
植物遗传资源学报 2019，20（5）：1301-1308
Journal of Plant Genetic Resources DOI：10.13430/j.cnki.jpgr.20181210003

SbSBP5 基因参与高粱对干旱胁迫的响应
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摘要：SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN box（SBP-box）基因编码一类植物特有的转录因子，其功能涉及

植物生长发育的诸多过程，包括植物叶片的形态建成、胚胎发生、营养生长到生殖生长的更替等，在作物遗传改良方面具有重

要的应用价值。本研究克隆了高粱 SbSBP5 基因，分析了其序列特征及其在不同逆境下的表达模式。结果表明 SbSBP5 编码

884 个氨基酸，含有一个典型 SBP 结构域，其启动子区含有 ABRE、ARE 和 MBS 等逆境相关顺式元件；SbSBP5 可受 PEG 和

外源 ABA 诱导上调表达，表达峰值时分别是对照的 12 倍和 11 倍，SbSBP5 启动子在转基因拟南芥中可驱动 GUS 报告基因

表达，并且其活性可受干旱和 ABA 诱导增强，分别是对照的 3 倍和 4 倍。本研究结果进一步证明 SbSBP5 参与了植株对干旱

和外源 ABA 的响应，为深入研究 SbSBP5 的功能奠定了基础。
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Abstract：SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-box（SBP-box）genes，that belong to plant-specific 
transcription factors，are involved in many important aspects including leaf development，embryogenesis，vegetative 
and reproductive phase transitions.This family has important practical application in crop genetic improvement.
In this study，we isolated a sorghum SBP-box gene named SbSBP5，and conducted the sequence analysis and the 
transcriptional pattern under different biotic stresses.SbSBP5 coded for a polypeptide of 884 amino acids that contained 
a typical SBP domain.By analyzing the promoter sequence，several stress-related cis-elements including ABRE，ARE 
and MBS were detected.Twelve and 11-fold up-regulation of SbSBP5 was detected by PEG-directed drought treatment 
or applying exogenous abscisic acid.In transgenic Arabidopsis that expressed SbSBP5 promoter plus a GUS reporter，
three and four fold of GUS activity were detected under drought or exogenous abscisic acid treatments，respectively.
Thus，these results provided preliminary outcome of SbSBP5 responding to drought and exogenous abscisic acid，which 
might provide a basis for further unlocking its molecular function.
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转录因子是在转录水平控制基因表达的一大类

因子，其在真核生物生长发育不同阶段充当“开关”

的 角 色［1-2］。SQUAMOSA PROMOTER BINDING 
PROTEIN box（SBP-box）是一类绿色植物中特有

的转录因子，含有一个约 78 个氨基酸残基的高度

保守的 SBP 结构域，该结构域含有 3 个重要功能

基序，包含 2 个锌指结构 Cys-Cys- Cys-His（Zn1）、
Cys-Cys- His-Cys（Zn2）和 1 个高度保守的双向核

定位信号（NLS，Nuclear localization signal）［3］。金

鱼草（Antirrhinum majus L.）SBP1 和 SBP2 是最早

发现的 SBP-box 家族基因，其功能是通过与 MADS-
box 基因启动子 SQUAMOSA 区域结合，参与调控

花的早期发育［4］。SBP-box 基因参与植物生长发育

的诸多过程，包括植物叶片的形态建成［5-6］、间隔期长

度［7］、营养生长到生殖生长的更替［8］等。自发现以

来，SBP-box 基因在许多重要植物中均有报道，如

拟南芥（Arabidopsis thaliana （L.）Heynh.）［9］、蒺藜

苜蓿（Medicago truncatula Gaertn．）［10］、葡 萄（Vitis  
vinifera L.）［11］、玉米（Zea mays L.）［12］、水稻（Oryza 
sativa L.）［13］、番茄（Solanum lycopersicum L.）［14］等。

在植物育种方面，SBP-box 基因具有重要的实际利

用价值，如番茄 CNR（color-less non-ripening）是一

个控制果实成熟的关键基因；OsSPL14 被誉为水稻

理想株型基因，其在营养生长和生殖生长期分别控

制水稻分蘖和穗分支［13］；ZmLG1 的缺失突变体不

能形成叶舌和叶耳，表现为叶片直立、株型紧凑，是

作物株型育种的重要种质资源［6］。除此之外，SBP-
box 基因参与了植物对逆境胁迫的反应，如 CRR1
可维持衣藻（Chlamydomonas reinhardtii）体内铜稳

态平衡［15］。

高粱（Sorghum bicolor（L.）Moench）是重要的

禾谷类作物，具有较强的抗逆性，是我国重要的旱地

粮食作物，此外还是酿酒、饲料、工业淀粉的重要来

源。高粱基因组测序工作已于 2009 年完成［16］，为

高粱一些重要基因的克隆和功能分析提供了方便。

高粱是公认的综合抗旱性较强的作物，其抗旱能力

体现在御旱、耐旱、避旱等多方面，克隆并研究高粱

中的抗旱相关基因，对于深入探讨高粱抗旱的形成

机制以及改善作物的抗旱性具有重要的意义。SBP-
box 基因家族成员在作物生长发育诸多方面发挥重

要作用，包括株型建成、产量形成、抗逆性等，但在高

粱中还未见深入研究。前期本课题组用生物信息学

方法在高粱中分离到 18 个 SBP-box 基因成员，分

析了该家族成员的序列特征、染色体位置分布、基因

结构等，并利用 RNA-seq 数据分析了该家族成员的

时空表达特性，筛选出了高粱 SBP-box 基因家族中

可能与产量形成及逆境胁迫相关的重要基因［17］，其

中可能与逆境胁迫相关的基因有 SbSBP5、SbSBP8
和 SbSBP18。本研究从高粱材料 BTx623 中克隆

了 SbSBP5 基因，对其序列特征进行了分析，并通过

实时荧光定量和转化启动子稳定表达的方法，对该

基因在不同逆境条件下的时空表达模式进行了研

究，旨在为深入研究 SbSBP5 的生物学功能，揭示

SBP-box 基因在作物逆境响应反应中的作用提供 
依据。

1　材料与方法

1.1　植物材料及菌种

利用本实验室保存的高粱材料 BTx623 克隆

SbSBP5 基因及其启动子序列，启动子转化所用拟南

芥（Arabidopsis thaliana）为哥伦比亚 3 型，拟南芥

转化所用感受态细胞为 GV3101。
高粱幼苗在人工气候箱中生长 2 周后，进行

胁迫处理，干旱胁迫：加入 PEG-6000（-0.5 MPa） 
10 mL；盐胁迫：NaCl 溶液（250 mmol/L）6 mL；低

温胁迫：将幼苗移入 4 ℃光照培养箱；外源 ABA
诱导：直接喷洒 ABA 溶液（50 µmol/L）至叶片湿

润；对照（CK），未经处理。处理时间为 0 h、1.5 h、
2 h、4 h、6 h、8 h、12 h 和 24 h。转基因拟南芥生长

1 周后，进行胁迫处理，方法如下：转入含有 PEG-
6000（-0.5 MPa）或 NaCl 溶 液（250 mmol/L）的

MS 固体培养基上；直接喷洒 ABA 溶液（50 µmol/
L）至叶片湿润；移入 4 ℃光照培养箱；处理时间为 
12 h。
1.2　SbSBP5 基因克隆及序列分析

基 于BTx623的XM_021456925.1的mRNA序 列，

应用 Primer Premier 5.0 设计引物 SbSBP5F1/SbSBP5R1
（表 1），以 BTx623 幼苗总 RNA 反转录的 cDNA 为

模板进行 PCR 扩增。PCR 扩增体系为（15 µL）：

95 ℃ 预 变 性 5 min；95 ℃ 变 性 1 min，60 ℃ 退

火 45 s，72 ℃延伸 2 min，30 个循环；最后延伸 
5 min。PCR 产物经 1.2% 琼脂糖凝胶电泳后，切胶

回收，与 pEAZY-Blunt simple vector（TRANSGEN，

北京）克隆载体连接，转化 DH5α 大肠杆菌感受

态细胞，挑取阳性菌提质粒送公司测序（上海

派森诺生物科技股份有限公司）。利用 ExPASy
（https：//www.expasy.org/resources）的 生 物 信 息

学工具对 SbSBP5 氨基酸序列进行分析。利用
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MEGA 4.1（NJ，1000 BootStrap）［18］构 建 系 统 进 
化树。

表 1　本研究中所用到引物信息
Table 1　The primers used in this paper

引物名称

Primer name
引物序列（5′→ 3′）

Primer sequence（5′→ 3′）
备注

Note

SbSBP5F1/
R1：

F：GGGCGACAGGGAGGAGGG
R：CGCTCATCGCAACATCTTCATC

基因

克隆

SbSBP5pF1/
R1

F：GTCGACATATCTCTCGCGCATACAT 
GTAGG

R：CCCGGGTTTCCACAGGAAACTAGC 
TTCCAT

启动子

克隆

SbSBP5Fe/
Re

F：AAAGAGAGCGGCGACCAAGC
R：CCTCTTGTCAACGACGACGC

基因

表达

SbUBIF/R F：GGCTCGAAGACGATCAGAT ACC
R：TCGGCATCGTTTATGGTT

内参

1.3　高粱 SbSBP5 基因的表达分析

利用 Trizol 试剂提取胁迫处理后的高粱幼苗总

RNA，使 用（RevertAid Premium Reverse Transcriptase）
（Thermo Scientific EP0733）合成第一链 cDNA。根

据 SbSBP5 序 列 设 计 引 物 SbSBP5Fe/Re（表 1），
选择高粱 18S rRNA（SbUBIF/R）作为内参基因

进行表达分析。使用 ABI Stepone plus 型荧光定

量 PCR 仪，反 应 体 系 为 SybrGreen qPCR Master 
Mix 10 µL、上 下 游 引 物（10 µmol/L）各 0.4 µL、
cDNA 模 板 2.0 µL 和 ddH2O 补 至 20 µL，3 次 重

复。PCR 程 序 为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 3 s、60 ℃ 
30 s，45 个循环，以不加模板的 PCR 作为阴性

对照。用基因相对表达分析 2 －△△ T 方法计算各

取样时间 SbSBP5 基因的相对表达量及其标准 
差［19］。

1.4　SbSBP5 启动子表达载体的构建及基因转化

根据 SbSBP5 基因组序列（LOC8060303）设计

引物并在其 5′ 端分别加入 SalI 和 SmaI 酶切位点，

以 BTx623 的 gDNA 为模板，利用保真酶 TransStart 
Fast Pfu DNA polymerase（TRANSGEN，北 京），扩

增 SbSBP5 启动子片段，将其命名为 SbSBP5P，体
系为 95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 1 min，58 ℃
退火 45 s，72 ℃延伸 1.5 min，32 个循环；最后延

伸 5 min。将扩增得到的片段连至 pEAZY-Blunt 
simple vector 测 序 验 证。 将 正 确 的 SbSBP5P 重

组质粒用 SalI 和 SmaI 双酶切，与经相同酶处理

的 pCAMBIA1391z 载体片段进行连接，经酶切

测 序 验 证，构 建 成 pCAMBIA1391z-SbSBP5p 重

组质粒（图 1）。利用浸花法进行拟南芥的遗传 
转化［20］。

图 1　表达载体构建示意图
Fig.1　Schematic show of expression vector construction

1.5　GUS 组织化学染色

参考 Jefferson［21］的方法，将拟南芥幼苗置于干

净离心管中，加入染色液，放入 37 ℃温箱中过夜，

次日取出脱色，利用莱卡体视显微镜（M165FC）观

察并拍照。参考扆珩等［22］的方法配制 X-GLUC 染 
色液。

1.6　GUS 定量分析

GUS 活性的荧光检测参照 Jefferson［21］的方

法。将 0.1 g 样品在液氮中迅速研成粉末，加入

GUS 酶提取液 1 mL，振荡混匀，12000 r/min 离心

10 min，取清液，得到 GUS 粗酶提取液。

以 4-MUG 为作用底物进行酶促反应后，在激

发波长 350 nm，发射波长 455 nm 条件下用酶活荧

光测量仪（DQ200）测定它们的荧光强度，考马斯亮

蓝法测定蛋白质含量。

2　结果与分析

2.1　SbSBP5 克隆及序列分析

以 BTx623 幼 苗 总 RNA 反 转 录 的 cDNA 为

模 板 进 行 PCR 扩 增，克 隆 SbSBP5 序 列（图 2）。
SbSBP5 基因 CDS 全长 2655 bp，编码 884 个氨基

酸，相对分子质量为 98.78 kD，等电点为 6.31，其中

亮氨酸（Leu）和丝氨酸（Ser）含量最高，为 9.1%。

SbSBP5 蛋白二级结构中分别含有 α- 螺旋 38%、延

伸链 9.62%、β- 转角 4.75% 和无规则卷曲 47.62%。

SbSBP5 蛋白含有一个典型 SBP 结构域（130-205）
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图 2　高粱 SbSBP5 的 PCR 扩增
Fig.2　PCR amplification of SbSBP5

2.2　SbSBP5 启动子序列分析

采用 PlantCARE 分析 SbSBP5 启动子序列的顺

式作用元件。结果表明 SbSBP5 启动子包含多种顺

式作用元件（图 5），其中包括真核生物启动子基本

（图 3）、4 个低复杂区、3 个 ANK 重复和 1 个跨膜区

（759-778）。亚细胞定位预测显示，该蛋白有可能位

于细胞任何部位。将 SbSBP5 氨基酸序列在 NCBI
数据库中 BLAST 并构建系统发育树，结果表明所

选植物 SBP 蛋白能被划分为 3 组，其中 SbSBP5 与

玉米中的 2 个蛋白 PWZ31551.1 和 ONM31580.1 的

关系最近。聚类结果显示第 I 组和第 II 组只有单子

植物基因，而第 III 组既包含双子叶植物基因，也包

含单子叶植物基因（图 4）。

黑线所示区域表示 SBP 结构域。The black line indicated the location of SBP-box， 
Zm：Zea mays L.，Do：Dichanthelium oligosanthes S.，Ph：Panicum hallii，Si：Setaria italica L.， 

At：Aegilops tauschii subsp.Tauschii，Tu：Triticum urartu L.，
Ob：Oryza brachyantha L.，Th：Tarenaya hassleriana C.，As：Apostasia shenzhenica 

Z.J.Liu&L.J.Chen，Ac：Ananas comosus L.， Ma：Musa acuminata subsp.Malaccensis， 
Hb：Hevea brasiliensis W.，Gm：Glycine max L.The same as below

图 3　高粱 SbSBP5 与植物中其他同源 SBP 蛋白比对分析
Fig.3　Alignment of SbSBP5 and other SBP5 homolog in plants

调控元件 TATA-box、CAAT-box，还有多种逆境响应

元件，如 ABA 响应元件 ABRE、抗旱相关转录因子

MYB 结合位点、低氧响应元件 ARE 和茉莉酸甲酯

响应元件 CGTCA-Motif 等（表 2）。
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图 4　SBP5 的系统进化树
Fig.4　Phylogenetic tree of SBP5

图 5　SbSBP5 启动子序列及顺式作用元件分布
Fig.5　Sequence and cis-acting elements distribution of SbSBP5 promoter
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表 2　SbSBP5 启动子主要顺式作用元件及预测的功能
Table 2　The cis-acting elements and predicted functions in 

the SbSBP5 promoter sequence

元件名称

Name
序列

Sequence
功能

Function

ABRE GACACGTGGC/
TACGTG

ABA 响应

ARE AAACCA 低氧响应

MBSI C（G/C）GTTA 黄酮基因 MYB
结合位点

MBS CAACTG 抗旱相关转录

因子 MYB 结合

位点

TGACG-Motif TGACG 茉莉酸甲酯 
响应

GC-motif CCCCCG 氧胁迫增强 
元件

TGA-element TGACGTAA 茉莉酸甲酯 
响应

MYB-binding site CAACAG MYB 结合位点

2.3　SbSBP5 在不同逆境下的表达

通过 PEG、NaCl、ABA 和 4 ℃模拟 4 种非生物

胁迫处理高粱幼苗，分析 SbSBP5 在不同逆境下的

表达模式。结果表明 SbSBP5 在 PEG 处理后 1.5 h
和 2 h 出现表达峰值，分别是对照的约 12 倍和 8 倍，

随后相对表达量逐渐回落；在外源 ABA 处理条件

下，SbSBP5 的相对表达量在 4 h 达到最高水平，随

后逐渐下降，到 6 h 和 12 h 形成 2 个小高峰，随后回

落；SbSBP5 在 NaCl 和低温（4 ℃）处理条件下，相

对表达量未见明显变化（图 6）。

图 6　SbSBP5 在不同逆境下的表达分析
Fig.6　Expression analysis of SbSBP5 under different 

abiotic stresses

2.4　SbSBP5 启动子转拟南芥功能分析

GUS 染色结果表明转 SbSBP5 启动子拟南芥幼

苗在受到 PEG 和外源 ABA 胁迫 12 h 后，其 GUS
着色深度显著大于对照（0 h）；而在 NaCl 和低温

（4 ℃）胁迫下，其 GUS 染色结果变化不明显（图

7）。GUS 定量结果表明 SbSBP5 启动子活性可受外

源 ABA 和 PEG 胁迫上调表达约 4 倍（P<0.01）和

3 倍（P<0.05），在 NaCl 和低温（4 ℃）胁迫下，未见

显著变化（P>0.05） （图 8）。

图 7　胁迫条件下转基因拟南芥的 GUS 组织化学染色
Fig.7　Histochemical GUS staining activity in transgenic 

Arabidosis thaliana under different stresses

* 和 ** 分别表示差异显著和极显著

*and** indicated significant and highly significant，respectively

图 8　胁迫条件下转基因拟南芥的 GUS 定量分析
Fig.8　Quantification of GUS activity in transgenic 

Arabidosis thaliana under different stresses

3　讨论

干旱、低温、高盐等非生物胁迫是制约作物产

量的重要环境因素，为了适应环境，植物能够通过

信号传导及表达特定抗逆性基因等途径来抵抗外
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