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摘  要: 解析亮氨酸富集重复型类受体激酶(leucine rich repeat receptor-like kinase, LRR-RLK)基因的功能和作用机制

有利于揭示大麦发育和胁迫响应的分子机制。本研究以北青 7 号、Ynbs 突变体和 Morex 等 8 个大麦品种(或品系)为

材料, 克隆了 HvLRR-RLK-510 基因的 2904 bp CDS 序列。8 个材料 HvLRR-RLK-510 基因的 CDS 序列和编码蛋白氨

基酸序列的相似性均高于 99.00%。该蛋白具有亮氨酸富集重复结构域、跨膜结构域和激酶结构域等 LRR-RLK 的关

键结构域, 与小麦、水稻和拟南芥等作物 LRR-RLK 聚为 1 个亚类。RT-PCR 检测和荧光定量检测结果表明, 该基因

在 8 个材料拔节期幼穗、叶鞘、叶、根和茎中差异表达, 具有器官特异性和基因型依赖性, 在幼穗中的表达更高效、

基因型依赖性更低; 亚细胞定位结果表明, 编码蛋白位于本氏烟草叶细胞的细胞膜和液泡膜上。本研究为全面解析

大麦 HvLRR-RLK-510 基因的功能和作用机制提供了基因资源和理论支持。 

关键词: 大麦; 亮氨酸富集重复型类受体激酶; 基因克隆; 亚细胞定位; 表达特性 

Cloning and expression analysis of the HvLRR-RLK-510 gene encoding a 
leucine-rich repeat receptor-like kinase in barley 
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Shi-Jin, Mao Xiao-Qiang, and Chen Sheng-Wei* 
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Abstract: Elucidating the function and regulatory mechanisms of LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor-like kinase) genes is 
essential for understanding the developmental processes and stress responses in barley. In this study, eight barley varieties or lines, 
including Beiqing 7, the Ynbs mutant, and Morex, were used as experimental materials. A 2904 bp coding sequence (CDS) of the 
HvLRR-RLK-510 gene was successfully cloned. The CDS and corresponding amino acid sequences of HvLRR-RLK-510 all 
showed over 99.00% similarity, across the eight genotypes. The encoded protein contains key conserved domains typical of 
LRR-RLKs, including leucine-rich repeat domains, transmembrane regions, and a kinase domain. Phylogenetic analysis grouped 
this protein into a subclass shared with LRR-RLKs from wheat, rice, and Arabidopsis. RT-PCR and quantitative real-time PCR 
analyses revealed that HvLRR-RLK-510 was differentially expressed in young spikes, leaf sheaths, leaves, roots, and stems of the 
above-mentioned eight materials at the jointing stage, exhibiting both organ specificity and genotype dependence. Notably, ex-
pression in young spikes was consistently higher and less affected by genotype. Subcellular localization experiments showed that 
the protein is localized to the plasma membrane and vacuolar membrane in Nicotiana benthamiana leaf cells. This study provides 
a valuable gene resource and theoretical foundation for further investigation into the functional roles and molecular mechanisms 
of HvLRR-RLK-510 in barley. 
Keywords: barley; LRR-RLK; gene clone; subcellular localization; expression characteristics 
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亮氨酸富集重复型类受体激酶(leucine rich re-

peat receptor-like kinase, LRR-RLK)是数量较多的植

物类受体激酶(receptor-like kinase, RLK), 具有胞外

域、跨膜域和胞内激酶域 3 个关键结构域[1]。胞内

激酶域高度保守, 含有 250~300个氨基酸残基, 15个

保守氨基酸分布在 11~12 个保守亚区[2-5]。跨膜结构

域连接胞外域和激酶域, 约含 17~28 个保守氨基酸

残基[6-7]。胞外域携带富含亮氨酸的串联重复保守基

序 LXXLXLXXNXL [6,8] (L 代表亮氨酸残基, X 代表

任意氨基酸)。大多数 LRR 基序携带大约 22~24 个

氨基酸, 可重复 1~51 次[2,9], 由 1α 螺旋、β 折叠和连

接环构成[4,8]。多个 LRR 基序围绕 1 个轴平行排列, 

可组成 1 个马蹄状的非球形结构[4]。 

胞外域与配体结合后 LRR-RLK 可通过受体磷

酸化或去磷酸化传递信号, 进而调节植物生长发育

或信号响应 [10]。拟南芥 LRR-RLK 家族成员基因

CVL1 [11-14]及其水稻同源基因 FON1 [15-16]编码蛋白

通过磷酸化过程发挥作用, 突变后可导致花器官改

变、穗(或茎)分枝和颖果增加。与 CVL1 相反, 拟南

芥 LRR-RLK 家族基因编码蛋白 BRI1 通过去磷酸化

激活油菜素甾醇(brassinosteroid, BR)信号通路发挥

作用[17]。除上述作用方式外, 已报道的 LRR-RLK 家

族基因大多具有一因多效特性 , 如水稻 LRR-RLK

家族基因 COE1 突变后会导致植株矮化、花序减少、

结实率下降[18]。由于表达的时空特性、胞外域的结

构差异及配体和互作蛋白差异 , 大多数 LRR-RLK

的生物学功能和作用机制不同。 

截至目前, 已鉴定了拟南芥[19]、短柄草[20]和水

稻[21]等 10 多种植物全基因组的 LRR-RLK 家族基

因。其中, 大豆 LRR-RLK 家族基因最多[22] (467 个)、

草莓的最少 (201 个 ) [23]。在不同植物中鉴定的

LRR-RLK 家族基因分布在对应植物的所有染色体

上, 但其染色体分布高度不均 [19-21]。在大多数植物

中 LRR-RLK 家族基因大多分布在染色体近末端区

域[24]。根据编码蛋白胞外域、跨膜结构域和胞内激

酶域的结构特性, 已将所鉴定的 LRR-RLK 家族基

因分为 12 个亚家族[24]。不同亚家族基因编码蛋白胞

外域的 LRR 数量和位置不同, 但胞内激酶域差异较

小。胞外域 LRR 的结构差异决定了 LRR-RLK 与配

体的不同结合特性[25]。 

大麦幼穗发育受转录因子基因、激素合成与转

运基因、黄酮类化合物代谢酶基因等多基因互作调

控[26]。类受体蛋白激酶, 如 LRR-RLK 可通过磷酸化

或去磷酸化调节上述幼穗发育基因编码蛋白活性 , 

因此鉴定幼穗发育进程中 LRR-RLK 家族基因并解

析其功能和作用机制, 有助于大麦穗发育机制解析

和分子育种设计。基于 Ynbs 突变体与保大麦 8 号的

杂交 F2 和 F5:6 群体, Zhou 等[27]、Wang 等[28]和王新

天等[29]将大麦穗分枝、多联小穗退化和小穗小花数

等性状的基因位点定位在 HvSSR4 和 HvSSR20 标记

间, 该区间携带 HORVU.MOREX.r3.2HG0114510 基

因。GO 注释结果表明 HORVU.MOREX.r3.2HG0114510

属 LRR-RLK 家族, 可调控穗发育[27-29], 并将其暂时

命 名 为 HvLRR-RLK-510 。 董 陈 文 华 等 [30] 发 现

HvLRR-RLK-510 启动子携带茉莉酸、脱落酸和光响

应元件及干旱和低温胁迫的响应元件 (已在线发

表)。基于前人研究结果, 作者推测该基因可能是大

麦穗发育和非生物胁迫的调控基因。因此, 本研究

拟分离、克隆 HvLRR-RLK-510 基因, 分析该基因的

表达特性及其编码蛋白的结构特性、系统发生关系, 

以期为 HvLRR-RLK-510 基因的功能和作用机制解

析、编码蛋白配体鉴定等研究提供基因资源和理论

支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料包括北青 7 号、Ynbs 突变体、Bowman、

Morex、Prbs 突变体、保大麦 8 号、Golden promise

和云南黑大麦。北青 7 号由云南省迪庆州农业科学

研究所提供 ; Ynbs 突变体是课题组创制的高世代

(M12 代)穗分枝突变体; 保大麦 8 号由云南省保山市

农业科学研究所提供; 云南黑大麦由云南省农业科

学院粮食作物研究所提供; 其余材料均由浙江省农

业科学院国家大麦改良中心提供。所有材料均为遗

传稳定品种或品系, 由课题组繁殖和保存。 

1.2  方法 

1.2.1  材料种植    试验大麦材料均种植于云南农

业大学昆明市盘龙区教学试验农场。于 2023 年 11

月上旬播种, 每个材料种植 5 行, 每行 20 株, 株距

5 cm, 行距 25 cm。其他管理措施同常规大田生产。 

1.2.2  总 RNA 提取及 cDNA 合成    参照王梦玥

等[31]的方法提取并检测试验材料叶、茎、幼穗、根

和叶鞘的总 RNA, 采用 His III 1st Strand cDNA 

Synthesis Kit 试剂盒(诺唯赞, 南京)和 HisScript III 

RT Super Mix for qPCR 试剂盒(诺唯赞, 南京)合成

cDNA, 置于–20℃保存备用。 
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1.2.3  特异性 PCR 扩增引物设计    从大麦基因组

Ensembl (https://plants.ensembl.org/Hordeum_vulgare/Info/ 
Index)数据库下载 HvLRR-RLK-510 基因的 CDS 序列, 

采用 Bio XM 及 Primer premier 5.0 软件设计

HvLRR-RLK-510 基因 CDS 序列的克隆、RT-PCR 和

qRT-PCR 引物(表 1)。利用 NCBI (https://blast.ncbi. 

nlm.nih.gov/Blast.cgi)在线软件 primer-BLAST 验证

所设计引物的特异性。由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成所需引物。 

1.2.4  HvLRR-RLK-510 基因的 CDS 序列克隆    以 

北青 7 号、Ynbs 突变体和 Bowman 等 8 个材料的

cDNA 为模板, 采用 HvLRR-RLK510-F/R (表 1)引物, 

以大肠杆菌 Trans1-T1 菌株为宿主, 参照王梦玥等[31]

报道的 PCR 扩增(退火温度 58℃, 延伸时间 15 s, 35

个循环)、重组子构建、遗传转化和阳性克隆筛选等

方法, 扩增、克隆并测序验证 8 个材料 HvLRR-RLK- 

510 基因 CDS 序列。采用 StarPrep Plasmid Miniprep 

Kit 试剂盒(康润生物, 北京)提取阳性菌液质粒, 于

–20℃保存。采用 SnapGene 软件和 DNAMAN 软件

分别预测、比对氨基酸序列。 

 
表 1  所使用引物的编号、序列和用途 
Table 1  Number, sequence, and usage of primers used in the study 

引物编号 

Primer number 

引物序列 

Primer sequence (5′–3′) 

引物用途 

Primer usage 

HvLRR-RLK510-F ATGACTCCCCTGCTCCCCCTCC 

HvLRR-RLK510-R TCACGCACCAAGAGGTTCCTTCTC 

基因克隆 Gene clone 

qHvLRR-RLK510-F GCGTCACTCGCTGATTTGTC 

qHvLRR-RLK510-R AAGGTCGAGCTGTGTAAGCC 

RT-PCR 和 qRT-PCR 检测  

RT-PCR and qRT-PCR detection 

HvActin-F GGTCCATCCTAGCCTCACTC 

HvActin-R GATAACAGCAGTGGAGCGCT 

RT-PCR 和 qRT-PCR 检测  

RT-PCR and qRT-PCR detection 

Hg-F GCTCCACCATGTTGGCAAGC 

HgHvLRR-RLK510-R GCCTTTCCGAAACAGAAAAATTTGCTT 

农杆菌阳性克隆鉴定  

Identification of agrobacterium positive clone 

M13-F GAGGAAACAGCTATGAC 

M13-R ACTGGCCGTCGTTTTAC 

大肠杆菌阳性克隆鉴定  

Identification of agrobacterium positive clone 

BS-F TTCATTTGGAGAGAACACGGGGGAC 

BS-HvLRR-RLK510-R CGGTATCTGGCCGACGAG 

亚细胞定位 Subcellular localization 

 
1.2.5  HvLRR-RLK-510 基因的生物信息分析    采

用 Bio XM 软件, 基于北青 7 号突变体的 HvLRR- 

RLK-510 基因 CDS 序列预测其编码蛋白的氨基酸序

列。利用在线软件 InterPro (https://www.ebi.ac.uk/ 

interpro/)预测 HvLRR-RLK-510 编码蛋白的保守结构

域。利用在线软件 SOPMA (https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi- 

bin/npsa_automat.pl? page=npsa_sopma.html)和 Swiss- 

Model (https://swissmodel.expasy.org/interactive)分别

预 测 HvLRR-RLK510 蛋 白 的 三 级 结 构 。 采 用

NCBI-Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
在线软件收集不同物种的 HvLRR-RLK-510同源基因

编码蛋白的氨基酸序列, 采用 DNAMAN 软件比对

不同基因编码蛋白的氨基酸序列 , 基于 Neighbor- 

Joining 分析不同蛋白的进化关系, 采用 MEGA11 软

件绘制系统发生树。 

1.2.6  HvLRR-RLK-510 基因的表达特性分析    以

大麦 HVActin 基因为内参, 参照王梦玥等[31]报道的

RT-PCR (退火温度 58℃, 延伸时间 5 min, 35个循环)

和 qRT-PCR 方法(退火温度 60℃, 延伸时间 30 s, 40

个循环), 检测北青 7 号、Ynbs 突变体和 Bowman 等

8 个材料拔节期根、茎、叶、叶鞘和幼穗的 HvLRR- 

RLK-510 表达量。每个样品重复 3 次, 基于 2–ΔΔCt

法计算 HvLRR-RLK-510 基因的相对表达量。以 4 个

材料茎的 ΔCt 均值为对照计算 5 种器官 HvLRR- 

RLK-510 基因的相对表达量, 分别以北青 7 号各器

官的 ΔCt 均值为对照计算不同材料对应器官 HvLRR- 

RLK-510 基因的相对表达量。采用 SPSS20.0 软件的

方差分析模块分析数据, 显著和极显著水平分别为

5%和 1%。采用 Graphprism 软件绘图。 

1.2.7  HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白的亚细胞定位     

以 1.2.4 中获得的北青 7 号 HvLRR-RLK-510 基

因克隆质粒为模板 , 采用特异 PCR 引物 HvLRR- 

RLK510-F 和 HvLRR-RLK510-R (表 1)扩增 HvLRR- 

RLK-510 基因的 CDS 序列。参照王梦玥等[31]报道 
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的方法构建 pBWA(V)HG-HvLRR-RLK510-GFP 融合

表达载体, 采用热激转化法将重组产物转化到大肠

杆菌 DH5α 感受态细胞。将转化细胞接种到添加卡

那霉素的 LB 固体培养基, 于 37℃暗培养 12~24 h。

挑取单菌落 , 采用基于引物 BS-F 和 BS-HvLRR- 

RLK510-R (表 1)的菌落原位 PCR 筛选阳性克隆。将

阳性单菌落接种于添加卡那霉素的 LB 液体培养基

扩 繁 并 测 序 验 证 , 提 取 阳 性 菌 液 的 重 组 质 粒

pBWA(V)HG-HvLRR-RLK510-GFP。参照王梦玥等[31]

报道的方法种植本氏烟草。将 pBWA(V)HG-HvLRR- 

RLK510-GFP 质粒和空载体 pBWA(V)HG 质粒分别

与细胞核 marker 共转化本氏烟草叶片下表皮细胞, 

在弱光(70±5) μmol m–2 s–1 下培养 2 d, 通过荧光显

微镜观察并记录 GFP 信号。 

2  结果与分析 

2.1  HvLRR-RLK-510 基因 CDS 序列的克隆和差

异分析 

基于 Golden promise、Bowman 和 Ynbs 突变体

等 8 个材料幼穗的 cDNA 模板, 本研究克隆了约

2900 bp的 DNA片段。测序结果表明, 所克隆的 2904 

bp 序列为 HvLRR-RLK-510 基因 CDS 序列(图 1), 可 

编码 968 个氨基酸。序列比对结果表明, 基于 Morex 

cDNA 模板扩增的 HvLRR-RLK-510 基因 CDS 序列与

Ensembl 数据库 Morex.v4 的参考序列完全一致; 8 个

试验材料 CDS序列的相似性可达 99.80%以上, 仅有

14 个碱基突变位点。北青 7 号与 Ynbs 突变体、Morex

与 Baodamai 8、Bowman 与云南黑大麦 3 对材料的

CDS 序列完全一致, 其余材料的 CDS 序列至少有 1

个碱基差异。在 14 个突变位点中 1 个为插入突变, 5

个为转换突变, 8 个为颠换突变。其中, c.32、c.39–40、

c.164、c.196、c.208、c.252、c.286 和 c.824 位点为

错义突变, 其余为同义突变。在 5 个转换位点中仅

有 c.32 为嘌呤碱替换, 其余均为嘧啶碱替换。在 8

个颠换位点中只有 c.196 位点为嘌呤碱(A)替换嘧啶

碱(C), 其余均为嘧啶碱与 G 碱基替换。在 7 个材料

中 HvLRR-RLK-510基因编码蛋白的氨基酸序列相似

度也较高, 可达 99.70%以上(图 2)。与 Morex 相比, 

Bowman、Prbs 突变体和云南黑大麦 3 个材料发生了

p.L56P、p.P67T、p.S71A、p.E85D、p.S97A 和 p.R276M

突变 , 其余材料仅发生 p.C11Y、p.11-12insL 突变

(图 2)。p.C11Y 和 p.11-12insL 属 N-端非保守基序, 

p.P67T 属亮氨酸重复结构域间的间隔序列, 其余 5

个突变氨基酸属亮氨酸重复结构域序列(图 2)。 

 

(图 1) 
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图 1  8 个大麦材料 HvLRR-RLK-510 基因 CDS 序列的碱基突变 
Fig. 1  Base mutations in the CDS sequence of the HvLRR-RLK-510 gene in eight barley materials 

 

图 2  8 个大麦材料 HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白的氨基酸序列突变 
Fig. 2  Amino acid mutations in the protein encoded by the HvLRR-RLK-510 gene in eight barley materials 

 
2.2  LRR-RLK-510 基因编码蛋白的生物信息分析 

蛋 白质 保守结 构域 和三级 结构 预测表 明 , 

HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白具有 1 个 N-末端亮氨

酸富集重复结构域、1 个跨膜结构域和 1 个激酶结

构域。激酶结构域携带丝氨酸-苏氨酸激酶活性位点

(p.P798~p.L810) (图 3-A)。在 N-末端亮氨酸富集重

复结构域和跨膜结构域间存在 7 种亮氨酸富集重复

结构。在三级结构中, HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白

具有 1 个典型的马蹄形结构和 1 个由 N-端 β 片层和

C-端 α 螺旋构成的较深的槽状结构(图 3-B)。 

为了进一步验证 HvLRR-RLK-510 基因的受体蛋

白激酶属性, 本研究鉴定了大麦、小麦、玉米、水稻

和拟南芥 5 种作物 LRR-RLK 家族基因编码的 450 个

蛋白序列, 从中筛选到序列相似性大于 35%的 38 个

蛋白。系统发生分析表明(图 4), 38 个蛋白可分为 4 个

大类, 第 I 大类包括 AT5G65710 1 个蛋白; 第 II 包括 
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图 3  HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白的保守结构域(A)和三级结构(B) 
Fig. 3  Conserved domains (A) and predicted tertiary structure (B) of the protein encoded by the HvLRR-RLK-510 gene 

 

图 4  38 个亮氨酸富集重复类受体蛋白激酶的系统发生关系和保守结构域 
Fig. 4  Phylogenetic relationships and conserved domains of 38 leucine-rich repeat receptor-like kinases 

 
AT1G28440 和 AT4G28490 等 17 个蛋白, 第 III 类包括

Zm00001eb293660、Os01t0742400和Zm00001eb153630

等 8 个蛋白, 第 IV 类包括 AT5G25930、Os06t0557700

和 Hv.r3.6HG0624460 等 12 个蛋白。HvLRR-RLK- 

510、Zm0001eb 042650 和 Oso8t0376300 等 6 个基因

的编码蛋白组成第 II 大类的第 IV 个亚类。38 个基

因编码蛋白至少携带 1 个亮氨酸富集重复结构域-8、

跨膜结构域和激酶结构域, 但 N-末端亮氨酸富集重

复结构域、亮氨酸富集重复结构域-8 和亮氨酸富集

重复结构域-8 超家族的数量和位置存在差异。上述

研究结果表明, HvLRR-RLK-510 基因属亮氨酸富集

重复型类受体蛋白激酶基因家族。 
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2.3  HvLRR-RLK-510 基因的表达特性 

为了探索 HvLRR-RLK-510 基因表达的器官特性, 

本研究检测 4 个材料的 5 种器官中该基因的表达量。

RT-PCR 检测结果表明(图 5), 在 4 个材料 5 种器官

中内参基因 HVActin 的表达量基本一致, 表明不同

样本的 cDNA 模板浓度基本一致 , 可用于后续的

qRT-PCR 试验。4 个材料幼穗中的 HvLRR-RLK-510

基因表达量均高于其余 4 种器官; 在 4 个材料的叶

中表达量较低, 甚至未检测到其表达产物; 在北青 7

号、Golden promise、Ynbs 突变体和 Morex 叶鞘中

可检测 HvLRR-RLK-510 基因表达, 但北青 7 号叶鞘

中的基因表达量明显高于 Golden promise、Ynbs 突

变体叶鞘, Morex 叶鞘中的表达量最低。在北青 7 号

茎和根、Ynbs 突变体茎中可检测到 HvLRR-RLK-510

基因表达, 在其余材料根和茎中未检测到该基因表

达。在 4 个材料的 5 种器官中 HvLRR-RLK-510 的表

达具有明显差异。 

为了进一步验证 HvLRR-RLK-510基因的表达差

异, 本研究分析了 4 个材料的 5 种器官中该基因的

相对表达量(图 6)。检测结果表明, 北青 7 号、Ynbs

突变体的穗和叶鞘中 HvLRR-RLK-510基因的相对表

达量无显著差异, 但均极显著高于叶、茎、根; 北青

7 号的茎和根中 HvLRR-RLK-510 基因的相对表达量

无显著差异, 但极显著高于叶; Ynbs 突变体的茎、

根、叶中的 HvLRR-RLK-510 基因的相对表达量依次

极显著下降; Golden promise 的穗、叶鞘、茎、根和

叶中 HvLRR-RLK-510 基因的相对表达量依次极显著

降低; Morex 的穗中 HvLRR-RLK-510 基因的相对表

达量极显著高于叶鞘, 叶鞘中 HvLRR-RLK-510 基因

的相对表达量极显著高于叶、茎和根, 叶、茎和根

中表达没有明显差异。总体而言 , HvLRR-RLK-510

基因具有明显的器官表达特性。 

在不同材料相同器官中 HvLRR-RLK-510基因的

相对表达量也存在不同程度的差异(图 7)。北青 7 号

叶片中 HvLRR-RLK-510基因的相对表达量极显著高

于 Golden promise、Morex、Ynbs, 后三者叶片的相对 

 

图 5  4 个大麦材料不同器官中 HvLRR-RLK-510 基因的差异表达 
Fig. 5  Differential expression of the HvLRR-RLK-510 gene in different organs of four barley materials 
A: HvLRR-RLK-510 基因; B: 内参基因 HvActin。M: marker; 1: 叶; 2: 茎; 3: 穗; 4: 根; 5: 叶鞘。I: 北青 7 号; II: Golden promise; III: 
Morex; IV: Ynbs。 
A: HvLRR-RLK-510 gene; B: internal reference gene HvActin. M: marker; 1: leaves; 2: stems; 3: spikes; 4: root; 5: leaf sheaths. I: Beiqing 7; 
II: Golden promise; III: Morex; IV: Ynbs. 

 

图 6  4 个大麦材料不同器官中 HvLRR-RLK-510 基因的表达差异 
Fig. 6  Organ-specific expression patterns of the HvLRR-RLK-510 gene in four barley materials 
小写字母表示 5%的显著性, 大写字母表示 1%的显著性。 
Lowercase letters indicate significance at the 5% level, uppercase letters indicate significance at the 1% level. 
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图 7  4 个大麦材料相同器官中 HvLRR-RLK-510 基因的表达差异 
Fig. 7  Genotype-specific expression patterns of the HvLRR-RLK-510 gene in the same organ of four barley materials 
小写字母表示 5%的显著性, 大写字母表示 1%的显著性。 
Lowercase letters indicate significance at the 5% level, uppercase letters indicate significance at the 1% level. 

 

表达量没有明显差异。4 个材料的茎中 HvLRR-RLK-510

基因相对表达量间存在极显著差异 , 但幼穗中的

HvLRR-RLK-510 基因相对表达量没有明显差异。

Golden promise 与 Ynbs 突变体的根中相对表达量没

有明显差异, 但显著高于北青 7号; 北青 7 号、Golden 

promise 和 Ynbs 的根中 HvLRR-RLK-510 基因相对表

达量均极显著高于 Morex。北青 7 号和 Ynbs 突变体

的叶鞘中 HvLRR-RLK-510基因的相对表达量没有明

显差异, 二者极显著高于 Morex; Morex 叶鞘的相对

表达量极显著高于 Golden promise。上述结果表明, 

HvLRR-RLK-510 基因的表达受基因型影响。与茎相

比, 叶、穗、根和叶鞘中 HvLRR-RLK-510 的表达特

性受基因型的影响相对较小。 

2.4  HvLRR-RLK-510 编码蛋白的亚细胞定位 

本氏烟草叶片下表皮细胞的 HvLRR-RLK-510基

因编码蛋白的亚细胞定位表明(图 8), 在 3 次重复试 

 

图 8  HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白的亚细胞共定位 
Fig. 8  Subcellular co-localization of the protein encoded by the HvLRR-RLK-510 gene 
A: 转化空白载体 pBWA(V)BS-GFP 的对照细胞; B~D: 转化 pBWA(V)BS-HvLRRPK-GFP 载体的细胞, 即 3 个独立的生物学重复视图。
标尺为 20 μm。 
A: pBWA(V)BS-GFP; B–D: pBWA(V)BS-HvLRRPK-GFP. Scale bar = 20 μm. 
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验中 pBWA(V)BS 空载体的绿色荧光信号均定位在

本氏烟草叶的细胞膜上 , 重组质粒 pBWA(V)BS- 

HvLRR-RLK-510 携带的 HvLRR-RLK-510 与 GFP 基

因编码的融合蛋白绿色荧光信号呈颗粒状聚集, 位

于细胞膜和液泡膜上。 

3  讨论 

本研究克隆了 8 个大麦材料 HvLRR-RLK-510 基

因的 CDS 序列(2904 bp), 可编码 968 个氨基酸。编

码蛋白质的保守基序和三级结构分析以及基于水

稻、小麦、玉米和拟南芥 LRR-RLK 的系统发生分

析表明, HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白与调控花器

官发育的拟南芥 LRR-RLK 基因 HSL1 (AT1G28440)

和 HAESA (AT4G28490)及其水稻、玉米同源基因

Os08g0376300、Os09g0326100、Zm00001eb339500

和 Zm00001eb042650 基因的编码蛋白具有较高的序

列相似性[32-34], 携带 LRR-RLK 的特征结构域和丝

氨酸-苏氨酸活性位点(图 2 和图 3)。因此, 作者认为

HvLRR-RLK-510 基因属亮氨酸富集重复型类受体蛋

白丝氨酸-苏氨酸激酶基因。 

虽然在 8 个大麦材料中检测到 14 个碱基位点突

变, 但 Morex HvLRR-RLK-510 基因参考序列和扩增

序列的碱基完全一致, 14 个突变均为真实突变(图 1)。

在 14 个碱基突变中仅 8 个为错义突变, 其中 3 个属

亮氨酸富集重复结构域间的间隔序列, 其余 5 个属

亮氨酸富集重复结构域序列(图 2)。虽然激酶结构域

氨基酸(图 1 和图 3)的 4 个编码碱基位点(c.2328、

c.2307、c.2433 和 c.2778)也发生了突变, 但均为同

义突变。上述结果表明, 亮氨酸富集重复结构域及

其间隔区序列的保守性低于跨膜结构域和激酶结构

域。在玉米[35]、拟南芥[36]和水稻[16]的 LRR-RLK 突

变研究中, 研究人员也发现了相似的现象。在激酶

结构域 295 个氨基酸对应的碱基中发生了 4 个同义

突变(图 2 和图 3), 其频率远高于其他区域。激酶结

构域的碱基错义突变易导致 LRR-RLK 的功能缺损, 

在选择中易丢失。与此相反, 碱基同义突变易固定。

虽然只有 Bowman、云南黑大麦(二棱大麦)和 Prbs

突变体(二棱大麦浦大麦 2 号的突变体)携带上述 4

个亮氨酸富集重复结构域的氨基酸突变及 c. G2307C

和 c. G2328T 碱基突变(图 2 和图 3), 但不能核实 3

个材料的亲缘关系, 因此难以判断上述突变是否是

二棱大麦特有的单倍型。 

玉米类受体蛋白激酶家族成员基因 ZmSERK1、

Zm00001d020183 和 Zm00001d020185 可在叶、雌蕊

或根等不同器官中表达、具有组织(或器官)特异性[37]。

另外, Parrott 等[38]发现大麦叶片中 LRR-RLK 基因

AK249842 的表达也具有组织(或器官)特异性和基因

型依赖性。HvLRR-RLK-510 基因在 4 个材料的 5 种

器官中的表达特性与前人研究结果相似。在 5 种器

官中拔节期幼穗中 HvLRR-RLK-510基因的相对表达

量较高。拔节期是大麦营养生长向生殖生长转换的

关键期, 需要抑制前期营养生长的调节蛋白, 激活

后续生殖生长所需蛋白。作者推测上述功能需求导

致了大麦拔节期幼穗中 HvLRR-RLK-510基因的高表

达。虽然董陈文华等[30]发现 HvLRR-RLK-510 基因启

动子携带光、脱落酸、茉莉酸等非生物胁迫响应元

件和增强子 , 但无组织 (或器官 )特异性元件 , 在

Morex 和保大麦 8 号中该基因启动子序列没有差异。

因此, 作者推测不同材料或不同组织中与上述顺式

元件结合的反式因子的差异可能导致了 HvLRR- 

RLK-510 基因表达的器官特异性和基因型依赖性。 

细胞膜被认为是 LRR-RLK 感受胞外信号的主

要场所。以空载 PBWA(A)BS 为对照 , 本研究将

HvLRR-RLK-510 编码蛋白定位在本氏烟草叶细胞的

细胞膜上, 与前人报道的 GhD6PKL2 [39]、HAESA- 

Like [32]和 CaCRK5 [40]编码蛋白的定位结果一致。此

外, HvLRR-RLK-510 编码蛋白也被定位在本氏烟草

叶细胞的液泡膜上。截至目前, 仅有少数基因, 如马

尾松 PmSWEET 基因[41]编码的苹果糖转运蛋白和水

稻 OsABCC10 基因编码的 ABC 转运蛋白[42]定位在

烟草叶细胞的液泡膜上。比较同源基因 AtCRK6 (编

码蛋白被定位在本氏烟草叶细胞膜上)和 HvCRK1 

(编码蛋白被定位在本氏烟草内质网膜上)基因编码

蛋白的氨基酸序列后, Rayapuram 等[7]发现 AtCRK6

的跨膜结构域有 23 个氨基酸, 而 HvCRK1 仅有 17

个氨基酸; AtCRK6 跨膜结构域的 17~19 位置是强疏

水的 LVG 氨基酸, HvCRK1 以弱疏水性 AAA 为主。

HvLRR-RLK-510 基因编码蛋白的跨膜结构域由 15

个疏水氨基酸和 4 个水溶性氨基酸(包括 1 个脂肪族

氨基酸)构成(图 2)。因此, 作者推测跨膜结构域长度、

疏水和亲水氨基酸数量及其分布特性决定了 HvLRR- 

RLK-510 编码蛋白的膜定位特性。定位于植物液泡

膜上的蛋白, 如苹果糖转运蛋白[43-44]、ABC 转运蛋

白[37]、Na+ (K+) /H+逆向转运蛋白[45]、RgMATE6 转

运蛋白[46]等, 可调控蛋白质、多糖和花色苷等物质

在液泡中的储存、转运或分解代谢[37,43-46]。通过磷
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酸化或去磷酸化作用 , 类钙调素结构域蛋白激酶

(calmodulin-like domain protein kinase, CDPK)通过

磷酸化可激活 H+-ATPase 活性, 进而调控液泡中 H+

浓度[47]。因此, 作者推测 HvLRR-RLK-510 编码蛋白

可能参与了液泡膜蛋白, 如糖类化合物转运蛋白、

ABC 转运蛋白或 H+-ATPase 等化合物的活性调节, 

但需要进一步试验验证。 

到 目 前 为 止 , 已 报 道 了 HvLysMR1 [48] 、

HvCPK2a [49]和 HvCRK1 [7]等大麦类受体蛋白激酶基

因, 但大多与金属离子、非生物或白粉病等因素的

胁迫响应有关。鉴定幼穗发育调控基因, 特别是蛋

白激酶基因有助于大麦幼穗发育机制解析。HvLRR- 

RLK-510 基因与拟南芥基因 HSL1 (ATIG28440)和

HAESA (ATIG28490)、水稻 Os08g0376300 和 Os09g 

0326100、玉米Zm00001eb 339500和Zm00001eb042650

等植物的穗发育基因同源[32-34], 具有相似的保守基

序(图 4), 在大麦拔节期幼穗中高效表达(图 6)。因

此, 作者推测该基因参与了大麦幼穗的发育调控。

为了验证上述推论, 作者敲除了 HvLRR- RLK-510基

因的水稻同源基因 OsLRR-RLK-510, 发现敲除突变

体具有部分不育、穗分枝(包括一级和二级分枝)减少

且缩短等穗部突变性状 (待发表 )。上述研究表明 , 

HvLRR-RLK-510 是大麦幼穗发育的调控基因, 解析

在幼穗发育中该基因的功能和作用机制有助于揭示

大麦幼穗发育机制。 

4  结论 

本研究成功克隆了大麦 HvLRR-RLK-510 基因

2904 bp 的 CDS 序列。该基因在大麦拔节期叶、茎、

幼穗、叶鞘和根中差异表达, 具有器官特异性和基

因型依赖性, 但以幼穗中的表达更高效、基因型依

赖性更低。该基因编码蛋白携带 LRR-RLK 激酶的

N-端亮氨酸富集重复结构域、跨膜结构域和胞内激

酶结构域等保守结构域, 属亮氨酸富集重复型类受

体丝氨酸-苏氨酸受体激酶, 位于本氏烟草叶细胞膜

和液泡膜上。 
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