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地黄 RgMATE6 转运蛋白基因的克隆、亚细胞定位与表达分析1 
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摘  要：目的  克隆地黄多药及有毒化合物外排（multidrug and toxic compound extrusion，MATE）转运蛋白基因 RgMATE6，

并进行亚细胞定位与时空表达分析，为深入研究其在地黄转运次生代谢产物中的分子功能奠定基础。方法  利用地黄转录组

数据库候选基因序列，利用实时荧光 PCR（RT-PCR）克隆 RgMATE6 基因；利用生物信息学软件对其编码蛋白的结构、理

化性质、同源性和进化树进行分析；通过与绿色荧光蛋白（GFP）融合表达进行亚细胞定位；利用实时荧光定量 PCR

（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）的方法测定该基因的时空表达模式。结果  克隆获得 1892 bp 的 RgMATE6 基因序列，

RgMATE6 基因编码 524 个氨基酸、具有 2 个典型的 MatE 结构域和 12 个跨膜结构；RgMATE6 蛋白与越橘的 VcMATE6 蛋

白亲缘关系最近；RgMATE6-GFP 载体瞬时表达的结果发现 RgMATE6 蛋白定位在液泡膜上；qRT-PCR 分析发现 RgMATE6

基因在地黄不同时期的根中表达最高，尤其是块根膨大前期。结论  RgMATE6 蛋白定位在液泡膜上，在地黄块根膨大期的

根中表达较高，初步表明 RgMATE6 可能参与地黄体内次生代谢产物向液泡转运的过程。 
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Abstract: Objective  To clone a multidrug and toxic compound extrusion gene (RgMATE6) in Rehmannia glutinosa, determine its 

subcellular localization and analyze its spatio-temporal expression pattern for further exploring its molecular function of secondary 

metabolite transports. Methods  RgMATE6 gene, which was obtained from R. glutinosa transcriptome data, was cloned by reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) method. The structures, physicochemical properties, homology and phylogeny of 

RgMATE6 protein were analyzed by bioinformatic software. RgMATE6 was localized via the fusion expression system of its green 

fluorescence protein (GFP). The expression pattern of RgMATE6 gene was detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) technology. 

Results  The cloned RgMATE6 gene sequence was 1892 bp in length. It encoded 524 amino acids, and its protein had two typical MatE 

domains and 12 transmembrane structures. Homologous and phylogenetic analysis revealed that RgMATE6 had a closed homology with 

VcMATE6 from Vaccinium corymbosum. The transient expression of RgMATE6-GFP vector found that RgMATE6 localized in vacuolar 

membrane. The qRT-PCR analysis showed that the expression levels of RgMATE6 gene were higher in roots than in other tissues at various 

stages (especially tuberous expansion earlier stage). Conclusion  The RgMATE6 protein localized in vacuolar membrane, and the gene 

expression was higher in R. glutinosa roots relative to stems and leaves at tuberous expansion earlier stages. The results preliminarily 

suggested that RgMATE6 may involve in the vacuolar transport process of secondary metabolite in R. glutinosa.  
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地黄 Rehmannia glutinosa Libosch 为玄参科地

黄属多年生草本植物，是我国传统的四大怀药之

一。地黄体内的许多次生代谢产物均具有生物活

性，常见的有毛蕊花糖苷、梓醇及多糖类，具有抗

炎、抗肿瘤、缓泻等作用，在临床上广泛应用[1]。

目前大量的研究主要集中在地黄体内活性物质的

鉴定及其药理机制上，且对毛蕊花糖苷[2]、梓醇[3]

等主要活性物质的生物合成途径也已有相关研究。

然而，地黄次生代谢通路下游次生代谢产物从合成

部位到贮存部位的跨膜转运研究尚不清楚。 

液泡是植物积累次生代谢产物的主要场所之一，

而次生代谢产物从合成部位转运到液泡中储存的过

程，要通过位于液泡膜上的转运蛋白的介导来完成[4]。

近年来，研究者发现了一类重要的次生代谢转运通

道，即多药及有毒化合物外排（multidrug and toxic 

compound extrusions，MATEs）转运蛋白家族。这类

蛋白在植物体内广泛存在，能将自身次生代谢的产物

运输到液泡内并进行贮存，从而保持这些次生代谢产

物本身的生物活性[5]。植物 MATEs 均为膜蛋白，具

有 9～12 个跨膜螺旋结构（transmembrane helices，

TMs），由400～550个氨基酸残基组成[6]，典型MATEs

蛋白的二级结构的高度保守序列均位于 TM1 和 TM7

附近，MATEs 蛋白的 N 端（TM1～TM6）和 C 端

（TM7～TM12）之间形成 1 个向液泡内开放的“V”

字形空腔，并依赖质子或者阳离子浓度势能差，通过

其空间构象的改变，执行着特异底物转运的功能[7]。

前人在许多植物的研究中已明确地鉴定了转运黄酮

类、萜类、酚类等次生代谢产物的 MATEs 基因及其

蛋白。拟南芥 MATEs 家族成员 AtDTX1[8]、AtTT12[9]

和 AtFRD3[10]能把酚酸、黄酮等次生代谢产物转运到

液泡内；蒺藜苜蓿 MtMATE1 和 MtMATE2 能把黄酮

苷、糖苷类和丙二酸苷转运到液泡中[11]；葡萄的 2 个

MATEs成员VvAM1和VvAM3参与了花色素苷的转

运与积累[12]；草莓 FaTT12-1（MATEs 家族成员）具

有转运酚类物质的功能[13]。可见，MATEs 在植物体

内次生代谢产物的转运过程中发挥重要作用。 

在次生代谢过程中，地黄体内产生了许多重要

的活性物质，并在其细胞内大量积累。植物 MATEs

在次生代谢产物转运与积累过程中发挥着重要作

用，推测地黄体内也可能存在着转运次生代谢产物

的 MATEs 蛋白，而地黄 MATEs 基因及蛋白一直未

被鉴定与研究。由于地黄的基因组数据匮乏，本研究

利用地黄转录组数据库候选 1 条 MATE 基因序列（命

名为 RgMATE6），利用 RT-PCR 方法克隆 RgMATE6

基因，利用在线软件对该基因编码的蛋白序列进行分

析；利用同源重组、实时荧光定量 PCR（quantitative 

real-time PCR，qRT-PCR）等技术进行亚细胞定位和

表达模式分析，以期初步揭示 RgMATE6 蛋白在地黄

次生代谢产物转运中的功能。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

本研究所用实验材料为地黄品种“温 85-5”，

由河南工业大学杨艳会副教授鉴定为地黄 R. 

glutinosa Libosch，种植于河南工业大学中药材生态

观测站（温县基地），在苗期、拉线期、块根膨大

前期、块根膨大中期、块根膨大后期和成熟期共 6

个不同生长时期[14]，分别收集地黄根、茎和叶的新

鲜样品，放入液氮速冻后，−80 ℃保存，用于基因

的克隆及 qRT-PCR。 

总RNA提取Trizol试剂盒购自 Invitrogen公司；

pBI121-GFP 瞬时表达载体购自 BioVector 公司；质

粒提取试剂盒和卡那霉素购自北京索莱宝科技有

限公司，Super-Fidelity DNA Polymerase 高保真酶、

HiScript II One Step qRT-PCR SYBR Green Kit 荧光

定量试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司，反

转录试剂盒、胶回收试剂盒、DL 2000 DNA Marker、

限制性核酸内切酶 Xho I、无缝克隆（In-fusion HD 

cloning kit）、大肠杆菌 DH5α 感受态、克隆载体

pMD18 购自大连宝生物（Takara）公司，所有引物

由上海生工生物工程有限公司合成。 

1.2  仪器 

Axio Vert A1 型荧光显微镜，德国蔡司公司；

FV 3000 型激光共聚焦扫描显微镜，日本奥林巴斯

公司；StepOne Real-Time PCR System 型荧光定量

PCR 仪，美国 ABI 公司。 

2  方法 

2.1  RNA 的提取与 cDNA 的获得 

将地黄不同时期的根、茎、叶 3 种组织样品分

别在液氮中充分研磨成粉末，使用 Trizol 总 RNA

提取试剂盒提取各样品的总 RNA，利用 1%的琼脂

糖凝胶进行电泳检测。取 1 μg 的总 RNA，使用

Takara 公司的反转录试剂盒将总 RNA 反转录成

cDNA，并于−20 ℃下贮存。 

2.2  RgMATE6 基因的克隆 

基于地黄转录组数据库获得的1个RgMATE基因

的 Unigene 片段，NCBI BlastN 比对发现该序列是全
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长序列，利用 Oligo 7.0 软件分别从 5’和 3’末端设计

RgMATE6 基因的特异引物（表 1）。以所有样品的混

合 cDNA为模板进行PCR扩增，程序为 94 ℃、3 min；

98 ℃、15 s，61 ℃、30 s，72 ℃、2 min，36 个循环；

72 ℃、7 min，然后通过琼脂糖凝胶电泳对 PCR 产物

进行检测。利用胶回收试剂盒回收目的片段，并将其

连接到 Takara 公司的 pMD18 克隆载体上，转化至

E.coli DH5α 感受态。经抗性筛选后进行菌液 PCR 检

测，将含有与目的片段大小一致的条带的菌液送至上

海生工生物工程有限公司进行测序。 

表 1  克隆及 qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers used for cloning and qRT-PCR  

引物用途 引物名称 引物序列（5’→3’） 片段长度/bp 
基因克隆 RgMATE6-F1 CATAATAAATATCCCCAATCCCCGGTTTAG 1892 

RgMATE6-R1 CGAATGAGAAAAGAAAACACCACAGG 

载体构建 RgMATE6-F2 ATGGAGGACAACTCCAAGCAGC 1734 
RgMATE6-R2 CACACCACCTCATCTATGGCTCACC 

qRT-PCR RgMATE6-F3 CTGCCATAAGTGTAAGAG 130 
RgMATE6-R3 AAGATGAGGAGAAGGATT 

RgActin-F GCCATGTATGTTGCTATT 79 
RgActin-R GCCATGTATGTTGCTATT 

2.3  生物信息学分析  

利用 ORF Finder 工具预测 RgMATE6 基因的开

放阅读框（ open reading frame，ORF），利用

ProtParam 工具分析其蛋白的理化性质；利用

TMHMM 软件预测跨膜结构域；利用 SMART 软件

分析功能结构域；利用 SOPMA 和 SWISS-MODEL

工具分别预测蛋白的二级结构和三级结构；通过

DNAMAN 5.0 软件对 RgMATE6 与其他物种的

MATEs 蛋白的氨基酸序列进行同源性分析；使用

MEGA 7.0 软件的 Neighbor-Joining 法构建 MATEs

蛋白家族进化树。 

2.4  RgMATE6 的亚细胞定位 

为构建 5’端加 GFP 标签的融合蛋白表达载体，

利用 Oligo 7.0 软件设计 RgMATE6 基因的特异引物

（表 1）并进行克隆，用 Takara 公司的无缝克隆试剂

盒构建 35S : RgMATE6-GFP 表达载体。用 CaCl2 法

制备 GV3101 农杆菌化学感受态，并通过冻融法将

35S : RgMATE6-GFP 和 35S : GFP（对照）质粒分

别转入农杆菌 GV3101。通过农杆菌介导的遗传转

化法将 2 种质粒分别转入洋葱表皮细胞，25 ℃避

光培养 48 h，在激发光为 470 nm 的条件下用荧光

显微镜观察 GFP 信号；参考制备拟南芥原生质体的

酶解法制备地黄原生质体[15]，通过 PEG-4000 介导

的方法将 35S : RgMATE6-GFP 和 35S : GFP（对照）

质粒分别转入地黄原生质体，25 ℃避光培养 20 h，

在激发光为 470 nm 的条件下用激光共聚焦扫描显

微镜观察 GFP 信号。 

2.5  qRT-PCR 分析 

使用 Beacon Designer 8.0 软件设计 RgMATE6

基因和内参基因 RgActin （ GenBank 注册号

EU526396）的 qRT-PCR 引物（表 1）。以 cDNA 为

模板，参照荧光定量试剂盒说明书配制体系，采用

标准程序进行扩增。采用 2−ΔΔCt 方法计算 RgMATE6

基因的相对表达量，每个样本进行 3 次生物学重复。 

3  结果与分析 

3.1  RgMATE6 基因的克隆 

用琼脂糖凝胶电泳检测各样品的总 RNA，由图

1-A 可看出，28 S 和 18 S 的条带清晰没有拖尾的现

象，同时 28 S 比 18 S 的条带更亮，5 S 的条带较暗，

可用于下游实验。图 1-B 是 RgMATE6 基因的阳性

克隆菌液 PCR 产物的检测结果，其长度约 1900 bp，

其测序后的序列与目的基因序列（1892 bp）一致，

表明 RgMATE6 基因克隆成功。 

3.2  RgMATE6 蛋白的序列特征 

3.2.1  RgMATE6 蛋白的理化性质及其结构分析 

 
1～3-RNA  M-Marker  4，6～7-RgMATE6 全长片段连接 pGM-T

质粒的菌液 PCR  5-未检出 

1—3-RNA  M-Marker  4, 6—7-Strain PCR of RgMATE6 full 

sequence ligated with pGM-T vector  5-not detected 

图 1  地黄样品提取的 RNA (A) 和 RgMATE6 全长序列的

菌液 PCR (B) 

Fig. 1  RNA extracted from R. glutinosa (A) and PCR of 

RgMATE6 full sequence strain (B) 

A    1     2     3          B  M     4   5   6    7 

2000 bp 

1000 bp 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 

28 S 

18 S 

 

 

5 S 
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ORF Finder 预测 RgMATE6 基因的 ORF 为 1575 bp，

编码 524 个氨基酸。ProtParam 分析得到 RgMATE6

蛋白的相对分子质量为 57 279.25，理论等电点为

5.29，分子式为 C2682H4100N632O709S23；该蛋白的不

稳定系数为 31.2，是稳定蛋白；脂肪系数为 112.46，

总平均亲水性为 0.693，属于疏水性蛋白。SOPMA

工 具 分 析 结 果 如 图 2-A 所 示 ， 图 2-B 是

SWISS-MODEL 软件建立的 RgMATE6 蛋白的三维

结构模型。RgMATE6 蛋白的二级结构包含 292 个 α

螺旋（55.73%），106 个无规则卷曲（20.23%）及

126 个折叠形态延伸链（20.05%），α 螺旋是主要组

成部分。TMHMM预测的跨膜结构域如图3-A所示，

该蛋白有 12 个跨膜螺旋，符合 MATEs 转运蛋白家

族的 12 个典型跨膜螺旋的结构特征。如图 3-B 所

示，SMART 软件分析发现该蛋白具有 2 个 MATEs

转运蛋白家族特有的 MatE 结构域，可确定

RgMATE6 基因是 MATEs 转运蛋白家族成员。 

 
α-α-螺旋  β-β-折叠  R-随机卷曲  E-延伸链 

α-α-helices  β-β-turn  R-random coil  E-extended strand 

图2  RgMATE6蛋白的二级结构 (A) 及三级结构预测 (B) 

Fig. 2  Prediction of secondary structure (A) and tertiary 

structure (B) of RgMATE6 protein 

 

图 3  RgMATE6 蛋白的跨膜结构预测 (A) 和保守结构域

分析 (B) 

Fig. 3  Prediction of transmembrane domains (A) and 

analysis of conserved domains (B) of RgMATE6 protein 

3.2.2  RgMATE6 蛋白的同源性及系统进化树分析  

对 RgMATE6 蛋白序列与其他植物中 MATEs 的蛋

白序列进行多重比对，由图 4 可看出，地黄

RgMATE6 蛋白与越橘 Vaccinium corymbosum L. 

VcMATE6（登录号 KF875437）、芝麻 Sesamum 

indicum L. SiDTX30（登录号 XP_011086621.1）、寄

生 草 Striga asiatica L. SaMATE （ 登 录 号

GER37032.1）、烟草 Nicotiana tabacum L. NtDTX29

（登录号 XP_016515174.1）蛋白具有较高的同源性

（约 80%）。为明确地黄 RgMATE6 在植物 MATEs

家族中的进化位置，选取 RgMATE6 与其他植物功

能己知的 MATEs 序列构建 MATEs 家族进化树，由

图 5 可看出，RgMATE6 与越橘 VcMATE6、拟南芥

AtFFT/DTX35、苜蓿 MtMATE2 和烟草的 NtJAT2

聚为一类，且与 VcMATE6 的亲缘关系最近。 

3.3  RgMATE6 蛋白的亚细胞定位 

将含有 35 S : RgMATE6-GFP 和 35 S : GFP 载

体的农杆菌侵染洋葱表皮细胞后观察。如图 6 所示，

在荧光显微镜下观察到 35 S : GFP 载体在洋葱细胞

的细胞膜、细胞质、液泡膜等部位均显示绿色荧光

信号；而在 35 S : RgMATE6-GFP 表达的洋葱表皮

细胞中，仅在液泡膜上检测到绿色荧光信号，初步

表明 RgMATE6 蛋白定位在液泡膜上。 

为进一步验证 RgMATE6 的亚细胞定位结果，

将 35 S : RgMATE6-GFP 和 35 S : GFP 载体转化到

地黄原生质体中进行瞬时表达。由图 7 可看出，在

激光共聚焦扫描显微镜下，35 S : GFP 载体的绿色

荧光信号在原生质体各个部位均能检测到，无特异

的荧光信号；而 35 S : RgMATE6-GFP 表达的原生

质体仅在液泡膜上发出特异的荧光信号。以上结果

表明：RgMATE6 蛋白定位在液泡膜上。 

3.4  RgMATE6 基因的表达模式分析 

为进一步分析 RgMATE6 基因的表达模式，利

用 qRT-PCR 技术对 RgMATE6 基因在不同时期不同

组织中的相对表达量进行检测。RgMATE6 基因在地

黄根、茎、叶中均有表达，但其表达量存在着明显

的差异。在各组织中，除苗期以外，RgMATE6 基因

在根中均具有较高表达量，其次是茎，而叶中的表

达量最低；在不同的发育时期中，RgMATE6 基因在

各组织中的表达量均呈先升后降的趋势，该基因在

块根膨大前期的各组织中具有较高的表达量，其次

是块根膨大中期，在苗期和成熟期时各组织的表达

量较低。 
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黑线显示 RgMATE6 的跨膜结构域 

Black line shows transmembrane domain of RgMATE6 

图 4  RgMATE6 与其他植物 MATE 氨基酸序列的多重比较 

Fig. 4  Alignment of MATE amino acid sequences of R. glutinosa and other plants 

 

图5  RgMATE6与植物MATE家族部分蛋白的进化树分析 

Fig. 5  Phylogenetic tree of RgMATE6 with some MATE 

proteins from plants 

 

 

A-RgMATE6-GFP 载体  B-GFP 载体 

A-RgMATE6-GFP vector  B-GFP vector 

图 6  RgMATE6 在洋葱表皮细胞中的亚细胞定位 

Fig. 6  Subcellular localization of the RgMATE6 in onion 

epidermal cells  

 
A-RgMATE6-GFP 载体  B-GFP 载体 

A-RgMATE6-GFP vector  B-GFP vector 

图 7  RgMATE6 在地黄原生质体中的亚细胞定位 

Fig. 7  Subcellular localization of the RgMATE6 in R. 

glutinosa protoplasts 

4  讨论 

在植物次生代谢途径中，为避免一些次生代谢

产物被分解而失去生物活性，需要通过转运通道系

统将次生代谢产物转运到液泡中进行屏蔽和贮存，

而植物 MATEs 蛋白在这些活性物质转运与积累的

过程中发挥重要的作用[16]。地黄体内重要的活性成

分均是次生代谢产物，而目前关于地黄体内次生代

谢产物转运通道的研究鲜有报道。基于此，本研究

通过地黄转录组数据库和在线软件鉴定了 1 个

MATE 基因 RgMATE6，其编码了 524 个氨基酸，其

蛋白具有 2个 MATEs 转运蛋白家族特有的 MatE结

构域和 12 个跨膜螺旋的基本特征。这些信息初步

表明RgMATE6具有潜在的植物MATEs家族转运蛋
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白的特征。 

通过 RgMATE6 蛋白与其他植物中功能已知的

MATEs 蛋白进行氨基酸序列的多重比对与进化树分

析，发现地黄 RgMATE6 蛋白与越橘、拟南芥、苜蓿

和烟草中的 MATEs 家族成员具有较近的进化关系。

研究表明，越橘 VcMATE6 可能参与了次生代谢产物

中类黄酮的转运及其液泡积累的过程[17]。在花器官发

育过程中，拟南芥的 AtFFT/DTX35 是运输黄酮的 1

个重要通道蛋白[18]。烟草 NtJAT2 在转运次生代谢物

（烟碱）的过程中起重要调控作用[19]。由此推测，

RgMATE6 也可能参与了地黄体内一些次生代谢产

物的转运过程。植物 MATEs 转运蛋白能将由次生

代谢产生的生物碱、糖苷类、萜类化合物、酚类等

多种活性物质运输到液泡内并大量积累，从而实现

自身细胞内源性物质的解毒功能，有助于进一步调

节植物体内多种活性物质的分布、积累和平衡，以

维持植物正常的生长发育过程[20]。研究表明，拟南

芥 AtFFT/DTX35、苜蓿 MtMATE2、烟草 NtJAT2

和越橘 VcMATE6 均定位在液泡膜上，这些 MATEs

蛋白均参与了植物体内酚类、糖苷类、生物碱等重

要活性物质的转运与积累过程。RgMATE6 与这些

MATEs 家族成员存在着较近的亲缘关系，此外，本

研究的实验结果也证明了 RgMATE6 蛋白定位在液

泡膜上。由此推测，RgMATE6 基因可能参与了地黄

体内次生代谢产物向液泡转运与积累的过程。 

此外，植物中大多数的 MATEs 基因存在着明

确的时空表达模式。NtMATE1 和 NtMATE2 基因仅

在根中表达，而烟草 NtJAT1 基因在叶、茎和根均

表达[21]。拟南芥 MATEs 家族成员 AtFFT/DTX35 基

因几乎在所有组织均有表达。在本研究中，

RgMATE6 基因在各组织均有表达，但其不同组织的

表达量存在着差异，RgMATE6 基因在根中的表达最

为强烈；而且块根膨大期是地黄生长的关键期，

RgMATE6 在块根膨大前期和中期的根中表达水平

较高。地黄块根是临床药用部位，贮存着大量的活

性物质，RgMATE6 基因在地黄块根中的强烈表达，

表明该基因可能在地黄体内次生代谢产物向液泡

内部转运与积累的过程中执行着重要的分子功能。 

综上所述，本研究鉴定的 RgMATE6 蛋白可能

是地黄体内转运一些次生代谢产物的重要通道蛋

白。虽然 RgMATE6 基因的分子功能仍需进一步验

证，但本研究可为深入阐明其在地黄体内次生代谢

过程中活性物质转运与积累的分子机制提供重要

的理论依据，且对深入揭示地黄体内药效成分积累

的分子调控机制具有重要参考价值。 
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