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一株蟾毒灵转化菌株的筛选鉴定与转化条件优化 
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摘  要：【背景】微生物转化是对天然产物进行结构修饰的重要手段，具有催化反应快、选择性强、

反应条件易控制和污染小等特点。许多微生物能够对蟾毒配基类化合物进行生物转化，在不同位置进

行结构修饰，并且产生毒性减弱的活性衍生物。【目的】筛选蟾毒灵生物转化菌株，以期发现活性更

好、毒性降低的化合物。【方法】利用蟾毒灵为底物筛选其生物转化菌株，通过 HPLC (High performance 

liquid chromatography)/LC-MS (Liquid chromatograph-mass spectrometer)鉴定转化产物；对可生物转化

蟾毒灵的菌株进行菌落形态观察和分子生物学鉴定，并优化发酵条件提高转化率，同时测试该菌株对

其他甾体化合物的转化作用。【结果】筛选获得一株蟾毒灵转化菌，经形态学与 ITS (Internal transcribed 

spacer)分析鉴定为 Naganishia 属菌，转化产物为 3-去氢蟾毒灵。该菌株生物转化的培养基最适底物浓

度为 8 mg/L，最适初始 pH 值为 6.5，最佳接种量为 3%，最佳转化时间为 96 h，最终转化率为 48.3%。

该菌株可将雌酮 E1 转化为雌二醇 E2，也可将雌二醇 E2 逆向转化为 E1。【结论】首次发现 Naganishia

属菌株对甾体类化合物具有转化活性，其产生的弱细胞毒性的转化产物 3-去氢蟾毒灵有望成为高效、

安全的强心药物。微生物转化法选择性高、反应条件温和、操作简单，为大量制备活性化合物 3-去氢

蟾毒灵提供了一条简便易行的道路，也为更多甾体化合物结构修饰提供了可能。 

关键词：微生物转化，Naganishia 属，蟾毒灵，3-去氢蟾毒灵，甾体 
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Abstract: [Background] Microbial transformation is an important means for structural modification of 
natural products, featured with fast reaction, high selectivity, easy-controlled conditions and little pollution. 
Many microorganisms have been isolated for transformation of bufadienolides and several derivatives of 
reduced toxicity can be obtained by the modification at different positions. [Objective] The aim of this work 
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is to find compounds with better bioactivity or reduced toxicity by screening the converting strains towards 
bufalin. [Methods] Substrate transformation experiments were carried out with bufalin as substrate to screen 
strains, and the products were identified by HPLC (High performance liquid chromatography) and LC-MS 
(Liquid chromatograph-mass spectrometer). The selected strain was determined in terms of colony 
morphology observation and molecular biological identification. The fermentation conditions were optimized 
to increase the conversion rate. The transformation of other steroids were also determined. [Results] One 
bufalin-transforming strain was obtained and identified as Naganishia sp. by the morphological 
characterisitics and evolutionary analysis on the basis of ITS sequence. The transformation product of this 
strain to bufalin was 3-ketobufalin. The optimal conversion conditions were determined with the initial pH 
value of 6.5, substrate concentration of 8 mg/L, the inoculation amount of 3% and the transformation time of 
96 hours. About 48.3% of bufalin was converted into 3-ketobufalin. In addition, this strain could also transform 
the reversible reaction of estrone and 17β-estradiol. [Conclusion] It is first reported that Naganishia strain can 
transform bufalin into 3-ketobufalin, with less toxicity and great potential for safe drug to heart failure. The 
capability of transforming steroids of this strain also makes it possible to bioconvert and modify other steroidic 
compounds. The microbial conversion can provide a convenient path for large-scale production of the 
valuable compound because of high selectivity, mild reaction conditions and simple operation process. 

Keywords: Microbial transformation, Naganishia sp., Bufalin, 3-Ketobufalin, Steroids 

蟾酥是一种传统中药，是中华大蟾蜍或黑眶

蟾蜍耳后腺分泌物，具有开窍醒神、解毒、止痛

的功效[1]，也具有良好的强心效果[2]和多种抗肿瘤

活性，对肝癌[3]、结肠癌[4]和肺癌[5]等多种癌细胞

有很好的抑制作用，是药物“六神丸”、“麝香保心

丸”和“蟾毒灵注射液”的主要原料。蟾毒配基类化

合物是蟾酥中的有效活性成分，包括蟾毒灵(图

1)、脂蟾毒配基、华蟾毒精等多种化合物，占蟾酥

总量 10%[6]。临床实验证实蟾毒配基类活性成分具

有一定的心脏毒性[7-10]，因此限制了蟾酥药物的进

一步使用。如何克服蟾酥化合物毒副作用，是当

前亟待解决的关键问题，也是提高蟾酥药物使用

效率的必经之路。 

 

 
 
 

图 1  蟾毒灵及 3-去氢蟾毒灵结构[20] 
Figure 1  Structure of bufalin and 3-keto bufalin[20] 

微生物转化技术是中药现代化研究的热点之

一，它可以利用微生物产生的一系列酶作用于中

药底物，通过酶的催化作用影响天然药物的成分

含量 [11]，借此提高药效，去除杂质，增加稳定

性，降低毒性或产生新的成分[12-14]。例如 Yu 等对

人参中的 Rb1、Re 及 Rg1 等成分进行了微生物转

化，产物的量和抗炎症的效果明显提高(P<0.05)[15]；

叶敏利用连格孢霉对华蟾毒精进行转化，通过羟

基化、脱氢、脱乙酰基反应得到了 6 种羟基化和乙

酰基产物，得到的去乙酰化产物毒性更小，使得

华蟾毒精毒性大大降低[16]，增加了蟾酥的药效。 

本研究以蟾酥中重要有效成分蟾毒灵为底

物，筛选可对其进行生物转化的菌株，以期通过

生物转化手段获得活性更好、毒性减弱的化合

物。通过筛选最终得到一株蟾毒灵转化菌，转化产

物为 3-去氢蟾毒灵(图 1)，该化合物细胞毒性明显

减弱[17-19]，在强心应用上有很大的潜在价值。这是

Naganishia 属菌株首次被发现具有甾体类转化活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

实验室前期从土壤、湖水和植物组织中分离

了 35 株菌。 
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1.1.2  培养基 

发酵基础培养基参考文献[21]，固体培养基加

18 g/L 的琼脂粉。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

蟾毒灵，上海中医药大学李医明课题组提

供；GC 纯 17β-雌二醇、雌酮、雌三醇和 17α-炔雌

醇(图 2)，西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；

甲醇、乙酸乙酯、丙酮等有机试剂，摩贝(上海)生

物 科 技 有 限 公 司 ； 色 谱 纯 乙 腈 (Acetonitrile ，

ACN)，上海百灵威化学技术有限公司；氘代甲醇

(Methanol-d4)，Cambridge Isotope Laboratory 公司。 

C18 反相色谱柱，广州菲罗门科学仪器有限公

司；C18 反相半制备柱、高效液相色谱仪(Agilent 

1260 infinity HPLC)、超高效液相色谱-四级杆飞行

时间质谱联用仪，安捷伦科技有限公司；600 MHz

核磁共振波谱仪，布鲁克科技有限公司。  

1.2  方法 

1.2.1  转化菌筛选 

将菌种划线接种于固体平板培养基，30 °C 恒

温培养 36 h 长出单菌落，挑取单菌落接种于含 4 mL

基础培养基小白管中，30 °C、220 r/min 振荡培养

12 h 至菌液浑浊；取种子液，按 2%接种量接种于

装有 50 mL 基础培养基的 250 mL 三角瓶中，

30 °C、220 r/min 振荡培养 24 h，然后添加 0.5 mg 蟾

毒灵甲醇溶液(终浓度 10 mg/L)继续振荡培养 48 h； 

 

 
 

图 2  本研究中其他甾体化合物结构[22] 
Figure 2  Structure of other steriodic compounds in the 
study[22] 

4 000 r/min 离心菌液 10 min，将上清液倒出，用与

发酵液等体积的乙酸乙酯常温振荡萃取，振荡 30 s

后静置分层。将水相用等体积乙酸乙酯再次萃取，

离心后菌体沉淀加入 15 mL 丙酮重悬并过夜浸泡萃

取，过滤后与乙酸乙酯萃取液合并，30 °C 减压蒸

馏浓缩，产物用 1 mL 甲醇溶解后进行 HPLC 检测

分析，有转化产物的菌株进行后续实验分析。 

1.2.2  产物检测方法 

色谱条件：色谱柱 Phenomenex C18 4.6 mm× 

250 mm，检测波长 296 nm，流速设定为 0.6 mL/min，

进样量 20 L。洗脱条件为梯度洗脱法，乙腈初始

浓度为 5%，0−30 min 由 5%增至 60%，30−45 min

由 60%增 至 100%， 45−48 min 乙 腈 浓 度 保 持

100%，48−50 min 由 100%降至 5%，50−55 min

保持 5%。 

1.2.3  产物转化率计算 

转化率=S1/(S1+S2)×100%，式中 S1 为产物峰峰

面积，S2 为实验组中底物峰峰面积。 

1.2.4  目标产物的分离纯化及结构鉴定 

250 mL 三角瓶分批发酵 40 瓶共 2 L，置于

30 °C 的相同条件培养并处理发酵液得到分离粗品

1.2 g。吸取 5 mL 甲醇溶解发酵产物，用 C18 半制

备色谱柱收集目标组分，每次进样 100 L。色谱

条件：色谱柱 Agilent C18 9.4 mm×250 mm，检测波

长296 nm，流速设定为2 mL/min，进样量100 L。

洗脱条件为梯度洗脱法，乙腈初始浓度为 5%，

0−20 min 由 5%增至 60%，20−30 min 由 60%增至

80%，30−31 min 乙腈浓度升至 100%，31−34 min

保持 100% 3 min，34−35 min 降至 5%，35−39 min

保持 5%。根据 HPLC 实时在线图谱，收集可能的

目标化合物出峰时的流出组分，共计接样 50 次，

收集流出组分约 40 mL。 

取 20 L 收集组分用 C18 分析色谱柱检测，确

保收集组分的纯度。将纯品组分减压蒸馏蒸干。

取少许纯化后样品，溶解于甲醇中，使用 LC-MS

检测，获得高分辨质谱[HPLC 条件与产物检测方

法 一 致 ， 电 离 源 为 APCI (Atmospheric pressure 
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chemical ionization 源)]。剩余样品溶于 0.5 mL 氘代

甲醇中，以四甲基硅烷(Tetramethyl silane，TMS)作

为 内 标 进 行 核 磁 共 振 光 谱 (Nuclear magnetic 

resonance，NMR)分析。检测结束后回收样品，减压

蒸馏去除溶剂，将干燥的样品于−80 °C 保存。 

1.2.5  菌株形态观察 

将筛选菌株接种到固体基础培养基上，30 °C

培养 3 d，观察菌落形态包括形状、大小、颜色

等，通过扫描电镜进一步观察细胞形态[23]。 

1.2.6  菌株分子生物学鉴定 

筛选得到的菌株送交上海融享生物科技有限

公司进行 ITS 基因序列分析鉴定。正、反向引物分

别为 ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和

ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)。50 L 

ITS 序 列 扩 增 体 系 ： 基 因 组 DNA 1.0 L ，

10×Buffer 5.0 L，Taq 聚合酶(5 U/L) 1.0 L，

dNTPs (10 mmol/L) 1.0 L，引物 ITS1 和 ITS4 

(10 mol/L)各 1.5 L，ddH2O 39.0 L。PCR 反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 

1 min，共 35 个循环；72 °C 7 min。 

测得的序列提交 GenBank，并利用 NCBI 的

BLAST 软件进行同源性比对。将筛选菌株及近缘

菌株的 ITS 基因序列用 MEGA 6.0 软件构建系统发

育进化树，采用邻接法(Neighbor-Joining method)、

1 000 次自展(Bootstrap)来评估所建进化树的准确性。 

1.2.7  转化条件优化 

以菌株筛选实验的发酵方法和培养基作为基

础，先后探索底物浓度、初始 pH 值、接种量和发

酵时间对底物转化率的影响。每个影响因素均设

置 5 种不同条件，统计每个条件下可重复实验数据

(3 次及以上)，计算平均值。每个变量摸索出最佳

条件后，下一个变量最佳条件摸索实验按照该参

数最佳条件进行，最终确定最佳转化条件，并计

算得到最佳转化率。 

1.2.8  转化菌株对其他甾体类的转化 

选取雌酮、雌二醇、雌三醇和 17α-乙炔雌二

醇 4 种甾体进行转化菌株生物转化实验，按照蟾毒

灵喂养实验的步骤进行，采用 HPLC 和 LC-MS 检

测反应结果(4 种化合物配置成 1 mg/mL 的溶液，溶

于 DMSO 中)。 

其他甾体化合物 HPLC 色谱条件：色谱柱

Phenomenex C18 4.6 mm×250 mm， 检 测波 长

280 nm，流速设定为 0.6 mL/min，进样量 20 L。

洗脱条件为梯度洗脱法，乙腈初始浓度为 5%，

0−20 min 由 5%增至 55%，20−40 min 由 55%增至

100%，40−43 min 乙腈浓度保持 100%，43−45 min

由 100%降至 5%，45−50 min 保持 5%。 

LC-MS 色谱方法与 HPLC 一致，质谱方法为

APCI 源负离子模式。 

2  结果与分析   

2.1  蟾毒灵转化产物检测与结构鉴定 

2.1.1  转化产物 HPLC 检测 

分别设置对照组 a、c 和实验组 b，在实验组 b

的发酵液中添加底物蟾毒灵，在对照组 a 发酵液添

加等量的甲醇，在对照组 c 发酵液中添加底物蟾毒

灵，不加种子液，其他条件相同。HPLC 检测结果

显示一株菌的发酵液中有新峰产生，该菌株编号

为 xl-001。如图 3A 所示，1 为蟾毒灵，2 为转化产 
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图 3  菌株 xl-001 转化蟾毒灵的产物检测与鉴定 
Figure 3  Detection and characterization of the transformation product of bufalin by strain xl-001 
注：A：HPLC 检测图：a：菌株 xl-001 添加等量甲醇；b：菌株 xl-001 喂养 0.5 mg 蟾毒灵；c：培养基喂养 0.5 mg 蟾毒灵；1：蟾毒

灵；2：产物. B：转化产物紫外吸收图. C：转化产物高分辨质谱图(负离子模式). D：蟾毒灵 NMR 图谱：a：氢谱；b：碳谱. E：蟾

毒灵转化产物 NMR 图谱：a：氢谱；b：碳谱. 
Note: A: HPLC map: a: Strain xl-001 feeding the same volume of methanol; b: Strain xl-001 feeding 0.5 mg bufalin; c: Medium feeding 
0.5 mg bufalin. 1: Bufalin; 2: The transformation product of bufalin. B: The UV-vis spectra profiles. C: The HRMS spectra ([M-H]−). D: 
NMR detection of bufalin: a: 1H NMR; b: 13C NMR. E: NMR detection of the transforming product of bufalin: a: 1H NMR; b: 13C NMR. 
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物。转化产物的全波长扫描图与底物基本一致，

在 296 nm 处有特征吸收。通过峰面积比值估算转

化率约为 36%。 

2.1.2  化合物结构鉴定 

化合物2是淡黄色粉末，易溶于甲醇和氯仿。紫

外吸收如图3B所示，其中λmax为210 nm和296 nm。

在 APCI 源下，高分辨质谱分析(图 3C)给出其准分

子离子峰为 383.224 7 [M-H]−，而其理论分子量为

384.230 1。因此确定它的分子式为 C24H32O4。将该

化合物和蟾毒灵分别溶解在 0.5 mL 的氘代甲醇

中，进行核磁共振(NMR)分析，并以四甲基硅烷

(TMS)作为内标。对比两个化合物的 1H NMR，发

现该化合物少了一个连氧次甲基信号 δH 4.05 (brs, 

H-3)。13C NMR 显示该化合物少了一个连氧碳信号

δC 66.3 (C-3)，多了一个羰基信号 δC 214.7 (C-3)。

因此推测 3 号位变成了羰基，结合 1H-1H COSY、

HSQC、HMBC 等 2D NMR 光谱，确定该化合物为

3-去氢蟾毒灵，化学结构如图 1 所示，核磁数据与

文献[20]报道一致。 

2.2  菌种鉴定 

2.2.1  菌种形态学鉴定 

筛选获得的蟾毒灵转化菌株 xl-001 在固体培养

基上呈白色较大菌落，表面光滑，质地为稀奶油

状，光滑，不产掷孢子。电镜下观察其细胞呈椭

球型，球径约为 2 m×3 m (图 4A)。根据菌落形

态和显微观察结果可初步判定该菌为酵母菌。 

 

 

 
 

图 4  菌株 xl-001 的菌落形态图和系统发育进化树 
Figure 4  The colony morphology and phylogenetic tree of strain xl-001 
注：A：菌株 xl-001 平板菌落和菌体扫描电镜照片；B：基于 ITS 序列构建的系统发育进化树：括号内为菌株的 ITS 序列在 GenBank

的登录号；分支结点处数字为 Bootstrap 值；标尺的数据为进化距离. 
Note: A: The photographs of the colonial morphology of xl-001 on the plate and under the scanning electron microscope; B: Phylogenetic 
tree constructed on the basis of ITS sequences: Numbers in parentheses represent the accession numbers in the GenBank for the ITS 
sequences of the strain; The numbers on the branches refer to bootstrap values; Bar (0.05) represents sequence divergence. 
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2.2.2  ITS 序列比对及系统进化树分析 

经 NCBI 比对显示，菌株 xl-001 与 Naganishia 

diffluens 等几种菌的 ITS 序列相似性为 99%。根据

比对结果选取近缘菌株构建系统发育进化树，在进

化树上 xl-001 与 Naganishia diffluens 及 Naganishia 

albida 位于同一支，亲缘关系较近(图 4B)。结合菌株

形态学鉴定结果，菌株xl-001应属于Naganishia属。 

2.3  转化条件优化 

2.3.1  底物浓度对菌株xl-001的蟾毒灵转化率的影响 

在培养基初始 pH 为 7.0、接种量为 2%、发酵

时间为 48 h 的初始条件下，探索不同底物浓度对

转化率的影响。如图 5 所示，随着底物浓度的增

加，转化率不断提高，当底物浓度达到 8 mg/L 时

转化率最高，大于 8 mg/L 时转化率随着底物浓

度增高反而降低，可能是由于底物浓度较高从

而抑制了转化酶的转化活性。从转化率和底物

添加总量来看，最佳底物浓度为 8 mg/L，最佳转

化率为 43.0%。 

2.3.2  初始 pH 值对菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率的

影响 

每组底物均定为 8 mg/L，探索不同初始 pH 值

对转化率的影响。如图 6 所示，当初始 pH 值为 6.5 

 

 
 
 

图 5  不同底物浓度下菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率 
Figure 5  The conversion ratio of strain xl-001 with 
different bufalin concentration 
注：反应条件：培养基初始 pH 为 7.0，菌株 xl-001 接种量为 2%，

发酵时间 48 h，底物(蟾毒灵)浓度依次为 2、4、6、8 和 10 mg/L. 
Note: The reaction conditions: the initial pH was 7.0, the innoculation 
of strain xl-001 was 2%, the fermentation time was 48 h and the 
concentration of bufalin was 2, 4, 6, 8 and 10 mg/L. 

 
图 6  不同初始 pH 值下菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率 
Figure 6  The conversion ratio of strain xl-001 under 
different initial pH  
注：反应条件：菌株 xl-001 接种量为 2%，发酵时间 48 h，底

物(蟾毒灵)浓度为 8 mg/L，培养基初始 pH 依次为 5.5、6.0、6.5、

7.0 和 7.5. 
Note: The reaction conditions: the innoculation of strain xl-001 was 
2%, the fermentation time was 48 h and the concentration of bufalin 
was 8 mg/L, and the initial pH was 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 and 7.5.  
 

时，底物转化率最高，溶液偏酸性或碱性转化率

均不是很理想。因此最佳转化初始 pH 值为 6.5，最

佳转化率为 43.6%。 

2.3.3  起始接种量对菌株 xl-001的蟾毒灵转化率的

影响 

每组的初始 pH 值均为 6.5，探索不同接种量对

转化率的影响。如图 7 所示，当起始接种量为 3%

时，菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率最高，为 43.9%。 
 

 
图 7  不同起始接种量时菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率 
Figure 7  The conversion ratio of strain xl-001 under 
different innoculation amount 
注：反应条件：底物(蟾毒灵)浓度为 8 mg/L，培养基初始 pH 为 6.5，

发酵时间 48 h，菌株 xl-001 接种量为 1%、2%、3%、4%和 5%. 
Note: The reaction conditions: the concentration of bufalin was 
8 mg/L, and the initial pH was 6.5, the fermentation time was 48 h, 
and the innoculation of strain xl-001 was 1%, 2%, 3%, 4% and 5%. 
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接种量太小，发酵迟滞期增长，转化率降低；接种

量偏大，菌的生长活力可能会降低，不利于底物的

有效转化。 

2.3.4  转化时间对菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率的

影响 

每组的起始接种量均为 3%，探索不同转化时

间对转化率的影响。随着时间延长，菌株 xl-001 的

蟾毒灵转化率逐步提高，96 h 时达到最大转化率，

为 48.3%。96 h 后随着时间继续增加，转化率不再

增加(图 8)。因此最佳转化时间应为 96 h。 

2.4  菌株 xl-001 对其他甾体类化合物的转化 

如图 9A 所示，分离的蟾毒灵转化菌株 xl-001

可对雌酮进行生物转化，底物为 3，产物为 4，产

物与雌二醇标准品紫外吸收和保留时间完全一致；

高分辨质谱显示产物 4 在 APCI 源负离子模式下准分

子离子峰为 271.170 9，理论分子量为 272.177 6，与

雌二醇一致，因此转化菌株可将雌酮转化为雌二

醇。同时，该菌株还可对雌二醇进行生物转化，

底物峰完全消失，产物为 3，与雌酮标准品紫外吸

收和保留时间完全一致(图 9B)；高分辨质谱显示产

物 3 在 APCI 源下准分子离子峰为 269.156 5，理论 

 

 
 

图 8  不同转化时间后菌株 xl-001 的蟾毒灵转化率 
Figure 8  The conversion ratio of strain xl-001 after 
different transformation time 
注：反应条件：底物(蟾毒灵)浓度为 8 mg/L，培养基初始 pH

为 6.5，菌株 xl-001 接种量为 3%，发酵时间 24、48、72、96 和
120 h. 
Note: The reaction conditions: the concentration of bufalin was 
8 mg/L, the innoculation of strain xl-001 was 3%, the initial pH 
was 6.5, and the fermentation time was 24, 48, 72, 96 and 120 h. 

 
 

图 9  转化菌株 xl-001 对雌酮和雌二醇的转化 
Figure 9  The transformation of strain xl-011 to estrone 
and 17β-estradiol 
注：A：雌酮转化 HPLC 检测图，a：菌株 xl-001 添加等量 DMSO；

b：菌株 xl-001 喂养 0.5 mg 雌酮；c：培养基喂养 0.5 mg 雌酮；

d：雌二醇标准品. B：雌二醇转化 HPLC 检测图，a：菌株 xl-001

添加等量 DMSO；b：菌株 xl-001 喂养 0.5 mg 雌二醇；c：培养

基喂养 0.5 mg 雌二醇；d：雌酮标准品. C：转化产物高分辨质

谱图，3：雌酮；4：雌二醇. 
Note: A: HPLC detection of estrone transformation, a: Strain 
xl-001 feeding the same volume of DMSO; b: Strain xl-001 
feeding the 0.5 mg estrone; c: Medium feeding the 0.5 mg estrone; 
d: Standard of 17β-estradiol. B: HPLC detection of 17β-estradiol 
transformation, a: Strain xl-001 feeding the same volume of 
DMSO; b: Strain xl-001 feeding the 0.5 mg 17β-estradiol; c: 
Medium feeding the 0.5 mg 17β-estradiol; d: Standard of estrone. 
C: The HRMS spectra, 3: Estrone; 4: 17β-estradiol. 
 

分子量为 270.162 0，与雌酮一致。因此该蟾毒灵

转化菌株 xl-001 可实现雌二醇与雌酮可逆转化，而

还原反应效率较低，氧化反应效率较高，适当浓

度下可实现全部转化。此外，HPLC 结果显示该菌
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株不能对雌三醇和 17α-乙炔雌二醇进行转化，未

见新产物生成。 

3  讨论与结论 

蟾毒灵是蟾酥中的重要有效成分，本研究筛选

获得了一株可对蟾毒灵进行生物转化的菌株，其转

化产物为 3-去氢蟾毒灵，实现了通过生物转化手段

获得毒性减弱的活性化合物。3-去氢蟾毒灵并非蟾

酥药物的天然成分，之前报道有一株 Penicillium 

aurantigriseum 转化蟾毒灵生成 3-去氢蟾毒灵，转

化率约为 23%；肿瘤毒性实验结果表明相较于蟾毒

灵，3-去氢蟾毒灵的细胞毒性极大减弱，有望发展

成毒副作用小的强心药物[17]，本研究筛选获得的

Naganishia 属菌也可将蟾毒灵转化生成 3-去氢蟾毒

灵，条件优化后该菌转化率可达到 48.3%，较之前

报道效果更好。尽管 3-氧代甾体化合物及其类似物

也可由化学法合成制备，但主要是通过沃式氧化法

反应获得，反应过程中使用了环己酮、异丙醇铝等

多种有机试剂，大量制备会产生较高除废成本，且

有一定副产物生成[24-26]。相较于化学合成法，通

过微生物转化法制备3-氧代甾体化合物反应选择性

高，能耗低，污染小，无副产物，未转化底物易回

收，具有更好的应用前景。此外，本文首次发现

Naganishia 属菌株具备蟾酥化合物的转化能力，后

续将继续进行其他有效成分的生物转化实验，以期

改善蟾酥药效，发现更多新活性化合物。同时本文

还证实了 Naganishia 属菌株可对典型甾体类化合

物进行有效生物转化作用，既能催化甾体 3 位和

17 位氧化反应，也能催化 17 位还原反应，具有一

定的催化位点多样性。该菌株不仅可应用于自然界

中雌激素类物质的减毒降效研究，还可利用该菌进

行多种甾体活性化合物的生物转化，如果能发现活

性、药效改良的化合物，将为甾体化合物的应用打

开新的大门。 
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