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蒜头果中 ＣＹＰ７１ 基因克隆与果实
不同发育时期的表达分析
原晓龙ꎬ 陈中华ꎬ 李云琴ꎬ 王　 毅∗

( 云南省林业和草原科学院ꎬ 云南省森林植物培育与开发利用重点实验室ꎬ 国家林业和草原局

云南珍稀濒特森林植物保护与繁育重点实验室ꎬ 昆明 ６５０２０１ )

摘　 要: 由氨基酸衍生的氰苷是由植物细胞色素 Ｐ４５０ 单加氧酶(ＣＹＰ)催化氨基酸生成的次生代谢产物ꎬ
与植物的防御和抗逆境胁迫相关ꎮ 该研究通过分析蒜头果转录组数据ꎬ从中分离并克隆得到 １ 条细胞色素

Ｐ４５０ 基因(命名为 ＭｏＣＹＰ７１ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＫ１７２８５８)ꎬ对其进行生物信息学分析并检测该基因在果

实不同发育时期的表达情况ꎮ 结果表明:ＭｏＣＹＰ７１ 基因含 １ ５７２ ｂｐꎬ编码 ５２３ 个氨基酸ꎬ该基因的 ｃＤＮＡ 序

列与咖啡(Ｃｏｆｆｅａ ｅｕｇｅｎｉｏｉｄｅｓꎬＸＭ＿０２７３１９２８２)、小果咖啡(Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａꎬＸＭ＿０２７２１３４５６)中的 ＣＹＰ７１ 基因的

ｍＲＮＡ 序列均有 ８８％的一致性ꎻＭｏＣＹＰ７１ 蛋白的相对分子质量为 ５８ ９７６.５４ꎬ理论等电点 ｐＩ 为 ８.１０ꎬ分子式

为 Ｃ２６７５Ｈ４１８４Ｎ７０４Ｏ７４４Ｓ２７ꎬ不稳定系数(Ⅱ)为 ４０.８４ꎬ是一种不稳定蛋白ꎻ该蛋白不存在信号肽ꎬ存在于分泌途

径ꎬ含有两个跨膜结构ꎬ分别位于 ２０~ ３７ 和 ３１１~ ３３３ 位的氨基酸为跨膜疏水螺旋ꎬ锚定于细胞器上ꎻ该蛋白

含有 ＣＹＰ 家族的保守结构域ꎬ包括脯氨酸富集区(ＰＰＳＰＰＲＬＰ)、Ｋ 螺旋(ＫＥＴＦＲ)、Ｉ 螺旋(ＧＧＩＤＴＳ)、ＰＥＲＦ
域(ＰＥＲＦ)和识别结构域血红素结合域(ＦＧＡＧＲＲＩＣＰＧ)ꎬ与可可、榴莲、高粱等的 ＣＹＰ７１Ｅ 家族的蛋白

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＥＯＸ９２９０８.１、ＸＰ＿０２２７７３８７５.１ 和 ＡＡＣ３９３１８.１)聚为一支ꎻ在花谢后ꎬＭｏＣＹＰ７１ 基

因表达量逐渐降低ꎬ 花谢后 １ 个月>２ 个月>３ 个月ꎬ但在花谢后 ４ 个月的表达量急剧增加ꎮ 以上结果对研

究蒜头果的对虫害的防御、组织成熟及蒜头果中有效次生代谢产物的发掘具有重要意义ꎮ
关键词: 蒜头果ꎬ ＣＹＰ７１ 基因ꎬ 氰苷ꎬ 生物信息学分析ꎬ 基因表达
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　 　 蒜头果 (Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ) 隶属于铁青树科

(Ｏｌａｃａｃｅａｅ)ꎬ为我国特有的单种属濒危植物ꎬ仅分

布于云南东南部和广西西部 (刘雄民等ꎬ ２００７)ꎮ
在蒜头果果实的成熟期ꎬ其果实和枝叶中会含有

少量苯乙腈、氰苯基苯甲酸类等氰苷类化合物

(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎻ这是因为植物成熟过程中需

要合 成 乙 烯ꎬ 同 时 会 产 生 少 量 氰 苷 类 化 合 物

(Ｇｌｅａｄｏｗ ＆ Ｍｏｌｌｅｒꎬ ２０１４)ꎬ而通常情况下植物中

的氰苷能稳定地存在于细胞的区室中(Ｍｏｒａｎｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ但当植物受到昆虫等侵袭时ꎬ氰苷就

会被降 解 成 酮 和 氰 化 物 以 抵 御 其 侵 害 ( Ａｎｎｅ
Ｖｉｎｔｈｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ

氰化物是一类对人类具剧毒作用的化合物ꎬ
急性氰化物中毒会抑制线粒体中的细胞色素 ａａ３
氧化酶的活性并阻断细胞呼吸ꎬ严重时甚至危及

生命(Ｎｅｌｓｏｎꎬ ２００６ａ)ꎮ 氰苷的生物合成途径首次

在高 粱 ( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ) 中 阐 明 ( Ｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９９ꎻＧｌｅａｄｏｗ ＆ Ｍｏｌｌｅｒꎬ ２０１４)ꎬ高粱中氰苷类的

生物合成途径中仅包含 ３ 个结构基因ꎬ包括两种

生物膜锚定的多功能细胞色素 Ｐ４５０(ＣＹＰ７９Ａ１ 和

ＣＹＰ７１Ｅ１)和一个可溶的 ＵＤＰＧ￣葡萄糖基转移酶

(ＵＧＴ８５Ｂ１ ) ( Ｈａｌｋｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９５ꎻ Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９８ꎻ Ｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 其中 ＣＹＰ７９Ａ１ 负责催

化酪氨酸转化成 ｐ￣羟基苯乙醛肟( ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙ￣
ｌａｃｅｔａｌｄｏｘｉｍｅ)ꎻＣＹＰ７１Ｅ１ 负责将 ｐ￣羟基苯乙醛肟

转化成 ｐ￣羟基苯乙醇腈ꎬＣＹＰ７１Ｅ１ 又名 ４￣羟基苯

乙 醛 肟 单 加 氧 酶 ( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ
ｏｘｉｍｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ) ( Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ )ꎻ
ＵＧＴ８５Ｂ１ 负责在 ｐ￣羟基苯乙醇腈( ｐ￣ｈｙｄｒｏｘｙｍａｎ￣
ｄｅｌｏｎｉｔｒｉｌｅ)上添加葡萄糖基生成蜀黍苷( ｄｈｕｒｒｉｎ)ꎮ
高粱中的 ＣＹＰ７１Ｅ１ 酶属于 ＣＹＰ７１ 家族 ( Ｘｉｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ但 ＣＹＰ７１ 家族中的基因存在大量新功

能化或亚功能化的多重复制与重组ꎬ如双子叶植

物拟南芥( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ＣＹＰ７１ 家族中的

５２ 个成员仅覆盖了 ＣＹＰ７１Ａ 和 ＣＹＰ７１Ｂ 两个亚家

族 ( Ｐａｑｕｅｔｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｎｅｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎬ
ＣＹＰ７１ 家 族 同 源 基 因 的 多 样 性 极 为 丰 富

(Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ因此对 ＣＹＰ７１ 家族基因

的具体功能鉴定存在一定的困难ꎮ 目前ꎬ研究人

员从拟南芥(Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)、大豆(Ｇｕｔｔｉｋｏｎｄａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１０)等多种植物分离得到多种 ＣＹＰ７１ 家族

基因ꎬ但尚未有关蒜头果 (Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ) 方面

２０５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



ＣＹＰ７１ 基因的报道ꎮ 本研究选择生长 ３ 个月的蒜

头果果实进行转录组测序ꎬ从转录组数据中搜索

获得 ＣＹＰ 基因(命名 ＭｏＣＹＰ７１)ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技

术克隆获得该基因全长 ｃＤＮＡꎬ并用生物信息学分

析的方法对其潜在功能进行预测ꎬ再检测该基因

在果实的不同发育时期的表达量ꎬ为进一步研究

蒜头果果实中次生代谢物质的生物合成、揭示对

非生物和病原体胁迫的防御机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

从生长于云南省文山州广南县旧莫乡岩腊村

的蒜头果上分别采集花谢后 １ 个月、２ 个月、３ 个

月、４ 个月的果实ꎬ同时采集叶片作为对照ꎻ迅速将

所采集的样品放入液氮中保存ꎬ带回实验室置于

－８０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.２ 转录组分析与 ＲＮＡ 提取

将花谢后 ３ 个月的蒜头果果实送到华大基因

进行转录组测序ꎬ通过对转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行本地

Ｂｌａｓｔꎬ 并 将 各 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在 ＮＲ、 ＮＴ、 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、
ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＧＯ 等数据库中进行注释和分析ꎬ寻
找蒜头果果实转录组中的 ＣＹＰ７１ 基因ꎮ 按照

Ｑｉａｇｅｎ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ 提取试剂盒说明书的步骤提取

蒜头果果实和叶片的总 ＲＮＡꎬ用 １％的琼脂胶检测

所有样品 ＲＮＡ 的完整性ꎮ 再取 １ μｇ 符合试验要

求的 ＲＮＡ 进行反转录得到 ｃＤＮＡꎬ将 ｃＤＮＡ 保存在

－２０ ℃冰箱中备用ꎮ
１.３ 蒜头果 ＭｏＣＹＰ７１ 基因克隆

通过对蒜头果转录组数据分析ꎬ获得表达量

高且拥有完整开放阅读框的 ＣＹＰ 基因ꎬ以获得的

ＣＹＰ 基因序列ꎬ设计含有起始密码子的特异引物

( ＭｏＣＹＰ７１Ｆ: ５′￣ＡＴＧＣＡＣＴＴＧＡＧＣＴＴＣＣＡＡＡＧ￣３′)
和含有终止密码子的特异引物(ＭｏＣＹＰ７１Ｒ: ５′￣
ＧＧＴＡＴＡＡＴＴＧＧＧＡＴＧＣＡＴＡＧ￣３′)ꎮ 以蒜头果果实

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＨｉＦｉ 高保真聚合酶进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ电泳检测后通过将目的片段连接到 ｐＧＭＴ 载体

上、转化、菌落 ＰＣＲ 筛选获得含 ＭｏＣＹＰ７１ 基因的

阳性克隆ꎬ送上海生工测序ꎬ最终通过序列比对确

定获得 ＭｏＣＹＰ７１ 基因全长 ｃＤＮＡꎬ并永久保存在

－８０ ℃冰箱ꎮ
１.４ ＭｏＣＹＰ７１ 的生物信息学分析

用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )对 ＣＹＰ７１ 基因进行翻译获得其蛋白序

列ꎬ 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ / )、 ＣＤＤ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ )、 ＴＭＨＭＭ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / ) 等 分 析 ＭｏＣＹＰ７１
蛋白的理化性质、保守结构域和跨膜结构域ꎬ并用

ＤＮＡＭＡＮ 比对其氨基酸同源序列ꎬ确定 ＭｏＣＹＰ７１
的保守结构域ꎮ 将蒜头果 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白与 ＮＣＢＩ
上已知的其他植物的 ＣＹＰ 蛋白进行多重比对ꎬ并
用 ＭＥＧＡ７ 软件中邻位相接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构
建分子系统进化树ꎮ
１.５ 蒜头果 ＭｏＣＹＰ７１ 基因不同组织表达分析

分别取蒜头果不同组织的 ＲＮＡ ２ μｇꎬ反转录

合成 ｃＤＮＡ 第一条链ꎮ 以不同组织的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ用特异引物 ＴＭｏＣＹＰ７１Ｆ(５′￣ＡＣＣＧＣＣＧＴＣＧＣ￣
ＣＣＡＡＴＣＴＴＣ￣３′) 和 ＴＭｏＣＹＰ７１Ｒ ( ５′￣ＡＡＣＡＧＡＧ￣
ＣＡＴＧＡＧＧＡＣＴＴＧＧ￣３′)进行荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ
并以 ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １￣ａｌｐｈａ 基因作为内参基因ꎮ
具体反应体系如下:分别向 ＰＣＲ 管中加入 ２ ×
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ(含 ＲＯＸ) １２. ５ μＬ、 引物

ＴＭｏＣＹＰ７１Ｆ 和 ＴＭｏＣＹＰ７１Ｒ 各 ０. ５ μＬ、 ｃＤＮＡ １
μＬꎬ最终用 ＰＣＲ ｗａｔｅｒ ｎｕｃｌｅ￣ｆｒｅｅ 补足 ２５ μＬꎮ ＰＣＲ
反应条件:首先ꎬ预变性温度 ９５ ℃ꎬ时间 １０ ｍｉｎꎻ
然后ꎬ变性温度 ９５ ℃ꎬ时间 １５ ｓꎻ最后ꎬ退火和延伸

温度为 ６０ ℃ꎬ时间为 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 反应结

束后ꎬ收集信息做 Ｃｔ 值分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 蒜头果 ＭｏＣＹＰ７１ 基因的克隆

通过对蒜头果转录组数据的分析ꎬ获得一条

植物细胞色素 Ｐ４５０ 相关的 ＤＮＡ 序列ꎬ并以其为

基础设计特异引物 ＭｏＣＹＰ７１Ｆ 和 ＭｏＣＹＰ７１Ｒꎬ以
蒜头果果实的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得

一条长 １ ５７２ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 序列(图 １)ꎬ将其命名为

ＭｏＣＹＰ７１ 基因 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＭＫ１７２８５８)ꎮ
将 ＭｏＣＹＰ７１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列在 ＮＣＢＩ 上进行

３０５４ 期 原晓龙等: 蒜头果中 ＣＹＰ７１ 基因克隆与果实不同发育时期的表达分析



Ｂｌａｓｔ 比 对ꎬ 发 现 该 基 因 的 ｃＤＮＡ 序 列 与 咖 啡

(Ｃｏｆｆｅａ ｅｕｇｅｎｉｏｉｄｅｓꎬ ＸＭ ＿ ０２７３１９２８２)、小 果 咖 啡

(Ｃｏｆｆｅａ ａｒａｂｉｃａꎬＸＭ＿０２７２１３４５６)中编码植物细胞

色素 Ｐ４５０ 基因的 ｍＲＮＡ 序列均有 ８８％的一致性ꎮ

图 １　 ＭｏＣＹＰ７１ 基因的克隆片段
Ｆｉｇ. １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＭｏＣＹＰ７１ ｇｅｎｅ

２.２ ＭｏＣＹＰ７１ 基因及其蛋白的生物信息学分析

ＭｏＣＹＰ７１ 基因可编码 ５２３ 个氨基酸ꎬ将其氨

基酸序列在 ＮＣＢＩ 上进行 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ发现该蛋白

与高粱( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ)中编码 ４￣羟苯乙酮肟单

加氧酶 ( Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８) ( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｌ￣
ｄｅｈｙｄｅ ｏｘｉｍｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＥＣ:１.１４.１４.３７)的细

胞 色 素 Ｐ４５０ 蛋 白 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为

ＡＡＣ３９３１８.１)的一致性为 ５８％ꎬ４￣羟苯乙酮肟单加

氧酶属于 ＣＹＰ７１ 家族ꎮ ＭｏＣＹＰ７１ 的生物信息学

分析 结 果 显 示ꎬ 该 蛋 白 的 相 对 分 子 质 量 为

５８ ９７６.５４ꎬ理 论 等 电 点 ｐＩ 为 ８. １０ꎬ 分 子 式 为

Ｃ２６７５Ｈ４１８４Ｎ７０４Ｏ７４４Ｓ２７ꎬ不稳定系数(Ⅱ)为 ４０.８４ꎬ是
一种不稳定蛋白ꎻ该蛋白不存在信号肽ꎬ存在于分

泌途径ꎬ含有两个跨膜结构ꎬ分别位于 ２０ ~ ３７ 和

３１１ ~ ３３３ 位的氨基酸为跨膜疏水螺旋ꎬ锚定于细

胞器上ꎮ 将蒜头果的 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白与高粱、木薯

(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ)和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)

的 ＣＹＰ７１ 家 族 蛋 白 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为

Ｏ４８９５８、Ｑ６ＸＱ１４ 和 Ｑ９ＬＶＤ２.１)进行同源序列比

对ꎬ发现 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白具植物细胞色素 Ｐ４５０ 的

所 有 保 守 结 构 域 ( 图 ２ )ꎬ 脯 氨 酸 富 集 区

( ＰＰＳＰＰＲＬＰ )、 Ｋ 螺 旋 ( ＫＥＴＦＲ )、 Ｉ 螺 旋

(ＧＧＩＤＴＳ)、ＰＥＲＦ 域(ＰＥＲＦ)和 ＣＹＰ 超酶家族的

典型识别结构域血红素结合域(ＦＧＡＧＲＲＩＣＰＧ)ꎮ
选择已鉴定过功能的可可(Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ)、中华

猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)、高粱等的

４￣羟苯乙醛肟单加氧酶 (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为

ＥＯＸ９２９０８、 ＰＳＲ８６２３６ 和 ＡＡＣ３９３１８ )ꎻ 大 豆

(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、梅(Ｐｒｕｎｕｓ ｍｕｍｅ)和鳄梨(Ｐｅｒｓｅａ ａ￣
ｍｅｒｉｃａｎａ)等属于苯醛肟加氧酶的蛋白( ＧｅｎＢａｎｋ
登录号分别为 ＡＦ０２２１５７、ＡＢ９２０４９２ 和 Ｐ２４４６５)ꎻ
菊 苣 ( Ｃｉｃｈｏｒｉｕｍ ｉｎｔｙｂｕｓ )、 黄 花 蒿 ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ
ａｎｎｕａ)、埃 及 莨 菪 ( Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓ ｍｕｔｉｃｕｓ) 和 烟 草

( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ) 等 的 萜 类 合 成 酶 蛋 白

( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为 Ｅ１Ｂ２Ｚ９、 ＢＡＭ６８８０８、
ＡＢＳ００３９３ 和 ＡＡＤ４７８３２)ꎻ 长 春 花 ( Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ
ｒｏｓｅｕｓ)、拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、向日葵(Ｈｅ￣
ｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ)和大阿米芹( Ａｍｍｉ ｍａｊｕｓ)等的吲

哚类物质的生物合成酶蛋白(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分

别为 ＡＤＺ４８６８１、Ｏ４９３４２、ＡＥＩ５９７７９ 和 Ｑ６ＱＮＩ４ )
与蒜头果的 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白一起构建分子系统进

化树ꎬ图 ３ 结果显示:蒜头果与可可、中华猕猴桃

和高粱等的 ４￣羟苯乙醛肟单加氧酶(ＣＹＰ７１Ｅ１)蛋
白聚为一支ꎬ该组中蛋白负责催化 ４￣羟苯乙醛肟

转化为 ４￣羟基苯乙醇腈ꎮ
２.３ ＭｏＣＹＰ７１ 基因在不同果实发育时期和叶片中

的表达分析

以不同发育时期的蒜头果果实、叶片的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ以特异的检测引物 ＴＭｏＣＹＰ７１Ｆ 和 ＴＭｏＣ￣
ＹＰ７１Ｒ 检测 ＭｏＣＹＰ７１ 基因的具体表达量ꎬ图 ４ 结

果显示:ＭｏＣＹＰ７１ 基因在不同发育时期的蒜头果

果实及叶片中均有表达ꎬ以叶片(Ｌ)的表达量为参

照ꎬＭｏＣＹＰ７１ 基因在不同发育时期果实中表达量

均高于参照ꎻ在花谢后ꎬＭｏＣＹＰ７１ 基因表达量逐渐

降低ꎬ 花谢后 １ 个月( Ｆ１) > ２ 个月( Ｆ２) > ３ 个月

(Ｆ３)ꎬ但在花谢后 ４ 个月 ( Ｆ４) 的表达量急剧

增加ꎮ
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Ｍｏ. 蒜头果 ＣＹＰ７１ 蛋白ꎻ Ｓｂ. 高粱 ( Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ) ＣＹＰ７１ 蛋白 ( ＡＡＣ３９３１８. １)ꎻ Ｍｅ.木薯 (Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ) ＣＹＰ７１ 蛋白
(Ｑ６ＸＱ１４.１)ꎻ Ａｔ. 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)ＣＹＰ７１ 蛋白(Ｑ９ＬＶＤ２.１)ꎮ
Ｍｏ. Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ Ｓｂ. Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＡＡＣ３９３１８.１)ꎻ Ｍｅ. Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｑ６ＸＱ１４.１)ꎻ
Ａｔ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎ(Ｑ９ＬＶＤ２.１).

图 ２　 ４ 种植物 ＣＹＰ７１ 蛋白序列的比对分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｐｌａｎｔｓ

５０５４ 期 原晓龙等: 蒜头果中 ＣＹＰ７１ 基因克隆与果实不同发育时期的表达分析



图 ３　 蒜头果 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白与其他植物 ＣＹＰ７１ 蛋白的系统进化分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｏＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ ａｎｄ ＣＹＰ７１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

Ｆ１. 花谢后 １ 个月的果实ꎻ Ｆ２. 花谢后 １ 个月的果实ꎻ
Ｆ３. 花谢后 １ 个月的果实ꎻ Ｆ４. 花谢后 １ 个月的果实ꎻ
Ｌ. 叶片ꎮ
Ｆ１. １ｓｔ ｍｏｎｔｈ ｂｅａｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｓｓｏｍ ｆａｄｉｎｇꎻ Ｆ２. ２ｎｄ ｍｏｎｔｈ
ｂｅａｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｓｓｏｍ ｆａｄｉｎｇꎻ Ｆ３. ３ｒｄ ｍｏｎｔｈ ｂｅａｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ
ａｆｔｅｒ ｂｌｏｓｓｏｍ ｆａｄｉｎｇꎻ Ｆ４. ４ｔｈ ｍｏｎｔｈ ｂｅａｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ａｆｔｅｒ ｂｌｏｓｓｏｍ ｆａ￣
ｄｉｎｇꎻ Ｌ. Ｌｅａｖｅｓ.

图 ４　 ＭｏＣＹＰ７１ 基因在蒜头果不同发育时期
和叶片中的表达量

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭｏＣＹＰ７１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｉｎ Ｍａｌａｎｉａ ｏｌｅｉｆｅｒａ

３　 讨论与结论

蒜头果的挥发油中扁桃腈的相对含量高达

６４.９８ ％(黄开响等ꎬ ２００８)ꎬ扁桃腈是由氢氰酸添

加葡萄糖生成 (Ｒｕｓｔｌｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎮ 氰苷是一类

广泛存在于植物中的次生代谢产物ꎬ其生物合成

是由细胞色素 Ｐ４５０ 单加氧酶(ＣＹＰ)催化氨基酸

形成(Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎬ其中 ＣＹＰ７９ 家族催化脂

肪族或芳香族氨基酸形成相应的醛肟(Ｇｌｅａｄｏｗ ＆
Ｍｏｌｌｅｒꎬ ２０１４)ꎬＣＹＰ７１ 催化醛肟生成相应的氰苷

(Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 目前ꎬ已有 ＣＹＰ７９ 和 ＣＹＰ７１Ｅ
酶在高粱 ( Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)、木薯 ( Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)、红豆杉 ( Ｔａｘｕｓ ｂａｃｃａｔａ) ( Ｌｕｃｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)中参与氰苷生物合成的报道ꎮ 迄今为止ꎬ尚
未有关在蒜头果中参与氰苷生物合成的 ＣＹＰ 家族

基因的报道ꎮ
本研究从蒜头果中克隆获得 ＣＹＰ７１ 家族的基

因 ＭｏＣＹＰ７１ꎬ通过生物信息学分析发现该基因的

蛋白与其他植物细胞色素 Ｐ４５０ 家族的蛋白理化

性质、结构域、识别位点、细胞定位和跨膜结构等ꎬ
与其 他 植 物 ＣＹＰ７１ 蛋 白 的 研 究 结 果 相 似

(Ｂｏｕｔａｎａｅｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｓｈａｒａｆｅｌｄｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
根据蛋白序列的一致性可将 ＣＹＰ７１ 家族分成许多

分支ꎬ其中蛋白序列一致性在 ４０％属同一家族、高
于 ５５％属同一亚家族ꎬ高于 ９７％则属于等位基因

突变体(Ｎｅｌｓｏｎꎬ ２００６ｂꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎻ ＭｏＣ￣
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ＹＰ７１ 与高粱中编码 ４￣羟基苯乙醛肟单加氧酶

(Ｂａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)的蛋白一致性为 ５８％ꎬ可推测

ＭｏＣＹＰ７１ 为 ４￣羟基苯乙醛肟单加氧酶 (Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 本研究通过聚类分析将 ＣＹＰ７１ 蛋白分成

４ 个具不同催化功能的分支ꎬ是因为 ＣＹＰ７１ 家族

基因在植物的进化过程中分化多样( Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎻ该聚类分析中 ＭｏＣＹＰ７１ 蛋白与可可、
中华猕猴桃、高粱等编码 ４￣羟基苯乙醛肟单加氧

酶的蛋白聚为一支ꎬＭｏＣＹＰ７１ 蛋白可能为 ４￣羟基

苯乙醛肟单加氧酶ꎬ其催化功能可能为将 ４￣羟苯

乙醛肟催化为 ４￣羟苯乙醇腈ꎻ其余分支分别为苯

醛肟单加氧酶、萜类单加氧酶及吲哚类羟化酶ꎮ
基因表达分析显示 ＭｏＣＹＰ７１ 基因在花谢后前 ３ 个

月的蒜头果果实中的表达量逐渐降低ꎬ而在第 ４
个月的表达量急剧增高ꎬ推测该基因与蒜头果果

实成熟存在一定关联ꎮ 综上所述ꎬＭｏＣＹＰ７１ 基因

参与氰苷的生物合成、与蒜头果成熟有关ꎻ这与

ＣＹＰ７１ 基因参与组织成熟ꎬ在乙烯生物过程中会

形成少量氰苷(Ｇｌｅａｄｏｗ ＆ Ｍｏｌｌｅｒꎬ ２０１４)的研究结

果一致ꎬ高粱中 ＣＹＰ７１Ｅ１ 基因的表达与 ＭｏＣＹＰ７１
基因表达类似ꎬ即在成熟前 ＣＹＰ 基因表达逐渐降

低ꎬ而在成熟期迅速跃升的现象 ( Ｂｏｚａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９０ꎻ Ｊｏｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９ꎻ Ｇｌｅａｄｏｗ ＆ Ｍｏｌｌｅｒꎬ
２０１４)ꎮ 当植物组织损伤时ꎬ氰苷可水解为氰酸、
腈等有毒物质( Ｉｒｍｉｓｃｈ ｅｔ ａｌ. ２０１４)以保护成熟组

织免遭食草动物侵害ꎬＭｏＣＹＰ７１ 基因在蒜头果果

实不同发育时期的表达亦证明了这一现象ꎮ 本研

究通过对蒜头果转录组的分析分离并克隆得到

ＭｏＣＹＰ７１ 基因ꎬ对其进行生物信息学分析并检测

其在不同的果实发育时期的具体表达量ꎬ为蒜头

果的防御机制和蒜头果成熟研究奠定基础ꎮ
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