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摘要：细胞色素P450酶广泛存在于动植物和微生物体内，具有底物结构多样性和催化反应类型多样性，

在天然产物生物合成中扮演重要作用。P450酶可在温和条件下高选择性地催化结构复杂有机化合物中惰

性C-H键的氧化反应，具备化学催化剂难以比拟的优势，因此在微生物制药领域具有广阔的应用空间。

本文综述了参与天然产物生物合成的P450酶近年来的研究进展；P450酶的酶工程改造、生物转化实践及

其在微生物药物创制方面的应用现状；探讨了P450酶的工业应用瓶颈及其解决途径；并对P450酶未来的

应用前景进行了展望。
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细胞色素P450酶(cytochrome P450 enzymes，
CYP450)为一类亚铁血红素—硫醇盐 (heme-
thiolate)蛋白超家族，因其还原态与一氧化碳结合

后在450  nm处的特征吸收峰而得名[1]。亚铁血红

素作为P450酶的辅基，由铁原子与卟啉环络合而

成，并与P450酶中绝对保守的半胱氨酸相连。自

P450酶从小鼠肝脏中被发现并定义以来[2]，关于

P450酶的研究已有50多年的历史。因其广泛参与

哺乳动物尤其是人体内的异源物质降解、解毒作

用、药物代谢以及甾体类激素和维生素的合成，

P450酶一直是药理学家和生化学家关注的重点。

由于P450酶可在温和条件下高选择性地催化结构

复杂有机化合物中惰性C-H键的氧化反应(例如羟

基化与环氧化)，近年来也开始吸引有机化学家的

关注。

在微生物学领域，随着海量微生物基因组测

序数据的积累，以及许多微生物次级代谢产物生

物合成基因簇的分离和鉴定，越来越多的P450酶
被发现参与了多种天然产物的生物合成，尤其是

后修饰过程，使得P450酶在微生物新药发掘领域

脱颖而出。迄今为止，GenBank已发布的 P450 基
因序列超过8万条，其中人类基因组含有57个
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P450基因 [ 3 – 4 ]，天蓝色链霉菌 (S t rep tomyces
coelicolor  A3(2))有18个P450基因[5]，构巢曲霉

(Aspergillus nidulans)拥有111个P450基因[6]。这些

基础研究信息对P450酶在药物先导化合物开发、

药物代谢研究以及上市药物的生物催化合成等领

域的应用均具有十分重要的意义。

1    细胞色素P450酶概述

1.1    结构和功能特点

细胞色素P450酶如“多才多艺的舞者”，兼具

底物结构多样性和催化反应类型多样性，且其催

化反应具有高度的区位和立体选择性。P450酶可

识别的底物结构类型包括脂肪酸类、甾醇族、萜

类、生物碱、多肽类、大环内酯类及芳香族化合

物等，催化的反应类型更是多达20余种，常见的

如sp3杂化C－H键的羟基化、C＝C双键的环氧

化、N-Me或O-Me基团的去烷基化等，不常见的

如色氨酸的硝基化、分子内C－H键的氨化作用、

脂肪酸脱羧反应等[7]。

首次获得的P450酶晶体结构来自恶臭假单孢

菌(Pseudomonas putida)的P450cam，由Poulos等于

1985年解析完成，分辨率达2.6 Å[8]。随着结构生

物学的发展，越来越多P450酶的晶体结构得到解

析，使得P450酶的“结构—功能—机制”研究工作

得以更加深入。通过对不同来源P450酶的三维结

构进行比较，发现P450酶的核心结构是由4个螺旋

(α-helix)结构D、E、I和L共同形成的三菱柱结

构[9](图1)。底物进入P450活性位点与结构灵活的

BC-环(loop)和FG-环相关，F-螺旋和G-螺旋的摆

动使得底物(产物)可以顺利进入(泵出)酶的活性位

点[10]。尽管不同P450酶的氨基酸序列同源性可能

低至20%，但其三维结构却是高度保守的，尤其

是靠近亚铁血红素的I和L螺旋[11]。I螺旋上的氨基

酸残基主要参与催化过程中氧分子的激活，而位

于L-螺旋N端的一个半胱氨酸残基则绝对保守，

通过硫醇键与亚铁血红素中铁原子相连[12]。相比

之下，P450酶的底物识别位点(substrate recognition
sites，SRSs)则缺乏保守性，不同P450酶具有迥异

的SRS残基组成，构成了P450酶底物多样性的结

构基础。

1.2    催化机制

几乎所有细胞色素P450酶的催化过程都需要

还原伴侣蛋白(redox partner proteins)的参与，来源

于NAD(P)H的2个电子经还原伴侣蛋白顺序传递

到亚铁血红素反应中心实现O2分子的激活[13]，其

中一个氧原子加入底物形成羟基、环氧基等基团

(故而P450酶经常被称为单加氧酶)，另一个氧原

子则参与形成一个水分子。此处以P450酶催化羟

基化反应为例，简要介绍其催化机制(图2)：底物

进入P450酶的活性位点；血红素的Fe3+从还原伴

侣蛋白获得一个电子后被还原为Fe2+，再与O2结

合形成Fe2+－O2复合物；该复合物从还原伴侣蛋

白获得第二个电子，得到一个质子形成被称为

Compound 0的Fe3+－OOH复合物；Compound 0再
次获得一个质子后，O－O键断裂生成一分子

H2O，并得到Fe4+＝O复合物(Compound I)，高价

铁Fe4+与卟啉环形成π键体系和高反应性碳正离子

自由基；Compound  I作为真正的催化剂将底物

图 1.  P450cam的晶体结构(PDB ID：2CPP)
Figure 1.  The crystal structure of P450cam (PDB ID:
2CPP).
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C－H键上的H原子脱去，并经分子重排生成羟基

化产物；最后，产物从P450酶活性位点离去，被

新的底物取代进入新一轮催化循环。P450酶催化

总反应为：R-H+O2+2H++2e– → R-OH+H2O。值得

一提的是，H2O2等过氧化物可以代替O2，使得

P450酶催化步骤缩短(图2中虚线所示)。

1.3    基本分类

对于细胞色素P450酶的分类有不同标准：按

照宿主来源可分为植物P450酶，动物P450酶，真

菌P450酶，细菌P450酶等；依据催化反应类型可

分为环氧酶，羟化酶，异构酶等[13]；根据序列同

源性，Nebert等在1987年建立了细胞色素P450酶

的命名法则[14]，同源性大于40%可归为族(family:

1,  2,  3......)，大于55%归为亚族(subfamily:  A,  B,

C......)，以及对亚族中的单个P450酶进行顺序编号

(1, 2, 3......), 如CYP3A1，CYP105A3等。

此外还有一种重要的分类方法是按照P450酶
在催化反应过程中所需的还原伴侣蛋白进行分

类。第一类P450酶的还原伴侣系统(Class  I，图

3)包含一个含有铁硫簇 (Fe 2 S 2 )的铁氧还蛋白

(ferredoxin，Fdx)与一个含有FAD的铁氧还蛋白还

原酶(ferredoxin reductase，FdR)，常见于细菌和真

核生物线粒体中的P450酶；第二类P450酶的还原

伴侣蛋白(ClassⅡ，图3)为含有FAD/FMN的细胞

色素P450酶还原酶(cytochrome  P450  reductase,
CPR)，常见于真核生物，许多情况下以膜蛋白形

式存在；第三类P450酶与它的还原酶(CPR)天然

融合(Class  Ⅲ，图3)，如来自巨大枯草芽孢杆菌

(Bacillus  megaterium)的P450  BM3[15]；第四类

图 2.  细胞色素P450酶的催化循环

Figure 2.  The catalytic cycle of cytochrome P450 enzymes.
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P450酶则与含有FMN/Fe2S2的还原伴侣蛋白天然

融合(Class  Ⅳ，图3)，如源于Rhodococcus  sp.
NCIMB 9784的P450RhF

[16–17]；第五类为不需要还原

伴侣蛋白、可直接利用NAD(P)H的细胞色素

P450酶(Class  Ⅴ，图3)，但在自然界极其少见，

如来自Fusarium oxysporum的 P450nor[18]。除了第

一类细胞色素P450酶为三组分系统，第二类为双

组分系统；其余3类均是单组分系统，属于该系统

的P450酶称为“催化自主型”P450酶，不需要额外

还原伴侣完成电子传递。

2    细胞色素P450酶与天然产物生物
合成

细胞色素P450酶在动物体内主要参与类固醇

激素的生物合成，如人的CYP11B1，牛的CYP11A1，
果蝇的CYP314A1等。现今已有一些甾醇激素的

全细胞催化工艺成功应用于工业生产[19]，即将哺

乳动物参与甾醇激素合成相关的P450酶及还原伴

侣在重组细胞中共表达并生物催化甾醇激素的合

成。一般来说，种类丰富多样、施行化学防御的

微生物和植物，其在代谢过程中产生的天然有机

化合物，无论从化学结构还是生物活性上，其多

样性均远远高于动物。因此，一些拥有新颖底物

结构类型和催化反应类型的细胞色素P450酶常见

于微生物和植物天然产物生物合成途径中，构成

了未来细胞色素P450酶研发的重点领域。

2.1    参与微生物次级代谢产物生物合成的细胞色

素P450酶

1928年，Fleming从Penicillium notatum发现青

霉素(penicillin)以来，微生物次级代谢产物开始走

入人们的视野。微生物次级代谢产物具有化学结

构类型多样性和生物活性多样性特点，一直是新

药创制的重要来源，为人类对抗疾病作出了巨大

贡献，如以青霉素为代表的β-内酰胺类、以红霉

素为代表的大环内酯类、以庆大霉素为代表的氨

基糖苷类，以氯霉素为代表的酰胺醇类，以万古

霉素为代表的糖肽类等[20]。目前研究比较广泛和

深入的微生物次级代谢产物生物合成途径主要包

括非核糖体肽类(NRPS)途径、聚酮类(PKS)途径

以及NRPS-PKS杂合途径等。NRPS和PKS途径合

成的次级代谢产物母核结构经常通过细胞色素

P450酶的后修饰作用，如羟基化、环氧化等，使

得最终产物展现出丰富多样的生物活性。基于微

生物次级代谢产物生物合成途径中细胞色素

P450酶的结构基础、催化机制和酶学等方面的基

础研究工作，通过酶工程和组合生物合成方式理

图 3.  依据还原伴侣蛋白的细胞色素P450酶分类

Figure 3.  Classification of cytochrome P450 enzymes based on redox partners.
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性设计高效低毒的“非天然”活性物质，对于微生

物药物创新具有重要意义。

从催化功能来看，大多数微生物P450酶仅能

催化一种类型反应，为单功能P450酶，例如来自

红色糖多孢菌(Saccharopolyspora  erythraea)的
EryF和EryK在红霉素(erythromycin)生物合成过程

中分别催化十四元环聚酮母核erythronolide的6位
羟基化和大环内酯中间产物红霉素D的12位羟基

化[21–22](图4-A)。来自委内瑞拉链霉菌(Streptomyces
venezuelae)的PikC以十二元环大环内酯YC-17为
底物，分别在C10和C12位羟基化得到酒霉素

(methymycin)和新酒霉素(neomethmycin)，还可以

在C10/C12位双羟基化得到novamethymycin(图4-
B)；PikC以冥菌素(narbomycin)为底物分别在

C12位和C14羟基化得到苦霉素(pikromycin)和新

苦霉素(neopikromycin)，在C12/C14位双羟基化得

到novapikromycin (图4-C)[23–24]。来自抗生链霉菌

(Streptomyces  antibioticus)的OleP由竹桃霉素

(oleandomycin)生物合成基因簇中的P450基因

编码，负责催化C8位内酯环的环氧化反应 [ 2 5 ]

(图4-D)。来自纤维堆囊菌(Sorangium cellulosum)
的EpoK催化埃博霉素C(epothilone C)和D中C12/
C13位碳碳双键的环氧化分别得到埃博霉素A和

B[26](图4-E)。来自Penicillium aethiopicum的GsfF在

图 4.  微生物天然产物生物合成中的单功能细胞色素P450酶
Figure 4.  Examples of mono-functional P450 enzymes involved in microbial natural product biosynthesis.

500 Zhong Li et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(3)

actamicro@im.ac.cn



灰黄霉素(griseofulvin)的生物合成途径中催化螺环

的形成(图4-F)；同样来自该菌的P450酶VrtE和

VrtK则分别参与杂萜viridicatumtoxin生物合成中

的C5位羟基化和萜烯环化，其中催化萜烯环化反

应的活性为首次在P450酶中发现[27–28](图4-G)。
相比单功能细胞色素P450酶，多功能细胞色

素P450酶可以对一种或多种底物催化几种不同类

型的反应，例如来自稀有放线菌淡灰红小单孢菌

(Micromonospora griseorubida)的MycG可以催化十

六元环大环内酯抗生素麦新米星IV(mycinamicin
IV)的C14位羟基化形成麦新米星V，以及C12/C13
位的环氧化形成麦新米星I；麦新米星V还能进一

步被MycG环氧化形成麦新米星II[29](图5-A)。海洋

链霉菌Streptomyces sp. 307-9中替达霉素(tirandamycin)
生物合成P450酶TamI  能够催化替达霉素C的

C10位羟基化得到替达霉素E，黄素单加氧酶

(flavin monooxygenase) TamL氧化替达霉素E得到

替达霉素D，TamI再以替达霉素D作为底物依此

进行C11/C12位环氧化和C18位羟基化，分别得到

替达霉素A和B[30–31](图5-B)。有趣的是，真菌来源

的细胞色素P450酶更多地展现出多功能性，例如

来自土曲霉(Aspergillus  terreus)参与萜类化合物

terretonin生物合成的P450酶Trt6通过连续3次氧化

后的不稳定中间体重排得到terretonin H[32](图5-C)；
土曲霉中参与洛伐他汀(lovastatin)生物合成过程的

P450酶LovA，能够催化dihydromonacolin  L的

C4a/C5位脱氢形成双键得到monacolin L，并进一

步催化C8位羟基化得到monacolin J[33](图5-D)。

2.2    植物天然产物生物合成中的细胞色素P450酶

相对于微生物而言，人类对植物天然产物的

利用历史更为悠久，勤劳聪明的中国人民开创的

中药也可称为人类对植物天然产物利用的高峰。

随着现代色谱分离技术和波谱解析技术的发展，

很多疗效显著的药物单体从植物提取物中分离获

得，吸引了生物化学家们对其生物合成途径的研

究，例如从黄花蒿(Artemisia annua)中提炼出来的

抗疟药物青蒿素，从唇形科植物丹参 ( S a l v i a
miltiorrhiza bunge)根中提取的心脑血管疾病治疗

药物丹参酮，从曼陀罗(Datura stramonium linn)提
取的用于治疗青光眼的莨菪碱等，而在这些植物

天然产物的生物合成途径中均有不同的细胞色素

P450酶发挥着重要功能。

将植物的次级代谢产物生物合成基因簇在微

生物体中异源表达合成药物，是现代合成生物学

研究的新热点，同时也正在成为微生物制药的一

个重要方向。植物细胞色素P450酶在微生物制药

领域迄今最成功的应用是青蒿素(artemisinin)前体

青蒿酸(artemisinic  acid)的合成：来自黄花蒿

(Artemisia annua)的P450酶CYP71AV1，通过对紫

穗槐二烯(amorphadiene)C12位的连续三步氧化得

到青蒿酸[34](图6-A)。在植物激素赤霉素(gibberellin)

的生物合成途径过程中，由2个P450酶亚族CYP701A

和CYP88A参与，如来自拟南芥 (Arabidopsis
thaliana)的CYP701A3催化ent-贝壳杉烯(ent-
kaurene)经过三步氧化得到ent-贝壳杉酸(ent-
kaurenoic acid)，CYP88A3或CYP88A4催化ent-贝
壳杉酸合成赤霉素GA12 [ 3 5 ] (图6-B)。在吗啡

(morphine)的生物合成中，来自罂粟(Papaver
somniferum)的CYP82Y2可以催化(S)-reticuline得到

1,2-dehydroreticuline，与其天然融合的氧化还原

酶催化1,2-dehydroreticuline得到(R)-reticuline，接

着CYP719B1催化(R)-reticuline的芳环偶联合成沙

罗泰里啶(salutaridine)[36–37](图6-C)。

3    天然细胞色素P450酶的改造

细胞色素P450酶的不断发现和功能鉴定为微

生物药物创制提供了宝贵的新资源和新思路，然

而许多天然来源的P450酶存在催化效率低、底物

谱窄、稳定性差等缺点，需要我们利用各种手段

进行合理改造以适应产业化要求，目前这些手段

主要包括P450酶的定向进化和理性设计。定向进
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化一般从P450酶的编码基因出发，通过基因突变

和重组使基因发生变异，然后结合快速灵敏的高

通量筛选方法获得具备目标特性的突变酶。理性

设计则立足于酶分子的三维结构信息和催化作用

机制，通过模拟计算、设计突变等方式对关键氨

基酸残基进行改造从而得到符合需求的突变酶。

3.1    定向进化

在大量细胞色素P450酶结构信息缺乏的情况

下，定向进化由于不需要酶分子的“结构—功能”

关系数据，理论上可适用于任何P450酶的改造，

因而可大大拓宽细胞色素P450酶的研究和应用范

围。巨大芽孢杆菌(Bacillus  megaterium)的P450

BM3是一种催化自主型P450酶，在目前已知的细

胞色素P450酶中催化效率最高，其天然底物羟基

化反应的kcat值可达17000 min–1，因此是一个很好

的定向进化亲本酶 [38]。在过去几十年间，P450

图 5.  微生物天然产物生物合成中的多功能细胞色素P450酶
Figure 5.  Examples of multi-functional P450 enzymes involved in microbial natural product biosynthesis.
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BM3通过定向进化筛选得到的突变体成功实现了

对甾族化合物、萜类化合物、生物碱等多种结构

类型非天然底物的羟基化和环氧化反应。近年

来，一些P450酶突变体也在药物以及药物代谢物

的合成中展露头角。Arnold等利用易错PCR构建

P450 BM3突变体库，筛选得到的突变体可以从过

氧化氢直接获得活性氧高效地催化抗心绞痛药普

萘洛尔(propranolol)得到具有同样活性的4-羟基普

萘洛尔和5-羟基普萘洛尔 [ 3 9 ]。Sawayama等以

P450 BM3和来自Bacillus subtilis的CYP102A2和

CYP102A3编码基因作为模板，利用DNA洗牌技

术(DNA shuffling)定向进化得到的突变体产生出

一些野生型不具备的反应活性，如催化动脉扩张

药维拉帕米(verapamil)和阿司咪唑(astemizole)等

药物的选择性氧化[40]。综上，定向进化是建立功

能多样化P450酶库的重要手段。然而，在大多数

情况下定向进化获得的突变体库存在阳性率低，

筛选成本高、耗时费力等缺点，而且从突变酶库

中筛选得到的具备新反应活性的P450酶突变体往

往不具备很好的稳定性。

3.2    理性设计

相对于定向进化而言，基于细胞色素P450酶
三维结构信息的蛋白理性设计，获得的突变体

库容量较小，往往更容易获得目的突变体。

Commandeur等利用点突变的方式获得的P450
BM3突变体(R47L/F87V/L188Q)产生了野生型不

具备的反应活性，如催化睾酮(testosterone)，右

美沙芬 ( d e x t r o m e t h o r p h a n )，对乙酰氨基酚

图 6.  植物天然产物生物合成中的细胞色素P450酶
Figure 6.  Examples of cytochrome P450 enzymes involved in plant natural product biosynthesis.
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(acetaminophen)等药物分子的代谢反应[41]。Kim等

在前人研究基础上，利用点突变的手段构建了

17个  P450 BM3 突变体，发现个别突变体催化抗

肿瘤药反式白藜芦醇(trans-resveratrol)合成白皮杉

醇(piceatannol)的速率与野生型相比提高了18倍[42]。

Sherman等根据PikC分别与底物narbomycin和
YC-17共结晶获得的三维结构数据，推测D50、
E85和E94对于PikC的催化活性至关重要。通过定

点突变方式将这3个酸性氨基酸变为非极性的丙氨

酸或不带负电荷的天冬酰胺(N)或谷氨酰胺(Q)。
其中，无论底物是narbomycin或YC-17，D50N突

变体的催化活性均明显高于野生型；在YC-17的
羟基化反应中，D50N导致产物neomethymycin
产量高于methymycin，E85Q使得主要产物为

methymycin，而野生型PikC则产生等量的两种羟

基化产物[43]。由此可见，活性位点关键氨基酸的

改变可直接影响P450酶的催化活性和选择性。

上述研究表明，细胞色素P450酶的理性设计

是一种拓宽酶分子底物谱及调整酶分子催化选择

性的重要策略。值得一提的是，在P450酶的稳定

性、催化活性和选择性提高过程中，将理性设计

和定向进化有机结合起来是未来的一个趋势。

4    细胞色素P450酶与药物及药物中
间体的生产

在微生物制药领域，细胞色素P450酶具有“施
展拳脚”的广阔空间：(1)  构建药物筛选和药代分

析模型[44]。由于人体内药物代谢过程主要由细胞

色素P450酶完成，因此可以构建P450酶库，用于

体外药物筛选和人体药物代谢过程模拟，与动物

实验相比更为经济快捷。(2) 合成药物及药物中间

体。此为细胞色素P450酶产业化的一个重要方

向，并且已有如青蒿酸，普伐他汀等药物中间体

及药物通过P450酶催化合成的工业化成功案例[45]

(图7)。除此之外，一些基础研究工作也为未来更

多P450酶的工业化奠定了良好的基础，例如我们

最近通过全细胞催化手段成功利用重组大肠杆菌

表达来自Sebekia benihana的CYP-sb21催化环孢菌

素A (cyclosporine A)结构中4 位亮氨酸的羟基化，

从而成功得到低免疫抑制活性、高促生发活性的

羟基环孢菌素A，该技术有望未来应用于新型生

发剂的工业化生产[46]。

相对于青蒿素的全合成以及植物提取等方

式，微生物异源生产其前体青蒿酸无疑更加绿色

环保、成本低廉。Sanofi公司已成功将酵母工程

菌生产青蒿酸的工艺路线应用到工业生产中。首

先对酵母焦磷酸法尼酯(FPP)生物合成途径中的相

关基因进行改造以达到FPP的高水平积累，然后

在酵母中表达紫穗槐二烯(amorphadiene)合成酶

ADS将FPP转化为紫穗槐二烯(amorphadiene)，紫

穗槐二烯 ( amorphad iene )在细胞色素P450酶

CYP71AV1的作用下，通过对紫穗槐二烯(amorp-
hadiene)C12位的连续三步氧化得到青蒿酸。

Keasling等利用这种策略获得的青蒿酸产量达100
mg/L[34]。Paddon等通过使用弱启动子表达还原

伴侣CPR使得其与CYP71AV1更好地偶联，同时

在重组酵母菌中表达来自黄花蒿(Artemisia annua)
的细胞色素b 5基因，使得青蒿酸的产量达到

25 g/L[47]。

普伐他汀通过可逆性抑制HMG-COA还原

酶，降低胆固醇的生物合成，是一种药效显著的

降血脂药物，于1989年首先在日本上市，但是通

过化学催化美伐他汀羟基化合成普伐他汀存在产

率低的缺点。普伐他汀的生物转化最早由日本

Sankyo公司应用于工业生产，主要分为两步：从

橘青霉(Penicillium citrinum)的发酵液中获得美伐

他汀 [48 ]；利用来自玫瑰红链霉菌(Streptomyces
carbophilus)的P450sca-2(CYP105A3)对美伐他汀

进行6β羟基化得到普伐他汀[49]。但是美伐他汀对

玫瑰红链霉菌(Streptomyces carbophilus)的生长存

在抑制作用，高浓度条件下甚至会导致菌体裂
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解，对工业生产极为不利。随后通过对生产工艺

路线的一系列改进，如选择对美伐他汀耐受性高

的表达宿主[50]，定向进化或理性设计获得更高催

化效率的P450sca-2[51]等。

另一个细胞色素P450酶应用于工业生产的典

型案例是维生素D3到1α,25-二羟基维生素D3的转

化。1α,25-二羟基维生素D3作为维生素D3的活性

形式，与人体内的钙磷代谢紧密相关，可用于治

疗甲状腺机能减退、骨质疏松症等疾病。由于从

胆固醇开始从头至尾合成1α ,25-二羟基维生素

D3一共需要经过20多步化学反应，总得率仅为

1%，成本高昂，人们开始寻求微生物转化方法。

Sasaki发现Pseudonocardia autotrophica的发酵液可

以催化维生素D3转化为1α,25-二羟基维生素D3，
并从中分离得到了参与该过程的细胞色素P450
VD25 (CYP105A2)的基因，重组表达该基因的变

铅青链霉菌(Streptomyces  lividans)成功完成了

1α,25-二羟基维生素D3的生物转化[52–53]。随后，

Sawada等发现灰色链霉菌(Streptomyces griseolus)

的CYP105A1也可以完成维生素D3的1α/25位羟基

化[54]。Hayashi等结合CYP105A1的晶体结构数据

分别对R73和R84进行理性定点突变，相比野生

型，R73A/R84V双突变体对维生素D3的1α位和

2 5位羟基化的 k c a t / K m值分别提高了4 3 5倍和

110倍，表达这一P450双突变体的变铅青链霉

(Streptomyces  lividans)生产1α,25-二羟基维生素

D3的产量达到了2 mg/L[55–56]。

细胞色素P450酶在甾族类激素生物转化领域

也成绩斐然，一些工业菌株已成功运用于氢化可

的松(hydrocortisol)的生产。例如Bayer公司利用表

达P450酶的新月弯孢菌(Curvularia lunata)的菌丝

体，催化11-脱氧可的松(11-deoxycortisol)的11位
β羟基化得到氢化可的松[57]。由于肾上腺催化类固

醇激素合成皮质醇的过程只存在于哺乳动物体

内，涉及CYP17A1、CYP11A1、CYP21A2(或
CYP21B2)和CYP11B1羟基化反应，因此甾醇类激

素的生物转化主要利用更适合表达真核来源P450
酶的重组酵母菌完成，如裂殖酵母和酿酒酵母。

图 7.  已工业化的细胞色素P450酶参与合成的药物以及药物中间体

Figure 7.  The pharmaceuticals with cytochrome P450 enzymes involved in their industrial production.
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Sakaki等构建含有CYP17A1、CYP21B1及其还原

伴侣基因的重组酿酒酵母，可以催化孕酮

(progesterone)连续的17α羟基化和21位羟基化得到

11-脱氧可的松(11-deoxycortisol)[58]。Szczebara等
更是富有创造力地将13个工程化改造的基因在1株
经过遗传改造的酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)
工程菌中表达，顺利将麦角甾醇(ergosterol)转化

为氢化可的松：首先，酿酒酵母利用内源麦角甾

醇积累egrosta-5-eneol和ergosta-5,22-dieneol，随后

被CYP11A1转化为孕烯醇酮(pregnenolone)，再经

过3β-类固醇脱氢酶，CYP17A1、CYP21A1及
CYP11B1的氧化依次合成孕酮,  17-羟基孕酮(17-
hydroxy-progesterone)，11-脱氧可的松及终产物氢

化可的松，实现了在1株酿酒酵母中成功完成多步

P450酶催化反应，并可以得到孕烯醇酮，可的松

和氢化可的松等一系列类固醇激素[59]。Upjohn公
司利用Rhizopus arrhizus发酵液催化孕酮羟基化得

到11α-羟基孕酮(11α-hydroxyprogesterone)，使得

可的松(cortisol)的全合成缩短了10余步，大大降

低了生产成本[60]。后续研究表明，孕酮的11α-羟
基化反应是由来自Rhizopus arrhizus的CYP509C12
完成的[61]。此外，来自巨大枯草芽孢杆菌(Bacillus
m e g a t e r i u m )的C Y P 1 0 6 A 2也可以催化孕酮

(progesterone)的11α-羟基化反应[62]。

上述这些工业上成功应用的细胞色素P450酶
案例将为其他工业候选P450酶的酶工程改造及产

业化瓶颈的突破提供了良好的理论数据和经验

支撑。

5    细胞色素P450酶的工业应用挑战
及其解决途径

尽管细胞色素P450酶的底物结构多样性和催

化反应类型多样性使其在结构复杂有机化合物合

成领域颇具潜力，但其工业应用仍面临许多瓶

颈：P450酶的低稳定性及低催化效率；催化反应

需要价格昂贵的还原伴侣和NAD(P)H的参与；电

子传递过程与产物产生不耦合；以及P450酶结构

信息不足阻碍其理性设计和改造等[45]。目前，大

多数P450酶的定向进化和理性设计以及全细胞催

化技术的发展仍局限于实验室阶段，工业应用还

有很长一段路要走。针对细胞色素P450酶的工业

应用瓶颈通常有以下一些解决途径。

5.1    细胞色素P450酶的优化

在多数情况下P450酶的催化效率低、稳定性

较差，除了来自巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)

的P450  BM3和来自恶臭假单胞菌(Pseudomonas

putida)P450cam的转换数kca t达到1000–17000

min – 1，大部分细胞色素P450酶的k c a t在1–300

min–1[19]。因此，对于候选P450酶常需通过定向进

化和理性设计等酶工程手段，并结合高通量筛选

技术来获得高稳定性、高催化效率的突变体。例

如，Guengerich等对P450  BM3底物识别位点

(SRSs)的25个氨基酸残基通过饱和突变的方式得

到突变体库，一些突变体相比野生型，对非那西

汀 (phenace t in)的催化效率提高了3–4倍 [ 6 3 ]；

Schwaneberg等通过定向进化手段获得的P450

BM3突变体在二甲基亚砜和四氢呋喃等有机溶剂

中的稳定性得以提高[64]。

很多参与植物和微生物次级代谢过程的细胞

色素P450酶往往具有较高的底物专一性，只能利

用单一或少数同类底物。为了拓宽这些P450酶的

底物谱，Keasling等创造性地利用改造后的P450
BM3合成青蒿素的前体：结合计算机模拟分析结

果，在P450 BM3的活性位点通过点突变的方式来

获得P450 BM3突变体库，成功地获得一种突变体

以非天然底物紫穗槐二烯(amorphadiene)作为底物

催化artemisinic-11S,12-epoxide的合成[65]。

除了酶工程，底物工程(substrate engineering)

也被成功应用于P450酶底物谱的拓宽。2009年，

李盛英等独辟蹊径，根据P450 PikC在催化反应过
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程中对特异碱性脱氧六碳糖(desosamine)依赖的特

性，从底物结构入手，利用该六碳糖协助不同结

构的工程化非天然底物进入PikC活性位点，实现

了具有高度位点及空间选择性的碳氢键氧化[66]。

Sherman等进一步根据PikC催化过程中该六碳糖上

的碱性氮与Glu和Asp形成盐桥的特点，设计了一

系列带有二甲氨基锚定基团的薄荷醇(menthol)衍

生物，实现了PikC对非天然底物薄荷醇的羟基

化[67]。上述研究成果提示可以根据P450酶特异性

识别某些小分子基团的特性，通过化学合成将该

小分子基团可逆地连接至目标化合物来引导

P450酶完成对目标化合物特定位点的选择性氧化

反应。

5.2    还原伴侣选择和相互作用方式优化

大部分细胞色素P450酶在催化过程中都需要

还原伴侣蛋白的参与，并且在催化非天然底物氧

化反应过程中往往存在电子传递与产物生成的解

偶联问题，说明还原伴侣的选择及其与P450酶的

相互作用关系至关重要，然而这种重要性在过去

的研究中一直被低估。由于生物基因组中的

P450基因与还原伴侣蛋白基因一般距离较远，因

此很多P450酶的自体还原伴侣处于未知状态，因

而需要替代还原伴侣的协助以实现体内或体外的

活性重建，常用的替代还原伴侣如来源于菠菜

(Spinach oleracea)的铁氧还蛋白(ferredoxin, Fdx)和
铁氧还蛋白还原酶 (ferredoxin reducatase，FdR)、
来源于牛 ( b o v i n e )的肾上腺皮质铁氧还蛋白

(adrenodoxin, Adx)和肾上腺皮质铁氧还蛋白还原

酶(adrenodoxin reductase, AdR)、来源于大肠杆菌

(Escherichia coli)的黄素氧化还原蛋白(flavodoxin,
Fld)和黄素氧化还原蛋白还原酶(flavodoxin reductase,
FlR)、以及来源于恶臭假单胞菌(Pseudomonas
putida)的假单孢铁氧还蛋白(putidaredoxin, Pdx)和
假单孢铁氧还蛋白还原酶(putidaredoxin reductase,
PdR)等。

一些细胞色素P450酶借助异源还原伴侣无法

有效地重建反应活性，但利用自体还原伴侣蛋白

进行电子传递的催化速率一定最佳吗？Khatri等用

Adx/AdR体外重建来自S.  cellulosum  So  ce56的
CYP109D1的反应活性，其对月桂酸(lauric acid)的
催化效率与自体还原伴侣FdR_B/Fdx2和FdR_B/
Fdx8相比提高了3–5倍[68]。Hakki等将Adx/AdR和

CYP11B1在裂殖酵母(Saccharomyces pombe)中共

表达，与CYP11B1依靠裂殖酵母自体还原伴侣支

撑的活性相比，对氢化可的松的转化速率提高了

3.4倍[69]；Neunzig等利用不同来源的还原伴侣与人

线粒体细胞色素P450酶相互组合，共构建了28株
重组裂殖酵母，催化布洛芬(ibuprofen)、类固醇激

素(steroids)等底物转化时发现，选择不同来源的

还原伴侣，不但P450酶的催化速率受到影响，甚

至产物的构型也出现变化 [ 7 0 ]。以上研究结果表

明，选择不同来源的还原伴侣，P450酶的催化速

率受到较大影响，但通过逐个尝试来寻找P450酶
最佳还原伴侣的方式效率很低，实用性不强。

除了还原伴侣的来源， P450酶与还原伴侣之

间的相互作用方式对催化速率也有很大影响，因

此可通过P450酶与还原伴侣相互作用界面的工程

化改造达到优化电子传递链，提高催化效率的目

的。清华大学林章凛教授研究组对P450sca-2的半

理性工程化改造使之与替代还原伴侣Pdx/PdR 间
形成更有效的电子传递链，成功将普伐他汀的生

产效率提高了近10 倍[51]；Uhlman等利用N端截短

的Adx作为CYP11A1的还原伴侣，与野生型

Adx相比，催化11-脱氧可的松的11位β羟基化得到

氢化可的松的速率提高了近20倍[71]。

细胞色素P450酶和还原伴侣蛋白的融合表达

相对于分开表达，电子传递更为高效，因而催化

速率也更快。例如与还原伴侣天然融合的催化自

主型P450 BM3的转换数在已发现P450酶中是最高

的，这给人工构建“P450酶—还原伴侣”融合蛋白

提供了启示。迄今为止,  与P450 BM3天然融合的
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还原伴侣蛋白CPR已成功地与多种细菌来源的

P450酶组成杂交融合体，形成人工催化自主型

P450酶。李盛英等将来自红球菌Rhodococcus  sp.
NCIMB 9784的催化自主型P450RhF的还原伴侣功

能域RhFRED与PikC融合表达，成功构建催化自

主型PikC-RhfRED [ 1 6 ]，随后陆续有科学家将

RhFRED与其他细菌P450酶或植物P450酶融合表

达并顺利完成体外活性重建。与此同时，一些研

究表明P 4 5 0酶与还原伴侣融合表达还可增加

P450酶的稳定性，Maurer等发现将还原伴侣与

P450 BM3融合表达在25 oC条件下的半衰期为29
d，而单独表达的P450功能域半衰期仅为2 d[72]。

Weis等建立细菌和真菌细胞色素P450酶库进行药

物代谢物合成过程中，发现一种来自烟曲霉

(Asperigillus fumigatus)的、与还原伴侣蛋白天然

融合的细胞色素P450酶CYP505X在催化过程即便

存在有机溶剂也十分稳定[73]。

值得一提的是，在细胞色素P450酶研究领域

存在一个简单“公设”，即还原伴侣的选择及其与

P450酶的作用方式不会改变P450酶的催化反应类

型。但我们近期的研究发现，来自Micromonospora

griseorubida  P450酶MycG与RhFRED融合表达

时，能够在体外成功催化麦新米星IV的C14羟基

化以及C12/C13碳碳双键的环氧化；而当以2个独

立组分蛋白形式存在时，除了可以催化上述氧化

反应外，还可以催化麦新米星结构中脱氧糖

desosamine的去甲基化反应[16]，这一实验结果直

接对上述传统“公设”发起了挑战，同时也深化了

我们对于细胞色素P450酶与还原伴侣相互作用机

制的认识。通过选择不同的还原伴侣或调整

P450酶和还原伴侣的相互作用方式，我们有可能

获得全新的催化反应以及更多具有新颖结构的

产物。

5.3    辅酶再生

细胞色素P450酶催化过程需要从NAD(P)H获

得电子，NAD(P)H价格昂贵，无疑给工业生产增

加了巨大的生产成本。尽管大部分P450酶可以利

用过氧化氢等过氧化物完成对底物的氧化过程，

但是这种“走捷径”的方式由于催化速率低以及过

氧化氢对酶稳定性的负面作用极大地限制了其工

业应用，因此NAD(P)H再生系统的建立变得尤为

重要。Sweers等利用葡萄糖脱氢酶实现了NAD(P)H

的再生[74]；Zhao等利用工程化改造的亚磷酸盐脱

氢酶高效地实现了NADPH的再生[75]；Ritva等利用

葡萄糖-6-磷酸脱氢酶顺利地在酿酒酵母中完成了

NADPH的再生[76]；Karsten等利用甲酸脱氢酶完成

了NADPH的再生[77]；Sumio等利用甘油-3-磷酸脱

氢酶成功地实现了NADH的再生[78]。Kuba等也顺

利将乙醇脱氢酶的应用于NADPH的再生，其中乙

醇不仅可以作为乙醇脱氢酶的底物合成NADPH，

还可以作为助溶剂促溶疏水底物[79]。

光合作用中的光反应阶段可以积累NAD(P)H，

于是一些科学家创造性地尝试将光合作用中电子

传递链直接偶联至细胞色素P450酶为其提供电子

以替代NAD(P)H的再生系统。如Jensen等成功在

体外利用分离于大麦(Hordeum vulgare)的光系统

I(PSI)为CYP79A催化反应提供还原力[80]。Coni等
也利用鱼腥藻(Anabaena)的光合系统稳定地为

CYP106A2提供还原力[81]。但是，这种技术在工

业应用上能否适用仍有待进一步研究。

通过添加荧光染料的方法也可以为细胞色素

P450酶持续地提供电子来源。如Park等不提供还

原伴侣蛋白和辅酶因子，而在光照条件下利用曙

红Y (eosin Y)为P450 BM3和CYP 1A1等P450酶催

化洛伐他汀和类固醇激素等底物的氧化反应提供

电子[82]。

有趣的是，一些物理化学学家也尝试使用电

化学方法来给细胞色素P450酶催化反应提供电

子[83]。由于P450酶血红素辅基需要从阴极获取电

子，但过于靠近电极表面会变得极不稳定，因此
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至少目前来看利用电化学法还原P450酶在生物转

化中的实际应用仍然很遥远。

5.4    全细胞催化需解决的问题

全细胞生物催化是指利用完整的生物有机体

(全细胞、组织甚至个体)作为催化剂进行化学转

化的过程，即生物转化(biotransformation)，是介

于发酵法和提取酶催化法之间的一种生物催化技

术。细胞色素P450酶催化反应需要多组分参与，

包括P450酶和还原伴侣的表达系统，NAD(P)H再

生系统等，相比纯酶催化，重组细胞体内丰富的

组分、稳定的内环境可以保障酶反应得以高效、

持续稳定地运转，因此成为P450酶工业应用的首

选。但是P450酶底物和产物对细胞的毒性以及细

胞对底物摄取和产物泵出的效率仍需要不断优化

和改进。

工业化应用的细胞色素P450酶多为水溶性，

但底物或产物往往是疏水性有机化合物，因此极

大地限制了P450酶的催化效率。对此一般有两种

解决途径：(1)使用两相体系，通过加入如环糊精

等助溶剂使得疏水底物更易被重组细胞摄取；

(2)选用有机溶剂耐受的菌株构建重组体细胞，如

P. putida S12[84]和B. subtilis 3C5N[85]等。

优化重组体细胞对底物摄取和产物泵出的效

率在全细胞催化中极为关键，例如近期我们在利

用重组大肠杆菌表达CYP-sb21催化环孢菌素A的

4位亮氨酸羟基化的过程中，添加十六烷基三甲基

溴化铵(CTAB)来改善细胞膜通透性，从而显著提

高P450全细胞催化剂对环孢菌素A的转化效率[46]。

又如Cornelissen等在大肠杆菌重组体中表达来自P.
putida  GPo1外膜蛋白AlkL，使得CYP153A6对柠

檬烯(S-limonene)的羟基化速率提高了2–5倍[86]。

鉴于不同表达宿主的生理构造区别，对底物摄取

和产物泵出的效率不尽相同，我们也可以通过尝

试不同的宿主微生物来提高转化效率。

底物和产物对重组体的毒性目前主要通过更

换宿主来规避，如利用酿酒酵母表达CYP71D51V2

生产诺卡酮(nootkatone)，当累积量超过了100 mg/L
时对宿主菌产生毒性抑制[87]，而利用大肠杆菌重

组表达CYP109B1生产诺卡酮(nootkatone)，累积

量则可超过120 mg/L，且对大肠杆菌重组体无明

显抑制[88]。

除此以外，立足于整个细胞色素P450酶的反

应体系，一些物理化学的方法和策略也可提高催

化效率。例如在不影响酶活性的前提下，使用超

声波技术加快分子间的相互作用，可以提高细胞

色素P450酶的反应速率；利用磷脂纳米盘(nanodisc)

体系可以提高与膜结合的P450酶的稳定性和催化

效率；提高反应体系O2压力或选择溶氧量较高的

试剂，优化重组体细胞的发酵条件等均对提高

P450酶生物转化效果具有一定作用[89]。

6    结语和展望

细胞色素P450酶具有自然界最好的催化多能

性，可在温和条件下催化化学合成难以实现的复

杂有机化合物的选择性氧化反应，但是由于

P450酶的低稳定性、低活力以及对还原伴侣蛋白

和辅因子的依赖等因素限制了这一单加氧酶家族

的工业化应用。本文对上述优势和劣势均进行了

较为系统的阐述。现今，科学家们已经针对

P450酶工业化的这些问题作出了许多努力并积累

了大量经验教训，并且不断有P450酶成功应用于

微生物制药领域的案例出现。细胞色素P450酶的

催化机制和工程化改造一直是国际研究热点，但

关于P450酶与还原伴侣的相互作用研究还比较欠

缺，尤其是一些P450酶还苦于不能寻获其最佳还

原伴侣而无法进行详细研究和开发，因此通用性

高的还原伴侣选择及电子传递链优化策略的建立

迫在眉睫。在微生物药物创制领域，我们需要不

断加强对参与植物和微生物药用活性天然产物生

物合成中各种P450酶的基因资源挖掘、功能鉴定

和酶工程研究，按照合成生物学思路建立和充实
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P450催化元件库及还原伴侣蛋白库。在此基础

上，针对具有工业需求的目标化学反应开发最佳

的细胞色素P450酶及其还原伴侣，以优化的工程

菌株作为载体，开发新的工业P450酶和生物转化

方案。随着基因工程、酶工程、代谢工程及合成

生物学的不断发展，我们有理由相信，细胞色素

P450酶将在不久的将来更加广泛地应用于不同行

业领域，尤其是微生物药物创制领域。
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Abstract: Cytochrome P450 enzymes broadly exist in animals, plants and microorganisms. This superfamily of
monooxygenases holds the greatest diversity of substrate structures and catalytic reaction types among all enzymes.
P450 enzymes play important roles in natural product biosynthesis. In particular, P450 enzymes are capable of
catalyzing the regio- and stereospecific oxidation of non-activated C-H bonds in complex organic compounds under
mild conditions, which overrides many chemical catalysts. This advantage thus warrants their great potential in
microbial drug development. In this review, we introduce a variety of P450 enzymes involved in natural product
biosynthesis; provide a brief overview on protein engineering, biotransformation and practical application of P450
enzymes; and discuss the limits, challenges and prospects of industrial application of P450 enzymes.
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