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摘  要 : 立体选择性水解 2-羧乙基 -3-氰基 -5-甲基己酸乙酯  (CNDE) 是化学 -酶法合成重大疾病治疗药

物普瑞巴林的关键步骤。分离纯化了能够高效水解 S-型 CNDE 的摩氏摩根菌 ZJB-09203 胞内酯水解酶，

并进行酶学性质研究。采用硫酸铵分级沉淀、Phenyl Sepharose 6 FF 疏水柱层析、DEAE Sephadex A-50 阴

离子交换和羟基磷灰石 Bio-Scale CHT 层析，纯化得到电泳纯的酯水解酶。SDS-PAGE 和凝胶过滤 HPLC

分析确定该酶为单亚基蛋白，分子量为 68 kDa。不同碳链长度 p-硝基苯酚酯特异性酶解结果表明，该酶

为酯酶，酶促合成普瑞巴林手性中间体 (S)-2-羧乙基 -3-氰基 -5-甲基己酸的最适  pH 为 9.0，最适温度为

45 ℃，且在  pH 7.0−9.0 和 40 ℃条件下具有良好的稳定性。Ca2+、Cu2+、Mn2+对酶活有一定的促进作

用，Co2+、Fe3+、Ni2+及 EDTA 对酶活有较强的抑制作用。此外，考察了该酯酶水解 p-硝基苯酚酯的动

力学参数，及 CNDE 浓度对转化率的影响。首次报道了能够立体选择性水解 CNDE 的酯酶，相关酶学性

质研究将为该酶催化合成普瑞巴林手性中间体的工业化应用提供重要依据。  

关键词 : 摩氏摩根菌，酯酶，分离纯化，酶学性质， (S)-2-羧乙基 -3-氰基 -5-甲基己酸  

 

 

工业酶改造与应用
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Abstract:  Enantioselective hydrolysis of 2-carboxyethyl-3-cyano-5-methylhexanoic acid (CNDE) is the key step in 

chemoenzymatic synthesis of pregabalin. We purified an intracellular carboxyl esterase from Morganella morganii 

ZJB-09203, which exhibited high enantioselectivity and activity towards CNDE. The carboxyl esterase was purified to 

electrophoretic homogeneity by ammonium sulfate fraction precipitation, Phenyl Sepharose 6 FF hydrophobic interaction 

chromatography, anion exchange with DEAE Sephadex A-50 and Bio-Scale CHT column. The purified enzyme was a 

monomer with molecular mass of 68 kDa determined by SDS-PAGE and gel chromatography. Substrate specificity of the 

enzyme towards p-nitrophenyl esters suggested that the purified enzyme was an esterase. The optimal reaction pH for 

CNDE hydrolysis was 9.0, and optimal temperature was 45 . T℃ he esterase was stable between pH 7.0 and 9.0, and at   

40 ℃. The enzyme activity was enhanced by Ca2+, Cu2+ and Mn2+, whereas strongly inhibited by Co2+, Fe3+, Ni2+ and 

EDTA. Meanwhile, we investigated the kinetic parameters of the esterase towards p-nitrophenyl esters and effect of CNDE 

concentration on conversion.The present study reported the esterase capable of stereospecific hydrolysis of CNDE for the 

first time. Our research will provide foundations for industrial production of Pregabalin using the new biocatalyst. 

Keywords:  Morgarella morganii, esterase, purification, enzyme characteristics, (S)-2-carboxyethyl-3-cyano-5-methylhexanoic acid 

普瑞巴林  (Pregabalin)，化学名  (S)-(+)-3-

氨甲基-5-甲基己酸，是抑制性神经递质γ-氨基

丁酸 (GABA) 的3位异丁基取代物，属钙离子

通道调节剂[1]。普瑞巴林于2005年9月以商品名

“Lyrica”首次在美国上市，目前已成为全球增

长 快的药物之一[2]，被国际疼痛学会 (IASP)、

欧洲神经病理学会联盟 (EFNS) 和英国国立卫

生与临床研究所 (NICE) 等多个国际权威指南

推荐为治疗神经病理性疼痛的一线药物[3-5]。美

国辉瑞公司 新年报显示，Lyrica® 2012年全球

销售额高达41.6亿美元[6]。 

由于普瑞巴林广阔的市场前景，其规模化

不对称合成技术成为制药工程研究的热点，合

成新方法不断涌现[7]。其中，辉瑞公司引入脂肪

酶手性生物催化开发成功的化学-酶法工艺是目

前 高效的普瑞巴林生产方法[8]。与第一代全化

学合成工艺相比，新一代化学-酶法通过拆分步

骤前移、无效单体回用和原位脱羧等技术使环

境因子 (E factor) 由86降至8[9]，大幅减少了原

料消耗和“三废”排放。该新工艺的核心是获得能

够立体选择性水解rac-2-羧乙基-3-氰基-5-甲基

己酸乙酯 (CNDE) 生成 (3S)-2-羧乙基-3-氰基-5-

甲基己酸的水解酶。辉瑞公司规模化生产所用

水解酶为诺维信商品化脂肪酶Lipolase®，生产

成本高，且已申请专利保护[10]。因此，开发具

有自主知识产权、能够高效拆分CNDE的新酶源

成为普瑞巴林酶法合成的关键。 

本实验室经前期大量筛选，首次报道了能
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够高效对映选择性拆分CNDE的摩氏摩根菌

Morgarella morganii ZJB-09203 [11]。文中主要对

M. morganii ZJB-09203产生的酯水解酶进行分

离纯化和酶学性质研究，为今后酶分子改造提

高催化效率和工业化应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器 

标准牛血清清蛋白 (Sigma 公司)；rac-2-羧

乙基-3-氰基-5-甲基己酸乙酯、(3S)-2-羧乙基-3-

氰基-5-甲基己酸 (浙江某医药公司馈赠)；不同

碳链长度对硝基苯酯 C2 (p-NP acetate)、C4 

(p-NP butyrate)、C6 (p-NP hexanoate)、C10 (p-NP 

decanoate) 、 C12 (p-NP laurate) 、 C16 (p-NP 

palmitate)(J&K Chemical)；Phenyl Sepharose 6 

FF 和 DEAE Sephadex A-50 (GE 公司)；其他常

用试剂均为市售分析纯。Agilent 7890 气相色谱

仪 (美国安捷伦公司)；GC-14C 气相色谱仪 (日

本岛津 ) ；超滤浓缩管  (MWCO 10 kDa ， 

Millipore 公司)；Microfuge 22R 高速冷冻离心机

(BECKMAN公司)；5 mL Bio-Scale CHT预装柱、

Mini-Protein Ⅱ电泳仪型、BioLogic LP 低压层析

系统和凝胶成相仪 (Bio-Rad 公司)。 

1.1.2  菌种 

摩氏摩根菌 M. morganii ZJB-09203 由本实验

室分离并鉴定[11]，并保藏于中国典型培养物保藏

中心，保藏编号：CCTCC No. M 2011175。 

1.2  培养基及培养条件 

1) 斜面培养基：牛肉膏蛋白胨培养基，   

30 ℃培养 24 h；2) 种子培养基(W/V)：1.0%葡

萄糖， 0.3%牛肉膏， 0.01% Fe2(SO4)3， 0.1% 

Na2HPO4，30 ℃、180 r/min 培养 24 h；3) 发酵培

养基(W/V)：1.5%葡萄糖，0.7%牛肉膏，0.01% 

Fe2(SO4)3，1.0%吐温80，0.1% Na2HPO4，30 ℃、

180 r/min 培养 36 h。 

1.3  酶活测定和蛋白质浓度测定 

在 体 系 中 加 入 1 mL Tris-HCl 缓 冲 液      

(50 mmol/L，pH 9.0)和970 μL酶液，置于40 ℃保

温10 min，加入30 μL CNDE (终浓度 50 mmol/L)，

40 ℃下150 r/min振荡反应60 min，用50 μL      

1 mol/L HCl终止反应。气相色谱法检测2-羧乙基-3-

氰基-5-甲基己酸生成量。酶活力的定义为：在上

述条件下，每分钟生成 1 μmol (3S)-2-羧乙基-3-

氰基-5-甲基己酸所需酶量定义为一个酶活力单位

(U)。蛋白质浓度定量分析采用Bradford法。 

1.4  底物、产物含量与光学纯度的检测方法 

底物、产物含量用气相色谱 Agilent 7890 测

定，色谱柱类型：HP-5 弱极性色谱柱(30 m×  

0.32 mm×0.25 μm)，初始柱温 130 ℃，以 5 ℃/min

程序升温至 165 ℃，载气为氮气，载气流量   

1.0 mL/min，进样量 1 μL，分流比 50∶1，检测

器及进样口温度均为 250 ℃。 

底物、产物光学纯度 (eeS、eeP) 用气相色

谱 GC-14C 测定，色谱柱类型：Chiraldex G-TA 

(30 m×0.25 mm×0.25 μm)，柱温 135 ℃，载气为

氦气，流量为 1.0 mL/min，进样量 1 μL，分流

比 40∶1，检测器及进样口温度均为 220 ℃。产

物和底物各异构体的保留时间分别为：(3S)-2-

羧乙基-3-氰基-5-甲基己酸 10.8 min，(3R)-2-羧

乙基-3-氰基-5-甲基己酸 11.7 min；(R)-CNDE 

38.2 min，(S)-CNDE 39.2 min。 
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1.5  摩氏摩根菌酯水解酶的分离纯化 

1.5.1  粗酶液的制备 

发酵液于4 ℃离心 (12 000 r/min，10 min) 

收集菌体，重悬于一定量的Tris-HCl 缓冲液 

(50 mmol/L，pH 8.0) 中，在冰浴条件下超声破

碎菌体 (破碎功率300 W，工作1 s，停1 s)，破

碎液冰浴中静置0.5 h，以利于酶的进一步释放。

12 000 r/min离心15 min，收集上清液得粗酶液，

记为酶液Ⅰ。 

1.5.2  硫酸铵分级沉淀 

将研细的固体硫酸铵加入到粗酶液中，调

至不同的饱和度 (20%−80%) ，0 ℃冰浴下静置

4 h，4 ℃、15 000 r/min 离心 10 min，分离上清

与沉淀，沉淀用 Tris-HCl 缓冲液 (50 mmol/L，

pH 8.0) 复溶，并进行蛋白浓度和活性测定，确

定 优盐析条件。 

1.5.3  Phenyl Sepharose 6 FF 疏水层析 

硫酸铵盐析得到的沉淀用 Tris-HCl 缓冲液 

(50 mmol/L，pH 8.0) 溶解后记为酶液Ⅱ。上样

于 Phenyl Sepharose 6 FF 疏水层析柱，然后用

缓冲液 buffer A：pH 8.0 PBS (含有 1.8 mol/L 硫

酸铵) 平衡，再用低盐缓冲液洗脱。所用的低盐

缓冲依次有缓冲液 B：PBS (50 mmol/L，pH 8.0) 

以及缓冲液 C: Tris-HCl  (50 mmol/L，pH 8.0)，

缓冲液 D 为纯水。采用梯度洗脱，收集的酶活

集中部分，记为酶液Ⅲ。 

1.5.4  DEAE Sephadex A-50 阴离子交换 

将收集的酶液Ⅲ进行 DEAE 阴离子交换层

析分离，首先用低盐的缓冲液 A (50 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0) 平衡，上样后再用高盐的缓

冲液 B (缓冲液 A + 1 mol/L NaCl) 洗脱。洗脱

时采用分步洗脱，洗脱缓冲液分别是含 0、0.05、

0.1、0.2 和 1.0 mol/L NaCl。每部分洗脱液体积

为 3−5 个柱体积。检测各洗脱液的蛋白浓度及

酶活，并将有活性的洗脱液混合，记为酶液Ⅳ。 

1.5.5  羟基磷灰石 Bio-Scale CHT 层析 

酶液Ⅳ透析脱盐后进行羟基磷灰石层析，

首先采用磷酸钾缓冲液(20 mmol/L，pH 8.0)平

衡，再用浓度为 0.5 mol/L 的缓冲液 (pH 8.0) 梯

度洗脱，收集检测有活力的部分，记为酶液Ⅴ。 

1.6  分离纯化效果和蛋白分子量检测 

采用 12% SDS-PAGE，蛋白质用考马斯亮

蓝 R-250 染色，用于检测目的蛋白的纯化效果

及测定蛋白表观分子量。 

蛋白分子量的测定采用高效液相色谱凝胶

过滤层析法测定。Shimadzu LC-10Avp HPLC 液

相系统，色谱柱为 UtrahydrogelTM 250 水相凝胶

柱 (7.8 cm×30 cm, 6 μm)。流动相为纯净水，流

速 0.5 mL/min，检测波长 280 nm。根据酶蛋白

与其他标准蛋白保留时间关系计算分子量。所用

标准蛋白及其分子量为：磷酸化酶 B (97.2 kDa)，

牛血清蛋白 (66.4 kDa)，卵清蛋白 (43.0 kDa)，碳

酸酐酶 (30.0 kDa)，胰蛋白酶抑制剂 (20.1 kDa) 

和 α-乳清蛋白 (14.4 kDa)。 

1.7  酶学性质研究 

1.7.1  底物特异性 

以不同碳链长度的p-硝基苯酚酯为底物，对

纯化的酯水解酶进行底物谱研究。反应体系为：

对硝基苯 酚酯与乙醇的混合溶液 80 μL ，

Tris-HCl 缓冲液 (pH 8.0，50 mmol/L) 1 720 μL，

纯化后的酶液200 μL。对照组用200 μL Tris-HCl 

缓冲液 (pH 8.0，50 mmol/L) 代替酶液。室温

下反应5 min，测定405 nm吸光值变化，每组实

验重复3次，计算平均值及标准偏差。 
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1.7.2  酶的 适反应 pH 及 pH 稳定性 

1) 适反应 pH：分别在pH 5.0–7.0 的  50 

mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲液，pH 7.5–9.0的

50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液和pH 9.0–10.0 的50 

mmol/L Gly-NaOH 缓冲液中， 40 ℃下测定酶活

力和 eeP ，考察纯酶的 适pH。 2) pH 稳定性：

将酶液置于不同pH (5.0–10.0) 的缓冲液中于4  ℃

放置24 h，然后于 适pH条件下测定其对应残

留酶活力。以活力 高值为100%，计算相对   

活力。 

1.7.3  酶的 适反应温度及热稳定性 

1) 适反应温度：在酶的 适反应 pH 条

件下，分别测定纯酶在 30 ℃–60  ℃ 的酶活力，

通过酶活力和 eeP 考察酶的 适反应温度。2)热

稳定性：在 50 mmol/L Na2HPO4-NaH2PO4 缓冲

液 (pH 8.5) 中，将酶液分别置于 40 ℃、45 ℃、

50 ℃保温，在不同时间分别取样并在 适温度

下测定其相应的残留酶活力，以活力 高值为

100%，考察酶的热稳定性。 

1.7.4  金属离子对酶活力的影响 

在反应体系中分别加入终浓度为 5 mmol/L 的

Fe3+、Co2+、Cu2+、Zn2+、Mn2+、Ca2+、Ni2+、Ba2+、

Mg2+、Li+、Al3+和 EDTA，在 40 ℃下反应 60 min

测定酶活和 eeP，考察金属离子对酶活的影响。 

1.7.5  摩氏摩根菌酯酶的动力学参数测定 

在40 ℃下，测定酯酶的反应初速度，利用

Lineweaver-Burk 双倒数作图法求出该酶的Km

值及Vmax。将不同浓度的p-硝基苯酚酯乙醇溶液

加入Tris-HCl缓冲液 (pH 8.0, 50 mmol/L) 中，

其中乙醇 终体积分数4%，对硝基苯酚酯终浓

度范围为0.01−0.25 mmol/L。 

2  结果与分析 

2.1  摩氏摩根菌酯水解酶的分离纯化 

酯酶经35%和65%的饱和硫酸铵分级沉淀、

Phenyl Sepharose 6 FF 疏 水 层 析 、 DEAE 

Sephadex A-50 阴离子交换和Bio-Scale CHT层

析后，分离得到能够对映选择性水解CNDE的水

解酶。纯化后，该酶比活力由0.18 U/mg提高到

15.61 U/mg，纯化倍数为86.7倍，回收率为6.5% 

(表1)。SDS-PAGE结果 (图1) 表明，纯化后的

酶蛋白为单一条带，说明得到了电泳纯目标蛋

白，其表观分子量约为 72 kDa。进一步利用凝

胶过滤HPLC测定了该酶的分子量。该酶蛋白的

保留时间为14.4 min (图2)，根据蛋白质分子量

标准曲线回归方程，算得其分子量为68.0 kDa。

同时结合SDS-PAGE结果，表明该酶为单亚基

酶，亚基分子量为68.0 kDa。 

表 1  M. morganii ZJB-09203 酯水解酶的纯化 

Table 1  Purification of carboxyl esterase from M. morganii ZJB-09203 

Purification step Protein (mg) Activity (U) Specific activity (U/mg) Yield (%) Purification (fold)

Crude enzyme 200.0 35.6 0.18 100.0 1.0 

(NH4)2SO4 precipitation 71.8 21.4 0.30 60.0 1.7 

Phenyl Sepharose 6 FF 11.8 14.9 1.26 41.8 7.0 

DEAE Sephadex A-50 2.1 9.7 4.56 27.0 25.3 

Bio-Scale CHT 0.1 2.3 15.61 6.5 86.7 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  January 25, 2014  Vol.30  No.1 

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

134 

 

 

 
图 1  M. morganii ZJB-09203酯水解酶的SDS-PAGE 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of purified carboxyl 
estersase from Morgarella morganii ZJB-09203. 1: 

protein marker; 2: concentrated purified enzyme. 

 

 
 
 

图 2  纯化后 M. morganii ZJB-09203 酯水解酶的液

相谱图 

Fig. 2  HPLC chromatograms of the purified enzyme. 

2.2  摩氏摩根菌酯水解酶的底物特异性 

由于脂肪酶和酯酶均可能水解 CNDE 酯

键。脂肪酶和酯酶的显著区别在于偏好底物的

链长不一致：脂肪酶偏向于水解碳链较长的酯

类 (>10 个碳原子)，而酯酶偏好水解碳链较短

的酯类(<10 个碳原子)[12]。为了确定 M. morganii 

ZJB-09203 酯水解酶类型，考察了该酶对不同碳

链长度 p-硝基苯酚酯的活性，如图 3 所示。该

酶与枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis RRL1789 酯

酶[13]表现出类似的底物偏好性，对碳链较短底

物 (C4，C6) 的酶活较高，而对碳链较长酯类 

(C10，C12，C16) 的活力明显下降，对 p-硝基

苯酚棕榈酸酯 (C16) 的活力仅为对 p-硝基苯酚

己酸酯的 1%。据此可推断该酯水解酶为酯酶。 

2.3  酯酶酶学性质  

2.3.1  酯酶 适反应 pH 及 pH 稳定性  

1) 适反应 pH：pH 对酯酶活力影响结果

见图 4A。该酶在 pH 8.5–9.5 酶活力较好，当 

 

 
 

图 3  M. morganii ZJB-09203酯水解酶的底物特异性 

Fig. 3  Substrate specificity of the carboxyl esterase 
from M. morganii ZJB-09203. The activity towards 
p-nitrophenyl hexanoate was taken as 100%. 
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图 4  pH 对酯酶活力 (A) 及稳定性 (B) 的影响 

Fig. 4  Effect of pH on the activity (A) and stability (B) of esterase from M. morganii ZJB-09203. 

 
 

pH＜8.0 或 pH＞9.5 时酶活力下降。以磷酸盐

和 Tris-HCl 缓冲液为反应体系时，产物光学纯

度较高，而改用 Gly-NaOH 缓冲液时，eeP 下降

至 90%以下。pH 稳定性实验结果见图 4B，该

酯酶在 pH 8.0–9.0、4 ℃下放置 24 h 保持原活力

的 94%左右。而当 pH＜8.0 或 pH＞9.0 时酶活

力损失较大。 

2.3.2  酯酶的 适反应温度及热稳定性 

1) 适反应温度：酶反应 适温度测定结

果表明，该酯酶在 40 ℃–45 ℃间具有较高活力，

适温度为 45 (℃ 图 5A)。2) 热稳定性：酶的

热稳定性实验结果表明，当温度低于 40 ℃时，

酯酶稳定性良好。在 40 ℃保温 30 min，仍保存

91.8%活力。但在 45 ℃、50 ℃保温 30 min 后，

其酶活损失分别达到 34.6%和 69.5% (图 5B)。 

2.3.3 金属离子及 EDTA 对酶活力的影响  

金属离子及EDTA 对酶活力影响的实验结

果见表2。Ca2+、Mn2+和Cu2+对酶活力有一定的

激活作用，酶活力分别提高到 112.1%、117.9%

和111.7%。Co2+、Fe3+、Ni2+、Zn2+和Ba2+对酶

活力均有一定的抑制作用，其中Co2+、Fe3+、Ni2+ 

有强烈的抑制作用，分别抑制了约  33.3%、

29.6%和30.5%的酶活力。添加EDTA后，酶活降

为原来的69.1%。 

2.3.4  M. morganii ZJB-09203 酯酶水解动力学

参数 

根据米氏方程，采用双倒数作图法，绘制

该酯酶对 p-硝基苯酚丁酸酯、己酸酯、癸酸酯 

 

表 2  金属离子和 EDTA 对酯酶活力的影响 

Table 2  Effect of mental ions and EDTA on 
esterase activity 

Chemical
Relative 

activity (%)
Chemical 

Relative 
activity (%)

Control 100.0 Co2+ 66.7 

EDTA 69.1 Fe3+ 70.4 

Ca2+ 112.1 Ni2+ 69.5 

Al3+ 96.5 Zn2+ 85.5 

Mn2+ 117.9 Ba2+ 92.9 

Li+ 99.6 Cu2+ 111.7 

Mg2+ 102.4   
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图 5  温度对酯酶酶活和稳定性的影响 

Fig. 5  Effect of temperature on the activity (A) and stability (B) of esterase. 
 

和月桂酸酯的动力学曲线，并分别计算其动力

学参数 (表 3)。实验结果表明，该酯酶对 4 种

底物的亲和力大小是：C6 > C10 > C4 > C12。 

2.3.5  M. morganii ZJB-09203 酯酶催化 CNDE

立体选择性水解 

M. morganii ZJB-09203 酯酶催化不同浓度

CNDE 水解进程见图 6。当底物浓度分别为   

30 mmol/L 和 60 mmol/L 时，转化率在 3 h 和 6 h

即达到 45%以上。但随着 CNDE 浓度的继续增

加，转化率呈下降趋势。200 mmol/L 底物浓度

下，反应时间延长至 24 h，转化率仅为 31%。

在前期 M. morganii ZJB-09203 全细胞催化

CNDE 水解中，也观察到高底物浓度下由产物

引起的抑制现象[11]。向反应体系中添加 Ca2+、 
 

表 3  M. morganii ZJB-09203 酯酶的动力学参数 

Table 3  Kinetic constants of M. morganii ZJB-09203 

esterase 

Substrates Km (mmol/L) Vmax (U/mg)

p-NP butyrate (C4) 0.124 59.2 

p-NP hexanoate (C6) 0.059 65.4 

p-NP decanoate (C10) 0.062 41.5 

p-NP laurate (C12) 0.133 22.8 

 
 

图 6  M. morganii ZJB-09203 酯酶催化不同浓度

CNDE 水解 
Fig. 6  Time courses of CNDE hydrolysis at different 
concentrations catalyzed by M. morganii ZJB-09203 
esterase. 

 
Zn2+等二价金属离子与产物形成络合物[8]或加入

大孔吸附树脂进行原位分离[11]可显著解除底物

抑制现象。 

3  结论 

新酶源的发现是生物催化工艺开发至为关

键的第一步。在普瑞巴林化学-酶法工艺开发过
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程中，辉瑞公司筛选了大量商品化水解酶[10]，

发 现 疏 绵 状 嗜 热 丝 孢 菌 Thermonyces 

lanuginosus 脂肪酶 (商品名 Lipolase ®) 和德式

根霉 Rhizopus delemar 脂肪酶对 CNDE 具有优

良的 S-立体选择性 (E>200) ，而商品化酯酶(如

pig liver esterase 和 cholesterol esterase)基本无选

择 性  (E=2) [8] 。 除 笔 者 课 题 组 发 现 的 M. 

morganii ZJB-09203 酯水解酶外，能够对映选择

性水解 S -型 CNDE 的非商品化生物催化剂迄今

未见报道。因此，对 M. morganii ZJB-09203 产

生的酯水解酶进行分离纯化和酶学性质研究，

对于建立具有自主知识产权的普瑞巴林化学-酶

法工艺和实现工业应用具有一定的意义。 

本文首先通过硫酸铵沉淀和3步柱层析，首次

分离纯化了摩氏摩根菌酯水解酶，获得了电泳纯

酶，并利用凝胶过滤HPLC测定其分子量为     

68 kDa。该酶水解CNDE的比活力达到15.6 U/mg。

酯水解酶对不同碳链长度对硝基苯酚酯底物的偏

好性是区分脂肪酶和酯酶的重要依据[14-15]，通过

纯 酶 底 物 特 异 性 分 析 ， 确 定 M. morganii 

ZJB-09203选择性水解CNDE的酶为酯酶。 

酶学性质研究表明，该酯酶 适pH范围为

8.5−9.5， 适温度范围为40 ℃−45 ℃。与沃氏

不动杆菌Acinetobacter lwoffii 16C-1酯酶类似[16]，

该酶在 pH 7.0−9.0和低于40 ℃时具有良好的稳

定性。金属离子对不同微生物源酯酶的活性影

响不一，如扩展短杆菌Brevibacterium linens 

ATCC 9174酯酶受多种二价金属离子的抑制[17]；

Micrococcus sp. YGJ1酯酶受Hg2+、Cu2+强烈抑

制，而Fe3+、Ni2+、Co2+等对其无显著影响[18]；

Mn2+对活性污泥宏基因组来源酯酶EstAS具有

较强激活作用，但受Cu2+的抑制[19]。在实验中

我们发现，Ca2+、Cu2+、Mn2+对该酯酶活性有一

定的促进作用，而Co2+、Fe3+、Ni2+、Zn2+ 和Ba2+

对酶活有不同程度的抑制作用。与地芽胞杆菌

Geobacillus sp. HBB-4[20]和A. lwoffii 16C-1[16]酯

酶类似，该酶受EDTA抑制，说明金属离子对酶

活具有一定的激活作用，其机理有待进一步  

研究。 

酯酶由于不需辅酶、耐受有机溶剂和高立

体选择性等优势，成为制药和精细化工工业中

常用的重要生物催化剂[21-22]，广泛用于手性醇

和手性羧酸的合成。本研究首次从摩氏摩根菌

中分离纯化获得酯酶，后续研究经胰蛋白酶酶

切并利用 LC/MS/MS 测定了其多肽氨基酸序

列。通过 NCBI 序列比对和引物设计，该酯酶的

结构基因正在克隆中。这些工作将为探索酯酶

蛋白结构与分子机理，构建更为高效的生物催

化剂奠定基础。 

REFERENCES 

[1] Lauria-Horner BA, Pohl RB. Pregabalin: a new 

anxiolytic. Expert Opin Invest Drugs, 2003, 12(4), 

12: 663–672. 

[2] Tao JH, Xu JH. Biocatalysis in development of 

green pharmaceutical process. Curr Opin Chem 

Biol, 2009, 13(1): 43–50. 

[3] Attal N, Cruccu G, Baron R, et al. EFNS guidelines 

on the pharmacological treatment of neuropathic 

pain: 2010 revision. Eur J Neurol, 2010, 17(9): 

1113–1123. 

[4] Peter B, Tracey C. Neuropathic pain: the 

pharmacological management of neuropathic pain 

in adults in non-specialist settings// NICE Clinical 

Guideline 96. London: National Institute for Health 

and Clinical Excellence, 2010. 

[5] Dworkin RH, O’Connor AB, Audette J, et al. 

Recommendation for the pharmacological 

management of neuropathic pain: an overview and 

literature update. Mayo Clin Proc, 2010, 85(3): 

S2–S14. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  January 25, 2014  Vol.30  No.1 

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

138 

[6] 2012 Pfizer Financial Report [EB/OL]. 

[2013-03-11]. http://www. pfizer.com/files/ 

annualreport/2012/financial/financial2012.pdf. 

[7] Chen YS, Li X, Cheng RN, et al. Recent 

development in the synthesis of Pregabalin. Chin J 

Org Chem, 2011, 31(10): 1582–1594 (in Chinese). 

陈永升, 李勋, 程若男, 等. 普瑞巴林的合成研
究进展. 有机化学, 2011, 31(10): 1582–1594. 

[8] Martinez CA, Hu SH, Dumond Y, et al. 

Development of a chemoenzymatic manufacturing 

process for pregabalin. Org Process Res Dev, 2008, 

12(3): 392–398. 

[9] Dunn PJ. The importance of green chemistry in 

process research and development. Chem Soc Rev, 

2012, 41(4): 1452–1461. 

[10] Hu SH, Martinez CA, Tao JH, et al. Preparation of 

pregabalin and related compounds: US, 

20110065168A1. 2011-03-17. 

[11] Zheng RC, Wang TZ, Fu DJ, et al. Biocatalysis 

synthesis of chiral intermediate of pregabalin with 

high substrate loading by a newly isolated 

Morganella morganii ZJB-09203. Appl Microbiol 

Biotechnol, 2013, 97(11): 4839–4847. 

[12] Fojan P, Jonson PH, Petersen MT, et al. What 

distinguishes an esterase from a lipase: a novel 

structural approach. Biochimie, 2000, 82(11): 

1033–1041. 

[13] Kaiser P, Raina C, Parshad R, et al. A novel 

esterase from Bacillus subtilis (RRL 1789): 

purification and characterization of the enzyme. 

Protein Expres Purif, 2006, 45(2): 262–282. 

[14] Zhao LL, Xu JH, Zhao J, et al. Biochemical 

properties and potential applications of an organic 

solvent-tolerant lipase isolated from Serratia 

marcescens ECU1010. Process Biochem, 2008, 

43(6): 626–633. 

[15] Zheng GW, Pan J, Yu HL, et al. An efficient 

bioprocess for enzymatic production of L-menthol 

with high ratio of substrate to catalyst using whole 

cells of recombinant E. coli. J Biotechnol, 2010, 

150(1): 108–114. 

[16] Kim HE, Park KR. Purification and characterization 

of an esterase from Acinetobacter lwoffii 16C-1. 

Curr Microbiol, 2002, 44(6): 401–405. 

[17] Rattray FP, Fox P. Purification and characterization 

of an intracellular esterase from Brevibacterium 

linens ATCC 9174. Int Dairy J, 1997, 7(4): 

273–278. 

[18] Maruyama K, Akita K, Naitou C, et al. Purification 

and characterization of an esterase hydrolyzing 

monoalkyl phthalates from Micrococcus sp. YGJ1. 

J Biochem, 2005, 137(1): 27–32. 

[19] Zhang T, Han WJ, Liu ZP. Gene cloning and 

characterization of a novel esterase from activated 

sludge metagenome. Microb Cell Fact, 2009, 8: 67. 

[20] Metin K, Ateslier ZBB, Basbulbul G, et al. 

Characterization of esterase activity in Geobacillus 

sp. HBB-4. J Basic Microbiol, 2006, 46(5): 

400–409. 

[21] Bornscheuer UT. Microbial carboxyl esterase: 

classification, properties and application in 

biocatalysis. FEMS Microb Rev, 2002, 26(1): 73–81. 

[22] Asoodeh A, Ghanbari T. Characterization of an 

extracellular thermophilic alkaline esterase 

produced by Bacillus subtilis DR8806. J Mol Catal 

B: Enzym, 2013, 85-86: 49–55. 

(本文责编 陈宏宇) 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>


    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks true
      /AddColorBars true
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /ConvertToRGB
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /UseDocumentProfile
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


