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摘要：为探究毛竹(Phyllostachys edulis)油菜素内酯(brassinolide, BL)受体激酶基因的分子特征和表达模式，采用生物信息学

方法对毛竹中 BL 受体激酶基因进行了分析，并应用实时定量 PCR 技术对基因的表达模式进行了研究。结果表明，在毛竹

基因组中共获得 8 条 BL 受体激酶基因同源序列(PeBRLs)，分别属于 4 个亚家族。8 个 PeBRLs 编码 858~1 224 氨基酸，分

子量为 92~130 kDa。PeBRLs 结构相对保守，激酶区均具有 BL 受体激酶特有的 3 个保守结构域；除 PeBRL1-1 具有 2 个跨

膜结构域外，其余 PeBRLs 只有 1 个跨膜结构域。8 个 PeBRLs 全部定位在细胞膜上，属于典型的膜嵌合蛋白。实时定量 PCR

结果显示，每个亚家族成员基因的组织特异性表达模式基本一致，但不同亚家族之间差异明显；在不同发育阶段的竹笋中, 

PeBRLs 的表达呈现为 4 种变化趋势。因此，8 个 PeBRLs 在毛竹不同组织和笋的不同发育阶段可能发挥着不同的作用。 

关键词：毛竹；油菜素内酯受体激酶基因；生物信息学；实时定量 PCR；组织特异性表达 
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Abstract: In order to understand the molecular characteristics and expression patterns of brassinolide (BL) 

receptor kinase genes in Phyllostachys edulis, the characters of BL receptor kinase genes in P. edulis were 

analyzed by using bioinformatics methods, and their expression patterns were studied by quantitative real-time 

PCR (qRT-PCR). The results showed that there were eight BL receptor kinase homologous genes named PeBRLs 

in P. edulis, belonging to four subfamilies. The PeBRLs encoded proteins contained 858-1 224 amino acid 

residues with molecular weight of 92-130 kDa. All PeBRLs contained three conserved domains in the kinase 

region endemic to BL receptor kinase, which indicating the structure of PeBRLs were relatively conservative. 

Moreover, they all had one transmembrane structure except PeBRL1-1 with two ones. All eight PeBRLs were 

predicted to be localized on the cell membrane belonging to the typical membrane chimeric protein. The results of 

qRT-PCR demonstrated that PeBRLs within subfamily had basically consistent expression patterns in different 

tissues, but there were obvious differences among PeBRLs in different subfamilies. The expression of PeBRLs 

showed four variation trends in bamboo shoots at different development stages. Therefore, it was suggested that 
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PeBRLs might play different roles in different bamboo tissues and bamboo shoots at different development stages. 

Key words: Phyllostachys edulis; Brassinolide receptor kinase gene; Bioinformatics; Quantitative real-time PCR; 

Tissue specific expression 

 

油菜素内酯(brassinolide, BL)是一种与植物生

长发育相关的植物激素，具有参与调节细胞的伸长

和分裂[1]、促进根的伸长和种子的萌发[2]、加速叶

片细胞的衰老[3]、影响高等植物的开花周期[4]、调

节植物的光形态建成[5]、增强光合作用强度[6]、维管

束分化[7]、植物的育性、内源激素平衡[6]等作用。对

BL 作用机制的研究表明，细胞受体通过接受 BL 激

素信号刺激，将信号整合发生级联反应，促进下游

靶基因的表达，进而参与调控植物生理生化过程[8]。

油菜素内酯受体激酶(brassinosteroid insensitive 1, 

BRI1)是直接与 BL 结合的唯一识别受体，在信号转

导通路中起 BL 信号接收作用。 

BRI1 定位于细胞膜上，由胞外受体区(extra- 

cellular domain)、跨膜区(transmembrane domain)和

胞内激酶区(kinase domain)共 3 个部分组成[9–10]。植

物对BL的响应程度取决于BRI1受体激酶的数量[11]。

BL 通过与 BRI1 的胞外区结合，激活其胞内激酶区

活性[9,11–13]。BAK1 (BRI1-associated receptor kinase)

与 BRI1 的胞内激酶区结合，通过 BRI1/BAK1 激

酶复合体的转磷酸作用激活 BL 信号[14–17]，同时抑

制因子(BRI1 kinase inhibitor l, BKI1)与 BRI1/BAK1

复合体解离[18–20]，进而 BSK 激酶(brassinosteroid- 

signalling kinase)和 BSU1 磷酸酶(BRI1-suppressor 1)

发生磷酸化，使BIN2激酶(brassinosteroid insensitive 

2)去磷酸化失活[14,21]，并在细胞核中积累大量具有

活性的 BZR 转录因子，促进 BL 靶基因表达，最终

促进细胞伸长[22]。 

竹子具有速生的特点，能够在 2~3 个月内完成

竹株的增高生长，在此过程中赤霉素、吲哚乙酸、

油菜素内酯、玉米素和脱落酸等植物生长调节剂含

量变化明显，他们之间的平衡对其快速生长发挥着

重要调节作用[23–26]。然而，关于竹子植物生长调节

剂的信号转导的研究却鲜有报道，尤其是 BL 的信

号转导途径尚未见报道。毛竹(Phyllostachys edulis)

是我国种植范围最广，最具经济价值的竹种之一。

毛竹基因组草图及其基因组数据库的完成[27–28]，为

研究竹笋快速生长过程中的 BL 信号转导提供了便

利。本研究以毛竹为材料，对参与毛竹 BL 信号转

导的BL受体激酶同源基因进行全基因组分析与鉴

定，包括基因结构特征分析、蛋白质理化性质和亚

细胞定位预测、保守结构域分析、进化关系和组织

特异性表达分析等。另外，为验证基因在竹笋中的

表达情况，采用实时定量 PCR 方法分析了 BL 受体

激酶基因在不同发育阶段毛竹竹笋中的表达模式, 

以期为研究 BL受体激酶基因在 BL信号转导中的

作用奠定基础，为全面揭示毛竹竹笋快速生长的调

节机制提供参考依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

以生长良好的毛竹(Phyllostachys edulis)为对

象，选取 3 年生毛竹实生苗，分别取根(当年新发的

幼嫩的根)、茎(当年生的幼茎)、未完全展开叶、完

全展开叶、叶鞘和笋(高度为 2~10 cm)，用于基因

组织表达特异性分析。从江西南昌野外生长的毛

竹，分别取 0.2、1.0、3.0 和 6.7 m 高竹笋的基部, 用

于检测目的基因在竹笋不同发育阶段的表达情况。

样品经液氮处理后，存储于-80℃冰箱中，用于提

取 RNA。 

  

1.2 RNA 提取与 cDNA 合成 

利用 RNA 提取试剂盒(TaKaRa, 日本)提取各

样本的总 RNA，使用 Recombinant DNase I 去除残

余 DNA，并使用反转录试剂盒(Promega, 美国)合成

cDNA 第一条链，操作参照相关试剂盒说明书进行。 

 

1.3 BL 受体激酶同源基因的获取与生物信息学分析 

以模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)和水

稻(Oryza sativa)中 BL 受体激酶基因 AtBRI1 (NC_ 

003075.7)、OsBRI1 (XP_015621030)、OsBRL1 (XP_ 

015612606.1)、OsBRL2 (XP_015615048.1)和OsBRL3 

(XP_015650921.1)作为种子序列，利用已有毛竹基

因组数据库 BambooGDB (http://www.bamboogdb. 

org/)
[28]进行 BLAST获取毛竹中 BL受体激酶的同

源基因序列。使用 GSDS (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/)

分析获得目的基因的结构，用在线软件 ProtParam 

(http://web.expasy.org/protparam/)分析其编码蛋白的
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理化性质，用 WoLF PSORT (http://www.genscript. 

com/wolf-psort.html)预测目的基因表达蛋白的亚细

胞定位。用 ClustalW
[29–30]比对同源序列并分析保守

结构域，使用 Neighbor-Joining 法构建不同物种基

于 BL 受体激酶的系统发育进化树。利用在线软件

TMHMM Server V. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

TMHMM/)预测目的基因编码蛋白的跨膜结构域。 

 

1.4 实时定量 PCR 

根据获取的 BL 受体激酶基因同源序列，使用

Primer Premier 5.0软件筛选设计适宜的定量引物(表1), 

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

 

表 1 实时定量 PCR 所用引物 

Table 1 Primers used in quantitative real-time PCR 

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 

PeBRL1-1-F TCCCTCAAGGTTCTCGACCT PeBRL4-1-R GTTAAATGCGTTCGTGCCAGAG 

PeBRL1-1-R GGGTTCACACCGGTGATGTT PeBRL4-2-F CACCGGTGGTGGCGTGAA 

PeBRL1-2-F TGGACCTCCGCGGCAAT PeBRL4-2-R TCCCGCACCGAAGCGCA 

PeBRL1-2-R TCAACAAGCTTTGGCAGCGA PeBRL4-3-F GCTATTCGCGCTGTTCTGCAT 

PeBRL2-1-F GACGCTGAGCCTGCTCGA PeBRL4-3-R CAGACTGCGACCAGCTGTCA 

PeBRL2-1-R GGCCGTTGTACGACAGGTTG PeBRL4-4-F TTTCCGGTGATGCAGTTGGT 

PeBRL3-1-F GGCGAAGGAAGTTCGTTGAA PeBRL4-4-R AAGGTCCAACCACCGGACT 

PeBRL3-1-R TTATGGGGCCTCCTGAGCTT PeNTB-F TCTTGTTTGACACCGAAGAGGAG 

PeBRL4-1-F AGAACGAGGAGGTGAGTGGCT PeNTB-R AATAGCTGTCCCTGGAGGAGTTT 

 

利用 qTOWER2.2 (Analytik Jena, 德国) PCR仪

进行目的基因表达的定量分析，以毛竹 PeNTB 基因

作为内参[31]，每个反应 3 次重复。反应体系体积为

10 μL，包括 LightCycler
®
 480 SYBR Green I Master 

Mix (Roche, 美国) 5.0 μL，正、反向引物各 0.2 μL，

cDNA 0.8 μL，ddH2O 3.8 μL。反应程序：95℃6 min；

95℃10 s，63℃12 s，共 45 个循环。利用 2
–ΔΔCT法[32]

分析基因的表达变化情况，采用 Excel 对数据进行

分析并绘图。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 基因序列的获得和结构分析 

通过比对分析，从基因组数据库 BambooGDB

中共检索得到 BL 受体激酶基因同源序列 12 条，其

中的 PH01000636G0280不具有胞内激酶区的ATP

结合保守结构位点，且亚细胞定位预测位点为细胞

壁，与 BL 受体激酶为膜受体蛋白的结构功能不符；

PH01001222G0530 缺少多肽底物结合位点; PH010- 

02609G0090 和 PH01002795G0230 均不具有胞内激

酶区的 3 个保守结构域。因此，以上 4 条基因序列

不再进行分析。 

根据编码蛋白的保守结构域，以及与模式植物

水稻同源基因相似度和命名分类，将毛竹中具有完

整保守结构域的 8条 BL受体激酶同源基因分为 4

类(BRL1、BRL2、BRL3 和 BRL4)，分别命名为

PeBRL1-1、PeBRL1-2、PeBRL2-1、PeBRL3-1、

PeBRL4-1、PeBRL4-2、PeBRL4-3 和 PeBRL4-4。8

个 PeBRLs 的编码区序列长度为 2 577~3 675 bp，对

应的基因组序列长度为 2 770~3 675 bp。基因结构

分析表明，PeBRL1-1、PeBRL2-1、PeBRL4-2 和

PeBRL4-4 不含内含子，PeBRL1-2、PeBRL3-1、

PeBRL4-1 和 PeBRL4-3 含有 1 个内含子，长度分别

为 193、239、67 和 103 bp，转录过程中内含子剪

接属于 GT-AG 类型[33]
(图 1)。 

 

2.2 蛋白质理化性质及亚细胞定位预测分析 

PeBRLs 编码的肽链长度为 858~1 224 个氨基

酸，分子量为 92~130 kDa；编码蛋白的不稳定系数

为 29.12~34.04，均较稳定；脂肪系数为 95.86~ 

109.65；平均亲水系数(GRAVY)为-0.067~0.305; 理

论等电点为 5.41~6.42，所编码的蛋白质均呈弱酸

性。经过亚细胞定位预测，8 个 PeBRLs 均被定位

在细胞膜上，属于典型的膜嵌合蛋白(表 2)。 

PeBRL1-1 具有 2 个跨膜结构，跨膜区长度

均为 23 个氨基酸；其余 PeBRLs 均具有 1 个跨

膜结构, 其中 PeBRL3-1 的跨膜区长度为 20 个

氨基酸 ; PeBRL1-2、PeBRL2-1、PeBRL4-1、

PeBRL4-2、PeBRL4-3 和 PeBRL4-4 的均为 23

个氨基酸。  
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图 1 PeBRLs基因结构 

Fig. 1 Structure of PeBRLs genes 

 

表 2 PeBRLs 编码蛋白的理化性质和亚细胞定位预测 

Table 2 Putative basic physical and chemical characteristics, and subcellular localization of proteins encoding by PeBRLs 

蛋白质 
Protein 

氨基酸 
Amino acid 

分子量 
Molecular weight 

(kDa) 

等电点 
Isoelectric 

point 

不稳定系数 
Instability 

index 

脂肪系数 
Aliphatic 

index 

平均亲水系数 

GRAVY 
亚细胞定位 

Subcellular localization 

PeBRL1-1 1 224 130 5.94 32.31 100.35 0.130 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL1-2 858 92 6.42 31.04 95.86 0.044 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL2-1 1 138 122 6.22 33.27 100.21 0.044 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL3-1 995 107 5.41 29.12 103.21 0.128 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL4-1 1 107 119 5.43 32.63 95.88 –0.067 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL4-2 1 111 119 5.59 33.63 96.35 –0.036 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL4-3 1 074 115 5.83 31.86 96.77 –0.041 细胞膜 Cell membrane 

PeBRL4-4 1 117 119 5.62 34.04 98.73 –0.010 细胞膜 Cell membrane 

 

2.3 PeBRLs 编码蛋白保守性和进化分析 

利用 ClustalW 对 PeBRLs 编码的氨基酸和模式

植物水稻、拟南芥的 BRL/BRI 氨基酸序列进行比对

分析，结果表明，与水稻、拟南芥相类似，推测

PeBRLs 编码的蛋白在胞外受体区、跨膜区和胞内

激酶区高度保守，且具有富亮氨酸重复结构(LRRs);

胞内激酶区保守结构域特殊，是决定 BRI1 激酶活

性的关键区，包括 3 个特有保守结构域，分别是 ATP

结合位点(ATP binding site)、多肽底物结合位点

(Polypeptide substrate binding site)和活性环结构

(Activation loop)(图 2)。其推测编码的蛋白结构域的

保守性表明 PeBRLs 可能与水稻、拟南芥中的同源

蛋白具有相似的功能。 

以毛竹、水稻和拟南芥中 BRI1/BRL1 同源蛋

白氨基酸序列构建的系统进化树表明，毛竹 8 个

PeBRLs 分别被聚类到 4 个分支。PeBRL1-1、Pe- 

BRL1-2与OsBRL1, PeBRL2-1与OsBRL2, PeBRL3-1

与 OsBRL3，PeBRL4-1、PeBRL4-2、PeBRL4-3 和

PeBRL4-4 与 OsBRI1 和 AtBRI1 分别聚类到一起, 

其中 PeBRL4-4 与 OsBRI1 距离最近，而与 AtBRI1

则距离较远(图 3)。 

2.4 基因表达的组织特异性分析 

组织表达结果表明，PeBRL1-1、PeBRL1-2 和

PeBRL2-1 在根中的表达量较高，约为其他组织的 5

倍。PeBRL3-1 在根、茎、未完全展开叶中的表达量

较高，在完全展开叶、鞘和笋中的表达量均较低, 其

在未完全展开叶中的表达量高于完全展开叶，推测

其可能参与了维管束发育的过程 [7]。PeBRL4-1、

PeBRL4-2、PeBRL4-3 和 PeBRL4-4 的序列相似度最

高，表达模式也相似，表达量均在未完全展开叶和

叶鞘中较低，在其他组织中较高，且在完全展开叶

的表达量明显高于未完全展开叶(图 4)，推测他们可

能主要在成熟组织中发挥功能。基因的表达差异, 

表明 PeBRLs 功能的不同，具体情况尚需深入研究。 

 

2.5 PeBRLs 基因在笋中的表达模式分析 

实时定量 PCR 结果表明，PeBRLs 在笋中的表

达模式表现为 4 种趋势 (图 5)。①  PeBRL1-1、

PeBRL1-2、PeBRL2-1 和 PeBRL4-4 随笋的发育呈先

上升后下降再上升的变化趋势，4 个基因均以在

1.0 m 笋中的表达量最高，PeBRL1-1 在 1.0 m 笋中

的表达量约为对照(0.2 m)的 140 倍，而在 3.0 m 笋
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图 2 毛竹(Pe)、水稻(Os)和拟南芥(At)中 BL受体激酶同源蛋白的胞内激酶区保守结构域分析。—: ATP 结合位点; =: 多肽底物结合位点; ۔۔۔۔۔۔: 活性环

结构。 

Fig. 2 Analysis of kinase domain in homologous proteins of BL receptor kinasefrom Phyllostachys edulis (Pe), Oryza sativa (Os) and Arabidopsis thaliana (At). 

—: ATP binding site; =: Polypeptide substrate binding site; ۔۔۔۔۔۔: Activation loop. 

 

 
图 3 基于 BL受体激酶蛋白氨基酸序列的系统发育进化树 

Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of BL receptor kinase proteins 
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图 4 PeBRLs在不同组织中的表达。1: 根; 2: 茎; 3: 未完全展开叶; 4: 完全展开叶; 5: 叶鞘; 6: 笋。 

Fig. 4 Expression of PeBRLs in different tissues. 1: Root; 2: Stem; 3: Not fully expanded leaf blade; 4: Fully expanded leaf blade; 5: Leaf sheath; 6: Shoot. 

 

中下降至约为对照 26 倍，在 6.7 m 笋中又略上升

约为对照的 33 倍，推测 PeBRL1-1 可能是参与竹

笋 BL 信号传导的关键基因；PeBRL1-2 在 1.0 m 笋

中的表达量比 0.2 m笋中略有上升，而在 3.0 和 6.7 m

笋中均下降，在 3.0 m 笋中的表达量最低，仅约为

对照的 1/10，虽然 PeBRL1-1 和 PeBRL1-2 属于同

一个亚家族且序列相似度较高，但是基因表达差异

明显，这可能是由于基因的顺式作用元件差异引起

的，5′ UTR Py-rich stretch 对基因具有高转录活性[34]
, 

在 PeBRL1-1 的启动子区含有 10 个 5′ UTR Py-rich 

stretch，而PeBRL1-2的启动子区仅含有1个; PeBRL2-1

和 PeBRL4-4表达量变化趋势与 PeBRL1-1的相近。

② PeBRL3-1 随笋的发育呈先上升后下降的变化

趋势，PeBRL3-1 在 1.0 m 笋中的表达量达到最高，

约为对照的 47 倍，随后持续下降，但在 6.7 m 笋

中仍约为对照的 15 倍。③ PeBRL4-1 随笋的发育

呈先下降后上升的变化趋势，PeBRL4-1 在 1.0 m

和 3.0 m 笋中的表达量均低于对照(0.2 m 笋)，以在

3.0 m 笋中的最低，约为对照的 1/2，在 6.7 m 笋中

的略高于对照(0.2 m 笋)。④ PeBRL4-2 和 PeBRL4-3

随笋的发育呈持续下降的变化趋势, PeBRL4-2 在

6.7 m 笋中的表达量最低，约为对照的 1/10; Pe- 

BRL4-3 在 3.0 和 6.7 m 笋中的表达量相近，约为对

照的 1/5。 
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图 5 PeBRLs在不同发育阶段笋中的表达 

Fig. 5 Expression of PeBRLs in bamboo shoots at different development stages 

 

3 讨论 
 

竹子可再生性强、材性好，被广泛使用于建材、

工艺品加工等多个方面，因此研究竹子生长发育特

点及其速生机制等对于更好的利用竹材具有重要

的意义。研究表明，赤霉素和油菜素甾醇在决定植

物高度方面是最重要的调控因子[8,35–37]，油菜素内

酯受体激酶在BL信号转导过程中发挥了极其重要

的作用[38]。利用模式植物拟南芥、水稻 BL 受体激

酶基因[39–40]同源比对，在毛竹中获得了 12 条同源

基因，通过进一步分析其保守结构域，确定了编码

蛋白具有完整 BL 受体激酶结构的基因 8 条，分别

是水稻、拟南芥的 2 倍和 8 倍，这可能是与毛竹在

进化过程中经历了染色体加倍事件有关[27]。 

基因结构分析表明，毛竹 8 个 PeBRLs 基因长

度差异较大(最大相差 1 098 bp)，其中 4 个基因不含

内含子，4 个基因含有 1 个内含子，分别属于 4 个

亚家族。PeBRLs 呈弱酸性，性质稳定；均被定位

在细胞膜上，作为膜受体发挥其生物功能[21]。由此

表明，虽然 8 个 PeBRLs 基因结构、理化性质存在

差异，它们可能在细胞中发挥着不同的作用，但作

为同一家族的不同成员，其基本的生物学功能是相

似的。组织特异性表达结果表明，8 个 PeBRLs 为

组成型表达模式，在毛竹实生苗的根、茎和笋中的

表达均高于在未完全展开叶、完全展开叶和叶鞘中

的表达，这与毛竹不同组织的 RNA-Seq 表达谱相
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一致[27]，表明 PeBRLs 在毛竹生长过程中发挥着重

要作用。 

BL 作为一种微量高效的植物激素，具有参与

调节细胞的伸长和分裂的作用[1]，BL 受体激酶是与

BL 直接结合的膜受体蛋白，在响应 BL 调节过程中

发挥唯一识别受体的作用。转基因拟南芥过表达

BRI1-GFP 结合蛋白可以通过增加 BL 结合位点，增

加对 BL 的响应[11]。竹笋中 8 个 PeBRLs 的表达随

发育进程呈现4种变化趋势，如PeBRL1-1、PeBRL3-1

的表达量均呈现先上升后下降的变化趋势，且在

1.0 m 笋中达到最高，分别为对照的 140 倍和 47 倍，

而其他基因的表达量变化范围均在对照的 7 倍以

内。这可能是由于 1.0 m 高的笋处于生长的指数增

长阶段，在响应发育的调控下 BL 受体激酶基因的

表达量升高，增加膜受体激酶数量和 BL 底物结合

位点[11]，进一步通过提高 BL 的结合效率，在 BL

作用下促进笋的快速伸长，以实现毛竹笋期快速生

长。另外，也有 BL 受体激酶基因(PeBRL4-2 和

PeBRL4-3)的表达随着竹笋高度的增加而呈现下降

的趋势，其原因有待于深入研究来揭示。 
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