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总状共头霉 CGMCC 3.2500对积雪草酸的生物转化

李　慧，王　晶，顾申勇 （复旦大学附属中山医院青浦分院药剂科，上海 201700）

［摘要］　目的　积雪草酸是积雪草中的主要药用成分，为乌苏烷型三萜化合物，具有多种生物活性，通过对其进行结构

修饰，以获得活性更好的积雪草酸类似物。方法　使用总状共头霉 CGMCC 3.250 0 对积雪草酸进行生物转化，通过高分辨

质谱（HR-ESI-MS）、核磁共振波谱（包括1H NMR、13C NMR、1H-13C HSQC、1H-13C HMBC、1H-1H NOESY）鉴定其结构。

结果　获得一个化合物，最终确定化合物的结构为 2-氧-3α, 15α, 23-三羟基-12-烯-28-油酸，该化合物为新化合物。结论　总

状共头霉 CGMCC 3.250 0 能够对积雪草酸进行结构修饰，获得积雪草酸类似物。
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Microbial  transformation  of  Asiatic  acid  by  Syncephalastrum  racemosum
CGMCC 3.2500
LI  Hui,  WANG  Jing,  GU  Shenyong（ Department  of  Pharmacy,  Qingpu  Branch  of  Zhongshan  Hospital  Affiliated  to  Fudan
University, Shanghai 201700, China）

［Abstract］　 Objective　Asiatic  acid  is  the  main  medicinal  component  of  aursane  pentacyclic  triterpene  and  possessed
various biological activities. In order to obtain better active Asiatic acid analogues, microbial transformation was used for structural
modification. Methods　Asiatic  acid  was  biotransformed  by Syncephalum  racemosum CGMCC  3.2500.  The  structure  of  the
compound  was  identified  by  high  resolution  electrospray  ionization  mass  spectroscopy  (HR-ESI-MS)  and  nuclear  magnetic
resonance spectroscopy (i.e., 1H NMR、13C NMR、1H-13C HSQC、1H-13C HMBC、1H-1H NOESY). Results　The structure of the
compound was determined as 2-oxo-3α, 15α, 23-trihydroxyurs-12-en-28-oic acid which was a new compound. Conclusion　Syncep-
halum racemosum CGMCC 3.250 0 can modify the structure of Asiatic acid and obtain Asiatic acid analogues.
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积雪草酸，是一种乌苏烷型三萜化合物，是积

雪草中的主要药用成分，具有保肝、抗肿瘤、改善

认知、降血糖、抗炎、抗菌、护肤等药理作用 [1-2]。

但是积雪草酸溶解度小，口服生物利用度低，较难

通过血脑屏障，使得积雪草酸的使用受到一定限

制，已有研究人员对积雪草酸进行了多种化学修

饰，获得了一系列不同特性的积雪草酸衍生物[1-5]。

由于积雪草酸结构的特殊性，化学修饰位点较少，

生物修饰是对天然药物进行结构修饰的重要方法，

已有研究报道通过微生物对积雪草酸进行生物修

饰[6-8]。本实验通过总状共头霉 CGMCC 3.250 0 对

积雪草酸进行结构修饰，采用高分辨质谱（HR-ESI-

MS）以及多种核磁共振（NMR）波谱：氢谱（ 1H
NMR）、碳谱（13C NMR）、1H-13C 异核单量子相干

谱（1H-13C HSQC）、1H-13C 异核多键相关谱（1H-13C
HMBC）、1H-1H 核Overhauser 效应谱（1H-1H NOESY）

等技术对其结构进行确证，获得了一个新的化合

物，为积雪草酸的应用与开发提供参考依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料 

1.1.1    菌株

总状共头霉 CGMCC 3.250 0（中国普通微生物

菌种保藏管理中心），4 ℃ 斜面保藏。 

1.1.2    培养基

马铃薯培养基（PDA）：将 200 g 马铃薯去皮切

块置于 1 000 ml 蒸馏水中，煮沸 1 h，用纱布过滤，

加葡萄糖 20.0 g，琼脂 15.0 g，将滤液补足至 1.0 L，
分装，121 ℃、30 min 灭菌后，将试管倾斜放置，冷
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凝后即得固体马铃薯培养基。液体培养基的制备

不加琼脂，其余步骤同上。 

1.1.3    试剂和仪器

DRX-600 光谱仪（德国 Rheinstetten 公司）；

Agilent 6 538 VAD Accurate-Mass QTOF 液质联用

系统（美国安捷伦)；Agilent 1 260 高效液相色谱仪

（含 G1311C 1 260 VL 型四元泵、G1316A 1 260 柱

温箱、G1315D 1 260 VL 型全波长扫描检测器、

G1364C 1 260 FC-AS， 美 国 安 捷 伦 ） ， ZORBAX
Eclipse XDB-C18 色谱柱；氘代吡啶（剑桥同位素实

验室）；积雪草酸（广西昌洲天然药业有限公司）。 

1.2    方法 

1.2.1    菌种的筛选

将已经恢复培养的菌种接种至无菌的 250 ml
三角瓶（装有 100 ml 液体培养基）中，180 r/min、
27 ℃ 下震荡培养 72 h 后取出，每瓶加入 500 μl 的
积雪草酸乙醇溶液（4 mg/ml），相同条件继续培养

10 d。设两组对照，一组接种微生物后只加入等体

积的乙醇溶液（无底物）；另一组加入等量的底物到

空白培养基中，在相同条件下培养。发酵完成后过

滤菌丝体，滤液用等体积的乙酸乙酯萃取 3 次，菌

丝体用 500 ml 乙酸乙酯超声提取 3 次，每次 30 min，
合并乙酸乙酯萃取液及提取液，在 60 ℃ 下真空浓

缩至小体积，薄层色谱法（TLC）比较实验组与空白

组的显色斑点，以氯仿/甲醇（9∶1）为展开剂，10% 的

硫酸乙醇溶液显色。 

1.2.2    扩大培养及产物分离

在 10 个 1 000 ml 三角瓶中（每瓶装有 400 ml 培

养基）以 2% 的接种量接入已恢复培养的总状共头

霉 CGMCC 3.250 0 菌种，置恒温振荡器中，180 r/min、
27 ℃ 培养 72 h 后加入 200.0 mg 底物积雪草酸（溶

于 20 ml 乙醇，每瓶加入 2 ml），继续培养 10 d。发

酵完成后过滤菌丝体，滤液用等体积的乙酸乙酯萃

取 3 次，将乙酸乙酯萃取液置旋转蒸发仪上浓缩至

小体积，干燥，分别获得转化反应提取物 0.4 g；转
化反应提取物经凝胶柱纯化后，用半制备型高效液

相色谱仪制备，流动相：甲醇/水/甲酸（60:40:0.05，
V/V/V），流速 3 ml/min，检测波长：210 nm，得到化

合物 1（10.5 mg，转化率 5.25%）。 

2    结果与分析
 

2.1    转化产物的结构鉴定

化合物 1为白色固体粉末，高分辨质谱显示

出 [M-H]-分子离子峰 m/z 501.324 0，结合1H NMR 谱

和 13C  NMR 谱推断确定分子式为 C30H46O6。
1H

NMR（600 MHz, pyridine-d5）中，高场处有 6 组甲基

氢信号 δ 1.47 (3H, s)、δ 1.18 (3H, s)、δ 1.03 (3H, d,
6.6)、δ 0.98 (3H, s)、δ 0.92 (3H, d, 6.0)、δ 0.82 (3H,
s)；低场处有一活泼氢信号：δ 5.61 (t, 3.6)，推测为双

键上的氢。13C NMR 谱检测结果显示两个不饱和

碳原子 δ 127.04 和 δ 140.86，一个羧基碳原子 δ
180.36，一个羰基碳原子 δ 213.29，综合以上信息可

以推断该化合物为乌苏烷型五环三萜酸类化合物。

依据1H-13C HSQC 谱（图 1）、1H-13C HMBC 谱

（图 2）可以对该化合物的碳氢作进一步的归属。

与底物积雪草酸比较，在 13C  NMR 谱中，
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图 1    化合物 1的 HSQC谱图
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213.29 ppm 出现一个羰基碳信号，该羰基碳与 H-1
(δ 2.58, d, 12.0)、H-3 (δ 5.08, s) 远程相关，说明 C-
2 位的羟基被氧化成羰基。H-3 (δ 5.08, s) 和 C-3 (δ
78.14) 的化学位移未发生显著变化，但是在1H-1H
NOESY（图 3）中，可以观察到 H-3 (δ 5.08, s) 和 H-
24 (δ 0.82) 之间的 NOE 效应，说明 3 位的羟基构型

发生了变化，由 β 构型转变为 α 构型。

在13C NMR 谱中，68.12 ppm 处出现一个连氧

碳信号，在 1H NMR 谱中，4.93 ppm(1H, dd, J=6.6,
9.6 Hz) 出现一个氢原子信号，二者在1H-13C HSQC

谱中可观察到相关信号。在1H-13C HMBC 谱中，可

观察到 H-27 (δ 1.47, s)、H-16 (δ 2.45, m) 和 δ 68.12
的相关信号，说明 15 位发生了羟基化反应。同时

H-15ax 与 H-16ax 的耦合常数为 9.6 Hz，确定该羟

基为 α 型。

具体的1H NMR 和13C NMR 数据及归属见表 1。
综上，化合物 1的结构确定为 2-氧-3α,15α, 23-

三羟基-12-烯-28-油酸（图 4）。经文献检索，未发现

与该化合物结构相同的报道，确定该化合物为新化

合物。
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图 2    化合物 1的 HMBC谱图
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图 3    化合物 1的 NOESY 图
 

 药学实践杂志　2021 年 7 月 25 日　第 39 卷　第 4 期  
   338 Journal of Pharmaceutical Practice，Vol. 39，No. 4，July 25，2021  



3    讨论

积雪草酸是中药积雪草中的主要有效成分，具

有多种生物活性[9]。微生物转化具有专一性强、条

件温和等优点[10]。本研究通过总状共头霉 CGMCC
3.250 0 对积雪草酸的生物转化，获得一个新化合

物：2-氧-3α15α, 23-三羟基-12-烯-28-油酸。从催化

反应的位置看，2 位的羟基发生氧化生成了羰基，

3 位的羟基的立体结构由 β 变成 α，15 位发生羟基

化反应。这些结构的变化由化学反应很难实现，也

体现了生物转化高度的位置选择性和立体选择

性。化合物 1的转化率为 5.25%，需要进一步优化

转化条件，以提高转化效率。
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表 1    化合物 1的 NMR数据 
位点 C H HMBC

1 54.41 2.58 (d, 12.0); 2.31 (o) 2, 3, 5, 10, 25

2 213.29 /

3 78.14 5.08 (s) 2, 23, 24, 4

4 50.42 /

5 46.73 2.53 (d, 10.8) 4, 10, 7, 25, 24

6 19.48 1.87 (m), 1.97 (m)

7 36.52 2.46 (m); 2.33 (o)

8 42.19 /

9 48.22 2.12 (m) 1, 14, 8, 26

10 44.13 /

11 24.29 1.92 (t, 4.2); 1.96 (m) 8, 9, 13, 12

12 127.04 5.61 (t, 3.6) 14

13 140.86 /

14 49.18 /

15 68.12 4.93 (dd, 9.6, 6.6)

16 36.83 2.45 (m); 2.44 (m) 15, 18, 17, 28

17 47.89 /

18 54.70 2.64 (d, 11.4) 28, 13, 12, 17, 19, 22, 29

19 39.92 1.57 (m)

20 39.71 1.55 (m)

21 31.49 1.44 (m); 1.38 (s)

22 37.55 1.98 (m); 1.99 (m) 17, 20, 21, 28

23 65.38 4.06 (d, 11.4); 3.77 (d, 11.4) 3, 4, 5

24 14.43 0.82 (s) 3, 23, 4, 5

25 18.14 0.98 (s) 1, 5, 10

26 17.91 1.18 (s) 14, 8, 7

27 18.17 1.47 (s) 13, 15, 14, 8

28 180.36 /

29 17.78 1.03 (d, 6.6) 19, 20

30 21.79 0.92 (d, 6.0) 20, 21
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图 4    2-氧-3α,15α, 23-三羟基-12-烯-28-油酸结构式
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