
0 引言

细胞色素P450氧化酶（简称P450），是一类具有多

种催化功能、含血红素的氧化酶系[1]。自 1958年首次

报道大鼠肝微粒体上存在P450之后[2]，Strauber等[3]从

细菌中克隆到了几个除草剂抗性的P450基因，到现在

已有 50多年的研究历史。Frear等[4]在 1969年首先报

道了棉花幼苗微粒体片段中的混合功能氧化酶对灭草

隆（monuron）的代谢作用，这为植物细胞色素P450酶

系参与除草剂的代谢提供了直接证据。随后，大量证

据证明了细胞色素P450酶系参与了对许多除草剂的

代谢和解毒作用[5-10]。

植物细胞色素P450通过基因重复和保守进化形

成一类庞大的超基因家族，数量远甚于起源于共同祖

先的动物和真菌的细胞色素P450，如：已从拟南芥中

获得272个P450基因（包括26个假基因）[11]；1990年第

一个植物细胞色素 P450基因被成功克隆后，到 2002

年年底，已有600多个P450基因被克隆，有100多个基

因在细菌、酵母、杆状病毒昆虫细胞等异源表达系统中

成功表达并鉴定了功能[12]。

皇冠草（Echinodorus amazonicus），泽泻科，刺果

泽泻属，多年生沉水草本。皇冠草是一种大型水草，它

的叶柄粗壮，叶子宽大，叶形优美，繁殖力强，被称为水

草之王[13]。皇冠草作为水生植物，其基因组中的P450

基因存在情况尚未见报道，本研究以皇冠草为研究材
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摘 要：为了研究皇冠草基因组内的细胞色素P450基因或与P450基因相似的序列，根据哺乳动物细胞色

素P450基因设计8条引物，以皇冠草总DNA为模板，进行PCR扩增。结果表明：共获得了26条扩增片

段，片段长度 300~1500 bp；将其中 3条片段进行测序，BLAST分析表明这些序列与已发表的 16种植物

的细胞色素P450基因具有一定的相似性。这表明在皇冠草基因组内存在P450基因或者有与P450基因

相似的序列。
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Isolation of Cytochrome P450 Gene-analogues from Echinodorus amazonicus
Liu Linjuan, Liu Huijuan, Wang Xiaoping
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Abstract: In order to study Cytochrome P450 gene of Echinodorus amazonicus, PCR amplification was
conducted using 8 primers which were designed according to the gene of mammalian cytochrome P450 genes.
26 amplified fragments were obtained and the length varied from 300 to 1500 bp. 3 fragments of them were
sequenced. BLAST search analysis revealed that these amplified fragments possessed homologies to other
cytochrome P450 genes and proteins in different 16 kinds of plant varieties.
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料，为筛选具有除草剂降解作用的水生植物提供参

考。

1 材料与方法

1.1 试验时间和地点

2008年 1月至 2009年 10月在哈尔滨师范大学进

行。

1.2 试验材料

植物：皇冠草（Echinodorus amazonicus）购于哈尔

滨市花卉市场。菌株：由本试验室保存。

1.3 试验方法

1.3.1 引物 依据 Yamanaka[14]所设计的 8 条哺乳动物

P450 引物序列：F1（上游引物）：5'-GCC AAG CTT

TCT AAC AAT GC-3'，F2（上游引物）：5'-GAC TCT

TGC TAC TCC TGG TT -3'，F3（上游引物）：5’-TCC

TTG TGC TCT GTC TCT CA -3'，R1（下游引物）：

5'-AAG GAC ATG CTC TGA CCA TT -3'，R2（下游引

物）：5'-GGA ATA CAG AGC TGA TGA CT-3'，R3（下游

引物）：5'-CCA TCG ATT CTT GGT GTT CT-3'，R4（下

游引物）：5'-ACC AAG ACA AAT CCG CTT CCC-3'，

R5（下游引物）：5'-TCC CAC ACA AAT CCG TTT

TCC-3'。

1.3.2 皇冠草叶片总DNA的提取 采用CTAB法。

1.3.3 皇冠草细胞色素氧化酶P450基因片段的PCR扩

增 PCR反应总体积25 μL，包括DNA模板50 ng，上、下

游引物 1 μM，dNTP 0.2 mM，Ex Taq polymarase 1 U。

反应条件为94℃预变性3 min，94℃变性50 s，50℃退火

30 s，72℃延伸1 min，35个循环，最后延伸7 min。

1.3.4 测序结果分析 PCR产物由上海生工进行测序，

采用GenBank BLAST程序对皇冠草P450基因相似核

苷酸序列进行分析。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增结果

取皇冠草幼嫩叶片，用CTAB法提取总DNA作为

PCR反应模板，上、下游引物随机组合，共15对引物组

合。结果表明有 13对引物组合在皇冠草中得到了扩

增片段，共获得了26条扩增片段（图1）。
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A图：M. DL2000 DNA marker，下同；1.引物F1R1扩增片段。B图：1.引物F2R1扩增片段。C图：1.引物F3R1扩增片段。D图：1.引物F3R2扩增片

段。E图：1.引物F3R5扩增片段。F图：1.引物F2R2扩增片段；2.F3R4扩增片段。G图：1.引物F2R2扩增片段；2.引物F3R3扩增片段；3.F1R3扩增片

段。H图：1.引物F2R3扩增片段；2.引物F2R4扩增片段；3.F1R2扩增片段；4.F2R5扩增片段；5.引物F1R5扩增片段；6.F1R4扩增片段

图1 不同引物组合的PCR扩增结果

2.2 测序结果

将利用引物F3R1、F1R4得到3条扩增片段进行测

序（上海生工）。引物 F3R1 的扩增片段长度为

1317 bp，将其命名为 F3R11317，引物 F1R4 的两条扩增

片段长度分别为688 bp、433 bp，分别命名为F1R4688和

F1R4433，其核苷酸序列如下：
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2.3 细胞色素P450基因相似序列的生物信息学分析

利用GenBank BLASTN对3条已测序的扩增片段

进行相似性检索和系统发育分析。结果发现有 81条

序列与 F3R11317具有一定的相似性，其中相似性大于

90%的序列和F3R11317进行系统发育分析（图 2）；有 78

条序列与F1R4688具有一定相似性，其中细胞色素P450

F3R11317的核苷酸序列：

tccttgtgctctgtctctcaagacacaggacaaaaatatagggggataagggatctccttgttttacgccccttgaaggtttgaacgccggcgtccgtcttccattc

caaagaatggacatttcacctcccttgatgatcttcatactaatcttgataatattttcagggatgcccactttatacagggtatcttcaataaacttccaattcaaatag

tcataggctttggccaaatcaatcttaacagccatccatttacgcccttgacgcttgatgcgcatactgtggataatttcctgcataagaatgatattatcgctaatgt

gcctgccaggcacaaaagcgctctgaaccgggctgatcctgtgtggcaagtaaggcttcagtctttccacaattatctttgagatgagtttggtgcatgtattgttt

agagatataggtcttagatggttgcatttagaaggtggatacacctttggtattaacaccatgagggagtctatgagcctggtattcatatcacctccattgaaagct

ttttgcacagtattaataacagatgtcttgatatggtcccaatttgtctgaggaaatgggcatcaatgccgtctggcctgctgctttaaagggactcatgagccaaa

gggcacatttgatttcattatcactaggggttgcttccagcgcctataattcagaaagtgtgaaacaaggaaagaccccactatagttggccactgctgattcgtc

gacattatttgttttcgtaaactgagaaacaaagtatgtcctgactagttgtcggatgtcctcctcattatccatccaaaggccttggtcattttgtagctttgttatactt

tgacctcttctgcgcatattgacataggagtgataaaatttcgtattttcgtctcccaaatgtagccagtcgaggtgagctttctcctttgcgtcccattcctccttcac

cagaatatcatctagctcattttgcaacttcaaaatgagattatcaaggtattcgttataatttgctgccaaacttgcttgagcgttctggatacgcttaaggagtttatt

cttggtgtgaaatctgtcagagtttcttttggagtcccatttaattgccactttagaagaatcttccactgcttcatgaaagtccttatccgggtgccaagcctcagaa

agcatatttttaaaacttggctcaagctgccaggaggccttagttttgaaaataaggtttcgagtagcagaagcagggcggcgtccgagccagatggggcaat

ggtcagagcatgtcctt

F1R4688的核苷酸序列：

accaagacaaatccgcttcccttgagtgctacggttgaaacaggggccgacaccctgtagtaagaacatcctggagacacaactacaaggggcaccgaaga

ctagagagggctatagtaggccgctagcctcccaaaggctactggagaggatgatgaatagcaagaaggaccactaggctcccactggaatcgacgacagt

cacaacaaccgttggatgagtgttatgggaggaagccgctaggtcggcgacgagatagactctggcgagtaaggccagttaaggaggtcgaccgagaata

cttgttgctgcgaaccgctggctcccctagggtttgactggcatgcttccaggtccaatggaggagcagtgttggtgtggtgatccctcaccggataagggcatt

gtagccgccaaaaaatagggaagggtgtgtgtgactggattagggaaaacttaggttttttgctctaataccatgtcaacgcttgtttcaggaagtgtgttcgtaag

acgggacgactcaacttatttatataaaacaaagttgtacaacgtatacgtgtacaaggcacagaaaaaaaggaaaataacaaggaaaataacacatatgctaa

cattctggattgaatatttcatatagttgacatatgtaaggtgtttatatgcattgttagaaagcttggc

F1R4433的核苷酸序列：

gccaagctttctaacaatgccacagtattttgtatttatggaagaagttgggttcagtaaccaggtttttctaaattatgatccaggaaggttagggtaccattaggg

aagtttgaccattgggttggtggtgttggggttttaatctaaccctggtaggtcagagccaattttgaggaggagaggtggcaccttaggctgacattatctttttatt

gctaaagtttaattccatggtgttgttgaggtagatctccatgtcctcatcatggcacttcttttggattcaaaatctgaattctaaagctcctagaatttctcatctaagt

ttaccctacaatgaatctgtcatggtggtgctccactgtagtcttcaccagagtggaggaagaagttgtcgaaacatgctatagggaagcggatttgtcttggt

图2 F3R11371核苷酸序列的系统发育分析
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基因序列有 4条，把这 4条序列与 F1R4688进行系统发

育分析（图3）；有45条序列与F1R4433具有一定的相似

性，其中细胞色素P450基因序列有11条，把这11条序

列与F1R4688进行系统发育分析（图4）。

图3 F1R4688核苷酸序列的系统发育分析

图4 F1R4400核苷酸序列的系统发育分析

3 结论与讨论

很多研究证明P450基因具有除草剂代谢作用[1-2]，

前期通过除草剂胁迫下皇冠草生理生化特性的研究

（本文不做报道），发现皇冠草对除草剂有一定的抗性，

为了进一步研究皇冠草对除草剂的抗性原因及分子机

制，本试验对皇冠草 P450基因的相似序列进行了研

究。

采用了 Yamanaka[14]根据人的 P450 基因设计的 8

条引物，3条正向引物，5条反向引物。将这8条引物，

组成了15对引物组合，用这15对引物组合对皇冠草叶

片总DNA进行PCR扩增，共扩增出26条带，证明了在

皇冠草基因组内存在P450基因或者有与P450基因相

似的序列，揭示出这8条P450引物不仅可以用于陆生

植物研究，也可用于水生植物研究，甚至可以用于更广
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泛的植物品种。为进一步阐明水生植物对水环境中除

草剂等污染物的净化提供理论基础。

把所得到的26条片段同Yamanaka扩增出的51种

陆生植物的片断相比较，发现皇冠草有与其他物种共

有的片段，例如：约600 bp、400 bp的片段，也有与其他

物种不同的特异片断例如：约 1300 bp、1100 bp 的片

段，这也更进一步证明了P450基因具有种属特异性。

现在在分子水平上分析植物遗传多样性已经使用

了很多的分子标记，如同功酶、RFLP、RAPD、AFLP、

SSR和 ISSR等，这些标记既有缺点亦有缺点，但无论

怎样都提供了遗传多样性信息，特别是那些遗传中性

区域[15]。通过Yamanaka和本文的研究，根据PCR分析

的结果，表明P450基因类似片断在植物种间表现出多

态性，能够利用P450类似片断的多态性标记评估遗传

多样性，也意味着利用这些引物评价植物遗传多样性

的可行性。然而，不是所有序列都和植物P450基因相

关，但至少有一些扩增片段被认为是和植物P450相关

的片段，其他片段与一些已经报导的基因相关，可以用

来作为遗传多样性研究中的功能基因组标记。
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