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基于 Tail-PCR 分析 AN2基因上游启动子活性 
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摘要：黑果枸杞(Lycium ruthenicum)富含花青素，AN2 基因是调控黑果枸杞花青素合成代谢的主效基因。为解析 AN2 基因启

动子的活性差异，采用 Tail-PCR 方法分别克隆了黑果枸杞和红果枸杞(L. barbarum) AN2 基因起始密码子上游约 1 686 bp 

(LrAN2p)和 1 495 bp (LbAN2p)的序列。Plant CARE 预测表明，LbAN2p 和 LrAN2p 中分别有 133 和 137 个的顺式作用元件, 其

中，参与光调控的顺式元件分别有 11 和 15 个；参与激素响应相关的顺式元件分别有 13 和 16 个。构建 AN2 启动子植物表

达载体 pKGWFS7:LbAN2p 和 pKGWFS7:LrAN2p，利用农杆菌介导的烟草遗传转化体系获得转基因烟草。GUS 染色结果表

明，LrAN2p 能够驱动 GUS 在烟草中的表达，叶片呈现蓝色，具有较 LbAN2p 更强的启动活性，qRT-PCR 结果表明，LrAN2p

转基因烟草中 GUS 基因具有更高的转录水平，这可能会使 AN2 基因在黑果枸杞中具有更高的表达，激活黑果枸杞花青素合

成代谢通路。这为解析枸杞果色形成及 AN2 基因的表达调控机制奠定了理论基础。 

关键词：黑果枸杞；花青素；AN2；启动子；GUS 染色 

doi: 10.11926/jtsb.4746 

 

Analysis of AN2 Upstream Promoter Activity Based on Tail-PCR 
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Abstract: Lycium ruthenicum is rich in anthocyanin, and AN2 is the main gene regulating anthocyanin anmeta- 

bolism. In order to analyze the activity difference of AN2 gene promoter, the upstream sequence of AN2 gene start 

codon about 1 686 bp (LrAN2p) and 1 495 bp (LbAN2p) of L. barbarum were cloned by Tail-PCR method, 

respectively. Plant CARE predicted that there were 133 and 137 cis-acting elements in sequences of LbAN2p and 

LrAN2p, respectively, among which 11 and 15 cis-acting elements were involved in photoregulation, and 13 and 

16 cis-elements involved in hormone response, respectively. The plant expression vectors pKGWFS7:LbAN2p 

and pKGWFS7:LrAN2p were constructed, and the transgenic tobacco was obtained by using Agrobacterium- 

mediated tobacco genetic transformation system. The results of GUS staining showed that LrAN2p could drive the 

expression of GUS in tobacco, and the leaves were blue, with stronger starting activity than LbAN2p. The results 

of qRT-PCR showed that GUS gene in LrAN2p transgenic tobacco had high transcription level, which might lead 

to high expression of AN2 gene in L. ruthenicum, and activating the anthocyanin anabolic pathway. Thus, these 

would provide a theoretical basis for understanding the mechanism of fruit color formation and AN2 gene 

expression. 

Key words: Lycium ruthenicum; Anthocyanin; AN2; Promoter; GUS staining 
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黑果枸杞(Lycium ruthenicum)是茄科(Solanaceae)

枸杞属多年生棘刺灌木，主要分布于青海东部、新

疆北部等高海拔、盐碱地、干旱地区[1]。黑果枸杞

富含花青素、黄酮、酚酸、生物碱等多种活性成

分 [2–3], 具有较高的营养保健功效。宁夏枸杞(L. 

barbarum)为茄科枸杞属落叶灌木[1]，其干燥成熟果

实、根皮、叶均可入药，富含多糖、黄酮、酚酸、

生物碱等活性成分[4–5]。相较于宁夏枸杞，大量花

青素的积累促成黑果枸杞黑色果实性状，黑果枸杞

中的花青素组成由矮牵牛素、飞燕草素、芍药素和

锦葵素等衍生而来[6]。 

花青素是植物界普遍存在的一类水溶性的类

黄酮次生代谢产物[7]，基于苯丙烷代谢途径[8]，由

PAL、CHS、CHI、F3H、ANS 等结构基因调控[9–10]。

而转录因子 MYB、bHLH 和 WD40 形成的复合物

MBW 能够激活结构基因的表达，从而促进花青素

的生物合成。MYB 转录因子是调控植物花青素合

成代谢的重要转录因子，如拟南芥 (Arabidopsis 

thaliana)的 AtMYB75[11]、AtPAP1[12]、矮牵牛(Petunia 

hybrida)的 PhAN2[13]、西伯利亚白刺(Nitraria sibirica)

的 NsMYB1[14]等基因可正向调控花青素的合成。前

期研究表明，黑果枸杞(Lycium ruthenicum)与红果枸

杞(L. barbarum)中分离出的 R2R3-MYB 转录因子

LrAN2和LbAN2等位基因均正向调控花青素的生物

合成[15]。过表达LrAN2紫色烟草(Nicotiana tabacum)

中花青素生物合成代谢通路中的结构基因和多个

MYB 转录因子被激活[16]。但 AN2 基因在红果枸杞

和黑果枸杞中产生等位变异的原因还不清楚。 

启动子作为基因的上游调控因子，能够识别

并结合其转录因子，是基因表达调控的重要作用

位点[17]。虽然现在红果枸杞基因组已发表，但尚未

公开组装结果。因此对 AN2 基因启动子功能分析尚

且无法直接进行克隆，本研究通过 Tail-PCR 方式克

隆红果枸杞和黑果枸杞中花青素合成关键基因

LbAN2 和 LrAN2 上游启动子序列，并构建植物表达

载体，利用农杆菌介导的遗传转化体系验证其功

能，以期为进一步揭示枸杞果色形成及 AN2 基因的

表达调控机制奠定理论基础。 
 

1 材料和方法 
 

1.1 试验材料 

本实验选用的红果枸杞(Lycium barbarum)‘宁

杞 7 号’和黑果枸杞(L. ruthenicum) ‘青黑杞 1 号’，采

摘于青海省都兰县诺木洪农场(96°27.2856′ N，36° 

26.9625′ E)，Samsun 烟草(Nicotiana tabacum)保存于

中国科学院西北高原生物研究所作物分子育种重

点实验室，LrAN2 和 LbAN2 基因序列由本课题组前

期克隆和分离获得[15]。新鲜果实采摘后液氮冷冻, 

保存于-80 ℃冰箱备用。DNA、RNA 提取试剂盒、

胶回收试剂盒由天根生化科技(北京)有限公司提

供，反转录试剂盒 PrimeScript™ II 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit (TaKaRa Code No. 6210A)、高保真酶

及限制性内切酶等由 TaKaRa (大连)公司提供，农杆

菌 GV3101 购自上海生工生物工程技术公司。 

1.2 基因组 DNA 提取 

采用天根多糖多酚植物基因组 DNA 提取试剂

盒(离心柱型)对红枸杞和黑果枸杞果实进行基因组

DNA 提取。用 Nanodro 浓度测定仪测定浓度，1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测条带质量。 

1.3 PCR 和 Tail-PCR 

PCR 扩增以 DNA 为模板，使用高保真酶 Prime 

STAR Max Premix (2×)扩增，PCR 反应体系为：25 μL 

PrimeSTAR Max Premix(2×)、正反向引物各 0.5 μL、

23 μL ddH2O 和 1 μL cDNA。PCR 反应程序为：98 ℃ 

10 s，55 ℃ 5 s 或 15 s，72 ℃ 1 min，共 30 个循环。

Tail-PCR 根据已知的 LrAN2 序列，在其 5′端设计 3

个向外的巢式引物 AN2-R9、AN2-R8 和 AN2-R4，使

用Genome Walking Ki试剂盒(TaKaRa, Code No. 6108)

进行Tail-PCR 扩增，反应体系与反应条件参考Liu 等[18]

的方法。PCR 和 Tail-PCR 产物在 1%琼脂糖凝胶电泳

上进行检测，回收目的条带，将目的基因连接至载体

pEASY®-Blunt Cloning Kit，转化大肠杆菌 DH5α，菌

落 PCR 鉴定的阳性单克隆送至生工(上海)测序。设计

差异引物，对采自 8 个地点的红果枸杞和 7 个地点的

黑果枸杞的基因组 DNA 进行扩增，并用聚丙烯酰胺

凝胶电泳进行条带检测。本试验中用到的引物见表 1。 

1.4 生物信息学分析 

使用 AlignX 软件进行序列比对和拼接。为解

析 LbAN2p 和 LrAN2p 启动子区域顺式作用元件

差异，对 LbAN2p 和 LrAN2p 序列进行分离克隆，

用 Plant CARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ 

webtools/plantcare/htmL/)软件进行启动子顺式作用

元件分析[19]。 

1.5 启动子表达载体构建及烟草遗传转化 

使用 Gateway 载体构建技术，通过 BP 反应体 



第 2 期 宗渊等: 基于 Tail-PCR 分析 AN2 基因上游启动子活性 259 

 

 

表 1 引物 

Table 1 Primers 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 用途 Purpose 

AN2-F1 ATGATGAATACTAGTGTTAC 核心序列的扩增 Amplification of core sequence 

AN2-R1 CTAATTCAGTAGATTCCATAG 

AN2-R9 ACCAGCTCTAATGGGAACTTGATGC 第一轮 Tail-PCR Round 1 Tail-PCR 

AN2-R4 CTTGATGCCATTTTCCTTCACCGT 第二轮 Tail-PCR Round 2 Tail-PCR 

AN2-R8 GCACCTTTCCTCACTCCAGATGATT 第三轮 Tail-PCR 及测序 Round 3 Tail-PCR and sequening 

AN2Pro-F5 GTTGAGGAAGGAACAAGCCAC 

AN2Pro-R10 GTGGCTTGTTCCTTCCTCAAC 

LbAN2Pro-F1 AAACACCTTCCACTTTCAACCTG gDNA 启动子 PCR 产物测序 PCR Product sequencing of gDNA promoter

LrAN2Pro-F1 ATAGTAATAATAACATCTAGTGAC 

AN2Pro-R1 ATAGTAATAATAACATCTAGTGAC 

AN2PCY-F TACATGCTACCAAACGAGA 差异序列扩增 Differential sequence amplification 

AN2PCY-R CAACCTAAAGGGTCCATAT 

NtActinF AATGATCGGAATGGAAGCTG 荧光定量分析 qRT-PCR analysis 

NtActinR TGGTACCACCACTGAGGACA 

RT-GUSF ATGGTCCGTCCTGTGAAAAC 

RT-GUSR AACGCTGATCAATTCCACAG 

 

系将启动子序列连接在中间载体 pDONR207中, 测

序后提取质粒，继续进行 LR 反应完成构建表达

载体 pKGWFS7:LbAN2p 和 pKGWFS7:LrAN2p。将

表达载体转化 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，选择

阳性单克隆，测序正确后提取质粒备用。利用液

氮冻融法将重组质粒转化 GV3101 农杆菌感受态

细胞，在含有抗性(100 mg/L 卡那霉素、100 mg/L

利福平)的 LB 固体培养基上于 28 ℃培养 48 h 后

进行菌落 PCR 鉴定，挑取阳性单克隆在 LB 液体

培养基(100 mg/L 卡那霉素、100 mg/L 利福平)中

于 28 ℃、200 r/min 下摇菌 48 h，OD 值为 0.8 时，

采用叶盘法进行烟草遗传转化[20]，经共培养、分

化培养、生根培养后炼苗、移栽获得转基因植

株。使用 GUS 染色试剂盒浸泡 F1 代烟草叶片[21], 

37 ℃避光浸泡过夜，无水乙醇洗脱叶绿素后观察

并拍照。 

1.6 qRT-PCR 

采用天根 RNAprep Pure多糖多酚植物总RNA

提取试剂盒(离心柱型)，提取野生型烟草和转基因

烟草叶片总 RNA。使用反转录试剂盒(TaKaRa)，将

cDNA 稀释 100 倍备用。以 NtActin 为内参基因，荧

光引物 RT-GUSF、RT-GUSR 由 Primer Premier 5 设

计(表 1)，反应条件及反应体系参考文献[22]。烟草

叶片中 GUS 基因的相对表达量采用 2–∆ΔCT 法计算，

3 次生物学重复，计算结果通过 Graphpad prims 8.3

作图。 

2 结果和分析 
 

2.1 枸杞 AN2基因启动子的分离 

利用Tail-PCR方法，根据枸杞AN2基因的cDNA

及 gDNA 序列设计 F 端引物，以红果枸杞和黑果枸

杞基因组 DNA 为模板进行扩增，根据获得的核心序

列，设计 Tail-PCR 的特异性引物，分离到黑果枸杞

和红果枸杞 AN2 基因起始密码子上游约 1 686 和

1 495 bp 的序列，命名为 LrAN2p 和 LbAN2p (图 1)。

序列比对结果表明，黑果枸杞在 573~584 bp 处有

12 bp 的“CATGAAGAGGAC”插入，设计差异引物

对不同采样点的红果枸杞和黑果枸杞基因组 DNA

进行扩增(图 1: D)，结果表明红果枸杞和黑果枸杞

的 PCR 产物差异明显，条带清晰，可有效区分红果

枸杞和黑果枸杞。 

2.2 顺式元件分析 

利用Plant CARE在线软件对LbAN2p和LrAN2p

进行顺式作用元件分析(图 2)。结果表明，从 LbAN2p

和LrAN2p氨基酸序列中分别检测到 133和 137个的

顺式作用元件，除启动子所具备的 43 和 47 个 TATA- 

box、20 和 22 个 CAAT-box 之外，尚有 70 和 68 个参

与 AN2 基因表达调控的顺式作用元件，其中 LbAN2p

中有 24 个可预测功能的顺式作用元件，LrAN2p 中

有 30 个，如参与光调控的分别有 11 和 15 个，包括

G-box、G-Box、GT1-motif、GATA-motif、MRE 等；

与激素响应相关的分别有 13 和 16 个，如赤霉素响 
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图 1 AN2基因启动子的Tail-PCR (A, B)、PCR产物(C)及不同产地枸杞的 PCR产物(D)电泳图谱。A: 红果枸杞; B: 黑果枸杞; M1: DL15000 DNA Marker; 

M2: DL2000 DNA Marker; M3: 50 bp DNA Ladder Marker; AP1、AP2、AP3 和 AP4 为兼并引物; 图 C 中 1~3 为红果枸杞; 4~6 为黑果枸杞; 图 D 中 1、

9~15 为红果枸杞; 2~8 为黑果枸杞。 

Fig. 1 Electrophoretic map of Tail-PCR (A, B), PCR products (C) of the promoter of AN2 gene and PCR products (D) from different places of Lycium. A: L. 

barbarum; B: L. ruthenicum A: 红果枸杞; B: 黑果枸杞; M1: DL15000 DNA Marker; M2: DL2000 DNA Marker; M3: 50 bp DNA Ladder Marker; AP1, AP2, 

AP3 and AP4 were primers; 1-3: L. barbarum; 4-6: L. ruthenicum in C; 1, 9-15: L. barbarum; 2-8: L. ruthenicum in Figure D. 

 

应元件 ABRE、生长素响应元件 AuxRR-core 和水

杨酸响应元件 CGTCA-motif。此外，与 LbAN2p 相

比，LrAN2p 在第 573~584 位插入了 12 bp 的“CATG- 

AAGAGGAC”，使其具有更多的 CAAT-box。 

2.3 启动子活性分析 

为研究 LbAN2 和 LrAN2 基因启动子活性，将构

建好的表达载体 pKGWFS7:LbAN2p 和 pKGWFS7: 

LrAN2p 转化农杆菌 GV3101 后，利用农杆菌介导

的遗传转化体系侵染烟草。对阳性转基因烟草进

行 GUS 染色，以野生型 Samsun 烟草叶片为阴性

对照。结果表明，pKGWFS7:LrAN2p 载体表达后, 

GUS 蛋白进入烟草表皮细胞，整个叶片呈现蓝色, 

pKGWFS7:LbAN2p 转基因烟草叶片染色后未观察

到蓝色，肉眼观测 GUS 蛋白几乎没有表达(图 3)。 

 

 
图 2 LbAN2p、LrAN2p 的顺式作用元件 

Fig. 2 Number of cis-acting elements in LbAN2p and LrAN2p 
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图 3 烟草叶片的 GUS 染色 

Fig. 3 GUS staining of tobacco leaves 

 

2.4 qRT-PCR 

以 NtActin 为内参基因，采用 qRT-PCR 对转基

因烟草叶片中 GUS 基因的表达模式进行分析(图 4)。

结果表明，以 LbAN2p:GUS 烟草中 GUS 基因的相

对表达量为对照，LrAN2p:GUS 转基因烟草叶片中

GUS基因转录水平是LbAN2p:GUS烟草叶片的 2.55

倍，差异显著(P<0.01)。 

 

 
图 4 转基因烟草中 GUS 基因的相对表达量 

Fig. 4 Relative expression of GUS gene in leaves of transgenic tobacco 

 

3 结论和讨论 
 

黑果枸杞作为西北特色植物资源，因其药食同

源、高经济价值和高营养价值而越来越被重视，人

们通过口服、泡茶等方式摄入大量花青素，从而提

高机体免疫力，而黑果枸杞高花青素积累的分子机

制研究在近 2 年才开展，研究人员通过转录组测序

技术在黑果枸杞中筛选出 LrAN2，证实 LrAN2 在果

实中的特异表达激活了花青素的合成，表达谱分析

也证实黑色果实的形成伴随着花青素的逐步积累

以及 LrAN2 转录水平的提高，而转基因烟草分析结

果表明，LrAN2 和 LbAN2 两个等位基因诱导烟草合

成花青素积累的能力不一，LrAN2 功能更强[15–16], 初

步推测黑果枸杞和红果枸杞中 AN2 基因上游启动子

区域存在活性差异，从而导致 LbAN2 功能性远弱于

LrAN2。 

基因启动子区域含有的顺式作用元件能够控

制该基因表达的起始时间和程度[23]。本研究采用

Tail-PCR 法获得了 LbAN2 和 LrAN2 基因起始密码

子上游约 1 686 和 1 495 bp 的序列，与 LrAN2p 相比, 

LbAN2p 序列含有更多的顺式作用元件。LrAN2p 中

12 bp “CATGAAGAGGAC”的插入，使得 LrAN2p

具有更多的 CAAT-box，这可作为有效区分红果枸

杞和黑果枸杞的分子标记，在今后枸杞新品系育种

工作中提供可靠的标记方式之一。此外，光环境也

是影响花青素生物合成的重要环境因素[24]，黑果

枸杞中更多的光响应元件更有利于激活 LrAN2 基

因的表达，促进花青素的合成。前期研究表明，花

青素的合成积累可以使植物在干旱、紫外辐射、缺

水、低温、缺氧等多种环境胁迫下，增加植株抗逆

性[25–26]。而LrAN2p中ABRE元件显著多于LbAN2p, 

ABRE 是脱落酸特异结合响应元件，脱落酸在植物

中抗逆研究较多[27]，这也从侧面推测 LrAN2 与黑果

枸杞抗旱、耐盐碱息息相关[25,28]。LrAN2p 中有 6 个

G-box 元件，远多于 LbAN2p，G-box 已证实参与茉

莉酸、脱落酸、乙烯响应[29]，最终诱导植株的抗病

及花青素和生物碱的合成积累。由此可以推测

LrAN2 基因不仅能够产生 MBW 蛋白，也有可能和

茉莉酸或脱落酸响应基因互作产生植物抗逆的蛋

白，从而提高黑果枸杞在西北荒漠地区的抗逆性。 

将启动子序列构建到含有 GUS 报告基因的载

体上，利用烟草进行遗传转化，可确定启动子区域

的活性差异。薛惠敏等[30]构建了 pBI121-LsANSpro: 

GUS 融合表达载体，瞬时转化拟南芥(Arabidopsis 

thaliana)，其根、叶片和花显示蓝色，可知启动子

LsANSPro 具有启动下游基因的作用。罗香怡等[31]

构建了紫粒小麦(Triticum aestivum)的 TaMYC1 启动
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子植物表达载体 TaMYC1p:GUS 和 TaMYC1w:GUS

并转入本氏烟草，结果表明 TaMYC1p 启动子的活

性要远高于 TaMYC1w，推测其与紫粒小麦中 TaMYC1

转录水平较高和花青素含量较高有关。甘蓝型油菜

(Brassica napus)的 BnaFIL 启动子在早花材料和晚

花材料表达存在差异，说明启动子的驱动效果对油

菜开花早晚进行了调控，导致 BnaFIL 在不同材料

中的表达效果不一致[32]。在本研究中，GUS 染色结

果表明，LrAN2p 能够启动下游 GUS 报告基因在烟

草叶片中的表达，说明该启动子具有明显的启动激

活基因转录的能力，而 LbAN2p 转基因烟草染色后，

叶片不呈现蓝色，说明 LbAN2p 启动激活基因转录

的能力远弱于 LrAN2p，qRT-PCR 结果也在表达量

水平上证实了这一推论。AN2 基因的启动子在红果

枸杞和黑果枸杞中的表达效果差异显著，由此推

断，AN2 在不同材料中的差异表达可能是由启动子

驱动决定的，也是黑果枸杞花青素合成代谢通路被

激活的原因之一。这为后续黑果枸杞花青素生物合

成代谢研究奠定了可靠的理论依据。 
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