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摘  要：【目的】研究稻瘟菌 CYP51 蛋白 F 螺旋区保守氨基酸残基与烯唑醇的相互作用机制，为

稻瘟病菌新型高效特异杀菌剂的开发提供理论依据。【方法】设计稻瘟菌 CYP51 蛋白 F 螺旋区保

守氨基酸残基突变体 P222C、P222H、I223A、I223W、N224A、N224S，截去 N 端跨膜区 36 个氨

基酸后，在大肠杆菌 BL21(DE3) Rosetta 菌株中过量表达，采用结合光谱法分析诱导蛋白对烯唑醇

的结合能力。【结果】表达的目标蛋白均保持了对药物的结合能力，呈现出 II 型的结合光谱曲线。

相对于野生型蛋白，突变体 I223W 和 I223A 对烯唑醇的结合常数 Kd值基本不变，N224S、N224A、

P222C 的 Kd值都略有增大，无显著性差异(P>0.05)，但是，P222H 的 Kd值有了显著的增大(P<0.05)，
表明突变体 P222H 对烯唑醇的亲和能力显著降低。【结论】稻瘟菌 CYP51 P222 位点的疏水性与

药物结合密切相关。 
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Abstract: [Objective] The interaction between the conserved amino acid in Magnaporthe oryzae 
CYP51 F helix and Diniconazole was studied, aiming to help for designation of new specific and 
effective demethylase inhibitors for M. oryzae. [Methods] Six mutants (P222C, P222H, I223A, I223W, 
N224A, N224S) of M. oryzae sterol 14α-demethylase (MGCYP51) F helix were constructed with 
truncation of N-terminal 36 residues and heterologously expressed in Escherichia coli BL21(DE3) 
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Rosetta. The binding ability of the recombination proteins to the diniconazole was detected by using 
the binding spectrum method. [Results] All of the recombination proteins had the activity to binding to 
the diniconazole and presented type II spectrum. Compared with the wild type protein, the Kd values of 
the mutations I223W and I223A binding to diniconazole were essentially unchanged, and the Kd values 
of N224S, N224A, P222C increased slightly with no significant difference (P>0.05), while the Kd of 
P222H increased significantly (P<0.05), indicating that the ability of the mutation P222H binding to 
the diniconazole significantly reduced. [Conclusion] The hydrophobic of the site P222 could play a 
major role in the binding of MGCYP51 to the diniconazole. 

Keywords: Magnaporthe oryzae, Diniconazole, CYP51, Mutation, Binding spectrum 

由 Magnaporthe oryzae (无性世代 Pyricularia 
oryzae Cav.或 Pyicularia grisea Sacc.)引起的稻瘟病

是水稻三大病害之一，具有“水稻癌症”之称。20 世

纪 90 年代以来，我国稻瘟病的年发生面积均在

380 万 hm2 以上，年损失稻谷达数亿千克，经济损

失可达数十亿美元[1-3]。稻瘟病的防治有着重要的经

济价值、社会价值和生物学意义，是植保行业的重

要研究内容。 

目前，用唑类药物进行化学防治是控制稻瘟病

危害的重要手段 [4-5] 。 14α- 去甲基化酶 (Sterol 

14α-demethylase，CYP51)是唑类药物与稻瘟菌作用

的靶酶，该酶是真菌细胞膜重要成分麦角甾醇合成

过程中的关键酶[6]。唑类药物的三唑环或咪唑环上

存在的孤对电子可以与靶酶血红素辅基的 Fe 原子

形成配位键，阻碍血红蛋白与氧的结合而无法完成

底物羟基化反应，使得真菌麦角甾醇大量缺乏，起

到抑菌的效果[7-8]。 

由于唑类药物作用靶点单一，长期使用导致抗

药性的频繁发生[9]，因此药物与靶酶 CYP51 的相互

作用机制一直是学者们研究的热点。研究者发现，

在 CYP51 的三维结构中，F 螺旋区富含芳香族氨基

酸，并推测这些芳香族氨基酸是抑制剂选择作用的

基础[10-11]。本实验室前期研究表明，稻瘟菌 CYP51 
F 螺旋区中氨基酸残基 F220 突变后，导致突变蛋白

与烯唑醇不再结合。此外，在稻瘟菌 CYP51 F 螺旋

区中还发现了 3 个保守性较高的氨基酸 P222、I223
和 N224，推测他们在靶酶与药物的相互作用中也

具有重要作用。本研究选择了这 3 个氨基酸残基作

为研究对象，进行残基定点突变，并进行异源表达，

测定其与药物结合能力，进一步从分子水平上研究

靶酶的功能，为新型稻瘟菌唑类抑制剂的研发奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3) Rosetta，由本实

验 室 保 存 。 稻 瘟 菌 CYP51 基 因 表 达 载 体

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)由本实验室构建并

保存。 

1.2  质粒、引物和 DNA 序列测定 
pET-30a 表达载体购自 Novagen 公司，实验中

构建的载体见表 1，突变体引物(表 2)合成及 DNA

测序均由上海生工公司完成。 

1.3  药物及试剂 
氯霉素、卡那霉素均购自武汉博悦生物公司；

烯唑醇由华中师范大学化学学院万坚教授提供；

PCR 定点突变试剂盒购于北京赛百盛公司；

SDS-PAGE 低分子量蛋白 Marker、限制性内切酶购

于 TaKaRa 公司；其他试剂均为国药出品分析纯。 

1.4  质粒提取、酶切鉴定及定点突变 
碱裂解法提取质粒 pET-30a-MGCYP51(−36 aa)，

并进行酶切，测序鉴定截去 N 端跨膜区 36 个氨基

酸后的稻瘟菌 cyp51 基因序列。PCR 介导的体外定

点突变按试剂盒说明进行。 

1.5  异源表达野生型 MG-CYP51 及突变体重组

蛋白的制备、SDS-PAGE 分析及浓度测定 
37 °C、200 r/min 振荡培养表达重组 CYP51 的

工程菌，OD600 达到 0.6−0.8 时，加入终浓度为  
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表 1  研究中使用的载体 
Table 1  Plasmids used in this study  

重组质粒 
Reconstructed plasmid 

插入片段 
Inserting DNA 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa) cyp51 ORF of Magnaporthe oryzae (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/P222C cyp51 ORF with P222C mutation (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/P222H cyp51 ORF with P222H mutation (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/I223A cyp51 ORF with I223A mutation (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/I223W cyp51 ORF with I223W mutation (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/N224A cyp51 ORF with N224A mutation (−36 aa) 

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)/N224S cyp51 ORF with N224S mutation (−36 aa) 

 
表 2  突变引物序列 

Table 2  Sequence of the mutation primers   

引物 
Primers 

序列 
Sequences (5′→3′) 

长度 
Sizes (bp) 

P222-C forword ACCTGGGTTTCCGCTGCATCAACTTCCTAG 30 

P222-C reverse CTAGGAAGTTGATGCAGCGGAAACCCAGGT 30 

P222-H forword ACCTGGGTTTCCGCCACATCAACTTCCTAG 30 

P222-H reverse CTAGGAAGTTGATGTGGCGGAAACCCAGGT 30 

I223-A forword TGGGTTTCCGCCCCGCCAACTTCCTAGCCC 30 

I223-A reverse GGGCTAGGAAGTTGGCGGGGCGGAAACCCA 30 

I223-W forword TGGGTTTCCGCCCCTGGAACTTCCTAGCCCC 31 

I223-W reverse GGGGCTAGGAAGTTCCAGGGGCGGAAACCCA 31 

N224-A forword GTTTCCGCCCCATCGCCTTCCTAGCCCCGT 30 

N224-A reverse ACGGGGCTAGGAAGGCGATGGGGCGGAAAC 30 

N224-S forword GTTTCCGCCCCATCTCCTTCCTAGCCCCGT 30 

N224-S reverse ACGGGGCTAGGAAGGAGATGGGGCGGAAAC 30 

 
0.4 mmol/L 的 IPTG，18 °C、200 r/min 诱导 5 h，

10 000×g、4 °C 离心 10 min 收集菌体，重悬于磷酸

缓冲液(磷酸钾 100 mmol/L，甘油 20%，EDTA 

1 mmol/L，pH 7.2，用前加DTT至终浓度 1 mmol/L)，

加入终浓度为 1 g/L 的溶菌酶，冰上反应 30 min。
超声波破碎 5 min (破碎 10 s，停 10 s)，加入 DNase

和 RNase，冰上放置 15 min，6 000×g、4 °C 离心

15 min，收集沉淀，重悬于磷酸缓冲液中，−80 °C
保存备用。使用 10% SDS-PAGE 凝胶分离目的蛋

白，采用 Bradford 法[12]测定蛋白含量。 

1.6  重组 MG-CYP51 与烯唑醇结合的光谱学

分析 
将稀释到 0.5 g/L 的酶液加入到石英比色皿中，

350−500 nm 扫描基线；然后逐次加入 20 μL 的低浓

度(0.005 μmol/L)烯唑醇，进行扫描，至接近饱和时，

加入 20 μL 高浓度(0.05 μmol/L)烯唑醇，直到吸光

度不再变化。根据公式 Kd=∆Amax[I]/∆A−[I]，其中∆A

表示不同烯唑醇浓度时结合光谱最大吸光度与最
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小吸光度间的差值，∆Amax 是达到饱和时最大吸光

度与最小吸光度间的差值，[I]是烯唑醇浓度，Kd 是

结合常数，利用Hanes-Woolf作图法(即以[I]对[I]/∆A)

作图，计算出 Kd 值。 

2  结果与分析 

2.1  稻瘟菌 cyp51 基因的 DNA 酶切鉴定、测序

验证 
碱 裂 解 法 提 取 已 构 建 的 质 粒

pET-30a-MGCYP51(−36 aa)，使用 Pst I 单酶切时，

产生 7 kb 左右的一条带；使用 EcoR V 和 Xho I 进

行双酶切时，产生了 5.6 kb 和 1.4 kb 左右的条带

(图 1)，与预期结果一致。酶切验证正确的阳性克隆

载体经测序，得到的插入长度是 1 440 bp。稻瘟菌

cyp51 基因全长为 1 548 bp，截去 N 端跨膜区的

36 个氨基酸后正好是 1 440 bp，将该序列与 NCBI

数据库(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行基

因序列 BLAST 分析显示，该序列与数据库中的稻

瘟菌 M. oryzae 70-15 cyp51 基因序列一致。 

2.2  cyp51 基因突变体的 DNA 鉴定及测序验证 
根据氨基酸的极性、酸碱性，将选取的 3 个氨

基酸 P222、I223 和 N224 分别进行了不同的点突

变，经 DNA 测序和 BLAST 比对表明，所有设计的 
 

 
 

图 1  pET-30a-MGCYP51(−36 aa)质粒酶切鉴定 
Figure 1  Identification of pET-MGCYP51(−36 aa) plasmid 
by restriction enzyme digestion 

注：M：1 kb Marker；1：Pst I 单酶切；2：EcoR V/ Xho I 双酶切. 
Note: M: 1 kb Marker; 1: Pst I single endonuclease digestion; 2: 
EcoR V/Xho I double enzyme digestion. 

定点突变均成功，测序得到的突变序列结果见图 2。 

2.3  野生型及突变体 CYP51 重组蛋白表达分析 
经 0.4 mmol/L IPTG 18 °C 诱导 5 h 后，破菌后

收集蛋白进行 SDS-PAGE 检测，发现野生型及所有

突变体均在 60 kD 处有明显蛋白条带，与先前研究

结 果 一 致 ， 表 明 这 些 突 变 体 均 在 大 肠 杆 菌

BL21(DE3) Rosetta 中获得了异源表达(图 3)。 

2.4  重组蛋白与烯唑醇的结合光谱分析 
异源表达的野生型及所有突变体蛋白与烯唑

醇均有结合，呈现出Ⅱ型 P450 结合光谱(图 4)，相

对于典型的Ⅱ型结合光谱(最大吸收 430 nm，最小

吸收 400 nm)波峰波谷向左稍有偏移，可能是酶液

中含有的其它杂蛋白和膜成分干扰所致。 

以 Hanes-Woolf 作图法得到每个重组蛋白与烯

唑醇的结合常数 Kd 值(表 3)，结果表明，突变体

I223W 和 I223A 对烯唑醇的 Kd 值与野生型大致相

同，亲和能力在突变前后没有发生明显的变化。突

变体 N224S、N224A、P222C 的 Kd 值略有增大但差

异不明显(P>0.05)。但是，P222H 的 Kd 值有了显著

的增大(P<0.05)，对烯唑醇的亲和力有了显著的下

降，表明该突变对蛋白与烯唑醇的结合有很大

影响。  

3  结论 

本实验室前期研究表明，稻瘟菌的 CYP51 是

跨膜蛋白，截去 N 端跨膜区 36 个氨基酸残基后，

可以在宿主菌中获得高效表达并保持活性[2]。目前

用杀菌剂进行化学防治是控制稻瘟病危害流行的

重要手段，商品化的唑类药物通过与靶酶 CYP51
作用抑制病原菌生长。采用结合光谱的方法分析稻

瘟菌突变体与三唑类药物烯唑醇的结合能力，获得

这些突变位点的功能信息，对稻瘟菌特异杀菌剂的

研发具有指导意义。 
以往的研究表明，利士曼原虫 CYP51 晶体结

构中的 F 螺旋区参与形成底物进入活性中心的通

道[13]。在对白色念珠菌 CYP51 进行同源建模时，

发现三唑类药物和 F 螺旋中含有苯环结构的 F233 
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图 2  cyp51 ORF 基因定点突变的测序验证 
Figure 2  The sequencing and alignment results of site-directed mutation in cyp51 ORF 

 

 
 

图 3  野生型及突变体 CYP51 重组蛋白的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of mutant and wild strains CYP51 expressed in BL21(DE3) Rosetta 

  
表 3  重组蛋白与烯唑醇的结合常数(Kd值) 

Table 3  The Kd value of recombinant protein biding to 
Diniconazole 

重组蛋白 
Recombinant protein 

回归方程 
Regressive equation 

结合常数 
Kd±s (nmol/L)

Wild type y=2.443 9x−0.049 3 0.017±0.004 

P222C y=0.860 9x+0.066 9 0.053±0.035 

P222H y=0.728 0x+0.079 6 0.109±0.000 

I223A y=0.765 6x+0.016 0 0.029±0.011 

I223W y=0.692 9x+0.020 6 0.028±0.003 

N224A y=0.812 5x+0.015 7 0.043±0.033 

N224S y=0.620 4x+0.040 4 0.078±0.020 

和 F235 位点之间有结合作用[14]。结合分枝杆菌 F
螺旋区保守氨基酸 L172A/G/V、G175A/T 突变导

致去甲基活性的丧失或降低，L172 可能参与甾醇

底物的结合并与甾醇的侧链间有疏水相互作用，

G175 可能参与分割 CYP51 的二级结构域和影响

其三维结构的柔性[15-17]。小鼠 CYP51 的 F 螺旋区

氨基酸 D231 突变也导致其活性改变[18]。由此可

见，F 螺旋区与 CYP51 的活性和药物的结合能力

有着重要关系。稻瘟菌 F 螺旋区的 P222 和 N224
位点在真菌中高度保守，I223 的保守性也较高。

本研究对这 3 个氨基酸残基进行了定点突变、表达

相应蛋白并采用结合光谱法分析诱导蛋白对烯唑 
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图 4  野生型及突变体 CYP51 与烯唑醇的结合光谱 

Figure 4  Binding spectra of diniconazole to wild type and mutants in F helix CYP51 
注：A：野生型 CYP51 蛋白；B：突变体 P222C；C：突变体 P222H；D：突变体 I223A；E：突变体 I223W；F：突变体 N224A；G：

突变体 N224S. 蛋白含量 1 g/L. 
Note: A: The wild CYP51 protein; B: The mutant P222C; C: The mutant P222H; D: The mutant I223A; E: The mutant I223W; F: The mutant 
N224A; G: The mutant N224S. Protein content 1 g/L. 
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醇的结合能力，结果表明，突变体 P222H 的 Kd 值

有了显著的增大(P<0.05)，其对抑制剂的亲和能力

有了显著的下降，表明 P222 位点对稻瘟菌 CYP51
与烯唑醇的结合密切相关。 

有研究者表明，CYP51 中保守活性位点的疏水

性作用是保证唑类药物与 CYP51 结合的关键[10]。

根据氨基酸极性改变的突变原则，本研究将疏水非

极性的 P222 突变为极性碱性氨基酸 H 后，稻瘟菌

CYP51 与烯唑醇的结合能力显著下降，可能 P222
位点的疏水性有利于与三唑类药物结合。而且 P222

位点在真菌中高度保守，因此可以将其作为新型特

异抑制剂设计的靶位点。 
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