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地塞美松（8+9:,+;<:=&>+）为高效肾上腺皮质激素药物，

临床上广泛使用。开拓用梯可吉宁（?@A&A+>@>）为起始原料

生产从化学结构和合成技术上讲较为合理，而且适合于资源

综合利用［!］。在合成过程中，除了7环需引入B!，#和B4，3两

个双键（含BC5羟基氧化）外，还需用微生物法在BC!!位引入

羟基。国 外 常 采 用 化 学 法 脱 氢，然 后 再 用 霉 菌!!!0羟 基

化［#，5］。本文报道用两类微生物菌种，节杆菌（3*/"*(4+0/%*
&56）7D1"和绿僵菌（7%/+*"#8#)9&56）E11，混合转化一步

完成脱氢和羟基化反应，自!"!0甲基05"，!2!，#!0三羟基03!0
孕甾0#$0酮0#!0醋酸酯制备地塞美松重要前体!"!0甲基0!!!，

!2!，#!0三羟基孕甾0!，40二烯05，#$0二酮的研究结果。

" 材料和方法

"%" 菌种

节杆菌7D1"和绿僵菌E11由筛选得到，分别在牛肉汁

和土豆汁琼脂斜面上保存，液体培养基组成见前报［4，3］。

"%& 甾体化合物

!"!0甲 基05"，!2!，#!0三 羟 基03!0孕 甾0#$0酮0#!0醋 酸 酯

（底物），!"!0甲基0!2!，#!0二羟基孕甾0!，40二烯05，#$0二酮

（#!，4中间体）和!"!0甲基0!!!，!2!，#!0三羟基孕甾0!，40二烯0
5，#$0二酮（产物）由天津药业公司和上海华联制药有限公司

提供。

"%’ 培养与菌丝体的收获

"(’(" 绿僵菌培养：含4$,F培养基中接种斜面生长的孢

子悬液，#1G，#$$.／,@>培养#4<，以!$H（:／:）种量移入

新鲜培养基，经培养后，离心收集菌丝体备用，通常每毫升菌

液可获得湿菌体重23,A（含水量约1$H）。

"(’(& 节杆菌培养：含4$,F培养基中接种斜面生长#I
的节杆菌，#1G，#$$.／,@>培养#4<，以3H种量移入新鲜培

养基，继续培养#$<。

"%# 转化及产物提取

取上述已生长好的节杆菌加入等体积培养的绿僵菌菌

丝体，然后再加入适量氯化钴（B&B’#·"J#K）溶液和$L#H
（;／:）底物，5$G，#$$.／,@>转化至底物消失。终止反应

后，用醋酸乙酯提取5次，合并提取液减压浓缩，残余物用溶

剂洗涤即得产物，经溶剂重结晶后进行各项物理性质测定。

"%( 分析方法

取转化 液 用#倍 醋 酸 乙 酯（:／:）萃 取，有 机 相 进 行

?FB和JMFB分析，色谱条件和检测方法同前报道［3］。

& 结果与讨论

&%" 投料方式对混合转化的影响

在甾体化合物转化中，常用能与水混溶溶剂如乙醇溶解

底物投料或投加底物悬浮液（即将底物磨细，在含表面活性

剂吐温的水中超声振荡处理）来改善底物的疏水性，促进转

化有利于合成方向［4$2］。我们在用不同潜溶剂进行底物投

料试验时，观察到本转化底物在乙醇中溶解度较小，而易溶

于)，)0二甲基甲酰胺（8EN）。用#H$4H（<／<）8EN溶

解底物比直接投加底物悬浮液，产物转化率提高约4$H，且

底物转化完全；若溶剂浓度超过4H，将对微生物产生明显抑

制作用，致使转化率迅速降低；达到2H时，几乎不形成产物。

&%& 菌丝体添加时间的影响

当底物8EN溶液加到节杆菌培养液后，在不同时间内

添加绿僵菌菌丝体观察对产物的影响。发现与投料同时到

投料后#1<内加入菌丝体对产物累积无明显影响，均可获

得较高转化率。

&%’ 菌丝体浓度的影响

在试验!#L3$23,A／,F范围内菌丝体浓度，表明产物

转化率随着菌丝体浓度增加相应提高，而采用与节杆菌培养

液等体积所收获菌丝体量进行混合转化是较适宜的。

&%# 氯化钴对混合转化的影响

以前的研究［1，/］已表明B&#O是节杆菌B!，4脱氢的有效

甾核降解酶（/!0羟化酶）的抑制剂。在混合转化中，添加氯

化钴#$L$4H同样能得到稳定的产物，转化率在"$H以上；



而在较低浓度!"!#$时，底物可完全转化，但产物形成甚微

（!%$）；若不加&’#(转化#)*后产物基本稳定在+%$!
+,$之间（图+）。经色谱跟踪发现，仅在不加&’#(情况下，

混合转化过程中出现底物的++"-羟化物，其可进一步转化为

产物。由此推测在无&’#(时混合转化同时存在底物先++"-
羟基化后&+，)脱氢形成产物的转化途径。若底物先&+，)脱氢

则易受甾核降解酶作用很难累积产物，只有当添加足够量的

该酶抑制剂时，产物才大量累积。可见，&’#(加入不仅对混

合转化产物的积累起决定性作用，而且改变了混合转化的

途径。

图+ 不同氯化钴浓度的产物累积时间过程

+.!$；#.!.!#$；/.!.!/$；).!.!)$；0.!.!%$

!"# 混合转化途径

图#展示在添加!"!)$氯化钴条件下，用节杆菌单独转

化以及与绿僵菌混合转化的时间进程。由图看出，节杆菌单

独进行脱氢时，经1!*后#+，)中间体最高转化率为)#$，尚

有部分底物存在；而在混合转化过程中，#+，)中间体始终处于

较低水平，转化)%*后底物转化完全，产物大幅度增长。可

见由于混合转化降低#+，)中间体浓度，不仅解除了它对节杆

菌脱氢酶活性的反馈抑制；同时解除了对绿僵菌++"-羟化酶

的抑制作用，起到分批投料作用，既加快了#+，)作用速率，又

有利于引入++"-羟基。其转化途径可认为按图/所示。

图# #+，)中间体和产物的形成过程

+.节杆菌23,%转化形成#+，)中间体

#，/分别为混合转化所形成的#+，)中间体和产物

图/ 混合转化途径

!"$ 产物的提取

在上述适宜条件下，进行/4试验，底物总投加量/"#!
5，混合转化6!*后，经提取得产物+"1,5，78##!./!##+.
)9，收率%6"#$。经乙醇重结晶得分析样品 78##+.%!
###.)9；［"］#0: (0/.);（&，!")1，<=>?）；@A$<=>?7BC（D7）#)6

（%+6/!!）；EF&GHI7BC（J7K+）/),!（>?），+6+!（#!&L!），+%00（/&

L!），+%+0，+%!0，,1!（+，)&L&）；MN 7／O M(/6)；

+?PMF’&:/>:MO)NQ
（887）!.6,（/?，R，&+,-&?/），!.,%（/?，S，

T6?U，+%-&?/），+.//（/?，R，&+1-&?/），+",0（R，++"->?），/.1,

（+?，=S，++(-?），).)#（#?，2H，T+,?U，&#+-&?#>?），%.!,
（+?，R，&)-?），%.!1（+?，SS，T+!，#?U，&#?），6.1#（+?，S，

T+!?U，&+-?）；+/&PMF’&:/>:MO)NQ
（887）#+#.+（&#!，R），+,,.)（&/，

R），+6#.!（&0，R），+%#.!（&+，S），+#).)（&#，S），+#).+（&)，S），

1+.#（&+6，R），%,.#（&#+，=），%6.,（&++，S），%+.#（&1，S），+,.1
（+%"-&?/，V），+%.)（&+1，V），+0.+（&+,，V），//.+-0+.#为甾核

其他各碳；2DBW.&##?/!>0计算值（$）：&，6!"06，?，,"!6测

定值（$）：&，6!"/,；?，6"16。证实混合转化产物为+%"-甲

基-++"，+6"，#+-三羟基孕甾-+，)-二烯-/，#!-二酮。

参 考 文 献

［+］ 马如鸿，费得青，游晓燕等.中国医药工业杂志，+1,1，!%（+）：+!0

［#］ >WQXO=’<Y，FBZRROIF，[O\OI4!"#$%&’()*!(+,-，+10,，&%（+%）：))/+

［/］ YO=U’WS=G，GQORWQJ*G，[O\OI2!"#$%.!/011!2，+1,+，#1)!#,0

［)］ 徐诗伟，徐 清，法幼华.生物工程学报，#!!!，’$（)）：),#!),)

)%6 生 物 工 程 学 报 +%卷



［!］ 徐诗伟，徐 清，法幼华"生物工程学报，#$$$，!"（!）：%!&!%!’
［%］ 张丽青，王敬一"药学学报，&()%，#!（(）：(*+!(*(
［*］ 沈裕康"工业微生物，&()*，!$（&）：#%!’’
［)］ 法幼华，徐诗伟"微生物学报，&()$，#%（#）：&)!!&($
［(］ 徐诗伟，法幼华"微生物学报，&()#，##（+）：’%&!’%%；&()+，#&（&）：+%!+(；&(($，’%（&）：)$!)#

()*+,),-./0/1!"!23*-4562!!!，!$!，#!7-).458)/957!，&7+)*:08.*0*7’，

#%78./0*;53.9*83.<)/;.,6=/0>*)?./0/1=!，&@*458)/:*0,-./0,08!!!7A58)/956,-./0

,-./01230 ,-4056 789:;01<=56 <8>?;1@;=
（!"#$%$&$’()*%+,(-%(.(/0，12’32%"’#’4+56’70()8+%’"+’#，9’%:%"/，&$$$)$）

B;?-),<- A/3?BC0D=EF?5G0C0?5H?IC/3F?5J3KH0?5?I&%"1D3C/LE1’#，&*"，#&1CK0/LGK?ML1!"1BK365=531#$1?531#&1=F3C=C3
C?&%"1D3C/LE1&&"，&*"，#&1CK0/LGK?ML1&，+1BK365G03531’，#$1G0?53NLC/3D0M3GF;EC;K3H?I4,$2,(-5+$’,#;)%=5G
*’$5,2%<%&7#;))O3K3HC;G03G"#P!+P（=／=）Q，Q1G0D3C/LEI?KD=D0G305C/3D3G0;DO=H;H3GC?G0HH?EJ3C/3H;N1
HCK=C3"RCF?;EG05FK3=H3C/3F?5J3KH0?5=N0E0CL"8GG056C/3DLF3E0;D?I*’$5,2%<%&705C?C/3G3/LGK?635=C0?5K3=FC0?5
D0MC;K3G;K056$!#)/?;KH/=G5?05IE;35F3?5C/3F?5J3KH0?5K=C3"A/3?BC0D=EF?5F35CK=C0?5?IDLF3E0;DO=H=K?;5G
*!D6／DSO3CO306/C"$"$+P!$"$%P7?7E#·%@#905/0N0C3GC/3G36K=G=C0?5?IHC3K?0G5;FE3;HH?C/=CC/3BK?G;FC
O=H6K3=CEL=FF;D;E=C3G"-5G3KH;F/F?5G0C0?5C/3L30EG?ID0M3GD0FK?N0=EF?5J3KH0?5O=H%*P"

C*5D/)8? 4,$2,(-5+$’,，*’$5,2%<%&7，D0M3GD0FK?N0=EF?5J3KH0?5，&%"1D3C/LE1&&"，&*"，#&1CK0/LGK?ML1&，+1BK365G01
3531’，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

#$1G0?53

生物工程学报
（双月刊，!EFG年创刊）

#%%%年 第!"卷 第"期

=4.0*?*H/I)0,6/1J./-*<40/6/:5
（KI,)-*)65，L-,)-*8.0!EFG）

#%%% M/6N!" O/N"

编 辑 生 物 工 程 学 报 编 辑 委 员 会

（北京海淀中关村中国科学院微生物研

究所内 邮编&$$$)$ A3E：%#!!+’$’）

主 编 焦 瑞 身

承 办 中 国 科 学 院 微 生 物 研 究 所

出 版

（北京东黄城根北街&%号，&$$*&*）

印刷装订

订 购 处 全 国 各 地 邮 局

国内发行 北 京 市 报 刊 发 行 局

国外发行 中 国 国 际 图 书 贸 易 总 公 司

（北京’((信箱）

广告经营许可证 京 东 工 商 广 字 第$*$%号

P7Q,.6 FTN$H;5"0D"=F"F5

P8.-*8;5 UG0C?K0=EV?=KG?I7/053H3W?;K5=E?IV0?C31

F/5?E?6L（X/?566;=5F;5，@=0G0=5，V30T056 &$$$)$）

P8.-/)7.07=4.*1：W0=?Y;0H/35

L+/0?/)*8;5 R5HC0C;C3Z0FK?N0?E?6L，8F=G3D0=.050F=

(I;6.?4*8;5 .F035F3[K3HH（&%\?56/;=56F/356635

V30T03，V30T056&$$*&*，7/05=）

().0-*8;5 [K05C056@?;H3?I78.

@/Q*?-.<LI;?<).+-./0 8EES?F=E[?HC9II0F3H057/05=

@.?-).;I-*8;5 V30T056V;K3=;I?K\0HCK0N;C0?5?IQ3OH1

B=B3KH=5GW?;K5=EH

R/)*.:0@.?-).;I-./0 7/05=R5C3K5=C0?5=EV??]AK=G056
7?KB?K=C0?5

（["9"V?M"’((，V30T056&$$$++，7/05=）

4--+：／／OOO"0D"=F"F5／FTN

R..Q&$$$̂ ’$%& 国内邮发代号：)#̂ &’ 定价：#$_$$元

7Q&&̂ &(()／4 国内外公开发行

!%*%期 徐诗伟等：地塞美松中间体的7&，+脱氢和&&"1羟基化


