大麦HvLEC1基因的克隆及其表达特征分析
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     摘要：植物LEC蛋白是NF-Y转录因子的一类B亚基，在植物胚状体形成过程中起重要作用。为了研究大麦小孢子体外培养形成胚状体的机理，本研究利用RACE技术在大麦中克隆了一个新的LEC基因，该基因cDNA全长为1004 bp，开放阅读框全长为597 bp，编码198个氨基酸，其蛋白1-59位氨基酸含有LEC结构域，命名为HvLEC1。HvLEC1在大麦的根、茎、叶和小孢子培养过程中均能表达，其中小孢子培养7天时表达量最高；、小孢子培养7（d）天时HvLEC1在大麦品系BI04中的表达量比基19高，BI04愈伤产量也比基19高，表明HvLEC1表达量和愈伤产量有相关性；受盐胁迫后HvLEC1在大麦的根中快速上调表达，提示HvLEC1的功能可能不仅参与小孢子胚状体发生，而且参与盐胁迫响应。
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Cloning and expression characterization of HvLEC1 in Hordeum vulgare L. 
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Abstract: Plant LEAFY COTYLEDON (LEC) proteins, which belong to the NF-Y transcript factor B subunit,  play central role in plant embryogenesis. To investigate the mechanism of microspore induced embryo in vitro in barley, a novel LEC gene, HvLEC1, was cloned from barley using the RACE method. The isolated full-length cDNA sequence of HvLEC1 was 1004 bp, containing a 597-bp open reading frame (ORF) coding for 198 amino acids. The deduced amino acid sequence of HvLEC1 contained a LEC domain located between amino acids 1 and 59. HvLEC1 can be detected in roots, stems, leaves, and the cultured microspores, and presented the highest expression in 7 days of cultured microspores. The expression of HvLEC1 at 7 days of cultured microspores was higher in barley line BI04 than that in barley line Ji19, and callus yield at 21 days of cultured microspores was also higher in BI04 than that in Ji19, which revealed that the expression level of HvLEC1 might be in a consistent with the callus yield. The expression of HvLEC1 can also be quickly up-regulated in barley root by salt stress, which suggested that the gene of HvLEC1 may be involved in not only microspore embryogenesis but also the responses to salinity stress.
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大麦是重要的谷类作物，具有食用、饲用、酿造和医用等多种用途[1]。小孢子培养是由单细胞向多细胞转化的过程，小孢子培养体系在作物优良农艺性状聚合和耐逆、抗病定向筛选上有重大的潜力，并已成功运用于大麦育种[2]，同时由于其单倍体特性，小孢子培养体系也是进行发育和抗逆相关基因研究的理想平台[3]。另外，大麦的耐逆性强，是禾谷类中较为耐盐的作物[4]，研究大麦的耐盐机制可以为其他禾本科作物提供参考。
核因子NF-Y (nuclear factor Y，NF-Y)，也称为血红素激活蛋白（heme activator protein, HAP）是一类普遍存在于酵母、动物、植物等真核生物中的转录因子，在植物生长发育、对外界应激反应中发挥重要调控功能[5]。NF-Y通常由A、B、C三个不同亚基形成异源三聚体，其中B亚基（NF-YB）在NF-Y转录因子三聚体与DNA的特异性结合中起作用[6, 7]。NF-YB在酵母和动物中，只有一个编码基因，而在植物中有多个NF-YB基因 [8-10]。植物NF-YB蛋白中16个氨基酸组成的特异序列将其区分为LEC-1和非LEC-1两类，其中LEC-1是植物胚胎形成的关键调控因子，拟南芥中AtLEC1是种胚发育的关键基因，可诱导营养细胞分化为胚性细胞[11]。
NF-YB基因还在调控植物花期和逆境胁迫反应中起着重要作用[12-14]。大麦中已鉴定出5个NF-YB基因中，在拟南芥中过量表达HvNF-YB1可以使花期比野生型提前[15]。NF-Y转录因子在受盐胁迫后的作用的研究主要集中在A/C亚基上[16, 17]，而对NF-YB亚基研究较少。本研究在大麦中克隆得到一个新的NF-YB亚基基因，并通过对该基因小孢子培养过程中的表达分析和在盐胁迫大麦根中的表达分析，表明该基因可能不仅参与小孢子胚状体发生，而且参与盐胁迫响应。

1材料与方法
1.1实验材料
大麦材料由上海市农业科学院生物技术研究所育成的大麦品种“花30”，是江、浙、沪审定推广的大麦品种[18]。

1.2 大麦小孢子培养
大麦小孢子培养参照陆瑞菊等[2]方法，在培养3 d，7 d，19 d时取样，用于总RNA提取。小孢子诱导愈伤产量，在培养21 d时对愈伤称重获得。
1.3 NaCl处理大麦幼苗
对大麦品种花30种子发芽幼苗进行水培，二叶一心期时培养液中加入NaCl至浓度为300 mM，以不作任何处理的幼苗为对照，取处理后0 h、1 h、2 h、4 h、6 h、12 h 、24 h的大麦幼根，用于总RNA 提取。同时取对照0 h的根、茎、叶用于不同组织部位RNA提取。

1.4 大麦总 RNA 的提取和cDNA第I链的合成
大麦总RNA提取采用Trizol方法进行，利用DNase I去除RNA中残留的少量DNA。所提取的RNA经Nano-drop测定 OD230、OD260、OD280吸收值以检测纯度，同时采用 1%甲醛变性胶电泳检测RNA 的完整性。经检测完整性好、纯度高的总RNA用于cDNA第Ⅰ链合成，具体步骤参照RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit（Life）说明书进行。

1.5 大麦HvLEC1基因全长克隆、序列分析

根据拟南芥 (Arabidopsis thaliana) NF-YB1(GenBank序列号：NM_102046.4)、玉米(Zea may) ZmNF-YB2（GenBank 序列号：NM_001112048.1）、油菜（Brassica napus）（GenBank 序列号：GU945398.1，GU945399.1）、野生大豆（Glycine latifolia）（GenBank 序列号：EU088290.1）、水稻（Oryza sativa）（GenBank 序列号：AY062185.1，AY062184.1）、卷柏（Selaginella moellendorffii）（XM_002969253.1，XM_002986769.1）的核苷酸序列，设计3’-RACE扩增（因3’-RACE扩增直接获得了目标基因全长，因此未设计5’-RACE扩增引物）基因特异性简并引物GSP1（5'-ATCGCVAACGTSATCCGSATCAT-3'），GSP2：（5'-ATCGCVAACGTSATCCGSATCAT-3'）。利用3’端PolyA锚定引物AP1（5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’）反转合成3'-端cDNA库，GSP1、AP1进行PCR扩增，再利用GSP2和AP2（GGCCACGCGTCGACTAGTAC）进行巢式扩增。使用热启动双封闭DNA聚合酶TransStart Taq DNA Polymerase进行PCR扩增，扩增条件为：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，51 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃ 20 min。扩增完成后使用1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物, 回收目的基因条带(1004 bp)。将目的基因片段与克隆载体pMD18-T连接，  转化大肠杆菌XL-blue-MRF’感受态细胞，涂LB氨苄抗性平板, 过夜生长，挑取单克隆，以基因全长引物进行菌落PCR验证，送深圳华大基因公司以通用引物M13进行双向测序。获得的序列在大麦基因组数据库(http://webblast.ipk-gatersleben.de/barley/index.php)分别Blastp和Blantx，检验基因是否包含ORF全长。

1.6 生物信息学分析
采用Expasy的ProtParam在线分析软件Domains 数据库 (http://web.expasy.org/protparam/)分析HvLEC1蛋白中各种氨基酸含量，并预测理论分子量和等电点。

利用Clustal X 1.83软件进行多重序列比对，采用 MEGA 4.1 软件通过 neighbor-joining 方法构建系统进化树，其中bootstrap设为1000 replicates。

1.7 荧光定量PCR (qRT-PCR)分析
根据HvLEC1基因序列设计Q-PCR引物：上游引物5'-CGTGGCGAGCATCTAGTTTT-3'，下游引物5'-TTGCAAGACGGTTTGATCCC-3'；采用大麦的Actin基因作为内参（引物为：Actin-F：5'-GACTCTGGTGATGGTGTCAGC-3'；Actin：5'-GGCTGGAAGAGGACCTCAGG-3'）。 Q-PCR 反应体系：按照说明书在冰上配制 20 μL反应体系，包括1×SYBR Mix (ToYoBo, Japan)，上、下游引物各0.4 µmol/L，每个反应含大约 30 ng的cDNA，每个反应包括 3 个重复，以不加模板作为阴性对照。Q-PCR所用仪器为ABI 7500。PCR 反应程序为： 94 ℃预变性30 s；94℃变性5 s，60℃退火20 s，72℃延伸20 s，45个循环。反应结束后，根据得到的 CT 值，利用2-△△CT计算相对表达量。通过产物溶解曲线分析 Q-PCR 引物扩增的特异性。

2 实验结果

2.1 HvLEC1的克隆和生物信息学分析

为了克隆大麦NF-YB基因，利用拟南芥和玉米中NF-YB基因设计简并引物，利用3' RACE获得一个1 Kb左右片段，克隆测序并和大麦基因组数据库比对后发现，该片段序列对应编码基因MLOC_36682.1，mRNA全长为1004 bp，编码长度为198个氨基酸的多肽链（图1）。预测分析表明，该基因编码蛋白的分子量为21.68 kDa，等电点(pI)为6.66。和不同物种中已报道的LEC蛋白序列比对分析，结果表明该基因编码蛋白含有LEC保守结构域典型的三个α螺旋，但是相对其它蛋白在N端缺失一段序列（图2），属于LEC类NF-Y转录因子B亚基蛋白，所以该基因命名为HvLEC1(GenBank序列号：KT726906)。
图1大麦HvLEC1基因的cDNA与推导的氨基酸序列

Figure 1 The cDNA sequence and its deduced protein sequence of barley HvLEC1
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图2 HvLEC1与不同物种LEC蛋白序列比对

Figure 2 Alignment of HvLEC1 with its homologs in other species

[image: image2.png]HVLEC1
0s-HAP3
SINF-YB2
ZmNF-Y]
ATLECL

HVLEC]
0s-HAP3
SiNF-YB2
ZmNF-YB2
ATLECL

HVLEC1
0s-HAP3
SiNF-YB2
ZnNF-YB2
ATLEC1

HVLECL
0s-HAP3
SiNF-YB2
ZmNF-YB2
ATLEC1

PGATRGGDHHHHSMAPPPMLKPRAPG - AAMPPHHHDMQLHHASMY(EG!
APPRGDHHHHHHSVPPSMLNKSRGPGSGAVMLPHHHHHDMHASMY[EG!

AKETIQEC
TSDDAKETIQE

ETIQECY 3 A SFDDYVE
EDNYV

El SeE PENSE-DGGGSSGNGHGGESTPPAANFENHQTFGYK-
EHEMAAYY( PESGE-DGSGSSGSGGAG-~TPQTVNFEHQHPFGYK~
EHQMAAY YGESG PENGESGGDGSGSSGESAS -~ ~QGGGFEHQHPFASYK
B
|

GEHELASGYYE-G! INEGSGDGSGGSASHAPPGGSGGGEDHPHT FAYK-
GMEDOS GGR: SSEQDESSVGGGSSSSINGMPAFDHYGQYK-~

-~ APGPMVPHGDMQMHAAGMYEGEMPHPHHP -
~AQGSMVTHHDMOMHAAMY GIEGINIP PP PHP PPHHHAFHOLMP PHHGQYAPPY D)
[PPHHGHGHGFAMPHHQGGHHQYLPYPYDP;
PPPP--HHGFLMPHPQGGHYLPYPYEPT-S|
~RESMRGEPPSLROTYGGNGIGFHGPSHGLPPPGH)

DL

198
254
268
264
238

~~FHMPPHHGQYP-QYE

CBARGAGVGH
ISRGVGVGV
RGVGGLP

88

133
137
134

148
206
216
211
188





    
2.2 HvLEC1与大麦及其它近源物种中的同源蛋白聚类关系分析

通过blastp搜索NCBI非冗余蛋白质数据库，查找不同物种的同源蛋白，进行多重序列比对，并构建系统进化树。HvLEC1和水稻的NF-YB蛋白HAP3在一个clusterⅠ中，而大麦中HvNF-YB1~HvNF-YB5蛋白位于一个clusterⅡ中，（图3）。表明HvLEC1和HvNF-YB1~HvNF-YB15亲缘关系较远，可能在功能上也有很大差异。
图3 部分禾本科植物LEC同源蛋白的系统进化树。
Figure 3 Phylogenetic analysis based on amino acid sequences of LEC from different plant species.
GenBank序列号：ZmLEC1 (NP_001105518.1)，SiNF-YB2 (XP_004953763.1)，ZmNF-YB2 (XP_008679062.1)，OS-HAP3 (AAL47209.1)，HvNF-YB1 (JF764600)，HvNF-YB2 (JF764601)，HvNF-YB3 (JF764602)，HvNF-YB4 (JF764603)，HvNF-YB5 (JF764604)。
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2.3 HvLEC1在大麦不同组织中的表达分析

为了验证HvLEC1是否在小孢子培养过程中发挥作用，我们对大麦品种花30做小孢子培养，并在培养3 d时开始出现多细胞结构（multi cellular structure, MCS），7 d时有大量多细胞结构形成，观察到有少数类胚状体结构(embryoid body like structure, ELS)形成；19 d时形成成团愈伤组织（图4），在这三个时间点取样提取总RNA，对HvLEC1进行表达分析。结果表明，以幼根中表达量为标准，结果表明HvLEC1在大麦小孢子培养过程中的表达量很高，培养3 d小孢子中HvLEC1表达量为幼根的163倍，培养7 d时为根的330倍，到第19 d时，表达量有所下降为根中的79倍；HvLEC1在幼茎中的表达量是根中的3 倍；在幼叶中的表达量和根中一致（图5）。
图4 不同培养时间小孢子。a：3天，b：7天，c：19天。图4a中红色箭头表示多细胞结构；图4b中红色箭头表示胚状体结构。
Figure 4 Different days of cultured microspores. a: 3d，b: 7d，c: 19d. The red arrows in figure 4a indicate MCS, the red arrows in figure 4b indicate ELS.
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图5 HLEC1的组织特异性表达分析

Figure 5 Expression pattern of HvLEC1 in different tissues of barley
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2.4不同大麦品种中的HvLEC1表达和愈伤产量
为了验证HvLEC1表达是否和愈伤的形成相关，我们使用相同重量的BI04和基19两个品种小穗进行小孢子培养，检测了两个品种小孢子培养7天时的HvLEC1表达量和21天时愈伤的产量。结果表明，在小孢子培养7天时HvLEC1在BI04材料中表达量是基19的2.4倍（图6）。而在培养21天时，BI04材料愈伤的平均产量为39.85 g，而基19材料愈伤的平均产量22.525 g，两种材料愈伤产量差异显著（表1）。 
图6 HLEC1在小孢子培养7天时基19和BI04中的表达
Figure 6 Expression of HvLEC1 in Ji19 and BI04 at 7 days of cultured microspores
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表1 两种大麦材料小孢子培养21天愈伤产量
Table1 The callus of two different barley materials at the twenty-first day of cultured microspores
	材料
	
	重量（mg）
	平均重量（mg）
	显著性t测验

	基19
	培养1
	23.7
	22.525
	p<0.01

	
	培养2
	22.6
	
	

	
	培养3
	22.9
	
	

	
	培养4
	20.9
	
	

	BI04
	培养1
	41.1
	39.85
	

	
	培养2
	38.6
	
	


2.5 HvLEC1在受盐胁迫后的大麦根中的表达分析

为了验证HvLEC1是否参与大麦耐盐机制，我们对大麦幼苗进行了盐胁迫处理。根部是最早接触NaCl并且产生防御反应的组织，qRT-PCR结果表明，在受到盐胁迫的大麦根中，HvLEC1的表达量快速上调，在受胁迫1 h时HvLEC1表达量比诱导前高4倍，在2 h时达到峰值，然后表达量下调，在6 h时表达量下调到诱导前的3倍；在后续的时间中，HvLEC1的表达量继续上调，到24 h时达诱导前的20倍（图7）。这表明HvLEC1可能参与大麦根部对盐分胁迫的响应。
图7 HvLEC1在受盐胁迫大麦根中的表达分析

Figure 7 Expression pattern of HvLEC1 in roots of barley in response to salt stress
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3 讨论
植物中的NF-YB转录因子有多种，而且序列长短各不相同[19]。HvLEC1和其它物种中的LEC类蛋白序列比较在N端缺失一段序列，和这种情况相符。对HvLEC1与大麦和其它禾本科作物中的NF-YB蛋白进行聚类关系分析发现，HvLEC1和大麦中已报道的5个NF-YB蛋白亲缘关系较远；这也验证了NF-YB基因在进化上具有多样性，而且发挥的功能也可能不同。

柑橘（Citrus sinensis）的NF-YB亚基基因CsLIL在愈伤中表达丰度很高，并且在营养器官中表达该基因可诱导产生胚性组织[20]。葡萄（Vitis vinifera L.）中的VvL1L在愈伤转到诱导培养基4-6周时表达量较高[21]。本研究显示，HvLEC1在大麦的根、茎、叶、培养不同时间点小孢子中均能表达，但是培养不同时间点小孢子表达量都较高，而且在小孢子培养7 d时表达量最高。培养7 d时，大麦小孢子形成大量多细胞结构，同时有少量形成类胚状体结构，是小孢子胚状体发生（embryogenesis）的关键时期[22]。进一步的实验表明，培养7 d时HvLEC1基因和21 d愈伤产量有相关性。而LEC基因在拟南芥体细胞培养中对愈伤的产量起调控作用[23]，这提示HvLEC1可能在大麦小孢子胚状体发育过程中起重要作用，其功能有待于下一步的验证。
研究表明，NF-Y转录因子在植物的耐逆反应中起着重要作用，过量表达AtNF-YB1和ZmNF-YB2可显著提高拟南芥和玉米植株对干旱的耐受性[14]。拟南芥的AtHAP5A通过结合AtXTH21的来正调控抗冷性，抑制活性氧积累，激活ABA 途径基因的表达[24]，而NF-YA1基因负调控对盐和ABA的耐性[16]。在水稻中过表达百慕大草CdtNF-YC1基因可增强植株的耐盐性[17]。本研究中，受到盐胁迫的大麦根中后，HvLEC1快速上调表达，并且在后续时间中维持高表达水平，这表明HvLEC1可能在大麦对盐胁迫反应中起作用。但HvLEC1是否起正向调控作用需要进一步的研究。
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