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利用高速逆流色谱从真菌HCCB00106转化液分离转化产物
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　　摘要:　采用高速逆流色谱法 (H SCCC)对真菌HCCB00106的雄甾烯二酮 (4AD )转化产物进行了分离研究,在选定体系中底物

4AD、杂质及主要产物得到了较好的分离。经鉴定,主要产物为睾内酯 (17Α2氧代2D 2扩环2雄甾21, 42二烯23, 172二酮)。
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　　高速逆流色谱作为一种较新型的分离手段在国外

已得到较广泛的应用,在国内的重要领域也不断有报

道[ 1, 2 ] ,浙江大学曾将其用于甾体激素的定量研究[ 3 ]。

本实验在研究甾体的微生物转化的过程中将其用于雄

甾烯二酮 (4AD )及其相关物质的分离,获得了较好的

效果。

1　实验部分

1. 1　仪器与材料

TBE2300A 高速逆流色谱仪为深圳同田生化技术

有限公司产品,配8823B 2UV 紫外检测仪;高效液相色

谱仪1100型为A gilen t科技公司产品。

实验用试剂均为分析纯,购于上海医药集团。硅胶

板 (GF 254)购自M erck 公司。转化底物4AD 由浙江医药

新昌制药厂提供。4AD 标准品购自S IGM A 公司。

1. 2　实验方法

(1)转化液制备及其预处理　在真菌HCCB 00106

的培养液中加入4AD ,转化72h 后将转化液离心。上清

液以适量二氯甲烷萃取两次;沉淀用丙酮浸泡 2h 后浓

缩,用适量二氯甲烷萃取。合并二氯甲烷萃取液,浓缩

至干。

( 2)色谱分离条件　利用选定系统进行色谱分

离[ 4～ 6 ]。溶剂系统为正己烷∶乙酸乙酯∶甲醇∶水

(4∶5∶4∶5) ,配制一定量的两相溶剂,静置分相。以

上相为固定相,下相为流动相。称取粗提物 200m g,用

流动相配成20m l的样品溶液。将固定相充实整个螺

旋柱后, 开启色谱仪, 调节转速为 800röm in, 然后以

2m löm in 的流速导入流动相,待两相达到平衡后进样;

并以800röm in 的转速,用流动相以2m löm in 的流速进

行洗脱。收集合并洗脱液, TL C 和H PL C 分析洗脱结

果。

(3) TL C 展开条件　乙酸乙酯∶二氯甲烷 (2∶

1) , 254nm 紫外波长检测。

(4)H PL C 检测条件　反相C18柱,柱温 50℃,流动

相: 甲醇∶水 ( 75∶ 25) , 流速 1m löm in, 检测波长

242nm。

2　结果与讨论

转化产生了一个主要产物,在转化液中还残留有

少量的底物 4AD 和其他杂质 (F ig. 1)。应用高速逆流

色谱,在上述条件下从转化液中分离得到一个主要产

物,纯度> 98% ,收率> 85%。

经鉴定,转化主产物为睾内酯 (17Α2氧代2D 2扩环2
雄甾21, 42二烯23, 172二酮)。其数据如下:分子量300;
1H 2NM R (∆7129, 7103, 6125, 6122, 6107, 2161, 2151,

1131, 1129 等) , 13C2NM R (∆185166, 170153, 167102,

154113, 127199, 124107, 82127, 50187, 45159, 42187,

38189, 37191, 32116, 28141, 23131, 20109, 20100,

18161) ; Κm ax 254nm。结构见F ig. 2。

睾内酯是一种内源性的甾体芳香酶抑制剂,能非

竞争性和不可逆结合芳香酶,从而有效抑制雄激素转

化为雌激素。在临床上睾内酯可作为抗肿瘤剂使用,主
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　　F ig. 1　　H PL C p ro tiles befo re (A ) and after (B )

H SCCC separat ion

要用于治疗绝经后妇女某些类型的乳腺癌。

在国内,高速逆流色谱已被广泛应用于中药成分

分析和制备[ 7～ 9 ] ,在微生物产物的分离纯化方面也有

所应用,但尚未被当作主要的分离手段。在使用高速逆

流色谱的分离过程中,固定相保留率、分配系数是重要

的衡量指标。一般认为固定相保留率Θ≥40% ,分配系

数K 在012～ 2之间为适合的相条件。本实验的固定相

保留率为60% ,计算得到4AD、杂质以及转化产物的分

配系数K 分别为1186、0188和0119。比较其它方法,高

速逆流色谱技术具有较高的进样量、较好的分离

F ig. 2　　Structu re of testo lactone

效果、较高的样品回收率,同时不使用固体支撑体,不

存在对样品的吸附和变性现象,决定了高速逆流色谱

在制备分离样品方面的巨大优势。本实验的结果说明,

高速逆流色谱的确可以作为一种新型有效的分离技术

用于微生物转化产物的分离。
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