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洛伐他汀转化菌株的筛选及发酵条件
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摘 要：利用薄层层析法和 4567法对 $##株放线菌进行筛选，结果发现一株菌 893/ 对洛伐他
汀有转化作用 (研究其菌龄、菌体干重、分批加入底物及底物诱导等条件对转化率的影响表明，菌
株 893/在预培养基中培养 3/ :后接入转化培养基（;<接种量），此时菌体量最高，加入 # ( $ =6
底物后，继续培养 3/ :转化率最高（!# ( 2/<）(一次性加入底物和分批加入底物的转化率分别为
!# ( #!<和 !# ( #/<，并且这种转化作用不需要底物诱导 (
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洛伐他汀（6&Y+TP+PB,，又名乐瓦停，美降之）是
一种羟甲基戊二酰辅酶 ?（4WCF7&?）还原酶抑制
剂，它主要是真菌的次生代谢产物 (最初，远藤章从
!"#$%$&&$’( %$)*$#’( 的发酵液中提取出洛伐他汀，
之后，WGOV_公司在 !#世纪初从美国的土壤中分离
得到的 +,-"*.$&&’, )"**"’, 也产生洛伐他汀，发现它

能明显降低血清中总胆固醇的含量和原发性高胆

固醇血症病人的 6‘6F胆固醇，而且具有安全性，
"-/2年获得 H‘?生产批准［"］(
微生物对洛伐他汀的转化是在 "-/$ 年由日本

学者［!］首次提出的，他们在进行美伐他汀转化成普

伐他汀时，偶然发现 /’%0* 1$"(2&$, 8?)M$1$12!
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对洛伐他汀也具有转化作用 ! "##$ 年，%&’() 公司
的 研 究 人 员 发 现 !"#$%&’(")#) %* +,-,
*.//01232在适合的条件下，对洛伐他汀的钠盐也
具有转化作用，可生成 +4羟甲基4洛伐他汀和 24酰基
洛伐他汀，并且后者对 5%64/7* 还原酶的抑制效
果好于洛伐他汀，并申请了欧洲专利（8912",-2）!
"##- 年，*:;7:<= >&))&?［1］发现 !*+$,$- "&)./0)/
@AB-$0（ @AB：@:C;<;D;& E7’ A’DF B&C&=’(G H;I!，
JDI=K&C;，5D:F=’L）对洛伐他汀有转化作用，并且
二者对 5%64/7* 还原酶的抑制效果同洛伐他汀
相似 !国内对洛伐他汀的生物转化研究很少，作者
从保藏的放线菌中筛选出对洛伐他汀有转化作用

的菌株，并对发酵条件进行了研究 !

! 材料与方法

! " ! 试剂
洛伐他汀：5<CD: 95*B%* /7，H;I 产品；甲

醇：色谱级，淮阴汉邦科技有限公司产品；水解干酪

素：华美公司分装；超纯水：M*.8B 9BN 9O制备；
微孔滤膜：上海亚东核级树脂有限公司产品；其余

试剂均为分析纯 !
! " # 菌株来源
江南大学工业微生物研究中心保藏的放线菌 !

! " $ 高氏一号合成培养基
组分（ F P H）：QRN1 "，无水 Q359N, $ ! 0，

%FON,·-53N $ ! 0，R=/? $ ! 0，S&ON,·-53N $ ! $"，可
溶性淀粉 3$，琼脂 3$ ! K5 - ! 3 T - ! , !
! " % 转化培养基
组分（F P H）：葡萄糖 "$，水解干酪素 3，牛肉膏

"，玉米浆 1 ! K5 - ! $ !
! " & 实验方法
! !& !! 初筛方法" 将冷冻保藏的菌株接入高氏合

成一号斜面培养基，在 32 U培养一周 !再接入高氏
合成一号液体培养基（试管装 0 VH），32 U静置培
养 1 I!之后按 0W的接种量接于转化培养基（试管
装 0 VH）!培养 3 I（32 U，3$$ ’ P V<:）后，加入 $ ! "
VH洛伐他汀溶液（"$$ VF 洛伐他汀溶于 " ! 0 VH
二甲基酰胺和 2 ! 0 VH $ ! " V7? P H R=N5 溶液），同
时做对照 !继续培养 3 I（32 U，3$$ ’ P V<:）!结束转
化，用稀盐酸调至培养液 K5 1，加入 0 VH乙酸乙酯
萃取，无水亚硫酸氢钠脱水，常温下浓缩，进行薄层

层析 !展开剂为丙酮与正己烷的体积比为 " X "，紫外
分析仪观察 !
! !& !# 薄层层析板的制备" 参照文献［,］!
! !& !$ 复筛方法 通过初筛，对洛伐他汀有转化

作用的菌株，挑入高氏合成一号液体培养基中，摇

床上培养 3 I（30$ VH三角瓶中装入培养基 3$ VH，
32 U，3$$ ’ P V<:）!接于转化培养基（接种量 0W）!
同样条件继续培养 3 I，加入 $ ! 1 VH 洛伐他汀溶
液，同时做对照 !继续培养 3 I，离心去菌丝体，上清
液用甲醇稀释一倍，微孔膜过滤，高压液相色谱分

析，根据出峰情况确定具有转化能力的菌株 !
! !& ! % 59H/ 条件" 色谱柱：*??;<V= NAO43（0!，
30$ VV Y , ! + VV），流动相为甲醇 Z $ ! "W磷酸；体
积流量为 " VH P V<:，柱温为室温，进样量为 3$!H，
检测波长为 31- :V !

# 结果与分析

# " ! 发酵液的 ’()*分析
通过对 1$$株放线菌进行筛选，在薄层层析中

有新点出现时，对该菌株进行 59H/ 复筛，结果发
现有一株菌 O.,2对洛伐他汀有转化作用（见图 "）!
通过 59H/4%O分析发现转化产物的相对分子质量
比洛伐他汀高 "+，在薄层层析中有新点出现，但在
59H/中没有检测到 ! 这是因为 59H/检测的是在
特定波长有吸收峰的物质，而薄层层析检测的是对

紫外光有吸收的物质，所以会出现上述情况 !

*! 未加入洛伐他汀的发酵液，J! 加入洛伐他汀的发酵液；

=!产物峰，[!洛伐他汀峰

图 ! 菌株 +,%-发酵液的 ’()*图谱
./0" ! ’()* 12345678 9: ;695<

# " # 发酵条件对 +,%-菌株的影响
# !# !! 不同菌龄对转化率的影响" 菌株 O.,2 先
在高氏合成 " 号液体培养基上培养 3 I，之后接入
转化培养基（接种量 0W）培养，分别在培养的第 3
天、第 1 天、第 , 天加入 $ ! 1 VH 洛伐他汀溶液，再
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培养 ! "后，离心，菌体称干重，上清液用甲醇稀释
一倍，微孔滤膜过滤后高压液相色谱分析 #结果发
现，在第 $ 天加入底物时转化率最高，此时的菌体
量也最大 #这表明菌株 %&’( 对洛伐他汀的转化率
与菌体量呈正比（见表 )）#

表 ! 菌龄与菌体量对转化率的影响
"#$%! "&’ ’((’)* +( ),-*,.’ #/’ #01 $2+3#44 +0 $2+)+05’.42+0

菌龄 * + 菌体量（干重）*（, * -.） 转化率 * /

!’ 0 # 00)( )$ # ’!

’( 0 # 001) !0 # 2(

2! 0 # 00’) )3 # ’$

6 #6 # 6 ) 底物对 %&’( 菌株转化洛伐他汀的影响
) 菌株 %&’(先在高氏合成 )号液体培养基上培养
! "，在接入转化培养基之前在转化培养基中加入
0 # 01 -.洛伐他汀溶液，之后接入菌体 #培养 ! "后
再加入 0 # !1 -. 洛伐他汀溶液，同时做对照实验
（在转化培养 ! "后加入 0 # $ -.洛伐他汀溶液）#结
果发现，底物诱导可提高转化率，但提高程度很小

（底物诱导的转化率为 !’ # 03/，非底物诱导的转化
率为 !) # 3$/），说明菌株 %&’( 对洛伐他汀的转化
作用不需底物诱导 #
6 #6 #7 底物对转化率的影响) 菌株先在高氏合成

)号液体培养基上培养 ! "后，接入转化培养基中
培养 #培养 !’ +后加入 0 # ) -.洛伐他汀溶液，之后
每隔 )! +加一次，共加入 0 # $ -.洛伐他汀溶液 #再

培养 ! " 后，离心去菌丝体，上清液用甲醇稀释一
倍，微孔滤膜过滤，同时作平行实验 #高压液相色谱
分析 #结果表明，底物分批加入对转化影响不是很
大；对照的转化率为 !0 # 0!/，分批加入的转化率为
!0 # 0(/ #

7 结 论

)）微生物转化作用是在微生物产生的酶作用
下完成的 #酶的产量与菌体量有一定的关系，一般
情况下菌体量增加，酶的产量也增加［1］；本试验也

证明了这一点，在第 $ 天时菌体量最高，这时加入
底物则转化率也最高 #

!）不同的菌株对美伐他汀的转化也不一样，如
!"#$%"&’()$* )+#,&%-./0* 需要底物诱导［3，2］，而
1)".2&’+30#+ *% 4对美伐他汀的转化则不需要底物
诱导［(］#作者筛选的菌株 %&’(为链霉菌，它对洛伐
他汀的转化则不需要底物诱导 #

$）在进行微生物转化试验时，一般情况下需要
一定的溶剂将底物先溶解，之后加入发酵液中进行

转化，而溶剂和底物对微生物来说也具有毒害作

用［3］，所以一次性向发酵液中加入底物和溶剂的量

对转化率有直接的影响 #菌株 %&’( 在上述培养条
件下，0 # $ -. 的洛伐他汀溶液分批或一次性加入
对转化率没有影响，说明菌株 %&’( 在此条件下对
0 #$ -.的洛伐他汀具有耐受性或没有达到它的耐
受性，这需要进一步研究 #
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