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简单节杆菌 17Α2羟基 216Β2甲基 2孕甾 24, 9(11)二烯 23, 202二酮脱氢酶产
酶条件研究
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摘要 目的  优化简单节杆菌 Α2羟基 2 Β2甲基 2孕甾 2 二烯 2 2二酮 简称 °⁄⁄ 脱氢酶产酶条件 ∀方法  采用

摇瓶培养方法 考察培养基组成及发酵条件对 °⁄⁄转化率的影响 ∀结果  较佳产酶培养基为 葡萄糖 !玉米浆

! ° !蛋白胨 ∀较佳产酶条件为 培养基初始 接种量 摇瓶装量 三角瓶 接种

后 内添加 底物作为诱导物对产酶有利 添加 ≤ 和 可使酶活分别较对照提高 和

菌体培养 时酶活达最大值 为 Λ # ∀结论  通过培养基组成及产酶条件的优化 酶活力有较大幅度的

提高 ∀
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Οπτιµ ιζατιον οφπροδυχινγ χονδιτιονσφορ ∃1 2δεηψδρογενασε οφ17Α2ηψδροξψ216Β2µ ετηψλ2πρεγνα24, 9 , (11) 2

διενε23, 202διονε βψ Αρτηροβαχτερ σιµ πλεξ

• °∏ ≤∞ ° 2 ≤ ∞ ÷ 2 ( . Ινστιτυτε οφ Βιοενγινεερινγ , Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ, Ηανγζηου , Χηινα;

. Χολλεγε οφ Πηαρµ αχευτιχαλΣχιενχε, Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ οφ Τεχηνολογψ, Ηανγζηου , Χηινα)
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ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: Αρτηροβαχτερσιµ πλεξ

  倍他米松 是目前糖皮质激素中作用最

强的药物之一 其抗炎作用为氢化可的松 的

倍 是地塞米松的 倍 ≈ ∀当抗炎甾体激素药物母核的

≤ 位导入双键后 能成倍地增加其抗炎作用 ∀化学法进行

≤ 位脱氢一般多采用二氧化硒法 此法脱氢时 位甲基亦

会发生氧化 致使收率较低 ∀采用微生物脱氢具有反应条件

温和 专一性强 转化率高等特点 ∀

°⁄⁄经微生物催化 ≤ 脱氢反应生成 Α2羟基 2 Β2

甲基 2孕甾 2 三烯 2 2二酮 简称 °×⁄ 是倍他米

松生产中的一步关键反应 反应式如下

  简单节杆菌 Αρτηροβαχτερ σιµ πλεξ 产生的甾体脱氢酶为

胞内酶 其催化 ≤ 脱氢反应机制为在酶催化下先发生酮烯

醇化 然后形成烯醇氢与酶结合而直接脱去氢 ≈ ∀据报道

甾体脱氢酶对底物的转化率与甾体底物的化学结构有关 ≈ ∀

等 ≈ 采用三步层析法对简单节杆菌产生的甾体 ≤ 脱氢

酶进行了纯化 收率为 ∀ ≤ 等 ≈ 克隆了简单节杆菌

ƒ 的 2酮基甾体 ≤ 脱氢酶基因 并在变青链霉菌中

进行了表达 ∀本实验对简单节杆菌产生的 °⁄⁄脱氢酶

的产酶工艺条件进行了研究 得到了优化的产酶培养基组成

和较适的产酶条件 ∀

1  材料与方法

1 1  菌种

简单节杆菌诱变株 ± 2 2 系本实验室自行选育得到 ∀

1 2  培养基

1 2 1  斜面培养基  葡萄糖 酵母膏 琼脂

∗ ∀

1 2 2  摇瓶培养基  葡萄糖 玉米浆 蛋白胨

° ∀ ∗ ∀

1 3  培养条件

1 3 1  斜面培养  ε 培养 ∀

1 3 2  摇瓶培养  菌体生长阶段 ε 旋转式摇床

振荡培养 ∗ 转化阶段 摇床转速为 转

化温度为 ε ∀

1 4  °⁄⁄脱氢酶活力测定

采用底物转化法测定 ∀

1 4 1  含 °⁄⁄转化液的配制  °⁄⁄溶解于

甲醇溶液中 然后滴加到 的磷酸缓冲液

中 制备得到的水析料 ε 恒温 后供转化反应用 ∀

1 4 2  酶活力测定  取 培养至一定菌体浓度的发酵

液 离心 所得菌体经洗涤后 用磷酸缓冲

液定容至 ∀吸取此菌悬液 烘干至恒重后测得菌

体干重 ∀另取 含有菌体的磷酸缓冲液 加入到由 /

0项下的转化液中 ε 转化 后 取出

转化液置沸水浴中加热 使菌体所含的酶失活 通过高

效液相色谱法测定产物的生成量 ∀以脱氢产物 °×⁄的形

成定义脱氢酶活力 即一个酶活力单位定义为 每分钟每克

干菌体将 Λ 的 °⁄⁄转化成脱氢产物 °×⁄所需的

酶量 ∀

酶活力 ≈Λ # ≅ ≤ ≅ ≅ ≅ ×

式中 为 °⁄⁄转化率 ≤为加入的底物 °⁄⁄量

为 °×⁄的相对分子质量 为菌体干重 ×为

转化反应时间 ∀

为确保酶活力测定时处于反应初速度范围内 试验中考

察了洗涤细胞在磷酸缓冲液介质中转化不同时间的转化率

结果表明 转化时间不超过 时 °⁄⁄转化率随转化

时间的延长呈线性增加 ∀故在产酶条件试验中将转化时间

选定为 ∀
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