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　　摘　要:采用生物信息学方法和工具对GenBank中的洋葱、豌豆、番茄和茶等植物的黄酮类

化合物合成关键酶查尔酮异构酶(CHI)的核酸和氨基酸序列进行了比对 、分析和建模 ,进而对其

分子结构 、理化性质 、亚细胞定位、蛋白转运肽 、跨膜结构域 、疏水性 、分子系统进化 、蛋白质二级和

三级结构等重要参数进行了预测和推理。结果表明:该类酶基因的全长包括 5′、3′非翻译区和一

个开放阅读框 ,无蛋白转运肽 ,且定位于细胞质基质 ,是一个疏水性蛋白 ,二级结构均以随机卷曲

和α-螺旋为主要构件 ,洋葱和豌豆的CHI三维建模成功。
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　　黄酮类化合物是由苯丙烷类化合物衍生得到的一

大类植物次生代谢产物 ,其特点是具有 C6-C3-C6的基

本骨架 ,并可根据中间吡喃环的不同氧化水平和两侧

A 、B环上连接的各种取代基 ,而分为不同的黄酮类型。

研究证明黄酮类化合物对植物自身进行正常的生理活

动起着重要作用 ,如调节生长 、UV 防护 、抗虫抗病 、花色

形成 ,影响花粉育性 ,诱导植物根部与共生菌相互作用

等。因此作为园艺植物中一类重要的化学成分 ,一直备

受农艺界的广泛关注 ,是花色基因工程和天然产物代谢

工程研究的一类主要目标产物。

查尔酮异构酶(chalcone isomerase ,CHI)是第 1个

被认识的黄酮类化合物合成相关酶 ,也是黄酮代谢途径

中的关键酶之一 ,它催化柚皮苷查尔酮异构化形成有生

物活性的二羟基黄烷酮。CHI一般可分为两种类型 ,一

种主要存在于豆科植物中 ,催化 6′-脱氧查尔酮和 6′-羟

基查尔酮生成异黄酮类化合物和黄酮类化合物;另一种

主要存在于非豆科植物中 ,催化6′-脱氧查尔酮生成5′-

羟基黄烷酮
[ 1]
。目前 CHI基因已先后从豌豆 、矮牵牛 、

苜蓿等多种植物和人类粪便厌氧细菌中被克隆出

来
[ 2-5]
,通过代谢工程的研究证明改变 CHI活力可以有

效调控黄酮类化合物的含量 ,例如超量表达牵牛花 CHI

基因使番茄果皮中的黄酮水平提高了78倍
[ 6]
,降低康乃

馨中的 CHI酶活得到奇特的黄色花朵[ 7] ,而 CHI失活

的洋葱突变体中槲皮素水平明显下降[ 8] 。因此对 CHI

的研究是当前一个十分重要的热门话题。现利用生物

信息学的方法 ,以洋葱(Allium cepa)为重点 ,对豌豆
(Pisum sat ivum)、番茄(Lycopersicon esculentum)、茶

(Camellia sinensis)等园艺植物查尔酮异构酶的基因及

相应氨基酸序列的理化性质、结构特征 、生化功能及系

统演化关系等进行预测和分析 ,以期为今后深入研究

CHI家族蛋白的酶学特性和黄酮生物合成的分子机理

提供理论依据。

1 材料与方法

数据来源于 NCBI核酸和蛋白质数据库中已登录

的查尔酮异构酶(CHI)的核酸序列及其对应的氨基酸序

列:洋 葱(Accession:AY541034)、豌 豆(Accession:
U03433)、番茄(Accession:AY348871)、茶(Accession:

DQ120521)。

利用 Vector NTI 8 、Clustal X 、MEGA3 、ViewerLite

4.2软件和www.ncbi.nlm.nih.gov 、www.expasy.org 等

网站提供的各种在线生物信息学工具进行预测和分析。

核酸及氨基酸序列的分子结构和理化性质分析 、开放阅

读框的查找和翻译使用 Vector NTI 8软件完成;核酸及

氨基酸序列的同源性比对使用 Clustal X软件和 NCBI

上的 Blast在线工具完成;分子系统发生树使用MEGA3

的 Phylogeny中的 Neighbor-Joining 方法构建;亚细胞定

位情况的考察使用 TargetP 1.1 Server在线完成 ,并对

其结果进行SignalP及ChloroP 分析 ,得到蛋白质信号肽

和叶绿体转运肽的相关信息;跨膜结构域和疏水性分析

分别使用 TMHMM和 ProtScale完成;蛋白质二级结构

预测和三级建模分别使用 GOR和 SWISS-MODEL

完成。

2 结果与分析
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2.1　植物 CHI基因的核酸及相应氨基酸序列的分子结

构和理化性质分析

Vector NTI 8分析得到的洋葱 、豌豆 、番茄和茶的

核酸序列和氨基酸序列相关结构和性质数据见表 1 ,其

中洋葱 CHI基因的全长mRNA序列及其推导的氨基酸

序列如图 1所示。由表 1可见 ,不同植物 CHI基因全

长、开放阅读框碱基数及其所编码的氨基酸残基数相差

较小 ,且编码区的起始密码子均为 ATG ,而终止密码子

则不一致 ,洋葱和豌豆的是 TGA ,番茄和茶的是 TAA 。

同时 ,不同植物 CHI的分子量 、等电点 、摩尔消光系数 、

酸性氨基酸比例 、碱性氨基酸比例 、带电氨基酸比例 、极

性氨基酸比例 、疏水性氨基酸比例等理化指标均表现出

一定的差异 ,这表明CHI基因可能存在一定的物种特异

性和生化多态性;含量最丰富的氨基酸也不完全相同 ,

但至少都含有 Lys ,说明 Lys在 CHI的催化反应中起着

重要作用。

　　表 1　植物 CHI基因的核酸及相应氨基酸序列

的分子结构和理化性质分析
指标 洋葱 豌豆 番茄 茶

基因全长/bp 905 902 1 001 1 002

开放阅读框全长/bp 678 669 786 720

起始位点及密码子/bp 85 ATG 22 ATG 81 ATG 92 ATG

终止位点及密码子/bp 763 TGA 691 TGA 867 TAA 812 TAA

氨基酸残基数 226 223 262 240

分子量/kDa 24.170 24.787 28.972 26.353

等电点 5.10 7.20 5.65 5.34

摩尔消光系数 16 740 11 410 7 800 7 920

含量最丰富的氨基酸/ %

Arg 8.85

Glu 8.41

Gly 9.73

Lys 8.07

Ile 8.07

Leu 11.66

Lys 13.36

Glu 10.69

Gly 7.63

Lys 12.08

Leu 9.17

Gly 8.33

酸性氨基酸比例/ % 12.83 13.45 16.03 16.25

碱性氨基酸比例/ % 9.73 13.45 15.27 14.58

带电氨基酸比例/ % 26.55 34.08 33.97 34.58

极性氨基酸比例/ % 22.12 21.52 20.61 20.00

疏水性氨基酸比例/ % 38.05 35.43 31.30 31.25

1 cg cgg g aag cag tcg ta tca acccag ag ta cg cg gg g act acat cat t t cta ga t t t t cat cta tacc tcat aat t ca ag aa

　　　M E A V T K L D V E G T A F D S V I I P P G S S K T H F L G G A G

84 ATG GAAGCAGTGACAAAGTTGGACGTAGAAGGAACTGCCTTTGATTCAGTCATCATCCCTCCCGGTTCATCCAAAACGCACTTTCTCGGCGGTGCAGGT

　　　 V R G L E I G G K F I A F T A I G I Y L E T D S I P F L A D K W K

184 GTAAGGGGTTTAGAAATTGGAGGTAAATTTATAGCGTTTACGGCAATCGGCATCTACTTGGAAACAGATTCAATTCCGTTTCTTGCTGATAAATGGAAA

　　　 G K T G E E L A G S L D F F R D I C T G P F E K F T N V T M I L P

242 GGAAAAACAGGCGAGGAACTCGCTGGTTCACTCGACTTTTTTCGAGATATATGCACAGGACCCTTTGAGAAATTTACTAATG TAACAATGATTCTCCCT

　　　 L T G E Q Y S E K V T E N C V A Y W K A I G I Y T D A E A S A V D

359 CTAACGGGAGAACAGTACTCCGAAAAAGTAACAGAAAATTGTGTGGCTTATTGGAAAGCAATTGGAATCTACACAGATGCAGAAGCGTCGGCTGTTGAT

　　　 K F K Q A F K P E S F P P G S S I L F T H T P S G T L K I A F S K

407 〗AAGTTTAAACAAGCTTTTAAACCTGAGAGTTTCCCTCCTGGTTCATCCATTCTCTTCACTCATACCCCTAGCGGAACACTAAAGATTGCATTTTCAAAA

　　　 D G S V S K D E G V L I E N K A L T Q A V L E S I I G E H G V S P

580 GATGGTTCGGTTTCTAAAGATGAAGGCGTACTCATTGAGAATAAGGCGCTGACACAAGCCGTATTGGAGTCGATTATTGGGGAGCATGGTGTATCACCT

　　　 A A K L S I A S R L S E I M N K V G N V E E K L P V L S ＊

679 GCTGCTAAGCTAAGCATAGCATCGAGATTGTCAGAGATTATGAACAAAGTTGGAAACGTGGAAGAAAAGTTACCGGTGCTTTCA tgaa t t g g gaagga t t

779 cg t g aa g ga aa a tg a tg g t ct g tg t t t t a aa ct ag a tg a ag t cg act t ct t g tg t g ag a ta g tc act g g ag aa t ta ct g g g t t g ca at aa ta a cat t aa t

879 tctgtgatcaacaaaaaaaaaaaaaaaa

图 1　洋葱 CHI的 cDNA 全长序列及推测的氨基酸序列

注:编码区和翻译的氨基酸用大写字母表示 ,起始密码子用◆表示 ,终止密码子用＊表示, UTR用小写字母表示。

2.2　植物 CHI基因的核酸序列及相应氨基酸序列的比

对分析

用NCBI网站中的Blast程序[ 9]对洋葱 CHI的核酸

和氨基酸序列进行同源性比对 ,结果表明洋葱 CHI的核

酸序列与部分植物的CHI核酸序列有较高的一致性 ,包

括茄子(一致性:70%)、拟南芥(一致性:70%)、葡萄(一

致性:71%)、烟草(一致性:72%)、香石竹(一致性:74%)

和百脉根(一致性:75%)等 ,而进一步做蛋白质—蛋白

质的 Blastp比对 ,洋葱 CHI 的氨基酸序列与上述植物

CHI的一致性分别达到 56%、38%、61%、12%、7%和

55%。对豌豆 、番茄和茶进行此类的同源性分析 ,也得

到相似的规律。由此可见 ,植物CHI的氨基酸序列比对

比核酸序列比对有更高的相似度。

选取洋葱等8条植物CHI氨基酸序列 ,在Clustal X

软件[ 10]中进行多重比对分析。分析结果用不同颜色显

示(图2),颜色越深的表示同源性越高 ,最深的区域则表

示可能存在的重要功能域。分析结果显示植物CHI具

有很高的同源性 ,在近 C-端催化区域的序列趋于保守 ,

而近 N-端的序列则差异较大 ,这一非催化域往往与蛋白

质的亚细胞定位等物种特异性功能相关。

2.3　植物 CHI基因的亚细胞定位分析和蛋白质转运肽

的预测和分析

TargetP 1.1 Server在线工具分析
[ 11]
结果显示 ,洋

葱 、豌豆 、番茄和茶的CHI均定位于细胞质基质 ,且均无
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转运肽 ,预测可靠性等级分别为 2 、5 、2和 3。可见植物

CHI在游离核糖体上起始合成后 ,不进行蛋白转运 ,而

是继续保留在细胞质基质中 ,直接催化柚皮苷查尔酮异

构化形成二羟基黄烷酮。

图 2　来自不同植物 CHI 氨基酸序列多重比对

2.4　植物 CHI基因的跨膜结构域和疏水性预测和分析

用 TMHMM Server v.2.0对洋葱 CHI 氨基酸序

列的跨膜结构域进行预测
[ 12]
,结果如图 3所示 ,洋葱

CHI整条肽链都位于细胞膜外 ,说明洋葱CHI不存在跨
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膜区。对豌豆 、番茄和茶的 CHI氨基酸序列的跨膜结构

域进行预测分析也得到与此一致的结果 ,即CHI不存在

跨膜结构域 ,结合上述转运肽的预测 ,可以推断 ,植物

CHI在细胞质基质中合成后 ,不经蛋白转运 ,直接锚定

于细胞质基质中的特定部位行使催化功能。

图 3　洋葱 CHI跨膜结构域的预测

　　由 ProtScale 进行洋葱氨基酸序列的疏水性预

测[ 13] ,分析结果(图 4)可以看出 ,多肽链第 20位的 Arg

具有最低分值-4.500 ,亲水性最强;而第 200位的 Val

具有最高分值 4.200 ,疏水性最强。整条多肽链表现为

疏水性 ,但没有明显的疏水区域。对豌豆 、番茄和茶的

CHI氨基酸序列的疏水性进行预测分析也得到与此一

致的结果 ,即CHI整条多肽链表现为疏水性 ,但没有明

显的疏水区 ,结合跨膜结构域的预测结果 ,可以推断 ,植

物CHI不存在明显的疏水区域 ,与 CHI 不存在跨膜结

构域的特征相吻合。

图 4　洋葱CHI疏水性的预测

2.5　植物 CHI氨基酸序列的分子系统进化树分析

将 19条有代表性的 CHI 氨基酸序列在Clustal X

软件中进行完全比对后 ,在 MEGA3软件中按照 Neigh-

bor-Joining 方案进行分子进化树分析[ 14] ,获得 CHI氨基

酸序列的分子进化树分析结果(如图 5)。19种植物的

CHI氨基酸序列聚成7支:棉花 ,橙聚成第1支;梨 ,牛奶

子聚成第 2支;蝶豆 ,百脉根聚成第 3支;拟南芥 ,萝卜聚

成第 4支;洋葱 ,红叶美人蕉聚成第5支;烟草 ,美女樱 ,

菊花 ,桔梗 ,三花龙胆聚成第6支;中国大豆 ,豌豆 ,紫花

苜蓿聚成第7支。该进化树反应了这 19种不同植物之

间的亲缘关系 ,如拟南芥和萝卜同属十字花科植物 ,聚

为一支 ,洋葱(百合科 , Liliaceae)与红叶美人蕉(美人蕉

科 ,Cannaceae)虽不同科 ,但亲缘关系较近 ,也聚为一支。

由此可见 ,依据氨基酸序列构建的分子进化树虽不能完

全真实地反映不同植物之间的系统分类学关系和自然

演化进程 ,但其结果对于明确判断植物间的亲缘关系仍

能提供一定的参考。

图5　基于 MEGA3.0中 NJ 方法的洋葱和

其它物种的分子进化树聚类分析

2.6　植物CHI氨基酸序列的二级和三级结构预测和分析

GOR4在线工具预测洋葱 CHI 氨基酸序列的二级

结构[ 15] ,结果如图6所示 ,洋葱CHI多肽链中 ,随机卷曲

占 48.67%,α-螺旋占 28.32%,延伸链占 23.01%,对豌

豆 、番茄和茶的CHI氨基酸序列进行二级结构预测分析 ,

得到与洋葱一致的结果 ,即随机卷曲和α-螺旋是 CHI多

肽链中的主要结构元件 ,延伸链散布于整个蛋白质中。

　　将洋葱CHI氨基酸序列上传到 SWISS-MODEL的

建模服务器中进行 CHI 结构的三维建模
[ 16-17]

,然后在

ViewerLite 4.2软件中进行序列编辑 ,获得 CHI 的三级

结构模型(图7)。据此对豌豆 、番茄和茶的 CHI氨基酸

序列进行类似的三维建模 ,只有豌豆建模成功(图 8),因

为研究使用的 SWISS-MODEL 方案是基于同源建模的

蛋白质结构服务器 ,即待测氨基酸序列在蛋白质结构数

据库中寻找其同源模板 ,再将同源蛋白质的结构优化构

建出预测的蛋白质三维结构模型。由于服务器中不存

在番茄和茶CHI氨基酸序列的同源模板 ,故建模失败。
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　图7　洋葱CHI编码蛋白的三维结构 图 8　豌豆CHI编码蛋白的三维结构

3　小结与讨论
应用生物信息学方法对已知植物黄酮类化合物合

成关键酶查尔酮异构酶的核酸和蛋白质序列进行比对 、

分析 、建模 ,从而对其结构和功能进行推断和预测 ,对于

进一步利用相应的试验手段研究植物查尔酮异构酶的

理化性质和分子生物学性质 ,对物种间CHI基因家族同

源性和遗传相似性的分析 ,有助于新 CHI基因和相关

EST 的发现;而蛋白定位和功能结构域的推断 ,为针对

特定性状遗传改良的基因工程和代谢工程操作 ,并最终

获得观赏性和实用性俱佳的园艺植物新品种都有积极

贡献。并且这种基于生物学试验数据与计算技术相结

合交叉学科已逐渐成为后基因组时代的重要方法和前

沿领域 ,也是当今生物学发展的必然潮流。
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A Bioinformatic Analysis on Chalcone Isomerase in Plant

LEI Wei1 , ZOU Xiang2 , XIANG Yang1 , TANG Shao-hu1 , SUN Min1

(1.Key Labo ratory of Eco-environments in Three Gorges Reservoir Region , Ministry of Education , College of Life Science, Southwest Uni-

versity , Chongqing 400715;2.Colleg e of Pharmaceutical Science , Southwest University , Chongqing 400715 , China)

Abstract:The nucleic acid sequences and amino acid sequences of chalcone isomerase f rom Allium cepa , Pisum sativum ,
Lycopersicon esculentum and Camel lia sinensis ,which were registered in GenBank ,were analyzed and predicted by the

tools of bioinformatics in the following aspects:the composition of nucleic acid sequences and amino acid sequences , mo-
lecular structure , physical and chemical characters , subcellular localization , transitpeptides , t ransmembrane topologieal
structure , hydrophobicity , molecular phylogenetic evolution , secondary and tertiary structure of protein and so on.The
results as following:the full-leng th gene of CHI contains an opening reading f rame , 5'-untranstrated region and 3'-un-
t ranstrated region , all lie in cy toplasm , and haven't transmembrane topologieal structure ,were a hydrophic protein.α-he-
lix and random coil were main component all secondary structures.The 3Dmodels of Allium cepa and Pisum sativum are

constructed.
Keywords:Chalcone isomerase;Bioinformation;Flavonoids
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