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摘　 要　 甾体类药物是仅次于抗生素的第二大类临床用药，具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、抗高血压等生理功能，
市场需求量大。 目前，利用微生物降解植物甾醇合成甾药中间体（甾药前体），再对其进行化学修饰的微生物

半合成法是甾体药物工业化生产的主流方法。 本文聚焦于合成甾药中间体的代表性菌株分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ），对分枝杆菌中甾体化合物代谢途径的各环节（甾醇摄取、母核初步氧化、侧链降解、母核氧化、母
核断裂）及其所涉及的关键酶进行综述，并总结了适用于分枝杆菌的基因过表达、敲除和敲低遗传改造系统。
然而，鉴定并解析甾醇侧链降解过程的复杂酶系仍是当前研究的重难点，也是制约新型甾药中间体开发的关

键瓶颈。 因此，借助高通量测序、生物信息学分析和定点饱和突变等手段，加速甾醇代谢途径解析，对分枝杆

菌细胞工厂的理性设计及新型甾药中间体高产菌株的构建至关重要。
关键词　 分枝杆菌；甾体药物；甾药中间体；生物转化；菌株改造
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　 　 甾体类药物（简称甾药）含有环戊烷并多氢

菲母核结构，对人体的生命活动起着极为重要的

调节作用，是一类用于消炎、避孕、抗过敏、抗病

毒的强效药物。 随着甾体化合物普遍应用于临

床，其市场需求量逐年上升，年销售额超百亿美

元［１］ ，巨大的市场需求使得甾药的生产和研发得

到空前关注。 由于其复杂的多元环构型，人们在

探索甾药合成过程中，先后经历了直接从动植物

组织中提取、全化学合成、半化学合成、微生物合

成等多个阶段。 目前，以植物甾醇为原料，通过

微生物代谢积累甾药中间体（合成甾体药物的前

体物质），再对其进行化学修饰合成目标甾药的

微生物转化法是甾药制备的主流方法。 研究发

现，节杆菌（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、链
霉菌 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、分枝杆菌 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）和诺卡氏菌（Ｎｏｃａｒｄｉａ）等原

核微生物以及曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、镰刀菌（Ｆｕ⁃
ｓａｒｉｕｍ）和根霉菌（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）等真核微生物均可降

解甾类物质，而隶属于放线菌目 （ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅ⁃
ｔｅｓ） ［２］的分枝杆菌因其强劲的甾醇降解能力，在
甾药中间体的工业生产中应用最为广泛［３］ 。 然

而，野生型分枝杆菌大多会将植物甾醇完全降解

为 ＣＯ２、Ｈ２Ｏ 和小分子化合物而不积累中间代谢

物，或中间代谢物积累量低，无法直接应用于甾

药中间体的工业化生产。 因此，揭示并改造分枝

杆菌代谢途径以实现甾药中间体的高效积累是

甾体制药工业半合成路线中最重要的一步。 本

文概述了分枝杆菌属微生物中植物甾醇的代谢

途径及关键酶系，汇总了获得甾药中间体高产菌

株的分子改造策略及遗传改造系统，并对新兴的

基因编辑方法进行介绍。

１　 甾体简介

１． １　 甾体化合物

甾体化合物（Ｓｔｅｒｏｉｄｓ）又名类固醇，是一种多

元环萜脂类物质［４］。 其中四个稠合的环烷烃（三
个六元环 Ａ⁃Ｃ、一个五元环 Ｄ）作为甾体母核，Ａ
环的 Ｃ３ 位置常含有一个羟基，Ｂ 环的 Ｃ１０ 位和 Ｃ
环的 Ｃ１３ 位各有一个角甲基，Ｄ 环的 Ｃ１７ 位常连

有不同长度的烷烃侧链（图 １）。 甾体母核上位于

不同取代位点的取代基种类和构型以及双键位置

都会赋予甾体化合物不同的生理功能［５］。

图 １　 甾体类化合物结构通式

Ｆｉｇ． １　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｓ

甾体化合物种类繁多，存在于各种生物体内。
胆固醇作为最常见的甾体化合物，存在于动物组

织中，不仅能够有效调节细胞膜的成分，还能作为

前体物质合成机体所需的各种激素，与机体内的

生殖发育、稳态维持、细胞信号转导等密不可

分［６］；从植物中提取的豆甾醇和谷甾醇等在抗炎

及抗肿瘤领域表现出重要药效；麦角固醇作为真

菌细胞膜的结构成分，除了可以给予菌体物理支

撑、保护微生物个体的完整性以外，还能参与细胞

内的物质运输及酶活性调节等过程［７］。
１． ２　 甾体类药物

在高等生物体内，甾体通常扮演着“激素”的
角色，密切参与生物反应调控及稳态维持，若激素

分泌异常，则可能会引起由激素缺陷或功能紊乱

导致的多种疾病，如生长迟缓、生殖功能障碍、骨
质疏松症、免疫力下降等。 因此人们很早就发现

甾体可作为外源激素药物用于生殖健康、内分泌

调控等领域；甾体也会发挥非激素功能，用于抗病

毒、抗肿瘤、抗抑郁以及治疗心血管疾病等。 此

外，甾体类药物也是器官移植、重症感染等许多危

重疾病的“刚需药”和“救命药” ［３］。
目前，国内外已上市的甾体类药物达 ４００ 余

种，根据其药理功能的不同可分为性激素（雌激

素、雄激素、孕激素）、肾上腺皮质激素（糖皮质激

素和盐皮质激素）及蛋白同化激素三大类［８］ 常见

甾体类药物如表 １ 所示。
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表 １　 甾体类药物及其应用［９］

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｅｒｏｉｄ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［９］

甾体激素类药物 分类 常见甾体药物举例 应用

性激素 雌激素 治疗妇科疾病，用作口服避孕药

雄激素 治疗性疾病，促进生殖健康

孕激素 治疗不孕症、妇科疾病

肾上腺皮质激素 糖皮质激素
抗炎、抗过敏、免疫抑制，
治疗系统性红斑狼疮等

盐皮质激素 治疗阿狄森氏内分泌疾病

蛋白同化激素 蛋白同化激素 加速组织修复、促进蛋白质合成

１． ３　 甾体药物的合成

在 ２０ 世纪 ３０ 年代，科学家们就试图直接从

动植物体提取特定的甾体药物，但是该法需要大

量的动植物组织作为原材料，收益极低，提取工艺

较为复杂。 这导致甾药成本高、售价贵，严重阻碍

了其在医药领域的应用，促使研究人员将目光放

在化学合成上。
１． ３． １　 全化学合成法　 起初，研究人员尝试从有

机小分子出发，采用全化学合成工艺生产甾药化

合物。 然而，甾体母核多元环构型的复杂性，以及

向特殊位点引入功能基团的高难度，导致合成路

线长、反应性差、收率低，同时伴随着各种副产物

以及生产废料的生成。 这使得该方法重现性差，
被定性为“理论可行”，缺乏生产应用价值。 在此

背景下，甾药合成便诉诸于更有价值的半化学合

成法［１０］。

１． ３． ２　 半化学合成法　 半化学合成法，即通过化

学修饰向成本低廉、加工便捷、来源丰富的甾体类

原料分子中引入重要的官能团，实现从天然甾体

到甾药分子的人工合成。 ２０ 世纪 ４０ 年代，Ｍａｒｋｅｒ
利用薯蓣皂素制得黄体酮、睾酮等一系列甾体药

物及前体，其所建立的“薯蓣皂素⁃双烯”半化学合

成体系一直沿用至今［１１］。 黄鸣龙教授成功以薯

蓣皂素为原料合成可的松，并于 １９５９ 年实现其工

业化生产，使中国成为当时为数不多可生产甾体

药物的国家之一［１２］。 此后，全国各地的甾体药物

产业蓬勃发展起来，使中国逐渐成为全球甾体药

物生产大国。 与此同时，美国 Ｕｐｊｏｈｎ 公司以豆甾

醇为原料，通过化学法切断其 Ｃ２２ 双键，再经结

构修饰使所得产物作为甾药中间体用于合成多种

甾体药物［８］。 半化学合成法虽然解决了制药成

本问题，但仍然存在野生薯蓣皂素资源日趋枯竭，
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以及薯蓣皂素废水、废料难处理等环境相关问题。
１． ３． ３　 微生物转化法　 甾体的微生物转化是微

生物以甾体化合物为底物，借助胞内各种酶的催化

作用，改造甾体母核的特定结构，修饰甾体侧链，赋
予其独特的结构特异性和立体选择性，使其成为具

有不同生理活性的甾药前体的过程［５］。 ２０ 世纪 ５０
年代，研究发现黑根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｎｉｇｒｉｃａｎｓ）可催化

孕甾酮的 Ｃ１１ 位发生特异性羟基化反应生成 １１α⁃
羟基孕甾酮［１３］，这不仅解决了可的松合成困难的

问题，也是人们首次利用微生物转化法改造甾体化

合物。 虽然所有利用微生物及其酶系对甾体底物

进行的催化修饰均可归为甾体的生物转化，但在研

究过程中，甾药的微生物转化主要是指甾体底物经

特定微生物分解代谢生成甾药中间体的过程。 与

传统的化学合成相比，生物转化法反应条件温和、
产物得率高、无有毒有害物质排放、生产周期

短［１４］。 此外，微生物在催化底物生成甾药中间体

时，能在其特定位点引入带有活性的官能团，选择

特异性高。 目前，通过微生物转化生产甾体药物中

间体，再对其进行化学修饰合成目标甾药的方法，
已逐步替代薯蓣皂素⁃双烯半化学合成工艺，成为

当今甾体药物生产的主流工艺［１５］。

２　 甾体药物中间体

２． １　 甾药中间体类型

甾药中间体是用来合成甾体药物的前体物

质，根据所含碳原子数目的不同，可分为 Ｃ１９ 型

和 Ｃ２２ 型两类（图 ２）。 Ｃ１９ 型甾药中间体，主要

包括雄甾⁃４⁃烯⁃３，１７⁃二酮 （４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉ⁃
ｏｎｅ， ＡＤ）及其脱氢产物雄甾⁃１，４⁃二烯⁃３，１７⁃二酮

（１， ４⁃ａｎｄｒｏｓｔａｄｉｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ， ＡＤＤ）和羟基化

产物 ９α⁃羟基雄甾⁃４⁃烯⁃３，１７⁃二酮（９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃
ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ， ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ），其中 ＡＤ 可用

于合成雄激素，ＡＤＤ 可合成黄体酮和一些雌性激

素，９⁃ＯＨ⁃ＡＤ 可合成地塞米松等皮质激素［１６］。
Ｃ２２ 型甾药中间体包括 ２２⁃羟基⁃２３， ２４⁃双降甾⁃４⁃
烯⁃３⁃酮（２２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３，２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ，
４⁃ＨＢＣ）及其脱氢产物 ２２⁃羟基⁃２３，２４⁃双降甾⁃１，
４⁃二 烯⁃３⁃酮 （ ２２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３， ２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃１， ４⁃
ｄｉｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ， １，４⁃ＨＢＣ）和羟基化产物 ９⁃ＯＨ⁃ＨＢＣ
（９，２２⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３，２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ， ９⁃
ＯＨ⁃ＨＢＣ），常应用于孕激素和肾上腺皮质激素的

合成［１７］。 Ｃ１９ 型甾药中间体是用于合成免疫抑

制剂、利尿剂、性激素以及神经甾体等多种甾体激

素类药物的重要前体。 近年来，ＡＤ 与 ＡＤＤ 两项

销售额达 １０ 亿美元，黄体酮类甾药中间体———
９９％精制 １６⁃去氧孕烯醇酮（又称双烯醇酮）的年

需求量近 １ ０００ ｔ（近 ６ 亿美元） ［１８］。
２． ２　 甾药中间体的生物转化原料

据统计，生产甾体药物的主要原料包括薯蓣

皂素、胆固醇类、蕃麻皂素、植物甾醇等，其来源和

占比如表 ２ 所示。 其中，薯蓣皂素是半化学合成

法的理想原料，但将其用于微生物转化时却存在

转化困难、产率低、产品纯度差等问题，无法凸显

微生物法合成甾药工艺的优势。 动物来源的胆固

醇成分单一，是生物体内各种甾体激素的天然合

成前体，利用其进行微生物转化时产物得率高，但
因价格昂贵，仅适宜用做高附加值甾药的生产原

料。 蕃麻皂素则被英、美、德等国用于生产地塞米

松或倍他米松等原料药［１９］。 因此，一类具有 ５⁃
烯⁃３⁃酮结构，且 Ｃ１７ 侧链与胆固醇类似的天然甾

醇物质（植物甾醇）逐渐引起人们的关注。

图 ２　 典型甾药中间体化学结构

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｙｐｉｃａｌ ｓｔｅｒｏｉｄ⁃ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ
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表 ２　 甾体药物生产原料汇总［１９］

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ ｄｒｕｇｓ［１９］

原料类型 占比 ／ ％ 来源

薯蓣皂素 ５５ 黄姜、小穗花薯蓣、穿地龙等

植物甾醇 １５ 制糖、食用油精炼等工业废料

胆固醇类 １０ 动物组织

蕃麻皂素 １０ 蕃麻

其他 １０ 剑麻皂素、麦角甾醇等

　 　 植物甾醇（植源性甾醇的统称）与甾体药物

主体均为甾核，二者结构相似，这便决定了其作为

甾体底物合成甾药中间体的可能性。 作为一种天

然存在的甾醇类化合物，植物甾醇最早被发现于

植物体内，包括豆甾醇、β⁃谷甾醇、菜油甾醇及菜

籽甾醇等，不同来源的植物甾醇中这四种甾醇的

含量及比例也会有所不同［２０］。 随后发现，植物甾

醇可提取于大豆作物提油后的残渣以及松油与沥

青的加工废料等工农业废弃物［２１⁃２２］。 作为一种

来源广泛、获取便捷的工业残渣，植物甾醇的利用

不仅能缓解甾药行业的燃眉之急，还能促进废弃

资源的再次利用，减轻污染物排放和环境治理压

力。 因此如何巧妙改造植物甾醇中的甾体结构，
构建低投入高产出的甾药生产线，一度成为甾体

领域的热门问题。
２． ３　 甾药中间体的生物转化菌株

２． ３． １　 转化天然甾体底物的微生物菌株　 放线

菌是天然药物的重要来源［２３］，能够转化植物甾醇

的微生物也以放线菌居多［３］，其中分枝杆菌属和

红球菌属因其突出的甾醇降解能力引起研究人员

的广泛关注［２４］。 但野生型菌株除降解甾醇 Ｃ１７
位侧链外，还会进一步裂解甾体母核，因而无法积

累 Ｃ１９ 或 Ｃ２２ 型甾药中间体并用于工业生产。
为实现甾体侧链的选择性降解而不破坏母核结

构，研究者们分别从以下三个方面进行研究。 ①
在发酵开始前向转化体系中额外添加开环抑制

剂，如 α，α′⁃联吡啶、８⁃羟基喹啉、亚砷酸盐和重金

属离子 Ｎｉ ／ Ｃｏ ／ Ｐｂ 等［２５］。 ②通过诱变处理选育裂

解酶失活的突变株，如高效积累 ＡＤＤ 和 ＡＤ 的突

变株 Ｍｙｃｏｂａｃｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ＮＲＲＬ Ｂ⁃３６８３ 和 ＮＲＲＬ
Ｂ⁃３８０５［２６］。 ③通过遗传改造避免生产菌中 ３⁃甾
酮⁃Δ１ ⁃脱 氢 酶 （ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃Δ１ ⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＫｓｔＤ） 和 ３⁃甾 酮⁃９α⁃羟 化 酶 （ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃９α⁃

ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｋｓｈ）共同存在，至少选择其一进行敲

除。 借助传统菌种选育和对菌株代谢通路的遗传

改造，分枝杆菌成为微生物转化法合成甾药中间

体的主要菌种［１６］，并逐渐用于工业生产，包括新

金分枝杆菌（Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ）、耻垢分枝杆菌（Ｍ．
ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）和偶发分枝杆菌（Ｍ． ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ）。
２． ３． ２　 从头全合成甾体的底盘微生物　 微生物

转化法蓬勃发展期间，以合成生物学技术为基础，
构建从头合成甾体药物工程菌株的“微生物全合

成技术”逐渐涌现。 该技术多以具备麦角甾醇合

成能力的酵母（酿酒酵母、解脂耶氏酵母等）为底

盘，通过改造麦角甾醇途径生成植物甾醇或胆固

醇，再引入外源（动植物源）元器件，仿建天然甾

体激素的合成途径，实现利用葡萄糖、木糖等廉价

原料直接合成甾体药物的目标［２７］。 熊亮斌等［３］

对甾体的生物合成途径以及甾体微生物全合成的

研究进展进行了综述。 其中，Ｚｈａｎｇ 等［２８］ 以解脂

耶氏酵母为底盘细胞，利用工程策略开发能够在

其中高效运转的多组分细胞色素 Ｐ４５０ 系统，实现

甾药中间体孕烯醇酮（７８ ｍｇ ／ Ｌ）的生物全合成。
Ｃｏｒｉｎｎｅ 等［２９］在酿酒酵母中对胆固醇侧链降解酶

系统相关基因进行多拷贝基因整合表达，使氢化

可的松产量提高至 １２０ ｍｇ ／ Ｌ。 利用天然甾体底

物的微生物转化法技术成熟、工业应用广泛、合成

甾药中间体产量高，但会受到原料来源限制；而利

用简单碳源的微生物全合成技术彻底解决了原料

来源不足问题，进一步简化甾药合成路线，但利用

酵母工程菌株合成甾体药物（中间体）的产量都

只达毫克级别，尚未见微生物一步发酵合成甾体

药物或中间体的成功产业化案例。

３　 分枝杆菌甾醇降解途径

近年来，随着全基因组测序技术的发展以及对

分枝杆菌中植物甾醇降解相关基因簇的功能解析，
植物甾醇代谢途径中的大部分环节已经被阐明，为
甾药中间体合成途径的改造提供了理论依据。
３． １　 甾醇的摄取

植物甾醇是一种疏水性脂质化合物，通过与

分枝杆菌细胞壁直接接触并借助细胞的主动运输

系统被摄取至菌体内部。 研究人员从分枝杆菌基

因组的甾醇降解基因簇中注释到 ｍｃｅ４（ｍａｍｍａｌｉ⁃
ａｎ ｃｅｌｌ ｅｎｔｒｙ）操纵子，发现 Ｃ１７ 位含有长烷烃侧链
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的甾醇摄取与 Ｍｃｅ４ 介导的主动运输相关［３０］。 结

核分枝杆菌基因组中共含有四套 ｍｃｅ 操纵子

（ｍｃｅ１⁃４），Ｍｃｅ４ 转运系统不仅影响其对甾体分子

的摄取，还是其侵染宿主细胞产生致病性的关

键［３１］。 除此之外，作为胞外酶，参与底物降解的

胆固醇氧化酶（Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＣｈｏＭ）也被认

为在甾醇摄取过程中发挥了一定作用［３０］。 甾醇

摄取是植物甾醇能否被利用的关键步骤，限制甾

醇降解速率，影响微生物对甾醇底物的总体转化

率［３２］。 除了负责主动摄取的转运系统外，细胞壁

结构也是影响甾醇摄取效率的主要因素。
分枝杆菌细胞壁主要由肽聚糖（ＰＧ）⁃阿拉伯

半乳聚糖（ＡＧ）⁃分枝菌酸（ＭＡ）组成，ＰＧ 以非共

价的方式与细胞膜连接，以共价的方式与阿拉伯

半乳聚糖连接，ＡＧ 在细胞壁组成中占绝大部分，
末端分支通过酯键与分枝菌酸连接。 这些结构致

使分枝杆菌的细胞壁具有较强的致密性、亲脂性

和低渗性，细胞被膜通透性差，甾醇摄取能力弱，
这也是限制甾醇转化效率的一个重要因素。 研究

者们通过敲除细胞被膜合成过程中的关键基因以

增加细胞壁通透性也是提高甾醇摄取效率的有效

手段［３３］。
近几年，研究者熊亮斌等对分枝杆菌细胞壁

合成过程的几个关键基因进行系统性改造，结果

显示，ｍｍｐｌ３ 负责编码的海藻糖单霉菌酸酯

（ＴＭＭ）跨膜转运蛋白是影响分枝杆菌细胞被膜

组装的重要蛋白，当 ｍｍｐｌ３ 的表达受到抑制后会

导致 ＴＭＭ 大量积累，无法穿过细胞膜，从而影响

海藻糖双霉菌酸酯（ＴＤＭ）的合成，使其无法连接

到 ＡＧ 上，细胞壁的合成受阻，通过破坏新金分枝

杆菌 ＡＴＣＣ ２５７９５ 中 ＭｍｐＬ３ 的表达使甾醇的转

化率提高了 １５． ６％ ［３４⁃３５］。 随后，熊亮斌课题组锁

定了另外两个细胞壁合成关键酶，催化脂甘露聚

糖合成脂阿拉伯甘露聚糖所需的关键酶 ＥｍｂＣ 和

参与脂肪酸链合成的 β⁃酮酰基⁃酰基载体蛋白合

酶 ＫａｓＢ，敲除 ｅｍｂＣ 基因使细胞的通透性提高了

２６． ０％ ，甾醇底物转化率提高了约 ５２． ４％ ；而敲

除 ｋａｓＢ 会导致分枝菌酸（ＭＡ）的比例紊乱，ｋａｓＢ
缺陷菌株的细胞通透性比野生型 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ 高

出约 ２ 倍，同时转化时间缩短了 ３３％ ［３６⁃３７］。 因

此，深度解析分枝杆菌细胞壁各组分的合成途径

并锁定关键酶，对于改造细胞被膜结构至关重要。

３． ２　 甾醇的初步氧化

甾醇的初步氧化是目前研究较为透彻的阶

段，该反应是甾醇降解的第一步，也是整个代谢的

关键限速步骤，主要包括 ３β⁃羟基氧化以及 Ｃ５， ６
位双键的异构化过程（图 ３），由胆固醇氧化酶或

３β⁃羟基甾体脱氢酶 （３β⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏ⁃
ｇｅｎａｓｅ，３β⁃ＨＳＤ）催化。

胆固醇氧化酶是寡聚黄素氧化酶，以 ＦＡＤ 为

辅助因子，最终电子受体为氧分子。 多数能降解

植物甾醇的菌株中都存在 ＣｈｏＭ 同工酶，通常命

名为 ＣｈｏＭ１ 和 ＣｈｏＭ２，二者的区别在于 ＣｈｏＭ１ 与

ＦＡＤ 分子非共价结合，而 ＣｈｏＭ２ 则与 ＦＡＤ 共价

结合。 起初，研究者认为 Ｃｈｏ 是催化 ３β⁃羟基氧

化和 Δ５→４ 异构化的唯一酶，但敲除 Ｃｈｏ 的菌株

仍能在胆固醇为唯一碳源的培养基上生长［３８］，随
后具有相同催化功能的 ３β⁃羟基甾体脱氢酶被从

Ｍ． ｓｍｅｇｍａｔｉｓ ｍｃ２１５５ 中鉴定出来［３１］。 Ｍ． ｎｅｏａｕ⁃
ｒｕｍ ＡＴＣＣ ２５７９５ 基因组中鉴定出两种 Ｃｈｏ 同工

酶 （ ＣｈｏＭ１ 和 ＣｈｏＭ２），当敲除基因 ＣｈｏＭ１ 和

ＣｈｏＭ２ 后，菌株基本丧失利用胆固醇生长的能

力，但仍可转化 ６０％的甾醇；敲除基因 ３β⁃ｈｓｄ，胆
固醇代谢与原始菌株没有明显差异，说明还存在

未被鉴定的 Ｃｈｏ 或 ３β⁃ＨＳＤ 发挥作用［１０］。 李园

园等［３９］的研究也证实了这点，敲除基因 ３β⁃ｈｓｄ 只

能在一定程度上使植物甾醇代谢速率减慢而未能

将其彻底阻断，这就意味着在新金分枝杆菌中有

多个 ３β 位脱氢酶参与甾醇代谢。 因此，设法挖

掘并增强 ＣｈｏＭ 或 ３β⁃ＨＳＤ 的表达是提高分枝杆

菌合成甾药中间体能力的有效手段。
３． ３　 甾醇的侧链降解

甾醇侧链降解主要是 Ｃ１７ 位碳链的断裂过程，
该过程类似于脂肪酸 β 氧化，涉及多种酶系（图
３），目前部分酶系已经得到研究。 甾酮 Ｃ２７ 单加氧

酶（Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｃ２７ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＳＭＯ）是催化甾醇侧

链末端 Ｃ２７ 位羟基化的酶，隶属于细胞色素 Ｐ４５０
家族。 此外，用于甾醇降解的细胞色素酶还有

Ｃｙｐ１２５。 在Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＮＲＲＬ Ｂ⁃３８０５ 中发现 ５ 种

Ｃｙｐ 酶，过表达 ｃｙｐ１２５⁃３ 使 ＡＤ 产量达到 ５． １３
ｇ ／ Ｌ［４０］。 在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＪＣ⁃１２ 中 鉴 定 到 ３ 种

ＳＭＯ，过表达 ｓｍｏ２ 使 ＡＤＤ 产量提高更为明显［４１］。
甾酮 Ｃ２７ 位经羟基化反应后被进一步氧化

为 Ｃ２７ 羧酸，经酰基 ＣｏＡ 连接酶（ＦａｄＤ）催化酯
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化后生成甾酮 Ｃ２７ 羧酰 ＣｏＡ，最终进入类 β 氧化

过程。 Ｗｉｌｂｒｉｎｋ 等［４２］从 Ｒ． ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ ＲＧ３２ 中鉴

定出一种酰基 ＣｏＡ 连接酶（ＦａｄＤ１９），其在菜油甾

醇和 β⁃谷甾醇的侧链降解过程中发挥主要作用，
对胆固醇侧链降解无影响。 Ｍ． ｓｍｅｇｍａｔｉｓ ｍｃ２ １５５
中 ＦａｄＤ１９ 具有类似的催化偏好性［４３］，这或许与

甾醇底物侧链结构差异有关。 敲除 ｆａｄＤ１９⁃
ｅｃｈＡ１９ 后，Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＡＴＣＣ ２５７９５ 对植物甾醇

的转化被削弱， 而不影响胆固醇代谢， 推断

ＦａｄＤ１９ 是植物甾醇降解的关键酶，而不是胆固醇

降解的关键酶［１０］，说明 ＦａｄＤ 催化不同类型甾醇

侧链降解时存在底物偏好性。
经 ＳＭＯ 末端羟基化和 ＦａｄＤ１９ 酯化后，参与

类 β 氧化的酶包括：酰基辅酶 Ａ 脱氢酶（ＦａｄＥ）、
烯酰辅酶 Ａ 水合酶（ＥｃｈＡ）、β 羟酰辅酶 Ａ 脱氢

酶（ＦａｄＢ、Ｈｓｄ４Ａ）和 β 酮酰基辅酶 Ａ 硫解酶（Ｆａ⁃
ｄＡ），Ｆａｄ 蛋白家族大多聚集存在。 解析侧链降解

过程中所涉及的酶系是目前研究的难点。
在甾醇侧链类 β 氧化的第二轮反应中，羟酰

辅酶 Ａ 脱氢酶（Ｈｓｄ４Ａ） 负责催化 ２２⁃羟基⁃３⁃氧
代⁃胆甾⁃４⁃烯⁃２４⁃羧基⁃ＣｏＡ （２２⁃ＯＨ⁃ＢＮＣ⁃ＣｏＡ） 脱

氢。 Ｘｕ 等［４４］ 在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＡＴＣＣ ２５７９５ 中鉴

定出 Ｈｓｄ４Ａ 具有双重功能，它既可用于甾体侧链

羟酰 ＣｏＡ 的脱氢，也可催化 Ｃ１７ 位羟基脱氢。 此

外，由于 Ｈｓｄ４Ａ 催化底物位于甾醇代谢途径的重

要分支节点，其表达与否决定了 Ｃ１７ 位侧链能否

被完全氧化，以及最终合成的甾药中间体是 Ｃ１９
型还是 Ｃ２２ 型（图 ３）。 甾醇 Ｃ１７ 侧链若被完全降

解，则会生成 Ｃ１９ 型甾药中间体 ＡＤ、ＡＤＤ、９⁃ＯＨ⁃

ＡＤ 等；Ｃ１７ 侧链若氧化不完全，其类 β 氧化只完

成两轮，并最终积累 Ｃ２２ 型甾药中间体 ４⁃ＨＢＣ、
１，４⁃ＨＢＣ 等［１０］。 Ｘｕ 等［４４］ 敲除 ｈｓｄ４Ａ 后，Ｍ． ｎｅｏ⁃
ａｕｒｕｍ ＮｗＩＢ⁃ＸＩＩ 的产物从 ＡＤ （ Ｄ） 变成 ＨＢＣｓ。
Ｐｅｎｇ 等［４５］ 对 同 时 合 成 ＡＤ （ Ｄ） 和 ４⁃ＨＢＣ 的

Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＣＣＴＣＣ ＡＢ２０１９０５４ 进行改造，敲除

ｈｓｄ４Ａ 后，获得只合成 ４⁃ＨＢＣ 的菌株 ｍＪＴＵ８。 随

着侧链长度的减短，最后一轮氧化反应由于受到

甾核的影响，反应特异性会显著提高，Ｃ１７ 位羟基

消除后形成 ＡＤ 的反应由 １７β⁃羟基甾体脱氢酶

（１７β⁃ＨＳＤ）催化（图 ３）。 此外，部分 １７β⁃ＨＳＤ 还

具有还原酶活性，可催化 Ｃ１７ 位酮基到羟基的逆

反应，即转化 ＡＤ 和 ＡＤＤ 生成 ＴＳ 和 ＢＤ（Ｂｏｌｄｅ⁃
ｎｏｎｅ，宝丹酮），但在多数微生物中该酶活性较低。
Ｚｈａｎｇ 等［４６］将经筛选和定点突变后获得的 １７β⁃
ＨＳＤｂｎ 突变体在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＭＮ 中进行异源表

达，经 ７２ ｈ 生物转化宝丹酮产量达 ２． ８８ ｇ ／ Ｌ，与
野生型菌株相比提高 ５６． ５２％ 。
３． ４　 甾醇的母核氧化

母核氧化是甾醇代谢的关键步骤，此过程与

侧链降解相互独立，在不同种属菌株内反应的先

后顺 序 有 所 不 同。 其 中， ３⁃甾 酮⁃Δ１ ⁃脱 氢 酶

（ＫｓｔＤ）和 ３⁃甾酮⁃９α⁃羟化酶（Ｋｓｈ）是甾醇母核氧

化过程中的两个关键酶（图 ３）。 ＫｓｔＤ 可专一性

催化 Ｃ１，２ 位氧化脱氢形成双键，分别将 ＡＤ、
９⁃ＯＨ⁃ＡＤ 和 ４⁃ＨＢＣ 转化为 ＡＤＤ、９⁃ＯＨ⁃ＡＤＤ 和

１，４⁃ＨＢＣ［４７］；而 Ｋｓｈ 可以在甾体母核 Ｃ９ 位引入

羟基获得羟基化中间体 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ、 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤＤ
和 ９⁃ＯＨ⁃ＨＢＣ。

图 ３　 甾醇侧链降解过程［４５］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｔｅｒｏｌ ｓｉｄｅ⁃ｃｈａｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ［４５］
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３． ４． １　 ３⁃甾酮⁃Δ１ ⁃脱氢酶（ＫｓｔＤ） 　 ３⁃甾酮⁃Δ１ ⁃脱
氢酶（ＫｓｔＤ）是一种 ＦＡＤ 依赖型脱氢酶，能够特异

性催化 ３⁃酮基类甾体底物发生脱氢反应。 大多

数 ＫｓｔＤ 为寡聚膜蛋白，其分子序列中存在由疏水

氨基酸组成的跨膜区［４９］。 研究初期，科学家们致

力于挖掘 ＫｓｔＤ 同工酶并揭示其催化作用机制和

底物偏好性。 迄今为止，ＫｓｔＤ 已经在多株胆固醇

降解 菌 中 得 到 注 释， 如 Ａ． ｓｉｍｐｌｅｘ、 Ｐ． ｏｐａｃａ、
Ｍ． ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ 和 Ｒ． ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ 等。 Ｖａｎ ｄｅｒ Ｇｅｉｚｅ
等［４９］在红球菌 ＳＱ１ 中先后鉴定出两个 ＫｓｔＤ，其
中 ｋｓｔｄ１ 的敲除使菌株的 ＫｓｔＤ 酶活下降了超过

９９％ ，而敲除菌株仍旧无法积累甾药中间体。 此

后，又在该菌株中鉴定出与 ＫｓｔＤ１ 同源性为 ３５％
的 ＫｓｔＤ２，对 ｋｓｔｄ１２ 进行双敲除后，ＳＱ１ 能有效合

成 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ［５０］。 Ｍ． ｓｍｅｇｍａｔｉｓ 中存在 ６ 个 ＫｓｔＤ
同工酶［５１］，其中 ＫｓｔＤ１ 的缺失可直接导致甾药中

间体 ＡＤ 的积累，而在 ｋｓｔｄ１ 缺失菌株中过表达

ｋｓｔｄ２ 并未恢复 ＫｓｔＤ 的脱氢功能，仍能在产物中

检测到 ＡＤ。 Ｂｒａｇｉｎ 等［５２］ 对分枝杆菌 ＶＫＭ Ａｃ⁃
１８１５Ｄ、１８１６Ｄ 和 １８１７Ｄ 进行全基因组测序和比

较基因组分析，发现菌株 １８１５Ｄ 和 １８１６Ｄ 中均只

存在一个 ＫｓｔＤ，而 １８１７Ｄ 中至少存在 ３ 个 ＫｓｔＤ。
Ｙａｏ 等［５３］从新金分枝杆菌 ＡＴＣＣ ２５７９５ 中鉴定出

三种 ＫｓｔＤ 同工酶，并对其分别进行异源表达研究

底物催化特异性，发现 ＫｓｔＤ１ 和 ＫｓｔＤ３ 分别对

９⁃ＯＨ⁃ＡＤ和 ＡＤ 有催化作用，但只有敲除所有的

ｋｓｔｄ 才能保证 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ 的稳定和最大化积累。
此外，Ｑｉｎ 等［５４］ 研究发现，位于 ＦＡＤ 结合区域的

氨基酸残基 Ｙ１２２ ＼Ｙ１２５ ＼Ｓ１３８ ＼Ｅ１４０ ＼Ｙ５４１ 和位于

催化区域的 Ｙ３６５ 对 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ 中 ＫｓｔＤ 的催化

活性很关键。 Ｚｈａｎｇ 等［５５］ 通过 ＣＡＶＥＲ 分析、分
子动力学计算和聚焦定向迭代饱和突变技术

（ＦＳＩＳＭ）对耻垢分枝杆菌（Ｍ． ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）中 ＫｓｔＤ１
的无活性腔体（Ｃａｖｉｔｙ Ａ）进行理性设计，获得对

氢化可的松催化活性提高 １０ 倍的四联突变体

（Ｈ１３２Ｍ ＼Ｌ１１３Ｆ ＼Ｖ４１９Ｗ ＼Ｍ５１Ｌ）。 Ｘｉａ 等［５６］ 对来

自简单节杆菌（Ａ． ｓｉｍｐｌｅｘ）的 ＫｓｔＤ３ 进行分子对接

和定点饱和突变，有效扩大了酶与底物的结合口

袋，减轻了空间干扰，使突变体对 ＡＤ 等底物的催

化效率提高近 ３ 倍。 由此可见，借助生物信息学

分析［５７］预测酶蛋白结构，并对其进行理性设计或

定向进化改造，可显著提高催化活性，这也是目前

筛选高活性甾醇代谢酶的有效手段。
３． ４． ２　 ３⁃甾酮⁃９α⁃羟化酶（Ｋｓｈ） 　 ３⁃甾酮⁃９α⁃羟
化酶（Ｋｓｈ）的活性部分由末端单加氧酶（ＫｓｈＡ）
和铁氧蛋白还原酶 （ ＫｓｈＢ） 组成，所需辅酶为

ＮＡＤＨ。 ＫｓｈＡ 有两个保守结构域：铁硫蛋白结构

域（Ｒｉｅｓｋｅ ［２Ｆｅ⁃２Ｓ］ ｄｏｍａｉｎ）和非血红素 Ｆｅ２ ＋ 结

构域（Ｎｏｎ⁃ｈａｅｍ Ｆｅ（Ⅱ） ｄｏｍａｉｎ）；ＫｓｈＢ 有三个保

守结构域：ＦＭＮ 结合结构域、ＮＡＤ 核糖结合结构

域和植物型铁硫蛋白结合结构域，这些结构域中

的保守序列在红球菌、分枝杆菌、诺卡氏菌属中高

度相似且具有保守性［５８］。 其中 ＫｓｈＡ 作为主反应

中心，可以与甾体物质进行特异性结合，而 ＫｓｈＢ
则负责给 ＫｓｈＡ 提供还原力，使之处于还原态，并
源源不断的进行羟化反应。 研究发现甾药中间体

Ｃ９ 位的羟基化可有效提高后续合成药物的抗炎

抗敏能力［５９］。 与 ＫｓｔＤ 一样，Ｋｓｈ 也存在多个同

工酶。 数据库检索发现Ｍ． ｓｍｅｇｍａｔｉｓ ｍｃ２１５５ 中存

在 ２ 个 ＫｓｈＡ 同工酶和 １ 个 ＫｓｈＢ。 Ｂｒａｇｉｎ 等［５２］

发现主产 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ 的 ＶＫＭ Ａｃ⁃１８１７Ｄ 中至少存

在 ５ 个 ＫｓｈＡ 和 １ 个 ＫｓｈＢ，而分别主产 ＡＤ 和

ＡＤＤ 的 ＶＫＭ Ａｃ⁃１８１５Ｄ 和 ＶＫＭ Ａｃ⁃１８１６Ｄ 中都具

有 ２ 个 ＫｓｈＡ 和 １ 个 ＫｓｈＢ。 通过对 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ
中的 ｈｓｄ４Ａ 和 ｋｓｈＡ１ 过表达，在环糊精助溶发酵

体系中 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ 产量提高 ２７． ５％ ［６０］。 同时敲除

Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ 中的 ｋｓｔｄ１ ～ ５ 和 ｋｓｈＡ１ ～ ３，并过表达

胆固醇氧化酶 ＣｈＯｘ２ 和烯酰辅酶 Ａ 水合酶

ＥｃｈＡ１９，在微乳化发酵体系中 ４⁃ＨＢＣ 产量显著提

高［６１］。 综上，通过代谢工程调控分枝杆菌中 ＫｓｔＤ
和 Ｋｓｈ 的表达可直接控制合成甾药中间体的类型

与产量。 以 Ｃ１９ 型甾药中间体的合成为例，若需

积累 ＡＤ，则应敲除菌株中所有的 ＫｓｔＤ 和 Ｋｓｈ；若
需积累 ＡＤＤ，则应敲除 Ｋｓｈ 并过表达 ＫｓｔＤ；若需

积累 ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ，则应敲除 ＫｓｔＤ 并过表达 Ｋｓｈ（图
３）。 若 Ｋｓｈ 和 ＫｓｔＤ 同时存在，ＡＤ 则被转化为

９⁃ＯＨ⁃ＡＤＤ。
３． ５　 甾醇的母核断裂

羟基化的脱氢产物（９⁃ＯＨ⁃ＡＤＤ）分子势能较

高，结构不稳定极易发生重排，它会自发打开甾醇

Ｂ 环形成 ３⁃羟基⁃９，１０⁃雄甾⁃１，３，５⁃三烯⁃９，１７⁃二
酮（３⁃ＨＳＡ）。 ３⁃ＨＳＡ 在 Ｈｓａ 酶系家族的催化作用

下最终被降解为 ＣＯ２ 和 Ｈ２Ｏ（图 ４），所产生能量

被用于微生物自身的新陈代谢。 有研究报道，该
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过程的关键酶为 ２，３⁃二羟基联苯 １，２ 双加氧酶

（ＨｓａＣ），其可催化 ３，４⁃ＤＨＳＡ 生成 ４，９⁃ＤＨＳＡ［６２］。
近年来，可用于合成逆孕酮、诺龙及其衍生物的 Ａ
环降解类甾药中间体谷内酯（ＨＩＬ）和茚满双酚

（ＨＩＰ）的生物转化也逐渐引起关注［６３］。

图 ４　 甾醇母核断裂过程［６２］

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｌ ｎｕｃｌｅｕｓ ｃｌｅａｖａｇｅ［６２］

综上，分枝杆菌的甾醇降解途径包括甾醇摄

取、母核初步氧化、侧链降解、母核氧化、母核断裂

五个步骤，其中负责甾醇摄取的主动运输系统

（Ｍｃｅ４）、催化初步氧化的 ＣｈｏＭ 和 ３β⁃ＨＳＤ 以及

启动侧链降解的 ＳＭＯ 是甾醇降解途径中的限速

酶；侧链降解过程中的 Ｈｓｄ４Ａ 与母核氧化过程中

的 ＫｓｔＤ 和 Ｋｓｈ 决定了合成甾药中间体的类型；而
介导 细 胞 被 膜 合 成 的 关 键 酶 （ ＥｍｂＣ、 ＫａｓＢ、
ＭｍｐＬ３ 等）也可间接影响甾醇摄取速率。 对甾醇

降解途径中各步骤的关键酶进行单独或联合调控

（敲除或过表达），会直接影响甾醇代谢途径及合

成甾药中间体的类型和产量（表 ３）。 总之，对甾

醇降解途径的深入解析对于分枝杆菌的遗传改造

至关重要。 然而，对于侧链降解过程所涉及复杂

酶系的鉴定研究仍是当前研究的重难点，也是制

约开发新型甾药中间体的关键瓶颈。

４　 分枝杆菌的遗传改造系统

利用代谢工程或基因工程技术对分枝杆菌甾

醇代谢途径进行改造，可有效提高目的甾药中间

体产量或积累新型甾药中间体，而高效的过表达

和敲除系统对于分枝杆菌遗传改造不可或缺。
４． １　 过表达系统

分枝杆菌拥有多种良好的多拷贝型穿梭表达

质粒 （表 ４ ），其中较为常用的是游离型质粒

ｐＭＶ２６１，该质粒包含一组多克隆位点以便连入外

源基因，ＯｒｉＥ 和 ＯｒｉＭ ＰａＬ５０００ 使其可以同时在大

肠埃希菌和分枝杆菌中复制，ｈｓｐ６０ 组成型启动

子可被分枝杆菌和大肠埃希菌识别并表达目的基

因，卡那霉素抗性（ＫａｎＲ）有助于快速筛选出阳性

克隆［６４］。 上述对 ＣｈｏＭ、ｈｓｄ４Ａ、ｋｓｔｄ 等基因的过

表达均利用该系统实现。 此外，开展基因功能解

析研究时，对敲除菌株进行基因回补常用整合型

质粒 ｐＭＶ３０６。 近期，研究者们尝试向 ｐＭＶ３０６ 质

粒中引入强启动子（ｐＧ１３［４５］、Ｐｓｍｙｃ［６５］ 等），使其

具备增强基因表达的能力。 同时，为避免游离型

过表达质粒导致的代谢负担、生长抑制与质粒丢

失问题，实现关键限速酶的稳定高效表达，Ｋｅ
等［６６］通过筛选强启动子，将 ｐＬ２ 启动子及强 ＲＢＳ
（核糖体结合位点）序列引入 ｐＭＶ３０６ 质粒，成功

构建染色体整合质粒 ｐＭＶ３０６⁃Ｌ２，其能在整合酶

作用下将目的基因插入 ＮＲＲＬ Ｂ⁃３８０５ 基因组特

定位点。
４． ２　 基因敲除系统

在分枝杆菌中，常利用 ｐＧＯＡＬ ／ ｐ２ＮＩＬ 同源重

组系统敲除目的基因（表 ４），其中 ｐ２ＮＩＬ 质粒负

责携带目标基因上下游同源臂，ｐＧＯＡＬ 质粒提供

筛选标签盒，经自杀质粒构建、宿主重组酶激活、
单交换克隆子筛选、双交换克隆子筛选等步骤获

得基因缺陷型菌株。 在此基础上，将两质粒功能

融合进一个质粒的 ｐｋ１８ｍｏｂｓａｃＢ［４５］、 ｐＫＡＤｅｌ［６５］

系统与其作用原理类似。 由于新金分枝杆菌的生

长周期较长，使用这种同源重组基因敲除方法获

得目标菌株，往往需要 １６ ｄ 以上；且菌株的假阳

性概率较大，筛选过程工作量巨大；该方法也无法

敲除菌株生长的必需基因［６４］。
由于传统遗传改造系统的缺点和局限性，直

接在菌株基因组上完成目的基因过表达和敲除的

基因编辑系统应用越来越多。 基因组编辑系统包

括依赖同源重组的基因编辑方法，即人工核酸酶

依赖的定点编辑技术，如转录激活因子效用物核

酸酶 （ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃Ｌｉｋｅ Ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｎｕｃｌｅ⁃
ａｓｅ， ＴＡＬＥＮ） 和锌指核酸酶（ Ｚｉｎｃ Ｆｉｎｇｅｒ Ｎｕｃｌｅ⁃
ａｓｅ， ＺＦＮ） 以及 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 基因编辑系统［７２］。
文献调研发现，在分枝杆菌属中应用较多的是

ＣＲＩＳＰＲ 基因编辑系统。
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４． ３　 ＣＲＩＳＰＲ⁃ｄＣａｓ９ 基因编辑系统

ＣＲＩＳＰＲ（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ Ｓｈｏｒｔ
Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ Ｒｅｐｅａｔｓ，成簇的规律间隔短回文重复

序列）系统可以根据 Ｃａｓ 蛋白的不同分为三类。
在Ⅱ 型 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统中， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 由

ｔｒａｃｒＲＮＡ（反式激活序列）、ｃｒＲＮＡ 以及 Ｃａｓ９ 蛋

白（来自酿脓链球菌）组成复合物，借助 ＲＮＡ 靶

向 ＤＮＡ 行使切割功能，其原间隔区序列临近基

序（ Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ Ａｄｊａｃｅｎｔ Ｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ） 为 ５′⁃ＮＧＧ⁃
３′（Ｎ 为任意核苷酸） ［８１］ 。 目前，在使用 ＣＲＩＳＰＲ
工具编辑 ＤＮＡ 分子时，常把 ｔｒａｃｒＲＮＡ 和 ｃｒＲＮＡ
融合为单个 ＲＮＡ，称为 ｓｇＲＮＡ（单链向导 ＲＮＡ）。
该系统可以通过靶向切割 ＤＮＡ 特定位点导致

ＤＮＡ 双链断裂，ＤＮＡ 双链断裂后，细胞通常会采

用非同源末端连接（ＮＨＥＪ）的方式进行修复，在
该过程中往往会发生移码突变，使目标基因丧

失功能，进而达到“基因敲除”的目的。 但是，当
有 ＤＮＡ 修复模板进入细胞时，断裂的部分将会

与模 板 发 生 同 源 重 组 （ ＨＲ）， 实 现 “ 基 因 敲

入” ［８２］ 。
加州大学旧金山分校的 Ｑｉ 等［８３］ 对 Ｃａｓ９ 蛋

白的两个核酶区域（ＨＮＨ 和 ＲｕｖＣ）进行点突变

（Ｄ１０Ａ 和 Ｈ８４０Ａ），使其失去核酸内切酶活性成

为阻遏蛋白（ｄｅａｄ Ｃａｓ９， ｄＣａｓ９），只能特异识别靶

基因而不能切割，通过阻碍靶基因转录达到“基
因表达抑制”的目的，称为 ＣＲＩＳＰＲ 干扰（ＣＲＩＳＰＲ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ＣＲＩＳＰＲｉ）。 Ｓｉｎｇｈ 等［８４］ 成功构建了

ｐＲＨ２５０２ 和 ｐＲＨ２５２１ 两个质粒 （表 ４ ）， 其中

ｐＲＨ２５０２ 载体表达 ｄＣａｓ９ 蛋白，ｐＲＨ２５２１ 载体携

带 ｓｇＲＮＡ 克隆位点，将其应用于结核分枝杆菌验

证了 ＣＲＩＳＰＲｉ 系统的表达抑制作用。 随后，李
梦［６９］在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ Ｂ⁃３８０５ 中构建了 ｈｓｄ４Ａ 的表

达抑制菌株，发现发酵产物中 Ｃ２２ 甾药中间体产

量上升，又在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ２９６７ 中构建了 ｈｓｄ４Ａ
和 ｋｓｔｄ 的双抑制菌株，使发酵主产物从 ＡＤＤ 变成

４⁃ＨＢＣ。
表 ４　 分枝杆菌中常用质粒汇总

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎｌｙ⁃ｕｓｅｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ

质粒 启动子 抗性筛选标记 功能描述

ｐＭＶ２６１［６８］ ｈｓｐ６０ ＫａｎＲ 过表达质粒

ｐＭＶ３０６［４１］ 无启动子 ＫａｎＲ 整合型质粒，单拷贝，用于回补敲除基因

ｐＭＶ３０７［４５］ ｐＧ１３ ＫａｎＲ 过表达质粒，由 ｐＭＶ３０６ 改造，带有强启动子 ｐＧ１３

ｐ３８［６５］ Ｐｓｍｙｃ ＫａｎＲ 过表达质粒，由 ｐＭＶ３０６ 改造，带有 Ｐｓｍｙｃ 启动子

ｐＭＶ３０６⁃Ｌ２［６６］ ｐＬ２ ＫａｎＲ 过表达质粒，由 ｐＭＶ３０６ 改造，带有 ｐＬ２ 启动子及 ＲＢＳ

ｐＧＯＡＬ１９［４１］ ｈｓｐ６０ ＨｙｇＲ、ＡｍｐＲ 携带 ＳａｃＢ、ｌａｃＺ 筛选标记

ｐ２ＮＩＬ［４１］ ＳＰ６ ＫａｎＲ 携带同源臂，用于等位交换，在分枝杆菌中无法复制

ｐＫＡＤｅｌ［６５］ ｈｓｐ６０，ＳＰ６ ＡｐｒＲ、 ＫａｎＲ 敲除自杀质粒，携带同源臂，携带 ＳａｃＢ、ｌａｃＺ 筛选标记，将 ｐＧＯＡＬ１９
与 ｐ２ＮＩＬ 重组至同一质粒改造而来

ｐｋ１８ｍｏｂｓａｃＢ［４５］ ＳａｃＢ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＫａｎＲ 敲除质粒

ＱｐＪＶ５３［７０］ Ｐ１０７６０ ＫａｎＲ 过表达质粒，去除 ｐＪＶ５３ 载体中的乙酰胺诱导型表达启动子和 Ｃｈｅ９ｃ
ｇｐ６０＆６１，并插入菌体强启动子 Ｐ１０７６０ 改造而来

ｐ２ＮＩＬＳａｃＢ［７１］ ＳＰ６、ＳａｃＢ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＫａｎＲ 同源重组质粒，将 ｐＴ１８ｍｏｂｓａｃＢ 质粒中的 ＳａｃＢ 基因及其启动子、终
止子片段连入 ｐ２ＮＩＬ 改造而来，用于基因敲除 ／ 敲入

ｐＣＭ［８０］ ｈｓｐ６０，ｔｅｔＯ ＫａｎＲ 敲除质粒，ｈｓｐ６０ 表达 Ｃａｓ１２ａ 蛋白，ｔｅｔＯ 表达 ｃｒＲＮＡ，将 Ｃａｓ１２ａ 蛋白
与 ｃｒＲＮＡ ｃａｓｓｅｔｔｅ 组建至同一质粒

ｐＳＢＹ１＿ＦｎＣｐｆ１ｃｇ［７３⁃７６］ ｈｓｐ６０ ＫａｎＲ 表达 Ｃｐｆ１ 蛋白，与 ｐＣＲ⁃Ｈｙｇ 联合使用进行基因敲除

ｐＪＶ５３⁃Ｃａｓ１２ａ［４７］ ｔｅｔＯ，ａｃｅｔａｍｉｄａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＫａｎＲ 表达 Ｃａｓ１２ａ 蛋白及重组酶 Ｃｈｅ９ｃ ｇｐ６０＆６１，与 ｐＣＲ⁃Ｈｙｇ 联合使用进
行基因敲除

ｐＲＨ２５０２［６９］ ｔｅｔＯ ＫａｎＲ 表达 ｄＣａｓ９ 蛋白，与 ｐＲＨ２５２１ 联合使用进行基因敲低

ｐＲＨ２５２１［４５］ ｔｅｔＯ ＨｙｇＲ 表达 ｓｇＲＮＡ

ｐＣＲ⁃Ｈｙｇ［７３ － ７６］ ｈｓｐ６０ ＨｙｇＲ 表达 ｃｒＲＮＡ
　 注：Ｋａｎ：卡那霉素；Ｈｙｇ：潮霉素；Ａｍｐ：氨苄青霉素；Ａｐｒ：安普霉素；ＳａｃＢ：蔗糖致死基因；ａｃｅｔａｍｉｄａｓｅ：乙酰胺酶

４． ４　 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１２ａ 基因编辑系统

Ｃａｓ１２ａ（又称 Ｃｐｆ１）蛋白，是Ⅱ类 Ｖ 型 ＤＮＡ
内切酶，存在于普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｓｐ． ）和

弗朗西斯氏菌属（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ ｓｐ． ）等细菌中［７３］。

２０１ 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



Ｃａｓ１２ａ 可以对 ｐｒｅ⁃ｃｒＲＮＡ 进行加工，识别“ＴＴＴＶ”
（Ｖ 为任意核苷酸） ＰＡＭ 序列，并在 ｃｒＲＮＡ 的引

导下对 ＰＡＭ 远端的第 １８ 位和第 ２３ 位核苷酸进

行剪切，产生黏性末端缺口，且此系统不需要核酸

酶和 ｔｒａｃｒＲＮＡ，是目前研究中最简约的 ＣＲＩＳＰＲ
系统［８５］。

ｐＪＶ５３⁃Ｃａｓ１２ａ ／ ｐＣＲ⁃Ｈｙｇ 系统可借助非同源

末端连接（ＮＨＥＪ）修复或同源重组（ＨＲ）修复在

分枝杆菌中进行基因敲除。 优化 Ｃｐｆ１ 蛋白密码

子的 ｐＳＢＹ１ ＿ＦｎＣｐｆ１ｃｇ ／ ｐＣＲ⁃Ｈｙｇ 系统在新金分

枝杆菌中借助 ＮＨＥＪ 修复实现基因敲除，马治

国［８６］利用该表达系统通过连续传代消除抗性的

方法，在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ ＤＳＭ ４４０７４ 中连续敲除 ３
个羟化酶基因（ ｋｓｈＡ１＆２＆３）为获得 １，４⁃ＨＢＣ 生

产菌 株 奠 定 基 础。 Ｌｉｕ 等［８０］ 在 Ｍ． ｎｅｏａｕｒｕｍ
ＡＴＣＣ ２５７９５ 中将 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１２ａ（ｐＣＭ 质粒）与
ｐＮＩＬ ／ ｐＧＯＡＬ 系统联合使用，成功靶向删除各种

长度的 ＤＮＡ 序列，还能将目标基因整合到基因

组中的特定位点，显示了其在分枝杆菌中进行精

确基因组编辑的强大潜力。 利用 ＣＲＩＳＰＲ 基因

编辑技术构建甾药中间体高产菌株成为当前研

究的热门方向。

５　 展　 望

本文综述了分枝杆菌降解植物甾醇合成甾药

中间体的代谢途径及其所涉及的关键酶，并对分

枝杆菌代谢工程改造所使用的遗传操作系统进行

介绍，为甾药中间体高产菌株的构建提供了理论

依据与方法支撑。 然而，综合近几年研究进展发

现仍有许多问题有待解决：①甾醇侧链降解过程

步骤繁多，对该过程的解析尚不完善，许多未知酶

类有待挖掘研究；②传统同源重组敲除手段效率

低、假阳率高且实验周期长。 因此，可从以下两方

面继续开展研究，一方面借助全基因组测序、转录

组分析、比较基因组学等手段深度解析甾醇降解

途径，挖掘更多与甾醇降解功能相关的关键基因

（脱氢酶、水合酶、硫解酶等）和调控因子，从而开

发更多新型甾药中间体；另一方面，基于 ＣＲＩＳＰＲ
技术建立高效精准、脱靶率低、普适性强的无痕基

因编辑系统，为 ＣＲＩＳＰＲ 技术改造的无标签工程

菌广泛应用于甾体制药工业夯实基础。 此外，基
于对关键酶的同源建模和活性结构域预测，利用

定点突变技术和自动高通量筛选方法对其进行理

性设计或定向进化改造，可筛选出催化活性显著

提高的关键酶突变体，将其用于异源表达或引入

甾体合成的底盘细胞将有效增强相关代谢途径。
因此，加强甾体生物催化转化酶的挖掘及改造以

及微生物代谢转化甾醇机制的解析，对分枝杆菌

细胞工厂的理性设计以及甾体药物的绿色制造至

关重要。

参考文献：

［１］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｚｈｏｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｂｉｏ⁃
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｔ ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌｃｉ⁃
ｔｒａｔｅ ｃｙｃｌｅ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ＰｒｐＲ ａｎｄ ＧｌｎＲ ｏｆ Ｍｙ⁃
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０２０， １９
（１）： １３．

［２］ 　 尚坤， 阎瑾逸， 高君梅， 等． 放线菌来源活性天然产物发

现研究进展［Ｊ］ ． 微生物学杂志， ２０２３， ４３（４）： １０１⁃１０８．
［３］ 　 熊亮斌， 宋璐， 赵云秋， 等． 甾体化合物绿色生物制造：从

生物转化到微生物从头合成［ Ｊ］ ． 合成生物学， ２０２１， ２
（６）： ９４２⁃９６３．

［４］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｘｉａｏ Ｐ， Ｐａｎ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｎ⁃ｃｏｒｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｌｉｃｉ⁃
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ
Ｃ⁃１９ ｓｔｅｒｏｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０２３， ２４（６）： ５２３６．

［５］ 　 Ｄｏｎｏｖａ Ｍ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｔｅｒｏｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ： Ｃｕｒｒｅｎｔ
ｔｒｅｎｄｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ２０２１， １０（１）： ５３．

［６］ 　 Ｚｈａｏ Ｍ， Ｌｉ Ｘ， Ｘｉｏｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｒｅｅｎ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｓ
ｖｉａ Ｍｙｃｏｌｉｃｂａｃｔｅｒｉａ： Ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ
［Ｊ］ ． Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ， ２０２３， ９（１０）： ８９０．

［７］ 　 Ｇｕ Ｙ， Ｊｉａｏ Ｘ， Ｙｅ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ
ｄｅ ｎｏｖｏ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｌｓ ａｎｄ ｓｔｅｒｏｉｄｓ ｉｎ ｙｅａｓｔ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅ⁃
ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ， ２０２１， ８（１）： １１０．

［８］ 　 李辉， 郭霞凌． 分枝杆菌转化植物甾醇定向积累甾药中间

体的代谢工程研究进展［ Ｊ］ ． 中国油脂， ２０２２， ４７ （４）：
１２５⁃１３２．

［９］ 　 Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ⁃Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ Ｇ， Ａｃｅｄｏｓ ＭＧ， ｄｅ ｌａ Ｔｏｒｒｅ Ｉ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ２２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３， ２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃
ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ ｉｎ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２４， １７（８）： ｅ１４５５１．

［１０］ 姚抗． 分枝杆菌甾醇代谢机制的解析以及其代谢工程改造

应用于制备重要甾药中间体的研究［Ｄ］． 上海：华东理工

大学，２０１４．
［１１］ Ｗａｎｇ Ｚ， Ｑｉｕ Ｈ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｄｉｏｓ⁃

ｇｅｎｉｎ ｂｙ ａ ｎｏｖｅｌ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ． ＨＫ⁃９０： Ａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ １９⁃ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ２１⁃
ｃａｒｂｏｎ ｓｔｅｒｏｉｄｓ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２４， １７（２）：
ｅ１４４１５．

３０１２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



［１２］ Ｐａｔｈａｋ Ｎ， Ｎｅｇｉ ＡＳ． Ｐｌａｎｔ ｂａｓｅｄ ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ａｎｄ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａ⁃
ｐｏｇｅｎｉｎｓ： Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｎ ｄｉｏｓｇｅｎｉｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｐｅｃｔｓ［ Ｊ］ ．
Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０２４， ２７９：
１１６９１５．

［１３］ Ｚｈａｏ Ａ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒｙ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ⁃ｂａｓｅｄ ｄｒｕｇ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ａｄｖａｎｃｅｓ， ２０２１， ５３： １０７８６０．

［１４］ Ｚａｐｐａｔｅｒｒａ Ｆ， Ｃｏｓｔａ Ｓ， Ｓｕｍｍａ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｏｒｔｉｓｏｎｅ ｗｉｔｈ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｒｈｏｄｎｉｉ： Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｎｅｗ ｓｔｅｒｏｉｄｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０２１， ２６（５）： １３５２．

［１５］ Ｄｏｎｏｖａ ＭＶ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｔｒｅｎｄｓ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏ⁃
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０２３， ２７０４： ３⁃２１．

［１６］ 吴杰群， 徐顺清， 王鸿， 等． 生物转化甾醇制备甾体药物

中间体研究进展［ Ｊ］ ． 中国医药工业杂志， ２０２０， ５１（７）：
８０１⁃８１４．

［１７］ 宋士奎， 何建新， 黄永棋， 等． 以分枝杆菌为底盘细胞生

物合成甾药中间体的研究进展［Ｊ］ ． 生物工程学报， ２０２３，
３９（３）： １０５６⁃１０６９．

［１８］ Ｆｅｎｇ Ｊ， Ｗｕ Ｑ， Ｚｈｕ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｅｎａｂｌｅｓ ｉｎｎｏ⁃
ｖａｔｉｏｎｓ ｔｏｗａｒｄ ｇｒｅｅｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ［Ｊ］ ．
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ⁃Ｓｕｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙ⁃Ｅｎｅｒｇｙ⁃Ｍａｔｅｒｉａｌｓ， ２０２２， １５ （ ９ ）：
ｅ２０２１０２３９９．

［１９］ 龚金梅， 肖红卫， 安庆， 等． 甾体类激素原料药地塞米松

生产工艺与市场分析［ Ｊ］ ． 云南科技管理， ２０１２， ２５（６）：
６９⁃７２．

［２０］ 孙玉莹， 赵佳， 王玉婷， 等． 非水相脂肪酶催化合成 β⁃谷
甾醇正辛酸酯的研究［ Ｊ］ ． 中国油脂， ２０２０， ４５（１１）： ９４⁃
９８，１０３．

［２１］ Ｓｈｅｎ Ｍ， Ｙｕａｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ： Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． Ｆｏｏｄｓ， ２０２４， １３
（１１）： １７５４．

［２２］ Ｊｏｓｅｆｓｅｎ ＫＤ， Ｎｏｒｄｂｏｒｇ Ａ， Ｌｅ ＳＢ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙ⁃
ｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｉｎｔｏ ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ ｂｙ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ， ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｓｔｅｒｏｉｄｓ： Ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ［Ｍ］． Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ， ＮＹ： Ｓｐｒｉｎｇ⁃
ｅｒ ＵＳ， ２０２３： ２４５⁃２６７．

［２３］ 夏焕章， 翟航． 放线菌次级代谢产物研究进展［Ｊ］ ． 微生物

学杂志， ２０２３， ４３（４）： １⁃９．
［２４］ Ｗａｎｇ ＸＸ， Ｋｅ Ｘ， Ｌｉｕ ＺＱ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｔｉｏｎａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｙ⁃

ｃｏｂａｃｔｅｒｉａ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒｙ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｅｒｏｉｄ ｂｉｏｍａｎｕｆａｃｔｕｒ⁃
ｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０２２， ３８（１１）： １９１．

［２５］ Ｅｌ Ｍｅｎｏｕｆｙ ＨＡ， Ｅｌｋｈａｔｅｅｂ ＷＡ， Ｄａｂａ ＧＭ． Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓｔｅｒｏｉｄｓ． Ｈｉｓｔｏｒｙ， Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｓｔａｔｕｓ， ａｎｄ Ｆｕｔｕｒｅ Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ，
Ｆｕｎｇｉ Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ： Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ａｐ⁃
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｍ］． Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ： Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｎａｔｕｒｅ Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ， ２０２４：
７４３⁃７６２．

［２６］ Ｎｕｎｅｓ ＶＯ， Ｖａｎｚｅｌｌｏｔｔｉ ＮＤ， Ｆｒａｇａ ＪＬ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｉｎｔｏ ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ⁃ａ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｎｇ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０２２， ２７（１０）： ３１６４．

［２７］ Ｋｅ Ｘ， Ｐａｎ ＺＨ， Ｄｕ ＨＦ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ７⁃ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｂｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ［ Ｊ］ ．
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０２３， １８（１２）： ｅ２３０００５６．

［２８］ Ｚｈａｎｇ Ｒ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｇｎｅｎｏｌｏｎｅ ｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎ ｙａｒｒｏｗｉａ ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ ｂｙ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｐａｉｒｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓｃｃ ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］ ． Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅ⁃
ｔｙ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１９，８（１２）：２６６６⁃２６７８．

［２９］ Ｃｏｒｉｎｎｅ ＢＭ， Ｉｓａｂｅｌｌｅ Ｂ， Ｂｒｕｎｏ Ｄ． Ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｇｅｎｅｔ⁃
ｉｃａｌｌｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｙｅａｓｔｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｏｆ ｉｎ⁃
ｔｅｒｅｓｔ ａｔ ａ ｈｉｇｈ ｔｉｔｒｅ： ＷＯ２０１２１７５４５３［Ｐ］． ２０１２．

［３０］ Ｋｌｅｐｐ ＬＩ， Ｇａｒｃｉａ ＪＳＹ， Ｂｉｇｉ Ｆ． Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ＭＣＥ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｔｈａｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｉｐｉｄ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ［ Ｊ］ ．
Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， ２０２２， １３２： １０２１６２．

［３１］ Ｆｉｅｗｅｇｅｒ ＲＡ， Ｗｉｌｂｕｒｎ ＫＭ， Ｍｏｎｔａｇｕｅ ＣＲ， ｅｔ ａｌ． ＭｃｅＧ ｓｔａｂｉ⁃
ｌｉｚｅｓ ｔｈｅ Ｍｃｅ１ ａｎｄ Ｍｃｅ４ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕ⁃
ｌｏｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０２３， ２９９ （ ３ ）：
１０２９１０．

［３２］ Ｋｏｐｙｌｏｖ ＡＴ， Ｍａｌｓａｇｏｖａ ＫＡ， Ｓｔｅｐａｎｏｖ ＡＡ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
ｐｌａｎｔ ｓｔｅｒｏｌｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ： Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ， ｓｐｏｒｔ，
ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｎｇ ｓｔｅｒｏｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，
２０２１， １３（５）： １６２３．

［３３］ Ｘｉｏｎｇ ＬＢ， Ｌｉｕ ＨＨ， Ｓｏｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｎｅｏａｕｒｕｍ ｂｙ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｆｂｐＣ３ ａｎｄ ｅｍｂＣ ｉｎ ｃｅｌｌ
ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｎｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０２２， ７（１）： ４５３⁃４５９．

［３４ ］ Ｗｉｌｌｉａｍｓ ＪＴ， Ａｂｒａｍｏｖｉｔｃｈ ＲＢ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｍｍｐＬ３ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ， ２０２３， ２９（５）： １９０⁃２１２．

［３５］ Ｘｉｏｎｇ ＬＢ， Ｌｉｕ ＨＨ， Ｘｕ ＬＱ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
２２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３，２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ ｆｒｏｍ ｓｔｅｒｏｌｓ ｉｎ Ｍｙｃｏ⁃
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｃｅｌｌ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｄｉｆ⁃
ｙｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０１７， １６
（１）： ８９．

［３６］ Ｘｉｏｎｇ ＬＢ， Ｌｉｕ ＨＨ， Ｓｏｎｇ ＸＷ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｔｏ ９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉ⁃
ｏｎｅ ｂｙ ｄｅｌｅｔｉｎｇ ｅｍｂＣ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｅｎｖｅ⁃
ｌｏｐｅ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０２０， ３２３： ３４１⁃３４６．

［３７］ Ｘｉｏｎｇ ＬＢ， Ｌｉｕ ＨＨ， Ｚｈａｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｃｏｎｖｅｒ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｔｏ ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｏｆ ｋａｓＢ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ
［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０２０， １９（１）： ８０．

［３８］ Ｓｈａｐｉｒａ Ｍ， Ｄｏｂｙｓｈ Ａ， Ｌｉａｕｄａｎｓｋａｙａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ
ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｘｉｄａｓｅｓ ｆｏｒ ｍｏｒｅ
ａｗａｒｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ， ２０２４， ２２０： １⁃１０．

［３９］ 李园园， 田威， 邹雷， 等． 新金分枝杆菌 ３β⁃脱氢酶（３β⁃
ＨＳＤ）的多基因控制机制［ Ｊ］ ． 沈阳药科大学学报， ２０１９，
３６（７）： ６１７⁃６２５．

［４０］ Ｌｉ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｒ， Ｌｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ ｔｅｒｍｉｎａｌ

４０１ 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｒ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ＮＲＲＬ Ｂ⁃３８０５［Ｊ］ ． Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｍｉｃｒｏｂｉ⁃
ｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ， ２０２３， ３（４）： ５８５⁃５９２．

［４１］ Ｓｈａｏ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｒａｏ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄ Ｃ２７
ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔｅｒｏｌ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ
ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ｆｏｒ
ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｎｄｒｏｓｔ⁃１，４⁃ｄｉｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒ⁃
ｎａｌ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１９， ４６（５）：
６３５⁃６４７．

［４２］ Ｗｉｌｂｒｉｎｋ ＭＨ， Ｐｅｔｒｕｓｍａ Ｍ， Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＦａｄＤ１９ ｏｆ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ ＤＳＭ４３２６９， ａ ｓｔｅｒｏｉｄ⁃ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｌｉｇ⁃
ａｓｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ⁃２４ ｂｒａｎｃｈｅｄ ｓｔｅｒｏｌ ｓｉｄｅ ｃｈａｉｎｓ
［ Ｊ ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１１， ７７
（１３）： ４４５５⁃４４６４．

［４３］ Ｗｒｏｎｓｋａ Ｎ， Ｂｒｚｏｓｔｅｋ Ａ， Ｓｚｅｗｃｚｙｋ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｆａｄＤ１９ ａｎｄ ｅｃｈＡ１９ ｉｎ ｓｔｅｒｏｌ ｓｉｄｅ ｃｈａｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｂｙ Ｍｙｃｏ⁃
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１６， ２１（５）： ５９８．

［４４］ Ｘｕ ＬＱ， Ｌｉｕ ＹＪ， Ｙａｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｒａｖｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ２３，２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌｅｎｉｃ ｓｔｅｒｏｉｄｓ ｉｎ ｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０１６， ６： ２１９２８．

［４５］ Ｐｅｎｇ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｕａｌ ｒｏｌｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｆｒｏｍ
ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｎａｂｌｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｌｕ⁃
ａｂｌｅ ｓｔｅｒｏｉｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ［ Ｊ］ ． Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ Ｃｈｅｍｉｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｅｄｉｔｉｏｎ， ２０２１， ６０（１０）： ５４１４⁃５４２０．

［４６］ Ｚｈａｎｇ Ｂ， Ｚｈｕ Ｓ， Ｚｈｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｅｌｌ ｆａｃｔｏｒｙ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｔｏ ｂｏｌｄｅ⁃
ｎｏｎｅ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ，
２０２４， １９（１１）： ｅ２０２４００４８９．

［４７］ 李梦， 李雪梅， 冯进辉， 等． 耻垢分枝杆菌中 ３⁃甾酮⁃Δ１⁃脱
氢酶对植物甾醇转化积累 ９α⁃羟基雄甾⁃４⁃烯⁃３，１７⁃二酮的

影响［Ｊ］ ． 应用与环境生物学报， ２０２０， ２６（４）： ７３９⁃７４６．
［４８］ Ｒｏｈｍａｎ Ａ， Ｄｉｊｋｓｔｒａ ＢＷ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒ⁃

ｏｉｄ Δ（１）⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｉｎ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ａｄｖａｎｃｅｓ， ２０２１， ４９： １０７７５１．

［４９］ ｖａｎ Ｄｅｒ Ｇｅｉｚｅ Ｒ， Ｈｅｓｓｅｌｓ ＧＩ， ｖａｎ Ｇｅｒｗｅｎ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｓｔＤ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ ｄｅｌｔａ（１）⁃
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＳＱ１
［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０００， ６６（５）：
２０２９⁃２０３６．

［５０］ ｖａｎ ｄｅｒ Ｇｅｉｚｅ Ｒ， Ｈｅｓｓｅｌｓ ＧＩ， Ｄｉｊｋｈｕｉｚｅｎ Ｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｓｔＤ２ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ ＳＱ１ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｓｅｃｏｎｄ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ Ｄｅｌｔａ（１）⁃ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ （Ｒｅａｄｉｎｇ）， ２００２，
１４８（Ｐｔ １０）： ３２８５⁃３２９２．

［５１］ Ｒｏｈｍａｎ Ａ， Ｄｉｊｋｓｔｒａ ＢＷ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ Δ（１）⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ｉｎ ｓｔｅｒｏｉｄ ｂｒｅａｋｄｏｗｎ［ Ｊ］ ．
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１９，
１９１： １０５３６６．

［５２］ Ｂｒａｇｉｎ ＥＹ， Ｓｈｔｒａｔｎｉｋｏｖａ ＶＹ， Ｄｏｖｂｎｙａ ＤＶ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｋｅｙ ｓｔｅｒｏｉｄ ｃｏｒｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ

ｆａｓｔ⁃ｇｒｏｗｉｎｇ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐｐ． ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｔｅｒｏｉｄ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１３， １３８： ４１⁃５３．

［５３］ Ｙａｏ Ｋ， Ｘｕ ＬＱ， Ｗａｎｇ ＦＱ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｇｉ⁃
ｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃△１⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｎｄ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃
９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ＡＴＣＣ ２５７９５ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅ ９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃａ⁃
ｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｓｔｅｒｏｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ， ２０１４， ２４：
１８１⁃１９１．

［５４］ Ｑｉｎ Ｎ， Ｓｈｅｎ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｔｅ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｕｎ⁃
ｄｅｒ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ
ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃Δ （１）⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ｆｒｏｍ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［Ｊ］ ． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ⁃
ｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１７， ３３（７）： １４６．

［５５］ Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｌｉｕ Ｍ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｃｕｓｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃
ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｃａｖｉｔｙ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒ⁃
ｏｉｄ⁃Δ１⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ［ Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃａｔａｌｙｓｉｓ， ２０２２， ５３１：
１１２６６１．

［５６］ Ｘｉａ ＭＬ， Ｙａｎ ＸＹ， Ｚａｎ ＺＨ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｍａｔｅｄ
ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｆｉｎｄｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ３⁃ｋｅｔｏ⁃
ｓｔｅｒｏｉｄ １，２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２２， １０６（２１）： ７３０１⁃７３１４．

［５７］ 杨雨婷， 杨国平． 结核分枝杆菌 Ｒｖ００８１ 基因编码蛋白的

生物信息学分析［ Ｊ］ ． 微生物学杂志， ２０２３， ４３ （５）： ８１⁃
９０．

［５８］ 孙鸿． 分枝杆菌降解植物甾醇合成 ９⁃ＯＨＡＤ 及甾醇 １，２ 位

脱氢的研究［Ｄ］． 天津：天津大学，２０２０．
［５９］ Ｓｕｎ Ｈ， Ｙａｎｇ ＪＬ， Ｈｅ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ９α⁃

ｈｙｄｒｏｘｙ⁃ａｎｄｒｏｓｔ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ （９⁃ＯＨＡＤ） ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒ⁃
ｏｌｓ ｂｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ ［ Ｊ ］ ．
Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２１， ２３０： １１６１９５．

［６０］ Ｚｈｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｙ ｂａｌａｎｃｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｆｌｕｘ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｄｅ⁃ｃｈａｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ９⁃ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ
ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０２４，
１９（１）： ｅ２３００４３９．

［６１］ Ｗａｎｇ Ｘ， Ｋｅ Ｘ， Ｄｏｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ
ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｔｏ ｂｉｓｎｏｒａｌｃｏｈｏｌ ｂｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ Ｍｙ⁃
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ｉｎ ａ ｍｉｃｒｏ⁃ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０２４， １９（９）： ｅ２４００３８７．

［６２］ Ｂｅｒｇｓｔｒａｎｄ ＬＨ， Ｃａｒｄｅｎａｓ Ｅ， Ｈｏｌｅｒｔ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｌｉｎｅａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｔｅｒｏｉｄ⁃ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ
ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． ｍＢｉｏ， ２０１６， ７（２）： ｅ００１６６⁃１６．

［６３］ Ｌｉｕ Ｎ， Ｆｅｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｋｅｙ ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｂｉｏ⁃ｒｅｎｅｗａｂｌｅ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｙ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］ ． Ｇｒｅｅｎ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１９， ２１（１５）： ４０７６⁃４０８３．

［６４］ 张振建． 新金分枝杆菌胞膜甲基支链脂质合成途径强化及

ＣＲＩＳＰＲ 系统初步研究［Ｄ］． 天津：天津科技大学，２０２１．
［６５］ Ｌｉｕ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｙｕａｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ

９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｙ ３⁃ｋｅ⁃

５０１２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



ｔｏｓｔｅｒｏｉｄ⁃Δ１⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄ⁃
ｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏ⁃
ｒｉｅｓ， ２０２３， ２２（１）： ５３．

［６６］ Ｋｅ Ｘ， Ｃｕｉ Ｊ Ｈ， Ｒｅｎ ＱＪ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｒｏｕｔｉｎｇ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｄｅｇｒａｄａ⁃
ｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ａｎｄｒｏｓｔ⁃１，４⁃ｄｉｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉａｌ ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ， ２０２４， １０８（１）： １８６．

［６７］ Ｓｕｎ Ｈ， Ｙａｎｇ Ｊ， Ｈｅ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ９α⁃ｈｙ⁃
ｄｒｏｘｙ⁃ａｎｄｒｏｓｔ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ （９⁃ＯＨＡＤ） ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ
ｂｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］ ． Ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０２１， ２３０： １１６１９５．

［６８］ Ｚｈｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ９⁃ＯＨ⁃ＡＤ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｙ ｂａｌａｎｃｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｆｌｕｘ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｄｅ⁃ｃｈａｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ９⁃ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ
ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０２４，
１９（１）： ２３００４３９．

［６９］ 李梦． 基因编辑技术在甾醇代谢途径关键基因再解析中的

应用［Ｄ］． 合肥：中国科学技术大学，２０２０．
［７０］ Ｍａ Ｑ， Ｌｉ Ｈ， Ｘｕｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒ⁃

ｉｎｇ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ＬＹ⁃２ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２０２４， ２０６： １０９２９４．

［７１］ Ｌｉ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｔ， Ｐｅｎｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒ⁃
ｏｌｓ ｉｎｔｏ ４⁃ａｎｄｒｏｓｔｅｎｅ⁃３，１７⁃ｄｉｏｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ Ｃ１，２⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎｉｚｅｄ
ａｎｄ ９α⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｅｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｂｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ
［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０２１， ２０（１）： １５８．

［７２］ Ｓｏｎｇ Ｓ， Ｈｅ Ｊ， Ｇａｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｌｏｏｐ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ
ｔｕｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ１９⁃ ａｎｄ Ｃ２２⁃ｓｔｅｒｏｌ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏ⁃
ｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０２３， ２２（１）： １９．

［７３］ Ｙｕａｎ ＣＹ， Ｍａ ＺＧ， Ｚｈａｎｇ ＪＸ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ９，２１⁃ｄｉ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２０⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃ｐｒｅｇｎａ⁃４⁃ｅｎ⁃３⁃ｏｎｅ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｉｎ Ｍｙ⁃
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ｂｙ ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｏ⁃
ｖｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏ⁃
ｒｉｅｓ， ２０２１， ２０（１）： ２２９．

［７４］ Ｙｕａｎ Ｃ， Ｍａ Ｚ， Ｌｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ２１⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２０⁃
ｍｅｔｈｙｌ⁃ｐｒｅｇｎａ⁃１，４⁃ｄｉｅｎ⁃３⁃ｏｎｅ ｂｙ ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ， ２０２３， １０７（５⁃６）： １５６３⁃１５７４．

［７５］ Ｙｕａｎ Ｃ， Ｓｏｎｇ Ｓ， Ｈｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｔｏ
９⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃Ｏｘｏ⁃４， １７⁃ｐｒｅｇａｄｉｅｎｅ⁃２０⁃ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ

ｅｓｔｅｒ ｂｙ ｅｎｏｙｌ⁃ｃｏＡ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０２２， ８８（２２）： ｅ０１３０３２２．

［７６］ Ｙｕａｎ Ｃ， Ｌｉ Ｙ， Ｈａｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ Ｃ２２ ｓｔｅｒｏｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２３， １０７
（１１）： ３４１９⁃３４２８．

［７７］ Ｈａｎ Ｓ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｈｅ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ９，２２⁃Ｄｉ⁃
ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３， ２４⁃ｂｉｓｎｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ ｆｒｏｍ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｙ
ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ［Ｊ］ ． Ｉｎｔｅｒ⁃
ｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０２４， ２５（７）： ３５７９．

［７８］ Ｚｈａｎｇ Ｒ， Ｌｉｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ３⁃ｋｅｔｏｓｔｅｒｏｉｄ Δ１⁃ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅｓ ｉｎ Ｍｙ⁃
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ＤＳＭ １３８１ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｏｉｄｉｃ
ｓｙｎｔｈｏｎｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔｏｒｉｅｓ， ２０１８， １７（１）： ７７．

［７９］ Ｃａｏ Ｄ， Ｚｈｕ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｔｏ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅ ｐｈｙｔｏｓｔｅｒｏｌｓ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｏ ２２⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２３，２４⁃ｂｉｓｎ⁃
ｏｒｃｈｏｌ⁃４⁃ｅｎｅ⁃３⁃ｏｎｅ ｂｙ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｓｓ
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０２３， １２８： ９４⁃９７．

［８０］ Ｌｉｕ Ｋ， Ｇａｏ Ｙ， Ｌｉ Ｚ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１２ａ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｐｒｅｃｉｓｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ［ Ｊ］ ． Ｎｅｗ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２２， ６６： ６１⁃６９．

［８１］ 邓名， 丁俊美． ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术在微生物细胞

中的应用研究进展［ Ｊ］ ． 应用与环境生物学报， ２０２２， ２８
（３）： ７８７⁃７９５．

［８２］ Ｌｉｕ Ｋ， Ｌｉｎ ＧＨ， Ｌｉｕ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｓｉｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｏｍｅ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ Ｍｙｃｏｌｉｃｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｎｅｏａｕｒｕｍ ｂｙ Ａｔｔ ／ Ｉｎｔ ｓｙｓｔｅｍ
［Ｊ］ ． Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ａｎｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２２， ７ （ ３ ）：
１００２⁃１０１１．

［８３］ Ｑｉ ＬＳ， Ｌａｒｓｏｎ ＭＨ， Ｇｉｌｂｅｒｔ ＬＡ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｕｒｐｏｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ
ａｓ ａｎ ＲＮＡ⁃ｇｕｉｄｅｄ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２０１３， １５２（５）： １１７３⁃１１８３．

［８４］ Ｓｉｎｇｈ ＡＫ， Ｃａｒｅｔｔｅ Ｘ， Ｐｏｔｌｕｒｉ ＬＰ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ
ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ＣＲＩＳＰＲ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｓｙｓｔｅｍ ［ Ｊ ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２０１６， ４４（１８）： ｅ１４３．

［８５］ Ｍｅｌｉａｗａｔｉ Ｍ， Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇ Ｃ， Ｓｃｈｍｉｄ Ｊ． Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｏｆ
Ｃａｓ１２ａ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２１， １０５（８）： ２９８１⁃２９９０．

［８６］ 马治国． 降解植物甾醇产 ２２⁃羟基⁃２３，２４⁃双降甾⁃１，４⁃二烯⁃
３⁃酮工程菌株的构建［Ｄ］． 上海：上海大学，２０２１．

６０１ 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷


