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摘要: 研究钙离子传感器CIPK (calcineurin B-like protein-interacting protein kinase)基因在芍药(Paeonia lactiflora)
不同组织及在正反向钙处理后花茎中的表达变化, 为通过采前喷施钙溶液调控芍药花茎挺直度提供理论依

据。本文实验以芍药‘红艳争辉’花茎RNA为模板, 采用PCR技术对芍药CIPK基因进行克隆, 并通过定量实时

PCR技术对PlCIPK基因表达进行分析。结果显示, 克隆获得的PlCIPK基因(GeaBank MH748106)长1 467 bp, 具
有由1 314个碱基组成的完整开放阅读框, 共编码438个氨基酸。PlCIPK基因在N端具有一个蛋白激酶催化域, 
在C端具有一个高度保守的NAF调控域, 属于CIPK家族基因。PlCIPK基因在芍药各组织中均有表达, 但在花

茎中表达最高; 在芍药花茎中, PlCIPK基因的表达随着生长发育逐渐增加; 采前钙处理提高了芍药花茎中

PlCIPK基因的表达, 而钙螯合剂处理降低了其表达, 推测钙能够调控芍药花茎中PlCIPK基因的表达, 影响其强

度。本研究从一定程度上说明钙处理使钙调磷酸酶B蛋白(CBL)-CIPK调控增强, 花茎品质提高, 也为应用钙提

高芍药切花花茎挺直度提供一定的理论参考。
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芍药(Paeonia lactiflora)是我国十大传统名花

之一, 享有“花中宰相”的美誉。近年来, 芍药已成

为国际市场上的高档切花, 广泛应用于婚礼、庆

典等喜庆场合(王历慧等2011)。当前我国芍药切

花主要来源于传统芍药品种, 花色艳丽, 花型丰富, 
但花朵硕大, 花茎纤细, 因此许多芍药品种花茎呈

现弯曲形态, 挺直度差, 严重影响了切花的品质。

前人研究表明, 采前喷施4%乙酸钙处理能显著提

高芍药‘黄金轮’和‘银线绣红袍’的花茎钙含量、茎

粗、花蕾直径和植株株高(于晓南等2010); 采前喷

施4%氯化钙处理能明显提高芍药‘大富贵’花茎内

纤维素、木质素、果胶和钙含量, 增加花茎鲜重

和机械强度(李成忠等2012; Li等2012); 采前喷施

4%乙酸钙处理和去侧蕾交互作用能显著提高芍药

‘春晓’切花花茎内纤维素和木质素含量, 增加花茎

茎粗和机械强度(王昕2016)。
钙元素是植物体内必需营养元素之一。作为

细胞壁的组成成分和第二信使, 钙在维持细胞壁

的形态结构和生理生化信号传导上发挥重要作用, 
例如其影响开花结实(Islam等2016; Shiri等2015)、
抗逆胁迫(Bakeer 2016; Erinle等2016)和茎秆品质

(Shams等2012)。植株的挺直程度主要由茎中次生

细胞壁的加厚程度决定, 次生细胞壁主要组成成

分为纤维素、半纤维素和木质素(黄成和李来庚

2016; Kumar等2016)。因此, 芍药采前喷施钙处理

后, 可能通过提高花茎中钙元素含量从而增加木

质素、纤维素等的含量, 最终提高其花茎强度, 改
善花茎品质。植物体内钙离子浓度发生变化后, 
主要通过3种接收信号的感受器来传导信号从而

起到调控作用, 分别是钙调素、钙依赖性蛋白激

酶和钙调磷酸酶B类似蛋白家族(calcineurin B-like 
proteins, CBLs) (Kudla等2018; 郑远和陈兆进2015)。
其中CBL本身没有活性, 在接收钙信号后, 必须和

唯一的特异性靶蛋白CIPK (CBL-interacting protein 
kinase)结合形成CBL-CIPK复合体才能起到传导调

控作用(王琦等2011)。张洁(2011)通过采用外源钙

对非洲菊(Gerbera jamesonii)切花进行处理后发现, 
植株体内钙调素含量增加, 作为钙离子感受器钙

调素的调控机制增强, 从而在一定程度上控制住

了非洲菊弯茎的发生。作为重要的钙离子感受器, 
CBL-CIPK可能同样也在提高花茎品质方面起到

重要作用, 但是却少见报道, 尤其是在芍药中。目

前已在水稻(Oryza sativa) (Kolukisaoglu等2004)、
玉米(Zea mays) (Tai等2013)、小麦(Triticum aes-
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tivum) (Sun等2015)、棉花(Gossypium raimondii和
G. arboreum) (Wang等2016)等多种植物中分离出

CIPK基因, 这些基因在植物抗逆胁迫方面发挥着

重要作用。本研究基于课题组前期测序获得的芍

药花茎转录组数据库, 提取完RNA后, 通过PCR技
术对芍药CIPK基因进行克隆, 并对序列进行了生

物信息学分析, 随后检测了该基因在正反向钙处

理下的表达特性, 为阐明CBL-CIPK调控网络对花

茎强度的影响, 也为应用钙提高芍药切花花茎挺

直度提供理论参考。

1  材料与方法

1.1  试验材料

以紫红色芍药(Paeonia lactiflora Pall.)主栽品

种‘红艳争辉’为试验材料, 在其地上部刚刚展叶时, 
分别用去离子水、200 mmol·L-1纳米碳酸钙溶液

(粒径40 nm, 比普通碳酸钙溶液粒径更细, 达到纳

米级别)、10 mmol·L-1钙螯合剂乙二醇二乙醚二胺

四乙酸(ethylene glycol tetraacetic acid, EGTA)溶液

对植株整株进行喷雾处理, 每种均处理60株生长

状态基本一致的植株。每周处理1次, 共处理5次, 
每次在晴朗的傍晚17:00左右喷施处理。从花蕾期

至盛花期分为4个阶段(S1、S2、S3和S4) (图1), 随
机采集各个处理花茎顶部12 cm茎秆作为材料, 使
用液氮处理后存于−80°C冰箱用于后续试验。

1.2  基因序列克隆与分析

芍药花茎总RNA使用MiniBEST Plant RNA 
Extraction Kit (TaKaRa)试剂盒进行提取, 提取出的

RNA浓度与纯度用核酸蛋白质分析仪(6132, Ep-
pendorf)进行测定。浓度和纯度符合要求的RNA
采用TaKaRa试剂盒进行反转录, 获得的cDNA存于

−20°C冰箱用于PCR和定量实时PCR (qRT-PCR)反
应。采用Primer 5.0软件, 基于课题组前期使用芍药

花茎测序所获得的转录组数据库的Unigene21586_ 
All设计引物(表1), 引物由上海生工合成。采用

2×Taq Master Mix for PAGE (Novoprotein)进行PCR
反应。随后使用1%琼脂糖对PCR产物进行电泳检

测, 获取目的条带后, 切胶并使用MiniBEST Aga-
rose Gel DNA Extraction Kit (TaKaRa)试剂盒进行

胶回收, 然后采用pEASY-T5 Zero Cloning Kit 

图1  芍药不同发育时期

Fig.1  Different developmental stages of P. lactiflora
S1、S2、S3和S4分别表示从花蕾期至盛花期间的不同时期。

表1  本研究所用的引物

Table 1  Primers used in this study

  基因名称或编号                  正向引物(5′→3′)	 																反向引物(5′→3′)	 				用途

Unigene21586_All TTTCAAGGCTGGTTTTCTAAAGGGA ACCCAATTCTTTAAATCAGAGTGTA PCR
Actin ACTGCTGAACGGGAAATT ATGGCTGGAACAGGACTT qRT-PCR
CIPK CTCTGCCTTTGGGTCGTCT GCGATTCAGCCTTCCTCAC qRT-PCR
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(TransGen)试剂盒克隆, 最终将阳性质粒送至上海

生工测序。

测序后所得核苷酸序列使用DNAMAN 5.0进行

比对和翻译, 序列的相似性通过NCBI Blast (https:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)进行比对, 进化树

使用MEGA 5.05软件构建, 蛋白结构域预测和氨基

酸序列分析使用ExPASy软件(http://prosite.expasy.
org/和http:// us.expasy.org/tools/protparam.html), 二
级结构分析与预测使用PRABI (http://npsa-pbil.
ibcp.fr/ cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_
hnn.html), 信号肽分析与预测使用SignalP 4.1 Server 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), 跨膜结构

域的分析与预测使用TMHMM 2.0 Server (http://
www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), 糖基化位点分

析与预测使用NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetNGlyc/), 磷酸化位点分析与预

测使用NetPhos 3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetPhos/)。
1.3  基因表达水平检测

使用芍药Actin基因作为内参基因(Zhao等
2012), 采用qRT-PCR方法使用ChamQ SYBR qPCR 
Master Mix (Vazyme)试剂盒来检测CIPK基因的表

达水平。引物序列同样采用Primer 5.0进行设计

(表1), 并使用2−ΔΔCt法计算结果(Schmittgen2008)。

2  实验结果

2.1  基因序列获得

从课题组前期使用芍药花茎测序所获得的转

录组数据库中筛选到1条长1 467 bp的基因, 编号为

Unigene21586_All, 注释结果为CIPK基因。根据该

序列设计一对特异性引物, 以提取的芍药花茎总

RNA反转的cDNA为模板, 采用PCR对CIPK基因的

序列进行扩增。随后采用琼脂糖电泳凝胶检测, 
对目的条带进行胶回收和克隆测序等, 最终获得

芍药PlCIPK基因(GenBank MH748106)长1 467 bp, 
具有由1 314个碱基组成的完整开放阅读框, 由58
个碱基组成的5′端非编码区, 由92个碱基组成的3′
端非编码区 ,  共编码438个氨基酸(图2)。通过

DNAMAN 5.0软件进行序列比对后发现扩增获得

的PlCIPK基因序列与测序获得的转录组数据库中

的序列完全一致。

2.2  基因序列分析

用NCBI对芍药PlCIPK基因序列进行比对, 发现

其与北美云杉(Picea sitchensis, EF086151.1)相似度

达77%, 与野芭蕉(Musa acuminata, XM009407784.2)、
醉蝶花(Tarenaya hassleriana, XM010544863.2)、
油橄榄(Olea europaea var. sylvestris, XM023022100.1)
等植物的相似度均高于72%。

通过ExPASy对芍药PlCIPK基因蛋白结构域

进行分析, 显示该蛋白含有2个结构域, 分别为第

13~267位氨基酸组成的N端高度保守的蛋白激酶

结构域和第268~438位的C端具有NAF结构域的调

控区域(图3-A)。进一步分析表明, 该N端蛋白激酶

结构域中第19~42位为蛋白激酶ATP结合区, 序列

为LGQGNFAKVYYAKHLKTGQSVAIK;  第
131~143位为丝氨酸/苏氨酸激酶活性位点, 序列为

VYHRDLKPENLLL; 第153~182位为蛋白激酶的

激活环, 序列为DFGLSALPEQFRQDGLLHTTC-
GTPAYVAPE。在C端调控区域中, 第307~331位为

高度保守的NAF结构域, 序列为SKPTCLNAFDI-
ISQSPGFNLSGLFE。

使用ExPASy对芍药CIPK基因编码的氨基酸

序列进行分析, 显示其分子质量为49.474 kDa, 理
论等电点为9.11。组成序列的氨基酸中, 最多的为

赖氨酸(lysine, Lys), 占10.0%; 其次为亮氨酸(leu-
cine, Leu), 占8.7%; 而最少的为色氨酸(tryptophan, 
Trp), 只占1.1%。并且蛋白质中总的带负电荷残基

天冬氨酸(aspartic acid, Asp)和谷氨酸(glutamic, 
Glu)数目为51个, 总的带正电荷残基精氨酸(argi-
nine, Arg)和Lys数目为62个。对氨基酸元素构成进

行分析, 该序列共含有碳原子2 235个, 氢原子3 527
个, 氮原子593个, 氧原子631个, 硫原子21个。该

蛋白激酶的不稳定系数为33.72, 属于稳定蛋白; 平
均亲水指数为−0.290,	为亲水性蛋白。

使用PRABI对芍药CIPK基因编码的氨基酸序

列进行分析, 显示其二级结构中主要由α-螺旋、延

伸链以及无规则卷曲三种结构组成, 其中α-螺旋共

有177处, 占40.41%; 延伸链共有54处, 占12.33%; 
无规则卷曲共有207处, 占47.26% (图3-B)。

随后采用SignalP 4.1 Server对芍药CIPK基因

编码的氨基酸序列信号肽进行预测分析, 其中最高

的原始剪切位点位于第41位异亮氨酸(isoleucine, 
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图2  芍药CIPK基因序列及其推导的氨基酸序列

Fig.2  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of P. lactiflora CIPK gene
推导的氨基酸序列标示于相应核苷酸序列下方, 其余为非编码区; *表示终止密码子。

Ile)残基, C-得分为0.112; 最高的综合剪切位点位于

第70位组氨酸(histidine, His)残基, Y-得分为0.102; 
最高的信号肽位于第57位谷氨酰胺(glutamine, Gln)
残基, S-得分为0.106。预测分析表明芍药CIPK基因

不存在信号肽酶切位点, 不具有信号肽(图3-C)。随

后采用TMHMM 2.0 Server对氨基酸序列跨膜结构

域进行预测, 结果如图3-D所示, 其不存在跨膜结

构域。
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最后, 使用NetNGlyc 1.0 Server和NetPhos 3.1 
Server分别对芍药CIPK基因编码的氨基酸序列的

糖基化位点和磷酸化位点进行了分析, 图3-E显示

其不存在糖基化位点; 图3-F显示共有33个潜在的

磷酸化位点, 包括22个丝氨酸(serine, Ser)、8个苏

氨酸(threonine, Thr)和3个酪氨酸(tyrosine, Tyr)
位点。

2.3  系统进化分析

采用MEGA 5.05软件构建CIPK同源蛋白的系

统进化树, 结果表明, 小麦、水稻等单子叶植物聚

为一类, 独叶宽行菜(Lepidium latifolium)、欧洲油

菜(Brassica napus)、豌豆(Pisum sativum)、甘蔗

(Saccharum hybrid)等双子叶植物聚为一类, 而芍

药属于双子叶植物(图4)。
2.4  钙处理下基因表达特性分析

通过qRT-PCR技术对CIPK基因在芍药盛花期

不同植物组织以及正反向钙处理后不同时期芍药

花茎中的表达特性进行检测, 结果表明, CIPK基因

在芍药不同组织中均能够检测到, 但是在茎中表

达量最高, 是表达量最低的花中的27.88倍(图5-A); 
同时发现在芍药花茎发育过程中, CIPK基因无论

是在对照还是在正反向钙处理花茎中均能够检测

图3  芍药CIPK基因序列分析

Fig.3  Analysis of P. lactiflora CIPK sequence
A: 芍药CIPK基因结构。B: 芍药CIPK基因二级结构预测。蓝线:	α-螺旋; 红线: 延伸链; 紫线: 无规则卷曲。C: 芍药CIPK基因信号肽

预测。D: 芍药CIPK基因跨膜结构域预测。E: 芍药CIPK基因糖基化位点分析。F: 芍药CIPK基因磷酸化位点分析。
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图5  芍药CIPK基因在不同组织(A)和正反向钙处理下(B)表达特性分析

Fig.5  Expression characterization analysis of P. lactiflora CIPK in different tissues (A) and under forward and reverse  
calcium treatments (B)

各柱形上用不同小写字母标识表示数据间差异显著(P<0.05)。

到, 并且其表达水平均一直呈上升趋势, 在S4时表

达水平最高, 分别为S1时期的3.79、11.72、4.06
倍。就正向钙处理而言, 芍药花茎中CIPK基因的

表达水平除S1时期外均高于对照, 从S2时期比对

照提高7.59%到S4时期比对照提高1.69倍; 而反向

钙处理后, 芍药花茎中CIPK基因的表达水平均一

直低于对照, 从S1时期比对照降低59.20%到S4时
期比对照降低56.31% (图5-B)。

3  讨论

CIPK作为CBL的唯一特异性靶蛋白激酶, 是
目前发现的植物中所特有的一类具有丝氨酸/苏氨

酸激酶活性的蛋白激酶家族(Luan等2002)。CIPK
家族基因具有2个特征功能结构域, 分别为N端的

蛋白激酶催化域和C端的调控域, 其中C端调控域

含有特定24个氨基酸组成的SNRK3家族高度保守

的NAF结构域(Hrabak等2003)。本研究中克隆的

芍药CIPK基因具有CIPK家族基因的2个特征功能

结构域, 通过BLAST比对, 该CIPK基因序列与其他

植物的相似度均高于72%, 属于CIPK家族基因。

CIPK家族基因在植物生长发育以及响应非生

物刺激中发挥着重要作用, 如Wang等(2016)发现

大多数CIPK家族基因在低温、干旱和盐胁迫处理

后的棉花叶、茎和根中表达量显著增加 ;  Xi等
(2017)发现低温或高温胁迫处理葡萄(Vitis vinifera)
后都会引起多数CIPK家族基因表达的增加。Ma
等(2017)通过多元分析发现过表达CBL和CIPK能

够显著提高植物抗盐胁迫能力, 验证了CIPK家族

基因能够在非生物刺激中发挥重要作用。此外, 
CIPK家族基因表达特性十分复杂, 受到编码调控

域的序列、植物组织部位与生长发育时期不同等

多方面影响(Luan 2009)。在葡萄中, VvCIPK13和
VvCIPK14在卷须中的表达量最高, 而在根中的表

达量最低(闫朝辉等2017); 在甘蔗中, CIPK23基因

图4  CIPK同源蛋白的系统进化分析

Fig.4  Phylogenetic analysis of CIPK-homologous proteins
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在根、茎、叶和叶鞘中均有表达, 但是在茎秆中

的表达量明显高于其他部位(凌秋平等2015); 在小

麦中, 大部分CIPK家族基因在雄蕊、雌蕊以及结

实期的根、茎、叶中有丰富的表达, 而在盛花期

的根、茎、叶中部分CIPK基因几乎没有表达(Sun
等2015)。通过对本研究分离的芍药PlCIPK基因

在不同植物组织与不同花茎发育时期下表达特性

进行研究, 表明其在茎、叶、花中均有表达, 但在

茎中的表达最高, 芍药PlCIPK可能更多地参与调

控茎秆的生长发育或对外部环境的响应; 同时发

现该基因在花茎不同发育时期也均有表达, 并且

随着发育时期推进, 表达量逐渐增加, 在盛花期表

达最高, 推测钙离子相关的CBL-CIPK调控机制随

着芍药生长发育调控能力逐渐增强。

作为钙离子的重要感受器之一, CBL在感受

到钙离子浓度变化后, 与其特异性靶蛋白CIPK结

合成CBL-CIPK复合体, 调节一系列基因表达, 构
成植物响应外界刺激的复杂信号传导网络, 在应

对各种环境胁迫、病虫害、机械损伤、植物激素

刺激等时发挥重要作用(邰付菊等2008)。采用外

源氯化钙处理玉米叶片能够提高ZmCIPK的表达

量, 与通过干旱胁迫信号的诱导效果相似; 而使用

钙螯合剂处理干旱处理下玉米叶片后, 能够抑制

干旱对其所诱导的ZmCIPK的表达(吴晨2017; 袁志

恒等2012)。本研究在前期采前喷施钙处理能显著

增强芍药花茎的挺直度, 而喷施钙螯合剂处理却

显著降低其花茎挺直度的研究基础之上, 检测了

PlCIPK基因在正反向钙处理后在芍药花茎中的表

达模式。钙处理提高了芍药花茎中PlCIPK的表达, 
而钙螯合剂EGTA处理降低了芍药花茎中PlCIPK
的表达, 表明芍药PlCIPK基因确实参与了钙离子

的信号传导, 并且钙离子浓度增加能够促进PlCIPK
的表达, 而减少植株中钙离子浓度后PlCIPK表达

受到抑制。由此可见, 芍药花茎可能是通过增强

CBL-CIPK等钙信号传导感受器的调控机制响应

钙处理, 促进茎秆的生长发育而提高花茎挺直度, 
这也为在生产上推广钙处理提高芍药花茎挺直程

度提供参考。
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Cloning of herbaceous peony CIPK gene and its expression level 
analysis in response to calcium regulation
TANG Yu-Han1, XIA Xing2, CHEN De-Wei2, ZHAO Da-Qiu2, TAO Jun1,*

1College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou, Jiangsu 225009, China
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Abstract:	To	provide	a	theoretical	basis	for	regulating	the	straightness	of	the	inflorescence	stems	in	herbaceous	
peony (Paeonia lactiflora) by spraying calcium solution before harvesting, the expression of calcium ion sensor 
calcineurin B-like protein-interacting protein kinase gene (CIPK) in different tissues of P. lactiflora and the in-
florescence	stems	after	treatment	with	positive	and	negative	calcium	were	studied.	In	this	study,	RNA	extracted	
from P. lactiflora	‘Hongyan	Zhenghui’	inflorescence	stem	were	taking	as	templates	by	using	PCR	method	to	
clone PlCIPK and quantitative real-time PCR method to examine the expression levels of PlCIPK. The results 
show that PlCIPK obtained by the clone was 1 467 bp in length and has a complete open reading frame consist-
ing of 1 314 bases, encoding a total of 438 amino acids. PlCIPK had a protein kinase catalytic domain at the 
N-terminus and a highly conserved NAF regulatory domain at the C-terminus, belonging to the CIPK family. 
PlCIPK was expressed in all tissues of P. lactiflora	with	the	expression	being	the	highest	in	the	inflorescence	
stem; besides, the expression of PlCIPK in P. lactiflora	inflorescence	stem	increased	with	the	development.	Pre-
harvest calcium treatment increased the expression of PlCIPK in the P. lactiflora in	florescence	stems,	while	the	
calcium chelator treatment reduced its expression, indicating that calcium would regulate the expression of 
PlCIPK in the P. lactiflora	inflorescence	stem	and	affect	its	mechanical	strength	as	a	result.	To	a	certain	extent,	
this study suggests that calcium treatment could enhance the regulation of calcineurin B-like protein (CBL)-
CIPK	and	improve	the	quality	of	inflorescence	stems.	In	addition,	it	also	provides	a	theoretical	basis	for	the	ap-
plication of calcium in improving the straightness of P. lactiflora	inflorescence	stems.
Key words: herbaceous peony; CIPK; cloning; expression analysis; calcium regulation
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