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人参多向耐药性转运蛋白基因保守区序列的克隆及分析 
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摘  要：目的  对人参多向耐药性（PDR）转运蛋白基因进行克隆及序列分析。方法  利用其他植物 PDR 基因的保守区域

设计简并引物，以人参根总 RNA 为模板，采用 RT-PCR 方法扩增人参 PDR 基因片段并连接至 pGEM-T Easy 载体上，阳性

克隆经 PCR 检测后测序。结果  得到一段长 693 bp 的基因序列，序列分析表明，该片段编码 231 个氨基酸，与植物 PDR
基因核苷酸和氨基酸序列同源性分别在 76%和 80%以上。分析表明该序列属于 PDR 转运蛋白的核苷酸结合域，具有 PDR
转运蛋白的 C 端 Walker A、ABC 标签模体和 C 端 walker B 3 个保守功能域。结论  首次从人参中克隆出 PDR 转运蛋白基因，

为研究人参次生代谢产物的转运和积累机制奠定了基础。 
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Cloning and analysis on pleiotropic drug resistance transporter gene conserved 
fragments from roots of Panax ginseng 
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Abstract: Objective  To clone and analyze the sequence of pleiotropic drug resistance (PDR) transporter gene from the roots of Panax 
ginseng. Methods  Degenerate primers were designed based on the conserved sequences of the PDR genes from other plants. Total 
RNA form the roots of P. ginseng was used as template. PDR gene fragment was obtained by reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and PCR products are sub-cloned into pGEM-T Easy vector. The positive clone identified by PCR was sequenced. 
Results  A 693 bp gene fragment was obtained, encoding 231 amino acids. Sequence analysis suggested that the nucleotide sequence 
and the translated amino acid sequence shared over 76% and 80% of homology respectively with PDR transporter gene sequences from 
other plants. The predicted amino acid sequence was nucleotide-binding domain (NBD) and shared C-terminal Walker A, Walker B, 
and ATP-binding cassette (ABC) signature conserved functional domains with other plant PDR transporter gene. Conclusion  It is the 
first report that PDR transporter gene is cloned from P. ginseng. This work provides a foundation for investigation on the transportation 
and accumulation mechanism of secondary metabolites in P. ginseng. 
Key words: Panax ginseng C. A. Meyer; pleiotropic drug resistance (PDR) transporter; secondary metabolite; gene cloning; sequence analysis 
 

ATP-binding cassette（ABC）转运蛋白是存在于

所有生物中的一类重要的跨膜运输蛋白。此类转运

蛋白利用水解 ATP 释放的能量跨膜转运脂肪、蛋白

质、类固醇和细胞代谢产物等[1-2]。ABC 转运蛋白在

生物体内参与一些重要的生理过程，如细菌耐药性、

次生代谢产物积累和胁迫反应等，已引起了人们的

广泛关注。ABC 转运蛋白家族包括多向耐药性

（pleiotropic drug resistance，PDR）蛋白、多药耐药

性（multidrug resistance，MDR）蛋白、多药耐药性

相关蛋白（MDR-associated protein，MRP）等[3-4]。 
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其中 PDR 蛋白是最大的亚族，具有与其他亚族不同

的拓扑构型，是植物和真菌中特有的转运蛋白。 
人参 Panax ginseng C. A. Meyer 为五加科人参

属多年生草本植物，自古以来拥有“百草之王”的

美誉，更被东方医学界誉为“滋阴补生，扶正固本”

之极品。人参的主要药用成分为人参皂苷，具有抗

肿瘤、抗衰老、抑制细胞凋亡和增强免疫力等活性，

已广泛应用于临床[5-7]。但人参皂苷产量极低，远不

能满足市场的需要。为了解决其产量低的问题，急

需深入研究人参皂苷生物合成、转运和积累的分子

机制，从而从根本上找到提高人参皂苷产量的有效

方法。为了研究人参中人参皂苷转运与积累的作用

机制，本研究利用序列同源性设计简并引物，以人

参根总 RNA 为模板，反转录扩增人参 PDR 转运蛋

白基因，初步分析其结构和功能，期望发现能够转

运人参次生代谢产物的 PDR 基因。为深入研究人参

皂苷等次生代谢产物的转运和积累机制奠定基础。 
1  材料与试剂 
1.1  材料 

4 年生人参根采自吉林抚松，经湖南省药品检

验所赵勇主管药师鉴定为人参 Panax ginseng C. A. 
Meyer；Escherichia coli DH5α，保存于中南大学生

物科学与技术学院分子生物学研究中心；其他植物

的 PDR 基因如下：AtPDR1（拟南芥），基因号

BK001001；AtPDR12（拟南芥），基因号 BK001011；
SpTUR2（浮萍），基因号 Z70524；NtPDR1（烟草），

基因号 AB075550、NpPDR1（烟草），基因号

AJ404328.1；TaPDR1（小麦），基因号 FJ185035。 
1.2  试剂 

pGEM-T Easy 载体购自 Promega 公司；质粒提

取试剂盒、胶回收试剂盒、Taq 酶、连接酶和 AMV
反转录酶均购自 TaKaRa 生物工程有限公司；Trizol
试剂盒购自 Invitrogen 公司；DNA Marker 购自

Fermentas 公司；茉莉酸甲酯（MeJA）购自 Sigma
公司；其他试剂均为分析纯。 
2  方法 
2.1  简并引物设计与合成 

利用 Bioedit 软件对已知的 6 种植物 PDR 基因

序列（AtPDR1、AtPDR12、SpTUR2、NtPDR1、
NpPDR1 和 TaPDR1）进行同源性比对，找出高度

保守的区域，采用 Primer 5.0 软件设计简并引物。

P1：5’-CCAGGIGTDCTIACIGCIYTIATG-3’；P2：
5’-CATCCAIGTYGCYGGRTTGTAICC-3’。其中 Y＝

C/T；D＝A/G/T；R＝A/G；I＝次黄嘌呤核苷酸。

引物由上海 Invitrogen 生物有限公司合成。 
2.2  人参根预处理及 PDR 基因诱导 

取新鲜的 4 年生人参根，70%乙醇浸泡 30 s，
转入 0.1%升汞中消毒 6～7 min，无菌水冲洗 3～5
次，每次 2～3 min。在无菌条件下，将消毒过的人

参根接种至液体 MS 培养基中。加入 200 mmol/L 
MeJA 至终浓度为 200 μmol/L，诱导 PDR 基因表达，

培养 24 h 后提取人参根总 RNA。 
2.3  总 RNA 提取和 PCR 扩增 

参照 Trizol 试剂盒说明书，提取诱导后的人参根

总 RNA，经琼脂糖凝胶电泳和浓度检测后，以 oligod
（T）18 为引物，用 AMV 反转录酶合成 cDNA。以

cDNA 为模板，用简并引物 P1、P2 进行“touchdown”
PCR 扩增。反应体系为：10×PCR 缓冲液 5 μL、MgCl2
（25 mmol/L）3 μL、dNTP（2.5 mmol/L）8 μL、P1（20 
μmol/L）2 μL、P2（20 μmol/L）2 μL、cDNA 2 μL、
dd H2O 27.5 μL 和 LA Taq DNA polymerase（5 U/μL）
0.5 μL。条件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s、
45 ℃退火 2 min、72 ℃延伸 2 min，2 个循环；94 ℃
变性 30 s、42 ℃退火 2 min、72 ℃延伸 2 min，2 个循

环；94 ℃变性 30 s、40 ℃退火 2 min、72 ℃延伸 2 min，
2 个循环；94 ℃变性 30 s、50 ℃退火 2 min、72 ℃延

伸 2 min，26 个循环；72 ℃延伸 10 min。1.0%琼脂糖

凝胶电泳分析 PCR 产物。 
2.4  扩增片段胶回收、连接、测序及分析 

将 PCR 产物胶回收后连接至 pGEM-T Easy 载体

上，并转化大肠杆菌DH5α。PCR 初步鉴定正确后，将

重组质粒 pGEM-PDR 送上海 Invitrogen 公司测序。测

序结果利用 NCBI 中的 Blast 工具与 GenBank 的

dbEST 数据库和蛋白数据库进行同源性比对和结构域

分析。并使用MEGA4软件以邻接法（Neighbor-Joining，
NJ）构建系统发生树。系统树中分支的置信水平用自

引导值（Bootstrap test）估计，重复1 000 次。 
2.5  MeJA 诱导及半定量 RT-PCR 分析 

以 200 μmol/L MeJA 分别诱导人参根 0、12、
24 和 48 h，提取各时间点人参根总 RNA。以 oligod
（T）18 为引物，AMV 反转录酶合成 cDNA，并以

β-actin 为内参，利用 PCR 扩增 PDR 基因。反应条

件为：94 ℃预变性 3 min；94 ℃变性 30 s、60 ℃退

火 30 s、72 ℃延伸 40 s，30 个循环；72 ℃延伸 10 
min。PDR 扩增引物：F：5’-GTGGGGCTGGGAAG- 
ACCACTCT-3’；R：5’-GCTCCCAGTATCCTGCT- 
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ATGCGA-3’；β-actin 扩增引物：F：5’-CGTGAT- 
CTTACAGATAGCT TCATGA-3’；R：5’-AGAGA- 
AGCTAAGATTGATCCTCC-3’。 
3  结果 
3.1  RNA 提取及 PCR 扩增 

以人参根为材料提取总 RNA，经琼脂糖凝胶电

泳检测结果显示提取的 RNA 完整性较好（图 1）。以

总 RNA 反转录所得到的第一链 cDNA 为模板，以简

并引物“touchdown”PCR 后，经琼脂糖凝胶电泳检

测（图 2），显示出与理论推测值（700 bp）一致的明

亮条带。胶回收纯化该片段，连接至 pGEM-T Easy
载体上，转化 E. coli DH5α，从转化的平板上挑取阳

性克隆，提取质粒进行 PCR 扩增，经检测片段大小

约为 700 bp（图 3），与简并引物扩增的片段大小一致。 
3.2  基因测序及序列分析 

阳性质粒经 PCR 检测后，对重组质粒进行测

序，得到一段长度为 693 bp 的序列（图 4），分析

预测其编码 231 个氨基酸。Blast 比对结果显示，该片

段与其他植物的PDR基因序列的同源性在76%以上。

推测的氨基酸序列与 TaPDR1、AtPDR1、SpTUR2、
NpPDR1、NtPDR1 和 AtPDR12 比对（图 5），结果表 

 
图 1  人参根总 RNA 凝胶电泳结果 

Fig. 1  Gel electrophoresis of total RNA from roots of P. ginseng 

 
1、2-PCR 产物  M-DNA Marker 

1 and 2-PCR product  M-DNA Marker 

图 2  人参 PDR 基因简并引物扩增结果 
Fig. 2  Amplification of PDR gene degenerate primers 

for roots of P. ginseng 

 
1、2-PCR 产物  M-DNA Marker 

1 and 2-PCR product  M-DNA Marker 

图 3  阳性质粒 PCR 鉴定结果 
Fig. 3  PCR identification of positive plasmids 

CCAGGGGTGCTGACGGCGTTGATGGGAGTTAGTGGGGCTGGGAAGACCACTCTGATGGATGTCTTGG 
CTGGTAGAAAAACGGGTGGCTATATCGAGGGAACAATTACTATATCTGGTTACCCAAAAAAGCAAGAA 
ACTTTTGCTCGCATAGCAGGATACTGTGAGCAAACTGATATCCATTCCCCTCATGTTACAGTTTTCGAG 
TCCTTGCAATATTCAGCATGGCTTCGGTTGCCTCCTGAAGTTGATACAGCAACCAAGCAGATGTTTGTT 
GAGGAAGTTATGGAGCTTGTGGAGCTGACTCCATTGAGAGAAGCACTTGTAGGATTGCCCGGTGTAG 
ATGGTCTTTCAACCGAGCAACGCAAGAGGCTGACCGTTGCAGTTGAGTTAGTGGCTAATCCATCTATA 
ATTTTCATGGATGAGCCAACCTCAGGGCTTGATGCTAGGGCAGCAGCAATAGTGATGAGAACAGTGA 
GAAACACAGTGGATACTGGACGAACCGTTGTGTGCACCATTCACCAGCCAAGCATCGACATATTTGAT 
GCTTTTGATGAGTTGTTTCTATTAAAACGAGGAGGTGAAGAAATATATGTTGGTCCATTAGGCCGTCTT 
TCTTGCCATTTGATTGAGTACTTTGAGGGAATTGAGGGAGTTAGTAAAATAAAAGACGGCTACAACCC 
GGCGACCTGGATG 

图 4  人参 PDR 基因片段核苷酸序列 
Fig. 4  Nucleic acid sequence of PDR gene fragment from roots of P. ginseng 
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*保守氨基酸 
*conserved amino acid 

图 5  PgPDR 的推测氨基酸序列比对及结构域分析 
Fig. 5  Alignment and domain analysis of deduced amino acid sequence of PgPDR 

明该基因片段属于 PDR 转运蛋白家族，命名为

PgPDR（P. ginseng pleiotropic drug resistance）。氨

基酸结构域分析发现 PgPDR 属于 PDR 转运蛋白基

因的核苷酸结合域（nucleotide-binding domain，
NBD），其编码的肽段位于细胞质。PgPDR 包含 PDR
基因 C 端保守序列 C-Walker A（GVSGA/RGKT）、
ABC 标 签 模 体 （ ABC signature motif ）

（LSTEQRKRLTI/VA）和 C-Walker B（IIFMDE）3
个保守域（图 5 划线部分）。使用 MEGA4 软件以邻

接法构建系统发生树（图 6），将 7 个基因分为 3
个族，与 PgPDR 同源性最近的 I 族基因是

AtPDR1、NtPDR1、NpPDR1 和 SpTUR2，氨基酸

一致性分别为 87%、87%、87%和 86%；与 III 族
AtPDR1 和 IV 族的 TaPDR1 氨基酸一致性为 82%
和 81%。 
3.3  MeJA 诱导表达分析 

图 7 为 200 μmol/L MeJA 诱导人参根 0、12、
24、48 h 后 PgPDR 基因表达结果。从结果中可以

看出不同人参根中 PgPDR 基因表达受 MeJA 的诱

导，其中 MeJA 诱导 24 h 时 PgPDR 的表达水平达

到高峰，然后开始下降；而 β-actin 基因不受 MeJA 

 
图 6  人参与其他植物 PDR 基因系统进化树 

Fig. 6  Phylogenic tree of PDR gene for roots of P. ginseng  
and other plants 

 
图 7  PgPDR 基因 RT-PCR 鉴定结果 

Fig. 7  RT-PCR identification of PgPDR 

诱导，并且表达比较稳定。 
4  讨论 

PDR 是 ABC 转运蛋白家族中最大的亚族，是植
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物和真菌中一类特有的转运蛋白，该亚族各成员在

结构上高度同源。浮萍 [Spirodela polyrhiza (L.) 
Schleid]SpTUR2 是第一个被鉴定的植物 PDR 基因，

其通过转运作用参与胁迫反应[8]。烟草（Nicotiana 
tabacum L.）NpPDR1 受茉莉酸（JA）诱导，并参与

次生代谢产物的分泌，在植物防御中发挥其功能[9]。

此外，植物 PDR 转运蛋白参与多种有毒物质的吸

收、积累和排出，在机体防御过程中起重要作用。

这些研究结果显示植物 PDR 基因在一些次生代谢

产物转运及积累和开发抗耐药性药物等方面具有重

要潜力。 
人参皂苷属于三萜类化合物，其生物合成途径复

杂且受多种因素影响[10-11]。除了研究合成途径对人参

皂苷的生物合成调控外，人参皂苷的积累也是研究的

重要方向之一。在亚细胞水平，皂苷生物合成中许

多重要酶属于微粒体酶类，而皂苷的积累则在液泡

中[12]，这就暗示人参等植物中存在皂苷转运蛋白。所

以转运蛋白应该也是促进次生代谢产物积累的一个

重要研究目标，但迄今为止，尚无相关的研究报道。 
本研究首次采用简并引物从人参中克隆出

PDR 转运蛋白基因片段。PDR 转运蛋白由 2 个疏水

性跨膜结构域（trans-membrane domain，TMD）和

2 个亲水性的 NBD 组成。PgPDR 片段中 Walker A
在细胞中可以形成 P 环并与另一个 NBD 中的 ABC
标签模体在界面处形成一个结合并水解 ATP 的间

隙。TMD 中的折叠会和 NBD 中亚结构域边缘的沟

结合，实现 ATP 水解产生的能量从 NBD 到 TMD
的传递。因而，该片段在物质跨膜转运中发挥重要

作用。 
通过进化树可将植物PDR基因分为 5个亚族[13]。

其中 I 族是研究最多的一个亚族，多个基因的功能

已经被鉴定，而且该族基因多属于诱导表达。JA 和

MeJA 可能是 I 族 PDR 基因的信号分子或者能诱导

其表达，进而转运植物次生代谢产物参与植物防御

反应。本研究采用 MeJA 诱导克隆了 PgPDR，通过

分析发现其属于 I 族，推测其可能具有转运次生代

谢产物的能力。 
本研究采用半定量 RT-PCR 证实 PgPDR 受

MeJA 诱导，与 MeJA 诱导的人参皂苷合成酶基因

表达有相似的变化趋势[14]。推测 MeJA 诱导合成酶

基因表达促进人参皂苷合成，合成的人参皂苷可能

激发转运系统，从而促进次生代谢产物在细胞器或

者细胞内的积累。总之，该研究首次从人参中克隆

出 PDR 转运蛋白基因片段，为进一步开展人参转运

蛋白基因克隆和功能研究奠定了基础。 
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