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摘 要 花色素苷是草莓果实的主要呈色物质，无色花色素双加氧酶(LDOX)是花色素苷合成途径中的关键

酶。为探究 LDOX 基因在草莓花色素苷合成途径中的功能特性，构建“法兰地”草莓 LDOX 基因的过表达

与沉默载体。本试验用 RT-PCR 方法克隆出“法兰地”草莓 LDOX 基因的 CDS 序列(1 152 bp)及干扰片段

(468 bp)，并成功用植物表达载体 pRI101-An-EGFP 及干扰载体 pK7GWIWG2(Ⅱ)构建了过表达载体及沉默

载体，同时对 LDOX 基因序列进行了生物信息学分析。经农杆菌介导瞬时转化后，可以观察到绿色荧光蛋

白，表明过表达载体及沉默载体已成功转染草莓果实。qRCR 验证表明，相比对照果，LDOX 基因过表达

的草莓果实基因表达量增加了 3.7 倍，沉默果实下降了 70%，表明 LDOX 基因过表达与沉默成功。本研究

为进一步探究 LDOX 基因的功能特性提供指导。 
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Abstract Anthocyanin is the main color substance of strawberry fruit, and leucoanthocyanidin dioxygenase 

(LDOX) is a key enzyme in anthocyanin synthesis pathway. In order to explore the effect of LDOX gene on the 

synthesis of anthocyanin in strawberry, the overexpression and silencing vector of the LDOX gene of ‘Falandi’ 

strawberry were constructed. This study successfully cloned the CDS sequence (1 152 bp) and interference 

fragment (468 bp) of LDOX gene in ‘Falandi’ strawberry, and successfully used the plant expression vector 

pRI101-An-EGFP and interference vector pK7GWIWG2(II) to construct overexpression vector and silencing 
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vector, and we also analyzed the bioinformatics of LDOX gene sequences. After Agrobacterium-mediated 

transient transformation, green fluorescent protein can be observed, indicating the overexpression vector and 

silencing vector have been successfully transfected into strawberry fruit. The results of qRCR validation shows, 

the expression of LDOX gene in overexpressed strawberries and silenced fruits increased by 3.7 times and 

decreased by 70% comparing to the control fruits, respectively, indicating the overexpression and silence of 

LDOX gene were successful. This study lays a foundation for further exploring the functional properties of LDOX 

gene. 

Keywords Strawberry, Anthocyanin, Overexpression and silencing, LDOX  

草莓(Fragaria xananassa Duch.)属蔷薇科草莓属多年生草本植物，因其具有色泽艳丽、香气浓郁、酸

甜适口和营养丰富等特点而深受人们的喜爱(Manganaris et al., 2014; Giampieri et al., 2015)。其中草莓含有丰

富的花色素苷类物质，不仅使果实呈现艳丽的色泽，同时也是果实中重要的抗氧化物质(Kalt et al., 1999)。 

植物花色素苷是由苯丙氨酸起始，经苯丙烷代谢途径在系列酶的催化下合成的。其中，无色花色素双

加氧酶(leucoanthocyanidin dioxygenase, LDOX)是花色素苷生物合成途径末端的关键酶，催化无色花色素到

有色花色素的转变(Kayesh et al., 2013; Xu et al., 2014; 李小兰等, 2016)。Carbone 等(2009)在研究草莓不同发

育时期 LDOX 的表达水平时，发现 LDOX 在果实转红期表达量较低，其后又逐渐增加。张晓楠(2013)的研

究结果则稍有不同，LDOX 基因的表达量随草莓果实的成熟逐渐升高，在小绿果期表达水平较低，至全红

期表达量达到最高，其表达模式与草莓果实中花色素苷的积累模式相符。这两个研究结果的差异可能是由

于草莓品种的不同、生长环境的差别等因素造成的。由此表明，LDOX 基因在草莓花色素苷的合成过程中

扮演着重要作用。而在其它植物中，也能发现这一点。Abrahams 等(2003)在研究拟南芥中的色素积累时，

发现 LDOX 是由 TDS4 基因编码的，它对原花青素的合成及液泡发育至关重要。Rosati 等(1999)对比 LDOX

基因在美国连翘花萼、花瓣、花药中的表达量，得出花药和花瓣中花色素苷含量较少是由于缺少 LDOX 基

因的表达所致。Shi 等(2015)用 RT-PCR 及 RACE 技术克隆出武当玉兰的 LDOX 基因，检测发现 LDOX 的

表达水平在红色花瓣中高于白色花瓣26倍之多。Nakamura等(2006)通过RNA干扰的方法抑制蝴蝶草LDOX

基因的表达，培育出能够稳定遗传的白花植株。以上这些均说明，LDOX 基因作为植物花色素苷合成通路

末端的酶，对花色素苷的积累扮演着关键作用。因而，验证 LDOX 基因的功能对研究草莓花色素苷合成或

色泽形成均有重要意义。 

本试验从草莓花色素苷合成方向出发，通过农杆菌介导的基因过量表达技术及沉默技术，过表达与沉

默合成途径中的关键酶基因 LDOX，同时借助绿色增强荧光蛋白标记基因(EGFP)和 qRT-PCR 进行筛选检

测。为进一步探究 LDOX 基因在草莓花色素苷合成代谢中的作用提供依据。 
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1 结果与分析 

1.1 LDOX 基因序列与干扰片段的克隆 

以 RT-PCR 的方法扩增出相应的目的片段。EB 染色电泳显示，目的条带的大小符合预估的目的产物大

小。经测序验证，LDOX 基因的 CDS 序列与干扰序列大小分别为 1 152 bp、468 bp，与电泳结果一致(图 1)。 

 

图 1 LDOX 目的片段的扩增 

注: A: LDOX基因CDS序列的扩增; M: DL2000 DNA marker; 1: LDOX基因CDS全长序列; B: LDOX基因RNAi片段的扩增; M: 

DL2000 DNA marker; 1: LDOX 基因干扰片段 

Figure 1 The PCR amplification of target fragment 

Note: A: Amplification of CDS sequence of LDOX gene; M: DL2000 DNA marker; 1: The full CDS sequence of gene LDOX; B: 

Amplification of RNAi fragment of LDOX gene; M: DL2000 DNA marker; 1: The interference fragment of LDOX gene  

1.2 LDOX 基因的生物信息学分析 

根据测序得到的“法兰地”草莓 LDOX 基因编码的氨基酸序列，对其蛋白结构及理化性状进行分析。

可以得出，LDOX 氨基酸序列编码 383 个氨基酸，相对分子量约为 42.86 kD，等电点 PI 约为 5.48。对 LDOX

蛋白质的二级结构进行预测，发现 LDOX 的蛋白质二级结构含有 40.99%的 α螺旋(alpha helix)、18.02%的

延伸链(extended stand)、9.66%的 β转角(beta turn)、31.33%的无规则卷曲(random coil)。预测 LDOX 基因编

码氨基酸的三维结构(图 2)，也可以看出这两个蛋白均含有大量的 α 螺旋和无规卷曲，较少量的延伸链结

构，少量的 β转角。 

 

图 2 LDOX 蛋白的三维结构预测 

Figure 2 Three-dimensional structure prediction of LDOX  
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1.3 LDOX 过表达载体的构建 

对连接了 OeLDOX 基因的 T 载体 T-OeLDOX 与表达载体 pRI101-An-EGFP 用限制酶 SalⅠ和 EcoRⅠ

进行双酶切，分别回收相应的小片段及大片段，小片段即为带有相应酶切位点的目的片段，大片段为切开

后的线性载体(图 3A)。将回收到的目的基因片段与酶切好的表达载体 pRI101-An-EGFP 连接构成重组载体

pRI-OeLDOX，转化大肠杆菌 DH5α，抽提质粒，同时作双酶切与 PCR 验证，双酶切反应切出 1 152 bp 左

右条带，PCR 反应亦能扩增出目的条带，表明过表达载体构建成功(图 3B)。 

 
图 3 载体与重组载体的双酶切反应 

注: A: T-OeLDOX 与 pRI101-An-EGFP 的双酶切反应; M: DL10000 DNA marker; 1: T-OeLDOX 重组载体; 2: T-OeLDOX 重组

载体双酶切; 3: pRI101-An-EGFP; 4: pRI101-An-EGFP 双酶切; B: pRI-OeLDOX 重组载体的双酶切验证; M: DL10000 DNA 

marker; 1: pRI101-An-EGFP; 2: pRI-OeLDOX 重组载体; 3: pRI-OeLDOX 重组载体双酶切 

Figure 3 The double digestion of the vector and recombinant vector  

Note: A: Double enzyme digestion reaction between T-OeLDOX and pRI101-An-EGFP; M: DL10000 DNA marker; 1: The 

recombinant vector of T-OeLDOX; 2: The double digestion of recombinant vector of T-OeLDOX; 3: pRI101-An-EGFP; 4: The 

double digestion of pRI101-An-EGFP; B: Identification of pRI-OeLDOX recombinant vectors by double enzymatic digestion; M: 

DL10000 DNA marker; 1: pRI101-An-EGFP; 2: The recombinant vector of pRI-OeLDOX; 3: The double digestion of recombinant 

vector pRI-OeLDOX 

1.4 LDOX 干扰载体的构建 

将扩增好的目的片段与 T-Vector pMD™19 连接，抽提 T-LDOXi 重组载体，用内切酶 BamHⅠ和 XhoⅠ

作双酶切反应，回收相应的小片段，同时双酶切 pENTR 1A，回收大片段。因 pENTR 1A 上存在 3 个 BamHⅠ

酶切位点及 1 个 XhoⅠ酶切位点，因而在双酶切后共切割出 4 个 DNA 片段，其中两个片段的大小均为 700 

bp 左右，因而在电泳图中重叠，另有 1 个 90 bp 左右片段在电泳图中未显示(图 4A; 图 4B)。在目的基因连

接上 pENTR 1A 后，转化大肠杆菌抽提质粒作双酶切验证，酶切反应表明连接成功(图 4C)。而后进行 LR

反应，即可将目的基因与表达载体 pK7GWIWG2D(II)连接构成 pK7-LDOXi 重组载体。因自杀基因 ccdB

可抑制 DH5α的生长，而干扰片段在 LR 反应中重组置换了 ccdB，因而重组载体可成功转化 DH5α并在壮

观霉素抗性板上生长。在进行酶切验证时，考虑到重组载体与原载体中均含有多个 BamHⅠ位点，同时重

组载体中含有 3 个 XhoⅠ位点，而原载体仅含有 1 个 XhoⅠ位点，故选择 XhoⅠ进行单酶切验证更为合理。

经 XhoⅠ酶切，重组载体切出 3 个 DNA 片段，原载体切出唯一的线性片段，电泳结果符合预期(图 4D)。

PCR 检测也能扩增出相应的基因片段，证明载体构建成功。 
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图 4 载体的双酶切反应与重组载体的双酶切验证 

注: A: T-LDOXi 重组载体的双酶切反应; M: DL10000 DNA marker; 1: T-LDOXi 重组载体; 2: T-LDOXi 重组载体双酶切; B: 

pENTR 1A 的双酶切反应; M: DL10000 DNA marker; 1: pENTR 1A; 2: pENTR 1A 双酶切; C: pET-LDOXi 的双酶切验证; M: 

DL10000 DNA marker; 1: pET-LDOXi 重组载体; 2: pET-LDOXi 重组载体双酶切; D: pK7-LDOXi 重组载体的单酶切验证; M: 

DL15000 DNA marker; 1: pK7GWIWG2D(II); 2: pK7GWIWG2D(II)单酶切; 3: pK7-LDOXi 重组载体; 2: pK7-LDOXi 重组载体

单酶切 

Figure 4 The double digestion of the vector and recombinant vector  

Note: A: Double enzymatic digestion of T-LDOXi recombinant vector; M: DL10000 DNA marker; 1: The recombinant vector of 

T-LDOXi; 2: The double digestion of recombinant vector T-LDOXi; B: Double enzyme digestion of pENTR 1A; M: DL10000 DNA 

marker; 1: pENTR 1A; 2: The double digestion of pENTR 1A; C: Double enzyme digestion of pET-LDOXi; M: DL10000 DNA 

marker; 1: The recombinant vector of pET-LDOXi; 2: The double digestion of recombinant vector pET-LDOXi; D: Identification of 

pK7-LDOXi recombinant vector by single enzyme digestion; M: DL15000 DNA marker; 1: pK7GWIWG2D(II); 2: The single 

digestion of pK7GWIWG2D(II); 3: The recombinant vector of pK7-LDOXi; 4: The single digestion of recombinant vector 

pK7-LDOXi 

1.5 EGFP 检测 

通过体式荧光显微镜观察，可以在转染 LDOX 过表达与沉默载体的草莓的组织中检测到绿色荧光蛋

白，证明目的基因已通过农杆菌介导的方式转染进入草莓果实组织中。转染 LDOX 过表达与沉默载体的草

莓果实与空白对照果实的荧光成像，转染成功的草莓组织可以在显微镜下观察到明亮的绿色，而阴性对照

则无法观察到相应的现象，由此筛选出可用的样本进而用于下一步的研究(图 5)。 

 

A                          B                          C 

图 5 草莓果实的 EGFP 观察 

注: A: 转染 LDOX 过表达载体的草莓果实; B: 阴性对照; C: 转染 LDOX 沉默载体的草莓果实 

Figure 5 Observation of EGFP in strawberries  

Note: A: Strawberry fruit transfected by LDOX overexpression vector; B: Negative control; C: Strawberry fruit transfected by LDOX 

silencing vector 
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1.6 荧光定量 PCR 验证 

对转染 LDOX 过表达及沉默载体的草莓果实以及空白对照果实进行 qPCR 验证发现，LDOX 基因的表

达量在转染沉默载体的果实中降低了 70%，在转染过表达载体的果实中增加了 3.7 倍，表明沉默转染与过

表达转染成功，采收的果实可用于进一步的研究。 

 
图 6 LDOX 基因的荧光定量 PCR 验证 

Figure 6 The qPCR verification of gene LDOX 

2 讨论 

基因沉默与基因过表达是分子生物学领域常用的两种研究手段，通过正、负两面的对比，检验某一基

因的功能特性。本试验中克隆了“法兰地”草莓的 LDOX 基因，并成功构建了草莓果实花色素苷合成的关

键基因 LDOX 的沉默与过表达载体，为进一步验证其对花色素苷代谢的影响提供依据。 

在农杆菌转染草莓果实的预实验中，我们对其转染条件进行了较为细致的探究，最终确定农杆菌的

OD600 在 0.6~0.8 之间较好，并用 M404 培养基(含 20 g/L/蔗糖及 0.2 mol/L/乙酰丁香酮)悬浮菌体的方法。近

年来有诸多相关的研究(Hoffmann et al., 2011; Aragüez et al., 2013; Medina-Puche et al., 2015)报道培养农杆

菌的 OD600约为 0.8，转染液采用 MS 培养基取得了较好的转染效果；豆玉娟(2014)报道的农杆菌的 OD600

约为 1.2 左右，转染液则采用 MES 悬浊液。农杆菌的介导转化这一步是相当重要的，它的成功与否直接影

响基因过表达与沉默的效果。因而，在预实验中优化农杆菌转染的条件，尤其是控制好农杆菌的培养程度

及转染悬浮液的浓度，也是试验成功必不可少的一环。 

β-半乳糖苷酶(LacZ)、氯霉素乙酰转移酶(CAT)、绿色荧光蛋白(GFP)、红色荧光蛋白(RFP)等是植物基

因工程常用的报告基因(Koo et al., 2007)。本试验所用的报告基因 EGFP 是增强型的绿色荧光蛋白，荧光强

度大大高于 GFP，更易于观察植物组织。近年来，GFP 用于分子标记已有诸多报道。周鹤莹等(2015)建立

了森林草莓‘Hawaii 4’高效遗传转化系统，借助 GFP 荧光筛选阳性植株。李玉生等(2013)通过农杆菌介

导 GFP 基因转化苹果茎尖碎片获得了转基因植株。曾洁等(2014)利用 GFP 优化了农杆菌介导的瞬时转染

与亚细胞定位的方法。 
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RNA 干扰载体的基本结构需要强启动子下游插入反向重复片段，形成 RNA 链的发夹结构是一种有效

方法(Smith et al., 2000)。“酶切——连接”法、“零背景筛选”法、Gateway 技术是构建 RNA 干扰表达载

体常用的方法(粟挺等, 2011)。本研究使用 Gateway 技术构建 LDOX 基因的 RNA 干扰载体，操作简便、成

功率高、克服了对原始载体和目的片段的限制，干扰载体 pK7GWIWG2D(Ⅱ)含有 EGFP，更易于进行阳性

果实的筛选。 

基于 LDOX 基因干扰及表达载体的构建，可将转化得到的阳性草莓果实进行更进一步的研究，如探

究不同贮藏时期果实花色素苷含量的变化，花色素苷代谢相关酶基因(合成, 转运, 褐变等)表达变化研究

等，进而揭露 LDOX 基因在花色素苷代谢进程中的作用。 

3 材料与方法 

3.1 试验材料 

试验材料为“法兰地”草莓果实，采自湖北省武汉市农科院草莓采摘基地。果实采收后用蛋托安全运

回实验室，液氮处理后迅速储存于-80℃冰箱中。 

3.2 引物设计 

本实验室已完成“法兰地”草莓果实的转录组高通量测序，参考转录组数据中LDOX序列设计引物。

此序列在转录组中基因编号为gene32347-v1.0-hybrid.v1.1，全长 1 152 bp，在KEGG及NCBI库中均注释为

无色花色素双加氧酶(leucoanthocyanidin dioxygenase)。我们将用于构建过表达载体及沉默载体的LDOX基因

片段分别命名为OeLDOX和LDOXi。在构建过表达载体时，分别在LDOX基因上下游加上酶切位点SalⅠ和

EcoRⅠ；在构建干扰载体时，分别在基因上下游加上酶切位点BamHⅠ和XhoⅠ。为保证表达载体

pRI101-An-EGFP上EGFP的表达，在设计引物时去除序列的终止密码子。在进行荧光定量PCR反应时，以

GAPDH (基因登录号: XM_004309993.2)作内参基因，分别设计LDOX与GAPDH的qPCR引物。引物合成和

测序由上海生工公司合成。 

表 1 LDOX载体构建及荧光定量PCR验证所用引物序列 

Table 1 Primer sequence for LDOX vector construction and qPCR Verification 

引物名称 

Primer 

引物序列(5'-3') 

Primer sequence (5'-3') 

OeLDOX-F GTCGACATGGTGACTGCTGCATCCGT 

OeLDOX-R GAATTCATTAGTTGAGATGAGAGCAGCTTCT 

LDOXi-F GGATCCCACTTGGCTTGGGATTAG 

LDOXi-R CTCGAGTGAACAGTTTGTGCTGGAT 

LDOX-qPCR-F GCTCGTCAACAAGGAGAAGG 

LDOX-qPCR-R TGTGCTGGATATGCTCGAAG 

GAPDH-qPCR-F CCCATGTTCGTTGTTGGTGT 

GAPDH-qPCR-R AGTGCACGGTGGTCATAAGA 
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3.3 目的基因的克隆与分析 

抽提草莓果实的 RNA，检测其质量良好后反转录为 cDNA，并以 cDNA 为模板扩增目的基因片段。同

时以 Pfu 酶及 Taq 酶扩增目的片段，测序正确后将 Taq 酶扩增得到的片段连接 T 载体以便于下一步的连接

反应。构建过表达载体时，Pfu 酶 PCR 条件：95℃ 3 min；95℃ 15 s，58℃ 15 s，72℃ 69 s，30 cycles；

72℃ 5 min；Taq 酶 PCR 条件：94℃ 5 min；94℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 69 s，30 cycles；72℃ 5 min。

构建沉默载体时，将其延伸时间调整为 28 s。Pfu 酶 PCR 体系：无菌水 11 μL，10×Pfu Buffer 4 μL，上下

引物各 1 μL，模板 1 μL，dNTP 1.6 μL，Pfu 酶 0.4 μL。Taq 酶 PCR 体系：无菌水 13.3 μL，10×Ex Taq Buffer 

2 μL，上下引物各 1 μL，模板 1 μL，dNTP 1.6 μL，Ex Taq 0.1 μL。扩增完成后回收相应的目的片段，将回

收片段送至生工公司测序，并在 NPS 网站、ExPASy 网站、Phyre2 网站上对 LDOX 基因的生物信息学信息

进行在线分析。 

3.4 过表达及沉默载体的构建 

过表达载体构建(“酶切——连接”法)：将成功测序的基因片段 OeLDOX 连接 T 载体构成 T-OeLDOX 重

组载体，热激法转入 DH5α，在氨苄青霉素抗性板上筛选阳性菌落并进行 PCR 验证，抽提重组载体。用 Sal

Ⅰ和 EcoRⅠ内切酶双酶切 T-OeLDOX，回收小片段；同时双酶切表达载体 pRI101-An-EGFP，回收大片段。

通过 T4 DNA 连接酶于 16℃过夜连接目的片段与表达载体，转化大肠杆菌，利用卡那霉素筛选阳性克隆，

抽提质粒并作双酶切与 PCR 验证。 

沉默载体构建(Gateway 技术)：将回收到的 LDOXi 片段连接 T 载体构成 T-LDOXi 重组载体，转化大

肠杆菌并进行菌落 PCR 验证。抽提质粒用 BamHⅠ和 XhoⅠ作双酶切反应回收小片段，同时将入门载体

pENTR 1A 双酶切回收大片段，用 T4 DNA 连接酶连接相应片段构成 pET-LDOXi，转化大肠杆菌。抽提

pET-LDOXi 重组载体后与目的载体 pK7GWIWG2D(Ⅱ)进行 LR 反应，转化 DH5α，于壮观霉素抗性板上筛

选阳性菌落，并进行 PCR 与酶切验证。 

3.5 农杆菌的瞬时转染与 GFP 的显微观察 

将构建好的过表达载体与干扰载体转化农杆菌 GV3101，并将其菌液划线后挑取单菌落摇菌培养，LB

培养基中加入 50 mg/L 的卡那霉素(干扰载体换为壮观霉素)、25 mg/L 的利福平以及 50 mg/L 的庆大霉素，

180 r/min、28℃振荡过夜培养至 OD600 为 0.6~0.8。后 5 000 r/min 离心 6 min，弃去上清，用 M404 培养基(含

20g/L 蔗糖及 0.2 mol/L 乙酰丁香酮)充分悬浮菌体。转染大绿果时期草莓果实时用 1 mL 无菌注射器由果蒂

处注射处理好的农杆菌悬浮液，注射菌液 10 d 后摘取草莓果实，并于奥林巴斯体式荧光显微镜 SZX16 下

观察 EGFP，检验重组载体是否成功转染草莓果实。 

3.6 qRT-PCR 验证基因表达量 

从采收到的 LDOX 基因过表达、沉默及对照果实中提取总 RNA，并反转录为 cDNA。以此为模板，参
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考 Takara 公司的 SYBR®premix Ex TaqTMII(Tli RNaseH Plus)说明进行两步法 qPCR 反应：Hold：95℃，30 

s；40 cycles：95℃，5 s；60℃，30 s。以草莓 GAPDH 基因为内参，并以空白处理果实的基因表达量为对

照，按照 2-ΔΔCt 法计算 LDOX 基因的相对表达量。 

 
图 7 载体构建示意 

注: A: 过表达载体构建; B: 干扰载体构建 

Figure 7 The construction of overexpression vector and RNAi vector 

Note: A: The construction of overexpression vector; B: The construction of RNAi vector 
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