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摘要: 查尔酮异构酶(chalcone isomerase, CHI)是植物黄酮类化合物合成的关键限速酶之一。生菜(Lactuca 
sativa)是全球性的叶用蔬菜, 含有丰富的黄酮类物质。本研究在生菜基因组中鉴定到一个编码查尔酮异

构酶的基因LsCHI, 该基因编码235 aa的蛋白质, 具有典型的查尔酮异构酶活性残基位点。系统进化分析

显示, LsCHI属于I型查尔酮异构酶。基因表达模式分析表明, LsCHI在生菜的地上部分表达量明显高于地

下部分, 且在花序中表达量最高。构建原核表达载体pET28a-LsCHI并诱导表达, 纯化后获得LsCHI蛋白。

体外酶活实验表明, LsCHI蛋白催化柚皮素查尔酮转化为柚皮素。本研究为进一步探讨查尔酮异构酶在

生菜中的功能以及在黄酮类化合物生物合成中的作用提供一定基础。
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Abstract: Chalcone isomerase (CHI) is a key rate-limiting enzyme in flavonoids biosynthesis in plants. Let-
tuce (Lactuca sativa) is an important leafy vegetable worldwide, which contains abundant flavonoids. Here, 
a gene encoding chalcone isomerase was identified from lettuce, which was designated as LsCHI. LsCHI 
encodes a protein of 235 amino acids with a typical chalcone isomerase active residue site. Phylogenetic 
analysis shows that LsCHI belongs to the type I chalcone isomerase. Gene expression patterns analysis 
shows that LsCHI expression was significantly higher in the above-ground part of lettuce than in the under-
ground part, with the highest expression in the inflorescence. The prokaryotic expression vector pE-
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生菜是叶用莴苣(Lactuca sativa)的俗称, 属菊

科菊苣族莴苣属一年或二年生蔬菜。因为人们习

惯生食叶片, 故而习惯称之为生菜。生菜原产地为

地中海沿岸, 一般认为是由野生莴苣驯化而来(范
双喜等2021; Wei等2021)。现如今生菜已是世界性

蔬菜, 在全球有大面积种植, 我国生菜产量在2022
年达到了1 432.31万t (https://m.chinabgao.com/k/
shengcai/65516.html)。

黄酮类化合物(flavonoids)是植物体内重要的

次级代谢产物(Buer等2010), 该类化合物含有共轭

双键, 具有一定还原性。植物受到胁迫(干旱、盐碱、

高低温、细菌病毒侵害等)时, 体内活性氧会增加, 
黄酮类化合物能够有效降低植物体内活性氧含量, 
使其维持正常氧化还原状态(Buer和Muday 2004; 
Dixon和Paiva 1995; Taylor和Grotewold 2005)。因

此黄酮类化合物在增强植物抗逆能力方面具有重

要作用(于安东等2022)。此外, 黄酮类化合物也有

药用价值 , 如具有抗炎、抗氧化等功能(程兰等

2022)。
4-香豆酰辅酶A (4-coumaroyl-CoA)和丙二酰

辅酶A (malonyl-CoA)在查尔酮合酶(chalcone syn-
thase, CHS)催化下缩合成柚皮素查尔酮(naringenin 
chalcone) (何梦媛等2022), 然后柚皮素查尔酮在查

尔酮异构酶(chalcone isomerase, CHI)的催化下合

成柚皮素(naringenin) (Ververidis等2007)。查尔酮

异构酶根据功能可分为4种类型: I型、II型、III型
和IV型(Ralston等2005)。其中, I型和II型具有查尔

酮异构酶催化活性, III型和IV型不具有催化活性

(Ngaki等2012)。I型只能把柚皮素查尔酮催化合成

为柚皮素(Dixon等1988); II型不仅可以将柚皮素查

尔酮催化为柚皮素, 还可以将异甘草素(isoliquiriti-
genin)催化为甘草素(liquiritigenin), 在植物中主要

负责异黄酮的生成(Shimada等2003; Dixon等1988; 
Hahlbrock等1970)。III型又称为脂肪酸结合蛋白

(FAP), 只存在于叶绿体(Kaltenbach等2018; Gen-
sheimer和Mushegian 2004)。IV型被称为CHI-Like, 
可以通过与CHS互作来增强CHS活性(Ban等2018; 
Jiang等2015)。柚皮素下游酶丰富多样, 使得黄酮

类化合物具有极高的多样性。在黄酮类化合物合

成前期, CHI是黄酮类化合物合成的关键限速酶

(Liu等2021), 研究CHI对于黄酮类化合物的合成乃

至于植物抗胁迫都具有重要意义。

本研究从生菜基因组中鉴定到一个编码查尔

酮异构酶的基因LsCHI。以LsCHI为研究对象, 对
其进行了生物信息学分析、表达分析、酶活性测定, 
以期为生菜黄酮类化合物的研究提供参考。

1  材料与方法

1.1  植物材料

供试材料为生菜(Lactuca sativa L.)品种‘莴苣

绿雅’, 本实验室编号为L46 (下文简称为L46)。种

子购自京研益农(北京)种业科技有限公司。生菜

材料在北京市农林科学院蔬菜研究所温室种植(温
度25°C, 光照强度75 μmol·m−2·s−1)。
1.2  生物信息学分析

在拟南芥数据库(TAIR; https://www.arabidopsis. 
org)中下载CHI氨基酸序列(At3g55120.1)。通过

Phytozome数据库(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) 
BLASTp, 找到LsCHI (Lsat1 v5 gn 96622.1)氨基酸

序列, 再通过同源比对得到其他物种中的同源序

列。用桃(Prunus persica L.)、向日葵(Helianthus 
annuus L.)、拟南芥[Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.]、
玉米(Zea mays L.)、水稻(Oryza sativa L.)、葡萄

(Vitis vinifera L.)中的CHI蛋白与生菜LsCHI进行序

列比对。用MEGA 6通过neighbor-joining构建系统

发育树(Tamura等2013)。
1.3  全长序列克隆及载体构建

通过Phytozome数据库BLASTp, 找到LsCHI编

T28a-LsCHI was constructed and induced to express LsCHI. LsCHI protein was obtained after purification. 
In vitro enzymatic assay shows that LsCHI protein catalyzed the conversion of naringenin chalcone to nar-
ingenin. This study provides a basis for further study on the function of chalcone isomerase and its roles 
in the biosynthesis of flavonoids in lettuce.
Key words: lettuce; chalcone isomerase; flavonoids; enzymatic assay
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码区序列(coding sequence, CDS)。用snapgene设计

引物用于扩增CDS。PCR体系(总体积50 µL)包括: 
25 µL 2×Mix、1 µL cDNA、2.5 µL Primer-F、2.5 
µL Primer-R、19 µL双蒸水(ddH2O)。PCR反应程序: 
95°C 3 min; 95°C 30 s、55°C 30 s、72°C 1 min, 34
个循环; 72°C 7 min。

PCR产物进行电泳分析目的条带, 用FastPure 
Gel DNA Extraction Mini Kit V21.1 (南京诺唯赞生

科科技股份有限公司)回收目的条带。用BamH I和
Sal I酶切pET28a: 37°C酶切2 h, 并将LsCHI与酶切

后的pET28a连接。连接体系: 2 µL载体、3 µL目
的片段、5 µL 2×mix。在50°C下连接20 min。将

重组的载体转化到大肠杆菌[Escherichia coli (Mig.) 
Cast. & Chalm.] Trans1-T1中, 在细菌培养箱37°C
培养14 h后, 挑单菌落进行菌落PCR, 并测序。

1.4  总RNA提取以及LsCHI在生菜不同组织中差

异表达分析

使用VazymeRNA提取试剂盒(南京诺唯赞生

物科技股份有限公司), 提取L46散叶生菜的叶、

茎、开花的花序、未开花的花序、根中的RNA, 
然后用HiScript III All-in-one RT SuperMix Perfect 
for qPCR试剂盒(诺唯赞生物科技股份有限公司)反
转录获得cDNA。用NanoDrop超微量分光光度计

(Thermo Fisher Scientific)鉴定RNA浓度与质量。反

转录体系: 1 μg RNA、1 μL Enzyme Mix、4 μL 5× 
All-in-one qRT supermix, 用RNase-free ddH2O补足

至20 μL。
利用实时荧光定量仪(Hoffmann-La Roche, 瑞

士)检测生菜根、茎、叶、未开花的花序、开花的

花序中LsCHI的表达量。选取生菜Actin基因为内

参基因 (Su等2020)。LsCHI引物序列 (5′→3′)为 : 
qRT-LSCHI-F, TCTTCACAACCTCTTCCATCG; 
qRT-LsCHI-R, AACACCATACCTTCCGATCAC。

actin引物序列(5′→3′)为: qRT-LsACT-F, CTGGT-
GTGATGGTAGGTATGG; qRT-LsACT-R, CTC-
GTTGTAGAAAGTGTGATGC。实时荧光定量PCR 
(quantitative real-time-PCR, qPCR)体系: 10 μL 2× 
PerfectStart Green qPCR Super Mix、0.4 μL Prim-
er-F、0.4 μL Primer-R、1 μL cDNA、8.2 μL 
ddH2O。程序 : 95°C 5 min; 95°C 5 s、60°C 15 s、

72°C 10 s, 40个循环; 95°C 5 s、60°C 60 s; 50°C 30 s。
qPCR结束后, 用2−ΔΔCt法分析生菜不同组织中Ls-
CHI表达量。

1.5  异源表达

测序成功后, 从大肠杆菌Trans-T1中根据质粒

提取试剂盒说明书提取重组载体pET28a-CHI, 并
将它转化到大肠杆菌BL21 (DE3)中。挑单菌落进

行PCR, 将阳性菌接种于含50 mg·L−1卡那霉素的

300 mL LB液体培养基中, 在37°C、200 r·min−1的

细菌培养箱中培养12~16 h。培养至OD值为0.6~0.8
时, 加入300 μL 800 mol·L−1异丙基-β-d-硫代吡喃

半乳糖苷(isopropyl β-d-thiogalactoside, IPTG), 在
16°C、200 r·min−1的细菌培养箱中, 诱导16 h。用

离心机4°C、13 400×g离心收集菌体。在浓度为50 
mmol·L−1的反应缓冲液(体积分数为10%的甘油、

2 mmol·L−1的二硫苏糖醇, pH7.5)中, 利用超声破

碎仪破碎5 min。常温离心20 min (离心力设为

12 000×g), 弃沉淀。用0.45 μm过滤器过滤上清, 
然后对上清进行纯化。以未经诱导的菌液和未经

纯化的蛋白提取物做对照, 进行聚丙烯酰胺(poly-
acrylamide gel electrophoresis, PAGE)电泳, 剩余蛋

白在缓冲液中于−80°C保存。

1.6  体外酶活测定

在常温25°C条件下进行酶活性检测: 加入2.5 
μg LsCHI于250 μL 反应缓冲液中, 孵育1 min; 然后

马上加入浓度为40 mmol·L−1的柚皮素查尔酮作

为底物, 控制酶催化反应的时间为1 min (Zhao等
2021)。反应时间结束后, 加入500 μL乙酸乙酯结

束反应; 再用40 mmol·L−1异甘草素作为底物, 反应

10min, 之后加入500 μL乙酸乙酯终止反应。再将

样品抽提2次, 氮吹去除溶剂, 之后加入300 μL甲醇

重新溶解样品。用0.22 μm的过滤器过滤后, 加入

含有内插管的液相小瓶, 利用超高效液相色谱仪

检测样品中的组分; 用ACQUITYUPLC BEH C18
色谱柱(2.1×100 mm, 1.7 μm), 流动相为A: 体积分

数为0.1%甲酸:水; B: 体积分数为0.1%甲酸:乙腈。

洗脱条件: 0~5 min, 10%~15% B; 5~16 min, 15%~ 
95% B; 16 min~19 min, 95%~10% B; 19~21.2 min, 
10% B。流速: 0.5 mL·min−1。设置柱温为40°C, 进
样量为2 μL。柚皮素查尔酮紫外最大吸收波长为
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254 nm, 因此, 以柚皮素查尔酮为底物时紫外吸收

波长设为254 nm; 异甘草素紫外最大吸收波长为

288 nm, 以异甘草素为底物时, 紫外吸收波长设为

288 nm。 通 过 Q-TOF-MS (Quadrupole Time of 
Flight Mass Spectrometry, 四极杆飞行时间质谱仪)
对LsCHI进行定性分析, Waters Xevo G2-S Q-TOF-
MS质谱使用负离子检测, 运用电喷雾离子化源方

法(ESI); 扫描范围m/z为50~1 500, 扫描时间0.2 s, 
锥孔电压40 V, 离子源温度100°C。

2  实验结果

2.1  生菜LsCHI及其编码蛋白的特征

为了鉴定并克隆生菜CHI基因, 本研究以拟南

芥CHI (AT3G55120.1)氨基酸序列为模板, 检索生

菜的参考基因组(Jiang等2021), 得到与它同源性最

高的序列Lsat1 v5 gn 96622.1。该基因编码235个
氨基酸, 分子质量为25.20 kDa, 等电点为4.74。用

该基因编码蛋白的氨基酸序列与桃(Prunus persi-
ca)、向日葵 (Helianthus annuus)、拟南芥 (Arabi-
dopsis thaliana)、玉米(Zea may)、水稻(Oryza sati-
va)、葡萄(Vitis vinifera)等物种的CHI蛋白氨基

酸序列进行比对(图1), 发现这些CHI蛋白具有较

高的保守性; 将该序列命名为LsCHI (Lactuca sati-
va chalcone isomerase)。和其他物种CHI蛋白类似, 
LsCHI的氨基酸序列中也具有CHI的一些可能的活

性位点, 如: Leu-64、Thr-50、Gly-39、Arg-38、Phe- 
31、Val-87、Tyr-108、Cys-116、Lys-136 (图1)。

为了进一步分析LsCHI与其他物种中CHI的进

化关系, 对生菜CHI氨基酸序列和来自其他物种的

25个CHI氨基酸序列进行序列比对, 并通过邻接法

构建系统发育树(图2), 发现26个CHI氨基酸序列有

4个类型(I~IV型) (Yin等2019)。LsCHI被归为I型, 
推测它具有催化柚皮素查尔酮为柚皮素的功能。

2.2  LsCHI在生菜不同组织中的表达模式

为了对LsCHI在生菜不同组织中的表达模式

进行分析, 选取定植1个月的生菜L46的根、茎、

叶以及开花后花序和未开花花序, 提取RNA, 通过

琼脂糖凝胶电泳观察到清晰的28S、18S条带(图
3-A), 结果说明RNA质量合格。然后将RNA反转

录为单链cDNA作为荧光实时定量PCR的模板。

查尔酮异构酶是黄酮类化合物合成的关键限

速酶。为进一步探究它的功能, 我们通过实时荧光

定量PCR, 分析生菜L46根、茎、叶、花序等组织

中LsCHI的表达量(图3-B), 发现LsCHI在开花的花

图1  LsCHI与其他物种CHI蛋白氨基酸序列比对

Fig. 1  Amino acid sequence alignment of LsCHI and CHIs from other species

活性位点的残基用“★”标识。Ls: Lactuca sativa, 生菜; At: Arabidopsis thaliana, 拟南芥; Zm: Zea may, 玉米; Pp: Prunus 
persica, 桃; Ha: Helianthus annuus, 向日葵; Os: Oryza sativa, 水稻; Vv: Vitis vinifera, 葡萄。
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图2  CHI蛋白系统发育树

Fig. 2  Phylogenetic tree of CHI proteins

生菜CHI用粗体加下划线标识。At: 拟南芥; Gm: 大豆; Gh: 陆地棉; Vv: 葡萄; Ls: 生菜; Os: 水稻; Zm: 玉米; Lj: 光叶百

脉根; In: 牵牛; Hl: 啤酒花。

图3  LsCHI基因在生菜不同组织中的表达分析

Fig. 3  Expression analysis of LsCHI gene in different tissues of L. sativa

A: 生菜不同组织的RNA检测; M: DNA marker; 1: 根; 2: 茎; 3: 叶; 4: 开花的花序; 5: 未开花的花序。B: LsCHI基因在生

菜不同组织中的表达分析。

序中的表达量最高, 未开花的花序、茎中偏高, 叶
中LsCHI表达量偏低, 根中CHI表达量最低。

2.3  LsCHI蛋白的表达和纯化

为了进一步检测LsCHI的活性, 我们在体外诱
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导表达和纯化LsCHI蛋白, 诱导后的总蛋白以及纯

化后蛋白进行SDS-PAGE分析, 结果显示诱导后的

总蛋白相比诱导前在25.2 kDa处的蛋白量明显增

加, 并且纯化后的蛋白条带也在25.2 kDa附近出现

(图4), 说明LsCHI蛋白被成功表达和纯化。 
2.4  LsCHI体外酶活鉴定

为了检测LsCHI的活性, 我们利用高效液相色

谱仪对LsCHI蛋白的反应产物进行检测。本实验

用柚皮素查尔酮与异甘草素分别作为反应底物, 
加入纯化后的LsCHI蛋白进行酶反应, 随后用高效

液相色谱仪对反应后的组分进行了检测。结果显

示, LsCHI可以在1 min内将柚皮素查尔酮催化为

柚皮素, 但在对照实验中, 只有少量柚皮素查尔

酮发生自发转化; 而当以异甘草素为反应底物时, 
LsCHI不能催化异甘草素转化为甘草素(图5-A)。
前人研究表明异甘草素只能被II型CHI催化(Win-
kel-Shirley 2001)。利用Q-TOF-MS (四级杆飞行时

间质谱)对反应样品产物的具体化学物质进行分

析, 发现产物峰图与柚皮素标品一致(图5-B)。体

外酶活实验检测结果表明, LsCHI在体外能够催化

柚皮素查尔酮转化为柚皮素, 但不能催化异甘草

素转化为甘草素。因此, 它属于I型查尔酮异构酶, 
并具有正常的酶活性。

3  讨论

本研究在生菜中克隆并鉴定了一个编码查尔

酮异构酶的基因LsCHI。系统发育分析表明LsCHI
与已报道的I型查尔酮异构酶聚为一支, 随后的体

外酶活性测定发现LsCHI只能催化柚皮素查尔酮

转化为柚皮素, 不能将异甘草素催化为甘草素, 进
一步表明LsCHI可能为I型查尔酮异构酶。I型查尔

酮异构酶能够将柚皮素查尔酮催化为柚皮素, 是
黄酮类化合物合成的关键酶之一。研究I型查尔酮

异构酶对黄酮类化合物的合成具有重要意义。

图4  LsCHI蛋白的表达和纯化

Fig. 4  The expression and purification of LsCHI protein

M: 蛋白分子质量标记; 1: 未加IPTG的蛋白; 2: 加入IPTG的蛋白; 3: 纯化后的蛋白。
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图5  LsCHI蛋白的LC-MS分析

Fig. 5  LC-MS analysis of LsCHI protein

A: LsCHI蛋白催化柚皮素查尔酮(NC)为柚皮素(NA)的UPLC (超高效液相色谱)分析; B: 柚皮素对照品的Q-TOF-MS分
析; C: LsCHI蛋白酶促产物的Q-TOF-MS分析。

实时荧光定量PCR结果显示, LsCHI在开花的

花序中的表达量最高, 未开花的花序、茎中次之, 
叶中LsCHI表达量偏低, 根中CHI表达量最低。这

些结果暗示查尔酮异构酶主要是在地上部分发挥

作用。

在体外酶促实验中, 两个对照组(失活的Ls-
CHI+NC和缓冲液+NC)都会出现一个比较低的查

尔酮色谱峰, 这是因为柚皮素查尔酮会发生自我

环化, 生成柚皮素。所以, 我们在进行体外酶促实

验时, 参考Zhao等(2021)的实验严格控制反应时间

在1 min, 这可以避免因时间过长导致柚皮素查尔

酮自环化而无法测定LsCHI活性。CHI的功能是催

化柚皮素查尔酮生成柚皮素, 生菜含有CHI, 因此

推测生菜中含有柚皮素。

CHI是黄酮类化合物合成的关键基因, 对于黄

酮类化合物的积累具有重要作用。CHI在植物的

不同发育时期和不同组织中的表达是不同的。红

花(Carthamus tinctorius)中CHI的表达会随着开花

时长的增加而升高, 并在第4天达到高峰(Chen等
2016)。本文研究了生菜L46不同组织中CHI表达

量的差异, 推测随着时间增加花中LsCHI的表达量

也会增加, 这与陈翠萍等(2016)的研究结果相似; 

生菜地上部分LsCHI表达量明显高于地下部分, 这
与隋娟娟等(2021)的研究结果相似, 说明黄酮类化

合物主要是在地上部分合成。

生菜叶色是重要的的农艺性状, 叶色变化有

利于减少叶片的光合损伤以及老叶中营养元素的

回流(Becker等2014)。叶色变化主要由叶片内叶绿

素、类胡萝卜素、花青素等相对含量的改变引起。

花青素属于黄酮类化合物, 是广泛存在于植物体

内的天然色素(赵维萍等2022)。CHI是调控黄酮类

化合物合成的关键酶之一。CHI沉默可使康乃馨

(Dianthus caryophyllus)花色变为黄色(Itoh等2002)。
生菜喜阴凉环境, 不耐寒热, 土壤pH值以中性偏酸

为适宜; 这导致生菜的种植环境受到极大限制。

因此, 提高生菜的抗逆性, 使其适应环境变化是一

个重要研究内容。本文为生菜黄酮类化合物的生

物合成以及生菜叶色及抗逆方面的改良研究提供

参考。
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