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　 　 摘要：ＮＡＣ 转录因子是高等植物所特有的具有多种生物功能的转录因子，在植物生长发育、抵抗逆境和激素调节等过程

中发挥着重要作用。 本研究利用 ＲＡＣＥ⁃ＰＣＲ 技术，克隆获得了紫花苜蓿 ＮＡＣ 转录因子 ＭｓＮＡＣ１ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＪＮ０９９３８４􀆰 １）基因的 ｃＤＮＡ 序列。 生物信息学分析显示，ＭｓＮＡＣ１ 基因的开放阅读框（ＯＲＦ）为 ９９３ ｂｐ，编码一个由 ３３０ 个氨基

酸残基组成的亲水性蛋白，Ｎ⁃端具有保守的 ＮＡＭ 结构域，Ｃ⁃端高度变异，具备 ＮＡＣ 转录因子的基本特征；ＭｓＮＡＣ１ 蛋白被定

位在细胞核中，含有 ２ 条核定位信号序列，具有 ９ 个糖基化位点和 ２３ 个磷酸化位点，三级结构为对称的同型二聚体。 多重比

对发现，ＭｓＮＡＣ１ 蛋白与拟南芥 ＡＴＡＦ１ 和水稻 ＯｓＮＡＣ６ 蛋白的同源性较高；系统进化分析表明，ＭｓＮＡＣ１ 蛋白属于 ＮＡＣ 转录

因子家族中的 ＡＴＡＦ 亚族，与 ＡＴＡＦ１ 的亲缘关系最近。 非生物逆境胁迫下的表达分析显示，ＭｓＮＡＣ１ 基因在高盐、干旱和低温

胁迫下表达量均呈现先上调后下调的趋势，不同处理时间的差异达到极显著水平，并且根中的表达量上调幅度高于叶片，说
明该基因可能参与调控非生物逆境胁迫的生理响应。
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ＮＡＣ 转录因子是高等植物特有的一类转录因

子［１⁃３］。 其最初命名来源于矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉ⁃
ｄａ）的 ＮＡＭ 基因［２］、拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）的
ＡＴＡＦ１ ／ ２ 和 ＣＵＣ１ ／ ２ 基因［４］ 首字母的缩写，这些基

因所编码蛋白的 Ｎ⁃端均包含有一段保守的氨基酸

序列与 ＮＡＭ 蛋白高度同源，所以将其称为 ＮＡＣ 蛋

白的结构域［４］。 目前已在大约 ２０ 种植物中发现

ＮＡＣ 家族转录因子基因［５］，其中水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖｅ）
和拟南芥中分别至少有 １５１ 和 １１７ 个成员［６］，大麦

（Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ． ）和柑橘（Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎｉａ Ｏｓｂｅｃｋ）
中分别至少有 ４８ 和 ４５ 个成员［７⁃８］，大豆 （Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ Ｌ． ）和烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ）中均至少有 １５２
个成员［９⁃１０］，杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ）中至少有 １６３
个成员［１１］。 因此，ＮＡＣ 转录因子被认为是至今发

现的植物基因组中最大的转录因子家族之一。 ＮＡＣ
转录因子参与高等植物的诸多生物学过程，如顶端

分生组织的形成［１２⁃１３］、细胞周期的调控［１４］、种子和

胚的发育［１５］、花药的发育［１６］、次生根的形成［１７］、次
生壁的形成［１８⁃１９］、叶片的衰老［２０⁃２１］、激素信号转

导［７，２０，２２⁃２３］，同时还具有调控逆境胁迫应答的功

能［２４⁃２９］。 尽管 ＮＡＣ 转录因子基因的功能还有待深

入研究，但其在植物遗传工程方面已展现出了巨大

的应用潜力。 拟南芥 ＮＡＣ 转录因子 ＡＴＡＦ１ 基因的

表达受干旱和 ＡＢＡ 处理诱导，负调控渗透胁迫反

应［３０］。 水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ）的 ＳＮＡＣ１ ／ ２ 基因受到

干旱、高盐、低温以及 ＡＢＡ 的诱导表达，其过表达植

株耐冷、抗盐并能抵御干旱，转 ＳＮＡＣ１ 基因的水稻

在大田里生长正常，且耐旱性好，展现出很高的育种

价值［３１］。 与生物胁迫有关的 ＮＡＣ 基因还包括水稻

的 ＯｓＮＡＣ６［３２］、ＯｓＮＡＣ０１９［３３］以及辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎ⁃
ｎｕｕｍ Ｌ． ） 的 ＣａＮＡＣ１［３４］ 等。 花生 ＡｈＮＡＣ２ 和 Ａｈ⁃
ＮＡＣ３ 蛋白序列与拟南芥 ＲＤ２６ 同源性较高，推测与

干旱响应和 ＡＢＡ 信号传导有关［３５］。
紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ）是畜牧业生产中

重要的优质饲草，含有丰富的蛋白质、矿物质及多种

维生素，大面积种植紫花苜蓿有利于调节气候、改善

农业生产环境和生态环境［３６］。 然而，生态环境的劣

变导致饲草产量降低、品质下降，草畜失衡的矛盾日

益加剧，严重制约了畜牧业的可持续发展，因此开展

牧草抗逆分子机理研究，提高其抗逆性对我国畜牧

业发展和生态环境的改善具有重要意义。 截至目

前，对紫花苜蓿 ＮＡＣ 转录因子研究的报道相对较

少，只有 Ｙ􀆰 Ｘ􀆰 Ｗａｎｇ［３７］克隆了一个紫花苜蓿 ＮＡＣ 转

录因子基因（ＡＤＫ２３９１５􀆰 １），干旱、高盐和 ＡＢＡ 均可

诱导该基因的表达，并且转基因拟南芥比野生型具

有更强的耐旱性。 本研究以 ＡｈＮＡＣ２ 和 ＡｈＮＡＣ３ 基

因序列为基础，通过 ｃＤＮＡ 末端快速扩增技术

（ＲＡＣＥ，ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ）克隆紫花

苜蓿逆境相关 ＮＡＣ 转录因子新基因，并对其进行生

物信息学分析和非生物逆境胁迫下的表达分析，为
应用苜蓿 ＮＡＣ 基因开展牧草抗逆基因机理研究，以
及通过转基因技术改善牧草抗逆性奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

试验所用紫花苜蓿中苜 ３ 号（Ｚｈｏｎｇｍｕ ３）由黑

龙江省畜牧研究所惠赠。 反转录试剂盒 Ｒｅｖｅｒ⁃
ｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔ Ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ
公司，５′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 和 ３′⁃Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 试剂盒、ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 植物

组织总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＬＡ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、
ｐＭＤ１８⁃Ｔ 试剂盒、凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂

盒、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 均购自 ＴａＫａＲａ 公司，荧光

染料 ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ｉ 购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。 引物合成由

北京 ＢＩＯＭＥＤ 公司完成。 感受态细胞大肠杆菌

ＤＨ５α 为本实验室保存。
１􀆰 ２　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因的克隆

１􀆰 ２􀆰 １　 紫花苜蓿总 ＲＮＡ 的提取　 紫花苜蓿总 ＲＮＡ
的提取根据 ＲＮＡｉｓｏ ｐｌｕｓ 试剂盒的说明书进行。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 的合成　 ＲＡＣＥ⁃ＰＣＲ 试验所用 ｃＤＮＡ
分别根据 ３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 和 ５′⁃
Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 的说明书以试剂盒内

附带的引物按步骤合成。 根据 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 的说明利用试剂盒内附带

的随机引物合成 ｃＤＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭｓＮＡＣ１ 全长 ｃＤＮＡ 的克隆 　 以豆科植物
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花生 ＮＡＣ 转 录 因 子 基 因 ＡｈＮＡＣ２ 和 ＡｈＮＡＣ３
（ＥＵ７５５０２３ 和 ＥＵ７５５０２２）序列为基础，在 ＮＣＢＩ 数

据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ）中进行 ＢＬＡＳＴ
搜索，通过相似性比较，发现蒺藜苜蓿 ３ 号染色体基

因组序列（ＣＵ４６８２３４）与 ＡｈＮＡＣ２ 和 ＡｈＮＡＣ３ 有一段

高度同源序列。 根据这段同源序列设计特异引物

（ＭｓＰ１：５′⁃ＡＣＣＡＡＡＣＧＧＴＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＡＣＣ⁃３′、ＭｓＰ２：
５′⁃ＣＧＡＴＡＣＴＣＧＴＧＣＡＴＧＡＴＣＣＡＡＴＴＧ⁃３′），对紫花苜

蓿 ｃＤＮＡ 进行扩增，反应体系（２０ μＬ）为 ｃＤＮＡ ２ μＬ，
ＭｓＰ１（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ，ＭｓＰ２ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ，
１０ × ＬＡ ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，ｄＮＴＰ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ，
ＬＡ Ｔａｑ（５ Ｕ ／ μＬ）０􀆰 ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ １２􀆰 ７５ μＬ；反应程

序为 ９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９４ ℃变性 １０ ｓ，５５ ℃退火

２０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 扩增产物经凝胶电泳回收后连接至 ｐＭＤ⁃１８Ｔ
载体并转化大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，挑取阳性

克隆测序。 根据获得的片段序列，设计 ３′ＲＡＣＥ 上

游引物 （ＭｓＰ３：５′⁃ＧＣＣＧＡＡＣＣＧＧＧＣＧＧＣＴＧＧＧＴＣＴ⁃
ＧＧ⁃３′），以 ３′ＲＡＣＥ 专用 ｃＤＮＡ 为模板，以 ＭｓＰ３ 和

３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 试剂盒提供的 Ｏｕｔｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ（３′ＲＯＰ）为引物来完成 ３′ＲＡＣＥ 片段扩增并测

序；根据 ３′ＲＡＣＥ 测序结果，设计 ５′ＲＡＣＥ 特异性 ｉｎ⁃
ｎｅｒ 和 ｏｕｔｅｒ 引 物 （ ＭｓＰ４： ５′⁃ＣＧＧＴＣＧＧＣＣＴＧＡＡＣ⁃
ＣＧＴＴＴＧＧ⁃３′、 ＭｓＰ５： ５′⁃ＡＧＣＣＣＧＧＴＴＣＧＧＣＣＴＴＧＡＡ
ＣＣ⁃３′），以 ５′ＲＡＣＥ 专用 ｃＤＮＡ 为模板，以 ＭｓＰ４、
ＭｓＰ５ 根据 ５′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｓｅｔ Ａｇａｒｏｓｅ Ｒｅｇｕｌａｒ 试剂盒

说明书要求来完成 ５′ＲＡＣＥ 片段扩增并测序；拼接得

到 ＭｓＮＡＣ１ 基因的全长 ｃＤＮＡ 序列。 根据全长 ｃＤＮＡ
序列 设 计 基 因 ＯＲＦ 特 异 性 引 物 （ＭｓＰ６： ５′⁃ＡＣ⁃
ＣＡＡＡＣＧＧＴＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＡＣＣ⁃３′、 ＭｓＰ７： ５′⁃ＣＧＡＴＡＣ
ＴＣＧＴＧＣＡＴＧＡＴＣＣＡＡＴＴＧ⁃３′），以反转录的 ｃＮＤＡ 为模

板克隆ＭｓＮＡＣ１ 基因 ＯＲＦ 全长，ＰＣＲ 反应体系及程序、
克隆方法同上，退火温度为 ５３ ℃。
１􀆰 ３　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因的生物信息学分析

根据 ＭｓＮＡＣ１ 基因序列，利用 ＤＮＡｓｔａｒ 中 Ｅｄｉｔ
Ｓｅｑ 的 Ｆｉｎｄ ＯＲＦ 预测开放阅读框（ＯＲＦ），从而推导

出氨基酸序列。 Ｂｌａｓｔｘ 搜索其他物种的相似蛋白，
用 ＤＮＡＭＡＮ ５． ２（Ｌｙｎｎｏｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎａ⁃
ｄａ）进行氨基酸序列多重比对和进化树分析；利用

ＥｘＰａｓｙ 在 线 工 具 ＰｒｏＰａｒａｍ 和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ）分析 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的各种氨

基酸含量、理论分子量和等电点等的理化参数和疏

水性图谱； ＮＣＢＩ ＣＤＤ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ． ｃｇｉ）预测蛋白的

功能结构域；ＮｅｔＰｈｏｓ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖ⁃
ｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／ ）和 ＮｅｔＧｌｙｃａｔｅ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ．
ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＧｌｙ⁃ｃａｔｅ ／ ）预测蛋白的磷酸化位点和

糖基化位点；ＳｉｇｎａｌＰ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖ⁃
ｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）预测蛋白质序列的信号肽；ＴＭＨＭＭ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／ ） 分析

蛋白质序列的跨膜结构域；ＰｒｏｔＣｏｍｐ ｖ． ９． ０（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｌｉｎｕｘ１． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ｂｅｒｒｙ）分析蛋白的亚细胞定位

情况；ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｂｉｌ． ｉｂｃｐ． ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｏｐｍａ． ｈｔｍｌ）预测蛋白的二

级结构； ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ ／ ）预测蛋白的三级结构。
１􀆰 ４　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因在非生物逆境胁迫下

的表达

用 ＭＳ０培养基培养中苜 ３ 号的种子，出苗 ２ 周后

分别用 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液、１０％ ＰＥＧ６０００ 溶液、
４ ℃低温处理 ０ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ，按不

同处理提取根和叶的总 ＲＮＡ；根据 ＭｓＮＡＣ１ 全长

ｃＤＮＡ 序列设计荧光定量表达引物（ＭｓＰ８：５′⁃ＴＧＣＡ⁃
ＣＡＣＴＡＴＴＧＡＴＴＧＧＴＣＧＧＧＡ⁃３′、 ＭｓＰ９： ５′⁃ＡＧＴＧＧＣＡ
ＣＣＴＣＧＣＡＴＧＴＡＧＧ⁃３′）； 以 紫 花 苜 蓿 Ａｃｔｉｎ 基 因

（ＥＵ６６４３１８） 为内参，设计引物 （ ＭｓＰ１０：５′⁃ＣＡＧＧ
ＴＣＧＴＧＡＴＣＴＣＡＣＡＧＡＣＧ⁃３′、 ＭｓＰ１１： ５′⁃ＴＣＴＴＣＴ⁃
ＣＡＡＣＡＧＣＴＧＡＧＣＴＣＧ⁃３′）。 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 法对

不同胁迫处理时间点的样品进行 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定

量分析，反应体系为 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （２ × ） １２􀆰 ５ μＬ，上游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
０􀆰 ５ μＬ，下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）０􀆰 ５ μＬ，ｃＤＮＡ 模板

２􀆰 ５ μＬ，加入 ｄｄＨ２Ｏ 补足到 ２５ μＬ；反应程序为

９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ，９５ ℃变性 １５ ｓ，６０ ℃退火 ３５ ｓ，
７２ ℃延伸 ３５ ｓ，４０ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ；最后

添加熔解曲线。 所用仪器为 ＡＢＩ７５００ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 仪。 相对表达量的计算采用 ２ －△△Ｃｔ法［３８］。 用

ＳＡＳ ８􀆰 ０ 软件对表达量进行方差分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 克隆

２􀆰 １􀆰 １ 　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因的克隆 　 利用

ＭｓＰ１、ＭｓＰ２ 对紫花苜蓿反转录 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩

增，获得 １７２ ｂｐ 的目标片段（图 １⁃Ａ），序列比对显

示该片段与 ＡｈＮＡＣ２、ＡｈＮＡＣ３、ＣＵ４６８２３４ 的相应序

列高度同源，同源性分别为 ７０％ 、７２％ 、９１％ 。 利用

根据该序列设计的引物 ＭｓＰ３ 对 ｃＤＮＡ 进行 ３′
ＲＡＣＥ，获得 １４３１ ｂｐ 的目标片段（图 １⁃Ｂ），根据测
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序结果设计引物 ＭｓＰ４、ＭｓＰ５ 进行 ５′ＲＡＣＥ 扩增，获
得 ４３２ ｂｐ 的目标片段（图 １⁃Ｃ），拼接 ３′和 ５′ＲＡＣＥ
结果得到 １３０９ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 全长序列， 命名为

ＭｓＮＡＣ１ 基因（Ｇｅｎｅ Ｂａｎｋ 注册号为 ＪＮ０９９３８４􀆰 １）。
通过 Ｆｉｎｄ ＯＲＦ 分析发现，ＭｓＮＡＣ１ 基因的 ＯＲＦ 为

９９３ ｂｐ，编码 ３３０ 个氨基酸，在 １０７、１５０ 位置有 ２ 个

核定位信号序列（图 ２）。 在 ＯＲＦ 的两端设计引物

ＭｓＰ６、ＭｓＰ７，以 ｃＤＮＡ 为模板进行扩增，获得一条

１０００ ｂｐ 左右的条带（图 １⁃Ｄ），测序结果为 ９９３ ｂｐ，
与预期片段大小一致。

Ａ：ＭｓＰ１、ＭｓＰ２ 引物扩增中苜 ３ 号反转录 ｃＤＮＡ 结果；Ｂ：３′ＲＡＣＥ 结果；Ｃ：５′ＲＡＣＥ 结果；Ｄ：ＭｓＰ６、ＭｓＰ７ 引物扩增中苜 ３ 号反转录 ｃＤＮＡ 结果

Ａ：Ａｍｐｌｉｆｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｚｈｏｎｇｍｕ ３ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃＤＮＡ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ＭｓＰ１ ａｎｄ ＭｓＰ２，Ｂ：Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３′ ＲＡＣＥ，
Ｃ：Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ５′ ＲＡＣＥ，Ｄ：Ａｍｐｌｉｆｙ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｚｈｏｎｇｍｕ ３ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｃＤＮＡ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ＭｓＰ６ ａｎｄ ＭｓＰ７

图 １　 ＭｓＮＡＣ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增电泳结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ＭｓＮＡＣ１ ｇｅｎｅ

下划线部分代表预测的核定位信号序列

Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
图 ２　 ＭｓＮＡＣ１ 核苷酸及编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１ ｇｅｎｅ

２􀆰 １􀆰 ２　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 与其他植物 ＮＡＣ 类蛋

白的多重比对和系统进化分析 　 与水稻 ＯｓＮＡＣ６
（ＢＡＡ８９８００􀆰 １）、花生 ＡｈＮＡＣ２ 和 ＡｈＮＡＣ３、拟南芥

ＡＴＡＦ１（ＣＡＡ５２７７１􀆰 １）以及辣椒 ＣａＮＡＣ１（ＡＹ７１４２２２）
进行多重比对结果表明，ＭｓＮＡＣ１ 与拟南芥 ＡＴＡＦ１、
水稻 ＯｓＮＡＣ６ 蛋白的同源性较高，分别为 ６４％ 和

６０％ 。 另外， ＭｓＮＡＣ１ 与其他 ＮＡＣ 类蛋白一样，
Ｎ⁃端的氨基酸序列高度保守，可以进一步划分为

Ａ ～ Ｅ ５ 个保守的亚结构域。 Ｃ⁃端虽然与其他植物

ＮＡＣ 类蛋白一样呈现多样性，但也有一些保守的氨

基酸位点如丝氨酸（Ｓ）、甘氨酸（Ｇ）、苯丙氨酸（Ｆ）、
脯氨酸（Ｐ）、苏氨酸（Ｔ）、谷氨酸（Ｅ）、丙氨酸（Ａ）、
天冬酰胺（Ｎ），这是植物转录激活区域的共同特征

（图 ３）。
利用 ＤＮＡＭＡＮ ５􀆰 ２ 软件进行 ＭｓＮＡＣ１ 与拟南

芥 ＡＴＡＦ１（ＣＡＡ５２７７１􀆰 １）、ＡｔＮＴＭ１（ＡＥＣ０７９７０􀆰 １）、
ＡｔＮＳＴ３（ＡＥＥ３１５２７􀆰 １）、ＡｔＣＵＣ２（ＡＡＭ６１１９８􀆰 １），花
生 ＡｈＮＡＣ２、 ＡｈＮＡＣ３， 蒺 藜 苜 蓿 ＭｔＮＳＴ１ （ ＡＤＫ
２３７００􀆰 １）、ＭｔＮＡＣ１００ （ＸＰ ＿００３６１８５２８􀆰 １）、 ＭｔＳＥＮＵ５
（ＸＰ＿００３６２０９５７􀆰 １），五彩椒 ＣａＮＡＣ１（ＡＹ７１４２２２），棉
花 ＧｈＮＳＴ１ （ＡＤＮ３９４１４􀆰 １）、ＧｈＮＳＴ２ （ＡＤＮ３９４１３􀆰 １）、
ＧｈＮＡＣ２ （ ＡＣＩ１５３４２􀆰 １ ）， 大 豆 ＧｍＮＡＣ１００ （ ＸＰ ＿
００３５２４７２６􀆰 １），大麦 ＨｖＮＡＭ（ＢＡＧ３２５１９􀆰 １）、ＨｖＮＡＣ
（ＣＡＭ５７９７８􀆰 １），水稻 ＯｓＩＤＥＦ⁃１ （ＢＡＧ３２５１８􀆰 １）、Ｏｓ⁃
ＮＡＣ６，玉米 ＺｍＳＰＩ１（ＡＦＷ８１８７９􀆰 １）系统进化分析表

明，ＭｓＮＡＣ１ 与逆境胁迫相关的 ＮＡＣ 类蛋白同源性

较高，与 ＡＴＡＦ１ 的亲缘关系最近，属于 ＡＴＡＦ 亚族

（图 ４）。
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下划线部分代表 ＮＡＣ 结构域的 ５ 个保守亚结构域 Ａ ～ Ｅ
Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｆｉｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｕｂ⁃ｄｏｍａｉｎｓ Ａ ｔｏ Ｅ ｉｎ ＮＡＣ ｄｏｍａｉｎ

图 ３　 ＭｓＮＡＣ１ 与其他蛋白的 ＮＡＣ 结构域比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＮＡＣ ｄｏｍａｉｎ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭｓＮＡＣ１ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ４　 ＭｓＮＡＣ１ 与其他植物 ＮＡＣ 类蛋白系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１
ａｎｄ ｓｏｍｅ ｏｔｈｅｒ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２􀆰 ２　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的理化性质分析及功

能预测

２􀆰 ２􀆰 １　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的理化性质分析　 利用 Ｐｒｏｔ⁃
Ｐａｒａｍ 在线软件推测 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白由 ３３０ 个氨基酸

残基组成，相对分子质量为 ３７􀆰 ９ ｋＤ；由 ２０ 种氨基

酸组成，其中，赖氨酸（Ｌｙｓ）含量最高，为 ９􀆰 ７％ ，半
胱氨酸（Ｃｙｓ）含量最低，为 １􀆰 ２％ ；推测的理论等电

点 ＰＩ 为 ９􀆰 １９，脂肪系数为 ６２􀆰 ０６，不稳定系数（ｉｎｓｔａ⁃
ｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ） 为 ３５􀆰 ６１。 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在 线 软 件 预 测

ＭｓＮＡＣ１ 多肽链第 ７８ 位具有最高的分值（２􀆰 １４４）和
最强的疏水性；第 ２７ 位具有最低的分值（ － ３􀆰 １６７）
和最强的亲水性；整体表现为 Ｎ⁃端为亲水区、Ｃ⁃端
区域为疏水区，整条多肽链平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）为
－ ０􀆰 ７９５，表现为亲水性。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的功能结构域预测与分析　
利用 ＮＣＢＩ ＣＤＤ（Ｃｏｎｖｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ Ｄａｔａｂａｓｅ）数据

库分析 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的保守结构域发现（图 ５），在
Ｎ⁃端第 ５０ ～ １７４ 位氨基酸之间有一个典型的由 １２５
个氨基酸组成的 ＮＡＭ 保守结构域。 由此推断，紫
花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因属于 ＮＡＣ 家族转录因子。
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利用 ＮｅｔＧｌｙｃａｔｅ １􀆰 ０ 和 ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰 ０ 在线软件预

测 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的糖基化位点和磷酸化位点发现，
ＭｓＮＡＣ１ 基因编码的蛋白含有 ９ 个糖基化位点（２５、
３６、３７、７１、８３、１３７、１６３、１８２、１９９）和 ２３ 个磷酸化位

点，磷酸化位点包括 １１ 个丝氨酸（ Ｓ）磷酸化位点

（１７、３１、３４、１１０、１２０、１２７、１８５、２１９、２５６、２６７、２７４）、４
个苏氨酸（Ｔ）磷酸化位点（２１、５９、１７９、２１６）和 ８ 个

酪氨酸（Ｙ）磷酸化位点（１４、３３、８８、１０１、１０７、１１６、

２９８、３００）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的二级结构预测　 利用 ＳＯＰ⁃
ＭＡ 对 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的二级结构进行预测发现（图
６），该蛋白的二级结构中包括 ６８􀆰 ４９％ 的无规卷曲

结构、１６􀆰 ０６％ 的 α⁃螺旋结构、２􀆰 ４２％ 的 β⁃转角和

１３􀆰 ０３％的延伸链结构。 无规则卷曲结构所占的比

例最高，其主要作用是连接其他二级结构元件，如
α⁃螺旋、β⁃转角和延伸链。

图 ５　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的保守结构域

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

蓝色：α⁃螺旋；红色：延伸链；绿色：β⁃转角；浅紫色：无规则卷曲

Ｂｌｕｅ：Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ，Ｒｅｄ：Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ，Ｇｒｅｅｎ：Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ，Ｐｕｒｐｌｅ：Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ

图 ６　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的二级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ２􀆰 ４ 　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的三级结构预测 　 利用

ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 对 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白结构域氨基酸的三级

结构进行预测发现（图 ７），ＭｓＮＡＣ１ 蛋白结构域是一

个对称的同型二聚体，每个单体由多个螺旋环绕一个

反向平行的 β⁃折叠构成，两单体通过精氨酸（Ｒ）和谷

氨酸（Ｅ）间的氢键或盐桥形成二聚体，在二聚体表面

的一侧富含正电荷，可能与 ＤＮＡ 结合有关。

图 ７　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ２􀆰 ５　 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白的核定位预测　 利用 ＳｉｇｎａｌＰ
４􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＴＭＨＭＭ ２􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＭｓＮＡＣ１ 进行信

号肽预测和跨膜结构分析，结果显示 ＭｓＮＡＣ１ 氨基

酸序列没有信号肽也不包含跨膜结构域，说明不是膜

结合蛋白，也不是分泌蛋白。 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ｖ􀆰 ９􀆰 ０ 亚细胞

定位分析显示，细胞核、细胞质、线粒体、细胞骨架、内
质网的得分依次为 ６０􀆰 ９％、２１􀆰 ７％、８􀆰 ７％、４􀆰 ３％、

４􀆰 ３％，推测 ＭｓＮＡＣ１ 蛋白可能定位在细胞核内。
２􀆰 ３　 紫花苜蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因在非生物逆境胁迫下

的表达分析

为了进一步探讨 ＭｓＮＡＣ１ 基因的功能，将紫花苜

蓿分别在 ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 溶液、１０％ ＰＥＧ ６０００ 溶

液、４ ℃条件下培养 ０ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ，
发现 ３ 种非生物逆境胁迫下，根和叶中的表达量随着

处理时间的延续均呈现先上调后下调的趋势（图 ８）；
峰值分别出现在处理 ４ ｈ、４ ｈ、２ ｈ 时，并且不同处理

时间表达量的差异均达到极显著水平。 说明紫花苜

蓿 ＭｓＮＡＣ１ 基因可能参与高盐、干旱、低温胁迫的生

理响应，并且根中的表达量上调幅度大于叶片。

３　 讨论

ＮＡＣ 转录因子不仅是当前植物基因功能及表

达网络调控研究中的热点，而且已经成为提高农作

物抗逆能力及作物品质改良的基因工程研究目

标［２４，３９⁃４１］。 紫花苜蓿作为全球范围内的重要牧草，
有着多种抗性。 本研究利用 ＲＡＣＥ 技术，克隆到紫

花苜蓿 １ 个 ＮＡＣ 转录因子 ＭｓＮＡＣ１（ＧｅｎＢａｎｋ 注册

号为 ＪＮ０９９３８４􀆰 １） 基因，编码蛋白与逆境相关的

ＮＡＣ 类蛋白同源性较高，与拟南芥 ＡＴＡＦ１ 亲缘关

系较近，属于 ＡＴＡＦ 亚族。
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Ａ：２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ；Ｂ：１０％ ＰＥＧ６０００；Ｃ：４ ℃
不同大小写字母分别表示差异达到显著、极显著水平

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５ ａｎｄ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ８　 ＭｓＮＡＣ１ 基因在胁迫诱导后的相对表达量

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｓＮＡＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｔｒｅｓｓ

Ｘ􀆰 Ｚｈｏｎｇ 等［４２］的研究表明，ＮＡＣ 蛋白是亲水性

蛋白。 本研究发现紫花苜蓿 ＮＡＣ 类蛋白 ＭｓＮＡＣ１
是由 ３３０ 个氨基酸残基组成的稳定的亲水性蛋白，
Ｎ⁃端具有 ＮＡＣ 转录因子典型的保守 ＮＡＭ 结构域，
高度变异的 Ｃ⁃端具有一些保守的氨基酸位点，符合

植物 ＮＡＣ 转录因子的基本特征［４３］。 细胞内许多蛋

白质的功能是通过蛋白质翻译后修饰来调控的［４４］。
其中，糖基化修饰位点与蛋白质的定位以及细胞内

信号转导等过程有关，磷酸化修饰位点与植物代谢、
基因表达、细胞分化和增殖密切相关［４５］。 ＭｓＮＡＣ１
蛋白含有 ９ 个糖基化位点和 ２３ 个磷酸化位点，推测

可能存在多种翻译后修饰及表达调控方式，具有一

因多效性。 ＮＡＣ 家族转录因子的 Ｎ⁃端具有高度保

守的 ＮＡＭ 结构域，已经发现大量 ＮＡＣ 转录因子的

ＮＡＭ 保守结构域具有核定位序列，并且通过瞬时表

达试 验 证 实 定 位 在 细 胞 核 中［４６⁃５０］。 本 研 究 在

ＭｓＮＡＣ１ 蛋白序列中发现了 ２ 条核定位信号序列，
并且通过 ＰｒｏｔＣｏｍｐ 预测表明其与大多数 ＮＡＣ 转录

因子一样定位在细胞核中，是一个核蛋白，这 ２ 个结

果相互印证，并支持了 ＭｓＮＡＣ１ 是作为一个转录因

子发挥调控功能的结论。
ＮＡＣ 转录因子家族一些基因具有调控逆境胁

迫应答［２４⁃２６］ 的功能，并且存在一因多效性。 刘旭

等［３５］的研究发现，花生的 ＮＡＣ 转录因子 ＡｈＮＡＣ２ 和

ＡｈＮＡＣ３ 基因在干旱、低温、外源 ＡＢＡ、外源 ＧＡ 处理

下表达量均上调，但对高盐处理不敏感。 才华等［５１］

的研究发现，野生大豆 ＮＡＣ 转录因子 ＧｓＮＡＣ２０ 基

因在高盐胁迫下表达量短期内迅速上调；在干旱胁

迫下，叶中表达量下调，根中早期上调；在低温胁迫

下，叶中表达初期受到抑制、后期上调，根中早期下

调，后期上调。 Ｙ􀆰 Ｘ􀆰 Ｗａｎｇ［３７］ 克隆到的紫花苜蓿

ＮＡＣ 转录因子基因（ＡＤＫ２３９１５􀆰 １），同时参与调控

耐旱、耐盐等性状。 本研究发现，紫花苜蓿 ＮＡＣ 转

录因子 ＭｓＮＡＣ１ 基因在高盐、干旱、低温胁迫下表达

量均呈现先上调后下调的趋势，不同处理时间的差

异达到极显著水平，并且根中的表达量上调幅度大

于叶片，说明 ＭｓＮＡＣ１ 基因可能参与调控植物非生

物胁迫的生理响应，属于非生物胁迫反应中早期应

答基因。 本研究还发现，ＭｓＮＡＣ１ 蛋白与拟南芥

ＡＴＡＦ１、水稻 ＯｓＮＡＣ６ 蛋白的同源性较高。 ＡＴＡＦ１
基因的表达受干旱和 ＡＢＡ 处理诱导，负调控渗透胁

迫反应［３０］；ＯｓＮＡＣ６ 基因是响应生物和非生物逆境

胁迫的 ＮＡＣ 转录因子，在低温、干旱和高盐胁迫下

其表达量均上调，且转基因水稻明显提高对高盐和

干旱的抗性［３２］。 说明 ＭｓＮＡＣ１ 与 ＡＴＡＦ１、ＯｓＮＡＣ６
具有相似的基因功能和相近的蛋白结构。

ＮＡＣ 转录因子具有普遍的生物学功能多效性，
如 ＡＴＡＦ１［５２］、ＡＮＡＣ０１９ 和 ＡＮＡＣ０５５［５３］ 等同时在非

生物逆境抗性、抗病性中具有生物学功能，该特点决

定 ＮＡＣ 转录因子在植物育种实践中存在较高的应用

潜力。 本试验克隆的紫花苜蓿 ＮＡＣ 转录因子

ＭｓＮＡＣ１ 基因可能对非生物逆境胁迫具有多重功效，
在苜蓿抗逆性遗传改良中具有一定的利用价值。 但

该基因是否具有其他生物学功能，还有待进一步

研究。
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