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刺五加 GAPDH 基因的克隆及序列分析 
邢朝斌*，吴  鹏，陈  龙，梁能松，何  闪 
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摘  要：目的  对刺五加 Eleutherococcus senticosus GAPDH 基因进行克隆及序列分析，使其成为可用的内参照基因。方法  采
用改良的异硫氰酸胍法提取刺五加总 RNA，运用 RT-PCR 法克隆 GAPDH 基因的部分序列，并以其为内参照基因进行半定

量 PCR。结果  克隆了长度为 627 bp 的刺五加 GAPDH 基因，推测其编码 209 个氨基酸，与三七、人参、拟南芥的 GAPDH
氨基酸序列同源性分别为 97%、93%、93%，核苷酸同源性分别为 94%、86%、84%。其作为内参照基因的半定量 PCR 具有

良好的扩增效果和重现性。结论  首次分离并克隆了刺五加 GAPDH cDNA，证实该序列可以作为基因表达分析的内参照基

因，为刺五加苷生物合成中关键酶的表达分析及调控机制研究奠定基础。 
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Cloning and sequence analyses of Eleutherococcus senticosus GAPDH 

XING Zhao-bin, WU Peng, CHEN Long, LIANG Neng-song, HE Shan 
College of Life Science, Hebei United University, Tangshan 063000, China 

Abstract: Objective  In order to make the gene a valuable internal control gene, GAPDH of Eleutherococcus senticosus was cloned and 
analyzed in sequence. Methods  Total RNA of E. senticosus was extracted using improved isothiocyanate method. Part sequence of 
GAPDH was colned by RT-PCR, and the sequence was acted as internal control gene for semiquantitative PCR. Results  Length 627 bp 
of E. senticosus GAPDH was cloned, speculating coding 209 amino acids. To compare the amino acid sequence of E. senticosus GAPDH 
with those of Panax notoginseng, P. ginseng, and Arabidopsis thaliana, the amino acid homology was 97%, 93%, and 93%, respectively, 
and the nucleotide homology was 94%, 86%, and 84%, respectively. When the sequence acted as internal control gene, the semiquantative 
PCR has benign amplification effect and good reproducibility. Conclusion  The cDNA clone of E. senticosus GAPDH is first reported, 
the results prove that the sequence is able to be internal control gene for analysis on gene expression. This study could make a foundation 
for the key enzyme expression and regulate mechanism analysis in eleutheroside biosynthesis pathway. 
Key words: Eleutherococcus senticosus (Rupr. et Maxim.) Harms; GAPDH gene; cloning; sequence analysis; internal control gene 
 

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）是高等植物糖

酵解过程中的关键酶，是维持生命活动能量形成的

最基本酶之一，具有高度的保守性[1]。GAPDH 作为

管家基因在不同个体及组织细胞中的表达相对恒

定，因此经常和 β-肌动蛋白（β-actin）、核糖体 RNA
（rRNA）等管家基因在半定量 RT-PCR、Real-time 
PCR 等基因表达量的研究中作为内参照基因[1-2]。 

刺五加 Eleutherococcus senticosus (Rupr. et 
Maxim.) Harms 是我国医药珍品，需求量较大[3]，目

前对其研究主要集中在化学成分，药理作用等方

面[4-7]，国内外关于刺五加 GAPDH 基因的研究尚未见

报道。本研究采用 RT-PCR 法克隆了刺五加 GAPDH

基因的部分序列，使其成为可用的内参照基因，并进

行序列分析和半定量 PCR 条件的探索，为 real-time 
PCR 技术在刺五加研究中的应用提供科学依据。 
1  材料 

刺五加分别采自吉林省伊通满族自治县、穆棱

市、梅河口市、珲春市、黑龙江省鸡西市、辽宁省本

溪市和河北省雾灵山国家级自然保护区，分别编号为

1～7。经河北联合大学生命科学学院邢朝斌副教授

鉴定为五加科植物刺五加 Eleutherococcus senticosus 
(Rupr. et Maxim.) Harms。以清水冲洗杂质，滤纸吸

干水分后的叶片作为刺五加总 RNA 提取的材料。 
RevertAidTM First strand cDNA synthesis Kit 
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（Fermentas）、IPTG、X-gal、异硫氰酸胍、LA Taq DNA
聚合酶、dNTPs、质粒小量提取试剂盒购自北京拜尔

迪生物技术有限公司。琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、

PGM-T 克隆试剂盒、TOP-10 感受态细胞购自天根生

化科技（北京）有限公司，其他试剂均为国产分析纯。 
2  方法 
2.1  总 RNA 的提取 

采用改良的异硫氰酸胍法提取刺五加叶片总

RNA。称取 0.7 g 叶片和 10 mg PVP 置于液氮预冷

的研钵中，加入液氮研磨成粉末。将粉末转移至加

入 2 mL 异硫氰酸胍提取缓冲液（4 mol/L 异硫氰酸

胍，25 mmol/L 柠檬酸钠 pH 7.0，0.5%十二烷基肌

胺酸钠，用前加 β-巯基乙醇至终体积分数 2%）冰

上预冷的 10 mL 离心管中，震荡混匀。依次加入 200 
μL 2 mol/L NaAc（pH 4.0）、2 mL 饱和酚、400 μL 氯
仿-异戊醇（24∶1），涡旋震荡混匀 3 min，冰浴 15 
min，4 ℃，13 000 r/min 离心 30 min。将上层水相

转移入另一离心管。加入等体积氯仿-异戊醇（24∶
1）涡旋震荡混匀，冰浴 5 min，4 ℃、13 000 r/min
离心 10 min，重复 2 次。吸取上层水相加入 1/3 体

积的 5 mol/L KAc，混匀，冰浴 15 min，4 ℃、13 000 
r/min 离心 15 min，取上清。加入 1/10 体积的 3 mol/L 
NaAc（pH 5.2）和 2.5 倍体积的无水乙醇，缓慢混

匀。−70 ℃放置 30 min，4 ℃、13 000 r/min 离心

30 min，弃上清。沉淀用 70%乙醇漂洗 2 次，晾干。

加入 20 μL DEPC 水溶解沉淀，−70 ℃保存。 
2.2  刺五加 GAPDH 基因的克隆 
2.2.1  总 RNA 的逆转录   逆转录反应按照

RevertAidTM First strand cDNA synthesis Kit
（Fermentas）说明书进行，反应产物−20 ℃保存。 
2.2.2  PCR 扩增  PCR 反应体系 50 μL，参照文献方

法[8]设计引物，上游引物 5’-GCCACTTGAAGGGTG- 
G-3’，下游引物 5’-CCATTCGTTGTCGTACCA-3’各
1.0 μL，10×Taq 缓冲液（含 15 mmol/L MgCl2）5 μL，
2.5 mmol/L dNTP 4 μL，模板 cDNA 和 LA Taq 酶各

1.5 μL，补 ddH2O 至 50 μL。反应条件：预变性 94 ℃、

5 min；变性 94 ℃、1 min；退火 54 ℃、30 s；延伸

72 ℃、30 s。30 个循环后 72 ℃延伸 10 min。取 10 μL
扩增产物在 1.2%琼脂糖凝胶上电泳鉴定。 
2.2.3  PCR 产物回收、克隆及序列测定  PCR 产物

经 1.2%琼脂糖凝胶电泳后，紫外光下切下目的条

带，按照琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒说明书进行

回收纯化后，与 PGM-T Vector 16 ℃连接过夜，将

重组质粒转化 TOP-10 感受态细胞。涂布在含 IPTG、

X-gal 和 AMP 的 LB 平板上。37 ℃培养 14 h，随机

挑选 10 个白斑，摇菌培养 10～12 h，用质粒小量提

取试剂盒提取质粒，PCR 扩增验证为阳性的质粒送

Takara 公司测序，PCR 条件同“2.2.2”项。 
2.2.4  序列分析  将获得的序列通过 DNAman 6.0 
翻译成氨基酸序列，利用 BLAST 搜索 NCBI 上的

核苷酸数据库和氨基酸数据库中近缘物种的

GAPDH 序列信息，并进行系统进化分析。 
2.2.5  相对定量 PCR  利用 Premier 5.0 软件，在已

克隆的刺五加 GAPDH 基因、鲨烯合酶基因的保守

区段设计扩增长度分别为 372、349 bp 的引物。

GAPDH 基因上游引物 GS：5’-GATTTGGCATTGT- 
TGAGGG-3’、下游引物 GX：5’-TGCTATCGCCTA- 
TGAAGTCC-3’。PCR 反应体系 25 μL：上、下游引

物、模板 cDNA 和 Taq 酶各 1.5 μL，10×Taq 缓冲

液（含 15 mmol/L MgCl2）2.5 μL，2.5 mmol/L dNTP 
2 μL，补 ddH2O 至 25 μL。反应条件：预变性 94 ℃、

5 min；变性 94 ℃、1 min；退火 51 ℃、30 s；延

伸 72 ℃、30 s。35 个循环后 72 ℃延伸 5 min。将

4 μL PCR 产物加样至 1.2%琼脂糖凝胶样品孔中，

在 1×TAE 电泳缓冲液中电泳鉴定 PCR 产物，紫外

灯下观察，并照相记录实验结果。用凝胶影像分析

软件（Quantity One）测定每个条带的吸光度值，并

计算样品条带与内参基因 GAPDH 条带的吸光度

比值，该值为半定量 RT-PCR 的结果。 
3  结果与分析 
3.1  总 RNA 质量分析 

采用改良的异硫氰酸胍法提取的刺五加叶片总

RNA 完整性好、无降解。28S 和 18S RNA 条带明

亮清晰，28S RNA 条带的亮度约为 18S RNA 条带

的 2 倍（图 1），紫外分光光度法测得 RNA 得率为

72～85 μg/g，A260/A280为 1.8～2.0，表明总 RNA 的 
 

 
1～4-刺五加总 RNA  M-D2000 Marker 

1—4-total RNA of E. senticosus  M-D2000 Marker 

图 1  刺五加总 RNA 电泳图 
Fig. 1  Electrophoretogram of E. senticosus total RNA  
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质量较高，可用于后续实验。 
3.2  刺五加 GAPDH 基因的扩增与克隆 

RT-PCR 扩增刺五加各样本的 cDNA 均获得长

度约 600 bp 的片段（图 2），与预期片段长度相符。

将扩增片段重组入 PGM-T Vector 后，PCR 扩增，

经琼脂糖凝胶电泳检测到与刺五加总 RNA 的

RT-PCR 产物大小相等的片段（图 3），说明上述片

段已经与载体连接，GAPDH 基因的 cDNA 已克隆。 
3.3  刺五加 GAPDH 基因 cDNA 序列分析 

测序结果表明，所获得的 GAPDH 基因 cDNA
片段的长度为 627 bp，与预计的结果相符。推测其

共编码 209 个氨基酸。利用 Clustal W 进行比对，

该片段的核苷酸序列与三七、人参、拟南芥的

GAPDH 核苷酸序列同源性分别为 94%、86%、84%，

氨基酸序列的同源性分别为 97%、93%、93%（图 4）。
说明成功克隆了刺五加 GAPDH 基因的部分序列。

该序列已登录 Genbank，登录号为 HQ184063。同

时在 GenBank中未查询到刺五加的 GAPDH基因，

因此本实验首次分离刺五加 GAPDH 基因并报道了

其 cDNA 克隆。 
3.4  相对定量 PCR 分析 

相对定量 PCR 的扩增结果表明，刺五加的

GAPDH 基因和鲨烯合酶基因均获得了清晰的片

段，无非特异性扩增，引物二聚体少（图 5、6），
扩增长度与预期相符，测序结果与目的片段相同。 
7 个不同产地刺五加 GAPDH 基因的吸光度值分别

为：6 860.03±356.82、7 676.77±483.05、8 349.46± 

535.67、4 646.99±245.54、2 613.44±176.33、
8 510.49±528.49、9 459.59±604.47，鲨烯合酶基因的

相对表达量分别为：1.26±0.14、1.58±0.18、1.73±
0.16、1.40±0.15、3.29±0.42、1.77±0.17、1.94±0.22。
GAPDH 基因在同一产地各重复间的吸光度值、鲨 

 
1～4-PCR 产物  M-D2000 Marker 

1—4-PCR products  M-D2000 Marker 

图 2  刺五加 GAPDH 基因 RT-PCR 产物电泳图 
Fig. 2  Electrophoretogram of RT-PCR products 

of E. senticosus GAPDH gene 

 
1～4-重组 PCR 产物  M-D2000 Marker 

1—4-recombinant PCR products  M-D2000 Marker 

图 3  刺五加 GAPDH 基因重组质粒 PCR 电泳图 
Fig. 3  Eelectrophoretogram of recombinant plasmid  

PCR of E. senticosus GAPDH gene 

 
1-刺五加 GAPDH  2-三七 GAPDH  3-人参 GAPDH  4-拟南芥 GAPDH  *代表保守氨基酸 

1-E. senticosus GAPDH  2-P. notoginseng GAPDH  3-P. ginseng GAPDH  4-A. thaliana GAPDH  *stands for conserved amino acids 

图 4  刺五加 GAPDH 基因 cDNA 序列分析及与三七、人参、拟南芥氨基酸序列比对 
Fig. 4  Amino acid sequence alignment of GAPDH gene in E. senticosus with those in P. notoginseng, P. ginseng, and A. thaliana 
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1～7-7 个不同产地样本的 PCR 扩增产物  M-D2000 Marker 
1—7-PCR amplification products of seven different producing areas  
M-D2000 Marker 

图 5  刺五加 GAPDH 基因相对定量 PCR 电泳结果 
Fig. 5  Electrophoretogram of relative quantification PCR 

in E. senticosus GAPDH gene 

 
1～7-7 个不同产地样本的 PCR 扩增产物  M-D2000 Marker 
1—7-PCR amplification products of seven different producing areas 
M-D2000 Marker 

图 6  刺五加鲨烯合酶基因相对定量 PCR 电泳结果 
Fig. 6  Electrophoretogram of relative quantification PCR 

in E. senticosus squalene synthase 

烯合酶基因各重复间的相对表达量均无显著性差异。

说明所克隆的刺五加 GAPDH 基因表达相对恒定，可

作为基因表达定量的内参照基因。 
4  讨论 

GAPDH 是一种古老的酶，在很多物种中均有分

布，主要存在于细胞质、线粒体和叶绿体中[1]。高等

植物中 GAPDH 蛋白存在 2 种，一种严格依赖 NAD+

存在于胞液中，在糖酵解中起作用，由 4 个相同的亚

基组成，每一个亚基均有 GapC 基因（即依赖 NAD+

的胞质型 GAPDH 基因）编码[9-10]。另一种存在于叶

绿体中，是叶绿体内的标记酶，在 NAPD（H）的存

在下起作用[1]。两种形式的 GAPDH 氨基酸同源性＜

45%，其编码基因的同源性也很低[1,11]。本实验克隆

的刺五加 GAPDH 基因所推测的氨基酸序列与三七、

拟南芥的胞质型依赖 NAD+的 GAPDH 基因同源性高

达 97%、93%，因而初步推断所克隆的刺五加 GAPDH
基因为胞质型依赖 NAD+的 GAPDH 基因。 

GAPDH 基因在生物体的不同组织、细胞中，或

同一组织、细胞的不同生理状态下表达量相对稳定，

在定量、半定量 PCR 试验中常作为内参照基因。本

实验中设计的扩增长度为 372 bp 的一对引物可特异

性地扩增目的基因，且引物二聚体少，可用于基

因表达的定量分析。因此，虽然本实验仅获得了

刺五加 GAPDH 基因的部分序列，但已经能够满

足半定量 PCR 试验中引物设计的要求。同时利用

上述引物，采用 Real-time PCR 技术对不同产地刺

五加鲨烯合酶基因表达的定量分析也获得较好的

结果。 
本研究获得了刺五加长度为 627 bp 的

GAPDH 基因片段，且其定量、半定量 PCR 的引

物具有较好的扩增效果和重现性，对刺五加苷生

物合成中关键酶的表达分析及调控机制研究具有

重要的意义。 
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