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总状毛霉对 !"烯"#"酮甾体的生物转化研究

葛文中-，李 楠-，单丽红$，刘宏民$

（-黑龙江八一农垦大学生命科技学院 大庆 -&##-.）

（$郑州大学化学系 郑州 !’%%%-）

摘 要：从土样中筛选到一株能转化甾体的菌株，经形态观察，鉴定为总状毛霉（!"#$% %&#’($)")）。首次利用该菌株
对 !1烯1#1酮类甾体衍生物进行生物转化，目的是合成具有潜在活性的羟基类 !1烯1#1酮衍生物。转化条件为 $"?，
$$%@A24+ 振荡培养 !B。转化产物经乙酸乙酯萃取，用硅胶柱层析法分离，通过红外、质谱和核磁分析确定了甾体转
化产物的化学结构。黄体酮生物转化得到的产物是 -!!1羟基1!1孕甾烯1#，$%1二酮和 "!，-!!1二羟基1!1孕甾烯1#，$%1
二酮；!1雄烯二酮的转化产物是 -!!1羟基1雄甾1!1烯1#，-"1二酮、-!!，-""1二羟基1雄甾1!1烯1#1酮和 &!，-""1二羟基1雄
甾1!1烯1#1酮。研究结果表明总状毛霉具有转化甾体的能力，对 !1烯1#1酮类甾体进行生物转化的主要产物是 -!!1羟
基甾体衍生物。
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-!!1羟基甾体具有重要的生理活性和药用价值，已经成
为人们研究的热点［-，$］。国外研究人员发现 -!!1羟基1’"，

-!"1孕甾烷的 E#糖苷衍生物与心肌中的强心苷受体发生较
强的作用［#］。-!!1羟基1雄甾1!1烯1#，-"1二酮是制备激素的
有用中间体，&"，-!!1二羟基1雄甾1!1烯1#，-"1二酮及 -!!1羟基

1雄甾1!1烯1#，&，-"1三酮具有雄激素活性，能够有效地抑制胸
腺癌细胞，-!!1羟基1雄甾1!1烯1#，&，-"1三酮则抑制人体胎盘
和子宫肿瘤中的芳香化酶活性与雌激素的生成［!，’］。

微生物对甾体底物的羟基化反应，具有区域选择性和立

体选择性，在甾体的生物转化中具有重要的地位和意义。

F*等［&］研究了不同菌种转化不同底物的 -!!1羟基化反应，
发现梨形卷枝霉［ *+&(,$)-./"(（ G 0’/1#$)-./"(） 21%13$%(’
4*55 >..$］在生成 -!!1羟基黄体酮时具有较高的选择性，而
灰蓝毛霉（!"#$% 6%1)’$1 #.&,") 4*55 -$%"&）更适合于制备雄
烯二酮和睾丸酮的羟基衍生物。日本已经有专利［"］报道了

不同菌株转化雄甾1!1烯1#，-"1二酮制备 -!!1羟基1雄甾1!1烯1
#，-"1二酮。
总状毛霉是真核类微生物，可以分泌蛋白酶，主要用于

腐乳的生产［>］。总状毛霉能产生一定活力的凝乳酶［.］，将牛

奶中的蛋白质凝结并排出乳清。在亲水载体聚乙烯醇凝胶

（HID1:,5）上的脂酶能在无水介质中催化乙酸对硝基苯酯（J1
KHD）等化合物水解和酯的合成［-%］。
但到目前为止，尚未见有利用总状毛霉对甾体衍生物进

行生物转化的文献报道。本研究为从土壤中筛选具有转化

甾体药物中间体的真菌，并获得有药用价值的甾体化合物。

经过菌种鉴定，发现一株总状毛霉菌株（!"#$% %&#’($)")，编
号 DEEE %!%-），对不同结构的 !1烯1#1酮类甾体药物中间体
进行了生物转化，获得具有巨大生物活性潜力的 -!!1羟基甾
体衍生物。本研究结果为利用真菌的转化功能设计和开发

新药提供了良好的理论和与应用基础。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌种：总状毛霉（! L %&#’($)") DEEE %!%-），自筛，由
中国微生物菌种保藏管理委员会农业微生物保藏中心

（DEEE）鉴定。
$%$%& 培养基：#分离培养基：每升水含马铃薯 $%%:，葡萄
糖 $%:，琼脂 $%:，黄体酮 %<$:。$斜面培养基：每升水含马铃
薯 $%%:，葡萄糖 $%:，琼脂 $%:，JF自然。%发酵培养液：每升
水含蛋白胨 -$:，葡萄糖 #%:，磷酸二氢钾 -<#:，酵母膏 -:，用
-295AM FE5调解 JF为 !<’。
$%$%# 试剂和仪器：试剂雄甾1!1烯1#，-"1二酮（! / 雄烯二
酮）和 !1孕甾烯1#，$%1二酮（黄体酮）购自湖南正驰药业有限
公司；熔点使用 NE1-型显微熔点仪测定，温度计未经校正；
OP谱使用 QOR1PDS公司 TUV1!%型红外分光光度计测定，WQ@
压片；-F KXP、-# E KXP使用瑞士 Q@*Y,@ SHZ1!%% 型超导核
磁共振仪测定；0XO1XV 用 Q@*Y,@ 0[\*4@,#%%%离子肼液相色
谱电喷雾质谱仪测定。

$%& 薄层层析法（’()）
将硅胶 ]制备成 %<$’22厚的硅胶薄层层析板（$%=2 ^

’=2），氯仿：乙酸乙酯 G - _ -（IAI）作展开剂，浓硫酸：甲醇



! "#"为显色剂。样品用上行展开法展开，吹干后显色剂喷
雾，电热板上加热显色。

!"# 菌种分离与筛选
取 "$土壤置于已灭菌的试管中，加 "%&’无菌水后，漩

涡振荡器振荡摇匀，静置后，取上清液，滴于分离培养基上，

再用玻璃棒涂匀，然后置于 ()* 恒温培养箱中培养 " + ,-。
从分离培养基上挑取单菌落，转移到分离培养基上。相同条

件下继续培养 " + ,-，根据形态判断，将纯的菌株转移至斜
面培养基上，并编号保存。将甾体底物进行发酵培养（详见

".,甾体转化试验），发酵液用乙酸乙酯萃取后，用硅胶薄层
层析法（/’0）检测，根据 /’0检测结果，筛选出具有转化甾
体能力的菌株。

!"$ 总状毛霉菌丝体重量测定
在总状毛霉的斜面培养基试管中加入 "%&’无菌水后，

轻轻刮下菌体，转移至已灭菌的干燥试管中，用漩涡震荡器

震荡摇匀。用微量移液器吸取 (%%!’，加到灭过菌的盛有

"%%&’发酵培养液的 ,%%&’ 锥形瓶中，()*下恒温振荡培
养。在培养 12、"(2、(32、452、312、5%2和 )(2时，每次取出 4
瓶，分别用恒温的滤纸过滤。滤纸自然晾干后，置于 1%*干
燥箱中干燥 "-。取出滤纸，冷却后称量，记下重量，该重量
与滤纸的重量差即为菌丝体的重量。取 4瓶平均值。最后
得到总状毛霉菌株的生长曲线。

!"% 甾体转化试验
取斜面菌种 "支，在生物安全橱中，接种于经灭菌的盛

有 ,%&’发酵液的 (,%&’锥形瓶中。()*，((%67&89 振荡培
养 (-。将 ".,$甾体底物溶于 4%&’丙酮中，在每瓶菌液中加
入 (&’丙酮溶液，相同条件下继续发酵培养 3-。

!"& 甾体转化产物的分离与鉴定
将发酵液和菌丝体用乙酸乙酯萃取 5 次后，合并有机

相，真空旋转蒸发仪蒸去溶剂，3%*下真空干燥。将干燥后
的萃取物，以氯仿：乙酸乙酯体系作洗脱剂，利用硅胶柱层析

法进行分离。分离后得到的化合物以红外、质谱和核磁分析

鉴定结构。

’ 结果

’"! 菌种的分离与筛选
选取河床、沟渠、农作物耕地、山地、果园等不同生态环

境进行土样样品的采集，主要采集树木、农作物、蔬菜等植物

的根部土壤。在进行菌种筛选时，在 "%%%&’马铃薯琼脂培
养基中加入 %.($黄体酮，配成固体培养基，使筛选的菌种能
够适应含有甾体物质的条件，同时也可以自然淘汰一部分在

有甾体物质的条件下不能生存的菌株，以提高筛选效率。

’"’ 菌丝体生长曲线
通过对不同培养时间的菌丝体干重计算，发现总状毛霉

:000 %3%" 菌株在接种后 % + "%2为菌丝生长延滞期，"% +
(32为指数生长期，(3 + )(2为稳定生长期（图 "）。对于该菌
种，(32后（即指数生长末期）进行投料较为合适。

图 ! 菌丝生长曲线
;8$<" =8>6?@8AB $6?CD2 >E6F ?G ! < "#$%&’()( <

’"# 生物转化产物的分离
在用硅胶柱层析分离产物时，曾经选用了丙酮：石油醚、

氯仿：丙酮、氯仿：甲醇、乙酸乙酯：石油醚、氯仿：乙酸乙酯体

系进行试验。结果发现，分离 3H孕甾烯H4，(%H二酮（!）的生物
转化产物，以氯仿：乙酸乙酯 ! " # "作展开剂，可成功将混
合物各成分分开，分别得到化合物 #和化合物 $。在柱层析
分离雄甾H3H烯H4，")H二酮（’）转化产物时，选用氯仿：乙酸乙
酯体系进行梯度洗脱分离，各成分达到分离。用氯仿：乙酸

乙酯 ! "：,作流动相进行洗脱得到化合物 %。然后以氯仿：
乙酸乙酯 ! "#4洗脱得到化合物 &，以氯仿：乙酸乙酯 ! "#
"洗脱得到化合物 (。甾体生物转化路线如图 (所示。

图 ’ 甾体生物转化路线
;8$<( I8?D6A9JG?6&AD8?9 ?G JDF6?8-J @K ! < "#$%&’()( <

’"$ 生物转化产物的结构鉴定
以 3H烯H4H酮类甾体为底物，经过总状毛霉的转化，结果

发现底物 3H孕甾烯H4，(%H二酮和雄甾H3H烯H4，")H二酮都发生
"3"H羟基化反应。3H孕甾烯H4，(%H二酮在总枝状毛霉作用下，
主要发生 "3"H羟基化反应，获得产物 "3"H羟基H3H孕甾烯H4，
(%H二酮（#）和 )"，"3"H二羟基H3H孕甾烯H4，(%H二酮（$）。化合
物的结构鉴定数据如下：

"3"H羟基H3H孕甾烯H4，(%H二酮（#） 收率：3%.(L；&M：
")).( + ")N.%*；OP（>&Q "）43)1，(N3N，(15N，"5N5，"5,%，
"3,,，"4,1，"(43，"(%5，""1(，""34，"%,1；" R S=P#：,.)3
（&，RH3），4.(4（--，T ! 1.5，"1.5 RU，RH")），%.)1（J，RH
"1），".(%（J，RH"N），(."4（J，RH("）；"4 0 S=P#：4,.1（0H"），
43.%（0H(），"NN.,（0H4），"(3.%（0H3），")%.3（0H,），4(.5（0H
5），()."（0H)），41.(（0H1），35.4（0HN），41.5（0H"%），(%."（0H
""），4%.N（0H"(），3).N（0H"4），1,.(（0H"3），44.3（0H",），(".4
（0H"5），,N.3（0H")），").(（0H"1），").(（0H"N），(%1.4（0H(%），
4".4（0H("）；=V &7U ：4,4［=W SA］W。
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!!，"#!$二羟基$#$孕甾烯$%，&’$二酮（!） 收率：%%(!)；
*+：&&!(, - &&.(’/；01（ 2*3 "）%#!"，%#""，&.#4，&,,,，
"5!,，"5&!，"#"4，"%44，"&,%，"&’’，"’4,；"6 781"：4(4,
（*，6$#），#(""（*，6$!），%(’,（*，6$"!），’(5#（9，6$",），
"("#（9，6$".），&(’%（9，6$&"）；"% : 781"：%4(#（:$"），%%(.
（:$&），".!(,（:$%），"&4(.（:$#），"5,(!（:$4），#’(,（:$5），
5,(5（:$!），%.(%（:$,），%.(4（:$.），%,(#（:$"’），".(,（:$""），

%’(!（:$"&），#!(!（:$"%），,#(,（:$"#），%&(,（:$"4），&"(%（:$
"5），4.(’（:$"!），"5(,（:$",），"5(,（:$".），&"’("（:$&’），
%"(#（:$&"）；8; *<= ：%,%［8> ?］>。

"#!$羟基$雄甾$#$烯$%，"!$二酮（"） 收率："4(&)；*+：
&#5(%/（分解）；01（2*3 "）%#&!，&.#,，&,5#，"!#&，"544，
"5"&，"##!，"%5&，"&!&，"&&,，"".&，"’".，,!.；"6 781"：

4(!4（*，6$#），"(’4（9，6$",），"(&&（9，6$".）；"% : 781"：
%4(!（:$"），%%(.（:$&），"..(#（:$%），"&#(&（:$#），"5.(!（:$
4），%&(%（:$5），&4(5（:$!），%!(.（:$,），#5(.（:$.），%,(!（:$
"’），".("（:$""），&#(4（:$"&），4&(4（:$"%），,’(,（:$"#），%’(%
（:$"4），%%(’（:$"5），&",(!（:$"!），"!(.（:$",），"!(%（:$".）；
8; *<=：%&4［8> 7@］>，%#"［8> ?］>。

"#!，"!#$二羟基$雄甾$#$烯$%$酮（#） 收率："’(5)；*+：
,4(% - ,5(,/；［!］&’A B .5(,C（: B ’("&5，8DE6）；01（2*3 "）

%#%&，&.#’，&,54，"!%%，"54.，"#4&，"%!5，"%4"，"&!!，"&%5，
"’#4；"6 781"：4(!%（*，6$#），#(%&（*，6$"!），’(."（9，6$
",），"(&"（9，6$".）；"% : 781"：%4(,（:$"），%#(’（:$&），

"..(5（:$%），"&%(.（:$#），"!’(!（:$4），%&(!（:$5），&.(5（:$
!），%,(.（:$,），#5(,（:$.），%,(!（:$"’），".(!（:$""），&,(5
（:$"&），#!(’（:$"%），,%(%（:$"#），&5("（:$"4），%&(4（:$"5），

!,(5（:$"!），"#(.（:$",），"!(&（:$".）；8; *<= ：%&!［8 >
7@］>，%#%［8> ?］>。

5!，"!#$二羟基$雄甾$#$烯$%$酮（$） 收率：5"(4)；*+：
..(" - "’"(%/；01（2*3 "）%#".，&.#%，&,5.，"!%’，"55"，
"#"#，"%,’，"&%’，"’#.，"’"!；"6 781"：4(,%（*，6$#），
#(%!（FF，G B &(5，4(% 6=，6$5），%(5!（FF，G B ,(#，"!(’ 6=，
6$"!），’(,%（9，6$",），"(#’（9，6$".）；"% : 781"：%!("（:$
"），%#(%（:$&），&’’(#（:$%），"&5(#（:$#），"5,(&（:$4），!%("
（:$5），%,(’（:$!），&.(,（:$,），4%(!（:$.），%,(’（:$"’），&’(5
（:$""），%5(#（:$"&），#&(.（:$"%），4’(4（:$"#），&%(%（:$"4），
%’(4（:$"5），,"(!（:$"!），""("（:$",），".(5（:$".）；8; *<= ：
%&!［8> 7@］>，%#%［8> ?］>。

%&" 菌种的鉴定
经对采自黑龙江省密山地区的山林土样进行真菌分离

和筛选，获得 .个菌株，其中一株具有较强的转化甾体能力。
该菌株经中国农业微生物菌种保藏管理中心鉴定为接合菌

亚门（!"#$%"&$’()*）毛霉科（+,&$-*&.*.）毛霉属（+,&$-）的总
状毛霉（+ H -*&.%$/,/），编号为 I::: ’#’"，该菌的形态描述，
如下［""，"&］：

在 JAI培养基上 &!/培养，菌丝生长迅速，菌落初为白
色，后变为黄褐色，气生菌丝发达，菌丛较高，4 - "4**。菌

丝无假根，孢囊梗单生，单轴分枝，不卷曲。孢囊梗末端产生

孢子囊。孢子囊初无色，后变褐色或灰色，直径 &’ - ,’$*，
囊壁具微刺。囊轴倒卵形，椭圆形，筒形，梨形，基部平截，直

径 &’ - 5’$*，浅褐色，具囊领。孢囊孢子宽椭圆形至近球
形，灰色，壁光滑，直径 &(! - 4(&$*（图 %）。

图 ’ 总状毛霉形态
KLMH% 8NO+PNQNML2@Q 2P@O@2RDO9 NS + H -*&.%$/,/ H I @TF U：

;+NO@TMD（#’’ V）；:：;+NO@TMD（"’’ V）；A：;+NO@TMLN9+NOD（"’’ V）H

’ 讨论

在萃取发酵液和菌丝体时，选择了不同的溶剂进行试

验。结果发现，用氯仿萃取时，容易产生乳化现象，不易分

离，而且萃取时间较长。在选用极性较大、水溶性较小的叔

丁醇时，尽管萃取效果好，但很容易将发酵液中的杂质也萃

取出来，这样不利于转化产物的分离，而且叔丁醇价格较贵。

用乙酸乙酯萃取时，无乳化现象，萃取液容易分离，效果良好。

尽管人们对甾体生物转化的机理研究还不甚清楚，从生

物转化产物中可以推断化合物 (发生 "#!$羟基化后又发生
!!$羟基化，因为产物中没有其他的 !!$羟基黄体酮存在。雄
甾$#$烯$%，"!$二酮发生羟基化的位置主要是 "#!位，还有少
量发生在 5!位上，同时底物的 :"!羰基还原成醇。这些羟
基化产物说明，总状毛霉对 #$烯$%$酮类甾体具有引入 "#!$羟
基的立体选择性。在真菌类生物转化中甾体分子与 J#4’酶
的结合是通过甾体中 I环和 A环的氧取代基进行的［5，"%］。
上述结果表明，底物的结构与引入羟基官能团的位置的关

系，很可能是由于这些官能团形成酶$底物络合［5，"%］。甾体 I
环中共轭羰基（:%）结构的存在，对于底物在酶的活化部位中
的紧密结合及合适取向都是非常重要的［"%］，因而底物将选

择性地在 "#!位发生羟基化反应。产物中有部分 !$羟基和
"!$羟基甾体衍生物，在同一转化培养体系中总状毛霉产生
了羟基化酶和还原酶，说明 J#4’酶系中酶的多样性。
从土样中筛选到一株能转化甾体的菌株，经形态观察，
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鉴定为总状毛霉（! ! "#$%&’()( "### $%$&）。首次以总状毛
霉对不同结构底物甾体药物中间体的生物转化进行了系统

的研究，发现总状毛霉对不同结构底物的羟基化反应具有立

体选择性，对 %’烯’(’酮类甾体主要发生 &%!’羟基化反应。对
生物转化得到的具有生物活性潜力的 &%!’羟基甾体衍生物，
通过红外、质谱、核磁分析，确定了生物转化产物的化学结构。
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