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摘  要 钙结合蛋白广泛参与植物多种非生物逆境过程。本研究以红掌‘Alabama’为材料，采用 PCR 法，克隆了 1 个红

掌钙结合蛋白基因 AaCBP1(GenBank: KC907407)，基因片段长度为 663 bp，编码 220 个氨基酸，具有典型的钙结合保守域。

通过氨基酸序列比对结果发现，与红掌 AaCBP1 同源性较高的是蓖麻的钙结合蛋白，相似度在 46%左右。采用 RT-PCR 方法

分析了 AaCBP1 在低温下的表达模式，结果发现 AaCBP1 有明显的低温诱导特性，在低温处理 3 h 表达量就有明显升高。研

究表明 AaCBP1 基因在红掌低温胁迫响应中具有重要作用，可为红掌抗寒分子育种奠定重要基础。 
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Abstract   Calcium-binding proteins are involved in various abiotic stresses. In this study，Anthurium plants ‘Alabama’ were 
used as experimental materials. Using PCR method, we cloned a Calcium-binding protein gene from Anthurium leaves, named 
AaCBP1(KC907407). The length of gene fragment is 663 bp, coding 220 amino acids. Predicted AaCBP1 protein had a typical 
calcium binding domain. Multiple gene sequence alignment indicated that Anthurium AaCBP1 show high similarity to a 
Calcium-binding protein of Ricinus, about 46% identical. RT-PCR was used to analysis its expression models under low temperature. 
The results showed that AaCBP1 was induced by low temperature, and it was significantly induced by cold at 3 h. This study 
contributes to the function of AaCBP1 gene in cold stress response, and lay foundation for plant molecular breeding of cold 
resistance in Anthurium.  
Keywords   Anthurium; Calcium-binding protein; CBP; Cloning; Cold stress 

研究背景 
红掌(Anthurium andraeanum)是近年来全球发

展较快、需求量较大的高档盆花和切花花卉。红掌

原产热带，对温度较为敏感。在生产流通的各个环

节中，红掌极易遭受低温冷害，导致植株生长停止，

叶片黄化和苞片着色不正常等(田丹青等, 2011)，严

重影响红掌盆花和切花品质。低温是限制红掌生长

发育的重要逆境因子，如何提高红掌的低温耐性已

成为红掌生产和流通过程中的迫切需要解决的问

题(田丹青等, 2012)。因此，深入研究红掌在低温胁

迫下的分子响应机制，对于红掌生产具有十分重要

的现实意义和应用价值。 
钙结合蛋白是生物体中广泛存在的一类结构

保守的调节蛋白。钙结合蛋白通过和Ca2+结合，并
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与靶蛋白相互作用，调控植物细胞的发育和对外界

刺激的反应。研究表明，钙结合蛋白参与多种生理

过程，如基因表达，调节细胞分裂和代谢，生殖发

育和细胞膜通道调控等。现在已从多种植物，如拟

南芥、大麦、水稻、辣椒、甜菜、丹参和芸豆中成

功克隆了钙结合蛋白基因。在拟南芥基因组中发现

了50多种钙结合蛋白，其序列相似度由 20%~75%
不等，这些钙结合蛋白广泛参与了拟南芥的多种生

理活动(Tsou et al., 2012; McCormack et al., 2005)。
钙离子信号的传导是个复杂的过程，越来越多的钙

结合蛋白被发现在植物应答干旱、低温、盐碱等逆

境胁迫过程中具有重要作用。在水稻中，CBL基因

家族含有10个成员，这10个CBL基因均有6到7个内

含子，在水稻逆境防御反应中发挥关键作用(Asano 
et al., 2002)。在拟南芥中研究表明，CBL1 基因可

以响应多种非生物逆境，作为基因网络的上游调控

因子，对多种逆境途径的基因转录有调节作用

(Albrecht et al., 2003)。 
本研究以红掌‘Alabama’为研究材料，克隆了一

个红掌钙结合蛋白基因 AaCBP1，我们对其核苷酸

序列及编码的蛋白特征进行了分析，并对 AaCBP1
的低温诱导特性进行了研究。本研究初步解析了红

掌钙结合蛋白基因的特点和功能，为探索红掌低温

胁迫下的分子响应机理打下了良好基础，同时为红

掌抗寒分子育种提供了基因资源。   

1结果与分析 
1.1红掌钙结合蛋白基因片段克隆 

经过红掌 EST 序列的大规模测序，发现一个

受冷胁迫诱导的钙结合蛋白，设计特异引物，多

次测序确定了该基因序列。获得的基因片段长度

为 663 bp，编码 220 个氨基酸(图 1) (GenBank 登录

号：KC907407)。 

1.2红掌AaCBP1基因片段序列分析 
将获得的基因片段在 Genebank 数据库中进行

BlastX 比对，发现该基因与拟南芥、蓖麻、玉米、

水稻、芸豆、胡杨等的钙结合蛋白具有较高的同源

性。氨基酸序列比对结果发现，同源性较高的是蓖

麻(Ricinuscommunis)的钙结合蛋白，相似度在 46%
左右(图 2)。在 NCBI 进行保守域结构预测发现，结

果显示 AaCBP1 编码的蛋白有一个植物保守的钙结

合结构域，具有该结构域的蛋白可能参与植物多种

防御响应(图 3)。我们把该基因命名为 AaCBP1。采

用 DNAMAN 对已知物种的钙结合蛋白序列进行比

对和系统发育树分析，结果显示红掌 AaCBP1 蛋白

与芸豆的钙结合蛋白亲缘分支关系较近(图 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 红掌钙结合蛋白基因核苷酸序列及编码的氨基酸序列 
Figure 1 Anthurium calcium-binding protein gene nucleotide 
sequence and amino acid sequence 

1.3红掌AaCBP1基因低温诱导特性分析 
从红掌冷处理和对照样本中分别提取叶片总

RNA，反转录合成 cDNA。以获得的 cDNA 为模板，

RT-PCR 检测 AaCBP1 在低温下的表达模式。从图

5 可以看出，AaCBP1 基因表达受低温诱导，在低

温处理 3 h 表达量就有明显升高。而在对照植株中

该基因表达稳定，不存在诱导表达。结果表明

AaCBP1 基因可能在红掌的低温响应过程中起重要

作用。 

2讨论 
低温等逆境是植物生长、发育的主要环境限制

因素，植物经过长期生存演化形成一套感知低温信

号的精细调控机制。钙结合蛋白在植物的信号转导

过程中起关键作用，其相关机理的研究一直是植物

生理学和细胞生物学研究的热点(毛国红等, 2004)。
在拟南芥中，钙结合蛋白 CBL1 在干早胁迫诱导下，

基因的表达量上升，但在冷刺激下，基因的表达量

却受到抑制，CBL1 基因在低温胁迫下具有负调控作

用(Albrecht et al., 2003)。在玉米中，10 个 CBL 基因

的低温响应特点不同，有的为诱导表达，有的则为

抑制表达(Yang and Poovaiah, 2003)。在红掌中，我

们克隆得到的 AaCBP1 基因为低温诱导表达，其对

红掌的低温胁迫响应可能具有正调控作用。由于钙

结合蛋白在植物中为多基因家族，在红掌中还可能

存在多个钙结合蛋白，共同调控红掌的低温响应。 
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图 2 红掌 AaCBP1 编码的氨基酸序列与其它物种钙结合蛋白序列的比较 
Figure 2 Sequence alignment of Anthurium AaCBP1 amino acid sequence with calcium-binding protein of other species 
 
 
 
 
 
图 3 AaCBP1 编码的蛋白的保守结构域预测 

Figure 3 Conserved domain prediction of AaCBP1 protein  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图4红掌AaCBP1蛋白与其它物种的钙结合蛋白的系统进化树 
Figure 4 Phylogenetic tree of Anthurium AaCBP1 and calcium-b- 
inding proteins of other species 

钙结合蛋白不仅参与植物低温胁迫响应，还在

植物生长发育和多种防御反应中发挥重要作用。在

拟南芥中发现，CMLs 与植株的病原菌应激反应，

盐胁迫等有关(Chiasson et al., 2005; Yamaguchi et al., 

2005)。钙结合蛋白 PCaP2 参与了拟南芥根毛的发

育过程（Kato et al., 2013）。在水稻和萝卜中研究发

现，钙结合蛋白在植物胚轴生长和和细胞分裂等生

长发育过程中有重要作用 (Cocucci and Negrini, 
1988; Asano et al., 2002)。红掌钙结合蛋白 AaCBP1
参与了低温胁迫响应，其在红掌生长发育和其它逆

境胁迫中的作用尚不明确，因此，深入研究红掌钙

结合蛋白功能具有深远意义和较高应用价值。 

3材料与方法 
3.1材料 

红掌(Anthurium andraeanum) ‘Alabama’幼苗生

长于浙江省农科院花卉研究开发中心温室中。大肠

杆菌DH5α为浙江省农科院花卉研究开发中心实验

室保存。 

3.2 RNA提取、基因克隆 
取红掌叶片 6℃低温胁迫下 0， 3 h，6 h，12 h，

24 h 的样本，利用 Trizol (Invitrogen, USA)法提取叶

片的 Total RNA。根据该试剂的说明书进行操作。紫

外分光光度计测定总 RNA 230 nm、260 nm、280 nm
和 300 nm 吸收值，计算总 RNA 含量，估测其纯度。

然后将 RNA 样本保存于-80℃超低温冰箱中备用。 
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图 5 RT-PCR 分析红掌 AaCBP1 基因的低温诱导特性 
Figure 5 RT-PCR analysis of induction of Anthurium AaCBP1 gene expression under low temperature  

利用已知的基因序列，设计特异引物，克隆钙

结合蛋白基因片段，把克隆得到的片段连接到

T-easy载体，转入大肠杆菌DH5α，经多次测序确定

基因序列。利用NCBI、DNAMAN等软件对核苷酸

序列和编码的氨基酸序列进行分析。 

3.3 RT-PCR分析基因表达模式 
采用RT-PCR分析基因的表达模式，所用引

物序列见表1。从红掌冷处理和对照样本中分别

提 取 总 RNA ，取 1 μg 总 RNA 用来做反转录

(Powerscript reverse transcriptase, Clontech, CA, USA)。
PCR扩增条件为：94℃预变性4 min，随后为特定

循环数的94℃变性30 s，57℃退火30 s，72℃延伸

45 s。其中，AaCBP1设27个循环，Actin设25个循

环。最后一个循环结束后，72℃再延伸5 min。PCR
产物用1.2 % (w/v)的琼脂糖凝胶进行分离，EtBr
染色分析。 
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表 1 RT-PCR 所用引物序列 

Table 1 Primer sequences for RT-PCR  

基因名称 

Gene name 

正向引物 

Forward primer 

反向引物 

Reverse primer 

AaCBP1 5'-GGTTACAATCCAACTGTGGACAACC-3' 5'-GACTCTAAGGGAGAGTCGACATAAG-3' 

Actin 5'-CGAAGGCCAATAGAGAGAAGATG-3' 5'-CAGGCAGCTCATAGGTCTTCTC-3' 
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