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采用两种不同的微生物进行连续的或混合的转化，对甾

体化合物进行多步反应，已有不少关于:;!脱氢和!!（"或

!）3或!""3羟基化的报道。它可减少中间产物的分离步骤，起
到简化工艺，降低生产成本的效果，有时还可抑制不需要的

副反应的产生，促进所需产物的形成［!#6］。本工作以来自梯

可吉宁（<=>(>-?=?）的!"!3甲基37!，!5"，$!3三羟基3#"3孕甾3
$%3酮3$!3醋酸酯（@）作为底物，采用微生物转化方法制备

!"!3甲基3!!"，!5"，$!3三羟基孕甾3!，63二烯37，$%3二酮（$），

$是合成高效肾上腺皮质激素倍他美松（A-/B0-/CBD(?-）类
药物的重要前体［#］。在转化过程中，要求微生物既能氧化底

物的:;7羟基为酮基，并在:;!和:;6上同时引入两个双键，
又能实施:;!!羟基化和:;$!醋酸酯水解。国外采用化学法

脱氢，然后用霉菌引入!!"3羟基。我们在过去研究［"，5］的基
础上，又筛选到:!，6脱氢能力很强的节杆菌（3*/"*(4+0/%*
&56）9E4"，用它和一株具有!!"3羟基化能力的犁头霉（347
&#8#+&56）9$4配合［4］，以两步转化或一步连续转化的不同发
酵工艺得到所需产物。本文简要介绍这两种转化工艺的研

究结果。

! 材料和方法

!$! 菌种
节杆菌9E4"和犁头霉9$4均由筛选得到，分别在牛肉

汁和土豆汁琼脂斜面上保存，液体培养基按前报道［"，4］配制。

!$% 甾体化合物

!"!3甲基37!，!5"，$!3三羟基3#"3孕甾3$%3酮3$!3醋酸酯
（底物，@）和!"!3甲基3!5"，$!3二羟基孕甾3!，63二烯37，$%3二
酮（中间产物，%）由东北制药总厂提供；样品!"!3甲基3!!"，

!5"，$!3三羟基孕甾3!，63二烯37，$%3二酮（产物，$）由美国先
令制药公司赠送。

!$& 培养和转化

!*&*! 节杆菌转化"：取牛肉汁斜面生长好节杆菌接种含

6%0F培养基$#%0F三角瓶，7%G，$%%2／0=?振荡培养$6

C，按6H种量移入含#%%0F培养基7F三角瓶，待菌生长好
后投加适量氯化钴溶液以抑制甾核的降解，并加入底物进行

转化。

!*&*% 犁头霉转化#：取土豆汁斜面孢子接种含6%0F培
养基$#%0F三角瓶，$4G，!4%2／0=?振荡培养$6C，然后移
至含6%%0F培养基7F三角瓶，待菌丝体生长好后投加%作
为底物，转化条件与培养相同。

!*&*& 节杆菌和犁头霉连续转化：节杆菌和犁头霉培养均
在含6%%0F培养基7F三角瓶中进行，转化时先将氯化钴溶
液和底物加入至已培养好的节杆菌发酵液中，然后待脱氢反

应进行到一定程度时，再将已生长好的犁头霉菌丝体（过滤

收集）加入，继续转化直至底物完全消失。

!$" 分析方法
取适量转化液用等量醋酸乙酯抽提，提取液进行色谱分析。

!*"*! 硅胶<F:定性分析：检测%形成展开剂氯仿3丙酮

4：!，检测$形成展开剂氯仿3丙酮3无水乙醇!4：!：!；显色剂
均为7H磷钼酸乙醇溶液；%和$还可直接用$#6?0紫外分
析仪观察其吸收斑点。

!*"*% 反相IJF:定量分析：根据峰高值以外标法测定%
和$的转化情况，色谱条件同前报道［4］。

!*’ 中间产物和产物的提取与鉴定

%提取与鉴定同前报道［5］；$提取是将转化后发酵液过
滤除去菌丝，滤液用醋酸乙酯提取，提取液减压浓缩，残余物

用溶剂洗涤即得产物，乙醇重结晶得分析样品，进行熔点，比

旋值，元素分析和波谱等各项物理性质测定，以确认其化学

结构。

% 实验结果

%$! 节杆菌转化"
用$个7F三角瓶，&的投加浓度为%K7H（9／:），总量

7K%>，转化5$C，合并发酵液经提取得中间产物（%）$K!7>，

0.$%$#$%#G，收率4%K#H。正己烷3丙酮重结晶得分析样



品 !"#$%&’!#$(&$)；［"］*+, -*$./（0，$&1#’；2345678）；

9:#;8<=!65（7!）#’’（$*1$$$）；>?%@AB!65（C!D*）%’%$（<=），*E*(
（#$0F$），*1($，*1$$，*(.$，++$（!*，’D%0F$）；;G!／8;-

%(+；*=H;?&0,0I%;8’G3
（""!）$J.#（%=，K，0*+D0=%），*J*#（%=，2，

LE=M，*1D0=%），*J#’（%=，K，0*.D0=%），#&.+（*=，K，0*ED
<=），’&’’（#=，NA，L*+=M，0#*D0=#<=），1&*#（*=，OK，0’D
=），1&#.（*=，22，L*$，#=M，0#D=），E&*#（*=，2，L*$=M，0*D

=）；*%0H;?&0,0I%;8’G3
（""!）#*#J%（0#$，K），*+1&%（0%，K），*1.&+

（0(，K），*(1&’（0*，2），*#E&$（0#，2），*#%J’（0’，2），+.J*（0*E，

K），1+J(（0#*，P），*.&E（*1’Q0=%，R），*+&E（0*.，R），*(&#（0*+，

R），##&%D(#&$为甾核上其余各碳；N76IJ0##=%$<’计算值
（S）：0，E%&E$；=，+&’’测定值（S）：0，E%J1+；=，+&(1。上
述测定结果证实转化中间产物（(）为*1’Q甲基Q*E"，#*Q二羟
基孕甾Q*，’Q二烯Q%，#$Q二酮。

!"! 犁头霉转化!
在’个%T三角瓶中投入由上述试验得到的(共*&1U

（投料浓度$&*），转化’#V经提取得到)*&$1U，!"#*1J$!
#*E&+)，收率 1.&#S；与标准样品混合熔点不降低；

9:#;8<=!65（7!）#’E（$*E%$$）；;G !／8 ;-%E’，#E.（;Q

0=#<=0<·#=#<）。

!"# 节杆菌和犁头霉连续转化
两菌混合连续转化用#个%T三角瓶共投*#&’U，投料

浓度$&%S，转化E$V，经提取得产物*&%%U，!"#*(J#!
#*+&E)，收率1$&*S。用乙醇重结晶得分析样品!"#*+&(
!##$&’)；［"］#(,-E*&1/（0，$&(#’，2345678）；9:#;8<=!65（7!）

#’E（$*E%#$）；>?%@AB!65（C!D*）%’1$（<=），*E*$（#$0F$），*1($，

*1*(，+.$（!*，’D%0F$）；;G!／8;-%E’，%%+（;D#=#<），

#E.（;D0=#<=0<·#=#<）；*=H;?&0,%<,;8’G3
（""!）$&.#（%=，K，

0*+D0=%），*&$+（%=，2，LE=M，*1D0=%），*&%1（%=，K，0*.D

0=%），*&+#（K，**"D=），’&$%（*=，P2，L**’，."*$=M，L**’，*#"

*$=M，L**’，*#’(=M，**’D=），’&’$（#=，NA，L*+=M，0#*D
0=#<=），1&$E（*=，K，0’D=），1&$.（*=，22，L*，#*$=#，L#，’
#=M，0#D=），E&.#（*=，2，L*$=M，0*D=）；*%0H;?&0,%<,;8’G3

（""!）#*%&+（0#$，K），*+.&%（0%，K），*E#&.（0(，K），*1#&.（0*，

2），*#(&#（0#，2），*#’&.（0’，2），+.JE（0*E，K），1.J1（0#*，P），

1+&.（0**，2），1*&+（0.，2）#$&(（*1’Q0=%，R），*.J(（0*.，R），

*E&#（0*+，R），%’&ED(*&$为甾核上其他各碳；N76IJ0##=%$<(
计算值（S）：0，E$&(E，=，+&$E；测定值（S）：0，E$&’*，=，

E&.#。根据上述各项分析可确认产物结构为*1’Q甲基Q**"，

*E"，#*Q三羟基孕甾Q*，’Q二烯Q%，#$Q二酮。

# 讨论

通常用两种不同的微生物进行甾体0D*脱氢和0D**羟
基化反应均采用先羟化后脱氢的工艺程序。这是由于脱氢

反应比羟基化反应快，底物N环易形成!*，’Q%Q甾酮结构，该
化合物一般不稳定会很快进一步降解［%，.，*$］。本试验中所采

用的转化程序与之相反，不论是两菌分别以两步转化还是两

菌混合连续转化，都是先由节杆菌0*，’脱氢（含0D%氧化），再
由犁头霉引入0D**羟基。脱氢反应的产物比较稳定，这可能
由于反应是在含有甾核降解酶的抑制剂的条件下进行的，王

敬一等的工作也有类似情况［**］。此外，当犁头霉N#+直接
转化脱氢后的中间产物（(）时，(的浓度达到或超过

$&*(S，**"Q羟基化能力就急剧下降，这是由于过高浓度的(
对酶催化起着抑制作用。我们发现若将(的0D#*羟基乙酰

化则可大幅度提高底物浓度并获得较高的羟化率［+］。从这

一点看，如果两菌分别以两步转化，则需将第一步脱氢反应

的中间产物分离出并引入乙酰基后，才适合于作为第二步羟

基化反应的基质，这在工艺上是比较繁琐的，也是很不经济

的。综上所述，从简化工艺、缩短周期以及提高收率等方面，

节杆菌与犁头霉两菌一步连续转化比两菌分别以两步转化

优越。
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