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摘  要 : 结合酮康唑抗性筛选法，采用亚硝基胍和低能氮离子注入复合诱变方法筛选得到一株高效生物转化

去氢表雄酮  (DHEA) 为 3β,7α,15α-三羟基雄甾 -5-烯 -17-酮  (7α,15α-diOH-DHEA) 的菌株亚麻刺盘孢

Colletotrichum lini ST-1，该突变株在底物 DHEA 投料浓度为 10 g/L 时产物摩尔得率达到 34.2%，较出发菌株

提高了 46.2%。在此基础上进行培养基组分的优化，采用 Plackett-Burman 实验设计考察转化培养基中各组分

对产物摩尔得率的影响，有效筛选出葡萄糖、酵母粉和 MgSO4·7H2O 浓度对产物摩尔得率影响显著，继而采用

最陡爬坡路径逼近最大响应区域，并利用中心组合响应面设计实验对 3 个显著性因素的最佳水平进行研究，得

到最适转化培养基组分为 (g/L) ：葡萄糖 26.34；酵母粉 12.15；玉米浆 3.00；FeSO4·7H2O 0.015；MgSO4·7H2O 

0.14；KH2PO4 0.90。采用该优化培养基，菌株 C. lini ST-1 的产物摩尔得率达到 49.3%，较优化前提高了 44.2%。 

关键词 : 亚麻刺盘孢，生物转化，复合诱变，培养基优化，响应面法 
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Optimization of hydroxylating DHEA to 7α,15α-diOH-DHEA 
by compound mutation and fermentation optimization 

Chuanpeng Li1, Hui Li1, Yan Wu1, Heng Li1, Rujin Zhang2, Zhengbin Zhang2, Jinsong Shi1, 
and Zhenghong Xu1 

1 School of Pharmaceutical Science, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China  
2 Zhejiang Xianju Junye Pharmaceutical Co., Ltd., Taizhou 317300, Zhejiang, China 

Abstract:  Combined with method of ketoconazole resistance screening, a 7α,15α-diOH-DHEA high-producing mutant 
Colletotrichum lini ST-1 was obtained by compound mutation of NTG and low energy N+ ion beam implantation. With the 
substrate concentration of 10 g/L DHEA, the molar yield of 7α,15α-diOH-DHEA reached 34.2%, increased by 46.2% than 
that of the original strain. Then we optimized the medium. First, Plackett-Burman design was used to evaluate the effects of 
medium components on molar yield of the product. Results show that glucose, yeast extract and MgSO4·7H2O were the 
important parameters for the biotransformation process. Subsequently, the path of steepest ascent was used to approach the 
optimal levels. To obtain the optimal levels, central composite design and response surface analysis were carried out. The 
optimal medium was as follows (g/L): glucose 26.34, yeast extract 12.15, corn flour 3.00, FeSO4·7H2O 0.015, MgSO4·7H2O 
0.14, KH2PO4 0.90. Under the optimal conditions, the molar yield of 7α,15α-diOH-DHEA reached 49.3%, which was 44.2% 
higher than that of using the medium before optimization. 

Keywords:  Colletotrichum lini, biotransformation, compound mutation, medium optimization, response surfaces methodology 

甾体激素药物对机体有重要的调节作用，广

泛应用于医药行业，其市场价值仅次于抗生素，

在生物技术的推动下，其生产已经成为医疗保健

行业的重要分支[1-4]。去氢表雄酮(DHEA)是自然

界生物体内重要的活性物质，其双羟化产物

3β,7α,15α-三羟基雄甾-5-烯-17-酮(7α,15α-diOH- 

DHEA)是第 4 代口服避孕药有效成分屈螺酮的

重要前体[5-6]。 

生物转化是一种有效的工具，与化学合成相

比，反应条件温和、具有较强的区域和立体选择

性，可以完成一些化学方法难以合成化合物的制

备，并且已广泛应用于甾体化合物的合成[7-9]。

近年来生物转化 DHEA 的研究越来越受到关注，

尚珂等[10]采用亚麻刺盘孢 Colletotrichum lini AS 

3.4486 对 DHEA 进行生物转化，并且对其羟化

机理进行了初步探究。Romano 等[11]应用 C. lini

在 N,N-二甲基甲酰胺助溶、添加辅底物葡萄糖

和 Tween-80 分散条件下对 DHEA 进行批次转

化，在 DHEA 总投料浓度为 7 g/L 时能得到   

5.8 g/L 的 7α,15α-diOH-DHEA。Lobastova 等[12]

分别采用尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum VKM 

F-1600 和赤霉菌 Gibberella zeae BKM F-2600 转

化 DHEA，在投料浓度为 2 g/L 时产物摩尔得率

分别达到 63.0%和 68.0%。但是仍然存在菌株转

化效率不高、底物投料浓度低等缺点，成为

DHEA 生物转化工业化应用的瓶颈[13]。因此，

通过筛选或改良获得一株高效转化 DHEA 的菌

株具有重要的意义。 

发酵过程参数的优化通常采用单因素实验，

但是操作周期长，无法考察各因素之间的相互关

系。Plackett-Burman 实验设计是一种两水平、基

于不完全平衡块原理的设计方法，可以用最少的
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实验次数在众多的影响因素中快速有效地筛选

出关键因素[14]。响应面法是利用合理的实验设

计，通过模型的构建与拟合，对各因素及各因素

之间的相互作用进行优化和评价，快速有效地寻

求最优工艺参数的一种统计方法[15]。近年来，

利用响应面设计对发酵过程参数的优化得到广

泛的应用[16-21]。 

本研究以实验室保藏的 C. lini 为出发菌株，

通过亚硝基胍(NTG)和低能氮离子(N+)注入复合

诱变，并结合酮康唑抗性筛选法获得一株高效转

化 DHEA 为 7α,15α-diOH-DHEA 的菌株。并在

此基础上采用统计学设计方法对转化培养基进

行了优化，以进一步提高诱变菌株的转化效率，

为 DHEA 生物转化的工业化奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
C. lini：由本实验室保藏。 

1.2  主要材料与试剂 
DHEA、7α,15α-diOH-DHEA 为国产分析纯，

由浙江仙居君业有限公司提供；7α-OH-DHEA

由本实验室制备；其他化学试剂均购自国药集团

化学试剂有限公司；TLC 薄板购自青岛海洋化

工有限公司。 

1.3  培养基与培养条件 
斜面培养基(g/L)：马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)

培养基。30 ℃培养 3–5 d。 

种子培养基(g/L)：葡萄糖 15，酵母粉 15，

玉米浆 3，豆饼粉 10，pH 自然。取菌种斜面，

无菌水洗下孢子，玻璃珠振荡打散，调整孢子浓

度为 1×106 个/mL，取 3 mL 接种于含有 100 mL

种子培养基的 500 mL 摇瓶中，30 ℃、220 r/min

培养 3 d 后以 10% (V/V)的接种量转接于种子培

养基二次活化，30 ℃、220 r/min 培养 1 d 后制

得液体种子。 

酮康唑筛选培养基(g/L)：PDA 液体培养基

冷却至 70 ℃左右，加入不同体积的酮康唑母液 

(DMSO 溶解、0.22 μm 有机系滤膜过滤除菌)，

混合均匀倒平板。 

转化培养基(g/L)：葡萄糖 15，酵母膏 15，

玉米浆 3，FeSO4·7H2O 0.02，MgSO4·7H2O 0.3，

KH2PO4 1，pH 6.5。以 10% (V/V)的接种量接种

于含有 30 mL 转化培养基的 250 mL 摇瓶中，  

30 ℃、220 r/min 培养至 24 h，以 10 g/L 投入底

物 DHEA，转化 3 d 后停止转化。  

1.4  主要仪器 
HYL-C 组合式摇床购自太仓强乐实验设备

有限公司；Ultimate 3000 高效液相色谱仪购自

戴安公司；离子束注入设备由南京工业大学  

提供。 

1.5  分析方法 
1.5.1  薄层层析(TLC)检测法 

展开剂 (氯仿 : 甲醇=15 : 1(V/V))；显色剂

(浓硫酸 : 乙醇=1 : 1(V/V))。采用硅胶板，点样

量 3 μL，105 ℃加热 5 min 显色。 

1.5.2  高效液相色谱(HPLC)检测法 

取转化液，乙酸乙酯抽提多次后合并抽提

液，干燥至出现结晶；色谱纯乙腈复溶，0.22 μm

的有机膜过滤除杂，HPLC 检测。 

HPLC 条件：柱型，Agilent TC-C18，4.6 mm×  

250 mm，5 μm；流动相，乙腈/水(70 　 30)；柱温     

30 ℃；检测波长，206 nm；流速，0.5 mL/min；进

样量，10 μL。 

1.6  复合诱变方法 
1.6.1  酮康唑最低抑菌浓度的确定 

将单孢子悬液稀释涂布于含有不同浓度酮
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康唑的 PDA 平板，30 ℃培养 1–2 d 后平板菌落

计数，未生长菌落的最低作用浓度即为酮康唑的

最低抑菌浓度[22]。 

1.6.2  亚硝基胍(NTG)诱变剂量的确定 

将 单 孢 子 悬 液 (1×106–1×108 个 /mL) 与     

1 mg/mL 的 NTG 溶液等体积混合，吹打均匀、  

30 ℃摇床振荡反应，分别处理 10–60 min，    

0.9 mol/L 的生理盐水稀释终止反应，稀释涂布

于 PDA 平板；对照组未加入亚硝基胍；30 ℃培

养 1–2 d 后平板菌落计数，选择致死率在

80%–90%的剂量作为最佳诱变剂量。 

1.6.3  低能氮离子(N+)注入诱变剂量的确定 

吸取 100 μL 单孢子悬液(1×106–1×108个/mL)均

匀涂布于无菌空白平皿，无菌风吹干制成菌膜，放

入无菌真空靶室内进行 N+离子注入(注入能量    

15 000 eV，注入剂量 0.4×1016–4.0×1016 ions/cm2，脉

冲式注入，每个脉冲 5 s，间隔 15 s)，注入结束后加

入 1 mL 无菌水洗下，稀释涂布于 PDA 平板；对照

组置于真空靶室内，不经离子注入；30 ℃培养 1–2 d

后平板菌落计数，计算存活率；分别挑取不同注入

剂量平板上单菌落摇瓶发酵，计算正突变率，选择

正突变率最大的剂量为最佳注入剂量[23]。 

1.6.4  复合诱变 

将出发菌株单孢子悬液(1×109–1×1010 个/mL)

以亚硝基胍最佳诱变剂量处理后，吸取 100 μL

单孢子悬液制成菌膜，然后以最佳注入剂量氮离

子注入，诱变结束后稀释涂布于含有最低抑菌浓

度的酮康唑筛选平板，筛选获得高产突变株。 

1.6.5  菌株的筛选 

初筛：从生长差异较大筛选平板上随机挑取

生长良好的酮康唑抗性突变株划线 PDA 平板，

培养 3–5 d 后挑取气生菌丝划线 PDA 斜面。 

复筛：单孢子悬液接种于种子培养基培养3 d，

将二次活化种子液以10% (V/V)的接种量接种转化

培养基，培养至 24 h 以 10 g/L 投入底物 DHEA，

转化 3 d 后停止转化，取样萃取和 HPLC 检测。 

1.7  优化设计 
Plackett-Burman 设计：在单因素实验的基础

上，通过 Plackett-Burman 设计对影响产物摩尔得

率的转化培养基各组分进行筛选，找出关键因素。 

最陡爬坡实验：根据 Plackett-Burman 实验

筛出的重要因素效应的正负和大小来设计步长，

按照正效应取较高值、负效应取较低值的原则，

进一步逼近产物摩尔得率最大响应区域。 

中心组合设计实验：根据 Plackett-Burman

实验筛选出的重要因素和最陡爬坡实验确定的

响应面实验因素水平的中心点，利用 Design 

expert V8.0.6 软件设计响应面实验，对实验结果

进行回归模型的方差分析和响应面分析，用 F

检验评价数学模型方程的显著性，方程的拟合性

由决定系数 R2 确定，最后获得最佳培养基配方。 

1.8  模型验证 
对拟合得到的回归方程的各自变量求偏导数得

到方程组，求解方程组得到极值点的自变量取值。

再按照计算得到的参数进行 3 次发酵转化验证实

验，以验证模型的可靠性，并确定最终的优化结果。 

2  结果与分析 

2.1  复合诱变筛选结果 
2.1.1  酮康唑最低抑菌浓度的确定 

P450 酶为甾体羟化反应中起催化作用的

酶，酮康唑等唑类化合物可以抑制 P450 酶活性，

菌株的酮康唑抗性与 P450 酶羟化活力具有一定

的相关性[24]。表 1 为不同酮康唑浓度下菌株的

生长状况，由表可知酮康唑浓度达到 100 μmol/L

时没有菌落生长，将其作为最低抑菌浓度。 



李传鹏 等/复合诱变选育高效转化 DHEA 为 7α,15α-diOH-DHEA 的菌株及其转化工艺优化 

cjb@im.ac.cn 

151

表 1  酮康唑最低抑菌浓度的确定 
Table 1  Minimum inhibitory concentration of 
ketoconazole  

Concentration (μmol/L) 70 80 90 100 110

Growth condition + + ± – – 

+: grow well; ±: grow weakly; –: no growth. 
 
2.1.2  亚硝基胍诱变剂量的选择 

图 1 为亚硝基胍诱变致死率曲线。对于多核

细胞或孢子采用较高的诱变剂量可以获得较纯的

变异菌落[25]，因此选择致死率在 80%–90%的作用

时间 30 min 作为最佳诱变剂量。 

2.1.3  低能氮离子注入诱变剂量的选择 

图 2 为 N+离子注入(注入能量 15 000 eV，

注入剂量 0–4.0×1016 ions/cm2)“马鞍形”存活率

曲线。图 3 为 N+离子注入剂量与正突变率的关

系图，由图可知随着注入剂量的增大，正突变率

先增大后减小，注入剂量为 2.8×1016 ions/cm2 时

正突变率最大，将其作为最佳注入剂量。 

2.1.4  复合诱变菌株的筛选 

以最佳诱变剂量进行复合诱变。经多轮筛 

 

 
 
图 1  NTG 诱变致死率曲线 
Fig. 1  Lethality curve by NTG. 
 

 
 

图 2  N+注入存活率曲线 
Fig. 2  Survival rate curve by N+ implantation. 

 
 

 
 
 

图 3  N+注入剂量与正突变率的关系 
Fig. 3  Relation of dose and positive mutation rate of N+ 
implantation. 

 
选选取 5 株产量较高的菌株斜面保藏并进行摇

瓶复筛，最终选取菌株 C. lini ST-1 进行后续研

究。其产物摩尔得率达到 34.2%，与出发菌株

(产物摩尔得率 23.4%)相比提高了 46.2%。突变

株经斜面连续传代 5 次后，产物摩尔得率稳

定，表明菌株遗传稳定性良好。传代稳定性实

验结果见表 2。 
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2.2  统计学实验优化转化培养基 
2.2.1  Plackett-Burman 实验 

利用 design expert V8.0.6 软件进行 PB 实验

设计，对葡萄糖(X1)、酵母粉(X2)、玉米浆(X3)、

FeSO4·7H2O(X4)、MgSO4·7H2O(X5)、KH2PO4(X6) 

6 个因素进行考察，每个因素取高(+)低(-)两个水

平，响应值为 7α,15α-diOH-DHEA 的摩尔得率

(Yp)。实验设计与结果见表 3，实验结果方差分

析见表 4。 

表 4 显示葡萄糖、酵母粉和 MgSO4·7H2O 对

产物摩尔得率影响显著(P<0.05)。其中正向影响

因子为葡萄糖，负向影响因子为酵母膏和

MgSO4·7H2O，各因素对产物摩尔得率的影响可 
 

表 2  突变株的遗传稳定性 
Table 2  Genetic stability of mutant strain 

Passage number 1 2 3 4 5 

Yield (%) 34.4 33.7 33.5 34.6 33.6

表 3  Plackett-Burman 实验设计及响应值 
Table 3  Plackett-Burman design and responding 
value 

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 Yp (%)

1 －1 1 －1 1 1 －1 36.0 

2 －1 1 1 －1 1 1 32.8 

3 1 －1 1 1 1 －1 40.5 

4 －1 1 1 1 －1 －1 35.4 

5 －1 －1 1 －1 1 1 37.3 

6 1 －1 1 1 －1 1 41.3 

7 1 1 －1 1 1 1 36.9 

8 1 1 1 －1 －1 －1 37.9 

9 1 1 －1 －1 －1 1 39.4 

10 1 －1 －1 －1 1 －1 41.1 

11 －1 －1 －1 1 －1 1 39.7 

12 －1 －1 －1 －1 －1 －1 38.6 

表 4  Plackett-Burman 实验设计各因素水平及影响

效果 
Table 4  Factors levels and results of Plackett- 
Burman design 

Level 
Symbol 

－1 1 
F value Prob>F

X1 15.00 20.00 37.14 0.001 7

X2 15.00 20.00 50.14 0.000 9

X3 2.00 4.00 5.24 0.070 7

X4 0.01 0.02 0.90 0.385 2

X5 0.20 0.30 7.36 0.042 1

X6 0.60 1.20 0.55 0.492 7

 
用以下方程表示： 

Yp = 38.07+1.44X1–1.67X2–0.54X3+0.23X4– 
0.64X5–0.17X6。 

方程的决定系数 R2=0.9530，表明该回归方

程拟合良好。 

2.2.2  最陡爬坡实验结果 

试验设计及结果如表 5 所示。由表 5 可知最

大产物摩尔得率区在第 4 次实验附近，产物得

率达到 47.1%。因此，后续响应面实验将实验 4

的培养基浓度作为中心组合设计实验的中心点。 

 
表 5  最陡爬坡试验设计及结果 
Table 5  Experimental design and results of steepest 
ascent 

Run X1 (g/L) X2 (g/L) X5 (g/L) YP (%) 

1 20 15 0.20 39.0 

2 22 14 0.18 40.7 

3 24 13 0.16 43.2 

4 26 12 0.14 47.1 

5 28 11 0.12 42.1 

6 30 10 0.10 39.9 
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2.2.3  响应面实验结果分析 

采用 design expert V8.0.6 软件进行响应面试

验设计确定显著因子的最优水平，并进行回归分

析和方差分析，拟合得到回归方程: 
Yp = −785.388 06+24.175 34X1+58.733 55X2+  

2 342.411 32X5+0.037 5X1X2–20X1X5–43.75X2X5–  
0.416 18X1

2–2.212 75X2
2–4 736.373 53X5

2 
中心组合试验设计及结果见表 6，回归模型

的方差分析见表 7，响应面图形见图 4–6。 

从表 7 的回归模型的方差分析以看出，回归

模型的 P<0.0001，该值小于 0.01，表明该模型

极显著。一次项 X2、X5 的 P<0.05，显著，平方

项 X1
2、X2

2、X5
2 的 P<0.0001，极显著，表明各

因素与产物摩尔得率之间存在明显的二次关系，

X1X5、X2X5 的 P<0.05，显著，且 X2X5 达到极显

著水平，表明 X2 与 X5 的交互作用对产物摩尔得

率影响显著。一次项 X1和交互项 X1X2的 P>0.05，

不显著。失拟项的 P 值为 0.2304，远远大于 0.05，

不显著，表明实验数据与模型拟合良好。模型的

复相关系数 R2=0.9638，表明该模型能够解释

96.38%的响应值变化，该模型能较好地模拟

7α,15α-diOH-DHEA 的实际转化过程。 
 
 

表 6  中心组合设计及结果 
Table 6  Experiment design and results of the CCD 
design 

Run X1 (g/L) X2 (g/L) X5 (g/L) YP (%) 
1 24.00 11.00 0.12 40.6 
2 28.00 11.00 0.12 42.5 
3 24.00 13.00 0.12 42.9 
4 28.00 13.00 0.12 45.7 
5 24.00 11.00 0.16 42.4 
6 28.00 11.00 0.16 41.7 
7 24.00 13.00 0.16 41.8 
8 28.00 13.00 0.16 40.8 
9 22.64 12.00 0.14 43.8 

10 29.36 12.00 0.14 45.0 
11 26.00 10.32 0.14 42.1 
12 26.00 13.68 0.14 43.6 
13 26.00 12.00 0.11 44.6 
14 26.00 12.00 0.17 42.9 
15 26.00 12.00 0.14 47.2 
16 26.00 12.00 0.14 48.6 
17 26.00 12.00 0.14 48.7 
18 26.00 12.00 0.14 48.8 
19 26.00 12.00 0.14 48.8 
20 26.00 12.00 0.14 48.7 

 
表 7  回归模型方差分析 
Table 7  ANOVA of response surface model 

Source Sum of squares (SS) Degree of freedom (DF) Mean square (MS) F value Prob>F 
Model 156.720 9 17.410 29.59 <0.000 1 
X1 1.840 1 1.840 3.13 0.107 2 
X2 3.120 1 3.120 5.29 0.044 2 
X5 4.520 1 4.520 7.68 0.019 7 
X1

2 39.940 1 39.940 67.86 <0.000 1 
X2

2 70.560 1 70.560 119.89 <0.000 1 
X5

2 51.730 1 51.730 87.89 <0.000 1 
X1X2 0.045 1 0.045 0.076 0.797 8 
X1X5 5.120 1 5.120 8.70 0.014 5 
X2X5 6.120 1 6.120 10.41 0.009 1 
Residual 5.890 10 0.590   
Lack of fit 3.930 5 0.790 2.01 0.230 4 
Pure error 1.950 5 0.390   
Total SS 162.610 19    
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从图 4–6 响应面分析立体图可以看出 X1 与

X5、X2 与 X5 的交互作用显著，X1、X2 和 X5 存在

极值点。对回归方程求导得到培养基组分(g/L)

为：葡萄糖 26.34；酵母粉 12.15；玉米浆 3；

FeSO4·7H2O 0.015 ； MgSO4·7H2O 0.14 ；

KH2PO4 0.9。将各数值代入回归方程得到理论产

物摩尔得率预测值为 48.6%。为检验模型预测的

准确性，在优化条件下进行转化实验，产物摩

尔得率平均值为 49.3%，与模型预测值非常接近，

表明该模型能够很好地预测实际的转化情况。 

 
图 4  葡萄糖和酵母粉浓度对产物摩尔得率影响的响

应面图 
Fig. 4  Surface layer of the mutual-affection of glucose 
and yeast extract concentration on molar yield of product. 

 
图 5  葡萄糖和 MgSO4·7H2O 浓度对产物摩尔得率影

响的响应面图 
Fig. 5  Surface layer of the mutual-affection of glucose 
and MgSO4·7H2O concentration on molar yield of product. 

 
 
图 6  酵母粉和 MgSO4·7H2O 浓度对产物摩尔得率影

响的响应面图 
Fig. 6  Surface layer of the mutual-affection of yeast 
extract and MgSO4·7H2O concentration on molar yield 
of product. 

3  结论 

本实验对 C. lini 进行复合诱变，筛选获得

一株 7α,15α-diOH-DHEA 高产菌株 C. lini ST-1，

该突变株在 DHEA 投料浓度 10 g/L 条件下，产

物摩尔得率达到 34.2%，与出发菌株相比提高了

46.2%。为进一步提高菌株的转化能力，采用统

计学实验设计对转化培养基进行优化，利用中

心组合设计实验对 Plackett-Burman 实验筛选出

的 3 个关键因素进行研究，确定最佳转化培养

基配方为葡萄糖 26.34 g/L、酵母粉 12.15 g/L、

MgSO4·7H2O 0.14 g/L，产物摩尔得率理论预测

值为 48.6%。在最优培养基条件下，产物摩尔得

率为 49.3%，与理论预测值非常接近，较优化前

提高了 44.2%，说明采用响应面法优化亚麻刺盘

孢转化培养基是可行的。 
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