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绿海龟 α-actin 基因的 cDNA 克隆与序列分析 
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摘要: 为探究绿海龟(Chelonia mydas)α-actin 基因序列的相关信息, 作者利用 RT-PCR 和 RACE 方法从

绿海龟肌肉组织中获得了 α-actin 基因的 cDNA 全长序列, 共 1347bp(GenBank 登录号为 JX073650)。所

得序列包含一个 1134 bp 的开放阅读框, 编码由 377 个氨基酸组成的蛋白, 该蛋白 7~377 位为 Actin 结

构域, 14~17 位有一个糖基化位点, 无信号肽; 预测分子量为 42.0 kDa, 理论等电点为 5.23。将编码区

序列与 GenBank 上同源序列进行比对发现, 核苷酸序列相似性均在 85.4%以上, 氨基酸序列相似性均

在 98.9%以上, 说明 α-actin 基因作为编码蛋白是高度保守的。  
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绿海龟(Chelonia mydas)隶属于爬行纲(Reptilia), 

龟鳖目 (Testudinata), 海龟科 (Cheloniidae), 海龟属

(Chelonia), 是在中国沿海分布的 5 种海龟之一, 也

是中国二级重点保护野生动物[1-2]。近百年来, 由于

人类对海龟进行了掠夺性地乱捕滥杀、盗挖龟卵, 加

上对其生存环境的破坏和污染, 海龟的数量在全世

界范围内急剧下降 [3-7]。目前 , 世界自然保护联盟

(IUCN)和濒危野生动植物种国际贸易公约(CITES)

均将其确定为濒危物种[8-9] 。 

肌动蛋白 (Actin)是一类存在于所有真核细胞

中 , 在进化过程中高度保守的蛋白质超家族 , 与

细胞内许多重要的功能活动有关。在高等动物细胞

内 , Actin大致分为 6种 , 其中 4种具有肌肉组织特

异性 , 包括 α-心肌型、α-骨骼肌型、α-血管平滑肌

型和 γ-内脏平滑肌型 ; 其余两种广泛分布于各个

组织中 , 包括 β 和 γ 亚型 , 均为细胞质型 [10-11]。  

actin 基因作为管家基因 , 在生物体内生理或病理

状态下都持续恒量表达 , 因而在很多量化的试验

中 , 被当作内参(Internal control)基因。鉴于绿海龟

分子方面的研究主要集中在种群遗传结构和系统

发生关系 [12-23]方面 , 蛋白编码基因研究较少 [24], 

肌动蛋白尤其是 α-actin 基因的研究尚未见报道 , 

因此 , 作者对绿海龟的 α-actin 基因的序列及结构

进行了初步探究 , 以期为今后进一步研究 actin 基

因结构、功能和表达分析以及绿海龟的遗传学研究

积累基础资料。  

1  材料和方法 

1.1  材料 

试验材料为采自中国南海的绿海龟的肌肉组织

样品, 液氮速冻后于70℃冰箱保存备用。总 RNA

提取试剂盒(PureLinkTM RNA Mini)购于 Invitrogen公

司 , 反转录试剂(SuperScript Ⅱ  Reverse Transcrip-

tase)、pMD18-T 载体购于 Takara 公司, 胶回收纯化

试剂盒(E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit)购于 Omega公

司, 其余试剂为上海生工产品。 

1.2  总 RNA 提取 

将超低温保存的样品放入组织匀浆器 , 加入

Trizol reagent冰浴匀浆。其余步骤参照 Invitrogen公

司试剂盒说明书进行组织总 RNA 的提取。用 0.8%

的琼脂糖凝胶电泳鉴定总 RNA, 用英国 Picodrop 公

司 Pico100型超微量紫外分光光度计测定总 RNA的

浓度及纯度。 

1.3  cDNA 的合成 

根据 CLONTECH 公司 SMART(Switching mec-
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hanism at 5’ end of RNA transcript)技术略加改动, 合

成 cDNA。第一链 cDNA 合成所用引物为 : 

Oligo-anchor R: 5’-GACCACGCGTATCGATGTCGA 
CT16(A/C/G)-3’和 Smart F: 5’-TACGGCTGCGAGAA 

GACGACAGAAGGG-3’。取总 RNA(1-5 µg)4 µL加

入 Smart F和 Oligo anchor R引物各 100 µmol/L, 混

匀; 70℃水浴 5 min, 立即置于冰上冷却 2 min; 瞬时

离心 , 使各成分集合于管底; 再于冰盒中加入以下

试剂: 5×反应缓冲液 5 µL, RNA酶抑制剂 25 U, 10 mmol/L 

dNTP混合物 1.25 µL; 反转录酶 1 µL(200 U/µL); 最

后加 DEPC水至 25 µL, 42℃水浴 60 min; 然后 70℃

温浴 15 min, 冰浴 10 min, 然后分装保存于20℃。 

1.4  绿海龟 α-actin 基因片段的克隆 

根据 GenBank 上的相关序列 (登录号分别为

AF416707, NM_203763, NM_001086591, AY986486), 采

用 Primer premier 5.0软件辅以人工方法设计兼并引

物, 委托 Invitrogen公司进行合成。引物序列为 P1: 5’ 

ATRCCAGCAGAYTCCATACC 3’, P2: 5’ CTGTSTT 
GTCCCTRTACGC 3’。 

取 2 µL 1.3中的反转录产物进行 PCR扩增, 反

应体系为: PCR mix kit 12.5 µL, Taq 酶 0.2 µL(5 U/µL), 

cDNA模板 1 µL, Primer P1/P2(10 µmol/L)各 1 µL, 

灭菌蒸馏水 9.3 µL。反应条件为: 94℃预变性 10 min; 

94℃变性 40 s, 52℃退火 40 s, 72℃延伸 1 min, 30个

循环; 最后 72℃延伸 10 min。PCR 反应在 Bio-Rad 

C1000 型梯度 PCR 仪上进行。PCR 产物使用 DNA

快速纯化回收试剂盒(Omega 公司)经 1.5%琼脂糖凝

胶进行回收、纯化, 纯化产物与 pMD18-T载体(TaKaRa

公司)连接, 转化感受态大肠杆菌, 用含有氨苄青霉素

的LB固定培养基进行蓝白斑筛选, 挑取阳性克隆进行

鉴定后, 送至上海生工生物技术有限公司测序。 

1.5  5’和 3’RACE 扩增 

根 据 测 序 结 果 设 计 RACE 引 物 : GSP1: 

5’AGCGTGGCTACTCCTTTGT3’, GSP2: 5’AATG 
AAGGATGGCTGGAAG3’, 分别与通用引物 3’anc-

horR: 5’GACCACGCGTATCGATGTCGAC3’ 和 5’ 

primer: 5’TACGGCTGCGAGAAGACGACAG AA3’
配对。PCR扩增反应条件均为: 94℃预变性 10 min; 

94℃变性 40 s, 55℃退火 40 s, 72℃延伸 1 min, 30个

循环; 最后 72℃延伸 10 min。5’和 3’端获得的片段

按照克隆部分片段的方法进行克隆测序。 

1.6  序列分析 

使用 DNAman、Clustal W、Bioedit软件并结合

人工校对将部分片段、5’端和 3’端进行序列拼接, 获

得全长 cDNA 序列 , 并设计引物 (F1: 5’CTGA 

ACCCTAAAGCTAACCG3’, R1: 5’CTTGCGATGGA 
CAATGGATG3)进行序列验证。通过 NCBI 的 ORF

程序获得开放阅读框(ORF)信息, 利用 ExPASy 在线

软件获得其相应的氨基酸序列, 并对氨基酸进行性

质(分子量、等电点)预测。利用 SignalP 3.0(http://www. 

cbs.dtu.dk/services /SignalP/)进行信号肽的预测。利用

SMART (http://smart. embl heidelberg.de/)进行结构域的

预测。蛋白的三级结构预测在 SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/)上进行, 利用 PyMol软

件进行三维结构的建构与标注。 

2  结果 

2.1  绿海龟 α-actin 基因扩增结果 

经过序列的拼接、整理后, 获得 α-actin 基因全

长 cDNA 序列 , 共 1347 bp(GenBank 登录号为

JX073650)。该序列包含 8 bp 的 5’端非编码区序列, 

205bp的 3’端非编码区序列, 以及 1134 bp的完整开

放阅读框序列。序列 3’端有一典型加尾信号

(AATAAA), 其后 24 bp处找到 poly(A)尾巴。该基因

共编码 377个氨基酸, 其中第 14-17位为糖基化位点

NGSG(图 1)。 

2.2  绿海龟 α-actin 结构预测 

根据在线软件分析, 该基因编码的蛋白分子量

为 42.0 kDa, 理论等电点(pI)为 5.23。经预测, 该蛋

白第 7-377位氨基酸为Actin的结构域(图 2), 高保守, 

无信号肽。 

将推定的氨基酸序列进行三维结构预测 , 获

得的三级结构模型如图 3所示 , 结果发现 , 绿海龟

的 α-actin 蛋白与人(Homo sapiens)的 α-actin 蛋白

结构 [25-27]很吻合, 主要由 α-螺旋、β-转角、随机卷曲

和延伸链组成。 

2.3  核苷酸及氨基酸序列相似性比对 

将该片段在 GenBank 上进行比较, 结果显示 : 

与热带爪蟾(Xenopus tropicalis)、非洲爪蟾(Xenopus 

laevis)、牛蛙(Rana catesbeiana)、牛(Bos taurus)等的

α-actin 基因核苷酸序列的同源性在 85.4%以上; 与

热带爪蟾、牛蛙、牛、人(H. sapiens)、野猪(Sus scrofa)、

小白鼠(Mus musculus)等物种氨基酸序列的同源性达

100.0%, 与其他物种氨基酸序列的同源性达 98.9%

以上(表 1)。总体上, 绿海龟 α-actin的保守性非常高。 
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图 1  绿海龟 α-actin基因的核苷酸序列和推导的氨基酸序列 

Fig. 1  The nucleotide and deduced amino acid sequences of α-actin gene from C. mydas 

方框标注为起始密码子和终止密码子, 星号代表终止密码子; 下划线表示加尾信号 AATAAA; 灰色代表糖基化位点; 左边数字为核苷

酸及氨基酸的编号 

The letters in box are start codon and stop coden; The asterisk (*) represents the stop codon; The underlined letters are polyadenylation signal; 
The numbering of nucleotide and amino acid sequences is shown on the left 
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表 1  绿海龟与其他动物 α-actin 基因全长 cDNA 序列的相似性比较 
Tab.1  Similarity comparisons of full-length cDNA of α-actin gene between C. mydas and other species 

物种 GenBank登录号 碱基同源性(%) 氨基酸同源性(%) 

热带爪蟾(X. tropicalis) NM_203763 88.0 100.0 

非洲爪蟾(X. laevis) NM_001086591 87.6 99.7 

牛蛙(R. catesbeiana) AY986486 87.0 100.0 

牛(B. taurus) NM_005159 87.0 100.0 

人(H. sapiens) BC009978 86.9 100.0 

鲱(Clupea harengus) GQ455648 86.7 98.9 

野猪(S. scrofa) NM_001170517 86.4 100.0 

大西洋鲑(Salmo salar) BT043781 86.2 98.9 

斑马鱼(D. rerio) NM_001001409 86.2 99.4 

非洲鲫鱼(Tilapia mossambica) AB037866 86.1 98.9 

斑点叉尾 (Ictalurus punctatus) NM_001201266 85.9 99.2 

小白鼠(M. musculus) BC062138 85.9 100.0 

鲀暗绿 (Tetraodon nigroviridis) CR696699 85.4 99.4 

短鳍珍灯鱼(Lampanyctus regalis) AF503592 85.4 98.9 
 

 

图 2  α-actin蛋白结构域 

Fig. 2  Structural domain of C. mydas α-actin 

 

图 3  理论预测的绿海龟 α-actin 蛋白及与人 α-actin 蛋白

(3dawA)的结构叠合 

Fig. 3  Three-dimensional structure of modeled α-actin 
protein from C.mydas and its structural superposi-
tion of α-actin protein with H. sapiens (3dawA) 

 

2.4  系统进化树的构建 

利用 Clustal W程序对表 1中物种的 α-actin基因

核苷酸序列进行多序列比对 , 并将比对结果用

MEGA4.0 生成系统进化树(Neighbor-Joining method), 

结果表明(图 4), 绿海龟的 α-actin基因序列先与热带

爪蟾、非洲爪蟾和牛蛙聚类在一起, 再与牛、野猪、

人和小白鼠聚类 , 而与鱼类亲缘关系较远 , 基本与

传统分类相一致。 

3  讨论 

Actin 普遍存在于真核生物中, 在转录、转录调 

 

图 4  根据 α-actin基因核苷酸序列构建的系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of α-actin gene based on nucleo-
tide sequences 

 

控、RNA 的加工和运输、维持细胞结构和细胞内运

动等过程中发挥着重要作用, 是在进化中高度保守

的蛋白质家族[28]。作者所获得的绿海龟 α-actin基因

核苷酸序列与热带爪蟾、非洲爪蟾、牛蛙等物种的

同源性为 85.4%以上, 其所编码的氨基酸序列与其

他物种的同源性达 98.9%以上, 表明 α-actin 基因的

核苷酸序列虽然在不同物种中存在较大变异, 但氨

基酸序列却保持了高度的稳定性和一致性。蛋白质

的进化速率主要取决于功能上的需要或选择压力[29], 

Actin蛋白的高度保守性暗示着其在进化过程中承受

着较大的选择压力, 在生物体内执行着重要的生物

学功能。在脊椎动物中, 存在于肌肉组织中的 Actin

蛋白是可收缩器官的重要组成[30], 绿海龟的Actin蛋
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白对其生长发育的具体作用目前还没有报道, 需要

进一步的研究。 

脊椎动物的 actin 基因在很多物种中已被克隆, 

如人、斑马鱼、原鸡、非洲爪蟾等, 也有学者克隆了

绿海龟的 β-actin基因片段, 但 α-actin基因目前尚未

见公开报道。本文利用 RT-PCR 和 RACE 方法首次

克隆出绿海龟的 α-actin 基因全长 cDNA 序列, 丰富

了 actin 基因的资料库, 并对该基因的结构进行了初

步探究, 为进一步研究相关基因的表达及功能奠定

了基础。 
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Abstract: To explore the sequence and characteristic of α-actin gene from Chelonia mydas, the full-length cDNA 

sequence of α-actin gene was cloned using RT-PCR and RACE technique, which was consisted of 1347 bp nucleo-

tides (GenBank accession number: JX073650), with a putative open reading frame (ORF) of 1134 bp encoding a 

deduced 377 amino acid protein containing a glycosylation site (from 14 to 17) and an Actin domain (from 7 to 377). 

The molecular weight of the protein was 42.0 kDa and the isoelectric point (pI) was 5.23. The nucleotide sequence 

similarity of α-actin gene between C. mydas and other species was above 85.4%, while the similarity of amino acid 

sequence was more than 98.9%, suggesting that α-actin gene was highly conserved. This study has enriched the 

Actin gene database and provided basic data for further studies on expression and function of relevant genes. 
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