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摘  要：以矮牵牛（Petunia hybrida）自交系‘Mitchell Diploid’（MD）为材料，通过 3′ RACE 和 5′ RACE

获得了其八氢番茄红素脱氢酶基因（PhPDS）的 cDNA 序列，进而通过 PCR 扩增出编码区的基因组序列。

分析结果显示，PhPDS 的 cDNA 序列全长 2 182 bp，编码区序列 1 746 bp，编码 582 个氨基酸。推测的蛋

白质序列具有类胡萝卜素脱氢酶的保守结构域特征。编码区的基因组序列长 7 609 bp，结构与番茄和拟南

芥等 PDS 基因相似，具有 14 个外显子和 13 个内含子。利用博德研究所的小发夹 RNA（shRNA）设计程

序设计了两个针对 PhPDS 的 shRNA，构建植物表达载体转化矮牵牛后，从其中一个载体的转化子中获得

白色愈伤组织和幼枝，对白色幼枝的 RT-PCR 检测表明，其 PDS 基因的 cDNA 累积量减少，表明 shRNA

基因沉默技术能在矮牵牛中应用。以 PDS 基因为靶基因比用花色素合成基因研究基因沉默技术能更快地

分析基因沉默的效果，全长序列的获得将有助于 PDS 基因在矮牵牛基因沉默技术研究中的应用。 

关键词：矮牵牛；八氢番茄红素脱氢酶基因；基因沉默；shRNA 

中图分类号：S 681.6       文献标志码：A        文章编号：0513-353X（2017）02-0315-08 

  

Cloning of Petunia PDS Gene and Its Application in shRNA-mediated Gene 
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Abstract：The full-length cDNA sequence of the phytoene desaturase gene（PDS）of Petunia hybrida 

was isolated by using 3′ RACE and 5′ RACE. Subsequently，the genomic sequence of the PhPDS coding 

region was obtained by PCR amplification using primers designed according to its cDNA sequence. 

Sequence analysis indicated that the full-length cDNA of PhPDS was 2 182 bp in length，containing a 

coding sequence（CDS）of 1 746 bp coding for a putative protein of 582 amino acids. The putative PhPDS 

protein is characterized by the two conserved domains of the carotenoids dehydrogenase family. The 

genomic sequence of PhPDS coding region was 7 609 bp，including 14 exons and 13 introns. This 

structure is similar to that of tomato and Arabidopsis PDS genes. Two shRNAs targeted to PhPDS were  
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designed using the TRC shRNA design process from Broad Institute，and plant expression vectors

（pGSH-pds1 and pGSH-pds2）were constructed using conventional molecular cloning technique. Albino 

callus and shoots were produced from pGSH-pds1 transformants after Agrobacterium tumefaciens- 

mediated transformation of petunia leaf discs. RT-PCR analysis showed that the accumulation of PDS 

mRNA in albino shoots was reduced clearly，which indicating that shRNA technique is applicable to 

petunia. CHS（chalcone synthase）is conventionally employed to evaluate gene silencing methods in 

petunia. However，phenotype caused by the disruption of PDS function can be discerned earlier than that 

of CHS. Cloning of petunia PDS will facilitate its application in gene silencing research. 

Keywords：petunia；phytoene desaturase gene；gene silencing；shRNA 

 

类胡萝卜素是光合作用过程中的辅助色素，能够猝灭单线态氧从而保护叶绿素不受到伤害（Qin 

et al.，2007）。八氢番茄红素脱氢酶（phytoene desaturase，PDS）是类胡萝卜素合成途径中的关键酶，

PDS 基因功能的失活会导致类胡萝卜素不能有效合成，叶绿素在光照条件下会被破坏，使本应呈绿

色的组织变成白色，即出现光漂白现象，这为基因功能缺失提供一个肉眼可见的明显表型变化。由

于功能失活后表型极易观察，PDS 基因在拟南芥、水稻等模式植物依赖小 RNA 的基因沉默和定点

突变技术的研究中都有应用（Montgomery et al.，2008；Zhang et al.，2012；Li et al.，2013；Shan et 

al.，2013；Ma et al.，2015）。在矮牵牛基因沉默技术的研究中，以前主要以影响花色的查尔酮合成

酶基因为靶标（Jorgensen，1995；Chen et al.，2004；de Paoli et al.，2009；王会平 等，2012；Kasai 

et al.，2013）。与用花色基因研究基因沉默技术比较，以 PDS 基因作为靶基因具有表型变化出现更

早等优点。矮牵牛 PDS 基因在病毒介导的基因沉默技术（VIGS）研究中曾有应用（Chen et al.，2004），

最近，本实验室也将其用于微小 RNA 诱导的基因沉默技术（MIGS）和 CRISPR/Cas9 定点突变技术

研究中（Han et al.，2015；Zhang et al.，2016）。可是，一直没有矮牵牛 PDS 基因的全长 cDNA 序

列和基因组序列的报道，这为靶点的设计、次级小 RNA 的分析以及基因组中突变位点的检测造成

困难。因此有必要分离其全长 cDNA 序列和基因组序列。 

小发夹 RNA（small hairpin RNA，shRNA）介导的基因沉默技术在哺乳动物基因功能研究中有

广泛应用（Paddison et al.，2002；Yu et al.，2002；McIntyre & Fanning，2006）。该技术具有载体构

建的程序简单，生成的小 RNA 构成单一，因而能有效降低脱靶概率等优点。但该技术在植物中的

研究应用仅有少量报道（Lu et al.，2004；Wang et al.，2008；Kim & Nam，2012；Kim et al.，2013），

在矮牵牛中尚未见该技术的应用。 

本试验旨在克隆矮牵牛 PDS 编码区的全长序列，并以其作为靶基因分析 shRNA 技术在矮牵牛

中应用的可行性。利用 RACE 技术结合基因组 DNA PCR 扩增获得 PhPDS 全长 cDNA 和编码区的基

因组序列。利用博德研究所（Broad Institute）的网站在线设计沉默 PhPDS 的 shRNA 并构建相应的

载体，以验证小发夹 RNA 介导的基因沉默技术在矮牵牛中的效果。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料、菌株与质粒 

试验于 2013 年 9 月至 2016 年 5 月在西南大学花卉研究所进行。矮牵牛（Petunia hybrida）自交

系‘Mitchell Diploid’（MD）由新西兰 David Lewis 教授赠送。大肠杆菌 DH5α、农杆菌 GV3101、
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植物表达载体 pGreenⅡ0229 由本实验室保存。pMD19-T 购自宝生物（大连）有限公司。 

1.2  矮牵牛 PDS 基因的克隆与序列分析 

植物组织总RNA的提取用 Invitrogen的TRIzol试剂，cDNA的合成使用宝生物的PrimerScript RT 

Master Mix 试剂盒。RNA 浓度和质量检测用 NanoDrop 2000 分光光度计和琼脂糖凝胶电泳。RACE

模板的合成和 PCR 扩增使用 Invitrogen 的 L1500-01 GeneRacerTM 试剂盒，矮牵牛的根、茎、叶和花

的总 RNA 按 1︰1︰1︰1 质量比混合后用于 RACE 模板的合成。PCR 引物见表 1。植物基因组 DNA

的提取用 CTAB 法，扩增 PDS 基因编码区基因组序列使用的 PCR 引物见表 1，扩增条件据所用引

物不同进行调整。序列分析使用 Lasergene 7.0 软件包中的程序。基因结构图的绘制使用 GSDS 2.0

程序（Hu et al.，2015）。 

1.3  PDS 基因的半定量分析 

以矮牵牛（MD）的根、茎、叶和花的 cDNA 为模板，ACTIN 基因为内参（引物 Actin-SF 和

Actin-SR），扩增 PDS 基因的引物为 PDS-F1 和 PDS-R1（表 1）。 

 

表 1  试验中所用引物的序列 

Table 1  PCR primers used in this experiment 

用途说明 
Comment 

引物编号 
Primer name 

序列（5′→3′） 
Sequence  

扩增 cDNA 片段  
For a cDNA fragment of PhPDS 

PDS-F0 CCAGATAGGGTGACAGATGA 

扩增 PhPDS 的 cDNA 和 5′RACE 
For a cDNA fragment and 5′RACE 

PDS-R0 GAGCGGCAAACACGAATG 

5′RACE PDS-5R2 CTGTTCAAAGCGATCAAGAAGCACTG 
3′RACE PDS-3R1 CCAGATAGGGTGACAGATGAGGTGTT 
3′RACE PDS-3R2 CGAGCTGAACGAGGATGGAAGTG 
半定量和扩增基因组 PDS-F1 CCGAAGCTCTTCCTGCTCCAA 
For PhPDS genomic DNA and RT-PCR PDS-R1 GGTACTCCGACTAACTTCTCCAACT 
扩增基因组 For PhPDS genomic DNA PDS-F2 TTGCCGCTCCAGGTATAATATCCA 
扩增基因组和 CDS 
For PhPDS genomic DNA and CDS 

PDS-R2 AAGAAGATTAGCCTTCGACCGTCT 

扩增基因组 For PhPDS genomic DNA PDS-F3 TGGTCACAAGCCGATATTGC 
 PDS-R3 CCATTTATTGGAGCAGGAAGAG 
扩增基因组和 CDS PDS-F4 ATGCCCCAAATTGGACTTGTTTC 
For PhPDS genomic DNA and CDS PDS-R4 CTTTCCACCTAGAACATCCCTTG 
半定量内参 Actin-SF AGATCTGGCATCATACCTTCTACA  
RT-PCR reference gene Actin-SR CCMGCAGCTTCCATRCCAATCA  
扩增 U6-26 启动子 U6-F ggggtaccTCGTTGAACAACGGAAACTC  
U6-26 promoter U6-R ggaatTCGGATGTCCCCTAAGGGAC  
合成 shPDS1  Synthesis of shPDS1 PDS-sh1F aattGTCGGAGTACCTGTTATAAATCTCGAGATTTATAACAGGTACTCCG

ACTTTTTG 
 PDS-sh1R gatcCAAAAAGTCGGAGTACCTGTTATAAATCTCGAGATTTATAACAGG

TACTCCGAC 
合成 shPDS2  Synthesis of shPDS2 PDS-sh2F aattCATGCCGATTGTTGAACATATCTCGAGATATGTTCAACAATCGGCA

TGTTTTTG 
 PDS-sh2R gatcCAAAAACATGCCGATTGTTGAACATATCTCGAGATATGTTCAACA

ATCGGCATG 
抗性基因检测 For PAT gene PAT-F CGAGACAAGCACGGTCAACTTCC 
 PAT-R AGATTTCGGTGACGGGCAGGA 

 

1.4  PDS 基因 shRNA 植物表达载体构建与遗传转化 

构建植物表达载体时首先利用引物 U6-F 和 U6-R（表 1）扩增拟南芥的 U6-26 启动子，将扩增
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产物用KpnⅠ和EcoRⅠ酶切后连接到pGreenⅡ0229多克隆位点，测序验证后命名为pGSH-m。PhPDS

基因 shRNA 靶位点选择和引物设计通过网站 http：//www.broadinstitute.org/rnai/public/seq/search 在

线完成。对程序设计的引物的 5′端碱基序列进行人工修改，以使其能与本试验使用的表达载体酶切

位点匹配（表 1）。设计的 shRNA 的二级结构使用 Mfold（http：//mfold.rna.albany.edu/）进行预测（图

1）。合成的正、反向寡核苷酸引物加入 50 µL 的 NEB buffer2 反应体系中（引物终浓度 2 µmol · L-1）、

从 100 ℃缓慢退火至室温，形成两端分别具 EcoRⅠ和 BamHⅠ粘性末端的寡核苷酸双链，将其与

EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切后的 pGSH-m 载体连接，得到含有编码 shRNA 的 DNA 序列的植物表达载体

pGSH-pds1 和 pGSH-pds2（图 2）。pGSH-pds1 和 pGSH-pds2 质粒 DNA 用电击法转化导入农杆菌

GV3101。矮牵牛用叶盘法（Zhang et al.，2016）进行转化。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

1.5  转基因株系的分析 

白化抗性芽 DNA 用扩增 BASTA 抗性基因的特异引物 PAT-F 和 PAT-R 进行扩增，确认外源基因

的整合。转基因植株 PDS 基因的表达量变化用 RT-PCR 法进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  矮牵牛 PDS 基因的克隆 

根据 GenBank 中登录矮牵牛 PDS 基因的部分编码区序列（AY593974）设计引物 PDS-F0 和

PDS-R0，以‘MD’矮牵牛叶片 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，获得 PDS 基因的约 350 bp 长的片段

（图 3，F），回收测序后得到片段的序列。据此序列设计 5′RACE 的引物（PDS-R0 和 PDS-5R2）与

3′RACE 的引物（PDS-3R1 和 PDS-3R2），分别进行两轮巢式 PCR 扩增（图 3），得到的目的条带进

行测序。测序结果表明，5′RACE 和 3′RACE 的片段与中间片段具有重叠区，与预期结果一致。将 3

个片段的序列进行拼接，得到全长 cDNA 序列，该序列命名为 PhPDS（GenBank登录号为 KP677483）。

根据拼接的序列设计 PCR 引物（PDS-F1 ~ PDS-F4 和 PDS-R1 ~ PDS-R4），以基因组 DNA 为模板对

PhPDS 的基因组序列分段进行 PCR 扩增，扩增产物回收测序后进行拼接，得到 PhPDS 编码区的基

因组序列（GenBank 登录号为 KX398952）。最后，利用引物 PDS-F4 和 PDS-R2，以 cDNA 为模板

扩增 PhPDS 的编码区序列，得到 1 条约 2.0 kb 的条带（图 3），测序结果表明其序列与拼接的 cDNA

序列一致。 

图 1  预测的 shPDS1 和 shPDS2 的二级结构 

Fig. 1  Schematic representation of the predicted folding 

structures of shPDS1 and shPDS2 

图 2  shPDS1 和 shPDS2 表达载体结构简图 

Fig. 2  Schematic representation of the U6::shPDS1 and  

U6::shPDS2 constructs 
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图 3  PhPDS 基因片段（F）、cDNA 末端（RACE）、编码区序列（CDS）的扩增 

Fig. 3  Amplification of a cDNA fragment（F），the cDNA ends（RACE）and 

the coding sequence（CDS）of PhPDS from Mitchell Diploid 

 

2.2  PhPDS 的序列分析 

PhPDS 的 cDNA 序列全长 2 182 bp，其中包括位于 1 ~ 118 bp 的 5′非翻译区（5′-UTR）；蛋白

编码区位于 119 ~ 1 867 bp 之间，共编码 582 个氨基酸；3′非翻译区（3′-UTR）长 315 bp。以 PhPDS 

cDNA 推测的编码蛋白序列对 NCBI 的蛋白质参考数据库进行 BLASTp 搜索，结果表明 PhPDS 编码

蛋白与番茄、烟草、马铃薯和辣椒等茄科植物的 PDS 蛋白的一致性为 92% ~ 93%。分析同时发现，

PhPDS 蛋白在 N–端具有一个保守的二核苷酸结合结构域[NAD（P）-binding Rossmann-like domain，

图 4，A]，该结构域为所有类胡萝卜素脱氢酶共有，是许多以 NAD 或 NADP 作为辅助因子的脱氢

酶的共同特征（Pecker et al.，1992）；同时在 C–端也具有类胡萝卜素脱氢酶的共同序列（Sandmann，

2002）。对克隆的 cDNA 和基因组序列进行比较，发现矮牵牛 PDS 基因编码区包含 14 个外显子、13

个内含子，与番茄（Mann et al.，1994）和拟南芥等植物 PDS 基因编码区的结构相同，但内含子比

番茄和拟南芥的稍长（图 4，B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  PhPDS 基因的结构特征 

Fig. 4  Structure characteristics of PhPDS 
 

2.3  PhPDS 在矮牵牛不同组织中的表达 

以矮牵牛 MD 不同组织的 cDNA 为模板进行半定量 PCR 分析，结果（图 5）显示，PhPDS 在

茎和叶中表达量较高，在根和花中表达量低，表明该基因的表达可能受发育调控。 
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图 5  PhPDS 基因在不同组织中的表达情况 

Fig. 5  Expression of PhPDS in different organs 

2.4  PhPDS 的 shRNA 设计 

将 PhPDS 的 cDNA 序列提交博德研究所（Broad Institute）的 shRNA 设计程序后，根据返回的

结果，从评分最高（Intrinsic score = 15.0）的靶序列中选择了序列 GTCGGAGTACCTGTTATAAAT

（pds1）；从评分次高（Intrinsic score = 13.2）的靶序列中选择了序列 CATGCCGATTGTTGAACATAT

（pds2）。然后把程序提供的正向引物 5′末端附加序列“ccgg”修改为“aatt”，反向引物 5′末端的附

加序列“aattcaaaaa”修改为“gatccaaaaa”，得到用于合成 shRNA DNA 序列的引物（表 1），使引物

退火后形成的双链 DNA 末端序列能与 EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切后的载体末端序列互补。将设计的

shRNA 序列提交 Mfold 进行 RNA 折叠分析，预测的 shPDS1 和 shPDS2 的二级结构见图 1，折叠自

由能 ΔG 分别为–1.56 × 105 和–1.52 × 105 J · mol-1。 

2.5  转基因矮牵牛的表型变化 

    pGSH-pds1 和 pGSH-pds2 分别与约 100 个叶盘外植体进行共培养，在筛选培养基上培养 6 周后

进行统计。从 pGSH-pds1 共培养的外植体中长出 327 块抗性愈伤组织，其中 31 块分化出白色、黄

白色的芽（图 6，A）或诱导出白色、黄白色愈伤组织（图 6，B），将白化芽和愈伤组织继代培养后

得到白色或白绿镶嵌的幼枝（图 6，C）。随机选取 10 个白化抗性系的叶片提取 DNA 进行 PCR 扩增，

均能扩增出 Basta 抗性基因的特异条带（图 7，A），野生型幼枝叶片 DNA 不能扩增出该条带，说明

这些白色幼枝中有外源基因存在。取 2 个株系的白色幼枝提取总 RNA，对其进行 RT-PCR 分析，结

果表明白色幼枝中的 PDS 基因 cDNA 的累积均有下降（图 7，B），表明 pGSH-pds1 转基因矮牵牛

中 PDS 基因的表达受到干扰。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  shRNA 介导的矮牵牛 PDS 基因沉默 

A、B：pGSH-pds1 转化的外植体形成白化芽（箭头所示）（A）和白化愈伤组织（B）；C：白化的 pGSH-pds1 幼枝。 

Fig. 6  shRNA-mediated PDS gene silencing in petunia 

A and B：Albino bud（A，indicated by the arrow）and callus（B）produced from explants transformed with pGSH-pds1； 

C：Albino pGSH-pds1 transgenic shoots. 
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从 pGSH-pds2 共培养的外植体中长出 306 块抗性愈伤组织，但没有发现有白色愈伤组织或芽的

形成（图 6，A），说明 pGSH-pds2 质粒转化矮牵牛后不能有效降低内源 PDS 基因的表达水平。 

 

 

 
 

图 7  白化幼枝中 BASTA 抗性基因的 PCR 检测（A）和 PhPDS 基因的 RT-PCR 检测（B） 

M：DNA 分子量标记；1 ~ 9：待检幼枝；T1、T2：转基因幼枝；WT：野生型对照。 

Fig. 7  PCR detection of the BASTA resistance gene（A）and RT-PCR analysis of PDS mRNA accumulation in albino shoots（B） 

M：Marker；1–9：Putative transgenic shoots；T1 and T2：Albino shoots；WT：Wild type. 

3  讨论 

本研究中获得了矮牵牛 PDS 基因的全长 cDNA 序列和编码区的基因组序列。分析表明，该序列

与番茄、辣椒、拟南芥、大豆和水稻等已克隆并进行过功能验证的 PDS 基因有很高的同源性，说明

该基因在进化上较为保守，这与 PDS 基因在植物生命活动过程中发挥重要作用是一致的。序列信息

的完善可以更方便地利用该基因作为研究基因沉默和敲除等相关问题的靶标，为选择基因的不同区

段作为靶标区域提供了依据，同时在研究依赖小 RNA 的基因沉默技术时，可以方便地分析次级 RNA

的形成等问题。同样，在研究定点突变或基因组编辑技术时，选择靶点不再受只有部分序列为已知

的限制，鉴定时在靶点两侧设计 PCR 引物有现成的序列可作参考。 

shRNA 介导的基因沉默技术在植物中应用的文献报道中，选择的靶序列长度为 19 ~ 93 个碱基

（Lu et al.，2004；Wang et al.，2008；Kim & Nam，2012）。本研究中根据哺乳动物中使用该技术时

靶序列设计的算法，构建了两个靶标序列为 21 nt 的沉默矮牵牛 PDS 基因的 shRNA 载体。初步分析

表明，其中的一个载体（pGSH-pds1）发挥了功能，并且载体的效果与所选用的 shRNA 设计算法对

两条靶序列的评分结果一致，说明这一在哺乳动物细胞建立起来的技术在植物上是可行的，这为该

方法在矮牵牛中的应用奠定了基础。构建的两个载体中预期的靶序列 pds1 和 pds2 明显的差异在其

15 ~ 20 位碱基的构成上，pds1 的 6 个碱基全为 A 或 T，pds2 的含有 1 个 C，这也是造成 pds1 和 pds2

评分分别为 15.0 和 13.2 的主要因素。靶序列 3′端 AT 含量高，会增加 shRNA 加工后形成的 siRNA

双链体（siRNA duplex）中反义链 5′端的热力学不稳定性，这将有助于反义 siRNA 链整合到 RISC

（RNA-induced silencing complex）中（Zhang，2014），从而提高基因沉默的效率。这可能是造成

pGSH-pds1 和 pGSH-pds2 基因沉默效果不同的原因。 

虽然，随着 CRISPR/Cas9 等基因组定点突变技术的应用，依赖小 RNA 的基因沉默技术在基因

功能研究中的作用有所变化，但由于该类技术可实现诱导表达和获得靶标基因具有不同表达水平的

转基因株系等特性，该类技术仍有广泛的用途。ShRNA 载体构建简单，其在矮牵牛中的成功应用将

有助于对矮牵牛基因的功能进行分析。 
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