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摘 要：羊草是一种优质的天然牧草，对于盐碱胁迫有着很强的耐受性。本研究通过羊草（Leymus chinensis）EST（Ex⁃
pressed Sequence Tags, ESTs）序列和 RACE（Rapid-amplification of cDNA Ends, RACE）技术，获得了 LcCDPK1基因序列，通过

生物信息学分析，得到 LcCDPK1的全长基因，含 1 599 bp的开放读码框（Open Reading Frame, ORF），编码含有 532个氨基

酸的不稳定弱酸性亲水蛋白质，同时对得到的 LcCDPK1基因进行了进化分析。本研究有助于了解 LcCDPK基因家族的功

能，为进一步应用 LcCDPK基因进行植物的耐盐碱性遗传改良奠定了基础。
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Abstract：Leymus chinensis is an important native forage grass with strong adaptability to saline-alkali. In this
study, the full-length gene of LcCDPK1 was cloned by EST and RACE, with an ORF of 1 599 bp, which encodes an
unstable, weakly acidic hydrophilic protein containing 532 amino acids. And a phylogenetic tree is constructed with
the LcCDPK1 sequence. This study would help to further understand the function of the CDPK protein family of Ley⁃
mus chinensis and provide a basis for genetic improvement of plants´ saline-alkali tolerance with LcCDPK1.
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羊草（Leymus chinensis）又名碱草，禾本科赖

草属，是一种优质牧草，在我国多分布于东北三

省及西北地区 [1]。羊草是多年生根茎型禾草，适

应盐碱条件下的生长环境 [2-3]，说明其具有耐盐碱

的生理机制，在面对非生物胁迫时能够高效表达

帮助其适应不同逆境的物质。调控这些物质表达

的相关信号通路、各级转录因子和酶类基因是其

抗胁迫的关键环节 [4]。目前，草地盐碱化、沙漠化

面积日益扩大，而关于羊草抗逆相关基因的报道

较少，羊草对盐碱的耐受性分子机制还不明确 [5]，

因此，挖掘羊草抗旱耐盐碱相关基因，对培育抗

旱耐盐碱的转基因作物，增进我国科技原创，提

升我国农业科技生产力水平具有重要意义。

类钙调素结构域的蛋白激酶（Calcium-like
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Protein Kinase, CDPK）属于 Ser/Thr型蛋白激酶，在

植物的各种组织器官均有表达，这种特异性表达

受到干旱、低温、盐碱等多种非生物胁迫的影

响 [6]。CDPK在激酶家族中相对研究较多、了解较

为清楚，其同系物众多，结构上相对保守 [7]。典型

的 CDPK蛋白含有 N端可变区、ATP结合的激酶

区、连接区和调控区 4个功能域 [5-6]。CDPK蛋白独

特的结构使它同时具备 Ca2+感应器和效应器的功

能，并通过解除自抑制使之具有活性 [7]。外界胁

迫能够引起细胞质 Ca2+浓度发生变化，产生钙信

号，在不需要钙调素的情况下通过钙信号激活

CDPK，并完成对底物蛋白的磷酸化，随后通过特

定的通路调控下游基因表达，从而影响植物的多

种生理过程 [7-9]。目前，拟南芥、小麦、玉米、水稻

等作物中已分离得到多个 CDPK基因 [7-10]。

有关羊草的 CDPK基因研究报道较少。2015
年，崔喜艳等报道羊草中克隆得到了一个 CDPK
基因，通过模拟干旱、盐碱条件分析该 CDPK基因

的表达量，发现其表达量对干旱、盐碱胁迫非常

敏感 [11-12]。本研究根据 EST的参考序列，通过 RT-
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PCR技术和 RACE技术从羊草中克隆到另一个钙

依赖蛋白激酶，命名为 LcCDPK1，并对其进行生

物信息学分析。本研究不仅可以丰富禾本科植物

CDPK基因家族的信息，同时为进一步研究羊草

的抗逆机制奠定基础 [4]。

1 材料与方法

1.1 植物材料

挑选大小均一饱满的羊草种子置于盛满蛭石

的花盆中，人工气候培养箱萌发，25 °C恒温培养[13]，

光强度为 11 000~13 000 lx，光照周期为 16 h/d，出苗

后每天浇1次0.5倍Hoagland营养液至长出4叶期。

1.2 羊草RNA的提取及反转录

羊草总 RNA的提取按照天根生化科技（北

京）有限公司的总 RNA 提取试剂盒（RNAprep
pure Plant Kit）操作，用 Nanodrop 2000 检测所提

RNA的浓度，用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测所提

RNA的纯度和完整性。总 RNA的反转录按照普

洛麦格（北京）生物技术有限公司的反转录试剂

盒（Reverse Transcription System）进行操作。

1.3 RACE克隆

通过 Genbank检索，得到 LcCDPK1蛋白的 EST
序列（登录号：CD808794）。经过 NCBI BLASTX比
对发现所得基因序列为 LcCDPK1基因的 3´端。基

于 LcCDPK1基因的 EST序列，通过 Primer Primer
5.0设计得到 LcCDPK1基因的 5´RACE特异性引

物。根据 Clontech公司的 RACE试剂盒（SMARTTM
RACE cDNA Amplification Kit）说明书进行 PCR反
应。通过 DNAMAN拼接序列得到 LcCDPK1基因

的全长 cDNA。
1.4 序列拼接及基因阅读框分析

通 过 NCBI（http://www. ncbi. nlm. nih. gov/）对

LcCDPK1基因 5´RACE的结果和原有 EST序列进

行拼接。通过 NCBI 中的 ORF finder 在线程序

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）查找序列

的开放阅读框。

1.5 蛋白理化性质分析

通 过 ProtParam（https://web. expasy. org/prot⁃
param/）进行 LcCDPK1基因核酸及氨基酸序列的

理化性质分析，通过 Protscale（https://web. expasy.
org/protscale/）在线软件对其进行亲疏水性分析，

通过 Netphos 3.1（http://www.cbs.dtu.dk/services/Net⁃
Phos/）在线软件对 LcCDPK1蛋白序列进行激酶磷

酸化修饰位点预测，通过 NetOGlyc 3.1（http://www.
cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc-3.1/）在线软件进行糖

基化修饰位点预测，通过 SingalP 4.1（http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP/）在线软件预测其所含

的信号肽，通过 TMHMM（http://www.cbs.dtu.dk/ser⁃
vices/TMHMM/）在线软件预测其所含的跨膜结构

域，通过 Psort Prediction（http://psort1. hgc. jp/form.
html）在线软件预测蛋白的亚细胞定位，通过

COILS （https://embnet. vital-it. ch/software/COILS_
form.html）在线软件对序列进行卷曲螺旋预测，通

过 ScanProsite（https://prosite.expasy.org/scanprosite/）
在线软件预测其所包含的保守结构域，通过

PSIPRED（http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/）在线软

件 和 SOPMA（https://npsa-prabi. ibcp. fr/cgi-bin/
npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html）在线软件对

LcCDPK1 蛋白的二级结构进行分析，并通过

Phyre2（http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.
cgi?id=index）在线服务器和 PyMol软件对其三维

结构进行预测分析及处理 [14]。

1.6 系统发育树构建

通过 NCBI中的 BLAST，对 LcCDPK1蛋白进行

序列比对，分析序列的同源性。通过 DNAMAN
6.0进行多序列比对，MEGA 5.0采用邻位相连法

构建系统进化树（Neighbor-Joining,NJ）（图 1），设
置重复 1 000次，其他均为默认设置。

2 结果与分析

2.1 LcCDPK1基因全长 cDNA的获得

实验通过 5´RACE，得到长 656 bp的 5´末端

TA克隆产物。将 5´RACE扩增序列与 LcCDPK1基
因 EST序列进行拼接，根据拼接序列设计引物进

行全长 cDNA扩增，产物经测序长为 2 136 bp。通

过“ORF finder”在线程序分析，结果显示克隆得到

的 LcCDPK1基因序列包括一个 1 599 bp的开放阅

读框，294 bp 的 5´UTR 和 243 bp 的 3´UTR，该
LcCDPK1基因编码具有 532个氨基酸的蛋白质

（图 1）。
2.2 LcCDPK1蛋白的生物信息学分析

2.2.1 LcCDPK1基因编码蛋白质的理化性质

通过 ProtParam在线分析工具对 LcCDPK1基
因编码的蛋白质氨基酸序列进行分析，结果（表

1）显示 LcCDPK1蛋白由碳、氢、氧、氮、硫 5种元素

组成，其分子式为 C2606H4136N722O800S29，相对分子质

量为 59 311.61，理论等电点 pI=5.79<7，是一个弱

酸性蛋白质。从氨基酸组成特点来看，CDPK1蛋
白包含 20种常见氨基酸，其中含量最高的为 Ala
（7.89%），其次为 Glu（7.71%）和 Gly（7.52%），含量
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最低的为 Trp（0.56%），其负电荷残基数（Asp+
Glu）为 75，正电荷残基数（Arg+Lys）为 66，脂溶性

系数（AI）为 78.48，其不稳定系数（Instability in⁃
dex）为 42.72，属于不稳定型蛋白。LcCDPK1蛋白

总平均亲水性（Grand average of hydropathicity,
GRAVY）为-0.437，初步推测为亲水性蛋白。根据

Protscale分析得到的亲/疏水信号图（图 2）可知，

CDPK1蛋白 N端与 C端含有亲水头部，中间氨基

酸部分表现有较多的亲水性，其中以 A456\A457
残基亲水性最强（-2.889），以 A275残基疏水性最

强（2.744）。整体看来，LcCDPK1蛋白的亲/疏水

表1 LcCDPK1基因编码蛋白质的理化性质分析

名称

LcCDPK1

原子总数

8 293
分子量/KDa

59.3
理论等电点

5.79

正负电荷氨基酸残基数

＋

66
－

75
不稳定系数

42.72（不稳定）

脂肪系数

78.48

总平均亲水

性

﹣0.437

注：横轴为氨基酸位置，纵轴为疏水性得分

（疏水性和亲水性分别用正值和负值表示）

图2 LcCDPK1蛋白的疏水性/亲水性预测

 

信号图峰值分布在-0.5以下的信号明显多于 0.5以
上的信号，再次证明 LcCDPK1蛋白为亲水性蛋白。

2.2.2 LcCDPK1基因编码蛋白质的修饰位点预测

蛋白激酶的活性常受到如磷酸化等蛋白翻译

后修饰的影响。利用 NetPhos 3.1对 LcCDPK1蛋白

进行磷酸化位点分析，在系统预设的阈值内

LcCDPK1蛋白预测到 27个丝氨酸（Serine）磷酸化

位点，15个苏氨酸（Threonine）磷酸化位点，6个酪

氨酸（Tyrosine）磷酸化位点。通过 NetOGlyc 3.1进
行蛋白质糖基化位点分析，结果表明 LcCDPK1蛋
白存在 9个潜在的糖基化位点。

2.2.3 LcCDPK1基因编码蛋白质的信号肽、跨膜

结构域及亚细胞定位预测

利用 SignalP 4.1分析了 LcCDPK1蛋白的信号

肽序列，结果表明 LcCDPK1蛋白没有信号肽，不

存在剪切位点。同时利用 TMHMM 2.0 预测了

LcCDPK1 蛋白的跨膜结构域，预测结果表明，

LcCDPK1蛋白不存在跨膜结构域和膜内的氨基酸

序列，非膜蛋白。利用 Psort Prediction、Softberry
和 Cello三个在线软件预测 LcCDPK1蛋白的亚细

胞定位。根据 Psort Prediction预测结果，LcCDPK1
蛋白主要定位于叶绿体和微体中。Softberry的预

测结果显示，LcCDPK1蛋白定位于质膜上。而

Cello的预测结果显示，该蛋白定位于细胞质。由

于 CDPK蛋白不同亚型可能分别调控细胞的不同

功能，即其亚型间功能存在差异，在细胞中各有

特定的亚细胞定位 [15]，因此对其预测可能存在多

种结果。

图1 LcCDPK1基因的全长cDNA序列以及编码的氨基酸

序列
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2.2.4 LcCDPK1基因编码蛋白质的功能位点及结

构域预测

通过 NCBI在线分析工具 CD Search和在线软

件 InterPro中检索的 EBI数据库分析 LcCDPK1蛋
白的功能位点和保守结构域，预测结果显示

LcCDPK1蛋白含有蛋白激酶结构域和 EF手型结

构结构域（图 3）。其中蛋白激酶结构域部分含有

CDPK家族特征性的 ATP结合激酶区和活性结合

位点（图 4），该激酶结构域属于类 PK超级蛋白激

酶家族特征性的结构域 STKc_CAMK。C-端类钙

调素蛋白结合结构域有明确的 4个 EF手型结构

负责与钙离子的结合，其结构与功能类似于 CaM
的氨基酸序列，这是 CDPK对 Ca2+高度亲和而不依

赖于 CaM的原因 [16]。

图3 LcCDPK1蛋白保守结构域预测

 

图4 LcCDPK1蛋白功能位点预测
 

2.2.5 LcCDPK1基因编码蛋白质的二级结构预测

利用 PSIPRED在线软件和 SOPMA在线软件

对 LcCDPK1蛋白的二级结构进行分析，分析结果

（图 5）显示 LcCDPK1蛋白中氨基酸残基组成以

α-螺旋为主（42.29%），同时存在部分的 β-折叠

（11.09%）。
2.2.6 LcCDPK1基因编码蛋白质的三级结构预测

蛋白的高级结构对研究蛋白的功能有重要的

意义，通过在线软件 Phyre 2进行同源建模软件模

拟 LcCDPK1蛋白的三维结构。使用 PyMOL三级

结构显示软件分析 LcCDPK1蛋白的同源建模结

果，以二级结构标记颜色，同时分别以黄色和橙

色标注蛋白的N端和 C端（图 6）。

2.2.7 LcCDPK1基因编码蛋白质的进化分析预测

以 LcCDPK1基因序列为探针，在 NCBI中进行

Blast比对，下载与探针蛋白相似性较高的小麦

（Triticum aestivum: ABD98803）、短芒大麦草（Hor⁃
deum brevisubulatum: ABB54456）、羊草（L.chinensis:
CD808794）、二穗短柄草（Brachypodium distachyon:
XP_024312381）、日 本 稻（Oryza sativa Japonica
Group: XP_015646655.1）、高 粱（Sorghum bicolor:
XP_021309517.1） 、 玉 米 （Zea mays: NP_
001105542.2）、小米（Setaria italica: AGG54988.1）、
菠萝（Ananas comosus: OAY67230.1）、中华猕猴桃

（Actinidia chinensis var. chinensis: PSR98421.1）、木
薯 （Manihot esculenta: XP_021607153.1） 、枣
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（Ziziphus jujuba: XP_015899753.1）、月季（Rosa chi⁃
nensis: XP_024156502.1）、石刁柏（Asparagus officina⁃
lis: XP_020273550.1）、铁皮石斛（Dendrobium catena⁃
tum: XP_020698035.1）进行氨基酸序列同源比对。

通过 DNAMAN进行序列比对（图 7），发现比

对选取的物种其 CDPK蛋白的 N端可变区长短不

一且同源性极低，但 N端起始氨基酸序列均具有

豆蔻酰化和棕榈酰化作用所必需的保守序列

MGXXC(S/Q)XXT[17]，本研究得到的 LcCDPK1蛋白图5 LcCDPK1蛋白二级结构域预测

 

图6 LcCDPK1蛋白的同源模建空间结构

 
 

注：虚线区域，蛋白激酶结构域；实线区域，EF-hand结构域；双虚线区域，蛋白激酶ATP结合区；虚实双线区域，丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位

点；双实线区域，EF-hand基序的核心序列

图7 羊草LcCDPK1与其他植物多序列比对
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多肽链 1~9位氨基酸序列为“MGQCCSRAT”，符合

这一序列特征。蛋白激酶区由 300个左右的氨基

酸组成，该区域含有催化关键位点 Ser/Thr蛋白激

酶序列，序列保守性较高。LcCDPK1蛋白的 85~
343位氨基酸为其蛋白激酶区，91~114位为蛋白

激酶 ATP结合区，其中第 114位赖氨酸（K）为 ATP
的结合位点，205~217位为丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

活性位点，其中 209位的天冬氨酸（D）是其催化活性

中心的核心氨基酸，这些关键区域的氨基酸序列与

其他物种之间有着极高的保守性。连接区负责连接

激酶区与调控区，由 30个左右氨基酸组成，在没有

Ca2+时，CDPK的蛋白激酶区可能与连接区结合，使

其激酶活性被抑制。C端调控区是CDPK区别其他

类型激酶的特有区域，通常含有 4个 EF手型结构，

少数含有 2个或 6个等数量不等的手型结构。

LcCDPK1蛋白的 381~521位为其调控区，其 4个 EF
手型结构分别在 398~410、434~446、470~482 和
505~517位氨基酸处。根据序列比对结果，CDPK基
因的序列特征非常明显，不同种属的催化区同源性

达80%以上，活性部位同源性达到100%。
采用邻位相连（Neighbor-Joining, NJ）算法，利用

软件MEGA 5.0构建 LcCDPK1蛋白与其他几种植物

CDPK蛋白的NJ进化树（图8），结果表明，LcCDPK1蛋
白与小麦和短芒大麦草在同一进化枝上，表明其亲缘

关系较近，次之为二穗短柄草。说明CDPK蛋白在长

期的生物进化过程中有着较强的保守性。

图8 LcCDPK1蛋白的系统进化分析

 
3 讨论与结论

CDPK是具有多种功能的重要酶类，其参与植

物的多种逆境调控，对其基因的克隆及序列分析

是帮助研究羊草对逆境尤其是盐碱和干旱胁迫响

应机制的基础 [6]。本研究以耐盐碱的羊草作为试

验材料，通过已知的 EST 序列采用 RT-PCR 和

RACE技术等分子生物学手段对基因的同源区和

全序列进行克隆，成功克隆得到了一个 CDPK基
因，将其命名为 LcCDPK1，全长基因为 2 136 bp，具
有 1 599 bp 的开放读码框（Open Reading Frame,
ORF），编码 532个氨基酸。

崔喜艳等 2015年报道了一个 LcCDPK基因，

其氨基酸第 81~339 位为 STKc_CAMK 结构域，

368~500位包含 4个 EF手型结构 [12]。将本研究克

隆得到的 LcCDPK1基因和 LcCDPK进行对比，发

现两个基因编码的蛋白理论等电点和总平均亲水

性较接近，均没有信号肽，不存在剪切位点和跨

膜结构域。LcCDPK蛋白和 LcCDPK1蛋白的保守

结构域预测结果也很一致，均含有 CDPK蛋白特

征性的 STKc_CAMK结构域和 4个 EF手型结构。

两者的区别在于，本研究得到的 LcCDPK1蛋白略

小，且 LcCDPK蛋白不稳定系数为 32.57，是稳定蛋

白，而 LcCDPK1蛋白稳定系数为 42.72，是不稳定

蛋白。LcCDPK蛋白亚细胞定位预测结果在质膜

上，而 LcCDPK1蛋白在不同的亚细胞定位分析软

件中呈现出了不同结果，包括质膜、细胞质、叶绿

体和微体。 2003 年报道的拟南芥 AtCPK3 和
AtCPK4蛋白，其预测结果定位不在细胞核，但实

验中发现两蛋白激酶存在靶向细胞核的现象，这
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种现象可能是由于 CDPK蛋白家族不同亚型的作

用底物不同，调控机制不同造成的 [15]。

进一步分析 LcCDPK1蛋白的特征序列，该蛋

白多肽链N端起始氨基酸序列为“MGQCCSRAT”，
是豆蔻酰化和棕榈酰化作用所必需的保守序列

“MGXXC(S/Q)XXT”[17]。其 205~217位的 Ser/Thr蛋
白激酶活性位点含有交感序列“DLKPEN”[17]。对

比 LcCDPK蛋白序列，发现也具有这两个保守性

极高的关键序列。目前对 CDPK蛋白的研究发

现，其 N端的豆蔻酰化和棕榈酰化与蛋白间的互

作及蛋白的膜定位有关，关键酰基化位点为甘氨

酸 (Gly)或半胱氨酸 (Cys)残基 [18]。但酰基化只是膜

定位的特征之一，目前已知定位质膜的 CDPK蛋
白并没有其他明显的保守序列。因此，有可能许

多定位质膜的亚型实际上被整合到不同的特异性

调 控 复 合 物 中 发 挥 功 能 [15]。 对 LcCDPK1 与

LcCDPK 进行序列比对，发现其相似性仅为

46.11%，其中可变区的相似性是最低的，调控区

和连接区相似性次之，蛋白激酶区是保守性较高

的部分。由于植物 CDPK基因可能来自蛋白激酶

和 CaM基因的融合，因此会出现不同亚型在结构

与序列组成上有较大差异的情况 [16,19]。

拟南芥、烟草、水稻、玉米和梨等植物的

CDPK蛋白家族进化分析结果均聚类为 4个亚族，

推测 LcCDPK和 LcCDPK1蛋白序列相似性低的原

因是两个蛋白分属不同亚族 [15]。后续可能会发现

更多羊草的 CDPK基因，这些基因分属哪一亚族，

各亚族序列的差异与其翻译后修饰、亚细胞定位

等之间的关系，这种差异对其功能的影响，不同

亚型的 CDPK如何响应干旱盐碱胁迫这些方面有

待进一步研究。
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