
麦类作物学报 2026,46(1):90-100
JournalofTriticeaeCrops doi:10.7606/j.issn.1009-1041.2026.01.10

网络出版时间:2025-05-29
网络出版地址:https://link.cnki.net/urlid/61.1359.s.20250528.1530.010

大麦LRR型类受体蛋白激酶基因HvLRR-RLK510
启动子的克隆与功能验证

收稿日期:2025-02-06   修回日期:2025-03-28
基金项目:国家自然科学基金项目(32360469);云南省教育厅科学研究基金项目(2025Y0498)
第一作者E-mail:wenhuadc@ynau.edu.cn(董陈文华);yndl_zhb@126.com(周洪斌)
通讯作者E-mail:ynkmcsw@ynau.edu.cn(陈升位)

董陈文华,周洪斌,郎雨萌,罗亮扎,李仕金,姜瑞梅,
毛孝强,赵海云,唐 进,李 勇,王玫郦,陈升位

(云南农业大学农学与生技术学院,云南昆明650201)

摘 要:为了解大麦LRR型类受体蛋白激酶基因HvLRR-RLK510启动子及其功能,以特异性PCR引物

扩增大麦材料 Morex和保大麦8号的HvLRR-RLK510基因启动子并构建pEASY○R-510重组质粒,基于大肠

杆菌Trans1-T1 菌株的阳性克隆测定获得2368bp的启动子序列。结果表明,通过在线软件PlantCARE预

测,该启动子携带茉莉酸甲酯、脱落酸、低温等非生物因素的响应元件。经拟南芥转基因阳性植株和本氏烟草

瞬时表达植株的根、茎、叶和花的GUS染色分析,所克隆启动子及其截短片段(-1458、-868和-460bp)可

等效驱动GUS 基因在花药中表达。qRT-PCR检测发现,茉莉酸甲酯(JAs)、脱落酸(ABA)、低温、聚乙二醇

(PEG-2000)和光照能有效改变大麦叶片和根中HvLRR-RLK510基因的表达特性。HvLRR-RLK510基因启

动子属诱导型启动子,携带茉莉酸、脱落酸、低温、干旱和光的响应元件,其-460bp的截断片段可替代全长

启动子;该启动子及其截断片段可用于HvLRR-RLK510基因转录调控机制解析。
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CloningandFunctionalValidationofthePromoteroftheLRR-Type
Receptor-LikeProteinKinaseGeneHvLRR-RLK510inBarley
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MAOXiaoqiang,ZHAOHaiyun,TANGJin,LIYong,WANGMeili,CHENShengwei
(CollegeofAgronomyandBiotechnology,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming,Yunnan650201,China)

Abstract:ToelucidatethepromoterofthebarleyLRR-typereceptor-likeproteinkinasegeneHvLRR-
RLK510anditsfunction,specificPCRprimerswereusedtoamplifythepromoteroftheHvLRR-
RLK510genefromMorexandBaodamai8.ThepEASY○R-510recombinantplasmidwasconstructed,
andthepromotersequenceof2368bpwassequencedbasedonthepositivecoloniesoftheEscherichia
coliTrans1-T1strain.ThepredictionresultsfromtheonlinesoftwarePlantCAREindicatedthatthe
promotercontainsresponseelementstonon-bioticfactorssuchasmethyljasmonate,abscisicacid,

andlowtemperature.GUSstainingresultsinroots,stems,leaves,andflowersoftransgenicArabi-
dopsisthalianaandtransientlyexpressedNicotianabenthamianaplantsdemonstratedthatthecloned
promoteranditstruncatedfragments(-1458,-868,and-460bp)canequivalentlydrivetheex-
pressionoftheGUSgeneinanthers.Quantitativereal-timePCR(qRT-PCR)resultsshowedthat
methyljasmonate(MeJA),abscisicacid(ABA),lowtemperature,polyethyleneglycol(PEG-2000),

andlightcaneffectivelyaltertheexpressioncharacteristicsoftheHvLRR-RLK510geneinbarley



leavesandroots.ThepromoteroftheHvLRR-RLK510geneclonedinthisstudyisaninduciblepro-
motercontainingresponseelementstojasmonicacid,abscisicacid,lowtemperature,drought,and
light.Its-460bptruncatedfragmentcanreplacethefull-lengthpromoter.Thepromoterandits
truncatedfragmentscanbeusedtoelucidatethetranscriptionalregulatorymechanismsoftheHvL-
RR-RLK510gene.
Keywords:HordeumvulgareL.;HvLRR-RLK510gene;Promoter;Genetictransformation;Func-
tionalvalidation

  受体蛋白激酶是指位于细胞膜和细胞器膜中

可与特定配体结合、具有激酶活性的蛋白。虽然

已报道的大多数植物受体蛋白激酶的分子结构和

功能与动物高度相似,但其天然配体未被发现或证

实,因此被称为类受体蛋白激酶(receptor-likepro-
teinkinase,RLK)[1-2]。RLK大多具有相似的胞外

域、跨膜结构域和胞内结构域[1,3]。根据胞外域识

别与受体的不同,常将RLK分为S-结构域类、富含

亮氨酸重复(leucine-richrepeat,LRR)类、类肿瘤坏

死因子受体类、类表皮生长因子类、PR5K和类凝

集素类6种[3-5]。与配体结合后,RLK结构域的

氨基酸常被磷酸化[4-5]。通过所介导的磷酸化级

联反应,RLK可调控植物的生长发育及对生物与

非生物胁迫的抗性[3-8]。
LRR-RLK的胞外域由多个富含亮氨酸的重

复基序构成[1,3,5-6]。每个重复基序由23~25个

氨基酸组成,具有LXXLXLXXNXL保守序列,
包含1个β-折叠、1个α-螺旋和1个连接环,其中

β-折叠与α-螺旋平行[9-10]。所有LRR重复单元

都相对于1个轴平行排列,可形成一个马蹄状的

非球状结构[9]。在LRR结构中还存在多对半胱

氨酸和一些岛状结构[11-12]。该岛状结构及其邻近

区域与LRR-RLK的结合能力有关,其氨基酸突

变可降低 LRR-RLK 的结合能力[12-14]。总体而

言,LRR-RLK的跨膜结构域序列的保守性较差,
而激酶域的保守性相对较高,且包含11个高度保

守的次级结构域[3,8-9]。其中,次级结构域Ⅰ、Ⅱ和

Ⅲ是 ATP结合和催化的关键部位,也被称为活

性环(或称 A 环)[13-14]。已报道的LRR-RLK类

受体蛋白激酶常以异源二聚体或多聚体发挥作

用,但以异源二聚体居多[2,7-10,14-15]。在不同遗传

背景或生物进程中LRR-RLK的二聚体或多聚体

结构也会改变,亚基之间可通过相互结合构成多

个活性多聚体[7-9,14]。
目前,有关LRR-RLK的研究较多,但大多数

内容以结构鉴定、功能验证和组织表达特性为

主[1,3-11,15-18],少有其表达调控机制的报道。前人

研究表明,LRR-RLK 基因的表达具有时空特性,
且大多可诱导[3-8,10-13,15-17,19]。转录调控是基因表

达调控的主要途径。植物基因转录由核心启动子

及其侧翼顺式元件,以及与顺式元件结合的反式

因子协同调控。因此,克隆LRR-RLK 基因启动

子、鉴定核心启动子及其侧翼顺式元件并验证其

功能,有利于解析LRR-RLK 基因的转录调控机

制及其在不同生物进程中的作用机制。
基于大麦Ynbs突变体携带的穗分枝、多联小

穗退化和小穗小花数等性状的共同基因位点侧翼

连锁标记界定的 Morex参考基因组序列[20-22],贺
军与等注解到HORVU.MOREX.r3.2HG0114510
基因通过其CDS序列、编码蛋白的同源性和结构

域分析(待发表资料),已证明该基因属 LRR-
RLK的编码基因,并将其暂时命名为HvLRR-
RLK510。在此基础上,本研究拟克隆HvLRR-
RLK510基因的启动子,通过瞬时表达、组织化学

染 色 和 qRT-PCR 等 检 测 技 术 验 证HvLRR-
RLK510基因启动子及其截断片段和茉莉酸(Me-
JA)、脱落酸(ABA)、低温等5种非生物因素响应元

件的功能,为解析该基因的转录调控机制及其在大

麦幼穗发育进程中的作用机制提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试大麦材料包括北青7号、保大麦8号、云
南黑大麦、云南分枝穗(Ynbs)突变体、Morex、
Bowman、Goldenpromise和 Prbs突 变 体。其

中,北青7号、保大麦8号和云南黑大麦分别由云

南省迪庆州农业科学研究所、云南省保山市农业

科学研究所和云南省农业科学院提供,Ynbs突变

体由课题组利用EMS诱变青稞品种北青7号成

熟种子创制,其余材料由浙江省农业科学院提供。
所有材料均为纯合体,由课题组繁殖并保存。
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA的提取及检测

分别取 Goldenpromise、Bowman、Ynbs突
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变体等8个材料5叶期的幼嫩叶片置于牛皮纸袋

内,于-80℃保存、备用。采用CTAB法提取基

因组DNA。采用0.8%的琼脂糖凝胶电泳、紫外

分光光度计(Tnano-700)分别测检 DNA 浓度。
将合格的基因组DNAs置于-20℃储存、备用。

1.2.2 启动子克隆与顺式元件预测

通过 序 列 比 对 将HvLRR-RLK510 基 因 的

CDS序列定位到 Morex基因组上,下载HvLRR-
RLK510基因起始密码子上游2.5kb、下游200
bp的 Morex基因组序列,采用PrimerPremier
5.0软件设计特异性PCR扩增引物对(Pro510-F
和Pro510-R,表1)。基于所设计引物和高保真酶

(2×PhantaFlashMasterMix(DyePlus))扩增

Goldenpromise、Bowman、Ynbs等8个大麦材料

的基因组DNA。采用1%琼脂糖凝胶电泳检测

扩增 产 物。采 用 StarPrepGelExtraction Kit
StarPrep试剂盒参照使用说明回收目标片段。参

照pEASY○R-BluntZeroCloningvector使用说

明,采用平末端连接法连接所扩增的HvLRR-
RLK510基因启动子与pEASY○R-BluntZeroClo-
ningvector,构建pEASY○R-510重组子。基于热

激法将pEASY○R-510重组子导入大肠杆菌菌株

Trans1-T1 感受态。将转化大肠杆菌接种到含卡

拉霉素的LB固体培养基上,37℃培养,然后采用

原位PCR扩增技术筛选阳性克隆。将阳性克隆

接种到LB液体培养基(含卡拉霉素)中,37℃培

养至对数生长期,然后送到生工生物工程(上海)股
份有限公司测序。分别采用DNAMAN6.0软件

和PlantCARE(http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools /plantcare/html/# opennewwin-
dow)在线软件比对不同材料启动子序列,并预

测候选启动子的顺式作用元件。

1.2.3 瞬时表达载体的构建与克隆

参照pBWA(V)HG载体使用说明,构建pB-
WA(V)HG-HvLRR-RLK510::GUS表达载体。
采用 热 激 转 化 法 将 表 达 载 体 导 入 大 肠 杆 菌

Trans1-T1 的感受态菌株。采用1.2.2部分描述

的方法,培养转化大肠杆菌,采用基于 BSF和

BS510R引物对(表1)的菌落原位扩增技术筛选

大肠杆菌阳性菌株。将解冻的阳性大肠杆菌接种

到含卡那霉素的 LB液体培养基中,置于在37
℃、200r·min-1 摇床上培养至 OD值为0.6~
0.8。采用StarPrepPlasmidMiniprepKit试剂

盒提取pBWA(V)HG-HvLRR-RLK510::GUS

重组质粒,然后以1%的琼脂糖凝胶电泳检测所

提取质粒。

1.2.4 农杆菌遗传转化和阳性克隆筛选

采用冻融法将1.2.3中的表达载体导入农杆

菌AG1感受态菌株。将转化菌株接种到YEB液

体培养基上,28℃振荡培养2~3h。6000r·

min-1 离心1min收集农杆菌。用100μL左右

YEB液体培养基重悬浮收集菌,将其涂布于含

Kan和Rif抗生素的 YEB固体培养上,置于28
℃培养箱培养2~3d。采用Hg和Hg510R引物

对(表1)扩增单克隆菌落,以1%的琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物,鉴定阳性克隆。

1.2.5 启动子截断片段的克隆和融合表达载体

构建

根据HvLRR-RLK510基因启动子序列设计

其-1458、-868和-460bp3种截短片段的

PCR扩增上游引物(表1),以扩增启动子的下游引

物为共用引物扩增启动子截断片段。采用1.2.3
部分描述的方法构建、克隆并鉴定融合表达载体,
采用1.2.4部分描述方法将其转入农杆菌 AG1
菌株并鉴定农杆菌阳性克隆。

1.2.6 启动子及其截短片段活性验证

参考张悦婧等报道的本氏烟草[23]和拟南

芥[24]的农杆菌浸染和GUS染色方法,检测本氏

烟草不同组织器官中GUS 基因的表达特性,验
证启动子及其截短片段活性。农杆菌阳性克隆和

拟南芥阳性转化植株鉴定的特异性PCR扩增引

物见表1。

1.2.7 非生物因素诱导

依次采用75%酒精和10%NaClO消毒北青

7号和Ynbs突变体种子,将消毒种子置于平铺于

培养皿底部的湿润滤纸上。盖上培养皿后将其置

于室温培养3~4d。将幼苗转移到盛有1/2霍格

兰(Hoagland)营养液的培养瓶中,在室温条件下

培养至二叶一心,每隔3d换一次培养液。选取

生长状态高度相似的二叶一心幼苗进行诱导处

理。将100μmol·L-1 的脱落酸(ABA)、5mmol·

L-1MeJA和10μmol·L-1IAA溶液分别喷施

于幼苗叶片(直至有液滴从叶片滴下)进行激素诱

导处理;将幼苗置于4℃低温培养箱进行低温诱

导处理;采用20%的PEG-2000进行干旱诱导处

理;将幼苗置于0h/24h、12h/12h、24h/0h3
种光 周 期(昼/夜)进 行 光 诱 导 处 理。分 别 取

ABA、MeJA、IAA等5种因素处理0h、12h、24h
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表1 本研究使用引物的代号、序列和用途

Table1 Serialnumber,sequence,anduseoftheprimersusedinthisstudy

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5'-3')

引物用途
Primerusage

Pro510P2-F CAACAAACTTAGGAATTTCAAAATGTGCATATAAATATTTA

Pro510P3-F CTAGAAGCGATTCGGTGTATTTTTCAAGTTCATG

Pro510P4-F CAACTTTTCTGCCGTGTGCTGTGC

启动子截断片段扩增
Promotertruncationfragmentam-
plification

Pro510-R ACAGGGAGAGGGATAGGGAC

Pro510-F CTATTTGCCTGCCTCCATGTCAGC
启动全长扩增
Full-lengthpromoteramplification

BSF 5'-TTCATTTGGAGAGAACACGGGGGAC-3'

BS510R 5'-CGGTATCTGGCCGACGAG-3'
大肠杆菌克隆鉴定
E.colicloningandidentification

Hg 5'-GCTCCACCATGTTGGCAAGC-3'

Hg510R 5'-GCCTTTCCGAAACAGAAAAATTTGCTT-3'

农杆菌阳性克隆鉴定
Identificationofpositiveagrobacte-
riumcolonies

Gus-F CGTCCCAAGCAGTTACAAT

Gus-R GTTCAGTGGTTCCCAGAGG

拟南芥阳性植株检测
IdentificationofpositiveArabidop-
sisthalianaplants

和48h以及不同光周期处理48h的幼苗根、茎和

叶,置于-80℃保存、备用。每个处理重复3次。

1.2.8 HvLRR-RLK510基因的表达差异分析

采用FastPure○RUniversalPlantTotalRNA
IsolationKit和 HiscriptⅢ○RRTSupperMixfor
qPCR(+gDNAwiper)试剂盒,参照其使用说明

分别提取试验材料的总RNAs并反转录合成cD-
NAs。采用 ChamQUniversalSYBRqPCRMas-
terMix试剂盒,参照其使用说明检测1.2.7部分

采集样品的HvLRR-RLK510基因的表达量。荧

光定量PCR扩增引物见表1。以茎中表达量为

对照,采用2-ΔΔCt 法计算其他处理样品的HvL-
RR-RLK510基因的相对表达量。采用SPSS20.0
软件分析各处理的HvLRR-RLK510基因的表 达

差异,以GraphPadPrism9.0软件制图。

2 结果与分析

2.1 启动子克隆及其顺式元件预测

基于所提取的北青7号、Ynbs突变体、Bow-
man等8个材料的基因组DNAs(图1A),扩增了

HvLRR-RLK510基因的启动子,但仅从 Morex
和保大麦8号的基因组DNAs中扩增出约2360
bp的启动子片段(图1B)。采用平末端连接,分
别构建了携带 Morex和保大麦8号启动子的

pEASY○R-510重组子。将热激转化重组子的大

肠杆菌Trans1-T1 菌株接种在含卡那霉素的LB固

体 培 养 基 上,37 ℃ 培 养。用 Pro510P4-F 和

Pro510P4-R引物对筛选到携带pEASY○R-510重

组子的5个 大 肠 杆 菌 阳 性 菌 株,其 中2个 为

Morex启动子菌株,3个为保大麦8号启动子菌

株(图1C)。测序结果表明,5个阳性菌株均携带

2368bp的启动子扩增片段。通过序列比对,

Morex和保大麦8号的HvLRR-RLK510启动子

序列完全一致(图2)。基于PlantCare在线软件

的顺式元件预测结果显示,除多个拷贝的 TA-
TA-box和CAAT-box核心启动子元件外,该序

列还包含光响应元件、脱落酸响应元件、茉莉酸甲

酯响应元件、低温响应元件、干旱诱导元件和厌氧

诱导元件,以及 MYB蛋白的结合元件(图1D)。
除低温响应元件外,其余顺式元件均有1个以上

的拷贝,在2194bp处还存在1个下游增强子

(图1D)。

2.2 HvLRR-RLK510基因启动子的活性分析

2.2.1 基于拟南芥转基因阳性植株的启动子活

性验证

采用平末端连接构建pBWA(V)HG-HvL-
RR-RLK510::GUS融合表达载体(图3A),将构

建成功的融合表达载体导入农杆菌AG1菌株中,
获得了农杆菌阳性菌株(图3B~图3C)。基于浸

花法成功将农杆菌阳性菌株携带的融合表达载体

pBWA(V)HG-HvLRR-RLK510::GUS 导入西

伯利亚拟南芥植株,获得了1株T0 代阳性植株

及T1 代植株(图3D~图3E)。从GUS染色结果

看,野生型植株的各组织未能被有效染色,而T1 代

阳性植株花药可被有效染色,但根、茎、叶、花瓣和果

荚未被染色(图4)。这说明在拟南芥转基因阳性植

株花药中HvLRR-RLK510基因全长启动子可有效驱

动GUS基因表达。
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  M:Marker。图1A中,泳道1:H2O;泳道2~泳道9分别为北青7号、Ynbs、Bowman、Morex、Prbs、保大麦8号、Goldenpromise、云
南高世代的基因组DNAs。图1B中,泳道1~泳道8分别为青7号、Ynbs、Bowman、Morex、Prbs、保大麦8号、Goldenpromise、云南高世
代的启动子扩增片段;泳道9:H2O。图1C中,泳道1:H2O;泳道2~泳道4:Morex启动子克隆的标记片段;泳道5~泳道7:保大麦8号
启动子克隆的标记片段。图1D为HvLRR-RLK510启动子的顺式元件。

M:Marker.InFig.1A,lane1:H2O;Lane2—lane9refertotheDNAfromBeiqing,Ynbs,Bowman,Morex,Prbs,Baodamai8,
GoldenpromiseandYunnangaoshidai,respectively.InFig.1B,lane1—lane8refertotheamplificationproductofHvLRR-RLK510gene
promoterfromBeiqing,Ynbs,Bowman,Morex,Prbs,Baodamai8,GoldenpromiseandYunnangaoshidai,respectively;Lane9:H2O.
InFig.1C,lane1:H2O;Lane2—lane4:MarkedfragmentofpromoterclonefromMorex;Lane5—lane7:Markedfragmentofpromot-
erclonefromBaodamai8;Fig.1D:HvLRR-RLK510genepromoterandit􀆳scis-elements.

图1 所提取的试验材料基因组DNAs、HvLRR-RLK510启动子扩增片段及其顺式元件

Fig.1 GenomicDNAextractedfromtheexperimentalmaterials,amplificationproductofHvLRR-RLK510
genepromoteranditspredictedcis-elements

图2 Morex和保大麦8号的HvRLK510基因启动子序列

Fig.2 PromotersequencesofHvRLK510genefrom MorexandBaodamai8
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  图3A~图3C中,泳道1:H2O;泳道2~泳道7:不同农杆菌克隆的融合表达载体DNAs、启动子和载体的部分序列的特异性标记片

段、启动子序列的特异标记片段。图3D中,泳道1:H2O;泳道2和泳道3:拟南芥野生植株;泳道4和泳道5:拟南芥T1 代阳性转化植

株。图3E:T0 转化拟南芥幼苗。

InFig.3A—Fig.3C,lane1:H2O;Lane2—lane7:FusionexpressionvectorDNAofdifferentAgrobacteriumtumefaciencolonies,

specificmarkerfragmentsbasedonthesequenceofpromoterandvector,specificmarkerfragmentsbasedonthevector.InFig.3D,lane

1:H2O;Lane2andlane3:WildplantsofArabidopsisthaliana;Lane4andlane5:T1generationpositiveplantsoftransformedArabi-

dopsisthaliana.Fig.3E:T0generationseedlingsoftransformedArabidopsisthaliana.

图3 融合表达载体、农杆菌阳性克隆、拟南芥阳性转化植株的特异性分子标记示图

Fig.3 Diagramofspecificmolecularmarkerfragmentsfromfusionexpressionvector,positivecoloniesof
transformedAgrobacteriumandpositiveplantsoftransformedArabidopsisthaliana

图4 HvLRR-RLK510基因启动子活性的拟南芥植株GUS染色验证

Fig.4 GUSstainingverificationofHvLRR-RLK510genepromoteractivityinArabidopsisthalianaplants

2.2.2 基于瞬时表达本氏烟草植株验证启动子活性

为了进一步验证基于HvLRR-RLK510基因

启动子的活性,将pBWA(V)HG-35S::GUS和

pBWA(V)HG-HvLRR-RLK510::GUS 导入本

氏烟草植株,分析转化植株中GUS 基因的瞬时

表达特性。结果表明,在野生型烟草植株的根、
茎、叶、花瓣和花药中未检测到GUS 表达,35S启

动子驱动的GUS 基因在上述组织中均高效表达

(图5)。HvLRR-RLK510 基 因 启 动 子 驱 动 的

GUS 报告基因仅在烟草花药中表达,但表达量明

显低于35S启动子驱动的GUS 基因的表达量

(图5)。这再次证明HvLRR-RLK510基因启动

子可在花药中驱动GUS 基因表达。

2.3 启动子截短片段的活性验证

设计特异性引物成功扩增 Morex的HvL-

RR-RLK510基因启动子的截断片段P1、P2和P3
(长度分别为1458、868和460bp),每个截断片

段至少携带1个位于转录起始点附近的通用顺式

元件以及1个增强子(图6)。
基于pBWA(V)HG-35S::GUS 和pBWA

(V)HG-HvLRR-RLK510::GUS 融合表达载体

的瞬时表达检测结果表明,野生型烟草植株的根、
茎、叶、花药、花瓣和萼片均未被染色,35S启动子

在根、茎、叶、花药、花瓣和萼片中均可驱动GUS
基因表达(图7)。HvLRR-RLK510基因启动子

及其3个截断片段可在花药中驱动GUS 基因表

达,但表达强度没有明显差异(图7)。缺失片段

(-461~-2368bp)对启动子活性没有明显影

响,可用460bp截断片段替换HvLRR-RLK510基

因启动子。
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图5 HvLRR-RLK510基因启动子活性的本氏烟草植株GUS染色验证

Fig.5 GUSstainingverificationofHvLRR-RLK510genepromoteractivityinNicotianabenthamianaplant

图6 Morex基因组中HvLRR-RLK510基因启动子不同缺失片段的扩增及其顺式元件比较

Fig.6 AmplificationofdifferentdeletionfragmentsoftheHvLRR-RLK510genepromoterinthe
Morexgenomeandcomparisonoftheirpredictedcis-elements

2.4 非生物因素响应顺式元件的活性验证

在北青7号和Ynbs突变体叶中,随着 MeJA
处理时间的延长,HvLRR-RLK510基因转录产

物数量均呈先降后升的变化趋势,但不能恢复到

对照水平;在2个材料根中该基因转录产物数量

极显著减少后维持在较低水平(图8Ⅰ)。在北青

7号叶和根中,随着ABA处理时间的延长,HvL-
RR-RLK510基因转录产物数量呈先降后升再降

的变化趋势,处理6h时叶中的降幅小于根中,处
理12h时叶中的增幅大于根中;在Ynbs突变体

叶中该基因转录产物数量也呈先降后升再降的变

化趋势,但在根中转录产物数量极显著减少后被

维持在较低水平(图8Ⅱ)。在北青7号和 Ynbs
突变体叶中,随着低温处理时间的延长,HvLRR-
RLK510基因转录产物数量均极显著减少后维持

在较低水平;北青7号根中该基因转录产物数量

呈先降后升的变化趋势,Ynbs突变体根中该基因

转录产物数量极显著减少后虽然有增加的趋势,
但未达到0.05显著水平(图8Ⅲ)。北青7号和

Ynbs叶片中,随着 PEG-2000处理时间延长,

HvLRR-RLK510基因的转录产物数量均呈先降

后升的变化趋势,在2个材料根中该基因转录产

物数量均极显著减少后被维持在较低水平(图8
Ⅳ)。在北青7号和Ynbs突变体叶中,随着光照
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图7 HvLRR-RLK510基因缺失启动子片段活性的本氏烟草GUS染色验证

Fig.7 GUSstainingverificationondeletionfragmentactivityofHvLRR-RLK510genepromoterinNicotianabenthamiana

时间延长,HvLRR-RLK510基因转录产物数量

逐渐增加;在2个材料的根中该基因转录产物数

量则呈先升后降的变化趋势,但均未能降至暗处

理的水平(图8Ⅴ)。

3 讨论

本研究基于所设计引物,以 Morex和保大麦

8号的基因组DNA为模板,扩增并测序了位于

HvLRR-RLK510基因侧翼的2386bp的候选序

列。基 于 PlantCARE (http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)的预

测结果表明,所克隆序列具有启动子的主要结构

元件,如TATA-box、CAAT-box以及 MeJA、ABA
和低温等多种非生物因素的响应元件。虽然3个

截断片段缺失了不同的顺式元件,但至少携带1
个通用顺式元件和增强子(图3)。所克隆序列及

其3个截断片段在本氏烟草花药中均可有效驱动

GUS 基因表达,且GUS 基因表达没有明显差异,
该基因的转录起始效率主要由转录起始点及其附

近的通用顺式元件(CAAT-box)和增强子决定。
因此,我们认为所克隆的2386bp序列为HvL-

RR-RLK510基因启动子序列,可用460bp的截

断片段替代该基因启动子。
虽 然 在 大 麦 根 和 叶 中 检 测 到HvLRR-

RLK510基因的表达产物,但在拟南芥和本氏烟

草中HvLRR-RLK510基因启动子及其截断片段

只能在花药中驱动GUS 基因表达,在单子叶植

物大麦与双子叶植物本氏烟草、拟南芥中HvL-
RR-RLK510基因启动子的活性不同。Bakhsh等

发现在双子叶植物黄瓜、棉花和马铃薯中35S启

动子的活性高于单子叶植物[25-27],且具有明显的

组织(或器官)和发育阶段特异性[26-27]。与之相

反,单子叶植物基因工程常用载体,如RiceAct1
promoter和RbcSpromoter,在单子叶植物中的

活性 高 于 双 子 叶 植 物[28-31]。已 有 文 献 报 道 了

C2H2结构域、WOX结构域、AP2结构域等转录

因子的DNA结合域序列在物种间存在差异,并
导致了它们的遗传效应差异[32-34]。因此推测,可
能是反式转录因子的DNA结合域序列差异导致

了拟南芥和本氏烟草与大麦的不同组织或器官中

HvLRR-RLK510启动子的活性差异。
已有大量研究结果显示,植物类受体蛋白激酶
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  Beiqing7(Y):北青7号叶片;Ynbs(Y):Ynbs叶片;Beiqing

7(G):北青7号根;Ynbs(G):Ynbs根。Ⅰ:MeJA处理;Ⅱ:ABA
处理;III:低温处理;Ⅳ:PEG-2000处理;Ⅴ:光照处理。图柱上不

同大小写字母分别表示同一材料不同取样时间间在0.01和0.05
水平上差异显著。

Beiqing7(Y):Beiqing7leaves;Ynbs(Y):Ynbsleaves;

Beiqing7(G):Beiqing7roots;Ynbs(G):Ynbsroots.Ⅰ:MeJA

treatment;Ⅱ:ABAtreatment;Ⅲ:Lowtemperaturetreat-

ment;Ⅳ:Droughttreatment;Ⅴ:Lighttreatment.Different

capitalandsmalllettersonthecolumnsindicatesignificantdiffer-

encesamongdifferentsamplingstagesforthesamematerialsat

0.01and0.05levels,respectively.

图8 不同处理HvLRR-RLK510基因的

相对表达量及其差异

Fig.8 RelativeexpressionofHvLRR-RLK510andthe

expressiondifferencesunderdifferenttreatments

基因的转录受低温、干旱和激素等非生物因素诱

导[35-38]。在处理后6h内低温、干旱和激素等大

多数非生物因素可促进类受体蛋白激酶基因转

录,6h后转录被抑制。虽然在不同处理时间内

非生物因素对类受体蛋白激酶基因转录的诱导作

用可从促进转化为抑制,但不同因素的诱导特性

因组织(或器官)和被诱导的基因而异。王晨等发

现,在 MeJA处理的北柴胡幼苗中BcMYC2表达

量可在0~2h内持续升高,2~4h内持续下降,
随后在略有升高[39],但在 MeJA处理的盐芥幼苗

中MYC2的表达量可在0~24h内持续下降[40]。
由于取样时间均不低于6h,因此以上结果说明

MeJA、ABA、低温和PEG-2000均抑制了大麦根

和叶中HvLRR-RLK510基因的转录。除上述因

素外,大麦叶片中HvLRR-RLK510基因转录产

物数量随光照时间延长而逐渐增加,但在根中

HvLRR-RLK510基因转录产物数量呈现先升后

降的变化趋势。因此,作者认为HvLRR-RLK510
基因转录受5种非生物因素诱导,其启动子携带5
种非生物因素的响应元件,属于诱导型启动子。

在 MeJA和ABA处理的Ynbs根中、低温处

理的北青7号和 Ynbs突变体叶中,以及干旱处

理的北青7号和 Ynbs根中HvLRR-RLK510基

因的转录被抑制后便处于较低水平,该结果与王

晨等[39-42]的报道基本一致。在 MeJA和干旱处

理的北青7号和Ynbs突变体叶中、ABA处理的

北青7号根和叶中,以及低温处理的北青7号叶

中被抑制的HvLRR-RLK510基因转录随着处理时

间的延长可被恢复,转录产物的数量遵守先升后降

再升的变化趋势。在不同器官中 MeJA、ABA、干
旱等5种非生物因素对HvLRR-RLK510基因转录

的诱导机制存在差异。真核生物基因的转录产物

受反式因子的互作特性、材料的遗传背景、组织

(或器官)生理状态等多种因素的影响。因此,基
于本研究结果还难以阐述上述5种非生物因素对

HvLRR-RLK510基因转录的不同诱导机制。
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