
第 29 卷  第 4 期 

2014 年 8 月 

天津科技大学学报 

Journal of Tianjin University of Science  & Technology 

Vol. 29  No. 4 

Aug. 2014 

 

  收稿日期：2014–01–09；修回日期：2014–02–27 

  基金项目：国家自然科学基金资助项目(21276196) 

  作者简介：翟 莹（1986—），女，山东菏泽人，硕士研究生；通信作者：王 敏，教授，minw@tust.edu.cn. 

 

DOI:10.13364/j.issn.1672-6510.2014.04.003 

 

 

赤红球菌 CGMCC3090 生物转化肉桂腈 

合成肉桂酰胺的工艺 
 

翟 莹，申雁冰，汤 睿，郑 宇，王 敏 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457)

 

摘  要：针对目前肉桂酰胺工业生产采用的肉桂酸和二氯亚砜、浓氨水两步化学反应工艺存在安全性较低、产物分离

纯化困难等问题，建立并优化了赤红球菌 CGMCC3090 催化肉桂腈生成肉桂酰胺的转化工艺．研究表明：底物肉桂腈

浓度为 1.5,mol/L，赤红球菌菌体质量浓度为 2.6,g/L，在 30,℃、pH 7.5 条件下，转化 5,h 后转化率可达 100%，具有产物

纯度高、无副产物肉桂酸生成的优势，为赤红球菌 CGMCC3090 生物转化合成肉桂酰胺的工艺放大和生产性应用奠定

了良好基础． 
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Biotransformation of Cinnamonitrile into Cinnamamide with 

Rhodococcus ruber CGMCC3090 

ZHAI Ying，SHEN Yanbing，TANG Rui，ZHENG Yu，WANG Min 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，Tianjin Key Laboratory of Industrial 

Microbiology，College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：At present，the method of cinnamamide production consists of two steps by using cinnamic acid，thionyl chloride

and strong ammonia water. This chemical process has less security，product separation and purification are difficult and there 

are some other problems. To solve these problems，the process of biotransformation of cinnamonitrile into cinnamamide us-

ing Rhodococcus ruber CGMCC3090,was established. It was found that the conversion after 5,h can reach 100% when the 

cinnamonitrile was 1.5,mol/L，the cell concentration was 2.6,g/L，the temperature 30,℃ and pH 7.5. This process has the 

advantage of high product purity without formation of cinnamic acid. It has laid a good foundation for the scale-up process 

and practical production of cinnamamide biosynthesis with R. ruber CGMCC3090.  
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腈水合酶是许多微生物催化腈化合物代谢的关

键酶，具有化学、区域、立体选择性，宽泛的底物特异

性，能够降解有毒腈类物质或者代替化学方法生产酰

胺药物，并且已成功引入到化学工业中生产丙烯酰

胺、烟酰胺和 5–氰基戊酰胺等[1–10]．肉桂酰胺是一种

重要的有机合成中间体，广泛应用于医药合成及精细

化工等领域，可作为害虫的趋避剂，且对线虫也有一

定的抑制作用，可抑制肿瘤的生长和转移，是一种具

有开发前景的抗肿瘤化合物．肉桂酰胺的衍生物可

作为脑神经保护剂、受体拮抗剂等[11]．目前，工业上

生产肉桂酰胺主要通过肉桂酸和二氯亚砜加热生成

肉桂酰氯，再通过浓氨水和肉桂酰氯反应的二步反应

合成．该化学工艺存在安全性较低、对设备要求高、

产物分离纯化困难、环境污染严重等问题[12]． 

用微生物法代替化学法生产肉桂酰胺具有重要

意义，许多研究者致力于生物法生产肉桂酰胺的研
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究．1970 年，Bezanson 等[13]利用 Streptomyces vorti-

cillatus ATCC13495 所产苯丙氨酸脱氨酶生产肉桂酰

胺，并采用 14
C 标记 L–苯丙氨酸上的羧基碳进行其

代谢途径的研究，发现在链霉菌 ATCC13495 菌株的

代谢途径中，L–苯丙氨酸部分生成肉桂酸，然后得到

肉桂酰胺；L–苯丙氨酸为 0.5,g/L 时，脱氨酶酶活性

为 210,mU/g(DCW)．1986 年，Prevatt 等[14]报道了 9

株红球菌可以将肉桂腈转化为肉桂酰胺，但是有副产

物肉桂酸的生成，增加了产物后续分离纯化的困

难．2004 年，Brunati 等[15]研究发现 22 株不同的放线

菌可以将肉桂酸转化为肉桂酰胺，其中 Streptomyces 

halstedii 对肉桂酸的转化能力最强，底物质量浓度为

2,g/L，转化率达 95%，其余菌株对 0.3,g/L 肉桂酸的

转化率为 20%～80%，产物得率较低，制约了生物途

径制备肉桂酰胺的产业化进程．因此，迫切需要找到

一种反应条件温和，生产条件及分离纯化过程简单的

微生物方法代替化学生产方法． 

本 研 究 利 用 赤 红 球 菌 (Rhodococcus ruber) 

CGMCC3090 对肉桂腈进行生物转化生成肉桂酰

胺．该菌株对肉桂腈具有较高的转化能力，产物纯度

高，后续产品分离纯化简单． 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 菌种 

赤红球菌(Rhodococcus ruber)CGMCC3090，本

研究室自土壤中筛选获得，现保存于中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心． 

1.1.2 培养基 

斜面培养基(g/L)：牛肉膏 5，蛋白胨 10，氯化钠

5，琼脂 20，pH 7.2． 

种子培养基(g/L)：甘油 10，蛋白胨 5，麦芽浸粉

3，酵母粉 3，pH 7.0． 

发酵培养基(g/L)：葡萄糖 15，酵母粉 5，尿素 7，

KH2PO4 0.5，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.5，谷氨酸

钠 1，CoCl2·6H2O 2.38×10
-2，pH 7.0． 

1.1.3 主要试剂和仪器 

肉桂腈、肉桂酰胺、肉桂酸，天津希恩思生化科

技有限公司；蛋白胨、酵母粉，美国 BD公司；1260型

高效液相色谱仪(HPLC)，Agilent Technologies公司． 

1.2 实验方法 

1.2.1 赤红球菌 CGMCC3090 菌体培养 

斜面培养：30,℃恒温培养 4～5,d． 

种子培 养 ：挑取经 斜 面 活 化 的 赤 红 球 菌 

CGMCC3090 菌种 1 环，接种于装有 30,mL 种子培养

基的 250,mL三角瓶中，180,r/min、30,℃培养 28,h． 

发酵培养：按 3%的接种量将种子培养液接种于

装有 50,mL 发酵培 养 基 的 250,mL 三角瓶中 ，

180,r/min、28,℃培养 48,h． 

1.2.2 赤红球菌静息细胞制备与肉桂腈转化反应 

5,000,r/min 离 心收集发酵培 养 的 菌 体 ，用

KH2PO4–NaOH 缓冲液(50,mmol/L，pH 7.0)洗涤 3

次，制备赤红球菌静息细胞，将其悬浮于一定体积的

缓冲液中，使 A600＝0.7±0.02(稀释 50 倍)．将终浓

度为 0.5,mol/L 的底物肉桂腈和 9,mL KH2PO4–NaOH

缓冲液(50,mmol/L，pH 7.0)加入 100,mL 的三角瓶

中，30,W 超声 5,min 使底物分散均匀，30,℃摇床保

温 20,min，加入终质量浓度为 0.7,g/L 的赤红球菌菌

悬液，30,℃转化(转化实验设定 3 个平行样，下

同)．按转化时间取适量转化液加入 2 倍体积乙酸乙

酯萃取，取适量乙酸乙酯萃取液，挥发干后用甲醇重

新溶解，经 0.22,µm 微孔膜过滤后用于 TLC、HPLC

分析． 

1.3 分析方法 

1.3.1 转化样品 TLC 检测 

将乙酸乙酯萃取液点样于薄层层析硅胶板，以肉

桂腈、肉桂酰胺标准品作对照，展开体系为 V(氯仿)∶ 

V(甲醇)＝9∶1，在紫外灯(254,nm)下观察赤红球菌

CGMCC3090 能否转化肉桂腈，初步判断其转化 

情况. 

1.3.2 转化率测定 

采用高效液相色谱(HPLC)检测转化率．色谱柱

为 Phenomenex Luna C18(5,µm，250,mm×4.6,mm)，

流动相 V(甲醇)∶V(水)＝8∶2，流量 0.6,mL/min，进

样量 10,µL，柱温 30,℃，检测波长 254,nm．按式(1)

计算摩尔转化率． 

   0

0

100%
c c

y
c

−
= ×  (1)

式中：
0
c 为转化起始底物浓度，mol/L；c 为转化终止

时底物浓度，mol/L． 

1.4 肉桂腈转化工艺的建立 

1.4.1 转化温度的选择 

肉桂腈浓度为 0.5,mol/L，赤红球菌菌体质量浓

度为 0.7,g/L，以 50,mmol/L 的 KH2PO4–NaOH 缓冲

液(pH,7.0)为反应介质，分别考察 20、25、30、35、 

40,℃下反应 4,h 的转化率． 
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1.4.2 转化 pH 的选择 

反应温度为 30,℃，反应时间 4,h，分别考察 pH

在 5～9 区间变化时对反应的影响． 

1.4.3 底物浓度对转化反应的影响 

赤红球菌菌体质量浓度为 2.6,g/L，反应温度为

30,℃，pH 为 7.5，考察肉桂腈浓度分别为 0.5、1.0、

1.5、2.0、2.5、3.0、3.5,mol/L 对反应的影响． 

1.4.4 菌体质量浓度对转化反应的影响 

底物肉桂腈浓度为 1.5,mol/L，反应温度为 30,

℃，pH 为 7.5，分别加入 1.3、2.0、2.3、2.6、3.0、3.3、

4.0,g/L 的菌体，测定其对反应的影响． 

2 结果与分析 

2.1 肉桂腈转化产物分析 

转化液样品 TLC 检测结果见图 1，底物肉桂腈

Rfs 和产物肉桂酰胺Rfp 分别为 0.8 和 0.3，说明底物和 

转化产物的分离效果较好．转化液在薄层板上出现

目标产物肉桂酰胺斑点，表明赤红球菌 CGMCC3090

可以转化肉桂腈生成目标产物，而且转化率较高(未

见残留的底物斑点)． 

 

1. 肉桂腈和肉桂酰胺的混合标样；2. 肉桂腈转化液 

图 1 肉桂腈转化液的 TLC谱图 

Fig. 1 TLC spectrum of cinnamonitrile biotransformation 

进一步采用 HPLC 分析方法分析其转化情况，图

2 是转化 4,h 时的转化反应液的HPLC谱图． 

 

 

(a) 肉桂酸、肉桂酰胺、肉桂腈标准品                                  (b) 肉桂腈转化样品 

图 2 肉桂腈转化液的 HPLC谱图 

Fig. 2 ,HPLC spectrum of cinnamonitrile transformation 

由图 2 可以看出，转化产物为肉桂酰胺(保留时

间 6.1,min)，底物肉桂腈(保留时间 8.4,min)基本被转

化完全，转化率 94.9%，没有副产物肉桂酸(保留时间

3.6,min)的生成． 

2.2 肉桂腈转化工艺的确定 

2.2.1 转化温度的选择 

  温度影响菌体细胞所产腈水合酶的活性、稳定性

及选择性，进而影响转化反应的速率．已发现的腈水

合酶的适宜温度在 10～45,℃．温度对赤红球菌

CGMCC3090 转化肉桂腈的影响如图 3 所示．由图 3

可知：温度为 30,℃时肉桂酰胺转化率达到最大值，

为 94.9%；温度为 20,℃和 40,℃时，转化率仍保持在

80%以上，说明赤红球菌 CGMCC3090 所产腈水合酶

的适宜温 度范围较 宽 ．这与来源于 Rhodococcus 

rhodochrous IFO15564
[16]的腈水合酶(最适反应温度

为 30～40,℃)特性一致． 

 

图 3 温度对转化反应的影响 

Fig. 3 Effect of temperature on transformation 

2.2.2 转化 pH 的选择 

pH 影响微生物细胞酶分子的构象，从而影响转

化反应的速率．Kashiwagi 等 [16]报道 Rhodococcus 
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rhodochrous IFO15564 所产腈水合酶的最适 pH 在

7.0～8.5 范围内．从图 4 所示的 pH 对赤红球菌

CGMCC3090 转化肉桂腈的影响发现：其 pH 为 7.5

时肉桂酰胺的转化率达到最大值，为 97.2%；在酸性

条件下，腈水合酶转化能力较低，而偏弱碱性时，即

pH 7～8 时其转化效率较高． 

 

图 4 pH对转化反应的影响 

Fig. 4 Effect of pH on transformation 

2.2.3 底物浓度对转化反应的影响 

Prevatt 等[14]利用 Rhodococcus 所产腈水合酶将

肉桂腈水解生成肉桂酰胺，底物浓度为 5,mmol/L，转

化 23,h 后，肉桂酰胺的产率仅为 40%，副产物肉桂酸

的产率为 57%，带来目标产物的分离纯化困难．赤红

球菌 CGMCC3090 能够较好地催化肉桂腈，肉桂腈

底物浓度对转化过程的影响如图 5 所示．由图 5 可以

看出：底物浓度为 3.5,mol/L 时转化速率较慢；当初

始肉桂腈浓度较低时(≤1.5,mol/L)，转化非常迅速，

转 化 5,h ，底 物 转 化 率 达 100%．可见，赤 红 球 菌

CGMCC3090 静息细胞对底物肉桂腈的耐受性较高，

易于实现高浓度的产物合成． 

 

图 5 底物浓度对转化反应的影响 

Fig. 5  Effect of initial substrate concentration on trans-

formation 

2.2.4 菌体质量浓度对转化反应的影响 

初始肉桂腈底物浓度为 1.5,mol/L，不同菌体质

量浓度对肉桂酰胺转化生产的影响见表 1，转化速率

随着菌体质量浓度的增加而提高．当菌体质量浓度

为 2.6,g/L 时，反应 5,h 时，肉桂酰胺转化率为 100%，

无副产物肉桂酸产生． 

表 1 菌体质量浓度对转化反应的影响 

Tab. 1 Effect of cell concentrations on transformation 

转化率/% 菌体质量浓度/

(g·L
-1) 0.5,h 2,h 5,h 

1.3 05.1±0.3 37.6±0.6 70.1±0.5 

2.0 12.2±0.8 54.3±1.2 87.8±0.7 

2.3 19.5±0.6 76.3±0.8 97.4±0.3 

2.6 24.9±0.5 82.3±0.6 100 

3.0 32.7±0.8 86.5±0.3 100 

3.3 40.9±0.6 90.2±0.4 100 

4.0 53.3±0.8 94.5±0.2 100 

  图 6 为赤红球菌 CGMCC3090 静息细胞生物转

化肉桂腈生成肉桂酰胺的过程曲线．反应 5,h 时，

1.5,mol/L 肉桂腈转化率达到 100%，进一步延长时间

至 8,h，转化产物保持稳定，未发生进一步的转化衍

生反应，也未发现有腈水合酶转化反应常伴随出现的

羧酸的生成．产物肉桂酰胺为白色固体，微溶于水，

随着反应的不断进行，高浓度的转化产物以固态形式

从反应液中析出，底物肉桂腈为浅黄色液体，不溶于

水，表现出多相反应特征． 

 

图 6 赤红球菌 CGMCC3090转化肉桂腈反应过程曲线

Fig. 6 Course of cinnamonitrile transformation by R. ruber

CGMCC3090 

3 结 论 

赤红球菌 CGMCC3090 可以转化肉桂腈生成肉

桂酰胺．肉桂酰胺的最适转化生产条件：转化温度

30,℃、初始转化 pH 7.5、赤红球菌菌体质量浓度为

2.6,g/L、底物肉桂腈浓度为 1.5,mol/L，转化 5,h 后转

化率达 100%且无副产物生成． 
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