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葛根膨大相关基因

表达的 cDNA-AFLP 分析

刘冬梅，吴才君* ，范淑英

( 江西农业大学 农学院，江西 南昌 330045)

摘要: 为从本质上揭示葛块根膨大的分子机理，将 cDNA-AFLP 技术运用于葛块根膨大的野生型和突变型发育

过程的基因表达差异的分析，筛选出 5 个特异表达片段，其中野生型 Y0、Y1 和突变型 T0、T1 4 个成功测序，结

果显示: DNA 片段大小分别为 384、248、241 和 161 bp; BLAST 搜索结果表明: Y0 与大豆假拟蛋白相关的未知

mRNA 同源性 99% ; Y1 与罗伊乳杆菌木糖异构酶基因序列同源性 95% ; T0 与豇豆小分子热休克蛋白 mRNA 序

列同源性 87% ; T1 与番茄的类胡萝卜素异构酶基因同源性 98% ; Y0 翻译的蛋白质与拟南芥亚种赤霉素结合蛋

白 β-2 亚基有一定同源性，Y1 和 T0、T1 翻译的蛋白质在核酸蛋白数据库中均未搜索到同源序列。
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cDNA-AFLP Analysis on Genes Associated with
Tuberous Root Swelling in Pueraria lobata ( Wild． ) Ohwi

LIU Dong-mei，WU Cai-jun* ，FAN Shu-ying

( College of Agronomy，JAU，Nanchang 330045，China)

Abstract: In order to essentially reveal the molecular mechanism of Pueraria lobata ( Wild． ) Ohwi tu-
berous root swelling，this study adopts cDNA-AFLP to analyse the gene expression differences in the swollen
wild type and mutant type of Pueraria lobata ( Wild． ) Ohwi tuberous root in its developing process，and has
selected five special clips，four DNA fragment sequences，including wild types Y1 and Y0，mutation types T0

and T1 ． The results show: the length of the DNA fragments are 384，248，241 and 161 bp respectively; and
BLAST search results show that Y0 is associated with unknown mRNA of hypothetical protein in soybean with i-
dentity of 99% ; Y1 is associated with Roy lactobacillus xylose isomerase gene sequences with identity of 95% ;

T0 is associated with cowpea small heat shock protein mRNA sequence with identiy of 87% ; T1 is associated
with tomato carotenoids isomerase gene homology with identity of 98% ; in nucleotide-Protein database ，the
protein of T1 is associated with gibberellic acid binding proteins subunit β-2 in arabidopsis subspecies with
some identity ; but the significant homologous protein sequences translated by T0，Y0 and Y1 have not been
found in the databases yet．
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野葛［Pueraria lobata ( Wild． ) Ohwi］为葛属豆科蝶形花亚科，多年生草本植物。目前国内外对葛根

药用价值方面的研究日益深入，随着葛根的药理、有效成分提取、分离和检测技术等方面研究的不断深

入，其保健作用和应用价值引起人们的高度重视。野葛根含有丰富的氨基酸，尤其是人体不能合成的必

需氨基酸，既是传统的药用植物，又是很好的保健食品［1］。但由于葛块根复杂的遗传背景致使分子水

平上的研究相对滞后，葛根的膨大机制尚不清晰，未见相关序列的报道。
cDNA-AFLP 是一种将 AFLP 技术应用于 mRNA 差异表达的 RNA 指纹技术，结果假阳性低，获得的

转录衍生片段可最大限度地提供基因编码区的信息，更适合对转录组进行全面的分析，在差异表达基因

分离与表达特异性分析研究领域得到广泛的应用［2］。Donson［3］等以拟南芥的各种组织和不同处理为实

验材料，通过对获得的 cDNA-AFLP 片段进行系统测序，建立了高容量的转录组表达数据库大大方便了

差异表达基因的筛选。Mao［4］等利用 cDNA-AFLP 技术确定了水稻受铝调控的基因，解释了铝中毒和铝

拮抗的分子机理。吴才君等［5］采用 cDNA-AFLP 芸薹种蔬菜杂交种与亲本的基因差异表达类型。本研

究以葛根野生型和突变型为材料，采用 cDNA-AFLP 技术对不同时期的基因表达情况进行分析，以期为

从分子水平上揭示葛块根膨大机理提供依据和参考，为块根植物的遗传控制、分子育种研究及高产栽培

奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

供试材料为葛根的野生型和突变型，引种自江西横峰。根部取样后依次用无菌水、75%酒精擦洗消

毒，然后用灭菌的锡箔纸包裹后迅速放入液氮冷冻处理，也可置于 － 70 ℃冰箱长期备用。
1． 2 葛根总 RNA 的提取及检测

目前已经报道的提取 RNA 的方法很多［6 － 8］，但葛块根中的多糖、多酚物质含量较高，本试验采用改

良的 SDS 法结合 Licl 沉淀来提取根部样品的总 RNA。取约 100 μg 葛根液氮下研磨，加入 SDS 裂解液

0． 5 μL，然再加入 5 μL β － 巯基乙醇，室温静止 5 min。加入 0． 25 倍体积的无水乙醇和 0． 11 倍体积的

5 mol /L 醋酸钾，涡旋 1 min 混匀。再加入等体积的氯仿∶ 异戊醇( 49∶ 1) 摇匀。4 ℃，12 000 r /min 离心

15 min，转移水相于新离心管，加入等体积酚∶ 氯仿( 1∶ 1) 。4 ℃，13 000 r /min 15 min，加入等体积氯仿

∶ 异戊醇( 49∶ 1) 摇匀。4 ℃，13 000 r /min，15 min，移出液相，加入 10 mol /L 的 Licl 至终浓度为 3 mol /L，

－ 20 ℃过夜沉淀。4 ℃，12 000 r /min 离心 2 min，弃上清，RNA 沉淀用 1 mL 3 mol /L Licl 冲洗 2 次。
DEPC 处理的灭菌水溶解 RNA，加入 5 mol /L pH 4． 8 醋酸钾至终浓度为 0． 3 mol /L，同时加入 2 倍体积

的无水乙醇，－ 20 ℃过夜沉。4 ℃，12 000 r /min 离心 10 min，1 mL 预冷 75% 无水乙醇冲洗 2 次后，用

RNase － free water 溶解 RNA。取 3 μL 上样量，质量分数为 1． 2%的非变性琼脂糖凝胶电泳 160 V 恒压

10 min 后在紫外凝胶成像系统中观察 RNA 的完整性，蛋白核酸分析仪检测 RNA 纯度。
1． 3 葛根 RNA 的反转录和 dscDNA 的合成

1． 3． 1 反转录合成第一链 cDNA 0． 5 μL 灭菌离心管中加入下列组分: 模板 RNA 约 3 μL，3’PCR
primer ( 10 mmol /L) 1 μL，SMARTⅡ OligodT ( 10 mmol /L) 1 μL，混匀短暂离心后 72 ℃ 变性 3 min，

42 ℃ 2 min，冰浴 2 min; 短暂离心后加入 buffer 2 μL，RNA inhibitor 1 μL，primescriptTM reverse tran-
scriptase 1 μL，dNTPS( 10 mmol /L) 1 μL，混匀后 42 ℃孵育 1 h，70 ℃ 15 min 后置于冰上终止反应。反

转录产物可立即用于第二链的合成，也可于 － 70 ℃保存备用。
1． 3． 2 dscDNA 合成的 LD － PCR 扩增 1st － strand cDNA 8 μL，Taq 酶 0． 25 μL，LA － PCR buffer
( mg2 + ) 5 μL，dNTPS( 2． 5 mmol /L) 8 μL，5’PCR Primer( 20 mmol /L) 1 μL，3’PCR Primer( 20 mmol /L)

1 μL 加水至 50 μL，混匀并短暂离心后于 PCR 仪上 94 ℃预变性 3 min，然后94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃
5 min 进行 33 个循环，产物置于 4 ℃保存备用。
1． 4 葛根 dscDNA 的酶切和接头连接

采用 Taq1、Ase1( 购自 NEB 公司) 双酶切葛根的双链 cDNA，反应体系: cDNA 2 μL，Ase1 1 μL，buffer
4 μL，加水至 40 μL，37 ℃水浴 2 h; 再加入 Taq1 1 μL，buffer 4 μL，加水至 50 μL 65 ℃3 h; T4DNA lig-
ase2 μL，buffer 6 μL，Taq1 接头 1 μL，Ase1 接头 1 uL，水 1 μL，混匀离心后 8 ℃过夜连接，接头序列由上
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海生工合成。Taq1 接头的两条寡核苷酸序列为: T1 : 5’－ GACGATGAGTCCTGAC －3’T2 : 5’－ CGGTCAG-
GACTCAT －3’; Ase1 接头序列为: A1 : ’－GCGTAGACTGCGTACC －3’A2 : 5’－TAGGTACGCAGTC －3’。
1． 5 预扩模板的制备和 PCR 预扩增反应

连接产物稀释 30 倍即为 PCR 预扩增反应模板。预扩增体系: Taq 酶 0． 30 μL，PCR buffer 2． 5 μL，

mg2 + ( 25 mmol /L) 1． 5 μL，模板 1． 5 μL，10 mmol /L 引物 A3 0． 5 μL，10 mmol /L 引物 T3 0． 5 μL，2． 5 mmol /
LdNTPS 4 μL，加水至 25 μL，混匀短暂离心。PCR 条件: 94 ℃ 5 min; 循环参数: 94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，
72 ℃ 80 s，35cycles，72 ℃再延伸 10 min。预扩增 Ase1 引物序列为: A3 : 5’－ CTCGTAGACTGCGTAC-
CTAAT －3’; 预扩增 Taq1 引物序列为: T3 : 5’－GACGATGAGTCCTGACCGA －3’，接头序列由上海生工合成。
1． 6 选扩模板的制备及选择性 TD － PCR 反应

预扩增产物稀释 20 倍作为选择性扩增模板。选扩增体反应系与预扩增相同，但扩增反应引物变为

Taq1 选择性引物 2 μL，Ase1 选择性引物 2 μL，PCR 采用 TD － PCR: 94 ℃ 120 s，94 ℃ 30 s，65 ℃
30 s，72 ℃ 1 min，每循环 1 次复性温度下降 0． 7 ℃，共 14 个循环; 94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min
共 28 个循环，72 ℃ 延伸 10 min。Taq1 选择性引物序列为: 5’－ GATGAGTCCAGACCGANN － 3’，Ase1
选择性引物序列为: 5’－GACTGCGTACCTAATNN －3’，其中 N 代表 ATCG 中任意一种，各 16 种引物由上海

生工合成。
1． 7 测序胶电泳及差异条带回收重扩

采用质量分数为 6%尿素 － 聚丙烯酰胺凝胶电泳，在 100 V 电压下先电泳 30 min，然后升高电压至

250 V 再电泳约 3 h，可参照 BejaiR 等［9］的方法。电泳结束后结合弱碱性银染方法。用干净刀片割下

典型的差异条带置于 1． 5 mL 离心管，加入 50 μL 无菌水捣碎室温静止 10 min，封口膜裹好放入水浴锅

煮沸约 30 min。12 000 r /min 室温离心 2 min 回收上清液，加入 10 μL pH 5． 2NaAC( 13 mol /L) ，2 μL
糖原，450 μL 无水乙醇，－ 70 ℃静置 30 min，12 000 r /min，4 ℃离心 10 min，沉淀用体积分数为 80% 的

乙醇洗涤，风干。加入约 10 μL 无菌水溶解 DNA，取 4 μL 进行重扩，扩增条件和所用引物与对应差异

条带第 1 次扩增相同。扩增产物用质量分数为 1． 5%的琼脂糖胶电泳差别显示分析。
1． 8 差异条带重扩产物的回收纯化、测序、同源性搜索比对

精确割下琼脂糖凝胶上的目的条带，按照 QIAGEN 公司的 QIAquick Gel Extraction Kit 说明书进行

纯化回收，质量分数为 2． 0%的琼脂糖凝胶电泳检测显示为单一条带则可以利用 PCR 产物直接送上海

生工进行测序。利用 NCBI 的 BLAST 程序对 DNA 差异片段序列的同源性搜索与相似性进行比对分析。

1 － 2 葛根突变型; 3 － 4 葛根野生型

1 － 2 puerarin mutation type; 3 － 4 Puerarin wild type．
图 1 葛根总 RNA 琼脂糖凝胶电泳检测结果

Fig． 1 The results of Puerarin total RNA
agarose gel electrophoresis

1 －2 葛根突变型; 3 －4 葛根野生型; M: 50 bpmarker
1 －2 puerarin mutation type;3 －4 Puerarin wild type;

M: 50 bpmarker．
图 2 葛根双链 cDNA 检测结果

Fig． 2 Test results of Puerarin double-stranded cDNA

2 结果与分析

2． 1 总 RNA 提取及 dscDNA 合成

从葛根总 RNA 的质量分数为 1%琼脂糖凝胶检测结果( 图 1) 可以看出: 总 RNA 的 28 S 和 18 S 条
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奇数泳道为葛根彭大型材料;

偶数泳道为突变型; M 为 200 bp marker。
The odd number strip for puerarin swollen type materials;
Even strip for puerarin mutation type; M is 200 bp marker．

图 3 不同生长期葛根野生型和

突变型 cDNA 预扩增结果

Fig． 3 Pre － amplification of cDNA from different growth
of the wild type and mutation type Pueraria tuber

M:50 bp 的 mark;1 泳道引物为 A4T8 ; 2 为 A4T13 ( Y0 ) ;

3 为 A4T10 ( Y1 ) ; 4 为 A4T12 ( T0 ) ; 5 为 A4T10 ( T1 ) ，

其中 1，2，3 为葛根野生型( Y) ，4，5 为突变型( T) 。
M is 50 bp mark; primer: 1 lane is A4T8，2 is A4T13 ( Y0 ) ;

3is A4T10 ( Y1 ) ; 4 is A4T13 ( T0 ) ; 5is A4T10 ( T1 ) ．

1，2，3 is wild type( Y) ; 4，5 is mutations type( T) ．
图 5 差异条带回收纯化产物电泳检测

Fig． 5 Differences strip recovery purification
product electrophoresis

奇数条带为葛根野生型材料; 偶数条带为葛根突变型材料; 引物组合: 1，2
泳道为 A4T7 ; 3，4 为 A4T8 ; 5，6 为 A4T9 ; 7，8 为 A4T10 ; 9，10 为 A4T11 ; 11，12

为 A4T12 ; 13，14 为 A4T13 ; 15，16 为 A4T14 ; 17，18 为 A4T15。

The odd number strips are puerarin wild type materials; Even strips are puerarin
mutation type materials; Primer combinations:1，2 lanes are A4T7 ; 3，4 are A4T8 ;

5，6 are A4T9 ; 7，8 are A4T10 ; 9，10 are A4T11 ; 11，12 are A4T12 ; 13，14 are A4

T13 ; 15，16 are A4T14 ; 17，18 are A4T15 ．

图 4 葛块根野生型和突变型材料 cDNA-AFLP 分析

Fig． 4 cDNA － AFLP analysis of Pueraria tuber wild type
and mutation type materials

带清晰，且 2 个条带的亮度接近

2∶ 1，5 S 条带很弱，说明总 RNA
无 DNA 污染，且纯度很高完整性

很好，无明显 的降解［10］; dscDNA
合成结果见图 2，双链呈典型弥散

带，质量较好符合后续试验要求。
2． 2 预扩增检测结果

预扩增是检验酶切和连接效

果的必要手段，通过质量分数为

1%琼脂糖电泳检测，结果显示预

扩增产物集中在 60 ～ 700 bp，弥

散中主条带清晰明亮，说明酶切用

量适宜，预扩增效果较好，为选择

性扩增提供了良好的模板( 图 3)。
2． 3 选择性扩增产物和 DNA 差

异条带显示

采 用 256 对 引 物 组 合 对

RNA 进 行 cDNA-AFLP 分 析，分

离出 5 个 与 膨 大 相 关 的 TDFs。
其中从 野 生 型 材 料 中 分 离 出 3
个，从突变体中分离出 2 个( 图 4
箭头所示) 。

2． 4 DNA 差异片段的纯化回收及碱基序列

从变性聚丙烯酰胺凝胶上割下差异片段进行重扩，产物用 clean － up Gel extraction Nucleospin Ex-
tractⅡ试剂盒纯化回收，经质量分数为 1． 6%的琼脂糖凝胶电泳检测，结果见图 5，5 个特异片段送上海

生工测序，4 个测序成功，1 个失败。测定结果见表 1，特异片段长度分别: Y0 : 384 bp、Y1 : 248 bp、T0 :

241 bp 和 T1 : 161 bp，GC 含量分别为 37． 5%，34． 7%，41． 1%和 36． 6%。
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表 1 特异性片段的碱基序列及 GC 含量

Tab． 1 Nucleotide sequellces and their GC content of DNA fragments

DNA 片段

DNA fragments
核酸序列

Nucleotide equence
长度 /bp
Length

GC 含量 /%
GC content

Y0

TTAGTGACTGCGTACCTAATGGCTTGTTGCTGTGCTTTATAAATGAAATCTG
TGTCCAAATTTCTGTGACGGATT CGTTATTTAAGGCATCTTAAGAAATCGC
CAATTGAATCTGTTTTGGCGACAATGTCAATATTATTTTTGAAGTTGAATCGC
ATCTTCTGTCAAGTTTTAGCATGTCCGGTTCCGCATTTGAAACCTCACTTAC
GCGCGTCAACTTGAAGCTACAATTTGTAGCTTCTGCATCCTTTAAGTGTATA
TATTTGACGCAATTTTGTGATAGCATGTTTGGAAACACACTGAGAATAGAAG
AATCACGATTGGGATGTAGAAGCTATAACTATTAGCTTCTGAAAGTCACATT
CGGTCAGAACTCATCAAGTA

384 37． 5

Y1

CAATGACAGCTGTTGCTTTGTAGTTACACTGATTTAGGTTTATATGTTTCTTG
ATGCTGGTTTACTTCTTAAATATATGCTCATGATACTTGTCTGAAATTGGACT
TCTGCTGATATGATATCATTGCTTTTTATAGTCTGTATTTCTCTGACTTGGATA
ATTCGGTCAGGACTCATCAA

248 34． 7

T0

CTATTCTCCCAACTGTGCTCTCAATCAAAATTATGTGTCTTCATATCATAAGA
AAAGTTAAATAAATGTATGTAGTTGAGTTTGAGATGTGTGTGATATTATCATGT
ATGGACTCCGCTATTGCAATAGTGTGGTGATCGTGTTGTGTATCGTGTTTTGA
TTAGGTACGCAGTCA

241 41． 1

T1

GAGGGATGATGGAACAATCTACAACGACACATACACTGAAAGACAAATTTA
TTTTTTATGTATGATAAACACTGCATAATAGTCCACAAGTAAAGGAAGTTTCTT
TTTGTTTTGGGTCAGAAACCACGAGTATCTCCCAATTTACTCGGTCTGGACTC
ATCA

161 36． 6

表 2 特异片段同源性比对

Tab． 2 Allogenic comparison of specific segments

DNA 片段

DNA fragments
核酸数据库比对

Nucleotide database comparison

核酸 － 蛋白数据库比对

Nucleotide-Protein
database comparison

Y0 BT089537． 1 假拟蛋白( 大豆) 相关的未知 mRNA 同源性 99%
拟南芥亚种赤霉素结合蛋白

β-2 亚基相似性 35%

Y1 罗伊乳杆菌木糖异构酶基因 cds 同源性 95% 未找到同源序列

T0 豇豆小分子热休克蛋白 mRNA 序列同源性 87% 未找到同源性序列

T1 番茄类胡萝卜素异构酶基因同源性 98% 未找到同源性序列

2． 5 DNA 特异序列同源性比对

利用 BLAST 程序进行 DNA 特异片段序列同源性搜索，结果列于表 2。核酸 － 蛋白数据库比对显

示: T1 翻译的蛋白质与拟南芥亚种赤霉素结合蛋白的 β-2 亚基有一定同源性，Y1 和 T0、T1 翻译的蛋白

质在核酸蛋白数据库中均未搜索到同源序列。核酸数据库比对显示: Y0 与大豆假拟蛋白相关的未知

mRNA 同源性 99% ; Y1 与罗伊乳杆菌木糖异构酶基因序列同源性 95% ; T0 与豇豆热休克蛋白 mRNA
序列同源性 87% ; T1 与番茄的类胡萝卜素异构酶基因同源性 98%。

3 结论和讨论
核酸 － 蛋白数据库搜索结果显示: 分离得到的特异 DNA 条带 Y1 和 T0、T1 均未找到同源性的蛋白

质序列，预测可能为 mRNA 表达过程中产生的未知功能的蛋白。T1 翻译的蛋白质与拟南芥亚种的 GA-
binding protein( 赤霉素结合蛋白) β-2 亚基有一定同源性，Hartweck L M 等［11］研究表明 GA 可与光等环
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境因子及其他植物激素相互作用，共同作用于高等植物的整个生命周期，促进光合作用和蒸腾作用，调

节植物的生长发育。在无核白葡萄果实膨大率试验中也发现赤霉素对其果实膨大有促进作用［12］。50
年代初开始的植物激素受体研究认为: 植物激素要发挥作用，须与受体相结合，在宋平等对水稻的赤霉

素结合蛋白的相关研究中发现 GA-binding protein 就是存在于细胞膜上的 GA 受体［13］。依此判断 T1 翻

译的蛋白质可能是葛根细胞膜上赤霉素的受体即信号传导蛋白，在信号传导、生长发育和葛根的膨大有

机物质的积累中起着重要作用。
核酸数据库中搜索结果表明: Y0 与大豆假拟蛋白的未知 mRNA 具较高同源性; Y1 与罗伊乳杆菌木

糖异构酶基因同源性高达 95%，木糖异构酶是催化木糖转化为木酮糖的一种异构酶，在植物光合作用

的暗反应阶段参与糖代谢，所以 Y1 编码的应该是一种参与葛根光合作用的重要酶类; T0 与豇豆小分子

热休克蛋白( sHSPs) mRNA 同源性 87%，热休克蛋白是一大类分子伴侣蛋白，sHSPs 是植物热激表达的

主要产物，不仅有抑制细胞凋谢、促进细胞骨架形成等功能，还有保护电子传递链( 线粒体 sHSPs) 和光

系统Ⅱ的电子传递( 叶绿体 sHSPs) 等作用［14］，据此 T0 编码产物可能在野葛的抗逆性和葛根代谢中发

挥相当重要的作用; T1 与番茄的类胡萝卜素异构酶基因同源性为 98%，CRTISO 基因是高等植物类胡萝

卜素合成途径中的关键基因之一，类胡萝卜素有“维生素 A 源”之称，类胡萝卜素及其代谢产物有多种

生物学功能，具有抗氧化、抗癌和调节免疫的作用，单一结构的类胡萝卜素的生物利用度较低，而天然植

物中 β － 胡萝卜素含有顺反式两种结构，对人体有很好的保健作用。CRTISO 基因有类似于 PDS 的功

能，参与了类胡萝卜素脱氢的过程，催化顺式类胡萝卜素向反式类胡萝卜素的转换［15］，所以 T1 基因编

码的可能是葛根中类胡萝卜素合成过程的重要酶类。
根据同源基因相关功能推测本研究获得的 4 个特异性序列普遍参与了信号传导、抗胁迫应答、电子

传递、光合代谢等反应，说明野葛块根膨大机由多个功能不同的基因共同参与控制，并制涉多方面的生

理生化反应，这些特异 DNA 片段的具体功能验证还有依赖进一步的蛋白分析技术和全长序列的获得。
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