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摘   要：17α 羟化酶是转化孕酮制备各种孕激素药物中间体的关键酶。为提高该酶在生物催化中

的特异性羟基化能力，本研究将来源于纤维素黏性细菌(Sorangium cellulosum) Soce56 的羟化酶

CYP260A1 与大肠杆菌(Escherichia coli) K-12 来源的 Fpr 和牛肾上腺来源的 Adx4-108 组建成新的电

子传递系统，用于孕酮的生物转化。通过对 CYP260A1 进行选择性突变，获得 17α 羟化酶活性显

著提高的突变体 S276I，经体外催化体系的优化设计，使 17α-OH 孕酮的产率达到 58%。此外，利

用定点突变技术探究铁氧还蛋白 Adx4-108 的模拟磷酸化对 17α 羟化酶活性的影响，结果显示，突变

体 Adx4-108T69E 向 S276I 传递电子，进一步增强了对孕酮 C17 位的特异性，17α-OH 孕酮的产率最

终提高到 74%。本研究为细菌来源的 17α 羟化酶特异性转化生产 17α-OH 孕酮提供了新的方案，为

孕激素类药物在工业上利用生物转化法生产奠定了理论基础。 
关键词：17α 羟化酶；孕酮；电子传递链；蛋白突变  
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WANG Lanlan1,2, ZHAO Xin1,2, LI Jie1,2, AI Jiaying1,2, SUN Jing1,2, MAO Shuhong1,2* 

1 College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China 
2 Key Laboratory of Industrial Fementation Microbiology, Ministry of Education Tianjin 300457, China 
 
Abstract: 17α hydroxylase is a key enzyme for the conversion of progesterone to prepare 
various progestational drug intermediates. To improve the specific hydroxylation capability of 
this enzyme in steroid biocatalysis, the CYP260A1 derived from cellulose-mucilaginous 
bacteria Sorangium cellulosum Soce56 and the Fpr and bovine adrenal-derived Adx4-108 derived 
from Escherichia coli str. K-12 were used to construct a new electron transfer system for the 
conversion of progesterone. Selective mutation of CYP260A1 resulted in a mutant S276I with 
significantly enhanced 17α hydroxylase activity, and the yield of 17α-OH progesterone reached 
58% after optimization of the catalytic system in vitro. In addition, the effect of phosphorylation 
of the ferredoxin Adx4-108 on 17α hydroxyl activity was evaluated using a targeted mutation 
technique, and the results showed that the mutation Adx4-108T69E transferred electrons to S276I 
more efficiently, which further enhanced the catalytic specificity in the C17 position of 
progesterone, and the yield of 17α-OH progesterone was eventually increased to 74%. This 
study provides a new option for the production of 17α-OH progesterone by specific 
transformation of bacterial-derived 17α hydroxylase, and lays a theoretical foundation for the 
industrial production of progesterone analogs using biotransformation method. 
Keywords: 17α hydroxylase; progesterone; electronic transmission chain; protein mutation 

 
 

甾体激素类药物作为仅次于抗生素的第二

大类临床用药，根据药融云数据库(https://www. 
pharnexcloud.com/)统计显示，自 2016‒2021 年

全球皮质甾体激素和性激素甾体原料药消耗量

呈现持续增长态势，至 2021 年达到 876.9 t。甾

体激素类药物一般分为三大类：肾上腺皮质激

素、性激素和蛋白同化激素[1]。孕酮是由卵巢

黄体分泌的天然孕激素，其在 17α 羟化酶的作

用下可以合成多种孕激素药物如醋酸甲羟孕

酮、醋酸氯丙酮、己酸羟孕酮等 [2-3]。17α-OH
孕酮及其衍生物在调节女性经期、维持妊娠、

防止子宫内膜增生等妇科疾病领域发挥重要作

用，对乳腺癌等肿瘤疾病也具有一定辅助治疗

的意义[4-6]。 
早期 17α-OH 孕酮的获得，以薯蓣皂素、

剑麻皂素和番麻皂素为原料，经开环、乙酰化、

氧化和水解等多步反应来制备[7]。这种化学制

备方法存在环境污染严重、合成步骤繁琐、反

应过程危险和产率低等缺点。而生物转化法具

有底物选择性高、反应条件温和等优势。目前

已经发现能够催化孕酮进行 17α 羟化反应的酶

为细胞色素 P450 单加氧酶，主要发现在一些哺

乳动物 (大鼠、牛、鲨鱼 )中 [8-11] 。 P450 酶

(CYP17A1)普遍存在于哺乳动物肾上腺皮质、睾

丸和卵巢的微粒体中，该酶在体内表现出两种

活性，即羟化酶活性和 17,20-裂解酶活性[12]。
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其中 CYP17A1 催化羟基化的区域特异性因物

种而异。例如，来自一些高级灵长类(人类、黑

猩猩)的 CYP17A1除了催化孕酮 C17羟基化外，

还具有生成少量 16α-OH 孕酮的能力[13]。因此，

CYP17A1 的低特异性成为限制其高效生产

17α-OH 孕酮的关键因素。 
为获得高选择性、高活性的羟化酶，通过

对原核生物来源的 P450 酶进行挖掘，发现巨大

芽孢杆菌(Priestia megaterium) CYP106A2、纤

维素黏性细菌(Sorangium cellulosum) CYP260A1
也表现出对孕酮不同位置的羟基化能力[14]。其

中 Bernhardt 等[15]对截短的 CYP260A1 进行蛋

白质的半理性设计，实现了孕酮在 C1 和 C17
位置的羟基化。考虑到 P450 活性需要氧化还原

伴侣蛋白通过电子传递链将电子从辅因子

NAD(P)H 传递到 P450 催化中心，因此氧化还

原伴侣蛋白与 P450 的适配性也是影响酶催化

特异性的关键因素。例如 Sagadin 等[16]通过测

试了 11 种不同的氧化还原伴侣组合，优化了

CYP106A2 的电子传递系统，以此改善孕酮产

物的形成。 
本研究选择原核来源的纤维素黏性细菌 

(S. cellulosum Soce56) CYP260A1，充分利用了

该酶在大肠杆菌中可溶性、稳定、高表达的优

势，通过构建全新的电子传递系统，用于转化

孕酮的研究，并对体外催化体系中影响孕酮转

化率的因素进行了优化探究。另外，选取位于

血红素铁中心附近的 5 个氨基酸残基，研究相

关残基对羟化酶活性的影响。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli) C43 和 BL21 与质

粒 pET28a/pET22b 均为本实验室保藏。羟化酶

CYP260A1 来源于纤维素黏性细菌(S. cellulosum 

Soce56) (GenBank 登录号：CAN91746.1)；氧化还

原伴侣蛋白 Fpr 来源于大肠杆菌 (Escherichia 
coli) K-12 (GenBank 登录号：NC_000913.3)；Adx
来源于牛肾上腺(PDB ID: 1AYF)，CYP260A1 和

Adx4-10 基因片段由苏州金唯智生物科技有限公

司合成。 

1.2  培养基及试剂 
LB 液体培养基：酵母粉 0.5 g，氯化钠 1 g，

胰蛋白胨 1 g，加入约 90 mL 自来水，充分混匀

后，定容至 100 mL，121 ℃高压灭菌 20 min。 
TB 液体培养基：酵母粉 2.4 g，胰蛋白胨

1.2 g，甘油 400 μL，90 mL 去离子水，121 ℃
高压灭菌20 min，使用前加入10 mL的0.17 mol/L
磷酸盐缓冲液。 

孕酮和 17α-OH 孕酮，购自上海源叶生物

科技有限公司。  

1.3  CYP260A1和氧化还原伴侣蛋白的构建 
通过 NCBI 数据库获得截短的 CYP260A1 

(N 端缺失 50 个氨基酸残基)和 Adx4-108 基因，按

照大肠杆菌密码子偏爱性进行优化合成基因。

以上述合成的目的基因为模板，设计引物，并

引入酶切位点，通过酶切连接方式将 CYP260A1
和 Adx4-108 分别连接到 pET22b(+)和 pET28a 中；

以大肠杆菌 K12 基因组为模板设计引物，扩增

得到 Fpr 目的片段，采用同源重组方法插入到

pET22b(+)。挑取测序正确的质粒导入到宿主菌

中，最终得到重组菌株 E. coli C43/pET22b- 
CYP260A1、E. coli BL21/pET28a-Adx4-108、E. coli 
C43/pET22b-Fpr。用于扩增的寡核苷酸引物如

表 1 所示。 

1.4  酶的定点突变 
使用 pET22b-CYP260A1 为模板，突变点作

为引物上下游起始点，设计引物，对质粒使用

Pyrobest 酶进行 PCR 扩增，扩增过后的产物

加入 1 μL Dpn I，37 ℃消化 3 h 去掉模板，经 
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表 1  本实验所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
CYP260A1-F GGAATTCCATATGGATTTTCCGCTGGCCAAT 31 
CYP260A1-R AAGCTTATGCAGCAGAACCGGCAG 24 
Adx4-108-F GGAATTCCATATGGAAGATAAAATTACCGTTCATTTTATT 40 
Adx4-108-R AAGCTTCGGAACACGAACGGTCATATT 27 
Fpr-F ACTTTAAGAAGGAGATATAATGGCTGATTGGGTAACAG 38 
Fpr-R CGAGTGCGGCCGCCCAGTAATGCTCCGCTGTCA 33 
L228A-F TTTGGTGTTGCGCGTATGGTTGAAC 25 
L228A-R CCATACGCGCAACACCAAAAGAAGA 25 
G229V-F CTGGTGGGTTATGAAACCACCTCTTG 26 
G229V-R ACCCACCAGAATCAGAGACAGAACAATC 28 
F277W-F ATTTGGGGTGTTCTGCGTATGGTTGAAC 28 
F277W-R ACCCCAAATAGACGGACACCAACG 24 
S276I-F CCGTCTATTTTTGGTGTTCTGCGTATG 27 
S276I-R ACCGGCAATACCGGCCAGG 19 
L280A-F ACGCGCAACACCAAAAATAGACGGAC 26 
L280A-R ACGCGCAACACCAAAAATAGACGGAC 26 
V382A-F GCGGCCCATGGTCCGGATAAAC 22 
V382A-R GGCCGCAGAATCTTTGGCACCATACAT 27 
Adx4-108T69E-F ATTGAAGATGAAGAAAATGATATGCTGG 28 
Adx4-108T69E-R ATCTTCAATGGCTTCCAGTTT 21 

 
纯化回收后，将回收产物热击转化到 E. coli 
JM109 菌株中进行验证。用于突变的寡核苷酸

引物如表 1 所示。PCR 扩增在 25 μL 体积中反

应，条件如下：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，
58 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 7 min，反应进行 25 个

循环。pET28a-Adx4-108T69E 参考 CYP260A1 突

变体构建。 
1.5  重组菌株诱导表达及纯化 

CYP260A1 的表达：将重组表达菌株 E. coli 
C43/pET22b-CYP260A1 单菌落接种于含 100 μg/mL
氨苄抗性的 LB 试管中，37 ℃、220 r/min 培养

12 h，将上述一级种子液以 2%的接种量转接到

含 100 μg/mL 氨苄抗性的 200 mL TB 培养基中，

37 ℃、220 r/min培养至OD600=0.8，加入0.25 mmol/L
的异丙基 -β-D- 硫代半乳糖苷 (isopropyl-β-D- 
galactothioglycoside, IPTG)，0.5 mmol/L 5-氨基

乙酰丙酸盐酸盐(5-aminolevulinic acid hydrochloride, 
5-ALA)，28 ℃、120 r/min 诱导 48 h。 

铁氧还蛋白 Adx4-108 的表达：表达菌株 E. coli 
BL21/pET28a-Adx4-108 单菌落接种于 50 μg/mL
卡那抗性的 LB 试管中，37 ℃、220 r/min 培养

12 h 作为一级种子液，然后以 2%的接种量转接

到 400 mL 的 LB 培养基中，同样加入终浓度   
50 μg/mL 的卡那抗性，相同条件下培养至

OD600=0.8，加入 0.25 mmol/L 的 IPTG，16 ℃、

120 r/min 诱导 20 h。E. coli C43/pET22b-Fpr 参
考 Adx4-108 的表达。 

重组菌株诱导结束后，8 000 r/min 离心  
10 min 收集菌体，Lysis Buffer 重悬菌体，加

入 1%溶菌酶，1% PMSF，冰浴条件下磁力搅

拌 25 min。超声破碎重悬后的菌体 25 min，破

碎后 12 000 r/min、4 ℃离心 30 min。镍柱亲和
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层析法对 CYP260A1、Fpr、Adx4-108 进行蛋白纯

化，经上清液与镍柱充分结合，上柱、洗杂、洗

脱和置换后得到纯酶液。利用 SDS-PAGE 凝胶电

泳和蛋白浓度测定仪分析酶的纯化效果及浓度。 

1.6  孕酮羟化反应体系的建立及优化设计 
孕酮体外催化体系如下，包含 CYP260A1  

(0.5 μmol/L)、Fpr (1.5 μmol/L)、Adx4-108 (5 μmol/L)、
MgCl2 (1 mmol/L)和孕酮(100 μmol/L)，反应在

pH 7.4、20 mmol/L 的磷酸钾缓冲液中进行，最

后加入 1 mmol/L NADPH 启动反应。30 ℃、  
150 r/min 转化 2 h。等体积乙酸乙酯萃取转化

液，终止反应。 
为探究羟化酶与氧化还原伴侣蛋白比率对

底物转化效率的影响，筛选最优的蛋白比率体

系，即(CYP:Fpr:Adx=1:4:20、2:4:20、1:3:20、
1:4:30、1:4:40、1:4:50、1:4:60)，其他条件不变。

测定反应时间对转化率的影响时，定时取样

(0.5、1、1.5、2、3、5、6 h)测转化率。针对 pH
和温度的改变对酶催化活性的影响，配制不同

pH (pH 为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0)的 20 mmol/L
磷酸钾缓冲液，其他条件不变，30 ℃转化 6 h，
测定转化率。将体外反应置于不同温度的水浴

锅中(25、30、35、40、50 ℃)进行，测定其转

化率。另外还分析了有机溶剂对酶催化活性的

影响，分别用 20 mmol/L 磷酸钾缓冲液、甲醇、

乙醇、二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)
和 2-羟丙基 β-环糊精 (hydroxypropyl-beta- 
cyclodextrin, HP-β-CD)溶解孕酮，制备 10 mmol/L
底物母液，其他条件不变。上述均进行 3 次平

行实验。 

1.7  转化产物的检测分析 
TLC 检测法：用毛细管取少量萃取好的样

品在 GF254 硅胶板上点样，展开剂为氯仿:乙酸

乙酯=3:1，于密闭层析杠中静置 20 min，至展

开剂跑到硅胶板上边沿 1 cm 处，取出板子自

然干燥后，放置在 254 nm 紫外灯下，对其进

行观察。 
高 效 液 相 色 谱 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)检测法：取适量经过乙

酸乙酯萃取后的上清至 Ep 管中，在室温条件

下让其挥发，加入适量的乙腈溶解。使用

Agilent 1 260 高效液相色谱仪和迪马 C18   
(5 μm, 250 mm×4.6 mm)型色谱柱，流动相为乙

腈:水=65:35，流速 1 mL/min，进样 10 µL，检

测信号 241 nm，柱温 30 ℃。 

2  结果与分析 
2.1  重组菌株的构建 
2.1.1  CYP260A1、Fpr 和 Adx4-108 重组质粒的

构建 
对重组质粒 pET22b-CYP260A1、pET22b-Fpr、

pET28a-Adx4-108 进行菌落 PCR 验证，如图 1A 所

示，分别在 1 500、750 和 250 bp 左右处出现目

的条带，与 CYP260A1 (1 191 bp)、Fpr (744 bp)
和 Adx4-108 (333 bp)理论大小相符，经测序验证目

的条带正确，成功构建出以上 3 个重组质粒。 
2.1.2  CYP260A1 单突变体 

基于 Khatri 等[15]对血红素铁活性中心的 3 个

氨基酸残基(Ser225、Ser275 和 Ser276)进行饱和

突变，发现了能够提高孕酮 17 位羟基化选择性

的突变体 S276I，本研究利用 Pymol 软件对

CYP260A1 的晶体结构进行进一步分析，选择

了位于血红素铁中心的孕酮 5 Å 范围内的 5 个

氨基酸残基，L228、G229、F277、L280 和 V382，
对 5 个残基分别进行定点突变，除了 277 位突

变为色氨酸，229 位突变为缬氨酸之外，其余   
3 个位点全部突变为丙氨酸。如图 1B 所示，泳道

5 为 pET22b 线性化片段，对 L228A 挑取 3 个

转化子验证，泳道 1‒2 显示未突变成功，泳道 3
结果表明 L228A 突变成功，符合理论值，泳道 4 
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图 1  重组质粒的验证 
Figure 1  Validation of the recombinant plasmids. A: Validation of colony PCR for CYP260A1, Fpr and 
Adx4-108. 1: CYP260A1; 2: Fpr; 3: Adx4-108. B: Single mutant validation results for CYP260A1. 1: L228A-1; 
2: L228A-2; 3: L228A-3; 4: G229V-1; 5: pET22b; 6: L280A1-1; 7: L280A-2; 8: V382A-1; 9: F277W-1. C: 
Validation results for the Adx4-108T69E mutant. 1: Adx4-108T69E-1; 2: Adx4-108T69E-2; 3: Adx4-108T69E-3. M: 
Marker. 
 
为 G229V 突变结果，泳道 6‒7 为 L280A 转化

子，其中泳道 6 符合理论值，泳道 8 和 9 为

V382A 和 F277W 的线性化条带。对 3、4、6、
8、9 这 5 个理论值正确的转化子送测序，经测

序验证目的条带正确。 
2.1.3  Adx4-108T69E(AdxT71E)突变体 

图 1C 为 pET28a-Adx4-108T69E 的菌落 PCR
验证图，泳道 1‒3 所示条带在 250 bp 左右，与

Adx4-108T69E 理论值(333 bp)接近，经测序验证，

成功构建突变体 pET28a-Adx4-108T69E。 

2.2  重组菌株的表达纯化 
重组质粒 pET28a-Adx4-108 导入大肠杆菌

BL21 表达菌株中，pET22b-CYP260A1、pET22b-Fpr
分别导入大肠杆菌 C43 表达菌株中进行异源表

达。蛋白表达纯化结果如图 2A 所示，泳道 1
为 CYP260A1 蛋白样、泳道 2 为 Fpr 蛋白样、

泳道 3 为 Adx4-108 蛋白样。蛋白条带大小与

CYP260A1 (44.5 kDa)、Fpr (27 kDa)、Adx4-108 
(12 kDa)目标大小一致，本研究成功表达并纯化

了 3 种异源蛋白。 
针对构建成功的 CYP260A1 突变体 S276I、

L228A、G229V、F277W、L280A 和 V382A 进

行蛋白表达验证，结果如图 2B 所示，泳道 1‒6
分别为 S276I、L228A、G229V、F277W、L280A
和 V382A 蛋白样。在 45 kDa 左右均有目标蛋

白条带，符合 CYP260A1 (44.5 kDa)的蛋白大

小，证明突变体构建成功，并且能够成功表达。 

2.3  CYP260A1 对孕酮的体外转化分析 
含 CYP260A1、Fpr 和 Adx4-108 的体外重组

体系中，30 ℃转化 2 h 后，分析底物转化情况。

HPLC 检测结果图 3C 所示，CYP260A1 体外催

化孕酮，在 6.3 min 处存在 17α-OH 孕酮产物峰。

这一结果表明本文构建的含 Fpr 和 Adx4-108 的电

子传递链可以成功转化孕酮，即 CYP260A1 能

接受从 Fpr 和 Adx4-108 传递而来的电子。 

2.4  体外催化体系的优化设计 
对体外催化体系中的酶比例、转化时间、

pH、温度和有机溶剂对孕酮转化率的影响进行

分析，结果如图 4 所示。图 4A 中，羟化酶和氧

化还原伴侣蛋白的比率对孕酮转化率影响很大，

在一定范围内，其转化率随铁氧还蛋白的增多

而显著提高，当 CYP260A1:Fpr:Adx4-108 为 1:4:50 
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图 2  氧化还原酶、CYP260A1 及突变体蛋白胶图 
Figure 2  Protein gel images of oxidoreductased, CYP260A1 and mutants. A: Expression results of proteins 
CYP260A1, Fpr, and Adx4-108. 1: CYP260A1; 2: Fpr; 3: Adx4-108. B: CYP260A1 mutant protein expression 
results. 1: S276I; 2: L228A; 3: G229V; 4: F277W; 5: L280A; 6: V382A. M: Marker. 
 

 
 

图 3  CYP260A1 体外转化的 HPLC 分析 
Figure 3  HPLC analysis of progesterone by CYP260A1 in vitro. A: Progesterone. B: 17α-hydroxyprogesterone. 
C: In vitro conversion of CYP260A1.  
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图 4  体外转化中酶比例(A)、转化时间(B)、pH (C)、温度(D)和有机溶剂(E)对转化率的影响 
Figure 4  Influence of enzyme ratio, conversion time, pH, temperature and organic solvent on conversion 
rate in vitro. A: Enzyme ratio. B: Conversion time. C: pH. D: Temperature. E: Organic solvent. 
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时，转化率达到最佳(35%)。图 4B，探究了底

物最佳的转化时间。总产物量随时间的增加而

上升，当转化时间达到 5 h 后产物量增加缓慢，

底物不再进一步转化。推测与无持续的 NADPH
供应，阻碍了 CYP 的催化循环过程有关[17]。    
图 4C 显示 pH 对底物转化的影响，pH 为 7.5 时，

底物转化率达到 45%。图 4D 是温度对转化率

的影响，在 35 ℃反应条件下底物转化率最高，

随着温度升高转化率显著降低，在 50 ℃时转化

率低于 20%。图 4E 展示了不同溶剂溶解孕酮时

对反应体系中底物转化率的影响。结果表明，使

用磷酸钾缓冲液溶解孕酮时，转化率为零，这一

现象与孕酮这类类固醇激素水难溶性有关。甲醇

和乙醇作为促溶剂时，孕酮转化率约 20%。

DMSO 作为脂溶性药物的助溶剂，其转化效果优

于甲醇和乙醇。在本研究中，当 2-羟丙基 β-环糊

精作为促溶剂时，底物的转化率达到 56%。 

2.5  CYP260A1 突变体对孕酮的转化 
为了提高 CYP260A1 催化孕酮的 17α 羟活

性，本研究对 CYP260A1 的 6 个突变体进行孕

酮的转化研究。表 2 中显示了不同点突变对

CYP260A1 转化孕酮的区域选择性的影响。与

野生型 CYP260A1 相比，突变体 L228A 和

G229V 对孕酮 17α 羟活性显著降低，其中

L228A 使 17α-OH 孕酮产率仅为 1.1%，G229V
更是未产生 17α-OH 孕酮。I 螺旋作为构成

CYP260A1 催化中心的关键部位，具有一定的

柔性。位于 I 螺旋上的 L228 和 G229 的改变可

能引起活性中心的空间结构发生变化，使得孕

酮在活性口袋内部存在多种结合方式。L228A
造成孕酮 D 环 C17 位取代基不能特异性地指向

底物识别位点，减少了 17α-OH 孕酮的生成，

同时导致了副产物的增多。针对 G229V 对孕酮

转化率显著降低的问题，研究将甘氨酸突变为 

表 2  CYP260A1 对孕酮体外转化的产物分布的

比较 
Table 2  Comparison of product distribution of in 
vitro transformation of progesterone by CYP260A1 
mutants 
Mutant 17α-OH progesterone (%) Byproduct (%) 

CYP260A1-WT 36.3 53.4 
L228A 1.1 52.7 
L280A 2.4 8.3 
F277W 0.0 74.4 
G229V 0.0 14.5 
V382A 38.6 49.7 
S276I 58.0 17.5 

 
疏水性的缬氨酸，造成活性口袋内部过于疏水，

影响了活性中心的内部环境。另外，该残基突

变前与血红素铁距离很近，当氨基酸侧链变大，

血红素铁被推远，底物进入活性中心后，无法

与血红素铁形成最佳的氧化距离，导致催化活

性降低。L280 在蛋白三维结构中距离血红素中

心较远，不是参与底物识别的关键残基，该氨

基酸的突变降低了孕酮的转化效率，推测这可

能影响了 CYP 与氧化还原伙伴之间的相互作

用，阻碍电子向血红素中心的传递。 
S276 和 F277 位于底物识别位点附近，其

中 S276 被预测为能与孕酮 C3 酮键形成氢键的

氨基酸，当用异亮氨酸取代后，17α-OH 孕酮的

产量提高到 58%，同时副产物也显著减少。而

F277W 不再对孕酮 17 位羟基化，其产物是以

另一种主要副产物的形式存在，这一突变可能

与底物结合方式发生改变有关，S276I 与孕酮的

对接姿势如图 5A 所示。V382 作为参与孕酮甾

体环相互作用的氨基酸，与底物形成疏水性接

触，起到稳定疏水环境的作用，但由于不是参

与催化的关键残基，因此，V382A 突变并未引

起较大的转化差异，其 17α-OH 孕酮产率与野

生型基本一致。 
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图 5  孕酮进入 CYP260A1 的姿势[15] 
Figure 5  The posture of progesterone entering CYP260A1[15]. A: Posture Ⅱ (PDB: 6F8C). B: Posture Ⅰ 
(PDB: 6F88). 
 
2.6  铁氧还蛋白 Adx4-108T69E(AdxT71E)
对 S276I 催化效率的影响 

图 6 为模拟磷酸化状态的突变体铁氧还蛋

白 Adx4-108T69E 参与孕酮转化的结果，与野生

型相比，突变体 Adx4-108T69E 将 17α-OH 孕酮

的产率提高到 74%。 

3  讨论与结论 
为了建立高选择性的 17α-OH孕酮生物酶催

化体系，本文利用细菌来源的羟化酶 CYP260A1 
 

 
 
图 6  Adx4-108 及突变体的体外转化 
Figure 6  Transformation of Adx4-108 and mutant in 
vitro. ****: P<0.000 1. 

与两种异源的氧化还原伴侣蛋白 Fpr-Adx4-108成

功构建了一个新的、可有效转化孕酮的电子传

递系统。在 Ringle 等[18]研究中也证明了 Fpr-Adx
氧化还原伴侣蛋白可以实现 CYP264A1 对 4-甲
基-3-苯基香豆素的转化。因此，Fpr-Adx 可以

尝试作为一组通用的电子传递组合向不同的

P450 酶传递电子。目前，针对电子传递组合多

样性的研究还相对较少，更多的仍是围绕常见

的电子传递链展开，如菠菜氧化还原伴侣蛋白

Fdx/FdR、牛肾上腺来源的氧化还原伴侣蛋白

AdR/Adx、恶臭假单胞菌来源的 PdR/Pdx 等。

Bernhardt 等[15]利用 AdR/Adx4-108 向 CYP260A1
传递电子催化孕酮，但作为膜蛋白的 AdR，其

在大肠杆菌中低表达、难纯化的特点不利于孕

酮的体外转化研究。本文利用大肠杆菌来源的

黄素氧还蛋白还原酶 Fpr 代替肾上腺铁氧还蛋

白还原酶 AdR，打破了这一蛋白表达纯化的限

制，同时，在一定程度上拓展了 CYP260A1 催

化孕酮的电子传递组合。 
大多数 P450 酶需要利用氧化还原伴侣蛋

白从 NAD(P)H 获得氧裂解和底物羟基化所需

的电子进而传递到 P450 酶的活性中心[19]。在这

一催化过程中，可以影响酶催化效率的因素有
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很多，Bernhardt 等[20]证明了电子传递系统中各

组分的比率对底物转化的影响。例如，当

CYP260A1:AdR:Adx为 1:3:20时底物 11-脱氧皮

质酮(11-deoxycorticosterone, DOC)的转化率最

高，研究认为，Adx 还原当量的增加加快了电

子的传递速率，实现了有效的底物转化。Child
等 [21]在研究氧化还原伴侣蛋白浓度对线粒体

P450酶催化反应的影响实验中也发现 Adx浓度

必须足够高才能支持最佳的底物周转率。作为

同样含铁硫簇，在还原酶催化过程中介导电子转

移的铁氧还蛋白 KshB，Zhu 等[22]指出 KshB 的

浓度是 KSH (KshAB，一种含里斯克加氧酶

KshA 和铁氧还蛋白还原酶 KshB 的 3-酮甾体

9α-羟化酶)催化 AD 的限速步骤，其 9α-羟基-4-雄
烯 -3,17-二酮 (9α-hydroxy-4-androsten-3,17-dione, 
9-OHAD)的产率随 KshB 的减少而降低，该研究

还通过向 KshB 的 N 末端添加额外的铁硫簇结

构域形成融合蛋白，进一步提高了 9-OHAD 的

产率，这一结果指出铁硫簇的增加提高了催化

系统中的电子传递效率，一方面 KshB 浓度的

增加可能提高了 KshA 的稳定性，另一方面可

能与铁硫簇和还原酶中的 FAD之间的距离变短

有关。本研究通过对反应体系中蛋白比率的调

整，获得了 CYP260A1 与 Fpr-Adx4-108 之间最佳

的反应比例，在一定范围内，其转化率随铁氧

还蛋白的增多而显著提高，这一结果说明了适

宜的蛋白比率对孕酮转化的促进作用。 
针对反应体系中的溶剂环境对底物转化效

率的影响，研究表明，过酸、过碱的溶剂环境

会导致酶分子内部基团所带电荷发生变化，不

利于氨基酸残基微环境的稳定，或诱导了酶构

象变化，致部分酶失活。另外，过高的反应温

度，会使酶的整个三维结构不稳定甚至变性，

进而阻碍了酶与底物的有效接触。为了增强底

物与酶的接触，提高酶的催化效率，改善孕酮

这类甾体化合物的水溶性也是一种有效策略，

本研究使用了有机试剂(如甲醇、乙醇和 DMSO)
以增强孕酮在溶液中的溶解性，在一定程度上

优于磷酸钾溶液的溶解效果，但有机试剂与酶

的直接接触会争夺酶表面的水分子，使酶缺乏

维持结构稳定的氢键，造成酶的构象过于刚性，

也会影响酶与底物的有效结合[23]。环糊精作为

常用的药物运载体可以提高甾体化合物的稳定

性和利用度，与疏水性小分子物质形成独特的

外部亲水内部疏水性结构，稳定的包合物状态

使物质溶于体系的同时高效地进入酶的活性中

心。Hesselink 等[24]指出环糊精在催化反应中仅

起到类固醇增溶剂和载体的作用，并不影响酶

对甾体侧链的催化活性。因此本研究选择 2-羟丙

基β-环糊精作为促溶剂，底物的转化率达到56%。 
针对孕酮转化的区域选择性问题，Khatri

等 [15]对底物进入酶活性中心的方式进行了研

究，通过对晶体结构分析发现孕酮主要以两种

姿势进入酶的活性中心。姿势 I 和Ⅱ的甾体环与

酶活性中心的血红素铁近乎平行，只是孕酮的

方向发生了 180°旋转。当孕酮以姿势 I 进入酶的

活性中心时，即甾体 A 环的 C3 取代基指向 I 螺

旋；当孕酮以姿势Ⅱ进入活性中心，此时 D 环

的 C17 取代基指向 I 螺旋。如图 5 孕酮对接结

果所示，结果表明，S276I 催化孕酮是以姿势Ⅱ
的形式实现了 17 位的特异性羟基化。而 F277W
不再对孕酮 17 位羟基化，其产物是另一种主要

副产物，这一突变可能与底物结合方式发生改

变有关，如姿势 I。 
蛋白的磷酸化是指为蛋白带上磷酸基团，

一般发生在丝氨酸(S)、苏氨酸(T)和酪氨酸(Y)
残基上。Monnier 等[25]证明了铁氧还蛋白 Adx
是一种可磷酸化蛋白。同时，Bureik 等[26]研究

发现，被磷酸化后的 Adx 作为 CYP11A1 的电

子传递体时，转化结果显示产物孕烯醇酮显著
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增加，为了探究肾上腺铁氧还蛋白磷酸化对酶

催化活性的影响，Bureik 提出了两种磷酸化方

式，一种是添加 CK2 蛋白激酶，在 ATP 参与下

实现 Adx 的磷酸化，另一种是直接将 Adx71 位

的 T 突变为 E，模拟磷酸化状态。经过突变设

计模拟该位置磷酸化后，提高的催化活性与添

加 CK2 的催化活性相当。因此本实验在使用显

著提高 17α 羟活性的突变体 S276I 基础上，利

用经截短并突变后的 Adx4-108T69E 探究对羟化

酶催化活性的影响，这是模拟磷酸化后的 Adx
作为 CYP260A1 电子传递体的首次尝试。 

结果表明，17α-OH 孕酮产率提高到 74%，

与野生型相比提高了 70%，与现有报道的

17α-OH 孕酮产率相比提高了 15.6%[15]。该结果

表明，蛋白质带有带电基团(如磷酸基团)的共价

修饰可能会改变蛋白质的空间位置、静电和氢

键特性，在截短的 Adx4-108 中，残基 Thr69 参与

发夹结构的形成，处于蛋白相互作用结构域中，

该残基的突变一方面为蛋白本身创造了带电环

境，引入额外的负电荷，影响了这一识别区域

的酸度，另一方面可能使蛋白与蛋白之间、蛋

白与底物间的结合行为发生改变，进而增强了

P450 与底物间的亲和力[27]。 
综上所述，本研究为纤维素黏性细菌羟化

酶 CYP260A1 提供了一组适配的电子传递组合

Fpr-Adx4-108。通过探究系统中蛋白比率、溶剂

pH、反应温度、时间和底物溶解性对孕酮转化

的影响，得到了较优的体外催化条件，使孕酮

转化率达到 56%。另外，研究了靠近血红素铁

中心的几个氨基酸残基突变对产物模式的影响，

并利用突变体 Adx4-108T69E 提高了 CYP260A1
对孕酮的 17α 羟基化水平。 
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