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摘 要 环氧黄体酮羟化产物是多种甾体激素药物的中间体，其 KKO羟化过程利用犁头霉（>?&#6#+ 0(%*),%+）所得转化率远高于

其他菌株。采用拟结晶投料方式，将环氧黄体酮颗粒细化后加一定量水，!O环糊精，吐温OL#，超声波乳化后投入发酵液中。这

种投料方式可避免传统投料中使用有机溶剂毒害细胞的缺点，更利于底物转化。采用多层前传神经网络建立培养基和投料

成分配比与转化率关系模型，并将具有全局寻优性能的粒子群优化算法（HE[）应用于培养基和投料成分配比的优化，收敛速

度快，效果好。在优化的操作条件下，摇瓶中投料浓度为 K#C\] 时底物转化率达到 L%^8_，在 J^%] 发酵罐中投料浓度提高到

!#C\] 时底物转化率仍高达 L$^$_。
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环氧黄体酮即 !"!，!#!$环氧$孕甾$%$烯$&，’($二
酮，俗称沃氏氧化物，它的 !!$羟化产物是肾上腺皮

质激素生产中的关键中间体，因而其转化率的提高

将大大降低双丙酸倍氯米松等多种甾体药物的生产

成本。微生物羟化菌种主要有赭曲霉、黑根霉、新月

弯孢霉和犁头霉等。目前，国内环氧黄体酮羟化过

程主要采用黑根霉来完成，)*+, 投料浓度下转化率

仅为 )(-左右［!］，相比之下犁头霉具有转化率高，

反应条件温和和能耗低等优点。

甾体微生物催化存在的主要问题是底物在水溶

液培养基中的溶解度偏低。环氧黄体酮是一种疏水

性化合物，在水中溶解度极低，使得底物与微生物细

胞不能很好接触，导致转化率偏低和发酵时间延长。

传统的解决方法是使用有机溶剂如丙二醇、乙醇等

增加溶解度，但这些溶剂对微生物具有毒害作用，用

量必须控制在一定范围内，底物浓度的提高也因此

受到限制［’］。此外，国际石油价格日渐上涨，有机溶

剂成本也随之升高，所以有必要尽量减少有机溶剂

的使用。近年来，人们对此进行了大量的研究。国

外有报道［&，%］添加"$环糊精增强甾体在水溶液中的

溶解度，国内有学者［)］使用表面活性剂处理底物等，

但基本上都是采用单因素法对实验条件进行优化。

单调非线性隐层活化函数的多层前传神经网络

（./012 03456 7558$796:368 ;5/630 ;51:96<，.=>>）由于

其强大的拟合功能，被广泛应用于化学化工过程的

建 模［"］。 粒 子 群 优 化 算 法 （ ?3612@05 A:36B
9C12B2D3129;，?EF）源自鸟群或鱼群行动时，能透过个

体间特别的讯息传达方式，使整个团体朝同一方向、

目标而去，是模仿此类生物行为反应来寻求完成群

体最大利益的方法，近年来开始被广泛应用到复杂

系统优化问题的求解［#］。

本文综合考察了添加"$环糊精、吐温$G( 和超声

波等处理方法对环氧黄体酮 !!$羟化过程的影响。

建立由误差反传算法训练的单隐层前传人工神经网

络模型，拟合各成分浓度与底物转化率关系的函数，

并采用具有全局寻优性能的粒子群算法来寻找最佳

浓度配方，以提高底物的投料浓度和转化率，降低甾

体药物的生产成本。

! 材料和方法

!"! 试剂与仪器

环氧黄体酮，市售工业品，熔点!’(’H，含量!
IG-；其他生化试剂均为进口或国产分析纯。发酵

罐 J,=’((( 为瑞士 K295;*2;5562;* 公司产品；高效液

相色谱仪 !!(( 为美国 L*025;1 公司产品；超声波清洗

器 M,$&"(L 为上海之信仪器有限公司生产。

!"# 菌株

蓝色犁头霉（ !"#$%$& ’()*+,)&）LK(%$!’ 菌株，浙

江大学生物工程研究所筛选保藏。

!"$ 培养基成分

斜面 培 养 基：土 豆 汁 ’(-，葡 萄 糖 ’-，琼 脂

!N(-，CO"NG。基本发酵培养基：葡萄糖 !-，玉米

浆 !N’- P !N)-，酵母膏 (N’-，CO"NG。

!"% 实验方法

!"%"! 环氧黄体酮在水中溶解度：测定环氧黄体酮

在乙醇中浓度对吸光度的标准曲线。取足量环氧黄

体酮常温下溶于水中，离心取上清液蒸干，用乙醇溶

解后测吸光度，与标准曲线对照。

!"%"# 拟结晶投料方式：取环氧黄体酮粉末加入水

中，再加入一定量"$环糊精，吐温$G(，超声波振荡成

乳液后，加入少量青霉素粉末，配制成拟结晶投料液。

!"%"$ 确定最佳培养基组成及投料配比：在摇瓶中

按表 ! 加入培养基各组分，制成 )(B, 发酵液 !( 个

样品。并按表 ! 中不同添加量配制投料添加物，以

!(*+, 发酵液的浓度拟结晶方式投入对应摇瓶中。

采用 .3103Q 神经网络工具箱建立培养基和投料组

成与底物转化率的模型，根据模型使用粒子群优化

算法确定最佳培养基和投料组成。

!"%"% 环氧黄体酮的羟化反应：发酵液中接入孢

子，在 ’#H下发酵 ’%R，加入少量环氧黄体酮诱导，’
P &R 后投料，继续转化 %GR，测转化率。考察底物投

料浓度与转化率的关系。

!"%"& 发酵罐放大实验：按最佳培养基配比配制

’N), 发酵液，诱导后按最佳投料添加物组成拟结晶

投料，投料浓度提高到 ’(*+,。每隔 %R 取样，分别测

定菌丝干重和底物转化率，并记录 CO 值。

!"& 分析方法

转化率测定采用高效液相色谱法，FMES )#B，

%N"BB T ’)(BB U!G柱，检测波长 ’%(;B，流动相为甲

醇 V水 W G V ’（- +-）。由面积归一法，用羟化后的霉

菌氧化物色谱峰面积与所有物质（包括残留底物和

产物）的峰面积总和的百分比来表示转化率。

# 结果与讨论

#"! 拟结晶投料效果

测得常温下，环氧黄体酮在水中的溶解度仅为

"N) T !(X & *。犁头霉产生的羟化酶为胞内酶，底物

必须扩散在发酵液中并且进入细胞内部才能与酶接
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触进行有效转化，因此底物的溶解是产物生成过程

中的控制步骤。本实验将环氧黄体酮机械粉碎成有

机溶剂水析所得同样数量级粒径，添加少量乳化剂

和增溶剂来促进底物在水中的分散。

表 ! 培养基及拟结晶投料添加物组成

"#$%& ! ’()*(+&+,- (. )&/01) #+/ .&&/ 20,3 *-&1/(4567-,#%%( )(/&
!"#$%& ’ ( ) * + , - . / ’0

1%2345&6（768） * , . ’0 ( ’( ’* ’, ’. (

94:; 5<&&$6（768） , / ’( ’+ ) ’. (’ (* (- )

=&"5< &><:"3<6（768） ’ ’?+ ( 0?+ (?+ ) )?+ * 0?+ *?+
@7!A* 6（768） 0?’ 0 0?( 0?( 0?* 0?+ 0 0?, 0?- 0?.

（BC*）(!A* 6（768） , / ’( ) ’+ ’. (’ (* ) (-

’,!，’-!D&$4>ED*D$:&7&;&;&D)，(0DFG4;&6（768） 0 0?( 0?* 0?* 0?. 0 ’ ’?( ’?* ’?,

"D9E3%4F&><:G;6（768） ( * 0 * . ’0 ’( 0 ’* ’,

HI&&;D.06（768） 0?’ 0?( 0 0?( 0?* 0?+ 0?, 0 0?- 0?.

J&;G3G%%G;6（768） 0?0( 0 0?0* 0?0* 0?0. 0?’ 0 0?’( 0?’* 0?’,

94;K&:5G4; :"<&6L (,?. (.?( ((?0 *’?0 *0?. +.?, ,*?. ,.?, ,)?, *(?’

在实验过程中，发现采用本文的拟结晶投料方

式效果远好于单种因素作用，结果如图 ’ 所示。在

’0768 投料浓度下，只用超声波处理底物时，转化率

仅为 )0?’L；只加入吐温D.0，底物转化率为 */?,L；

仅加入"D环糊精，底物转化率提高为 +.?+L，与丙

二醇投料方式相当；而拟结晶投料可将底物转化率

提高到 -0L左右。采用拟结晶投料时，将添加了环

氧黄体酮细末，"D环糊精和吐温D.0 的水溶液在超声

波中处理 +#G; M .#G;，整个混悬液呈乳白色牛奶状，

形成拟均相体系，底物分散效果很好。

图 ’ 不同底物处理方式下的转化率

（投料浓度 ’0768）

NG7O’ !2P5<:"<& 34;K&:5G4; :"<& 2;F&: FGQQ&:&;<
Q&&F #4F&（Q&&F 34;3&;<:"<G4; ’0768）

’：$:4$";&FG4%；(："D9E3%4F&><:G;；)：HI&&;D.0；

*：2%<:"54;G3"<G4;；+：$5&2F4D3:E5<"%%4 O

"D环糊精（"D3E3%4F&><:G;，"D9R）分子中间形成一

个空腔，环氧黄体酮分子嵌入其中形成超微囊状包

结物，增强了溶解度和分散性，但不影响生物催化本

身。吐温D.0 在水溶液中形成内憎水的胶团，环氧黄

体酮分子扩散进入胶团内部，呈单分子或多分子聚

集体状态高度分散在水中。此外，吐温D.0 可增加细

胞壁和细胞质膜的通透性，改变细胞表面结构［.，/］，

促进底物进入细胞的传质过程。超声波起到细化颗

粒，增大固液界面，加速溶解的作用，比常规的研磨

和搅拌更有效地降低水悬浮液中颗粒的尺寸［’0］。

898 最佳培养基组成及投料配比

在每个样品的平行样中选取转化率较高的作为

该组分的转化率，以减少操作带来的误差。本文采

用单隐层的多层前传神经网络，其结构图见图 (。

网络结构为 /D(D’，/ 为输入维数，取为自变量数；(
为隐单元数；’ 为输出单元数，取为因变量数。其中

输入 ! S［!’，!(，⋯，!/］，输出 7，而且输入层至隐层

连接权矩阵为 ""# ，隐层阈值为 #" S［ $"’，$"(］，隐层

至输出层连接权矩阵为 "#% ，输出层阈值向量为 #% ，

则神经网络函数为：$ S <";5G7（%·"#% ）T #% 。其中 %

S !·""# T #" ；<";5G7（!）S & U ! U &!

& U ! T &! 为隐层活化函数。

粒子群算法所用的参数为：粒子数目 (0 个，最大迭

代次数 ’00 次，局部加速因子 (，全局加速因子 (，惯

性权值从初始的 0?/ 线性下降至 0?*。对转化过程

进行全局搜索寻优，最后得到的仿真误差为 +?).+0
V ’0U ’)。由图 ) 可知，经过 ’, 代迭代之后，最佳适

应度值趋于稳定，为增加可信度，我们进行 ’00 代的

全局寻优，最终获得的最佳培养基组成及投料配比

为 葡 萄 糖 ’+?+.768，玉 米 浆 (-?0(768，酵 母 膏

)?*-768，硫酸铵 ’0?-(768，硫酸镁 0?,(768，诱导物

（环氧 黄 体 酮）’?*.768，吐 温D.0 0?,.768，"D环 糊 精

’0?00768，青霉素 0?0*768。

发酵培养基中，葡萄糖为碳源，铵离子、玉米浆

*,, ’#"(&)& *%+,(-. %/ 0"%1&2#(%.%34 生物工程学报 (00,，W4%?((，B4?*



图 ! 神经网络模型结构图

"#$% ! &’()*’)(+ ,- .+)(/0 .+’1,(2 3,4+0
5：$0)*,6+；!：*,(. 6’++7；8：9+/6’ +:’(/*’；;：（<=;）!&>;；

?：@$&>;；A：5A!，5B!C+7,:9C;C7(+$+.+.+C8，!DC4#,.+；B：

E1++.CFD；F："CGH；I：7+.#*#00#. %

图 8 最佳适应度随迭代次数趋势图

"#$%8 J/(#/’#,. ,- ,7’#3/0 -#’.+66 1#’K #’+(/’#,. .)3L+(

和酵母膏为氮源，添加镁离子和青霉素均可促进产

物形成。实验过程中发现，投料前 !K 在发酵液中添

加少量环氧黄体酮有利于羟化反应的进行，因此将

其用作该生物催化过程的诱导剂。虽然随着"C环糊

精和吐温CFD 浓度的增加，底物在水中溶解度增大，

但过多的"C环糊精会阻碍菌丝体吸附底物并造成底

物与酶活性位点的结合障碍。而吐温CFD 浓度过高

将使初始反应速度加快，从而产物生成过快，对可逆

的羟化反应造成反馈抑制，并且细胞表面结构改变

过多对细胞生长不利，最终导致转化率降低。

各种物质在水溶液中相互作用并互相影响，用

粒子群优化算法对各种添加物的组成进行优化，免

去了正交法的繁复实验过程。经过验证性实验，在

5D$MN 的 投 料 浓 度 时，底 物 转 化 率 由 优 化 前 的

ABOFP提高到 FBO?P，说明粒子群优化算法是一种

全局优化的方法，寻优速度快，实验结果可靠，具有

良好的预测性能。

!"# 不同投料浓度对转化率的影响

一般而言，对于甾体药物的微生物转化，人们希

望在不影响转化率的同时尽量提高底物投料浓度，

以降低生产成本。将 !O5 和 !O! 节优化的结果应用

到摇瓶培养中，本文考察了不同投料浓度下底物转

化率的变化，结果如图 ; 所示。由图可见，在低底物

浓度时，转化率变化不大，基本在 FDP以上。进一

步随着底物浓度增加，转化率剧烈降低。当投料浓

度为 !D$MN 时转化率仍可达 AFOAP，可见采用拟结

晶投料可大大提高底物的投料浓度。

图 ; 摇瓶中底物浓度与转化率的关系

"#$% ; Q--+*’6 ,- 6)L6’(/’+ *,.*+.’(/’#,. ,.
*,.R+(6#,. (/’+ #. 6K/2#.$ -0/626 *)0’)(+

图 ? 细胞干重、7=、转化率变化曲线（投料浓度 !D$MN）

"#$% ? E#3+C*,)(6+6 ,- 4(9 1+#$K’，7= /.4 6)L6’(/’+
*,.R+(6#,. (/’+ #. ’K+ -+(3+.’,(（-++4 *,.*+.’(/’#,. !D$MN）

!"$ 发酵罐放大实验

采用拟结晶投料和最佳培养基及投料配比，本

文进一步考察了犁头霉在发酵罐中 !D$MN 投料浓度

下羟化过程各参数的变化，结果如图 ? 所示。由菌

体生长曲线可知，在 !;K 左右菌体对数生长期结束，

可以进行诱导和投料。由环氧黄体酮转化曲线可

见，随着反应不断进行，底物转化率不断升高，在

B!K 附近达到最高值 FAOAP且趋于稳定，表明微生

物转化基本完成可以放罐。发酵过程 7= 变化曲线

表明，7= 在霉菌培养初期逐渐下降，因为发酵初始
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阶段菌丝生长消耗养料，葡萄糖分解产酸。投料后

!" 逐渐上升，此时羟化反应开始进行，生成 #"$ ，

培养基碱性增强。在实际发酵过程中，为确保甾体

化合物转化在合适的环境下进行，应使 !" 保持在

%&’ 左右，因而需加稀盐酸调节 !"。

摇瓶培养和发酵罐发酵存在着一定的差异，主

要表现在溶解氧水平、剪切力和混合效果不同。对

比图 ( 和图 % 结果，表明在相同的培养基组成和投

料配比、同样的投料方式下，)*+,- 投料浓度时，发酵

罐中的最终底物转化率达到 ’.&./，比摇瓶中高出

0’&*/。

! 结论

犁头霉对环氧黄体酮具有良好的 001羟化作用。

投料过程采用!1环糊精，吐温1’* 和超声波技术相结

合的拟结晶投料方法，在优化的培养基组成和投料

配比下，效果大大优于!1环糊精、吐温1’* 或超声波

单种因素作用，对微生物细胞及转化过程毒害小，转

化率高，能有效代替传统的有机溶剂投料法。粒子

群优化算法所需参数少，收敛速度快，优化结果十分

有效。在优化的操作条件下，0*+,- 投料浓度下摇瓶

中底 物 转 化 率 达 到 ’2&%/，比 优 化 前 提 高 了

03&2/。在发酵罐中，)*+,- 投料浓度下环氧黄体酮

的转化率仍高达 ’.&./，大大高于黑根霉羟化过程

的转化率。
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 ’ 个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告

知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 EAJ=C 发过来（GcBd =A? JG? GK），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。

问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 @b 浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。
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