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黄芩 ARF基因家族生物信息学及表达分析 
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摘要: ARF转录因子在植物的生长发育中具有重要意义, 是生长素信号传导途径中的重要转录因子。该研究
通过生物信息学方法, 从黄芩转录组中获得 9个具有全长的 ARF基因, 分别对其核苷酸特性、蛋白质理化性质、
亚细胞定位、二级结构、系统发育和基因表达情况进行分析。系统进化树结果显示, 这 9个黄芩的 ARF分别与
拟南芥、烟草、水稻中的ARF转录因子聚在一起。ARF基因相对表达分析发现: 100 μmol·L−1赤霉素处理后, ARF1、
ARF3、ARF4、ARF8、ARF20、ARF24表达量升高, ARF6、ARF18表达量降低; ARF基因在黄芩的花中具有较高
的表达量; ARF基因与黄芩中黄酮类合成及调控基因的表达具有一定的相关性。本研究为进一步探讨 ARF 基因
在黄芩中黄酮类成分积累的调控机制提供依据。 
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Abstract: Auxin response factor (ARF) is an important transcription factor for auxin signal transduction 

pathway, which regulates virtually every aspect of plant growth and development from embryogenesis to senescence.  
Nine full-length genes of ARF transcription factors were obtained from transcriptome dataset of Scutellaria      
baicalensis Georgi using the bioinformatics methods.  The nucleotide and protein characteristics, subcellular 
localization, senior structural domains and conservative forecasts of those ARF transcription factors were analyzed.  
The phylogenetic tree showed that the nine ARFs in S. baicalensis were clustered together with ARF transcription 
factors in Arabidopsis thaliana , Oryza sativa subsp. Japonica  and Nicotiana attenuate.  The results of gene       
expression showed that: ① The expression levels of ARF1, ARF3, ARF4, ARF8, ARF20 and ARF24 were 
upregulated after 100 μmol·L−1 GA3 treatment.  However, the expression levels of ARF6 and ARF18 were 
downregulated; ② Those ARF genes were mainly expressed in the flowers of S. baicalensis; ③ There was a       
significant correlation between ARF genes and the genes involved in flavonoid biosynthesis.  Our results provide a 
basis for further understanding the molecular regulation mechanism of flavonoid biosynthesis in S. baicalensis. 
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中药黄芩为临床常用药材, 来源于唇形科多年

生草本植物黄芩 Scutellaria baicalensis Georgi的干燥

根, 其主要活性成分为黄芩苷、黄芩素等黄酮类化合

物。研究表明, 高温、光照、缺水等适度的环境胁迫

均能促进黄芩活性成分的积累[1−4], 且与植物内源激 
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素赤霉素和生长素的调控密切相关。光照条件下, 悬
浮细胞中黄芩苷的含量随生长素 IAA (indole-3-acetic 
acid) 含量的降低而降低; 水分胁迫下, 黄芩中黄芩
素的含量随着生长素 IAA 含量的升高而升高, 且外
源赤霉素 (gibberellin A3, GA3) 影响黄芩中内源生长
素及活性成分的含量[5−7]。 

转录因子在调控苯丙烷类次生代谢产物积累与

植物抗逆反应中发挥重要作用, 然而苯丙烷类化合
物基因调控网络中转录因子之间的相互作用和协同

作用却鲜见报道。前期研究发现, 黄芩中 MYB 蛋白
可以激活类黄酮合成途径下游关键酶基因的表达 , 
多种转录因子 (eg: ARF bHLH等) 参与调控过程。
ARF (auxin response factor) 是一类较新发现的转录
因子家族, 对生长素响应基因的表达起到激活或抑
制作用, 广泛参与调控生长素及其他植物激素信号
转导途径[8]。同时, ARF转录因子参与植物多途径信
号的协同作用, 如番茄中的 SlARF7 基因是生长素和
赤霉素信号途径的关键结合位点 [9], 拟南芥中的
MYB77 转录因子通过与 ARF7 协同作用, 控制环境
变化对于侧根生长发育的影响[10]。 

近年来, 对于ARF转录因子的功能研究逐渐增多, 
主要集中在拟南芥、烟草、水稻、丹参等植物中[11−13], 
黄芩中 ARF转录因子的功能及理化性质却未见报道。
本文通过黄芩ARF转录因子的生物信息学分析, 同时
比较 ARF与黄芩次生代谢产物合成相关基因的表达, 
为进一步研究黄芩中 ARF 转录因子的生物学功能奠
定基础, 为完善黄芩中黄酮类成分的分子调控网络
提供依据。 
 

材料与方法 
材料  黄芩种子为中国中医科学院中药资源中

心实验室保存, 将黄芩种子于湿润的滤纸上萌发, 萌
发苗两周后移栽至花盆中, 25 ℃、16 h光照室温条件
下培养。以 100 μmol·L−1 GA3喷施黄芩叶片, 并分别
于喷施后的 0、1、2、3 h取样, −80 ℃冰箱保存备用。

夏季黄芩花期时, 于同一植株不同部位分别取花、
根、茎、叶, 清水清洗后以滤纸除去多余水分, −80 ℃

冰箱保存备用。 
黄芩 ARF 基因序列获取  从 TAIR 数据库中下

载拟南芥 ARF 核酸序列 , 以此作为探针 , 通过
BLAST 比对, 在黄芩转录组数据库中搜寻同源序列, 
识别标准为 e≤10−15, Score≥100, 匹配数 b = 1。 

生物信息学分析  通过 ORF Finder 在线工具 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) 预测 ARF
基因序列的开放阅读框序列。运用在线软件 Protparam 
(expasy.ch/tools/protparam.html) 预测 ARF 编码蛋白
的理化性质 ; 采用 ExPASyPROSITE (http://www.      
expasy.ch/prosite) 和 CDD (http://www.ncbi.mlm.nih.      
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 进行蛋白质结构域分析; 
使用 WOLF PSORT (http://wolfpsort.org/) 进行蛋白
质亚细胞定位信号的预测; 使用 SignalP 4.1 Server 
(http:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) 进行分泌蛋白
的预测; 使用 CFSSP (http://swissmodel.expasy.org/) 
进行蛋白质二级结构的分析; 使用MEGA 5.0构建系
统进化树 (Neighbor-joining tree, NJ tree) (bootstrap 
值设为 1 000)。 

RNA 提取和 cDNA 合成  样品总 RNA 采用植
物总 RNA 提取试剂盒 (TIANGEN 公司) 提取, 经
1%  琼脂糖凝胶电泳检测确定 RNA 完整性后, 用核    
酸定量仪测定 RNA 浓度, 按照 cDNA 合成试剂盒 
(TaKaRa公司) 说明书进行反转录。 

基因克隆  在黄芩 ARF 基因序列的基础上设    
计 PCR 引物, 由生工生物工程 (北京) 有限公司合    
成, 见表 1。反应体系按照 Trans Start® Fast Pfu DNA 
Polymerase高保真酶 (全式金公司) 说明书配制, 50 μL
反应体系, 包括 5×Trans Start® Fast Pfu Buffer 10 μL、
dNTP 4 μL、正反向引物各 1 μL、Trans Start® Fast Pfu 
DNA Polymerase高保真酶 1 μL、cDNA模板 1 μL和
ddH2O 32 μL。反应程序为 95 ℃预变性 1 min; 95  ℃变

性 20 s, 55 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 1 min, 40 个循环;     
72 ℃复性 5 min。 

Real-time 荧光定量 PCR  依照黄芩 ARF 序列    
设计 Real-time 荧光定量 PCR 引物, 扩增产物长度    
在 100～250 bp 之间, 由生工生物工程 (北京) 有限
公司合成, 见表 2。反应体系按照 SYBR Premix Ex 
TaqTM Kit (TaKaRa公司) 说明书配制, 10 μL反应体
系, 包括正反向引物各 0.5 μL、SYBR Premix Ex Taq 
5 μL、cDNA模板 1 μL、ddH2O 3 μL。每个反应重复
3次 (包括阴性对照), 在 Light Cycler 480 Ⅱ型实时
荧光定量 PCR仪 (Roche公司) 上进行, 结束后进行
熔解曲线分析, 扩增程序如下: 94 ℃预变性 2 min;     
94 ℃变性 5 s, 60 ℃退火延伸 34 s (每次循环后采集荧
光信号), 40个循环; 94 ℃变性 10 s, 65～95 ℃做熔解

曲线分析, 每个温度以每步 0.5 ℃上升, 停留 5 s, 获
得每个基因的 Ct值进行相对定量分析。 

基因相对表达量的计算  100 μmol·L−1 GA3处理 
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Table 1  Sequences of primers used in ARF cloning  

Gene name Forward primer sequence (5'−3') Reverse primer sequence (5'−3') Product long/bp 

ARF1 GGGGCTCCCAAAATAGTGCGTCT GATAACAAACTCAGCAGCATCCGCA 746 

ARF3 GCAGGCTTGTGCGTGACGG AATTTTCCAATTTACAAATTGGTGG 828 

ARF4 TTGGCCGGAGATCCCTTTAGC GCAAAAGGTGAAGACAGCAACATAG 762 

ARF6 GGGAGCAAGCAAAGGATCCAGAC CAAGACAATGCTCGTCTGCTCAT 1 242 

ARF8 GGCAATTTCTAAGCGACAAACAC AGTGTCCAAAACTCAATGGTTCAAT 1 556 

ARF12 GGGTCCACAATTAATGATGGTAGCT TGGTAAGCTTTCCAATTGGCAA 480 

ARF18 TCCTGCCGCTAGTTTACTGTTTCAC GCACCATCCATGCTCACCTTCACAA 819 

ARF20 GTTGGTGTTGAGTCGACAACTC CATTACCATTCTTTCAAGCTTAGTT 779 

ARF24 CATCCCTATACGCACATCGGC GTAAGTTTTCTTAGCACCTAGCCC 717 

 
Table 2  Real-time PCR primer sequences  

Gene name Forward primer sequence (5'−3') Reverse primer sequence (5'−3') Product long/bp 

ARF1 CAGTTTGGGATGTTGGGGG CGCTGTCTGAGTGAGTGTAGGC 262 

ARF3 TGTGTGGGATGTTGGGGG GCGTTAAGCATGGTTGGGTC 165 

ARF4 CAGTGTAATCAGCCCCACACT TATCCACCACCCAAACCAAC 155 

ARF6 TAGTGTTGGTGATGTTGAGGGC CTGCATAGTGGAGAGGGGTGT 197 

ARF8 GCATGGTATCTGCCACGAAC GAAAATGCCAAACCCAAATC 257 

ARF12 AGATCTGGCTCGTAGATTTGGTAT TTGCTGGACTTCTTGGGGA  178 

ARF18 CTGGCTTCTCCAACCTCCTT GACCATGTTCTGAATCCCTCC 214 

ARF20 AACGTGGAGTGTGGAGAAGTG GTTCCAAGTTCTGCATACCCT 193 

ARF24 CTCCCAGTCTTCCTCACCTCAT CCCTGTCTTCCCAGTTCTCTTT 203 

PAL1 GCGAATAGTGTTCATGATGAGGAT CAATGGCTGCCTTTCCAGTT 148 

PAL2 GATTCTGCGTCCAACTCAGTGA GCGTCGGCATTATCCCTG 182 

PAL3 GGCCACCAAGATGATCGA CAATGGCCAATCTTGCATTG 143 

CHS GCAGTCCACTTATGCTGATTAC GTGAAGTTGTCGTTCTCCTTC 156 

MYB2 GTAGTCCAAAAGCACTCACC TCCAAAAAAATAAACTAAGCA 233 

MYB8 GATGAAAATCCCAAGAGCAACA GCGTCGTCACTTCCACTATCC 174 

Sb18S CGTTGACTACGTCCCTGCCCTT GTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGAC 130 

 
下黄芩基因表达量的计算是以 0 h作为参比基准, 计
算不同基因在 GA3处理下相对表达量的变化; 不同部
位黄芩基因表达量的计算是以茎作为基准参比部位。

各基因表达量以内参基因 Sb18S 作为标准进行相对定
量[14], 目的基因表达量采用 2−ΔΔCt法计算, 计算公式
为 2−ΔΔCt

 = 2−[(Ct 目的基因−Ct 管家基因)待测组−(Ct 目的基因−Ct 管家基因)对照组]。 
基因表达相关性分析  利用 SPSS 23.0 软件对     

黄芩 ARF 基因及与黄芩黄酮类合成相关基因的表达
进行 Pearson 相关性分析, |r| > 0.7 说明两者呈现高     
度线性相关, 0.7≥|r|≥0.5 说明两者呈现中度线性相
关, 0.5≥|r|≥0.3 则两者呈现低度相关, |r| < 0.3 两者     
相关性极低, P≤0.05 为显著水平, P≤0.01 为极显著
水平[15]。 
 

结果 
1  黄芩 ARF转录因子特性分析 

通过 BLAST 比对并对所得基因片段进行拼接, 
从黄芩转录组中共得到 24 个 ARF 基因序列。ORF 

Finder预测表明, ARF1、ARF3、ARF4、ARF6、ARF8、
ARF12、ARF18、ARF20、ARF24 为全长 cDNA, 其
余基因读码框均不完整, 对全长基因进行克隆并测
序验证, 产物电泳图如图 1所示。使用 ProtParam预
测具有全长 cDNA的 9个黄芩 ARF转录因子的理化
性质, 结果如表 3 所示。使用 CDD 数据库分析结构
域, 结果表明 ARF1、ARF3、ARF4、ARF6、ARF8、
ARF12、ARF18、ARF20、ARF24 均具有 ARF 家族
所特有的 Aux-IAA结构域。 

使用 WOLF PSORT 对黄芩含有全长 cDNA 的 
 

 
Figure 1  Electrophoresis chart of S. baicalensis ARF PCR 
products.  M: DL2000 DNA marker; 1−9: PCR products of 
ARF1, ARF3, ARF4, ARF6, ARF8, ARF12, ARF18, ARF20 and 
ARF24 
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Table 3  The characteristics of S. baicalensis ARFs  
Gene 
name 

Length 
/bp 

Full length 
cDNA 

Molecular 
mass/kDa 

Amino acid 
number 

Isoelectric 
point 

ARF1 840 Yes 20.693 181 6.43 

ARF3 908 Yes 20.987 186 8.48 

ARF4 843 Yes 21.249 185 5.94 

ARF6 1 242 Yes 37.176 346 4.51 

ARF8 1 556 Yes 34.679 312 5.30 

ARF12 531 Yes 14.563 128 5.39 

ARF18 879 Yes 23.935 226 6.16 

ARF20 851 Yes 18.807 165 6.15 

ARF24 777 Yes 22.994 208 8.56 

 
9 个转录因子进行蛋白质亚细胞定位的信号预测, 结
果表明, ARF4、ARF8、ARF18、ARF24被定位至细
胞核中, ARF1定位于线粒体和细胞核中, ARF3定位
于细胞质、叶绿体及细胞核中, ARF6定位于线粒体、
细胞质及细胞核中, ARF12 定位于叶绿体和线粒体    
中, ARF20 定位于细胞核及细胞质中。SignalP 4.1 
Server 软件分析表明, 黄芩含有全长 cDNA 的 9 个
ARF转录因子均为非分泌蛋白。 
2  黄芩 ARF转录因子二级结构分析 

使用 CFSSP 软件对黄芩中含有全长 cDNA 的 9
个黄芩 ARF 转录因子进行二级结构预测, α-螺旋 
(H)、β-折叠 (E)、β-转角 (T) 所占比例如图 2所示。
对于大部分黄芩ARF转录因子而言, α-螺旋在二级结
构中所占比例最高 , β-转角所占比例相对较低 , 但
ARF20 中 β-折叠在二级解构中所占比例最高, 同时
α-螺旋也占有很高比例, β-转角所占比例仍旧较低。 
3  系统进化树分析 

选取黄芩中具全长 cDNA的 9个 ARF转录因子
氨基酸序列与拟南芥、烟草、水稻和葡萄中的 ARF

转录因子序列, 使用MEGA5.0 Neighbor-joining 法构
建黄芩 ARF 转录因子系统进化树, 见图 3。系统进    
化树结果表明, 黄芩中的 ARF8、ARF12与拟南芥中
的 At5g20730、At1g19220及烟草中的 A4A49_25919、
水稻中的 OsARF1、OsARF16等聚为一支, 可能作为
转录激活因子参与调控生长素应答基因的表达及促

进根系发育[16]; 黄芩中的 ARF20与烟草中的 A4A49_     
40149聚为一支, 可能与生长素信号通路的激活有关[17]; 
黄芩中的 ARF1、ARF3、ARF4、ARF6、ARF18、
ARF24与拟南芥中的 At2g18390、At2g47170 聚为一
支, 可能与植物种子的发育与蛋白质的运输有关[18, 19]。 
4  基因表达分析 

为了进一步了解黄芩 ARF 基因的表达模式和表
达水平, 通过Realtime-PCR分别分析了含全长 cDNA
的 9 个黄芩 ARF 基因以及与黄芩黄酮类合成相关的
CHS、PAL1、PAL2、PAL3、MYB2 和 MYB8 基因在
100 μmol·L−1 GA3处理下 0、1、2和 3 h的表达量, 以
及比较其在根、茎、叶和花 4 个部位之间表达量的     
差异。 

100 μmol·L−1 GA3处理下, ARF1、ARF3、ARF4、
ARF12 和 PAL2 基因表达量在处理后 1 h 显著升高, 
ARF6、ARF18和 CHS在处理后表达量首先下降, 3 h
后又逐渐升高, ARF8和 ARF20处理后 1 h表达量升
高, 随后又逐渐降低, 3 h后表达量再次升高, 见图 4。
经简单相关及偏相关分析后发现 100 μmol·L−1 GA3

处理下, ARF3、ARF12和 PAL2相对表达水平呈显著
正相关 (r = 0.900 6、0.910 8); ARF20与 PAL1相对表
达水平显著负相关 (r = −0.853 6)。 

黄芩中含完整读码框的 9个 ARF转录因子在花、 
 

 
Figure 2  Secondary structure predictions of ARF TFs 
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Figure 3  Analysis of the phylogenetic relationships of ARF 
gene members in S. baicalensis , Arabidopsis thaliana , Oryza 
sativa subsp. Japonica , Vitis vinifera and Nicotiana attenuate .  
Reddot: S. baicalensis; At: A. thaliana.  GenBank Number of 
AtARFs: At5g20730-NP_568400.2, At1g19220-NP_173356, 
At1g59750-NP_849830, At5g62000-NM_125438, At2g18390-    
NP_179430, At2g47170-NP_001324310.1; A4A49: N. attenuate.  
GenBank Number of NaARFs: A4A49_25919-OIS99983.1, 
A4A49_26861-OIS98057.1, A4A49_40149-OIT19819.1; VITISV: 
V vinifera. GenBank Number of VvARFs: VITISV_024151-     
CAN63853.1, VITISV_030510-CAN80533.1, VITISV_000577-     
CAN70219.1; Os: O. sativa.  GenBank Number of OsARFs:  
OsARF1-XP_015617187.1, OsARF10-XP_015644138.1, OsARF16-    
XP_015622435.1 

茎、叶和根 4个部位中的表达量差异明显, 由图 5可
见, 黄芩大部分相关基因在花中均有最高的表达量, 
高于茎和叶中的表达量。经简单相关及偏相关分析后

发现 ARF1、ARF3、ARF4、ARF6、ARF12、ARF18
和 ARF24 均与 PAL1 在黄芩不同部位中相对表达水
平显著正相关 (r = 0.929  1、0.817 5、0.998  7、0.983 0、
0.936 2、0.849 8、0.978 9)。 
 

讨论 
ARF 转录因子是一类较新发现的转录因子家族, 

广泛参与植物体内生长素等激素信号传导途径。本项

目组前期研究证明, 温度、光照、缺水等适度环境胁
迫能够增加黄芩有效成分的积累, 且黄芩活性成分
的积累与 PAL、CHS 等关键酶基因有关。本文基于
已获得的黄芩 cDNA 文库序列, 用生物信息学的方
法结合基因表达分析, 研究黄芩中 ARF 转录因子的
功能及与类黄酮物质合成相关基因之间的关系。本文

共获得了 9 个含全长 cDNA 的 ARF 基因, 分别命名
为 ARF1、ARF3、ARF4、ARF6、ARF8、ARF12、ARF18、
ARF20 和 ARF24。基因表达分析结果表明, 黄芩中
ARF 基因与黄酮次生代谢相关基因 PAL 关系密切, 
苯丙氨酸解氨酶 (PAL) 能够催化苯丙烷类代谢第 1
步反应, 是黄芩苷合成途径中的关键酶[20]。GA3处理

条件下, 黄芩中 ARF3、ARF12 基因与 PAL2 基因在
表达水平上显示出较强的协同性, 据此推测黄芩中
ARF基因可能参与调控黄酮类化合物的次生代谢。系
统进化树结果显示, 黄芩中的 ARF12 与拟南芥中的 

 

 
Figure 4  Effect of GA3 treatment on ARF and flavonoids biosynthetic related gene expression in S. baicalensis  (n = 3).  Expression in 
0 h after treatment was set as 1 ( *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01) 
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Figure 5  The expression levels of ARF and flavonoid biosynthetic related gene expression in S. baicalensis from different organs (n = 3).  
Expression in the stem was set as 1 ( *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01) 

 
At5g20730、At1g19220 等聚为一支 , At5g20730、
At1g19220 在拟南芥中参与激活生长素应答反应与
促进根系发育[21], 且生长素在黄芩中参与调控黄芩
素和黄芩苷的积累, 由此推断 ARF12 可能参与调控
黄芩中的生长素信号通路, 进而影响黄芩中活性成
分的积累。本文研究结果为进一步了解转录因子调控

黄芩活性成分生物合成分子机制奠定基础, 并为完
善黄芩中黄酮类活性成分分子调控网络提供了依据。 
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