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摘要：　提出一种高效筛选具有催化合成（Ｓ）?度洛西汀功能菌株的方法．以来源于福建省厦门市附近海域的

海水及淤泥中的微生物组为出发材料，经过菌株培养、富集及贫瘠筛选培养基筛选，梯度补加苯乙酮，利用细

胞催化降解苯乙酮，并进行平板筛选和１６ＳｒＤＮＡ鉴定，从而获得一株可以高效利用苯乙酮的功能菌株犅犪

犮犻犾犾狌狊犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿（犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿）．利用静息细胞法和核磁共振技术进行检测和验证，结果表明：犅．犿犲犵犪狋犲

狉犻狌犿具有催化犖，犖?二甲基?３?酮?３?（２?噻吩）?１?丙胺（ＤＫＴＰ）不对称转化制备（Ｓ）?犖，犖?二甲基?３?羟基?３?（２?

噻吩）?１?丙胺（ＤＨＴＰ）的潜在能力．
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手性化合物作为很多药物的关键中间体，其高效合成具有较高的理论效益和经济效益．相较于
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传统的化学法合成手性化合物，生物法制备手性化合物具有手性和立体选择性高、环境友好等特点，因

此，近年来关于生物法制备手性化合物的研究备受关注［１?９］．（Ｓ）?度洛西汀化学名为（Ｓ）?Ｎ?甲基?３?（１?萘

氧基）?３?（２?噻吩基）?１?丙胺，是由美国ＥｌｉＬｉｌｌｙ公司开发的５?羟色胺及去甲肾上素腺再摄取抑制剂

（ＳＮＲＩｓ）．盐酸度洛西汀作为盐酸氟西汀的替代品，具有化学稳定性好、安全有效、副作用少、对其他受

体亲和力低等特点［１０?１５］．盐酸度洛西汀的合成方法以化学合成法为主，但化学合成法收率较低、污染环

境、副反应较多、工艺路线长［１２?１３，１６?１７］．而微生物发酵合成盐酸度洛西汀环境友好、节能绿色，但发酵产

物浓度低，生产周期较长，工艺管理要求严格．全细胞催化犖，犖?二甲基?３?酮?３?（２?噻吩）?１?丙胺（ＤＫ

ＴＰ）不对称转化制备（Ｓ）?犖，犖?二甲基?３?羟基?３?（２?噻吩）?１?丙胺（ＤＨＴＰ），可作为生产（Ｓ）?度洛西汀的

手性中间体，其反应路线简洁，易实现辅酶再生．筛选含有催化不对称转化高活性、高选择性的酮基还原

酶的菌株是实现有效制备手性度洛西汀的关键［１８?１９］．相较于陆地酶，来源于海洋微生物的氧化还原酶具

有耐盐、耐热、适冷、耐压、耐酸、耐碱等特性，而受到更多的关注［２０?２３］．目前，国内生产（Ｓ）?度洛西汀的技

术和方法相对落后，具有制备度洛西汀等相关手性化合物能力的企业不多．因此，获得具有自主知识产

权的制备（Ｓ）?度洛西汀的微生物资源和相应的技术显得尤为重要．此外，关于生物法制备（Ｓ）?度洛西汀

的研究相对较少，已报道的具有生产（Ｓ）?度洛西汀潜力的菌株多来自于陆地土壤环境
［１８?１９］，而关于水生

环境，特别是来自于海洋高盐环境等特殊环境的菌株的研究则较少．因此，本文以来源于海洋环境中的

微生物资源为研究对象，对具有合成（Ｓ）?度洛西汀潜力的功能菌株进行高效筛选及检测分析．

１　材料与方法

１．１　微生物、主要试剂及仪器

１）微生物：所用菌种来源于福建省厦门市附近海域的海水和近海淤泥．

２）试剂：ＤＮＡ聚合酶，高纯度ｄＮＴＰ，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（福建省厦门市 ＴａＫａＲａ公司）；高保真快速

ＤＮＡ聚合酶（ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ聚合酶，北京全式金公司）；ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒（浙

江省杭州市爱思进（杭州）技术有限公司）；磷酸盐（ＰＢＳ）缓冲液、Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒、ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒（上海生工生物有限公司）；实验所用的化学试剂均为分析级（北京

市国药集团）．

３）仪器：超速冷冻离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ公司）；全波长酶标仪（德国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；５００ＭＨｚ／

ＡｖａｎｃｅⅢ型５００Ｈｚ核磁共振仪（德国Ｂｒｕｋｅｒ公司）．

１．２　培养基及主要缓冲液

筛选培养基Ⅰ：５ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４；１ｇＫＨ２ＰＯ４；３ｇＫ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ；０．２ｇＭｇＳＯ４·Ｈ２Ｏ；０．００２ｇ

ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ；０．００２ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ；５０μｇ生物素；１００μｇＶＢ１；体积分数为２％的苯乙酮，用蒸馏水

配置．

筛选培养基Ⅱ：在培养基Ⅰ的基础上，加入体积分数为１．５％～３．０％的琼脂．

ＬＢ培养基：５ｇ酵母粉；１０ｇ蛋白胨；１０ｇＮａＣｌ；ｐＨ值为７．０．

ＰＢＳ缓冲液（１Ｌ）：１３７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＣｌ；２．７ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＫＣｌ；１０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｎａ２ＨＰＯ４；２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＨ２ＰＯ４；ｐＨ值为７．０．

１．３　制备菌株样品

对近海区域取得的海水及淤泥样品进行搅拌混匀，制成母液，按２０％的接种量加入筛选培养基Ⅰ，

制成混合细胞液，共８组．

培养条件：起始ｐＨ值为６．０，装液量体积分数为２０％，温度为２８℃，摇床转速为１５０ｒ·ｍｉｎ
－１，培

养时间为２４ｈ．混合细胞液为培养结束时获得的发酵液．

１．４　梯度筛选功能菌株

向获得的发酵液中，梯度添加苯乙酮作为唯一碳源，得可降解苯乙酮的功能菌株．全细胞催化反应

的方法为每３ｄ向发酵液中添加体积分数为２％的苯乙酮，连续梯度补加，培养２１ｄ．培养温度为２８℃，

摇床转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１．
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１．５　复筛、菌种分离检测及鉴定

使用筛选培养基Ⅱ对初步获得的菌株进行复筛，其方法为：按照培养基Ⅱ的配方制备固体平板，将

经梯度补加苯乙酮筛选所获得的菌种进行稀释涂平板，稀释倍数为１００～１００００．然后，将其置于２８℃

的恒温培养箱中，培养时间为７２ｈ．

１６ＳｒＤＮＡ菌株鉴定有如下４个步骤．１）挑取经筛选培养基Ⅱ筛选得到的平板上的单菌落，接种到

ＬＢ培养基中进行培养，温度为２８℃，摇床转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１，培养时间为１２ｈ．２）在冷冻离心机中

离心（４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），获得细胞，弃上清液，沉淀用ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值为７．０）重悬，充

分洗涤后离心，重复操作３次．３）利用基因组ＤＮＡ提取试剂盒（Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒）提取基因组ＤＮＡ，利用１６ＳｒＤＮＡ特异性引物进行多聚酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，对扩增得到的产物

进行胶回收纯化（ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒）．４）对纯化产物进行测序．１６ＳｒＤＮＡ序列在核糖

体数据库（ｈｔｔｐ：∥ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）上比对．

ＰＣＲ引物为２７Ｆ（ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ）和１４９２Ｒ（ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ）．

ＰＣＲ扩增体系为纯化的１μＬＰＣＲ产物（１０ｎｇ·μＬ
－１），４μＬＢｉｇＤｙｅ（２．５×），２μＬＢｉｇＤｙｅＳｅｑＢｕｆｆｅｒ

（５×），１μＬ引物（３．２ｐｍｏｌ·μＬ
－１），１２μＬ灭菌去离子水，总体积为２０μＬ．ＰＣＲ程序为９６℃，１ｍｉｎ→

（９６℃，１０ｓ→５０℃，５ｓ→６０℃，４ｍｉｎ）×２５个循环→４℃保温．

１．６　静息细胞法制备（犛）?度洛西汀中间体

参照文献［１９］报道的静息细胞法，首先，使用原始菌株犅犪犮犻犾犾狌狊犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿（犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿）合成

（Ｓ）?度洛西汀中间体．将筛选获得的犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿接种到ＬＢ培养基中进行培养，温度为２８℃，摇床

转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１，培养时间为２４ｈ．其次，在冷冻离心机中离心（４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），获

得细胞，弃上清液，沉淀用ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值为７．０）重悬，充分洗涤后离心，重复操作３次．然后，在１５

ｍＬ离心管中，控制反应体系为５ｍＬ，采用５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲体系，其中，含有５ｇ·Ｌ
－１

的ＤＫＴＰ，湿菌体２００ｍｇ．反应７２ｈ后取样，采用核磁共振分析检测培养液中是否含有ＤＨＴＰ．

１．７　核磁共振检测体系中的（犛）?犖，犖?二甲基?３?羟基?３?（２?噻吩）?１?丙胺

将催化得到的反应液离心（４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ），取上清液，利用旋转蒸发仪进行处理，

加入ＤＭＳＯ?ｄ６ 后进行核磁分析．核磁共振条件为
１Ｈ ＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ），δ值为８．１３（ｓ，１Ｈ），

１６．１７～７．８７（ｍ，１Ｈ），１６．１７～７．７０（ｍ，１Ｈ），１６．１７～７．３９（ｍ，１Ｈ），１６．１７～７．０１（ｍ，１Ｈ），１６．１７～

６．８１（ｍ，１Ｈ），３．６７（ｓ，１２Ｈ），３．６７（ｓ，１２Ｈ），３．６７（ｓ，１１Ｈ），４．０６～２．３０（ｍ，１２Ｈ）．

２　结果与讨论

２．１　制备菌株样品

以来源于海洋环境中的微生物资源为研究对象，为获得具有自主知识产权的制备（Ｓ）?度洛西汀的

技术奠定基础．化学合成法制备（Ｓ）?度洛西汀及其相似手性化合物具有收率较低、副反应较多等缺

点［１２?１３，１６］．相比之下，生物法制备（Ｓ）?度洛西汀及其相似手性化合物反应时间短、副反应较少．获得具有

催化合成（Ｓ）?度洛西汀的功能微生物是开发相应制备技术的关键．ＤＫＴＰ对微生物有较大的毒性，会严

重影响微生物的生长，而具有催化苯乙酮能力的微生物具有制备（Ｓ）?度洛西汀关键中间体的能力
［１８］．

因此，采用苯乙酮为底物，利用贫瘠型筛选培养基［１８］，以苯乙酮为唯一能力来源，进行功能菌株的筛选，

经过连续２ｄ的培养，相较于对照组，发酵液的犇６００值增加了０．５，说明发酵液中具有可以利用苯乙酮的

微生物．

实验结果表明：发酵液的犇６００值相对增幅较小，其原因可能是使用的筛选培养基比较贫瘠，微生物

能量来源少，导致微生物生长缓慢．然而，使用单一能量来源的贫瘠培养基，可以增加筛选体系的专一性

和高效性，确保筛选结果的可靠性．

２．２　梯度筛选功能菌株、复筛、菌株分离及鉴定

苯乙酮对微生物的生长有一定的毒副作用，采用梯度补加苯乙酮的方法，一方面，可以减少苯乙酮

对微生物的抑制作用，另一方面，单一因素的选择压力可以增强功能菌株向催化苯乙酮的方向进行进

化，使筛选得到的功能菌株具有更强的利用苯乙酮的能力．文中每３ｄ梯度补加苯乙酮，连续梯度补加
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培养２１ｄ，发现发酵液中菌体的犇６００值有显著的变化（图１）．７，８号样品的犇６００值之比为３∶２，说明发酵

液中具有可降解苯乙酮的功能菌株．随着时间的推移，发酵液犇６００值逐渐增大，说明梯度补加的方法有

利于逐渐强化功能菌株催化降解苯乙酮的能力．

为了分离发酵液中的微生物，得到单一的菌落，同时，也为了进一步验证筛选结果的可靠性，使用筛

选培养基Ⅱ对初步获得菌株进行复筛．稀释涂平板培养和复筛的结果表明：该研究完成了对初筛结果的

复筛，且获得了单一的菌株（图２）．复筛培养时，在８组发酵液稀释涂平板中，只有６组长出单菌落．经

过挑单菌和再培养，获得２４株功能菌株．利用静息细胞法，初步检测了经复筛获得的２４株功能菌株催

化利用ＤＫＴＰ的能力，其中，有８株表现出较好的性能．

　图１　梯度补加苯乙酮后菌体的生产情况　　　　 图２　稀释涂平板进行复筛时菌落的生长情况

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍａｆｔｅｒ　　　　Ｆｉｇ．２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｙｇｒｏｗｔｈｓｉｔｕａｔｉｏｎ　　

ｇｒａｄｉｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｏｎｅ　　　　　　　ｏｆｄｉｌｕｔｅｄｃｏａｔｅｄｐｌａｔｅｆｏｒｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

对获得的８株性能较好的菌株进行１６ＳｒＤＮＡ菌株鉴定．利用基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取基因

图３　１６ＳｒＤＮＡ特异引物ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３　ＲｅｓｕｌｔｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｂｙｕｓｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｏｆ１６ＳｒＤＮＡ

组ＤＮＡ，利用１６ＳｒＤＮＡ特异性引物进行ＰＣＲ

扩增．ＰＣＲ扩增结果，如图３所示．图３中：泳道

Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；泳道１～８分别为１～８号单

菌１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增结果，之后对扩增得到

的产物进行胶回收并进行测序．将获得的１６ＳｒＤ

ＮＡ序列在核糖体数据库（ｈｔｔｐ：∥ｒｄｐ．ｃｍｅ．ｍｓｕ．

ｅｄｕ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）上比对，结果表明，这８株菌为犅．

犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿 或 犅犪犮犻犾犾狌狊犪狉狔犪犫犺犪狋狋犪犻．由 于 犅．

犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿的基因组已经报道，且具有相对较好

的利用ＤＫＴＰ的能力，故选取犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿进

行下一步研究．

２．３　催化性能检测

目前，具有光学特性的纯产品的年生产值已达２０００亿美元，已在全球范围内上市销售的药物中，

具有手性特征的药物占５６．５％
［１］，生物催化剂在手性药物中间体的生产中具有重要的作用［２，４，６，１８，２２］．

根据世界卫生组织的报告，目前，抑郁症是全球第四大疾病负担，也是导致患者功能残疾的主要原因之

一，大约有１／７的人会在人生的某个阶段遭受抑郁症困扰
［１０?１７］．预计到２０２０年，抑郁症将成为仅次于心

血管病的第二大疾病；到２０３０年，抑郁障碍更将成为中国疾病负担位居第一的疾病．作为一种高致残性

疾病，抑郁障碍已经成为我国一个重大的公共卫生问题．（Ｓ）?度洛西汀是ＥｌｉＬｉｌｌｙ公司研发的新型双递

质抗抑郁药，弥补了主流抗抑郁药具有躯体疼痛症状的不足．此后，ＥｌｉＬｉｌｌｙ公司还开发了（Ｓ）?度洛西

汀的一些新适应症，如妇女中度至重度应激性尿失禁、成人糖尿病继发的外周神经痛等．２０１３年，（Ｓ）?

度洛西汀的销售额为１６亿美元．因此，制备（Ｓ）?度洛西汀相应技术的研究和开发具有重要的社会效益

和经济效益．

目前，利用生物法制备（Ｓ）?度洛西汀及其相似手性化合物的研究相对较少．生物法制备（Ｓ）?度洛西

汀关键手性中间体的反应条件温和、步骤简单［１８］．利用Ｃｈｅｍｂｉｏｄｒａｗ软件预测的ＤＫＴＰ和ＤＨＴＰ的

３７３第３期　　　　　　　　 江伟，等：具有合成（Ｓ）?度洛西汀潜力的功能菌株高效筛选及检测分析



犺狋狋狆：∥狑狑狑．犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀

核磁图谱，如图４所示．由图４可知：ＤＫＴＰ和ＤＨＴＰ的核磁图谱最主要的差别是ＤＨＴＰ在５．１７处有

一个羟基上的氢谱．

（ａ）ＤＫＴＰ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＤＨＴＰ

图４　ＤＫＴＰ和ＤＨＴＰ的核磁谱图

Ｆｉｇ．４　ＮｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｓｐｅｃｔｒａｏｆＤＫＴＰａｎｄＤＨＴＰ

图５　反应产物的
１ＨＮＭＲ核磁谱图

Ｆｉｇ．５　
１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

利用静息细胞法检测筛选获得的犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿催化

制备ＤＨＴＰ的潜在能力，反应７２ｈ后取样，采用核磁共振

分析检测培养液中是否含有（Ｓ）?犖，犖?二甲基?３?羟基?３?（２?

噻吩）?１?丙胺，其结果如图５所示．由图５可知：在５．３４处

出现了一个氢谱．由此可知，犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿具有潜在催化

制备ＤＨＴＰ的能力．

３　结束语

经过菌株培养、贫瘠筛选培养基筛选、梯度添加苯乙酮

及复筛的方法，获得一株可以高效利用苯乙酮的功能菌株

犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿．静息细胞催化法和核磁共振技术检测和

验证了犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿具有潜在催化制备ＤＨＴＰ的能力．高效筛选具有催化合成（Ｓ）?度洛西汀的功能

菌株方法的建立及获得的犅．犿犲犵犪狋犲狉犻狌犿，在生物法制备（Ｓ）?度洛西汀及相关高附加值手性化合物领

域具有较好的工业应用前景，对于新颖生物催化剂的开发与手性化合物生物合成方法的研究具有重要

的理论意义和较好的社会效益．
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