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红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片差异

表达CHS基因的鉴定及生物信息学分析

赵 伟 a，李 琳 a，刘永辉，章露露，杨 莹，孟海军，王 磊*，吴国良*

（河南农业大学园艺学院·河南省果树瓜类生物学重点实验室，郑州 450002）

摘 要：【目的】查尔酮合成酶（CHS）是植物黄酮类化合物合成途径中的第一个关键酶，探究关键CHS基因在红仁核

桃花青苷生物合成过程中的功能，为探明红仁核桃花青苷合成的分子机制提供理论基础。【方法】以红仁核桃自然杂交

后代不同表型（红叶和绿叶）株系3个发育时期的叶片为试材，观察颜色表型变化并测定其花青素含量，进一步通过转

录组测序结果构建核桃CHSs基因表达图谱，筛选获得4个显著差异表达的 JrCHS基因 JrCHS1~JrCHS4，并利用生物

信息学方法对相关序列、理化性质及结构功能进行预测分析。【结果】两种叶片在不同发育时期的颜色表型及花青素含

量均存在显著差异；4个 JrCHS基因在不同表型叶片的各发育时期均有表达，且均在时期1红叶中的表达量显著高于

绿叶，与颜色表型变化及花青素含量呈正相关。生物信息分析表明，4个JrCHS基因分别位于不同染色体上，均只含有

1个内含子结构，分布差异较小；各基因编码蛋白主要分布于细胞质中，蛋白保守结构域数量及位置、CHS功能结构域数

量均相同，属于亲水酸性蛋白质，不存在跨膜结构；二级、三级结构预测显示该蛋白以α螺旋为主；通过与其他物种花青苷

合成相关CHS蛋白进化分析发现，JrCHS1和 JrCHS2与金花茶CnCHS、杜鹃花RsCHS及蓝莓VaCHS亲缘关系较近，

JrCHS3与毛果杨PtCHS、荔枝LcCHS以及龙眼DlCHS亲缘关系较近，JrCHS4与木薯MeCHS及石榴PgCHS1、PgCHS2

亲缘关系较近，表明其功能也较为相似；分析启动子顺式作用元件发现，4个 JrCHS基因启动子序列中均包含多个

MYB、MYC转录因子结合位点。【结论】4个JrCHS基因及其编码蛋白的结构与功能等较为相似，可能为红仁核桃自然

杂交后代不同表型叶片花青苷代谢相关差异表达基因。
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notypic leaves of natural hybrid progenies of red-kernel walnut
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liang*
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Abstract:【Objective】Anthocyanin is a widely distributed flavonoid metabolite, which plays important

roles in setting color in plant tissues and organs. Chalcone, the basic skeleton of flavonoids, is the key

position in the whole flavonoids synthesis pathway, and its synthetase (CHS) is the first key enzyme in

anthocyanin synthesis pathway, which determines the anthocyanin synthesis direction and the final prod-

uct numbers. In this research, the function of JrCHS genes in the anthocyanin biosynthesis was studied

to provide a theoretical basis in the molecular mechanism of anthocyanin synthesis in red-kernel wal-

nut.【Methods】By comparing the results of transcriptome sequencing with walnut genome database,
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核桃（Juglans regia L.）别名胡桃、羌桃，是一种

经济价值很高的经济林木，在我国具有悠久的栽培

历史。目前，国内外广泛栽培的核桃品种叶片和果

皮为绿色、种皮呈黄白色或浅黄色，性状单一。我国

作为核桃的原产地之一，种质资源类型十分丰

富[1-2]。红仁核桃是一种较为稀少的种质，目前在中

国和美国都有发现，并育成数个品种。其叶片、果

皮、种皮等组织均可呈红色，具有一定的经济价值。

研究证实，红色性状的表现是因为这些组织中具有

花青苷的合成与积累[3-4]。

four CHS genes, JrCHS1- JrCHS4, and corresponding Chalcone synthetase as functional annotation

were selected from different phenotypes (red leaf and green leaf) of natural hybrid progenies of red-ker-

nel walnut in three developmental stages. The corresponding sequences, physicochemical properties and

structural functions were analyzed by bioinformatics. The basic information of CHS genes was obtained

from NCBI database. The isoelectric points and molecular weights of CHS proteins were predicted by

ExPASy tool, and the subcellular localization of CHS proteins was analyzed by Cell-PLoc online soft-

ware. Tbtools software was used to identify the structure of CHS genes and chromosomal position.

MEME online software was used to analyze the conserved motifs of CHS proteins. ProtScale and TM-

pred software were used to analyze hydrophobicity and protein transmembrane, and SOPMA and

SWISS-MODEL were used to predict protein secondary and tertiary structures. The sequence of multi

species CHS proteins was analyzed by MEGA 7.0 software, and NJ method was used to construct phylo-

genetic tree. The upstream 2000 bp fragment of CHS genes was selected to analyze the cis-acting ele-

ments of promoter by the PlantCARE software. The RNA-seq data of different phenotypes of natural hy-

brid progenies of red-kernel walnut were analyzed, and the CHS gene expression map was constructed

by TBtools. Finally, the expression levels of all genes were analyzed by qRT-PCR.【Results】There were

significant differences in color phenotype and anthocyanin contents between the two types of leaves at

different development stages. Four JrCHSs were located at Chr 1, 2, 3 and 7, respectively, and the physi-

cal and chemical properties of the corresponding proteins were similar, which were mainly distributed

in the cytoplasm. Four genes only contained one intron structure, and the difference in distribution was

small. The number and location of protein conserved motifs were the same, all of which belonged to hy-

drophilic acid protein, without transmembrane structure. The proportion of α-helix in all protein second-

ary structure was the highest, and the three-level spatial structure models were composed of single helix

protein subunits. Multi species phylogenetic analysis showed that four JrCHS proteins had high homolo-

gy with known anthocyanin synthesis related proteins such as CnCHS, RsCHS, VaCHS, PtCHS,

LcCHS, DlCHS, MeCHS, PgCHS1 and PgCHS2, and it was speculated that their functions were also

similar. Using PlantCARE, hormone response elements, stress response elements, light response ele-

ments and transcription factor binding site elements were found in JrCHS promoters, and all the promot-

er sequences contained multiple MYB and MYC transcription factor binding sites. Four JrCHS genes

were expressed at different stages of leaf development with different phenotypes, and in the first stage,

the expression levels in the red leaf were significantly higher than those in the green leaf, which was pos-

itively correlated with the color phenotype and anthocyanin contents, and there was also different expres-

sion in other stages. qRT-PCR analysis further confirmed the above results and verified the reliability of

transcriptome data.【Conclusion】The structure and function of the four JrCHS genes and their encoded

proteins were similar, which may be due to the differentially expressed genes related to anthocyanin me-

tabolism in different phenotype leaves of natural hybrid progenies of red-kernel walnut.

Key words: Red-kernel walnut; Anthocyanin; CHS gene; Differential expression; Bioinformatics analy-

sis
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花青苷是黄酮类代谢物，广泛分布于植物组织

器官中，是植物组织呈现颜色的重要色素[5]。花青

苷的生物合成受内在因素（主要是内源糖信号和激

素）、环境因素（如温度、光照等）以及一系列酶反应

和转录因子的调控。查尔酮合成酶（chalcone syn-

thetase，CHS）、查尔酮异构酶（chalcone isomerase，

CHI）、二氢黄酮醇 4-还原酶（dihydroflavonol 4-re-

ductase，DFR）、花青苷合成酶（anthocyanidin syn-

thase，ANS）等是由结构基因编码的花青苷合成关

键酶。MYB、bHLH、WD40等转录因子以及它们形

成的 MBW 复合物则调控着这些关键酶的时空表

达[6]。

查尔酮合成酶（CHS）是类黄酮生物合成途径中

的第一个关键酶，其催化的3分子的丙二酰-CoA和

1分子的对香豆酰-CoA结合形成查尔酮的反应更是

整个过程中的重要限速步骤 [7]。首个 CHS 基因的

cDNA序列于 1983年从欧芹细胞悬浮培养物中获

得，之后多种植物中的CHS基因陆续被克隆[8]。大

量研究表明，CHS能够调控花青苷的空间表达及累

积水平。甘薯 IbCHS1主要在紫肉甘薯中表达，其

表达水平与花青苷积累呈显著正相关[9]；苹果果实

发育过程中 CHS 与 F3H、DFR、ANS、UFGT 等基因

协同表达，表达水平与花青素积累呈正相关 [10]；红

色桃和油桃果实中的CHS和DFR是花青素合成的

关键调节基因[11]；我国的红色砂梨品种‘美人酥’果

实中分离得到了PpCHS，其花青素积累水平与Py-

MYB10 和多生物合成基因水平协调表达密切相

关[12]。

CHS在植物花青苷合成和代谢的调控网络中

起着重要作用，但其在红仁核桃的功能与表达尚不

清楚。日前，Zhang等[13]获得了核桃染色体水平的优

质基因组序列，Guo等[14]开发并建立了胡桃科（PJU）

的门户网站，；鱼尚奇等[15]对纸皮核桃内果皮硬化期

样品进行转录组测序，筛选出了内果皮硬化期差异

表达的基因并进行了生物信息功能预测。这些基础

研究为胡桃科比较基因组学的研究以及核桃品种的

遗传改良提供了重要的理论参考。因此，笔者基于

红仁核桃自然杂交后代不同表型（红叶和绿叶）转录

组测序，结合核桃最新基因组数据，对核桃CHS基

因时空表达与结构、功能进行分析，为探明 JrCHSs

基因调控红仁核桃花青苷的生物合成机制及核桃分

子育种提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

红仁核桃RW-1（J. regia L.）是课题组前期发现

并命名的一个太行山野生红色特异种质资源[16]。为

了保持遗传背景的一致性，试验选取红仁核桃自然

杂交后代 2 a（年）生苗的不同表型（红叶和绿叶）株

系为试材。叶片共 3个取样时期，依照红叶颜色变

化分为叶片发育早期 [即幼叶期（2019年4月6日），

叶片全红色；命名为时期1]、叶片发育中期 [即新梢

旺长、果实迅速膨大期（2019年 5月 29日），叶片红

绿相间，命名为时期2]、叶片发育后期 [即果实成熟

早期（2019年 6月 21日），叶片成熟近于老化，趋于

全绿色，命名为时期 3]。试材均种植于河南农业大

学园艺学院果树试验站，南北向定植，株行距2 m×3 m，

常规管理。选择生长一致、长势良好的植株，采样后

立即放入液氮速冻，-80 ℃冰箱保存备用以进行转

录组测序。

1.2 花青素含量测定分析

将样品真空冷冻干燥后研磨成粉末，称取100 mg

的粉末，溶解于1.0 mL提取液（70%甲醇，φ）中，4 ℃

冰箱过夜，期间涡旋3次。离心（1000 g，10 min）后，

吸取上清，用微孔滤膜（0.22 μm pore size）过滤样

品，并保存于进样瓶中，用于LC-MS/MS分析[17]，并

以矢车菊素-3-O-葡萄糖苷的相对含量代表各样品

的花青素相对含量[18]。

1.3 RNA提取及转录组测序

叶片总RNA提取、纯度检查和完整性评估按照

课题组之前描述的方法进行[16]。提取的总RNA经

DNase Ⅰ处理后用于RNA测序文库的构建。使用

TruSeq Stranded mRNA 样品制备试剂盒（Illumina，

sandiego，CA，USA）制备RNA测序文库。转录组测

序由 Illumina HiSeq 2500测序平台完成，测序结果

与核桃参考基因组进行比对分析。

1.4 红仁核桃花青苷合成相关差异表达CHS基因

的筛选

根据转录组测序结果获得各基因功能的注释及

其在红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片各发育时

期的表达水平，利用TBtools构建核桃CHSs基因表

达图谱[19]。筛选在不同样品中显著差异表达的CHS

基因为研究对象，从测序结果中下载得到其核苷酸

序列与氨基酸序列进行基因结构与功能分析。
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1.5 核桃CHSs基因qRT-PCR分析

以不同表型叶片各发育时期的总RNA为模板，

参照FastQuant RT（One-Step gDNA Removal；Trans-

Gen，Beijing，China）说明书合成第一链 cDNA。荧

光定量引物由Primer Premier 5.0设计，引物序列见

表 1。qRT-PCR采用ChamQ Universal SYBR qPCR

Master Mix 试 剂 盒（Vazyme，Nanjing，China）于

LightcyClerR 480 Ⅱ检测系统（Applied Biosystems，

Foster City，CA，USA）进行。以 18S rRNA（XM_

019004991.1）作为内参基因。用2-∆∆Ct法分析不同基

表 1 qRT-PCR 引物序列

Table 1 Primers used for qRT-PCR

基因名称 Gene name

JrCHS1

JrCHS2

JrCHS3

JrCHS4

18S rRNA

上游引物 Upstream primer (5’-3’)

CATTCCGAGGGCCTAGTGAC

CATACCCTGACTACTACTTCCG

GCGAAGTAGGCTTGACAT

CACTCCCTCAAACTGCGTCT

ATTGGTTGCGGATCAGGACT

下游引物 Downstream primer (5’-3’)

GATGGCCCCATCACTATCGG

GTGATTTCCGAGCAGACG

AATATGGCGACTTGCTCTAA

CTTGATTGCCTTCGATGCCG

GCTCCAATGCAACATCAAGC

因的表达水平[20]。

1.6 核桃JrCHSs基因结构与功能分析

利用测序得到的CHSs基因 cDNA序列获取其

编码区长度与氨基酸数量，并在NCBI数据库中通

过BLAST查找其基因 ID。利用 ExPASy工具预测

CHS蛋白等电点（pI）和相对分子质量，Cell-PLoc在

线软件分析蛋白亚细胞定位。使用TBtools软件对

核桃CHS基因进行了结构与染色体定位的预测分

析，蛋白保守基序分析使用MEME（Multiple Expec-

tation Maximization for Motif Elicitation）在线软件。

利用NCBI数据库CD-Search分析核桃CHS的结构

域；亲疏水性与蛋白跨膜分析分别使用ProtScale和

TMpred软件进行，蛋白质二级及三级结构的预测分

别利用 SOPMA 和 SWISS MODEL 完成。利用

MEGA 7.0 软件进行多物种 CHS 蛋白序列比对分

析，采用NJ法构建系统进化树。选取CHS基因上游

2000 bp片段在 PlantCARE软件中预测分析启动子

顺式作用元件。

1.7 数据分析

所有数据的采集和计算均设 3组生物学重复。

其中，利用SPSS 17.0和Excel 2007进行数据处理与

统计分析；采用单因素方差分析（p ＜ 0. 05）、独立样

本 t检验（p ＜ 0.01）进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片颜色观

察及其花青素相对含量

红仁核桃自然杂交后代不同颜色叶片表型观察

如图1-A所示。时期1，2种叶片的颜色表型差异最

大，自然杂交后代红叶（SR）为全红色，而自然杂交

A. 红仁核桃自然杂交后代不同颜色叶片表型；B. 不同表型叶片在各发育时期的花青素相对含量；SG. 自然杂交后代绿叶；SR. 自然杂交后

代为红叶；1. 叶片发育早期，为全红色；2. 叶片发育中期，红绿相间；3. 叶片发育后期，叶片成熟近于老化，趋于全绿色；比例尺=1 cm。不同小

写字母表示在 p ＜ 0.05 差异显著。下同。

A. Phenotype of different color leaves in natural hybrid progenies of red walnut; B. Relative content of anthocyanins in leaves of different pheno-

types at different developmental stages; SG. Seedling progenies-Green leaves; SR. Seedling progenies-Red leaves; 1. The early stage, the leaves are

all red; 2. The middle stage, the leaves are red and green; 3. The later stage, the leaves are close to aging and tend to be all green; Bar=1 cm. The dif-

ferent small letters indicate significant difference at p < 0.05. The same below.

图 1 红仁核桃自然杂交后代不同颜色表型叶片及其花青素相对含量

Fig. 1 The different color phenotype leaves of natural hybrid progenies of red walnut
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后代绿叶（SG）为嫩绿色。随着叶片的生长发育，红

叶颜色变化显著，时期2为红绿相间，时期3趋于全

绿色；而绿叶颜色变化较小，始终为绿色。

两种叶片在不同发育时期的花青素相对含量如

图1-B所示。红叶（SR）在各个时期的花青素相对含

量均显著高于绿叶（SG），与两种叶片颜色表型差异

相符；随着叶片的生长发育，红叶中的花青素相对含

量呈先下降后上升的趋势，且时期 1的花青素相对

含量显著高于其他时期；绿叶中的花青素相对含量

呈持续上升趋势，但差异不显著。

2.2 基于转录数据红仁核桃花青苷合成相关差异

表达CHS基因的筛选及qRT-PCR分析

为筛选获得红仁核桃花青苷合成相关差异表达

CHS基因，对红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片

进行了转录组测序。18个叶片样品共获得 134 Gb

Clean Data，各样品Clean Data超过 6.47 Gb，Q30碱

基百分比超过95.22%，与参考基因组的比对效率为

92.23%~95.27%。这些数据均表明测序结果较为可

靠，与参考基因组比对较好，文库质量较高，可为后

续结构与功能分析的准确性提供保障。

分析转录组测序结果，共有17个基因被功能注

释为“Chalcone synthetase”。以 P value＜0.05、FC≥

1.5 为 标 准 ，筛 选 获 得 4 个 CHSs（gene35863、

gene4994、gene39336、gene32601）的表达量在不同

表型叶片之间存在显著差异。如图 2-A所示，4个

CHSs的表达量均在时期1的红叶中显著高于绿叶，

因此可将上述4个基因作为研究对象进行下一步分

析与功能研究。进一步探究各基因表达模式，发现

4个JrCHSs基因在两种颜色叶片的不同发育时期均

有表达，且均在时期1的表达量存在显著差异，与该

时期表型相符；时期 2，除 gene35863在红叶中表达

量略高于绿叶外，gene4994、gene39336、gene32601

均在绿叶中的表达量高于红叶，与该时期红叶变绿

的表型呈正相关；在时期3，除gene4994在绿叶中表

达 量 略 高 于 红 叶 外 ，gene32601、gene39336、

gene35863均在红叶中的表达量高于绿叶。

对上述基因进行qRT-PCR分析（图2-B）的结果

表明，gene32601在时期3的红叶（SR-2）中表达量最

高，而 gene35863、gene4994、gene39336 均在时期 1

的红叶（SR-1）中表达量最高，且4个基因均在时期1

的红叶中表达量极显著高于绿叶。随着叶片的生长

发育，gene35863、gene4994、gene39336 在时期 2、3

两种叶片中的表达量差异减小且不显著，而

gene32601的表达量在时期 1、3两种叶片间均存在

A. 红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片中 CHSs 基因表达谱，比例尺表示 RPKM 值的 log2 转换值；B. 候选 CHS 基因的 qRT-PCR 分析，

在同一时期的不同表型叶片之间进行显著性差异比较，“*”表示在 p ＜ 0.05 差异显著，“**”表示在 p ＜ 0.01 差异显著。

A. CHS genes expression profile in different phenotypic leaves of red walnut progeny，the scale bars represent the log2 transformations of the

RPKM values. B. qRT-PCR analysis of candidate CHS genes，significant differences were compared among different phenotypic leaves in the same

stage，“*”indicated significant difference at p ＜ 0.05，“ **”indicated significant difference at p ＜ 0.01.

图 2 红仁核桃自然杂交后代不同表型叶片中 CHSs 基因表达谱及候选基因 qRT-PCR 分析

Fig. 2 CHS genes expression profile and qRT-PCR analysis of candidate genes in different phenotypic leaves

of red walnut progeny

A B
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显著差异。qRT-PCR进一步验证了转录组数据结果

的可靠性，可对候选基因进行后续功能验证。

2.3 核桃CHS基因的染色体定位及蛋白理化性质

分析

根据CHSs在染色体上的位置信息，绘制核桃染

色体物理图谱并进行基因定位（图 3- A），gene-

32601、gene39336、gene4994、gene35863分别位于1、

2、3、7号染色体上的不同位点，gene32601、gene4994

和 gene35863 分别位于 1、3 和 7 号染色体上臂，而

gene39336 位于 2 号染色体下臂。将 4 个核桃 CHS

基因根据其在染色体上的定位信息依次命名为

JrCHS1~JrCHS4，其基因信息及理化性质如表 2所

示。4 个 JrCHS 基因 CDS 序列长度分别为 1179、

1170、1185和 1170 bp；4个CHS蛋白氨基酸数目分

别为392、389、394和389；蛋白相对分子质量分别为

43.03、42.53、43.05和 42.62 kDa；等电点分析表明均

偏酸性。对 4个 JrCHS进行亚细胞定位预测，发现

均主要分布于细胞质中。此外，JrCHS蛋白之间有

较高的同源性（61.29% ~80.91%），且 JrCHS1 和

JrCHS2蛋白同源性明显高于其他序列。

2.4 核桃CHS基因结构、蛋白保守基序及功能结构

域分析

对 4 个核桃 CHSs 基因进行结构分析（图 3-

B），其内含子-外显子分布结果表明，JrCHSs的基

因结构较为相似，均只含有 1个内含子，且分布差

异较小。JrCHS 蛋白的保守基序分析结果见图 3-

C~D，4 个 JrCHS 蛋白保守基序结构中均含有 5 个

motif，且蛋白基序位置均相同。利用氨基酸序列

进行保守结构域分析（图 3-E），发现 JrCHS1 和

JrCHS2 含有 PLN03173 型结构域，而 JrCHS3 和

JrCHS4 含 PLN03172 型结构域，均属于 CHS 功能

结构域。

2.5 核桃CHS蛋白跨膜结构与亲疏水性分析

通过在线预测各基因编码蛋白的跨膜结构，发

现 JrCHS1~JrCHS4蛋白均位于膜外，不存在跨膜区

域。蛋白亲疏水性结果显示，4个 JrCHS的亲疏水

性分值的平均值均小于 0，则表明 JrCHS1~JrCHS4

均为亲水性蛋白。其中，JrCHS1~JrCHS4蛋白均为

第 119位氨基酸（谷氨酰胺，Gln）亲水性最大，分值

分别为- 2.489、- 2.489、- 2.667，- 2.556；JrCHS1、

JrCHS3 和 JrCHS4 蛋白均为第 342 位氨基酸（缬氨

酸，Val）疏水性最大，且分值均为 2.422，而 JrCHS2

蛋白为第 191 位氨基酸（半胱氨酸，Cys）疏水性最

大，分值为2.611。

2.6 核桃CHS蛋白二级结构与三级结构预测分析

核桃CHS蛋白二级结构预测结果如表3所示，4

个 JrCHS蛋白的二级结构均由 4种构象组成，包含

α-螺旋（Alpha helix）、延伸链（Extended strand）、β-转

角（Beta turn）以及无规则卷曲（Random coil），其中

α-螺旋比例最高，分别为46.27%、47.30%、42.39%和

44.99% ，其次是无规则卷曲 ，分别为 31.36% 、

31.88%、35.28%和 32.90%，延伸链和 β-转角比例较

低 ，分别为 15.17% 和 7.20% 、14.40% 和 6.43% 、

15.74%和6.60%以及15.42%和6.68%。蛋白三级结

构预测建模结果表明，4个蛋白空间结构较为相似，

均由单螺旋结构蛋白亚基构成。

2.7 核桃CHS蛋白系统进化关系与多序列比对分

析

利用 4 个核桃 CHS 蛋白与拟南芥 Arabidopsis

thaliana AtCHS (CAI30411.1)、AtTT4（AAF23561.1），

葡萄 Vitis vinifera VvCHS1 (AB015872)、VvCHS2

(AB066275)、VvCHS3 (AB066274)，柑橘 Citrus Si-

nensis CsCHS (BAA81664.1)，石榴 Punica granatum

PgCHS1 (AHZ97870.1)、PgCHS2 (ALT22073.1)，木

薯Manihot esculenta MeCHS (XP021609389.1)，猕猴

桃 Actinidia chinensis AcCHS（KF157394.1）；蜜柑

Citrus unshiu CuCHS（FJ887898.1）；蓝莓 Vaccinium

ashei VaCHS（AB694902.1）；龙眼 Dimocarpus lon-

gan DlCHS（AEO36981.1）；荔 枝 Litchi chinensis

LcCHS（ADB44076.1）；柠 檬 Citrus limon ClCHS

（AKR05585.1）；甜 樱 桃 Prunus avium PaCHS

（AJO67963.1）；苹 果 Malus domestica MdCHS

（ACJ54530.1）；鸡 爪 槭 Acer palmatum ApCHS

（AFM74036.1）；毛果杨 Populus trichocarpa PtCHS

（XP_002321081.1）；巨桉Eucalyptus grandis EgCHS

（XP_010028921.1）；金 银 花 Lonicera japonica

LjCHS（AGE10597.1）；碧桃 Prunus persica PpCHS

（AJA79072.1）；金花茶 Camellia nitidissima CnCHS

（ADZ28512.1）；黄 秋 葵 Abelmoschus esculentus

AeCHS（AGW22222.1）；杜鹃花 Rhododendron sim-

sii RsCHS（CAC88858.1）；盐肤木 Rhus chinensis

RcCHS（AGH13332.1）；陆地棉 Gossypium hirsutum

GhCHS（ABS52573.1）以及荷花 Nelumbo nucifera

NnCHS（XP_010249317.1）等 24个物种的CHS蛋白
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A. JrCHS 基因在染色体上的位置，Chr 1、2、3、7 分别代表 4 条染色体，基因位置和染色体长度用左侧的标尺（bp）测量；B. JrCHS 基因内含

子-外显子结构， . CDS， . 内含子；C. JrCHS 蛋白保守基序，分别用不同颜色表示；D. motifs 序列图；E. JrCHS 蛋白保守结构域。

A. The position of JrCHS genes on chromosome, and chr1, 2, 3 and 7 represent 4 chromosomes respectively, gene position and chromosome

length are measured with left ruler (bp); B. The intron exon structure of JrCHS genes, . CDS,“ ”. Intron; C. The conserved motifs of JrCHS

proteins, which is indicated by different colors; D. Protein conserved motif logos; E. The conservative domain of JrCHS proteins.

图 3 核桃 CHSs 基因结构、蛋白保守基序与结构域及染色体定位分析

Fig. 3 Analysis of CHSs gene structure, protein conserved motif, domain and chromosome location in walnut
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构建系统发育树（图 4-A），发现 32个蛋白可聚为 3

个类群。拟南芥作为一种模式植物，与其他物种亲

缘关系较远，单独为一类。核桃 JrCHS1、JrCHS2归

于同一类别，与金花茶CnCHS、杜鹃花RsCHS以及

蓝莓VaCHS亲缘关系较近；核桃 JrCHS3、JrCHS4归

于一组，其中 JrCHS3与毛果杨PtCHS、荔枝LcCHS

以及龙眼DlCHS亲缘关系较近，而 JrCHS4与木薯

MeCHS及石榴PgCHS1、PgCHS2同源性较高，推测

其功能也相似。多序列比对分析（图 4-B）表明，各

物种 CHS 蛋白的整体一致性为 78.01%，相似度较

高，具有相同保守结构。

2.8 核桃CHS基因启动子序列关键顺式作用元件

分析

启动子是决定基因转录起始的重要作用因

子，其序列中包含多个基本作用元件，发挥着不

同的功能。为深入探究核桃 CHS 基因功能，选

取起始密码子上游 2000 bp 的序列作为启动子

区，利用 PlantCare 软件预测 4 个 JrCHS 基因上游

启动子元件，最终选取 10 个数量最多的关键顺

式作用元件进行分析（表 4）。结果显示，各基因

启动子除含有核心启动子序列 TATA-box、增强

子元件 CAAT-box 等典型真核生物的启动子元件

外 ，还包含大量激素响应作用元件（ABRE、

TGACG-motif、ERE）、胁迫响应作用元件（TC-

rich repeats、ARE、MBS）、光响应元件（Box 4、G-

Box）以及转录因子结合位点作用元件（MYB-

binding site、MYC- binding site）等 。 此 外 ，各

JrCHS 基因启动子序列中均包含多个 MYB 转录

因子结合位点（CAACAG/CAACCA/CAACTG）和

MYC 转 录 因 子 结 合 位 点（CATTTG/CATGTG/

TCTCTTA），表明 JrCHSs 基因作为花青苷生物合

成途径重要的结构基因，可与 MYB、MYC 等调

控因子结合共同作用于红仁核桃花青苷的合成

与积累。

3 讨 论

CHS基因是一个超基因家族，广泛存在于各种

植物中。桃[21]、葡萄[22]和苹果[23]等多种果树中的CHS

基因已被克隆出来。研究表明，CHS基因除在拟南

芥、欧芹和金鱼草中发现是单拷贝基因外，其他物种

的 CHS 是多基因家族 [24]，‘巨峰’葡萄中含有 4 个

CHS 基因 [25]，番茄 [26]、大豆 [27]中均含有 8 个 CHS 基

因。本研究基于转录组测序数据，共获得17个核桃

CHS基因，进一步筛选得到了 4个在红仁核桃自然

杂交后代不同表型叶片之间存在显著差异表达的

JrCHSs（JrCHS1~JrCHS4），对其基本信息及编码蛋

白的理化性质进行预测分析。其中，4个 JrCHS基

因的基因结构，均只含有2个外显子和1个内含子，

表 3 核桃 CHS 蛋白二级结构比例

Table 3 Secondary structure proportion of CHS protein in walnut

蛋白

Protein

JrCHS1

JrCHS2

JrCHS3

JrCHS4

α-螺旋

α-helix

46.27

47.30

42.39

44.99

延伸链

Extended strand

15.17

14.40

15.74

15.42

β-转角

β-turn

7.20

6.43

6.60

6.68

无规则卷曲

Random coil

31.36

31.88

35.28

32.90

表 2 核桃 CHS 基因信息与蛋白理化性质

Table 2 Gene information and physicochemical properties of CHSs in walnut

基因名称
Gene
name

JrCHS1

JrCHS2

JrCHS3

JrCHS4

基因编号
Gene code

gene32601

gene39336

gene4994

gene35863

基因 ID
Gene ID

LOC108988452

LOC108995889

LOC109001281

LOC108992049

编码区长度
Length of CDS
sequence/bp

1179

1170

1185

1170

氨基酸数量
Number of
amino acids/aa

392

389

394

389

分子质量
Molecular
mass/kDa

43.03

42.53

43.05

42.62

等电
点
pI

5.98

6.34

6.09

6.68

亚细胞定位
Subcellular
location

细胞质Cytoplasm
细胞质Cytoplasm
细胞质Cytoplasm
细胞质Cytoplasm

蛋白同源性
Protein identity/%

CHS2
80.91

-

CHS3
61.29

65.08

-

CHS4
73.10

73.32

67.46

-

%
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A

B JrCHS1
JrCHS2
JrCHS3
JrCHS4
VvCHS1
VvCHS2
VvCHS3
CsCHS
MeCHS
PgCHS1
PgCHS2
AtCHS
AtTT4
AcCHS
CuCHS
VaCHS
DlCHS
LcCHS
ClCHS
PaCHS
MdCHS
ApCHS
PtCHS
EgCHS
LjCHS
PpCHS
CnCHS
AeCHS
RsCHS
RcCHS
GhCHS
NnCHS
Consensus

JrCHS1
JrCHS2
JrCHS3
JrCHS4
VvCHS1
VvCHS2
VvCHS3
CsCHS
MeCHS
PgCHS1
PgCHS2
AtCHS
AtTT4
AcCHS
CuCHS
VaCHS
DlCHS
LcCHS
ClCHS
PaCHS
MdCHS
ApCHS
PtCHS
EgCHS
LjCHS
PpCHS
CnCHS
AeCHS
RsCHS
RcCHS
GhCHS
NnCHS
Consensus

193
193
194
193
193
193
193
193
193
193
193
192
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193
193

385
385
386
385
385
385
385
385
385
385
385
385
386
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385
385

2.0

A. 核桃与其他物种 CHS 蛋白系统进化树；B. 多序列比对结果，蓝色表示 50%一致性的氨基酸序列，红色表示 75%一致性的氨基酸序列，黑

色表示 100%一致性的氨基酸序列。

A. Phylogenetic tree of CHS protein system in walnut and other species; B. Multiple sequence alignment results of JrCHS proteins. The blue boxes

indicate 50% identity of amino acids, the red boxes indicate 75% identity of amino acids, the black boxes indicate 100% identity of amino acids.

图 4 核桃与其他物种 CHS 蛋白系统进化树分析与多序列比对

Fig. 4 Phylogenetic tree analysis and multiple sequence alignment of CHS protein system in walnut and other species
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与百合 [28]、观赏桃 [29]等植物中 CHS 的基因结构相

符。4个 JrCHS基因编码蛋白的保守基序结构极为

相似，这为后续验证各基因在花青苷生物合成途径

中的调控作用提供了一定的理论基础。

为研究4个 JrCHS基因在红仁核桃花青苷生物

合成途径中的作用，构建了蛋白系统发育树，发现

JrCHS1、JrCHS2与金花茶CnCHS、杜鹃花RsCHS及

蓝莓 VaCHS 亲缘关系较近 ，JrCHS3 与毛果杨

PtCHS、荔枝 LcCHS 以及龙眼 DlCHS 亲缘关系较

近，JrCHS4与木薯MeCHS及石榴PgCHS1、PgCHS2

亲缘关系较近，已有研究表明 CnCHS、VaCHS、

LcCHS、DlCHS、MeCHS及PgCHSs均参与花青苷的

生物合成[30-35]，因此推测4个 JrCHS基因在红仁核桃

花青苷的合成与积累中能够起到一定的调控作用。

此外，对 JrCHSs启动子顺式作用元件进行分析，发

现各基因启动子序列中均含有大量关键作用元件。

ABA能够促进类黄酮合成，而内源激素促进类黄酮

合成大多数是通过提高酶活性或促进成熟来完

成[36]。JrCHSs的启动子序列中包含ABA响应的顺

式作用元件（ABRE），推测其可能受到ABA等内源

激素的调节而影响花青苷的合成与积累 [37]。MYB

与MYC（bHLH）是植物花青苷合成代谢途径中重要

的转录调控因子，其单独或共同作用均可调控花青

苷结构基因启动子活性来促进或抑制该基因的表

达 [38]。本研究中 4 个 JrCHSs 启动子中含有多个

MYB-binding site、MYC-binding site作用元件，表明

其活性均受到单个或多个转录因子作用以调控其表

达水平，从而影响花青苷的生物合成与积累[39]。本

研究对启动子基本作用元件的预测与分析，为后续

基因功能的研究提供了基础。

植物体内花青苷的合成与积累是一个复杂的系

统工程，在其代谢过程中的每个阶段均由大量直接

与间接相关的基因参与调控，不同基因在植物体不

同组织及不同发育时期的表达模式并不相同[6]。周

军等[25]报道，葡萄CHS4基因在开花后表达量升高然

后迅速降低，至果实将近成熟时又一次升高，果实成

熟后降低。为探明相关基因在红仁核桃花青苷积累

不同阶段的表达情况与颜色表型及其花青素含量之

间的关系，分析红仁核桃自然杂交后代不同表型（红

叶SR和绿叶SG）转录组数据结果，发现 4个 JrCHS

基因在两种颜色叶片的不同发育时期均有表达，且

均在时期 1红叶中的表达量显著高于绿叶，这与该

时期颜色表型差异最大及红叶中花青素含量显著大

于绿叶相符，而时期2除 JrCHS4在红叶中表达量略

高于绿叶外，JrCHS1~JrCHS3均在绿叶中的表达量

高于红叶，可认为是该时期红叶中花青苷的合成受

阻，降解加速，导致了CHS基因的表达量降低，从而

表型向绿色转变，其花青素含量也随之减少。时期

3，红叶表型转变结束为绿色，而叶脉仍呈红色，此时

花青苷合成与积累趋于稳定，JrCHSs表达量及其花

表 4 核桃 CHSs 基因启动子序列关键顺式作用元件分析

Table 4 Pivotal cis-element analysis in promoter regions of CHS genes in walnut

顺式作用元件

cis-acting element

ABRE

TGACG-motif

ERE

TC-rich repeats

ARE

MBS

Box 4

G-Box

MYB-binding site

MYC-binding site

功能

Function

ABA 信号响应

cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness

茉莉酸信号响应

cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness

乙烯响应元件Ethylene-responsive element

防御和胁迫信号响应

cis-acting element involved in defense and stress responsiveness

缺氧信号响应

cis-acting regulatory element essential for the anaerobic induction

干旱信号响应

MYB binding site involved in drought-inducibility

光响应元件 Light response element

光响应元件 Light response element

MYB转录因子结合位点

MYB transcription factor binding site

MYC转录因子结合位点

MYC transcription factor binding site

顺式作用元件数量

Number of cis-acting elements

JrCHS1

4

0

5

1

3

1

5

6

1

1

JrCHS2

5

1

0

2

2

0

0

5

6

6

JrCHS3

10

4

4

0

3

1

7

12

5

7

JrCHS4

5

0

2

1

2

1

3

5

2

2
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青素含量在红叶中仍高于绿叶。综上所述，4 个

JrCHS基因的表达水平与叶片颜色表型变化及其花

青素含量存在正相关。qRT-PCR分析结果进一步验

证了转录组结果，同时为证实 4个 JrCHS基因与红

仁核桃花青苷生物合成调控相关提供了试验依据。

此外，实时定量分析显示 JrCHS1的表达量在时期

1、3两种叶片间均存在显著差异，其发挥的作用还

需进一步探究。

红仁核桃是一种少见的普通核桃树种的变异类

型，涉及大量花青苷的合成与积累。CHS作为花青

苷代谢途径中的关键作用酶，催化香豆酰辅酶A和

丙二酰辅酶A生成柚皮素查尔酮，在其他酶的协同

作用下合成一系列黄酮类化合物，调控着植物体内

花青苷的生物合成[40]。然而，CHS基因的功能与其

代谢活跃程度、植物体发育阶段、外界环境胁迫等也

有密切关系，对于单个CHS基因的调控机制有待更

深入研究。此外，花青苷生物合成过程由多基因、多

种代谢途径共同参与作用，CHS等结构基因还会与

3种转录因子MYB、bHLH和WD40形成的MBW复

合物结合来促进或抑制花青苷代谢[41]。

4 结 论

本试验基于红仁核桃自然杂交后代不同表型

（红叶和绿叶）转录组测序结果，筛选得到 4个显著

差异表达CHS基因 JrCHS1~JrCHS4，其均与其他物

种花青苷合成相关基因具有较高同源性，且各基因

启动子序列中均包含多个MYB、MYC转录因子结

合位点作用元件。JrCHSs的表达水平与叶片颜色

表型变化及其花青素含量呈正相关，初步推断为红

仁核桃花青苷生物合成相关差异表达基因。
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