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摘要院根据植物查尔酮合成酶基因保守区序列设计引物袁以发育 18 d的天然棕色棉纤维为材料袁用 RT-PCR结

合 RACE技术分离得到了一个查尔酮合成酶基因的全长 cDNA渊GenBank登录号院EU921263冤袁将该基因命名
为 1遥实时荧光定量 PCR检测显示袁 1基因在棕色棉纤维细胞中优先表达袁且在棕色棉纤维中的
表达量远高于其近等基因系白色棉袁但是该基因在绿色棉中几乎检测不到遥这些试验结果暗示袁该基因可能在
棕色棉纤维色素形成中发挥重要作用遥
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A full-length cDNA encoding CHS was cloned from brown cotton fiber of 18 days post anthesis by RT-PCR and rapid

amplification of cDNA ends (RACE) using specific primers based on the highly conserved sequences of plant CHS that had al-

ready known. Blast search revealed that it is a new gene, and was named as 1 (GenBank accession: EU921263). The

temporal and spatial expression patterns of 1 gene were examined by the real-time quantitative PCR with the specific

primers. The expression analysis indicated that 1 gene was preferentially expressed in brown cotton fibers during devel-

opment, and the expressed levels of 1 gene in white fibers and green fibers were very low or undetectable, which sug-

gested that 1 gene might play an important role in brown pigmentation of naturally brown cotton fibers.

chalcones synthase; natural colored cotton; real-time quantitative PCR

花色素苷 渊anthocyanins冤尧 原花色素渊proan-
thocyanidins冤尧鞣红渊phlobaphenes冤等多酚类化合
物是植物色素物质的主要成分袁 它们在植物体
内通过类黄酮合成途径产生[1]遥 查尔酮合成酶
渊chalcone synthase袁CHS冤是生物类黄酮合成的关
键限速酶袁它催化丙二酰辅酶 A的 3个乙酸基和
对羟苯丙烯酰辅酶 A的 1个乙酸基缩合袁产生柚
配基查尔酮和生松素查尔酮袁而柚配基查尔酮是
花青甙类色素和植物黄酮类物质合成的前体[2-3]遥

大量研究表明袁植物花色的变异与 CHS基因的表
达量减少以及相应的 CHS的活性降低有关 [4-5]遥
同时 CHS在植物的抗菌机制尧抗胁迫尧细胞的发
育和分化尧花色素的积累和外源基因的表达等方
面也起着重要的作用[6]遥
天然彩色棉袁是棉纤维自身具有天然色彩的

棉花[7]遥 随着健康和环保理念的深入人心袁彩色棉
及其纺织品发展具有广阔的市场前景[8]遥 但彩色
棉纤维颜色单调尧着色不均匀尧色牢度和色饱和
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度低等问题在很大程度上限制了其利用和发

展 [9-10]遥 因此袁明确彩色棉纤维色素形成及调控的
分子机制袁对利用基因工程手段解决目前彩色棉
品种育种难题具有十分重要的理论和现实意义遥

本文根据植物 CHS基因的保守区设计引物,
从棕色棉纤维细胞中分离得到了一个查尔酮合

成酶基因遥 实时荧光定量 PCR检测显示袁该基因
在棕色棉纤维细胞中优先表达袁且在棕色棉纤维
中的表达量远高于其近等基因系白色棉袁这些试
验结果暗示该基因可能在棕色棉纤维色素形成

中发挥重要作用遥

材料和方法

材料

彩色棉品种新彩棉 5号 渊棕
色冤尧新彩棉 7号渊绿色冤由新疆天彩股份有限公
司提供袁新彩棉 5号的白色棉近等基因系 NIL-C5
为本课题组创建遥 2006年播种于新疆石河子大学
农学院试验站袁按常规操作进行农事作业和田间
管理遥 棉花开花当天挂牌标记棉铃袁采集 3尧6尧9尧
12尧15尧18尧21尧24尧27尧30 DPA渊开花后天数冤棉铃袁
用灭过菌的镊子小心地从胚珠上剥取纤维细胞袁
在液氮中速冻后保存于－80益冰箱遥

在实验室内新彩棉 5 号尧 新彩棉 7 号和
NIL-C5的种子经硫酸脱绒袁 在 28～30益光照培
养箱中水培养 2周袁分别取根尧下胚轴和叶袁花直
接从成熟植株上采集袁 上述材料在液氮中速冻
后袁保存于-80毅C冰箱遥 上述材料用于 RNA的
提取遥

反转录试剂盒选用 Invitrogen
公司的 SuperScriptTMⅡ Reverse Transcriptase曰连
接试剂盒采用 Promega公司的 pGEM-Teasy Vec-
tor曰RACE 试剂盒采用 SMAR-TTM RACE cDNA
Amplification Kit曰 实时荧光定量 PCR试剂盒 E-
vaGreen购买自北京博奥生物遥 大肠杆菌 Top10
菌种为本实验室自备遥

方法

棕色棉尧绿色棉及白色棉
根尧下胚轴尧叶尧花和纤维细胞的总 RNA的提取
参照孙杰等[11]报道的方法遥

1 参照肖月华等[12]

的方法袁 根据 GenBank公布的棉花 EST序列设
计 RT-PCR 引物 遥 CHSP1院5忆 GTG CTC GGA
GAT TAC TGC 3忆和 CHSP2院5忆CAG GTC CAA
ACC CAA AGA 3忆遥以发育 18 d的天然棕色棉纤
维总 RNA反转录得到的单链 cDNA为模板袁扩
增体系 50 滋L袁 包括院cDNA 2.0 滋L袁 上下游引物
(10 滋mol窑L-1)1.0 滋L袁10伊PCR Buffer 5 滋L袁MgCl2

(50 mmol窑L-1) 1.5 滋L袁dNTP (10 mmol窑L-1) 1.0
滋L袁Taq酶 渊5 U窑滋L-1冤 0.4 滋L袁ddH2O补足至 50
滋L遥 反应条件为院94益预变性 3 min曰94益变性 45
s袁50益退火 45 s曰72益延伸 1 min袁30个循环袁72益
延伸 10 min遥 PCR产物经琼脂糖凝胶电泳回收后
连入 pGEM-T-easy载体袁 转化 Top10感受态细
胞袁 蓝白斑筛选阳性克隆袁PCR检测后送上海生
工测序遥
根据得到的序列袁分别设计 3忆和 5忆RACE引

物 袁3忆RACE 引物 院F1院5忆AAG CCA GAG AAG
CTA CGA GCC ACA AGG 3忆尧F2院5忆CAG GAG
AAG GAT TGG AGT GGG GAG TGC 3忆曰
5忆 RACE 引物院F3院5忆TGG CAA GAT CGT TTG
GGC TGC TGA GAC T 3忆尧F4院5忆TGG GCC TCT
CGA TTT CGG GCA CGG GGT C 3忆 遥 按

SMARTTM RACE试剂盒说明书进行操作袁分别获
得 3忆和 5忆端序列遥

荧光定量

CHS基因是一
个多基因家族袁为避免同一家族其它基因表达的
干扰袁 将定量分析的一个引物设计在 5忆非编码
区袁 R1院5忆GCT GTT TGT AAT CAT CCG 3忆和
R2院5忆ATC CAG TGA AGG AGC CAT 3忆袁目的片
段 301 bp遥 内参基因为 Ubiquitin 渊GenBank No.
AI727463冤袁R3院5忆CAG ATC TTC GTC AAA ACC
CT 3忆和 R4院5忆 GAC TCC TTC TGG ATG TTG
TA 3忆袁目的片段 197 bp遥 将 1和内参基因

渊Ubi冤的单克隆质粒作为 1基因
和内参基因的标准品遥 再将标准品分别进行 10
倍梯度稀释袁稀释 6个梯度袁作为模板进行实时
荧光定量 PCR检测袁 标准品 DNA 设置 2个重
复遥 标准曲线和基因表达水平由系统自动分析袁
基线由软件自动设置遥
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荧光定

量 PCR 体系含 2 伊PCR buffer 10 滋L袁20 伊Eva-
Green染料 0.6 滋L袁10 滋mol窑L-1上下游引物各 0.4
滋L袁Hot start Taq 0.3 滋L袁ddH2O 11.3 滋L袁cDNA
2.0 滋L遥 利用 SMART CYCLERⅡ荧光定量 PCR
仪进行扩增袁反应程序为 95益预变性 2 min袁94益
变性 15 s袁52益退火 20 s袁72益延伸 20 s曰45 个循
环袁52益读取荧光值曰循环结束后袁进行溶解曲线
分析遥
检测每份样品的 1 和 UBI 基因 CT

值袁每份样品 3次重复袁取其平均值袁根据标准曲
线计算定量结果及校正值遥使用Microsoft Excel尧
SPSS软件处理数据遥

结果与分析

1 基因的全长 cDNA 克隆与序列
分析

用引物 CHSP1和 CHSP2以棕色棉 18 DPA
纤维细胞 cDNA为模板进行扩增袁 得到长约 560
bp的片段遥 BLAST分析确认为植物 CHS的核心
序列遥 根据得到的序列袁按照 RACE试剂盒要求
分别设计 5忆尧3忆RACE特异引物进行巢式 PCR反
应扩增其末端序列袁 拼接后得到该基因的全长
cDNA序列遥 该 cDNA全长 1524 bp袁含有一个从
104 bp到 1270 bp袁 长度为 1167 bp的开放阅读
框袁编码 389个氨基酸渊图 1冤遥通过 BLAST比对袁
根据同源性将其代表的基因命名为 1遥 该

图 1 1基因 cDNA序列及推定氨基酸序列
Fig.1 cDNA sequence and putative amino acid sequence of 1 gene
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序列是在天然彩色棉中首次被发现袁GenBank登
录号为 EU921263遥

编码产物及与其它植物 同源

性比较

InterPro-Scan在线分析 1编码产物结
构域和功能位点袁发现其具有典型的 CHS蛋白的
保守结构域渊N末端和 C末端冤遥 根据 NCBI CDS
进行保守区预测袁 1蛋白包含类 CHS的保
守区域和柚皮素基 -查尔酮合成酶保守区域遥 采
用 Expasy pI/Mw程序对其氨基酸序列进行了一
级结构的预测袁 其理论等电点 pI＝6.12袁 分子量

Mw =42.66 kD遥
用 ClustalX 软件将获得的 1 基因氨

基酸序列与 GenBank上公布的其它物种 CHS氨
基酸序列进行同源性比较 渊图 2冤遥 结果表明袁

1基因氨基酸序列与葡萄尧矮牵牛尧月季尧
梨尧 黄蜀葵的 CHS基因的同源性均达到了 90%
以上遥利用 DNAman软件对其编码蛋白质的特征
分析表明袁 1氨基酸序列含有在所有 CHS
和类 CHS 的酶中相同的活性位点 Cys164袁His303袁
Ans336和 Phe215曰5个组成底物渊对羟基苯丙烯酰辅
酶 A冤 结合口袋的位点 Ser338袁Thr197袁Thr194袁Glu192

星号表示 CHS 基因保守活性位点曰RhCHS院 玫瑰查尔酮合成酶 (BAC66467)曰PcCHS院 西洋梨查尔酮合成酶
(AAX16494)曰VvCHS院葡萄查尔酮合成酶(BAB84111)曰AmCHS院黄蜀葵查尔酮合成酶(ACE60221)曰RsCHS院杜鹃查尔酮合
成酶(CAC88858).

图 2 不同来源植物 CHS基因氨基酸序列同源性比较
Fig.2 Multiple alignment of deduced amino acid sequences of plant chalcone synthase
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1院根曰2院茎曰3院子叶曰4院花曰5～ 14院分别为开花后 3尧6尧
9尧12尧15尧18尧21尧24尧27尧30 d的纤维细胞遥
图 4 实时荧光定量 PCR分析 1基因在棉花不

同组织中的表达

Fig.4 Real-time quantitative RT-PCR analyses
1 expression in different cotton organs

和 Ser133曰7 个组成环化反应口袋的位点 Thr132袁
Met137袁Phe215袁Ile254袁Gly256袁Phe265和 Pro375都是保守

位点[13-14]遥
为明确 1蛋白与其它植物 CHS的进

化关系袁选取水稻尧玉米等植物 CHS蛋白进行序
列比对袁并利用 MEGA4.1b软件构建进化树渊图
3冤遥 结果发现 1在进化上与陆地棉尧黄蜀
葵等最为接近袁与水稻尧玉米的进化关系最远遥 这
可能与棉花和黄蜀葵同属于锦葵科而且是双子

叶植物袁而水稻尧玉米是单子叶植物有关遥

基因的定量表达分析

UBI和 1
基因标准曲线由系统自动生成遥内标基因 UBI的
标准曲线为 Y= -0.277X +12.7袁 相关系数为
98.5%遥

1 基因的标准曲线为 Y=-0.272X+
11.06袁相关系数为 98.3%遥

两条标准曲线的斜率相差不大袁相关系数都
接近 1袁溶解曲线均为单峰袁扩增产物特异性非常
好袁荧光曲线能够准确反映目的产物的扩增遥

实时

定量 RT-PCR结果显示袁在棕色棉中袁 1基
因主要在棉纤维细胞中表达袁在根尧茎尧叶尧花的

表达都很低遥 在不同发育时期的纤维细胞中袁随
着纤维发育表达量的迅速提高袁 花后 6 d达到最
大袁然后表达量逐渐下降曰在白色棉中袁 1
基因在根尧茎尧叶尧花中都有表达袁除在根中的转
录水平比棕色棉低以外袁 其它都比棕色棉高袁尤
其在花中表达量远高于棕色棉遥 1基因在
白色棉纤维中的表达趋势与棕色棉纤维中相同袁
但转录水平显著低于棕色棉遥 在棕色棉开花后 6
d的纤维中相对表达量高达 0.098袁比同时期白色
棉纤维高 7倍以上袁差异达显著水平遥 同时检测
该基因在绿色棉中的表达情况袁发现该基因在绿
色棉各组织中几乎都不表达 渊图 4冤遥 基于上述
Real-time RT-PCR检测结果袁推测 1基因
表达活性与棕色棉纤维着色进程之间存在一定

的相关性袁可能参与棕色棉纤维的着色过程并发
挥着重要作用遥

结论与讨论

天然彩色棉是一类纤维细胞中含有色素物

质的特殊类型棉花[15]遥近年来袁伴随彩色棉产业的
发展袁彩色棉纤维中的色素组成尧种类和形成机
制已经成为研究热点遥 赵向前等[16]通过对棕色棉

纤维色素甲醇室温提取物的化学显色反应和紫

外光谱吸收分析表明袁棕色棉纤维色素物质可能
是黄酮类化合物袁B环上带有邻二酚羟基曰绿色棉
纤维色素除黄酮类化合物外袁还含有 3位被糖苷

:葡萄( ABM67586)曰 :圆叶牵牛(BAA20387)曰
:黄雏菊(ABN79673), :玉米(CAA42763)曰
:水稻(BAA19186), :拟南芥(CAI30418)曰
:花生(AAO32821) , :陆地棉(ABS52573).

图 3 不同物种查尔酮合成酶基因聚类分析

Fig. 3 Phylogentic analysis of CHS genes from different
species
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化的黄酮醇化合物曰詹少华等[17]在纯化棕色棉纤

维色素的基础上袁通过化学性质鉴定并与已知的
白色棉种皮色素比较袁初步推断棕色棉色素的化
学结构袁认为棕色棉纤维中的色素不是类黄酮化
合物袁 而是由单宁物质氧化形成的醌类化合物遥
西南农业大学利用 cDNA-AFLP的方法分离到一
个黄酮类基因片段袁又根据黄酮类物质代谢过程
中一些重要的酶基因的保守序列袁从彩棉中分离
到四个黄酮类基因袁并据此推测棕色棉中的色素
物质是原花青素[12]遥 但由于缺乏对彩色棉纤维色
素物质化学结构的直接分析和转基因验证结果袁
目前对天然彩色棉色素成分尚不清楚遥 尽管如
此袁多数学者推测彩色棉纤维色素可能是花青素
或黄酮类物质遥
类黄酮化合物是是自然界中存在的最大的

一类次生代谢产物袁目前已知有 5000多种袁大多
数具有颜色,是植物色素的主要成分[1]遥 查尔酮合
成酶是生物类黄酮合成的关键限速酶遥 很多植物
的 CHS基因已经被克隆袁但有关该基因的研究大
多是从改变花卉的颜色这一角度出发的袁而对其
在彩色棉纤维中的克隆尧表达以及其对彩色棉纤
维颜色调控的研究仍然是一个尚未深入的空

白点遥
本研究利用 RT-PCR 结合 cDNA 末端快速

扩增技术从棕色棉纤维细胞克隆得到一个查尔

酮合成酶基因 1遥 GenBank Blast分析发现
它是首次在彩色棉中被克隆遥 实时荧光定量
RT-PCR分析表明袁 该基因在棕色棉纤维中优先
表达袁 且表达量远高于其近等基因系白色棉袁据
此推测 1可能参与棕色棉纤维色素的形
成遥同时检测 1基因在绿色棉中的表达情
况袁发现在绿色棉不同组织中该基因的表达量都
很低袁几乎检测不到袁这暗示棕色棉和绿色棉色
素可能属于不同的物质遥
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