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摘  要：结合同源克隆和 RACE 技术在‘巨峰’葡萄（Vitis labruscana Bailey × V. vinifera L.‘Kyoho’）

中克隆了细胞分裂素氧化酶基因 CKX3，分析了该基因的表达特性及其对细胞分裂素的响应。序列分析表

明，该基因 cDNA 全长为 2 049 bp（GenBank 登录号：KP689597），ORF（开放阅读框）为 1 569 bp，编

码 522 个氨基酸，具有 FAD（黄素腺嘌呤二核苷酸）结合结构域和细胞分裂素结合结构域。该基因定位

在葡萄的 7 号染色体上，具有 4 个内含子，5 个外显子。氨基酸序列多重比对和系统进化树分析显示‘巨

峰’葡萄 CKX3 与荷花 NuCKX3 亲缘关系最近，与毛果杨同源性较高。基因表达分析结果显示‘巨峰’

葡萄 CKX3 主要在根部和花序中大量表达，其次是在卷须和果实中有较高的表达，在茎和叶中的表达量较

低；在花序发育过程中，在盛花期前表达量较低，盛花期以及盛花后表达量增加。在 6-BA 处理葡萄叶片

后，CKX3 的表达与细胞分裂素氧化酶的活性都高于对照。 
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Abstract：Combined with the homologous clone and RACE technology to clone the cytokinin 

oxidase gene CKX3 in Kyoho grapevine，and analyzes the characteristics of the gene expression and its 

response to cytokinin. Sequence analysis indicated that CKX3 consisted of 2 049 bp，with ORF of 1 569 bp，

encoded 522 amino acids. The deduced amino acids possessed FAD-binding and cytokinin-bining domains. 

CKX3 gene is located on chromosome 7 in grapevine，this gene contains 4 introns and 5 exons. Multiple 

sequence alignments and phylogenetic analysis showed that CKX3 had the highest evolutionary 

relationship with NuCKX3 from Nelumbo nucifera，and had the highest homology with PtCKX3 from 

Populus trichocarpa. The results at transcriptional level indicated that expression of CKX3 was main in 

root and inflorescence，the expression in tendril and fruit tissues was higher than that of stem and leaves 
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tissues. In inflorescence development process，the expression of CKX3 in blooming before is low，the 

expression in blooming and blooming later is increased. In the grapevine leaves after 6-BA treatment，the 

expression of CKX3 and the cytokinin oxidase enzyme activity were higher than that of control. 

Key words：grapevine；cytokinin oxidase；CKX3；expression analysis 

 

细胞分裂素在植物生长发育和逆境响应过程中具有重要的作用（Hwang et al.，2012）。细胞分

裂素氧化酶（Cytokinin oxidase/dehydrogenase，CKX；EC 1.5.99.12）是促进细胞分裂素降解的一个

重要的酶。CKX 最早在玉米中发现，能特异性地降解细胞分裂素类异戊二烯侧链的不饱和键，这是

一个不可逆的反应（Hwang et al.，2012）。 

研究表明，在玉米中过量表达细胞分裂素氧化酶基因 ZmCKX1，产生孢子体型雄性不育的表型，

在烟草中过量表达 ZmCKX1 同样产生雄性不育的表型，用外源激动素处理可以恢复雄性不育的育性

（Galuszka et al.，2005）。在拟南芥中异源表达兰花（Dendrobium sonia）DsCKX1，导致内源细胞分

裂素含量下降，并表现出植株矮小，生物量降低，根系生长加快，以及根系和愈伤组织对细胞分裂

素的响应降低（Yang et al.，2003）。拟南芥中有 7 个 CKX（AtCKX1 ~ AtCKX7）基因（Hwang & Sheen，

2001），在拟南芥中过量表达 AtCKX1 和 AtCKX2 导致转基因植株体内的玉米素类和异戊烯基腺嘌呤

类细胞分裂素的水平下降到野生型的 30% ~ 45%，植株表现矮化（Werner et al.，2001）；过量表达

AtCKX1 和 AtCKX3 的拟南芥转基因植株开花时间延迟，花序原基变小，只能形成极少的花芽，表明

降低内源细胞分裂素的含量将延迟开花时间，削弱花序分生组织分化花芽的能力（Werner et al.，

2003）。AtCKXs 不同成员的空间表达模式也不尽相同。其中，AtCKX1 在茎尖和幼花中表达；AtCKX5

和 AtCKX6 分别在发育中的雄蕊和雌蕊中表达（Werner et al.，2003）。Gn1a 位点是控制水稻每穗结

实粒数的主效 QTL，该位点存在一个细胞分裂素氧化酶基因 OsCKX2（Ashikari et al.，2005）。OsCKX2

在水稻叶片、茎、花序分生组织和花中表达强烈，在茎尖中表达较弱，而在根与胚中不表达（Ashikari 

et al.，2005）。OsCKX2 的缺失或其功能丧失可提高稻谷的产量（Ashikari et al.，2005）。小麦 TaCKX6-D1

有 5 个单倍体基因型，其中 TaCKX6-D1a 中存在一个 18 bp 的插入突变，最终导致小麦粒数和产量

增加（Zhang et al.，2012）。番茄 SlCKX3 的表达与其幼果坐果和初期发育有关。SlCKX3 在授粉后表

达量快速增加，直至花后 10 d 达到高峰，随后下降（Matsuo et al.，2012）。这些研究结果表明细胞

分裂素及其氧化酶基因在果实或种子发育中起到了关键作用，但是细胞分裂素氧化酶基因的作用机

制仍不清楚。 

细胞分裂素在葡萄的萌芽、花序生长、子房膨大、坐果、果粒大小以及果穗质量、果穗穗形、

每穗果粒数、果穗紧密度等方面发挥重要作用（Srinivasan & Mullins，1978；刘广勤 等，1997；王

央杰 等，1997，1998；哈基姆 等，1998；Lombard et al.，2006；Zabadal & Bwkoval，2006；Zepeda 

et al.，2006）。 

为探明细胞分裂素在葡萄生长发育中的作用，采用同源克隆的方法克隆了葡萄细胞分裂素氧化

酶基因 CKX3 的片段，进一步采用 RACE 技术克隆获得 CKX3 的全长，分析了 CKX3 在葡萄不同组

织以及葡萄坐果与幼果发育初期的表达，同时检测其对细胞分裂素的表达响应。通过这些研究结果

初步揭示 CKX3 的表达特性及其在葡萄生长发育中的作用，为揭示细胞分裂素在葡萄生长发育中的

作用机制提供理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  试验材料及其处理 

以生长 8 ~ 10 年的篱架栽培‘巨峰’葡萄（Vitis labruscana Bailey × V. vinifera L.‘Kyoho’）为

试验材料。于 2014 年 5 月取根系（第一新生侧根）、茎（新展开叶下第 4 ~ 5 片叶的茎段）、叶（新

展开叶下第 4 ~ 5 片）、花序（盛花期以及不同发育时期）和卷须（新生枝条的第 1 个枝）等样品，

于果实转色期取果实样品。用 2 mL 无水乙醇完全溶解 6-BA，配制成 10 mg · mL-1 的 6-BA。取新稍

新展开叶下第 4 ~ 5 片叶进行离体培养（Yu et al.，2013）。6-BA 溶液用微型喷壶喷布离体叶片，以

叶片上能见到明显的水珠为度，以含无水乙醇（2 mL · L-1）的蒸馏水喷布叶片为模拟对照。 

大肠杆菌（Escherichia coli）菌株 TOP10 购自天根生化科技有限公司（北京）。克隆载体 pMD19-T

购自 TaKaRa（大连）。引物在三博远志生物科技有限公司（北京）合成。 

1.2  葡萄总 RNA 的提取与反转录 

葡萄各组织的 RNA 提取采用天根生化科技有限公司的 plus 植物总 RNA 提取试剂盒（DP437）。

cDNA 第一链的合成参照 PrimeScriptII1st Strand cDNA Synthesis Kit（TaKaRa）使用说明书。用于

5′RACE 和 3′RACE 的反转录，参考 Clontech 公司 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit 说明书

进行。 

1.3  基因克隆  

以拟南芥 AtCKX3 基因序列为靶标，在 NCBI 的 EST（Expressed Sequence Tag）核酸库中进行

BLAST，下载同源性高的 EST 序列进行拼接，根据拼接的序列设计引物。CKX3-F：5′-TGATGT 

ACTGCAAGCTACGCT-3′，CKX3-R：5′-AGTCCTTTTGCTCGAAGATTTA-3′。以 cDNA 合成第一链

产物为模板，PCR 反应按照 PrimeSTAR® HS（TaKaRa）说明书进行。克隆获得上述 EST 序列后，

设计引物 CKX3-5′RACE：5′-GGACCATGGCGGAATGTCTGGCCGC-3′与 CKX3-3′RACE：5′-GAGG 

AACTCCAGGAGCTGCTTAAAGGC-3′。分别以 5′RACE 和 3′RACE 反转录产物为模板，进行 5′RACE

和 3′RACE PCR 反应，具体反应程序按照 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit（Clontech）说

明书进行。 

PCR 产物经 1.2%的琼脂糖凝胶电泳，切胶回收后用 pMD19-T（TaKaRa）试剂盒进行连接，连

接产物经热激转化 TOP10 感受态细胞，涂布在含有 Amp（100 mg · mL-1）平板上经蓝白斑筛选，挑

取阳性克隆摇菌，经菌液 PCR 检测后送样至三博远志生物科技有限公司（北京）测序。 

1.4  生物信息学分析 

测序结果用 NCBI 的 VecScreen 在线软件去除载体序列。‘巨峰’葡萄 CKX3 基因的 ORF（Open 

Reading Frame，ORF）用 NCBI 的 ORF Finder 在线软件进行预测。利用 NCBI 数据库的 BLASTn 和

BLASTp 程序对‘巨峰’葡萄 CKX3 序列及其推导的氨基酸序列进行相似性分析。基因在葡萄染色

体上的定位在 http：//www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/网站进行。多序列比对分析

采用 DNAMAN 软件，系统进化树用 MEGA6.0 软件构建，引物设计采用 Primer Premier 5 软件。氨

基酸序列的分子量和等电点用 ExPASy 网站的 Compute pI/Mw 程序进行分析，保守结构域分析采用

ExPASy 网站的 PROSITE 程序和 NCBI 网站的 CD search 程序。 
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1.5  实时荧光定量分析 

提取葡萄不同组织、不同发育时间的花序、以及细胞分裂素处理的叶片的总 RNA，DNaseⅠ消

除 DNA 后用随机引物进行反转录。设计实时荧光定量引物为 CKX3-qF：5′-TTCTCACCCTCT 

GAATACCCG-3′；CKX3-qR：5′-TTGAGATTGGACAACTCCTAGCCAT-3′。以葡萄 Ubi 基因（GenBank

登录号：XM_002273532）作为内参引物，Ubi-F：5′-GTGGTATTATTGA GCCATCCTT-3′，5′-AACC 

TCCAATCCAGTCATCTAC-3′。实时荧光定量 PCR 按照 TaKaRa 公司 SYBR® Premix Ex Taq™Ⅱ

（Perfect Real Time）说明，在 Bio-Rad IQ5 Real-time PCR Detection System（Bio-Rad Laboratories，

Hercules，CA）上进行 PCR 反应。25 µL 反应体系：1 µL 的反转录模板；正反向引物各 1 µL；12.5 µL

的 2× SYBR® Premix Ex Taq™；9 µL 的 nuclease-free water。反应程序：95  30 s℃ ；95  5 s℃ ；57  ℃

30 s；72  ℃ 30 s，40 个循环。55 ~ 95 ℃，每 15 s 上升 0.5 ℃做融解曲线。结果采用 2-ΔΔCt（Livak & 

Schmittgen，2011）法进行分析，每个处理重复 3 次。 

1.6  细胞分裂素氧化酶活性分析 

参考 Libreros-Minotta 和 Tipton（1995）的方法，取处理不同时间的材料 0.5 g，加入液氮充分

研磨均匀，加入 4 mL 预冷的提取液（0.1 mol · mL-1 PBS pH 7.0，5 mmol · mL-1 β–巯基乙醇，1 

mmol · mL-1 二硫苏糖醇和 1 mmol · mL-1 苯甲基磺酰氟），4 ℃条件下 12 000× g 离心 20 min，上清液

备用。取 2.5 mL 100 mol · mL-1 磷酸缓冲液 pH 7.0（10 mmol · mL-1 CuCl2，100 mmol · mL-1 咪唑和

40 μmol · mL-1 iP）和 2 mL 上一步的上清液，反应液在 37 ℃下温浴 30 min 后，用 1.5 mL 40%的三

氯乙酸终止反应，取 3.5 mL 终止后的反应液，加入 1 mL 溶于对氨基苯酚（3%对氨基苯酚溶于 6%

三氯乙酸）常温下显色 10 min，在 352 nm 下测定吸光值。每个处理重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  ‘巨峰’葡萄细胞分裂素氧化酶基因 CKX3 的克隆 

通过同源克隆获得‘巨峰’葡萄 CKX3 的 EST 序列（图 1，A），在此基础上通过 RACE PCR 获

得 CKX3 两端的序列（图 1，B、C），拼接后得到全长。该基因的 cDNA 序列全长 2 049 bp（GenBank

登录号：KP689597），5′ 端非编码区长 192 bp，3′ 端非编码区长 288 bp，ORF 1 569 bp。ORF 编码

522 个氨基酸，理论等电点为 7.68，分子量为 58.5 kD。保守结构域预测分析发现该蛋白的 5′ 端具有

一个 FAD 结合结构域，3′ 端具有一个细胞分裂素结合结构域。 

图 1 ‘巨峰’葡萄细胞分裂素氧化酶基因 CKX3 克隆的电泳图 

Fig. 1  Electrophoresis of the cloning of grapevine cytokinin oxidase gene CKX3 
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2.2  ‘巨峰’葡萄细胞分裂素氧化酶基因 CKX3 的序列分析 

染色体定位分析发现‘巨峰’葡萄 CKX3 基因定位在 7 号染色体上，位于 10.7 Mbp 的位置。基

因结构分析发现该基因具有 4 个内含子，5 个外显子。 

将‘巨峰’葡萄 CKX3 编码的氨基酸序列与相近物种的氨基酸序列进行多序列比对分析，结果

显示其与毛果杨（XP_002308300）同源性为 66%；与番茄（XP_004251670）为 63%；与苹果

（XP_008367923）为 65%；与拟南芥（NP_200507）为 55%。 

为分析‘巨峰’葡萄 CKX3 与其他 19 种相近物种同源蛋白的系统进化关系，用 MEGA6 软件

对这些氨基酸序列进行对序列比对，然后用 Neighbor-Joining 法构建进化树，结果显示这 20 种 CKXs

可以划分为 3 个亚家族，‘巨峰’葡萄与荷花的亲缘关系最近，归为 1 个亚家族；番茄、马铃薯、美

花烟草、绒毛烟草以及可可归为 1 个亚家族；其余的 13 种可以归为 1 个亚家族（图 2）。 

 

 
 

图 2  细胞分裂素氧化酶基因 CKX3 及其同源基因的进化分析 

Fig. 2  Evolution analysis of cytokinin oxidase gene CKX3 and its homologous 

 

2.3  ‘巨峰’葡萄细胞分裂素氧化酶基因 CKX3 的表达特性分析 

为探讨‘巨峰’葡萄 CKX3 基因在不同组织中的表达特性，除果实外，其他组织在同一时间取

样，提取总 RNA 后反转录为 cDNA 第一链作为模板进行实时荧光定量 PCR 分析。结果（图 3）显

示，CKX3 主要在根和花序中大量表达，其次是在卷须和果实中有较高量的表达，在茎和叶中的表

达量相对较低（P < 0.05）。 

进一步检测 CKX3 在葡萄花序不同发育时间的表达，结果显示在盛花期的前期表达量较低，盛

花期和盛花后 3 d 表达量急剧增加，盛花后 6 d 表达量又急剧增加（图 4）。 
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图 3  CKX3 基因在‘巨峰’葡萄不同组织中的表达分析 

Fig. 3  Analysis of the expression of CKX3 gene in different 

tissues of grapevine 

图 4  CKX3 基因在‘巨峰’葡萄花序不同发育时间的表达分析 

Fig. 4  Analysis of the expression of CKX3 gene in different 

development time in grapevine inflorescence 

 

2.4  ‘巨峰’葡萄 CKX3 基因对细胞分裂素的响应 

如图 5 所示，在 6-BA 处理‘巨峰’葡萄叶片之前，CKX3 基因的表达与对照相比没有差异，6-BA

处理后表达上调（P < 0.05），处理 12 h 时表达量达到高峰，随后表达量下降。 

进一步检测细胞分裂素氧化酶的酶活性，结果显示在 6-BA 处理 6 h 之前细胞分裂素氧化酶活性

与对照没有差异，在 6-BA 处理 12 h 后酶活性增加（P < 0.05），处理 18 h 后酶活性达到最高，处理

24 h 后下降（图 6）。 

 

 
         图 5  CKX3 基因对细胞分裂素 6-BA 的响应              图 6  细胞分裂素氧化酶活性对细胞分裂素 6-BA 的响应 

          Fig. 5  CKX3 gene in response to cytokinin              Fig. 6  Cytokinin oxidase activity in response to cytokinin 

3  讨论 

细胞分裂素氧化酶控制着植物体内的细胞分裂素含量，在平衡细胞分裂素的合成与降解中发挥

了巨大作用（Galuszka et al.，2005）。细胞分裂素在葡萄生产实践中应用广泛，但是其作用机制仍不

清楚。 

CKX3 基因具有细胞分裂素氧化酶基因的典型特征，具有 FAD 结合结构域和细胞分裂素结合结

构域。FAD 是核黄素中的黄素腺嘌呤二核苷酸，一般为某些氧化还原酶的辅基，广泛参与体内各种

氧化还原反应（Hwang et al.，2012）。组织表达特性分析结果显示 CKX3 主要在根和花序中大量表

达，其次是在卷须和果实中有较高量的表达，在茎和叶中的表达量相对较低。在拟南芥中，AtCKX5
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主要在根部以及雄蕊、花药中大量表达（Werner et al.，2003）；玉米 CKX 主要在根、未成熟和成熟

的雄穗、未成熟的雌穗中大量表达（Werner et al.，2001）。这说明 CKX 主要在植物的根和生殖器官

中大量表达。已有研究表明细胞分裂素氧化酶在拟南芥根系形态建成中具有重要作用，过表达 CKX

的转基因植株均表现出主根变长，侧根不定根增长，根分生组织增大的表型（Hwang et al.，2012）。

近些年越来越多的研究表明细胞分裂素氧化酶在农作物产量形成方面发挥了巨大作用，其不仅能控

制谷粒大小和谷穗分支数，而且能调节分蘖数和开花习性等（Ashikari et al.，2005）。由于花序和卷

须属于同源器官，并且 CKX3 在葡萄花序和卷须中大量表达。本试验中检测了 CKX3 在葡萄花序不

同发育阶段中的表达，结果显示 CKX3 基因在盛花期前表达量相对较低，而在盛花期和盛花期后表

达量较高。这可能与细胞分裂素促进葡萄坐果过程有关。 

为揭示 CKX 对细胞分裂素的响应，本试验中用细胞分裂素处理葡萄叶片后检测了 CKX3 基因的

表达。结果显示细胞分裂素处理葡萄叶片后均能促进 CKX3 基因的表达，在处理 12 h 表达量达到高

峰；相对应地细胞分裂素氧化酶活性也高于对照，在处理 18 h 后出现酶活性的高峰。在大麦中，用

10-4 mol · L-1 KT 处理叶片能大幅度提高 CKX 活性（Zeng et al.，2012）。在狗蔷薇类根体诱导过程中

用不同浓度的 6-BA 处理叶片，RcCKX5 的表达量随 6-BA 浓度的增加而不断上升，在处理 4 h 后迅

速升高，120 h 时最高，为对照的 15.3 倍（王玲 等，2014）。这些研究结果都表明细胞分裂素处理

能促进 CKX 基因的表达或提高 CKX 的酶活性。 
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