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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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