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5 个枳 BOR 基因的克隆与缺硼胁迫下的表达分析

颜廷帅 １,２ 　罗　庆１　彭抒昂１

１．华中农业大学园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０;２．国家缓控释肥工程技术研究中心,山东临沭２７６７００

摘要　以柑橘砧木枳[Poncirustrifoliata(L．)Raf．]为材料,克隆BOR 基因家族５个成员(PtrBOR１、PtrＧ
BOR２、PtrBOR３、PtrBOR４、PtrBOR５),并用qRTＧPCR技术检测了基因在缺硼胁迫下的表达.结果表明:５个

BOR 基因的 ORF长度分别为２１４５、２１３３、２２１１、１９９８和２０３４bp;氨基酸多序列比对发现PtrBOR１、PtrＧ
BOR２和PtrBOR３具有细胞极性定位和内吞降解的氨基酸保守位点;系统进化分析可将 PtrBORs编码蛋白分

为２个亚群,PtrBOR１、PtrBOR２和PtrBOR３编码蛋白属于一个亚群,PtrBOR４和PtrBOR５编码蛋白属于另一

个亚群.qRTＧPCR的结果表明,PtrBOR４在叶中表达量最高,其余PtrBORs在根中表达量最高;缺硼胁迫下

PtrBORs表达量均发生变化,且各成员表达模式各不相同,PtrBOR１、PtrBOR２和PtrBOR３在根中表达量升

高,PtrBOR１、PtrBOR２和PtrBOR４在茎中表达量升高,PtrBOR１在叶中表达量升高,PtrBOR１和PtrBOR２
都在至少２个组织中表达量升高.
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　　柑橘主产区缺硼现象比较普遍,缺硼造成柑橘

叶脉木栓化、新梢顶枯,果实产量与品质下降,造成

严重的经济损失,影响柑橘产业的健康发展[１].柑

橘树体主要从土壤中吸收硼,土壤和植物体中的硼

以硼酸分子的形式存在,硼酸的膜渗透系数为８×
１０－６cm/s[２],如此高的渗透系数使得长期以来人们

认为植物主要以被动运输的形式吸收和运输硼;然
而,生理研究表明植物体可能存在其他硼吸收和运

输的方式,代谢抑制剂和冷害抑制根部硼的吸收[３];
低硼培养条件下向日葵根部共质体的硼浓度高于培

养基中的硼浓度[４].
随后发现了一系列转运硼的蛋白,主要分布于

MIP 基因家族和BOR 基因家族.BOR 基因家族

硼运输蛋白的研究在模式植物拟南芥较深入:AtＧ
BOR１促进硼向木质部的装载[５];AtBOR２运输根

部共质体的硼到质外体,促进根部细胞壁硼糖复合

物的形成,从而保证根部延长区细胞的正常伸长[６];
AtBOR４增强拟南芥对高硼胁迫的耐受性[７].在其

他植物中如水稻[８Ｇ９]、葡萄[１０]、大麦[１１]、小麦[１２]、油
菜[１３]也发现BOR 基因家族编码的蛋白具有转运硼

的作用.MIP基因家族中也发现了与硼吸收和运

输有关的蛋白:MIP家族的 NIP亚族拟南芥 AtＧ
NIP５具有吸收硼进入根部细胞的作用[１４],AtNIP６
具有优先运输硼至生长的嫩芽组织的作用[１５];MIP
家族的PIP亚族大麦HvＧPIP１;３和HvＧPIP１;４在

酵 母 细 胞 中 的 表 达 增 加 了 酵 母 细 胞 对 硼 的 敏

感性[１６].
柑橘砧木枳PtrNIP５和 PtrNIP６在烟草中

的超表达增加了硼在烟草中的积累量[１７],柑橘品种

大冀橙CmBOR１在拟南芥中超表达增强了拟南芥

对硼缺乏的耐受性[１８].关于柑橘BOR 基因家族成

员在硼吸收和运输中的作用的研究较少.本研究以

柑橘砧木枳为材料,克隆BOR 基因家族成员,并运

用qRTＧPCR技术测定缺硼胁迫下BOR 基因家族

成员的表达量,从而筛选出响应缺硼胁迫的基因,以
期为进一步研究BOR 基因家族成员在硼转运过程

中的作用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料与试剂

试验材料为在蛭石中生长３个月的枳幼苗.
植物 RNA 提取试剂 TaKaRaRNAisoReaＧ
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gent、第１链cDNA 反转录试剂盒PrimeScriptRT
reagentkit(PerfectRealTime)、qPCR试剂SYBR
PrimeExＧTaqTMⅡ(PerfectRealTime)和克隆载

体pMD１８ＧT 均购自大连宝生物工程有限公司;

PCR试剂２×TaqPCR MasterMix和 Marker购自

北京庄盟生物公司;GenClean胶回收试剂盒购自上

海捷瑞生物公司;大肠杆菌 DH５α感受态购自北京

全式金生物公司;引物合成于武汉天一辉远生物

公司.
1.2　枳幼苗的缺硼胁迫处理

选取生长一致的枳幼苗转入１/２Hoagland和

Arnon(全浓度)溶液,于光周期１６h光照/８h黑暗

和昼２８℃/夜２２℃的恒温箱中培养.待枳幼苗长

出新根后,进行缺硼胁迫处理:将枳幼苗随机分为

２组,分别移入含有 ０ mg/L(缺硼,－B)和 ０．２５
mg/L(对照,Control)的 １/２ Hoagland 和 Arnon
(全浓度)溶液培养０、１/４、１/２、１、３、７d后采样,采
样部位分别为根、茎和叶,迅速置于液氮速冻,储存

于超低温冰箱(－８０℃)备用.
1.3　总 RNA 的提取及第 1 链 cDNA 的合成

参照 TaKaRaRNAisoReagent说明书提取总

RNA.参照 PrimeScriptRTreagentKit(Perfect
RealTime)说明书合成第１链cDNA.
1.4　引物设计及基因 ORF 序列的克隆

以AtBOR１(NCBI登录号:NMＧ１８０１３８)为查

询序列,运用甜橙基因组数据库(citrus．hzau．edu．
cn/orange/index．php)的 BLASTP程序进行检索.
搜索得到甜橙BOR 基因家族的全部５个基因,命
名 为 CsBOR１ (Cs５g０５５４０)、CsBOR２ (orange
１．１t０１７３５)、CsBOR３ (Cs９g０１６２０)、CsBOR４
(Cs１g１３３１０)和 CsBOR５(Cs１g１３３２０).根据甜橙

BOR 基因家族的转录本序列,运用软件 Primer
Premier５．０设计引物,用于枳BOR 基因 ORF序列

的克隆,引物序列如表１所示.根据２×TaqPCR
MasterMix的说明书扩增枳BOR 基因,所用的２５

μL反应体系如下:２×MasterMix１２．５μL,上游引

物(１０μmol/L)０．５μL,下游引物(１０μmol/L)０．５

μL,模板cDNA１μL,加水至终体积２５μL.PCR
反应程序为:９４℃预变性５min;９４℃变性４５s,

５５℃退火４５s,７２℃延伸３min,３４个循环;７２℃再

延伸３０min.PCR反应结束后,PCR产物经１％琼

脂糖凝胶电泳后用EB染色５min,使用凝胶成像系

表１　基因克隆及qPCR引物序列

Table１　PrimersusedingenecloningandqPCR

引物名称 Primername 引物序列 Primersequence(５′Ｇ３′) 用途 Description

PtrBOR１ＧF

PtrBOR１ＧR

ATGGAAGAAACATTTGTTCCCTTC

TTAGCATGGAGATGAACCGTTACT

DNA扩增

DNAamplification
PtrBOR２ＧF

PtrBOR２ＧR

CAGAACAATGGAAGAAACATTTGT

AACTCCTGGAAAGTAGATAGATCG

DNA扩增

DNAamplification
PtrBOR３ＧF

PtrBOR３ＧR

ATGGAGGAAAGCTTTGTGCCATTT

CTAGCCACTTTTACCTAGATTAGATG

DNA扩增

DNAamplification
PtrBOR４ＧF

PtrBOR４ＧR

ATGCCTAATATGACTGCTCTCACTTT

TTACTCTATTTCAACAATACCTTCTGGAT

DNA扩增

DNAamplification
PtrBOR５ＧF

PtrBOR５ＧR

ATGGAGAACATGAAAACCCCATTT

TTAAGAATAAAGAAACCAGAATAC

DNA扩增

DNAamplification
qPtrBOR１ＧF

qPtrBOR１ＧR

CGGCACTTTGTGGTATCATC

ATGGACAGCAAGAAAAGCAA
qPCR

qPtrBOR２ＧF

qPtrBOR２ＧR

ATTCTGCCCAAGTTTTTC

GCACCCATCTGTGTCTCT
qPCR

qPtrBOR３ＧF

qPtrBOR３ＧR

TTTTGACCATAGTGTTGCATCC

TAACTGGTGCTTCAGGGTTG
qPCR

qPtrBOR４ＧF

qPtrBOR４ＧR

CTACAGCTCTTTGTGGCATTG

TGCCAGAAGAAACAGCATAAGA
qPCR

qPtrBOR５ＧF

qPtrBOR５ＧR

GCTTACTTGCCTGTCCGAGT

GGAGCATCCTTTCCCAGAAC
qPCR

βＧActinＧF

βＧActinＧR

CCGACCGTATGAGCAAGGAAA

TTCCTGTGGACAATGGATGGA
qPCR

０１
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统拍照.根据 GenClean胶回收试剂盒说明书回收

PCR产物并与pMD１８ＧT 载体连接,热激法转化大

肠杆菌DH５α感受态细胞,筛选阳性克隆交由武汉

天一辉远生物工程有限公司测序.
1.5　生物信息学分析

运用 TMHMM Server(http://www．cbs．dtu．
dk/services/TMHMM/)预测蛋白质跨膜区域,ExＧ
PASyProtparam tool(http://www．expasy．org/

prosite/)预测蛋白质分子质量和等电点,ClustalW２
(http://www．ebi．ac．uk/Tools/msa/clustalw２/)进
行多序列氨基酸比对和一致性分析,MEGA５．０软

件的 NeighborＧJoining 算 法 构 建 蛋 白 质 系 统 进

化树.
1.6　 PtrBORs 的表达分析

以βＧActin 为内参,用PrimerPremier５．０设计

定量引物,引物序列见表１.以稀释５倍的cDNA
为 qPCR 反 应 的 底 物,按 照 SYBR Premix Ex
TaqⅡ说明书,采用１０μL反应体系:SYBRPremix
ExTaqⅡ５μL,上游引物(１０μmol/L)０．４μL,下游

引物(１０μmol/L)０．４μL,cDNA０．５μL,加水至终

体积１０μL.于罗氏 LightCycler４８０仪器中进行

qPCR反应,程序设定为:９５℃３０s;９５℃５s,６０℃
３０s,４０个循环;９５℃ ５s,６０℃ ３０s,９５℃ ０s;

５０℃３０s.每个样品的cDNA 扩增反应进行４次

独立重复,PtrBORs相对表达水平用２－ΔΔCt方法进

行计算,最后利用SPSS１６．０中Duncan’s多重比较

法进行显著性分析(P＜０．０５).

2　结果与分析

2.1　枳 BOR 基因家族成员的克隆及测序

甜橙基因组与枳基因组具有高度同源性,在甜

橙基因组中检索到５个BOR 基因,BOR 基因家族

成员在枳中也有５个,BOR 基因家族成员PCR扩

增产物的电泳如图１,片段大小均介于２０００~３０００
bp.PtrBOR１、PtrBOR２、PtrBOR３、PtrBOR４ 和

PtrBOR５的 ORF长度分别为２１４５、２１３３、２２１１、

１９９８和 ２０３４bp.分 别 与 甜 橙 数 据 库 CsBOR１
(Cs５g０５５４０)、CsBOR２(orange１．１t０１７３５)、CsBOR３
(Cs９g０１６２０)、CsBOR４(Cs１g１３３１０)和 CsBOR５
(Cs１g１３３２０)的 ORF序列进行相似性比对,相似性

分别为９９％、９９％、９９％、７９％和９９％.

　M:Marker;１:PtrBOR１PCR 产物;２:PtrBOR２PCR 产物;

３:PtrBOR３PCR产物;４:PtrBOR４PCR产物;５:PtrBOR５PCR
产物.M:Marker;１:PCRproductofPtrBOR１;２:PCRproduct

ofPtrBOR２;３:PCRproductofPtrBOR３;４:PCRproductof

PtrBOR４;５:PCRproductofPtrBOR５．

图１　PtrBORsPCR扩增产物电泳图

Fig．１　PtrBORsamplifiedbyRTＧPCR
2.2　枳 BOR 基因家族的生物信息学分析

图２所示为PtrBORs蛋白质跨膜结构预测,黑
色方框为蛋白质可能的跨膜区域.跨膜结构预测表

明PtrBOR１、PtrBOR３和 PtrBOR４蛋白质跨膜结

构数相同,都为１０;PtrBOR２蛋白质跨膜结构数最

少,为９;PtrBOR５蛋白质跨膜结构数最多,为１２.
图３所示为多序列氨基酸比对,黑框所示为

AtBOR１蛋白极性定位的保守酪氨酸(Y)位点[１９],

图２　PtrBORs的跨膜结构

Fig．２　ThetransmembraneregionsofPtrBORs

１１
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　保守酪氨酸(Y)位点用方框和箭头标示,保守赖氨酸(K)位点用方框和星号标示.Tyrsine(Y)ismarkedbyboxandarrow,lysine
(K)ismarkedbyboxandasterisk．

图３　PtrBORs与AtBOR１蛋白多序列氨基酸比对

Fig．３　MultiplesequencealignmentsofPtrBORproteinsandAtBOR１protein

PtrBOR１、PtrBOR２和 PtrBOR３蛋白均具有此保

守位点;黑框和星号所示为 AtBOR１蛋白内吞、降
解的保守赖氨酸(K)位点[２０],PtrBOR１、PtrBOR２
和PtrBOR３蛋白均具有此保守位点.

PtrBORs蛋白的特征描述如表２.PtrBORs分

布在不同的染色体上,其中PtrBOR４和PtrBOR５

同在１号染色体,PtrBOR２未知,PtrBOR１和PtrＧ
BOR３分别位于５号和９号染色体;PtrBOR１、PtrＧ
BOR２和 PtrBOR３蛋白分子质量大于 PtrBOR４、

PtrBOR５;PtrBORs蛋白质等电点基本一致;PtrＧ
BOR１、PtrBOR２和PtrBOR３蛋白质氨基酸序列长

于PtrBOR４、PtrBOR５.
表２　PtrBORs蛋白的特征描述

Table２　DescriptionofPtrBORproteinsinPoncirustrifoliata (L．)Raf．

名称

Name
氨基酸长度

Proteinlength
染色体

Chr
分子质量/ku

M
等电点

pI

一致性/％Identity

PtrBOR２ PtrBOR３ PtrBOR４ PtrBOR５

PtrBOR１ ７１４ ５ ７９．８１ ９．１１ ７８ ７５ ５５ ５５

PtrBOR２ ７１０ 未知 Unknown ７９．３０ ９．０９ ８０ ５８ ５７

PtrBOR３ ７３６ ９ ８２．４０ ９．１４ ５７ ５８

PtrBOR４ ６６５ １ ７４．９６ ８．４９ ８１

PtrBOR５ ６７７ １ ７６．４９ ９．１１

２１
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　　蛋白质系统进化树如图４所示,枳BOR蛋白家

族主要分为２个亚群,PtrBOR１、PtrBOR２和 PtrＧ
BOR３属 于 一 个 亚 群,与 CsBOR１、CsBOR２、CsＧ
BOR３和 AtBOR１、AtBOR２、AtBOR３编码蛋白进

化关系较近;PtrBOR４和 PtrBOR５编码蛋白属于

另一个亚群,与CsBOR４、CsBOR５和 AtBOR４、AtＧ
BOR５、AtBOR６、AtBOR７ 编 码 蛋 白 进 化 关 系

较近.

　图中所用序列的登录号如下 Accessionnumbersusedinphylogenetictressareasfollows:AtBOR１(NC_００３０７１),AtBOR２(NP_

１９１７８６),AtBOR３(NP_１８７２９６),AtBOR４(NP_１７２９９９),AtBOR５(NP_１７７６１９),AtBOR６(NP_１９７９２５),AtBOR７(NP_１９４９７７),OsＧ

BOR１(AK０７０６１７),OsBOR２(DQ４２１４０８),OsBOR３(AK０７２４２１),OsBOR４(DQ４２１４０９),CsBOR１(Cs５g０５５４０),CsBOR２(orange１．１

t０１７３５．１),CsBOR３(Cs９g０１６２０),CsBOR４(Cs１g１３３１０),CsBOR５(Cs１g１３３２０),BnBOR１;１a(GU８２７６５１),BnBOR１;１c(GU８２７６５２．１),

BnBOR１;２a(GU８２７６５６．１),BnBOR１;２c(GU８２７６５５．１),BnBOR１;３a(GU８２７６５４．１),BnBOR１;３c(GU８２７６５３．１),VvBOR４(XP_

００２２８１７７８),VvBOR５(XP_００２２８２４３６),VvBOR１(XP_００２２８２５０１．１),VvBOR３(XP_００２２６３９７４),VvBOR２(XP_００２２７２５７５),VvBOR６
(XP_００２２８５２７９),CmBOR１(EF５８１１７４)．

图４　BOR蛋白系统进化树

Fig．４　PhylogenetictreeofBORproteins

2.3　 PtrBORs 在不同组织中的表达和缺硼胁迫条

件下的表达模式

　　１)PtrBORs在不同组织中的表达.为了确定

PtrBORs在不同组织中的表达情况,用qRTＧPCR
的方法测定了这些基因在根、茎和叶中的相对表达

量(图５).结果显示:PtrBOR１在根中表达量极显

著高于茎和叶,茎中表达量显著高于叶(图５A);

PtrBOR２在根中表达量最高,茎和叶中表达量无显

著性差异(图５B);PtrBOR３在根中表达量极显著

高于茎和叶,茎中表达量次之,叶中表达量最低(图

５C);PtrBOR４在叶中表达量极显著高于根和茎,
根和茎中表达量无显著性差异(图５D);PtrBOR５
在根中表达量极显著高于茎和叶,茎中表达量次之,
叶中表达量最低(图５E).

２)PtrBORs在缺硼胁迫下的表达模式.为了

确定PtrBORs在缺硼胁迫下的表达情况,用qRTＧ
PCR的方法测定了缺硼胁迫下这些基因在根、茎和

叶中的相对表达量(图６).结果显示:PtrBOR１在
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图５　PtrBORs在枳根、茎、叶中的表达

Fig．５　RelativetranscriptionlevelsofPtrBORsinroots,stemsandleaves

图６　PtrBORs在缺硼胁迫下的表达

Fig．６　RelativetranscriptionlevelsofPtrBORsunderBＧdeficiency

４１



　第５期 颜廷帅 等:５个枳BOR 基因的克隆与缺硼胁迫下的表达分析 　

根中１/４d时表达量升高,１/２d时表达量达到最大

值,为对照的５７．６９倍,后期表达量与对照差异不大

(图６A);PtrBOR１在茎中１/２d时表达量升高,为
对照的１４．４４倍,１d时表达量降低但仍高于对照,
其余时间表达量与对照差异不大(图６B);PtrBOR１
在叶中１/４d时表达量升高,为对照的１９．７６倍,

１/２d后降低至与对照差异不大,３d时表达量升高

(图６C).

PtrBOR２在根中１/２d时表达量显著升高,一
直持续到７d时表达量仍显著高于对照(图６D).

PtrBOR２在茎中１/４d时表达量降低,持续到３d
时表达量仍显著低于对照(图６E).PtrBOR２在叶

中各个时期与对照的差异均不大(图６F).

PtrBOR３在根中１/２d时表达量升高至最高,
为对照的５．１５倍,１d时表达量仍高于对照,其他时

期表达量与对照差异不大(图６G).PtrBOR３在茎

中１/２d表达量升高,为对照的４．８１倍,其余时间与

对照差异不大(图６H).PtrBOR３在叶中各个时期

与对照的差异均不大(图６I).

PtrBOR４在根中１/４d时表达量降低,其余时

间表达量与对照差异不大(图６J).PtrBOR４在茎

中１/２d表达量升高,７d表达量降低(图 ６K).

PtrBOR４在叶中各个时期与对照的差异均不大

(图６L).

PtrBOR５在根中１/４d和１/２d时表达量降

低,其余时间表达量与对照差异不大 (图 ６M).

PtrBOR５在茎中１/２d时表达量降低,１d时表达

量仍降低,３d时表达量升高至与对照差异不大,７d
时表达量降低(图６N).PtrBOR５在叶中１/４d和

１/２d时表达量降低(图６O).

PtrBOR１在 叶 中 前 期 和 后 期 表 达 量 升 高,

PtrBOR１在根中和茎中表达量也升高,但与根和茎

中 PtrBOR１ 升 高 的 时 期 不 同.PtrBOR２、PtrＧ
BOR３和PtrBOR４在叶中各个时期表达量变化均

不大,而在根和茎中这３个基因表达量均表现出变

化.PtrBOR５在叶中前期表达量降低,与根中反应

完全相同,与茎中表达量降低的时期不同.

3　讨　论

3.1　枳中 BOR 基因家族成员

BOR 基因家族成员较少,在拟南芥基因组和水

稻基因组中分别有７个和４个成员[１８].本研究在

甜橙基因组检索到了 ５个BOR 基因,并在枳中进

行了克隆验证.PtrBORs编码的BOR蛋白与来自

植物的其他BOR蛋白类似,具有９~１２个跨膜区,
且分子质量都较大.拟南芥 AtBOR１蛋白保守 K
位点,是泛素化蛋白质内吞降解的识别位点,PtrＧ
BOR１、PtrBOR２和PtrBOR３蛋白均具有保守K位

点,可能表明蛋白质降解的途径与AtBOR１蛋白类

似[２０].PtrBOR１、PtrBOR２和 PtrBOR３蛋白也具

有与拟南芥 AtBOR１蛋白相同的极性位点相关的

３个保守 Y位点,可能极性定位于细胞膜[１９].PtrＧ
BOR４和PtrBOR５蛋白没有保守K位点,只有１个

保守 Y位点,蛋白质降解途径和细胞膜定位可能与

AtBOR１蛋白不同.
3.2　枳中 BOR 基因在硼转运过程中具有重要作用

BOR 基因参与的硼运输主要在特定组织起作

用,如拟南芥AtBOR１和AtBOR２在硼向木质部过

程中起作用[７Ｇ８],AtBOR４主要在地上部表达参与硼

毒害胁迫下的调节[７].目前已证明具有硼运输的

BOR 基因所编码的蛋白质为定位于细胞膜上的主

动运输蛋白,且全部外运硼至细胞外,BOR 基因通

过调节硼在植物体内的运输维持硼稳态.本试验中

PtrBORs主要在某一部位表达,在其他部位表达量

较低,表明枳中参与硼运输的BOR 基因可能主要

在硼吸收、运输和分配的某一环节中起作用.

PtrBOR１的组织表达特异性与拟南芥[５]、油

菜[１３]、葡萄[１０]、大冀橙[１８]和水稻[８]中BOR１基因相

同,PtrBOR２的组织表达特异性与拟南芥AtBOR２
相同[６],PtrBOR４的组织表达特异性与拟南芥AtＧ
BOR４相同[７],这表明BOR 基因的组织表达特异性

不因植物种类的变化而变化,枳中 BOR 蛋白与其

他物种中相应的 BOR 蛋白可能有相同的功能.

PtrBORs在各组织中均有表达,除PtrBOR４在叶

中表达量最高外,其他 PtrBORs 均在根中表达量

最高.
缺硼胁迫前期根中 PtrBOR１表达量显著升

高,响应缺硼胁迫,中期和后期根中PtrBOR１的表

达量变化与对照相比变化不大,与拟南芥和大冀橙

BOR１基因在缺硼胁迫下表达量的变化相同,这表

明缺硼前期PtrBOR１可能以转录调节为主,后期

PtrBOR１与拟南芥AtBOR１同为转录后调节[２１].
茎和叶中PtrBOR１表达量急剧升高,这与大冀橙

CmBOR１的表 达 量 变 化 相 同[１８],而 拟 南 芥 茎 中
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AtBOR１表达量在缺硼胁迫下则无显著变化[２１].

PtrBOR１可能具有与拟南芥 AtBOR１ 类似的功

能,缺硼胁迫下主动运输硼到木质部.
拟南芥AtBOR２在硼由共质体向质外体的运

输过程中起重要作用,缺硼胁迫下 AtBOR２蛋白在

根部的积聚量增加[６],而根中PtrBOR２表达量在

中期和后期升高,表明根中 PtrBOR２与 AtBOR２
在缺硼胁迫下的反应相同且缺硼胁迫下在根硼运输

过程中起重要作用.缺硼后期茎中PtrBOR２表达

量上升,表明PtrBOR２可能在硼向地上部的运输

过程中起作用.
缺硼胁迫下根、茎和叶中 PtrBOR１表达量均

上升,PtrBOR２根和茎中PtrBOR２表达量上升,表
明PtrBOR１和PtrBOR２可能参与缺硼胁迫下硼

转运的调节.
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CloningfiveBORgenesofPoncirustrifoliate (L)．Raf．
andanalyzingtheirexpressionunderborondeficiency

YANTingshuai１,２　LUOQing１　PENGShu’ang１

１．KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．NationalEngineeringResearchCenterforSlow/Controlled
ReleaseFertilizers,Linshu２７６７００,ShandongProvince,China

Abstract　FiveBORgenefamilymemberswereclonedfromseedlingsoftrifoliateorange(Poncirus
trifoliate (L．)Raf．)withRTＧPCRandtheexpressionpatternsofthesegeneswereanalyzedwithqRTＧ
PCR(realＧtimequantitativePCR)undertheborondeficiency．Theresultsshowedthattheopenreading
frame(ORF)ofPtrBOR１,PtrBOR２,PtrBOR３,PtrBOR４andPtrBOR５was２１４５,２１３３,２２１１,１９９８
bpand２０３４bp,respectively．Theresultofmultiplesequencealignmentofaminoacidshowedthat
PtrBOR１,PtrBOR２andPtrBOR３hadtheconservedendocytosisdegradationandpolarorientationresiＧ
dues．ThephylogenetictreeclassifiedPtrBORproteinsintotwosubgroupsincludingonesubgroupof
PtrBOR１,PtrBOR２andPtrBOR３proteinsandanothersubgroupofPtrBOR４andPtrBOR５proteins．The
resultofqRTＧPCRanalysesshowedthatPtrBOR４wasexpressedmainlyinleaves,whileotherPtrBORs
wereexpressedmainlyinroots．TheexpressionofPtrBORsvarieddifferentlyundertheborondeficiency．
TheexpressionofPtrBOR１,PtrBOR２andPtrBOR３ wasupregulatedinroots．Theexpressionof
PtrBOR１,PtrBOR２andPtrBOR４wasupregulatedinstems．TheexpressionofPtrBOR１wasupreguＧ
latedinleaves．TheexpressionofPtrBOR１andPtrBOR２wasupregulatedintwotypesoftissuesat
least．

Keywords　Poncirustrifoliata (L．)Raf．;borondeficiency;BORgenefamily;qRTＧPCR
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