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摘　 要：旨在为甘蔗细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶基因的实验克隆、功能鉴定及其应用提供参考。 本研究以甘蔗类似细胞色素 Ｐ４５０ 还

原酶基因的 ＥＳＴ 序列 ＣＦ５７６１３０．１ 为探针，在甘蔗 ＥＳＴ 数据库中进行检索，并基于电子克隆技术获得了甘蔗细胞色素 Ｐ４５０ 还原

酶基因（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）的一条 ｃＤＮＡ 全长序列，命名为 ＳｃＣＹＰ４５０。 采用生物信息学方法，对该基因编码蛋白从氨基

酸组成、理化性质、亚细胞定位、跨膜结构域、疏水性 ／ 亲水性、高级结构及功能域等方面进行预测和分析。 结果表明该基因全长

１ ８２１ ｂｐ，包含一个 ７４４ ｂｐ 的开放阅读框，编码 ２４７ 个氨基酸，该基因编码蛋白定位于细胞内质网（膜），为可溶性碱性蛋白，不存

在信号肽，二级结构原件多为无规卷曲，含有多个保守功能域，主要功能为辅酶因子生物合成和翻译功能。
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　 　 细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ）是由一

个基因经过复杂的生物进化历程产生的血红素蛋白

基因家族［１］。 细胞色素 Ｐ４５０ 酶系在高等植物中执

行着包括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等各种不同功能，同时还参

与许多外源性物质包括除草剂等的生物氧化，此外

细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶可以通过合成黄酮类、香豆

素、生物碱等抑制昆虫、微生物和病毒对植物的侵害



从而达到植物保护的作用［２－４］。 虽然在水稻、小麦

及茄科作物等植物已有相关的研究［５－７］，但在甘蔗

中尚未见相关报道。 由于大多数 Ｐ４５０ 还原酶在植

物体内的含量很低且不稳定，直接分离纯化 Ｐ４５０
还原酶非常困难，因此在克隆 Ｐ４５０ 还原酶基因的

基础上，研究该基因的表达特征及功能特性，是研究

该基因功能的一种重要途径［８］。 因此，甘蔗细胞色

素 Ｐ４５０ 还原酶基因的电子克隆和分析具有一定的

理论和实践意义。
电子克隆和电子表达分析技术是一种结合了

ＥＳＴ 技术、计算机运算方法和生物信息学手段为一

体的新生技术，它不仅具有速度快、实验成本低而且

还有能为目标基因的实验克隆提供较为精确的参考

序列等诸多优点［９－１０］。 利用 ＮＣＢＩ 上某个植物 ＥＳＴ
数据库结合生物信息学的电子克隆和电子表达分析

技术已被广泛地应用于快速、高效地分析基因的海

量表达信息［１１－１３］。 迄今，已有通过电子克隆技术从

甘蔗 ＥＳＴ 数据库中获得二氨基庚二酸异构酶基

因［１４］、天冬氨酰半醛脱氢酶基因［１１］、过氧化氢酶基

因［１２］和几丁质酶基因［１３］ 等基因的报道。 本实验应

用电子克隆方法，以甘蔗中类似细胞色素 Ｐ４５０ 还

原酶基因的 ＥＳＴ 序列 ＣＦ５７６１３０．１ 作为查询探针，在
甘蔗 ＥＳＴ 序列数据库中进行 ｂｌａｓｔ 比对，拼接，直至

不再获得新序列，获得甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的 ｃＤＮＡ
全长序列；而后，应用生物信息学技术预测该基因的

结构及功能，同时利用电子表达分析方法，分析该基

因的组织特异性表达或在生物或非生物胁迫后的表

达模式，以期为后续甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的实验克

隆和功能研究提供较为全面的参考依据。

１　 材料和方法

１．１　 电子克隆获得甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因序列

以甘蔗中类似细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶基因的

ＥＳＴ 序列 ＣＦ５７６１３０．１ 为探针，利用 ｂｌａｓｔ 工具对甘

蔗 ＥＳＴ 数据库进行检索，从结果中选择与探针序列

同源性较高的甘蔗序列，而后使用在线工具 ＣＡＰ３
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｂｉｌ．ｕｎｉｖ－ｌｙｏｎ１． ｆｒ ／ ｃａｐ３． ｐｈｐ）进行聚类、拼
接、延伸，然后以新的重叠群为新探针继续比对检索

直至无新的 ＥＳＴ 可供拼接为止。 接着使用 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｏｒｆｉｇ． ｃｇｉ）
查找其开放阅读框。
１．２　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的生物信息学分析

应用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ、Ｐｓｏｒｔ等在线工具进行核酸及

氨基酸序列组成分析、开放阅读框的查找和翻译以及

编码蛋白理化性质分析；应用在线工具 ＥｘＰＡＳｙ⁃
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ） 对亲水

性 ／疏水性进行分析；信号肽的预测则采用 ＳｉｇｎａｌＰ
４．０ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）
软件来完成并用 ｐｒｅｄｉｃｔ ｐｒｏｔｅｉｎ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ）进行验证；编码蛋白质的亚细胞定

位利用 Ｐｓｏｒｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｓｏｒｔ． ｈｇｃ． ｊｐ ／ ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）进行预

测；蛋白质二级结构和三级结构分别利用 ＧＯＲＩＶ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ
＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ）和 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄ⁃
ｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｗｏｒｋｓｐａｃｅ ／ ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ？ ｆｕｎｃ ＝ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ＿
ｓｉｍｐｌｅ１）进行分析；应用 ＮＣＢＩ 中的 Ｃ ＤＤ（Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ） 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）进行蛋白保守结构域预

测；而 ＤＮＡＭＡＮ 软件和 Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）在线工具则用于核酸和氨基酸序列

的同源性分析和使用软件 ＭＥＧＡ 对氨基酸序列进行

多重比对，并采用邻接法输出其同源性进化树，进行

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证。
１．３　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的电子表达分析

对同源对比后甘蔗 ＥＳＴ 数据库中与 ＳｃＣＹＰ４５０
基因同源性较高的甘蔗 ＥＳＴ 序列，采用电子表达分

析，根据这些 ＥＳＴ 序列的组织来源及其在不同组织

中的出现频率以及来源于生物或非生物胁迫材料分

析该基因的组织特异性表达和不同胁迫条件下的表

达情况。

２　 结果与分析

２．１　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因序列的获得

以甘蔗中类似细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶基因的

ＥＳＴ 序列（ＣＦ５７６１３０．１）作为查询探针，从甘蔗 ＥＳＴ
数据库中比对检索到 １６ 条与探针序列同源性较高

的甘蔗 ＥＳＴ 序列。 选择与查询探针同源性最高的

甘蔗 ＣＡ０８７６４７． １ 序列，对该 ＥＳＴ 序列聚类（Ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ）的 １６ 条非冗余甘蔗 ＥＳＴ，利用 ＣＡＰ３ 进行拼

接组装，然后将获得的 ｃｏｎｔｉｇ 重叠群进行分析及反

复检索拼接，最终得到一个 ｃＤＮＡ 全长为１ ８２１ ｂｐ的
甘蔗 Ｐ４５０ 基因，记为 ＳｃＣＹＰ４５０。 ＯＲＦ 软件分析显

示，该 ｃＤＮＡ 序列包含一个 ７４４ ｂｐ 的完整开放阅读

框，编码 ２４７ 个氨基酸，说明拼接得到了一条完整的

ｃＤＮＡ 序列。 图 １ 为电子克隆所得的 ＳｃＣＹＰ４５０ 基

因全长序列。
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图 １　 电子克隆获得的甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的 ｃＤＮＡ 序列及其推导的氨基酸序列（∗终止密码子）
Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｇｅｎｅ

ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｃｌｏｎｉｎｇ （∗ ｓｔｏｐ ｃｏｄｏｎ）

２．２　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因编码氨基酸的一级结构

预测

　 　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因编码氨基酸的一级结构预

测见表 １。 从表 １ 中可以看出，该基因等电点（ＰＩ）
为 ８．２４，不稳定系数为 ４６．４０，平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）
为－０． １７４。 由于当一个蛋白质的不稳定系数＞ ４０
时，蛋白质不稳定，故甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因编码的蛋

白质为亲水的不稳定碱性蛋白质。
２．３　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白二级结构预测和分析

通过在线软件 ＧＯＲＩＶ 对甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白进

行二级结构预测，结果显示该蛋白质二级结构主要为

无规则卷曲，无规则卷曲占的比例为 ４７．３７％，α－螺旋

和延伸链分别占 ３６．４４ 和 １６．１９％（见图 ２、表 ２）。

表 １　 ＳｃＣＹＰ４５０ 的一级结构预测分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳｃＣＹＰ４５０

ＳｃＣＹＰ４５０ 一级结构特性 预测结果

编码的氨基酸数（个） ２４７

等电点（ＰＩ） ８．２４

分子量（ ＭＷ） ／ Ｄａ ２７ ３９４．４

负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ） ２５

正电荷残基（Ａｒｇ ＋Ｌｙｓ） ２７

分子式 Ｃ１２２９Ｈ１９０５Ｎ３３３Ｏ３５２Ｓ１３

不稳定系数（ＩＩ） ４６．４０

平均疏水性（ＧＲＡＶＹ） －０．１７４

脂肪系数（ＡＩ） ７７．０４

50 100 150 200

50 100 150 200

图 ２　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白二级结构预测

Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ
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表 ２　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白二级结构预测分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ
ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ

二级结构类型 氨基酸残基数目（个） 百分比（％）

α－螺旋 ９０ ３６．４４

Ｂｅｔａ 折叠 ４０ １６．１９

无规则卷曲 １１７ ４７．３７

Ｂｅａｔ 转角 ０ ０

２．４　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白信号肽预测和分析

使用 ＳｉｇｎａｌＰ ４．０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０
蛋白进行信号肽预测，结果如图 ３ 和表 ３ 所示，预测

ＳｃＣＹＰ４５０ 基因所编码的蛋白不含有信号肽，说明此

蛋白为非分泌蛋白且不具有信号识别功能。 该结果

与 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 数据库（ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ．ｐｒｅｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ）
分析的结果一样。

SignalP-4.1prediction(euknetworks):Sequence
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图 ３　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白信号肽预测

Ｆｉｇ．３　 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ－ＮＮ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 ３　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白信号肽预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ－ＮＮ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ
指标 位点 分值 有无信号肽

ｍａｘ．Ｃ １ ０
ｍａｘ．Ｓ １ ０
ｍａｘ．Ｙ １ ０
ｍｅａｎ Ｓ １－０ ０

Ｄ １－０ ０ ＮＯ

注： Ｃ ｓｃｏｒｅ：原始剪切位点的分值； Ｓ ｓｃｏｒｅ：信号肽的分值； Ｙ ｓｃｏｒｅ：
综合剪切位点的分值；Ｓ－ｍｅａｎ ：信号肽分值的平均值；Ｄ ｓｃｏｒｅ： Ｓ
ｍｅａｎ 和 Ｙ－ｍａｘ 的加权平均值。
Ｎｏｔｅｓ： Ｃ ｓｃｏｒｅ：ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ； Ｓ ｓｃｏｒｅ： ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ； Ｙ ｓｃｏｒｅ： ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ Ｓ－ｍｅａｎ： ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ
Ｓ－ｓｃｏｒｅ； Ｄ ｓｃｏｒｅ： ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ－ｍｅａｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｙ－ｍａｘ ｓｃｏｒｅｓ．

２．５　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白疏水性 ＼亲水性的预测和

分析

　 　 根据蛋白的平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）值对甘蔗 Ｓｃ⁃
ＣＹＰ４５０ 蛋白质进行预测，ＧＲＡＶＹ 值通常在 ２ ～ －２，
当该值大于零时，蛋白为疏水蛋白；当该值小于零

时，蛋白为亲水蛋白。 使用 ＥｘＰＡＳｙ⁃ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线

软件，对 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因所编码氨基酸序列的疏水

性 ／亲水性进行预测，结果显示：ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的

ＧＲＡＶＹ 值为－０．１７４，推测该蛋白为一种亲水蛋白，
其中第 １５ 位具有最高分值，为２．５３３，疏水性最强；
第 １７１ 位具有最低分值，－２．２４４，亲水性最强。
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图 ４　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白氨基酸疏水性 ／亲水性预测

Ｆｉｇ ．４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．６　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白三级结构预测

使用 ＰｙＭＯＬＷｉｎ 软件查看 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ工

具的预测模型，结果如图 ５ 所示：ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白

的空间结构以无规则卷曲和螺旋为主。 比较 Ｓｃ⁃

ＣＹＰ４５０、高粱、玉米和粟米蛋白的三级空间结构

虚拟图，结果显示甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 的三级空间结

构与高粱、玉米和粟米蛋白的三级空间结构高度

相似。

SCCYP450 Sorghumbicolor Zeamays Setariaitalica

图 ５　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｈｉｒｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ

２．７　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的功能预测

使用 Ｐｒｏｆｕｎ ２．２ Ｓｅｒｖｅｒ 对甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 及相似

性高近缘的高粱 ＣＹＰ４５０ 蛋白进行功能预测，结果如

表 ４ 所示，ＣＹＰ４５０ 蛋白在甘蔗和高粱中功能预测结

果都是为生长因子的可能性最高，转录功能次之。 故

推测甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白具有生长因子及转录功能，
高粱蛋白在功能上亦具有相似性与其亲缘关系相符，
表明该蛋白在功能上具有一定的保守性。

表 ４　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 及高粱的蛋白功能预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ＳｃＣＹＰ４５０
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ

基因本体论范畴 ＳｃＣＹＰ４５０ 高粱

生长因子 ０．７４２ ０．３７２

转录 ０．４０３ ０．３２５

信号传感器 ０．３４９ ０．２４６

离子通道 ０．３１７ ０．２０１

２．８　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的亚细胞定位

使用 Ｐｓｏｒｔ 在线软件，对 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白进行亚

细胞定位，结果如表 ５ 所示：甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白可

能定位于内质网（膜）中，这与红豆杉 Ｐ４５０ 还原酶

定位于内质网上的结论是一致的［１５］。

表 ５　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｐｔｅｉｎ

亚细胞定位 概率

内质网（膜） ０．５５０

微小体 ０．２０２

溶酶体 ０．１９０

内质网（内腔） ０．１００

２．９　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的保守结构域分析

使用 ＮＣＢＩ 中的 ＣＤＤ（Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａ⁃
ｂａｓｅ）数据库，对 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的保守结构域进行

预测分析，结果如图 ６ 所示：该蛋白属于 ＣｙｓＪ 多区

域蛋白中的类似铁氧还蛋白还原酶基因超家族

（ＦＮＲ＿ｌｉｋｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ），含有多个非特异性的保守

结构域，如 ＮＡＤＰＨ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ （ＣＹ⁃
ＰＯＲ）、Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０－ｌｉｋｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｏｆ Ｅ． ｃｏｌｉ
ｓｕｌｆｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ （ ＳｉＲ）、 Ｈｕｍａｎ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ （ＭＳＲ）等。 其中 ＮＡＤＰＨ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ （ ＣＹＰＯＲ） 含有黄素腺嘌呤二核苷酸

（ＦＡＤ） 和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 （ ＮＡＤ） 结合

位点［１６］。
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图 ６　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的保守结构域分析

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２．１０　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的氨基酸序列同源性分

析和系统进化树构建

　 　 使用 ＮＣＢＩ 中的 Ｂｌａｓｔｐ 程序，对甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋

白的氨基酸进行同源性分析，结果显示该蛋白与高粱

（Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ｜ ＸＰ ００２４４４０９７．１ ｜ ）、玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ
｜ＮＰ ００１１３６７４１．１ ｜ ）、 粟 米 （ Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ ｜ ＸＰ
００４９７３０５２．１ ｜ ）、水稻 （ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ
｜ＢＡＤ０５４４３．１ ｜ ）、碧桃（Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ ｜ＥＭＪ２８６４５．１ ｜ ）、
桑属 （ Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ ｜ ＥＸＢ５４７４２．１ ） 和 三 角 叶 杨

（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ｜ ＥＲＰ４９８８６．１ ｜ ）蛋白的氨基酸

序列相似性分别为 ９９％、９６％、９６％、９２％、８６％、８５％

和８４％。
使用软件 ＭＥＧＡ 软件对甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白的

氨基酸序列与上述 ８ 个近缘物种的氨基酸序列进行

多重比对，并采用邻接法输出其同源性进化树，进行

了 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证。 结果显示甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白与

高粱中该蛋白的亲缘关系最近，相似性达到 ９９％，
而与双子叶植物碧桃、桑属、三角叶杨的亲缘关系相

对较远（见图 ７）。 在前文高粱的蛋白功能以及蛋白

三级结构上与甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白具有较高的相似

性，从侧面反映了二者的具有较高的同源性和较近

的亲缘关系。

Sorghumbicolor｜XP002444097.1｜
ScCYP450
Zeamays｜NP001136741.1｜
Setariaitalica｜XP004973052.1｜
Oryzasativa｜BAD05443.1｜
Populustrichocarpa｜XP002329636.1｜
Morusmotabilis｜EXB54742.1｜
Prunuspersica｜EMJ28645.1｜

图 ７　 用邻接法（ＮＪ）构建的八个物种ＳｃＣＹＰ４５０蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ．７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＳｃＣＹＰ４５０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ８ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔｓ

２．１１　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的电子表达分析

电子表达分析结果表明，甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因

在甘蔗根尖、种子、分生组织和茎中组成型表达，其
中在分生组织中的表达量比其他组织类型中表达量

高（见表 ６，图 ８）。 说明该基因的表达可能与植物

的生理功能或生长机制有关。
表 ６　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因电子表达分析的 ＥＳＴ 分类结果

Ｔａｂｌｅ ６　 ＥＳＴ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

基因名 ＥＳＴ 序列 组织类型 数量

ＳｃＣＹＰ４５０ １６ 根 ４

种子 ３

分生组织 ７

茎 ３

8

6

4

2

0
根 种子 分生组织 茎

4
3

7

3

表
达

序
列
标

签
数
目

组织类型

图 ８　 甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因电子表达分析结果

Ｆｉｇ．８　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ
ｏｆ ＳｃＣＹＰ４５０ ｇｅｎｅ

３　 结　 论

本研究应用电子克隆技术并结合生物信息学分

析技术，得到甘蔗细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶基因的

ｃＤＮＡ全长。 该基因全长 １ ８２１ ｂｐ，编码 ２４７ 个氨基

酸，等电点为 ８．２４，分子量为 ２．７３ ｋＤａ。 其二级结构

主要为无规则卷曲和 α 螺旋，与小麦 Ｃｙｐ４５０ 基因

的电子克隆与生物信息学分析报道中的蛋白二级结

构以无规则卷曲（３３．８６％）和 α 螺旋（４８．１４％）为主

的结果相一致［１７］。 结合该蛋白等电点、不稳定系数

及信号肽等分析结果可推测，该蛋白为不含信号肽

的不稳定碱性蛋白。 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋白属于铁氧还蛋

白还原酶基因超家族（ＦＮＲ＿ｌｉｋｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ），具有

叶绿体还原酶活性，参与电子传递，已经被证明参与

氮同化，氮气固定、类固醇羟基化，脂肪酸代谢等多

种代谢途径［１８］。 甘蔗 ＣＹＰ４５０ 蛋白与已研究的中

国红豆杉中细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶结果大致相同，
并有着相同的亚细胞定位结果：定位在内质网中；在
研究结果中还提到该蛋白起着电子传递的作用［１５］。
根据细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶的相关报道及本研究软

件分析结果推测该基因编码的蛋白质功能定位于生

长因子和转录功能。 蛋白质氨基酸同源性分析并对

进化树进行 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 验证，可知甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 蛋

白与高粱蛋白亲缘关系最为接近且二者之间的三级
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结构、蛋白功能相似度较高，这也从一定程度上验证

了高粱与甘蔗的亲缘关系最近，聚为一类，同为禾本

类植物该类蛋白氨基酸序列总体上较为保守且蛋白

功能上也较为保守。 此外，在对该基因电子表达分

析中，结果表明其主要表达在分生组织中，推测该基

因可能与细胞分裂生长或植物生长调节有关。 但

是，由于目前甘蔗 ＥＳＴ 数据库中没有检索到该基因

在生物或非生物逆境胁迫下特异表达的 ＥＳＴ 序列，
也就无法通过电子表达分析技术探讨该基因在生物

或非生物逆境胁迫下的表达特征或特性，需待 ＥＳＴ
数据库不断丰富结合试验进行验证。 综上，本研究

为后续甘蔗 ＳｃＣＹＰ４５０ 基因的实验克隆和功能研究

及其进一步的应用提供一定的参考依据。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［１］　 ＧＵＥＮＧＥＲＩＣＨ Ｆ Ｐ． Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｏｘｉ⁃
ｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］． Ｃｈｅｍ． Ｒｅｓ． Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２００８， ２１（１）： ７０－８３．

［２］　 ＣＨＥＦＳＯＮ Ａ， ＡＵＣＬＡＩＲ Ｋ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｔｏｗａｒｄｓ ｔｈｅ ｅａｓｉｅｒ
ｕｓｅ ｏｆ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ［ Ｊ］． Ｍｏｌ Ｂｉｏｓｙｓｔ， ２００６， １０（１０）：
４６２－４６９．

［３］　 ＣＨＥＦＳＯＮ Ａ， ＺＨＡＯ Ｊ， ＡＵＣＬＡＩＲＡ Ｋ． Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ ｂｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｏｎｏｒｓ ｏｒ
ｏｒｇａｎｉｃ ｐｅｒｏｘｉｄｅｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ＣＹＰ３Ａ４
ａｎｄ ＣＹＰ２Ｄ６［Ｊ］． Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ， ２００６， ６（６）： ９１６－９１９．

［４］　 ＣＨＥＦＳＯＮ Ａ， ＡＵＣＬＡＩＲ Ｋ． ＣＹＰ３Ａ４ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｓｏｌｖｅｎｔｓ， ｉｏｎｉｃ ｌｉｑｕｉｄｓ， ｏｒ ｗａｔｅｒ⁃
ｉｍｍｉｓｃｉｂｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ［Ｊ］． Ｃｈｅｍｂｉｏｃｈｅｍ， ２００７， １０
（１０）： １１８９－１１９７．

［５］　 刘惠君， 徐冬梅， 田宝莲， 等． 水稻细胞色素 Ｐ４５０ 对酰

胺类除草剂催化代谢研究［Ａ］． 第四届全国环境化学学

术大会论文汇编［Ｃ］． 南京： 南京大学环境学院， ２００７．
ＬＩＵ Ｈｕｉｊｕｎ， ＸＵ Ｄｏｎｇｍｅｉ， ＴＩＡＮ Ｂａｏｌｉａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｉｃｅ ａｍｉｄｅ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ
［ Ａ ］． Ｆｏｕｒｔｈ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐａｐｅｒ Ｓｅｒｉｅｓ［Ｃ］． ＮａｎＪｉｎｇ： Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２００７．

［６］　 高宗军． 甲基二磺隆敏感与耐性小麦细胞色素 Ｐ４５０
对比研究［Ｄ］． 北京． 中国农业大学， ２００５．
ＧＡＯ Ｚｏｎｇｊｕｎ． Ｔａｋａｔｏｓｈｉ ｓｅｎｓｅ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｕｒ ｃｏｍｐａｒａ⁃
ｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｃｅｌｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｗｈｅａｔ
［Ｄ］． ＢｅｉＪｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２００５．

［７］　 张昊， 戴素明， 谢丙炎． 细胞色素 Ｐ４５０ 在茄科作物中

的研究进展［Ｊ］． 作物研究， ２００７， ２１（２）： １３２－１３６．
ＺＨＡＮＧ Ｈａｏ， ＤＡＩ Ｓｕｍｉｎｇ， ＸＩＥ Ｂｉｎｇｙａｎ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ｃｒｏｐｓ ［ Ｊ］． Ｃｒｏｐ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２００７，２１（２）： １３２－１３６．

［８］　 ＣＨＡＰＰＬＥ Ｃ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｙｔｏ⁃
ｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ［ Ｊ］． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ， １９９８， ４９： ３１１－３４３．

［９］　 陈儒钢， 巩振辉， 逯明辉， 等． 植物基因克隆技术的

发展与展望［Ｊ］． 长江蔬菜， ２００９， （２０）： １３－１８．
ＣＨＥＮ Ｒｕｇａｎｇ， ＧＯＮＧ Ｚｈｅｎｈｕｉ， ＬＵ Ｍｉｎｇｈｕｉ， ｅｔ ａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈａｎｇｊｉａｎｇ Ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ， ２００９， （２０）： １３－１８．
［１０］ 王冬冬， 朱延明， 李勇， 等． 电子克隆技术及其在植

物基因工程中的应用［ Ｊ］． 东北农业大学学报， ２００６，
３７（３）： ４０３－ ４０８．
ＷＡＮＧ Ｄｏｎｇｄｏｎｇ， ＺＨＵ Ｙａｎｍｉｎｇ， ＬＩ Ｙｏｎｇ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｎｔ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２００６， ３７（３）： ４０３－ ４０８．

［１１］ 黄宁， 张玉叶， 苏亚春， 等． 甘蔗天冬氨酰半醛脱氢

酶基因的电子克隆与分析［Ｊ］． 生物信息学， ２０１３， １１
（２）： ９１－９９．
ＨＵＡＮＧ Ｎｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｙｅ， ＳＵ Ｙａｃｈｕｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｇａｒｃａｎｅ
ａｓｐａｒｔｙｌ ｓｅｍｉａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，
２０１３， １１（２）： ９１－９９．

［１２］ 陈珊珊， 郭晋隆， 李国印， 等． 甘蔗过氧化氢酶基因

的电子克隆及生物信息学分析 ［ Ｊ］． 生物信息学，
２０１２， １０（１）： ６５－７０．
ＣＨＥＮ Ｓｈａｎｓｈａｎ， ＧＵＯ Ｊｉｎｌｏｎｇ， ＬＩ Ｇｕｏｙｉｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｃａｔａｌａｓｅ
ｇｅｎｅ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１２， １０（１）：
６５－７０．

［１３］ 苏亚春， 李国印， 阙友雄， 等． 甘蔗几丁质酶基因的电子

克隆与生物信息学分析［Ｊ］． 生物信息学， ２０１１， ９（４）：
３２２－３３０．
ＳＵ Ｙａｃｈｕｎ， ＬＩ Ｇｕｏｙｉｎ， ＱＵＥ Ｙｏｕｘｉｏｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｇａｒｃａｎｅ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ
ｇｅｎｅｓ ［ Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１１， ９
（４）： ３２２－３３０．

［１４］ 黄宁， 张玉叶， 凌辉， 等． 甘蔗二氨基庚二酸异构酶

基因的克隆与表达分析［ Ｊ］． 热带作物学报， ２０１３，
（１１）： ２２００－２２０８．
ＨＵＡＮＧ Ｎｉｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｙｅ， ＬＩＮＧ Ｈｕｉ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｃａｎｅ ｄｉａｍｉｎｏｐｉｍｅｌａｔｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｃｒｏｐｓ， ２０１３，
（１１）： ２２００－２２０８．

［１５］ 阮仁余， 孔建强， 郑晓东， 等． 中国红豆杉细胞色素

Ｐ４５０ 还原酶的基因克隆、表达与活性分析［Ｊ］． 遗传，
２０１０， ３２（１１）： １１８７－１１９４．
ＲＵＡＮ Ｒｅｎｙｕ， ＫＯＮＧ Ｊｉａｎｑｉａｎｇ， ＺＨＥＮＧ Ｘｉａｏｄｏｎｇ， ｅｔ
ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｙｅｗ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ， ２０１０， ３２
（１１）： １１８７－１１９４．

［１６］ ＭＡＲＣＨＬＥＲ⁃ＢＡＵＥＲ Ａ， ＬＵ Ｓ， ＡＮＤＥＲＳＯＮ Ｊ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
Ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０１１， ３９（Ｄ）： ２２５－
２２９．

［１７］ 武安泉， 王俊生， 张玉玺， 等． 小麦 Ｃｙｐ４５０ 基因的电

子克隆与生物信息学分析［ Ｊ］． 中国农学通报， ２０１３，
（１８）： ３８－４４．
ＷＵ Ａｎｑｕａｎ， ＷＡＮＧ Ｊｕｎｓｈｅｎｇ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｘｉ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｗｈｅａｔ Ｃｙｐ４５０［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，
２０１３， （１８）： ３８－４４．

［１８］ ＭＡＲＣＨＬＥＲ⁃ＢＡＵＥＲ Ａ， ＺＨＥＮＧ Ｃ， ＣＨＩＴＳＡＺ Ｆ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
［Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２０１３， ４１（Ｄ１）： ３８４－３５２．

５０１第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 苏炜华，等：甘蔗细胞色素 Ｐ４５０ 还原酶基因的电子克隆与分析


