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摘  要：为了分析黄瓜 IPT 家族基因，以及黄瓜 IPT 基因 CsIPT 与果实发育的关系，以黄瓜单性结

实自交系‘EC1’和非单性结实自交系‘8419s-1’为试材，应用荧光定量 PCR 技术，在分析不同器官中

CsIPT 表达特征的基础上，寻找果实发育中的作用基因，进一步分析这些基因在果实发育过程中的表达特

征。结果表明：8 个黄瓜 IPT 基因（CsIPT1 ~ CsIPT8）核苷酸相似性在 17.3% ~ 33.2%范围内，氨基酸长

度在 280 ~ 504 AA 之间，具有共同的 ATP/GTP 结合功能域[(A,G)-X4-G-K-(S,T)]，CsIPT4 氨基酸序列中

包含有一个锌指基序（C-X2-C-X12,18-H-X5-H）类似序列；黄瓜幼果中 CsIPT3、CsIPT5、CsIPT7 和 CsIPT8

表达水平较高；CsIPT1、CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT5 的表达量在未发育的果实中有增加的趋势，CsIPT2

和 CsIPT8 在未发育的果实中表达基本无变化，而在授粉后发育的果实中表达量很高，说明这两个基因可

能与授粉后黄瓜果实发育调控有关。此外，CsIPT2 在天然单性结实材料‘EC1’果实发育早期表达较高，

推测其在黄瓜单性结实果实发育中发挥着重要作用。  
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Abstract：To identify IPT family genes in cucumber（Cucumis sativus L.）and investigate the 

relationship between cucumber fruit development and CsIPT，parthenocarpic line‘EC1’and 

non-parthenocarpic line‘8419s-1’were used for real-time RT-PCR analyses. Based on the expression 

patterns of CsIPT in different organs，functional genes involved in fruit development were identified and 

further analyzed by their expression patterns during fruit development. The results indicated that similarity 

of eight CsIPT genes were in the range of 17.3%–33.2%，length of amino acids were 280–504 AA. 

CsIPTs had a common ATP/GTP binding domain of the[(A,G)-X4-G-K-(S,T)]. CsIPT4 contained putative 

a zinc finger-like motif（C-X2-C-X12,18-H-X5-H）. CsIPT3，CsIPT5，CsIPT7 and CsIPT8 had higher 

expression in the early cucumber fruit. In the undeveloped fruit CsIPT1，CsIPT3，CsIPT4 and CsIPT5  

                     



1 期             张停林等：黄瓜细胞分裂素合成关键酶 IPT 基因家族序列特征及其表达分析             59  

 

showed an significant increasing trend. CsIPT2 and CsIPT8 were related to fruit development after 

pollination，at the same time the expression of CsIPT2 was higher in the early fruit development of‘EC1’. 

Therefore，it was speculated that CsIPT2 may participated in the regulation of fruit development in 

cucumber parthenocarpic line. 

Key words：cucumber；Cucumis sativus L.；parthenocarpy；isopentenyl-transferases（IPT）；gene 

expression；quantitative real-time RT-PCR 

 

异戊烯基转移酶（isopentenyl-transferases，IPT）是催化细胞分裂素生物合成的关键酶，也是重

要的限速酶，其编码基因最早在根癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）中得到鉴定，命名为 IPT 

（Chen & Melitz，1979；Blackwell & Horgan，1994）。研究发现在拟南芥中有 9 个 IPT 基因家族成

员，被命名为 AtIPT1 ~ AtIPT9（Takei et al.，2001）。 

细胞分裂素在植物生长发育过程中发挥着重要的调控作用（Gillaspy et al.，1993；Huang et al.，

2003；Ozga & Reinecke，2003）。外源细胞分裂素能够促进黄瓜、西瓜、梨和苹果的未授粉果实的

发育，从而产生无籽果实（Um et al.，1995；Flaishman et al.，2001；Stern et al.，2003；Fu et al.，2010）。

同时，研究表明高水平的内源细胞分裂素也能够促进番茄的果实发育（Srivastava & Handa，2005）。 

黄瓜果实发育存在不经过授粉受精而坐果的现象，称之为单性结实（Talon et al.，1992）。单性

结实能够避免环境对坐果的影响从而稳定果实的产量和品质，因此单性结实是保护地黄瓜专用品种

选育的重要目标性状（闫立英 等，2009）。Takeno 等（1992）认为，黄瓜果实发育中细胞分裂素可

能发挥着最为重要的作用。 

研究表明，在番茄中利用果实特异性启动子大量表达 IPT 基因能得到稳定的单性结实株系（Mao 

et al.，2002），这为细胞分裂素调控植物的单性结实提供了直接证据。本研究中，从黄瓜基因组数据

库中发掘 IPT 基因，首先弄清 CsIPT 家族成员在不同器官中的表达模式，然后分析该家族基因在果

实发育中的表达情况，推测其在果实发育过程中的作用，为其他作物的相关研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料及其 cDNA 合成 

以本实验室选育的黄瓜单性结实自交系‘EC1’和非单性结实自交系‘8419s-1’为材料，2011

年秋季定植在南京农业大学实验站。于开花前一天进行夹花处理，‘EC1’在开花当天及未授粉处理

2、4、6 和 8 d 取果实样品，‘8419s-1’做未授粉和授粉处理，分别于开花当天和花后 4 d 取果实样

品。另取‘8419s-1’的根、茎、叶和开花当天的雄花及幼果样品。每个取样点设 3 个生物学重复。

取后立即放液氮速冻，后贮存于–70 ℃超低温冰箱待用。用总 RNA 提取试剂盒（天根生化科技有

限公司）提取黄瓜果实中的总 RNA，而后用 DNaseⅠ，RNase-free（fermentas）消除 DNA 的污染，

利用 PrimeScript 1st Strand cDNA Synthesis Kit（TaKaRa）合成 cDNA 第一链。 

1.2  黄瓜 IPT 基因家族的检索、比对、进化树分析 

根据拟南芥 IPT 基因序列（AtIPT1：AB062607；AtIPT2：AB062609；AtIPT3：AB061401；AtIPT4：

AB062611；AtIPT5：AB062608；AtIPT6：AB061404；AtIPT7：AB062613；AtIPT8：AB062614；

AtIPT9：AB062615）在黄瓜基因组数据库（http：//cucumber.genomics.org.cn/page/cucumber/ index.jsp）

中进行Blast检索，再结合检索到的基因注释，共得到8个 IPT家族基因（基因 ID见表1）。用DNAMAN 

7.0（默认设置）对黄瓜和拟南芥 IPT 家族基因进行同源性比对分析。使用 MEGA5.0 软件的邻接法
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（neighbour-joining method）构建系统进化树，并利用 Bootstrapping（1 000 次）对进化树进行评估。 

1.3  黄瓜 IPT 基因家族特异引物的设计 

对在黄瓜基因组数据库检索到的 8 个 IPT 家族基因利用软件 Primer Premier 6.0 设计特异引物，

并用软件 Oligo 6.0 评估调整引物，委托英潍捷基（上海）贸易有限公司合成（表 1）。 

 

表 1  CsIPT 基因表达分析的引物序列及产物大小 

Table 1  Primer sequences and product sizes by expression analysis of CsIPT genes 

基因名称 
Gene 

基因 ID 
Gene ID 

引物 
Primer 

产物大小/bp 
Product size 

CsIPT1 Csa000066  5′-CGATTCCGATACGAGTTCTG-3′  
  5′-CAATTCTGGCACTCCGATAG-3′ 183 
CsIPT2  Csa001021 5′-GGTCTGGACATTACAACTAACA-3′  
  5′-GGGAGTGAAATCTTGGTGAAT-3′ 102 
CsIPT3  Csa004014 5′-GCAGCCTTCATACTTGTTGT-3′  
  5′-AGAACCAGTTGGACCAGATAT-3′ 179 
CsIPT4  Csa006964 5′-GAAGGTGGTCGTGATTATGG-3′  
  5′-ATAGAGTCGGCGTTGATGAT-3′ 102 
CsIPT5  Csa018435  5′-AACGGTGTTGAGTATCTTAGC-3′  
  5′-GAACTGAATCTTGTCGGAATTG-3′ 141 
CsIPT6  Csa021143 5′-CACATCACCTCCTTGGAATC-3′  
  5′-GCAACAATCATAACGGTAACG-3′ 194 
CsIPT7  Csa022290 5′-TTCTGTGGGTCTAGGAATCG-3′  
  5′-TCCACCATCCCACCATCCAA-3′ 137 
CsIPT8 Csa025189 5′-CTCCATCAACGAATTGAGCA-3′  

  5′-TGGCGCAAACACCTCGATAA-3′ 196 

1.4  黄瓜 IPT 家族基因的表达分析 

以 Actin（DQ115883）为内参基因，正向引物为 5′-GGTGGTGAACATGTAACCTC-3′，反向引

物为 5′- TTCTGGTGATGGTGTGAGTC-3′，按照 SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒（购自宝生物工程有

限公司）操作指导，在 Bio-rad 公司的 My-IQ 2 荧光定量 PCR 仪上检测基因的表达量。总反应体系

为 20 μL：10 μL SYBR premix Ex TaqTM（2×）混合液，1 μL cDNA，1 μL 上游引物（10 μmol · L-1），

1 μL 下游引物（10 μmol · L-1），7 μL ddH2O。反应程序为：95 ℃ 预变性 30 s，95 ℃ 变性 5 s，60 ℃ 

退火 30 s，40 个循环，在 60 ℃采集荧光。每个样品设 3 个技术重复。基因表达水平的计算参照 Livak

和 Schmittgen（2001）的 2-ΔΔCT 法。在不同器官中的表达水平计算以叶片中的表达量作为基准。在

果实中的表达水平计算以开花当天的子房表达量为 1 作为基准。 

2  结果与分析 

2.1  CsIPT 家族序列分析 

在黄瓜基因组数据库中共检索到 8 个 IPT 基因，分别命名为 CsIPT1、CsIPT2、CsIPT3、CsIPT4、

CsIPT5、CsIPT6、CsIPT7 和 CsIPT8，其中 CsIPT1、CsIPT2、CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT6 可确认分

别位于 3、5、4、1、6 号染色体。通过 DNAMAN 7.0 分析黄瓜 CsIPT 家族成员间的核苷酸相似性

在 17.3% ~ 33.2%范围内。编码的氨基酸长度差异较大，其中最短的 280 AA（amino acid residue，氨

基酸残基）是由 CsIPT2 所编码，最长的 504 AA 是由 CsIPT3 所编码。 

GenBank 比对发现基因 CsIPT1 的核苷酸与拟南芥、大豆 IPT5 同源性分别为 69%和 64%；CsIPT2

的核苷酸与拟南芥、葡萄 IPT1 同源性分别为 69%和 65%；CsIPT3 的核苷酸与拟南芥、大豆及葡萄

IPT9 同源性分别为 82%、78%和 83%；CsIPT4 的核苷酸与拟南芥、大豆及葡萄 IPT2 同源性分别为
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79%、74%和 79%；CsIPT5 的核苷酸与拟南芥、百脉根 IPT3 同源性分别为 66%、68%；CsIPT6 的

核苷酸与拟南芥、葡萄 IPT5 同源性分别为 68%、66%；CsIPT7 的核苷酸与拟南芥 IPT8 同源性为 80%；

CsIPT8 的核苷酸与拟南芥 IPT9 同源性为 31%。  

 

 
图 1  IPT 蛋白的功能域比对 

Fig. 1  Multiple alignment analyzing the binding domain of IPT proteins  
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利用 DNAMAN 7.0 分析黄瓜和拟南芥 IPT 家族基因编码的 IPT 蛋白，发现黄瓜和拟南芥的 IPT 

蛋白序列相似度不是很高，但都具有高度保守的功能区段[(A，G)-X4-G-K-(S，T)]。CsIPT4 和 AtIPT2

氨基酸序列中都包含有一个锌指基序（C-X2-C-X12,18-H-X5-H）类似序列（图 1）。 

2.2  CsIPT 家族进化树分析 

集合 8 个黄瓜 CsIPT 和 9 个拟南芥 AtIPT 及 X62428（带化红球菌，Rhodococcus fascians），Z46375

（草生欧文氏菌，Erwinina herbicola），X17428 和 AB025109（根瘤土壤杆菌，Agrobacterium 

tumefaciens）4 个细菌的 IPT 蛋白序列用 MEGA5.0 软件构建系统进化树。发现这些 IPT 蛋白主要分

为两大类（图 2），细菌和植物明显分开，黄瓜和拟南芥的 IPT 蛋白都在第一类，4 种细菌的 IPT 蛋

白组成第二类。第一类又可分为两类：CsIPT1、CsIPT6、CsIPT5、CsIPT7、CsIPT2、CsIPT4 与 AtIPT1、

AtIPT2、AtIPT3、AtIPT4、AtIPT5、AtIPT6、AtIPT7、AtIPT8 聚为一类，其中 CsIPT4 与 AtIPT2

（真核生物 tRNA-IPT）距离最近。CsIPT8、CsIPT3 与 AtIPT9（原核生物 tRNA-IPT）聚为一类。 

 

 
图 2  黄瓜及其他物种 IPT 氨基酸序列的进化树分析 

Cs：黄瓜；At：拟南芥；X62428：带化红球菌；Z46375：草生欧文氏菌；X17428 和 AB025109：根瘤土壤杆菌。 

Fig. 2  The phylogenetic tree of IPT proteins in cucumber and other species 

Cs：Cucumis sativus；At：Arabidopsis thaliana；X62428：Rhodococcus fascians；Z46375：Erwinina herbicola； 

X17428 and AB025109：Agrobacterium tumefaciens. 

 

2.3  CsIPT 在非单性结实黄瓜不同器官中的表达特征分析 

非单性结实黄瓜‘8419s-1’根、茎、叶、幼果和雄花 5 种器官中 IPT 家族基因的表达情况如图



1 期             张停林等：黄瓜细胞分裂素合成关键酶 IPT 基因家族序列特征及其表达分析             63  

 

3 所示。基因 CsIPT1、CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT5 都是在雄花中表达量最高。CsIPT2 在叶中表达量

最高，在其他 4 种器官表达量差异不大。基因 CsIPT6 在根、茎和雄花中表达量相对较高，其中在

根中表达量最高，且与其他器官的表达相差较大。CsIPT8 在茎中有最高的表达，在根中表达量最低。

CsIPT3、CsIPT5、CsIPT7 和 CsIPT8 在黄瓜幼果中都有较高表达量，可能在幼果发育中发挥着一定

的作用。 

 

 
 

图 3  CsIPT 在非单性结实黄瓜不同器官中的表达 

Fig. 3  Expression analysis of CsIPT in the different organs of non-parthenocarpic line  

 

2.4  CsIPT 在单性结实和非单性结实黄瓜中的相对表达水平  

采用单性结实材料‘EC1’和非单性结实材料‘8419s-1’开花当天的子房材料，以‘8419s-1’
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的表达量为基准，‘EC1’相对表达量的 log 值作图。由图 4 可知，基因 CsIPT2、CsIPT3 和 CsIPT7

表达量的 log 值大于 0，说明在开花当天‘EC1’中这 3 个基因的表达水平高于‘8419s-1’。 基因

CsIPT1、CsIPT4、CsIPT5、CsIPT6 和 CsIPT8 表达量的 log 值小于 0，说明在开花当天‘8419s-1’

中这些基因的表达水平高于‘EC1’。 

 

 
 

图 4  以非单性结实黄瓜‘8419s-1’CsIPT 表达量为基准在单性结实黄瓜‘EC1’中的相对表达水平  

Fig. 4  Expression of CsIPT in parthenocarpic line‘EC1’contrast  

with non-parthenocarpic line‘8419s-1’ 

 

2.5  CsIPT 在黄瓜果实发育中的表达 

从图 5 可以看出，黄瓜非单性结实材料‘8419s-1’授粉后 4 d，子房中 CsIPT1 和 CsIPT3 表达

量轻微上调（差异不显著），未授粉处理上调表达较大；CsIPT4 和 CsIPT5 授粉后表达量下降，未授

粉处理表达量升高，推测基因 CsIPT1、CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT5 可能参与了黄瓜果实衰老的调控

过程。CsIPT6 和 CsIPT7 授粉后表达量降低，且低于同时期未授粉的表达量，授粉可能抑制了基因

CsIPT6 和 CsIPT7 的表达。CsIPT2 和 CsIPT8 未授粉处理表达量变化不大，授粉后的子房基因 CsIPT2

和 CsIPT8 的表达量上调，二者可能对授粉后的黄瓜果实发育有促进作用。   

 

 

 

图 5  CsIPT 在非单性结实黄瓜‘8419s-1’果实发育过程中的表达  

Fig. 5  Expression of CsIPT during the fruit development of non-parthenocarpic line‘8419s-1’ 
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在黄瓜单性结实材料‘EC1’中（图 6），CsIPT1、CsIPT4 和 CsIPT8 在开花当天子房中表达量

最高，随后降低，并趋于平稳。CsIPT2 在花后表达量大量上调，2 d 达到峰值，而后降低，随后又

有一个表达量上升的过程，推测 CsIPT2 在单性结实果实发育中发挥着一定的作用。CsIPT3 和 CsIPT5

的表达量在花后 2 d 降低，花后 4 d 有个回升的过程，然后在 6 d 又降低，到 8 d 趋于平缓。CsIPT6

在花后表达量降低，4 d 达到最低值，而后表达量上升。CsIPT7 在开花当天到花后 4 d 表达量基本

无变化，花后 6 d 表达量下降，到 8 d 趋于平缓。 

 

 

 

 

图 6  CsIPT 在单性结实黄瓜‘EC1’果实发育过程中的表达 

Fig. 6  Expression of CsIPT during the fruit development of parthenocarpic line‘EC1’ 
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3  讨论 

IPT 家族基因已被证实能够诱导番茄单性结实（Mao et al.，2002），目前黄瓜中只有 CsIPT1 基

因得到了分离，但其基因的具体功能尚未分析鉴定（张微微 等，2010）。黄瓜基因组测序的完成及

数据库的建立（Huang et al.，2009）为深入研究黄瓜单性结实的分子机理提供了条件。 

IPT 家族是一个小的多基因家族，本研究中利用生物信息学方法从黄瓜基因组数据库中发现黄

瓜至少存在 8 个家族成员，成员之间序列差异较大，核苷酸相似性在 17.3% ~ 33.2%范围内，在进化

过程中可能通过序列重复、缺失等发生了分化。虽然成员之间序列差异较大，但是它们与拟南芥、

大豆和葡萄等同源性较高。其编码的氨基酸长度在 280 ~ 504 AA 之间，且都具有共同的保守功能区

段[(A，G)-X4-G-K-(S，T)]（ATP/GTP 和 DMAPP 结合域），能够结合细胞分裂素的合成底物，具有

催化形成细胞分裂素的能力（Takei et al.，2001）。  

IPTs 分 ATP/ADP IPTs 和 tRNA-IPTs 两类：前者负责异戊烯腺嘌呤和反式玉米素类型的细胞分

裂素的合成，后者催化形成顺式型的细胞分裂素（Kaori et al.，2006）。Takei 等（2001）推测这两类

IPT 可能从共同的祖先细菌 IPT 基因分化而来。图 2 所示细菌和植物分为两大类也证明了这一点。

CsIPT4 和 AtIPT2 氨基酸序列中都包含有一个锌指基序（C-X2-C-X12,18-H-X5-H）（图 1）类似序列，

该基序在保持真核生物 tRNA-IPT 酶活性中具有重要的作用（Takei et al.，2001）。推测 CsIPT4 是黄

瓜中的真核生物 tRNA-IPT 基因。有研究认为没有此基序的 AtIPT9 是植物中的原核生物 tRNA-IPT

酶（Yevdakova & Schwartzenberg，2007）。CsIPT3、CsIPT8 与其有较高的同源性，二者的编码基因

可能是黄瓜中的原核生物 tRNA-IPT 基因。黄瓜中 IPT 酶的具体分类及其相关代谢产物可参照拟南芥

利用生化分析手段进一步研究确定（Takei et al.，2001；Sakakibara & Takei，2002；Kaori et al.，

2006）。 

CsIPT 家族基因的表达具有特异性。基因 CsIPT6 在根中大量表达。研究认为，根是细胞分裂素

生物合成的主要部位，根部合成的细胞分裂素不仅能够调控自身的分化，还能输送到植物其他部位

影响其生长发育（Werner et al.，2003；Hirose et al.，2008）。推测在黄瓜根部主要是由基因 CsIPT6

调控细胞分裂素的生物合成。在番茄中果实生长所需的水分和营养等物质要通过输导组织运输到果

实（Ho et al.，1987），而细胞分裂素作为形成层的主要调控因子，能够通过细胞分裂调控输导组织

的分化（Matsumoto-Kitano et al.，2008）。同时细胞分裂素在调控叶的形态建成中也发挥着重要的作

用（Shani et al.，2010）。黄瓜中 CsIPT2、CsIPT8 分别在叶和茎中表达量最高，二者可能在叶和茎

局部细胞分裂素的合成中起着重要的作用。在玉米正常植株中过量表达 CKX1 基因（细胞分裂素氧

化/脱氢酶基因），能够导致玉米雄性不育（Huang et al.，2003）。推测在黄瓜雄花中基因 CsIPT1、

CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT5 的高表达保证了雄花的正常生长发育。黄瓜开花当天的子房中基因

CsIPT3、CsIPT5、CsIPT7 和 CsIPT8 表达量较高，这些基因可能参与了黄瓜幼果的发育。 

研究认为 IPT 基因能够延缓莴苣、玉米的衰老（McCabe et al.，2001；Robson et al.，2004）。在

黄瓜不能正常发育的果实中，基因 CsIPT1、CsIPT3、CsIPT4 和 CsIPT5 表达量明显升高（图 5），这

4 个基因可能参与了果实衰老的调控。CsIPT2 的表达量在‘8419s-1’授粉处理后（图 5）及‘EC1’

单性结实的果实发育中都有明显升高（图 6），并且在开花当天‘EC1’中表达水平高于‘8419s-1’

（图 4），推测 CsIPT2 不仅参与了黄瓜授粉后的果实发育，而且在单性结实的调控中可能发挥着重

要作用。在黄瓜发育的果实中未检测到 CsIPT7 的表达量上调（图 5，图 6），CsIPT7 可能在果实发

育中无明显的作用。在‘8419s-1’中授粉上调了 CsIPT8 的表达（图 5），而在‘EC1’单性结实的

果实中表达量下降（图 6），推测 CsIPT8 对授粉后的黄瓜果实发育有促进作用而与单性结实无关。
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接下来计划对 CsIPT2 进行基因功能验证，明确其在果实发育过程中的功能，为其他作物的相关研

究提供参考。  
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