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巴氏杜氏藻八氢番茄红素脱氢酶基因的克隆与分析 
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摘要：八氢番茄红素脱氢酶（PDS）是巴氏杜氏藻（Dunaliella bardawil）类胡萝卜素生物合成途径中的上游关键酶。本研究根

据 NCBI上已发布的巴氏杜氏藻 mRNA 序列（GenBank: Y14807），设计特异性引物，通过基因组步移法及半巢式 PCR 的方法，获得

PDS编码区序列。在编码区序列获取过程中，发现 5’端编码区有 325 bp 序列与NCBI 上公布的 cDNA 序列有所不同，故采用了 5’RACE

技术进行验证，经过比对发现结果与本实验基因组步移所获得序列相匹配，推测 NCBI 公布 mRNA 序列的 PDS 与本实验获取的 PDS

可能为同工酶。然后根据获得的序列，再利用基因组步移 PCR 的方法获得其两端侧翼序列：启动子和终止子，并利用生物信息学工

具对其进行分析。实验获得的完整 PDS 基因全长 12678 bp，其中编码区序列长度为 8113 bp，编码区上游序列 3010 bp，编码区下游

序列 1555 bp，编码区序列含有 12个外显子和 11 个内含子。通过生物信息学分，发现 PDS 启动子中具有多种转录因子结合位点。 
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Abstract: Phytoene desaturase (PDS) is the upstream key enzyme of carotenoid metabolic process of Dunaliella bardawil. According to 

the mRNA that NCBI published before (GenBank: Y14807), the PDS coding region was obtained through genome walking and nesting PCR. 

Due to that 325 bp in 5’ coding region were not matched with the mRNA published before., 5’ RACE was used to validate the 5’ sequences and 

the final result of 5’ RACE was matched with the 5’ sequences isolated. The sequence of promotor and terminator were also obtained by genome 

walking. The full length of PDS gene isolated included 8113 bp coding region (From ATG to TAA), 3010 bp upstream sequence of coding 

region and 1555 downstream sequence. 12 Exons and 11 introns were found in the cDNA ORF and coding region. Several kinds of transcription 

factor binding sites were predicted in the promotor of PDS by bioinformatic software. 
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类胡萝卜素（Carotenoids）呈黄色，红色或橙红

色，是由异戊二烯为基本单位的萜类化合物，不溶于

水，溶于脂肪溶剂，亦称脂色素。类胡萝卜素普遍存

在于动物、高等植物、真菌、藻类中，截止至 2008

年，发现的类胡萝卜素的种类达到 600 多种。类胡萝

卜素具有重要的生物学功能，如抗氧化，增强人体免

疫系统，延缓衰老，抗癌防癌以及预防其他慢性疾病

等。 

八氢番茄红素脱氢酶（PDS）是植物类胡萝卜素

代谢途径中的一个关键酶，调控八氢番茄红素转化为

ζ-胡萝卜素（如图1）。若哒草伏和氟啶酮与 PDS活性
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位点结合后，PDS将失去催化活性，导致大量的八氢

番茄红素积累，从而影响类胡萝卜素的合成[1~2]。 

 

图 1 类胡萝卜素代谢途径 

Fig.1 The metabolic pathway of carotenoid 

目前，一些植物以及微藻的 PDS 基因的 cDNA序

列陆续被克隆并研究。在番茄、柑橘、黄花龙胆、金

盏菊等花或果实中以类胡萝卜素为主要色素种类的植

物中，PDS基因的表达能促进花和果实中类胡萝卜素

的积累[3]。Rodrigo MJ 等[4]研究甜橙成熟过程中果皮

与叶子中的PDS 基因对类胡萝卜素积累的作用，发现

在果实成熟时，PDS基因表达量的增加会促进类胡萝

卜素的积累。Zhu 等[5]研究了杜氏藻 Dunaliella Salina
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的 PDS 基因，通过 PCR 和 cDNA 末端快速扩增的方

法，获得 PDS基因的全长 cDNA，长度为 2198 bp，

其中预测开发阅读框 1752 bp，编码 583个氨基酸的多

肽，推测的分子量为 64.889 kDa。 

巴氏杜氏藻（Dunaliella bardawil）简称巴氏藻，

是商业生产 β-胡萝卜素的主要微生物之一，能在强光

照，高盐度，低营养的条件下积累 β-胡萝卜素，可达

到细胞干重的 14%。而本实验室一直致力于研究巴氏

藻类胡萝卜素代谢途的各种酶基因的克隆以及对其代

谢调控机理的研究。本实验以巴氏藻为研究对象，利

用 NCBI 上已发布的巴氏杜氏藻 mRNA 序列

（GenBank:Y14807）克隆 PDS 编码区序列，进而再

利用基因组步移克隆获得启动子和终止子，最后利用

生物信息学工具分析 PDS 基因，包括 PDS 基因编码

区序列的组成、启动子转录起始位点的预测及其转录

因子结合位点的分析等。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  藻种 

巴氏杜氏藻（Dunaliella bardawil）购于中国科学

院水生生物研究所（武汉），由本实验室保存。盐藻的

培养参照 Ben-Amotz[6]和周世水[7]的方法。 

1.1.2  菌种与载体 

宿主菌为大肠杆菌 E. coli  GT-116，由实验室保

存；克隆载体为PCR 2.1 vector购自 Invitrogen 公司。 

1.1.3  主要试剂及工具酶 

基因组提取试剂盒 Universal Genomic DNA 

Extraction Kit Ver.3.0，基因组步移试剂盒 Genome 

Walking Kit，连接试剂盒 DNA Ligation Kit Ver.2.0，

以及各种 PCR Enzymes 和 DNA Markers 购自TaKaRa

公司；胶回收试剂盒 E.Z.N.A.TM Gel Extraction Kit，

RNA提取试剂盒 E.Z.N.A.TM Total RNA Kit II，质粒提

取试剂盒 E.Z.N.A. TM Plasmid Mini Kit 购自 Omega

公司；TA克隆载体 PCR 2.1 Vector购自 Invitrogen 公

司；5’RACE试剂盒 SMARTer™ RACE 

cDNA Amplification Kit 购自 Clontech 公司。 

1.2  PDS编码区序列的获得 

PDS 编码区序列由外显子和内含子组成，其获得

主要通过基因组步移法及半巢式 PCR。染色体步移技

术（Genome Walking）是一种重要的分子生物学研究

技术，使用这种技术可以有效获取与已知序列相邻的

未知序列，主要应用于启动子与终止子的克隆、步移

获得新物种中基因的非保守区域、鉴定 T-DNA 或转

座子的插入位点、染色体测序工作中的空隙填补，从

而获得完整的基因组序列等方面[8]。 

本实验中，先根据 cDNA 3’端TAA前 100 bp 设

计三个引物 1GWSP1、1GWSP2、1GWSP3（见表 1），

从3’端往5’端进行基因组步移PCR，并进行商业测序。

接着，以之前测序获得的序列作为模板再次设计引物

进行基因组步移，逐步获得编码区序列。 

NCBI 搜索与杜氏盐藻亲缘性较近的物种，利用

clustalX 软件比对它们的 PDS 氨基酸序列，可以获知

一些保守区域。根据这些保守的氨基酸序列找出对应

的 cDNA序列，可避免设计的引物跨过内含子，在本

实验中根据这种方法设计得上游引物 3BSP，并根据

通过步移法获得的 3’端编码区序列设计得下游引物

3BAP1、3BAP2，进行半巢式 PCR。 

最后将获得序列进行拼接从而得到完整的 PDS

基因编码区序列。 

表 1 获得编码区序列的引物设计 

Table 1 Primer design for getting the coding sequence 

引物名 引物序列 

1GWSP1 5'-AACACCTCTCAGCCAGTTTAGGA -3' 

1GWSP2 5'-AGAACCAAGGGAAGGTGACTGC-3' 

1GWSP3 5'-AAGGTGACTGCCTCGGTCAACACT-3' 

2GWSP1 5'-AGACAAGAGCAAGCCCAATCCT-3' 

2GWSP2 5'-GCCTCAGGGGCTTCAAAGGTCACA-3' 

2GWSP3 5'-CTCAGGGGCTTCAAAGGTCACAGGA-3' 

3BSP 5'-AGGGCACATGCTCAGACACT-3' 

3BAP1 5'-CGGACTAAGTTGCTCCAATCTC-3' 

3BAP2 5'-GGTCTCAGAGTCTGGGATGGT-3' 

4GWSP1 5'-GTGAATGTCTGCCTCATCCTG-3' 

4GWSP2 5'-CTTGTCGGCAGATATTGGAAGGC-3’ 

4GWSP3 5'-ATGTTGGGGTAAGCACCAAAGAAG-3’ 

1.3  5’RACE验证 5’端编码区序列 

cDNA末端快速扩增技术（Rapid amplification of 

cDNA ends, RACE）是一种基于 PCR 实现从一段已知

序列往两端快速扩增完整 cDNA的 5'和 3'末端的有效

方法[9]。 

在本实验中经过 Blast 比对，发现 5’端编码区有

325 bp 序列与 NCBI 上公布的 cDNA序列有所不同，

故采用了 5’RACE技术对 5’端序列进行验证。首先采

用Omega公司供应的E.Z.N.A.TM Total RNA Kit II提取

巴氏藻总 RNA，进行反转录，最后用 SMARTer™ 

RACE cDNA Amplification Kit 对 cDNA进行 5’端扩

增。 
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1.4  PDS启动子与终止子的获得 

在获得编码区序列之后，同样采用基因组步移的

方法分别向两侧扩增编码区序列两端的未知序列：启

动子和终止子。设计的引物如表2 所示。 

表 2 获取启动子与终止子的步移引物 

Table 2 Primers used in Genome Walking for cloning promoter 

and terminator 

引物名称 引物序列 

启动子 

P-SP1 5'-CCTCTAGTTCAATCCAAGGTGTTCAT-3' 

P-SP2 5'-ACAAAGAGCCACAGCCCACTAA-3' 

P-SP3 5'-ATTGGTTCAGAAGAGCCGTGAGTCC-3' 

终止子 

T-SP1 5’-GCTTGCGAGCAGGTGGTAGAT-3’ 

T-SP2 5’-TGTTGACCGAGGCAGTCACCTT-3’ 

T-SP3 5’-TAAACTGGCTGAGAGGTGTTTTCGT-3’ 

1.5  生物信息学分析 

PDS 基因 cDNA 开放阅读框分析与核酸翻译：

EditSeq；保守结构域分析：NCBI_Blastn， NCBI_CDD 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)；

序列相似性搜索与编码区序列分析：NCBI_Blast 

(http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)；多重序列比对：

Clustal X 1.8；启动子转录因子结合位点分析：

PlantPAN (http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/ )。 

2  结果与讨论 

2.1  PDS编码区序列 

 

图 2 PDS 基因编码区序列的获得 

Fig.2 PDS gene coding region obtained 

通过 5 次 PCR 反应得到 5 条核苷酸片段，但是没

有得到与 NCBI上公布的 cDNA序列5’端 325 bp匹配

的序列，所以进行了 5’RACE 实验的验证。5’RACE

实验结果显示有包含起始密码子 ATG 的 288 bp 序列

与本实验基因组步移法获得的 5’端序列匹配。故将得

到的5段序列拼接，得到完整的PDS基因编码区序列，

长度为 8113 bp，并结合 NCBI 公布的 cDNA 序列和

5’RACE结果进行比对，结果如图 2 所示。 

2.2  PDS启动子与终止子 

  

图 3 PDS 启动子与终止子的获得 

Fig.3 Promoter and terminator of PDS gene obtained 

注：a：启动子基因组步移；b：终止子基因组步移。 

电泳结果参见图 3，a 图为启动子三条特异引物

PCR 结果，SP3引物 PCR 得到大小为 3 Kb 左右的核

酸片段。测序结果反馈后，经过比对发现有 80 bp 片

段与已知序列重叠；b 图为终止子三条特异引物的

PCR 结果，SP2引物 PCR 得到大小为 1.6 Kb、1.4 Kb、

1.1 Kb 左右的核酸片段，SP3 引物 PCR得到大小为 1.6 

Kb 左右核酸片段。胶回收以上 4 条条带并测序，发现

SP3 1.6 Kb 左右条带实为 SP2 1.6Kb 条带的扩增产物，

与已知序列存在 35 bp 的重叠区域。 

2.3  生物信息学分析 

2.3.1  PDS 完整基因分析 

将获得的 PDS 基因的编码区序列与启动子和终

止子序列拼接，获得完整的 D. bardawil 的 PDS基因

序列，序列全长 12678 bp，其中包含的编码区序列长

度为 8113 bp。扩增得到的起始密码子 ATG 上游序列

长度达 3010 bp(包括 34 bp 的 UTR 序列)，终止密码子

ATT 下游的序列长度为1555 bp。将其与PDS 基因的

cDNA序列进行比对，PDS 基因的编码区含有 12个外

显子和 11 个内含子。外显子长度为 1725 bp，内含子

长度达 6388 bp，约为外显子长度的 3.70 倍。 

2.3.2  PDS 基因 

 

图 4 PDS 全基因结构 

Fig.4 The structure of full-length genomic DNA of PDS 

选定 6 个物种（拟南芥、大豆、玉米、番茄、小

麦及其它），利用 PlantPAN 在线服务器检索 PDS 基

因启动子转录因子结合位点。发现 PDS基因的启动子

序列中存在多种调控元件（见图 4），包括与光调控、

组织特异性表达有关的 GATA盒；干旱诱导植物黄化

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/


现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2013, Vol.29, No.8 

1759 

反应有关的 ACGTATERD1；参与冷胁迫调控的

MYCCONSENSUSAT 等，表 3 中列出了存在的部分

转录因子结合位点。 

 

表 3 PDS 基因启动子转录因子结合位点分析结果 

Table 3 Binding site analysis of PDS promoter transcription factors 

转录因子 特征序列 转录因子描述 物种 参考文献 

GATA box GATA 光调控，组织特异性表达 拟南芥 10 

MYCCONSENSUSAT CANNTG 冷胁迫调控 拟南芥 11 

GT1CONSENSUS GRWAAW 光调控因子 
玉米，豌豆，

烟草 
12 

ACGTATERD1 ACGT 干旱诱导黄化表达 拟南芥 13 

ANAERO2CONSENSUS AGCAGC 参与厌氧发酵途径 拟南芥，玉米 14 

MNB1A AAAGH Dof 转录因子识别序列 玉米 15 

OSE2ROOTNODULE CTCTT 
在根瘤感染细胞中被激活启动子的 

特异性器官元件共有序列 
大豆，蚕豆 16 

SORLIP1AT GCCAC 超限度光诱导启动子的序列 拟南芥 17 

WRKY71OS TGAC 
Amy32b 启动子的元件，赤霉素信号转 

导通路的转录阻遏因子 
水稻 18 

3  结论 

3.1  巴氏藻（Dunaliella bardawil）是商业生产 β-胡萝

卜素的主要微生物之一，能在强光照，高盐度，低营

养的条件下积累β-胡萝卜素，可达到细胞干重的14%。

研究巴氏藻类胡萝卜素生物代谢途径及其调控有重要

经济意义，首要前提是分离相关的合成酶基因，这不

仅有助于揭示盐藻自身的 β-胡萝卜素生物合成途径，

还可以将分离得到的功能基因用于类胡萝卜素的基因

工程和代谢工程研究。 

3.2  实验重点研究巴氏藻类胡萝卜素生物合成途径

中的一个关键酶-PDS 的基因。实验中利用 NCBI 上已

发布的巴氏藻 mRNA 序列设计引物克隆 PDS 编码区

序列，进而再利用基因组步移克隆获得启动子和终止

子，最终获得的PDS序列总长为 12678 bp，最后利用

生物信息学工具分析 PDS 基因，包括 PDS 基因编码

区序列的组成及其转录因子结合位点的分析，发现

PDS 基因的启动子序列中可能存在多种调控元件，包

括与光调控、组织特异性表达有关的 GATA盒；干旱

诱导植物黄化反应有关的 ACGTATERD1。 
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