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摘要: 根据报道的查尔酮合成酶基因的保守序列, 设计了特异简并引物,以东方百合 Sor bonne盛

开的花瓣总 RNA 为模板,逆转录合成 cDNA 第一链, 用特异引物对此双链 cDNA 进行 PCR扩增,

将扩增后的基因片段回收克隆后,送至上海博亚生物公司测序, 目的序列长 873 bp,与已发表的百

合中CH S基因的同源性达到 91% ,说明克隆的片段属于查尔酮合成酶基因, GenBank上登陆号为

DQ471950。
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Cloning and Sequencing of Chalcone Synthase Gene cDNA inL ilium
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Abstract: T he specific pr imer s synthesized accor ding to conserved reg ions o f reported CH S gene

w ere used to acquire CH S cDNA by RT PCR. A fragment o f about 870 bp w as obtained and the

sequencing results show ed that: the f ragment length w as 873 bp and its sequence w as over 91%

homolo gy to o ther r eported CH S. T he Genbank accession number w as DQ 471950.
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植物花中的主要色素是类黄酮,第一个类黄酮

分子是由查尔酮合成酶( chalcone sythase, CHS)催

化一分子 4 香豆酰 COA 与三分子丙二酸单酰辅酶

A缩合形成查尔酮分子的形式 [ 1]形成的。查尔酮分

子异构化和功能基团的进一步取代都能导致黄酮、

异黄酮和花色素苷的合成。这些化合物为自然界提

供了颜色,并且参与了多种生理过程,包括防紫外线

辐射、抗病、生长素运输、花粉的育性等[ 2] ,且在花中

特异性表达[ 3] 。CHS 表达量的增加或减少都可能

导致植物花色的变异 [ 4] , CHS 目前已成为植物基因

工程研究中的热点。

关于通过抑制CH S基因的表达量来改变矮牵

牛花色的研究比较深入,但在百合中报道很少。长

期以来百合的品种改良一直依赖于传统的遗传育种

方法,随着生物技术的不断发展,分子育种已成为传

统育种的重要补充。RNA 干扰技术目前是转基因

育种的研究热点, 本研究根据百合CH S基因的保守

区设计特异引物, 对CH S进行克隆并测序, 进一步

克隆该基因的启动子, 用以构建 RNAi植物表达载

体,将其转入百合中进行品种改良, 并进一步探讨

CH S在百合中的功能。

1 材料和方法

1. 1 菌种及试验材料

东方百合索邦( L il ium hybr id Sor bonne)组培

苗和大肠杆菌( Escher ichia col i ) DH5 由农业部西

北园艺种质资源与遗传改良重点开放实验室提供。

1. 2 主要试剂

有关的限制性内切酶、DL2000 M ar ker, 购自大

连宝生物技术工程有限公司, 克隆载体 Pgem T
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easy购于 promega 公司, LA T aq酶购自 MBI, am

picillin( Amp) , X gal/ IPT G 为 Sigma 公司产品, 引

物由上海生物工程有限公司合成。

1. 3 RNA 的提取

参照郝福玲等[ 5] 的方法提取和纯化百合总

RNA。

1. 4 合成 cDNA 第一链

反转录锚定引物为 Oligo( dt ) 16, 反转录反应体

系为: 总 RNA 1. 0 g, Olig o ( dt ) 16 6. 3 mol/ L ,

dNT Ps 2. 0 L ( 2. 5mmol/ L ) , RNasin 20U , 5

Buffer 4 L , M MLV 200U , DEPC H 2 O 补齐至体

积20 L。充分混匀后, 65 水浴变性 5min, 迅速置

冰上冷却 5min;在反应液中加入 5 Buffer 4 L 轻

轻混匀后 37 水浴 2min; 在反应液中再加入需要

体积的 M MLV, 混匀, 37 水浴 50min; 70 水浴

15min灭活反转录酶,终止反应; - 20 保存备用。

1. 5 用简并引物扩增目的 cDN A片段

根据 GenBank上登陆的百合查尔酮合成酶基

因的保守序列, 利用 Primer 5. 0结合人工方法设计

3条简并引物, 序列如下: P1: 5 - 3 GCAT CA CY

MASAGYGAGCATCT C; P2: 5 - 3 CGT ACTC

GCT CAGCACATGCC 反应体系为 25 L, cDNA

模板2. 0 L , 2 条引物各为 1. 0 L, dNT Ps 4. 0 L

( 2. 5mmol/ L ) , Taq酶 0. 5 L( 3 U / L) , 10 Buf fer

2. 5 L, ddH 2O 14. 0 L 补齐至 25 L。在混好的样

品中加入 10 L 石蜡油,反应程序如下: 94 预变性

10min; 然后 94 变性 1min, 50 退火 1min, 72

延伸 1min, 35个循环; 72 延伸 10m in, 4 保存。

1. 6 基因克隆

扩增产物电泳检测后用琼脂糖凝胶回收试剂盒

回收目的条带, 将回收产物与克隆载体 pGEM T

easy连接, 转化大肠杆菌 DH5 ,用蓝白斑筛选重组

子,挑取阳性克隆的单菌落 37 培养 12 h, 然后提

取质粒,用EcoR 酶切消化后电泳检测。

2 结果与分析

2. 1 PCR扩增及克隆

为获得CH S基因的 cDN A序列, 根据 GenBank

上发表的百合查尔酮合成酶基因的保守序列设计简

并引物,通过 RT PCR扩增,获得了目的片段, 大小

约为 900bp(图 1) , 与克隆载体连接后, 并经大肠杆

菌进行克隆后酶切(图 2) , 将阳性克隆的菌液送至

上海博亚生物公司进行测序。

2. 2 序列分析

测序结果表明, 所得到的 cDNA 片段长 873 bp,

命名为chs 1。经 BLAST 分析, 与 GenBank 上报道

的其他百合 CHS 的同源性达到 90%以上, 与玉米

等其他科植物的 CHS核苷酸序列同源性达到 75%

以上(表 1)。初步说明chs 1 是查尔酮合成酶基因,

将该序列提交 GenBank, 序列号为 DQ471950。

表 1 chs 1 cDNA 序列与已报道植物 CHS基因的

同源性比对

材料 GenBank序列号 同源性/ %

百合L il ium spe ciosumAcapulco AF169798 93

玉米Zea mays NM001148774 80

花烛A uth urium DQ421809 78

芥蓝B rassi ca EF408921 77

小南芥A r abi s AF112807 74

3 讨论

查尔酮合成酶广泛存在于多种植物中, 它在植

物的抗菌机制、抗胁迫、细胞的发育和分化、花色素

的积累和外源基因的表达等过程中起着重要的作

用
[ 6 ]
。目前为止,在 GenBank 注册的与CH S有关的
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核酸序列已经有 4000多条, 涉及的主要有豆科的

大豆、苜蓿、碗豆, 十字花科的拟南芥, 禾本科的水

稻、玉米, 葡萄科的葡萄, 碧冬茄属的矮牵牛等,

CH S在模式植物拟南芥和矮牵牛中研究的比较透

彻。矮牵牛的CH S基因家族有 12 个成员, 试验证

明其中只有 2个成员( CH S A和CH SJ )能够在花中

表达,尤其是在花瓣和花药中表达[ 6 7] 。前人研究表

明[ 8 11] ,当CH S有多拷贝导入植物体内时, 植株的内

源CH S则局部或全部不能表达,从而形成白色花或

图案变化十分丰富的彩瓣花。邵莉等
[ 12]
把CH S植

物正义表达载体转化矮牵牛后, 转基因植物的花色

不但发生了明显的变异, 其育性也受到了影响,不能

产生正常花粉粒,成为雄性不育植株。近年来,双链

RNA 干扰技术( dsRNA)的发展为基因功能研究提

供了更为有效的手段, RNA i效率高、特异性强, 可

使 90%以上转化植株的目的基因沉默 [ 13]。因此,将

百合CH S的 RNA干扰载体通过农杆菌介导法转入

百合,则有可能得到花色改良且雄性不育的转基因

百合新品种。本试验以东方百合索邦的花瓣 cDNA

为模板,以人工合成的寡核苷酸引物克隆到CH S的

cDNA 序列, 完成转基因上游工作的一部分, 并为

CH S启动子的克隆提供前提条件。
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