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摘  要  细胞色素P450基因在电子传递链、次生代谢物质合成和对外源化学药物毒性降解中发挥着重要作用，为了深入
了解该基因在甘蔗中的功能，通过RT-PCR扩增获得甘蔗细胞色素P450还原酶基因的cDNA全长序列，命名为ScCPR450
（GenBank Accession Number：KR864841）. 该基因全长999 bp，含有744 bp的完整开放阅读框，编码247个氨基酸. 亚细胞
定位结果显示，ScCPR450蛋白分布于细胞质中，与生物信息学预测结果相符. qRT-PCR表达分析表明，该基因在甘蔗中
组成型表达，但有组织特异性，芽中表达量最高，其次是叶，而皮中表达量最低.  在脱落酸（ABA）、水杨酸（SA）、茉莉
酸甲酯（MeJA）、聚乙二醇（PEG）和氯化铜（CuCl2）胁迫诱导过程中，该基因的表达量呈现不同变化模式，其中SA胁迫
6 h下，ScCPR450基因的表达量最高，约为对照的12.21倍；在PEG胁迫下，ScCPR450基因的表达量上调且表达量稳定，推
测ScCPR450基因在甘蔗响应生物和非生物胁迫中发挥一定的作用. 本研究可为该基因家族其它成员的克隆以及深入解
析该基因的功能特性奠定基础，进而为基于基因工程技术对甘蔗品种进行定向改良提供基因资源. （图4  参44）
关键词  甘蔗；ScCPR450基因；亚细胞定位分析；基因表达模式分析；胁迫
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Abstract   Cytochrome P450 gene plays an important role in the electron transport chain, secondary metabolite synthesis and 
degradation of exogenous chemical drug toxicity. In order to understand the function of this gene in sugarcane, this study used 
the EST CF576130.1 with homologs to a sugarcane cytochrome P450 reductase gene as a probe, performed electric cloning 
technology combined with RT-PCR amplification, and obtained the full length cDNA sequence of sugarcane cytochrome P450 
reductase gene termed as ScCPR450 (GenBank Accession Number：KR864841). Bioinformatics analysis revealed that the length 
of ScCPR450 was 999 bp, which contained a complete open reading frame with a length of 744 bp, encoding 247 amino acid 
residues. Subcellular localization showed that ScCPR450 was distributed in the cytoplasm which was in consistence with the 
bioinformatics prediction result. The qRT-PCR analysis revealed that ScCPR450 was constitutively expressed and had tissue-
specific expression in sugarcane, with the highest expression level in the bud, followed by the leaf and the lowest expression in 
the epidemis. At the same time, the expression patterns of ScCPR450 were different after challenging with ABA, SA, MeJA, 
PEG and CuCl2. Under the SA stress for 6 h, the expression level of ScCPR450 was the highest, about 12.21 times more than 
that in control. Under the stress of PEG, the transcripts of ScCPR450 raised and remained stable. The results suggested that 
ScCPR450 played a role in response to biotic and abiotic stresses in sugarcane. This study lays a certain foundation for the 
cloning of other members of CPR family genes and also for further analysis of the gene functional characteristics, which 
ultimately provides gene resource for the directional improvementment of sugarcane varieties through genetic engineering. 
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细胞色素P450（Cytochrome P450，CPR）是一个超基因
家族，它在真菌、细菌及动植物中均存在，是目前学术研究
的焦点之一 [1].  其中，细胞色素P450还原酶在整个细胞色素
P450酶系中起到重要功能作用. 

迄今，已从包括绿豆（Vigna radiate）[2]、棉花（Gossypium 
hirsutum）[3]、拟南芥（Arabidopsis thaliana）[4]、水稻（Oryza 
sativa）[5]、小麦 [6]及茄科作物 [7]等在内的111种植物中克隆获
得了1 052个细胞色素P450还原酶基因[8]，其中一部分P450基
因的功能得到了鉴定 [9]. 目前研究内容主要以克隆CPR基因的
片段、蛋白质理化性质的分析和电子传递链作用研究为主 [10]. 
细胞色素P450酶系主要依赖电子传递系统进行催化反应，其
中细胞色素P450还原酶通过FAD和FMN辅基将NAD(P)H的
电子传递至P450s，从而使P450s同底物产生氧化还原反应，
发挥电子供体的作用 [11]. 当前关于CPR电子传递能力的活性
分析一般需与具有催化活性的P450s于酵母细胞中共表达，
然后制备微粒体进行催化反应 [12-13]或将P450s与大肠杆菌构
建融合基因进行分析，通过制备融合蛋白进行活性分析[14-15]. 
中国红豆杉不同长度TchCPR融合蛋白的诱导表达和纯化研
究显示，由于具 有疏水性的膜定位肽段相对保守并与N-段
FMN结构域相邻，FMN结构域可以维持正确的构向，从而促
进FMN结构域同还原型细胞色素C或P450s的结合，最终提高
电子传递链的效率 [16-17]. 

前人研究表明，细胞色素P450酶系不仅可以对 植物体
内的外源有害物质进行修 饰，而且能够解除这些物质的毒
害作用，从而起到保护植物的作用 [6]. Bolwell等通过融合兔
P450基因和酵母NADPH-CytP450基因从而得到一个可以利
用植物NADPH的杂合蛋白，然后将该融合基因转入烟草中，
使烟草抗除草剂绿麦隆的能力增强 [18]. 研究还显示，大豆中
克隆得到的CPR71A10基因转入烟草后，转基因烟草与非转
基因烟草相比，对优草隆、绿麦隆和敌草隆的代谢解毒作用
更强[19-20]. 另有报道证实，P450酶系也参与高等植物正常生长
发育所必需的初级代谢物和次级代谢物的生物合成，如黄酮
类、生物碱等次生代谢物质的合成和对外源化学药物毒性的
降解 [21-24]. 如Yu等研究发现草本植物Vulpia bromoides在细胞
色素P450介导的代谢解毒作用下对乙酰乳酸合成酶（ALS）
阻抑型除草剂表现出天然抗性 [25-26]. 在植物油菜素内酯的合
成与钝化过程中，P450酶发挥至关重要的功能，参与了C-2、
C-3、C-6、C-22和C-23位的羟基化和氧化反应 [27]. 

综上所述，P450功能主要有三大类，一是参与电子链传
递 [17]，二是参与生物解毒途径 [18-20, 25-26]，三是参与生物合成途
径 [21-24]. 此外，通过克隆技术方法获得P450还原酶基因，在此
基础上研究该基因的表达特征及功能特性，是当前研究该基
因功能的一种重要途径 [28]. 

我国的食糖总产中约有92%为蔗糖，然而我国的甘蔗主
产地多为盐碱地和旱地，每年因干旱、寒害、和土壤污染等
逆境 对 甘蔗产业造成了极大的损失 [29-30].  在获得经功能鉴
定、具有自主知识产权的功能基因的基础上，有望利用基因
工程技术对特定甘蔗品种进行目标性状的定向改良. 课题组
前期通过电子克隆方法获得了甘蔗P450还原酶基因的序列，
并在 未经实验验 证的情况下，仅 通过 生物信息学手段 对 该
基因序列及其编码蛋白的特征和特性进行了初步分析[24]. 迄
今，尚未见甘蔗中P450还原酶基因序列的RT-PCR扩增、亚细

胞定位研究和表达分析的研究报道. 本研究拟从甘蔗中克隆
甘蔗细胞色素P450还原酶基因，并对所验证的序列进行生物
信息学分析、亚细胞定位和基因表达模式分析，以期为进一
步深入研究甘蔗细胞色素P450还原酶基因的功能奠定基础，
进而为甘蔗品种改良提供具有自主知识产权的基因资源. 

1  材料与方法

1.1  植物材料及处理
供试甘蔗品种崖城05-179，种植于福建农林大学农业部

福建甘蔗生物学与遗传育种重点实验室. 在田间随机选取
生长健壮且长势一致的崖城05-179植株，先用清水将根部洗
净，幼根材料选用颜色乳白的健康幼根；甘蔗芽、皮和髓取
自第七或 第八节蔗茎；采用加一叶的方 法对叶和叶鞘进行
取样. 先进行组培苗的培育[29]，然后挑选长势一致健壮的蔗
苗，根部洗干净，在蒸馏水中预培养10 d进行炼苗. 最后将蔗
苗置于相应的实验处理中，并对每 个实验 组的每 个处理时
间点均设3株蔗苗作为生物学重复，在平底试管培养. 胁迫
组处理条件分别为水杨酸（5 mmol/L SA水溶液）、茉莉酸
甲酯（100 μmol/L MeJA水溶液）、脱落酸（100 μmol/L ABA
水溶液），分别于胁迫后的6 h、12 h和24 h各取3棵蔗苗的蔗
叶；聚乙二醇（PEG-8000水溶液25.0%）和氯化铜（100 mmol/
L CuCl2水溶液）培养，分别于胁迫后的12 h、24 h和48 h各取
3棵蔗苗的蔗叶；0 h未处理的蔗叶作为对照材料. 将上述所有
植物材料立即投入液氮中，然后放于–80 ℃冰箱保存以用于
RNA提取 [29]. 

本氏烟（Nicotiana benthamiana）栽培方法为将本氏烟种
子直接均匀撒到营养土上，保持土壤湿润，等到烟草苗长出
两片真叶后移栽到塑料小钵中继续培养，长到6-8叶期用于亚
细胞定位实验. 烟苗的培养环境均为25 ℃，持续光照培养. 

1.2  总RNA提取和cDNA合成
采用TRIzol法提取崖城05-179甘蔗叶、叶鞘、侧芽、皮、

髓、根组织和胁迫处理与对照组崖城05-179叶片的总RNA，
Dnase I处理RNA样品后，采用TaKaRa公司的PrimeScriptTM 
RT-PCR Kit反转录试剂盒合成cDNA，作为实时荧光定量PCR
模板 [31].  
1.3  甘蔗ScCPR450基因的电子克隆及RT-PCR扩增验证

使用NCBI中的blast工具对甘蔗中类似细胞色素P450还
原酶基因的EST序列（CF576130.1）在甘蔗EST数据库进行检
索，将同源性较高的甘蔗EST序列再次在甘蔗EST数据库中
blast，直到不再出现新序列序为止 [23].  借助CAP3 Sequence 
Assembly Program（http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php）对检索获
得的所有序列进行拼接，得到一条contig序列，将其在NCBI
非冗余数据库（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）中进
行比对搜索，确认为新的基因序列，命名为ScCPR450.  应用
Primer 5.0软件对ScCPR450拼接序列进行引物设计，上下游
引物序列分别为：5’-TCCCCGATCACAGTGAGGAA-3’和5’- 
TGAATGTTTATCCCCTGAATACCA -3’. 

以崖 城 05-179未处 理 的 侧 芽 组织cDNA为 模 板，参照
TaKaRa公司的Ex Taq酶说明书配置反应体系进行RT-PCR扩
增. PCR扩增程序为94 ℃预变性4 min；94 ℃变性1 min，55 ℃
退火30 s，72 ℃延伸80 s，35个循环；72 ℃延伸10 min. 将克隆
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产物连接至pMD19-T载体并送上海生工测序，并与电子克隆

序列通过DNAMAN软件进行同源性比对[32]. 
1.4  甘蔗ScCPR450基因编码蛋白的亚细胞定位

采用Gateway法构建ScCPR450基因载体. ScCPR450基因
的入门载体引物为CPR-GW-S：5’-GGGGACAAGTTTGTAC
AAAAAAGCAGGCTTCGCAGAGTTCCCTTCAGCAAA-3’；
CPR-GW-A：5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
CTCACCACCAGACATAGATGT-3’. 首先，将ScCPR450基因通
过Gateway技术的BP反应构建到入门载体Pdnor211载体上，再
通过Gateway技术的LR反应将ScCPR450构建到亚细胞定位
载体pMDC202上，具体操作参考invitrogen的gateway产品说
明书. 鉴于Gateway载体上有一段致死基因，只有当目的基因
导入载体中才能够表达，故本研究中不设置空白对照[33].  

将携带有目的基因的载体转化到农杆菌感受态细胞中，
转化产物涂板于在抗性利福平和卡娜霉素的LB固体培养基
上，28 ℃倒置培养2 d. 挑取单克隆抗体转移到含有1 mL LB
液体培养基、1.4 μL利福平和1.0 μL卡娜霉素的试管中，于28 
℃、200 r/min摇床中培养一天一夜，然后吸取200 μL菌液于
10 mL LB、14 μL利福平和10 μL 卡娜霉素于锥形瓶中活化一
昼夜，次日吸取3 mL菌液于40 mL LB、56 μL利福平和40 μL
卡娜霉素于锥形瓶中进行第二次活化. 将活化的菌液放置于
50 mL离心管中，经24 ℃、5 000 g/min离心10min. 弃去上清
液后，加入1 mL注射液（现配现用，配制体系为40% D-葡萄
糖溶液625 μL，MES 5 mL，Na3PO4·H2O 5 mL，乙酰丁香酮5 
μL），重悬菌液，再于3 000 g/min离心10 min. 弃上清后，再加
入1 mL注射液混匀，测量菌液OD600值并将其调节至0.6 [34]，
随后进行本氏烟侵染实验. 

侵染前将本氏烟草移至白炽灯下（打开气孔），并将侵
染用的菌液先放于黑暗中静置1 h. 选择健康植株的两片较大
的叶片，在其叶片背面进行菌液注射并做好标记，随后将侵
染的烟草置于正常条件下培养. 48 h后剪取侵染的叶片，背面
朝上置于载玻片上，利用德国莱卡TCS SP2激光共聚焦显微
镜进行观察. 

1.5  甘蔗ScCPR450基因表达的实时荧光定量PCR分析
按 照 SY BR G reen  PCR Ma s t e r  M i x  K i t（Roche）

进 行 q R T- P C R，S c C P R 4 5 0 所 用 上下 游 引 物 分 别 为 ：
5’-CTGCCGCTGGGAAGGATGA-3’和5’-GGCTTTGCTG-
AAGGGAACT-3’；GAPDH（Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase）作为内参基因[35].  

qRT-PCR扩增程序为：50 ℃ 2 min；95 ℃ 10 min；95 ℃ 
15 s、60 ℃ 1 min，45个循环；增加熔解曲线；实验设置3次技
术重复. 

1.6  数据处理
在Microsoft Excel工作表中采用2–ΔΔCT算法 [36]分析实时定

量PCR 实验结果，画图并计算3次重复数据的标准误. 

2  结果与分析 

2.1  甘蔗ScCPR450基因的RT-PCR扩增
利用甘蔗中类似细胞色素P450还原 酶 基因的EST序列

（CF576130.1）作为探针，经电子克隆拼接获得该基因全长
cDNA序 列，然后以甘蔗品种崖城 05-179未处 理 侧 芽组织

cDNA为模板，利用RT-PCR扩增获得了约999 bp长的单一条

带（图1）. 

序列分析结果显示，甘蔗ScCPR450基因具 有完整的开

放读码框，并与电子克隆序列有较高的同源性（达99.10%），

因此通过电子克隆获得序列而后经RT-PCR扩增验证是获得

基因序列的可靠手段. 几个碱基的差 异可能是电子克隆中

序列简并性取舍导致或者是由于拼接来源序列的错 误. 所

获得的基因命名为ScCPR450，GenBank Accession Number为
KR864841. 

图1  甘蔗ScCPR450基因的RT-PCR扩增. M：DNA marker 1 000 bp；1：
RT-PCR产物. 
Fig. 1  RT-PCR amplification of ScCPR450 gene in sugarcane. M: DNA 
marker 1 000 bp; 1: RT-PCR product.

2.2  甘蔗ScCPR450基因的生物信息学分析
鉴于生物信息学分析仅仅是基于软件对基因和蛋白序列

的特征和特性进行分析，而本研究中甘蔗ScCPR450基因的电

子克隆序列和RT-PCR扩增序列之间高度同源，我们有理由

相信有关甘蔗ScCPR450基因及其编码蛋白的生物信息学分

析内容与课题组前期研究结果 [24]是类似的，因此本研究将不

再开展这部分分析. 这些内容包括编码蛋白质的一级、二级

和三级结构、信号肽、疏水性\亲水性、保守结构域、亚细胞

定位、功能预测、同源性分析以及系统进化树构建 [24]. 
2.3 甘蔗ScCPR450蛋白的亚细胞定位

目前关于植物细胞色素P450还原酶亚细胞定位的研究

仍较少，但家蚕细胞色素P450基因亚细胞定位结果显示其分

布于细胞质中[37]. 本研究中通过德国莱卡TCS SP2激光共聚

焦显微镜观察可见，绿色荧光主要分布于细胞质中（图2），

表明甘蔗ScCPR450蛋白主要定位在细胞质，与前文中采用

Psort在线软件预测该蛋白定位于内质网（膜）的结果是相符

的，也与前人研究结果 [16]一致. 

图2  甘蔗ScCPR450蛋白亚细胞定位. A：紫外激发的荧光信号；B：可见
光的信号；C：A和B叠加. 
Fig. 2  Subcellular localization of sugarcane ScCPR450 protein. A: UV-
excited fluorescence signals; B: Signals under bright field; C: Merged image. 



176

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

2期甘蔗细胞色素P450还原酶基因的RT-PCR扩增与表达分析

2.4  甘蔗ScCPR450基因表达的qRT-PCR分析
2.4.1  甘蔗ScCPR450基因的组织特异性表达　　组织特异性

表达分析结果（图3）表明，该基因在甘蔗芽、蔗髓、蔗根、叶

片和叶鞘中具有不同的表达量，其中在芽中的表达量最高，

叶的表达量次之，皮中表达量最低. 

图3 甘蔗ScCPR450基因在不同组织中的表达. 误差线为每组处理的标准
误差（N = 3）
Fig. 3  Relative expression of ScCPR450 gene in different tissues and organs. 
Error bars represent the standard error of each treating group (N =3)

2.4.2  甘蔗 ScCPR450基因在不同外源胁迫下的表达特性

　　应用qRT-PCR技术对甘蔗ScCPR450基因在SA、ABA、

MeJA、PEG和CuCl2等胁迫下的应答反应进行分析. 由图4可

知，受胁迫6 h、12 h和24 h后，该基因表达量相与对照相比

具有轻微的上调，在MeJA胁迫下的表达量比ABA上升更多

一些，二者表达量都在12 h时间点达到最高. 在SA胁迫下，

ScCPR450基因的表达量在6 h时间点相对于对照上升较快，

表达量为对照的12.21倍，其后表达量随胁迫时间呈现下降趋

势. 

在PEG胁迫诱导下，ScCPR450基因的表达量相对于对照

具有一定程度的上调，且表达量呈稳定状态. 而在CuCl2 胁迫

下，该基因的表达模式呈现，胁迫12 h后，ScCPR450表达量为

对照的1.79倍，而在胁迫24 h后，ScCPR450表达量仅为对照的

0.47倍，在48 h后，表达量上调为对照的1.08倍. 

3  讨论与结论

细胞色素P450基因是一种在真菌、细菌及动植物中普遍

存在的超基因家族 [1].  前人研究表明，该基因家族在电子传

递链、次生代谢物质合成和对外源化学药物毒性降解中发挥

重要作用 [11, 21-24]. 本研究基于电子克隆技术，并结合RT-PCR
方法成功克隆获得了一个甘蔗ScCPR450基因的全长cDNA序

列，该基因具有完整的开放读码框，与课题组前期通过电子

克隆获得的序列高度同源（99.10%），因此基于电子克隆和
RT-PCR结合获得基因序列的策略是可靠的. 

蛋白质只有在特定亚细胞位置上才能起功能作用[38]，因

此深入研究目标蛋白的亚细胞定位具有一定的理论和实践意

义. 本研究应用荧光显微法对甘蔗ScCPR450蛋白进行亚细

胞定位分析，结果显示该蛋白分布于细胞质中，这与生物信

息学预测结果相一致，也与前人对家蚕细胞色素P450蛋白定

位结果 [37]是一致的. 有关如何区分叶绿体的自发荧光和GFP
的荧光信号问题，进一步的实验可以通过叶绿体自带基因进

行荧光区别，但本文中我们是综合生物信息学预测和烟草叶

片瞬时表达分析来确定亚细胞定位的，故不影响结果的准确

性. 此外，针对该蛋白功能及其与亚细胞定位结果间存在的

特定的联系及其影响因素还有待进一步探究. 

已有报道表明，植物P450广泛地参与多种次 生代 谢并

可催化多种化学反应，其中P450蛋白结构域中的FNR_like 
superfamily已被证明参与氮气固定、类固醇羟基化、脂肪酸

代谢等多种代谢途径和参与电子传递的功能 [16, 39]. 前人研究

还显示，细胞色素P450还原酶基因在保护生物抵御逆境危

害中发挥着重大的作用 [40].  本研究中，qRT-PCR表达分析结

果显示，甘蔗ScCPR450基因在不同组织和器官中存在鲜明

的组织表达特异性，其表达量主要集中在芽，出现该结果的

原因还有待进一步探究. 此外，根据甘蔗 ScCPR450 基因在

不同外源胁迫下的表达结果可以知道，该基因在SA、ABA和
MeJA胁迫下，表达量均呈现不同程度的上调；在受到SA胁

迫后，呈现较明显的随时间延长表达量骤降的表达模式，推

测其原因是ScCPR450基因仅在SA胁迫早期发挥抗性作用，

而后SA传 递胁迫信号受阻，导致表达量下降. 在ABA作用

下，ScCPR450基因的表达量呈现略微上调的趋势. 由于ABA
本身与植物抗逆性有关 [41]，因此表达量上调可能是因为该基

因与植物抗逆性物质合成有关. MeJA对植物衰老具有强烈

的促进作用 [42]，它能促使植物呼吸放慢，叶绿素降解，而甘

蔗ScCPR450蛋白具有完整的FNR_like superfamily保守结构

域 [24]，而FNR_like superfamily保守结构域具有叶绿体还原酶

图4  甘蔗ScCPR450基因在不同外源胁迫下的表达. 误差线为每组处理的标准误差（N = 3）. 
Fig. 4  ScCPR450 gene expression of sugarcane under different exogenous stress. Error bars represent the standard error of each treatment (N = 3).
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活性 [24]，故该基因在MeJA 胁迫下表达量具有上调的趋势，

推测该基因的表达与JA胁迫存在一定的互作响应机制. 在
PEG胁迫下，该基因的表达量呈现出上调趋势，且表达量在

各个时间点无明显变化. 在前人对小白菜抗氧化机制的研究

中提到，水分胁迫可能损害电子链 [43]，而ScCPR450基因保守

结构域显示其与电子传递链相关 [16]，故根据该基因在PEG胁

迫下的表达量上调，推测其在抵御干旱逆境可能具有一定的

调节功能. 此外，CuCl2对电子传递链有即时抑制作用 [44]，而
ScCPR450基因与电子传递链有密切关系 [16]，故在CuCl2胁迫

下，该基因表现出“扬—抑—扬”的表达模式，所以在中间时

间段表达量受到一些影响而出现下调，而后又有所上升. 

综上，本研究为甘蔗ScCPR450基因功能的后续研究积累

了一定的基础数据，同时也为最终利用基因工程技术对甘蔗

品种进行目标性状的定向改良提供了基因功能信息，具有较

好的理论和实践意义. 
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