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摘  要：在前期构建的杜仲基因组数据库的基础上，克隆得到了类钙调蛋白（Calmodulin-like protein，

CML）基因 EuCML5。分析发现 EuCML5 开放阅读框长度为 282 bp，编码 93 个氨基酸，不含跨膜结构和

信号肽，属于胞内蛋白，氨基酸序列中含有 EF-Hand motif 结构，在进化关系上与一些木本植物类钙调蛋

白较近。实时荧光定量 PCR 分析发现，EuCML5 在杜仲根中表达较高，茎和叶中表达较低。杜仲苗经过

模拟干旱、高盐、茉莉酸甲酯、生长素处理后，EuCML5 表达量有不同程度提高，表明 EuCML5 能够被

非生物胁迫和植物生长调节剂诱导表达，并且受钙离子通道抑制剂 LaCl3 和钙调蛋白拮抗剂 TFP 抑制。 
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Abstract：Based on the Eucommia ulmoides genome database，the Calmodulin-like（CML）gene 

EuCML5 was cloned. The open reading frame of EuCML5 was 282 bp in length，encoding a total of 93 

amino acids. It contained no transmembrane structure and signal peptide，belonging to intracellular protein. 

The amino acid sequence contained the EF-Hand motif，close to calmodulin-like protein of some woody 

plants in evolutionary relationship. Quantitative real-time PCR analysis revealed that the expression of 

EuCML5 was higher in Eucommia ulmoides roots and lower in stems and leaves. After treatment with 

drough（Mannitol），salt，methyl jasmonate and auxin，the expression of EuCML5 in Eucommia ulmoides 

was increased，indicating that EuCML5 can be induced by abiotic stress and phytohormone. 
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In addition，calcium channel inhibitors LaCl3 and calmodulin antagonist TFP inhibited EuCML5 

expression. 

Keywords：Eucommia ulmoides；CML；expression；stress  

 

环境中不同的刺激都能使植物体内产生不同的钙信号。植物通过钙感受器解码钙信号。常见的

钙感受器主要有 3 种（曾后清 等，2016a）——钙调蛋白（Calmodulin，CaM）/类钙调蛋白

（Calmodulin-like protein，CML）、钙依赖性蛋白激酶（Calcium-dependent protein kinase，CDPK）

和类钙调神经素 B（Calcineurin B-like protein，CBL）。CML 与 CaM 序列结构相似，具有广泛的生

物学功能（曾后清 等，2016a），在油菜素类固醇（Wang et al.，2013）、脱落酸（Yang et al.，2011）、

乙烯和生长素（Shen et al.，2015）等植物激素途径中发挥重要作用，也能够参与低温（Yuan et al.，

2018）、干旱（Shen et al.，2015）和盐胁迫（Rao et al.，2013）等各种胁迫响应。 

杜仲（Eucommia ulmoides Oliv.）是一种名贵中药材，对高血压、糖尿病、类风湿性关节炎等

具有很好的治疗作用（Zhang et al.，2014；Li & Zhang，2016；Wang et al.，2018）。其主要药用部位

是树皮，常用环剥的方式采收。剥皮后的杜仲极易因木质部大范围暴露在空气中而导致水分蒸发，

破坏水盐平衡（张小军，2018），因此杜仲常常面临水/盐胁迫。在杜仲新皮再生过程中，常用外源

植物生长调节剂处理以促进愈伤组织形成和维管束形成层再生（张庆瑞 等，2014）。Ca2+–钙感受

器信号通路与激素信号途径密切相关（易籽林 等，2010），已有研究表明钙感受器可以通过激素途

径起作用（汪澈 等，2009），同时钙信号也是水/盐胁迫的重要信号通路（刘小龙 等，2014），因此，

CML 可能参与杜仲体内信号激素调节和对干旱和盐胁迫的响应。目前对 CML 基因的研究较少，且

主要集中在拟南芥 CaM/CML 家族，CML 在生理和分子水平上的作用在很大程度上未知（Ranty et 

al.，2006；Magnan et al.，2008；曾后清 等，2016a）。通过对杜仲类钙调蛋白基因 EuCML5 进行克

隆及表达分析，研究其在非生物胁迫和植物生长调节剂诱导下的表达模式，为阐明其在杜仲中的调

控机理奠定一定的理论基础，也为合理高效利用杜仲资源提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验于 2018—2019 年在贵州大学农业生物工程研究院进行。杜仲种子来自于本院转基因种植

基地。无菌苗为杜仲种子消毒后在 MS 培养基上培养 2 ~ 3 月龄的苗；温室苗为温室营养土中萌发生

长 2 ~ 3 月龄的苗。 

1.2  EuCML5 的克隆 

根据本实验室前期构建的杜仲基因组数据库注释信息，使用 NCBI 数据库中 ORF 分析，筛选出

EuCML5 开发阅读框，设计引物（表 1）。通过 Trizol 法提取杜仲叶片总 RNA，进行 RT-PCR 扩增。

扩增体系为：10× PCR Buffer for KOD-Plus-Neo 1.5 μL，10 μmol · L-1 浓度上、下游引物各 1.5 μL，2 

mmol · L-1 dNTPs 3.0 μL，ddH2O 3.5 μL，MgSO4 0.8 μL，cDNA 1.0 μL，KOD-Plus-Neo（1 U · μL-1） 

1.0 μL。反应程序为 95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；最后 72 ℃ 延

伸 5 min。扩增验证后进行凝胶回收，连接到克隆载体 pTOPO-Blunt Vector 上，委托华大基因公司

进行测序。 
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植物总 RNA 提取辅助剂 Fruit-mate（TAKARA，中国大连）、总 RNA 提取试剂 RNAiso-plus 购

自宝生物工程（大连）有限公司，KOD-Plus-Neo 高保真 DNA 聚合酶购自东洋纺（上海）生物科技

有限公司，胶回收试剂盒 E.Z.N.A.TM Gel Extraction Kits 购自 Omega Bio-tek 公司，零背景

pTOPO-Blunt 平末端克隆试剂盒购自北京艾德莱生物科技有限公司。 

1.3  EuCML5 的生物信息分析 

利用 SeqMan 软件对测序结果进行拼接，使用 SnapGene Viewer 软件将其翻译为氨基酸序列，

利用在线工具 ExPasy 分析蛋白质的理化性质和亲疏水性（https：//web.expasy.org/），利用 SignalP 在

线软件对蛋白信号肽序列进行预测（http：//www.cbs.dtu.dk/services/Signalp），使用在线工具 TMHMM

预测蛋白的跨膜结构（http：//www.cbs.dtu.dk/services/tmhmm），通过在线软件 SOPMA 对 EuCML5

蛋白进行二级结构预测（https：//npsa-prabi.ibcp.fr），使用在线软件 SWISS-MODEL 对 EuCML5 蛋

白的三级结构进行建模（https：//swissmodel.expasy.org/），通过日本京都大学的 Motif Search 在线工

具（http：//www.genome.jp/），搜索 EuCML5 蛋白的 motif 结构，使用 NCBI 数据库中 BLAST 程序

进行同源性比对并下载相似序列（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/），利用 MEGA5 软件构建系统进化

树。 

1.4  EuCML5 的表达分析 

1.4.1  植物材料处理 

胁迫处理：取长势相同的杜仲无菌苗，在培养基（MS + 4.5 g · L-1 琼脂）中分别添加 10 g · L-1 NaCl

和 300 mmol · L-1 甘露醇，进行高浓度盐胁迫处理和缺水干旱胁迫处理。 

植物生长调节剂处理：取长势相同的杜仲温室苗，分别使用 400 μmol · L-1 生长素（IAA）和 100 

μmol · L-1 茉莉酸甲酯（MeJA）溶液对叶片进行喷施处理。 

外源钙离子和钙离子信号抑制剂处理：取长势相同的杜仲温室苗，使用纯水、5 mmol · L-1 氯化

钙、100 μmol · L-1 氯化镧（LaCl3）、100 μmol · L-1 三氟拉嗪（TFP）溶液进行水培处理。 

每个处理 3 个重复，胁迫与植物生长调节剂处理于处理 0、3、6、12 和 24 h 分别采集全株和叶

片样本，钙离子及抑制剂处理于 6 h 时取根部样品。所有样品采后立即用液氮速冻，–80 ℃保存。 

1.4.2  荧光定量分析 

使用 RNA 提取试剂盒（含 DNA 酶）提取样本杜仲总 RNA，反转为 cDNA 后进行实时荧光定

量分析。参考 Ye 等（2018）的报道，以杜仲 EuACTIN 作为内参基因。使用 Primer Premier 5 和 Oligo7

软件进行 EuCML5 引物设计（表 1）。反应程序为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火

延伸 30 s，共 40 个循环。每个样品设置 3 个机械重复，按照 2-ΔΔCT 计算和分析基因的表达水平。 

 
表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

用途 
Application 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

基因克隆 EuCML5-F/R F：ACGGGGGACTCTAGAGGATCCATGATTGAGAAGATTTATGAGAACAGAGA 
Gene cloning R：ACCGAATTCGAGCTCGGTACCTCATCTGCTTGAACTTAAATCCACC 
荧光定量 EuCML5-rt-F/R F：ACGGGTTTATCACTGTCGATG 
Real-time PCR R：ATCTTATCCCCATTGGCATCC 
 EuACTIN-rt-F/R F：TTGTTAGCAACTGGGATGATATGG 
 R：CAGGGTGTTCTTCAGGAGCAA 
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图 1  EuCML5 基因的克隆 

Fig. 1  Cloning of the EuCML5 gene 

 

RNA 提取试剂盒 RNA pure Kit（康为世纪，北京）购自北京康为世纪生物科技有限公司，High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 反转录试剂盒（Applied Biosystems，美国）购自赛默飞世尔

科技公司，SYBR®Select Master Mix（NovoProtein，中国苏州）购自近岸蛋白质科技有限公司。 

2  结果与分析 

2.1  EuCML5 的克隆与生物信息分析 

根据本实验室前期构建的杜仲基因组数据

库注释信息，使用 NCBI 数据库中 ORF 分析，

从中筛选得到 EuCML5 序列，设计引物（表 1），

通过 RT-PCR 从杜仲中克隆得到了该基因（图

1）。 

对克隆得到的产物进行测序，并对测序结

果进行拼接，将其翻译为氨基酸序列（图 2）。

分析蛋白质的理化性质，得到其分子式为

C477H763N131O151S6，分子量为 10 941.45，理论

等电点为 4.70，属于酸性蛋白，不稳定指数

为 35.74，属于稳定蛋白。其疏水性最小值

为–3.522，最大值为 2.611，平均值为–0.54，

属于疏水性蛋白。信号肽序列和跨膜结构预测结果表明该蛋白没有跨膜结构和信号肽，为胞内蛋白。 

.3

 

图 2  EuCML5 基因的 cDNA 序列和氨基酸序列 

Fig. 2  cDNA sequence and amino acid sequences of EuCML5 

 

对 EuCML5 编码氨基酸序列进行结构预测，发现其二级结构（图 3）主要由 α螺旋（48.39%）、

β折叠（12.90%）和直链（21.51%）组成，构成螺旋—环—螺旋的结构，符合 EF-Hand 的特征；其
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三级结构（图 4）主要由螺旋和折叠构成，与植物 CaM 结构（吁亭 等，2013）相似。 

 
图 3  EuCLML5 蛋白二级结构预测 

α螺旋（蓝色）、延伸链（红色）、β转角（绿色）和无规则卷曲（紫色）。 

Fig. 3  Prediction of EuCML5 protein secondary structure 

alpha helix（blue），extended strand（red），beta turn（green）and random coil（purple）. 

 

 
图 4  EuCML5 蛋白三级结构对比 

a：EuCML5 三级结构；b：CaM 三级结构（吁亭 等，2013）。 

Fig. 4  Comparison of EuCML5 protein tertiary structure 

a：Structure of EuCML5；b：Structure of CaM（Yu et al.，2013）. 

 

分析 EuCML5 蛋白的 motif 结构，发现其存在 3 个 EF-hand motif 结构（图 5）。 

 

 
图 5  EuCML5 蛋白的 motif 结构 

Fig. 5  Motif of EuCML5 protein 

 

将其氨基酸序列与 NCBI 数据库进行 BLAST 比对分析，发现与其他植物类钙调蛋白相似度较

高。下载相似性较高的氨基酸序列，利用 DNAMAN 进行多序列比对（图 6）。 

使用 MEGA5 软件构建系统进化树。结果（图 7）显示，EuCML5 编码蛋白和木本植物川桑（Morus 

notabilis）、榴莲（Durio zibethinus）、香樟（Cinnamomum micranthum f. kanehirae）、巴西橡胶树（Hevea 

brasiliensis）和欧洲栓皮栎（Quercus suber）的进化关系较近，与草本植物大豆（Glycine max）、番

茄（Solanum pennellii）和拟南芥（Arabidopsis thaliana）等较远。 
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图 8  EuCML5 在杜仲各部位中的相对表达量 

不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）。下同。 

Fig. 8  Relative expression of EuCML5 in different organs of 

Eucommia ulmoides 

Different lowercase letters indicate significant differences 

（P < 0.05）. The same below. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  EuCML5 的氨基酸多序列比对 

Fig. 6  Multiple alignment of EuCML5 amino acid sequences with other species  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7  EuCML5 蛋白进化树分析 

Fig. 7  Evolutionary tree analysis of EuCML5 

 

2.2  EuCML5 的组织特异性分析 

利用 qRT-PCR 方法检测 EuCML5 在杜仲

无菌苗不同部位的表达量，分析发现，EuCML5

在根、茎和叶中均有表达，并且根中表达量显

著高于叶片和茎，茎和叶中表达量无明显差异

（图 8）。表明 EuCML5 可能在根中发挥特殊作

用。 

2.3  EuCML5 参与响应盐和干旱胁迫 

对杜仲进行盐胁迫处理，EuCML5 表达量

在呈现上升趋势，并于 48 h 达到最高值；对杜

仲进行甘露醇模拟的干旱处理，EuCML5 表达

量在 8 h 升高，12 h 后逐渐降低至原水平（图

9）。这表明 EuCML5 参与盐胁迫和干旱胁迫响

应。 
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图 9  杜仲中 EuCML5 在盐（NaCl）胁迫和模拟干旱（甘露醇）胁迫时的表达量 

Fig. 9  The expression level of EuCML5 under salt stress and drought（Monnitol）treatments 

 

2.4  EuCML5 参与 IAA 和 MeJA 响应 

经过 IAA 喷施处理的杜仲苗，EuCML5 表达量呈上升趋势，6 h 表达量达到最高，随后下降，

逐渐恢复正常（图 10），表明 EuCML5 受 IAA 诱导表达。经过 MeJA 喷施处理的杜仲苗中，EuCML5

表达量 3 h 时最高，之后迅速恢复正常水平，又在 24 h 出现上调趋势（图 10），表明 EuCML5 会被

MeJA 诱导表达。 

 

 

图 10  杜仲中 EuCML5 在 IAA 和 MeJA 处理后的表达量 

Fig. 10  The expression level of EuCML5 under IAA and MeJA treatments 

 

2.5 EuCML5 与钙离子信号通路 

为进一步探讨 EuCML5 和钙离子信号通路中的钙离子、钙离子通道以及钙调蛋白的关系，分别

使用纯水、CaCl2、钙离子通道阻滞剂 LaCl3 和钙调蛋白抑制剂 TFP 溶液对杜仲进行水培处理，结果

（图 11）发现，CaCl2 处理与对照相比并无显著性差异，而 LaCl3 处理和 TFP 处理表达量出现显著

下调，表明 LaCl3 和 TFP 显著抑制了 EuCML5 的表达。 
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图 11  杜仲中 EuCML5 在不同处理后的表达量 

Fig. 11  The expression level of EuCML5 under different treatments 

3  讨论 

本试验成功从杜仲中克隆得到了 EuCML5 基因，经过鉴定，EuCML5 与其他物种类钙调蛋白基

因编码序列相似度较高，又具有典型的 EF-hand 结构，基本可以认定其为杜仲类钙调蛋白基因。类

钙调蛋白是植物中特有的一种钙感受器，和 CaM 结构相似，除了 EF-hand 结构域之外，不具备其他

已知的结构域，也因此常常将 CML 和 CaM 划分为同一蛋白家族（曾后清 等，2016a；Mohanta et al.，

2017；曹绍玉 等，2018）。在植物中 CML 基因数远大于 CaM（Mccormack & Braam，2003；

Boonburapong & Buaboocha，2007；王雪霁，2016；杨前宇 等，2018），表明保守的 CaM 可能在进

化过程中无法满足植物应对复杂环境变化的需求，而 CML 的逐渐进化可对 CaM 的功能进行补充（杨

前宇 等，2018）。Mohanta 等（2017）在对 41 种不同物种的 CaM 和 CML 家族进行分析后也发现了

CML 比 CaM 更早进化，并在后来发展中逐渐多样化。CaM/CML 序列和结构具有一定的相似性，

并且已有研究证实 CaM 和 CML 的靶蛋白存在广泛的重叠，因此 CaM 和 CML 都应具有广泛的生物

学功能（曾后清 等，2016a）。 

CaM/CML 具有组织特异性。宋明等（2012）发现结球甘蓝类钙调蛋白基因 BoCML49 在花粉萌

发初期表达量最高，萌发后逐渐下调。百脉根钙调蛋白基因 LjCaM4 在根中表达最高，很可能参与

调控根的发育以及根瘤共生固氮体系的遗传途径（舒茂荣 等，2017）。茶树 CsCML21 在花粉管发

育过程中呈现下降趋势（蒋芯，2013）。本试验中发现，EuCML5 在根中表达较高，在茎和叶片中较

低，这和百脉根 LjCaM4 表达（舒茂荣 等，2017）类似。根部是植物水和无机盐代谢的主要部位，

EuCML5 基因很可能在根中发挥了特殊作用。 

杜仲树皮的采收通常采用环剥的方法。杜仲新皮再生期间，因木质部的大范围暴露，极易引起

水分大量蒸发而脱水（张庆瑞 等，2014）。水分的流动和蒸腾可以影响细胞钙的分布，因此钙信号

是植物干旱胁迫的重要信号通路，能促使气孔关闭，维持植株水分，提高水分利用率，同时，Ca2+-CaM

还可以调节植物的气孔密度，增强植物的保水能力（刘小龙 等，2014）。在香蕉中，钙调蛋白基因

MaCaM 在干旱胁迫下表达量随胁迫程度加重呈现明显的上升趋势，而在对抗盐胁迫时会随着时间

先上升后下降（程晓培 等，2013）。巴西橡胶树中 HbCML27 在干旱处理 48 h 表达量显著上调（刘

辉 等，2015）。小麦中 TaCML79 在干旱胁迫 12 h 呈现出上升趋势（周硕 等，2016）。本研究结果

表明，EuCML5 在杜仲响应盐和干旱胁迫中发挥重要作用，可能通过提高 EuCML5 的表达来提高对

高盐和干旱的抗性，并且随着时间延长逐渐适应干旱环境，表达量出现回落。 

有研究报道，植物钙信号和激素信号途径可以相互交叉形成复杂的信号网络（汪澈 等，2009）。
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CaM 结合蛋白 SAUR 是参与生长素早期响应的一个家族，大多数 SAUR 家族蛋白 N 端都含有能与

CaM 结合的位点，虽然其作用机制尚不完全清楚（曾后清 等，2016b），但也印证了 Ca2+-CaM 信号

系统与生长素途径密切相关（易籽林 等，2010）。此外，CaM 通过钙调蛋白结合转录因子（CAMTA），

对油菜素类固醇、乙烯和生长素等激素信号途径都能起到调节作用（Wang et al.，2013；Shen et al.，

2015）。巴西橡胶树 HbCaM1-HbCaM7 受到乙烯利刺激时，表达量均出现了一定程度的上升（肖小

虎 等，2016），HbCML27 在受到乙烯利和茉莉酸甲酯（MeJA）刺激时，也均出现了上升趋势（刘

辉 等，2015）。杜仲在采收树皮后，常用各种生长调节剂处理以提高新皮的恢复速度，有利于愈伤

组织的形成，促进维管束形成层的发生与活动（张庆瑞 等，2014），同时，通过外源生长调节剂处

理能够提高杜仲中总黄酮、绿原酸等药用成分的含量（徐咏梅，2007；魏艳秀 等，2017）。在本试

验中通过外源 IAA 和 MeJA 处理发现，杜仲中 EuCML5 能够响应诱导，在短时间内表达量上升后又

快速回落，这意味着杜仲 CML 基因能够参与激素信号途径。 

CAM/CML 参与钙离子信号通路的传递，钙/钙调蛋白信号途径与多种胁迫应答密切相关，当钙

离子信号通路受阻时，CAM/CML 基因也会出现不同的表达情况。此前有研究表明，钙离子通道抑

制剂以及钙调蛋白拮抗剂处理能够抑制半夏钙调蛋白基因 PtCaMs（刘兴 等，2019）和茶树钙调素

基因 CsCaMs（黄玉婷 等，2016）的表达。在本试验中，当使用钙离子通道抑制剂 LaCl3以及钙调

蛋白拮抗剂 TFP 对杜仲进行处理时，EuCML5 的表达出现了显著下调。其中，钙离子通道抑制剂 LaCl3

能够减少植物对钙离子的吸收，降低胞内钙离子浓度，对钙信号的传导起到一定的抑制作用，而钙

调蛋白拮抗剂 TFP 能够直接阻止钙调蛋白与钙离子的结合，导致钙信号的传导受阻。这些结果表明

EuCML5 能够受到胞内钙离子浓度和钙调蛋白的调控，也进一步验证了钙离子信号通路在杜仲胁迫

应答中发挥着重要的作用。 

本研究证实了 EuCML5 基因能够参与干旱、盐胁迫响应，并受 IAA 和 MeJA 诱导，钙离子通道

抑制剂和钙调蛋白拮抗剂也会影响该基因的表达，但该基因被激活后，对下游的哪些基因以及蛋白

产生影响尚不清楚，有待进一步试验研究。 
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