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摘 要：偶发分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, -$)’+*’+,）亲株（L7#）和突变株（L73:）存在生物转化差异，通过静息细胞系统

转化研究发现：在反应达到平衡后，亲株中产物大部分以雄甾烯二酮（#! ;8CHE’-.5C5H?’C5，!*M）的形式存在，而突变

株中产物大部分为睾酮（.5-.’-.5E’C5，4N）。为了研究二者的转化差异，采用无细胞系统转化的手段进行了比较研究，

结果表明：在添加足量的 /*MO 和 /*MP 后，亲株和突变株的转化产物比例基本相同。由此推测：在静息细胞中的

转化产物比例不同可能是由于辅酶 /*MO 与 /*MP 的比例不同引起的。最后通过测定亲株和突变株中辅酶 /*MO

和 /*MP 的比例证实该推测是正确的。
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睾酮在人体内主要由睾丸间质细胞产生，在临

床上睾酮可以治疗原发性和继发性男性性腺功能减

退，维持男性第二特征、性功能［2］，也可以防止骨质

疏松［#］，并维持正常肌块、红细胞的生成；睾酮也可

作为同化激素，促使蛋白质的合成及细胞的生成［0］。

其生物合成的最后一步是通过 2<!;甾体羟基脱氢酶

（2<!;BAHE’9A-.5E’?H H5BAHE’,5C8-5，=R 2K2K2K:0，2<!;
B-H）将雄甾烯二酮（#! ;8CHE’-.5C5H?’C5，!*M）还原得

到睾酮（.5-.’-.5E’C5，4N）［2］（图 2）。这一反应在细菌、

真菌中也能发生［" S <］。

图 & 雄甾烯二酮与睾酮间的相互转化

7?,)2 TC.5E.E8C-J’E>8.?’C F5.U55C !*M 8CH 4N

在上海来益生物药物研究开发中心研究 !*M
的基础上［!］，通过对偶发分枝杆菌（ !"#$%&#’()*+,
-$)’+*’+,）进行各种诱变首次得到了一株可将植物甾

醇转化为 4N 的高产菌，为了探讨亲株和突变株生物

转化的差异，本文对亲株和突变株中的 2<!;甾体羟

基脱氢酶和参与反应的辅酶 /*MO 和 /*MP 进行了

比较研究。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 菌 种：偶 发 分 枝 杆 菌（ !"#$%&#’()*+,
-$)’+*’+,）L7# 和 L73:，来自上海来益生物药物研究

开发中心。

&’&’# 主要试剂和仪器：/*MO 、/*MP、!*M 和 4N
均为 N?,>8 产品；VW;3#;"超声波细胞破碎仪购于上

海新芝生物技术研究所；*,?(5C.22$$ -5E?5- 高效液相

色谱购于 *,?(5C. 公司；色谱柱为 XMN R;2% 型反相柱

购于大连化学药物研究所。

&’# 培养基、种子培养、细胞收集

均按 文 献［!］操 作。将 "$>Y 的 富 集 培 养 物

!Z，!$$$ [ , 离心 2$>?C，收集菌体，分别以无菌水

和 \P 为 :K$ 的 ]^N 缓冲液（下同）洗涤一次，称重后

按 2,60>Y 的浓度稀释在 ]^N 缓冲液中。

&’( 静息细胞系统的转化

参考文献［2$］操作。在 2$>Y 三角瓶中，加入

2>Y 菌 悬 液，分 别 加 入 !*M 和 4N 的 乙 醇 溶 液

（20K$,6Y）$K$#>Y，在 #%Z转速 ##$E6>?C 的条件下转

化，分别于 $、#$、!$、:$、%$、2$$、2#$>?C 取样（每组 0
个重复），加 !>Y 无水甲醇终止反应。2"$$$ [ , 离

心 2$>?C，上清用 P]YR 法测定 !*M 和 4N 浓度，计算

转化率。以反应时间为横坐标，转化率为纵坐标，绘



制反应过程曲线。

!"# 无细胞系统的制备及其转化

在冰浴条件下，超声波处理菌悬液破碎细胞，处

理后的悬液在 !"，#$$$$ % & 离心 #$’()，所得上清

即为无细胞抽提液（*+,,-./++ +01/231）。在 #$’4 三角

瓶中，加入 #’4 无细胞抽提液，分别加入 56 和 !78
的乙醇溶液（#9:$&;4）$:$<’4，转化条件同 #:9。无

细胞抽提液加入 56 和 !78 后，各自再分别加入辅

酶 =78> 和 =78? 至终浓度为 9@$’’A,;4，转化条件

同 #:9。

!"$ 辅酶 %&’( 、%&’) 的提取

参考文献［#<，#9］操作。将新鲜制备的菌体放

入 B C$"的超低温冰箱，冰冻成固体状后取出，在低

温下用研钵研成粉末状。测定 =78> 时，取 $:<& 菌

体粉末，用 #’4 事先预冷的 9’A,;4 高氯酸抽提。在

冰浴中，超声处理抽提悬液，然后用 <’A,;4 的氢氧

化钾溶 液 中 和，并 #$$$$ % & 离 心 #$’()。上 清 送

?D4* 测定浓度（每组 9 个重复）。测定 =78? 时，取

$:<& 菌体粉末，用 #’4 事先预冷的含有 @$E 乙醇

（F;F）的 $:@’A,;4 氢氧化钾溶液抽提，然后在冰浴

中超声处理，#$$$$ % & 离心 #$’()，上清送 ?D4* 测

定浓度（每组 9 个重复）。

!"* 提取方法收率的测定

取 =78> 和 =78? 的标准品，分别配制成浓度

为 C$!&;’4 和 @G!&;’4 的标准溶液。取 #’4 标准溶

液，按 =78> 及 =78? 提取方法处理后送 ?D4* 测定

其浓度，并计算出此方法的收率。

!"+ 辅酶 ),-. 分析方法

根据洪平等［##］的方法进行测定。

/ 结果

/"! 静息细胞的转化反应

图 < 为静息细胞转化 56 和 !78 的反应曲线。

从图 <-7 中可以看出，突变株可快速将大部分的

!78 转化为 56，反应曲线表现出明显的 6 型，而亲

株只能转化少量的 !78。而在转化 56 的反应中，如

图 <-H 所示，情况恰好相反，亲株可快速将大部分的

56 转化为 !78，而突变株只能转化少量的 56。这种

现象可能有两种原因：一是催化可逆反应的酶活力

有差异———亲株中催化 !78 生成 56 的酶活力很

低，催化 56 生成 !78 的酶活力很高，突变株中正好

相反；二是亲株和突变株中参与反应的辅酶水平存

在差异。为确定其原因，我们又进行了无细胞系统

中的转化实验。

图 / （&）静息细胞转化 #&’ 的反应曲线；（0）静息细

胞转化 12 的反应曲线

I(&J< （7）K+231(A) 3L/M+ A. N(A1/2)O.A/’21(A) A. !78 () /+O1()& 3+,,；

（H）K+231(A) 3L/M+ A. N(A1/2)O.A/’21(A) A. 56 () /+O1()& 3+,,

/"/ 无细胞系统的转化

无细胞系统中转化 !78 和 56 的结果如图 9 所

示。从图中我们可以看出，在无细胞系统中，没有加

入辅酶后，反应结果和静息细胞转化相似：突变株对

!78 的转化率比亲株高，而亲株对 56 的转化率比突

变株高，但转化率都明显下降，可能是细胞被破碎

后，酶和辅酶被稀释，从而导致转化率下降。

图 3 无细胞系统转化 #&’（&）和 12（0）

I(&J9 H(A1/2)O.A/’21(A) A. !78（7）2)P 56（H）() 3+,,-./++ +01/231

图 # （&）无细胞系统转化 12（加入 %&’( ）；（0）无细

胞系统转化 #&’（加入 %&’)）

I(&J ! （7）H(A1/2)O.A/’21(A) A. 56 () 3+,,-./++ +01/231（OLQQ,+’+)1+P

R(1S =78> ）；（ H） H(A1/2)O.A/’21(A) A. !78 () 3+,,-./++ +01/231
（OLQQ,+’+)1+P R(1S =78?）

加入足量的 =78> 和 =78? 后，无细胞系统中

转化 !78 和 56 的结果如图 ! 所示。从图中我们可

以看出，在无细胞系统中，加入足量的 =78> 后，亲

株和突变株中的酶都可将 56 转化为 !78，两者反应

曲线类似，转化率也大致相同；加入足量的 =78?
后，亲株和突变株中的酶都可将 !78 转化为 56，两

者反应曲线类似，转化率也大致相同。因此，我们推

测：亲株和突变株中产物比例的不同是由于辅酶

C<@<$$@，FA,J!@ =AJ! 凌良飞等：偶发分枝杆菌 TI< 和 TIUV 生物转化差异的机理研究



!"#$ %!"#& 的比例不同引起的。为了 证 明 这 一

点，我们测定了亲株和突变株中辅酶 !"#$ 与 !"#&
的比例。

!"# 处理过程中 $%&’ 、$%&( 收率的测定

按 ’() 所述的方法处理后，&*+, 测定 !"#$ 和

!"#& 的浓度。!"#$ 和 !"#& 的回收率分别可达

-./和 -0/，说明本文的处理方法收率较高，可以

准确测定亲株与突变株中 !"#$ 和 !"#& 的浓度。

!") 亲株和突变株中 $%&’ 和 $%&( 水平的测定

按 ’() 中所述的方法处理样品后，&*+, 测定的

图谱如图 ) 所示。将 !"#$ 和 !"#& 的标准品配制

成不同浓度的曲线，分别测定后制成标准曲线。根

据标准曲线测定样品中 !"#$ 和 !"#& 的浓度。计

算，亲株中 ,!"#$ 1 2’(-!345%+，,!"#& 1 6()!345%+；突

变株中 ,!"#$ 1 20(7!345%+，,!"#& 1 ))(6!345%+。亲

株中，辅酶浓度之比［!"#$ ］%［!"#&］1 2’(-%6() 1
.7(.，而突变株中辅酶浓度之比［!"#$ ］%［!"#&］1
20(7%))(6 1 6(0-，明显低于亲株，因此亲株的转化产

物中 2"# 占大部分，而突变株中 89 占优势。

图 * （%）亲株中的 $%&’ 和 $%&( 图谱；（+）突变株中

的 $%&’ 和 $%&( 图谱

:;<=) （"）!"#$ >?@ !"#& ;? A>BC?D ED>;?；（F）!"#$ >?@ !"#&

;? 3GD>?D EDB>;?

# 讨论

关于对 ’0"H甾体羟基脱氢酶的研究国内外有很

多相关报道，但主要侧重对动物（老鼠、人、猩猩）进

行研究。目前为止，对微生物中 ’0"H甾体羟基脱氢

酶的研究很少有报道［0 I -］，且主要集中在对其酶的

分离、纯化上，对偶发分枝杆菌中的 ’0"H甾体羟基脱

氢酶的研究还没有报道，本文首次对一株偶发分枝

杆菌及其突变株的 ’0"H甾体羟基脱氢酶及其辅酶

!"#$ %!"#& 进行了比较研究。通过对两株菌在静

息细胞系统和无细胞系统中转化 89 和 2"# 及其辅

酶含量测定，确定亲株和突变株生物转化差异的因

素是由于辅酶 !"#$ 和 !"#& 的比例不同造成的。

亲株经过各种诱变后，#!" 碱基的化学结构和

顺序或数目发生变化，导致 #!" 损伤（如嘌呤的失

落和 #!" 的断裂）而引起突变。使突变株 J:-K 的

生理代谢发生了变化（如糖代谢、柠檬酸循环或脂类

代谢等），使其代谢有利于 !"#& 和 &$ 的积累。如

果将 2"# 转化为 89 则需要大量的 !"#& 和 &$ ，而

突变株中正好存在大量的 !"#& 和 &$ ，使其反应

有利 于 向 89 方 向 转 化，而 亲 株 中 存 在 大 量 的

!"#$ ，不利于 2"# 的转化，因此亲株的转化产物中

2"# 占大部分，而突变株中 89 占大部分。机理研究

对于以后有目的、有方向地进行高产菌株的选育工

作具有指导意义。相关工作我们将进一步报道。
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参 考 文 献

［ ’ ］ ,>BB;C L F，M;55;>3 L F("?@B4<C?E ;? 3C?HGECE >?@ >NGECE( !"# $#%

&$’()$* +,-.$)( ,/ 0#*121$#，’--K，##)：060 O 0’2(
［ P ］ 赵建军，裴开颜 ( 雄激素和骨质疏松症 ( 国外医学计划生育

分册，P66P，!,（7）：’7K O ’7.(
［ 7 ］ 8C?4QCB L +( 老年男性的睾酮替代疗法 ( 中华男科学，P66’，-

（7）：’2’ O ’2K(
［ 2 ］ 李 莹，戈 梅，王 "，等 =雄甾烯二酮转化菌的诱变育种 =

中国医药工业杂志，P667，#)（0）：7PP O 7P)(
［ ) ］ +4 ,，*>? ,，+;G M(*B4@GRD;4? 4S DCED4EDCB4?C SB43 ATUD4EDCB45 GE;?<

> E;?<5CHEDCA 3;RB4N;>5 DB>?ES4B3>D;4? NU > 3GD>?D 4S 032,4)25#.1-6

EA( = + 7$* 012.,41,( 81,5#2"$,(，P66P，!.（)）：P.6 O P.7(
［ K ］ +;G M，+4 ,(*B4@GRD;4? 4S DCED4EDCB4?C SB43 RT45CEDCB45 GE;?< >

E;?<5CHEDCA 3;RB4N;>5 DB>?ES4B3>D;4? 4S 032,4)25#.1-6 EA( = + 7$*

012.,41,( 81,5#2"$,(，’--0，,/（2）：PK- O P0P(
［ 0 ］ V;RT>B@ J，WB?CED X，+CY;E +(7（’0）"HTU@B4ZUEDCB4;@ @CTU@B4<C?>EC

4S 9:#-*,6,$): 5#:5,:5#.,$1 ( +,-.$)( ,/ 81,(,’12)( ;"#61:5.3，

’-00，!*!（’’）：70.2 O 70-6(
［ . ］ #4??> M *，*>G5 8( [E45>D;4? 4S ?4QC5 3;RB4N;>5 7#H，7"H，>?@ ’0"H

TU@B4EDCB4;@ @CTU@B4<C?>EC( +,-.$)( ,/ 81,(,’12)( ;"#61:5.3，

’-.)，!01（P)）：’7K2. O ’7K))(
［ - ］ 8C> + V，J>B;\> ] J(*GB;S;R>D;4? >?@ RT>B>RDCB;^>D;4? 4S ’0"H

TU@B4ZUEDCB4;@ @CTU@B4<C?>EC SB43 DTC S;5>3C?D4GE SG?<GE

;,2"(1,4,(-: (-$)5-: ( + <5#.,1* 81,2"#6 0,(#2 81,(，’--K，*/（P）：

P6) O P’2(
［’6］ 苏 俊，张国政，路福平，等 ( 静息细胞法对根霉 ’P I _ 产抗

生物质机理的研究 ( 生物技术，P66P，,!（K）：P. O 76(
［’’］ 洪 平，刘虎威，靳光华，等 ( 高效液相色谱法测定骨骼肌

"8*、"#*、"J*、!"#$ 、!"#& 含 量 ( 中 国 运 动 医 学 杂 志，

P66P，!,（’）：)0 O K6(
［’P］ ‘5>;@3>? + ‘，+CG?< " ,，"@>3E L #(&;<THACBS4B3>?RC 5;aG;@

RTB43>D4<B>ATU >?>5UE;E 4S 4Z;@;^C@ >?@ BC@GRC@ AUB;@;?C

@;?GR5C4D;@CE ;? EACR;S;R NB>;? BC<;4?E( =$)( 81,2"#6，’--)，!!.
（P）：7’P O 7’0(

.P) 微生物学报 =25) 012.,41,(,’12) <1$12) P66)，X45=2) !4=2



［!"］ #$%&’ (，)*+, - .，/*0*123+ -456%7*%23$+ $8 % 9:$&;<*:; 8$: 2=;

13>*72%+;$*1 <;2;:>3+%23$+ $8 $?3<3,;< %+< :;<*&;< 9@:3<3+;

+*&7;$23<;1 %+< %<;+@7%2;1 3+ $:0%+3& 9=;+$7 ;?2:%&21 8:$>

>32$&=$+<:3%4 !"#$ %&’()*+，!AAB，!"!（!）：!CB D !CE4

#$%&’()*+ *,-./ 0( .)11$2$(%$ 01 3)0,2’(*102+’,)0( 3$,4$$(
!"#$%&#’()*+, -$)’+*’+, #5B ’(. #5AC

FG#H F3%+0I8;3! H5 J;3B，"! KL F;3M (L/#H -;3I@3!! N(5# O%3IP3;B，"

（! ,*-#./+*"/ ’0 1&(.’2&’$’34，5#"6&"3 !3.&(7$/7.#$ 8"&9*.:&/4，5#"6&"3 B!QQAE，;)&"#）

（B <)#"3)#& =":/&/7/* ’0 >)#.+#(*7/&(#$ ="?7:/.4，<)#"3)#& BQQQMQ，;)&"#）

（" <)#"3)#& @*#$/) ;.*#/&’" ;*"/*. ’0 %&’-)#.+#(*7/&(#$ AB,，<)#"3)#& BQ!BQ"，;)&"#）

（M ;’$$*3* ’0 >)#.+#(4，;)&"# >)#.+#(*7/&(#$ 8"&9*.:&/4，5#"6&"3 B!QQQA，;)&"#）

63*,2’%,：R3$2:%+18$:>%23$+ <388;:;+&; S;2T;;+ 9%:;+2 12:%3+（JKB）%+< >*2%+2 12:%3+（JKAC）$8 14(’2#(/*.&7+
0’./7&/7+ T%1 $S1;:6;<U R3$2:%+18$:>%23$+ T32= :;123+0 &;771 1=$T;< 2=%2 2=; >%P$: 9:$<*&21 $8 S3$2:%+18$:>%23$+ S@ S$2=
9%:;+2 %+< >*2%+2 12:%3+1 %:;"M I%+<:$12;+;<3$+;（M/O）%+< 2;12$12;:$+;（V.）U 5?9;:3>;+21 T32= &;77I8:;; ;?2:%&2 1@12;>
1=$T;< 2=%2 2=; 9:$9$:23$+ $8 M/OWV. $S2%3+;< 8:$> 9%:;+2 %+< >*2%+2 12:%3+1 T%1 %7>$12 1%>; T=;+ ;+$*0= #/OX %+<
#/O( T;:; 1*9973;< 3+ 2=31 1@12;>U G2 T%1 1*00;12;< 2=%2 2=; <388;:;+&; $8 2=; :%23$ $8 9:$<*&21 2:%+18$:>;< S@ S$2=
12:%3+1 3+ :;123+0 &;77 1@12;> >%@ :;1*72 8:$> 2=;3: <388;:;+2 :%23$ $8 #/OX W#/O(U V=31 19;&*7%23$+ T%1 6;:383;< 2$ S;
2:*; S@ <;2;:>3+%23$+ $8 2=; %>$*+2 $8 #/OX %+< #/O( 9:;1;+2;< 3+ S$2= 12:%3+1 U
7$/ 402.*：!Y!I=@<:$?@12;:$3< <;=@<:$0;+%1;，N$;+,@>;，R3$2:%18$:>%23$+

K$*+<%23$+ 32;>：V=; !Q2= K36; Z;%:1 [:$P;&2 8$: #%23$+%7 [:$0:%>1 8$: .&3;+&; %+< V;&=+$7$0@ O;6;7$9>;+2 $8 N=3+%（BQQ"//B\"!MA）

! N$::;19$+<3+0 %*2=$: U V;7WK%?：]CIB!IEQ]Q!MY]；5I>%37：0;>;3 ^ @;%=U +;2（H5 J;3）；>3&:$S^+P%*U ;<*U &+（(L/#H -;3I@3）
_;&;36;< <%2;：

###############################################

!!IQ]IBQQM

《微生物学报》第八届编辑委员会名单

主 编：李季伦 院 士 中国农业大学生物学院

副主编：谭华荣 研究员 中国科学院微生物研究所

陆德如 研究员 第二军医大学遗传研究所

王敖全 研究员 中国科学院微生物研究所

曲音波 教 授 山东大学生命科学学院

徐建国 研究员 中国疾病预防控制中心传染病预防控制研究所

编 委：（按姓名拼音排序，!BQQ" 年 Y 月增补）

蔡永峰 高 工 天津市工业微生物研究所

陈永青 教 授 复旦大学生命科学学院

程 池 高 工 中国食品发酵工业研究所

东秀珠 研究员 中国科学院微生物研究所

范云六 院 士 中国农业科学院生物技术所

郭 俊 研究员 广东省微生物研究所

胡福泉 教 授 第三军医大学微生物教研室

胡远扬 教 授 武汉大学生命科学学院

黄 力 研究员 中国科学院微生物研究所

陆承平 教 授 南京农业大学动物医学院

闵 航 教 授 浙江大学生命科学学院

钱世钧 研究员 中国科学院微生物研究所

邵一鸣 研究员 卫生部艾滋病预防中心

盛 军 研究员 长春生物制品研究所

唐 宏 研究员 中国科学院微生物研究所

田 波 院 士 中国科学院微生物研究所

王 平 教 授 华中农业大学生命科技学院
!王华明 研究员 H;+;+&$: G+2;:+%23$+%7，L./

谢 红 研究员 山西省生物研究所

杨苏声 教 授 中国农业大学生物学院

翟中和 院 士 北京大学生命科学学院
!张耀平 教 授 O;9%:2>;+2 $8 R%&2;:3$7$0@，

L+36;:132@ $8 -31&$+13+IJ%<31$+，L./
郑天凌 教 授 厦门大学生命科学学院

朱宝泉 研究员 上海医药工业研究院

诸葛健 教 授 江南大学生物工程学院

编 辑：王晋芳 王 敏

ABEBQQE，‘$7UME #$UM 凌良飞等：偶发分枝杆菌 JKB 和 JKAC 生物转化差异的机理研究




