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摘　要　丹参素是中药丹参的水溶性化学成分之一，具有很多潜在的药理活性。以３，４二羟基苯甲醛和乙酰
甘氨酸为原料，经Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ反应并开环得到 α乙酰氨基β（３，４二乙酰氧基苯基）丙烯酸、盐酸水解制得
β（３，４二羟基苯基）丙酮酸，再经乳酸片球菌１２６９６静息细胞生物酶催化还原合成了天然右旋丹参素，总收
率６９４％，丹参素对映体过量值９７５％。
关键词　乳酸片球菌静息细胞；化学酶催化合成；丹参素
中图分类号：Ｏ６２１　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１００００５１８（２０１６）０９１０７３０６
ＤＯＩ：１０．１１９４４／ｊ．ｉｓｓｎ．１００００５１８．２０１６．０９．１５０４４４

２０１５１２１４收稿，２０１６０３０２修回，２０１６０４０１接受

中央高校基本科研业务费专项资金资助项目（ＪＢＺＲ１１５３）

通讯联系人：曾庆友，副教授；Ｔｅｌ／Ｆａｘ：０５９２６１６２３００；Ｅｍａｉｌ：ｔｏｎｙｚｅｎｇ＠ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；研究方向：药物合成及药物输送系统

丹参素又名丹参酸甲，是中药丹参中的一种水溶性酚酸类化合物，化学名称为 Ｒ（＋）β３，４二羟
基苯基乳酸。大量研究［１２］表明丹参素具有抗氧化、抗血栓、改善微循环、防止器官损伤、抗炎、增强机体

免疫力、降血脂、抗动脉粥样硬化、保肝和抗肿瘤等多种潜在的药理活性。临床上广泛应用于治疗心血

管病、改善心功能、冠脉循环、抗凝血和改善微循环等［３５］。

目前，丹参素主要是从中药丹参中提取制备，但由于丹参中丹参素含量低（约０５％）［６］，提取成本
高，已有很多研究采用化学方法［７１８］合成丹参素及其衍生物，其中多数路线得到的是外消旋丹参素及其

衍生物，需要繁琐的手性拆分才能得到天然的右旋丹参素［１９２０］。此外，也有文献报道通过不对称合成法

构建手性碳原子以制备单一构型丹参素及其衍生物：周小鸣等［２１］用肉桂醇作原料，经不对称环氧化方

法合成了 β苯基乳酸及其甲酯；姜茹等［２２］以胡椒醛为原料，通过不对称还原反应制得丹参素；田海林

等［２３］以３，４二羟基苯甲醛为原料，经苄基保护、Ｋｎｏｅｖｅｎａｇｌｅ缩合反应及酰化反应及酯化反应后，通过
Ｓｈａｒｐｌｅｓｓ不对称双羟化反应构建手性中心，得到高光学纯度的３（３，４二苄氧基苯基）２，３二羟基丙酸
冰片酯衍生物，最后经选择性催化加氢及脱保护得到单一构型的丹参素冰片酯。

生物催化具有高区域选择性和对映体选择性，利用微生物或酶将前手性化合物不对称转化为手性
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化合物，是应用前景较好的手性药物制备方法［２４］。将化学合成与生物转化相结合的化学酶催化合成方
法，即在涉及手性中心的生成或转化步骤中采用生物催化法，对一般合成步骤则采用有机化学合成法，

这不仅可克服化学合成反应步骤繁琐、环境污染严重等不足，又可有效避免生物转化量较少、发酵时间

较长等缺点，实现优势互补［２５２６］，加速手性化合物的合成，使手性化合物的制备实现原料易得、工艺简

单、环境友好且光学纯度高等优势［２７］。本文以 ３，４二羟基苯甲醛和乙酰甘氨酸为起始原料，经
Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ反应、开环、盐酸水解化学合成制得 β（３，４二羟基苯基）丙酮酸，再经乳酸片球菌
ＡＴＣＣ１２６９６静息细胞生物酶催化还原合成天然丹参素，合成路线如Ｓｃｈｅｍｅ１所示。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＮｉｃｏｌｅｔｉＳ１０型傅里叶变换红外光谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；１２００型液相质谱联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）；ＸＴ４Ｂ型显微熔点仪（北京科仪电光仪器厂）；ＤＲＸ４００ＭＨＺ型核磁共振仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；
ＷＺＺ２Ｂ型自动旋光仪（上海精密科学仪器有限公司）；ＬＣ２０Ａ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱 （美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。

Ｒ丹参素标准样品购于国家标准物质网；乳酸片球菌 ＡＴＣＣ１２６９６购于中国普通微生物菌种保藏
管理中心；其它试剂均为分析纯。

１．２　实验方法
α乙酰胺基β（３，４二乙酰氧基苯基）丙烯酸（５）的制备：向装有冷凝器的２５０ｍＬ三口瓶中，依次

加入２０ｍＬ醋酐、３，４二羟基苯甲醛（５５５ｇ，００４ｍｏｌ）、醋酸钠（４９２ｇ，００６ｍｏｌ），Ｎ乙酰甘氨酸
（５６８ｇ，００４８ｍｏｌ），开启磁力搅拌器，升温至１００℃恒温反应，ＴＬＣ检测反应进程（Ｖ（乙酸乙酯）∶Ｖ（石
油醚）＝３∶２）。随着反应进行，溶液由澄清的淡黄色逐渐变成褐色。３ｈ后反应结束、冷却至室温，有褐
色固体析出。将反应混合物倾入２００ｍＬ冰水混合物中搅拌开环，析出大量黄色晶体，置冰箱中冷藏过
夜，减压抽滤，滤饼用蒸馏水洗涤得粗品，粗品沸水重结晶并真空干燥得到化合物４，为黄色结晶粉末，
１０２９ｇ，产率８４８％，ｍｐ１８７～１８９℃（文献值［１５］：１８６～１８９℃），ＭＳ（ｍ／ｚ）：３２２１（Ｍ＋Ｈ）。ＩＲ（ＫＢｒ），
σ／ｃｍ－１：３４２４，３２７０，２４００～３０００，１７７８、１６９２，１６４０，１５４０、１５０７、１４３２、１３７３、８６０、８３８；１３ＣＮＭＲ（５００ＭＨｚ，
ＤＭＳＯｄ６），δ：１６９８，１６８８，１６７９，１６６７，１４４３，１４４２，１３３７，１３２９，１３１１，１２９６，１２８４，１２５０，２３０，
２０８，１５９；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３），δ：８０６（ｄ，Ｊ＝４Ｈｚ，ＡｒＨ，１Ｈ），７８８（ｄｄ，Ｊ＝２，８Ｈｚ，ＡｒＨ，１Ｈ），
７２７（ｄ，Ｊ＝８Ｈｚ，ＡｒＨ，１Ｈ），７０６（ｓ，１Ｈ），２４０（ｓ，３Ｈ），２３２（ｓ，３Ｈ），２３１（ｓ，３Ｈ）。

β（３，４二羟基苯基）丙酮酸（６）的制备：向装有冷凝器的２５０ｍＬ三口瓶中，加入１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液
７５ｍＬ和α乙酰胺基β（３，４二乙酰氧基苯基）丙烯酸（４８２ｇ，００１５ｍｏｌ），回流反应１０ｈ，反应液冷却
至室温后用乙酸乙酯萃取（５０ｍＬ×３），有机相减压蒸馏去除溶剂，残液凝固并干燥后得类白色粉末
２６２ｇ，产率８９０％，ｍｐ１８９～１９３℃（文献值［１１］：１９２～１９６℃），ＭＳ（ｍ／ｚ）：１９５１（Ｍ—Ｈ）。ＩＲ（ＫＢｒ），
σ／ｃｍ－１：３３８８、３２４２，２４００～３０００，１６９１，１６５５，１５２１、１４４３、１３８４、８６０、８１４；１３ＣＮＭＲ（５００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），
δ：１６７１，１４５７，１４５３，１３９６，１２６７，１２２２，１１５８，１１１３；１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），δ：１２９２（ｓ，
１Ｈ，ＣＯＯＨ），９０２（ｓ，１Ｈ，ＡｒＯＨ），８９４（ｓ，１Ｈ，ＡｒＯＨ），８７４（ｓ，１Ｈ，—ＯＨ），７３５（ｄ，Ｊ＝４Ｈｚ，１Ｈ），６９４
（ｄｄ，Ｊ＝２０，８４Ｈｚ，１Ｈ，ＡｒＨ），６６８（ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ，１Ｈ，ＡｒＨ），６２６（ｓ，１Ｈ）。

丹参素（１）的制备：向 ５０ｍＬｐＨ＝６０的磷酸盐缓冲液中加入 β（３，４二羟基苯基）丙酮酸
（０１２５ｇ，６３５ｍｍｏｌ）、辅助底物葡萄糖１００ｇ和３６ｈ菌龄的静息细胞１２５ｇ，于３０℃下１２０ｒ／ｍｉｎ振
荡反应２４ｈ后，发酵液经离心除去菌体，取上清液微滤后经高效液相色谱制备目标产物丹参素０１１６ｇ，
收率９２０％，比旋光度＝１５６（ｃ００２５，ＣＨ３ＯＨ）（文献值

［２８］［α］Ｄ＝１６（ｃ０１，ＣＨ３ＯＨ）），对映体过量
ｅｅ值为９７５％。经液相色谱检测［２９］Ｒ丹参素出峰时间为６３ｍｉｎ，Ｓ丹参素出峰时间为６８ｍｉｎ。液相
色谱分析测条件：ＫｒｏｍｓｔａｒＴＭＣ８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，流动相为甲醇溶液（含８ｍｍｏｌ／ＬＬ苯
丙氨酸和３ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸铜，采用ＮａＯＨ调ｐＨ＝３５）（体积比１８∶８２），柱温２０℃，检测波长λ＝２７９ｎｍ，
ｖ＝１０ｍＬ／ｍｉｎ。ＩＲ（ＫＢｒ），σ／ｃｍ－１：３３０９，２４００～３０００，１７２６，１６０７、１５１９、１４４５、８６０、８１１；１３ＣＮＭＲ
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（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯｄ６），δ：１７５２８、１４４７３、１４３６２、１２８８０、１２０８０、１１６８８、１１５２０、７１４９、４０１３；
１ＨＮＭＲ（４００ＭＨｚ，Ｄ２Ｏ），δ：６９１～６７５（ｍ，２Ｈ，ＡｒＨ），６７１（ｄ，Ｊ＝８Ｈｚ，１Ｈ，ＡｒＨ），４１８（ｄｄ，Ｊ＝４，
８Ｈｚ，１Ｈ），２９５（ｄｄ，Ｊ＝４，２０Ｈｚ，１Ｈ），２７４（ｄｄ，Ｊ＝７，１３Ｈｚ，１Ｈ）。

２　结果与讨论

２．１　盐酸用量对化合物６产率的影响
在水解反应制备β（３，４二羟基苯基）丙酮酸过程中，发现盐酸用量对其产率的影响较大，结果如

表１所示。由表１可知，随 ＨＣｌ（ｃ＝１ｍｏｌ／Ｌ）用量增加，目标产物产率先增加后降低，当盐酸用量为
７５ｍＬ时，即ＨＣｌ与原料摩尔比大约为５∶１时，产率达到最大值８３０％。原因可能是ＨＣｌ用量的增多有
利于原料的水解，但ＨＣｌ用量增加到一定程度后，目标产物可能发生脱羧副反应，导致产率下降。

表１　盐酸用量对化合物６产率的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｄｏｓａｇｅｏｎｃｏｍｐｏｕｎｄ６ｙｉｅｌｄ

Ｖ（ＨＣｌ）／ｍＬ ４５ ７５ １２０ １５０ ２２５ ３００
Ｄａｎｓｈｅｎｓｕｙｉｅｌｄ／％ ６５．６ ８３．０ ８０．４ ７８．２ ７０．７ ７０．１

２．２　酶催化剂的选择
为确定生物还原合成丹参素的酶催化剂，采用微生物发酵法对燕子牌酵母、梅山牌酵母、彩虹牌酵

母及乳酸片球菌ＡＴＣＣ１２６９６菌种进行了筛选，发现只有乳酸片球菌 ＡＴＣＣ１２６９６菌株能有效催化羰
基不对称还原，结果如图 １所示。由图 １可知，Ｒ丹参素的出峰时间为 ６３ｍｉｎ，在乳酸片球菌
ＡＴＣＣ１２６９６发酵液中检测到该信号峰，与 Ｒ丹参素标准样品一致，由此可证明，乳酸片球菌
ＡＴＣＣ１２６９６菌株能确实有效地催化３，４二羟基苯基丙酮酸不对称还原合成丹参素。

图１　Ｒ丹参素标准品（Ａ）和发酵液（Ｂ）的高效液相图谱
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＨＰＬＣｃｕｒｖｅｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅａｎｄｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄｗｉｔｈｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

２．３　葡萄糖浓度对静息细胞转化的影响
为了简化生物转化过程，我们采用乳酸片球菌静息细胞转化进行３，４二羟基苯基丙酮酸的生物催

化还原。静息细胞转化法能简化培养基组成，便于产物的分离纯化，不需无菌条件，易于操作，还可重复

多次利用［３０］。完整的静息细胞可在其代谢过程中产生与催化过程相匹配的辅酶，使催化反应得以顺利

进行。许多全细胞催化剂都具有内在的辅酶再生途径，即可通过加入辅助底物（如葡萄糖、异丙醇等）的

方式实现辅酶的原位再生［３１］，本文以葡萄糖作为辅助底物以激活辅酶的再生［３２］。由于静息细胞转化过

程中需考察的影响因素较多，比如菌龄、反应时间、细胞浓度、葡萄糖浓度、底物浓度、反应温度和ｐＨ值
等，本文以辅助底物葡萄糖浓度为例，讨论其对丹参素转化效率的影响，并以１０ｍＬｐＨ＝６０的磷酸盐
缓冲液配制β（３，４二羟基苯基）丙酮酸浓度１ｇ／Ｌ、ｐＨ＝６０、培养３６ｈ的菌体浓度２５ｇ／Ｌ的反应液于
３０℃下反应２４ｈ，考察不同葡萄糖浓度对丹参素转化的影响，结果如表２所示。
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表２　葡萄糖浓度对生物还原合成丹参素的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＤａｎｓｈｅｎｓｕｙｉｅｌｄｂｙｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

ρ（ｇｌｕｃｏｓｅｃｏｎ）／（ｇ·Ｌ－１） ０ ５ １０ １５ ２０ ２５
Ｄａｎｓｈｅｎｓｕｙｉｅｌｄ／％ １６．０ ４７．８ ６７．３ ７０．５ ７３．０ ４８．６

　　由表２可知，在不添加葡萄糖的时候，丹参素的产率处于较低水平，随着葡萄糖浓度的增加，丹参素
的产率大幅度增加，这说明葡萄糖确实激活了乳酸片球菌１２６９６菌株的辅酶再生途径；当葡萄糖浓度
达到２０ｇ／Ｌ时，丹参素产率达到最大值，进一步增加葡萄糖浓度，丹参素产率反而有所下降，说明辅酶
过量也会抑制催化反应的进行。

３　结　论

本文以３，４二羟基苯甲醛和乙酰甘氨酸为原料，经Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ合成反应后直接开环得到 α乙酰氨
基β（３，４二乙酰氧基苯基）丙烯酸、盐酸水解制得β（３，４二羟基苯基）丙酮酸。利用生物催化具有良
好的区域选择性和对映选择性，采用乳酸片球菌静息细胞生物酶催化还原合成了天然右旋丹参素。该

方法原料价廉易得，反应条件温和，操作简便，丹参素产率高。
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