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雄甾烯酮转化菌的诱变育种和发酵条件优化
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摘 要: 采用紫外线照射和 N TG 对实验室保存的一株对植物甾醇有降解能力的 Mycobacter ium

sp. SH5进行诱变处理,得到一株雄甾-4-烯-3, 17-二酮( Andro st-4-end- 3, 17-dione, AD)和雄甾-

1, 4-二烯-3, 17-二酮 ( A ndrost -1, 4-end-3, 17-dione, ADD)分解酶 ( 9 -羟化酶) 缺陷型菌株

Mycobacter ium sp. SH5-52。对Mycobacter ium sp. SH5-52降解植物甾醇侧链得到AD ( D) 的培

养基组成、接种量、温度、pH 值和溶氧等发酵条件进行了研究。在最佳的发酵条件下,投料质量浓

度为0. 6 g/ dL 时, AD ( D) 的转化率由原来的 37. 2%提高到 47. 6%左右。
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Abstract: Mycobacter ium sp. SH5 w as a potent ial str ain for degrading phy to sterol. Af ter

mutat ion by UV and N TG, a mutant w ith 9-hydroxylase defect ive w as selected and named as

Mycobacter ium sp. SH5-52. On the basis of mutat ion, the nutrit ional and environmental

conditions of Mycobacter ium sp. SH5-52 w ere invest igated and opt imized. With the opt imum

conditions, Mycobacterium sp. SH5-52 could degrade 0. 6% substance phytostero l to Andr ost-4-

end-3, 17-dione ( AD) and A ndrost-1, 4-end-3, 17-dione ( ADD) w ith the aver age conver sion rat io

signif icant ly improved from 37. 2% to 47. 6% .

Key words: AD, ADD, phytostero l, biot ransformat ion

雄甾-4-烯-3, 17-二酮( Andr ost-4-end-3, 17-d-i

one, AD)和雄甾-1, 4-二烯-3, 17-二酮( Androst-1,

4-end-3, 17-dione, A DD)是制备甾醇类激素药物的

重要中间体,对机体起着重要的调节作用 [ 1]。目前

我国主要是从野生中药材 穿地龙 等植物中提取

薯芋皂素经化学合成而成, 工艺十分复杂, 消耗成

本很高, 而且污染环境
[ 2- 3]
。60年代, A rima 和 Sih

等就发现某些微生物可以切除胆甾醇的饱和侧链

而得到 ADD。诺卡氏菌、分枝杆菌、节杆菌和假单

胞菌等微生物都能将甾醇类化合物作为碳源利用,



使甾醇降解。张辉等 [ 3 ]发现,大豆甾醇直接用微生

物处理,所得产物主要是 CO 2和 H 2 O。在微生物降

解甾醇过程中, 由于存在母核的降解而导致无法得

到 AD ( D)。目前, 一般采用 3种方法来抑制微生

物的对甾醇母核的降解。通过对甾醇进行结构改

造来阻止酶对母核的降解,加入酶的抑制剂抑制母

核降解关键酶如 C1, 2脱氢酶和 9 -羟化酶和对菌种

进行诱变产生仅能降解甾醇侧链的突变株
[ 5- 8]
。随

着基因工程技术的发展, 利用基因工程技术构建高

效降解甾醇侧链已成为可能。微生物选择性切除

甾醇侧链生产 AD ( D)具有产品纯度高, 生产成本

低,生产周期短等优点
[ 9- 10]

。采用微生物法生产

AD ( D) ,再用化学方法将 AD ( D)进行结构改造生

产甾醇类药物, 已经成为甾醇类药物生产的发展方

向。作者以实验室保存的一株降解植物甾醇的

Mycobacter ium SH5为出发菌株,采用紫外线照射

和 NTG 等方法进行诱变处理,筛选能够将植物甾

醇转化为 AD ( D)的分解酶 ( 9 -羟化酶) 缺陷型菌

株,并对培养基成分及转化条件进行初步研究。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 菌种与主要试剂 作者所在实验室筛选得

到的一株能够降解植物甾醇的分支杆菌, 编号为

SH5。经诱变后的得到的多株能够利用植物甾醇转

化产生雄甾烯酮的突变株, 编号为 SH5-1, SH5-2,

SH5-3等。

植物甾醇: 武汉凯迪精细化工有限公司产品; 4-

AD:天津市津津药业有限公司产品; ADD, Sigma

公司产品。

1 1 2 培养基

1) 完全培养基(组分 g/ dL) : 酵母粉 0 5, 氯化

钠 0 5, 葡萄糖 0 5, 蛋白胨 1; pH 6 8~ 7 0。

2) 基本培养基(组分 g/ dL) :磷酸二氢钾 0 05,

磷酸氢二钾 0 2, 硫酸镁 0 05, 氯化钙 0 02,硫酸锰

0 05,硫酸钠 0 05,硫酸亚铁 0 05; pH 6 8~ 7 0。

3) 斜面培养基(组分 g / dL) : 葡萄糖1, 甘油 2,

硫酸铵 0 2, 磷酸氢二钾 0 05, 琼脂 1 5; pH 6 8~

7 0。

4) 液体种子培养基(组分 g/ dL) : 玉米淀粉 6,

硫酸铵 0 25, 磷酸氢二钾 0 12, 泡敌 0 007;

pH 7 0。

5) 发酵培养基(组分 g/ dL) : 有机相为葵花油

16,甾醇 0 6, 水相为玉米淀粉 6, 硫酸铵 0 2, 磷酸

氢二钾 0 12,泡敌 0 007; pH 7 0。

1 2 方法

1 2 1 菌种诱变

1) 紫外诱变:用无菌水将培养成熟的菌体洗下

分散均匀,制成浓度为 107个/ mL 的菌悬液。采用

15 W紫外灭菌灯,距离菌悬液为 30 cm 照射,液体

厚度约为 0 1 cm 左右,照射时间分别为 20、30、40、

50、60、70、80 s。

2) 亚硝基胍诱变:用无菌水将培养成熟的菌体

洗下分散均匀, 制成浓度为 107个/ mL 的菌悬液。

亚硝基胍质量浓度为 100 g/ mL,诱变时间分别为

10、20、30、40 min,诱变结束后将菌悬液稀释 1 000

倍, 终止诱变。

3) 雄甾烯酮转化菌的筛选: 取 1 mL 诱变后的

菌体接种到 200 mL 完全培养基中,振荡培养 20 h;

取 10 mL 培养液离心分离, 用无菌水洗涤 3 次; 取

0 1 mL 菌液涂在以植物甾醇为惟一碳源的基本培

养基上, 30 培养 3 d;将生长旺盛的菌落取出, 用

完全培养基摇瓶培养 48 h, 取 10 mL 培养液离心分

离,用无菌水洗涤 3次;再加入到 100 mL 基本培养

基振荡培养 6 h, 将菌体加到含 0 1 g/ dL 4-A D的

基本培养基中振荡培养 6 h, 加入 200 U/ mL 的青

霉素,继续培养 24 h;取 0 1 mL 菌液涂在以植物甾

醇为惟一碳源的基本培养基上, 30 培养 3 d; 将生

长的菌落转接至 4-AD为惟一碳源的基本培养基

上, 30 培养 3 d,将在以 4-AD为惟一碳源的基本

培养基上不生长、在以植物甾醇为惟一碳源的培养

基上生长的菌落挑出转接斜面,并编号
[ 11- 12]

。

1 2 2 植物甾醇的转化

1) 斜面培养: 30~ 32 培养 5 d。

2) 液体种子培养:取一环在斜面培养基上培养

5 d的菌体, 接种至液体种子培养基中, 置于 130

r/ m in旋转式摇床上, 30 培养 3 d。

3) 发酵转化培养:液体种子培养 3 d 后, 以接

种体积分数 10% 接入发酵培养基中, 置于 250

r/ m in 旋转式摇床上, 30 培养 7 d。

1 2 3 4-AD和 ADD的定量方法

1) 色谱条件: 日本岛津 GCMS-QP 2010 型气

相色谱仪。色谱柱为 AC-5 ( 30 m 0 25 mm、

0 25 m ) ;载气为 N 2 , 载气流速 1 mL/ m in,柱温为

280 , 进样口温度 280 , FID 检测器温度为 300

。

2) 样品处理: 以乙酸乙酯 发酵液= 1 1 比

例提取发酵液。振荡 10 min, 至充分溶解后, 静置

分层。5 000 r/ min离心 10 min, 取上层清液, 稀释

100倍,作为待测样品,进样量为 1 L [ 13]。
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1 2 4 遗传稳定性实验 将转化能力较高的几株

菌株接种至完全培养基, 传代 10 次, 进行发酵实

验,检测 4-AD和 ADD的含量。

1 2 5 发酵条件优化 分别选取葡萄糖﹑果糖﹑

麸皮、玉米淀粉﹑ 甘油为碳源进行发酵实验, 考察

不同碳源对 AD ( D) 产率的影响。分别选取硝酸

铵、硫酸铵、尿素、蛋白胨、酵母粉为氮源, 考察氮源

种类对AD ( D) 产率的影响。选择不同质量浓度的

最优碳源和氮源, 考察碳源和氮源质量浓度对 AD

( D) 产率的影响, 进而选择最合适质量浓度的碳氮

源。

设计正交实验, 考察接种量、摇床转速、温度、

发酵培养基初始 pH 值对积累 AD ( D) 的影响, 进

而选择最佳的培养条件。

2 结果与分析

2 1 诱变结果

用不同剂量诱变后,取一定量的菌液涂布在完

全培养基上进行培养, 计算不同剂量组致死率结

果,见表 1、表 2。

表 1 紫外线处理后菌株的致死率

Tab. 1 Eff ects of UV irradiation on strain Mycobacterium

sp SH5

诱变时间/ s 致死率/ %

20 10

30 43

40 58

50 63

60 70

70 92

80 98

表 2 亚硝基胍处理后菌株的致死率

Tab. 2 Effects of NTG on strainMycobacterium sp SH5

诱变时间/ min 致死率/ %

10 62

20 83

30 90

40 96

致死率过低, 则不能产生足够的突变体; 致死

率过高,则存活的突变株较少。根据实验结果, 紫

外诱变时,选择诱变 70 s,亚硝基胍诱变时, 选择诱

变 30 min。经过多次诱变,得到以植物甾醇为惟一

碳源的基本培养基生长旺盛、而在以 4-AD 为惟一

碳源的基本培养基上不生长的菌株 121株。

2 2 突变株转化能力

将突变株进行发酵实验后,测定 4-AD和 ADD

的含量。为了解决植物甾醇不易溶于水的难题, 作

者以两液相培养系统作为微生物转化的发酵系统,

选择甾醇溶解度高、对微生物细胞毒性作用较低的

葵花油为有机相溶剂, 121株突变株中有 5株的转

化能力超过 30% ,见表 3。

表 3 亚硝基胍处理后菌株的致死率

Tab. 3 Eff ects of NTG on strain Mycobacterium sp SH5

菌株编号 AD( D)得率/ %

SH5-8 32 3

SH 5-32 33 5

SH 5-46 41 2

SH 5-52 37 2

SH 5-97 34 6

2 3 突变株的遗传稳定性

SH5-46、SH5-97 的转化能力下降很快, 到第

10代时, 转化能力都已降到 25% 以下; SH5-8 和

SH5-32的转化能力也下降到 30%左右, 波动幅度

在 3%左右; SH5-52的转化能力到第 10代时,转化

能力为 35 4%,波动范围小于2%。这说明 SH5-52

是一株转化能力稳定的菌株。下面的实验均以

SH5-52为试验菌。

2 4 不同碳源及碳源质量浓度对 AD (D)产率的

影响

分别选取葡萄糖﹑果糖﹑乳糖,玉米淀粉﹑ 甘

油为碳源,考察碳源种类对AD产率的影响,结果见

表 4。

表 4 不同碳源种类对发酵的影响

Tab. 4 Effects of different carbon sources on fermentation

碳源种类 AD( D)得率/ %

葡萄糖 8

果糖 17

麸皮 18

玉米浆 37 1

可溶淀粉 31

从表 4 可以看出, 玉米浆和淀粉有利于提高

AD ( D)产率。当以小分子的糖类、葡萄糖和果糖

为碳源时, AD ( D)产率较低。当以玉米浆为碳源

时, AD ( D)的得率可达 37 1%。

分别配制玉米浆体积分数为 4%、6%、8%、
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10%、12% 的发酵培养基, 考察不同碳源体积分数

对 AD ( D)产率的影响,结果见图 1。由图 1 可知,

玉米浆体积分数为 8%时最有利于发酵的进行, AD

( D)的得率可达 39 3%。

图 1 不同体积分数碳源对发酵的影响

Fig. 1 Effect of different concentration of carbon

sources on fermentation

2 5 不同氮源及氮源质量浓度对 AD (D)产率的

影响

分别选取硫酸铵、尿素、蛋白胨、酵母粉为氮

源,考察氮源种类对 AD ( D)产率的影响, 结果见表

5。由表 5可知, 硫酸铵有利于提高 AD ( D)产率。

当以蛋白胨、酵母粉为氮源时, AD ( D)产率较低。

当以硫酸铵为碳源时, AD ( D)的得率可达 39 3%。

表 5 不同氮源种类对发酵的影响

Tab. 5 Effect of different nitrogen sources on fermentation

氮源源种类 AD ( D)得率/ %

硫酸铵 39 2

尿素 24 6

蛋白胨 12 3

酵母粉 21 4

分别配制硫酸铵质量浓度为 1、2、3、4、5 g / dL

的发酵培养基, 考察不同氮源质量浓度对 AD ( D)

产率的影响,结果见图 2。由图 2可知, 硫酸铵质量

浓度为3 g/ dL 时,最有利于发酵的进行, AD ( D)的

得率可达 41 2%。

图 2 不同氮源质量浓度(NH4) 2SO4对发酵的影响

Fig. 2 Eff ect of different concentration of (NH4 ) 2SO4

on fermentation

2 6 转化条件的优化

选择上述最优碳氮培养基, 对转化过程中影响

比较大的接种量、温度、发酵培养基初始 pH 值, 装

液量进行正交实验。

表 6 正交因素水平表

Tab. 6 The levels of factors of perpendicular experiment de-

sign

水平
接种

体积分数/ %
温度/ 初始

pH 值
装液量/

mL

1 8 29 6. 5 60

2 10 30 7. 0 80

3 12 31 7. 5 100

由表 6可知, 利用 Mycobacterium sp SH5-52

转化植物甾醇的最佳转化条件为: 接种体积分数

12% ,发酵温度为 29 , 发酵培养基的初始 pH 值

为 7 0, 摇床转速为 250 r/ min时, 250 mL 三角瓶的

最佳装液量为 80 mL, 优化后的 AD ( D)的得率可

达 47 6%。

3 结 语

以一株能够降解植物甾醇的分支杆菌 Myco-

bacter ium sp SH5为出发菌株, 通过紫外诱变和亚

硝基胍诱变的方法得到了 121 株能够转化积累 AD

( D)的突变株。甾醇的降解过程表明,中间产物 AD

( D)在 9 -羟化酶的作用下进一步降解
[ 5]
。只要破

坏 9 -羟化酶的基因, AD ( D)就无法进一步降解,

从而能够在发酵液中得到累积。作者通过常规的

诱变方法得到了 9 -羟化酶缺陷菌株, 它们都具有

积累 AD ( D) 的能力。其中 Mycobacter ium sp

SH5-52经过发酵, AD ( D)的得率可达 37 2%。

甾体化合物在水中的溶解度很低, 低于 2

mg / L ,使得底物无法与生物酶充分接触 [ 14]。目前

常采用添加有机溶解等方法提高甾醇在发酵液中

的浓度,但效果并不十分理想。近年来, 采用双液

相体系,提高了甾醇的溶剂度, 从而增加了甾醇的

投料量。在有机溶剂和水组成的两相系统中, 生物

催化反应在水溶液相或两相界面进行, 而有机溶剂

作为辅助相, 可以增加底物的溶解度, 并通过缓慢

控制释放作用增大底物的溶解速率, 促进催化反应

的快速进行。作者在研究中采用了姜绍通等采用

的两液相培养系统作为微生物转化的发酵系统
[ 13]
。

通过发酵条件优化发现 Mycobacter ium sp

SH5-52的最佳碳源为 8%的玉米浆, 最佳氮源为 3

g/ dL 的硫酸铵。最佳培养条件为 12%的接种体积
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分数, 发酵温度为 29 ,发酵培养基的初始 pH 值

为 7 0, 摇床转速为 250 r/ m in, 250 mL 三角瓶的最

佳装液量为80 mL。在上述条件下, AD ( D)的得率

可达 47 6% ,比优化前的 37 2%提高了 28 3%。

在 Mycobacter ium sp SH5-52的转化产物中,

4-AD和 ADD的比例约为 6: 1。ADD 与 AD 在结

构上仅在 C1, 2位存在一个双键的差别, 很难将两者

分离。ADD与 4-AD作为其它药物的前体物,必须

达到一定的纯度才能应用于生产。通过抑制或增

强 C1, 2脱氢酶的活性, 使转化产物中 AD或 ADD的

产量占绝对的优势。
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