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植物细胞色素 P450

余小林曹家树*崔辉梅叶统芝

(浙江大学农业与生物技术学院园艺系 ; 农业部园艺植物生长发育与生物技术重点开放实验室 ， 杭州 310029 )

摘要 对植物细胞色素 P450(CYP450)基因的分离 ， 植物 CYP450在苯丙炕类物质、芥子油

普及IAA 和括类等物质的生物合成中的功能，以及对天然生物合成与人工合成物质的解毒功能等

研究进展作了简要的综述。 指出分离植物细胞色素 P450基因 ，并对其生物学功能进行分析以及植

物细胞色素 P450 降解除草剂的机制及其在环境生物修复等方面的应用是今后一段时间内植物

CYP450领域的研究热点。

关键i司 植物细胞色素 P450; 基因分离:生物合成:解毒

细胞色素P450(以下简称CYP450)是广泛存在于

动植物及细菌、真菌等细胞内 的，与内质网、线

粒体、 质体、高尔基体等细胞器膜结合的一类具有

混合功能的血红素氧化酶系 ， 是一个古老的基因超

家族，也是近年来国际学术界的研究焦点之一[1 .2 J 。

近年的基因组测序结果揭示 ， CYP450 是高等植物

中最大的酶蛋白家族[3 J 。 研究表明，其三维结构非

常保守，经典的 CYP450 在催化中心有高度保守的

FxxGxRxCxC 的结构域[付。 CYP450 最早是以 CO 结

合蛋白质而被发现的，因其还原型与 CO 结合后在

波长 450 nm 有最大吸收峰而得名 。 CYP450催化的

反应过程包括两步:电子由 NADPH / NADH传至

黄素蛋白及铁硫蛋白(或 NADPH-CytP450 还原酶) , 

然后再传递至 CYP450 氧化酶。 CYP450催化氧化反

应可以用如下方程式表示 :

R-H + O2 + NADPH + H+• R-OH + Hp + NADP+ 

研究结果显示，各种 CYP450 酶催化的反应广

泛而复杂， 主要有炕基的范化，烯基的环氧化，怪

基的氧化，氨、硫、 氧位的脱皖基化，氮位的范

化和氧化， 硫位的氧化 ， 氧化性脱氨、脱卤和脱

氢 ， 氧化性的碳碳键断裂及一些还原反应等。正因

为CYP450的多种功能而被人们称为万能的生物催化

剂。己有作者对 P450与植物次生代谢以及植物 P450

基因的表达和调控等内容做过详尽的综述[圳，本文

主要对植物 CYP450 基因的分离、植物 CYP450 的

生物合成功能及其解毒功能等作简要的综述 。

1 植物细胞色素 P450 基因的分离

在自然界中， CYP450 酶系无处不在。 据统

计，人们已经从不同的生物中分离出 268 个家族的

CYP450 ， 其中细菌 75 个家族，低等原核生物 72 个

家族 ， 植物 52 个家族 ， 动物 69 个家族(htt p : //

dmelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) 。 随着植

物基因组计划的顺利进行，从植物中分离获得

CYP450 基因数量也日益增多。当前，研究者主要

从拟南芥、番茄、水稻、 玉米、 大豆等农作物中

分离获得 CYP450 基因全长或片段 。 根据研究的不

同深度和广度，其分离的数量也有很大的差异，其

中拟南芥以 1249 条 CYP450 ESTs，分属 39 个基因

家族和 67 基因亚家族而位居首位。 目前，已经对

1059 条植物 CYP450 的基因序列进行了命名，占所

有生物2377条己命名的 CYP450 的基因序列的 45% 。

综合 http://dmelson.utmem.edu/CytochromeP450.html

等网站上所发表的数据 ， 就从植物中分离获得的

CYP450 基因全长或片段简要见表 1 。

2 植物 CYP450 的生物学功能
从功能意义上植物 CYP450 可以分为两大类型[7] ，

一种是具有生物合成功能的 CYP450，此类 P450 在

木质素中间物、植物激素、国醇、 币E类 、 黄酣类、

异黄酣和映喃香豆素等生物物质的合成中起重要作

用:另一类为代谢解毒的 CYP450，可以催化外源

化合物如除草剂、农药等变成非毒性产物 。 还有一
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562 综述.

在有轩霎
拟南芥

番茄

水稻

玉米

松树

大豆

黑麦草

红藻

衣藻

褒 1 主要植物中分离获得的 CYP450 基因和 ESTs

巳分离的基因和 ESTs 数目 基因家族和亚家族数目 统计截止时间

1249 条 ESTs(其中 249 条全长) 39 个基因家族， 67 个基因亚家族 2003.1 1 

235 条 ESTs(其中 5 条全长) 15 个基因家族 1999.9 

957 条 ESTs(其中 323 条全长) 38 个基因家族 2002 .9 

39 条 ESTs 12 个基因家族 1999.10 

122 条 ESTs(其中 9 条全长) 14 个基因家族 2004. 1 

86 条 ESTs(其中 22 条全长) 15 个基因家族 1999.9 

14 条全长 ， 2 条片段 5 个基因家族 200 1. 10 

5 条全长 2 个家基因族 2004.7 

33斗4 条全长 ， 6-7 条片段 9 个家基因族 2003.9 

些 CYP450 可能活化某些无毒性的物质如前除草剂

(proherbicide)成为具有毒性的除草剂[8] 。

2.1 CYP450 在生物物质合成中的作用

2.1.1 苯丙坑类的生物合成 在苯丙炕的生物合

成中，己报道的 CYP450 催化反应超过 16 个[7] 。 近

年来，随着突变体库的快速构建以及基因剔除等实

验方法的建立，越来越多催化植物次生代谢物质合

成相关酶的基因功能被阐 明 。 研究结果显示，

CYP450在植物黄酣类物质的合成反应中起着至关重

要的作用，其催化的生物合成途径如图 l 所示[2] 。

从苯丙氨酸 4- 香豆辅酶A 开始，经 PAL 催化

生成反 - 肉桂酸，随后由肉桂酸 -4- f圣化酶(CHC)催

化生成对.香豆素，而 CHC 就是一种 CYP450。由

于 CHC催化反应的中心地位，其活性几乎存在于所

有植物中，且与其他 CYP450 的活性相比具有相对

较高的活性。因此， C HC 成为第一个被鉴定的

CYP450[坷 。 CHC 自发现以来， 得到了广泛的研究，

因为它参与的苯丙皖代谢途径产生大量的重要代谢

物质，如木质素、黄酣类、 控基肉桂酸醋、木脂

体Oignans) 、 二苯乙烯(stilbenes)等，以及一些其他

次生性代谢物质，如植物防御化合物(异类黄酣、

香豆素、映喃香豆素)。进一步研究表明， CHC 活

性及其基因的表达受创伤、金属离子、病原侵染等

因素的调控，并可能在转录水平上进行调控[10- 1 3] 。
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固 1 细胞色素 P450 在苯丙烧类生物合成中的催化作用[2J

F3 ' H : 一种家族还没有被鉴定的细胞色素 P450 ， 其生物功能为类黄嗣 -3- f圣化酶 : CHC : 肉桂酸 -4 - f圣化酶 : F2H : 黄炕酣 -2- 范化

酶 : F3'5'IJ: 类黄嗣 - 3' ， 5'- 控化酶 : IFD: 2- 控基异黄炕黯脱水酶; I2'H: 异黄炕酣 -2- f圣化酶: PAL : 苯丙氨酸脱氨酶; CHS : 查

耳酣合成酶: CHI : 查耳翻异构酶 。
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目前已从绿豆[町、菊芋[14]和茵蓓[15]中分离得到 CHC

的编码全长 cDNA，从向日葵属植物中分离的 CHC

基因被定名为 CYP73Al 。 此外 ， 在通过苯丙炕类

途径花色素昔的合成支路中，催化 4- 香豆酌基辅酶

A 生成四起基查耳酣的查耳酣合酶(CHS ) ，催化底

物挂基化的类黄酣 3'- 范化酶(F3'H)和类黄酣 3 ' ， 5 ' 瓷

化酶(F3' ， 5'H)与异黄酣 2'- 起化酶(I2'H)和异黄酬 3 ' ­

F圣化酶(I3'H)均有研究报道[16]0 Martens 等[17]从大丁

草(Gerbera h y brids) 中获得了一全长 cDNA

CYP93B2 ， 由酵母表达的 CYP93B2 可以催化黄炕酣

产生黄酣的反应 ， 序列比较显示 ， 该基因与黄酣合

酶 11 的序列同源性为 54% 。

2.1.2 芥子油苦和 IAA 的生物合成 近几年来 ，

从色氨酸到芥子油昔和生长素的生物合成途径的发

现是植物 CYP450 研究取得的显著进展之一 。 研究

显示，芥子油昔及其衍生物来源于自然的氨基酸 ，

具有一个硫酸盐和半个葡糖硫昔 ， 主要存贮于十字

花科植物细胞的液泡内，既可用作人类的抗癌药

物，又可作为农业生产中作物的保护剂。 因此对芥

子油昔生物合成途径的研究是植物化学研究领域中

的热点之一 。 此外 ， 生长素作为植物生长的促进

剂，在顶端生长优势、根的发生 、 维管的分化以

及植物的热激行为等均具有重要的作用 。 研究表

明，植物可以通过色氨酸依赖途径和非色氨酸依赖

途径等两种方式进行明睐 -3- 乙酸(IAA)的生物合

成 。 进一步的研究发现，在色氨酸依赖途径中，

IAA的生物合成与芥子油昔的生物合成具有相同的初

始反应，而且呵|睐 ， 芥子油昔还是 IAA 的中间代谢产

物，其催化的生物合成途径如图 2 所示[2， 18] 0 Bak[1 町

等研究发现 ， 在生长素生物合成途径中 ， pm呆 -3-

乙醒后(IAOx) 的下游没有直接检测到"5 1睐 -3 - 乙睛

。AN)，他们利用含 CYP83B1 并具有生长素积累形态

特征的突变体 runtl 为材料，对幼苗在添加 CYP83B1

抑制剂色肢。- 呵|睐基乙肢)的培养基上进行生长 ，

结果表明 ， 顶端生长优势减弱 。 进而采用 IAN 处

理的研究结果显示 ， runtl 突变体没有在腊水解酶

突变体 1 (nitl)背景下被抑制。 上述结果表明，虽然

IAOx 是 IAA 和芥子油昔生物合成的共同初始底物，

但在IAA的生物合成途径中 IAN不是IAOx的直接产

物 。

2,1.3 桔类的生物合成 暗类是一大类天然化合

物，包括激素如赤霉素、脱落酸，光合色素如类

胡萝卡素、植物防御物质、电子载体以及结构膜成

J 

=
酶

=
解

=
水

=
脚

J
-旧
一图 2 色氨酸途径 IAA 和芥子油苦的生物合成121

IAOx : n~l~朵 -3- 乙醒后; IAN: u引味 -3- 乙腊 ; IAA: n~ 1昧 -3- 乙酸。

分等 。 研究表明， CYP450 参与了许多暗类物质的

合成[19] 。 在植物双蔽类衍生物的合成中，以赤霉素

(GA)的生物合成途径最为典型 。 其生物合成过程

中 ， 由 ent- 贝壳杉烯→ ent- 贝壳杉醇→ ent- 贝壳杉

醒→ ent- 贝壳杉酸→ ent-7α- 起基贝壳杉烯酸等 4个

连续步骤都是由 CYP450 催化的[19 ，20] 。 如图 3 所示，

前 3 个步骤都由贝壳杉烯氧化酶催化，后一步骤由

贝壳杉烯酸竣化酶催化，以上 4 个步骤在植物中都

是相同的。 利用遗传学方法，将表型矮小的 GA 缺

失植物用于分离"非 -CYP450 " GA 生物合成基因

座 ， 由此已成功地分离了一个 CYP450 编码基因。

在无外源 GA 存在下不发芽的拟南芥突变体中，鉴

定了 5 个影响 GA 生物合成的基因座(gal_ga5)[21 ，22] 。

~醇是三蔽的重要衍生物， 膜内国醇无 14α·

甲基 ， 国醇前体如动物和真菌的羊毛脂国醇和植物

的钝叶鼠曲草醇的脱甲基反应是由 CYP51 家族的

CYP450 催化的 。 采用 CYP81 作为探针，低严格

(low-stringency)杂交从小麦中分离出了 CYP51 。 随

后 ， 大肠杆菌表达 CYP51 与钝叶鼠曲草醇显示出类

型 I 结合光谱特征，而与羊毛脂面醇结合却无此特

征，实验结果从分子水平上进一步验证了该酶具有

较高的底物特异性I川 。

除此之外， CYP450 还在脂肪酸生物合成和代

谢 ， 生物碱、 生氧糖背和植物防御次生性物质的生

物合成过程中起催化作用 。 如在脂肪酸代谢中，月

桂酸楚化酶(LAH)是催化短链(C lO)和中链(C12-C14)

脂肪酸重要的程化酶[24] 。 催化两个分子 N- 甲基乌

药碱氧化形成小柴宁的小柴宁合酶 ( B S) 是一种

CYP450 。 在植物病原菌和昆虫抗性中起重要作用

的2，4-二经基平甲氧基-1 ，4-苯井口恶嗦-3-酣(DIMBOA)
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乙酷辅酶 A

ι 
甲提戊酸

柯巴脂基焦磷酸

GA12 牛:::J GAI2-醒

·综述.

图 3 植物体中赤霉素的生物合成(部分参照文献[20])

由 CYP450 催化的前 3 个步骤由贝壳杉烯氧化酶催化，后一步骤由贝壳杉烯酸竣化酶催化， 以上 4 个步骤在植物中都是相同的 。

和 2，4- 二步圣基 -1 ，4- 苯并H恶嗦 -3- 酣(DIBOA)类物质的

生物合成也包含 CYP450 的催化反应[剧 。

2.2 CYP450 的解毒功能

植物 CYP450 除了具有生物合成的活性外 ， 还

具有分解天然产物的功能。 在 Salvia officinalis ， 单

币吉梅脑被氧化为 6 外， 控基槽脑，这一过程是由微

粒体 CYP450(樨脑 6- 外.经化酶)催化完成的[26)。一

些用作模式底物以测定哺乳动物CYP450活性的合成

的荧光底物(如 7- 氧香豆素和 7- 氧试卤灵)也可被植

物中的某些 CYP450 分解[ 1 0) 。

另一类主要的 CYP450介导的反应是除草剂、农

药和外源物质的解毒途径。 植物对许多除草剂产生

的生物化学抗性是因为除草剂被快速转化为起基化的

失活产物[27] ， 这些产物随后与植物细胞壁的糖类分

子结合。 CYP450 对除草剂的代谢作用己知包括小麦

和玉米对绿麦隆(chlortoluron)的 N-脱甲基作用和环甲

基的起基化作用[绍.29)，小麦对禾草灵(diclofop)的芳基

起基化作用[到]、 小麦对自连苯磺隆(triasulfuron)和绿

磺隆(chlorsulfuron)的芳基经基化[31) 、 玉米对氟暗、黄

隆(primisulfuron)的芳基和唔睫环挂基化[29) 、 玉米对

灭草松(bentazon)的芳基起基化作用等[30) 。

一旦明确 CYP450 与除草剂的降解有关 ， 分离

相关基因便成了人们研究的重点 。 有趣的是， 第一

个分离出来的除草剂代谢CYP450基因不是来自于植

物，而是从土壤细菌浅灰链霉菌( Str eptomyces

griseolus)中分离得到的 SUl 和 SU2 基因 。 其中 SUl

(CYP105Al)基因的靶蛋白是线粒体基质， 能活化无

毒的磺酌服类 R7402 成为一种高效的植物毒性除草

剂。 O' Keefe 等[3 1 )将该基因重组在 CaMV35S 和绒毡

层特异表达启动子后转化烟草进行表达，结果发

现， 当基因在全株表达， R7402 处理的植株则死

亡 ， 而绒毡层特异表达启动子引起的特异表达，用

R7402 处理未成熟的花会导致雄性不育。 所以 ， 目

前 SUIIR7402 系统作为阴性选择标记被广泛应用 。

在哺乳动物中 ， 很少有参与药物和外源生物物

质代谢的 CYP450 。 但从小 鼠体内分离得到的

CYPIAl 基因进行重组转化植物后，成功地获得了

耐除草剂的转基因烟草和马铃薯 [ 32] 。 研究表明，

CYPIAl 的代谢底物较为广泛，如阿特拉津(除草

剂)、 绿麦隆(除草剂)和 pyriminobac-meth 1 等。

近几年，人们对所有能代谢除草剂的植物源

CYP450 进行比较后发现，从菊芋中分离得到的和

从大豆中分离得到的 CYP71AI0 它们各自表达产物

的解毒效率较高， 其中 CYP71AlO基因具有 CYP450

的基本保守序列[33] 。 试验结果表明， CYP76B l 对

苯服的催化周期比 CYP71AI0 的长 10 倍， 当上述两

种基因超量表达时， 对苯服的耐性则会相应提高 。

目前还没有有关多代谢CYP450的周期速率的研究报

道 。 此外 ， 从植物中还分离和鉴定具有代谢除草剂

功能的其他 CYP450 ， 如 CYP71A l l 、 CYP73Al 和

CYP76Bl 等[6] 。 鉴于除草剂己广泛使用，现己成为

生态环境的主要污染源， 因此利用 CYP450对除草剂

等人工合成物质的代谢可望开辟新的生物除污途径。

3 展望
随着现代生物学实验方法的日臻完善和技术的
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不断提高，越来越多的植物 CYP450 酶被鉴定，部

分编码其氨基酸的全长 cDNA 也被成功分离。 因

此 ， 植物 P450 的研究无论在理论上探索植物的生理

代谢、 选择进化和与环境的关系上， 还是在农业生

态、生物防治和作物基因工程上都有重要而广泛的

意义。

目前，虽然越来越多 的科学家转向植物

CYP450 的研究，但分离和鉴定植物 CYP450 仍然是

该领域研究的首要任务 。 由于有 50 多年动物

CYP450 的研究基础以及近年来对 CYP450性质有了

更多的了解和提纯方法的不断改进，越来越多的植

物 CYP450 被分离纯化。 在分离纯化过程中 ， 目标

蛋白质数量的多少是分离纯化工作成功与否的关

键。研究表明 ， 用药物等诱导物质可使 CYP450 的

量增多 ， 所以寻找适直的外源物质，诱导提高目标

蛋白质的表达丰度及其适直的分离技术是今后分离

纯化 CYP450 的主要研究内容之一 。

其次 ， 分离植物 CYP450 基因和测定它们的生

物化学功能是 目前植物 P450 研究的核心 。 迄今为

止 ， 利用缺失功能突变体法、 差异筛选法和表达序

列标签法( EST ) 已成功地分离了 3000 多个植物

CYP450基因，但仅有极少数的 CYP450 基因的功能

被鉴定，因此，验证与测定其生物学功能是整个

CYP450 研究领域的焦点。 随着大肠杆菌和酵母体

外表达系统的进一步完善，已经把多种动物、 微生

物和植物的 CYP450 进行了体外表达，并积累了许

多成功的经验，为测定未知的 CYP450 基因的生物

学功能打下了基础 。 最近，本实验室利用mRNA差

异显示技术(DD-PCR)结合 RACE 技术成功分离井克

隆到一个与白菜核雄性不育相关的编码细胞色素

CYP450 cDNA 全长 CYP86MF。 该 cDNA 具有一个

完整的长 1578 bp 的开放阅读框 ， 经 GenBank

BLAST 查询表明 ， CYP86MF 与位于拟南芥第一条

染色体上的编码细胞色素P450基因 CYP86C4核昔酸

序列有 85.3 % 的同源性，氨基酸同源率为 84.9% ;

Northem验证表明 CYP86MF在白菜两用系不育株的

表达受到了明显地抑制，并且该基因在花蕾中特异

表达，而在叶片和茎中不表达[3飞当前对该基因可

能的生物学功能正在做进一步的研究 。

另外，植物 CYP450 基因的表达和调控也是今

后一段时间的研究热点 。 研究表明 ， CYP450 基因

的表达调节主要是转录水平的调节，以mRNA 的剪

切和蛋白质翻译等转录后调节为辅 。 CYP450 基因

5 65 

的表达还受许多生物和非生物因子的调节，如微生

物侵染、光、 化学物质的诱导和组织器官特异性和

发育分化等因素的影响。此外，随着植物基因组计

划的进一步深入 ， 对调控 CYP450 基因表达的内在

因素将有更清楚的认识 ， 如 CYP450 基因的启动

子、增强子、 衰减子和诱导因素的受体蛋白及其基

因序列等作用元件与作用因子的单一及其相互的调

节作用都将是今后植物 CYP450 研究的重要内容。

随着现代生物技术的发展，人们可以按设计改造

CYP450 基因的结构及操纵其表达过程 ， 由此改变

P450 的活性 ， 甚至构建具有天然 CYP450 不具备的

新活性 。

最后 ， CYP450 的生物解毒功能的开发和利用

也是今后一段时间植物 CYP450 的研究重点 。 由于

CYP450 不但能分解天然的生物物质 ， 还能分解如

除草剂、农药和外源物质等人工合成的物质，但 目

前对其代谢的机制还不是很清楚。 相信在不久的将

来 ， 在清楚 CYP450 代谢人工合成的物质机制的基

础上 ， 通过遗传转化等分子生物学手段改造的植物

和微生物将大大提高其对除草剂及农药的耐性 ， 并

通过这些超级生物来达到修复环境的目的。 此外，

在庞大的 CYP450家族中也有可能寻找到诸如 bar一

样的标记基因，并应用于植物表达载体的构建 。
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Plant Cytochrome P450 

Xiao-Lin Yu, Jia-Shu Ca庐， Hui-Mei Cui, Wan-Zhi Ye 
(Department of Horticulture, College of Agri-Biotechnology ofZh句iang Universi所 TheSωte Agriculture Ministry Laboratory of 

Horticultural Plant Growth, Development & Biotechnology, Hangzhou 310029, China) 

Abstract The isolation of plant cytochrome P450 genes, and their functions in biosynthesis of metabolites 

such as phenylpropanoid, glucosinolates, IAA and terpenoid, and detoxification of some natural and synthetical 

chemicals were briefly reviewed. It was also proposed in our paper that further research of 出is area will be focused 

on the identification of more cytochrome P450 genes, analysis of their biological functions, and elucidation of the 

role of cytochrome P450 on herbicide resistance and their application in environment biological recoveη. 

Key words plant cytochrome P450; isolation gene; biosynthesis; detoxifcation 
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