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摘  要 

钙离子(Ca+)作为植物细胞中的一种信号分子，通过其下游的Ca+受体蛋白，即钙调素(CaM)与其靶蛋白

结合，在环境信号反应和植物的生长发育中具有重要的作用。对于细胞内钙瞬变的刺激特异性产生、钙

信号的解码和信号转化为细胞反应是转导过程的组成模块。IQD蛋白是一类在高等植物中特有的钙调蛋

白结合蛋白，参与并调节钙调蛋白CaM (Calmodulin)与其他同源蛋白之间的相互作用。在这里，我们筛

选了水稻中钙调素靶蛋白的比较基因组分析。本研究通过使用生物信息学软件对水稻IQD家族，进行结

构分析、染色体位置、预测的蛋白质性质和基序、系统发育关系和进化史分析。在水稻基因组中，共鉴

定出22个IQD家族基因。IQD家族基因可以分为3个亚组，位于一个亚组的IQD基因结构和基序组成相似。

染色体定位分析，22个IQD家族基因分布在8条染色体上。进化树分析，发现水稻IQD家族基因与单子叶

植物亲缘关系较近，与双子叶植物亲缘关系较远，在进化上出现物种间的差异性。GSE5属于IQD基因家

族，酵母双杂交指出蛋白POW1与GSE5不存在互作关系，虽然这两种蛋白同时调控水稻籽粒大小，但是

并没有通过互作方式在水稻籽粒中发挥作用，为深入研究IQD家族基因参与Ca+传导过程提供参考。 
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Abstract 
As a signaling molecule in plant cells, calcium ion (Ca+) binds to its target protein through its 
downstream Ca+ receptor protein, calmodulin (CaM), which plays an important role in environ-
mental signaling response and plant growth and development. Stimulus-specific production of 
intracellular calcium transients, decoding calcium signaling, and signal conversion into cellular 
responses are the building blocks of the transduction process. IQD proteins are a class of calmo-
dulin-binding proteins unique to higher plants, which participate in and regulate the interaction 
between calmodulin CaM (Calmodulin) and other homologous proteins. Here, we screen for com-
parative genomic analysis of calmodulin target proteins in rice. In this study, the structure analy-
sis, chromosome location, predicted protein properties and motif of the rice IQD family, phyloge-
netic relationships, and evolutionary history were analyzed by using bioinformatics software. In 
the rice genome, a total of 22 IQD family genes were identified. IQD family genes can be divided 
into 3 subgroups, and IQD gene structure and motif composition are similar in one subgroup. 
Chromosome mapping analysis, 22 IQD family genes were distributed on 8 chromosomes. Evolu-
tionary tree analysis showed that rice IQD family genes were closely related to monocots and dis-
tantly related to dicots, and there were evolutionary differences between species. GSE5 belongs to 
the IQD gene family, and yeast double hybridization points out that the protein POW1 and GSE5 do 
not interact with each other, although these two proteins regulate rice grain size at the same time, 
but do not play a role in rice grain through interaction. This paper provides a reference for 
in-depth study of the participation of IQD family genes in the Ca+ conduction process. 
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1. 引言 

干旱、冻害、高温、重金属离子和病原菌等胁迫条件对植物的生长发育有严重影响[1]。植物短时间

遭受干旱胁迫时，叶片出现暂时的下垂萎蔫现象，而长时间的干旱胁迫则会由短暂萎蔫变成永久性萎蔫

甚至是死亡[2]。一般植物所需要的都是常年适宜的温度，当冷害发生时，植物可能会出现叶子卷曲、躯

干受损、生长缓慢等一系列症状[3]。植物在受到高温伤害时可能会出现蛋白质变性，而间接伤害中也会

造成代谢性饥饿[4]。 
低温、干旱等多种逆境的胁迫会影响植物的生长发育[5]。钙离子作为细胞中的第二信使分子，参与

植物逆境胁迫信号，在植物抵抗逆境环境中起着重要作用[6]。钙离子传递信号的过程，就是依靠其下游

的钙离子受体蛋白作用，即钙调素(CaM)，它是一类广泛存在于植物体内的一种高度保守的钙离子受体蛋

白[7]。CaM 介导信号传递需要与其下游的靶蛋白结合，即钙调素结合蛋白(CaMBPs)来调节植物的生长发

育[8]。钙离子是通过钙调素介导传递信号，在没有钙或钙含量低时，可以不依赖钙离子与钙调素结合蛋

白结合传递 2 信号[9]。目前发现，IQ 基序(IQxxxRGxxxR; Pfam 00612)被认为以不依赖 Ca+的方式介导钙
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调蛋白保留，而依赖于 Ca+的相互作用可以通过两个相关的基序实现，成为 1-5-10 和 1-8-14，它们的区

别在于它们的大容量疏水性和碱性氨基酸残基间的间距[10]-[15]。 
水稻属于直接经济作物，是世界上重要的粮食产物之一[16]。钙信号途径主要影响水稻的生长发育

[17]。研究表明，在拟南芥和水稻中，筛选到了一类具有 IQ67 结构域的钙调素结合蛋白，已被命名为 IQD
家族，分析结果表明 IQD 中含有依赖钙离子和不依赖钙离子的 CaMBP，IQD 家族是植物特有的 CaMBP
家族[18]。IQD1是一类钙调素结合蛋白的编码基因，IQD26存在不依赖钙离子结合的钙调素结合特性[19]。
植物的生长发育会通过生物或非生物胁迫的影响，多种逆境胁迫也是限制水稻产量的重要原因，所以调

控水稻籽粒大小从而影响水稻产量也具有重要意义。据报道，POW1 在水稻发育中调控籽粒大小[20]，并

发现在水稻中 GSE5 也参与调控水稻的籽粒大小，GSE5 编码一种具有 IQ 结构域的质膜相关蛋白，它与

水稻钙调蛋白 OsCaM1-1 相互作用[21]。为深入研究 POW1 与 IQD 基因的功能，对两个蛋白的互作进行

了研究，得到对水稻籽粒大小调控的研究，从而丰富对水稻生长发育的研究，并进一步培育抗逆性强生

长发育好的水稻提供可靠依据。 
水稻作为禾本科单子叶模式植物，是植物遗传学科中的重要模式植物。IQD 是植物中重要的基因家

族，并在信号转导中发挥重要作用，因此，在水稻中对 IQD 基因的进化研究具有重要意义。本研究通过

生物信息学分析对水稻 IQD 基因家族的结构与基因水平的多样性分析，及对水稻与单子叶和双子叶不同

种间关系的进化关系比较分析，为植物 IQD 基因的遗传进化方面提供理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 水稻 IQD 家族成员的基因组鉴定 

首先在 Ensembl Plants 数据库(http://plants.ensembl.org/index.thml)中下载水稻的基因组数据。然

后在 NCBI 中以“IQD”为关键词搜索 IQD 基因，并用 pfam 数据库 ( 蛋白家族数据库，

http://pfam.janelia.org/search/sequence)在线分析搜索到的 IQD 基因，获取 IQD 基因的 IQ 结构域保守序列

的隐马尔可夫模型(HMM)。再将此模型作为查询(query)与已建立的水稻基因组氨基酸序列本地数据库进

Blastp (E-value = 0.001)序列比对，初步筛选出候选基因序列。将 BLAST 结果中得到的同源核苷酸序列的

候选基因，分别通过 pfam (E-value = 1.0)进行分析，去除无 IQ 结构域的基因序列。再将候选 IQ 基因序

列通过 MEGA 7.0 软件提供的 Clustal W 工具(多序列比对程序)进行多序列比对，去除重复序列。最终得

出 IQD 基因家族的数量[22]。 

2.2. 水稻 IQD 类型基因进化树的构建及分类 

运用 Clustal W 方法对水稻所有的 IQD 基因进行多序列整合比对，然后利用 MEGA 4.0 进行邻接法

(Neighbor-Joining method) (bootstrap = 1000)系统进化树的构建，从而可以分析水稻全基因组中 IQD 类型

基因的进化关系。根据进化树的分支的远近程度不同，将 IQD 类型基因进行分类[23]。 

2.3. 水稻 IQD 类型基因染色体物理位置的定位及命名 

根据水稻基因组数据库(http://plants.ensembl.org/index.thml)提供的染色体BLAST工具进行水稻染色体的

物理定位。将每个 IQD 基因与网站上公布的水稻基因组序列进行 BLAST，即可获得每个 IQD 基因在染色体

上的起始位置。使用同样的方法获得所有 IQD 基因的起始位点，并根据他们在染色体上的不同位置进行命

名。最后利用 MapInspect 软件将所有含有完整 IQD 结构的基因在水稻染色体上的物理位置绘制成图[24]。 

2.4. 水稻 IQD 基因保守基序分析 

采用 MEME 软件对玉米中所有的 IQD 类型基因进行完全序列保守基序的分析。MEME 软件是一套
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用来寻找一组相关的 DNA 序列或者蛋白质序列的基序(motif)的程序，它可以根据每一条序列的排列方式

来寻找基序的位置以及可能的字母矩阵，并根据所得结果进行统计学上的分析，从而更好的优化结果。

为了研究 IQD 类型基因结构的多样性，我们对所获得的 IQD 类型基因的蛋白序列进行基序分析[25]。 

2.5. 水稻与其他物种 IQD 类型基因进化树的构建及分析比较 

为了研究水稻 IQD 基因与其他物种间的进化关系，将水稻与单、双子叶植物构建种间比较的进化树。

由于基因结构复杂，数量较多，采用 Clustal X 软件进行比对构建[26]。 

2.6. POW1 蛋白与 GSE5 蛋白相互作用验证 

对 POW1 蛋白与 GSE5 蛋白相互作用验证。通过同源重组法，将 POW1 的 CDS 序列连接带有 DNA
结合结构域的载体 pGBKT7，GSE5 的 CDS 序列连接带有 DNA 结合结构域的载体 pGADT7。将 GSE5
的 CDS 序列连接带有 DNA 结合结构域的载体 pGBKT7，POW1 的 CDS 序列连接带有 DNA 结合结构域

的载体 pGADT7。将构建好的目的质粒 pGBKT7-POW1 和 pGADT7-GSE5 以及 pGBKT7-GSE5 和

pGADT7-POW1 转入 Y2H 酵母感受态细胞(Frozen-EZ Yeast Transformation II Kit)，涂布于营养缺陷型固

体培养基 SD/-Trp/-Leu，稀释浓度为三个梯度，30℃倒置培养 60 h~80 h；挑取阳性转化酵母点涂于营养

缺陷型 SD/-Ade/-His/-Trp/-Leu 固体培养基，30℃倒置培养 60 h~80 h，验证 POW1 和 GSE5 蛋白无自激活

作用，得到 POW1 蛋白与 GSE5 蛋白是否发生互作作用。 

3. 结果与分析 

3.1. IQD 类基因系统发生学分析及分类 

 
Figure 1. Phylogenetic analysis of the IQD genes in the rice genome 
图 1. 水稻中 IQD 基因的系统进化树分析 

 

通过水稻基因组比对搜索和分析后获得 22 个 IQD 类型基因的蛋白序列。这些 IQD 基因的 IQ 结构域

具有相似的序列和基序，保守性和同源性较高。为了分析水稻中 IQD 基因的差异和亲缘关系，利用 MEGA 
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7.0 软件通过邻接法进行系统进化树的构建(图 1)。从图 1 中我们可以看出，水稻 IQD 基因家族成员序列

之间有一定的同源性，但相似性不是很高。进化树将水稻 IQD 基因家族整体分为三分枝，每个分枝上的

IQD 基因数量都不同。我们根据进化树显示的分枝关系，将 22 个水稻 IQD 基因家族分为 3 个亚组。其

中进化树中出现了几对同源关系较近的基因对，例如：Os01t0190500-01 和 Os05t0187500-01。并已有报

道，这两个 IQD 家族基因在水稻中调控籽粒大小。在这三大分类中都包含着这样同源性相对较近两个基

因组成的基因对，但分布数量均不同。这也为研究基因家族复杂的复制现象提供依据。 

3.2. IQD 基因家族及其系统发育 

水稻作为单子叶模式作物，IQD 基因在不同物种间是否也存在亲源关系，为了更好的研究 IQD 基因

在不同物种间的进化关系，分别在水稻与单子叶植物和水稻与双子叶植物进行了比较，探讨 IQD 基因家

族在单子叶植物与双子叶植物中的进化关系(图 2)。在水稻中，系统进化分析表明，水稻 Os03t0161400
和水稻 Os05t0187500 与大麦的亲源关系最近，与高粱、谷物、玉米等禾本科植物具有较高的同源性，其

功能上说明 IQD 类基因在单子叶植物的亲源性较近，与双子叶植物的亲源性相对较远，在进化关系上出

现物种间的差异。不同物种间基因高度保守，说明 IQD 基因在不同物种间基因功能相似。 
 

 
Figure 2. Phylogenetic tree of monocots, dicots and rice IQD genes 
图 2. 单子叶，双子叶植物和水稻 IQD 基因的进化树 

3.3. IQD 家族基因演化聚类、保守蛋白结构与基因结构 

为了分析水稻 IQD 家族成员内部间的亲缘关系，通过最大似然法构建进化树。进化树结果表明：22
个 IQD 蛋白可分为 3 个亚组(图 3)。为了获得关于 IQD 基因结构的信息，分别对每个水稻 IQD 家族基因

进行外显子/内含子结构分析。IQD 家族基因中同属一个亚组的 IQD 基因的基因结构较为相似，所含内含

子与外显子个数也基本相同。一般来说，外显子长度，外显子/内含子数量在各个进化支中是适度保守的，

表明生物学功能相似。使用 MEME 在线工具对 IQD 蛋白序列进行分析，得到了 1~3 个保守的 Motif。有

一些较短的结构基因，例如：Os03t0134800-00，Os01t0743100-00 有较短的基序，若在以后的研究中，发

现也在钙信号传导上具有作用，它们所含有的基序就是发挥重要作用的基序。 
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Figure 3. IQD gene phylogenetic tree, conserved motif of IQD protein, and IQD gene structure 
图 3. IQD 基因系统发育树、IQD 蛋白的保守基序和 IQD 基因结构 

3.4. IQD 基因染色体定位及选择压力 

利用参考水稻基因组的基因结构注释文件对 IQD 家族基因进行染色体定位分析(图 4)。发现 IQD 家

族基因分布在在水稻的 8 条染色体上，6 号、7 号、9 号和 11 号染色体上没有分布，3 号染色体上最多，

有 6 个基因，其次 1 号和 5 号分别有 5 个基因，2 其余染色体上都只有 1 个基因分布。 
 

 
Figure 4. Chromosomal mapping of IQD family genes 
图 4. IQD 家族基因染色体定位 
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3.5. POW1 蛋白与 GSE5 蛋白互作验证 

在植物体内，通常通过蛋白质相互作用参与植物生长发育，和抵御逆境胁迫。POW1 可以调控水稻

籽粒大小，GSE5 属于 IQD 家族与钙调蛋白相互作用，并且也参与调控水稻籽粒。所以，通过酵母双杂

试验来验证 POW1 蛋白与 GSE5 蛋白的互作关系，是否相互作用从而调节水稻的籽粒大小(图 5)。将 POW1
基因和 GSE5 基因分别连接到带有 DNA 结合结构域的载体 pGBKT7，以及分别连接到带有 DNA 结合结

构域的载体 pGADT7。结果表明，POW1 与 GSE5 蛋白均无自激活活性。pGBKT7-POW1 和 pGADT7-GSE5
在 SD/-Trp/-Leu/-ADe/-His 培养基上没有菌落生长，同样，pGBKT7-GSE5 和 pGADT7-POW1 也同样没有

生长。说明 POW1 和 GSE5 蛋白不存在互作作用。 
 

 
Figure 5. Interaction between POW1 protein and GSE5 protein 
图 5. POW1 蛋白与 GSE5 蛋白互作验证 

4. 讨论 

水稻(Oryza sativa L)是一年生禾本科植物，是亚热带广泛种植的重要谷物[27]。“民以食为天，食以

稻为先”水稻不仅是重要的粮食来源，还有更重要的经济价值[28]。在中国水稻分布广泛，生长条件适宜，

喜高温、多湿、短日照，对土壤要求不严[29]。在科学上，作为模式植物的研究倍受关注[30]。水稻基因

组比较完整，与大部分禾本科植物在遗传上具有相似性，因此分析水稻的基因家族获取的信息的参考价

值非常重要[10]。 
IQD 家族基因参与钙信号调控植物生长发育，在钙离子信号传导过程中，直接影响钙调蛋白的表达

[31]。现在的研究热点关注在 IQD 基因的研究，对研究 IQD 家族基因的结构、功能、遗传进化方面具有

重要意义[32] [33] [34]。目前，已有研究报道，在拟南芥中 IQD 基因家族具有多个保守结构域，所以 IQD
家族成员的功能不同[35] [36]。随着水稻基因组的不断完善，本研究分析了水稻中 IQD 家族基因，采用

生物信息学对水稻全基因组中 IQD 家族基因进行结构、功能、染色体定位、遗传进化、在单子叶、双子

叶不同物种间的进化关系分析。结果表明，在水稻 IQD 家族基因中，各亚组之间的保守结构域不同，在

功能上有所差异。相对于双子叶植物，水稻 IQD 基因在单子叶植物中相对保守。本研究中，通过生物信
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息学软件分析，最终确定了 22 个 IQD 类型基因，这与报道的拟南芥中 33 个 IQD 类型基因不同，这些不

同的基因数量可能是在转录翻译后蛋白行使不同的功能，在一定程度上也可能存在功能上的冗余。 
IQD 家族基因不仅通过钙信号影响，从而提高植物在逆境下的胁迫作用[37] [38] [39] [40]，此外，在

IQD 家族基因中还存在其他调节植物生长发育的相应元件。GSE5 在 IQD 家族中可以通过调控水稻籽粒

大小来提高植物产量，影响植物生长，从而提高植物抵抗逆境胁迫。POW1 在水稻发育中也同样影响水

稻的籽粒大小。本研究通过酵母双杂试验，验证 POW1 与 GSE5 是否通过互作共同在水稻籽粒调控信号

中发挥作用，结果表明，两个蛋白不存在直接的互作作用。所以，同一生物响应元件并不能协调作用来

调控植物生长。因此 IQD 家族基因有复杂的调控网络，通过钙信号传导并结合钙调素结合蛋白，从而影

响植物的抗胁迫作用，对深入研究水稻 IQD 家族基因调控植物生长发育具有重要意义。 

5. 结论 

本研究通过生物信息学方法对水稻 IQD 家族基因进行分析，共得到 22 个 IQD 家族基因，并且发现

在进化过程中出现物种间的差异。IQD 基因在钙信号转导途径中发挥作用，并通过调节钙信号从而提高

植物在逆境中的胁迫作用，从而为进一步研究 IQD 家族基因提供参考依据。 
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