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有机合成中腈的去对称化生物转化反应研究进展 

敖宇飞*,a,b    王其强 a    王德先 a,b 
(a中国科学院化学研究所  北京分子科学国家实验室  中国科学院分子识别与功能重点实验室  北京 100190) 

(b中国科学院大学  北京 100049) 

摘要  腈的化学水合和水解具有反应条件苛刻、低选择性等缺点, 与之相反, 腈的去对称化生物转化反应具有反应条

件温和、高效、高选择性以及理论产率可达 100%的优点, 已成为合成对映体纯多官能化羧酸和酰胺的最有效方法之一. 

将分别从前手性戊二腈、前手性丙二腈、内消旋环状二腈以及其他类底物出发, 简单综述腈类化合物的去对称化生物

转化反应及其在有机合成中的应用进展, 并对各类反应的条件、选择性以及规律机制进行讨论和总结.  
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Biocatalytic Desymmetrization of Dinitriles in Organic Synthesis 
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(a Beijing National Laboratory for Molecular Sciences, CAS Key Laboratory of Molecular Recognition and 

Function Institute of Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100190) 
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Abstract  In comparison with the chemical hydration and hydrolysis of nitriles, which usually involves harsh reaction condi-
tions and low selectivity, biocatalytic desymmetrizations of prochiral or meso nitriles are highly efficient, highly enantioselec-
tive and environmentally benign. Therefore, biocatalysis and biotransformation has offered an attractive and unique protocol 
for the enantioselective synthesis of polyfunctionalized organic compounds that are not readily obtainable by other methods. 
This review summarizes the biocatalytic desymmetrization of prochiral nitriles including glutaronitriles, malonitriles and meso 
cyclic dinitriles during the past two decades. 
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生物转化是利用生物催化体系(如各种细胞和酶等)

实现的反应过程, 它是迄今为止人类所知的最高效和最

具有选择性的温和催化反应体系, 也是一个产生污染物

少、催化剂可降解的环境友好体系. 生物转化方法可以

获得很多常规化学方法不能或难以合成的高纯度手性

化合物. 近几十年来, 生物转化获得了蓬勃的发展, 现

在人们能够利用生物催化剂催化几乎所有种类的有机

化学反应, 其中由于生物催化水解反应不需要敏感的辅

酶且水解酶的底物范围较广, 因而相关的研究最多[1].  

腈类化合物是一类重要的有机合成中间体[2], 它们

不仅可以通过多种途径容易地制备, 还可以转化成含有

不同官能团的化合物. 在实验室和工业界, 将腈进行化

学水合或化学水解可以实现酰胺和羧酸的合成, 但是, 

因为这些反应通常需要较苛刻的条件(例如在强酸或强

碱条件下加热回流), 所以当目标产物分子中带有化学

敏感基团时, 往往需要进行额外的保护-去保护反应方

能实现其合成, 另外, 这类反应的化学、区域和立体选

择性也较差. 与之形成鲜明对比的是, 通过生物转化反

应, 腈可以在非常温和的条件下转化成相应的酰胺和羧

酸(例如在中性条件下 30 ℃反应), 而且在反应中还能

体现优良的选择性[3]. 自然界中, 腈的生物水解反应包

括两种途径: 一是在腈水解酶(nitrilase, E.C.3.5.5.1)的作

用下, 将腈直接水解成羧酸和氨气[4], 二是先经腈水合

酶(nitrile hydratase, E.C.4.2.1.84)的催化水合得到酰胺, 

然后在酰胺水解酶(amidase, E.C.3.5.1.4)的催化下水解

得到羧酸[5](Scheme 1).  
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图式 1  腈类化合物的生物水解途径 
Scheme 1  Two distinct pathways for nitrile biodegradation 

人们根据酶的晶体结构推测相应的催化机制 . 

Brenner[6a]认为腈水解酶的Glu-Lys-Cys 三个残基对催化

反应起了至关重要的作用, 其中半胱氨酸残基上的巯基

亲核进攻底物上的碳原子, 水分子参与反应并产生氨

气 . 郑裕国课题组 [6b] 对菌株 Alcaligenes faecalis 

ZJUTB10 的腈水解酶进行了系统的研究, 给出了酶与

扁桃腈底物结合的中间体模型, 并通过计算解释了酶对

R-扁桃腈有更高的催化速率. 与腈水解酶不同, 腈水合

酶的催化活性部位一般含有一个非血红素铁(non-heme 

ion)或非类可啉钴(non-corrinoid colbalt)[7a], 钱世钧等[7b]

报道了 Rhodococcus erythropolis AJ270 的腈水合酶晶体

结构, 并推测其催化机理(Scheme 2), 即氰基上的氮先

与铁配位处的水分子形成氢键削弱碳氮三键, 另一水分

子被谷氨酰胺残基的酰胺基团活化, 其氧原子对氰基亲

核进攻, 最终形成酰胺. 腈水合酶和酰胺水解酶的基因

往往存在于同一操纵子上, 因此它们往往是同时表达的
[8a], Ohtaki 等[8b]报道了 Rhodococcus sp. N-771 的酰胺水

解酶晶体结构, 发现 Ser-cis Ser-Lys 组成催化三联体, 

其中丝氨酸残基上的羟基亲核进攻底物上的碳原子.  

目前对腈类化合物的对映选择性生物水解反应的

研究主要采用动力学拆分的方法[9], 但其理论产率至高

为 50%, 与之相比, 去对称化反应可以得到 100％理论

产率的单一对映体产物, 因而具有更高的应用潜力[10]. 

腈的去对称化生物转化反应中涉及到两个氰基, 所以其

反应途径比单腈的更复杂(Scheme 3). 
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图式 2  Rhodococcus erythropolis AJ270 的腈水合酶的推测机

理 
Scheme 2  Proposed mechanism of nitrile hydratase from Rho-
dococcus erythropolis AJ270 

对于含腈水解酶的催化体系, 采用路径 A 模式, 即

底物 a 先在腈水解酶的作用下转化为单氰基羧酸 c, 如

果酶的选择性足够好, 则反应停留在此阶段生成普通化

学水解方法难以得到的单氰基羧酸产物; 相反, 如果酶

的选择性不好, 且活性足够高, 则进一步转化为二羧酸

f. 对于含腈水合酶/酰胺水解酶的催化体系, 采用路径

B 模式, 底物 a 先在腈水合酶的作用下转化为单氰基酰

胺 b, 随后可能发生两种反应, 一是单氰基酰胺在酰胺

水解酶的作用下转化为单氰基羧酸 c, 随后可能在腈水

合酶的作用下进一步转化为单酰胺羧酸 e; 另一种是单

氰基酰胺 b 在腈水合酶的作用下继续转化为二酰胺 d, 

随后可能在酰胺水解酶的作用下进一步生成单酰胺羧

酸 e, 如果酰胺水解酶的选择性不好, 且活性足够高, 

单酰胺羧酸可以转化为二羧酸 f. 因为路径 B 涉及两种

酶的作用, 其产物组成往往比较复杂, 但是依靠控制反

应条件和反应时间的方法往往能够使反应停留在中间

某步, 且依靠酶的高对映选择性往往能够得到高光学纯

的单一产物. 此外人们常直接以二酰胺 d 为底物进行去

对称化生物转化研究, 此法只涉及酰胺水解酶的催化过

程, 更容易控制反应条件实现单一产物 e 的获得. 

 

图式 3  二腈生物水解的可能途径 
Scheme 3  Possible procedure of the hydrolysis of dinitriles 
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生物转化反应的效率和对映选择性通常与底物的

结构有密切的联系, 因此, 本文从不同结构的底物出发, 

分为四部分介绍腈类化合物的去对称化生物转化反应

并展示其在有机合成中的应用, 最后对这一领域给出总

结与展望.  

1  前手性戊二腈类底物的去对称化生物转化反

应 

3-取代戊二腈被选作去对称化生物转化反应的底

物, 是因为底物合成简单且其可能的水解产物是合成一

些手性药物的关键中间体, 因此对这类底物的研究开展

的最早, 相关报道较多.  

1991 年, Ohta 课题组[11]首次报道了 3-苄基、3-苄氧

基和 3-苯甲酰氧基戊二腈 1 在 Rhodococcus butanica 

ATCC 21197(该菌株后来更名为 Rhodococcus rhodo-

chrous IFO 15564)整细胞催化下的去对称化生物转化反

应(Eq. 1), 反应可以在非常温和的条件下发生, 生成 S

构型的单氰基单羧酸产物 2, 特别是可以以较高产率得

到对映体纯的产物 S-3-苯甲酰氧基-4-氰基丁酸(2c), 作

者认为底物上的苯环结构是获得手性产物的关键因素. 

后续的研究表明, 该菌株含有腈水合酶和酰胺水解酶, 

虽然在这篇报道中作者并没有对酶的效率和选择性进

行讨论, 但是从反应结果可以看出, 酶催化这类底物具

有较高的效率, 而酶的选择性与底物上取代基的结构密

切相关, 当取代基为苯甲酰氧基时其对映选择性最好.  

R
CN

CN
R

CO2H

CN

Rhodococcus butanica
ATCC 21197

30 oC, 6 h

1a ~ 1c (S)-2a, R = Bn; 59% yield, 29% ee
(S)-2b, R = OBn; 68% yield, 90% ee
(S)-2c, R = OCOPh; 71% yield, >99% ee

(1)

 

随后 Turner 课题组[12]使用固定化整细胞催化剂

Rhodococcus SP 361, 将一系列羟基被保护的 3-羟基戊

二腈 3 进行水解反应得到相应的单羧酸产物 4 (Eq. 2), 

需要指出的是, 对于不含有苯环结构的底物 3c 和 3d 生

物转化后仍然可以得到手性产物, 说明此类酶与底物的

手性识别过程中底物上的苯环结构并不是必须存在的. 

在反应过程中并没有观察到单氰基单酰胺产物的生成, 

所以作者认为在这样一个含有腈水合酶和酰胺水解酶

的催化体系中, 底物 3 先经过具有 S 选择性的腈水合酶

催化的去对称化反应生成单酰胺产物, 随后经不具有选

择性的酰胺水解酶快速转化生成最终产物 4, 其中氰基

水合过程是决速步.  

γ-氨基丁酸(简称 GABA)是脊椎动物中枢神经系统

中重要的抑制性神经递质, 其结构类似物往往具有药理 

 

活性, 例如药物普瑞巴林(Pregabalin)是一种亲脂性的 λ-

氨基丁酸类似物, 可以用来治疗抑郁症、癫痫以及社交

恐惧症等疾病; 药物巴氯芬(Baclofen, β-4-氯苯基-γ-氨

基丁酸)是一种手性药物, 曾作为肌松药用于临床, 后

续研究发现其具有抗癫痫、治疗三叉神经痛等临床作用, 

研究表明R-巴氯芬的活性远远高于S-巴氯芬, 但由于光

学纯巴氯芬成本较高, 故市场上的药品是消旋体. 为了

实现手性巴氯芬尤其是 R-巴氯芬的合成, 2000 年前后, 

王梅祥课题组[13]开展了相关研究, 他们使用 Rhodo- 

coccus erythropolis AJ270整细胞催化 3-取代戊二腈的水

解反应, 以中等到较高的对映选择性, 得到 S-3-取代-4-

氰基丁酸 6 (Scheme 4), 其中可以作为手性巴氯芬合成

前体的 6c 其 ee 可达 63%, 加入丙酮作为添加剂可以大

大提高产物的 ee 值, 但是会导致反应效率的降低, 同时

当苯环上连有给电子基时, 反应具有较高的对映选择

性, 以环己基作为取代基时, 反应仍然具有很高的对映

选择性, 说明芳环对于酶和底物的手性识别并不起决定

作用. Rhodococcus erythropolis AJ270 含有腈水合酶和

酰胺水解酶, 且在反应过程中仍然没有观察到单氰基单

酰胺的生成, 所以该反应与之前所述 Rhodococcus SP 

361 催化反应过程类似, 是有一个由具有 S 选择性的腈 

CN

CN

CO2H

CN

Rhodococcus erythropolis AJ270

pH 7.0, 30 oC, 20 ~ 84 h
5a ~ 5d

(S)-6a, R = CH3; 25% yield, 95% ee
(S)-6b, R = F; 55% yield, 32% ee
(S)-6c, R = Cl; 25% yield, 63% ee
(S)-6d, R = H; 67% yield, 88% ee

R

R

Acetone

CN

CN

CO2H

CN

Rhodococcus erythropolis AJ270

pH 7.0, 30 oC, 20 h

Acetone

5e

(S)-6e; 60% yield, 83% ee  

图式 4  Rhodococcus erythropolis AJ270 催化戊二腈底物 5 的

去对称化生物转化反应 
Scheme 4  Desymmetrization of prochiral glutaronitriles 5 by 
Rhodococcus erythropolis AJ270 
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水合酶以及不具有选择性的酰胺水解酶实现的. 

4-羟基哌啶是多种天然产物和药物分子的基本骨

架, 为了合成手性 4-羟基哌啶, 2002 年, Rutjes 课题组[14]

报道了相关研究工作(Scheme 5), 他们使用Rhodococcus 

erythropolis NCIMB 11540 整细胞催化 3-苄氧基戊二腈

(7), 高效高产率地得到 S-3-苄氧基-4-氰基丁酸. 为了便

于分离和测量 ee 值, 将其甲酯化得到相应产物 8, 然后

通过简单化学转化获得 S-4-羟基-2-羰基哌啶(9). 该菌

株同时含有腈水解酶、腈水合酶和酰胺水解酶, 作者并

未指出此类底物的生物转化反应采取何种路径. 当使用

3-羟基戊二腈作为底物时, 反应的对映选择性大大降

低, 所得单氰基单羧酸酯 ee 值为 13%, 说明底物羟基上

引入苄基后可以提高底物与酶的手性识别作用.  

 

图式 5  化学-酶法合成手性 4-羟基哌啶衍生物 9 
Scheme 5  Chemoenzymatic approach to S-4-hydroxypiperi- 
dines 9 

为了制备降胆固醇药物立普妥(Lipitor)的重要前体

R-3-羟基-4-氰基丁酸(11), 2002 年, Diversa 公司[15]从其

基因库中筛选出一种具有 R 选择性的腈水解酶, 可以将

3-羟基戊二腈 10 去对称化转化为 R-3-羟基-4-氰基丁酸

(11), 其 ee 值可达 95%, 但是在放大实验时产物的 ee 值

降为 88%, 为了获得更加高效和高选择性的突变酶, 采

用基因饱和突变的方法, 通过大量筛选, 最终获得了可

以使产物 ee 值达 98%的突变酶(Scheme 6). 同样为了合

成R-3-羟基-4-氰基丁酸(11), 2006年, Bergeron等[16]报道

了从 Pseudomonas fluorescens 中提纯的腈水解酶

Nitrilase BD9750 催化 3-羟基戊二腈(10)的水解反应, 在

pH 7.5 的条件下反应 16 h, 几乎以定量的产率生成光学

纯的单氰基羧酸 11.  

2009 年, Brady 课题组[17]对 Rhodococcus rhodo-

chrous ATCC BAA-870 催化 3-取代戊二腈 12 的去对称

化生物转化反应进行了研究(Eq. 3), 该反应需要加入甲

醇作为添加剂, 底物取代基为羟基时产物 ee 值很低, 但

是羟基被苄基或苯甲酰基保护时可以高选择性地得到

单氰基羧酸产物 13, 此菌株含有腈水合酶和酰胺水解

酶, 作者认为 13b～13c 产率较低可能是由于腈水合酶

不具有对映选择性, 而酰胺水解酶具有较高的对映选择

性, 底物 12 经过腈水合酶完全转化为外消旋的单氰基 

 

图式 6  化学-酶法合成 R-3-羟基-4-氰基丁酸 11 
Scheme 6  Chemoenzymatic approach to R-4-cyano-3- 
hydoxybutyric acid (11) 

 

单酰胺中间体, 随后酰胺水解酶对其进行动力学拆分造

成 13 产率低于 50%.  

2013 年, 许正宏课题组和朱敦明课题组[18]共同报

道了生物催化 3-(4-氯苯基)-戊二腈去对称化生物转化

合成光学纯巴氯芬前体的研究工作, 他们从实验室保藏

的含有腈水解酶的菌株中筛选出对这一底物具有较高

对映选择性的菌株 Gibberella intermedia WX12, 优化反

应条件后以 90%的产率得到 S-4-氰基-3-(4-氯苯基)-丁

酸, 其 ee 值大于 99%. 随后, 朱敦明等[19]进一步报道了

利用化学-酶法合成手性药物 S-Pregabalin 和 R-Baclofen

的研究工作(Scheme 7, 所示产率为气相产率), 他们筛

选了一系列具有腈水解酶的菌株 ,  并发现其中的

BjNIT6402 和 HsNIT 具有很高的 S 选择性, 分别将底物 

 

图式 7  化学-腈水解酶法合成 Pregabalin (16a)和 Baclofen 

(16b) 
Scheme 7  Chemoenzymatic approach to S-pregabalin (16a) and 
R-baclofen (16b) 
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14 与该两种酶反应, 都可以很高的转化率得到 ee 值非

常高的羧酸产物 15, 将其进行包括柯提斯重排反应在

内的简单化学转化即可得到手性药物 S-Pregabalin 和

R-Baclofen. 

2013年, Nojiri课题组[20]也报道了使用化学-酶法合

成这两种手性药物(Scheme 8), 与朱敦明等采取的途径

不同 , 他们使用含有腈水合酶和酰胺水解酶的菌株

Comamonas sp. KNK 来实现 3-取代戊二酰胺 17 的去对

称化生物转化, 并以较高的产率和对映选择性得到 R 构

型的单酰胺单羧酸产物 18, 然后各自通过包括霍夫曼

重排反应在内的简单化学转化生成 S-Pregabalin 和

R-Baclofen. 

2  前手性丙二腈类底物的去对称化生物转化反

应 

丙二腈类底物的去对称化生物水解反应引起大家

的兴趣主要基于以下几点: 首先, 丙二腈类底物易于合

成, 通常只需要丙二腈与卤代烷烃在碱的作用下反应即

可生成; 其次, 相比于戊二腈类底物, 丙二腈类底物的

氰基处于手性中心的 α位, 反应位点与手性中心距离较

近更容易实现手性控制得到高光学纯产物; 最后, 生物

转化反应所生成的手性产物很容易通过简单化学反应

转化为 α-氨基酸, 为各种天然和非天然氨基酸的合成提

供了有效途径. 因为当丙二腈及其水解产物的 α位上有

氢原子时化合物容易发生消旋化, 所以该类反应底物主

要集中在 2,2-二取代丙二腈上.  

1993年, Ohta小组[21]首次报道了丙二腈类底物的去

对称化生物转化反应(Scheme 9), 他们使用之前提到的

Rhodococcus rhodochrous ATCC 21197(该菌株后来更名

为 Rhodococcus rhodochrous IFO 15564)整细胞在非常温

和的条件下水解 2-甲基-2-丁基丙二腈 19a 并以 94%产

率、96% ee 值得到 R 构型的 2-酰胺基-2-甲基己酸 20a, 

经过霍夫曼重排和浓盐酸水解反应后以 78%的产率生

成 S 构型氨基酸 21a. 作者对生物转化过程进行了研究, 

认为反应历程如 Scheme 9 所示, 底物 19 首先经过腈水

合酶的催化快速转化为二酰胺 22, 随后潜手性的二酰

胺 22 在具有 R 选择性的酰胺水解酶作用下发生去对称

化转化生成 R 构型的单酰胺单羧酸产物 20. 2004 年, 该

课题组[22]报道了后续工作, 他们扩大底物范围, 研究了

一系列 2,2-二取代丙二腈的去对称化生物转化反应(Eq. 

4), 发现 Rhodococcus rhodochrous IFO 15564 在水解这

类底物时, 反应的速率和对映选择性明显受到取代基位

阻及电性的影响. 其中, 取代基位阻越小, 反应速率越

高; 取代基 R 为烯丙基、苯基或苄基时产物羧酸 20 具

有很高 ee 值(＞95%). 当将丙二腈 α位的甲基换为氟时, 

反应的对映选择性大大降低, 且产物组成较为复杂, 不

再按照之前所述的催化途径进行转化 . 甲基多巴

(S-α-methyldopa)可以治疗高血压, 并被用作孕妇高血

压的首选药物, 作者展示该催化方法在有机合成方面的

应用(Eq. 5), 将去对称化生物转化反应所得到的产物

20h 进行甲酯化和霍夫曼重排后, 以 73%的总产率得到

ee 值为 98%的甲基多巴前体 23. 

 

图式 8  化学-酰胺水解酶法合成 Pregabalin (16a)和 Baclofen (16b) 
Scheme 8  Chemoenzymatic approach to S-pregabalin (16a) and R-baclofen (16b) 

 

图式 9  Rhodococcus butanica ATCC 21197 催化丙二腈 19 的去对称化生物转化反应 
Scheme 9  Desymmetrization of prochiral malonitriles 19 by Rhodococcus butanica ATCC 21197 
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CO2H
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(R)-20b, 1 d
81% yield, 75% ee

CO2H

CONH2

(R)-20c, 1 d
72% yield, 95% ee

CO2H

CONH2

(R)-20d, 1 d
76% yield, 49% ee

CO2H

CONH2

(R)-20e, 4 d
84% yield, 23% ee

Ph

CO2H

CONH2

(R)-20f, 7 d
48% yield, >99% ee

Bn

CO2H

CONH2

(R)-20g, 3 d
90% yield, >99% ee

CO2H

CONH2
(R)-20h, 3 d

95% yield, 98% ee

O

O Ph

F
CO2H

CONH2

20i, 1 d
16% yield, 13% ee

R

CN

CN

19b ~ 19h

Rhodococcus rhodochrous IFO 15564

pH 6, 30 oC, 1 ~ 7 d R

CO2H

CONH2

(R)-20b ~ 20h

(4)

 

 

2003 年, 李祖义课题组[23]连续发表论文, 他们使用

含有腈水合酶和酰胺水解酶的菌株 Rhodococcus sp. 

CGMCC 0497, 分别催化 2-甲基-2-苄基丙二腈(25)和 2-

甲基-2-苄基丙二酰胺(27)的水解反应, 均以较高产率得

到高光学纯的单酰胺单羧酸产物 26 (Scheme 10), 当反

应在 20 ℃进行时其效率和选择性都要优于 30 ℃时. 

当以丙二腈类化合物25作为底物时, 反应速率较低, 需

要 7 d 才能完成反应, 且当苯环上连有给电子取代基

(25b～25c)或者苯环邻位含有取代基(25h)时, 产率较

低; 当以丙二酰胺类化合物27为底物时, 反应速率大大

提高, 仅需要 1 d 就能以 90%以上的产率得到相应产物

26. 作者对反应机制也进行了考察(Scheme 11), 以 2-甲

基-2-苄基丙二腈(25a)为底物在 30 ℃下进行生物转化

反应, 反应 66 h 后, 可以得到单氰基酰胺 S-28a(产率

56%, ee值93%)、单氰基羧酸R-29a(产率33%, ee值52%)

和二酰胺27a(产率8%)的混合物; 反应112 h后, 可以得

到单氰基羧酸 29a(产率 44%, ee 值 1%)和单酰胺单羧酸

26a(产率 52%, ee 值 95%)的混合物, 可见在 30 ℃下进

行反应其历程较为复杂且有大量接近于外消旋的单氰

基羧酸 29 生成, 降低温度可以大大抑制 29 的生成. 结

合产物的绝对构型可推测 Rhodococcus sp. CGMCC 

0497 中的腈水合酶具有较低的反应速率和较低的 S-选

择性, 酰胺水解酶具有较高的反应速率和较高的 R-选

择性. 

Rhodococcus sp. CGMCC 0497CN

CN
X

CONH2

CO2H
X

pH 7.0, 20 oC, 7 d

25a ~ 25h

(R)-26a, X = H; 96% yield, >99% ee
(R)-26b, X = p-CH3; 58% yield, >99% ee
(R)-26c, X = p-OCH3; 58% yield, >99% ee
(R)-26d, X = p-F; 80% yield, >99% ee
(R)-26e, X = p-Cl; 83% yield, >99% ee
(R)-26f, X = p-Br; 81% yield, >99% ee
(R)-26g, X = m-Cl; 85% yield, 98% ee
(R)-26h, X = o-Cl; 65% yield, 99% ee

Rhodococcus sp. CGMCC 0497CONH2

CONH2
X

CONH2

CO2H

X

pH 7.0, 20 oC, 1 d

27a ~ 27h

(R)-26a, X = H; 94% yield, 97% ee
(R)-26b, X = p-CH3; 98% yield, >99% ee
(R)-26c, X = p-OCH3; 93% yield, >99% ee
(R)-26d, X = p-F; 95% yield, >99% ee
(R)-26e, X = p-Cl; 95% yield, >99% ee
(R)-26f, X = p-Br; 94% yield, >99% ee
(R)-26g, X = m-Cl; 91% yield, 96% ee
(R)-26h, X = o-Cl; 92% yield, 97% ee  

图式 10  Rhodococcus sp. CGMCC 0497催化丙二腈 25和丙二

酰胺 27 的去对称化生物转化反应 
Scheme 10  Desymmetrization of prochiral malonitriles 25 and 
malonamides 27 by Rhodococcus sp. CGMCC 0497 

+ +

27a
8% yield

CNBn

CN

CNBn

CONH2

CNBn

CO2H

CONH2Bn
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Rhodococcus sp. CGMCC 0497

pH 7.0, 30 oC, 66 h

25a (S)-28a
56% yield
93% ee

(R)-29a
33% yield
52% ee

+

(R)-26a
52% yield
95% ee

CNBn

CN

CNBn

CO2H

CONH2Bn

CO2H

Rhodococcus sp. CGMCC 0497

pH 7.0, 30 oC, 112 h

25a (R)-29a
44% yield

1% ee

 

图式 11  Rhodococcus sp. CGMCC 0497 催化机制的探究 
Scheme 11  Research for mechanism of the desymmetrizations 
by Rhodococcus sp. CGMCC 0497 
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2006年, Rutjes小组[24]对二取代丙二腈类底物 30的

去对称化生物转化反应进行了初步研究(Eq. 6), 他们使

用 Rhodococcus erythropolis NCIMB 11540 整细胞催化

得到了一系列单氰基单酰胺产物 31, 其中取代基为正

戊基时可以较高的产率得到 ee 值高达 98%的产物

31c(作者并未给出产物绝对构型), 说明该菌株的腈水

合酶对于特定的底物具有较高对映选择性.  

 

2011 年, 王梅祥课题组使用含有腈水合酶和酰胺

水解酶的菌株 Rhodococcus erythropolis AJ270 实现了二

烷基取代丙二酰胺 32 的去对称化生物水解反应[25], 以

较高产率得到高光学纯的单酰胺单羧酸产物, 为了便于

测定 ee 值, 将其酯化为羧酸酯产物 33(Eq. 7), 降低生物

转化反应的温度可以提高对映选择性, 但是会降低反应

速度和产率. 当底物上取代基含有双键或苯环时, 产物

ee 值较高, 当取代基为位阻较大的基团时, 反应效率和

对映选择性都较低. 随后, 他们发现把取代基上的甲基

换为氨基后可以大大提高反应的效率和对映选择性[26] 

(Eq. 8), 且不论取代基上是否含有双键或苯环, 都可以

在 1 h 内完成反应得到 ee 值大于 95%的产物(只有 34g

例外). 分析比较生物转化产物 33 和 35 的构型可以发

现, 虽然产物都是 R 构型, 但是显然酰胺水解酶与这两

种底物的作用机制不同, 当底物不含有氨基时, 底物取

代基的立体效应和电子效应共同决定了酶与其手性识

别作用; 当底物上含有氨基时, 氨基与酶有更强的手性

识别作用.  

3  内消旋环状二腈类底物的去对称化生物转化

反应 

相比于前手性二腈, 关于内消旋环状二腈的去对称

化生物转化反应的报道较少, 这一方面是由于高效合成

内消旋环状二腈底物的化学方法不多, 特别是含有多官

能团的底物其合成有时较为困难, 另一方面是由于其手

性产物在合成天然产物或药物上的应用有待开发.  

1998 年, Sugai 和 Ohta 等[27]使用 Rhodococcus rho-

dochrous IFO 15564 整细胞催化内消旋的六元脂环二腈

及二酰胺的生物转化反应, 可以得到相应的水解产物, 

CO2Bn

CONH2

(R)-33a, 0.5 h
85% yield, 91% ee

R1

R2

CONH2

CONH2

32a ~ 32h

(1) Rhodococcus erythropolis AJ270, 30 oC
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87% yield, 98% ee

CO2Bn

CONH2

(R)-33e, 25 h
73% yield, 44% ee

CO2Bn

CONH2

(R)-33d, 0.7 h
85% yield, 43% ee

CO2Bn

CONH2

(R)-33g, 115 h
84% yield, >99.5% ee

CO2Bn

CONH2

(R)-33h, 31.5 h
88% yield, 41% ee

Ph

(7)

 

(R)-35a, 40 min
87% yield, 97% ee

34a ~ 34h (R)-35a ~ 35h
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H2N
CONH2

CONH2
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H2N
CO2H

CONH2

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35b, 50 min
93% yield, 97% ee

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35c, 40 min
98% yield, 99% ee

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35d, 25 min
96% yield, >99.5% ee

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35e, 25 min
80% yield, 97% ee

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35f, 60 min
83% yield, >99.5% ee

Bn

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35h, 35 min
84% yield, 98% ee

H2N
CO2H

CONH2

(R)-35g, 330 min
74% yield, 94% ee

H2N
CO2H

CONH2

Ph

30 oC

(8)

 

底物的骨架结构和是否含有双键对反应的速率和立体

选择性有较大影响, 当底物结构上含有桥环 36时, 可以

76%产率和 74% ee 值得到单氰基羧酸产物 37; 底物上

不含有桥环时(底物 38, 42), 可以生成高光学纯的单酰

胺羧酸和二羧酸产物, 直接以二酰胺 41作为底物, 可以

提高产物 39 的 ee 值. 对反应的过程进行详细研究后作

者给出了反应历程, 他们认为二腈底物 38 在不具有对

映选择性的腈水合酶作用下转化为二酰胺 41, 然后在

酰胺水解酶的作用下先后生成单羧酸和二羧酸产物, 反

应的对映选择性主要来源于酰胺水解酶(Scheme 12).  
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Rhodococcus rhodochrous
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36 37, 76% yield, 74% ee
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CO2H
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38 39, 39% yield, 83% ee
CO2H

CO2H

40, 33% yield

+

CONH2

CONH2

Rhodococcus rhodochrous
IFO 15564

4.5 ~ 24 h

CO2H

CONH2

41 39, 39% yield, 97% eeCO2H

CO2H

40, 39% yield

+

CN

CN

Rhodococcus rhodochrous
IFO 15564

4.5 ~ 24 h

CO2H

CONH2

42 43, 22% yield, 95% ee
CO2H

CO2H
44, 24% yield

+

CN

CN
38

CONH2

CONH2
41

CO2H

CONH2

nitrile hydratase

non-selective

amidase

1R, 6S-selective

(1R, 6S)-39  
图式 12  Rhodococcus rhodochrous IFO 15564 催化内消旋的

六元环状二腈的水解 
Scheme 12  Desymmetrization of meso cyclic dinitriles by 
Rhodococcus rhodochrous IFO 15564 

2012 年, 王梅祥课题组[28]报道了 Rhodococcus ery- 

thropolis AJ270整细胞催化内消旋氮杂环二酰胺42的去

对称化生物转化反应(Eq. 9), 反应以非常高的对映选择

性生成单羧酸产物 43, 随着氮上取代基位阻的增加, 反

应时间延长且产率降低. 当底物环上引入双键(42e)时, 

其效率和对映选择性仍然很高, 但是酶催化七元环底物

(42g)表现出了较低的对映选择性. 值得一提的是, 酶催

化 2,5-二酰胺基四氢吡咯 42a 的去对称化反应效率非常

高, 可以 94%的产率一锅得到 19 g对映体纯产物 2-羧基

-5-酰胺基四氢吡咯(43h). 随后, 该课题  组[29]又以相

似的方法研究内消旋 1,3-环戊二腈和 1,3-环戊二酰胺的

去对称化生物转化反应, 与之前所述内消旋氮杂环二酰

胺底物 42 的生物转化反应相比, 底物上两个取代基的

位阻造成反应速率较低. 研究发现腈水合酶可以低的

1R-对映选择性高效催化 1,3-环戊二腈及衍生物的单氰

基水和反应, 而酰胺水解酶以高的 1S-对映选择性催化

1,3-环戊二酰胺 44 的单酰胺水解反应, 并以最高可达

94%的产率生成高光学纯度的单酰胺单羧酸产物 45 

(Eq. 10), 反应速率受到底物上取代基位阻效应的较大

影响, 尤其当大位阻取代基与酰胺基处于顺式时反应速

率很低, 而底物上取代基类型和位置都不影响其非常高

的对映选择性.  
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CH3 N
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N
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Bn NH

CONH2

CO2Bn

43e, 1 h
96% yield, >99.5% ee

NH

CONH2

CO2Bn

43f, 1 h
90% yield, >99.5% ee

43g, 1 h
74% yield, 67% ee

NH

CONH2

CO2H

43h, 12 h, 19 g
94% yield, >99.5% ee

NH

CONH2

CO2Bn

(9)

 

同时王梅祥课题组还展示了生物转化方法在合成

具有潜在药物活性化合物上的应用[28,29](Scheme 13), 他

们以去对称化生物转化反应得到的手性产物 43h 为原

料, 通过几步简单的官能团转化反应, 以较高的总产率

合成了氮杂核苷类似物 49 以及苯并-1,4-二氮杂䓬酮化

合物 51; 还以具有多个手性中心的产物 45a 为原料, 构

筑含有多官能团的环戊烷并 δ-内酰胺化合物 52.  

4  其它类型前手性底物的去对称化生物转化反

应 

除了碳原子可以作为手性中心外, 磷原子和硫原子

也可以作为手性中心, 而基于磷或硫手性中心的去对称

化生物转化反应也有人报道. 2007 年, Rutjes 课题组[30]

报道了使用几种商品化的腈水解酶, 进行两类底物二乙

腈基苯基氧膦(53)和二乙腈基亚砜(56)的去对称化生物

转化反应(Scheme 14), 反应产物以单氰基酰胺和单氰

基羧酸为主, 其中对于底物 53, 腈水解酶 Nitrilase 106 
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图式 13  去对称化生物转化手性产物在有机合成中的应用 
Scheme 13  Synthetic applications of desymmetrization

 

图式 14  以杂原子为手性中心底物的去对称化生物转化反应 
Scheme 14  Desymmetrization of prochiral dinitriles by nitrilase 

 
表现出最好的对映选择性, 生成对映体纯的单氰基酰胺

产物 54; 而对于底物 56, 腈水解酶 Nitrilase 104 表现出

最好的对映选择性, 生成对映体纯的单氰基酰胺产物

57. 作者认为所生成的羧酸产物并不是由酰胺产物进一

步转化生成的, 而是同时由氰基转化而来. 值得一提的

是, 腈水解酶纯酶催化腈类底物反应后生成酰胺这一反

常现象并非个例, Sheldon 课题组[31]在 2006 年就报道了

重组腈水解酶具有腈水合酶活性并针对这一现象给出

了机理上的解释. 

5  结论与展望 

经过二十几年的发展, 前手性或内消旋腈类化合物



   
有机化学 综述与进展 

 
2342      http://sioc-journal.cn/ © 2016 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS Chin. J. Org. Chem. 2016, 36, 2333～2343 

的去对称化生物转化反应已经成为合成手性酰胺和羧

酸的重要方法, 和其它方法相比具有明显优势, 比如相

比于动力学拆分的方法去对称化反应理论产率可达

100%; 底物腈化物可以通过多种成熟而又简单的方法

制备; 反应条件温和且选择性高不会破坏底物上的敏感

官能团, 而这些优势使得去对称化生物转化方法越来越

成为制备其它化学方法不易制得的多官能化手性酰胺

和羧酸的优选方法. 可以预见: 随着新型含有高效高对

映选择性腈的转化酶的菌株的不断发现, 随着生物技术

尤其是基因突变和重组技术的不断发展, 将为腈的去对

称化生物转化领域的蓬勃发展注入新的活力; 而对新型

前手性或内消旋二腈底物尤其是内消旋环状二腈底物

去对称化生物转化反应的不断探索将进一步拓宽这一

领域; 在化学生物学家的共同努力下, 酶催化这类反应

的作用机制尤其是催化过程中分子层面上的手性识别

机制将不断被探索认识, 并将进一步指导底物分子理性

设计; 而以去对称化生物转化方法得到的多官能化手性

酰胺羧酸将被更多地用来合成天然产物和具有生物活

性的化合物. 
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