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摘  要：细胞色素 P450 CYP2E1 酶主要存在于哺乳动物肝细胞中，在代谢异源有机物方面起着重要

作用。前期研究发现，转 cyp2e1 矮牵牛显著提高了对甲醛的抗性。以转 cyp2e1 矮牵牛为试验材料，分析

其对甲醛胁迫响应的相关生理指标。结果显示，在甲醛胁迫下，转 cyp2e1 矮牵牛细胞中的 MDA 含量低

于转 gus 和野生型矮牵牛，SOD 和 POD 活性均高于转 gus 和野生型，乙醇脱氢酶（ADH）活性稍有增强，

且消耗更多的谷胱甘肽。此外，在甲醛胁迫下，转 cyp2e1 矮牵牛的 IAA、ZRs 和 ABA 含量呈现下降而

GA 含量呈现上升趋势；但转 gus 和野生型矮牵牛 IAA、ZRs 和 ABA 含量呈现上升而 GA 含量呈现下降

趋势。转 cyp2e1 矮牵牛在含有 50 mg · L-1 甲醛的处理液中孵育 72 h 后，处理液中甲醛含量接近为 0；而

转 gus 和野生型处理液中仍有近 50%的甲醛。 
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The Physiological Mechanism of Petunia hybrida Harboring Mammalian 
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Abstract：The cytochrome P450 CYP2E1 enzyme mainly exists in mammalian liver cells. It plays an 

important role in metabolism of heterologous organics. Precious research has shown that cyp2e1 transgenic 

Petunia hybrida significantly improved the resistance to formaldehyde. In the paper，the various 

physiological characteristics of cyp2e1 transgene，gus transgene and wild-type（non-transgenic）P. hybrida 

were analyzed under formaldehyde stress. The results show that malondialdehyde（MDA）content of 

cyp2e1 transgenic P. hybrida was lower than those of gus transgene and wild-type P. hybrida under 

formaldehyde stress，while both of superoxide dismutase（SOD）and peroxidase（POD）enzyme activity 

were higher，alcohol dehydrogenase（ADH）activity slightly enhanced and more glutathione was 

metabolized. In addition，levels of IAA，ZRs and ABA in cyp2e1 transgenic P. hybrida decreased under 

formaldehyde stress，but level of GA increased. However，levels of IAA，ZRs and ABA in gus transgene 

and wild type P. hybrida were increased but level of GA was declined. When the cyp2e1 transgenic 
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P. hybrida was incubated in liquid medium plus 50 mg · L-1 formaldehyde for 72 h，the formaldehyde 

content in medium was decrease to zero，while those with gus transgene and wild-type P. hybrida were 

still nearly half of formaldehyde content. 

Key words：Petunia hybrida；cyp2e1 gene；formaldehyde；stress；physiological effect 

 

细胞色素 P450 酶是一类能与重金属结合的血红蛋白，在代谢异源有机物方面起着重要作用。

P450 酶家族成员之一 P450 2E1（CYP2E1，其编码基因为 cyp2e1）主要分布在哺乳动物肝细胞中，

在动物体内催化乙醇氧化和苯胺对羟基化等，具有非常重要的解毒功能（Lieber，1997；冷欣夫和

邱星辉，2001；Gonzalez，2007）。 

虽然部分植物对甲醛有一定的清除能力，但效率通常较低；而利用转基因技术可以培育对环境

有机污染物进行高效修复的植物（Abhilash et al.，2009）。美国华盛顿大学 Doty 课题组最先开展

cyp2e1 基因转化植物的研究（Doty et al.，2000）。前期 Zhang 等（2011）利用发根农杆菌 K599 介

导的转基因方法，将兔肝细胞 cyp2e1 基因转入矮牵牛（Petunia hybrida）中，转基因矮牵牛对甲醛

的抗性显著提高；李佩菡等（2012）的研究表明，转 cyp2e1 烟草内源型的 NADPH-P450 氧化还原

酶和细胞色素 b5 酶起到哺乳动物体内的 NADPH-P450 氧化还原酶和细胞色素 b5 的功能，参与

CYP2E1 酶催化过程的电子传递链，与转入的 CYP2E1 酶在烟草体内发挥解毒功能有关。但目前有

关 cyp2e1 基因提高矮牵牛对甲醛胁迫耐性的细胞生理机制尚不明确。本研究中对前期获得的转

cyp2e1 基因矮牵牛进行甲醛处理，分别对转 cyp2e1 基因矮牵牛、转 gus 基因矮牵牛和野生型矮牵牛

进行细胞生理分析，探讨转 cyp2e1 基因矮牵牛对甲醛胁迫的生理响应。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及前处理 

试验于 2013—2014 年间在杭州师范大学植物学重点实验室进行。转 cyp2e1 基因、转 gus 基因

和野生型（未转基因）矮牵牛由前期研究所得（Zhang et al.，2011），以在 1/2MS 培养基上继代繁殖

约 15 d 且生长健壮一致的组培苗为试验材料。 

取 0.5 g 组培苗的上部枝条，分别置于含有 40 mL 的甲醛处理液（MS 培养基 + 50 mg﹒L-1 甲

醛）或 40 mL MS 液体培养基的安瓶中（图 1），（20 ± 2）℃连续光照，光照强度 100 μmol · m-2 · s-1，

100 r · min-1 振荡培养 24 h。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 1  试验材料的前处理 

Fig. 1  Pre-treatment of samples 
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取出样品洗净后吸干多余水分置于预冷的匀浆器中，加入 2 mL 0.05 mol · L-1 预冷的磷酸缓冲液

（pH 7.8）冰浴匀浆，制成 20%的匀浆液，在 4 ℃、4 000 r · min-1 下离心 20 min。取上清液（粗酶

液）用于后续相关生理指标的检测。 

1.2  丙二醛（MDA）含量的测定 

利用植物丙二醛（MDA）酶联免疫分析试剂盒（上海信然生物技术有限公司）测定粗酶液中

MDA 的含量。用纯化的植物 MDA 抗体包被微孔板制成固相抗体，往包被单抗的微孔中依次加入

MDA，再与辣根过氧化物酶（HRP）标记的 MDA 抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合物，

经过彻底洗涤后加底物四甲基联苯胺（TMB）显色。TMB 在 HRP 酶的催化下转化成蓝色，并在酸

的作用下转化成黄色。颜色的深浅和样品中的 MDA 呈正相关。用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光

度（OD 值），绘制标准曲线，通过标准曲线计算样品中植物 MDA 的浓度。 

1.3  超歧氧化酶（SOD）活性的测定 

利用总超氧化物歧化酶（T-SOD）测试试剂盒（南京建成生物工程研究所）测定粗酶液中 T-SOD

的含量。通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子自由基，并氧化形成亚硝酸盐，在显

色剂的作用下呈现紫红色，用可见光分光光度计测其吸光度。当被测样品中含 SOD 时，则对超氧阴

离子自由基有专一性的抑制作用，使形成的亚硝酸盐减少，比色时测定管的吸光度值低于对照，通

过计算求出被测样品中的 SOD 活力。以每克组织在 1 mL 反应液中 SOD 抑制率大于 50%时所对应

的 SOD 量为一个 SOD 活力单位（U）。 

1.4  过氧化物酶（POD）活性的测定 

利用植物过氧化物酶（POD）酶联免疫分析试剂盒（上海信然生物技术有限公司）测定粗酶液

中 POD 的含量。用纯化的 POD 抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗的微孔中依次加入

POD，再与 HRP 标记的 POD 抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合物，经过彻底洗涤后加底

物 TMB 显色。TMB 在 HRP 酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成黄色。颜色的深浅和

样品中的植物 POD 呈正相关。用酶标仪在 450 nm 波长下测定 OD 值，通过标准曲线计算样品中植

物 POD 含量。 

1.5  乙醇脱氢酶（ADH）活性的测定 

利用植物乙醇脱氢酶（ADH）酶联免疫分析试剂盒（上海信然生物技术有限公司）测定粗酶液

中 ADH 的含量。其余操作同过氧化物酶（POD）活性的测定。 

1.6  谷胱甘肽含量的测定 

使用谷胱甘肽测试试剂盒（南京建成生物工程研究所）测定粗酶液中谷胱甘肽的含量。DTNB 

[5,5’–二硫基–双（2–硝基苯甲酸）]和谷胱甘肽（GSH）反应，生成 2–硝基–5–硫代苯甲酸

（2-nitro-5-thiobenzoic acid）以及氧化型谷胱甘肽（GSSG）。2–硝基–5–硫代苯甲酸为黄色产物，

通过测量其在 405 nm 处的 OD 值就能确定样品中 GSH 的浓度。GSSG 在谷胱甘肽还原酶作用下生

成 GSH，然后再和 DTNB 反应再次生成 2–硝基–5–硫代苯甲酸，循环反应，测定样品中总谷胱

甘肽的含量。 
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1.7  植物激素含量的测定 

利用植物激素酶联免疫分析试剂盒（上海信然生物技术有限公司）分别测定粗酶液中 IAA、

ZRs、ABA 和 GA 等的含量。用纯化的植物相关激素抗体包被微孔板，制成固相抗体，往包被单抗

的微孔中依次加入相关激素，再与 HRP 标记的相关激素抗体结合，形成抗体—抗原—酶标抗体复合

物，经过彻底洗涤后加底物 TMB 显色。TMB 在 HRP 酶的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转

化成黄色。颜色的深浅和样品中的植物相关激素呈正相关。用酶标仪在 450 nm 波长下测定 OD 值，

通过标准曲线计算样品中植物相关激素浓度。 

1.8  甲醛吸收含量的测定 

参照国家环境保护标准（HJ601-2011，水质甲醛的测定乙酰丙酮分光光度法）（http：//www.zhb. 

gov.cn/gkml/hbb/bgg/201102/W020110216389531775025.pdf）测定甲醛处理液中甲醛的剩余含量，每

8 h 测定 1 次，测定至 72 h。 

2  结果与分析 

2.1  转基因矮牵牛 MDA 含量的变化 

转 cyp2e1 基因矮牵牛与对照野生型和转 gus 基因矮牵牛分别在 MS + 50 mg · L-1 甲醛处理液中

处理 24 h 后，MDA 含量显著升高（表 1），但转 cyp2e1 基因矮牵牛升高幅度明显低于野生型和转

gus 基因植株（P < 0.05）。 
 

表 1  甲醛处理后矮牵牛 MDA 含量的变化 

Table 1  Changes of MDA content in Petunia hybrida on formaldehyde treated 

甲醛处理/（mg · L-1） 
Formaldehyde treatment 

材料 
Sample 

株系 
Line 

MDA 含量/（nmol · g-1 FW） 
MDA content 

野生型 Wild type  0.199 ± 0.01 a 

转 gus 基因 gus transgene  0.198 ± 0.01 a 

Line 1 0.190 ± 0.01 b 

Line 2 0.189 ± 0.01 b 

0 

转 cyp2e1 基因 cyp2e1 transgene 

Line 3 0.184 ± 0.01 b 

50 野生型 Wild type  0.217 ± 0.01 b 

 转 gus 基因 gus transgene  0.227 ± 0.01 a 

 转 cyp2e1 基因 cyp2e1 transgene Line 1 0.197 ± 0.01 c 

  Line 2 0.194 ± 0.01 c 

  Line 3 0.191 ± 0.01 c 

注：同列不同字母表示同一处理间差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different letters in the same column of the same treatment meant significant different among treatment at 0.05 level. 

 

2.2  转基因矮牵牛 SOD、POD 和 ADH 酶活性的变化 

与野生型和转 gus 基因植株相比，转 cyp2e1 基因矮牵牛 SOD 活性提高（图 2）；在甲醛胁迫下

转 cyp2e1 基因、转 gus 基因和野生型中 SOD 活性均呈现增强趋势（P < 0.01）。 

转 cyp2e1 基因矮牵牛 POD 酶活性（图 2）高于对照野生型和转 gus 基因，但在 50 mg · L-1 甲醛

胁迫下 POD 酶活性均有所下降（P < 0.01）。 

与野生型和转 gus 基因相比，转 cyp2e1 基因型矮牵牛 ADH 酶的活性（图 2）稍有提高，而甲

醛胁迫后对照和转 cyp2e1 基因的 ADH 酶的活性均稍有增强（P < 0.05）。 
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图 2  野生型、转 gus 和转 cyp2e1 矮牵牛甲醛处理后 SOD、POD 和 ADH 酶活性的变化 

WT：野生型；gus：转 gus 植株；Line 1、Line 2 和 Line 3：转 cyp2e1 不同株系。 

*和**表示 t 检验转基因株系和 WT 差异显著性在 P < 0.05 和 P < 0.01。 

Fig. 2  Changes of SOD，POD and ADH enzyme activity in wild-type，gus transgene and cyp2e1 transgene  

Petunia hybrida under formaldehyde treated 

WT：Wild-type plantlet；gus：gus transgene plantlet；Line 1，Line 2 and Line 3：Different cyp2e1 transgene plantlets. * and ** designate 

a significant difference between transgenic lines and wild-type plants at P < 0.05 and P < 0.01 levels respectively based on t test. 

 

2.3  转基因矮牵牛中谷胱甘肽含量的变化 

甲醛处理前，转 cyp2e1 基因矮牵牛谷胱甘肽总含量（表 2）低于对照；甲醛胁迫下矮牵牛中谷

胱甘肽总含量均有所下降，但这种下降趋势在转 cyp2e1 基因矮牵牛中更明显（P < 0.05）。 
 

表 2  甲醛处理后矮牵牛总谷胱甘肽含量的变化 

Table 2  Changes of total GSH contents in Petunia hybrida on formaldehyde treated 

甲醛处理/（mg · L-1） 
Formaldehyde treatment 

材料 
Sample 

株系 
Line 

GSH 总含量/（μmol · g-1 FW） 
Total GSH content 

野生型 Wild type  132.818 ± 6.64 a 
转 gus 基因 gus transgene  114.427 ± 5.72 b 

Line 1 76.983 ± 3.85 c 
Line 2 93.020 ± 4.65 c 

0 

转 cyp2e1 基因 cyp2e1 transgene 

Line 3 85.002 ± 4.25 c 

50 野生型 Wild type  112.588 ± 5.63 a 
 转 gus 基因 gus transgene  93.737 ± 4.69 b 
 转 cyp2e1 基因 cyp2e1 transgene Line 1 44.542 ± 2.23 c 
  Line 2 40.864 ± 2.04 c 
  Line 3 50.519 ± 2.53 c 

注：同列不同字母表示同一处理间差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different letters in the same column of the same treatment meant significant different among treatment at 0.05 level. 



Wang Man，Xiang Tai-he，Song Ya-ling，Huang Ying-ying，Han Yi-xuan，Sun Yang. 
The physiological mechanism of Petunia hybrida harboring mammalian cyp2e1 gene improving resistance to formaldehyde. 

718                                                                         Acta Horticulturae Sinica，2015，42 (4)：713–720. 

2.4  转基因矮牵牛中植物激素含量的变化 

甲醛胁迫导致植物内源激素的含量发生变化。与甲醛处理前相比，在 50 mg · L-1 甲醛胁迫下，

转 cyp2e1 矮牵牛的 IAA、ZRs 和 ABA 呈现下降而 GA 呈现上升趋势；野生型和转 gus 矮牵牛的 IAA、

ZRs 和 ABA 呈现上升而 GA 呈现下降趋势（P < 0.05）。 
 

表 3  植物内源激素 IAA、ZRs、ABA 和 GA 的含量 

Table 3  Contents of IAA，ZRs，ABA and GA plant hormone 

甲醛处理/ 
（mg · L-1） 
Formaldehyde 
treatment 

材料 
Sample 

株系 
Line 

IAA/ 
（pmol · g-1FW）

ZRs/ 
（ng · g-1FW） 

ABA/ 
（μg · g-1FW） 

GA/ 
（μg · g-1FW） 

野生型 Wild type  0.194 ± 0.01 c 133.952 ± 6.70 b 1.667 ± 0.08 b 2 097.535 ± 104.88 c 

转 gus 基因 gus transgene  0.225 ± 0.01 c 122.208 ± 6.11 b 1.756 ± 0.09 b 1 999.706 ± 99.99 c 

Line 1 0.239 ± 0.01 b 188.701 ± 9.44 a 1.894 ± 0.09 a 2 093.912 ± 104.69 b 

Line 2 0.241 ± 0.01 b 179.547 ± 8.97 a 1.889 ± 0.09 a 2 086.665 ± 104.33 b 

0 

转 cyp2e1 基因 
cyp2e1 transgene 

Line 3 0.263 ± 0.01 a 198.200 ± 9.91 a 1.879 ± 0.09 a 2 307.687 ± 115.38 a 

50 野生型 Wild type  0.216 ± 0.01 b 142.933 ± 7.15 b 1.775 ± 0.08 a 1 927.240 ± 96.36 c  

 转 gus 基因 gus transgene  0.242 ± 0.01 a 154.677 ± 7.73 b 1.827 ± 0.09 a 1 811.295 ± 90.56 c 

 转 cyp2e1 基因 Line 1 0.203 ± 0.01 c 177.648 ± 8.88 a 1.679 ± 0.08 a 2 209.858 ± 110.49 b 

 cyp2e1 transgene Line 2 0.191 ± 0.01 c 172.984 ± 8.64 a 1.745 ± 0.09 a 2 195.364 ± 109.77 b 

  Line 3 0.176 ± 0.01 d 164.694 ± 8.23 a 1.664 ± 0.08 a 2 517.838 ± 125.89 a 

注：同一处理同列不同字母表示处理间差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different letters in the same column of the same treatment meant significant different among treatment at 0.05 level. 

 

2.5  处理液中甲醛含量的变化 

在含有甲醛的培养液中预处理矮牵牛，起始 8 h，转 cyp2e1 基因矮牵牛，处理液中的甲醛剩余

含量与对照相比差异不明显，随着处理时间延长至 72 h，预处理转 cyp2e1 基因矮牵牛的处理液中甲

醛含量接近为 0，而对照和转 gus 矮牵牛预处理液中仍含有近 50%的甲醛（图 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 3  处理液中甲醛含量的变化 

WT：野生型植株；gus：转 gus 植株；Line 1、Line 2 和 Line 3：转 cyp2e1 不同株系。 

Fig. 3  Changes of residual formaldehyde contents in treatment solution 

WT：Wild type plantlet；gus：gus transgene plantlet； 

Line1，Line 2 and Line 3：Different cyp2e1 transgene plantlets. 
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3  讨论 

细胞色素 P450 CYP2E1 酶主要存在于哺乳动物肝脏细胞中，在动物体内参与代谢多种活化及失

活的前毒物、前致癌物和部分药物，具有介导自由基生成引发氧化应激反应的特征（刘晨晖和乐江，

2010）。研究表明，转 cyp2e1 基因烟草显著提高了对三氯乙烯（trichloroethylene）和二溴化乙烯

（ethylene dibromide）的代谢能力，在植物体内 CYP2E1 酶能将三氯乙烯分解为三氯乙醛（chloral）

和三氯乙醇（trichloroethanol），将二溴化乙烯分解为中间体溴化乙醛（bromoacetaldehyde）和溴离

子（Doty et al.，2000）。本研究的结果显示，在甲醛胁迫下，转 cyp2e1 基因矮牵牛细胞中 MDA 含

量低于野生型和转 gus 基因，减轻甲醛胁迫对细胞膜的伤害，维持了细胞膜的完整性。 

SOD 和 POD 酶是细胞清除过剩氧自由基的抗氧化酶类（Barreto et al.，2014），转 cyp2e1 基因

矮牵牛 SOD 和 POD 酶活性均有所提高，有利于保护细胞的完整结构。有研究指出，在植物自身体

内存在代谢内源性甲醛的脱氢酶（Sakamoto et al.，2002），该脱氢酶即为乙醇脱氢酶（ADH），且为

谷胱甘肽依赖型，催化 HCHO + GSH + NAD+→S–甲酰谷胱甘肽 + NADH + H+（Thompson et al.，

2010）。与野生型和转 gus 基因矮牵牛相比，转 cyp2e1 基因矮牵牛 ADH 酶活性稍有增强；甲醛胁迫

后，转 cyp2e1 基因矮牵牛和对照的 ADH 酶活性均稍有增强，提示细胞内源性的 ADH 酶参与了外

源性的甲醛代谢过程。而且，转 cyp2e1 基因矮牵牛在甲醛胁迫下有更多的谷胱甘肽被消耗，可能是

转 cyp2e1 基因矮牵牛有更多的 ADH 酶参与甲醛代谢，因为在行使代谢甲醛功能时，ADH 酶需要谷

胱甘肽的参与（Thompson et al.，2010），谷胱甘肽本身也具有抗氧化功能（Choe et al.，2013）。 

在含有甲醛的培养液中处理 72 h 后，放置转 cyp2e1 基因矮牵牛的处理液中甲醛含量接近为 0，

表明 cyp2e1 基因可能主要是启动了细胞内代谢甲醛的酶系统并将进入细胞内的甲醛进行代谢，而不

是将甲醛拒之于细胞膜之外。但是，该研究尚不能解释进入细胞内的甲醛是被彻底分解还是与其它

物质结合形成复合物。另外，与对照相比，转 cyp2e1 基因矮牵牛 ADH 酶的活性并没有出现特别显

著的提高，但转 cyp2e1 基因矮牵牛在添加 50 mg · L-1 的甲醛培养液中依然能正常生长，对甲醛的抗

性却显著提高（Zhang et al.，2011）。Kang 等（2010）报道，用三氯乙烯处理后，转 cyp2e1 基因杨

树与未转基因的植株相比，有更多的基因上调或下调表达，并认为上调或下调的基因参与到三氯乙

烯的代谢过程中。转 cyp2e1 基因矮牵牛在甲醛胁迫下是否也启动了类似的基因并参与到矮牵牛代谢

外源甲醛？尚需深入探讨。 

在环境胁迫条件下，激素平衡的改变导致植物产生相对应的与胁迫相关的形态和生理变化（Hey 

et al.，2010）。甲醛处理后，转 cyp2e1 基因矮牵牛的 IAA、ZRs 和 ABA 呈现下降而 GA 呈现上升趋

势；转 gus 基因和野生型正好相反，IAA、ZRs 和 ABA 呈现上升而 GA 呈现下降趋势。这提示 cyp2e1

基因影响多种植物激素信号途径，进而抵抗甲醛等外界胁迫，其具体机制尚待进一步探讨。 
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