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本发明公开了一种5α,6α‑环氧‑11β,17

α‑二羟基孕甾‑3 ,20‑二乙二醇缩酮的制备方

法，以缓冲液或者纯水作为反应体系，加入底物

6‑甲基还原物、氧供体以及氧载体，使用脂肪酶

进行生物催化合成反应；反应结束后，将反应物

分离、纯化得到产物6‑甲基环氧化合物即为5α,

6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二

醇缩酮，反应式如下

本发明使用酶法生物催化合成6‑甲基环氧化合

物，可以避免化学合成对环境带来的不利影响，

且酶法可原位合成用于环氧反应的过氧酸，可避

免化学合成过程中双氧水添加存在的风险。
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1.一种5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备方法，其特征在

于，以缓冲液或者纯水作为反应体系，加入底物6‑甲基还原物、氧供体以及氧载体，使用脂

肪酶进行生物催化合成反应；反应结束后，将反应物分离、纯化得到产物6‑甲基环氧化合物

即为5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮，反应式如下

2.根据权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制

备方法，其特征在于，反应结束后，反应液在4℃、4000rpm离心，砂芯漏斗抽滤得滤饼，滤饼

经有机溶剂乙酸乙酯洗涤提纯至检测纯度为97％，60℃真空干燥至恒重。

3.如权利要求2所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述缓冲液为磷酸钠缓冲液、乙酸钠缓冲液和柠檬酸钠缓冲液中的一

种。

4.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述脂肪酶为Vland脂肪酶酶液TG，R、固定化脂肪酶IM，0415、生物柴油

NS81006和脂肪酶LIPF中的一种。

5.如权利要求4所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述脂肪酶为LIPF。

6.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述脂肪酶的用量以底物质量百分比计2.5％‑17.5％。

7.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述反应温度为15℃‑45℃。

8.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述氧供体为H2O2，氧供体与底物的摩尔比为1：2‑1：8。

9.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，所述氧载体为乙酸乙酯、丙酮、乙酸、丙酸、丁酸、戊酸、己酸、庚酸、辛酸、

癸酸、柠檬酸和棕榈酸中的一种或一种以上的混合物；所述氧载体与底物的摩尔比为1：2‑

1：5。

10.如权利要求1所述的5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备

方法，其特征在于，还在所述反应体系中添加助溶剂，所述助溶剂为疏水溶剂和/或亲水溶

剂；所述疏水溶剂为正己烷、四氢呋喃、丙酮、甲苯和乙酸乙酯中的一种或一种以上的混合

物，所述亲水溶剂为乙醇、异丙醇、乙腈和甲醇中的一种或一种以上的混合物。
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5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制

备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的制备方

法，属于生物催化领域。

背景技术

[0002] 甲泼尼龙为中效合成品，属于内分泌系统药物中的肾上腺皮质激素类药，用于危

重疾病的急救，还可用于内分泌失调、风湿性疾病、胶原性病、皮肤疾病、过敏反应、眼科疾

病、胃肠道疾病、血液疾病、白血病、休克、脑水肿、多发性神经炎、脊髓炎及防止癌症化疗引

起的呕吐等。专利CN  108912192公开了一种6β‑甲基泼尼松龙的合成方法，其中5α,6α‑环

氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮为合成甲泼尼龙的中间体，5α,6α‑环氧‑11β,

17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮即为6‑甲基环氧化合物，结构式如下

[0003]

[0004] 目前，6‑甲基环氧化合物的合成仅有化学法，具体可参见专利CN107602652。这种

方法在反应过程中会产生大量有毒的副产物，对环境有毒害作用，生产过程中具有一定的

风险性。

发明内容

[0005] 本发明的目的是解决上述背景技术中提及的缺陷，利用生物催化的方法进行氧化

反应，在相对温和的反应条件下制备所需的氧化产物，不会对环境造成很大的毒害作用。脂

肪酶催化过程不需要依赖辅因子催化氧化反应，且原位生产过氧酸可解决过酸储存过程中

的风险性。

[0006] 为实现上述发明目的，本发明提供一种5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑

二乙二醇缩酮的制备方法，以缓冲液或者纯水作为反应体系，加入底物6‑甲基还原物、氧供

体以及氧载体，使用脂肪酶进行生物催化合成反应；反应结束后，将反应物分离、纯化得到

产物6‑甲基环氧化合物即为5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮，反应

式如下
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[0007]

[0008] 进一步地，反应结束后，反应液在4℃、4000rpm离心，砂芯漏斗抽滤得滤饼，滤饼经

有机溶剂乙酸乙酯洗涤提纯至检测纯度为97％，60℃真空干燥至恒重，其中提纯方法可采

用有机溶剂萃取。

[0009] 进一步地，所述缓冲液为磷酸钠缓冲液、乙酸钠缓冲液和柠檬酸钠缓冲液中的一

种。优选乙酸钠缓冲液。

[0010] 进一步地，所述脂肪酶为Vland脂肪酶酶液TG，R、固定化脂肪酶IM，0415、生物柴油

NS81006和脂肪酶LIPF中的一种。优选为脂肪酶LIPF。

[0011] 进一步地，所述脂肪酶的用量以底物质量百分比计2.5％‑17.5％。优选7.5％。

[0012] 进一步地，所述反应温度为15℃‑45℃。优选30℃。

[0013] 进一步地，所述氧供体为H2O2，氧供体与底物的摩尔比为1：2‑1：8，优选1：8。

[0014] 进一步地，所述氧载体为乙酸乙酯、丙酮、乙酸、丙酸、丁酸、戊酸、己酸、庚酸、辛

酸、癸酸、柠檬酸和棕榈酸中的一种或一种以上的混合物；优选为辛酸；所述氧载体与底物

的摩尔比为1：2‑1：5，优选1：5。

[0015] 进一步地，还在所述反应体系中添加助溶剂，所述助溶剂为疏水溶剂和/或亲水溶

剂；所述疏水溶剂为正己烷、四氢呋喃、丙酮、甲苯和乙酸乙酯中的一种或一种以上的混合

物，所述亲水溶剂为乙醇、异丙醇、乙腈和甲醇中的一种或一种以上的混合物。所述助溶剂

优选为异丙醇(2.5％‑10％，v/v)。

[0016] 与现有技术相比，本发明的有益效果为：

[0017] 使用酶法生物催化合成6‑甲基环氧化合物，可以避免化学合成对环境带来的不利

影响，且酶法可原位合成用于环氧反应的过氧酸，可避免化学合成过程中双氧水添加存在

的风险。

附图说明

[0018] 图1是5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的对照品色谱图；

[0019] 图2是本发明一个实施例反应过程的色谱图。

具体实施方式

[0020] 下面结合附图和具体实施例，对本发明的技术方案做进一步说明。

[0021] 实施例1：

[0022] (1)催化剂筛选：筛选市售固定化脂肪酶NOV  40086，生物柴油NS81006，Vland脂肪

酶酶液TG，TM，R，LIP  O，编号为0428，0415的固定化脂肪酶，Vland  8340，固定化脂肪酶IM，

脂肪酶LIP  F，分别进行催化环氧反应。

[0023] (2)生物转化流程：催化环氧反应体系包含50mM底物6‑甲基还原物，1M乙酸/乙酸
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钠缓冲液(pH  5.8)，乙酸乙酯7.5％(v/v)，底物：辛酸：双氧水为1：5：8，双氧水(30％的H2O2
水溶液)一次添加完毕，再加入不同的催化剂(相较于底物的质量百分比，w/w，酶液以体系

体积比计，固定化酶或者酶粉以质量计)，30℃，220rpm开始反应。

[0024] (3)液相检测流程：转化结束后通过液相检测其产率或者纯度，液相检测条件为示

差检测器的，ODS柱(35μm，4.6×250mm)，乙腈：水(60：40)，流速：1ml/min。

[0025] 产率计算：

[0026] 产率＝Ca/Cb*100％

[0027] Ca、Cb分别为初始添加底物100％转化后相比于产物的质量浓度、反应结束时产物

的质量浓度

[0028] 液相检测其产率，其中有产物生成的酶为Vland脂肪酶酶液TG，R，固定化脂肪酶

IM，0415，生物柴油NS81006，脂肪酶LIP  F等。选择催化效率最佳的三种酶：Vland脂肪酶酶

液R，固定化脂肪酶IM，脂肪酶LIP  F分别优化最适添加量，结果如表1，优选脂肪酶LIP  F作

为环氧反应的催化剂进行后续反应。

[0029] 表1不同催化剂催化效率的比较

[0030]

[0031] 实施例2：

[0032] 1M的乙酸/乙酸钠缓冲液(pH  5 .8)中包含200g/L底物6‑甲基还原物，乙酸乙酯

7.5％(v/v)，底物：辛酸：双氧水为1：5：8，双氧水(30％的H2O2水溶液)一次添加完毕，添加

65％(w/w)的固定化脂肪酶LIP  F加入反应体系中，于不同反应温度下反应。反应结束后，采

用实施例1中的液相检测方法测产率，结果如表2所示，优选30℃为最佳反应温度。

[0033] 表2不同反应温度的比较

[0034]

[0035] 实施例3：

[0036] 为缩减成本，使用酶粉替代固定化脂肪酶LIP  F，并优化适宜的催化剂加量。优化

体系为1M的乙酸/乙酸钠缓冲液(pH  5.8)中包含200g/L底物6‑甲基还原物，乙酸乙酯7.5％
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(v/v)，底物：辛酸：双氧水为1：5：8，双氧水(30％的H2O2水溶液)一次添加完毕，添加不同质

量的LIP  F酶粉加入反应体系中，30℃，220rpm开始反应。反应结束后，采用实施例1中的液

相检测方法测反应液中产物纯度，结果如表3所示，综合考虑成本和杂质含量，优选7.5％

(w/w)的LIP  F酶粉加量，此时产率为75.62％。

[0037] 表3催化剂加量对环氧反应的影响

[0038]

[0039] 实施例4：

[0040] 1M的乙酸/乙酸钠缓冲液(pH  5 .8)中包含200g/L底物6‑甲基还原物，乙酸乙酯

7.5％(v/v)，底物：不同种类的氧载体：双氧水为1：5：8，双氧水(30％的H2O2水溶液)一次添

加完毕，添加7.5％(w/w)LIP  F酶粉加入反应体系中，30℃，220rpm开始反应。反应结束后，

采用实施例1中的液相检测方法测产率，结果如表4所示，相较于其它氧载体，优选辛酸作为

环氧反应的氧载体。

[0041] 表4氧载体类型对环氧反应的影响

[0042]

[0043] 实施例5：

[0044] 1M的乙酸/乙酸钠缓冲液(pH  5 .8)中包含200g/L底物6‑甲基还原物，乙酸乙酯
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7.5％(v/v)，采用不同的底物：辛酸：双氧水摩尔比，双氧水(30％的H2O2水溶液)一次添加完

毕，添加7.5％(w/w)LIP  F酶粉加入反应体系中，30℃，220rpm开始反应。反应结束后，采用

实施例1中的液相检测方法测产率，结果如表5所示，辛酸与H2O2比例对催化效率影响较为显

著，优选辅料底物：辛酸：H2O2添加比例为1：5：8。

[0045] 表5辅料比例对环氧反应的影响

[0046]

[0047]

[0048] 实施例6：

[0049] 1M的乙酸/乙酸钠缓冲液(pH  5.8)中包含200g/L底物6‑甲基还原物，助溶剂加量

疏水溶剂7.5％(v/v)，亲水溶剂5％(v/v)，底物：辛酸：双氧水添加比例为1：5：8，双氧水

(30％的H2O2水溶液)一次添加完毕，添加7.5％(w/w)LIP  F酶粉加入反应体系中开始反应。

反应结束后，采用实施例1中的液相检测方法测产率，结果如表6所示，优选异丙醇作为本研

究的助溶剂，且对异丙醇添加比例进行优选(如表7)，选择7.5％作为该反应溶剂的最适加

量。

[0050] 表6助溶剂类型对环氧反应的影响
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[0051]

[0052] 表7助溶剂加量对环氧反应的影响

[0053]

[0054] 实施例7：

[0055] 添加原料(200g/L底物6‑甲基还原物，底物：辛酸：双氧水(30％的H2O2水溶液)为

1：5：8(摩尔比)，7.5％异丙醇(v/v)，7.5％的催化剂脂肪酶LIP  F酶粉(相较于底物的质量

百分比，w/w)，所有辅料一次添加完毕，于30℃，245rpm下反应。反应完毕后，离心，取离心后

沉淀经砂芯漏斗抽滤得滤饼，滤饼使用合适比例的乙酸乙酯洗涤除杂至产物液相检测纯度

为97％，并于60℃下真空干燥至恒重，重量收率为75％。

[0056] 将图1所示5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮的对照品液相

色谱与图2所示本发明实施例反应过程的液相色谱进行比对，二者出峰时间一致，证明本发

明实施例制得的产物为目标产物5α,6α‑环氧‑11β,17α‑二羟基孕甾‑3,20‑二乙二醇缩酮。

[0057] 最后应当说明的是：以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非对其限制，尽

管参照上述实施例对本发明进行了详细的说明，所属领域的普通技术人员应当理解：依然

可以对本发明的具体实施方式进行修改或者等同替换，而未脱离本发明精神和范围的任何

修改或者等同替换，其均应涵盖在本发明的权利要求保护范围之内。
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图1

图2
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