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紫花苜蓿 ＣＮＧＣ 基因家族全基因组鉴定及
干旱胁迫下的调控模式分析

邱应德ꎬ罗永忠ꎬ齐建伟ꎬ周晓彤ꎬ马　 超ꎬ于思敏
(甘肃农业大学林学院ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:环核苷酸门控通道蛋白(ｃｙｃｌｉｃ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｇａｔｅｄ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＣＮＧＣ)在 Ｃａ２＋信号转导过程中发挥着

重要作用ꎮ 利用生物信息学和分子生物学的研究方法对四倍体紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ‘Ｘｉｎｊｉａｎｇｄａｙｅ’)ＣＮＧＣ 基因

家族成员进行全基因组鉴定和干旱胁迫下的调控模式分析ꎮ 结果表明:新疆大叶苜蓿基因组中共包含 ６７ 个

ＭｓＣＮＧＣ 基因ꎬ不均匀地分布在 ３０ 条染色体上ꎬ分属 ５ 个亚家族ꎬ共包含 ２０ 个 Ｍｏｔｉｆꎬ其启动子区域存在多种响应逆

境胁迫的作用元件ꎮ 新疆大叶苜蓿叶片中共表达了 ２８ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因ꎬ有 ２６ 个在干旱胁迫下不均匀上调ꎬ其中

ＭｓＣＮＧＣ５９ 表达量最高且在干旱胁迫下上调倍数最大ꎮ ＭｓＣＮＧＣｓ 含有 ２９~ １２０ 个磷酸化位点ꎬ能被 ＬＲＲ 蛋白激酶

磷酸化ꎬＭｓＬＲＲｓ 与 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因表达之间呈显著的正相关关系ꎮ 此外ꎬＣａ２＋ 信号转导相关基因 ＭｓＣａＭ、ＭｓＣＭＬ 和

ＭｓＣＤＰＫ 表达量在干旱胁迫下显著上调ꎮ 综上ꎬ四倍体紫花苜蓿 ＭｓＣＮＧＣｓ 对干旱胁迫的响应包括转录调控和蛋白

质的磷酸化调控ꎬ在干旱胁迫下能通过参与 Ｃａ２＋信号转导途径提高紫花苜蓿的抗旱性ꎮ
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　 　 紫花苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)作为世界上广泛栽

培的豆科牧草ꎬ在控制水土流失、涵养水源、调节气

候和改善土壤肥力等方面发挥重要作用ꎬ是草畜产

业发展和生态恢复广泛种植的品种[１]ꎮ 其中四倍

体新疆大叶苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｘｉｎｊｉａｎｇｄａｙｅ)是中

国西北地区农场主要种植的牧草品种之一[２]ꎮ 苜

蓿生长过程需要消耗较多水分ꎬ但我国西北地区水

资源匮乏ꎬ干旱成为新疆大叶苜蓿生长和推广种植

的主要限制因素ꎮ 近年来ꎬ国内外学者从形态、生
理、分子等层面对紫花苜蓿耐旱机理进行了大量研

究[３－４]ꎮ 弋钦等[５] 研究表明ꎬ干旱胁迫下施加适宜

浓度外源 Ｃａ２＋处理的紫花苜蓿种子萌发率、发芽指

数及活力指数显著提高ꎻＳａｆａｒｎｅｊａｄ[６] 研究发现ꎬ紫
花苜蓿叶片中 Ｃａ２＋和 Ｋ＋浓度随干旱程度的增加而

增加ꎬ且增加趋势在耐旱性强的紫花苜蓿中表现更

显著ꎮ 以上研究均说明紫花苜蓿可通过提高细胞

内 Ｃａ２＋浓度来提高对干旱胁迫的耐受性ꎮ
植物对干旱胁迫的适应包括信号感知、信号转

导和下游响应 ３ 个层次ꎬ其中信号转导是激活下游

应答的关键环节[７]ꎮ 在植物中ꎬＣａ２＋信号是转导不

同环境和发育刺激信号的重要机制ꎮ Ｃａ２＋在植物细

胞中内流主要受环核苷酸门控离子通道(ｃｙｃｌｉｃ ｎｕ￣
ｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｇａｔｅｄ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｒｏｔｅｎｓꎬ ＣＮＧＣｓ)、双孔通道蛋

白 ( ｔｗｏ￣ｐｏｒｅ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬ ＴＰＣｓ )、 谷 氨 酸 受 体

(ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＧＬＲ)和高渗促钙内流蛋白(ｈｙ￣
ｐｅｒｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ￣ｉｎｄｕｃｅｄ Ｃａ２＋ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＯＳＣＡ)酶的共同

调控ꎬ其中 ＣＮＧＣｓ 是调控 Ｃａ２＋内流的主要膜通道蛋

白ꎬ其位于质膜、液泡膜或核膜中ꎬ由钙调蛋白

(ＣａＭ)和环核苷酸单磷酸( ｃＮＭＰｓꎻ３′ꎬ５′－ｃＡＭＰ 和

３′ꎬ５′－ｃＧＭＰ)等二级信使在细胞内控制ꎬ是 Ｃａ２＋等

渗透性阳离子传导通道ꎬ可跨膜运输钠、钙和钾阳

离子[８]ꎮ ＣＮＧＣｓ 在植物适应干旱胁迫中发挥重要

的调 控 作 用ꎮ Ｋｉｒｕｎｇｕ 等[９] 研 究 表 明ꎬ 棉 花 的

ＣＮＧＣ４ 和 ＣＮＧＣ５ 在干旱胁迫后表达丰度显著升

高ꎬ在沉默后植株对干旱胁迫的耐受性显著降低ꎮ
转录组学的研究结果表明ꎬ多个 ＣＮＧＣｓ 家族基因参

与了外源 Ｃａ２＋ 介导的番茄对干旱胁迫的响应[１０]ꎮ
此外ꎬＣＮＧＣｓ 蛋白质可能受到蛋白激酶的磷酸化调

控ꎮ 如拟南芥 ＣＮＧＣ４ 蛋白质包含 ９ 个磷酸化位点ꎬ
ＢＩＫ１ 的磷酸化可缓解 ＣａＭ７ 介导的对 ｆｌｇ２２ 信号传

导中 ＡｔＣＮＧＣ２ / ４ 复合物的抑制[１１]ꎻ水稻细胞质激

酶 ＯｓＲＬＣＫ１８５ 负责通过磷酸化激活 ＯｓＣＮＧＣ９ꎬ触
发防御反应[１２]ꎮ 可见ꎬＣＮＧＣｓ 可能通过转录调控和

蛋白磷酸化广泛参与植物对干旱胁迫的响应过程ꎮ
研究表明ꎬ水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)

和番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)基因组中分别有 １６、
１２ 个和 １８ 个 ＣＮＧＣ 成员[１３－１５]ꎬ陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ
ｈｉｒｓｕｔｕｍ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)和油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓ)的基因组中分别有 ３３、４７ 个和 ６１ 个 ＣＮＧＣ
成员[１６－１８]ꎮ 目前ꎬ干旱胁迫下紫花苜蓿 Ｃａ２＋内流的

分子机制和 ＣＮＧＣｓ 基因家族的遗传基础尚未见报

道ꎮ 因此ꎬ本研究利用已发表的新疆大叶苜蓿基因

组对 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族成员进行鉴定ꎬ并通过自然

干旱处理分析 ＭｓＣＮＧＣｓ 及相关基因在干旱胁迫下

的调控模式和相关功能ꎬ以期为改良紫花苜蓿的抗

旱性提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

从 ＦｉｇＳｈａｒｅ(ｈｔｔｐｓ: / / ｆｉｇｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / )数据库下载

新疆大叶苜蓿的基因组相关文件(包含基因组及其

注释文件) [１９]ꎬ拟南芥和蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａ￣
ｔｕｌａ)全基因组数据分别下载自 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / ) 和 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｌａｎｔｓ.
ｅｎｓｅｍｂｌ.ｏｒｇ / )数据库ꎮ 干旱胁迫转录组分析使用的

材料为新疆大叶苜蓿ꎮ
１.２　 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族生物信息学分析

１.２.１　 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族成员的鉴定　 从 Ｐｆａｍ(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )下载 ＣＮＧＣ 蛋白质的结构域

文件(ｃＮＭＰ / ＣＮＢＤꎬ ＰＦ０００２７ꎻ ＩＴＰꎬ ＰＦ００５２０) [２０]ꎬ
使用 ＨＭＭＥＲ ３.０ 软件在蛋白质文件中搜索获得包

含 ＣＮＧＣ 结构域的序列ꎬ参数设置为 Ｅ－ｖａｌｕｅ≤１×
１０－５ꎮ 利用蛋白序列在 Ｉｎｔｅｒｐｒｏ、ＳＭＡＲＴ、ＮＣＢＩ 在线

网站鉴定含有的结构域ꎬ去除冗余序列ꎮ
１.２.２　 染色体定位与理化性质分析 　 使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ
软件[２１]对鉴定的 ＭｓＣＮＧＣ 家族成员进行染色体定

位分析ꎬ并根据家族成员所在位置对其进行命名ꎮ
使用 ＥｘＰａｓｙ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ｔｏｏｌ 网站(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ/ )对紫花苜蓿 ＭｓＣＮＧＣ 家族的氨基酸

长度、分子质量、等电点、不稳定指数、脂肪指数、平
均疏水性等理化性质进行预测ꎮ 利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ
网站(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ. ｊｐ / )对紫花苜蓿 ＭｓＣＮＧＣ
家族进行亚细胞定位ꎮ
１.２. ３ 　 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族系统进化分析 　 使用

Ｍａｆｆｔ 软件将鉴定的 ＭｓＣＮＧＣ 成员与拟南芥 ＡｔＣＮＧＣ
成员进行比对ꎬ在 Ｔｒｉｍａｌ 软件中进行去除非保守间

隙ꎬ在 ＩＱ－ｔｒｅｅ 软件中采用最大似然法构建系统进

化树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 参数设置为 １ ０００ꎮ 最后使用 ｉＴＯＬ
网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )进行系统发育树的可视

化处理ꎮ
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１.２.４　 ＭｓＣＮＧＣ 基因结构与保守基序及启动子顺式

作用元件分析 　 使用 ＭＥＭＥ 网站( ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ－
ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / )进行 ＭｓＣＮＧＣ 基因序列 ｍｏｔｉｆ 的鉴

定ꎬ保守基序数值为 ２０ꎬ其他参数保持默认状态ꎮ
使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 软件[２１] 完成基因结构分析和提取上游

２ ０００ ｂｐ 的启动子序列ꎬ在 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网站(ｈｔｔｐｓ:
/ / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔ￣
ｍｌ / )进行顺式作用元件预测ꎬ将预测结果在 Ｔｂｔｏｏｌｓ
软件上可视化绘图ꎮ
１.２.５　 蛋白跨膜结构、二级和三级结构预测分析　
利用 ＴＭＨＭＭ－ ２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃ－ｅｓ / ＴＭＨＭＭ－２.０ / )分析 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白跨

膜结构ꎬ利用在线网站 ＳＯＰＭＡ(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ. ｌｙｏｎ.
ｉｎｓｅｒｍ.ｆｒ / )进行 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白二级结构的预测ꎬ使
用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )对 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白的三级结构进行预测ꎮ
１.２.６　 ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性分析 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软

件对新疆大叶苜蓿、蒺藜苜蓿和拟南芥 ＭｓＣＮＧＣ 基

因进行共线性分析并可视化ꎮ
１.２.７　 ＧＯ 注释、蛋白互作与磷酸化位点分析 　 使

用 Ａｇｒｉｇｏ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏ. ｃａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ａｇｒｉＧＯ / ｉｎｄｅｘ.
ｐｈｐ)数据库完成 ＧＯ 注释ꎬ注释类别为:生物过程

(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)、细胞组分(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ)
和分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ 可视化

注释结果ꎮ 使用在线工具 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / )对蛋白磷酸化位点分析ꎮ 蛋

白互作网络分析使用 ＳＴＲＩＮＧ １２.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｎ.ｓｔｒｉｎｇ－
ｄｂ.ｏｒｇ / )完成ꎬ使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ(３.１０.０)完成互作网络

可视化ꎮ ＧＯ 注释与蛋白互作网络分析参考物种均为

蒺藜苜蓿(ＮＣＢＩ 登录号:ＧＣＡ＿００３４７３４８５.１) [２２]ꎮ
１.３　 干旱胁迫下的转录组分析

１.３.１　 材料处理与转录组测序 　 供试新疆大叶紫

花苜蓿种子来源于甘肃农业大学草业学院ꎮ 于自

然条件下进行盆栽试验ꎬ采用开口直径 ３０.０ ｃｍ、高
２３.０ ｃｍ 的塑料盆ꎬ每盆装筛选土(筛孔 ０.５ ｃｍ)８ ｋｇꎮ
紫花苜蓿于 ２０２３ 年 ３ 月 １６ 日进行播种ꎬ播种量为每

桶 ３０ 粒ꎬ苗期留取生长基本一致的壮苗ꎬ定苗为 １５
株ꎮ 试验设 ４ 组水分处理ꎬ分别为充分供水处理 ＣＫ
(土壤含水量控制为田间持水量的 ８０％~８５％)、轻度

水分胁迫处理 Ｄ１(土壤含水量控制为田间持水量的

６０％~６５％)、中度水分胁迫处理 Ｄ２(土壤含水量控制

为田间持水量的 ４０％~４５％)、重度水分胁迫处理 Ｄ３
(土壤含水量控制为田间持水量的 ２０％~２５％)ꎬ每处

理 ６ 个重复ꎮ 于 ２０２３ 年 ６ 月 ２１ 日开花初期开始控

水ꎬ用感量 ５.０ ｇ 电子秤于每天 １８ ∶ ００ 对各处理进行

称重补水ꎬ架设塑料防雨棚ꎬ控制土壤水分含量范围ꎮ
干旱胁迫第 １４ 天时 Ｄ２ 和 Ｄ３ 处理叶片出现明显萎

蔫ꎬ此时对 ＣＫ、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３ 处理下植株的完整健康叶

片进行采样ꎬ用于转录组比较分析ꎮ
ＲＮＡ 的提取和质量控制、文库制备和定量、测

序和 ＱＣ 分析参考 Ｒａｏ 等[２３] 的方法ꎮ 使用 Ｈｉｓａｔ２
(２.２.１) [２４]将 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到新疆大叶苜蓿的参

考基因组上ꎬ使用 ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ(２.０.３) [２５] 计算基因

比对情况ꎬ然后根据基因长度计算每个基因的

ＦＰＫＭ(ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｍｉｌｌｉｏｎ)ꎬＰ<０.０５ꎬＦＤＲ
<０.０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＰＫＭ ｜≥１ 条件的基因表达量显著变

化(上调 /下调)ꎮ ＦＰＫＭ ＝ (１０６ ×ｎｆ) / (Ｌ×Ｎ)ꎬ其中ꎬ
ｎｆ 代表比对至目标基因的片段数量ꎻＬ 代表目标基

因的外显子长度之和除以 １ ０００(Ｋｂ)ꎻＮ 代表有效

比对至基因组的片段总数量ꎮ
１.３.２　 基因表达量和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析　 从干旱胁迫下

的新疆大叶苜蓿转录组(未公开发表) [２６] 中获取

ＭｓＣＮＧＣ 家族基因的表达量数据ꎬ利用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 软

件[２１]可视化制图并进行分析ꎮ 在叶片中表达的ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 基因中随机选取 ４ 个进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析ꎬｑＲＴ－
ＰＣＲ 的样品收集方法与转录组的取样方法一致ꎮ 使

用 ＣＴＡＢ 方法从叶中提取总 ＲＮＡꎬ随后使用逆转录试

剂盒(ＳｗｅＳｃｒｉｐｔ Ａｌｌ－ｉｎ－Ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘꎬ Ｇ３３３７)逆
转录成 ｃＤＮＡꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体系为 １５ μＬꎬ反应程

序为 ９５℃预变性 ３０ ｓꎬ然后 ４０ 个循环ꎬ包括 ９５℃变性

１５ ｓ 和 ６０℃退火 ３０ ｓꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物是针对表 １ 中

列出的靶基因单独设计ꎬ选取紫花苜蓿 Ａｃｔｉｎ 基因

(ＭＳ.ｇｅｎｅ００１８７４)为内参ꎬ每组处理重复 ３ 次ꎬ利用

２－ΔΔＣＴ法[２７]进行相对表达计算ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 紫花苜蓿 ＣＮＧＣ 基因家族鉴定和染色体定位

在紫花苜蓿的基因组中共鉴定获得 ６７ 个 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 基因ꎬ其中 ６６ 个定位在染色体上ꎬ１ 个未定位

在染色体上(图 １)ꎬ依据基因所在染色体号和位置

将 ６６ 个ＭｓＣＮＧＣ 基因命名为ＭｓＣＮＧＣ１~ＭｓＣＮＧＣ６６ꎬ
未定位在染色体上的基因命名为 ＭｓＣＮＧＣ６７ꎬ未定

位于染色体上的基因可能是数据质量问题或其存

在于染色体之外的遗传物质中ꎮ 结果显示ꎬｃｈｒ８.２
与 ｃｈｒ８.３ 上没有基因分布ꎬ６６ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因不均

匀地分布在 ３０ 条染色体上ꎬ数量介于 １ ~ ５ 之间ꎬ
ｃｈｒ１.１上分布数量最多ꎬ为 ５ 个ꎮ
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表 １　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ－ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

扩增效率 / ％
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

相关系数 Ｒ２

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＭｓＣＮＧＣ７ ＴＴＣＣＧＣＣＧＧＴＴＡＣＡＴＡＧＣＡＡ ＴＧＡＴＣＣＴＴＴＴＧＧＣＡＣＣＴＧＣＡ ９８.７３ ０.９９５ ６０
ＭｓＣＮＧＣ１７ ＴＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＴＧＴＡＴＴ ＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＡＧＣＣＴＣＣＡＣＴＣＴ ９８.２６ ０.９９４ ６０
ＭｓＣＮＧＣ３９ ＴＴＡＣＡＡＣＴＧＧＧＣＴＧＣＡＡＣＧＡＧ ＴＣＡＣＡＡＡＴＧＧＣＧＴＣＣＡＧＡＡＴＡＧ ９６.５４ ０.９９１ ６０
ＭｓＣＮＧＣ５６ ＣＣＡＧＧＴＡＴＴＣＣＴＡＣＡＴＧＣＡＧＴＣＡ ＣＴＣＣＴＣＡＡＡＣＣＣＴＣＡＧＧＴＡＡＧＴＣ ９７.８１ ０.９９３ ６０
ＭｓＡｃｔｉｎ ＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣ ＡＣＡＴＡＧＧＣＡＴＣＣＴＴＴＴＧＡＣＣＣＡＴ ９５.６８ ０.９９０ ６０

　 　 注:ｃｈｒ１.１~ ｃｈｒ８.４ 表示染色体序号ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ｃｈｒ１.１~ ｃｈｒ８.４ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族成员染色体定位

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ ｇｅｎｅｓ

２.２　 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白质理化性质和亚细胞预测

对 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白的理化性质进行分析发现(表
２)ꎬＭｓＣＮＧＣ 蛋白的氨基酸数量预测范围介于 ４２０
(ＭｓＣＮＧＣ２５) ~１ ６９４(ＭｓＣＮＧＣ６５)之间ꎬ平均为 ７００
个ꎻ分子量介于 ４８.６２５９０(ＭｓＣＮＧＣ２５) ~ １９５.１１９２８
(ＭｓＣＮＧＣ６４)ｋＤａ 之间ꎻ等电点介于 ８.５２(ＭｓＣＮＧＣ３)

~９.５５(ＭｓＣＮＧＣ４３)之间ꎬ均属于碱性蛋白ꎻ不稳定

系数介于 ３８.７３(ＭｓＣＮＧＣ４２) ~ ５６.９９(ＭｓＣＮＧＣ２９)
之间ꎬ有 ８ 个为稳定蛋白ꎬ５９ 个为不稳定蛋白ꎻ脂肪

指数介于 ７９.５０(ＭｓＣＮＧＣ４９) ~ ９９.３４(ＭｓＣＮＧＣ４７)
之间ꎻ平均疏水性介于－０.６１６(ＭｓＣＮＧＣ４９) ~ ０.０８３
(ＭｓＣＮＧＣ３１)之间ꎬ大多数为亲水性蛋白ꎬ少数(８
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个)为疏水性蛋白ꎮ 亚细胞预测显示ꎬ有 １９ 个定位

于细胞核ꎬ该细胞器基因可能参与基因调控以及

ＤＮＡ 的复制、修复和重组等相关过程ꎻ１７ 个定位于

内质网ꎬ内质网是蛋白质合成后进行折叠的主要场

所ꎬ此处的基因可能编码分子伴侣蛋白ꎬ帮助新合

成的多肽链正确折叠成有功能的蛋白质结构ꎻ１７ 个

定位于液泡ꎬ其相关基因可能参与某些离子和小分

子的转运及储存过程ꎻ１０ 个定位于线粒体ꎬ这些基

因可能与氧化磷酸化过程密切相关ꎻ３ 个定位于叶

绿体ꎬ这些基因很可能参与光合作用各个环节ꎻ１ 个

定位于高尔基体ꎬ该基因可能为识别不同蛋白质运

输信号的蛋白基因ꎮ
２.３　 ＭｓＣＮＧＣ 系统进化分析

为明确新疆大叶苜蓿 ６７ 个 ＭｓＣＮＧＣ 与拟南芥

２０ 个 ＡｔＣＮＧＣ 的进化关系ꎬ采用最大似然法构建了

系统发育树ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ系统发育树可分成 ５ 个

亚群(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ－Ａ 和Ⅳ－Ｂ)ꎬ其中亚群Ⅰ含有

１２ 个 ＭｓＣＮＧＣ 成员和 ６ 个 ＡｔＣＮＧＣ 成员ꎬ亚群Ⅱ含

有 ７ 个 ＭｓＣＮＧＣ 成员和 ５ 个 ＡｔＣＮＧＣ 成员ꎬ亚群Ⅲ含

有 ２７ 个 ＭｓＣＮＧＣ 成员和 ５ 个 ＡｔＣＮＧＣ 成员ꎬ亚群Ⅳ－
Ａ 含有 １６ 个ＭｓＣＮＧＣ 成员和 ２ 个 ＡｔＣＮＧＣ 成员ꎬ亚群

Ⅳ－Ｂ 含有 ５ 个 ＭｓＣＮＧＣ 成员和 ２ 个 ＡｔＣＮＧＣ 成员ꎮ
２.４　 ＭｓＣＮＧＣ 保守基序和基因结构分析

Ｍｏｔｉｆ 预测结果(图 ３Ａ)显示ꎬ同一亚家族的保

守基序分布相似ꎬＭｏｔｉｆ１、Ｍｏｔｉｆ２、Ｍｏｔｉｆ５、Ｍｏｔｉｆ１０ 和

Ｍｏｔｉｆ１１ 在所有成员中均出现ꎬＭｏｔｉｆ１５ 在家族成员

中出现最少ꎬ只在 １５ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因中出现ꎬ说明

Ｍｏｔｉｆ１、Ｍｏｔｉｆ２、Ｍｏｔｉｆ５、Ｍｏｔｉｆ１０ 和 Ｍｏｔｉｆ１１ 在该基因家

族中高度保守ꎬ在 ＭｓＣＮＧＣ 功能方面起着重要作

用ꎮ ＭｓＣＮＧＣ 基因的外显子和内含子数量分别为 ５
~２２ 个和 ４ ~ ２１ 个ꎬ大部分 ＭｓＣＮＧＣ 基因的外显子

数量为 ６ ~ ７ 个ꎬ内含子数量为 ５ ~ ６ 个ꎬＭｓＣＮＧＣ６７
基因含有的外显子与内含子数量最多ꎬ分别为 ２２ 个

和 ２１ 个(图 ３Ｂ)ꎮ

表 ２　 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族的理化性质及其亚细胞定位预测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

蛋白质大小
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅｎｇｔｈ / ａａ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ / ｋＤａ

等电点 ＰＩ
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

脂肪指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

平均疏水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ

ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＭｓＣＮＧＣ１ ＭＳ.ｇｅｎｅ３１８０６ ７１６ ８３.２５６１７ ９.２９ ４９.３０ ８７.４４ －０.２１１ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５５９０９ ６１９ ７１.５９１７６ ８.５６ ５０.５７ ９４.８５ －０.０７８ Ｃｈｌｏ
ＭｓＣＮＧＣ３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２９８２３ ７１０ ８２.２６７８０ ８.５２ ４９.７８ ８９.１４ －０.１９８ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５５９１１ ６０２ ６９.７９１８４ ９.０２ ４９.９０ ９４.１４ －０.０７３ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ５ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２９８２１ ６８１ ７８.８５５９９ ８.８０ ４９.７３ ８９.７９ －０.１７０ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０４６８１２ ７１６ ８３.３１８２４ ９.２８ ４９.９１ ８７.４４ －０.２１２ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ７ ＭＳ.ｇｅｎｅ２４６１１ ７１０ ８２.２００７５ ８.６０ ４９.４８ ８９.１４ －０.１９４ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ８ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５４１２１ ７１６ ８３.３４３３４ ９.３２ ４９.０１ ８７.９９ －０.２０５ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ９ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２９８１９ ７１０ ８２.２６７８０ ８.５２ ４９.７８ ８９.１４ －０.１９８ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ１０ ＭＳ.ｇｅｎｅ３２３５７ ７１６ ８３.３１９２７ ９.２８ ４９.１８ ８７.４４ －０.２０８ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ１１ ＭＳ.ｇｅｎｅ７５０１４ ７１０ ８２.１４１６４ ８.５２ ４９.５３ ８９.００ －０.１９７ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ１２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３１３５３ ４９４ ５７.１５７６６ ９.４４ ４５.１５ ９４.４７ －０.０５７ Ｃｈｌｏ
ＭｓＣＮＧＣ１３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６３９５９ ６９９ ８０.２９６２８ ９.２８ ５０.３２ ９１.７６ －０.０８６ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ１４ ＭＳ.ｇｅｎｅ７８２０１ ６６６ ７６.８０６９２ ９.３２ ４３.３５ ９４.７３ －０.１４０ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ１５ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５８９２７ ７０３ ８０.６２１６９ ９.３４ ４７.９７ ９１.３８ －０.０８７ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ１６ ＭＳ.ｇｅｎｅ３１２６５ ７０３ ８０.６５８６８ ９.２５ ４９.８９ ９１.２４ －０.０８５ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ１７ ＭＳ.ｇｅｎｅ８４４０５ ６５４ ７５.３４９１０ ９.２９ ４５.１５ ９２.５８ －０.１６２ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ１８ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５２９２５ ６４８ ７４.５２９９６ ９.０３ ４３.６５ ８３.８４ －０.１８１ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ１９ ＭＳ.ｇｅｎｅ４８５１８ ５８５ ６７.６７７５６ ９.１３ ４７.８４ ８９.９０ －０.０９２ Ｃｈｌｏ
ＭｓＣＮＧＣ２０ ＭＳ.ｇｅｎｅ０１４７１９ ７０４ ８１.５６０５０ ９.０４ ４６.７０ ９５.６８ －０.０９１ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ２１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２５０７ ６４８ ７４.５２９９６ ９.０３ ４３.６５ ８３.８４ －０.１８１ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ２２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２６２９ ６４８ ７４.５２９９６ ９.０３ ４３.６５ ８３.８４ －０.１８１ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ２３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６７３７ ７１３ ８２.３４８６１ ９.４１ ５０.７４ ８７.０１ －０.１３３ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ２４ ＭＳ.ｇｅｎｅ０１３７１０ ６４８ ７４.５２９９６ ９.０３ ４３.６５ ８３.８４ －０.１８１ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ２５ ＭＳ.ｇｅｎｅ０１３６１４ ４２０ ４８.６２５９０ ９.０２ ５４.５５ ８５.２４ －０.３１８ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ２６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０７３０２０ ７２６ ８４.１９０５２ ９.０６ ４５.０９ ９４.２６ －０.１２９ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ２７ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５０１２７ ４６１ ５３.００５３４ ８.９１ ４７.９６ ９１.１５ －０.０２５ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ２８ ＭＳ.ｇｅｎｅ９４８８７ ６６７ ７７.２４２４６ ９.２２ ５１.９３ ８７.８３ －０.１８６ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ２９ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３４２２３ ７４４ ８６.１００２３ ９.１９ ５６.９９ ８５.９４ －０.２５１ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ３０ ＭＳ.ｇｅｎｅ０８７５２ ４６３ ５３.１７３８７ ８.８９ ４４.０４ ９６.８７ ０.０４３ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ３１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５３２０２ ７４４ ８６.１４２３１ ９.２３ ５６.５７ ８５.９４ －０.２５３ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ３２ ＭＳ.ｇｅｎｅ００７６８２ ８５７ ９６.９０６４２ ８.６９ ４４.４２ ９６.５７ ０.０８３ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ３４ ＭＳ.ｇｅｎｅ０８６９０ ４５０ ５１.８０１２６ ８.９３ ４５.８１ ９５.５３ ０.０３７ Ｇｏｌｇ
ＭｓＣＮＧＣ３５ ＭＳ.ｇｅｎｅ２１８５９ ７３４ ８３.４６０８５ ９.１９ ４６.６５ ９６.７８ －０.００１ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ３６ ＭＳ.ｇｅｎｅ２１７６７ ７０７ ８０.３７６１５ ９.１７ ４８.６０ ９６.２２ －０.０４９ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ３７ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２４７８４ ７３４ ８３.４４６７８ ９.１６ ４６.９８ ９６.７８ －０.００１ Ｎｕｃｌ
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续表 ２
Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｔａｂｌｅ ２

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

蛋白质大小
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｌｅｎｇｔｈ / ａａ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ / ｋＤａ

等电点 ＰＩ
Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｐｏｉｎｔ

不稳定指数
Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｉｎｄｅｘ

脂肪指数
Ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ

平均疏水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ

ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＭｓＣＮＧＣ３８ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５８１０１ ７３４ ８３.３９３７８ ９.１３ ４６.３９ ９６.６５ ０.００８ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ３９ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６９６７４ ７７７ ８９.１２７１６ ９.３１ ３９.７８ ８９.７０ －０.１２７ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４０ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６９６７１ ７０４ ８０.２１１０５ ９.４１ ５０.０８ ９８.０４ －０.１３３ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ４１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６９６６５ ７５７ ８６.３７４８３ ９.４３ ５１.９７ ９１.０４ －０.１６６ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４２ ＭＳ.ｇｅｎｅ０６５９２３ ７７１ ８８.４４３６４ ９.３２ ３８.７３ ９０.５２ －０.１２７ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４３ ＭＳ.ｇｅｎｅ４０４４５ ７５７ ８６.４４８１３ ９.５５ ５２.６２ ９３.３６ －０.１４９ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４４ ＭＳ.ｇｅｎｅ４０４４４ ７０１ ８０.１２４９０ ９.１２ ４０.４１ ９８.５６ －０.０７６ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４５ ＭＳ.ｇｅｎｅ０４１６８４ ７６８ ８８.１４２１７ ９.３０ ３９.３３ ９０.３６ －０.１２４ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０４１６８８ ７５５ ８６.３０４８１ ９.５１ ５１.７１ ９１.９２ －０.１６６ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４７ ＭＳ.ｇｅｎｅ０４１６９７ ６６６ ７５.９１５０３ ８.８１ ４１.６２ ９９.３４ －０.０１５ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４８ ＭＳ.ｇｅｎｅ２７３８９ ７７１ ８８.４４７６３ ９.３２ ３９.６５ ９０.６５ －０.１２５ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ４９ ＭＳ.ｇｅｎｅ２７３８５ ８１８ ９３.２６１６６ ８.６９ ５０.７９ ７９.５０ －０.６１６ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５０ ＭＳ.ｇｅｎｅ２７３８３ ７５７ ８６.３７４８３ ９.４３ ５１.９７ ９１.０４ －０.１６６ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ５１ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２５９１１ ７１８ ８２.８４７３４ ９.５５ ４９.４５ ９０.９７ －０.１８０ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５２ ＭＳ.ｇｅｎｅ２９９９１ ６７９ ７８.５１０７０ ８.９６ ３９.８２ ９１.７７ －０.１１９ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２１８０７ ７１１ ８０.９７７７４ ９.４９ ４６.６５ ９７.０５ ０.０４６ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ５４ ＭＳ.ｇｅｎｅ０２４４４１ ７１８ ８２.８４７３４ ９.５５ ４９.４５ ９０.９７ －０.１８０ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５５ ＭＳ.ｇｅｎｅ５２５１５ ６７９ ７８.５３４７２ ８.９０ ３９.８２ ９１.７７ －０.１２０ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５６ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５７５３７ ７１１ ８０.９７７７４ ９.４９ ４６.６５ ９７.０５ ０.０４６ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ５７ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５０６４５ ７１８ ８２.８４７３４ ９.５５ ４９.４５ ９０.９７ －０.１８０ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５８ ＭＳ.ｇｅｎｅ０５４９２８ ６７９ ７８.５１０７０ ８.９６ ３９.８２ ９１.７７ －０.１１９ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ５９ ＭＳ.ｇｅｎｅ４５２３７ ７１１ ８０.９７７７４ ９.４９ ４６.６５ ９７.０５ ０.０４６ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ６０ ＭＳ.ｇｅｎｅ２２６９４ ７１８ ８２.８３３２７ ９.５３ ４９.５７ ９０.９７ －０.１７９ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ６１ ＭＳ.ｇｅｎｅ８７１７４ ６７９ ７８.５３８７５ ８.９６ ３９.８２ ９２.０５ －０.１１５ Ｍｉｔｏ
ＭｓＣＮＧＣ６２ ＭＳ.ｇｅｎｅ９７５９２ ７１１ ８０.９７７７４ ９.４９ ４６.６５ ９７.０５ ０.０４６ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ６３ ＭＳ.ｇｅｎｅ０３５５９４ ７３１ ８４.０８３１０ ９.４１ ４７.６９ ９１.００ －０.２０９ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ６４ ＭＳ.ｇｅｎｅ９５２７３ １６９４ １９５.１１９２８ ９.２０ ４４.９２ ９０.９８ －０.１２４ Ｎｕｃｌ
ＭｓＣＮＧＣ６５ ＭＳ.ｇｅｎｅ５７７６８ ４８０ ５５.２９３４４ ９.０５ ４６.８２ ８４.７９ －０.３５６ Ｖａｃｕ
ＭｓＣＮＧＣ６６ ＭＳ.ｇｅｎｅ５７７６６ ５６６ ６５.３５１４８ ９.４３ ４８.６８ ９１.０２ －０.２３６ Ｅ.Ｒ.
ＭｓＣＮＧＣ６７ ＭＳ.ｇｅｎｅ４０３７６ ７０４ ８１.５８２４７ ９.０４ ４６.４２ ９４.５７ －０.１０１ Ｎｕｃｌ

　 　 注: Ｖａｃｕ:液泡ꎻＮｕｃｌ:细胞核ꎻＥ.Ｒ.:内质网ꎻＣｈｌｏ:叶绿体ꎻＭｉｔｏ:线粒体ꎻＧｏｌｇ:高尔基体ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｖａｃｕ: Ｖａｃｕｏｌｅꎻ Ｎｕｃｌ: Ｎｕｃｌｅｕｓꎻ Ｅ.Ｒ.: Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎻ Ｃｈｌｏ: Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻ Ｍｉｔｏ: Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎻ Ｇｏｌｇ: Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓ.

　 　 注:每个分支节点处的数值为自展值ꎬ是衡量进化树分支结构的可信度ꎬ其数值越大ꎬ说明可信度越高ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｎｏｄｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ｅｘｔｒｕｓｉｏｎ ｖａｌｕｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａ ｍｅａｓｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｅｄｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｂｒａｎｃｈ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｃｒｅｄｉｂｉｌｉｔｙ.
图 ２　 紫花苜蓿与拟南芥 ＣＮＧＣ 系统进化树

Ｆｉｇ.２　 ＣＮＧＣ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
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图 ３　 ＭｓＣＮＧＣ 保守基序和基因结构分析

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ

２.５　 ＭｓＣＮＧＣ 启动子顺式作用元件分析

由图 ４ 可知ꎬＭｓＣＮＧＣ 基因成员含有的元件数量

和类型均存在差异ꎬ这些元件与非生物胁迫、植物激

素和生长发育响应有关ꎬ主要包括脱落酸响应、厌氧

诱导响应、光响应、水杨酸响应、防御和应激响应、低
温响应、干旱响应、茉莉酸甲酯响应、赤霉素响应、生

长素响应及类黄酮生物合成调节ꎮ 数量最多的顺式

元件(光响应)有 ３２３ 个ꎬ在 ６５ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因中被

预测到ꎻ含有干旱诱导元件结合位点的有 ４１ 个 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 成员ꎬ参与防御和应激响应的元件有 ３８ 个 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 成员ꎮ 以上结果说明 ＭｓＣＮＧＣ 基因在响应非生

物胁迫以及激素响应中可能发挥重要的作用ꎮ
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　 　 注:每一分支节点处的数值为自展值ꎬ代表 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族在进化中分类的可信度ꎬ数值越大ꎬ说明可信度越高ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｎｏｄｅ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｖａｌｕｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭｓＣＮＧＣ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ｉｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｖａｌｕｅꎬ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ.

图 ４　 ＭｓＣＮＧＣ 家族顺式作用元件

Ｆｉｇ.４　 Ｃｉｓ ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＭｓＣＮＧＣ ｆａｍｉｌｙ
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２.６　 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白跨膜结构、二级和三级结构预测

分析

　 　 由图 ５ 可知ꎬＭｓＣＮＧＣ 的跨膜螺旋数量介于 １~
１２ 个之间ꎬ跨膜螺旋结构最少与最多的蛋白分别为

ＭｓＣＮＧＣ４９(１ 个)和 ＭｓＣＮＧＣ６４(１２ 个)ꎬ跨膜螺旋

数量介于 ４~６ 个的蛋白有 ５５ 个ꎬ占比 ８２.０９％ꎬ且跨

膜螺旋氨基酸残基数量的期望值均大于 １８ꎬ说明该

基因家族有跨膜结构ꎬ为跨膜蛋白ꎮ
二级 结 构 显 示 ( 图 ６Ａꎬ 见 ６７ 页 )ꎬ ６７ 个

ＭｓＣＮＧＣ 均由 α－螺旋、β－转角、无规则卷曲和延伸

链 ４ 部分构成ꎬ α －螺旋占比最大ꎬ为 ３７. ７８％ ~
６２.４４％ꎻβ－转角占比最小ꎬ为 ２.１６％ ~ ６.９１％ꎻ无规

则卷曲占比为 ２４. １９％ ~ ４１. １８％ꎻ延伸链占比为

８.３３％~１８.３０％ꎮ 对 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白三级结构进行预

测发现ꎬ大多数 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白结构很保守ꎬ每个亚

家族列出 １ 个三级结构(图 ６Ｂꎬ见 ６７ 页)ꎮ
２.７　 ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性分析

ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性结果表明(图 ７Ａ)ꎬ新疆大

叶苜蓿基因组有 ７５ 对共线性基因ꎬ涉及 ５７ 个 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 成员ꎬ它们来源于片段重复ꎬ表明片段重复在

ＭｓＣＮＧＣ 基因扩增中发挥重要的作用ꎮ ＭｓＣＮＧＣ 家

族同源基因对的 Ｋａ / Ｋｓ 值均小于 １ꎬ表明 ＭｓＣＮＧＣ
基因经过纯化选择ꎮ

为进一步探究 ＭｓＣＮＧＣ 基因家族在不同作物

中的进化关系ꎬ构建了新疆大叶苜蓿与蒺藜苜蓿和

拟南芥 ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性图(图 ７Ｂ)ꎮ 结果表

明ꎬ新疆大叶苜蓿与拟南芥之间有 ４５ 个共线 ＣＮＧＣ
基因对ꎬ新疆大叶苜蓿与蒺藜苜蓿之间有 ９１ 个共线

ＣＮＧＣ 基因对ꎮ 说明新疆大叶苜蓿与蒺藜苜蓿关系

较近ꎬ可能是因为这两种植物同属于豆科植物ꎮ
２.８　 ＧＯ 注释、蛋白互作和磷酸化位点分析

ＧＯ 功能注释结果显示ꎬＭｓＣＮＧＣｓ 主要参与种

间相互作用(ＧＯ００４４４１９)、共生作用(ＧＯ００４４４０３)
和丛枝菌根联合(ＧＯ００３６３７７)等生物过程ꎻ细胞组

分主 要 是 核 膜 ( ＧＯ００３１９６５ ) 和 膜 的 组 成 部 分

(ＧＯ００１６０２１)ꎻ分子功能主要是具有离子通道活性

(ＧＯ０００５２１６)、蛋白质结合活性 ( ＧＯ０００５５１５) 和

ｃＡＭＰ 结合活性(ＧＯ００３０５５２)等活性(图 ８Ａ)ꎮ
蛋白互作结果显示ꎬＭｓＣＮＧＣｓ 蛋白只有少数成

员间存在互作关系(ＭｓＣＮＧＣ５、ＭｓＣＮＧＣ１３ 和 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ３４)ꎬ值得关注的是ꎬ有 １７ 个 ＭｓＣＮＧＣｓ 蛋白与

ＬＲＲ 家族的 ＬＲＲ１ 和 ＬＲＲ２ 之间存在显著的互作关

系(图 ８Ｂ)ꎮ
磷酸化位点结果显示ꎬＭｓＣＮＧＣ 蛋白质磷酸化

位点总数介于 ２９ ~ １２０ 之间ꎬ其中丝氨酸位点为 １８
~７２ 个ꎬ苏氨酸磷酸化位点为 ９~４４ 个ꎬ酪氨酸磷酸

化位点为 ０ ~ ６ 个ꎮ 磷酸化位点总数最少的是 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ２５ꎬ为 ２９ 个ꎻ最多的是 ＭｓＣＮＧＣ６４ꎬ为 １２０ 个ꎮ
以上结果进一步证明 ＭｓＣＮＧＣｓ 在蛋白质水平上受

到 ＭｓＬＲＲ 的调控(图 ８Ｃ)ꎮ
２.９　 基因表达量分析

２.９.１　 干旱胁迫下 ＭｓＣＮＧＣ 基因的表达分析 　 基

因表达量分析结果表明(图 ９)ꎬ有 ２６ 个 ＭｓＣＮＧＣｓ
表达量上调ꎬ如 ＭｓＣＮＧＣ６、ＭｓＣＮＧＣ１９、ＭｓＣＮＧＣ４５
等基因在 Ｄ１ 处理下表达量较高ꎬＭｓＣＮＧＣ２３、ＭｓＣ￣
ＮＧＣ３９ 等基因在 Ｄ２ 处理下表达量较高ꎬＭｓＣＮＧＣ７、
ＭｓＣＮＧＣ１１、ＭｓＣＮＧＣ５９ 等基因在 Ｄ３ 处理下表达量

较高ꎬ其中 ＭｓＣＮＧＣ５９ 表达量最高ꎬ在 Ｄ３ 处理下上

调 １.６２ 倍ꎻＭｓＣＮＧＣ８ 和 ＭｓＣＮＧＣ２５ 在干旱处理后

下调表达ꎬ说明 ＭｓＣＮＧＣ 成员在干旱胁迫处理后有

不同的响应模式ꎮ
为确定 ＭｓＣＮＧＣｓ 在干旱胁迫下的表达模式ꎬ随

机选取 ４ 个 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证ꎮ 如

图 １０ 所示ꎬ干旱胁迫下 ＭｓＣＮＧＣ７、ＭｓＣＮＧＣ５６ 的相

对表达量与对照组相比均有显著升高ꎬＭｓＣＮＧＣ３９
在 Ｄ１ 与 Ｄ２ 处理下的相对表达量与对照组相比显

著上调ꎬＭｓＣＮＧＣ６２ 在 Ｄ１ 与 Ｄ３ 处理下的相对表达

量与对照组相比显著上调ꎬ４ 个 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因均在

Ｄ３ 处理下表达量最高ꎬ与干旱胁迫下 ＭｓＣＮＧＣ 表达

量分析结果(图 ９)一致ꎬ说明验证结果可靠ꎮ

图 ５　 ＭｓＣＮＧＣ 跨膜结构预测
Ｆｉｇ.５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
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　 　 注:图 Ａ 中黑色线条表示物种内 ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性ꎬ图 Ｂ 中黑色线条表示物种间 ＣＮＧＣ 家族共线性关系ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ

Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ＣＮＧＣ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ.

图 ７　 ＭｓＣＮＧＣ 基因共线性分析

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ ｇｅｎｅｓ

２.９.２　 ＬＲＲ 激酶家族表达量分析　 为探索 ＬＲＲ 激

酶家族是否参与紫花苜蓿对干旱胁迫的响应以及

对 ＭｓＣＮＧＣｓ 的调控关系ꎬ分析了 ＬＲＲ 基因家族成

员在干旱胁迫下的表达模式ꎮ 如图 １１ 所示ꎬ干旱胁

迫下新疆大叶苜蓿中表达了 ２４ 个 ＭｓＬＲＲ 基因ꎬ大
多在干旱胁迫后上调表达ꎬ其中 ＭｓＬＲＲ４、ＭｓＬＲＲ７、
ＭｓＬＲＲ９ 随着干旱胁迫程度的增加持续上调ꎬ这些

基因可能是 ＭｓＬＲＲ 家族中参与干旱胁迫的主要成

员ꎮ 相关性分析结果显示ꎬＭｓＬＲＲｓ 与 ＭｓＣＮＧＣｓ 基

因表达量之间大部分呈正相关关系(图 １２ꎬ见 ６７
页)ꎮ

２.９.３　 Ｃａ２＋信号传导通路相关基因表达分析　 基于

本课题组前期的研究[２６]ꎬ在 Ｃａ２＋信号传导通路中有

３ 个基因差异表达ꎬ由图 １３(见 ６８ 页)可知ꎬ１ 个钙

依赖蛋白激酶 ( ｃａｌｃｉｕｍ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＣＤＰＫ)被注释ꎬ命名为 ＭｓＣＤＰＫꎻ钙调蛋白和类钙调

蛋白(ＣＡＭ / ＣＭＬ)中注释了 ２ 个基因ꎬ分别命名为

ＭｓＣＡＭ 和 ＭｓＣＭＬꎮ 对以上 ３ 个基因的表达量进行

分析发现ꎬＭｓＣＤＰＫ 与 ＭｓＣＭＬ 基因表达量在 Ｄ３ 处

理下分别上调了 ７.５５ 倍和 ３.１３ 倍ꎬＭｓＣＡＭ 在 Ｄ１ 处

理下上调 ２.９１ 倍ꎮ 以上结果说明紫花苜蓿会通过激

活 Ｃａ２＋信号转导途径参与对干旱胁迫的适应过程ꎮ
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图 ８　 ＧＯ 注释、蛋白互作和磷酸化位点分析

Ｆｉｇ.８　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
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图 ９　 干旱胁迫下 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因的表达水平

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣｓ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 注:不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １０　 干旱胁迫下 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 表达分析

Ｆｉｇ.１０　 ｑＲＴ－ＰＣＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣｓ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ
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图 １１　 ＬＲＲ 蛋白激酶家族表达量分析

Ｆｉｇ.１１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＲＲ ｋｉｎａｓｅ ｆａｍｉｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

３　 讨　 论

研究表明ꎬＣＮＧＣ 蛋白家族的主要特征是存在

环核苷酸结合域(ＣＮＢＤ)、６ 个跨膜结螺旋及 Ｓ５ 与

Ｓ６ 之间的孔隙和 Ｃ 端钙调蛋白结合域(ＣａＭＢＤ) [１８]ꎮ
本研究在紫花苜蓿中鉴定到的 ６７ 个 ＣＮＧＣ 基因均

含有以上结构ꎬ说明鉴定结果较为准确ꎮ 通过与拟

南芥和其他物种相比可知ꎬ四倍体紫花苜蓿的 ＭｓＣ￣
ＮＧＣ 家族发生了明显的基因家族扩张ꎬ一方面可能

与全基因组复制事件有关[２８]ꎬ基因组学的研究结果

显示ꎬ新疆大叶苜蓿的 ４ 条等位基因染色体的基因

数量和基因同源性方面存在高度的相似性[２９]ꎻ另一

方面可能与片段重复事件有关ꎬ本研究发现新疆大

叶苜蓿 ＣＮＧＣ 基因家族有 ７５ 对共线性基因ꎬ均为片

段重复(图 ７)ꎮ 此外ꎬ本研究中ꎬＭｓＣＮＧＣ 亚细胞定

位在细胞核、内质网、液泡等细胞器中ꎬ这与小麦

ＣＮＧＣ 基因家族中亚细胞定位预测在多个细胞器中

分布的结果[１７]相似ꎬ说明 ＭｓＣＮＧＣ 在多个细胞器中

发挥作用ꎮ 本研究中系统发育关系结果表明ꎬ６７ 个

基因被分为 ５ 个亚家族(图 ２)ꎬ与前人对拟南芥[３０]

的研究结果类似ꎬ每个亚组中基因数量差异很大ꎬ
说明不同亚家族的成员在进化过程中经历了不同

的基因复制或删除事件[３１]ꎮ 本研究的 Ｍｏｔｉｆ 分析结

果显示ꎬ同一亚家族的 ＭｓＣＮＧＣ 含有相似的 Ｍｏｔｉｆꎬ
但亚家族间 Ｍｏｔｉｆ 数量和类型存在差异ꎬ说明不同亚

家族 ＭｓＣＮＧＣ 成员的生物学功能已经发生分化[１４]ꎮ
本研究中ꎬ蛋白质二级结构预测发现ꎬ６７ 个

ＭｓＣＮＧＣ 均主要由 α－螺旋、β－转角、无规则卷曲和

延伸链 ４ 部分构成ꎬα－螺旋占比最大ꎬβ－转角占比

最小(图 ６)ꎮ ＭｓＣＮＧＣ 基因家族成员含有多种顺式

作用元件ꎬ如光响应元件、脱落酸响应元件、干旱响

应元件、防御和应激响应元件等ꎬ这些元件对植物

响应非生物胁迫非常重要[２０]ꎬ且不同基因的启动子

顺式元件间存在显著差异ꎬ表明 ＭｓＣＮＧＣ 基因可能

对非生物胁迫有多样化的调控模式ꎮ
ＣＮＧＣ 是外源性钙离子内流的主要蛋白通道ꎬ

对干旱胁迫下胞内钙离子浓度的升高有至关重要

的作用[９]ꎮ 转录调控是 ＭｓＣＮＧＣ 参与新疆大叶苜

蓿应对干旱胁迫的主要调控方式ꎮ 本研究发现ꎬ新
疆大叶苜蓿叶片中表达了 ２８ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因(图
９)ꎬ这可能与 ＣＮＧＣ 存在组织特异性表达有关[３１]ꎮ
ＣＮＧＣ 受 ＣａＭ 的正向或负向调控ꎬ这种调控模式有

利于 Ｃａ２＋信号的传导和反馈ꎬ在大多数植物中发现ꎬ
ＣＮＧＣ 的 转 录 水 平 在 干 旱 胁 迫 下 存 在 显 著 差

异[９ꎬ１８ꎬ３１]ꎮ 本研究发现ꎬ２６ 个 ＭｓＣＮＧＣ 基因在干旱

胁迫后不均匀上调ꎬ２ 个在干旱胁迫后持续下调ꎬ其
中 ＭｓＣＮＧＣ５９ 表达量高且在 Ｄ３ 下上调了 １.６２ 倍

(图 ９)ꎬ说明大部分 ＭｓＣＮＧＣ 正向调控紫花苜蓿对

干旱胁迫的耐受性ꎬ且 ＭｓＣＮＧＣ５９ 可能在干旱胁迫

下起主要的调控作用ꎮ ＬＲＲ 是广泛存在于植物中

的蛋白激酶ꎬ有研究显示 ＬＲＲ－ＦＬＳ 与 ＣＮＧＣ 的共表

达在植物生长和应对环境变化中发挥作用[３２－３３]ꎮ
本研究结果表明ꎬＭｓＣＮＧＣ 与 ＬＲＲ 蛋白存在显著的

互作关系ꎬ且 ＭｓＣＮＧＣ 存在大量的磷酸化位点ꎻ表
达量分析结果显示ꎬ２４ 个 ＬＲＲ 基因均在干旱胁迫后

上调ꎬＭｓＣＮＧＣ 与 ＬＲＲ 表达量间存在显著的正相关

关系(图 １１、图 １２)ꎬ因此推测 ＭｓＣＮＧＣ 在蛋白质水

平上受到 ＬＲＲ 磷酸化的正向调控ꎮ 在植物中ꎬＣａＭ、
ＣＭＬ 和 ＣＤＰＫ 是作用于下游的 Ｃａ２＋信号传感器ꎮ 在

番茄中的研究发现ꎬＳｐＣａＭ、ＳｐＣＭＬ 及 ＳｈＣＤＰＫ 基因

在干旱胁迫下的高表达对于 Ｃａ２＋的信号转导具有重

要作用[３４－３５]ꎮ 本研究发现ꎬ在干旱胁迫下紫花苜蓿
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　 　 注:三级结构中ꎬⅠ~Ⅳ－Ｂ 代表不同的亚家族ꎬⅣ－Ａ 和Ⅳ－Ｂ 中 Ａ、Ｂ 字母代表这两个亚家族关系较近ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ Ｉ~ ＩＶ－Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓꎬ ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ Ａ ａｎｄ Ｂ ｉｎ ＩＶ－Ａ ａｎｄ ＩＶ－Ｂ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ

ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ａｒｅ ｃｌｏｓｅ.

图 ６　 ＭｓＣＮＧＣ 蛋白质二级和三级结构分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＭｓＣＮＧＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 １２　 ＭｓＬＲＲｓ 与 ＭｓＣＮＧＣｓ 基因表达量相关性

Ｆｉｇ.１２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭｓＬＲＲｓ ａｎｄ ＭｓＣＮＧＣｓ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

叶片中 ＭｓＣａＭ、ＭｓＣＭＬ 和 ＭｓＣＤＰＫ 基因表达水平显

著上调ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ在 Ｄ３ 处理下分别提高 ７. ５５
倍、２.７１倍和 ３.１３ 倍(图 １３)ꎬ说明 ＭｓＣａＭ、ＭｓＣＭＬ
和 ＭｓＣＤＰＫ 正向调控紫花苜蓿适应干旱胁迫过程

中的 Ｃａ２＋信号传导ꎮ 综上可知ꎬＭｓＣＮＧＣ 通过调控

外源性 Ｃａ２＋内流及 Ｃａ２＋信号转导过程参与紫花苜蓿

对干旱胁迫的响应过程ꎬ转录调控和蛋白磷酸化是

ＭｓＣＮＧＣ 的主要调控策略ꎮ

４　 结　 论

基因组鉴定结果表明ꎬ紫花苜蓿中有 ６７ 个

ＭｓＣＮＧＣ 基因ꎬ不均匀地分布于 ３０ 条染色体上ꎮ 对

基因 结 构、 保 守 基 序 和 蛋 白 结 构 的 分 析 表 明

ＭｓＣＮＧＣ 保守性较高ꎮ 根据顺式元件分析ꎬＭｓＣＮＧＣ
基因家族与光响应、脱落酸响应、干旱胁迫、防御和

应激 反 应 等 功 能 有 关ꎮ 在 干 旱 胁 迫 下ꎬ ２６ 个

ＭｓＣＮＧＣ 表达量显著上调ꎬ有助于干旱胁迫下紫花

苜蓿细胞内 Ｃａ２＋浓度的积累ꎮ 蛋白互作和 ＬＲＲ 基

因表达结果显示ꎬＭｓＣＮＧＣ 对干旱胁迫的响应涉及
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图 １３　 Ｃａ２＋信号传导通路基因表达分析

Ｆｉｇ.１３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｃａ２＋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

ＬＲＲ 的磷酸化调控ꎮ 此外ꎬ干旱胁迫下 ＭｓＣａＭ、
ＭｓＣＭＬ 和 ＭｓＣＤＰＫ 基因表达水平上调ꎬ表明 Ｃａ２＋信

号转导途径参与了紫花苜蓿对干旱胁迫的响应过

程ꎮ 综上ꎬＭｓＣＮＧＣｓ 对干旱胁迫的响应包括转录调

控和蛋白质的磷酸化调控ꎬ其在干旱胁迫下能通过

参与 Ｃａ２＋信号转导途径提高紫花苜蓿的抗旱性ꎮ
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