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枸杞查耳酮异构酶 LcCHI1基因的克隆与表达分析

乔 枫
（青海师范大学  青藏高原药用动植物资源重点实验室/高原科学与可持续发展研究院，西宁  810008）

摘 要  为探究枸杞查耳酮异构酶 CHI1 基因在不同组织中的表达模式和功能，利用同源克隆的方法获得 1 个枸杞

（Lycium chinense）LcCHI1 基因（Genbank No.  OR026273），通过生物信息学方法分析其理化性质、结构及进化关

系，利用荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术对其组织表达的特异性进行分析，并进行原核表达分析。结果表明：1）枸

杞查耳酮异构酶 LcCHI1 基因的 cDNA 序列全长 695 bp，开放阅读框为 633 bp，编码 210 个氨基酸，含有１个保守的

Chalcone_3 family 结 构 域。 2）氨 基 酸 序 列 比 对 显 示，LcCHI1 蛋 白 符 合 Chalcone 蛋 白 结 构 特 征 且 与 其 他 物 种

Chalcone 蛋白具有高度的相似性。聚类分析表明，LcCHI1 蛋白与茄科的 CHI 蛋白单独聚成一支。3）LcCHI1 在枸

杞花、嫩叶与嫩枝中表达量较高，在根中表达量较低。随着枸杞果实的发育，LcCHI1 表达呈先升高后降低趋势，在

变色果中表达量最高。4）在原核表达载体中构建 LcCHI1 重组蛋白，经 SDS-PAGE 电泳分析在 63 ku 处出现表达

蛋白。综上，LcCHI1 基因在枸杞花和变色果中表达较高，并能进行原核蛋白表达，研究结果为枸杞类黄酮合成途

径中 CHI 基因的功能验证奠定基础。
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Cloning and expression analysis of Lycium chinense 
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Abstract The expression patterns and functions of chalcone isomerase CHI1 gene from different tissues in 

Lycium chinense were investigated in this study.  LcCHI1 gene （Genbank No.  OR026273） was obtained 

using homologous cloning method.  Its physicochemical properties， structure， and evolutionary 

relationships were analyzed using bioinformatics methods. The tissue expression specificity was analyzed 

using fluorescence quantitative PCR （qRT-PCR） technology and prokaryotic expression analysis was 

performed.  The results showed that： 1） The LcCHI1 gene had a total length of 695 bp， an open reading frame 

of 633 bp， encoding 210 amino acids and containing a conserved chalcone_3 family domains.  2） Multiple 

sequence alignment showed that the LcCHI1 protein conformed to the structural characteristics of chalcone 

protein and had high similarity with other chalcone proteins.  Cluster analysis showed that the LcCHI1 

protein and the CHI protein of the Solanaceae family aggregated into a single branch.  3） LcCHI1 was highly 

expressed in the flowers， tender leaves， and tender branches of L.  chinense， but low in the roots.  With the 
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fruit development of L.  chinense， the expression of LcCHI1 showed a trend of first increasing and then 

decreasing， with the highest expression in color changing fruits.  4） The LcCHI1 recombinant protein in the 

prokaryotic expression vector was constructed， and the expressed protein appeared at 63 ku through SDS-

PAGE electrophoresis analysis.  In summary， the LcCHI1 gene was highly expressed in flowers and color 

changing fruits from L.  chinense， and can undergo prokaryotic protein expression.  The results layed the 

foundation for the functional verification of the CHI gene in the flavonoid synthesis pathway of L.  chinense.

Keywords Lycium chinense； chalcone isomerase； gene cloning； gene expression； prokaryotic expression

类黄酮化合物作为一类重要的次生代谢产物，

广泛存在于植物中。查耳酮异构酶（CHI）是类黄酮

积累的第二个关键限速酶，参与催化查耳酮的立体

特异性异构化，产生相应的黄烷酮［1-2］。植物中关于

CHI 基因家族的研究有许多报导［1-5］。例如，从 15
种代表性绿色植物包括小麦、水稻、拟南芥和玉米

等植物中共鉴定了 122 个 CHI基因，经系统发育、直

向同源群（OG）分类和基因组结构分析，发现 CHI
家族的基因经基因复制后产生 8 个 OGs 的 4 种不同

类型（I~IV 型）［1］。每株植物中 CHI 家族基因总数

的差异主要归因于自然选择力的谱系特异性扩张。

I型和 II型蛋白都具有酶活性，能催化查尔酮的立体

特异性异构化，以产生它们相应的黄烷酮［3］。 I 型
CHI 广泛存在于维管植物中，并参与完全异构化生

产（2S）-柚皮素（5，7，40-三羟基黄烷酮）和柚皮素

查尔酮（4，20，40，60-四羟基查尔酮）［4］。 II 型 CHIs
似乎是豆科植物特有的，主要负责异黄酮的产生［5］。

对拟南芥的研究发现 III 型 CHIs 参与脂肪酸代谢的

脂肪酸结合蛋白（FAPs），这类蛋白定位于质体，可

进一步细分为 3个亚家族（FAP1、FAP2和 FAP3）［3］。

对于 IV 型 CHIs，先前的研究表明，它们可以作为增

强子（激活剂），促进植物类黄酮的产生［6-7］。所有

CHIs 起源于一个共同的祖先 CHI，III 型 CHIs 被认

为是真正的 CHIs 的原型［3，8］。对 54 个 CHI 蛋白序

列进行分子系统进化分析［9-10］，拟南芥（Arabidopsis 
thaliana，CHI）、玉米（Zea mays， CHI）、葡萄（Vitis 
vinifera， CHI）、 橙子（Citrus sinensis， CHI）、大豆

（Glycine max， CHI2）和 百 脉 根（Lotus japonicus， 
CHI2）为 I 型 CHI，大豆（CHI1B1）、百脉根（CHI）和
苜蓿（Medicago sativa， CHI）等 12 个蛋白为 II 型

CHI，拟 南 芥（FAP3）、大 豆（CHI3）和 蛇 苔

（Conocephalum conicum， CHI3b）等 21 个蛋白为 III
型 CHI， 钝 鳞 紫 背 苔 （Plagiochasma 
appendiculatum， CHI3a）和蛇苔（CHI3a）等 15 个蛋

白为 IV 型 CHI。

近年来，已从多种植物中克隆到 CHI基因［11-14］，

并对基因的结构及功能进行验证，探究基因表达与

类 黄 酮 、花 青 素 积 累 的 关 系［12-16］。 从 金 花 茶

（Camellia nitidissima）鉴定了 7 个 CHI 基因，并将其

分为 3 个亚科，其中 CnCHI4 可能在金花茶类黄酮

生物合成途径中发挥重要作用［15］，CnCHI4 过表达

显著增加了烟草和烟草中黄酮类化合物的产生。

葱（Allium fistulosum）中查耳酮异构酶 AfCHIL 基

因的表达与花青素的积累密切相关，并且 AfCHIL
和 AfCHS 的 表 达 高 度 同 步［16］。 从 海 南 龙 血 树

（Dracaena cambodiana）中鉴定出 11 个 CHI 家族基

因，其中 DcCHI1 和 DcCHI4 可能参与类黄酮的产

生［17］。从蛇床草（Ophiorrhiza japonica）中分离出一

个编码 CHI 的基因 OjCHI，OjCHI 的表达不仅与花

青素在不同组织中的积累模式相匹配，而且在花的

发育阶段也与花青素的积累模式匹配 ，这表明

OjCHI 在花青素生物合成中的潜在作用［18］。从柑

橘（Citrus reticulata）中鉴定出一种 IV 型 CHI（命名

为 CitCHIL1），它增强柑橘黄烷酮和黄酮的积累，这

导致底物有效流入查耳酮合酶（CHS），并提高 CHS
的催化效率［19］。把矮牵牛（Petunia hybrida）中的

CHI 基因导入番茄中，转基因番茄的果皮黄酮醇增

加了 78 倍［20］。将水母雪莲（Saussurea medusa）查耳

酮异构酶 CHI 过表达整合到雪莲（S.  involucrata）
基因组中，结果显示转基因毛状根系比野生型毛状

根生长更快，产生更高水平的芹菜素和总黄酮，证

实了 CHI 在总黄酮和芹菜素合成中发挥的关键

作用［21］。

枸杞（Lycium chinense）为茄科（Solanaceae）枸

杞属植物，主要分布于青海、甘肃、宁夏、内蒙古和

新疆等西北地区［22］。枸杞的食用部位主要为果实，

枸杞果实中富含多种营养成分，如多糖、类胡萝卜

素类、酰胺类、有机酸类、多酚和类黄酮等［23-25］。研

究表明不同类黄酮化合物含量具有显著性差异，类

黄酮化合物在植物组织呈色、逆境响应以及人类健
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康饮食方面具有广泛的功能［26-28］。Zhao 等［29］利用

Illumina HiSeq 2000 测序平台构建了枸杞的转录

组，其中类黄酮合成前期的苯丙烷生物合成相关基

因在红色果实、叶和花中高度表达。Qiao 等［25］分析

枸杞果实发育过程中类黄酮含量和类黄酮代谢基

因的变化，结果显示类黄酮含量随果实发育而增

加，在发育后期较高。转录组学分析表明，花青素

途径、黄酮醇途径、黄酮生物合成和苯丙素合成途

径是参与类黄酮代谢的主要途径，PAL1 和 CHS2
基因对类黄酮积累具有关键作用［25］。Guan 等［30］克

隆 了 枸 杞 CHI 基 因（LcCHI，GenBank accession 
No.  KJ619381），该基因在枸杞果实中表达量最大；

随着枸杞果实的成熟，LcCHI 表达和总黄酮含量逐

渐增加；同时外施水杨酸（SA）处理果实，LcCHI 基
因的表达和枸杞中总黄酮含量也可上调［30］，表明

LcCHI 基因调控总黄酮的积累。本研究以枸杞为

试验材料，克隆 1 个枸杞类黄酮异构酶 LcCHI1 基因

并进行生物信息学分析，研究在枸杞不同组织和果

实发育期 LcCHI1 基因表达变化，在大肠杆菌载体

上构建枸杞 LcCHI1 原核表达载体，以期为枸杞

LcCHI1 基因功能验证奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究以枸杞品种‘蒙杞 1 号’为材料，采自青

海 柴 达 木 盆 地 诺 木 洪 农 场（36° 23´26. 84" N，94°
26´49. 04" E，海拔 2 860 m）。枸杞组织器官包括嫩

叶、嫩茎、老叶、老茎、花、果柄、根和不同发育期的

果实。枸杞果实从开花受精到果实成熟约需 35 d，
按照果实发育期将果实分为 7 种［31］，分别为：花后

5~6 d 为初果、花后 10~11 d 为青果，花后 15~16 d
为绿果，花后 20~21 d 为变色果，花后 25~26 d 为黄

熟果，花后 30~31 d 为红初果，花后 34~35 d 为红熟

果。枸杞组织样品和果实样品用于后续基因表达

和克隆研究。

1. 2　枸杞总 RNA的提取及 cDNA的合成

枸杞不同组织器官和不同发育期果实中总

RNA 采 用 Trizol reagent 提 取 试 剂 盒（Invitrogen，
Cat.  No：15596-026，上海博耀生物科技有限公司）

进行提取，通过琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

（GE）检测 RNA 浓度、纯度和完整性。利用 AMV 
First Strand cDNA Synthesis Kit（TaKaRa，Cat.  

No：6210B）进行 cDNA 第一链的扩增，置于－20 ℃
冰箱保存，用于后续荧光定量 PCR 反应。

1. 3　LcCHI1基因的克隆与测序

基于枸杞转录组序列信息，设计特异引物组合

WF/WR 用于 LcCHI1 的克隆（表 1）。以枸杞红熟

果 RNA 为模版，合成 cDNA 第一链。选用表 1 中引

物组合 WF/WR，以 cDNA 第一链为模板进行 PCR
扩增，扩增体系 50 μL，包括：cDNA 2. 0 μL，上、下

游 引 物（10 μmo1/L）各 1. 0 μL，10×PCR Buffer 
5 μL，dNTP（10 mmol/L） 1. 0 μL，LA Taq 聚合酶

（5 U/μL，TaKaRa）0. 4 μL，ddH2O 补足至 50 μL。

PCR 反 应 条 件 为 ：94 ℃ 预 变 性 3 min；94 ℃ 变 性

1 min，55~58 ℃退火 1 min；72 ℃延伸 2 min，35 个循

环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶回

收、纯化、连接、转化、菌液 PCR 鉴定、酶切鉴定和测

序后获得 LcCHI1 cDNA 序列。选取 4 个克隆进行

测序 ，由上海生工生物工程技术服务有限公司

完成。

1. 4　基因序列的生物信息学分析

在 NCBI（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/）网
站进行 Blast 分析，并通过软件 ORF Finder（http：//
www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html）进行 ORF
的 查 找 和 核 苷 酸 的 翻 译 ；应 用  ExPASy（http：//
www. expasy. org）提供的相关软件，综合预测分析

编码蛋白的基本性质、结构特点和亚细胞定位；用

DNAssist 进行多序列比对，利用 Mega 7. 0 软件的

Clustal X（1. 83）对枸杞 CHI1 基因编码氨基酸序列

进行多重序列比对，再使用邻接法（NJ）构建系统发

育树。

1. 5　  LcCHI基因在不同组织和果实发育期的表达

检测

以枸杞 Actin 基因为内参，设计保守引物 Actin 
F 和 Actin R（表 1）。根据 LcCHI1 基因序列设计荧

光定量分析引物，预期扩增片段长度为 138 bp。采

用 TaKaRa（Cat. No：RR820A）公 司 SYBR® 
Premix Ex TaqTM（Tli RNaseH Plus）试剂盒程序

进行实时荧光定量 PCR 反应。反应在 iQ5（BIO-
RAD）荧光定量 PCR 仪上进行，反应体系 20 μL：

2×SYBR Premix Ex TaqTM （TaKaRa）10 μL，cDNA
模板 2. 0 μL，上下游引物（10 μmol/L）各 0. 4 μL，

50×ROX Reference Dye 0. 4 μL，ddH20 6. 8 μL，每

个反应 3 个重复。PCR 扩增程序为：95 ℃预变性
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30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃延伸 31 s；40 个循环，反应

结束后确认 Real-Time PCR 扩增曲线和融解曲线，

利用 2-△△Ct方法计算基因的相对表达量［32］。

1. 6　LcCHI1 基因的原核表达与 SDS‑聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS‑PAGE）
将 LcCHI1 全 长 基 因 序 列 ，根 据 其 CDS 序

列 ，设 计 LcCHI1 基 因 的 上 下 游 引 物 ，并 在 基 因

5´端加入全长 attB1/2 片段，通过 PCR 克隆获得

用于 gateway 体外同源重组的目的基因片段，引

物 序 列 如 表 1 所 示 ，连 接 到 原 核 表 达 载 体 上 。

重组质粒经 PCR 扩增和酶切鉴定，筛选阳性克

隆 ，选取 3~4 个阳性克隆质粒送至上海生物工

程公司测序 ，比对序列后正确的重组质粒即为

目的基因的原核表达载体。

将目的基因的原核表达重组载体转化至表

达感受态细胞 BL21（DE3）中，经 LB 液体培养、

Amp 抗 性 筛 选 ，培 养 至 OD 值 为 0. 4~0. 8，加 异

丙 基 - β -D-硫 代 半 乳 糖 苷（ IPTG）诱 导 ，在 16、

28 和 37 ℃ 摇 床 中 振 荡 培 养 ，收 集 菌 体 后 进 行

10% 的 SDS-PAGE 电泳。

2　结果与分析

2. 1　LcCHI1基因的克隆与序列分析

以 枸 杞 红 熟 果 RNA 为 模 板 ，采 用 表 1 中

LcCHI1 基因 WF/WR 引物组合进行反转录 PCR
（RT-PCR）扩增 cDNA，经琼脂糖凝胶电泳检测的

结果见图 1。将 PCR 产物回收、测序，得到枸杞

LcCHI1 基因的全长 cDNA 序列，以及相对应的氨

基酸序列（图 2）。LcCHI1基因 cDNA序列为 695 bp，
包含读码框 633 bp（编码 210 个氨基酸）、起始密码

子 ATG 上游序列 48 bp 和终止密码子 TAA 下游序

列 14 bp。
2. 2　LcCHI1基因序列 Blast对比

采用 DNAssist 法将枸杞 CHI 蛋白同源序列进

行 比 对（ 图 3），枸 杞 CHI 蛋 白 与 黑 果 枸 杞（L.  

ruthenicum）CHI 相似性达 97. 13%，与绒毛状烟草

（Nicotiana tomentosiformis）CHI 相似性达 90. 91%，

与 茄（Solanum melongena）的 相 似 性 达 90. 48%。

LcCHI1 蛋白序列与茄科植物 CHI 比对相似性达

90% 以上，进一步验证了枸杞 CHI 基因克隆的准确

性。通过在线 ProtParam 分析，推测的 LcCHI1 蛋白

表 1　枸杞基因引物及其序列

Table 1　Primers and sequences of genes in L.  chinense

基因名称

Gene name

LcCHI1

Actin

LcCHI1

引物序列（5´-3´）
Primer sequence（5´-3´）

F：AGTCCACTCTCAAACTCTCCAAGT
R：GGTCTTCCTCTATAGGCTAAATGC
F：CCATCTACGA GGGTTACGCTTTG
R：AGTCAAGAGCACATAGGCAAGC
WF：GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
CTTCATGGGAAAGAATGAAGTGATGG
WR：GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
TCTTATTTAGACATTTCAGCAGAAAGGTTG

产物长度/bp
Product length

138

95

695

用途

Usage

CHI 基因荧光定量 PCR

参比基因荧光定量 PCR

CHI 基因全长 cDNA 克隆

M： DL 2 000 marker；1， 2： 引物组合 CHI-WF/CHI-WR 的 PCR
结果。

M： DL 2 000 marker；1， 2： PCR results of primer combination CHI-

WF/CHI-WR.
图 1　枸杞 CHI1 cDNA的 PCR扩增结果

Fig. 1　PCR amplification results of CHI1 cDNA in L. 

chinense
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质等电点（pI）为 4. 88，为酸性蛋白；相对分子质量

为 24 734；不稳定指数为 43. 77，属于不稳定蛋白；

亲 水 性 的 平 均 值 为 -0. 230，是 亲 水 性 蛋 白 。

LcCHI1 蛋白结构域分析结果显示 LcCHI1 蛋白在

绒毛状烟草（Nicotiana tomentosiformis， XP_009627241. 1）；小叶烟草（Nicotiana attenuata， XP_019260692. 1）；枸杞（Lycium chinense， 
OR026271）；黑果枸杞（Lycium ruthenicum， AHH86093. 1）；潘那利番茄（Solanum pennellii， XP_015074627. 1）；马铃薯（Solanum tuberosum， 

XP_006365329. 1）；风铃辣椒（Capsicum baccatum， PHT48540. 1）；辣椒（Capsicum annuum， PHT82080. 1）；毛花连蕊茶（Camellia fraterna， 

AUT30534. 1）；越 橘（Vaccinium corymbosum， AYC35388. 1）；芒 果（Mangifera indica， XP_044461587. 1）；油 橄 榄（Olea europaea， XP_
022867362. 1）；毛果杨（Populus trichocarpa， XP_002325926. 1）；莲（Nelumbo nucifera， ARQ79444. 1）。

图 3　枸杞 CHI蛋白与其他植物蛋白的比对

Fig.3　Comparison of L. chinense CHI protein with other plant proteins

ATG： 起始密码子；TAA： 终止密码子。氨基酸中兰色区域序列表示 β-折叠，玫红色区域序列表示 α-螺旋。

ATG： Starting codon；TAA： Terminating codon.  Representation of blue sequence in amino acids β- Fold， represented by a rose red sequence α-Spiral.
图 2　LcCHI1基因的 cDNA全长序列及对应的氨基酸序列

Fig. 2　The full length sequence and corresponding amino acid sequence of cDNA in LcCHI1
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6~188 位点属于 Chalcone_3 family（图 4），在植物的

生长发育以及抵御胁迫等方面起着重要的作用，参

与植物类黄酮化合物合成代谢。在 SOMPA 软件中

对 CHI 基因编码的蛋白质进行二级结构分析，该蛋

白含 α-螺旋 97 个，占总氨基酸的百分比为 44. 09%；

含 β-折叠 46 个，占总氨基酸的百分比为 20. 91%；

β-转角 14 个，占总氨基酸的百分比为 6. 36%；含无

规则卷曲 63 个，占总氨基酸的百分比为 28. 64%。

SWISS-MODEL 中预测的枸杞 CHI 蛋白的三级结

构如图 5 所示，含有 α 螺旋、β 折叠、β 转角和无规则

卷曲。

2. 3　分子系统进化树的构建

将 LcCHI1 的氨基酸和其他 20 种植物 CHI 的
氨基酸序列通过 MEGA 7. 0 的 NJ 法构建系统进化

树（图 6），进行 500 次 boot straping 检验。本研究枸

杞 CHI1 蛋白（Genbank No.  OR026273）与烟草（N.  

attenuata）、智利番茄（S.  chilense）、野生番茄（S.  

pennellii）、宁 夏 枸 杞（L.  chinense， Genbank No.  
AIC33515. 1）和黑果枸杞（L.  ruthenicum）等的 CHI
蛋白序列聚为一分支，茄科植物聚在同一分支。其

他山茶科、蔷薇科、禾本科和豆科的 CHI 蛋白各自

独立聚为分支（图 6）。

图 5　LcCHI1蛋白质的三级结构

Fig. 5　Tertiary structure of LcCHI1 protein

图 4　LcCHI1蛋白的保守结构域

Fig. 4　Predicted conserved domain of LcCHI1 protein

图 6　21种植物 CHI蛋白系统进化树

Fig. 6　CHI protein evolution tree from 21 plants
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2. 4　枸杞不同组织和果实 LcCHI1 相对表达量的

变化

不同组织中 LcCHI1 相对表达量变化见图 7
（a），LcCHI1 的相对表达量在花中最高，其次是在嫩

叶、嫩茎中表达较高，在根中表达量最低。其中花、

嫩叶中 LcCHI1 表达量分别是根的 14. 4 倍和 11. 0

倍（P<0. 05）。枸杞果实发育中 LcCHI1 相对表达

量变化见图 7（b），随着枸杞果实的发育，LcCHI1 相

对表达量呈先增加后降低趋势，在变色果中表达量

最高，其次在绿果中表达较高，在红初果和红熟果

中表达量最低。其中变色果中 LcCHI1 表达量分别

是红初果、红熟果的 17. 6 倍和 16. 4 倍（P<0. 05）。

2. 5　LcCHI1基因的原核表达

为了进一步验证 LcCHI1 基因是否能进行蛋白

表达功能，将 LcCHI1 基因连入融合 MBP 标签蛋白

的原核表达载体 pMAL-cRI-GWR 后，在 16、28 和

37 ℃这 3 个温度梯度下，加入 IPTG 后诱导 LcCHI1
蛋白的表达，结果见图 8。红色箭头所指位置为融合

表达蛋白，分子量约 63 ku。随着培养温度的提高，

LcCHI1蛋白表达量逐渐增加。结果表明 LcCHI1基

因在原核表达载体中能被 IPTG 诱导表达。

3　讨 论

类黄酮是植物体内重要的次生代谢产物之一，

影响植物的花色［33-34］、生理代谢［35］和抗逆能力［36］。

类黄酮的合成代谢涉及多种酶，其中 CHI 是类黄酮

合成的第二关键酶，在类黄酮的累积中起关键作

用［37，16］。目前已从多种植物中克隆到 CHI基因。中

华黄芪（Astragalus sinicus）AsiCHI 基因编码 219 个

氨基酸［38］；紫丁香（Syringa oblata）SoCHI 基因编码

227 个 氨 基 酸 残 基［39］ ；多 穗 柯（Lithocarpus 

（a）枸杞不同组织中 LcCHI1 基因的相对表达量。  （b）枸杞不同果实 LcCHI1 基因的相对表达量。  不同小写字母表示在 α = 0. 05 水平上差异

显著。

（a）The relative expression level of LcCHI1 gene in different tissues of L.  chinense.  （b）The relative expression level of LcCHI1 gene in different 
fruits of L.  chinense.  Different lowercase letters indicate significant differences at α = 0. 05 level.

图 7　枸杞不同组织和果实 LcCHI1基因的相对表达量

Fig. 7　Relative expression levels of LcCHI1 gene in different tissues and fruit of L. chinense

红色箭头所示为诱导的目的蛋白。+：添加异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷； －：未添加异丙基-β-D-硫代半乳糖苷。

The red arrow indicates the induced target protein.  +： IPTG added； 
－： IPTG not added.

图 8　LcCHI1重组蛋白的诱导表达

Fig. 8　Induced expression of LcCHI1
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polystachyus）CHI基因编码 231 个氨基酸［40］；甘蓝型

油菜（Brassica napus）黑籽系 5B 中 BnCHI-1 编码

251 个氨基酸，预测发现 BnCHI-1 蛋白存在查耳酮-
黄烷酮异构酶结构域、底物 2S-柚皮苷的结合位点

以及氢键网络氨基酸残基活性位点［41］。本研究克

隆得到 1 个枸杞 CHI 基因编码 220 个氨基酸残基，

预测具有 CHI 蛋白固有的保守序列，其氨基酸序列

与茄科植物的氨基酸序列相似性在 90% 以上。在

系统进化树中与茄科植物在一个分支上，但与豆科

和山茶科亲缘关系较远。

已有研究表明 CHI 基因的表达具有特异性，在

不同物种、不同部位发育时期和不同部位的时空表

达特异性均有所差异［38-42］。AsiCHI 的过表达增强

了转基因系中花青素的积累，AsiCHI在叶片中的表

达水平最高，并且与花青素含量呈正相关［38］。紫丁

香 SoCHI 基因的相对表达量在嫩叶中最高，在成熟

叶中次之；该基因的相对表达量在紫丁香花发育过

程中先上升后下降，并在花蕾期达到最高［39］。多穗

柯 CHI 基因在不同部位均有表达，叶片的表达量最

高 ，是 根 部 最 低 量 的 9. 75 倍［40］。 马 缨 杜 鹃

（Rhododendron delavayi）RdCHI1 在开花过程中的

表达水平先上升后下降，在雌蕊中表达量最高，在

花瓣和根中相对较低［43］。通过对不同发育阶段山

茶花中 CnCHIs 的表达模式和总黄酮含量进行分

析，发现 CnCHI4 可能在山茶花类黄酮生物合成途

径中发挥重要作用［15］。CnCHI4 过表达显著增加了

烟草和烟草中类黄酮的产生［15］。OsCHI 基因在水

稻的大多数组织中表达，在节间中表达最多，在抽

穗前的圆锥花序中也有高水平表达，但在圆锥花序

出鞘后，其表达显著下降［44］。水稻含有 7 个 CHI 家
族成员，OsCHI3 是 I 型 CHI，其他 OsCHI 分为 III 型
和 IV 型，在大肠杆菌中表达了 OsCHI1、OsCHI3、
OsCHI6 和 OsCHI7 蛋白，并纯化了重组 OsCHI 蛋
白［45］。 重 组 OsCHIs 的 蛋 白 酶 活 性 测 定 表 明 ，

OsCHI3 催化柚皮素-查尔酮和异甘草素的异构化，

而 其 他 重 组 OsCHI 没 有 CHI 蛋 白 酶 活 性 ，显 示

OsCHI3 是水稻中真正的 CHI［45］。OsCHI3 的基因

表达在紫外线（UV）胁迫下立即被诱导，这表明它

参与了水稻中类黄酮植物抗毒素 sakuranetin 的生物

合成［45］。本研究克隆了枸杞 CHI 基因的 cDNA 全

长序列，在各部位都检测到 LcCHI1 基因的表达，在

不同组织茎、叶、根、果实和花中都有表达，其中在

花中表达量最高，其次是在嫩叶、嫩茎中，在根中表

达量最低，花中 LcCHI1 表达量是根的 14. 4 倍。随

着枸杞果实的发育，LcCHI1 相对表达量呈先增加

后降低趋势，在变色果中表达量最高，其次在绿果

中，在红初果和红熟果中表达量最低。枸杞果实变

色期呈现出橙色，类黄酮途径代谢比较旺盛，需要

的 LcCHI1 的转录水平也比较高。本研究成功构建

了 LcCHI1 重组表达载体，并在大肠杆菌中表达了

该蛋白 ，为该基因表达调控机理的研究奠定了

基础。

4　结 论

本研究以枸杞果实为材料，克隆了枸杞查尔酮

异构酶 LcCHI1 基因，该基因开放阅读框为 633 bp，
编码 210 个氨基酸。LcCHI1 蛋白在 6~188 位点属

于 Chalcone_3 family。分子系统进化树显示枸杞

CHI 蛋白序列与茄科植物 CHI 蛋白序列聚在同一

分支。LcCHI1 相对表达量在枸杞花和变色果中最

高，LcCHI1 基因在原核表达载体中能被 IPTG 诱导

表达蛋白。该研究结果为枸杞类黄酮合成代谢机

制提供理论基础。
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