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摘 要:R2R3-MYB转录因子家族是 MYB转录因子中最大亚家族,在植物多种胁迫响应中扮演重要角

色。为了筛选出与磷利用效率 相 关 的 R2R3-MYB成 员,以 最 新 组 装 的 大 麦 MorexV3基 因 组 对 大 麦 中 的

R2R3-MYB转录因子家族进行了鉴定与生物信息学分析。结果表明,在大麦 MorexV3基因组中鉴定出127
个R2R3-MYB基因,并命名为Hv2RMYB-1~Hv2RMYB-127。这些基因分布于大麦7条染色体上,且启动子

区富含激素响应顺式作用元件。经理化性质分析,大多数成员编码酸性且不稳定的蛋白质。通过系统发育及

共线性分析将大麦R2R3-MYB家族划分为5个不同的分支及16对串联复制基因。结合转录组数据(RNA-

Seq)和实时荧光定量PCR技术(qRT-PCR),发现10个大麦R2R3-MYB基因在低磷胁迫下均有不同程度的

差异性表达,其中Hv2RMYB-48显著上调表达。Hv2RMYB-48定位于细胞核,可以与 MYB-ABRE-MYB顺

式作用元件进行互作。
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Abstract:TheR2R3-MYBtranscriptionfactorfamily,thelargestsubfamilyofMYBtranscriptionfac-
tors,playscriticalrolesinvariousplantstressresponses.However,itsfunctionunderlow-phosphate
(P)stressremainspoorlycharacterized.Inthisstudy,atotalof127R2R3-MYBgeneswereidentified
inthebarleyMorexV3genomeusingbioinformaticapproachesanddesignatedasHv2RMYB-1to
Hv2RMYB-127.Thesegeneswerepredominantlydistributedonthe7barleychromosomesandwere
foundtoharborhormone-responsivecis-actingelementsintheirpromoterregions.Physicochemicala-
nalysisrevealedthatmostmembersencodeacidicandunstableproteins.Phylogeneticandcollinearity
analysesclassifiedthebarleyR2R3-MYBfamilyintofivedistinctclades,including16pairsoftandemly
duplicatedgenes.Basedontranscriptomicdata(RNA-Seq)andquantitativereal-timePCR(qRT-PCR),



10barleyR2R3-MYBgenesshoweddifferentialexpressionunderlow-Phosphorusstress,amongwhich
Hv2RMYB-48wasnotablyupregulated.FurtherinvestigationconfirmedthatHv2RMYB-48localizes
tothenucleusandcanbindtotheMYB-ABRE-MYBcis-element.
Keywords:Barley;R2R3-MYBtranscriptionfactor;Lowphosphorusstress;Bioinformatics;Yeast
one-hybridanalysis

  大麦(HordeumvulgareL.)具有耐寒性强、
适应性广和易于栽培的特点,在中国主要种植于

高海拔地区,包括青海、西藏、四川甘孜藏族自治

州和云南的部分区域。作为高海拔地区的主粮作

物,裸大麦即青稞对这些地区的粮食安全有重要

意义。尽管青稞在中国主要谷物总产量中所占比

例相对较小,但它是高海拔农业生态系统重要的

组成成分[1-2]。磷是限制作物生长和发育的主要

元素,在糖脂代谢、蛋白质合成、信号转导等多种

生物学过程中起着关键作用。挖掘与磷利用效率

(PUE)相关的基因对于提高作物的磷利用能力

至关重要[3-4]。转录因子,如AP2/ERF、WRKY、
bHLH、bZIP、MYB和 NAC,在介导植物适应干

旱、盐渍、极端温度、重金属、UV-B辐射等多种环

境胁迫中起着关键作用[5]。其中,MYB转录因子

是植物中最大的转录因子家族之一,作为核心调

控因子参与了众多植物的生物学过程[6]。MYB
转录因子的特征在于其保守的DNA结合域,该
结构域通常由1~4个相邻的重复序列组成,每个

重复序列包含约52个氨基酸残基。根据重复序

列的数量,它们被分为4种类型:1R-MYB、R2R3-
MYB、3R-MYB和4R-MYB[7]。R2R3-MYB亚家

族是 MYB家族中成员最多的类群,因其C端具

有转录激活结构域,在细胞分化、激素信号转导、
次生代谢以及胁迫响应中的作用已被广泛研

究[8-9]。例如,在大豆中,R2R3-MYB型转录因子

GmMYB3a能够调控异黄酮、类黄酮和苯丙烷代

谢途径中的关键基因,特别是查尔酮合成酶基因

CHS7和CHS8。过表达GmMYB3a能显著增加

异黄酮的积累[10]。类似地,杨树PsnMYB108在

盐胁迫下的根和叶中显著上调表达。在烟草中异

源表达PsnMYB108提高了植株的耐盐性,证明了

其在胁迫适应中的功能[11]。此外,水稻OsMYB1
为R2R3-MYB转录因子,在低磷胁迫下,OsMYB1
突变体表现出磷吸收与积累增加、磷转运蛋白及部

分磷信号基因表达改变,并以磷依赖方式调控主根

和侧根伸长。这表明R2R3-MYB转录因子在磷酸

盐饥饿信号中起关键作用,为理解植物营养胁迫与

其他信号通路交叉对话提供了新视角[12]。

植物为应对磷酸盐饥饿(PSR),进化出了多

方面的适应性策略。其中,形态学机制表现为延

迟芽发育、增加根毛密度和增强根伸长;生理生

化水平上表现出碳水化合物积累并向根部转运、
酸性磷酸酶活性增加以及类黄酮合成增强[13]。
随着分子生物学技术的发展,许多参与植物磷稳

态的基因得以鉴定和功能表征,其中包括 MYB
转录因子、PHR转录因子、PHT转运蛋白、SPX
蛋白以及 miRNA399,这些组分相互作用,形成

了一个复杂的系统和局部信号网络,协同调控植

物体内的磷平衡[14]。例如,在小麦中,TaTCP6
作为一种磷高效蛋白,其被硝酸盐激活下可直接

诱导氮利用相关基因,并通过竞争性结合 Ta-
SPX1/4来释放TaPHR2。TaTCP6与TaPHR2
之间的相互作用增强了下游基因的反式激活,最
终通过 TCP6-SPX-PHR2调控模块激活磷饥饿

响应基因[15]。在丹参中,SmPHR7积极响应磷酸

盐饥饿。在拟南芥中过表达SmPHR7能显著激

活低磷胁迫响应基因的转录,并最终赋予植株更

强的低磷耐受性[16]。植物根系表型及生理的变

化是响应低磷胁迫的主要方式之一,许多植物通

过与其内生微生物的相互作用来增强磷的吸收。
据报道,一种黄杆菌菌株(C2)在低磷条件下可以

激活亚油酸代谢以促进根系栓质合成,从而改善

植物的磷吸收[17]。在玉米的研究中,生长素响应

因 子 ZmARF1 正 向 调 控ZmPHR1;2,沉 默

ZmARF1导致根系发育受损,包括根尖变短、根
数量、根体积和根表面积减少,表明ZmARF1是

根系构型和低磷耐受性的关键调控因子[18]。此

外,研究发现ASR基因参与水稻的磷酸盐稳态。沉

默OsASR延迟了不定根和侧根的发育,并改变了根

系发育和磷酸盐饥饿响应相关基因的表达,突显了

其在调控水稻根系构型和营养感应中的作用[19]。
R2R3-MYB转录因子家族已在多种植物中

得到鉴定和相关功能研究,包括白菜(Brassica
campestrisL.)[20]、藜 麦(Chenopodiumquinoa
Willd.)[21]、甜菊(Steviarebaudiana)[22]和枇杷

(Eriobotryajaponica Lindl.)[23]。这些已鉴定

的R2R3-MYB成员大多被证实参与植物对生物
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和非生物胁迫的响应。然而,大麦中该基因家族

的研究仍然有 限。本 研 究 以 最 新 组 装 的 大 麦

MorexV3基因组对大麦中的R2R3-MYB转录因

子家族进行了鉴定与生物信息学分析,参考低磷

胁迫下的转录组数据对候选基因进行定量PCR
(qRT-PCR)分析,旨在筛选出与磷利用效率相关的

R2R3-MYB成员,为大麦R2R3-MYB转录因子的

功能研究奠定资源基础,并为应对作物磷肥效率相

关的全球性挑战提供新的视角。

1 材料与方法

1.1 植物材料和生长条件

供试材料为磷高效大麦品种GN121和磷敏

感大麦品种GN42,种子由干旱生境作物逆境生

物学国家重点实验室与甘肃省作物遗传改良与种

质创新重点实验室提供。每个品种取80粒种子,
用1%次氯酸钠溶液表面消毒10~12min,随后

用无菌水冲洗5~6次(每次2min)。将种子置

于萌发盒中,黑暗培养3d。待种子萌发后,转移

至人工气候室继续培养2d。每个品种选取50株

萌发一致的幼苗,移栽至水培箱中。普通水培2d
后,每个品种各取15株幼苗使用 Hoagland低磷

营养液培养(0.039mmol·L-1),其余幼苗用

Hoagland正常磷浓度(0.39mmol·L-1)营养液

培养。低磷处理具体方案(试剂类型、浓度及施用

程序)参照宋美妮的研究[24]。在处理开始后0、3、

7和18d分别采集根系和地上部样品。用滤纸轻

轻吸干大麦根系表面水分,使用无菌剪刀将根系

与地上部分离,以尽量减少组织损伤。样品迅速

放入预冷的10mL冻存管中,于液氮中速冻,每
个品种每个处理每个时间点设3个生物学重复。
所有样品均保存于-80℃超低温冰箱以备后续

分析。大麦培养期间,培养条件控制在25℃、相
对湿度60%。除初始黑暗萌发阶段外,所有光期

培养的光照强度均为300μmol·m-2·s-1。

1.2 大麦R2R3-MYB转录因子家族成员的全基

因组鉴定

本研究参照先前R2R3-MYB家族成员鉴定

的方法[25],从 EnsemblPlants数据库(http://

plants.ensembl.org/)获取大麦 MorexV3基因

组文件。拟南芥R2R3-MYB家族成员的参考蛋

白序列来自TAIR数据库,水稻的117个新鉴定

R2R3-MYB序列来自 RICE数据库。首先以拟

南芥和 水 稻 的 序 列 作 为 比 对 序 列,通 过 本 地

BLAST分析对大麦 MorexV3基因组进行初选,

以确定大麦中候选的R2R3-MYB基因。此外,从
PFAM 在 线 数 据 库 下 载 Myb_DNA-binding
(PF00249)的隐马尔可夫模型(HMM)配置文件,
并使用HMMERV3.4对大麦基因组进行筛选。
两种方法的E 值均设置为1×10-5。将通过本地

BLAST和HMM 搜索得到的候选序列合并并去

除重复成员。利用NCBI-CDD、SMART和PFAM
数据库通过分析剩余候选基因的保守结构域进行

进一步验证,仅保留包含典型R2R3-MYB结构域

的蛋白质,最终得到大麦R2R3-MYB家族成员。
1.3 大麦R2R3-MYB基因家族成员的染色体定

位、共线性、理化性质与系统发育分析

从EnsemblPlants数据库获取大麦、拟南芥

和小麦的基因组注释文件(GFF3格式)。从注释

文件中提取已鉴定的大麦R2R3-MYB家族成员

的染色体位置信息并进行系统命名。使用 One
StepMCScanX-Superfast进行种内和种间共线

性分析,以明确大麦、拟南芥和小麦之间的共线性

关系。利 用 TBtools 软 件 中 的 GeneLocation
Visualize、AdvancedCircos和 MultipleSynteny
Plot功 能 对 获 得 的 序 列 进 行 可 视 化。使 用

TBtools软件中的ProteinParameterCalc模块

计算大麦R2R3-MYB蛋白的理化性质,包括氨基

酸数量、分子量、理论等电点、不稳定性指数、脂肪

族指 数 和 平 均 亲 水 性。系 统 发 育 分 析 使 用

MEGA11中 的 ClustalW 对 大 麦 和 拟 南 芥 的

R2R3-MYB成员蛋白序列进行比对,手动优化比

对结果以提高保守残基的匹配度,采用邻接法

(neighbor-joining,NJ)构建系统发育树,设置

1000次Bootstrap重复,其他参数保持默认。将

生成的Newick文件导入Evoview在线平台进行

可视化。
1.4 大麦 R2R3-MYB家族成员的基因结构、保
守基序及启动子顺式作用元件分析

利用大麦基因组注释文件和蛋白序列文件,
使用TBtools软件提取R2R3-MYB家族成员的

蛋白序列及其转录起始位点上游2000bp的启

动子区域。将蛋白序列提交至 MEME在线平台

(http://memesuite.org/)进行保守基序预测,
设置最大基序数为10,其他所有参数保持默认

值。将启动子序列上传至Plant-CARE在线数据库

(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html/)进行顺式作用调控元件的鉴定。
将 MEME输出的XML结果文件与基因组注释

文件(GFF3格式)一同导入 TBtools软件,用于
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基序分布的可视化展示。对从Plant-CARE在线

数据库获得的顺式作用元件数据进行分类、统计

汇总,并使用 Origin2024软件进行可视化。

1.5 大麦R2R3-MYB家族成员在低磷胁迫下的

表达模式及qRT-PCR分析

为研究低磷胁迫下大麦R2R3-MYB家族成

员的表达模式,从大麦表达数据库(barleyexp.
com)获取了低磷胁迫下GN121和GN42品种根

系的转录组数据(登录号:PRGNA430281)。根

据先前研究的方法[24],使用log2(FPKM+1)对
转录组数据进行标准化,并使用ChiPlot在线平台

对所得表达数据进行可视化。为进行定量qRT-
PCR验证,使用试剂盒(TIANGEN,DP432)在不同

处理条件下从两个大麦品种的根组织中提取总

RNA,每个处理设置3个生物学重复。所有操作

均在严格无菌和无核酸酶条件下进行。使用梯度

PCR仪合成第一链cDNA(TIANGEN,DCP119),
并用无RNase的ddH2O稀释至150ng·μL-1。
使用1μLcDNA作为模板,混合反应体系包含2
×SuperRealPreMixPlus和50×ROXReference
Dye(天 根,FP-205)。以 大 麦 Actin、EF-1α 和

GAPDH 为内参基因,在RocheLightCycler○R96仪

器上对反应体系进行40个循环的 扩 增,采 用

2-ΔΔCT 法计算相对表达量,使用GraphPadPrism10
软件生成图表。

1.6 亚细胞定位与启动子元件互作验证

本研究参照邓玉荣瞬时转化烟草亚细胞定位

方法[26],采用pCAMBIA2300-35S-eGFP载体构

建含目的基因的重组质粒,将重组质粒导入根癌

农杆菌,活化培养菌液后注射至烟草叶片背面。
侵染后的叶片暗培养48~72h,温度保持23℃,
湿度保持50%。期间每16h用荧光显微镜进行

初步荧光观察,一旦检测到强绿色荧光信号,进一

步使用激光扫描共聚焦显微镜进行亚细胞定位分

析:以488nm激发叶绿体自发荧光,在640nm
波长下检测GFP信号。图像以单通道及合并通

道形式输出。
互作验证参照 酵 母 单 杂 试 剂 盒 实 验 流 程

(Coolaber,YH1001)。本研究通过JASPAR网站

(https://jaspar.elixir.no/)预测出 MYB-ABRE-
MYB为 MYB转录因子的结合元件,通过基因合

成技术获得该序列并构建到pAbAi载体,再构建

包含目的基因的pGADT7重组质粒。将经BstBI

线性化处理的Bait-pAbAi质粒转化至Y1HGold
酵母菌株中,获得含有诱饵载体的阳性克隆。为

确定后续筛选所需的最低AureobasidinA(AbA)
工作浓度,将所得酵母菌液稀释至OD600 为0.002,
涂布于含不同浓度AbA的SD/-Ura平板上进行

自激活检测,确定可完全抑制背景生长的最低有

效AbA浓度。随后,将验证成功的阳性酵母克

隆制备 为 感 受 态 细 胞,转 入 包 含 目 的 基 因 的

pGADT7重组质粒进行互作验证实验。

2 结果与分析

2.1 大麦 R2R3-MYB家族成员的全基因组鉴

定、染色体定位及理化性质分析

通过多轮筛选鉴定,在大麦中共鉴定出127个

R2R3-MYB家族成员(图1)。参考水 稻 R2R3-
MYB家族成员按照染色体定位的前后位置所命名

的OsMYB2-1~OsMYB2-117 形 式[25],将 大 麦

R2R3-MYB 家 族 成 员 命 名 为Hv2RMYB-1~
Hv2RMYB-127,这127个大麦R2R3-MYB基因分

布在大麦的7条染色体上。其中,大麦染色体1H
包含14个成员(Hv2RMYB-1~Hv2RMYB-14),染色

体2H包含22个成员(Hv2RMYB-15~Hv2RMYB-
36),染色体3H 包含24个成员(Hv2RMYB-37~
Hv2RMYB-60),染色体4H包含18个成员(Hv2RMYB-
61~Hv2RMYB-78),染 色 体5H 包 含15个 成 员

(Hv2RMYB-79~Hv2RMYB-93),染色体6H包含16
个成员(Hv2RMYB-94~Hv2RMYB-109),染色体7H包

含18个成员(Hv2RMYB-110~Hv2RMYB-127)。
为深入研究该家族成员的分子特征进行蛋白

质参数分析。结果(表1)表明,平均氨基酸数量

为326,平均分子量为35597.25kD,平均理论等

电点为6.703,不稳定指数为56.05,脂肪族指数为

67.048,总平均亲水性(GRAVY)为-0.5668。在

这些蛋白质中,Hv2RMYB-88的氨基酸数量最

多(1088),分 子 量 最 大(121069.5kD);而

Hv2RMYB-5的氨基酸数量最少(176),分子量最

小(20206.43kD)。理 论 等 电 点 范 围 为4.74
(Hv2RMYB-105)~9.77(Hv2RMYB-76)。不稳定

指数变化范围为37.22(Hv2RMYB-69)~88.96
(Hv2RMYB-84)。脂肪族指数范围51.25(Hv2RMYB-
38)~84.72(Hv2RMYB-30),GRAVY 值范围-0.972
(Hv2RMYB-92)~-0.22(Hv2RMYB-49)。
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  Chr1~Chr7分别代表大麦7条染色体;图中不同染色体中红色代表较高的基因密度,蓝色代表较低的基因密度。

Chr1-Chr7representthesevenchromosomesofbarley;Inthefigure,redindicateshighergenedensity,whileblueindicateslower

genedensityacrossdifferentchromosomes.

图1 大麦R2R3-MYB基因家族成员的染色体定位

Fig.1 ChromosomallocalizationofthemembersofbarleyR2R3-MYBgenefamily

2.2 大麦 R2R3-MYB家族成员的基因结构、保
守基序及顺式作用元件分析

利用MEME软件对大麦R2R3-MYB家族成员

的保守基序组成进行分析,结果(图2)显示,各成员包含

的基序数量3~6个,基序长度范围为11~41个氨基酸。
其中,Motif3的保守性最高,127个成员全部具有;而

Motif10的保守性最低,仅存在于 Hv2RMYB-53、

Hv2RMYB-9、Hv2RMYB-35、Hv2RMYB-112、

Hv2RMYB-38、Hv2RMYB-8和Hv2RMYB-55这7
个成员中。为深入解析该家族的基因结构,进一

步分析了其外显子-内含子分布情况。结果(图

2)表明,该家族中67个成员(52.8%)仅包含外显

子,其余60个成员(47.2%)同时含有外显子和内

含子,且内含子分布均匀。外显子数量1~13个,
内含子数量1~3个。值得注意的是,Hv2RMYB-
19含有13个外显子,为家族中最多,暗示其可能

具有更为复杂的功能调控潜力。
为探 索 这 些 基 因 的 调 控 机 制,利 用 Plant-

CARE在线数据库分析了转录起始位点上游2000
bp的启动子区序列中的顺式作用元件。参照先

前研究的分类方法[25],将鉴定出的元件按功能进

行分激素响应元件、胁迫响应元件、代谢相关元件

和生长和生物过程元 件4大 类。大 麦 R2R3-
MYB家族成员的所有启动子中共识别出1660
个激素响应元件、1285个胁迫响应元件、410个

代谢相关元件以及268个参与生长和生物过程的

元件(图3)。这些结果表明,该家族成员对激素

和环境刺激具有高度的响应能力。经进一步分

析,该家族所拥有的顺式作用元件数量最少为7
个(Hv2RMYB-42),最多为56个(Hv2RMYB-
12)。含有更多调控元件的基因可能在转录调控

中扮演更广泛的角色。总之,这些发现提示大麦

R2R3-MYB家族功能多样,并可能对大麦适应各

种生长条件和环境胁迫至关重要。

2.3 大麦与拟南芥R2R3-MYB家族成员的系统

发育与共线性分析

为研究大麦和拟南芥R2R3-MYB家族间的进

化关系,利用大麦的127个成员和拟南芥的124个成

员构建了系统发育树(图4)。这251个成员根据蛋

白序列相似性被划分为5个组别:GroupI包含57
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个成员(如 Hv2RMYB-42);GroupⅡ包含51个成员

(如AtMYB-111);GroupⅢ包含40个成员(如AtMYB-
69);GroupⅣ包含56个成员(如Hv2RMYB-109);GroupV
包含47个成员(如AtMYB-42)。

  左侧展示物种内系统发育树,中间为家族成员的保守结构域,右侧为家族成员的外显子-内含子结构。

Theleftpaneldisplaysthephylogenetictreewithinthespecies;themiddlepanelshowstheconserveddomainsoffamilymembers,

andtherightpaneldepictstheexon-intronstructureoffamilymembers.

图2 大麦R2R3-MYB家族成员的保守基序及基因结构

Fig.2 ConservedmotifsandgenestructuresofbarleyR2R3-MYBfamilymembers
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图3 大麦R2R3-MYB家族成员的启动子顺式作用元件分布

Fig.3 Distributionofpromotercis-actingelementsamongthemembersofthebarleyR2R3-MYBfamily

  红色:大麦;黑色:拟南芥。
Red:Barley;Black:Arabidopsis.

图4 大麦与拟南芥R2R3-MYB家族成员的系统发育树

Fig.4 PhylogenetictreeofR2R3-MYBfamilymembersinbarleyandArabidopsis
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  为进一步探究大麦、小麦和拟南芥中R2R3-
MYB家族的进化模式,利用 MCScanX进行了种

内和种间共线性分析。结果(图5)显示,35个大

麦R2R3-MYB成员(占总数27.6%)在大麦基因

组内表现出共线性。其中,染色体1H、2H和3H
各包含6个共线性成员,染色体4H有4个,染色

体5H和7H 最少(各3个),染色体6H 最多(7
个)。值得注意的是,35个共线性基因中有16对

(32个成员)在大麦内部显示相互共线性,提示这

些成员可能具有较近的进化起源和功能相关性。
种间共线性分析(图6)表明,大麦R2R3-MYB家

族与拟南芥存在22个共线性关系,主要分布在大

麦染色体1H~4H 上;相比之下,大麦与小麦之

间的共线性程度相对更高(图6),这可能源于两

者在禾本科植物中密切的亲缘关系及作为谷类作

物的共同祖先背景。

  外圈展示染色体上的基因分布密度,内圈红色曲线则表示家族成员间的共线性关系。

Theoutercircleillustratesgenedensityalongthechromosomes,whiletheinnerredcurvesrepresentcollinearrelationshipsamong

familymembers.

图5 大麦R2R3-MYB家族成员的共线性分布

Fig.5 CollinearitydistributionofbarleyR2R3-MYBfamilymembers

图6 大麦、小麦和拟南芥的物种间共线性分布

Fig.6 Interspeciescollinearitydistributionamongbarley,wheat,andArabidopsis
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2.4 大麦根系R2R3-MYB家族成员在磷胁迫下

的表达模式及qRT-PCR分析

为探究磷胁迫下大麦根系中R2R3-MYB家族

的表达模式,从大麦表达数据库中获取了该家族成

员的表达数据。结果(图7)表明,大多数成员在磷

胁迫条件下均能检测到表达水平,其中低磷胁迫3
和19d时的变化最为显著。两个被测品种GN121
和GN42的表达趋势存在差异,包括上调和下调,
表明该基因家族在磷胁迫适应中发挥响应作用。
值得注意的是,两个品种的Hv2RMYB-1在所有时

间点均呈现持续最高的表达量。此外,在磷高效品

种GN121中,Hv2RMYB-48的表达在磷胁迫下持续

增加,而在磷敏感品种GN42中其表达量逐渐降低。
基于大麦R2R3-MYB家族的系统发育分析,

从5个进化分支中各随机选取1个基因代表该分

支的表达水平,再从其余基因中另选取5个成员,
共得到10个候选R2R3-MYB基因(Hv2RMYB-1、
Hv2RMYB-13、Hv2RMYB-35、Hv2RMYB-38、
Hv2RMYB-48、 Hv2RMYB-55、 Hv2RMYB-60、
Hv2RMYB-84、Hv2RMYB-96 和Hv2RMYB-119)。
通过qRT-PCR对这些基因的表达水平进行验

证,发现大多数基因对低磷条件表现出差异性响

应(图8)。在磷高效品种GN121中,Hv2RMYB-

119和Hv2RMYB-60在长期低磷胁迫(0、3、7和

18d)下磷持续上调,并在胁迫第18天时达到峰

值;在低磷效品种GN42中,这两个基因的表达量

持续下降,在胁迫18d时降至最低。这表明它们

的特异性调控可能与品种间磷吸收效率差异有关。

Hv2RMYB-1在GN121中表达下调,在GN42中却

上调,且在胁迫18d时表达差异最大。Hv2RMYB-
96表达量在两个品种中均持续上升,暗示其可能

参与磷利用效率的共同调控机制。Hv2RMYB-
48对低磷胁迫响应最为强烈,并与转录组表达趋

势一致:在GN121中,其在低磷条件下的表达量

在3个检测时间点(胁迫后0、3和18d)均显著高

于对照;而在GN42中,4个检测时间点的表达量

均显著低于对照,突显了其在品种磷效率特异性

表现中的独特作用。其他基因也表现出品种特异

性:如Hv2RMYB-84表达在GN121中先升后降,
在GN42中持续下降;Hv2RMYB-35表达在两个

品种中均先升后降;Hv2RMYB-13表达在高效品

种中无明确趋势且差异不显著,但在低效品种中

于胁迫后0、3和18d出现显著差异。

2.5 亚细胞定位与串联元件的互作验证

基于qRT-PCR分析结果,选择Hv2RMYB-
48作为候选基因进行后续验证。为探究其亚细胞

  A:GCK03G和19G代表 GN121正常磷处理3和19d,G-P03G、19G和22G代表 GN121低磷处理3、19和22d,GR22G代表
GN121低磷处理19d+恢复处理3d;B:MCK03G和19G代表GN42正常磷处理3和19d,M-P03G、19G和22G代表GN42低磷处理
3、19和22d,MR22G代表GN42低磷处理19d+恢复处理3d。

A:GCK03GandGCK19GrepresentGN121undernormalphosphorusconditionsfor3and19days,respectively;G-P03G,G-P19G,
andG-P22GdenoteGN121subjectedtolow-phosphorustreatmentfor3,19,and22days,respectively;GR22GindicatesGN121treated
withlowphosphorusfor19daysfollowedbya3-dayrecoveryperiod;B:MCK03GandMCK19GcorrespondstoGN42undernormal
phosphorusconditionsfor3and19days;M-P03G,M-P19G,andM-P22GrefertoGN42underlow-phosphorustreatmentfor3,19,and
22days,respectively;MR22GsignifiesGN42treatedwithlowphosphorusfor19daysfollowedbya3-dayrecovery.

图7 大麦R2R3-MYB家族成员的转录表达模式
Fig.7 TranscriptionalexpressionpatternsoftheR2R3-MYBfamilyinbarley
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  CK:正常磷处理(对照);LP:低磷处理;*:P<0.05。

CK:Normalphosphorustreatment(control);LP:Lowphosphorustreatment;*:P<0.05.

图8 大麦R2R3-MYB家族成员的相对表达

Fig.8 RelativeexpressionofthebarleyR2R3-MYBfamilymembers

定位,将Hv2RMYB-48的编码序列(CDS,不含终

止子 区 域)克 隆 至 带 有 C 端 eGFP 标 签 的

pCAMBIA2300-35S载体中,构建重组质粒2300-
Hv2RMYB-48-eGFP。将该质粒在烟草叶片中瞬

时表达,利用DAPI染色评估亚细胞定位。结果

(图9)显示,Hv2RMYB-48-eGFP融合蛋白特异

性定位于细胞核,而空载eGFP对照组信号分布

于整个细胞,表明Hv2RMYB-48在细胞核内执行

其生物学功能。
将线性化 MYB-ABRE-MYB-pAbAi重组质

粒转入 Y1Hgold菌株后,涂布在SD-Ura(设6
个AbA浓度)平板上以验证自激活情况。从图

10A可看出,AbA浓度低于1000ng·mL-1 以

下时有不同程度菌落生长,AbA浓度为1000ng·

mL-1 时完全无菌落长出。因此,对于该实验组,

1000ng·mL-1 是最低AbA浓度。利用Inter-
Pro在线工具分析了 Hv2RMYB-48的结构域组

成。将保留完整DNA结合结构域(0~345bp)
的截短形式插入pGADT7载体,并将该构建体的

重组 质 粒 转 入 MYB-ABRE-MYB-pAbAi感 受
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态。所有共转化子(包括阳性对照p-53/Rec-53、
阴性对照 MYB-ABRE-MYB-pAbAi/AD-7以及

实 验 组 AD-Hv2RMYB-48/MYB-ABRE-MYB-
pAbAi)在SD/-Ura培 养 基 上 均 正 常 生 长(图

10B),证实转化成功且无细胞毒性效应。然而,

当上述转化子转移至含有1000ng·mL-1AbA
的SD/-Ura/-Leu培养基后,阳性对照和实验组

出现生长现象,表明 Hv2RMYB-48的DNA结

合结构域与 MYB-ABRE-MYB顺 式 作 用 元 件

发生互作。

  GFP:绿色荧光蛋白;CHI:叶绿体自发荧光;DAPI:核染色剂;DIC:差分干涉对比(明场);Merge:合并通道。激发波长:GFP,488
nm;DAPI,358nm;CHI,488nm。GFP与叶绿体自发荧光共享相同激发波长,但检测于不同发射波长。比例尺=20μm。

GFP:Greenfluorescentprotein;CHI:Chloroplastautofluorescence;DAPI:Nuclearstaining;DIC:Differentialinterferencecon-
trast(brightfield);Merge:Mergedchannels.Excitationwavelengths:GFP,488nm;DAPI,358nm;CHI,488nm.GFPandchloro-
plastautofluorescencesharethesameexcitationwavelengthbutaredetectedatdifferentemissionwavelengths.Scalebar=20μm.

图9 Hv2RMYB-48的亚细胞定位

Fig.9 SubcellularlocalizationofHv2RMYB-48

  A:串联元件在不同浓度AbA下的生长情况;B:串联元件与 Hv2RMYB-48的互作验证,从上到下分别代表阳性对照、阴性对照和实

验组。

A:ThegrowthofserialcomponentsunderdifferentconcentrationsofAbA;B:Theinteractionvalidationbetweenserialcomponents

andHv2RMYB-48,withthetoprowrepresentingthepositivecontrol,themiddlerowindicatingthenegativecontrol,andthebottom

rowrepresentingtheexperimentalgroup.

图10 Hv2RMYB-48与 MYB-ABRE-MYB串联元件的互作验证

Fig.10 VerificationofinteractionbetweenHv2RMYB-48andMYB-ABRE-MYBseriescomponents

3 讨论

3.1 大麦R2R3-MYB家族成员鉴定与分析

R2R3-MYB转录因子在植物生长、发育和次

生代谢中起着关键作用[27]。目前,已在多种植物

物种中鉴定出 R2R3-MYB家族成员,包括小麦

393个[28]、水稻117个[25]、马铃薯111个[29]、油橄

榄212个[30]、椰子171个[31]、苋菜73个[32]以及

红花102个[33]。本研究在大麦中鉴定出127个

R2R3-MYB成员,其中在3H染色体上分布的数
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量最多,这种家族成员数量的差异可能与植物进

化过程中的全基因组复制(WGD)事件有关[34]。
大麦R2R3-MYB蛋白的平均总平均亲水性为负

值,表明其蛋白表面富含极性和带电氨基酸残基,
较高的脂肪族指数提示蛋白质内部存在疏水区

域,而相对较高的不稳定性指数则意味着这些蛋

白可能参与需要快速调控的过程(胁迫响应或细

胞周期控制),这些过程均需要通过控制蛋白质周

转以维持功能稳态[35]。此外,Motif3是该家族

中最为保守的基序,推测其可能参与 MYB识别

并结合靶基因启动子中的特定顺式作用元件。系

统发育及共线性分析将251个拟南芥和大麦的

R2R3-MYB成员划分为5个进化分支及16对串

联重复基因,这种聚类分布模式与橄榄的17对重

复基因对被划分为6个进化支报道相似,间接支

持了植物R2R3-MYB家族在进化上具有较高的

保守性[30]。本研究在大麦R2R3-MYB基因的启

动子区发现了丰富的激素响应元件,该现象与水

稻中 的 研 究 结 果 一 致。这 表 明,激 素 信 号 是

R2R3-MYB家族是禾本科作物在面对逆境胁迫

响应的转录调控中扮演着核心角色[25]。

3.2 大麦R2R3-MYB家族成员尤其Hv2RMYB-
48积极响应低磷胁迫

低磷胁迫显著限制植物生长和农业生产效

率。磷作为必需营养元素,参与光合作用、碳水化

合物合成以及胁迫条件下抗氧化防御机制增强等

关键生理过程。因此,鉴定磷效率相关基因具有

重要意义[36-37]。R2R3-MYB转录因子参与植物

对低磷胁迫的适应性响应[19]。本研究结果表明,
在磷特异性品种中该家族大部分成员在低磷胁迫

下其根部均能检测到表达量,该结果与前人研究

植物通过改变根长、比表面积和根体积来提高植

物对磷的吸收效率存在相关性[38]。大部分成员

(Hv2RMYB-1、Hv2RMYB-13、Hv2RMYB-35、
Hv2RMYB-38、Hv2RMYB-48、Hv2RMYB-55、
Hv2RMYB-60、Hv2RMYB-84、Hv2RMYB-96 和

Hv2RMYB-119)均表现出对低磷胁迫的不同程

度响应,暗示着该家族成员在低磷胁迫下可能通

过改变根部的表型和生理来调节植物的磷酸盐稳

态。此外,10个候选成员中Hv2RMYB-48的表

达差异较为显著,该差异性与在低磷胁迫下烟草

NtMYB12、水稻OsMYB1和拟南芥AtMYB44、At-
MYB30中观察到的结果相似,表明Hv2RMYB-48
可能是大麦根系中参与低磷胁迫应答的特异性调

控因子[12,39-41]。

3.3 Hv2RMYB-48功能验证

亚细胞定位实验表明,Hv2RMYB-48定位于

细胞核,该发现与拟南芥[42]AtMYB71、紫花苜

蓿[43]MsMYB35、芍药[44]PqMYBF1、菊花[45]Cm-
MYB42、黑 树 莓[46]RoMYB10 和 百 合[47]Lo-
MYB21等 R2R3-MYB转录因子的报道相符。
这种核定位特性可能归因于其 N端两个重复结

构域(R2和R3)包含的核定位信号来介导,这两

个结构域有助于DNA结合以及与bHLH 蛋白

的相互作用,从而实现相关生物过程[48]。在拟南

芥中的有关研究中,低磷胁迫下可以诱导脱落酸

的积累并促进 ABAINSENSITIVE5(ABI5)直
接与启动子结合激活磷酸盐转运蛋白PHT1;1的

表达来促进Pi摄取[49-50]。本研究通过酵母单杂

交实验发现,Hv2RMYB-48可特异性结合 MYB-
ABRE-MYB顺式作用元件。这表明Hv2RMYB-
48作为转录因子,可能通过结合含有 MYB或

ABRE元件的靶基因的启动子上,强化对下游磷

胁迫响应基因的转录激活,并为已知的 ABI5-
PHT1;1调控通路提供了新的补充机制。

4 结论

本研 究 在 大 麦 中 共 鉴 定 出127个 R2R3-
MYB家族成员,系统发育分析将其划分为5个亚

组,并通过共线性分析发现其中包含16对串联重

复基因,这些基因可能广泛参与激素调控途径。
在低磷胁迫条件下,该家族有10个成员呈现诱导

表达趋势,其中Hv2RMYB-48的表达最显著。进

一步分析表明,Hv2RMYB-48定位于细胞核,且
其保守结构域可以与 MYB-ABRE-MYB发生互

作。本研究为大麦R2R3-MYB基因家族的后续

功能解析提供了理论基础和候选基因资源。
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