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摘要：持家基因Ａｃｔｉｎ常被用作定量、半定量ＰＣＲ试验的内参。为研究其他基因的调控机制或外
源基因在蕙兰中的相对表达提供内参，根据ＧｅｎＢａｎｋ已经登录的肌动蛋白（Ａｃｔｉｎ）基因的同源核
苷酸保守序列，设计简并引物，利用ＲＴ　ＰＣＲ的方法，以蕙兰花蕾期的花葶为材料，克隆了４个

Ａｃｔｉｎ基因片段。序列分析结果表明，４个Ａｃｔｉｎ基因片段长度均为１　０６２ｂｐ，编码３５４个氨基酸，
具有Ａｃｔｉｎ基因的标记位点：肌动蛋白（ＹＶＧＤＥＡＱｓ．ＫＲＧ 和 ＷＩＳＫａＥＹＤＥ）和肌动蛋白类似物
（ＬＬＴＥＡｐＬＮＰｋａＮＲ）。各片段之间同源性高达９５．９７％，经ＢＬＡＳＴ分析，与文心兰同源性可达

９４％。其氨基酸序列与萼脊兰（ＡＥＤ９４０９１．１）和蝴蝶兰（ＡＡＦ７１２６５．１）同源性达９９％。得到的

４个基因序列是Ａｃｔｉｎ基因的同源片段，分别命名为ＣｆＡＣＴ１、ＣｆＡＣＴ２、ＣｆＡＣＴ３和ＣｆＡＣＴ５，并
在ＧｅｎＢａｎｋ注册，登录号分别为ＪＮ１７７７１８、ＪＮ１７７７１９、ＪＮ１７７７２０和ＪＮ１７７７２１。
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　　肌动蛋白（Ａｃｔｉｎ）在真核生物体内各个组织细
胞中广泛存在［１］，是一种古老的生命蛋白质。肌动
蛋白在植物体内以肌动蛋白单体（Ｇ　ａｃｔｉｎ）和肌动
蛋白纤维（Ｆ　ａｃｔｉｎ）２种形式存在，在细胞内聚合成
不同级别和形态的聚合物来满足发挥不同功能的需

求［２］。植物肌动蛋白作为微丝的主要组分，聚合形
成植物动态微丝骨架系统，参与细胞内许多重要的
生理过程，如细胞分化、细胞分裂、细胞形状的维持、

胞质环流、胞内物质运输、信号转导等［３－５］，在植物的
生长发育方面具有至关重要的生理过程。多基因编
码的高等植物Ａｃｔｉｎ基因高度相似，由一个相同基
因祖先通过多轮复制进化而来［６］。高等植物肌动蛋
白具有非常保守的核苷酸序列，其相似性在７０％以
上，甚至不同物种之间达到１００％［７］，而且Ａｃｔｉｎ基
因在不同生长坏境下的植物组织器官中表达丰富且

稳定，因此，在许多基因的表达模式和调控机制的研
究中充当着分子内标的角色。截至目前，已在豌
豆［８］、玉兰［９］等高等植物中克隆到了Ａｃｔｉｎ基因，然
而，有关蕙兰Ａｃｔｉｎ基因的研究尚未见报道。
蕙兰（Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ　ｆａｂｅｒｉ　Ｒｏｌｆｅ）为兰科（Ｏｒ－

ｃｈｉｄａｃｅａｅ）兰属（ＣｙｍｂｉｄｕｍＳｗ．）多年生草本花
卉，是我国珍稀物种，为国家二级重点保护野生物
种，其花姿秀丽，香气浓郁纯正，具有很高的观赏价
值，也是经济价值最高的兰花之一［１０－１１］。目前对于
开花基因的研究已成为热点，蕙兰作为国兰中的一
种，其开花调控及分子育种越来越受到人们的重视。

Ａｃｔｉｎ基因作为内标基因之一，可用来研究其他开
花相关基因的时空表达特性和外源基因的表达，是
研究蕙兰其他相关基因表达的基础。以蕙兰的花葶
为试验材料，根据ＧｅｎＢａｎｋ中已经登陆的其他植物
的肌动蛋白基因的同源核苷酸保守序列，设计简并
引物，用ＲＴ　ＰＣＲ的方法克隆了Ａｃｔｉｎ基因片段，
为研究其在蕙兰中的生理功能、组织表达特异性及
其他相关基因的表达奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
将采自河南大别山花蕾期的蕙兰用清水洗净，

滤纸吸干水分，将花葶切成约２ｃｍ长，分装于冻存
管，迅速冻存于液氮后－８０℃下保存备用。主要试
剂：Ｔｒｉｚｏｌ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＮＡ反转录试剂
盒（ＴａＫａＲａ　Ｐｒｉｍｅ　Ｓｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴ　ＰＣＲ　Ｋｉｔ）克隆
载体ｐＭＤ１９ Ｔｖｅｃｔｏｒ、ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ　２０００、大
肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞购于 ＴａＫａＲａ公司，

ＩＰＴＧ、Ｘ　ｇａｌ购于上海生工生物工程技术服务有
限公司，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购于天根生物技术公
司，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　总ＲＮＡ的提取　在Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒方法的
基础上做进一步改进：（１）减少样品的起始量（使之
与提取缓冲液的比例在１∶１０左右）；（２）用７５％的
乙醇冲洗２次；（３）将－２０℃异丙醇沉淀ＲＮＡ的时
间减为５～１０ｍｉｎ，离心速度减小到１０　０００ｒ／ｍｉｎ，

提取蕙兰花葶总 ＲＮＡ后，使用 ＤＥＰＣ水稀释，用

Ｑ５０００核酸蛋白分析仪（美国 Ｑｕａｗｅｌｌ）测定其

Ａ２６０、Ａ２８０值，测定ＲＮＡ浓度和纯度，并用０．８％
的琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的完整性。

１．２．２　蕙兰Ａｃｔｉｎ基因的克隆

１．２．２．１　总ＲＮＡ反转录　用 Ｍ　ＭＬＶ反转录酶
（ＴａＫａＲａ公司）合成ｃＤＮＡ第１链，具体方法参照
试剂盒说明书。反应产物保存于－２０℃。

１．２．２．２　引物设计与合成　用ＤＮＡＭＡＮ对蝴蝶兰
（ＡＦ２４６７１５、ＡＦ２４６７１６、ＡＦ２４６７１４）、玉 米 （ＮＭ ＿

００１１５５１７９）、小麦（ＡＢ１８１９９１）、拟南芥（ＮＭ＿１７９９５３）、结
缕 草 （ＧＵ２９０５４５）、甘 蔗 （ＡＹ７４２２１９）、番 木 瓜
（ＦＪ６９６４１６）、白玉兰（ＡＦ２８１３２３）、油菜（ＡＦ１１１８１２）、向
日葵（ＦＪ４８７６２１）等几种植物Ａｃｔｉｎ基因的核苷酸序列
进行同源性比较，在高度保守的区段，利用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０
生物软件设计１对简并引物Ｐ１：５′ ＧＧＡＡＴＧＧＴ－
ＣＡＡＧＧＣＣＧ　３′和Ｐ２：５′ＣＧＧＡＣＣＡＧＴＴＴＣ（Ｇ／Ａ）

ＴＣＡＴＡＣＴＣ　３′，用于扩增蕙兰Ａｃｔｉｎ基因片段，推
测目的片段的长度为１　０６２ｂｐ。引物由上海英骏生
物技术公司合成。

１．２．２．３　ＲＴ　ＰＣＲ扩增　用 Ｍ　ＭＬＶ反转录酶
（ＴａＫａＲａ公司）合成ｃＤＮＡ第１链，具体方法参照
试剂盒说明书；ＰＣＲ 反应体系２０μＬ：１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，２５ｍｍｏｌ　ＭｇＣｌ２１．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ
ｄＮＴＰ　１．６μＬ，模板ｃＤＮＡ为１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上
下游特异引物各 １μＬ，０．５ Ｕ Ｔａｑ 酶 ０．２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　１１．７μＬ。

扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；然后以９４℃
４０ｓ，５６ ℃４０ｓ，７２ ℃４０ｓ进行３５个循环；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用１％琼脂糖凝胶电
泳鉴定。

１．２．２．４　目的片段的回收　６０μＬ蕙兰花葶的

ＰＣＲ产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳后，ＥＢ 染色

２０ｍｉｎ，紫外光下迅速切下目的条带，按照ＤＮＡ凝
胶回收试剂盒说明进行胶回收，最终得到３０μＬ回
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收产物，取３μＬ检测浓度。

１．２．２．５　构建重组质粒　取４μＬ回收产物克隆到

ｐＭＤ１９ Ｔｖｅｃｔｏｒ，构建重组质粒，操作方法按说明
书进行。将重组质粒４２ ℃热击转化大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，涂布在含有氨苄青霉素、ＩＰＴＧ
和Ｘ　ｇａｌ的平板上，置于３７℃培养箱中暗培养

１４ｈ左右，蓝白斑筛选重组子。

１．２．２．６　重组质粒的鉴定和测序　挑白斑于含有
氨苄青霉素的ＬＢ培养基中振荡培养８ｈ，ＰＣＲ检
测，将阳性菌液以１∶１　０００的比例扩大培养，再次
利用ＰＣＲ检测其扩摇菌液，提取质粒，经ＰＣＲ鉴定
确认后由上海英骏生物技术公司测序。

１．２．２．７　序列的生物信息学分析　用 ＮＣＢＩ上

ＢＬＡＳＴ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）程序进
行同源性检索，利用ＤＮＡＭＡＮ、ｐｒｉｍｅｒ　５．０等生物
软件进行序列比较分析、翻译、引物设计，利用

ｈｔｔｐ：∥ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／预测蛋白结构域。

２　结果与分析

２．１　蕙兰总ＲＮＡ的提取结果
以蕙兰花葶为材料提取的总ＲＮＡ经凝胶电泳

检测，结果显示（图１），２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ和５Ｓ
ｒＲＮＡ条带清晰，且２８Ｓ的亮度是１８Ｓ的２倍左右，

表明所提取总 ＲＮＡ完整性好，没有降解。Ｑ５０００
核酸蛋白分析仪测定 Ａ２６０／Ａ２８０平均值为１．９３，

表明所提取的总ＲＮＡ 完整性好、纯度高，没有糖、

蛋白质等污染，可以用于ＲＴ　ＰＣＲ扩增。

图１　蕙兰花葶总ＲＮＡ的提取

２．２　蕙兰Ａｃｔｉｎ基因的克隆结果
用设计的 Ａｃｔｉｎ基因的引物，以蕙兰花葶总

ＲＮＡ反转录得到的第１链ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩
增经凝胶电泳检测，得到了１　０００ｂｐ左右的片段
（图２），这个片段与预期长度基本相同，并对此扩增
产物进行纯化回收。将上述回收纯化的产物连接到

ｐＭＤ１９ Ｔｖｅｃｔｏｒ，并转化到大肠杆菌ＤＨ５α中进

行菌落培养，挑白斑摇菌，进行菌液ＰＣＲ扩增，并经
电泳检测，发现得到的片段与上述以ｃＤＮＡ为模板
得到的扩增产物长度相同，表明上述片段已经连接
到ｐＭＤ１９ Ｔｖｅｃｔｏｒ上，为阳性克隆，提取质粒，其
中５个阳性克隆送至英骏公司测序。

图２　蕙兰Ａｃｔｉｎ目的基因的扩增

２．３　测序结果及序列分析

测序结果表明，５个阳性克隆中，其中２条序列

完全相同，即得到４条１　０６２ｂｐ大小的序列，均编

码３５４ 个 氨 基 酸。将 这 些 片 段 在 ＮＣＢＩ进 行

ＢＬＡＳＴ比较，结果显示：４条核苷酸序列与其他植

物的Ａｃｔｉｎ基因核苷酸序列的同源性均在７７％～
９４％，其中同源性最高的是文心兰的肌动蛋白基因

ＡＣＴ（ＪＮ９８１１３７．１，９４％）；而４条氨基酸序列，与其

他植 物 相 比，同 源 性 最 高 达 ９９％，如 萼 脊 兰
（ＡＥＤ９４０９１．１）、蝴蝶兰 （ＡＡＦ７１２６５．１）。通过

ｈｔｔｐ：∥ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ在线分析，４条氨基酸

序列均在相同的位置有３个Ａｃｔｉｎ基因标记位点
（图 ３）：肌动蛋白 （ＹＶＧＤＥＡＱｓ．ＫＲＧ 和 ＷＩＳ－
ＫａＥＹＤＥ）和肌动蛋白类似物（ＬＬＴＥＡｐＬＮＰｋａＮＲ）

的特征信号序列。将４条推导的氨基酸序列在

ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴＰ搜索，发现三者均相似地

具有Ａｃｔｉｎ基因家族典型的保守结构域（图４）。表
明所克隆的为Ａｃｔｉｎ基因片段，登录至 ＮＣＢＩ。将

４个基因分别命名为ＣｆＡＣＴ１、ＣｆＡＣＴ２、ＣｆＡＣＴ３
和ＣｆＡＣＴ５，并在 ＧｅｎＢａｎｋ注册，登录号分别为

ＪＮ１７７７１８、ＪＮ１７７７１９、ＪＮ１７７７２０和ＪＮ１７７７２１。

对４条ｃＤＮＡ序列分析发现，其相互之间同源性

为９５．９７％，ＣｆＡＣＴ１ 和ＣｆＡＣＴ２ 之间的相似性为

９９．４４％，ＣｆＡＣＴ１和ＣｆＡＣＴ３的相似性为９９．４４％，

而ＣｆＡＣＴ２和ＣｆＡＣＴ３之间的相似性为９９．９１％，仅
有１个碱基的差异；对４条序列推导的氨基酸序列分

析发现，４个氨基酸序列之间同源性为９９．２２％，其中

有２条氨基酸序列完全相同，ＣｆＡＣＴ１和ＣｆＡＣＴ２之
间仅有１个氨基酸不同（图３）。
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图３　Ａｃｔｉｎ基因编码的氨基酸序列及其功能结构域

图４　Ａｃｔｉｎ基因推导的氨基酸序列的保守结构域

　　通过对蕙兰与其他兰科植物Ａｃｔｉｎ基因核苷酸
序列的聚类分析发现，蕙兰ＣｆＡＣＴ１、ＣｆＡＣＴ２ 和

ＣｆＡＣＴ３基因与文心兰的肌动蛋白基因ＡＣＴ２ 同
源性最高（９４％），与朵丽蝶兰 ＡＣＴ４、朵丽蝶兰

ＡＣＴ５、文心兰ＡＣＴ１、蝴蝶兰ＡＣＴ、萼脊兰ＡＣＴ１、
萼脊兰ＡＣＴ２和萼脊兰ＡＣＴ３同源性次之（９１％），
而与朵丽蝶兰ＡＣＴ１ 和建兰ＡＣＴ 的同源性最低
（８４％）（图５）。
氨基酸序列聚类分析表明，ＣｆＡＣＴ１、ＣｆＡＣＴ２、

ＣｆＡＣＴ３与朵丽蝶兰 ＡＣＴ４、朵丽蝶兰 ＡＣＴ５、文心
兰 ＡＣＴ１、文心兰 ＡＣＴ２、萼脊兰 ＡＣＴ２和萼脊兰

ＡＣＴ３的氨基酸序列同源性达１００％，与蝴蝶兰

ＡＣＴ、萼 脊 兰 ＡＣＴ１ 氨 基 酸 序 列 同 源 性 次 之
（９９％），而与朵丽蝶兰 ＡＣＴ１和建兰 ＡＣＴ的同源

性最低（９６％）（图６）。

３　讨论

碗豆［１２］、萼脊兰［１３］、桑树［１４］等很多植物中都含

有多个Ａｃｔｉｎ基因，笔者用ＲＴ　ＰＣＲ的方法从蕙兰

花葶中克隆到４个Ａｃｔｉｎ基因片段，均编码３５４个氨

基酸。通过比对分析，４条基因片段序列与兰科植

物文心兰的同源性达到９４％，其氨基酸序列与萼脊

兰和蝴蝶兰同源性达到９９％，这表明由多基因编码

的肌动蛋白序列高度保守。Ａｃｔｉｎ基因在核苷酸和

氨基酸水平上高度保守和同源，而且在多种植物的

各种组织器官中表达稳定，表达量也较高，因此常在

基因的表达调控研究中作为分子内标［１５－１６］。
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朵丽蝶兰ＡＣＴ１：Ｄｏｒｉｔａｅｎｏｐｓｉｓ　ＡＣＴ１（ＪＮ１８５６５５）；朵丽蝶兰
ＡＣＴ３：Ｄｏｒｉｔａｅｎｏｐｓｉｓ　ＡＣＴ３（ＪＮ１８５６５７）；朵丽蝶兰 ＡＣＴ４：
Ｄｏｒｉｔａｅｎｏｐｓｉｓ　ＡＣＴ４（ＪＮ１８５６５８）；朵丽蝶 兰 ＡＣＴ５：Ｄｏｒｉ－
ｔａｅｎｏｐｓｉｓ　ＡＣＴ５（ＪＮ１８５６５９）；建兰ＡＣＴ：Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ　ｅｎｓｉｆｏｌｉ－
ｕｍ （ＪＱ３６０５７５）；文 心 兰 ＡＣＴ１：Ｏｎｃｉｄｉｕｍ　ｈｙｂｒｉｄａ　ＡＣＴ１
（ＪＮ９８１１３６）；文 心 兰 ＡＣＴ２：Ｏｎｃｉｄｉｕｍ　ｈｙｂｒｉｄａ　ＡＣＴ２
（ＪＮ９８１１３７）；蝴蝶兰ＡＣＴ：Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ（ＡＦ２４６７１６）；萼脊兰
ＡＣＴ１：Ｓｅｄｉｒｅａ　ｊａｐｏｎｉｃａ　ＡＣＴ１（ＪＮ９８１１３８）；萼脊兰ＡＣＴ２：
Ｓｅｄｉｒｅａ　ｊａｐｏｎｉｃａ　ＡＣＴ２（ＪＮ９８１１３９）；萼脊兰ＡＣＴ３：Ｓｅｄｉｒｅａ
ｊａｐｏｎｉｃａ　ＡＣＴ３（ＪＮ９８１１４０），图６同。

图５　兰科植物Ａｃｔｉｎ基因核苷酸序列的聚类分析

图６　兰科植物Ａｃｔｉｎ基因编码的氨基酸序列的聚类分析

　　 高等植物的肌动蛋白基因是一个多基因家族，至
少编码营养型和生殖型２类古老的不同类型的肌动蛋
白［６，１７］，其每类蛋白都包括不同亚类的数个肌动蛋白异
型体［１８］。一般来说，营养型的Ａｃｔｉｎ基因在所有营养
器官和细胞类型中组成型表达，而生殖型Ａｃｔｉｎ基因主
要在成熟花粉、生长的花粉管或者胚珠中表达。所以

Ａｃｔｉｎ基因在有些植物各个组织中的表达有一定的特
异性，不同环境条件下表达丰度不稳定，不能作为所有
植物的内参基因。
蕙兰属于国兰，花色淡雅，花姿秀丽，具有较高的

观赏价值和经济价值。近年来，关于其开花机制及分
子植物育种已成为研究热点，与开花相关的基因研究
更是越来越受到人们的重视，寻找一种合适且稳定的
内标基因是亟待解决的问题之一。蕙兰肌动蛋白的克
隆及序列分析填补了其内标基因克隆的空白，同时也
充实了关于肌动蛋白研究的资料库，但Ａｃｔｉｎ基因是不
是适合蕙兰的内标基因，还需要通过与其他常用的内
标基因进行比较，研究其表达的组织特异性和稳定性。
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