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摘 要 目的：优化微生物萃取转化制备L-苯基乙酰基甲醇（L-PAC）的条件。方法：以啤酒酵母萃取制备L-PAC。采用高效液相

色谱法测定L-PAC浓度。以L-PAC浓度为响应值，通过Box-Behnken响应面法对苯甲醛、曲拉通（Triton）X-100和葡萄糖用量这3

个主要因素进行考察，同时进行验证试验。结果：苯甲醛和Triton X-100之间的交互作用最为显著，最优因素组合为苯甲醛1.1％、

Triton X-100 0.14 g/mL、葡萄糖0.028 g/mL；验证试验中L-PAC的平均浓度为28.04 mmol/L（RSD＝1.35％，n＝3），与预测值28.01

mmol/L的相对误差为0.11％。 结论：利用响应面法对微生物萃取转化制备L-PAC的条件进行了优化，得到了各因素的最优组合，

可为大批量转化制备L-PAC提供有利参考。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the conditions of extractive microbial transformation for producing L-phenylacetylcarbi-

nol（L-PAC）. METHODS：HPLC was used to determine the concentration of L-PAC，which was extracted by saccharmyces cerevi-

siae. Using L-PAC concentration as response value，Box-Behnken response surface design was adopted to investigate the 3 main fac-

tors of benzaldehyde，Triton X-100 and glucose dose，and verification test was conducted. RESULTS：The interaction between

benzaldehyde and Triton X-100 was the most significant. The optimized combination was as follows as benzaldehyde of 1.1％，Tri-

ton X-100 of 0.14 g/mL，glucose of 0.028 g/mL. The average concentration in verification test of L-PAC was 28.04 mmol/L

（RSD＝1.35％，n＝3），showing 0.11％ relative error with the predicted value of 28.01 mmol/L. CONCLUSIONS：Response sur-

face method has optimized the conditions of extractive microbial transformation for producing L-PAC，obtained optimal combina-

tion of each factor，and provided favorable reference for volume-producing L-PAC.

KEYWORDS Response surface method；Extractive microbial transformation；L-phenylacetylcarbinol
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麻黄是我国重要的中药资源之一，用于治疗风寒感

冒、胸闷喘咳、风水浮肿、支气管哮喘等病症[1]。麻黄的

主要有效成分是麻黄碱和伪麻黄碱。麻黄碱具有兴奋

中枢神经、收缩毛细血管、增强心肌收缩力等功能。近

年来，因滥采滥挖导致野生麻黄资源匮乏，使得麻黄碱

产量不足，因此开发化学、生物等途径合成麻黄碱及伪

麻黄碱的关键中间体 L-苯基乙酰基甲醇（L-phenylace-

tylcarbinol，L-PAC）具有重要意义。

啤酒酵母在非离子表面活性剂曲拉通 X-100（Tri-

ton X-100）溶液中具有较好的生物相容性[2]，可用于在胶

束溶液中经微生物萃取转化制备 L-PAC。本文采用

Box-Behnken 响应面法，分析底物苯甲醛、表面活性剂

Triton X-100 和辅底物葡萄糖用量 3 个主要因素对

L-PAC生成浓度的影响，以获取最优的转化条件，为大

批量转化生产L-PAC提供有利参考。

1 材料

1.1 仪器

HZQ-Q全温振荡器（哈尔滨东联电子技术开发有限

公司）；Waters 600高效液相色谱仪（HPLC），包括Waters

600泵、Waters 486紫外检测器和 Waters PC 800工作站

（美国Waters公司）。

1.2 菌种与试剂

啤酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）购于中国科学

院微生物研究所；Triton X-100、L-PAC标准品（美国Sig-

ma公司，批号：BFBD20152V、K37218-719，纯度：＞98％）；

葡萄糖、苯甲醛（国药集团化学试剂有限公司，批号：

20160108、151201，均为分析纯）；乙腈为色谱纯，其余试

剂均为分析纯。

2 方法与结果

2.1 湿酵母细胞的培养

每 100 mL去离子水中加入葡萄糖 3 g、蛋白胨 2 g、

酵母膏 1 g，混匀后用移液管吸取 50 mL 分别装入 250

mL三角瓶中，纱布密封，置于30 ℃、200 r/min振荡器中

培养24 h。培养结束后，将培养液经2 500 r/min离心（离

心半径：10 cm）5 min，收集湿酵母细胞作为后续微生物

萃取转化的催化剂。

2.2 微生物萃取转化

每 100 mL去离子水中加入蛋白胨 2 g、酵母膏 1 g、

七水硫酸镁（MgSO4·7H2O）0.1 g、二水氯化钙（CaCl2·
2H2O）0.005 g、乙醛 0.6 mL、湿酵母细胞 8 g 和苯甲醛、

Triton X-100、葡萄糖（苯甲醛、Triton X-100和葡萄糖的

用量参考“2.4”项下），用磷酸氢二钠和柠檬酸调节溶液

pH至 4.8，混匀后用移液管取 10 mL分别装入 50 mL三

角瓶中，纱布密封，置于 30 ℃、200 r/min振荡器中微生

物萃取转化8 h。转化结束后，将转化液经4 000 r/min离

心（离心半径：10 cm）5 min，取上清液，进样测定。

2.3 L-PAC浓度测定

2.3.1 L-PAC标准溶液的制备 称取L-PAC标准品1 g，

溶解于200 mL无水乙醇中，充分搅拌均匀，制得浓度为

33 mmol/L的L-PAC标准溶液，备用。

2.3.2 供试品溶液的制备 取“2.2”项下上清液0.5 mL，

无水乙醇稀释至1.5 mL，即得[3]。

2.3.3 色谱条件与系统适用性 色谱柱：Hypersil C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-水（30 ∶ 70，V/

V）；柱温：30 ℃；流速：1.0 mL/min；检测波长：283 nm；进

样量：20 μL。在此色谱条件下，分别取空白溶液（不加湿

酵母细胞，其余处理同“2.2”项下）、“2.3.1”“2.3.2”项下

溶液进样测定。结果，L-PAC保留时间为 9.3 min，分离

度＞1.5，色谱图见图1。

2.3.4 回归方程与线性范围 分别精密量取 L-PAC标

准溶液4、6、8、10、12、14、16 μL，按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。以L-PAC浓度（mmol/L）为横坐

标（x）、峰面积为纵坐标（y）进行线性回归，得回归方程

为 y＝70 048x（r＝0.999 6），表明 L-PAC 在 1.298 6～

30.793 3 mmol/L范围内线性关系良好。

2.3.5 方法学考察 按照相关要求进行操作。结果，在

重复性试验、稳定性试验和精密度试验中，L-PAC峰面

积的 RSD 分别为 1.2％（n＝6）、0.11％（n＝7）、0.09％

（n＝6），表明重复性、稳定性和精密度均良好；加样回收

率为 98.17％～101.62％（RSD＝1.04，n＝6），表明准确

度较好。

2.4 Box-Behnken响应面法优化L-PAC转化生成条件

根据预试验结果，选择显著影响L-PAC浓度的 3个

因素，即底物苯甲醛（X1）、表面活性剂Triton X-100（X2）

和辅底物葡萄糖（X3）用量为考察变量，产物L-PAC的浓

度（Y）为响应值，采用 Box-Behnken 响应面法设计试验

方案，其他操作条件同“2.2”项下，共设计15组试验。因

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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素与水平见表1，Box-Behnken设计与结果见表2。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

-1

0

+1

因素
X1，％
0.80

1.20

1.60

X2，g/mL

0.10

0.14

0.18

X3，g/mL

0.02

0.03

0.04

表2 Box-Behnken设计与结果

Tab 2 Box-Behnken design and results

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

X1

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

0

0

0

0

0

0

0

X2

-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

X3

0

0

0

0

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

L-PAC ，mmol/L

25.44

2.51

15.68

21.61

18.25

18.18

18.73

8.38

20.74

23.71

10.81

21.87

27.58

26.15

26.60

利用 Design Expert 7.0.1软件对表 2中的数据进行

二次多元回归拟合，得到Y对X1、X2、X3之间的二次多项

回归方程为Y＝26.78－3.43X1+2.92X2－2.64X3+7.21X1X2－

2.57X1X3+2.02X2X3－6.94X1
2－3.54X2

2－3.96X3
2。对上述

回归模型进行方差分析，结果见表3。

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

变异来源
模型
X1

X2

X3

X1X2

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

残差
失拟项
纯误差
总和
相关系数
校正决定系数

平方和
718.36

94.06

68.28

55.55

208.08

26.40

16.39

177.60

46.17

57.90

9.95

8.88

1.07

728.31

0.986 3

0.961 7

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

5

3

2

14

均方
79.82

94.06

68.28

55.55

208.08

26.40

16.39

177.60

46.17

57.90

1.99

2.96

0.53

F

40.11

47.26

34.31

27.91

104.55

13.27

8.23

89.24

23.20

29.09

5.53

P

0.000 4

0.001 0

0.002 1

0.003 2

0.000 2

0.014 9

0.035 0

0.000 2

0.004 8

0.003 0

0.156 8

显著性
极显著
显著
显著
显著
极显著
显著
显著
极显著
显著
显著

注：P＜0.05为显著，P＜0.01为极显著

Note：P＜0.05 means significant，P＜0.01 means very significant

由表 3可以看出，模型方程的P＝0.000 4＜0.01，说

明模型方程极显著，该试验方法可靠。模型方程失拟项

的P＝0.156 8＞0.05，为不显著，表明未知因素对试验结

果干扰很小。试验值与模型方程预测值的校正决定系

数为 0.961 7，表明该模型能解释 96.17％响应值随响应

因素的变化，模型拟合程度较好。对方程中各项进行显

著性分析，一次项、平方项和交互作用项的 P 均小于

0.05，说明这 3个因素以及因素之间的相互作用对响应

值的影响都是显著的，其中Triton X-100和苯甲醛的相

互作用非常显著（P＝0.000 2）。因此，所得模型方程能

够很好地预测产物L-PAC浓度随各响应因素的变化。

通过Design Expert 7.0.1软件绘制出能够反映影响

产物L-PAC浓度的3个因素交互作用的三维响应面图和

二维等高线图，结果见图2。

由图 2可知，若等高线图呈椭圆形则表明两个因素

交互作用显著，若呈圆形则表明交互作用不显著[4-5]。3

个椭圆形的等高线图表明X1、X2、X3这 3个因素中任意 2

个因素的交互作用显著，尤其底物X1和表面活性剂X2的

相互作用非常显著。

2.5 最佳条件的确定及验证试验

利用Design Expert 7.0.1软件中的优化模块得到最

优组合，即：苯甲醛用量为 1.1％，Triton X-100用量为

0.14 g/mL，葡萄糖用量为 0.028 g/mL，相应 L-PAC 浓度

的模型预测值为 28.01 mmol/L。在最优条件下进行微

生物转化验证试验，操作同“2.2”项下，在转化8 h后，测

图2 三维响应面图和的等高线图

Fig 2 Corresponding surface and contour map
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得L-PAC浓度为28.04 mmol/L（RSD＝1.35％，n＝3），与

模型预测值28.01 mmol/L 的相对误差为0.11％，表明响

应面设计得到的工艺条件是有效、可行的。

3 讨论

通过图 2A、2B可以看出，苯甲醛单纯作用时，其用

量较高对L-PAC的生成有强烈的抑制作用。

图 2B、2C显示，随着辅底物葡萄糖用量逐渐升高，

产物L-PAC浓度先增加后降低，这与文献[6]报道一致。

这是因为酵母在葡萄糖用量高时的代谢以发酵代谢为

主，主要产物是乙醇，导致细胞转化产物L-PAC的活性

减弱。因此为了得到高浓度的L-PAC，葡萄糖用量必须

适当。

如图 2B 所示，随着 Triton X-100用量的增加，在低

苯甲醛浓度时L-PAC浓度逐渐降低，在高苯甲醛浓度时

L-PAC浓度逐渐增加。这是由于Triton X-100胶束对底

物苯甲醛的萃取增溶作用所致。当苯甲醛用量少时，少

量的苯甲醛被增溶到Triton X-100胶束中，降低了底物

的利用度，导致产物L-PAC浓度降低。模型或毒性测定

表明增溶到胶束中的底物利用度只有 20％[7-9]。当苯甲

醛用量多时，大量的毒性底物对微生物有强烈的抑制作

用，导致L-PAC浓度很低。随着Triton X-100用量增加，

苯甲醛可以被萃取增溶到胶束中，降低了对微生物的毒

性作用，使产物L-PAC浓度升高。胶束对底物苯甲醛的

增溶一方面可以降低底物对微生物细胞的抑制作用，有

利于反应进行；另一方面却使底物的利用度降低，不利

于转化反应。所以在胶束溶液中对于一定量的底物存

在一个最优的表面活性剂浓度。响应面方法可以使表

面活性剂和底物的相互作用很直观地表现出来，能够有

效地优化胶束系统中的萃取微生物转化。

非水介质用于全细胞转化的前提就是具有良好的

生物相容性，但是只有某些非离子表面活性剂对某些特

定的微生物才具有生物相容性。非离子表面活性剂溶

液的生物相容性是由表面活性剂的分子结构和微生物

种类决定的 [10]。Laouar L 等 [2]报道啤酒酵母在 Triton

X-100 胶束溶液中保持了稳定的生物活性，从而使得在

Triton X-100胶束溶液中萃取微生物转化制备L-PAC成

为可能。

综上，本研究填补了国内外相关研究的空白，而且

利用响应面法优化得到的模型方程是有效的，具有较好

的预测性，这将对以后大批量转化制备L-PAC提供有利

的参考。
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