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摘 要:脱落酸(abscisicacid,ABA)在植物生长、发育、衰老及胁迫响应等方面均发挥重要作用,其核心

信号转导通路由PYL-PP2CA-SnRK2组成。为探究大麦PYL、PP2CA和SnRK2蛋白功能特征、表达模式及

进化关系,本研究利用生物信息学方法对大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员进行了全基因组鉴定,并分析

其成员的基因结构、染色体定位、蛋白理化性质、启动子区顺式作用元件、组织表达以及逆境胁迫下的转录组

表达量 等。结 果 在 大 麦 中 共 鉴 定 到10个HvPYL、13个HvPP2CA 及9个HvSnRK2 基 因。HvPYLs和

HvPP2CAs分布在1H~5H 和7H,HvSnRK2s分 布 在1H~5H;HvPYLs和HvPP2CAs主 要 定 位 叶 绿 体,

HvSnRK2s主要定位在细胞质中。三个家族成员的 motif均具有高度的保守性,氨基酸数均小于500,启动子

上含有大量响应激素元件。三个家族的基因在根、茎、花序和种子中表达量存在显著差异,HvPYL2在根部表

达量最高,HvPYL9在 种 皮 表 达 量 最 高;HvPP2C-A1~10在 花 序 表 达 量 较 高;HvSnRK2.5、HvSnRK2.7、

HvSnRK2.8在种皮表达量较高。对一对耐盐性差异显著的近等基因系在盐胁迫下48h和60h的转录组数

据分析,结果显示,HvPP2C-A2、HvPP2C-A4、HvPP2C-A6、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10和HvSnRK2.4受盐胁

迫诱导显著上调表达,而HvPYL6和HvPYL7显著下调表达。实时荧光定量PCR验证结果与转录组数据一

致。综合来看,PYL,PP2CA和SnRK2家族基因在大麦响应盐胁迫过程中扮演着重要角色。
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IdentificationofPYL,PP2CAandSnRK2FamilyGenesinBarley
(HordeumvulgareL.)andExpressionAnalysisunderSaltStress
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Abstract:Abscisicacid(ABA)playsacrucialroleinplantgrowth,development,senescenceandstress
response.ThecoresignaltransductionpathwayiscomposedofPYL-PP2CA-SnRK2.Inordertoex-
ploretheproteinfunctionalcharacteristics,expressionpatternsandevolutionaryrelationshipsof
PYL,PP2CAandSnRK2inbarley,theHvPYL,HvPP2CAandHvSnRK2wasidentifiedfromwhole
genomebybioinformaticsmethods.Genestructureandchromosomallocalization,proteinphysico-
chemicalproperties,cis-actingelementsinpromoterregion,expressionanalysisofdifferenttissues
andtranscriptomeexpressionpatternsundersaltstressweresystematicallyanalyzed.Theresults
showedthat10HvPYL,13HvPP2CAand9HvSnRK2geneswereidentifiedfromthebarleyge-



nome.HvPYLsandHvPP2CAsweredistributedin1H-5Hand7Hchromosomes,andHvSnRK2s
weredistributedin1H-5Hchromosomes.HvPYLsandHvPP2CAsweremainlylocatedinchloro-
plasts,andHvSnRK2saremainlylocalizedinthecytoplasm.Themotifsofthethreefamilygenes
werehighlyconserved.Thenumberofaminoacidswerelessthan500,andthepromoterscontaineda
largenumberofplantresponsehormoneelements.Genesofthethreefamiliesweredifferentiallyex-
pressedinroots,stems,inflorescencesandseeds.HvPYL2 hadthehighestexpressioninroot;
HvPYL9hadthehighestexpressioninepisperm;HvPP2C-A1-10hadthehighestexpressioninin-
florescence.HvSnRK2.5,HvSnRK2.7,andHvSnRK2.8hadthehighestexpressioninepisperm.
Transcriptomedataanalysisofapairofnear-isogeniclineswithsignificantdifferencesinsalttolerance
at48hand60hundersaltstressshowedthatHvPP2C-A2,HvPP2C-A4,HvPP2C-A6,HvPP2C-A9,
HvPP2C-A10,andHvSnRK2.4 weresignificantlyup-regulatedbysaltstress,whileHvPYL6and
HvPYL7weresignificantlydown-regulated.TheresultsofqPCRwereconsistentwiththetranscrip-
tomedata.TheresultsshowedthatthePYL,PP2CA,andSnRK2familyplayedanimportantrolein
theresponseofbarleytosaltstress.
Keywords:Barley;PYL;PP2CA;SnRK2;Bioinformatics;Expressionpattern

  脱落酸(abscisicacid,ABA)是植物天然生

长调节剂之一,对植物的生长发育及逆境抵御具

有重要调节作用。ABA 信号转导模型由 ABA
受体PYR/PYL/RCARs(pyrabactinresistance/

pyr1-like/regulatorycomponentsofABArecep-
tor)、蛋白磷酸酶 A亚族PP2CA(proteinphos-
phatase2CA)、蔗糖非发酵-1-相关蛋白激酶2
SnRK2(sucrosenon-fermenting-1-relatedprotein
kinase2)和下游的靶基因组成[1]。正常条件下,
植物体内 ABA 含量较低,其受体 PYR/PYL/

RCARs不能与PP2CA结合,游离的PP2CA与

SnRK2结合使其处于非活化状态,不能磷酸化下

游的转录因子,使响应基因不能表达[2-3]。当植物

受到干旱、低温等非生物胁迫后,植物体内 ABA
含量迅速增加,ABA与受体PYR/PYL/RCARs
结合,促使其构象发生改变,与PP2CA互作形成

PYR/PYL/RCARs-PP2CA异质二聚体,抑制了

PP2CA 与 SnRK2 结 合,激 活 SnRK2[4],开 启

ABA信号。

PYL家族蛋白具有特殊的结合疏水性配基

的空腔,与START超家族和BetV-fold超家族

同源[5]。在拟南芥中鉴定出14个PYL蛋白,根
据序列的相似性分为3个亚类[1];水稻中鉴定出

13个PYL成员,参考拟南芥PYL分类方法,也
分成3个亚类[6],这些亚类在结构和功能上跨物

种保守。PP2C是一种单体丝氨酸/苏氨酸蛋白

磷酸酶[7]。拟南芥中鉴定到76个PP2C成员,分
为10个类群(A~J),其中PP2CA包括9个成

员[8]。水稻中鉴定到90个PP2C,其中10个与拟

南芥中A亚族功能相似,是 ABA信号转导途径

的负调控因子[9]。SnRKs是酵母SNF1同源的

蛋白激酶,分为3个亚家族:SnRK1、SnRK2和

SnRK3。拟南芥和水稻中均鉴定到10个SnRK2
成员,分为3个亚类:Ⅰ类不被 ABA激活,Ⅱ类

微弱响应ABA,Ⅲ类被ABA强激活[10]。
在植 物 响 应 盐 胁 迫 过 程 中,PYL-PP2CA-

SnRK2通过ABA信号转导途径发挥重要作用。

Ren等[11]分析了冷胁迫后葡萄PYL基因表达

量,发现在拟南芥中过表达VaPYL4增强了植株

耐盐性。水稻中ABI1是PP2CA亚组的成员,被
证实与SnRK2.4相互作用;盐胁迫下 ABI1通过

抑制SnRK2.4活性促进水稻根系生长,且参与了

ABA依赖 型 和 非 ABA 依 赖 型 信 号 通 路 的 转

导[12]。OsPP2C09 是 ABA 信号核心负调控成

分,也是泛素化和蛋白质降解靶点;上游OsRF1通

过靶向降解OsPP2C09,增强ABA信号转导途径,
导致水稻耐盐性增强[13]。小麦中TaSnRK2.9的过

表达增强了植株的耐盐性,ABA可以上调TaS-
nRK2.9的表达;过表达株系的SOD、CAT、POD
活性和 GSH 含量显著高于对照,H2O2 含量较

低,表明TaSnRK2.9可以提高酶活性和抗氧化剂

含量,从而消除更多的 ROS,TaSnRK2.9 通过

ROS解毒或参与ABA信号通路赋予植株盐胁迫

耐受性[14]。
大麦 (HordeumvulgareL.)隶属禾本科大

麦属,是人类栽培史上最古老的作物之一,也是全
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球广泛种植的第四大禾谷类作物,具有食用、饲
用、酿造等多种用途[15]。大麦的耐盐性显著强于

水稻、小麦等其他禾谷类作物,是盐碱地利用的先

锋作物,亦是麦类遗传研究的模式植物,挖掘其耐

盐相关基因对大麦耐盐性遗传改良十分重要。目

前,对大麦中以PYL、PP2CA、SnRK2为核心的

ABA信号通路研究较少。本研究拟利用生物信

息学分析大麦PYL、PP2CA、SnRK2家族基因的

编码序列特征,在全基因组水平分析其组织特异

性及盐胁迫中的表达模式,以期为深入解析大麦

PYL、PP2CA和SnRK2家族成员的生物学功能

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员鉴定

根据Zhang等[16]的研究成果,获取拟南芥和

水稻PYL、PP2CA 和SnRK2基因号,并从 En-
semblPlants数据库 (http://plants.ensembl.
org/index.html)获 取 其 保 守 氨 基 酸 序 列,在

Phytozome数 据 库 (https://phytozome-next.
jgi.doe.gov/)通过BLAST同源对比,获得大麦

PYL、PP2CA和SnRK2基因的候选序列;将候选

序列上传InterPro(https://www.ebi.ac.uk/in-
terpro/)、SMART(http://smart.embl)和NCBI
的CDD[17],分析同源基因的保守结构域,剔除不

含对 应 蛋 白 功 能 域 的 序 列,获 得 大 麦 PYL、

PP2CA和SnRK2家族成员基因。

1.2 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员蛋白

理化特性分析

将大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员的

蛋白序列上传ExPASY (https://web.expasy.
org/protparam/),获得蛋白理化特性,包括氨基

酸数、等电点和饱和指数等信息[18];将蛋白序列

上传至 WOLFPSORT(https://wolfpsort.hgc.
jp/),获得各基因亚细胞定位结果,取出现频率最

高的作为预测结果[19]。

1.3 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员染色

体定位

在EnsemblPlants数据库 (http://plants.
ensembl.org/index.html)下载大麦全基因组注

释文件,获取大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族

成员 在 大 麦 7 条 染 色 体 上 位 置 信 息,利 用

TBtools的GenevisualizefromGFF3功能将各

个基因在染色体上分布可视化。

1.4 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员基因

结构与保守基序分析

利 用 TBtools 的 Visualize GeneStructre
(Basic)功能,获得大麦PYL、PP2CA和SnRK2
家族成员基因结构;将相应的蛋白序列上传至

TBtools的SimpleMEME Wrapper,设置6个

motif搜索数目,MinMotifWidth=6,MaxMotif
Width=50,MaxE-value=10,得到对应 MEME
文件,利用 VisualizeMEME/MAST MotifPat-
tern功能,将保守基序可视化[20]。

1.5 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员进化分析

在 MEGA11软件中输入拟南芥、水稻、小麦

和大麦的PYL、PP2CA和SnRK2家族成员蛋白序

列,选用ClustaIW对其进行多重对比,采用邻接法

(NJ)构建进化树,校验值Bootstrap设置1000重

复[21],其他参数为默认值,用iTOL进行美化。

1.6 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员基因

顺式作用元件分析

利 用 TBtools调 取 大 麦 PYL、PP2CA 和

SnRK2基因上游2000bp作为启动子区域,将结

果 上 传 PlantCARE (https://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/),对返

回结果进行整理[20,22],用 TBtoolsBasicBiose-
quenceView功能可视化。

1.7 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员基因

与近源物种共线性分析

使用TBtools中AdvanceCircos功能,对大

麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员共线性进行

分析。利用 MCScanX对比大麦与水稻基因组,
设置E-value小于1e-3,分析两个物种中上述3
个家族成员基因的共线性并可视化。

1.8 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员的表

达模式分析

在IPK (https://apex.ipk-gatersleben.de/

apex/)获得大麦PYL、PP2CA和SnRK2基因在

不同组织的表达量,包括根、叶、籽粒和花序,并对

FPKM值 (fragmentsperkilobaseofexonmodel
permillionmappedfragments)进行log2归一化

处理,用TBtools绘制热图。

1.9 盐胁迫下大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族

成员转录组检测及实时荧光定量PCR验证

用耐盐性不同的大麦近等基因系N53(盐敏

感)和T66(耐盐)为供试材料[23],在温室播种生

长两周后,用300mmol·L-1 NaCl和水(对照
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CK)处理,设置3个生物学重复,在处理48h和

60h取根组织,液氮迅速冷冻后送百迈客公司进

行转录组测定。在返回的转录组数据中筛选差异

表达基因,筛选的标准为|log2FoldChange|≥1
且P<0.05。设计4个比较组合:N53处理48h
的CK(N53-CK-48h)与盐胁迫(N53-S-48h)、

T66处理48h的 CK(T66-CK-48h)与盐胁迫

(T66-S-48h)、N53处理60h的CK(N53-CK-60
h)与盐胁迫(N53-S-60h)、T66处理60h的CK
(T66-CK-60h)与盐胁迫(T66-S-60h),筛选上调

和下调的差异基因。用 Tbtools将数据可视化,

红色表示up,蓝色表示down,白色表示normal。
用诺唯赞公司试剂盒按照说明提取大麦幼叶

的总RNA,并合成cDNA。用Primers5.0设计

引物(表1),以α-Tublin 和GAPDH 为内参,用
实时荧光定量 PCR 扩增大麦 PYL、PP2CA 和

SnRK2家族成员盐胁迫后基因表达量,引物由上

海生工合成。PCR反应体系10μL:SYBR○RSe-
lectMasterMix5μL,前后引物各1μL,模板1.5

μL,ddH2O1.5μL。反应程序:94℃预变性5
min;94℃变性10s,60℃退火和延伸,循环数40;

60℃采集信号。用2-ΔΔCt 法计算基因表达量。

表1 实时荧光定量PCR引物
Table1 PrimersinbarleyusedforqPCR

基因名称
Genename

上游引物
Forwardprimersequence(5'-3')

下游引物
Reverseprimersequence(5'-3')

α-Tublin AGTGTCCTGTCCACCCACTC AGCATGAAGTGGATCCTTGG

GAPDH GTGAGGCTGGTGCTGATTACG TGGTGCAGCTAGCATTTGAGAC

HvPYL1 CGCTCGTCAAGCACATCAAGGC CGGCTGACGAACGGCTTGTAC

HvPYL2 CACCGCCTCTCCAACTACCG CACGATGGTGTCGACGAAGG

HvPYL3 TCGAGATCCTGGACGACGAG TCACGGACCGGTAGTTGCGG

HvPYL4 CCTGGGAAGACACCGTTGTG GTGACGGAGGATACGGAGCG

HvPYL5 CCGAGTTCACGGACCAGCCTTC CGGCGAGTTTCTGGAGGTTGAG

HvPYL6 TGGTGGTCGAGTCTTATGTG CGATGGTGTCCACGAACATG

HvPYL7 TCAAGAACTACCTCTCTGTCAC GGTGTCATCGATCGTGTTAC

HvPYL8 TATCCCCAGCCTCAGCATTG TCAGGAACGACATAGGATTC

HvPYL9 CACCTCGTTCATCGCCAAGCAC AAAAGGCTTGAAAACTTGCGGC

HvPYL10 ACCGCCACATCCTCAGCTTCAG GGTGAACATCCTGGTGTCCTCC

HvPP2C-A1 CAATGGAATGGACACCGAG CATCTTTTGCCCGAGGAAC

HvPP2C-A2 GGGGTCCTATCCACCTCCAG CTTGTCCGTCCTCTCCACCG

HvPP2C-A3 GCCACTCTCTCTGGACCATAAG TACGGTTTCAGGTATCTGTCCC

HvPP2C-A4 GCAAGGTCATCTTCATCAACGG CGGTTATGCTGATTTCTGGCTC

HvPP2C-A5 GGTAGCAGATTACTGTCGGG CAAACGCTTTCTCCCACTGC

HvPP2C-A6 ATGAGCAGCGAGACGAGCAAG GGGCCACGGTCATCAACTTC

HvPP2C-A7 GATTGTTTCCAGAAGGTAGACG AAGAGCAGACAATCGCAACCAC

HvPP2C-A8 GTGCCAGGAGCTGATGCATGAG CCTCTCCATCACCTCTTTCCAC

HvPP2C-A9 TACGGCGTGACGTCGGTGTG CGAAGACCCCGAAGAAGTGG

HvPP2C-A10 GAGGGGCAGAGAGAGGTGGTG TGGTTCTTTGGCCGGAGATCGA

HvPP2C-A11 AAAATGCCTGGAAAACAAGAGC AGATTTGTTAGGCGGATAGCGG

HvPP2C-A12 GGACGATGACGGGAAGATGATG ATCGAAGACGGCGAAGAAGTGC

HvPP2C-A13 TAGGAAATGCCTGGAAGACAAG AAGATTTGTTAGGCGGATAGCG

HvSnRK2.1 TACGAGGCGTTGAAGGAGTTGG CTTGACGGCGACGAGCTCTTTG

HvSnRK2.2 CGCCACCGCTTCTTGCTCCAG GCCGAAGTTGCCCGACCCTATG

HvSnRK2.3 GCTGATGCGTAACAAGGAGACC TGATCTCCCTCGCCACATTCTC

HvSnRK2.4 TCGCTGATGTTTGGTCTTGTGG ACTGTACGCTGAGTATCCTTGC

HvSnRK2.5 ACTCAAAGTCGTCGGTGCTTCAC AGCATCACGTAGAGCGTCACCC

HvSnRK2.6 GACATCGGGTCGGGCAACT GGTGGTTGATGATCTCCCTG

HvSnRK2.7 TCATCCTCACGCCCACGCAC CTCGTCCTCGCTGAACCTGCC

HvSnRK2.8 AGAACACTCTGCTGGATGGAAG AGAACTTCAGGGGCAATGTATG

HvSnRK2.9 CGGCTATTCTAAGTCTTCAGTTC ACAGGACCATACATCAGCAATC
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2 结果与分析

2.1 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员分布

及理化特性分析

通过BLASTP比对分析和保守结构域预测,
在大麦基因组中共鉴定出10个HvPYL、13个

HvPP2CA和9个HvSnRK2。根据其在染色体上

位置依次命名为HvPYL1~HvPYL10、HvPP2C-
A1~HvPP2C-A13和HvSnRK2.1~HvSnRK2.9

(表2)。HvPYL蛋白的氨基酸数在116~224之

间,HvPP2CA 的氨 基 酸 数 在324~477之 间,

HvSnRK2的氨基酸数在341~366之间。大部分

蛋白 等 电 点 小 于7,属 于 酸 性 蛋 白。HvPYL4、

HvPP2C-A7、HvSnRK2.1、HvSnRK2.2、HvSnRK2.4、

HvSnRK2.5、HvSnRK2.7、HvSnRK2.8的不稳定

指数小于40,属于稳定蛋白。所有蛋白的脂溶指

数均小于100,说明PYL、PP2CA、SnRK2家族

成员均为疏水性脂溶蛋白。亚细胞定位结果显

表2 大麦PYL、PP2CA和SnRK2基因家族成员及理化特性

Table1 PhysicochemicalpropertiesofPYL,PP2CA,andSnRK2genefamilymembersinbarley

基因名称
Genename

基因号
GeneID

氨基酸数
Aminoacid
number

分子量
Molecular
weight/kD

等电点
Isoelectric
point

不稳定指数
Instability
index

脂溶指数
Aliphatic
index

亚细胞定位
Subcellular
localization

HvPYL1 HORVU.MOREX.r3.1HG0032540.1 205 22211.07 6.05 50.68 87.85 Cyto

HvPYL2 HORVU.MOREX.r3.1HG0071710.1 201 21265.93 8.72 42.26 82.99 Chlo

HvPYL3 HORVU.MOREX.r3.2HG0108630.1 222 23198.02 7.14 46.42 78.65 Chlo

HvPYL4 HORVU.MOREX.r3.3HG0247520.1 116 12586.20 5.21 39.42 90.69 Chlo

HvPYL5 HORVU.MOREX.r3.3HG0248870.1 199 21711.29 5.23 45.48 79.75 Chlo

HvPYL6 HORVU.MOREX.r3.3HG0304260.1 206 22008.04 9.19 41.59 90.39 Chlo

HvPYL7 HORVU.MOREX.r3.4HG0383820.1 224 23385.49 6.38 42.21 88.75 Cyto

HvPYL8 HORVU.MOREX.r3.5HG0534410.1 149 15616.49 6.27 45.89 79.80 Chlo

HvPYL9 HORVU.MOREX.r3.7HG0708570.1 197 22367.59 5.92 40.85 92.39 Cyto

HvPYL10 HORVU.MOREX.r3.7HG0717820.1 196 21261.88 6.31 40.17 79.03 Cyto

HvPP2C-A1 HORVU.MOREX.r3.1HG0080890.1 384 41109.49 5.43 44.09 87.14 Chlo

HvPP2C-A2 HORVU.MOREX.r3.1HG0090670.1 395 41587.63 6.32 56.43 83.27 Nucl

HvPP2C-A3 HORVU.MOREX.r3.1HG0094890.1 406 42946.44 5.21 46.53 86.63 Chlo

HvPP2C-A4 HORVU.MOREX.r3.2HG0095500.1 426 44550.31 5.68 62.85 84.18 Nucl

HvPP2C-A5 HORVU.MOREX.r3.3HG0267730.1 477 49686.3 4.94 41.84 87.51 Vacu

HvPP2C-A6 HORVU.MOREX.r3.3HG0276740.1 398 42207.4 6.37 52.68 80.68 Chlo

HvPP2C-A7 HORVU.MOREX.r3.3HG0284740.1 383 40588.17 5.59 38.69 85.12 Cyto

HvPP2C-A8 HORVU.MOREX.r3.3HG0302180.1 393 41866.12 5.78 56.40 71.83 Cyto

HvPP2C-A9 HORVU.MOREX.r3.4HG0389000.1 400 43066.01 5.86 72.80 69.53 Nucl

HvPP2C-A10 HORVU.MOREX.r3.5HG0473680.1 349 37075.93 6.42 58.85 77.25 Pero

HvPP2C-A11 HORVU.MOREX.r3.7HG0640890.1 324 34082.92 8.26 44.78 84.10 Chlo

HvPP2C-A12 HORVU.MOREX.r3.7HG0640920.1 372 38861.60 4.85 56.64 79.06 Chlo

HvPP2C-A13 HORVU.MOREX.r3.7HG0640930.1 338 35828.81 7.59 44.83 81.48 Chlo

HvSnRK2.1 HORVU.MOREX.r3.1HG0057490.1 341 38534.95 5.85 37.87 84.40 Cyto

HvSnRK2.2 HORVU.MOREX.r3.2HG0123910.1 341 38594.20 5.45 36.28 89.41 Cyto

HvSnRK2.3 HORVU.MOREX.r3.2HG0168730.1 357 40897.52 5.54 43.27 77.31 Cyto

HvSnRK2.4 HORVU.MOREX.r3.2HG0201420.1 342 38824.37 5.75 32.30 87.72 Cyto

HvSnRK2.5 HORVU.MOREX.r3.2HG0216470.1 393 44200.89 6.04 37.68 72.70 Cyto

HvSnRK2.6 HORVU.MOREX.r3.3HG0299220.1 362 41938.57 5.96 50.62 75.36 Cysk

HvSnRK2.7 HORVU.MOREX.r3.4HG0342860.1 361 40647.17 4.80 36.19 88.59 Cysk

HvSnRK2.8 HORVU.MOREX.r3.5HG0438740.1 357 40151.00 4.94 28.19 89.83 Cysk

HvSnRK2.9 HORVU.MOREX.r3.5HG0512820.1 366 41530.34 4.86 47.81 86.83 Cysk

  Cyto:细胞质;Chlo:叶绿体;Nucl:细胞核;Vacu:液泡;Pero:过氧化物酶体;Cysk:细胞骨架。

Cyto:Cytoplasm;Chlo:Chloroplast;Nucl:nucleus;Vacu:Vacuole;Pero:Peroxisome;Cysk:Cytoskeleton.
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示,6个HvPYL定位在叶绿体,4个定位在细胞质;6
个HvPP2CA定位在叶绿体,3个在细胞核,2个在细

胞质,1个在液泡,1个在过氧化物酶体;HvSnRK2
则5个定位在细胞质,4个定位在细胞骨架。

2.2 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因结构分析

利用 最 新 公 布 的 大 麦 基 因 组 信 息,使 用

TBtools软件绘制大麦PYL、PP2CA 和SnRK2
家族成员的结构组成图(图1)。HvPYL家族中,
仅HvPYL1、HvPYL8和HvPYL9有内含子(图C

直线部分),HvPP2CA 和HvSnRK2基因均包含

多个内含子,其中HvSnRK2的内含子数量较多。

3个家族成员的motif都具有高度的保守性,其中

HvPP2CA和HvSnRK2各成员的motif数量和排

列顺序相同。HvPYL成员间motif数量存在明显

差异,HvPYL4没有 motif2和 motif3,HvPYL8含

有motif2但缺失 motif3,所有成员都含有 motif1。

3个家族所有成员中,仅HvPYL4和HvPYL8不具

有PYR-PYL-RCAR_like保守结构域。

  A:基因motif分布;B:基因结构域;C:基因结构。

A:Motifdistributionofgenes;B:Genesdomain;C:Genestructure.

图1 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因保守基序和结构

Fig.1 ConservativemotifsandgenestructureofPYL,PP2CAandSnRK2familygenesinbarley
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2.3 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员的系

统进化树分析

分别对不同来源的PYL(大麦10个、拟南芥

14个、小麦38个和水稻13个)、PP2CA(大麦13
个、拟南芥9个、小麦36个、水稻10个和SnRK2
序列(大麦9个、拟南芥10个、小麦31个、水稻

10)构建系统进化树(图2)。结果表明,大麦PYL
家族可分为3个 Group,Group1包括HvPYL1
和HvPYL9;Group2 包 括HvPYL2、HvPYL3、
HvPYL6 和HvPYL7;Group3 包 括HvPYL4、
HvPYL5、HvPYL8和HvPYL10(图2A)。进化

树(图2B)将大麦PP2CA 分成4类:HvPP2C-
A4、HvPP2C-A11、HvPP2C-A12、HvPP2C-A13
为Ⅰ类;HvPP2C-A8、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10
为Ⅱ 类;HvPP2C-A2 和HvPP2C-A6 为 Ⅲ 类;

HvPP2C-A1、 HvPP2C-A3、 HvPP2C-A5 和

HvPP2C-A7为Ⅳ类。SnRK2家族分为3个亚族

(图2C),即 GroupⅠ~Ⅲ;GroupⅠ包括HvS-
nRK2.3、HvSnRK2.5、HvSnRK2.6;GroupⅡ包

括HvSnRK2.1、HvSnRK2.2、HvSnRK2.4;

GroupⅢ包括HvSnRK2.7、HvSnRK2.8、HvS-
nRK2.9。所有家族中,大麦与小麦进化关系最

近,其次是水稻,与拟南芥关系较远。

2.4 大麦PYL,PP2CA和SnRK2家族成员的染

色体定位

在大麦7条染色体中,10个HvPYL 基因和

13个HvPP2CA基因定位在1~5和7号染色体

上,9个HvSnRK2基因定位在1~5号染色体上

(图3)。从单条染色体来看,3号染色体分布3个

HvPYL基因和4个HvPP2CA 基因,2号染色体

上分布了4个HvSnRK2 基因。HvPP2C-A11、
HvPP2C-A12、HvPP2C-A13串联在7号染色体

上,表明PP2CA家族在进化过程中可能出现了

基因的自我复制,导致基因数量增加。

2.5 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族成员启动

子区顺式作用元件预测

为了预测HvPYL、HvPP2CA、HvSnRK2家

族成员的功能,分析大麦PYL、PP2CA、SnRK2
家族各基因转录起始位点上游2000bp序列顺

式作用元件。结果(图4)显示,大麦PYL、PP2CA、

  At:拟南芥;Os:水稻;Ta:小麦;Hv:大麦。
At:Arabidopsisthaliana;Os:OryzasativaL.;Ta:TriticumaestivumL.;Hv:HordeumvulgareL..

图2 拟南芥、水稻、小麦和大麦PYL(A)、PP2CA(B)、SnRK2(C)家族基因进化树
Fig.2 PhylogenetictreeofPYL(A),PP2CA(B),andSnRK2(C)familygenesinArabidopsis,rice,wheatandbarley
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图3 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因染色体定位

Fig.3 ChromosomelocalizationofPYL,PP2CAandSnRK2familygenesinbarley

  Salicylicacidresponsiveness:水杨酸响应;Abscisicacidresponsiveness:脱落酸响应;Anaerobicinduction:厌氧诱导;Auxin-respon-

siveness:生长素响应;MeJA-responsiveness:茉莉酸甲酯响应;Lightresponsiveness:光响应;Meristemexpression:分生组织表达;Low-

temperatureresponsiveness:低温响应;Gibberellin-responsiveness:赤霉素响应;Drought-inducibility:干旱诱导;Circadiancontrol:生理调

控;Endospermexpression:胚乳表达;Cellcycleregulation:细胞周期调控;Defenseandstressresponsiveness:防御和应激反应。

图4 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因启动子区顺式作用元件分析

Fig.4 Analysisofcis-elementsinthepromoterregionsofPYL,PP2CAandSnRK2familygenesinbarley

SnRK2家族成员启动子区有大量的顺式作用元

件,共计14种。这些顺式作用元件可分为3大

类:植物生长发育元件(519个)、激素响应元件

(503个)和非生物胁迫响应元件(44个)。植物生

长发育元件中,光响应元件数量最多(473个),广
泛分布在每个基因启动子区域。激素响应元件种

类丰富,主要包括脱落酸响应元件、茉莉酸甲酯响

应元件、水杨酸响应元件、赤霉素响应元件和生长

素响应元件,其中脱落酸响应元件(208个)最丰

富,除HvPP2C-A12外,其他基因启动子区域至少

含有一个脱落酸响应元件,表明3个家族基因广

泛参与ABA信号转导途径;非生物胁迫元件主

要包 括 低 温 和 干 旱 响 应 元 件,其 中HvPYL2、

HvPYL3、HvPP2C-A1、HvPP2C-A2、HvPP2C-
A6、HvSnRK2.5和HvSnRK2.8同时含有这两种

元件。这些结果表明,3个家族基因对大麦生长
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发育、响应胁迫有重要作用。

2.6 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因共线

性分析

对HvPYL、HvPP2CA 和HvSnRK2 的基因

进行共线性分析,结果(图5)显示,HvPYL 和

HvSnRK2均有2对共线性基因,分别为HvPYL2
与HvPYL6、HvPYL3 与HvPYL7、HvSnRK2.7
与HvSnRK2.8;HvPP2CA家族成员有4对共线性

基因,分别是HvPP2C-A1与HvPP2C-A6、HvPP2C-
A2与HvPP2C-A6、HvPP2C-A5 与HvPP2C-A7、
HvPP2C-A8与HvPP2C-A9,均 存 在 基 因 复 制。

构建大麦与水稻的基因共线性图谱,发现二者间

的HvPYL、HvPP2CA 和HvSnRK2 分 别 有11
对、14对和12对共线性基因(图6)。HvPYL家族

中,HvPYL1、HvPYL2、HvPYL3、HvPYL6、HvPYL7
可在水稻中找到共线基因;HvPP2CA 家族中,

HvPP2C-A1、HvPP2C-A2、HvPP2C-A4、HvPP2C-A5、
HvPP2C-A6、HvPP2C-A7、HvPP2C-A8、HvPP2C-
A9可在水稻中找到共线性基因;HvSnRK2家族

中,HvSnRK2.1、HvSnRK2.2、HvSnRK2.3、
HvSnRK2.6、HvSnRK2.7可在水稻中找到共线

基因。

图5 大麦PYL(A)、PP2CA(B)、SnRK2(C)家族间基因的共线性分析

Fig.5 CircosanalysisoffragmentrepeatgenesofPYL(A),PP2CA(B)andSnRK2(C)familygenesinbarley

图6 大麦和水稻PYL(A)、PP2CA(B)、SnRK2(C)家族基因的共线性

Fig.6 SyntenyanalysisofPYL(A),PP2CA(B)andSnRK2(C)genesbetweenbarleyandrice

2.7 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因在不

同组织中的表达

收集3个家族成员在14个组织的表达量信

息,并制作热图(图7)。根据32个基因在不同组

织的 表 达 水 平,将 其 分 为 四 类,第 一 类 以

HvPP2C-A6、HvPYL6为代表,在籽粒中表达量

较高;第二类以HvPP2C-A9、HvSnRK2.1 为代

表,主要在花序中表达;第三类主要在根部表达,
其中HvPYL6和HvPYL2表达水平较高;第四类

以HvSnRK2.4、HvPYL4为代表,在叶片的表达

量较高。不 同 家 族 间 基 因 表 达 量 比 较 发 现,

HvPYL2、HvPYL5、HvPYL6、HvPYL7在根部表

达量较高;HvPP2C-A1、HvPP2C-A5、HvPP2C-
A8、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10在花序表达量较
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高;HvSnRK2.4、HvSnRK2.5、HvSnRK2.8在种

皮表达量较高。同一家族的基因在不同组织中表

达量 差 异 明 显,如HvPYL9 只 在 籽 粒 中 表 达,

HvPYL10在分蘖和根部表达;HvSnRK2.4在叶

片表达量最高,而HvSnRK2.1在根部表达量最

高。可见大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因

与大麦的生长发育调控密切相关,在各生长阶段

发挥不同的功能。

2.8 盐胁迫下大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族

基因的转录组测序与表达量分析

对3个家族基因的转录组数据进行分析,结
果(图8)发现,N53-ck-48h与 N53-s-48h比较,
共有13个差异表达基因,其中HvPYL10、HvPP2C-
A1、HvPP2C-A2、HvPP2C-A4、HvPP2C-A6、HvPP2C-
A7、HvPP2C-A8、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10 和

HvSnRK2.4 上 调 表 达,HvPYL5、HvPYL6 和

HvPYL7下调表达。T66-ck-48h与T66-s-48h比

较,共9个差异表达基因,其中HvPYL10、HvPP2C-A4、

HvPP2C-A6、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10、HvSnRK2.4上

调表达,HvPYL5、HvPYL6和HvPYL7下调表达。

N53-ck-60h与N53-s-60h比较,共11个差异表达

基 因,其 中 HvPYL1、HvPYL4、HvPP2C-A1、
HvPP2C-A2、HvPP2C-A4、HvPP2C-A6、HvPP2C-
A7、HvPP2C-A8、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10 和

HvSnRK2.4 上 调 表 达,HvPYL5、HvPYL6 和

HvPYL7下调表达。T66-ck-60h与 T66-s-60h
比较,有13个差异表达基因,其中HvPP2C-A1、
HvPP2C-A4、HvPP2C-A5、HvPP2C-A6、HvPP2C-
A7、HvPP2C-A8、HvPP2C-A9、HvPP2C-A10、HvS-
nRK2.4上调表达,HvPYL2、HvPYL5、HvPYL6和

HvPYL7下调表达。
与对照相比,盐处理后HvPP2C-A6、HvPP2C-

A9、HvPP2C-A10、HvSnRK2.4在近等基因系中

均显著上调表达,而HvPYL5、HvPYL6和HvPYL7
均显 著 下 调 表 达。与 对 照 相 比,HvPP2C-A1、
HvPP2C-A2、HvPP2C-A7和HvPP2C-A8仅在盐处

  NOD:发育的分蘖,第三节间(花后42d);INF1:幼嫰发育的花序(花序5mm时期,播种后30d);INF2:幼嫩发育的花序(花序1~

1.5cm时期,播种后50d);CAR5:发育中的籽粒(花后5d);CAR15:发育中籽粒(花后15d);ETI:暗处理黄化苗(花后10d);LEM:花

序和外稃(花后42d);LOD:花序和浆片(花后42d);EPI:表皮(花后28d);RAC:花序和花序轴(花后35d);LEA:幼苗芽(10cm时期,

播种后17d);SEN:衰老叶片(花后56d);ROOT1:幼苗根(10cm时期,播种后17d);ROOT2:根(花后28d)。

NOD:Developingtillers,3rdinternode[42daysafteranthesis(DAA)];INF1:Youngdevelopinginflorescences(5mm,30daysafter

planting);INF2:Developinginflorescences(1-1.5cm,50daysafterplanting);CAR5:Developinggrain(5DAA);CAR15:Develo-

pinggrain(15DAA);ETI:Etiolatedseedling,darkcond.(10DAA);LEM:Inflorescences,lemma(42DAA);LOD:Inflorescences,

lodicule(42DAA);EPI:Epidermalstrips(28DAA);RAC:Inflorescences,rachis(35DAA);LEA:Shootsfromseedlings(10cmshoot

stage,17daysafterplanting);SEN:Senescingleaves(56DAA);ROOT1:Rootsfromseedlings(10cmshootstage,17daysafterplant-

ing);ROOT2:Roots(28DAA).

图7 大麦PYL、PP2CA和SnRK2家族基因在不同组织下的表达分析

Fig.7 ExpressionanalysisofPYL,PP2CAandSnRK2familygenesindifferenttissuesofbarley
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图8 大麦PYL、PP2CA和SnRK2基因盐胁迫后转录组数据分析

Fig.8 TranscriptomedataanalysisPYL,PP2CAandSnRK2genesinbarleyundersaltstress

理48h后 的 盐 敏 感 系 N53中 上 调 表 达。而

HvPYL1、HvPYL4和HvPP2C-A2在盐处理60h
后的盐敏感系 N53中特异上调表达,HvPP2C-
A5和HvPYL2在盐处理60h后的耐盐系T66中

特异上调和下调表达。

HvPYLs基因中,HvPYL7下调水平最高,在盐

敏感系N53中下调3.3倍,在耐盐系T66下调2.4
倍。HvPP2CAs基因中HvPP2C-A6和HvPP2C-A9
受盐胁迫强烈诱导表达,且在近等基因系中差异

显著,在N53中分别上调8.8倍和5.5倍,在T66
中分别上调4倍和3倍。HvSnRK2.4是HvSnRK2s
基因中受盐胁迫影响最大的基因,在N53和T66中

分别上调6.9倍和3.3倍。HvPYL1、HvPP2C-A2、
HvPP2C-A6、HvPP2C-A9、HvSnRK2.4在N53中的

表达水平极显著高于耐盐系 T66。这些基因可

能对大麦应对盐胁迫具有重要作用。为验证转

录组测序的数据,选取部分差异基因进行qPCR
分析,并计算相对表达量,结果表明,qPCR的结

果与转录组数据一致,证实了转录组数据的可

靠性(图9)。

3 讨论

3.1 基因的结构和进化分析

本研究在大麦中鉴定到10个PYL、13个

PP2CA 和9个SnRK2 基 因,与 拟 南 芥(PYL、
PP2CA、SnRK2基因分别为14、9、10个)和水稻

(PYL、PP2CA、SnRK2 基 因 分 别 为13、10、10
个)相比,3个物种间PYL、PP2CA和SnRK2家

族成员数量差异不大。鉴定PYL家族基因时,发
现HvPYL4和HvPYL8保守结构域与其他PYL
基因不同,PYR-PYL-RCAR_like结构域是PYL
家族的经典特征,而HvPYL4和HvPYL8却不包

含该结构域。在单子叶模式作物水稻的PYL成

员中,OsPYL7也不含PYR-PYL-RCAR_like结

构域,但Bhatnagar等[25]证实了OsPYL7是ABA
受体,高度依赖ABA,有较低的ABA转运活性。
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  NC48:水处理48h的N53;NS48:盐处理48h的N53;TC48:水处理48h的T66;TS48:盐处理48h的T66;NC60:水处理60h的

N53;NS60:盐处理60h的N53;TC60:水处理60h的T66;TS60:盐处理60h的T66。*:在N53和T66中,水与盐处理间存在显著差
异(P<0.05)。

NC48:N53underwatertreatmentfor48h;NS48:N53undersalttreatmentfor48h;TC48:T66underwatertreatmentfor48h;
TS48:T66undersalttreatmentfor48h;NC60:N53underwatertreatmentfor60h;NS60:N53undersalttreatmentfor60h;TC60:
T66underwatertreatmentfor60h;TS60:T66undersalttreatmentfor60h.*:Significantdifferencesbetweenwaterandsalttreat-
mentinN53andT66(P<0.05).

图9 差异表达基因在盐胁迫后qPCR分析

Fig.9 qPCRanalysisofdifferentiallyexpressedgenesaftersaltstress

HvPYL4、HvPYL8与OsPYL7同源性较高,因此

将HvPYL4 和HvPYL8 也归于 HvPYL家族成

员。进行大麦物种内共线性分析时发现,HvS-
nRK2.6与本研究新发现的基因HORVU.MOREX.
r3.1HG0075630存在共线性,而并未与其他鉴定

的HvSnRK2基因存在共线性。通过SMART网

站对HORVU.MOREX.r3.1HG0075630的序列

进行分析,发现其与9个HvSnRK2基因均含有S_
TKcdomain和Lowcomplexityregion,但HOR-
VU.MOREX.r3.1HG0075630的Lowcomplex-
ityregion位于蛋白质的N端,而9个HvSnRK2
基因的Lowcomplexityregion则位于蛋白质的C
端。NCBI的 BatchCD-Search分 析结果显示,
HORVU.MOREX.r3.1HG0075630的蛋白结构域

属于PKc_likesuperfamily,与本研究鉴定的9个

HvSnRK2基因结构域(STKc_SnRK2)不同。因此

未 将HORVU.MOREX.r3.1HG0075630 纳 入

HvSnRK2基因家族。植物进化的过程中常常伴

随基因复制,基因复制为基因家族扩张和物种产

生新功能提供了潜力[26]。大麦PP2CA家族成员

数量略多于其他两个物种,因其在7号染色体前

端(HvPP2C-A11、HvPP2C-A12和HvPP2C-A13)
发生了基因的自我复制(图3),这些基因位置相

近、序列高度相似、进化关系很近,是典型的串联

重复基因。这些串联重复基因在顺式作用元件、
蛋白理化性质、组织表达特异性等方面高度相似

但略有不同,暗示这些基因在进化中发生了亚功

能化,共同行使祖先基因功能[27]。Kulik等[28]根

据系谱发生分析,将水稻的SnRK2家族分为3个

亚族[29]:不被 ABA 激活(OsSnRK2.8 和OsS-
nRK2.9);较弱响应ABA(OsSnRK2.1、OsSnRK2.2
和OsSnRK2.3)和强烈响应ABA(OsSnRK2.4、OsS-
nRK2.5、OsSnRK2.6和OsSnRK2.7)。结合图2C结

果,我们推测GroupⅢ为不被ABA激活类(HvS-
nRK2.7、HvSnRK2.8和HvSnRK2.9);GroupⅡ为

较弱响应ABA类(HvSnRK2.1、HvSnRK2.2和
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HvSnRK2.4),Group Ⅰ 为 强 烈 响 应 ABA 类

(HvSnRK2.3、HvSnRK2.5和HvSnRK2.6)。
3个家族成员启动子区域顺式作用元件种类

丰富,包含了大麦生长发育与抗逆相关多种元件。
3个家族基因虽然是 ABA通路的核心,但除了

ABA响应元件外,还发现了大量的其他激素元

件,如生长素、赤霉素等。脱落酸与赤霉素对植物

的生长发育具有拮抗作用,而脱落酸与生长素具

有协同作用,多种激素间的相互作用对植物调节

各种生理过程、响应环境变化具有重要作用[30]。
推测3个家族基因也可能参与了其它激素调节途

径,调控大麦的生长和抗非生物胁迫。
3.2 盐胁迫下表达分析

盐胁迫条件下,HvPYL家族中HvPYL5、HvPYL6
和HvPYL7在一对近等基因系中表达量显著下

调,HvPYL7下调水平最高,该基因在水稻中的

同源基因为RCAR4。Kumar等[31]发现,RCAR4
稳态是ABA生物合成的关键调节因子,非胁迫下

过表达或 RNAi沉默RCAR4均导致 ABA在幼

苗中积累增加;过表达RCAR4增强了应激反应基

因表达及营养生长和生殖生长阶段的耐旱性;相
比过表达系,野生型在对照和干旱条件下的气孔

关闭率更低。HvPYL7可能与RCAR4具有相似

的功能。HvPYL1在盐敏感系 N53中特异性表

达,表 达 量 显 著 高 于 对 照。水 稻 中RCAR5 是

HvPYL1的同源基因,该基因已证实可以增强水

稻耐盐性,是提高水稻非生物胁迫耐受性良好的

候选基因[32],推测HvPYL1具有较大利用潜力。
HvPP2CA是3个家族中响应盐胁迫基因数

量 最 多 的 家 族。盐 处 理 后,HvPP2C-A6 和

HvPP2C-A2在盐敏感系N53中的表达量均显著

高于耐盐系T66。HvPP2C-A6与HvPP2C-A2具

有共线性,推测两者共同行使祖先基因的功能,对
大麦响 应 盐 胁 迫 具 有 重 要 作 用。盐 处 理 后,
HvPP2C-A10在N53中显著上调表达,其水稻中

的同源基因为OsPP108,过表达OsPP108的拟南

芥植株在种子萌发、根系生长和整体幼苗生长过

程中对ABA高度不敏感,对高盐胁迫具有耐受

性[33]。推测HvPP2C-A10可能在大麦耐盐性调

控中发挥重要功能。
HvSnRK2家族中HvSnRK2.4受盐胁迫强

烈诱导表达,且在盐敏感系N53中表达水平显著

高于耐盐系T66,该基因可能对盐胁迫有重要的

调控作用,其水稻中同源基因OsSAPK1被报道

是水稻耐盐胁迫的正调控因子,在幼苗生长阶段,
OsSAPK1和OsSAPK2发挥协同作用,增强水稻

耐盐性[34]。

植物的耐盐性是非常复杂的数量性状,控制

耐盐性状的基因大多遗传基础复杂,且易受环境

影响,很难精准的进行克隆。Zhang等[35]通过

meta分析将耐盐相关的 meta-QTL(MQTL)
预测 到 大 麦 物 理 图 谱 上。其 中HvPP2C-A5 和

HvPP2C-A6在MQTL3H.2区间中;HvSnRK2.6
在MQTL3H.4区间中;HvPYL6在MQTL3H.4区

间中;HvPP2C-A9和HvSnRK2.7在MQTL4H.2
区间中。结合qPCR分析,HvPYL6、HvPP2C-A6
和HvPP2C-A9有可能是候选基因。

本研究对大麦PYL-PP2CA-SnRK2家族基因

进行了系统解析,不仅阐明了其基本特征和分类归

属,还挖掘出潜在的关键耐盐基因,如HvPYL6、
HvPP2C-A6、HvPP2C-A9、HvSnRK2.4,为 大 麦

PYL、PP2CA和SnRK2家族在大麦耐盐性调控

中功能及机理研究奠定了基础,但还需通过基因

编辑等途径,进一步验证主要家族成员的功能,揭
示其在大麦中响应盐胁迫的分子机制。
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