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摘  要 : 为进一步确定黑曲霉菌株 TCCC41650 的生物转化能力，以雄甾-4-烯-3,17-二酮 (Androstenedione) 

为底物，利用黑曲霉菌株 TCCC41650 进行催化，产物经纯化、重结晶后，通过单晶衍射鉴定为 16β-羟基雄

甾-4-烯-3,17-二酮。转化条件为：培养液 pH 6.0，乙醇添加量为 2%，投料浓度为 1‰时，72 h 转化率为 85.8%。

目前甾体研究领域对于 C16β-羟基化的微生物转化未见报道，研究结果为 C16β-羟基甾体药物的研发奠定了  

基础。 
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Abstract:  In order to discover the steroid biotransformation ability of filamentous fungus Aspergillus niger TCCC41650, we 

studied the fermentation of 4-androstene-3,17-dione with A. niger TCCC41650. The transformation product was purified, 

crystallized and determined as 16β-hydroxy-androst-4-ene-3,17-dione by X-ray single crystal diffraction method. The best 

fermentation condition was found to be pH 6.0, ethanol amount 2% with a substrate concentration of 1‰, the transformation rate 

is 85.81% after 72 h. Based on the best of our knowledge, 16β-hydroxylation rarely occurs in microbial transformations of steroid. 

生物育种与工艺优化 
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This study laid the foundation for the research of 16β-hydroxylation steroids. 

Keywords:  Aspergillus niger, 16β-hydroxylation, 4-Androstene-3,17-dione 

甾体药物广泛应用于抗炎、抗毒、抗过敏和

抗休克等[1]，目前工业上甾体转化多采用化学合成

方法，往往反应步骤多、收率低[2]，如某些 C11α-羟

基化[3]，至少需要 9 步化学反应，而微生物转化仅

需一步即可在 C11α 位上引入羟基。相比之下，利

用微生物对甾体化合物进行修饰，具有转化率高、

反应条件温和、能耗低等优点[4]。因此，近年来甾

体生物转化受到人们的广泛关注。 

雄甾-4-烯-3,17-二酮 (简称 4AD)，是非常重

要的甾体药物中间体[5]，通过在母核上引入羟基可

大大增强其抗炎活性。至今已报道 4AD 微生物羟

化产物有：14α-羟基雄甾-4,6-双烯-3-酮[6-7]、17β-羟

基雄甾 -4-烯 -3-酮 [8-9]、6β,11α-二羟基雄甾 -4-烯- 

3,17-二酮 [10]、11α-羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮 [11-13]、

6β,14α-二羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮[14-15]、9α-羟基-4-雄

甾烯-3,17-二酮 [16-17]等。其中 11α-羟基雄甾-4-烯- 

3,17-二酮可用于制备高血压和心力衰竭等疾病的特

效药[18]；9α-羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮可以合成高效

抗炎活性药物[16]。 

如今国内外对于甾体微生物催化的研究不断

深入。至今已报道的具有甾体生物催化活性的微

生物多达 1 500 多种[19]，然而能成功应用工业生产

的菌株不多。因此，新型菌株的筛选对于现有甾

体生物催化效率的提高和对具有药理学活性的新

型甾体药物或中间体的发掘至关重要。本论文用

黑曲霉转化 4AD 得到一种新型羟基化产物 16β-羟

基雄甾-4-烯-3,17-二酮。目前甾体研究领域对于

C16β-羟基化的生物转化反应还未见报道。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与培养基 
菌种：黑曲霉 (Aspergillus niger TCCC41650) 

由天津科技大学工业微生物菌种保藏中心保藏。 

菌株以土豆汁琼脂斜面保存。液体培养基组

成为 (g/L)：葡萄糖 20，酵母膏 20，蛋白胨 20，

pH 6.0，250 mL 三角瓶装 50 mL 培养基，121 ℃

湿热灭菌 20 min。 

1.2  培养与转化 

取土豆汁斜面上生长好的黑曲霉用无菌水洗

下其孢子，然后接到盛有培养基的三角瓶中，28 ℃、

180 r/min 培养 12 h，以 8% (V/V) 接种量移入新鲜

培养基，培养 12 h 后投加预先用乙醇溶解的底物 

(最终投料浓度为 1‰，乙醇添加量为 2%)，继续在

相同培养条件下生物转化 72 h。 

1.3  分析方法 

产物转化率的测定采用 HPLC 法。取 0.6 mL

发酵液用等体积乙酸乙酯萃取，取 200 μL 有机相

挥干，加入 1 mL 乙腈溶解后经 0.22 μm 膜过滤。

色谱条件：C18 柱 (4.6 mm×250 mm，5 μm)，流

动相乙腈：水为 70∶30 (V/V)，流速 0.8 mL/min，

柱温 25 ℃；UV 240 nm 检测。 

1.4  产物提取及分离纯化 

投料 72 h 后底物基本转化完全，菌体与发酵

液抽滤分离，滤饼用适量乙酸乙酯萃取 3 次，滤

液用等体积乙酸乙酯萃取 3 次，有机相使用旋转

蒸发仪浓缩，再通过硅胶柱层析，洗脱剂为石油

醚∶乙酸乙酯 (V/V=1)，从而得到比较纯的产物，

最后通过重结晶得到单晶。 

2  结果与讨论 

2.1  16β-羟基-4-雄甾烯-3,17-二酮的鉴定 

在上述条件下进行 2 L 发酵，底物总投加量  

2 g，转化 72 h 后合并所有发酵液，HPLC 检测转
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化率达到 81.4%。发酵液经萃取旋蒸浓缩后共得到

2.73 g 提取物，提取物的质量大于底物质量，可能

萃取过程中同时萃取出了一些色素等杂质。经硅

胶柱层析分离得到 1.47 g 产物，产品收率为

72.5%。产物重结晶后，通过单晶衍射得知该羟基

化产物为 16β-羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮，单晶数据已经

提交至剑桥晶体数据库 (http://www.ccdc.cam.ac.uk) 

中，晶体编号为 CCDC 967635，晶体结构见图 1，

该晶体在国内外均未有文献报道。 

晶体数据如下：C19H26O3，分子质量为 302.40，

晶体尺寸为=0.18 mm×0.17 mm×0.16 mm，属正交

系，空间群为 P2(1)2(1)2，晶胞参数 a=0.98 nm，

b=2.12 nm，c=0.78 nm，α = 90°，β = 90°，γ=90°， 
 

 
 
图 1  16β-羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮的晶体结构 
Fig. 1  X-ray crystal structure of 16β-hydroxyandrost- 
4-ene-3,17-dione. 
 

 
 

图 2  不同促溶剂对底物转化率的影响 
Fig. 2  Effect of different solvent on the 
bioconversion rate of the substrate. 

晶胞内分子数 V=1.63 nm3，晶胞体积 Z=4，晶体计算

密度 Dcalcd=1.250 mg/m3，晶体测量温度为 173(2)K，

吸收系数为 0.084 mm–1，共收集到独立衍射点    

8 397 个，结构偏离因子 R1=0.045 4，wR2= 0.093 0，

R1=0.063 7，wR2=0.101 0。  

2.2  转化条件对底物转化率的影响 

2.2.1  初始 pH 值对底物转化率的影响 

微生物生长发育以及酶催化反应过程中，随

着营养物质的消耗和代谢产物的产生，培养基的

pH 值也会发生一定的变化，从而影响菌体生长以

及酶催化能力。用不同的初始 pH 条件进行实验，

观察到 pH 值为 6 时转化率最高，达到 79.7%。初

始 pH 值低于或高于 6 时转化率都低于 75%。由此

确定 pH 6 为最佳初始 pH 条件。 

2.2.2  不同促溶剂对底物转化率的影响 

甾体化合物在水溶液中的溶解度一般很低，

很大程度上降低了生物转化催化效率。为增加甾

体底物的溶解性，选取常见的几种与水互溶的有

机溶剂作为促溶剂，二甲基甲酰胺 (DMF)、二甲

基亚砜 (DMSO)、丙酮、甲醇和乙醇，添加量均

为 2%，由图 2 可知，DMSO 和丙酮会抑制酶催化

作用，而添加乙醇  (转化率达到 85.8%) 和甲醇 

(转化率达到 82.2%) 能够促进转化，考虑到乙醇价

格便宜且毒性较低，选择乙醇作为促溶剂。 

2.2.3  乙醇添加量对底物转化率的影响 

在确定乙醇为促溶剂后，再次确定其添加量。

向培养基中添加不同浓度梯度的乙醇时发现：添

加量为 2%时转化率最高，达到 85.8%；乙醇浓度

1%时转化率提高不明显，而乙醇浓度高于 2%时转

化率明显降低 (低于 85%)。过多的有机溶剂会对

菌体产生毒性，影响酶催化活性。 

2.2.4  投料浓度对底物转化率的影响 

甾体化合物对菌体的毒性是制约投料浓度的

另一个重要原因，投料浓度过大会抑制菌体生长，

导致转化效率低下造成原料浪费。如图 3 所示，  
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图 3  投料浓度对底物转化率的影响 

Fig. 3 Effect of substrate concentration on the 
bioconversion rate of the substrate. 

 
随着底物浓度的增加，转化率呈现下降趋势，特

别当投料浓度大于 1.5‰后，转化率降低更加明显。

综合考虑转化率和转化效率，确定 1‰ (转化率

85.8%) 为最佳投料浓度。 

微生物对甾体的 C16α-羟基化作用是皮质甾体

类药物合成中一个非常重要的反应[20]。在甾体母

核上导入 C16α 羟基后，可以减少电解质的影响，

而抗炎及糖代谢作用仍保持不变[21]。但是利用黑

曲霉 C16β 位的羟基化至今还没有相关报道。 

在目前的条件下，该黑曲霉的转化效率还比

较低，还需继续优化该羟基化反应的最适发酵条

件及转化工艺。此外，对于 16β-羟基雄甾-4-烯- 

3,17-二酮的药理活性也需进一步研究。 

3  结语 

本实验发现黑曲霉对 4AD 具有特异性 C16β-羟

基化生物催化活性，并初步优化该黑曲霉进行

C16β-羟基化的最佳转化条件。所获得的转化产物

16β-羟基雄甾-4-烯-3,17-二酮，在国内、外还未见

文献报道。本论文研究为甾体 C16β 位羟基相关药

物的研发奠定了一定的基础。 
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