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摘 要:ERECTA 受体样激酶家族在植物气孔发育及非生物胁迫响应中具有重要作用。为明确大麦

HvERECTA基因在气孔发育及干旱胁迫响应中的调控机制,挖掘大麦抗旱分子育种新靶点,克隆获得大麦

HvERECTA基因并进行生物信息学分析,构建异源过表达载体转化拟南芥,系统测定转基因株系的气孔表

型、关键基因表达水平及干旱胁迫下的生理指标。结果表明,HvERECTA 基因编码区全长2934bp,编码

977个氨基酸,编码蛋白定位于质膜且含典型丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶结构域,在禾本科植物中高度保守;该

基因的启动子区域富含ABRE、MBS等逆境胁迫及激素响应元件。转基因拟南芥气孔密度显著降低,气孔发

育关键转录因子SPCH、MUTE、FAMA的编码基因表达量下调幅度均超50%,MAPK通路核心基因YODA
表达上调50%~80%;干旱胁迫下,转基因拟南芥株系超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)、过氧化氢

酶(CAT)活性较对照提升25%~40%,丙二醛含量下降约30%,失水速率降低20%,胁迫响应基因AtKIN2、

AtABF3、AtRD22表达量均显著上调。综上所述,大麦HvERECTA基因通过调控 MAPK信号通路降低气孔

密度、增强植株抗氧化能力,从而提升抗旱性,为大麦抗旱分子育种提供了重要的功能基因资源。
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MolecularMechanismoftheBarleyHvERECTA Genein
RegulatingStomatalDevelopmentandDroughtResistance

throughHeterologousExpressioninArabidopsis
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Abstract:TheERECTAfamilyofreceptor-likekinases(RLKs)playsacrucialregulatoryroleinplant
stomataldevelopmentandresponsestoabioticstresses.Thisstudythereforefocusedoninvestigating
thebarleyHvERECTAgene,aimingtoclarifyitsregulatoryrolesinthesebiologicalprocessesand
providepotentialtargetsforbarleydroughtresistancebreeding.WefirstclonedtheHvERECTAgene
frombarleyandconductedcomprehensivebioinformaticsanalysestocharacterizeitssequenceandpro-
teinproperties.Subsequently,weconstructedaheterologousoverexpressionvectorcarryingthe
HvERECTAgeneandtransformeditintoArabidopsisthaliana.ForthetransgenicArabidopsis
lines,wesystematicallydeterminedstomatalphenotypictraits,expressionlevelsofthekeyrelated
genes,andphysiologicalindicatorsunderdroughtstressconditionstoevaluatethegenefunction.The
bioinformaticsanalysisresultsshowedthatthefull-lengthcodingsequence(CDS)ofHvERECTAis2934



bp,encodingaproteinof977aminoacids.TheHvERECTAproteinislocalizedtotheplasmamem-
braneandcontainsatypicalserine/threonineproteinkinasedomain,whichisahallmarkoftherecep-
tor-likekinasefamily.SequencealignmentandphylogeneticanalysisrevealedthatHvERECTAis
highlyconservedamonggramineousplants,withthehighesthomologytothosefromwheat(Triticum
aestivum)andryegrass(Lolium perenne).Additionally,analysisofcis-actingelementsinthe
HvERECTApromoterregionindicatedthatitisrichinregulatoryelementsassociatedwithabiotic
stressresponsesandplanthormonesignaling,suchasabscisicacid(ABA)-responsiveelements
(ABRE)anddrought-responsiveelements(MBS).PhenotypicobservationsonthetransgenicArabi-
dopsislinesshowedthatoverexpressionofHvERECTAsignificantlyreducedstomataldensitycom-
paredwiththewild-typecontrol.Molecularanalysisdemonstratedthattheexpressionlevelsofgenes
encodingkeystomataldevelopmenttranscriptionfactors,namelySPCH(SPEECHLESS),MUTE,

andFAMA,werealldownregulatedbymorethan50%inthetransgeniclines.Incontrast,theex-
pressionlevelofYODA,acoregeneinthemitogen-activatedproteinkinase(MAPK)cascadepathway
thatisinvolvedinstomataldevelopmentregulation,wasupregulatedby50%-80%inthetransgenic
plants.Underdroughtstress,thetransgenicArabidopsislinesshowedenhanceddroughtresistance-
relatedphysiologicalperformance.Specifically,theactivitiesofsuperoxidedismutase(SOD),peroxi-
dase(POD),andcatalase(CAT)inthetransgeniclineswereincreasedby25%-40%comparedwith
thecontrol.Meanwhile,thecontentofmalondialdehyde(MDA),whichisanindicatoroflipidperoxi-
dationandcellulardamageunderstress,wasdecreasedbyapproximately30%inthetransgeniclines.
Additionally,thewaterlossrateofthetransgeniclineswasreducedby20%,andtheirrelativewater
contentwashigherthanthatofthecontrol.Furthermore,theexpressionlevelsofstress-responsive
genes,includingAtKIN2,AtABF3,andAtRD22,showednoabnormalchangesundernormal
growthconditionsbutweresignificantlyupregulatedunderdroughtstressinthetransgeniclines.In
conclusion,thebarleyHvERECTAgeneenhancesplantdroughtresistancebyregulatingtheMAPK
signalingpathwaytoreducestomataldensityandbyimprovingtheactivityoftheplantantioxidantde-
fensesystem.Thesetworegulatorypathwayscollectivelyenhancethewaterretentioncapacityof
plantsunderdroughtstress,therebyimprovingtheirstresstolerance.Thisstudyclarifiestheimpor-
tantregulatoryroleofHvERECTAinstomataldevelopmentandabioticstressresponse,andprovides
animportantfunctionalgeneresourcefordrought-resistantmolecularbreedingofbarley.
Keywords:Hordeumvulgare;HvERECTAgene;Stomataldevelopment;Stomataldensity;Stomatal
aperture;Droughtstress

  气孔作为表皮层特化的复合体[1],是植物与

外界环境进行气体交换的核心门户,在调控光合

作用、碳同化效率、蒸腾作用以维持水分利用效率

平衡中发挥着枢纽作用[2-3]。由于气孔发育过程

涉及细胞命运的调控、细胞极性分裂、细胞间通讯

以及对内源信号和环境因子变化的响应,因而气

孔发育已成为研究植物诸多发育过程的理想途经

之一,气孔发育机制的解析也发展成植物发育生

物学与生理生态学领域的重要研究方向,其研究

结果对于理解植物表皮器官形成规律及其适应性

调控具有重要的理论意义和应用价值。
植物通过动态调控气孔指数、密度及开度,实

现光合作用与水分利用之间的平衡[4]。在模式植

物拟南芥中,ERECTA(ER)受体样激酶及其同源

基因ERL1/2 在 气 孔 发 育 调 控 中 发 挥 核 心 作

用[5-6]。该家族成员通过感知来源于表皮或叶肉

组织的小肽信号,激活 MAPK级联反应,从而精

细调控气孔前体细胞的分裂与分化,维持气孔的

合理密度与排列[7-8]。ER家族不仅参与气孔形

成,还广泛调控植物的生长发育过程[9-10],如茎伸

长[11]、花序形态[12]、叶片发生、种子大小等[13-15]。
同时,ER 基因介导的信号途径在逆境响应中亦

具有重要作用,参与植物的蒸腾调节[16]、光照适

应及干旱与高温胁迫耐受性形成[17]。研究表明,
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拟南芥AtERECTA 通过调控气孔密度与开度,
优化 蒸 腾 效 率,从 而 增 强 植 株 的 干 旱 适 应

性[16,18];其同源基因OsERL1在水稻中过表达可

显著降低气孔密度并提高水分利用效率[19-20],进
一步支持了ERECTA 通路在单、双子叶植物中

对气孔发育与抗旱性的保守调控作用。目前在单

子叶 作 物 中,相 对 于 水 稻、玉 米 等 作 物,大 麦

ERECTA家族成员的相关研究仍相对有限。大

麦(Hordeumvulgare)作为重要的粮食与饲用作

物,其气孔结构特征与干旱适应能力密切相关,但

HvERECTA基因的具体生物学功能及其在干旱

胁迫响应中的调控机制仍不清晰。因此,系统解

析大麦HvERECTA 的结构特征与生物学功能,
对于揭示禾本科植物气孔发育的分子机制及作物

抗旱改良具有重要意义。
前期研究已成功克隆并获得大麦HvEREC-

TA基因全长序列,开展了序列特征与表达模式

分析,初步表明该基因可能参与大麦对非生物胁

迫的响应过程[21]。由于大麦转化体系复杂且周

期较长,HvERECTA 在大麦植株体内的具体功

能及分子作用机制尚未得到实验证实。为进一步

解析大麦HvERECTA 基因的生物学功能,本研

究选择模式植物拟南芥(Arabidopsisthaliana)
作为异源表达系统,构建大麦HvERECTA 基因

过表达株系,系统分析其在干旱胁迫下的生理特

征、气孔发育表型及胁迫响应相关基因的表达变

化,以揭示大麦HvERECTA 基因在气孔发育调

控与干旱胁迫响应中的潜在分子机制,为阐明

ERECTA 基因通路在禾本科作物中的保守功能

及其在抗旱育种中的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试材料为2023年收获的大麦品种Morex,
由天津农学院天津-布里斯托环境变化对农作物

影响研究中心提供。取50粒大小均匀、颗粒饱满

的大麦种子,置于三角瓶中,依次进行以下消毒处

理:75%酒精浸泡1min,蒸馏水冲洗2~3次;

5%次氯酸钠浸泡10min,蒸馏水冲洗2~3次。
将消毒后的种子均匀摆放于铺有两层湿润纱布的

玻璃培养皿中,置于人工气候箱内进行萌发培

养。培养条件:温度24℃,相对湿度70%,光照

强度3000Lx,光周期为16h光照/8h黑暗,全
程以蒸馏水保持纱布湿润。

1.2 大麦HvERECTA 基因克隆及生物信息学分析

1.2.1 总RNA提取及cDNA合成

将生长3d的大麦苗叶片剪下,迅速置于液

氮中,快速研磨成粉末状,使用FastPureUniver-
salPlantTotalRNAIsolationKit试剂盒(诺唯

赞,南京)提取总RNA,用1%琼脂糖凝胶电泳检

测质量,用PrimeScriptTMRTMasterMix反转录

试剂盒(Takara,北京)将RNA反转录为cDNA,
于-20℃保存备用。

1.2.2 基因克隆及生物学信息分析

在https://plants.ensembl.org/index.html
下载大麦HvERECTA 基因序列(ID:HORVU.
MOREX.r3.7HG0662630.1),利用Primer3Plus
网站(https://www.primer3plus.com)设计大麦

HvERECTA基因编码区PCR扩增引物(HvER-
F:5'-ATGGCGACCACGGCGAC-3';HvER-R:

5'-CTACTCCGTGTTGTGGGAGATGG-3')。
以反转录得到的大麦cDNA为模板进行PCR扩

增。扩增体系:cDNA 模板1μL,引物 HvER-F
和 HvER-R 各1μL,PrimeSTAR○R MaxDNA
Polymerase25μL,ddH2O22μL,共50μL。扩

增程序:98℃10s,55℃15s,72℃90s,35个

循环。将PCR产物通过1%琼脂糖凝胶电泳分

离后,用 MiniBEST AgaroseGelDNAExtrac-
tionKit柱式DNA胶回收试剂盒(Takara,北京)
进行回收纯化处理后,将纯化样本送至上海生工

生物工程股份有限公司开展测序分析。利用生

物信息学分析相关网站对大麦HvERECTA基因

序列特征与编码蛋白进行生物信息学预测分析

(表1)。

1.2.3 亚细胞定位

采用PEG介导的原生质体转染法进行亚细

胞定位分析。首先构建pDH51-GFP-HvEREC-
TA融合表达载体(以pDH51-GFP空载体为阴

性对照);选取生长10d的大麦幼苗叶片,通过酶

解法提取原生质体并调整浓度至1×106cells·

mL-1;分别将融合表达载体与空载体质粒转入原

生质体,25℃避光孵育12~16h后,利用透射荧

光显微镜进行观察GFP荧光信号分布,具体方法

参照相关文献[22]。

1.2.4 启动子顺式作用元件分析

参考大麦基因组数据库信息,获取HvEREC-
TA 基因ATG上游2.2kb的序列片段,作为该基

因的候选启动子区,利用在线工具PlantCARE对
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表1 生物信息学分析相关网站

Table1 Websitesrelatedtobioinformaticsanalysis

名称
Name

网址
Website

功能
Function

ORF https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
查找大麦ERECTA 基因所包含的编码区序列
Searchforthecodingregionsequencecontained

inbarleyERECTAgene

CDD https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
分析蛋白的保守结构域

Analyzingtheconserveddomainsoftheprotein

ProtParamtool https://web.expasy.org/protparam/
预测蛋白理化性质

Predictingthephysicochemicalpropertiesoftheprotein

TMHMMServerv.2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
预测蛋白跨膜结构域

Predictingthetransmembranedomainsoftheprotein

SignalP-5.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
预测蛋白信号肽

Predictingsignalpeptides

SOPMA https://www.expasy.org/search/SOPMA
预测蛋白二级结构

Predictingthesecondarystructureoftheprotein

SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org/
预测蛋白三级结构

Predictingthetertiarystructureoftheprotein

MEGA7.0 构建系统进化树
Constructingaphylogenetictree

启动子序列的顺式作用元件进行分析。

1.3 大麦HvERECTA基因异源过表达拟南芥的

获得及生理指标分析

1.3.1 载体构建

为获得p3301-121-HvERECTA 表达载体,
选用限制性内切酶 HindⅢ和XbaI双酶切得到

p3301-121线性载体。同时,设计带有p3301-121
载体同源臂引物(F:5'-CACGGGGGACTCTAG-
AATGGCGACCACGGCGAC-3';R:5'-ATTC-
GAGCTCAAGCTTCTACTCCGTGTTGTGGG
AGATGG-3')对大麦HvERECTA 基因进行扩增,
回收目的条带通过同源重组法将大麦HvEREC-
TA基因连接到p3301-121载体上,进行拟南芥遗

传转化。

1.3.2 转基因植物的获取与分子鉴定

利用农杆菌热激转化法将载体p3301-121-
HvERECTA转入农杆菌GV3101,通过农杆菌侵

染法对生长三周拟南芥Col-0进行转化。将农杆

菌接种于添加利福平和卡那霉素的液体LB培养

基中,振荡培养至 OD600 为0.6~1.0,离心去上

清,用5%蔗糖溶液重悬溶液后加入适量Silwet-
tL-77,SilwettL-77浓度保持在0.01%~0.05%,
混匀。将拟南芥花序完全浸没在菌液中,避光处

理12h。间隔7d后进行二次浸染。待种子成熟

后,收取种子进行筛选。收获 T0 代转基因拟南

芥种子,按单株系进行后代鉴定与纯合化筛选:首
先将各株系种子分别播种,通过抗除草剂筛选获

得对应株系的阳性植株;随后选取各株系阳性植

株,提取基因组DNA,对目的基因进行PCR扩增

验证,进一步确认转基因阳性株系;对鉴定正确的阳性

株系提取拟南芥RNA并进行qRT-PCR检测。根据

相应序列设计基因特异性引物(qHvERECTA-F:5'-
ATTTGGCTGGTGTTGTCCCT-3';qHvERECTA-R:

5'-CAGCCTTCGAGATTTGTGGTTT-3')。以引物

(Actin-F:5'-TGGATCGGAGGGTCCATCCT-3';Ac-
tin-R:5'-GCACTTCCTGTGGACGATCGCTG-3')作
为对照。反应体系参照供应商所推荐的体系进行,
其中2×UltraSYBRMix10μL,引物qHvEREC-
TA-F、qHvERECTA-R、Actin-F、Actin-R 各 1

μL,模板1μL,补水至20μL。所得数据采用

2-△△CT 法计算分析。筛选得到HvERECTA高表

达的阳性株系,将其连续自交纯化,待株系达到稳

定纯合状态且后代无性状分离时,分别采收各纯

合株系种子,供后续相关实验使用。

1.3.3 过表达拟南芥离体叶片的失水率测定

选生长状态一致的过表达拟南芥与野生型拟

南芥植株,取大小均一的莲座叶迅速称量并记录

初始鲜重。将叶片正面朝上平铺放置,设置环境

条件为25℃、相对湿度40%~50%;此后每隔30
min精准称量叶片鲜重并记录数据,持续处理5
h,每个处理设置3次生物学重复。叶片失水率=
(初始鲜重-处理后鲜重)/初始鲜重×100%。

1.3.4 气孔数量测定

各株系分别选取3株独立植株,每株取2片
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功能叶(如第4~第5片真叶),分别撕取叶片下

表皮作为观察样本,使用PSM-1000型显微镜对

每个样本随机拍摄10个不重叠视野,记录气孔分

布及表型特征,统计所有视野的有效数据,整理后

进行统计分析。

1.3.5 气孔表型及开度测定

各株系分别选取3株独立植株,每株取2片

长势一致的完全展开功能叶(第4~第5片真

叶),使用手术刀片和镊子撕取叶片下表皮作为观

察样本。
(1)气孔表型及开度测定。将制备合格的下

表皮条放入盛有 Mes-KCl缓冲液(10mmol·

L-1Mes、50mmol·L-1 KCl、0.1mmol·L-1

CaCl2,pH=5.6)的培养皿(Φ12cm)中,在25℃
光照培养箱中悬浮静置培养2h。随后,将预制

备的叶片下表皮条分别转移至含有10μmol·

L-1ABA缓冲液中进行处理,另一组转移至不加

ABA的缓冲液中作为对照组。在25℃光照培养

箱悬浮静置培养1h,培养结束后取样观察气孔

开度。
(2)气孔开度测定。将制备合格的下表皮条,

采用PSM-1000型正置荧光显微镜对不同处理组

样本进行拍摄,每个表皮样本随机选取10~20个

不重叠视野。利用ImageJ软件定量分析气孔开

度,先通过标尺工具完成像素校准(校准参数:320
px=50μm),再将气孔像素值换算为实际孔径,
每个视野测定2~4个清晰气孔的孔径,每个处理

组累计获得足量原始数据。数据统计采用中位数

法结合箱线图分析,以反映气孔开度的集中趋势

并直观呈现数据分布特征,统计结果用于后续实

验分析[23-24]。

1.3.6 干旱胁迫处理

将野生型Col-0与大麦HvERECTA 基因过

表达株系的种子经消毒灭菌后播于 MS固体培养

基中,待幼苗长至四叶期,选取长势一致的幼苗移

栽至育苗穴盘(规格:54cm×28cm;单穴尺寸:

6.5cm×6.5cm×3.5cm),穴内装填营养土与

蛭石的混合基质(营养土∶蛭石=1∶1,体积比),每
穴定植1株幼苗。植株置于人工气候室培养4
周,条件为16h光照/8h黑暗、温度22℃、相对

湿度65%。实验设置对照组与3种干旱胁迫处

理组。对照组:每3d浇蒸馏水500mL,维持基

质含水量稳定;自然干旱复水胁迫组:停止浇水

10d,期间不进行任何补水处理,之后浇蒸馏水

500mL复水处理,复水3d后取样;PEG6000模

拟干旱胁迫组:每3d向育苗盘浇灌500mL20%
PEG6000溶液,持续处理6d,处理结束后取样;
甘露醇模拟干旱胁迫组:每3d向育苗盘浇灌500
mL甘露醇溶液(200mmol·L-1),处理时长与

PEG6000组一致。

1.3.7 表型观察与生理生化指标测定

胁迫处理结束后,对拟南芥植株的生长状态

及可见表型进行记录。同时,采用生工生物商业

试剂盒测定植株丙二醛(MDA)含量、超氧化物歧

化酶(SOD)活性、过氧化氢酶(CAT)活性及过氧

化物酶(POD)活性。

1.4 数据处理

采用SPSS23.0与GraphPadPrism10.3软

件进行统计分析及双因素方差分析(two-way
ANOVA)。所有图表的绘制与整理均用 Origin
2024软件完成。

2 结果与分析

2.1 大麦HvERECTA 基因克隆及生物信息学

分析

2.1.1 HvERECTA基因的克隆

根据 EnsemblPlants数 据 库 提 供 的 大 麦

HvERECTA基因编码序列,设计其全长CDS区

特异引物,以反转录cDNA为模板进行PCR扩

增。扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测,得到

约3000bp条带(图1),与目标基因的预期大小

一致。对PCR产物进行胶回收纯化并测序,结果

显示,获得的大麦HvERECTA 基因编码区长度

为2934bp,序列完整且正确。

图1 大麦HvERECTA基因PCR扩增结果

Fig.1 ResultofPCRamplificationof
HvERECTAgeneinbarley
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2.1.2 HvERECTA 基因编码蛋白理化性质分析

通过ProtParam在线工具对大麦 HvEREC-
TA蛋白的理化性质进行分析,该蛋白由977个

氨基酸组成,预测分子量约为106.31kD,理论等

电点为5.93,属于酸性蛋白。此蛋白不稳定指数

为32.29,低于40,说明其结构较为稳定;平均亲

水性指数为-0.017,呈弱亲水性(图2);脂肪族

氨基酸指数达到104.29,表明该蛋白中脂肪族氨

基酸比例较高。经亚细胞定位预测,HvERECTA
蛋白较可能定位于细胞膜,与其作为受体样激酶

的功能特性相一致。

图2 大麦HvERECTA蛋白亲水性分析

Fig.2 Hydrophilicityanalysisofthe
HvERECTAproteininbarley

2.1.3 HvERECTA蛋白结构预测

通过SOPMA在线工具对大麦 HvERECTA
蛋白的二级结构进行预测(图3A),该蛋白以α螺

旋和无规则卷曲为主要结构形式,包含一定比例

的延伸链和β转角。其中,α螺旋数量最多,共包

含373个氨基酸,占总长度的38.18%;无规则卷

曲由354个氨基酸组成,占36.23%;延伸链含

173个氨基酸,占17.71%;β转角最少,共77个

氨基酸,占7.88%。利用PredictProtein工具进

行预测,所得结果与SOPMA分析一致,进一步

验证了预测的可靠性。对大麦HvERECTA蛋白

结构进行SMART在线分析(图3B),发现该蛋白

含有典型的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶结构域(S_

TKc),表明其属于受体样激酶家族中丝氨酸/苏

氨酸特异性激酶亚类,为其参与信号传导及胞外

刺激感知提供了结构基础。
利用SWISS-MODEL在线工具对大麦HvEREC-

TA蛋白进行同源建模,结果(图3C)表明该蛋白

的二级结构与上述预测结果一致。进一步比对蛋

白质二级结构模型发现,HvERECTA蛋白序列

与模板序列(I1Z695.1.A:粳稻ER2)的序列覆盖

度达84.98%,同源性较高。

  A:二级结构;B:结构域;C:三级结构。

A:Secondarystructure;B:Domain;C:Tertiarystructure.

图3 大麦HvERECTA蛋白结构预测

Fig.3 ProteinstructurepredictionofHvERECTAinbarley

2.1.4 HvERECTA蛋白跨膜结构和信号肽预测

利用在线工具TMHMM 和Phobius对大麦

HvERECTA蛋白进行跨膜结构预测,结果(图4)
显示,该蛋白含有1个跨膜结构域,表明其为典型

膜蛋白。具体结构分布:胞外区(1~577aa)包括

信号肽N-region(1~4aa)、H-region(5~20aa,
疏水段)和C-region(21~25aa,极性段)以及非

胞内域(26~577aa),结合SWISS-MODEL同源

建模结果推测,非胞内域可能形成LRR或L-do-
main型折叠结构,进而参与小分子或蛋白配体的

识别;跨膜区(578~598aa)为单个α螺旋段,作
为质膜锚定区,连接胞外识别区与胞内信号域;胞
内区(599~977aa)为完整激酶结构域,包括磷酸

化催化核心和底物结合区,负责胞内信号转导。
此外,信号肽预测显示该蛋白存在信号肽的概率

为99.24%,提示大麦 HvERECTA蛋白可能通

过分泌途径定位于质膜。

2.1.5 HvERECTA蛋白亚细胞定位

为明确大麦HvERECTA蛋白的亚细胞定位

特征,构建了大麦HvERECTA 基因与绿色荧光

蛋白(GFP)的融合表达载体,瞬时转化至大麦原
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生质体。对转化后的原生质体荧光信号分布进行

观察,结果(图5)显示,GFP对照原生质体的绿色

荧光 信 号 在 细 胞 质 和 细 胞 核 中 均 匀 分 布,而

HvERECTA-GFP融合蛋白的绿色荧光信号主要

集中分布于细胞膜,呈环状模式分布于细胞周缘,
细胞质中未见明显荧光信号累积现象。该结果表

明,大麦HvERECTA蛋白定位于细胞膜。

2.1.6 HvERECTA同源蛋白序列比对及系统

发育进化关系

借助NCBI数据库对大麦 HvERECTA全长

蛋白序列进行BlastP比对,构建系统进化树(图

6),结果发现大麦 HvERECTA 蛋白序列与小麦

(Triticumaestivum)、黑麦草(Loliummultiflorum)
相似性较高。

图4 大麦HvERECTA蛋白跨膜结构域(A、B)和信号肽分析(C)

Fig.4 Transmembranedomains(A,B)andsignalpeptideanalysis(C)oftheHvERECTAproteininbarley

图5 大麦HvERECTA亚细胞定位(Bar=5μm)

Fig.5 SubcellularlocalizationoftheHvERECTAinbarley(Bar=5μm)
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图6 大麦HvERECTA蛋白进化树分析

Fig.6 PhylogenetictreeanalysisoftheHvERECTAproteininbarley

2.1.7 HvERECTA 基因启动子顺式作用元件分析

运用PlantCARE数据库,对大麦HvEREC-
TA基因翻译起始密码子(ATG)上游约2.2kb
的启动子序列展开分析。结果(图7)显示,该启

动子序列中分布有多种与激素信号应答、环境胁

迫耐受及生长发育调控相关的潜在顺式作用元

件。序列中检测到多个CAAT-box和CAT-box
元件,表明其具有典型的核心启动子结构。在该

区域内还鉴定到多种与ABA信号传导和胁迫响

应相关的元件,包括ABA响应元件(ABRE)、脱
水响应元件核心序列(DREcore)、MYB转录因

子结合位点(MYB/MBS)、MYC转录因子结合位

点(MYC)以及应激响应元件(STRE)等,这些元

件可能参与植物对干旱、高盐等非生物胁迫以及

ABA介导的信号通路的响应调控。此外,该启动

子区域还包含多种植物激素应答相关顺式作用元

件,包括赤霉素(GA)响应元件 GARE-motif、乙
烯(ETH)响应元件ERE、水杨酸(SA)响应元件

as-1、生长素(IAA)响应元件TGA-element及茉

莉酸(JA)响应元件TCA-element等。上述结果

表明,大麦HvERECTA 基因的表达受到多种植

物激素的协同调控,其启动子序列中含有多种参

与激素信号转导及胁迫响应的顺式作用元件,可
为解析该基因在激素调控网络及抗逆通路中的功

能提供重要线索。

2.2 大麦HvERECTA基因异源表达对拟南芥干

旱耐受性及相关生理特性的影响

2.2.1 拟南芥转基因株系的筛选与鉴定

对通过蘸花法得到的转基因拟南芥植株进行

抗性筛选,得到具有Basta除草剂抗性的幼苗,生
长状态良好(图8A)。通过PCR扩增进一步确认

阳性转基因植株,结果(图8B)表明,阳性转基因

株系可扩增出与目的基因对应的特异性条带,而
阴性对照(野生型)未出现相应条带。选取阳性株

系,通过qRT-PCR检测基因表达量。结果(图

8C)显示,不同转基因株系中大麦HvERECTA 基

因的表达量存在差异,转基因株系L5的目的基

因表达水平最高。待各转基因株系成熟后,按株

系单独收获种子,经扩繁扩增后保存,为后续相关

实验提供稳定的材料支持。

图7 大麦HvERECTA基因启动子顺式作用元件分析

Fig.7 Analysisofcis-actingelementsinthepromoteroftheHvERECTAgeneinbarley
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  A:HvERECTA基因过表达拟南芥的Basta抗性筛选;B:PCR结果,M:2KplusⅡ DNAMaker;WT:野生型植株(阴性对照);L1~

L9:转基因株系,下同;+:质粒(阳性对照);C:qRT-PCR,图柱上字母表示在0.05水平差异显著。

A:Bastaresistancescreeningresults;B:PCRresults,M:2KplusⅡDNAMarker;WT:Wild-typeplants(negativecontrol);L1-

L9:Transgeniclines,thesameinbelows;+:Plasmid(positivecontrol);C:qRT-PCRanalysisresultsofArabidopsisoverexpressing
HvERECTAgene,thevalueswiththesamelettersindicatenosignificantdifferenceat0.05level.

图8 HvERECTA基因过表达拟南芥株系鉴定

Fig.8 IdentificationofArabidopsislinesoverexpressingHvERECTAgene

2.2.2 HvERECTA 基因过表达对拟南芥叶片

形态表型及抗逆相关生理指标的影响

对叶片失水率进行测定后发现,在不同处理

时间梯度下,转基因株系的水分散失率均低于野

生型植株。尤其在处理进行至5h后,转基因株

系的水分散失率与野生型相比呈现出显著差异

(P<0.05),这一结果直观反映了转基因材料在

保水能力上的优势。进一步的干旱胁迫实验观

察发现,干旱处理后,野生型材料出现严重萎蔫

现象,植株整体失水明显;而转基因植株仅部分

叶片表现轻微萎蔫,缺水症状显著轻于野生型

(图9)。综合叶片失水率测定数据与干旱胁迫

表型观察结果,可以明确过表达大麦HvEREC-
TA基因转基因株系的抗旱性显著优于野生型

材料,表明过表达株系具有较强的保水能力与

干旱耐受趋势。

2.2.3 HvERECTA 基因过表达对拟南芥叶片

气孔表型的影响

统计结果(图10)表明,相比野生型拟南芥,3
个大麦HvERECTA 基因过表达株系L1、L4、L5
的叶片气孔密度均显著降低(P<0.05)。测定结

果(图11)显示,经 MES-KCl溶液处理,模拟气孔

处于完全开放状态下,过表达HvERECTA 基因

株系的气孔开度显著大于野生型(P<0.05);在
ABA处理下,野生型和过表达株系的气孔开度均

明显减小,但二者对 ABA的响应程度存在显著

差异,野生型气孔开度下降至对照的28.98%,而
过表达株系则保持在对照的36.29%~44.71%
之间,显著高于野生型(P<0.05)。这说明,过表

达大麦HvERECTA 基因虽然可减少叶片气孔密

度,但能够显著增加气孔开度,并削弱气孔对ABA
诱导的敏感性,降低ABA诱导的气孔关闭程度。

  A:干旱处理后拟南芥叶片失水率;B:叶片状态。
A:LeafwaterlossrateofArabidopsisafterdroughttreatment;B:Leafstatus.

图9 HvERECTA基因过表达拟南芥叶片表型和生理指标鉴定

Fig.9 IdentificationofleafphenotypesandphysiologicalindicesofArabidopsislinesoverexpressingHvERECTAgene
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  A:拟南芥气孔数量观察(Bar=100μm);B:拟南芥气孔数量统计,****:P<0.0001。

A:StomatalnumberobservationinArabidopsis(Bar=100μm);B:StatisticsofstomatalnumberinArabidopsis;****:P<0.0001.

图10 HvERECTA基因过表达拟南芥叶片气孔表型检测

Fig.10 DetectionofleafstomatalphenotypeinArabidopsislinesoverexpressingHvERECTAgene

  A:对照和10μmol·L-1ABA处理1h的气孔;B:不同拟南芥气孔开度统计;**:P<0.01;****:P<0.0001。

A:Stomataofthecontrolandtreatedwith10μmol·L-1ABAfor1h;B:StatisticsofstomatalapertureamongdifferentArabidopsis;

**:P<0.01;****:P<0.0001.

图11 拟南芥气孔开度测定

Fig.11 DeterminationofstomatalapertureinArabidopsis

2.2.4 HvERECTA 基因过表达对拟南芥叶片

气孔发育相关基因的影响

在拟南芥中过表达大麦HvERECTA 基因

后,正向调控气孔发育的关键转录因子AtSPCH、

AtMUTE和 AtFAMA的相对表达量在正常条

件和PEG6000模拟干旱条件下均显著低于野生

型(P<0.05)(图12),说明大麦HvERECTA 基

因的过表达能够抑制气孔发育相关核心转录因子

的转录活性,从而负调控气孔形成并降低气孔数

量。进一步对与 ERECTA 受体复合物相关的

AtTMM 基因及其下游关键激酶基因AtYODA
基因进行检测,结果显示,在正常条件下,两者的

相对表达量均显著升高(P<0.05),而在干旱胁

迫处理后则出现显著下降,表明在正常生长环境

中,大麦HvERECTA基因过表达能够促进AtT-
MM 基因与AtYODA 基因的转录积累,从而增强

下游信号传导,但在干旱胁迫下,受多重信号的协

同影响,大麦HvERECTA 基因过表达株系可通

过下 调YODA 等 关 键 因 子 的 转 录 水 平,参 与

MAPK信号通路的转录层面调控。

2.2.5 HvERECTA 基因过表达对干旱胁迫下

拟南芥叶片抗氧化酶活性的影响

PEG6000、甘露醇模拟干旱和自然干旱-复水

处理后,拟南芥野生型和大麦HvERECTA 基因

过表达株系的过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化

酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性较处理前均显

著升高。相同胁迫条件下,大麦HvERECTA 基

因株系的三种酶活性均显著高于野生型(图13)。
这表明大麦HvERECTA 基因可能通过上调抗氧

化物酶活性,增强植物的耐逆能力。经逆境胁迫处

理后,拟南芥野生型与大麦HvERECTA 基因过表

达株系的丙二醛(MDA)含量均不同程度升高,但
在相同条件下过表达株系的 MDA量显著低于野

生型植株,表明其膜脂过氧化损伤程度更轻,进一

步佐证了该基因的耐逆调控功能。
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  对照:正常生长4周的拟南芥正常加水培养;处理:正常生长4周的拟南芥施加20%PEG6000模拟干旱处理3d。*:P<0.05;

**:P<0.01;***:P<0.001;****:P<0.0001。下图同。

Control:Arabidopsisgrownnormallyfor4weeksweregrownwithnormalwatersupplying;Treatment:Arabidopsisgrownnor-

mallyfor4weeksweretreatedwith20%PEG6000tosimulatedroughtfor3days.*:P<0.05;**:P<0.01;***:P<0.001;

****:P<0.0001.Thesameinfigure13-figure14.

图12 HvERECTA基因过表达拟南芥气孔发育相关基因相对表达水平

Fig.12 Relativeexpressionlevelsofstomataldevelopment-relatedgenesinArabidopsisoverexpressingHvERECTAgene

图13 干旱胁迫下拟南芥叶片SOD、CAT、POD活性与 MDA含量

Fig.13 ActivitiesofSOD,CAT,andPOD,andMDAcontentinArabidopsisleavesunderdroughtstress
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2.2.6 HvERECTA 基因过表达对拟南芥逆境

响应基因的影响

在正常条件下,过表达HvERECTA 基因的

拟南芥株系的AtKIN2基因表达水平与野生型无

显著差异,AtABF3基因表达量较野生型有所下

降,差异达到显著水平,而AtRD22表达量则显著低

于野生型(图14)。这表明大麦HvERECTA 基因

过表达不会在非胁迫条件下引发拟南芥ABA响应

基因的异常激活,仅部分基因表达出现轻微下调,
未呈现ABA信号通路被异常启动的特征。

在干旱胁迫条件下,3种基因在过表达株系

中的表达水平均显著上调趋势。其中,AtKIN2
基因表达水平较野生型显著升高;AtABF3基因

在过 表 达 株 系 中 呈 现 显 著 增 强 的 上 调 幅 度;

AtRD22基因由正常条件下的低表达水平快速升

高,并显著超过野生型在胁迫条件下的表达水平。

图14 干旱胁迫下HvERECTA基因过表达拟南芥逆境响应基因的表达

Fig.14 Expressionofstress-responsivegenesinArabidopsislinesoverexpressingHvERECTAunderdroughtstress

3 讨论

气孔是陆生植物叶片及其他器官表面的特化

结构,由保卫细胞形成,在气体交换与蒸腾作用中

发挥核心功能。气孔密度不仅影响气体交换效率

和水分利用效率,还受到遗传调控与环境因子的

共同作用,并在不同组织及同一器官的不同区域

间表现出空间差异,其发育与分布受到遗传与环

境因素的共同塑造[3]。气孔形成受多层次分子网

络精细控制,其中以 bHLH 转录因子 SPCH、

MUTE和FAMA为核心,协同 MAPK信号通路

及小肽-受体复合物共同维持气孔分化的时空精

确性[25-26]。ERECTA 家族受体激酶作为该网络

的重要枢纽,可通过与TMM和EPF家族小肽互

作,调控 YODA-MAPK 级联反应[27],进而影响

SPCH等关键转录因子的活性,在气孔发育和非生

物胁迫适应中发挥关键作用[28-29]。然而,EREC-
TA 通路在禾本科作物中的功能仍不完全清晰。

3.1 大麦HvERECTA基因的结构与顺式作用元

件特征表明其具备逆境信号感知与调控潜力

本研究以大麦HvERECTA 基因为对象,探
讨了其在气孔发育调控及干旱胁迫响应中的生物

学功能。为揭示其潜在的分子基础,首先对该基

因进行了序列特征及结构分析。测序结果表明,大
麦HvERECTA 基因的编码区(CDS)全长2934bp,

可编码977个氨基酸残基,预测其编码蛋白的分

子量约为106kD,理论等电点为5.93,属于稳定

型亲水蛋白。经结构域分析,该蛋白含有典型的

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶结构域(S_TKc),具备受

体样激酶家族的特征。跨膜结构预测与原生质体

瞬时表达观察结果均显示大麦HvERECTA蛋白

定位于细胞膜,为单跨膜受体蛋白,其定位特征与

已报道的ERECTA 家族成员一致[30]。通过序列

比对及系统进化分析,大麦HvERECTA 基因与

小麦、黑麦草等禾本科作物同源性最高,并在系统

发育树上聚为同一分支,说明该基因在禾本科作

物中具有较高保守性。大麦HvERECTA 基因的

启动子中富含与逆境胁迫和植物激素相关的调控

元件,包括 ABRE、MBS等干旱与 ABA 响应元

件,以及GARE-motif、TGA-element等激素响应

元件,提示该基因可能受多种信号途径协同调控,
在环境胁迫感知与应答中发挥重要作用。基于其

膜定位特征、激酶结构域和顺式元件组成推测,大
麦HvERECTA基因可能通过感受外界信号并介

导下游信号转导途径调控植物的逆境适应能力。

3.2 大麦HvERECTA 基因通过 MAPK-气孔发

育通路调控气孔形成与运动,提高水分利用效率

气孔发育与运动的调节是大麦HvERECTA
基因介导抗旱性的关键环节。研究表明,细胞分

裂素和生长素可促进气孔开放,而 ABA则诱导
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气孔关闭[23,31]。本研究发现,大麦HvERECTA
基因过表达株系气孔密度显著降低,说明其可能

通过抑制气孔形成来减少蒸腾失水。在气孔运动

层面,过表达植株在 ABA处理后气孔开度显著

高于野生型,说明过表达植株对 ABA诱导关闭

反应的敏感性降低。这表明大麦HvERECTA 基

因不仅调控气孔数量,还在气孔运动调节中建立

了新的水分利用平衡机制。
通过分子水平分析进一步揭示了HvEREC-

TA基因作用途径:气孔发育关键bHLH 转录因

子(SPCH、MUTE、FAMA)在转基因植株中显著

下调,而YODA 的表达显著上调,符合HvEREC-
TA通过激活 MAPK级联信号抑制下游转录因

子、从而限制气孔形成的调控模型[29]。然而,在
干旱处理后,过表达株系AtYODA 表达量反而下

降,与前人研究结果[32]不一致,这一差异可能源

于物种特异性、基因异源表达特性及胁迫处理方

式的不同。本研究中大麦HvERECTA 基因在拟

南芥中异源过表达,可能会重塑下游MAPK信号

通路的响应模式;同时,不同干旱胁迫的强度、持
续时间及处理方式也可能导致YODA 基因表达

调控呈现差异化特征[33]。总体而言,相关表达变

化进一步说明,HvERECTA 基因是该信号通路

的上游调控因子,通过调节MAPK模块的响应强

度,实现对气孔发生过程及干旱适应策略的整体

协调,而不是单一依赖某一信号成员。但本研究

仅在转录水平揭示了HvERECTA 对下游通路的

调控关系,其对 MAPK通路活性的具体影响,仍
需结合YODA 蛋白的丰度检测及磷酸化水平分

析等后续实验进一步验证。

3.3 大麦HvERECTA 基因协同 ABA信号与抗

氧化体系,提高干旱胁迫响应能力

非生物胁迫通常会引起植物一系列生理和分

子反应,并最终反映在表型水平上[34]。本研究结

果显示,大麦HvERECTA 基因过表达显著增强

了拟南芥的抗旱性。转基因植株在干旱胁迫下表

现出较强的生长活力、较高的抗氧化能力以及较

低的失水速率,表明大麦HvERECTA 基因在维

持细胞稳定性和水分平衡中发挥重要作用。本研

究结果进一步揭示,大麦HvERECTA 基因可通过

调控气孔发育及相关信号通路增强植物的干旱适

应能力,体现其在抗旱性形成中的保守调控机制。

ABA信号相关基因的表达模式为大麦HvEREC-
TA 基因的抗旱功能提供了进一步证据。在正常

条件下,过表达株系的AtKIN2表达与野生型无

差异,AtABF3略有下降,AtRD22显著降低,表明

大麦HvERECTA 基 因 过 表 达 并 未 异 常 激 活

ABA信号通路。然而,在干旱胁迫下,上述基因

在过表达株系中均显著上调,诱导幅度高于野生

型,说明大麦HvERECTA基因可增强ABA依赖

型下游基因的响应能力,从而使植株在逆境中更

快、更强地启动应答反应。这与杨树[35]、水稻中

ERECTA 家族成员参与 ABA调控的研究结果

一致,提示大麦HvERECTA 基因在ABA信号途

径中具有较强的保守性。
在生理层面,大麦HvERECTA 基因的过表

达显著增强了抗氧化系统活性。转基因植株在干

旱迫下均具有较高的SOD、POD及CAT活性,
可有效清除活性氧并减轻自由基对细胞膜的氧化

损伤。同时,MDA含量显著降低,说明其膜脂过

氧化程度减轻,细胞结构更为稳定。结合基因表

达与生理指标结果,可以推断大麦HvERECTA
基因通过提升抗氧化防御体系和渗透调节能力,
增强了植株的耐旱性。

综合以上结果,大麦HvERECTA 基因通过

多层次的分子调控途径协调气孔发育与逆境响

应。其一,大麦HvERECTA 基因通过 MAPK级

联信号抑制气孔形成、降低气孔密度,并在气孔运

动层面减弱 ABA诱导关闭的敏感性,从而在蒸

腾与水分利用之间建立新的平衡机制;其二,通过

增强ABA依赖型下游基因的激活及抗氧化系统

活性,大麦HvERECTA 基因有效提高了植株在

干旱胁迫下的防御与恢复能力。大麦HvEREC-
TA 基因在干旱胁迫下与马铃薯[32]、谷子[36]、杨
树等物种中ERECTA 家族基因的应激响应特性

高度一致,显示该通路在不同物种中具有进化保

守性。总体来看,大麦HvERECTA 基因在气孔

发育调控、信号转导及抗氧化稳态维持等多个层

面协同作用,是植物干旱适应性形成的重要分子

节点,为作物抗逆改良提供了新的理论依据与基

因资源。

4 结论

异源过表达大麦HvERECTA 基因可显著提

升拟南芥的抗旱性,其调控机制具有路径特异性

与胁迫依赖性的核心特征,为麦类作物抗旱遗传

改良提供了理论依据与基因资源。

HvERECTA基因作为上游调控因子激活
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MAPK级联 信 号,特 异 性 抑 制 气 孔 发 育 关 键

bHLH转录因子SPCH/MUTE/FAMA的表达,
显著降低植株气孔密度,减少叶片水分散失总量,
构建保水抗旱基础。

干旱胁迫下激活抗氧化防御系统,过表达株

系可显著提升SOD、CAT、POD等抗氧化酶活

性,有效清除活性氧积累,缓解细胞膜脂质过氧化

损伤,增强细胞层面的干旱耐受能力,对ABA信

号通路的调控具有严格胁迫依赖性。
总之,大麦HvERECTA 基因通过“结构调控

(气孔密度降低)+生理调控(抗氧化系统激活)”
的双重路径介导抗旱性,其调控模式兼具稳定性

与精准性,是麦类作物抗旱遗传改良的优质候选

基因。
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