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玉米中 3 个 CIPK 同源基因在
干旱和低温胁迫下的表达分析
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摘要 应用生物信息学分析,筛选获得了玉米中的3个CIPK 基因同源序列(登录号分别为 AY104819,

EU974290和EU968441),它们编码的氨基酸序列都具有CIPK 家族典型的功能结构域,推测属于CIPK 家族成

员。根据同源性,分别将它们暂命名为ZmCIPK1、ZmCIPK17和ZmCIPK18。RT-PCR分析结果表明,在干旱和

低温胁迫下,这3个基因的表达模式都发生改变。在干旱胁迫条件下,ZmCIPK1在根中表达量明显改变,而低温

胁迫下变化不大。ZmCIPK17和ZmCIPK18在2种胁迫下都被强烈诱导,但在不同胁迫下表达模式存在差异,而

且在叶与根中的表达模式也不尽相同,暗示了这2个基因在干旱和低温胁迫下发挥重要的调控作用,但其调控机

制存在差异。
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  胞质钙离子作为第二信使,在植物逆境胁迫信号

转导中发挥重要作用,其浓度的变化能被许多钙离子

结合蛋白识别,然后把信号传递到下游,从而引起细

胞发生一系列应激反应[1]。目前发现植物体内存在

3种类型的钙离子结合蛋白:钙调素CaM 及其相关

蛋白、钙依赖性蛋白激酶(Ca2+-dependentproteinki-
nases,CDPK)、钙调磷酸酶B类蛋白 (calcineurinB-
likeproteins,CBL)[2]。CBL本身没有酶活性,必须和

其靶蛋白CIPK(CBL-interactingproteinkinase)结合

才能发挥作用。CIPK是一类具有丝氨酸/苏氨酸结

合位点的蛋白激酶,它具有N端激酶域和C端调节

域,该区域高度保守并且也是CBL和CIPK互作的部

位[3]。另有研究发现,CIPK是由多基因家族编码的

蛋白,在高等植物中广泛存在。例如,在拟南芥中已

鉴定了25个CIPK 基因,水稻和杨树中也都发现了

30个CIPK 基因[4-6]。许多研究结果显示,CIPK 基

因与非生物逆境胁迫(干旱、高盐和ABA等)信号转

导有关,如OsCIPK9与冷、干旱、ABA及高盐胁迫有

关[7];AtCIPK24与盐胁迫有关,在维持Na+ 平衡中

发 挥 作 用[8];OsCIPK23 与 干 旱 胁 迫 有 关[9];

AtCIPK23介导钾离子信号通道[10];OsCIPK24与

ABA、PEG 及 干 旱 胁 迫 有 关,与 高 盐 胁 迫 没 有

关系[8,11]。
大量研究表明,过量表达CIPK 基因可以增强植

物的 抗 逆 性[12-14];过 量 表 达 ZmCIPK16及 Zm-
CIPK31,可提高转基因拟南芥的抗盐性[2,15]。因此,

CIPK 在逆境胁迫下发挥着重要调控作用。
玉米是我国重要的粮食作物,在保障国家粮食安

全中发挥着不可替代的作用。然而,近年来干旱等非

生物胁迫严重影响了玉米的产量,特别是在玉米播种

到幼苗阶段,干旱和短期的低温对玉米的生长造成不

可逆转的影响。因此,挖掘玉米抗干旱和低温胁迫相

关基因,进而提高玉米抗逆性具有重要意义。但是,
玉米中有关CIPK 的研究甚少[2,15-16]。而生物信息学

分析发现,玉米ZmCIPKs成员的数量至少与拟南芥

相当[17]。
本研究采用生物信息学方法,得到3个推断的玉

米 CIPK 功 能 基 因 (GenBank 登 录 号 分 别 为

AY104819、EU974290、EU968441,根据同源性暂命名

为ZmCIPK1、ZmCIPK17、ZmCIPK18),利用 RT-
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PCR,对这3个基因在干旱和低温胁迫下的表达模式

进行初步分析,以期为进一步研究这些基因的功能奠

定基础。

1 材料与方法

1.1 材料处理

以玉米(ZeamaysL.)品种郑单958为试验材

料,先用0.5% NaClO对玉米种子表面消毒15min,
再用蒸馏水充分洗涤,置于人工气候箱中吸胀24h,
然后转移至垫有2层湿润滤纸的周转箱中,于28℃
下暗萌发2d,每天喷洒蒸馏水3次,以保持滤纸湿

润。取长势良好且一致的幼苗于光照培养箱内继续

培养,待幼苗长至二叶一心时分别进行18%PEG和

4℃低温胁迫处理,处理时间分别为0、2、6、12、24h,
在处理的不同时间段,用剪刀分别截取试验组和对照

组玉米幼苗2片叶及全部根,液氮处理后,保存于-
70℃超低温冰箱备用。
1.2 序列的获得及生物信息学分析

利用水稻及拟南芥中已知的CIPK 序列,在NC-
BI数据库http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
中进行比对,找出同源性较高且来源于玉米中的序

列,获得序列信息。然后利用 NCBI进行同源性分

析,并结合DNAStar和Genedoc软件分析;蛋白功能

位点分析通过在线工具(http://www.expasy.ch/

prosite/)进行。
1.3 玉米叶片与根总 RNA 提取和 cDNA 第一链的

合成

  用Trizol法提取试验组和对照组玉米叶和根总

RNA,用常规方法纯化,经DnaseⅠ(Promega公司)处
理后,取1μgRNA,以OligodT为引物,在 M-MLV
逆转录酶的作用下,按照Fermentas公司的Rever-
tAidTMFirsStrandcDNASynthesisKit说明书,逆转

录合成cDNA第一链。
1.4 引物设计

参考 GenBank中 登 录 号 分 别 为 AY104819、

EU974290、EU968441的3个玉米基因的核苷酸序

列,根据基因表达引物的设计原则,利用Premier5.0
软件设计其特异性引物。所有引物均由BioSuneBio-
technologyCo.,Ltd.合成。使用前将引物稀释至2.5
mmol/L。引物序列及片段长度如表1所示。
1.5 干旱和低温胁迫下 ZmCIPKs 的表达分析

利用逆转录合成的cDNA为模板,特异性的基

表1 引物序列

Table1 Primersequences

基因

Gene
引物

Primer
序列

Sequences(5′-3′)

Actin2
P1 GTGACAATGGCACTGGAATG
P2 GACCTGACCATCAGGCATCT

ZmCIPK1
P1 GTCGTAGAGCTTAGGAAATC
P2 CAACCCGGTGGCTAATTTGC

ZmCIPK17
P1 AGACAGCCATGGCTAGTTCG
P2 TGCAAGCCGATCGAACACTC

ZmCIPK18
P1 GTTGTAGCAACTTTGCGTAG
P2 TGTATGCACACATCTCCAGA

因序列作为引物,进行RT-PCR分析。PCR反应体系

为:10×PCRbuffer2μL,2.5mmol/L的dNTPmix
1.5μL,10μmol/L引物各1μL,2.5U/μLTaq 酶

(天根)0.2μL,cDNA1μL,超纯水13.3μL,总体积

为20μL。PCR反应程序为95℃预变性5min,94℃
变性30s,退火30s,72℃延伸90s,共30个循环,

72℃延伸10min,4℃保存1h;然后进行琼脂糖凝胶

电泳。以β-Actin2作为内标,检测基因的相对表达水

平(每个反应至少重复3次)。

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

利用水稻及拟南芥中已知的CIPK 序列,通过

NCBI数据库,搜索获得多条目标序列,经再次同源性

比对和功能位点分析,获得了3个可能的玉米CIPKs
序列,将其与水稻、拟南芥中的CIPK 比较(图1),发
现它们含有CIPK 家族的特征性结构域。

进一步研究表明:ZmCIPK1含有1395bp的开

放阅读框(ORF),编码464个氨基酸,分子质量是

51.87ku,等电点为7.38(表2)。将该基因编码的氨

基酸序列与GenBank中其他生物的氨基酸序列进行

比对,发现其与水稻OsCIPK1和拟南芥AtCIPK1序

列同源性分别为84%和61%。蛋白功能位点分析结

果见表2,27~50位氨基酸是 ATP 结合位点,在

140~152位含有色氨酸/苏氨酸激酶位点即N-激酶

催化结构域,310~334位为C-调节域即NAF保守

域,NAF在所有的CIPK中都高度保守(图1),而且

是与CBL互作所必需的结合位点。NAF除了具有与

CBL结合的作用外,还能抑制CIPK蛋白本身的激酶

活性,N-激酶域和C-调节域是CIPK蛋白的特征性结

构域[2]。

ZmCIPK17含有1389bp的ORF,编码462个
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氨基酸,分子质量为50.46ku,等电点9.32(表2)。
将该基因所编码的氨基酸序列与其他植物序列进行

比对,发现其与玉米ZmCIPK16、水稻OsCIPK16和

拟南 芥 AtCIPK5同 源 性 分 别 高 达96%、81%和

55%;蛋白功能位点分析结果(表2)发现:该基因编码

的氨基酸28~57位是蛋白激酶 ATP结合位点,

147~159位是色氨酸/苏氨酸结合位点,324~349
位是C端调节域,即NAF保守区,其中 NAF中 A
(丙氨酸)、F(苯丙氨酸)、L(亮氨酸)是高度保守的

(图1)。

 OsCIPK1登录号是NP-001042792AccessionnumberofOsCIPK1isNP-001042792;SbCIPK21登录号是 Q6ERS4Accessionnum-
berofSbCIPK21isQ6ERS4;黑色阴影表示一致序列Consistentsequencearedenotedbyablackshadow;灰色阴影表示同源序列 Ho-
mologoussequencearedenotedbyagreyshadow;ATP-bindingregion含有LGQGTFAKVYyArdlsaaagtgsts.....VAIK 保守位点的

ATP结合区域ATP-bindingregioncontainsaconservedpositionofLGQGTFAKVYyArdlSAAAGTGSTS.....VAIK;Ser/Thrkinase

domain:CIPK蛋白激酶催化域ThecatalyticdomainofCIPKproteinkinase;Activationloop位于保守的DEF和APE序列之间 Acti-
vationloopislocatedbetweentheconservedDEFandAPEmotifs;NAFmotif高度保守,其中A、F、L是高度保守的NAFmotifiscon-
servedintheCIPKfamilyandA,F,Larehighlyconservedinthemotif.

图1 玉米ZmCIPK1、ZmCIPK17、ZmCIPK18与其他植物CIPK的同源性及结构位点分析

Fig.1 MultiplesequencesalignmentofplantCIPKsandanalysisofthestructure

  ZmCIPK18有1395bp的 ORF,编码464个

氨基酸,分子质量为51.00ku,等电点8.41(表2)。
将基因所编码的氨基酸序列与GenBank中其他植

物序列进行比对发现其与玉米ZmCIPK16同源性

高达89%,与水稻OsCIPK16同源性为81%,与拟

南芥AtCIPK5的同源性为57%。基因所编码氨基

酸蛋白功能位点分析(表2)表明:28~57位氨基酸

是ATP结合位点,147~159位氨基酸是丝氨酸/苏

氨酸激酶位点,326~351位是高度保守的 NAF结

构域。
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表2 3个基因所编码的蛋白性质和蛋白功能位点分析

Table2 Analysisofthepropertiesanddomainsoftheproteinsencodedbythethreegenes

基因

Gene

开放阅
读框/bp
ORF

氨基酸数目

Numbersof
aminoacid

分子
质量/ku

M

等电点

pI

蛋白功能位点分析 Analysisofprosite
蛋白激酶ATP结合位点

ProteinkinasesATP-
bindingregionsignature

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位点

Serine/Threonineprotein
kinasesactive-sitesignature

NAF结构域

NAFmotif

ZmCIPK1 1395 464 51.87 7.38 27~50 140~152 310~340
ZmCIPK17 1389 462 50.46 9.32 28~57 147~159 324~349
ZmCIPK18 1395 464 51.00 8.41 29~57 147~159 326~351

2.2 RT-PCR 结果分析

1)ZmCIPK1在PEG及低温胁迫下的表达模

式。在18%PEG胁迫下,ZmCIPK1在叶片中表达

量明显升高,24h达到最高;在根部,其表达量在胁

迫后2h达到最高,6h时即开始降低,随后一直处

于较低水平(图2-A)。在4℃胁迫下,ZmCIPK1
在叶片中表达水平缓慢升高,在胁迫2、6h时变化

不明显,胁迫12h时在叶片中表达量达到最高水

平,随后在24h有少许降低。在根部,ZmCIPK1
的表 达 量 变 化 不 是 很 大,在 胁 迫 下 稍 高 于 对 照

(图2-B)。上述结果表明:干旱胁迫下,ZmCIPK1
在叶中的反应要强于根中的,一直保持较高水平;而

根中则先升高而后又降为原有表达量。根对干旱的

响应要更为敏感,暗示了ZmCIPK1在根与叶中可

能参与了2个不同调节干旱胁迫的途径。而在低温

胁迫下,ZmCIPK1在叶片及根中表达变化趋势较

为一致,而且变化较为缓和。
我们推测在经受低温胁迫时,植物体内发生了

一系列的变化,包括ZmCIPK1表达的调节,然后

引起相应的生理生化变化,使得植物适应低温环境,
因此,胁迫一段时间后ZmCIPK1的表达水平又有

所恢复。而根对低温的感应一般要晚于叶,这也许

是ZmCIPK1在根中表达变化并不明显的一个

原因。

A:18%PEG处理18%PEGtreatment;B:4℃处理4℃treatment;L:叶Leaf;R:根 Root;Actin2:内参Standardcontrol.

图2 ZmCIPK1在干旱和低温处理下玉米幼苗叶和根中的表达

Fig.2 ExpresssionsofZmCIPK1inmaizeseedlingsunderdroughtandcoldstresses

  2)ZmCIPK17在PEG及低温胁迫下的表达模

式。在18%PEG胁迫下,叶片中ZmCIPK17在对

照表达量极少,2h明显升高,6~12h表达量略微

下降,24h达到最高,即在干旱胁迫下,ZmCIPK17
在叶片中表达量一直持续较高水平。在根部,对照

中ZmCIPK17几乎不表达,2h表达量达到最高,
之后逐渐下降恢复至对照水平,即该基因表达量先

升高后降低 (图3-A)。在4℃胁迫下,ZmCIPK17
在对照叶和根中表达量几乎为0,但胁迫2h,在叶

与根中表达量都迅速升高,但叶中2~12h表达量

一直持续很高,12h之后逐渐下降,24h表达量较

低。在根部,胁迫后2~24h表达量有逐渐升高的

趋势,且24h表达量最高 (图3-B)。这暗示了在干

旱或低温胁迫的较短时间内,ZmCIPK17就大量被

诱导表达,且在一定时间段内维持较高水平,以调节

植物体对不良环境的对抗。因此,我们推测Zm-
CIPK17在干旱和低温胁迫下都发挥重要作用。

3)ZmCIPK18在PEG及低温胁迫下的表达模

式。在18%PEG胁迫下,叶片中ZmCIPK18在对

照表达量极低,干旱胁迫2h后表达量就迅速增加,
胁迫12h表达量略微下降,24h表达水平达到最

高;根部中,在对照有少量表达,2~24h表达量呈

逐渐增加的趋势(图4-A)。可见,ZmCIPK18基因

在短时间的干旱胁迫下,在叶片和根中表达量明显
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升高,且在根和叶中的表达趋势相似,推测 Zm-
CIPK18在响应干旱胁迫中发挥重要作用。

在4℃胁迫下,ZmCIPK18在叶片对照中没有

表达,在低温胁迫的6h内,表达水平没有升高趋

势。直到胁迫后12h,该基因表达量有所升高,但

24h表达量有降低趋势;根部ZmCIPK18在对照

中几乎没有表达,但胁迫后2h,表达量即大量上

升,到24h表达量仍维持较高水平(图4-B)。因此,
低温胁迫下,ZmCIPK18在叶片和根部的表达变化

趋势差异明显,推测该基因在叶片和根部的表达可

能受不同的信号转导途径调控,在对抗低温胁迫中

发挥重要作用。同时根中表达量持续升高的结果也

暗示了ZmCIPK18在根中的调控作用可能更为

重要。

A:18%PEG处理18%PEGtreatment;B:4℃处理4℃treatment;L:叶Leaf;R:根 Root;Actin2:内参Standardcontrol.

图3 ZmCIPK17在干旱和低温处理下玉米幼苗叶和根中的表达

Fig.3 ExpresssionsofZmCIPK17inmaizeseedlingsunderdroughtandcoldstresses

A:18%PEG处理18%PEGtreatment;B:4℃处理4℃treatment;L:叶Leaf;R:根 Root;Actin2:内参Standardcontrol.

图4 ZmCIPK18在干旱和低温处理下玉米幼苗叶和根中的表达

Fig.4 ExpresssionsofZmCIPK18inmaizeseedlingsunderdroughtandcoldstresses

3 讨 论

许多研究表明,CIPK在逆境胁迫中发挥重要

作用,且同一植物CIPK家族的不同成员在逆境胁

迫下的表达调控及功能存在很大差异,其作用机制

也不相同[8,10,13]。对CIPK 基因家族在逆境胁迫下

的功能比较发现,一些CBL-CIPK信号途径在不同

物种间具有一定的保守性[18],但同源基因对逆境胁

迫的响应和生物学功能在不同的物种中可能存在差

异[10,13,19-20]。因此,模式植物中关于CBL、CIPK的

研究并不能完全代表众多高等植物中CBL-CIPK
系统的功能及调控机制。

干旱胁迫下植物体内会积累大量的ABA,其中

叶与根中合成并积累 ABA 的能力可能也存在差

异。另 有 研 究 发 现,AtCIPK1 可 以 与 CBL1 和

CBL9相互作用,分别介导 ABA依赖和非 ABA依

赖2种信号途径,CIPK1作为这2种信号途径的交

叉点参与调控下游抗逆基因的表达[21]。本研究发

现ZmCIPK1及ZmCIPK17在干旱胁迫下,在叶

与根中的表达模式都存在显著差异。在干旱胁迫

下,ZmCIPK1与ZmCIPK17在叶中表达量一直

处于较高水平,而在根中胁迫2h表达量较高,而后

表达水平降低。推测它们在对干旱较为敏感的根部

及在叶中可能参与了2种不同的调控途径,从而在

不同组织中发挥不同的作用。而其在根与叶中的差

异表达是否与内源 ABA的积累有关,该基因是否

945



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

也可以同时介导 ABA依赖及非 ABA依赖途径还

需进一步的实验验证。此外,ZmCIPK17在对照中

几乎没有表达,在胁迫条件下,其在根与叶中都能较

早且强烈地感受胁迫信号并作出应答,而且对低温

胁迫的响应要强于对干旱胁迫的响应,暗示该基因

可能同时参与了抗旱及抗冷途径,但其具体作用机

制有待进一步研究。
大量的研究表明,每一种CBL和其特定的一套

CIPK相互作用,每一种CIPK作用于1种或者更多

的CBL,它们形成不同的复合体在逆境胁迫中发挥

不同的作用[11,22-23]。比如,复合体 CBL4/CIPK24
在根中将植物体内多余的Na+泵出体外,以减少其

对植物的毒害,而CBL10/CIPK24在地上部分叶中

将Na+转到液泡中以调节Na+的平衡,这说明根和

叶可以利用不同的CBL-CIPK组合通过特异的途

径介导盐胁迫信号通路[11,23]。本研究结果暗示了

ZmCIPK18可能在玉米幼苗耐旱性和耐冷性上发

挥一定的作用,其中尤以耐旱性较为显著。此外,在
低温胁迫下,ZmCIPK18在根中表达量被迅速诱

导,在叶中的响应较滞后。而植物在感受低温时,叶
往往敏感于根,这暗示了ZmCIPK18在叶与根中

可能通过与不同的CBL结合形成不同的复合体参

与2种不同的信号途径,其中在根中参与的信号途

径能够迅速响应低温胁迫。可见,ZmCIPK1、Zm-
CIPK17与ZmCIPK18的表达模式存在特异性,
它们是否也通过与不同的CBL结合,在不同组织中

发挥调控作用? 这些基因参与了ABA依赖或是非

ABA依赖的途径也并不清楚。在干旱和低温胁迫

下,它们到底发挥正向还是负向的调控作用也有待

于进一步研究。
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ExpressionanalysisofthreeCIPKshomologusgene
inmaizeunderdroughtandcoldstresses

WANGQi WANGWei SHENTeng-fei XUERui-li TAIFu-ju

HenanKeyLaboratoryofFoodCropsPhysiologicalEcologyandGeneticImprovement/

CollegeofLifeScience,HenanAgriculturalUniversity,Zhengzhou450002,China

Abstract ThreeCIPKhomologoussequences(GenBankaccessionnumber:AY104819,EU974290
andEU968441)werebioinformaticallyisolatedfrommaize.Thenasequencecodedbythemincludedthe
motifoftheCIPKfamilyandwerenamedasZmCIPK1,ZmCIPK17,ZmCIPK18basedonitshomolo-
gies.RT-PCRanalysisshowedthattheexpressionlevelsofthethreegeneschangedunderthetreatment
of18%PEGand4℃.TheexpressionofZmCIPK1waschangedobviouslyinrootsunderthedrought
stress,butchangedlittleunderthecoldstress.TheexpressionsofZmCIPK17andZmCIPK18were
bothstronglyinduced.However,therearedifferencesfortheexpressionprofilesofthetwogenesindif-
ferentstress.Atthesametime,theexpressionprofilesofthegeneinleavesandrootswerealsodiffer-
ent.TheseresultsshowedthatZmCIPK17andZmCIPK18mayplayakeyroleunderdroughtandcold
stresseswithdifferentmechanismofregulation.
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