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刺梨CDPK基因家族的鉴定及其
对供钙水平的表达响应

龚丽莎，向芷萱，王 照，鲁 敏，安华明*

（国家林业与草原局刺梨工程技术研究中心·贵州大学农学院，贵阳 550025）

摘 要：【目的】CDPKs是植物中广泛存在的Ca2+感受器，鉴定刺梨（Rosa roxburghii Tratt.）CDPK基因家族成员，并探

索其对不同供钙水平的表达响应。【方法】采用生物信息学方法鉴定并分析RrCDPK基因家族，通过转录组测序及实时

荧光定量PCR（real-time quantitative PCR，qRT-PCR）分析其组织表达特异性及在不同供钙水平下的表达响应。【结果】

从刺梨基因组中共鉴定出16个具丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶和EF-hand结构域的CDPK基因（命名为RrCDPK1~16），结

构分析显示蛋白长度在393~561 aa之间，分子质量在44.02~62.98 ku之间，平均等电点6.05；家族基因结构差别较大，

外显子数量为2~10个，包括6个保守基序；亚细胞定位预测RrCDPKs在细胞核和多种细胞器均有定位，主要定位于细

胞质；进化分析可分为4个亚族，且与草莓的亲缘关系最近，其次是苹果，较远为拟南芥和水稻。启动子顺式作用元件

分析表明，RrCDPKs大多含光响应元件、多种激素响应元件及胁迫响应元件等。不同器官及果实发育时期的转录组

数据显示RrCDPKs具有时空表达特异性。RrCDPKs对供钙水平的响应表明，相比无钙处理，0.5 mmol·L-1钙水平下

RrCDPK1/2/4/8表达显著上调，2 mmol·L-1钙水平下RrCDPK2/4/9/10/12表达显著上调；RrCDPKs在叶和根中对供钙水

平及处理时间的表达响应也不尽相同。【结论】共鉴定出16个RrCDPK基因，在刺梨中的表达具时空特异性，且在应对

不同供钙水平时发挥的作用不尽相同。研究结果可为深入揭示刺梨CDPK基因家族的功能及其对外界钙水平的响应

机制奠定基础。
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Identification of CDPK family genes in Cili (Rosa roxburghii Tratt.) and
its expression in response to calcium levels
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Abstract:【Objective】Calcium-dependent protein kinases (CDPKs/CPKs) are a class of serine/threo-

nine-type protein kinases, which are widespread Ca2+ sensors in plants. This work was aimed at identify-

ing and analyzing the RrCDPK gene family in Cili (Rosa roxburghii Tratt.) and exploring its expression

response to different calcium levels.【Methods】The cutting nursery trees of R. roxburghii Tratt.‘Gui-

nong 5’with basically the same growth were selected as the experimental materials in April 2021 in the

R. roxburghii Tratt. Resource Garden of the Agricultural College of Guizhou University. After literature

review and a series of pre-experiment screening, this work set up 3 Ca2+ concentration gradients: 0, 0.5,

2 mmol · L- 1 and 3 sampling time points: 0, 1, 7 d to explore the response of RrCDPKs to no calcium,

low concentration and high concentration calcium treatments. Additionally, based on R. roxburghii

Tratt. genome, the RrCDPK gene family was identified and analyzed by bioinformatics methods. The

Arabidopsis thaliana CDPKs (AtCDPKs) protein sequences downloaded from Tair database (https://

www.arabidopsis.org/) were used as queries to search against R. roxburghii Tratt. genome data. The pu-
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tative genes were identified based on a local BLASTP search in TBtools software (E-value＜1×10-5, bit

score＞100). Combined with SMART and Pfam database for further screening, the genes with the pro-

tein kinase domain (Pfam database ID: PF00069) and the EF-hand domain (PF13499) were recognized

as the final CDPK family members. With the help of ExPASy, WoLF PSORT, MEME, NCBI- CDD,

iTOL and plantCARE online website, and MEGA7 and TBtools software, the physicochemical proper-

ties of the encoded proteins, the chromosome location, subcellular localization, gene structures, con-

served motifs and conserved domains, phylogeny, promoter cis-acting elements were obtained. Finally,

transcriptome sequencing and qRT- PCR were used to analyze the tissue expression specificity the

RrCDPKs and their expression response under the different calcium levels.【Results】A total of 16 CD-

PK genes with serine/threonine protein kinase and EF-hand domains were identified from the R. rox-

burghii genome. They were randomly distributed on the other 6 chromosomes except for chromosome 4

and were named as the RrCDPK1-16 according to their chromosome location from the top to bottom.

The structural analysis displayed that the gene length ranged from 1496 bp (RrCDPK6) to 5524 bp

(RrCDPK14), the lengths of the proteins from 393 aa (RrCDPK6) to 561 aa (RrCDPK16), the molecu-

lar weights form 44.02 (RrCDPK6) ku-62.98 ku (RrCDPK16); RrCDPKs were hydrophilic proteins; ex-

cept for RrCDPK5/8, other members were acidic proteins; unlike RrCDPK1/4/11/12/14/15, others were

stable proteins. The gene structure was quite different, the number of exons was 2-10, and all the RrCD-

PKs included 6 conserved motifs. The subcellular localization predicted that the RrCDPKs were local-

ized in the nucleus and various organelles, mainly in the cytoplasm. The RrCDPKs were divided into

four subfamilies by evolutionary analysis and most closely related to those of Fragaria × ananassa

Duch., followed by Malus pumila Mill., and farther than A. thaliana (L.) Heynh. and Oryza sativa L..

The analysis of promoter cis-acting elements in the upstream 2000 bp sequence showed that most of

them contained light response elements, various hormone response elements and stress response ele-

ments. Transcriptome data from different organs and fruit developmental stages showed that the RrCD-

PKs had spatiotemporal expression specificity. Among them, the high expression of the RrCDPK3/5/10/

13 in the stems and the RrCDPK4/8/9/15 in the leaves indicated that they might be related to vegetative

growth. The RrCDPK2/8/11/15 was continuously up-regulated with fruit development, so that it reached

the highest level at the later stage, which was consistent with the accumulation trend of flavonoids. The

expression of the RrCDPK1/10/12/14, RrCDPK7 and RrCDPK3/4/5/13/16 was the highest in the early

stage, the fruit expansion stage, and the early and middle stages of fruit development, respectively.

Therefore, it was speculated that these RrCDPKs were involved in the regulation of various biological

activities synthesis of substances. The response of the RrCDPKs to different calcium levels showed that

after calcium supply, a few RrCDPKs showed obvious up-regulation effect: the expression levels of the

RrCDPK4/8 in the leaves 1 day after the treatment and the RrCDPK1/2 in the roots 7 days after the

treatment were significantly increased (p＜0.05) under 0.5 mmol · L- 1 Ca2 +; the RrCDPK4/10/12 in the

leaves and the RrCDPK9 in the roots 1 day after the treatment, and the RrCDPK9 in the leaves and the

RrCDPK2 in the roots 7 days after the treatment were significantly up-regulated under 2 mmol·L-1 Ca2+.

It was suggested that the RrCDPKs in the leaves and roots could be expressed differently in response to

the different calcium levels and treatment times.【Conclusion】Totally 16 RrCDPK genes were identi-

fied in the whole genome of R. roxburghii Tratt., and all of them contained the typical serine/threonine

protein kinase and EF-hand domains. The expression of the RrCDPK genes in R. roxburghii were spatio-

temporally specific, indicating that they might play an important role in the different organs and devel-

opmental stages of fruits. The RrCDPK family members might play different roles in response to the dif-
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钙离子（Ca2+）作为第二信使，参与植物体内许

多信号转导途径[1]。各种生物和非生物胁迫在内的

外部刺激均会导致胞质内的游离Ca2+浓度发生改

变，而被钙结合蛋白或钙信号传感器识别，从而导致

下游表达事件的发生[2-3]。钙依赖性蛋白激酶（calci-

um-dependent protein kinases，CDPKs/CPKs）作为植

物中主要的Ca2+感受器之一[4]，可不依赖于钙调素而

经EF-hand直接与Ca2+结合，感受Ca2+浓度变化后，

蛋白激酶活性恢复，将Ca2+信号转导为磷酸化级联

反应，这使得CDPK具有Ca2+传感器和应答器的双

重功能而被广泛研究[5-7]。

CDPKs/CPKs是植物和一些原生生物特有的一

类丝氨酸/苏氨酸（Ser/Thr）型蛋白激酶，以其独特的

结构而闻名 [8]，具有 N 端可变域、Ser/Thr 蛋白激酶

域、自抑制连接域和C端具有EF-hand结构的类钙

调素调控域这 4个典型的结构域[9]。目前已在多种

植物中鉴定出CDPK基因，且不同物种中CDPK基

因数量差异较大，如模式植物拟南芥[Arabidopsis

thaliana（L.）Heynh.]中有 34个[10]，水稻（Oryza sati-

va L.）中有 31个 [11-12]，对萼猕猴桃（Actinidia valvata

Dunn.）[13]、玉米（Zea mays L.）[14]、番茄（Solanum lyco-

persicum L.）[15]、黄瓜（Cucumis sativus L.）[16]、天蓝苜

蓿（Medicago lupulina L.）[17]中分别有 63、40、29、17、

10个。CDPK广泛分布于植物体中，在植物生长发

育和形态建成、生物及非生物胁迫应对中发挥着重

要作用，且此过程也离不开Ca2+的调控 [9]。如黄玉

婷[18]发现外源Ca2+处理能使CDPK基因大幅上调表

达而提高茶树低温耐受力；CDPK与Ca2+结合后活

性被激发，从而调控玉米热激蛋白的表达来提高耐

性[19]；GsCPK16可通过响应温度和光刺激而被提高

的细胞溶质Ca2+水平激活，从而调节龙胆花的重新

开放[20]。

刺梨（Rosa roxburghii Tratt.）属蔷薇科植物，是

西南地区的特色树种之一，在土壤交换性钙含量

（w）463~4526 mg · kg- 1 的贵州喀斯特地区生长良

好[21]。目前，刺梨全基因组测序已完成，但关于刺梨

CDPK基因家族的分析及其对供钙水平的响应尚未

见报道。本研究基于全基因组水平通过生物信息学

方法，鉴定和分析刺梨CDPK基因家族特征和系统

进化关系、启动子顺式作用元件，分析该家族的时空

表达特性，并研究刺梨CDPK基因家族成员对不同

供钙水平的响应，为后续探明CDPK家族在刺梨中

对外界钙环境的响应机制提供相关信息。

1 材料和方法

1.1 材料

本试验于2021年4月在贵州大学农学院刺梨资

源圃中选取长势基本一致的刺梨贵农 5号（R. rox-

burghii Tratt.‘Guinong 5’）扦插苗，先用自来水冲洗

除去根部泥土，再用蒸馏水培养，而后使用 1/8改良

的Hoagland and Aron完全营养液进行预培养，每3 d

更换 1次营养液，将水培刺梨苗置于人工气候室内

培养。用去离子水将预培养2个月刺梨扦插苗的根

和叶冲洗干净后饥饿 24 h，转入以下 3种不同供钙

水平的营养液中。经文献查找及一系列预试验筛

选，最终试验设置3个Ca2+浓度梯度：0、0.5、2 mmol·L-1，

分别配制成无钙、低浓度钙及高浓度钙的营养液，并

在培养0、1、7 d后取其水培根和叶，经液氮处理后保

存于-80 ℃备用。各处理均 3次生物学重复。在保

持其他营养元素浓度不变的条件下，去掉营养液中

所有含钙成分，由醋酸钙供钙，并用 40 mg · L- 1

NH4NO3 补齐氮素差异。试验中所用营养液均用

0.1 mol·L-1 NaOH和H2SO4调整 pH值为 6.5，培养温

度20 ℃。

1.2 方法

1.2.1 刺梨CDPK基因家族成员的鉴定以及染色体

定位、蛋白质理化性质和亚细胞定位分析 从NCBI

数据库（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/）下载刺梨基因

组文件，在Tair数据库（https://www.arabidopsis.org/）

下载拟南芥 CDPK 家族的蛋白序列，运用 TBtools

v1.098696进行本地Blast比对（E-value ＜ 1×10-5），

取 bit score > 100的结果，随后将得到的序列在NC-

BI 中进行 Protein Blast，结合 SMART（http://smart.

embl- heidelberg.de/）及 Pfam 数据库（https://pfam.

ferent calcium levels, especially the RrCDPK1/2/4/8/9/10/12. The results could provide relevant infor-

mation for further revealing the function of R. roxburghii Tratt. CDPK gene family and its response

mechanism to the external calcium environment.

Key words: Rosa roxburghii Tratt.; Calcium-dependent protein kinases; Calcium level
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xfam.org/），以 CDPK 蛋白典型结构域 Ser/Thr 蛋白

激酶区（Pfam数据库 ID：PF00069）以及 EF-手型结

构区（PF13499）进行筛选，删除重复值及不含上述结

构域的序列，进而得到刺梨CDPK基因家族的成员。

在刺梨基因组注释信息 GFF 文件中提取出

RrCDPK基因染色体位置信息，并利用TBtools软件[22]

绘图。根据RrCDPK在染色体上的排列顺序，依次对

其命名。利用在线工具ExPASy（https://web.expasy.

org/protparam/）对RrCDPK蛋白的分子质量、等电点

等进行分析。利用WoLF PSORT网站（https://wolf-

psort.hgc.jp）预测RrCDPK蛋白的亚细胞定位信息。

1.2.2 系统进化树的构建及基因结构、保守基序和

保守结构域分析 从 Swiss- Prot（https://www.uni-

prot.org/）及NCBI数据库下载水稻CDPK家族蛋白

文件[11-12]，从Tair数据库下载拟南芥CDPK家族蛋白

文件[10]；从GDR数据库（https://www.rosaceae.org）下

载苹果和草莓蛋白序列，依据上述方法得到苹果及

草莓的CDPK家族蛋白文件。使用MEGA7软件对

水稻、拟南芥、苹果、草莓及刺梨的CDPK家族进行

Muscle多序列比对，采用邻接法（neighbor-joining，

NJ）构建系统进化树，bootstrap值设置为 1000。使

用 iTOL在线工具（https://itol.embl.de）进行美化。

使用 MEME 在线工具（https://meme-suite.org/

meme/index.html）预测其蛋白序列的保守基序；通

过NCBI-CDD进行RrCDPK家族保守结构域信息分

析；根据RrCDPK家族GFF文件分析内含子-外显子

结构；最终使用TBtools进行可视化。

1.2.3 启动子顺式作用元件分析 利用 TBtools

工具从刺梨基因组中提取出 RrCDPK 编码序列的

启动子上游2000 bp序列，使用在线数据库plantCARE

（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/

html/）预测其顺式作用元件。

1.2.4 刺梨不同组织及不同果实发育时期的转录组

分析 从刺梨转录组数据[23-24]中提取出RrCDPK基

因家族在刺梨不同组织及果实发育时期的表达数

据，采用TBtools软件绘制热图并进行聚类分析。

1.2.5 qRT- PCR 分析 使用 Primer blast（https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer blast）设 计 qRT-

PCR引物，由生工生物工程股份有限公司（上海）合

成（表 1）。取不同供钙水平处理的刺梨苗叶和根，

用 TaKaRa MiniBEST Plant RNA Extraction Kit 总

RNA提取试剂盒（大连宝生物工程有限公司）提取

总 RNA，纯 化 的 RNA 用 TaKaRa RNA PCR Kit

Ver.2.1试剂盒（大连宝生物工程有限公司）合成 cD-

NA。使用ABI ViiA7荧光定量PCR仪（杭州博日科

技有限公司）进行PCR反应，反应体系为20 μL：2 μL

cDNA、各 0.8 μL 上下游引物、6 μL 灭菌水、10 μL

TB Green Premix Ex Taq Ⅱ（Tli RNaseH Plus）（2×）

表 1 qRT-PCR 引物

Table 1 Primers used for quantitative real-time PCR

基因编号

Gene number

__

evm.model.Contig48.4

evm.model.Contig187.72

evm.model.Contig305.6

evm.model.Contig360.126

evm.model.Contig68.125

evm.model.Contig401.283

evm.model.Contig104.48

evm.model.Contig418.636

evm.model.Contig253.25

evm.model.Contig137.13

evm.model.Contig290.160

evm.model.Contig73.21

evm.model.Contig84.231

evm.model.Contig179.36

evm.model.Contig179.50

evm.model.Contig179.952

基因名称

Gene name

UBQ

RrCDPK1

RrCDPK2

RrCDPK3

RrCDPK4

RrCDPK5

RrCDPK6

RrCDPK7

RrCDPK8

RrCDPK9

RrCDPK10

RrCDPK11

RrCDPK12

RrCDPK13

RrCDPK14

RrCDPK15

RrCDPK16

上游引物（5’-3’）
Forward primer (5’-3’)

ATGCAGATYTTTGTGAAGAC

AGTCGGAACATGGGATATTCAACGC

TATGAAGACGACGAGGCGGT

CTCACAAACCAGTGAAGCCAG

TCATTGAAGAAGAATCGGAGAAGG

CATGCGACAGTTCGTGAGA

GGGTCGTGGAGGCTTGTCAC

CAAGGACAAGAGCGGGTACATCAC

TCGGCATCACCTATCTCTGTACGG

GAGTTCCTCCATTCTGGGCA

ATGCCAAGCTTAAAGCCACC

GGGCCATAAGACTGCCAACA

GAAGCTACACCGAGCGTGAA

GTTCAGATGTGCCACAAGCA

GATCATAGTTGAAACGGAGCAAGG

ATCAAGAGACCAGACCAGCG

CTCGCCTCTCAAGGCTATCG

下游引物（5’-3’）
Reverse primer (5’-3’)

ACCACCACGRAGACGGAG

GGAAGGCTGTCAATCTCTGCTTGG

TGTCCGCATTACAGCAGCAG

CACCAGTTTGCGCTTCAAGA

GGTCTTGTGTCAGCATCCTC

TAGCAAGTGCCTGTCTCATTTCT

GCAATGGTGTCGTCTGGCTTGT

AAGGTCTGTGTCAACTTCTGCGATG

CGGCAAATTGGACATTATCGCAACC

GGTTGTCTGCCACCACATTT

ATCCATGGGTGACTAGGCCA

GAGCCGGTGGAAATCTCAGT

GTGCAACACCAACTTGCTCG

GCCATGTAGTATGGACTTCC

CTGACCAGATCCTTGGCACT

TGAAGCCCTGCACTCGATAC

AATTCCGCTTCAGCACCTCA
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（大连宝生物工程有限公司）和 0.4 μL ROX Refer-

ence Dye Ⅱ，以UBQ为内参基因校正表达量[24]。采

用 2−ΔΔCT法[25]分析数据。所测基因表达量为其相对

表达水平，以RrCDPK测定值/UBQ测定值表示，每

个数据3次重复，并取其平均值。

1.2.6 数据处理 各处理设置3次生物学重复、3次

技术重复。使用 SPSS 26 软件进行方差分析，用

Duncan法进行差异显著性分析。使用WPS进行数

据处理并作图。

2 结果与分析

2.1 刺梨CDPK基因家族成员的鉴定及基本特征

分析

通过与 34 个 AtCDPK 基因的蛋白序列进行比

对及保守结构域筛选，共鉴定出16个RrCDPK基因

家族成员，并基于其染色体定位（图1），依次命名为

RrCDPK1~16。16个RrCDPK基因不均等地分布在

刺梨的6条染色体上，4号染色体没有成员定位，而1

号和 7号染色体上数量最多，为 4个。RrCDPKs为

亲水性蛋白，基因长度在 1496（RrCDPK6）~5524

（RrCDPK14）bp 之间 ，编码蛋白质长度在 393

（RrCDPK6）~561（RrCDPK16）aa，蛋白分子质量介

于 44.02（RrCDPK6）~62.98（RrCDPK16）ku之间，各

成员的蛋白长度及分子质量差异较小；除 RrCD-

PK5/8为碱性蛋白外，其余成员的蛋白等电点都小

于7，为酸性蛋白；RrCDPK1/4/11/12/14/15属于不稳

定蛋白，其他 RrCDPK 成员均为稳定蛋白（表 2）。

亚细胞定位预测结果（表 3）显示，RrCDPKs在细胞

核、细胞骨架、细胞膜和多种细胞器中均有定位，主

要定位在细胞质中。

2.2 系统进化及结构特征分析

为研究刺梨CDPK蛋白家族的进化关系，以拟

南芥、水稻、草莓和苹果的CDPK蛋白序列为参考进

行系统进化树的构建，其中草莓及苹果的CDPK家

族是通过与RrCDPK家族同样的鉴定方式，分别得

到36和34个成员。聚类结果显示，RrCDPK家族可

分为 4个亚家族（图 2）。亚家族Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中均有 5

个 RrCDPK 成员 ，分别为 RrCDPK6/10/11/14/15、

RrCDPK1/3/4/7/12、RrCDPK2/8/9/13/16，而亚家族Ⅳ

中仅包括1个RrCDPK5成员。进一步观察可知，与

刺梨CDPK家族亲缘关系最近的是草莓，其次是苹

果，较远的是拟南芥和水稻。

为了更直观地了解刺梨CDPK基因家族成员的

结构特征，分析了刺梨该家族的基因结构、保守基序

和保守结构域（图3），结果表明，同一亚家族的成员

基因结构较为相似，外显子数量为 2~10 个，其中

RrCDPK6最少（2个），RrCDPK5最多（10个）。刺梨

CDPK家族成员都含有 2个高度保守的结构域[Pki-

nase（即Ser/Thr蛋白激酶）和EF-hand结构域]，以及

6个保守基序（motif），且亲缘关系越近的成员，结构

域及基序的数量和排列也越相似。

2.3 启动子顺式作用元件分析

基因启动子区域的顺式作用元件影响基因的表

达模式。为了解RrCDPK基因家族成员的启动子序

列功能，对启动子上游 2000 bp序列进行预测，结果

如图4所示。RrCDPKs上游均具有大量的基本起始

元件CAAT-box和TATA-box，功能分别为启动子和

增强子元件、核心启动子元件，符合真核生物特点。

图 1 刺梨 CDPK 基因家族染色体定位图

Fig. 1 Chromosome mapping of CDPK gene family in R. roxburghii
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除RrCDPK16启动子不含光响应元件外，其余成员

启动子都含有或多或少的光响应元件，表明在光响

应中发挥着重要作用。生长素（auxin，IAA）、赤霉

素（gibberellin，GA）、水杨酸（salicylic acid，SA）、脱

落酸（abscisic acid，ABA）以及茉莉酸甲酯（methyl-

jasmonate，MeJA）5种激素响应元件在RrCDPKs启

动子区普遍存在但又有差异，仅 RrCDPK1/2/3/8/9/

11/12启动子区有生长素响应元件，而 RrCDPK2/3/

表 3 刺梨 CDPK 基因家族的亚细胞定位分析

Table 3 Subcellular localization analysis of CDPK gene family in R. roxburghii

蛋白名称

Protein
name

RrCDPK1

RrCDPK2

RrCDPK3

RrCDPK4

RrCDPK5

RrCDPK6

RrCDPK7

RrCDPK8

RrCDPK9

RrCDPK10

RrCDPK11

RrCDPK12

RrCDPK13

RrCDPK14

RrCDPK15

RrCDPK16

叶绿体

Chlor
oplast

2

0

1

0

12

8

8

1

0

1

3

1

2

2

5

1

细胞质

Cytoplasm

8

6

1

4

0

2

1

9

6.5

6

0

6

5.5

5

0

5.5

液泡

Vacuole

0

1

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

1

细胞膜

Cytomembrane

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

内质网

Endoplasmic
reticulum

0

3

0

0

0

0

0

0

4

0

0

0

1

0

0

3

高尔基体

Dictyosome

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

0

0

1

过氧化物酶体

Peroxisome

0

1

3

2

1

0

1

0

1

0

0

1

0

0

5

0

线粒体

Mitochondrion

1

0

3.5

0

0

2

3

0

0

4

5

0

3

0

3

2

细胞核

Nucleus

2

2

5

8

1

2

1

1

1.5

2

5

6

1.5

5

1

3.5

细胞骨架

Cytoskeleton

0

0

0

0

0

0

0

3

0

1

1

1

0

1

0

0

注：表中数字表示 WoLF PSORT 网站中与目标蛋白序列最相似且亚细胞定位已经确定的蛋白数目。数目越大表示目标蛋白可能参与的亚

细胞结构间的物质交流越多。

Note: The numbers in the table indicated the number of proteins in the WoLF PSORT website that were the most similar to the target protein se-

quence and whose subcellular localization had been determined. The larger the number, the more material exchange between the subcellular struc-

tures that the target protein might be involved in.

表 2 刺梨 CDPK 基因家族的蛋白质理化性质分析

Table 2 Analysis of protein physicochemical properties of CDPK gene family in R. roxburghii

基因名称

Gene name

RrCDPK1

RrCDPK2

RrCDPK3

RrCDPK4

RrCDPK5

RrCDPK6

RrCDPK7

RrCDPK8

RrCDPK9

RrCDPK10

RrCDPK11

RrCDPK12

RrCDPK13

RrCDPK14

RrCDPK15

RrCDPK16

基因编号

Gene number

evm.model.Contig48.4

evm.model.Contig187.72

evm.model.Contig305.6

evm.model.Contig360.126

evm.model.Contig68.125

evm.model.Contig401.283

evm.model.Contig104.48

evm.model.Contig418.636

evm.model.Contig253.25

evm.model.Contig137.13

evm.model.Contig290.160

evm.model.Contig73.21

evm.model.Contig84.231

evm.model.Contig179.36

evm.model.Contig179.50

evm.model.Contig179.952

基因长度

Gene length/bp

2369

4093

3387

4393

3871

1496

4216

3486

2867

2924

3392

3485

3062

5524

3152

4647

蛋白长度

Protein length/aa

413

495

466

493

470

393

499

417

516

424

539

498

529

498

518

561

分子质量

Molecular weight/ku

46.05

55.75

52.16

55.79

53.07

44.02

56.09

47.34

58.41

47.57

60.22

56.04

59.49

55.34

57.53

62.98

等电点

pI

5.22

5.70

6.10

6.59

9.05

5.01

5.74

8.16

5.05

5.65

5.82

5.65

5.90

5.51

5.34

6.34

不稳定系数

Instability index

44.80

36.03

34.32

42.84

35.44

34.22

34.41

32.90

33.39

33.16

41.37

44.96

36.17

42.27

42.77

37.00

亲水性

Hydrophilicity

-0.652

-0.388

-0.505

-0.623

-0.602

-0.419

-0.431

-0.524

-0.393

-0.373

-0.455

-0.493

-0.465

-0.593

-0.577

-0.398

644
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At. 拟南芥；Os. 水稻；Fv. 草莓；Md. 苹果；Rr. 刺梨。

At. Arabidopsis thaliana; Os. Oryza sativa; Fv. Fragaria × ananassa; Md. Malus pumila; Rr. Rosa roxburghii.

图 2 5 个物种 CDPK 家族成员的系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of CDPK family members in five plant species

从左至右依次为保守基序、保守结构域及基因结构。

The figures from left to right were conserved motifs, conserved domains and gene structures, respectively.

图 3 刺梨 CDPK 基因家族成员的结构特征

Fig. 3 An analytical view of CDPK gene family in R. roxburghii
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4/6/7/8/14、6/11/16、10/13启动子区分别不存在水杨

酸、脱落酸及赤霉素响应元件。RrCDPKs还含有 4

种胁迫应答元件：防御和压力胁迫、低温胁迫、厌氧

诱导及缺氧特异性诱导的应答元件。尤为突出的

是，仅 RrCDPK6/13 启动子无厌氧诱导应答元件，

RrCDPK1启动子具有缺氧特异性诱导有关的类增

强子元件。RrCDPKs还含有转录因子结合位点：干

旱诱导有关（不含RrCDPK1/6/8/10/16）、参与黄酮类

生物合成基因调控（RrCDPK1/11）、光响应（RrCD-

PK1/4/9/15/16）的MYB结合位点。此外，RrCDPKs

含有多种与植物生长发育相关的应答元件，其中光

敏色素下调表达、种子特异性调节、参与胚乳表达的

应答元件分别为 RrCDPK7、RrCDPK3、RrCDPK3/4

启动子所特有。汇总可知，RrCDPK15启动子含有

的顺式作用元件种类及数目均相对较多，暗示较其

他成员可能参与更多的生长发育过程。

2.4 RrCDPKs的时空表达特点

为了解刺梨CDPK基因家族成员的时空表达特

点，绘制了RrCDPKs在刺梨不同组织（茎、叶、花、30 d

的果实）和果实不同发育时期（花后30、60、90 d）的表

达模式热图。由图 5-A可知，RrCDPKs在刺梨不同

组织中有明显的表达差异：RrCDPK2/6/16在花中高

表达，RrCDPK3/5/10/13在茎中高表达，RrCDPK11/

12在果中高表达，RrCDPK4/8/9/15在叶中高表达，

RrCDPK1/7/14在所测组织中的表达量均不高。由

图 5-B可知，RrCDPK1/10/12/14在果实发育前期表

达量最高，中后期表达下调；仅RrCDPK7在果实发

育中期表达量最高；RrCDPK2/8/11/15的表达随果实

的发育而不断上调，以至在后期表达最高；RrCD-

PK3/4/5/13/16在果实发育前期和果实膨大期的表达

量都较高；仅RrCDPK6/9除在果实发育中期表达下

调，其余两个时期表达量都稍高。

以上结果表明，刺梨RrCDPK基因的表达具有

时空表达特异性，在不同组织器官和刺梨果实不同

发育时期发挥着重要的作用。

2.5 RrCDPKs对不同供钙水平的响应

笔者在本试验中探索了所有刺梨RrCDPK基因家

族对供钙水平的响应，结果如图6所示，以0 mmol·L-1

钙处理为对照，发现供钙后，少数RrCDPKs表现出

明显的上调效应：0.5 mmol · L-1钙水平下，培养 1 d

后，叶中 2 个基因（RrCDPK4/8）表达量显著提高

（p＜0.05），培养 7 d后，根中 2个基因（RrCDPK1/2）

表达量显著提高；2 mmol·L-1钙水平下，培养1 d后，

叶中 3个基因（RrCDPK4/10/12）、根中 RrCDPK9表

达量显著提高，培养 7 d 后，叶中 RrCDPK9、根中

RrCDPK2表达量显著提高。表明这些基因在应对

不同供钙水平时发挥了重要作用。此外，RrCDPKs

对钙水平的响应随着培养时间延长而逐渐发生变

化，如随着培养时间延长，RrCDPK3在叶中的上调

表达效应增强，而RrCDPK5/7在叶中的上调表达效

同一颜色表示一个大类顺式作用元件。其中黑色表示基本元件，红色表示激素响应元件，黄色表示光响应元件，蓝色表示胁迫响应元件，绿

色表示转录因子结合位点，紫色表示与植物生长发育相关的应答元件。

The same color represented a broad class of cis-acting elements. The black. Basic elements; the red. Hormone-responsive elements; the yellow.

Light-responsive elements; the blue. Stress-responsive elements; the green. Transcription factor binding sites; the purple. Response elements related

to plant growth and development.

图 4 刺梨 CDPK 基因家族成员的顺式作用元件

Fig. 4 Cis-acting elements of CDPK gene family in R. roxburghii
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A. RrCDPK 基因在刺梨茎、叶片、花瓣和 30 d 果实中的表达热图；B. RrCDPK 基因在刺梨不同发育时期的果实中的表达情况。颜色从蓝到

红表示基因的表达量从低到高。

A. The expression hot map of RrCDPK genes in stems, leaves, petals and 30-day fruits; B. The expression in R. roxburghii fruits at different devel-

opment stages. Colors from blue to red indicated gene expression levels from low to high.

图 5 刺梨 CDPK 基因的时空表达分析

Fig. 5 Spatio-temporal expression analysis of CDPK genes in R. roxburghii

应减弱，RrCDPK13/15/16在根中的上调表达效应增

强，而 RrCDPK6/10/11/12/14 在根中的上调效应减

弱，说明在不同阶段响应钙水平的RrCDPKs基因不

同；且比较各基因在 2 种组织中的相对表达量可

知，RrCDPKs在叶和根中对钙水平的敏感性不同，

特别是 RrCDPK6/16 在叶中低表达，与图 5-A 的表

达模式吻合。

3 讨 论

钙依赖性蛋白激酶（CDPKs）作为植物中广泛

存在的一类丝氨酸/苏氨酸型蛋白激酶，具有Ca2+传

感器和应答器的双重功能，可调节植物生长发育并

诱导对环境胁迫的保护性反应[5-6]。其由多基因家族

编码，首次被 Hetherington 等 [26]发现于豌豆（Pisum

sativum）中，迄今已在多种植物中被鉴定。笔者在

本研究中通过生物信息学方法，在刺梨基因组中鉴

定出 16个RrCDPKs成员。本研究中亚细胞定位预

测，发现RrCDPKs表现出多样化亚细胞分布，包括

细胞质、细胞核、细胞骨架、细胞膜和多种细胞器，与

Harper 等 [27]的研究一致。此外，有证据表明一些

CDPK基因可以改变位置以响应压力，如在冰植物

（Mesembryanthemum crystallinum）叶中表达的 Mc-

CPK1的异构体显示出从质膜到细胞核定位的明显

转变，以应对盐胁迫或脱水胁迫 [28]。本研究显示

RrCDPKs的内含子数目较多，除RrCDPK6仅1个内

含子外，其他成员均含5个内含子以上。赵娟等[29]发

现，更多内含子的存在可能会通过可变剪接和外显子

重排而增加CDPK基因的功能多样性。因此推测亚

细胞分布的多样性及较多的内含子数目会使RrCD-

PKs功能增多。CDPK有4个典型的结构域，保守的

激酶结构域是Ser/Thr蛋白激酶的典型特征[30]。钙传

感器主要依赖于Ca2+与EF-hand基序的结合，该基序

高度保守，且蛋白质中EF-hand基序对的存在能够增

强对钙的稳定性和亲和力[31]。本研究表明RrCDPKs

都含有2个高度保守的结构域：Pkinase（即Ser/Thr蛋

白激酶）和EF-hand结构域，以及 6个保守基序，且

RrCDPKs的结构域和基序在组成及排列顺序上基本

一致，这表明RrCDPKs在进化上相对保守。

本研究的系统进化分析显示RrCDPKs与众多

植物[10-17]一样可归为4个亚家族，表明物种之间仍存

在一定共性。其中亚家族Ⅳ仅包括1个成员RrCD-

PK5，与其他植物Ⅳ亚族中成员数量少的特征一致，

如28个薄壳山核桃和25个山核桃CDPKs中Ⅳ亚族

均仅2个[29]。靳燕等[16]发现，CDPK最早存在于衣藻

中，随着基因组的扩张，逐步出现于裸子植物、被子

植物中，衣藻的2个CDPK基因都位于Ⅳ亚族，Ⅳ亚
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图 6 刺梨 CDPK 基因对不同供钙水平的响应

Fig. 6 Response of CDPK genes in R. roxburghii to different calcium levels
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，等：对供钙水平的表达响应第4期

族的CDPKs内含子个数明显多于其他族，是最早扩

张出的。因此，可通过内含子与外显子的分布情况

来分析CDPK基因进化的先后顺序。本研究中Ⅳ亚

族的外显子数最多，与前人研究结果[16]一致，推测为

进化最早的 RrCDPK 基因。茶树 CsCDPK17 与

AtCDPK17的同源关系最近，能够不同程度地响应

低温、干旱、渗透胁迫 [32]，而本试验中 RrCDPK1 和

AtCDPK17也同属于一个分支，且RrCDPK1启动子

含有低温响应元件和缺氧特异性诱导有关的类增强

子元件，说明RrCDPK1可能参与低温响应。CDPK

家族是植物有效响应和增强对非生物和生物胁迫的

抵抗力的基本组成部分之一[33]。据报道，二穗短柄

草中 CDPK14 基因参与了植物的抗旱反应 [34]。Li

等[35]研究发现，ShCDPK家族成员在冷、干旱胁迫下

的表达变化显著，用VIGS技术（病毒诱导的基因沉

默）使ShCDPK6和ShCDPK26基因沉默的植物对寒

冷和干旱胁迫的抗逆性降低，笔者推测可能是因为

其启动子中存在大量与防御和干旱胁迫相关的顺式

作用元件。刺梨CDPK家族成员是否参与调控植物

对抗生物和非生物胁迫尚未可知。因此，笔者在本

研究中分析了RrCDPKs启动子的顺式作用元件，发

现RrCDPKs含有防御和压力胁迫、低温胁迫、厌氧

诱导及缺氧特异性诱导的应答元件，这表明刺梨

CDPK可能响应逆境胁迫。此外，还发现激素响应

元件在RrCDPKs中普遍存在，特别是脱落酸及赤霉

素。有研究表明，AtCPK10通过ABA和Ca2+信号通

路参与气孔运动的调节，可能在植物响应干旱胁迫

中发挥重要作用[36]。Li等[37]研究表明，CDPKs参与

了多种激素的串扰，并且同源基因参与了甘薯及其

两个二倍体近缘种的不同激素通路。因此，RrCD-

PKs也可能通过激素信号途径和Ca2+信号通路以响

应环境胁迫。

CDPKs广泛存在于各种植物组织中。本研究

中利用转录组数据分析了RrCDPKs在刺梨不同组

织（茎、叶、花、30 d的果实）和果实不同发育时期（花

后 30、60、90 d）的表达模式，发现在刺梨的茎、叶、

花、不同发育时期的果实中都可检测到RrCDPKs的

表达，且各有不同，表明其成员不同程度地参与刺梨

营养生长及生殖生长。Frattini等 [38]研究发现水稻

OsCDPK2在叶片对光的响应中起作用，OsCDPK2

蛋白在暴露于光的绿叶中几乎检测不到，但转移到

黑暗时水平急剧上升。本试验中RrCDPK1/4基因

的启动子都包含光响应元件和光响应的MYB结合

位点，且都与OsCDPK2位于Ⅱ亚族，RrCDPK1在叶

中表达量不高，RrCDPK4 在叶中高表达，因此，

RrCDPK1/4 可能协同参与应对外界的光变化。

Martins等 [39]近几年研究发现钙对类黄酮的产生有

显著影响，能促进槲皮素类黄酮醇的含量增加；外源

钙处理的花生中类黄酮含量增加[40]。RrCDPK11启

动子包含参与黄酮类生物合成基因调控的MYB结

合位点，且在果实发育后期高表达，与类黄酮化合物

的积累趋势 [41]一致。因此，笔者推测RrCDPK11参

与了刺梨调控类黄酮化合物的合成，且其机制可能

与Ca2+信号有关。

大量研究表明，CDPK 通过 EF-hand 结构感知

Ca2+浓度的变化，解除自我抑制，激活激酶结构域，

进而传递信息调节植物的生理变化，广泛参与植物

的生长发育和形态建成[7,30]。由于EF-hand基序数量

和氨基酸序列的变化，CDPK对Ca2+的亲和力可能不

同[42]。而本研究经结构域分析，发现RrCDPKs所含

EF-hand结构域数目相差无几。因此，笔者进一步

研究了刺梨CDPKs对钙离子的响应，与杨婳若等[43]

处理相似，但经过前期试验摸索发现实生苗比扦插

苗耐受更高浓度的 hoagland营养液和钙水平，因此

本试验所选供钙水平适宜于后续试验及分析。同

样，取样时间的选择也至关重要，本试验参考前人研

究[18，44-45]发现响应金属离子的文献中取样时间有长

有短，短期的多数为1 d，长期的多数为7 d。本试验

结果发现RrCDPKs对钙的响应随着培养时间延长

而逐渐发生变化，表明RrCDPKs对长期和短期的钙

处理的响应机制不同，这与张习敏[17]的研究讨论一

致，也进一步验证了取样时间的合理性。本研究以

0 mmol·L-1钙处理为对照，发现供钙后，少数RrCD-

PKs表现出明显的上调效应，分析可知，叶中RrCD-

PK4/8、根中RrCDPK1/2，叶中RrCDPK4/9/10/12、根

中RrCDPK2/9分别在0.5、2 mmol·L-1钙水平下表现

出显著的上调表达响应，表明这些基因在应对不同

供钙水平时发挥了重要作用。周卫等[46]研究发现植

物主要通过根系吸收钙，通过叶片的蒸腾拉力将钙

运输至地上部提供营养。本研究结果表明，刺梨

RrCDPKs家族可响应外界缺钙胁迫和钙浓度变化，

可能通过诱导植株对钙吸收及运输以维持植株正常

的生理功能，但其具体机制还有待研究。进一步分

析可知，RrCDPKs在叶和根中对钙水平的敏感性不
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同，如RrCDPK6/16在叶中低表达，与其组织表达模

式相吻合，这一定程度上说明RrCDPKs基因表达属

于器官依赖型，与其他物种的研究结论一致[17]。也

有研究总结，尽管目前所有被发现的CDPK都含有

与Ca2+结合的EF-hand结构域，但并不是每个CDPK

的激酶活性都完全受Ca2+调控。如，拟南芥中至少

有 6 个成员（CPK7/8/10/13/25/30）的激酶活性基本

上不受Ca2+调控，研究发现在没有Ca2+存在时，它们

就已有较高的激酶活性；CPK32的活性部分受Ca2+

调控 [47]。由本研究可知刺梨 RrCDPK1/2 基因对缺

钙的敏感性不如其他成员，尤其RrCDPK1与拟南芥

CPK7/8同属于一个进化分支，推测其激酶活性基本

不受Ca2+调控。因此，这些鉴定的刺梨钙依赖性蛋

白激酶在响应不同供钙水平时发挥的作用不尽相

同，为后续探明刺梨对外界钙环境的响应机制提供

了相关信息。

4 结 论

在刺梨全基因组中，共鉴定出16个刺梨RrCD-

PK家族成员，所有成员均具有丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶和EF-hand结构域。通过构建系统进化树，获

得4个亚家族，亚族内成员间具有高度保守性，而各

亚族成员间的序列和结构特征存在一定差异，进一

步发现与刺梨CDPK家族亲缘关系最近的是草莓，

其次是苹果，较远的为拟南芥和水稻。各基因成员

启动子顺式作用元件预测它们大多含有光响应元

件、多种激素响应元件及胁迫响应元件等。不同器

官及果实发育时期的转录组数据显示RrCDPKs具

有时空表达特异性。RrCDPKs对不同供钙水平的

表达响应试验表明，以0 mmol·L-1无钙处理为对照，

0.5 mmol · L- 1钙水平下RrCDPK1/2/4/8表达显著上

调，2 mmol·L-1钙水平下RrCDPK2/4/9/10/12表达显

著上调；RrCDPKs在叶和根中对供钙水平及处理时间

的表达响应也不同。研究结果为后续探明CDPK家

族在刺梨对外界钙环境的响应机制提供了相关信息。
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