
ktss°°²̄l无水碳酸钾 osqwª °∞�2tsssoyqtª kxs°°²̄ l烯

丙基溴和 ws°�丙酮 o油浴加热 o搅拌回流 x«o改蒸馏装置 o

蒸去丙酮及未反应的烯丙基溴 o剩余物加 u°²̄ r��¤��溶液

ws°�o室温搅拌 us°¬±o分去水层 o有机层用无水硫酸镁干

燥 ∀粗产物用柱色谱分离纯化 k石油醚 2醋酸乙酯 � {Βulo得

纯品 uqtªk{wh lo产品为无色油状液体 kuwsε 分解 l∀
t
� �� � k≤⁄≤ v̄ l∆}tqt{ k §o y� o ϑ � yqt� ½o u≤�v l

vqx{2vq yv k °o x� o u�≤�u o � ü ≤� lo wq xs k °o w� o

u≤�u � 2 lo xquz k§o t� o ϑ � ttqut� ½o � ≤�u lo xqws k §o

t� o ϑ � t{qsv� ½o � ≤�u lo yqsw k °o t� o � ≤� 2 lo yq{{

k §o u� o ϑ � yqy� ½ �µ2� lo zquy k §ou� o ϑ � xqw� ½ �µ2

� l∀tv ≤ �� � k tss� � ½o ≤⁄≤ v̄ l ∆} txzq |tvo tvvqszwo

tvsqwttotu|q sw{o ttzq uxto ttwq u|zo zzq wtvo zyq |{{o

zyqxyvozuqx|{oztqyssoy|qutwoy{qw|uoyzquuzoxvquwvo

utq{vz∀ � ≥}≈� n �   n uxs∀图 2  

t2≈ku2异丙基乙氧基 l甲醇  2w2k烯丙氧基 l苯的反应式

Φιγ 2  ∞ ∏́¤·¬²± ²©t2≈ku2¬¶²³µ²³²¬¼̈ ·«²¬¼l ° ·̈«¼̄  2w2k ¤̄ ¼̄2

²̄¬¼l¥̈ ±½̈ ±¨

2q3  u2kw2k烯丙氧基 l苯基 l乙酰胺的合成 ≈xoy 图 3  

u2kw2k烯丙氧基 l苯基 l乙酰胺反应式

Φιγ 3  ∞ ∏́¤·¬²± ²©u2≈w2k¤̄ ¼̄̄ ²¬¼l³«̈ ±¼̄  ¤¦̈·¤°¬§̈

  反应方法同 / uqu0 o用 u2kw2羟基苯基 l乙酰胺 tqxtª

kts°°²̄l代替 w2羟基苄醇 o剩余物加 u°²̄ r��¤�� 溶液

ws°�o搅拌 us°¬±后 o直接过滤 ∀用丙酮重结晶 ∀得纯品

tqy{ª k产率 }{{h l∀产品为白色片状结晶 ∀ °³ twy ∗

tw{ε ∀
t
� �� � k≤⁄≤ v̄ l∆}vqvsk §o u� o ϑ � tzq{� ½ ≤�u � 2lo

wqxt k §o u � o ϑ � xqty� ½ ≤�u � 2 lo xqvsk°o u� o �

≤�u lo yqst k °o t� o � ≤� 2 lo yq{v k §o u� o ϑ � yqy� ½

u�µ2� lo zqtw k §ou� o ϑ � xqw� ½ u�µ2� l∀tv ≤ �� �

ktss� � ½o≤⁄≤ v̄ l ∆}tzuqzxuotxyq{usotvvq{{votvsqs{uo

tu{qywuottzqvtuottwqwtwoy{qtyzowtqwt{∀ � ≥}≈ � n �  

n t|uqv∀
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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

王普 tou
o岑沛霖 t

o陈希杨 u
ktq浙江大学生物工程研究所 o浙江  杭州 vtssuz~ uq浙江工业大学药学院 o浙江  杭州 vtsstwl

摘要 }目的  优化简单节杆菌 tzΑ2羟基 2tyΒ2甲基 2孕甾 2wo|kttl二烯 2vous2二酮 k简称 � � °⁄⁄l脱氢酶产酶条件 ∀方法  采用

摇瓶培养方法 o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 sqwh !玉米浆

tquh !��u °�w squh !蛋白胨 sqvh ∀较佳产酶条件为 }培养基初始 ³�zqs~接种量 ush ~摇瓶装量 tss°�ruxs°�三角瓶 ~接种

后 w«内添加 sqsxªr�底物作为诱导物对产酶有利 ~添加 ts
pw
°²̄ r�≤²

u n和 � ª
u n

o可使酶活分别较对照提高 tuq|h和 yqth ~

菌体培养 tu«时酶活达最大值 o为 uwqwyΛ °²̄ rª# °¬±∀结论  通过培养基组成及产酶条件的优化 o酶活力有较大幅度的

提高 ∀

关键词 }简单节杆菌 ~甾体 ~微生物脱氢
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  tzΑ2«¼§µ²¬¼2tyΒ2° ·̈«¼̄ 2³µ̈ª±¤2wo |o kttl2§¬̈± 2̈vo us2§¬²±¨ k� � °⁄⁄l º¤¶²±¨ ²©·«̈ ¬°³²µ·¤±·

¬±·̈µ° §̈¬¤·̈¶∏¶̈§©²µ·«̈ ³µ²§∏¦·¬²± ²©¥̈ ·¤2° ·̈«¤¶²± q̈ �± ·«¬¶³¤³̈ µo ²³·¬°∏° ¦²±§¬·¬²±¶©²µ·«̈ °¬¦µ²¥¬¤̄ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤·¬²± ²©� � °2

⁄⁄ ¥¼ Αρτηροβαχτερσιµ πλεξ º µ̈̈ ¶·∏§¬̈¶q ΜΕΤΗΟ∆  ∞©©̈¦·¶²©¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° ¤±§¥¬²¦²±√ µ̈¶¬²± ¦²±§¬·¬²±¶²± §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ ¤¦·¬√¬2

·¼ º µ̈̈ ¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈§¥¼ ¶«¤®̈ ¦∏̄·∏µ̈q Ρ ΕΣΥΛΤΣ  �³·¬°¬½̈ §¦∏̄·∏µ̈ ° §̈¬∏° ©²µ§̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ ³µ²§∏¦·¬²± º¤¶¤¶©²̄ ²̄º¶} ª̄∏¦²¶̈

sqwh o ¦²µ± ¶·̈̈ ³ ¬̄́∏²µtquh o ��u °�w squh o ³̈ ³·²±¨sqvh q ×«̈ ²³·¬°∏° ¦²±§¬·¬²±¶©²µ ±̈½¼°¨©²µ°¤·¬²± º µ̈̈ ¤¶©²̄ ²̄º¶} ¬±¬2

·¬¤̄ ³� ²©° §̈¬∏° zqso ¬±²¦∏̄∏° √²̄∏°¨ush k∂ r∂ lo ²̄¤§¬±ª¤°²∏±·tss°�©²µuxs°�¶«¤®̈ ©̄¤¶®q �¼ ¤§§¬±ªsqsxªr��� °⁄⁄ ¤¶

¬±§∏¦̈µo ·«̈ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ¦²∏̄§ ¥̈ ±̈«¤±¦̈§ ²¥√¬²∏¶̄¼q �§§̈ § ts
pw

°²̄ r�≤²
u n

¤±§ � ª
u n

o ·«̈ ±̈½¼°¨ ¤¦·¬√¬·¼ º¤¶¬±2

¦µ̈¤¶̈§¥¼ tuq|h ¤±§yqth µ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼o ¦²°³¤µ̈§·²·«̈ ¦²±·µ¤¶·q � ¤¬¬°∏° §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²©uwqwyΛ°²̄ rª# °¬± º¤¶²¥2

·¤¬± §̈¤·tu« ©²µ¶«¤®̈ ¦∏̄·∏µ̈q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  �·²³·¬°∏° ¦²±§¬·¬²±¶o ·«̈ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ¬¶¬±¦µ̈¤¶̈§²¥√¬²∏¶̄¼q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: Αρτηροβαχτερσιµ πλεξ~ ¶·̈µ²¬§~ °¬¦µ²¥¬¤̄ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤·¬²±

  倍他米松 k¥̈ ·¤° ·̈«¤¶²± l̈是目前糖皮质激素中作用最

强的药物之一 o其抗炎作用为氢化可的松 k«¼§µ²¦²µ·¬¶²± l̈的

vx倍 o是地塞米松的 uqx倍 ≈t  ∀当抗炎甾体激素药物母核的

≤tou
位导入双键后 o能成倍地增加其抗炎作用 ∀化学法进行

≤tou
位脱氢一般多采用二氧化硒法 o此法脱氢时 ut位甲基亦

会发生氧化 o致使收率较低 ∀采用微生物脱氢具有反应条件

温和 o专一性强 o转化率高等特点 ∀

� � °⁄⁄经微生物催化 ≤tou
脱氢反应生成 tzΑ2羟基 2tyΒ2

甲基 2孕甾 2wo|kttl三烯 2vous2二酮 k简称 � � °×⁄l是倍他米

松生产中的一步关键反应 o反应式如下 }

  简单节杆菌 kΑρτηροβαχτερ σιµ πλεξl产生的甾体脱氢酶为

胞内酶 o其催化 ≤tou
脱氢反应机制为在酶催化下先发生酮烯

醇化 o然后形成烯醇氢与酶结合而直接脱去氢 ≈u  ∀据报道 o

甾体脱氢酶对底物的转化率与甾体底物的化学结构有关 ≈v  ∀

�¤̈等 ≈w 采用三步层析法对简单节杆菌产生的甾体 ≤tou
脱氢

酶进行了纯化 o收率为 tvh ∀ ≤«²¬等 ≈x 克隆了简单节杆菌

�ƒ�tusy|的 v2酮基甾体 ≤tou
脱氢酶基因 o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 o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

1q1  菌种

简单节杆菌诱变株 ±w2u2xto系本实验室自行选育得到 ∀

1q2  培养基

1q2q1  斜面培养基 kh l  葡萄糖 tqvo酵母膏 tqvo琼脂

uqso³� zqs ∗ zqu∀

1q2q2  摇瓶培养基 kh l  葡萄糖 sqyo玉米浆 sq{o蛋白胨

sqvo��u °�w sqtx∀ ³� zqs ∗ zqu∀

1q3  培养条件

1q3q1  斜面培养  vsε 培养 v§∀

1q3q2  摇瓶培养  菌体生长阶段 }vsε o旋转式摇床 tusµr

°¬±振荡培养 tu ∗ tw«~转化阶段 }摇床转速为 txsµr°¬±o转

化温度为 vvε ∀

1q4  � � °⁄⁄脱氢酶活力测定

采用底物转化法测定 ∀

1q4q1  含 � � °⁄⁄转化液的配制  xs°ª � � °⁄⁄溶解于

x°�甲醇溶液中 o然后滴加到 wv°�³� zqs的磷酸缓冲液

中 o制备得到的水析料 vvε 恒温 vs°¬±后供转化反应用 ∀

1q4q2  酶活力测定  取 vs°�培养至一定菌体浓度的发酵

液 ots sssµr°¬±离心 ts°¬±o所得菌体经洗涤后 o用磷酸缓冲

液定容至 ts°�∀吸取此菌悬液 x°�o烘干至恒重后测得菌

体干重 ∀另取 u°�含有菌体的磷酸缓冲液 o加入到由 / tqwq

t0项下的转化液中 ovvε otxsµr°¬±转化 ts°¬±后 o取出 u°�

转化液置沸水浴中加热 x°¬±使菌体所含的酶失活 o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 o即一个酶活力单位定义为 }每分钟每克

干菌体将 tΛ°²̄的 � � °⁄⁄转化成脱氢产物 � � °×⁄所需的

酶量 ∀

酶活力 ≈Λ°²̄ rkª# °¬±l  � k� ≅ ≤ ≅ ts
y
l rk� ≅ ° ≅ ×l

式中 }�为 � � °⁄⁄转化率 o≤为加入的底物 � � °⁄⁄量

kªlo� 为 � � °×⁄的相对分子质量 o°为菌体干重 kªlo×为

转化反应时间 k°¬±l∀

为确保酶活力测定时处于反应初速度范围内 o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 o

结果表明 o转化时间不超过 vs°¬±时 o � � °⁄⁄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 ts°¬±∀
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