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摘 要 目的：建立构建新疆一枝蒿cDNA文库的方法。方法：采用改良Trizol法提取一枝蒿幼嫩叶片总RNA，反转录成单链cD-

NA，长距离聚合酶链反应法（LD-PCR）合成双链 cDNA；PCR 产物经蛋白酶 K 消化，采用 sfiⅠ酶切，酶切产物用 CHROMA

SPIN-400柱分级分离，回收0.4 kb以上的cDNA，以λTriplE×2噬菌体连接并进行体外蛋白包装，利用SMART技术构建一枝蒿全长

cDNA文库；随机挑取文库中20个单克隆，电泳法测定原始文库滴度、文库容量、cDNA插入片段的重组阳性率与大小。结果：原

始文库滴度为1.94×107 pfu/mL，库容量为0.97×107 pfu；cDNA插入片段重组阳性率为96％，大小为0.5～2.0 kb，平均为0.9 kb。结

论：所构建的高库容、高质量的文库可为新疆一枝蒿cDNA文库的构建提供基础。
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的舒张支气管作用[11]。笔者前期预实验结果显示，氨茶
碱质量浓度为0.08 mg/mL时解痉效果明显，故本研究以
0.08 mg/mL氨茶碱为阳性对照。

影响支气管平滑肌张力的主要因素有神经反射、钾
离子通道的开放状态、信号传递的通路以及支气管平滑
肌上受体的状态等[12]。当哮喘患者哮喘发作时，支气管
平滑肌上炎症细胞破裂，产生大量ACh，从而激动气管
平滑肌M受体；并且组胺H1受体数量增加，有50％的气
管收缩是由His介导[13-14]。可见，ACh和His是哮喘急性
发作期导致气管痉挛收缩的2种主要介质。ACh作用于
M胆碱受体，His作用于H1受体，从而致使支气管平滑肌
收缩，引起支气管痉挛，最终导致呼吸困难，而拮抗
ACh、His可以延缓哮喘的发病[15]。本研究结果显示，神
香草不同洗脱物均能不同程度地抑制ACh 和His引起
的豚鼠离体气管环收缩，且以神香草60％洗脱物作用效
果最明显，当其质量浓度为 2.56 mg/mL时，对气管收缩
的抑制作用与阳性对照氨茶碱相当。

综上所述，神香草 60％洗脱物能够显著抑制 ACh

和His导致的支气管平滑肌收缩，缓解支气管痉挛。本
研究为后期考察神香草 60％洗脱物是否通过拮抗M胆
碱受体和H1受体进而抑制支气管痉挛的作用机制研究
奠定了基础。
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新疆一枝蒿（Artemisia rupestris L.）为菊科蒿属多年

生草本植物，主要分布于我国新疆，其地上全草是新疆

哈萨克医学常用药材。一枝蒿疗效确切、应用广泛，具

有清热解毒、消食健胃、祛风凉血之功效，常用于治疗感

冒、过敏、食积、蛇伤、疮疖[1]。民间谚语中记载着“家有

一枝蒿，不怕被蛇咬；家有一枝蒿，百病都除掉”[2]。

目前，一枝蒿主要依靠自然繁殖生长，加上无计划

地采挖和过度放牧，其野生资源面临枯竭。而且一枝蒿

有效成分酮酸类化合物结构复杂，人工合成困难。如何

使该药用资源可持续发展具有现实意义，而构建 cDNA

文库是探索药材相关功能基因组学的重要手段。文献

报道已经成功构建了人参[3]、丹参[4]、铁皮石斛[5]、甘草[6]、滇

重楼[7]等药用植物的 cDNA文库。因此，在本研究中，笔

者以野生一枝蒿幼嫩叶片组织为材料，利用 SMART

（Switching Mechanism At 5′end of the RNA Transcript）

技术，首次构建其幼嫩叶片组织 cDNA文库，为进一步

克隆一枝蒿相关功能基因及代谢途径研究奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

TC-512 聚合酶链反应（PCR）仪（英国 Techne 公

司）；DYCP-31DN琼脂糖水平电泳仪（北京市六一仪器

厂）；DOC2000凝胶成像仪（美国Bio-rad公司）；1200紫

外 -可见分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）；

BS110S电子天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药材

一枝蒿叶片于 2014年 5月采自新疆伊犁哈萨克自

治州伊宁县（E80°33′31.230 0″，N44°10′12.666 0″，当

一枝蒿的枝条长出5～10片真叶时开始采集），由新疆维

吾尔自治区药物研究所何江副研究员鉴定为新疆一枝

蒿（Artemisia rupestris L.）全草，双蒸水清洁后用滤纸吸

干水分，迅速放入液氮中，于－80℃冰箱贮存，备用。

1.3 试剂与其他

Trizol试剂、琼脂糖（美国赛默飞世尔科技公司，批

号：15596026、2014101121）；SMARTTM cDNA 文库构建

试剂盒（cDNA Library Construction Kit）、蛋白测试试剂

盒（Advantage2 PCR Kit，美国 Clontech 公司 ，批号 ：

2014101121、639206）；核酸分子量标准品DL2000（分子

量：750 bp）、T4 DNA连接酶均购自大连TaKaRa公司；蛋

白酶K、牛血清白蛋白（BSA）均购自上海雅心生物技术

有限公司；焦碳酸二乙酯（DEPC）、乙二胺四乙酸

（EDTA）、三羟甲基氨基甲烷（Tris）、水饱和酚、β-巯基乙

醇（BME）均购自北京鼎国生物技术有限公司；氯仿、异

戊醇、异丙醇、无水乙醇、冰乙酸等均为分析纯；水为双

蒸水。

2 方法
采用改良Trizol法提取一枝蒿幼嫩叶片总RNA，反

转录成单链cDNA，长距离聚合酶链反应法（LD-PCR）合

成双链 cDNA；PCR 产物经蛋白酶 K 消化，采用 sfiⅠ酶

切；酶切产物用 CHROMA SPIN-400柱分级分离，回收

0.4 kb以上的 cDNA，以λTriplE×2噬菌体连接并进行体

外蛋白包装；利用 SMART 技术构建一枝蒿全长 cDNA

文库并进行质量评价，详细操作如下。

2.1 总RNA提取

称取一枝蒿叶片组织约100 mg，放入经预冷的研钵

里，在液氮中充分研磨。用改良Trizol法[3]提取一枝蒿叶

片总 RNA，加入经 DEPC 处理的水 20 µL 以溶解 RNA，

电泳检测总RNA纯度，－80 ℃保存，备用。

2.2 单链与双链cDNA合成

cDNA双链合成参考 cDNA文库构建试剂盒说明书

操作。吸取3 µL总RNA溶液作模板，以SMART Ⅳ寡核

苷酸（5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCAT-

TACGGCCGGG-3′）和 CDSⅢ/3′PCR 引物[5′-ATTCT-

AGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d（T）30（N-1）N-3′；

N＝A，G，C，or T；N-1＝A，G，or C]作为反应体系引物，

Study on the cDNA Library Construction Method for Xinjiang Artemisia rupestris
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eng，WEI Meimei，WANG Xue（Xinjiang Institute of Materia Medica/Key Laboratory of Xinjiang Uighur Medi-
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for full-length cDNA library of Xinjiang Artemisia rupestris. METHODS：Mod-

ified Trizol method was adopted to extract total RNA in young leaves of A. rupestris，it was transcribed into single-strand cDNA，

and then synthesized into double-strand cDNA by long-distance polymerase chain reaction（LD-PCR）method. PCR product was di-

gested by proteinase K and sfiⅠ，and then fractionated by CHROMA SPIN-400 columns. The cDNA longer than 0.4 kb were col-

lected and ligated to phage λTriplE×2，and then protein packaging was performed. Full-length cDNA library was established by

SMART technology. 20 monoclonal were randomly selected from the library，and electrophoresis was used to determine the primary

library titer，library capacity，recombinant positive rate and length of insert cDNA. RESULTS：The primary library titer was 1.94×

107 pfu/mL，library capacity was 0.97×107 pfu；recombinant positive rate of insert cDNA was 96％ and length was 0.5-2.0 kb with

an average of 0.9 kb. CONCLUSIONS：The established library is high in capacity and quality，which can provide basis for estab-

lishing cDNA library of Xinjiang A. rupestris.

KEYWORDS Xinjiang；Arternisia rupestris；cDNA library；Construction；Functional gene
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在 SMART反转录酶的作用下合成单链 cDNA。吸取 2

µL 单链 cDNA 产物作为合成双链 cDNA 的模板，采用

LD-PCR 法合成双链 cDNA，即以 5′PCR 引物（5′- AA-

GCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3′）和 CDSⅢ/3′PCR

引物作为体系引物。采用蛋白测试试剂盒合成双链

cDNA，反应条件为：95 ℃ 20 s；95 ℃ 5 s；68 ℃ 6 min，25

个循环。吸取 5 µL PCR产物，采用 1.1％琼脂糖凝胶电

泳检测双链cDNA分布情况。

2.3 蛋白酶K消化及 sfiⅠⅠ酶切

吸取 50 µL 双链 cDNA（约 2～3 g），加入 2 µL 蛋白

酶 K，45 ℃水浴 20 min，用酚/氯仿抽提，进一步纯化产

物，加入水溶解沉淀。然后依次加入 10倍 sfiⅠ缓冲液

10 µL、sfiⅠ酶 10 µL、100×BSA 1 µL，充分混合后于

50 ℃孵育2 h，孵育后加入1％二甲苯青2 µL，混匀。

2.4 cDNA片段分级分离

将混有 1％二甲苯青的 cDNA加入到 cDNA文库构

建试剂盒中的CHROMA SPIN-400分离柱中，待渗入基

质后加入过柱缓冲液 100 µL，待自然渗尽后，再加入过

柱缓冲液600 µL。将预先备好的16个离心管迅速放在

柱下方，每管1滴直到缓冲液滴尽为止。每管取3 µL上

1.1％琼脂糖凝胶电泳。另取 DL2000为对照，于 150 V

电泳10 min，记录电泳图。选择分子量大于0.4 kb的3～

4管，收集到新的离心管中，依次加入 1/10 倍体积（BV）

醋酸钠（3 mol/L，pH 4.8）、糖原（20 mg/mL）1.3 µL、2.5

BV 95％乙醇（－20 ℃），于－20 ℃静置过夜后，离心（离

心半径为 6.5 cm，下同，14 000 r/min）20 min，弃去上清

液，加入7 µL水溶解沉淀。

2.5 cDNA片段与λTriplE×2噬菌体的连接与包装

取灭菌的0.5 mL离心管，加入“2.4”项处理后的 cD-

NA1.0 µL，依次加入 cDNA 文库构建试剂盒中的 500

ng/µL λTriplE×2噬菌体（Vector）1.0 µL、10×连接缓冲液

（Ligation buffer）0.5 µL、腺苷三磷酸（ATP，10 mmol/L）

0.5 µL、T4 DNA 连接酶 0.5 µL，轻柔混匀，16 ℃连接过

夜。将噬菌体包装提取物置于冰上解冻，取 25 µL包装

提取物加入到5 µL连接产物中，30 ℃温育90 min，再加

入 25 µL溶解后的包装提取物，30 ℃温育 90 min后，加

入500 μL噬菌体稀释缓冲液，轻柔涡旋混匀；加入25 μL

氯仿，轻柔涡旋混匀；离心（10 000 r/min）30 s，取上清液，

即得包装混合物，4 ℃冰箱贮存。

2.6 原始cDNA文库质量评价

从 cDNA 文库构建试剂盒中挑取一个复活的蓝色

单菌落，接种于 15 mL 普通培养基（LB）/硫酸镁（Mg-

SO4）/麦芽糖液体培养基中，于37 ℃、140 r/min振荡培养

过夜，离心（5 000 r/min）5 min，弃上清，用 7.5 mL 10

mmol/L MgSO4重悬沉淀。准备适量 90 mm LB/MgSO4

琼脂平板，37 ℃预热，分别取“2.5”项下包装混合物 2

µL，共 3份，用 1×Ligation buffer 稀释，体积比分别为 1 ∶
50、1 ∶ 500、l ∶ 1 000。取各梯度稀释液 10 µL，分别加入

200 µL重悬菌液，混匀，37 ℃浸染 20 min。将上述培养

物加入到 3 mL 45 ℃ LB/MgSO4/顶层琼脂（soft）培养基

中，迅速混匀，立即倒入 37 ℃预热的平板上，晃动平板

使琼脂分散均匀，室温放置10 min以冷却上层胶。37 ℃

倒置培养 6～18 h，定期记录噬菌斑生长情况并计算文

库滴度。文库滴度（pfu/mL）＝噬菌斑数×稀释倍数×103

（µL/mL）/稀释噬菌体的铺板体积（µL）；原始库容量

（pfu）＝文库滴度（pfu/mL）×连接产物总体积（mL）。培

养基中加入异丙基硫代半乳糖苷（100 mmol/L）50 µL、5-

溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷（100 mmol/L）50 µL过夜

培养后，随机挑取 20个噬菌斑单克隆，以 F（5′-CTC-

GGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT-3′）和R（5′-ATAC-

GACTCACTATAGGGCGAATTGGCC-3′）为正反引物，

PCR检测其重组阳性率（％，嵌入载体的数量/总数量×

100％）与cDNA片段大小。

3 结果
3.1 总RNA分析

利用改良Trizol法提取一枝蒿叶片总RNA，经电泳

检测表明，28 S和 18 S的 2个条带清晰，提示总RNA在

提取过程中未发生降解，离散程度较低。这表明提取总

RNA的纯度较高，符合构建 cDNA文库的要求，电泳图

见图1。

3.2 双链cDNA的合成分析

双链 cDNA经电泳检测分析表明，双链 cDNA经电

泳后形成一条弥散状条带，长度在 0.1～5 kb范围内，进

一步提示mRNA反转录成功，扩增产物的分子量范围符

合构建cDNA文库的要求。

3.3 双链cDNA经 sfiⅠⅠ酶切及其分级分离分析

双链 cDNA片段经过CHROMA SPIN-400分离柱分

级分离，共收集到 16管分离产物。经电泳检测分析表

明，第 8～10管 cDNA产物片段大小均明显大于 0.4 kb。

合并这 3管用于进一步试验，除去其余小分子 cDNA片

段。分级分离检验结果见图2。

3.4 原始cDNA文库质量评价结果

原始文库滴度为 1.94×107 pfu/mL，原始库容量为

0.97×107 pfu。20个噬菌斑单克隆进行菌落 PCR检测，

详见图3。

图1 总RNA电泳结果

Fig 1 Electrophoresis results of total RNA

28 S

18 S

图2 分级分离检验结果

Fig 2 Classification and fractionation test results
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结果，除1、20单克隆未检测出条带，17出现双目的

条带外，其余均得到了有效扩增。cDNA插入片段重组

阳性率为 96％，其中最大的 cDNA 片段约 2 kb，最小的

约为 0.4 kb，cDNA 片段大小主要分布在 0.5～2.0 kb，

0.75 kb片段超过 50％，平均长度为 0.9 kb左右，表明试

验基本符合构建一枝蒿cDNA文库的要求。

4 讨论
在构建植物 cDNA文库过程中，RNA纯度及其质量

是试验中较为重要的环节，直接决定着后续试验的成功

与否。由于同种或异种植物的不同组织中的组分与含

量差异较大，因此，提取植物总RNA尚无统一通用的方

法。必须针对不同植物材料的特点对提取方法进行选

择性优化，才能得到高质量核酸[8]。本试验曾用Trizol法

提取一枝蒿叶片总RNA，结果不理想，故需在原有Trizol

法基础上进一步改良优化。因此，笔者采用巯基乙醇作

为还原剂，分别用氯仿和水饱和酚抽提、用高浓度盐溶

液进一步沉淀，以去除蛋白质、多糖、多酚等杂质，最后

用无水乙醇沉淀总RNA。最后，获得的总RNA完整性

较好、纯度较高，且操作简单、快速，符合进一步试验的

要求。

通常构建 cDNA 文库的载体主要以质粒和噬菌体

为主，质粒文库多适于表达丰度较高的mRNA，其低丰

度 cDNA克隆数量相对较少；而噬菌体文库多适用于表

达丰度较低的mRNA，可大大提高低丰度 cDNA的克隆

数量。考虑到一枝蒿的某些功能基因可能为低丰度的

表达，因此本试验选择λTriplE×2噬菌体作为本次构建一

枝蒿cDNA文库的载体。一般评价cDNA文库的质量的

标准主要是看其原始滴度、重组阳性率以及载体插入

cDNA 片段的长度 [9-10]，原始文库滴度一般要求不低于

106 pfu/mL，重组阳性率＞85％以上方为有效文库。双

链 cDNA片段经过CHROMA SPIN-400柱分级分离，除

去 0.4 kb以下的小片段，避免了小片段优先与载体相连

接，大大提高了其相关基因的完整性。在本试验中，一

枝蒿 cDNA文库原始文库滴度已达到 1.94×107 pfu/mL，

PCR结果表明重组阳性率为96％，表明本试验所构建的

文库是一个高库容、高质量的文库。

一枝蒿主要为新疆哈萨克族民间习用药材，随着新

疆民族医药被越来越多的人认识和了解，一枝蒿的开发

近年来急剧增长，野生资源已日益枯竭。一枝蒿适宜于

中高海拔山地气候条件，人工栽培多因生态环境不适，

加之资金、技术等因素制约，至今未成功实现规模化种

植。另外，随着一枝蒿的药理作用被逐步证实，对其化

学成分的研究日益受到重视。自本单位最早从一枝蒿

中分离得到萜类成分一枝蒿酮酸和异一枝蒿酮酸以

来 [11-12]，其结构与活性已逐渐受到国内外的重视[13]。本

研究通过构建新疆一枝蒿 cDNA 文库，进一步为其克

隆、保护相关功能基因及开发有效次生代谢产物生物合

成途径奠定了基础。
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图3 PCR检测结果

Fig 3 PCR test results
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