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黄果枸杞 LbaPDS 基因及其启动子的克隆与表达分析  
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摘  要：目的  为解析黄果枸杞 Lycium barbarum var. L. auranticarpum 类胡萝卜素转录调控机制，克隆了枸杞 LbaPDS 基因

及其启动子，并进行了表达分析。方法  以宁夏产黄果枸杞为研究材料，克隆 LbaPDS 基因及其启动子，采用 RT-qPCR 技

术分析 LbaPDS 基因在根、茎、叶、花、和果实不同发育期，以及高温、低温、干旱、盐等非生物胁迫下的表达模式，通过

构建 LbaPDS-GFP 载体，确定 LbaPDS 蛋白的亚细胞定位，利用 PlantCare 数据库预测启动子顺式作用元件，构建该启动子

与 GUS 融合表达载体，并异源转化拟南芥，通过 GUS 组织化学染色初步确定转基因拟南芥中 LbaPDS 启动子的表达强度及

表达特异性。结果  枸杞 LbaPDS 基因全长 1 749 bp，编码 582 个氨基酸。LbaPDS 基因在果实成熟期高表达，在根和茎中

低表达。在高温、低温、干旱以及盐等非生物胁迫下，LbaPDS 基因的表达发生显著性变化。LbaPDS 蛋白定位在叶绿体中。

LbaPDS 启动子序列中存在厌氧诱导、激素响应、生长发育响应等多种顺式作用元件。GUS 组织化学染色结果表明，LbaPDS

启动子在果荚中高表达，在根中低表达。结论  成功克隆了 LbaPDS 基因及其启动子；LbaPDS 基因在果实成熟期高表达，

高温、低温、干旱、盐等非生物胁迫显著影响 LbaPDS 基因的表达，其启动子主要在拟南芥果荚高表达；LbaPDS 蛋白定位

在叶绿体。为深入探究 LbaPDS 基因及其启动子的功能及枸杞类胡萝卜素转录调控机制研究提供了研究基础及参考依据。 
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Abstract: Objective  To analyze the mechanism of transcriptional regulation of carotenoid in Huangguogouqi (Lycium barbarum 

var. auranticarpum), the LbaPDS gene and its promoter were cloned and functionally analyzed. Methods  L. barbarum L. var. 

auranticarpum from Ningxia was used as the study material. The LbaPDS gene and promoter were cloned, and their expression patterns 

of LbaPDS gene in roots, stems, leaves, flowers, and fruits, as well as under abiotic stresses such as high temperature, low temperature, 

drought, and salinity were analyzed by qRT-PCR. The subcellular localization of the LbaPDS protein was determined by constructing 
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LbaPDS-GFP fusion expression vector. The PlantCare database was used to predict the cis-acting elements of the promoter. A fusion 

expression vector of this promoter and GUS was constructed, and Arabidopsis thaliana was heterologously transformed. The 

expression intensity and specificity of LbaPDS in transgenic A. thaliana were preliminarily determined by GUS histochemical staining. 

Results  The LbaPDS gene obtained in this study was 1 749 bp in length and encoded 582 amino acids. The LbaPDS gene was highly 

expressed during the maturation period, and minimally expressed in roots and stems. The expression of LbaPDS gene underwent 

significant changes under abiotic stresses such as high and low temperatures, drought, and salt stress. The LbaPDS protein was localized 

in chloroplasts. PlantCare analysis revealed multiple cis-acting elements in the LbaPDS promoter sequence, including anaerobic-

inducible, light-responsive, hormone-responsive, and growth and development responsive elements. To further analyze the function of 

the LbaPDS promoter, a GUS fusion expression vector was constructed. The expression sites were mainly high concentrated in fruit 

pods by GUS histochemical staining. Expression of this gene was low detected in roots. Conclusion  The LbaPDS gene and its 

promoter have been successfully cloned. The LbaPDS gene has been observed to exhibit elevated levels of expression during the 

maturation stage of fruit development. Temperature, drought, salt, and other abiotic stresses have been demonstrated to significantly 

affect the expression of the LbaPDS gene, whose promoter is predominantly expressed in pods. The LbaPDS protein was localized in 

chloroplasts.This study establishes a foundational framework and serves as a reference point for subsequent investigations into the 

functional roles of the LbaPDS gene and its promoter, as well as the transcriptional regulatory mechanisms of carotenoids in L. 

barbarum. 

Key words: Lycium barbarum L. var. auranticarpum K. F. Ching; LbaPDS; promoter; expression pattern; GUS staining 

黄 果 枸 杞 Lycium barbarum L. var. 

auranticarpum K. F. Ching 隶属于茄科（Solanaceae）

枸杞属 Lycium barbarum L.，多年生落叶灌木植物，

重要药食同源型植物资源，其果实富含丰富药效功

能成分，如枸杞果糖、类黄酮、甜菜碱、亚精胺和

类胡萝卜素等，这些活性成分在抗氧化、保肝明目、

增强免疫力等方面发挥着重要作用[1-3]。类胡萝卜

素作为枸杞果实品质性状重要指标，其含量高低影

响枸杞外观品质。前期研究发现，玉米黄素双棕榈

酸酯是成熟宁夏枸杞果实类胡萝卜素的主要组分，

含量占总类胡萝卜素含量的 75%以上[4]。当前，枸

杞果实类胡萝卜素的研究多聚焦于组分鉴定与含

量测定等领域研究。近年来，虽已借助枸杞基因组

数据库和多组联合分析等手段，挖掘获得调控枸杞

果实类胡萝卜素代谢候选基因，但其转录调控机制

仍不清楚[4]。 

植物类胡萝卜素作为重要的脂溶性色素，在光

合作用、抗氧化及激素调控等方面发挥多重作用，

其代谢和基因功能得到了广泛深入的研究[5-6]。八氢

番茄红素去饱和酶（phytoene desaturase，PDS）是

类胡萝卜素生物合成途径中的关键限速酶之一，通

过催化八氢番茄红素生成 ζ-胡萝卜素，为后续合成

提供核心前体物质[7-8]。在芥蓝、黄肉桃及番茄等多种

植物已完成克隆及表达分析，发现 PDS 基因在芥蓝

果荚中低表达，在黄肉桃、番茄果实中高表达，且与

类胡萝卜素含量呈显著正相关[9-11]。过表达PDS基因，

可显著提高八氢番茄红素脱氢酶活性，促使 β-胡萝卜

素、玉米黄质等组分的含量显著增加[12-13]。在拟南芥

中，过表达 AtPDS 基因使 DXS 和 PSY1 基因显著上

调表达，导致过表达株系中叶黄素、玉米黄质和 β-

隐黄质含量显著增加[14]；在枸杞中，过表达 LcPDS

基因，使 NtGGPS、NtPSY、Ntβ-LCY、Ntβ-CHY、

NtZEP、NtVDE 和 NtNSY 的表达量显著上调，从而

促进类胡萝卜素生物合成[15]。此外，PDS 作为理想

的 病 毒 诱 导 的 基因 沉默 （ virus-induced gene 

silencing，VIGS）标记基因，为难稳定转化植物的

基因功能研究提供了有效手段[16-17]。在枸杞中，沉

默 PDS 基因，导致 PDS 基因的表达被显著抑制[18]；

在丝瓜中，成功诱导 PDS 基因沉默，致使叶片出现

明显的漂白表型[19]；在石蒜中，沉默 PDS 基因，导

致八氢番茄红素去饱和酶被抑制表达，且叶片表现

出黄化表型[20]。这些研究进一步揭示了 PDS 基因

在类胡萝卜代谢途径中的功能多样性及植物生长

发育中的重要作用。目前，关于枸杞 PDS 基因的表

达特性、启动子特征及其在转录调控等相关研究未

见报道。 

本研究，以宁夏产黄果枸杞为研究材料，基

于枸杞基因组数据库[21]，克隆获得 PDS 基因及其

启动子序列，采用 qRT-PCR 分析该基因组织表达

模式，并对其编码蛋白进行了亚细胞定位研究。

同时，将该基因启动子序列与 GUS 报告基因连接

并转化拟南芥，初步分析了转基因拟南芥 GUS 基

因的表达特性，本研究为深入枸杞 PDS 基因功能

奠定基础。 
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1  材料 

供试枸杞材料经宁夏大学郑蕊教授鉴定为

宁 夏 产 黄 果 枸 杞 L. barbarum L. var. 

auranticarpum K. F. Ching，于 2024 年 6 月采自

宁夏农林科学院国家枸杞工程技术研究中心枸

杞种质资源圃（106°09′10″Ｅ″，38°38′49″N），采

用对角线取样法，选择 3 株长势一致的 12 年生

枸杞树，分别采摘根、茎、叶、花及开花后 12 d

（S1)、19 d（S2）、25 d（S3）、30 d（S4）、37 d

（S5）的果实。所有样品采集后立即置于液氮中

带回，随后于−80 ℃冰箱保存备用，每个样品设

3 次生物学重复。 

2  方法 

2.1  样品处理 

非生物胁迫试验材料为宁夏产黄果枸杞苗，将

枸杞种子置于宁波东南仪器有限公司的 RDN 型人

工气候箱进行培养，设定条件为温度 26 ℃，相对

湿度 65%，光照/黑暗时间 16 h/8 h。培养 4 周后，

分别采用用 42 ℃高温、4 ℃低温、20% PEG6000

溶液（模拟干旱）及 300 mmol/L NaCl 溶液（模拟

盐胁迫）处理枸杞苗，每个处理设 3 个生物学重复；

各胁迫处理后，分别于 1、3、6、9、12、24 h 取样，

样品采摘后立即置于液氮中，随后于−80 ℃冰箱保

存，用于后续 LbaPDS 基因的非生物胁迫表达分析。

本实验使用的本氏烟草 Nicotiana benthamiana L.在

光照/黑暗时间 16 h/8 h，相对湿度 65%的培养条件

下土培 4～5 周，供瞬时转化实验。Columbia 型拟

南芥在光照/黑暗时间 8 h/16 h 的条件下培养，用于

启动子转化实验。 

2.2  枸杞组织总 RNA 的提取及 cDNA 的反转录 

枸杞不同组织的总 RNA 的提取参照 OMEGA

公司的 E.Z.N.A. Plant RNA Kit 试剂盒说明书进行；

cDNA 的合成参照北京全式金生物技术股份有限公

司的 EasyScript One-Step gDNA Removal and cDNA 

Synthesis SuperMix Kit 试剂盒说明书操作。 

2.3  LbaPDS 基因的克隆 

从枸杞基因组数据库中下载枸杞 PDS 基因序

列，从 NCBI 数据库（（https://www.ncbi.nlm. nih.gov/）

获取枸杞基因组数据（（PRJNA640228），从拟南芥数

据库 TAIR（（https://www.arabidopsis.org/）下载拟南

芥 PDS 蛋白序列。首先，以枸杞蛋白序列构建本地

数据库，以 AtPDS 蛋白序列进行 BLASTP 比对，

筛选 E 值＜1×10−6 的序列作为候选序列；进一步

通过 SMART（（http://smart.embl-heidelberg.de/）验证

候选基因的结构域，最终确定枸杞 PDS 基因序列。

使用 Primer Premier 5 软件设计 LbaPDS 基因扩增

特异性引物，由西安擎科生物公司合成（（表 1），以

黄果枸杞S5时期果实的 cDNA为模板，采用Toyobo

公司的 KOD 高保真酶进行 PCR 扩增，扩增体系与

程序参照该酶说明书操作。扩增产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳检测，确定目的条带位置后，用 OMEGA

公司的胶回收试剂盒纯化回收，将回收片段与

TSINGKE 公司的 pClone007 载体连接，连接步骤参

照 pClone007 载体试剂盒说明书。通过 42 ℃热激

法将连接产物转化至大肠杆菌 DH5α，过夜培养后

挑取单克隆进行 PCR 阳性鉴定，经 1%琼脂糖凝胶

电泳验证产物条带正确性后，选取阳性克隆进行摇

菌培养，最终送至西安擎科生物公司测序。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物名称 引物序列（5’→3’） 用途 

LbaPDS-F ATGCCCCAAATTGGACTTGTTT 基因克隆 

LbaPDS-R CTAAACTACGCTTGCTTCTGCCA  

qLbabPDS-F CAAATTGGACTTGTTTCTGCTGTTA qRT-PCR 

qLbabPDS-R GGTCTTGGATAATCAACGCAAACTA  

LbaActin-F CAATCGGGTATTTCAAGGTCAAG  

LbaActin-R GAGCAGTGTTTCCCAGCATTG  

GFP-LbaPDS-F TCTCGGCATGGACGAGCTGTACAA 

GGGTACCATGCCCCAAATTG 

亚细胞定位 

GFP-LbaPDS-R TTTGCGGACTCTAGTTCATCTAGAGGATCCCTAAACTACGCTTG  

LbaPDSpro-F ATCAATTCTATTTTAGTTACCCAGCC 启动子克隆 

LbaPDSpro-R TTTACTGAACAATAGCAGTAAAACCTG  

GUS-LbaPDSpro-F GGTTGCTCCATTTAGTTATCAATTCTATTTTAGTTACCCAGCCA GUS表达载体 

GUS-LbaPDSpro-R ACCCTCAGATCTACCATTTTACTGAACAATAGCAGTAAAACCTGC  

LbaPDSpro-check-F AGAACCAGTCTCTTATGGACTG 转拟南芥阳性植株鉴定 

GUS-R GGTTGGGGTTTCTACAGGAC  
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2.4  LbaPDS 基因的表达分析 

利用 qRT-PCR 技术分析 LbaPDS 基因在宁夏

产黄果枸杞不同组织、果实不同发育阶段，及高温、

低温、干旱、盐 4 种非生物胁迫下的相对表达量。

通过 Primer Premier 5 设计 LbaPDS 基因的特异性

荧光定量引物（表 1）。以 TransGen 公司的 Perfext 

StartTM Green qPCR Super Mix 进行实时荧光定量

PCR 检测，扩增体系与程序参照试剂盒说明书。内

参 基 因 选 用 LbaActin （ GenBank 登 录 号

XM_06035454），参照 Livak 等[22]提出的 2−ΔΔCt 法进

行数据计算，每个样品设 3 次生物学重复。使用

GraphPad 10.0做图，误差棒以 x s 表示；利用SPSS

统计软件，采用 Duncan 的方法进行差异显著性分

析，显著性水平设定为 P＜0.05[23]。 

2.5  LbaPDS 蛋白的亚细胞定位 

基于 LbaPDS 的基因序列与 pBinGFP2 载体序

列，通过 Primer Premier 5 设计特异性引物，在引物

5’端分别引入 Kpn I 和 BamH I 限制性酶切位点，设

计带酶切位点且不含终止密码子的上下游引物（（表

1）。以黄果枸杞 S5时期果实 cDNA为模板进行PCR

扩增，同时使用 Thermo 公司的 Kpn I 和 BamH I 对

pBinGFP2 载体进行双酶切，酶切体系参考试剂盒

说明书；酶切产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，回

收线性化载体片段。将纯化的目标片段与线性化载

体连接，并转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑

取阳性克隆摇菌并测序验证。将测序正确的重组质

粒转化至农杆菌 GV3101 菌株中，用于后续烟草叶

片瞬时注射实验；最终通过 Leica 公司的激光共聚

焦显微镜观察烟草表皮细胞中 LbaPDS 的表达与定

位情况。 

2.6  LbaPDS 启动子克隆 

使用 TBtools-II 软件，结合枸杞基因组数据库

和对应注释文件，提取 LbaPDS 基因起始密码子上

游 2 000 bp 的序列，将其界定为该基因的启动子区

域。通过 Primer Premier 5 设计 LbaPDS 启动子克隆

的特异性引物（（表 1）。以宁夏产黄果枸杞叶片基因

组 DNA 为模板，使用 Toyobo 公司的 KOD 高保真

酶进行 PCR 扩增，扩增体系与程序参考试剂盒说明

书；对扩增产物进行测序验证，最终获得 LbaPDS

启动子的准确序列。 

2.7  LbaPDS 启动子片段顺式作用元件分析 

将获得的LbaPDS启动子序列提交至PlantCare

数据库（http://bioinformatics.psb.ugent），通过数据

库在线工具分析其包含的顺式作用元件；随后使用

TBtools-II 对预测得到的顺式作用元件信息进行可

视化处理[24-25]。 

2.8  proLbaPDS::GUS 融合表达载体的构建 

本实验以宁夏产黄果枸杞的叶片基因组 DNA

为模板，根据 LbaPDS 启动子序列，通过 Primer 

Premier5 软件设计 proLbaPDS::GUS 融合表达载体

引物（（表 1），并进行 PCR 扩增。扩增产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后，切取目标条带纯化回收；利

用 Transgen 公司的 pEASY Basic Seamless Cloning 

and Assembly Kit，将纯化的启动子片段与经 Nco 

Ⅰ和 Hind Ⅱ双酶切线性化的 pCAMBIA3301 载体

进行连接。连接产物转化至大肠杆菌 DH5α 中，

筛选单克隆后通过 PCR 验证阳性克隆；选取验证

正确的克隆送至西安擎科生物有限公司测序，从

测序结果正确的菌液中提取重组质粒，采用冻融

法将其转化至农杆菌 GV3101 菌株，最终用于拟

南芥遗传转化实验。 

2.9  proLbaPDS::GUS融合表达载体转化拟南芥及

阳性植株鉴定 

采 用 农 杆 菌 介 导 的 花 序 侵 染 法 ， 将

proLbaPDS::GUS 融合表达载体导入拟南芥，获得

T2 代转基因植株。提取野生型和转基因拟南芥的基

因组 DNA，通过 NanoDrop 仪器检测其浓度与纯

度，同时经 1%琼脂糖凝胶电泳验证 DNA 的质量；

利用特异性引物（（表 1）进行 PCR 扩增，鉴定阳性

转基因植株。 

2.10  GUS 组织化学染色 

分别取野生型和 proLbaPDS::GUS 转基因拟

南芥的叶片、幼苗、根及果荚组织，置于 GUS 染

色液（含 50 mmol/L 磷酸缓冲液，pH 值 7.0，1 

mmol/L 铁氰化钾，1 mmol/L X-Gluc，10 mmol/L 

MEDTANa2，0.1% Triton X-100），室温下静置染

色 24 h。染色后用 70%乙醇脱色以去除样本组织

中的叶绿素，必要时可重复脱色步骤，以确保叶

绿素清除彻底；将脱色后的样本保存于乙醇中，

在显微镜下观察并拍照，白色背景上的蓝色区域

即为 GUS 表达位点。 

3  结果与分析 

3.1  LbaPDS 基因克隆 

以宁夏产黄果枸杞 S5 时期果实的 cDNA 为模

板，利用 RT-PCR 技术克隆获得 LbaPDS 基因的开

放阅读框，序列全长为 1 749 bp，编码 582 个氨基
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酸（图 1）。利用 GeneDoc 软件将该序列与枸杞基

因组参考序列比对，结果显示二者完全一致（（图 2）。 

3.2  LbaPDS 基因的时空表达特征 

qRT-PCR 分析显示，LbaPDS 基因在宁夏产黄

果枸杞不同组织及果实发育阶段的表达存在差异， 

 

A-LbaPDS 基因 PCR 扩增，1～2 为 PCR 扩增产物；B-LbaPDS 基

因大肠杆菌菌液 PCR 鉴定；1～8 为 PCR 扩增产物；M-maker。 

A-PCR amplification of LbaPDS gene, PCR amplification products of 

1 to 2; B-PCR identification of LbaPDS gene in Escherichia coli, PCR 

amplification products of 1 to 8; M-maker. 

图 1  LbaPDS 基因克隆 

Fig. 1  Cloning of LbaPDS gene 

在果实成熟期（S5）的相对表达水平显著高于其他组

织，在花和叶中的表达量高于根和茎；且该基因的表达

量随果实成熟持续上升，至 S5 阶段达到峰值（图 3）。 

3.3  LbaPDS 基因非生物胁迫表达分析 

qRT-PCR 分析显示（图 4），宁夏产黄果枸杞

LbaPDS 基因在高温、低温、干旱、盐 4 种非生物

胁迫下的表达模式存在显著差异。在 42 ℃高温胁

迫下，LbaPDS 基因表达量在 1～3 h 呈上升趋势，

3～9 h 则持续下调且低于对照组（（0 h），其中 9 h 时

下调幅度最显著（（图 4-A）。在 4 ℃低温胁迫下，该

基因在 9 h 时表达量显著上调，9～24 h 快速下降，

至 24 h 时显著低于对照组（（图 4-B）。在 20%的 PEG-

6000 模拟干旱胁迫下，0～6 h LbaPDS 基因表达量

持续下降，6 h 时显著低于对照组；6～9 h 急剧回升

后，9 h 后再次持续下降，整体表达水平呈下降趋势

（（图 4-C）。在 300 mmol/L NaCl 胁迫下，该基因整

体表达水平低于对照组，仅在 1 h 时出现显著上调，

9 h 时表达量降至最低（图 4-D）。 

 

seq1-LbaPDS 基因组参考序列；seq2-宁夏产黄果枸杞 PDS 氨基酸序列。 

seq1-LbaPDS genome reference sequence; seq2-PDS amino acid sequence of L. barbarum L. var. auranticarpum. 

图 2  LbaPDS 蛋白氨基酸序列的比对分析 

Fig. 2  Sequence alignment of amino acids of LbaPDS 

2 000 bp 
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240           *        260           *         280          *         300          * 

320           *        340           *         360           *        380           * 

400           *        420           *         440           *        460     

*        480           *         500           *        520           *        540 
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S1～S5 为开花后第 12、19、25、30、37 天黄果枸杞果实。 

S1—S5 are the fruits of L. barbarum var. auranticarpum at 12, 19, 

25, 30, 37 d after flowering.  

图 3  LbaPDS 基因的时空表达 

Fig. 3  Spatiotemporal expression of LbaPDS gene  

3.4  LbaPDS 蛋白亚细胞定位 

构建 LbaPDS 与绿色荧光蛋白基因 GFP 的融合

表达载体，在烟草表皮细胞中进行瞬时表达。激光共

聚焦显微镜观察结果显示，对照组空载 GFP 的绿色荧

光信号在细胞核、细胞质等多个细胞结构中均匀分

布；而在实验组中，PDS-GFP 融合蛋白的绿色荧光仅

定位于叶绿体，且与红色荧光完全重叠，表明 LbaPDS

蛋白定位于叶绿体中（图 5）。 

3.5  LbaPDS 启动子克隆、表达载体构建 

以宁夏产黄果枸杞叶片基因组DNA 为模板，通过

PCR 技术获得 LbaPDS 启动子片段，电泳检测显示产

物大小约为 2 000 bp（图 6-A），与预期长度一致。 

利用同源重组法将该启动子序列与pCAMBIA3301  

 

A-高温处理（42 ℃）；B-低温处理（4 ℃）；C-干旱处理（20% PEG-6000 溶液）；D-盐处理（300 mmol/L NaCl 溶液）；不同字母表示 P＜0.05。 

A-high-temperature treatment (42 ℃); B-low-temperature treatment (4 ℃); C-drought treatment (20% PEG-6000 solution); D-salt treatment (300 

mmol/L NaCl solution); Different letters indicate P < 0.05. 

图 4  LbaPDS 基因非生物胁迫的表达 

Fig. 4  Expression of LbaPDS gene under abiotic stresses 

 

图 5  LbaPDS 蛋白亚细胞定位 

Fig. 5  Subcellular localization of LbaPDS protein 
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A-LbaPDS 启动子片段的 PCR 扩增，1～2 为 PCR 扩增产物；B-proLbaPDS::GUS 融合表达载体大肠杆菌菌液 PCR 鉴定，1～6 为 PCR 扩增产

物；C-proLbaPDS::GUS 融合表达载体农杆菌菌液 PCR 鉴定，1～6 为 PCR 扩增产物；M-maker。 

A-PCR amplification of LbaPDS promoter, PCR amplification products of 1 to 2; B-PCR amplification of proLbaPDS::GUS in E. coli; PCR amplification 

products of 1 to 6; C-PCR amplification of proLbaPDS::GUS in Agrobacterium; PCR amplification products of 1 to 6; M-maker. 

图 6  LbaPDS 启动子克隆和 proLbaPDS::GUS 融合表达载体 PCR 鉴定 

Fig. 6  Cloning of LbaPDS promoter and PCR amplification of proLbaPDS::GUS 

表达载体连接，并转化至大肠杆菌 DH5α 后挑取单

菌落进行 PCR 鉴定，成功筛选出阳性克隆（图 6-

B）。测序验证正确的重组质粒转化至农杆菌

GV3101，在菌液中 PCR 扩增到目的条带（图 6-C），

表明 LbaPDS 启动子已成功构建至 pCAMBIA3301

载体并转入农杆菌 GV3101 中。 

3.6  LbaPDS 启动子片段顺式作用元件分析 

PlantCare 数据库预测结果显示，宁夏产黄果枸杞

LbaPDS 启动子序列中包含多种顺式作用元件，主要

分为厌氧诱导元件、光响应元件、激素相关响应元件、

发育相关响应元件及转录因子结合相关元件，其中光

响应元件数量最多。在植物激素响应元件中，共鉴定

出与赤霉素相关的 P-box 元件、与脱落酸相关的

ABRE 元件、与茉莉酸甲酯相关的 TGACG-motif 和

CGTCA-motif 元件；此外，该启动子还含有 MYB、

bZIP 转录因子的结合位点，且 bZIP 可识别并结合特

定的 G-box 序列元件（表 2 和图 7）。 

3.7  proLbaPDS::GUS 融合表达载体转化拟南芥 

经冻融法将 proLbaPDS::GUS 融合质粒导入农

杆菌 GV3101 后侵染拟南芥，培养至 T2 代后，提

取转基因和野生型拟南芥的基因组 DNA，利用特异

性引物进行 PCR 扩增鉴定（表 1）。结果显示（图

8），成功获得 17 株阳性转基因拟南芥植株。 

3.8  转基因阳性植株 GUS 组织化学染色分析 

分别采集转基因和野生型拟南芥的叶片、幼苗、

果荚、根和花序进行 GUS 染色。结果显示，转基因拟

南芥的叶片、幼苗、花序和果荚均出现不同程度的蓝

色斑点，其中果荚染色较深，其余部位染色较浅；而

野生型拟南芥的叶片、幼苗、根、花序和果荚均无染

色信号（图 9），说明 LbaPDS 启动子在拟南芥中具有

组织表达特异性，主要在果荚中表达量最高。 

4  讨论 

PDS 基因不仅是植物类胡萝卜素合成途径中

的关键限速酶，同时在光合作用调控及叶绿体功能 

表 2  LbaPDS 基因启动子顺式作用元件 

Table 2  Cis-acting elements of LbaPDS gene promoter 

分类 顺式元件 个数 核心序列 功能描述 

厌氧诱导 ARE 4 AAACCA cis-acting regulatory element essential for the anaerobic induction 

光响应 G-box 7 CACGTC cis-acting regulatory element involved in light responsiveness 

Box 4 1 GCCACT part of a conserved DNA module involved in light responsiveness 

GATA-motif 2 AAGGATAAGG part of a light responsive element 

Box II 2 ACACGTTGT part of a light responsive element 

TCT-motif 2 TCTTAC part of a light responsive element 

激素响应 P-box 2 CCTTTTG gibberellin-responsive element 

CGTCA-motif 2 CGTCA cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

ABRE 7 ACGTG cis-acting element involved in the abscisic acid responsiveness 

TGACG-motif 2 TGACG cis-acting regulatory element involved in the MeJA-responsiveness 

生长发育响应 CAT-box 2 GCCACT cis-acting regulatory element related to meristem expression 

转录因子 MRE 2 AACCTAA MYB binding site involved in light responsiveness 

MBS 1 CAACTG MYB binding site involved in drought-inducibility 

2 000 bp 
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图 7  LbaPDS 启动子顺式作用元件预测 

Fig. 7  Prediction of cis-acting elements in LbaPDS gene promoter  

 

1～17-转基因拟南芥；M-Marker；P-质粒；WT-野生型拟南芥；CK-ddH2O。 

1～17-transgenic Arabidopsis plants; M-Marker; P-plasmid; WT-wild type Arabidopsis; CK-ddH2O. 

图 8  proLbaPDS::GUS 转基因拟南芥阳性植株的 PCR 鉴定 

Fig. 8  PCR identification of proLbaPDS::GUS transgenic A. thaliana positive plants 

 

图 9  proLbaPDS::GUS 拟南芥不同组织的 GUS 活性分析 

Fig. 9  GUS activity analysis in different tissues of proLbaPDS::GUS A. thaliana transgenic plants 

维持中扮演重要角色[26]。目前已从羊踯躅、三角褐

指藻、马铃薯等多种植物中成功克隆出 PDS 基因，

这些 PDS 基因的 cDNA 长介于 1 743～2 226 bp，

编码 549～588 个氨基酸[27-29]。本研究对宁夏产黄

果枸杞的 LbaPDS 基因开展克隆，结果显示，该基

因全长 1 749 bp，编码 582 个氨基酸。进一步通过

NCBI 数据库进行多序列比对，发现 LbaPDS 与多

种植物的 PDS 氨基酸序列同源性较高，其中与辣椒

（（XP_016562403.2）、烟草（（ABE99707.1）的序列相

似性最高，达 95%，说明它们在进化过程中相对保

守，这与钟晓武等研究结果相一致[30]。 

不同物种中 PDS 基因表达模式存在显著差异。

已有研究表明，柿子中，八氢番茄红素脱氢酶在果

实中高表达[31]；羊踯躅中，RmPDS 基因的表达量在

初花期达到最高[27]；羊草中，LcPDS 基因在叶片与

根部的表达量显著高于茎部，说明类胡萝卜素主要
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在叶和根中积累[32]。本研究对黄果枸杞不同组织及

果实不同发育阶段的 qRT-PCR 分析显示，LbaPDS

基因在果实、花、叶中的表达量较高，在根和茎中

的表达水平较低；且随着枸杞果实发育过程，

LbaPDS 表达量逐步升高，这与 Liu 等[33]的研究结

果一致，发现果实中类胡萝卜素含量随着发育逐渐

积累。基于上述结果，推测 LbaPDS 基因在枸杞果

实类胡萝卜素的生物合成与积累过程中发挥重要

作用。 

质体作为植物细胞中特有的细胞器，是类胡萝

卜素生物合成与储存的主要场所。已有研究证实，

PDS 蛋白均定位在质体（叶绿体）中[26,32,34]。本研

究通过构建 LbaPDS 基因与 GFP 融合表达载体，在

烟草表皮细胞上进行瞬时表达，结果显示 LbaPDS

蛋白定位于叶绿体，这与前人研究结论一致。 

本研究同时克隆了 LbaPDS 基因上游 2 000 bp

的启动子区域，并通过 PlantCare 数据库分析，发现

该启动子区域富集 5 类光响应元件（（G-Box 和 TCT-

motif 等）、1 类厌氧诱导元件（ARE）、1 类生长发

育相关元件（（CAT-box）、4 类激素调控元件（（P-box、

ABRE 和 CGTCA-motif 等）和 2 类与转录起始相关

的顺式作用元件。鉴于 LbaPDS 启动子区含有丰

富的光响应和激素响应元件，推出该基因不仅可

能受到赤霉素、茉莉酸甲酯及脱落酸等植物激素

的调控，还可能参与植物生长发育过程的调控，

这为进一步解析 LbaPDS 基因的表达调控机制提

供了参考。 

转录因子在类胡萝卜素合成过程中发挥关键

调控作用。近年来，已从不同的物种或组织中鉴定

出多种参与类胡萝卜素生物合成的转录调节因子，

其中 WRKY、MYB 和 bZIP 等转录因子的调控功能

被广泛报道[35-37]。在浒苔中，UpMYB44 与 UpPDS

相互作用，最终诱导总类胡萝卜素、β-胡萝卜素和

叶黄素含量的显著提升[36]；在柑橘中，超量表达

CsbZIP44 能显著促进类胡萝卜素的积累，而抑制其

表达则会延缓胡萝卜素合成进程[37]。本研究通过启

动子元件分析发现，LbaPDS 启动子区域富集 MYB

转录因子结合位点（（MRE 和 MBS）和 bZIP 转录因

子结合位点（（G-Box），且已有研究证实 G-box 可参

与植物发育过程中的基因表达调控[38]，因此推测

LbaPDS 基因可能通过与这些转录因子互作，从而

参与植物生长发育的过程。本研究为后续深入开展

枸杞类胡萝卜素合成转录调控的研究奠定了重要

基础。 

通过 LbaPDS 启动子转化拟南芥发现，该启动

子的表达部位主要集中在叶片、幼苗、花序和果荚，

且在拟南芥果荚中表现出最高的转录活性，这与孙

海丽等[39]报道的拟南芥启动子 AtTUF，能够驱动

GUS 基因在果荚特异性表达的结果一致。值得注意

的是，本研究在根中检测到 LbaPDS 启动子的表达

信号较弱，说明 LbaPDS 启动子可能具有组织表达

特异性。本研究不仅为深入探究枸杞 LbaPDS 基因

及其启动子的功能提供理论依据与实验参考，更为

解析枸杞类胡萝卜素合成的转录调控机制开拓新

的研究思路与视角。 
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