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CbCYP716A261 ‒ НОВАЯ β-АМИРИН-28-ГИДРОКСИЛАЗА, 
ВОВЛЕЧЕННАЯ В БИОСИНТЕЗ КОНИЗАСАПОНИНОВ В Conyza blinii1
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Конизасапонины, продуцируемые лекарственным растением Conyza blinii, используемым в тради-
ционной китайской медицине, относятся к сапонинам олеананового типа с широким спектром
биологической активности. Из последовательностей транскриптов Conyza blinii были отобраны 10
предполагаемых полноразмерных последовательностей генов цитохромов P450 (CYP). Продукт гена
CbCYP716A261 идентифицировали как предполагаемую β-амирин-28-гидроксилазу, исходя из ре-
зультатов филогенетического анализа и исследования транскрипционной активности в листьях
растения Conyza blini, обработанного метилжасмонатом. Исследование ферментативной активно-
сти продукта гена CbCYP716A261 проведено в системах in vitro и in vivo. Результаты ВЭЖХ подтвер-
дили, что белок CbCYP716A261 катализирует гидроксилирование β-амирина по атому углерода C-28 с
образованием олеаноловой кислоты. Таким образом, идентифицирован ген CbCYP716A261, кодиру-
ющий β-амирин-28-гидроксилазу при биосинтезе конизасапонинов в растении Conyza blinii. В рам-
ках проведенного исследования получена новая информация о пути биосинтеза конизасапонинов
и расширен список известных β-амирин-28-гидроксилаз.
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ВВЕДЕНИЕ
Сапонины представляют собой группу глико-

зидных соединений растений. В зависимости от
сапогенина сапонины делятся на стероидные и
тритерпеновые. Стероидные сапонины в основ-
ном представлены в семействах Scrophulariaceae,
Dioscoreaceae, Liliaceae и др. Тритерпеновые са-
понины можно найти у представителей семейств
Leguminosae, Araliaceae, Polygalaceae, Compositae
и др. У разных видов растений сапонины отлича-
ются по структуре и спектру биологической ак-
тивности [1, 2]. Сапонины состоят из 30 атомов
углерода, сгруппированных в кольца по 4‒5 ато-
мов и обрамленных функциональными группа-
ми, от которых зависит разнообразие структур. Раз-
нообразная биологическая активность сапонинов
включает в себя антибактериальную, противоопу-
холевую, инсектицидную, моллюскоцидную и ан-
тифидантную; кроме того, они проявляют иммуно-
стимулирующие и гепатопротекторные свойства
[3‒5]. Таким образом, сапонины представляют

коммерческую ценность и используются в фар-
мацевтике [6‒8].

Растение Conyza blinii используется в традици-
онной китайской медицине, как самостоятельно,
так и в комбинации с другими ингредиентами,
для лечения бронхита и других воспалительных
состояний [9]. Конизасапонины, принадлежа-
щие к классу тритерпеновых сапонинов, пред-
ставляют собой основной фармакологически ак-
тивный компонент растения и составляют около
3% сухого веса всего растения [10‒12]. К настоя-
щему времени все 17 конизасапонинов, выделен-
ных из спиртовых экстрактов C. blinii, относятся к
олеанановым пентациклическим тритерпенам
[13‒15].

Первый этап в биосинтезе тритерпеновых са-
понинов ‒ это циклизация 2,3-оксидосквалена,
которую катализируют оксидоскваленциклазы,
приводящая к образованию множества типов уг-
леродных скелетов, включая олеанановый, лу-
пановый, урсановый и даммарановый. Из них

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: ВЭЖХ ‒ высокоэффективная жидкостная хроматография; βAS ‒ β-амиринсинтаза; CPR ‒ NADPH-CYP-
редуктаза; CYP ‒ цитохром P450.
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всех β-амиринсинтаза (βAS) контролирует фор-
мирование производных олеанана. Олеанановый
углеродный скелет модифицируется с образова-
нием конизасапонина в основном путем гидрок-
силирования цитохром P450-зависимыми (CYP)
монооксигеназами и гликозилирования гликозил-
трансферазами [1] (рис. 1).

Как гены CYP, так и гликозилтрансфераз об-
наружены в геномах суперсемейств растений, при
этом первые вносят модификации перед гликози-

лированием [16]. К настоящему времени иденти-
фицированы тритерпенмодифицирующие CYP,
которые могут использовать в качестве субстрата
β-амирин, α-амирин, лупеол и даммарандиол-II.
Seki и соавт. [17] и Sudo и др. [18] идентифицирова-
ли цитохром CYP88D6 как β-амирин-11-оксидазу,
вовлеченную в биосинтез глицирризина в Glycyrrhi-
za uralensis. Цитохромы CYP93E1, CYP93E2 и
CYP93E3 проявляют β-амирин-24-гидроксилаз-
ную активность соответственно в сое [19], Medica-

Рис. 1. Предполагаемый путь биосинтеза конизасапонинов в Conyza blinii. Скваленэпоксидаза превращает сквален в
2,3-оксидосквален. Затем β-амиринсинтаза циклизует предшественник 2,3-оксидосквален с образованием скелета
конизасапонина (β-амирин). β-амирин последовательно претерпевает окисление с образованием олеаноловой кислоты.
На последних стадиях олеаноловая кислота превращается в конизосапонины путем окисления и гликозилирования.
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go truncatula [20] и G. uralensis [17]. Carelli и соавт.
[21] охарактеризовали цитохром CYP716A12 как
многофункциональный фермент, проявляющий
активность в качестве β-амирин-28-гидроксила-
зы, α-амирин-28-гидроксилазы и лупеол-28-
гидроксилазы. Идентифицированы цитохромы
CYP716A53v2 [22] и CYP716A47 [23] из Panax gin-
seng, способные окислять остов даммарандиола-
II по атомам углерода С-6 и С-12 соответственно.
Обнаружена лупеол-20-гидроксилаза из Lotus ja-
ponicus [24]. Но до сих пор не охарактеризованы
CYPs, участвующие в биосинтезе конизасапони-
нов в C. blinii.

По результатам биоинформатического анали-
за транскриптов C. blinii и транскрипционных ак-
тивности в клетках C. blinii, обработанных метил-
жасмонатом, ген CbCYP716A261 C. blinii был ис-
следован как возможный ген CYP, участвующего
в биосинтезе конизасапонинов. Эктопическая
экспрессия CbCYP716A261 и коэкспрессия CbβAS
и CbCYP716A261 в дрожжах в обоих случаях при-
водила к образованию олеаноловой кислоты. Эти
результаты подтверждают, что CbCYP716A261 ко-
дирует β-амирин-28-гидроксилазу.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал и реактивы. Растения
Conyza blinii выращены в лаборатории. Суммар-
ную РНК выделяли из листьев с использованием
набора TaKaRa MiniBEST Plant RNA extraction kit
(“TaKaRa Bio”, Япония) согласно инструкции про-
изводителя. Одноцепочечную кДНК синтезирова-
ли, используя набор PrimeScript 1st Strand cDNA
synthesis kit (“TaKaRa Bio”). Обработку растений
C. blinii метилжасмонатом проводили, как описа-
но ранее [25].

В качестве штамма для клонирования использо-
вали Escherichia coli DH5α (лабораторный штамм), в
качестве вектора для клонирования использовали
pMD19-T Simple (“TaKaRa Bio”). Штамм Saccharo-
myces cerevisiae INVSc1 (предоставлен Meng-gen
Ma, Sichuan Agricultural University, Китай) ис-
пользовали в качестве экспрессионного штамма в
паре с экспрессионным вектором pESC-URA
(“Agilent Technologies”, США) для одновремен-
ного синтеза двух генов. β-Амирин и олеаноловая
кислота ‒ производства “Sigma-Aldrich” (США),
NADPH ‒ производства “Roche” (Швейцария).

Филогенетический анализ. Поиск кандидатных
генов CYP проводили на основании текстового
поиска названий генов и функциональных анно-
таций уникальных аннотированных генов в биб-
лиотеке аннотаций транскриптома C. blinii [26].
Повторяющиеся записи из разных баз данных
удаляли вручную. Для анализа филогенетическо-
го родства кандидатных CYPs соответствующие
аминокислотные последовательности брали из

базы данных NCBI. Для множественного вырав-
нивания последовательностей использовали про-
грамму CLUSTALW (http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp).
Филогенетическое древо построено в программе
MEGA 5.05 с использованием метода объедине-
ния ближайших соседей и бутстреп-индекса в
1000 репликаций [27].

Количественная ПЦР в реальном времени. Ана-
лиз транскрипции генов обработанного метил-
жасмонатом растения C. blinii проводили, как ра-
нее описано Sun и др. [25]. В качестве внутренне-
го контроля использовали ген глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы (GAPDH) C. blinii (GenBank
No: KF027475). Последовательности праймеров
приведены в табл. 1.

Клонирование гена и биоинформационный ана-
лиз. Для выбранной последовательности подби-
рали специфичные праймеры (табл. 1). Для ам-
плификации полноразмерной последовательно-
сти с кДНК использовали PrimeSTAR Max DNA
Polymerase (“TaKaRa Bio”). После секвенирова-
ния молекулярные характеристики последова-
тельности анализировали при помощи инстру-
ментов биоинформатики на сайте NCBI и с ис-
пользованием программ DNAMAN, ProtParam,
TMHMM и SOPMA.

Экспрессия гена CbCYP716A261 в дрожжах и
анализ ферментативной активности in vitro. Ката-
литическая реакции с участием CYP требует уча-
стия NADPH-CYP-редуктазы (CPR) для обеспе-
чения реакции электронами. Таким образом, для
проверки активности фермента CbCYP716A261
необходимо было использовать редуктазу. Коди-
рующий фрагмент CPR C. blinii (CbCPR) амплифи-
цировали и клонировали по сайтам NotI и BgII в
вектор pESC-URA. Также фрагмент кодирующей
области CbCYP716A261 последовательно клониро-
вали по сайтам SalI и BamHI в вектор pESC-URA с
геном CbCPR. Полученную плазмиду CbCPR-
pESCURA-CbCYP716A261 и контрольный пустой
вектор pESCURA трансформировали в дрожжевой
штамм INVSc1 с использованием набора Frozen-
EZ Yeast Transformation II (“Zymo Research”,
США). На 2‒4 сутки после трансформации поло-
жительные колонии отбирали по результатам
ПЦР с колоний. Отдельные положительные кло-
ны инокулировали в 15 мл синтетической росто-
вой среды без урацила ‒ SC-U, содержащей 2%
глюкозы, ‒ и выращивали при 30°C в течение
ночи при покачивании, после чего определяли
оптическую плотность культуры при 600 нм
(OD600). Клетки отмывали и пересевали в 50 мл
среды SC-U с 2% галактозы таким образом, что-
бы начальная плотность культуры составляла 0.4
OD600.

Для определения ферментативной активности
CbCYP716A261 in vitro из клеток экстрагировали
микросомальную белковую фракцию по прото-
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колу, описанному Olsen и др. [28]. Реакционная
смесь объемом 500 мкл содержала 50 мкл 100 мМ
калий-фосфатного буфера (pH 7.4), 50 мкл 1 мМ
NADPH, 20 мкг β-амирина и 1 мг микросомаль-
ной белковой фракции, а также бидистиллиро-
ванную воду (ddH2O). После инкубации в течение
2 ч при 30°C продукты реакции экстрагировали
двукратным объемом этилацетата. Органическую
фазу отбирали, испаряли и перерастворяли в ме-
таноле для ВЭЖХ-анализа.

ВЭЖХ проводили на колонке (150 мм × 4.5 мм ×
× 5 мкм) с сорбентом С18 (“Agilent Techlogies”).
Элюцию проводили по программе: 50% воды и
50% ацетонитрила в точке 0 мин, 0% воды и 100%
ацетонитрила в точке 8 мин и 0% воды и 100% аце-
тонитрила в точке 10 мин; время прогона составля-
ло 15 мин; скорость подачи элюента ‒ 1 мл/мин;
объем нанесения ‒ 20 млк; температура колонки
была 30°C; детектор был настроен на длину вол-
ны 210 нм.

Коэкспрессия генов CbβAS, CbCPR и
CbCYP716A261 в дрожжах. Праймеры для ампли-
фикации генов CbβAS (GenBank No: KJ155788),
CbCPR (GenBank No: MF276991) и CbCYP716A261
подбирали так, чтобы полученные продукты име-
ли перекрывающиеся области для двухстадийной
ПЦР (табл. 1). Праймер βCPa состоял из 27 нуклео-
тидов и содержал часть, комплементарную началу
гена CbCPR, сайт XhoI из вектора pESC-URA и
15 нуклеотидов выше этого сайта. Праймер βCPb
содержал 15 нуклеотидов после стартового кодо-
на гена CbCYP716A261, последовательность, ко-
дирующую линкер (SerGlyGlySerGlyGlySerGly-
Gly), и 15 нуклеотидов, комплементарных концу
гена CbCPR без стоп-кодона. Праймер βCPc пред-
ставлял последовательность, обратно комплемен-
тарную праймеру βCPb. Праймер βCPd состоял из
27 н. и содержал последовательность, комплемен-
тарную концу гена CbCYP716A261, сайт KpnI векто-
ра pESC-URA и 15 н. после этого сайта.

На первой стадии ген CbCPR амплифицировали
с праймерами βCPa и βCPb, а ген CbCYP716A261 ‒ с
праймерами βCPc и βCPd. Затем оба ПЦР-про-
дукта очищали, смешивали и использовали в ка-
честве матрицы во втором раунде ПЦР с прайме-
рами βCPa и βCPd для того, чтобы амплифициро-
вать гибридный ген CbCPR-linker-CbCYP716A261.
Полученный продукт вставляли по сайтам XhoI и
KpnI в вектор pESC-URA под контроль промото-
ра GAL1 с использованием набора ClonExpress II
One Step cloning kit (“Vazyme”, Китай). Парал-
лельно ген CbβAS клонировали по сайтам NotI и
BglII в вектор pESC-URA под контроль промото-
ра GAL10. Финальную плазмиду CbβAS-pESCURA-
CbCPR-linker-CbCYP716A261 трансформировали
в дрожжевой штамм INVSc1 и индуцировали экс-
прессию генов. После галактозной индукции в
течение 60 ч 10 мл дрожжевой культуры встряхи-

вали 5 мин с 1 мл метанола и 100 мг кварцевого
песка и затем проводили 30-минутную обработку
ультразвуком. Клеточный экстракт центрифуги-
ровали 5 мин при 10000 об/мин и органическую
фазу переносили в новую пробирку. Процедуру
повторяли дважды. Экстракты объединяли и ана-
лизировали методом ВЭЖХ. В качестве контро-
лей использовали штаммы TS1 (содержащий пу-
стой вектор pESC-URA), TS2 (экспрессирующий
CbCPR и CbCYP716A261), TS3 (экспрессирующий
CbβAS и CbCYP716A261) и TS4 (экспрессирующий
CbβAS и CbCPR). Соответствующие плазмиды для
попарной экспрессии были получены рестрикци-
ей первой плазмиды.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выбор кандидатных генов CYP

С развитием методов секвенирования послед-
него поколения технология секвенирования тран-
скриптомов зарекомендовала себя как эффектив-
ный инструмент для поиска новых генов (в частно-
сти их суперсемейств) в немодельных растениях
[29‒31]. Согласно предыдущим исследованиям,
цитохромы P450, принадлежащие кланам CYP71,
CYP72 или CYP85, участвуют в модификациях три-
терпенового углеродного скелета в процессе био-
синтеза тритерпеновых сапонинов [32]. Основы-
ваясь на этих сведениях, из последовательностей
транскриптов C. blinii мы выбрали 10 полноге-
номных последовательностей кандидатных генов
CYP (табл. 2).

С целью сузить список кандидатных генов мы
провели филогенетический анализ между вы-
бранными записями и белками CYP, участвую-
щими в биосинтезе тритерпеновых сапонинов.
Согласно предшествующим исследованиям, ци-
тохромы клана CYP71 в основном участвуют в мо-
дификациях атомов углерода C-15, C-16, C-20 и
C-24 [19, 24, 33], цитохромы клана CYP72 участ-
вуют в модификациях атомов углерода C-22, C-23
и C-30 [34], наконец, цитохромы клана CYP85
участвуют в модификациях атомов углерода C-6,
C-7, C-11, C-12, C-16α и C-28 [17, 22, 23, 35, 36].
Результаты филогенетического анализа показа-
ли, что пять последовательностей (c30927, c32744,
c40756, c44164 и c84658) принадлежат к клану
CYP71, три последовательности (c22011, c28536 и
c39514) ‒ к клану CYP72 и две последовательно-
сти (c13793 и c81240) ‒ к клану CYP85. Олеаноло-
вая кислота принадлежит к группе конизасапо-
нинов с тритерпеновым скелетом; ее синтез осу-
ществляется путем модификации β-амирина в
позиции C-28. Таким образом, в списке кандида-
тов мы оставили последовательности c13793 и
c81240 (рис. 2).

Паттерны экспрессии генов, участвующих в
одних и тех же биологических процессах, строго
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коррелируют друг с другом [37]. Метилжасмонат
используется в качестве внешнего стимулятора,
который может увеличивать как содержание вто-
ричных метаболитов, таких как сапонины [38, 39],
так и уровни транскрипции генов, участвующих в
биосинтезе сапонинов [23, 35]. Для дальнейшей
идентификации CYP, вовлеченных в биосинтез
конизасапонинов, мы провели анализ генной экс-
прессии в листьях обработанного метилжасмона-
том растения C. blinii. Исследовали транскрипци-
онную активность двух кандидатных последова-
тельностей CYP, а также генов, участвующих в

ранних стадиях синтеза, кодирующих фарнезилпи-
рофосфатсинтазу, скваленсинтазу и β-амиринсин-
тазу. В результате показано, что ген, соответствую-
щий записи c81240, регулируется совместно с эти-
ми генами. Таким образом, последовательность
c81240 была выбрана для дальнейшего исследова-
ния (рис. 3).

Генетические характеристики CbCYP716A261

Мы клонировали кДНК, соответствующую по-
следовательности c81240, и согласно номенклатуре

Таблица 2. Метки, соответствующие генам CYP, и их аннотации

Gene ID Аннотация Swissprot Nr-аннотация

c32744

Cytochrome P450 71A9
GN = CYP71A9
OS = Glycine max (Soybean)
PE = 2 SV = 1

Цитохром P450-зависимая монооксигеназа
[Artemisia annua]

c22011

Cytochrome P450 716B2
GN = CYP716B2
OS = Picea sitchensis (Sitka spruce)
PE = 2 SV = 1

Предполагаемая цитохром P450-зависимая таксан-
13-альфа-гидроксилаза [Artemisia annua]

c28536
Cytochrome P450 CYP72A219
OS = Panax ginseng (Korean ginseng)
PE = 2 SV = 1

RecName: Full = Цитохром P450 CYP72A219;
AltName: Full = Цитохром P450 CYP72A129
[Panax ginseng]

c30927

Cytochrome P450 71A1
GN = CYP71A1
OS = Persea americana (Avocado)
PE = 1 SV = 2

Партенолидсинтаза [Tanacetum parthenium]

c40756

Cytochrome P450 71A1
GN = CYP71A1
OS = Persea americana (Avocado)
PE = 1 SV = 2

Цитохром P450-зависимая монооксигеназа
[Artemisia annua]

c39514
Cytochrome P450 CYP72A219
OS = Panax ginseng (Korean ginseng)
PE = 2 SV = 1

Цитохром P450-зависимая монооксигеназа
[Artemisia annua]

c44164

Cytochrome P450 71A8
GN = CYP71A8
OS = Mentha piperita (Peppermint)
PE = 3 SV = 1

PREDICTED: цитохром P450 71A25
[Vitis vinifera]

c13793
Beta-amyrin 28-oxidase
OS = Panax ginseng (Korean ginseng)
PE = 2 SV = 1

CYP716D22
[Artemisia annua]

c81240
Beta-amyrin 28-oxidase
OS = Panax ginseng (Korean ginseng)
PE = 2 SV = 1

Подобен бета-амирин 28-оксидазе
[Helianthus annuus]

c84658

Cytochrome P450 716B1
GN = CYP716B1
OS = Picea sitchensis (Sitka spruce)
PE = 2 SV = 1

Предполагаемый цитохром P450, частичная после-
довательность
[Aralia elata]
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Нельсона дали гену название CbCYP716A261
(http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html).
Полноразмерная ДНК CbCYP716A261 состоит из
1446 п.н. (GenBank No: MF996505) и кодирует бе-

лок размером 55.0 кДа. Результаты анализа в
BlastP показали, что аминокислотная последова-
тельность CbCYP716A261 на 82% идентична
β-амирин-28-гидроксилазе из Helianthus annuus.

Рис. 2. Филогенетические взаимосвязи генов CYP C. blinii и генов CYP из других растений. Гены CYP C. blinii помечены
кружком. Последовательность c81240 (ген CbCYP716A261) взята в рамку. Дерево построено методом объединения бли-
жайших соседей (Neighbor‒Joining). Шкала соответствует 0.1 аминокислотной замене/сайт. Ферментативная актив-
ность CYP показана справа. Бактериальный цитохром CYP101A1 включен в качестве внешней группы. Обозначения:
Lj ‒ Lotus japonicas, At ‒ Arabidopsis thaliana, Gm ‒ Glycine max, Gu ‒ Glycyrrhiza uralensis, Mt ‒ Medicago truncatula, As ‒
Avena strigose, Ml ‒ Maesa lanceolate, Bf ‒ Bupleurum falcatum, Pg ‒ Panax ginseng, Aa ‒ Artemisia annua, Cr ‒ Catharanthus
roseus, Vv ‒ Vitis vinifera, Pp ‒ Pseudomonas putida.
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Зрелый белок содержит консервативные мотивы,
характерные для цитохромов P450, например,
гемсвязывающий мотив (FGGGPRMCPG), про-
линбогатый домен (PPGRKGWP) и другие консер-
вативные домены (FDPSRF, EVLR и GGHDTA).
Вторичную структуру белка предсказали при по-
мощи метода SOPMA и обнаружили, что белок
обогащен α-спиралями (40.12%), содержит 33.89%
неупорядоченных последовательностей, 17.46%
протяженных участков и 8.52% β-слоев. Резуль-
тат анализа в TMHMM предсказал в аминокис-
лотной последовательности CbCYP716A261 один
трансмембранный домен ‒ между аминокислот-
ными остатками 5‒27.

Ферментативная активность белка 
CbCYP716A261 in vitro

Для оценки активности β-амирин-28-оксида-
зы CbCYP716A261 в продукции конизасапонинов
микросомальную фракцию дрожжевой культуры

штамма INVSc1, экспрессирующего CbCYP716A261
и CbCPR, инкубировали с β-амирином в течение
2 ч при 30°C. Продукты реакции экстрагировали
двукратным объемом этилацетата и анализирова-
ли ВЭЖХ. На хроматограммах в точке 11.30 мин
детектировали уникальный пик для дрожжей, экс-
прессирующих CbCPR-CbCYP716A261, но не для
контрольного штамма, трансформированного
пустым вектором. Время удержания совпало с та-
ковым для олеаноловой кислоты, которую ис-
пользовали в качестве стандарта. На основании
полученных результатов можно говорить о том,
что фермент CbCYP716A261 катализирует кон-
версию β-амирина в олеаноловую кислоту (рис. 4).

Ферментативная активность белка 
CbCYP716A261 in vivo

Для определения ферментативной активности
CbCYP716A261 in vivo получили штамм Saccharo-
myces cerevisiae, который одновременно экспрес-

Рис. 3. Экспрессионный анализ генов CYP и других ферментов биосинтеза тритерпеновых сапонинов в листьях
C. blinii, обработанных этанолом и метилжасмонатом. a ‒ Относительные уровни транскриптов в точках 0, 2, 4, 8, 12 и
24 ч, определенные при помощи количественной ПЦР в реальном времени. Разброс данных рассчитан для трех изме-
рений. б ‒ Корреляция между экспрессией генов CYP и других ферментов биосинтеза тритерпеновых сапонинов.
Красный ‒ положительная корреляция; синий ‒ отрицательная корреляция.
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сировал гены CbβAS, CbCPR и CbCYP716A261, и
проанализировали в нем продукцию олеаноло-
вой кислоты. На первом этапе, используя двух-
стадийную ПЦР с перекрывающимися прайме-
рами, мы получили гибридный ген CbCPR-
linker-CbCYP716A261, который затем клонировали в
дрожжевой вектор pESC-URA в один из двух участ-
ков для множественного клонирования (MCS2), а
ген CbβAS клонировали в участок pESC-URA
MCS1. Метанольные экстракты клеток анализи-
ровали ВЭЖХ. Согласно результатам хроматогра-
фии, в точке 11.21 мин экстракт дрожжей, трансфор-
мированных CbβAS-pESCURA-CbCPR-linker-CbC-
YP716A261 (TS5), и стандарт олеаноловой кислоты
дают сходные пики, в то время как в экстрактах
контрольных штаммов (TS1, TS2, TS3 и TS4) та-
ких пиков нет (рис. 5).

По результатам исследования фермент
CbCYP716A261 был охарактеризован как β-ами-
рин-28-гидроксилаза, которая модифицирует
β-амирин с образованием олеаноловой кислоты и
участвует в пути биосинтеза конизасапонинов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Конизасапонины составляют большую часть

вторичных метаболитов C. blinii и проявляют раз-
личную биологическую активность, включая про-
тивоспалительную, противоязвенную, антибакте-
риальную и противоопухолевую [12, 40]. Предше-
ственником конизасапонинов служит олеаноловая
кислота, которая образуется путем окисления

β-амирина по положению С-28. Оксидазы, которые
осуществляют эту реакцию, по большей части отно-
сятся к CYP. К примеру, ферменты CYP716A12 [21]
и CYP716A15 [36] из M. truncatula катализируют
синтез олеаноловой кислоты, используя β-ами-
рин в качестве субстрата. CYP716A75 катализиру-
ет окисление по атому углерода C-28 β-амирина в
пути биосинтеза сапонина в кустарнике Maesa
lanceolata [41]. В проведенном нами исследовании
белок CbCYP716A261 идентифицирован как фер-
мент, принадлежащий к подсемейству CYP716A,
который транскрипционно корегулируется с из-
вестными генами биосинтеза тритерпеновых са-
понинов и катализирует гидроксилирование ато-
ма C-28 β-амирина с образованием олеаноловой
кислоты.

Метилжасмонат – важный гормон и сигналь-
ная молекула растений. Он играет существенную
роль в защите растений от биотического и абио-
тического стрессов. Во многих исследованиях по-
казано, что метилжасмонат может индуцировать
биосинтез многих вторичных метаболитов, в том
числе сапонинов [42, 43], и повышать уровни
транскрипции генов, вовлеченных в биосинтез са-
понинов [38, 44]. По этой причине исследователи
часто ищут новые гены, относящиеся к биосинте-
зу сапонинов в экспериментах, включающих об-
работку растительного материала метилжасмона-
том. Путем транскриптомного профайлинга об-
работанных метилжасмонатом корней Bupleurum
falcatum Moses и соавт. [35] идентифицировали
C-16α-гидроксилазу (CYP716Y1), которая тран-

Рис. 4. Активность CbCYP716A261 Conyza blinii по отношению к β-амирину in vitro. Представлены результаты ВЭЖХ
стандарта – олеаноловой кислоты (а), продуктов реакции микросомальной фракции контрольных дрожжей с β-ами-
рином (б), продуктов реакции микросомальной фракции дрожжей, трансформированных CbCPR-pESCURA-CbC-
YP716A261 с β-амирином (в, г). Пик олеаноловой кислоты в точке 11.30 мин выделен рамкой.
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скрипционно корегулировалась с известными
генами биосинтеза тритерпеновых сапонинов и
проявляла каталитическую активность, которая
до того не была выявлена ни для одного фермен-
та из царства растений. Han и др. [23] обнаружи-
ли кандидатные гены цитохромов, потенциаль-
но участвующих в биосинтезе гинзенозидов, в
корнях обработанного метилжасмонатом Panax
ginseng. Sui и соавт. [30] использовали обработан-
ные метилжасмонатом придаточные корни Bu-
pleurum chinense для изучения экспрессии βAS и
поиска предполагаемых CYP и гликозилтрансфе-
раз, вовлеченных в биосинтез сайкосапонинов.
Мы также предположили, что гены CYP, участву-
ющие в биосинтезе конизасапонинов, должны
корегулироваться с известными генами биосин-
теза тритерпеновых сапонинов под действием ме-
тилжасмоната. По результатам филогенетическо-
го анализа последовательности c13793 и c81240
были выбраны в качестве кандидатных генов CYP.
Однако в транскриптомном профайлинге ли-
стьев обработанных метилжасмонатом растений
C. blinii наличие корегуляции подтвердилось только
для c81240. Таким образом, последовательность
c81240 (CbCYP716A261) была отобрана в качестве
самого перспективного кандидатного CYP, по-
тенциально участвующего в биосинтезе кониза-
сапонинов.

Для определения функциональной активно-
сти CbCYP716A261 использована экспрессионная

система Saccharomyces cerevisiae (штамм INVSc).
INVSc1 представляет собой штамм ауксотрофных
дрожжей, хорошо подходящий для экспрессион-
ного анализа. Так, Yasumoto и соавт. [45] использо-
вали экспрессионную систему INVSc1 для того,
чтобы охарактеризовать функции генов CYP716A1
и CYP716A2 Arabidopsis thaliana и шести генов
CYP716 томата. В данной работе микросомальные
фракции дрожжевой культуры штамма INVSc1,
экспрессирующего CbCPR-CbCYP716A261, про-
дуцировали олеаноловую кислоту из β-амирина
после двухчасовой инкубации. Одновременная
экспрессия генов CbβAS, CbCPR и CbCYP716A261
в штамме INVSc1 приводила к образованию оле-
аноловой кислоты в отсутствие β-амирина, хотя
выход олеаноловой кислоты был низким. Воз-
можная причина низкого выхода заключается в
том, что в дрожжевом штамме был реконструиро-
ван только исходный путь биосинтеза. Если рас-
сматривать способы увеличения выхода олеано-
ловой кислоты в используемой системе, то можно
применить технологии метаболической инжене-
рии, например, путем сверхэкспрессии генов фер-
ментов, вышестоящих в сигнальном каскаде био-
синтеза олеаноловой кислоты, ‒ для повышения
уровня эндогенного предшественника 2,3-оксидо-
сквалена. С биосинтезом олеаноловой кислоты в
клетках дрожжей конкурирует путь биосинтеза
стеролов, так что снижение оттока предшествен-
ников в этом направлении также может повысить

Рис. 5. Продукция олеаноловой кислоты in vivo трансгенным штаммом дрожжей, содержащим CbβAS, CbCPR и
CbCYP716A261. Результаты ВЭЖХ стандарта ‒ олеаноловой кислоты (а); контрольных дрожжевых экстрактов, содер-
жащих пустой вектор (б); экстракта трансгенных дрожжей, экспрессирующих гены CbCPR и CbCYP716A261 (в); экс-
тракта трансгенных дрожжей, экспрессирующих гены CbβAS и CbCYP716A261 (г); экстракта трансгенных дрожжей,
экспрессирующих гены CbβAS и CbCPR (д); и экстракта трансгенных дрожжей, коэкспрессирующих гены CbβAS,
CbCPR и CbCYP716A261 (е, ж). Пик олеаноловой кислоты выделен рамкой.
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выход продукта. К альтернативным способам
можно отнести замену собственного промотора на
искусственный ‒ для усиления транскрипцион-
ной активности.

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования клонирован и охарактеризован но-
вый ген CYP, CbCYP716A261, кодирующий β-ами-
рин-28-гидроксилазу, которая вовлечена в био-
синтез конизасапонинов.

Исследование поддержано грантом Университе-
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CbCYP716A261, A NEW β-AMYRIN 28-HYDROXYLASE INVOLVED 
IN CONYZASAPONIN BIOSYNTHESIS FROM Conyza blinii

R. Sun1, 2, J. L. Gao2, H. Chen1, *, S. Liu2, and Z. Z. Tang1

1College of Life Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an, Sichuan, 625014 China
2College of Biological and Chemical Engineering, Panzhihua University, Panzhihua, Sichuan, 617000 China

*e-mail: chenhui@163.com

Conyzasaponins produced by the traditional Chinese herb Conyza blinii are oleanane-type saponins with a
wide range of biological activities. Here, we identified a gene, designated CbCYP716A261, encoding a
β-amyrin 28-hydroxylase in conyzasaponins biosynthesis. Ten full putative CYP sequences were isolated from
Conyza blinii transcript tags. The CbCYP716A261 gene product was selected as the putative β-amyrin 28-hy-
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droxylase by phylogenetic analysis and transcriptional activity analysis of methyl jasmonate-treated Conyza
blinii. To identify the enzymatic activity, we performed enzymatic activity experiments in vitro and in vivo. The
HPLC revealed that CbCYP716A261 catalyzes the hydroxylation of β-amyrin at the C-28 position to yield
oleanolic acid. Our findings provide new information about the conyzasaponin biosynthesis pathway and
widen the list of isolated β-amyrin 28-hydroxylases.

Keywords: cytochrome P450, CbCYP716A261, β-amyrin, conyzasaponin, oleanolic acid
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