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梅林青霉对熊果酸的微生物转化研究 
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摘  要：目的  利用梅林青霉（Penicillium melinii AS3.4474）对熊果酸进行微生物转化研究。方法  将熊果酸投入梅林青霉

液体培养基中，28 ℃、140 r/min 条件下共培养 5 d 后，利用多种色谱学方法分离纯化转化产物，核磁共振波谱学技术进行

结构鉴定。结果  熊果酸在梅林青霉液体培养基中发生了生物转化反应，分离出 3 个主要转化产物，依次鉴定为 3-羰基熊

果酸、28-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯和 3-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯。结论  首次利用梅林青霉对熊果酸进行微生物转化

并获得糖苷化和羰基化的转化产物，为熊果酸的衍生物研究奠定了基础。 
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Microbial transformation of ursolic acid using Penicillium melinii 
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Abstract: Objective  To study the microbial transformation of ursolic acid using Penicillium melinii. Methods  Ursolic acid was put 
into the fluid medium inoculated with fungius (P. melinii AS3.4774) and cultured in the shaker at 28 ℃ and 140 r/min for 5 d. The 
crude extract was separated by chromatography. The structures of transformed products were elucidated based on the extentive NMR 
studies. Results  Ursolic acid was transformed by P. melinii AS3.4774 and three major derivatives were isolated and elucidated. They 
were 3-carbonyl ursolic acid, ursolic acid-28-O-β-D-glucopyranosyl ester, and ursolic acid-3-O-β-D-glucopyranoside. Conclusion  It 
is the first time that the three major derivatives could be microbial synthesized from ursolic acid by P. melinii AS3.4774. 
Key words: Penicillium melinii Thom; ursolic acid; microbial transformation; 3-carbonyl ursolic acid; ursolic acid-28-O-β-D-glucopyranosyl 
ester; ursolic acid-3-O-β-D-glucopyranoside ester 
 

熊果酸（ursolic acid，UA，化学结构见图 1）
又名乌苏酸、乌索酸，是一种重要的 α-香树脂醇型

五环三萜类化合物[1]，广泛存在于多种天然植物中。

因其具有抗肿瘤、降血糖、抗炎、抗菌活性、抗 HIV
活性、抗氧化[2-5]等多种生物学活性而备受国内外关

注。但熊果酸的脂溶性强，制成药物制剂后溶出度不

理想，体内药动学研究表明熊果酸生物利用度低[6]，

口服吸收情况比较差。因此有必要对熊果酸的结构

进行改造，以探索能否找到极性增加同时活性增强

的转化产物。 
到目前为止，通过有机合成的方法对 UA 结构

改造的报道较多，主要是对 C-3 位羟基的酯化、氧

化、乙酰化，C-28 位羧基的酰胺化、酯化以及 A 环

的结构修饰，但利用传统的有机催化方式实现对

UA 的 C-3 位和 C-28 位糖苷化比较困难。而微生物

转化（microbial transformation）具有区域和立体选

择性强、反应条件温和、操作简便、成本较低等多

个优点[7]，尤其在合成一些不容易直接从自然界或

利用有机化学合成的方法获得的化学结构新颖的产

物方面已经显现出令人关注的优越性。本实验通过

微生物转化的方法首次采用梅林青霉（Penicillium 
melinii AS3.4774）对熊果酸进行结构修饰，转化生 
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图 1  熊果酸的化学结构 
Fig. 1  Chemical structure of UA 

成 3-羰基熊果酸、28-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯和

3-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯。 
1  仪器与材料 

HZQ—QX 全温振荡器（哈尔滨东联电子技术

开发有限公司），SW—CJ—2FD 双人单面净化工作

台（苏州净化设备有限公司），SHB—IIIS 循环水式

多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司），岛津高效

液相色谱仪（包括 LC—20AT 双泵、SPD—M20A UV
检测器、CTO—20A 柱温箱，日本岛津公司），

SHMADZU VP-ODS 柱（250 mm×20 mm，10 μm，

日本岛津公司）。FA1204B 电子天平（上海精密科

学仪器有限公司）。甲醇、乙腈（色谱纯，天津康科

德科技有限公司），葡萄糖（天津市化学试剂一厂），

GF254薄层硅胶板（10 cm×10 cm，青岛海浪硅胶干

燥剂厂），无水乙醇（分析纯，天津康科德科技有限

公司），纯净水（杭州娃哈哈饮料有限公司）。 
梅林青霉 Penicillium melinii Thom 购自中国科

学院微生物研究所。固体培养基：PDA 培养基（马

铃薯葡萄糖琼脂培养基）；转化培养基：PDB 培养

基（马铃薯葡萄糖液体培养基）。熊果酸对照品和熊

果酸试药（对照品质量分数为 98%，试药质量分数

为 90%，天津市科曼思特医药科技发展有限公司）。 
2  方法 
2.1  生长曲线的绘制 

取 21 瓶 250 mL 的三角瓶，每瓶里装入 60 mL 
PDB 培养基，分别接入同一浓度的梅林青霉菌孢子

悬液 1 mL 后放入摇床中振荡培养（28 ℃，140 
r/min），同时准备同样数量的空白样品（只装入 60 
mL PDB 培养基不接种菌种）也放入摇床中。每间

隔 6 h 分别取出一瓶菌种样品和一瓶空白培养基，

即分别在培养时间为 0、6、12、18、24、30、36、
42、48、54、60、66、72、78、84、90、96、102、
108、114、120 h 时取样，超声 20 min 后，用一次

性无菌吸管吸取少量培养液，以空白培养液作为对

照，于 560 nm 处测定菌液的吸光度（A）值。以培

养时间为横坐标、菌悬液的 A560 为纵坐标，绘出梅

林青霉菌的生长曲线。 
2.2  生物转化方法 

取活化后的梅林青霉斜面菌种 1 支，用无菌水

冲洗斜面上的孢子，振摇，得梅林青霉孢子悬浮液。

取适量的孢子悬浮液接入新鲜无菌液体培养基中，

在 28 ℃、140 r/min 条件下培养 2 d。取适量熊果酸

用无水乙醇溶解，配成质量浓度为 9 mg/mL的药液，

60 ℃加热超声 10 min 溶解。在无菌条件下取适量

药液加入到培养液中，底物质量浓度为 0.3 mg/mL，
在相同条件下继续培养 3 d。 
2.3  转化产物的分离 

按照“2.2”项中的转化方法累积样品，将累积

的培养液抽滤后，用等体积正丁醇萃取 2 次，合并

萃取液，减压浓缩至干，称质量得到浸膏 8.95 g，
取其中 5 g 样品利用硅胶柱色谱进行分离。氯仿-甲
醇（99∶1～80∶20）梯度洗脱，氯仿-甲醇 98∶2
洗脱部分析出白色针状结晶（420 mg）为化合物 1。
氯仿-甲醇 8∶2 洗脱部分（1.2 g）再经 ODS 柱色谱

纯化，70%甲醇水溶液洗脱部分经过制备型反相

HPLC，60%甲醇为流动相精制获得化合物 2（56 
mg）和 3（120 mg）。通过共薄层、理化性质和现

代波谱学技术（ESI-MS、1H-NMR、13C-NMR）等

手段鉴定了其中 3 个化合物的结构。 
3  实验结果 
3.1  梅林青霉菌生长曲线的测定结果 

按照“2.1”项中的菌种培养方法，以空白培养

基作为对照，对梅林青霉菌种液体培养液测定了最

大吸收波长为 560 nm，因此选择 560 nm 波长绘制

菌种的生长曲线。每间隔 6 h 从摇床中取出一瓶样

品及空白样，测菌液的 A560 值，绘制梅林青霉菌的

生长曲线（图 2）。由图 2 可知，在 24 h 后微生物进

入对数生长期，48 h 后进入稳定期。生长曲线的研

究确定了菌种在适宜的时期加入底物进行转化，以

及为转化结束时间的确定提供参考依据。 
3.2  转化产物的结构鉴定 

化合物 1：白色粉末（甲醇），Libermann-Burchard
反应阳性，提示该化合物与底物类似，为三萜类化

合物。ESI-MS 结合碳谱、氢谱确定分子式 C30H46O3，

比底物熊果酸少 2 个 H。 
1H-NMR (400 MHz, C5D5N) 中，δ 0.84, 0.94, 

0.97, 0.98, 1.01, 1.04, 1.13 为 7 个熊果酸型的三萜甲

基氢信号；δ 5.46 (1H, s) 为烯氢信号，推测为熊果 
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图 2  梅林青霉菌的生长曲线 
Fig. 2  Growth curve of P. melinii AS3.4774 

酸型。13C-NMR (100 MHz, C5D5N）中共显示 30 条

谱线，与熊果酸的碳谱数据相对照，δ 125.4, 139.2
是 C-12、C-13 的烯碳信号，δ 179.5 是 28 位的羧基

碳信号。而C-3位的碳信号消失却新增了 1个 δ 215.8
的酮基碳信号，同时 C-2 (δ 34.1) 及 C-4 (δ 47.2) 的
碳信号向低场移动，确定 3 位为羰基取代。经文献

检索，对比核磁数据[8]，确定该化合物为 3-羰基熊果

酸，结构见图 3。化合物 1 的碳谱数据见表 1。 
化合物 2：白色粉末（甲醇），Libermann-Burchard

和 Molish 反应阳性，提示该化合物与底物类似，为三

萜皂苷类化合物。ESI-MS m/z: [M－H]− 617.3，结合

核磁数据确定分子式为 C30H46O3。糖水解衍生化后经 
气相色谱分析确定结构中存在 1 个 D-葡萄糖。 

1H-NMR (400 MHz, C5D5N) 中，δ 0.77, 0.81, 
0.84, 0.93, 0.95, 0.98, 0.99 为 7 个熊果酸型的三萜甲 

C

R1O

OR2O
C

O

OHO

1
2 R1=Glc, R2=H
3 R1=H, R2=Glc    

图 3  转化产物的结构 

Fig. 3  Structures of transformed products 

基氢信号；δ 4.93 (1H, d, J = 7.8 Hz) 糖的端基氢信

号，苷键构型为 β型；δ 5.45 (1H, d, J = 3.2 Hz) C-12
的氢信号；δ 3.28 (1H, t, J = 13.4, 3.9 Hz) 和 δ 2.22 
(1H, t, J = 13.5, 3.6 Hz) 为 C-11 的 2 个氢信号。13C- 
NMR (100 MHz, C5D5N) 中共显示 36 条谱线，与熊

果酸母核对比，化学位移值在 δ 60～90 多了 5 个连

氧碳信号，δ 179.5 (C-28) 为 C-28 位碳信号，δ 88.6 
(C-3) 与 δ 106.7 (C-1′) 表明糖连接在 C-3 位的羟基

上形成糖苷键，δ 125.5, 139.0 是熊果酸 C-12、C-13
位双键碳信号。经文献检索，对比核磁数据[9]，确

定该化合物为 3-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯，结构

见图 3。化合物 2 的碳谱数据见表 1。 
化合物 3：白色粉末，Libermann-Burchard 和

Molish 反应阳性，提示该化合物与底物类似，为三

萜皂苷类化合物。ESI-MS 给出 m/z: [M－H]− 
617.3，结合碳谱氢谱数据确定分子式为 C30H46O3。

糖水解衍生化后经气相色谱分析确定结构中存在 

表 1  化合物 1～3 的碳谱数据 
Table 1  13C-NMR data for compounds 1－3 

碳位 1 2 3 碳位 1 2 3 
1 39.1 38.8 39.1 19 39.2 39.2 39.0 
2 34.1 28.4 28.2 20 39.3 39.8 30.8 
3 215.8 88.6 78.1 21 31.1 31.0 28.7 
4 47.2 39.4 39.3 22 37.2 36.8 36.7 
5 55.1 55.6 55.6 23 21.4 28.1 28.1 
6 19.7 18.3 18.5 24 26.6 16.8 16.5 
7 32.8 33.3 33.5 25 15.0 15.4 15.7 
8 39.7 39.8 40.1 26 17.1 17.3 17.6 
9 46.9 48.0 48.3 27 23.6 23.7 23.7 

10 36.6 37.2 37.2 28 179.5 179.5 176.0 
11 23.4 23.3 23.7 29 21.1 17.3 17.3 
12 125.4 125.5 126.0 30 17.3 21.2 21.2 
13 139.2 139.0 138.3 1′  106.7 95.5 
14 42.4 42.4 42.4 2′  75.7 73.8 
15 28.5 26.5 28.6 3′  78.8 79.2 
16 24.6 24.6 24.6 4′  71.7 71.2 
17 47.9 47.7 48.1 5′  78.2 78.6 
18 53.5 53.4 53.2 6′  63.0 62.2 
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1 个 D-葡萄糖。 

1H-NMR (400 MHz, C5D5N) 中，低场区存在葡

萄糖的端基氢信号 δ 6.25 (1H, d, J = 7.6 Hz)，苷键

构型为 β型；δ 5.45 (1H, brs) 为 C-12 位烯氢质子信

号，高场区有 7 个熊果酸型角甲基氢质子信号 (δ 
0.80, 0.83, 0.87, 0.92, 0.94, 1.01, 1.13)。将化合物 3
的 13C-NMR (100 MHz, C5D5N) 数据与熊果酸数据

相比较，多了 6 个碳信号 (δ 95.5, 73.8, 79.2, 71.2, 
78.6, 62.2)；其中 δ 176.0 (C-28) 与糖的端基碳信号

数据δ 95.5 (C-1′) 表明糖连接在C-28的羧基上形成

酯苷键。经文献检索，对比核磁数据[9]，确定该化

合物为 28-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯，结构见图

3。化合物 3 的碳谱数据见表 1。 
4  讨论 

本实验首次利用梅林青霉（Penicillium melinii 
AS 3.4474）对熊果酸进行微生物转化研究，分离并

鉴定了 3 个转化产物，依次为 3-羰基熊果酸（1）、
28-O-β-D-吡喃葡萄糖熊果酸酯（2）和 3-O-β-D-吡
喃葡萄糖熊果酸酯（3）。3 个化合物纯化后经 HPLC
检测后纯度分别为 90%、88%和 92%，实现了对熊

果酸 C-3 位和 C-28 位的糖苷化。 
本研究获得的 3 个转化产物再次确定了微生物

体内具有能够促进天然产物尤其是三萜类化合物进

行糖苷化反应的特异性酶，在温和的条件下实现三

萜类化合物的糖苷化，这为天然产物实现糖苷化产

物制备奠定实验基础。 
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