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摘要：雄甾’#’烯’$，!&’双酮（简称 #()）是甾体药物的重要中间产物，其 !!!羟化产物可制成治疗心血管疾病的药

物。通过对 $% 株不同种属真菌转化 #() 能力的筛选，获得球孢白僵菌（!"#$%"&’# (#))’#*#）*+"( 对 #() 有高效 ,!!!
羟化能力，得到目标产物 ,!!!’羟基雄甾’$，!&’双酮（简称 !!!’-.’#()）。另对该菌株的转化条件进行优化，结果表

明：初始 /. 值 01%，温度 "23，转速 !2%45678，转化时间 0%9，助溶剂甲醇终浓度和底物浓度分别为 "1:;和"1:<5=时，

!!!’-.’#() 的转化率为 0:;，比未优化的转化率提高了 :!1";。
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甾体化合物雄甾’#’烯’$，!&’双酮（F8R4IVT’#’K8K’
$，!&’R7I8K，简称 #()）是制造甾体激素类药物合成

的关键中间物质之一［!］。#() 的微生物羟化是当前

热门研究，其产物可应用于临床作为利尿剂、避孕

药、抗炎症和心血管药物［"］。

目前国外对 #() 的研究主要在利用不同微生

物对其转化反应的研究，其中真菌转化甾体化合物

的 能 力 很 强。据 文 献 报 道，#() 能 被 红 球 菌 属

（ ?90@04044$) V/Y）［$］，新 月 弯 胞 霉（ <$&%$5#&’#

5$*#,#）［#］，大刀镰孢（A$)#&’$> 4$5>0&$>）［:］和点青霉

（ ="*’4’55’$> *0,#,$>）［0］转 化，产 物 有 ,0"’，,>!’，
,!#!’，,!!’，,!#!，,!:!’羟化衍生物和 !&"’双羟化衍

生物。而国内生物催化法生产 !!!’-.’#() 的研究

未见公开报道，大部分研究工作都集中在利用微生

物降解植物甾醇制备 #()［!］。

本研究从实验室保存的真菌中筛选出一株球孢

白僵菌 *+"( 对 #() 有高效专一的 ,!!!位羟化能

力，产物结构已鉴定［&］。进一步对该菌株定向羟化
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条件进行优化，为微生物转化制备 !!!"#$"%&’ 的

工业化生产奠定基础。

! 材料和方法

!"! 菌种与试剂

球孢白僵菌 !( 株，黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%），棒

曲 霉（ !"#$%&’(() +(,-,.)"）) 株，烟 曲 霉（ !"#$%&’(()"
/)0’&,.)）! 株，米曲霉（ !"#$%&’(()" 1%23,$）* 株，木霉

（ 4%’+516$%0, ,)%$1-’%’6$ ），杂 色 曲 霉（ !"#$%&’(()"
-$%"’+1(1%），黄曲霉（ !"#$%&’(()" /(,-)"）各 ! 株，均为本

实验室保存，共计 +, 株。

-’& 培养基：!,,,./ 培养基，土豆 *,,0，葡萄糖

*,0，琼脂 *,0，1$ 自然。

将菌种接入 斜 面，*)2 3 +,2 培 养 箱 中 培 养

4 3 56，待孢子长出置 %2冷藏。

雄甾"%"烯"+，!4"双酮（7869:;<"%"=8="+，!4"6>:8=）

为武汉大学药学院提供，纯度大于 55?；其他化学

试剂均为市售分析纯。

!"# 转化条件

取斜 面 霉 菌 孢 子，接 到 液 体 转 化 培 养 基 中，

!(,9@.>8，*)2 3 +,2，振荡 *%A，再以 !,?（ 7 @7）的

接种量转入新鲜液体转化培养基，待菌丝生长好后

（约 +)A 3 %)A），投加用无水乙醇预处理过的底物，

溶剂和底物终浓度分别为 *B,?（ 7 @7）和 *BC0@/，

!(,9@.>8，*)2转化 4*A。选溶剂乙酸乙酯，按发酵

液体积 ! D ! 加入离心后的发酵上清液（),,,9@.>8，

!,.>8）抽提，取抽提液进行分析实验。

转化培养基：葡萄糖 +?，玉米浆 *?，E*$-#%·

+$*# ,B!?， F0G#%·4$*# ,B,C?，H=G#%·*$*#

,B,,*?，1$ (BC。! I !,C-7 灭菌 *,.>8。

菌丝体干重测定：转化培养后的发酵液离心

（),,,9@.>8，!,.>8），菌丝体用清水洗涤 + 次，),2烘

箱烘干至恒重。空白转化培养基作对照，以（样品干

重"空白干重）为菌丝体干重。

!"$ 转化产物的分析方法

!"$"! J/K：青 岛 海 洋 化 工 的 硅 胶 薄 层 层 析 板

LH*C%，薄板在 !,C2活化备用。展开液为氯仿：甲

醇（!* D!，7 @7）。显色液为硫酸：乙醇（! D !,，7 @7），

!,C2加热 +.>8 后，观察斑点。

!"$"# 分析型 $-/K 色谱条件：色谱柱：十八烷基

硅烷键合反相色谱柱（#’G，%B(.. I *C,..，大连依

利特科学仪器有限公司）；流动相：甲醇 D水（%, D (,，

7 @7）；进样量 C"/；流速：!./@.>8；柱温 *C2；检测

波长 *%,8.。转化率（?）
0#

0"
M

!#

!"
I!，!为产物和

底物的峰面积校正因子的比值，计算得到校正因子

!M !B,%。0# ：转化产物浓度（0@/）；0" ：投加底物浓

度（0@/）；!# ：转化产物峰面积；!" ：投加底物峰面积。

!"$"$ 结构鉴定方法：将处理后的上清液用乙酸乙

酯萃取 + 次，再置旋转蒸发器减压浓缩除去溶剂，经

乙醇重结晶后经过熔点，红外，紫外，NFO 和质谱分

析结构［4］。

!"% 培养基初始 &’ 值对转化率的影响

转化条件除初始 1$ 值不同外，其他同 !B*。分

别将转化培养基的初始 1$ 值用 !.:P@/ 的 N7#$ 调

至 CBC、(B,、(BC、4B, 或 4BC，考察初始 1$ 值对转化

率的影响。

!"( 转化温度对转化率的影响

转化条件除转化温度不同外，其他同 !B*。转

化反应分别在 *C2、*)2、+,2和 +42进行，考察转

化温度对转化率的影响。

!") 转速对转化率的影响

转化条件除转化转速不同外，其他同 !B*。转

化 反 应 分 别 在 !%,9@.>8、!(,9@.>8、!),9@.>8 或

*,,9@.>8完成，考察转速对转化率的影响。

!"* 转化时间对转化率的影响

转化条件同 !B*，在投加底物 %&’ 转化后，分别

在 +(A、%)A、(,A、4*A 以及 )%A 取样 C./ 分析，考察

转化时间对转化率的影响。

!"+ 底物溶解程度对转化率的影响

包括助溶剂种类和助溶剂浓度的选择。其他转

化条件同 !B*，以 JQ==8), 处理底物为对照，考察助

溶剂分别为甲醇、乙醇、丙酮、’FG# 时处理底物（溶

剂终浓度 *B,?，底物终浓度 *BC0@/）对转化率的影

响。选 择 优 化 之 后 的 助 溶 剂，将 其 终 浓 度 调 为

*B,?，*BC?，+B,?，%B,?，考察助溶剂浓度对转化

率的影响。然后在选择的助溶剂浓度条件下，考察

底物终浓度为 !BC0@/，*BC0@/，CB,0@/ 时的转化率。

!", 对转化工艺的优化确证

按照由单因素实验确定的初始 1$ 值、温度，转

速，转化时间、助溶剂类型及助溶剂浓度和底物浓度

等工艺条件，确证转化工艺的优化。

以上实验的转化率均为 + 次实验的平均值。
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! 结果与讨论

!"# 菌种筛选

以 !"# 为外源底物，用待筛微生物进行转化反

应，处理的抽提液用 $%& 进行初筛。初筛模型是以

出现除底物 !"# 以外的斑点，则视作对 !"# 有转化

能力。结果显示，待筛的真菌中有 ’ 株球孢白僵菌

和 ( 株烟曲霉对 !"# 有转化能力。将转化后的发

酵液分离提取得到白色结晶物质，产物之一经鉴定

为 ((!)*+)!"#［,］。

将初筛选出的真菌进行复筛实验，以目标产物

((!)*+)!"# 的转化率为复筛模型，结果见表 (。筛

选得到球孢白僵菌 -./" 转化 !"# 为 ((!)*+)!"#
的转化率相对最高。

表 # 待筛菌株转化 $"# 的转化率0

编号 转化率（1）

! 2 "#$$%#&# 3&)/ (4567

! 2 "#$$%#&# 3&)! !58’

! 2 "#$$%#&# 3&)9 (/5/,

! 2 "#$$%#&# &#:9! (!54/

! 2 "#$$%#&# &; (’5/7

! 2 "#$$%#&# #.$ ,57’

! 2 "#$$%#&# #: (/549

! 2 "#$$%#&# -./" !4586

’ 2 ()*%+#,) <9’ /54,

0，其他菌株的转化产物中没有 ((!)*+)!"#，表中未列出。

!"! 球孢白僵菌 %&!’ 的微生物转化条件的研究

通过对转化条件的控制来提高转化产物的专一

性和转化率，本实验进一步对该菌株定向羟化条件

进行研究优化。

!"!"# 初始 =+ 值对转化率的影响：转化培养基在

=+ 值为 656 > ,56 的范围内，我们观察到转化率呈

现波动性的变化，结果见图 (。培养及转化过程初

期，由于细胞的代谢产生酸性物质，使得培养基 =+
下降，=+658 > 758 即酸性环境对生长有利，但过酸

的环境也可能对羟化反应不利。实验证明培养基的

初始 =+ 在 758 左右变动时利于球孢白僵菌 -./"
生长，测得的菌丝体干重量最大（见图 (），而且催化

羟化反应的 &((!位羟化酶的催化活力最高，对底物

的羟化反应速率大，转化率相应最大。

!"!"! 温度对转化率的影响：温度对转化率的影响

图 ( 初始 =+ 值对 ((!)*+)!"# 转化率的影响

如图 / 所示。在对不同温度培养的菌体形态观察中

发现，在 /6?时菌体生长缓慢，镜检观察菌丝体小，

转化率低，在 /’? > 48?时菌体生长正常，转化率

较高，而 4,?时菌体不生长，也检测不到转化反应。

推测不同温度培养菌体，对菌体生长状况，菌丝体形

态大小有影响，进而影响转化反应，并且实验表明转

化反应的温度在 /’?时最适宜。

图 / 温度对 ((!)*+)!"# 转化率的影响

!"!"( 转速对转化率的影响：催化反应的研究表

明，反应的溶氧非常重要［9］，实验通过转速来研究溶

氧对转化率的影响，结果显示当转速为 (!8@ABCD 或

/88@ABCD 都不利于转化反应的发生，转化产物检测

不到，当转化反应的转速 为 (78@ABCD 和 (’8 @ABCD
时，转 化 率 分 别 为 4/1 和 !/1，所 以 当 转 速 为

(’8@ABCD，最适宜转化反应。

!"!"$ 转化时间对转化率的影响：在投加底物 !"#
转化后，分别在不同时间间隔测定转化率（结果见图

4）。通过不同取样时间的考察过程中，发现随着培

养时间的延长，((!)*+)!"# 的得率以培养 78E 取样

最高，而 78E 以后，反而降低。不同转化时间取样测

菌丝干重时发现，47 > 78E 菌体生长加快，转化率提

高，而在 78 > ’!E，菌体增长幅度减小，长势减弱，而

转化率也降低。

!"!") 底物溶解程度对转化率的影响：本实验从助

溶剂种类、浓度和底物终浓度三方面考察底物溶解

性对转化率的影响。对甾体微生物转化工艺的研究

中，指出了甾体化合物是亲脂性的，催化反应在水相
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图 ! 转化时间对 ""!#$%#&’( 转化率的影响

中进行，底物溶解对转化率的影响很大，运用了超声

处理，磁化水处理等方法，改善底物的溶解性有利于

转化率的提高，但实际生产多以有机溶剂为主［)］。

从图 & 看出，以甲醇配制底物溶液加入，产物的转化

率相对最高，而且对菌体生长影响较小。

图 & 溶剂类型对 ""!#$%#&’( 转化率的影响

将助溶剂甲醇调至不同终浓度，转化 *+, 后终

止反应，用 %-./ 检测对转化率的影响，结果见图 0。

结果表明在溶剂浓度为 1203时，转化率最大，而提

高溶剂浓度反而转化率降低。这种现象可以解释

为：甾体化合物的羟化反应效率与底物的水相溶解

度有关，有机溶剂有助于底物在水相的溶解，但对菌

体生长有毒害，溶剂浓度的过量增加不利菌体生长，

对转化反应也有一定抑制作用。

图 0 甲醇浓度对 ""!#$%#&’( 转化率的影响

研究底物浓度的影响要考虑到底物在助溶剂中

的溶解性，我们选用毒害量较小的溶剂浓度 1203，

通过溶解实验发现当底物浓度超过 02+45.，底物的

溶解度很小，转化率也很低。可能底物浓度过高抑

制了羟化反应。因此结合底物溶解性，选用底物浓

度为 "2045.，12045.，02+45. 进行考察（见图 *）。结

果显示当底物浓度为 "2045.，12045. 时转化率差别

不大，而 02+45. 时转化率最低，底物浓度变化对菌

体生长影响不大。

图 * 底物浓度对 ""!#$%#&’( 转化率的影响

!"!"# 转化工艺优化的确证：在以上单因子工艺优

化试验基础上，确定微生物转化的工艺条件：选用甲

醇做 助 溶 剂，且 甲 醇 终 浓 度 和 底 物 浓 度 分 别 为

1203和 12045.，初始 6% 值为 *2+，温度为 178，转

速 "7+95:;<，转化时间为 *+, 时，得到产物 ""!#$%#
&’( 的转化率为 *03，比未优化工艺条件的转化率

提高了 0"213。

$ 结论

本实验筛选出的球孢白僵菌 =>1’ 对甾体化合

物 &’( 有高效专一的 /""!催化能力，有作为全细

胞催化剂改造药物结构和药物微生物转化生产研究

的重要价值。本实验通过工艺优化提高了转化率，

为 &’( 羟化衍生物的工业化生产奠定了基础。有

关球孢白僵菌 =>1’ 对 &’( 羟化反应中的底物溶解

性的改善提高和机理问题还在进一步研究中。

参考文献

［ " ］杨 英，姜绍通 ?微生物学通报，1++*，$$（*）："&1 @ "&0?

［ 1 ］叶 丽，史济平 ?工业微生物，1++"，$%（&）：&+ @ &A?

［ ! ］BCDEFGH I，’<4JKGHE L，’H9E:G9E M， !" #$ ? -9GNJOO L;GN,J:;OD9P，

"))A，$!（A）：070 @ 07)?

［ & ］I,CHEKGHE I (，QER;COSEPO T U，-G6GHE V W， !" #$ ? -,E9 /,J:

XGC9<EK，1++"，$&（0）：1A) @ 17"?

［ 0 ］MJ9JOE TGKJS，’K;<E IEY;Z[G9 ? X? IDJ9G;[ L;GN,J:? BGKJN? L;GK ?，

"))7，#’（"）：*! @ *)?

［ * ］’4<;JOZSE LE9D:E<OSE，XE[Y;4YE (:GN,GYOSE#QKE[POZ，VYE %COZGZE?

IDJ9G;[O，1++0，’(：")! @ ")7?

［ A ］\;G<4 ] Q，^J; =，/,J< % B，!" #$ ? IDJ9G;[O，1++*，’%：)A) @ )7!?

［ 7 ］Q9G4E< Q .，%GKKE<[ % .? X BGK /EDEK L：V<ZP:，1+++，)：" @ !1?

［ ) ］阳 葵，李晓静，冯 霞，等 ?微生物学通报，1++"，!*（*）：*7 @

A"?

·A!""·1++A 年 !&（*） 微 生 物 学 通 报




