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摘　 要: 为探究葛根品种间异黄酮类物质代谢关键酶基因 ＰｔＣＨＩ 的分子机制差异ꎬ并揭示其品种间异黄酮

物质含量差异的原因ꎬ该研究以野葛品种‘桂葛 ８ 号’和粉葛品种‘桂葛 １ 号’为材料ꎬ经乙醇提取并通过高

效液相色谱仪对野葛和粉葛中葛根素和总黄酮的含量进行测定ꎬ基于已报道的野葛 ＣＨＩ 基因ꎬ通过同源克

隆方法分离粉葛中 ＰｔＣＨＩ 基因ꎬ并在体外进行蛋白表达ꎬ同时在拟南芥原生质体中研究 ＰｔＣＨＩ 基因的定位ꎮ
结果表明:(１)野葛中的葛根素含量显著高于粉葛的ꎬ野葛的总黄酮含量也高于粉葛但未达到显著水平ꎮ
(２)成功分离到粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因ꎬ长度为 ７４２ ｂｐ 且包含 ６７２ ｂｐ 完整的 ＯＲＦ 框ꎬ编码 ２２３ 个氨基酸ꎬ与野葛的

ＣＨＩ 基因具有 ９９％的同源性ꎮ (３)ＣＨＩ 基因在粉葛中的表达量为茎>根>叶子ꎬ在野葛中则为根>茎>叶子ꎬ
除叶子外野葛中 ＣＨＩ 基因的表达量均显著高于粉葛ꎮ (４)经预测ꎬ粉葛 ＰｔＣＨＩ 蛋白为稳定的亲水性蛋白且

大小为 ２７.８ ｋＤꎬ二、三级结构以 α￣螺旋为主ꎬ具有 ２５ 个磷酸化位点ꎬ与野葛、大豆和乌拉尔甘草的亲缘关系

较近ꎬ与 Ｆ３Ｈ２、Ｆ３Ｈ、４ＣＬ４、ＤＦＲ２ 及 ＣＨＳ 发生互作的可能性较大ꎮ (５)在体外成功诱导并分离到 ２７.８ ｋＤ 的

ＰｔＣＨＩ 单一蛋白ꎮ (６)通过拟南芥原生质体进一步揭示 ＰｔＣＨＩ 主要定位在叶绿体ꎮ 该研究结果进一步解析了

粉葛和野葛中黄酮类物质含量的差异问题ꎬ为 ＰｔＣＨＩ 的功能验证和异黄酮代谢途径机理研究提供了参考ꎮ
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　 　 粉葛(Ｐｕｅｒａｒｉａ ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ)为豆科

蝶形花亚科葛属藤本植物ꎬ茎基部木质且具有肥厚

的块状根ꎬ在我国广泛分布(中国植物志ꎬ１９９５)ꎮ
其主要活性成分包括异黄酮类化合物葛根素、大豆

苷元、染料木素和异甘草素等ꎬ以及皂苷类物质皂

角精醇、槐二醇和大豆苷醇等(楚纪明等ꎬ２０１５)ꎮ
另外ꎬ粉葛中还富含维生素 Ｃ、蛋白质、还原糖、淀粉

和膳食纤维等营养成分(李桂花等ꎬ２０２１)ꎮ 粉葛作

为“药食同源”作物ꎬ因其淀粉含量高而常被加工成

葛根粉、葛根薯片、葛根糕、葛根酒等系列商品ꎬ前
人研究表明粉葛具有解热、抗病毒、降血糖血脂血

压、保肝护肝、抗肿瘤、改善肾功能等作用(尚小红

等ꎬ２０２１ꎻ于钦辉等ꎬ２０２１)ꎮ
查尔酮异构酶( ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎬ ＣＨＩ)是异

黄酮代谢途径中的一个关键酶ꎬ其酶活对植物体内

黄酮的积累起到重要作用ꎬ从而对植物的抗逆、花
色等存在关联(李琳玲等ꎬ２００８ꎻ周发俊等ꎬ２００８)ꎮ
ＣＨＩ 是个超基因家族ꎬ现主要分为 Ｔｙｐｅ Ｉ、Ｔｙｐｅ Ⅱ和

Ｔｙｐｅ Ⅲ三个类型ꎬ大部分植物的 ＣＨＩ 基因属于 Ｔｙｐｅ
ＩꎬＴｙｐｅ Ⅱ一般只存在于豆科植物且该类型由 Ｔｙｐｅ Ｉ
演化而来ꎬＴｙｐｅ Ⅲ主要为真菌和细菌中的类 ＣＨＩ 蛋
白家族(张党权等ꎬ２００７ꎻ梁瓴婕ꎬ２０１６)ꎮ 目前ꎬＣＨＩ
基因已在多种植物中被成功分离并做了功能验证ꎮ
梁瓴 婕 ( ２０１６ ) 在 体 外 成 功 分 离 到 香 雪 兰 的

ＦｈＣＨＩ１、ＦｈＣＨＩ２、ＦｈＣＨＩ３、ＦｈＣＨＩ４、ＦｈＣＨＩ５ 蛋白ꎬ并
通过酶活检测得出 ＦｈＣＨＩ２ 和 ＦｈＣＨＩ５ 具有活性ꎬ能
催化柚皮素查尔酮形成柚皮素ꎬ而 ＦｈＣＨＩ３、ＦｈＣＨＩ４
没有活性ꎻ同时ꎬ在拟南芥中异源表达 ＦｈＣＨＩ１、
ＦｈＣＨＩ２、ＦｈＣＨＩ５ 能恢复 ＣＨＩ 突变体拟南芥的花色

苷和黄酮醇代谢ꎬ并能使植株幼苗的生长点恢复为

紫色、种皮颜色变回棕色ꎻ而 ＦｈＣＨＩ３、ＦｈＣＨＩ４ 则不

能恢复突变体的表型及花色苷和黄酮醇代谢ꎮ 郭

晋雅(２０１１)将紫心甘薯 ＩｂＣＨＩ 基因转化至拟南芥突

变体中ꎬ发现紫心甘薯 ＩｂＣＨＩ 基因能使突变体拟南

芥( ｔｔ５)种皮颜色由浅黄色恢复到野生型的深棕褐

色ꎻ强光处理下突变体植株的叶片荧光参数 Ｆｖ / Ｆｍ
和 Ｙｉｅｌｄ 迅速降低ꎬ而转 ＩｂＣＨＩ 的植株和野生型植株

变化较慢ꎬ表明 ＩｂＣＨＩ 能使突变体恢复至与野生型

植株一样的抵抗强光的效果ꎻ干旱处理后突变体植

株萎蔫ꎬ而转 ＩｂＣＨＩ 的植株和野生型植株的枯萎程

度较低ꎮ 何则铭 (２０１１) 的研究结果表明在 ＮａＣｌ
(１５０ ｍｍｏｌ  Ｌ￣１ ) 处理下ꎬ 过表达 ＧｍＣＨＩ４Ａ 和

ＧｍＣＨＩ４Ｂ 的大豆发状根耐盐性高于对照ꎬ并且转基

因株系中的 ＧｍＳＯＤ１ 和 ＧｍＳＯＳ１ 表达量以及发状根

中的异黄酮含量显著高于对照ꎮ 郭丹丹(２０１９)研

究表明红花 ＣｔＣＨＩ１ 基因定位于细胞核中ꎮ 李红艳

(２０１９)研究发现丹参 ＳｍＣＨＩ 基因不仅定位在烟草

表皮细胞的高尔基体、 质膜和细胞核上ꎬ而且在内

６１３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



质网、过氧化物酶体和质体上也检测到荧光ꎮ 因

此ꎬＣＨＩ 基因在细胞中的定位是多样化的ꎬ并且同为

ＣＨＩ 基因在不同物种中的定位存在差异ꎮ
基于本研究的前期研究结果ꎬ即在野葛和粉葛

中葛根素及总黄酮的含量存在显著差异ꎬ并根据前

人在其他物种中发现查尔酮异构酶是黄酮代谢途

径中的关键酶且在黄酮类化合物合成中起重要作

用ꎬ同时依托 Ｔｅｒａｉ 等 ( １９９６) 在野葛 ( Ｐｕｅｒａｒｉａ
ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｌｏｂａｔａ)中成功克隆到一个长 ７５６ ｂｐ 的

ＣＨＩ 基因ꎬ该基因包含长 ６７５ ｂｐ 的 ＯＲＦ 框ꎬ编码

２２５ 个氨基酸ꎬ蛋白大小 ２３ ８０３ Ｄａꎮ 因此ꎬ本研究

通过同源克隆的方法ꎬ用 ＩＰＴＧ 体外诱导和分离蛋

白ꎬ同时通过拟南芥原生质体ꎬ拟探讨以下问题:
(１)ＣＨＩ 基因在粉葛和野葛中是否存在差异ꎻ(２)
ＣＨＩ 基因在野葛和粉葛中的表达量情况ꎻ(３)ＣＨＩ 基
因在细胞中的定位ꎮ 本研究结果将为野葛与粉葛

中葛根素含量和总黄酮含量差异的探讨提供信息ꎬ
同时为进一步解析 ＰｔＣＨＩ 基因在粉葛中调控黄酮类

化合物积累的机制研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试材料为广西大学农学院薯类课题组选

育ꎬ经王爱勤教授鉴定为食用型粉葛 ( Ｐｕｅｒａｒｉａ
ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ)‘桂葛 １ 号’和药食兼用型

野葛 (Ｐ. ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｌｏｂａｔａ) ‘桂葛 ８ 号’ 品种ꎬ
２０１６ 年种植于广西大学农学院教学科研基地ꎮ
１.２ 粉葛与野葛的葛根素和总黄酮的含量检测

称取葛根粉样品 ０.１ ｇ 置于盛有 ５０ ｍＬ ３０％乙

醇的锥形瓶中ꎬ用保鲜膜封口并称重后于 ２５０ Ｗ 下

超声 ３０ ｍｉｎ ꎬ待室温冷却后再称重ꎬ用 ３０％乙醇补

足失去的重量ꎬ过滤后吸取 ５ ｍＬ 滤液于 ２５ ｍＬ 容量

瓶且用 ３０％乙醇定容ꎬ即为 ２０ μｇｍＬ￣１的葛根素提

取液ꎮ 流动相为 Ｖ(甲醇) ∶ Ｖ(０.１％醋酸水)＝ ３０ ∶
７０ꎬ流速为 １.０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ检测波长为 ２５０ ｎｍꎮ

葛根总黄酮的提取和检测均参照李增富和吴

荣锋 (２００８) 的方法ꎮ
１.３ 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的克隆和表达量检测

提取‘桂葛 １ 号’的总 ＲＮＡꎬ并获得 ｃＤＮＡꎬ用
表 １ 中引物 ＰｔＣＨＩ￣Ｆ、ＰｔＣＨＩ￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ纯
化后连接到 ｐＭＤ￣１９ Ｔ 载体ꎬ转入 ＤＨ５α 感受态细

胞ꎬ挑选菌液扩增后将有特异条带的菌液送往生

物公司测序ꎬ在 ＤＮＡＭＡＮ 软件中进行序列比对并

完成克隆ꎮ 用表 １ 中引物 ＰｔＣＨＩ￣ＤＬＦ、ＰｔＣＨＩ￣ＤＬＲ
对野葛和粉葛的 ＣＨＩ 基因做表达量检测ꎮ
１.４ 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的生物信息学分析

利用在线工具 ＮＣＢＩ 中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 找到基

因的开放阅读框ꎻ利用在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测蛋

白的理化性质ꎻ利用在线工具 ＳＯＰＭＡ、 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 及 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 分别进行蛋白二级、三级

结构预测和亚细胞定位的预测ꎻ经 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １
Ｓｅｒｖｅｒ 在线预测磷酸化位点ꎻ利用 ＳＴＲＩＮＧ 软件ꎬ
以大豆蛋白数据库分析蛋白之间的互作关系ꎻ利
用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件构建系统进化树ꎮ
１.５ 原核表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

用表 １ 中的引物 ＰｔＣＨＩ￣ＹＨＦ、ＰｔＣＨＩ￣ＹＨＲ 将

克隆完成的目的基因的 ＯＲＦ 框纯化后与线性化载

体 ｐｅｔ￣２８ａ 相 连 得 到 重 组 子 ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩꎮ 用

ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析后为可溶性

表达的蛋白ꎬ根据亲和层析原理ꎬ使用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎｉ￣
ＮＴＡ Ｒｅｓｉｎ 进行镍柱纯化ꎮ 对纯化后的蛋白进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ使用的一抗为抗 Ｈｉｓ 标签鼠单

克隆抗体ꎬ二抗为山羊抗小鼠 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)ꎮ
１.６ 亚细胞定位

用表 １ 中的引物 ＰｔＣＨＩ￣ＹＸＢＦ、ＰｔＣＨＩ￣ＹＸＢＲ
将克隆完成的目的基因的 ＯＲＦ 框纯化后与线性

化载体 ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１ 相连得到 ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣
Ｎ１￣ＰｔＣＨＩ 重组质粒ꎮ 选取苗龄在 ２５ ｄ 的拟南芥

幼嫩叶片ꎬ通过酶 ( ２５％ Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ Ｒ１０ 和 ０. ３％
Ｍｅｃｅｒｏｚｙｍｅ Ｒ１０)消化已切成细条的拟南芥叶片

３ ~ ４ ｈꎬ经尼龙膜过滤后用洗涤液洗涤获取拟南

芥原生质体ꎻ通过与原生质体和质粒总体积相等

的 ２０％ ＰＥＧ４０００ 进行转化ꎬ转化结束后转移至

９６ 孔板中培养ꎬ待其培养结束即可制片ꎬ在共聚

焦显微镜下采集图像ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 粉葛和野葛的葛根素和总黄酮的含量测定

由图 １ 可知ꎬ野葛‘桂葛 ８ 号’中的葛根素含

量显著高于粉葛品种(‘桂葛 １ 号’)且是粉葛品种

的 ３.５ 倍左右ꎬ野葛‘桂葛 ８ 号’的总黄酮含量也

高于粉葛品种但差异不显著ꎮ
２.２ 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的克隆与表达量分析

根据已报道的野葛 ＣＨＩ 基因序列设计引物ꎬ

７１３２ 期 羽健宾等: 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的克隆、原核表达和亚细胞定位



表 １　 表达载体构建的特异引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
　 　 引物序列

　 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰｔＣＨＩ￣Ｆ
ＰｔＣＨＩ￣Ｒ
ＰｔＣＨＩ￣ＤＬＦ
ＰｔＣＨＩ￣ＤＬＲ

ＧＡＴＣＧＡＡＡＣＣＣＴＴＡＡＴＴＴＣＡ
ＡＴＣＡＣＴＴＴＣＣＣＴＣＡＡＣＴＣＡＧ
ＣＡＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＡＣＣＡＴＣ
ＣＧＡＧＴＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣＴＴＴＡ

ＰｔＣＨＩ￣ＹＨＦ ｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡ

ＰｔＣＨＩ￣ＹＨＲ ｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇ
ＧＡＣＴＡＴＡＡＴＧＣＣＧＴＧＧＣＴＣＡＡＴＡＣ

ＰｔＣＨＩ￣ＹＸＢＦ ｇｇｔｃｃｇｇａｃｔｃａｇａｔｃｔｃｇａｇＣＡＴＧＧＣＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡ

ＰｔＣＨＩ￣
ＹＸＢＲ

ｇｃｔｃａｃｃａｔｃａｇｇａｔｃｃｃｇｇｇ
ＧＡＣＴＡＴＡＡＴＧＣＣＧＴＧＧＣＴＣＡＡＴＡＣ

∗∗表示在 ０.０１ 水平上差异显著ꎮ
∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０１ ｌｅｖｅｌ.

图 １　 葛根素和总黄酮的含量
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｕｅｒａｒｉｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

以粉葛品种‘桂葛 １ 号’的叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ克隆

到 ＰｔＣＨＩ 基因片段(图 ２)ꎮ 该 ｃＤＮＡ 核苷酸序列长

７４２ ｂｐꎬ具有一个长 ６７２ ｂｐ 的完整开放阅读框ꎬ启动

子 ＡＴＧ 位于 ５５ ｂｐꎬ终止子 ＴＧＡ 位于 ７２６ ｂｐꎬ推导

编码 ２２３ 个氨基酸(图 ３)ꎮ 经 ＮＣＢＩ 网站 ｂｌａｓｔ 比
对ꎬ所克隆的片段与野葛的 ＣＨＩ 基因编码的蛋白具

有 ９９％的同源性ꎮ ＣＨＩ 基因表达量结果显示ꎬＣＨＩ
基因在野葛品种‘桂葛 ８ 号’中的表达量为根>茎>
叶ꎬ而在粉葛品种‘桂葛 １ 号’中的则为茎>根>叶ꎻ
除叶片外ꎬ野葛品种‘桂葛 ８ 号’中 ＣＨＩ 基因的表达

量均显著高于粉葛品种(图 ４)ꎮ
２.３ 粉葛 ＰｔＣＨＩ 蛋白生物信息学分析

２.３.１ ＰｔＣＨＩ 蛋白理化性质及亚细胞定位预测　 理

化性质预测结果表明ꎬＰｔＣＨＩ 蛋白由 ２２４ 个氨基酸

组成ꎬ相对分子质量为 ２７.８ ｋＤꎬ理论等电点( ｐＩ)

Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ 标记ꎻ １. ＰｔＣＨＩ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｇｅｎｅ.

图 ２　 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的 ＰＣＲ 扩增
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ

Ｐｕｅｒａｒｉａ ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ

为 ５.３４ꎬ不稳定指数为 ３２.２５ꎬ属于稳定蛋白ꎬ脂肪

族指数为 ９５.４０ꎮ ＰｔＣＨＩ 蛋白中带负电荷残基占氨

基酸总数的 １２.０５％ꎬ而带正电荷残基为９.８２％ꎬ推
测该蛋白带负电ꎮ 亚细胞定位预测结果显示ꎬ定
位在细胞质的可能性达 ６４.２８％ꎬ其次是叶绿体为

１４.２８％ꎬ而定位于细胞核、线粒体和高尔基体的几

率为 ７.１４％ꎮ
２.３.２ ＰｔＣＨＩ 二、三级结构预测　 通过 ＳＯＰＭＡ 在线

工具对 ＰｔＣＨＩ 蛋白二级结构进行预测分析ꎬ结果显

示该蛋白二级结构的形式及所占比例分别是 α￣螺
旋最高(４８.６６％)ꎻ其次是无规则卷曲和延伸链这两

种二级结构(分别为 ２４.１１％、１７.４１％)ꎬ而 β￣转角占

比最低(９.８２％)(图 ５)ꎮ 通过 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线

工具预测 ＰｔＣＨＩ 蛋白三级结构发现ꎬ该蛋白的结构

也包括 α￣螺旋、延伸链、β￣转角和无规则卷曲ꎬ其中

以 α￣螺旋居多ꎬ这与二级结构预测结果相符(图 ６)ꎮ
２.３.３ ＰｔＣＨＩ 磷酸化位点预测 　 通过 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １
Ｓｅｒｖｅｒ 在线预测 ＰｔＣＨＩ 磷酸化位点ꎬ结果显示该蛋

白主要存在 ２５ 个磷酸化位点ꎬ其中发生磷酸化可

能性最大的是位于 １０６ 位和 １６７ 位的丝氨酸ꎬ 得
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图 ３　 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的 ｃＤＮＡ 序列及推测的氨基酸序列
Ｆｉｇ. ３　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐｕｅｒａｒｉａ ｍｏｎｔａｎａ ｖａｒ. ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ

不同部位不同小写字母表示差异达显著水平 (Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ４　 ＣＨＩ 基因在不同部位的表达量
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＩ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ

分分别是 ０.９６９ 和 ０.９６４ꎻ其次是位于 ２９ 位和 ２０３
位的丝氨酸ꎬ得分分别为 ０.９０１ 和 ０.９０２ꎻ接着是第

２６ 位的丝氨酸、４４ 位的苏氨酸、１０１ 位的丝氨酸和

１１２ 位的丝氨酸ꎬ得分分别为 ０.８９４、０.８６３、０.８４４、
０.８２７(图 ７)ꎮ

２.３.４ ＰｔＣＨＩ 的遗传进化树分析 　 通过 ＭＥＧＡ ７.０
软件构建 ＰｔＣＨＩ 的氨基酸系统发育进化树ꎬ结果表

明 １１ 个物种被分为两大类ꎬ其中粉葛品种‘桂葛 １
号’和野葛品种‘桂葛 ８ 号’、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、乌
拉尔甘草(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ)、刺毛黧豆(Ｍｕｃｕｎａ
ｐｒｕｒｉｅｎｓ)和密花豆( Ｓｐａｔｈｏｌｏｂｕｓ ｓｕｂｅｒｅｃｔｕｓ)为一组ꎬ
而菜豆(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ)、绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ)和
豇 豆 ( Ｖ. ｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ ) 为 一 组ꎬ 鸡 母 珠 ( Ａｂｒｕｓ
ｐｒｅｃａｔｏｒｉｕｓ)和拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)为一组ꎮ
这说明粉葛品种‘桂葛 １ 号’与野葛品种‘桂葛 ８
号’、大豆和乌拉尔甘草的亲缘关系较近(图 ８)ꎮ
２.３.５ ＰｔＣＨＩ 蛋白互作关系预测　 利用 ＳＴＲＩＮＧ 在线

工具并以大豆蛋白库分析大豆 ＣＨＩ 的互作关系ꎬ预
测结果显示ꎬＣＨＩ 蛋白与黄烷酮 ３￣羟化酶 Ｆ３Ｈ２、
Ｆ３Ｈ(属于铁 /抗坏血酸依赖的氧化还原酶家族ꎬ与
植物类黄酮化合物花青素和原花青素的积累相关)
的互作分数较高ꎬ均为 ０.９９４ꎻ其次是 ＣＨＩ 蛋白与对￣
香豆酰 ＣｏＡ 连接酶 ４ＣＬ４(属于 ＡＴＰ 依赖的 ＡＭＰ 结

合酶家族ꎬ与植物木质素合成密切相关)的互作分

数为 ０.９８０ꎮ 此外ꎬ ＣＨＩ 蛋白与二氢黄酮醇还原酶
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图 ５　 ＰｔＣＨＩ 蛋白的二级结构预测
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 ＰｔＣＨＩ 蛋白的三级结构预测
Ｆｉｇ. ６　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＤＦＲ２(与花色苷积累相关) 互作ꎬ互作分数为

０.９７４ꎻ还与 ＳＦ３’Ｈ１(属于细胞色素 Ｐ４５０ 家族ꎬ与
花青素积累相关)及查尔酮合成酶 ｃｈｓ８(属于查尔

酮 /二苯乙烯合成酶家族ꎬ与植物查尔酮类化合物

积累、花色素形成及植物防御相关)发生互作ꎬ互
作分数分别为 ０.９５６、０.９５２(图 ９)ꎮ
２.４ 原核表达分析

２.４.１ 原核表达载体构建 　 由图 １０:Ａ 可知ꎬ在表 １
特异引物下ꎬ经 ＰＣＲ 扩增后ꎬ分别获得约 ６６９ ｂｐ 的

产物ꎬ与目的基因大小相符ꎮ 将扩增产物与线性化

的 ｐｅｔ２８ａ 载体进行重组反应ꎬ并转化至 ＤＨ５αꎮ 提

取质粒ꎬ分别用限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、ＳｐｅⅠ酶切ꎬ结
果如图 １０:Ｂ 所示ꎬ分别在大小约５ ３００ ｂｐ和 ６６９ ｂｐ
处各有一明亮条带ꎮ 将测序正确的质粒转化至

ＢＬ２１ 感受态细胞ꎬ经 ＰＣＲ 再次验证ꎬ证明目的基因

已成功连接至载体(图 １０:Ｃ)ꎮ 这说明获得了含

ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 重组质粒的原核表达菌株ꎮ
２.４.２ 重组蛋白诱导表达　 将含有 ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 重
组质粒的菌株ꎬ在 ０.５ ｍｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 条件下置于

１６ ℃和 ３０ ℃环境中培养ꎬ在 ３０ ｋＤ 处有特异蛋白

条带出现ꎬ与目的蛋白大小相符ꎬ而无 ＩＰＴＧ 诱导

时无此特异性蛋白条带ꎬ表明 ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 蛋白

在 ＢＬ２１ 表达菌株中被成功诱导表达ꎮ 其中ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测结果表明ꎬ高温诱导下上清液中存在较

少的可溶性蛋白ꎬ表明低温能够促进该蛋白的可

溶性表达(图 １１)ꎮ
２.４.３ 重组蛋白的纯化及浓度测定　 由于镍离子能

够与蛋白组氨酸中的咪唑环结合ꎬ因此利用镍离子

金属螯合亲和层析介质(Ｎｉ￣ＮＴＡ)能够吸附含组氨

酸的蛋白质ꎮ 通过增加流动相咪唑的浓度ꎬ可将蛋

白进行替换洗脱ꎬ从而达到分离纯化蛋白的目的ꎮ
由图 １２ 可知ꎬ采用镍亲和层析法能够对 ＰｔＣＨＩ 重组

蛋白进行有效的分离纯化ꎮ 当咪唑浓度(２０ ~ １００
ｍｍｏｌ Ｌ￣１ ) 较低时ꎬ杂蛋白被去除ꎬ浓度在 １２０
ｍｍｏｌＬ￣１以上时目的蛋白被替换洗脱ꎮ 当咪唑浓

度提高至 １６０ ｍｍｏｌＬ￣１时ꎬ蛋白条带较为单一ꎬ表
明此时蛋白纯度较高ꎮ 将纯度高的蛋白进行 ｂｕｆｆｅｒ
置换ꎬ测得其 ＰｔＣＨＩ 蛋白浓度为 ６.３９ μｇμＬ￣１ꎮ
２.４.４ 纯化蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 　 由于 ｐｅｔ２８ａ
载体质粒上带有组氨酸标签ꎬ因此可以用 Ｈｉｓ 抗体

对纯化蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证ꎮ 由图 １３ 可知ꎬ
经曝光后ꎬＰｔＣＨＩ 在 ＰＶＤＦ 膜上约 ２７.８ ｋＤ 处有目

的蛋白条带出现ꎮ 对不同蛋白上样量均检测到特

异的蛋白条带ꎬ进一步证实分离纯化的蛋白为

ＰｔＣＨＩ 蛋白ꎮ
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图 ７　 ＰｔＣＨＩ 蛋白的磷酸化位点预测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ８　 ＰｔＣＨＩ 氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２.５ 亚细胞定位

２.５.１ 亚细胞定位表达载体构建　 利用表 １ 中的特

异引物 ＰｔＣＨＩ￣ＹＸＢＦ / Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经 １％的琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ分别在 ６６９ ｂｐ 处有单一条带ꎬ
与目的基因大小相一致(图 １４:Ａ)ꎮ 经纯化后与

线 性 化 载 体 ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１ 连 接ꎬ 并 转 化 至

ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 提取质粒经限制性内切酶

Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｘｍａ Ｉ 酶切验证ꎬ结果显示分别在约４ ６００
ｂｐ 和 ６６９ ｂｐ 处各有一条带ꎬ大小与线性化载体及

目的基因大小相一致(图 １４:Ｂ)ꎮ 将其送测ꎬ 并把
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图 ９　 ＰｔＣＨＩ 蛋白互作分析
Ｆｉｇ. ９　 ＰｔＣＨＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

测序结果与目的基因序列一致的菌液进行扩大培

养ꎬ提取其质粒用于拟南芥瞬时表达ꎮ
２.５.２ 亚细胞定位分析 　 通过 ＰＥＧ￣ＣａＣｌ２ 法介导

ｐＳＡＴ６ ￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１￣ＰｔＣＨＩ 重组质粒转化拟南芥原生

质体ꎬ转化 １６ ｈꎬ通过激光共聚焦显微镜观察ꎬ
ＰｔＣＨＩ 的亚细胞定位结果显示ꎬ在叶绿体周围检测

到由 ＥＹＦＰ 通路发出的绿色荧光(图 １５:Ａ)及叶

绿体自发的红色荧光(图 １５:Ｂ)ꎬ这表明 ＰｔＣＨＩ 基
因定位于叶绿体ꎮ

３　 讨论

３.１ 粉葛和野葛的 ＣＨＩ 基因表达与异黄酮类物质

积累关系

异黄酮类物质作为葛根的主要活性成分ꎬ 其

Ａ. ＰｔＣＨＩ 基因 ＰＣＲ 扩增ꎻ １－５. 扩增产物ꎮ Ｂ. １. 重组质粒 ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 的双酶切产物ꎻ ２. ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 质粒提取ꎮ Ｃ. 重组质粒

ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 导入 ＢＬ２１ 中的 ＰＣＲ 检验结果ꎻ １－３. 扩增产物ꎮ Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ 标记ꎮ
Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩꎻ １－５. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｂ. １. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩꎻ ２. Ｐｌａｓｍｉｄ ＤＮＡ. Ｃ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩꎻ １－３. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ.

图 １０　 原核表达载体 ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ 的构建
Ｆｉｇ. １０　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐｅｔ２８ａ￣ＰｔＣＨＩ

含量高低是葛根药用价值的评判标准之一ꎮ 前人

的研究发现ꎬ粉葛和野葛的总黄酮含量差异悬殊ꎬ
并且野葛的异黄酮类物质的含量显著高于粉葛ꎮ
王新胜等(２００９)对伏牛山区的野葛和粉葛的药材

质量测评结果表明ꎬ野葛的水浸出物和醇浸出物

含量均高于粉葛ꎬ总黄酮含量是粉葛的 ３ 倍ꎬ并且

野葛中葛根素的平均含量是粉葛的 ２.５ 倍ꎮ 蒙秋

艳等(２０２０)对广西不同地区的野葛和粉葛总异黄

酮含量研究结果表明ꎬ１００ ｇ 野葛粉末中总异黄酮

含量[约为 ５.０８ ｇ(１００ ｇ) ￣１]显著高于粉葛中的

总异黄酮含量[０.４６３ ｇ(１００ ｇ) ￣１]ꎬ并且野葛中

的葛根素含量和大豆苷含量也高于粉葛ꎮ 张静等

(２０１７)研究发现ꎬ广西野葛的纤维素、可溶性糖、
总黄酮和葛根素的含量显著高于粉葛ꎮ

查尔酮异构酶作为黄酮生物合成途径中第二

大限速酶ꎬ在异黄酮类物质积累、色素合成、抗逆

等方面具有重要作用(李琳玲等ꎬ２００８ꎻ周发俊等ꎬ
２００８)ꎮ Ｚｈａｎｇ 等(２００９)研究表明ꎬ在乌拉尔甘草

中过表达其 ＣＨＩ 基因ꎬ对其毛状根中总黄酮含量

进行检测后发现ꎬ转基因乌拉尔甘草的毛状根中
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Ａ. １６ ℃ ꎬ１００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ０.５ ｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导下的 ＰｔＣＨＩꎻ Ｂ. ３０ ℃ ꎬ１００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ０.５ ｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ 诱导下的 ＰｔＣＨＩꎻ Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｍａｒｋｅｒꎻ １. 未诱导的总蛋白ꎻ ２. ＩＰＴＧ 诱导的总蛋白ꎻ ３. ＩＰＴＧ 诱导的上清液ꎻ ４. ＩＰＴＧ 诱导的沉淀ꎮ
Ａ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ １６ ℃ꎬ １００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ ０.５ ｍｏｌＬ￣１ ＩＰＴＧ ｏｆ ＰｔＣＨＩꎻ Ｂ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｒｅ ３０ ℃ꎬ １００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ ０.５ ｍｏｌＬ￣１

ＩＰＴＧ ｏｆ ＰｔＣＨＩꎻ Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｎｉｎｄｕｃｅｄꎻ ２. Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧꎻ ３. ＩＰＴＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ４. ＩＰＴＧ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.

图 １１　 ＰｔＣＨＩ 原核表达蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析
Ｆｉｇ. １１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ

Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. 流出液ꎻ ２. ２０ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ３. ４０ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ４. ８０ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ５. １００ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ６. １２０
ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ７. １６０ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎻ ８. ２００ ｍｍｏｌＬ￣１咪唑ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｅｌｕａｔｅꎻ ２. ２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ３. ４０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ４. ８０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ５. １００ ｍｍｏｌＬ￣１

ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ６. １２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ７. １６０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎻ ８. ２００ ｍｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ.

图 １２　 ＰｔＣＨＩ 重组蛋白的纯化
Ｆｉｇ. １２　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

总黄酮含量[１.３９４ ｇ(１００ ｇ) ￣１]显著高于野生型

毛状根中的含量[０.８４２ ｇ(１００ ｇ) ￣１]ꎻ同时ꎬ发现

在 ２％ ＰＥＧ８０００ 和 ０.１％酵母提取物共处理下能显

著提高转基因乌拉尔甘草毛状根中的总黄酮含量

３２３２ 期 羽健宾等: 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因的克隆、原核表达和亚细胞定位



Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. 上样量 １０ ｎｇꎻ ２. 上样量 ２０ ｎｇꎻ ３. 上
样量 ３０ ｎｇꎻ ４. 上样量 ５０ ｎｇꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ １０ ｎｇꎻ ２. Ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ
２０ ｎｇꎻ ３. Ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ４０ ｎｇ ꎻ ４. Ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ５０ ｎｇ.

图 １３　 ＰｔＣＨＩ 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测
Ｆｉｇ. １３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｔｅｓｔ ｏｆ ＰｔＣＨＩ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

[２.８３８ ｇ(１００ ｇ) ￣１]和机体内 ＣＨＩ 基因的转录水

平(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ Ｖｕ 等(２０１８)对改善土人

参[Ｔａｌｉｎｕｍ ｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ (Ｊａｃｑ.) Ｇａｅｒｔｎ.]总黄酮含

量低的研究结果发现ꎬ在土人参中过量表达大豆

的 ＧｍＣＨＩ 基因ꎬ会使得转基因土人参中总黄酮含

量(２.７４ ｍｇｇ–１和 ４.２４ ｍｇｇ–１)比非转基因株

系显著提高 ４.８ ~ ７.４ 倍ꎮ 本研究发现ꎬ野葛中的

葛根素含量和总黄酮含量均高于粉葛ꎬ与前人的

研究结果相一致ꎮ 同时还发现ꎬＣＨＩ 基因的表达量

在野葛的根和茎中均显著高于粉葛ꎬ前人在乌拉

尔甘草和土人参的研究中也发现ꎬ过表达 ＣＨＩ 基

因均能提高植株体内的总黄酮含量ꎮ 由此推测ꎬ

Ａ. ＰｔＣＨＩ 基因 ＰＣＲ 扩增ꎻＢ. 重组质粒 ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１￣ＰｔＣＨＩ 的双酶切产物ꎮ
Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩꎻ Ｂ. Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＳＡＴ６￣ＥＹＦＰ￣Ｎ１￣ＰｔＣＨＩ.

图 １４　 构建亚细胞定位重组质粒
Ｆｉｇ.１４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

Ａ. ＹＦＰ 通道绿色荧光ꎻ Ｂ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ 自发荧光ꎻ Ｃ. Ｍｅｒｇｅꎮ
Ａ. ＹＦＰ ｃｈａｎｎｅｌ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ Ｂ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ａｕｔｏｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅꎻ Ｃ. Ｍｅｒｇｅ.

图 １５　 ＰｔＣＨＩ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. １５　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｔＣＨＩ

葛根中的 ＣＨＩ 基因与总黄酮及葛根素的积累存在

密切联系ꎮ 这对后续粉葛品质改良以提高其药效

成分具有重要的参考价值ꎮ
３.２ 野葛和粉葛的 ＣＨＩ 基因结构差异与异黄酮类

物质积累关系

同一基因常会因结构存在差异而使其行使的

功能或受到胁迫的表现有所不同 (刘玉成等ꎬ
２０１９)ꎮ 娄文月等 ( ２０２１) 在甘蔗研究中发现ꎬ
ＳｃＪＡＺ 基因家族中 ＳｃＪＡＺ２２、 ＳｃＪＡＺ２４ 和 ＳｃＪＡＺ３０
基因结构、氨基酸数量和相对分子质量差异较大ꎬ
这 ３ 个基因在叶枯萎病侵染抗叶枯萎病品种

ＲＯＣ２２ 的早期呈现不同的表达量ꎬ其中 ＳｃＪＡＺ２２
基因的表达量下调ꎬ而 ＳｃＪＡＺ２４ 和 ＳｃＪＡＺ３０ 的表达

量却上调ꎮ Ｄｏｎｇ 等( ２０２１) 在白梨中鉴定出 １９７
个 ｂＨＬＨ 基因ꎬ其基因结构和编码的氨基酸数量以

４２３ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



及外显子数量都存在差异ꎬ在冷处理和热处理下ꎬ
ＰｂｒｂＨＬＨ７、 ＰｂｒｂＨＬＨ８、 ＰｂｒｂＨＬＨ１２８、 ＰｂｒｂＨＬＨ１６０、
ＰｂｒｂＨＬＨ１６１ 和 ＰｂｒｂＨＬＨ１９５ 的表达量均上调ꎬ而
其他成员的表达量则无显著变化ꎮ 这说明同一家

族的基因ꎬ当其基因结构相互之间存在差异时ꎬ每
个基因所表现出来的功能都会有所不同ꎮ

本研究结果表明ꎬ所克隆的粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因

ＯＲＦ 框长 ６７２ ｂｐꎬ推导编码 ２２３ 个 氨 基 酸ꎬ与

Ｙｏｓｈｉｙａ 等(１９９６)在野葛中克隆的 ＰｍＣＨＩ 的 ＯＲＦ
框 ６７５ ｂｐ 相差 ３ ｂｐꎬ编码的氨基酸也相差 １ 个ꎮ
粉葛和野葛中的 ＣＨＩ 基因 ＯＲＦ 框长度和所编码的

氨基酸数量存在差异ꎬ并且该基因在野葛和粉葛

中的表达量差异显著ꎬ这与前人在甘蔗和白梨中

的研究结果相似ꎮ 两者的功能是否会存在差异ꎬ
以及是不是引起野葛和粉葛的黄酮含量差异的原

因还有待进一步挖掘ꎮ
３.３ 粉葛 ＰｔＣＨＩ 基因亚细胞定位、互作关系与异黄

酮类物质积累关系

本研究获得的粉葛 ＰｔＣＨＩ 的氨基酸序列与野

葛、大豆、乌拉尔甘草的 ＣＨＩ 亲缘关系较近ꎮ ＣＨＳ
和 ＣＨＩ 发生互作在水稻、拟南芥、江南卷柏和小立

碗藓等植物中已有报道(Ｂａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ Ｆｕｊｉｎｏ
等(２０１８)研究发现金鱼草 ＡｍＣＨＳ 和 ＡｍＣＨＩ 定位于

内质网和细胞核且 ＣＨＩ 能与 ＣＨＳ、ＦＮＳⅡ、Ｆ３Ｈ 及

ＤＦＲ 发生蛋白互作ꎬ使 β￣半乳糖苷酶活性显著提

高ꎮ Ｂａｎ 等(２０１８)研究表明ꎬ啤酒花 ＣＨＩＬ２ 和 ＣＨＳ
＿Ｈ１ 均定位于细胞质中且能发生互作ꎬ在酵母中

ＣＨＳ＿Ｈ１ / ＣＨＩＬ２ 共表达提高了代谢产物黄腐酚含量

和槲皮素查尔酮含量ꎬ比单独表达时提高 １.４ 倍和

１.５ 倍ꎮ Ｗａｋｉ 等 ( ２０１６) 研究发现大豆 ＧｍＩＦＳ 与

ＧｍＣＨＳ１、 ＧｍＣＨＳ７、 ＧｍＣＨＩ１Ａ、 ＧｍＣＨＩ１Ｂ２ 和

ＧｍＣＨＩ２ 发生互作ꎬ其中 ＧｍＩＦＳ 与 ＧｍＣＨＩ 的互作强

于 ＧｍＣＨＳꎻ在同等条件下ꎬＧｍＩＦＳ 与 ＧｍＣＨＩ 共表达

时 的 β￣半 乳 糖 苷 酶 的 活 性 也 高 于 ＧｍＣＨＳꎮ
Ｄａｓｔｍａｌｃｈｉ 等(２０１６)研究发现大豆 ＧｍＩＦＳ１ / ＧｍＩＦＳ２
与 ＧｍＣＨＲ１４、ＧｍＣＨＩ２、 ＧｍＣＨＳ７、ＧｍＣＨＳ８ 均在细

胞质中发生互作ꎬ其中 ＧｍＩＦＳ２ 和 ＧｍＣＨＲ１４ 互作

时发出的荧光最强ꎬ与 ＧｍＣＨＳ７ / ＧｍＣＨＳ８ 的互作最

弱ꎮ 本研究结果表明ꎬ葛根 ＰｔＣＨＩ 仅定位于细胞质

的叶绿体上ꎬ与前人研究结果不一致ꎬ可能是因研

究物种不同而导致定位结果存在差异ꎬ本研究预测

粉葛 ＣＨＩ 与 ＣＨＳ、Ｆ３Ｈ 和 ＤＦＲ２ 互作ꎬ预测结果与前

人在其他作物上的研究结果大体一致ꎬ这些互作蛋

白都与花青素、花色素、木质素积累密切相关ꎬ但未

检测到 ＰｔＣＨＩ 蛋白与 ＰｔＩＦＳ 存在互作关系ꎮ 基因之

间是否存在 ＣＨＩ 底物的竞争ꎬ从而导致 ＰｔＩＦＳ 与

ＣＨＩ 互作极低ꎬ进而导致粉葛异黄酮生物合成低还

有待下一步深入研究ꎮ
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