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摘  要：【背景】近年来骨化醇类化合物(活性维生素 D 及其类似物)在肿瘤治疗、免疫调节中

的作用逐渐被发现，药用价值显著，但目前化学合成法制备困难，因此高效制备骨化醇类化合

物成为研究热点。【目的】利用假诺卡氏菌(Pseudonocardia sp.)转化骨化醇类底物分子并提高

转化率。【方法】从化学合成方法常用的原料及中间体中筛选能被有效转化的底物分子，利用

单因素及正交试验对转化条件进行优化。【结果】筛选到阿法骨化醇(Alfacalcidol，1α-(OH)VD3)、
艾地骨化醇中间体 (Eldecalcitol intermediate，AD-M07)、帕立骨化醇中间体 (Paricalcitol 
intermediate，PC-M07) 3 种底物分子，分别被转化为骨化三醇(Calcitriol，1α,25(OH)2VD3)、艾

地骨化醇中间体(Eldecalcitol intermediate，AD-M08)、帕立骨化醇(Paricalcitol，PC)。确定最优

转化条件：蛋白胨 20.0 g/L，葡萄糖 15.0 g/L，部分甲基化的 β-环糊精(PMCD) 0.5% (质量体积

比)，转化温度 25−30 °C，接种量 5%−10% (体积比)，转化时间 72、72、96 h，底物浓度 1.2、
0.6、0.6 mg/mL，初始 pH 6.0−8.0。在此条件下 3 种底物的最高转化率分别达到 85%、96%、

75%。【结论】通过转化条件的优化 3 种产物的转化率大幅提高，为更加快速高效地利用微生

物转化法制备骨化醇类化合物提供参考。 
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Abstract: [Background] Recently, the medicinal value of calcified alcohols analogues (active 
vitamin D and its analogues) in the treatment of tumors therapy and immune regulation has gradually 
been discovered and examined. However, as the current method for chemical synthesis is complex 
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and difficult, more efficient preparation method of calcified alcohols analogues becomes a hot 
research focus. [Objective] In order to bioconvert the substrates of calcified alcohols analogues 
using Pseudonocardia sp. and further improve the bioconversion rate. [Methods] Raw materials and 
intermediates commonly used in chemical synthesis were bioconverted with Pseudonocardia sp. to 
find appropriate substrates. The bioconversion conditions were optimized by single factor method 
and orthogonal test. [Results] Alfacalcidol (1α-(OH)VD3), eldecalcitol intermediate (AD-M07) and 
paricalcitol intermediate (PC-M07) were bioconveted into calcitriol (1α,25(OH)2VD3), eldecalcitol 
intermediate (AD-M08) and paricalcitol (PC). The optimal bioconversion conditions of the above 
three substrates (1α-(OH)VD3, AD-M07, PC-M07) were as follows: peptone 20.0 g/L, glucose   
15.0 g/L, PMCD 0.5%, temperature 25 °C to 30 °C, inoculation quantity 5% to 10%, bioconversion 
time 72, 72, 96 h, substrates concentration 1.2, 0.6, 0.6 mg/mL, initial pH 6.0 to 8.0. Under the above 
conditions, the maximum bioconversion rate of the three products is 85%, 96%, 75% respectively. 
[Conclusion] By optimizing the bioconversion conditions, the bioconversion rate of the three 
products was markedly increased, which provides a good reference for more efficient preparation of 
calcified alcohols analogues by bioconversion. 

Keywords: Bioconversion, Calcified alcohols analogues, Pseudonocardia sp. 

骨化醇类化合物是活性维生素 D 及其类似物

的统称，包括骨化三醇[1]、艾地骨化醇、马沙骨

化醇[2]、度骨化醇[3]、帕立骨化醇[4]等，在治疗骨

质疏松、甲状腺功能亢进、肾功能不全引起的并

发症等疾病中疗效显著[5-7]。目前，国内外骨化醇

系列化合物的生产方式主要是有机化学全合成的

方法，合成步骤非常复杂且试剂昂贵，收率较低，

产物特异性差，造成骨化醇类原料药价格昂贵且

被少数制药公司垄断[8-9]。生物转化法为骨化醇类

化合物的制备开辟了一条新的道路，与化学合成

法相比，微生物转化法工艺简单、反应条件温和、

成本低[10]。国内外研究者筛选到包括灰色链霉菌

(Streptomyces griseolus) 、 反 硝 化 红 环 菌

(Sterolibacterium denitrificans)、自养假诺卡氏菌

(Pseudonocardia autotrophica)等多种可以应用于

骨化醇类化合物合成过程的微生物菌株[11-14]，而自

养加诺卡氏菌在众多转化菌株中对底物的转化率

相对较稳定[15]。但是目前自养加诺卡氏菌在制备

骨化醇类化合物的应用中仍然有很多需要解决的

问题，这也限制了其在工业化中的应用，如：转化

率不高、底物浓度低等。 
本实验室前期工作从泥土样品中筛选到一株

放线菌，经鉴定为假诺卡氏菌，本研究利用这株假

诺卡氏菌作为转化菌株，从常见的化学合成骨化醇

类化合物的甾体和非甾体类原料及中间体中筛选

出能够被有效转化为骨化醇类化合物的底物分子，

并通过转化条件的优化提高转化率。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种 

假诺卡氏菌由中国药科大学微生物学教研室

保藏。 
1.1.2  培养基 

种子培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，酵母提取物 2.0，

L-天冬酰胺 1.0，K2HPO4 0.5。初级转化培养基(g/L)：
葡萄糖 20.0，酵母提取物 2.0，黄豆粉 1.5，K2HPO4 
0.4，NaCl 0.4，CaCO3 2.0。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

甾体和非甾体类原料及中间体(表 1)，南京海融

医药科技股份有限公司；高效液相色谱仪，日本岛

津公司；500 MHz 核磁共振仪，Bruker 公司。 

1.2  假诺卡氏菌种子液的制备 
菌种经斜面活化后制备菌悬液，取 2 mL 接种

于 50 mL 种子培养基中，28 °C、200 r/min 摇瓶培

养，每 24 h 取样测菌体干重(g/L)，绘制假诺卡氏菌

生长曲线，选取对数生长期作为种子液。 
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表 1  本文所用的甾体与非甾体类底物 
Table 1  The steroids and non-steroidal substrates used in 
this paper 

甾体类化合物 
Steroids 

非甾体类化合物 
Non-steroidal 

Cholesterol Vitamin D2 
7-Dehydrocholesterol Vitamin D3 
Eldecalcitol intermediate 
(AD-M04) 

Paricalcitol intermediate 
(PC-M07) 

Eldecalcitol intermediate 
(AD-M07) 

1α-(OH)VD3 

 
1.3  底物筛选及产物分离与鉴定 
1.3.1  底物的筛选 

从 8 种化学合成骨化醇类化合物常用甾体和非

甾体类原料及中间体中筛选出能被假诺卡氏菌转

化获得骨化醇类化合物的底物。转化过程如下：取

2 mL 种子液接种于 50 mL 初级转化培养基中，

28 °C、200 r/min 培养 72 h 后菌浓度达到 108 CFU/mL，

加入底物终浓度为 0.3 mg/mL 乙醇溶液，28 °C、

200 r/min 转化 72 h 后取发酵液与甲醇按 1:1 的体积

比混合均匀，4 °C、10 000 r/min 离心 10 min，取上

清进行 HPLC 检测。 
1.3.2  产物分离纯化与结构鉴定方法 

发酵液与乙酸乙酯按 1:1 (体积比)混合，4 °C、

10 000 r/min 离心 5 min 后取上层有机相，用饱和食

盐水洗涤，无水硫酸钠干燥，旋转蒸发浓缩后进行

硅胶柱层析(石油醚:乙酸乙酯=2:1，体积比)分离，

洗脱液经薄层色谱法初步检测后旋转蒸发浓缩致

干得到白色粉末，用甲醇溶解后进行 HPLC 检测和

制备纯化，利用核磁和质谱进行结构确认。 

1.4  助溶剂对转化率的影响 
1.4.1  不同助溶剂对转化率的影响 

制备骨化醇类化合物的底物均属于脂溶性化

合物，在培养基中的溶解性差，且底物分子需要进

入细胞内才能被胞内酶转化[16]，而助溶剂可以提高

底物在转化体系中的溶解性。使用初级转化培养

基，添加底物前向各摇瓶中分别加入 1% (质量体积

比)部分甲基化的 β-环糊精(PMCD)、吐温-80、Triton 
X-100、乳酸链球菌素(Nisin，0.5 mg/mL)，并设置

空白对照组，28 °C、200 r/min 转化 72 h，取样进

行 HPLC 检测。 
1.4.2  助溶剂浓度对转化率的影响 

设置助溶剂浓度梯度 0−2% (体积比)，与底物

同时添加到转化体系中，28 °C、200 r/min 转化 72 h，

取样检测底物转化率。 

1.5  转化培养基的优化 
1.5.1  不同氮源对转化率的影响 

在 初 级 转 化 培 养 基 的 基 础 上 ， 分 别 添 加    
20.0 g/L 的蛋白胨、黄豆粉、鱼粉、NH4Cl、NH4NO3、

KNO3、NH4H2PO4、玉米浆作为转化培养基氮源，

28 °C 转化 72 h，取样检测底物转化率。 
1.5.2  不同碳源对转化率的影响 

在 初 级 转 化 培 养 基 的 基 础 上 ， 分 别 添 加    
15.0 g/L 的葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、甘油、

可溶性淀粉作为转化培养基碳源，28 °C 转化 72 h，

取样检测底物转化率。 

1.6  单因素试验优化转化条件 
在初始转化条件[接种量 5% (体积比)，接种

后 72 h 加底物，底物浓度 0.3 mg/mL，转化温度

28 °C，pH 自然，200 r/min，转化 72 h]的基础上，

通过单因素试验分别考察接种量(4%−10%)、转化

温度 (20−35 °C)、初 始 pH 4.0−9.0、底物 浓度

(0.3−2.0 mg/mL)、底物添加时间点(0−48 h)对转化

率的影响。利用单因素实验优化后的底物浓度、接

种量、转化温度、初始 pH、底物添加时间点以及

筛选到的助溶剂等条件进行底物转化，每 24 h 取样

检测，确定各底物最佳转化时间。 

1.7  正交试验 
在优化转化培养基成分及转化条件的单因素

试验基础上，选择适当的单因素：PMCD 浓度、底

物浓度、转化时间、初始 pH 进行正交试验，确定

各底物的最佳转化条件。 

1.8  数据分析 
采用统计学软件 GraphPad Prism 5.0 和 SPSS 

19.0 处理实验数据，P<0.05 有显著性差异。 
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2  结果与分析 

2.1  假诺卡氏菌种子液的制备 
生长曲线如图 1 所示，菌株在 0–48 h 处于生长

迟滞期，50 h 后进入对数生长期，7 d 后进入平稳

生长期，培养 9 d 未见明显衰亡，选取相对较稳定

的对数生长期 72 h 的菌株作为种子。 

2.2  底物筛选及产物的分离鉴定 
经过高效液相色谱及核磁和质谱鉴定，确定阿

法骨化醇[Alfacalcidol，1α-(OH)VD3]、艾地骨化醇

中间体(Eldecalcitol intermediate 07，AD-M07)、帕

立 骨 化 醇 中 间 体 (Paricalcitol intermediate 07，

PC-M07)可 分 别 被 转化为 骨 化 三醇 [Calcitriol，
1α,25-(OH)2VD3]、艾地骨化醇中间体(Eldecalcitol 
intermediate 08 ， AD-M08) 和 帕 立 骨 化 醇

(Paricalcitol，PC) 3 种重要的骨化醇类化合物及中

间体。经高效液相色谱条件的摸索，确定 3 种产物

均用梯度洗脱法检测，AD-M08 和 1α,25-(OH)2VD3

使用 YMC-Pack ODS-AQ 柱，150 mm×4 mm，柱温

30 °C，流速分别为 1.7、1.2 mL/min；PC 使用 Xtimate 
C18 柱，250 mm×4.6 mm，柱温 40 °C，流速 2 mL/min，

流动相 A 泵为水，B 泵为乙腈，HPLC 梯度洗脱时

间与 B 泵乙腈浓度(体积比)见表 2。各产物的高效

液相色谱图如图 2 所示，在此检测条件下 AD-M08
的 保 留 时 间 为 4.69 min ， PC 的 保 留 时 间 为     
39.08 min，1α,25-(OH)2VD3 的保留时间为 10.05 min。 

 

 
 

图 1  假诺卡氏菌生长曲线 
Figure 1  The growth curves of strain Pseudonocardia sp. 

表 2  产物 HPLC 检测条件 
Table 2  High-performance liquid chromatogram detection 
conditions of the products 

AD-M08 1α,25(OH)2VD3 

 

PC 

时间

Time 
(h) 

B 泵 
B Pump 

(%) 

时间

Time 
(h) 

B 泵 
B Pump 

(%) 

时间

Time 
(h) 

B 泵 
B Pump 

(%) 
0 75 0 60  0 60 

15 77 10 60  10 60 

20 90 15 100  30 53 

30 90 25 100  40 53 

32 75 26 60  45 100 

40 75 35 60  50 100 

− − − −  60 0 
 

Note: −: The end. 
 

2.3  助溶剂对转化率的影响 
2.3.1  不同助溶剂对底物转化率的影响 

不同助溶剂对转化率的影响差异显著(P<0.05)，
如图 3 所示，Nisin 和 Triton X-100 对转化率没有显

著的促进作用，与对照组相比反而有一些抑制作

用，原因可能是 Nisin 和 Triton X-100 破坏了菌体的

细胞结构，进而影响了胞内酶的活性；Tween-80 和

PMCD 对转化起到了促进作用，PMCD 相对于

Tween-80 更有助于转化，且 Tween-80 的沸点较高，

在后续产物分离纯化过程中去除困难，所以选

PMCD 作为助溶剂。 
2.3.2  不同 PMCD 浓度对转化率的影响 

不同浓度 PMCD (质量体积比)对转化率的影

响有显著的差异(P<0.05)(图 4)，1α,25-(OH)2VD3

的 产 率 在 PMCD 0.25%–0.5% 之 间 最 高 ， 而 当

PMCD 浓度大于 0.5%时 1α,25-(OH)2VD3 的产率明

显下降，帕立骨化醇和艾地骨化醇的产率在 PMCD 
0.5%–1.5%之间最高，大于 1.5%后产率明显下降。 

2.4  培养基的优化 
2.4.1  不同氮源对底物转化率的影响 

含不同氮源的转化培养基对转化率的影响有

显著差异(P<0.05)，且转化率均高于空白对照组，

如图 5 所示，无机氮源对于底物的转化率比有机氮

源低，有机氮源中蛋白胨、黄豆粉、鱼粉蛋白胨的 
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图 2  转化产物的高效液相色谱检测图谱 
Figure 2  High-performance liquid chromatogram of products 
Note: A: AD-M08; B: 1α,25-(OH)2VD3; C: PC. 
 
转化率较高，但是黄豆粉本身为不溶性，不利于产

物的后处理，而鱼粉蛋白胨自身营养过于丰富，在

转化过程中易产生气泡，在利用发酵罐放大生产中

不利于转化反应的进行，所以综合考虑最终选择蛋

白胨作为转化培养基的氮源。 

2.4.2  不同碳源对底物转化率的影响 
含不同碳源的转化培养基对转化率的影响有

显著差异(P<0.05)，且均高于空白对照组，从图 6
可以看出 3 种底物的最佳碳源都是葡萄糖，其次是

甘油，同为速效碳源的蔗糖对 PC 和 1α,25-(OH)2VD3
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的转化促进作用不显著，对 AD-M08 的转化有一定

促进作用，乳糖和可溶性淀粉作为迟效碳源对 PC
和 1α,25-(OH)2VD3 的转化促进作用不明显，对

AD-M08 的转化具有一定促进作用，综合考虑经

济及转化率等因素选择葡萄糖作为转化培养基的

碳源。 

2.5  转化条件对底物转化率的影响 
不同底物浓度对转化率的影响有显著差异

(P<0.05)，如图 7A 所示，PC 和 1α,25-(OH)2VD3

的得率在底物浓度为 0.6−1.2 mg/mL 时较高，高于

1.2 mg/mL 时转化率逐渐下降，所以选择 1.2 mg/mL
作为最佳转化浓度，而 AD-M08 的得率在底物浓 

 

 

 
 

图 3  不同助溶剂对转化率的影响 
Figure 3  Effect of different complex solubilizer on the 
conversion rate 

 

 
 

图 4  不同 PMCD 浓度对底物转化率的影响 
Figure 4  Effect of different concentration of PMCD on the 
conversion rate 

 

 
 

图 5  不同氮源对转化率的影响 
Figure 5  Effect of different nitrogen sources on the conversion rate 
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图 6  碳源对转化率的影响 
Figure 6  Effect of the carbon sources on the conversion rate  
 
度超过 0.6 mg/mL 即出现明显下降趋势，所以

AD-M08 的最佳浓度为 0.6 mg/mL。不同温度下底

物的转化率有显著差异(P<0.05)，如图 7B 所示，

3 种底物的最适转化温度均在 25–30 °C 之间。接种

量对转化率的影响见图 7C，在 5%–10%之间转化率

相对稳定，选择接种量 6%作为本实验的接种量。

转化培养基初始 pH 对转化率的影响有显著差异

(P<0.05)，如图 7D 所示，1α,25-(OH)2VD3、PC、

AD-M08 的最佳初始 pH 分别为 8.0、6.0、8.0。底

物添加时间点对转化率的影响见图 7E，底物添加时

间对转化率的影响不显著(P>0.05)，综合考虑选择

在接种后 24 h 添加底物。不同转化时间 3 种底物的

转化率均有显著差异(P<0.05)，如图 7F 所示，PC
在转化 96 h 后产率达到最高值，而 AD-M08 和

1α,25-(OH)2VD3 在转化 72 h 即达到最大转化率，所

以确定 1α-(OH)VD3 和 AD-M07 的转化时间为 72 h，

PC-M07 的最佳转化时间为 96 h。 

2.6  正交试验 
在单因素试验结果基础上进行正交设计，采用

L9(34)进行四因素三水平的正交试验，因素水平表

见表 3，结果分析见表 4。 
由表 4 极差分析可知，所选的 4 种转化影响因

素对 1α,25-(OH)2VD3 转化率的影响大小为：PMCD
浓度>pH>底物浓度>转化时间，比较各因素的不同

水平，得到最佳组合为 A3B2C3D2，即底物浓度为

1.2 mg/mL，PMCD 浓度为 0.5% (质量体积比)，pH
值为 8.0，转化时间为 72 h；对 PC 转化率的影响大

小为：转化时间>pH>底物浓度>PMCD 浓度，最佳

组合为 A1B2C2D3，即底物浓度 0.6 mg/mL，PMCD
浓度 0.5% (质量体积比)，pH 值为 6.0，转化时间

为 96 h；对 AD 转化率的影响大小为：底物浓

度>pH>PMCD 浓度>转化时间，比较各因素不同

水平，得到最佳组合为 A1B3C3D2，即底物浓度为

0.6 mg/mL，PMCD 浓度为 1% (质量体积比)，pH
值为 8.0，转化时间为 72 h。在以上条件下进行验

证实验，取样检测各底物转化率，结果如图 8 所示，

1α,25-(OH)2VD3、AD、PC 的最高转化率分别可以

达到 85%、96%、75%。 
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图 7  转化条件对转化率的影响 
Figure 7  Effect of conversion conditions on conversion rate 

 
表 3  正交试验因素与水平设计 
Table 3  Factors and levels of orthogonal test 

因素 
Factor 

A 底物浓度 
Substrate (mg/mL) 

B PMCD 浓度 
PMCD (%, W/V) 

C 
pH 

D 转化时间 
Time (h) 

1 0.6 0.2 4.0 48 
2 0.8 0.5 6.0 72 
3 1.2 1.0 8.0 96 
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表 4  正交试验结果与极差分析 
Table 4  Results and range analysis of orthogonal test 

Test A B C D 
Conversion rate (%) 

1α,25-(OH)2VD3 PC AD-M08 
1 3 2 3 1 76.65 43.56 49.09 
2 3 3 1 2 45.03 38.28 36.83 
3 2 1 3 2 55.09 43.46 78.45 
4 2 3 2 1 47.20 35.22 80.66 
5 2 2 1 3 62.09 46.25 52.03 
6 1 3 3 3 51.66 57.06 86.04 
7 1 1 1 1 43.06 36.06 50.44 
8 3 1 2 3 54.32 60.88 41.33 
9 1 2 2 2 78.06 62.09 89.03 

1α,25-(OH)2VD3 K1 57.59 50.82 50.06 55.63    
K2 54.79 72.27 59.86 59.39    
K3 58.67 47.96 61.13 56.02    
R 3.88 24.31 11.07 3.76    

PC K1 51.74 46.80 40.19 38.28    
K2 41.64 50.63 52.73 47.94    
K3 47.57 43.52 48.03 54.73    
R 10.10 7.11 12.54 16.45    

AD-M08 K1 75.17 56.74 46.43 60.06    
K2 70.38 63.38 70.34 68.10    
K3 42.27 67.70 71.19 59.80    
R 32.90 10.96 24.76 8.30    

 

 
 

图 8  最优条件下的转化结果 
Figure 8  Bioconversion results in optimal conditions  
 

3  讨论与结论 
骨化醇类化合物原料药在药用领域应用十分

广泛，除了传统的钙磷调节外，还包括抑制肿瘤细

胞增殖、免疫调节、心血管疾病治疗以及抑制甲状

旁腺激素分泌[17-18]等，20 世纪 80 年代发现骨化三

醇有诱导白血病细胞分化成单核巨噬细胞的能力。

艾地骨化醇是目前治疗骨质疏松的一线药物，在骨

钙动员和肠钙吸收方面的效果优于骨化三醇。帕立

骨化醇在治疗慢性肾病引起的并发症中疗效显著

且副作用小[19]。微生物转化法制备骨化醇类化合物

始于 20 世纪 90 年代，最先由日本、美国、瑞典投

入研究，但截至目前仅停留在第一代骨化醇类化合

物的应用中，而且制备工艺处于保密阶段，所以研

究骨化醇类化合物原料药的制备工艺对我国医药

事业的发展具有重要意义。 
本研究利用微生物转化法从有机合成骨化醇类

化合物的原料及中间体中成功筛选出 3 种底物分子，

首次发现 1α-(OH)VD3、AD-M07、PC-M07 可同时

被假诺卡氏菌生物转化，分别获得 1α,25-(OH)2VD3、

AD-M08、PC 三种重要骨化醇类化合物及中间体，

说明假诺卡氏菌具有广谱的底物羟基化作用，可以

尝试更多骨化醇类相关底物或其他脂溶性化合物

的微生物转化。 
AD-M08 是在 AD-M07 的 25 位碳原子上添加
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羟基，这一中间体利用化学方法很难实现，而且特

异性差，容易出现异构体，利用假诺卡氏菌微生物

转化法一步即可获得单一结构的 AD-M08 中间体，

最优条件下转化率可以达到 96%，为艾地骨化醇的

制备提供了一条新的途径。1α,25-(OH)2VD3 是第一

代骨化醇类化合物，在最优条件下的转化率为

85%，达到了日本 Yasutake 等[20]的最高转化率，而

且底物浓度提高了 3 倍，将极大地提高我国工业化

生产 1α,25-(OH)2VD3 的效率。最优条件下 PC 的转

化率达到了 75%，转化率较目前最新报道高 20%，

且底物浓度由 0.5 mg/mL 提高到了 1.2 mg/mL[21]。

但是目前的优化工艺仍然有不足之处，由于菌株生

长缓慢，整个生产周期需要一周时间，这对于利用

发酵罐进行工业化大生产非常不利。后期实验正在

积极进行菌种改造，利用 DNA 重组技术将假诺卡

氏菌胞内发挥主要功能的酶在合适的宿主中表达，

缩短转化周期，达到高效制备以上 3 种骨化醇类化

合物的目的。 
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