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烟草尼古丁去甲基化酶基因及其在育种中的应用

宋中邦，肖炳光，卢秀萍*
(云南省烟草农业科学研究院，云南玉溪653100)

摘要：尼古丁通过去甲基化反应生成去甲基尼古丁，后者是潜在的致癌物质亚硝基去甲基尼古丁的合成前

体，可能对人体健康产生危害。尼古丁去甲基化酶基因最近被克隆并进化分析，这些基因还作为目标基因应用

于低去甲基尼古丁烟草品种选育。该文对近年来该领域研究进展进行综述，并展望该领域未来的研究方向。
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Abstract：Nornicotine，which is produced by N—demethylation of nicotine，can serve as the precursor of poten—

tial carcinogen N—nitrosonornicotine(NNN)synthesis．Nicotine N—demethylase(NND)genes were cloned and

app“ed to evolutionary analysis． These genes were also employed as target for tobacco breeding to produce to—

bacco with low 1evel of nornicotine． In this review，the recent works concentrated on NND genes and sugges—

tions for future research were discussed．
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尼古丁(nicotine)、去甲基尼古丁(nornico—

tine)、假木贼碱(anabasine)、和新烟碱(anatabine)

是普通烟草(Ni∞￡砌竹n￡06nc“仇)中主要的生物碱，

其中尼古丁是首要的生物碱，占生物碱总含量的

90％～95％，去甲基尼古丁含量通常低于总生物碱

的3．5％。但某些烤烟和白肋烟品种在其成熟和烘

烤过程中可以将大部分尼古丁转化为去甲基尼古

丁，使后者成为含量最高的生物碱(wernsman等，

1968)。去甲基尼古丁在高温条件下能转化生成麦

斯明(myosmine)和取代吡啶化合物，可能影响烟草

的本香(Roberts，1988)。去甲基尼古丁还可能对人

体健康产生危害，主要表现在它是潜在致癌物质亚

硝基去甲基尼古丁(nitrosonornicotine，NNN)的合

成前体(Hecht等，1989)，它本身也能直接诱导吸烟

者血浆中蛋白的异常糖基化，能与常用类固醇类药

物发生共价反应，影响药效和毒性(Dickerson等，

2002)。鉴于去甲基尼古丁的特殊性质，尼古丁去甲

基化及催化该反应的酶编码基因一直是研究热点，

本文对近年来该领域研究进展进行综述。

1 尼古丁去甲基化反应机制

尼古丁向去甲基尼古丁转化机制的研究已经开

展了半个多世纪。这种转化最初被认为是转甲基反

收稿日期：2012—03一08 修回日期：2012一05 21

基金项目：国家自然科学基金(31060046)；云南省烟草公司科技项目(2011YN04)[Supported by the National Natural Science F。undation of c11ina

(31060046)；Science and Technology Project of Yunmn Provincial T0bacco company(2011YN04)]

作者简介：宋中邦(1982一)，男，安徽肥东人，博士，从事烟草分子育种，(E mail)zbsoon@yahoo．com．cn。

‘通讯作者：卢秀萍，女，研究员，从事烟草育种研究，(E—mail)xplul970@163．com。

万方数据



850 广西植物 32卷

应，用[14C—methyl]nicotine饲喂烟草植株显示14C

原子可被整合进入胆碱，约90％的14 C活性都存在

于胆碱的甲基基团(Leete等，1959)。还有研究表

明只有在甲基基团受体如甘氨酸、乙醇胺存在的条

件下烟草植株匀浆才能转化尼古丁生成去甲基尼古

丁(Bose等，1956)。但这些结果未能在烟草细胞悬

浮培养液中重复(Hao等，1998)。最近的研究结果

倾向于烟草通过氧化机制进行尼古丁去甲基反应，

这与细胞色素P450还原酶参与鼠肝脏尼古丁脱毒

机制相似(Hitoshi等，1993)。主要有如下几个证

据，耳状烟草和普通烟草的去甲基活性集中于微粒

体(Chelvarajan等，1993；Hao等，1998)；尼古丁去

甲基反应是分子氧和NADPH依赖型(Chelvarajan

等，1993)；细胞色素P450型酶的抑制剂能抑制尼

古丁去甲基反应(Chelvarajan等，1993)。

对尼古丁吡咯环上哪个位置碳原子被氧化也采

用同位素标记的方法开展了多项研究。吡咯环上连

接N原子的C一2’和C一57碳原子，以及甲基碳原子都

可能发生氧化反应。但C一2’和C一5’位置发生氧化

反应先后被排除(Leete等，1959；Botte等，1997)。

皱叶烟草(N．夕z“仇沈gi行i如Zin)细胞自身不能合成

尼古丁，但能使外源尼古丁去甲基化。Mesnard等

通过同位素标记化合物[2H—methyl]Nicotine、[13C—

methyl]nicotine、[14 C—methyl]nicotine饲喂皱叶烟

草后分析同位素标记在胞内的重新分配，结果表明

尼古丁氧化水解可能生成不稳定的中间产物N’-

hydroxymethylnornicotine，其自发裂解生成去甲基

尼古丁和甲醛。甲醛通过氧化先后生成甲酸和

CO。，或者直接进入四氢叶酸介导的一碳代谢途径

(Mesnard等，2002；Bartholomeusz等，2005)。这是

迄今为止对尼古丁氧化去甲基后甲基碳代谢途径最

详细的阐述。

2尼古丁去甲基酶基因克隆及功能分析

植物基因组含有许多细胞色素P450基因，其

编码的蛋白超家族广泛参与各种初级和次级代谢，

如固醇、赤霉酸、木质素的生物合成，许多植物一环境

互作相关的代谢物如萜类、类苯基丙烷、生物碱、芥

子油苷的生物合成也有细胞色素P450参与(xu

等，2007)。细胞色素P450参与生物碱合成主要作

为羟化酶，如CYP71D12是水甘草碱16一羟化酶

(Schroder等，1999)，CYP7686作为香叶醇／橙花醇

10一羟化酶(Collu等，2001)。在部分萜类吲哚生物

碱合成过程中细胞色素P450可以催化开环反应

(Irmler等，2000)。尽管许多实验推断催化尼古丁

去甲基反应的可能是细胞色素P450单加氧酶，对

其生化特征也进行了广泛的研究，但一直以来未能

从细胞抽提物中纯化获得有活性的尼古丁去甲基酶

(Nicotine N—demethylase，NND)(Chelvarajan等，

1993；Hao等，1996，1996；Hao等，1998)。

定位和克隆NND基因是从分子水平阐述去甲

基尼古丁生成机制的前提。早期研究表明烟草高去

甲基尼古丁含量表型由单显性基因座控制(Griffith

等，1955)，但该基因座代表NND基因本身，还是其

上游调控因子却不得而知。Siminszky等(2005)通

过microarray技术分析了遗传背景高度相似的“转

化株”(去甲基尼古丁为主要生物碱成分)和“非转化

株”(尼古丁为主要生物碱成分)烟草的基因表达水

平，获得了若干在“转化株”上调表达的细胞色素

P450基因，属于CyP82E2亚家族。通过RNAi技

术抑制CyP82E2亚家族基因表达后发现“转化株”

中去甲基尼古丁含量降到“非转化株”水平。酵母表

达分析表明该亚家族中cYP82E4具有NND活性，

能够催化[14 c]nicotine生成[14 c]nornicotine。Xu

等(2007)先使用简并引物PCR扩增获得32个

P450家族基因，再通过芯片杂交方法在乙烯处理叶

片中筛选出3个表达水平上调的cDNA，其中一个

cDNA在酵母中编码蛋白具有NND活性，序列比

对表明该基因就是siminszky等(2005)克隆的

CyP82E4基因。对CYP82E4基因启动子分析表

明，其在根中表达水平极低，在衰老叶片和花器官中

高水平表达，且表达受衰老特异诱导(Chakrabarti

等，2008)。对该酶一级结构分析表明其含有细胞色

素P450蛋白典型的保守底物识别位点和跨膜结构

域，但植物中去甲基酶的分子模型暗示它具有更强

的底物和反应特异性(Xu等，2007)。最近wang等

(2011)通过分子动力学分析了CYP82E4及其同源

蛋白CYP82E3在活性区域外的单氨基酸突变所导

致二者结构的变化及功能分化，揭示了细胞色素

P450单加氧酶催化尼古丁去甲基反应的机制。

Gavilano等(2007)从普通烟草绿色叶片cDNA

文库扩增获得N￡n6CyP82E5V2基因，该基因在普

通烟草“转化株”和“非转化株”的绿色叶片中表达水

平高于N≠n6CyP82E4，能够产生具有NND活性的

酶，在绿色叶片的去甲基尼古丁合成中起主要作用。
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另一个能够编码活性NND的CYP82E2亚家族基

因是N尬6CyP82E10，Blast搜索结果显示该基因的

EST主要出现在源于根特异性或包含根组织的cD—

NA文库，这表明它可能主要在根组织中表达(Lew—

is等，2010)。酵母转化子微粒体蛋白的酶活性分析

表明，NtabCYP82E4、E5V2、E10的Km值分别为

3．9、5．6、3．9，说明三者催化能力非常接近(Gavila—

no等，2007；Xu等，2007；Lewis等，2010)。

3 NND基因与烟草碱谱进化

烟草属的吡啶生物碱组成具有种特异性，在不

同种间高度变化，但大部分种都存在某种生物碱含

量占主导地位(Saitoh等，1985)。绒毛状烟草(N．

￡omP咒￡o肌厂0mis)在绿色及衰老叶片中均积累去甲

基尼古丁；而林烟草(N．5yzuP5￡ris)在绿色叶片中主

要积累尼古丁，但在叶片衰老过程中大部分尼古丁

转化为去甲基尼古丁(Gavilano等，2007)。虽然普

通烟草是源于绒毛状烟草和林烟草种间杂交形成的

异缘四倍体，但其碱谱与两个祖先迥异。大部分普

通烟草的绿色和衰老叶片中，尼古丁大约占生物碱

总量的95％(Saitoh等，1985)。因此普通烟草碱谱

进化史中必然发生两次失活事件，使得源自两个祖

先的转化因子丧失功能。Mann等(1964)推测分别

源自绒毛状烟草和林烟草的尼古丁转化基因座Ct

和Cs发生功能丧失性突变造成普通烟草积累尼古

丁的表型。

对于普通烟草尼古丁转化基因座的研究最近取

得了一系列进展。Siminszky等(2005)在普通烟草

基因组中发现了CYP82E2亚家族的3个基因N￡一

Ⅱ6CyP82E2、N抛6CYP82E3、N把6Cl甲82E4。进一

步研究表明N抛6Cl，P82E3、N纪6CVP82E4来源于

绒毛状烟草，在染色体上被定位于Ct基因座

(Gavilano等，2007)。绒毛状烟草中二者的同源基

因N￡omCyP82E3、N￡omCyP82E4均能表达产生

具有NND活性的酶，其中前者在绿色叶片中强烈

表达，后者在成熟叶片中表达被特异上调(Gavilano

等，2007)。在普通烟草的进化历程中，N￡口6C—

yP82E3发生一个剔除突变而丧失功能，N抛6C-

YP82E4能够编码具有活性的NND，但在转录水平

被不稳定抑制，两方面协同造成普通烟草“非转化

株”中Ct基因座失活，而“转化株”中N抛6C—

YP82E4能正常表达(Siminszky等，2005；Gavilano

等，2007)。

表1 烟草尼古丁去甲基酶基因的进化

Table 1 Ev01ution of tobacco nicotine N—demethylase gene

在普通烟草中N￡n6CYP82E2基因源自林烟

草，定位于染色体上的Cs基因座，与林烟草基因组

中的同源基因NsyzCyP82E2相似，二者都在成熟

叶片中被显著诱导表达(Chakrabarti等，2007)。

NsyzCyP82E2能表达具有NND活性的酶，但由于

两个退化突变造成N托6CyP82E2功能丧失

(Chakrabarti等，2007)。综上所述，普通烟草中遗

传自祖先亲本的尼古丁转化基因座Ct、Cs均在其

进化过程中发生突变造成功能丧失(表1)，这导致

其积累尼古丁的表型，区别于两个亲本积累去甲基

尼古丁的表型。

4低去甲基尼古丁烟草品种的选育

由于去甲基尼古丁及其衍生物NNN对人类健

康潜在的威胁，培育去甲基尼古丁含量较低的烟草

品种一直是育种研究的目标。近年来国内育种工作

者探索了打顶时间、水份供应等栽培技术的改良对

烟株去甲基尼古丁含量的影响(韩锦峰等，2009；蔡

联合等，2009)，此外还通过杂交的方法对主栽白肋

烟品种鄂烟一号进行遗传改良，有效降低了烟碱的

转化率(史宏志等，2007a，b)。随着编码NND的
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CyP82E2亚家族基因被克隆及功能分析，该亚家族

基因也成为各种分子育种操作的目标。Gavilano等

(2006)通过RNAi技术抑制白肋烟强“转化株”

cYP82E4及其同源基因的表达，转基因植株的去甲

基尼古丁转化率最低，只有o．8％，甚至低于白肋烟

“非转化株”普遍为3％～5％的转化率。这些转基因

植株大规模田间试验数据也证实了上述结果，与非转

基因对照植株相比，转基因植株去甲基尼古丁含量下

降大约6倍，同时NNN和总TSNA含量也相应下降

(Le而s等，2008)。由于转基因技术用于商业烟草生

产面临法规、专利保护及终端用户接受程度等各方面

的挑战，使用化学诱变策略的突变育种技术被尝试

用于低去甲基尼古丁品种的选育。

Julio等(2008)在1 132个EMS诱变突变株中

筛选得到10株在N施6CYP82E4基因座发生点突

变的烟草，其中无义突变及错义突变株中去甲基尼

古丁含量降至极其微量水平。Lewis等(2010)用

EMs诱变的方法分别获得了N抛6CyP82E4、N￡一

n6CyP82E5V2、N把6CyP82E10发生突变的白肋烟

材料，将三种材料杂交筛选后获得三基因同时突变

的突变株，其去甲基尼古丁含量远远低于对照株，约

占总生物碱含量o．5％(对照株大于90％)，研究者

认为将这些突变导入商业品系中将是降低烟草制品

中去甲基尼古丁含量可行的策略。为了快速有效的

实现这个目标，Li等(2011)开发了特异的CAPs和

dCAPs标记来鉴定这些突变，结果表明这些标记能

够辅助导入上述点突变进入商业品种，成功地降低

了去甲基尼古丁和NNN水平。

5 研究展望

普通烟草“非转化株”中去甲基尼古丁占总生物

碱含量约为2％～5％，然而在上述通过RNAi技术

或EMS突变获得的烟草植株中，去甲基尼古丁含

量虽有明显下降，但仍占总生物碱含量的o．5％，这

表明仍有一定量的去甲基尼古丁合成(Lewis等，

2008，2010)。造成这个结果可能有如下3个原因：

(1)RNAi植株中CyP82E2亚家族基因表达并未被

完全抑制(Lewis等，2008)；(2)EMS突变株中仅三

个具有功能的NND被突变失活，由于烟草基因组

序列未知，可能还存在其它CyP82_E2亚家族基因

能够编码NND(Lewis等，2010)；烟草基因组测序

完成之后可能够获得更多的CyP82E2亚家族基因

序列信息，深入研究可能获得新的NND基因信息；

(3)烟草中还可能存在不以尼古丁为中间产物的去

甲基尼古丁合成途径，最近对甲基腐胺氧化酶

(MPO)的功能分析为这种推断提供了依据。MPO

催化甲基腐胺氧化脱氨生成N一甲氨基丁醛，它是尼

古丁吡啶环合成的中间产物。但最近发现MP0能

直接以腐胺为底物生成非甲基化的吡咯啉化合物，

该化合物环化产物可能作为尼古丁合成酶底物直接

生成去甲基尼古丁(Heim等，2007；Katoh等，

2007)。对该途径开展研究可能全面阐述去甲基尼

古丁在烟草中的生物合成机制，为生产不含去甲基

尼古丁(Nornicotine—free)烟草提供理论依据。

虽然CyP82E2亚家族基因已被克隆及功能分

析，对CyP82E4基因的启动子也进行了初步分析，

但关于调控该家族基因表达的转录因子还无相关研

究发表。如果能够鉴定出CyP82E2亚家族基因表

达所需共同的转录因子，一方面可以对尼古丁去甲

基化与信号通路的关系有更深刻理解；而转录因子

基因也可以作为EMS诱导突变的靶基因，直接生

成低去甲基尼古丁含量的烟草，从而避免三突变株

育种过程中反复的杂交及筛选过程，加快育种效率。
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