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马缨杜鹃查尔酮合酶的基因克隆及表达分析
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摘　 要: 为探究查尔酮合酶(ＣＨＳ)在马缨杜鹃(Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｄｅｌａｖａｙｉ)花色形成中的作用ꎬ该研究以马缨杜

鹃为材料ꎬ克隆了 ＲｄＣＨＳ２ 编码区全长ꎬ并对其组织表达情况、体外催化活性及体内功能进行了解析ꎮ 结果

表明:(１)ＲｄＣＨＳ２ 的编码序列(ＣＤＳ)全长为 １ １７０ ｂｐꎬ编码 ３８９ 个氨基酸ꎬ与其他植物 ＣＨＳ 归为一类ꎬ具有

ＣＨＳ 典型的保守基序ꎮ (２)基因表达分析显示ꎬＲｄＣＨＳ２ 在花葶中表达最高ꎬ在雄蕊中表达最低ꎬ随开花进

程的推进其表达量呈逐渐上升趋势ꎮ (３)酶活检测显示ꎬＲｄＣＨＳ２ 能够分别催化丙二酰辅酶 Ａ 与对香豆酰

辅酶 Ａ 生成柚皮素查尔酮ꎬ以及催化丙二酰辅酶 Ａ 与肉桂酰辅酶 Ａ 生成松属素查尔酮ꎮ (４)拟南芥 ｔｔ４ 突

变体互补实验显示ꎬＲｄＣＨＳ２ 可成功恢复拟南芥 ｔｔ４ 突变体子叶与下胚轴中花青素苷的合成ꎮ 该研究证实ꎬ
ＲｄＣＨＳ２ 具有典型 ＣＨＳ 活性ꎬ可参与花青素苷的合成ꎬ为今后进一步明确该基因的具体功能奠定了基础ꎮ
关键词: 花青素苷ꎬ 马缨杜鹃ꎬ 查尔酮合酶ꎬ 酶活检测ꎬ 遗传转化
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　 　 马缨杜鹃属于常绿树型杜鹃ꎬ叶革质ꎬ簇生枝

顶ꎬ矩圆状披针形ꎬ花序伞形顶生ꎬ花冠钟形ꎬ深红

色ꎬ极富观赏价值ꎬ是贵州省百里杜鹃国家森林公

园的重要植物资源之一(黄红霞ꎬ２００６)ꎮ 马缨杜

鹃因花朵艳丽而具有较高的观赏价值ꎬ又因其叶

和花均可入药而具有一定的药用价值ꎮ 多部中医

药典籍中记载ꎬ马缨杜鹃以花入药ꎬ可治疗骨髓

炎、月经不调等多种病症(王聿晗等ꎬ２０２３)ꎮ 花青

素苷作为决定马缨杜鹃观赏与药用价值的重要物

质ꎬ已被证实具有一定的医疗价值ꎬ可对阿尔茨海

默病产生积极影响ꎬ改善糖尿病功能障碍ꎬ缓解非

酒精性脂肪性肝病ꎬ修复肾脏功能障碍及肾小管

损伤ꎬ以及作为免疫抑制剂(Ｈｙｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)减
缓癌细胞扩散( Ｓｕｒａｎｇｉ Ｄｈａｒｍａｗａｎｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ
Ｎａｋａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ

查尔 酮 合 酶 ( ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＣＨＳ) 属 于

Ｔｙｐｅ Ⅲ 聚 酮 合 酶 ( Ｔｙｐｅ Ⅲ ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
Ｔｙｐｅ Ⅲ ＰＫＳ)(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４)ꎬ在大部分双子

叶植物中以多基因家族形式存在ꎬ主要包括 ２ 个

外显子和 １ 个内含子ꎬ且在植物的不同组织与不

同发育阶段的表达模式存在差异 ( Ｆｅｒｒｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９９)ꎮ ＣＨＳ 以丙二酰辅酶 Ａ 和香豆酰辅酶 Ａ 为

底物ꎬ催化生成柚皮素查尔酮ꎬ随后柚皮素查尔酮

再经一系列酶的催化作用最终生成花青素苷ꎮ
ＣＨＳ 作为植物花青素苷合成通路上游的第一个关

键酶(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ在花青素苷生物合成途径

中起重要作用ꎮ 现阶段已在很多高等植物中对其

进行了研究ꎮ 对金鱼草的研究显示ꎬ其只含有 １
个 ＣＨＳ 基因ꎬ并且该基因的突变直接导致金鱼草

花色变为白色(Ｓｏｍｍｅｒ ＆ Ｓａｅｄｌｅｒꎬ １９８６)ꎮ 与金鱼

草相同ꎬ拟南芥中也只含有 １ 个 ＣＨＳ 基因ꎬ该基因

突变后拟南芥种皮颜色由棕色变为黄色ꎬ幼苗子

叶与下胚轴由紫色变为绿色ꎬ同时花粉和根的形

态也发生相应改变 ( Ｃｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８８ꎻ Ｂｕｅｒ ＆
Ｄｊｏｒｄｊｅｖｉｃꎬ ２００９)ꎮ 在矮牵牛的 ８ 个 ＣＨＳ 基因中ꎬ
只有 ＣＨＳ￣Ａ 和 ＣＨＳ￣Ｊ 在花组织中表达ꎬ并且这 ２
个基因在矮牵牛花瓣白色组织中的表达量下调ꎬ
同时ꎬ抑制 ＣＨＳ￣Ａ 的表达还导致矮牵牛不能产生

花粉管( Ｋｏｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８９ꎻ Ｋｏｓｅｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ
与矮牵牛的研究不同ꎬ抑制玉米 ＣＨＳ 基因表达后ꎬ
花粉管可以发育并进行生长ꎬ但只能维持不到 １２
ｈꎬ最终仍然导致玉米雄性不育 ( Ｐｏｌｌａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９９５)ꎮ 对大花君子兰和红花的研究表明ꎬ２ 种植

物的 ＣＨＳ 均可催化香豆酰辅酶 Ａ 和丙二酰辅酶 Ａ
生成柚皮素查尔酮ꎬ且其在植物着色部位的表达

量最高(刘玥等ꎬ２０２１ꎻＴａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 综上ꎬ
ＣＨＳ 在植物的生长发育和颜色形成过程中均发挥

了不可替代的作用ꎮ 目前ꎬ关于植物 ＣＨＳ 的研究

已较为广泛ꎬ但是针对高山杜鹃 ＣＨＳ 基因的研究

仍然有限ꎬ且 ＣＨＳ 表达模式与开花进程、花色形成

机制的关联尚未见到报道ꎮ 因此ꎬ开展 ＲｄＣＨＳ２ 基

因研究将为马缨杜鹃花色形成机制解析奠定理论

基础ꎮ
本研究以马缨杜鹃为材料ꎬ克隆得到 ＲｄＣＨＳ２

的全长编码序列ꎬ采用生物信息学软件、实时荧光

定量 ＰＣＲ、体外酶活检测和拟南芥遗传转化等方

法ꎬ对 ＲｄＣＨＳ２ 是否参与花青素苷的生物合成进行

初步解析ꎬ拟探究如下问题:(１)通过 ＲｄＣＨＳ２ 蛋

白的理化性质分析及其与其他物种 Ｔｙｐｅ Ⅲ 聚酮

合酶之间的进化关系ꎬ分析 ＲｄＣＨＳ２ 是否具有

ＣＨＳ 的潜在功能ꎻ(２)分析 ＲｄＣＨＳ２ 在马缨杜鹃不

同组织和不同开花时期的表达情况ꎬ探究该基因

的时空表达特性及其与花色形成之间的关系ꎻ(３)
通过体外酶活检测与拟南芥突变体互补实验证明

ＲｄＣＨＳ２ 是否具有 ＣＨＳ 活性ꎬ在植物中是否参与花
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青素苷的生物合成ꎮ 本研究为今后进一步明确该

基因的生物学功能及其参与花青素苷合成调控的

分子机制奠定了重要基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

盛花期马缨杜鹃花采自百里杜鹃国家森林公

园实验样地ꎻ农杆菌 ＧＶ３１０１、大肠杆菌 ＪＭ１０９、
ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态购自上海唯地生物科技有限公

司ꎻ哥伦比亚野生型拟南芥(ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬＷＴ)、ｔｔ４ 突

变体拟南芥、真核载体 ｐＢＩ１２１ 和原核载体 ｐＥＴ￣
３２ａ( ＋)由本实验室提供ꎻ常规分子试剂购自天根

生化科技(北京)有限公司ꎻ化学试剂购自北京索

莱宝科技有限公司ꎻ引物合成与 ＤＮＡ 测序由武汉

金开瑞生物工程有限公司完成ꎮ
１.２ ＲｄＣＨＳ２ 的克隆与生物信息学分析

取马缨杜鹃盛花期花朵ꎬ提取获得符合实验要

求的 ＲＮＡ 并逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ 基于马缨杜鹃转

录组数据ꎬ设计基因特异性克隆引物(表 １)ꎬ经 ＰＣＲ
扩增、连接和测序ꎬ确认 ＲｄＣＨＳ２ 的核苷酸序列ꎮ

利 用 Ｅｘｐａｓｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工 具 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＲｄＣＨＳ２ 的理化性质ꎬ
利用 ＭＥＧＡ １１ 构建进化树ꎬ利用 ＭＥＭＥ( ｈｔｔｐ: / /
ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ) 和 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行基

序分析与可视化ꎮ

表 １　 研究所用引物序列
Ｔａｂｌｅ１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

引物序列(５′→３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＲｄＣＨＳ２￣Ｆ

ＲｄＣＨＳ２￣Ｒ

ＲｄＣＨＳ２￣ｐＥＴ３２ａ( ＋) ￣Ｆ

ＲｄＣＨＳ２￣ｐＥＴ３２ａ( ＋) ￣Ｒ

ＲｄＣＨＳ２￣ｐＢＩ１２１￣Ｆ

ＲｄＣＨＳ２￣ｐＢＩ１２１￣Ｒ

ＲｄＣＨＳ２￣ｑＲＴ￣Ｆ

ＲｄＣＨＳ２￣ｑＲＴ￣Ｒ

ＡｔＣＨＳ￣ｑＲＴ￣Ｆ

ＡｔＣＨＳ￣ｑＲＴ￣Ｒ

基因克隆

Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

载体构建

Ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

表达分析

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＴＧＧＴＣＡＣＣＧＴＣＧ

ＡＡＡＣＧＡＣＧＣＴＡＡＴＧＧＧＴＧＴＡＧＣ

ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴ

ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＡＧＴＧＣＡＣＡＡＡＣＴＧＴＧ

ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＴＣＡＣＣＧＴＣＧＡＧＧＡＴ

ＧＣＧＧＡＴＣＣ ＴＣＡＡＧＴＧＣＡＣＡＡＡＣＴＧＴＧ

ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＡＣＧＴＡＣＣＣＧＧＡＴＴＴＣＴＡＣＴＴ

ＣＧＣＴＴＣＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＡＴＴＴＧＴＣ

ＧＧＣＡＡＡＧＡＡＧＣＧＧＣＡＧＴＧＡＡＧ

ＡＣＧＧＡＡＧＧＡＣＧＧＡＧＡＣＣＡＡＧＡＧ

　 注: 酶切位点 [ＢａｍＨ Ｉ(ＧＧＡＴＣＣ)ꎻ Ｈｉｎｄ Ⅲ(ＡＡＧＣＴＴ)ꎻ Ｘｂａ Ⅰ(ＴＣＴＡＧＡ)]ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ [ＢａｍＨ Ⅰ(ＧＧＡＴＣＣ)ꎻ Ｈｉｎｄ Ⅲ (ＡＡＧＣＴＴ)ꎻ Ｘｂａ Ⅰ (ＴＣＴＡＧＡ)] .

１.３ ＲｄＣＨＳ２ 基因表达量分析

提取马缨杜鹃不同组织及不同开花时期的

ＲＮＡꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ内参

基因使用 ＲｄＡｃｔｉｎꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 扩增程序如下:９５ ℃
６０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓ、６０ ℃ ６０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ每个样品

设置 ３ 个生物学重复ꎬ运用 ２－ΔΔＣｔ计算 ＲｄＣＨＳ２ 的

表达量ꎮ
１.４ ＲｄＣＨＳ２ 原核表达载体构建

将克隆得到的目的基因序列连接到经 ＢａｍＨ Ｉ
和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切的 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)载体上ꎬ测序正确的

质粒命名为 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋) ￣ＲｄＣＨＳ２ꎬ并转化至 ＢＬ２１
(ＤＥ３)感受态细胞ꎮ

１.５ ＲｄＣＨＳ２ 可溶性重组蛋白的制备

在 １５ ℃ 培养温度条件下ꎬ对 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ
(＋) ￣ＲｄＣＨＳ２ 进行诱导时间及 ＩＰＴＧ 浓度的摸索ꎮ
时间梯度设置为 ２４、３６、４８、６０、７２ ｈꎬＩＰＴＧ 浓度梯

度设置为 ０.１、０.２、０.４、０.７、１.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎮ 诱导

结束后ꎬ超声破碎细胞ꎬ离心并取上清液用于 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测ꎮ

按上述最佳诱导表达条件进行重组蛋白大量

制备ꎬ用不同浓度的咪唑进行洗脱ꎬ收集相应浓度

的洗脱液ꎬ离心并取上清液用于 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

检测ꎬ确定最佳洗脱条件ꎮ 选择最佳洗脱条件对

目的蛋白进行洗脱ꎬ收集纯度和浓度较高的洗脱

５８２１８ 期 胡荣美等: 马缨杜鹃查尔酮合酶的基因克隆及表达分析



液进行低温透析与浓缩ꎬ随后进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋

白凝胶检测ꎮ
１.６ 体外酶活鉴定

体外酶活检测参照 Ｓａｎｍｕｇａｖｅｌａｎ 等(２０１８)的
方法稍作修改ꎬ酶活反应体系总体积为 ２００ μＬꎬ包
括 ｐＨ 为 ７.２ 的 ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１磷酸钾ꎬ１ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的

底物(丙二酰辅酶 Ａ、香豆酰辅酶 Ａ 和肉桂酰辅酶

Ａ)和 ＲｄＣＨＳ２ 重组蛋白ꎬ以 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)空

载体蛋白为对照ꎬ柚皮素查尔酮和松属素查尔酮

的检测波长分别为 ３０４、３４２ ｎｍꎮ
１.７ ＲｄＣＨＳ２ 真核表达载体构建

利用含有 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子和 ＮＰＴＩＩ 的 ｐＢＩ１２１
构建拟南芥双元载体ꎬ将扩增得到的 ＲｄＣＨＳ２ꎬ连
接至经 Ｘｂａ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ 酶切的 ｐＢＩ１２１ 载体上ꎬ测
序正确的质粒命名为 ｐＢＩ１２１￣ＲｄＣＨＳ２ꎬ并转化至农

杆菌ꎮ
１.８ 拟南芥 ｔｔ４ 突变体的遗传转化

将突变体 ｔｔ４ 培养至盛花期ꎬ用蘸花法进行遗

传转化ꎬ获取 Ｔ２代种子ꎮ 将 Ｔ２代、野生型及 ｔｔ４ 种子

培育 ７ ｄꎬ提取 ＲＮＡꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎬ以 β￣Ａｃｔｉｎ 为

内参基因ꎬ进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ运用 ２－ΔΔＣｔ 计算表达量ꎮ
参照 Ｓｈｉｎ 等(２００７)的方法测定花青素苷含量ꎮ
１.９ 数据统计分析

所有实验均进行 ３ 个生物学重复ꎬ取平均值ꎬ
利用 Ｅｘｃｅｌ 进行数据统计ꎬ利用 ＳＰＳＳ ｖｅｒｓｉｏｎ １９.０
的 Ｔｕｋｅｙ 法进行数据分析ꎬ利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
８.０.１ 绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＲｄＣＨＳ２ 的克隆与分析

以马缨杜鹃花瓣 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ成功克隆获得

马缨杜鹃查尔酮合酶基因 ＲｄＣＨＳ２ꎬ该基因开放阅

读框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)全长为 １ １７０ ｂｐꎬ可
以编码 ３８９ 个氨基酸ꎬ预测其编码的推定蛋白分

子量约为 ４２.６ ｋＤａꎬ分子式为Ｃ１８９８Ｈ３０３７Ｎ５０３Ｏ５６４Ｓ２０ꎬ
其中亮氨酸含量最高ꎬ占比约为 １０.８％ꎮ 理论等

电点约为 ５.７２ꎬ属于较为稳定的蛋白ꎮ
将 ＲｄＣＨＳ２ 与不同类型的 Ｔｙｐｅ Ⅲ 聚酮合酶

构建进化树ꎬ结果表明ꎬＲｄＣＨＳ２ 与其他植物的

ＣＨＳ 聚在一起ꎬ同时与紫花苜蓿(ＭｓＣＨＳ)的亲缘

关系最近ꎬ表明 ＲｄＣＨＳ２ 很可能属于 ＣＨＳ 类型的

聚酮合酶ꎮ 基序分析结果显示ꎬ除 Ｍｏｔｉｆ ６、Ｍｏｔｉｆ ８、

Ｍｏｔｉｆ １０ 外ꎬ其余基序在不同物种 Ｔｙｐｅ Ⅲ 聚酮合

酶的基序中均具有高度保守性ꎬ其中 Ｍｏｔｉｆ １－Ｍｏｔｉｆ
４ 是典型的保守基序ꎬ可能在决定 Ｔｙｐｅ Ⅲ 聚酮合

酶的功能中发挥重要作用(图 １)ꎮ
将 ＲｄＣＨＳ２ 与已验证功能的 ＣＨＳ 进行多序列

比对ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬＲｄＣＨＳ２ 具有 ＣＨＳ 发挥功

能必需的保守氨基酸与结构域ꎬ包括催化位点残

基(黄色框)、决定 ＣＨＳ 催化特异性的残基(紫色

框)ꎬ以及负责结合底物并参与形成催化口袋的残

基(黑色三角形)等ꎮ
２.２ ＲｄＣＨＳ２ 基因表达量分析

ＲｄＣＨＳ２ 基因表达量分析显示ꎬ其在不同组织

中均有表达ꎬ在花葶中的表达量最高ꎬ在雄蕊中的

表达量最低ꎮ 在马缨杜鹃开花过程中ꎬＲｄＣＨＳ２ 基

因表达量呈逐渐上升趋势(图 ３)ꎮ
２.３ ＲｄＣＨＳ２ 原核表达载体构建

将线性化的 ＲｄＣＨＳ２ 与 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)进行连接ꎬ
经菌液 ＰＣＲ、酶切验证、公司测序ꎬ结果(图 ４)表明ꎬ
原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)￣ＲｄＣＨＳ２ 构建成功ꎮ
２.４ 可溶性重组蛋白的制备与酶活检测

将 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ( ＋) ￣ＲｄＣＨＳ２ 置于 １５ ℃条件

下ꎬ于不同时间与不同 ＩＰＴＧ 浓度下进行诱导表

达ꎬ结果如图 ５ 所示ꎬＲｄＣＨＳ２ 重组蛋白在 ４８ ｈ 的

表达量达到最大ꎬ并且后续随着时间延长表达量

不再增加ꎻ在不同浓度 ＩＰＴＧ 诱导下ꎬＲｄＣＨＳ２ 重组

蛋白表达量趋于一致ꎮ 综上ꎬ确定 ＲｄＣＨＳ２ 重组

蛋白最佳诱导表达条件如下:温度为 １５ ℃ꎬＩＰＴＧ
浓度为 ０.１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ诱导表达时间为 ４８ ｈꎮ

按上述条件对 ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ( ＋) ￣ＲｄＣＨＳ２ 进

行大量诱导培养ꎬ收集菌体并超声破碎后获得上

清液ꎬ在低温条件下进行洗脱ꎬ透析与浓缩ꎬ结果

如图 ６ 所示ꎬ成功获得浓度与纯度较好的可溶性

重组蛋白ꎮ
将 ＲｄＣＨＳ２ 可溶性重组蛋白与不同底物进行

酶活反应ꎬ结果如图 ７ 所示ꎬＲｄＣＨＳ２ 可催化丙二

酰辅酶 Ａ 和香豆酰辅酶 Ａ 反应生成柚皮素查尔

酮ꎬ也可催化丙二酰辅酶 Ａ 和肉桂酰辅酶 Ａ 反应

生成松属素查尔酮ꎬ证明 ＲｄＣＨＳ２ 具有查尔酮合

酶的功能ꎮ
２.５ ＲｄＣＨＳ２ 真核表达载体构建与 ｔｔ４ 突变体的

转化

将线性化的 ＲｄＣＨＳ２ 与 ｐＢＩ１２１ 进行连接ꎬ经
菌液 ＰＣＲ、酶切验证、公司测序ꎬ结果 (图 ８)表明ꎬ
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图 １　 ＲｄＣＨＳ２ 基序分析
Ｆｉｇ. １　 Ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２

黄色框区域表示保守催化残基ꎻ紫色框区域表示决定 ＣＨＳ 底物特异性的残基ꎻ绿色框区域为 ＣＨＳ 高度保守域ꎻ黑色三角形上方

对应的残基为与香豆酰辅酶 Ａ 结合的重要残基和 ＣＨＳ 环化反应的特异性残基ꎮ
Ｙｅｌｌｏｗ ｂｏｘｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎻ ｐｕｒｐｌｅ ｂｏｘｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｔｈａｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ
ＣＨＳꎻ ｇｒｅｅｎ ｂｏｘｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＣＨＳꎻ ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｔｒｉａｎｇｌｅｓ ａｒｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｆｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｃｏｕｍａｒｏｙｌ￣ＣｏＡ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ＣＨＳ ｃｙｃｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ.

图 ２　 ＲｄＣＨＳ２ 的多序列比对
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２
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Ａ. 不同组织 ＲｄＣＨＳ２ 表达量ꎻ Ｂ. 不同时期花朵中 ＲｄＣＨＳ２ 表达量ꎮ 不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. ＲｄＣＨＳ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｂ. ＲｄＣＨＳ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
(Ｐ<０.０５).

图 ３　 ＲｄＣＨＳ２ 表达量分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２

红色框表示目的片段ꎻ Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ Ａ. 菌液 ＰＣＲꎻ Ｂ. 双酶切验证结果ꎮ
Ｒｅｄ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ Ａ. ＰＣＲ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ.

图 ４　 ＲｄＣＨＳ２ 原核表达载体的构建
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２

真核表达载体 ｐＢＩ１２１￣ＲｄＣＨＳ２ 构建成功ꎮ
转基因结果如图 ９:Ａ 所示ꎬ在体视显微镜下

Ｔ２代转基因种子及其幼苗与 ｔｔ４ 突变体相比ꎬ种皮

恢复棕色ꎬ幼苗子叶及下胚轴恢复紫色ꎬ花青素苷

合成 恢 复ꎻ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结 果 ( 图 ９: Ｂ、 Ｃ ) 显 示ꎬ
ＲｄＣＨＳ２ 在转基因植株中的表达与 ＡｔＣＨＳ 在野生

型中的表达相似ꎬ说明 ＲｄＣＨＳ２ 与 ＡｔＣＨＳ 具有相似

的功能且均参与花青素苷的生物合成ꎮ

３　 讨论与结论

关于 Ｔｙｐｅ Ⅲ ＰＫＳ 的研究显示ꎬ越来越多的

Ｔｙｐｅ Ⅲ ＰＫＳｓ (除 ＣＨＳ 外)ꎬ如二苯乙烯合成酶

(ｓｔｉｌｂｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＳＴＳ)、吖啶酮合成酶 ( ａｃｒｉｄｏｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＡＣＳ ) 和 ２￣吡 喃 酮 合 成 酶 ( ２￣ｐｙｒｏｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ２ＰＳ)等已被证明与 ＣＨＳ 具有相同的催化
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Ａ. 不同诱导时间ꎻ Ｂ. 不同 ＩＰＴＧ 浓度ꎮ
Ａ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎻ Ｂ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＩＰＴＧ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.

图 ５　 重组蛋白诱导表达条件的确定
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＢＬ２１ꎻ ２. ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ ( ＋)ꎻ ３. 纯化前ꎻ
４. 纯化后ꎮ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＢＬ２１ꎻ ２. ＢＬ２１￣ｐＥＴ￣３２ａ ( ＋ )ꎻ ３. Ｂｅｆｏｒｅ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ４. Ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

图 ６　 可溶性重组蛋白的纯化与浓缩
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

机制ꎬ只是在分子内环化方式和对起始底物的偏

好性上存在差异(Ｍａｒｔíｎ ＆ Ｌｉｒａｓꎬ ２０２２)ꎬ并且这些

Ｔｙｐｅ Ⅲ ＰＫＳｓ 在氨基酸水平上也与 ＣＨＳ 相似度较

高ꎮ 因此ꎬ仅通过序列相似性被判定为 ＣＨＳ 的序

列ꎬ实际上可能编码其他 Ｔｙｐｅ Ⅲ ＰＫＳｓ ( Ｏｈｔａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 为了更好地区别 ＣＨＳ 与其他 Ｔｙｐｅ Ⅲ
ＰＫＳｓꎬ特定位置的氨基酸种类可以帮助鉴定 ＣＨＳꎬ
如第 ２１５ 位和第 ２６５ 位苯丙氨酸ꎬ其作为 ＣＨＳ 的

看家氨基酸ꎬ在促进底物装载和适时折叠上发挥

重要作用(Ｍｏｒｉｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 水稻中 ＯｓＣＨＳ９
因为第 ２６５ 位苯丙氨酸被甘氨酸取代ꎬ所以检测

不到 ＣＨＳ 活性( Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 多序列比对

分析显示ꎬＲｄＣＨＳ２ 第 ２１５ 位和第 ２６５ 位均为苯丙

氨酸ꎬ系统进化分析显示ꎬ它与已经验证功能的

ＣＨＳ 聚为一类ꎬ表明 ＲｄＣＨＳ２ 在马缨杜鹃中很可

能发挥典型 ＣＨＳ 功能ꎬ但具体功能还需要通过实

验进一步验证ꎮ
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Ａ. 标准品ꎻ Ｂ. 酶活产物ꎻ Ｃ. ｐＥＴ￣３２ａ (＋)蛋白对照ꎮ
Ａ. Ｓｔａｎｄａｒｄꎻ Ｂ. Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｃ. ｐＥＴ￣３２ａ (＋) ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ７　 ＲｄＣＨＳ２ 体外酶活检测
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｓｓａｙ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

　 　 大多数 ＣＨＳ 基因在花器官中高度表达ꎬ其基

因产物通常参与花青素苷的生物合成ꎬ在不含花

青素苷的器官中表达的 ＣＨＳ 基因可能在其他黄酮

类化合物的生物合成中发挥重要作用ꎬ执行不同

的功能( Ｐａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 例如ꎬ在余甘子中ꎬ
ＰｅＣＨＳ 的表达量在花朵中最低ꎬ在成熟果实和叶

片中表达量最高ꎬ以致成熟果实与叶片中的无色

黄酮醇及其衍生物积累最多( Ｓｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ
苹果 ＭｄＣＨＳｓ 在幼叶中表达量最高ꎬ其表达量与根

皮素二氢查尔酮的形成密切相关( Ｙａｈｙａａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ ＲｄＣＨＳ２ 在马缨杜鹃花葶中表达量最高ꎬ
且随着花朵的开放表达量逐渐升高ꎬ 与马缨杜鹃
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Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ Ａ. 菌液 ＰＣＲꎻ Ｂ. 酶切验证ꎮ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒꎻ Ａ. ＰＣＲ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ.

图 ８　 ＲｄＣＨＳ２ 真核表达载体构建
Ｆｉｇ. ８　 Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２

Ａ. 表型分析ꎻ Ｂ. 花青素苷含量测定ꎻ Ｃ. 相对表达量分析ꎮ 不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｂ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ Ｃ. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ９　 ＲｄＣＨＳ２ 在拟南芥 ｔｔ４ 突变体中的功能互补
Ｆｉｇ. ９　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ ｏｆ ＲｄＣＨＳ２ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ｔｔ４ ｍｕｔａｎｔ
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中花青素苷的积累模式不一致(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ
这表明 ＲｄＣＨＳ２ 在马缨杜鹃花色形成过程中没有

发挥主要作用ꎬ或在马缨杜鹃中还存在其他 ＣＨＳ
基因主要参与花青素苷的合成ꎮ 在本研究中ꎬ
ＲｄＣＨＳ２ 可催化丙二酰辅酶 Ａ 与香豆酰辅酶 Ａ 反

应产生柚皮素查尔酮ꎬ证明 ＲｄＣＨＳ２ 确实为 ＣＨＳ
且可以发挥催化作用ꎮ 同时ꎬＲｄＣＨＳ２ 还能以丙二

酰辅酶 Ａ 和肉桂酰辅酶 Ａ 为底物反应产生松属素

查尔酮ꎬ表明其很可能是一个多功能 ＣＨＳꎬ不仅可

以参与花青素苷的合成还可以参与艾纳香素的合

成ꎬ这与上述表达分析的结果相一致ꎮ 然而ꎬ为进

一步证明 ＲｄＣＨＳ２ 是否确实为一个多功能 ＣＨＳꎬ
还需要选择更多的底物对其催化功能进行解析ꎮ

拟南芥 ｔｔ４ 突变体因 ＣＨＳ 功能异常ꎬ类黄酮合

成途径中断ꎬ导致突变体植株呈现黄色种皮与绿色

子叶和下胚轴ꎮ 本研究结果显示ꎬＲｄＣＨＳ２ 可以将

ｔｔ４ 突变体种皮由黄色恢复为棕色ꎬ使幼苗由绿色恢

复为紫色ꎬ证明 ＲｄＣＨＳ２ 的导入使拟南芥的类黄酮

生物合成恢复正常ꎬ表明 ＲｄＣＨＳ２ 是 ＡｔＣＨＳ 的功能

直系同源基因ꎬ具有相似的生物学功能ꎬ在类黄酮

生物合成中发挥着重要作用ꎬ这与短柄草 ＢｄＣＨＳ 的

研究结果(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３) 相同ꎮ 在前期研究

中ꎬＲｄＣＨＳ１(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２４)的导入同样能恢复

ｔｔ４ 突变体的表型ꎬ但其无法催化丙二酰辅酶 Ａ 和肉

桂酰辅酶 Ａ 反应产生松属素查尔酮ꎬ 这表明

ＲｄＣＨＳ１ 在马缨杜鹃花色形成中发挥主要作用ꎬ
ＲｄＣＨＳ２ 可能发挥协同作用ꎬ而其更倾向于参与除

花青素苷以外的其他黄酮类物质的合成ꎮ
对鸢 尾 ( Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ)、 三 角 叶 杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ

ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)、水母雪莲( Ｓａｕｓｓｕｒｅａ ｍｅｄｕｓａ)、白木香

(Ａｑｕｉｌａｒｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、龙血树(Ｄｒａｃａｅｎａ ｃａｍｂｏｄｉａｎａ)
等植物的研究发现ꎬＣＨＳ 除参与花色调控外ꎬ还在

植物黄酮类化合物合成ꎬ茉莉酸及细胞分裂素信

号传导中发挥重要作用ꎬ并通过增强植物抗逆性ꎬ
提高植物对炭疽病、灰霉病和霜霉病的抗性( Ｓｕｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ 郭泽西等ꎬ ２０２２ꎻ
Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２５)ꎮ 然而ꎬＲｄＣＨＳ２ 是否能增强植物

对非生物胁迫的适应性ꎬ尚需进一步研究ꎮ
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