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摘要：以 3,4-二羟基苯甲醛为原料，经 Knoevenagel 缩合、水解反应合成 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸，利用对甲

基苯磺酸催化 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸和冰片反应合成了 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片酯，最后利用面包酵母

生物催化不对称合成了丹参素冰片酯（DBZ）。系统考察了葡萄糖加入量、反应时间、pH 及 β-环糊精加入量

等因素对面包酵母生物催化合成不对称丹参素冰片酯的影响，结果表明：在底物 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片

酯加入量为 0.5 g 时，其最佳反应条件为：葡萄糖 30 g、β-环糊精 1.5 g、pH 为 7、反应时间 24 h，此条件下对

映体过量值（e.e.）高达 84.9%，产物主要为 S 构型的丹参素冰片酯。该工艺条件温和、成本较低，是一条极具

价值的丹参素冰片酯生产工艺。 

关键词：面包酵母；生物催化；不对称还原；β-环糊精；丹参素冰片酯；催化技术 

中图分类号：R932     文献标识码：A    文章编号：1003-5214 (2018) 06-0987-05 
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Abstract: β-(3,4-dihydroxyphenyl) pyruvic acid was first synthesized by Knoevenagel condensation and 

hydrolysis reactions of 3,4-dihydroxybenzaldehyde. Then, β-(3,4-dihydroxyphenyl) pyruvate borneol ester 

was prepared from β-(3,4-dihydroxyphenyl) pyruvic acid with borneol in the presence of a catalytic amount 

of p-toluenesulfonic acid. Finally, biocatalytic synthesis of target product Danshensu borneol ester (DBZ) 

catalyzed by bread's yeast was obtained. The factors affecting synthesis of DBZ such as amount of glucose, 

reaction time, pH valve and amount of β-cyclodextrin were systematacially investigated. The results 

showed that when the amount of β-(3,4-dihydroxyphenyl) pyruvate borneol ester was 0.5 g, the optium 

reaction conditions were as follows: amount of glucose 30 g, reaction time 24 h, pH 7, amount of 

β-cyclodextrin 1.5 g. Under these conditons, enantiomeric excess (e.e.) valve of the target product was as 

high as 84.9%, and S enantiomer was the predominant component. The process in this paper is mild and low 

cost, and is a very valuable process for the production of DBZ. 
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丹参素冰片酯（DBZ）是西北大学郑晓晖课题

组在丹参素结构上引入冰片结构而设计合成的新化

合物 [1]。相关研究表明，DBZ 具有抗动脉粥样硬

化 [2-3]、抗心脑缺血[4]、降低血压、改善心脏舒张功

能[4]等作用。 

中国科研工作者在如何高效且低成本的制备

DBZ方面做了大量的工作。郑晓晖[1]以3,4-二羟基苯

甲醛为原料，率先用锌汞齐[5]将羰基还原合成了混

旋DBZ，但该工艺存在锌汞齐[5]毒性大以及收率低

等缺点。张群正[6]以3,4-二羟基苯甲醛为原料，经苄

基保护、Darzens环氧化[7]、Lewis 酸开环、NaBH4

还原、催化加氢脱保护得到了混旋的DBZ，此工艺

路线存在反应条件相对苛刻，且成本较高等缺点。

田海林[8]、Chen[9]分别以3,4-二羟基苯甲醛为原料，

先后经苄基保护、Knoevenage缩合[10]、酰化得到酰

氯，再与相应的醇反应得酯，通过Sharpless不对称

双羟化反应[11]构建手性中心，再经选择性催化加氢，

最后脱保护分别得到了光学纯度较高的丹参素异丙

酯及DBZ，此方法也存在实验条件苛刻、成本高的

缺点。刘佩[12]以原儿茶醛为原料，经苄基保护、氯

乙酸酯环氧化、钯碳 /氢气催化还原先合成混旋的

DBZ，再通过超临界流体色谱纯化，得到了光学纯

的DBZ；白亚军[13] 通过雷尼镍催化加氢还原酮酸酯

类衍生物得到混旋的DBZ，再用超临界流体色谱分

离纯化，得到了较高光学纯度的DBZ。这两种方法

存在手性拆分成本高、原子利用率低等缺点。因此，

寻求一条反应条件温和、成本低、绿色环保的DBZ

合成工艺具有重大的研究意义。 

面包酵母含有丰富的氧化还原酶，可催化多种 

羰基化合物的不对称还原，使用面包酵母全细胞催

化反应，只需添加廉价的碳源就能使细胞再生出价

格昂贵的辅酶，因此能极大地降低生产成本 [14]。

杨忠华[15]在面包酵母中添加烯丙基类化合物、马小

魁 [16]在面包酵母中添加 β-环糊精等作为手性催化

剂，实现了羰基化合物的不对称还原。 

本文在合成出 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片

酯的基础上，通过面包酵母不对称还原合成了 DBZ，

目前本工艺鲜见报道。探讨了葡萄糖加入量、反应

时间、pH 及 β-环糊精加入量等因素对面包酵母生物

催化过程的影响，得到了一条反应条件温和、绿色

环保、成本相对较低的 DBZ 制备工艺，是一条极具

价值的丹参素冰片酯生产工艺。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

3,4-二羟基苯甲醛（CP，广西省化工总公司进

出口公司）；面包干酵母为市售的常见的安琪面包

酵母；(R)-DBZ 和(S)-DBZ 标准品为西北大学中草药

现代化工程与研究中心提供；其他试剂为市售 CP。 

红外光谱仪（FTIR360，美国 Nicolet 仪器公司）；

高效液相色谱仪（Agilent 1100 series，美国 Agilent

科技有限公司）；核磁共振仪（INOVA-400 MHz，

美国 Varian 公司）。 

1.2  合成 
DBZ 合成路线如下： 

 

 
 

以 3,4-二羟基苯甲醛、甘氨酸为原料，在醋酸

酐及醋酸钠作用下经 Knoevenagel 缩合、盐酸水解，

合成 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸，再利用对甲基苯磺

酸催化 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸和冰片反应合成

β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片酯，最后用面包酵母

生物催化不对称合成 DBZ。 

1.2.1  2-甲基 -4-(3,4-二乙酰氧基苄叉基 ) 唑酮

（Ⅲ）的制备 

参考文献[13]，得深黄色固体，即为目标化合

物Ⅲ，收率 67.5%。 

1.2.2  α-乙酰氨基-β-(3,4-二乙酰氧基苯基)丙烯酸

（Ⅳ）的制备 

参考文献[13]，得黄色粉末，即为目标化合物

Ⅳ，收率 78.9%。 

1.2.3  β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸（Ⅴ）的制备 

参考文献[13]，得白色晶体，即为目标化合物

Ⅴ，收率 43.5%。 

1.2.4  β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片酯（Ⅶ）的制备 

向装有搅拌器的 1 L 三口烧瓶中分别加入化合物

Ⅴ（10 g）、化合物Ⅵ（11 g）、对甲苯磺酸（1.65 g）、 
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甲苯（250 mL），回流反应 12.5 h。旋蒸除甲苯，

加入乙酸乙酯（150 mL）溶解，经饱和 NaHCO3 溶

液洗涤至有机相 pH 为 5~6，无水 Na2SO4 干燥，经

浓缩、石油醚结晶、抽滤、晶体干燥处理后得黄色

固体 9.35 g，即为化合物Ⅶ，收率 55.3%。 

1.2.5  pH 为 7 的 Na2HPO4 和 NaH2PO4 缓冲溶液的

配制 

准 确 称 取 Na2HPO4 · 12H2O （ 4.45 g ） ，

NaH2PO4·2H2O（4.48 g），加水配成 500 mL 的溶

液，得到 pH 为 7 的缓冲溶液。 

1.2.6  DBZ 的制备 

在 30 ℃恒温水浴中，向装有搅拌器的 1 L 三

口烧瓶中分别加入面包干酵母（30 g）、葡萄糖 

（ 30 g）、手性添加剂 β-环糊精（1.5 g）、预先

配制好的缓冲溶液（250 mL），搅拌预处理 6 h 后，

加入化合物Ⅶ（0.5 g），HPLC 监测反应。反应结束

后，经离心、乙醚萃取（4×100 mL）后，合并有机

相，无水 Na2SO4 干燥，经过柱层析〔V（石油醚）∶

V(乙酸乙酯)=2∶1〕、旋蒸，得到 DBZ 0.43g，收

率 86%。IR(KBr)，ν/cm–1:3363.61(—OH)、2953.12(—

CH3)、2881.54(—CH2)，1725.51(C==O)、1608.20、1

521.53、1450.32(苯环骨架)、1281.36(C—O)、1143.9(C

—O)、885.71、805.68(1,2,4-三取代苯环)；1HNMR(D

MSO-d6, 400 MHz)，δ:8.64~ 8.75(m,2H ,AR—OH),

 6.42 (m,1H, AR—H,Hc 处 H)，6.56 (m,1H, AR—

H,Hb 处 H), 6.58 (m,1H, AR—H,Ha 处 H)，5.45(m,

1H, CH2CH—OH)，4.83(m,1H, COOCH)，4.10〔t, 

J= 12 Hz,1H, CH(OH)〕，2.60~2.70 (m,1H,Ph—C

Ha—)，2.70~2.80(m,1H,Ph—CHb—), 0.60~2.40(m,

冰片上的氢)。 

利用文献[13]提供的 HPLC 检测方法（方法 B）：

保留时间为 33.1 min 的物质为(S)-DBZ，在 HPLC

上的峰面积记为 St1，保留时间为 36.3 min 的物质为

(R)-DBZ，其峰面积记为 St2，本文中 (S)-DBZ 及

(R)-DBZ 的 e.e.计算方法分别按照公式（1）及（2）

计算。 

 e.e./% = t1

t1 t2

S
S S

×100 （1） 

 e.e./% = t2

t1 t2

S
S S

×100 （2） 

2  结果与讨论 

2.1  面包酵母对催化过程的影响 

实验发现，纯面包酵母反应体系，e.e.为 0，且

化合物Ⅶ不能反应完全，说明纯面包酵母体系中氧

化还原酶的活性及选择性均较差。这是因为面包酵

母细胞中存在至少两种能催化同一底物还原生成不

同对映异构体的酶，因此纯面包酵母反应体系的立

体选择性不高[17-18]，如果能抑制生成不需要的对映

异构体的酶产生，就可以提高反应的立体选择性[15]。

面包酵母催化反应体系通常需要作为电子供体的辅

酶 NAD(P)H 参与，但细胞中 NAD(P)H 的含量非常

低，因此，必须含有再生还原型辅酶 NAD(P)H 才能

使反应持续顺利进行，有学者指出，葡萄糖[15]及 β-

环糊精[16]能够促进产生再生还原型辅酶 NAD(P)H。 

2.2  葡萄糖对催化过程的影响 

不加入β-环糊精，当面包酵母加入量为 30 g，

考察了葡萄糖加入量对 e.e.的影响，其他实验方法

同 1.2.6 节，结果见图 1。根据 Bai[13]的 HPLC 方法

分析，本文方法生成的主要产物为(S)-DBZ，说明葡

萄糖 在 反应 过程 中 能够 抑制 面 包酵 母内 生成

(R)-DBZ 需要的酶的产生。很多学者（如，杨忠华）

发现，活性酵母细胞可以利用葡萄糖在代谢过程中

产生还原型 NAD(P)H，进而提高面包酵母催化过程

的立体选择性[15]；本文验证了葡萄糖能提高产物立

体选择性的说法。蔡明建发现，面包酵母活性与其

浓度有关，当面包酵母浓度在一定范围内增加时，

也能提高其氧化还原酶的浓度[19]。由图 1 可知，当

面包酵母加入量固定为 30 g 时，葡糖糖加入量达到

30 g 并继续增加时，e.e.不再变化。因此，上述实验

条件下，葡萄糖的最佳加入量为 30 g。  

 

 
 

图 1  葡萄糖加入量对 e.e.的影响 
Fig. 1  Effect of amount of glucose on the e.e. valve of 

DBZ 
 

2.3  pH 对催化过程的影响 

葡萄糖加入量为 30 g，β-环糊精加入量为 1.5 g，

其他实验方法同 1.2.6 节，考察了 pH 对催化过程的

影响，结果见图 2。从图 2 可以看出，当 pH 逐渐提

高时，e.e.呈现先升后降的趋势；当 pH 从 4 增加到

7 时，e.e.从 11.7%迅速增加到最高的 84.9%；继续

提高 pH 时，e.e.迅速降低。因此，pH 对催化过程存

在很大的影响，这可能是由于中性的 pH 环境对面

包酵母没有毒害作用，而过低或者过高的 pH 环境
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能够抑制面包酵母酶的活性所致。因此，上述实验

条件下，最佳的 pH 为 7。 

 

 
 

图 2  pH 对 e.e.的影响 
Fig. 2  Effect of pH valve on the e.e. valve of DBZ 

 
2.4  -环糊精加入量对催化过程的影响 

葡萄糖加入量为 30 g，pH 为 7，其他实验方法

同 1.2.6 节，考察了 β-环糊精加入量对催化过程的影

响，结果见图 3。从图 3 可以看出，当 β-环糊精加

入量逐渐提高时，e.e.呈现先升高后平稳的趋势。当

β-环糊精加入量从 0 g 增加到 1.5 g 时，e.e.从 25.5%

迅速增加到最高的 84.9%；继续提高 β-环糊精加入

量时，e.e.趋于稳定，因此，β-环糊精加入量对面包

酵母不对称还原 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片酯

为 DBZ 有很大的影响。β-环糊精能显著提高面包酵

母催化效果，这是由于 β-环糊精为多糖，对面包酵

母细胞没有毒害作用，进而能更好的保持面包酵母

细胞的活性[19]；β-环糊精还可能通过抑制或活化催

化生成某种对映异构体的酶进而提高了反应的立体

选择性[16]。因此，上述实验条件下，最佳的 β-环糊

精加入量为 1.5 g。  

 

 
 

图 3  β-环糊精加入量对 e.e.的影响 
Fig. 3  Effect of amount of β-cyclodextrin on the e.e. valve 

of DBZ  

2.5  反应时间对催化过程的影响 

固定葡萄糖加入量为 30 g，pH 为 7，β-环糊精

加入量为 1.5 g，其他实验方法同 1.2.6 节，考察了

反应时间对催化过程的影响，结果见图 4。从图 4

可知，随着反应时间的增加，e.e.逐渐提高，然后趋

于稳定。反应 18 h 时，e.e.为 77.2%；24 h 时，e.e.
达到最高（84.9%），再延长反应时间，e.e.基本不

变，并有下降的趋势。因此，上述实验条件下，最

佳的反应时间为 24 h。 

 

 
 

图 4  反应时间对 e.e.的影响 

Fig. 4  Effect of reaction time on the e.e. valve of DBZ 

 
2.6  其他手性添加剂对催化过程的影响 

在文献[16]中，除了 β-环糊精，还报道了其他

的手性添加剂，如：硅藻土、L-半胱氨酸等。作者

发现，以硅藻土作为手性添加剂时，按照文献[13]

提供的HPLC方法检测，有(S)-DBZ及(R)-DBZ生成，

(S)-DBZ 的 e.e.最高达 47%，这与文献[16]中得出的

硅藻土可以提高面包酵母发酵液立体选择性结论一

致；以 L-半胱氨酸作为手性添加剂时，按照文献[13]

提供的 HPLC 方法检测，同样有(S)-DBZ 及(R)-DBZ

生成，(S)-DBZ 的 e.e.最高达 52%，但这两种手性添

加剂与上文中的 β-环糊精相比，e.e.明显偏低。所以，

本文选取 β-环糊精作为手性添加剂进行实验。 

3  结论 

以 3,4-二羟基苯甲醛为原料，参照文献先合成

化合物Ⅶ，然后直接向面包酵母发酵液中加入手性

添加剂，生物催化化合物Ⅶ不对称还原合成了 DBZ。

考察了多种因素对面包酵母生物催化过程的影响，

结果表明：当底物 β-(3,4-二羟基苯基)丙酮酸冰片酯

加入量为 0.5 g 时，在 pH 为 7 的反应条件下，加入

30 g 葡萄糖、1.5 g β-环糊精、反应 24 h，反应体系

的 e.e.最高达到 84.9%，主要产物为（S）-DBZ。与
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现有的 DBZ 制备工艺相比，本工艺是一条反应条件

温和、绿色环保、成本相对低的 DBZ 制备工艺。 

如本文所述，利用未经活化的面包酵母能生物

催化不对称合成 DBZ，然而本方法也存在底物浓度

不高的缺点；未来可以在本文方法的基础上，继续

考察其他的手性添加剂对面包酵母生物催化过程的

影响，如：有机溶剂、表面活性剂等；还可以进一

步利用活化处理后的面包酵母，或者筛选出面包酵

母中的氧化还原酶等方法，以提高面包酵母生物催

化不对称合成 DBZ 的能力。 
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