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摘 要 查尔酮合酶(chalcone synthase, CHS)是植物类黄酮化合物合成的第一关键酶。为了获得金龙胆

草 (Conyza blinii Lévl.)CHS 基因，本研究采用快速扩增 cDNA 末端 (rapid-amplification of cDNA ends,

RACE)技术克隆得到了金龙胆草CHS基因的DNA和 cDNA全长序列，并进行生物信息学分析，通过RT-

PCR检测该基因在花期不同组织部位中的表达情况并检测对应部位的相对花青素含量。结果表明，获得

的CHS基因DNA全长2 098 bp，包括2个内含子；cDNA全长为1 692 bp，含有完整开放阅读框(1 197 bp)，

编码399个氨基酸，包含查尔酮合酶的标志性序列，命名为CbCHS(GenBank登录号: KJ155749)。序列比

对结果显示，金龙胆草CbCHS基因与已报道的其它植物的CHS氨基酸序列具有很高相似性(最高为

95%)。半定量RT-PCR结果显示，在叶和茎的表达量最高，相对表达量分别达到87.03 %和98.33 %，表达

量之间没有显著差异(P＞0.05)；在根中CbCHS基因表达量最少，相对表达量仅为9.43 %，表达量与其余

部位具有显著差异(P＜0.05)。花青素含量也以茎和叶中最高，根中微量，表明CbCHS基因与花青素的蓄

积有一定相关性。本研究首次克隆了金龙胆草CbCHS基因的全长DNA及 cDNA序列，研究了其在花期

不同组织器官中的表达量差异及与花青素的含量关系，为进一步研究CbCHS基因对金龙胆草黄酮含量

的影响及其调控机制提供了基础资料。
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Abstract Chalcone synthase (CHS) is a pivot for the biosynthesis of flavonoid antimicrobial phytoalexins

and anthocyanin pigments in plants. To clone CHS gene from Conyza blinii Lévl. and analyze its expression in

different tissues during florescence, the full- length DNA cloned by RACE was 2 098 bp, including 2 introns

(486 and 415 bp); the coding region of cDNA consisted of 1 692 nucleotides, and predicted to code a protein

of 399 amino acids which included all the active sites of CHS, named CbCHS (GenBank accession No.
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0 引言

金龙胆草(Conyza blinii Lévl.)是一种菊科白酒

草属植物，为两年生草本，单叶互生，分布于四川攀

西地区、云南中南部及贵州海拔 1 100~2 500 m的

疏林地带，全株密被白色长柔毛和点状腺毛，是20

世纪 70年代四川省发掘的民间草药，具有清热化

痰、止咳平喘、解毒利湿和凉血止血的功效，近年来

的研究其具有一定的抗肿瘤活性 (苏艳芳等,

2011)。金龙胆草已收录于《中国药典》(2010年版)

及《四川省药品标准》，全草含黄酮、萜类、生物碱、

皂苷及微量的挥发油等多种具有药用价值的次生

代谢物(苏艳芳等, 2007; 徐丽萍等, 1998a; 徐丽萍

等, 1998b; 苏艳芳等, 2001; 薛洪宝等, 2011;Yang et

al., 1989)，为金龙胆草新药研发提供了研究依据。

研究代谢合成途径关键酶，为后续扩大提高植物次

生代谢物产量提供基础基因工程技术支持。黄酮

类化合物(flavonoid) 是植物次生代谢的一大类化

合物，具有防护紫外线损伤、抗病和促进种子传播

及花粉管伸长等作用 (Koes et al., 2005;Winkel-

Shirleyb, 2002; Bogs et al., 2006)。查尔酮合酶

(chalcone synthase, CHS)是植物Ⅲ型聚酮合成酶的

一种，广泛存在于被子植物中，是植物类黄酮化合

物合成的第一个关键酶，催化丙二酰辅酶 A 与对

羟基苯丙烯酰辅酶 A 生成四羟基查尔酮(Han et

al., 2006)，1983 首先在欧芹(Petroselinum crispum)

中分离得到(Kreuzaler et al.,1983)，至今已在700多

种植物上克隆到相应序列(Austin et al., 2003; 霍凤

梅, 2010)，但尚未见金龙胆草CHS基因(CbCHS)的

相关报道。

本研究采用 RACE 技术首次克隆得到了

CbCHS的 cDNA全长序列，利用DNAMAN、BlAST

和MEGA等生物信息学手段对其开放阅读框、同

源性及系统进化树进行分析，并进行半定量 RT-

PCR分析基因在花期的组织表达特异性，旨在为下

一步构建金龙胆草植物表达载体，研究该基因的表

达调控机制提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

金龙胆草(Conyza blinii Lévl.)采自四川省米易

县，经四川农业大学生命科学与理学院丁春邦教授

鉴定为菊科白酒草属(Conyza)植物金龙胆草，以花

期全株植物为材料。

柱式植物RNAout试剂盒、固相RNase清除剂、

DNA纯化回收试剂盒、Taq DNA聚合酶和 dNTPs

均购自天恩泽基因科技有限公司，PrimeScript® RT

Reagent Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)、

SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit、克隆载

体pMD®19-T Simple Vector均购自大连TaKaRa(宝

生物)公司，核酸纯化试剂盒购自美国 OMEGA

BIO-TEK公司，氨苄青霉素购自四川农业大学学

校医务室，大肠杆菌(Escherich coli)菌株DH5α由本

实验室保存，其它生化试剂均为分析纯。PCR引物

由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成，DNA测序交

由上海英俊公司完成。

1.2 方法

1.2.1 金龙胆草各部位总RNA的提取

按照柱式植物RNAout试剂盒说明书提取开

花期同一新鲜植株花、叶、茎和根的总RNA，经2 %

KJ155749). Bioinformatic analysis result showed that CbCHS amino acid sequence had a high homology with

other opened CHS genes in plants (the highest value of 95%). The RT-PCR result showed that CbCHS was

highly expressed in stems (87.03%) and leaves (98.33%) , showed no significant difference between them (P＞

0.05), while roots had the lowest expression (9.43%), and showed a significant difference with other tissues

(P＜0.05). The anthocyanin content was the highest in stems and leaves, and the lowest in roots, which

indicated that there was some relevance between the CbCHS expression and anthocyanins accumulation. The

DNA and cDNA sequence of CbCHS gene were firstly obtained from Conyza blinii Lévl. with the research of

relationship between the anthocyanin content and gene espression in different tissues of Conyza blinii Lévl..

The results of this study provide some technology basis for the key enzyme expression and regulation

mechanism analysis in effective components biosynthesis pathway of Conyza blinii Lévl..

Keywords Conyza blinii Lévl., Chalcone synthase, Clone, Bioinformatic analysis, Expression analysis
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琼脂糖凝胶电泳检测RNA后保存于-70 ℃。

1.2.2 cDNA第一链的合成

以 1.2.1提取的花、叶、茎和根总RNA为模板，

根据PrimeScript® RT reagent Kit with gDNA Eraser

(Perfect Real Time)试剂盒说明书进行，产物保存

在-20 ℃。

1.2.3 特异性引物设计

根据GenBank上已登录的其它植物CHS同源

基因的核苷酸保守序列设计一对引物 CHSA 和

CHSB扩增CHS基因的部分片段，根据测序所获得

的片段序列设计巢式 PCR 3'端引物 CHS3'-10 及

CHS3'-256 和 5'端引物 CHS5'-94 及 CHS5'-201；根

据获得的全长 cDNA序列，按照半定量引物设计原

则，设计CHS基因的半定量引物CHSBf和CHSBr

以及本实验室已有的内参基因甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 (glyceraldehyde- 3- phosphate dehydrogenase,

GAPDH)的半定量引物(表1)，进行RT-PCR扩增。

1.2.4 CbCHS全长基因的克隆及序列分析

核心片段扩增以叶的 cDNA为模板，25 μLP-

CR 反应体系含上下游引物 (10 μmol/L)CHSA 和

CHSB 各 2 μL，dNTP(2.5 mol/L each) 3 μL，MgCl2

(25 mol/L)1.5 μL，10×Taq Reaction Buffer各2.5 μL，

模板 cDNA(30 ng/μL) 1 μL和Taq DNA 聚合酶(2.5

U/μL)0.5 μL，补 ddH2O 至 25 μL。PCR 反应程序

为：94 ℃预变性5 min，94 ℃变性30 s，55 ℃退火30

s，72 ℃延伸 1 min，30 个循环，72 ℃延伸 10 min。

参照 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit说

明书进行CHS基因的RACE扩增。1.5 %的琼脂糖

凝胶上电泳鉴定扩增产物。

PCR 产物经回收、纯化，与 pMD19-T 载体连

接。产物转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，经氨苄

抗性的琼脂平板筛选，挑取阳性克隆送测序。测序

结果利用DNAMAN6.0软件进行保守区、3'RACE

和5'RACE扩增序列的拼接，采用Blast程序进行同

源性搜索及MEGA5.05软件的邻位相连法(Neigh-

bor-joining)构建系统进化树分析，使用蛋白质分析

软件Protparam 对所编码的氨基酸性质进行分析。

1.2.5 半定量RT-PCR

根据 1.2.3设计的半定量 PCR引物，以已获得

的金龙胆草GAPDH基因中的一段 146 bp的序列

作内参基因(GenBank登录号: KF027475)，对金龙

胆草CHS基因进行半定量RT-PCR，反应体系为15

μL总体积中Premix Taq®Version2.0 7.5 μL，CHSBf和

CHSBr(10 μmol/L)各 0.5 μL，GAPDHS和GAPDHX

(引物浓度均为10 μmol/L)各0.5 μL，模板 cDNA (30

表1 基因克隆及半定量RT-PCR引物序列

Table 1 Primer sequence used in gene cloning and semi-quantitative RT-PCR

引物

Primer

CHSA

CHSB

CHS3'-10

CHS3'-256

CHS5'-94

CHS5'-201

CHSBf

CHSBr

GAPDHS

GAPDHX

序列(5'~3')

Sequence

ATGTACCAACAAGGGTGTTTTGCTGGG

AACATGTCCAGTGCTTGTGT

CTTCGTCTAGCCAAAGACCTTGCCTTGCCGAGAAC

GCTATTGATGGACACTTGAGGGAAGTTGGGC

CGTGACCGCAGTAATCTCGGAGCAAACAAC

CCGCTCAGTCGTCAAGTCAGGGTCAGAAC

CTGACCCTGACTTGACGACTGA

CGAACCCAAAGAGAACACCC

ACTACCAACTGCCTTGCTCC

GCTCTTCCACCTCTCCAGTC

用途

Purpose

保守区上游引物

Upstream primer of conserved region

保守区下游引物

Downstream primer of conserved region

3'RACE第一轮引物

The first round primer of 3’RACE

3'RACE第二轮引物

The second round primer of 3’RACE

5'RACE第一轮引物

The first round primer of 5’RACE

5'RACE第二轮引物

The second round primer of 5’RACE

CbCHS半定量引物

Semi-quantitative primer of CbCHS

GAPDH半定量引物

Semi-quantitative primer of GAPDH

金龙胆草查尔酮合酶基因(CHS)的克隆及其在花期不同组织的表达量分析
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ng/μL)0.5 μL，ddH2O 4.5 μL。PCR反应参数：94 ℃预

变性2 min，94 ℃变性15 s，55.9 ℃退火15 s，72 ℃延

伸 30 s，30个循环，72 ℃延伸 5 min。PCR结果用

2%琼脂糖凝胶检测。利用 Quantity one(version

4.6.2)软件分析，并进行高斯建模(Gauss-model)计

算光密度值，各基因表达量用相对光密度值ROD

(optical density of CbCHS/ optical density of GAP-

DH)表示 (3 次重复取平均值)。实验数据用 Ex-

cel2010处理分析，并使用 t-检验对样本间差异性进

行显著性检测(置信区间为 95%)。本研究中柱状

图值为平均值，误差线为相对标准偏差。

1.2.6 花青素含量的测定

花青素相对含量测定方法参照Chu等(2013)并

适当优化，取 1.0 g 新鲜样品用液氮快速研磨为粉

状后放入 5 mL 1%(V/V)HCl甲醇溶液室温轻柔震

荡浸提 18 h后于 16 800×g离心 15 min，取 2.5 mL

上清，用等体积去离子水和 1.5 mL氯仿在离心管

中混匀以除去叶绿素，然后在 8 600×g 下离心 5

min。上清以 1% HCl甲醇溶液作为空白，用分光

光度计测定提取液在 530和 657 nm 处的吸光值，

并用公式QAnthocyanins=(A530-0.25×A657)×M–1计算花青

素的相对含量，其中Q为计算的花青素相对含量，

A530和A657表示样品溶液的吸光值，M代表植物样品

的取样量(g)。设3次取样重复。

2 结果与分析

2.1 总RNA质量分析

提取叶、茎、花、根中总RNA，电泳结果显示，

28S和 18S清晰可辩，完整性好、无降解，两条带亮

度比大致符合 2∶1，紫外分光光度分析 A260/A280 为

1.8~2.0，表明总RNA可用于后续实验。

2.2 金龙胆草CHS基因DNA序列和 cDNA ORF
序列的克隆

RT-PCR从金龙胆草中扩增出一条约500 bp的

条带，与预测一致。以此条带的回收测序结果进行

金龙胆草cDNA全长克隆的引物设计。经3'-RACE

扩增得到一条包含终止密码TAA、3'-TUR和Poly A

结构的片段，同方法获得包含起始密码子ATG、5'-

TUR的5'端序列。对3个片段进行全长拼接，获得

1 692 bp的cDNA序列(图1A)，命名为CbCHS(Gen-

Bank登录号: KJ155749)，其CDS区为 1 197 bp，包

含1个由ATG至TAA的完整ORF。对金龙胆草基

因组DNA进行扩增，得到一条长度为2 098 bp的核

苷酸序列 (图 1B)，将 DNA 序列提交 http://genes.

mit. edu/GENSCAN.html网站进行内含子预测，预

测结果显示该序列全长2 098 bp可能含有2个内含

子，3个外显子。经过NCBI进行DNA序列与cDNA

序列比对分析(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Re-

search/Ostell/Spidey/)，结果与DNA预测结果一致，

第63位半胱氨酸密码子内第1位和第2位碱基之间

含有1个486 bp大小的内含子(188~673 bp) ，第294

位甘氨酸密码子内第 1位和第2位碱基之间含有1

个415 bp的内含子(1 367~1 781 bp)，核苷酸序列符

合GT-AG剪切规则(图2)。

2.3 CbCHS基因编码蛋白质的同源性分析

全长 cDNA经Blast比对结果显示，CbCHS基

因与 NCBI 提供的 CHS 的基因序列之间 (http://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)的同源性较高，其中

与同为菊科植物的兰菊(Callistephus chinensis)的

CHS基因(Z67988.1)相似性最高为95 %；在列出的

前 100 条序列中，CbCHS基因与其它CHS基因的

同源性都在 75 %以上。ORF 推断的氨基酸序列

(GenBank 登录号: KJ155749)与 15 种植物来源的

CHS氨基酸序列比对结果显示，CbCHS基因与兰

菊的同源序列(P48385.2)的相似性同样也是最高，

达到 98 %。系统进化关系分析结果(图 3)表明，

CbCHS蛋白质与菊科植物兰菊、红凤菜(Gynura bi-

color)、菊花(Chrysanthemum x morifolium)、黑心菊

(Rudbec kiahirta)、紫茎泽兰(Agerat ina adenophora)

同源序列的亲缘关系最近，与单子叶植物玉米(Zea

图1 CbCHS基因cDNA(A)和DNA(B)全长克隆电泳

Figure 1 Amplification results of cDNA(A) and DNA(B)
sequences of CbCHS
1：CbCHS基因 cDNA全长扩增结果；2：CbCHS基因DNA全

长扩增结果；M：分子量标准

1: cDNA ORF RT-PCR of CbCHS gene; 2: DNA sequence am-

plification of CbCHS gene; M: DNA marker

A B

1 2MM
2000

1000

bp bp

3500

2000
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1 ATGGCTTCCTCAATCGATATTGCGGCTATCAGAGAAGCCCAGCGGGCACAAGGTCCAGCTACCATTCTCGCGATTGGCACTGCAACCCCG
1 M A S S I D I A A I R E A Q R A Q G P A T I L A I G T A T P
9 TCTAATTGTGTCTATCAAGCTGATTATCCTGATTACTATTTTCGCATCACTAAAAGCGAACACATGGTTGATCTCAAAGAAAAATTCAAG
31 S N C V Y Q A D Y P D Y Y F R I T K S E H M V D L K E K F K
181 CGCATGTgtacgtatttaattactcttactatatacatatacatctttatttatgttttcacaatttggcataagtaaacctagtggtta

61 R M
agcatcatgttttgtcagaaaagatatcgggtttgaaacctctctaggtaaacattttaggtgtagccaacgtcggaaagggtcacgagaatacctgtttagaccacacagatct
gaataaaaagactcgacatctccaaataacctgaacaaggaaaaccacattcatttacccgtttaatttggcatacgtgtgacattaaatgcaagacgttcactatgttcataat
cataattgtaattgctcaaagttttatacagaaactatttagttagcattgatcatcattgaaaatattttagaactcaataaacaatttgtttgtactttatattagtgggtgc
atgaagttatcaataatactaatagggtcttgtattgttacatgcatgaaatatgcag

674 GCGACAAATCTATGATAAGAAAGCGATACATGCACCTCACAGAAGAATATCTAAAAGAGAACCCCAACCTTTGCGAGTACATG
63 C D K S M I R K R Y M H L T E E Y L K E N P N L C E Y M
764 GCTCCATCACTCGATGCACGTCAAGATGTCGTGGTCGTGGAAGTCCCCAAGCTCGGCAAAGAAGCCGCAACCAAAGCCATTAAAGAACGG
91 A P S L D A R Q D V V V V E V P K L G K E A A T K A I K E R
865 GGCCAACCCAAATCGAAGATCACCCATCTCATCTTCTGCACTACATCCGGGGTCGACATGCCTGGTGCTGATTACCAGCTCACCAAGCTT
121 G Q P K S K I T H L I F C T T S G V D M P G A D Y Q L T K L
944 CTCGGCCTTCGCCCATCTGTCAAACGCTTCATGATGTACCAACAAGGGTGTTTTGCTGGGGGTACGGTTCTTCGTCTAGCCAAAGACCTT
151 L G L R P S V K R F M M Y Q Q G C F A G G T V L R L A K D L
1034 GCCGAGAACAACAAGGGTGCTCGTGTTCTTGTTGTTTGCTCCGAGATTACTGCGGTCACGTTTCGTGGCCCTAATGATACTCATCTTGAC
181 A E N N K G A R V L V V C S E I T A V T F R G P N D T H L D
1124 TCACTTGTGGGTCAAGCTTTGTTTGGGGATGGGGCCGCTGCAGTCATCGTAGGTTCTGACCCTGACTTGACGACTGAGCGGCCCTTGTTT
211 S L V G Q A L F G D G A A A V I V G S D P D L T T E R P L F
1214 GAGATGATCTCTGCAGCTCAAACGATCTTGCCCGATTCCGAGGGAGCTATTGATGGACACTTGAGGGAAGTTGGGCTTACATTTCATCTC
241 E M I S A A Q T I L P D S E G A I D G H L R E V G L T F H L
1304 CTTAAAGATGTCCCTGGGTTGATCTCAAAGAATATAGAGAAGGCATTGGTACAAGCCTTTTCTCCATTAGgtattgaaaatcgcaaatcatccat

gcactatgattt
271 L K D V P G L I S K N I E K A L V Q A F S P L

cttttagttaatgacacacaacaaaatattactgaatcttgattttattgacactttctaaaatacatggacaaaatacatgtatttttatctttttagtgttaccttttaaaa
aagtttgtaaagaaatataaaaatttgcttttgtcttacaaataaacattattgataaaaaaaaaaggcaaagtaggtaaacttacctttatcattaatcttatgtacatgtat
aaagtaacacttctatgacttttataagtacttatatattcctaaacatttattaaatgacaattttttttgcatagtgatgagagatagttactgttagttt

1734 tcctatgataattagtagtaatcactctctctctatatatatttcagGTATAACTGACTGGAACTCG
294 G I T D W N S
1801 ATCTTTTGGATCGCGCATCCAGGAGGTCCAGCGATACTGGACCAGGTGGAGCTCAAGCTCGGTCTCAAGGAAGAGAAAATGAGAGCCACA
301 I F W I A H P G G P A I L D Q V E L K L G L K E E K M R A T
1891 CGACATGTGCTTGGTGAGTATGGGAACATGTCCAGTGCTTGTGTGTTGTTCATCATTGATGAGATGAGGAGGAAGTCGGCCGAGGATGGC
331 R H V L G E Y G N M S S A C V L F I I D E M R R K S A E D G
1981 GCTGCGACCACCGGTGAAGGTTTAGATTGGGGTGTTCTCTTTGGGTTCGGTCCTGGTTTGACAGTGGAGACAGTGGTTCTTCATAGCCTC
361 A A T T G E G L D W G V L F G F G P G L T V E T V V L H S L
1171 CCAACCACGATGGCGATTGCCACATAA
391 P T T M A I A T *

图2 CbCHS基因DNA及其推导的氨基酸序列

Figure 2 CbCHS DNA and its deduced amino acid sequences
黑色方框：起始密码(ATG)和终止密码(TAA)。小写字母和下划线：内含子

Black box: The start codon(ATG) and the stop codon(TAA) . Lowercase and underline: The intron sequence
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图3 CHS蛋白质的分子进化分析

Figure 3 Molecular evolution analysis of CHS
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mays)、大麦(Hordeum vulgare)等同源序列亲缘关系

最远。

GenBank工具预测显示，CbCHS基因编码蛋白

质与已知的蛋白质结构功能数据库中其他物种的

CHS基因编码蛋白质具有相似的结构功能域，其

371~381 (GVLFGFGPGL)氨基酸残基处为查尔酮

合酶的家族的特征性多肽序列(Kim et al., 2002;

Lanz et al., 1991)。CbCHS基因含有一个缩合酶超

家族结构域(cond_enzymes superfamily)，该家族都

具有很强的结构相似性，参与脂肪酸的合成和降

解，聚酮化合物的生产(Jez, 2000)，分析结果显示，

预测的CbCHS蛋白质N端和C端均含有一个典型

查尔酮合酶家族所具有的硫解酶无诶和β-酮合酶

的保守区域(Chal_sti_synt)，进一步证明CbCHS基

因属于查尔酮合酶家族(图4)。

2.4 CbCHS基因的蛋白结构分析

利用在线工具Protparam对基因编码蛋白质的

理化性质进行预测，推测该蛋白质的分子式为

C1930H3091N521O574S2，相对分子质量为 43 451.1 D，等

电点pI为6.03，带正电残基(Arg+Lys)为43，负电残

基(Asp+Glu)为48。该蛋白的脂肪系数为91.93，亲

水性系数为-0.048，不稳定系数为 36.80，且在酵母

(Pichia pastoris)和大肠杆菌体内半衰期分别超过

20和10 h，表明其为稳定型蛋白。用SOPMA预测

CbCHS蛋白质二级结构，结果显示(图5)，其以α-螺

旋与无规则卷曲为主，其中α-螺旋为 41.21%，β-转

角为 6.53 %，无规则卷曲为 35.68 %，另有 16.58 %

的氨基酸参与形成延伸连。使用在线软件SignalP

4.1对CbCHS蛋白进行信号肽模测，结果显示N端

的C值、S值和Y值的计算结果均少于 0.5，显示此

蛋白无信号肽。WOLFPSORT 预测表明，CbCHS

最可能定位在细胞质中 (cytoplasm：10.0,chloro-

图4 CbCHS氨基酸序列的特征性保守区域

Figure 4 Characteristic conserved domain of amino acid sequence of CbCHS
三角形符号分别指出CbCHS蛋白保守结构域，即4-香豆酰-CoA结合位点、产物结合位点、丙二酰-CoA结合位点和Ⅲ型聚

酮酶结合位点

The triangles indicate the conserved domains of CbCHS, including 4-coumaryl-CoA active site, product binding site，malonyl-

CoA binding site and dimer interface

图5 CbCHS蛋白二级结构预测

Figure 5 CbCHS prediction of secondary structure
蓝色：α-螺旋；绿色：β-转角；红色：延伸链；紫色：不规则卷曲

Blue bars : α-helix; Green bars: β-turn; Red bars: Extended strand; Purple bars: Random coil

图6 CbCHS蛋白的三级结构预测模型

Figure 6 The deduced three-dimensional structure mo⁃
dle of CbCHS by Swiss-model

708



plastP: 7.0, mitochondrial: 1.0)。使用SWISS-MOD-

ELS在线预测CbCHS蛋白质三级结构，采用自动

建模式(automated mode)，用于建模的蛋白残基为

第7~390位，以紫花苜蓿查尔酮合酶基因(1cgzA)作

为模板构建同源模型(图 6)，实验分辨率为 1.70Å，

序列相似性为82.55%(Arnold et al., 2006)。与紫花

苜蓿(Medicago sativa L.)查尔酮合酶相似，CbCHS

蛋白拥有两个亚基，活性位点位于单体内部，且含

有一个位于活性位点腔顶部的Cys167-His306-Asn339三

联体(Abe, Morita, 2010)，与菊花等(张明姝, 2006)同

科植物的查尔酮合酶基因结构相似。

2.5 花期金龙胆草不同组织部位CbCHS基因的

半定量分析

花期金龙胆草花、叶、茎、根中CbCHS基因的

半定量RT-PCR电泳检测结果如图7所示。结果表

明，CbCHS基因在花、叶、茎、根中均有表达(图 8)，

具有组织特异性。其中在叶和茎的表达量最高，相

对表达量分别达到87.03 %和98.33 %，表达量之间

没有显著差异(P＞0.05)；在根中CbCHS基因表达

量最少，相对表达量仅为 9.43 %，表达量与其余部

位具有显著差异(P＜0.05)。花期各个组织的花青

素含量测试结果(图 8)表明，叶中的花青素相对含

量最高，茎和花其次，根中最少，这一趋势与CHS

的表达量有一定的相关性，但也有一定的差异，这

可能与花青素的形成是受到多基因共同控制的机

制有关(石少川等, 2011)。

3 讨论

查尔酮合酶是花青素合成途径中第一个关键

酶，其催化生成的查尔酮是花青素代谢途径的各种

色素的前体，它的活性直接影响下游反应，最终对

黄酮类物质的产量产生重大影响(Shelagh et al.,

2001)。本研究所克隆的金龙胆草CbCHS基因的基

因组序列分析显示其具有两个内含子，而迄今为止

所克隆得到的CHS基因除金鱼草(Antirrhinum ma-

jus L.)的AMCHS基因也含有两个内含子之外均只

有1个内含子(王燕等, 2007)，内含子的剪切机制在

基因调控中具有重要意义，金龙胆草CHS基因的这

一发现值得后续深入研究。氨基酸序列分析显示

其与兰菊、红凤菜等菊科植物的CHS基因序列相似

性达到90 %以上，其编码的蛋白质具有查尔酮合酶

典型保守结构域和活性位点，初步断定CbCHS基

因就是金龙胆草的CHS同源基因，编码具有活性的

蛋白，具有普通查尔酮合酶的催化功能。植物CHS

基因在不同组织器官有不同的表达模式，并在不同

发育阶段和外界刺激条件下有所差异(Xu et al.,

2007)。植物花中的CHS基因表达量相比较其他组

织器官是最高的(Nakatsuka et al., 2005)，而本研究

结果表明，CbCHS基因在金龙胆草花中的表达却低

于茎和叶，且差异显著(P＜0.05)，可能是由于CHS

多基因家族在植物体中受不同的模式所调控，

CbCHS基因的表达可能受到其酶自身催化产物的

反馈抑制作用(Dietrych-Szostak, Oleszek, 1999)；同

时，这一CbCHS基因花期表达模式与苦荞(Fagopy-

rum tataricum)花期FtCHS基因(吴琦等, 2010)和越

桔(Vaccinium spp.)花期VcCHS基因(裴嘉博, 2012)

等表达模式十分类似，由于植物中CHS基因属于多

基因家族，受到发育阶段和外界刺激的诱导显示出

不同的表达模式(Xu et al., 2007)，CbCHS基因的表

达可能受到自身催化产物的反馈抑制，抑制了其在

花中的表达，同时由于查尔酮合酶参与植物花色素

的合成，CHS表达量在白色花植物中表达较少(胡

CbCHS

GAPDH

图7 CbCHS在不同组织中的半定量PCR检测

Figure 7 Semi-quantitative PCR of CbCHS in different
tissues
1：花；2：叶；3：茎；4：根。内参基因：GAPDH；n=3；下同

1: Flowers; 2: Leaves; 3: Stems; 4: Roots. Reference gene:

GAPDH; n=3; The same below
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图8 CbCHS基因在不同组织表达量与花青素含量的关系

Figure 8 The relationship between expression amount of
CbCHS and anthyocyanin content in different tissues
*：同根中CbCHS表达量相比差异显著(P<0.05)；

*: Significantly different(P<0.05) vs in root of CbCHS expres-

sion
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可等, 2009; 梁明炜等, 2011)，与金龙胆草白色小花

的特征符合。CbCHS可能涉及到一些新的尚未探

明的调节机制，有待今后对CbCHS基因在花期表

达的时间进程做进一步研究。

4 结论

本研究首次克隆得到了金龙胆草CbCHS基因

的全长DNA及 cDNA序列，并进行生物信息学分

析探讨该基因的结构特点，分析结果显示CbCHS

的DNA序列含有 2个内含子，在氨基酸序列保持

高度保守性的同时显示了金龙胆草与其它植物查

尔酮合酶基因的不同之处。CbCHS基因在不同组

织部位的表达量及花青素相对含量的差异的分析

结果表明，CbCHS在茎中表达量最高，花青素在叶

中含量最多，这可能是由于与类黄酮的代谢途径上

查尔酮分子的异构化和功能集团的进一步取代有

关。通过基因工程手段改造CHS基因的表达量，

可以改变黄酮类次生代谢物的产量，提高植物利用

价值，增强抗性。从本研究对黄酮成分生成关键酶

CbCHS 基因克隆和表达量分析，为今后金龙胆草

次生代谢物合成过程中关键酶表达分析及调控机

制的研究提供了基础资料。
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