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地黄 ＲｇＣＤＰＫ 基因的克隆与表达分析
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摘　 要: 钙依赖型蛋白激酶(ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＰＫｓ)是高等植物细胞中重要的钙离子信

号受体ꎬ在植物抵御逆境胁迫过程中发挥着重要作用ꎮ 该研究以地黄为材料ꎬ设计特异引物ꎬ克隆地黄

ＲｇＣＤＰＫ 基因全长序列ꎬ并使用在线软件进行生物信息学分析ꎬ采用荧光定量 ＰＣＲ 技术进行组织特异性分

析ꎮ 结果表明:(１)克隆得到的地黄 ＣＤＰＫ 基因长度为 １ ７７０ ｂｐꎬ编码 ５８９ 个氨基酸ꎻ(２)多序列比对和结构

分析显示ꎬ该蛋白含有钙依赖蛋白激酶典型结构域丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶区及 ＥＦ￣手性区ꎮ 系统进化分析

表明其与拟南芥 ＡｔＣＤＰＫ２８ 的同源关系最近ꎬ因此命名为 ＲｇＣＤＰＫ(Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号为 ＭＴ０２４２３５)ꎻ(３)组

织特异性分析得出 ＲｇＣＤＰＫ 在地黄叶中表达量最高ꎮ 该研究成功克隆出地黄 ＣＤＰＫ 基因ꎬ且发现该基因在

不同组织中的表达存在差异ꎬ为以后深入研究 ＣＤＰＫ 在地黄连作障碍等生物及非生物胁迫中的分子机制提

供理论基础ꎮ
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　 　 Ｃａ２＋是植物细胞中重要的第二信使ꎬ当一些刺

激信号使胞内 Ｃａ２＋ 浓度增加至阈值时ꎬ产生信号

并传递ꎮ 钙依赖型蛋白激酶 ( ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＰＫｓ)是一种普遍存在的蛋白激

酶ꎬ当 ＣＤＰＫ 与 Ｃａ２＋结合后ꎬＣＤＰＫ 被活化发挥作

用(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ ＣＤＰＫ 在植物响应高温、干
旱、紫外线等非生物胁迫和内生菌、虫害等生物胁

迫中起重要作用ꎬ同时ꎬＣＤＰＫ 也在植物的生长与

发育、胞 内 激 素 调 节 等 方 面 都 发 挥 重 要 作 用

(Ｒｏｍｅｉｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００ꎻ Ｇｅｉｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ ＣＤＰＫ
基因具有 ４ 个典型的结构域ꎬ依次分别为 Ｎ 末端

的可变区、催化区、自抑制区和调控区ꎮ 调控区一

般含有多个 Ｃａ２＋结合的 ＥＦ 手型结构(ＥＦ￣ｈａｎｄ)ꎮ

Ｃａ２＋与 ＥＦ￣ｈａｎｄ 结合后ꎬ ＣＤＰＫ 空间结构发生变

化ꎬ导致自抑制区的抑制作用解除ꎬ促使 ＣＤＰＫ 恢

复其蛋白激酶活性ꎬ进而磷酸化下游调控因子ꎬ将
信号传递至下游调控网络ꎬ从而完成对信号的响

应(Ｈｅｔｈｅｒｉｎｇｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８２ꎻ Ｈａｒｍｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８７)ꎮ
ＣＤＰＫ 在植物根、茎、叶、花、果实和种子等组织中

广泛分布ꎮ 通过基因组数据分析发现ꎬ拟南芥、水
稻、玉米基因组中分别有 ３４、３１ 和 ４０ 个 ＣＤＰＫ 基

因(武志刚等ꎬ２０１８)ꎮ 多种药用植物如铁皮石斛

(盛况等ꎬ２０１７)、天山雪莲(田晓涵等ꎬ２０１６)和龙

血树(张浩等ꎬ２０１０)中的 ＣＤＰＫ 基因也已被克隆ꎬ
但地黄 ＣＤＰＫ 基因克隆的研究还未见报道ꎮ

地 黄 为 玄 参 科 植 物 地 黄 属 植 物 地 黄

(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)的新鲜或干燥块根ꎬ具有清

热生津、凉血止血、滋阴补血等功效 (李慧芬ꎬ
２０１４)ꎮ 地黄栽培历史悠久ꎬ历代名医对优质地黄

产地的认识几经变迁ꎬ自明朝以来ꎬ即确立了怀庆

地黄的道地地位ꎮ 怀地黄具有悠久的药用历史ꎬ
用药需求不断增加ꎬ但是在栽培生产上ꎬ地黄具有

严重的连作障碍ꎬ每茬收获后需要 ８~１０ ａ 后才能复

种(刘红彦等ꎬ２００６)ꎮ 张重义等(２０１３)研究发现ꎬ
地黄可能依赖钙离子信号系统传递自毒物质信号ꎬ
导致连作危害ꎬ其中 ＣＤＰＫ 家族基因在其中也发挥

了重要作用ꎮ 杨楚韵等(２０１７)在地黄中鉴定出了

２１ 个可能参与连作地黄钙信号感知、传导和响应连

作胁迫进程的 ＣＤＰＫ 家族基因ꎬ但并未对其进行克

隆及表达分析ꎮ 本课题组前期进行了地黄组培苗

的转录组测序及分析ꎬ从中查找到 １ 条新的编码钙

依赖性蛋白激酶的基因ꎬ并通过比对发现该基因序

列完整ꎮ 本研究分析了该基因编码蛋白的理化特

性、结构特征和亚细胞定位ꎬ检测了其在不同组织

中的表达特性ꎬ以期为深入研究其在地黄连作障碍

等生物及非生物胁迫中的分子机制提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

材料取自河南中医药大学植物园ꎬ经朱畇昊

副教授鉴定为玄参科地黄(Ｒｅｈｍａｎｎｉａ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)ꎮ
所用地黄品种为“沁怀”ꎬ在 ６ 月份地黄开花时ꎬ挖
取地黄植株整株ꎬ洗净后分别取根、叶、花组织ꎬ用
锡纸包好ꎬ液氮冷冻后置于－８０ ℃冰箱保存ꎬ以备

后续使用ꎮ
１.２ ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

取新鲜地黄叶片、根、花瓣各 ０.１ ｇꎬ在液氮中

速冻ꎬ用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)提取

ＲＮＡꎮ ＲＮＡ 使用 １％琼脂糖电泳凝胶检测纯度ꎬ检
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测合格后用于后续 ｃＤＮＡ 的合成ꎮ 取 ７ μＬ ＲＮＡ
使用 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒[天根生

化科技(北京)有限公司]合成 ｃＤＮＡꎬ具体操作方

法参照试剂盒说明书进行ꎮ
１.３ 地黄 ＣＤＰＫ 基因的克隆

以地黄组培苗转录组数据库中一条注释为

ＣＤＰＫ 的 ｕｎｉｇｅｎｅ 全 长 序 列 为 参 考 序 列ꎬ 使 用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 设计特异性引物ꎬ具体见表 １ꎮ
ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ具 体 组 分 如 下:模 板

ｃＤＮＡ ２.０ μＬ、２ ×Ｅｓ Ｔａｑ ｍｉｘ １０ μＬ、上下游引物

(ＲｇＣＤＰＫ￣ＦꎬＲｇＣＤＰＫ￣Ｒ)各 １.０ μＬ、其余用 ｄｄＨ２Ｏ
补足ꎮ 反应程序设计如下:９５ ℃ꎬ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ꎬ
４５ｓꎬ５８ ℃ꎬ４５ ｓꎬ７２ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延

伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测

后ꎬ纯化回收得到目的片段ꎬ使用 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体进

行目的片段的连接后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态

细胞ꎬ转化后产物于含氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养

基上 ３７ ℃培养过夜后筛选白斑ꎬ菌液经 ＰＣＲ 验证

后送至生工生物工程股份有限公司测序ꎮ
１.４ 地黄 ＣＤＰＫ 基因的生物信息学分析

使用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｏｒｇ / ｓｍｓ２ / ｏｒｆ＿ｆｉｎｄ.ｈｔｍｌ) 进行开放阅读框查找ꎻ使用

ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)进

行序列的同源性搜索ꎻ 使用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / /

ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ) 预测蛋白的分

子量等理化性质ꎻ使用在线软件 ＳｉｎａｌＰ ４.１(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )预测分析蛋白信

号 肽ꎻ 使 用 ＴＭｐｒｅｄ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｅｍｂｎｅｔ. ｖｉｔａｌ￣ｉｔ. ｃｈ /
ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)预测蛋白跨膜区ꎻ使用

ＮＰＳＡ ｓｅｒｖｅｒ( ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍ.ｈｔｍｌ)预测蛋白二级结

构ꎻ使用 ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｐｓｏｒｔ. ｏｒｇ / )预测蛋白

亚 细 胞 定 位ꎻ 使 用 ＳＭＡＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )预测蛋白功能域ꎻ使用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / )在线软

件预测蛋白磷酸化位点ꎻ使用 ＭＥＧＡ６.０ 构建系统和

进化树ꎻ使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行多序列比对ꎮ
１.５ 荧光定量 ＰＣＲ

根据荧光定量引物设计方法ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 设

计引物 ｑＲｇＣＤＰＫ￣Ｆ、ｑＲｇＣＤＰＫ￣Ｒꎬ以 ＴｉＰ４１ 为内参

基因ꎮ 参照荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒的步骤ꎬ配成 ２０
μＬ 的体系:２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ、
引物各 ０. ４ μＬ、 ＱＮ Ｒｏｘ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０. １ μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ ７.１ μＬ、模板 ｃＤＮＡ ２ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序如

下:预变性 ９５ ℃ ２０ ｓꎬ变性 ９５ ℃ １ ｓꎬ退火 ５６ ℃
２０ ｓꎬ延伸 ９５ ℃ １ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ６０ ℃ ２０ ｓꎬ９５ ℃ １
ｓ 进行扩增ꎮ 反应结束后ꎬ根据得到的 Ｃｔ 值ꎬ利用

２－ΔΔＣｔꎬ分别计算不同组织的表达量ꎮ

表 １　 引物序列及用途
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｕｓｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

用途
Ｕｓｅ

扩增子大小
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｌｅｎｇｔｈ (ｂｐ)

ＲｇＣＤＰＫ￣Ｆ ＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧＴＡＧＣＴＧＴＴ 基因克隆
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ

１ ８０８

ＲｇＣＤＰＫ￣Ｒ ＴＣＡＣＡＡＧＣＧＣＣＴＴＣＡＡＡＡ

ｑＲｇＣＤＰＫ￣Ｆ ＴＣＴＣＡＧＡＡＡＣＡＡＧＣＣＣＧＡＣＴ 荧光定量
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

１５４

ｑＲｇＣＤＰＫ￣Ｒ ＴＴＣＡＣＣＴＣＣＴＴＣＴＣＧＡＡＣＣＣ

ＴｉＰ４１￣Ｆ ＡＴＴＧＧＧＴＡＧＡＴＴＧＣＣＡＧＧＡＧ 荧光定量内参
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

１０６

ＴｉＰ４１￣Ｒ ＣＣＡＴＴＧＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣＡＴＣ

２　 结果与分析

２.１ ＲｇＣＤＰＫ 基因的克隆

提取后的 ＲＮＡ 经 １％琼脂糖凝胶电泳检测可

见三条清晰条带ꎬ条带无降解及杂带ꎬ说明 ＲＮＡ
质量较高ꎬ无降解ꎬ可用于后续实验ꎮ 如图 １ 所

示ꎬ特异性条带长度约为 １ ８００ ｂｐꎮ 将 ＰＣＲ 产物

克隆到 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体后挑选阳性克隆双向测序ꎮ
测序结果拼接后经 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 预测ꎬ该序列含有
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一个大小为 １ ７７０ ｂｐ 的完整的开放阅读框ꎬ编码

５８９ 个氨基酸ꎮ 测序结果使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件与转

录组序列进行多序列比对发现ꎬ克隆所得序列与

转录组所得序列完全一致ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 程序检

索ꎬ 该 片 段 与 紫 花 风 铃 木 ( Ｈａｎｄｒｏａｎｔｈｕｓ
ｉｍｐｅｔｉｇｉｎｏｓｕｓꎬ ＰＩＮ０８９０３. １ )、 猴 面 花 ( Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ
ｇｕｔｔａｔａꎬ ＸＰ＿０１２８５７６６１ )、 旋 蒴 苣 苔 ( Ｄｏｒｃｏｃｅｒａｓ
ｈｙｇｒｏｍｅｔｒｉｃｕｍꎬＫＺＶ４０７９４.１) ＣＤＰＫ 蛋白序列的同

源性分别为 ８９％、８６％、８２％ꎮ
采用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 在 线 预 测 工 具 对 地 黄

ＲｇＣＤＰＫ 蛋白的保守结构域进行分析ꎬＲｇＣＤＰＫ 具

有 ５ 个保守结构域ꎬ分别是在 １２６ ~ ３８６ 位的丝氨

酸 /苏氨酸蛋白激酶催化结构域和 ４ 个 ＥＦ￣ｈａｎｄꎬ
钙离子结合结构域 ( ４３３ ~ ４６１ꎬ４７０ ~ ４９８ꎬ５１２ ~
５４０ꎬ５４２ ~ ５７０)由此确定该序列为地黄 ＣＤＰＫ 基因

的 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ将其命名为 ＲｇＣＤＰＫꎬ将其序

列提交至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ获得登录号为 ＭＴ０２４２３５ꎮ

１. ＤＮＡ 标准分子量ꎻ ２. ＲｇＣＤＰＫ 基因扩增产物ꎮ
１. ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎻ ２. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＲｇＣＤＰＫ.

图 １　 ＲｇＣＤＰＫ 基因克隆
Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｅ ｏｆ ＲｇＣＤＰＫ

２.２ ＲｇＣＤＰＫ 的生物信息学分析

２.２.１ ＲｇＣＤＰＫ 蛋白质理化性质及疏水性分析 　
ＲｇＣＤＰＫ 基因的开放阅读框大小为 １ ７７０ ｂｐꎬ共编

码 ５８９ 个氨基酸残基ꎮ ＲｇＣＤＰＫ 蛋白质的相对分

子质量为 ６６.０６ ｋＤꎻ理论等电点(ＰＩ)为 ５.９１ꎬ原子

组成 Ｃ２９０８Ｈ４６２４Ｎ８３２Ｏ８９０Ｓ１８ꎬ总原子数为 ９ ２７２ꎬ带负

电的氨基酸有 ８０ 个(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)ꎬ带正电的氨基酸

有 ８９ 个 ( Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ)ꎮ 蛋白质稳定性分析发现

ＣｓＣＤＰＫ１７ 的脂肪指数为 ７３. ０６ꎬ不稳定系数为

４５ꎬ推测其为不稳定蛋白质ꎮ 总平均亲水系数为

－０.５８４ꎬ属于亲水性蛋白ꎮ
２.２.２ ＲｇＣＤＰＫ 蛋白质特性分析 　 使用 ＴＭｐｒｅｄ 软

件ꎬ 预 测 ＲｇＣＤＰＫ 蛋 白 的 跨 膜 区ꎬ 结 果 显 示ꎬ
ＲｇＣＤＰＫ 蛋白可能存在一个跨膜螺旋ꎬ位置为 ３０９~
３２７ꎬ方向由外到内ꎮ 使用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ 分析 ＲｇＣＤＰＫ
的信号肽ꎬ结果显示无明显信号肽ꎮ ＲｇＣＤＰＫ 可能

定位于叶绿体ꎮ 通过在线软件对地黄 ＲｇＣＤＰＫ 蛋

白进行磷酸化位点预测ꎬ结果显示ꎬＲｇＣＤＰＫ 蛋白整

个多肽链有 ７１ 个磷酸化位点( >０.５)ꎬ其中丝氨酸

４２ 个ꎬ苏氨酸 ２３ 个ꎬ酪氨酸 ６ 个ꎮ
２.２.３ ＲｇＣＤＰＫ 的结构预测 　 使用 ＮＰＳＡ ｓｅｒｖｅｒ 在
线软 件 预 测 ＲｇＣＤＰＫ 的 二 级 结 构ꎬ 结 果 表 明

ＲｇＣＤＰＫ 蛋白由 ４１.９４％的 α￣螺旋、１２.０５％的延伸

链、６.６２％的 β￣转角和 ３９. ３９％的无规卷曲组成ꎮ
使用 Ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌ 在线软件预测地黄 ＲｇＣＤＰＫ 的三

级结构ꎮ 同源建模结果显示(图 ２)ꎬ ＲｇＣＤＰＫ 与

拟南 芥 ＣＤＰＫ ( ＳＭＴＬ ＩＤ: ３ｑ５ｉ. １ ) 相 似 度 为

３３.９４％ꎬ具有较高可信度( >３０％)ꎮ

图 ２　 ＲｇＣＤＰＫ 蛋白的三级结构
Ｆｉｇ. ２　 ＲｇＣＤＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
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图 ３　 ＲｇＣＤＰＫ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＲｇＣＤＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 通过在线软件对地黄 ＲｇＣＤＰＫ 蛋白进行磷酸

化位点预测ꎬ结果显示ꎬＲｇＣＤＰＫ 蛋白整个多肽链

有 ７１ 个磷酸化位点( >０.５)ꎬ其中ꎬ丝氨酸 ４２ 个ꎬ
苏氨酸 ２３ 个ꎬ酪氨酸 ６ 个ꎮ
２.２.４ ＲｇＣＤＰＫ 的系统进化及同源性分析 　 使用

ＭＥＧＡ６.０ 构建系统进化树ꎮ 拟南芥 ＣＤＰＫ 蛋白包

括 Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ 四 个 亚 族ꎬ 其 中 ＡｔＣＤＰＫ１、
ＡｔＣＤＰＫ２、 ＡｔＣＤＰＫ２６ 属 于 Ⅰ 家 族ꎻ ＡｔＣＤＰＫ１５、
ＡｔＣＤＰＫ１９、 ＡｔＣＤＰＫ２３、 ＡｔＣＤＰＫ２９、 ＡｔＣＤＰＫ３３、
ＡｔＣＤＰＫ３４ 属 于 Ⅱ 家 族ꎻ ＡｔＣＤＰＫ１３、 ＡｔＣＤＰＫ１４、
ＡｔＣＤＰＫ２４ 属 于 Ⅲ 家 族ꎻ ＡｔＣＤＰＫ１６、 ＡｔＣＤＰＫ１８、
ＡｔＣＤＰＫ２８ 属于Ⅳ家族ꎮ 如图 ３ 所示ꎬＲｇＣＤＰＫ 与
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ＳｉＣＤＰＫ８. 芝麻(ＸＰ＿０１１０９９８５３.１)ꎻ ＨｉＣＤＰＫ. 紫花风铃木(ＰＩＮ０８９０３.１)ꎻ ＥｇＣＤＰＫ２８. 猴面花(ＸＰ＿０１２８５７６６１)ꎻ ＣａＣＤＰＫ１８. 咖啡

豆(ＸＰ＿０１２８５７６６１.１)ꎻ ＣｒＣＤＰＫ１６. 长春花(ＡＧＨ２５０６８.１)ꎻ ＮｔＣＤＰＫ２８. 烟草(ＸＰ＿０１６５０７８２７.１)ꎮ
ＳｉＣＤＰＫ８. Ｓｅｓａｍｕｍ ｉｎｄｉｃｕ(ＸＰ＿０１１０９９８５３.１)ꎻ ＨｉＣＤＰＫ. Ｈａｎｄｒｏａｎｔｈｕｓ ｉｍｐｅｔｉｇｉｎｏｓｕｓ(ＰＩＮ０８９０３.１)ꎻ ＥｇＣＤＰＫ２８. Ｅｒｙｔｈｒａｎｔｈｅ ｇｕｔｔａｔａ(ＸＰ＿
０１２８５７６６１)ꎻ ＣａＣＤＰＫ１８. Ｃｏｆｆｅａ ｃａｎｅｐｈｏｒａ (ＸＰ ＿０１２８５７６６１. １)ꎻ ＣｒＣＤＰＫ１６. Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ (ＡＧＨ２５０６８. １)ꎻ ＮｔＣＤＰＫ２８. Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ (ＸＰ＿０１６５０７８２７.１).

图 ４　 ＲｇＣＤＰＫ 同源序列比
Ｆｉｇ. ４　 ＲｇＣＤＰＫ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

ａｍｉｎｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＡｔＣＤＰＫ２８ 处于同一分支ꎬ说明其可能属于 ＣＤＰＫ
Ⅳ家族ꎬ与拟南芥 ＡｔＣＤＰＫ２８ 同源性最近ꎮ

运用 ＤＮＡＭＡＮ 在线软件ꎬ将芝麻 ＳｉＣＤＰＫ８、紫
花风铃木 ＨｉＣＤＰＫ 等与地黄 ＲｇＣＤＰＫ 进行多序列

比对ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ ＲｇＣＤＰＫ 具有 ４ 个典型的

ＣＤＰＫ 结构域:可变区、催化区、自抑制区和调控

区ꎮ 可变区位于 Ｎ 端ꎬ同源性极低ꎻ蛋白激酶区保

守性较高ꎬ由约 ３００ 个氨基酸构成ꎬ因该区含有起

催化作用的 Ｓｅｒ / Ｔｈｒ 蛋白激酶序列ꎬ因此也可称为

催化区ꎬ主要起与 ＡＴＰ 结合的作用ꎻ在 Ｃ 端有 ４ 个

ＥＦ￣ｈａｎｄ 结构ꎬ此为保守区ꎬ主要起促进 Ｃａ２＋ 结合

的作用ꎬ末端保守性较差ꎮ

２.３ ＲｇＣＤＰＫ 的组织表达分析

使用荧光定量 ＰＣＲ 技术分析地黄块根、叶、花
瓣中 的 表 达 特 性ꎬ结 果 见 图 ５ꎮ 由 图 ５ 可 知ꎬ
ＲｇＣＤＰＫ 在地黄块根、叶和花瓣中均有表达ꎬ在叶

中的表达量最高ꎬ而在花瓣中的表达量最低ꎮ 在

根和叶中的表达量差异较小ꎮ

３　 讨论与结论

本研究克隆得到一条新的完整的 ＲｇＣＤＰＫ 基

因ꎬ其开放阅读框大小为 １ ７７０ ｂｐꎬ共编码 ５８９ 个

氨基酸残基ꎮ 对 ＲｇＣＤＰＫ 基因的结构及编码的蛋

１２８１１２ 期 原增艳等: 地黄 ＲｇＣＤＰＫ 基因的克隆与表达分析



图 ５　 ＲｇＣＤＰＫ 组织特异性分析
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｉｓｓｕｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲｇＣＤＰＫ

白进行分析发现ꎬ其保守结构具有 ４ 个典型的可

变区、催化区、自抑制区和调控区ꎬ符合钙依赖蛋

白激酶典型结构特征ꎮ ＣＤＰＫ 在植株中分布广泛ꎬ
在根、叶、花、果实及种子等各器官中均能检测到

ＣＤＰＫ 基因的表达(Ｒａｉｃｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ白晓璟等ꎬ
２０１９ꎻ雷蕾等ꎬ２０１９ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 本研究通过

荧光定量 ＰＣＲ 对 ＲｇＣＤＰＫ 在地黄不同组织中的特

异性表达结果进行分析ꎬ发现 ＲｇＣＤＰＫ 在叶中表

达量最高ꎬ其次是根ꎬ在花瓣中的相对表达量最

少ꎮ 铁皮石斛 ＤｏＣＤＰＫ１ 也属于 ＣＤＰＫ Ⅳ家族ꎬ但
其在叶片中表达量最高ꎬ其次是茎ꎬ在根中表达量

最低(盛况等ꎬ２０１７)ꎮ 说明 ＲｇＣＤＰＫ 的表达具有

组织特异性ꎬ且不同植物中的 ＣＤＰＫ 即使属于同

一亚家族ꎬ其表达模式也可能不同ꎮ
本研究克隆得到了 １ 条新的 ＣＤＰＫ 基因ꎬ系统

进化分析发现ꎬ其可能属于 ＣＤＰＫＤ 家族ꎬ与拟南

芥 ＡｔＣＤＰＫ２８ 同源性最近ꎮ ＡｔＣＤＰＫ２８ 缺失引起拟

南芥 Ｎａｃｌ 抗性降低ꎬ而其超表达则增加拟南芥对

渗 透 胁 迫 的 耐 受 性ꎮ 同 属 于 ＣＤＰＫＤ 家 族 的

ＤｏＣＤＰＫ１ 在低温、ＡＢＡ 与盐胁迫均可被诱导ꎬ因
此推测其可能在地黄渗透胁迫等逆境环境中发挥

调节作用ꎮ 连作障碍是指连续在同一土壤上栽培

同种作物或近缘作物引起的植物生长发育异常

(王刚等ꎬ２０１９)ꎬ连作过程中植物也受到一定程度

的胁迫ꎮ 已经有研究发现钙信号系统在地黄连作

障碍形成过程中扮演着重要的角色(郭冠瑛等ꎬ

２０１３)ꎬ而钙依赖蛋白激酶 ( ＣＤＰＫ) (张毓露等ꎬ
２０１２)在地黄连作的生理响应中可能也发挥着重

要作用ꎮ ＣＤＰＫ１１ 基因在连作地黄膨大前、中、后
期的表达量均显著高于头茬地黄ꎬ而 ＣＤＰＫ２０ 在

膨大中期连作地黄中表达量显著高于头茬地黄ꎬ
其他时期均下调(杨楚韵等ꎬ２０１７)ꎮ 这可能是不

同 ＣＤＰＫ 蛋白通过相互补充和相互增益在地黄连

作障碍的形成过程中承担不同的角色ꎬ从而介导

地黄连作障碍的形成ꎮ ＲｇＣＤＰＫ 基因作为地黄

ＣＤＰＫ 基因家族中的一员ꎬ可能在地黄连作反应中

发挥一定的功能ꎬ但本研究未对其在地黄连作不

同时期、不同组织中的表达特性进行研究ꎬ因此其

如何参与地黄连作障碍中 Ｃａ２＋信号转导及具体的

转导途径等并不清楚ꎬ还需要进行深入的研究ꎮ
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