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摘   要：2-取代喹啉是合成天然产物和药物的重要组成部分。与经典方法相比，2-取代-1,2,3,4-四
氢喹啉的脱氢芳构化由于其高原子经济性和可持续性，近年来已成为获得 2-取代喹啉的一种有效

而直接的方法。然而，现有的化学方法需要使用过渡金属催化剂且反应条件苛刻，相比之下生物

催化具有高效、高选择性以及反应条件温和等优点，已经成为有机合成领域的重要方法。本研究

通过生物酶挖掘获得一株产单胺氧化酶的蒙氏假单胞菌(Pseudomonas monteilii) ZMU-T06，能够催

化 2-取代-1,2,3,4-四氢喹啉类化合物脱氢芳构化合成 2-取代喹啉类化合物(8 个底物，产率为

45.7%–48.4%)，并推测了其可能的催化机理，为绿色合成 2-取代喹啉类化合物提供新的方法。 
关键词：单胺氧化酶；脱氢芳构化；2-取代喹啉；催化机理 
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Pseudomonas monteilii ZMU-T06 produces 2-substituted quinolines 
by oxidative dehydroaromatization 
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Abstract: 2-substituted quinolines are the building blocks for the synthesis of natural products 
and pharmaceuticals. In comparison with classical methods, dehydroaromatization of 
2-substituted-1,2,3,4-tetrahydroquinolines has emerged in recent years as an efficient and 
straightforward method to synthesize quinolines due to its high atom economy and sustainability. 
However, existing chemical methods need transition metal catalysts and harsh reaction 
conditions. Biocatalysis with high efficiency, high selectivity, and mild reaction conditions has 
become an important method of organic synthesis. We mined a strain Pseudomonas monteilii 
ZMU-T06 capable of producing monoamine oxidase for the dehydroaromatization of 
2-substituted-1,2,3,4-tetrahydroquinolines to synthesize 2-substituted quinolines (8 substrates, 
yields of 45.7%–48.4%) and then hypothesized the catalytic mechanism, providing a new 
method for green synthesis of 2-substituted quinolines. 
Keywords: monoamine oxidase; dehydroaromatization; 2-substituted quinolines; catalytic 
mechanism 

 
2-取代喹啉代表了一类特殊的结构单元，

广泛存在于天然生物碱和合成药物中[1-3]。含有

喹啉骨架的化合物(图 1)表现出多种生物活性，

具有抗疟疾、抗抑郁和抗肿瘤的作用[4-7]。许多

传统的方法致力于构建喹啉骨架[8-9]。例如，经

典的化学方法包括 Skraup、Doebner-Miller、
Knorr 和 Friedländer 反应[10]。然而，它们中的

大多数都存在固有的缺点，如消耗高酸性溶液

和生成大量副产物[11]。近年来，研究人员逐渐关

注 1,2,3,4-四氢喹啉(1,2,3,4-tetrahydroquinolines, 
THQ)的脱氢芳构化，因为它具有高原子经济性[12]、

可持续性和避免多步操作程序等优点[13]，其脱

氢芳构化常涉及过量氧化剂、有机催化、金属

催化、光催化和电催化[14]，这些催化过程需要

苛刻的条件、强氧化剂或过渡金属[15-19]。因此，

开发一种有效且环境友好的 2-取代四氢喹啉脱

氢芳构化方法十分必要。 
 

 
 

图 1  含有喹啉骨架的生物活性化合物 
Figure 1  Biologically active compounds containing 
quinoline scaffolds. 
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用于合成 2-取代喹啉的生物催化氧化脱氢

芳构化方法的研究较少。研究者利用来自恶臭

假单胞菌 KT2440 的单胺氧化酶(PpMAO)催化

四氢喹啉脱氢芳构化生成喹啉类化合物，其催化

的底物类型主要是苯环上有取代基的 THQ[20]。

N-杂环的生物催化氧化脱氢芳构化构建 2-取代

喹啉已被应用于合成芳香族 N-杂环，如吡咯、

吡啶和吲哚[21-23]。在上述研究基础上，本研究

希望能够开发一种生物催化剂介导 2-取代四氢

喹啉的氧化脱氢的有效方法。与化学氧化剂相

比，分子氧用作氢受体不仅可以避免使用有毒

试剂，还可以促进产物的分离和纯化，从而为

2-取代 THQ 的氧化脱氢芳构化提供了一种更环

保的方法。 
本研究从课题组前期构建的菌库中筛选获

得一株能够催化 2-取代四氢喹啉脱氢芳构化合

成 2-取代喹啉的菌株蒙氏假单胞菌(Pseudomonas 
monteilii) ZMU-T06 (图 2)。通过优化催化条件，

使其催化 2-取代四氢喹啉生成 2-取代喹啉，并

推测了其可能的催化机理。 
 

 
 

图 2  Pseudomonas monteilii ZMU-T06 催化 2-
取代四氢喹啉脱氢芳构化 
Figure 2  Biocatalytic oxidative dehydroaromatization 
of 2-substituted THQ using Pseudomonas monteilii 
ZMU-T06. 
 

1  材料与方法 
1.1  仪器与试剂 

仪器：核磁共振仪[安捷伦科技(中国)有限

公司]，正相高效液相色谱(岛津公司)，手性分

析柱[大赛璐药物手性技术(上海)有限公司]，
上海智城恒温培养振荡器(上海智城分析仪器

制造有限公司)，生物洁净安全台(苏州安泰空 
气技术有限公司)，冷冻高速离心机(贝克曼库

尔特有限公司)，自动酶标仪(上海锦锚工业科技

有限公司)，生化培养箱(东京理化器械株式会

社)，电子分析天平(上海辰之州实业有限公司)，
pH 计(梅特勒托利多公司)，磁力搅拌器(苏州

赛恩斯仪器有限公司)，旋转蒸发仪(东京理化

器械株式会社)，真空泵(爱发科公司)。  
试剂：2-甲基四氢喹啉(compound 1a, 99%)、

2-乙基四氢喹啉(compound 1b, 99%)、2-丙基

四氢喹啉(compound 1c, 99%)、2-正丁基四氢

喹啉 (compound 1d, 99%)、2-异丙基四氢喹啉

(compound 1e, 99%)、2-异丁基四氢喹啉(compound 
1f, 99%)、2-烯丙基四氢喹啉(compound 1g, 99%)
和 2-环丙基四氢喹啉(compound 1h, 99%, TCI)
均购自东京化成工业株式会社(Tokyo Chemical 
Industry, TCI)。其余试剂均为市售分析纯。 

1.2  菌株培养方法 
菌株的活化：将保存于–80 ℃的原始甘油

菌接种于含 5 mL LB 培养基的试管中，将试

管在 30 ℃、250 r/min 条件下恒温摇床培养

8h，培养后的 LB 培养菌液用接种环划线涂布

于LB固体培养基平板中，并置于30 ℃恒温培养

箱中培养过夜，观察菌株生长情况，当 LB 固体

培养基平板中可观察到单菌落长出即可挑取单

菌落进行二次活化，如此反复活化 2–3 次。最后

将目标菌株的平板置于 4 ℃冰箱中储存备用。 
一级富集培养：将 P. monteilii 系列菌株接

种于含 10 mL LB 培养基的试管中，将试管在

温度为 30 ℃、转速为 250 r/min 条件下摇床培

养 8 h。 
发酵富集培养：将一级富集培养后的种子

菌液在 450 nm 下测其 OD 值，并计算出加入发

酵培养的种子液体积，使发酵培养液的起始

OD450 值为 0.1；最后将含接种的发酵培养液的
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锥形瓶于温度 30 ℃、转速 250 r/min 条件下摇

床培养 18 h。 

1.3  生物转化步骤 
用 LB 培养基作为空白对照，测得各发酵

菌液 OD450 值；将发酵菌液移入 50 mL 离心管，

8 000 r/min、4 ℃离心 3 min；倒掉上清液，并

根据 OD450 值与细胞浓度关系加入计算所得相

应的 Na2HPO4-KH2PO4 缓冲溶液，重悬菌体并

混匀，配制所需的菌液细胞浓度；用移液管量

取细菌悬浮液 5 mL 于 25 mL 反应瓶中，并加入

相应浓度的底物(rac)-1a，在转速为 250 r/min、
温度为 30 ℃条件下进行生物转化 24 h。生物转

化 24 h 后，加入等体积乙酸乙酯(5 mL)充分萃

取，取有机层 1 mL 于 EP 管中，加入无水 Na2SO4

进行干燥、离心，移取干燥后的有机层 300 μL，

并加入 300 μL HPLC级异丙醇进行正相 HPLC
分析。根据正相液相色谱图的底物及产物的峰

面积，计算产率。核磁共振 1H NMR、13C NMR
鉴定产物结构式，使用 CDCl3 作为溶剂，四甲基

硅烷(tetramethylsilane, TMS)作为内标物质。 

1.4  底物和产物的分析 
底物和产物通过文献报道的 HPLC 方法进

行分析(表 1，流速：0.8 mL/min；波长：254 nm；

手性柱：Chiralpak OJ-H，4.6 mm×250 mm)[24]，

因产物 2-取代喹啉类化合物均是已知化合物，

本研究中只对化合物 2a 进行了核磁共振表征。 
 

表 1  化合物的分析条件 
Table 1  Analysis conditions of compounds 
Compounds Hexane/i-PrOH tminor (min) tmajor (min) 

1a 90/10 13.0 14.3 
1b 95/5 15.3 17.8 
1c 95/5 12.7 16.0 
1d 95/5 11.0 12.9 
1e 95/5 10.0 10.3 
1f 95/5 9.7 13.3 
1g 95/5 11.9 13.3 

2  结果与分析 
生物酶的催化活性受底物浓度的影响，

高的底物浓度对生物酶具有毒副作用，因此

将模板底物 2-甲基四氢喹啉(1a)的浓度设定为

2 mmol/L。此外，菌株在自身的生长代谢过程

中会因代谢产物的积累，导致整个生长微环境

发生变化，不利于生物酶的催化活性，因此选

择 50mmol/L、pH 7.0 的 KH2PO4 和 Na2HPO4 磷

酸盐缓冲溶液(phosphate buffered saline, PBS)
作为反应介质来调节催化体系的 pH。以此为催

化反应体系进行菌库中菌株的筛选，采用高效

液相色谱(HPLC)进行反应结果检测，其筛选结

果见图 3 和表 2。对筛选结果进行分析，发现

6 株菌株(P. monteilii ZMU-T01、P. monteilii 
ZMU-T06、P. monteilii ZMU-T07、P. monteilii 
ZMU-T11、P. monteilii ZMU-T13、P. monteilii 
ZMU-T16)对模板底物具有较好的生物催化活

性，其中 P. monteilii ZMU-T06 转化 2-甲基四

氢喹啉具有最高产率，因此选择 P. monteilii 
ZMU-T06 菌株作为生物催化剂进行生物转化

条件的优化。其优化结果见表 3。 
由于蛋白质表面离子化侧链的存在，蛋白

质带净电荷，反应体系的 pH 值会影响蛋白质

表面电荷的分布以及其空间结构的变化，蛋白

质分之间的相互作用也受到反应体系 pH 的调

控，所以反应体系的 pH 值在生物催化中是影

响催化效果的关键因素之一。因此，配制不同

pH 的 PBS 缓冲溶液去考察对催化反应的影 
 

 
 

图 3  生物催化剂筛选的模板反应 
Figure 3  Template reaction for biocatalyst 
screening. 

 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

292 

表 2  催化 2-甲基四氢喹啉脱氢芳构化生物催化剂的筛选 
Table 2  Screening for biocatalysts to catalyze dehydroaromatization of 2-methyltetrahydroquinoline 
Strainsa Yield of  

2a (%)b 
e.e. value of 
(R)-1a (%) 

Strains Yield of 
2a (%) 

e.e. value of 
(R)-1a (%) 

P. monteilii ZMU-T01 30.2 43.3 P. monteilii ZMU-T11 32.7 48.6 
P. monteilii ZMU-T02 14.3 16.7 P. monteilii ZMU-T12 13.6 16.0 
P. monteilii ZMU-T03 12.0 14.0 P. monteilii ZMU-T13 35.2 55.2 
P. monteilii ZMU-T04 24.1 31.5 P. monteilii ZMU-T14 13.1 15.4 
P. monteilii ZMU-T05 15.4 18.0 P. monteilii ZMU-T15 7.5 9.0 
P. monteilii ZMU-T06 37.2 59.4 P. monteilii ZMU-T16 33.9 51.3 
P. monteilii ZMU-T07 32.8 49.0 P. monteilii ZMU-T17 28.6 40.1 
P. monteilii ZMU-T08 15.5 18.6 P. monteilii ZMU-T18 25.2 33.8 
P. monteilii ZMU-T09 26.4 36.0 P. monteilii ZMU-T19 17.6 21.5 
P. monteilii ZMU-T10 12.3 14.0 P. monteilii ZMU-T20 0.0 0.0 
a: Unless otherwise noted, mixtures of (rac)-1a (5.0 mmol/L), cell suspension (10.0 g dcw/L), Na2HPO4-KH2PO4 buffer       
(50 mmol/L, pH=7.0) in 5.0 mL reaction system were shaken at 250 r/min at 30 ℃ for 24 h. b: The yield of 2a: Y=A2a/At2a×100%, 
A2a represents the peak area of generated 2a, At2a represents the peak area of the theoretically generated 2a, all peak areas were 
determined by HPLC analysis. 

 
表 3  生物催化的反应条件优化 
Table 3  Optimization of reaction conditions for biocatalysis 
pHa Substrate concentration (mmol/L) Cell density (g DCW/L) Yield of 2a (%)b e.e. value of (R)-1a (%) 
5.0 2.0 30.0 37.2 59.0 
6.0 2.0 30.0 37.3 59.2 
7.0 2.0 30.0 37.4 59.3 
8.0 2.0 30.0 41.5 71.0 
9.0 2.0 30.0 39.2 64.5 
8.0 4.0 30.0 45.1 82.2 
8.0 6.0 30.0 46.1 85.0 
8.0 8.0 30.0 44.3 79.5 
8.0 10.0 30.0 44.5 80.2 
8.0 10.0 50.0 47.6 91.0 
8.0 10.0 70.0 45.2 82.5 
a: Unless otherwise noted, mixtures of (rac)-1a (different substrate concentration), cell density (different cell densities), 
Na2HPO4-KH2PO4 buffer (50 mmol/L with different pH) in 5.0 mL reaction system was shaken at 250 r/min at 30 ℃ for 24 h.   
b: The yield of 2a: Y=A2a/At2a×100%, A2a represents the peak area of generated 2a, At2a represents the peak area of the 
theoretically generated 2a, all peak areas were determined by HPLC analysis. dcw: Dry cell weight. 

 
响，其催化结果如表 3 所示。实验结果表明，

当 pH 值从 5.0 到 8.0 时，菌株对 2-甲基四氢喹

啉氧化脱氢的产率不断提高，当 pH 值为 9.0 时，

菌株的催化效率下降，最终筛选获得反应体系

的最优 pH 为 8.0。 
为了以后适应工业化的生产，提高反应底

物的浓度具有一定的实际意义，但是不同的生

物催化剂对底物的耐受能力也有差异，获得高

耐受性的生物催化剂具有一定的难度，这也

是限制大多数生物催化反应进行工业化应用

的关键因素。在反应底物浓度优化的过程中

(表 3)，发现生物催化剂的浓度为 30.0 g/L 细胞干

重(dry cell weight, dcw)时，催化 10.0 mmol/L 化

合物 2a 的产率为 47.6%。为了进一步提高化合
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物 2a 的产率，将底物浓度设定为 10.0 mmol/L，
对生物催化剂的浓度进行了优化，结果表明，

随着生物催化剂浓度的增加，化合物 2a 的产

率有一定的提高，但是生物催化剂浓度达到

50.0 g DCW/L 后，继续增加其浓度，化合物 2a
的产率下降，可能的原因是生物催化剂的增加

导致反应过程中溶氧下降及传质效率下降导致

酶的催化效率降低。因此，将整细胞浓度设定

为 50.0 g DCW/L。 
基于前期生物催化反应条件的优化，对

P. monteilii ZMU-T06 的催化底物谱进行了表

征，主要考察了 2-取代四氢喹啉类底物(1b–1j)，
其催化结果见图 4 和表 4。当 R2 取代基为甲基、

乙基和正丁基时，其获得产率为 47.6%–48.0%，

当 R2 取代基为正丙基、异丙基、异丁基、烯丙

基和环丙基时，其获得产率达到 48.0%左右，

当 R1 取代基为甲基和甲氧基，R2 取代基为甲基

时，P. monteilii ZMU-T06 对这两种底物没有催

化活性，推测原因是该类底物在 P. monteilii 
ZMU-T06 的活性口袋中无催化模式的结合。此

外，本研究还对四氢异喹啉进行了测试，但是没

有检测到活性。综上所述，P. monteilii ZMU-T06
催化 2-取代四氢喹啉类脱氢芳构化具有较好的

普适性。其中 2-甲基喹啉(2a)的表征为金黄色

液体，其核磁结果如表 5 所示。 
 

 
 

图 4  P. monteilii ZMU-T06 催化底物谱的考察 
Figure 4  Investigation of substrate scope 
catalyzed by P. monteilii ZMU-T06. 

 
表 4  P. monteilii ZMU-T06 催化 2-取代四氢喹啉类底物谱的考察 
Table 4  Substrate scope for biocatalytic oxidative dehydroaromatization of 2-substituted THQ using      
P. monteilii ZMU-T06 
Entrya (rac)-1 Yield of 2 (%)b e.e. value of (R/S)-1 (%) 
1 R1=Me, R2=H (1a) 2a/47.6 (R)-1a/91.0 
2 R1=Et, R2=H (1b) 2b/47.2 (R)-1b/89.4 
3 R1=n-Pr, R2=H (1c) 2c/48.1 (R)-1c/92.7 
4 R1=n-Bu, R2=H (1d) 2d/48.0 (R)-1d/92.0 
5 R1=i-Pr, R2=H (1e) 2e/48.4 (S)-1e/93.8 
6 R1=i-Bu, R2=H (1f) 2f/48.0 (S)-1f/92.0 
7 R1=allyl, R2=H (1g) 2g/47.4 (S)-1g/90.0 
8 R1=cyclopropyl, R2=H (1h) 2h/45.7 (S)-1h/84.3 
a: Unless otherwise noted, mixtures of (rac)-1a (10.0 mmol/L), cell density (50.0 g dcw/L), Na2HPO4-KH2PO4 buffer (50 mmol/L, 
pH 8.0) in 5.0 mL reaction system were shaken at 250 r/min at 30 °C for 24 h. b: The yield of 2a: Y=A2a/At2a×100%, A2a 
represents the peak area of generated 2a, At2a represents the peak area of the theoretically generated 2a, all peak areas were 
determined by HPLC analysis. 

 
表 5  2-甲基喹啉的表征数据 
Table 5  Characterization data of 2-methyl-quinoline 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 13C NMR (100 MHz, CDCl3) HRMS (ESI-TOF) m/z: 

calcd. for C10H10N 
δ 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.64-7.68  
(m, 1H), 7.44-7.47 (m, 1H), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 2.73 (s, 3H) 

δ 25.4, 122.1, 125.8, 126.5, 127.6, 
128.6, 129.5, 136.3, 147.8, 159.0 

[M+H]+: 144.080 8; 
found: 144.081 3. 

NMR: Nuclear magnetic resonance spectroscopy, HRMS: High-resolution mass spectrometry, ESI-TOF: Electrospray 
ionization time-of-flight mass spectrometry. 
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通过对 P. monteilii ZMU-T06 生物催化 2-
甲基四氢喹啉的反应监测，发现在生物转化的

过程中，伴随着喹啉(2a)和(R)-1a 的生成，而没

有产生其他副产物。通过查阅文献[25]，推测其

可能的催化机理为：(S)-1a 被氧化脱氢生成亚

胺，再进一步脱氢芳构化生成喹啉，反应机理

如图 5 所示。  
 

 
 

图 5  生物催化 2-取代四氢喹啉氧化脱氢芳构化

的可能机理 
Figure 5  Proposed mechanism of biocatalytic 
oxidative dehydroaromatization of 2-substituted 
THQ. 

 

3  讨论与结论 
为了建立高效合成 2-取代喹啉类化合物的

催化体系，本研究筛选了课题组的蒙氏假单胞

菌菌库，其中 P. monteilii ZMU-T06 表现出较优

的催化性能。从催化条件优化结果中，发现   
P. monteilii ZMU-T06 在偏碱性(pH 8.0)的反应

体系表现出最佳的催化活性。为了提高催化底

物浓度进而增加催化剂的量，但是其催化产率

没有明显的提高，可能是野生型菌株的催化活

性低，后续可以利用分子生物学技术进行其基

因工程菌的构建和改造以提高催化活性。通过

对 P. monteilii ZMU-T06 催化底物谱的考察，发

现其催化的底物类型主要为 2-烷基四氢喹啉，

而对于四氢异喹啉无催化活性，后续可以构建和

改造其基因工程菌以扩展催化底物谱。 
综上所述，本研究通过对实验室菌库进行

筛选获得了高效催化 2-取代四氢喹啉类化合

物氧化脱氢芳构化的生物催化剂 P. monteilii 
ZMU-T06；对其催化条件进行了优化和底物谱

进行了考察，以 45.7%–48.4%的产率获得一系

列 2-取代喹啉类化合物，并推测了其可能的催

化机理。本研究为高效合成 2-取代喹啉类化合

物提供了新的绿色合成方法。 
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