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克隆及生物信息学分析 
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摘  要：工业上利用丝状真菌雷斯青霉(Penicillium raistrickii)转化生产高效避孕药孕二烯酮的关键中间体 15α–羟基

左旋乙基甾烯双酮．已知参与雷斯青霉甾体转化反应的关键酶为 P450 羟化酶，该羟化酶体系由细胞色素 P450 羟化酶

和 NADPH–细胞色素 P450 还原酶(CPR)组成，但有关其 15α–羟基化反应的分子基础尚不清楚．根据转录组测序数

据库，通过 RT-PCR 扩增克隆了一个雷斯青霉 NADPH-细胞色素 P450 还原酶基因．该基因的开放阅读框为 2,082,bp，

编码 694 个氨基酸的多肽链，预测的蛋白相对分子质量为 7.63×104，具有 CPR 蛋白的典型结构域(FMN 结合域、FAD

和 NADPH 结合域)．NCBI BLAST 结果显示雷斯青霉 CPR 与意大利青霉(P.,italicum)NADPH–细胞色素 P450 还原酶

具有较高的同源性，一致性为 93%. 
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Cloning and Sequence Analysis of a NADPH-cytochrome P450  

Reductase Gene from Penicillium raistrickii 
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(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，National Engineering Laboratory for 

Industrial Enzymes，Tianjin Key Laboratory of Industrial Microbiology，College of Biotechnology， 
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Abstract：Filamentous fungus Penicillium raistrickii is employed for commercial production of 15α-hydroxyl-13-ethyl-
estr-4-ene-3，17-dione，a key intermediate for the production of Gestodene，a potent oral contraceptive．It is documented that 

steroid 15α-hydroxylase involved in the transformation is a P450,enzyme which is believed to be composed of the cyto-

chrome P450 hydroxylase and the NADPH-cytochrome P450 reductase(CPR)，although the molecular mechanism is yet to 

be elucidated．Based on the RNA sequencing data set，a P．raistrickii NADPH-cytochrome P450 reductase was cloned 

through RT-PCR amplification．The full open reading frame of the CPR is 2,082 bp，predicted to encode a polypeptide of 694 

amino acids with a molecular weight of 7.63×104，which contains the structural domains typical of CPR，such as FMN 

binding pocket，FAD and NADPH binding pocket．NCBI BLAST search reveals that P．raistrickii CPR has the highest 

homology and 93%, identity with P．italicum. 
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新一代孕激素中孕二烯酮避孕效果好、副作用很

小，是第三代高效口服避孕药复合片的主要成分[1–2]. 

15α–羟基左旋乙基甾烯双酮是合成孕二烯酮的关键

中间体，工业生产主要采取化学合成途径[3]，但化学

法合成步骤繁琐，副产物多，收率低，成本高．丝状真

菌雷斯青霉(Penicillium raistrickii)能在左旋乙基甾
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烯双酮的 15α位引入羟基生成 15α–羟基左旋乙基甾

烯双酮，该转化反应特异性很高，几乎无副产物[4–5]. 

多年来，研究人员在雷斯青霉转化工艺和菌种选育方

面开展了一系列工作[4–6]．为了降低生产成本，同时

减少对环境的污染，目前工业上已开始利用雷斯青霉

转化左旋乙基甾烯双酮生产 15α–羟基左旋乙基甾烯

双酮．如同黑根霉、赭曲霉的 C11α–羟化酶以及蓝色

犁头霉、新月弯孢霉的 C11β–羟化酶一样，雷斯青霉

的甾体 C15α–羟化酶也属于 P450 酶．雷斯青霉

C15α–羟化酶系统由细胞色素 P450 羟化酶和其电子

供体 NADPH–细胞色素 P450 还原酶(CPR)组成[7–9]. 

雷斯青霉 CPR 从 NADPH 得到 2 个电子，顺序通过

FAD 和 FMN 最终传递给 C15α–羟化酶[10]．为了进

一步阐述雷斯青霉甾体 C15α–羟化酶系统的分子催

化机制，本研究根据转录组测序数据库信息，通过

RT-PCR 首次克隆了雷斯青霉的 NADPH–细胞色素

P450 还原酶基因，并利用生物信息学对其产物的结

构特征进行了分析． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

雷斯青霉(Penicillium raistrickii)TCCC 10490，

来自天津科技大学微生物菌种保藏中心；大肠杆菌

(E．coli)DH5α由本实验室保存；Trizol 试剂、pUCm-

T 载体、Taq DNA 聚合酶、PCR 纯化试剂盒、凝胶回

收试剂盒、质粒小量提取试剂盒、Reverse Transcrip-

tase XL 反转录酶、限制性内切酶购自 Takara 公司． 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200，葡萄糖 20，115,

℃灭菌 20,min． 

菌体发酵培养基(g/L)：蛋白胨 5，葡萄糖 20，酵

母膏 5，大豆粉 10，调节 pH 6.5，115,℃灭菌 20,min． 

甾体底物：左旋乙基甾烯双酮． 

1.2 方法 

1.2.1 菌体的培养 

28,℃、180,r/min 摇床培 养 菌 体 18,h 后加入

0.01%,左旋乙基甾烯双酮进行诱导，继续培养 6,h． 

1.2.2 RNA 提取、cDNA 合成与 PCR 扩增 

Trizol 法提取经质量体积比为 0.01%,的左旋乙基

甾烯双酮底物诱导 6,h 的雷斯青霉总 RNA，根据反

转录酶说明书合成第 1链 cDNA，1,μL cDNA 作为该

NADPH–细胞色素 P450 还原酶基因 PCR 扩增的模

板，设计引物．PRR-F：5′-TCTAGAATGGCGCAAC 

TTGACACTC-3′，PRR-R：5′-GGATCCTCATGACCA 

AACGTCCTCC-3′．PCR 反应总体系 20,μL，包括

0.2,μL Taq DNA 聚合酶、2,μL buffer、1.6,μL dNTP 

(TaKaRa，中国大连)、上下游引物各 10,μmol、1,μL 

cDNA 以及 13.2,μL 水．该反应过程如下：95,℃预变

性 10,min，95,℃ 15,s，60,℃ 30,s，72,℃ 2,min，30 个

循环．提取雷斯青霉菌丝基因组，以此基因组为模

板，并用同样引物进行 PCR 反应(体系如上)，扩增该

基因的基因组全长． 

1.2.3 序列生物信息学分析及进化树构建 

采用 DNAMAN V6(Lynnon Biosoft)进行 DNA

序列及氨基酸序列同源性分析．在 NCBI 上搜索保守

区域，进化分析利用 MEGA6 软件，该软件下载网址

为 www.megasoftware.net． 

2 结果与分析 

2.1 雷斯青霉 NADPH–细胞色素 P450 还原酶基因

的克隆 

为了克隆 15α–羟基左旋乙基甾烯双酮羟化酶活

性相关的基因，提取了在双酮底物诱导条件下菌体的

总 RNA，并进行了转录组测序．从转录组数据库中

发现 1 个编码 NADPH–细胞色素 P450 还原酶的基

因，该基因的开放阅读框(ORF)2,082,bp，预测编码

694 个氨基酸的多肽．为克隆其完整的阅读框架，利

用上述总 RNA，通过反转录合成 cDNA，并设计了 1

对特异性引物，扩增出 1 个大约为 2,000,bp 的 cDNA

片段，电泳结果如图 1 所示．将 PCR 产物与 T 载体

连接，转化大肠杆菌，并将重组菌株送华大基因公司

进行测序． 

 
M. 1,000,bp DNA ladder；1. P450还原酶 cDNA；2. P450还原酶 

基因组 DNA 

图 1 雷斯青霉 P450 还原酶基因 PCR 产物琼脂糖凝胶

电泳 

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of PCR product of 

P450 reductase gene from P．raistrickii 

为研究雷斯青霉 CPR 的基因组结构，以雷斯青

霉菌株基因组 DNA 为模板，用扩增完整 ORF 的引 

物扩增 CPR 基因，获得大约 2,100,bp 的 PCR 产物，

送华大基因公司进行全长测序．结果表明：CPR 基因

的基因组序列大小为 2,162,bp，与 cDNA 序列进行比
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对，发现雷斯青霉 CPR 基因含有 1 个内含子，大小为

77,bp，位于基因的 1,788～1,865,bp之间． 

2.2 雷斯青霉 NADPH–细胞色素 P450 还原酶基因

序列分析 

2.2.1 雷斯青霉 CPR 序列分析 

委托华大基因公司测序，将测序结果在 NCBI 

GenBank 数据库中进行 BLAST 搜索，发现雷斯青霉

CPR 与下列真菌 NADPH–细胞色素 P450 还原酶基

因具有很高的同源性，包括意大利青霉(P．italicum) 

CPR(KGO76390.1)、米曲霉(Aspergillus oryzae) 

RIB40(XP_001821060.1)、土曲霉(Aspergillus terreus) 

NIH2,624(XP_001214242.1)、黑曲霉(Aspergillus ni-

ger) CBS 513.88(XP_001392901.1)、皮炎芽生菌- 

(Blastomycosis dermatitidis) SLH14,081 (XP_ 

002623101.1)、黄丝曲霉(Talaromyces)ATCC 18224 

(XP_002150062.1) 、柄栏状 菌 (Caulobacter) ATCC 

10500(XP_002484207.1)、 红色毛癣菌(Tricho-phyton 

rubrum)CBS 118892 (XP_003237066.1)、 扩展青霉氧

化还原酶(KGO39386.1)．其中与意大利青霉 P450

还原酶的氨基酸序列一致性最高，达到 93%,，其高度

保守区域如图 2 所示，其中 B、C、D 区域高度保守，

但区域 A 的保守性相对较低． 

  用 NCBI-CDD 软件对雷斯青霉 CPR 结构进一

步分析发现其具有 CPR 蛋白的典型结构域，包括

FMN 结合域、FAD 和 NADPH 结合域，其中 FMN 结

合域和 FAD 结合域如图 3所示． 
 

 
图 2 雷斯青霉 CPR氨基酸序列与其他菌种 CPR氨基酸序列的多重比对，A、B、C、D表示 4个亚结构域 

Fig. 2 Multiple sequence alignment of the P．raistrickii CPR protein with other filamentous fungal CPR，A，B，C，D represent 
four subdomains 

 
图 3 雷斯青霉和意大利青霉 CPR高度保守区域序列比对 

Fig. 3 Highly conserved flavodoxin domain between the CPRs of P．raistrickii and the P．italicum 
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2.2.2 雷斯青霉 CPR 基因的进化树分析 

为了更好地探索所克隆的雷斯青霉 NADPH–细

胞色素 P450 还原酶基因与其他真菌相关基因之间的

关系，采用 MEGA6软件对预测的 9 个与其具有高度 

保守的 CPR 基因进行亲缘关系分析，结果如图 4 所

示．雷斯青霉 CPR 基因与意大利青霉和黑曲霉的

CPR 基因在进化上高度相关． 

 

 

 

图 4 雷斯青霉 CPR基因与其他 9个丝状真菌 NADPH-细胞色素 P450还原酶基因之间的亲缘关系 

Fig. 4 The phylogenetic relationship of NADPH-cytochrome P450 reductases between P．raistrickii and 9 other filamentous fun-

gal species 

3 结 语 

本文克隆了一个新的雷斯青霉 NADPH–细胞色

素 P450 还原酶基因，该基因开放阅读框为 2,082,bp，

预测编码 694 个氨基酸，与意大利青霉的 CPR 具有

高达 93%,的一致性． 

真菌微粒体的细胞色素 P450 氧化酶需要其相应

的 NADPH–细胞色素 P450 还原酶作为电子供体为

其提供还原力，从而在甾体母核的特定位点引入羟

基．雷斯青霉 CPR 的克隆将有助于阐述其甾体 15α–

羟化酶系统羟化反应的分子机理，从而为利用基因工

程手段改进现有雷斯青霉工业菌株的甾体羟化效率

以及构建新的异源甾体 15α–羟化系统奠定了基础． 
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