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摘要： 采用 ＲＡＣＥ 技术从紫丁香（Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．）花中克隆获得查尔酮异构酶基因（ＣＨＩ）的 ｃＤＮＡ 全长序列，
命名为 ＳｏＣＨＩ，其编码的蛋白质为 ＳｏＣＨＩ 蛋白。 序列分析结果表明：ＳｏＣＨＩ 基因的开放阅读框（ＯＲＦ）长度为 ６８４
ｂｐ，编码 ２２７ 个氨基酸残基，并且，该基因全部由外显子构成，无内含子。 ＳｏＣＨＩ 蛋白理论相对分子质量 ２４ ９８８，理
论等电点 ｐＩ ５ ５３，不稳定系数为 ４７ ５８，平均亲水指数为－０ ０９６，并包含 ２ 个氢键结合位点、２ 个活性催化位点和

７ 个底物结合位点；在该蛋白质的二级结构中，α－螺旋、延伸链和无规则卷曲分别占该蛋白质氨基酸残基总数的

３１ ７％、２０ ３％和 ４８ ０％。 同源性比对结果表明：紫丁香与其他 ９ 种植物 ＣＨＩ 蛋白的同源性很高（均在 ７６％以上），
与同科〔木犀科（Ｏｌｅａｃｅａｅ）〕植物桂花（Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ Ｌｏｕｒ．）和油橄榄（Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ．）ＣＨＩ 蛋白的同源性

更高（达 ８８％）。 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增结果表明：ＳｏＣＨＩ 基因的相对表达量在紫丁香的嫩叶中最高，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。 研究结果显示：ＳｏＣＨＩ 基
因编码的氨基酸序列相对保守，且其表达与紫丁香花呈色关系密切。
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ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ ｂｕｄｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ． Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＳｏＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ａ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ．
ｏｂｌａｔａ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．； ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ； ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ；
ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

　 　 黄酮类化合物是一类重要的植物次生代谢产物，
在植物花色形成过程中具有重要作用。 查尔酮异构

酶（ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＣＨＩ）在黄酮类化合物的合成

过程中起关键作用，能够催化查尔酮异构化为 ４，５，
７－三羟基黄烷酮（ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ），并在其他酶的催化作

用下形成不同的黄酮类化合物［１］。 １９６７ 年，Ｍｏｕｓｔａｆａ
等［２］首先从大豆〔Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌｉｎｎ．） Ｍｅｒｒ．〕中纯化

获得第 １ 个 ＣＨＩ 蛋白；２０ 年后，Ｍｅｈｄｙ 等［３］ 首次从菜

豆（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌｉｎｎ．）中克隆获得 ＣＨＩ 基因的

ｃＤＮＡ 序 列； 随 后， 研 究 人 员 从 玉 米 （ Ｚｅａ ｍａｙｓ
Ｌｉｎｎ．） ［４］、碧冬茄 〔 Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄａ （ Ｊ． Ｄ． Ｈｏｏｋ．）
Ｖｉｌｍ．〕 ［５］、 银 杏 （ Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌｉｎｎ．） ［６］、 番 薯

〔 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ （ Ｌｉｎｎ．） Ｌａｍ．〕 ［７］ 和 金 鱼 草

（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ Ｌｉｎｎ．） ［８］ 等植物中均克隆到 ＣＨＩ
基因。 近年来，通过基因工程技术调控 ＣＨＩ 基因表

达、改变植物花色的研究屡见报道［９－１１］，对于观花植

物花色育种具有重要意义。
紫丁香（Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．）又名华北紫丁香，

隶属于木犀科（Ｏｌｅａｃｅａｅ）丁香属（Ｓｙｒｉｎｇａ Ｌｉｎｎ．），为
落叶灌木。 紫丁香适应性强，耐寒、耐旱、耐瘠薄，病
虫害较少，并具有花序硕大、开花繁茂及花色和花香

独特等特点，是一种极具观赏价值的园林植物；该种

可孤植、对植或片植，常作为公园、庭园和街头绿地的

观花灌木广泛应用于中国北方园林绿化。 目前，关于

紫丁香的研究主要集中在花期［１２］、繁育技术［１３］ 和抗

逆生理［１４］等方面，而关于其花色的研究尚处于起步

阶段，仅见关于紫丁香花色素生物合成相关基因［１５］

的研究报道以及肉桂酸 ４－羟化酶基因（ＳｏＣ４Ｈ）时空

表达模式［１６］ 的研究报道。 实际上，紫丁香花拥有从

浅粉色到紫色再到深紫色等多种颜色，然而关于其花

呈色的分子机制尚未清楚，阻碍了紫丁香花色育种研

究进展。
为了探明紫丁香花色形成的分子机制，作者采用

ＲＡＣＥ 技术从紫丁香花中克隆获得 ＣＨＩ 基因的 ｃＤＮＡ
全长序列，对该基因编码蛋白质的理化性质、氨基酸

序列同源性以及结构和功能进行了分析，并采用实时

荧光定量 ＰＣＲ 技术对该基因在紫丁香不同器官和花

期的表达特性进行了研究，以期明确紫丁香花色形成

的分子机制，为利用基因工程技术培育紫丁香新品种

提供理论基础和备选基因。

１　 材料和方法

１ １　 材料

在北京农学院林木种质资源圃内选择生长健壮

且无病虫害的紫丁香植株，采集叶片和花，置于

－８０  ℃冰箱中保存，分别用于总 ＤＮＡ 和总 ＲＮＡ 的提

取；在该种质资源圃中随机选择 ３ 株生长健壮且无病

虫害的紫丁香植株，在东、南、西、北 ４ 个方向分别采

集嫩枝、嫩叶、成熟叶、花和根，并在花芽期、花蕾期、
初花期、盛花期和末花期采集样株的花，单株样品混

匀后置于－８０  ℃冰箱中保存，分别用于不同器官和

花期紫丁香 ＣＨＩ 基因的表达特性分析。
实验使用的 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＲＮＡ 反转录试剂

盒、２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、质粒提取试剂盒、
ｐＥＡＳＹ－Ｔ 载体和大肠杆菌菌株 ＤＨ５α 感受态细胞均

购自北京全式金生物技术有限公司，切胶回收试剂盒

和ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）购自

宝生物工程（大连）有限公司，３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 试

剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；引物合成及

测序工作均由北京三博远志生物技术有限责任公司

完成。
１ ２　 方法

１ ２ １　 紫丁香 ＣＨＩ 基因的克隆　 参照李荣华等［１７］

的改良 ＣＴＡＢ 法提取紫丁香叶片的总 ＤＮＡ。
使用 ＲＮＡ 提取试剂盒，按照说明书操作流程提

取紫丁香花的总 ＲＮＡ；按照 ＲＮＡ 反转录试剂盒说明

书上的操作流程将提取的总 ＲＮＡ 进行反转录，获得

ｃＤＮＡ 第 １ 条链。 使用 ＢＬＡＳＴｎ 软件（ ｈｔｔｐｓ：∥ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ），将 Ｚｈｅｎｇ 等［１５］ 测序获得

的紫丁香 ＣＨＩ 基因序列与 ＮＣＢＩ 数据库中其他植物

的 ＣＨＩ 基因序列进行比对，确定 ＣＨＩ 基因的保守区；
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根据该基因的保守区序列设计引物 ＳｏＣＨＩ － １Ｆ 和

ＳｏＣＨＩ－１Ｒ （引物序列分别为 ５′－ＴＴＧＧＡＡＣＣＴＡＣＡＣ
ＣＧＡＴＧＣＴ－３′和 ５′ －ＡＡＣＡＣＣＧＴＧＣＴＴＧＣＣＡＡＴＴＡ－
３′），以 ｃＤＮＡ 第 １ 条链为模板进行扩增反应，获得紫

丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的中间片段；设计 ３′ＲＡＣＥ
引物 ＳｏＣＨＩ－２Ｆ 和 ＳｏＣＨＩ－３Ｆ（引物序列分别为 ５′－
ＣＣＡＧＡＡＴＣＣＧＧＧＡＡＴＧＣＡＧＴＴＡＴＡＴＡＧ－３′ 和 ５′ －
ＣＧＧＡＡＧＣＡＧＴＧＣＴＧＣＡＧＴＣＴＡＴＡＡＴＴＧＧＣ－３′）， 以

ｃＤＮＡ 第 １ 条链为模板，使用 ３′ＲＡＣＥ 试剂盒进行扩

增反应，获得紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的 ３′端片

段；设计 ５′ＲＡＣＥ 引物 ＳｏＣＨＩ－２Ｒ 和 ＳｏＣＨＩ－３Ｒ（引物

序列分别为 ５′－ＧＧＡＡＡＧＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣＣ－
３′和 ５′ － ＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＡＴＴＧＣＴＴＴＡＧＡＣ －
３′），以 ｃＤＮＡ 第 １ 条链为模板，使用 ５′ＲＡＣＥ 试剂盒

进行扩增反应，获得紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的 ５′
端片段。 扩增产物经电泳检测、胶回收、连接载体、转
化大肠杆菌、检测阳性克隆和测序后，使用 ＤＮＡＭＡＮ
７ ０ 软件将扩增获得的紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列

的中间片段、３′端片段和 ５′端片段进行拼接，获得紫

丁香 ＣＨＩ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列。
设计能够扩增出紫丁香 ＣＨＩ 基因的完整开放阅

读框（ＯＲＦ）的引物 ＳｏＣＨＩ－４Ｆ 和 ＳｏＣＨＩ－４Ｒ（引物序

列分别为 ５′ － ＡＴＧＴＣＴＴＴＧＴＣＧＣＣＧＡＣＣＧＴ － ３′ 和
５′－ＴＣＡＡＴＴＴＧＧＣＡＣＧＧＴＧＧＣＣＴ－３′），分别以 ｃＤＮＡ
第 １ 条链和总 ＤＮＡ 为模板进行扩增反应，扩增体系

总体积 ２０ ０ μＬ，包括 ｃＤＮＡ 第 １ 条链或总 ＤＮＡ １ ０
μＬ，上游引物和下游引物各 ０ ４ μＬ，２ ×ＥａｓｙＴａｑ
ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １０ ０ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ８ ２ μＬ。 扩增程序

为：９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ３０ ｓ、５５ ℃ 退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，共 ３０ 个循环反应；７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎ。 扩增产物经电泳检测、胶回收、连接载体、转
化大肠杆菌和检测阳性克隆后进行测序。
１ ２ ２　 紫丁香 ＣＨＩ 基因序列分析及编码蛋白质特性

分析　 使用 ＤＮＡＭＡＮ ７ ０ 软件寻找紫丁香 ＣＨＩ 基因

ｃＤＮＡ 序列的开放阅读框，预测该基因编码蛋白质的

氨基酸序列；使用 ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ）网站中的 ＢＬＡＳＴｐ 软件对该基因编码蛋白质的

氨基酸序列进行保守域预测，并与 ＮＣＢＩ 网站 ＵｎｉＰｒｏｔ
数据库中其他植物 ＣＨＩ 蛋白的氨基酸序列进行同源

性比对；使用 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）网站

中的 Ｃｏｍｐｕｔｅ ＰＩ ／ ＭＷ ｔｏｏｌ 工具对该基因编码蛋白质

的理论相对分子质量和理论等电点进行分析；同时，

使用 ＧＯＲ４ 和 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 软件分别对该基因编码蛋

白质的二级和三级结构进行预测分析。
１ ２ ３　 紫丁香 ＣＨＩ 基因的表达特性分析　 参照苑笑

阳等［１８］的方法，以 ＳｏＡｃｔｉｎ７ 为内参基因，采用实时荧

光定量 ＰＣＲ 技术对紫丁香嫩枝、嫩叶、成熟叶、花和

根以及花芽期、花蕾期、初花期、盛花期和末花期花中

ＣＨＩ 基因的相对表达量进行检测，每个单株视为 １ 个

重复，共 ３ 个重复。 使用的荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物

为 ＳｏＣＨＩ－５Ｆ 和 ＳｏＣＨＩ－５Ｒ （引物序列分别为 ５′－ＣＡ
ＣＣＧＴＧＣＴＴＧＣＣＡＡＴＴＡＴＡＧＡ－３′ 和 ５′－ＧＡＡＴＣＣＧＧ
ＧＡＡＴＧＣＡＧＴＴＡＴＡＧＡ－ ３′），内参基因扩增引物为

ＳｏＡｃｔｉｎ－７Ｆ 和 ＳｏＡｃｔｉｎ－７Ｒ （引物序列分别为 ５′－ＴＧ
ＧＡＡＴＧＴＧＣＴＧＡＧＡＧＡＴＧＣ－３′ 和 ５′－ＴＧＣＴＧＡＣＣＧＴ
ＡＴＧＡＧＣＡＡＡＧ－３′）。 使用 Ｂｉｏ－Ｒａｄ ｉＱＴＭ ５ 荧光定量

ＰＣＲ 仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司）进行扩增反应，扩增体

系总体积 ２５ ０  mＬ，包括 ｃＤＮＡ 模板 １ ０  mＬ，上游引

物和下游引物各 １ ０  mＬ，ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ
（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ） １２ ５  mＬ，ｄｄＨ２Ｏ ９ ５  mＬ。 根据

２－DDＣＴ计算紫丁香 ＣＨＩ 基因在不同器官和花期的相对

表达量。

２　 结果和分析

２ １　 紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 的全长序列

分析

扩增结果表明：以紫丁香花中 ｃＤＮＡ 第 １ 条链为

模板扩增获得的紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的中间

片段长度为 ２４７ ｂｐ（图 １－Ａ），通过与 ＮＣＢＩ 数据中的

数据进行比对，该片段编码的蛋白质与多种植物 ＣＨＩ
基因编码的蛋白质的同源性达 ９０％以上；根据同源

特异片段序列分别设计 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 特异引

物进行扩增，分别获得紫丁香 ＣＨＩ 基因 ｃＤＮＡ 序列的

３′端片段（图 １－Ｂ）和 ５′端片段（图 １－Ｃ），序列长度分

别约为 ２７０ 和 ４６０ ｂｐ；将上述 ３ 个片段测序后进行拼

接，获得紫丁香 ＣＨＩ 基因的 ｃＤＮＡ 全长序列，命名为

ＳｏＣＨＩ。 根据 ＳｏＣＨＩ 基因 ３′端片段和 ５′端片段的序

列设计引物，分别以紫丁香 ｃＤＮＡ 第 １ 条链和总 ＤＮＡ
为模板，扩增获得该基因 ｃＤＮＡ（图 １－Ｄ）和 ｇＤＮＡ（图
１－Ｅ）的全长序列，经比对，ＳｏＣＨＩ 基因的 ｃＤＮＡ 序列

与拼接后得到的 ｃＤＮＡ 序列一致，并且，该基因无内

含子，全部由外显子构成。
分析结果（图 ２）表明：ＳｏＣＨＩ 基因的开放阅读框
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Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； Ａ： 中间片段 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ； Ｂ： ３′端片段 ３′ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ； Ｃ： ５′端片段 ５′ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｆｒａｇｍｅｎｔ； Ｄ： ｃＤＮＡ 全长序列 Ｆｕｌｌ⁃
ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃＤＮＡ； Ｅ： ｇＤＮＡ 全长序列 Ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇＤＮＡ．

图 １　 紫丁香 ＳｏＣＨＩ基因的扩增结果
Ｆｉｇ． １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＳｏＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．

： 底物结合位点 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ； □： 氢键结合位点 Ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ； ▲： 活性催化位点 Ａｃｔｉｖｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｉｔｅ； ∗： 终止密码子 Ｓｔｏｐ
ｃｏｎｄｏｎ．

图 ２　 紫丁香 ＳｏＣＨＩ基因的 ｃＤＮＡ 序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ． ２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳｏＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ． ａｎｄ ｉｔｓ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ

（ＯＲＦ）长度为 ６８４ ｂｐ，编码 ２２７ 个氨基酸残基，编码

的蛋白质为 ＳｏＣＨＩ 蛋白。
２ ２　 ＳｏＣＨＩ 蛋白特性分析

２ ２ １　 理化性质分析 　 分析结果表明：ＳｏＣＨＩ 蛋白

的理论相对分子质量 ２４ ９８８，理论等电点 ｐＩ ５ ５３；其
氨基酸序列包含 ２１ 个带正电荷的氨基酸残基〔精氨

酸（Ａｒｇ）和赖氨酸（Ｌｙｓ）〕和 ２４ 个带负电荷的氨基酸

残基〔天冬氨酸（Ａｓｐ）和谷氨酸（Ｇｌｕ）〕，并且，丝氨酸

（Ｓｅｒ）、Ｌｙｓ、甘氨酸 （ Ｇｌｙ）、丙氨酸 （ Ａｌａ） 和亮氨酸

（Ｌｅｕ）含量较高；ＳｏＣＨＩ 蛋白的不稳定系数为 ４７ ５８，
说明该蛋白质属于不稳定蛋白；其平均亲水指数为

－０ ０９６，说明该蛋白质为亲水性蛋白。
２ ２ ２　 氨基酸序列同源性分析　 将 ＳｏＣＨＩ 蛋白的氨

基酸序列与 ＮＣＢＩ 网站 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库中其他植物
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ＣＨＩ 蛋白的氨基酸序列进行比对，桂花（Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ
ｆｒａｇｒａｎｓ Ｌｏｕｒ．）、油橄榄（Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ．）、黑果枸

杞 （ Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ Ｍｕｒｒ．）、 金 花 茶 （ Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ Ｃｈｉ）、忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ．）、金鱼

草、黄芩（Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ）、芍药（Ｐａｅｏｎｉａ
ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ．）和石榴（Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ．）９ 种植

物与紫丁香 ＣＨＩ 蛋白的氨基酸序列相似性较高，同
源性比对结果（图 ３）表明：紫丁香与同科植物桂花

（登录 号 为 ＡＬＬ２７２６５ １ ） 和 油 橄 榄 （ 登 录 号 为

ＡＨＩ８６００５ １）ＣＨＩ 蛋白的同源性最高，为 ８８％；其与

黑果枸杞（登录号为 ＡＨＨ８６０９２ １）、金花茶（登录号

为 ＡＤＺ２８５１３ １）、忍冬（登录号为 ＡＧＥ１０５９９ １）、金
鱼草 （登录号为 ＢＡＯ３２０７０ １ ）、 黄芩 （登录号为

ＡＭＷ９１７３７ １）、芍药（登录号为 ＡＥＫ３２５９２ １）和石

榴（登录号为 ＡＨＺ９７８７１ １） ＣＨＩ 蛋白的同源性也较

高，均在 ７６％以上。

Ｓｏ： 紫丁香 Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．； Ｏｆ： 桂花 Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ Ｌｏｕｒ．；
Ｏｅ： 油橄榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ．； Ｌｒ： 黑果枸杞 Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ
Ｍｕｒｒ．； Ｃｎ： 金花茶 Ｃａｍｅｌｌｉａ ｎｉｔｉｄｉｓｓｉｍａ Ｃｈｉ； Ｐｌ： 芍药 Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ
Ｐａｌｌ．； Ｐｇ： 石榴 Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌｉｎｎ．； Ａｍ： 金鱼草 Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ
Ｌｉｎｎ．； Ｓｂ： 黄芩 Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ； Ｌｊ： 忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ．

图 ３　 紫丁香及其他 ９ 种植物 ＣＨＩ蛋白氨基酸序列的同源性比对
Ｆｉｇ． ３ 　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＨＩ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ． ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｎｉｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

２ ２ ３　 结构及功能位点分析　 对 ＳｏＣＨＩ 蛋白二级结

构的预测分析结果表明：在 ＳｏＣＨＩ 蛋白的二级结构

中，α－螺旋、延伸链和无规则卷曲分别包含 ７２、４６ 和

１０９ 个氨基酸残基，各占氨基酸残基总数的 ３１ ７％、
２０ ３％和 ４８ ０％。 对 ＳｏＣＨＩ 蛋白的三级结构进行建

模（图 ４），该蛋白质三级结构模型的 ＱＭＥＡＮ 得分为

０ ７８，且该蛋白质的三级结构与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ （Ｌｉｎｎ．） Ｈｅｙｎｈ 〕 ＡｔＣＨＩ 蛋白三级结构的相

似性为 ６７ ３％。

图 ４　 紫丁香 ＳｏＣＨＩ蛋白的三级结构
Ｆｉｇ． ４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＳｏＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．

对 ＳｏＣＨＩ 蛋白功能位点的分析结果（图 ２）表明：
该蛋白质含有 ２ 个保守的氢键结合位点、２ 个活性催

化位点和 ７ 个底物结合位点，氢键结合位点分别位于

第 ５０ 位的苏氨酸（Ｔｈｒ）和第 １０８ 位的酪氨酸（Ｔｙｒ）
处；活性催化位点分别位于第 １１５ 位的天冬酰胺

（Ａｓｎ）和第 ２０８ 位的 Ｓｅｒ 处，底物结合位点分别位于

第 ３８ 位的 Ａｒｇ 处、第 ３９ 位的 Ｇｌｙ 处、第 ４０ 位的 Ｌｅｕ
处、第 ４９ 位的苯丙氨酸（Ｐｈｅ）处、第 ５２ 位的异亮氨

酸（Ｉｌｅ）处、第 １１１ 位的 Ｌｙｓ 处和第 １１２ 位的缬氨酸

（Ｖａｌ） 处。 这些位点均高度保守且相对位置保持

不变。
２ ３　 ＳｏＣＨＩ 基因在紫丁香不同器官和花期的表达

特性分析

２ ３ １　 在不同器官的表达特性分析　 研究结果（图
５）表明：ＳｏＣＨＩ 基因在紫丁香的花、嫩叶、成熟叶、嫩

Ｆ： 花 Ｆｌｏｗｅｒ； ＴＬ： 嫩叶 Ｔｅｎｄｅｒ ｌｅａｆ； ＭＬ： 成熟叶 Ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｆ； ＴＳ： 嫩
茎 Ｔｅｎｄｅｒ ｓｔｅｍ； Ｒ： 根 Ｒｏｏｔ．

图 ５　 紫丁香不同器官中 ＳｏＣＨＩ基因的相对表达量
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳｏＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｎｔ ｏｒｇａｎｓ
ｏｆ Ｓｙｒｉｎｇａ ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ．
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枝和根中均有表达，但其相对表达量存在明显差异，
表现为在嫩叶中最高，在成熟叶中次之，在花中也较

高，在嫩茎中较少，在根中极低。
２ ３ ２　 在不同花期的表达特性分析　 研究结果（图
６）表明：ＳｏＣＨＩ 基因在紫丁香花芽期、花蕾期、初花

期、盛花期和末花期均有表达，但其相对表达量存在

明显差异，表现为在花蕾期最高，在花芽期次之，在初

花期和盛花期较低，在末花期最低。

ＦＢ： 花芽期 Ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｓｔａｇｅ； Ｂ： 花蕾期 Ｂｕｄｄｉｎｇ ｓｔａｇｅ； ＥＦ： 初花期
Ｅａｒｌｙ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ； ＦＦ： 盛花期 Ｆｕｌｌ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ； ＬＦ： 末花期 Ｌａｔｅ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅ．

图 ６　 不同花期紫丁香花中 ＳｏＣＨＩ基因的相对表达量
Ｆｉｇ． ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳｏＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ Ｓｙｒｉｎｇａ
ｏｂｌａｔａ Ｌｉｎｄｌ． ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ

３　 讨论和结论

紫丁香是中国北方地区常见的乡土树种之一，亦
是国内重要的木本花卉种类，花色和花香独特，被广

泛用于园林绿化。 本研究成功获得紫丁香查尔酮异

构酶（ＣＨＩ）完整的同源基因，命名为 ＳｏＣＨＩ，该基因

的开放阅读框（ＯＲＦ）长度为 ６８４ ｂｐ，编码 ２２７ 个氨基

酸残基，编码的蛋白质为 ＳｏＣＨＩ 蛋白。 相关研究结果

表明：ＣＨＩ 基因为多基因家族，且基因的结构变异较

大，如油橄榄的 ＯｅＣＨＩ 基因及 Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ （Ｒｅｇｅｌ）
Ｋ． Ｌａｒｓｅｎ 的 ＬｊＣＨＩ１ 和 ＬｊＣＨＩ３ 基因均包含 ４ 个外显

子和 ３ 个内含子［１９－２０］，大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌｉｎｎ．）
的 ＨｖＣＨＩ 基因包含 ３ 个外显子和 ２ 个内含子［２１］，芸
薹属（Ｂｒａｓｓｉｃａ Ｌｉｎｎ．）植物的 ＢｒＣＨＩ － ２、ＢｏＣＨＩ － ２ 和

ＢｎＣＨＩ－２ 基因均包含 ６ 个外显子和 ５ 个内含子［２２］。
与上述植物 ＣＨＩ 基因不同的是，紫丁香 ＳｏＣＨＩ 基因无

内含子。
蛋白质二级结构预测结果表明：无规则卷曲在

ＳｏＣＨＩ 蛋白的二级结构中所占比例最大（４８ ０％），

α－螺旋次之（３１ ７％），延伸链最小（２０ ３％）。 另外，
ＳｏＣＨＩ 蛋白的氨基酸序列具有保守的氢键结合位点、
活性催化位点和底物结合位点，与油橄榄和金花茶等

植物 ＣＨＩ 蛋白的结构相似［１９，２３］，属于查尔酮合酶超

家族。 同源性比对结果表明：紫丁香 ＳｏＣＨＩ 蛋白与蔷

薇科 （ Ｒｏｓａｃｅａｅ ）、 山 茶 科 （ Ｔｈｅａｃｅａｅ ）、 忍 冬 科

（ Ｃａｐｒｉｆｏｌｉａｃｅａｅ ）、 茄 科 （ Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ）、 唇 形 科

（Ｌａｍｉａｃｅａｅ）及芍药科（Ｐａｅｏｎｉａｃｅａｅ）植物 ＣＨＩ 蛋白的

氨基酸序列同源性略低于同科植物油橄榄和桂花的

ＣＨＩ 蛋白，表明 ＣＨＩ 蛋白的氨基酸序列在不同植物中

相对保守。
本研究中，ＳｏＣＨＩ 基因在紫丁香嫩叶中的相对表

达量最高，其次为成熟叶，这可能是紫丁香嫩叶色素

积累并呈现紫红色的重要原因。 相关研究结果［２４－２６］

表明：查尔酮异构酶处于植物体内黄酮类化合物合成

途径的上游，对黄酮类化合物等次生代谢产物的合成

具有重要作用，并且，ＣＨＩ 基因主要在生命活动较旺

盛的器官中表达。
周兴文等［２３］ 的研究结果表明：ＣＨＩ 基因在植物

花呈色过程中起重要作用，且植物的花色素苷含量随

该基因表达量升高而升高。 在紫丁香花发育过程中，
ＳｏＣＨＩ 基因的相对表达量呈先升高后降低的变化趋

势，在花发育早期特别是花蕾期最高，这一研究结果

与紫丁香花蕾期花蕾颜色浓于盛花期和末花期花冠

裂片颜色的现象相吻合。 另外， ＣＨＩ 基因在金花

茶［２３］和红掌（Ａｔｈｕｒｉｕｍ ａｎｄｒａｅａｎｕｍ Ｌｉｎｄ．） ［２７］ 等植物

花发育过程中也存在类似的表达模式。 根据上述研

究结果推测 ＣＨＩ 基因的表达量在不同植物花发育前

期明显升高有助于植物体内花色素的积累。
综上所述，ＳｏＣＨＩ 基因无内含子，全部由外显子

构成；ＳｏＣＨＩ 蛋白属于不稳定蛋白和亲水性蛋白，其
氨基酸序列相对保守；并且，ＳｏＣＨＩ 基因的表达与紫

丁香花呈色关系密切。
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