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摇 摇 摘要:摇 CDPK 是植物特有的一类丝氨酸 /苏氨酸型蛋白激酶,在介导植物生育信号和逆境信号转导中具有重

要作用。 为揭示 CDPK 基因在梨生长发育与抗逆防御机制中的作用,本研究通过生物信息学手段,结合梨基因组

注释信息,鉴定梨基因组中 CDPK 家族基因成员,利用 MEGA6. 0 程序进行多序列比对、分类并构建系统进化树;利
用 per1 程序以及 GSDS 工具进行基因结构与保守性分析,为植物 CDPK 基因功能分析与利用提供依据。 结果表明,
本研究成功鉴定出 26 个 CDPK 家族成员,根据系统发育树分析,所有 PbCDPK 被分为 4 类;基因结构预测结果表

明,大多数 PbCDPK 均含有 6 ~ 7 个内含子;且预测的 PbCDPK 氨基酸序列绝大多数含 4 个 EF鄄hand 功能域;为了深

入分析梨与其他物种的同源进化关系,构建了梨与拟南芥、水稻的 CDPK 基因系统进化树,进化树聚类分析结果将

所有的CDPK蛋白分为四类。 综上所述,目前已初步获得 26 个梨 CDPK 基因,为在基因组范围内研究 CDPK 基因在

梨生长发育与逆境响应中的功能奠定了基础。
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Identification of calcium鄄dependent protein kinase(CDPK) gene family in
pear(Pyrus bretschneideri Rehd)
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( Institute of Horticulture,Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Jiangsu Key Laboratory for Horticultural Crop Genetic Improvement, Nanjing 210014,
China)

摇 摇 Abstract:摇 Calcium鄄dependent protein kinases (CDPKs), classified into one kind of Ser / Thr kinases in plants, play
important roles in various physiological processes, including plant growth and development, abiotic and biotic stress responses
and plant hormone signalling. The annotation information of the pear genome was analyzed using bioinformatics tools to identi鄄

fy the sequence information of CDPK family members. The
MEGA 6郾 0 software was used for multiple sequence
alignment, classification, and construction of the phylogen鄄
ic tree. Per1 software and GSDS were adopted to analyze
gene structure and conservation. 26 CDPK gene family
members, named PbCDPK1-PbCDPK26, were successfully
identified. Most PbCDPKs consisted of 6 to 7 introns, and
contained four EF鄄hand domains. The phylogenetic relation鄄
ship revealed that CDPK proteins were grouped into four
categories. This study established a foundation for a ge鄄
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nome鄄wide study of CDPK functions in the growth and development of pear under adverse environmental conditions.
Key words:摇 pear; calcium鄄dependent protein kinase(CDPK) gene family; genome鄄wide identification; phyloge鄄

netic analysis

摇 摇 梨是重要的温带果树之一,属于蔷薇科苹果亚

科,大多数的栽培品种都是二倍体(2n = 34)。 作为

国际市场上受欢迎的水果之一,梨在 6 个大洲都有

广泛的种植,梨的主产国家有中国、美国、意大利、阿
根廷、西班牙、韩国、土耳其、南非、日本和比利时,其
中,中国为梨世界第一大生产国,年产量超过世界总

产量的 60% [1鄄3]。
钙依赖性蛋白激酶(CDPK)是植物和一些原

生生物所特有的一类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶,可
不需钙调素而被钙信号直接激活,在植物中,
CDPK基因以翻译后形成的单肽链形式存在,典型

的 CDPK 蛋白分子由 1 条多肽链组成,从 N 端到 C
端存在 4 个功能域[4鄄6] 。 在植物的器官水平上,
CDPK基因广泛存在于根、茎、叶、果实和种子等器

官,在植物钙信号转导中具有重要作用,在细胞水

平上,分生细胞、木质部细胞、花粉细胞、保卫细胞

和胚细胞中也均发现 CDPK 蛋白组分的存在,且越

来越多的研究结果表明,在植物碳氮代谢、离子和

水分跨膜运输、气孔运动、细胞骨架与生长发育调

节中均有 CDPK 基因的参与,CDPK 在植物耐非生

物胁迫的伤害应答和抗真菌的防卫应答中也发挥

重要作用[7] 。 CDPK 基因在植物中数量众多,在模

式植物拟南芥的基因组中,迄今已鉴定了 34 个

CDPK 基因,分布位于所有 5 条染色体上[8] ;在水

稻中,也已鉴定出 29 ~ 31 个 CDPK 家族成员[9] ;
据推测,小麦基因组中也至少存在 20 个 CDPK 基

因[10] ;另外,在大豆[11] 、玉米[12] 、番茄[13] 、烟草[14]

和棉花[7]中也鉴定了一些 CDPK 基因;尽管对 CD鄄
PK 基因的研究有了重大进展,但大多局限于模式

植物中,而且仍有大部分的 CDPK 基因未得到分

离与功能鉴定。 梨基因组序列的公布为利用生物

信息学手段研究该重要果树作物成为可能,但是

目前在全基因组水平上对梨 CDPK 基因家族成员

进行分离鉴定的工作尚未见报道。
本研究利用生物信息学分析方法,基于已公布

的梨基因组全序列信息,分离鉴定出全部 CDPK 基

因家族成员,从基因组水平上分析了梨 CDPK 基因

的数目,基因结构与进化,为在基因组范围内研究

CDPK 基因家族的生物学功能奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

梨全基因组序列,基因及其注释信息均下载于

梨基因组数据库( http: / / peargenome. njau. edu. cn:
8004 / )。 拟南芥 CDPK 基因(34 个)序列和蛋白序

列下载于 TAIR(http: / / www. arabidopsis. org / )。 水

稻 CDPK 基因根据 Asano 等[15] 的研究结果,下载自

http: / / rgp. dna. affrc. go. jp / E / IRGSP / rap鄄db1. html
数据库,共得到 31 条 CDPK 蛋白序列。

试验于 2014 年在江苏省农业科学院园艺研究

所高效园艺作物遗传改良重点实验室进行。
1. 2摇 CDPK 基因家族成员鉴定

利用现有梨注释基因的蛋白序列,与拟南芥、
水稻 CDPK 蛋白序列进行本地 blastp 比对,E鄄value
值为 le鄄5,输 出 最 优 比 对 结 果,根 据 比 对 长 度

( >400 aa)和相似度( >40% )筛选梨候选 CDPK 基

因。 同时结合 Pfam 数据库,采用 hmmscan 鉴定候

选 CDPK 基因蛋白结构域,筛选含有 CDPK 蛋白典

型结构域丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶区以及 EF鄄手型

结构区( PF07714, PF00036)的蛋白序列[16] 。 综

合上述结果,去除重复基因,得到 26 条梨 CDPK 基

因,根据其与拟南芥CDPK基因的相似性来命名。
利 用 ExPASy Proteomics Sever ( http: / / expasy.
org / )对所有的 CDPK 蛋白氨基酸序列进行分子

量、等电点预测[17] 。 氨基酸修饰,同样采用在线工

具进行,Myristoylator 工具 ( http: / / prosite. expasy.
org / scanprosite / ) 用 于 进 行 N鄄myristoylation 预 测

(http: / / prosite. expasy. org / scanprosite / ) [18] ,palmi鄄
toylation 预测工具为 CSS鄄Plam program[19] ,在线工

具 http: / / www. ebi. ac. uk / Tools / pfa / ps_scan /用于

进行 EF鄄手型结构预测[20] 。
在梨 26 个 CDPK 基因中进行重复基因对筛选,

筛选标准为:(1)比对长度大于两个基因中最长基因

序列长度的 80%;(2)比对相似性>80%;(3)只有一

个重复事件才被认为是紧密关联的基因对。 重复

CDPK 基因对的 Ka、Ks 值计算采用 DnaSP5. 0 软件,

066 江 苏 农 业 学 报 摇 2015 年 第 31 卷 第 3 期



最后根据 Ka / Ks 值来判断每对基因的选择压力[21]。
1. 3摇 系统发育树的构建与蛋白保守域序列比对

分析

摇 摇 通过 ClustalW 模块对拟南芥、水稻、梨 CDPK 蛋

白进行多序列联配比对分析,多序列比对结果使用

MEGA6. 0(http: / / megasoftware. net)程序[22] 采用邻

接法(Neighbor鄄Joining,NJ)生成 CDPK 基因的无根

系统进化树, 校验参数 Bootstrap 重复 1 000 次。
CDPK基因家族保守性分析采用 ClustalX 生物学软

件进行多序列比对,并参照 Schneider 等[23] 的方法

进行蛋白序列保守性分析。
1. 4摇 CDPK 基因结构分析

根据预测结果,利用 perl 程序从梨基因组注

释信息( pear. gene. gff)中提取梨 CDPK 基因的基

因组注释信息( gff) ,得到梨 CDPK 基因的基因组

( Scaffold)位置信息。 基于 CDPK 的基因和 CDS
序列,选取 GSDS( http: / / gsds. cbi. pku. edu. cn / )
工具进行基因结构分析,绘制外显子鄄内含子结构

图。
1. 5摇 梨 CDPK 基因与水稻、拟南芥的无根系统进

化树构建

摇 摇 采用 MEGA6. 0 程序中的 ClustalW 模块对梨、
拟南芥和水稻的 CDPK 蛋白序列进行多序列比对,
采用邻接法( Neighbor鄄Joining,NJ)生成无根进化

树。

2摇 结 果

2. 1摇 梨 PbCDPKs 基因家族成员鉴定

利用生物信息学方法,从梨全基因组中鉴定获

得 26 个候选 CDPK 基因家族成员,根据与拟南芥

CDPK 基因的同源性分别命名为 PbCDPK1 ~ PbCD鄄
PK26(表 1)。 通过 ExPASy 工具,对梨 CDPK 基因

进行了蛋白质长度、分子量及等电点等生化属性分

析。 基因组序列分析结果表明梨 CDPK 基因非常保

守,最长的梨 CDPK 蛋白(PbCDPK6, Pbr010446. 1)
编码 811 个氨基酸,最短的 CDPK 蛋白(PbCDPK24,
Pbr027545. 1)仅编码 499 个氨基酸。 蛋白质生化属

性分析发现,其等电点范围从 4. 79 ( PbCDPK22,
Pbr028710. 1) 到 8. 77 ( PbCDPK16, Pbr007825. 1)
(表 1)。
2. 2摇 梨 PbCDPK 家族成员氨基酸序列保守性分析

利用 PFAM 及 NCBI鄄CDD 工具对 CDPK 家

族成员进行蛋白质结构分析发现,在与 Ca2 + 结

合的调控区, CDPK 成员均含有一段结构和功

能类似于 CaM 的氨基酸序列,这段序列中除

PbCDPK16 含有 3 个与 Ca2 + 结合的 EF鄄手型结

构,其余均包含 4 个 EF 手型结构 ( 图 1 ) 。 此

外,部分 CDPK 成员 N 端还发现了含有与蛋白

质定位( 膜定位 ) 相关的豆蔻酰化和十六烷酰

化所需的保守序列MGXXC( S / Q) XXT位点 ( 表

1 ) 。
2. 3摇 梨 PbCDPKs 家族基因结构与系统进化分析

摇 摇 为了解梨 CDPK 蛋白系统进化关系,利用梨

CDPK 蛋白全长序列构建了系统进化树,结果显

示,26 个 CDPK 基因可以分为 4 类,参考拟南芥

的研 究 结 果, 将 4 类 亚 家 族 命 名 为 Class 玉、
Class 域、Class 芋和 Class 郁,分别含 10 个、4 个、
10 个和 2 个 CDPK 基因。 此外,26 个 CDPK 基因

形成 11 个旁系同源基因对,其中只有 1 对基因

步长值低于 90,为PbCDPK17 / PbCDPK15(图 2) 。
对家族成员的基因结构分析显示,梨 CDPK 基因

结构相对复杂,有 18 个 CDPK 基因内含子数目

为 6 ~ 7 个, 仅 有 1 个 成 员 含 有 5 个 内 含 子

( PbCDPK3 ) , 1 个 成 员 含 有 10 个 内 含 子

( PbCDPK16 ) , 3 个 成 员 含 有 8 个 内 含 子

(PbCDPK6、PbCDPK14) ,2 个成员含有 9 个内含

子(PbCDPK1、PbCDPK22) ,另有 2 个 CDPK 基因

不含内含子 ( PbCDPK7、PbCDPK24 ) 。 对 CDPK
成员聚类结果的进一步分析发现,位于同一旁系

同源基因对中的基因其结构同样类似 (图 2 ) 。
另外,对 PbCDPK 家族成员编码序列与基因组序

列进行比较分析发现,在 9 个 PbCDPK 家族成员

基因序列中存在 UTR 非翻译区域(图 2) 。
为了深入分析梨与其他物种的同源进化关

系,构建了梨与拟南芥、水稻的 CDPK 基因系统进

化树(图 3),根据进化树聚类,可将所有的 CDPK
蛋白分为四类,分别为 CDPK I, CDPK II, CDPK
III,CDPK IV。 CDPK I 包含了 10 个 AtCDPK,8 个

OsCDPK 和 10 个 PbCDPK;CDPK II 中分别包含 13
个 AtCDPK,5 个 OsCDPK 和 4 个 PbCDPK;CDPK
III 中分别包含 8 个 AtCDPK,8 个 OsCDPK 和 10 个

PbCDPK;CDPK IV 中在四类分组中含有基因数目

最少,分别包含 3 个 AtCDPK,2 个 OsCDPK 和 2 个

PbCDPK。
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表 1摇 梨 CDPK 基因家族成员信息

Table 1摇 The information of CDPK gene family in pear

摇 基因 摇 基因 ID
编码序
列长度
(bp)

编码的氨基酸序列

摇 染色体
氨基酸数目

(aa) 分子量 等电点
EF鄄手型
结构数目

N 端氨基酸
N鄄豆蔻
酰化

N鄄十六
(烷)酰化

PbCDPK1 Pbr033365. 1 2 220 scaffold609. 0 550 82 600 5. 04 4 MGNTCVGP No Yes

PbCDPK2 Pbr010307. 1 1 944 scaffold17. 0 648 71 600 5. 98 4 MGNNCVGN No Yes

PbCDPK3 Pbr001308. 2 1 647 scaffold103. 0 549 61 000 6. 23 3 MGNTCVGP No Yes

PbCDPK4 Pbr040137. 1 1 566 scaffold874. 0 522 58 600 5. 17 4 MKKALHSQ No Yes

PbCDPK5 Pbr001322. 2 1 974 scaffold103. 0 658 73 600 5. 93 4 MGNNCVGS No Yes

PbCDPK6 Pbr010446. 1 2 433 scaffold170. 2 811 90 900 6. 88 3 MGFCGNLD No Yes

PbCDPK7 Pbr033411. 1 1 509 scaffold61. 0 503 55 900 5. 22 4 MSSKSSSV No Yes

PbCDPK8 Pbr006943. 1 1 602 scaffold138. 0 534 59 800 6. 08 4 MGNCCVTL No Yes

PbCDPK9 Pbr000148. 1 1 632 scaffold1. 0 544 60 800 6. 73 4 MGCHSSKE Yes Yes

PbCDPK10 Pbr011500. 1 1 650 scaffold180. 0 550 62 000 7. 04 4 MGNCNVCV No Yes

PbCDPK11 Pbr018253. 1 1 566 scaffold271. 0 522 58 600 5. 71 4 MKKGLHSQ No Yes

PbCDPK12 Pbr011659. 1 1 602 scaffold182. 0 534 59 600 6. 08 4 MGNCCVTL No Yes

PbCDPK13 Pbr028878. 1 1 584 scaffold480. 0 528 59 300 6. 23 4 MGNCCRSP No Yes

PbCDPK14 Pbr017041. 1 1 554 scaffold251. 0 518 58 200 6. 23 4 MGNCCVTP No Yes

PbCDPK15 Pbr024654. 1 1 578 scaffold389. 0 526 58 900 6. 26 4 MGNNCSSG Yes Yes

PbCDPK16 Pbr007825. 1 1 809 scaffold144. 0 603 67 300 8. 77 3 MGQCYGKT Yes Yes

PbCDPK17 Pbr029596. 1 1 605 scaffold5. 0 535 59 800 5. 79 4 MGNCCSQR Yes Yes

PbCDPK18 Pbr017213. 1 1 602 scaffold257. 0 534 59 600 6. 08 4 MGNCCVTL No Yes

PbCDPK19 Pbr023408. 1 1 596 scaffold359. 0 532 59 800 5. 85 4 MGNCCATP Yes Yes

PbCDPK20 Pbr010295. 1 1 815 scaffold17. 0 605 67 200 5. 91 4 MGNTCVGP No Yes

PbCDPK21 Pbr031892. 1 1 641 scaffold57. 0 547 61 000 6. 38 4 MGCCSSKQ Yes Yes

PbCDPK22 Pbr028710. 1 1 743 scaffold48. 0 581 65 200 4. 79 4 MHHLAGHP No No

PbCDPK23 Pbr036114. 1 1 647 scaffold708. 0 549 62 300 7. 47 4 MGNCNVCV No Yes

PbCDPK24 Pbr027545. 1 1 497 scaffold452. 0 499 55 600 5. 18 4 MSSKSSSA No Yes

PbCDPK25 Pbr037537. 1 2 265 scaffold766. 0 755 84 900 6. 66 4 MGNCCATP Yes Yes

PbCDPK26 Pbr021635. 1 1 584 scaffold322. 0 528 59 400 6. 13 4 MGNCCRSP No Yes

3摇 讨 论

目前,基因家族分析已在多种作物中有类似报

道,如苹果 SDH 和 IPT 基因家族[24鄄25],大豆 LEA 与

ARF 基因家族[26鄄27],番茄 LBD 基因家族等[28],为各

个基因家族的功能分析提供了理论基础。 CDPK 是

植物体内含有 Ser / Thr 激酶活性的一类蛋白激酶,
研究结果表明,CDPK 是介导植物生长发育与逆境

信号的关键信号传递体[7,29鄄30]。 在植物体内,CDPK
基因以家族基因的形式存在,在对模式植物拟南芥

基因组的搜索中发现 CDPK 含有 34 个成员,杨树基

因组中被鉴定含有 30 个成员[31],在其他植物如马
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图 2摇 梨 CDPK 基因内含子外显子结构与家族进化树分析

Fig. 2摇 The intron鄄exon structures and the phylogenetic tree of CDPK genes in pear

铃薯、豌豆等作物中也发现了部分 CDPK 基因家族

成员。 梨作为一种重要的果树作物,基因组测序完

成后,有关梨 CDPK 家族基因的分析研究尚未见报

道。 本研究通过对梨进行全基因组扫描分析,从梨

基因组中成功鉴定出 26 个 CDPK 家族成员,通过对

其进行基因结构、系统进化等生物信息学分析,以期

为深入揭示该基因家族在梨生长发育与信号转导中

的功能和作用机制奠定基础。
摇 摇 总体来说,梨 CDPK 基因结构较为复杂,外
显子数目较多(6 ~ 11 个) ,这种复杂的基因结构

可能会导致基因结构不稳定,且复制时容易产生

可变剪切。 研究报道,大多数的 CDPK 基因在调

控区含有 4 个保守的与 Ca2+ 结合的 EF鄄手型结

构,少数 CDPK 含有 3 个 EF鄄手型结构,本研究

中,还发现了 2 个CDPK成员含有 6 个 EF鄄手型结

构。 通过这些手型结构可使 CDPK 在不依赖于

CaM 的条件下与 Ca2+高度亲和。 另外,部分 CD鄄
PK 成员 N 端存在与蛋白质定位(膜定位)相关的

豆蔻酰化和十六烷酰化所需的保守序列 MGXXC
( S / Q)XXT 位点,推测这些结构可能在参与蛋白

质与质膜的可逆结合或蛋白间相互作用过程中

发挥重要作用。
通过系统进化树的构建,可以分析基因之间

的起源关系,预测基因的功能。 同一亚家族或小

的分枝往往具备相似的功能,依据聚类分析,梨
26 个 CDPK 蛋白成员划分为 4 组(CDPK I、CDPK
II、CDPK III 和 CDPK IV) ,表明梨 CDPK 蛋白来

自于不同的祖先,另外研究结果显示,CDPK I、
CDPK III 和 CDPK IV 在 3 个物种(梨、拟南芥和

水稻)中分别含有大致相同数量的 CDPK,而较另

外两个物种(梨和水稻) ,CDPK II 则仅在拟南芥

中含有数量较多的 CDPK 成员,该聚类结果与棉

花 CDPK 蛋白分类相一致 [7] ,由于植物种属的

CDPK 可能来自于蛋白激酶和 CaM 基因的融合,
因此,CDPK 各成员的结构与序列组成上的较大

差异,可能与蛋白激酶或 CaM 在序列上存在的差

异有关。 3 个物种的亲缘关系聚类分析结果表

明,所有的 CDPK 蛋白在 3 个物种中均被分成不

同的 4 个类别,暗示这些分组在单子叶植物与双

子叶植物分化前就已存在,该结论同样支持了在

藻类和陆生植物分化前 CDPK 家族基因就已被

分为 4 类的假设 [32] 。
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图 3摇 梨 CDPK 蛋白与拟南芥、水稻 CDPK 蛋白的亲缘关系

Fig. 3摇 Phylogenetic relationships of CDPK proteins in Arabidopsis, rice and pear

随着研究深入,可能会发现更多的梨 CDPK
同源基因,这些 CDPK 家族基因如何响应激素

信号调控梨生长发育,如何参与对逆境反应的

信号传导等都将成为今后研究的重点。
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