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油棕 P450 基因在果皮发育过程中的动态表达
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摘要 对油棕果实5个不同发育时期果皮中脂肪酸含量和类细胞色素P450(cytochromeP450,P450)基因

的表达情况进行了分析。结果表明:在所选择的5个不同发育时期中第4个时期P450的表达量最高,为第1个

时期表达量的201.07倍。脂肪酸总含量分析表明第3、4个时期之间增加速率最高(15.79%)。在第3个时期

脂肪酸的合成较少,脂肪酸含量变化趋势与同样组织中的P450基因表达趋势类似。由于细胞色素P450在植物

脂肪酸代谢中起重要作用,油棕果实发育中细胞色素P450的表达极有可能对其脂肪酸的氧化、环氧化、烃基化

等代谢产生影响,进而对脂肪酸的组成、产量及一些保护性化合物等的合成产生影响。
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  油棕(Elaeisguineensis)俗称油椰子,属棕榈科

椰子亚科油棕属,是热带多年生单子叶木本油料作

物。油棕全年开花结果,其油不仅可以食用而且还

可以作生物柴油的原材料,年平均产油量4.17
t/hm2(毛棕榈油CPO,下同),是其他油料作物(花
生、大 豆、油 菜、向 日 葵 等)年 平 均 产 油 量(0.42
t/hm2)的近20倍[1]。油棕油因其产油量高、可再

生、不受季节限制而成为21世纪具有很强竞争力的

产品。目前,国内外针对油棕的研究主要集中在栽

培、病虫害防治和种质资源的收集等方面,而针对脂

肪酸代谢途径及其调控的研究还鲜有报道[2]。
细胞色素P450是一个古老的基因超家族,广

泛参与不同生物中多种重要的生化反应,如甾类激

素的合成、萜类、生物碱、脂溶性维生素代谢、药物代

谢及脂肪 酸 代 谢 等[3-4]。在 植 物 体 内,细 胞 色 素

P450所催化的反应类型广泛而复杂,主要有:烯基

的环氧化反应,烷基的羟化作用等10多种[5-7]。还

广泛参与脂肪酸、植物激素、防御物质、药物、生物碱

等的合成[8]。P450在许多植物中都参与了脂肪酸

的合成,目前已经证明细胞色素P450超家族中的

CYP86和CYP94两个家族作用于脂肪酸[3]。拟南

芥P450家族中的CYP86A1在酵母中表达后显示

出ω-羟基酶活性,对饱和或不饱和的C12-C18脂肪

酸起作用,而对16碳烷烃不起作用;主要参与C16-
C18,C22-C24的ω-羟基化脂肪酸的合成。CYP94
家族主要参与植物的防御功能,其中从V.sativa中分

离得到的CYP94A1编码脂肪酸ω-羟化酶,可以参与

软木脂前体物中的C22和C24脂肪酸的合成[9]。
本研究在前期油棕果皮果仁SSH 文库构建和

分析[10]的基础上,针对果皮中特异性表达的类细胞

色素P450(cytochromeP450,以下简称P450)基因

在果皮发育过程中的动态表达展开研究,为探究

P450参与油棕脂肪酸代谢和果实发育过程中的调

控功能研究提供基础,并为通过基因工程方式改变

油棕脂肪酸代谢途径提供新的研究思路。

1 材料与方法

1.1 材 料

不同成熟度的油棕果实采自中国热带农业科学

院椰子研究所,其中 YZG1生长约10d,未授粉;

YZG2、YZG3、YZG4、YZG5分别为授粉后约45、

90、135、180d。每次采集的样品取中果皮用液氮冷

冻后保存于-70℃。TIANScriptcDNA第一链合

成试 剂 盒 购 自 天 根 生 化 科 技(北 京)有 限 公 司;

SYBRPremixExTaqTMⅡ(PerfectRealTime)试
剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司。引物由上海
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英骏技术有限公司(Invitrogen)合成。其他相关试

剂购自上海生物工程公司。
1.2 类 P450 基因片段的生物信息学分析

在对油棕果皮、果仁RNA进行抑制消减杂交

(SSH)文库构建和筛选的基础上,对其中表达量差

异10倍以上的克隆进行序列分析。测序结果应用

BlastX进行在线分析,并运用 MEGA5Beta6.1构

建进化树。
1.3 油棕 RNA 提取及 cDNA 合成

油棕果皮中RNA采用CTAB-LiCl法提取[11],
提取的RNA用30μL超纯水溶解,经甲醛变性凝

胶电泳检查所提 RNA 的质量,电压控制在75~
90V,电流为30~45mA,时间控制在40~50min,
然后贮藏于-70℃备用。cDNA合成采用TIAN-
ScriptcDNA第一链合成试剂盒(TIANGEN,CHI-
NA)。具体操作步骤如下:2μL油棕总RNA、2μL
10μmol/Loligo(dT)15、2μL2.5mmol/LdNTP、

8.5μLRNase-freeddH2O;70℃加热5min后迅速

在冰上冷却2min。简短离心收集反应液后加入以

下组分:4μL5×first-strandbuffer(含有 DTT)、

0.5μLRNasin、1μLTIANSciptM-MLV(200U);
轻轻用移液器混匀上述混合液;42℃温浴50min;

95℃加热5min终止反应,置冰上进行后续试验或

冷冻保存。
1.4 荧光定量 PCR 检测不同时期 P450 基因的表

达水平

  以获得的cDNA为模板,建立如下荧光定量

PCR(4×)反应体系:40.0μLSYBRPremixExTaqTM

II(2×)、3.2μLPCR上游引物(10μmol/L)、3.2μL
PCR下游引物(10μmol/L)、1.6μLROXReference
Dye(50×)、2.0μL油 棕cDNA 第 一 链、30.0μL
ddH2O(引物序列:β-actinPF:TGGAAGCTGCTG-
GAATCCAT,β-actin PR:TCCTCCACTGAGCA-
CAACGTT;P450 PF:CAAGCCTGGTTGATGTCT,

P450PR:AAGGATGAGGGCGGTTTT),每个反应重

复4次。实时荧光定量PCR反应程序为:95℃预变

性30s,95℃变性5s、60℃退火31s,循环40次。
反应结束后,电泳检查是否为P450基因的扩增产

物并对实验结果进行解读,采用2-ΔΔCt法做出相对

表达差异图并进行分析。
1.5 油棕果皮中脂肪酸含量的测定

利用改进的Folch法[12]进行脂肪酸含量的测

定。步骤如下:将新鲜的油棕中果皮样品经液氮研

磨后准确测定质量,加入20倍体积的氯仿-甲醇

(2∶1)混合液,0.02%(m/V)的BHT抗氧化剂,室
温磁力搅拌匀质化1h后2400r/min离心10min
分离得有机相。将有机相用0.9%的 NaCl溶液洗

涤,涡旋混合振荡几秒后离心分层,将得到的氯仿相

使用旋转蒸发仪浓缩至约1mL后,在烘箱中烘干

至恒定质量,计算油脂的质量百分比。

2 结果与分析

2.1 P450 基因生物信息学分析结果

对从油棕果皮、果仁RNASSH文库中筛选出

来的表达量差异10倍以上的克隆序列在 NCBI上

进行BlastX分析,结果显示从文库中所挑选出的基

因片段可能属于细胞色素基因P450家族中的一

员。其与数据库中的一个假P450基因(假P450基

因与真正的P450基因有较大的同源性但是该基因

经过了长期进化之后而被关闭,或者被插入了许多

外源基因片段,导致该基因不能表现出P450基因

的功能)具有31%的同源性。正是因为数据库中的

基因为假P450基因,所以即使只有31%的同源性

也可以在一定程度上说明本研究中的候选基因为

P450家族基因。
进一步对来源于数据库中的10多个P450家族

基因序列(主要来源于油料作物)采用邻位比对法

(neighborjoining)构建了系统进化树,从比对的结

果可以得知本研究中编号为 H09(功能可能类似于

P450)的基因片段与多个来源于不同植物种类的

P450基因类似,且与芸薹属植物中的P450基因相

似程度最高,可初步认为 H09基因应为P450家族

基因中的一员(图1)。

图1 采用neighborjoining法

所得油棕类P450基因与其他基因的进化树

Fig.1 Phylogenetictreeacquiredbyneighborjoining
derivedfromoilpalm’sP450-likegeneandotherP450

2.2 RNA 电泳及 cDNA 合成后进行的β-actin 扩增

结果

  应用CTAB法提取油棕中果皮总RNA并进行
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电泳(图2)分析,结果表明:本次所提取的总RNA
中的18S、28S条带清晰而且28SrRNA条带亮度约

为18SrRNA条带亮度的2倍,说明提取的效果较

好,但5S条带不明显;从图2中几乎看不见DNA
条带,说明RNA质量较好。进行β-actin 基因扩增

后结果表明:扩增片段与预期目标片段的长度一致。
可以说明反转录的cDNA质量较好,可用于后续的

P450基因鉴定试验。

 M:DS2000marker;1,2,3,4,5分别代表油棕果实的5个时期

的RNA,1为刚生长约10d,但还未授粉;2、3、4、5分别为授粉后

约45、90、135、180d。1,2,3,4,5representRNAfromthefruitof

thefirst,thesecond,thethird,thefourthandthefifthperiodof

theoilplam’sdevelopment.1forjustabout10dgrowth,butwas

notpollinated,2,3,4,5for45,90,135,180dafterpollination.

图2 油棕果实RNA琼脂糖凝胶电泳分析

Fig.2 Theoilpalm’smesocarpRNA’sagarosegel
2.3 荧光定量 PCR 结果

对荧光定量PCR数据采用2-ΔΔCt法进行处理,
结果表明:H09(类P450)基因在第2个时期和第4
个时期的相对表达量较高,分别达到了第1个时期

 YZG1、YZG2、YZG3、YZG4、YZG5分别表示油棕果实第1、2、

3、4、5个时期。YZG1,YZG2,YZG3,YZG4,YZG5inthisarti-
cleseparaterepresentthefirst,thesecond,thethird,thefourth

andthefifthperiodoftheoilplam’sdevelopment.

图3 油棕P450基因RT-PCR表达分析

Fig.3 TherelativeexpressionP450-likegene
inElaeisguineensis’smesocarp

的24.12倍和201.07倍,其余3个阶段(1、3、5)表
达量较低(图3),第5个时期表达量最低。总体的

表达动态并不是同样的趋势,而是呈现出高低交错

的状态。
2.4 脂肪酸总含量

经氯仿-甲醇法测得油棕第1、2、3、4、5个时期

的脂肪酸总含量占鲜质量百分比依次为6.00%、

14.21%、20.78%、36.57%、48.81%;脂肪酸总含量

在第1、2个时期间增加了8.213%,第2、3时期间

增加6.57%,第3、4时期间增加15.79%,第4、5个

时期间增加12.24%;在第3个时期脂肪酸的合成

较少,而这种增加的趋势与同样组织中的P450基

因表达趋势类似,证明P450基因在脂肪酸合成调

控中有重要作用。

3 讨 论

据文献报道,油棕果实在授粉后的70d内是中

果皮细胞的快速增殖期,而70~100d内油棕果皮

质量几乎没有改变[11]。由于细胞增殖需要多种脂

肪酸参与并且需要对其进行各类修饰,而P450基

因恰好拥有此功能,所以在该过程中应该有P450
基因参与,由此使得第2个时期P450的表达量上

调。第4个时期也有大量的脂肪酸合成,同样需要

P450的修饰,而且需求量应该是最大的,所以第

4个时期P450的表达量相对很高,达到第1个时期

的200多倍。而第3个时期是介于细胞的快速增殖

与脂肪酸的大量合成之间的时段,该时段细胞的增

殖几乎停止,且没有开始合成次级代谢的脂肪酸,所
以P450基因的表达量相对第2个时期下降。本研究

结果与Timothy等[13]关于油棕果皮脂肪酸含量及

油棕长度与授粉时间关系基本一致,但与其研究结

果存在一定的差异。本研究结果表明该类P450基

因可能在不同时期还承担着不同的生物学功能,也
许与激素的调节有一定关联。而在整个果实发育过

程中P450基因的动态表达相对差异柱状图会形成

类似于“M”的形状,与脂肪酸的积累存在何种关系

还需作进一步的深入研究。后续的研究将主要致力

于该P450基因全长序列的克隆和生物学功能分

析。而针对油棕P450基因在脂肪酸代谢中的功能

研究也将为今后油料作物脂肪酸代谢调控相关的遗

传改良提供研究基础。
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DynamicexpressionofonecytochromeP450-like
geneinmesocarpofoilpalmnut

LIANGYuan-xue YUANYi-jun BAOYu-jia LIDong-dong

KeyLaboratoryofTropicBiologicalResourcesofMinistryofEducation,

HainanUniversity,Haikou570228,China

Abstract ThedynamicexpressionofonecytochromP450-likegeneinmesocarpofoilpalm(Elaeis
guineensis)nutatfivedifferentdevelopmentstageswereanalyzed.Thecontentoffattyacidinmesocarp
tissueswasinvestigatedwithchloroform-methanolmethod.TheresultsshowedthatmRNAlevelofthe
P450-likegenewasthehighestatthefourthperiodwith201.07timesofthefirststage.Theratiooffat-
tyacidaccumulationreachedthemaximumduringthe3rd-4thstage(15.79%).Thechangeoffattyacid
accumulationduringfivestagesfittedwellwithP450geneexpression.Accordingtopreviousstudies,the
expressionofP450inthedevelopmentofoilpalmnutsmayaffecttheoxidation,epoxidationoralkyla-
tionoffattyacidinoilpalm.Thisstudywillprovideabasisforfurtherresearchabouttheregulationof
P450geneduringthematurationofoilpalm,andopenupanewfieldofmodifyingoilpalmfattyacidme-
tabolismpathwaybygeneticimprovement.

Keywords oilpalm(Elaeisguineensis);P450;fruitdevelopment;fattyacid;dynamicexpression
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