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逆境胁迫下红花 CYP450s 基因的表达与幼叶总黄酮含量的相关性分析 2 
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摘  要：目的  克隆细胞色素 P450s（CYP450s）家族成员的 2 个基因，探究红花 Carthamus tinctorius 幼叶在逆境胁迫下

CYP450s 基因的表达与红花总黄酮含量变化关系。方法  以吉红 1 号为材料，对 CYP450s 家族的 2 个基因 CYP81E8、CYP71A1
进行基因克隆表达及分析。研究了茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）、干旱（PEG-6000）、光及暗处理 4 种逆境胁迫对

红花总黄酮含量的影响，分析了 CtCYP81E8 和 CtCYP71A1 基因的表达与叶片总黄酮含量之间的相关性。结果  CtCYP81E8
编码区序列为 1014 bp，编码 337 个氨基酸；CtCYP71A1 编码区序列为 1287 bp，编码 428 个氨基酸。2 个基因在不同胁迫条

件下的表达量及总黄酮含量的变化表明：MeJA 处理后，与野生型相比，叶片中的总黄酮含量均有不同程度的增加。

CtCYP81E8、CtCYP71A1 的表达量与总黄酮的积累量呈正相关；当采用 PEG-6000 处理后，CtCYP81E8 处于正调控，而

CtCYP71A1 处于负调控状态，红花的叶片中总黄酮含量均显著增加；光胁迫下，在一定时间内总黄酮含量与 CtCYP71A1 基

因表达量呈正相关，与 CtCYP81E8 基因表达量呈负相关，暗胁迫下，总黄酮含量与 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因表达趋

势一致，都在一定时间内呈正相关。结论  成功克隆了红花 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因。qRT-PCR 分析表明，CtCYP81E8、
CtCYP71A1 基因可能在红花幼叶期对逆境胁迫的适应中发挥重要作用，为红花 CYP450s 家族基因在红花黄酮代谢合成的功

能研究提供理论依据。 
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Correlation analysis between expression of CYP450s gene in Carthamus tinctorius 
and total flavonoids content in young leaves under stress 
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Abstract: Objective  Two genes of members of the CYP450s family were cloned to explore the relationship between the expression 
of CYP450s genes and the changes in total flavonoids in young leaves of Honghua Carthamus tinctorius under stress. Methods  
Using Jihong No. 1 as the material, the two genes CYP81E8 and CYP71A1 of the CYP450s family were cloned, expressed and 
analyzed. The effects of methyl jasmonate, drought (PEG-6000), light and dark treatments on the content of total flavonoids in C. 
tinctorius were studied, and the correlation between the expression of CtCYP81E8 and CtCYP71A1 genes and the content of total 
flavonoids in leaves was analyzed. Results  The CtCYP81E8 coding region sequence was 1014 bp, encoding 337 amino acids; the 
CtCYP71A1 coding region sequence was 1287 bp, encoding 428 amino acids. The expression of the two genes under different stress 
conditions and the changes in total flavonoid content indicated that the total flavonoid content in the leaves increased to varying 
degrees after treatment with methyl jasmonate compared with the wild type. The expression of CtCYP81E8 and CtCYP71A1 was 
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positively correlated with the accumulation of total flavonoids; when treated with PEG-6000, CtCYP81E8 was under positive 
regulation, while CtCYP71A1 was under negative regulation, and the total flavonoid content in the leaves of C. tinctorius increased 
significantly; Under light stress, the total flavonoid content was positively correlated with CtCYP71A1 gene expression in a certain 
period of time, and negatively correlated with CtCYP81E8 gene expression. Under dark stress, the total flavonoid content was 
consistent with CtCYP81E8 and CtCYP71A1 gene expression trends, and both showed a positive correlation within a certain period 
of time. Conclusion  The CtCYP81E8 and CtCYP71A1 genes of C. tinctorius were successfully cloned. qRT-PCR analysis showed 
that CtCYP81E8 and CtCYP71A1 genes may play an important role in the adaptation of C. tinctorius young leaves to adversity stress. 
This study provides a theoretical basis for the study of CYP450s family genes in flavonoid metabolism and synthesis of C. tinctorius. 
Key words: Carthamus tinctorius L.; CYP450s gene; flavonoids; adversity stress; gene expression; methyl jasmonate 
 

红花 Carthamus tinctorius L.，别名红蓝花、刺

红花，为菊科、红花属植物，干燥的管状花，橙红

色，花管狭细，具有特异的香味，主产于河南、湖

南、四川、新疆、西藏等地。红花作为一种重要的

药用植物，喜温暖、干燥的气候，抗寒性强，耐贫

瘠，是我国传统的中草药，有活血化瘀、散湿去肿

的功效[1]。红花中的黄酮属于低分子的天然植物成

分，是一种酚类物质，又被称为生物黄酮或植物黄

酮，属于植物次级代谢产物[2]，它广泛存在于各种

各样的植物和大型真菌中，到目前为止，已经有数

百种不同类型的黄酮类化合物在植物中被发现，人

工合成的黄酮类化合物也不断问世[3]。红花黄酮类

化合物的药理作用非常广泛，其中包括抗氧化、抗

炎、舒张血管、抑制血小板聚集和调节血脂等作用。

研究表明类黄酮中的羟基红花黄A是红花黄酮类化

合物的主要活性元素，具有抗氧化及心肌保护作用
[4]，近年来黄酮类化合物在心血管保护方面主要具

有减少氧化应激、减少炎症信号分子表达、扩张血

管及降压作用、抑制血小板聚集、影响脂质代谢 5 个

方面的重要作用[5]。此外，研究发现黄酮类化合物的

合成与积累量取决于其合成途径中的关键酶[6]，它们

在植物次生代谢物合成途径中往往位于代谢支路分

叉口或次生代谢物合成途径的下游，能进一步决定

代谢的流向[7-8]。红花在生长发育过程中，还会受

到自然界各种逆境胁迫的影响，如强光、干旱、

黑暗等，由于黄酮是一类重要的次生代谢产物，

其合成、积累与植株的生长环境密切相关并参与

植物的抗逆过程，是植物抵抗外界不利环境的重

要保护物质。目前，国内外对黄酮类化合物的研

究在提取、测定方面已有较多报道，但关于红花

中不同胁迫条件下的黄酮含量变化与关键酶基因

表达间的关系研究较少。 
细胞色素 P450s（CYP450s）是一类超基因家族

编码的单加氧酶，主要存在于动植物体内及微生物体

内，在生物防御方面具有重要作用[9]。研究报道，

CYP450s 是高等植物中最大的酶蛋白家族，催化内源

性物质如脂类、黄酮类、萜类、生物碱类等的生物合

成代谢[10-11]。因其多种生物学功能被人们称为万能的

生物催化剂[12]。CYP 亚家族成员在植物花瓣中能够催

化 w 末端的连续氧化反应，从而影响其次生代谢产物

的合成及信号传导，在调控植物生长发育及次生代谢

方面起着重要作用[13-15]。数据表明，类黄酮的生物合

成是通过多酶复合物进行的，其中 CYP450s 家族是重

要组成部分，但与类黄酮生物合成相关的 CYP450s
基因的调控机制尚不明确[16]。 

CYP71A 与 CYP81E 同属于 CYP450s 家族的不同

亚家族，两者都为细胞色素单加氧酶，苜蓿中有表征过

CYP81E 亚家族 3 位成员 CYP81E7、CYP81E8 和

CYP81E9，以异黄酮为底物，影响类黄酮类化合物生物

素的含量变化[17]；在功能上，CYP71A 催化氨基酸生成

的次生代谢产物，与植物的防御和抗逆境胁迫相关[18]。 
为探究红花幼苗期总黄酮含量变化情况及逆境

胁迫下的应答反应机制，本研究以吉红一号为材料，

研究茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）、干旱

[聚乙二醇 6000（PEG6000）]、光照和黑暗 4 种非

生物逆境胁迫处理对红花幼叶中总黄酮含量的影

响，同时利用 qRT-PCR 技术，分析黄酮合成途径中

CtCYP81E8 与 CtCYP71A1 基因在逆境胁迫下的表

达量变化，从分子水平上探讨总黄酮含量与

CYP450s 家族基因表达的相关性，为 CtCYP81E8 与

CtCYP71A1 基因在红花黄酮代谢调控中的研究奠

定基础。 
1  材料与试剂 
1.1  材料 

样品经吉林农业大学刘秀明高级实验师鉴定

为红花 C. tinctorius L.品种吉红 1 号，于吉林农业

大学生物反应器与药物开发教育部工程中心人工

气候室种植。 
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1.2  主要试剂 
对照品芦丁（批号 SR8250，质量分数 98%）

购自北京索莱宝科技有限公司，RNAiso PLUS 试

剂、反转录试剂盒、qRT-PCR 试剂盒购自宝日医生

物技术（北京）有限公司。PEG6000、MeJA 购自

北京索莱宝科技有限公司。 
2  方法 
2.1  红花的栽培、处理及样品采集 

供试材料吉红1号种植于吉林农业大学生物反应器

与药物开发教育部工程研究中心。选取叶幼嫩时期（种

子萌发后约20 d）长势一致的植株，分别用 300 μmol/L 
MeJA 溶液、20% PEG6000 溶液、光处理（800 
μmol/(m2·s)，光照时长12～60 h）、暗处理（暗培养时长

12～60 h），对照组[光强度为600 μmol/(m2·s)]为正常培

养。采集胁迫处理条件下的叶片各 6份，3份置于60 ℃
恒温箱烘干至恒定质量，用于提取总黄酮，另 3份迅速

装入采集袋，用锡箔纸包装后冻存于−80 ℃，用于提取

RNA。采集野生型红花的 4个时期（花蕾期、初花期、

盛花期、衰落期）花瓣，锡箔纸包好，经液氮处理后保

存于−80 ℃冰箱备用。 
2.2  RNA 提取及反转录 cDNA 

利用RNAiso PLUS 试剂提取红花 4 个花期花瓣总

RNA，然后通过反转录试剂盒将验证后未降解且浓度

适宜的RNA 反转录成 cDNA，反转录成功的 cDNA 用

于后续的基因克隆及表达分析。并保存于−20 ℃备用。 
2.3  CtCYP81E和CtCYP71A亚家族基因的表达分析   

根据红花基因组测序结果，注释到红花

CYP450s 家族中的 2 个亚家族成员 CYP81E 和

CYP71A，CYP81E 亚家族包含 15 个基因，分别命

名为 CtCYP81E1～15，CYP71A 亚家族包含 19 个基

因，分别命名为 CtCYP71A1～19，通过 qRT-PCR
分析基因的表达情况。利用 TaKaRa 公司的 SYBR 
Premix Ex Taq（Tli RNaseH Plus）试剂盒，使用

Mx3000P TM Real Time PCR 仪，操作系统为

Stratagen（Mx3000P）检测基因表达量的变化。2
步法 PCR 扩增标准程序为 95 ℃，30 s；95 ℃，5 s；
60 ℃，30 s；40 个循环；熔解曲线为 95 ℃，15 s；
60 ℃，1 min；95 ℃，30 s。荧光定量 PCR 反应结

束后，收集样品内参基因和 CtCYP81E 和 CtCYP71A
基因亚家族的 Ct 值，采用 2−ΔΔCt 法，CtCYP81E 基

因亚家族以红花的花蕾期作为基数 1 进行表达差异

的数据分析，CtCYP71A 基因亚家族以红花的初花

期作为基数 1 进行表达差异的数据分析。 

2.4  CtCYP81E8 和 CtCYP71A1 基因的克隆 
通过与红花黄色素积累量进行比较，发现

CtCYP81E 亚家族第 8 条基因、CtCYP71A 亚家族

第 1 条基因的表达量在盛花期最高，且与红花黄色

素积累量趋势一致，因此将其命名为 CtCYP81E8、
CtCYP71A1 并做后续的基因克隆，设计 CtCYP81E8
特 异 性 引 物 进 行 基 因 克 隆 。 上 游 引 物 为

CtCYP81E8f：5’-ATGATGAGGATGATTAGTGG-3’，
下 游 引 物 为 CtCYP81E8r ： 5’-TCAAAGATG- 
CGATAAT AGATTT-3’，设计 CtCYP71A1 特异性引

物进行基因克隆，上游引物为 CtCYP71A1f：
5’-AATAGGATCCATGCTCATTCACTTTGGTAGT-
TT-3’ ，下游引物为 CtCYP71A1r ： 5’-AATAG- 
AATTCTCACCGAGCACTTAACTTGAC-3’；以红

花盛花期花瓣 cDNA 为模板进行编码区序列的扩

增，设计 55～65 ℃退火温度梯度，CtCYP81E8 扩

增体系最适合的退火温度为 58 ℃，CtCYP71A1 扩

增体系最适合的退火温度为 62 ℃，PCR 程序设置

为：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55～65 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，72 ℃后延伸 8 min，
30 个循环。PCR 产物胶回收后连接 pEASY-T1 克隆

载体进行测序。 
2.5  CtCYP81E8 和 CtCYP71A1 对 MeJA 、

PEG-6000 干旱、光及暗胁迫的响应   
配制 MeJA 原浓度为 300 mmol/L，稀释 1000 倍

成终浓度为 300 μmol/L，将其喷洒在 3 周龄红花幼叶

上，采样时间设置为 2、4、6、8、12 h；配制 20% 
PEG6000，浇灌在盆钵中，采样时间为 12～72 h，每

12 小时为一时间梯度；将暗处理一组放置在暗箱内避

光处理，光及暗胁迫采样时间为 12～60 h，待胁迫完

成后剪取新鲜样品冻存于−80 ℃，利用 RNAiso PLUS
试剂提取红花幼叶在 4 种胁迫条件下的 RNA，通过

反转录试剂盒将验证后未降解且浓度适宜的 RNA 反

转录成 cDNA，反转录成功的 cDNA 用于 qRT-PCR
分析 CtCYP81E8 和 CtCYP71A1 基因表达量的变化。 
2.6  不同胁迫条件下红花总黄酮的提取和测定  

提取不同胁迫条件下幼叶的总黄酮，65 ℃烘箱

烘干，研磨成粉末过 40 目筛，称取 0.5 g 粉状物，

加入 65%乙醇 10 mL，超声波（600 W，50 ℃）50 
min 后离心。吸取上清液，每个样品 3 次重复，利

用选定的最佳吸收峰波长，进行吸光度的测定。并

基于AlCl3比色法制备芦丁标准曲线。准确称取 0.010 0 
g 芦丁对照品，加入 30%的乙醇溶液，充分溶解后，
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定容至 100 mL，即为芦丁对照品溶液，质量浓度为

0.1 mg/mL。在 5个10 mL量瓶中，将芦丁对照品溶液

分别准确吸取1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL，分别加入30%
的乙醇，将各溶液体积补充至 5 mL，再加入0.3 mL浓

度为 5%的亚硝酸钠溶液，充分混匀，静置 5 min，加

入 0.3 mL 浓度为 10%硝酸铝溶液，充分混匀，静置 5 
min，加入 4 mL 浓度为 4%的氢氧化钠溶液，充分混匀，

加入 30%的乙醇定容，充分混匀，静置 10 min。将静

置后的溶液置于 340 nm 的波长下扫描。绘制标准曲线

并进行样品测定。总黄酮含量以芦丁当量计算，以芦

丁量为横坐标（X），吸光度值为纵坐标（Y），芦丁的

线性关系为 Y＝8.7 X＋0.177 1，R2＝0.997 5。 
3  结果与分析 
3.1  RNA 提取及反转录 cDNA 

红花花瓣 RNA 提取如图 1 所示。通过 Nanodrop
检测发现，提取的 RNA 质量浓度在 1000 ng/μL 左右。

利用琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质量，由图 1 可以

看到 28、18、5 S 3 条清晰带，说明 RNA 提取质量较

好，无降解现象，可以满足后续实验需要。 
3.2  CYP81E、CYP71A 亚家族基因的相对表达量

分析 

采用 2−ΔΔCt 法，对红花花蕾期、初花期、盛花

期、衰落期 4 个不同发育时期进行表达差异的数据

分析，并对 CYP81E 亚家族的 15 条基因（图 2-A） 

 

图 1  红花花瓣总 RNA 提取电泳图 
Fig. 1  Total RNA of petal from C. tinctorius 

及 CYP71A 亚家族的 19 条基因（图 2-B）做柱形图

分析，通过与红花黄色素积累量进行比较，发现

CYP81E8 基因的表达与红花黄色素积累量变化趋

势一致（图 2-C），而 CYP71A1 在盛花期表达量最

高（图 2-D）。因此选择 CtCYP81E8、CtCYP71A1
基因做后续克隆及功能鉴定。 
3.3  CtCYP81E8 和 CtCYP71A1 基因的克隆 

以红花盛花期花瓣 cDNA 为模板，使用高保真

酶进行梯度 PCR，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结

果 CtCYP81E8 基因在 1014 bp 位置扩增出目的片段

（图 3-A），因 58 ℃时未出现引物二聚体，将最终

的退火温度定为 58 ℃；而 CtCYP71A1 基因在 1287 
bp 位置扩增出目的片段（图 3-B），最终退火温度为 

 

图 2  CYP81E (A, C)、CYP71A (B, D) 亚家族基因的表达分析 
Fig. 2  Expression analysis of CYP81E (A, C) and CYP71A (B, D) subfamily genes 
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M-Marker  1～6-PCR 退火温度为 55～60 ℃  7～16-PCR 退火温度为 55～64 ℃ 
M-Marker  1—6-PCR annealing temperature is 55—60 ℃  7—16-PCR annealing temperature is 55—64 ℃ 

图 3  CtCYP81E8 (A) 和 CtCYP71A1 (B) 基因的梯度 PCR 电泳图 
Fig. 3  Gradient PCR electropherogram of CtCYP71A1 (A) and CtCYP81E8 (B) genes 

62 ℃，将带有目的基因的 PCR 产物连接到

pEASY-T1 克隆载体上，并转化大肠杆菌感受态，

挑取单克隆后进行菌液 PCR 电泳及双酶切验证，将

鉴定正确的菌液送去测序，测序结果与原序列吻合，

说明 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 构建成功。 
3.4  CtCYP81E8 对 MeJA、PEG6000 干旱、光胁

迫及暗胁迫的响应 

利用 qRT-PCR 对 MeJA 胁迫条件下的基因表达

量进行分析，结果显示(图 4-A)与对照组（0 h）相

比，CtCYP81E8 基因的表达呈现上升趋势，其中 2～
8 h 呈明显上升趋势，在 8 h 时，基因的表达量达到

最大，12 h 时，表达量显著降低；PEG6000 干旱胁

迫条件下，CtCYP81E8 基因的表达与对照组存在显

著差异，在整个胁迫过程中始终保持高表达状态(图

4-C)，且该基因在胁迫处理 24 h 后基因表达量最高，

说明该基因有可能为响应 PEG6000 干旱胁迫的基

因；在强光照射条件下，处理 12～60 h 的基因表达

水平相较于野生型均有所下调，且在 36 h 下调最为

显著(图 4-B)；暗处理后的该基因表达水平相对于光

照处理反而在 36 h 表达量达到最大，12～36 h 表达

量均为上升状态，36 h 后突然急剧下降，但整体表

达水平相较于野生型均有所上调(图 4-D)。 

 

对照组（0 h）比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01, vs control group at 0 h, same as below 

图 4  MeJA (A)、光 (B)、PEG6000 干旱 (C) 及暗 (D) 胁迫下 CtCYP81E8 基因的表达分析 
Fig. 4  Expression analysis of CtCYP81E8 gene under methyl jasmonate (A), light (B), drought (C) and dark (D) treatments 
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3.5  CtCYP71A1 对 MeJA、PEG6000 干旱、光及

暗胁迫的响应 
MeJA 胁迫处理 2～12 h 后，与对照组相比，

CtCYP71A1 基因在 4 h 时表达量达到最大，2～4 h
时表达量随之增加，自 6 h 之后基因表达水平与野

生型相比呈持平状态，整体表达水平呈先升高，后

降低的趋势（图 5-A）；20% PEG6000 胁迫处理后，

该基因表达水平均呈下降趋势，且在 24 h 表达量达

到最低（图 5-C）；在光（图 5-B）及暗（图 5-D）

胁迫条件下，该基因的表达量趋于一致，均在 36 h
表达量最高，且都高于对照组，并且 12、24、48、
60 h 相较于野生型变化趋势均不明显。 

 

图 5  MeJA (A)、光 (B)、PEG-6000 干旱 (C) 及暗 (D) 胁迫下 CtCYP81E8 基因的表达分析 
Fig. 5  Expression analysis of CtCYP81E8 gene under methyl jasmonate (A), light (B), drought (C) and dark (D) treatments 

3.6  逆境胁迫对红花幼叶期总黄酮含量的影响 
图 6 表明，幼叶期红花总黄酮在 MeJA 胁迫

处理 2～12 h 后，随着胁迫时间的加长，总黄酮

含量逐渐增加，在 8 h 时达到最大。与对照相比

差异显著；叶中总黄酮含量在 12 h 下降，但仍高

于野生型。这与 CtCYP81E8 基因的表达水平趋于

一致，说明该基因可能参与调控黄酮类化合物的

合成；PEG-6000 干旱胁迫处理 12～60 h 后，叶

中总黄酮含量在 12～24 h 与其他时期相比达到极

显著差异，总黄酮含量与 CtCYP81E8 基因表达量

呈正相关，与 CtCYP71A1 基因表达量呈负相关；

光处理 12～60 h 后，总黄酮含量相较于野生型呈

正调控与 CtCYP71A1 基因表达量呈正相关，与

CtCYP81E8 基因表达量呈负相关；暗处理条件

12～48 h 条件下，总黄酮含量与 CtCYP81E8 及

CtCYP71A1 基因表达趋势一致，与对照组相比，

皆呈上升趋势，CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因均

在处理 36 h 时表达量最高。

 
图 6  逆境胁迫对红花幼叶期总黄酮含量的影响 

Fig. 6  Influence of stress on content of total flavonoids of C. tinctorius young stage 
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4  讨论 
植物在极端温度和干旱等逆境胁迫下，主要通

过影响细胞的膜结构从而产生氧化胁迫[19]，由于黄

酮本身具有很强的抗氧化作用，因此黄酮在植物组

织中的积累可以增强其对于非生物胁迫的耐受性。

Kirakosyan 等[20]通过对山楂树进行冷处理及干旱处

理后，发现处理后叶片中的金丝桃苷中黄酮含量显

著提升。Li 等[21]研究表明，黄酮能提高植物的耐受

性，降低紫外辐射对细胞的损伤。董新纯等[22]通过

UV-B 胁迫苦荞实验，发现叶片类黄酮含量提高，

但高幅照度和长时间 UV-B 处理则使后期类黄酮含

量下降，说明黄酮类化合物在植物对逆境胁迫的应

答中具有重要作用。 
本研究中黄酮可能以不同的抗逆机制参与 4 种

胁迫，从而引起其含量在胁迫过程中出现不同的变

化趋势，CYP450s 家族中的 2 个基因在逆境胁迫下

均有所表达且表达模式存在较大差异。红花幼叶在

茉莉酸甲酯胁迫下，在 8 h 叶中总黄酮含量达到最

高值，与对照组相比差异显著，叶中总黄酮含量在

12 h 下降，CtCYP81E8 基因与 CtCYP71A1 基因的

表达趋势为先升高，后降低，此现象可能与外界刺

激诱导黄酮合成中间产物并与合成花青素等色素有

关[23]。在 PEG-6000 干旱胁迫下，红花幼叶中基因

表达量的变化相较其他胁迫有明显变化趋势。

PEG-6000 干旱胁迫可诱导黄酮的合成与积累，叶中

总黄酮含量在12～24 h与其他时期相比达到极显著

差异，其原因可能是嫩叶期，红花的叶向根或茎中

输送黄酮类化合物合成前体，且输送通道中存在的

相关氧化酶催化黄酮合成，从而引起叶中总黄酮含

量的显著变化[24-27]。总黄酮含量在 24 h 达最大，随

着干旱胁迫时间的延长，而后略有降低，这与

CtCYP81E8 基因的表达趋势一致，表明长期干旱胁

迫下植物体内的活性氧动态平衡受到破坏，抗氧化

酶活性呈现先升高后降低的趋势[28]，与 CtCYP71A1
基因的表达呈负相关，原因可能是随着黄酮的合成，

大量的产物对酶产生了一定的反馈抑制从而引起相

关性降低[29]。王强[30]关于濒危植物长叶榧光合生理

生态特性及次生代谢产物研究表明，采用光处理后

的长叶榧不同营养器官黄酮类化合物在不同时期存

在显著差异。在光处理 24～48 h 时，叶片的总黄酮

含量相比于野生型含量略有提升，CtCYP81E8 基因

的荧光定量结果显示 24 h 高表达，CtCYP71A1 基因

的荧光定量结果显示 36 h 高表达，说明 2 条氧化酶

基因在植物抵抗光辐射过程中，可能参与黄酮类化

合物的合成。王龙飞[31]在研究胡枝子花青素中发

现，光辐射胁迫下，花青素大量积累，且胁迫时间

越长胁迫强度越大，花青素含量越高，说明光辐射

下部分黄酮合成前体物可能被诱导用于花青素支路

代谢。暗处理 12～ 48 h 下，总黄酮含量与

CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因表达趋势一致，与

野生型相比，皆呈上升趋势，CtCYP81E8 及

CtCYP71A1 基因表达量在胁迫 36 h 时达到最高，总

黄酮含量在暗处理下差异不明显，在 12 h 略高于其

他时期，可能是由于暗处理下，CtCYP81E8 及

CtCYP71A1 基因的活性在黄酮类物质代谢中未有

明显提高[32-35]。 
植物黄酮合成途径由多条代谢支路交错连接

而成，包含多个酶基因，这些酶基因的表达高度

依赖于组织类型和对内部或外部信号的响应[36]。

朱东春[37]研究发现，鬼针草 CYP450 酶活性对总黄

酮具有影响。本研究发现， 4 种胁迫处理后

CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因表达量的增加与黄

酮含量升高在一定时间段呈正相关，二者积极响应

胁迫刺激。逆境胁迫下这 2 个基因与黄酮含量均显

示不同的变化趋势，表明在红花幼叶期红花黄酮含

量的变化与基因表达水平有着直接关系[38]。 
本研究成功克隆了红花 CYP450 家族中的 2 个

亚家族基因 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1，分析其在

逆境胁迫下的表达与红花幼叶总黄酮含量的相关

性。结果表明，CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因在

不同胁迫处理下的表达与总黄酮含量均呈现一定的

正相关或负相关，推测 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1
基因可能在红花的叶期响应 4 种逆境胁迫，参与红

花黄酮化合物的生物合成。该研究一方面为研究红

花应对环境胁迫的生理机制提供理论依据，另一方

面为研究 CtCYP81E8 及 CtCYP71A1 基因的功能鉴

定奠定基础，为深入研究 CYP450 家族基因在红花

黄酮代谢调控中的作用机制提供理论依据。 
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