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Известно, что представители низших эукариот, 
мицелиальные грибы, могут являться источником 
специфических Р450 монооксигеназ (CYP), спо-
собных катализировать введение гидроксильных 
групп по различным положениям стероидных суб-
стратов, что делает их важным объектом в  обла-
сти микробиологического синтеза ценных гидр-
оксистероидов (Nassiri-Koopaei, Faramarzi, 2015; 
Kristan, Rižner 2012; Durairaj et al., 2016; Girvan, 
Munro 2016).

Ранее нами был выявлен перспективный гриб-
ной штамм Curvularia sp. ВКМ F‑3040, обладаю-
щий крайне редкой для микромицетов способно-
стью катализировать реакцию 7β-гидроксилиро-
вания, сопряженную с введением гидроксильной 
группы в положение CH‑7α и возможностью син-
теза ценных 7-гидроксипроизводных (Коллеров 
и соавт., 2020). Изучение ферментативной гидрок-
силазной активности данного штамма и последую-
щий транскриптомный анализ позволили выявить 
кандидатный ген P450 (CYPI), экспрессия которо-
го значительно увеличивалась в ответ на индукцию 
клеток мицелия стероидным субстратом (Коллеров 
и соавт., 2022; Kollerov et al., 2023).

Целью настоящей работы являлось клонирова-
ние и гетерологическая экспрессия кандидатного 
гена CYPI штамма Curvularia sp. в клетках E. сoli 
BL 21 DE(3) с подтверждением функциональной 
активности рекомбинантного фермента.

Штамм мицелиального гриба Curvularia sp. ВКМ 
F‑3040 был получен из Всероссийской коллекции 
микроорганизмов (ВКМ ИБФМ РАН). Грибную 
культуру поддерживали на сусло-агаре. Для получе-
ния мицелия первой и второй генерации использо-
вали условия, описанные ранее (Kollerov et al., 2022).

Штаммы E. coli DH5 α и E. сoli BL 21 DE(3) выра-
щивали при 37 C в среде LB (г/л): триптон ‒ 10; дрож-
жевой экстракт — 5; NaCl — 10; агар — 15; рН 7.0

Суммарную РНК выделяли из индуцированно-
го ДГЭА мицелия Curvularia sp. с использованием 
набора RNeasy Mini Kit (“Qiagen”, США) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Обрат-
ную транскрипцию и синтез кДНК проводили на 
основе тотальной РНК с использованием M–MLV 
обратной транскриптазы (набор для синтеза кДНК 
MINT, “Evrogen”, Россия) в соответствии с прото-
колом производителя. Гомогенаты разрушенных 
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Разнообразие и уникальность грибных цитохромов Р450 (CYP), способных катализировать регио- 
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геназы катализировать гидроксилирование дегидроэпиандростерона в положениях 7α и 7β. Получен-
ные результаты расширяют знания о грибных стероидных гидроксилазах и открывают перспективы 
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клеток, несущих рекомбинантные плазмиды со 
вставками целевых генов CYPI и  POR смешива-
ли в равных пропорциях и центрифугировали при 
20000 об./мин в течение 30 мин. Полученный оса-
док (R20 000) и супернатант (S20 000) использовали для 
трансформации стероидного субстрата ДГЭА in 
vitro. Для проведения трансформации к 3 мл фрак-
ции R20 000 или S20 000 добавляли MgCl2 — 10 мМ, 
НАДФН — 1 мМ, ФАД — 10 мкМ, ФМН — 10 мкМ, 
стероид ДГЭА — 0.35 мМ и продолжали инкубиро-
вание при 220 об./мин и 28 C в течение 72 ч.

ТСХ и  ВЭЖХ анализ стероидных метаболи-
тов осуществляли в  условиях, описанных ранее 
(Kollerov et al., 2022). Времена удерживания (Rt): 
ДГЭА, 8.46 мин; 7α-ОН-ДГЭА, 3.53 мин; 7β-ОН-
ДГЭА, 3.38 мин.

Известно, что грибные гидроксилазы, участвую-
щие в реакциях гидроксилирования стероидных 
субстратов, требуют присутствия НАДФН-цито-
хром Р450-редуктазы (POR) для переноса элек-
тронов (Črešnar, Petrič, 2011). Среди транскриптов 
грибной культуры Curvularia sp., помимо обнару-
женного кандидатного гена cypI (1551 п. о.), был 
также выявлен ген por (2091 п. о.), кодирующий 
синтез редокс-партнера для цитохрома P450.

Выделение РНК является важным шагом для 
проведения последующей обратной транскрипции, 
синтеза кДНК и ОТ-ПЦР амплификации целевых 
генов (Sánchez-Rodríguez et al., 2008).

На основе суммарной РНК, выделенной 
из клеток индуцированного ДГЭА мицелия, был 
осуществлен синтез первой цепи кДНК. С  ис-
пользованием сконструированных ген-специ-
фических праймеров FPCYPI и  RPCYPI, а  так-
же синтезированной первой цепи кДНК и  Q5 
ДНК-полимеразы была проведена ОТ-ПЦР ам-
плификация кандидатных генов CYPI и POR. На 
рис.  1а, 1б представлены результаты амплифи-
кации кДНК последовательностей генов CYPI 
и POR, свидетельствующие о чистоте полученных 

ПЦР-продуктов и соответствии их исходным раз-
мерам (~1.6 и 2.1 т. п. о., соответственно).

ПЦР-продукты генов CYPI и POR были по от-
дельности клонированы в плазмидный экспресси-
онный вектор pET‑22b(+) под контроль Т7 промо-
тора. Полученные лигазные смеси использовали 
для трансформации компетентных клеток E. сoli 
DH5α с  последующим отбором положительных 
трансформантов на агаризованной среде LB, со-
держащей 100 мкг/мл ампициллина. Наличие вста-
вок целевых генов в рекомбинантных плазмидах 
выделенных из выборочных положительных транс-
формантов подтверждали экспресс-ПЦР-реакцией 
с использованием ген-специфических праймеров, 
а также рестрикционным анализом (рис. 1в, 1г).

Полученными рекомбинантными плазмидами 
pET‑22b(+)-CYPI и  pET‑22b(+)-POR была осу-
ществлена трансформация компетентных клеток 
E. coli BL 21 DE(3). Биоконверсию ДГЭА про-
водили in vitro с  применением клеточных фрак-
ций полученного рекомбинантного штамма бак-
терий. При трансформации ДГЭА клеточными 
фракциями контрольного штамма E. coli BL 21 
DE(3)-pET‑22b(+), несущего пустой вектор, обра-
зование гидроксилированных стероидов не выяв-
лено (рис. 2а, варианты 1, 2).

В то же время при использовании супернатанта 
S20 000 разрушенных клеток рекомбинантных штам-
мов E. coli BL 21 DE(3)-pET‑22b(+)-CYPI и E. coli 
BL 21 DE(3)-pET‑22b(+)-CPR после 72 ч инкуба-
ции в  среде конверсии отмечалось образование 
двух продуктов трансформации (соединения I и II) 
(рис. 2а, вариант 4).

Соединения I и  II были выделены и  на осно-
вании сопоставления с аутентичными гидрокси-
стероидами были идентифицированы как 7β-ОН-
ДГЭА и 7α-ОН-ДГЭА, соответственно (рис. 2б, 2в).

Следует отметить, что в  литературе сведения 
о  грибных монооксигеназах, осуществляющих 
7β-гидроксилирование стероидов, ограничены одной 

Рис. 1. Визуализация ПЦР-продуктов генов CYPI (а) и POR (б), амплифицированных с использованием в качестве 
матрицы первой цепи кДНК и рекомбинантной плазмиды pET‑22b(+)-CYPI (в) и pET‑22b(+)-POR (г) после об-
работки эндонуклеазами рестрикции NdeI/NotI и EcoRI/NotI, соответственно; гель-электрофорез на 0.8% агарозе 
(120 В; 40 мин) с окрашиванием этидиум бромидом; М — ДНК маркер (~0.5 мкг).
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публикацией, в которой упоминается способность 
гидроксилазы CYP5150AP3, выявленной в клетках 
мицелия Thanatephorus cucumeris, катализировать 7β- 
и 6β-гидроксилирование, однако данная активность 
проявлялась лишь в отношении кортексолона и те-
стостерона (Lu et al., 2019). В данной работе впервые 
идентифицирована грибная гидроксилаза, катализи-
рующая 7β-гидроксилирование ДГЭА.

Таким образом, изучение функциональной 
активности рекомбинантных ферментов CYPI 
и POR in vitro в отношении стероидного субстра-
та ДГЭА позволило сделать вывод в пользу того, 
что ген cypI в клетках грибной культуры Curvularia 
sp. кодирует синтез 7-гидроксилазы. Результаты 
расширяют представления о разнообразии стеро-
идных гидроксилаз микромицетов и  важны для 
биоинженерии микробных продуцентов ценных 
гидроксистероидов.
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Abstract—The diversity and uniqueness of fungal cytochromes P450 (CYP), capable of catalyzing 
the regio- and stereospecific hydroxylation of steroids, makes them important for microbiological 
synthesis of valuable hydroxysteroids. In the present work, the function of recombinant fungal P450 
monooxygenase (CYPI) of Curvularia sp. strain VKM F‑3040, a promising biocatalyst of 7-hydroxylation 
of androstane steroids, was studied. RT-PCR amplification of cDNA of the candidate CYPI gene and 
of the gene of its natural redox partner (POR), their cloning and heterologous expression in the cells of  
E. coli BL 21 DE(3) was carried out. In vitro experiments showed the ability of the obtained recombinant 
monooxygenase to catalyze hydroxylation of dehydroepiandrosterone at positions 7α and 7β. Our results 
expand the knowledge about fungal steroid hydroxylases and open up the prospects for the synthesis of 
valuable 7-hydroxysteroids by using recombinant producers.
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