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灯盏花 ARC1 基因的克隆及序列分析
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摘 要 本研究对灯盏花 ARC1 基因进行克隆及序列分析。根据实验室前期预测灯盏花的序列设计引物，以

灯盏花花蕾为材料提取 RNA 作为模板，通过反转录(RT-PCR)扩增得到 cDNA，作为 PCR 扩增的模板，将扩

增的 ARC1 基因连接到 pMD19-T 上，阳性克隆经 PCR 检测后进行测序结果分析，得到 2 199 bp 的核酸序

列。序列分析结果表明，该基因存在 2 个结构域，不存在内含子，编码 733 个氨基酸，其核酸序列的同源性达

到 64%以上，氨基酸序列同源性达 61%。本研究首次从灯盏花中克隆出 ARC1 基因，为后期研究该基因提供

理论基础。
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Abstract In this research, we cloned and analyzed the sequence of ARC1 gene from Erigeron breviscapus. We
designed the primers based on the sequences predicted in previous experiment. We used Erigeron breviscapus buds
as materials to extract RNA to be a template, obtained cDNA through RT-PCR amplification, and connected the
amplified ARC1 gene into pMD19-T. We used PCR to detect the positive clone and obtained 2 199 bp nucleic
acid sequence. The results of sequence analysis showed that the ARC1 gene had two domains without intron,
encoding 733 amino acids. The homology of the nucleic acid sequence was more than 64% and the amino acid
sequence was 61%. The ARC1 gene was cloned from Erigeron breviscapus for the first time in this research, which
might provide a theoretical basis for further study of this gene.
Keywords Erigeron breviscapus, ARC1 gene, RT-PCR, Gene cloning, Sequence analysis
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自交不亲和(self-incompatibility, SI)是指在同一

时期正常开花的雌雄同株的植物，当自身的花粉落

到自生的柱头上时花粉不能正常萌发，最终导致授

粉失败的现象。自交不亲和有助于抑制自交，促进杂

交，有效地防止了生物多样性的减少。按遗传控制方

式分为孢子体型自交不亲和和配子体型自交不亲

和，其中，孢子体型自交不亲和主要存在于十字花科、
旋花科、菊科。孢子体型自交不和信号传导通路中涉

及一系列信号传递元件。
ARC1 (arm repeat containing 1)臂重复蛋白是孢

子体型自交不亲和过程中信号传递路径中的一个中

间受体，参与自交不亲和信号的传递。芸薹属植物的



孢子体型自交不亲和的信号传递路径是从花粉外被

上的 SCR 配体与 SRK 受体的胞外域相结合，从而激

活胞内结构域。同时 MLPK 也被 SRK 激酶域磷酸

化，磷酸化的 SRK、MLPK，通过某些基序与 ARC1
相互作用，使 ARC1 磷酸化(朱利泉和周燕, 2015)，最

后通过磷酸化、泛素化的形式将信号传递到下游包

括 EXO70A1 和 MOD 等信号元件上，最终导致自交

不亲和的发生。ARC1 在信号传递中作为关键元件之

一决定信号的传递与否。芸薹属中 ARC1 作为 SRK
下游的受体(Gu et al., 1998)。随着对 ARC1 不断的深

入研究，在拟南芥中分离出 ARC1 基因，并将 ARC1
和 SCRb-SRKb 基因对共同转化进自交亲和的生态

型拟南芥中导致其自交不亲和的结果加强(Indriolo
et al., 2014)。但是，关于孢子体型自交的研究大多集

中在十字花科芸薹属植物上，其他科的植物的研究

较为稀少。
灯盏花(Erigeron breviscapus (Vant.) Hand.-Mazz.)

属菊科飞蓬属多年生草本植物，以全株入药，对治疗

心脑血管疾病有显著功效，云南的资源总量约占全国

总产量的 97%，是云南省重点开发的天然药物品种。
赵峥等(2013)通过对灯盏花的有性生殖研究证明灯

盏花具有自交不亲和性；Zhang 等(2015)通过对自交

和杂交处理后的花序进行比较转录组分析，MLPK、
ARC1、CaM、Exo70A1 等自交不亲和相关的差异表达

基因被筛选出，这些基因可能参与灯盏花的自交不

亲和反应。本研究利用 RT-PCR 克隆了 ARC1 基因，

再利用 MEGA 等多种生物信息学工具对 -ARC1 基

因开放阅读框、同源性及系统进化树进行分析，意在

分析菊科自交不亲和信号传递路径中相关蛋白的功

能作用，为菊科自交不亲和信号传递机理的研究提供

理论基础。

1 结果与分析

1.1 总 RNA 的提取及检测

以灯盏花花蕾为材料提取总 RNA，更换新的 1×
TAE 缓冲液，0.1%的琼脂糖凝胶进行短时间的电泳

检测，结果表明：28S rRNA、18S rRNA 和 5S rRNA的

条带清晰，且 28S 的量接近 18S 的 2 倍(图 1)，说明

提取的 RNA 具有完整性，A260/A280 在 1.8~2.0 之间，

证明 RNA 的纯度可以用于后续进一步的研究。

1.2 RT-PCR 扩增

cDNA 为模板是通过总 RNA 反转录得到，用 P1
和 P2 对 ARC1 进行 PCR 扩增。扩增产物经凝胶电泳

图 1 灯盏花花蕾总 RNA 凝胶电泳

Figure 1 Total RNA gel electrophoresis of Erigeron breviscapus
buds

检测大约 2 200 bp (图 2)，且上下无杂带，大小与目

标基因一致，可能是 ARC1 基因片段，需一步鉴定。

1.3 阳性克隆的鉴定

将扩增出来的产物经回收、纯化后连接到 pMD19-

T 克隆载体上，转化大肠杆菌 DH5α，并涂于氨苄抗

性的 LB 培养基上，过夜，从转化的培养基上随机挑取

5 个克隆并进行 PCR 扩增检测，其大小约为 2 200 bp
(图 3)，与 RT-PCR 结果一致，表明这些克隆可能为

阳性克隆，挑其中两个单克隆进行摇菌，提取质粒

送测序。

图 2 ARC1 基因 RT-PCR 电泳检测

注: M: DNA marker; 1,2: RT-PCR 产物

Figure 2 Electrophoresis detection of ARC1 gene RT-PCR
products
Note: M: DNA marker; 1,2: RT-PCR products

图 3 ARC1 基因重组质粒 PCR 电泳检测

注: M: DNA marker: 1~5: 阳性克隆

Figure 3 Electrophoresis detection of ARC1 gene recombinant
plasmid PCR products
Note: M: DNA marker; 1~5: Positive clones

灯盏花 ARC1 基因的克隆及序列分析

Cloning and Sequence Analysis of ARC1 Gene from Erigeron breviscapus 4390



分子植物育种

Molecular Plant Breeding

1.4 序列分析

测序结果显示：基因组 DNA 和 cDNA 作为模板

扩增出的序列都是 2 199 bp 的长度，编码 733 个氨

基酸(图 4)，说明不存在内含子区域。ARC1 存在一个

U-box 超家族结构域(913~1 104 bp)和由 5 个重复

的 ARM Repeats 构成的 ARM 超家族结构域(1 324~
1 680 bp)，两个结构域都属于超家族类型(图 5)。通过

多序列比对(图 6)发现，733 个氨基酸中有 467 个是

保守的，约占 64%，非保守氨基酸有 266 个，这表明

克隆的片段为 ARC1 基因的高度保守区域，它与朝

鲜蓟、马铃薯、番茄、普通烟草、美花烟草的氨基酸序

列同源性分别为 81%、68%、68%、69%和 69% (牛义

岭等, 2016)。进一步证明了 ARC1 在空间上是保守

的蛋白。为分析 ARC1 的进化情况，在 NCBI Blast
ARC1 蛋白并选取朝鲜蓟、野生大豆、甘蓝、蒺藜苜

蓿、毛果杨、木薯、棉花、咖啡、马铃薯、普通烟草、番
茄、美花烟草、野生烟草、茸毛烟草 14 个物种的 14条

ARC1 氨基酸序列，通过 Clustal Omega 进行多序列

比对并制作进化树(图 7)。使用 Swiss model 预测了

ARC1 蛋白的三维结构(图 8)。

2 讨论

ARC1 是植物体内是一个非常保守的蛋白，涉及

孢子体型自交不亲和信号转导通路中信号的传输，

据报道 ARC1 基因在甘蓝中的结构也不存在内含子

结构(张贺翠等, 2011)。甘蓝中 ARC1 蛋白包含一个

U-box 超家族结构域和 3 个 ARM Repeats 构成的

ARM 超家族结构域。BLAST 发现甘蓝 ARC1 蛋白

与灯盏花 ARC1 蛋白整体结构很相似，与灯盏花 ARM
超家族结构域相比，甘蓝要少两个 ARM Repeats 结

构，11 个氨基酸，U-box 是一种高度保守的蛋白，编

码约 70 个氨基酸残基，广泛存在于真核生物体内，

具有 E3 泛素化连接酶功能，能够促进下游底物蛋白

的泛素化降解(Koegl et al., 1999)。U-box 的氨基酸序

列和 ββαβ 折叠构象与典型 Ring-finger 具有相似性，

且疏水氨基酸和芳香族氨基酸残基都存在相同的裸

露区域，其中 U-box 功能域的稳定性主要依靠盐键

和氢键，而不是典型的螯合锌结构(朱利泉和周燕,
2015)。ARC1 C 末端的 ARM 臂重复区与 SRK 激酶

结构域相互作用在体外实验中被证实，两者之间通

过磷酸化作用来维系。在芸薹属植物的自交不亲和

研究中，发现 ARC1 蛋白作为信号传递过程中 SRK
的下游受体(施松梅等, 2016)。而 ARC1 在孢子体型

图 4 灯盏花 ARC1 基因片段的核苷酸序列及推测的氨基酸序列

Figure 4 Nucleic acid sequences and deduced amino acid se-
quences of ARC1 gene fragment from Erigeron breviscapus
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自交不亲和的研究主要集中在十字花科芸薹属的植

物中，在其他的孢子体型自交不亲和的植物中研究

较少。张薇从灯盏花中克隆出 SRK 基因，与菊科中

自交不亲和的牛津千里光(登录号: AJ704376.1) SRK
基因的相似性高达到 85%，本研究也在灯盏花中克

隆出 ARC1 基因，根据前人的观点：存在关系的两个

基因在进化上是协同进化的，推测 ARC1 基因在菊科

的自交不亲和中可能存在某种关系，很有可能与灯

盏花的自交不亲和性相关，若能证实这样的关系将

有助于对菊科植物的自交不亲和的研究，其结果还

有待进一步研究。通过多序列比对发现 ARC1 蛋白

是存在保守性的，发现与菊科朝鲜蓟的相似性高达

81%，系统进化树分析也得到相似的结果，朝鲜蓟与

灯盏花的亲缘关系最近，由于灯盏花和朝鲜蓟都是属

于菊科的，两个基因的同源性较高。本研究对灯盏花

中 ARC1 基因的克隆研究，为研究菊科自交不亲和信

号传递分子机制提供了理论基础，同时也为丰富孢

子体植物的自交不亲和研究奠定了一定的基础。

3 材料与方法

3.1 材料来源

灯盏花植株采自云南省红河州千山生物科技有

限公司的灯盏花种植基地，经云南农业大学农学与

生物技术学院杨生超教授鉴定为菊科飞蓬属灯盏花

(Erigeron breviscapus Vant.) Hand.-Mazz，取即将盛开

的花蕾去掉花瓣提取总 RNA。胶回收试剂盒(Easy
Pure Quick Gel Extraction Kit)，大肠杆菌 E. coli DH5α
感受态细胞购于(全式金)公司。TaqDNAPolymerase，

cDNA 合成试剂盒，pMD19-T Simple Vector 均购自

TaKaRa(宝 生 物 )公 司。限 制 性 内 切 酶 都 是 购 于

(Thermo)公司，DNA 用 SDS 法提取，RNA 用水饱和

酚法提取。

3.2 引物的设计与合成

经分析已经测序的灯盏花转录组数据，找出保

图 5 ARC1 的保守区

Figure 5 Conservative domains of ARC1

守性较高的结构域，在实验室前期结果，预测目的基

因的长度大小约为 2 200 bp。根据引物设计原则，利

用 Primer 5.0 设计 P1、P2 引物，用于扩增灯盏花的

ARC1 基因片段，引物由华大基因公司合成。P1：5'-
ATGGCATCAGCTGCTATCTTT-3'，P2：5'-CTATGA
AACCGAAACAGACATAGAC-3'。

3.3 总 RNA 的提取

提取灯盏花花蕾总 RNA 是按照水饱和酚法提

取，取 1 g 的新鲜的花蕾材料放入 1.5 mL 的离心管

中，加入液氮，迅速研磨成粉，加 700 μL 的 RNA 提

取液覆盖粉末，然后加 560 μL 的水饱和酚覆盖，放

置通风橱融化，加 70 μL 的 2 mol/L NaCl，混匀，加

140 μL 的氯仿，混匀，4℃，10 000 r/min，20 min，取上

清到另一个新的 1.5 mL 的离心管中，加等体积的

600 μL 的异丙醇，4℃，11 000 r/min，20 min，小心倒

掉上清，加 350 μL 的 70%的乙醇，4℃，11 000 r/min，

20 min，弃上清，痛风橱干燥 10 min，加 35 μL 的灭

菌的 ddH2O 水，溶解，测浓度，电泳检测，-80℃保存，

备用。根据吸光度值鉴定所提 RNA 的纯度及浓度，

以备后续实验。

3.4 RT-PCR 扩增

按照试剂盒说明书进行 cDNA 第一链合成。
PCR 反应体系：dNTP 3 μL、10×PCR Buffer 5 μL、P1
(10 μmol/L)、P2 (10 μmol/L)各 2.5 μL、cDNA 1 μL和

Taq DNA 聚合酶 0.25 μL，加水补足 50 μL。PCR 反

应：94℃ 3 min；94℃ 30 s、60℃ 30 s、72℃ 2 min，30个

循环；72℃延伸 10 min，10℃结束，PCR 扩增产物用

浓度为 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测，目的片段回收和

纯化按照回收试剂盒说明书进行。
将回收产物、pMD19-T 载体和 Solution I 按照

5.0：0.3：5.0 混匀，于 16℃连接过夜。加 50 μL 感受态

大肠杆菌细胞到连接液中，冰浴 30 min；42℃ 37 s；
冰浴 2 min。加入 1 mL 无抗生素的液体 LB 培养基，

摇菌 50 min (37℃, 180 r/min)，将菌液涂板到氨苄的

LB 固体培养基上，37℃过夜，挑单菌落，经 PCR 检

测后提质粒送生工测序。

3.5 ARC1 基因生物信息学分析

将获得的序列通过 DNAman6.0 翻译成氨基酸

序列，利用 Blast 搜索 NCBI 上的核苷酸数据库和氨

基酸数据库中近缘物种的 ARC1 序列信息及保守区

分析，Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/)分析

预测 ARC1 蛋白的三维结构。并运用 Clustal Omega

灯盏花 ARC1 基因的克隆及序列分析
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进行多序列的同源比对及系统进化树分析。
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