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摘　要：为进一步研究查尔酮合酶（Ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＨＳ）在 黄 酮 化 合 物 代 谢 过 程 中 的 作 用，以 青 稞

９４－１９－１为材料，通过同源克隆技术分离ＣＨＳ基 因，并 对 分 离 得 到 的ＣＨＳ基 因 进 行 生 物 信 息 学 分 析 及 原 核

表达。结果表明，从青稞９４－１９－１中克隆得到的ＣＨＳ基因编码区长为１　１９７ｂｐ，编码３９８个氨基酸。生物信

息学分析表明，该基因编码的蛋白质分子量为４３．４７９ｋＤａ，预测等电点（ｐＩ）为５．９２，是酸性蛋白；该酶蛋白体

外红细胞中的半衰期为３０ｈ，不稳定系数（ＩＩ）大于４０，属于不稳定蛋白；平均亲水指数为－０．０９０，是亲水性的

蛋白。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果表明，将该基因克隆到表达载体ｐＥＴ－３２ａ上，并在大肠杆菌ＢＬ２１中表达，可得到

６４ｋＤａ左右的融合蛋白，在ＩＰＴＧ诱导浓度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，最佳诱导时间为３ｈ。
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　 　 青 稞 （Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ　Ｌ．ｖａｒ．ｎｕｄｕｍ
ｈｏｏｋ．Ｆ）也叫 裸 大 麦，是 我 国 青 藏 高 原 地 区 重 要

的种质资源［１］。在粮食作物中，青稞属于“三高两

低”（高蛋白、高纤维、高维生素、低脂肪和低糖）作
物，其结构组成满足现代健康饮食的要求，是谷类

作物中的佳品［２］。此外，青稞更富 含 功 能 活 性 成



分，如黄酮类化合物、γ－氨基丁酸、多酚类化合物、
麦角类化合物、生育三烯醇、Ｂ族维生素以及β－葡
聚糖等［３－４］，被认为是防治人类慢性病的功能食品

作物［５］，其保健和医疗作用一直是大麦工 作 者 研

究的重点。黄酮类化合物是一种重要的次生代谢

产物，对植物的生理生化作用、抗病抗逆性及开花

繁育等具有重要的调节功能［６－９］，对人体也有抗癌

防癌、预防心血管疾病、增强免疫功能及降低血糖

等保健药理功效［１０－１１］。
植物黄酮类化合物是由苯丙烷代谢途径合成

的，其基本骨 架Ｃ６－Ｃ３－Ｃ６ 中 的 两 个Ｃ６ 来 自 两 个

不同的代谢途径，即苯丙烷代谢途径和丙二酸途

径［１２］。１分子４－香豆酰ＣｏＡ与３分 子 丙 二 酸 途

径生成的体丙二酰－ＣｏＡ在查尔酮合酶（Ｃｈａｌｃｏｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＨＳ）的 作 用 下 合 成１分 子１５个 碳 架

结构的 查 尔 酮［１３］。ＣＨＳ是 一 种 聚 酮 合 成 酶，具

有很强的底物专一性，为黄酮类化合物提供１５个

Ｃ６－Ｃ３－Ｃ６ 基 本 骨 架，是 黄 酮 类 化 合 物 的 直 接 前

体，也 是 黄 酮 类 化 合 物 的 第 一 个 关 键 的 限 速 酶。

Ｒｅｉｍｏｌｄ等［１４］在荷兰芹中分离出第一个ＣＨＳ基

因。此后，更多植物的ＣＨＳ基因以荷兰芹ＣＨＳ
基因为探针被克隆出来。大部分植物的ＣＨＳ基

因编码区保守性很强，长约１　２００ｂｐ，编码４００个

左右的氨基酸。一般ＣＨＳ基因都具有两个外显

子和一个内 含 子（金 鱼 草［１５］除 外），其 中，外 显 子

在科属间的同源性７０％以上，能够提供较多的进

化信 息，可 用 于 不 同 科 属 间 的 进 化 和 发 育 研

究［１６］。ＣＨＳ基因在同一植物中的表达位置受不

同发育 时 期 的 影 响。在 有 些 植 物 的 早 期 发 育 阶

段，查尔酮合 酶 会 出 现 在 其 叶 片 组 织［１７］，而 在 其

成熟 植 株 的 表 达 主 要 集 中 在 花 组 织［１８］。此 外，

ＣＨＳ基因在不同植物同一器 官 中 的 表 达 部 位 也

不相同。Ｍａｈｒｏｕｇ等［１９］用 原 位 杂 交 技 术 发 现 长

春花中该基因在花瓣上表皮内表达，但在有些植

物中该基因却在花药中表达［２０］。
查尔酮合酶广泛分布在植物界，且在 植 物 的

生长和适应环境活动中起着重要作用，近年来也

成 为 分 子 生 物 学 与 植 物 生 理 学 的 研 究 热 点 之

一［１２－１３］。但 迄 今，有 关 青 稞 中ＣＨＳ基 因 的 克 隆

研究尚未见报道。鉴于此，本研究以实验室前期

测定的高黄酮含量青稞品种“９４－１９－１”为材料［２１］，
拟通过 同 源 克 隆 技 术 分 离ＣＨＳ基 因，并 对 分 离

得到的ＣＨＳ基因进行生物信息学分析及原核表

达，以期为进一步研究青稞黄酮合成的分子调控

机制和作用机理打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　材 料

青稞品系“９４－１９－１”，由甘肃省甘南藏族自治

州农科所馈赠，种植于四川农业大学农学院国家

大麦青稞产业技术体系成都综合试验站崇州羊马

实验基地。

１．１．２　试 剂

固相ＲＮａｓｅ清 除 剂 购 自 北 京 天 恩 泽 基 因 工

程 有 限 公 司；ｃＤＮＡ 第 一 链 合 成 试 剂 盒 购 自

Ｔｈｅｒｍｏ公司；蛋 白 胨 和 酵 母 提 取 物 购 自 Ｏｘｏｉｄ
公司；ＤＨ５α感 受 态 细 胞、克 隆 载 体 ｐＭＤ１９－Ｔ
Ｓｉｍｐｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ、ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞、ＤＮＡ纯

化 回 收 试 剂 盒、２×Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ、

ＤＬ２０００ ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ、６×Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ 及

ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ核酸 染 料 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限

公 司（北 京）；广 谱 蛋 白 ｍａｒｋｅｒ和 Ｓｕｐｅｒ　ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ购自 北 京 康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司；

ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶购自宝生物工程

有限公司 （大连）；ｐＥＴ－３２ａ（＋）质粒由本实验室

保存；其余常规化学试剂均为分析纯；引物均由

上海英骏生物技术有限公司合成。

１．２　方 法

１．２．１　ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成

以青稞三叶 一 心 期 的 叶 片 为 材 料，用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取总ＲＮＡ，然后用Ｔｈｅｒｍｏ公司提供的反转

录试剂 盒 将 ＲＮＡ反 转 录 得 到 相 应 的ｃＤＮＡ，于

－２０℃保存备用。

１．２．２　ＣＨＳ基因的同源克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 已 公 布 的 大 麦ＣＨＳ 基 因

（Ｘ５８３３９．１），在ＯＲＦ两侧分别设计扩增ＣＨＳ基

因的上下游引物ＣＨＳ－Ｆ和ＣＨＳ－Ｒ（表１）。以青

稞叶片ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增反应。反应

体 系 （３０μＬ）：ｃＤＮＡ　１μＬ，上 下 游 引 物 （１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，２×Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　１５

μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１２μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３５个 循 环；７２℃
１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产物的克隆与测序

ＰＣＲ扩增 产 物 经１％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测

后，对目的片段进行切胶回收，并将回收产物与克

隆载体ｐＭＤ１９－Ｔ　Ｓｉｍｐｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ连 接，然 后 转 化

·９２５１·第１１期 方 建等：青稞ＣＨＳ基因的克隆及原核表达分析



ＤＨ５α感受态细胞。使用氨苄青霉素（Ａｍｐ）及菌

落ＰＣＲ筛选阳性克隆，并送六合华大基因科技股

份有限公司（北京）测序。

１．２．４　生物信息学分析

利用ＮＣＢＩ数据库中ＢＬＡＳＴ工具进行多序

列比对；利用ＤＮＡＭＡＮ　６．０进 行 蛋 白 质 翻 译 及

同源序列比对；利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件对蛋白质理

化性质进行预测；利用ＳＯＰＭＡ软件对蛋白质二

级结构进行预测；利用ＮｅｔＮＧｌｙｃ和ＮｅｔＰｈｏｓ　２．０
软件对 蛋 白 质 的 Ｎ－糖 基 化 和 Ｎ－磷 酸 化 进 行 预

测；利用３ＤＬｉｇａｎｄＳｉｔｅ　ｓｅｒｖｅｒ对蛋白质三级结构

进行预测；利 用 ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ对 基 因 编 码 区 进 行

预测；利用 ＭＥＧＡ　５．０构建系统进化树。

１．２．５　融合表达载体的构建

根据克隆 得 到 的ＣＨＳ基 因 编 码 区 序 列，利

用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０软 件 设 计 表 达 引 物 ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｆ
和 ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｒ（表１）。用 引 物 ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｆ／

ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｒ对１．２．１中反转录得到的ｃＤＮＡ进

行ＰＣＲ扩增，扩增条件及程序同１．２．２。目的片

段和ｐＥＴ－３２ａ（＋）质粒分别进行双酶切。反应体

系（４０μＬ）：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　４μＬ，上下游表达引物（１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）各１μＬ，目的片段或ｐＥＴ－３２ａ（＋）质

粒２０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　１４μＬ。反 应 条 件：３７ ℃ １５
ｍｉｎ，６５℃１５ｍｉｎ，１２℃终 止 反 应。将 酶 切 产 物

进行电泳分 析，回 收 纯 化 后，使 用 Ｔ４ＤＮＡ连 接

酶进行连接 反 应，将 连 接 后 的 产 物 转 化 到ＤＨ５α
感受态细胞。经菌落ＰＣＲ筛选和双酶切鉴定后，
将构建的质粒命名为ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ。其表达

产物中含有Ｔｒｘ、Ｈｉｓ和Ｓ标签。

１．２．６　原核表达

将质粒ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ和 空 白 载 体ｐＥＴ－
３２ａ分别转化宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３），挑取阳性单克

隆，接 种 至１０ｍＬ含 有 Ａｍｐ的ＬＢ液 体 培 养 基

中，３７℃摇菌过夜。次日，将培养物按１∶５０的

比例接种至１５０ｍＬ含Ａｍｐ的新鲜ＬＢ液体培养

基中，于３７℃摇床培养至ＯＤ６００＝０．６～０．８时，

加入终浓度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ诱导表达

ｎ　ｈ，其中ｎ分 别 代 表０、１、２、３、４和５，即 每 诱 导

１ｈ取１次样，以确定最佳诱导时间。同时设立空

载体诱 导 及 未 诱 导 作 为 对 照。诱 导 后 各 取 样

２ｍＬ，１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心ｌ　ｍｉｎ，收 集 菌 体。

１００μＬ　２×ＳＤＳ 上 样 缓 冲 液 溶 解 沉 淀，煮 沸

１０ｍｉｎ，１２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心５ｍｉｎ，取 上 清，通

过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ来检测融合蛋白的表达情况。

表１　本研究所用引物信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）
Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′→３′）

产物长度
Ｌｅｎｇｔｈ　ｏｆ
ｐｒｏｄｕｃｔ／ｂｐ

ＣＨＳ－Ｆ
ＣＨＳ－Ｒ

ＣＴＣＡＣＡＴＴＴＧＴＣＴＣＧＣＡＧＣＡＣ
ＣＡＡＡＣＣＡＣＧＣＡＣＧＧＴＡＧＡＡＴ

１　３５１

ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｆ
ＨｖＣＨＳｐｐ－Ｒ

Ｇ　ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＧＧＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣ
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＧＣＧＧＴＧＧＣＧＣＣＧＧ

１　２１３

　　下划线处分别表示ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切位点

Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ　ｔｈｅ　ｒｅｓｔｒｉｃ－

ｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＥｃｏＲⅠａｎｄ　ＨｉｎｄⅢ

２　结果与分析

２．１　青稞ＣＨＳ基因的克隆

利用引物ＣＨＳ－Ｆ／ＣＨＳ－Ｒ对青稞９４－１９－１进

行ＰＣＲ扩 增，经１％琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 后，在

１　０００～１　５００ｂｐ之间 有 一 特 异 性 条 带（图１），大

小与实验预期基本相符。将目的片段回收、克隆

并测序后，利用ＤＮＡＭＡＮ进行序列比对及拼接

得 到 长 度 为 １　３５１ｂｐ 的 序 列。ＮＣＢＩ 在 线

ＢＬＡＳＴｎ表明，所得 到 的 序 列 与 ＮＣＢＩ已 公 布 的

大麦ＣＨＳ基因序列（Ｘ５８３３９．１）同源性 最 高，达

到９９％，因此推断本研究克隆得到的基因为青稞

来源的ＣＨＳ基 因，暂 命 名 为 ＨｖＣＨＳ。经 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ分析表明，该ＣＨＳ基因编码区长为１　１９７
ｂｐ，编码３９８个氨基酸。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：目的基因片段

Ｍ：ＤＬ２０００；１：Ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｆｒａｇｍｅｎｔ

图１　青稞ＣＨＳ基因ＰＣＲ扩增产物电泳结果

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

ｆｏｒ　ＣＨＳｇｅｎｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　生物信息学分析

２．２．１　蛋白质理化性质分析

ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析结 果 表 明，本 研 究 克 隆 得 到

·０３５１· 麦　类　作　物　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３５卷



的ＣＨＳ基因推导的蛋白质的分子式为Ｃ１９１８Ｈ３０５９
Ｎ５３１Ｏ５７２Ｓ２４，分 子 量 为４３．４７９ｋＤａ；预 测 等 电 点

（ｐＩ）为５．９２，是 酸 性 蛋 白；体 外 红 细 胞 中 的 半 衰

期为３０ｈ，不稳定系数（ＩＩ）大于４０（４０．１０），属于

不稳定蛋白；平均亲水指数为－０．０９０，是亲水性

的蛋白。

２．２．２　蛋白质结构预测

ＮｅｔＮＧｌｙｃ和ＮｅｔＰｈｏｓ　２．０软件 预 测 结 果 表

明，本 研 究 克 隆 得 到 的ＣＨＳ基 因 推 导 的 蛋 白 质

没有糖基化位点，而有丰富的磷酸化位点，包括９
个丝氨酸（Ｓｅｒ）、６个 苏 氨 酸（Ｔｈｒ）和２个 酪 氨 酸

（Ｔｙｒ）磷 酸 化 活 性 位 点，具 体 为：Ｓｅｒ４９、Ｓｅｒ６６、

Ｓｅｒ１３６、Ｓｅｒ１５６、Ｓｅｒ２０７、Ｓｅｒ２３４、Ｓｅｒ２５３、Ｓｅｒ３３５、Ｓｅｒ３５６、

Ｔｈｒ６、Ｔｈｒ１３５、Ｔｈｒ２００、Ｔｈｒ２４８、Ｔｈｒ３３０、Ｔｈｒ３６３、

Ｔｙｒ３９、Ｔｙｒ４３。ＳＯＰＭＡ软 件 分 析 结 果 表 明，本 研

究克隆得到的ＣＨＳ基因推导的蛋白质的二级结

构主要由α－螺旋（４１％）、无规则卷曲（１２％）及β－
转角（１５％）组 成。利 用３ＤＬｉｇａｎｄＳｉｔｅ　ｓｅｒｖｅｒ软

件，以ａｌｆａｌｆａ的ＣＨＳ蛋白的三级结构为模板，对

本研究克隆得到的ＣＨＳ基因推导的蛋白质进行

三级结构预测，结果如图２所示。

２．２．３　系统进化树分析

在同源比对的序列基础上，加入部分 被 子 植

物ＣＨＳ蛋白序列，利 用 ＭＥＧＡ　５．０软 件 构 建 系

统进化树（图３），发现ＣＨＳ蛋白被聚类为２个独

立的簇：双子叶植物（Ⅰ）和单子叶植物（Ⅱ）。其

中，本研究 得 到 的ＣＨＳ蛋 白 与 大 麦 之 间 的 亲 缘

关系最近，其次与小麦、水稻、高粱及玉米等单子

叶植物聚在一起，最后与葡萄等双子叶植物聚在

一起。进 化 树 分 析 结 果 与 ＮＣＢＩ中ＢＬＡＳＴｎ结

果基本一致。

图２　青稞ＣＨＳ蛋白三级结构及活性中心预测

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｅｒｔｉａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ

ａｃｔｉｖｅ　ｃｅｎｔｒｅ　ｏｆ　ＨｖＣＨＳ　ｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ的原核表达

２．３．１　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ的双酶切鉴定

将获 得 的 重 组 表 达 质 粒 进 行 ＥｃｏＲⅠ 和

ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，可得１　２００ｂｐ左右和５　３００
ｂｐ左右的２个片段（图４），且大小与预期结果相

符，表 明 构 建 的 表 达 载 体 ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ
正确。

２．３．２　青稞ＣＨＳ基因的原核表达

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测分析结果（图５、图６）表明，
含有重 组 质 粒ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ的 表 达 菌 株 在

３７℃下 经１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＩＰＴＧ诱 导 表 达１ｈ
后，即可发现约６４ｋＤａ处出现目的条带，且与预

测结果相符（ｐＥＴ－３２ａ上的Ｔｒｘ、Ｈｉｓ和Ｓ标签蛋

白为１８～２０ｋＤａ，本 研 究 得 到 的ＣＨＳ基 因 编 码

的蛋白分子量约为４３．４ｋＤａ）；诱导表达３ｈ后，
目的蛋 白 不 再 增 加，说 明 在ＩＰＴＧ 诱 导 浓 度 为

１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，最佳诱导时间为３ｈ。

图３　ＣＨＳ蛋白序列系统进化树分析

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＣＨＳ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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　　Ｍ：Ｓｕｐｅｒ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１和３：ｐＥＴ－３２ａ（＋）的双酶切产物；２

和４：ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ的双酶切产物

Ｍ：Ｓｕｐｅｒ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１ａｎｄ　３：Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｄｏｕｂｌｅ　ｒｅｓｔｒｉｃ－

ｔｉｏｎ　ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－３２ａ（＋）；２ａｎｄ　４：Ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｄｏｕｂｌｅ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｄｉｇｅｓｔｅｄ　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ

图４　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ表达体系的双酶切验证

Ｆｉｇ．４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ　ｗｉｔｈ　ｄｏｕｂｌｅ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

　　Ｍ：广谱蛋白ｍａｒｋｅｒ；泳道０、１、２、３、４和５分 别 代 表 诱 导 时

间为０、１、２、３、４和５ｈ；泳道Ｋ为空载体未诱导

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；Ｔｈｅ　ｌｉｎｅ　０，１，２，３，４ａｎｄ　５ｗｅｒｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙ　ＩＰＴＧ　ｆｏｒ　０，１，２，３，４ａｎｄ　５ｈ；Ｔｈｅ　ｌｉｎｅ　Ｋ　ｗａｓ　ｐＥＴ－３２ａｎｏｎ－ｉｎ－

ｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＩＰＴＧ

图５　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ表达时间的优化

Ｆｉｇ．５　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｉｍｅ

３　讨 论

ＣＨＳ基因在细菌、蕨类植物、裸子植物 及 被

子植物中已有大量克隆研究，但在青稞中还未有

报道。本研 究 通 过 同 源 克 隆 的 方 法 获 得 了 青 稞

ＣＨＳ基因序列，与已知ＣＨＳ基因序列比对分析

发现，与大麦同源性最高［２２］，编码的氨基酸仅有２
个有所差异，与小麦的同源性 也 高 达９６％［２３］，与

单子叶 植 物 玉 米［２４］，双 子 叶 植 物 葡 萄［２５］、马 铃

薯［２６］等的同源性都在６５％以上。此 外，早 有 报 道

　　Ｍ：广谱蛋白ｍａｒｋｅｒ；Ａ：未诱导的空载体；Ｂ：ＩＰＴＧ诱导后的

空载体；０：未诱导的重组质粒；１：ＩＰＴＧ诱导后的重组质粒

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ；Ａ：ｐＥＴ－３２ａｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＩＰＴＧ；Ｂ：

ｐＥＴ－３２ａｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＩＰＴＧ　ｆｏｒ　３ｈ；０：ｐＥＴ－３２ａ－

ＨｖＣＨＳ　ｎｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＩＰＴＧ；１：ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ

１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＴＧ　ｆｏｒ　３ｈ

图６　重组蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧ分析

Ｆｉｇ．６　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ

称该基因在 植 物 不 同 科 之 间 的 同 源 性 高 达７０％
～９０％［２７］，说明ＣＨＳ基 因 序 列 相 当 保 守。进 一

步的系统进化树分析显示，青稞与单子叶植物的

大麦、小麦的亲缘关系最近，相对双子叶植物如西

红柿等关系较远，符合进化规律。
通过对植 物ＣＨＳ基 因 的 改 造，能 使 植 株 发

生巨大 变 化。目 前，一 般 有 两 种 方 法 可 以 抑 制

ＣＨＳ基因的活性：一种是通过反义ＲＮＡ技术使

目的基因的表达受到抑制，如洋桔梗转基因植株

中花色变浅［２８］；二是以共抑制技术方式向植物中

转入外源目的基因，如烟草转基因植株原来粉色

的花变成了白色［２９］。缺失ＣＨＳ基因的矮牵牛突

变体不仅不产生黄酮类化合物而且雄性不育，如

果加 入 黄 酮 类 物 质，可 使 花 粉 管 发 育 正 常［３０］。

ＣＨＳ基因导入植物最终还可 以 使 植 物 的 抗 逆 性

得到提升，如转基因杨树对低温的敏感性会被降

低［３１］。本研究克隆得到的ＣＨＳ基因编码蛋白相

对于大麦发生２个氨基酸的改变，这种改变对植

株的影响还尚待研究，并且由于该研究材料为高

黄酮含量，该改变还可能与黄酮化合物的代谢密

切相关。
关于ＣＨＳ 基 因 的 原 核 表 达 技 术 已 相 当 成

熟，在葡萄、大豆、蝴蝶兰、矮牵 牛、葛 根、非 洲 菊、
树莓、香雪兰和红盖鳞毛蕨等多种植物中已有报

道［３２］，而在禾本科植物中鲜有研究。现有报道表

明，ＩＰＴＧ终 浓 度 在１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，能 得 到
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ＣＨＳ融合蛋白。３７℃ 条 件 下，在ＩＰＴＧ浓 度 为

１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，牛 天 敏 等［３３］诱 导１、３和５ｈ
后经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测有特异性蛋白条带出现，蛋
白在３ｈ蛋白表达量达到最大并不再增加；韩颖

颖等［３４］诱导１ｈ和２ｈ后 经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检 测 均

得到特异性蛋白条带。本实验设定ＩＰＴＧ终浓度

为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，采 用ｐＥＴ－３２ａ载 体 与ＣＨＳ
基 因 重 组 的 原 核 表 达 技 术，在 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）中首次表达出了青稞ｐＥＴ－３２ａ－ＨｖＣＨＳ融

合蛋白。通过对 ＨｖＣＨＳ蛋白原核表达诱导时间

进行优化，发 现３ｈ为 最 佳 诱 导 时 间，与 牛 天 敏

等［３３］研究结果一致。蛋白表达最佳条件的确定，
对 进 一 步 蛋 白 质 的 纯 化 及 后 续 功 能 研 究 奠 定

基础。
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ｎｉａ　ｍｕｔａｎｔ　ｔｈａｔ　ａｂｏｌｉｓｈｅｓ　ｐｏｌｌｅｎ　ｆｌａｖｏｎｏｌ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ｉｎ－

ｄｕｃｅｓ　ｍａｌｅ　ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ，ａｎｄ　ｉｓ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ　ｂｙ　ａ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎ－

ｔｈａｓｅ　ｔｒａｎｓｇｅｎｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９９，１２０（２）：６１５－

６２２．
［２１］Ｙｕ　Ｃ　Ｌ（余春磊），Ｑｉ　Ｇ　Ｃ（齐 国 昌），Ｚｈａｎｇ　Ｋ　Ｆ（张 鹍 飞），ｅｔ

ａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｍａｊｏｒ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ａｆｔｅｒ

ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ　ｉｎ　ｂａｒｌｅｙ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒｉｔｉｃｅａｅ　Ｃｒｏｐｓ（麦 类 作

物学报），２０１４，３４（２）：２２２－２２６（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂ－

ｓｔｒａｃｔ）．
［２２］Ｒｏｈｄｅ　Ｗ，Ｄｒｒ　Ｓ，Ｓａｌａｍｉｎｉ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ａ　ｃｈａｌｃｏｎｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ　Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

·３３５１·第１１期 方 建等：青稞ＣＨＳ基因的克隆及原核表达分析



Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９１，１６（６）：１１０３－１１０６．
［２３］Ｋａｗａｕｒａ　Ｋ，Ｍｏｃｈｉｄａ　Ｋ，Ｅｎｊｕ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｄａｐ－

ｔｉｖｅ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｗｈｅａｔ　ａｎｄ　ｒｉｃｅ　ａｓ　ｄｅｄｕｃｅｄ　ｆｒｏｍ　ｆｕｌｌ－

ｌｅｎｇｔｈ　ｃｏｍｍｏｎ　ｗｈｅａｔ　ｃＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｄａｔａ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐａｔｔｅｒｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｄ　Ｃｅｎｔｒａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２００９，１０（１）：２７１．
［２４］Ｆｒａｎｋｅｎ　Ｐ，Ｎｉｅｓｂａｃｈ－Ｋｌｓｇｅｎ　Ｕ，Ｗｅｙｄｅｍａｎｎ　Ｕ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ

ｄｕｐｌｉｃａｔｅｄ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｇｅｎｅｓ　Ｃ２　ａｎｄ　Ｗｈｐ （ｗｈｉｔｅ　ｐｏｌ－

ｌｅｎ）ｏｆ　Ｚｅａ　ｍａｙｓ　ａｒｅ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ　ｒｅｇｕｌａｔｅｄ；ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　Ｗｈｐ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｔｈｅ　ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ

ｉｎｔｅｎｓｉｆｙｉｎｇ　ｇｅｎｅ　ｉｎ［Ｊ］．Ｔｈｅ　ＥＭＢＯ　Ｊｏｕｒｎａｌ，１９９１，１０（９）：

２６０５．
［２５］Ｓｐａｒｖｏｌｉ　Ｆ，Ｍａｒｔｉｎ　Ｃ，Ｓｃｉｅｎｚａ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄ　ａｎｄ　ｓｔｉｌｂｅｎｅ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ　ｇｒａｐｅ（Ｖｉｔｉｓ　ｖｉｎｉｆｅｒａ　Ｌ．）［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕ－

ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９４，２４（５）：７４３－７５５．
［２６］Ｊｅｏｎ　Ｊ　Ｈ，Ｋｉｍ　Ｈ　Ｓ，Ｃｈｏｉ　Ｋ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒ－

ｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｎｅ　ｍｅｍｂｅｒ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｇｅｎｅ　ｆａｍｉｌｙ

ｆｒｏｍＳｏｌａｎｕｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｌ．［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９６，６０（１１）：１９０７－１９１０．
［２７］Ｌａｎｚ　Ｔ，Ｔｒｏｐｆ　Ｓ，Ｍａｒｎｅｒ　Ｆ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　ｒｏｌｅ　ｏｆ　ｃｙｓｔｅｉｎｅｓ　ｉｎ

ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅｓ．Ｓｉｔｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ

ａｎｄ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅｓ，ｔｗｏ　ｋｅｙ　ｅｎｚｙｍｅｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｌａｎｔ－

ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐａｔｈｗａｙｓ ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

１９９１，２６６（１５）：９９７１－９９７６．
［２８］Ｄｅｒｏｌｅｓ　Ｓ　Ｃ，Ｂｒａｄｌｅｙ　Ｊ　Ｍ，Ｓｃｈｗｉｎｎ　Ｋ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎ　ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｃＤＮＡ　ｌｅａｄｓ　ｔｏ　ｎｏｖｅｌ　ｃｏｌｏｕｒ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｉｎ　ｌｉ－

ｓｉａｎｔｈｕｓ（Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）ｆｌｏｗｅｒｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，１９９８，４（１）：５９－６６．
［２９］Ｗａｎｇ　Ｃ　Ｋ，Ｃｈｅｎ　Ｐ　Ｙ，Ｗａｎｇ　Ｈ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｏ－

ｂａｃｃｏ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｕｓｉｎｇ　Ｐｅｔｕｎｉａ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　ｗｈｉｔｅ　ｆｌｏｗｅｒｓ［Ｊ］．Ｂｏｔａｎｉｃａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ，

２００６，４７：７１－８２．
［３０］Ｐｏｌｌａｋ　Ｐ　Ｅ，Ｖｏｇｔ　Ｔ，Ｍｏ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ａｎｄ　ｆｌａ－

ｖｏｎｏｌ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｓｔｉｇｍａｓ　ａｎｄ　ａｎｔｈｅｒｓ　ｏｆ　Ｐｅｔｕｎｉａ　ｈｙｂｒｉ－

ｄａ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９３，１０２（３）：９２５－９３２．
［３１］Ｚｈａｎｇ　Ｄ　Ｑ（张 党 权），Ｔａｎ　Ｘ　Ｆ（谭 晓 风），Ｗａｎｇ　Ｘ　Ｈ（王 晓

红）．Ｇｅｎｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈａｌ－

ｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ａｎｄ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｉｓｏｍｅｒａｓｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｎ－

ｔｒａｌ　Ｓｏｕｔｈ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｆｏｒｅｓｔｒｙ　＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（中 南 林 业

科技大学学报），２００７，２７（２）：８７－９１（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ

ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［３２］Ｃｈｅｎ　Ｊ　Ｙ（陈俊毅），Ｃｈａｉ　Ｙ　Ｒ（柴友荣），Ｙａｏ　Ｙ　Ｈ（姚 永 宏）．

Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｎｄ　ｅｖｏｌｕ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ［Ｊ］．Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ　Ｃｈｉｎａ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（西南农业学报），２０１２，２５（１）：３２８－３３６
（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．

［３３］Ｎｉｕ　Ｔ　Ｍ（牛天敏），Ｍａ　Ｈ　Ｑ（马会勤），Ｃｈｅｎｇ　Ｓ　Ｗ（陈尚武）．

Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ（ＣＨＳ）ｏｆ　Ｇｌｙ－

ｃｉｎｅ　ｍａｘ　Ｌ．ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｉｔ　ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅ　ｐｒｏｄｕｃｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｘ－

ｔｒａｃｔｓ　ｆｒｏｍＳａｕｓｓｕｒｅａｓｐｐ．［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（中国生

物工程 杂 志），２００７，２７（２）：５８－６３（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ

ａｂｓｔｒａｃｔ）．
［３４］Ｈａｎ　Ｙ　Ｙ（韩颖颖），Ｍｉｎｇ　Ｆ（明 凤），Ｗａｎｇ　Ｊ　Ｗ（王敬文），ｅｔ

ａｌ．Ｔｈｅ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈａｌｃｏｎｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｇｅｎｅ

ｃＤＮＡ　ｏｆ　Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｕｄａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（复旦学报），２００４，４３（２）：２３５－

２３９（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｗｉｔｈ　Ｅｎｇｌｉｓｈ　ａｂｓｔｒａｃｔ）．
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