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　　摘要：以红富士苹果叶片为材料，提取总ＲＮＡ，利用反转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴ－ＰＣＲ）技术扩增得
到长度约１０００ｂｐ的基因片段，对其进行回收、克隆后测序并进行序列分析。结果表明，该基因片段长度为１０４８ｂｐ，
编码３４８个氨基酸，其核苷酸序列与白梨Ａｃｔｉｎ基因的同源性达９９％，与桃、中国李、欧洲甜樱桃、枣４种果树 Ａｃｔｉｎ基
因的同源性在９０％以上，其编码的氨基酸序列与其他植物肌动蛋白的同源性达９７％以上，说明克隆得到的片段为苹
果Ａｃｔｉｎ基因，具有较高的保守性和同源性。
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　　在植物基因表达研究中，通常需要引入内参基
因来矫正系统误差。常用的内参基因有肌动蛋白

基因（Ａｃｔｉｎ）、微管蛋白基因（Ｔｕｂｕｌｉｎ）、泛素基因
（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）、１８ＳｒＲＮＡ、组蛋白基因（Ｈｉｓｔｏｎｅ）等。肌动
蛋白（Ａｃｔｉｎ）是普遍存在于真核生物中的一种蛋白
质，也是细胞骨架的重要组成成分，它主要参与细胞

的变形运动、胞吞与胞吐、细胞分裂、花粉管生长、细

胞内物质运输、细胞形状变化、细胞内信号转导以及

基因表达与调控等过程［１－３］。此外，Ａｃｔｉｎ基因在核
苷酸和氨基酸水平上具有高度的保守性和同源性，据

此可将其用于研究不同物种之间的亲缘关系和分化

时间［４－５］。目前，已经成功克隆了鸭梨［６］、葡萄［７］、

枣［８］、火龙果［９］、香蕉［１０］等果树的Ａｃｔｉｎ基因。
苹果是世界四大水果之一，也是我国栽培面积

和产量最大的果树［１１］。近年来，探究苹果矮化、抗

逆性、果实品质形成等方面的分子机制成为研究热

点，而寻找到稳定的内参基因是开展相关研究的必

备条件之一。鉴于Ａｃｔｉｎ基因的保守性，且已被作为

内参基因成功应用在不同作物的分子生物学研究

中［１２－１４］，本研究以我国栽培面积最大的红富士苹果

的叶 片 为 材 料，采 用 反 转 录 ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴ－ＰＣＲ）方法，对苹果 Ａｃｔｉｎ基
因片段进行克隆和生物信息学分析，旨在为深入研

究Ａｃｔｉｎ基因的结构和功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料、试剂和仪器
红富士苹果叶片采自河北科技师范学院园艺

科技学院试验站（１１９．１７°Ｅ，３９．７０°Ｎ）。
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＲＮＡｉｓｏ－ｍａｔｅ、ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＤＮａｓｅⅠ

试剂盒购自宝生物工程 （大连）有限公司；

ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅ－ＳｔｅｐｇＤＮＡ ＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒及ｐＥＡＳＹ－Ｔ３ＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ
购自北京全式金生物技术有限公司；２×ＥＳ
ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京康为世纪生物科技有限公
司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、质粒 ＤＮＡ小量抽提试剂
盒购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

Ｂｉｏ－ＲａｄＳ１０００ＰＣＲ 仪、凝 胶 成 像 系 统
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品。
１．２　试验方法
１．２．１　引物设计与合成　通过比对 ＧｅｎＢａｎｋ中已
发表的高等植物肌动蛋白基因（Ａｃｔｉｎ）的核苷酸序
列，找到保守区域，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设
计扩增引物，将上游引物标记为 Ａｃｔ－ｓｔａ－Ｆ：
ＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＴＴＴＧＣＴ；下游引物标记为Ａｃｔ－
ｓｔａ－Ｒ：ＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＡＣＣＣＴＴＧＧ，预期扩增
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产物长度为１０４８ｂｐ，由生工生物工程（上海）有限
公司合成。

１．２．２　总ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成　称取０．１ｇ苹
果叶片，利用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＲＮＡｉｓｏ－ｍａｔｅ试剂盒，按
照试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ。再利用 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ＤＮａｓｅＩ试剂盒对得到的总 ＲＮＡ进行纯化，然后以
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引物采用 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅ－Ｓｔｅｐ
ｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒
进行反转录合成ｃＤＮＡ。
１．２．３　Ａｃｔｉｎ基因的 ＰＣＲ扩增　以 Ａｃｔ－ｓｔａ－Ｆ、
Ａｃｔ－ｓｔａ－Ｒ为引物，以苹果叶片 ｃＤＮＡ为模版进行
Ａｃｔｉｎ基因的 ＰＣＲ扩增。扩增体系为 ｃＤＮＡ模板
１μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，２×ＥＳＴａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ９．５μＬ，共计
２５μＬ。反应条件为９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，４０个循环；
７２℃ 再延伸５ｍｉｎ。
１．２．４　Ａｃｔｉｎ基因的克隆与鉴定　ＰＣＲ扩增产物经
１．５％琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成像系统中观察到
符合预期大小（１０００ｂｐ左右）的目标片段，利用
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对其进行切胶回收并纯化后
连接到 ｐＥＡＳＹ－Ｔ３载体上，转化至 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞中，于 ３７℃下在含有氨苄青霉
素、Ｘ－ｇａｌ、异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）的 ＬＢ固体
培养基上培养８～１４后，挑取阳性单克隆菌落进行
增菌培养，用质粒 ＤＮＡ小量抽提试剂盒提取质粒，
并进行ＰＣＲ扩增和酶切鉴定，同时送至生工生物工
程（上海）有限公司进行测序。

１．３　生物信息学分析
将测序结果在美国国家生物技术信息中心

（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）
网站上（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上进行
ＢＬＡＳＴ同源性分析及保守域查找，然后利用
ＤＮＡＭＡＮ８、ＭＥＧＡ５软件对克隆序列进行氨基酸保
守性分析，并构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　Ａｃｔｉｎ基因的克隆
以从苹果叶片中提取的总ＲＮＡ为模板，进行反

转录合成 ｃＤＮＡ后，利用引物 Ａｃｔ－ｓｔａ－Ｆ、Ａｃｔ－
ｓｔａ－Ｒ进行ＰＣＲ扩增，获得１条长度为１０００ｂｐ左
右的基因片段（图１），与预期大小相符。将其回收
纯化后，连接到 ｐＥＡＳＹ－Ｔ３载体上，转化至 Ｅ．ｃｏｌｉ

ＤＨ５α感受态细胞中，按照“１．２．４”节中的方法培养
后，挑取阳性单克隆菌落进行增菌培养，用质粒

ＤＮＡ小量抽提试剂盒提取质粒后，进行ＰＣＲ扩增和
酶切鉴定，均得到长度为１０００ｂｐ左右的特异片段
（图２、图３），表明该基因片段已被成功克隆，可以
进行测序。

２．２　Ａｃｔｉｎ基因的测序结果及序列分析
测序结果（图４）表明，本研究克隆的基因片段

长度为１０４８ｂｐ。通过 ＢＬＡＳＴ软件搜索比对发现，
该序列与其他植物的Ａｃｔｉｎ基因具有高度同源性，其
中与白梨（Ｐｙｒｕｓｘｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ）的同源性高达９９％
（图５），与核果类果树桃（Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ）、中国李
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（Ｐｒｕｎｕｓｓａｌｉｃｉｎａ）和欧洲甜樱桃（Ｐｒｕｎｕｓａｖｉｕｍ）的同
源性均为 ９４％，与枣（Ｚｉｚｉｐｈｕｓｊｕｊｕｂｅ）的同源性为
９０％，表明克隆得到的基因片段为Ａｃｔｉｎ基因的一部
分，将其命名为ＭｄＡｃｔｉｎ１。

通过ＤＮＡＭＡＮ８软件将该片段翻译成氨基酸序
列，并利用 ＮＣＢＩ网站上的 ＢＬＡＳＴ程序对其进行比

对分析。结果（图４）显示，该序列编码３４８个氨基
酸，包括３３８个保守氨基酸，而非保守氨基酸仅为
１０个，与其他植物肌动蛋白的氨基酸同源性达９７％
以上，表明该序列在氨基酸水平上高度保守。对

ＭｄＡｃｔｉｎ１蛋白进行功能保守域分析，结果（图５）显
示，其同时含有ＮＢＤ ｓｕｇａｒｋｉｎａｓｅ、ＨＳＰ７０、ａｃｔｉｎ
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ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ特异性标签，说明ＭｄＡｃｔｉｎ１蛋白为Ａｃｔｉｎ
蛋白超家族成员之一。

　　选取经 ＢＬＡＳＴ分析得出的同源性高的氨基酸
序列，利用ＭＥＧＡ５构建系统进化树，结果（图６）显

示，ＭｄＡｃｔｉｎ１蛋白与白梨 Ａｃｔｉｎ蛋白（登录号：
ＮＰ＿００１２８９２１５．１）亲缘关系最近，其次为榴莲 Ａｃｔｉｎ
蛋白（ＸＰ＿０２２７７４８６９．１），与番茄 Ａｃｔｉｎ蛋白（登录
号：ＮＰ＿００１２９５３７６．１）亲缘关系最远。

３　讨论与结论

高等植物肌动蛋白是由单一多肽链构成的球

状蛋白，包含有３７５～３７７个氨基酸，广泛分布于植
物的各种组织器官中，且所有植物的肌动蛋白均起

源于一个共同祖先［１５］。植物Ａｃｔｉｎ基因在进化上极
为保守，其碱基替换率非常低，为每 １亿年替换
１％，因此常将其用于分析物种进化和鉴别物种间的
亲缘关系［１６］。此外，也常被作为内参基因用于基因

表达研究［１２－１４］。

本研究中克隆的红富士苹果叶片 Ａｃｔｉｎ基因序
列与白梨 Ａｃｔｉｎ基因的同源性高达９９％，与核果类
果树桃、中国李和欧洲甜樱桃Ａｃｔｉｎ基因的同源性均
为９４％，与枣Ａｃｔｉｎ基因的同源性为９０％，充分证明
苹果Ａｃｔｉｎ基因与其他植物Ａｃｔｉｎ基因具有较高的同
源性。此外，在其编码的氨基酸序列中，保守氨基

酸数量为３３８个，而非保守氨基酸仅为１０个，与其

他植物肌动蛋白同源性达９７％以上，表明该序列在
氨基酸水平上也是高度保守的。该研究结果不仅

可丰富高等植物Ａｃｔｉｎ基因的核酸数据库，还可为进
一步深入研究植物 Ａｃｔｉｎ基因的功能并将其作为内
参基因应用于苹果基因表达研究中提供依据。
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ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｎｇｅｎｅｓｉｎｉｎｓｅｃｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄ
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Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９９９，１６（２）：１６５－１７２．

［６］闫洪波，葛文雅，杨　坤，等．鸭梨肌动蛋白２基因克隆和表达分

析［Ｊ］．河北农业大学学报，２０１２，３５（１）：２７－３０．

［７］崔力文，郑　婷，张克坤，等．葡萄 Ａｃｔｉｎ基因家族的鉴定及进化

和表达分析［Ｊ］．植物资源与环境学报，２０１７，２６（３）：１－１０．

［８］孟玉平，张　洁，张春芬，等．枣树肌动蛋白基因ｃＤＮＡ片段的克

隆及表达分析［Ｊ］．生物技术通报，２００９（１１）：９８－１０２，１０７．

［９］颜凤霞，文晓鹏，高国丽，等．火龙果Ａｃｔｉｎ及ＵＢＱ内参基因片段

的克隆及序列分析［Ｊ］．贵州农业科学，２０１３，４１（９）：１－４．

［１０］徐碧玉，苏　伟，张建斌，等．香蕉果实ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ文库的构

建及利用ＰＣＲ方法筛选香蕉Ａｃｔｉｎ２基因［Ｊ］．热带亚热带植物

学报，２００５，１３（５）：３７５－３８０．

［１１］翟　衡，史大川，束怀瑞．我国苹果产业发展现状与趋势［Ｊ］．

果树学报，２００７，２４（３）：３５５－３６０．

［１２］王孟东，杨金宇，黄海娜，等．‘砀山酥梨’褐皮芽变中两个ＥＲＦ

基因的克隆与表达分析［Ｊ］．热带亚热带植物学报，２０１５，２３

（４）：３７９－３８５．

［１３］张文颖，王　晨，朱旭东，等．葡萄全基因组ＤＥＬＬＡ蛋白基因家

族鉴定及其应答外源赤霉素调控葡萄果实发育的特征［Ｊ］．中

国农业科学，２０１８，５１（１６）：３１３０－３１４６．

［１４］程　杰，张新圣，李安琪，等．番茄果实成熟过程中 ＳｌＳＷＥＥＴ７ａ

的功能分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１８，５１（１５）：２９５８－２９６８．

［１５］琚泽亮，赵桂琴，周向睿．燕麦 Ａｃｔｉｎ基因片段的克隆及序列分

析［Ｊ］．甘肃农业大学学报，２０１６，５１（３）：３７－４２．

［１６］李宁宁，王　雪，郑琳琳，等．绵刺肌动蛋白基因的分离及特性

分析［Ｊ］．基因组学与应用生物学，２０１７，３６（６）：２５４８－２５５６．

李隐侠，张　俊，钱　勇，等．山羊ＭＣ１Ｒ基因克隆、表达及其多态性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１）：７０－７４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０１．０１２

山羊 ＭＣ１Ｒ基因克隆、表达及其多态性研究
李隐侠，张　俊，钱　勇，孟春花，王慧利，钟　声，曹少先

（江苏省农业科学院畜牧研究所／江苏省农业种质资源保护与利用平台，江苏南京２１００１４）

　　摘要：为研究黑色素皮质素受体１（ＭＣ１Ｒ）基因与山羊毛色形成的相关性，以苏淮山羊和波尔山羊为研究对象，克
隆测序获得了山羊ＭＣ１Ｒ基因编码区全序列，实时定量荧光ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ）检测其在苏淮山羊和波尔山羊耳
组织中的表达水平，ＤＮＡ池方法筛选其在山羊群体中的ＳＮＰｓ位点。结果发现，ＭＣ１Ｒ基因在苏淮山羊中全长９５４ｂｐ，
编码３１７个氨基酸残基。波尔山羊和苏淮山羊ＭＣ１Ｒ基因核苷酸和氨基酸序列一致性为９９．７９％和９８．７７％；系统进
化分析发现，波尔山羊与苏淮山羊聚在一起后再与绵羊聚在一起。在苏淮山羊群体中发现１８３Ｃ／Ｔ和７４８Ｔ／Ｇ２个突
变位点，在波尔山羊群体中检测到７０１Ｇ／Ａ突变。ＭＣ１Ｒ基因在波尔山羊耳组织中的表达水平高于苏淮山羊，但差异
不显著。该研究显示ＭＣ１Ｒ基因可能在调控山羊毛色形成中发挥一定的作用。
　　关键词：ＭＣ１Ｒ基因；实时定量荧光ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ）；被毛；苏淮山羊；波尔山羊
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｃａｏｓｈａｏｘｉａｎ＠１６３．ｃｏｍ。

　　ＭＣ１Ｒ（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ－１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＣ１Ｒ）基因，
也称促黑素细胞激素受体（ＭＳＨＲ）基因，在哺乳动
物中由毛色扩展（ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）位点编码，为 Ｇ蛋白偶
联受体黑素皮质素受体（ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＭＣＲｓ）超家族成员之一，只有１个编码区，编码蛋白
有７个跨膜结构域［１－２］。研究表明，ＭＣ１Ｒ基因是
控制动物黑色素合成的重要基因，其与编码刺鼠信

号蛋白（Ａｇｏｕｔｉ）的基因一起调控动物色素合成的数
量和分布，从而对动物的毛色形成起到非常重要的

作用［３－４］。

研究表明，ＭＣ１Ｒ基因位点的多态性与哺乳动
物包括大鼠［２］、牛［５］、马［６］、猪［７］、绵羊［３］、山羊［８］毛

色变异都有很大的相关性。在家畜中，沼泽水牛与

白沼泽水牛在４７６、６１８、８８１、９３０、９３１ｂｐ位点上分
别发生了 Ｔ／Ｃ、Ｇ／Ｃ、Ｇ／Ａ、Ｇ／Ａ、Ａ／Ｇ突变，导致沼
泽水牛和白沼泽水牛第１５９位氨基酸由丝氨酸变成
苯丙氨酸，第３１０位氨基酸由谷氨酸变成丙氨酸，第
２９４位氨基酸由天冬氨酸变成丙氨酸，发生了非同
义突变［５］。在绵羊中ＭＣ１Ｒ位点鉴定出２个等位基
因 ＥＤ 和 Ｅ＋［９－１０］，Ｖａｇｅ等研究表明，ＭＣ１Ｒ中
ｐ．Ｍ７３Ｋ和 ｐ．Ｄ１２１Ｎ位点是控制黑色性状显著的
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