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［摘要］　目的：研究红芪ＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘ次生代谢产物与基因表达的相关性，克隆红芪的肌动蛋白基因（ａｃｔｉｎ）
并进行序列分析和定量研究。方法：通过查找ＧｅｎＢａｎｋ中的其他豆科植物的编码序列（ＣＤＳ）设计简并引物，采用逆
转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）技术克隆红芪ａｃｔｉｎ基因的核心片段，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）分析该基因
在不同部位中的稳定性表达。结果：克隆出了长度９４６ｂｐ的红芪ａｃｔｉｎ基因，其中编码蛋白框８５５ｂｐ，编码２８４个氨
基酸，经 Ｂｌａｓｔ比对序列，红芪的 ａｃｔｉｎ基因与甘草 ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ、花苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏｒｕｔｈｅｎｉｃａ（Ｌ）
Ｔｒａｕｔｖ、红车轴草ＴｒｉｆｏｌｉｕｍｐｒａｔｅｎｓｅＬ的核苷酸序列同源性分别为９５４４％、９４４２％、９４２０％，氨基酸序列的相似
性也高达９７％以上，红芪ａｃｔｉｎ基因在根、茎、叶不同部位中的表达量基本稳定。结论：首次在国内成功克隆出了
红芪的ａｃｔｉｎ基因，并且证实了该基因可作为红芪其他优良基因表达调控的内参基因，为红芪质量研究提供参考。

［关键词］　红芪；肌动蛋白基因；克隆；序列分析；逆转录聚合酶链式反应
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目前，有关植物次生代谢产物的机制研究是分

子生物学研究的热点领域之一。其主要是对野生植

物资源中的优异基因进行鉴定和途径解析，通过实

时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）技术检测其
表达量，此时首先需要确定一个表达稳定的内参基

因［１］。肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）是真核生物细胞中最丰富的
蛋白质之一，是细胞骨架的重要微丝组分，参与细

胞分裂、内吞、信号传导等细胞内多种生命运动［２］。

Ａｃｔｉｎ基因具有高度保守以及表达量稳定的特点，常被
当作基因表达检测的内参基因［３］。相关研究已从金银

·２７９１·



２０２０年１２月　第２２卷　第１２期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｄｅｃ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ１２

花 ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ［４］、太子参 Ｐｓｅｕｄｏｓｔｅｌｌａｒｉａ
ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ（Ｍｉｇ）ＰａｘｅｘＰａｘｅｔＨｏｆｆｍ［３］、浙贝母
ＦｒｉｔｉｌｌａｒｉａｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉＭｉｇ［５］、山药 Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｏｐｐｏｓｉｔｅ
Ｔｈｕｎｂ［６］、当归 Ａｎｇｅｌｉｃａｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｏｌｉｖ）Ｄｉｅｌｓ［７］、
甘草ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ［８］等植物中克隆出了
ａｃｔｉｎ基因，该基因在此类植物中均呈现高度保守。

红芪 ＨｅｄｙｓａｒｉＲａｄｉｘ为豆科植物多序岩黄芪
ＨｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓＨａｎｄＭａｚｚ的干燥根，是甘肃
省的特产药材。其功效与黄芪相似，中医临床常用

于治疗气虚下陷、痈疽疮疡、久溃不敛等证［９］。现

代药理研究表明，红芪具有抗癌、抗氧化、抗炎、

抗病毒等药理作用。此外，红芪还可以提高周围神

经再生期间扩增［１０１１］、增强放射敏感性［１２］、延缓肺

纤维化［１３］、防治肝纤维化［１４］及抗骨质疏松［１５］。长

期以来，对红芪的研究主要集中在对其活性成分的

分析和分离中，但是关于红芪 ａｃｔｉｎ基因的研究尚未
见报道。本研究主要通过逆转录聚合酶链式反应
（ＲＴＰＣＲ）技术和 Ｔ载体 ＰＣＲ克隆技术，首次克隆
出了红芪的ａｃｔｉｎ基因片段，为深入研究红芪其他优
异功能基因的表达以及调控提供参考。

１　材料

１１　试药

红芪种子于２０１９年３月购于甘肃陇南武都区红
芪种植农户，经甘肃中医药大学李成义教授鉴定为

多序岩黄芪 ＨｅｄｙｓａｒｕｍｐｏｌｙｂｏｔｒｙｓＨａｎｄＭａｚｚ的种
子，剥去荚膜，挑选种粒均匀饱满、没有虫害破洞

的种子作为培育材料。将种子用２％次氯酸灭菌浸
泡５ｍｉｎ，然后用 ７５％的浓硫酸浸泡 ４ｍｉｎ打破休
眠，再用流水冲洗３０ｍｉｎ，最后将处理过的种子摆
放在润湿滤纸的培养皿上，放在人工植物培养箱中

发芽（温度２５℃，湿度６５％～８０％，光照８ｈ·ｄ－１）。
待到种子发芽，将其移栽至装有蛭石和珍珠岩（５∶１）
混合基质的花盆中，用不含琼脂的 ＭＳ培养基溶液
灌溉以保证其养分。以生长 ７周的幼苗作为提取
ＲＮＡ的实验材料。

植物总 ＲＮＡ小量抽提试剂盒（Ｍａｇｅｎ生物有限
公司）；ｃＤＮＡ合成试剂盒、核酸染料 Ｇｅｌｖｉｅｗ、ＰＣＲ
扩增试剂盒、５０×ＴＡＥＢｕｆｆｅｒ、快捷型琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ５０００（北京 Ｂｉｏ
Ｔｅｋｅ有限公司）；Ｔ载体 ＰＣＲ克隆试剂盒、感受态
细胞、ＳＯＣ培养基（ＴａＫａＲａ公司）；ＥｖｏＭＭＬＶ反

转录试剂预混液、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＰｒｏＴａｑＨＳ
ｑＰＣＲＫｉｔ（湖南艾科瑞生物工程有限公司）；其他试
剂均为分析纯，购于 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；引物由宝生物
工程（大连）有限公司合成。

１２　仪器

ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ型超微量分光光度计（上海土
森视觉科技有限公司）；ＥＣ２５０９０型凝胶电泳仪（北
京六一生物科技有限公司）；ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋型凝
胶成像分析系统（北京龙跃生物科技发展有限公

司）；ＦＴＣ８０００型 ＰＣＲ仪（加拿大枫岭生物技术有
限公司）。

２　方法

２１　红芪总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ的合成

取生长７周的红芪幼苗１００～１５０ｍｇ，置于液氮
中迅速研磨成细粉末，按照植物总ＲＮＡ小量抽提试
剂盒说明书步骤提取总 ＲＮＡ，吸取 ＲＮＡ１５μＬ在
超微量分光光度计上检测其质量分数和纯度，将剩

余的 ＲＮＡ分装置于 ２００μＬ的无酶离心管中，置
于－８０℃冰箱保存。取 ＲＮＡ５μＬ用 １％非变性琼
脂糖凝胶电泳鉴定其完整性。ｃＤＮＡ模板的合成参照
说明书步骤进行，产物在－２０℃保存。

２２　引物设计与合成

在美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）网上找到甘草
（ＧｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ，ＥＵ１９０９７２）、大豆 ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ
（Ｌ）Ｍｅｒｒ，ＮＭ＿００１３５８０９４］、红车轴草（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ
ｐｒａｔｅｎｓｅＬ，ＡＹ３７２３６８）、蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ
Ｌ，ＸＭ＿０２４７７４７７９）、柠条锦鸡儿（Ｃａｒａｇａｎａｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ
Ｋｏｍ，ＦＪ４８５７２７）等豆科植物 ａｃｔｉｎ基因 ＣＤＳ序列进
行同源比对，找出高度保守区段，利用 Ｐｒｉｍｅｒ６０
软件设计引物。引物序列为ａｃｔｉｎＦ：５′ＡＴＧＧＴＴＧＧＧ
ＡＴＧＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧ３′；ａｃｔｉｎＲ：５′ＴＧＴＴＧＧＡＡＧＧ
ＴＧＣＴＧＡＧＧＧＡＴＧ３′。推测其片段长度９５０ｂｐ左右。

２３　ＲＴＰＣＲ扩增

以上述反转录得到的 ｃＤＮＡ为 ＰＣＲ扩增模板，
５０μＬ反应体系包括 ２×ＳｕｐｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ、上下游引物各５μＬ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）、ｃＤＮＡ
模板１５μＬ。反应程序：９５℃起始模板变性３ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，
３３个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束得到的ＰＣＲ
产物经过１％非变性琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像
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分析系统检测目的片段位置，然后用快捷型琼脂糖

ＤＮＡ回收试剂盒回收片段。

２４　阳性克隆的筛选与鉴定

根据Ｔ载体ＰＣＲ产物克隆试剂盒说明书，将回
收片段与ｐＭＤ１９ＴＶｅｒｔｏｒ连接，加入等量的ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ
１６℃反应３０ｍｉｎ，然后将连接产物转化至ＪＭ１０９感
受态细胞１００μＬ中，冰浴３０ｍｉｎ，４２℃热击４２ｓ，
再冰浴１ｍｉｎ，加入ＳＯＣ培养基８９０μＬ，３７℃振荡
６０ｍｉｎ，并接种到含有氨苄青霉素的ＬＢ琼脂平板培
养基上，３７℃过夜。次日早上随机挑取白色菌落
７株，进行菌落 ＰＣＲ鉴定阳性克隆，用 １％非变性
琼脂糖凝胶电泳分析扩增结果，挑选阳性菌株用无

菌水稀释，送至西安擎科泽西生物科技有限责任公

司进行测序。

２５　Ａｃｔｉｎ基因表达特性分析

用ｑＲＴＰＣＲ技术分析红芪 ａｃｔｉｎ基因在根、茎、
叶中的相对表达水平。取用ＭＳ营养液处理过的７周
龄红芪的根、茎、叶，分别提取总 ＲＮＡ，通过 Ｅｖｏ
ＭＭＬＶ反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ。设计ｑＲＴＰＣＲ引物
为ａｃｔｉｎＦ：５′ＣＡＡＣＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＡＣＡＧＡ３′，ａｃｔｉｎＲ
５′ＣＡＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＡ３′。２５μＬ反应体
系为２×ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰｒｏＴａｑＨＳＰｒｅｍｉｘ１２５μＬ，
上下游引物各 ０５μＬ，ｃＤＮＡ模板 １μＬ，无酶水
１０５μＬ。反应程序：９５℃，３０ｓ；９５℃，５ｓ，
６０℃，３０ｓ，循环４０次；熔解阶段设置成ＦＴＣ８０００
ＰＣＲ仪默认值。数据分析采用 ＦＴＣ８０００型 ＰＣＲ仪
系统软件和Ｅｘｃｅｌ２０１６。

３　结果与分析

３１　ＲＮＡ纯度检测

实验采用７周红芪幼苗提取的总 ＲＮＡ，使用超
微量紫外分光光度计测得Ａ２６０／Ａ２８０值为２０３（Ａ表示
吸光度），经１％非变性琼脂糖凝胶电泳结果显示，
２８ＳＲＮＡ和１８ＳＲＮＡ条带清晰可见（见图１），没有
杂带，并且前者的荧光强度约为后者的２倍，则说明本
实验提取的总ＲＮＡ纯度较高，可以用于后续ＲＴＰＣＲ。

３２　红芪ａｃｔｉｎ基因核心片段的克隆

以红芪幼苗总ＲＮＡ为模板，通过 ＲＴＰＣＲ成了
１条长度约为９５０ｂｐ的条带（见图２），并且上下没
有杂带，推测该片段就是所要的目的基因，还有待

进一步鉴定。

注：ＭＭａｒｋｅｒ；１总ＲＮＡ。

图１　红芪幼苗总ＲＮＡ电泳图

注：ＭＭａｒｋｅｒ；１～２ＲＴＰＣＲ产物。

图２　红芪ａｃｔｉｎ基因核心片段ＲＴＰＣＲ产物电泳图

３３　阳性克隆鉴定

将回收的目的片段与 Ｔ载体连接后，次日挑选
７株菌落采用通用引物进行扩增，经１％非变性琼脂
糖凝胶电泳检测，５株菌落的条带位置在约９５０ｂｐ，
与ＲＴＰＣＲ扩增的位置一致，将这５个阳性克隆菌
液送至西安擎科泽西生物科技有限责任公司进行测

序，序列见图３。

３４　序列分析

经过测序得到了一段９４６ｂｐ的ａｃｔｉｎ基因片段序
列，编码２８４个氨基酸。将该序列在 ＧｅｎＢａｎｋ进行
Ｂｌａｓｔ比对，发现该序列与甘草、花苜蓿、红车轴草
的核苷酸同源性分别高达 ９５４４％、９４４２％、
９４２０％，将推测的红芪 ａｃｔｉｎ氨基酸序列与其他
１０种不同植物的进行多重比对，非保守氨基酸共
１２个（见图４），相似性高达９７％以上。结果表明，
本实验所克隆的基因片段是红芪的 ａｃｔｉｎ基因片段，
进一步验证了ａｃｔｉｎ具有高度保守性。
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图３　Ａｃｔｉｎ基因片段的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

３５　红芪ａｃｔｉｎ基因在不同部位中的表达

通过ｑＲＴＰＣＲ法检测红芪 ａｃｔｉｎ基因在根、茎、
叶不同部位中的 Ｃｔ值，每个样品重复４次，Ｃｔ值为
１８～１９，利用Ｅｘｃｅｌ２０１６进行 Ｃｔ值数据分析，计算
各样品Ｃｔ值的标准偏差（ＳＤ），ＳＤ越小，基因稳定
性越好，若 ＳＤ＞１，则认为该基因不稳定［１６１７］。本

实验所克隆的ａｃｔｉｎ基因，在根、茎、叶不同部位中
的Ｃｔ值的ＳＤ分别为００７、０１６和００８，远小于１，
说明该基因在红芪的不同部位中表达稳定，可以作

为研究红芪其他优良基因的内参基因。红芪 ａｃｔｉｎ基
因的熔解曲线（见图４）和不同组织中的 Ｃｔ值柱状图
（见图５）显示，该基因熔解曲线有良好的特异性，
表现为单一峰，无非特异性荧光峰；且 ａｃｔｉｎ基因在
红芪不同部位中表达量差异无统计学意义。

图４　Ａｃｔｉｎ基因溶解曲线

图５　Ａｃｔｉｎ基因在红芪不同部位的表达量（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

４　讨论

Ａｃｔｉｎ是由３７５～３７７个氨基酸组成的单一多肽
链的球状蛋白［１８］，广泛存在于高等植物的各种组织

细胞中，如根毛、茎韧皮部、叶表皮细胞、叶鞘细

胞、花粉、卷须等，并且在维持植物细胞的正常生

长、分化和繁殖等方面都具有重要意义［１９］。Ａｃｔｉｎ基
因是由多基因家族编码的，因而形成了多种肌动蛋

白异型体［２０］。Ｈｉｇｈｔｏｗｅ等［２１］研究表明，大豆与玉米

肌动蛋白间存在８％～１０％的氨基酸取代，而大豆肌
动蛋白异型体之间仅存在６％ ～９％的氨基酸取代，
因此，植物肌动蛋白具有高度的保守性。大量研究

表明，ａｃｔｉｎ基因无论是核苷酸序列还是其编码的氨
·５７９１·
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基酸序列都具有高度的保守性和同源性。本实验所

克隆的红芪ａｃｔｉｎ基因与其他植物的核苷酸序列相似
性在９０％以上，其编码的氨基酸序列的相似性在
９７％以上，这将进一步证实了 ａｃｔｉｎ基因是一种高度
保守的管家基因。

近年来红芪在药用和保健品中的应用受到越来

越多的重视，对其品质的要求也在不断提高。目前

研究发现，红芪的主要活性成分属于异黄酮类化合

物，该类化合物在治疗心血管疾病、骨质疏松及神

经退行性疾病方面具有良好的效果［２２］。然而在红芪

异黄酮类化合物合成机制及一些功能基因表达和调

控的深入研究中往往需要内参对照。目前在ＮＣＢＩ网
上数据库中未能搜索到红芪 ａｃｔｉｎ基因的序列。本实
验结果显示，红芪 ａｃｔｉｎ基因在各部位中的 Ｃｔ值稳
定，保守性高，因此红芪ａｃｔｉｎ基因可以作为研究其
他优异基因表达的内参基因。本研究结果为红芪其

他异黄酮合成酶基因的表达研究及红芪次生代谢产

物与基因表达的相关性阐述提供了参考。
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