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摘  要：以外消旋扁桃酸为底物，筛选出一株短杆菌 Brevibacterium sp. CCSYU 10011，该菌能转化外消旋扁桃酸为(R)-
扁桃酸. 用全细胞转化法研究发现，其转化过程是不对称降解过程，即选择性降解了(S)-扁桃酸，进而获得(R)-扁桃酸. 
考察了温度、pH、底物浓度及细胞量等因素对(S)-扁桃酸降解的影响，转化结束后，收率为 48.7%，对映体过量值(e.e.)
可达 99%. 
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1  前 言 

(R)-扁桃酸(α-羟基苯乙酸，Mandelic acid)是一种重

要的手性中间体，被广泛应用于多种药物的合成，如半

合成青霉素和头孢菌素等抗生素[1,2]、减肥药物[3]、抗肿

瘤药物[4]及其他药物[5,6]. 由于其应用非常广泛、市场需

求量大，国内外已有许多学者尝试了各种途径来制备，

包括色谱法、化学法和生物法等. 其中，制备手性色谱

柱进行拆分[7]分离效果较好，但仅限于检测及实验室制

备. 化学工业上主要是利用手性拆分剂拆分扁桃酸消旋

体[8]，但手性拆分剂价格昂贵，并有一定毒性. 生物法

制备光学纯扁桃酸成为国际上研究的热点[9−17]. 
目前国际上已报道的制备(R)-扁桃酸的生物方法主

要有不对称水解扁桃酸的衍生物[9,10]、不对称氧化 1,2-苯
乙二醇[11]、脂肪酶动力学拆分消旋体扁桃酸[12]、不对称

还原苯甲酰甲酸[13−15]、双菌去消旋制备[16,17]等. 然而，

以上方法还存在一定不足，如产品光学纯度低、收率低、

底物价格昂贵、需要辅酶再生、后提取工艺复杂等，影

响了(R)-扁桃酸大规模生产. 随着化学工业的发展，消

旋体扁桃酸的生产技术已日趋成熟[18]，其生产成本也在

不断下降. 因此，本研究拟从实验室保藏菌种中筛选出

一株特异性的微生物，在无需辅助底物的条件下，利用

微生物全细胞直接转化外消旋扁桃酸，获得较高光学纯

度和收率的(R)-扁桃酸，简化产品的分离过程，为低成

本制备(R)-扁桃酸进行有益的探索. 

2  材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 菌种及试剂 

所用菌种均为工业生物技术教育部重点实验室保

藏. (R)-和(S)-扁桃酸及苯甲酰甲酸标样购自 Sigma 公

司，外消旋扁桃酸购于国药集团化学试剂公司，其余化

学试剂均为市售色谱纯和分析纯. 
2.1.2 筛选培养基 

细菌培养基成分(%)：葡萄糖 0.5，肉膏 1，蛋白胨

1，酵母膏 0.2，无机盐溶液 5(ϕ)；pH 7.0. 
酵母培养基成分(%)：葡萄糖 4，酵母膏 0.3，无机

盐溶液 10(ϕ)；pH 7.0. 
霉菌培养基成分(%)：葡萄糖 2，肉膏 0.5，蛋白胨

0.5，酵母膏 0.3，无机盐溶液 5(ϕ)；pH 7.0. 
无机盐溶液成分(%)：(NH4)2HPO4 13, KH2PO4 7, 

MgSO4⋅7H2O 0.8, NaCl 0.1, ZnSO4⋅7H2O 0.06, 
FeSO4⋅7H2O 0.09, CuSO4⋅5H2O 0.005, MnSO4⋅4H2O 0.01. 
2.2 实验方法 

2.2.1 菌种培养方法 
从菌种斜面接种一环菌体至培养基装液量为 10%

的250 mL三角瓶中，在30℃下150 r/min振荡培养48 h，
将菌体离心并用生理盐水洗涤，收集细胞用于转化. 
2.2.2 转化方法 

在 2 mL 含 30 mmol/L 外消旋扁桃酸的 0.2 mol/L 磷

酸钾缓冲液(pH 7.0)中加入 1.0 g/L(细胞干重 40 mg)菌体

细胞，30℃下 200 r/min 转化 48 h，离心去除菌体，收

集上清，用 3 mol/L 盐酸调节 pH 至 1.0，再加入 2.5 倍

体积的乙酸乙酯萃取，低温真空干燥. 将残余固体用正

己烷和异丙醇的混合液(体积比 9:1)溶解，高效液相检测. 
2.2.3 反应产物光学纯度和转化率的测定 

样品用高效液相色谱仪(HP1100)进行分析，具体条

件如下：手性柱 Chiralcel OD-H 柱(4.6 mm×250 mm, 
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Daicel Co., Ltd., Japan)，流动相为正己烷:异丙醇:三氟乙

酸=90:10:0.1，检测波长 UV 225 nm，流速为 0.5 mL/min，
柱温 18℃，(S)-扁桃酸和(R)-扁桃酸的保留时间分别为

15.9 和 19.6 min. 产物(R)-扁桃酸的光学纯度通过对映

体过量值(e.e., %)来评价： 

对映体过量值(e.e., %)=[(SS−SR)/(SS+SR)]×100%, 

(R)-扁桃酸得率(%)=(SR/S0)×100%, 

式中 SS，SR 为反应后(S)-和(R)-对映体的峰面积，S0 为

反应前(S)-和(R)-对映体的峰面积之和. 

3  结果与讨论 

3.1 合成(R)−扁桃酸的菌种筛选 

对本实验室保藏的细菌、酵母和霉菌等微生物进行

了筛选，不同菌种转化外消旋扁桃酸所得产物的光学纯

度和产率分布如图 1 所示. 从结果可以看出，部分菌种

能将外消旋的扁桃酸转化成单一对映体扁桃酸，(R)-和
(S)-对映体均有，并能获得较高的光学纯度和收率. 另
外，不同菌种转化外消旋扁桃酸得到(R)-扁桃酸的能力

也不尽相同，表明不同微生物在不对称转化手性化合物

方面具有生物多样性. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1 筛选结果 
Fig.1 Result of screening to yeast, mold and bacteria 

通过筛选得到能转化外消旋扁桃酸为(R)-扁桃酸的

部分菌株，见表 1. 从表可以看出，具有选择性转化外

消旋扁桃酸为(R)-扁桃酸能力的菌株均为细菌，尤其是

Brevibacterium sp. CCSYU10011 具有更高的光学选择

性和转化能力，故最终选定其作为研究对象. 

表 1 外消旋扁桃酸经微生物转化为(R)-扁桃酸 

Table 1  (R)-mandelic acid production from racemate by 
microbacteria 
Microbacterium e.e. (%) Yield (%) 

Brevibacterium sp. CCSYU10011 97.5 46.3 
Brevibacterium lactosus CCSYU10016 88.8 49.9 
Brevibacterium flavum CCSYU10018 81.2 36.6 
Micrococcus sp. CCSYU10019 95.8 21.0 
Proteus rettgeri CCSYU10020 90.5 50.0 

3.2 Brevibacterium sp.CCSYU10011 制备(R)-扁桃酸

的反应途径 

以相同初始条件开始转化，定时取样测定，获得

Brevibacterium sp. CCSYU10011 转化过程曲线. 从图 2
可以看出，(S)-扁桃酸浓度从转化开始后便不断下降，

直至消耗完，而(R)-扁桃酸浓度却基本保持不变. e.e.值
和(R)-扁桃酸变化情况也与此对应，e.e.值一直在升高，

最终可大于 99%，(R)-扁桃酸得率一直维持在 50%左右. 
因此可以推测 Brevibacterium sp. CCSYU10011 转化外

消旋扁桃酸获得(R)-扁桃酸是一个选择性降解的过程，

即菌体本身的酶系优先降解了(S)-型对映体. 在转化过

程中，利用液相色谱分析法[19]对中间体进行了考察，在

转化液中检测到了 2 个中间体苯甲酰甲酸和苯甲酸，苯

甲酰甲酸在 24 h 累积到最高，随后急剧下降，而苯甲酸

一直维持在较低的浓度，在 48 h 时这两种物质已几乎完

全降解 (数据未列出 ). 由此推测 Brevibacterium sp. 
CCSYU10011 代谢扁桃酸的过程可能是(S)-扁桃酸经脱

氢氧化为苯甲酰甲酸，再经脱羧氧化为苯甲酸，最后被

完全降解. 这与 Shimao 等[19]报道的 Pseudomonas putida
代 谢 扁 桃 酸 的 途 径 相 似 ， 但 Brevibacterium sp. 
CCSYU10011 最终可完全降解(S)-扁桃酸，而对(R)-扁桃

酸作用不明显，可见其并不含有消旋酶，这又呈现出了

生物的多样性. 具体酶系的作用机理将在后续工作中进

行深入研究. 本工作主要考察了环境因素对该菌降解

(S)-对映体的影响. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 Brevibacterium sp.合成(R)-扁桃酸的过程 
Fig.2 Process of (R)-mandelic acid production from racemate by 

Brevibacterium sp. CCSYU10011 

3.3 温度对 Brevibacterium sp.CCSYU10011 不对称降

解(S)−扁桃酸的影响 

温度对酶催化转化反应的影响有两个方面，一方面

随着温度升高，活化分子增多，酶反应速度加快，提高

转化速率；另一方面随着温度升高，酶蛋白逐步变性失

活，反应速率降低，转化效率降低. 
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从图 3 可以看出，温度对 Brevibacterium sp. 
CCSYU10011 降解(S)-扁桃酸能力的影响较为明显，在

35℃时，降解速度最快，在 36 h 时(S)-扁桃酸残余量不

到 0.2 mmol/L，而当温度高于或低于 35℃时，(S)-扁桃

酸的降解速度有所下降，这可能与菌种自身的酶学特性

有关，因此选择 35℃作为反应最适温度，在 48 h 时 e.e.
值为 99%，(R)-扁桃酸收率为 48.7%. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 转化温度对(S)-扁桃酸降解的影响 
Fig.3 Effect of temperature on degradation of (S)-mandelic acid 

3.4 pH 值对 Brevibacterium sp.CCSYU10011 不对称降

解(S)-扁桃酸的影响 

反应体系的 pH 值不仅影响酶蛋白的构型和酶的稳

定性，而且还影响酶的活性中心必需基团的解离状态和

底物的解离状态，从而影响酶的立体选择性和催化活性. 
配制了不同 pH 值的磷酸缓冲液，定时取样考察反应体

系 pH 对(S)-扁桃酸降解过程的影响. 从图 4 可以看出，

当反应体系 pH 低于 7.0 时，(S)-扁桃酸的降解速度非常

缓慢，在 pH 5.5~6.0 时几乎没有转化，而 pH 在 7.0~8.5
范围内，对转化的影响不明显，均能获得较好的降解效

果，可见该菌转化适合在中性及微碱性条件下进行. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 4 反应体系 pH 对(S)-扁桃酸降解的影响 
Fig.4 Effect of pH on degradation of (S)-mandelic acid 

3.5 底物浓度对 Brevibacterium sp.CCSYU10011 不对

称降解(S)-扁桃酸的影响 

考察不同底物浓度对(S)-扁桃酸降解的影响，结果

见图 5. 从图可以看出，在 30 mmol/L 浓度下，转化 36 h
后(S)-对映体就几乎完全降解，而随着底物浓度的增加，

完全降解(S)-扁桃酸需要的时间增加，尤其底物浓度为

120 mmol/L 时，初始反应速度明显降低，这可能是因为

随着底物浓度增加，酶的活性中心被(S)-扁桃酸分子所

饱和，催化速度不能再提高，且底物中的高浓度(R)-对
映体可能对转化过程产生了抑制，目前研究阶段采用 30 
mmol/L 的底物浓度. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 底物浓度对(S)-扁桃酸降解的影响 
Fig.5 Effect of substrate concentration on degradation of 

(S)-mandelic acid 

3.6 菌体量对 Brevibacterium sp.CCSYU10011 不对称

降解(S)-扁桃酸的影响 

在利用微生物全细胞转化制备光学纯扁桃酸的过

程中，实际起催化作用的是细胞中的酶或酶系，因此体

系中的菌体量会直接影响参与反应的酶量，进而影响其

催化转化的反应速度以及最终转化效果. 
菌体量对反应速度和转化效果的影响具体表现在

反应时间和产率上，而相对于一定的底物浓度，菌体量

的影响作用可以通过其与底物量的比值来表示. 在底物

浓度为 30 mmol/L 时，考察了体系中细胞(干重)/底物量

(g/mol)对转化的影响，即在一定反应条件下转化单位摩

尔底物需要的菌体量，结果如图 6 所示. 从图可以看出，

反应初期随着反应体系中细胞/底物相对量的增加，(S)-
扁桃酸降解速度也加快. 当反应至36 h，细胞/底物为1.1 
g/mol 时已能获得较好的降解效果，再增加细胞/底物相

对量对转化并无太大提高，因此从高效利用菌体的考

虑，在此底物浓度下最适细胞/底物相对量为 1.1 g/mol. 
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图 6 菌体量对(S)-扁桃酸降解的影响 
Fig.6 Effect of cell mass on degradation of (S)-mandelic acid 

4  结 论 

以外消旋扁桃酸为底物，采用静息细胞转化法，从

实验室保藏菌种中筛选出一株短杆菌 Brevibacterium sp. 
CCSYU10011，能选择性降解(S)-扁桃酸，从而获得(R)-
扁桃酸. 确定了最优转化条件为：温度 35℃，pH 7~8，
底物浓度 30 mmol/L，细胞/底物相对量 1.1 g/mol，最终

产物 e.e.值可达 99%，收率为 48.7%. 
此法最大理论收率为 50%，与传统动力学拆分[12]

相同，但该反应无需辅助底物，以廉价的微生物菌体细

胞代替了昂贵的纯酶，在转化结束后，(S)-扁桃酸几乎

能完全降解，且无副产物，转化液经萃取后蒸干，即可

得到光学纯度较高的(R)-扁桃酸，简化了产品的分离工

艺. 由于消旋体扁桃酸在国内已经实现了大规模生产，

价格低廉，因而利用生物转化法选择性降解消旋体制备

光学纯扁桃酸具有一定的竞争优势. 
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Production of (R)-Mandelic Acid by Asymmetric Degradation of the Racemate with              
Brevibacterium sp. CCSYU10011 

ZHANG Hui,   XU Yan 

(Key Lab. Industrial Biotechnol., Ministry of Education, Sch. Biotechnol., Southern Yangtze Univ., Wuxi, Jiangsu 214036, China) 

Abstract: (R)-mandelic acid is a useful chiral synthon for the production of various pharmaceutical. In order to prepare (R)-mandelic 
acid from rac-mandelic acid, Brevibacterium sp. CCSYU10011 was screened from various microorganisms, of which the resting cells 
could convert the racmate to (R)-isomer. The process of bioconversion showed that the microorganism asymmetricly degraded 
(S)-mandelic acid from the racemate and (R)-mandelic acid was maintained. The factors affecting biotransformation efficiency were 
investigated, including temperature, pH, substrate concentration and cell biomass. Under the optimal conditions, 48.7% yield and 99% 
enantiomeric excess value were obtained. 
Key words: (R)-mandelic acid; asymmetric degradation; resting cell; Brevibacterium sp. 
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