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摘  要：查尔酮合成酶（chalcone synthase, CHS）是植物类黄酮化合物合成途径的第一个关键酶。前期在龙眼（Dimocarpus 

longan Lour.）中鉴定了与花色素苷合成密切相关的 DlCHS9，发现与红皮龙眼相比，其在石硖龙眼果皮中的表达水平

较低。为了进一步探究 DlCHS9 的生物学功能，本研究分别克隆石硖龙眼 DlCHS9-SX 和红皮龙眼 DlCHS9-HP 基因，氨

基酸序列比对分析发现，二者仅在第 328 位氨基酸位点有差异，但该位点并不是关键酶活性位点。进一步构建植物表

达载体，并采用农杆菌介导的叶盘法将 DlCHS9-SX 转入烟草。结果表明，转基因烟草花瓣更红，花色素苷含量更高，

说明 DlCHS9-SX 超表达能促进烟草花瓣花色素苷的积累。分析 DlCHS9 的启动子序列表明，相似度为 96.2%，与

DlCHS9-HP 的启动子相比，DlCHS9-SX 的启动子有 32 个 SNP、14 个碱基插入和 12 个碱基删除，多 1 个脱落酸响应元

件（ABRE），少 1 个光反应元件（Box4）、1 个低温响应元件（LTR）和 1 个 MYC 转录因子结合元件。综上所述，DlCHS9-SX

是石硖龙眼花色素苷合成的关键结构基因之一，而其启动子序列与红皮龙眼差异较大，可能是其在石硖果皮中表达较

低的重要原因之一。 
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Abstract: Chalcone synthase is a crucial enzyme in the initial stage of the flavonoid biosynthetic pathway. To explore 
the biological functions of our previously identified chalcone synthase coding gene DlCHS9 from longan, which is as-

sociated with anthocyanin accumulation, DlCHS9-SX and DlCHS9-HP from Shixia and Hongpi longan, were cloned 
respectively. Amino acid sequences of DlCHS9-SX and DlCHS9-HP were compared and found to differ only at position 

328, which was not a key active site. Subsequently, an expression vector was created, and the Agrobacterium-mediated 
leaf disc method was used to introduce DlCHS9-SX into wild tobacco. The anthocyanin content in the petals of 

transgenic tobacco was notably higher than that in the wild type, suggesting that the DlCHS9-SX gene enhances an-
thocyanin accumulation in tobacco petals. The promoter sequences of the two DlCHS9 genes revealed a similarity of 

96.2%. Compared to the promoter of DlCHS9-HP, the promoter of DlCHS9-SX had 32 SNPs, 14 base insertions, and 
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12 base deletions. Specifically, the DlCHS9-SX promoter contained an additional abscisic acid responsive element 

(ABRE), one fewer light-responsive element (Box4), one less low temperature-responsive element (LTR), and one 
less MYC transcription factor binding site. In conclusion, DlCHS9-SX plays a pivotal role as a structural gene in 

longan anthocyanin biosynthesis. The differences in the DlCHS9 promoter in Shixia longan may contribute to its 
lower expression level. 

Keywords: Dimocarpus longan Lour; DlCHS9; tobacco; anthocyanin 
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果实颜色是决定果实品质和影响商品价值的

重要因素之一。丰富多样的果实颜色深受消费者

的喜爱，也是育种者的重要育种目标。花色素苷

是果实重要的呈色黄酮类物质。花色素苷生物合

成途径是植物类黄酮代谢途径的一个分支，是通

过多个基因参与的苯丙氨酸途径。查尔酮合成酶

基因（chalcone synthase, CHS）是该途径核心阶

段的第一个关键结构基因，属于花色素苷生物合

成的早期合成基因[1]。在许多物种如萝卜[2]、鸳鸯

茉莉[3]、小苍兰[4]等研究均表明 CHS 的表达水平

与不同组织花色素苷的积累量密切相关。花色素

苷生物合成的结构基因受到 MYB、bHLH 和

WD40 这 3 类转录因子的调控[5]。研究表明，光

在 MYB 转录因子对 CHS 基因调控的过程可能发

挥了重要作用[6]。 

龙眼（Dimocarpus longan Lour）是无患子科

龙眼属植物，是中国南方地区重要的经济果树作

物。我国主栽的龙眼品种果皮通常呈现黄褐色或

者黄灰色，色泽单一，限制了果实生物学特征的

多样性和市场潜力。而在东南亚地区有一个果皮

呈红色的红皮龙眼野生品种，它的发现增加了龙

眼果实颜色类型并为龙眼新品种培育提供了候选

材料[7]。YI 等[8]研究表明红皮龙眼果皮的红色主

要因为花色素苷的积累。本研究前期发现龙眼基

因组中 DlCHS 有 8 个成员，其中 DlCHS9 的表达

水平与红皮龙眼和石硖龙眼各组织的花色素苷含

量呈正相关，且 DlCHS9 在红皮龙眼果皮中的表

达水平明显高于石硖龙眼果皮，因此 DlCHS9 是

龙眼花色素苷的生物合成的关键基因[9]。为了进

一步探究龙眼 DlCHS9 的生物学功能，本研究以

石硖龙眼（SX）和红皮龙眼（HP）为材料，分析

DlCHS9 氨基酸序列差异，进一步转化烟草分析

DlCHS9-SX 功能，并比较二者的启动子序列。本

研究为探明普通龙眼果皮不积累花色素苷的分子

机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

石硖龙眼、红皮龙眼叶片样品采自重庆市涪

陵区长江师范学院校内龙眼基地。样品采集后使

用液氮迅速冷冻，并置于–80 ℃冰箱保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA、RNA 提取及反转录合成 cDNA  利

用 CTAB 法提取石硖龙眼、红皮龙眼和转基因烟

草植株叶片 DNA。使用 Magen 公司的 Hipure Plant 

RNA Mini Kit 试剂盒分别提取石硖龙眼叶片、红

皮龙眼叶片、烟草 W38 的 RNA。采用 TaKaRa

的 SuperScipt OneStep RT-PCR System试剂盒进行

RNA 反转录合成第 1 条链 cDNA。 

1.2.2  DlCHS9 基因克隆、超表达载体的构建及

其启动子的克隆  根据前期获得的转录组序列，

设计特异引物 DlCHS9-F 和 DlCHS9-R（表 1），

分别以石硖龙眼叶片的 cDNA 和泰国红皮龙眼

叶片的 cDNA 为模板进行特异 PCR 扩增，然后

将得到的片段通过 Gibson 组装的方法分别重组

到 EcoRⅠ和 XhoⅠ线性化的 pSAK277 载体上，

将 连 接 产 物 分 别 转 化 大 肠 杆 菌 感 受 态 细 胞

DH5α，经菌落 PCR 初筛，将阳性质粒送至华大

基因进行序列测定。  

根据龙眼基因组数据库查找选取 DlCHS9 基

因的上游 2000 bp 当作启动子序列，设计特异引

物 proDlCHS9-F 和 proDlCHS9-R（表 1），分别以

石硖龙眼的 DNA 和红皮龙眼的 DNA 为模板进行

特异 PCR 扩增，纯化后连接到用 KpnⅠ和 XhoⅠ

双酶切线性化的 pGreen-0800-luc 载体上。同上述

将连接产物分别转化大肠杆菌而后将筛选阳性质

粒送至华大基因进行序列测定。 

1.2.3  生物信息学分析  使用 Clustal X 软件进行

氨基酸序列的比对分析。利用 PlantCARE（https:// 

bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）

在线预测网站预测启动子上的顺式作用元件。 
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表 1  本研究使用的引物序列 
Tab. 1  Primers sequence used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列（5′–3′） Primer sequence (5′–3′) 用途 Usage 

DlCHS9-F CTAGTGGATCCAAAGATGGCATCAATTGAACAAATCAGG 

DlCHS9-R ACTCTAGAAGTACTCTCAGTGAGCTGCCTGAATTGGG 

超表达载体构建 

proDlCHS9-F TAGGGCGAATTGGGTACCGTGTAAGTTACAAGTGTATCG 

proDlCHS9-R TATCGATACCGTCGACCGCCATTTTTGTGCGTAGTGATC 

启动子扩增 
 

NtActin-F AATGGAACTGGAATGGTCAAGGC 

NtActin-R TGCCAGATCTTCTCCATGTCATCCCA 

烟草内参基因检测 
 

DlCHS9-SX-F GCTTTGCTGGTGGGACAG 

DlCHS9-SX-R CTCGGAACAGACGACAAGG 

DlCHS9-SX 基因半定量检测 
 

 
1.2.4  植物表达载体构建及烟草遗传转化   使

用 EcoRⅠ和 XhoⅠ对质粒 pSAK277 双酶切获得

线性化 pSAK277 载体片段，通过 Gibson 组装的

方法将 PEG 纯化后的 DlCHS9-SX 基因重组到线

性化的 pSAK277 载体上获得超表达载体。利用化

学农杆菌感受态转化方法转化农杆菌感受态细胞

GV3101。利用农杆菌介导的叶盘法转化野生型烟

草[10]。 

1.2.5  花色素苷含量测定  利用 pH 差示法测定

烟草花瓣中花色素苷的含量，参照 WEI 等[11]的方

法进行测定，具体步骤为：分别取 3 个生物学重

复花瓣样品于 1 mL 浸提液（甲醇∶水∶浓盐酸= 

85∶12∶3）中，室温避光充分浸提。取 0.1 mL

浸提液分别加入 2 支试管中，分别加入 0.4 mL 

Buffer 1[0.2 mol/L KCl∶0.2 mol/L HCl（25∶67），

pH 1]和 Buffer 2[1 mol/L NaAc∶0.4 mol/L HCI

（100∶150），pH 5]，用酶标仪分别测定其在

530 nm 处的吸光值（OD）。根据公式计算，花色

素苷含量（mg/g）=OD530×5×1×445.2/(29 600×

W)；式中，5 为稀释倍数，1 为提取液体积（mL），

445.2 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的相对分子质量，

29 600 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的摩尔比吸收系

数，W 为样品质量（g）。 

1.3  数据处理 

利用 Microsoft Excel 2016 软件计算 W38 和

DlCHS9-SX 转基因植株花瓣花色素苷含量的平

均值及标准误差。利用 Sigmaplot 14.0 软件分别

对 W38 和 DlCHS9-SX 转基因植株各株系数据点

进行 T 测试，明确是否存在显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  龙眼 DlCHS9 基因克隆及序列分析 

根据前期通过全基因组鉴定到的可能参与龙

眼花色素苷生物合成的关键 DlCHS9 的序列设计

特异引物[9]，分别以石硖和红皮龙眼叶片的 cDNA

为模板进行 PCR 扩增。测序结果分析发现 2 个

DlCHS9 基因的开放阅读框长度均为 1182 bp，编

码了 393 个氨基酸，分别命名为 DlCHS9-SX 和

DlCHS9-HP ， 二 者 核 苷 酸 序 列 相 似 度 高 达

98.82%，在 14 个核苷酸位点存在差异。 

使用 Clustal X 软件，将 DlCHS9-SX 和

DlCHS9-HP 推 测 氨 基 酸 序 列 与 荔 枝 （ Litchi 

chinensis）的 LcCHS、非洲菊（Gerbera hybrida）

的 GhCHS1、GhCHS3、玉米（Zea mays）的 ZmC2

和 ZmWhp、拟南荞（Arabidopsis ihaliana）的

AtTT4 的 6 个 CHS 同源基因氨基酸序列进行比对

分析，保守位点预测分析参考蒋雅欣等[9]的方法，

发现 8 个 CHS 均含有 4 个保守的活性位点氨基酸

残基（红色方框）、典型的 13 个惰性活性位点（蓝

色方框）、CHS 的特征序列（WGVLFGFGPGLT）

（黄色方框）。而 DlCHS9-SX 和 DlCHS9-HP 氨基

酸序列仅在 328 位点上存在差异，DlCHS9-SX 的

氨基酸为谷氨酸（glutamic acid, E），DlCHS9-HP

的 328 位氨基酸为天冬氨酸（aspartic acid, D）（绿

色方框），而该位点不是关键活性位点（图 1），

因此，初步推测 DlCHS9-SX 在该位点氨基酸的差

异可能对其基因功能无影响。 

2.2  DlCHS9-SX 超表达载体的构建及烟草遗

传转化 

将利用特异引物扩增得到的 DlCHS9-SX 基

因片段通过 Gibson 组装的方法重组到超表达载

体 pSAK277 上，阳性克隆质粒测序分析结果正

确，表明超表达载体已成功构建，同时利用

SnapGene 软件绘制 pSAK277-DlCHS9-SX 重组质

粒图谱（图 2）。 
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红色框内为聚酮合成酶的 4 个保守的活性位点；黄色框内为 CHS 的模式序列（WGVLFGPGLT）；蓝色框内为 13 个塑造活性位点几

何结构的氨基酸残基；绿色框内为 DlCHS9-SX 和 DlCHS9-HP 的氨基酸的差异位点。基因登录号：荔枝（AtTT4：GU288820.1）、非

洲菊（GhCHS1：Z38096.1；GhCHS3：Z38098.1）、拟南芥（AtTT4：AT5G13930）、玉米（ZmC2：X60205.1；ZmWhp：X60204.1）。 
The four conserved active sites of the polyketide synthase are marked in the red box; The pattern sequence (WGVLFGPGLT) of CHS is 
highlighted in the yellow box; the amino acid residues that shape the geometry of 13 the active sites are highlighted in the blue box; The 

differences in amino acid residues between DlCHS9-SX and DlCHS9-HP are highlighted in the green box. GenBank register number: Litchi 
chinensis (AtTT4: GU288820.1), Gerbera hybrida (GhCHS1: Z38096.1; GhCHS3: Z38098.1), Arabidopsis ihaliana (AtTT4: AT5G13930), 

Zea mays (ZmC2: X60205.1; ZmWhp: X60204.1). 
图 1  DlCHS9 与其他植物 CHS 蛋白多序列比对分析 

Fig. 1  Multiple sequence alignment of DlCHS9 with CHS proteins from other plants 
 

 

图 2  DlCHS9-SX 超表达载体图谱 
Fig. 2  Mapping of overexpression vector for DlCHS9-SX 

 
为进一步验证 DlCHS9-SX 是否参与龙眼花

色素苷生物合成，将重组质粒转化农杆菌感受态

细胞 GV3101 中，利用农杆菌介导的叶盘法转化

野生型烟草共获得 29 株抗性植株，提取转基因

烟草植株叶片 DNA 并进行目的基因 PCR 检测，

有阳性植株 23 株，阳性率为 79%。选取 3 株阳

性植株进一步分析。以转基因烟草花瓣 cDNA 为

模板（重组质粒为阳性对照，野生型烟草为阴性

对照，无菌水为空白对照）检测烟草内参基因（图

3A）和 DlCHS9-SX（图 3B）是否表达。结果表

明 3 株转化植株中的 DlCHS9-SX 基因在花瓣中

成功表达。 

 
A：使用烟草内参基因 actin 特异引物的 PCR 扩增结果；B：使

用 DlCHS9-SX 基因特异引物的 PCR 扩增结果；M：DL1500 DNA 

maker，1~3：以 Line 3、Line 10 和 Line 27 株转基因烟草花瓣的

cDNA 为模版；4：以重组质粒 pSAK277-DlCHS9-SX 为模版；5：

以野生型烟草花瓣 cDNA 为模版；6：以无菌水为模板。 
A: PCR amplification results using the specific primers of tobacco 
reference gene actin; B: PCR amplification results using the spe-
cific primers of DlCHS9-SX gene; M: DL1500 DNA maker; 1-3: 

cDNA templates from transgenic tobacco petals of Line 3, Line 10, 
and Line 27; 4: Recombinant plasmid pSAK277-DlCHS9-SX as 

template; 5: cDNA template from wild-type tobacco petals; 6: Ster-
ile water as template. 

图 3  转 DlCHS9-SX 基因烟草的 PCR 鉴定分析 
Fig. 3  PCR identification analysis of the DlCHS9-SX  

gene in tobacco 
 

2.3  转基因烟草花瓣表型分析 

从图 4A 可以看出，转基因的 3 个株系烟草

花瓣明显比对照更红。进一步利用 pH 差示法测

定了野生型 W38 和转基因烟草花瓣中花色素苷

的含量。结果显示，3 个转基因株系花瓣花色素

苷含量均显著高于野生型。其中 10 号株系花瓣的

花色素苷含量最高（0.074 mg/g），为野生型的 4.37

倍；3 号株系花瓣花色素苷含量为野生型的 3.17
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倍；27 号株系花瓣花色素苷含量为野生型的 3.08

倍（图 4B）。表明 DlCHS9-SX 基因在烟草中异源

表达促进了花瓣花色素苷的积累。 
 

 
A：DlCHS9-SX 转基因烟草花瓣表型；W38 为野生型烟草花瓣；

Line 3、Line 10 和 Line 27 为转基因烟草花瓣。B：DlCHS9-SX

转基因烟草花瓣花色素苷含量分析；不同小写字母代表差异极

显著（P<0.001）。 
A: Phenotypic characteristics of tobacco petals transformed with 
the DlCHS9-SX gene; W38 represents wild-type tobacco petals; 

Line 3, Line 10, and Line 27 represent transgenic tobacco petals. B: 
Analysis of anthocyanin content in tobacco petals transformed with 

the DlCHS9-SX gene; Different lowercase letters represent ex-
tremely significant difference (P<0.001). 

图 4  转 DlCHS9-SX 基因烟草花瓣的表型及花色素苷含量 
Fig. 4  Phenotypic characteristics and anthocyanin content 

of tobacco petals transformed with DlCHS9-SX gene 
 

2.4  红皮龙眼和石硖龙眼 DlCHS9 基因启动子

分析 

进一步分别克隆了石硖 DlCHS9-SX 的启动子

序列与红皮龙眼 DlCHS9-HP 的启动子序列，比对

发现它们的相似度高达 96.2%，与 DlCHS9-HP 的

启动子序列相比，DlCHS9-SX 的启动子有 32 个

SNP、14 个碱基插入和 12 个碱基删除（图 5）。

利用 PlantCARE 植物启动子在线预测网站对

DlCHS9-SX 的启动子和 DlCHS9-HP 的启动子进

行分析，结果发现，2 条启动子序列除含有核心

启动子元件（TATA-Box、CAAT-Box）之外，还

存在一些其他重要顺式作用元件。这些元件的功

能包括参与脱落酸响应（ABRE）、光反应（G-box、

ACE、GA-motif、Box 4）、脱氧诱导（ARE）、茉

莉 酸 甲 酯 （ MeJA ） 响 应 （ CGTCA-motif 、

TGACG-motif）和种子特异性调控（RY-element）

等。与 DlCHS9-HP 的启动子相比，DlCHS9-SX

的启动子多 1 个脱落酸响应的顺式作用元件

（ABRE）（紫色底纹），缺少 1 个光照响应（Box 

4）（浅绿色底纹）、1 个低温响应（LTR）（绿色底

纹）和 1 个 MYC 转录因子结合位点（蓝色底纹）

顺式元件，但均含有与查尔酮合成酶调控功能相

关的顺式作用元件，包括 MYB 转录因子结合位

点顺式元件，MYC 转录因子结合位点顺式元件等

（图 5）。推测 DlCHS9 基因的启动子序列差异可

能是引起石硖 DlCHS9 表达水平低的原因之一。 

3  讨论 

CHS 负责催化 3 分子的丙二酰-CoA 和 1 分子

的对香豆酰-CoA 结合形成查尔酮，该反应是类黄

酮合成途径的关键限速步骤[12]。CHS 基因在植物

中通常以多基因家族的形式存在，但其中只有少

数成员与植物花色素苷合成密切相关。非洲菊

（Gerbera hybrida）中 GCHS1 和 GCHS4 与花色素

苷合成有关，当沉默 GCHS1 时花瓣变为白色[13]。

李文飞等[14]从红皮香蕉和天宝香蕉中发现了 4 个

差异表达的 MaCHS 可能是红皮香蕉花色素苷积

累的重要原因。本研究前期从龙眼中鉴定到 8 个

DlCHS 家族成员，通过基因表达分析筛选出了与

花色素苷合成紧密相关的 DlCHS9[9]。本研究发现

石硖龙眼 DlCHS9-SX 和红皮龙眼 DlCHS9-HP 的

核苷酸相似度达 98.82%，仅有 14 个位点存在差

异。王志彬等[15]的研究中也发现 CHS 在不同种质

的柑橘中的核苷酸序列高度保守，相似性达 98%

以上。而氨基酸序列分析发现二者均仅在 328 位

氨基酸位点有差异，且该位点不在关键活性位点。

有研究发现CHS关键位点的差异会导致其功能差

异，例如，紫罗兰（Matthiola incana）白花突变

体是由于 CHS 其中一个编码精氨酸的 AGG 变成

了编码丝氨酸的 AGT，从而导致 CHS 失去生理

活 性 而 影 响 花 色 素 的 形 成 [16] 。 本 研 究 转

DlCHS9-SX 基因烟草的花冠花色素苷含量明显更

高，颜色更红。可见，石硖和红皮龙眼中 CHS 单

个氨基酸的差异并未影响其诱导花色素苷的积累

的功能。 

花色素苷生物合成受到转录因子的调控、激

素信号（乙烯、赤霉素和脱落酸等）和环境胁迫

（光照、温度、水分及机械损伤等）的影响[17]。

作为包含花色素苷在内的类黄酮物质合成的第一

个关键酶基因，CHS 属于诱导表达型，其在转录

水平也受到转录因子、激素、光等因素的影响[18]。 
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方框内为 DlCHS9 启动子相同顺式作用元件；有颜色底纹为石峡或红皮龙眼 DlCHS9 启动子单独含有顺式作用元件。 

The solid box outlines the identical cis-acting elements in the promoter of DlCHS9 gene; The colorful shading indicates cis-acting elements 
present exclusively in the promoter of DlCHS9 gene from Shixia or Hongpi longan. 
图 5  石硖龙眼和红皮龙眼 DlCHS9 基因启动子顺式作用元件分析 

Fig. 5  Analysis of cis-acting elements in promoter region of DlCHS9 gene in Shixia and Hongpi longan 
 

在多种植物的 CHS 启动子的研究中发现 MYB 和

MYC（bHLH）转录因子可以与 CHS 启动子直接

结合从而调控其表达[19-21]。本研究 DlCHS9-SX 和

DlCHS9-HP 的启动子顺式作用元件均含有 MYB

转录因子结合位点顺式元件，MYC 转录因子结合

位点等顺式元件，但也存在多个差异的与激素、

光、温度等响应的顺式作用元件及转录因子结合

位点元件，而这些差异可能会引起 DlCHS9-SX 的

表达差异。因此，DlCHS9 基因的启动子序列差异

可能是引起石硖和红皮龙眼果实颜色差异的重要

原因之一。 
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