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吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因全长 cDNA 克隆及序列分析 
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摘  要：目的  克隆吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因的全长 cDNA 序列。方法  根据已获得的吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因核心片段序

列设计 4 条特异性引物，采用 RACE 和巢式 PCR 方法克隆获得吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因全长 cDNA。结果  吴茱萸

Mn/Fe-SOD 基因全长 cDNA 序列共 1 048 bp，包含一个 687 bp 的开放阅读框（open reading frame，ORF），共编码 228 个氨

基酸。结论  首次从吴茱萸中克隆得到了 Mn/Fe-SOD 基因的全长 cDNA 序列，为研究该基因在吴茱萸体内超量表达以提高

植物抗逆性研究奠定基础。 
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Full-length cDNA cloning and sequence analysis of Mn/Fe superoxide dismutase 
gene in Evodia rutaecarpa 
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Abstract: Objective  To clone the full-length cDNA sequence of Mn/Fe superoxide dismutase (Mn/Fe-SOD) gene of Evodia 
rutaecarpa. Methods  Four gene specific primers were designed according to the previously obtained core sequence of Mn/Fe-SOD 
gene fragment in E. rutaecarpa. RACE and nested PCR technologies were used to clone the full-length cDNA of Mn/Fe-SOD gene in 
E. rutaecarpa. Results  The full-length cDNA sequence of Mn/Fe-SOD gene composed of 1 048 bp was obtained including an open 
reading frame (ORF) with 687 bp corresponding to 228 amino acids. Conclusion  The full-length cDNA sequence of Mn/Fe-SOD 
gene in E. rutaecarpa is cloned and reported for the first time, which lays a foundation for researching the gene excess expression in 
order to increase stress resistance of E. rutaecarpa. 
Key words: Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth.; Mn/Fe-SOD gene cloning; RACE; open reading frame (ORF); sequence analysis 
 

超氧化物歧化酶（SOD）是一种广泛存在于生

物体中的金属酶。SOD 根据结合的金属离子不同，

分为 Cu/Zn-SOD、Mn/Fe -SOD，高等植物细胞质和

叶绿体中主要以 Cu/Zn-SOD 为主[1]，而 Mn/Fe-SOD
主要存在于线粒体中 [2] 。 Cu/Zn-SOD 基因与

Mn/Fe-SOD 基因起源不同，区别较大，并无同源性，

而 Mn-SOD 基因和 Fe-SOD 基因起源于共同的祖先

基因[3]。SOD 是清除生物体内超氧阴离子等自由基

的一种重要抗氧化酶，与植物抗逆性密切相关[4]。

已有多种植物的 Cu/Zn-SOD 基因被克隆，并研究了

其在植物体内的表达与逆境胁迫的关系，与之相比，

植物 Mn/Fe-SOD 基因研究较少，主要集中在菌类微

生物和水生动物上[5-6]。目前在 GenBank 数据库中仅

搜索到番茄、辣椒、银杏、莲、山茶、棉花等数条

Mn/Fe-SOD基因cDNA全长序列。近年来对植物SOD
理化性质研究表明，Mn/Fe-SOD 具有比 Cu/Zn-SOD 
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更加稳定，且不容易受到毒害作用的优点。 
本实验以吴茱萸为研究对象，采用 RACE 技术

克隆得到了吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因，对克隆所得

序列进行了同源性分析，并采用生物信息学分析方

法对编码的氨基酸序列从氨基酸组成、理化性质、

二级结构和功能、亲/疏水性等进行了预测和分析，

为深入研究该基因功能以及吴茱萸抗逆育种研究奠

定基础。 
1  材料 

样品于2011年4月从江西省樟树市吴城镇吴茱

萸 GAP 基地采摘，经江西中医学院张寿文教授鉴

定为吴茱萸 Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth. 的健康

幼嫩叶片作为供试材料，于−80 ℃超低温冰箱中保

存，备用。引物由 Invitrogene 公司提供，RACE 试

剂盒购自Clontech公司，Taq DNA聚合酶、pMD18-T
载体购自 Takara 公司，DNA marker 购自北京全式

金生物有限公司，大肠杆菌 DH5α由本实验室保存，

其余试剂均为进口或国产分析纯。 
2  方法 
2.1  总 RNA 提取   

采用改良异硫氰酸胍法提取吴茱萸幼嫩叶片总

RNA[7]。 
2.2  特异性引物设计   

根据吴波等[8]已克隆的吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基

因核心片段序列设计克隆吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因

5’和 3’的特异性引物用于巢式 PCR 扩增。引物序列

详见表 1。 

表 1  特异性引物序列 
Table 1  Specific primers sequences 

引物名 RACE 引物序列 

3’GSP1 TGGATGGGTGTGGCTTGGTTTAGAT 

3’GSP2 AGATGTTTGGGAGCACGCCTATTAC 

5’GSP1 GACCTCCGCCGTTGAACTTGATAGC 

5’GSP2 TCTGGTGGTGTTTCTGACTCTGCGT 
 
2.3  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因 3’RACE 和 5’RACE 
PCR 扩增   
2.3.1  3’RACE 的扩增  采用 BD smart 3’RACE 
cDNA 扩增原理扩增吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因 3’端。 
3’RACE 第 1 链 cDNA 合成：取 3 μL 模板总 RNA，

加 1 μL Oligo(dT)18 引物，加 DEPC 处理过的水 8.5 
μL，70 ℃变性 5 min，迅速放在冰上 5 min；然后

依次加入 5×Reaction 缓冲液 4 μL、10 mmol/L 

dNTPs 2 μL、M-MLV反转录酶 1 μL、RNase-Inhibitor
（10 U/μL）0.5 μL，离心，42 ℃，1 h；95 ℃，5 min。
以合成的 3’RACE 第 1 链 cDNA 为模板，以 3’GSP1
和 UPM 为引物进行第 1 轮 PCR；以第 1 轮 PCR 产

物稀释 100 倍为模板，以 3’GSP2 和 NUP 为引物进

行第 2轮巢式 PCR扩增。第 1轮扩增采用降落 PCR，
具体程序：94 ℃、5 min；94 ℃、30 s，72 ℃、2 min
（5 个循环）；94 ℃、30 s；70 ℃、30 s，72 ℃、90 s
（5 个循环）；94 ℃、30 s；68 ℃、30 s，72 ℃、90 s
（25 个循环）；72 ℃、10 min。第 1 轮扩增 PCR 反

应体系为 50 μL，具体反应组分：dd H2O 32.75 μL，
10×ex Taq 缓冲液 5 μL，dNTP（2.5 mmol/L）4 μL，
第 1 链 cDNA 2 μL，UPM（10 μmol/L）5 μL，3’GSP1

（10 μmol/L）1 μL，ex Taq DNA 聚合酶（5 U/μL）
0.25 μL。第 2 轮扩增程序为：94 ℃、5 min；94 ℃、

30 s，65 ℃、30 s，72 ℃、90 s（35 个循环）；72 ℃、

10 min。第 2 轮扩增 PCR 反应体系为 50 μL，具体

反应组分：dd H2O 33.75 μL，10×ex Taq 缓冲液 5 
μL，dNTP（2.5 mmol/L）4 μL，第 1 轮 PCR 产物

稀释 100 倍液 5 μL 巢式引物 NUP（10 μmol/L）1 μL，
3’GSP2（10 μmol/L）1 μL，ex Taq DNA 聚合酶（5 
U/μL）0.25 μL。 
2.3.2  5’RACE 的扩增  采用 BD smart 5’RACE 
cDNA 扩增原理扩增，采用巢式 PCR 扩增吴茱萸

Mn/Fe-SOD 基因 5’端。5’RACE 第 1 链 cDNA 合成：

取 3 μL 模板总 RNA，依次加入 5’-CDS 引物 1 μL，
寡聚核苷酸引物 I （Oligo-I）1 μL，混匀简单离心，

70 ℃温育 2 min，迅速放在冰上冷却 2 min，简单离

心；然后依次加入 5×first-strand 缓冲液 2 μL、20 
mmol/L DTT 1 μL、10 mmol/L dNTPs 1 μL、M-MLV
反转录酶 1 μL，离心，42 ℃温育 1.5 h；72 ℃，7 min。
第 1 轮降落 PCR 扩增合成的 5’RACE 第 1 链 cDNA
为模板，以 5GSP1 和 UPM 为引物。具体程序：94 
℃、5 min；94 ℃、30 s，72 ℃、90 s（5 个循环）；

94 ℃、30 s；70 ℃、30 s，72 ℃ 90 s（5 个循环）；

94 ℃、30 s；68 ℃、30 s，72 ℃、90 s（27 个循环）；

72 ℃、10 min。第 1 轮 PCR 反应体系为 50 μL，具

体反应组分：dd H2O 34.5 μL，10×Ex Taq 缓冲液 5 
μL，dNTP（2.5 mmol/L）4 μL，第 1 链 cDNA 2.5 μL，
UPM（10 μmol/L）1.5 μL，5’GSP1（10 μmol/L）1 μL，
ex Taq DNA 聚合酶（5 U/μL）1 μL。第 2 轮扩增程

序：94 ℃、5 min；94 ℃、30 s，67 ℃、30 s，72 ℃、

90 s（35 个循环）；72 ℃ 7 min。第 2 轮扩增 PCR
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反应体系为 50 μL，具体反应组分：dd H2O 33.75 μL，
10×ex Taq 缓冲液 5 μL，dNTP（2.5 mmol/L）4 μL，
第 1 轮 PCR 产物稀释 100 倍液 5 μL，NUP（10 
μmol/L）1 μL，5’GSP2（10 μmol/L）1 μL，ex Taq DNA
聚合酶（5 U/μL）0.25 μL。 
2.4  PCR 产物克隆与重组质粒鉴定 

使用琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化 PCR 产物，与

pMD18-T 载体连接。将连接产物转化大肠杆菌

DH5α，在 X-gal/IPTG/Amp 琼脂平板进行蓝白斑筛

选，挑取白色菌落培养。用 SDS 碱裂解小量法提取

质粒 DNA，用 EcoRI 和 Hind III 双酶切鉴定所筛选

的阳性克隆。 
2.5  序列分析   

Invitrogene 公司对选取的阳性克隆进行测序。

采用 Blast 程序进行同源性搜索，用 DNAstar 5.0 软

件进行 DNA 序列拼接。使用蛋白质分析软件对所

编码的氨基酸性质进行分析。 
3  结果与分析 
3.1  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因全长 cDNA 克隆 

利用 3’RACE和 5’RACE方法分别获得一条 422 
bp（图 1）和 352 bp（图 2）的特异性条带，并经过

双酶切鉴定。把测序结果进行序列拼接后获得完整

的吴茱萸Mn/Fe-SOD 基因全长 cDNA 序列，共 1 048 
bp，包含一个 687 bp 的开放阅读框，该序列已提交

GenBank 基因数据库，登录号为 JQ285852。 
3.2  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因序列同源性分析 

采用 Blast 程序对克隆所得序列进行同源性比 

 

M-Marker  1-3’RACE 产物 
  M-Marker  1-3’RACE product 

图 1  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因 3’RACE PCR 产物 (A) 

和重组质粒酶切 (B) 电泳结果 
Fig. 1  Electrophoresis of PCR product (A) and recombinant  

plasmid digestion (B) of Mn/Fe-SOD gene 3’RACE  
in E. rutaecarpa  

 

M-Marker  1-5’RACE 产物 
  M-Marker  1-5’RACE product 

图 2  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因 5’RACE PCR 产物 (A) 
和重组质粒酶切 (B) 电泳结果 

Fig. 2  Electrophoresis of PCR product (A) and recombinant 
plasmid digestion (B) of Mn/Fe-SOD gene 5’RACE 
in E. rutaecarpa 

较。吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因核苷酸序列与芸香科

金橘属植物金橘的同源性最高，达 90%，与盐芥、

葡萄、向日葵、木榄木、海榄雌和巴尔干苣苔不同

科属植物的同源性分别为 83%、82%、81%、80%、

79%和 76%；该基因氨基酸序列与金橘的同源性为

94%，与盐芥、葡萄、向日葵、木榄木、海榄雌和

松等植物的同源性分别为 81%、82%、78%、80%、

83%和 75%。 
3.3  吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因编码氨基酸的理化性

质分析 
使用 ProtParam 分析软件，对本实验克隆所得

基因的氨基酸序列的氨基酸相对分子质量、理论等

电点、蛋白质不稳定指数等理化性质进行了分析，

结果显示，吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基因氨基酸相对分

子质量为 2.543 41×107；理论等电点 pI 为 7.16，属

于碱性蛋白；量最丰富的氨基酸为亮氨酸，占总氨

基酸量的 11.8%；蛋白质不稳定指数为 36.52，属于

稳定类蛋白。 
3.4  二级结构预测与分析 

使用SOPMA软件预测了吴茱萸Mn/Fe-SOD基

因氨基酸序列的二级结构，结构显示，吴茱萸

Mn/Fe-SOD 基因氨基酸由 50.88%的 α-螺旋、4.82%
的 β-折叠、13.16%的延伸链和 31.14%的无规则卷

曲组成。 
3.5  亲/疏水性预测 

使用 ProtScale 软件预测吴茱萸 Mn/Fe-SOD 基

因氨基酸序列的亲/疏水性，从整体上看，亲水性氨
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基酸多于疏水性氨基酸，整个多肽链表现为亲水性。 
3.6  信号肽预测 

使用 SignalP Server 软件预测吴茱萸 Mn/Fe- 
SOD 基因氨基酸序列的信号肽，结果表明，吴茱萸

Mn/Fe-SOD 为非分泌蛋白；信号肽可能性为 0.135，
因此，吴茱萸 Mn/Fe-SOD 不具有信号肽；酶切位

点分析其最可能的酶切位点在 31 号到 32 号氨基酸

之间。 
4  讨论 

本实验采用 RACE 技术克隆了吴茱萸 Mn/Fe- 
SOD 基因，获得了 cDNA 全长序列，长 1 048 bp，
包含一个完整的开放阅读框共 687 bp，编码 228 个

氨基酸。通过序列同源性分析，发现与 Cu/Zn-SOD
基因相比，Mn/Fe-SOD 基因在不同科植物中变异程

度较大，同源性较低。由此可以推断，植物 Mn/Fe- 
SOD 基因进化速率较 Cu/Zn-SOD 快。该推断与本

课题组在研究柑橘类植物 SOD 基因分子进化时得

到的研究结果相符[9]。 
SOD 基因是植物抗逆抗氧化的重要功能基因

之一，与植物 Cu/Zn-SOD 基因研究相比，Mn/Fe-SOD
基因研究基础薄弱，其原因之一可能在于 Mn/Fe- 
SOD 在植物内的分布不广泛，仅存在于叶绿体或线

粒体中。但是，近年来的研究发现，在烟草、百合、

仙客来等植物中导入外源 Mn/Fe-SOD 基因可以明

显增强其抗性[10-11]。除此之外，在植物中，Mn/Fe- 
SOD 较 Cu/Zn-SOD 活性稳定，在其溶液中 H2O2、

DTT 和 NaN3 等化学物质对其活性影响很小，无中

毒现象[12]。本实验为今后在此研究基础上，科学合

理地评价 Cu/Zn-SOD 基因和 Mn/Fe-SOD 基因对吴

茱萸抗逆性的影响及以后的吴茱萸抗性品种选育奠

定前期基础。 
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