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　　摘要：根据以前克隆的地黄ＲｇｈＢＮＧ基因碱基序列，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异引物，采用ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技
术从怀地黄基因组ＤＮＡ中扩增出５７８ｂｐＤＮＡ片段。经生物信息学分析发现，它与根癌土壤杆菌、土壤杆菌的纤维素
合酶基因的同源性达８１％～９１％；它所含的４５３ｂｐ的开放阅读框（ＯＲＦ）编码蛋白质的氨基酸序列与根癌土壤杆菌、
土壤杆菌、菜豆根瘤菌、豌豆根瘤菌纤维素合酶基因编码蛋白质氨基酸序列的同源性高达８３％～９９％，说明蛋白质可
能具有纤维素合酶的结构域。用ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术克隆怀地黄纤维素合酶基因，为进一步研究其分子作用机制和在
地黄分子育种中的应用奠定了基础。
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　　地黄（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬｉｂｏｓｃｈ）是玄参科（Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒ
ｉａｃｅａｅ）地黄属（Ｒｅｈｍａｎｎｉａ）多年生草本植物，共有６个种，广
泛分布于中国、韩国和日本等地［１］。地黄在河南、山东、山

西、陕西等省广泛分布，为我国大宗常用中药材之一，传统认

为怀庆地黄［称为怀地黄（Ｒ．ｇｌｕｔｉｎｏｓａｆ．ｈｕｅｉｃｈｉｎｇｅｎｓｉｓ）］质量
优良［２］。地黄块根入药，富含梓醇、糖类和苷类物质、维生

素、多种氨基酸、多种微量元素，具有防癌、抗癌、增强免疫力、

延缓衰老、增强造血能力、降低血糖、防治糖尿病并发症等功

能［３］和重要的经济价值［４］。在方剂中，地黄的使用量占了很

大的比重，例如六味地黄丸、知柏地黄丸和杞菊地黄丸等。在

保健使用方面，已经开发出一些含有地黄成分的产品，如地黄

精、地黄茶和地黄醋等［５］。国内外关于地黄基因克隆、功能

分析和表达模式研究已有报道。例如，用ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增
的地黄肌动蛋白基因片段，可用作内参基因［６］；通过 ＲＴ－
ｑＰＣＲ分析地黄中１１个内参基因的ｍＲＮＡ表达差异情况［７］；

用ＳＳＨ方法克隆地黄块根中ＲｇＰＲ－１０基因，研究其在地黄
根和茎以及原核表达情况［３，８］；利用 Ｓｏｌｅｘａ测序技术、生物信
息学和荧光定量 ＰＣＲ分析从正茬地黄和重茬地黄中鉴定出
８９个ｍｉＲＮＡｓ，预测其中 ７个新型 ｍｉＲＮＡｓ的１５个靶基因，
在正茬地黄和重茬地黄之间构建ｍｉＲＮＡｓ差异表达谱［４，９］；进

行地黄赤霉素、脱落酸和部分寡糖合成代谢关键酶基因以及

扩展蛋白基因ＲｇＥｘｐＡ１的克隆与表达分析［１０－１１］；用 ＰＣＲ技
术克隆怀地黄转座酶基因［１２］；此外，还进行了怀地黄ＲｇＶＰ和
ＲｇＫＡＴ基因的克隆和时空表达分析［１３］及怀地黄３－酮酯酰

ＣｏＡ－硫解酶基因的克隆、序列特征和时空表达分析［１４］。但

尚未见克隆地黄纤维素合酶基因的报道，纤维素合成酶是将

纤维素水解成纤维二糖和葡萄糖的一组复杂酶系的总

称［１５－１６］。迄今为止，已有从毛竹［１７］和苎麻［１８］等植物中克隆

纤维素合酶基因的报道。本研究根据以前克隆的地黄 Ｒｇｈ
ＢＮＧ基因碱基序列［１９］，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异引
物，采用ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技术［２０］克隆怀地黄纤维素合酶基因序

列，用生物信息学方法对其进行分析，为进一步研究其分子作

用机制和在地黄分子育种中的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
怀地黄８５－５种植于河南师范大学生命科学学院试验

田，取其新鲜块根用于提取ＤＮＡ。
大肠杆菌ＤＨ５α菌株由笔者所在实验室保存，ＤＮＡ凝胶

回收试剂盒（上海生工服务有限公司）、ＴａｑＤＮＡ聚合酶和
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（北京全式金生物技术有限公司）及克隆载体
ｐＭＤ１９－Ｔ（ＴａＫａＲａ公司），引物合成和基因测序分别由北京华
大基因有限公司和上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　怀地黄基因组ＤＮＡ的提取　用ＣＴＡＢ法提取怀地黄
基因组ＤＮＡ，用紫外分析法和琼脂糖凝胶电泳方法检测基因
组ＤＮＡ的浓度、大小和纯度。
１．２．２　引物设计与合成　根据笔者所在实验室前期研究克
隆的地黄ＲｇｈＢＮＧ基因碱基序列（登录号为ＪＸ２９０３７０），利用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计３条下游特异引物，上游非特异性引
物序列参见文献［２０］（表１）。
１．２．３　ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应及检测　根据 Ｌｉｕ等的 ｈｉＴＡＩＬ－
ＰＣＲ程序［２０］略作改进。以怀地黄基因组 ＤＮＡ为模板，ＲＨ１
分别与ＬＡＤ１～ＬＡＤ４配对，进行第１轮 ＰＣＲ反应，其反应液
组分见表 ２，程序如下：９３℃热启动 ２ｍｉｎ；９５℃预变性
１ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，１０个
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表１　所用引物名称及其序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＲＨ１ ＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＣＴＡＴＴＡＡＧＧＧＡＣＧＧＣＡＴＧ
ＲＨ２ ＧＣＡＡＡＧＴＣＡＴＣＣＡＡＣＡＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣ
ＲＨ３ ＣＡＣＣＡＡＣＧＧＣＡＧＣＧＡＡＣＡＡＡＧＧＡＴＡＣＡ
ＬＡＤ１ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＶＮＶＮＮＮＧＧＡＡ
ＬＡＤ２ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＮＢＮＮＮＧＧＴＴ
ＬＡＤ３ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＤＮＢＮＮＮＣＣＡＡ
ＬＡＤ４ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＢＤＮＢＮＮＮＣＧＧＴ
ＡＣ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＴＣＣＡＧＡＧ

　　注：ＲＨ１、ＲＨ２、ＲＨ３为下游特异引物，ＬＡＤ２、ＬＡＤ３、ＬＡＤ４、ＡＣ为
上游非特异性引物。

循环；９４℃变性３０ｓ，２５℃退火２ｍｉｎ，以０．５℃／ｓ的速度升
温至７２℃，延伸３ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸３ｍｉｎ，２５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。将第１轮ＰＣＲ反应
产物稀释１０倍，用作模板，标记为 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４，引物 ＲＨ２
与ＡＣ１配对，进行第２轮ＰＣＲ反应，其反应液组分见表２，程
序如下：９４℃变性２０ｓ，６５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，２
个循环；９４℃变性２０ｓ，６８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，
９４℃ 变性２０ｓ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，１３个循
环；７２℃延伸５ｍｉｎ。将第２轮 ＰＣＲ反应产物稀释１０倍，用
作模板，标记为Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４，引物 ＲＨ３与 ＡＣ１配对，进行
第３轮ＰＣＲ反应，其反应液组分见表２，程序如下：９４℃变性
２０ｓ，６８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ，６８℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸３ｍｉｎ，９４℃变性２０ｓ，５０℃退火１ｍｉｎ，
７２℃延伸３ｍｉｎ，共７个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取第３轮
ＰＣＲ反应产物８μＬ，用１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

表２　ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ反应组分及用量

反应成分
用量（μＬ）

第１轮 第２轮 第３轮
模板 １．０ １．０ １．０
ｄＮＴＰ预混物（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．０ ４．０ ２．０
１０×ＬＡＰＣＲ缓冲液（加入Ｍｇ２＋） ２．０ ２．５ ２．５
ＴａＫａＲａ公司的５Ｕ／μＬＬＡＴａｑ ０．５ ０．６ ０．５
１００ｐｍｏｌ／μＬ上游引物 １．０ ０．３ ０．６
１０ｐｍｏｌ／μＬ下游引物 ０．３ ０．３ ０．６
水 １１．２ １６．３ １７．８

１．２．４　基因片段的克隆、测序　按照 ＴａＫａＲａ公司的载体
ｐＭＤ１９－Ｔ说明书，将回收的目的片段进行连接反应，连接液
为５μＬ，载体为０．５μＬ，回收ＤＮＡ的量为４．５μＬ，共１０μＬ，
１６℃连接过夜。取１０μＬ连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α感
受态细胞，取细胞悬浮液涂布于含氨苄青霉素 Ａｍｐ的 ＬＢ平
板上，３７℃倒置培养过夜，挑取菌落，进行ＰＣＲ检测。将检测
为阳性的克隆送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．２．５　基因片段的生物信息学分析　在美国国立生物技术
信息中心（ＮＣＢＩ）网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上运
用ＢＬＡＳＴ软件进行目的基因的同源性搜索，并进行同源性比
较。用ＭＥＧＡ５的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树［１５］。

通过 ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／
ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）预测氨基酸的保守域［１４］。

２　结果与分析

２．１　地黄基因组ＤＮＡ片段的扩增与电泳
用ＣＴＡＢ法提取怀地黄基因组 ＤＮＡ，经紫外分光度法和

琼脂糖凝胶电泳方法分析符合后续试验要求后，用作模板，进

行ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ，共扩增出３个条带（图１）。

２．２　地黄基因组ＤＮＡ片段的回收、克隆与测序
用试剂盒回收图１中Ｂ片段，克隆至载体ｐＭＤ１９－Ｔ，转

化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，筛选阳性克隆测序，测序结果
显示Ｂ片段长５７８ｂｐ（图１）。
２．３　地黄类纤维素合酶基因的ＯＲＦ及其编码蛋白质氨基酸
序列分析

利用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析 Ｂ片段测序结果，发现其含有
４５３ｂｐ开放阅读框，编码１５１个氨基酸（图２）。预测其编码
蛋白质分子量约为１８ｋｕ，等电点为９．００，摩尔消光系数为
３４０４５，不稳定系数为４９．５１，为略碱性的不稳定蛋白质。

２．４　多序列比对与系统进化树分析
将测序所得的氨基酸序列在ＮＣＢＩ上进行ＢＬＡＳＴ比对分

析，发现与已知１０个物种的纤维素合酶基因及其编码的氨基
酸序列高度同源（表３）。用软件ＭＥＧＡ５构建的系统进化树
（图３）表明，其与根癌土壤杆菌和土壤杆菌的亲缘关系最近。
２．５　氨基酸保守域的预测

在ＮＣＢＩ网站预测该氨基酸的保守域，发现其含有纤维
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表３　地黄与其他物种纤维素合酶的同源性比较

物种 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 氨基酸同源性

（％）
核苷酸同源性

（％）

根癌土壤杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ） ＷＰ＿００３５０６３７１．１ ９９ ９１
土壤杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．） ＷＰ＿０２００１１８６２．１ ９９ ９１
菜豆根瘤菌（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍｐｈａｓｅｏｌｉ） ＷＰ＿０１６７３４１６４．１ ８８ —

豌豆根瘤菌（Ｒ．ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ） ＷＰ＿００３５７８４８２．１ ８８ —

三叶草根瘤菌（Ｒ．ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍｂｖ．ｔｒｉｆｏｌｉｉ） ＹＰ＿００２９７５１２４．１ ８７ —

费氏中华根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍｆｒｅｄｉｉ） ＹＰ＿００５１９２１８１．１ ８６ —

苜蓿中华根瘤菌（Ｓ．ｍｅｌｉｌｏｔｉ） ＹＰ＿００７１９３５２５．１ ８５ —

中华根瘤菌（Ｓ．ｍｅｄｉｃａｅ） ＷＰ＿０１８０１０４９５．１ ８４ —

素合酶催化亚单位（ＵＤＰ－ｆｏｒｍｉｎｇ）的保守域（图４）。

３　结论与讨论

本研究根据以前克隆的地黄ＲｇｈＢＮＧ基因碱基序列［１９］，

利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计特异引物，采用ｈｉＴＡＩＬ－ＰＣＲ技
术从怀地黄基因组ＤＮＡ中扩增出 Ａ、Ｂ、Ｃ等３条带，分别对
其进行回收、克隆、测序和生物信息学分析。结果发现，Ｂ带
大小为５７８ｂｐ，含有４５３ｂｐ的开放阅读框，编码１５１个氨基
酸残基组成的蛋白质（另外２条带Ａ和Ｃ的分析结果在此未
呈现）。它与根癌土壤杆菌、土壤杆菌的纤维素合酶基因的

同源性达８１％ ～９１％，其编码的氨基酸序列与根癌土壤杆
菌、土壤杆菌、菜豆根瘤菌、豌豆根瘤菌等纤维素合酶基因编

码蛋白质的氨基酸序列同源性达８３％ ～９９％，而且其编码的
蛋白质具有纤维素合成酶的结构域。本研究首次从怀地黄中

分离克隆了纤维素合酶基因，为研究其在地黄生长发育过程中

的作用和地黄基因工程育种奠定了基础。该怀地黄ＤＮＡ片段
与其他植物纤维素合酶基因不同源，但与根瘤菌纤维素合成酶

基因同源，可能是因为地黄生长发育过程中地黄块根与其根际

根瘤菌共生而发生后者基因组ＤＮＡ片段转移并整合到地黄基
因组ＤＮＡ中。但是，其具体形成原因有待进一步深入研究。
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新疆南疆地区微小牛蜱 Ｂｍ８６基因克隆及鉴定
代艳艳，廖秋萍，贾桂珍，周　桐，罗福江，周玉琴，王　帅，赵　丽，刘永宏
（塔里木大学动物科学学院／新疆生产建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室，新疆阿拉尔８４３３００）

　　摘要：为了克隆及鉴定新疆南疆地区微小牛蜱Ｂｍ８６基因，参照ＧｅｎＢａｎｋ登录的微小牛蜱Ｂｍ８６基因序列，设计了
可以扩增 Ｂｍ８６基因完整阅读框架的引物，对微小牛蜱进行总 ＲＮＡ提取、ＲＴ－ＰＣＲ、克隆、测序、序列分析。结果表
明，获得的Ｂｍ８６基因长１９５３ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ中登录号为Ｍ２９３２１、ＨＱ０１４３９８的微小牛蜱Ｂｍ８６基因核苷酸同源性分
别为９９％、９７％，且为一个完整的开放阅读框架。本研究获得的微小牛蜱Ｂｍ８６基因，为获得基因工程疫苗的候选抗
原及中国抗微小牛蜱疫苗制备奠定了基础。
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　　微小牛蜱为典型的一宿主蜱，是我国分布最广的一个
种［１］，属于蜱类最常见、危害最大的硬蜱科扇头蜱亚科扇头

蜱属［２］。该蜱主要生活于农区，在新疆喀什及周边地区多

见。该蜱主要寄生于牛，也常寄生于其他家畜和野生动物，也

侵袭人类。可引起动物贫血、消瘦、发育不良、产乳量下降或

肢体麻痹，更重要的是感染动物免疫抑制，使蜱更易于存活或

传播疾病。在我国，微小牛蜱是其他许多寄生虫的传播媒介

和传播者，也能自然感染一些人畜共患病等［３］。因此做好微

小牛蜱及其蜱传病的防治工作，对新疆乃至全国畜牧业健康

发展意义重大。

微小牛蜱Ｂｍ８６是Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ等［４－５］从半饱血微小牛蜱雌

蜱肠道分离的一种膜结合糖蛋白，是一种较好的保护性抗原。

Ｐｅｎｉｃｈｅｔ等证实，Ｂｍ８６抗原在不同株的微小牛蜱肠道细胞膜
上均存在，重组Ｂｍ８６表达产物对抗药性微小牛蜱也有免疫
抵抗作用［６］。Ｇａｒｃíａ－Ｇａｒｃíａ等研究发现，在大肠杆菌中
Ｂｍ８６基因表达的产物为融合蛋白包涵体，用该包涵体免疫
的牛对微小牛蜱具有明显的抵抗力［７］。李文卉等将 Ｂｍ８６
基因进行真核表达获得了其重组蛋白［８］；樊瑞泉等［９］、马米

玲等［１０］将 Ｂｍ８６基因克隆到原核表达载体 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１，
转化大肠杆菌后得到能被兔抗微小牛蜱全蜱阳性血清所识

别的包涵体。

蜱的防治已成为国内外畜牧业发展迫切须要解决的课

题，传统蜱防治方法造成的环境污染、食品安全、药物残留、抗

药性等问题日趋严重。免疫防治可使宿主增强免疫力，针对
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