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烟草细胞色素 P450 的基因组学分析 

解敏敏, 龚达平, 李凤霞, 刘贯山, 孙玉合 

中国农业科学院烟草研究所, 中国农业科学院烟草遗传改良与生物技术重点开放实验室, 青岛 266101 

摘要: 细胞色素 P450 是一类含血红素的单加氧酶超基因家族, 在植物多种代谢途径中起着重要作用。为了解

烟草中的 P450 的种类和数量, 文章将植物代表性 P450 蛋白质序列与烟草基因组序列比对, 在烟草基因组中鉴

定了 44 个 P450 家族共 263 个成员。将这些烟草 P450 基因与烟草表达序列标签(EST)比对, 发现 173 个成员有

EST 证据。通过与拟南芥中已知的 P450 蛋白序列比较, 分析了部分烟草 P450 蛋白序列的特征和二级结构。根

据烟草基因芯片数据和部分基因的 RT-PCR 结果, 发现 73 个烟草 P450 基因能够在不同的生长发育时期表达, 

其中部分基因具有组织特异性。这些研究结果为烟草 P450 基因功能的深入分析奠定了基础。 
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Genome-wide analysis of cytochrome P450 monooxygenase genes in 
the tobacco 

XIE Min-Min, GONG Da-Ping, LI Feng-Xia, LIU Guan-Shan, SUN Yu-He 
Key Laboratory of Tobacco Genetic Improvement and Biotechnology, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Tobacco Research Insti-
tute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Qingdao 266101, China 

Abstract:  Plant cytochrome P450 monooxygenases (CYP) constitute a large superfamily of heme-thiolate proteins, 
which are involved in a wide range of metabolic pathways. In this study, comparative genomic approaches were used to 
analyze tobacco CYP genes and their expression patterns. Based on analysis of the tobacco genomic DNA sequences that 
are currently available, 263 P450 genes that belong to 44 distinct clans were identified. EST evidence from 173 of the CYPs 
suggested that these genes are transcribed. Sequence features and secondary structures of the tobacco P450 genes were fur-
ther analyzed through comparison with known P450 proteins. The expression profiles of 73 P450 genes were subsequently 
investigated by analyses of tobacco microarray data and RT-PCR. The results showed a variety of expression patterns of 
these genes in different tissues with a number of genes expressed in a tissue-specific manner. This study has set a founda-
tion for further studies on functions of P450 genes in tobacco. 
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细胞色素P450 单加氧酶(P450s)是一个保守的
血红素硫蛋白基因超家族, 在多种多样的基质代谢
中起着很重要的作用, 包括内源性和外源性化合物
的代谢。P450s广泛存在于各种动物、植物、真菌和
细菌中 [1]。1969 年Frear[2]首次在棉花 (Gossypium 
hirsutum L.)发现P450s, 随后在其他多种植物中均
发现P450s的存在 , 如拟南芥 (Arabidopsis thaliana 
L.)[3]、小麦(Triticum aestivum L.)[4]、苜蓿(Medicago 
sativa L.)[5]、蓖麻(Ricinus communis L.)[6]等。P450
酶系可能是自然界中最具催化作用的生物催化剂 , 
它所催化的反应类型广泛而复杂, 催化的底物范围
极广。根据其功能 , 植物P450s大体可以分为两类 , 
一种是参与植物次生物质的合成, 如植物激素、萜
类、木质素中间物、甾醇等; 另一种是具有代谢解
毒功能的P450, 如催化环境毒素、农药、有机染料
等变成非毒性物质 [7,8]; 还有一些P450 可能催化某
些无毒性物质成为毒性物质, 如除草剂前体[9]。 

随着越来越多的植物基因组测序完成, 更多的
植物P450序列被鉴定[10,11]。基于蛋白序列的相似性

和亲缘关系, P450 归类为家族和亚家族。同一家族
的成员序列相似性>40%, 序列相似性>55%归类为
一个亚家族[1]。随着P450 家族成员的增多, 部分低
于 40%的蛋白序列遗传聚类分析中明显聚在一起, 
它们也被归为同一家族。植物P450超家族归类为 10
个集团和 127 个家族, 同一亚家族的基因往往具有
类似的功能[12]。 

烟草(Nicotiana tabacum L.)属茄科植物 , 是重
要的经济作物之一。同时烟草较早应用于分子生物

学和基因工程研究, 还是典型的模式作物。与在拟
南芥中鉴定的 46 个家族和水稻(Oryza sativa L.)中
47 个家族相比[13], 烟草中仅有少数P450 基因被报
道。Wang等[14]鉴定了一个烟草腺毛特异的P450 基
因, 通过反义和正义共抑制方法研究表明, P450 可
以将腺毛分泌成分西柏三烯一醇转化为西柏三烯二

醇, 转化烟草植株对蚜虫的抗性有明显的提高。烟
草中的烟碱(尼古丁)转化为降烟碱是由CYP82E4 介
导的[15]。在本生烟草(Nicotiana benthamiana L.)中还
鉴定了参与甾醇合成的CYP51家族基因等[16]。普通

烟草为异源四倍体植物, 基因组大小约 4.5G。美国
烟草基因组计划对四倍体栽培烤烟品种(N.tabacum 
v.Hicks-Broadleaf)采用甲基化过滤法对基因组中基

因富集区进行测序组装, 共获得 35 060 个基因标 
签[17]。此外, NCBI还登录了超过 34 万条普通烟草
EST数据。Edwards等[18]基于EST数据设计并定制了
Affymetrix公司的烟草基因芯片, 对 19 个不同组织
样品进行了基因表达检测。本研究基于烟草基因组、

EST数据和芯片数据 , 利用生物信息学手段 , 对烟
草中的P450基因家族进行分析, 以期为揭示P450基
因的功能并改良烟草的品质奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  烟草 P450基因的鉴定 

从NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)下载普通
烟草的基因组数据以及EST数据。从NCBI和P450数
据库(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450. html)
下载其他植物如拟南芥、水稻、番茄等已报道的P450
基因数据。根据植物P450 基因的分类原则, 每个亚
家族选择代表性的P450蛋白质序列与烟草基因组数
据进行TBLASTN比对[19]。得到的P450 基因组区域
采用基因预测软件Fgenesh预测可能的烟草P450s基
因[20]。同时, 为证实这些预测基因的真实性, 将预测
的基因序列与EST数据库进行严格的BLASTN比对
(e值：≤1e−15), 进一步寻找EST证据。参照国际上关
于P450 命名的权威数据对烟草中的P450 基因进行
命名。 

1.2  多序列比对及二级结构元件分析 

对预测的P450蛋白序列每个家族选择代表性成
员使用ClustalX(1.83)软件进行多序列比对。将已知
的拟南芥AtAOS(CYP74)序列结构作为基础, 与预测
的烟草P450 代表性序列进行多序列比对。并以
AtAOS的二级结构作为模板标明二级结构元件[21~23]。 

1.3  烟草 P450基因表达谱分析 

基于烟草EST和基因芯片数据 [18](http://   sol-
genomics.net/)来分析烟草P450基因的表达情况。利
用Cluster 3.0 对组织和基因进行层次聚类分析 , 
Treeview软件对数据结果进行可视化[24]。使用原平

皓RNA快速提取试剂盒按照说明提取普通烟草红花
大金元幼苗期根、茎、叶和成熟期的根、茎、叶、

花组织的RNA。并使用TaKaRa反转录试剂盒将RNA
反转录为cDNA, 进行RT-PCR分析。PCR反应条件
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为：94℃预变性 4 min; 94℃变性 30 s, 55℃复性 30 s, 
72℃延伸 45 s, 共 25 个循环; 最后再 72℃延伸 10 
min, 4℃保存。反应结束后, 取 2 µL PCR产物用于
1.0%琼脂糖凝胶电泳检测, 紫外观察。 

2  结果与分析 

2.1  烟草基因组 P450的鉴定 

通过将植物代表性的P450蛋白序列与普通烟草
基因组比对和预测, 鉴定了 263 个可能的烟草P450
基因, 归属于 44 个基因家族, 其中 173 个基因已经
找到EST证据。表 1 列出了每个基因家族中可能的
P450 基因数目, 以及对应的有EST证据的P450 基因
数目。例如, CYP51家族在烟草中有 2个家族成员, 
均有EST证据, 在拟南芥中也是 2个成员[25]。CYP51
家族是唯一一个在植物、动物、真菌和细菌等多个

物种中都具有同源基因的P450家族, CYP51家族功
能较保守, 催化有关甾醇类及其衍生物的生物合成

[26, 27]。CYP71 家族在烟草中鉴定到 38 个可能的家
族成员, 比在拟南芥中的数量多 1个[25], 并有 19个
序列找到EST证据。CYP86 家族在烟草中存在 6 个
可能的成员 , 都找到了EST证据 , 家族成员数量上
比拟南芥中的少 1 个[25], 该家族成员在功能上参与
脂肪酸的代谢[28]。CYP85家族在烟草中有 2个可能
的成员 , 仅有一条找到了EST证据 , 其在拟南芥中
仅有 1 个家族成员[25], 参与植物萜类等化合物的合
成[29]。 

2.2  P450序列的功能结构域分析 

所有已知的P450s似乎呈现相似的折叠结构 , 
然而其中常常出现低于 20%的序列相似性并且有很
多不同的底物[30]。在烟草的P450s序列比对中, 蛋白
序列的平均长度约为 500 个氨基酸残基, 不同家族
间的基因有着不同程度的序列保守性。目前, 微生
物和动物中报道了 20多个P450基因的蛋白结构, 但
在植物中只有拟南芥AOS(CYP74A)和灰白银胶菊 

 
表 1  263 个可能的烟草 P450s 与相应的 EST 证据 

家族名称 可能的 P450数目 EST序列数目 家族名称 可能的 P450数目 EST序列数目 

CYP51 2 2 CYP94 17 12 

CYP71 38 19 CYP96 13 6 

CYP72 9 8 CYP97 2 2 

CYP73 4 4 CYP98 5 4 

CYP74 7 7 CYP704 4 4 

CYP75 2 2 CYP706 4 2 

CYP76 22 13 CYP707 3 3 

CYP77 6 6 CYP710 2 2 

CYP78 12 9 CYP712 1 0 

CYP79 4 1 CYP714 4 4 

CYP80 2 1 CYP715 3 0 

CYP81 9 7 CYP716 8 4 

CYP82 14 9 CYP718 2 0 

CYP84 3 2 CYP720 2 1 

CYP85 2 1 CYP721 1 1 

CYP86 6 6 CYP722 2 1 

CYP87 3 0 CYP724 5 1 

CYP88 2 1 CYP728 3 3 

CYP89 8 7 CYP734 3 3 

CYP90 6 5 CYP735 2 0 

CYP92 5 5 CYP736 7 3 

CYP93 2 1 CYP749 2 1 

总计 168 116 总计 95 57 
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(Parthenium argentatum L.)的AOS(CYP74A2)解析了
蛋白结构[21,22]。为了更好的理解P450酶类的结构和
功能, 我们将已知结构的拟南芥AtAOS(CYP74)序列
与烟草P450 代表性序列进行多序列比对, 根据拟南
芥AtAOS序列的结构作为模板, 来预测烟草P450 序
列的二级结构区域(图 1)。 

图 1 显示所有烟草P450 序列含有典型的P450
保守结构域 , 包括C-末端的血红素结合区域 (F×× 
G×××C×G), 这一高度保守的基元常被用作鉴定
P450 蛋白的主要特征[21,31]; PERF结构域(P×R×)和K
螺旋(E××R), 有研究表明这些基序在P450 蛋白折叠
中起至关重要的作用[32]。多序列比对显示烟草P450
序列间某些氨基酸残基具有严格的一致性, 这些保
守残基普遍分布在P450序列的 5个区域, 包括α3螺
旋、α3末端α5螺旋的一部分、α10螺旋、α11螺旋、
α14螺旋和α17螺旋之间的血红素结合环[5]。与膜结

合的P450 序列N端有一段疏水区域作为跨膜信号, 
紧邻此区有一段保守的富含脯氨酸(Pro)的区域, 在
所有真核生物中具有同源性[31]。6 个底物识别位点
(Substrate recognition sites, SRSs)(图 1中黑框标注)
参与接触配体, 其中很多位于变化的二级结构元件
区, 这些可变的区域说明可能存在底物特异性。尽
管SRSs的发现有助于我们对P450 结构和功能的理
解, 然而多个P450 晶体结构的序列比对和突变分析
表明, 并不是所有P450 的SRSs都起作用, 其他P450
家族基因也可能存在相同的情况[33]。 

2.3  烟草 P450s家族基因表达分析 

通过前面的EST比对, 可以初步了解P450 相关
基因的表达丰度, 比如CYP51、CYP71、CYP73、
CYP89、CYP98 等家族基因的ESTs被发现多次。进
一步使用烟草的基因芯片表达数据进行了表达特征

分析[18]。在TobEA基因芯片中, 共有 73个P450基因
设计了探针。对从种子萌发到叶片衰老不同时期的

19个组织的P450表达数据聚类分析显示, 烟草P450
基因的表达谱模式大致形成了 4 个不同的类群(图
2)。第一个类群中的P450 基因各组织中整体表达水
平较低, 而在根中表达量相对较高。其中CYP707A1、
CYP77A3 例外, 它们在根中表达量很低。第二类基
因在所有组织中表达水平均较低, 可能与抗性相关, 
要 在 外 界 环 境 ( 如 病 虫 害 等 ) 的 诱 导 

下才表达。第三类基因在各个组织中均有较高水平

的表达。其中, 部分P450 基因在整个生命周期中持
续高水平的表达 , 例如 CYP73A1、 CYP73A2、
CYP51G1 、 CYP98A1 、 CYP82E2 、 CYP71D2 、
CYP75B1、CYP90A2、CYP97B1, 这些基因很有可能
参与组成型的内源生理代谢过程[34]; 而CYP71D3、
CYP76B2、CYP77A1、CYP77A2、CYP71A1、CYP72A1、
CYP96A2 则在根和种子中表达量很低或不表达。第
四类基因的表达具有组织特异性, 如CYP72A1 在早
期、成熟及衰老叶片中持续高表达, 有研究表明[35] 

CYP72是在叶中特异表达的; CYP74C2、CYP86A1、
CYP96A1 在根中检测到相对高水平的表达, Ehlting
等[36]研究结果显示拟南芥CYP86A1也在根中特异高
表达 ; CYP74C1 在下部茎和根中相对高表达 ; 
CYP96A4 在种子中检测到较高表达。因此, 进一步
深入的研究不同P450家族基因的表达水平和时期特
异性细胞过程之间的关系是非常有必要的。 

为了验证基因芯片数据分析的可靠性, 本研究
从每个类型中选取典型的 P450 基因进行了半定量
RT-PCR验证。对 5个 P450基因(CYP51G1、CYP77A1、
CYP74C2、CYP89A4、CYP714G1)在苗期根、茎、
叶和成熟期根、茎、叶、花 7 个组织中的检测结果
表明同基因芯片数据分析的结果基本一致。 

3  讨 论 

烟草是植物界中具有重要地位的模式植物, 本
文通过现有的基因组数据和 EST 数据, 对烟草超基
因家族 P450s 进行了初步分析, 共鉴定发现 44 个
P450 家族 263 个基因, 其中为 173 个基因找到了
EST证据。通过序列比对分析了部分 P450基因的二
级结构元件, 并基于 EST 和芯片数据通过生物信息
学工具分析 P450基因的表达模式, 烟草芯片数据库
提供了不同组织中 P450基因的表达信息, 这为今后
P450基因进一步的功能分析打下了基础。 

P450 家族构成了植物基因组中最大的酶家族, 
充分说明了其在信号传递、防御反应以及代谢产物

合成等方面的重要性。目前, 植物的P450 超家族共
分为 127 个家族。相比脊椎动物(19 个家族)和昆虫
(67 个家族)要多, 但比真菌(399 个家族)和细菌(333
个家族)少[12]。植物中许多新的基因家族随着越来越

多的植物基因组测序完成而增加。最近, 同属于茄 
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图 1  烟草代表性 P450s 和 AtAOS 的多序列比对 
第一行基于 AtAOS的结构标注二级结构元件; 红色覆盖区表示严格一致性的序列; 黑框表示预测的 SRSs区域。 
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图 2  烟草 P450 基因表达模式的聚类分析图 
T1：植物茎尖; T2：花的茎尖; T3：幼叶; T4：含苞的花蕾; T5：开放的花蕾; T6：花; T7：子叶; T8：幼芽; T9：下部茎; T10：上部茎; 
T11：茎生叶; T12：早期衰老叶; T13：中/早期衰老叶; T14：后期衰老叶; T15：成熟叶片; T16：中/后期衰老叶片; T17：成熟根; T18：
幼根; T19：种子。颜色标尺代表的是基因表达水平, 从蓝色到红色代表基因表达水平从低到高。 
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科的番茄(Lycopersicon esculentum L.)基因组测序完
成后, 并没有发现新的基因家族, 说明植物基因组
中P450基因家族已经趋于饱和[37]。目前本文所鉴定

的基因家族中还没有发现新的基因家族。与番茄相

比, 烟草中的很多基因在番茄中没有找到直系同源
基因, 说明P450 家族在茄科植物中可能发生了一定
程度的分化。所有已报道的基因组P450家族的比较
研究发现 , P450 已经分化出很多物种特异的家   
族 [12]。本研究所鉴定的烟草P450 的基因数量与拟 
南芥相当, 但明显少于番茄基因组(457 个P450 基   
因) [12,37]。由于目前烟草基因组是通过基因富集区测

序得到的, 基因组组装的序列过短, 因此可能忽略
了很多过短的真正的P450基因。同时普通烟草是异
源四倍体, 一个基因包含两个拷贝, 通过序列比对
分析也证实了这一点。因此, 烟草基因组中所有的
P450基因成员还有待于进一步的鉴定。 

植物P450在苯丙烷类、生物碱、萜类、生氰糖
苷类、激素等的生物合成途径中起着重要作用[28]。

在苯丙烷代谢途径中 , CYP71、CYP73、CYP75、
CYP81、CYP84、CYP93、CYP98等家族在木质素中
间物、黄酮、类黄酮、呋喃香豆素的合成中发挥重

要作用, 主要参与脂肪族、芳香族碳的羟基化反应
以及芳基转移反应、亚甲基二氧桥的生成等[38]。其

中 , 肉桂酸 -4-羧化酶 (CHC)是第一个被鉴定的
CYP450(CYP73)[39]。CYP74、CYP78、CYP81、CYP86、
CYP94、CYP703、CYP709、CYP711、CYP719、CYP726
等家族参与脂肪酸的羟基化、环氧化以及不饱和脂

肪酸的过氧化氢功能基团的裂解 [40]。CYP51、
CYP71、CYP88、CYP97、CYP701、CYP705、CYP706、
CYP707、CYP714、CYP720、CYP725、CYP735 等
家族参与许多萜类化合物的生物合成, 如赤霉素、
脱落酸、类胡萝卜素及植物防御物质等。赤霉素(GA)
的生物合成途径中, 内-贝壳衫烯→内-贝壳杉醇→
内-贝壳杉醛→内-贝壳杉酸→内-7a-羟基贝壳杉烯
酸等后 3个连续步骤都是由CYP88A催化的[41]。在生

物碱合成代谢中P450催化底物的羟基化、氧化聚合
(CYP80A1)、氧化开环 (CYP72A1)反应。烟草中 , 
CYP82E4催化烟碱转化为降烟碱[15]。植物自我保护

的硫代葡萄糖苷类化合物主要有CYP79 和CYP83 两
个家族参与[42]。CYP72、CYP85、CYP90、CYP92、
CYP710、CYP724、CYP734 等在植物油菜素类固醇

激素的合成与钝化中发挥重要作用, 主要参与C-2、
C-3、C-6、C-22和C-23位的羟基化与氧化反应[43]。

P450(CYP71)催化植物羟肟酸的合成 , 在植物的病
原菌和昆虫抗性中起重要作用[40]。这些植物P450蛋
白功能的明确, 为烟草P450 的具体功能研究提供了
重要线索。 

基因的时空表达模式是研究基因功能的重要方

面, 具有相似表达模式的基因可能具有共同的功能, 
或者被相同的基因所调控 , 或者是具有共同的起   
源[44,45]。高通量的基因芯片技术为在基因组范围内

研究不同基因的表达模式提供了平台。从烟草P450
基因的表达数据聚类分析可以看出大多数同一家族

的基因表现出相似的表达模式, 它们可能依次催化
同一生化途径中的相似底物。在拟南芥中 , 2 个
CYP85 基因和 4 个CYP90 基因共同参与油菜素甾醇
的合成反应[46~49]。也有很多完全不同的家族表现出

相同的表达模式, 它们也可能催化相似的生化途径, 
最典型的例子是罂粟(Papaver somniferum L.)和人的
神经母细胞瘤中吗啡的合成由多个毫不相关的P450
基因家族催化[50]。Ehlting等[36]利用拟南芥基因芯片

数据分析了 227个P450基因在正常组织、胁迫处理、
激素处理和突变体的 277 个样品中的表达情况。只
有 7 个基因在任何组织中都没有表达, 18 个基因在
80%的组织中都表达, 接近一半的基因表现出组织
特异性。通过共表达基因分析鉴定了与光能合成、

苯丙烷类、三萜、茉莉酸类化合物代谢的途径。本

文中烟草基因芯片表达数据所提供的信息相对有限, 
需要进一步研究P450基因在微生物侵染、光、化学物
质等诱导下的表达和调控及其参与的相关代谢途径。 

在烟草中, 苯丙烷类和萜类代谢是烟草香气物
质形成的重要途径, 生物碱的合成是烟草有害物质
代谢的重要途径。因此, 烟草P450 的研究对于提高
烟草品质和降低烟草危害有着重要的意义。此外 , 
细胞色素P450在增强植物抗性、降解农药残留、生
产药用化合物等方面也具有广阔的应用前景[51]。 
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