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谷子CPP 基因家族鉴定及外源硒响应分析
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(河南科技大学
 

农学院,河南省旱地作物种质资源利用工程研究中心,河南洛阳
 

471000)

摘 要 【目的】探究谷子CPP 基因家族成员特征及在外源硒处理下的响应模式,为谷子富硒高叶酸新品种选育

提供遗传材料。【方法】借助生物信息学工具鉴定谷子CPP 家族成员,用qRT-PCR技术对CPP 基因在不同组织

及外源硒处理下的表达水平进行检测。【结果】(1)谷子基因组中包含9个CPP 基因,定位于6条染色体上,分别

命名为SiCPP1-SiCPP9,所有成员均定位在细胞核,蛋白质二级结构中无规则卷曲占比最重。(2)谷子CPP蛋白

可分为4个亚家族,相同亚家族之间保守基序和结构域的数目及分布相似。(3)启动子分析发现谷子CPP 家族中

存在大量光、生长发育、激素及胁迫响应元件。(4)谷子CPP 家族成员在根、茎、叶和穗中差异表达,SiCPP5、

SiCPP6、SiCPP7 和SiCPP8 对外源硒响应最强烈。【结论】谷子CPP 家族成员具有组织表达特异性,且对外源硒

存在不同程度响应。
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Abstract [Objective]
 

The
 

study
 

aims
 

to
 

characterize
 

CPP
 

gene
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet
 

(Setaria
 

italica
 

L.)
 

and
 

analyze
 

their
 

response
 

to
 

exogenous
 

selenium
 

treatment,
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

materials
 

for
 

the
 

breeding
 

of
 

new
 

foxtail
 

millet
 

varieties
 

with
 

high
 

selenium
 

and
 

folate.
 

[Methods]
 

This
 

study
 

used
 

bioinfor-
matics

 

tools
 

to
 

identify
 

the
 

CPP
 

gene
 

family
 

members
 

in
 

foxtail
 

millet,
 

and
 

used
 

qRT-PCR
 

to
 

detect
 

their
 

expression
 

levels
 

in
 

different
 

tissues
 

under
 

exogenous
 

selenium
 

treatment.
 

[Results]
 

(1)
 

9
 

CPP
 

genes
 

were
 

identified
 

in
 

foxtail
 

millet
 

genome,
 

which
 

were
 

distributed
 

on
 

6
 

chromosomes,
 

named
 

SiCPP1-
SiCPP9,

 

respectively.
 

These
 

genes
 

were
 

located
 

in
 

the
 

nucleus.
 

The
 

proportion
 

of
 

random
 

coil
 

in
 

protein
 

secondary
 

structure
 

was
 

the
 

largest.
 

(2)
 

The
 

CPP
 

protein
 

in
 

foxtail
 

millet
 

could
 

be
 

divided
 

into
 

four
 

sub-
families,

 

and
 

the
 

number
 

and
 

distribution
 

of
 

conserved
 

motifs
 

and
 

domains
 

were
 

similar
 

among
 

the
 

same
 

subfamilies.
 

(3)
 

Cis-acting
 

element
 

analysis
 

found
 

that
 

the
 

SiCPP
 

genes
 

had
 

a
 

large
 

number
 

of
 

light,
 

growth
 

and
 

development-related,
 

and
 

hormone
 

and
 

stress
 

response
 

elements.
 

(4)
 

SiCPP
 

genes
 

were
 

ex-



pressed
 

differently
 

in
 

roots,
 

stems,
 

leaves,
 

and
 

ears,
 

and
 

SiCPP5,
 

SiCPP6,
 

SiCPP7
 

and
 

SiCPP8
 

showed
 

the
 

strongest
 

response
 

to
 

exogenous
 

selenium.
 

[Conclusion]
 

SiCPP
 

genes
 

show
 

tissue-specific
 

ex-
pression

 

and
 

respond
 

to
 

exogenous
 

selenium
 

to
 

varying
 

degrees.
Key

 

words Setaria
 

italica
 

L.;
 

CPP
 

gene
 

family;
 

exogenous
 

selenium;
 

bioinformatics
 

analysis;
 

expres-
sion

 

pattern

  硒作为微量元素中的一种,在人体中含量极少

却不可或缺[1],参与人体多种代谢反应和生理过程,
在延缓衰老、防治癌症、提高人体免疫力和降低重金

属毒害等方面发挥重要作用[2-3]。硒在人体中不能

自动生成,必须依赖食物摄入,相较于动物性硒源,
植物性硒源在食品安全和转化吸收方面优势显著,
因此通过向作物喷施外源硒,提升作物硒含量成为

预防人体硒缺乏的有效途径[4]。叶片喷施适宜浓度

亚硒酸钠能有效提高作物可食用部位硒含量[5]、促
进植物生长发育[6]、提高谷子出谷率和产量[7]。

CPP家族蛋白能促进作物胚乳中叶酸的生物

合成[8],而外源硒对谷子叶酸含量也有促进作用[9],
因而以谷子CPP 家族在外源硒下的响应模式为切

入点,探究外源硒处理下的高表达基因,以期从分子

水平提高谷子营养品质及叶酸含量。CPP家族蛋

白包含1个或2个由半胱氨酸组成的结构域,以及

连接二者的一段长度可变的R序列[10]。该家族蛋

白结构域高度保守,能够精确附着在目标序列上,以
达到增强或削减基因表达的目的[11]。CPP 家族成

员在花器官发育、细胞分化、根芽形成、籽粒成熟、叶
片衰老等植物不同生长阶段发挥重要作用。在橡胶

树中,HbCPP1 调控花芽分化和雌蕊发育[11];拟南

芥中的TSO1 基因与MYB3R1 结合形成的细胞周

期调节机制,参与细胞分裂以及根和嫩芽的形成[12];
大麦中 HvCPP5 调节胚、成熟的根、花器官和灌浆

籽粒的发育,HvCPP6介导叶片衰老的生理机制[13];
番茄中SlCPP4促进LAA9和RIN 基因表达,从
而调控果实成熟[14];陆地棉中A类GhCPP 调节雌

蕊、花托和茎的发育,B类GhCPP 则主要调控雌蕊

发育[15];蒺藜苜蓿中 MtCPP9 参与花器官发育及

生殖调控,MtCPP6/7/8 促进种皮形成等生殖生

长过程[16]。
除此之外,CPP 基因对多种逆境胁迫也有响

应。在橡胶树中,HbCPP1 在高温、干旱和盐胁迫

下受到抑制,在低温和外源ABA条件下被诱导[11];

玉米的4个ZmCPP 成员在干旱胁迫下显著上调[17];
在大豆中,多个GmCPP 基因在高温胁迫下被显著

诱导[18];在茶树中,CsCPP2、CsCPP6 和CsCPP7
参与低温胁迫调控[19];在黄瓜中,脱落酸能促进

CsCPP 基因表达从而提高其对逆境胁迫的耐性[20];
在蒺藜苜蓿中,MtCPP2、MtCPP5、MtCPP6、MtCPP7
在干 旱 胁 迫 下 被 诱 导[16];在 小 麦 中,TaCPP13 和

TaCPP20 表达量受到旱热胁迫后显著上调[21]。
谷子(Setaria

 

italica
 

L.)在中国北方地区广泛种

植,兼具食用、药用和饲料用,在膳食结构、保健功能

和绿色发展等方面备受欢迎[22-23]。但谷子自然状态

下硒含量不高,低于菠菜、大蒜等富硒作物[24-25]。目

前,谷子CPP 基因家族成员尚未明确,其对外源硒的

响应模式尚不清楚。本研究借助生物信息学工具,从
谷子基因组中鉴定CPP 基因家族成员,并分析谷子

CPP 基因的序列特征、染色体位置、系统进化关系、
蛋白质结构和顺式作用元件,同时用qRT-PCR技术

探究谷子CPP 基因家族的组织表达特征及其在外

源硒处理下的表达模式,为揭示谷子CPP 家族基

因生物学功能和挖掘硒响应基因奠定理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料及处理

该试验所用谷子品种为‘豫谷18’,试验地点为

河南科技大学农学院试验田。外源硒处理:供试硒

为亚硒酸钠(Na2SeO3),设置5个浓度硒处理,分别

为16
 

g/hm2
 

Na2SeO3(T1)、32
 

g/hm2
 

Na2SeO3
(T2)、64

 

g/hm2
 

Na2SeO3(T3)、128
 

g/hm2
 

Na2SeO3
(T4)以及清水(T0),每个处理设置3次重复,于拔

节、抽穗和灌浆期进行叶面喷施。成熟期收取5个

处理的根、茎、叶、穗4个组织,以及对照组(T0)的
穗部组织,所取材料先用液氮处理,以防止RNA降

解,之后置于-80
 

℃保存。

1.2 方 法

1.2.1 谷子CPP 基因家族成员鉴定及序列特征

分析

从TAIR数据库(https://www.arabidopsis.
org/)下载AtCPP蛋白序列,从Ensembl

 

Plants
 

数

据库(https://plants.ensembl.org/index.html)下
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载谷子和拟南芥基因组信息,包括核酸序列、pro-
tein和gff等文件。用TBtools从谷子基因组注释

信息中提取CDS序列并翻译成蛋白质文件,并将拟

南芥的CPP家族蛋白序列比对到谷子中,在NCBI
 

BLASTP中查看注释信息,初步筛选出谷子CPP家

族蛋白;在InterPro数据库(https://www.ebi.ac.
uk/interpro/)中下载CPP保守结构域的隐马尔可

夫模型(pfam03638),用 HMMER初步筛选出谷子

CPP家族候选序列。
对上述2种方法获得的蛋白序列进行对比,挑

选出 重 合 序 列,并 在 SMART 数 据 库(https://

smart.embl.de/)、InterPro数据库(https://www.
ebi.ac.uk/interpro/)和 NCBI-CDD数据库(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.
cgi)中查看保守结构域,将不含有CPP保守结构域

的蛋白序列剔除,最终确定谷子CPP 家族成员。
用 ExPASy网站(https://web.expasy.org/prot-
param/)对CPP家族蛋白的理化性质(分子质量、等
电点 和 氨 基 酸 数 目 等)进 行 分 析[26]。用 Plant-
mPLoc网 站 (http://www.csbio.sjtu.edu.

 

cn/

bioinf/plant-multi/#)进行亚细胞定位分析。用

TBtools从谷子基因组注释文件中提取CPP 家族

基因结构,并将其可视化。

1.2.2 谷子CPP 基因家族成员染色体定位及进化

树的构建

用TBtools在谷子gff文件中提取CPP 家族

成员染色体分布信息,并制作基因染色体分布图。
通过 MEGA7.0软件中的 MUSCLE程序比对谷

子、拟南芥和水稻的CPP蛋白序列[17],参数设置为

默认值,邻接法构建进化树,自展值(bootstrap)的
重复次数设置为1

 

000[27]。将构建的进化树原图在

iTOL网站(https://itol.embl.de/)进行格式修改。

1.2.3 谷子CPP蛋白质结构预测

通过SOPMA网站(https://npsa-prabi.ibcp.
fr/cgi-bin/secpred_sopma.pl)预测谷子CPP蛋白

质二级结构。

1.2.4 谷子CPP 基因顺式作用元件分析

在Plant
 

CARE网站(https://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)提 交 谷

子CPP 基因转录起始位点上游2
 

000
 

bp序列,预
测顺式作用元件,用Basic

 

BioSequence
 

Viewer功

能[28]
 

将结果可视化。

1.2.5 总RNA提取及cDNA合成

用白鲨生物公司试剂盒对谷子 RNA 进行提

取,提取后的RNA经电泳检测和浓度测定后,用该

公司Super
 

RT
 

Ⅲ
 

All-in-one
 

RT
 

Mix
 

with
 

gDNA
 

Remover试剂盒对其进行反转录,反转录后得到的

cDNA放于-20
 

℃低温保存。

1.2.6 实时荧光定量PCR
qRT-PCR 试 剂 盒 为 Universal

 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(biosharp),反应在Bio-Rad
 

Light
 

Cy-
cler

 

96进行。引物由Sangon
 

Biotech公司设计合成

(表1),SiActin 作内参。用2
-ΔΔCT 法计算目的基

因的相对表达量[29],每个反应3次重复。用SPSS
 

16.0分析数据并进行显著性检验(P<0.05);用

Origin
 

2018绘制图表。

表1 谷子CPP 基因家族实时荧光定量PCR引物

Table
 

1 Primers
 

for
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

of
 

the
 

CPP
 

family
 

genes
 

in
 

foxtail
 

millet

基因名称
 

Gene
 

name
正向引物

 

Forward
 

primer
 

(5'→3')
反向引物

 

Reverse
 

primer
 

(3'→5')

SiCPP1 TCAGCAGCAGCAGCCAAAGC TTCAGTGGAAGGCGGTTTGATGG

SiCPP2 GCCAGCCTGTGAATGACAAC CAAAGGCCAAAAGCTCACCC

SiCPP3 ACTACGCGCAAGGTGTTACT TGGTGAGCATCTTCCATAGCTT

SiCPP4 TGTGGACAGGTTCAGCATCC CATCTTGCGCCTCAGCCATA

SiCPP5 TGCTGCTGCGGAGAATTTACTGAC GCTGAGGATCTTGGCTTCTTGGAG

SiCPP6 CAAGAAGACCACCTGCCTCAAGC GGTTCTCCTGTCCTCCCTGTTCC

SiCPP7 TTCCTTCTCCTTCCACATCAAGG CATCGGGTACTGCATTCTGAGG

SiCPP8 CATCTGGACATTGCCTCTGCCTTC GCCACAGAAGAAGCGACGACTG

SiCPP9 TGCAAAGTGGCTCGAATCCT TGCAAACCAATACCAGGCAA

SiActin GGCAAACAGGGAGAAGATGA GAGGTTGTCGGTAAGGTCACG
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2 结果与分析

2.1 谷子CPP 基因家族鉴定及基因结构分析

通过 NCBI
 

BLASTP注释信息的查看和基于

Pfam号的 HMMER筛选,借助SMART、InterPro
和NCBI-CDD等对CPP保守结构域进行鉴定,去
除不含完整结构域序列,最终得到9个谷子CPP
家族成员SiCPP1-SiCPP9(表2),9个CPP 基因

家族成员编码氨基酸数目为220~899,数目最多的

是SiCPP5,最少的是SiCPP6。分子质量变化幅

度较大为23
 

624.32~97
 

253.16
 

D。等电点为6.64

~9.17,其中SiCPP2、SiCPP4、SiCPP6 和SiCPP9
的等电点小于7,其余5个基因大于7,说明该家族

中既有酸性蛋白又有碱性蛋白。亚细胞定位结果表

明,9个谷子CPP 家族成员均定位在细胞核,其中

SiCPP6 还定位在高尔基体中。谷子CPP 家族基

因结构分析如图1所示,9个谷子CPP 基因包含3
~11个外显子,其中SiCPP1 与SiCPP7 外显子数

目为8个,SiCPP2 与SiCPP5 外显子数目为11
个,SiCPP3 与SiCPP4 外显子数目为6个,其余分

别含有4,3,9个外显子,内含子数则为2~10个

不等。

表2 谷子CPP 基因家族信息及蛋白理化性质分析

Table
 

2 Analysis
 

of
 

gene
 

information
 

and
 

protein
 

properties
 

of
 

the
 

CPP
 

family
 

genes
 

in
 

foxtail
 

millet

基因名称
Gene

 

name
基因ID
Gene

 

ID

氨基酸数目
Amino

 

acid
 

number

分子质量
Molecular

 

mass/D

等电点
pI

亚细胞定位
Subcellular

 

localization

SiCPP1 Seita.1G122800.1 509 55
 

938.74 8.44 细胞核
 

Nucleus

SiCPP2 Seita.2G050700.1 819 89
 

080.91 6.81 细胞核
 

Nucleus

SiCPP3 Seita.3G184600.1 363 40
 

393.77 8.50 细胞核
 

Nucleus

SiCPP4 Seita.3G381900.1 403 43
 

746.96 6.99 细胞核
 

Nucleus

SiCPP5 Seita.3G382000.1 899 97
 

253.16 8.66 细胞核
 

Nucleus

SiCPP6 Seita.5G224200.1 220 23
 

624.32 6.64 高尔基体、细胞核
 

Golgi
 

apparatus,
 

nucleus

SiCPP7 Seita.5G326500.1 612 66
 

502.27 9.04 细胞核
 

Nucleus

SiCPP8 Seita.6G132300.1 355 39
 

219.25 9.17 细胞核
 

Nucleus

SiCPP9 Seita.9G161100.1 625 66
 

948.88 6.67 细胞核
 

Nucleus

图1 谷子CPP 基因家族结构

Fig.1 Structure
 

of
 

the
 

CPP
 

gene
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet

2.2 谷子CPP 基因家族染色体定位分析

为明确谷子CPP 基因在染色体上的位置分

布,用TBtools对染色体进行定位,并绘制染色体位

置图。
结果(图2)表明,谷子9个CPP 基因家族成员

分别分布于Ⅰ号、Ⅱ号、Ⅲ号、Ⅴ号、Ⅵ号和Ⅸ号共6

35218期          
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条染色体上,而Ⅳ号、Ⅶ号和Ⅷ号染色体上则无分

布。其中SiCPP1、SiCPP2、SiCPP8 和SiCPP9 分

别定位在Ⅰ号、Ⅱ号、Ⅵ号和Ⅸ号染色体上;SiCPP3、

SiCPP4 和SiCPP5 均分布于Ⅲ号染色体上,且

SiCPP4 和SiCPP5 排列紧密形成基因簇;SiCPP6
和SiCPP7 则分布在Ⅴ号染色体上。

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅸ.
 

染色体。

图2 谷子CPP 基因家族的染色体定位

Ⅰ,
 

Ⅱ,
 

Ⅲ,
 

Ⅴ,
 

Ⅵ
 

and
 

Ⅸ,
 

chromosomes.

Fig.2 Chromosome
 

localization
 

of
 

the
 

CPP
 

gene
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet

2.3 谷子CPP家族成员系统发育分析

为探明CPP蛋白之间的进化关系,构建谷子、
拟南芥和水稻蛋白序列的系统进化树。结果(图3)
表明,37个CPP蛋白可划分为4个亚家族(A-D),
各亚家族分别包含3,17,5,12个成员。

谷子CPP蛋白在各亚家族中均有分布,其中A
亚族成员数目最少,包含SiCPP6、OsCPP6和 Os-
CPP4,B亚族成员数目最多,分别是AtCPP3、SiCPP8、

OsCPP9;3、OsCPP9;5、OsCPP9;1、OsCPP9;2、Os-
CPP9;6、OsCPP9;4、OsCPP2、OsCPP7、SiCPP1、

AtCPP8、AtCPP7、AtCPP1、SiCPP7、OsCPP1;2和

OsCPP1;1,C亚族有 OsCPP10、SiCPP4、OsCPP5;

2、OsCPP5;1和SiCPP3,其余属于D亚族,系统进

化关系表明谷子 CPP蛋白与水稻之间亲缘关系

最近。
对谷子CPP家族9个成员进行基序(motif)及

结构域分析(图4)可知,在谷子CPP家族中共鉴定

出8个motif,各成员中motif数目3~6个不等,其
中motif

 

1和motif
 

2高度保守,9个谷子CPP蛋白

中均包含这2个基序。
相同亚族成员保守基序数目及排列方式相近,

不同亚族差别较大,与系统进化分析结果一致。结

构域分析表明,所有成员均含有2个TCR(CRC)保
守结构域,SiCPP5除 TCR(CRC)保守结构域外还

包含PHA03247
 

超家族保守结构域。

Si.谷子;At.拟南芥;Os.水稻。

图3 谷子、拟南芥和水稻CPP蛋白系统进化树

Si,
 

S.
 

italica
 

L..
 

At,
 

Arabidopsis
 

thaliana.
 

Os,
 

Oryza
 

sativa
 

L..
 

Fig.3 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

CPP
 

proteins
 

in
 

S.
 

italica
 

L.,
 

A.
 

thaliana
 

and
 

O.
 

sativa
 

L.

2.4 谷子CPP基因家族成员蛋白质结构预测

为明晰谷子CPP家族成员蛋白质二级结构,用

SOPMA网站对其进行预测,结果(表3)表明,无规

则卷曲在9个CPP家族成员中占比最高,其次是α-
螺旋,延伸链和β-转角占比较低。结合系统进化树

可看出,相同亚族各结构占比结果较为相近。
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图4 谷子CPP 基因家族保守基序及保守结构域分析

Fig.4 Analysis
 

of
 

the
 

conserved
 

motif
 

and
 

domain
 

of
 

the
 

CPP
 

gene
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet

表3 谷子CPP家族蛋白质二级结构预测结果

Table
 

3 Prediction
 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

the
 

CPP
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet %

基因名称
Gene

 

name
α-螺旋
Alpha

 

helix

β-转角
Beta

 

turn

无规则卷曲
Random

 

coil

延伸链
Extended

 

strand

SiCPP1 25.10 3.36 65.22 6.32

SiCPP2 20.83 2.82 67.52 8.82

SiCPP3 24.72 3.89 62.50 8.89

SiCPP4 18.50 4.25 66.75 10.50

SiCPP5 15.62 4.02 73.10 7.25

SiCPP6 19.82 7.83 63.59 8.76

SiCPP7 28.24 3.61 61.08 7.06

SiCPP8 28.41 4.55 57.67 9.38

SiCPP9 17.04 3.22 68.65 11.09

2.5 谷子CPP 基因家族顺式作用元件分析

为预测谷子CPP 基因家族潜在生物学功能,
用Plant

 

CARE对该家族成员转录起始位点上游

2
 

000
 

bp序列进行分析,研究(图5)表明,除转录信

息调控元件外,谷子CPP 基因主要由光、生长发

育、激素以及胁迫响应元件组成。SiCPP2启动子中

含有的顺式作用元件数目最少(25个),顺式作用元

件数目最多的为SiCPP5 和SiCPP7(59个)。除

光响应元件外,脱落酸响应元件最多,9个CPP 基

因均包含该元件。B亚族成员都存在分生组织表达

元件,C亚族成员都包含茉莉酸甲酯和赤霉素响应

元件。综上,推测CPP 基因在谷子光响应、生长发

育、激素响应和胁迫响应中发挥作用。

图5 谷子CPP 基因家族顺式作用元件分析

Fig.5 Analysis
 

of
 

the
 

cis-acting
 

elements
 

of
 

the
 

CPP
 

gene
 

family
 

in
 

foxtail
 

millet
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2.6 谷子CPP 基因家族表达特性分析

为探究谷子CPP 基因家族成员在根、茎、叶和

穗中的表达情况,以谷子SiActin 作为内参,用qRT-
PCR技术对9个谷子CPP 家族成员根、茎、叶和穗

4个组织表达量进行检测。将根中的基因表达量均

一化为1作为对照,结果(图6)表明,9个CPP 基

因家族成员在不同组织中表达水平不一致,相同亚

族成员表达水平呈现规律性。
其中SiCPP6 在茎中表达量最高,其次是穗,

叶和根中的表达水平最低;B亚族中根和茎的相对

表达量较高,SiCPP1 在根中表达量最高,SiCPP7
在茎中表达量略高于根,SiCPP8 在根中表达量略

高于茎,叶和穗在3个基因中表达量普遍较低;C亚

族中SiCPP3 和SiCPP4 主要在叶和穗中表达,在
根和茎中无差异表达;D亚族中SiCPP9 在茎和叶

中高表达,SiCPP5 在茎中表达量略高于根,SiCPP2
在穗中表达量最高,3个基因在其余组织中表达量

均较低。

不同小写字母表示在0.05水平(P<0.05)下差异显著。下同。

图6 谷子CPP 基因在不同组织的表达水平分析

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

under
 

0.05
 

level
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.6 Analysis
 

of
 

CPP
 

gene
 

expression
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

foxtail
 

millet

  为阐明谷子CPP 基因对外源硒响应模式,以
不同浓度 Na2SeO3(T0、T1、T2、T3、T4)处理的谷

子穗部组织为材料,用荧光定量技术分析该家族基

因的表达水平。结果(图7)表明,谷子CPP 基因对

外源硒存在不同程度响应,不同亚族间表达水平差

异较大,相同家族成员表达模式相近。其中B亚族

成员基因表达量在硒浓度为T1和T2时达到高峰,
均与对照差异显著,SiCPP1 在T1时表达量最大,
为对照的9.7倍,T2时则显著下降,T3和T4表达

量急剧下降且与T0相差无几,SiCPP7 和SiCPP8
均在T2达到峰值,分别是对照的14.2倍和18.1
倍,T3时略微下调,T4时表达量最低且与对照差异

不显著;C亚族成员均在硒浓度为T1时响应最强

烈,分别达到对照的4.3倍和6.7倍,从T0到T1
表达量大幅度上调,之后便下降,SiCPP3 在T2时

表达量略有下降,T3和T4时显著下降但仍高于对

照,SiCPP4 在T2时表达量剧烈下降,与T0无显

著差异,之后继续下调至T4时达到最低值;D亚族
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成员基因表达水平随着硒浓度升高先升高后降低,

T3时表达量最大,与对照相比显著上调,分别是对

照的8.8倍、10.9倍和8.8倍,T4时则出现不同程

度下调,其中SiCPP2和SiCPP5 显著下调,SiCPP9

则无显著变化;SiCPP6 对外源硒响应迅速,T0时

表达量极低,随着硒浓度增加该基因受到诱导,表达

量显著上调至T2时达到峰值,为对照的21.8倍,

T3和T4时逐渐下降但与T0表达量相比仍略高。

图7 谷子CPP 基因在不同浓度硒处理下的表达量

Fig.7 Expression
 

of
 

the
 

CPP
 

genes
 

in
 

foxtail
 

millet
 

under
 

selenium
 

treatment

3 讨 论

CPP 基因在多种植物中被发现,其中拟南芥8
个[30]、水稻11个[30]、小麦26个[21]、茶树10个[19]、番
茄4个[14]、玉米13个[17]、黄瓜5个成员[20]。本研究

在谷子中鉴定出9个CPP 成员,CPP 基因数目的

差异可能和不同物种全基因组的复制过程有关[10]。
蛋白理化性质分析发现,谷子CPP 等电点为6.64
~9.17,既包含酸性蛋白又包含碱性蛋白,这与茶

树[19]、陆地棉[15]和黄瓜[20]中蛋白酸碱性的研究结

果一致。基因结构分析发现,谷子CPP 基因在外

显子数目上存在差异,3~11个不等,基因结构的差

异决定了基因表达模式的不同,在基因家族演化机

制中具有重要意义[31],且外显子数目与基因转录调

控的敏感度密切相关[32]。基因重复促进基因功能

分化,染色体定位发现,SiCPP4 和SiCPP5 在Ⅲ号

染色体上成簇分布,研究发现染色体上排列紧密的

基因簇可能与该家族成员生物学功能密切相关[33]。
蛋白质功能与亚细胞位置关系密切,本研究中除

SiCPP6 在细胞核和高尔基体中均被定位到外,其
余8个成员均定位在细胞核,这与小麦[34]、红树

莓[35]及橡胶树[11]中大多数基因定位在细胞核结果

一致。拟南芥、水稻和谷子3种作物CPP家族成员

的进化分析可初步预测谷子CPP蛋白功能,进化关

系相近的蛋白生物学功能更相似。系统发育分析将

其划分为4个亚家族,其中谷子的9个CPP蛋白在

4个亚家族中均有分布,从系统发育分析可看出谷

子CPP 基因与单子叶植物水稻亲缘关系较近,处
于同一分支,而双子叶植物拟南芥和单子叶植物在

进化关系中区分明显,以上结果可以看出单子叶植

物和双子叶植物进化起源相同,经单、双子叶分化后

基于物种特异性选择不同的进化方向,进而获取新

功能[30],这种进化关系在茶树[19]、大麦[13]、杧果[36]

及陆地棉[15]中得到证实。通过 motif和蛋白保守

结构域分析发现,谷子CPP家族成员均包含 TCR
(CRC)结构域,且 motif

 

1和 motif
 

2在所有谷子

CPP蛋白中均有分布,位置排列相似,这表明高度

保守的TCR(CRC)结构域以及 motif
 

1和 motif
 

2
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是谷子CPP家族成员鉴定的重要依据。结合进化

关系可看出相同亚族成员保守基序数目及排列方式

类似,不同亚族差异较大,与杧果[36]中CPP蛋白保

守基序分布规律一致。蛋白质二级结构预测表明,
该家族中占比最大的是无规则卷曲,占比最小的是

β-转角,这与已报道的谷子GRF 基因家族[37]和小

麦CPP 基因家族[38]各结构占比结果相似。顺式作

用元件通过与特定转录因子结合形成复合物,直接

或间接控制植物基因表达,从而预测该基因功能,在
各种生理生化反应中起关键作用[39]。谷子CPP 家

族启动子除包含作物生命活动所必需的元件外,还
含有许多与激素响应和逆境胁迫有关元件,这为后

续分析谷子CPP 基因在外源硒响应下的作用机制

奠定基础。
基因的组织表达模式决定植物在各组织和器官

中的功能,在植物生长发育过程中意义重大。番茄

中LAA9 和RIN 基因在SlCPP4 的调控下被表

达,进而促进果实成熟[14];陆地棉的GhCPP 基因

则主要参与雌蕊和花托的发育[15]。本研究中谷子

D亚族成员SiCPP2 在穗中表达量较高,表明该基

因可能在谷子生殖调控过程中发挥重要作用。此

外,CPP 基因在植物营养生长过程中也至关重要,
茶树CPP 家族成员高表达于顶芽和嫩叶等生长活

跃的组织[19];蒺藜苜蓿中 MtCPP9 调控花器官发

育及生殖过程[16]。本研究发现谷子中A、B、C亚族

及D亚族成员SiCPP5 和SiCPP9 在根、茎、叶中

大量表达,表明这些CPP 基因可能参与谷子营养

生长调控。
植物CPP 家族成员广泛参与激素信号传导和

非生物胁迫过程,茶树CsCPP 基因启动子中存在

大量干旱、脱落酸响应元件及部分低温响应元件,在
干旱、ABA处理及低温环境下,多数CsCPP 家族

成员显著上调[19];蒺藜苜蓿中干旱和赤霉素响应元

件较多,已知赤霉素在干旱胁迫、水淹处理和盐胁迫

下起关键作用[40],因此在干旱胁迫和盐 胁 迫 下

MtCPP 基因被大量诱导[16]。本研究中,谷子CPP
基因在外源硒处理下呈现不同程度上调,并在一定浓

度下出现下降趋势,其中SiCPP5、SiCPP6、SiCPP7
和SiCPP8 响应最迅速,且表达量达到最高点的数

值高于其他基因。SiCPP5、SiCPP6、SiCPP7 和

SiCPP8 中均包含水杨酸顺式作用元件,已知该元

件可通过响应水杨酸进而促进叶酸合成[41],而适宜

浓度的外源硒对叶酸合成也有增益作用[9],推测水

杨酸启动子可以通过喷施外源硒提高谷子叶酸含

量,从而表现出外源硒响应,其作用原理需要进一步

探索。

4 结 论

研究运用生物信息学在谷子中鉴定出9个CPP
家族成员,所有成员均在细胞核定位到。系统进化

树将谷子CPP蛋白划分成4个亚家族,同一亚家族

的CPP蛋白具有相似的保守基序和结构域,进化关

系表明水稻CPP蛋白与谷子亲缘关系最近。基因

组织表达模式在相同亚族间规律相近;外源硒处理

结果显示,谷子CPP 家族成员均在不同程度上响

应外源硒,特别是SiCPP5、SiCPP6、SiCPP7 和

SiCPP8 含有水杨酸响应启动子,对外源硒响应最

强烈。该研究对谷子CPP 家族成员进行了基本信

息的概述,为进一步探明谷子CPP 家族生物学功

能及外源硒响应机制提供参考。
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