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雄烯二酮生产菌耐底物突变株 MN4
生物转化培养基优化
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( 江西师范大学生命科学学院，江西 南昌 330022)

摘要:雄烯二酮的生物转化过程受到较多因素的制约．通过响应面优化耐底物突变株 MN4 培养基的主要
成分以提高转化过程中 AD 的产量． 在摇瓶培养条件下，通过 Plackett-Burman 实验设计发现玉米浆、
NaH2PO4、豆油是菌株 MN4 降解植物甾醇产生雄烯二酮的主要因素．采用最陡爬路径逼近最大响应面区
域，然后利用响应面法进行回归分析，对分支杆菌转化成植物甾醇生成雄烯二酮的培养基进行优化，确定

最佳培养基组成．实验分析表明，转化培养基的最佳组成为:玉米浆 2%、NaH2 PO40． 07%、豆油 14． 49% ．

利用该培养基进行发酵转化验证实验，雄烯二酮平均生产量达到 6． 23 g·L －1，生物转化率为 55． 3%，比
原始生成水平( 4． 65 g·L －1 ) 提高 34% ．
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0 引言

雄烯二酮( AD) 是合成类固醇激素的原材料和
关键中间体，在临床上是不可或缺的药物［1］． 目前，
可通过多步化学合成和微生物转化途径来制备雄

甾-4-烯-3，17-二酮 ( AD) 和雄甾-1，4-二烯-3，17-二
酮( ADD) ［2-4］．
由于其反应条件温和，生成周期短和高选择性，

微生物转化途径已经被广泛应用于类固醇的生

成［5］．目前，多数具有药物活性的类固醇都来源于
选择性降解植物固醇的侧链．众所周知，由于植物甾
醇容易获得，成本低，已经被广泛应用微生物降解生

成 C-17 的甾体激素的原材料［6］．然而微生物对甾体
化合物的转化过程还是存在很多的限制因素: 菌株

转化能力普遍较低，高浓度底物投加量对转化过程

的抑制，甾体化合物疏水性强，在水中溶解度

低［7-9］．本课题组曾以一株能够降解植物甾醇侧链
生成 AD的新金分支杆菌 MN2 菌株为出发菌株，经
过紫外与硫酸二己酯复合诱变技术筛选出了耐底物

高产突变株 MN4． 在获得耐底物突变株的基础上，
对分支杆菌 MN4 转化植物甾醇生成雄烯二酮的培

养基进行优化，确定最佳的培养基成分．
不同于一般的抗生素和氨基酸的转换过程，产

物 AD并不是这个过程中微生物的初级或者次级代
谢产物．它是在多酶体系的作用下降解植物甾醇侧
链而产生的［10-11］，因此，合适的生物转化介质对微

生物的生长和酶的生成有着重要影响．
单因素实验、正交实验通常用于发酵培养基的

优化．然而，由于不同因素之间的相互作用被忽视，
所以用这些传统的方法来优化培养基成分常常无法

确定生物转化过程的最优条件，并且这些方法的实

验时间周期也很长［12-13］． 为了克服上述缺点，优化
变量的参数进行了利用响应面 ( ＲSM) ［14］． ＲSM 是
一种优化实验条件的教学方法，以多元二次回归方

法作为函数估计的工具，通过最少的实验次数，将多

因子实验中因素与指标的相互关系用多项式近似拟

合之后，并对函数的响应面进行分析，研究因子与因

子之间、因子与响应面之间的相互关系，获得科学的
实验结论［15-16］．
本研究的重点是通过利用 Plackett-Burman 设

计实验、最陡爬坡实验和响应面法进行优化培养基
从而提高 AD的产率，提高突变株 MN4 代谢过程中
AD的量．



1 材料与方法

1． 1 材料与设备

1． 1． 1 实验菌种 新金分支杆菌 MN4，20%甘油，
在 － 50 ℃条件下保存于江西师范大学生命科学学
院实验室．
1． 1． 2 培养基 斜面培养基 / ( g·L －1 ) : 酵母提取

物 3，蛋白胨 5，葡萄糖 20，琼脂 20，pH值 6． 8 ～ 7． 2．
液体种子培养基 / ( g·L －1 ) : 蛋白胨 6，葡萄糖 8，玉
米浆 10，K2HPO4 0． 5，pH 值 8． 0．未优化的培养基 /
( g· L －1 ) : 玉米浆 30，葡萄糖 3，NaNO3 5. 4，
NaH2PO4 0． 6，植物甾醇 20，豆油 160，pH 值 8． 0 ～
8． 5．灭菌条件: 121 ℃，25 min．
1． 1． 3 实验试剂 葡萄糖，玉米浆，蛋白胨，磷酸二
氢钾，磷酸二氢钠，豆油，植物甾醇( 纯度 95% ) ，雄
烯二酮( AD) ，雄二烯二酮 ( ADD) ，乙酸乙酯，甲醇
( 色谱纯) ，甘油．

1． 2 培养条件

发酵的 2 个阶段:菌体的生长和产物的生成．将
保存的雄烯二酮生成菌株活化后，接种于液体培养

基，于 31 ℃、250 rpm条件下培养 48 h;以体积分数
为 12%的接种量转接到未优化的转化培养基上，于
31 ℃、250 rpm 摇瓶中培养 144 h．

1． 3 分析方法

当发酵完成后，取出 3 mL的发酵液加入等体积
的乙酸乙酯进行萃取 2 次，漩涡振荡 10 min 至充分
溶解，6 000 rpm 离心 10 min，收集上清液进行分析
测定 AD含量．
高效液相色谱条件: Waters 2996 高效液相色谱

仪;色谱柱: ＲC-MC 18( 5 μm，250 mm ×4． 6 mm) ;流
动相: v( 甲醇) ∶ v( 水) = 80∶ 20; 检测波长: 245 nm;
流速: 1 mL·min －1 ;进样量: 10 μL，柱温: 30 ℃［17］．

1． 4 实验设计与统计分析

培养基成分的优化由单因素实验和统计实验设

计．通过对碳源、氮源、豆油、无机盐以及培养基的其
他组分进行初步的单因素筛选实验，结果表明:玉米

浆、葡萄糖、NaH2PO4、NaNO3对 AD的产量有重大影
响，这些组分需要进一步地优化．然后采用 3 步实验
设计进行优化培养基中的关键成分［18-19］． 第 1 步筛
选出影响菌株降解植物甾醇产生雄烯二酮的主要因

素，第 2 步通过采用最陡爬坡路径实验逼近最大响
应区域，第 3 步利用 Box-Behnken 试验设计对分枝
杆菌转化植物甾醇生成雄烯二酮的培养基进行优

化，确定最佳的培养基成分．
1． 4． 1 Plackett-Burman( PB) 设计 PB 设计是通用
的一种筛选实验设计，能通过最少的实验次数估计

出众因素中的主效应，通过筛选实验来确定单因素

的影响，每个因素设置 2 个水平进行实验，高水平和
低水平分别用 + 1 和 － 1 表示［20］，根据 PB 设计原
理，选取 6 因素、12 次试验次数的 Plackett-Burman
设计进行生物转化实验，另外设置 2 个虚拟序列，用
以考察误差，测定 AD 浓度． PB 试验的设计及结果
分别列在表 1 和表 2 中，因素的可信度高于 90%的
被认为对 AD 产量有重大影响，并进行进一步的
优化．
1． 4． 2 最陡爬坡实验 最陡爬坡实验使用线性效
应的大小和符号来确定方向进行预测最大响应区

域［21］，通过 Plackett-Burman最初估计的实验最优值
并不是真正的最优值附近． 采用最陡爬坡实验逼近
最大响应区域，根据 PB 实验筛选出来的主要影响
因素的正负和大小设计爬坡实验，确定响应面实验

的中心点．
1． 4． 3 响应面设计优化 BBD 设计主要采用响应
面方法的进一步优化，根据初步结果，3 个因素，每
个水平进行重复 3 次实验［22］，进行回归分析得到一
个符合二次多项模型的响应方程

Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 +
b23X2X3 + b11X1

2 + b22X2
2 + b33X3

2，

其中 Y是响应变量，X1，X2和 X3是输入变量影响响

应变量 Y的值，b0是一个常数，b2，b3是线性系数，b23
是叉乘系数，b11，b22，b33是二次项系数． 以玉米浆、
NaH2PO4和豆油这 3 个显著因素为自变量进行实验
的各因素编码水平见表 4，3 因素 3 水平的中心组合
设计及结果见表 5．

1． 5 数据分析

每组实验做 3 个平行，结果取平均值，研究中的
实验设计、数据分析及模型建立皆由 Minitab16． 0 软
件辅助完成．

2 结果与分析

2． 1 Plackett-Burman设计结果与分析

Plackett-Burman对分支杆菌降解植物甾醇合成
雄烯二酮的 8 个因素进行了实验( 其中 2 个为虚拟
变量，表 2 中的 C、F2 列) ，用于考察实验误差，实验
设计及 AD的产量见表 1 与表 2，实验结果采用方程
分析，t检验判断实验因素显著与否．根据统计分析
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的结果分析得到，豆油、NaH2 PO4、玉米浆这 3 个因
素对 AD 的产量有显著影响( 见表 1 ) ，其它变量因
素对 AD 产量无明显影响，可以忽略． Ｒ-Sq =

97. 09%，Ｒ-Sw ( 调整) = 89. 33%，表明该模型拟合
度较好．

表 1 Plackett-Burman实验设计筛选关键变量

编码 因素
水平

－ 1 1
估计值 t统计量 Pr ＞ t 重要性

A 玉米浆 2． 000 2． 500 0． 679 0 2． 95 0． 060 3
B 葡萄糖 0． 300 0． 375 － 0． 034 3 － 0． 15 0． 891 6
D NaNO3 0． 580 0． 725 － 0． 309 1 － 1． 34 0． 273 5
E NaH2PO4 0． 080 0． 100 － 0． 831 7 － 3． 61 0． 037 2
G 植物甾醇 2． 000 2． 500 － 0． 668 7 － 2． 90 0． 067 4
H 豆油 16． 000 20． 000 0． 913 9 3． 96 0． 029 1

表 2 Plackett-Burman试验设计及结果

实验号 A B C D E F G H AD含量 / ( g·L －1 )

1 － 1 － 1 1 1 1 － 1 1 1 2． 63
2 1 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 5． 83
3 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 － 1 4． 53
4 － 1 1 1 1 － 1 1 1 － 1 1． 58
5 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 1 5． 06
6 － 1 1 1 － 1 1 － 1 － 1 － 1 3． 02
7 1 1 － 1 1 1 － 1 1 － 1 3． 43
8 1 1 1 － 1 1 1 － 1 1 3． 01
9 1 － 1 － 1 － 1 1 1 1 － 1 2． 27
10 － 1 － 1 － 1 1 1 1 － 1 1 3． 18
11 1 － 1 1 1 － 1 1 － 1 － 1 2． 46
12 － 1 1 － 1 － 1 － 1 1 1 1 3． 06

2． 2 最陡爬坡实验结果

PBD试验中的结果表明，对生物转化影响显著
的 3 个因素:玉米浆、豆油和 NaH2PO4，其中，玉米浆

和豆油有显著正效应，应增加，而 NaH2PO4具有显著

负效应，应减少．根据这 3 个因素效应值的大小确定
变化步长和爬坡方向，进行转化实验，由表 3 可知，
在第 2 组实验条件下，AD 的浓度最高，即豆油
16%、NaH2PO40． 1%、玉米浆 2． 5%，故以第 2 组的
培养组成作为响应面设计因素的中心点．

表 3 最陡爬坡实验结果

实验号 豆油 /% NaH2PO4 /% 玉米浆 /%
AD含量 /
( g·L －1 )

1 14 0． 12 2． 0 4． 19
2 16 0． 10 2． 5 5． 76
3 18 0． 08 3． 0 5． 08
4 20 0． 06 3． 5 3． 98
5 22 0． 04 4． 0 3． 46

2． 3 响应面法优化转化培养基

以玉米浆、NaH2 PO4和豆油这 3 个因素为自变
量进行的 Box-Behnken 实验设计，各因素的编码水
平如表 4 所示，3 因素 3 水平的中心组合设计结果

见表 5．通过 P值，以及 t检验来分析结果( 见表 6) ，
P值小于 0． 05 证明该因素对 AD 的浓度有显著影
响．通过实验发现豆油和 NaH2 PO4对 AD 浓度有显
著影响，而 NaH2PO4与玉米浆直接的交互作用影响

并不明显．回归模型相关系数 Ｒ-Sq = 91． 13%，Ｒ-Sq
( 调整) = 75． 17%，一个回归模型，Ｒ-Sq高于 90%被
证明具有较高的相关性［23］．因此，目前的 Ｒ-Sq 反应
了较好的观察和预测之间的反应，故该模型可用于

分析和预测分支杆菌降解植物甾醇生成 AD 的浓
度．回归模型为

Y =6． 168 7 －0． 595 8X1 +0． 027 8X2 +0． 149X3 +
0． 761 5X1X2 +0． 282X1X3 + 0． 963X2X3 － 0． 499 6X2

1 －
1． 024 6X2

2 －0． 545 1X2
3，

其中 Y 是豆油产量( g·L －1 ) ，X1是豆油浓度，X2是

NaH2PO4浓度，X3是玉米浆浓度．
表 4 Box-Behnken试验因素水平表

因素
水平

－1 0 1
X1玉米浆 /% 2． 00 2． 50 3． 00

X2 NaH2PO4 /% 0． 06 0． 10 0． 14
X3豆油 /% 14． 00 16． 00 18． 00
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表 5 Box-Behnken实验设计与结果

实验号 X1 X2 X3 AD含量 / ( g·L －1 )

1 －1 －1 0 5． 49
2 1 －1 0 2． 93
3 －1 1 0 4． 83
4 1 1 0 5． 32
5 －1 0 －1 5． 97
6 1 0 －1 4． 06
7 －1 0 1 5． 62
8 1 0 1 4． 84
9 0 －1 －1 5． 75
10 0 1 －1 3． 07
11 0 －1 1 4． 20
12 0 1 1 5． 38
13 0 0 0 6． 28
14 0 0 0 5． 96
15 0 0 0 6． 27

表 6 回归模型及系数评估

项 系数 系数标准误 t P

常量 6． 168 67 0． 307 9 20． 033 0． 000
A －0． 595 75 0． 188 6 －3． 159 0． 025
B 0． 027 75 0． 188 6 0． 147 0． 889
C 0． 149 00 0． 188 6 0． 790 0． 465

A* A －0． 499 58 0． 277 6 －1． 800 0． 132
B* B －1． 024 58 0． 277 6 －3． 691 0． 014
C* C －0． 545 08 0． 277 6 －1． 964 0． 107
A* B 0． 761 50 0． 266 7 2． 856 0． 036
A* C 0． 282 00 0． 266 7 1． 057 0． 339
B* C 0． 963 00 0． 266 7 3． 611 0． 015

此外，该模型的方差分析表如表 7 所示，该模型
高度显著 ( P ＜ 0． 000 1 ) 在 95%的置信水平区间
内［24］，失拟值的 P =0． 067，表明该模型在变量的范围
内可以预测 AD的产量．

表 7 回归模型的方差分析

来源 自由度 平方和 Adj SS 均方 F P

回归 9 14． 614 3 14． 614 3 1． 623 81 5． 71 0． 035

线性 3 3． 023 1 3． 023 1 1． 007 70 3． 54 0． 104

平方 3 5． 244 1 5． 244 1 1． 748 02 6． 14 0． 039

交互作用 3 6． 347 1 6． 347 1 2． 115 70 7． 44 0． 027

残差误差 5 1． 422 3 1． 422 3 0． 284 47

失拟 3 1． 358 2 1． 358 2 0． 452 73 14． 12 0． 067

纯误差 2 0． 064 1 0． 064 1 0． 032 07

总变异 14 16． 036 6
Ｒ-Sq =91． 13% Ｒ-Sq( 调整) =75． 17%

为了更好地理解变量对 AD浓度的影响，预测模
型提出了 3维响应面模型，响应面形状和高等线图表
示相应的交互作用［25］． 图 1 表示的是玉米浆、
NaH2PO4豆和豆油对 AD 浓度影响的响应回归模型
图，每个图形表示的是当第 3个因素保持最优水平时
另外2个因素对AD产量的影响，3D图形的形状表示
2个因素之间交互作用显著与否，圆形表示 2 个因素
直接的交互作用不显著，椭圆形表示 2 个因素之间交
互作用显著．
用优化设计方法确定 AD 浓度 Y 的最优值及 X

的最优组合，产 AD最优培养基组分为 2%的玉米浆、
14． 49%的豆油和 0． 07%的 NaH2PO4，AD最优浓度 Y

的最优预测值为 6． 27 g·L －1 ．
通过对实验所获得的最优培养基浓度进行了发

酵转化实验，重复 3 次．在最优培养基条件下，AD 平
均浓度达到 6． 23 g·L －1，AD生成率为 52． 6%，可见
该模型能够较好地预测实际菌株的发酵情况．
在以前的研究中，许多的方法被用来改善固醇类

生物转化．卡布尔等［26］报道，在有机相中，当底物初
始浓度为 5． 28%时，Mycobacterium sp． NＲＲL B-3805
产 AD的产率最大为 89% ． Zhang Xiaoyan等［27］报道，
采用 FFD和 ＲSM进行优化培养基后，当植物甾醇浓
度为 8． 89 g·L －1时，AD最大浓度为 5． 96 g·L －1 ．在
植物甾醇降解为 AD 和 ADD 浊点系统中，分支杆菌
菌株 NＲＲL B-3683开始底物浓度为14． 5 g·L －1的时

候获得的转化率为 93%［28］． A． Malaviya 等［29］将 My-
cobacterium sp．在谷甾醇浓度不断提高的液体培养基
中驯化，结果显示在谷甾醇浓度为 20 g·L －1的转化

体系中，驯化培养的 Mycobacterium sp．的菌株转化率
达到 23． 8% ． 在本文中，当底物浓度的初始是
20 g·L －1时，AD的转化率为 56． 3%，文献中报道的
AD产量的不同可能与菌株的类型、转化培养基成底
物浓度、种子液的培养条件有关．与之前研究的早其
微生物相比，生成 AD的菌株 MN4 还具有几个优点，
如菌株耐受高底物浓度、高转化率以及反应条件温
和．
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图 1 AD产量的响应面分析图

3 结论

本研究表明，响应面提供了一个有效可行的优化

AD发酵培养基产率的方法．通过响应面方法进行优
化后的转化培养基，MN4降解植物甾醇产生 AD的产
量为 6． 23 g·L －1，转化率为 55． 3%，相比原始生成水
平( 4． 65 g·L －1 ) 提高了 34% ．本文通过响应面详细
地研究了 MN4菌株降解植物甾醇生产 AD转培养基
的最佳配方，还需要试验确定该组分浓度大规模生产

发酵 AD的有效性．
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The Optimization of Biotransformation from Phytosterol to
Androstenedione by a Substrate-Tolerantmutant Strain MN4

WAN Ming，XU Lingxia，ZHANG Ju，SHI Wenjie，WANG Xiaolan*

( College of Life Science，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，Chnia)

Abstract: Biotransformation processing of androstenedione is affected by many factors． Ｒesponse surface methodology
was applied to optimize the medium compositionfor enhancing the androstenedione production by substrate resistance
mutant strains MN4． Corn steep liquor，NaH2PO4and soybean were found to have significant effects on androstenedione
production by the Plackett-Burmandesignin shaker flask cultivation． The steepest ascent method was used to access the
optimal region of the medium composition，followed by an application of response surface． The analysis revealed that
the optimum values of thetested variables were 2% corn steep liquor，0． 07%NaH2PO4 and 14． 49% soybean oil． Un-
der optimizedmedium，the average androstenedione production reached 6． 23 g·L －1 and the bioconversion rate was
55． 3%，which was in agreement with the prediction． In comparison to the production of original level( 4． 65 g·L －1 ) ，

1． 34-fold increase had been obtained．
Key words: mycobacterium neoaurum MN4; 4-androstene-3，17-dione; substrate-tolerant; medium optimization; re-
sponse surface methodology
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