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金龟子绿僵菌对甾体底物 //2! 羟化反应的工艺

刘玲玲，! 杜大庆，! 张星元，! 赵允麟
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "/4$1%）

摘! 要：研究了金龟子绿僵菌（!"#$%&’(’)* $+’,-./’$"）对甾体底物 /%!、/0!2环氧黄体酮（/%!，/0!2
-.(56242.7-89-9-21，"$2:;(9-）的羟化反应工艺，考察了培养基组成、接种量、投料时间、转化时间、溶

料方式、发酵级数等因素，探索了稀释发酵液以提高转化效率的新工艺。
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! ! 皮质激素药物对机体起着非常重要的调节作

用，具有很强的抗感染、抗过敏、抗病毒和抗休克等

药理作用［/］。我国是皮质激素原料药的出口大国，

其中乙酸强的松占总产量的 %$\，而利用霉菌将底

物 /%!、/0!2环氧黄体酮引入羟基是最重要的一步，

反应式为：

]2F ^ +>B_F ^ J !""" ]2JF ^ +>B_ ^ ^ JF ‘［"］（]
为甾体底物），其产物还可作为许多其他高效抗炎

药的中间体。我国自 "$ 世纪 #$ 年代至今一直采用

黑根霉转化 工 艺，"\ 的 投 料 量 转 化 率 为 4$\ a
#$\，与国外生产水平 3$\ a &$\［1］差距较大，因

此开发新的高产菌种将有望从整体水平提高原料

的利用率，产生巨大的社会效益和经济效益。金龟

子绿僵菌对甾体羟化反应的转化率较高，但存在转

化周期长、易产孢子、菌体细导致抽滤、离心困难等

不足，因此未实现生产。作者从摇床水平对反应工

艺进行了研究，旨在为进一步放大提供依据。

<= 材料与方法

<> <= 菌种

金龟子绿僵菌（!"#$%&’(’)* $+’,-./’$"）由河南

利华制药有限公司提供。

<> ?= 斜面培养基

葡萄糖 /b # 8 c :?，蛋白胨 $b 0 8 c :?，牛肉膏 $b 1
8 c :?，酵母膏 $b " 8 c :?，+CY) $b 1 8 c :?，LF"_J4 $b /
8 c :?，L"F_J4 $b / 8 c :?。

<> @= 摇瓶发酵培养基

培养基 >：葡萄糖 1 8 c :?，玉米浆 " 8 c :?，蛋白

胨 $b # 8 c :?，T8,J4·0F"J $b $# 8 c :?，.F 4b #。

培养基 Q：葡萄糖 1 8 c :?，玉米浆 "b # 8 c :?，硫
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酸铵 !" #$ % & ’(，蚕蛹粉 !" ) % & ’(，*+," $。

!" #$ 培养与转化条件

将 )- . )/ 0培养 $ . 1 ’ 的斜面菌种加入无菌

水（!" $2吐温 /!），用棉签扫下，制成浓度约 #" ) 3
#!/个 & 4( 的孢子液。吸取 !" $ 4( 于摇瓶发酵培养

基中（$!! 4( 三角瓶装液量 #!! 4(），)- . )/ 0
))/ 5 & 467 培养 ,! 8 左右，投入乙醇水［,］溶好的甾

体底物 / 4(（底物!乙醇!水为 ) % ! #" $ 4( !
," $ 4(），继续转化 1) 8，发酵液抽滤后于 9! 0 烘

干，待提取测定转化率。

!" %$ 甾体底物

#-!、#1!:环氧黄体酮，河南利华制药有限公司

提供。

!" &$ 提取及转化率分析方法

用丙酮回流提取滤饼中甾体化合物，浓缩回收

丙酮后加入 ,;<=>+ 皂化，抽滤并用去离子水冲洗

? 遍至中性，9! 0烘干后经 +@(A 测定转化率。色

谱条件：BCCDEF8 高效液相色谱仪，)$! 44 3 ," - 44
硅胶柱，体积比为 )$! ! 9 的氯仿：甲醇:水（)$ !
#" $）混合液为流动相，体积流量 #" ! 4( & 467，),!
74 紫外检测器，温度 )$ 0，相对湿度 -!;。

!" ’$ () 值及菌丝干重测定

用标定好的数字 *+ 计测定发酵液 *+ 值，发酵

液经抽滤后置于 9! 0 烘箱干燥至恒重称重，未接

种的空白摇瓶做同样处理，以扣除发酵液中少量不

溶蚕蛹粉残渣的影响。

*$ 结果与讨论

*" !$ 碳源的选择

甾体的转化需要辅酶 <BG@+［$］，因此维持一

定量的糖利于提供足够的辅酶，考虑在转化期配以

缓慢利用的碳源［-］，观察是否利于转化。初步考察

? 种配方：B 葡萄糖 ? % & ’(；H 葡萄糖 ) % & ’(，蔗糖 #
% & ’(；A 葡萄糖 ) % & ’(，糊精 # % & ’(（# % 淀粉加 ?!
I & % 的液化淀粉酶液化所得，液化浓度 $!;），其余

成分为玉米浆 ) % & ’(，蛋白胨 !" $ % & ’(，J%K>, ·

1+)> !" !$ % & ’(，结果见表 #。

L L 发现投料后 )$ 8 转化率基本相同，但 $! 8 以后

H、A 的转化率均略差于 B，可能蔗糖和糊精的缓慢利

用不利于转化，因此仍选择葡萄糖为惟一碳源。

*" *$ 培养基配比正交组合实验

对配方 B 进行三因素三水平正交组合实验［1］，

各因素水平为葡萄糖（)" $、?、?" $ % & ’(）、玉米浆

（#" $、)、)" $ % & ’(）、蛋白胨（!" ?、!" $、!" 1 % & ’(），

J%K>,·1+)> !" !$ % & ’(，组合方案及结果见表 )。

表 !$ 不同碳源下氧化不同时间的转化率

+,-" !$ .//012 3/ 1,4-35 6374106 35 1358046935 :90;<

氧化时间 & 8 B H A

)$ #1" )) #1" ?, #1" 9$

$! ?9" )9 ?-" ?, ?1" #$

1# -!" ?# $1" )1 $/" !)

19 -," ,# -)" ## -?" #)

表 *$ 培养基配比正交组合实验

+,-" *$ =067;26 3/ 342>3:35,; 0?(049@052

编号 葡萄糖 玉米浆 蛋白胨 转化率 & ;

# ! :# :# $$" ?$

) ! # :# $-" )/

? ! :# # $?" ,-

, ! # # $?" /$

$ :# :# ! $#" !#

- :# # ! $#" 1!

1 # :# ! $$" ,)

/ # # ! $-" )?

9 :# ! :# $," ?-

#! :# ! # $?" ?9

## # ! :# $/" )#

#) # ! # $1" #!

#? ! ! ! $$" /#

#, ! ! ! $$" $-

#$ ! ! ! M

L L 经 KBK 软件分析结果，葡萄糖、蛋白胨及玉米

浆的平方项对转化率影响显著，在实验水平内转化

率与葡萄糖质量浓度成正比，与蛋白胨质量浓度成

反比，玉米浆在 ) % & ’( 最佳，但不加蛋白胨菌丝会

衰老导致发酵液变暗，因此仍添加 !" ? % & ’( 蛋白胨

防止菌丝过快衰老。最终确定最佳配方 A 为：葡萄

糖 ?" $ % & ’(，玉米浆 ) % & ’(，蛋白胨 !" ? % & ’(，J%:
K>,·1+)> !" !$ % & ’(。即第 ## 号组合，转化率为

$/" )# % & ’(。

对于 H 配 方，安 排 葡 萄 糖（)" $、?" !、?" $ % &
’(）、玉米浆（)" !、)" $、?" ! % & ’(）、硫酸铵（!" #)、

!" #$、!" #/ % & ’(）、蚕蛹粉（!" )、!" ,、!" - % & ’(）四因

素三水平的初步正交实验见表 ?。
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表 !" 四因素三水平正交表

#$%& !" #’( )*+’),)-$. +$% )/ /)0* /$1+)*2 $+ +’*(( .(3(.

项目 葡萄糖 玉米浆 硫酸铵 蚕蛹粉 转化率 ! "

# # # # # $%& #’
( # ( ( ( $)& ’*
’ # ’ ’ ’ $*& (+
$ ( # ( ’ %(& ,(
% ( ( ’ # %,& +(
* ( ’ # ( %#& ’#
, ’ # ’ ( %%& %(
- ’ ( # ’ %(& $’
) ’ ’ ( # %*& $+

# 水平
之和

#$+& *) #%’& ’, #$-& -, #%-& %%

( 水平
之和

#*#& +% #%-& -# #%-& $- #%*& #)

’ 水平
之和

#*$& ’% #%’& )# #%-& ,$ #%#& ’%

极差 (’& ** %& $$ )& -, ,& (

. . 表 ’ 中最佳组合为 ((’#，转化率 %,/ +("。得

出葡萄糖为主要因素，其次为硫酸铵，观察到最优

的四因素的水平组合依次为 ’((#。安排最优配比

和表 中 最 佳 方 案 比 较 实 验，最 优 配 比 转 化 率

%-/ *"，略好于最佳配比 %%/ -"。因此最终确定配

方 0 为：葡萄糖 ’/ % 1 ! 23，玉米浆 (/ % 1 ! 23，硫酸铵

+/ #% 1 ! 23，蚕蛹粉 +/ ( 1 ! 23。

4& !" 接种量、投料时间、转化时间正交组合实验

因接种量（+/ $、+/ -、#/ ( 43）、投料时间（’,、

’)、$# 5）和转化时间（*-、,+、,( 5）之间有相互制约

的关系［-］，因此仍采取表 ( 的组合方案，以 6 配方

为培养基，转化率结果见表 $。

表 5" 接种量、投料时间、转化时间正交组合实验

#$%& 5 " #’( )*+’),)-$. 1)6%7-$+7)- 8(27,- )- 7-)10.06
279(，’:;’$ $,( $-8 1)-3(*27)- +76(

编号 接种量 投料时间 转化时间 转化率 ! "

# + 7 # 7 # %%& *)

( + # 7 # %$& %$

’ + 7 # # *#& %%

$ + # # %%& *$

% 7 # 7 # + %*& ’*

* 7 # # + %,& -%

, # 7 # + %$& (#

- # # + %-& *’

续表 #

编号 接种量 投料时间 转化时间 转化率 ! "

) 7 # + 7 # %%& $+

#+ 7 # + # %,& *’

## # + 7 # %(& $%

#( # + # %,& ,)

#’ + + + %%& $%

#$ + + + %$& ’*

#% + + + 7

. . 经 898 软件分析，三者影响均不显著。确定最

佳方案为接种量 +/ - 43（孢子浓度 #/ ( : #+-个 ! 43
），’, 5 投料，转化 ,( 5。

4& 5" 溶料方式的确定

由于甾体为脂溶性化合物难溶于水，因此底物在

发酵液中的溶解和分散对转化的影响至关重要［)］，考

察了几种常用溶剂的处理方式，结果见表 %。

表 <" 不同底物处理方式对转化率的影响

#$%& <" =//(1+2 )/ 20%2+*$+( 8722).0+7)- 6(+’)8 )- 1)-3(*>
27)- :7(.8

处理方式 质量浓度 !（1 ! 23） 转化率 ! "

乙醇 #/ % %$/ +#

乙醇 ( $-/ ’,

吐温 -+
+& +’

（配以少许甘油聚醚）
**/ $#

二甲亚砜（0;8<） #/ % %%/ *)

二甲基甲酰胺（0;=） #/ % $+/ +)

丙二醇 #/ % ’%/ +,

甲醇 ( $’/ #+

. . 可见吐温水溶液更利于该菌的转化，且溶料成

本最低，而乙醇及其他有机溶剂不利于该菌转化，

尤其当投料浓度更高时，有机溶剂的副作用将更明

显，以下实验均采用吐温水溶料并添加少量甘油聚

醚以防止产生过多泡沫。

4& <" ?、@ 配方的考察和投料时间的单因素确定

考察了两种培养基下菌体的生长状况，生长曲

线见图 #，并分别于 $+、$(、$$ 5 投料，结果见表 *。

. . 从图 # 看，0 中菌体因速效氮源较多而生长快

些，菌丝量略高于 6，且菌丝从外观上看更分散和细

腻，但抽滤相对困难。二者 >? 值差别较大，6 配方

>? 值较平缓，0 中 >? 值持续下降，但从结果上看

这对转化似乎并未有不利影响。6、0 的投料时间

略有差别，6 在 >? 值刚刚升起时较好，0 则在 >?
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值即将降到最低点时为好，但最佳投料时间都是在

对数生长后期。两配方整体转化水平相当。

图 !" 不同培养基下金龟子绿僵菌生长曲线

#$%& ! " ’() %*+,-( .+*/0) +1 !"#$%&’(’)* $+’,-./’$"
/23)* 3$11)*)2- ./4-/*) 5)3$/5

表 6" 不同培养基的投料时间确定

’789 6" ’() ./4-$:7-) -$5) /23)* 3$11)*)2- ./4-/*) 5)3$/5

项目
不同投料时间转化率 ! "

#$ % #& % ## %

’ ()* && +,* #( +#* #$

- ++* ., ($* ,. +,* ()

;& 6" 二级摇瓶发酵工艺的确定

由于绿僵菌孢子萌发缓慢，导致生长期较长，

为缩短发酵周期、提高设备利用率，可采取二级发

酵。一级发酵采用 / 培养基，二级采用 - 培养基，

一级培养 0+，01，#$ % 的菌体以 )." 的接种量接种

二级，并分别于 )#，)+，)1 % 投料，转化 (& %，根据转

化结果确定出一级种龄 #$ %，二级发酵 )+ % 投料的

转化率最高，达 (02 &"，而种龄越小，二级发酵时间

就要相应延长。

;& <" 新工艺的探讨

对于甾体转化，345467 等实验证明羟基上的氧

来自空气而不是水，氧是除底物以外的第二个重要

因素［)$］。绿僵菌菌丝较细且分散，使得发酵液非常

粘稠，而溶氧不足不仅使反应减慢，而且菌体易衰

老而产生大量孢子，发酵液中会产生某种色素而变

绿变黑，这种色素在提取和精制时无法除去，会影

响成品 质 量。因 此 考 察 了 稀 释 发 酵 液 的 转 化 工

艺［))］，这不仅可以缩短转化周期，还可减少副产物

的生成。将菌体经一级（/）培养 0+ % 后移种 )."
至二级培养基（-），分别于 )(，),，&) % 将发酵液取

出 0$"和 .$"，再补以等量无菌水之后投料，同时

以未经稀释的为对照，二级生长曲线见图 &，+. % 转

化结果见表 (。

图 ;" 二级生长曲线

#$%& ;" =*+,-( .+/*0) +1 0).+23 0-)>

表 <" 不同时间稀释发酵液转化结果

’789 <" ?+2:)*0$+2 @$)43 +1 3$4/-)3 ./4-/*) 5)3$/5 7- 3$1A
1)*)2- -$5)

项目

转化率 ! "
)( %（83 02 10，

干重
)2 &, 9 ! :;）

), %（83 02 .)，
干重

)2 .0 9 ! :;）

&) %（83 02 &$，
干重

)2 ,+ 9 ! :;）

对照 +(2 ,) ++2 0) +&2 )(

稀释 0$" +,2 #0 ()2 #& +12 #&

稀释 .$" +(2 &$ +12 ,& ($2 10

< < 结合生长曲线和转化率结果，可看出转化率和

菌丝量有关，同时也和菌体的生理状态有关。), %
稀释 0$"最佳，比对照高近 #"，而 &) % 稀释 .$"
也好于对照 0"，考虑到实际生产可以将一罐的菌

丝平分成两罐，易于操作且较经济，因此决定采用

稀释 .$"的工艺。稀释后的发酵液颜色浅，易于抽

滤，且发酵周期大大缩短，具有较大的应用前景。

B" 总" 结

通过研究，最终确定了金龟子绿僵菌对 )+!、

)(!=环氧黄体酮的摇瓶羟化反应工艺：浓度为 ) >
)2 & ? )$1个 ! @; 的孢子液，接种量为 $2 1 @;。培养

基配比分别如下：一级：葡萄糖 02 $ 9 ! :;，玉米浆

&2 . 9 ! :;，硫酸铵 $2 ). 9 ! :;，蚕蛹粉 $2 & 9 ! :;，培养

温度 &+ > &1 A，&&1 B ! @C6 培养 0+ %，)." 接种量，

接种二级，二级葡萄糖调整为 02 . 9 ! :;，其余同一

级，继续培养至 83 值降到最低点以前（&$ % 左右）

将发酵液稀释一倍之后投料，投料浓度 & 9 ! :;（ 吐

温水溶料），转化 +. % 可达 ($"以上。

工艺的转化周期、营养的调整及添加因子等因

素还有待研究，工艺的放大条件还有待确定和优

化。

（下转第 1( 页）
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!" 结" 论

本研究以白首乌提取液的总抗氧化能力为量

化指标，在单因素实验的基础上探索了用响应面法

确定白首乌中抗氧化物质提取的最优工艺参数的

可行性。取得了比较满意的结果，并最终确定白首

乌中抗氧化物质提取的最佳工艺条件为：提取温

度：!"# $ %，乙醇体积分数：!&’，提取时间：$# !(
)，提取次数为两次。在此条件下白首乌提取液的

总抗氧化能力值为 $&(# *( + , -。取此最佳条件进

行验证实验，最终试验值与理论值相差 .# /"’。

参考文献：

［$］徐凌川，公华，许昌盛0 白首乌化学成分与药理现代研究述评［1］0 中医药学刊，2"".，2$（$$）：$33.0
［2］宋俊梅，丁霄霖0 响应面白首乌中 42$甾苷及甾苷元清除羟自由基的功能［1］0 无锡轻工大学学报，$33(，$!（2）：/. 5 /*0
［.］宋俊梅，王元秀，丁霄霖 0 白首乌 42$甾苷抗氧化作用的研究［1］0 食品科学，2""$，22（$2）：22 5 2*0
［/］吴有炜0 试验设计与数据处理［6］0 苏州：苏州大学出版社，2""2，$.& 5 $/20
［&］789 : ;，7<)=><= ? @0 A8B< =<C D)E<< F<G<F H<IJ-= K8E D)< IDLHM 8K NLO=DJDODJG< GOEJOPF<I［1］0 #$%&’()$*+,%-，$3*"，2：/&* 5

/!&0
［*］QOPJ8 6，R=D8=J8 6 60 +I< 8K E<IS8=I< ILEKOT< B<D)8H8F8-M D8 H<ITEJP< D)< T8BPJ=<H <KK<TDI 8K SU，D<BS<EODLE< O=H V , A EODJ8

8= D)< )MHE8FMIJI 8K H8-KJI)（ANLOFLI OTO=D)JOI）BLITF<［1］0 .’*$+’/*,(’/0 1(2+’/0 (3 4((5 6%,$’%$ /’5 #$%&’(0(78，$33*，

.$：/$3 5 /2*0
［!］4)O=HEJ>O W ;，Q<E<JH88= A0 XSDJBJYODJ8= 8K <9DEOTDJ8= 8K S)<=8FJT T8BS8L=HI KE8B C)<OD LIJ=- E<IS8=I< ILEKOT< B<D)8H8F8-M

［1］0 4((5 9&$),-*+8，2""&，3.（$）：/! 5 &*0
［(］王永菲，王成国0 响应面法的理论与应用［1］0 中央民族大学学报（自然科学版），2""&，$/（.）：2.* 5 2.30
［3］庞战军，周玫，陈瑗0 自由基医学研究方法［6］0 北京：人民卫生出版社，2"""，2. 5 $$&0

（责任编辑：杨 萌）

（上接第 (" 页）

参考文献：

［$ ］王普，陈希杨，虞炳钧，等0 新技术在甾体药物微生物转化中的应用［1］0 化工进展，2""2，2$（$$）：("& 5 ("(0
［2 ］叶丽，史济平0 甾体微生物转化在制药工业中的应用［1］0 工业微生物，2""2，.$（/）：/" 5 /(0
［. ］Q<E=O=H<I ;，4ELY R，R=-<F8GO 7，<D OF0 6JTE8PJOF T8=G<EIJ8= 8K ID<E8JH T8BS8L=HI：E<T<=D H<G<F8SB<=DI［1］0 :’;8)$ /’5 <,=

%+(>,/0 #$%&’(0(78，2"".（.2）：*(( 5 !"&0
［/ ］ZO=- [LJ，W\ ]JO8 ^J=-，@O=- 1J_K<=，<D OF0 ‘<FODJ8=I)JS P<DC<<= -E8CD) O=H B8ES)8F8-M 8K !"#$%&’(’)* $+’,-./’$" J= PJ8DEO=IK8E_

BODJ8= 8K ID<E8JH［1］0 #+/’-/%*,(’- (3 #,/’?,’ @’,A$+-,*8，2""$，!（$）：$ 5 *0
［& ］‘<GJDOF ‘OS8S8ED，?OGJH A>FO=，\IEO<F UO=L>8-FL0 VF<TDE8= F<O>O-< KE8B D)< OHE<=OF T8ED<9 BJD8T)8=HEJOF ;/&"ITT O=H ;/&"T

$$AMID<BI：aR?;U O=H ID<E8JH H<S<=H<=T<［1］0 B%&,$A$- (3 C,(%&$),-*+8 /’5 C,(D&8-,%-，$33&，$!（2）：/$2 5 /$*0
［* ］茅燕勇，沈珈琦，范伟平0 葡枝根霉 a:"."& 酶催化甾体 4$$_! 羟基化的研究［1］0 生物加工过程，2""/，2（2）：/* 5 &$0
［! ］吴有炜0 实验设计与数据处理［6］0 苏州：苏州大学出版社，2""20
［( ］史济平，叶丽，深国祥，等0 金龟子绿僵菌对甾族化合物的 $$_! 羟化［1］0 上海医科大学学报，$33!，2/（/）：2*& 5 2*(0
［3 ］7FO-O R=-<F8GO ，UO=I_;<D<E AT)BOLH<E0 WJS8S)JFJT T8BS8L=HI J= PJ8D<T)=8F8-M—J=D<EOTDJ8=I CJD) T<FFIO=H D<T)=8F8-JTOF SE8P_

F<BI［1］0 1(2+’/0 (3 C,(*$%&’(0(78，$333，（*!）：$. 5 .20
［$"］郭一平，郑璞0 甾体微生物 4$$_! 羟化反应的研究进展［1］0 浙江工业大学学报，2""/，.2（/）：/.! 5 //$0
［$$］王敏，王春霞，路福平，等0 甾体 $$_" 羟基转化新工艺的研究［1］0 天津轻工业学院学报，2"""，（2）：$ 5 &0

（责任编辑：李春丽）

!(b 第 & 期 张冬冬等：响应面法优化白首乌中抗氧化成分的提取

万方数据


