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CtCHS4响应茉莉酸甲酯诱导促进了红花醌式查尔酮类化合物的积累 

何贝轩#, 薛英茹#, 涂燕华, 高  越*, 郭美丽* 

(第二军医大学药学院, 上海 200433) 

摘要: 黄酮类化合物特别是查尔酮类如羟基红花黄色素 A、红花红色素等是红花的主要药效成分, 研究红花
黄酮类的生物合成途径, 对于定向调控红花的品质具有重要意义。作为调控黄酮类成分合成的入口酶, 查尔酮合
酶 (CHS) 在黄酮类化合物的合成过程中起着重要作用。但到目前为止, CHS在红花黄酮类化合物生物合成过程
中的作用尚不十分清楚。茉莉酸甲酯 JA/MeJA作为植物信号调节物质可以激活植物体内 CHS基因表达。本研究
在前期阐明红花的 1 个 CHS 基因 CtCHS1 功能的基础上, 作为延续性工作, 继续对红花中的其他 CHS 基因
CtCHS2和 CtCHS4进行研究。应用 MeJA刺激花冠, 分别于刺激后 0、3、6、12 h不同时间点采用 qRT-PCR法
分析 CtCHS2和 CtCHS4的相对表达量, 采用 UHPLC/Q-TOF-MS技术分析红花中次生代谢产物的变化。结果表
明, CtCHS4的表达量响应 MeJA的诱导在 3、6 h均明显升高, 而 CtCHS2的表达量则在诱导后表现出降低的趋
势; 同时, MeJA 诱导后, 芦丁、羟基红花黄色素 A、D-苯丙氨酸、山柰酚-3-O-β-芸香糖苷、红花红色素的积累
量明显提高, 特别是羟基红花黄色素 A的积累量在诱导后 3、6、12 h均显著性的提高 (P≤0.05或 0.01), 而对山
柰酚、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷、木犀草素、槲皮素-3-β-D-葡糖苷的积累量的影响则不明显。Pearson相关分析
结果表明, 羟基红花黄色素 A、红花红色素的积累量与 CtCHS4 的表达量均呈显著性正相关 (r≥0.8)。提示
CtCHS4可能是形成羟基红花黄色素 A和红花红色素的关键基因, 在红花查尔酮类成分的积累中起着重要作用。
CtCHS4-pMAL-C5X重组质粒在 BL21 (DE3) PlyS 原核表达宿主菌中成功表达出 CtCHS4活性蛋白, 在体外催化
底物香豆酰辅酶 A和丙二酰辅酶 A生成了产物柚皮素。本研究结果进一步完善了红花中 CHS基因的功能, 为最
终阐明红花查尔酮类化合物生物合成途径的关键基因积累了资料。 
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CtCHS4 induces the accumulation of safflower quinone chalcones  
in response to methyl jasmonate induction 

HE Bei-xuan#, XUE Ying-ru#, TU Yan-hua, GAO Yue*, GUO Mei-li* 

(School of Pharmacy, Second Military Medical University, Shanghai 200433, China )  
 

Abstract: Flavonoids, especially chalcones such as hydroxysafflor yellow A and carthamin are the main active 
ingredients of safflower.  To study the biosynthesis pathway of safflower flavonoids is of great significance for 
the quality control of safflower.  Chalcone synthase (CHS) is an enzyme that plays an important role in regulation 
of the synthesis of flavonoids.  However, for the time being, the role of CHS is not yet clear in the biosynthesis 
of safflower flavonoids.  As a plant signaling regulator, JA/MeJA can activate CHS gene expression in plants.  
CtCHS1, one of the CHS genes in safflower, was elucidated in our previous work. In our continuous search for 
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CtCHSs functions from this plant, other CHS genes CtCHS2 and CtCHS4 in safflower were examined.  The      
floret was stimulated with methyl jasmonate (MeJA) and the transcriptome expression of CtCHS2 and CtCHS4 
was analyzed by qRT-PCR at different time points of 0, 3, 6, and 12 h after stimulation.  Further metabolites 
under stimulation by MeJA were analyzed by UHPLC/Q-TOF-MS.  The results showed that the expression of 
CtCHS4 in response to MeJA significantly increased at 3 and 6 h, while the expression of CtCHS2 showed        
a trend of decrease after induction.  Meanwhile, the accumulation of rutin, hydroxysafflor yellow A, D-     
phenylalanine, kaempferol-3-O-β-rutinoside and carthamin increased obviously.  Especially, accumulation of     
hydroxysafflor yellow A was increased significantly at 3, 6 and 12 h after induction ( P≥0.05 or 0.01), but the 
change in kaempferol, kaempferol-3-O-β-D-glucoside, luteolin, quercetin-3-β-D-glucoside was not significant.  
The accumulation of hydroxysafflor yellow A and carthamin was positively correlated with the expression     
abundance of CtCHS4 with Pearson correlation analysis method (r≥0.8).  The data suggest that CtCHS4 may be       
a key gene for forming hydroxysafflor yellow A and carthamin and plays an important role in the accumulation of 
safflower chalcones.  The CtCHS4-pMAL-C5X recombinant vector was successfully expressed in BL21 (DE3) 
Plys to express the product naringenin in vitro under the catalytic substrates p-coumaryol-COA and malonyl-     
CoA.  The results of this study provide a new insight into synthetic genes involved in flavonoids biosynthetic 
pathway to elucidate the biosynthesis pathway of safflower chalcones. 

Key words: safflower; CtCHS4; methyl jasmonate; quinonechalcone; hydroxysafflor yellow A 

                                                                                                          

黄酮类化合物是植物体内广泛存在的次生代谢

产物, 作为植物天然的“保护衣”, 具有抵御紫外线
照射、细菌和真菌侵染[1]、昆虫和食草动物侵害[2−4]

等作用。与此同时, 黄酮化合物是许多药用植物的主
要药效成分, 在医药健康领域起着重要的作用, 是许
多天然药物的重要来源[5]。由于其重要的食用药用价

值, 多年来大量研究聚焦于黄酮化合物的合成[6, 7]。

在模式植物中对于黄酮化合物合成途径已形成了一

个初步框架, 但其中仍有许多问题待研究, 尤其是其
他药用植物具有与模式植物不同种类的黄酮, 其合
成途径的研究面临许多挑战。 

红花是一种重要的传统中药, 具有活血化瘀、消
肿止痛的功效[8, 9]。主要成分为羟基红花黄色素 A、
山柰酚及其苷类、槲皮素及其苷类等黄酮类化合物, 
其含量的高低影响了红花药材品质的优劣。为了阐明

红花黄酮的生物合成途径, 不少学者已对红花中黄
酮合成途径相关酶的特征进行了研究, 如肉桂酸-4-
羟化酶 (C4H)[10]、油酰磷脂酰胆碱脱氢酶 (FAD2)[11], 
苯丙氨酸解氨酶 (PAL)[12]、查尔酮合酶 (CHS)[13]、黄

烷酮 3-羟化酶 (F3H)[14]、UDP糖基转移酶 (UGT)[15]

等。但到目前为止, 对红花中黄酮类化合物的生物合
成途径仍然不清楚。 

査尔酮合酶  (CHS) 是合成黄酮类化合物的关
键酶, 也是其限速酶, 在不同植物中 CHS 催化产生
不同种类的黄酮类化合物。自 1983 年第一个荷兰芹 
(Petroselinum crispum) CHS基因被报道后[16], 近百种
植物 CHS 基因家族被陆续报道, 如矮牵牛 (Petunia 

hybrida)[17]、豌豆 (Pisum sativum)[18]、大豆 (Glycine 
max)[19]、何首乌 (Polygonum multiflorum)[20]、小立碗藓 
(Physcomitrella patens)[21, 22]、葡萄 (Vitis vinifera)[23]、

大丁草 (Gerbera hybrida)[24]、百合 (Lilium hybrida)[25]、

拟南芥 (Arabidopsis thaliana)[26]等。目前红花中已有

4个 CHS基因被报道[13, 27], 其中 CtCHS1 (KY471385) 
具有促进红花品系中醌式查尔酮合成的作用。但对于

CHS 基因家族的其他成员在红花黄酮合成途径中的
作用尚不明确。因此, 研究红花 CHS基因家族的功能
对于阐释红花黄酮类的生物合成途径具有重要意义。 

JA/MeJA (茉莉酸甲酯) 属于植物激素类物质, 
具有调控种子发芽、根系生长、开花、果实成熟、衰

老等作用[28−30], 并且作为植物信号调节物质可以在
植物抵御昆虫、病害、应激 UV损伤、植物育性、花
青素募集时激活植物体内 CHS基因表达[31]。在许多

植物中应用 JA/MeJA 预处理或是后处理可以刺激植
物次生代谢通路从而募集多酚类化合物, JA/MeJA预
处理黑莓植株, 使黑莓黄酮类化合物大量募集, 提高
了黑莓的抗氧化能力[32]; 在葡萄植物中, JA/MeJA通
过提高白藜芦醇等花青素类化合物浓度来提高抗氧

化能力[33]。课题组前期研究表明 JA/MeJA 刺激能提
高 F3H 基因的转录水平, 具有促进红花黄酮类成分
积累的作用[14]。通过 JA/MeJA 刺激研究相关基因水
平与红花黄酮类成分积累的变化, 能够为探索相关
基因在黄酮类成分生物合成中的作用提供依据。 

本研究在前期阐明红花的 1个CHS基因CtCHS1
功能的基础上 [13], 作为延续性工作, 继续对红花中
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的另外 2个CHS基因CtCHS2和CtCHS4进行了研究, 
以期为阐明红花中黄酮类化合物的生物合成途径积

累资料。 
 

材料与方法 
植物材料  云南巍山红花品系 (编号: ZHH0119) 

来源于新疆农业科学院国家种质资源库并经课题组

多代纯化 , 由郭美丽教授鉴定为红花  (Carthamus 
tinctorius L.)。材料种植于第二军医大学药学院温室。
生长条件设定为 25 ℃, 湿度 50%～70%, 光照节律为
16 h光照/8 h黑暗。精密吸取 2.2 mL MeJA (Sigma-    
Aldrich, 美国, 纯度≥95%) 加入 1 mL无水乙醇 (AR
级, 国药化学试剂有限公司, 中国) 中, 振摇, 再用
水定容至 100 mL。在顶球花开花的第一天, 花冠从
总苞片中露出时, 以 MeJA 喷洒顶球花冠 (对照组: 
0.1%乙醇), 喷洒体积为 1 mL, 并立即将 200 mL透明
塑料袋套在花球上防止 MeJA挥发。于喷洒后 0 (对
照组)、3、6、12 h 分别采集不带子房的花冠, 各时
间点采集 5 个样品并立即放入液氮, 保存于−80 ℃。

采集时每个花球花冠平分成两份, 一份放液氮保存, 
供基因表达分析用, 另一份置 50 ℃烘箱内烘干至恒

重后用于次生成分的含量测定。 
RNA提取及 cDNA第一链的合成  按照植物小

量 RNA 提取试剂盒 (莱峰公司, 中国) 说明书提取
花冠总 RNA。RNA浓度及纯度通过 NanoDrop 微量
分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测, 保证 A260/A280比

值在 1.9～2.1 且 A260/A230值大于 2.0 的 RNA 样品用
于后续实验。并以此为模版使用 TransScript® 
One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis Super-
Mix 试剂盒 (北京全式金公司, 中国) 合成 cDNA 第
一链, 保存于−20 ℃。 

基因全长的获得与生物信息学分析  根据课题
组前期得到的 CtCHS2、CtCHS4 EST序列信息, 分别
设计 5'-cDNA 片段和 3'-cDNA 片段的扩增引物 (表
1), 使用 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit
试剂盒 (Clontech, 日本) 进行 PCR 扩增。扩增片段
胶回收分别连接载体 pMD19-T (TaKaRa 公司, 中国) 
送样于上海美吉生物医药科技有限公司测序。使用

DNA MAN拼接测序结果, 并进行 BLAST检索比对, 
确定为目的基因后依据上述拼接结果, 设计包含完
整开放阅读框序列相对应的全长引物, 克隆出目的
基因全长 (表 1)。 

在 NCBI 网站上用 BLASTX (http://blast.ncbi.      
nlm.nih.gov/Blast.cgi) 对各基因全长序列及其编码蛋 

Table 1  Primers designed for real-time PCR detection 

Primer name Primer sequence (5'→3')  

Ct60s-F CATCCATTATCCAACAATC 

Ct60s-R AAGAGTAATCAGTCTCCA 

CtCHS4-F GGCTGATCTCGAAGAACATC 

CtCHS4-R AAATAACGAGTTCCAATCCG 

CtCHS2-F AGAGGGTATAAACTTCAAGC 

CtCHS2-R ATCAGTTTCGAGCAGAAC 

 
白的氨基酸序列进行序列比对及同源性分析 ; 用
ExPASy在线工具 SOPMA分析各基因编码蛋白质的
二级结构情况; 用 ClustalX 2.1软件对目的基因编码
蛋白质的氨基酸序列与其同源蛋白的氨基酸序列进

行多重比对分析 ; 并采用相邻节点  (NJ, Neighbor-    
Joining) 算法构建系统进化树, 进化树的可靠性采用
自展分析法 (Bootstrap analysis) 进行 1 000 次重复, 
多重比对和构建系统进化树。 

qRT-PCR  将 0、3、6、12 h采集的花冠第一链
cDNA 作为模版, 并设计特异性引物 (表 1), 利用
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-   
Rad) 和 ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems) 进行 qPCR反应。以Ct60s (KJ634810) 作
为 qPCR内参基因。 

目的基因表达量 = 2−∆Ct 
Ct60s (60S酸性核糖体蛋白) 目的基因的几何平

均值 RG(Ct), 依据∆Ct = 目的基因  − 参考基因来计算。 
黄酮类化合物积累测定  将烘干至恒重的红花

花冠样品 (0、3、6、12 h) 分别精密称取 4.0 mg, 置
1.5 mL管内, 精密加入 60% 甲醇 1 mL, 密闭浸泡 12 h
后超声处理 40 min, 用 0.22 µm微孔滤膜过滤, 采用
液相色谱 (Agilent 1290 Infinity UHPLC)  −串联质谱 
(Agilent 6538 UHD、Accurate-Mass Q-TOF/MS) 进行
检测, 条件如表 2。 
 
Table 2  UPLC/Q-TOF/MS detection analysis conditions  

Chromatography separation Mass spectrometry condition  

Mobile phase:  
A water with 0.1% formic acid 
B acetonitrile with 0.1% formic acid. 
Flow rate: 0.4 mL·min−1 
Column temperature: 40 ℃ 
Injection volume: 4 µL 
Gradient elution:  
0 min, 5% B; 4 min, 20% B; 6 min, 
21% B; 9 min, 26% B; 11 min, 40% B; 
15 min, 80% B; 17 min, 95% B 

Gas Flow: 11 L·min−1 

Nebulizer: 45 psi 
Gas Temp: 350 ℃ 
Vcap: 4 000 V 
Fragmentor: 120 V,  
Skimmer 1: 60 V 
Reference mass:  
m/z 121.050 9,  
m/z 922.009 8  
Octopole RF Peak: 750 V 

 
以山柰酚 (Lot#G1324016, Aladdin, 美国)、D-苯

丙氨酸 (Lot#K1418043, Aladdin, 美国)、芦丁 (Lot#   
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B1413082, Aladdin, 美国)、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖      
苷 (Lot#T18O7Z3002, 源叶生物, 中国)、羟基红花     
黄色素 A (Lot#422A022SH8260, Solarbio, 中国)、红
花红色素 (自制, 编号: 131124, 经 HPLC检测, 纯度
≥98.0%)、木犀草素 (Lot#K1413082, Aladdin, 美国)、
槲皮-3-β-D-葡萄糖苷 (Lot#B1413082, Aladdin, 美国)、
山柰酚 -3-O-β-芸香糖苷  (自制 , 编号 : 131211, 经
HPLC 检测, 纯度≥99.7%) 为对照品确定 9 个指标    
性成分的荷质比, 评价不同处理组指标化合物含量
变化。 

CHS 重组蛋白诱导表达、纯化  通过无缝克隆
试剂盒 (Clontech, 日本), 将 CtCHS4片段连入经双酶
切反应的 pMAL-C5X (NEB 公司, 新西兰) 线性化载
体, 转化感受态细胞 5α (北京全式金公司, 中国), 筛
选阳性克隆。抽提连有目的基因的载体质粒 pMAL-   
C5X-CtCHS4转化诱导菌 BL21 (DE3) Plys (北京全式
金公司, 中国), 以未连接目的基因的空载体质粒作
为对照, 使用 IPTG诱导蛋白表达[34]。将上述质粒于

含 100 mg·L−1氨苄青霉素的 LB培养基中 37 ℃、200 
r·min−1 培养至 OD600 为 0.5～0.6, 加入 IPTG (终浓     
度为 0.4 mmol·L−1) 后继续在 37 ℃下孵育 4 h后, 以
5 000 r·min−1离心 10 min收集菌液, 吸出上清液。使
细胞重新悬浮在由 20 mmol·L−1 Tris-HCl、200 mmol·L−1 
NaCl和 1 mmol·L−1 EDTA组成的溶液中, 以 15 s的
脉冲进行机械破碎超声处理。13 000 r·min−1离心 20 
min, 取上清液 SDS-PAGE分析。 

蛋白纯化: 将淀粉链树脂 5 mL 通入 2.5×10 cm
的亲和色谱柱, 以 10 倍柱体积的缓冲液洗脱, 去除
杂质。加入蛋白粗提物 10 mL, 以 20 倍柱体积的缓
冲液洗脱。再以 10 nmol·L−1的麦芽糖溶液 4 mL洗脱
可溶性的蛋白, 每毫升收集一次洗脱液, 对洗脱液进
行 SDS-PAGE 分析。采用改良型 Bradford 法蛋白质
浓度测定试剂盒测定可溶性蛋白的浓度。 

原核表达蛋白酶促反应  以 4-香豆酰辅酶 A、丙
二酰辅酶A为酶催化底物, 制备方法参考文献[35], 酶
促反应的反应体系配置如下: CtCHS4 (10 µg)、p-香    
豆酰辅酶 A (10 nmol)、丙二酰辅酶 A (20 nmol), DTT     
(2 mmol·L−1) 调节体系为磷酸盐溶液 (pH 7.5) 500 μL, 
反应 1 h 后加入冰醋酸 25 µL, 在反应结束时调节     
pH = 9, 反应 10 min。后加入乙酸乙酯 500 µL, 减压
蒸干后, 加入甲醇 250 µL、水 250 μL溶解, 上清进
行 HPLC检测, 条件为反向色谱柱 C18, 流动相 50% 

甲醇加入 1%  甲酸, 流速 1 mL·min−1, 289 nm下收集
数据, 应用标准品作为对照。 

统计分析  实验结果经统计学处理, 计量资料
用 mean ± SD表示, 各组数据采用 ANOVA、Dunnett-t 
test进行两组间比较。 
 

结果 
1  CHS基因全长的克隆及生物信息学分析 

为了研究红花的功能基因, 课题组前期对红花
花冠进行了转录组测序和功能注释。依据基因测序及

注释信息, 获得 6 条红花 CHS 基因, 并制定了红花
Agilent 8×15K 原位合成芯片[13]。采用 HemI 软件分
析 6 条 CHS 基因在不同开花时期 (开花前 7 天、开
花前 3天, 开花当天和开花第 3天) 基因相对表达量, 
结果显示: CtCHS2、CtCHS4在不同开花期的表达模
式与 CtCHS1相似 (图 1), 提示 CtCHS4、CtCHS2可
能也参与了红花中醌式查尔酮的生物合成。 
 

 
Figure 1  Expression pattern of CtCHS at flower different     
developmental stage.  Signal values by gene chip, stage I as    
control group.  The color key was set from 3 to 15 

 
采用 RACE 技术, 克隆出 CtCHS4、CtCHS2 基     

因全长序列为 1 222和 1 260 bp。ORF FINDER查找
CtCHS4、CtCHS2 基因 ORF 并进行翻译结果显示: 
CtCHS4 ORF 9～1 214 bp, 编码401个氨基酸; CtCHS2 
ORF 为 69～1 253 bp, 编码 394 氨基酸。将全长序     
列进行 blastx 搜索, 结果显示 CtCHS4 氨基酸序列     
与菊花 (Chryscanthemum boreale) CHS 氨基酸序列 
(AGU91424.1) 的同源性最高, 覆盖度达 94%, 匹配
度达到 91%。CtCHS2氨基酸序列与毛果杨 (Populus 
trichocarpa) CHS氨基酸序列 (XP006375238.1) 的同
源性最高, 覆盖度达 93%, 匹配度达到 82%。Protparam
预测 CtCHS4编码蛋白质分子质量为 43 667.25 Da, 预
测理论等电点为 5.72, 蛋白质三维结构预测见图 2A。 
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Figure 2  The three-dimensional structures of the deduced 
CtCHS4 and CtCHS2.  A: CtCHS4, B: CtCHS2 
 

CtCHS2 编码的蛋白质分子质量为 43 016.36 Da, 预
测理论等电点为 5.67, 蛋白质三维结构预测见图 2B。 

CtCHS2、CtCHS4和 CtCHS1核苷酸序列比对显
示 CtCHS1和 CtCHS2基因序列相似性较高 (图 3)。
系统进化树图谱分析 (图 4, 表 3), CtCHS4和 CtCHS1
在聚类分支上亲缘关系较近, 而与 CtCHS2在聚类分
支上距离较远, 证明 CtCHS4 和 CtCHS1 氨基酸活性
有一定的相似性, 而 CtCHS4 与 CtCHS2 在氨基酸活
性催化功能上存在较大的差异性。 

CHS 属于 III 型 PKS 聚类家族, 具有很强的保     
守性, 编码长约 1.2 kb, 一般由一个内含子间隔, 外
显子 1 约编码 57～64 个氨基酸, 而外显子 2 编码约
340 个氨基酸, 且更为保守。一般科之间的氨基酸同
源性在 70%～90%, 各种氨基酸在分支上的分布略有
不同, 对于大部分科的序列分布形成很近的分支, 只
有很少的科的序列分布在相聚很远的分支中。本研 

 
Figure 4  Unrooted phylogram comparison of the amino acid 
sequences of CtCHS2, 4 and other functionally characterized 
CHS proteins.  The phylogenetic tree was constructed by 
MEGA 5.0, after alignment using Clustal X software.  Node 
support was estimated using neighbor-joining bootstrap analysis 
(1 000 bootstrap replicates) 
 
究从红花中克隆出的基因 CtCHS2 和 CtCHS4, 从系
统发育树来看, 分布较远, 属于少数的相聚在很远分
支上的基因。 
2  MeJA处理刺激了查尔酮合酶基因的表达 

qPCR 分析显示 CtCHS2 和 CtCHS4 基因响应
MeJA 诱导的模式不同, CtCHS4 基因的表达量在
MeJA诱导后的 3和 6 h明显升高, 特别在诱导后 6 h, 

 

 
Figure 3  Nucleotide sequence alignment of CtCHS4, CtCHS2 and CtCHS1 
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Table 3  GenBank accession numbers amino acid sequences of 
CHSs used for construction of the phylogenetic tree  

Sequence 
name 

GenBank accession 
number/NCBI  

reference sequence 
Species 

CbCHS AGU91424.1 Chrysanthemum boreale  

DpCHS2 BAJ14519.1 Dahlia pinnata  

SmCHS AFK65634.1 Silybum marianum  

RCHS1 ADF43042.1 Brassica rapa subsp. rapa 

PgCHS AHZ97870.1 Punica granatum  

VvCHS BAB84112.1 Vitis vinifera  

LjCHS AGE10597.1 Lonicera japonica  

ZmCHS NP_001149022.1 Zea mays 

LsCHS BAE79201.1 Lilium speciosum  

MtCHS XP_003607498.1 Medicago truncatula  

AlCHS XP_002889339.1 Arabidopsis lyrata subsp. lyrata 

PtCHS XP_006375238.1 Populus trichocarpa  

CmCHS ABF69124.1 Chrysanthemumx morifolium  

GbCHS BAJ17656.1 Gynura bicolor  

AaCHS ACQ84148.2 Ageratina adenophora  

CuCHS ACQ41890.1 Citrus unshiu  

DlCHS AEO36981.1 Dimocarpus longan  

LhcCHS ADK78881.1 Lilium hybrid cultivar 

LsCHS BAE79201.1 Lilium speciosum  

AtCHS AAZ23702.1 Arabidopsis thaliana  

PtCHS XP_002302511.1 Populus trichocarpa  
 

 
表达量提高了 2.3 (P < 0.05), 诱导后 12 h基因的表达
量则没有明显变化; CtCHS2 基因的表达量在诱导后
3、6、12 h具有降低的特征 (P = 0.07), 见图 5。提示

CtCHS2 和 CtCHS4 基因对于 MeJA 刺激的响应模式
不同, 可能在红花黄酮类生物合成途径中的作用不同。 
3  MeJA刺激红花黄酮类化合物累积 

UPLC-QTOF/MS 检测 MeJA 处理后不同时间点 
(0、3、6、12 h) 红花花冠 9个黄酮类成分芦丁、羟
基红花黄色素 A、D-苯丙氨酸、山柰酚-3-O-β-芸香糖
苷、红花红色素、山柰酚、山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖
苷、木犀草素、槲皮素-3-β-D-葡糖苷的含量积累水平 
(图 6), 从含量变化折线图可以看出, 9个黄酮成分均
受到MeJA的诱导, 且种类和含量积累模式存在一定
不同。MeJA刺激诱导了羟基红花黄色素 A、D-苯丙
氨酸、山柰酚-3-O-β-芸香糖苷、红花红色素积累, 尤
其是刺激后 6、12 h积累量具有显著提高, 对山柰酚、
山柰酚-3-O-β-D-葡萄糖苷、木犀草素、槲皮素-3-β-D-
葡萄糖苷的积累则影响不明显。 
 

 
Figure 5  CtCHS2 and CtCHS4 relative expression to Ct60s in 
safflower.  *P < 0.05 vs 0 h group 

 

 
Figure 6  Flavonoids content accumulation in safflower.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs blank group (0 h) 
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根据 CtCHS2和 CtCHS4基因响应 MeJA诱导不
同时间点 (0、3、6、12 h) 的表达量 (图 5), 计算黄
酮类生物合成途径 2 个 CHS 的表达与黄酮类化合物
积累量的 Pearson 相关系数 r, 可以看出羟基红花黄
色素 A、D-苯丙氨酸、红花红色素的积累量与 CtCHS4
的表达均成正相关 (表 4)。提示 CtCHS4在红花黄酮
类成分的积累中起着重要作用, CtCHS4 可能是形成
羟基红花黄色素 A、红花红色素的关键基因, 在醌式
查尔酮的合成途径中具有重要作用。 
4  CtCHS4诱导柚皮素的生成 

将CtCHS4与 pMAL-C5X载体连接, 构建成功的
重组质粒导入到诱导表达 BL21 (DE3) Plys 中进行菌
液培养, 应用 PCR 方法进行阳性菌株鉴定。挑取
CtCHS4 阳性菌株进行 IPTG 诱导, 同时应用导入空
载体的菌液作为对照诱导, 经 SDS-PAGE检测, 发现
导入目的基因的阳性菌株 CtCHS4 有特异性蛋白表
达 (图 7)。 
 
Table 4  The correlation coefficients between CHSs and flavon-
oids 

Pearson 
Flavonoids 

CtCHS4 CtCHS2 

Rutin  0.335 −0.279 

Hydroxysafflor yellow A  0.92  0.122 

Kaempferol-3-O-β-rutinoside −0.793 −0.887 

Kaempferol-3-O-β-D-glucoside −0.53  0.128 

Carthamin  0.761  0.543 

Kaempferol −0.896 −0.56 

D-Phenylalanine  0.878 −0.003 

Luteoin −0.388  0.462 

Quercetin-3-β-D-glucoside  0.493 −0.522 

 

 
Figure 7  CtCHS4 induced expression of target protein SDS-   
PAGE detection.  M: Marker, 1: IPTG induced after precipitation, 
2: Induced fusion protein in the supernatant, 3: Without induced 
by IPTG in the precipitation, 4: Without induced by IPTG in the 
suspernatant 

针对 CtCHS4的融合蛋白进行纯化 (图 8)、酶切
浓缩处理, 最终从 400 mL的菌液中纯化得到约 70 µg
的可溶性蛋白, 应用 4-香豆酰辅酶A和丙二酰辅酶A
为底物, 对得到的蛋白进行酶活性检测, 加入 CHS
蛋白后经过处理除生成含有底物的峰形外, 在 10～
11 min 左右生成了一个新的单峰, 经相同色谱条件
应用柚皮素为对照品比较, 鉴定为柚皮素 (图 9)。 
 

 
Figure 8  SDS-PAGE analysis of purified CtCHS4.  M: Marker, 
1, 2, 3, 4: pMAL-C5x-CtCHS4 protein purification process, 5: 
Purified pMAL-C5x-CtCHS4 protein, 6: pMAL-C5x control vector 
 

 
Figure 9  Detection of the catalysate by CtCHS4 by HPLC.  A: 
Naringenin standard; B: p-Coumaryol-CoA standard; C: Malony-   
CoA standard; D: The HPLC pigment of malony-CoA and p-   
coumaryol-CoA under the condition of 50% methanol (1% formic 
acid) without CHS; E: The HPLC pigment of naringenin from 
CHS catalytic substrate p-coumaryol-CoA and malonyl-CoA 
 

讨论 
红花 Carthamus tinctorius L.是著名的药用植物, 

其花中含有的查尔酮类成分和多种黄酮醇化合物, 如
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羟基红花黄色素 A、槲皮素及其苷类、山柰酚及其苷
类等是红花发挥活血化瘀活性的重要物质基础[36]。

CHS等作为黄酮类生物代谢关键酶基因对黄酮类化合
物合成起到关键性作用[37]。但目前对于红花中黄酮化

合物生物合成途径的研究还十分浅显, 尤其是查尔酮
类化合物的生物合成, 由各种内源及外源性因素诱
导, 且受到大量的转录因子、结构酶基因的共同调控, 
但对其分子机制知之甚少, 至今未形成突破[38−40]。由

主通道基因入手, 逐步深入探索其生物合成途径的
关键基因, 将为最终阐明红花品质形成的分子机制
提供重要科学依据。 

在植物体中 CHS 作为植物聚酮类化合物代谢的
入口酶, 催化产生黄酮类化合物以参与植物的 UV防
护、植物生殖器官发育、抗病原体侵染等[41]。对于

CHS 基因家族的调控和功能在许多植物中已经进行
了研究, 大多数植物含有一个较小的 CHS 基因家族, 
如豌豆中有 8个 CHS基因被报道[42]、番薯中发现了

6 个 CHS 基因[18]、矮牵牛中有 8 个完整的和 4 个部
分被测序的 CHS基因[17]。本研究中克隆了 2个 CHS
基因, 与课题组前期报道的 CtCHS1 以及 Shinozak    
等[27]报道的 3个 CHS基因组成一个小的 CHS基因家
族, 这与之前报道的其他植物中 CHS 基因家族情况
吻合。此外, 红花 CHS基因与其他植物 CHS基因序
列比对显示出高度相似性, 表明 CHS 基因在不同物
种中保守度高。 

Shinozaki等[27]报道了 3个 CtCHS基因在体外诱
导生成柚皮素的酶活性, 说明其在黄酮合成途径中
具有一定的作用。课题组前期对红花中 CtCHS1过表
达, 提高了红花中重要药效成分羟基红花黄色素 A
含量的积累, 证明了其在醌式查尔酮合成途径中具
有重要作用, 同时在过表达 CtCHS1植株中, CtCHS4
也表现出转录水平显著提高, 提示其可能在羟基红
花黄色素 A 途径中也具有调控作用[13]。结合基因芯

片分析结果, 本研究使用 MeJA 刺激的方法, 探索
CtCHS4、CtCHS2与黄酮类成分积累模式的关系, 证
明了 CtCHS4 的表达量与醌式查尔酮类成分羟基红     
花黄色素 A、红花红色素的积累量存在显著性正相    
关 (r≥0.8), 提示CtCHS4具有与先前报道的CtCHS1
相似的功能, 可能参与了醌式查尔酮类成分的生物
合成。 

CHS 基因编码的多基因家族中的每个个体都可
以被不同的调控方式所调控, 如组织特异性表达, 由
光、诱导处理或病原体侵染而诱导的转录, 及由其他
调节基因控制的转录[43, 44]。且细胞内的 CHS基因通

常处于静止状态, 很难被检测到, 只有在 UV 或是生
物诱导因子作用下在转录水平上被激活[45], 从而行
使其催化黄酮类化合物的功能。本课题组前期研究    
证明了红花CtCHS1在醌式查尔酮类合成途径中的作
用[13]。本研究对另外 2条查尔酮合酶基因 (CtCHS2、
CtCHS4) 的功能进行研究的结果表明, 2 个基因对
MeJA 刺激具有不同的反应, 而且可能在 MeJA 刺激
红花黄酮类生物合成途径中具有不同的作用, 其中
CtCHS4可能是形成羟基红花黄色素 A和红花红色素
的关键基因, 在红花醌式查尔酮的合成途径中具有
重要作用, 而 CtCHS2的作用则不明显。 

在黄芩 (Scutellaria viscidula)[46]、大麻 (Cannabis 
sativa)[47]等植物中已证实 CHS 以香豆酰辅酶 A 作      
为起始底物使中间分子 C6 和 C1 位置进行缩合生成
查尔酮。同时在酸性条件下, 可以使查尔酮进行闭环
反应生成柚皮素。Shinozaki 等[27]已报道了 3 个在体
外查尔酮合酶活性诱导香豆酰辅酶 A 生成柚皮素的
CHS 基因。本研究在体外构建酶促反应体系验证
CtCHS4所编码酶的活性, 用香豆酰辅酶 A和丙二酰
辅酶 A为底物, 诱导产物鉴定为柚皮素, 证实了红花
CtCHS4 的蛋白活性, 也为进一步研究红花黄酮生物
合成途径酶的功能提供了线索。本研究结果为阐明红

花品质形成的分子机制、定向调控红花的品质提供了

部分依据。 
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