氨基酸催化顺反异构

反应均能有效提高(R)-香茅醛的e.e.值，其e.e.值均在50％以上。在所考察的12种氨基酸

中，以甘氨酸为催化剂催化顺反异构反应时(R)-香茅醛的光学纯度最高，其e .e .值达

57.6％。因此，选择甘氨酸作为催化剂催化柠檬醛的顺反异构反应，并进一步考察了pH值对

甘氨酸催化柠檬醛顺反异构的影响，最终的结果如图8所示。在所考察的pH范围(6.0～9.5)

内，(R)-香茅醛的e.e.值均维持在较高水平。考虑到pH对不对称氢化反应的影响，选择反应

介质为pH  7.0、(50mM、PIPES缓冲液。

[0053] 实施例7：通过偶联甘氨酸催化的顺反异构反应提高不对称氢化合成(R)-香茅醛

光学纯度

[0054] 与甘氨酸催化的顺反异构反应相偶联，在不对称氢化的同时使顺式柠檬醛异构化

为反式柠檬醛。在10mL反应体系，分别含50mM柠檬醛(柠檬醛用仲辛醇配制为1M底物溶液的

形式加入，底物溶液加入量以柠檬醛的量计，反应体系中柠檬醛终浓度为50mM)、0.76U/mL 

OYE1纯酶(实施例1方法制备)、1.25U/mL  FDHCB纯酶(实施例1方法制备)、0.625mM  NAD+、

250mM甲酸钠、100mg/mL甘氨酸以50mM  PIPES缓冲液(pH  7.0)为反应介质。在30℃、200rpm

下反应3h后，反应的得率为83.9％，产物(R)-香茅醛的e.e.值为67.7％，该反应的底物与产

物的气相色谱图如图9所示。与没有偶联顺反异构反应的体系(图6中B)相比，在高产物得率

的情况下，偶联顺反异构反应显著地提高了产物(R)-香茅醛的e.e.值，该结果表明一部分

顺式柠檬醛经顺反异构反应成为反式柠檬醛，进而不对称氢化为(R)-香茅醛。甘氨酸催化

的顺反异构反应偶联柠檬醛不对称氢化反应的反应进程如图10所示，在反应4h后，反应体

系中香茅醛得率几乎达到100％，(R)-香茅醛e.e.值为65.4％，比不偶联甘氨酸催化的顺反

异构反应时(R)-香茅醛e.e.值(16.7％)提高了48.7％。
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