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　 　 摘要：　 为了研究两种不同生境植物钙依赖性蛋白激酶基因 １（ＣＤＰＫ１）的差异，分别从冷敏感作物陆地棉和高

耐寒植物天山雪莲中克隆得到 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因。 通过生物信息学分析发现，ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 的

开放阅读框长度分别为１ ７６４ ｂｐ和１ ７１６ ｂｐ，各编码 ５８７ 和 ５７１ 个氨基酸。 蛋白质表现为弱酸性，且不稳定，亲水；
二级结构中以无规则卷曲和 α⁃螺旋为主，三级结构同源建模成功；无跨膜结构域和信号肽，有多个磷酸化位点，但
数量存在差异；均具有典型的 ＣＤＰＫ 保守结构域。 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 氨基酸序列同源性为 ７９􀆰 ９％，二者明显

的区别在于 ＧｈＣＤＰＫ１ 含有 ４ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 基序，但 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 只存在 ２ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 基序。 进化分析结果表明，ＧｈＣＤ⁃
ＰＫ１ 与可可 ＣＤＰＫ１ 亲缘关系最近，ＳｉｋＣＤＰＫ１ 与菊花 ＣＤＰＫ２ 亲缘关系最近。
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　 　 极端温度、干旱和土地盐渍化等逆境严重影响

农作物的生长、发育和产量。 研究作物抗性分子机

理，提高作物对逆境的适应性是提高农作物产量与

品质的基础。 外界刺激引起的作物生理生化反应大

多与钙信号转导有关，Ｃａ２＋作为第二信使在调控植

物生长发育与各种逆境响应中发挥着重要作用。
钙依赖性蛋白激酶 （ＣＤＰＫ）是钙信号转导的主

要感受器与效应器，是一类依赖钙离子而不依赖钙

调素的蛋白激酶，广泛存在于植物、藻类和部分原生

生物中［１⁃２］。 ＣＤＰＫ 是一个多基因家族，自 １９８２ 年

在豌豆［３］ 中发现至今，又在拟南芥［４］、水稻［５］、小
麦［６］、棉花［７］、 番茄［８］、 马铃薯［９⁃１０］、 烟 草［１１］、 葡

萄［１２］、玉米［１３］、杨树［１４］、雷蒙德氏棉［１５］、黄瓜［１６］ 等

植物中相继克隆出 ＣＤＰＫ 基因，对其应对逆境胁迫

的研究也逐渐深入。 大量研究结果表明，ＣＤＰＫ 参

与多种逆境胁迫应答、碳氮代谢过程、细胞膜系统的

物质运输、植物细胞肌动蛋白张力的调节、气孔开放

和生长发育、激素调节等多种 Ｃａ２＋信号转导通路中

信号的介导，尤其是在植物对光、温度、触摸、水分胁

迫和氧化胁迫等信号转导途径中起关键作用［１７ ⁃２２］。
棉花是中国重要的纤维和油料作物。 新疆为中

国优质棉基地，但由于地理位置和气候因素棉花生

产常遭受干旱、盐碱和低温等非生物逆境危害，棉花

生长、产量以及纤维品质受到很大影响，经济损失巨

大。 与棉花生境迥然不同的天山雪莲（ Ｓａｓｕｓｓｕｒｅｄ
ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ Ｋａｒ．ｅｔ Ｋｉｒ）是典型的耐极端低温的珍贵

植物，在极端低温下能旺盛生长并且开花。 雪莲这

种特异抗寒能力，可能是富集了特异的抗寒或耐寒

基因，从而产生了适应极端低温环境条件的生存机

制，也因此引起了学者的关注。 本研究以冷敏感作

物陆地棉新陆早 ３３ 号和高耐寒植物天山雪莲植物

为材料，分别克隆 ＧｈＣＤＰＫ１ 基因和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基

因，通过生物信息学对比分析两个基因的核酸序列

及其编码的氨基酸序列，探究不同生境植物中

ＣＤＰＫ１ 基因结构的差异，以期为进一步研究不同生

境植物 ＣＤＰＫ１ 基因的功能及探究其抗逆机制的信

号转导途径奠定理论基础。

１　 材料和方法

１．１　 材 料

１．１．１　 植物材料　 陆地棉早熟品种新陆早 ３３（Ｇｏｓ⁃
ｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ．ｃｖ．Ｘｉｎｌｕｚａｏ ３３）由石河子农业科学

院棉花研究所提供，天山雪莲（Ｓａｓｕｓｓｕｒｅｄ ｉｎｖｏｌｕｃｒａｔａ
Ｋａｒ．ｅｔ Ｋｉｒ）无菌苗由石河子大学农业生物技术重点

实验室保存。
１．１．２　 菌株 　 大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＤＨ５α 由

石河子大学农业生物技术重点实验室保存。
１．１．３　 试剂及 ＰＣＲ 引物　 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒

购于艾德莱生物公司，ｃＤＮＡ 合成试剂盒购于北京

全式金公司， Ｔｒａｎｓ５Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、 ２５０ ｂｐ ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公司，凝胶回收试剂盒、
ｐＭＤ１９⁃Ｔ 克隆载体、１０×Ｔａｑ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ、Ｔａｑ ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｄＮＴＰ 购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司。 引物合成及

序列测定均由华大基因公司完成。
１．２　 方 法

１．２．１　 植物总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 参照 ＥＡＳＹ
ｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 植物 ＲＮＡ 快速提取试剂盒说明书提取新

陆早 ３３ 和雪莲无菌苗叶片总 ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶

电泳检测，将条带清晰的 ＲＮＡ 置于－８０ ℃ 保存备

用。 ｃＤＮＡ 的合成参照北京全式金公司 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ
ＩＩ Ｆｉｒｓｔ⁃Ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒说明

书进行操作。
１．２．２　 基因的克隆

１．２．２．１　 ＧｈＣＤＰＫ１ 基因的克隆 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号为 ＦＪ９３８２９０ 的 ｃｄｓ 序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 设计

特异性引物（表 １）。 以已反转录的棉花 ｃＤＮＡ 为模

板进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应体系参见 Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌ⁃
ｙｍｅｒａｓｅ 说明书。 ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４０ ｓ，５８ ℃复性 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ
３０ ｓ，３０ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。
１．２．２．２　 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因的克隆　 根据天山雪莲转

录组测序数据，以 ＧｈＣＤＰＫ１ 基因序列为探针搜索

得到多条候选序列，经过多序列比对除去重复序列

后，得到 ３ 条序列。 利用 ＮＣＢＩ 中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 工

具（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ｇｏｒｆ ／ ｏｒｆｉｇ．
ｃｇｉ）逐一分析序列的完整开放阅读框（ＯＲＦ），设计

该 ＯＲＦ 引物（表 １）。 以已反转录的雪莲 ｃＤＮＡ 模

板进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 的反应体系参见 Ｔａｑ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 说明书。 ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃预变性

５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，６３ ℃复性 ４０ ｓ，７２ ℃延伸 １
ｍｉｎ ３０ ｓ，３０ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。

上述 ＰＣＲ 产物经浓度为 １％的琼脂糖凝胶电泳

分离后，参照琼脂糖凝胶回收试剂盒说明书回收目

的条带。 将 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因回收产物与
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克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ Ｖｏｃｔｅｒ 连接， 连接产物转化

ＤＨ５α 感受态细胞，挑取阳性克隆进行 ＰＣＲ 鉴定，
鉴定正确后交由北京华大基因公司进行测序。

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＧｈＣＤＰＫ１⁃ＸｂａＩ ＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＧＧＡＡＴＡＣＴＴＧＴＧＴＡＧＧＡ

ＧｈＣＤＰＫ１⁃ＳａｌＩ ＧＴＣＧＡＣＣＣＡＧＴＧＣＡＡＴＴＧＣＣＴＧＴＡＣＴＡＡ

ＳｉｋＣＤＰＫ１⁃Ｆ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＧＡＡＴＡＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡＣ

ＳｉｋＣＤＰＫ１⁃Ｒ ＧＴＣＧＡＣＣＣＧＴＣＧＡＴＡＣＣＧＧＡＡＡＡＡＡＣ

下划线为酶切位点

１．２．３　 基因生物信息学分析　 利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）对 ＧｈＣＤＰＫ１ 和

ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质相对分子质量、氨基酸组成、等电

点、疏水性等基本理化性质进行分析，利用 ＮＣＢＩ 中
ＣＤＤ （ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ ） 程 序 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｃｄｄ）进行保守结构域分析，
用 ＳｉｋｇｎａｌＰ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ Ｓｉｋｇ⁃
ｎａｌＰ ／ ）分析信号肽，用 ＴＭＨＭＮ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ．

ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ ） 预 测 跨 膜 区， 利 用

ＰＲＯＳＩＴＥ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ）数据库分析蛋

白质的功能位点，通过 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ．ｏｒｇ ／ ）分析蛋白质的二级结构，通过

Ｐｈｙｒｅ ２ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｂｇ． ｂｉｏ． ｉｃ． ａｃ． ｕｋ ／ ｐｈｙｒｅ ／ ｉｎｄｅｘ，
ｃｇｉ）软件预测蛋白质的三级结构。 用 ＭＥＧＡ ５．０ 进

行不同物种 ＣＤＰＫ１ 基因的系统进化分析，利用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 程序比对氨基酸序列，Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ 方

法构建进化树，其中进行 １ ０００次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 分析以

使得分枝的结果更可靠。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因的克隆

分别以棉花和雪莲 ｃＤＮＡ 为模板，用表 １ 中引

物进行 ＰＣＲ 扩增，结果 （图 １） 显示目的条带均位

于１ ５００ ｂｐ至２ ２５０ ｂｐ之间，与预期结果一致。 测

序、拼接后得到编码区全长为１ ７６４ ｂｐ的 ＧｈＣＤＰＫ１
基因和１ ７１６ ｂｐ雪莲新基因 ＳｉｋＣＤＰＫ１，ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号为（ＫＵ１３３９５３）。

Ａ：ＧｈＣＤＰＫ１ 扩增； Ｂ：ＳｉｋＣＤＰＫ１ 扩增。 Ｍ１： ２５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ； Ｍ２： Ｔｒａｎｓ５Ｋ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １～５：ＧｈＣＤＰＫ１ ｃＤＮＡ 全长扩增；６～ ９：其
他基因；１０、１１：ＳｉｋＣＤＰＫ１ ｃＤＮＡ 全长扩增。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＧｈＣＤＰＫ１ ａｎｄ ＳｉｋＣＤＰＫ１ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ２　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因编码蛋白质的理化

性质

　 　 用 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 及 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线分析工

具对 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因的核苷酸序列及

其编码的蛋白质氨基酸序列进行分析，结果 （表 ２）

表明，ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质理论等电点均

小于 ７，说明这 ２ 个蛋白质呈酸性；总平均亲水性

（Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ ，ＧＲＡＶＹ） 均为负

值，说明为亲水性蛋白。 相比之下，ＳｉｋＣＤＰＫ１ 的亲

水性更强，众多的亲水性氨基酸残基可以结合大量
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的水分子，使水膜加厚，避免胁迫下生物大分子大量

失水而导致结构变性。 从氨基酸组成特点看，Ｇｈ⁃
ＣＤＰＫ１ 中，谷氨酸所占比例最高（９􀆰 ４％），其次是亮

氨酸（８􀆰 ０％）和丙氨酸（８􀆰 ０％）；而在 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 中，
谷氨酸所占比例最高 （ ８􀆰 ２％）， 其次是亮氨酸

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 ＧｈＣＤＰＫ１ 保守结构域预测

Ｆｉｇ．２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＧｈＣＤＰＫ１

（７􀆰 ９％）和赖氨酸（７􀆰 ９％）。

表 ２　 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因编码的蛋白质理化性质分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏ⁃ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＧｈＣＤＰＫ１ ａｎｄ ＳｉｋＣＤＰＫ１
ｄｅｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

组成及性质 ＧｈＣＤＰＫ１ ＳｉｋＣＤＰＫ１

推导氨基酸残基数量 ５８７ ５７１

分子质量（×１０４） ６．５５ ６．３５

理论等电点 ５．４６ ５．４４

原子数 ９ １７６ ８ ９１７

分子式 Ｃ２ ９０７Ｈ４ ５７７Ｎ７９１Ｏ８８０Ｓ２４ Ｃ２ ８２１Ｈ４ ４５２Ｎ７６２Ｏ８５９Ｓ２３

不稳定系数（％） ４５．０４（不稳定） ４３．７４（不稳定）

脂肪系数 ８０．２６ ８０．０７

总平均亲水性（ＧＲＡＶＹ） －０．３８５ －０．４０６

２．３　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因编码蛋白质的功能

位点

　 　 蛋白质序列分析的关键是确定其是否含有重要

的功能位点。 利用 ＰＲＯＳＩＴＥ 数据库分析 ＧｈＣＤＰＫ１
和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质的功能位点，发现 ＧｈＣＤＰＫ１ 蛋

白质含有 ２ 个酰胺化位点（１２６ ～ １２９、５６８ ～ ５７１），１
个 Ｎ⁃糖基化位点（４９４ ～ ４９７），２ 个 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ
依赖性蛋白激酶磷酸化位点（１００ ～ １０３、３６９ ～ ３７２），
１２ 个酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点（７０ ～ ７３、８６ ～ ８９、
１４６～１４９、１６２～ １６５、 ３５０ ～ ３５３、３５４ ～ ３５７、３７２ ～ ３７５、
４２１～４２４、４４６～４４９、４９６～４９９、５０７ ～ ５１０、５１８ ～ ５２１），
５ 个 Ｎ⁃豆蔻酰化位点（３８ ～ ４３、１３３ ～ １３８、２３４ ～ ２３９、
５６２～５６７、５７２ ～ ５７７），６ 个蛋白激酶 Ｃ 磷酸化位点

（１４５ ～ １４７、１８７ ～ １８９、 ２２１ ～ ２２３、３５４ ～ ３５６、４９６ ～
４９８、５７８～ ５８０）；而 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质含有 １ 个酰胺

化位点（１１２ ～ １１５），１ 个 Ｎ⁃糖基化位点（９ ～ １２），３
个 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖性蛋白激酶磷酸化位点

（８６～８９、２０９～２１２、 ３５５～３５８），９ 个酪蛋白激酶Ⅱ磷

酸化位点（１０５ ～ １０８、１４８ ～ １５１、２６７ ～ ２７０、３３６ ～ ３３９、
３５８～３６１、４０７～４１０、４３２～４３５、４９３ ～ ４９６、５０４ ～ ５０７），
２ 个 Ｎ⁃豆蔻酰化位点（２２０ ～ ２２５、５４７ ～ ５５２），４ 个蛋

白激酶 Ｃ 磷酸化位点（６７ ～ ６９、１０５ ～ １０７、２０７ ～ ２０９、
５６２～５６４）等。 这些磷酸化位点大都位于基因的激

酶区和调控区，推测对于蛋白激酶的结构和功能有

重要作用。
２􀆰 ４　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因编码蛋白质的信号

肽和跨膜结构预测

　 　 利 用 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ 分 析 了 ＧｈＣＤＰＫ１ 和

ＳｉｋＣＤＰＫ１ 的信号肽序列，结果表明二者均无信号

肽，由此推测 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因可能不进行

蛋白质转运，直接在细胞质基质中起作用。 同时利

用 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ 预测了二者的跨膜结构域，预测结

果表明，二者都不存在跨膜结构域。 结合信号肽的

预测结果进一步证明，植物 ＣＤＰＫ 可能在细胞质基

质中合成后，不经蛋白质转运，直接锚定于细胞质基

质中的特定部位行使催化功能。
２􀆰 ５　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质保守结构域的

预测

　 　 利 用 ＮＣＢＩ 在 线 分 析 工 具 ＣＣＤ 分 析

ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 的保守结构域，结果（图 ２、
图 ３）显示 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 具有典型的 ＣＤ⁃
ＰＫ 保守结构域，蛋白质的 Ｎ 端都有丝氨酸 ／苏氨

酸蛋白激酶域、Ｃａ２＋ 结合位点；在 ＣＤＰＫ 特有的 Ｃ
端调控区（也是钙结合区），ＧｈＣＤＰＫ１ 有 ４ 个 ＥＦ⁃
ｈａｎｄｓ 结构域，而 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 只有 ２ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄｓ 结
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ３　 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 保守结构域预测

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＳｉｋＣＤＰＫ１

构域。
２􀆰 ６　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基因编码蛋白质的亲水

性和疏水性

　 　 蛋白质亲、疏水性氨基酸组成是蛋白质折叠的

主要驱动力，一般通过亲水性分布图反映蛋白质的

折叠情况。 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行蛋白质亲、疏水性预

测，结果显示：ＧｈＣＤＰＫ１ 在多肽链第 ２２０ 位的络氨

酸（Ｙ）具有最低分值－ ２􀆰 ８３３，第 ３１４ 位的亮氨酸

（Ｌ）具有最高分值 ２􀆰 ７４４；而 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 在多肽链第

６９、７０ 位的赖氨酸（Ｋ）具有最低分值－３􀆰 １１，第 ３００
位的缬氨酸（Ｖ）具有最高分值 ２􀆰 ７８９。 按照亲水性

越强氨基酸分值越低、疏水性越强分值越高的规律，
从整条链来看亲水性氨基酸多于疏水性氨基酸，且
在整个肽链中分布较均匀， 说明 ＧｈＣＤＰＫ１ 和

ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质都是亲水性蛋白质， 这也与先前

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 的预测结果相符。
２􀆰 ７　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质高级结构预测

及比较

　 　 通过 Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 对蛋白质的二级结构进行预

测，结果表明：ＧｈＣＤＰＫ１ 蛋白质肽链中含有 α⁃螺旋

（Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ） ３５􀆰 ９５％，β⁃转角（Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ） １０􀆰 ３９％，
无规则卷曲（Ｒａｎｄｏｎ ｃｏｉｌ） ５３􀆰 ６６％；ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白

质肽链中含有 α⁃螺旋 ３５􀆰 ５５％，β⁃转角 １１􀆰 ５６％，无
规则卷曲 ６２􀆰 ８９％。 二者蛋白质二级结构的主要结

构元件都是无规则卷曲和 α⁃螺旋。
通过 Ｐｈｙｒｅ ２ 软件采用折叠识别建模法预测蛋

白质三级结构，结果 （图 ４） 表明：ＧｈＣＤＰＫ１ 蛋白质

与隐孢子虫 ＣＤＰＫ１ 蛋白质的三级结构相似性为

４１％；ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质与恶性疟原虫 ＣＤＰＫ２ 蛋白

质的三级结构相似性为 ３９％。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ： ＧｈＣＤＰＫ１；Ｂ： ＳｉｋＣＤＰＫ１。
图 ４　 ＧｈＣＤＰＫ１、ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白质的三级结构预测

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｈＣＤＰＫ１ ａｎｄ ＳｉｋＣＤＰＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２􀆰 ８　 植物 ＣＤＰＫ 蛋白质的同源比对和系统进化树

的构建

　 　 用 ＤＮＡＭＡＮ 对 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 的氨基

酸序列进行比对，结果表明 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１

同源性为 ７９􀆰 ９％（图 ５）。 Ｎ 端可变区保守性较差，
且在氨基酸水平上同源性低；催化区通常由 ３００ 多

个氨基酸残基组成，该区域具有典型的 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 蛋

白激酶保守结构域，不同种属或不同成员之间具有

９００１田晓涵等：两种不同生境植物棉花与雪莲 ＣＤＰＫ１ 基因的克隆及生物信息学分析



图中黑色部分为完全匹配，灰色部分为部分匹配；虚线箭头表示 Ｓｅｒ ／ Ｔｈｒ 蛋白激酶域；黑色方框表示 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白的 ２ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 结构域；
灰色矩形表示 ＧｈＣＤＰＫ１ 蛋白的 ４ 个 ＥＦ⁃ｈａｎｄ 结构域。
　 　 　 　 　 　 　 图 ５　 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．５　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧｈＣＤＰＫ１ ａｎｄ ＳｉｋＣＤＰＫ１

较高的同源性；连接区由 ２０ ～ ３０ 个氨基酸残基组

成，是蛋白激酶活性自抑制的区域，该区域最为保

守，富含碱性氨基酸。 在没有 Ｃａ２＋时，ＣＤＰＫ 催化区

可能与连接区结合，使其激酶活性被抑制；Ｃ 端调控

区是钙结合区，通过该手型结构使 ＣＤＰＫ 在不依赖

于钙调素（ＣａＭ）的条件下与 Ｃａ２＋高度亲和，该区域

保守性差。 ＧｈＣＤＰＫ１ 有 ４ 个 ＥＦ 手型结构，分别在

４３０～４５７、４３０ ～ ４８９、５０１ ～ ５６１ 和 ５３６⁃５６１ 位氨基酸

处，而 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 只有 ２ 个 ＥＦ 手型结构，在 ４１６ ～
４７５ 和 ４８７～５４６ 位。 由此推测，胞质中微小的 Ｃａ２＋

变化就能使 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 构象发生变化，激酶产生

活性。
用 ＭＡＧＥ ５􀆰 ０ 软 件 对 马 铃 薯 （ ＮＰ ＿

００１３０５５７２􀆰 １）、毛果杨 （ ＸＰ ＿ ００２３１０９７８􀆰 １）、黄瓜

（ＸＰ＿００４１３５０４９􀆰 ２）、野草莓（ＸＰ＿００４３０７０６８􀆰 １）、可
可（ＸＰ＿００７０１０５０４􀆰 １）、蓖麻（ＸＰ＿００２５１４４３６􀆰 １）、芝
麻（ＸＭ＿０１１０７８５７６􀆰 １）、绒毛状烟草（ＡＪ３４４１５５􀆰 １）、
拟 南 芥 （ ＮＭ ＿ １２０５６９􀆰 ２ ）、 天 山 雪 莲、 菊 花

（ＫＣ２０２４１８􀆰 １）、胡杨 （ＸＭ＿００２３１０９４２􀆰 ２）、陆地棉

（ ＦＪ９３８２９０􀆰 １、 ＥＵ７２３０８７􀆰 １、 ＨＭ００２６３４􀆰 １ ）、 玉 米

（ＮＭ＿００１１１１８３４􀆰 ２）和水稻（ＡＦ１９４４１３􀆰 １）的 ＣＤＰＫ
氨基酸序列构建系统进化树预测基因的起源和功

能。 结果（图 ６）显示，ＧｈＣＤＰＫ１ 与可可 ＣＤＰＫ１ 亲

缘关系最近，ＳｉｋＣＤＰＫ１ 与菊花 ＣＤＰＫ２ 并为一处，其
亲缘关系最近。 由于 ＣＤＰＫ 在植物中的高度保守

性，可根据亲缘关系推测其蛋白质功能也可能具有

高度的一致性。

３　 讨 论

到目前为止，尚未发现有关雪莲 ＣＤＰＫ 基因的

报道，棉花中只有少量 ＣＤＰＫ ／ ＣＰＫ 基因功能的报

道，其中 ＧｈＣＰＫ１ 基因参与调控棉花纤维的发

育［７，２３］；ＧｈＣＤＰＫ５ 能够应答盐胁迫的诱导，在盐胁

迫信号传导路径中发挥作用［２４］；用探针在相关基因

芯片上检测发现干旱和碱胁迫下，ＧｈＣＤＰＫ２、ＧｈＣＤ⁃
ＰＫ３、 ＧｈＣＤＰＫ１１、 ＧｈＣＤＰＫ１４、 ＧｈＣＤＰＫ１６ 及

ＧｈＣＤＰＫ２８ 基因表达量增加［２５］。 拟南芥 ＡｔＣＤＰＫ１
基因受干旱、高盐等逆境胁迫诱导表达，在非生物胁

迫介导的信号转导中起正向调节作用［２６］；冰叶日中

花 ＭｃＣＰＫ１ 基因能响应盐害和脱水胁迫［２７］；低温胁

迫下，玉米 ＺｍＣＰＫ１ 基因表达上调，同时能够抑制

冷胁迫诱导的 Ｚｍｅｒｆ３ 的表达，是冷胁迫信号途径中

的负向调节因子［２１］。 从植物 ＣＤＰＫ 基因的高度保

守性来看，我们推测 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 在耐受
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▲和■分别为本研究中克隆的 ＧｈＣＤＰＫ１和 ＳｉｋＣＤＰＫ１蛋白质；图中分支点的数字表示 Ｂｏｏｔ⁃ｓｔｒａｐ 验证中基于１ ０００次重复该节点可信度的百分比。
　 　 　 　 　 　 　 图 ６　 ＧｈＣＤＰＫ１ 与 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 蛋白和其他物种基于氨基酸序列的进化树

Ｆｉｇ．６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＧｈＣＤＰＫ１， ＳｉｋＣＤＰＫ１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

干旱、高盐、低温等非生物胁迫方面有一定的作用，
有必要进行深入研究。

本试验克隆得到的 ＧｈＣＤＰＫ１ 和 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 基

因，同源性为 ７９􀆰 ９％。 生物信息学分析结果表明，
ＧｈＣＤＰＫ１ 为不稳定的亲水性蛋白质，无跨膜结构

域，无信号肽，有多个磷酸化位点，与可可 ＣＤＰＫ１ 亲

缘关系最近；ＳｉｋＣＤＰＫ１ 也为不稳定的亲水性蛋白

质，无跨膜结构域和信号肽，有多个磷酸化位点，与
菊花 ＣＤＰＫ２ 的亲缘关系最近。 本研究的 ＧｈＣＤＰＫ１
有 ４ 个 ＥＦ 手型，而 ＳｉｋＣＤＰＫ１ 只存在 ２ 个 ＥＦ 手型，
绝大部分植物 ＣＤＰＫ 都含有 ４ 个 ＥＦ 手型结构域，
但有些 ＣＤＰＫ 却只有 ３ 个或者 ３ 个以下，例如拟南

芥 中 ＡｔＣＰＫ７、 ＡｔＣＰＫ８、 ＡｔＣＰＫ１０、 ＡｔＣＰＫ１４、
ＡｔＣＰＫ１９、ＡｔＣＰＫ２３ 和 ＡｔＣＰＫ３２ 只有 ３ 个 ＥＦ 手型

结构，ＡｔＣＰＫ１３ 仅有 ２ 个 ＥＦ 手型结构，ＡｔＣＰＫ２５ 仅

有 １ 个 ＥＦ 手型结构［２８］。 将 ＡｔＣＰＫ６ 进行人为突变

减少其 ＥＦ 手型结构后，其激酶活性仅为野生型的

１１􀆰 ６％～２１􀆰 ４％［２９］；而水稻中的 ＥＦ 手性结构的突变

对其激酶活性无明显影响［３０］。 是否 ＥＦ 手型结构的

数量和结构域的变化对激酶活性有影响，是否不同

生境植物棉花和雪莲 ＣＤＰＫ１ 基因响应不同非生物

胁迫等问题仍需进一步研究。
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