[bookmark: _GoBack]项目 4   酶法制备1，2-位脱氢高端甾体药物技术与产业化
需求单位：   湖北工业大学
需求描述：
1、现有成果技术特点
含有1，2-位双键甾体药物能够极大地增强药物与甾体类糖皮质激素受体的亲和力。这类甾体药物及其衍生物，包括1，4-雄烯二酮（ADD），醋酸泼尼松（prednisone acetate）、泼尼松龙（prednisolone）、16-甲基-1，9-去氢雄烯二酮（DBT-1）、美雄酮（methandrostenolone）、去氢甲睾酮（metandienone）、依西美坦（exemestane）、1，9-去氢雄烯二酮（DH1）、醋酸脱氢阿奈可他（DH5）、倍他米松环氧水解物（DB11）、醋酸泼尼松龙（prednisolone acetate）、 宝丹酮（boldenon）等1、2-位脱氢甾体药物，临床应用广，市场价值高。
本技术通过改造分枝杆菌3-甾酮-D1-脱氢酶（KstD）,获得多种3-甾酮-D1-脱氢酶突变体（mKstDs），首次在工业化级别实现了利用酶催化技术生产高端甾体类糖皮质激素药物。
该技术具体工艺特点和参数如下：
（1）提供一种利用非水相酶学机理、蛋白质结构生物学机制和基因工程方法，改造分枝杆菌3-甾酮-D1-脱氢酶（KstD）,达到耐溶剂、底物高度专一性和高转化率的3-甾酮-D1-脱氢酶突变体（mKstDs）的技术。
（2）提供重组酶蛋白基因工程菌构建，建立高密度发酵表达3-甾酮-D1-脱氢酶生产工艺，达到单罐批次发酵培养体系为大于10吨，菌体湿量可达到110g/L以上，3-甾酮-D1-脱氢酶突变体（mKstD）酶活力为10 x 106单位以上。
（3）提供重组酶纯化工艺，处理量为2吨/小时。
（4）提供针对不同产品，选用不同KstD酶蛋白和不同溶剂反应体系，提供专一的脱氢酶转化工艺，单批次底物投料量达800公斤/10吨，底物转化率达到97%以上。
（5）提供针对不同产品，建立酶催化反应物溶剂提取和精制工艺，产品纯度达到99%以上。
2、现有成果研发所处阶段
该技术由多方合作，完成了和正在攻克如下关键技术，各项关键技术具体进展如下：
（1）酶分子结构改造技术:已完成和建立了利用非水相酶学机理、蛋白结构生物学机制和基因工程方法，改造分枝杆菌3-甾酮-D1-脱氢酶（KstD）的技术体系。可为企业提供底物专一性3-甾酮-D1-脱氢酶突变体设计。新设计3-甾酮-D1-脱氢酶（KstD）具有耐溶剂、底物高度专一性和高转化率能力。
（2）酶发酵工业化生产工艺：已完成和建立了重组酶蛋白基因工程菌构建技术，完成了3-甾酮-D1-脱氢酶表生产菌高密度发酵生产工艺，批次单罐20吨可发酵体积为10～12吨，菌体湿量可达到110/L以上，3-甾酮-D1-脱氢酶突变体（mKstD）酶活力可达为10 x 106单位/mL以上。建立了酶活测定和评价规范标准。
（3）工业化酶提取工艺：已完成和建立了发酵液菌体收集、细胞破粹、重组酶纯化工艺，处理量为2吨/小时以上。
（4）酶转化反应体系：已完成和建立了针对不同产品，选用不同KstD酶蛋白和不同溶剂的反应体系，单批次底物投料量可达800公斤/10吨，底物转化率达到97%以上。建立了产物产率测定和评价规范标准。
（5）酶催化底物反应测试：已完成和建立了针对不同底物，反应溶剂选择和转化条件的筛选和评价规范标准。
（6）小试：已完成16种不同甾体中间体的酶催化反应（克级）反应测试，底物转化率达到99%以上。
（7）中试：其中已完成了8个1，2-脱氢类糖皮质激素品种（100克级）反应测试，底物转化率达到97%以上。
（8）试生产：其中已完成了4个1，2-脱氢类糖皮质激素品种（600～800公斤级）生产反应测试，底物转化率达到97%以上，达到具有工业化生产水平。
（9）产物纯化工艺和产品质控：已建立了1、2-脱氢类糖皮质激素品种在100克级、200～800公斤级反应物提取和精制工艺条件，纯度可达99%，并建立了产品质控规范标准。
（10）知识产权：该成果已申报菌种保藏6只，申报和准备设备发明专利8项，知识产权保护后将发表SCI和核心刊物科研论文16篇。
3、现有成果已投入资金
该成果的研究是以湖北工业大学苏正定教授实验室为主，在武汉艾默佳华生物科技有限公司合作下完成的，有关大规模试生产试验是委托第三方进行。前期各方就本项目投入实验室建设和设备费用，以及研发和人工费用慨算如下。
	单位
	内容
	费用

	湖北工业大学
	材料费
	120万元

	
	设备费
	20万元

	
	人员费
	40万元

	武汉艾默佳华生物科技有限公司
	研发费
	80万元

	第三方试生产
	研发费
	120万元

	合计
	380万元


4、现有成果参与人员
该成果的研究是以湖北工业大学苏正定实验室团队成员为主，在武汉艾默佳华生物科技有限公司研发人员合作下完成的，有关试生产试验是委托第三方甾体药物生产企业进行。前期各方就本项目投入的主要人员如下。
	单位
	姓名
	职称
	完成任务

	湖北工业大学
	苏正定
	教授
	整体设计

	湖北工业大学
	阳飞
	副教授
	基因组学

	湖北工业大学
	张华山
	教授
	发酵工艺设计

	湖北工业大学
	黄永棋
	副教授
	蛋白结构设计

	湖北工业大学
	成细瑶
	实验员
	蛋白结构测定与设计

	湖北工业大学
	彭飞
	研究生
	分子克隆及酶表达及反应

	湖北工业大学
	王宏伟
	研究生
	分子克隆及酶表达及反应

	湖北工业大学
	宋士奎
	研究生
	酶转化反应及小试和中试

	湖北工业大学
	李欣
	研究生
	分子克隆及酶表达及反应

	湖北工业大学
	陈甜
	研究生
	分子克隆及酶表达及反应

	武汉艾默佳华生物科技有限公司
	研发部（5人）
	工程师级
	基因组学及表达载体设计与测试

	试生产委托方（湖北企业）
	生产部（5人）
	工程师级
	2吨反应釜酶试生产、10吨釜酶催化试生产、10吨反应釜萃取试生产


5、现有成果应用
本成果主要应用于工业化生产高端甾体皮质激素药物，在技术和工艺上首次实现单一反应罐达到公斤级到吨级生产规模，已完成了4个1、2-脱氢类糖皮质激素品种（600～800公斤级）生产测试，底物转化率达到97%以上，提前和精制工艺简单，月生产能力已达到300吨，产品质量符合FDA标准，生产成本低。也完成了其它12个1、2-脱氢类糖皮质激素品种克级测试，底物转化率达到98%以上。因此，本技术具有不可替代的竞争力。现有成果建立的“分子杆菌基因组学方法及基因敲除技术”也可用于甾体菌种的特定改造，定向基因敲除和敲入，实现单一和高纯度品种植物甾醇生物转化。现有成果建立的“酶分子结构改造技术”也可用于改造分枝杆菌植物甾醇转化途径的关键酶。可为企业提供甾体中间体专一性酶法改造工艺。

对揭榜方要求：
揭榜方除满足通知中共性要求外，还应满足以下个性化要求：
（1）甾体药物生产企业或正在筹建甾体药物生产厂家；
（2）为高新技术认定企业，最好具有省级工程研究中心或省级工程技术中心；
（3）具有相当数量的科研技术人员和生产人员；
（4）具有微生物酶生产设备及车间，和甾体酶法转化应用和生产经验，或对酶法转化修饰甾体生产高端甾体药物急需企业；
（5）校企研发合作信用好的企业。
实施年限： 3 年； 成果转让项目拟总投入： 1800 万元。
联系方式：苏正定    15623901978
	zhengdingsu@hbut.edu.cn。

