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ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统参与小桐子抗冷性
形成的生物信息学分析
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( １. 曲靖师范学院 生物资源与食品工程学院ꎬ 云南 曲靖 ６５５０１１ꎻ ２. 曲靖师范学院 云南省高校云贵

高原动植物遗传多样性及生态适应性进化重点实验室ꎬ 云南 曲靖 ６５５０１１ )

摘　 要: 类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基蛋白(ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒꎬＣＢＬ)属 Ｃａ２＋结合蛋白ꎬ通过与类钙调磷

酸酶 Ｂ 亚基互作蛋白激酶(ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＣＩＰＫ)互作介导 Ｃａ２＋信

号转导过程ꎮ ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统参与了植物对多种逆境胁迫的响应过程ꎮ 为深入探讨小桐子的抗冷性机

制ꎬ该研究基于 ＢＬＡＳＴ 序列比对的方法ꎬ在全基因组水平对小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族进行了鉴定ꎬ并对

其系统进化、基因结构、表达特性及功能互作进行了解析ꎮ 结果表明:(１)在小桐子基因组中共鉴定到 ８ 个

ＣＢＬ 基因与 １８ 个 ＣＩＰＫ 基因ꎬＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白长度分别在 ２１１~ ２５７ ａａ 与 ４２２~ ４８４ ａａ 之间ꎬ等电点分别在

４.６５~ ５.０８ 与 ６.２０~ ９.２６ 之间ꎮ (２)另外ꎬＣＢＬ 基因家族都包含 ８~ １０ 个外显子ꎬ而 ＣＩＰＫ 基因家族分为显著

的 １~ ２ 个外显子(１１ 个基因)和 １２~ １５ 个外显子(７ 个基因)两类ꎮ (３)多序列比对显示ꎬ小桐子 ＣＢＬ 蛋白

都鉴定到 １ 个由 １４ 个氨基酸残基组成的非典型 ＥＦ￣ｈａｎｄ 基序与 ３ 个取代程度不同的典型 ＥＦ￣ｈａｎｄ 基序ꎬ而
ＣＩＰＫ 蛋白都包含 Ｎ 端激酶结构域与 Ｃ 端自抑制 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域ꎮ (４)染色体定位显示ꎬ２６ 个小桐子 ＣＢＬ
与 ＣＩＰＫ 基因不均匀地分布于 ９ 条染色体上ꎮ (５)转录组数据分析表明ꎬ大部分 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因在小桐子

叶片、根及种子中都有高水平表达ꎬ其中 ＪｃＣＩＰＫ１４ 与 ＪｃＣＩＰＫ１８ 在低温处理时上调表达量达到了极显著水平

(Ｐ<０.０１)ꎬ参与小桐子的抗冷性过程ꎮ 综上结果为开展小桐子 ＣＢＬ 和 ＣＩＰＫ 基因的功能鉴定与低温信号转

导机制研究提供了借鉴ꎮ
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在于植物中的丝氨酸 /苏氨酸( Ｓｅｒ / Ｔｈｒ)类蛋白激

酶家族ꎮ 根据氨基酸序列聚类结果ꎬＳｎＲＫ 家族分

为 ＳｎＲＫ１、ＳｎＲＫ２、ＳｎＲＫ３ 三个亚家族ꎮ ＳｎＲＫ３ 又

被称为类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基互作蛋白激酶 ＣＩＰＫ
(ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ)( Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９ꎻ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００) 或盐

过敏感蛋白 ＳＯＳ ( ｓａｌｔ ｏｖｅｒｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ) ( Ｊｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)ꎬ类钙调磷酸酶 Ｂ 亚基蛋白(ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｂ￣ｌｉｋｅ
ｃａｌｃｉｕｍ ｓｅｎｓｏｒꎬＣＢＬ)是 ＣＩＰＫ 的直接上游互作蛋白ꎬ
也能够感知胞内 Ｃａ２＋ 信号ꎬ共同组成 Ｃａ２＋ ￣ＣＢＬ￣
ＣＩＰＫ 级联信号系统ꎬ参与植物渗透、高盐、低温、高
温等非生物逆境胁迫的响应过程(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻ
Ｓａｎｙａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 作为 Ｃａ２＋受体蛋白ꎬＣＢＬ 都含

有 ４ 个保守性不同的“螺旋－环－螺旋” (ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣
ｈｅｌｉｘꎬＨＬＨ)ＥＦ 手型(ＥＦ￣ｈａｎｄ)基序ꎬ是 Ｃａ２＋结合所

必需的(Ｗｅｉｎｌ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ ２００９)ꎬ同时ꎬ部分 ＣＢＬ 蛋

白 Ｎ 端还具有脂类修饰的 Ｎ － 豆蔻酰 化 ( Ｎ￣
Ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ)或 Ｎ－棕榈酰化(Ｎ￣Ｐａｌｍｉｔｏｙｌａｔｉｏｎ)位

点ꎬ辅助该蛋白的跨膜转运(Ｂａｔｉｓｔｉｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
ＣＩＰＫ 蛋白 Ｎ 端激酶结构域中都包含 １ 个激活环

(ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ￣ｌｏｏｐ) 基序ꎬ位于￣ＤＦＧ￣与￣ＡＰＥ￣序列之

间ꎬ其中 ３ 个高度保守的 Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ 残基是激酶

活性发挥所必须的(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎬ而 Ｃ 端负

责调控激酶结构域的催化活性ꎬ其中由 ２１ 或 ２４ 个

氨基酸残基组成的 ＦＩＳＬ ( Ｐｈｅ￣Ｉｌｅ￣Ｓｅｒ￣Ｌｅｕ) / ＮＡＦ
(Ａｓｎ￣Ａｌａ￣Ｐｈｅ)结构域是 ＣＩＰＫ 与 ＣＢＬ 结合的核心

序列(Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ正常情况下ꎬＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结

构域与 Ｎ 端激酶结构域互作从而具有自抑制作

用ꎬ当结合 Ｃａ２＋而被激活的 ＣＢＬ 蛋白与 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ
结构域结合后ꎬ可解除 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域对激酶结

构区的抑制作用ꎬ从而表现出激酶活性(Ａｋａｂｏｓｈｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 另外ꎬＣ 端还包含 １ 个由 ３７ 个氨基

酸残基组成的 ＰＰＩ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ)
结构域ꎬ决定与 ＣＩＰＫ 结合的蛋白磷酸酶 ＰＰ２Ｃ
(ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ２Ｃ)种类ꎬ也竞争性将 ＣＢＬ 蛋

白脱离 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域ꎬ使 ＣＩＰＫ 回到自抑制状

态(Ｏｈｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ
目前ꎬ已经对多种植物在全基因组水平进行
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了 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因的鉴定ꎬＣＢＬ 基因家族包括:
拟南芥( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) １０ 个(Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００４)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ) １０ 个(Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ) １０ 个(李利斌等ꎬ
２０１０)、杨树 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ) １０ 个 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００８)、小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ) ７ 个 ( Ｓｕｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５)、油菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ) ７ 个 ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)、茄子 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ) ５ 个 ( Ｌｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１６)等ꎻＣＩＰＫ 基因家族包括:拟南芥 ２５ 个

( Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ )、 水 稻 ３３ 个

(Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｋａｎｗａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、
玉米 ４３ 个(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)、杨树 ２７ 个(Ｙｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００７)、小麦 ２０ 个 ( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、大豆

(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)５２ 个(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、油菜 ２３ 个

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)、茄子 １５ 个(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、
苹果(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)３４ 个(Ｎｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、葡
萄( Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ) １６ 个 (路志浩等ꎬ ２０１７)、番茄

(Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ) ２２ 个(王傲雪和刘思源ꎬ
２０１８) 等ꎮ 小 桐 子 ( Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ) 属 大 戟 科

(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ)麻疯树属(Ｊａｔｒｏｐｈａ Ｌｉｎｎａｅｕｓ)多年

生落叶小型乔木ꎬ原产中南美洲地区 (林娟等ꎬ
２００４)ꎮ 作为重要的木本油料植物ꎬ小桐子种子含

油量为 ３５％ ~ ６０％ꎬ适应各种柴油发动机ꎬ且关键

技术指标达到了欧 ＩＶ 标准ꎬ具有广阔的开发利用

前景(Ｍａｋｋａｒ ＆ Ｂｅｃｋｅｒꎬ ２００９)ꎮ 目前ꎬ对于小桐

子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家族的基因鉴定及其互作分析还

未见报道ꎮ 本研究基于小桐子基因组信息( Ｓａｔｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎬ利用生物信息学方法鉴定小桐子 ＣＢＬ
与 ＣＩＰＫ 基因ꎬ并对其理化性质、基因结构、蛋白基

序、系统进化、低温表达及功能互作进行了分析ꎬ
以期为研究小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的抗逆

信号转导机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的鉴定

根据 Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ 等(２００４)、Ｚｈａｎｇ 等(２００８)、
Ｙｕ 等(２００７)鉴定的模式植物拟南芥、水稻及小桐

子近科物种杨树的 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族序列ꎬ从
ＴＡＩＲ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / )下载拟

南芥 １０ 个 ＣＢＬ 基因与 ２５ 个 ＣＩＰＫ 基因的蛋白序列ꎬ
从 ＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｒｉｃｅ. ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ.
ｍｓｕ.ｅｄｕ / )下载水稻 １０ 个 ＣＢＬ 基因与 ３３ 个 ＣＩＰＫ 基

因的 蛋 白 序 列ꎬ 从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ.ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ / ｐｚ / ｐｏｒｔａｌ.ｈｔｍｌ)下载杨树 １０ 个

ＣＢＬ 基因与 ２７ 个 ＣＩＰＫ 基因的蛋白质序列ꎬ通过

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行多重序列比对ꎬ利用 Ｈｍｍｅｒ ３.０ 软件的

Ｈｍｍｂｕｉｌｄ 程序将比对文件生成 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 结构域

的隐马可夫 ＨＭＭ 模型ꎮ 同时ꎬ分别从 ＧｅｎＢａｎｋ
( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｎｏｍｅ / ９１５ / ) 与

Ｋａｚｕｓａ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｋａｚｕｓａ. ｏｒ. ｊｐ / ｊａｔｒｏｐｈａ / ) ( Ｓａｔｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１１)下载小桐子最新注释蛋白质数据库ꎬ利用

ＮＣＢＩ 的 Ｍａｋｅｂｌａｓｔｄｂ 程序将该数据库本地化ꎮ 利用

ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 程序对小桐子蛋白质数据库进行本地

ＢｌａｓｔＰ 相似性比对(阈值 Ｅ < １ｅ￣１０ꎬ序列相似性 >
５０％)ꎬ得到初步筛选的小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白质

序列ꎮ 通过序列自对比(ｓｅｌｆ￣ｂｌａｓｔ)去除重复序列ꎬ将
非冗余的候选序列利用 Ｐｆａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｓａｎｇｅｒ.
ａｃ. ｕｋ / ) 与 ＣＤＤ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)在线工具分析 ＣＢＬ 的 ＥＦ￣
ｈａｎｄ 基序与 ＣＩＰＫ 的蛋白激酶结构域(ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｄｏｍａｉｎ)做进一步筛选ꎬ得到小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家

族蛋白序列ꎮ 同时下载其对应的基因序列与 ｍＲＮＡ
序列用于后续基因结构分析ꎮ
１.２ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的序列分析

利 用 ＥｘＰａＳｙ 提 供 的 在 线 工 具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 对小桐子 ＣＢＬ
与 ＣＩＰＫ 进行氨基酸数目、理论分子量(Ｍｗ)、等电

点(ｐＩ)等基本参数的分析ꎮ 将鉴定的小桐子 ＣＢＬ
与 ＣＩＰＫ 蛋白序列与拟南芥、水稻及杨树的 ＣＢＬ 与

ＣＩＰＫ 蛋白序列利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行序列相似性比

对ꎬ然后用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件通过邻接法(ＮＪ)构建系

统进化树ꎬ并采用自展法(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)进行检验ꎮ 同

时ꎬ利用 ＧｅｎＤＯＣ 软件对 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 比对结果进行

ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白保守结构域分析ꎮ 另外ꎬ通过

ＣＤＳ 序列(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ)与基因序列比对以确定

ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因内含子与外显子的结构ꎬ并利用

ＧＳＤＳ ( ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｓｅｒｖｅｒꎬ ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.
ｃｂｉ.ｐｋｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / )绘制基因结构图ꎮ 另外ꎬ染色体定

位以 Ｗｕ 等(２０１５)构建的小桐子遗传连锁图谱进行

锚定ꎬ并通过 ＭａｐＣｈａｒｔ ( ｖｅｒｓｉｏｎ２. １)绘制基因定位

图ꎮ 利用 ＳＴＲＩＮＧ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ. ｏｒｇ) 进行 ＣＢＬ
与 ＣＩＰＫ 蛋白的信号互作网络分析(设置可信度大

于 ０.７)ꎮ
１.３ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的表达分析

从 ＧｅｎＢａｎｋ 的 ＳＲＡ 数据库下载小桐子不同器
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官的 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序数据(叶片 ＳＲＲ１６３９６６０、
根 ＳＲＲ１６３９６５９、种子 ＳＲＲ１６３９６６１)ꎮ 通过 Ｂｏｗｔｉｅ２
与 Ｓａｍｔｏｏｌｓ 工具将鉴定到的小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家

族基因与测序数据进行比对ꎬ得到各 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ
基因的表达 ｒｅａｄｓ 数据ꎬ之后通过 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 程序计

算每个基因的表达量 ＦＰＫＭ( ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ
ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ)值ꎬ进行以 ２ 为底的对数转化ꎬ并设置以

基因与器官同时进行聚类ꎬ聚类方法选择层次聚类

法(ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ)ꎮ 另外ꎬ以我们前期小桐

子转录组(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)与数字基因表达谱

(ｄｉｇｉｔａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬＤＧＥ) (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)
数据为基础ꎬ提取对照与 １２ ℃低温处理 １２、２４、４８ ｈ
的 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因的原始 Ｃｌｅａｎ Ｔａｑ 数据ꎬ通过

ＴＰＭ(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｃｌｅａｎ ｔａｇｓ)获得标准化的

基因表达量 ( Ｔｈｏｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍｏｒｒｉｓｓｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎬ得到小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族在低温处

理下的差异表达数据ꎮ 利用 Ｒ 软件(ｖｅｒｓｉｏｎ ３.４.１)
的 ｇｐｌｏｔｓ 与 ｐｈｅａｔｍａｐ 函 数 绘 制 聚 类 分 析 热 图

(ｈｅａｔｍａｐ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 的鉴定及序列特征

通过同源序列比对检索ꎬ在小桐子基因组中

共鉴定到 ８ 个 ＣＢＬ 基因( ＪｃＣＢＬ１ ~ ＪｃＣＢＬ８)与 １８
个 ＣＩＰＫ 基因( ＪｃＣＩＰＫ１ ~ ＪｃＣＩＰＫ１８) (表 １)ꎮ 通过

ＥｘＰＡＳｙ 工具对小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家族基因进行

理化参数的分析ꎬ结果表明ꎬＣＢＬ 家族基因长度分

布在 ２ １７２ ｂｐ(ＪｃＣＢＬ７) ~ ９ ３４４ ｂｐ(ＪｃＣＢＬ２)之间ꎬ
蛋白质序列长度分布在 ２１１ ａａ( ＪｃＣＢＬ８) ~ ２５７ ａａ
(ＪｃＣＢＬ７)之间ꎬ等电点全部显强酸性ꎬ分布在 ４.５９
( ＪｃＣＢＬ５) ~ ５.０８( ＪｃＣＢＬ４)之间ꎮ 另外ꎬＣＩＰＫ 家族

基因长度分布在 １ ５２２ ｂｐ( ＪｃＣＩＰＫ１６) ~ ９ ３４８ ｂｐ
(ＪｃＣＩＰＫ９)之间ꎬ蛋白质序列长度分布在 ４２２ ａａ
( ＪｃＣＩＰＫ１６) ~ ４８４ ａａ( ＪｃＣＩＰＫ２)之间ꎬ除 ＪｃＣＩＰＫ９、
ＪｃＣＩＰＫ１４、ＪｃＣＩＰＫ１５ 及 ＪｃＣＩＰＫ１７ꎬ等电点全部呈

强碱性ꎬ分布在 ８.０３( ＪｃＣＩＰＫ２) ~ ９.２６( ＪｃＣＩＰＫ４)
之间ꎮ
２.２ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因的系统进化与基因结构

通过 ＭＥＧＡ 分别构建小桐子与拟南芥、水稻、
杨树的 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族系统进化树(图 １)ꎬ
结果表明ꎬＣＢＬ 基因家族聚类为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ 四个

亚族ꎬ小桐子对应基因数量分别为 ３ ( ＪｃＣＢＬ４、

ＪｃＣＢＬ６、 ＪｃＣＢＬ８ )、 １ ( ＪｃＣＢＬ３ )、 ２ ( ＪｃＣＢＬ５、
ＪｃＣＢＬ７)、２(ＪｃＣＢＬ１、ＪｃＣＢＬ２)(图 １: Ａ)ꎬ与小桐子

ＣＢＬ 基因家族单独聚类结果吻合(图 ２: Ａ)ꎬ其中

ＪｃＣＢＬ３ 在单独聚类中与 ＪｃＣＢＬ１、 ＪｃＣＢＬ２ 距离较

近ꎬ而在多物种共聚类中则属单独 ＩＩ 亚族ꎬ与

ＪｃＣＢＬ３ 基因结构 ( ９ 个外显子) 不同于 ＪｃＣＢＬ１、
ＪｃＣＢＬ２(１０ 个外显子)一致ꎮ 另外ꎬＣＩＰＫ 基因家

族共聚类为 ６ 个亚族ꎬ小桐子对应基因数量分别

为 ３、１、５、２、２、５(图 １: Ｂ)ꎬ也与小桐子 ＣＩＰＫ 基因

家族单独聚类结果吻合(图 ２: Ｂ)ꎮ
结合小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的聚类结

果ꎬ利用 ＧＳＤＳ 工具分析其基因结构ꎬ结果显示ꎬ
小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的亚族聚类特性与

基因结构吻合ꎮ 小桐子 ８ 个 ＣＢＬ 基因的外显子

数量为 ８ ~ １０ 个(表 １) ꎬ且都包含 ５′￣ＵＴＲ 与 ３′￣
ＵＴＲ 区域ꎬ其中亚族 ＩＩＩ 的 ＪｃＣＢＬ５( ２ ５０１ ｂｐ)与

ＪｃＣＢＬ７(２ １７２ ｂｐ)都包含 ９ 个外显子ꎬ且基因都

较短ꎬ而亚族 ＩＶ 的 ＪｃＣＢＬ１( ７ ８１１ ｂｐ)与 ＪｃＣＢＬ２
(９ ３４４ ｂｐ)都包含 １０ 个外显子ꎬ且基因都较长

(图 ２: Ａ) ꎮ Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ 等 ( ２００４) 报道的其他

物种 ＣＩＰＫ 基因家族的聚类结果与基因结构关

系ꎬ小桐子 ＣＩＰＫ 基因家族也都包含 ５′￣ＵＴＲ 与

３′￣ＵＴＲ 区域ꎬ１８ 个基因成员根据基因结构分为

两大类ꎬ１１ 个 ＪｃＣＩＰＫ 基因包含 １ ~ ２ 个外显子ꎬ
其 中 ＪｃＣＩＰＫ４、 ＪｃＣＩＰＫ５、 ＪｃＣＩＰＫ８、 ＪｃＣＩＰＫ１０、
ＪｃＣＩＰＫ１３、ＪｃＣＩＰＫ１６ 和 ＪｃＣＩＰＫ１８ 仅包含 １ 个外

显子ꎬ而 ＪｃＣＩＰＫ１、 ＪｃＣＩＰＫ２、 ＪｃＣＩＰＫ３ 和 ＪｃＣＩＰＫ６
包含 ２ 个外显子ꎮ 另外ꎬ７ 个 ＪｃＣＩＰＫ 基因包含

１２ ~ １５ 个 外 显 子ꎬ 其 中 ＪｃＣＩＰＫ７、 ＪｃＣＩＰＫ９、
ＪｃＣＩＰＫ１１、ＪｃＣＩＰＫ１２ 和 ＪｃＣＩＰＫ１７ 都包含 １５ 个外

显子ꎬ而 ＪｃＣＩＰＫ１４ 与 ＪｃＣＩＰＫ１５ 分别包含 １４ 个与

１２ 个外显子(图 ２: Ｂ) ꎮ
２.３ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 氨基酸序列及结构域分析

Ｋｏｌｕｋｉｓａｏｇｌｕ 等 ( ２００４) 研究表明ꎬ ＣＢＬ 蛋白

含有 ４ 个保守性不同的 ＥＦ￣ｈａｎｄ 手型基序ꎬ螺旋

－环－螺旋作为 ＥＦ￣ｈａｎｄ 的典型结构ꎬ中间环(包

含 １２ 个 氨 基 酸 残 基ꎬ 共 有 序 列 为￣
ＤＫＤＧＤＧＫＩＤＦＥＥ￣)的 １ ( Ｘ) 、３ ( Ｙ) 、５ ( Ｚ) 、 ７ ( ￣
Ｙ) 、９( ￣Ｘ) 、１２( ￣Ｚ)位氨基酸残基较为保守ꎬ被认

为是 ＣＢＬ 蛋白结合 Ｃａ２＋所必需的(图 ３: Ａ) ꎮ 通

过分析 ８ 个小桐子 ＣＢＬ 蛋白的氨基酸序列显示ꎬ
第一个 ＥＦ￣ｈａｎｄ(ＥＦ１)都具有 １４ 个氨基酸残基ꎬ
不是典型的 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构ꎬ 而第 ２ ~ ４ 个 ＥＦ￣ｈａｎｄ

９９９６ 期 王海波等: ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统参与小桐子抗冷性形成的生物信息学分析



表 １　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的序列特征
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因编号 Ａ

Ｇｅｎｅ ＩＤＡ

基因长度
Ｇｅｎｅ ｌｅｎｇｔｈ

( ｂｐ)

ｍＲＮＡ 长度
ｍＲＮＡ ｌｅｎｇｔｈ

( ｂｐ)

氨基酸数目
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

ｎｕｍｂｅｒ ( ａａ)

等电点 Ｂ

ｐＩＢ
外显子数目
Ｅｘｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

染色体定位 Ｃ

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎＣ

ＪｃＣＢＬ１ １０５６３６２２５ ７ ８１１ １ ２４６ ２２６ ４.６５ １０ ６

ＪｃＣＢＬ２ １０５６４２４３６ ９ ３４４ １ ４５３ ２３０ ４.７２ １０ ３

ＪｃＣＢＬ３ １０５６４１１４４ ５ ３２７ １ ２１６ ２１３ ４.６６ ９ ３

ＪｃＣＢＬ４ １０５６２８６４５ ４ ７６５ ２ ２５６ ２２２ ５.０８ ９ ８

ＪｃＣＢＬ５ １０５６３８１５６ ２ ５０１ １ ３２０ ２４９ ４.５９ ９ １１

ＪｃＣＢＬ６ １０５６４５６４７ ６ ４２７ １ ２１０ ２１２ ４.９４ １０ ９

ＪｃＣＢＬ７ １０５６３１６９１ ２ １７２ １ １９７ ２５７ ４.９９ ９ ２

ＪｃＣＢＬ８ １０５６４６０２６ ２ ２９５ １ ４５６ ２１１ ４.７３ ８ ９

ＪｃＣＩＰＫ１ １０５６４８０５０ ３ ０４９ ２ １４８ ４６５ ８.８９ ２ ６

ＪｃＣＩＰＫ２ １０５６４９６７９ ４ ０１５ １ ９６８ ４８４ ８.０３ ２ ３

ＪｃＣＩＰＫ３ １０５６３９０２４ ２ ８１０ ２ １７０ ４５８ ８.９２ ２ ４

ＪｃＣＩＰＫ４ １０５６４９６７８ １ ７４０ １ ７４０ ４４５ ９.２６ １ ３

ＪｃＣＩＰＫ５ １０５６３３５０１ ２ ０７６ ２ ０７６ ４３５ ９.２２ １ １１

ＪｃＣＩＰＫ６ １０５６４９２０１ ３ １０４ ２ １６８ ４５３ ９.１３ ２ １０

ＪｃＣＩＰＫ７ １０５６３４０２２ ６ ３６５ ２ ３４６ ４５９ ８.９８ １５ ３

ＪｃＣＩＰＫ８ １０５６３７５６１ ２ ００６ ２ ００６ ４４７ ８.６０ １ １１

ＪｃＣＩＰＫ９ １０５６３７１７０ ９ ３４８ ２ ３２３ ４５１ ６.５６ １５ ８

ＪｃＣＩＰＫ１０ １０５６３０３１６ １ ９４７ １ ９４７ ４４９ ９.０６ １ ２

ＪｃＣＩＰＫ１１ １０５６４２７８６ ５ １３６ １ ９９５ ４４３ ８.６５ １５ ８

ＪｃＣＩＰＫ１２ １０５６３９３７７ ８ １９９ １ ９０７ ４４８ ８.８３ １５ １１

ＪｃＣＩＰＫ１３ １０５６３８９８９ １ ７３７ １ ７３７ ４２５ ８.７６ １ ４

ＪｃＣＩＰＫ１４ １０５６３０７５０ ５ ８８０ ２ １１７ ４４６ ６.５４ １４ ４

ＪｃＣＩＰＫ１５ １０５６４３６３２ ４ １５９ １ ９３１ ４４０ ７.２２ １２ １

ＪｃＣＩＰＫ１６ １０５６４８０４８ １ ５２２ １ ５２２ ４２２ ８.７８ １ ６

ＪｃＣＩＰＫ１７ １０５６２８４８４ ４ ５０３ ２ ２４９ ４６４ ６.２０ １５ １１

ＪｃＣＩＰＫ１８ １０５６３２０７３ １ ８８０ １ ８８０ ４４２ ８.７４ １ １

　 注: Ａ基因编号来自 ＧｅｎＢａｎｋ 小桐子基因组数据库ꎻ Ｂ通过 ＥｘＰＡＳｙ 工具计算蛋白质等电点ꎻ Ｃ基于 Ｗｕ 等构建的小桐子遗传
连锁图谱进行染色体定位(Ｗｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５) ꎮ
　 Ｎｏｔｅ:Ａ Ｇｅｎｅ ＩＤｓ ａｒｅ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ( ＮＣＢＩ) Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ( Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ Ｒｅａｌｅａｓｅ
１０１) ｄａｔａｂａｓｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) ꎻ ＢＰｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐＩ ( ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ) ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＥｘＰＡＳｙ
ｏｎｌｉｎｅ ｓｅｒｖｉｃｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) ꎻ ＣＣｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｕ ｅｔ ａｌ.( ２０１５) .

(ＥＦ２－４)具有典型的 １２ 个氨基酸残基ꎬ其中除第

１ 位(Ａｓｐ)和第 １２ 位(Ｇｌｕ)氨基酸绝对保守外ꎬ其
他氨基酸位(３、５、７、９ 位)都发生了部分取代ꎬ且
ＥＦ４、ＥＦ３ 和 ＥＦ２ 的氨基酸取代率逐渐增加ꎮ 另

外ꎬ第 ３ 位 Ａｓｐ(Ｄ)在 ＥＦ２ 中被 Ｌｙｓ( Ｋ)取代ꎬ在
ＥＦ３ 中被 Ｌｙｓ(Ｋ)与 Ａｒｇ(Ｒ)取代ꎬ在 ＥＦ４ 中被 Ｌｙｓ
(Ｋ)与 Ａｓｎ(Ｎ)取代ꎻ第 ５ 位 Ａｓｐ(Ｄ)在 ＥＦ２ 中被

Ａｓｎ(Ｎ)与 Ｌｙｓ( Ｋ) 取代ꎬ在 ＥＦ３ 中被 Ｇｌｎ( Ｑ) 与

Ａｓｎ(Ｎ)取代ꎻ第 ７ 位 Ｌｙｓ(Ｋ)在 ＥＦ２ 中被 Ｖａｌ(Ｖ)

与 Ｉｌｅ( Ｉ)取代ꎬ在 ＥＦ３ 中被 Ｐｈｅ( Ｆ)与 Ｔｒｙ(Ｙ)取

代ꎻ第 ９ 位 Ａｓｐ(Ｄ)在 ＥＦ２ 与 ＥＦ３ 中都被 Ｇｌｕ(Ｅ)
取代(图 ３: Ｂ)ꎮ 以上结果显示ꎬＥＦ￣ｈａｎｄ２－４ 结构

中都被相同类型的氨基酸取代ꎬ保证了 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结

合 Ｃａ２＋的能力与多样性ꎮ 另外ꎬ根据 Ｎ 端区域的

长 度ꎬ 小 桐 子 ＣＢＬ 家 族 的 ＪｃＣＢＬ１、 ＪｃＣＢＬ２、
ＪｃＣＢＬ３、ＪｃＣＢＬ４、ＪｃＣＢＬ６ 和 ＪｃＣＢＬ８ 包含 １６ ~ ３４ ａａ
较短的 Ｎ 端序列ꎬ且在 ＪｃＣＢＬ３ 与 ＪｃＣＢＬ８ Ｎ 端鉴

定到￣ＭＧＣＸＸＳＫ / Ｔ￣的豆蔻酰化序列ꎬ以加强 ＣＢＬ

０００１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ａ. ＣＢＬ 基因家族ꎻ Ｂ. ＣＩＰＫ 基因家族ꎮ 下同ꎮ
Ａ. ＣＢＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ Ｂ. ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 小桐子与拟南芥、水稻及杨树 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的系统进化分析
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ｗｉｔｈ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａꎬ

ａｎｄ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ

蛋白与膜的结合ꎬ而 ＪｃＣＢＬ５ 与 ＪｃＣＢＬ７ 则包含较

长的 Ｎ 端序列(图 ３: Ａ)ꎮ
植物特有的 ＣＩＰＫ 蛋白也称为 ＳｎＲＫ３ꎬ该激酶

与酵母 ＳＮＦ１、哺乳动物 ＡＭＰＫ 同源ꎬ都具有 Ｎ 端

激酶结构域ꎬ其中内部激活环( ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ￣ｌｏｏｐ)基

序发挥核心作用ꎮ 在小桐子 １８ 个 ＣＩＰＫ 蛋白的 Ｎ
－端都鉴定到被￣ＤＦＧ￣与￣ＡＰＥ￣序列(图 ３: Ｃ 下划

线表示)间隔的激活环基序(图 ３: Ｃ)ꎬ且都包含

保守的 Ｓｅｒ、Ｔｈｒ 和 Ｔｙｒ 氨基酸残基(图 ３: Ｃ 箭头所

示)ꎮ 另外ꎬ在 Ｃ 端都鉴定到 ＣＩＰＫ 蛋白 ２１ ａａ 自

抑制基序 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 的保守－ＮＡＦ－序列(图 ３: Ｄ
下划线表示)ꎬ以保证 ＣＩＰＫ 蛋白正常处于自抑制

状态ꎮ
２.４ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的染色体定位

依据 Ｗｕ 等(２０１５)构建的小桐子高密度遗传

连锁图谱ꎬ在染色体水平定位小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ
基因ꎬ结果表明ꎬ除 ５ 号与 ７ 号染色体没有基因分

布外ꎬ２６ 个小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因不均匀地分

布于 ９ 条染色体上ꎬ其中 ３ 号与 １１ 号染色体上的

基因数量最多 ５ 个ꎬ而 １０ 号染色体上的基因数量

最少ꎬ仅包含 １ 个 ＪｃＣＩＰＫ６ 基因ꎬ进一步鉴定到 ９
号染 色 体 上 ＣＢＬ 基 因 家 族 的 串 联 复 制 基 因

ＪｃＣＢＬ６ / ＪｃＣＢＬ８ꎬ以及 ３ 号、 ４ 号、 ６ 号染色体上

ＣＩＰＫ 基 因 家 族 的 串 联 复 制 基 因 ＪｃＣＩＰＫ２ /
ＪｃＣＩＰＫ４、ＪｃＣＩＰＫ３ / ＪｃＣＩＰＫ１３ 和 ＪｃＣＩＰＫ１ / ＪｃＣＩＰＫ１６
(图 ４)ꎬ推测该类基因发生了倍增ꎮ
２.５ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因的差异表达分析

基于 ＧｅｎＢａｎｋ 小 桐 子 转 录 组 数 据ꎬ 通 过

Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 程序得到小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族

２６ 个基因的器官表达数据(图 ５)ꎮ 结果表明ꎬ除
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图 ２　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家族基因的基因结构
Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ

ＪｃＣＢＬ６ 与 ＪｃＣＢＬ８ 在种子中没有表达外ꎬ其他 ２４
个小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因在叶片、根及种子中都

有 表 达ꎮ 其 中ꎬ ＪｃＣＢＬ２、 ＪｃＣＩＰＫ１、 ＪｃＣＩＰＫ３、
ＪｃＣＩＰＫ５、ＪｃＣＩＰＫ７、ＪｃＣＩＰＫ８、ＪｃＣＩＰＫ１３ 和 ＪｃＣＩＰＫ１８
在三种器官中表达量都较高( ｌｏｇ２ＦＰＫＭ>３.５)ꎬ其
中 ＪｃＣＩＰＫ５ 在三种器官中表达量都最高ꎬ推测在

小桐子 Ｃａ２＋ ￣ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号转导系统中处于核心

地位ꎮ 其他基因存在器官表达特异性ꎬＪｃＣＩＰＫ４ 在

叶片中表达量较高ꎬ而在种子中表达量较低ꎻ
ＪｃＣＢＬ７ 只在根中表达ꎬ而在叶片与种子中表达量

甚微ꎻＪｃＣＢＬ４ 在叶片与根中表达量较高ꎬ而在种子

中基本没有表达(图 ５)ꎮ
通过 ＤＧＥ 数据分析得到 ９ 个小桐子 ＣＢＬ 与

ＣＩＰＫ 家族基因在低温处理条件下的表达数据(图
６)ꎮ 与对照相比ꎬＪｃＣＩＰＫ１４ 与 ＪｃＣＩＰＫ１８ 在 １２ ℃
低温处理 １２、２４、４８ ｈ 时上调表达量都达到了极显

著水平(Ｐ< ０. ０１)ꎬ与小桐子的抗冷性直接相关ꎮ
另外ꎬＪｃＣＩＰＫ４ 与 ＪｃＣＩＰＫ１６ 随着低温处理时间的

延长ꎬ表达量也在逐渐提高ꎬ在低温处理 ４８ ｈ 时ꎬ
分别较对照上调表达 ９.９２ 倍(Ｐ<０.０１)与 ２.１０ 倍ꎮ
同时ꎬＪｃＣＩＰＫ１ 与 ＪｃＣＩＰＫ２ 是响应低温较快的基

因ꎬ其表达量都在低温处理 １２ ｈ 时达到最大ꎬ分别

较对照上调表达 ５.２１ 倍与 ２.８７ 倍ꎬ之后表达量逐

渐下调(图 ６)ꎮ
２.６ ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白的互作网络解析

基于小桐子、拟南芥 ＣＢＬ 和 ＣＩＰＫ 同源蛋白ꎬ
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Ａ. 小桐子 ＣＢＬ 蛋白 Ｎ 端结构域ꎬ下划线表示 ＪｃＣＢＬ３ 与 ＪｃＣＢＬ８ 的 Ｎ 端豆蔻酰化结构域ꎻ Ｂ. 小桐子 ＣＢＬ 蛋白 ４ 个 ＥＦ 手型基序

序列比对(ＥＦ１－４)ꎻ Ｃ. 小桐子 ＣＩＰＫ 蛋白 Ｎ 端激酶结构域中的功能激活环ꎬ箭头表示保守的 Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｙｒ 残基ꎻ Ｄ. 小桐子 ＣＩＰＫ
蛋白 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域ꎮ
Ａ. Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ ＣＢＬ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ Ｎ￣Ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＪｃＣＢＬ３ ａｎｄ ＪｃＣＢＬ８ ｗｅｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄꎻ Ｂ. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ
ＣＢＬ ＥＦ￣ｈａｎｄ (ＥＦ１￣４) ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓꎻ Ｃ. Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｌｏｏｐ ｗｉｔｈｉｎ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ ＣＩＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄꎬ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ Ｓｅｒꎬ Ｔｈｒꎬ ａｎｄ Ｔｙｒ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ａｒｒｏｗｓꎻ Ｄ. ＦＩＳＬ / ＮＡＦ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｊ. ｃｕｒｃａｓ ＣＩＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

图 ３　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 结构域序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｄｏｍａｉｎｓ

通过 ＳＴＲＩＮＧ １０.５ 进行蛋白互作网络分析ꎬ以解析

其参与的信号转导途径以及可能的潜在功能ꎮ 结

果表明ꎬ在可信度为 ０. ７ 的情况下ꎬ除 ＪｃＣＩＰＫ１、
ＪｃＣＩＰＫ３、ＪｃＣＩＰＫ４ 和 ＪｃＣＩＰＫ６ 外ꎬ另外 ８ 个 ＪｃＣＢＬｓ
与 １４ 个 ＪｃＣＩＰＫｓ 都参与了典型的 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号

转导途径ꎬ且表现出一对多与多对一的互作模式ꎮ
其中ꎬ ＪｃＣＢＬ１ / ２、 ＪｃＣＢＬ３ 可分别 与 １２ 个、 １０ 个

ＪｃＣＩＰＫｓ 互作结合ꎬ推测两者在 Ｃａ２＋ ￣ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信

号网络中可能发挥关键作用ꎬ而 ＪｃＣＢＬ６ 只能与

ＪｃＣＩＰＫ７ 和 ＪｃＣＩＰＫ１６ 互作结合ꎮ 同时ꎬ ＪｃＣＩＰＫ７
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竖线表示基因串联复制ꎻ 刻度表示厘摩ꎻ ＬＧ 表示染色体ꎮ
Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔａｎｄｅｍ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｓｃａｌｅ ｉｓ ｉｎ ｃｅｎｔｉＭｏｒｇａｎｓ (ｃＭ)ꎻ ＬＧ ｍｅａｎｓ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ.

图 ４　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 基因家族的染色体定位
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ

可以与所有 ８ 个小桐子 ＪｃＣＢＬｓ 结合ꎬ而 ＪｃＣＩＰＫ１７
与 ＪｃＣＩＰＫ１８ 仅可与 ＪｃＣＢＬ１ / ２ 结合(图 ７)ꎮ

３　 讨论与结论

传递类 Ｃａ２＋ 结合蛋白 ＣＢＬ 通过解码与感知

Ｃａ２＋浓度与分布的变化 ( Ｓｃｒａｓｅ￣Ｆｉｅｌｄ ＆ Ｋｎｉｇｈｔꎬ
２００３ꎻ Ｂａｔｉｓｔｉｃ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ ２０１２)ꎬ并特异结合下游

ＣＩＰＫ 蛋白共同组成 Ｃａ２＋ ￣ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统参与

小桐子的抗冷性过程(Ｓａｎｄｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 本研

究在小桐子全基因组共鉴定到 ８ 个 ＣＢＬ 基因与 １８
个 ＣＩＰＫ 基因ꎬ其蛋白长度、基因结构都较为保守ꎬ
尤其 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白的等电点都具有显著的家

族特异性ꎬＣＢＬ 蛋白等电点都呈酸性ꎬ而 ＣＩＰＫ 蛋

白等电点大部分都呈碱性ꎬ即生理 ｐＨ 环境条件

下ꎬ这两类互作蛋白带相反的电荷ꎬ预示静电库伦

力在 ＣＢＬ 蛋白结合 ＣＩＰＫ 蛋白 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域

中可能发挥重要作用ꎮ 同时ꎬ酵母双杂交实验表

明ꎬ小桐子与拟南芥 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 互作结合还表现

出交叉性与偏好性(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００１)ꎬ如小桐子 ＪｃＣＢＬ１ / ２ 可以与 １２ 个 ＪｃＣＩＰＫｓ
结合ꎬ而 ＪｃＣＩＰＫ７ 可与所有鉴定的小桐子 ＪｃＣＢＬｓ
结 合ꎬ 另 外ꎬ ＪｃＣＩＰＫ１７ 与 ＪｃＣＩＰＫ１８ 偏 好 结 合

ＪｃＣＢＬ１ / ２ꎬ而 ＪｃＣＩＰＫ８ / １０ 则偏好结合 ＪｃＣＢＬ４ / ８ꎮ
本研 究 结 果 与 Ｋｉｍ 等 ( ２０００ ) 的 类 似ꎬ 拟 南 芥

ＡｔＣＩＰＫ７ / １７ 偏好结合 ＡｔＣＢＬ９ꎻＡｔＣＩＰＫ２４ 偏好结

合 ＡｔＣＢＬ４ꎻＡｔＣＩＰＫ９ 偏好结合 ＡｔＣＢＬ２ꎮ 这种特异

性与偏好性ꎬ主要由 ＣＢＬ 蛋白的 ＥＦ 手型基序决定

的 Ｃａ２＋ 结 合 能 力 ( Ｎａｇａｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｓａｎｃｈｅｚ￣
Ｂａｒｒｅｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)、ＣＩＰＫ 蛋白的 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结

构域及其两侧序列结构差异性决定( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０００ꎻ Ｈａｌｆｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１)ꎮ 与

典型的 １２ 个氨基酸残基 ＥＦ 手型基序不同ꎬ８ 个小

桐子 ＣＢＬ 蛋白的第一个 ＥＦ 手型基序都由 １４ 个氨

基酸残基组成ꎬ较其他 ３ 个 ＥＦ 手型基序都变异较

大ꎬ且 Ａｓｐ(Ｄ)多被 Ｓｅｒ( Ｓ)取代ꎬ推测该基序决定

了小桐子 ＣＢＬ 蛋白与 Ｃａ２＋不同的亲和力ꎬ赋予小

桐子 ＣＢＬ 蛋白同时解码不同 Ｃａ２＋ 信号的能力

( Ｓａｎｃｈｅｚ￣Ｂａｒｒｅｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｗｅｉｎｌ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ
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图 ５　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家族
基因的器官差异表达分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ
ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ

２００９)ꎮ 当 ＣＩＰＫ 蛋白的 ＦＩＳＬ / ＮＡＦ 结构域结合

ＣＢＬ 后ꎬ导致 ＣＩＰＫ 激酶结构域中激活环保守氨基

酸磷酸化而被激活(Ｗｅｉｎｌ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ ２００９)ꎮ 本研

究中小桐子 ＣＩＰＫ 蛋白激活环都位于保守的￣ＤＦＧ￣
与￣ＡＰＥ￣之间ꎬ且都鉴定到三个保守磷酸化的 Ｓｅｒ
(Ｓ)、Ｔｈｒ(Ｔ)及 Ｔｙｒ(Ｙ)残基作为激活位点ꎮ

从低等到高等植物ꎬＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统进化

与植物的环境适应性如生物与非生物胁迫是协同

的(Ｗｅｉｎｌ ＆ Ｋｕｄｌａꎬ ２００９)ꎮ 小桐子起源热带ꎬ具
备较强的抗旱、抗盐能力ꎬ但对低温环境耐受力有

限ꎮ ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统的研究始于拟南芥高盐

超敏感 ＳＯＳ 途径(ｓａｌｔ ｏｖｅｒｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ)ꎬ当拟南芥遭

受高 盐 胁 迫 时ꎬ ＡｔＣＢＬ４ ( ＳＯＳ３)、 ＡｔＣＢＬ１０ 结 合

图 ６　 小桐子 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 家族基因的
低温处理表达分析

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ ＣＢＬ
ａｎｄ ＣＩＰＫ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ｃｈｉｌｌｉｎｇ ｓｔｒｅｓｓ

Ｃａ２＋ꎬ再与 ＡｔＣＩＰＫ２４ ( ＳＯＳ２) 结合形成蛋白复合

体ꎬ通过 ＡｔＣＢＬ４ / １０￣ＡｔＣＩＰＫ２４ 途径调控细胞膜与

液泡膜上 Ｎａ＋ －Ｋ＋ 逆转运蛋白( ＳＯＳ１)ꎬ将过量的

Ｎａ＋泵动至胞外或区隔化至液泡中ꎬ从而抵抗或减

轻高 盐 胁 迫 的 伤 害 ( Ｚｈｕꎬ ２００２ꎻ Ｑｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７)ꎬ根据拟南芥同源蛋白比较ꎬ小桐子对应的

ＳＯＳ 级联途径为 ＪｃＣＢＬ４ / ５ / ７￣ＪｃＣＩＰＫ１２ꎮ 基于同

样的方法ꎬ本研究还鉴定到小桐子抗旱信号途径

ＪｃＣＢＬ３￣ＪｃＣＩＰＫ１５ꎬ而对应拟南芥通过 ＡｔＣＢＬ１ / ９￣
ＡｔＣＩＰＫ１ 信号途径进行感知ꎬ并促进 ＣＢＦ 基因家

族表达ꎬ进而实现渗透平衡ꎬ以达到抗旱的目的

(Ｄａｎｇｅｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ 作为低温敏感植物ꎬ小桐

子在低温环境下ꎬ同样会启动 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系

统ꎬ并传递至下游抗冷相关转录因子或关键限速

蛋白的基因ꎮ 本研究中ꎬ通过小桐子 １２ °Ｃ 低温处

理转录组数据ꎬ也鉴定到与小桐子抗冷性密切相

关的 ＪｃＣＩＰＫ１４ 与 ＪｃＣＩＰＫ１８ꎬ成为后续克隆与抗冷

性功能鉴定的重要候选基因ꎮ 文献报道ꎬ低温胁

迫下ꎬ拟南芥通过 ＡｔＣＢＬ１￣ＡｔＣＩＰＫ３ 感知将信号传

递至下游抗冷性相关转录因子如 ＲＤ２９Ａ (Ｋｉｍ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００３)ꎬ而水稻和玉米分别通过 ＯｓＣＩＰＫ３ 与

ＺｍＣＩＰＫ３ 作用于渗透相关基因ꎬ通过提高转基因

株系的脯氨酸和可溶性糖含量ꎬ进而提高其抗冷

性(Ｘｉｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ 边鸣镝等ꎬ ２００８)ꎬ说明以

上转录因子与代谢途径是验证小桐子 ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ
低温信号途径下游作用机制的主要研究方向ꎮ

５００１６ 期 王海波等: ＣＢＬ￣ＣＩＰＫ 信号系统参与小桐子抗冷性形成的生物信息学分析



图 ７　 小桐子与拟南芥同源 ＣＢＬ 与 ＣＩＰＫ 蛋白的互作网络分析
Ｆｉｇ. ７　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＢＬ ａｎｄ ＣＩＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ

ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
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