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摘要:利用 RT-PCR从野大麦 cDNA扩增出两个基因 HbCBL1 和 HbCBL2。蛋白结构分析表明，其具有典型的 EF
手臂，且 HbCBL1 的 N-端含有豆蔻酰化结构域。为了明确野大麦 HbCBL1 和 HbCBL2 结构对其在植物体内亚细胞水
平分布的作用，分别构建了以 35S为启动子驱动的与绿色荧光蛋白基因 GFP融合的植物表达载体，通过基因枪介导
法将重组载体转入洋葱上表皮细胞，同时通过醮花法获得拟南芥稳定转基因株系，利用激光共聚焦扫描显微镜检测

融合蛋白的表达部位。瞬时表达结果表明，融合蛋白 HbCBL2::GFP 在液泡膜上可见;HbCBL1::GFP 在质膜上可见，
同时在核中也有信号;HbCBL1 的 N端豆蔻酰化位点参与了该基因的定位。稳定表达结果表明，HbCBL2 主要定位于
液泡膜上;HbCBL1 主要定位于质膜和细胞核;同时这两个蛋白在保卫细胞中也有表达。研究表明，HbCBL1 和 Hb-
CBL2 的结构决定了其亚细胞水平的表达部位，为进一步分析其生物学功能奠定了基础。
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Analyses for Protein Structure and Subcellular Localization of HbCBL1
and HbCBL2 from Hordeum brevisubulatum
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Abstract: RT-PCR was used to obtain two genes named as HbCBL1 and HbCBL2 from Hordeum brevisubula-
tum． Protein structure analysis showed that the proteins encoded by these two genes have the typical EF-hands，and
HbCBL1 has N-myristoylation motif． In order to clarify whether HbCBL1 and HbCBL2 protein structures contribute
to their subcellular localization，several plant expression vectors were constructed and transformed into onion epider-
mal cells by particle bombardment，respectively． These vectors were also transformed into Arabidopsis by floral dip．
The subcellular localization of fusion proteins was determined by Confocal laser scanning microscope． The results of
transient expression showed that the fusion protein HbCBL2-GFP was accumulated in tonoplast，but the HbCBL1-
GFP fussion protein was accumulated in plasma membrane as well as in nucleus; N-myristoylation motif of HbCBL1
involves in its localization at cell level． The results of stable expression showed that HbCBL2 was located at tono-
plast and HbCBL1 was located at plasma memebrane，additionally，both HbCBL2 and HbCBL1 are located at the
guard cells． It was suggested that HbCBL1 and HbCBL2 protein structures involved in their subcellular localization，
which play roles for further analyses of gene functions．

Key words: Hordeum brevisubulatum; HbCBL2; HbCBL1; Confocal laser scanning microscope (CLSM);
Subcellular localization



2 华 北 农 学 报 26 卷

钙调磷酸酶 B 类蛋白(Calcineurin B-like pro-
teins，CBLs)是近年来鉴定出的一类植物所特有的
Ca2 +
感受器，最初是从拟南芥中克隆出来的，与其互

作的蛋白 CIPK(CBL-interacting protein kinase)一起
在植物特定的生长发育和应答胁迫过程中起重要作

用。植物 CBL蛋白因与动物的钙调磷酸酶 B 亚基
(CNB)及中枢神经钙感受器(NCS)极其相似而命
名，在单子叶模式植物水稻和双子叶模式植物拟南

芥基因组中，CBL基因家族均含有 10 个成员［1 － 4］。
CBL 作为钙感受器，具有典型的 EF 手型结构

域，其功能主要是结合 Ca2 +［5］。每个 EF 手型结构
由 12 个氨基酸组成，其中第 1，3，5，7，9，12 位氨基
酸比较保守，是与 Ca2 +

互作的位点
［6］。通过比对分

析发现，拟南芥中 10 个 CBL 都有 4 个 EF 手型结
构，并且所有 AtCBLs的第 1 个 EF手在 Ca2 +

结合位

置发生了氨基酸取代，不属于典型的 EF 手型结
构
［7，8］。动物和酵母中几乎所有已知的 NCS 和钙调
磷酸酶都发生了肉豆蔻酰化，部分拟南芥 CBLs，包
括 CBL1、CBL4、CBL5 和 CBL9 含有保守的 N 端肉
豆蔻酰化结构域 MGXXXS /T，可以发生肉豆蔻酰化
反应使得 CBL 被肉豆蔻酸盐所修饰，加强了与细胞
膜的结合

［9］。
CBL-CIPK信号成分参与多种信号途径，在植物

特定发育过程中以及抗逆过程中转导特异钙信号。
目前功能研究最为清楚的是拟南芥中的 AtCBL4 /
AtCBL10-AtCIPK24 及 AtCBL1 /AtCBL9-AtCIPK23。
前者在盐胁迫下发挥功能。后者主要在低钾胁迫下
发挥功能。
最初对 CBL 的研究主要集中在拟南芥和水稻

上，目前在其他植物上的报道也相继出现，如豌豆

(Pisum sativum) 里的第 1 个 PsCBL，与拟南芥
AtCBL3 同源;玉米中与拟南芥 CBL4 可能同源的
ZmCBL4，并且已经有 CBL 基因的生物信息学分析;
棉花中与纤维细胞伸长相关的 GhCBL2 和 GhCBL3
［10 － 13］。
野大麦(Hordeum brevisubulatum(Trin． )Link)是

禾本科大麦属一种多年生兼性的优良牧草，是盐化

和碱化草甸草原的建群种，可在含盐 0． 6% ～ 1%的
土地上良好生长，具有重要的应用和科学研究价值。
但前人大多只局限在形态、解剖、生理等方面的研
究，虽然近年来已有关于野大麦 HbCIPK 的相关报
道，但还没有关于 CBL 基因方面的报道［14 － 20］。本
研究旨在了解 HbCBL1 和 HbCBL2 结构及其在亚细
胞水平上的分布，为进一步了解他们的功能奠定

基础。

1 材料和方法
1． 1 材料
野大麦采自内蒙古盐渍化草原。拟南芥生态型

Columbia，拟南芥突变体 sos3。T4 连接酶、DNA 快
速回收试剂盒为 Promega 公司产品。大肠杆菌
DH5α为天根公司产品。根癌农杆菌菌株 GV3101、
辅助载体 pSoup、植物表达载体 pGreen0029 等均为
实验室保存。
1． 2 方法
1． 2． 1 野大麦 HbCBL1 和 HbCBL2 基因序列分析
利用Mega4． 1 及 DANMAN软件对野大麦 HbCBL1
和 HbCBL2 进行遗传进化分析，并与拟南芥和水稻
等的 CBL进行比较分析。
1． 2． 2 HbCBL1 /2 与绿色荧光蛋白 GFP 融合表达
载体的构建 根据 HbCBL2 和 HbCBL1 基因与表达
载体 pGreen0029-35S-HbCIPK-GFP 和 pGreen0029-
35S 上的酶切位点设计带有酶切位点的特异性引
物。在 HbCBL1 基因的上游引入 BamHⅠ酶切位点，
下游引入 KpnⅠ酶切位点;去除 HbCBL1 基因 N-豆
蔻酰化位点后的序列上游引入 BamHⅠ位点，下游
引入 KpnⅠ酶切位点，HbCBL2 基因的上游引物的 5'
端引入 BglⅡ酶切位点，下游引物的 5'端引入 KpnⅠ
酶切位点;以 HbCBL2 和 HbCBL1 全长 cDNA为模板
进行扩增。在 GFP 前引入 HbCBL1n 序列:以 GFP
基因为模板，设计含有 HbCBL1 基因 N-豆蔻酰化位
点的上游引物并引入 BamHⅠ酶切位点，下游引入
SacⅠ酶切位点，扩增 HbCBL1nGFP基因序列。

BamHⅠ /KpnⅠ双酶切表达载体 pGreen0029-
35S-HbCIPK-GFP，回收不含 HbCIPK片段的大片段，
分别与 HbCBL2、HbCBL1 和 ΔnHbCBL1片段连接，得到
pGreen0029-HbCBL1GFP、 pGreen0029-ΔnHbCBL1GFP
和 pGreen0029-HbCBL2GFP。BamHⅠ/ SacⅠ双酶切表达
载 体 pGreen0029-35s，与 HbCBL1nGFP 连 接 形 成
pGreen0029-HbCBL1nGFP。
1． 2． 3 利用基因枪转化法转入洋葱表皮细胞 以
洋葱内表皮为材料，用刀片切取洋葱内层鳞茎(约

第 4 或第 5 层)并用镊子小区剥取内表皮，于 MS 固
体培养基内培养 6 h。钨粉制子弹，超净台中轰击洋
葱表皮细胞。28℃黑暗培养 16 ～ 24 h 后利用共聚
焦激光显微镜扫描成像。
1． 2． 4 转化农杆菌及拟南芥 载体构建完成后转
化农杆菌 GV3101，验证阳性菌株，参照 steven 介绍
的方法转化拟南芥

［25］。收集转化当代的种子，在含
50 mg /L卡那霉素的MS培养基上筛选存活的植株，
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继续收集 T1 种子，进一步筛选获得 T2 单拷贝和多

拷贝转基因株系。将 T2 种子消毒后置于 MS 培养
基中，7 d后在共聚焦激光显微镜下扫描成像。

2 结果与分析
2． 1 野大麦 HbCBL1 和 HbCBL2 序列分析
利用 Mega4． 1 软件对野大麦 HbCBL1 和 Hb-

CBL2 进行进化分析，并与拟南芥和水稻等的 CBL
进行序列比较分析。发现 HbCBL2 与水稻 OsCBL2、
OsCBL6 以及拟南芥 AtCBL2 和 AtCBL3 的同源性较
高，而 HbCBL1 与水稻 OsCBL1 及 AtCBL1 和 AtCBL9
同源性较高。研究表明，OsCBL1 和 OsCBL6 能够响
应干旱胁迫，OsCBL6 还能响应冷胁迫［26，27］。拟南
芥 AtCBL1 和 AtCBL9 在大部分组织都表达，但在根
部局限于根尖生长区

［28，29］。干旱、高盐、低温和外
源 ABA 胁迫都可诱导 AtCBL1 基因表达［4］;外源
ABA胁迫可强烈诱导 AtCBL9 表达［30］;两蛋白均具
有 N-豆蔻酰化，即磷脂修饰结构，蛋白亚细胞定位
于细胞膜

［31］。而 AtCBL2 和 AtCBL3 却不受诱导，但
对光有响应

［32］，蛋白定位于液泡膜。通过与拟南芥
AtCBLs 进行结构域及组成分析，发现野大麦 Hb-
CBL1 和 HbCBL2 都具有典型的 EF-hand，且 Hb-
CBL1 含有 N-豆蔻酰化结构域。因此推测野大麦
HbCBL1 可能定位于细胞膜而 HbCBL2 可能定位于
液泡膜(图 1，2)。

图 1 野大麦、拟南芥、水稻 CBLs的遗传进化分析
Fig． 1 Phylogenic analysis of CBLs from Hordeum

brevisubulatum，Arabidopsis and rice

图 2 AtCBLs与 HbCBLs结构域及组成分析
Fig． 2 Motif structures and constitutions of AtCBLs

and HbCBLs

图 3 植物表达载体图
Fig． 3 The maps of plant expression vectors
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2． 2 植物表达载体的构建和鉴定
经过分析各片段酶切图谱，首先扩增出含有所

用酶切位点的各个片段，因为 HbCBL2 含有多种酶
切位点，因此上游引入 BamHⅠ的同尾酶 BglⅡ酶切
位点，下游加入 KpnⅠ位点。HbCBL1 及 ΔnHbCBL1
片段上游加入 BamHⅠ位点，下游加入 KpnⅠ。将
表达载体 pGreen0029-35s-HbCIPK-GFP (本实验室
保存)进行 BamHⅠ /KpnⅠ双酶切，将 HbCIPK 片段
切除，分别替换成 HbCBL2、HbCBL1 和 ΔnHbCBL1 片

段，构建 pGreen0029-HbCBL2-GFP、pGreen0029-Hb-
CBL1-GFP和 pGreen0029-△n HbCBL1-GFP 表达载
体。HbCBL1nGFP 片段上游加入 BamHⅠ位点，下
游加入 SacⅠ酶切位点。将表达载体 pGreen0029-
35s进行 BamHⅠ / SacⅠ双酶切，回收大片段，然后
与 HbCBL1nGFP 片段连接，构建 pGreen0029-Hb-
CBL1nGFP表达载体(图 3)。将构建完的表达载体
进行酶切验证(图 4)，得到与预期相同的片段，表明
载体构建正确。

M1． Trans5K DNA Marker ; M2． 1Kb DNA Ladder． A． pGreen0029-HbCBL2GFP 1． SacⅠ;2． HindⅢ;3． XbaⅠ;4． BamHⅠ;B． pGreen0029-Hb-

CBL1GFP 1． BamHⅠ + KpnⅠ;2． BamHⅠ + EcoRⅠ;3． HindⅢ;C． pGreen0029-ΔnHbCBL1GFP 1． BamHⅠ + EcoRⅠ;2． BamHⅠ + KpnⅠ;3．

BamHⅠ;D． pGreen0029-HbCBL1nGFP 1． BamHⅠ + EcoRⅠ;2． HindⅢ + SacⅠ;3． XbaⅠ．

图 4 植物表达载体酶切鉴定
Fig． 4 Restriction analysis of recombinant plasmid

2． 3 荧光显微检测
2． 3． 1 在洋葱表皮细胞的瞬时表达 已知拟南芥
AtCBL1 和 AtCBL3 基因分别定位在质膜和液泡膜
上，将这两个基因与 RFP融合构建 pGreen0029-35s-
AtCBL1-RFP 和 pGreen0029-35s-AtCBL3-RFP 表达

载体(本实验室构建)，作为定位的内标。
2． 3． 1． 1 GFP的亚细胞定位 利用基因枪轰击洋
葱表皮细胞后，先用激光共聚焦显微镜观察只导入

携带 GFP空载体的洋葱表皮细胞，可以看出绿色荧
光在整个细胞中均有分布，无明确的定位性(图 5)。

图 5 空载体瞬时表达
Fig． 5 Transient expression of the empty vector

2． 3． 1． 2 野大麦 HbCBL2 在洋葱表皮细胞的瞬时 表达 绿色荧光为融合蛋白 HbCBL2-GFP 所发出，
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红色荧光为拟南芥 AtCBL3-RFP 所发出，在这里作
为定位的内标。HbCBL2 基因与 GFP融合后瞬时表
达主要在洋葱细胞的液泡膜上，与 AtCBL3-RFP 所
发出的红色荧光重合，表明该基因所编码的蛋白可

能定位在液泡膜上(图 6)。

图 6 HbCBL2-GFP瞬时表达
Fig． 6 Transient expression of HbCBL2-GFP

2． 3． 1． 3 野大麦 HbCBL1 在洋葱表皮细胞的瞬时
表达 绿色荧光为融合蛋白 HbCBL1-GFP 所发出。
红色荧光为拟南芥 AtCBL1-RFP 所发出，在这里作
为定位的内标。HbCBL1 基因 GFP融合后瞬时表达
主要在洋葱细胞质膜上，与 AtCBL1-RFP所发出的

红色荧光重合，表明该基因所编码的蛋白可能定位

在质膜上。另外，在细胞核中也发现有绿色荧光出
现，推测该基因还可能定位在细胞核中(图 7)。

图 7 HbCBL1-GFP瞬时表达
Fig． 7 Transient expression of HbCBL1-GFP

2． 3． 1． 4 野大麦 ΔnHbCBL1 在洋葱表皮细胞的瞬时
表达 去掉 N-豆蔻酰化位点的 HbCBL1 基因与 GFP
融合后在洋葱细胞中瞬时表达，可见在整个细胞中均

有绿色荧光，与 GFP 的表达情况相同。表明失去 N-
豆蔻酰化位点的 HbCBL1不能够明确定位(图 8)。

图 8 ΔnHbCBL1-GFP瞬时表达
Fig． 8 Transient expression of ΔnHbCBL1-GFP

图 9 HbCBL1n-GFP瞬时表达
Fig． 9 Transient expression of HbCBL1n-GFP

2． 3． 1． 5 野大麦 HbCBL1n-GFP在洋葱表皮细胞的
瞬时表达 将 HbCBL1 基因的 N-豆蔻酰化位点与
GFP融合后在洋葱细胞中的瞬时表达与 HbCBL1 在
洋葱细胞中的表达相同，定位于质膜上，而不是如同

GFP在整个细胞中都有表达。说明 HbCBL1 的 N-豆
蔻酰化位点参与基因的定位(图 9)。

2． 3． 2 在转基因拟南芥中的亚细胞定位
2． 3． 2． 1 HbCBL2 的亚细胞定位 将转基因拟南
芥 T2 植株(单拷贝)生长 7 d后的子叶进行观察，发
现在细胞液泡膜上有绿色荧光

［33］，有趣的是在保卫

细胞中也发现了信号(图 10)。
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图 10 HbCBL2-GFP在拟南芥叶中的亚细胞定位情况
Fig． 10 HbCBL2-GFP was localized at the leaf cells of transgenic Arabidopsis

2． 3． 2． 2 HbCBL1 的亚细胞定位 同样是转基因
拟南芥 T2 植株(多拷贝)生长 7 d后进行观察，除在
细胞膜中有信号外，与 HbCBL2-GFP 相同，HbCBL1-
GFP也在保卫细胞中出现信号。但 HbCBL1 是否定
位在核中，还有待于进一步研究(图 11)。

图 11 HbCBL1-GFP在拟南芥叶中的亚细胞定位情况

Fig． 11 HbCBL1-GFP was localized at the leaf

cells of transgenic Arabidopsis

3 讨论
目前的文献报道中，对野大麦的研究相对较少，

虽然近年来已出现野大麦 HbCIPK 基因的报道，但
还没有关于 CBL 基因方面的报道。由于大麦与野
大麦亲缘关系较近，通过在 GenBank 中搜索大麦
EST序列，发现 2 个完整的 CBLs序列。本试验通过
RT-PCR获得了野大麦 HbCBL1 和 HbCBL2 基因的
全长 cDNA。经序列对比和进化树分析发现，Hb-
CBL2 与拟南芥 AtCBL2 和 AtCBL3 的同源性较高，而
HbCBL1 与 AtCBL1 和 AtCBL9 同源性较高。AtCBL1
和 AtCBL9 在 N端都含有 N-豆蔻酰化位点，很多试
验表明蛋白质的 N-豆蔻酰化能促进蛋白质之间的
相互作用，并且为细胞膜定位所必需

［21 － 23］。前期研
究表明，AtCBL2 和 AtCBL3 是定位于液泡膜上，而
AtCBL1 和 AtCBL9 定位于质膜上［24］，且在根部局限
于根尖生长区

［28，29］。但是 HbCBL1 和 HbCBL2 在亚

细胞中定位情况还未知，HbCBL1 的 N 端豆蔻酰化
位点是否也参与 HbCBL1 基因的定位也并不明确。
为此，笔者利用绿色荧光蛋白(GFP)基因为报告基
因，构建了以 35S 为启动子表达 HbCBL2-GFP、Hb-
CBL1-GFP、HbCBL1nGFP 和 ΔnHbCBL1-GFP 融合蛋
白( 35S:: HbCBL2-GFP、35S:: HbCBL1-GFP、35S::
HbCBL1nGFP和 35S::ΔnHbCBL1-GFP)的植物表达
载体，轰击洋葱表皮，同时将表达载体 35S::Hb-
CBL2-GFP、35S::HbCBL1-GFP 转化拟南芥，利用共
聚焦激光扫描显微镜检测 HbCBL2 和 HbCBL1 在亚
细胞水平上的分布。研究结果表明，HbCBL2 主要
定位于液泡膜，有可能在液泡膜感受并传递 Ca2 +

信

号，但通过何种方式实现其功能及其功能如何需要

进一步研究。HbCBL1 主要定位于质膜和细胞核，
这为其功能分析提供了必要信息;HbCBL1 的 N-豆
蔻酰化结构决定了它在亚细胞水平上的表达部位，

说明这个基因可能在膜上感受钙信号;同时又分布

于细胞核，有可能该蛋白在执行其功能中存在不同

表达部位的穿梭运动。
大部分报道中研究基因亚细胞定位表达是通过

瞬时表达方式，也有人主张采用稳定表达研究基因

亚细胞定位更为可靠。本研究通过两种方式都得到
了相似的结果。但有趣的是，通过稳定表达可以看
到这两个基因编码蛋白在叶片气孔保卫细胞有较明

显的信号。Guo 等［34］报道，AtCIPK15 与 AtCBL1 主
要在气孔表达，其参与逆境 ABA 信号传导。Hb-
CBL1 和 HbCBL2 是否确实在叶片气孔表达，需克隆
其启动子进一步开展组织部位表达分析;它们也是

否与传导逆境 ABA信号有关，还需要进一步研究。
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