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石笔木 CHS基 因家族成 员的分 析 
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摘要 ：用 PCPt方法从石笔 木 (Tutcherm spectab／／／s Dlllln)的总 DNA中扩增 cHs基 因外 显子 2 

的部分序列以代表该基因进行研究，经克隆后测序 得到长约 740～780bp的序列共 12个= 

以 E~．IBL数据库中得到的紫花苜蓿和欧洲赤松各一个序歹 作为参照，进行排序和系统树的构 

建分析：结果显示 ，所有被测定 的序列 同源性 均高于 70％ 为 CHS基 因家族的成 员 ，且这 

些序列由 3大类共 5种不同的基因拷贝组成 ：第一类家族成员 因碱基的插人和缺失改变了读 

码框 ，推测已失去了 CHS基因 的功能 ，成为假基因 ．其 中个别拷 贝存在较 大缺失 ，这在 以 

前的研究中未见报道 ；第二类家族 成员 因活性位点的氨基酸发 生突变 ，可能具有新的基 因功 

能 ；第三类家族成员则具有原 CHS基 因的功能。练上结果 ．可预测 ，山茶科 CHS基因家族 

较大 且有着复杂的进化式样。 
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KeyⅥ 口 s- 'I]~eaeeae； Tutchen；a spectabili．~： CHS genes 

查尔酮合酶 (Chalcone S ， )是类黄酮物质生物合成途径的关键酶，它催化
．

vntimse CHS 

3个分子的丙酰 c0A (malonvI CoA)与 1个分子的香豆酰 CoA (Coumary CoA)生成查尔酮 

CHS基因是一个较大的多基因家族，其编码区比较保守，长约 1．2 kb，它的家族成员有查 

尔酮合酶基因，1，2一二苯乙烯合酶基因及参与雄蕊发育的基因 (Helasiutta等 ，1996；Qu 

等，1997)，科间的氨基酸同源性在 70％～90％ CHS基因编码区被不同长度的内含子分 

隔成外显子 1和外显子 2，其中外显子 1较短，只编码约 60个氨基酸 ，且长度变异较大 ； 

外显子 2编码约 340个氨基酸 ，在进化中较为保守，易于排序 ，提供 的进化信息较多。王 

金玲等 (2000)的研究也表明 ，可用 CHS基因外显子 2代表全基因进行研究 

最近几年，随着已知CHS基因及其调控序列的迅速增加，已有人将其用于分子进化 

及系统发育研究。Ursula等 (1987)首次尝试用CHS基因编码区的 DNA序列来研究物种进 

化关系，当时他们只分析了7个种 8个序列。王金玲等 (2000)的工作较为系统，共分析 

了 】9个科的 83个序列。从 目前 的研究来看 ，CHS基因在不 同科中发生的重复和丢失情况 

不同，所含 CHS基因的拷贝数也差异较大：欧芹 (Herr'mann等，1988)、拟南芥 (Fein． 

barrel等，1988)、金鱼草 (Wienand等，1982)中似乎只存在一个拷贝，而其它物种中均有 

多个，其中豆科拷贝数最多，故很难确定直系同源的 CHS基因成员 (王金玲等，2O00)。 

因此 ，搞清每个类群中 CHS基因家族 的组成 ，并确定 出直 系同源序列及相互问的进化关 

系是进行分子系统学研究的关键 。 

本文用 PCR方法，从 山茶科石笔木属的石笔木 (Tutc．her／a spectabilis Dmm)总 DNA中 

扩增出 CHS基因的外显子 2部分序列 ．克隆筛选后进行序列测定 ，对拷 贝数 、不 同成员 

的同源性 、进化关系等进行分子系统学分析 ，最后对该基因在山茶科的分子系统学研究的 

意义及可行性进行评估 

1 材料与方法 

1．1 材料 

石笔术 (Tutcher~spectab／／~Dutm)：广西 ，Yang SX 97749．凭证标本存 于昆明植物所标本馆 (删 )。 

紫花苜蓿 (Med／eago sat／va)的 G),IACHS2、欧洲赤松 (HnusO'hestd~) 的PSCHS两个序列 ：来 自EMBL 

数据库 ： 

大肠杆菌菌株 DH5o．：来 自北京大学蛋白质工程及植物 基因工程国家重点实验室 。 

实验所用酶购自华美公司，克隆试剂盒购自华舜公司，自动测序试剂盒购 自美国ABI公司： 

1．2 方 法 

PCR扩增 以改良 CTAB法 (Doyle＆Doyle．1987)提取的叶片总 DNA为模板，用王金玲等 (2000) 

的简并弓『物：5’CCKTCH YTCGCN GR CARGAC3’和 5’GG BCCILAA NAP．
． ICL'kP．．MACACC3’对 CHS基因的 

外显子 2的部分序列进行 PCR扩增。反应条件为 97℃预变性 4mln，接 94℃变性 1min、50"C退火 1mi 
、 

72℃延伸 1min共40个循环后，72'E~伸 10min，回收目的条带。经纯化后，克隆到 PGF2．1一Tv载体，转 

入 DH5o．菌培养后筛选，用 310 DNA自动测序仪 (ABI公司)测序。 

序列分析 应用 DNA star软件 (Dmstar lnc，X,ladison，Wisc,omin)进行序列校对和排序。基因树的构 

建由 PALTp4．02B (Sw．fford，2O00)完成 。 
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2 结果 

2．1 PCIt扩增及克隆结果 

由于引物的简并性和植物中类 CHS基因的存在 ，用 PCIt方法从石笔木 (T． 缸6妇 ) 

的总 DNA中往往扩增到多带产物 ，并有较 多的引物二 聚体。通过增加反应循环数 ，调整 

引物用量，采用热启动 PCIt反应等办法，能较大改善扩增效果，得到以目的产物为主的 

PCIt产物。目的产物经克隆后 ，共得到 37个阳性克隆斑，我们随机测定 了其 中的 12个 。 

序列名由该种的属名和种加词的前两个字母组成 ，末尾的数字为随机测定克隆的顺序。 

2．2 CHS外显子 2核苷酸及相应氨基酸序列的排序 

I 1 3 4 5 6 7 8 9 10 I1 I2 I 3 I 4 

(jMACHS2 — 69 7 65 1 74．2 68 3 7I 2 74 4 75 2 74．3 69 9 74．0 70 8 68．3 74 0 I 

I~INUS 34 3 — 60 7 69 9 58 6 63 4 70 l 71．1 70 l 64 l 69 9 63 3 58 4 69 7 2 

l USPI 32 8 4l 2 — 78 l 72 】76 9 78 5 76 9 78 2 77 5 78．1 77 I 72 I 77 9 3 

l【lSlJ10 26 8 33 8 I 8 3 — 78 3 84 0 99．7 9I I 99 87．5 99~：7 84 0 78 I 99．6 4 

l【J l，II 32 7 47 3 25 6 2l 9 — 75 6 78 4 77 5 78 3 76．2 78．I 75 3 99．6 78．I 5 

IIj [，I2 27 6 38 9 1 8 3 I 5 3 24 4 — 84 2 82 4 84 I 94．4 84 0996 75．6 83 9 6 

r【JSl 26 4 33 6 1 7 9 0．3 2I 7 I 5 0 — 91 4 99．9 87．5 99．7 84 2 78 399．6 7 

r【!SP3 26：3】7 20 4 9 0 22 7 l 6 8 8 7 — 9l_3 83 7 91 l 82 2 77．4 91 0 8 

¨ lSP4 26 6 33 6 】8 l 0．j !l 9 l 5 2 0．1 8 8 — 87 7 99．9 84 1 78．1 99．7 9 

¨ l 】 5 30 0 39 3 l9 l l 1 4 14 6 4 5 】2 4 16．4 l2．,-j 一 87 5 94．6 76 2 87．4 10 

I【l 】，6 26 8 33 8 I 8 3 0．3 22 I l 5 4 0．3 9 0 0．1 l2 4 — 84．0 78．0 99．6 II 

¨ lS】 7 18 0 38 9 l 7 9 l 5 3 24 8 0．4 】5 0 l 7】l 5 2 4 4 l 5．4 — 75．3 83．9 l2 

H l l’8 32 7 47 9：5 7 22 L 0．4 24 6 2l 9 22 9 22．】24 8 22-3 25 0 — 78 0 l3 

r【l 】 q 26 8 34 0 l 8 5 0．4 2】9 】5 5 0：4 9 l 0．3 】2 5 0．4 l 5．5 22．】 一 】4 

图 1 石笔木及两外类群 ellS外显子 2的部分校苷酸序列的同源性 比较 (对角线上部为成对序列的相似百分 比率对角线 

下部为成对序列的差异 分比率，阴影部分表示出同探性极高的两1、序列) 

Fig I A 。唧 叽鲫  h棚 。 卸H the c}ls一 2 p毗 nuclectlde 0f TuMler~ 驴 战s(12舳qu一 )aⅡd 

its 2 l川 棚Ps(Gm c} 珏 aⅡd Psc晒 )( L pP ： m painvise s。 瑚 ∞ ~imilarity L l∞啊 ： 删  

pa B。 ⋯ divergeJ~ee Shadow：High h伽 。 bel 2 啪c ) 

对所测定的 12个 CItS基因外显子 2部分核苷酸序列进行排序，并以紫花苜蓿 (M．． 

soliw)GI~ CHS2和欧洲赤松 (P． yl1 s)PSCHS的氨基酸序列作为参照，进行相应氨基 

酸序列分析。发现有 4个序列存在碱基的缺失，其中之一在所测序列的两端附近各有一段 

较长缺失 ，另外3个序列在所测序列的中后部分有一段四碱基的缺失，这些缺失均导致了 

该基 因读码框 的改变 ，在这 4个序列 中 Tuspl2、_rusp5和 Tusp7是同一基 因拷 贝；序 列 

_rusp8和 1、lsp11的部分活性位点的氨基酸残基已发生了突变，并且两者同源性很高，可能 

是同一个具有新功能的基因拷贝；剩余 的 6个序列具有原 CITS2基因功能，其中 Ths口2、 

_rusp4、Tusp6、Tusp9、Tuspl0是同一基因拷贝。根据以上比较分析，可确定所有被测定的 

12个核苷酸序列是由5种不同的基因拷贝组成 ，并具有较高的同源性 (图 1)。 
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圈 2 石笔木 c瞄 补显子 2的部分棱苷酸序列和由按苷酸序刘推导出的氨基酸序列 (*表示有变异的位点，用框 

住 的位点表示与紫花 苜蓿 c崆 基圆对应的催化位点 ．有阴影 的位点表示与紫花苜蓿 CHS2基因对应的活性位点 ， 

有 下划线的位点表示已失去 CHS基 因功能的拷贝的碱基缺失位点 ) 

Fig 2 The sequenced nueIe~tide and deduced ar】lI口o acid 日 0fcm ty'~Orl 2 of T Ⅱ cVariable are 

d~oted a~terisks I=al且】 c I and a sites·00n d 吖 5 nu
． a b帆ed帅d the出ad0 ， ~ eetlve1)． 

The目I雌 undeatlned~presenl the deleted bas 0f the eopi~ which 10 the fimcfi~ of CHS gen ) 

图 2为对所测 12个 CHS基因外显子 2部分核苷酸序列及相应的 8个具有 CHS基因功 

能的氢基酸序列进行排序后得到的一致序列。两种序列的变异位点分布都比较均匀，在 

784个核苷酸序分析位点中，变异位点数为 399个，占总数的 50．9％，信息位点为 257个， 

占总数的32 7％。氨基酸序列较短，且更加保守，能提供的信息位点相当有限，故本文 

未作进一步的讨论。 

2。3 基因树的构建 

基于核苷酸序列的简约性分析得到两个步长为 654最简约树 其一致性指数 (cI)和 

维持性指数 (RI)分别为 0．7844和 0．7618。图3是对最简约树进行 Bootstrap检测的结果 

各分支均有较高的 Bootstrap支持率。 

从图 3可看出，被测定的石笔木的 12个序列分为3个 Clade，CIMeA由4个有碱基缺 

失，推测已失去基因功能的序列构成，aade B由6个具有原基因功能的序列构成
， a  de C 
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图 3 基于最简约法对石笔小l灶两外类群 14个基 外显子 2部分 DNA序列构建的系统树进行 自展分析的结果 

(各分支上 的数字为 1000擞重复抽样检测的 boolstw,~值) 

Fig 3 丁 ph讪 叽 【 tree based加 DhA s ⋯ of partial CHS踟 n 2 usingthe Tb。s parsiraocfiousmethod 

(Nutrbe~ above bra~：b nh are bo3tstra9 LⅡmt for cJa&s 1000 replicates) 

由剩余两个序列构成，它们 的部分活性位点 的氨基酸序列已发生了突变。从该图我们也可 

看出，石笔木中 CHS基因家族 由三大类共 5种不 同的基 因拷 贝组成 ：其 中 Tusp5，Tusp7 

和 Tusp12，Tusp8和 Tuspl1， 及 Tusp2，Tusp4，Tusp6，Tusp9和 Tuspl0分别来 自同一个 

基因拷 贝 

3 讨论 

3．1 CHS基因是一个多基因家族，研究表明．在不同的植物类群中它的拷贝数及其序列 

的重复和丢失情况不 同，就拷贝数而言，从单一 拷贝到多个不同拷贝差异较大，因此 搞 

清每个类群中 CHS基因家族的组成及其特点是进行分子系统学研究的关键。本研究工作 

表明．石笔木 CHS基因家族的组成较为复杂并有自己的一些特点 具有由于碱基的缺失 

而产生的非基因功能 的拷贝，较长的碱基缺失情况在其它类群的研究 中尚无报道。拷贝数 

目较多，但依据其氨基酸序列的功能改变 与否可分为三类 ，每一类中拷贝数 目较为有限 

(1～2种)，且各类序列间差异较大．易于识别 在山茶科中确定不同属 、种的 CHS基因 

的直系同源序列以进行分子系统学研究有较大的可行性，并且可根据该科整个 CHS基因 

家族组成的复杂程度 ，选用其中一类或全部进行分子系统学研究 。 

3．2 目前的研究表明，直系同源序列的确定具有较大的困难 ，一个较为可行的方法是尽 

量克隆筛选到各种植物所有的基 因拷贝进行研究 。这样一方面可研究各种植物该基因的组 

成和进化，另一方面可用该基因家族的不同成员共同进行相关植物的系统发育重建工作， 

并能作为相互印证。在本研究中，我们即采用了该方法 这种方法在进行整个科的研究 

中，会有一些困难，主要是测序花费昂贵．费时、费力。一种可行的方法是在测序前，根 

据该科的序列特点 ，应用相应的限制性内切酶进行酶切鉴定 ，排除相同的拷贝后 ，再进行 

测序工作 
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3．3 石笔木 CHS外显子 2系列的碱基缺失与以往 的研究有所不同，以前的工作均没有较 

长 的插入，缺失突变的报道 ，在本研究中发现存在有长达 35个碱基的缺失，并且由于这些 

缺失包括较少碱基的缺失大都是非 3碱基或其倍数的缺失，这样的缺失使缺失位点后的氨 

基酸读码框发生变化 ，往往导致基因原功能的丧失 ，至于这样的缺失在基因家族的进化中 

是如何形成的且有何意义，目前还没有定论，有待于进一步研究探讨。 
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