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工业生物技术                                                               

毕赤酵母不对称合成阿托伐他汀中间体 

周剑平，任宇红，张敏洁，孙晓锋，魏东芝 
华东理工大学 生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237 

摘  要: 阿托伐他汀可通过抑制 HMG-CoA 还原酶与底物的结合来抑制胆固醇的合成，而 (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚

胺基戊酸乙酯是阿托伐他汀合成的重要中间体。通过对实验室保藏菌种进行筛选，得到一株巴氏毕赤酵母 X-33 可将 5-

邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯还原为 (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯。在磷酸盐缓冲液体系中考察了初始

底物浓度、反应时间、辅助底物、葡萄糖添加量、pH、温度等因素对产物收率和对映体选择性的影响，获得了较佳的

反应条件。选择底物投料量为 7 g/L 时，当菌体浓度 120 g/L，葡萄糖添加量 120 g/L，pH 6.5，温度 35 ℃，反应时间

12 h，产物 (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯的收率可达到 93.12％，对映体过量值可达到 98.55％。 

关键词 : 毕赤酵母，不对称还原，5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯，(R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯 

Asymmetric synthesis of atorvastatin intermediate  
by Pichia pastoris X-33 
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Abstract:  Ethyl (R)-3-hydroxy-5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-pentanoate is a potential intermediate for the synthesis of 
HMG-CoA reductase inhibitor (atorvastatin) that can lower the cholesterol level in human blood. In this study, in order to 
synthesize ethyl (R)-3-hydroxy-5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-pentanoate by bioreduction, the yeast strains in our lab were 
screened. Ethyl (R)-3-hydroxy-5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-pentanoate was found to be produced efficiently from ethyl 
5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-oxopentanoate by Pichia pastoris X-33. The effects of initial substrate concentration, reaction 
time, co-substrate, amount of yeast cells, pH, as well as the temperature on the yield and enantiomeric excesses (e.e. value) of 
product were examined in mono-phase system. The optimal reaction conditions are as fallows: substrate concentration 7 g/L, cell 
concentration 120 g/L, glucose concentration 120 g/L, pH 6.5, temperature 35 °C, reaction time 12 h, and the yield 93.12% with 
the high e.e. value of 98.55%. 

Keywords:  Pichia pastoris X-33, asymmetric reduction, ethyl 5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-oxopentanoate, ethyl 
(R)-3-hydroxy-5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)- pentanoate 
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阿托伐他汀 (立普妥) 是目前世界上十分畅销

的调血脂药物。该药物是 HMG-CoA 还原酶的抑制

剂，可通过抑制 HMG-CoA 还原酶与底物的结合来

抑制胆固醇的合成，同时，阿托伐他汀还可以降低

低密度脂蛋白(LDL) 和甘油三酯(TG) 的浓度，升高

高密度脂蛋白(HDL) 的浓度，从而对动脉粥样硬化

和冠心病的防治有重要意义 [1-3]。阿托伐他汀的合

成过程中，难点在于侧链两个手性羟基的合成，早

期的研究均采用化学方法合成，不仅需要高成本的

金属催化剂，且反应条件激烈，需多步反应才能实

现[4-5]。这就使生物催化法在合成药物手性中间体方

面显示出了更大的吸引力和更佳的优势。生物催化

法在制备手性化合物方面，具有效率高、条件温和、

成本低、步骤少、环境污染少、不需添加昂贵的辅

酶、产物对映体过量值高等优点，这给药物制造工

业带来了新的发展前景[6]。 

(R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯作为

光学活性物质，是合成阿托伐他汀的重要中间体之

一。本文利用从本实验室保藏的菌株中筛选到的一

株对映体选择性较好的巴氏毕赤酵母 X-33，在磷酸

盐缓冲液体系中对其转化 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代

戊酸乙酯的反应条件进行了研究。采用该方法得到

的产物收率可达 93％以上，能得到高光学纯度的手

性产物，且反应专一性强、副产物少、后处理简单，

具有很好的工业开发应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、试剂和培养基 
燕山面包酵母 Baker’s yeast 1 购自河北马利食

品有限公司，马利面包酵母 Baker’s yeast 2 购自中

澳 合 资 哈 尔 滨 马 利 酵 母 有 限 公 司 ， 酿 酒 酵 母

Saccharomyces cerevisiae 购自上海工业微生物研

究所，巴氏毕赤酵母 Pichia pastoris Gs115、巴氏

毕赤酵母 Pichia pastoris X-33 购自美国 Invitrogen

公司。  

5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯、(R)-3-羟基

-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯购自浙江京新药业公

司，甲醇、正己烷、异丙醇 (均为 HPLC 级) 购自

TEDIA 公司，其他化学试剂均为分析纯，购自国药

集团化学试剂公司。 

YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖 20，酵母粉 10，蛋

白胨 20，琼脂粉 20 (固体)。 

1.2  不对称还原反应 
还原反应过程如图 1 所示。 

 

图 1  生物还原 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯合成 
(R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯 
Fig. 1  Bioreduction of ethyl 5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-3-oxo- 
pentanoate to ethyl (R)-3-hydroxy-5-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)- 
pentanoate. 
 

酵母在摇瓶中 30 ℃、180 r/min 培养 32 h，

6 000 r/min、4 ℃离心 5 min，弃去上清液，所得湿

菌体用磷酸盐缓冲液洗涤 3 次后用于转化反应。 

取适量湿菌体，悬浮于 25 mL 缓冲液中，加入

适量 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯和辅助底

物，180 r/min 下反应 24 h。所有实验均重复 3 次。 

1.3  HPLC 测定 3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸

乙酯的浓度 
将 1.2 所得的反应液离心去菌体后，洗涤 2 次

后定容至 50 mL。用 Agilent 1100 series HPLC 监测

系统测定产物 3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯

的收率，色谱柱为 XDB-C18 (4.6 mm×250 mm，

5 µm)。流动相：甲醇/水 (体积比为：50/50)，流速：

1 mL/min，柱温：30 ℃，波长：219 nm。底物和产

物结构经质谱、HNMR 及旋光度检测确定。 

1.4  HPLC 测定 (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基

戊酸乙酯的对映体过量值(e.e.值) 
反应液处理过程如下：将反应液上清用等体积

的乙酸乙酯进行萃取，萃取液于 40 ℃水浴旋转蒸

发，得到淡黄色油状液体，配制成溶液 (以异丙醇

做溶剂)。用 Agilent 1100 series HPLC 监测系统测定
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产物  (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯的

e.e.值，色谱柱为 Chiralcel OD-H (4.6 mm×250 mm，

5 µm)。流动相：正己烷/异丙醇 (体积比为：90/10)，

流速：1 mL/min，柱温：30 ℃，波长：219 nm。 

2  结果与分析 

2.1  菌种的筛选 
产羰基还原酶的微生物主要以酵母居多，对本

实验室保藏的各类酵母进行初筛和复筛，得到一株

产羰基还原酶的巴氏毕赤酵母 X-33，复筛结果如表

1。以摇瓶发酵得到的菌体为酶源，毕赤酵母 X-33

产酶较稳定，产物收率较高，立体选择性较好。综

合考虑，本实验选择该菌株作为催化菌株。 
 
表 1  菌种复筛结果 
Table 1  Multiple isolation of the strains 

Type of Yeast Yield (%) e.e. (%) Conformation

Baker’s yeast 1 76.70  1.80 S/R 

Baker’s yeast 2 79.28 30.11 S/R 

Saccharomyces cerevisiae 87.68 21.16 S/R 

Pichia pastoris Gs115 74.20 96.10 R 

Pichia pastoris X-33 81.71 97.52 R 
 
2.2  底物浓度对反应的影响 

由图 2 可知，随着底物浓度的增加，产物的收

率逐渐降低，这可能是由于存在底物抑制或者产物

抑制，也有可能是底物和产物在缓冲液中的溶解性

不佳所致。底物浓度对 e.e.值的影响不大。 

 

图 2  底物浓度对产物收率和 e.e.值的影响 
Fig. 2  Effect of substrate concentration on yield and enantio- 
meric excesses of product. 

2.3  时间对还原反应时间的影响 
如图 3 所示，随着反应时间的增加，产物收率

逐步提高，反应前 12 h 是产物迅速合成阶段，收率

达到 86.79％。但随着反应时间的延长，超过 12 h

后，产物的积累、底物浓度的降低以及部分酶的失

活等众多因素的影响使得反应速度逐渐下降，收率

基本不再变化。反应时间对 e.e.值影响不大。根据产

物的收率和 e.e.值确定 12 h 为较佳反应时间。 

 

图 3  反应时间对产物收率和 e.e.值的影响 
Fig. 3  Effect of reaction time on yield and enantiomeric 
excesses of product. 
 
2.4  菌体浓度对反应的影响 

菌体浓度在一定程度上代表着反应体系中酶的

浓度，因此菌体浓度的增加，有助于加快反应速度，

但是菌体浓度增加的同时也增加了成本。因此有必

要寻求一个处于收率和菌体量之间的最佳配比。 

 

图 4  菌体浓度对产物收率和 e.e.值的影响 
Fig. 4  Effect of yeast concentration on yield and enantiomeric 
excesses of product. 
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由图 4 可知，随着菌体浓度的增加，产物的收

率逐步提高；当菌体浓度达到 120 g/L 之后，产物收

率达较高水平，且基本维持稳定，可能是底物已消

耗完或者一部分底物被分解。菌体浓度对 e.e.值影响

不大，e.e.值一直维持在 98％左右。所以综合考虑，

我们选择 120 g/L 作为最佳菌体浓度。 

2.5  辅助底物对反应的影响 
催化 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯还原为

(R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯不仅需要

羰基还原酶，细胞内的一些脱氢酶也起着重要的作

用，可氧化一些辅助底物，促进 NADPH 的再生，

持续不断的提供还原反应所需的氢。常见的脱氢酶

有葡萄糖脱氢酶、甲酸脱氢酶和醇脱氢酶等 [7]，所

以有必要对辅助底物进行筛选，结果见表 2。  
 
表 2  辅助底物对产物收率和 e.e.值的影响 
Table 2  Effect of co-substrates on yield and enantiomeric 
excesses of product 

Co-substrate Yield (%) e.e. (%) 

Blank 16.54 81.65 

Sucrose 14.42 84.17 

Glucose 86.23 97.69 

Glycerol 47.42 96.53 

Methanol 38.02 96.14 

Isopropanol  6.62 91.70 
 

各类辅助底物的添加量为 120 g/L。由表 2 可知，

不同的辅助底物会不同程度地影响产物的收率和

e.e.值。无辅助底物时，酵母细胞只能利用自身的糖

原进行辅酶再生，但是自身产生的辅酶 NAD(P)H 的

量是有限的，且不能进行循环再生，所以反应的收

率很低，仅达 16.54％，且对映体选择性较低，为

81.65％。以蔗糖或者异丙醇为辅助底物时，反而会

降低产物的收率，可能是其对细胞产生了毒害作用。

甘油、甲醇和葡萄糖作为辅助底物时可增加产物的

收率，提高反应的立体选择性。其中又以葡萄糖作

为辅助底物时效果最佳，产物收率和 e.e.值均最高。 

2.6  葡萄糖添加量对反应的影响 
考察了不同的葡萄糖浓度对反应的影响。从图

5 可以看出，当葡萄糖浓度低于 120 g/L 时，产物的

收率随着葡萄糖浓度的增加而提高。继续增加葡萄

糖的浓度，产率却有所下降，可能是高浓度的葡萄

糖对菌体的生长不利，或者影响了羰基还原酶的活

性。葡萄糖添加量对产物的 e.e.值影响不大。 

 

图 5  葡萄糖浓度对产物收率和 e.e.值的影响 
Fig. 5  Effect of glucose concentration on yield and 
enantiomeric excesses of product. 
 
2.7  pH 对反应的影响 

配制不同 pH 的磷酸盐缓冲液，考察 pH 对还原

反应的影响，结果如图 6 所示。在酸性条件下，产

物收率随着 pH 的升高而增加，当 pH 达到 6.5 时，

收率最高，随着 pH 值的继续提高，产物收率则略微

下降。pH 对产物的 e.e.值影响不大。 

2.8  温度对反应的影响 
考察了不同反应温度对产物收率和 e.e.值的影

响。酶只有在一定的温度下才能保持最佳的催化活 

 

图 6  pH 对产物收率和 e.e.值的影响 
Fig. 6  Effect of pH on yield and enantiomeric excesses of 
product. 



周剑平等: 毕赤酵母不对称合成阿托伐他汀中间体  583 

 

Journals.im.ac.cn 

性。低温下酶的活性较低，但高温也会导致酶的失

活。表 3 显示了随着温度的升高，产物的收率逐渐

提高，当温度为 35 ℃时收率最高，再升高温度收

率则明显下降，这可能是由于酶的变性失活。产物

的 e.e.值随温度的升高略有降低，但影响不大。 
 
表 3  反应温度对产物收率和 e.e.值的影响 
Table 3  Effect of reaction temperature on yield and 
enantioneric excesses of product 

Temperature (°C) Yield (%) e.e. (%) 

25 84.37 97.89 

30 86.23 97.69 

35 93.12 97.07 

40 75.21 96.52 
 

3  结论 

对实验室保藏的菌种进行筛选得到一株巴氏毕

赤酵母 X-33，可将 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙

酯不对称还原为 (R)-3-羟基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊

酸乙酯。对催化反应的条件进行了研究，并确定了

最佳的反应条件：选择底物投料量为 7 g/L，菌体浓

度为 120 g/L，葡萄糖添加量为 120 g/L，pH 为 6.5，

温度为 35 ℃。在以上条件下，产物 (R)-3-羟基-5-

邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯的收率最高可达到

93.12％，对映体过量值可达到 98.55％。在不对称

还原 5-邻苯二甲酰亚胺-3-氧代戊酸乙酯为 (R)-3-羟

基-5-邻苯二甲酰亚胺基戊酸乙酯的反应中，巴氏毕

赤酵母 X-33 表现出非常好的立体选择性，且 e.e.值

基本不受环境因素的影响，可进一步深入研究。 
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