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Abstract β-actin，a member of the actin family，is often used as an internal standard in quantitative gene

analysis. In this study，a full-length cDNA of the β-actin gene from Mythimna separata (Walker) was cloned

using RT-PCR and the RACE technique. The results show that this cDNA is 1 472 base pairs ( bp) long and

contains a 5′-untranslated region (5′ -UTR) of 68 bp and a 3′-untranslated region (3′ -UTR) of 273 bp. The

open reading frame (ORF) of 1 131 bp encodes a 376 amino acid protein with a predicted molecular weight of

41. 7497 ku and PI value of 5. 29. This predicted protein contains 6 functional sites，shares the typical actin

family signature and 97. 9 % ～ 99. 7 % identity with actin from other animals. Quantitative assays indicate that

there was no significant difference (P > 0. 05) between 6 different tissues，suggesting that β-actin is a reliable

internal control in M. separata. The cloned cDNA has been submitted to GenBank ( Accession number:

GQ856238) .
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摘 要 β-actin 基因作为 actin 家族的一员，在基因定量实验中常用作内参基因。本实验运用 RT-PCR

和 RACE 技术，以粘虫 Mythimna separata (Walker) cDNA 为模板，对 β-actin 基因进行克隆获得全长
cDNA 序列，并利用生物信息学方法，对 β-actin 基因全长 cDNA 序列及推测得到的 β-actin 蛋白序列进行

分析。结果表明，获得的粘虫核 β-actin 基因 cDNA 序列长度为 1 472 bp，其中包括 68 bp 的 5′非编码区、

273 bp 的 3′非编码区和 1 131 bp 的开放阅读框，编码一个 376 个氨基酸蛋白，具有 actin 蛋白家族典型特

征。推测得到的粘虫 β-actin 蛋白理论分子量为 41. 7497 ku，等电点为 5. 29，富含 6 种类型的特定功能

位点。该蛋白序列与其他动物 β-actin 蛋白序列具有 97. 9 % ～ 99. 7 %高度同源性。β-actin 表达量检测

结果显示 β-actin 在 6 种不同组织间表达无显著差异(P > 0. 05)，表明 β-actin 可作为研究粘虫不同基因

表达水平高低的可靠内参基因。该基因的 cDNA 序列已经递交 GenBank 并获得登录号为 GQ856238。
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粘虫 Mythimna separata (Walker)是我国粮
食作物的重要害虫，具有远距离迁飞特性，每年

可南北往返迁飞数次，给粮食生产造成了严重

的损失和威胁
［1，2］。目前，国内外对昆虫迁飞
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行为发生与调控的研究主要集中在生态环境、
生理因素、行为学以及种群遗传学方面的调控
机制，而对分子调控机制研究十分缺乏。随着
现代分子生物学技术的发展，从分子层次揭示

其迁飞机制具有重要意义。肌动蛋白( actin)
是一类在生物分子进化中高度保守的蛋白质，

通常被分成肌肉型和胞质型两种类型
［3］。胞

质型 β-actin 基因能在细胞中持续衡量的表达，
因而在基因表达定量实验中常被用作内参基

因
［4，5］。尽管肌动蛋白相关的分子生物学研究
报道很多，但粘虫 β-actin 的基因序列至今未见
报道。本文克隆获得粘虫的 β-actin 基因全长
cDNA 序列，并利用生物信息学方法对其进行
分析，旨在为粘虫分子生物学的进一步研究奠

定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料
粘虫由西北农林科技大学无公害农药研究

中心提供。培养的室内温度为(23 ± 1)℃，光
周期为 L∶ D = 14∶ 10，相对湿度为 70 % ～ 80%。
幼虫用小麦苗进行饲养。
1. 2 方法
1. 2. 1 总 RNA 的提取和 cDNA 第一链的合
成 任意选取 6 龄粘虫幼虫 8 头，取其头部立
即放入含有液氮的研钵中，充分研磨后，加入总

RNA 提取试剂 RNAiso Plus (购自 TaKaRa 公
司)，然后按照 RNAiso Plus 使用说明书中的方
法进行总 RNA 的提取。获得总 RNA 后，立即
使用 TaKaRa 公司扩增 cDNA 3′末端全长试剂
盒(3′-Full RACE Core Set)和 5′末端全长的试
剂盒(5′-Full RACE Core Set)在 10 μL 体系中
反转录合成含 3′末端全长第一链 cDNA 和 5′末
端全长第一链 cDNA。
1. 2. 2 引物设计、PCR 扩增及产物的克隆与
测序 通过 GenBank 数据库获得包括家蚕
Bombyx mori ( 登 录 号: BAE96011 )、小 菜 蛾
Plutella xylostella(登录号:CAD33827)、茶足柄
瘤蚜 茧 蜂 Lysiphlebus testaceipes ( 登 录 号:
AAY63977)、沙蝇 Lutzomyia longipalpis ( 登录

号:ABV60323)、苜蓿黃蝶 Colias eurytheme(登
录号:BAE96011) 等物种的 β-actin 氨基酸序
列，根据这些序列的保守区域设计 6 条简并引
物(表 1)。粘虫 β-actin 基因全长 cDNA 序列
扩增策略如图 1。

表 1 粘虫 β-actin 基因 cDNA 克隆及

检测表达量引物序列

目的片段 引物名称 引物序列(5′ － 3′)

核心片段
S1 CAAGGAGTAATGGTNGGNATG
A1 TAGGTCCGCAYTCRTCRTAYTC

5′-RACE 5A1 AGTCAGCAGGACGGGRTGYTC
5A2 GCAGCTCGTTRTARAAGGTRTG

3′-RACE 3S1 TGTGCGGAGGAACNACNATGTA
3S2 ACAACTCCATCATGAARTGYGA

表达量检测
ActinS ATGTGCGACGACGATGTTG
ActinA CTCGTTGTAGAAGGTGTGG

图 1 粘虫 β-actin 基因克隆策略

引物 S1 与 A1 以 3′末端全长第一链 cDNA
为模板扩增 β-actin 基因的核心序列获得片段
A。扩增反应条件为:94℃预变性 3 min，然后
94℃变性 30 s，55℃退火 50 s，72℃延伸 1 min，
共 35 个循环，最后 72℃再延伸 10 min。5′末端
全长序列和 3′末端全长序列均采用巢式 PCR
扩增技术。引物 5A1 和 5A2 用于 5′末端全长
序列扩增。引物 5A1 和 5′-RACE outer 以 5′末
端全长 cDNA 的第一链为模板进行第一轮扩
增，将稀释 1 000 倍的第一轮产物作为模板，用
引物 5A2 和 5′-RACE inner 进行第二轮扩增获
得片段 B。引物 3S1 和 3S2 用于 3′末端全长序
列扩增，引物 3S1 和 3′-RACE outer 以 3′末端全
长 cDNA 的第一链为模板进行第一轮扩增，将
稀释 1 000 倍的第一轮产物做为模板，用引物
3S2 和 3′-RACE inner 进行第二轮扩增获得片
段 C。上述两片段第一轮扩增反应条件为:
94℃预变性 3 min，然后 94℃变性 30 s，50℃退
火 50 s，72℃ 延伸 1 min，共 35 个循环，最后
72℃再延伸 10 min。然后引物 A2 和 A3 以第
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一轮扩增产物作为模板进行巢式 PCR。第二
轮巢式 PCR 反应条件为: 94℃预变性 3 min;然
后 94℃30 s，56℃退火 50 s，72℃延伸 1 min，共
35 个循环;最后 72℃再延伸 10 min。PCR 产物
经确认后用 2 %的琼脂糖凝胶电泳分离纯化，
然后连接到 pMD-19T 载体，转化感受态细胞
E. coli DH5α，PCR 检测阳性克隆后送上海生
工生物技术有限公司测序。
1. 3 生物信息学分析
采用软件 ProtParam ( http: / /www. expasy.

org) 分 析 蛋 白 质 分 子 量 和 等 电 点。采 用
Proscan 软件 ( http: / / npsa-pbil. ibcp. fr /) 对蛋
白质功能位点进行分析。采用 SOPMA 软件
(http: / / npsa-pbil. ibcp. fr /)分析蛋白质的二级
结构。运 用 TMpred 软 件 ( http: / /www. ch.
embnet. org /) 分 析 蛋 白 质 跨 膜 区。采 用
MegAlign 软件进行蛋白质同源性分析。
1. 4 β-actin 基因在粘虫不同组织中表达的检
测

分别提取粘虫 6 种组织(6 龄幼虫头部、成
虫头部、精巢、卵巢、脂肪体、中肠)的总 RNA，

取 2 μg 总 RNA 反转录成 cDNA 模板，再根据
β-actin 基因 cDNA 序列设计引物 ActinS 和
ActinF，用于基因表达定量研究。扩增条件:
94℃预变性 3 min;然后 94℃，30 s，56℃ 退火
30 s，72℃延伸 30 s，共 35 个循环;最后 72℃再
延伸 5 min。PCR 产物在 1. 2 %的琼脂糖凝胶
上进行电泳，凝胶成像系统采集图片，运用

Quantity One 软件对电泳条带进行定量，利用
SPSS 11. 0 软件将获得的数据进行分析并作
图。

2 结果与分析

2. 1 粘虫 actin 基因 PCR 扩增产物的检测
经过 PCR 扩增，电泳结果显示，β-actin 基

因核心序列 PCR 扩增产物大小约为 1 000 bp，
5′-RACE 和 3′-RACE 扩增的产物大小约为
400 bp和 500 bp(图 2)。将 PCR 产物克隆到载
体中进行测序。根据测序结果可知，该基因核
心序列 PCR 扩增产物长为 972 bp，5′和 3′末端
全长序列扩增的产物长分别是 340 bp 和 495
bp。

图 2 粘虫 β-actin 基因的 PCR 扩增产物
M. DNA marker DL2000; 1. 3′-RACE 巢式 PCR 产物;2. 核心序列 PCR 产物;3. 5′-RACE 巢式 PCR 产物

2. 2 全长 cDNA 序列的获得及开放阅读框识
别

将经过扩增、测序得到的 β-actin 基因的核
心序列、5′末端全长序列以及 3′末端全长序列
通 过 ContigExpress  软 件 ( http: / /www.
invitrogen. com)拼接得到粘虫 β-actin 基因全长
cDNA 序列为 1 472 bp。采用 NCBI 上的在线
工具 ORF Finder ( http: / /www. ncbi. nlm. nih.

gov / gorf / orfig. cgi ) 进 行开放阅读框 ( Open
Reading Frame，ORF) 识别，结果如图 3。起始
密码子 ATG 位于第 69 ～ 71 位核苷酸，终止密
码子 TAA 位于第 1 197 ～ 1 199 位核苷酸，开放
阅读框全长为 1 131bp，编码一个 376 氨基酸残
基的 蛋 白 质。 5′ 非 翻 译 区 ( 5′-untranslated
region，5′-UTR) 的长度为 68 bp，3′非翻译区
(3′-untranslated region，3′-UTR) 的长度为 273
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图 3 粘虫 β-actin 基因全长 cDNA 序列及推导的氨基酸序列

起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA)用“Δ”和“* ”标示;加尾信号 AATAAA 用阴影部分标示; N － 糖基化位点

用“□”标示;依赖 cAMP- and cGMP 蛋白激酶磷酸化位点用“ =”标示;蛋白激酶 C 磷酸化位点用“［］”标示;酪蛋

白激酶 II 磷酸化位点用“ ¤ ”标示;酪氨酸激酶磷酸化位点用“…”标示;N － 豆蔻酰化位点用“ － ”标示;actin 蛋白

家族特征位点用“{ }”标示。

bp。在 3′-UTR 中有典型的加尾信号 AATAAA，
可见 19 bp 长度的 PloyA 尾。采用 NCBI( The
National Center for Biotechnology Information)上
的在线工具 BLAST ( http: / / blast. ncbi. nlm.

nih. gov /Blast. cgi)将翻译所得的蛋白质序列进
行同源性搜索。结果发现，粘虫与家蚕的 β-
actin 蛋白相似性高达 98%。由此可判定该序
列为粘虫 actin 基因的全长序列，编码一个完整
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的 β-actin 蛋白质 序 列。基 因 序 列 已 提 交
GenBank，登录号为 GQ856238。用 MegAlign 软
件分析其与其它物种的 β-actin 蛋白质同源性
高达 97. 9 % ～ 99. 7 %。
2. 3 蛋白质结构和功能分析
通过 在 线 工 具 ProtParam ( http: / /www.

expasy. org)对由 cDNA 序列推测的 β-actin 蛋
白质序列分析发现，其理论分子量为 41. 7497
ku，等电点为 5. 29，分子式为 C1850 H2902 N492 O559

S24。Proscan 软件 ( http: / / npsa-pbil. ibcp. fr /)
分析该蛋白显示富含 6 种类型特定功能位点，
包括 1 个 N-糖基化位点(13 ～ 16:NGSG)、1 个
依赖 cAMP 及 cGMP 蛋白激酶磷酸化位点(336
～ 339:RKYS)，5 个蛋白激酶 C 磷酸化位点(61
～ 63:SKR，67 ～ 69: TLK，146 ～ 148:SGR，195
～ 197:TER，325 ～ 327:TMK)、3 个酪蛋白激酶
II 磷酸化位点 ( 78 ～ 81: TNWD，235 ～ 238:
SSLE，359 ～ 362:SKQE)、2 个酪氨酸激酶磷酸
化位 点 ( 192 ～ 199: KILTERGY，211 ～ 219:
RDIKEKLCY)、10 个 N-豆蔻酰化位点(14 ～ 19:
GSGMCK，16-21:GMCKAG、43 ～ 48:GVMVGM，

49 ～ 54:GQKDSY，75 ～ 80:GIVTNW，159 ～ 164:
GVSHTV，246 ～ 251: GQVITI，269 ～ 274:
GMEACG，274 ～ 279: GIHETT，344 ～ 349:
GSILAS)。此外，分析结果还显示 3 个 actin 蛋
白 家 族 特 征 位 点 ( 105 ～ 117:
LLTEAPLNPKANR，54 ～ 64: YVGDEAQSKRG，
357 ～ 365: WISKQEYDE )。 通 过 SOPMA
(http: / / npsa-pbil. ibcp. fr / cgi-bin) 软件分析蛋
白质二级结构，结果表明，该蛋白二级结构中，

α 螺旋占 35. 90%，无规则卷曲占 35. 90%，延
伸链 占 22. 87%，β 转 角 占 5. 32%。运 用
TMpred 软件分析蛋白跨膜区，结果表明该蛋白
有 2 个跨膜区，分别位于该蛋白氨基酸序列的
第 131 ～ 147 位和 338 ～ 356 位。
2. 4 粘虫不同组织 β-actin 表达量分析
通过引物 ActinS 和 ActinA 从定量的 cDNA

模板中扩增到约 282 bp 的片段(图 4:A)。实
验分析结果表明 β-actin 在各组织中具有恒定
的表达量，各组织间 mRNA 的表达无显著差异
(P > 0. 05)(图 4:B)

图 4 粘虫不同组织 β-actin 的表达分析
A. RT-PCR 扩增产物电泳图;B. 不同组织 β-actin 表达量分析

M:DNA Marker;1 ～ 3:脂肪体;4 ～ 6:中肠;7 ～ 9:精巢;10 ～ 12: 卵巢;13 ～ 15: 成虫头部;16 ～ 18:6 龄幼虫头部。

3 讨论

肌动蛋白普遍存在于真核细胞中。众多研
究表明，β-actin 基因在生物进化中无论是在核

酸水平还是氨基酸水来都具有高度保守

性
［6 ～ 9］。本研究运用 RT-PCR 和 RACE 技术，
克隆获得了 1 472 bp 的粘虫 β-actin 基因全长
cDNA 序列，其中包括 68 bp 的 5′-UTR273 bp
的 3′-URT 和 1 131 bp 的开放阅读框。基于 β-
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actin 基因的 cDNA 序列推测的蛋白质序列长
376 个氨基酸。在 NCBI 中用 Blast P 搜索的结
果显示，粘虫与其他动物的 actin 蛋白都属核
actin 蛋白家族。通过同源性分析发现该蛋白质
与其它物种的同源性高达 97. 0% ～ 99. 7%。
由此可见，该蛋白在进化中具有高度保守性，携

带的进化信息相对有限，不适合作为系统进化

分析的分子标记。
β-actin 基因不仅有着广泛的功能，如细胞

的转移、分裂和原质的流动，细胞间信息的传递
以及细胞的形状和连结的建立和维持等

［10，11］，

而且 β-actin 基因在所有的组织中的表达相对
衡量、持续，在分子生物学的研究中，常被用作
内参基因。本研究对粘虫 6 种不同组织 β-actin
表达水平进行了定量分析，结果发现，组织间

mRNA 的表达无显著差异，表明 β-actin 可作为
粘虫不同基因表达水平高低的可靠内部参照标

准，为粘虫功能基因表达的相关研究提供了基

础资料。
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