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党参肌动蛋白基因片段的克隆及序列分析 
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摘  要：目的  对党参肌动蛋白（actin）基因进行克隆及序列分析。方法  根据已经克隆的植物 actin 基因的保守序列设

计一对简并性引物，以党参根部总 RNA 为模板，采用 RT-PCR 的方法扩增 actin 基因片段并连接到 pMD19-T Simple 载体

上，阳性克隆经 PCR 检测后进行测序。结果  得到一段 603 bp 的序列，序列分析表明，该片段编码 200 个氨基酸，与高

等植物 actin 基因核苷酸序列同源性在 78%以上，与其他肌动蛋白氨基酸序列同源性达 90%以上。结论  首次从党参中克

隆出了 actin 基因，为有效利用该基因奠定了基础。 
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Cloning and sequence analysis of actin gene fragment from roots 
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Abstract: Objective  To clone and sequence the cDNA encoding actin gene from the roots of Codonopsis pilosula. Methods  
Degenerate primers were designed based on the conserved sequences of the actin gene from other plants. Total RNA was extracted 
from the roots of C. pilosula. Actin gene fragment was obtained by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
PCR products are sub-cloned into pMD19-T Simple vector. The positive clone identified by PCR was sequenced. Results  The 
sequencing result revealed that the actin gene fragment from the roots of C. pilosula contained about 603 bp, encoding 200 amino 
acids. Sequence analysis suggested that the nucleotide sequence and the translated amino acid sequence shared over 78% and 90% of 
homology respectively with actin gene sequences from other higher plants. Conclusion  It is the first report that a novel actin gene 
is cloned from roots of C. pilosula.This work lays a foundation for application to actin gene. 
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肌动蛋白（actin）是真核生物细胞中普遍存在

的一种重要蛋白质，植物肌动蛋白是单一多肽链的

球状蛋白，由 375～377 个氨基酸组成，相对分子质

量为 4.2×104[1]。在植物中，以 actin 和微管蛋白为

基础，它或是与质膜相关，或是横贯细胞质，不同

程度地影响着细胞分裂、分化、胞内囊泡运输、细

胞壁的生物合成、共生现象、胞吞胞吐作用以及膜

的循环利用等[2]。迄今为止，已经从许多高等植物，

如花生 Arachis hypogaea L.[3]、霸王 Zygophyllum 
xanthoxylum (Bunge) Maxin[4] 、地黄 Rehmannia 
glutinosa (Gaertn.) Libosch. ex Fisch. et Mey[5]、碱蓬

Suaeda glauca (Bunge) Bunge[6]和微孔草 Microula  
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sikkimensis (C. B. Clarke) Hemsl.[7]等中克隆到了

actin 基因。actin 作为真核细胞中普遍存在的高度保

守蛋白，各种生物间肌动蛋白氨基酸序列的同源性

高达 70%～100%[8]。由于其在各种组织中恒定表达，

常被作为一种重要的看家基因以比较不同来源的目

的基因表达量的差异[9]。 
党参为桔梗科党参属植物党参 Codonopsis 

pilosula (Franch.) Nannf.的干燥根，其性味甘、平，

无毒，具有补中益气、健脾益肺等功效，主产于甘

肃、陕西、山西、四川以及东北地区。以根入药，

主要含有皂苷、菊糖、果糖、植物甾醇、微量生物

碱、多种人体必需的氨基酸及微量元素类成分[10-13]。

近年来，党参在治疗冠心病、高脂血症、低血压病

和功能性子宫出血等病症方面取得了进展，并将党

参用于保健食品的研制与开发，使其用量速增[14]。

为提高党参的抗病性、抗逆性和有效成分量，需要

深入分析其体内相关功能基因的表达模式及其调控

机制。本研究采用 RT-PCR 法克隆到作为内标参照

的党参 actin 基因片段，并进行一系列序列分析，为

研究其他重要功能基因在党参中的表达和调控机制

奠定理论基础。 
1  材料与试剂 
1.1  材料 

党参当年生种子于2009年10月采自甘肃岷县，

经甘肃中医学院王引权教授鉴定为桔梗科党参属植

物党参 Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf.。将种子

在滤纸上发芽一周后，移栽至装有蛭石的穴盘中，

用 Hoagland 营养液培养，置于温度为 25 ℃、光暗

为 14/10 h、光照强度为 2 000 lx、湿度为 60%的培

养室中培养 28 d 后，取幼苗鲜根，用于总 RNA 提

取。大肠杆菌菌株 Escherichia coli DH5a 由本实验

室保存。其他植物的 actin 基因的来源见表 1。 

表 1  Actin 基因的来源 
Table 1  Origins of actin genes 

1.2  试剂 
UNIQ—10 柱式 Trizol 总 RNA 抽提试剂盒

（Sangon，上海）、MMLV 第一链 cDNA 合成试剂

盒（BBI，加拿大）、PCR 扩增试剂盒（Sangon，
上海）、PCR 产物回收试剂（Sangon，上海）、PCR
产物克隆试剂盒（Sangon，上海），DNA Marker

（北京天根），其他试剂均为分析纯产品。 
2  方法 
2.1  引物设计与合成   

通过已经克隆出来的植物 actin 基因的核苷酸

序列进行同源性比较，找出高度保守的区段，根据

引物设计原则，利用 DNAMAN 和 Primer 5.0 生物

软件设计一对简并引物 Pl、P2，用于扩增党参 actin
基因片段，推测目的片段的长度为 600 bp 左右。

引物由上海生工生物工程有限公司合成。P1：
5’-GTGGWCGTACMACHGGTATTGTG-3’，P2：
5’-GAACCKCCAMTCCAATCCAGA-3’，其中 W＝

A＋T、M＝A＋C、H＝A＋C＋T、K＝G＋T。 
2.2  总 RNA 的提取   

党参根部总 RNA 提取方法按照试剂盒说明书

进行。将提取到的总 RNA 在使用和保存之前进行

检测，使用 NanoDrop 1000 核酸检测仪，根据 A 值

鉴定所提 RNA 的纯度（A260/A280 的值在 1.8～2.0，
说明 RNA 无杂质污染）及浓度；并依照测定出的

RNA 产量确定下一步合成 cDNA 所需模板的用量。 
2.3  RT-PCR 扩增 

cDNA 第一链合成按照试剂盒说明书进行。

PCR 反应体系：在 200 μL PCR 管中加入下列组分，

Sterilized ddH2O 32.5 μL、MgCl2（25 mmol/L）3 μL、
10×PCR 缓冲液 5 μL、dNTP（2 mmol/L）5 μL、
P1（10 μmol/L）1 μL、P2（10 μmol/L）1 μL、cDNA 
2 μL 和 Taq DNA polymerase（5 U/μL）0.5 μL，总

体积为 50 μL。PCR 反应：94 ℃预变性 2 min，94 
℃变性 30 s、56 ℃退火 45 s、72 ℃延伸 50 s，30
个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。PCR 扩增产物用

1.2%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析系统（美国

Alpha 3400）检测，目的片段回收和纯化按照胶回

收试剂盒说明书进行。 
2.4  阳性克隆的筛选与鉴定 

将回收目的片段与 pMD19-T Simple 载体按照

摩尔比 10∶1 混合，于 16 ℃连接 2 h。连接产物全

部加入到 100 μL 感受态大肠杆菌细胞中，冰浴 30 
min；42 ℃热激 90 s；冰浴 1 min。加入 800 μL 无

编号 物种 基因登录号 
ZxACT 霸王 Z. xanthoxylum EU019550 
PtACT 白杨 Populus trichocarpa EF418792 
LtACT 毒麦 Lolium temulentum EU328529 
PbACT 刚竹 Phyllostachys bambusoides EU009452 
SgACT 碱蓬 S. glauca EU429457 
AtACT 拟南芥 Arabidopsis thaliana AY096397 
OsACT 水稻 Oryza sativa AY212324 
PutACT 小花碱茅 Puccinellia tenuiflora FJ545641 
ZmACT 玉米 Zea mays EU967073 
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氨苄青霉素的液体 LB 培养基，摇菌 1 h（37 ℃，

180 r/min）。将菌液加入含有氨苄、X-gal 和 IPTG
的 LB 固体培养基上，37 ℃过夜培养。第 2 天，挑

选白色单菌落，经 PCR 检测后送上海生工生物工程

有限公司测序。 
2.5  序列的生物信息学分析 

Blast 搜索在 NCBI 网站上进行，序列的比较、

翻译和作图等在 DNAMAN 生物软件上进行。 
3  结果与分析 
3.1  总 RNA 的提取及检测 

以党参根为材料提取的总 RNA，经过甲醛变性

凝胶电泳检测结果显示28S rRNA和18S rRNA条带

清晰（图 1），前者亮度约是后者的 2 倍，说明所提

取的 RNA 完整性较好；经 NanoDrop 1000 核酸蛋

白检测仪测得 A280 nm/A260 nm 平均值为 1.95，表明

RNA 纯度较高，可用于 RT-PCR 扩增。 
 

 

图 1  党参根系总 RNA 的甲醛变性凝胶电泳图 
Fig. 1  Formaldehyde agarose gel electrophoresis 

of total RNA from roots of C. pilosula 

3.2  RT-PCR 扩增 
以总 RNA 反转录所得到的第一链 cDNA 为模

板，用 actin 基因的简并性引物 P1 和 P2 进行 PCR
扩增。扩增产物经检测发现约在 600 bp 处有一条亮

带（图 2），且上下无杂带，与推测的目的片段的大

小一致，可能是 actin 基因片段，有待进一步鉴定。 

 
M-DNA Marker  1-PCR 产物 

M-DNA Marker  1-PCR product 

图 2  actin 基因的 RT-PCR 产物凝胶电泳 
Fig. 2  Gel electrophoresis of actin gene RT-PCR product  

3.3  阳性克隆的鉴定 
将回收纯化的目的片段连接到 pMD19-TSimple

克隆载体上，转化 Escherichia coli DH5a，从转化的

平板上随机挑取 10 个阳性克隆，随后从这些克隆中

任选 3 个提取质粒进行 PCR 扩增，经检测片段大小

约为 600 bp（图 3），与 RT-PCR 结果一致，表明这

些克隆为阳性克隆，可以进行测序。 
3.4  序列分析 

将重组 pMD19-T Simple 质粒进行测序，得到

一段长度为 603 bp 的序列，编码 200 个氨基酸（图

4），Blast 比对结果显示，该片段与其他植物的 actin
基因核苷酸序列的同源性在 78%以上，表明所克隆 

 

M-DNA Marker  1～3-阳性克隆 
M-DNA Marker  1－3-positive clones 

图 3  阳性克隆的 PCR 鉴定 
Fig. 3  PCR identification of positive clones 

 

图 4  党参 actin 基因片段的核苷酸序列及推测的氨基酸序列 
Fig. 4  Nucleic acid sequence and deduced amino acid 

sequence of actin gene fragment from roots   
of C. pilosula 
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到的片段为 actin 基因片段。将推测的党参的 actin
基因的氨基酸序列片段和其他植物 actin 基因的氨

基酸序列进行多重比较（图 5），发现其保守氨基

酸多达 174，而非保守氨基酸仅有 26 个。这表明

克隆的片段为 actin 基因的高度保守区域，并将其

命名为 CpACT。另外，由图 6 可见，它与小花碱

茅、玉米、水稻、白杨、刚竹、拟南芥、毒麦、霸

王和碱蓬的氨基酸序列同源性分别为 96%、95.5%、

95%、95%、94.5%、94.5%、94.5%、93.5%、90.5%，

这进一步证明 actin 是一种高度保守的蛋白。 
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图 5  党参 actin 氨基酸序列与其他植物 actin 氨基酸序列多重比较 
Fig. 5  Multiple comparison in amino acid sequence of actin between roots of C. pilosula and other plants  

 

图 6  党参与其他植物 actin 氨基酸序列同源性分析 
Fig. 6  Homological analysis on amino acid sequence of actin 

between roots of C. pilosula and other plants  

4  讨论 
植物肌动蛋白具有高度的保守性，Hightower

等 [15]的研究表明，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。研究表明，actin

基因不论在核苷酸还是氨基酸水平上都具有高度的

保守性和同源性，这暗示了 actin 作为看家基因在

植物生命活动过程中起着非常重要的作用。本研究

得到的党参 actin 基因片段与其他植物 actin 基因核

苷酸序列的同源性均在 78%以上，而与氨基酸序列

的同源性则在 90%以上。由此可见，高等植物的

actin 是一种高度保守的看家基因，本实验结果也证

明了这一点。党参作为一种常用大宗补益类中药材，

稳定产量、提高品质是重点的生产目标。但近年来，

党参立枯病、锈病、斑枯病、纹枯病、根腐病和

紫纹羽病等频发在生产上造成了较为严重的经济

损失[16]，因此，对党参相关功能基因的研究显得尤

为重要。相关研究表明，向植物中转入病毒的 RNA
基因、病毒的反义 RNA 基因、植物自己编码的抗

病毒基因等能有效地提高药用植物的抗病性和抗

逆性[17]，要深入研究这些基因表达模式及调控机

制，往往需要内标参照，actin 基因由于其表达比
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较稳定，常作为植物重要的内标基因[9]。但是在

GenBank 数据库中未能搜索到有关党参的肌动蛋

白基因序列，因此本研究结果填补了这方面的空

白，为研究其他功能基因的表达和调控机制奠定

基础。 
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