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前言

甾体激素类药物是目前世界上仅次于抗生素的第二大类

药物[1, 2]。多种固醇类激素在人体中也发挥着极其重要的作用[3]。

固醇类激素广泛参与体内代谢活动，多种生理反应都离不开固

醇类化合物。因此甾体药物的研究一直是热点问题，甾体药物

可用于抗衰老、抗病毒、抗肿瘤，控制肥胖、治疗高血压、治疗神

经系统紊乱、治疗代谢紊乱等疾病[2，4，5]。但是广泛分布的甾体化

合物同样带来负面作用，例如分枝杆菌感染宿主体治愈困难[6,

7]，甾类污染物造成渔业畜牧业生产安全问题。因此对固醇类化

合物代谢的研究一直是研究热点，近年来微生物代谢类固醇的

分子机制得到了全面阐述，姚杭等人对新金分枝杆菌进行了全

基因组测序[8]，并使用生物信息学的方法定位分析了甾醇代谢

途径中涉及到的关键酶[9-11]，其中胆固醇氧化酶和 3茁-羟基类固
醇脱氢酶催化类固醇代谢的起始反应，该步反应也是甾体代谢

的限速步骤[12-15]，近年来对于胆固醇氧化酶的研究已经比较全

面，而对于 3茁-羟基类固醇脱氢酶的研究仍然不足[16, 17]，本实

验完成了 3茁-HSD表达系统的构建，完善了对于胆固醇氧化
酶类的研究，对于理解分枝杆菌代谢类固醇的过程有了更深入

的认识。
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摘要 目的：构建 3茁-羟基类固醇脱氢酶（3茁-HSD）异源表达系统，进一步探究其酶学性质。方法：通过分子生物学方法克隆来源于
Mycobacterium neoaurum菌株的 3茁-羟基类固醇基因，构建重组质粒，运用 HPLC方法检测酶反应体系的产物。结果：本实验构建

了表达载体 pet28a-hsd。优化诱导表达条件，发现 3茁-HSD异源表达的最适温度为 16℃~25℃，37℃时蛋白表达为包涵体。此外，

同一温度下不同 IPTG浓度诱导的表达结果差异不大。利用纯化后的蛋白进行酶特性的研究，结果表明在 3茁-HSD酶反应体系
中，30℃达到较高的酶活性；pH 7.5~9.0之间，酶活力较强，pH低于 7.0时，酶活性明显下降；有机助溶剂 DMSO对酶反应有抑制

作用；Fe3+和 Cu2+对酶反应有抑制作用。结论：本实验探究了分枝杆菌中 3茁-羟基类固醇脱氢酶的相关性质，为进一步研究该酶在
类固醇代谢中的功能提供基础。
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its enzymatic properties. The 3茁-hydroxy steroid gene derived from Mycobacterium neoaurum strain was cloned by molecular

biology method. The recombinant plasmid was constructed and the product of enzyme reaction system was detected by HPLC.

The expression vector pet28a-hsd was constructed in this study. The optimal expression temperature of 3茁-HSD was 16℃ ~ 25 ℃, and

the protein was expressed as inclusion body at 37℃. In addition, the expression of different IPTG concentrations at the same temperature
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between 7.5 and 9.0, the enzyme activity was stronger, the pH was lower than 7.0, the activity of the enzyme was decreased, Fe3+ and Cu2+
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primer sequence (5'-3') restriction endounclease sites

MN-HSDF CCGGAATTCATGGGTGACCCAACTT EcoRI

MN-HSDR CCGCTCGAGGCTCTTCGGTGCTGCG XhoI

表 1 PCR引物

Table 1 PCR primer

1 材料与方法

1.1 材料

实验菌种来源于 Mycobacterium neoaurum，经过自行筛选
获得并保存于清华大学实验室，编号 MN-01；细菌 DNA提取

试剂盒购自于北京天根生化科技公司；Super-Fidelity DNA

Polymerase购自于南京诺唯赞生物公司；HiPure Gel Pure DNA

Mini Kit购自于北京 Magen公司；Rapid T4 DNA ligase购自于

上海碧云天生物公司；E.coli DH5琢感受态细胞、BL21 (ED3)感

受态细胞、Pet-28a质粒购自于北京全式金公司；PCR仪购自于

美国 GE 公司；NanoDrop 购自于美国 Thermo fisher 公司；

HPLC系统购自于北京温分有限公司。

1.2 方法

1.2.1 MN-01菌株的培养及其基因组 DNA 的提取 取保藏

于 20 %甘油的菌种 100 滋L，接种于含有 30 mL种子培养基[18]

（酵母浸粉 1.0 %，磷酸氢二钾 0.5 %，甘油 1.0 %，葡萄糖 0.5

%，硝酸钠 0.5 %，七水硫酸镁 0.025 %）的 100 mL锥形瓶中，37

℃震荡培养 42~48 h，培养箱转速 200-220 rpm，作为种子液。使

用细菌 DNA提取试剂盒提取基因组 DNA。

1.2.2 3茁-hsd 基因的克隆 通过 GeneBank 查询新金分枝杆

菌 3茁-hsd基因序列[19-21]，可知目的基因全长为 1101 bp，以该序

列为模板通过 premier 5软件设计引物，并引入 EcoRI和 XhoI
酶切位点（如表 1），并去除终止密码子。以基因组 DNA为模

板，通过 PCR方法，扩增 3茁-hsd基因。

PCR反应结束，通过凝胶电泳分离 DNA，HiPure Gel Pure

DNA Mini Kit回收目的基因。

1.2.3 构建重组质粒 pet28a-hsd 将 PCR得到的 3茁-hsd基因
和表达质粒 pet28a同时进行双酶切反应，运用 Magen HiPure

Gel Pure DNA Mini Kit中的实验步骤 2，从双酶切反应液中纯

化 DNA。使用 Rapid T4 DNA ligase进行连接反应，构建得到重

组质粒 pet28a-hsd。
1.2.4 表达菌株的构建 将重组质粒转化进入 BL21 (DE3)感

受态细胞，卡那霉素平板筛选阳性重组子，送北京睿博兴科公

司测序，验证基因是否发生突变。挑选测序正确的表达菌株，进

行目的蛋白 3茁-HSD的诱导表达。
1.2.5 3茁-HSD的诱导表达 设置不同的 IPTG浓度（为 0.1

mM，0.5 mM，1 mM），并组合不同的温度和诱导时间进行反应

（培养条件分别为 16℃，10 h，150 rpm；25℃，6 h，200 rpm；37

℃，4 h，200 rpm），最后形成 9 种组合方式，分别标记为

16-0.1，16-0.5，16-1；25-0.1，25-0.5，25-1；37-0.1，37-0.5，37-1。经

过 9种诱导方式，取得每种诱导结果的全菌、上清和沉淀，跑

SDS-PAGE胶，观察目的蛋白是否在上清中大量表达。在最适

诱导条件下诱导菌体，4℃，8000× g条件下离心 20 min，弃上

清，收集菌体。使用 AKTA系统纯化目的蛋白。

1.2.6 3茁-羟基类固醇脱氢酶性质研究 用诱导表达纯化后的

蛋白做酶促反应实验。3茁-HSD可催化去氢表雄酮生成雄甾二
酮[3, 14, 22, 23]，因此选择去氢表雄酮作为反应底物，反应体系：50

mM NAD+ 50 滋L；50 mM DHEA 50 滋L；纯化蛋白 20 滋L；PBS
缓冲液 880 滋L。探究在不同温度、不同 pH、不同底物助溶剂、

不同金属离子条件下，酶活性的变化。反应结束使用 HPLC检

测产物，并计算反应效率，以最大反应效率为 100 %，绘制不同

反应条件下的效率图。

1.2.7 统计学分析 采用 SPSS 19.0统计分析软件进行数据分

析，样本采用均数± 、标准差（x依s），使用 t检验方法分析统计学

差异，P<0.05说明组间差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 3茁-hsd基因的克隆
通过 PCR方法克隆得到目的基因 3茁-hsd 如图 1，大于

1000 bp处有明亮条带，符合目的基因理论大小 1098 bp。

2.2 3茁-HSD的诱导表达
不同的培养温度、反应时间以及相应的震荡培养条件，探

索诱导异源蛋白表达的最佳反应条件，超声破碎细胞，分别得

到全菌、上清、沉淀的蛋白混合液，通过 SDS-PAGE胶图，可以

直观分析目的蛋白最佳诱导条件，已知目的蛋白的预测分子量

大小为 40.1 kD，诱导结果如图 2。目的蛋白最佳诱导结果的关

键因素是温度，最佳诱导温度为 16℃，37℃时蛋白基本都存

在于沉淀中，即形成了蛋白包涵体，而 IPTG浓度对蛋白表达的

影响并不明显。

图 1 PCR克隆得到 3茁-hsd基因片段
Fig.1 Clone the 3茁-hsd gene fragment by PCR method
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图 2 3茁-HSD的诱导表达
Fig.2 3茁-HSD's Induced expression

Note: M represent protein marker,unit: kDa.(a)Bacterial protein profile after bacterial lysis;(b)protein profile of the supernatant solution after cleavage of

bacteria;(c)protein profile of the precipitate after cleavage of bacteria.

图 3 温度和 pH对酶活性的影响

Fig.3 Effects of temperature and pH on enzyme activity

Note: The X axis represents the reaction conditions and the Y axis represents the relative enzyme activity.

2.3 重组 3茁-HSD的酶学特性研究
通过研究不同温度、pH、助溶剂、金属离子对 3茁-HSD活性

的影响，发现在 30℃达到较高的酶活性；在 pH 7.5~9.0之间，

酶活力较强，低于 7.0时，酶活性明显下降；有机助溶剂 DMSO

对酶反应有抑制作用；Fe3+和 Cu2+对酶反应有抑制作用。

3 讨论

Mycobacterium neoaurum中甾体代谢的起始步骤：甾醇由
3-羟基 -5-烯氧化为 3-酮基 -4-烯，催化该步反应的酶包括胆

固醇氧化酶（ChO）和 3茁-羟基类固醇脱氢酶（3茁-HSD），姚杭
等人对分枝杆菌中，甾醇代谢的分子机制进行了详细阐述，并

且构建了多种可产生甾体药物的突变菌种，尤其对于 ChO的

功能探索非常全面。Doukyu N.等人[24, 25]解析了 ChO的晶体结
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构，详细阐明了其结构特征，酶活位点。但是目前，对 3茁-HSD
的研究仍然不够充分，因此本课题通过 3茁-羟基类固醇脱氢酶
基因的克隆和表达，进一步研究 3茁-HSD的特性。

Kisiela M. 等人发现 3茁-HSD 存在 NAD+ 结合位点，是

SDR 家族的成员，拥有 SDR 家族保守序列 Gly-X-Gly- (X)

2-Gly- (X)10-Gly [26]。Mycobacterium neoaurum中 3茁-HSD由
366个氨基酸组成。Yang Xinxin等人详细介绍了 3茁-HSD蛋白
酶的催化机制，主要催化 C3位羟基脱氢氧化反应，并连续催化

产物发生异构化作用[27]，连续的氧化 /异构化反应是甾醇类物

质代谢的关键步骤。

目前对 3茁-HSD的异源表达研究较少，而本实验成功构建
了 3茁-HSD 的异源表达系统，得到表达菌株 BL21 (DE3)

-pet28a-hsd，并优化了诱导表达条件，上清中诱导表达得到大
量目的蛋白，使用 AKTA系统得到纯化蛋白酶，并探究其酶学

性质。发现其在 30℃左右活性较强，pH 7.5~9.0范围内，保持

较强酶活，并且有机助溶剂 DMSO对酶反应有抑制作用，Fe3+

和 Cu2+ 对酶反应有抑制作用。酶性质的研究对后续利用

3茁-HSD产生高效益甾药中间体有重要意义，并对进一步研究
分枝杆菌生物转化产生甾体化合物提供基础，对进一步探究甾

醇代谢过程，提供很好地参考价值。后续实验中，可尝试探究

3茁-HSD对于不同底物的作用，以期得到经济价值更高的甾体
药物中间体。
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