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摘要!甾体激素类药物在医药工业中地位突出!是仅次于抗生素的第二大类化学药物& 甾体激素类

药物的合成往往依赖于Ka%Kaa%%

!

$_,$Ka%J $WMK等关键中间体的高质量生产!工业微生物

转化植物甾醇发酵生产甾药中间体已成为当今甾体药物工业发展的主流& 综述了工业分枝杆菌转

化植物甾醇的代谢途径%关键酶系和分子机制!归纳了近年来利用基因工程技术对分枝杆菌植物甾

醇代谢途径进行改造以定向积累目标甾药中间体的研究进展!并对未来的研究方向进行了预测!以

期为甾药中间体的绿色生物制造提供有价值的参考&
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//甾体激素类药物是一类分子结构中含有环戊烷

并多氢菲母核结构&具有很强的抗感染'抗过敏'抗

病毒和抗休克等药理活性的药物&对人体生命活动

起着非常重要的调节作用+#,

&临床上被广泛应用于

抗皮炎"氟轻松'地塞米松等#'抗哮喘"氟替卡松'

布地奈德等#'抗肿瘤"福美司坦'氟维司群等#'抗

前列腺增生"度他雄胺'非那雄胺等#'抗骨质疏松

"癸酸诺龙'美替诺龙等#'利尿降压"螺内酯'依普

利酮等#'麻醉肌松"维库溴铵'罗库溴铵等#'避孕

"曲美孕酮'米非司酮等#和保胎"黄体酮'烯丙雌醇

等#等方面( 目前国内外已上市的甾体激素类药物

达 J"" 余种&已成为仅次于抗生素的第二大类化学

药物+!,

(

甾体药物构型复杂&工业上主要采用半合成法

(!#
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生产&人们最初以从动物内脏提炼出的胆酸作为起

始原料制备胆酸类甾体药物( !" 世纪 J" 年代&美

国化学家 O3XEQX利用薯蓣皂素经八步反应实现了

孕甾酮的合成&开创了以天然植物皂苷元为起始原

料制备醋酸双烯醇酮再进一步合成其他甾体药物的

工艺路线+) $J,

&并一直沿用至今( 大约在同一时期&

美国UZB?78公司开创了以从混合植物甾醇中分离

出的豆甾醇为原料的工艺路线&通过化学法切断豆

甾醇 R!! 双键再经结构修饰改造后合成包含四大

基础皮质激素在内的多种甾体药物+ (,

( 两种工艺

路线的推广应用与创新改进&大力推动了甾体药物

的产业发展&为人类带来了大量的甾体药物&但均存

在环境污染和资源浪费的弊端( #%(! 年&UZB?78 公

司 gQFQXV?8等发现黑根霉"!81H0.)%&.1:+1,7.&#可将

孕甾酮一步转化为 ##

!

$羟基孕甾酮&转化率高且

专一性强&轻易解决了可的松合成过程中难以完成

的反应&开创了微生物转化甾体化合物的先河&也掀

起了甾体化合物微生物转化的研究热潮+ &,

( 经过

半个多世纪的发展&微生物转化技术已成为许多甾

体药物或其中间体合成路线中不可缺少的关键技

术&并逐步替代传统薯蓣皂素合成工艺成为当今甾

体药物生产的主流(

植物甾醇是一类提取自植物油脂中的天然活性

物质&主要包括菜籽甾醇'菜油甾醇'豆甾醇和
"

$

谷甾醇( 油脂加工副产物中蕴藏着极为丰富的植物

甾醇资源&如菜籽油油脚中含有 #"\左右的植物甾

醇&脱臭馏出物中植物甾醇含量高达 !"\以上+ ',

(

然而长期以来&这些廉价的天然植物甾醇资源并没

有得到充分利用&因此植物甾醇的综合开发具有重

大的经济效益和社会效益( 植物甾醇与甾体药物的

主体结构均是甾核&不同的只是侧链与双键的差异&

植物甾醇的这些结构特点决定了其可以作为甾体药

物半合成的原料( 利用微生物转化植物甾醇得到雄

甾$J $烯 $)&#' $二酮 "K8SX?VF$J $Q8Q$)&

#' $S4?8Q& Ka#'雄甾 $#&J $二烯 $)&#' $二酮

"K8SX?VF$#&J $Q8S $)&#' $S4?8Q& Kaa#'%

!

$羟基

雄甾$J $烯 $)&#' $二酮"%

!

$,:SX?[:38SX?VF$

J $Q8Q$)&#' $S4?8Q& %

+

$_,$Ka#'!# $羟基 $

!" $甲基孕甾$J $烯$) $酮"!# $,:SX?[:$!" $

2QF7:5ZXQ98 $J $Q8 $) $?8Q& W4V8?X35>?7?5& J $

WMK#等关键甾药中间体&再由其生产高附加值的

甾体药物&已成为甾体医药工业普遍的生产技术&不

仅有效提高了天然植物甾醇资源的利用率&还大大

促进了甾体医药工业的发展( 本文从代谢工程角度

出发&综述了分枝杆菌转化植物甾醇生产甾药中间

体的研究进展&重点讨论了植物甾醇代谢途径'关键

酶系和代谢工程改造进展等方面的问题&并展望了

未来的研究方向(

=>植物甾醇转化微生物与分枝杆菌

研究表明&许多微生物都能将一些甾醇类化合

物作为碳源利用&从而使其部分或完全降解&例如诺

卡氏 菌 " K0,7+@17 VZZ=#' 红 球 菌 " !80@0,0,,%&

VZZ=#'分枝杆菌"J(,0E7,/*+1%<VZZ=#'简单节杆菌

"2+/8+0E7,/*+VZZ=#' 棒 状 杆 菌 " '0+(.*E7,/*+1%<

VZZ=#和短杆菌"3+*F1E7,/*+1%<VZZ=#等+ .,

( 在降解

甾醇类化合物的众多微生物菌属中&分枝杆菌

"J(,0E7,/*+1%<VZZ=#和红球菌"!80@0,0,,%&VZZ=#

属能够高效积累关键甾药中间体 Ka'Kaa或 %

!

$

_,$Ka等&因而引起研究者的广泛关注+%,

( 而在

转化植物甾醇产甾药中间体的工业分枝杆菌属中&

以新金分枝杆菌"J(,0-1,1E7,/*+1%<.*07%+%<#'偶发

分枝杆菌 "J(,0E7,/*+;0+%1/%<# 和耻垢分枝杆菌

"J(,0-1,1E7,/*+1%<&<*:<7/1&#的应用最为广泛( 早

在 #%JJ 年G<XC4FF

+#",报道了分枝杆菌能够利用植物

甾醇和胆固醇作为唯一碳源进行生长繁殖&但该菌

株除了降解甾体侧链外&还能进一步降解甾体骨架&

因此不能用于甾药中间体的生产( #%&% 年 KX423

等+##,通过外源添加抑制剂的方法抑制了甾核的降

解反应并成功生产Kaa&从此开始了分枝杆菌降解

各种甾醇合成甾药中间体的研究( #%'! 年

O3XV7Q>E等+#!,用诱变方法筛选到分枝杆菌突变株

J(,0E7,/*+1%<VZ=MeèW$)&.)&该菌株无需添加抑

制剂即可以有效地降解胆固醇'植物甾醇等甾体化

合物的侧链积累Kaa和少量 Ka&该菌株进一步诱

变得到了丧失 R#&! 脱氢酶活力的 J(,0E7,/*+1%<

VZ=MeèW$)."(&其可高效积累 Ka( 自 !" 世纪

." 年代以来&分枝杆菌降解植物甾醇生产四大甾药

中间体Ka'Kaa'%

!

$_,$Ka'J $WMK的技术得

到充分发展并逐步应用于大规模工业化生产(

?>分枝杆菌转化植物甾醇的代谢途径与分子机制

以植物甾醇为起始原料的微生物转化技术是目

前制备关键甾药中间体的主要途径&因此植物甾醇

代谢途径的解析一直是该领域的研究热点( 近年

来&随着分枝杆菌中植物甾醇降解基因簇的克隆与

功能分析&植物甾醇降解产物的分离与结构鉴定&分

枝杆菌中植物甾醇代谢途径中的大部分环节已经被

阐明&并提出了可能的甾醇代谢途径+ #) $#J,

( 但是&

由于分枝杆菌转化植物甾醇是一个极其复杂的多酶

催化过程&目前对于植物甾醇代谢途径的解析并不

完全( 分枝杆菌转化植物甾醇的代谢途径主要分为

&!#
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植物甾醇母核初步氧化'侧链降解'母核继续氧化和

母核断裂 J 个阶段(

!=#/分枝杆菌转化植物甾醇的母核初步氧化过程

植物甾醇的分解代谢始于 R) 位
"

羟基氧化为

"

酮基和R(&& 位双键异构化为 RJ&( 位双键&参与

该催化过程的酶系主要是 )

"

$羟基甾体脱氢酶

")

"

$,:SX?[:VFQX?4S SQ7:SX?9Q83VQ& )

"

$,Ha#和D

或胆固醇氧化酶"R7?5QVFQX?5?[4S3VQ& R7?#&可连续

催化甾醇 R) 位羟基脱氢和 R(&& 位双键异构化(

在 J4.*07%+%< KGRR !('%( 中胆固醇氧化酶

"R7?O# 与 R7?O!#是参与氧化脱氢与异构化阶段

的关键酶+#(,

&J4.*07%+%<KGRR!('%( 基因组中虽

然存在 )

"

$,Ha&但其不是植物甾醇代谢所必需的

酶( 在分枝杆菌 J4/%E*+,%-0&1&与 J4&<*:<7/1&中

催化这一阶段的关键酶是 )

"

$,Ha

+#& $#',

&R7?虽然

参与了该步生物催化过程&但该酶在甾醇代谢中无

法发挥决定性作用( )

"

$,Ha和 R7?均需要以

MKa

l或MKag

l作为辅酶&编码基因均位于植物甾

醇降解基因簇之外&也均受转录抑制因子 kVFe

调控(

!=!/分枝杆菌转化植物甾醇的侧链降解过程

经 )

"

$,HaDR7?催化后&植物甾醇氧化为植物

甾醇$J $烯$) $酮&由此开始植物甾醇侧链的降

解( 侧链降解的第一步为 R!' 位末端的氧化反应&

由甾酮R!' 单加氧酶"VFQX?4S R$!' 2?8??[:9Q83VQ&

HO_#催化&该酶是细胞色素 gJ(" 加氧酶超家族中

的一类&如RNg#!( 等+#.,

( 来源于 J4/%E*+,%-0&1&的

RNg#!(K# 可以在R!' 位进行羟基化反应生成 !' $

羟基$J $烯$) $酮&并进一步氧化生成甾醇 R!'

羧酸+#%,

( 甾醇 R!' 羧酸通过酰基 R?K连接酶

"I3S#进行酯化反应得到甾醇R!' $羧酰R?K&进入

类
"

$氧化过程( 甾醇R!' $羧酰R?K经酰基 R?K

脱氢酶"I3S0C3245:#'甲基巴豆酰羧化酶'烯酰R?K

水合酶"I3SWC3245:#'

"

$烯酰R?K脱氢酶和
"

$酮

酰R?K硫解酶"I3SKC3245:#等类
"

$氧化酶系催化

后&脱去一分子丙酰 R?K( 然后经过 ) 轮类似的类

"

$氧化&甾醇R!' $羧酰 R?K侧链完全降解&生成

R#% $甾体中间体 J $Ka以及三分子丙酰 R?K和

一分子乙酰 R?K

+!" $!#,

( 在部分积累 R!! $甾体中

间体的菌株中&侧链不完全氧化&类
"

$氧化仅完成

两轮&先后释放两分子丙酰 R?K和一分子乙酰

R?K&形成R!! 位酮基化合物 J $WMK和 ) $羰基$

!)&!J $去甲胆甾$J $烯$!! $羧酸") $?[?$!)&

!J $A4V8?X>7?5$J $Q8 $!! $?4>3>4S&J $WMR#等

中间体+!!,

( 分枝杆菌转化植物甾醇的母核初步氧

化与侧链降解途径如图 # 所示(

图 =>分枝杆菌转化植物甾醇的母核初步氧化与侧链降解途径

!=)/分枝杆菌转化植物甾醇的母核继续氧化过程

植物甾醇母核的继续氧化主要涉及重要甾药中

间体 Ka'Kaa'%

!

$_,$Ka&睾酮 "GQVF?VFQX?8Q&

GH# 和宝丹酮"W5?SQ8?8Q&Wa# 等之间的相互转化

过程( 该阶段涉及的重要酶系主要有 ) $甾酮 $

%

# $脱氢酶 ") $kQF?VFQX?4S $

%

# $SQ7:SX?9Q83VQ&

kVFa#') $甾酮$%

!

$羟化酶系统") $kQF?VFQX?4S $

%

!

$7:SX?[:53VQ&kH,#和 #'

"

$羟基甾体脱氢酶

'!#
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" #'

"

$7:SX?[:VFQX?4S SQ7:SX?9Q83VQ& #'

"

,HaJ #(

kVFa是一种 IKa依赖型脱氢酶&能不可逆地催化

甾体K环的R#&! 位脱氢形成碳碳双键( 分枝杆菌

中往往存在多个 kVFa同工酶&功能差异的 kVFa同

工酶在甾醇代谢过程中可参与不同甾体底物的降

解&以保证对不同底物的高度适应性+!) $!J,

( kH,

由末端加氧酶 ) $甾酮 $%

!

羟化酶"kV7K#与 ) $

甾酮$%

!

$羟基化酶还原酶"kV7W#双组分构成&其

中)kV7K是主反应进行的活性中心&其与甾体物质

的特异性结合是 kH,进行 %

!

$羟基化反应的关

键!kV7W是 kV7K的还原组件&负责将来自 MKa,

的还原力传递给kV7K&使其从氧化态重新回到还原

态并不断地在甾体的位置产生羟化反应( 多数分枝

杆菌中也含有多个kV7K同工酶&在一些 %

!

$_,$

Ka的积累菌中&其种类更为丰富+!( $!',

( #'

"

,HaJ

能可逆性地催化甾酮 R#' 位的羟基和酮基之间的

氧化D还原反应&实现 Ka和 GH 以及 Kaa和 Wa之

间的相互转化+!.,

( #'

"

,HaJ 还具有
"

$羟酰 $

R?K$脱氢酶活性&是催化侧链降解第二轮类
"

$氧

化过程中的关键酶&8&@J2基因的缺失会导致 R!!

代谢中间体的积累( 分枝杆菌转化植物甾醇的母核

继续氧化途径如图 ! 所示(

图 ?>分枝杆菌转化植物甾醇的母核继续氧化途径

!=J/分枝杆菌转化植物甾醇的母核断裂过程

Ka经 kH,催化形成 %

!

$_,$Ka&但 %

!

$

_,$Ka并不是甾体转化的最终产物&可经kVFa协

同催化最终生成具有不稳定结构的 % $_,$Kaa&

% $_,$Kaa母核K环芳构化后使W环R%&#" 位键

断裂异构为 ) $羟基$%&#" $断裂雄甾$#&)&( $三

烯$%&#' $二酮") $,HK#( 随后 ) $,HK在 ,V3

家族环降解蛋白 ) $,HK羟化酶",V3KW#'!&) $二

羟基苯基双加氧酶",V3R#和 J&% $a,HK$水解酶

",V3a#连续催化作用下降解为 #&( $二氧代 $

'

!"

$甲基$)7

!

$六氢茚满 $J

!

$丙酸",Tg#和

! $7:SX?[7Q[3$!&J $S4Q8?4>3>4S

+!% $)",

( ,Tg是甾体

母核降解途径中的一个关键中间产物&,Tg经酰基

R?K合酶I3Sa)催化生成,Tg$R?K&从而在K环和

W环降解完成后启动 R环和 a环的分解代谢+)#,

(

! $7:SX?[7Q[3$!&J $S4Q8?4>3>4S 经 ,V30I+催化

降解为丙酮酸盐和丙酸盐&最终被降解为 R_

!

和

,

!

_&能量被用于微生物自身的新陈代谢( 分枝杆

菌转化植物甾醇的母核断裂降解途径如图 ) 所示(

B>分枝杆菌转化植物甾醇代谢工程改造

优质高产的菌种是实现微生物高效发酵生产药

物的关键&诱变育种技术在获得甾体生物转化工业分

枝杆菌的过程中发挥了关键作用并取得了巨大成功&

已经选育出能高效转化植物甾醇分别生产Ka'Kaa'

%

!

$_,$Ka'J $WMK的工业生产菌种( 但传统诱

变育种往往存在一定的盲目性'随机性和不可预测

性&很难使菌株的代谢途径朝人们所希望的方向定向

进化( 随着工业微生物遗传育种技术的不断创新&传

统诱变育种已向高效'精准'定向的分子设计育种转

变( 分枝杆菌转化植物甾醇代谢途径的分子基础与

调控机制已经得到部分阐明&为利用代谢工程技术理

性化改造工业分枝杆菌&获得高产和优产菌株以及创

造新的甾药中间体提供了可行性&分枝杆菌转化植物

甾醇代谢工程改造的常见思路主要有提升细胞通透

性和植物甾醇底物利用率'过表达或敲除植物甾醇降

解途径中的关键酶基因'阻断分支代谢途径等(

)=#/提升细胞通透性和植物甾醇底物利用率

植物甾醇属脂溶性化合物&在水中溶解度很低&

而植物甾醇转化酶系大多属于胞内酶&植物甾醇底

物只有扩散进入细胞才能被生物转化&所以细胞壁

的通透性是植物甾醇转化成功与否的关键( 研究表

明&植物甾醇的摄取是由 O>QJ 转运系统介导的主

动运输过程&需要能量和跨膜蛋白的协助+)!,

( 提高

O>QJ 转运系统的活性&理论上将有助于提高分枝杆

菌对底物植物甾醇的转化效率&但张怀成+)),尝试提

高O>QJ 基因簇中的 &%)J2C3基因的拷贝数实现转

运功能的强化&最终效果并不显著&由此推测

&%)J2C3基因可能与其他一些蛋白以复合体的形式

在O>QJ 转运系统中起作用( ,Q等+)J,将来自结核

分枝杆菌的O>QJ 转运系统关键基因(+E>J2'(+E>J3

和KGg酶编码基因<,*V在分枝杆菌OH#)& 中共表

达&组成的植物甾醇转运系统<,*V$(+E>J2$(+E>J3

对植物甾醇的摄取能力有了明显的提高&在植物甾

醇投料量为 #)=! 9条件下&%

!

$_,$Ka最大产量

由 (="& 9提高至 &="! 9&产物得率提高了 #%\(

.!#
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图 B>分枝杆菌转化植物甾醇的母核断裂降解途径

//分枝杆菌细胞膜外的分枝菌酸被膜结构&为菌

体细胞提供了一个致密的屏障层&然而该结构却严

重影响了菌株对甾醇底物的利用效率( 通过删除与

细胞被膜形成有关的一些关键基因&理论上可提升

细胞通透性和植物甾醇利用率&进而提高工业分枝

杆菌对植物甾醇的代谢效率( -4?89等+)(,在野生型

J4.*07%+%<KGRR!('%( 中删除膜蛋白 ) 编码基因

<<)M)&细胞通透性提升约 !)=J\&对植物甾醇的

利用效率提升约 #(=&\( 随后在 J $WMK生产菌

株中删除 <<)M)&使 WMK产量提升约 !J='\(

-4?89等+)&,继续在 %

!

$_,$Ka生产菌株中删除

分枝菌酸合成过程中的一个酰基载体蛋白合成酶的

编码基因 =7&3&%

!

$_,$Ka的产量提升了 #=J

倍&进一步证明分枝杆菌细胞壁的确是影响植物甾

醇摄取转化的关键因素&而干扰细胞壁的主要成分

分枝菌酸的正常合成&可显著提高细胞壁的通透性&

从而增加分枝杆菌对植物甾醇的转化能力(

)=!/过表达或敲除植物甾醇代谢途径中的关键

基因

植物甾醇氧化成甾酮是植物甾醇代谢的第一步

反应和限速步骤&胆固醇氧化酶"R7?#在这步反应

过程中扮演着十分重要的角色&是影响底物摄取和

跨膜转运的关键因素( 通过强化工业分枝杆菌中

'80基因的表达&可有效提高菌株对底物植物甾醇

的摄取与转化能力&从而实现植物甾醇的高效转化

与产量提高( N3?等+#(,从J4.*07%+%<KGRR!('%(

中鉴定了两种不同细胞分布方式的 R7?同工酶

R7?O# 与R7?O!&并通过强化胞外分泌型R7?O! 的

过表达&显著改善了菌体摄取底物的能力和底物转

化效率&以 #( 9D̀植物甾醇底物发酵时&Kaa产量

达到 (=(' 9D̀&较改造前提高了 J(\(

HO_是催化植物甾醇侧链降解过程的第一步

酶&邵明龙+)',从J4.*07%+%<*R$#! 中鉴定了 ) 个

HO_同工酶 HO_#' HO_!和 HO_)均具有侧链末端

氧化功能&其中 HO_! 作用最为显著&通过过量表达

HO_! 将Kaa产量从 )=J. 9D̀提升至 J=%& 9D̀&提

高了 J!=(\( 进一步在 kH,基因敲除突变株的基

础上共表达植物甾醇代谢关键酶 R7?O!'HO_! 和

kVFa&从源头上提高植物甾醇代谢通量&显著提高了

工程菌转化植物甾醇合成 Kaa的能力&Kaa产量

高达 #!=J 9D̀(

=&/"基因编码的 kVFa是 Ka转化为 Kaa的关

键酶&工业分枝杆菌中存在的多个kVFa同工酶展现

出不同的底物选择性&能够作用于菌株相关途径中

的不同代谢步骤( 在分枝杆菌中将 =&/"基因失活

或强化表达&能够实现Ka或Kaa产量的提高或实

现其中一种产物的单产优产( kH,是 Ka转化为

%

!

$_,$Ka的关键酶&kH,与 kVFa协同催化引

起的甾体母核降解是不利于 %

!

$_,$Ka稳定积

累的重要诱因&在kVFa彻底失活的基础上强化kH,

%!#
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基因的表达以弱化 %

!

$_,$Ka的降解并增加Ka

的转化是获得无kVFa影响的 %

!

$_,$Ka高产菌

株的有效途径( PQ4等+)., 通过对 J4.*07%+%<

M@TW$"# 中关键基因 =&/"的敲除与强化&分别构

建了能够富集中间体Ka与Kaa的工程菌&且显著

提高了底物利用率( 李梦等+)%,在 J4&<*:<7/1&2>

!

#(( 中鉴定了 ) 个具有脱氢活力的基因 =&/"#'=&/"!

和=&/")&单独敲除=&/"# 时能够产生 %

!

$_,$Ka&

但 %

!

$_,$Ka会随着转化时间的延长而降解&同

时敲除=&/"#'=&/"! 和=&/") 的菌株以 ( 9D̀植物甾

醇为底物时&转化 #J S内 %

!

$_,$Ka能够稳定存

在&产量可达 !=.& 9D̀( 曹慧锦等+J",在主产 Ka的

菌株中过表达=&82和=&83&获得了一株可直接转化

植物 甾 醇 生 产 %

!

$_, $Ka 的 工 程 菌 株

J(,0E7,/*+1%<VZ=GIL)!#(&产物中 %

!

$_,$Ka

的含量由 #='\提高至 %J='\& Ka的含量由

."]#\降至 )=J\&通过对发酵体系的优化&%

!

$

_,$Ka产量高达 '=() 9D̀(

)=)/R!! 甾药中间体工程菌以及母核降解工程菌

的构建

R!! 甾药中间体是一类重要的甾药前体& 其中

以 J $WMK最为典型&WMK由于其侧链的结构特点

使其能够通过简单的步骤合成多种具有重大商业价

值的产品&如黄体酮'氢化可的松等( J $WMK作为

分枝杆菌甾醇代谢的副产物&产量极低"目前文献

报道最高的产率仅有 !"\左右#&构建能高效专一

转化植物甾醇生产双降醇 J $WMK的工程菌&对甾

体药物的工业生产具有重要的意义( -< 等+!.,通过

对 J4.*07%+%< KGRR!('%( 中的双功能酶基因

8&@J2进行敲除&使 J $WMK和 #&J $WMK积累增

加&产物中 #&J $WMK的比例可达 %'\&而 Ka"a#

等R#' 代谢产物消失( 通过对 =&/"和 =&82基因进

行联合调控&构建了可分别生产 R!! 甾药中间体

J $WMK'#& J $WMK和 %

!

$_,$WMK的高产工程

菌&所得菌株转化 J" 9D̀ 植物甾醇可分别积累

#(]'( 9D̀ J $WMK'#.=!) 9D̀ #&J $WMK和 #"]'!

9D̀ %

+

$_,$WMK&开创了代谢工程改造分枝杆菌

生产 R!! 甾药中间体的先河( gQ89等+J#, 在 J4

.*07%+%<RRGRRKW!"#%"(J 中单独敲除 8&@J2基

因并没有达到高效积累 J $WMK的目的&但在该菌

株中发现了一条与 8&@J2功能互补但又相互独立的

J $WMK形成途径&并发现四电子还原酶基因

<.R),,!同时参与了两条途径的代谢过程( 在此基

础上通过失活或者过表达双功能还原酶 28_Z>>e&

可分别高效专一地实现 J $Ka和 J $WMK的高产(

在=&/"$8&@J2共敲除菌株 2*GU! 中强化 <.R),,!

表达&可以高达 %)\的转化率将植物甾醇转化为

J $WMK( 而 在 出 发 菌 株 KW!"#%"(J 中 敲 除

<.R),,!基因&则彻底阻断了 J $WMK的形成并将

Ka产量提高了 #&\( J4.*07%+%<KGRR!('%( 与

J4.*07%+%<RRGRRKW!"#%"(J 中 8&@J2基因敲除

后代谢产物的差异&可能是由两株菌株中 28_Z>>e

酶活差异所致(

谷内酯"

$

$̀ 3>F?8Q&,T̀&K环降解物#是植物

甾醇母核 KDW环和侧链发生降解&而 RDa环保持

完整的一种甾体代谢中间体&可用于合成一些高

端甾体药物或中间体如 #% $去甲 $J $雄烯二酮'

米非司酮'雌酚酮和雌二醇等( 现有谷内酯发酵

生产菌种均是通过传统的诱变育种获得&这些菌

株制备谷内酯产率较低&并且副产物多&导致分离

纯化困难'生产成本高( 谷内酯生产菌株的构建

关键在于阻断植物甾醇母核 RDa环的降解( 4̀<

等+J!,在J4;0+/%1/%<VFX348 KGRR&.J# 中敲除母核断

裂降解途径中的酰基$R?K连接酶基因;7@") 和羧

酸还原酶基因 ,7+&&构建了一株可高效积累谷内酯

的工程菌(

D>结>语

通过工业分枝杆菌降解低附加值植物甾醇生产

关键甾药中间体&在甾体激素类药物工业化生产中

起着非常重要的作用( 随着生物信息学'蛋白组学'

转录组学和代谢组学等研究手段的发展&分枝杆菌

转化植物甾醇的代谢途径逐步得到阐明&大多数代

谢步骤的酶催化反应机理和部分调控机制得到鉴

定( 通过对分枝杆菌降解植物甾醇途径中的关键基

因进行定向调控与改造&已经实现了 Ka'Kaa'

%

!

$_,$Ka'J $WMK'#&J $WMK'%

!

$_,$WMK

和,T̀等多数R#% 类'少数R!! 类和极少数开环降

解类甾药中间体的积累&且有效克服了分枝杆菌诱

变育种中副产物多"Ka'Kaa等 R#% 中间体与 J $

WMK等R!! 中间体混合存在而难以进行高效分

离#'甾体母核开环阻断不彻底等难题( 但有关GH'

Wa'J $WMR等工程菌的构建与应用的报道尚不多

见&说明对植物甾醇降解机制还需要更加深入的研

究( 未来的研究方向应该是进一步补充和完善植物

甾醇降解机理&发掘更多的功能基因和调控因子&为

开发更多高效定向积累特定组分甾药中间体提供理

论指导&促进甾体药物的绿色生产和可持续发展(

尤其是在全基因组水平上鉴定并深入研究与植物甾

醇代谢有关的同工酶基因'多功能基因'未知功能基

因和调控基因&将有助于从全局和细节揭示植物甾

")#
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醇代谢机制的复杂性&从而克服植物甾醇代谢途径

改造过程中所遇到的问题和瓶颈(
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