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两相体系中生物转化肉桂醇生成天然 2-苯乙醇 
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摘要：利用肉桂内生菌鞘氨醇单胞菌 Sphingomonas sp. Z45 生物转化肉桂醇合成天然 2-苯乙醇。为了提高肉桂

醇的转化率和产物 2-苯乙醇的质量浓度，探究了在油相（有机溶剂）/水相（发酵培养基）两相体系中进行生物

转化的工艺。结果表明，在筛选的 6 种有机溶剂中，油酸作为构建两相体系的有机相，在 10 mL 发酵培养基中，

加入 1 mL 种子液培养 24 h 后，同时加入底物肉桂醇 3 g/L，油酸 10 mL，在 30 ℃、转速为 200 r/min 的摇床中

反应 12 h，在该条件下肉桂醇转化率达 88.0%，2-苯乙醇质量浓度为 2.64 g/L。与单水相体系同等条件下（底物

肉桂醇加入量 3 g/L）的转化结果相比较，肉桂醇转化率提高了 41.2%，2-苯乙醇质量浓度提高了 1.43 g/L。 
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Biotransformation of cinnamyl alcohol into natural  
2-phenylethanol in two-phase system 

HUANG Qiurong1, SU Guijiao2, LIANG Min1, LAI Fang1, LIU Xiongmin1, MA Li1* 
（1. College of Chemistry and Chemical Engineering, Guangxi University, Nanning 530005, Guangxi, China; 2. College 

of Life Sciences and Technology, Guangxi University, Nanning 530005, Guangxi, China） 

Abstract: Natural 2-phenylethanol was synthesized by biotransformation of cinnamyl alcohol with an 

endophytic strain Sphingomonas sp. Z45 from cinnamon. To improve the conversion rate of cinnamyl 

alcohol and the mass concentration of 2-phenylethanol, the biotransformation conditions in organic 

solvent/water two-phase system were investigated. The results showed that oleic acid was the best organic 

phase for the two-phase system among 6 kinds organic solvents. When 1 mL seed liquid was inoculated in 

10 mL fermentation medium and cultured for 24 h, subsequently, 10 mL oleic acid and 3 g/L cinnamyl 

alcohol were added, and then the reaction was performed at 30 ℃ and 200 r/min for 12 h, the conversion 

rate of cinnamyl alcohol reached 88.0%, and the final mass concentration of 2-phenylethyl alcohol was 

2.64 g/L. Compared with those of the mono-aqueous system reaction under the same conditions (additive 

amount of cinnamyl alcohol of 3 g/L), the conversion rate of cinnamyl alcohol and the mass concentration 

of 2-phenylethanol were increased by 41.2% and 1.43 g/L, respectively. 

Key words: cinnamyl alcohol; natural 2-phenylethanol; two-phase system; Sphingomonas; biotransformation; 

biological engineering 

2-苯乙醇（2-PE）因其具有怡人玫瑰香味而被

广泛应用于食品、化妆品、香水等行业，目前主要

通过化学合成[1]和植物源提取[2]两种方式获取。从植

物细胞中提取获得的 2-PE 天然属性附加值远高于

化学合成品，但因资源限制，产量不能满足市场需求
[2]。微生物转化所得的香精香料可视为“天然品”，

是一种极具经济性且可替代传统的植物源获取天然

香精香料的生产方式[3]。目前，生物合成天然 2-PE

生物工程 
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的研究多以 L-苯丙氨酸为底物，利用酵母菌通过艾

氏途径实现[4-5]，反应路线如下所示。 

 

 
 

NAD+为烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（氧化态）；NADH 为烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸（还原型辅酶Ⅰ） 

 
由于 L-苯丙氨酸原料价格高和资源的有限性，

本课题组在前期研究中，开发了以肉桂醇为原料，

利用筛选到的一株植物内生菌 Sphingomonas sp. 

Z45 生成天然 2-PE 的方法[6]，反应路线如下所示。 
 

 
ADH 为乙醇脱氢酶 

 

微生物转化脂溶性底物合成天然香精香料时，

底物的利用率随底物疏水性的增加而下降，底物、

产物的积累达到一定浓度后还会抑制细胞生长。因

此，产物浓度难以通过工艺优化得以提高，是生物

催化反应需要克服的难题[7]。以有机溶剂作为第二

相可实现底物的缓释和产物的原位移出，进而促进

反应的进行，且便于操作[8]。活性细胞与酶一样可

在有机溶剂中反应，还可表现出很好的反应特性[9]。

因此，有机溶剂相-水相两相体系广泛应用于微生物

转化脂溶性底物的研究中[10-12]。国内外已有以 L-苯

丙氨酸为底物合成天然 2-PE 时，利用水-有机溶剂

两相体系提高底物转化率和产物 2-PE 浓度的研究

报道。KAROLINA 等[13]提出了一种在以菜籽油为第

二相的双相体系中利用酵母生产 2-PE 的方法，2-PE

的总浓度比单水相体系提高 2.7 倍。陆军等[14]研究

了酿酒酵母在油酸存在的两相体系中转化 L-苯丙氨

酸生成 2-PE 的过程，产物 2-PE 的浓度比单水相提

高了 50%。BENEDICT 等[15]利用大肠杆菌（RE）细

胞进行两相生物转化，筛选生物柴油作为非水溶剂，

可用于原位提取产物，极大降低了 2-PE 的抑制作

用，显著提高了产物浓度和产率，将 80 mmol/L 的

L-苯丙氨酸转化为 71 mmol/L 的 2-PE（8.8 g/L，产

率 89%）。在以肉桂醇为原料，利用微生物生成天然

2-PE 的研究中，同样面临底物、产物的积累抑制细

胞生长、产物浓度较低的问题。 

为了提高肉桂醇的转化率和 2-PE 的产率，本文

通过筛选合适的有机相构建有机溶剂/水相两相体

系，并在两相体系中对以肉桂醇为底物、生物转化

合成天然 2-PE 的催化反应进行优化，为后期开展

由肉桂醇生产天然 2-PE 的放大实验提供一定的理

论参考。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

Waters e2695 高效液相色谱仪，SunFireTMC18 色

谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）（美国 Waters 公司）；

MQD-B3R 组合式振荡培养箱（上海旻泉仪器有限

公司）；Agilent 8453E 紫外-可见分光光度计（美国

安捷伦公司）。 

肉桂醇（质量分数 98%），上海麦克林生化科技

有限公司；2-PE（质量分数 97%），甲醇、乙腈、冰

醋酸均为色谱纯，德国默克公司；葡萄糖、氯化钠、

无水乙醇等均为分析纯，广东光华化学厂有限公

司。所有试剂用前未经处理直接使用。 

1.2  菌种 

从新鲜肉桂枝中筛选出的一株植物内生菌 Z45，

经广西南宁国拓生物技术有限公司对其进行 16S 

rDNA 基因序列扩增并测序，鉴定菌株 Z45 为鞘氨

醇单胞菌，并命名为 Sphingomonas sp. Z45[6]。 

1.3  培养基 

种子培养基（g/L）：葡萄糖 30，蛋白胨 16，磷

酸氢二钾 1，氯化钠 0.5，七水合硫酸镁 0.5，七水合

硫酸亚铁 0.01，pH = 7.0。发酵培养基同种子培养基。 

上述培养基均采用湿热灭菌，条件：1.05 kg/cm2，

121 ℃，20 min。 

1.4  菌体的培养和肉桂醇的生物转化实验 

将保存在斜面的菌种 Sphingomonas sp. Z45 经

平板划线法[16]进行活化后，用无菌接种环刮取一环

复壮的菌种于种子培养基中，于 30 ℃、200 r/min

的恒温振荡摇床中培养 12 h。接着，在发酵培养基

中按体积分数为 5%的接种量移取 1 mL 新鲜种子液

到 150 mL 三角瓶内（装液量 20 mL），于 30 ℃、

转速为 200 r/min 的恒温振荡摇床内扩大培养 24 h
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后，无菌条件下同时加入质量浓度为 2.5 g/L 的底物

肉桂醇和一定量有机溶剂（如油酸），在设定条件 

（有机溶剂、油水两相体积比、转化温度、初始 pH、

底物质量浓度）下摇床反应 12 h。 

1.5  菌体生物量的测定 

转化结束后，取一定量转化液，用蒸馏水稀释

成合适倍数后，测定菌悬液在 600 nm 处的吸光值

（OD600）。根据 OD600（y）与菌体生物量（x，g/L）

标准曲线方程 y = 0.7796x–0.3652 求出生物量[16]。 

1.6  转化产物的分析 

在转化液中加入等体积的无水乙醇，振荡摇匀，

经 12000 r/min 离心 5 min，取上清液，用流动相稀

释 20 倍，用 0.22 μm 有机滤膜过滤后，采用高效液

相色谱仪对 2-PE 和肉桂醇进行定量分析[17]。根据文

献[17]方法建立的标准曲线方程，计算出 2-PE 的质

量浓度（g/L），并按式（1）计算肉桂醇的转化率。 

肉桂醇转化率/%=(肉桂醇初始物质的量–肉桂

醇剩余物质的量)/肉桂醇初始物质的量×100   （1） 

式中：物质的量单位均为 mol。 

1.7  分配系数的测定 

在油酸相-水相两相体系中转化反应结束后，取

10 mL 反应液，经 12000 r/min 离心 5 min，分别取

1 mL 油酸相和水相液体，用甲醇稀释 10 倍，经

0.22 μm 有机滤膜过滤后，用高效液相色谱法[17]测

定肉桂醇和 2-PE 分别在油相（C油酸）和水相（C水）

中的含量（g/L），按式（2）分别计算肉桂醇和 2-PE

在两相中的分配系数（K）[15]。 

 K=C油酸/C水 （2） 

2  结果与讨论 

2.1  有机溶剂的选择 

选择合适的有机溶剂是进行两相体系生物转化

的前提条件。在两相生物转化体系中，有机溶剂的

选择主要考虑两方面：一是对生物催化剂的生物相

容性；二是对底物和产物合适的分配[18]。有机溶剂

在水中的溶解性与 logP（有机溶剂在标准水/正辛醇

体系中的分配系数的对数值）有很好的相关性，一

般 logP 值>4 的有机溶剂对生物催化剂活性无影响，

是生物相容的[19]。实验参照已报道两相体系转化 L-

苯丙氨酸生成 2-PE 的相关研究[14,20]，选择了多种有

机溶剂与水相（即发酵培养基）构建两相体系转化

合成 2-PE。在保持装液量为 20 mL 的基础上，按体

积分数 10%（以装液量计）分别加入乙醚、正己烷、

油酸、甘油、石油醚和乙酸乙酯 6 种有机溶剂，在

1.4 节（初始 pH=7）条件下，转化 12 h，考察了不

同有机溶剂对菌体生长和底物肉桂醇转化的影响，

并与单水相体系（空白）进行对比，结果见图 1。 

由图 1 可看出，Sphingomonas sp. Z45 菌体的生

物量在油酸和水相构建的两相转化体系中达到 19.8 

g/L，高于在其他有机溶剂和水相构建的两相体系中

的生物量，表明油酸对 Sphingomonas sp. Z45 菌体

的生物相容性更好。经实验计算，肉桂醇和 2-PE 在

油相和水相中的分配系数分别为 0.4 和 8.3。结果表

明，肉桂醇有少部分溶解在油酸中，可以在转化初

期减少反应物对细胞的毒害；同时油酸的加入有助

于产物 2-PE 的原位移除，减少产物对细胞的毒害。

因此，油酸和水相构建的两相体系下，菌体生物量

（19.8 g/L）明显高于单水相体系（空白）相同条件

下培养得到的菌体量（9.1 g/L）。 
 

 
 

图 1  有机溶剂/水两相体系对转化的影响 
Fig. 1  Effect of organic solvents/water on transformation 

 

在油酸和水相两相体系中，随着转化反应的进

行，油酸中肉桂醇逐渐转移到水相参与反应，使肉

桂醇转化率（78.0%±2.5%）较单水相体系下的转化

率（60.2%±3.0%）提高。故选择油酸作为有机相构

建两相体系进行肉桂醇生物转化生成 2-PE 的研究。 

2.2  油相和水相体积比对转化的影响 

在有机溶剂 /水相两相体系中有机相的加入也

会降低培养基的溶氧水平，溶氧水平不足会影响转

化过程[21]。摇瓶转化中，培养基中溶氧水平受有机

溶剂体积的影响，为此，考察了油相（油酸）和水

相（发酵培养基）体积比对 2-PE 转化合成的影响。

在保持装液量为 20 mL 的基础上，加入油酸与发酵

液体积比分别为 1∶19、2∶18、5∶15、10∶10、

11∶9、12∶8、15∶5，其他条件同 2.1 节，考察两

相体系中不同相体积比对最终发酵体系中菌体生长

和肉桂醇转化率的影响，结果见图 2。 

由图 2 可知，适当增加油酸的比例可减少肉桂

醇和 2-PE 对细胞的毒害，提高菌体生物量，同时缓

释肉桂醇，促进其转化。当 V(油相)∶V(水相)=10∶

10 时，菌体生物量最多，相对应的肉桂醇转化率也

最高；再提高油水相比例（11∶9），菌体生物量和
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肉桂醇转化率反而降低，而且随着油水相比例的继

续增加，这种变化趋势更加明显。这可能是因为油

酸体积占比过高，在发酵液表面形成较厚的油层阻

隔了空气，导致溶氧量不足。故选择油酸与发酵培

养基的体积比为 10∶10。 
 

 
 

图 2  油水两相体积比对转化的影响 
Fig. 2  Effect of volume ratio of oleic acid to water on 

transformation 
 

2.3  温度对转化的影响 

采用油水两相体系进行生物转化时，温度一方

面通过影响菌体生长和酶催化活性从而影响生物转

化体系的转化效果，另一方面会影响有机相黏度，

从而影响体系的溶氧水平和传质速率[20]。为此，考

察了在 V(油酸)∶V(发酵培养基)=10∶10，其他条件

同 2.1 节，25、28、30、35、37 ℃ 5 组温度对转化

反应的影响，结果见图 3。 
 

 
 

图 3  温度对转化的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on transformation 

 

由图 3 可知，两相体系中进行的生物转化反应

受温度影响较大。当温度在 25~30 ℃内，可能由于

油酸的黏度随温度升高，体系的溶氧和传质速率都

提高，适于菌体生长，菌体生物量和肉桂醇转化率

均增大，30 ℃达到峰值；当温度超过 30 ℃，因细

胞对热的耐受性降低，菌体生物量和肉桂醇转化率

反而减小。选取 30 ℃作为两相体系生物转化反应

的温度。 

2.4  初始 pH 对转化的影响 

在适宜的培养基初始 pH 条件下，细胞才能保

持较高催化活性。用 0.1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 溶

液调节发酵培养基初始 pH 分别为 3、4、5、6、7、

8、9，在 30 ℃，底物质量浓度为 2.5 g/L，V(油酸)∶

V(发酵培养基)=10∶10 条件下转化反应 12 h，考察

不同初始 pH 对两相体系中菌体生长和肉桂醇转化

率的影响，结果见图 4。 

 

 
 

图 4  初始 pH 对转化的影响 
Fig. 4  Effect of initial pH on transformation 

 
由图 4 可知，pH 对两相体系转化有影响。在偏

酸性和偏碱性的条件下，都不利于菌体的生长，菌

体的生物量相对较低，不利于肉桂醇的转化。当

pH=7 时，菌体生物量和肉桂醇转化率最高，这一结

果与水相反应的结果相一致[6]，这表明细胞主要是

在水相中催化反应的进行，有机相主要是控制底物

和产物在水相中的浓度而促进反应的进行。 

2.5  底物质量浓度对转化的影响 

在 2.1 节条件下，初始 pH=7，V(油酸)∶V(水

相)=10∶10 接种培养 24 h 后的培养液中加入质量浓

度分别为 1、2、3、4、5、6 g/L 的肉桂醇，转化反

应 12 h，结果如图 5 所示。 

 

 
 

图 5  底物质量浓度对转化的影响 
Fig. 5  Effect of substrate mass concentration on transformation 

 
从图 5 可以看出，随着底物质量浓度的升高，
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菌体生物量减少，肉桂醇转化率也降低。底物质量

浓度在 1~3 g/L 范围内，产物 2-PE 质量浓度随着底

物质量浓度的升高而增大。当底物质量浓度为 3 g/L

时，肉桂醇转化率达 82.0%±3.1%，2-PE 质量浓度

达到最大值（2.46±0.21）g/L；而文献[6]中底物质量

浓度为 3 g/L 时，肉桂醇转化率为 46.8%，2-苯乙醇

质量浓度为 1.21 g/L。底物质量浓度高于 3 g/L 后，

高的底物质量浓度及产物的积累对细胞产生明显的

抑制作用，2-PE 质量浓度呈下降趋势。与单水相体

系反应结果[6]相比，由于加入油酸与发酵液构成两

相体系，对肉桂醇起到缓释作用，将菌株对底物的

最大耐受质量浓度从 2.5 g/L 提高到 3 g/L，转化效

率得到了提升。 

由单因素实验结果得到转化实验的最佳条件

为：在 10 mL 发酵培养基中，加入 1 mL 种子液培

养 24 h 后，同时加入底物肉桂醇质量浓度为 3 g/L，

油酸 10 mL，在 30 ℃、转速为 200 r/min 的摇床反

应 12 h。在该条件下肉桂醇转化率达 88.0%，2-苯

乙醇质量浓度为 2.64 g/L。 

2.6  两相体系中油酸加入方式对转化的影响 

为了进一步探究两相体系中有机溶剂油酸的作

用，在最佳转化条件下采取两种不同的油酸加入方

式：（1）在培养初期加入油酸；（2）加入底物开始

转化的同时加入油酸，比较转化前后菌体生物量的

变化并求出肉桂醇转化率和产物质量浓度，结果如

表 1 所示。 
 

表 1  油酸加入方式对转化的影响 
Table 1  Effects of oleic acid addition on transformation 

生物量/(g/L) 加入 

方式 转化前 转化后 变化量 

肉桂醇 

转化率/% 

2-PE 质量

浓度/(g/L)

1 15.03 15.77 0.74 82.0 2.06 

2 16.04 21.04 5.00 88.0 2.64 

注：方式 1 为 Z45 加油酸扩培 24 h 后加入肉桂醇（3 g/L）

转化 12 h；方式 2 为 Z45 扩培 24 h 后同时加入油酸和肉桂醇

（3 g/L）转化 12 h。 

 
结果表明，采用油酸与底物同时加入的方式 2，

菌体生物变化量、肉桂醇转化率和 2-PE 质量浓度均

较培养初期加入油酸的高。这可能是因为在培养初

期加入油酸，会被菌体作为碳源消耗掉，导致在后

期的转化反应阶段油酸对底物的缓释和产物的原位

移除作用被削弱，底物和产物抑制菌体细胞的生长，

肉桂醇的转化率和 2-PE 的质量浓度相对较低；而后

加入油酸的方式使油酸在两相体系中作为相转移介

质的作用得到了更好的发挥，菌体在转化过程中进

一步增殖，有利于提高肉桂醇转化率和 2-PE 浓度。

与单水相体系同等条件下转化结果[6]相比较，肉桂醇

转化率提高了 41.2%，2-PE 质量浓度提高了 1.43 g/L。 

3  结论 

将油酸-发酵培养基两相体系用于以肉桂醇为

底物，利用 Sphingomonas sp. Z45 转化生成天然 2-PE

的反应，通过油酸对底物肉桂醇的缓释作用和对产

物 2-PE 的原位移除，减少了芳香族化合物对细胞的

毒害，最终实现了提高肉桂醇转化率和 2-PE 质量浓

度的目的。在 10 mL 发酵培养基中，加入 1 mL 种

子液培养 24 h 后，同时加入油酸 10 mL 和底物肉桂

醇 3 g/L，在 30 ℃、转速为 200 r/min 的摇床中反应

12 h，在此条件下肉桂醇转化率达 88.0%，2-PE 质

量浓度为 2.64 g/L。与单水相体系同等条件下的转

化结果[6]相比较，肉桂醇转化率提高了 41.2%，2-PE

的质量浓度提高了 1.43 g/L。为后期开展由肉桂醇

生产天然 2-PE 的放大实验提供了理论参考。 
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