
果 树 学 报 2021，38（6）：845-855

Journal of Fruit Science

DOI:10.13925/j.cnki.gsxb.20200544

桃CYP450超基因家族的基因鉴定

及Prupe.6G046800的功能分析

别航灵，李 勇，王力荣，方伟超，陈昌文，王新卫，吴金龙，曹 珂*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】鉴定分析桃（Prunus persica）细胞色素 P450（Cytochrome P450，CYP450）超基因家族成员，并对

Prupe.6G046800 基因进行功能分析。【方法】系统分析了桃的CYP450超基因家族功能。采用比对和检索2种方法鉴

定桃基因组中的CYP450超家族成员，构建上述基因和拟南芥同源基因的系统进化树并分析其基因结构；运用转录组

学数据分析该家族基因组织特异性表达和果实发育时期表达量变化；最后，构建了其中1个重要基因Prupe.6G046800

的过表达载体并转化番茄，采用瞬时转化的方法分析该基因的启动子活性。【结果】桃基因组CYP450超家族成员共

295个，可分为9个家族簇，其中包含4个多基因家族簇和5个单基因家族簇。未发现CYP727和CYP746家族簇成员，

其中CYP71家族簇成员数量最多。组织特异性表达分析显示，CYP450超家族在桃不同组织中均有表达，有145个基

因至少在1个组织中表达，以根中特异表达基因数目最多。选择上述表达基因进行基因结构分析，发现桃的CYP450s

基因长度跨度大、外显子数量差异明显。分析了CYP450超基因家族在果实发育过程中的表达，发现有45个基因表达

量持续下降，36个基因持续上升。将Prupe.6G046800在番茄中进行异源稳定转化，此基因在过量表达的番茄植株不

同组织中表达有着显著差异，且明显高于野生型番茄。启动子顺式作用元件分析显示，该基因可能受到光、干旱及激

素等信号的调控。【结论】从桃基因组中鉴定出 295个CYP450超家族成员，可分为 9个家族簇。转录组数据显示，

CYP450s基因参与了桃的整个生长发育过程。Prupe.6G046800过表达导致番茄单果质量降低，表明Prupe.6G046800

参与果实发育调控。
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Gene identification of a CYP450 super-gene family in Prunus persica and
functional analysis of a key gene, Prupe.6G046800
BIE Hangling, LI Yong, WANG Lirong, FANG Weichao, CHEN Changwen, WANG Xinwei, WU Jin-

long, CAO Ke*
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Abstract:【Objective】Cytochrome P450 (CYP450), a heme-binding protein, plays an important role in

the activities of plants. It is mainly involved in the detoxification pathway and biosynthesis, as well as

the synthesis and metabolic reactions of alkaloids, sterols, fatty acids, hormones, pigments, among oth-

ers. Recently, an increasing number of genes of the CYP450 superfamily have been discovered in crops.

However, their functions in peach (Prunus persica) have rarely been reported.【Methods】In this study,

the members of the CYP450 superfamily in peaches were systematically analyzed, including their cate-

gories, gene structure, expression pattern, and functional analysis of Prupe.6G046800, an important

member of CYP450 genes. Firstly, two methods were used to screen the protein sequences of the peach

CYP450 gene superfamily, and the Arabidopsis CYP450 genes were used as exogenous genes to con-
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struct a phylogenetic tree. Then, the existing data were used to analyze the expression of the CYP450

genes in different tissues, gene structure and its specific expression in peach fruit development. Finally,

Prupe.6G046800, one of the genes highly expressed in the early stages of fruit development, was select-

ed for the analysis of heterogeneously stable transformation of the tomato and the specific expression of

target gene tissue. The transient transformation test of Prupe.6G046800 in peach fruit was conducted to

study the promoter activity.【Results】A total of 295 members of the CYP450 superfamily were identi-

fied from the peach genome. According to the classification principles of clade and Arabidopsis, its clas-

sification results were similar to that of Arabidopsis. The members of the CYP450 superfamily were di-

vided into nine families, including four polygenic families and five single-gene families. No CYP727

family members were found, of which CYP71 had the highest number of members. Expression analysis

of the 295 genes in different tissues of peach showed that 145 genes were expressed in at least one tis-

sue. Among these, there were 50, 25, 25, 18, 16, and 11 genes specifically expressed in the root, phlo-

em, leaf, flower, seed, and fruit, respectively, of which the number of genes specifically expressed in the

root was the highest. The results showed that CYP450 genes were involved in the entire growth and de-

velopment of peach. The results of gene structure analysis showed that the number of introns of the

CYP450 gene ranged from 0 to 16, 83.4% of the CYP450 genes contained 1-4 introns, and the number

of genes without introns reached 10. Among these, Prupe.6G358000 had the highest number of introns,

reaching 16, followed by Prupe.3G185900 with 13 introns. In general, the length of peach genes is sub-

stantial, and the number of exons is significantly different, which may be related to the functional rich-

ness of the CYP450 superfamily. Analysis of CYP450 gene expression during peach fruit development

showed that out of the 295 genes, 110 CYP450 genes were expressed in the fruit. Among them, the ex-

pression levels of 45 members showed a continuous decline with fruit development. The expression of

36 genes increased with fruit development and reached its peak 105 d after flowering. The remaining

genes of other patterns were less; for example, only three genes had lower expression in the middle

stage of fruit development and higher expression in the early and mature stages. Analysis of the specific

expression of Prupe.6G046800 in tomato tissue showed that the expression of this gene differed signifi-

cantly in different tissues of overexpressed tomato plants. Besides, its expression in different tissues

was significantly higher than that of wild-type tomato plants. The highest expression was found in the

young leaves and fruits, which was lower in the mature leaves and flowers, and almost absent in the

roots and stems. The Prupe.6G046800 promoter element and activity analysis showed that the cis-act-

ing element contained 51 TATA-box, 34 CAAT-box, and other basic transcriptional elements, as well as

elements related to the optical signal, abscisic acid response, drought induction, defense and stress, and

meristem expression. This implies that Prupe.6G046800 may not only be affected by light, drought, and

other environmental conditions but may be regulated by hormones, jointly determining growth and de-

velopment of peach fruit as well. It was found that there were four single nucleotide polymorphism

(SNPs) sites in the two promoters by cloning the promoter sequence of Prupe.6G046800 and compari-

son with the reference genome‘Lovell’. Construction of the GUS reporter drive overexpression vector

associated with the two promoter genotypes of Prupe.6G046800, and utilization of the transient trans-

formation of peach flesh were mediated by the agrobacterium. GUS chemical staining results showed

that GUS genes driven by the two promoter genotypes had expression activity, but the difference was

not significant.【Conclusion】A total of 295 members of the CYP450 superfamily was identified from

the peach genome, which could be divided into nine families, namely CYP71, CYP97, CYP74,

CYP711, CYP51, CYP85, CYP710, CYP86, and CYP72. Transcriptome data showed that the CYP450
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桃（Prunus persica L.）属于蔷薇科（Rosaceae）李

属（Prunus），其果实色、香、味、质俱佳，深受消费者

喜爱，在我国的年产量仅次于苹果和梨，位于落叶水

果的第 3位。桃为二倍体，基因组小，且自交亲和，

杂合率低，是蔷薇科果树遗传学研究的模式树种。

尤其是在2013年，桃全基因组测序工作[1]完成之后，

基因发掘速度明显加快，这为从全基因组水平揭示

桃重要基因家族的功能奠定了良好的基础。

细胞色素 P450（Cytochrome P450，CYP450）是

一种血红素结合蛋白，属于单加氧酶的一类，主要分

布在内质网、线粒体、质体、高尔基体等膜性细胞器

中，在生物体内承担着重要功能 [2-3]。CYP450是一

个古老的多成员超基因家族，根据氨基酸序列间的

相似性及进化关系可将该超家族分为两类——单基

因家族和多基因家族，家族和亚家族数目分别超过

1000 和 2500 个 [4]。CYP450 在 1091 种植物中有报

道[5]，同时新家族和新成员也在不断被发现，基因结

构分析显示，该家族成员均含有一个保守的血红素

结合域，序列为FxxGxRxCxG[6]。

在植物体内，CYP450主要参与解毒途径和生

物合成。参与解毒途径的CYP450可以催化外源化

合物变成非毒性产物，如小麦的 CYP71C、大豆的

CYP71A10、烟草的CYP71A11等，可以催化代谢磺

酰脲类、苯基脲类除草剂，但也有些CYP450可能催

化某些无毒物质（如除草剂前体物质）成为有毒的除

草剂[7-10]。此外，CYP450也参与了萜类、生物碱类、

甾醇类、脂肪酸、激素、色素等的合成和代谢反

应[7，11-14]。近年来，农作物中越来越多的CYP450家

族基因被发掘，而在桃上关于该家族基因的报道较

少。笔者在本研究中以桃为对象，对CYP450家族

成员进行系统性分析，包括进化、基因结构和表达模

式等，最后对其中一个重要成员Prupe.6G046800基

因进行功能分析，研究结果为理解桃果实发育的调

控机制及分子育种奠定研究和物质基础。

1 材料和方法

1.1 桃CYP450基因家族的鉴定与分析

通过比对和检索 2种方法筛选桃CYP450家族

蛋白序列。首先，从 Pfam数据库（http://pfam.xfam.

org）获得CYP450家族的保守结构域（PF00067），在

Phytozome数据库（www.phytozome.net）搜索获得桃

CYP450 家族蛋白序列。同时，从拟南芥数据库

（www.Arabidopsis.org）下载拟南芥 CYP450 家族蛋

白序列，通过 NCBI 数据库（www.ncbi.nlm.nih.gov）

的Blast功能获得桃CYP450家族蛋白序列。再使用

NCBI中CD-search工具（www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd）

对两次所得蛋白的保守结构域进行分析，删除重复

序列及不包含保守结构域的蛋白序列，最终确定桃

CYP450家族成员进行下一步分析。利用NCBI-Co-

balt（www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt）对桃CYP450

蛋白序列以及拟南芥CYP450家族蛋白序列进行比

对，并采用最大似然法构建进化树，所有参数采用默

认数值。

1.2 桃CYP450基因在不同组织中的表达分析

从笔者实验室已有郑08-9-107桃品系不同组织

部位转录组数据中提取CYP450基因在根、韧皮部、

叶（幼嫩）、花（盛开）、果实（约七成熟）、种子（在七成

熟的果实中采集）中的表达量数据 [15]，并采用 TB-

tools软件[16]绘制CYP450基因的表达模式热图。

1.3 桃CYP450基因的结构分析

利用已有基因组的基因结构注释文件（www.

phytozome.net/peach）获取桃CYP450基因的注释信

息，使用 GSDS（http://gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php）

绘制其基因结构。

1.4 桃果实特异表达基因的表达模式分析

为了进一步鉴定果实发育过程中的关键

CYP450基因的功能，利用笔者实验室已有的桃果

实发育期的转录组数据[15]，主要关注花后30、45、60、

gene was expressed in the different tissue parts of the peach, but the most specific genes were expressed

in the root, indicating that CYP450 gene was involved in the entire growth and development of peach.

Overexpression of Prupe.6G046800 resulted in typical auxin accumulation symptoms such as plant

dwarfing, decreased single fruit weight, and seed sterility. Promoter cis-acting element analysis showed

that the gene might be regulated by light, drought, and hormone signals. The results of this study would

provide experimental support for analyzing the functions of CYP450 family genes in fruit crops.

Key words: Peach; CYP450 gene superfamily; Auxin; Fruit weight
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75、90和 105 d这 6个时期，提取在桃果实发育过程

中CYP450基因的表达数据，采用Mfuzz进行表达

模式的聚类分析[17]，观察桃果实发育期CYP450基因

的表达量变化。

1.5 过表达Prupe.6G046800番茄的表型鉴定

以白凤桃为试材，克隆 Prupe.6G046800 基因，

构建过表达载体pRI101-Prupe.6G046800，转化番茄

Ailsa Craig（AC）植株，筛选阳性苗，繁殖至T2代，每

个株系保留 3株单株，观察其生长发育过程。在果

实完熟后，每个单株采5个代表性的果实称重，并用

Excel 2010进行数据统计分析。采用传统的切片方

法制作野生型和转基因植株不同组织的石蜡切

片[18]，观察细胞形态。

1.6 Prupe.6G046800转基因番茄的目的基因组织

特异性表达分析

用北京华越洋生物科技有限公司RNA提取试

剂盒提取转基因阳性植株根、茎、叶、花、果实的

RNA，用超微量分光光度计及1%（w）琼脂糖凝胶电

泳检测其质量后，反转录为 cDNA。使用 NCBI 的

Primer-blast程序设计特异性引物Prupe.6G046800-F

和Prupe.6G046800-R（表 1），引物由上海生工生物

工程股份有限公司合成。使用罗氏（上海，中国）公

司的 SYBR Green 试剂盒和 Light Cycler 480 Soft-

ware检测分析软件进行目的基因的 qRT-PCR，每个

样品 3次重复。采用 2-ΔΔCT法计算CYP450基因的相

对表达量。20 μL反应体系为：SYBR Green Mix 10 μL，

Forward Primer 0.5 μL，Reverse Primer 0.5 μL，

cDNA 2 μL，ddH2O 7 μL。反应程序为：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

共45个循环。

1.7 Prupe.6G046800的启动子序列分析

从Phytozome（www.phytozome.net）数据库获取

Prupe.6G046800启动子序列（ATG上游2000 bp），利

用 PlantCARE（http://bioinformatics.psb.ugent.be/we-

bt ools/plantcare）进行启动子顺式作用元件预测。

1.8 Prupe.6G046800启动子表达载体构建

利用引物设计软件 CE Design（https://crm.va-

zyme.com/cetool/）设计带有酶切位点的同源臂引物

F/R（表 1），以天津水蜜幼果期果肉样品为模板，扩

增 Prupe.6G046800 启动子序列，与参考基因组

Lovell比对，发现二者存在4个单核苷酸多态性位点

（SNPs）。进而将 2个品种的启动子分别连接GUS

报告基因，构建Prupe.6G046800两种启动子基因型

驱动的过表达载体 pBI121- Pro1Prupe.6G046800-

GUS（Lovell）和 pBI121- Pro2Prupe.6G046800- GUS

（天津水蜜），过程如下：以限制性内切酶酶切

pBI121载体，对酶切产物进行回收。利用同源重组

技术进行连接并转化大肠杆菌DH5α，经菌落 PCR

和质粒酶切鉴定后进行测序验证，构建过表达载

体。进而利用冻融法转化农杆菌GV3101，筛选阳

性克隆，于-80 ℃冰箱保存备用。

1.9 利用农杆菌介导的表达载体进行桃果肉瞬时

转化

将已保存的载体菌液取 200 μL加入含有卡那

霉素、利福平的 20 mL LB培养基中活化培养，至菌

液OD600 ＞ 1.0。在4℃条件下，4000 r·min-1离心10 min

收集菌体，用悬浮液稀释至OD600 = 0.6~1.0备用。选

取单果质量为 180 g和 500 g的七成熟黄金脆果实，

用打孔器取其离核1 cm处的果肉，将果肉浸在悬浮

液中悬浮并抽真空 30 min，取出后放在空白MS培

养基中暗培养 18 h，光照培养 36 h。培养完成的果

肉用华越洋GUS染色试剂盒进行化学染色，包括抽

真空 30 min，遮光置于 37 ℃培养箱中 24 h，无水乙

醇脱色，并观察果肉颜色。

表 1 研究中所涉及的引物及序列

Table 1 Nucleotide sequence of amplification primers used in the study

引物名称

Primer name

Prupe.6G046800-F

Prupe.6G046800-R

Actin-F

Actin-R

F

R

引物序列（5’-3’）
Primer sequence (5’-3’)

AGGACGGAGGTCCTAGTGTT

CAAATCGAGGCCTCTCAAGC

TCTTCCGACACCATCGACAA

AGAACTGCAACACAGTGAGC

ggactgaccacccggggatccGCAAGACGAATGCAAGCGAT

gaccatgattacgccaagcttTACCAGCAGAAGTGGAAGGT

用途

Application

定量表达引物

The target primers of qRT-PCR

定量表达内参

The reference primers of qRT-PCR

基因克隆引物

The primer for cloning genes
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2 结果与分析

2.1 桃CYP450基因的系统进化分析

在桃基因组中共鉴定出295个CYP450基因，所

有基因均含有保守的血红素结合域（PF00067）。将

这些基因的蛋白序列与拟南芥CYP450一起进行系

统进化分析，根据进化支和拟南芥的分类原则，所有

的CYP450蛋白可分为 9个家族簇（图 1），包括 4个

多基因家族簇和5个单基因家族簇。桃与拟南芥类

似，均没有CYP727家族簇和CYP746家族簇成员。

在9个家族簇中，CYP71家族簇最大，包含165个桃

CYP蛋白和 156个拟南芥蛋白；其次为CYP85家族

簇，含 42 个桃和 30 个拟南芥 CYP 蛋白；再次为

CYP72家族簇，含50个桃和19个拟南芥CYP蛋白；

而 CYP86 家族簇含 23 个桃和 33 个拟南芥 CYP 蛋

白；CYP74家族簇含7个桃和2个拟南芥CYP蛋白；

CYP97家族簇含 3个桃和 3个拟南芥蛋白；CYP710

家族簇含 1个桃和 4个拟南芥蛋白；CYP711家族簇

含3个桃和1个拟南芥蛋白；CYP51家族簇含1个桃

和1个拟南芥蛋白。

Ⅰ. CYP71 家族；Ⅱ.CYP74 家族；Ⅲ. CYP710 家族；Ⅳ. CYP51 家族；Ⅴ. CYP85 家族；Ⅵ. CYP711 家族；Ⅶ. CYP86 家族；Ⅷ. CYP97 家族；

Ⅸ. CYP72 家族；“P”表示该序列来自桃；无“P”标注表示该序列来自拟南芥。

Ⅰ to Ⅸ indicate CYP71, CYP74, CYP710, CYP51, CYP85, CYP711, CYP86, CYP97, and CYP72 families, respectively. And the symbol“P”in-

dicates the sequence come from peach，No“P”symbol indicates the sequence is from Arabidopsis.

图 1 基于拟南芥和桃 CYP450 超家族蛋白序列的系统进化树

Fig. 1 Phylogenetic tree of the CYP450s based on an alignment of Arabidopsis and peach protein sequences

2.2 桃CYP450基因的组织特异性表达分析

为了研究桃CYP450基因的功能，笔者分析了

295个基因在桃的根、韧皮部、叶、花、果实和种子中

的表达模式（图2）。结果显示，有145个基因至少在

一个组织中表达。其中在根中特异表达的基因最

多，达到50个，表达量最高的为Prupe.1G002500，属

于CYP85家族簇的 716家族；在韧皮部中特异表达

的基因有 25个，表达量最高的为Prupe.5G164100，

Ⅸ

Ⅰ

Ⅱ
Ⅲ

Ⅳ

Ⅴ
Ⅵ

Ⅶ

Ⅷ
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属于CYP71家族簇的71家族；在叶片中特异表达的

基因有 25个，表达量最高的为Prupe.5G129900，属

于CYP71家族簇的78家族；在花中特异表达的基因

有 18 个，表达量最高的为 Prupe.2G086300，属于

CYP71家族簇的77家族；在种子中特异表达的基因

有 16 个，表达量最高的为 Prupe.6G072400，属于

CYP85家族簇的 707家族；在果实中特异表达的基

因 数 目 较 少 ，有 11 个 ，表 达 量 最 高 的 为

Prupe.5G203600，属于CYP71家族簇的75家族。

2.3 桃CYP450超家族表达基因的结构分析

继续选择上述145个表达基因进行基因结构分

析，结果（图3）表明，CYP450基因的内含子数量从0

到 16 不等，83.4%的 CYP450 基因含有 1~4 个内含

子 ，不 包 含 内 含 子 的 基 因 达 到 10 个 。 其 中

Prupe.6G358000的内含子数量最多，达到 16个；其

次是Prupe.3G185900，内含子有13个。在系统发育

类群 1 为果实特异表达；类群 2 为花特异表达；类群 3 为韧皮部特异表达；类群 4 为根特异表达；类群 5 为叶片特异表达；类群 6 为种子

特异表达；★为 Prupe.6G046800。

The cluster 1- 6 indicate the genes dominant- expressed in fruit, flower, phloem, root, leaf, and seed, respectively. The symbol“★”indicates

Prupe.6G046800.

图 2 桃 CYP450 基因的组织特异表达分析

Fig. 2 The tissue-specific expression analysis of all CYP450 genes in peach
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树中同属一个家族的CYP450基因通常含有相似的

外显子-内含子结构，如在CYP71家族中约 44%的

基因仅含1个内含子。

2.4 桃果实发育过程中CYP450基因的表达分析

果实是驯化和育成过程中的主要受选择器官。

结果发现，在 295个基因中，鉴定到 110个有表达的

CYP450基因（图 4）。其中，45个CYP450基因随着

果实发育，其表达量呈现持续下降趋势（图4-A）；共

36个基因的表达量随着果实发育呈上升趋势，直至

花后 105 d 达到高峰（图 4-E）；其余类型的基因较

少，如仅有3个基因在果实发育中期表达量较低，在

果实发育初期和成熟期表达量较高（图 4-B），其余

基因的表达见图4-C~D。在组织特异性表达分析发

现的11个果实特异表达基因中，9个基因属于图4-E

类型，另外2个基因分别属于图4-C和图4-D模式。

2.5 Prupe.6G046800转基因番茄的目的基因组织

特异性表达分析

果实发育初期是桃果实形态建成的重要时期，

在 图 4- A 中 ，有 3 个 基 因（Prupe.5G164100、

Prupe.6G046800和Prupe.6G126400）在花后 30 d相

0 1 2 3 4 5 6 kb 0 1 2 3 4 5 kb
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图 3 桃 CYP450 超基因家族成员的基因结构

Fig. 3 The gene structure of CYP450 super-gene family in peach
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对表达量较高（FPKM ≥ 30），随后表达显著下调（＜

1）。其中，Prupe.6G046800位于前人研究的单果质

量第 6染色体上的QTLs区间内。虽然在本研究组

织特异性表达分析中显示该基因在根中表达量较

高，但是该基因同时具有在果实发育前期的高表达

特性，被认为是控制果实质量的关键候选基因 [15]。

Prupe.6G046800属于CYP71家族的 79B亚家族，编

码异亮氨酸-氮-单加氧酶，在拟南芥中该基因可催

化色氨酸合成芥子油苷的前体物吲哚乙醛肟，参与

生长素的合成[19]。

为此，笔者构建了Prupe.6G046800基因的过表

达载体，在番茄中将其稳定转化至T2代，通过 qRT-

PCR分析表明（图 5），该基因在过表达番茄植株的

A. 45 个持续下降的基因；B. 3 个呈现高-低-高趋势的基因；C. 21 个呈现高-低-高-低-高的基因；D. 5 个呈现低-高-低-高-低的基因；E. 36 个

呈现持续升高的基因。

A. 45 genes showed decreasing constantly; B. 3 genes showed high-low-high; C. 21 genes showed high-low-high-low-high; D. 5 genes showed

low-high-low-high-low; E. 36 genes showed increasing constantly.

图 4 桃 CYP450 基因在果实发育期的表达模式分析

Fig. 4 The cluster analysis of gene expression model of CYP450s in peach during fruit development
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图 5 过表达 Prupe.6G046800 番茄组织表达分析

Fig. 5 Tissue-specific expression analysis of target gene in

overexpression seedlings of tomato
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叶、花和果实中表达，且均显著高于野生型。表达量

最高的部位为幼叶，其次为果实，在成熟叶片和花中

较低。同时，Prupe.6G046800在 2个过表达单株间

表达量也有所差异，除了花之外，均为 5号高于 11

号，尤其是果实中差异较为明显。

2.6 Prupe.6G046800转基因番茄表型分析

观察转基因番茄全株的表型发现，转基因植株

（5号和11号）叶片和枝的生长量与野生型相比明显

降低（图6-A），其中5号植株的矮化和叶片缩小效果

明显。果实大小的变化如图 6-B所示，野生型番茄

果实单果质量为（51±10）g，高于11号转基因单株果

实的（32±10）g和5号的（18±10）g（表2）。石蜡切片

结果（图6-C）显示，5号番茄果实细胞数目明显多于

野生型果实，其他部位如叶脉和花药部位的细胞与

野生型没有明显差异。同时观察到5号转基因植株

成熟果实中种子小且败育（图 6-C），这与前人在拟

南芥上发现该基因的同源蛋白过表达导致植株矮

化、不育等生长素累积的典型症状一致[19]。

图 6 Prupe.6G046800 转基因番茄表型

Fig. 6 Phenotype of Prupe.6G046800 transgenic tomato

表 2 转基因番茄单果质量分析

Table 2 Fruit mass analysis of transgenic tomato

编号

Number

野生型 Wild type

11号 No. 11

5 号 No. 5

最大值

Max.

60.18

41.98

28.06

最小值

Min.

40.48

22.38

8.76

平均值

Average

51.09

32.37

18.82

标准差

Standard
deviation

5.31

5.27

5.65

变异系数

Coefficient of
variation/%

10.40

16.30

30.02

2.7 Prupe.6G046800基因的启动子元件及活性分

析

鉴于 Prupe.6G046800 基因在不同组织以及在

果实不同发育期的表达有显著差异，为探讨其调控

的分子机制，笔者利用在线软件 PlantCARE 对

Prupe.6G046800基因的启动子序列进行分析，发现

其顺式作用元件除包含 51 个 TATA- box 和 34 个

CAAT-box等基本转录元件，还存在 13个光信号相

关元件（G-box、GT1-motif 和 TCT-motif）、9 个参与

脱落酸响应的元件（ABRE）、1个与干旱诱导相关的

元件（MBS）、1个防御和应激相关元件（TC-rich re-

peats）和 1 个与分生组织表达相关的元件（CAT-

box）。这些元件的存在表明，Prupe.6G046800可能

不仅受到光、干旱等环境条件的影响，还受到激素的

调控，共同决定桃果实的生长发育。

GUS化学染色结果（图 7）表明，含有强启动子

图 7 2 种 Prupe.6G046800 启动子驱动的果肉 GUS 染色

Fig. 7 GUS staining in peach flesh transformed by two

Prupe.6G046800 promoters linked with GUS gene
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35S的阳性对照GUS活性强，果肉呈深蓝色；而不含

35S的阴性对照GUS活性弱，果肉颜色浅；用2个品

种启动子驱动的GUS基因均具有表达活性，但差别

不明显，暗示可能存在其他未被鉴定到的变异或者

存在未知的转录因子调控该基因的表达。

3 讨 论

CYP450超基因家族因其还原态P450可与一氧

化碳结合后在 450 nm处有一吸收峰而得名 [20]。在

不同植物中，CYP450家族的基因数量差异较大，如

水稻有334个，拟南芥有249个，玉米有318个，小麦

则多达 1476个 [21]。笔者从桃蛋白数据库中筛选出

295个CYP450基因。将上述基因与拟南芥CYP450

基因构建系统进化树，发现桃中的CYP450超家族

多分布在 4 个多基因家族簇（CYP71、CYP72、

CYP85和CYP86）以及 5个单基因家族簇（CYP51、

CYP74、CYP97、CYP710和CYP711）中，其分类与拟

南芥CYP450超家族具有较高的一致性，且基因数

目最为丰富的均为CYP71家族簇。在基因结构上，

桃基因长度跨度大、外显子数量差异明显，这可能与

CYP450超家族承担着丰富的生物学功能有关。

CYP450在植物的不同器官中均有分布[22]，如在

亚麻中，CYP74主要在发育的种子中表达；矮牵牛

中，CYP75受光诱导后在花托中表达；拟南芥中，6

个CYP78家族基因参与了不同器官的形成。本研

究结果也表明，CYP450超家族在桃不同组织部位

均有表达，以根中特异表达基因数目最多，果实中最

少。但在果实发育过程中，以幼果期高表达的基因

数目最多，其次是果实成熟期，暗示这两个阶段可能

有着活跃的生理活动。

研究从3个在果实发育初期高表达的基因选择

1 个（Prupe.6G046800）在番茄中进行异源转化，发

现过表达Prupe.6G046800的番茄出现植株矮化、果

个变小、种子不育等典型生长素积累症状。

Prupe.6G046800 属于 CYP71 家族簇的 CYP79B 亚

家族，Hull等[19]研究发现，该基因的同源蛋白在拟南

芥中过表达也出现植株矮化、不育等生长素累积的

典型症状。同时，拟南芥CYP71家族簇的CYP79B

和CYP83亚家族均可参与生长素的生物合成[23-24]。

Prupe.6G046800 和番茄中已报道的对果实大小有

重要控制作用的 fw3.2基因同属CYP71家族簇，不

同的是后者属于CYP78A亚家族。fw3.2基因在番

茄中通过促进受精后果实的果皮和收缩区域的细胞

数量增加使番茄果实质量发生改变[25]。笔者在本研

究中发现番茄果个变小可能与细胞数目有关，这与

fw3.2作用机制相似。樱桃CYP78A亚家族的PaC-

YP78A9基因通过介导果实发育期中果皮细胞的分

化而影响果实大小，其机制与番茄中的 fw3.2基因和

本研究中的目的基因存在差异[26]。

4 结 论

笔者在本研究中首次鉴定了桃果实中的

CYP450超基因家族成员，分析了其在不同组织以

及在果实不同发育期的表达模式，并以其中 1个基

因Prupe.6G046800为例，通过异源转化番茄探讨了

其在果实发育中的作用，为系统研究桃CYP450基

因家族的功能奠定了研究基础。

参考文献 References：

[1] International Peach Genome Initiative. The high-quality draft ge-

nome of peach (Prunus persica) identifies unique patterns of ge-

netic diversity，domestication and genome evolution[J]. Nature

Genetics，2013，45(5): 487-494.

[2] ZHAO Y J，CHENG Q Q，SU P，CHEN X，WANG X J，GAO

W，HUANG L Q. Research progress relating to the role of cyto-

chrome P450 in the biosynthesis of terpenoids in medicinal

plants[J]. Applied Microbiology & Biotechnology，2014，98(6):

2371-2383.

[3] 汪思远，蒋世翠，王康宇，王义，张美萍 . 植物细胞色素 P450

的研究进展[J]. 吉林蔬菜，2014(4): 41-45.

WANG Siyuan，JIANG Shicui，WANG Kangyu，WANG Yi，

ZHANG Meiping. Advances in the study of plant cytochrome

P450 [J]. Jilin Vegetables，2014(4): 41-45.

[4] NELSON D，DANIELE W R. A P450-centric view of plant evo-

lution[J]. Plant Journal for Cell & Molecular Biology，2011，66

(1): 194-211.

[5] NELSON D R. Progress in tracing the evolutionary paths of cy-

tochrome P450[J]. Biochimica et Biophysica Acta，2011，1814

(1): 14-18.

[6] RUPASINGHE S，SCHULER M A. Homology modeling of

plant cytochrome P450s[J]. Phytochemistry Reviews，2006，5(2/

3): 473-505.

[7] XU J，WANG X Y，GUO W Z. The cytochrome P450 superfami-

ly: key players in plant development and defense[J]. Journal of

Integrative Agriculture，2015，14(9): 1673-1686.

[8] 李翔宇，王助乾，孙春玉，张美萍，王义 . 植物细胞色素 P450s

及其在植物新陈代谢中的作用[J]. 安徽农业科学，2016，44

(13): 129-134.

LI Xiangyu，WANG Zhuqian，SUN Chunyu，ZHANG Meiping，

854



，等：桃CYP450超基因家族的基因鉴定第6期

WANG Yi. Plant cytochrome P450s and its role in plant metabo-

lism[J]. Anhui Agricultural Science，2016，44(13): 129-134.

[9] NOMURA T，BISHOP G J. Cytochrome P450s in plant steroid

hormone synthesis and metabolism[J]. Phytochemistry Reviews，

2006，5(2/3): 421-432.

[10] XIANG W S，WANG X J，REN T R. Expression of a wheat cyto-

chrome P450 monooxygenase cDNA in yeast catalyzes the me-

tabolism of sulfonylurea herbicides[J]. Pesticide Biochemistry

& Physiology，2006，85(1): 1-6.

[11] OHKAWA H，IMAISHI H，SHIOTA N，YAMADA T，OHKA-

WA Y. Molecular mechanisms of herbicide resistance with spe-

cial emphasis on cytochrome P450 monooxygenases[J]. Plant

Biotechnology，1998，15(4): 173-176.

[12] LI D M，WANG Y，HAN K L. Recent density functional theory

model calculations of drug metabolism by cytochrome P450[J].

Coordination Chemistry Reviews，2012，256(11/12): 1137-1150.

[13] CARELLI M，BIAZZI E，PANARA F，TAVA A，SCARAMELLI

L，PORCEDDU A，GRAHAM N，ODOARDI M，PIANO E，

ARCIONI S，MAY S，SCOTTI C，CALDERINI O. Medicago

truncatula CYP716A12 is a multifunctional oxidase involved in

the biosynthesis of hemolytic saponins[J]. Plant Cell，2011，23

(8): 3070-3081.

[14] LI R，REED D W，LIU E，NOWAK J，PELCHER L E，PAGE J

E，COVELLO P S. Functional genomic analysis of alkaloid bio-

synthesis in Hyoscyamus niger reveals a cytochrome P450 in-

volved in littorine rearrangement[J]. Chemistry & Biology，

2006，13(5): 513-520.

[15] CAO K，LI Y，DENG C H，GARDINER S E，ZHU G R，FANG

W C，CHEN C W，WANG X W，WANG L R. Comparative pop-

ulation genomics identified genomic regions and candidate

genes associated with fruit domestication traits in peach[J].

Plant Biotechnology Journal，2019，17(10): 1954-1970.

[16] CHEN C J，CHEN H，ZHANG Y，THOMAS H R，XIA R. TB-

tools: an integrative toolkit developed for interactive analyses of

big biological data[J]. Molecular Plant，2020，13(8): 1194-1202.

[17] KUMAR L，FUTSCHIK M. Mfuzz: a software package for soft

clustering of microarray data[J]. Bioinformation，2007，2(1): 5-7.

[18] 杨捷频 . 常规石蜡切片方法的改良[J]. 生物学杂志，2006，23

(1): 45-46.

YANG Jiepin. Improvement of traditional paraffin section prepa-

ration methods[J]. Journal of Biology，2006，23(1): 45-46.

[19] HULL A K，VIJ R，CELENZA J L. Arabidopsis cytochrome

P450s that catalyze the first step of tryptophan-dependent indole-

3-acetic acid biosynthesis[J]. Proceedings of the National Acade-

my of Sciences of the United States of America，2000，97(5):

2379-2384.

[20] TABREZ S，AHMAD M. Cytochrome P450 system as potential

biomarkers of certain toxicants: comparison between plant and

animal models[J]. Environmental Monitoring and Assessment，

2013，185: 2977-2987.

[21] GUENGERICH F P. Cytochrome P450 research and the journal

of biological chemistry[J]. Journal of Biological Chemistry，

2019，294(5): 1671-1680.

[22] BOLWELL G P，BOZAK K，ZIMMERLIN A. Plant cytochrome

P450 [J]. Phytochemistry，1994，37(6): 1491-1506.

[23] BAK S，FEYEREISEN R. The involvement of two P450 en-

zymes，CYP83B1 and CYP83A1，in auxin homeostasis and glu-

cosinolate biosynthesis[J]. Plant Physiology，2001，127(1): 108-

118.

[24] VADASSERY J，RITTER C，VENUS Y，CAMEHL I，VARMA

A，SHAHOLLARI B，NOVAK O，STRNAD M，LUDWIG-

MULLER J，OELMULLER R. The role of auxins and cytoki-

nins in the mutualistic interaction between Arabidopsis and Piri-

formospora indica[J]. Molecular Plant Microbe Interactions，

2008，21(10): 1371-1383.

[25] ANASTASIOU E，KENZ S，GERSTUNG M，MACLEAN D，

TIMMER J，FLECK C，LENHARD M. Control of plant organ

size by KLUH/CYP78A5- dependent intercellular signaling[J].

Developmental Cell，2007，13(6): 843-856.

[26] QI X L，LIU C L，SONG L L，LI Y H，LI M. PaCYP78A9，a cy-

tochrome P450，regulates fruit size in sweet cherry (Prunus avi-

um L.)[J]. Frontiers in Plant Science，2017，8: 2076-2089.

别航灵，等：桃CYP450超基因家族的基因鉴定及Prupe.6G046800的功能分析 855


