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红花查耳酮异构酶基因植物表达载体的构建及拟南芥转化 
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摘  要：目的  构建红花查耳酮异构酶（CHI）基因的植物表达载体并在拟南芥中进行超表达验证该基因的功能。方法  将
已经分离的红花 CHI 基因作为目的基因，在其两端引入 BamH I 和 EcoR I 酶切位点，构建含有 35S 启动子的植物超表达载

体 pBASTA-CHI，通过 Flora-dip 法将其转化到拟南芥中，并对转基因拟南芥 T2 代植株进行 PCR 和总黄酮量检测。结果  转
基因拟南芥 T2 代植株的 PCR 检测，红花 CHI 基因已经初步整合到拟南芥基因组中，黄酮量检测表明，转红花 CHI 基因的

拟南芥比野生型拟南芥中的黄酮量有所提高，最高提高到 2.3 倍。结论  成功构建了含有红花 CHI 基因的植物表达载体，并

在拟南芥中进行超表达，获得了转基因拟南芥 T2 植株。 
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Abstract: Objective  Plant expression vector of chalcone isomerase in safflower was built and its function was verified by over- 
expression of CHI in Arabidopsis thaliana. Methods  CHI isolated from safflower in our previous study was introduced by BamH I 
and EcoR I restriction sites and constructed into the over-expression vector pBASTA-CHI containing 35S promoter, transformed into A. 
thaliana by Flora-dip method. T2 plants of transgenic A. thaliana were detected by PCR and content of total flavones. Results  Plant 
expression vector containing the safflower CHI gene was built and over expressed in A. thaliana successfully. T2 plants of transgenic A. 
thaliana were obtained. Conclusion  PCR of transgenic T2 in A. thaliana is detected that CHI gene of safflower has been integrated 
into the A. thaliana genome, flavone content is determined in leaves, and the results show that the flavone in transgenetic A. thaliana is 
higher than that in wild type, the highest strain increases by nearly 2.3 times. 
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红 花 Carthamus tinctorius L. ， 菊 科

（Compositae）双子叶植物，又名草红花、金红花，

是我国重要的传统中草药，不仅可以用来药用，还

可用于食用、染料和油料等。黄酮类化合物是红花

中最主要的化学成分之一，目前已经从红花中分离

出多种黄酮化合物[1-2]，其他多项研究也表明[3-4]，

红花中含有较高的黄酮量。红花的主要功效是活血

化瘀，因此，具有活血通经、去瘀疗伤、宣毒透疹、 
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抗氧化、抗癌等功效，在治疗痛经、闭经、跌打损

伤等方面效果显著[5]。 
查耳酮异构酶（CHI）是第一个被认识的黄酮类

化合物生物合成相关酶，是黄酮化合物合成途径中的

第 2 个关键酶[6]，催化分子内的环化反应，以单体的

形式普遍存在于大多数植物中，不同植物的 CHI 相对

分子质量差别较大。其蛋白的三维折叠结构在植物中

具有唯一性，己被作为一种植物特有的基因标记[7]。

CHI 基因最早是于 1987 年从法国豌豆中分离得到[8]，

目前，CHI 基因已经从多种植物中分离并鉴定。Qin
等[9]从葫芦巴的叶片中克隆了一个 CHI 基因，转基因

拟南芥突变体的结果显示，在突变体中的黄酮醇苷表

达高于野生型。相关研究[10-13]也表明，CHI 基因在黄

酮化合物合成代谢途径中具有重要的调节作用，且

CHI 基因的超表达可以提高植物中的黄酮量，本研究

以本课题组已经分离的红花 CHI 基因作为目的基因，

构建植物超表达载体，将其转化到拟南芥中并进行黄

酮检测，初步验证红花查耳酮异构酶基因的功能。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

材料经笔者鉴定为野生型哥伦比亚拟南芥

Arabidopsis thaliana L.，植物表达载体 pBASTA 由

实验室保存。 
1.2  化学试剂 

质粒提取试剂盒和 DNA 胶回收试剂盒购自爱

思进生物技术（杭州）有限公司；植物基因组提取

试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司；LA 酶、

限制性内切酶等购自宝生物工程（大连）有限公司；

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、pEASY-T1 Simple 
Cloning Kit（货号：CT111-01）克隆载体购自北京

全式金生物技术有限公司；琼脂糖购自 Sigma 公司；

胰蛋白胨、酵母提取物购自 OXOID 公司；乙醇、

氯仿、NaCl、其他试剂均为分析纯。 
1.3  红花 CHI 基因植物表达载体的构建 

将本课题组前期克隆正确的 CHI 基因，设计特

异性引物 Chir：5’-AATAGGATCCCGGAAGTGCA- 
ATTACCAT-3’和 Chif：5’-AATAGAATTCCTCGTG- 
AAACTCCTGTTTTCT-3’，并在其 5’端分别加入酶

切位点 BamH I 和 EcoR I，连接到 pEASY-T1 载体

上，将验证成功的连接 CHI 基因的 pEASY-T1 载体

和 pBASTA 载体（图 1）用 BamH I 和 EcoR I 进行

双酶切，建立 50 μL 酶切体系，酶切反应体系如下：

DNA1 μg，BamH I 2 μL，EcoR I 2 μL，缓冲液 6 μL， 

 

 
 

图 1  pBASTA 载体结构示意图 
Fig. 1  Structure of pBASTA vector 

Rnase Free H2O 补齐，总反应体系为 50 μL。经过 4 
h 酶切后，获得的酶切产物用 1.0%的琼脂糖凝胶电

泳检测，利用胶回收试剂盒切胶回收含有红花 CHI
目的基因片段和 pBASTA 载体。将获得的 CHI 目的

基因片段和pBASTA载体用 T4 DNA Ligase酶连接

过夜。过夜连接后，将连接产物转化大肠杆菌

Trans1-T1 感受态细胞。即将连接产物冰浴 20～30 
min；42 ℃热激 30 s，立即置于冰上 2 min；加 250 
μL 灭菌的 LB 液体培养基，200 r/min，37 ℃，1 h；
取 8 μL，500 mmol/L IPTG，40 μL，20 mg/mL X-gal
混合，均匀地涂于 LB 平板上，在 37 ℃放置 30 min；
取 100 μL 菌液，用涂布棒均匀涂于平板上，过夜培

养。次日，挑取白斑至 10 mL LB 液体培养基的试

管中，200 r/min，37 ℃，8 h。提取质粒进行 PCR
和酶切鉴定。 
1.4  工程农杆菌的制备与转化 

将农杆菌 EHA105 在平板上划线，挑取农杆菌

EHA105 的单菌落，加入到 YEP 培养基中。加入 10 
mg/L 的利福平，220 r/min，28 ℃过夜培养。取 500 μL
已经过夜培养的菌液加入到含有10 mg/L利福平的50 
mL YEP 培养基中，250 r/min，28 ℃，6 h。将菌液放

入离心管中，4 ℃，5 000 r/min，5 min，离心后去上

清收集菌体后，用 2 mL YEP 培养基吹打混匀，然后

分装，5 000 r/min，10 min，弃上清。将预先制备好

的 CaCl2溶液（20 mmol/L）冷藏，取 50 μL 重悬菌体，

加入甘油后分装到 1.5 mL 的 EP 管内，液氮中放入 2 
min 后于−80 ℃冰箱中保存备用。提取“1.3”项中验

证正确的质粒 1 μL，加入到−80 ℃冰箱中保存的农杆

菌感受态细胞中，冰浴 30 min。液氮冷冻 5 min，37 ℃
水浴，热击 5 min。在离心管中加入 1 mL 不加抗生素

的 YEP 液体培养基，混匀后放于摇床中，28 ℃，200 
r/min，4 h。5 000 r/min，离心 6 min。离心后加入 200 
mL YEP 液体培养基进行重悬。将重悬后的菌体涂在

含有 10 mg/L 利福平的 YEP 固体培养基中，28 ℃培

T-DNA RB 
CaMV 35S 

  XbaⅠ(516)
HindⅢ (510)
 EcoRⅠ(504)
  SmaⅠ(500)
Bam HI (492)

SpeⅠ(486) 

NOS terminator

CaMV 35S Basta 
NOS terminator

T-DNA LB 

pBASTA  
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养 2～3 d。待长出菌落后，挑取单菌落，放于 10 mg/L 
利福平的 YEP 液体培养基的试管中，过夜培养后，

进行菌液 PCR 验证，将验证正确的菌液加入甘油，

−80 ℃冰箱保存备用。 
1.5  拟南芥的转化与检测 

取保存在−80 ℃的农杆菌菌株，加入到 50 mL 
YEP 培养基中，28 ℃ 1 800 r/min 摇床上活化培养，

6～8 h 后转入到 1 L 的三角瓶中培养。28 ℃，500 
r/min 培养至菌液浓度达到 1.0～1.2 cfu/mL，用于侵

染拟南芥。待侵染的拟南芥转化前一天浇足水，侵

染前用剪刀处理掉拟南芥的花，籽粒荚，留下花蕾

备用。准备好的农杆菌菌液加入 500 mL 渗透培养

基，加入 Silwet L-77 25 μL，振摇混匀，用于转化。

生长 14 d 左右，开始先采摘发黄的成熟荚，待整株

植物干枯后把成熟植株根部剪断，放在报纸上阴干

处理，收集所有种子。将收获的 T0 代拟南芥种子

进行春化处理，播种到无菌土中，待拟南芥小苗长

出 4 片真叶时，用 1% Basta 筛选剂进行喷洒，每隔

1 天喷 1 次，共 3 次，收获 T1 代种子保存备用。收

获的 T1 代种子进行播种，待拟南芥小苗长出 4 片真

叶时，用 1% Basta 筛选剂进行喷洒，1 周后将存活

下来的 T2 代小苗进行移栽，利用植物基因组试剂盒

对获得的小苗进行基因组提取，PCR 验证。 
1.6  拟南芥黄酮的提取 

将上述 PCR 验证正确的拟南芥株系进行黄酮

的测定，黄酮的提取方法参照萨仁高娃等[14]的方

法，略有改进。 
1.6.1  标准曲线的制作  精密称取芦丁对照品 100 
mg，用 30%的乙醇溶液溶解定容至 100 mL 量瓶中，

摇匀，配制成质量浓度为 0.1 mg/mL 的芦丁标准溶

液。分别精密吸取芦丁标准溶液 1.0、2.0、3.0、4.0、
5.0 mL，置于 10 mL 比色管中，用 30%乙醇补充至

约 5 mL，加入 5%亚硝酸钠 0.3 mL，摇匀，放置 5 
min，加入 10%硝酸铝溶液 0.3 mL，摇匀，放置 5 min
后再加入 4%氢氧化钠溶液 4 mL，摇匀，用 30%乙

醇定容至刻度，摇匀，放置 10 min 后，在 300～400 
nm 的波长进行扫描，波长设定：300、310、320、
330、340、350、360、370、380、390、400 nm，11
个梯度，确定最佳波长。选择最佳吸收峰波长，并

在此波长下作工作曲线和试样测定。 
1.6.2  拟南芥黄酮粗提取液制备  原料清理、干燥、

粉碎，过 40 目筛，备用。取 0.5 g 拟南芥叶片粉状

物，加入 10 mL、65%乙醇，50 ℃，超声波 600 W，

提取 30 min。离心取上清液备用。在最佳吸收峰波

长下测定吸光度。 
2  结果与分析 
2.1  红花 CHI 基因表达载体构建 

将前期验证成功的连接 CHI 基因全长的

pEASY-T1 载体和 pBASTA 载体用 BamH I 和 EcoR I
进行双酶切，酶切后的 CHI 片段基因见图 2，与目

的条带 748 bp 大小吻合。对获得的大片段和小片段

分别进行胶回收后，用 T4 连接酶连接，连接后的载

体命名为 pBASTA-CHI，将其转化大肠杆菌，蓝白

斑筛选后挑取 11 个单菌落进行 PCR 鉴定，其中有 7
个转化子显示 748 bp 的目的基因大小（图 3），说明

连接转化成功。对鉴定正确的 7 个转化子提取质粒，

进行酶切鉴定（图 4），将酶切鉴定正确的 3 个菌液

送于测序，测序结果与 CHI 基因的序列吻合，说明

红花 CHI 基因的植物表达载体已经构建成功。将酶

切测序正确的植物表达载体 pBASTA-CHI 质粒，利

用冻融法转化农杆菌 EHA105，转化后涂板，对挑取

的 14 个单菌落进行农杆菌菌液 PCR 鉴定（图 5），
其中有 9 条非常亮的目的条带出现，说明农杆菌转

化成功，可以用于下一步的拟南芥转化。 
 

 
M-Marker  1, 2-pEASY-T1-CHI 质粒 

M-Marker  1, 2-pEASY-T1-CHI plasmid 

图 2  红花 CHI 基因的质粒酶切图谱 
Fig. 2  Restriction of plasmid of safflower CHI gene 

     
M-Marker  1-阳性质粒  2～11-大肠杆菌菌液 PCR  12-阴性对照 
M-Marker  1-positive plasmid  2—11-PCR of bacterial solution in E. 
coli  12-negative control 

图 3  pBASTA-CHI 表达载体的大肠杆菌菌液 PCR 鉴定 
Fig. 3  PCR identification of pBASTA-CHI expression 
vector in bacterial solution of E. coli 
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M-Marker  1～7-pBASTA-CHI 质粒 

M-Marker  1—7- pBASTA-T1-CHI plasmid 

图 4  pBASTA-CHI 表达载体的质粒酶切鉴定 
Fig. 4  Restriction identification of plasmid of pBASTA-CHI 
expression vector 
  

    

M-Marker  1-阳性质粒  2～14-农杆菌菌液 PCR  15-阴性对照 
M-Marker  1-positive plasmid  2—14-PCR in bacterial solution of  
Agrobacterium  15-negative control 

图 5  pBASTA-CHI 表达载体的农杆菌菌液 PCR 鉴定 
Fig. 5  PCR identification of pBASTA-CHI expression 
vector in bacterial solution of Agrobacterium 

2.2  红花 CHI 基因转化拟南芥的筛选及检测 
选择 T2 代转基因拟南芥植株的叶片进行基因组

DNA 提取，以基因组 DNA 为模板，以特异性引物

CtCHI3F：5’-CGGAAGTGCAATTACCATG-3’和CtCHI3R： 
5’-CTCGTGAAACTCCTGTTTTCT-3’进行 PCR 扩增，

首先对获得的44株拟南芥T2代植物进行PCR初步检

测，共检测出 37 株转基因阳性植物，图 6 中列出了转

基因拟南芥中检测到目的条带的部分 PCR 结果。从  

     
M-Marker  1-野生型拟南芥 PCR  2～16-转基因拟南芥 PCR 

M-Marker  1-wt A. thaliana PCR  2—16-transgenic A. thaliana PCR 

图 6  转 CHI 基因的 T2 代拟南芥的 PCR 检测 
Fig. 6  PCR determination of T2 CHI transformants in A. thaliana 

PCR 结果中发现，转化率为 84.1%，结合Basta 筛选，

可以说明红花CHI基因已初步整合到拟南芥基因组中。 
2.3  黄酮标准曲线的绘制 

最终得到芦丁的质量浓度分别为 0.01、0.02、
0.03、0.04 、0.05 mg/mL，测量时再将溶液稀释 10
倍，将其在 300～400 nm 的波长内进行扫描，得到

芦丁对照品在 340 nm 处的吸收峰最大，因此，将

340 nm 作为测定黄酮量的最佳波长。取芦丁对照

品，将配制 1、2、3、4、5 μg/mL 的对照品溶液在

340 nm 波长下进行测定，绘制芦丁的吸光度-浓度

的标准曲线，对获得的实验数据进行回归分析，

得到芦丁标准溶液的浓度与吸光度的回归方程为

Y＝0.013 6 X＋0.061 4，回归系数 R2＝0.999 1，线

性范围 1.0～5.0 μg/mL。 
2.4  转红花 CHI 基因拟南芥的黄酮量检测 

对获得的转CHI基因的拟南芥的部分株系提取

黄酮，以野生型拟南芥作为对照（wt），采用分光

光度法测量拟南芥叶片中黄酮的吸光度，根据标

准曲线中的线性回归方程计算转红花 CHI 基因的

黄酮含量。从图 7 可以看出，转基因拟南芥中黄

酮量比野生型拟南芥中的量有所提高，最高的株

系提高到 2.3 倍。 

   
 

图 7  不同株系的黄酮量 
Fig. 7  Flavone content of different strains 

3  讨论 
CHI 基因是黄酮化生物合成途径中的主要结构

基因，是黄酮化合物合成途径中的关键酶和限速酶，

研究表明，植物中 CHI 的表达与黄酮的合成有一定

的相关性，CHI 缺失突变可能会导致多种植物的

黄酮生物合成途径受阻，使黄酮和花色素量严重

下降[15-16]，Nishihara 等[17]应用 RNAi 技术抑制烟草

CHI 基因的表达后，发现花瓣中的黄酮类物质减少

而超表达则会使黄酮量提高[18]。 
本实验成功构建了红花CHI基因的植物表达载

体，将其转化拟南芥并进行了初步检测，结果发现，
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转CHI基因的拟南芥株系比野生型拟南芥中的黄酮

量确实有所提高，这与吴冰[19]研究的彩叶草的查耳

酮异构酶基因的功能研究相似，说明红花 CHI 基因

可能参与拟南芥中黄酮的合成代谢，红花 CHI 基因

可能在黄酮合成途径中起着重要作用。Qin 等[9]克

隆了葫芦巴 CHI 基因并在拟南芥突变体中表达，表

达后的植株比野生型的异黄酮量有较大提高。Li 等[20]

从凤毛菊中克隆了一个CHI基因并在转基因烟草中

进行表达，超表达 CHI 基因的转基因烟草中的黄酮

含量是野生型烟草中的 5 倍，因此，在转基因植物

中超表达 CHI 基因是提高黄酮量的一个有效方法。

但本研究中提高的倍数不大，最高的株系黄酮量比

野生型提高近 2 倍，原因可能是因为查耳酮异构酶

位于黄酮合成途径的上游，而黄酮化合物的合成途

径也较为复杂，参与合成的关键酶也比较多，因此

提高的倍数不大。 
本研究只利用拟南芥对红花CHI基因的功能进

行了初步鉴定，超表达 CHI 基因的拟南芥比野生型

拟南芥的黄酮量有所提高，证明了红花 CHI 基因可

能参与黄酮化合物的合成，但为了弄清楚红花 CHI
基因在黄酮化合物合成途径中的作用，还需要做进

一步的亚细胞定位及红花的遗传转化，本研究的开

展，将为下一步其他关键酶基因的验证及红花新品

种的选育奠定一定的基础。 
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