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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
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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 ?。

/1 食L 品L 与L 生L 物L 技L 术L 学L 报L L L L L L L L L L L L 第 )$ 卷L

万方数据



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。
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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 .# /"’。
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