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上游调控因子筛选
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摘要:【目的】欧李果肉色泽鲜艳，风味独特，经济价值显著，但其果肉呈色的分子调控机制尚不明晰。本研究通过构建欧

李果肉酵母 cDNA文库，利用酵母单杂交技术初步筛选欧李花青素合成关键基因 PhLDOX 的上游调控因子，以期为揭示

欧李果肉的呈色调控机制奠定前期理论基础，并为欧李后续的分子设计育种提供重要的基因资源。【方法】以不同时期红

色果肉和黄色果肉欧李种质为研究材料，采用 Gateway技术经过 BP及 LR重组反应构建酵母 cDNA文库；利用 RT-

qPCR和 PlantCARE工具分析 PhLDOX 基因表达模式和启动子顺式作用元件，克隆该基因启动子序列并构建诱饵载体，

利用酵母单杂交技术从文库中初步筛选其上游调控因子，结合不同果肉颜色种质发育时期的转录组数据进一步确定

PhLDOX 基因的上游调控因子。【结果】（1）文库质量鉴定结果显示：初级文库库容为 1.6 × 107 CFU，文库滴度为 8.0 ×

106 CFU/mL；次级文库库容为 1.6 × 107 CFU，文库滴度为 7.8 × 106 CFU/mL，转化效率为 100%，目标基因片段平均长度

大于 1 000 bp。（2）表达模式分析发现，PhLDOX 基因在红色果肉种质中的表达水平显著高于黄色果肉种质。（3）启动子

序列预测发现，PhLDOX 基因启动子含有多种光响应、激素信号响应等元件及转录因子结合元件。（4）结合酵母单杂交与

表达模式筛选得到 PhLDOX 基因上游的 3个转录因子：ERF/AP2（Ph0214288）和WD40（Ph0209298、Ph0209443）。【结论】本

研究成功构建了高质量的欧李果肉酵母 cDNA文库，并从中筛选获得 3个可能通过调控欧李花青素合成关键基因

PhLDOX 表达的调控因子。研究结果为进一步解析欧李不同颜色果肉呈色的分子调控机制提供了重要理论依据和关键

候选基因资源，并对后续开展欧李色泽性状的分子标记辅助育种以及品质改良具有重要的应用价值。
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Abstract: [Objective] The flesh of Prunus humilis has bright color, unique flavor and significant economic
value. However, the molecular regulation mechanism of flesh color remains unclear. In this study, the yeast
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cDNA  libraries  of  P.  humilis  flesh  were  constructed,  and  Y1H  method  was  used  to  screen  upstream
regulators of the anthocyanin biosynthesis gene PhLDOX, aiming to lay a preliminary theoretical foundation
for revealing the color regulation mechanism of P. humilis flesh, and provide important gene resources for
future molecular breeding of P. humilis. [Method] Flesh samples from red- and yellow-fleshed P. humilis at
different developmental stages were used as materials. Yeast cDNA libraries were constructed via Gateway
BP  and  LR  recombination  reactions.  The  expression  pattern  of  PhLDOX  and  cis-acting  elements  in  its
promoter were analyzed using RT-qPCR and PlantCARE. The promoter sequence of PhLDOX was cloned
and  used  to  construct  a  bait  vector.  The  regulatory  factors  were  screened  from  the  libraries  by  YIH  and
further identified in combination with transcriptome data. [Result] The quality identification of the primary
library  revealed  that  the  library  capacity  and  library  titer  were  1.6  ×  107  CFU  and  8.0  ×  106  CFU/mL,
respectively. The secondary library had a capacity of 1.6 × 107 CFU and a titer of 7.8 × 106 CFU/mL, the
recombination  rate  was  100%,  and  the  average  length  of  insert  fragment  as  more  than  1  000  bp.  The
expression pattern analysis showed that the expression level of PhLDOX gene in red flesh was higher than
that  in  yellow  flesh.  Promoter  sequence  prediction  showed  that  the  PhLDOX  gene  promoter  contained
various light-responsive elements, hormone-responsive elements, and transcription factor binding elements.
Y1H  combined  with  expression  pattern  analysis  demonstrated  that  three  transcription  factors,  including
ERF/AP2  (Ph0214288)  and  WD40  (Ph0209298,  Ph0209443),  could  bind  to  the PhLDOX  gene  promoter.
[Conclusion] In this study, high-quality yeast cDNA libraries of different colors flesh from P. humilis with
were successfully constructed. Three regulatory factors, which may be involved in anthocyanin synthesis by
regulating the expression of PhLDOX, were identified. The results provide an important theoretical basis and
key candidate gene resources for further analysis of the molecular regulation mechanism of flesh coloration
in different colors of P. humilis, and have important application value for subsequent molecular breeding and
quality improvement of flesh color traits in P. humilis.
Key  words: Prunus  humilis;  fruit  flesh;  PhLDOX  gene;  anthocyanin;  cDNA  library;  yeast  one-hybrid;
transcription factor; coloration regulation mechanism; molecular breeding

欧李（Prunus humilis）是蔷薇科（Rosaceae）李属

（Prunus）落叶灌木，为中国特有植物，主要分布在山

西、河北、内蒙古、吉林和黑龙江等地，兼具重要生

态和经济价值[1]。欧李根系发达，抗旱性强，是干旱

地区生态治理的优选树种[2]。欧李果实富含多酚类

物质，其总黄酮与总酚含量高于蓝莓（Vaccinium
corymbosum）、黑莓（Rubus fruticosus）等，类黄酮物

质含量约为樱桃 （Prunus  pseudocerasus）、草莓

（Fragaria × ananassa）的 3倍，花青素含量为蓝莓

的 4倍，且钙含量更是高达 0.9 mg/g，是苹果（Malus
pumila）的 7 ~ 10倍，被誉为“天然钙库”[3−5]。欧李

果实色泽鲜艳，主要有红、黄、紫 3种颜色，其果实

色泽、品质与其花青素含量密切相关，高花青素含量

使欧李成为一种高价值功能性水果[6]。

花青素是一类重要的植物次生代谢产物，其合

成受 PAL、CHS、LDOX 等基因与转录因子（MYB、
bHLH、WD40等）协同调控[7]。无色花青素双加氧酶

（leucoanthocyanidin dioxygenase，LDOX），又称花青

素合成酶（anthocyanidin synthase，ANS），属于氧化

戊二酸依赖性加氧酶家族，可催化无色花青素转化

为有色花青素，直接决定花青素积累与显色[8]。研究[9]

表明，PhLDOX 基因是合成花青素并使欧李果实显

现为红色的关键基因。在棉花（Gossypium hirsutum）
中，GhLDOX 基因突变体植株不含花青素，而超表

达 GhLDOX 基因的植株花青素含量显著增加，且花

青素含量与 GhLDOX 基因表达呈正相关[10]；在闽侯

野生蕉（Musa itinerans）中，MiLDOX 基因在果皮转

色阶段的表达量随色素积累逐渐升高，表明该基因

在果皮花青素积累的过程中发挥关键作用[11]；此外，

LDOX 基因的表达可受多种转录因子调控。核桃

（Juglans regia）JrMYB27/113[12]、青蒿（Artemisia annua）
AaYABBY5[13]、绿豆（Vigna radiata）VrNAC92[14]、葡
萄（Vitis vinifera）VvBZR1[15]、茶树（Camellia sinensis）
CsAN1[16]等转录因子，通过结合 LDOX 基因的启动

子区域，促进其表达，进而调控花青素合成。

酵母 cDNA文库是挖掘功能基因的有效手段，

目前，构建 cDNA文库常用的技术主要有 SMART
和 Gateway技术[17]。酵母单杂交技术是研究转录调

控的常用方法，可用于分析并鉴定靶基因启动子区

域与转录因子的特异性结合。目前，通过建立酵母
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cDNA文库结合酵母单杂交技术筛选转录因子的

相关研究日益增多。例如，通过构建油桃（Prunus
persica）花芽 cDNA文库，利用酵母单杂交技术筛选

到了与 PpABI5基因启动子结合的两个转录因子

PpDAM3和 PpDAM5[18]；通过构建葡萄冬芽 cDNA
文库，利用酵母单杂交技术筛选获得与 VvFT 基因启

动子结合的转录因子 VvDnaJ10 [19]；通过构建甘薯

（Ipomoea batatas）叶酵母 cDNA文库，并运用酵母

单杂交技术，筛选出能够与 IbHQT1基因启动子特

异性结合的上游调控因子 IbMYB11及 IbTGA2.2[20]；
通过构建水稻（Oryza sativa）幼苗 cDNA文库，利用

酵母单杂交技术筛选获得与 LAZY1基因启动子结合

的正调控因子 OsMBF1[21]。
目前对于欧李 PhLDOX 基因上游转录因子的转

录调控机制仍属空白。基于此，本研究以欧李不同

发育时期的红色与黄色果肉为研究材料，拟采用

Gateway技术，通过 BP及 LR重组反应，分别构建酵

母 cDNA初级文库和次级文库，同时利用 RT-qPCR
分析 PhLDOX 基因在欧李红色与黄色果肉不同发育

时期中的表达模式，克隆获得 PhLDOX 基因的启动

子序列，明确其顺式作用元件组成和转录因子结合

位点，通过酵母单杂交技术筛选与 PhLDOX 基因启

动子结合的上游调控因子。研究结果将为深入解析

PhLDOX 基因在欧李果肉花青素合成中的功能及其

转录调控机制提供理论依据，为后续进一步开展

欧李分子设计育种、实现种质精准改良提供科学

指导。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

试验材料为欧李不同种质资源，种植于内蒙古

农业大学林学院苗圃，其中红色果肉欧李种质（R-Ph）
来自陕西省榆林市，黄色果肉欧李种质（Y-Ph）来自

内蒙古自治区呼和浩特市。果实样本采集时间为

2022年 6月 13日—9月 7日，每次采样时间间隔 7 ~
14 d，共采集 10次样，时期依次为开花后 28、42、56、
70、77、84、91、98、105和 112 d。2个种质各时期果

肉颜色状态如图 1所示。其中，花后 28 d为幼果期，

花后 84 d为转色期，花后 112 d为成熟期。

菌株材料为 Electro MAXTM DH10B T1噬菌体

耐受感受态细胞。

 1.2    研究方法

 1.2.1    cDNA 文库构建与质量检测

 1.2.1.1    提取总 RNA及纯化 mRNA
采用 CTAB法提取 R-Ph开花后 56、70、77、91、

98和 105 d和 R-Ph开花后 42、56、70、77、91、98、

 

R-Ph 为红色果肉欧李种质，Y-Ph 为黄色果肉欧李种质。下同。

R-Ph

Y-Ph

花后 28 d 花后 42 d 花后 56 d 花后 70 d 花后 77 d

花后 28 d 花后 42 d 花后 56 d 花后 70 d 花后 77 d

花后 84 d 花后 91 d 花后 98 d 花后 105 d 花后 112 d

花后 84 d 花后 91 d 花后 98 d 花后 105 d 花后 112 d

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm

1 cm 1 cm 1 cm 1 cm 1 cm

图 1    不同欧李种质不同时期果肉颜色

Fig. 1    Flesh color of different P. humilis germplasms in various developmental stages
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105和 112 d的果肉总 RNA。通过紫外分光光度计

测定 RNA浓度和纯度，并采用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测 RNA条带完整性。将各时期 RNA稀释至 200
ng/μL后取等量 RNA充分混匀，参考 DynabeadsTM

mRNA纯化试剂盒说明书对 mRNA进行分离纯化。

 1.2.1.2    构建与检测初级文库

以分离纯化的 mRNA为模板，参考 CloneMiner
和 GatewayTM BP ClonaseTM II酶说明书，进行 cDNA
第一、二链的合成，获得双链 cDNA后，通过 BP重

组反应构建酵母初级文库，转化、摇菌后获得菌液。

采用单菌落 PCR进行鉴定，PCR扩增反应体系和反

应程序参照 2 × Phanta Flash Master Mix （Dye Plus）
说明书进行，扩增产物利用 1% 琼脂糖凝胶电泳检

测。其中，正、反向引物分别为 pDONR222-F（5 ′ -
TCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG
TCTT-3′）和 pDONR222-R（5′-AGAGCTGCCAGGAA
ACAGCTATGACCATGTAATACGACTC-3′）。

为对文库质量进行评价，分别计算文库库容、转

化效率、文库滴度，计算公式[17]如下

C =
(

N1

V1

)
AV2 (1)

式中：C 为文库库容（CFU），N1 为平板菌落数，V1 为

涂布平板菌液体积（0.05 mL），A 为稀释倍数（1 000
倍），V2 为文库菌液总体积（2 mL）。

R = y/Y ×100% (2)

式中：R 为转化效率（%），y 为转化成功的菌落数，Y
为检测的总菌落数。

T = (N2/V3)B (3)

式中：T 为文库滴度（CFU/mL），N2 为平板菌落数，

V3 为涂布平板菌液体积（0.05 mL），B 为稀释倍数

（1 000倍）。
当文库目的基因片段 > 500 bp，文库库容、文库

滴度 > 1 × 106 CFU/mL，转化效率 > 90% 时，视为达

到文库质量标准[22]。

 1.2.1.3    构建与检测次级文库

以初级文库菌液为模板，参照 GatewayTM LR
ClonaseTM II 酶说明书进行 LR重组反应构建酵母次

级文库并转化、摇菌后获得菌液。文库质量鉴定方

法同 1.2.1.2初级文库，其中，正、反向引物分别为

T7（5 ′ -TAATACGACTCACTATAGG-3 ′）和 3AD（5 ′ -
AGATGGTGCACGATGCACAG-3′）。
 1.2.2    欧李 PhLDOX 基因分析

 1.2.2.1    PhLDOX 基因的表达模式分析

为了明确 PhLDOX 基因在欧李花青素合成中

的调控作用，采用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）对

欧李红色果肉和黄色果肉种质不同发育时期中

PhLDOX 基因的表达模式进行分析。采用 FastPure
Universal Plant Total RNA Isolation Kit 提取欧李花

后 28 d（幼果期）、84 d（转色期）和 112 d（成熟期）

果肉总 RNA，利用  HiScript  II  Q  RT  SuperMix  for
qPCR（ + gDNA wiper）获得第一链 cDNA。利用在

线网站（https://www.biorun.com/tools/）设计 PhLDOX
基因引物，正、反向引物分别为 F：5′-GTTCCCACCA
TTGATTTGAAGG-3 ′和 R： 5 ′ -GCCTCAATG  TAA
TCAGCAGG-3′，以欧李的 PhAction 基因 [23]为内参

对照，正、反向引物分别为 F：5′-GCAGCGACTGAA
GACATACAAG-3′和 R：5 ′ -GGTGGCATTAGCAAG
TTCCTT-3 ′，RT-qPCR反应体系及运行程序参照

SuperStar Universal SYBR Master Mix说明书，采用

2−∆∆CT 测定基因的相对表达量。

 1.2.2.2    PhLDOX 基因启动子顺式作用元件分析与

克隆

根据欧李参考基因组 [24]，选取 PhLDOX 基因

CDS上游 1  800  bp的区域作为启动子序列，在

PlantCARE在线网站上进行顺式作用元件预测分析。

利用 NCBI网站设计扩增 PhLDOX 基因启动子序列

引物（F：5′-CAACAGACTTTTCCATCTAACC-3′；R：
5′-CATCCACTATGGGCCTGAATTG-3′）。采用CTAB
法提取 R-Ph成熟期（开花后 112 d）果肉总 DNA作

为模板，PCR扩增条件及扩增程序参照 2 × Phanta
Flash Mix （Dye Plus）说明书设置。

 1.2.3    PhLDOX 基因上游转录因子筛选

 1.2.3.1    诱饵载体构建

将 1.2.2.2获得的 PhLDOX 基因启动子目的片

段 PCR产物进行胶回收后，通过 EcoRI（GAATTC）和
SacI（GAGCTC）限制性内切酶双酶切后定向连接至

pHIS2载体上，获得诱饵载体（pHIS2-proPhLDOX），
并进行测序。之后将诱饵载体转化 Y187酵母菌株，

涂布于 SD/-Trp平板上，30 ℃ 培养 3 ~ 5 d，获得可

用于后续筛选的诱饵酵母菌株。

 1.2.3.2    自激活检测

为避免诱饵载体自身启动报告基因表达而产生

假阳性，需确定可抑制诱饵酵母自激活的最佳 3-氨
基-1,2,4-三氮唑（3-amino-1,2,4-triazole，3-AT）浓度。

将诱饵载体 pHIS2-proPhLDOX 和阳性对照 pHIS2-
p53 + pGAD53m分别转入 Y187酵母菌株，30 ℃ 培

养 3 ~ 5 d后，选取上述转化生长良好的单菌落（直

径 2 ~ 3 mm）重悬于 1 mL 0.9% NaCl溶液中，调节

OD600 至 0.002后，吸取 100 μL菌液分别涂布于含 0、
10、20、30、40、50、60、70、80 mmol/L不同 3-AT浓

度的平板上，其中阳性对照 pHIS2-p53 + pGAD53m
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涂布于 SD/-His/-Leu/-Trp平板，pHIS2-proPhLDOX
涂布于 SD/-His/-Trp平板，30 ℃ 培养 3  ~  5  d，观
察生长情况。以完全抑制诱饵酵母生长的最低 3-
AT浓度作为最佳抑制浓度，用于后续酵母单杂交

筛选。

 1.2.3.3    酵母单杂交筛选

通过酵母单杂技术，利用诱饵载体，从上述构建

好的 cDNA文库中初步筛选阳性菌株。分别取 25 μg
次级文库质粒转化至诱饵酵母菌株中，得到 6 mL悬

浮菌液，进行 2次筛选培养。初次培养将菌液均匀

涂布于含有最佳抑制浓度 3-AT的 SD/-His/-Leu/-Trp
平板上，30 ℃ 培养 3 ~ 5 d。之后将初次培养平板上

正常生长的菌落转移至新的 SD/-His/-Leu/-Trp + 3-
AT平板上再次培养验证，获得阳性候选菌落。本研

究所用阴性对照为 pHIS2-p53 + pGADT7-empty。
 1.2.3.4    阳性菌落测序、比对以及表达模式分析

挑取阳性候选菌落进行单菌落 PCR鉴定和 1%
琼脂糖凝胶电泳检测，选取插入片段大于 500 bp的
PCR产物测序，去除空载体和重复序列，对最终获得

的序列利用 BLASTn与欧李基因组进行比对，获得

候选调控因子，并利用欧李转录组数据[25]，分析候选

调控因子的表达模式，进一步筛选欧李 PhLDOX 基

因的上游潜在转录因子。

 1.3    数据分析

采用 OriginPro 2025绘图，IBM SPSS Statistics
27软件进行数据统计与分析，组间差异比较采用单

因素方差分析（ANOVA），以 p < 0.05作为差异具有

统计学意义的判定标准。

 2   结果与分析

 2.1    欧李不同颜色果肉 RNA 质量鉴定

紫外分光光度计结果显示：RNA质量浓度区

间为 518  ~  917  ng/μL，OD260/OD280 值均大于 1.80
（表 1）。1% 琼脂糖凝胶电泳结果显示，RNA电泳条

带清晰，比例正常（图 2）。以上结果综合表明 RNA
无明显降解，纯度较高，可进行后续试验。mRNA分

离纯化结果显示：经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，电泳

图谱呈现弥散状条带分布特征，且条带主要集中在

100 ~ 2 000 bp的片段区间内，这充分表明分离获得

的 mRNA样品质量优良，具备较高的完整性和纯度

（图 3）。
 2.2    双链 cDNA 合成

以分离纯化的 mRNA为模板，合成双链 cDNA。
1% 琼脂糖凝胶电泳结果（图 4）显示，双链 cDNA条

带呈弥散分布，且 cDNA长度主要在 750 bp以上，

表明双链 cDNA合成效果理想。同时，电泳图中未

出现明显亮带，进一步说明均一化处理成功。此外，

500 bp条带以下无明显小片段，证实小片段已有效

去除，这为后续构建 cDNA文库质粒奠定了良好

基础。

 2.3    初级文库的构建

初级文库菌液涂板统计结果显示：平板上菌落

数为 399个（图 5），据公式（1）计算得出欧李初级文

库库容为 1.6 × 107 CFU。随机选取 24个单菌落进行

 

表 1    欧李不同颜色种质不同时期的果肉总 RNA质量

Tab. 1    Quality of total RNA in flesh of different colored
germplasms of P. humilis at different stages

样本名称 质量浓度/（ng·μL−1） 总量/μg OD260/OD280

R-Ph-56 557 55 2.12

R-Ph-70 656 65 1.87

R-Ph-77 716 71 2.08

R-Ph-91 917 91 2.06

R-Ph-98 518 51 2.06

R-Ph-105 608 60 2.16

Y-Ph-42 699 69 1.81

Y-Ph-56 878 87 2.10

Y-Ph-70 671 67 1.85

Y-Ph-77 712 71 2.08

Y-Ph-91 667 66 1.96

Y-Ph-98 866 86 1.85

Y-Ph-105 593 59 1.81

Y-Ph-113 624 62 1.89

注：样本名称中的数字为开花后的取样时间，如56为开花后56 d取样，
以此类推。

 

R-Ph Y-Ph

2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp
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100 bp

图 2    总 RNA琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 2    Total RNA agarose gel electrophoresis results
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PCR鉴定，所有单菌落均扩增出明亮条带，依据公式

（2）确定转化效率为 100%，且目标基因片段长度平

均超过 1 000 bp（图 6）。最终通过公式（3）计算文库

滴度为 8.0 × 106 CFU/mL，符合初级文库质量标准。

 2.4    次级文库的构建

次级文库涂板统计结果显示，平板上菌落数为

388个（图 7），据公式（1）计算得出欧李次级文库库

容为 1.6 × 107 CFU。随机选取 24个单菌落进行 PCR
鉴定，所有单菌落均扩增出明亮条带，依据公式（2）
确定转化效率为 100%，且目标基因片段长度平均超

过 1 000 bp（图 8）。最终通过公式（3）计算文库滴度

为 7.8 × 106 CFU/mL，符合次级文库质量标准。

 2.5    PhLDOX 基因在红色和黄色果肉不同发育时

期的表达分析

为了明确 PhLDOX 基因在欧李花青素合成中的

调控作用，检测其在欧李不同颜色果实不同发育期

的表达模式。结果（图 9）表明：PhLDOX 基因在红色

果肉不同发育时期的表达水平均显著高于黄色果肉，

且在红色果肉成熟时期表达量最高，在黄色果肉成

熟时期表达量最低，说明 PhLDOX 基因参与调控欧

李红色果肉的形成。

 2.6    PhLDOX 基因启动子顺式作用元件预测分析

PlantCARE在线工具预测显示，PhLDOX 基因

启动子序列中共有 34种顺式作用元件，主要包括：光

响应元件，如 ACE、Box4、G-Box、G-box、GA-motif、
LAMP-element、TCT-motif等；激素响应元件，如

ABRE、ERE、P-box、TCA-element等；生长发育响应

元件，如 CAT-box、CCGTCC-box等；应激防御响应

元件 ，如 ARE、 STRE等 （表 2）。以上结果表明

PhLDOX 基因可能参与欧李多个生物学过程，包括

光响应、激素信号转导、组织发育及昼夜节律调控等；

同时，其启动子区域富含多种转录因子结合元件，暗

示该基因的表达可能受到多个转录因子的协同调控，

这为后续进一步筛选其上游转录因子奠定了前期

 

2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp
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100 bp

图 3    纯化 mRNA 琼脂糖凝胶电泳结果

Fig. 3    Purified mRNA agarose gel electrophoresis results
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图 4    双链 cDNA合成电泳结果

Fig. 4    Double-stranded cDNA synthesis electrophoresis result

 

图 5    初级文库菌落生长情况

Fig. 5    Colony growth of primary library
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图 6    初级文库单菌落 PCR鉴定

Fig. 6    Identification of primary library single colonies by PCR
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基础。

 2.7    PhLDOX 基因启动子诱饵载体的构建以及自

激活检测

前期研究[26−28]表明，ABRE、Myb-binding site等
顺式作用元件参与调控花青素的生物合成。因此，

本研究选取 PhLDOX 基因上游包含 ABRE、MYB
及 Myb-binding site等顺式作用元件的启动子区域

进行克隆，并构建诱饵载体。结果（图 10）显示，

proPhLDOX 连接至 EcoRI和 SacI酶切位点之间，表

明诱饵载体 pHIS2-proPhLDOX 构建成功。自激活检

测结果（图 11）显示，在添加 30 mmol/L 3-AT的平板

上无菌落生长，表明此浓度可用于后续酵母单杂交

实验筛选工作。

 2.8    PhLDOX 基因上游调控因子筛选

将构建好的文库质粒转化到 pHIS2-proPhLDOX
诱饵载体酵母菌中，经过初次筛选培养，观察到平板

上可见少量单菌落（图 12A）；二次筛选培养后，平板

长出多个单菌落（图 12B）。选取二次培养中正常生

长的菌落进行 PCR验证，结果显示阳性菌落扩增片

段大小均在 500 bp以上，多数菌落呈现单一特异性

条带（图 12C），表明文库质粒成功转化至 Y187-Bait
酵母菌株，将单一条带的 PCR产物送测序。

基于欧李基因组数据，将获得的阳性菌落测序

结果进行 BLASTn比对，初步共筛选到 6个候选转

录因子 ，主要包括 ERF/AP2（Ph0214288）、 bHLH
（Ph0221100和 Ph0220072）和 WD40（Ph0220170、
Ph0209298和 Ph0209443）。分析转录因子在红色与

黄色果肉不同发育时期的表达模式发现，WD40
（Ph0209298）的表达水平在红色果肉种质（R-Ph）不
同时期发育过程中均高于黄色果肉种质（Y-Ph），而
ERF/AP2（Ph0214288）和 WD40（Ph0209443）的表达

水平则在 R-Ph不同时期发育过程中均低于 Y-Ph
（图 13）。结合对 PhLDOX 基因启动子序列分析显示，

其上游区域含有 ABRE、MYB及 Myb-binding  site
等顺式作用元件。据此推测，WD40（Ph0209298、
Ph0209443）与 ERF/AP2（Ph0214288）转录因子可通

过结合上述顺式元件，调控 PhLDOX 基因的表达，

进而参与欧李果肉中花青素的生物合成过程。

 3   讨　　论

近年来，如何提升欧李果实的色泽外观与营养

品质，已成为欧李产业发展中亟待解决的关键问题。

欧李果实色泽与营养品质的形成，不仅受光照、水分、

 

图 7    次级文库菌落生长情况

Fig. 7    Colony growth of secondary library

 

2 000 bp
1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

图 8    次级文库单菌落 PCR鉴定

Fig. 8    Identification of secondary library single colonies by PCR
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图 9    欧李红色与黄色果肉 PhLDOX 基因不同时期表达模式分析

Fig. 9    Analysis of expression patterns of PhLDOX gene of red and
yellow pulp in different periods of P. humilis
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表 2    PhLDOX 基因启动子序列顺式作用元件

Tab. 2    PhLDOX gene promoter sequence cis-acting elements

顺式作用元件 基序 位置 功能注释 类型

ACE CTAACGTATT 411 − 光响应

光响应元件

Box 4 ATTAAT 50 + 光响应

G-Box CACGTT 557 − 光响应

G-box CACGAC 777 + 光响应

GA-motif ATAGATAA 1 199 + 光响应

LAMP-element CTTTATCA 658 − 光响应

MRE AACCTAA 711 + 光响应的MYB结合位点

TCT-motif TCTTAC 1 789 − 光响应

ABRE ACGTG 558 + 脱落酸反应

激素响应元件

ERE ATTTTAAA 721 − 乙烯响应

GARE-motif TCTGTTG 1 705 − 赤霉素响应

P-box CCTTTTG 188 − 赤霉素响应

TCA-element CCATCTTTTT 210 − 水杨酸反应

CAT-box GCCACT 963 − 分生组织表达

生长发育响应元件
GC-motif CCCCCG 1 252 + 缺氧特异性诱导

circadian CAAAGATATC 1 016 + 昼夜节律调控

A-box CCGTCC 1 609 − 顺式作用反应元件

MBS CAACTG 1 216 + 干旱诱导的MYB结合位点

应激防御响应元件
ARE AAACCA 1 129 + 厌氧诱导

STRE AGGGG 1 435 + 应激反应

TC-rich repeats GTTTTCTTAC 537 + 防御和压力反应

CAAT-box CAAT 45 + 启动子和增强子区域

启动子序列均有的基本元件
TATA-box TATA 31 + 核心启动子元件

AT ~ TATA-box TATATA 1 268 − –

TATA TATAAAAT 1 270 + –

MYB CAACCA 294 + MYB识别和结合位点

–

MYC CATTTG 839 + MYC识别和结合位点

Myb TAACTG 715 + Myb识别和结合位点

Myb-binding site CAACAG 387 + Myb识别和结合位点

Myc TCTCTTA 924 − Myc识别和结合位点

CCGTCC motif CCGTCC 1 609 − –

–
CCGTCC-box CCGTCC 1 609 − –

Unnamed__4 CTCC 618 + –

box S AGCCACC 1 682 − –

注： 位置列中的“ + ”表示正向序列，“−”表示反向序列；功能注释和类型列中的“–”表示未明确功能或分类。

 

蓝色序列表示参考基因组中 proPhLDOX 序列。
SacI

图 10    诱饵载体 pHIS2-proPhLDOX 测序结果

Fig. 10    Sequencing results of bait vector pHIS2-proPhLDOX
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温度等环境因子影响，同时也依赖于相关功能基因

的表达调控。LDOX 基因是花青素生物合成关键基

因，在调控果实花青素积累、果实着色发育等过程

中发挥重要作用。已有研究表明，LiANS 基因在紫

薇（Lagerstroemia indica）红色与紫色花瓣中的表达

量显著高于白色花瓣[29]；MdANS 基因在红肉苹果成

熟果实中显著上调，而在白肉苹果中显著下调 [30]；

PgLDOX 基因在石榴（Punica granatum）两个红色假

种皮品种中的表达水平显著高于白色假种皮品种[31]。

本研究发现，PhLDOX 基因在红色果肉欧李种质的

 

pHIS2-proPhLDOX 为实验组，pHIS2-p53+pGAD53m 为阳性对照。

pHIS2-proPhLDOX

pHIS2-p53+pGAD53m

0 mmol/L 10 mmol/L 20 mmol/L 30 mmol/L

0 mmol/L 10 mmol/L 20 mmol/L 30 mmol/L

SD/-His/-Leu/-Trp+3-AT

SD/-His/-Trp+3-AT

图 11    自激活检测

Fig. 11    Self-activation detection

 

A. 初次筛选培养单菌落；B. 再次筛选培养单菌落；C. 菌落 PCR验证。“+”表示阳性对照 pHIS2-p53+pGAD53m，“−”表示阴性
对照 pHIS2-p53+pGADT7-empty

A

C

B

5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp
1 000 bp

750 bp
250 bp
500 bp
100 bp

图 12    酵母单杂交筛选 PhLDOX 基因上游调控因子

Fig. 12    Screening of upstream regulatory factors PhLDOX gene by yeast one-hybrid
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不同发育时期均显著高于黄色果肉欧李种质，是调

控欧李果肉色泽形成的关键候选基因，这与上述其

他物种中的 LDOX 基因研究结果一致。

MYB结合位点、激素响应元件和光响应元件等

顺式作用元件与花青素的生物合成密切相关。已有

研究 [32]报道，甘薯 IbMYB1转录因子可直接结合

IbSLC35F1基因启动子的 MYB识别位点（MRS）并
激活其转录，进而协同调控 IbCHS、IbDFR、IbUFGT、
IbABC、IbGSTF3基因表达，最终促进花青素积累。

bHLH转录因子 AaBEE1可结合 AaLDOX 基因启动

子的 G-box元件，通过抑制其表达负调控软枣猕

猴桃（Actinidia arguta）的花青素合成[33]。NAC转录

因子 MdNAC77L通过结合 CACG顺式元件，促进

MdANS 基因的表达，显著提升红肉苹果花青素含

量[34]。bZIP转录因子VvAREB2能够结合 VvmiR156b
启动子区域的 ABRE元件，并激活其表达，促进葡

萄花青素积累[26]。本研究中对 PhLDOX 基因启动子

顺式作用元件进行预测分析，其启动子序列中含有

MYB结合位点、激素响应元件等顺式作用元件，进

一步在调控元件层面说明 PhLDOX 基因参与调控欧

李花青素生物合成。

本研究通过酵母单杂交文库筛选，并结合基因

表达模式分析，共筛选到 ERF/AP2（Ph0214288）和
WD40（Ph0209298、Ph0209443）3个转录因子可通过

结合 PhLDOX 基因启动子区域的 ABRE或MYB顺

式作用元件调控其表达。ERF/AP2家族转录因子在

植物中多对花青素合成起负调控作用。例如，百合

（Lilium spp.）LhERF061可通过抑制 LhDFR 基因的

表达，负调控百合花花青素合成[35]。梨（Pyrus spp.）
PyERF4.1与 PyERF4.2过表达则可显著下调花青素

合成关键基因 PyDFR、PyANS 及 PyUFGT 的表达，

进而降低果皮花青素含量[36]。而 WD40家族转录因

子多在花青素合成途径中发挥正调控作用，例如，水

稻中 OsTTG1可通过激活 OsANS1与 OsANS2 基因

的表达，进而促进叶片、茎秆、叶鞘等器官花青素积

累 [37]。辣椒（Capsicum annuum）中 CaWD40-91可与

CaDYT1（bHLH）和 CaAN1（MYB）蛋白相互作用 ，

形成 MBW复合物 （CaAN1-CaDYT1-CaWD40-91）
协同调控果实花青素的积累[38]。综上，本研究筛选

获得的 ERF/AP2与 WD40转录因子可能通过正向

或反向调控 PhLDOX 基因的转录表达，参与调控欧

李果肉花青素合成。

本研究成功构建欧李果肉高质量酵母 cDNA文

库，为后续互作基因筛选和分子调控机制解析奠定

了重要材料基础。通过筛选获得 ERF/AP2、WD40等
3个转录因子，初步证实其可能通过结合 PhLDOX
基因的启动子区域参与调控欧李果肉花青素合成，

这为欧李分子育种提供了理论参考。但是，本研究

仅分析了候选基因的表达模式，尚未开展功能验证

以明确其具体功能。未来将进一步开展基因功能验

证，构建 ERF/AP2/WD40-PhLDOX 欧李果肉花青素

合成的分子调控模块，以期为其果实品质改良与分

子育种提供更坚实的理论支撑。

 4   结　　论

本研究针对欧李果肉呈色的分子调控机制尚不

明晰，花青素合成关键基因 PhLDOX 的上游调控因

子未明确的研究空白，系统开展了欧李果肉酵母

cDNA文库构建及 PhLDOX 基因上游调控因子筛选

研究，研究得到以下结论。

（1）成功构建了高质量的欧李不同种质果肉酵

母 cDNA文库，其文库质量高、库容量达标、插入片

段完整性好。

（2）PhLDOX 基因在红色果肉中的表达量显著

高于黄色果肉，明确该基因是调控欧李花青素合成

的关键候选基因。

（3）通过酵母单杂交筛选获得 ERF/AP2、WD40
等 3个转录因子，该类转录因子可通过调控 PhLDOX
基因的表达，参与欧李果肉花青素合成的调控过程。

本研究结果将为揭示 PhLDOX 基因调控欧李果

肉呈色的分子机制奠定核心基础，也为欧李精准分

子育种提供关键候选基因资源；未来可重点围绕

ERF/AP2、WD40转录因子以及 PhLDOX 基因，深入

揭示其调控欧李果肉颜色的分子机制，构建以

“ERF/AP2/WD40-PhLDOX”为核心的欧李果肉呈色

调控分子网络。
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