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基于定向进化的雷公藤三萜C-29位羧化酶催化机制研究
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摘要: 雷公藤红素和雷公藤内酯甲是中药雷公藤的主要三萜活性成分, 具有抗肿瘤、抗炎及免疫抑制等药理活

性, 是雷公藤相关中药制剂发挥临床疗效的物质基础。通过解析活性成分生源途径, 优化基因元件并利用“细胞工

厂”异源获取将是未来“低成本、高效率”获得雷公藤中三萜活性成分的有效途径。CYP712Ks是参与雷公藤木栓烷

型和齐墩果烷型三萜骨架修饰的第一个细胞色素P450酶, 发挥C-29位羧基化功能, 可催化木栓酮生成美登木酸, 催

化 β-香树素生成 3-表卡通酸。本研究以四条多功能TwCYP712K1/2/3/5为研究对象, 利用酿酒酵母体内功能表征, 

明确其催化功能及底物选择偏好性; 通过同源建模和分子对接, 明确蛋白与底物结合空间结构, 进而对蛋白活性口

袋内差异氨基酸进行互相突变, 阐明决定催化功能和底物结构选择的关键氨基酸。本研究共构建了 63个突变体元

件, 解析了影响TwCYP712Ks羧基化功能的氨基酸位点, 特别是揭示了影响TwCYP712K2对齐墩果烷型和木栓烷

型三萜底物选择性的关键氨基酸, TwCYP712K2F127I与TwCYP712K2A227T突变体将导致产物比例发生逆转。本研究

以同源蛋白比对及相互突变的方式对TwCYP712Ks四条蛋白进行半理性设计, 阐明多个决定蛋白催化功能的氨基

酸位点, 获得系列活性提升或改变的突变体, 为雷公藤三萜活性成分的生物合成提供丰富的催化元件, 并初步解析

了C-29位羧基化机制。
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Abstract: Celastrol and wilforlide A are the main active triterpenoids of the traditional Chinese medicine Lei 

Gong Teng, which have anti-tumour, anti-inflammatory and immunosuppressive activities, and are the material 

basis for the clinical efficacy of Lei Gong Teng-related Chinese medicinal preparations. By analysing the 

biosynthetic pathway of active ingredients, optimizing genetic elements and utilizing "cell factory" to produce 
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triterpenoids heterologously will be an effective way to obtain from Tripterygium wilfordii in the future in a "low-

cost and high-efficient" manner. CYP712Ks are the first cytochrome P450s involved in the skeleton modification 

of friedelane-type and oleanane-type triterpenoids in T. wilfordii, and they can catalyse the generation of 

polpunonic acid from friedelin and 3-epi-katonic acid from β -amyrin by carboxylation at C-29 position. In this 

study, four multifunctional TwCYP712K1/2/3/5 were used to clarify the catalytic function and substrate selection 

preference using in vivo functional characterization in Saccharomyces cerevisiae. The spatial structure of the 

protein-substrate binding was clarified through homology modeling and molecular docking, and then the differential 

amino acids in the active pocket of the protein were mutated to clarify the crucial amino acids determining the 

catalytic function and the selection of substrate structure. A total of 63 mutant elements were constructed, and the 

amino acid sites affecting the carboxylation function of TwCYP712Ks were analyzed. In particular, the key amino 

acids affecting the substrate selectivity of TwCYP712K2 towards oleanane-type and friedelane-type triterpenoids 

were revealed and the TwCYP712K2F127I and TwCYP712K2A227T mutants would result in a reversal of the product 

ratio. In conclusion, four proteins of TwCYP712Ks were semi-rationally designed by homologous protein 

alignment and mutual mutation to elucidate multiple amino acid sites determining the catalytic function of the 

proteins, and a series of activity-enhancing or altering mutants were obtained, which provide abundant catalytic 

elements for the biosynthesis of active triterpenoids from T. wilfordii, and the mechanism of carboxylation in the 

C-29 position was initially elucidated.

Key words: Tripterygium wilfordii; CYP712K; site-directed mutagenesis; polpunonic acid; 3-epi-katonic acid

雷公藤, 又名断肠草、黄藤等, 是我国传统中药, 来

源于卫矛科多年生藤本植物雷公藤 (Tripterygium 

wilfordii Hook. f.) 的干燥根或根的木质部。味苦、辛, 

性寒 , 归肝、肾经 , 具有祛风除湿、杀虫解毒、消肿止

痛、活血通络的功效[1]。雷公藤化学成分繁多且复杂, 

自 1936 年[2]首次从雷公藤根部提取到雷公藤红素 

(celastrol), 至今已分离并鉴定出 450多种化合物, 主要

包括二萜类、三萜类、倍半萜类和生物碱类等。雷公藤

中含有丰富的三萜化合物, 如雷公藤红素、雷公藤内酯

甲 (wilforlide A) 等, 其中雷公藤红素作为一种天然木

栓烷型三萜化合物, 2007年被《Cell》杂志列为最有可

能发展为药物的 5种天然产物之一[3], 其具有显著的抗

炎[4]、抗肿瘤[5]、抗肥胖[6]和抗中枢神经系统疾病[7]等药

理活性, 而雷公藤内酯甲同样具有良好的抗炎及免疫

抑制等作用[8,9]。目前雷公藤药品或制剂中的三萜类

成分主要来源于植物提取, 然而雷公藤植物生长周期

长, 化合物积累量低导致提取困难, 传统的栽培方法难

以满足日益增长的市场需求; 化学全合成或半合成的

步骤复杂、成本高且对环境不友好。近年来, 药用天然

产物生物合成和合成生物学领域的研究不断取得新突

破, 通过在微生物宿主中重构生物合成途径来实现雷

公藤红素和雷公藤内酯甲的异源获取已成为可能[10]。

这种经人工设计构建的可按照预设线路生成目标化合

物的“细胞工厂”具有成本低、耗时短、绿色环保等优

势, 而获得高效的基因元件是异源合成的基础。

当前, 雷公藤红素和雷公藤内酯甲生物合成途径均

已基本解析, 其生物合成路线如图 1所示。对于雷公

藤红素 , 首先前体 2,3-氧化鲨烯 (2,3-oxidosaqualene) 

经氧化鲨烯环化酶TwOSC1/3催化生成木栓烷型三萜

骨架木栓酮 (friedelin) [11]; 随后 TwCYP712K1/2/3/5 能

催化木栓酮 C-29 位羧化生成美登木酸 (polpunonic 

acid)[12,13]; 而TwCYP716C52和TwCYP81AM1/2则分别

催化美登木酸C-2位羟化和C-24位羧化, 最终形成雷

公藤红素酸 (celastrogenic acid), 该化合物经过简单的

化学转化即能产生雷公藤红素[14]。对于雷公藤内酯甲, 

首先前体 2,3-氧化鲨烯在TwOSC1/2/3/8催化下形成齐

墩果烷型三萜骨架 β-香树素 (β-amyrin); 随后多功能

酶TwCYP712K1/2/3/5催化 β-香树素C-29位羧化生成

3-表卡通酸 (3-epi-katonic acid); 后者经 TwCYP82AS1

发生 C-22 位羟化形成雷公藤三萜酸 A (abrusgenic 

acid), 最后该化合物在对甲苯磺酸 (TsOH) 的催化下发

生酯化反应生成雷公藤内酯甲[13]。

近年来, 通过定向突变技术改造药用植物活性成

分生物合成途径中蛋白的催化功能已成为该领域的研

究热点, 取得了显著的研究成果。如 Sun等[15]通过计

算与实验相结合的方法确定了影响CYP72A63与底物

β-香树素结合的关键氨基酸残基, 通过构建不同突变

体使其选择性氧化为羟化或羧化产物, 从而控制了酶

的化学选择性和区域选择性; Xu等[16]通过将倍半萜合

酶 SvES与已知结构的倍半萜合酶 SdS进行序列比对, 

确定了定点突变的氨基酸残基并将其突变成结构更小

的氨基酸, 从而拓宽酶的活性中心空腔, 获得的两个关

键突变体 F77I 和 F77A 可分别使 SvES 转变为二萜或

二倍半萜合酶; Grobe等[17]通过改造 CYP107D1, 获得

·· 1884



刘攀婷等: 基于定向进化的雷公藤三萜C-29位羧化酶催化机制研究

了几乎具有完全区域和立体选择性的三重突变体 

(F84Q/S240A/V291G), 使其专一催化石胆酸 (litho 

chalic acid, LCA) 的 7β位发生羟化生成熊去氧胆酸 

(ursodeoxycholic acid, UDCA), 较S240A单突变体产量

高10倍。因此通过定向突变, 获得关键的氨基酸位点, 

对于改善或提高CYP450的催化功能具有重要意义。

TwCYP712K1/2/3/5 是雷公藤红素和雷公藤内酯

甲生源合成途径中的首个 CYP450基因, 深入探究其

催化机制有助于获得活性改善的CYP450蛋白。课题

组前期研究发现, TwCYP712K1/2/3/5虽均能催化木栓

酮和 β-香树素C-29位羧化生成相应的产物, 但催化活

性和底物亲和力并不相同 , 此外 , 在进化上四条

TwCYP712Ks属于同源基因, 序列相似度较高。因此, 

本研究拟通过对四条 TwCYP712Ks 进行同源建模并

模拟蛋白与底物空间结构, 比较位于四条蛋白活性口

袋内的氨基酸残基, 选取可能影响催化功能的差异氨

基酸进行互突或突变成极性相同或相反的氨基酸, 探

究活性口袋周围氨基酸对蛋白催化功能的影响。通过

定点突变实验, 明确影响TwCYP712Ks催化活性和底

物选择性的关键氨基酸, 获得高效优势的突变体元件, 

进而用于活性三萜化合物的合成生物学生产。

材料与方法

菌株、质粒和载体 大肠杆菌Trans1-T1感受态细

胞购自北京全式金生物技术有限公司; BY-T3酵母菌 

(BY4742-△TRP, δDNA: PPGK1-tHMG1-TADH1-PTEF1-LYS2-

TCYC1, TRP1::HIS3-PPGK1-ERG20-TADH2-PTDH3-ERG1-TTPI1-

PTEF1-ERG9-TCYC1) 由中国科学院天津工业生物技术研

究所戴住波课题组惠赠; pEASY-Blunt Zero::-TwCYP7

12K1/2/3/5、 pESC-Leu:: (TwOSC1T502Eopt+TwCPR3opt)、

pYES2-Ura:: GgbAS1、pESC-Ura:: gRNA、pESC-Trp::

cas9质粒以及 p416 GPD真核表达载体均为实验室前

期构建或保存。

试剂 Gene JET Gel Extraction Kit (Thermo Scien‐

tific公司); 快速质粒小提试剂盒 (北京天根生化科技

有限公司); 酵母基因组DNA提取试剂盒 (北京索莱宝

科技有限公司); BamHI-HF®和 SalI-HF®限制性内切酶 

( 美 国 NEB 公 司); 2×Phanta® Flash Master Mix、2×

Rapid Taq Master Mix 和 CloneExpress® Ultra One Step 

Cloning Kit (南京诺唯赞生物科技有限公司); Fast 

Mutagenesis System (北京全式金生物技术有限公司); 

酵母选择营养缺陷培养基 SD-Trp-His-Ura 和 SD-Trp-

His (北京泛基诺科技有限公司); β-香树素 (纯度98%)、

木栓酮 (纯度 98%)、3-表卡通酸 (纯度 98%) 及美登木

酸 (纯度 98%) 均购自上海源叶生物科技有限公司; 引

物合成及测序 (北京睿博兴科生物科技有限公司)。

底盘菌构建与验证 采用CRISPR-Cas9基因编辑

技术[18]将 TwOSC1T502Eopt、TwCPR3opt 和 GgbAS1 表达盒

整合至酿酒酵母 BY-T3 菌株染色体 X-2 位点。首先 , 

通过重叠延伸 PCR 克隆得到 3 个模块 : ① X2up-

TDH3p-TwOSC1T502Eopt-ADH1t-tHXT7p; ② tHXT7p-

GgbAS1-FBA1t-PGK1p; ③ PGK1p-TwCPR3opt-TDH2t-

X2down, 引物如表 1所示。随后, 将这些线性DNA片

Figure 1　Biosynthetic pathways and chemical conversions of celastrol and wilforlide A in Tripterygium wilfordii. Colour key: CYP712K 

that mainly catalysing the oxidation of the C-29 position of the friedelane-type triterpene are labelled red and those mainly catalysing the 

oxidation of the C-29 position of the oleanane-type triterpene are labelled blue
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段与 pESC-Ura::gRNA 和 pESC-Trp::cas9 质粒共同转

化至 BY-T3 感受态细胞。最后 , 使用 5-氟乳清酸 (5-

FOA) 清除带有 URA3筛选标记的 gRNA 质粒。按照

酵母基因组DNA提取试剂盒说明书提取酵母基因组, 

设计引物PCR1～4-F/R (表1), 采用2× Rapid Taq Master 

Mix进行 PCR 反应, 鉴定各模块是否成功整合至 BY-

T3菌株相应位置。阳性菌株经测序, 命名为BY-SH。

BY-SH在 SD-Trp-His (培养基均含 2%葡萄糖) 固

体平板划线, 30 ℃培养 2天后, 挑取 3个单克隆菌落于

3 mL SD-Trp-His 液体培养基中活化 , 待菌液浑浊后 , 

以初始A600为 0.05接种于 20 mL SD-Trp-His培养基中, 

培养4天。离心收集菌体, 加入10 mL 20% KOH和50% 

EtOH溶液, 加热回流5 min提取产物, 上清液用等体积

的正己烷萃取 3次。合并萃取液, 旋蒸蒸干溶剂后, 加

入100 μL的无水吡啶和100 μL三氟乙酰胺 (含1%三甲

基硅烷) 65 °C衍生化 1 h。衍生化完成后, 氮吹吹干衍

生化试剂。用200 μL乙酸乙酯复溶产物, 过0.22 μm微

孔滤膜。使用美国Agilent 7890B气相色谱串联 7000C 

GC/MS 质谱检测产物 , 色谱柱为 DB-5MS (15 m × 

0.25 mm, 0.10 μm); 柱温箱起始温度设置为 50 ℃ , 保

持 1 min, 以 50 ℃ ·min-1 梯度升温至 270 ℃ , 后以

20 ℃·min-1升温至 305 ℃, 然后保持 12 min; 离子源温

度设为 250 ℃ , 电离能 70 eV, 质量扫描范围设为 m/z 

10～550; 进样量1 μL。

TwCYP712Ks 真核表达载体构建 将 TwCYP712

K1/2/3/5 构建至低拷贝真核表达载体 p416 GPD-Ura, 

以实验室前期构建的 pEASY-Blunt Zero::TwCYP712K

1/2/3/5为模板质粒, 设计引物 (表 1) 扩增带有同源臂

的目的基因片段, 反应体系为: 2×Phanta® Flash Master 

Mix 25 μL, 正反向引物各2.5 μL, 模板质粒1 μL, ddH2O 

19 μL。反应程序 : 98 ℃ 30 s; 98 ℃ 10 s, 60 ℃ 10 s, 

72 ℃ 1 min, 35个循环; 72 ℃ 5 min; 4 ℃保持, 经电泳

检测后切胶回收PCR产物; 使用BamHI-HF®和SalI-HF®

对 p416 GPD-Ura表达载体进行双酶切, 获得线性载体

Table 1　The primers used in this study. F: Forward; R: Reverse

Primer name

X2-up-F

X2-up-hr-R

TDH3p-F

TDH3p-hr-R

TwOSC1T502Eopt-F

TwOSC1T502Eopt-hr-R

ADH1t-F

ADH1t-hr-R

tHXT7p-F

tHXT7p-hr-R

GgbAS1-F

GgbAS1-hr-R

FBA1t-F

FBA1t-hr-R

PGK1p-F

PGK1p-hr-R

TwCPR3opt-F

TwCPR3opt-hr-R

TDH2t-F

TDH2t-hr-R

X2-down-F

X2-down-R

PCR1-F/R

PCR2-F/R

PCR3-F/R

PCR4-F/R

p416-CYP712K1-F

p416-CYP712K1-R

p416-CYP712K2-F

p416-CYP712K2-R

p416-CYP712K3-F

p416-CYP712K3-R

p416-CYP712K5-F

p416-CYP712K5-R

Primer sequence (5′-3′)

CGTCTATGAGGAGACTGTTAGTTGGAT

CTTTGAAATGGCAGTATTGATAATGATAAACTCGAGACCACTTCGAGAGCAAGTTGCCTG

TCGAGTTTATCATTATCAATACTGCCATTTCAAAG

CTCAGCAACTTTGAGCTTCCACATTTTGTTTGTTTATGTGTGTTTATTCG

ATGTGGAAGCTCAAAGTTGCTGAG

CACTTATTTTTTTTATAACTTATTTAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATTCGCTCAATAGCCTTTGGAT

GCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTATTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTG

GGCCCGAAATTGTTCCTACGAGGCATATCTACAATTGGGTGAAATGG

CTCGTAGGAACAATTTCGGGCC

CCGCTATCTTCAGCCTCCACATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTGTTT

ATGTGGAGGCTGAAGATAGCGG

TCTAAACAGATTCAATACTCATTAAAAAACTATATCAATTAATTTGAATTAACTTAAGTTAAACAAACTG

GTTAATTCAAATTAATTGATATAGTTTTTTAATGAGTATTGAATCTGTTTAGA

CTATTGTGCAGATGTTATAATATCTGTGCGTAGTAAGCTACTATGAAAGACTTTAC

ACGCACAGATATTATAACATCTGCACAATAG

GAACTAGGTCAGAGCTGCTAGACATTTTGTTATATTTGTTGTAAAAAGTAGATAATTA

ATGTCTAGCAGCTCTGACCTAGTTC

GCATGAATTATTAATAATAAAAACTAAATCATTAAAGTAACTTAAGGAGTTAAATTTACCAAACATCCCTCA

ATTTAACTCCTTAAGTTACTTTAATGATTTAGTTTTTATTATTAATAATTCATGC

TCTGTGAGGCCGATTATGCAGGGCGAAAAGCCAATTAGTGTG

CCTGCATAATCGGCCTCACAGA

CTCGCCAAGGCATTACCATCCC

TCTCAGATGAGGACAATGTAGTGGTAG/ TCCTCGGTGAACTTGCGACGAGCCTC

GGTGGTTACCCCCAACAGGAAATCACTGGAG/ CCACAGGGCTTGACCTGGAAGCGGT

GAGACCCTGCTCCTCTTCATCGAGCTGC/ CAGACAATGGCTTGGGCACGAATACGGG

GTTTGCGGCGACGCGAAAGGTATGGC/ GTAACAGCAAAAGACGCCACCA

TTTCTAGAACTAGTGGATCCATGGCCACCATCACTGACATC

ACATGACTCGAGGTCGACGGTTAACCGGCAAATGGATTGAAAC

TTTCTAGAACTAGTGGATCCATGGCCACTACCATCATTG

ACATGACTCGAGGTCGACGGTTAGGAAGAAAATGGATCAAATC

TTTCTAGAACTAGTGGATCCATGGCCACCACTACCATC

ACATGACTCGAGGTCGACGGTTAGCAAGAAAAGGGATGGAATC

TTTCTAGAACTAGTGGATCCATGACAACAATCACTGATGT

ACATGACTCGAGGTCGACGGTTAAGAAGAAAATGGATTGAACC
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片段; 采用CloneExpress® Ultra One Step Cloning Kit试

剂盒对目的片段和载体进行重组连接 , 50 ℃反应

25 min。将重组质粒 p416::TwCYP712K1/2/3/5转化至

Trans1-T1感受态细胞中, 涂布于含氨苄青霉素的 LB

固体培养基上, 于 37 ℃倒置过夜培养, 挑选单菌落进

行菌落 PCR验证, 并将阳性结果送测序验证, 选取测

序结果正确的菌液保菌并提取质粒。

转化酵母和发酵 新鲜活化的BY-SH按照A600为

0.05 接种到 20 mL SD-Trp-His 液体培养基中, 培养至

A600达到 0.8～1.0, 采用醋酸锂转化法, 制备 BY-SH 酵

母感受态; 将对照质粒 p416 GPD和 p416::TwCYP712K

1/2/3/5重组质粒转化至感受态中, 配制反应体系: 50% 

PEG 3350 120 μL, 1 mol·L-1 LiAc 18 μL, ssDNA 5 μL、

质粒2 μL, ddH2O 35 μL。于30 ℃培养箱内放置30 min; 

随后 42 ℃热激 15 min; 3 600 r·min-1, 离心 5 min 后收

集菌体, 在超净台内吸去上层转化体系, 并用 100 μL

无菌水重悬后涂布于 SD-Trp-His-Ura 固体培养基上 , 

30 ℃培养 3天后, 从每个平板上分别挑取 3个单菌落

至 3 mL SD-Trp-His-Ura液体培养基中, 培养至菌液混

浊后, 按照A600 = 0.1接入 5 mL YPD培养基中, 30 ℃培

养4天。

产物提取和检测 在发酵液中加入等体积乙酸乙

酯超声提取两次, 合并有机相, 采用旋转蒸发仪蒸干溶

剂后, 加入 100 μL色谱甲醇复溶。高效液相色谱−高
分辨质谱 (Q Exactive HF, 美国Thermo Scientific公司) 

定量检测产物, 流动相A相为 0.1%甲酸−水溶液, B相

为纯乙腈溶液, 使用 ACQUITY UPLC HSS T3色谱柱 

(100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm) 进行分离, 流速0.4 mL·min-1, 

进样量 5 μL, 柱温设置为 40 ℃, 液相梯度程序为 0～

4 min, 30%～83% B; 4～6 min, 83% B; 6～8 min, 

83%～85% B; 8～10 min, 85% B; 10～13 min, 85%～

100% B; 13～15 min, 100%～30% B。使用正离子模式

下的分段扫描方法进行检测, 质谱检测条件为质量范

围 m/z 450～460, 扫描时间 0.2 s, 鞘气流速 45 L·min-1, 

毛细管温度 320 ℃ , 电喷雾电流 0.4 µA, 检测结果用

Xcalibur软件进行分析。将定量数据在Graphpad Prism 

10软件上进行独立样本 t检验, 分析统计样本间的差

异性。

蛋白序列比对分析 采用 Clustal X (http://www.

clustal.org/clustal2/) 和 ESPript 3.0 (https://espript. ibcp.

fr/ESPript/ESPript/) 在线网站对四条 TwCYP712Ks

的氨基酸序列进行多重序列比对 , 并使用 MEME 在

线 网 站 (https://memesuite. org/meme/tools/meme) 对

TwCYP712Ks进行保守基序分析。

蛋白建模和分子对接 采用 I-TASSER (https://

seq2fun.dcmb.med.umich.edu//I-TASSER/) 网站分别对

TwCYP712K1/2/3/5蛋白进行从头建模, 并采用 ProSA 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php/) 检测蛋

白质氨基酸残基间相互作用能的合理性。从Pubchem 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) 官方网站下载小分

子化合物木栓酮 (Pubchem CID: 91472) 和 β-香树素 

(Pubchem CID: 73145) 的三维结构 , 并用 Open Bable 

软件将 sdf格式转化为pdb格式。

使用Autodock 4.2.6软件对TwCYP712K1/2/3/5蛋

白进行加氢、加电荷处理, 原子类型选择为Assign AD4 

type, 并保存为 pdbqt格式。对小分子木栓酮和 β-香树

素进行加氢和加电荷处理, 保存为 pdbqt格式。通过

TwCYP712K1/2/3/5 蛋白中亚铁血红素 (HEM) 的位

置, 确定对接区域中心, 调整对接区域大小, 使HEM被

完全包裹, 保存对接Grid box。设置对接参数后, 运行

Autodock进行分子对接, 得到对接结果文件 dlg。使用

AutoDockTools软件输出小分子和蛋白复合结构, 随后

用PyMOL软件进行可视化处理。

定点突变 分析 TwCYP712K1/2/3/5蛋白与底物

木栓酮和β-香树素的对接结果, 选取活性口袋附近的氨

基酸作为研究对象, 结合多重序列比对及蛋白保守基

序分析结果, 基于差异氨基酸互相突变的策略, 研究活

性口袋及周围氨基酸的作用。按照 Fast Mutagenesis 

System试剂盒说明书, 利用SnapGene软件设计点突变

引物, 以 p416::TwCYP712K1/2/3/5为模板质粒, 进行突

变载体扩增。反应体系: 模板质粒10 ng, 2×TransStart® 

Fastpfu PCR Super Mix 10 μL, 正反向引物各 1 μL, 

ddH2O 补足至 20 μL。反应程序 : 94 ℃ 3 min, 94 ℃ 

20 s, 56 ℃ 20 s, 72 ℃ 4 min, 25个循环; 72 ℃ 10 min; 

4 ℃保持。经 1.0% 琼脂糖凝胶电泳分离确定目的条

带位置正确的样品, 加入 0.5 μL DMT酶, 充分混匀后

37 ℃恒温孵育 1 h, 消除甲基化质粒模板。取 2～5 μL

消化产物转化至 50 μL DMT感受态细胞中, 涂布于含

氨苄青霉素的 LB 固体培养基上, 于 37 ℃过夜培养。

将测序验证正确的单克隆菌液保菌, 提取质粒, 得到

TwCYP712Ks 突变体。将 p416::TwCYP712K1/2/3/5 野

生型 (wild type, WT) 和突变体分别转化至 BY-SH 感

受态细胞中 , 转化、发酵及产物提取检测方法如前

所示。

结果与分析

1　自生产β-香树素和木栓酮的底盘菌构建

采用 GC-MS 检测含有 TwOSC1T502Eopt、GgbAS1 和

TwCPR3opt 片段的酵母菌株 BY-SH 的发酵产物 (图

2B), 结果显示, 与对照组相比, 在总离子流图 (TIC) 模
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式下, 该菌株能产生两个新峰 (1和 2)。通过检索质谱

数据库并与对照品 β-香树素和木栓酮的保留时间和质

谱碎片信息比对 (图 2C), 确定峰 1为 β-香树素, 峰 2为

木栓酮, 证明 TwOSC1T502Eopt、TwCPR3opt和GgbAS1基因

已成功整合至原菌株BY-T3基因组上, 如图2A所示。

2　TwCYP712Ks催化活性分析

将 TwCYP712K1/2/3/5 基因构建至表达载体 p416 

GPD, 将对照质粒及重组质粒分别转入BY-SH酵母菌

Figure 2　Construction of chassis strain and comparison of TwCYP712Ks catalytic activity. A: Construction strategy of the BY-SH yeast 

strain for friedelin and β-amyrin productions by CRISPR-Cas9 method; B: GC-MS analysis of the fermentation products of BY-SH; C: Mass 

spectrum of the products of BY-SH; D: Relative yields of 3-epi-katonic acid and polpunonic acid in yeast expressing TwCYP712Ks. Relative 

content represents the amount of all metabolites relative to the amount of 3-epi-katonic acid produced by TwCYP712K1. n = 3, x̄ ± s. ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1 vs TwCYP712K1; E: LC-MS analysis of BY-SH products expressing TwCYP712Ks; F, G: Mass spectrum of 3-epi-

katonic acid (F) and polpunonic acid (G) produced by TwCYP712Ks
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株, 使用高分辨质谱检测发酵产物。提取 β-香树素和

木栓酮的羧化产物[M+H]+, m/z 457.368 0。如图 2E显

示, TwCYP712K1/2/3/5与对照组相比, 均出现两个新

的产物峰 (3和 4)。通过与标准品保留时间和质谱碎

片信息 (图2F、G) 对比, 确定两个羧化产物分别为3-表

卡通酸 (3) 和美登木酸 (4)。

四个TwCYP712Ks酶均能催化木栓酮和β-香树素

分别生成美登木酸和 3-表卡通酸, 但催化活性有区别。

其中 TwCYP712K1 主要催化木栓酮羧化产生美登木

酸, 少量生成 3-表卡通酸, 而TwCYP712K2/3则主要催

化 β-香树素羧化产生 3-表卡通酸, 而美登木酸产量相

对较低, TwCYP712K5催化生成的美登木酸和 3-表卡

通酸产量相当, 前者略高于后者。通过定量发酵检测产

物 3和 4, 结果如图 2D显示, 催化木栓酮生成美登木酸

活性最强的是TwCYP712K1, 其生成美登木酸的产量

约是活性最弱的TwCYP712K3的 39倍; 催化 β-香树素

生成 3-表卡通酸活性最强的是TwCYP712K2, 其生成

3-表卡通酸的产量约是活性最弱的 TwCYP712K1 的

24倍; TwCYP712K5对两种底物的催化活性均较弱。

3　TwCYP712Ks蛋白序列比对分析

多重序列比对结果显示 (图 3A), 四条TwCYP712

Ks 亲缘关系较近 , 序列相似度较高 , 总体相似度为

85.44%, 两两氨基酸序列相似度如表 2 所示。采用

MEME 软件预测了 TwCYP712Ks 蛋白的 10 个 motif 

(图 3B), 其中研究相对较多的保守基序 FxxGxRxCxG

和 ExLR 分别包含在 motif 1 和 motif 8 中 , 研究表明

FxxGxRxCxG结构域含高度保守的半胱氨酸 (Cys), 是

血红素的结合区域, 而 ExLR结构域具有稳定核心结

构的作用[19]。

4　TwCYP712Ks蛋白建模与对接分析

对于蛋白质改造和分子对接, 有助于理解反应催

化机制并获得活性更优的突变体。采用ProSA 检测蛋

白三维结构氨基酸残基之间的相互作用能, 结果表明

计算的 Z 值 (TwCYP712K1/2/3/5 分别为−7.66、−7.35、

−7.53和−7.91) 均为负值且位于 ProSA能量图范围内, 

证明4条建模蛋白结构的能量均具有合理性。

模拟 TwCYP712K1/2/3/5与底物木栓酮和 β-香树

素对接的三维空间结构, 结果显示, 两个底物的C-29位

均指向亚铁血红素 (HEM) 活性中心, 选取位于活性口

袋中距离底物分子 5 Å范围内的氨基酸作为研究对象, 

如图 4 所示。将 TwCYP712K1 分别与 TwCYP712K2、

TwCYP712K3 以及 TwCYP712K5 的对接结果进行比

对, 选取空间位置相同但氨基酸不同的残基进行互突

或突变成极性相同或相反的氨基酸, 来研究活性口袋

周围氨基酸的作用, 共产生63个突变方向。

5　TwCYP712Ks突变结果分析

为了探究各突变体对 TwCYP712Ks 功能的影

响 , 将构建成功的突变表达载体和野生型 p416::

TwCYP712K1/2/3/5分别转入BY-SH中发酵, 提取产物

进行检测。结果显示 (图 5A), TwCYP712K1表现为主

要催化木栓酮产生美登木酸, 大部分突变体与野生型

产量相当或有不同程度的降低, 其中以 I125F和V379L

下降最为明显, 分别是野生型产量的24%和26%, 说明

125 位的异亮氨酸 (I) 和 379 位的缬氨酸 (V) 对于

TwCYP712K1 催化木栓酮 C-29 位羧化生成美登木酸

影响较大, 且突变后的苯丙氨酸 (F) 和亮氨酸 (L) 相对

于 I和 V 氨基酸空间位阻均增大了, 可能使底物与蛋

白的结合空间减小 , 导致 TwCYP712K1 催化活性减

弱; 少数突变位点使美登木酸产量提升, 其中最显著的

是 T488A 和 P378S, 分别为野生型的 1.43 和 1.42 倍 ; 

TwCYP712K1催化生成3-表卡通酸产量远低于美登木

酸, 且突变体与野生型产量差异无统计学意义。

对于主产 3-表卡通酸的 TwCYP712K2, 其突变体

功能与野生型相比差异较大 (图 5B), 一些位点突变之

后甚至导致TwCYP712K2产物比例发生逆转, 使美登

木酸产量高于3-表卡通酸。首先, I126V、F127I、A227T

及A490T突变体对美登木酸产量提高最为明显, 分别

是野生型的 2.49、5.19、6.26 和 2.86 倍 , 此外 A490T 也

使 3-表卡通酸产量提高了 2.18倍, 这些氨基酸相对于

底物木栓酮或 β-香树素的空间位置如图 5B所示。为

了探究这些位点组合突变后产量是否会有进一步提

升 , 分别构建了双突变 I126V-F127I 和三突变 I126V-

F127I-A227T载体, 结果与预期一致, 联合突变使美登

木酸产量分别提高了 8.00和 12.39倍, 说明V126、I127

和T227决定TwCYP712Ks催化木栓酮C-29位的高催

化活性。此外 , F127I 与 A227T 突变体会导致 3-表卡

通酸产量下降, 说明 127位的苯丙氨酸 (F) 和 227位的

丙氨酸 (A) 是影响 TwCYP712K2 与底物结合的关键

氨基酸残基, 突变之后, 导致蛋白从原来的倾向于与 β-

香树素结合转变为易于与木栓酮结合, 从而使美登木

酸产量高于 3-表卡通酸。值得注意的是, 一些氨基酸

位点突变之后导致美登木酸和 3-表卡通酸产量均降低

了, 尤其以 F445D和 L226M 变化最为明显, 分别使美

登木酸产量降低了 89%和 93%, 而 3-表卡通酸几乎检

测不到。

对于TwCYP712K3, 虽然主产物也是 3-表卡通酸, 

但其活性弱于TwCYP712K2, 且二者氨基酸序列相似

度高达 90.27%, 故本研究选择了 3个位点突变体验证

TwCYP712K2 上述结果。其中 , I127V 突变体对

TwCYP712K3活性影响较为明显, 使 3-表卡通酸产量
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提高了 2.53倍, 推测异亮氨酸 (I) 突变成结构更小的缬

氨酸 (V) 后拓宽了酶的活性中心空腔, 使TwCYP712K3

更易于与底物结合 (图 5C); 此外 , 构建的双突载体

I127V-F128I 则会导致 3-表卡通酸产量降低 , 说明

TwCYP712K2的其他氨基酸对整体功能的影响较大。

对于TwCYP712K5 (图 5D), 在选择的 5个突变方

向中, K114E、S378P及 F491L均使 3-表卡通酸产量有

所提高, 分别是野生型的 2.82、2.04和 1.41倍, 且突变

方向均为TwCYP712K2相应位置的氨基酸, 说明这几

个位点对于提高蛋白与底物 β-香树素的亲和性有重要

意义; T110V和 S378P对美登木酸产量提升较为明显, 

Figure 3　 Bioinformatics analysis of TwCYP712Ks. A: Multiple sequence analysis of TwCYP712Ks. The yellow triangle marks the 

selected amino acid sites for mutation; B: Motif analysis of TwCYP712Ks

Table 2　TwCYP712Ks amino acid sequence identity

Protein pairwise comparison

CYP712K1-CYP712K2

CYP712K1-CYP712K3

CYP712K1-CYP712K5

CYP712K2-CYP712K3

CYP712K2-CYP712K5

CYP712K3-CYP712K5

Amino acid sequence identity

73.35%

72.82%

70.96%

90.27%

76.36%

74.47%
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分别是野生型的 1.92倍和 2.97倍, 推测将极性苏氨酸 

(T) 突变成非极性缬氨酸 (V) 之后, 氨基酸疏水性显著

提高 , 有利于蛋白与底物结合 ; 而脯氨酸 (P) 为

TwCYP712K1相应位置的氨基酸, 其突变之后美登木

酸产量也有所提高。此外, 根据TwCYP712K2的双突

I126V-F127I结果, 也分别构建了其他三条基因相应位

置的双突突变体, 结果发现 TwCYP712K1/3产量变化

不明显, 而对TwCYP712K5蛋白活性影响较大。当发

酵检测 TwCYP712K5 的 I125V-L126I 突变体时 , 发现

美登木酸产量只有野生型的 17%, 而 3-表卡通酸几乎

检测不到, 推测这两个位点对TwCYP712K5功能有重

要影响。

讨论

雷公藤中三萜化合物雷公藤红素和雷公藤内酯甲

具有广泛的药理活性, 随着越来越多活性物质作用的

信号通路和靶点被逐渐揭示, 二者及其衍生物有极大

的可能性被开发成药物用于相关疾病的治疗。近年

来, 基于对药用天然产物生物合成途径和转录调控的

研究, 以及多组学、生物信息学、分子生物学等相关领

域基础理论及技术的发展, 植物生物反应器和微生物

细胞工厂正在成为合成所需天然产物的替代手段[20]。

然而植物来源的基因元件在异源宿主中的表达和催化

功能常受到限制, 存在 CYP450对底物的特异性催化

机制不明确、异源宿主中表达率低或与氧化还原伴侣

CPR适配性差等问题, 限制了目标化合物的异源高效

生物合成。

定向进化是一种利用人工手段对目的蛋白进行改

造的技术, 属于蛋白质的非理性设计, 其优势在于能在

很短的时间内积累自然界上万年才能产生的变异, 从

而对蛋白质的活性、底物普适性、热稳定性、催化反应

类型等方面进行特异性改造[21]。近年来, 定向进化技

术已成为改造 CYP450 酶[15]、萜类合酶[16]、糖基转移

酶[22]等生物合成途径中蛋白元件的有效手段。

本研究以雷公藤红素和雷公藤内酯甲生源途径上

的第一个 CYP450 酶 TwCYP712K1/2/3/5 为研究对象, 

对其进行蛋白建模、分子对接和定点突变实验, 共构建

了 63个突变体元件, 筛选到了一系列影响酶活性的关

Figure 4　Homology modeling and molecular docking analysis of TwCYP712Ks protein and amino acid residues in the active pocket 

selected for mutagenesis. A −D: The docking results of TwCYP712Ks with friedelin; E −H: The docking results of TwCYP712Ks with 

β-amyrin. The displayed amino acid residues are 5 Å away from the substrate
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键氨基酸残基 , 为 C-29 位羧化机制的解析奠定了基

础。尤其是通过同源基因多重序列比对及蛋白活性口

袋比较, 利用差异氨基酸互相突变的方式研究蛋白催

化活性的变化, 可高效发掘影响活性的氨基酸残基, 揭

示了 F/I127、A/T227位点是决定 TwCYP712Ks与底物

β-香树素或木栓酮亲和的关键氨基酸残基。

TwCYP712K1/2/3/5 催化木栓酮和 β-香树素生成

美登木酸和 3-表卡通酸实际上经历了三步催化反应 

(羟化、醛基化、羧化), 受限于检测条件和缺乏中间体

对照品, 本研究仅关注了羧基化终产物。因此后续研

究可通过优化检测方法, 对产物进行富集、制备及核磁

鉴定 , 深入探究 TwCYP712Ks 的催化机制 , 明确决定

羟 、醛 、酸 产 物 的 关 键 氨 基 酸 残 基 , 全 面 解 析

TwCYP712Ks的底物和化学选择性。

作者贡献: 刘攀婷进行了本研究的实验操作、数据分析

和论文初稿撰写; 张逸风设计了实验方法、数据分析和论文

撰写; 刘远、高杰、马林、胡雅婷、苏平和袁仕君提供了实验技

术支持; 吴晓毅分析了相关实验数据; 高伟和张夏楠构思了

Figure 5　 Mutagenesis assay of TwCYP712Ks and molecular docking. A: Relative yield of polpunonic acid in yeast harboring 

TwCYP712K1 or its mutants; B: Relative yields of the products in yeast harboring TwCYP712K2 or its mutants and the active site of 

TwCYP712K2. The HEM is shown in green, while the substrates friedelin and β -amyrin are shown in yellow and pink, respectively. The 

residues that can enhance or reduce protein activity are shown in blue or rose, respectively; C: Relative yields of the products in yeast 

harboring TwCYP712K3 or its mutants; D: Relative yields of the products in yeast harboring TwCYP712K5 or its mutants. All data were 

analyzed based on the wild-type yield of each gene as 100%
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