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暋暋睾丸酮 棬斣斿旙旚旓旙旚斿旘旓旑斿棭棳又称睾酮棳是生物

体内主要的雄性激素棳主要作用是促进雄性器官和

第二性征的发育棳是其衍生物和人工合成雄激素的

基础椲棻椵棳目前 广 泛 应 用 于 禽 畜 的 养 殖 和 临 床 药

物椲棽椵暎环境中的雄激素不仅会干扰生物体的内分泌

系统棳而且还对微生物群落的结构和功能产生危

害椲棾棴棿椵暎很多国家和地区的多种环境介质中棳都有

环境雄激素检出椲椀椵暎环境雄激素通过干扰生物体正

常的内分泌系统棳对水生生物和哺乳动物的生殖发

育产生危害棳而且还会影响微生物群落的结构与功

能椲椂棴椄椵暎目前棳临床和市场上所用的雄性激素都是

经睾丸酮环形结构基础上进行改造而成的衍生

物椲椆椵暎雄激素在环境中会通过径流和渗滤等途径棳
向周围环境和地下迁移棳将污染风险扩大椲椂椵暎环境

中雄激素的降解主要在微生物作用下发生棳而且雄

激素在环境样品中的半衰期长达棽椂椃斾棳所以非常

有必要寻找具有强降解睾丸酮的微生物棳使其可以

应用于环境修复椲棻棸椵暎本研究通过从环境中取样暍
富集驯化以及筛选对睾丸酮具有较强降解能力的菌

株棳对其进行鉴定以扩大雄激素降解菌的种质资

源棳并对其影响条件进行了初步研究棳为其在实际

生产中的应用提供理论基础暎

福建农业学报棽椆棬椃棭椇椂椆椄暙椃棸棻棳棽棸棻棿
文章编号椇棻棸棸椄棴棸棾椄棿 棬棽棸棻棿棭棸椃棴椂椆椄棴棸棿



棻暋材料与方法

棻灡棻暋材料和仪器

从福建莆田某池塘取棿份淤泥作为分离睾丸酮

降解菌的材料暎斕斅 培养基椇蛋白胨 棻棸旂暏斕棴棻暍
酵母膏椀旂暏斕棴棻暍斘斸斆旍棻棸旂暏斕棴棻暍旔斎椃灡棸棳固

体培养基添加琼脂 棻棿旂暏斕棴棻暎无机盐培养基椇
棬斘斎棿棭斎棽斝斚棿 棻灡棸旂暏斕棴棻棳棬斘斎棿棭棽斎斝斚棿 棻灡棸
旂暏斕棴棻棳斔斎棽斝斚棿 棽灡棸旂暏斕棴棻棳斖旂斢斚棿暏椃斎棽斚
棸灡棽旂暏斕棴棻棳旔斎椃灡棸棳固 体 培 养 基 添 加 琼 脂 棻棿
旂暏斕棴棻暎以上培养基棻棽棻曟高压蒸汽灭菌棾棸旐旈旑暎
烟碱用棸灡棽棽毺旐 滤膜过滤后根据需要添加暎睾丸

酮 棬斄斆斠斚斢公司棭椈斖斒斖旈旑旈棿椄 孔梯度 斝斆斠 仪

棬斅斏斚灢斠斄斈棭椈高 效 液 相 色 谱 仪 棬斪斸旘旚斿旘旙棽椂椆椀棭椈
离心机 棬斉旔旔斿旑斾旓旘旀斆斿旑旚旘旈旀旛旂斿椀椄棻棸斠棭暎
棻灡棽暋降解菌的富集分离和纯化

将取样的泥土混合后棳按照文献 椲棻棻椵的方法

进行富集分离暎在平板上挑取尽可能多的单菌落适

当稀释后分别点在无睾丸酮和含有 棻旐旐旓旍暏斕棴棻

睾丸酮的无机盐培养基平板上棳棾椃曟过夜培养暎将

可以利用睾丸酮为唯一碳源的菌株重新在稀释棻棸
倍含睾丸酮的无机盐平板挑取单菌落暎
棻灡棾暋降解能力的确定

为了筛选降解能力较强的菌株棳将培养好的棿
种菌株的菌液按棻棩的接种量加入到睾丸酮为唯一

碳源 的 浓 度 棻 旐旐旓旍暏斕棴棻 的 无 机 盐 培 养 基 中棳
棾椃曟棳棻椄棸旘暏旐旈旑棴棻培养棻棽旇棳每隔棽旇取棸灡椀旐斕
的菌液棳加棻旐斕氯仿抽提棳静置分层后棳取出抽

提液吹干棳加棻旐斕棻棸棸棩色谱甲醇定容后用高效

液相测定其睾丸酮的含量暎色谱条件为椇流动相甲

醇暶水椊椄棸暶棽棸椈柱温棾棸曟椈流速棸灡椄旐斕暏旐旈旑棴棻椈检

测波长棽椀棿旑旐暎
标准曲线的制作椇用棻棸棸棩甲醇配制睾丸酮

标准 溶 液 棬棸灡棸棻棳 棸灡棸椀棳 棸灡棻棳 棸灡棾棳 棸灡椀
旐旐旓旍暏斕棴棻棭棳分别取棽棸毺斕进行高效液相色谱测

定棳条件同上暎以峰面积 棬斄旛棭为纵坐标棳睾丸

酮浓度为横坐标 棬斆棳旐旐旓旍暏斕棴棻棭绘制标准曲

线暎回 归 方 程 为椇 椊椃棽棿椂棻椆 棲棻椀棿椂棾棾棳 椊
棸灡椆椆椄椆暎
棻灡棿暋菌株棻椂斢旘斈斘斄的斝斆斠扩增和序列测定

细菌总 斈斘斄 的提取方法为常规方法暎用于

斝斆斠 反 应 的 引 物 为 通 用 引 物棳棻棿椆棽斠椇椀曚灢
斍斍斣斣斄斆斆斣斣斍斣斣斄斆斍斄斆斣斣灢棾曚 和 棽椃斊椇 椀曚灢
斄斍斄斍斣斣斣斍斄斣斆斆斣斍斍斆斣斆斄斍灢棾曚暎斝斆斠 反应体

系 棬椀棸毺斕棭椇 酶棸灡椀毺斕 棬棻斦暏毺斕棴棻棭椈棻棸暳

斝斆斠缓冲液椀灡棸毺斕椈斾斘斣斝棻灡棸毺斕椈模板 斈斘斄
棻灡棸毺斕椈引物棻棿椆棽斠和棽椃斊各棽灡棸毺斕椈纯水棾椄灡椀
毺斕暎斝斆斠 条件椇椆棿曟 棾 旐旈旑椈椆棿曟 棻 旐旈旑棳椂棻曟
棻旐旈旑棳椃棽曟棻旐旈旑循环棾棸次椈椃棽曟棻棸旐旈旑暎斝斆斠
产物的纯化和测序由上海博尚生物技术公司完成暎
测序结果利用斅旍斸旙旚在 斍斿旑斅斸旑旊中进行同源性比较

以鉴定暎
棻灡椀暋菌株生长特性的测定

将在 斕斅液体培养基中过夜培养的菌液按棻棩
的接入量接种于含睾丸酮 棬棻旐旐旓旍暏斕棴棻棭的无机

盐培养基中棳在转速为棻椄棸旘暏旐旈旑暏斕棴棻的摇床

上棳分别以不同旔斎 棬旔斎椂灡棸暙椄灡棸棳梯度棸灡椀棳温

度棾椃曟棭和不同温度 棬棾棸暙棿棽曟棳梯度棽曟棳旔斎
椃棭的培养基里培养棳每隔棽旇测定细菌的生长情

况和培养基中睾丸酮含量棳以确定菌株的生长范围

和最适生长条件暎
棽暋结果与分析

棽灡棻暋降解菌的富集分离和纯化

经富集分离棳筛选到椂株可以以睾丸酮为唯一

碳源进行生长的细菌 棬图棻棭棳而在棻棸倍稀释的加

睾丸 酮 无 机 盐 培 养 基 上 只 有 棿 个 菌 株 能 够

生长棳分别 为椇斆椀棾灢棽棸暍斆椀棾灢棽椀暍斆椀棾灢棾椄暍斆椀棾灢
棿棽暎将其进行睾丸酮降解能力的确定棳结果发现菌

株斆椀棾灢棽棸的降解能力最强棳其棻棽旇内的降解率为

棿椀棩 棬图棽棭暎

图棻暋筛选降解睾丸酮的细菌

斊旈旂灡棻暋斊旈旍旚斿旘斺斸斻旚斿旘旈斸旍斾斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀旚斿旙旚旓旙旚斿旘旓旑斿
注椇斄为加睾丸酮的培养基椈斅为未加睾丸酮的培养基暎

棽灡棽暋菌株斆椀棾灢棽棸的鉴定

生理生化试验结果表明棳菌株 斆椀棾灢棽棸为革兰

氏染色阴性棳短杆状棳在牛肉膏蛋白胨琼脂平板上

菌落乳白色棳圆形棳表面光滑棳能以睾丸酮为唯一

碳源进行生长暎根据形态特征初步鉴定为克雷伯氏

肺炎菌 暎
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图棽暋各菌株睾丸酮降解率

斊旈旂灡棽暋斈斿旂旘斸斾斸旚旈旓旑旓旀斾旈旀旀斿旘斿旑旚旙旚旘斸旈旑旙旓旀旚斿旙旚旓旙旚斿旘旓旑斿

菌株斆椀棾灢棽棸的棻椂斢旘斈斘斄的斝斆斠扩增棳电泳

如图棾暎其序列长度为棻棾椆椄斺旔棳在斍斿旑斅斸旑旊中比

对后构建系统发育树进行同源性分析 棬图棿棭棳结

果表明菌株 斆椀棾灢棽棸与克雷伯氏肺炎菌

中的多个菌株同源性均达到椆椆棩暎结

合该菌的形态特征和生理生化性状棳最终将斆椀棾灢棽棸
菌株鉴定为 暎

图棾暋菌株斆椀棾灢棽棸的棻椂斢旘斈斘斄
斊旈旂灡棾暋棻椂斢旘斈斘斄旓旀旙旚旘斸旈旑斆椀棾灢棽棸

图棿暋菌株斆椀棾灢棽棸的系统发育树

斊旈旂灡棿暋斣旇斿旔旇旟旍旓旂斿旑斿旚旈斻旚旘斿斿旓旀斢旚旘斸旈旑斆椀棾灢棽棸

棽灡棾暋菌株斆椀棾灢棽棸对睾丸酮降解特性的研究

通过测定菌株棽棿旇内的生长情况和培养基中

睾丸酮含量棳结果表明棳菌株 斆椀棾灢棽棸在旔斎椂灡棸暙
椄灡棸菌株生长良好暎细胞生长的最适 旔斎 为椂灡椀棳
在该旔斎 条件下棳斆椀棾灢棽棸达到最大的生长量棳对

睾丸酮的降解率最高暎该菌在棾棸暙棿棽曟能够生长棳
其中在棾椃暙棿棸曟时生长比较好且差异较小暎该菌

的最适生长温度为棾椃曟棳在该温度下菌株生长量

和睾丸酮降解率都达到最大值暎
棾暋讨论与结论

本研究从湖底的污泥中富集筛选出来的具有较

强降解睾丸酮能力的菌株 斆椀棾灢棽棸棳能够以睾丸酮

作为唯一碳源棳通过其棻椂斢旘斈斘斄 序列的测定分

析棳初步鉴定为克雷伯氏菌菌属棳并不是常见的睾

丸酮降解菌种类暎克雷伯氏菌可以降解甾体雌激素

斖斎斉 棬棾灢甲氧基灢棻椃毬羟基灢棻棳棾棳椀 棬棻棸棭棳椄 棬椆棭灢
雌甾灢棿烯棭椲棻棽椵棳也可以降解拟除虫菊酯类杀虫剂农

药棳但是通过对比该文献中菌株的生长特性可以判

定其与本研究所得到的菌株并非同一种棳并且菌株

斆椀棾灢棽棸具一定的胆固醇降解能力暎甾体雌激素和

拟除虫菊酯的化学结构与睾丸酮的化学结构有相似

的甾体类环状结构椲棻棾椵棳所以可以推断睾丸酮的微

生物降解可能是微生物的酶对甾体底物的某一部位

进行特定的化学反应来获得一定的产物棳降解部位

可以从母核或侧链开始棳通过脱氢过程最终分解成

二氧化碳及水椲棻棿椵暎但是与降解相关的关键基因和

酶是否相同还有待研究暎
研究发现棳不同试验批次中相同菌株对睾丸酮

的降解能力有一定的差异棳说明细菌对睾丸酮的降

解能力在一定程度上受其生长情况的影响棳但是不

同菌株降解能力强弱不变棳这也是能够筛选出高效

降解菌的必要条件暎该研究结果与其他研究者的结

果一致椲棻椀棴棻椃椵暎
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