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三种真菌对洋地黄毒苷的生物转化特性研究 
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（天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457） 

 

摘 要：考察了新月弯孢霉（Curvularia lunata）AS3.3589、蓝色犁头霉（Absidia coerulea）CICC40302 和雷斯青霉

（Penicillium raistrickii）ATCC10490 对洋地黄毒苷的生物转化特性．结果表明：新月弯孢霉 AS3.3589 转化洋地黄毒

苷得到 2 个产物，即产物Ⅰ和产物Ⅱ，产物Ⅰ的转化率为 27%，产物Ⅱ的转化率为 5%；蓝色犁头霉 CICC40302 转化洋

地黄毒苷得到 1 个产物，即产物Ⅲ，转化率为 6%；雷斯青霉 ATCC10490 对洋地黄毒苷不发生转化反应．通过优化新月

弯孢霉 KA-91 生物转化反应的工艺条件，使转化产物Ⅰ的转化率达到 38%，产物Ⅱ的转化率达到 10%． 
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Studies on Biotransformation Identity of Digitoxin by Three Fungi 
WANG Li-juan，WANG Min，WEN Zhu，LIU Zeng-bing 

（Tianjin Key Laboratory of Industrial Microbiology，College of Biotechnology，Tianjin University of Science  
＆Technology，Tianjin 300457，China） 

Abstract ： Biotransformed identity of digitoxin is investigated by Curvularia lunata AS3.3589 ，Absidia coerulea

CICC40302 and Penicillium raistrickii ATCC1049. Results of the experiment are these：Two products are gotten when digi-

toxin is biotransformed by Curvularia lunata AS3.3589，named productⅠand productⅡ，and the biotransformation yields 

are 27% and 5%；One product is gotten when digitoxin is biotransformed by Absidia coerulea CICC40302，named product 

Ⅲ，and the biotransformation yield is 6%；Penicillium raistrickii ATCC1049 can not biotransform digitoxin. The optimum 

conditions of transformation by Curvularia lunata AS3.3589 are studied by transformated experiment. After that，the bio-

transformation yield of productⅠis attained to 38% and of productⅡ is attained to 10%. 

Keywords：digitoxin；Curvularia lunata；Absidia coerulea；Penicillium raistrickii；biotransformation 
 
洋地黄强心苷类（digitalis glycosides）药物是一

类有强心作用的苷类化合物，应用于临床已有 200 余

年的历史，至今仍是治疗充血性心力衰竭（心衰）的

主要药物之一[1]．强心苷类药物除了具有增强心肌收

缩力的作用外，还有治疗室上性心律失常的作用．洋

地黄苷类治疗充血性心力衰竭的确切作用机制目前

尚不完全清楚，普遍认为是通过抑制心肌细胞膜上

Na+-K+-ATP酶，使心肌细胞内过多的Na+不能泵出到

细胞外，导致心肌细胞内Na+浓度升高．过多心肌细

胞内的Na+又通过细胞膜上Na+-Ca2+交换机制而被泵

出细胞外，与此同时，将细胞外的Ca2+摄入心肌细胞

内，使细胞内可利用的Ca2+浓度增加，进而使心肌细

胞的兴奋-收缩锅联作用增强，呈现出心肌收缩力增

加．近年来有文献报道洋地黄强心苷类药物具有抗肿

瘤活性，与白血病或淋巴癌、肾或泌尿系肿瘤的低发

生率之间有某种相关性[2—5]．洋地黄强心苷类药物的

缺点主要表现在排泄缓慢、易于蓄积中毒，而且治疗

量和中毒量接近（治疗量约为中毒量的 60%），故易

发生中毒[1]．对洋地黄强心苷类药物进行结构修饰，

期望得到高效、速效、低毒的强心苷类药物成为该类

药物研究开发的方向之一．以甾醇为母体经多次转

化生成洋地黄强心苷元的过程，涉及到大约 20 种酶
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的作用，步骤烦琐[6]．利用生物转化的方法对洋地黄

毒苷进行结构修饰已成为研究的热点[7—9]．其中，胡

之璧院士应用洋地黄悬浮培养细胞，筛选出“胡氏细

胞株”， 经转化后甾体母核C12位上增加了一个羟

基，将洋地黄毒苷羟化为地高辛[10]．微生物代谢过程

中，对外界物质的利用及转化，能起到降低物质毒性

的作用．新月弯孢霉（Curvularia lunata）、蓝色犁头

霉（Absidia coerulea）、雷斯青霉（Penicillium rais-
trickii）都是常用的微生物转化菌株 [11—14]．本实验以

洋地黄毒苷为底物，探讨新月弯孢霉、蓝色犁头霉和

雷斯青霉对其进行生物转化的特性． 

1 材料与方法 

1.1 菌种 
新月弯孢霉（Curvularia lunata）AS3.3589、蓝

色犁头霉（Absidia coerulea）CICC40302、雷斯青霉

（Penicillium raistrickii）ATCC1049，均为天津科技

大学微生物制药研究室保存． 
1.2 培养基 
1.2.1 新月弯孢霉 AS3.3589 培养基 

斜面培养基（g/L）：土豆 200，葡萄糖 20，琼脂

20．发酵培养基（g/L）：葡萄糖 22，牛肉膏 5，酵母膏

4，pH6.5． 
1.2.2 蓝色犁头霉 CICC40302 培养基 

斜面培养基（g/L）：土豆 200，葡萄糖 20，琼脂

20．发酵培养基（g/L）：葡萄糖 10.5，酵母膏 2.5，玉

米浆 12.0，硫酸铵 5.0，pH6.4~6.7． 
1.2.3 雷斯青霉 ATCC10490 培养基 

斜面培养基（g/L）：麦芽提取物 20，葡萄糖 20，

蛋白胨 1，琼脂 20．发酵培养基（g/L）：葡萄糖 30，

玉米浆 20，硝酸钠 2，磷酸二氢钾 1，磷酸氢二钾 2，

硫酸镁 0.5，硫酸亚铁 0.02，氯化钾 0.5，pH7~7.5． 
1.3 主要试剂与仪器 

洋地黄毒苷，美国 BE 公司；地高辛，中国药品

生物制品鉴定所；薄层硅胶板 GF254，烟台市化学工

业研究所；其他试剂，天津市元立化工有限公司． 
HYG-Ⅱ型回旋式恒温调速摇瓶柜，上海欣蕊自

动化设备有限公司；超净工作台，苏州净化设备厂；

WS2-134-75 电热恒温培养箱，天津市实验仪器厂；低

速台式离心机，上海安亭科学仪器厂；三用紫外分析

仪，上海强运科技有限公司． 
1.4 底物溶液的制备 

准确称取洋地黄毒苷原料溶于 V（氯仿）∶V
（甲醇）=1∶1 的溶剂中，配制成 100,mg/mL 的底物

溶液． 
1.5 新月弯孢霉 AS3.3589 对洋地黄毒苷的转化 

反应 
新月弯孢霉AS3.3589 接种于新鲜斜面培养基，

置于 28,℃恒温培养 7,d，于 4,℃冰箱保存备用．用无

菌水制备孢子悬浮液，调整孢子浓度为3.0×106mL-1， 
取 1,mL孢子悬液接种到含有 30,mL发酵培养基的

250,mL三角瓶中，28,℃，180,r/min摇床培养 24,h，加

入底物溶液 30,µL，使转化液中洋地黄毒苷的浓度达

到 1×10-4g/L，28,℃，180,r/min继续培养 48,h，终止

发酵． 
1.6 蓝色犁头霉 CICC40302 对洋地黄毒苷的转化 

反应 
蓝色犁头霉CICC40302 接种于新鲜斜面培养基

上，28,℃恒温培养 5,d，置于  4,℃冰箱保存备用．用无

菌水制备孢子悬浮液，调整孢子浓度为3.0×107 mL-1，

取 1,mL孢子悬浮液接种含有 30,mL发酵培养基的

250,mL三角瓶中，置于摇床上 28,℃振荡（0～7,h，

150,r/min，然后调节转速为 170,r/min）培养 19～

21,h，培养液的pH降至 3.8 左右，用 NaOH溶液将培

养液的pH调至 5.4～5.6，加入底物溶液 30,µL，使转

化液中洋地黄毒苷的浓度达到 1×10-4g/L，28,℃，

150,r/min继续培养 24,h，终止发酵． 
1.7 雷斯青霉 ATCC10490 对洋地黄毒苷的转化 

反应 
雷斯青霉ATCC10490 接种于新鲜斜面培养基

上，28,℃恒温培养  5,d，置于 4,℃冰箱保存备用．用无

菌水制备孢子悬浮液，调整孢子浓度为3.0×108,mL-1， 
取 1,mL孢子悬液接种到含有 50,mL发酵培养基的

250,mL三角瓶中，28,℃，210,r/min摇床培养 36,h，加

入底物溶液 50,µL，使转化液中洋地黄毒苷的浓度达

到 1×10-4g/L，28,℃，210,r/min继续培养 72,h，终止

发酵． 
1.8 产物的分离提取 

转化结束后，离心（4,500,r/min，10,min）分离

菌丝体和发酵液．分别用 30,mL 氯仿萃取菌丝体和

发酵液，振荡 0.5,h，合并萃取液，减压蒸发除去溶

剂，残留物用 V（氯仿）∶V（甲醇）=1∶1 的混合溶

媒溶解，移至 1.5,mL 离心管内，用于分析． 
1.9 分析方法 

薄层色谱（TLC）法的精密度足以将本实验的

转化产物迅速分析出来，且操作方便，因此，本实验

采用薄层色谱法进行转化产物的分析．展开剂为：V
（氯仿）∶V（甲醇）∶V（苯）=10∶2∶5，取上一步

离心管内提取物溶液 6,μL 点板，展开后待溶剂挥发
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完，置于紫外分析仪 254,nm 下观察底物及产物斑

点，观察完毕喷以显色剂（10%的硫酸水溶液），并将

硅胶板置于烘箱内90,℃干燥 10～15,min，斑点显色，

根据斑点面积的大小，采用归一化法计算转化率． 
转化率的计算公式如下： 

  100转化率
n

P
P P P S

= ×
+ + + +

1

1 2 L
%  

式中：P1为产物Ⅰ在薄板上的面积；P2为产物Ⅱ在薄

板上的面积；Pn为产物n在薄板上的面积；S为洋地黄

毒苷在薄板上的面积． 

2 结果与分析 

2.1 三种真菌对洋地黄毒苷的转化 
2.1.1 新月弯孢霉 AS3.3589 的转化结果分析 

由图 1 可知，新月弯孢霉AS3.3589 转化洋地黄

毒苷得到 2 个转化产物，命名为产物Ⅰ和产物Ⅱ，其

中产物Ⅰ的Rf值为 0.424，转化率 27%；产物Ⅱ的Rf值

为 0.228，转化率 5%．洋地黄毒苷标准品的Rf值为

0.523，地高辛标准品的Rf值为 0.357，产物Ⅰ的Rf值介

于洋地黄毒苷和地高辛之间，产物Ⅱ的Rf值则小于两

者，即表明产物Ⅰ的极性介于洋地黄毒苷和地高辛之

间，而产物Ⅱ的极性大于洋地黄毒苷和地高辛． 

 

图 1 新月弯孢霉 AS3.3589对洋地黄毒苷的转化结果 
Fig. 1 Transformation of digitoxin by Curvularia lunata  

AS3.3589 
 
2.1.2 蓝色犁头霉 CICC40302 的转化结果分析 

由图 2 可知，蓝色犁头霉CICC40302 转化洋地

黄毒苷得到 1 个转化产物，命名为产物Ⅲ，Rf值为

0.605，转化率为 6%．产物Ⅲ的极性小于洋地黄毒苷

和地高辛． 

 

图 2 蓝色犁头霉 CICC40302对洋地黄毒苷的转化结果 
Fig. 2 Transformation of digitoxin by Absidia coerulea 

CICC40302 
 

2.1.3 雷斯青霉 ATCC10490 的转化结果分析 
如图 3 所示，雷斯青霉 ATCC10490 对洋地黄毒

苷 未发生 转化 反应，没有 新斑点 产生，即 无转化 
产物． 

 

图 3 雷斯青霉 ATCC10490 对洋地黄毒苷的转化结果 
Fig. 3 Transformation of digitoxin by Penicillium raistrickii 

 ATCC10490 

综合分析三种真菌对洋地黄毒苷的转化结果

（结果见表 1），新月弯孢霉AS3.3589 的转化效果较

好，得到 2 个转化产物，二者的Rf值相差较大，便于转

化产物的分离纯化． 

表 1 三种真菌对洋地黄毒苷的转化结果 
Tab. 1 Biotransformation of digitoxin by three epiphyte 

转化率/% 
菌种 

产物Ⅰ 产物Ⅱ 产物Ⅲ 

新月弯孢霉 AS3.3589 27 5 — 

蓝色犁头霉 CICC40302 — — 6 

雷斯青霉 ATCC10490 — — — 
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2.2 新月弯孢霉 AS3.3589 对洋地黄毒苷转化反应 

条件的初步优化 
2.2.1 底物浓度对新月弯孢霉 AS3.3589 转化反应的 

影响 
洋地黄毒苷对菌体有较大的毒性，投料量高会抑

制菌体的生长．从图 4 可知，底物浓度在1.0×10-4~ 

4.0×10-4,g/L范围内，随着底物浓度的增加，产物Ⅰ和

产物Ⅱ的转化率呈下降的趋势，其中产物Ⅱ在底物浓

度≥2.0×10-4,g/L时，转化率趋于 0．综合考虑产物Ⅰ

和产物Ⅱ的转化率，选择 1.7×10-4g/L的底物浓度． 

 

图 4 底物浓度对洋地黄毒苷转化的影响 
Fig. 4 Effect of digitoxin concentration on transformation of 

 digitoxin 
 

2.2.2 培养基装液量对新月弯孢霉 AS3.3589 转化反应 
的影响 

如图 5 所示，装液量在 30~60,mL 时，产物Ⅰ的转

化率均在 33%以上，产物Ⅱ的转化率均在 5%以上，转

化效果较好；当装液量为 70,mL 时，转化率开始下降． 
新月弯孢霉AS3.3589 属于好氧微生物，摇瓶培养氧传

递的气液界面是明确的，通过改变摇瓶的装液量，即可

改变培养液的比表面积，影响溶氧．供氧不足，菌体代

谢会发生异常；供氧过度对菌体细胞有所损伤[15]，从而

影响转化结果． 

 

图 5 装液量对转化的影响 
Fig. 5 Effect of the volume of culture medium on  

transformation of digitoxin 
 

2.2.3 培养基初始 pH 对新月弯孢霉 AS3.3589 转化 
反应的影响 

如图 6 所示，培养基的初始 pH 在 5.5~6.5 有利

于转化反应的进行，当初始 pH 6.0 时，产物Ⅰ的转化

率达到最大，为 38%，产物Ⅱ的转化率为 10%． 

 
图 6  初始 pH对转化的影响 

Fig. 6 Effect of original pH on transformation of digitoxin 
 
2.2.4 转化过程曲线 
    如图 7 所示，转化时间在 8~56,h 时，底物洋地黄

毒苷的含量逐渐减少，产物的生成量明显增多，转化

56,h 时，产物的生成量达最高值，继续延长反应时

间，底物的含量继续减少，但产物的含量开始出现下

降趋势．分析原因可能有两种：一种是产物不稳定，

在发酵过程中降解；另一种是菌体发酵后期，能源物

质耗尽，菌体开始利用底物和产物． 

 
图 7 转化过程曲线 

Fig. 7 Curve of the transformation process  

3 结 论 

由于洋地黄强心苷类药物具有排泄缓慢、易于蓄

积中毒、且治疗量和中毒量非常接近等缺点，而微生

物代谢过程中对外界物质的转化能起到降低物质毒

性的作用，因此，本课题通过微生物转化方法，选用

新月弯孢霉 AS3.3589、蓝色犁头霉 CICC40302 和雷

斯青霉 ATCC10490 对洋地黄毒苷进行结构修饰，期

望得到高效、速效、低毒的强心苷类先导化合物．新

月弯孢霉 AS3.3589 转化洋地黄毒苷得到 2 个产物，
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即产物Ⅰ和产物Ⅱ，转化率分别为 27%和 5%；蓝色

犁头霉 CICC40302 转化洋地黄毒苷得到 1 个产物，

即产物Ⅲ，转化率为 6%；雷斯青霉 ATCC10490 对洋

地黄毒苷不发生转化反应．并初步确定了新月弯孢

霉 AS3.3589 转化反应的条件，菌株在初始 pH 为

6.0，装液量为 60,mL/250,mL 三角瓶时，28,℃下以

180,r/min 振荡培养 24,h，加入底物溶液，使转化液中

洋地黄毒苷的初始浓度为 0.017%，经 48,h 转化，产

物Ⅰ的转化率可达 38%，产物Ⅱ的转化率可达 10%． 
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《天津科技大学学报》变更刊期的启事 

《天津科技大学学报》（ISSN1672－6510，CODEN TQIXES）是经国家科技
部、国家新闻出版署批准，由天津市教育委员会主管，天津科技大学主办的公开
发行的自然科学学术期刊。本刊一直被中国科学文献计量评价研究中心、中国学
术期刊（光盘）编辑委员会作为《中国学术期刊综合评价数据库》来源期刊，
《中国科学引文数据库》来源期刊，并且是美国《化学文摘》（CA）、美国《剑
桥科学文摘》（CSA）、《中国无机分析化学文摘》、《中国生物学文摘》、
《电子科技文摘》等多家文摘的期刊源。《中国期刊网》（CNKI）、《万方数
据—数字化期刊群》、《中文科技期刊数据库》（VIP）全文收录，被国家科技部
“中国科技论文统计源期刊”收录评为“中国科技核心期刊”。 

为了增加信息量，缩短论文出版周期，进一步适应现代化期刊的发展要求，
自 2009 年起本刊由原季刊变更为双月刊，原有栏目不变, 主要刊登轻工技术与工
程、食品工程与生物技术、材料科学与化学工程、机械及自动化、海洋科学与工
程等学科的理论及应用的研究论文、研究报告。欢迎广大作者踊跃投稿。 
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