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摘要: 根据甘薯〔 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.〕转录组数据ꎬ从甘薯品种‘福菜薯 ７－６’(‘Ｆｕｃａｉｓｈｕ ７￣６’)中克隆获

得 １ 个编码查尔酮异构酶的基因ꎬ命名为 ＩｂＣＨＩꎻＩｂＣＨＩ 基因全长 ７３２ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ５５.１９％ꎬ共编码 ２４３ 个氨基酸ꎮ
生物信息学分析结果表明:在 ＩｂＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列第 １２ 至第 ２１４ 位包含 １ 个 Ｃｈａｌｃｏｎｅ 结构域ꎻＩｂＣＨＩ 蛋白

分子式为 Ｃ１１５６Ｈ１８３１Ｎ２９１Ｏ３５１Ｓ７ꎬ理论相对分子质量为 ２５ ６４６.４１ꎬ理论等电点为 ｐＩ ５.２５ꎬ并可能具有 １ 个跨膜螺旋区ꎬ
定位于细胞核和细胞膜上ꎻ其氨基酸序列中包含 ２４ 个带正电荷和 ２７ 个带负电荷的氨基酸残基ꎬ丙氨酸、丝氨酸、
缬氨酸和甘氨酸所占比例较高ꎬ半胱氨酸所占比例最低ꎻＩｂＣＨＩ 蛋白的不稳定指数和总亲水性平均系数分别为

３８.４９和 ０.０７４ꎬ表明 ＩｂＣＨＩ 蛋白是一种稳定的亲水性蛋白质ꎻＩｂＣＨＩ 蛋白二级结构中ꎬα 螺旋、随机卷曲、延伸链和

β 转角所占比例分别为 ３９.５１％、３１.６９％、２０.１６％和 ８.６４％ꎮ 多重比对结果显示:ＩｂＣＨＩ 基因与同属种类圆叶牵牛

(Ｉ. ｐｕｒｐｕｒｅａ Ｌａｍ.)和牵牛〔 Ｉ. ｎｉｌ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｏｔｈ〕ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列高度相似(相似度 ９０％以上)ꎬ且在系统

发育树上聚为同一支ꎮ ＩｂＣＨＩ 基因启动子区包含启动子基本元件 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘꎬ以及胁迫响应元件、茉
莉酸甲酯响应元件和光响应元件等 ２６ 个顺式作用元件ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果表明:ＩｂＣＨＩ 基因在供试 ４ 个甘薯品种

‘ＥＣ１５’、‘ＥＣ１６’、‘福菜薯 １８’(‘Ｆｕｃａｉｓｈｕ １８’)和‘福菜薯 ７－６’的根、茎、茎尖和叶中均有表达ꎬ但其在不同品种和

器官间的相对表达量存在明显差异ꎬ其中ꎬ‘福菜薯 ７－６’茎和叶中 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量显著高于其他 ３ 个品

种ꎮ 经干旱(质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)和盐(０.２ ｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ)处理后ꎬＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量随处理时间的

延长均呈先下降后上升的趋势ꎬ并在处理 ２４ ｈ 后该基因的相对表达量显著(Ｐ<０.０５)升高ꎮ 综合分析结果表明:甘
薯 ＩｂＣＨＩ 蛋白属于 Ｃｈａｌｃｏｎｅ 超级家族ꎬ具有较高的保守性ꎻＩｂＣＨＩ 基因的表达具有组织和品种特异性ꎬ且在调控甘

薯对非生物胁迫的响应过程中起重要作用ꎮ
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ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｉｓ ２５ ６４６.４１ꎬ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｉｓ ｐＩ ５.２５ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｍａｙ ｂｅ ａ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｈｅｌｉｘ ｒｅｇｉｏｎ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ２４ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ
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ＩｂＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｓｔａｂｌｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ
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ｉｎｃｒｅａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０５) ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ
２４ ｈ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＩｂＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ａｎｄ
ｈａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎻ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｓ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ｐｌａｙｓ ａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｉ. ｂａｔａｔａｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.ꎻ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅꎻ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎻ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 甘薯〔 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.〕是世界第七

大粮食作物[１]ꎬ富含花青素、胡萝卜素和类黄酮等多

种活性成分[２－３]ꎬ具有口感好、保健功效强和供应周

期长等优点ꎬ药用和食用价值显著ꎮ 非生物胁迫是影

响甘薯生长发育、产量和品质的重要因子ꎬ如干旱和

盐胁迫可导致甘薯细胞膜结构损害ꎬ破坏其体内水分

平衡ꎬ对甘薯植株的生长发育产生不利影响ꎬ进而影

响甘薯的产量和品质[４]ꎮ
类黄酮成分具有多种生理功能ꎬ广泛存在于植物

的花瓣、花粉、花萼、果实、种子和茎等组织[５－９]ꎬ可调

控植物生长发育ꎬ并在植物应对环境胁迫方面发挥重

要 作 用[１０－１３]ꎮ 查 尔 酮 异 构 酶 ( ＣＨＩꎬ ｃｈａｌｃｏｎｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ)是类黄酮化合物生物合成途径中较早被发

现的酶之一[１４]ꎬ而查尔酮异构酶基因 ＣＨＩ 能够调控

查尔酮异构酶的积累ꎬ进而影响类黄酮的合成[１５－１８]ꎬ
在植物生长发育、色素积累和抗逆性等方面作用显

著[１９－２０]ꎮ Ｗａｔｋｉｎｓｏｎ 等[２１]发现ꎬ在干旱条件下栽培马

铃 薯 〔 Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ ｓｓｐ. ａｎｄｉｇｅｎａ ( Ｊｕｚ. ｅｔ
Ｂｕｋａｓｏｖ) Ｈａｗｋｅｓ〕的类黄酮合成途径相关酶基因表

达量明显增加ꎬ且在严重或中等干旱条件下不同品系

间这些基因的表达量存在差异ꎬ说明类黄酮对马铃薯

的耐 旱 性 有 明 显 的 影 响 效 应ꎻ 在 小 麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)中也获得了类似的研究结果[２２]ꎮ 在盐

胁迫条件下ꎬ 水稻 ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.) [２３] 和甘蔗

(Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｌｉｎｎ.) [２４] 等作物体内一些与

类黄酮代谢途径相关的基因表达量上调ꎮ 在干旱和

盐胁迫条件下ꎬ枳 (Ｃｉｔｒｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ Ｌｉｎｎ.) 实生苗的

ＣＨＩ 基因表达量和类黄酮含量均有上调趋势[２５]ꎻ苦
荞〔Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ (Ｌｉｎｎ.) Ｇａｅｒｔｎ.〕的 ＣＨＩ 基因

表达量也上调ꎬ显示苦荞的抗盐和抗旱能力增强[２６]ꎮ
甘薯在生长过程中常面临高温和干旱等逆境条

件ꎬ且其部分种植区域土壤盐碱化严重ꎬ导致甘薯产

量和质量下降ꎮ 通过改变甘薯 ＣＨＩ 基因表达模式ꎬ
调控类黄酮在甘薯中的积累ꎬ能增强甘薯抗逆性ꎬ但
关于 ＣＨＩ 基因如何调控甘薯中类黄酮物质积累从而

增强其抗逆性目前尚未有明确的研究结果ꎮ 鉴于此ꎬ
作者以甘薯转录组数据为基础ꎬ筛选出 １ 个与类黄酮

积累密切相关的 ＣＨＩ 基因ꎬ并从甘薯品种‘福菜薯 ７－
６’(‘Ｆｕｃａｉｓｈｕ ７￣６’)叶片中克隆获得该基因ꎬ采用生

物信息学、ｑＲＴ－ＰＣＲ 及亚细胞定位等方法分析该基

因的结构特征和表达特性ꎬ以期明确 ＣＨＩ 基因与甘

薯抗逆性的关系ꎬ为甘薯品种的遗传改良奠定基础ꎮ

２



第 ６ 期 饶莉萍ꎬ 等: 甘薯查尔酮异构酶基因 ＩｂＣＨＩ 的克隆和表达特性

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试的 ４ 个甘薯品种‘ＥＣ１５’、‘ＥＣ１６’、‘福菜薯

１８’(‘Ｆｕｃａｉｓｈｕ １８’)和‘福菜薯 ７－６’均种植于湖北

省农业科学院粮食作物研究所盆栽场ꎮ 于 ２０１７ 年 ７
月 ２６ 日取品种‘福菜薯 ７－６’成熟叶片约 ５ ｇꎬ液氮速

冻后置于－８０ ℃冰箱保存ꎬ用于基因克隆ꎻ于 ２０１９ 年

７ 月 １７ 日取栽植 ２０ ｄ 的甘薯品种‘ＥＣ１５’、‘ＥＣ１６’、
‘福菜薯 １８’和‘福菜薯 ７－６’的根、茎、茎尖和叶ꎬ液
氮速冻后置于 － ８０ ℃ 冰箱中保存ꎬ用于 ｑＲＴ －ＰＣＲ
分析ꎮ

取‘福菜薯 １８’的胚性愈伤组织ꎬ在含 １ ｍｇＬ－１

ＡＢＡ 的 ＭＳ 固体培养基上诱导生成试管苗ꎬ并继代至

ＭＳ 固体培养基上ꎬ在温度 ２８ ℃、光照度 ２ ０００~３ ０００
ｌｘ、光照时间 １６ ｈｄ－１的条件下培养 ４ 周ꎻ取 ３０ 株长

势基本一致的完整试管苗ꎬ用无菌水洗净残留培养

基ꎬ移至 １ / ２Ｈｏａｇｌａｎｄ 溶液中ꎬ在上述培养条件下驯

化培养 ３ ｄꎻ用含质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００ 和 ０.２
ｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ 的 １ / ２Ｈｏａｇｌａｎｄ 溶液分别处理驯化的

试管苗ꎬ以模拟干旱和盐处理ꎬ各处理 １５ 株ꎻ在处理

的 ０(对照)、１、６、１２ 和 ２４ ｈꎬ每个处理组取 ３ 株苗ꎬ用
液氮速冻并研磨成粉ꎬ置于－８０ ℃冰箱中保存ꎬ用于

ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎮ
本氏烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ) 品种

‘Ｗ３８’和根癌农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)菌株

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 由中国农业大学农学院实验室提供ꎻ
ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒、凝胶回收试剂盒、
大肠 杆 菌 ( Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ) 感 受 态 细 胞 ＤＨ５α、
ｐＭＤ１９－ Ｔ 质粒载体、 ＬＡ Ｔａｑ 聚合酶、 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００ 和 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® Ｔｉｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂

盒均购自北京全式金生物技术有限公司ꎮ ＣＦＸ９６ 荧

光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司ꎬＦＶ３０００ 激

光共聚焦显微镜购自奥林巴斯(中国)有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取和 ＩｂＣＨＩ 基因克隆　 以‘福菜薯

７－６’的叶片为试材ꎬ用通用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒

提取总 ＲＮＡꎬ用反转录试剂盒反转录成 ｃＤＮＡ 第

１ 链ꎬ－２０ ℃保存、备用ꎮ
在甘薯野生种基因组网站( ｈｔｔｐ:∥ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ.

ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.ｍｓｕ. ｅｄｕ / ｉｎｄｅｘ. ｓｈｔｍｌ)上ꎬ利用转录组测

序获得的 Ｇｅｎｅ ＩＤ 进行检索ꎬ获得 ＩｂＣＨＩ 基因的编码

区(ＣＤＳ)序列ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计该

序列的特异性引物ꎬ正向引物序列为 ５′－ＡＴＧＴＣＴＧＣ
ＧＣＣＧＣＣＧＴＧ－３′ꎬ反向引物序列为 ５′－ＣＴＡＴＴＴＧＧＡＧ
ＡＣＧＡＣＣＧＣＴＴＧＴＧ－３′ꎬ采用该引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
获得 ＩｂＣＨＩ 基因ꎮ

扩增体系总体积 ５０.０ μＬꎬ包含 ｃＤＮＡ 模板 ２.０
μＬ、２.５ ｍｏｌＬ－１ ｄＮＴＰｓ ８.０ μＬ、ＬＡ Ｔａｑ 聚合酶 ０.５
μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ２＋)５.０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１正向和反

向引物各 １.０ μＬ 以及重蒸水 ３２.５ μＬꎮ 扩增程序为:
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性３０ ｓ、５５ ℃退火 １ ｍｉｎ、
７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 扩增产物用质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电泳

分离ꎬ回收目的片段ꎻ对回收片段分别进行连接、转化

以及阳性克隆筛选ꎬ送至武汉天一辉远生物科技有限

公司进行测序ꎮ
１.２.２　 生物信息学分析　 利用 ＮＣＢＩ 网站(ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 的 ＢＬＡＳＴｘ 功能ꎬ 检索与

ＩｂＣＨＩ 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列 的 同 源 序 列ꎬ 用

ＤＮＡＭＡＮ Ｖ６.０ 软件对同源氨基酸序列进行多重比

对ꎻ用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件构建同源序列系统进化树

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １ ０００)ꎻ用 ＥｘＰＡＳｙ 程序

(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＩｂＣＨＩ 基因

编码的氨基酸序列的理论相对分子质量和理论等电

点ꎻ用 ＳＭＡＲＴ 程序 ( ｈｔｔｐ:∥ ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ － ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.
ｄｅ / )预测 ＩｂＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列的结构域ꎻ用
ＳＯＰＭＡ 程序 ( ｈｔｔｐｓ:∥ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ － ｂｉｎ /
ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)和 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ 程序(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / )预
测 ＩｂＣＨＩ 蛋白的二级和三级结构ꎻ用 ＴＭｐｒｅｄ 程序

(ｈｔｔｐｓ:∥ｅｍｂｎｅｔ. ｖｉｔａｌ － ｉｔ. ｃｈ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ.
ｈｔｍｌ)预测 ＩｂＣＨＩ 蛋白的跨膜结构ꎬ同时用 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ 程序(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / )预测 ＩｂＣＨＩ 蛋
白的 亚 细 胞 定 位ꎮ 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 程 序 ( ｈｔｔｐ: ∥
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )
分析 ＩｂＣＨＩ 基因 ５′端上游 ２ ０００ ｂｐ 启动子区的顺式

作用元件ꎬ并用 ＧＳＤＳ ２.０ 程序(ｈｔｔｐ:∥ｇｓｄｓ.ｃｂｉ.ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / )绘图ꎮ
１.２.３　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析　 用 Ｐｒｉｍｅｒ ３.０ 程序(ｈｔｔｐｓ:∥
ｐｒｉｍｅｒ３.ｕｔ.ｅｅ / )设计 ＩｂＣＨＩ 基因的荧光定量特异性引

物ꎬ正向引物 ＩｂＣＨＩ－Ｆｑ 序列为 ５′－ＧＡＡＡＡＣＴＧＣＧＴＴ
ＧＣＴＴＴＣＴＧＧＡＡＡ－３′ꎬ反向引物 ＩｂＣＨＩ－Ｒｑ 序列为 ５′－

３
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ＣＡＡＧＧＧＧＴＧＡＴＴＧＡＧＴＧＡＡＧＡＡＡＡＴ－ ３′ꎻβ －ａｃｔｉｎ 基

因为内参基因ꎬ正向引物序列为 ５′－ＡＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡ
ＧＡＴＴＡＡＧＧＴＴＧＴＡＧＣＡＣ－ ３′ꎬ反向引物序列为 ５′ －
ＴＧＧＡＡＡＡＴＴＡＧＡＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＧＴＧＡＡＣ － ３′ꎮ 参 照

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® Ｔｉｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒说明书

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ每个样品 ３ 次重复ꎮ
ｑＲＴ－ ＰＣＲ 反应体系总体积为 ２０. ０ μＬꎬ包含

ｃＤＮＡ 模板 ３. ０ μＬ、２ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ® Ｔｉｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ １０.０ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１ 正向和反向引物各

０.４ μＬ 以及 Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ６. ２ μＬꎮ 扩增程序

为:９４ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９４ ℃变性 ５ ｓ、５８ ℃退火 １５ ｓ、
７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－ΔΔ Ｃｔ法[２７] 计算

各样品中 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量ꎮ
１.２.４　 重组载体构建及亚细胞定位　 以带有 ＧＦＰ 荧

光标签的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 为亚细胞定位载体ꎬ采用双

酶切技术构建 ＩｂＣＨＩ 基因的亚细胞定位重组载体ꎮ
从克隆载体上扩增 ＩｂＣＨＩ 基因的 ＣＤＳꎬ正向引物

ＩｂＣＨＩ－Ｆ(Ｋｐｎ Ⅰ)序列为 ５′－ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＣ
ＧＣＣＧＣＣＧＴＧ－３′ꎬ反向引物 ＩｂＣＨＩ－Ｒ(Ｘｂａ Ⅰ)序列为

５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＴＧＧＡＧＡＣＧＡＣＣＧＣＴＴＧＴＧ－３′ꎬ同时

利用 Ｋｐｎ Ⅰ和 Ｘｂａ Ⅰ对 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ 载体进

行双酶切ꎬ电泳分离后回收目的片段ꎬ备用ꎮ
将载体与目的片段重组连接ꎬ并将连接产物转化

到大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α 中ꎮ 摇菌培养 ６ ~ ８ ｈ
后ꎬ吸取已转化的感受态细胞 １００ μＬꎬ均匀涂抹在含

５０ ｍｇＬ－１卡那霉素的 ＬＢ 固体培养基上ꎬ３７ ℃倒置

培养过夜ꎻ挑选单克隆ꎬ ＰＣＲ 验证后测序ꎮ 利用

ＤＮＡＭＡＮ Ｖ６.０ 软件进行序列分析ꎬ保存测序正确的

菌液ꎻ提取 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ－ＩｂＣＨＩ 重组质粒ꎬ冻
融法转化根癌农杆菌ꎬＰＣＲ 筛选阳性菌液ꎮ

采用根癌农杆菌介导的烟草瞬时表达系统进行

亚细胞定位ꎮ 在 ８~９ 枚叶期(未萌生花芽)的本氏烟

草植株上选取生长良好的叶片ꎬ将携带表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ － ＩｂＣＨＩ 的根癌农杆菌菌液注射

至叶片中ꎬ置于温度 ２８ ℃、光照度 ２ ０００~３ ０００ ｌｘ、光
照时间 １６ ｈｄ－１的条件下培养 ３６ ｈꎮ 将侵染后的本

氏烟草叶片置于激光共聚焦显微镜下观察 ＧＦＰ 表达

情况ꎮ
１.３　 数据处理和分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０２０ 和 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计分析软件进

行数据统计和图表制作ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＩｂＣＨＩ 基因的克隆和生物信息学分析

２.１.１　 ＩｂＣＨＩ 基因克隆分析　 以‘福菜薯 ７－６’ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到 １ 条全长 ７３２ ｂｐ 的目的

片段(图 １)ꎬ片段长度与预期结果一致ꎬ命名为 ＩｂＣＨＩ
基因ꎬ编码 ＩｂＣＨＩ 蛋白ꎮ ＩｂＣＨＩ 基因序列的 ＧＣ 含量

为 ５５.１９％ꎬ共编码 ２４３ 个氨基酸ꎻ在其氨基酸序列的

第 １２ 至第 ２１４ 位包含 １ 个 Ｃｈａｌｃｏｎｅ 结构域(图 ２)ꎬ
说明 ＩｂＣＨＩ 蛋白属于 Ｃｈａｌｃｏｎｅ 超级家族ꎮ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＩｂＣＨＩ 基因 ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ.

图 １　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因的 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

氨基酸位置　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

图 ２　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因编码的氨基酸序列的结构域预测结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ
ｂｙ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

２.１.２　 氨基酸序列的多重比对和同源性分析　 多重

比对结果(图 ３)显示:ＩｂＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 中一些植物 ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列

相似性存在差异ꎬ其中ꎬＩｂＣＨＩ 基因编码的氨基酸序

列与同属种类圆叶牵牛( Ｉｐｏｍｏｅａ ｐｕｒｐｕｒｅａ Ｌａｍ.)和牵

牛〔 Ｉ. ｎｉｌ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｏｔｈ〕ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列

相似性较高ꎬ均在 ９０％以上ꎻ而与其他科种类ꎬ如灯

４
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: 同源性 １００％ Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ １００％ꎻ : 同源性大于或等于 ７５％ Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ７５％ꎻ : 同源性大于或等于 ５０％ Ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ５０％ꎻ : 同源性大于或等于 ３３％ Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ ３３％.

Ｉｂ: 甘薯 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.ꎻ Ｉｐ: 圆叶牵牛 Ｉ. ｐｕｒｐｕｒｅａ Ｌａｍ.ꎻ Ｉｎ: 牵牛 Ｉ. ｎｉｌ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｏｔｈꎻ Ｃａ: 灯笼椒 Ｃａｐｓｉｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｎｓ: 蓝果树
Ｎｙｓｓａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｏｌｉｖ.ꎻ Ａｇ: 芹菜 Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｏｅ: 油橄榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｆ: 川黔千金榆 Ｃａｒｐｉｎｕｓ ｆａｎｇｉａｎａ Ｈｕꎻ Ｏｆ: 木犀 Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ
ｆｒａｇｒａｎｓ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｏｕｒ.

图 ３　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因与其他植物 ＣＨＩ基因编码的氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ. ａｎｄ

ＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

笼椒(Ｃａｐｓｉｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ.)、蓝果树(Ｎｙｓｓａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｏｌｉｖ.)、芹菜 ( Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.)、油橄榄 (Ｏｌｅａ
ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.)、川黔千金榆(Ｃａｒｐｉｎｕｓ ｆａｎｇｉａｎａ Ｈｕ)
和木犀〔Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｏｕｒ.〕等 ＣＨＩ
基因编码的氨基酸序列相似性均在 ７０％以下ꎮ

利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件对 ＩｂＣＨＩ 基因与其他植物

(上述 ８ 个同源性较高的植物)的 ＣＨＩ 基因编码的氨

基酸序列进行系统进化分析ꎬ结果(图 ４)显示:ＩｂＣＨＩ
基因与同属种类圆叶牵牛和牵牛 ＣＨＩ 基因编码的氨

基酸序列聚为一支ꎬ同源性较高ꎻ与其他植物 ＣＨＩ 基
因编码的氨基酸序列明显分离ꎬ亲缘关系较远ꎮ 总体

上看ꎬ不同植物种类的 ＣＨＩ 蛋白表现出明显的种属

特性ꎬ同科同属植物的亲缘关系更近ꎮ
２.１.３　 ＩｂＣＨＩ 蛋白的结构和理化性质 　 对 ＩｂＣＨＩ 基

因编码的氨基酸序列进行结构预测和理化性质分析ꎬ
结果表明:ＩｂＣＨＩ 蛋白分子式为 Ｃ１１５６Ｈ１８３１Ｎ２９１Ｏ３５１ Ｓ７ꎬ

理论相对分子质量为 ２５ ６４６. ４１ꎬ理论等电点为

ｐＩ ５.２５ꎻ其氨基酸序列包含 ２４ 个带正电荷的氨基酸

残基〔精氨酸(Ａｒｇ)和赖氨酸(Ｌｙｓ)〕和 ２７ 个带负电

荷的氨基酸残基〔天冬氨酸(Ａｓｐ)和谷氨酸(Ｇｌｕ)〕ꎮ
氨基酸序列组成中ꎬ丙氨酸(Ａｌａ)、丝氨酸(Ｓｅｒ)、缬氨

酸( Ｖａｌ) 和甘氨酸 ( Ｇｌｙ) 所占比例较高ꎬ 分别为

１０.３％、９.９％、９.５％和 ９.１％ꎻ半胱氨酸(Ｃｙｓ)所占比例

最低ꎬ仅为 １.２％ꎮ ＩｂＣＨＩ 蛋白的不稳定指数和总亲

水性平均系数分别为 ３８.４９ 和 ０.０７４ꎬ表明 ＩｂＣＨＩ 蛋

白是一种稳定的亲水性蛋白质ꎮ
蛋白质二级结构(图 ５)和三级结构(图 ６)预测

结果显示:ＩｂＣＨＩ 蛋白含有 ３９.５１％的 α 螺旋、３１.６９％
的随机卷曲、２０.１６％的延伸链和 ８.６４％的 β 转角ꎬ他
们间次分散在整个蛋白质序列中ꎮ 在该蛋白质的三

级结构中ꎬ４８％的氨基酸残基结构置信度达到 ８８％ꎮ
亚细胞定位和跨膜结构域的预测结果显示:

５
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ＩｂＣＨＩ 蛋白最可能位于细胞质中ꎬ其次是细胞外、细
胞核、细胞骨架和高尔基体ꎬ且存在 １ 个跨膜螺旋区ꎮ
表明 ＩｂＣＨＩ 蛋白可以进行跨膜运输ꎬ从而在细胞核以

及细胞核以外的区域表达ꎮ
２.１.４　 ＩｂＣＨＩ 基因启动子区功能分析　 对 ＩｂＣＨＩ 基因

５′端上游 ２ ０００ ｂｐ 启动子序列进行分析ꎬ结果(表 １
和图 ７)表明:ＩｂＣＨＩ 基因启动子序列包含典型的真核

生物启动子基本元件 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘꎬ以及

胁迫响应元件 ＭＹＢ、ＳＴＲＥ、Ｗ ｂｏｘ、ＭＹＣ 和 ＥＲＥꎬ茉莉

酸甲酯响应元件 ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ 和 ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆꎬ光响

应元件 Ｇ－ｂｏｘ、ＡＴ－ｒｉｃｈ ｅｌｅｍｅｎｔ、Ｂｏｘ ４、ＧＧＡ－ｍｏｔｉｆ、Ｉ－
ｂｏｘ、ＬＡＭＰ－ｅｌｅｍｅｎｔ、ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ 和 ＬＴＲꎬ昼夜节律调

控元件 ｃｉｒｃａｄｉａｎꎬ组织特异性表达元件 ＣＡＴ－ｂｏｘ 和

ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆꎬ激素响应元件 ＡＢＲＥ 和 Ｐ －ｂｏｘꎬ植物防

御响应元件 ａｓ － １ꎬ蛋白质代谢调节元件 Ｏ２ － ｓｉｔｅꎬ
ＭＹＢＨｖ１ 结合位点 ＣＣＡＡＴ－ｂｏｘ 和厌氧诱导元件中的

Ｉｂ: 甘薯 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.ꎻ Ｉｐ: 圆叶牵牛 Ｉ. ｐｕｒｐｕｒｅａ Ｌａｍ.ꎻ
Ｉｎ: 牵牛 Ｉ. ｎｉｌ (Ｌｉｎｎ.) Ｒｏｔｈꎻ Ｃａ: 灯笼椒 Ｃａｐｓｉｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｎｓ:
蓝果树 Ｎｙｓｓａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｏｌｉｖ.ꎻ Ａｇ: 芹菜 Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｏｅ: 油橄
榄 Ｏｌｅａ ｅｕｒｏｐａｅａ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｆ: 川黔千金榆 Ｃａｒｐｉｎｕｓ ｆａｎｇｉａｎａ Ｈｕꎻ Ｏｆ: 木
犀 Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｏｕｒ.

图 ４　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因与其他植物 ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列的系
统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＩｂＣＨＩ
ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ ( Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ. ａｎｄ ＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ
ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

氨基酸位置　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

: α 螺旋 α￣ｈｅｌｉｘꎻ : 延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ : β 转角 β￣ｔｕｒｎꎻ : 随机卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ５　 甘薯 ＩｂＣＨＩ蛋白的二级结构预测结果
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

图 ６　 甘薯 ＩｂＣＨＩ蛋白的三级结构预测结果
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ
Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

类增强因子 ＡＲＥ 等 ２６ 种顺式作用元件ꎮ
２.２　 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量分析

２.２.１　 ＩｂＣＨＩ 基因表达的组织特异性 　 供试的 ４ 个

甘薯品种试管苗的根、茎、茎尖和叶中 ＩｂＣＨＩ 基因的

相对表达量见表 ２ꎮ 结果显示:ＩｂＣＨＩ 基因在各品种

的根、茎、茎尖和叶中均有表达ꎬ但相对表达量存在明

显差异ꎬＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量在‘福菜薯 ７－６’的
茎中最高、在‘ＥＣ１５’的茎尖中最低ꎮ 在‘ＥＣ１５’根、
茎、茎尖和叶中ꎬＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量无显著差

异ꎻ在‘ＥＣ１６’中ꎬＩｂＣＨＩ 基因在茎和茎尖中的相对表

达量显著(Ｐ<０.０５)高于根和叶ꎻ在‘福菜薯 １８’中ꎬ
ＩｂＣＨＩ 基因在根中的相对表达量显著高于茎、茎尖和

叶ꎻ在‘福菜薯 ７－６’中ꎬＩｂＣＨＩ 基因在茎中的相对表

达量显著高于根和茎尖ꎬＩｂＣＨＩ 基因在叶中的相对表

达量与其他器官无显著差异ꎮ 不同品种间ꎬＩｂＣＨＩ 基
因在‘福菜薯 １８’根中的相对表达量显著高于其他

３ 个品种ꎻＩｂＣＨＩ 基因在‘福菜薯 ７－６’茎和叶中的相

对表达量显著高于其他 ３ 个品种ꎻＩｂＣＨＩ 基因在各品

种茎尖中的相对表达量存在显著差异ꎬ以在‘ＥＣ１６’
茎尖中最高ꎮ 说明 ＩｂＣＨＩ 基因在催化类黄酮合成过

程中具有组织和品种的特异性ꎮ

６
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表 １　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因启动子区的调控元件预测结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

编号
Ｎｏ.

元件
Ｅｌｅｍｅｎｔ

核心序列
Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

数量
Ｎｕｍｂｅｒ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ ＴＡＴＡ－ｂｏｘ ＴＡＴＡ ７７ 核心启动子元件 Ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔ
２ ＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＴ ４３ 启动子基本顺式作用元件 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｏｍｍｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ
３ ＭＹＣ ＣＡＴＧＴＧ ４ 低温响应元件 Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
４ ＬＴＲ ＣＣＧＡＡＡ １ 低温响应元件 Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
５ ＥＲＥ ＡＴＴＴＴＡＡＡ ２ 干旱诱导元件 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
６ ＡＲＥ ＡＡＡＣＣＡ １ 厌氧诱导元件 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
７ ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ ＴＣＴＴＡＣ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
８ ＬＡＭＰ－ｅｌｅｍｅｎｔ ＣＴＴＴＡＴＣＡ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
９ ＡＴ－ｒｉｃｈ ｅｌｅｍｅｎｔ ＡＴＡＧＡＡＡＴＣＡＡ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

１０ Ｉ－ｂｏｘ ＡＴＧＡＴＡＡＧＧＴＣ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１１ ＧＧＡ－ｍｏｔｉｆ ＧＧＡＧＡＣＧＣＴＴＴＧＴ １ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１２ Ｇ－ｂｏｘ ＣＡＧＡＣＧＴＧＧＣＡ ３ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１３ Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ ７ 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１４ Ｗ ｂｏｘ ＴＴＧＡＣＣ ６ 胁迫响应元件 Ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１５ ＳＴＲＥ ＡＧＧＧＧ ２ 胁迫响应元件 Ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１６ ＭＹＢ ＣＡＡＣＣＡ ２ 胁迫响应元件 Ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１７ ＡＢＲＥ ＡＣＧＴＧ ４ 脱落酸响应元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１８ ａｓ－１ ＴＧＡＣＧ ２ 植物防御响应元件 Ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
１９ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ＣＡＡＡＧＡＴＡＴＣ １ 昼夜节律调控元件 Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｌｅｍｅｎｔ
２０ ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＣＧ ２ 茉莉酸甲酯响应元件 ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
２１ ＣＧＴＣＡ－ｍｏｔｉｆ ＣＧＴＣＡ ２ 茉莉酸甲酯响应元件 ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
２２ Ｏ２－ｓｉｔｅ ＧＡＴＧＡＴＧＴＧＧ ２ 玉米醇溶蛋白代谢调节元件 Ｚｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
２３ ＣＣＡＡＴ－ｂｏｘ ＣＡＡＣＧＧ １ ＭＹＢＨｖ１ 结合位点 ＭＹＢＨｖ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ
２４ Ｐ－ｂｏｘ ＣＣＴＴＴＴＧ １ 赤霉素响应元件 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
２５ ＣＡＴ－ｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ １ 分生组织表达元件 Ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
２６ ＧＣＮ４－ｍｏｔｉｆ ＴＧＡＧＴＣＡ １ 胚乳表达元件 Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ

位置　 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

: 低温响应元件 Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 干旱诱导元件 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 厌氧诱导元件 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 光响应元件 Ｌｉｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 胁迫响应元件 Ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 脱落酸响应元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 植物防御响应元件 Ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 昼夜节律调控元件 Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 茉莉酸甲酯响应元件
ＭｅＪＡ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 玉米醇溶蛋白代谢调节元件 Ｚｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : ＭＹＢＨｖ１ 结合位点 ＭＹＢＨｖ１ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎻ : 赤
霉素响应元件 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 分生组织表达元件 Ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ : 胚乳表达元件 Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ.

图 ７　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因启动子区调控元件的分布顺序
Ｆｉｇ. ７　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ.

表 ２　 不同甘薯品种各器官中 ＩｂＣＨＩ基因的相对表达量比较(Ｘ±ＳＤ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｏｒｇａｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ. (Ｘ±ＳＤ)

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

不同器官中 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量１) 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ１)

根 Ｒｏｏｔ 茎 Ｓｔｅｍ 茎尖 Ｓｔｅｍ ｔｉｐ 叶 Ｌｅａｆ

ＥＣ１５ ０.２９９±０.１５５Ｂａ ０.１７９±０.１０１Ｂａ ０.０７８±０.０４０Ｄａ ０.２５３±０.０６６Ｂａ
ＥＣ１６ ０.３８５±０.１６１Ｂｂ ２.０６９±０.３９５Ｂａ １.９３０±０.１３０Ａａ ０.３７３±０.１２６Ｂｂ
福菜薯 １８ Ｆｕｃａｉｓｈｕ １８ １.０００±０.０００Ａａ ０.５０７±０.０６１Ｂｂ ０.５７５±０.０８９Ｃｂ ０.２６１±０.０７６Ｂｃ
福菜薯 ７－６ Ｆｕｃａｉｓｈｕ ７￣６ ０.３５６±０.０８６Ｂｂ １１.５９４±５.５２４Ａａ １.０８７±０.２０１Ｂｂ ５.１２８±２.３８１Ａａｂ

　 １)同行中不同的小写字母表示同一品种不同器官间差异显著(Ｐ< ０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ< ０.０５)
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｕｌｔｉｖａｒ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓꎻ 同列中不同的大写字母表示同一器官不同品种间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒｇａｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ.

７
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２.２.２　 干旱和盐胁迫对 ＩｂＣＨＩ 基因相对表达量的影

响　 采用质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００ 和０.２ ｍｏｌＬ－１

ＮａＣｌ 分别模拟干旱和盐胁迫条件对‘福菜薯 １８’进

行 ０~２４ ｈ 处理ꎬＩｂＣＨＩ 基因相对表达量的变化见图

８ꎮ 结果表明:在干旱和盐胁迫条件下ꎬＩｂＣＨＩ 基因的

相对表达量随处理时间的延长均呈先下降后上升的

趋势(图 ８－ＡꎬＢ)ꎮ 在干旱胁迫条件下ꎬ处理 １、６ 和

１２ ｈ 后 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量呈上升趋势ꎬ但较对

照(处理 ０ ｈ)显著降低ꎻ处理 ２４ ｈ 后 ＩｂＣＨＩ 基因的相

对表达量则显著升高ꎮ 在盐胁迫条件下ꎬ处理 １、６ 和

１２ ｈ 后 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量较对照有所降低ꎬ但
无显著差异ꎻ处理 ２４ ｈ 后 ＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量则

显著升高ꎮ 推测在干旱和盐胁迫 ２４ ｈ 后ꎬ甘薯体内

的 ＩｂＣＨＩ 基因应激表达以参与对逆境胁迫的抵御

过程ꎮ
２.３　 ＩｂＣＨＩ 基因的亚细胞定位

用 ＩｂＣＨＩ 基因瞬时表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ －
ＧＦＰ－ＩｂＣＨＩ 和空载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ(对照)分

别转化本氏烟草表皮细胞ꎬ并借助绿色荧光蛋白信号

确定目标蛋白质在细胞内的分布ꎮ 结果(图 ９)显示:

不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

Ａ: 干旱处理(质量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)Ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ｍａｓｓ ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ３０％ ＰＥＧ６０００)ꎻ Ｂ: 盐处理(０.２ ｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ)Ｓａｌｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
(０.２ ｍｏｌＬ－１ＮａＣｌ) .

图 ８　 干旱和盐胁迫条件下甘薯 ＩｂＣＨＩ基因相对表达量的变化
Ｆｉｇ. ８　 Ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ. ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

Ａ: 转化空载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ 的表皮细胞(对照) Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ ( ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ Ｂ: 转化
ＩｂＣＨＩ 基因瞬时表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ － ＧＦＰ － ＩｂＣＨＩ 的表皮细胞 Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ
ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣ＧＦＰ￣ＩｂＣＨＩ. １: 绿色荧光视野 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｆｉｅｌｄꎻ ２: 明视野 Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄꎻ ３: 重合视野 Ｍｅｒｇｅｄ ｆｉｅｌｄ.

图 ９　 甘薯 ＩｂＣＨＩ基因在本氏烟草表皮细胞中的亚细胞定位结果
Ｆｉｇ. ９　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｌａｍ. ｉｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ

８



第 ６ 期 饶莉萍ꎬ 等: 甘薯查尔酮异构酶基因 ＩｂＣＨＩ 的克隆和表达特性

在转 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００－ＧＦＰ －ＩｂＣＨＩ 载体的本氏烟草细

胞内ꎬ绿色荧光信号在细胞膜和细胞核中明显ꎬ这一

结果部分印证了 ＩｂＣＨＩ 蛋白的亚细胞定位预测结果ꎮ

３　 讨论和结论

查尔酮异构酶(ＣＨＩ)能够催化底物查尔酮或 ６′－
脱氧查尔酮分子内环化反应ꎬ广泛存在于植物的根、
茎、叶和种子中[２８－３２]ꎮ 在甘薯品种‘福菜薯 ７－６’中
克隆获得的 ＩｂＣＨＩ 基因全长 ７３２ ｂｐꎬ编码 ２４３ 个氨基

酸ꎬ其氨基酸序列的第 １２ 至第 ２１４ 位氨基酸间包含

１ 个Ｃｈａｌｃｏｎｅ 结构域ꎬ与同属种类圆叶牵牛和牵牛

ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列相似度达到 ９０％以上ꎬ且
在基于 ＣＨＩ 基因编码的氨基酸序列构建的系统进化

树中也与同属种类聚在一起ꎬ表明在进化过程中 ＣＨＩ
蛋白的氨基酸序列具有保守性ꎮ 在 ＩｂＣＨＩ 蛋白的二

级结构中ꎬα 螺旋、延伸链、随机卷曲和 β 转角所占比

例分别为 ３９.５１％、２０.１６％、３１.６９％和 ８.６４％ꎬ这与吴

彦庆等[３３] 对芍药(Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ.) ＣＨＩ 蛋白

二级结构的预测结果类似ꎬ表明不同物种来源的 ＣＨＩ
蛋白在二级结构上可能具有一定的保守性ꎮ

上述研究结果显示:ＩｂＣＨＩ 基因在不同品种甘薯

的根、茎、茎尖、叶中均可表达ꎬ但相对表达量存在明

显差异ꎬ说明 ＩｂＣＨＩ 基因的表达具有组织特异性ꎬ这
可能与甘薯不同部位类黄酮的积累和分布差异有

关[３４]ꎻＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量在甘薯不同品种间也

存在差异ꎬ与甘薯各品种的基因型不同有关ꎬ导致

ＩｂＣＨＩ 基因的表达具有品种间的差异性ꎮ 在干旱(质
量体积分数 ３０％ＰＥＧ６０００)和盐(０.２ ｍｏｌＬ－１ ＮａＣｌ)
条件下处理 ０~２４ ｈꎬＩｂＣＨＩ 基因的相对表达量总体上

明显升高ꎬ说明该基因的表达与甘薯对非生物胁迫抗

性的调控相关ꎮ 在 ＩｂＣＨＩ 基因启动子区的调控元件

中包含多个逆境响应元件ꎬ这也佐证了该基因参与了

对逆境胁迫的抵御过程ꎮ
植物的类黄酮代谢是一个复杂的生理过程ꎬ受到

多种酶的综合调控ꎮ 高等植物抵抗逆境的过程非常

复杂ꎬ本研究仅对甘薯品种‘福菜薯 ７－６’ ＩｂＣＨＩ 基因

进行了克隆和生物信息学分析ꎬ但 ＩｂＣＨＩ 基因对甘薯

体内类黄酮代谢的作用机制尚待进一步研究ꎬ有关甘

薯 ＩｂＣＨＩ 基因表达与其抗逆性的关系还需从生理生

化等方面进行深入研究ꎮ
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