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X射线辐照处理甘草样品中CHS基因多态性及其功能解析
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摘要: 查尔酮合酶 (chalcone synthase, CHS) 是催化甘草黄酮类化合物生物合成的第一个限速酶, 具有重要调控

作用。本文以X射线辐照处理的黄酮高含量甘草以及未经辐照处理的黄酮低含量甘草为实验材料, 分析黄酮高/低

含量组甘草的CHS基因多态性, 筛选其主流单倍型, 并解析其功能。6株样品共克隆得到 109条长度均为 1 170 bp

的CHS cDNA序列, 存在 220个变异位点 (错义突变位点 116个), 可分为 85种单倍型, 编码 65种氨基酸序列类型, 存

在 96个变异位点。黄酮高含量组主流氨基酸序列类型为 aa-20和 aa-45, 低含量组主流氨基酸序列类型为 aa-11, 结

合靶点预测结果显示 aa-20的 383位点和 aa-45的 229位点位于结合位点区域, 与底物结合相关, 而 aa-11的 229位点

和383位点均与底物结合无关, 因此推测CHS的229位点和383位点对其功能具有重要影响。本文对丰富的CHS基

因型进行序列分析, 找到了影响其活性的重要位点, 为解析其功能奠定了基础, 也为进一步阐述甘草黄酮类化合物

生物合成的分子调控机制提供了思路。
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Abstract: Chalcone synthase (CHS) is the rate-limiting enzyme involved in the biosynthetic pathway of flavo‐

noids in Glycyrrhiza uralensis. It plays an important role in the regulation and control of flavonoids biosynthesis.

In this study, X-ray irradiated G. uralensis samples with high or low content of flavonoids were studied. The CHS

gene polymorphism in these samples were analyzed, the specific haplotypes were identified, and CHS function was

parsed. 109 CHS cDNA sequences with a length of 1 170 bp were cloned, 220 variable sites (116 missense muta‐

tion sites) were found and 85 haplotypes were identified, which encoded 65 amino acid sequences with 96 variable

sites. aa-20 and aa-45 were the most common amino acid sequences in samples with high flavonoid content, while

aa-11 was the most sequence in samples with low flavonoid content. Molecular docking results showed that the

mutation sites at 383 in aa-20 and 229 in aa-45 were related to substrate binding, while the mutation sites at 383 and

229 in aa-11 were not involved. Therefore, we speculate that the two mutation sites have significant influence on

the function of CHS. We analyzed a large number of CHS cDNA sequences and identified the important functional

sites, which will provide a basis for further functional studies. This paper will provide ideas for further research of

the molecular regulation of the flavonoid biosynthetic pathway in G. uralensis.
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甘草为豆科甘草属多年生草本植物, 其始载于《神

农本草经》, 在我国具有两千多年的药用历史, 素有“国

老药”、“十方九草”之美誉。2015版《中华人民共和国

药典》规定, 药用植物甘草的检测指标为黄酮类化合物

甘草苷和三萜类化合物甘草酸[1]。黄酮类化合物是甘

草中一类重要的活性成分, 是其发挥抗炎[2]、抗肿瘤[3]、

抗氧化[4,5]、抗糖尿病[6]等药理作用不可替代的成分。甘

草中最主要的黄酮类化合物包括: 甘草苷 (liquiritin)、

异甘草苷 (isoliquiritin)、甘草素 (liquiritigenin) 和异甘

草素 (isoliquiritigenin), 其生物合成途径如图1所示: 3分

子丙二酰辅酶 A 和 1 分子香豆酰辅酶 A 在查尔酮合

酶 (chalcone synthase, CHS) 催化下生成柚皮素查尔

酮 (naringenin), 继而在查尔酮还原酶 (chalcone reduc‐

tase, CHR) 催化下生成异甘草素; 异甘草素和UDP-葡

萄糖可被糖基转移酶 (glycosyl transferase, GT) 催化生

成异甘草苷 ; 同时异甘草素也可被查尔酮异构酶

(chalcone isomerase, CHI) 催化生成甘草素; 而甘草素

可在 GT催化下获得糖基, 生成甘草苷。CHS是该途

径的第一个限速酶, 在黄酮类化合物生物合成中发挥

着重要调控作用。

自 1983年报道荷兰芹 (Petroselinum crispum)[7]的

CHS 基因以来 , 已从丹参 (Salvia miltiorrhiza) [8]、丁

香 (Syringa oblata) [9]、葡萄 (Vitis vinifera) [10]、紫茉莉

(Mirabilis himalaca)[11]等近百种植物中克隆得到该基因。

目前, GenBank上注册了13 000余条植物CHS基因, 包括

DNA 7 500余条, mRNA 5 500余条。CHS基因属于多

基因家族, 结构保守, 多数 CHS基因由一个内含子和

两个外显子组成, 其家族成员在黄酮生物合成途径的

多个环节发挥作用[12], 可被多种因子调控[13]。研究表明,

在烟草 (Nicotiana tabacum) 中过表达CHS基因可提高

黄酮类化合物含量, 而沉默CHS基因则使黄酮类化合

物含量降低[14]。青蒿 (Artemisia annua) 中CHS基因表

达量上调时, 黄酮类化合物含量显著提高[15]。

植物在长期进化的过程中, 由于自然突变的作用, 遗

传基因会发生不同程度的变异, 形成基因多态性, 其中

功能基因的多态性对于调控产物的合成具有显著影响。

就药材而言, 药效物质的含量高低是评价其质量的决定

性因素, 因此功能基因的多态性同样是导致其质量差异

Figure 1 Biosynthetic pathway of liquiritin. ACC: Acetyl-CoA carboxylase; CHS: Chalcone synthase; CHR: Chalcone reductase; CHI:

Chalcone isomerase; GT: Glycosyltransferase
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的分子基础。本课题组前期研究发现甘草三萜生物合成

途径中β-香树酯醇合酶 (β-amyrin synthase, β-AS)[16]、鲨

烯合酶 (squalene synthase, SQS)[17]、3-羟基-3-甲基戊二

酰辅酶A还原酶 (3-hydroxy-3-methylglutary-coenzyme

A reductase, HMGR)[18]的基因多态性会明确影响甘草

酸的含量。因此, 推测甘草苷等黄酮类化合物的生物

合成也受到功能基因多态性的影响。

辐照诱变技术由于具有突变率高、育种周期短等

优点, 近年来已成为获得药用植物新种质资源的有效

途径之一[19]。Gao等[20]对空间飞行后的甘草进行分子

标记, 发现其基因组多态性的变化会影响次生代谢产

物的积累。本课题组前期利用X射线辐照处理乌拉尔

甘草种子, 栽培一年后进行HPLC含量测定, 结果显示

辐照组三萜类和黄酮类成分含量均显著高于空白对照

组[21]。因此, 本文仍采用X射线辐照处理甘草样品, 丰

富其基因多样性, 寻找 CHS的功能位点, 并深入解析

CHS基因多态性影响甘草黄酮类化合物生物合成的分

子机制。

材料与方法

植物材料 经 X 射线辐照处理的乌拉尔甘草种

子, 在北京中医药大学药草园栽培一年, 利用HPLC检

测样品中 4种黄酮类化合物的含量, 挑选含量最高的 3

株X射线辐照处理样品和含量最低的 3株空白对照样

品作为本实验的植物材料, 样品信息见表1。

试剂 ESPY spin 植物 RNA 快速提取试剂盒、

Oligo dT、琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒、M-MLV

(Rnase H-)、大肠杆菌DH5α感受态细胞等均购于北京

博迈德基因技术有限公司; 引物合成由生工生物工程

(上海) 股份有限公司完成 ; 氨苄青霉素 (ampicillin,

Amp) 和 LB 培养基所需药品均购于北京冠星宇科技

有限公司; pMD-19T载体、LA Taq DNA聚合酶等购于

TaKaRa公司。

仪器 1-13000 型离心机 (Sigma 公司); TC-3000

PCR扩增仪 (英国Techne公司); DYY-6C电泳仪 (北京

市六一仪器厂); H6-1微型电泳槽 (上海精益有机玻璃

制品仪器厂); 酶标仪 (美国Biotek Epoch公司); 恒温金

属浴 (德国Eppendorf公司); 恒温震荡培养箱 (北京东

联哈尔滨仪器制造有限公司); 凝胶成像系统 (Gene

Genius公司); LRH-250生化培养箱 (上海一恒科技有

限公司)。

甘草总 RNA 提取及逆转录 取 6 份甘草主根于

液氮中研磨至粉末, 使用ESPY spin植物RNA快速提

取试剂盒提取总RNA, 采用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 完整性 , 使用酶标仪测定 OD260/OD280 以确定

RNA纯度和浓度。以所提RNA为模板, Oligo dT为引

物, 使用M-MLV (Rnase H-) 逆转录试剂盒反转录生成

cDNA。

甘草CHS基因的 PCR扩增 根据GenBank上已

注册的胀果甘草 CHS 序列 (EU706287), 运用软件

Primer Premier 5.0设计引物序列如下:

F: 5'-CAATGGTGAGCGTAGCTGAAATTC-3'

R: 5'-CAATCATATAGCCACACTGTGCAG-3'

以 cDNA为模板, 25 μL PCR扩增体系包括: 1 μL

cDNA、18.25 μL H2O、0.5 μL上游引物F (10 μmol·L-1)、

0.5 μL 下游引物 R (10 μmol·L-1)、2.0 μL dNTP、2.5 μL

10× Buffer、0.25 μL LA Taq 酶。PCR 扩增程序: 94 ℃

5 min; 94 ℃ 15 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 90 s (30 个循环);

72 ℃ 10 min; 4 ℃保存。

CHS 基因片段胶回收、连接、转化及测序 采用

北京博迈德基因技术有限公司的琼脂糖凝胶纯化回收

试剂盒, 严格按照操作说明回收目的条带。将回收产物

与 pMD-19T 载体于 16 ℃金属浴中连接 12 h, 连接产

物转化大肠杆菌DH5α感受态细胞, 37 ℃、180 r·min-1

复苏 45 min后涂布于含 50 mg·L-1 Amp的 LB 平板上,

37 ℃倒置培养过夜, 挑取单克隆, 接种于LB液体培养

基 (含50 mg·L-1 Amp), 37 ℃、220 r·min-1培养过夜。以

菌液为模板进行 PCR, 阳性克隆送生工生物工程 (上

海) 股份有限公司测序。对所有序列进行重复测序 ,

同时结合碱基质量峰图, 最大限度降低因测序误差造

成的基因多态性误差。

序列分析及同源模建 使用软件 DNAMAN

6.0.3.99 比对全部 CHS cDNA 序列 ; 使用软件 Editseq

7.1.0 进行序列翻译; 利用在线软件 Swiss-model 进行

Table 1 Information of six Glycyrrhiza uralensis samples

Groups

Blank control group with low flavonoids contents

X-ray irradiated group with high flavonoids contents

No.

1

2

3

1

2

3

Level of

X-ray/Gy

0

0

0

50

50

5

Content/mg∙g-1

Liquiritin

0.040 9

0.038 6

0.796 9

11.120 1

11.764 9

15.550 2

Isoliquiritin

0.105 0

0.050 9

0.115 3

1.504 7

1.889 7

2.221 3

Liquiritigenin

0.016 6

0.040 7

0.141 1

0.552 8

0.603 6

0.582 1

Isoliquiritigenin

0.036 7

0.026 9

0.048 0

0.084 9

0.146 7

0.055 3
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同源模建 ; 利用 SAVES 服务器分析评价同源模建

蛋白; 以丙二酰辅酶 A 和香豆酰辅酶 A 为底物, 采用

Discovery Studio 2.5预测模建蛋白结合位点。

结果与讨论

1 甘草CHS基因的PCR扩增及测序结果

如图2所示, PCR扩增获得了长度约为1 200 bp的

特异性条带, 测序结果显示所得片段长度为 1 175 bp,

包含长度为 1 170 bp 的完整开放阅读框, 编码 1 条由

389个氨基酸残基组成的多肽链。BLAST分析发现该

片段与乌拉尔甘草CHS基因序列 (KY810370) 一致性

为 99%, 表明 CHS基因序列克隆成功。6份甘草样品

共克隆得到 109条CHS基因 cDNA序列, DNAMAN比

对分析确定了 85种单倍型, 共编码 65种氨基酸序列类

型, 在GenBank中对所有序列进行注册, 列于表 2中。

其中, 红色标出的单倍型仅存在于X射线辐照处理后的

黄酮高含量组中 (38种), 未采用红色标记的单倍型仅

存在于空白组中 (47种)。黄酮高含量组的38种单倍型

一致性为 98.84%, 其中单倍型 28 占比最高 (15.09%),

其次为单倍型 63 (9.43%), 为该组的主流单倍型 ; 空

白对照组的 47 种单倍型一致性为 99.35%, 单倍型

12占比最高 (10.71%), 为该组的主流单倍型。65种氨

基酸序列中, 黄酮高含量组具有 23种, 序列一致性为

99.43%, 其中 aa-20 占比最高 (43.40%), 其次为 aa-45

(16.98%), 是该组的主流CHS氨基酸序列类型; 空白对

照组具有 42种, 序列一致性为 99.32%, 其中 aa-11占比

最高 (16.08%), 是该组的主流CHS氨基酸序列类型。

2 甘草CHS cDNA序列及CHS氨基酸序列变异位点

分析

85种CHS cDNA单倍型共存在220个变异位点, 其

中错义突变位点为116个, 统计结果如表3所示。65种

CHS 氨基酸序列共存在 96 个变异位点 , 统计结果如

表 4所示。在X射线辐照处理黄酮高含量组的全部氨

基酸序列中, 193位点的V/I变异频率为35.85%; 229位

点的 I/V变异频率为 37.74%; 383位点的 I/V变异频率

为 100%。在空白对照组的全部氨基酸序列中, 193位

点的V/I变异频率为4.84%; 229位点的 I/V变异频率为

4.84%; 383位点的 I/V变异频率为 24.20%。黄酮高含

量组样品在这 3个位点的变异频率均显著高于空白对

照组样品, 故推测这 3个位点的突变与黄酮的积累水

平相关。

3 CHS单倍型聚类结果

85种甘草CHS单倍型聚类分析结果如图 3所示。

整体而言, 黄酮高含量组和空白对照组甘草样品CHS

cDNA序列区分度良好, 表明辐照处理后黄酮高含量

组和空白对照组间CHS序列差异明显。

4 同源模建分析结果

利用在线软件 Swiss-model对黄酮高含量组的主

流CHS氨基酸序列类型 aa-20、aa-45及空白对照组的

主流 CHS 氨基酸序列类型 aa-11进行同源模建, 结果

如图 4所示。三条氨基酸序列共用一个模版 (PDB数

据库 ID: 1BI5)。利用 SAVES服务器对同源模建蛋白

进行评价分析 , aa-11、aa-20、aa-45 三维模型的 Verify-

3D 值分别为 89.85%、89.85%、91.26%; ERRAT值分别

为 98.6877、98.6877、98.1627; 拉氏图的最适残基量分

别为 93.1%、93.1%、92.8%, 以上结果表明 aa-11、aa-20

及 aa-45的模建蛋白均具有良好的空间结构和立体化

学参数, 可用于后续分析。

5 结合位点预测结果

利用Discovery Studio 2.5预测模建蛋白的结合位

点, 结果如图 5所示, aa-20的 383位缬氨酸 (valine, V)

位于结合位点区域, 能够与香豆酰辅酶 A结合, aa-45

Figure 3 Clusters of 85 CHS cDNA sequences cloned from 6

G. uralensis samples. Red: X-ray irradiated samples; Green: Black

control samples

Figure 2 CHS cloning result. M: Marker, 1-6: Samples
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Figure 4 The homology modeling results of aa-11, aa-20 and aa-45. a: aa-11; b: aa-20; c: aa-45

Table 2 GenBank accession number of 85 haplotypes and 65 amino acid sequences cloned from the 6 G. uralensis samples. Notes: Haplo‐

types marked by red only present in X-ray irradiated group

Haplotypes

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

Frequency of

haplotypes/%

1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79

10.71
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.89
1.89
1.89
5.66

15.09
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
3.57

Amino acid

sequences

types

aa-1
aa-2
aa-3
aa-4
aa-5
aa-6
aa-7
aa-8
aa-9
aa-10
aa-11

aa-12
aa-13
aa-14
aa-15
aa-16
aa-17
aa-18
aa-19

aa-20

aa-21

aa-22
aa-23
aa-24
aa-25

Frequency of

amino acid

sequence

types/%

1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79

16.08

1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
3.58

43.40

3.57

1.79
1.79
1.79
3.57

GenBank

accession

No.

MF979309
MF979310
MF979311
MF979312
MF979313
MF979314
MF979315
MF979316
MF979317
MF979318
MF979319
KY748116
MF979342
MF979344
MF979320
MF979321
MF979322
MF979323
MF979324
MF979325
MF979326
KY810388
MF979329
MF979327
MF979355
MF979357
KY748118
KY748125
MF979363
MF979367
MF979373
MF979376
MF979378
MF979384
MF979386
MF979387
MF979388
KY748156
MF979337
MF979328
MF979330
MF979331
MF979332

Haplotypes

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

Frequency of

haplotypes/%

1.79
1.79
1.79
3.57
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.89
9.43
5.66
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
3.77
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89

Amino acid

sequences

types

aa-26
aa-27
aa-28
aa-29
aa-30
aa-31
aa-32
aa-33
aa-34
aa-35
aa-36
aa-37
aa-38
aa-39
aa-40
aa-41
aa-42
aa-43
aa-44
aa-45

aa-46
aa-47
aa-48
aa-49
aa-50
aa-51
aa-52
aa-53
aa-54
aa-55
aa-56
aa-57
aa-58
aa-59
aa-60
aa-61
aa-62
aa-63
aa-64
aa-65

Frequency of

amino acid

sequence

types/%

1.79
1.79
1.79
3.57
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.79
1.89

16.98

1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
3.77
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89
1.89

GenBank

accession

No.

MF979333
MF979334
MF979335
MF979336
MF979338
MF979339
MF979340
MF979341
MF979343
MF979345
MF979346
MF979347
MF979348
MF979349
MF979350
MF979351
MF979352
MF979353
MF979354
MF979356
MF979381
MF979382
MF979358
MF979359
MF979360
MF979361
MF979362
MF979364
MF979365
MF979366
MF979368
MF979369
MF979370
MF979371
MF979372
MF979374
MF979375
MF979377
MF979379
MF979380
MF979383
MF979385

·· 2211
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的 229 位缬氨酸位于结合位点区域 , 能够与丙二酰

辅酶 A 结合 , 而 aa-11 的 229 位和 383 位的异亮氨酸

(isoleucine, I) 均与底物结合无关。以上结果与黄酮

高/低含量组CHS氨基酸序列变异位点分析结果一致,

进一步解释了 229、383位点处的变异与黄酮积累水平

相关。

6 讨论

甘草中发现的黄酮类化合物超过 300余种, 囊括

了花青素之外的所有黄酮小类[22]。近些年报道较多的

黄酮类化合物是甘草苷、异甘草苷、甘草素和异甘草

素, 研究主要集中在药理活性方面, 而对其次生代谢途

径分子调控的研究较少。本文以甘草黄酮类生物合成

途径入口酶CHS为研究对象, 探讨其基因多态性对黄

酮类化合物生物合成的影响作用。

CHS 属于多基因家族 , 近年来 , 越来越多的 CHS

基因从大豆 (Glycine max) [23]、桑树 (Morus atropur‐

Table 3 Variable sites of the 85 CHS haplotypes. Notes: "0" refers to synonymous mutation, "1" refers to missense mutation, mutation sites

marked by red only present in X-ray irradiated group

Variable

sites

26
35
42
45
48
50
58
62
68
70
71
80
83
87
88
89
90
94

100
101
105
109
118
121
126
137
145
156
160
174
177
178
180
182
185
189
191
195
201
202
204
208

209
216

Variation

C/T
A/G
G/A
G/A
C/T
T/G
T/C
G/A
T/C
G/A
C/T
C/T
A/G
A/G
A/G
C/T
T/C
T/C
A/G
G/A
A/G
A/G
T/C
A/G
A/G
T/C
A/C
C/T
A/G
C/T
A/G
T/C
T/C
T/C
T/C
T/C
T/C
A/G
A/T
A/G
C/A
A/G
A/T
T/C
C/A

Types

0
0
1
1
1
0
1
0
0
1
0
0
0
1
1
0
1
1
1
0
1
1
1
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1
0
0
1
0
1
1
1
1
1
1
0
1

Variable

sites

221
223
231
240
242
245
246
254
255
260
261
266
269
270
272
277
278
282
286
296
299
312
319
332
336
338
345
352
359
368
373
386
390
396
398
401
404
411
419
431
452
455
463
465
473

Variation

A/G
A/G
T/C
A/G
T/C
T/C
A/G
T/C
G/A
T/C
A/G
G/A
T/C
T/C
T/C
A/G
C/T
A/G
A/G
G/C
C/T
A/G
G/A
A/G
A/G
A/G
A/G
G/A
A/G
G/A
T/C
C/T
T/C
A/G
T/C
T/C
T/A
A/G
C/T
G/A
T/C
C/T
T/C
A/G
T/C

Types

0
1
0
1
0
0
1
0
1
0
1
0
0
1
0
1
0
1
1
0
0
1
1
0
1
0
1
1
0
0
1
0
1
1
0
0
0
1
0
0
0
0
1
1
0

Variable

sites

474
475
477
481
484
485
487
494
500
501
507
514
520
532
536
541
542
543
555
557
565
579
580
596
599
606
608
618
620
623
628
631
638
641
642
647
665
673
678
680
686
687
688
692

Variation

A/G
T/C
A/G
A/G
A/G
A/G
A/G
C/T
A/G
G/T
A/G
T/C
T/C
T/C
G/A
A/G
C/T
A/G
C/T
T/C
T/C
G/A
T/C
C/T
T/C
A/G
T/A
C/T
G/A
T/C
T/C
T/C
A/G
A/G
T/C
T/C
A/G
T/C
T/C
T/C
A/G
A/G
T/C
T/A
T/C

Types

1
1
1
1
1
0
1
0
0
1
1
1
1
1
0
1
0
0
1
0
1
1
1
0
0
1
0
0
0
0
1
1
0
0
0
0
0
1
1
0
0
1
1
0
0

Variable

sites

694

703
707
717

728
740
748
752
759
760
767
770
776
782
796
797
800
802
803
812
824
835
837
838
839
842
850
855
856
866
867
872
874
878
886
888
895
917
923

931
949
952

Variation

A/T
A/G
A/G
T/C
T/C
T/G
T/G
A/G
A/G
T/C
G/A
C/T
T/C
T/C
T/G
A/G
T/C
T/C
T/C
T/C
T/C
T/C
T/A
A/G
A/G
T/C
T/C
T/C
T/C
G/A
A/G
A/G
C/T
A/G
G/A
C/A
A/G
A/G
T/C
T/C
G/A
G/T
T/C
A/G
T/C

Types

1
1
1
0
0
1
0
1
1
0
1
1
0
0
0
0
1
0
0
1
0
0
0
1
1
1
0
0
1
1
1
0
1
0
1
0
1
1
1
0
0
0
1
1
1

Variable

sites

956
958
962
967
969
970
973
994
998

1003
1006
1010
1022
1027
1028
1029
1038
1042
1046
1047
1048
1058
1061
1063
1067
1070
1073
1075
1080
1094
1097
1107
1109
1121
1124
1127
1145
1149
1152
1162
1167
1168
1169
1170
1175

Variation

T/C
T/C
G/A
A/G
A/T
A/G
T/C
T/C
T/C
A/G
G/A
T/C
A/T
T/C
C/T
C/T
T/C
A/G
G/A
A/G
T/C
A/G
A/G
C/T
A/G
T/C
A/G
T/C
A/G
G/A
T/C
G/T
G/A
T/C
A/G
T/G
T/A
A/G
C/T
T/-
A/-
T/A
A/T
T/-
G/A

Types

0
1
0
1
1
1
1
1
0
1
1
0
0
1
0
0
0
1
0
1
1
0
0
1
0
0
0
1
1
0
0
1
0
0
0
0
0
1
0
1
1
1
1
1
1
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purea)[24]、玉米 (Zea mays)[25]中克隆得到, 进一步丰富

了 CHS 基因库。CHS 的功能多样 , 在植物色素沉

着[26]、抗胁迫[27]、抵抗病原菌入侵[28]等方面发挥重要作

用。本课题组前期研究发现过表达 CHS基因的甘草

毛状根中黄酮类化合物的积累水平显著提高[29], 证明

CHS 对甘草黄酮类化合物的生物合成具有重要的调

控作用。然而, CHS在甘草中以多拷贝的形式存在, 筛

选出功能最佳的基因型 , 不仅有助于 CHS 功能的阐

释, 更可作为分子标记运用于甘草的人工选育。

此前其他学者针对 CHS 基因单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP) 进行了相关研究。

Ghosh 等[30]分析了不同品种姜 (Zingiber officinale) 的

Table 4 Variable sites in the 65 CHS amino acid sequences. Notes: Mutation sites marked by red only present in X-ray irradiated group

Variable sites
14
15
19
23
29

30
31
33
35
36
39
40
42
48
52
53
58
59

60
63
65
67
69

72
74
80
82
85
87
90
92
94
95

Types
E-K
G-S
I-T

G-D
N-D
N-S
C-R
V-A
Q-R
T-A
Y-C
F-S
Y-C
K-E
H-P
L-F
K-R
R-C
M-T
M-V
C-R
S-P
I-V

K-R
Y-C
Y-F
L-I
E-G
N-D
N-D
A-T
M-V
S-P
D-G
R-G
Q-R

Mutation number
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
3
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1

Variable sites
104
106
112
115
130
132
137
154
155
158

159
160
161
162
167
169
171
173
180
181
185
188
193
202
209
210
224
226
229

231

234
239
246

Types
R-G
G-E
K-E
K-E
C-R
T-A

M-V
V-A
K-E
M-T
M-V
M-V
Y-C
Q-R
Q-R
G-C
T-A
L-P
L-S
N-S
N-D
R-C
V-A
V-I
T-A
L-P
V-A
V-A
S-P
I-T
I-V

E-G
E-V
K-R
L-V
I-M

Mutation number
1
1
1
1
1
1
2
1
3
1
3
1
1
1
1
1
2
1
2
1
1
1
1

13
1
1
1
1
1
2

14
1
1
1
1
1

Variable sites
249
253

265
267
278
279

283
285

289
291
295
296
298
310
316
317
319
322
323
324
331
335
342
347
349

354
358
360
369
383

Types
D-G
A-T
A-V
F-S
L-P
N-S
I-T
I-V

L-P
E-G
E-K
P-S
G-D
Y-C
N-D
I-T

L-P
K-R
L-S
L-S
E-G
K-R
M-T
L-P
G-D
V-A
D-G
M-T
M-V
A-V
L-P
T-A
V-L
I-V

Mutation number
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
4
1

34

Figure 5 Binding sites prediction between coumaryl-CoA and aa-20 (a), and malonyl-CoA and aa-45 (b)
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CHS 基因和氨基酸序列的多态性 , 发现氨基酸序列

142位点和 336位点突变对CHS功能影响较大。本课

题组前期对自然生长的甘草 CHS基因多态性进行了

分析[31], 发现CHS氨基酸序列 229位点的变异会影响

甘草苷的生物合成。相较于其他学者以及本课题组的

前期研究, 在本研究中采用X射线辐照处理甘草种子,

栽培一年后作为实验材料, 这大大提高了甘草样品基

因变异的频率, 丰富了 CHS基因多样性, 在此基础上

确定了黄酮高/低含量组共计 85种 CHS单倍型, 从丰

富的单倍型中进一步筛选出黄酮高/低含量组对应的

主流CHS单倍型及氨基酸序列, 并分析其功能, 深入挖

掘酶的活性位点。根据氨基酸序列变异位点分析, 推测

193、229、383位点的突变会影响 CHS的功能, 进一步

利用黄酮高/低含量组的主流氨基酸序列类型 aa-20、

aa-45、aa-11进行结合位点预测分析, 发现黄酮高含量

组 aa-20的 383位点和 aa-45的 229位点均与底物结合

有关, 而黄酮低含量组 aa-11的 229位点和 383位点均

不在位点结合域内 , 与底物结合无关。因此证明除

229位点的突变会对CHS功能产生较大影响之外, 383

位点变异同样会影响 CHS的功能。本研究为解析甘

草CHS基因的功能奠定了基础, 也为其他药用植物功

能基因多态性研究提供了思路。

作者贡献: 刘颖和肖瑶设计并指导了本文全部实验及论

文写作; 田少凯撰写了本论文并与侯嘉铭一起完成实验; 杨

林和张智新参与了实验数据分析。
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