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　 　 摘要：为揭示紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）生长调节因子（ＧＲＦ）响应干旱胁迫中的生理功能及响应机制，以劲能

５０２０ 为试验材料，基于全基因组分析，对紫花苜蓿 ＧＲＦ 家族成员进行鉴定和生物信息学分析，并采用 ＲＴ － ｑＰＣＲ 方法

分析相关基因在干旱胁迫下的表达模式。 结果表明，在紫花苜蓿中共鉴定出 ８ 个 ＧＲＦ 编码基因的非冗余成员，可定

位于 ７ 条染色体上。 系统发育分析表明，紫花苜蓿 ＧＲＦ（ＭｓＧＲＦ）可分为 ４ 个亚家族，同一亚家族的 ＭｓＧＲＦ 都包含共

同的高度保守基序、基因结构及多种顺式作用元件，表明 ＭｓＧＲＦ 具有潜在的功能多样性。 ＲＮＡ － ｓｅｑ、ｑＰＣＲ 表达模式

表明，ＭｓＧＲＦ 在幼嫩组织和根系中具有较高的表达活性。 ＲＴ － ｑＰＣＲ 进一步表明，８ 个 ＭｓＧＲＦ 成员中，６ 个基因

（ＭｓＧＲＦ１、ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ５、ＭｓＧＲＦ６、ＭｓＧＲＦ７、ＭｓＧＲＦ８）在干旱胁迫下上调表达，其中 ＭｓＧＲＦ１ 相对表达水平 ４５． ８ ～
８３． １，表达活性最高、契合度最佳。 综上，ＭｓＧＲＦ 在紫花苜蓿抗干旱过程中具有重要作用，推测 ＭｓＧＲＦ１ 是紫花苜蓿耐

旱的关键基因。
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　 　 生长调节因子（ＧＲＦ）是植物重要的转录因子，
广泛分布于绿色植物中，在调节植物生长发育以及

植物对非生物胁迫的响应中扮演着重要角色［１］。
生长调节因子（ＧＲＦ）是转录因子的重要家族成员

之一，ＧＲＦ 在 Ｎ 端区域包含 ２ 个特征和保守的功能

域，即 ＱＬＱ 域（Ｇｌｎ、Ｌｅｕ、Ｇｌｎ）和 ＷＲＣ 域（Ｔｒｐ、Ａｒｇ、
Ｃｙｓ） ［２，３］。 ＱＬＱ 结构域包含 ＧＲＦ 相互作用因子

（ＧＩＦ） 相互作用的位点［４］，而 ＷＲＣ 结构域包含

ＤＮＡ 结合基序和核定位信号，ＷＲＣ 结构域由 ＤＮＡ
结合的 Ｃ３Ｈ 基序和核定位信号（ＮＬＳ）组成，因此

ＱＬＱ 域比 ＷＲＣ 域更为保守［５］。 所有真核生物都含

有 ＱＬＱ，ＷＲＣ 为植物特异性结构域，ＧＲＦ 的 Ｃ 端区

域、氨基酸残基的种类和数量差异较大，这使得不

同植物、同植物不同基因型，同基因型不同成员的

相似度均较低［６］。 由于 Ｃ 端结构域差异较大，且 Ｃ
末端区域的长度决定着蛋白质的大小，因此植物

ＧＲＦ 蛋白往往具备功能多样性［７］。

ＧＲＦ 参与植物早期生长发育，在植物组织或器

官的形成中发挥重要的调控作用，如叶拓展、茎伸

长和根系分化［８］。 这些转录因子直接影响植物形

态建成，进而影响植物生理代谢强度及产量。 水稻

（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）的 ＯｓＧＲＦ１ 是在植物中发现的第一个

ＧＲＦ 成员，基因克隆显示其可编码赤霉素生物合成

蛋白从而诱导茎伸长，且其他 ＧＲＦ 成员可以通过调

节细胞增殖来调节目标植物叶片的形状和大小［３］。
在模式植物拟南芥中，与野生型相比， ＡｔＧＲＦ１、
ＡｔＧＲＦ２ 和 ＡｔＧＲＦ５ 过表达植株的叶片更厚，但包括

ＧＲＦ３ － １、ＧＲＦ５ － １、ＧＲＦ１ － １、ＧＲＦ２ 和 ＧＲＦ３ 突变

体的叶片比宽型植物小［４］。 目前，一些研究表明，
ＧＲＦ 基因可抑制 ＫＮＯＸ 基因表达以调节关键生物

合成基因 ＧＡ２０ 氧化酶来抑制 Ｓ － 腺苷甲硫氨酸

（ＳＡＭ）循环中的 ＧＡ 生物合成或通过控制降解 ＧＡ
的 ＧＡ２ 氧化酶水平，从而调节细胞增殖［９］。

大多数 ＧＲＦ 基因是 ｍｉｃｒｏＲＮＡ３９６（ｍｉＲ３９６）的

靶基因，有证据表明 ｍｉＲ３９６ 可以通过转录后调控

直接抑制 ＧＲＦ 表达［１０］。 目前，ＧＲＦ 基因家族的鉴

定和功能已在多种植物中进行了研究，在拟南芥中

鉴定得到 ＧＲＦ ９ 个［４］、 大豆 ２２ 个［１１］、 水稻 １２
个［１２］、黑 果 枸 杞［１３］、 玉 米 １５ 个［１４］、 马 铃 薯 １２
个［１５］、谷子 １８ 个［１６］。 紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）
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是多年生豆科植物，紫花苜蓿富含蛋白质、矿物质、
维生素等营养成分，是一种高产优质的重要饲料作

物［１７，１８］。 然而，由于紫花苜蓿的遗传复杂性和对环

境胁迫的不耐受性，尤其是干旱胁迫，导致苜蓿产

量和品质不稳定［１９］。 研究紫花苜蓿发育过程和逆

境耐受机制，对于培育优质苜蓿种质资源至关重

要。 本研究对紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因家族进行了全基

因组分析，表征了 ＧＲＦ 的系统发育关系、基因结构

及顺式作用元件，检测了不同 ＧＲＦ 成员响应干旱的

转录谱，研究结果有助于揭示紫花苜蓿的耐旱机制以

及为未来紫花苜蓿的基因工程改良提供理论支持。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料和培养方法

试验 ２０２３ 年 ２—５ 月于河南农业职业学院植物

培养室中进行。 供试紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ）品
种为劲能 ５０２０，购自河南合博草业有限公司。
１． ２　 紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因的全基因组分析

１． ２． １　 紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因家族成员的鉴定及系统

发育分析 　 拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ，Ａｔ）、大豆

（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ，Ｇｍ）、蒺藜苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ，
Ｍｔ）和水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ，Ｏｓ）的 ＧＲＦ 通过搜索 ＮＣＢＩ
的基因数据库下载。 为了鉴定紫花苜蓿中潜在的

ＧＲＦ 蛋白序列，在 Ｆｉｇｓｈａｒｅ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｆｉｇｓｈａｒｅ．
ｃｏｍ ／ ａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｄａｔａｓｅｔ ／ ）中下载得到所有的紫花苜蓿

ＧＲＦ，并设置为隐马尔可夫模型文件。 并基于上述

作物的 ＧＲＦ 蛋白序列进行 ＢＬＡＳＴ 搜索，使用简单

模块化架构研究工具数据库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ －
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ）检查候选序列以鉴定包含 ＷＲＣ 结

构域（ＰＦ０８８７９）和 ＱＬＱ 结构域（ＰＦ０８８８０）的 ＧＲＦ
蛋白序列，然后使用 ＨＭＭＥＲ ｖ３． ０３ 对 ＨＭＭ 进行搜

索和检索序列，并采用 ＳＭＡＲＴ４（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ．
ｄｅ ／ ）和 Ｂａｔｃｈ － ＣＤＤ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ）重复筛选以去除 ＧＲＦ 保守结构域不完整的蛋

白质，从而获得非冗余序列，并命名为 ＭｓＧＲＦ。
１． ２． ２　 ＭｓＧＲＦ 的理化性质表征与系统发育分析　
采 用 ＥｘＰＡＳｙ 工 具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）分析推定 ＭｓＧＲＦ 蛋白质序列的蛋白质

长度、分子量（Ｍｗ）及等电点（ＰＩ）；采用 ＮＣＢＩ 的开

放阅读框（ＯＲＦ）工具（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ．
ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ）确定 ＯＲＦ 的长度。 随后，采用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ６ 进行多序列比对，并导入所有 ＡｔＧＲＦ、
ＧｍＧＲＦ、ＯｓＧＲＦ、 ＭｔＧＲＦ、 ＭｓＧＲＦ 蛋白序列， 使用

ＭＥＧＡ ７． ０ 在线软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．
ｎｅｔ ／ ）中的邻接法生成系统发育树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置

为 １ ０００，其余参数为默认值［２０］。
１． ２． ３　 ＭｓＧＲＦ 染色体定位、基因结构和启动子顺

式元件分析　 紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因的染色体位置从

基因组组装平台 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｆｉｇｓｈａｒｅ． ｃｏｍ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／
ｗｈｏｌｅ ＿ ｇｅｎｏｍｅ ＿ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＿ ａｎｄ ＿ ａｓｓｅｍｂｌｙ ＿ ｏｆ ＿
Ｍｅｄｉｃａｇｏ＿ ｓａｔｉｖａ ／ ） 获取，并采用 ＴＢｔｏｏｌｓ （ ｓｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ＣＪ － Ｃｈｅｎ ／ ＴＢｔｏｏｌｓ）绘制染色体分布图。
采用基因结构显示服务器 （ ＧＳＤＳ） （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｓｄｓ．
ｇａｏ － ｌａｂ ． ｏｒｇ ／ ）以获得紫花苜蓿 ＧＲＦ 家族成员的

内含子 － 外显子特征。 利用 ＭＥＭＥ 在线网站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｍｅ － ｓｕｉｔｅ． ｏｒｇ ／ ｍｅｍｅ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｍｅｍｅ）对保

守基序进行预测。 使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ １０ 预测 ＭｓＧＲＦ
启动子上游 ２ ０００ ｂｐ 序列中的顺式作用元件，并采

用 ＴＢｔｏｏｌｓ 可视化顺式作用元件。
１． ３　 ＭｓＧＲＦ 基因转录组数据的获取与表达分析

利用 ＭｓＧＲＦ 家族成员的基因序列在紫花苜蓿

参考转录组数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｆｉｇｓｈａｒｅ． ｃｏｍ ／ ｐｒｏｊｅｃｔｓ ／ ）
进行 ｂｌａｓｔ 比对，下载获得的默认格式文件转换为

． ｆａｓｔｑ 格式， 再将 ｆａｓｔｑ 通过 ． Ｔｒｉｍ Ｇａｌｏｒｅ 软件

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｂａｂｒａｈａｍ． ａｃ． ｕｋ ／ ）进行质控。
质控后的高质量序列采用利用 ＲＮＡ － Ｓｅｑ 数据量化

软件 ｋａｌｌｉｓｔｏ 软件（０． ４３． １ 版本）进行定量，定量获

取的数值以 ＴＰＭ 表示，通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行热图可

视化［２１］。
１． ４　 相关 ＭｓＧＲＦ 的筛选及 ｑＲＴ － ＰＣＲ 分析

１． ４． １　 供试紫花苜蓿植物的培养方法　 挑选饱满

尺寸一致的种子在 ０． ８％次氯酸钠中消毒 ３ ｍｉｎ，以
流动蒸馏水冲洗 ５ 次；采用豆科植物育苗基质将紫

花苜蓿种子在人工气候室中培养 ２８ ｄ，土壤含水率

保持为 ８０％ ～ ８５％ ，干旱处理则加入 １５ ｍＬ ５％ 的

甘露醇模拟干旱胁迫。 在各时间点取样时采用 ＰＢＳ
缓冲液进行快速冲洗并液氮速冻保存于 － ８０ ℃环

境以用于植株 ＲＮＡ 提取。
１． ４． ２　 紫花苜蓿 ＲＮＡ 的提取及 ＲＴ － ｑＰＣＲ 分析　
将紫花苜蓿样品（２５０ ｍｇ）采用液氮快速研磨，按照

ＲＮ３８ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 植物提取试剂盒相关说明提取

样品总 ＲＮＡ，采用使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 的反转录

试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录 ｃＤＮＡ。 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ６． ０ 软件

设计扩增引物（表 １），以 Ａｃｔｉｎ 作为内参基因。 ＰＣＲ
体系、扩增条件及热循环程序参照苏倩等的方法［２２］，
使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ ６ｘ 荧光定量 ＰＣＲ
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表 １　 紫花苜蓿基因的 ＲＴ － ｑＰＣＲ 引物序列信息表

基因名 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′） 产物长度
（ｂｐ）

Ａｃｔｉｎ ＧＡＣＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＧＧ ＣＡＡＴＡＣＣＧＴＧＣＴＣＡＡＴＧＧ ７３

ＭｓＧＲＦ１ ＧＴＴＡＧＧＴＧＴＴＧＧＡＡＧＴＡＧＴＧＣＴＣ ＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣＣＴＣＴＧＣＣＡＴＡＧＴＧ ８６

ＭｓＧＲＦ２ ＴＣＣＡＧＡＧＣＣＡＧＧＴＡＧＡＴＧＴＡＧＡＡＧ ＡＧＴＧＡＴＧＡＡＡＴＴＣＣＡＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧ ８０

ＭｓＧＲＦ３ ＡＡＴＧＡＡＴＧＣＴＧＣＧＡＧＴＧＡＴＧＡＴＧ ＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＧＡＧＡＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧ ９１

ＭｓＧＲＦ４ ＡＴＣＡＴＡＡＴＣＡＴＣＡＣＣＡＣＣＧＴＴＣＡＴＴ ＴＡＧＣＡＴＴＡＧＣＡＣＣＴＡＣＡＧＣＡＧＡＡＧ ７５

ＭｓＧＲＦ５ ＣＧＧＡＧＣＣＡＧＧＡＡＧＡＴＧＴＡＧＧＡ ＴＧＣＣＡＣＣＡＧＣＧＡＣＡＧＴＴＡＧＣ ８９

ＭｓＧＲＦ６ ＴＣＴＧＣＴＴＣＴＧＴＴＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣ ＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＧＣＴＴＣＣＧ ８５

ＭｓＧＲＦ７ ＣＴＣＡＴＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＡＴＣ ＧＧＡＧＧＡＡＣＡＧＡＡＧＣＡＣＣＡＡＣＣ ９１

ＭｓＧＲＦ８ ＴＡＡＣＣＡＣＣＣＴＴＴＣＣＴＣＴＡＣＣＡＴＡＡ ＴＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＡＧＴＣＣ ７７

仪的实时检测系统进行 ＲＴ － ｑＰＣＲ 分析，采用 ２ － ΔΔＣＴ

法计算基因的相对表达量。
１． ５　 数据处理与统计分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据整理，采用 ＤＰＳ １４． ０
进行单因素方差分析，采用相应在线绘图工具、Ｒ 软

件作图。

２　 结果与分析

２． １　 ＭｓＧＲＦ 家族的理化性质特征分析

同源性搜索在紫花苜蓿基因组中获得了 ２２ 个

推定的 ＧＲＦ 蛋白序列，在去除不完整 ＱＬＱ、ＷＲＣ 结

构域序列后， 根据 Ｆｉｇｓｈａｒｅ 数据库中蒺藜苜蓿

（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ） 和 ＮＣＢＩ 数据库中拟南芥

（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）的分类，采用递次命名法从紫

花苜蓿基因组识别出 ８ 个完整的生长调节因子成员

ＭｓＧＲＦ１ ～ ＭｓＧＲＦ８。 基于 ＥｘＰＡＳｙ 检测相关 ＭｓＧＲＦ
物理和化学特性可知，紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因家族蛋白

质长度 ２２４ ～ ５１６ ａａ，分子量在 ２５． ３８ ～ ５６􀆰 ２２ ｋｕ，等
电点为 ６． ２８ ～ １０． ２５，其中仅 ＭｓＧＲＦ６ 为酸性蛋白

（等电点 ＞ ７． ０），其他均为碱性蛋白。 亚细胞定位

预测显示，紫花苜蓿 ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ５ 位于细胞质

中，其他 ６ 个 ＭｓＧＲＦ 成员均位于细胞核中；且所有

蛋白亲水指数均为正值，表示成员均为疏水蛋白

（表 ２）。

表 ２　 紫花苜蓿 ＧＲＦ 基因的鉴定及理化性质信息表

基因标志 基因名 亲水指数
等电点
（ＰＩ）

分子量
（ｋｕ）

蛋白质长度
（ａａ） 亚细胞定位

ＭｓＧ０１８００００３５０． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ１ ０． ６５５ ８． ９７ ５６． ２２ ５１６ 细胞核

ＭｓＧ０２８０００８３８５． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ２ ０． ５６３ ８． ４３ ４１． ９７ ３６９ 细胞核

ＭｓＧ０３８００１６５９３． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ３ ０． ７９７ ７． ３２ ５５． ４５ ５１３ 细胞质

ＭｓＧ０３８００１６６３９． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ４ ０． ８１１ ７． ８１ ５０． ８６ ４６３ 细胞核

ＭｓＧ０４８００２０００６． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ５ ０． ６０６ ９． ５８ ３４． ２９ ３０５ 细胞质

ＭｓＧ０５８００２５３６８． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ６ ０． ７２６ ６． ２８ ３７． ２３ ３３２ 细胞核

ＭｓＧ０７８００４１０９０． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ７ ０． ７５９ １０． ２５ ２５． ３８ ２２４ 细胞核

ＭｓＧ０８８００４７３４５． ０１． Ｔ０１ ＭｓＧＲＦ８ ０． ４４６ ７． ３０ ４２． １４ ３７０ 细胞核

２． ２　 ＭｓＧＲＦ 家族成员鉴定及系统发育分析

为了系统地揭示紫花苜蓿生长调节因子蛋白

（ＭｓＧＲＦ）、拟南芥生长调节因子蛋白（ＡｔＧＲＦ）、大
豆生长调节因子蛋白（ＧｍＧＲＦ）、蒺藜苜蓿生长调节

因子 蛋 白 （ ＭｔＧＲＦ）、 水 稻 生 长 调 节 因 子 蛋 白

（ＯｓＧＲＦ）成员的进化关系，基于氨基酸序列的邻接

法构建系统发育树（图 １）。 通过对 ＭｓＧＲＦ 与上述

不同植物蛋白质序列的同源比较分析，８ 个 ＭｓＧＲＦ、
９ 个 ＡｔＧＲＦ、 ２０ 个 ＧｍＧＲＦ、 ８ 个 ＭｔＧＲＦ、 １２ 个

ＯｓＧＲＦ，共 ６７ 个生长调节因子蛋白可分为 ５ 个不同

的亚家族。 其中，Ｃ 组是数量最少的亚家族，包含 ２
个成员，Ａ 组是数量最多的亚家族，包含 １８ 个成员。
对 ＭｓＧＲＦ 进行分组，结果显示 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 亚家族分

别包含 ３、１、３、１ 个成员。
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２． ３　 ＭｓＧＲＦ 基因结构和蛋白质序列比对分析

由图 ２ － Ａ 可知，基因结构显示服务器（ＧＳＤＳ）
预测 ＭｓＧＲＦ 的外显子 － 内含子结构以深入了解紫

花苜蓿在基因进化过程中的变异情况，结果表明，
ＭｓＧＲＦ１ 拥有最多的内含子（１０ 个），其他 ＭｓＧＲＦ 成

员外显子数量在 ３ ～７ 个，且内含子长度可达 ２􀆰 ８ ｋｂ；
而所有的 ＭｓＧＲＦ 成员皆含有 ５ 个或 ６ 个外显子。

为了更好地了解 ＧＲＦ 蛋白序列的特征，对覆盖

ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 结构域的最保守区域进行了分析。 结

果表明，８ 个 ＭｓＧＲＦ 蛋白都具有相同的 ＱＬＱ 和

ＷＲＣ 氨基酸序列，并且这 ２ 个结构域之间的序列高

度保守，而 ＴＱＬ 结构域仅存在于一些与拟南芥 ＧＲＦ
成员相似的 ＭｓＧＲＦ 成员（ＭｓＧＲＦ１、ＭｓＧＲＦ３） Ｃ 端

（图 ２ － Ｂ）。

２． ４　 ＭｓＧＲＦ 启动子中的顺式元件分析

使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数据库分析了 ８ 个 ＭｓＧＲＦ 基

因的上游序列，分析结果表明，紫花苜蓿 ＧＲＦ 启动

子区域包含光照响应、ＭＹＢ 转录因子、植物激素元

件（ＡＢＡ、ＧＡ、ＳＡ、Ｍｅ － ＪＡ）以及厌氧诱导元件等一

系列元件（图 ３），这些顺式元素是响应非生物应激

反应的重要组成部分。 例如，ＭｓＧＲＦ７、ＭｓＧＲＦ８ 含

有与冷胁迫相关的顺式元件，而 ＭｓＧＲＦ８、ＭｓＧＲＦ６、
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ＭｓＧＲＦ２、ＭｓＧＲＦ１ 含有脱落酸（ＡＢＡ）、茉莉酸甲酯

（Ｍｅ － ＪＡ）、水杨酸（ＳＡ）及赤霉素（ＧＡ）等激素反应

元件；ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ４、ＭｓＧＲＦ５ 的启动子特异地含

有 １ 个与分生组织表达相关的元件，表明这些 ＧＲＦ
基因可能与分生组织的生长发育有关。
２． ５　 ＭｓＧＲＦ 的染色体定位分析

为确定紫花苜蓿生长调节因子基因在染色体

上的位置和相关基因扩增片段区域，以 ９７％序列相

似性为标准将 ＭｓＧＲＦ 映射到相应染色体锚定支架

上，ＴＢｔｏｏｌｓ 可视化显示 ８ 个 ＭｓＧＲＦ 均可被定位到 ７
条染色体上（图 ４），且不均匀地分布于不同染色体

臂的远端区域。 其中 ７ 号染色体拥有最多的

ＭｓＧＲＦ（ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ４），其他染色体上均包含 １
个 ＭｓＧＲＦ。
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２． ６　 ＭｓＧＲＦ 基因在不同组织中的 ＲＮＡ － ｓｅｑ 表达

谱分析

根据转录组数据分析了紫花苜蓿的 ６ 种组织，
包括根瘤、花序、分枝茎、幼嫩茎、主茎、根系；其中，
ＭｓＧＲＦ１ 在多种组织中表现出较高的表达水平，尤
其是在根 系 和 幼 嫩 茎 中。 ３ 个 基 因 （ ＭｓＧＲＦ２、
ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ４）在所有组织中均具有相对较低的

表达水平。 ＭｓＧＲＦ７ 基因在根瘤中的表达水平高于

其他基因。 ＭｓＧＲＦ５、ＭｓＧＲＦ６ 和 ＭｓＧＲＦ８ 在幼嫩茎

和花序中的表达量比在其他组织中要高（图 ５ －
Ａ）。 通过 ｑＰＣＲ 分析，发现 ＭｓＧＲＦ４ 在花中表现出

最高的表达水平，这与图 ５ － Ａ 的结果大体一致。
分析表明，ＭｓＧＲＦ１ 基因在根系和花序中的表达水

平远高于主茎和叶片，同时亦高于所有其他 ＭｓＧＲＦ

基因（图 ５ － Ｂ）。
２． ７　 干旱胁迫下 ＭｓＧＲＦ 基因的 ＲＴ － ｑＰＣＲ 分析

综合图 ５ 可知，ＭｓＧＲＦ 在根系的表达水平较

高，因此以根系为主要测定对象，探索了干旱胁迫

下各基因的实时表达水平。 由图 ６ 可知，在不同时

间点（０、２、４、８、１２、２４ ｈ）下不同 ＭｓＧＲＦ 表达模式存

在明显差异。 其中，ＭｓＧＲＦ２、ＭｓＧＲＦ４ 全部时间点

钟 中 的 表 达 水 平 皆 较 低。 ＭｓＧＲＦ３、 ＭｓＧＲＦ５、
ＭｓＧＲＦ６、ＭｓＧＲＦ７、ＭｓＧＲＦ８ 在干旱处理 ０ ｈ 时处于

较高水平，而后略微增加，而在干旱处理 ２４ ｈ 后皆

具有最低水平。 就 ＭｓＧＲＦ１ 表达水平而言，干旱处

理 ０ ｈ 时，表达水平较低，而在处理 ２、４、８、１２ ｈ 中均

保持较高的相对表达量（５８． ０ ～ ８３． １），在处理 ２４ ｈ
后，相对表达量降低，但仍处于较高水平（４５． ８）。

３　 讨论与结论

生长调节因子是植物特有的转录因子，可作用

调节早期植物形态发生和根部发育，在作物产量和

抗性遗传改良中发挥着关键作用［２３］。 本研究中，在
紫花苜蓿中鉴定得到 ２２ 个待定蛋白，多重序列比较
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进一步发现仅 ８ 个 ＧＲＦ 成员（ＭｓＧＲＦ）同时含有完

整的 ＱＬＱ 结构域和 ＷＲＣ 基序。 ＧＲＦ 的数量因植

物而异，一般而言，植物中 ＧＲＦ 成员的数量在 ８ ～ ２７
个之间［２４］。 以往的研究表明，大豆、水稻、番茄、玉
米以及马铃薯中的 ＧＲＦ 基因数量更多；植物物种间

ＧＲＦ 基因数量的差异可能归因于基因的串联重复

和片段复制。 ＥｘＰＡＳｙ 检测表明，ＭｓＧＲＦ 蛋白质长

度 ２２４ ～ ５１６ ａａ，分子量 ２５． ３８ ～ ５６． ２２ ｋｕ，所有的

ＭｓＧＲＦ 成员均为疏水蛋白，且大多数成员呈碱性。
亚细胞定位预测表明，除 ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ５ 位于细

胞质外，其余 ＭｓＧＲＦ 成员均位于细胞核中。
基因的结构和氨基酸结构是决定其转录水平

与表达强弱的重要条件，基因结构已被确定为该基

因可编辑性的重要特征之一［２５］。 本研究中，所有的

ＭｓＧＲＦ 成员的 ＱＬＱ 结构域和 ＷＲＣ 基序皆存在于

Ｎ 末端（图 ２ － Ｂ）。 这一观察结果与水稻、拟南芥和

大豆等模式植物［１２ － １６］ 观察到的结果一致。 本研究

发现 ＱＬＱ 和 ＷＲＣ 的 Ｎ 末端结构是 ＭｓＧＲＦ 家族的

基本构架，但 ＴＱＬ 结构域的 Ｃ 端仅存在于少数

ＭｓＧＲＦ 成员中，因此推测 ＭｓＧＲＦ 蛋白的功能多样

性可能取决于 Ｃ 端结构域的多样性［５］。 本研究中，
基因结构分析表明，不同 ＭｓＧＲＦ 成员的外显子数量

差异较小，但内含子数量差距较大（３ ～ １０ 个）；这与

拟南芥的内含子特征相似，表明 ＭｓＧＲＦ 的系统发育

关系与其相应的基因结构和保守基序具有密切关

系［４］。 内含子特征与基因进化有关，更多和更长的

内含子往往存在于高表达的基因中，并可能导致基

因的功能多样化［２６］。
基因表达受不同途径的顺式作用元件和反式

作用因子的复杂相互作用调节［２７］，之前的研究表

明，生长调节因子基因可被不同的顺式元件模块诱

导［６，１３，２８］。 本研究结果表明，ＭｓＧＲＦ 基因的启动子

包含各种应激反应元件，如冷反应、光诱导及植物

激素元件。 部分 ＭｓＧＲＦ 成员基因启动子中还具有

防御和应激反应元件、厌氧诱导以及植物激素

（ＡＢＡ、 ＧＡ、 ＳＡ、 Ｍｅ － ＪＡ） 元 件， 这 些 结 果 表 明

ＭｓＧＲＦ 基因也可能通过介导活性氧代谢系统从而

参与应对非生物胁迫及植物生长发育。 据报道，与
ＡｔＧＲＦ７ 同源的基因可以结合 ＤＲＥＢ２Ａ 启动子并在

非应激条件下抑制其表达。 然而，值得注意的是，
非生物胁迫会抑制 ＡｔＧＲＦ７ 表达，从而激活渗透胁

迫响 应 基 因［２９］。 本 研 究 中， ＭｓＧＲＦ１、 ＭｓＧＲＦ３、
ＭｓＧＲＦ４ 含有更多的 ＡＢＡ 响应元件（ＡＢＲＥ 元素）并

且可能可以有效地响应渗透压。 因此，ＭｓＧＲＦ１、
ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ４ 在调节苜蓿胁迫渗透压方面可能

与 ＡｔＧＲＦ７ 具有相似的功能。
水资源短缺造成的干旱胁迫是影响全球植物

生长的主要非生物胁迫类型［３０］，因此提高植物（如
紫花苜蓿）的干旱耐受性极其重要［３１］。 本研究中，
通过 ＲＮＡ － ｓｅｑ 技术，发现幼嫩茎和根系中的

ＭｓＧＲＦ 转录水平高于其他组织，且 ｑＰＣＲ 分析表明

ＭｓＧＲＦ 在根系的转录水平较高。 这些发现表明苜

蓿中的 ＧＲＦ 可能主要在调节种子发芽和根系发育

过程中发挥作用。 先前的研究已证实 ＧＲＦ 可通过

调节植物生长的复杂过程和对环境胁迫的反应来

发挥作用［２９］ 。 例如，干旱胁迫下，ＯｓＧＲＦ１ 可以调

节赤霉酸（ＧＡ）诱导的茎伸长和转录活性［３２］ 。 对

于干旱胁迫，综合而言根系比其他器官更敏感，因
此基于实时荧光定量 （ ＲＴ － ｑＰＣＲ） 分析了根系

ＭｓＧＲＦ 对 干 旱 胁 迫 的 响 应。 结 果 表 明， ８ 个

ＭｓＧＲＦ 在干旱胁迫的不同时间点中均发生明显变

化，但不同 ＭｓＧＲＦ 的表达模式存在一定差异，表明

ＭｓＧＲＦ 成员在物种进化过程中受到了不同程度的

影响。 其中在干旱处理 ０ ｈ 时，ＭｓＧＲＦ１ 相对表达量

较低，此后的 ２４ ｈ 内一直保持较高水平，表明

ＭｓＧＲＦ１ 在紫花苜蓿响应干旱胁迫反应中发挥关键

作用。
本研究结果表明，从紫花苜蓿中共鉴定出 ８ 个

ＭｓＧＲＦ，可分为 ４ 个亚家族，分布于 ７ 条染色体上。
这些 ＭｓＧＲＦ 在氨基酸序列、基序组成方面表现出高

度相似性， 在基因结构具有一定差异性。 ８ 个

ＭｓＧＲＦ 蛋白质的长度为 ２２４ ～ ５１６ ａａ，分子量为

２５􀆰 ３８ ～ ５６． ２２ ｋｕ，绝大多数 ＭｓＧＲＦ 为碱性蛋白且

皆具有疏水性质。 基于 ＲＮＡ － ｓｅｑ、ｑＰＣＲ 分析表

明，ＭｓＧＲＦ 主要在幼嫩部位和根系中具有较高的表

达活性。 ＲＴ － ｑＰＣＲ 分析表明，８ 个 ＭｓＧＲＦ 基因中，
２ 个（ＭｓＧＲＦ２、ＭｓＧＲＦ４）在干旱胁迫下无明显变化，
６ 个（ＭｓＧＲＦ１、ＭｓＧＲＦ３、ＭｓＧＲＦ５、ＭｓＧＲＦ６、ＭｓＧＲＦ７、
ＭｓＧＲＦ８）在干旱处理 ０ ｈ 时较低，随着干旱处理时

间的延长，呈被诱导上调表达而后降低；以 ＭｓＧＲＦ１
表达水平最为显著，表明 ＭｓＧＲＦ１ 可能是耐旱的关

键候选基因。 研究结果为揭示 ＭｓＧＲＦ 的进化和功

能提供了理论依据，也为紫花苜蓿的育种改良提供

了潜在靶点。
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ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｌｅａｓｔ ｃｏｍｐａｃｔ ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００６， ２２
（１０）：５２８ － ５３２．

［２７］杨林林，韩敏琦，高　 嘉，等． 小麦超氧化物歧化酶基因家族鉴

定及盐胁迫下响应锌钾的表达分析［ Ｊ］ ． 山东农业科学，２０２３，
５５（８）：１１ － ２０．

［２８］石欣玥，尚骁尧，周玲芳，等． 紫花苜蓿转录因子基因 ＭｓＡＰ２ 的

克隆及转化［Ｊ］ ． 生物技术通报，２０２１，３７（１２）：１３ － ２１．
［２９］Ｋｉｍ Ｊ Ｓ，Ｍｉｚｏｉ Ｊ，Ｋｉｄｏｋｏｒｏ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｇｒｏｗｔｈ － ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ７ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ － ａｎｄ
ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ － ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｇｅｎｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＤＲＥＢ２Ａ［Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌ，２０１２，２４（８）：３３９３ － ３４０５．

［３０］王凯悦，陈芳泉，黄五星． 植物干旱胁迫响应机制研究进展

［Ｊ］ ． 中国农业科技导报，２０１９，２１（２）：１９ － ２５．
［３１］卢前成，宁松瑞，颜　 安，等． ＰＥＧ － ６０００ 干旱胁迫下 １８ 种牧草

种子萌发特性与响应机制［ Ｊ］ ． 江苏农业科学，２０２３，５１（２２）：
１８０ － １９０．

［３２］Ｇａｏ Ｆ，Ｗａｎｇ Ｋ，Ｌｉｕ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｍｉＲ３９６ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒｉｃｅ ｙｉｅｌｄ
ｂｙ ｓｈａｐｉｎｇ ｉｎｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓ， ２０１５，
２：１５１９６．
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