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Введение. Важную роль в метаболизме различных органических соединений (ксенобиотиков) 
и стероидных гормонов играют микросомальные цитохромы Р450, преимущественно локализован-
ные в печени [1, 2]. Одним из наименее изученных форм цитохромов P450 печени является CYP1B1. 

Ген цитохрома P450 1B1 (CYP1B1) расположен на хромосоме 2p в 21–22-м регионе и состоит 
из 3 экзонов и 2 интронов, фермент состоит из 543 аминокислотных остатков и имеет молекуляр-
ную массу 56 кДа [3]. Индуцируется CYP1B1 полициклическими ароматическими углеводоро-
дами, гетероциклическими аминами, N-нитрозаминами и диоксинами. Установлено, что регуля-
ция экспрессии CYP1B1 осуществляется по механизму, сходному с  регуляцией экспрессии 
CYP1A1 и CYP1A2 [4–6]. 

CYP1B1 является минорной формой цитохрома Р450 в печени [7] и участвует в метаболизме 
N-нитрозаминов, различных полициклических ароматических соединений и стероидных гормо-
нов, таких как 17β-эстрадиол. В ходе гидроксилирования 17β-эстрадиола образуются 2- и 4-ги-
дроксипроизводные эстрадиола, которые затем могут взаимодействовать с ДНК, вызывая мута-
ции [8]. Показано, что ряд полиморфизмов СYP1B1 существенно изменяет каталитическую ак-
тивность фермента и его субстратную специфичность [8].

Помимо метаболизма стероидных гормонов, CYP1B1 метаболически инактивирует струк-
турно различные противоопухолевые препараты (доксорубицин, доцетаксел, и  тамоксифен) и, 
как следствие, приводит к резистентности опухоли к химиотерапии [9].

Показано, что ряд полиморфизмов CYP1B1 изменяет каталитическую активность фермента 
и его субстратную специфичность. Данные замены расположены в субстрат- и гемсвязывающих 
сайтах, которые кодируются вторым и третьим экзонами [8]. Недавние исследования показали, 
что ряд полиморфных замен приводит к повышению активности CYP1B1 и увеличивает частоту 
заболевания некоторыми видами злокачественных заболеваний [9]. Среди них рак простаты, рак 
легких, рак почек [10, 11]. Известно также, что ряд полиморфизмов CYP1B1 связан с соматиче-
скими заболеваниями, такими как аномалия Петерса и глаукома, однако механизм развития дан-
ных заболеваний не установлен [12, 13].

Известно, что получение белков при помощи бактериальных систем экспрессии является 
наиболее экономически выгодным, а получение цитохромов P450 из природного материала или 
реконструкция каталитической активности in vivo, как правило, сопряжено с рядом трудностей. 
Оценка каталитических параметров и установление продуктов реакций, катализируемых с по-
мощью бактосомных препаратов цитохромов P450 также имеет ряд ограничений и трудностей. 
В связи с этим цель данной работы – получение высокоочищенного препарата CYP1B1 дикого 
типа путем гетерологической экспрессии с дальнейшей хроматографической очисткой и изуче-
ние каталитических свойств белка. 

Материалы и  методы. Экспрессия, выделение и  очистка CYP1B1_cw02, CYP1B1_cw03. 
Ночную культуру клеток E.coli DH5α, содержащих целевую плазмиду, переносили в TBS-среду 
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в соотношении 1 : 200. В качестве селективного маркера использовали ампициллин в концентра-
ции 100 мкг/мл. Клетки растили в орбитальном шейкере при температуре 37 °С и перемешива-
нии 180 об/мин. Индукцию синтеза белка проводили добавлением ИПТГ в конечной концентра-
ции 0,5 мМ при оптической плотности А600, равной 0,7 (7 ч), а также добавляли предшествен-
ник биосинтеза гема – ω-аминолевулиновую кислоту до концентрации 0,65 мМ. Синтез белка 
производили при 26 °С и перемешивании 130 об/мин в течении 48 ч. Клетки осаждали центри-
фугированием при 3000 об/мин в течении 20 мин, осадок ресуспендировали в буфере A: 50 мМ 
калий-фосфатный буфер (КФБ), (pН 7,4), содержащем 0,3 M  NaCl, 20 % глицерин, 0,4 мМ PMSF 
и хранили при –74 °С. 

Клетки разрушали на приборе EmulsiFlex С5 (Avestin Inc., «Canada»), перед разрушением до-
бавляли 5 мкл бензоназы (25 u/мкл). Солюбилизацию белка производили при 4 °С, в  течение 
часа и постоянном перемешивании при добавлении 20%-ного раствора Chaps до конечной кон-
центрации 1 %. Осаждение несолюбилизированного материала производили с  ипользованием 
центрифугирования при 18 500 об/мин в течение часа. Супернатант отбирали и проводили даль-
нейшую хроматографическую очистку с  использованием сорбента Ni2+NTA-Сефарозы 6В. 
Колонка была предварительно уравновешена буфером А. После нанесения белка на Ni-NTA ага-
розу производили промывку 20 объемами колонки буфером А. Затем промывали 20 объемами 
колонки буфером А с градиентом имидазола от 25 до 80 мМ. Сбивку производили буфером В, 
содержащим 50 мМ  КФБ (pН 7,4), 0,3 М  NaCl, 20 % глицерин, 0,2 % CHAPS и 350 мМ имидазол 
при скорости потока 11 мл/ч. Полученные фракции разводили в  8 раз буфером, содержащим 
100 мМ Tris (pН 7,4), 0,3 М  NaCl, 20 % глицерин, 0,3 % СHAPS, 0,1 mM дитиотреитол, и прово-
дили вторую хроматографию на гидроксиапатите. После нанесения белка промывку производи-
ли буфером С: 10 мM КФБ (pН 7,4), 0,3 М  NaCl, 20 % глицерин, 0.3 % СHAPS, 0,1 мM дитиотре-
итол. Сбивку производили буфером D, содержащим 600 мМ КФБ (pН 7,4), 0,3 M  NaCl, 20 % гли-
церин, 0,3 % СHAPS. Полученные белковые фракции хранили при –74 °С.

Концентрацию целевого белка определяли исходя из разностного спектра поглощения ком-
плекса низкомолекулярного лиганда (СО) с восстановленным дитионитом натрия цитохромом 
P450, используя коэффициент молярного поглощения εА450 = 0,091 мМ–1 ∙ см–1. Разностные спек-
тры поглощения записывались с помощью прибора Shimadzu UV-3000. Для определения чисто-
ты белка и спиновой формы записывали абсолютный спектр поглощения на спектрофотометре 
Nanodrop 2000.

Определение молекулярной массы целевого белка и наличие примесных белков определяли 
при помощи электрофореза в полиакриламидном геле в денатурирующих условиях. В качестве 
маркера молекулярной массы использовали CSL-PPL «Сleaver scientific».

Разностное спектрофотометрическое титрование. Для определения лигандов активного 
центра производили разностное спектрофотометрическое титрование. Метод основан на детек-
тировании спектральных изменений в  результате межмолекулярного взаимодействия лиганда 
с железом гема в активном сайте фермента. Конечная концентрация раствора белка составляла 
1 мкМ; в  качестве буфера разбавления использовали 50 мМ калий-фосфатный буфер (pH 7,4). 
Данные титрования были аппроксимированы с  помощью алгоритма Левенберга – Марквардта 
в  программном пакете Origin 8.0. Определение константы диссоциации комплекса белок – ли-
ганд (Kd) производили по формуле:

	 A A
L R K L R K R L

R
t d t d t=
+ + − + + −

max

[ ] [ ] ([ ] [ ] ) [ ] [ ]

[ ]

0 0

2

0

0

4

2
,

где A – наблюдаемое изменение поглощения при концентрации лиганда [L]; Amax – изменение по-
глощения при концентрации лиганда [L], при которой происходит насыщение; [L]t – общая кон-
центрация лиганда; [R]0 – общая концентрация белка; Kd – константа диссоциации для комплек-
са белок – лиганд.

Реконструкция каталитической активности CYP1B1. Для реконструкции каталитиче-
ской активности препарат рекомбинантного CYP1B1 смешивали с  NADPH-цитохром P450 
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редуктазой (CPR) в  соотношении 1 : 2 и  выдерживали при комнатной температуре 5 мин. 
Добавляли 50 мМ  КФБ (pH 7,4) до конечного объема смеси 500 мкл, добавляли субстрат до кон-
центрации 100 мкМ, и выдерживали при 37 °С 10 мин. Реакцию запускали добавлением регене-
рирующей системы, содержащей изоцитратдегидрогеназу 1 ед/мл, изоцитрат натрия 2 мг/мл, 
NADPH 0,0191 мг/мл. Через заданные промежутки времени реакцию останавливали добавлени-
ем 10-кратного объема метанола. Полученную смесь упаривали под током аргона и растворяли 
в 100 мкл этанола.

Хроматографическое разделение продуктов реакции гидроксилирования 17 β-эстрадиола 
и  определение каталитических параметров реакции. Хроматографическое разделение про-
дуктов реакции осуществляли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии на при-
боре Agilent 1200. В качестве неподвижной фазы использовали колонку с инвертированной фа-
зой (Agilent eclips XDB-C18). В  качестве мобильной фазы для разделения продуктов реакции 
17 β-эстрадиола использовали водно-метанольный раствор (45 % вода и 55 % метанол) при изо-
кратическом разделении, а для разделения продуктов реакции остальных субстратов использо-
вали водно-метанольный раствор с линейным градиентом метанола от 42 до 70 %.

Результаты и их обсуждение. Для получения растворимого гомогенного препарата CYP1B1 
нами были использованы генетические конструкции на базе вектора pCW-LIQ, содержащие ко-
дирующую последовательность CYP1B1. Наличие последовательности, кодирующей CYP1B1 
в  экспрессионном векторе, проверялось секвенированием с  использованием наборов: («ABI 
PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycler Sequencing Kit», «Big Dye X Terminator 
Purification Kit» и  секвенатора Applied Biosystems 3130). В  конструкции CYP1B1_cw02 
из С-концевой последовательности были удалены 2 аминокислотных остатка и добавлена гекса-
гистидиновая последовательность, а  в N-концевой последовательности белка в  конструкции 
СYP1B1_cw02 была удалена часть гидрофобного трансмембранного домена длиной 27 амино-
кислотных остатков (MGTSLSPNDPWPLNPLSIQQTTLLLLLS) и введена оптимизирующая ами-
нокислотная последовательность (MAKKTSS) [14]. Для конструкции CYP1B1_cw03 на 
N-концевой последовательности белка был введен аланин после метионина, а  на С-концевой 
были введены серин и  треонин и  гексагистидиновая последовательность. Такая модификация 
белка была произведена, поскольку удаление трансмембранного сегмента позволяет получить 
«растворимый» и  стабильный препарат мембраносвязанного белка, а  введение оптимизирую-
щей последовательности позволяет увеличить выход белка в  бактериальной системе экспрес-
сии  [15]. В  результате проведения экспрессии и  хроматографической очистки высокий выход 
белка показала конструкция СYP1B1_cw02, который составил 12,43 мг/л. 

На рис. 1 приведены спектральные характеристики полученного препарата белка. Как видно 
из разностного спектра поглощения СYP1B1 с низкомолекулярным лигандом (СО), максимум по-
глощения в полосе Соре в результате батохромного сдвига приходится на 450 нм, что соответ-
ствует характерному спектру нативной формы цитохромов P450. Для комплекса СYP1B1_cw03 
с низкомолекулярным лигандом (СО) максимум поглощения в полосе Соре приходился на 420 нм, 
что свидетельствует о наличии денатурированной формы цитохрома P450 – цитохрома Р420. 

Абсолютный спектр поглощения препарата CYP1B1_cw02 предствлен на рис. 1. Максимум 
поглощения гема 417 нм, что соответствует низкоспиновой форме Fe3+. Спектрофотометрический 
индекс A417/280, характеризующий чистоту белка, равен 0,9. 

Результаты ПААГ электрофореза в денатурирующих условиях подтверждают высокую сте-
пень чистоты препарата CYP1B1_cw02, а выделенный белок по массе соответствует теоретиче-
ски рассчитанной, т. е. ~ 54 кДа (рис. 2). 

С  целью выявления потенциальных лигандов активного центра СYP1B1 был произведен 
скрининг среди стероидов, поскольку данный фермент связан с патологическими состояниями 
организма, возникающими в результате нарушений метаболизма стероидов. В частности, пред-
полагают, что механизм развития глаукомы связан с метаболизмом 17 β-эстрадиола, как медиа-
тора. 17 β-эстрадиол индуцирует экспрессию гена миоцилина, ассоциированного с  глаукомой. 
CYP1B1 гидроксилирует 17 β-эстрадиол до 2- и 4-гидроксипроизводных. Мутации гена CYP1B1, 
ассоциированные с  глаукомой, приводят к  снижению его каталитической активности [16]. 
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Рис. 1. Cпектры поглощения препаратов CYP1B1_
cw02 и  CYP1B1_cw03: 1а  – разностный спектр 
поглощения препарата CYP1B1_cw02, 1б  – 
абсолютный спектр поглощения препарата 
CYP1B1_cw02, 1в – разностный спектр поглощения 

клеток E.coli, содержащих CYP1B1_cw03

Рис. 2. Электрофорез в 12%-ном ПААГ в денатурирующих условиях очищенных препаратов цитохрома CYP1B1. 1 – 
клетки после индукции, 48 ч, 2  – не связавшаяся с  Ni-NTA фракция, 3  – мембраны после солюбилизации, 4  – 
супернатант после солюбилизации, 5,  9  – маркер молекулярной массы CSL-PPL (10-175kDa), 6, 7, 8  – фракции 

полученного препарата CYP1B1_ cw02
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Другим возможным медиатором может являться витамин А, который также метаболизируется 
СYP1B1 [17]. Однако в литературных источниках нет данных о взаимодействии СYP1B1 с мине-
ралокортикоидами, глюкокортикоидами и андрогенами, важной функцией которых является ре-
гуляция минерального обмена. Данные разностного спектрофотометрического титрования при-
ведены в  таблице. Было установлено взаимодействие по первому типу спектрального ответа 
с тестостероном, прогестероном, прегненолоном, дезоксикортикостероном, а в случае альдосте-
рона и тестостерон пропионата наблюдался обратный первый тип спектрального ответа.

Параметры, характеризующие взаимодействие CYP1B1 со стероидами

Лиганд ΔAmax Kd, мкМ

Прогестерон 0,075 29,06 ± 5,56
Тестостерон 0,018 69,12 ± 17,20

Тестостерон пропионат 0,014 0,12 ± 0,08
Прегненалон 0,019 1,42 ± 0,18

Дезоксикортикостерон 0,044 86,28 ± 16,22
Кортизон Нет взаимодействия –
Кортизол Нет взаимодействия –

Альдостерон 0,019 5,56 ± 1,11

Для оценки каталитических параметров реакции с участием СYP1B1 была реконструирована 
каталитическая система с хорошо изученным субстратом 17 β-эстрадиолом. Нами подтверждено 
образование 2- и 4-гидроксилированных продуктов 17 β-эстрадиола, а скорость реакций гидрок-
силирования составила соответственно 0,057 и 0,15 мин–1 для данных продуктов реакции 
(рис. 3).

Рис. 3. Хроматограммы продуктов реакции гидроксилирования 17 β-эстрадиола препаратом CYP1B1

Выводы. Нами разработана эффективная система гетерологической экспрессии и  получен 
гомогенный препарат CYP1B1_cw02 с высоким выходом 12,43 мг/л, тогда как «дикая» полнораз-
мерная форма гемопротеида синтезируется в денатурированном виде в бактериальной системе 
экспрессии. Проведен скрининг лигандов активного центра фермента и  выявлено взаимодей-
ствие CYP1B1 с тестостероном, тестостерон пропионатом, прогестероном, прегненолоном, дезо
ксикортикостероном. В результате реконструкции каталитической активной системы выявлено 
образование продуктов гидроксилирования CYP1B1 для прогестерона, дезоксикортикостерона, 



но не обнаружены продукты реакции гидроксилирования альдостерона. Для установления меха-
низмов развития глаукомы необходимо получение мутантных форм фермента, связанных с за-
болеванием, установление каталитических параметров и продуктов гидроксилирования.
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Heterologous expression, isolation, purification, physical and chemical properties 
of recombinant human cytochrome CYP1B1

Summary

In order to study the catalytic properties of CYP1B1 toward a number of steroid compounds, we have developed an effec-
tive system of heterologous expression of hemoprotein in E.coli and isolated the preparation of recombinant CYP1B1 «solu-
ble» form in a highly purified state. The interaction parameters of the purified enzyme with steroid ligands have been deter-
mined.


