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　 　 摘要:　 快速碱化因子 ＲＡＬＦ 是一类在植物生长发育及胁迫响应中发挥重要作用的小分子信号肽ꎮ 为探讨盐

胁迫条件下 ＲＡＬＦ 基因家族中的关键基因ꎬ本研究对紫花苜蓿全基因组进行了 ＲＡＬＦ 基因家族成员的鉴定ꎬ并分析

了其盐胁迫响应特征ꎮ 通过全基因组 ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ鉴定出紫花苜蓿有 ９ 个 ＲＡＬＦ 基因ꎬ编码的蛋白质氨基酸序列

长度从 ５９ ａａ 到 １２８ ａａꎬ等电点为５.１３~５􀆰 ４１ꎬ均为疏水性蛋白ꎮ 这些基因分布于 ６ 条染色体上ꎬ其中 ２ 对基因表现

出共线性关系ꎮ 系统发育分析将紫花苜蓿中 ９ 个 ＲＡＬＦ 基因分为 ４ 个组ꎬ且所有基因编码的蛋白质均保留了 ｍｏｔｉｆ１
和 ｍｏｔｉｆ２ 保守基序ꎮ 此外ꎬ启动子分析结果显示大多数 ＭｓＲＡＬＦ 基因具有响应植物生长发育及胁迫的顺式作用元

件ꎮ 盐胁迫处理 ７ ｄ 结果显示ꎬＭｓＲＡＬＦ１、ＭｓＲＡＬＦ２、ＭｓＲＡＬＦ３ 的表达量呈先下降后上升的趋势ꎬ并在第 ７ ｄ 达到峰

值ꎻＭｓＲＡＬＦ６ 的表达量呈先下降后上升再下降的趋势ꎬ并在第 ３ ｄ 达到峰值ꎻＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ５、ＭｓＲＡＬＦ７、
ＭｓＲＡＬＦ８、ＭｓＲＡＬＦ９ 的表达量均在盐胁迫当天达峰值ꎮ 本研究结果表明ꎬ紫花苜蓿中鉴定出的 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 基因可

能参与了植物对盐胁迫的响应ꎬ且其表达受到盐胁迫调控ꎮ
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ｍｏｔｉｆ２. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｍｏｓｔ ＭｓＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｃｉｓ￣ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ＭｓＲＡＬＦ１ꎬ ＭｓＲＡＬＦ２ ａｎｄ ＭｓＲＡＬＦ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｌｌｙ
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ｒｅａｃｈｉｎｇ ｍａｘｉｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ３ ｄ. ＭｓＲＡＬＦ４ꎬ ＭｓＲＡＬＦ５ꎬ ＭｓＲＡＬＦ７ꎬ ＭｓＲＡＬＦ８ ａｎｄ ＭｓＲＡＬＦ９ ａｌｌ ｐｅａｋｅｄ ｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ ｏｎ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａꎻ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 植物小分子信号肽是一类具有特殊功能的多

肽ꎬ其长度通常少于 １００ 个氨基酸ꎮ 这些信号肽在

植物中广泛存在ꎬ除了调节植物生长发育外ꎬ还参与

应对非生物逆境胁迫等重要过程[１]ꎮ
快速碱化因子 ＲＡＬＦ(Ｒａｐｉｄ ａｌｋａｌｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｆａｃ￣

ｔｏｒ)是一种相对分子量约为５ ０００的小分子信号肽ꎬ
首次在烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)叶片中发现ꎬ因其可

以引起培养基的快速碱化而得名[２]ꎮ ＲＡＬＦ 是一种

含有大量半胱氨酸的多肽ꎬ其整体结构由 ４９ 个氨基

酸组成ꎬ并且具有一个保守的 Ｃ 端结构域ꎮ 此外ꎬ
ＲＡＬＦ 的 Ｃ 末端结构域富含半胱氨酸(Ｃｙｓ)ꎬ通常包

含 ４ 个 Ｃｙｓꎬ这些 Ｃｙｓ 之间能够通过分子内二硫键形

成连接ꎬ从而进一步生成成熟的活性肽[２]ꎮ
ＲＡＬＦ 基因存在于一些单子叶植物、双子叶植

物以及裸子植物中ꎬ其在植物不同器官和组织中

的表达模式各不相同ꎮ ＲＡＬＦ 基因参与植物的生

长发育过程ꎬ例如首次被克隆的是番茄( Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉ￣
ｃｏｎ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ)中的一个 ＲＡＬＦ 基因ꎬ该基因可以

在特定时期抑制番茄花粉管的生长且不影响花粉

活力[３] ꎮ 拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)中 ＡｔＲＡＬＦ１
基因和 ＡｔＲＡＬＦ２３ 基因在根中特异性表达ꎬ此外ꎬ
植物在该基因过表达后可能表现出根系减少和生

长缓慢的表型ꎮ 也有研究结果表明ꎬ在拟南芥中

ＡｔＲＡＬＦ１ 基因通过快速胞外碱化作用抑制根尖生

长[４] ꎮ ＲＡＬＦ４ 和 ＲＡＬＦ１９ 是拟南芥的两种肽配

体ꎬ它们与受体 ＢＵＰＳ１ 和 ＢＵＰＳ２ 相互作用ꎬ调控

花粉管的生长和发育ꎬ并保持其完整性[２] ꎮ ＲＡＬＦ
多肽与 ＦＥＲＯＮＩＡ(ＦＥＲ)、ＡＮＪＥＡ(ＡＮＪ)和 ＨＥＲＣＵ￣
ＬＥＳ ＲＥＣＥＰＴＯＲ ＫＩＮＡＳＥ１(ＨＥＲＫ１)受体激酶相互

作用ꎬ从而调节花粉管的行为ꎬ最终确保成功受精

并防止多精现象[５] ꎮ
ＲＡＬＦ 还在植物的生物和非生物胁迫防御反应

中发挥作用ꎮ 相关研究结果表明ꎬＡｔＲＡＬＦ８ 是一种

在拟南芥中参与应激反应和细胞壁修饰的信号分子

基因ꎬ然而ꎬ其过度表达会对植物生长、耐旱性以及

对线虫感染的抗性产生负面影响[６]ꎮ ＡＬＦ２３ 和

ＲＡＬＦ３３ 通过抑制病原体相关分子模式诱导的活性

氧(ＲＯＳ)暴发ꎬ负调控植物免疫反应[７]ꎮ 盐胁迫条

件下ꎬＲＡＬＦ２２ / ＲＡＬＦ２３￣ＦＥＲ 和 ＬＲＸ３ / ＬＲＸ４ / ＬＲＸ５ 通

过维持细胞壁完整性、调节离子稳态及抑制 ＲＯＳ 过

度积累ꎬ共同提高植物的耐盐性[８]ꎮ 此外ꎬ过表达

藜麦 (Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ｑｕｉｎｏａ) ＣｑＲＡＬＦ１５ 基因的拟南

芥在高盐环境下仅表现出叶片失绿表型ꎬ表明该基

因参与调控植物的耐盐性[９]ꎮ
ＲＡＬＦ 可 被 玫 瑰 花 类 受 体 样 激 酶 １ 蛋 白

(ＣｒＲＬＫ１Ｌ)家族感知ꎬＲＡＬＦ 通过与 ＣｒＲＬＫ１Ｌ 家族

的受体相互作用ꎬ诱导植物细胞外区域的快速碱化ꎬ
并导致植物生长受到抑制ꎬＲＡＬＦ 和 ＣｒＲＬＫ１Ｌ 受体

复合物在其他组织中也参与调控细胞生长ꎮ 这些结

果表明ꎬＲＡＬＦ 和 ＣｒＲＬＫ１Ｌ 受体家族在植物细胞伸

长信号传导中与许多生理反应相互作用[１０]ꎮ
全球范围内ꎬ土壤盐渍化已成为亟待解决的重

要生态问题ꎬ盐渍化土壤面积庞大且分布广泛ꎮ 据

统计ꎬ全球盐碱地中中国占比达 １０.３８％ꎬ盐碱地对

植物生长及全球生态环境均带来重大威胁[１１]ꎮ 紫

花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)为多年生草本植物ꎬ属于豆

科苜蓿属ꎬ凭借其优良品质ꎬ在现代草产业中占有重

要地位ꎮ 因其产量高、营养价值高等特点被誉为

“牧草之王” [１２]ꎮ 中国紫花苜蓿主要分布在内蒙古、
新疆、甘肃等盐碱地较多的地区[１３]ꎮ 因此ꎬ研究紫

花苜蓿的耐盐机制ꎬ对合理开发和利用盐碱地具有

重要意义ꎮ
本研究对紫花苜蓿基因组中 ＲＡＬＦ 基因家族成

员进行了鉴定ꎬ随后进行系统发育分析、基因结构解

析、染色体定位及启动子响应元件的研究ꎮ 此外ꎬ还
检测在盐胁迫处理下紫花苜蓿 ＲＡＬＦ 家族基因的表

达ꎬ为深入探讨 ＲＡＬＦ 家族基因在紫花苜蓿盐胁迫

响应中的作用提供基础ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 植物培养与盐胁迫处理

选取饱满均匀的紫花苜蓿(品种为中苜 １ 号)
种子ꎬ播种在装有蛭石 ∶ 营养土＝ ３ ∶ １(体积比)的
培养钵中ꎬ培养 ３０ ｄ 后进行盐胁迫处理ꎮ

利用浓度为 ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＮａＣｌ 溶液浇灌紫

花苜蓿幼苗进行盐胁迫处理ꎬ分别在处理当天与

处理后 １ ｄ、３ ｄ 和 ７ ｄ 取样ꎬ每个时间点取 ４ 株幼

苗ꎬ迅速用水冲洗干净ꎬ将样品在研钵中磨碎ꎬ然
后放入 ５０ ｍＬ 离心管中液氮速冻ꎬ将样品储存于

－８０ ℃的超低温冰箱中备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 紫花苜蓿 ＲＡＬＦ 家族基因的鉴定、染色体定

位和共线性分析 　 中苜 １ 号紫花苜蓿数据下载自

Ｆｉｇｓｈａｒｅ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｎｆｏ. ｆｉｇｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / ) [１４]ꎮ 为

了鉴定紫花苜蓿中的 ＲＡＬＦ 基因ꎬ从 ＴＡＩＲ (ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / )数据库中获得了 ３９ 个 ＲＡＬＦ
家族基因序列作为种子序列ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ[１５] 的
Ｂｌａｓｔｐ 功能鉴定紫花苜蓿中的 ＲＡＬＦ 同源基因ꎻ使用

ＥｘＰＡＳｙ 网 站 ( ｈｔｔｐ: / / ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ) 预 测

ＭｓＲＡＬＦ 蛋白的相对分子量、等电点、亲水性总平均

值(ＧＲＡＶＹ)ꎮ 本研究从紫花苜蓿基因组的 ＧＦＦ 文

件中获取了 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 基因的染色体位置信息ꎬ
并通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行了可视化分析和共线性分析ꎮ
基因的复制事件则通过 ＫａＫｓ＿Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ２.０[１６] 进行

分析ꎮ
１.２.２　 系统发育、基因结构及保守基序分析　 使用

ＭＥＧＡ１１[１７]软件的 ＭＵＳＣＬＥ 工具比对 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ

基因编码蛋白质氨基酸序列与 ３９ 个拟南芥 ＲＡＬＦ
蛋白氨基酸序列ꎬ并采用邻接法(ＮＪ)构建系统发育

树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 检验次数为１ ０００次ꎮ 拟南芥 ＲＡＬＦ 蛋

白氨基酸序列来自 ＴＡＩＲ 数据库ꎮ 将 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ
基因编码蛋白质氨基酸序列上传至 ＭＥＭＥ 网站[１８]

(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)进行基序分析ꎬ
并使 用 ＭＥＧＡ１１ 软 件 构 建 系 统 发 育 树ꎮ 通 过

ＴＢｔｏｏｌｓ 整合并可视化分析结果ꎮ
１.２.３ 　 蛋白质结构预测 　 使用在线工具 ＳＯＰＭＡ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂ￣ｃｐ.ｆｒ)对 ９ 个ＭｓＲＡＬＦ 蛋白进

行蛋白质二级结构预测[１９]ꎮ
１.２.４　 顺式作用元件分析 　 从紫花苜蓿基因组中

提取 ９ 个 ＲＡＬＦ 基因起始密码子上游２ ０００个碱基对

的序列ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 获取每个基因起始密码子上游

２ ０００ ｂｐ 的 ＣＤＳ 序列ꎬ验证后上传至 Ｐｌａｎｔ ＣＡＲＥ
( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔ￣
ｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎬ筛选反馈结果并通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行可视

化分析ꎮ
１.２.５　 紫花苜蓿总 ＲＮＡ 提取 　 使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 总

ＲＮＡ 提取试剂盒按照操作手册提取 ＲＮＡꎬ利用

ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ 合成ꎮ
１.２.６　 表达模式分析　 以紫花苜蓿 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
目的基因和内参基因(ＭｓＥＩＦ４Ａ)引物见表 １ꎮ 反应

体系(２０ μＬ):５ μＬ 模板 ｃＤＮＡꎬ０􀆰 ８ μＬ 引物(浓度

为 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ( Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)１０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应

程序为:９４ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９４ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火

１５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ４５ 个循环ꎮ 基因相对表达量通

过 ２－△△Ｃｔ法计算[２０]ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称　 　 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＭｓＲＡＬＦ１ ＡＴＡＧＡＡＧＡＡＡＣＣＴＡＧＣＴＧＡＡＧＧＣＡＡＡ ＴＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＡＡＴＡＡＧＡＡＴＣＴＣＣＡＡＴＡ

ＭｓＲＡＬＦ２ ＣＴＧＴＣＡＡＴＧＴＴＡＴＣＧＧＴＡＡＴＣＣＴＧＣ ＣＣＡＣＧＧＣＡＣＣＴＴＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴ

ＭｓＲＡＬＦ３ ＧＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＴＡＧＴＧＣＴＣＴＴＴＴＧＡＴＴ ＡＣＡＧＣＣＴＣＴＣＣＧＡＴＡＴＧＴＧＴＴＴＧ

ＭｓＲＡＬＦ４ ＡＴＡＴＧＧＴＴＣＣＴＴＧＴＧＡＴＡＧＡＣＣＴＧＧＴ ＡＡＧＴＧＴＴＧＡＴＴＴＣＴＴＧＡＣＴＴＴＧＡＧＣＡ

ＭｓＲＡＬＦ５ ＴＧＣＡＧＴＧＧＴＴＣＣＡＴＡＧＣＴＧＡＡＴＧ ＴＣＡＧＡＡＡＴＧＴＡＴＣＴＣＣＴＴＴＧＣＴＣＣ

ＭｓＲＡＬＦ６ ＡＧＡＡＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＡＴＴＣ ＡＧＧＧＴＴＡＧＣＣＴＧＡＣＣＴＣＴＧＴＣＧ

ＭｓＲＡＬＦ７ ＣＡＡＣＡＣＣＡＡＣＴＴＧＣＣＡＡＧＧＣ ＧＣＴＡＧＧＡＴＡＣＧＣＣＧＧＴＧＡＧＡＣ

ＭｓＲＡＬＦ８ ＣＡＧＧＣＧＴＡＴＣＴＴＡＧＣＡＡＣＧＡＣＣＡ ＡＡＧＣＡＣＣＡＣＧＧＣＧＡＧＡＡＣＡＡ

ＭｓＲＡＬＦ９ ＴＧＴＣＡＣＴＴＴＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＣＣ ＡＣＴＣＡＧＴＴＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＣＴＣＣＧＣ

ＭｓＥＩＦ４Ａ ＡＡＡＡＧＧＴＧＴＴＧＣＴＡＴＣＡＡＣＴＴＣＧＴＣ ＡＣＡＴＴＴＧＡＡＧＧＣＡＧＴＴＣＣＴＣＴＡＣＧ
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２　 结果与分析

２.１　 紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因家族成员的鉴定、基
因染色体定位以及共线性关系

　 　 本研究从中苜 １ 号基因组中鉴定到 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ

基因ꎬ分别命名为 ＭｓＲＡＬＦ１~ＭｓＲＡＬＦ９(表 ２)ꎮ 通过

ＥｘＰＡＳｙ 分析ꎬＭｓＲＡＬＦ 基因编码的蛋白质氨基酸序列

长度在 ５９ ａａ 至 １２８ ａａ 之间ꎬ且 ＭｓＲＡＬＦ９ 的氨基酸

序列最长ꎬ相对分子量为３２ ０８８.２８ꎮ ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 的

等电点为５.１３~５􀆰 ４１ꎬ且均为疏水蛋白ꎮ

表 ２　 紫花苜蓿中 ＭｓＲＡＬＦ 基因鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ

基因 ＩＤ　 　 基因名称
编码的蛋白质

等电点 相对分子量 亲水性总平均值 氨基酸序列长度(ａａ)

ＭｓＧ０２８００１０７４４.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ１ ５.４１ １４ ５７２.０３ ０.７６２ ５９

ＭｓＧ０２８００１０７７４.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ２ ５.３４ １８ ５８７.６８ ０.８０６ ７６

ＭｓＧ０２８００１０７７５.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ３ ５.３４ １８ ５８７.６８ ０.８０６ ７４

ＭｓＧ０３８００１６１４３.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ４ ５.３７ ２２ ６５４.７１ ０.６６５ ９３

ＭｓＧ０４８００１９４６１.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ５ ５.１３ ２３ １２４.１６ ０.５９０ ９４

ＭｓＧ０６８００３４２２４.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ６ ５.３１ ２２ ８９９.５９ ０.７５５ ９１

ＭｓＧ０７８００４１２９０.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ７ ５.２２ ３０ １５９.３６ ０.８９６ １１８

ＭｓＧ０７８００４１５３３.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ８ ５.２８ ２６ ３５８.４６ ０.７８１ １０６

ＭｓＧ０８８００４７０４８.０１.Ｔ０１ ＭｓＲＡＬＦ９ ５.２１ ３２ ０８８.２８ ０.７６１ １２８
亲水性总平均值大于 ０ 的为疏水蛋白ꎬ小于 ０ 的为亲水蛋白ꎮ

　 　 如图 １ 所示ꎬＭｓＲＡＬＦ 基因主要集中在 ２ 号染色

体上ꎬ共 ３ 个基因ꎬ３ 号染色体、４ 号染色体、６ 号染

色体、７ 号染色体和 ８ 号染色体上有１~ ２ 个基因ꎮ １
号染色体和 ５ 号染色体上未发现 ＭｓＲＡＬＦ 基因ꎮ

图 １　 ＭｓＲＡＬＦ 基因染色体定位

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ

　 　 共线性分析结果表明ꎬＭｓＲＡＬＦ 基因家族成员

中有 ２ 对基因存在共线性关系ꎬ分别是 ＭｓＲＡＬＦ７ 和

ＭｓＲＡＬＦ９、ＭｓＲＡＬＦ８ 和 ＭｓＲＡＬＦ９(图 ２)ꎮ 为评估其

进化选择模式ꎬ对串联重复基因进行非同义替换率

(Ｋａ)与同义替换率(Ｋｓ)比值的计算结果显示ꎬ非同

义替换率(Ｋａ)和同义替换率(Ｋｓ)之间的比值小于

１ꎬ表示 ＭｓＲＡＬＦ 基因受到正选择ꎬ即有利突变被保

留(表 ３)ꎮ
２.２　 紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因的系统发育、基因结

构和保守基序

　 　 将拟南芥中的 ３９ 个 ＲＡＬＦ 基因与本研究鉴定

出的 ９ 个紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因进行系统进化分
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析ꎮ 结果显示ꎬ拟南芥和紫花苜蓿共 ４８ 个 ＲＡＬＦ 基

因被分成 ６ 个组ꎬ其中拟南芥的 ＲＡＬＦ 基因在 ６ 个

组中都有成员分布ꎬ而紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因只分

布于Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组和Ⅵ组中(图 ３)ꎮ 其中属于Ⅰ
组的紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因数量有 ４ 个ꎬ分别是

ＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ７、ＭｓＲＡＬＦ８ 和 ＭｓＲＡＬＦ９ꎬⅠ组包

括拟南芥中已经报道的与盐胁迫响应相关的

ＲＡＬＦ２２、ＲＡＬＦ２３ (即 ＡＴ３Ｇ０５４９０.１、ＡＴ３Ｇ１６５７０.１)ꎮ
紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ１、ＭｓＲＡＬＦ６ 与调控拟南芥花粉管

伸长的 ＡＴ１Ｇ２８２７０.１ 基因均处于Ⅱ组ꎮ

图 ２　 ＭｓＲＡＬＦ 的共线性关系

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ＭｓＲＡＬＦ

表 ３　 ＭｓＲＡＬＦ 基因中非同义替换率、同义替换率及其比值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｏｎ￣ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕ￣
ｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒａｔｉｏ ｉｎ ＭｓＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ

基因名称
非同义替换率

(Ｋａ)
同义替换率

(Ｋｓ) Ｋａ / Ｋｓ

ＭｓＲＡＬＦ７/ ＭｓＲＡＬＦ８ ０.３６９ ４５６ ３２８ － －

ＭｓＲＡＬＦ７/ ＭｓＲＡＬＦ９ ０.４３１ ９３７ ８１７ １.６４７ ９１８ ４３３ ０.２６２ １１１ １６３

ＭｓＲＡＬＦ８/ ＭｓＲＡＬＦ９ ０.３３２ ８２７ ４９４ １.２４３ ２４４ ０７２ ０.２６７ ７０８ ８９３

　 　 对紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 蛋白保守基序进行分析ꎬ

结果发现共有 ５ 个不同的保守基序(图 ４)ꎮ 其中ꎬ
ｍｏｔｉｆ１ 和 ｍｏｔｉｆ２ 基序在 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 蛋白中都存

在ꎬｍｏｔｉｆ４ 仅在 ＭｓＲＡＬＦ２ 蛋白和 ＭｓＲＡＬＦ３ 蛋白中

存在ꎮ ＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ５、ＭｓＲＡＬＦ７、ＭｓＲＡＬＦ８ 和

ＭｓＲＡＬＦ９ 则都由 ｍｏｔｉｆ１、ｍｏｔｉｆ２、ｍｏｔｉｆ３ 和 ｍｏｔｉｆ５ ４ 个

基序组成ꎮ
２.３　 紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 蛋白二级结构

利用 ＳＯＰＭＡ 网站预测和分析 ＭｓＲＡＬＦ 基因编

码蛋白的二级结构ꎮ 结果显示ꎬＭｓＲＡＬＦ 蛋白的二

级结构包括 ４ 种类型:α￣螺旋、延伸链、β￣转角和无
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规则 卷 曲ꎮ 其 中ꎬ α￣螺 旋 的 比 例 在 １８.８６％ 至

３５􀆰 １１％之间ꎬ延伸链的比例为１１.８４％~ ２７􀆰 ３６％ꎬβ￣
转角的比例为０~ １５􀆰 ２５％ꎬ而无规则卷曲的比例在

３６.１７％至 ５７􀆰 ２０％之间ꎮ

●表示紫花苜蓿 ＲＡＬＦ 基因家族成员ꎮ
图 ３　 紫花苜蓿与拟南芥 ＲＡＬＦ 基因家族进化分析

Ｆｉｇ.３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲＡＬＦ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２.４　 紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因启动子顺式作用元件

　 　 对紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因启动子顺式作用元件

分析结果显示ꎬ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 基因启动子上都具有

数量众多的胁迫响应顺式作用元件ꎮ 序列中包含大

量激素响应元件和非生物胁迫响应顺式作用元件ꎮ
其中激素响应元件包括脱落酸(ＡＢＡ)响应元件和

赤霉素(ＧＡ)响应元件ꎮ 非生物胁迫响应元件包括

防御与胁迫响应元件、低温响应元件ꎬ以及多个

ＭＹＢ 转录因子结合元件(调控类黄酮生物合成、光
响应及干旱诱导等过程)ꎮ 除此以外ꎬ各基因启动

子上还具有大量的光响应和昼夜节律相关顺式作用

元件ꎮ 这些结果说明ꎬ紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因表达

可能受到各种激素和非生物胁迫的调控ꎮ
２.５　 紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因在盐胁迫下的表达

为探究紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因表达是否受盐胁迫

调控ꎬ本研究采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测了 ９ 个 ＭｓＲＡＬＦ 基因

在盐胁迫下的转录水平ꎮ 结果(图 ５)表明ꎬ随着处理时

间的延长ꎬＭｓＲＡＬＦ１、ＭｓＲＡＬＦ２、ＭｓＲＡＬＦ３ 的表达量呈先

下降后上升的趋势ꎬ并在第 ７ ｄ 达到最高值ꎻＭｓＲＡＬＦ６
的表达量呈先下降后上升再下降的趋势ꎬ并在第 ３ ｄ 达

到最高值ꎮ ＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ７ 和 ＭｓＲＡＬＦ９ 的表达量

呈先下降后上升的趋势ꎬ３ 个基因的表达量均在 ０ ｄ 时
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达峰值ꎮ ＭｓＲＡＬＦ５、ＭｓＲＡＬＦ８的表达量呈先下降后上升 再下降的趋势ꎬ２ 个基因的表达量均在 ０ ｄ 时达峰值ꎮ

图 ４　 ＭｓＲＡＬＦ 蛋白保守基序分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｓＲＡＬＦ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ５　 ＭｓＲＡＬＦ 基因在盐胁迫下的表达特征

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＭｓＲＡＬＦ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨 论

ＲＡＬＦ 小分子信号肽在植物中广泛分布ꎬ在调

节植物激素和调控植物生长等过程中发挥重要作

用ꎮ 前人利用基因组测序数据对很多种类植物的

ＲＡＬＦ 基因家族成员进行了鉴定和分析ꎮ 例如ꎬＬｉｕ
等[２１]在大豆中鉴定到 ２７ 个 ＲＡＬＦ 基因家族成员ꎬ并
分析了其对真菌的响应ꎻＪｉａｎｇ 等[９] 在藜麦中鉴定到

１８ 个 ＲＡＬＦ 基因家族成员ꎬ并对其在盐胁迫下的表

达和功能进行了分析ꎬ鉴定到藜麦中与盐胁迫响应
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相关的 ＲＡＬＦ 基因ꎻＳｕｉ 等[２２] 在巴西橡胶树基因组

中鉴定到 ２３ 个 ＲＡＬＦ 基因家族成员ꎬ并研究了割胶

和乙烯对 ＲＡＬＦ 基因表达的影响ꎻＸｕｅ 等[２３] 在玉米

基因组中鉴定到 ２０ 个 ＲＡＬＦ 基因并分析了它们在

非生物胁迫下的表达水平ꎮ 此外ꎬ研究人员还对野

生草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ｖｅｓｃａ)和栽培草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎ￣
ａｓｓａ)等不同物种 ＲＡＬＦ 基因家族成员进行了鉴

定[２４]ꎮ 本研究通过全基因组 Ｂｌａｓｔ 在紫花苜蓿中共

鉴定到 ９ 个 ＲＡＬＦ 基因家族成员ꎬ分布在 ６ 条不同

的染色体上ꎮ 作为豆科植物ꎬ紫花苜蓿中鉴定到的

ＲＡＬＦ 基因家族成员数量远低于大豆ꎬ这种差异可能

与不同植物基因组大小有关ꎬ也可能反映了紫花苜

蓿 ＲＡＬＦ 基因与大豆 ＲＡＬＦ 基因在进化上不同ꎮ 另

外ꎬ已有研究结果表明ꎬ在豆科植物(如大豆、苜蓿)
中ꎬＲＡＬＦ 基因的数量通常少于非豆科植物(如拟南

芥)ꎮ 这是由于基因扩增模式的差异ꎬ非豆科植物

的 ＲＡＬＦ 基因扩增主要通过串联重复完成ꎬ而豆科

植物则以片段重复为主[２５]ꎮ
本研究对紫花苜蓿的 ９ 个 ＲＡＬＦ 基因家族成员

进行 了 系 统 发 育 分 析ꎬ 结 果 显 示ꎬ ＭｓＲＡＬＦ１ 和

ＭｓＲＡＬＦ６ 与 调 控 拟 南 芥 花 粉 管 伸 长 的 ＲＡＬＦ４
(ＡＴ１Ｇ２８２７０.１)同处于Ⅱ组ꎬ存在较近的亲缘关系ꎮ
ＲＡＬＦ４ 是调节花粉管完整性和极性伸长的分泌型小

肽ꎬ通过与富含亮氨酸重复序列￣类伸展素蛋白

(ＬＲＸ) 和长春花受体样激酶 １￣类受体激酶配体

(ＣｒＲＬＫ１Ｌ￣ＬＧ)蛋白家族的相互作用ꎬ形成复杂的

信号网络ꎬ以维持花粉管的正常功能[２６]ꎬ推测紫花

苜蓿的 ＭｓＲＡＬＦ１、ＭｓＲＡＬＦ６ 基因可能与花粉管发育

有关ꎮ ＭｓＲＡＬＦ４、 ＭｓＲＡＬＦ７、 ＭｓＲＡＬＦ８ 和 ＭｓＲＡＬＦ９
这 ４ 个基因与拟南芥 ＲＡＬＦ２２ 和 ＲＡＬＦ２３ 同处于Ⅰ
组ꎬ亲缘关系较近ꎮ 拟南芥中 ＲＡＬＦ２２ 和 ＲＡＬＦ２３
通过与 ＬＲＸ３、ＬＲＸ４、ＬＲＸ５ 及 ＦＥＲＯＮＩＡ(ＦＥＲ)形成

复合体ꎬ通过影响细胞壁的完整性进而调控植物的

生长和对盐胁迫的响应[８]ꎬ因此处于同一组的紫花

苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ７、ＭｓＲＡＬＦ８ 和 ＭｓＲＡＬＦ９ 基

因可能参与了盐胁迫响应的调控ꎮ
启动子顺式作用元件与基因表达、功能密切相

关[２７￣３３]ꎬ在紫花苜蓿的 ＭｓＲＡＬＦ 基因启动子区域存

在多个与植物激素响应和胁迫响应的顺式作用元

件ꎬ尤其是 ＡＢＡ 响应元件和 ＧＡ 响应元件ꎬ这些响

应元件为启动子区域的功能研究提供了重要线索ꎮ
ＡＢＡ 是植物响应非生物胁迫的重要激素之一ꎮ

ＡＢＡ 激素通过 ＡＢＲＥ 顺式作用元件招募转录因子

(如 ＡＢＩ５、ＡＲＥＢ)ꎬ进而调控盐胁迫响应基因的表

达ꎬ这一机制有助于植物在盐胁迫下维持水分平衡

和抗逆性ꎮ ＡＢＡ 通过信号转导途径激活盐胁迫响

应基因的表达ꎬ并协同调控离子通道和水通道蛋白ꎬ
从而增强植物的耐盐性[３４]ꎮ 另一方面ꎬＧＡ 作为植

物生长的关键调节因子ꎬ也在盐胁迫响应中发挥重

要作用ꎮ ＧＡ 能够通过调节 ＧＡ 合成酶和降解酶的

表达缓解盐胁迫引起的植物生长抑制[３５]ꎮ 在盐胁

迫条件下ꎬＧＡ 通过调节与生长相关的基因表达和

信号转导途径ꎬ协同作用于 ＡＢＡꎬ达到共同调节植

物生长和胁迫响应的目标ꎮ ＧＡ 与 ＡＢＡ 在盐胁迫下

的植物适应性调节中发挥了复杂而重要的作用ꎮ 紫

花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因的启动子不仅包含 ＡＢＡ 和 ＧＡ
响应元件ꎬ还富含与防御和胁迫相关的顺式作用元

件ꎬ如 ＭＹＢ 转录因子结合位点和低温响应元件ꎮ 这

些调控元件可能与 ＡＢＡ 和 ＧＡ 信号通路交叉调控ꎬ
影响紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因的表达ꎬ进而调节植物

对盐胁迫的响应ꎮ 例如ꎬＭＹＢ 转录因子家族成员已

被证实在 ＡＢＡ 介导的耐盐性调节中发挥重要作

用[３６]ꎬ而低温响应元件则可能使紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ
基因在低温胁迫与盐胁迫的交互作用中产生响应ꎮ
综上ꎬ紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因可能通过启动子区域

的激素响应元件与 ＡＢＡ 和 ＧＡ 信号通路协同作用ꎬ
调节植物对盐胁迫的适应性响应ꎮ 这种调控机制不

仅会影响植物的耐盐能力ꎬ还可能影响其整体生长

发育ꎮ
根据目前的研究结果ꎬ拟南芥中 ＲＡＬＦ 基因主

要通过与 ＦＥＲＯＮＩＡ(ＦＥＲ)受体激酶相互作用调控

细胞壁重塑、离子平衡以及 ＲＯＳ 信号通路ꎬ从而参

与植物的抗逆性调节ꎮ 尤其是在盐胁迫下ꎬＲＡＬＦ 基

因通过 ＦＥＲ 受体激酶影响 ＡＢＡ 信号通路ꎬ是植物

在胁迫条件下调节植物生长发育和抗逆性的一个重

要机制[８]ꎮ 与拟南芥相比ꎬ紫花苜蓿 ＭｓＲＡＬＦ４、
ＭｓＲＡＬＦ７、ＭｓＲＡＬＦ８ 和 ＭｓＲＡＬＦ９ 基因在盐胁迫下表

现出下调趋势ꎬ在系统发育分析中同属Ⅰ组ꎬ这表明

它们可能具有相似的调控机制ꎮ 然而ꎬ这些基因在

紫花苜蓿中的具体功能仍不完全明确ꎬ例如它们是

否像拟南芥中的 ＲＡＬＦ 基因一样通过 ＦＥＲ 受体及其

他胁迫响应相关途径调控植物的盐胁迫响应ꎮ 结合

保守基序分析ꎬ具有相似表达模式的基因在其编码

蛋白的保守基序组成上也有较高的相似性 (如
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ＭｓＲＡＬＦ４、ＭｓＲＡＬＦ７ 等)ꎮ 这一特点为进一步揭示这

些基因的功能提供了线索ꎮ 值得注意的是ꎬＭｓＲＡＬＦ
基因的调控可能不仅与 ＡＢＡ 信号通路相关ꎬ还可能

涉及 ＧＡ 信号通路、ＭＹＢ 转录因子调控、ＲＯＳ 信号

通路等多重机制ꎮ ＭｓＲＡＬＦ 基因可能在盐胁迫的条

件下通过调节这些信号传导通路来调控植物的耐盐

性ꎮ
因此ꎬ未来的研究应进一步探索 ＭｓＲＡＬＦ 基因

在紫花苜蓿盐胁迫响应中的具体调控机制ꎬ特别是

通过功能验证与拟南芥中已知的 ＲＡＬＦ 基因功能进

行对比分析ꎬ揭示其在盐胁迫中的作用ꎮ 此外ꎬ还可

结合基因敲除、过表达以及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 等技术手段深

入解析 ＭｓＲＡＬＦ 基因在紫花苜蓿中的功能ꎬ为耐盐

作物的育种改良提供理论依据ꎮ

４　 结 论

本研究通过全基因组分析ꎬ鉴定到 ９ 个紫花苜

蓿 ＭｓＲＡＬＦ 基因家族成员ꎬ系统进化分析将其分在 ４
个不同组中ꎮ 紫花苜蓿 ＲＡＬＦ 与拟南芥 ＲＡＬＦ 进化

关系、启动子顺式作用元件和基因表达分析结果表

明ꎬＭｓＲＡＬＦ 基因与紫花苜蓿对盐胁迫及其他非生

物胁迫的响应有关ꎬ相同组的 ＭｓＲＡＬＦ 基因在盐胁

迫下的表达模式基本相同ꎮ 本研究结果初步揭示了

ＭｓＲＡＬＦ 基因参与了紫花苜蓿对盐胁迫的响应ꎬ为
进一步探究 ＲＡＬＦ 在盐胁迫响应中的调控机制奠定

了基础ꎮ
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