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1955 年，Axelrod［1］在鼠肝内质网上发现存在一些

能参与氧化代谢的酶系，并且以还原型烟酰胺腺嘌呤

二核 苷 酸 磷 酸 ( NADPH ) 作 为 还 原 剂。Omura 和

Sato［2］证实该酶系被还原后能与一氧化碳( CO) 结合，

并在 450 nm 处有特征吸收峰( Soret 吸收峰) ，并命名

为细胞色素 P450( Cytochrome P450，CYP450) ，但变性

的细胞色素 P450 与 CO 的结合光谱峰不在 450 nm 而

在 420 nm 处，CO 差示光谱是 P450 定性和定量分析的

重要方法。
细胞色素 P450 是一类由含铁血红素蛋白组成的

超家族单加氧酶，广泛存在于古细菌、病毒、原虫和高

等动植物等生命体中，现已命名的 P450 基因已超过 4
万个［3］。对于高等哺乳动物，细胞色素 P450 不仅参

与内源性化合物如类固醇、脂肪酸、激素、生物胺、维生

素以及白三烯等的生物合成与代谢，还催化多样的异

生物质代谢，如药物、致癌物、诱变剂、植物次生物质与

环境中其他污染物等，因此细胞色素 P450 被认为是

功能多样的生物催化剂［4］。
药物动力学与毒理学研究需要大量具有功能活性

的 P450，传统的体外药物代谢研究多采用肝微粒体或

肝细胞培养，但是肝组织中含有多种形式的 P450，利

用蛋白质分离纯化技术得到单一 P450 受到来源短

缺、结构相似和易于变性等因素的限制。另外，由于

P450 的基因多态性，从某一个体组织得到的结果并不

能真实反映其他个体或群体中的活性［5］。随着分子

生物学技术的发展，异源表达 P450 活性成为研究其

功能活性的有效手段。除了主要在药理及毒理学领域

应用，P450 异源表达系统还被应用到其他多领域研究

中，如昆虫抗药性与植物次生物代谢等。在真核与原

核等不同的 P450 异源表达系统中，各种方法均有优

势与不足，本文在系统比较几种主要 P450 异源表达

系统的基础上，重点对大肠杆菌( Escherichia coli) 原核

表达系统中影响 P450 异源表达的各因素进行分析，

以期对该系统的应用提供一定的基础数据支持。

1 细胞色素 P450 异源表达系统的比较与应用

P450 在生物体分布的广泛性、种类的多样性、含

量的不确定性和活性的不稳定性，使得从生物组织中

分离纯化单一 P450 进行相关研究较为困难，由此推

动了 P450 异源表达系统的研究应用。目前，已有多

种异源表达系统成功表达出 P450 的功能活性，包括

酵母、哺乳动物细胞( 如原淋巴细胞、COS 细胞、CHO
细胞、HepG2 细胞等) 、杆状病毒介导的昆虫细胞与大

肠杆菌 E． coli 等表达系统［6-9］。酵母表达系统具有真

核生物的内质网膜结构，通过基因工程改造后可自身

表 达 细 胞 色 素 P450 还 原 酶 ( cytochrome P450
reductase，CPＲ) 而无需外源引入表达，但有重组活性

不稳定的可能。哺乳动物细胞在表达自身 P450 时，

最接近于生物体真实的“生理环境”，如通过肝细胞培

养来表达人 P450 时能提供膜环境和其他辅助因素，

但肝外组织的 P450 在其中表达可能出现问题。早期

所使用的哺乳动物细胞系统表达 P450 水平很低，用

正常的光谱学方法无法检测其含量，后来该系统逐步

优化使得表达水平不断提升; 然而，该方法主要局限于

较低水平表达哺乳动物 P450，且对技术要求较高，不

适于大规模培养。杆状病毒介导的 Sf9 细胞( 来自草

地夜蛾 Spodoptera frugiperda) 表达系统已成为表达大

量膜结合且具有催化活性 P450 的有效手段，培养过

程中血红素( heme) 的加入可保证足够的血红素蛋白

合成，该系统无需对 P450 的基因序列进行修饰，也没

·142·毒理学杂志 2021 年 6 月第 35 卷第 3 期 J Toxicol June 2021 Vol. 35 No. 3

DOI:10.16421/j.cnki.1002-3127.2021.03.012



有内源性 P450 干扰，但由于不含 P450 还原酶基因

CPＲ，因此需要与 P450 进行共表达，同时该系统也存

在对血红素吸收效率较低的问题。
在所有表达系统中，大肠杆菌表达系统在外源

蛋白质表达方面表 现 出 独 有 的 特 点 而 受 到 广 泛 关

注。已有大量的细胞色素 P450 在该系统中得到成

功表达，该 系 统 的 优 势 在 于 技 术 要 求 较 低、操 作 简

便、成本低廉、易于吸收血红素、背景 P450 干扰小，

以及相对容易获得较高表达水平等，可供选择的载

体与表达 菌 株 较 多，易 于 对 序 列 进 行 加 工 修 饰; 同

时，该系统也适合大规模培养，为开展药物代谢以及

蛋白结构测定等研究提供足够蛋白［5］。由于大肠杆

菌作为原核生物的固有特性，该系统面临的最大问

题是由于缺乏真核 生 物 特 有 的 膜 系 统 而 无 法 满 足

P450 等膜蛋白的定位要求，也不能对蛋白进行翻译

后或共 翻 译 修 饰 或 正 确 折 叠，同 时 缺 乏 内 源 性 的

P450 还原酶与其他成分来参与 P450 酶系的电子传

递。尽管存在上述不足，研究人员通过多种手段来

解决上述问题，如对序列 N 端进行适当修饰、与细胞

色素 P450 还原酶共表达或融合表达、与分子伴侣共

表达、利用细菌信号肽进行细胞周质表达等，为 P450
在药理学、毒理学、生物化学以及生物物理学方面的

研究提供支持［9-12］。
对于不同 P450，对表达系统的选择不仅要考虑上

述各因素，还取决于表达产物与宿主细胞的兼容性、蛋
白的稳定性以及与内源性或 /和超表达的氧化还原搭

档的偶联效率等。表 1 从不同角度对上述几个 P450
异源表达系统的优势与局限性进行比较分析。

表 1 细胞色素 P450 不同异源表达系统特点比较分析［7，13］

项目 酵母 哺乳动物细胞 昆虫细胞 Sf 9 大肠杆菌

表达水平 中等( 1～3 nmol /L)
中等偏低( 20 ～ 100 pmol /mg

蛋白) ，有时很难检测到
较高( 74～132 nmol /L) 高( 150～500 nmol /L)

技术要求 低 高 较高 低

培养成本 相对较低 高 高 低

大规模培养 适合 不适合 不适合 适合

辅助因子( 如血红素) 添加 不需要 不需要 需添加外源血红素 需添加血红素的前体 δ-ALA

内源 P450 活性的干扰 存在 存在 存在 不存在

对 CPＲ 的要求
利用内源 CPＲ，但效率

可能较低
利用内源性 CPＲ 必须共表达 CPＲ

必须共表达 CPＲ，有时可能需

要细胞色素 b5 存在

对序列 N 端修饰
不需要( 适当修饰可增

加表达量)
不需要 不需要 绝大部分需要

翻译后修饰 存在 存在 存在 不存在

建立可靠系统的时间* 约 3 个月 约 6 个月 约 2～3 个月 约 3 个月

培养周期 几天～1 周 数周 几天～1 周 约 1～2 d

注: * 该时间是指示性的，仅代表了不同研究者的个人经验，包括对目标 P450 进行基因克隆、系统构建与稳定表达的时间。

2 细胞色素 P450 在大肠杆菌 E．coli 中的异源表达

P450 的结构与功能是药理学与毒理学领域的重

要研究内容，例如通过大肠杆菌 P450 重组表达系统

研究药物的代谢途径，预测其生物利用率、毒性以及药

物之间的互作效应，还可以利用定点突变来分析 P450
基因多态性与功能活性的关系。

随着 E．coli 原核表达系统的不断优化改进，针对

表达 P450 的不足，从过去单纯的诱导表达到采用多

种策略优化表达效果，使得其成为研究 P450 结构功

能的重要手段。这些技术优化包括氨基端序列修饰、
分子伴侣共表达、载体选择、人工合成基因优化密码子

频率等。考虑到影响 P450 表达量与细胞定位的诸多

因素，难免会出现表达水平偏低的情况。下文对 P450

原核表达过程的主要影响因素和部分技术参数进行分

析汇总。
2. 1 表达载体与 E．coli 菌株的选择 自 Barnes 等［9］

( Waterman 研究小组) 于 1991 年首次用大肠杆菌成功

表达牛 P45017A1，其采用的 pCWOri+表达载体与菌株

已被广泛推广使用。pCWOri+是 pHSe5 质粒的衍生

物，碱基数约 5 000bp，具有氨苄青霉素抗性，其特点是

含有两个串联的 tac 强启动子由 Lac 和 trp 启动子人

工构建的杂合启动子，启动能力强于 Lac 和 trp，可被

异丙基-β-d-硫代半乳糖苷( IPTG) 诱导，启动子的下游

是 Nde I 限制性酶切位点( CATATG) ，而该酶切位点

恰好含有翻译起始密码子 ATG，可保证目的基因正确

的插入方向。该质粒还携带 lacIq 基因，能有效阻止重
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组质粒在 IPTG 加入之前的渗漏表达，从而实现严谨

的诱导调控。此外，该载体还含有一段强 trpA 转录终

止序列、M13 噬菌体的 DNA 复制起点和较丰富的多克

隆位点。上述特点是其被广泛应用的主要原因。对人

P450 进行原核表达时，常使用的 E．coli 菌株是 JM109
和 DH5α，另外还有许多菌株也已成功用于 P450 表

达，如 MV1304、XL1-Blue 和 C41 ( DE3 ) 等［14-16］。总

之，在实际表达过程中可根据目标 P450 序列特征与

研究目的，必要时通过预试验筛选来确定最佳表达载

体和菌株［5］。
2. 2 对 P450 基因编码序列的修饰策略 通过对编

码蛋白的基因序列进行修饰可影响其在原核表达系统

中的识别性。在 P450 原核表达系统中主要有两种序

列修饰策略，最常见的是对 P450 氨基端( N 端) 序列

进行突变以便表达产物定位于原生质膜，从而获得膜

结合状态的活性 P450，这也是本文关注的重点［10］。
另外一种策略是对信号肽序列截短 /修饰使表达产物

定位于细胞质，进而获得可溶形式的 P450，主要用于

晶体结构的解析［15］。
大肠杆菌的原核生物特性在为 P450 表达带来许

多便利的同时，表现出其不足，如与真核生物不同的密

码子偏好以及对转录调控区域和目的基因 5 末端碱基

的特殊要求( AT 含量不能太高，否则形成二级结构) 。
所以，将真核生物 P450 的天然 cDNA 序列直接在大肠

杆菌中进行表达，表达产物含量可能较低。此外，另外

一个必要因素就是 P450 表达产物对膜系统的依赖

性，要求表达产物依靠 NH2-端的疏水性氨基酸序列高

效锚定于细胞质膜上，否则会导致表达产物聚集变性。
基于上述原因，各研究中对 P450 原核表达系统的优

化主要集中在对其编码区 NH2-端的碱基进行修饰替

换，目的是提高 E．coli 对其翻译效率并有效锚定于生

物膜 表 面。所 有 NH2-端 修 饰 都 基 于 一 个 假 设，即

P450 蛋白 NH2-端的疏水性序列仅作为与膜结合的锚

定序列发挥作用，而在催化反应、底物结合以及与细胞

色素 P450 还原酶 CPＲ 或细胞色素 b5 偶联的过程中

并不发挥直接作用，不会改变重组 P450 的酶学特征。
此外，P450 蛋白的 NH2-端疏水性序列对整体在膜上

的定位起主要作用，但去除该区域后的表达产物( 如

CYP2E1) 仍有一部分能定位在膜上，这表明该蛋白的

其他区域( 如 F-G 螺旋) 也发挥跨膜结合的作用。总

之，对 P450 基因 cDNA 的 NH2-端进行修饰替换已成

为 E．coli 表达 P450 过程中不可或缺的步骤，也是表达

成功与否的关键环节。

Barnes 等［9］起初将牛 CYP17A1 原始的 cDNA 序

列载入很多不同的表达载体均未成功，在对 CYP17A1
的 NH2-端序列进行分析后发现这一区域对 E． coli 表

达外源蛋白水平有重要作用，因为 E．coli 的 mＲNA 在

该区域富含腺嘌呤核苷酸( A) 和尿嘧啶核苷酸( U) ，

于是基于 PCＲ 对外源 P450 的 cDNA 序列前 7 个密码

子进行合理变换( 即 17-α 策略) ，具体是将第 2 个密

码子 TGG( 色氨酸 Trp) 变成 E．coli 在表达 lacZ 基因时

在该位置较为偏爱的 GCT( 丙氨酸 Ala) 密码子，将第

4、5 位密码子突变为 TTA( 沉默突变) 。此外，分别将

第 6、7 位密码子的最后一个核苷酸沉默突变为腺嘌呤

( A) 和胸腺嘧啶( T) ，以此增加 AT 含量从而减少稀有

密码子使用率和 mＲNA 形成二级结构( 可能阻止蛋白

翻译) 的可能。通过上述碱基的修饰，CYP17A1 的氨

基酸序列由 MWLLLAVF 变成 MALLLAVF，其表达水

平提高至 16 mg /L 培养基，而且绝大部分被整合到膜

上。在加入鼠肝 CPＲ 提取物后，对不同底物均表现出

很强的催化活性( 如 17-α 羟化酶和 17，20-裂解酶活

性) ，这表明对 NH2-端序列的合理修饰提高了 P450 表

达水平，但并未影响其催化活性［9］。随后，许多研究

者开始采用 17-α 策略，将目的 P450 蛋白的 NH2-端疏

水性序列与 CYP17A1 修饰后的前 8-9 个氨基酸序列

进行比对，然后对目的基因序列进行相应的修饰达到

相似序列。中国科学院动物研究所利用 17-α 策略对

多个物种来源的 P450 进行了成功表达，如 Yang 等［17］

成功表达鸡 P450( CYP1A4) 对模式底物及药物喹烯酮

和卡巴氧表现出代谢 活 性，Yuan 等［18］ 成 功 表 达 鸡

P450( CYP3A37) 对 T-2 毒素的羟基化活性，Liu 等［19］

成 功 表 达 棉 铃 虫 P450 ( CYP9A12、CYP9A14 和

CYP9A17) 对 模 式 底 物 的 氧 脱 甲 基 活 性 ( MＲOD /
BＲOD /EＲOD) ，Tian 等［20-21］ 报道了棉铃虫 CYP6B6、
CYP9A12、CYP9A14 和 CYP9A17 原核表达产物分别

对顺式氰戊菊酯( esfenvalerate) 、辣椒素( capsaicin) 等

表现 出 羟 基 化 与 脱 氢 活 性。例 外 的 是，Kim 等［22］

( 2008) 使用 E． coli 系统成功表达了没有进行任何修

饰和采用 17-α 策略修饰的两种形式的 CYP1A2，发现

在优 化 条 件 ( 32 ℃ 培 养) 下，前 者 表 达 量 达 到 650
nmol /L 培养基，与后者相当，同时第二位密码子的替

换与否对表达水平没有实质影响。综合分析相关研究

对 P450 序列 NH2-端的修饰策略可知，有小部分序列

未经修饰也可以成功表达，但 17-α 策略普遍对 P450
的原核表达起到了根本性的改进。

由于不同 P450 的 NH2-端序列需进行不同的截短
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与突变，17-α 策略缺乏一个简单通用的修饰方法，且

改变了 蛋 白 的 原 始 序 列。针 对 这 一 问 题，Pritchard
等［10］报道了一种改进的策略，将 P450 的 NH2-端与细

菌信号肽 ompA 进行融合( 称其为 ompA 策略) ，而对

P450 的原始序列不作修改，之前已有研究采用该方法

成功表达了人载脂蛋白、鼠 细 胞 色 素 P450 还 原 酶

CPＲ 等 膜 蛋 白［23-24］。细 菌 信 号 肽 可 将 翻 译 的 新 生

P450 多肽链引导至细菌内膜，然后信号肽被切除从而

留下成熟的 P450 蛋白。该方法与 17-α 策略相比主要

有以下几个优点: 首先，无需对 P450 的 cDNA 序列进

行优化改变; 其次，前导序列( 即信号肽) 固有的靶向

于膜的特性有助于提高膜组分制备过程中 P450 的活

性回收率; 第三，该策略降低了核糖体结合位点和起始

密码子周围形成二级结构的可能性，增加序列的“可

翻译性”。最后，E． coli 表达系统翻译停止的主要原因

是目的基因的前 25～30 个密码子中含有稀有密码子，

而使用融合天然信号肽的策略也降低了稀有密码子造

成的不利影响。Pritchard 等［10］分别将 pelB 和 ompA 两

种信 号 肽 融 合 到 CYP3A4 进 行 表 达，发 现 ompA-
CYP3A4 表达水平更高( 与其在杆状病毒介导的 Sf9
昆虫 细 胞 中 的 表 达 水 平 相 当，高 于 人 肝 微 粒 体 中

CYP3A4 含量) ，而且与 17-α 策略表达产物相比，在膜

组分制备过程中 P450 活性回收效率更高。然而，在

该研究中融合表达产物 ompA-CYP3A4 的信号肽并未

被有效切除( 虽然对活性没有显著影响) ，原因可能是

信号肽酶的可利用性受到限制。为此，研究组提出了

改进后的 ompA+2 策略，即在 ompA 信号肽与 P450 序

列之间添加丙氨酸和脯氨酸( Ala-Pro) 两个氨基酸，可

提高对信号肽的切割效率。
2. 3 细胞色素 P450 还原酶 CPＲ 的获得方式 P450
活性重组体系中必须有氧化还原搭档 CPＲ( 负责电子

转移) 的存在。有 2 种途径可以获得，第一种途径是

在活性重组体系中加入可与 P450 发生互作的外源

CPＲ( 必要时使用超声波辅助) 。Barnes 等［9］( 1991)

在 CYP17A1 表达产物中利用 E．coli 电子转移系统得

到重组活性，但低于与鼠 CPＲ 重组活性，表明不同来

源的 CPＲ 具有很强的功能互换性。第二种途径是将

CPＲ 与 P450 两个目标基因融合表达或利用双顺反子

系统共表达。Yun 等［5］报道将牛 CYP17A1 与鼠 CPＲ
成功融合表达，但该方法使用较少，可能因为对原始序

列进行了较 大 程 度 的 改 变 且 活 性 不 能 获 得 明 显 改

善［11，13］。双顺反子表达系统包括两种形式，即双质粒

和单一质粒，前者是利用两个相容质粒分别携带 P450

与 CPＲ 进行共表达，后者是将两个目的基因连接到同

一载 体，共 享 同 一 启 动 子 或 分 别 利 用 各 自 的 启 动

子［10，25-27］。Pritchard 等［25］认为利用单一质粒共表达

系统在更换目的基因序列时会出现很多不便，故利用

分别携带人 CYP2D6 和 CPＲ 基因的 pCWOri+( 氨苄青

霉素抗性) 和 pACYC184( 氯霉素抗性) 双质粒在 E．coli
进行共表达，无论 CYP2D6 的表达水平、重组活性还是

CPＲ 对细胞色素 c 活性都取得成功。Tian 等［20-21］利

用 上 述 方 法 构 建 了 棉 铃 虫 CYP6B6、CYP9A12、
CYP9A14 和 CYP9A17 基因与 CPＲ 基因的原核双顺反

子表达系统。
2. 4 对其他辅助因子的需求 细胞色素 P450 酶系

中还需有一些其他辅助因子的存在，如负责提供电子

的 NADPH 以及与 P450 共价结合的血红素分子; 还有

一些研究中为了尽可能模拟真实的生物体环境并改善

酶活性，在重组体系中加入细胞色素 b5 和几种类型磷

脂的混合物［5］; 使用分子伴侣 ( 如 Hsp40 和 GroES /
GroEL) 也可帮助 P450 构象的折叠［17］。在此，仅对

NADPH 和血红素两个必需因素进行论述。在原核表

达系统中，一般通过 NADPH 再生系统或直接添加

NADPH 来为 CPＲ 提供必需的还原力。然而，有研究

用 P450( CYP2D6 与 CYP3A4) 原核表达产物即完整的

E．coli 细胞直接进行底物活性测定时发现，即使反应

体系中不添加 NADPH 也可以达到用膜组分( 加入外

源 NADPH) 测定的活性水平，这表明在初始培养条件

下，底物的摄入与辅助因子的可利用率均不会成为

E．coli中 P450 表达产物活性的限制因素，而一旦分离

出膜组分，则失去了辅助因子，就需要额外添加［25］。
因此，直接利用 E．coli 细胞进行活性研究也有望成为

一种生物反应器。在 P450 功能体系中，血红素是不

可或缺的组分，任何体系中都必须保证其与 P450 有

效结合。在 E．coli 表达系统中，通常在培养基中加入

血红素的前体 δ-氨基乙酰丙酸( δ-ALA) ，它是合成血

红素必不可少的前体物质。尽管在不添加外源 δ-ALA
的情况下 CYP2D6 表达产物也有典型的 P450 光谱活

性，但大部分研究中，在反应体系中添加 δ-ALA 用于

提高 P450 表达量［25］。
2. 5 培养条件 在 P450 原核表达过程中，通常将含

有目的载体的单克隆在含有抗生素的液体 LB 培养基

中过 夜 培 养 ( 37 ℃ ) ，然 后 按 一 定 比 例 转 入 Terrific
Broth( TB) 培养基中继续培养( 28 ～ 32 ℃ ) ，TB 培养基

中含有 δ-ALA、维生素 B12、微量元素、抗生素等，待培

养基光密度 A600达到 0. 7 ～ 1. 0 时，加入 IPTG 诱导，也
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有个别研究起初就在 TB 培养基中加入 IPTG［11］。诱

导表达阶段的培养温度对 P450 的生成至关重要，一

般要低于 32 ℃，温度太高会导致蛋白合成速度太快，

构象折叠错误，并可能形成包涵体。因此，低温诱导可

保证有足够的时间使蛋白质正确折叠，并充分摄入血

红素分子。当然，也有研究在 37 ℃诱导表达 P450( 如

CYP1A2，CYP3A4) ，结果与 28 ℃ 诱导水平差异无统

计学意义［5］。培养基的通气状况也是经常被忽视的

问题，通风不好会影响菌体生长和蛋白表达。所以，培

养基体积不能超过培养容器容积的 1 /5，而且随着培

养规模成比例增大，也会出现表达量下降的情况。此

外，培养基中的抗生素( 如氯霉素) 在提供选择压力并

防止杂菌生长的同时，还能起到类似于冷休克的作用，

能提高 P450 表达水平［28］。

3 结束语

自从第一次将牛 CYP17A1 在 E． coli 中成功表达

后，近年来在 P450 原核表达系统与蛋白质工程方面

已经取得了很大的进展，对相关学科产生了良好的促

进作用，加深对 P450 结构与功能关系以及 P450 与底

物结合机理的认识，而且有助于药物代谢的预测，从而

进行合理的药物设计( 如抗癌药物) 。P450 代谢活性

的研究对毒理学、药理学以及药物代谢动力学也产生

重要影响，该系统在遗传毒性试验研究中能克服其他

表达系统的不足之处，可用于药物非临床安全性评价，

其结果可直接运用于指导药物临床试验等相关应用工

作。总之，对该系统的合理应用与发展有助于相关领

域的基础与应用性研究工作。
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