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　 　 摘要:　 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ(ＡＬ)转录因子家族在对非生物胁迫的反应中具有重要调控作用ꎮ 为了探究绿豆[Ｖｉｇｎａ ｒａ￣
ｄｉａｔａ (Ｌ.)Ｗｉｌｃｚｅｋ] ＡＬ 基因家族成员在干旱胁迫下的表达情况ꎬ本研究在前期以苏绿 １ 号为试验材料完成全基因

组测序和盐胁迫下转录组测序的基础上ꎬ采用同源比对的方法鉴定绿豆 ＡＬ 转录因子(ＶｒＡＬ)家族基因ꎬ分析其生

物学特性ꎻ用 １ / ２ 浓度 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液培养绿豆幼苗ꎬ对照组(ＣＫ)无聚乙二醇(ＰＥＧ ６０００)、处理组含有 ２０％ ＰＥＧ
６０００ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法探索 ＶｒＡＬ 基因家族成员在干旱胁迫下基因表达的差异ꎮ 结果表明:(１)共鉴定到 １０ 个

ＶｒＡＬ 基因ꎬ根据其在染色体上的位置依次命名为ＶｒＡＬ１~ ＶｒＡＬ１０ꎬ其编码区长度范围为７１７~ ７６５ ｂｐꎮ (２)１０ 个 ＶｒＡＬ
基因均含有 ４ 个内含子和 ５ 个外显子ꎬ其中 ８ 个 ＶｒＡＬ 基因的启动子区域存在抗逆和植物激素响应元件ꎮ (３)ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ处理组根中 ＶｒＡＬ１、ＶｒＡＬ５、ＶｒＡＬ７ 和 ＶｒＡＬ９ 上调表达ꎬ叶中 ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ９ 和 ＶｒＡＬ１０ 上调表达ꎬ它
们在绿豆对干旱胁迫响应中发挥了重要的作用ꎮ

关键词:　 绿豆ꎻ Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 基因家族ꎻ 干旱胁迫

中图分类号:　 Ｓ５２２　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２２)０５￣１１７９￣０９

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ａｎｄ
ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

ＺＨＯＵ Ｘｕ￣ｘｕ１ꎬ２ꎬ 　 ＬＩＵ Ｊｉｎ￣ｙａｎｇ２ꎬ 　 ＣＨＥＮ Ｘｉｎ２ꎬ 　 ＸＵＥ Ｃｈｅｎ￣ｃｈｅｎ２ꎬ 　 ＣＨＥＮ Ｊｉｎｇ￣ｂｉｎ２ꎬ 　 ＬＩＮ Ｙｕｎ２ꎬ 　
ＹＡＮ Ｑｉａｎｇ２ꎬ　 ＷＵ Ｒａｎ￣ｒａｎ２ꎬ　 ＺＨＵ Ｙｕｅ￣ｌｉｎ１ꎬ　 ＹＵＡＮ Ｘｉｎｇ￣ｘｉｎｇ２

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｒｏｐｓꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅｓ / Ｊｉａｎｇｓｕ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｒｏｐ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ａｌｆｉｎ１ ｌｉｋｅ ( ＡＬ) ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ ( Ｌ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ
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ｂｅａｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉ￣
ｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｏｕｒ ｐｒｅｖｉ￣
ｏｕｓ ｗｏｒｋ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｓｕｌｖ Ｎｏ.１ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ. Ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ １ / ２ ｃｏｎ￣
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏａｇｌａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＣＫ)
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ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｏｎｔａｉｎ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ６０００ (ＰＥＧ６０００) ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ２０％ ＰＥＧ６０００. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ａ ｔｏｔａｌ
ｏｆ ｔｅｎ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ ＶｒＡＬ１￣ ＶｒＡＬ１０ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ７１７ ｂｐ ｔｏ ７６５ ｂｐ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｅｎ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅｓ ａｌｌ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｆｏｕｒ ｉｎｔｒｏｎｓ ａｎｄ ｆｉｖｅ
ｅｘｏｎｓꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｅｉｇｈｔ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ＰＥＧ ６０００ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｒＡＬ１ꎬ ＶｒＡＬ５ꎬ ＶｒＡＬ７
ａｎｄ ＶｒＡＬ９ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ＶｒＡＬ８ꎬ ＶｒＡＬ９ ａｎｄ ＶｒＡＬ１０ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＶｒＡＬ
ｇｅｎｅｓ ｍａｙ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ.) Ｗｉｌｃｚｅｋꎻ Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎻ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 蛋白家族是 ＰＨＤ 蛋白家族中的 １ 个

亚家族ꎬ其 Ｎ 端有 １ 个 Ａｌｆｉｎ 结构域ꎬＣ 端有 １ 个保

守的 ＰＨＤ￣ｆｉｎｇｅｒ 结构域ꎮ Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 基因只存在于

植物中ꎬ其在进化上也是非常保守的ꎬ具有 ４ 个内含

子和 ５ 个外显子[１]ꎮ Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 蛋白与植物的耐盐

性有很大关系ꎮ 第一个 Ａｌｆｉｎ１ 蛋白是从苜蓿中分离

出来的[２]ꎬ过表达 Ａｌｆｉｎ１ 基因可以增强植物的耐盐

性[３]ꎮ 在其他作物中ꎬＡｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 蛋白在应对盐胁

迫、干旱胁迫等逆境中都有很重要的调节作用ꎬ比如

过表达大豆中 ＧｍＰＨＤ２(１ 种编码 Ａｌｆｉｎ１ 的基因)的
拟南芥表现出耐盐性[４]ꎮ 在鹰嘴豆的干旱胁迫分

析中ꎬ发现 １ 个 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 转录因子在干旱胁迫下ꎬ
上调表达ꎬ 该转录因子可能与抗旱相关[５]ꎮ

绿豆是亚洲重要的豆类作物ꎬ也是中国重要的

小杂粮作物ꎮ 绿豆富含蛋白质、维生素、矿物质和碳

水化合物ꎬ是一种优质的膳食原料[６]ꎮ 本课题组前

期以苏绿 １ 号为试验材料完成了全基因组测序和盐

胁迫下的转录组测序ꎬ在获得的基因组及转录组数

据中均能检测到 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 基因家族的 １０ 个成员ꎮ
因此ꎬ本研究首先在全基因组水平上ꎬ通过比较基因

组学分析对 ＶｒＡＬ(绿豆 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ)基因进行鉴定ꎬ
并对其家族成员启动子及基因复制进行分析ꎬ研究

绿豆中该基因家族的复制特征ꎮ 其次ꎬ用含有 ２０％
ＰＥＧ６０００(聚乙二醇 ６０００)的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液处理

绿豆幼苗ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 探究 ＶｒＡＬ 基因家族对

ＰＥＧ 模拟干旱的响应特点ꎮ 旨在探索 ＶｒＡＬ 基因家

族成员在干旱胁迫下基因表达的差异性ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料的处理与获得

试验材料为绿豆[Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ.)Ｗｉｌｃｚｅｋ]
苏绿 １ 号ꎬ在江苏省农业科学院经济作物研究所温

室内以蛭石为基质进行穴盘育苗ꎬ每盘培育 ５０ 株幼

苗ꎬ共 ２ 个穴盘ꎬ用 １ / ２ 浓度的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液[７]

进行底面吸肥ꎬ每 ２ ｄ 更换 １ 次营养液ꎮ
播种后 １０ ｄꎬ第 １ 对真叶充分展开后ꎬ参照曹志

敏等[８]的方法ꎬ在 １ 个穴盘的营养液中添加 ２０％的

ＰＥＧ６０００ 模拟干旱胁迫ꎻ对照组穴盘的营养液中不

添加 ＰＥＧ６０００ꎮ 参照谢敏等[９] 的方法ꎬ在绿豆幼苗

被胁迫 ０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ 时分别在处理组和对照

组随机取样 ５ 株ꎬ取叶片和根部组织各 ０.１ ｇ 保存于

液氮中ꎬ为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析备用ꎮ
１.２　 全基因组 ＶｒＡＬ 家族成员鉴定

基因家族成员鉴定遵循以下步骤:①使用 ７ 条

拟南芥 ＡＬ 蛋白序列和绿豆蛋白质数据库进行本地

ＢＬＡＳＴ 搜索ꎬＥ 值设置为１×１０－１０ꎬ获得绿豆 ＡＬ 家族

候选序列ꎬ拟南芥和绿豆蛋白质数据从 ＮＣＢＩ 网站

(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )下载[１０]ꎮ ②将 ＡＬ
家族候选序列在 ＮＣＢＩ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / )上进行 Ｐｆａｍ 检测ꎬ去除不含 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 结

构域的序列ꎮ ③ 将获得的 ＡＬ 家族序列与本课题组

之前完成的苏绿 １ 号全基因组测序数据进行比较以

确认所获得序列的准确性ꎮ ④将 １０ 条 ＶｒＡＬ 家族

蛋白质序列上传到在线网站 ＥｘＰＡＳｙ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析 ＶｒＡＬ 家族蛋白质的理

化性质[１１]ꎬ用在线网站 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓ￣
ｂｉｏ.ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / ) 进行亚细胞定

位预测[１２]ꎮ
１.３　 ＶｒＡＬ 基因结构及进化分析

使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 工具[１３]进行基因结构分析并进行

可视化操作ꎮ 利用在线网站(Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ｄｏｅ.ｇｏｖ)获
得水稻、大豆、玉米的基因数据ꎬ从中挑选出用拟南

芥 ＡＬ 基因家族注释的基因ꎬ并获得其氨基酸序列ꎮ
再用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 对拟南芥、水稻、大豆、玉米、绿豆 ＡＬ
家族的蛋白质序列进行序列比对ꎮ 最后ꎬ在 ＭＥＧＡ
７.０ 中用邻接(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)法构建系统进化树ꎬ

０８１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 ５ 期



Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设置为１ ０００次ꎬ其他设置选择默认参数ꎮ
１.４　 ＶｒＡＬ 基因家族的染色体定位、启动子及基因

复制分析

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 工具从绿豆基因组中 ＶｒＡＬ 基因家

族 ５′端上游各选２ ０００ ｂｐꎬ使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ(ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔ￣
ｍｌ / )在线网站对基因家族成员进行启动子分析[１４]ꎮ
从预测结果筛选出与植物激素响应及逆境响应相关

的元件ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 工具将其可视化ꎮ 为了进一步

分析基因重复事件ꎬ本研究拟分析非同义替换率

(Ｋａ)和同义替换率(Ｋｓ)ꎬ估算各旁系之间的 Ｋａ / Ｋｓ
比值ꎬ以检测该基因家族在进化中受到的选择压力ꎮ
１.５　 ＶｒＡＬ 家族蛋白质的多序列比对及互作蛋白

质预测

　 　 利用 ＤＮＡｍａｎ 对绿豆 １０ 个 ＡＬ 家族蛋白质进

行多序列比对[９]ꎬ并将绿豆 １０ 条 ＡＬ 蛋白的氨基酸

序列上传至在线网站 ｓｔｒｉｎｇ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｓｔｒｉｎｇ￣ｄｂ.
ｏｒｇ / )进行互作蛋白质预测ꎬＮｅｔｗｏｒｋ ｔｙｐｅ 设置为 ｆｕｌｌ
ＳＴＲＩＮＧꎬＲｅｑｕｉｒｅｄ ｓｃｏｒｅ 设置为 ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ

(０.４００)ꎮ
１.６　 ＰＥＧ 模拟干旱胁迫下 ＶｒＡＬ 家族的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
分析

　 　 利用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒[ＤＰ４１９ꎬ天根生化

科技(北京)有限公司产品]来提取总 ＲＮＡꎮ 使用植

物反转录试剂盒(ＴＳＫ３０２Ｍꎬ南京擎科生物科技有

限公司产品)进行反转录ꎮ 用内参基因检验反转录

合成的 ｃＤＮＡ 第一条链的完整性ꎮ 使用 ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｔｏｏｌｓ / ｐｒｉｍｅｒ￣ｂｌａｓｔ / )在线设计 ＶｒＡＬ 基因家族的 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 特异性引物ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ￣ｐｒｉｍｅｒ ｃｈｅｃｋ 检查引

物的特异性ꎮ 引物信息见表 １ꎮ 以反转录的 ｃＤＮＡ
为模板ꎬ使用荧光定量试剂盒(ＴＳＥ２０１ꎬ南京擎科生

物科技有限公司产品)进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ 每个样

品进行 ５ 次生物学重复和 ３ 次技术重复ꎮ 利用 ＶｒＡＬ
基因的循环数阈值(Ｃｔ)减去内参基因的 Ｃｔꎬ得到

△Ｃｔ 后ꎬ用 ２－△Ｃｔ法计算相对表达量[１５]ꎬ使用 ＳＰＳＳ
统计软件对基因表达水平进行 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 检验ꎬＰ<
０ ０５ 表示差异显著ꎬＰ<０ ０１ 表示差异极显著ꎮ

表 １　 ＶｒＡＬ 基因家族及内参基因荧光定量引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

基因 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 扩增产物大小(ｂｐ)

ＶｒＡＬ１ ＧＧＡＧＡＡＧＴＣＡＡＣＡＧＡＣＣＧＣＡ ＴＣＴＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＣＧＴＣＴ １３６

ＶｒＡＬ２ ＣＧＧＧＡＣＴＧＧＧＴＡＴＧＣＴＴＴＧＴ ＴＧＣＣＡＡＣＡＡＣＡＧＣＣＴＣＧＡＡＴ １５６

ＶｒＡＬ３ ＡＴＧＣＴＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＡＣＧＣＴ ＴＣＴＧＡＧＣＣＴＴＣＧＣＡＧＧＡＧＴＡ １０１

ＶｒＡＬ４ ＣＧＡＧＧＡＴＴＴＣＡＡＧＧＧＧＣＧＡＡ ＴＴＡＡＴＧＣＣＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＴＣ １８８

ＶｒＡＬ５ ＣＴＣＧＴＡＣＧＧＴＣＧＡＡＧＡＧＧＴＣ ＣＧＧＧＡＴＣＡＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＡＧ １０４

ＶｒＡＬ６ ＡＴＧＴＧＧＴＧＣＴＴＧＣＧＧＴＧＡＴＡ ＴＧＴＴＡＣＴＧＣＡＧＣＴＡＧＧＧＣＡＣ １４８

ＶｒＡＬ７ ＴＴＴＴＧＧＡＧＣＣＡＧＡＴＴＣＧＧＧＴ ＣＴＧＧＡＧＣＴＣＧＴＴＧＴＧＣＣＴＴＡ １８４

ＶｒＡＬ８ ＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＡＡＧＡＡ ＣＴＧＧＣＡＡＡＧＴＣＡＣＣＴＣＣＣＡＡ １３９

ＶｒＡＬ９ ＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＧＣＴＴＧＣＡＧＴＧ ＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＣＡＴＣＧＡＴＧＣＴＴ １８９

ＶｒＡＬ１０ ＣＧＡＡＧＴＴＴＧＣＴＧＣＧＧＡＴＧＡＧ ＣＣＣＡＴＧＧＡＡＣＣＡＣＣＴＣＴＣＡＣ １３６

Ｔｕｂｕｌｉｎ ＴＴＣＴＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧＣ ＧＣＴＣＧＴＣＴＡＣＣＴＣＣＴＴＴＧＴＧ １９２

２　 结果和分析

２.１　 ＶｒＡＬ 蛋白家族成员的生化特性

经过 ＢＬＡＳＴ 比对和挑选ꎬ绿豆全基因组中共鉴

定到 １０ 个 ＡＬ 基因ꎮ 根据它们在染色体上的分布ꎬ依
次命名为 ＶｒＡＬ１ ~ ＶｒＡＬ１０ꎮ 绿豆 ＶｒＡＬ 基因的编码区

(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ) 位于 ７１７ (ＶｒＡＬ８) ~ ７６５ ｂｐ
(ＶｒＡＬ３)ꎬ编码的氨基酸序列长度为２３９~２５５ ａａꎬ相对

分子质量为 ２７ ０００~ ２８ ８００ꎬ理论等电点为 ４ ９１
(ＶｒＡＬ２) ~６ ２４ (ＶｒＡＬ９)ꎮ 亲水性预测结果表明ꎬ
ＶｒＡＬ 蛋白均为亲水性蛋白质(表 ２)ꎮ ＶｒＡＬ 蛋白亚

细胞定位预测结果表明ꎬＶｒＡＬ 蛋白均定位在细胞核ꎮ

１８１１周旭旭等:绿豆 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 基因家族的鉴定与干旱胁迫下的表达分析



表 ２　 绿豆 ＡＬ 基因家族成员及其编码蛋白质的生化特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因　 　 苏绿 １ 号测序基因 ＩＤ 基因 ＩＤ 染色体
编码区大小

(ｂｐ)
氨基酸长度

(ａａ)
蛋白质相对
分子质量

理论等电点 亲水性值

ＶｒＡＬ１ ＥＶＭ０００２３５７ １０６７６０８１３ 染色体 ５ ７４１ ２４７ ２８ １００ ５.２４ －０.７０１

ＶｒＡＬ２ ＥＶＭ００１８５１３ １０６７６１２２０ 染色体 ５ ７６２ ２５４ ２８ ５００ ４.９１ －０.５４１

ＶｒＡＬ３ ＥＶＭ００１０５３２ １０６７６２７１１ 染色体 ５ ７６５ ２５５ ２８ ６００ ５.７２ －０.７２４

ＶｒＡＬ４ ＥＶＭ０００５４８８ １０６７６１８９８ 染色体 ５ ７５０ ２５０ ２８ ３００ ５.１０ －０.６６２

ＶｒＡＬ５ ＥＶＭ００２３１３６ １０６７６５２００ 染色体 ６ ７５３ ２５１ ２８ ４００ ５.０８ －０.７１２

ＶｒＡＬ６ ＥＶＭ００３３２５１ １０６７６８２８３ 染色体 ７ ７５６ ２５２ ２８ ４００ ５.１５ －０.６９０

ＶｒＡＬ７ ＥＶＭ００２８８５９ １０６７７４２８４ 染色体 ９ ７５９ ２５３ ２８ ８００ ５.３２ －０.７６８

ＶｒＡＬ８ ＥＶＭ００１６３６２ １０６７７４１６９ 染色体 ９ ７１７ ２３９ ２７ ０００ ５.４１ －０.６７４

ＶｒＡＬ９ ＥＶＭ００１９４７０ １０６７７６９７７ 染色体 １１ ７３２ ２４４ ２７ ３００ ６.２４ －０.３７８

ＶｒＡＬ１０ ＥＶＭ０００３６６０ １０６７７９０４４ 待定 ７２０ ２４０ ２７ １００ ５.４８ －０.６６９

２.２　 ＶｒＡＬ 保守结构域、基因结构及进化树分析

从进化树可以看出ꎬ１０ 个 ＶｒＡＬ 基因分出 ３ 个

分支ꎬＶｒＡＬ１、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ７、ＶｒＡＬ３ 基因属于第一个分

支ꎬＶｒＡＬ１０、ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ５、ＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ９ 属于第二个

分支ꎬＶｒＡＬ２ 单独在最后一个分支上ꎻ从进化树上可

以看出ꎬＶｒＡＬ 基因家族的进化过程中存在基因复制

事件ꎬＶｒＡＬ 基因家族共存在 ５ 个基因对ꎬ包括 ８ 个

基 因 ( ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ６、 ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ７、 ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ８、
ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ１０、ＶｒＡＬ４ / ＶｒＡＬ９) (图 １ａ)ꎮ １０ 个 ＶｒＡＬ
蛋白都含有 Ａｌｆｉｎ１￣ｌｉｋｅ 蛋白结构域(ｐｆａｍ１２１６５)和

ＰＨＤ 蛋白结构域(ｐｆａｍ００６２８) (图 １ｂ)ꎮ 基因结构

分析结果表明ꎬ１０ 个 ＶｒＡＬ 基因比较保守ꎬ都含有 ４
个内含子和 ５ 个外显子(图 １ｃ)ꎬ这与拟南芥中 ＡＬ
基因结构相同[１６]ꎮ

利用拟南芥 ( ７ 个)、大豆 ( １６ 个)、玉米 ( １７
个)、水稻(８ 个)及绿豆(１０ 个)ＡＬ 蛋白全长序列构

建系统进化树(图 ２)ꎮ 根据进化关系ꎬ这 ５８ 个 ＡＬ
蛋白可分为 ３ 类ꎬＶｒＡＬ 在 ３ 类中都有分布ꎮ
２.３　 ＶｒＡＬ 基因的顺式作用元件、染色体定位及复

制分析

　 　 从 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线网站中预测 ＶｒＡＬ 基因家族

成员上游２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ这些序列除了具有光响应、
逆境响应和无氧响应元件外还具有多种植物激素

(茉莉酸甲酯、生长素、水杨酸、脱落酸等)响应元件

(图 ３)ꎮ 其中 ＶｒＡＬ１、ＶｒＡＬ２、ＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ８ 的

启动子区域存在脱落酸响应元件ꎬ ＶｒＡＬ２、 ＶｒＡＬ３、

ＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ９ 的启动子区域存在茉莉酸甲酯

响应元件ꎬＶｒＡＬ２、ＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ９ 的启动子区域

存在干旱胁迫响应元件ꎬＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ７、ＶｒＡＬ８
的启动子区域存在逆境响应元件ꎬ ＶｒＡＬ３、 ＶｒＡＬ７、
ＶｒＡＬ９ 的启动子区域存在 ＳＡ 响应元件ꎬ ＶｒＡＬ２、
ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ７ 的启动子区域存在生长素响应元件ꎮ
ＡＬ 基因家族在其他物种中被报道主要与植物的生

长发育以及抗逆境胁迫有关ꎬ这与 ＶｒＡＬ 基因家族的

启动子作用元件的分析结果也是一致的ꎮ
　 　 ９ 个 ＶｒＡＬ 基因定位在 ５ 条染色体上ꎬＶｒＡＬ１、
ＶｒＡＬ２、ＶｒＡＬ３、ＶｒＡＬ４ 定位在第 ５ 条染色体上ꎬＶｒＡＬ５
定位在第 ６ 条染色体上ꎬＶｒＡＬ６ 定位在第 ７ 条染色

体上ꎬＶｒＡＬ７、ＶｒＡＬ８ 定位在第 ９ 条染色体上ꎬＶｒＡＬ９
定位在第 １１ 条染色体上ꎬＶｒＡＬ１０ 暂时不确定定位

在几号染色体上(表 ２)ꎮ 绿豆种内的 ＡＬ 基因家族

共线性分析结果表明ꎬ１０ 个 ＶｒＡＬ 基因存在 ５ 个基

因对ꎬ分别是 ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ６、 ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ７、 ＶｒＡＬ５ /
ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ１０、ＶｒＡＬ４ / ＶｒＡＬ９(图 ４)ꎮ Ｋａ / Ｋｓ
的计算结果显示ꎬ除了 ＶｒＡＬ４ / ＶｒＡＬ９ 由于序列差异

过大无法计算 Ｋａ / Ｋｓ 外ꎬ其他同源基因对 ＶｒＡＬ１ /
ＶｒＡＬ６、 ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ７、 ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ８、 ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ１０
的 Ｋａ / Ｋｓ 值都小于 ０ ２０(表 ３)ꎮ 上述结果表明ꎬ
重复的 ＶｒＡＬ 基因在进化过程中受到纯化选择[１７] ꎮ
片段复制是 ＶｒＡＬ 基因家族进化的主要方式ꎬ在
ＶｒＡＬ 基因家族进化中起重要作用ꎬ这与大豆 ＡＬ 家

族中的研究结果一致[４] ꎮ

２８１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２２ 年 第 ３８ 卷 第 ５ 期



图 １　 ＶｒＡＬ 基因家族系统进化树(Ａ)、对应的 Ｐｆａｍ 结构(Ｂ)及基因结构(Ｃ)
Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ (Ａ)ꎬ Ｐｆａｍ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｂ) ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ｃ) ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

图 ２　 绿豆、拟南芥、大豆、玉米及水稻 ＡＬ 基因家族系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａꎬ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ Ｚｅａ ｍａｙｓ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ

ＭｅＪＡ:茉莉酸甲酯响应元件ꎻＭＢＳ:干旱胁迫响应元件ꎻＴＣ:逆境响应元件ꎻＡＢＡ:脱落酸响应元件ꎻＡｕｘｉｎ:生长素响应元件ꎻＳＡ:水杨酸响应元件ꎮ
图 ３　 ＶｒＡＬ 基因家族上游的顺式作用元件

Ｆｉｇ.３　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
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片段复制的基因用直线连接ꎮ
图 ４　 ＶｒＡＬ 基因家族在染色体上的位置

Ｆｉｇ.４　 Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

表 ３　 ＶｒＡＬ 基因家族同源基因对的 Ｋａ / Ｋｓ
Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｋａ / Ｋｓ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＶｒＡＬ ｇｅｎｅ

ｆａｍｉｌｙ

同源基因对　 　 Ｋａ Ｋｓ Ｋａ / Ｋｓ

ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ６ ０.２１４ ２.０４ ０.１０４

ＶｒＡＬ１ / ＶｒＡＬ７ ０.１０６ ３.０９ ０.０３４

ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ８ ０.２５８ １.８７ ０.１３０

ＶｒＡＬ５ / ＶｒＡＬ１０ ０.２５９ ２.２３ ０.１１６
Ｋａ:非同义替换率ꎻＫｓ:同义替换率ꎮ

２.４　 ＶｒＡＬ 家族蛋白质的多序列比对及其互作蛋

白预测

　 　 １０ 个 ＶｒＡＬ 蛋白的多序列比对结果如图 ５ 所

示ꎬ其中 Ｎ 端含有 １ 个长约 １３０ 个氨基酸的 Ａｌｆｉｎ 结

构域(ｐｆａｍ１２１６５)ꎬＣ 端含有 １ 个长约 ５０ 个氨基酸

的 ＰＨＤ 结构域( ｐｆａｍ００６２８)ꎮ 其中加粗实线框为

ＰＨＤ 结构域中的酪氨酸ꎬ１０ 个 ＶｒＡＬ 蛋白中只有

ＶｒＡＬ２ 在该位点不是酪氨酸ꎮ 利用蛋白质互作预测

在线网站 Ｓｔｒｉｎｇ 预测绿豆中与 ＡＬ 蛋白互作的蛋白

质ꎬ其功能注释主要有 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶 ＤＲＩＰ２
及其亚体、组蛋白赖氨酸 Ｎ￣甲基转移酶 ＡＳＨＲ３、ＡＴＰ
合成相关的酶、普通的应激 Ａ 蛋白、ＤＥＡＤ￣ｂｏｘ ＡＴＰ
依赖性 ＲＮＡ 解旋酶 ５ 等ꎮ
２.５ 　 ＶｒＡＬ 基因家族在 ＰＥＧ 模拟干旱条件下的

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

　 　 如图 ６ 所示ꎬ在 ２０％ＰＥＧ 培养条件下ꎬ绿豆根

中有 ４ 个 ＶｒＡＬ 的相对表达量比对照组显著或极显

著增加ꎬ分别是 ＶｒＡＬ１(图 ６Ａ)、ＶｒＡＬ５(图 ６Ｂ)、ＶｒＡＬ７
(图 ６Ｃ)、ＶｒＡＬ９(图 ６Ｄ)ꎮ ＶｒＡＬ１ 在用 ２０％ＰＥＧ 培养

１２ ｈ 后相对表达量开始升高ꎬ ２４ ｈ 时相对表达量达

到所选取时间段的最高值ꎬ约为同时间对照组的 ７
倍ꎬ３６ ｈ 时相对表达量下降ꎬ大约是同时间对照组

的 ２ 倍ꎮ ＶｒＡＬ５ 和 ＶｒＡＬ７ 在处理组中的相对表达量

一直处于增长的趋势ꎬ在 ３６ ｈ 时的相对表达量约是

对照组的 ３ 倍ꎮ ＶｒＡＬ９ 在用 ２０％ＰＥＧ 培育 １２ ｈ 时ꎬ
相对表达量达到所选时间段中的最高值ꎬ是同时间

段对照组的 ３ 倍ꎬ之后开始下降ꎮ ＶｒＡＬ２、 ＶｒＡＬ３、
ＶｒＡＬ４、ＶｒＡＬ６、ＶｒＡＬ８ 和 ＶｒＡＬ１０ 在根部处理组中的表

达和对照组无明显差异ꎮ
　 　 如图 ７ 所示ꎬ在绿豆叶片中有 ３ 个 ＶｒＡＬ 在用

２０％ＰＥＧ 培育后上调表达ꎬ分别是 ＶｒＡＬ８(图 ７Ａ)、
ＶｒＡＬ９(图 ７Ｂ)和 ＶｒＡＬ１０(图 ７Ｃ)ꎮ ＶｒＡＬ８ 和 ＶｒＡＬ９
都是在用 ２０％ＰＥＧ 培养 １２ ｈ 后相对表达量达到最

高值ꎬ分别约是对照组的 ２ ２ 倍和 ４ ２ 倍ꎬ之后相对

表达量开始下降ꎮ ＶｒＡＬ１０ 在用 ２０％ＰＥＧ 培养 １２ ｈ
后相对表达量开始上升ꎬ到 ３６ ｈ 达到最高值ꎬ约是

对照组的 ３ 倍ꎮ 其他 ７ 个基因的相对表达量和对照

组无明显差异ꎮ

３　 讨 论

３.１　 生物信息学预测 ＶｒＡＬ 基因家族功能

本研究从绿豆基因组中鉴定出 １０ 个 ＡＬ 成员ꎬ
这些成员的结构非常相似ꎮ 与其他物种(拟南芥、
大豆、玉米、水稻)的 ＡＬ 基因结构也非常相似ꎬ暗示

ＡＬ 基因家族在植物界是非常保守的ꎮ ＡＬ 蛋白家族

通常作为一种转录因子ꎮ ＶｒＡＬ 蛋白的亚细胞定位

预测结果显示其全部定位在细胞核ꎬ预测 ＶｒＡＬ 蛋

白是作为一种转录因子发挥作用ꎮ 顺式作用元件分

析结果显示ꎬ大多数 ＶｒＡＬ 启动子序列中含有逆境和

激素响应元件ꎬ预测 ＶｒＡＬ 在绿豆抗非生物胁迫中发

挥重要作用ꎮ
从植物进化的关系上来看ꎬ植物中都存在 ＡＬ 基

因ꎬ从低等植物莱茵衣藻 ( Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎ￣
ｈａｒｄｔｉｉ)到高等植物拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、苜
蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)、大豆

[Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.) Ｍｅｒｒ.]、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.)、毛果

杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ＆ Ｇｒａｙ)、葡萄 ( Ｖｉｔｉｓ
ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)、榆钱菠菜(Ａｔｒｉｐｌｅｘ ｈｏｒｔｅｎｓｉｓ Ｌ.)和大白菜

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ Ｌ.)中都有报道[４ꎬ１８￣２０]ꎮ 通过多序列
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实线框为 Ａｌｆｉｎ 结构域(ｐｆａｍ１２１６５)ꎻ虚线框为 ＰＨＤ 结构域(ｐｆａｍ００６２８)ꎻ加粗实线框为酪氨酸ꎮ
图 ５　 ＶｒＡＬ 基因家族编码的蛋白质多序列比对结果

Ｆｉｇ.５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＶｒＡＬ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

比对和系统发育树分析发现ꎬＶｒＡＬ 家族中有 ３ 组同

源基 因ꎬ ＶｒＡＬ１、 ＶｒＡＬ６、 ＶｒＡＬ７ 属 于 一 组ꎬ ＶｒＡＬ５、
ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ１０ 属于一组ꎬＶｒＡＬ４ 和 ＶｒＡＬ９ 属于一组ꎮ
这 ３ 组基因在进化过程中存在片段复制现象ꎮ 通过

蛋白质互作预测也发现与 ＶｒＡＬ 家族蛋白质互作的

蛋白质主要有 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶 ＤＲＩＰ２ 及其亚

体、组蛋白赖氨酸 Ｎ￣甲基转移酶 ＡＳＨＲ３、ＡＴＰ 合成

相关的酶、普通的应激 Ａ 蛋白、ＤＥＡＤ￣ｂｏｘ ＡＴＰ 依赖

性 ＲＮＡ 解旋酶 ５ 等ꎬ表明 ＶｒＡＬ 家族基因在调控绿

豆生长发育过程中起着不可忽视的作用ꎮ
拟南 芥 ＡＬ 蛋 白 具 有 与 活 性 组 蛋 白 标 记

Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ / ２ 和顺式作用元件 ＧＮＧＧＴＧ / ＧＴＧＧＮＧ 结

合的能力ꎬ表明 ＡＬ 家族作为一种转录因子可能主

要通过结合 ＤＮＡ 来抑制其他基因的转录来起作用ꎮ
ＡＬ 蛋白与 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ / ２ 结合能力的有无通常与 ＡＬ
蛋白 Ｃ 末端 ＰＨＤ 结构中的酪氨酸密切相关ꎮ 拟南

芥中的 ７ 个 ＡＬ 蛋白中只有 ＡＬ３ 的 ＰＨＤ 结构中不

含有酪氨酸ꎬ组蛋白肽下拉试验结果也证明 ＡＬ３ 确

实不能与 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ / ２ 结合[２１]ꎮ 在 ＶｒＡＬ 蛋白的多

序列比对中发现ꎬＶｒＡＬ２ 蛋白的 ＰＨＤ 结构域不含酪

氨酸ꎬ预测 ＶｒＡＬ２ 蛋白可能没有与 Ｈ３Ｋ４ｍｅ３ / ２ 结

合的能力ꎮ
３.２　 ＶｒＡＬ 基因参与干旱胁迫的响应

ＡＬ 基因家族是 ＰＨＤ 基因家族中的一个亚家

族ꎬ但是只存在于植物的 ＰＨＤ 家族中ꎮ ＡＬ 转录因

子家族ꎬ在植物的生长发育以及抵抗逆境胁迫中起
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别表示根部 ４ 个基因 ＶｒＡＬ１、ＶｒＡＬ５、ＶｒＡＬ７、ＶｒＡＬ９ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ ∗表示用 ｔ 测验在 ０ ０５ 水平差异显著ꎬ∗∗表示用 ｔ 测验在

０ ０１ 水平差异显著ꎬＮＳ 表示两组间无显著差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ
图 ６　 ２０％ＰＥＧ 胁迫下绿豆根部 ４ 个 ＡＬ 基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ.６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ＡＬ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｕｎｄｅｒ ２０％ＰＥＧ ｓｔｒｅｓｓ

Ａ、Ｂ、Ｃ 分别表示叶片 ３ 个基因 ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ９ 和 ＶｒＡＬ１０ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ ∗表示用 ｔ 测验在 ０ ０５ 水平差异显著ꎬ∗∗表示用 ｔ 测验在 ０.０１
水平差异显著ꎬＮＳ 表示两组间无显著差异(Ｐ>０ ０５)ꎮ

图 ７　 ２０％ＰＥＧ 胁迫下绿豆叶片中 ３ 个 ＡＬ 基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＡＬ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｕｎｄｅｒ ２０％ＰＥＧ ｓｔｒｅｓｓ

重要作用ꎮ 苜蓿中 Ａｌｆｉｎ１ 蛋白可以调节 ＭｓＰＲＰ２ 基

因的表达ꎬ该基因编码一种富含脯氨酸的细胞壁蛋

白质ꎬ并积极调节植物的耐盐性和抗旱性[３ꎬ２２￣２３]ꎮ
在拟 南 芥 中ꎬ ＡｔＡＬ５ 蛋 白 可 与 ８ 个 目 标 基 因

(ＳＨＭＴ７、 ｂＺＩＰ５０、ＣＡＸ１、 ＴＡＣ１、ＦＡＯ、ＯＦＥ、ＮＡＣ０７５
和 ＷＲＫＹ１１)的启动子结合并抑制其转录ꎬ其中 ５ 个

基因(ＴＡＣ１、ＳＨＭＴ７、ＦＡＯ、ＯＦＥ 和 ＣＡＸ１)的敲除突

变体均表现出对盐、干旱和冷冻胁迫的耐受性增

强[２４]ꎬＡｔＡＬ６ 控制多个下游基因的表达ꎬ包括 ＥＴＣ１、
ＮＰＣ４、ＳＱＤ２ 和 ＰＳ２ꎬ以促进缺磷条件下的根毛伸

长[２５]ꎮ 在榆树中发现 ＡｈＡＬ１ 结合 ＧＲＦ７、ＤＲＥＢ１Ｃ

和几个与 ＡＢＡ 相关的编码基因的启动子区域ꎬ并下

调其 表 达ꎻ 在 ＡｈＡＬ１ 转 基 因 植 物 中 ＤＲＥＢ２Ａ、
ＤＲＥＢ１Ａ 和 ３ 个 ＡＢＦ 基因的表达量增加[２６]ꎮ 在对

耐旱和干旱胁迫敏感的水稻的转录组比较中也发

现ꎬ部分 ＡＬ 基因响应干旱胁迫[２７]ꎮ 在对鹰嘴豆的

干旱胁迫分析中也发现 １ 个对干旱响应表达上调非

常明显的 ＡＬ 转录因子[５]ꎮ 但是绿豆中的 ＡＬ 家族

还没有相关的研究报道ꎮ 在本试验中ꎬＰＥＧ 模拟的

干旱胁迫下ꎬ绿豆根部和叶片中 ＶｒＡＬ１、ＶｒＡＬ５、ＶｒＡＬ
７、ＶｒＡＬ ８、ＶｒＡＬ ９ 和 ＶｒＡＬ１０ 上调表达ꎮ 推测 ＶｒＡＬ１、
ＶｒＡＬ５、ＶｒＡＬ７、ＶｒＡＬ８、ＶｒＡＬ９、ＶｒＡＬ１０ 的上调表达和绿
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