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基于微生物法甾体羟基化反应
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摘 要：甾体化合物又称类固醇，是重要的药物活性成分和药物合成中间体，因其具有环戊烷多氢菲的基本骨架，反应

类型丰富，其中羟基化反应因产品具有广阔的市场应用前景而受到广泛关注。羟基化反应有化学法和生物法两种，生物

法具有区域和立体专一性、对映体专一性等特点而成为目前主要的生产方法。首先从反应原理、类型及机制 3个方面介

绍了甾体微生物羟基化过程；其次，基于文献及自身研究工作，从甾体羟基化反应的发酵条件、底物溶解性、跨膜运输及

反应器内流体力学特性4个角度对羟基化过程的影响进行了综述；最后，基于甾体羟基化反应特性及当前研究进展，对该

反应过程后续研究提出展望，旨在为后期甾体羟基化反应的相关研究提供一定参考依据。
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Steroidal Hydroxylation Based on Microbial Method
HUANG Juan，ZHU Huixuan，TIAN Huaixiang，YU Haiyan，CHEN Chen，RONG Shaofeng *
School of Perfume and Aroma，Shanghai Institute of Technology，Shanghai 201418，China
Abstract：Steroids are important active components of drugs and intermediates in drug synthesis. There existed various transfor‐
mations of steroids because of the basic skeleton of cyclopentane dihydrophenanthrene. Hydroxylation has attracted extensive
attention on account of its broad market application prospect. There are two methods to accomplish hydroxylation：chemical method
and biological method. Biological method has become the main production method due to its regio specificity，stereos-pecificity
and enantiomeric specificity. In this article，firstly，the microbial hydroxylation process of steroids was introduced from three
aspects：reaction principle，reaction type and reaction mechanism；secondly，the effect of fermentation conditions，substrate solu‐
bility，transmembrane transport and hydrodynamics in the reactor on the hydroxylation process were reviewed based on the
research results of the literature and our own work；finally，the prospect was put forward based on the characteristics of the
hydroxylation process and the present progress，aiming to provide some reference for the related research on the steroid hydroxyl‐
ation in the future.
Key words：steroids；hydroxylation；substrate solubility；cell permeability；hydrodynamic characteristics

甾体药物诞生于20世纪40年代，是仅次于抗

生素的第二大类化学药。常见的甾体药物包含雄

烯二酮及其衍生产品系列、雄二烯二酮及其衍生

产品系列、9-羟基雄烯二酮及其衍生产品系列。

甾体药物除了具有免疫抑制、抗炎、抗风湿、促孕、

利尿、镇静、合成代谢和避孕剂等作用外，其还能

治疗癌症、骨质疏松症、艾滋病毒感染等疾病［1］。

甾体药物或其中间体的制备可分为化学法和生物

法。与化学法相比，生物转化常在温和条件下进

行，具有区域和立体专一性、对映体专一性的特

点［2］，是目前甾体药物生产主要采用的方法。

甾体微生物转化是利用微生物的多个酶系或

单一酶，对甾体母核的某一或多个特定部位进行

反应，从而产生一种或多种结构类似且高价值化

合物的过程。不同转化位点涉及反应如图 1所
示，包括加氢、水解与羟化等反应。
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羟基化反应（hydroxylation）是甾体化合物功

能化重要的反应之一，该反应是指在有机化合物

各个基团上引入羟基。孕酮 11-α羟基化是第一

个被发现的羟基化反应［3］。羟基化一方面能够为

化学合成提供中间体；另一方面，利用微生物进行

羟基化反应可以到达一般化学反应达不到的部

位，在不同位置或不同空间经羟基化形成具有不

同药效的甾体药物。此外，羟基化可以增加甾醇

类化合物的极性，影响其细胞分泌、毒性及跨细胞

膜的外排作用，增强化合物的生物活性。与极性

较低的非羟基化甾体相比，羟基化甾体通常表现

出更高的生物活性，如羟基化产物泼尼松龙的活

性是母体化合物的 3~5倍［4］。脱氢表雄甾酮（de‐
hydroepiandrosterone，DHEA）的 7α-羟基衍生物表

现出高免疫保护和免疫调节特性［5］。真核生物

中，羟基化主要发挥对外源底物解毒的作用，如一

些乙甾酮的羟基化衍生物表现出酪氨酸酶抑制作

用［6］；一些新的羟基衍生物，如 20-羟甲基孕甾-1，
4-二烯 -3-酮［（20S）-20-hydroxymethylpregna-1，4-

dien-3-one］，与非羟基化底物不同，对HeLa癌细

胞系表现出细胞毒性［7］。细菌中，羟基化则表现

为结构改造过程。羟基化的甾体具有消炎等方面

的活性，如Resttaino等［8］采用玫瑰产色链霉菌对

氢化可的松进行了C-16位的α-羟基化，获得生产

抗炎药物丙缩羟强龙的重要中间体 16α-羟基氢

化可的松。

甾体微生物转化是甾体药物生产的必然趋

势。目前国外上市的甾体药物已有 400多种，我

国现有品种仅为其 1/3，且多为中低档产品，我国

在甾体药物方面的研究，与世界先进国家相比尚

存在较大差距。甾体药物新资源的开发是医药行

业重点发展的方向之一。基于此，本文从反应原

理、反应类型、影响因素等方面，对甾体微生物羟

基化反应的最新研究进展做一简要综述，以期为

未来开展相关研究提供参考依据。

1 甾体羟基化反应

1.1 反应原理

一般来说，甾体羟基化反应由底物、溶解于水

中的分子氧、用于底物结合和氧化催化的 P450
酶、起电子转移穿梭作用的氧化还原和提供还原

等价物的辅因子醌氧化还原酶 1［quinone oxidore‐
ductase，NAD（P）H］共同作用完成，以坎利酮 11α-

羟基化反应为例，其化学反应如图2所示。

根据同位素 18O追踪试验的结果，羟基化反

应的原理为羟基直接取代甾体碳骨架上的氢，

取代过程中未产生立体构型的变化，也不是通过

形成烯的中间体来完成的。羟基取代的立体构

型（α或 β型）是由氢原子原来所占空间位置决

定的［9］。

图1 甾体化合物生物转化位点

Fig.1 Biotransformation sites of steroid compounds

图2 坎利酮11α-羟基化反应方程式

Fig.2 Equation for 11α-hydroxylation of canrenone
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1.2 反应类型

甾体化合物中常见的羟基化反应有9-α、11-α、
11-β、16-α、17-α、19-角甲基上的羟基化反应等［9］。

工业上重要的甾体微生物羟基化反应类型及常利

用的微生物和底物详见表1。

1.3 催化机制

甾体微生物羟基化的实质是酶的催化反应，

研究表明，羟化酶均为细胞色素 P450酶，与来源

无关［15］。该类型的酶广泛分布于生物体内，在天

然产物生物合成、外源物质降解、甾体化合物生物

合成和药物代谢中起着至关重要的作用。目前已

知的甾体羟化酶，主要来自于哺乳动物、巨大芽孢

杆菌及霉菌，如黑根霉、少根根霉、黑曲霉、赭曲

霉、弯孢霉和小克银汉霉等［9］。真菌细胞色素

P450羟化酶通常位于内质网内膜上，主要由外源

甾体化合物诱导，羟化酶负责解毒［16］。

P450作为末端氧化酶，利用分子氧且需要一

个与还原型辅酶Ⅱ（triphosphopyridine nucleotide，
NADPH）依赖的脱氢酶相连接的电子转移系统

完成催化反应。基于氧化还原伴侣蛋白不同，

P450酶可分为 5大类，在甾体微生物羟基化过程

中所需要的P450酶属于如图3所示的种类。

细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP450）
属于含血红素酶，通常作为单加氧酶，催化分子氧

的还原断裂，将 1个氧原子引入底物，而第 2个氧

原子被还原成水［17］。P450酶催化过程如图 4所

示。具体催化过程可分为以下过程：①P450细
胞酶中的血红素 FeⅢ六配位的静息态（A）与底

物的结合，失去 1个配位的水分子，形成中间体

B；②在NAD（P）H辅酶参与的电子传递反应下，

五配位的 FeⅢ被还原为 FeⅡ，形成中间体 C；③与

分子氧结合形成铁超氧化物络合物 D［Cys-FeⅡ-

O2］；④催化中心获得第 2个电子形成铁过氧中

间体 E［Cys-FeⅢ-O-O］－；⑤被迅速质子化形成铁

氢过氧化物 F［Cys-FeⅢ-O-OH］－；⑥第 2个质子

化和 O-O键的断裂伴随着失去 1个水分子获得

高铁氧中间体G［Cys-FeⅣ=O］＋；⑦这个具有极高

反应活性的中间体能够夺取底物中临近 C-H键

的氢原子，产生底物自由基和中间体 H［Cys-

表1 工业中重要的甾体微生物转化羟基化反应[10-14]

Table 1 Important microbial hydroxylation of steroids in industry[10-14]
羟基化反应类型

1-α
5-α
9-α
11-α
14-α
15-α
16-α
17-α
2-β
6-β
11-β
15-β
17-β

19-角甲基

微生物

斜卧青霉

尖孢镰刀菌、甘蔗凤梨病菌、甄氏外瓶霉

红平红球菌、分枝杆菌、山扁豆生棒孢

赭曲霉

Absidia regnieri菌、毛壳菌

黄色镰刀菌、雷斯特里克(氏)青霉菌

玫瑰产色链霉菌、黑根霉、赭曲霉

绿色木霉、黑根霉、赭曲霉

白腐核盘霉

毛壳菌、赭曲霉

短刺小克银汉霉、蓝色犁头霉、新月弯孢霉、赭曲霉、

新月弯孢霉

巨大芽孢杆菌、白腐核盘霉

粗糙链孢霉

球墨孢霉、芝麻丝核菌

底物

4-雄甾烯-3，17-二酮

孕烯醇酮、睾酮、孕酮、可的松、泼尼松

4-雄甾烯-3，17-二酮

坎利酮、孕酮

黄体酮、雄烯二酮、孕烯

孕甾酮、左旋乙基甾烯二酮

9α-氟氢可的松、黄体酮

孕甾酮、环氧黄体酮

11-脱氢皮甾醇、黄体酮、17a-羟基孕酮

雄烯二酮、睾酮、孕酮、孕烯醇酮、脱氢表雄甾酮

环氧黄体酮、化合物S、皮质酮

氯苯丙氨酸、黄体酮、17a-羟基孕酮

4-雄甾烯-3，17-二酮

11-脱氢皮甾醇

图3 P450酶的类别

Fig.3 Categories of P450 enzymes
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FeⅣ-OH］；⑧羟基与底物自由基结合后形成中

间体 I；⑨羟化产物（R-OH）在水分子的参与下

从活性位点释放，P450酶重新恢复至起始静

息态［18-20］。

2 甾体羟基化反应影响因素

2.1 培养基组成

碳源是培养基的主要成分之一，可为细胞生

长繁殖以及合成某些必需物质提供能量和碳成分。

常用的碳源有葡萄糖、蔗糖、果糖、可溶性淀粉、玉

米糖浆、甲壳素、甘油等。茅燕勇［21］研究表明，转化

培养基的最佳碳源为葡萄糖。Jones等［22］将甘油、

葡萄糖进行比较发现，20 ℃下，底物转化率无明显

差异，但随着温度的升高，在30 ℃和37 ℃时，选用

甘油为碳源的转化率较葡萄糖高15%左右。

氮源的主要作用是构成菌体的细胞物质（如

氨基酸、蛋白质、核酸等）和含氮目的产物，且酶的

合成也需要氮源，一般涉及到酶的生物过程（如生

物转化）需要足量的、合适的氮源。氮源包括有机

氮源和无机氮源两种。微生物在有机氮源中常表

现出生长旺盛、菌丝浓度增长迅速的特点。常用

的碳源有蛋白胨、豆粉、牛肉膏、蚕蛹粉、硫酸铵、

豆粕水解液、酵母膏、玉米粉、L-天冬氨酸等。甾

体羟基化过程中，茅燕勇［21］认为玉米浆为最佳氮

源，杜卓蓉等［23］认为硫酸铵为最佳氮源。

碳源和氮源不适当的比例均不利于细胞生长

和外源蛋白的表达和积累，过低的碳氮比会使菌

体提早自溶，导致菌体丧失生理活性，过高的碳氮

比会使菌体的代谢不平衡。李迎光［24］在 17α-羟

基黄体酮的转化研究中发现，转化培养基中碳氮

比值为2时底物的转化率更高。

无机盐和微量元素在微生物生长繁殖和合成

目的产物的过程中，可作为其生理活性物质的组

成或合成生理活性物质的调节物；无机盐作为构

成微生物结构的要素，还与能量传递、代谢调节等

生理活动相关。常用的无机盐包含七水硫酸镁

（MgSO4·7H2O）和磷酸二氢钾（KH2PO4）、硫酸铵

［（NH4）2SO4］等。

有研究表明，在羟基化的转化体系中加入金

属离子可以有效地刺激底物转化。可能是由于金

图4 P450酶的催化机制

Fig.4 Catalytic mechanism of P450 enzyme
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属离子激发了电子的传递，促进或抑制了分子酶

间的相互作用，从而影响酶对底物的催化。一般

在低浓度时对微生物生长和目的产物合成有促进

作用，在高浓度时常表现出明显的抑制作用［25］，如

泼尼松龙的转化过程中，添加 Ca2+和Mg2+金属离

子的泼尼松龙转化率显著提高 10%~15%；Co2+和
Cu2+组的产量显著降低，其中Cu2+的加入使转化率

降低到 10%［26］。简单节杆菌转化胆固醇时，加入

Co2+或Ni2+等金属离子可以抑制胆固醇的母核降

解，而使雄甾烯双酮作为产物积累下来［27］。此外，

培养基中还可加入营养因子，如维生素、甘氨酸、

3，5-二硝基水杨酸等，调节菌体细胞对碳源、氮源

等的代谢。培养基成分对甾体微生物转化的影响

程度不同，如Li等［28］研究表明，影响 7α，15α-二羟

基-DHEA产量的显著因子顺序为：硫酸亚铁>酵
母抽提物>葡萄糖>玉米浆。

2.2 底物溶解性

2.2.1 有机溶剂 甾体化合物是脂溶性化合物，

其在水中溶解度较低，而甾体羟基化反应主要在

水中进行。因此，很多学者在实验过程中通常先

将底物用少量的有机溶剂溶解，然后再将溶液加

至培养基中。由于不同的有机溶剂对菌体生长的

抑制程度不同，甚至一些毒性大的溶剂有时会直

接导致菌体死亡，因此选用合适的有机溶剂溶解

底物至关重要。最常用的有机溶剂包含甲醇、乙

醇、丙酮、二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）
等。赵沙沙［29］分别用适量的氯仿、甲醇、乙酸乙

酯、乙醇、丙酮、二甲基亚砜溶解 0.1 g的底物 4-雄

甾烯-3、17-二酮（4-androsten-3，17-dione，4-AD），

探究不同有机溶剂对转化率的影响。结果表明，

氯仿对底物的溶解性最好，对目的产物的转化率

最高（约 84%），因此确定溶解底物 4-AD的最佳助

溶剂为氯仿。荣绍丰等［30-31］在采用赭曲霉催化

17α-羟基黄体酮进行 11α-羟基化反应时发现，在

发酵培养基中添加 1%二甲基甲酰胺，转化率可

提升至 93.3%，较未添加时高 8.4%；在制备 9α-羟

基-雄甾-1，4-二烯-3，17-二酮的过程中，向发酵培

养基中添加由乙醇和聚乙二醇组成的复合促溶

剂，转化率可达84.3%。

2.2.2 离子液体 虽然有机溶剂可提高底物溶解

性，但常用的有机溶剂具有高易燃性、挥发性和毒

性。近年来，采用的离子液体因其独特的性质，如

可忽略的蒸汽压、偶极性质、高溶解度、可调性、化

学和热稳定性，被认为是有机溶剂的绿色替代

品［32-33］。离子液体又称熔融盐，是指在 100 ℃以下

熔化的阳离子和阴离子的混合物。咪唑类离子液

体仍是大多数研究的核心，但研究焦点也正在转向

其他阳离子基团（如季磷离子液体），但也有研究者

曾对其高成本、毒性和生物降解性提出质疑［34］。

Petkovic团队［35］研究了氯化烷基三丁基磷对

丝状真菌构巢曲霉分生孢子的毒性机理，其通过

荧光显微镜来评估离子液体对质膜完整性的影

响，结果表明，带有长烷基取代基的磷离子液体的

毒性较高的原因可能是它们与分生孢子细胞边界

的强相互作用，虽然离子液体在一定程度可以提

高细胞通透性，但也会对质膜完整性造成损伤。

2.2.3 深共晶溶剂 深共晶溶剂（deep eutectic
solvents，DESs）是铵键和氢键供体如氯化胆碱和

尿素的共晶混合物，与离子液体有一些相似的溶

剂性质，且前者更容易制备、价格更低、生物相容

性和生物降解性更高，被认为是一种更有前途的

溶剂体系［36］。

Mao等［37］在研究DESs对单纯节杆菌1，2-脱氢

生成醋酸可的松和醋酸泼尼松的影响中，分别将

氯化胆碱（choline chloride，ChCl）和尿素（urea，U）、
乙二醇（ethylene glycol，Eg）及甘油（glycerol，Gly）
形成的 3种深共晶溶剂添加入转化体系中，并对

固定化简单节杆菌细胞膜完整性、底物溶解度以

及醋酸可的松生物转化能力进行了考察。结果表

明，与传统的乙醇（0.032 8 g·L－1）相比，底物在

4% ChCl：U（0.046 3 g·L－1）中的溶解度有明显地

提升，并且ChCl：U作为共溶剂对甾体生物脱氢最

有效，当底物浓度为 5 g·L－1时，生物转化率提高

至93%以上，并将DESs和固定化细胞回收进行重

复使用性评价，5次循环利用后，最终转化率超过

80%。

DESs也可以提高酶的催化作用，从而提高生

物的转化效率，如Cao等［38］利用DESs-DMSO体系

作为反应介质，首次成功固定化黑曲霉脂肪酶，用

于催化二氢杨梅素（dihydromyricetin，DMY）的酶

促酰化反应，最终得到 DMY转化率为 91.6%，较

之前有明显提升。但目前关于离子液体和深共晶

溶剂在甾体羟基化过程中的研究较少，有待进一

步探索。

2.2.4 包埋材料 环糊精（cyclodextrin，CD）是直

链淀粉在由芽孢杆菌产生的环糊精葡萄糖基转移
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酶作用下生成的一系列环状低聚糖的总称。由于

环糊精外缘亲水而内腔疏水，因而其能够像酶一

样提供一个疏水的结合部位，作为主体包络各种

适当的客体，如有机分子、无机离子及气体分子

等。环糊精能有效增加一些水溶性不良的药物在

水中的溶解度和溶解速度，改善化学稳定性和生

物利用度［39-40］。

不同类型的环糊精均显示出增强甾体化合物

溶解性的效应。环糊精已被证明与分枝杆菌细胞

表面相互作用，破坏最外层的脂质细胞包膜的双

层，引起蛋白质从细胞中渗透，并增加甾体化合物

和营养物质的细胞壁渗透性，从而有助于促进细胞

生长和甾醇生物转化［41-42］。β-CD在胆固醇、植物甾

醇或富含植物甾醇等工业底物中促进 3-酮甾类如

雄甾-4-烯-3，17-二酮、雄甾-1，4-二烯-3，17-二酮和

9α-羟基-雄甾-1，4-二烯-3，17-二酮的形成［43-44］。

Shtratnikova等［45-46］分析了甲基化-β-环糊精

（methlated-β -cyclodextrin，M-β -CD）存在的情况

下，3-酮-4-烯甾体化合物积累和植物甾醇消耗的

特定速率的时间过程曲线，结果表明，甲基化-β-CD
可促进甾醇转化酶活性的诱导。含甲基化-β-CD
的甾体转化过程中，增强的机制有多种，包括甾体

化合物的溶解、细胞壁组成的改变、甾体化合物和

可溶性营养物的细胞壁渗透性的增加、脂双层的解

体以及与细胞表面弱相关的甾体化合物转化酶的

释放［47］。此外，反应过程中即使存在甲基化-β-CD，
也不涉及参与特定生物途径的蛋白质或具有特定

分子功能或作用于特定细胞位置蛋白质的表达变

化，即其不会影响基因水平的甾体分解代谢，但甲

基化-β-CD介导的必需甾体中间体细胞内含量的

改变是可能的。有研究表明，已知的甾体化合物

分解代谢基因簇中不存在这些调节基因的同源

物，即它们不参与甾体化合物分解代谢［46］。此外，

类固醇生物转化过程中，β-环糊精衍生物会影响

细菌的生长速度和细胞形态，如转化醋酸可的松

过程中，随机甲基化衍生物抑制单纯节杆菌的细

胞生长，而磺丁醚衍生物则促进其生长［48］。环糊

精对放线菌甾体化合物生物转化的影响存在剂量

依赖性，即在高浓度下可能导致细胞活力的丧失

以及结构和生理变化［46］，如分枝杆菌。因此，在进

行甾体微生物转化时，应考虑这些因素。

有机二氧化硅空心球（organic silica hollow
spheres，OSHS）吸附性能较好，荣绍丰等［49］在以β-

谷甾醇为底物制备-11α-羟基-雄甾-1，4-二烯-3，
17-二酮的过程中，向体系内添加OSHS进行混合

培养，首次证明添加OSHS有助于细胞的生物转

化。原因在于β-谷甾醇和OSHS两层之间形成了

吸附络合物，这种吸附显著增加了β-谷甾醇在水

中的溶解性，从而改善了底物生物的转化效率。

2.2.5 表面活性剂 羟基化过程中，表面活性剂的

加入能显著促进底物的分散和溶解。张晓丽等［50］考

察了不同乳化剂（sp-60、sp-80、Tween-60、Tween-

80）及其复配对坎利酮羟基化的影响，发现乳化剂

对底物坎利酮有增溶作用，且 Tween-80、复合乳

化剂 Tween80-sp60对坎利酮微生物转化有促进

作用，其中单组分乳化剂 Tween-80的最佳质量分

数为 0.18%，底物转化率为 90.32%；复合乳化剂

Tween80-sp60最佳质量分数为 0.09%，转化率为

92.22%。

Avramova等［51］研究发现，非离子表面活性

剂 Tween-80在红球菌生物转化 4雄烯 -3，17-二

酮的过程中能加速 9α -甾体羟基化反应。Li
等［28，52］和 Lobastova等［53］在脱氢表雄酮的生物转

化过程中，研究非离子表面活性剂（Tween-40、
Tween-60、Tween-80、Triton X-100、Triton X-114）
在 1%质量浓度下对 DHEA产二羟基化的影响。

发现添加 1% Tween-80作为助溶剂，5 g·L－1底物

DHEA 的 7α，15α - 二醇 -DHEA 摩尔转化率为

77.4%，比原始生物转化过程的摩尔转化率提高

了 10.1%。添加 2% Tween-80，底物溶解度为

0.477 g·L－1，是对照（0.054 g·L－1）的 7.8倍，7α，
15α-二氢-DHEA和 DHEA摩尔转化率分别提高

了 87%和 34.6 %。此外，研究表明，Tween-80存
在时，培养的菌丝体更大且具有更光滑的表面，

菌体不饱和脂肪酸/饱和脂肪酸的比例显著增

加，不饱和脂肪酸的增加在一定程度上可增强膜

的渗透性［51］，即 Tween-80引起的 7α，15α-二氢-

DHEA产率的显著提高可能与其提高跨细胞膜

转运活性的能力有关［54］。

2.3 底物跨膜运输

由于甾体转化酶属于胞内酶，甾体分子必须

穿过细胞壁和细胞膜才能与酶反应，所以细胞壁

和细胞膜的通透性对甾体转化成功与否非常重

要［55］。在保持生物活性的前提下，消除或降低细

胞外膜的阻碍作用可促进生物转化，即通过生物

或化学手段均可改变细胞外膜渗透性。
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2.3.1 化学法 化学法最早在 1982年由 Sedlac‐
zek等［56］发现，研究者在去氢可的松的 11β羟化中

添加适量的稀KOH溶液、解旋酶、乙二胺四乙酸

处理秀丽隐杆线虫，结果发现，孢子膨胀、外源化

学物质更易穿透进入细胞，经化学试剂处理后的

羟化产量可以提高2~4倍。

相转移催化剂（phase transfer catalyst，PTC）是

可以帮助反应物从一相转移到能够发生反应的另

一相中，从而加快异相系统反应速率的一类催化

剂，目前主要应用于有机化学反应［57］。PTC不仅

能增加疏水性底物的溶解度，同时还能改变细胞

外膜的通透性和流动性［58］。

唐晓庆［59］、荣绍丰等［60］针对甾体底物的高度

疏水性以及反应过程需要跨膜运输的特征，将

PTC应用到坎利酮微生物转化中。在转化体系中

添加四丁基溴化铵（tetrabutylammonium bromide，
TBABr）和1-丁基-3-甲基-咪唑六氟磷酸盐（1-butyl-
3-methylimidazolium hexafluorophosphate，［BMIM］
PF6）两种 PTC。结果表明，两种 PTC均能提高菌

体对坎利酮的转化能力。冷模条件下，TBABr及
［BMIM］PF6均能提高底物坎利酮在水相中的溶

解度，且 PTC加入浓度越高，底物溶出越快，最

终体系中底物的浓度越高；当体系中添加 5 g·L－1

［BMIM］PF6时，坎利酮溶解度较对照组高34.44%，

添加 10 g·L－1［BMIM］PF6坎利酮溶解度较对照组

高 64.83%。相同 PTC浓度下，TBABr的促溶作用

高于［BMIM］PF6，如添加浓度为 2 g·L－1时，前者

体系中坎利酮的溶解度较后者体系中高 2.69%。

从两种 PTC的结构可知，PTC疏水性烷基链可以

携带疏水性底物坎利酮进入水相，提高水相中底

物坎利酮的浓度。

唐晓庆［59］、荣绍丰等［60］对两种 PTC处理的菌

体进行核酸和渗漏蛋白测定，并将其作为衡量菌

体细胞通透性的指标。研究表明，在加入不同PTC
种类及浓度下，蛋白质渗漏量从高到低依次为

5 g·L－1［BMIM］PF6组>10 g·L－1 TBABr组>2 g·L－1

［BMIM］PF6组>2 g·L－1 TBABr组>对照组。菌体核

酸的渗漏量趋势与蛋白质渗漏量一致。结果表

明 ，处 理 组 的 细 胞 通 透 性 高 于 对 照 组 ，且

［BMIM］PF6 的 作 用 更 显 著 。 表 明 TBABr、
［BMIM］PF6的加入能提高细胞通透性，从而加速

底物坎利酮向胞内的转运速率，提高转化率，且在

投料浓度为30 g·L－1的条件下，底物的质量转化率

达到95.0%，转化时间低于60 h。除一些化学试剂

以外，羟丙基-β-环糊精（hydroxypropyl-β-cyclodex‐
trin，HP-β-CD）也可以通过改变细胞膜的大小、清

晰度和表面结构，从而增强简单节杆菌对甾体 1-

脱氢的生物转化。研究表明，用HP-β-CD处理后

的细胞通透性较高，可提取脂质的比例降低，不饱

和脂肪酸和长链脂肪酸含量降低、蛋白质水平的

总泄漏增加，在细胞外观察到属于α-TP结合超家

族和主要促进者超家族的蛋白质，这些变化可以

从分子水平上解释HP-β-CD处理下渗透率的变

化，羟丙基-β-环糊精有助于提高细胞通透性［61］。

荣绍丰等［62］在制备 11α，17α-羟基黄体酮时，通过

在培养基中添加磁性纳米四氧化三铁粉，在高投

料浓度为30 g·L－1时，摩尔转化率仍可达到91.9%。

2.3.2 物理法 常用的物理方法包含超声波技术

和磁场技术，当超声波在介质中传播时，由于超声

波与介质的相互作用，使介质发生物理的和化学

的变化，从而产生一系列力学、热学、电磁学和化

学的超声效应。近年来，超声波因具有波长短、穿

透力强、操作简单、成本低廉等物理特性，在医疗

和化工领域得到了广泛的应用。

适当强度的超声处理可以通过改变细胞膜的

通透性来促进空化和改善传质来提高转化效率。

较早时，李晓静［63］、阳葵等［64-65］考察了超声因子、方

式、时间与生长调节剂的配合使用等因素对甾体

羟基化过程的影响。结果发现，超声处理可以提

高转化率，且超声波与表面活性剂配合使用时可

以降低表面活性剂用量，减少表面活性剂对微生

物菌体酶活性的影响，更有效地实现甾体底物转

化。进一步分析实验数据，推测超声生物效应对

甾体转化可能有以下两方面的作用：一是使甾体

反应物颗粒细化、增大固液界面、加速底物溶解和

底物分子的传递从而提高转化反应效率；二是适

当空化所产生的冲击力会造成对细胞膜通透性的

改变，促进胞内酶的释放及反应物向胞内的扩散。

电磁场可使细胞形态、脱氧核糖核酸（deoxyri‐
bo nucleic acid，DNA）、核糖核酸（ribonucleic acid，
RNA）、蛋白质合成、跨膜转运、酶活性及生物遗传

等产生显著变化。磁化水具有与普通水不同的独

特物理化学性质，如提高物质溶解能力、调节膜渗

透性等功能。阳葵等［66］在 16，17α-环氧孕酮 11α-

羟基化反应研究中发现，经磁化水处理后的菌种

斜面上菌层生长密实、丰厚饱满、色泽碧绿，生长
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成熟期缩短 28~32 h，且摇瓶转化实验表明，其转

化甾体底物的能力优于对照，菌种性能明显改善。

2.3.3 原生质体转化技术 制备原生质体用于甾

体转化是另一种有效解除细胞壁阻碍作用的方法，

如王敏等［67］研究了氢化可的松生产菌蓝色犁头霉

原生质体的形成与再生，结果表明以 0.4 mol·L－1

NH4Cl做为稳定剂、2.5 mg·mL－1溶壁酶和5 mg·mL－1

纤维素酶组成的混合酶液溶解菌丝，4 h后原生质

体量高，再生率为 15.6%，其 11β羟化酶活性明显

高于完整菌丝体羟化酶的活性，在底物浓度相等

的情况下可将转化周期由 48 h缩短至 36 h。原生

质体转化技术虽然有效改善了底物的传质阻力，

但仍存在稳定性差、再生迅速等问题，限制了其在

工业上的应用。

2.3.4 分子工程方法 研究表明，膜工程在减少

渗透性障碍方面比外源性透化剂更有效，如Ni等［68］

使用分子工程方法通过降低膜通透性屏障来加速

全细胞生物催化，选取具有遗传改变的外膜结构

的大肠杆菌细胞，使用脂多糖突变体 SM10和布

朗氏脂蛋白突变体E609L与两种大小和疏水性显

著不同的模型底物硝基头孢菌素和四肽N-琥珀

酰拉-Ala-Pro-Phe-p-硝基苯胺进行研究。通过遗

传方法降低外膜渗透性导致全细胞催化反应的反

应速率显著增加（高达 380%）。引入的突变对膜

通透性屏障的影响与多粘菌素B九肽的影响进行

了比较，结果表明，通过基因修饰可以减少类脂A
的合成，进而影响疏水性脂多糖的合成，故细胞对

亲水性底物四肽的通透性增加。

2.4 反应器内流体力学特性

生物反应器内流体的流动状态，影响反应器

内的流体速度、溶氧（dissolved oxygen，DO）、剪切

速率等流体力学性质，进而对微生物的生理特性

产生影响，最终影响反应效果。反应器内流体力

学特性是生物转化过程不可忽略且极其重要的研

究内容，对于甾体的微生物羟基化也是如此。

Rong等［69］进行甾体微生物转化反应器流体力学

方面的研究，在1 L反应器考察了具有不同结构参

数透平桨流体力学特性，并采用热模实验考察了

转化率等参数。结果表明，大直径（60 mm）六叶

Rushton桨叶对气体分散更有效，流体的轴向速度

最高。增大叶片数和叶轮直径均能提高叶轮的剪

切和功率，且叶轮直径的影响比叶片数的影响更

明显，即适度增加叶片数目和叶轮直径，可以改善

搅拌槽内流体的混合，提高发酵液中溶氧值，对微

生物的生长和坎利酮的 11α-羟基化有促进作用，

获得了较高的底物转化率。张晓丽等［70］在摇瓶水

平上考察了坎利酮羟基化的转速效应，研究发现，

一定范围内增加转速，溶氧水平相应增加，转化率

提高，在 160 r·min－1时，转化率较高，但继续增加

转速，转化率反而下降。转速过大，菌体受到较强

的剪切作用，不利于菌体的生长；转速较低，培养

基中溶氧下降，不利于菌体对底物的转化。

3 展望

甾体微生物羟基化反应的工艺过程复杂，影

响因素较多，甾体羟基化反应过程的研究，目前主

要集中于摇瓶水平发酵工艺的优化，并取得了较

多成果，也有很多学者开始从菌株的遗传修饰、酶

的固定化方面进行研究，但生物反应器水平研究

较少，如流体力学方面的研究，需给予足够重视。

丝状真菌发酵生物反应器是目前的研究热点之

一，目前仅有的研究中主要以冷模实验为主，包括

搅拌桨的类型、组合形式、转速、通气量等对发酵

过程中的流变特性、混合特性、传质性能、气液分

散特性、颗粒悬浮特性、菌丝体形态等方面的影

响，以及放大方法的研究。热模实验由于成本较

高，研究较少，主要集中于 1 L和 5 L发酵罐，研究

的主要内容为搅拌桨类型、转速、通气量、发酵工

艺对转化率、酶活、菌丝体形态等参数的影响。不

同规模生物反应器内流体力学特性、耦合微生物

生理特性，即反应工程特性与工艺特性结合，是实

现工业放大的必经之路。此外，在搅拌桨型研究

中，目前提出了柔性桨的概念，国外研究中将其应

用于米曲霉产糖过程，可有效提高转化率和酶活，

改善粘壁现象，但在甾体羟基化过程中的研究仍

有待进一步的探索；同时因甾体羟基化衍生物的

具有重要的生物活性，市场需求量较大，未来仍需

持续重点从工程与工艺两个方面对甾体化合物羟

基化进行研究。
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