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摘要：MYB（V-myb Avian myeloblastosis viral Oncogene Homolog）基因家族是植物中最大的转录因子家族之一，广

泛参与植物的生长发育和逆境胁迫等过程。本研究以‘偏关’苜蓿（Medicago sativa ‘Pianguan’）为材料，通过基因

克隆、生物信息学分析、亚细胞定位及表达模式分析来探究 MsMYB44 基因的特性。结果显示：‘偏关’苜蓿

MsMYB44 基因长 966 bp，共编码 321 个氨基酸。MsMYB44 蛋白与蒺藜苜蓿（Medicago truncatula）MtMYB44 蛋

白高度同源且定位于细胞核内。MsMYB44 基因在‘偏关’苜蓿不同生育期的不同部位均有表达，表现出组织表达

特异性。MsMYB44 基因对干旱、盐胁迫及 ABA 处理均有响应。干旱胁迫下，MsMYB44 相对表达量呈现出先升

高后降低再升高的趋势，并在 12 h 时达到峰值；盐胁迫下，MsMYB44 相对表达量在 48 h 后逐渐升高，且在 72 h 时达

到最高值；ABA 处理下，MsMYB44 在 12 h 时相对表达量最高，随后逐渐降低。研究结果有望为阐释 MsMYB44 基

因调控紫花苜蓿非生物胁迫响应机制提供一定理论参考。
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Cloning， Subcellular Localization and Expression Analysis of MsMYB44 Gene 
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Abstract：The MYB （V-myb Avian myeloblastosis viral Oncogene Homolog） gene family represents one of 
the most extensive groups of transcription factors in plants， playing a crucial role in various processes including 
plant growth， development， and stress responses.  This study utilized Medicago sativa‘Pianguan’ to investi⁃
gate the characteristics of the MsMYB44 gene through methodologies such as gene cloning， bioinformatics 
analysis， subcellular localization， and expression pattern analysis.  The findings revealed that the MsMYB44 
gene of Medicago sativa‘Pianguan’ comprised 966 base pairs and encoded a total of 321 amino acids.  The 
MsMYB44 protein exhibited a high degree of homology to the MtMYB44 protein in Medicago truncatula and 
was localized within the nucleus.  The expression of the MsMYB44 gene was observed in various tissues of 
Medicago sativa‘Pianguan’ across different developmental stages， indicating tissue-specific expression pat⁃
terns.  The MsMYB44 gene was responsive to drought， salt stress， and abscisic acid （ABA） treatment.  Under 
drought conditions， the relative expression level of MsMYB44 initially increased， subsequently decreased， and 
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then increased again， peaking at 12 hours.  In response to salt stress， the relative expression level of MsMYB44 
gradually increased after 48 hours， reaching its maximum at 72 hours.  Following ABA treatment， the relative 
expression level of MsMYB44 peaked at 12 hours and then progressively declined.  These findings would pro⁃
vide a theoretical framework for elucidating the role of the MsMYB44 gene of Medicago sativa in mediating the 
abiotic stress response.
Key words：MsMYB44；Medicago sativa‘Pianguan’；Cloning identification；Subcellular localization；Expres⁃
sion pattern；Abiotic stress

全球气候不断变化，自然灾害频发，加剧了非

生物胁迫对植物的不利影响［1］。据统计，干旱和土

壤盐分被认为是影响植物生存的主要因素［2］。在我

国，干旱/半干旱区占国土面积的 42%，盐碱地规模

近 1×106 km²约占世界总量的 1/10，严重威胁我国

农业生产及种质安全［3-4］。为应对这一挑战，迫切需

要挖掘优良抗逆基因并进行新种质创新［5-6］，而转录

因子（Transcription factor， TF）作为关键的调控元

件，在这一过程中扮演着至关重要的角色。

转录因子又称反式作用因子，通过结合特定基

因转录调控区域来调节靶基因表达，参与植物的多

种生物过程并发挥重要作用［7］。MYB 转录因子家

族是植物中数量最多的转录因子家族，在 N 末端存

在高度保守的 DNA 结合结构域，根据 MYB 结构域

的 数 量 ，可 将 其 分 为 1R-MYB，R2R3-MYB，3R-
MYB，4R-MYB 4 个亚家族［8］，其中 R2R3-MYB 是

最大的 MYB 亚家族，在植物生长发育和非生物胁

迫响应中起调控作用［9-11］。盐胁迫下，AtMYB30 可

与 AOX1a 启动子结合进而促进 AOX1a 基因表达，

以维持细胞稳态，从而增强植物耐盐性［12］。在文冠

果（Xanthoceras sorbifolium Bunge）中 过 表 达

XsMYB44 基因，以及在大白菜（Brassica campestris）
中过表达 BcMYB44 基因，均可显著提升植物的渗

透 调 节 功 能 和 活 性 氧（Reactive oxygen species， 
ROS）稳 态 ，从 而 有 效 增 强 这 两 种 植 物 的 抗 旱

性［13-14］。在拟南芥（Arabidopsis thaliana）中过表达

橡胶（Hevea brasiliensis）HbMYB44 可以显著增强

其对干旱胁迫的耐受性［15］。Jung 等研究发现，在拟

南 芥 中 MYB44 基 因 通 过 增 强 对 ABA（Abscisic 
acid， ABA）的敏感性来参与调控种子萌发和气孔

关闭过程，从而提高植株的耐旱性［16］。除此之外，

R2R3-MYB 转录因子对高温、磷酸盐及氮胁迫也均

有响应［17-19］，在多种非生物胁迫方面发挥着不可替

代的作用。

紫花苜蓿作为世界范围内广泛种植的优质豆

科牧草，富含蛋白质等营养成分，牛羊喜食。有研

究报道，MsMYB4，MsMYB58，MsMYB144 等转录

因子分别参与紫花苜蓿盐胁迫［20］、干旱胁迫［21］、冷

胁迫响应［22］等过程。MYB44 转录因子在拟南芥中

通过调控种子萌发和气孔关闭过程提高抗旱性［15］，

在大白菜中通过增强渗透调节功能和活性氧稳态

发挥抗旱作用［14］，同时在陆地棉中被证实可参与

ABA 信号通路传导响应逆境胁迫［23］，但在紫花苜蓿

中尚未见相关研究报道。‘偏关’苜蓿是山西农业大

学畜牧研究所和偏关县畜牧局选育登记的地方紫

花苜蓿品种，具有抗寒性强、耐瘠薄、产量高、营养

价值高等特点［24-25］，常用作优质人工草地建植和退

化草地植被重建的优质种源。本研究在课题组前

期开展的‘偏关’苜蓿抗旱功能基因挖掘及调控机

制研究基础上，采用基因克隆、生物信息学分析、亚

细胞定位、实时荧光定量等手段，系统解析‘偏关’

苜蓿 MsMYB44 基因的生物学功能，旨在为紫花苜

蓿新种质创制提供理论支撑。

1　材料与方法

1. 1　试验材料的准备

本试验中‘偏关’苜蓿和本氏烟草（Nicotiana 
tabacum）种子由山西农业大学草业学院牧草种质资

源库提供。从中挑选籽粒饱满的种子分别种植于

蛭石与营养土（按 1∶∶1 比例混合）配制的基质中，在

温度为 25℃，相对湿度为 60%，光周期为 16 h 光照/
8 h 黑暗的条件下进行培养，每隔 1 周浇 1 次 Hoa⁃
gland 营养液。待‘偏关’苜蓿生长至 1 月龄时，随机

选取生长良好的植株叶片，液氮速冻，-80℃冰箱保

存，用于目的基因的克隆。同时分别使用含 500 
mmol∙L-1甘露醇的Hoagland营养液、含250 mmol∙L-1 
NaCl 的 Hoagland 营养液以及含 80 μmol∙L-1 ABA
的 Hoagland 营养液进行胁迫处理，每个处理设置 3
个生物学重复，分别在处理的第 0 h，0. 5 h，1 h，3 h，
6 h，12 h，24 h，48 h 和 72 h 取植株相同部位的成熟

叶片进行荧光定量检测。待苜蓿植株处于幼苗期、

分枝前期、分枝中期、分枝后期、开花期、结荚期时，

分别收集其子叶、真叶、复叶、根、茎、花、种荚等各
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部位样品，检测 MsMYB44 基因在‘偏关’苜蓿不同

生育时期不同部位的相对表达量。待烟草长至 1 月

龄有 4~6 个叶片时，选取叶片饱满大小一致的烟草

植株进行亚细胞定位实验。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　引物设计　登录 NCBI 检索并下载‘中苜一

号 ’紫 花 苜 蓿 MYB44 基 因 的 CDS 序 列 ，使 用

Primer 5. 0 软件，按照序列设计扩增引物 MYB44-

F/R 及荧光定量引物 RT-MYB44-F/R，分别用于

MsMYB44 基因的 PCR 扩增及表达量的检测。进

行定量检测时以紫花苜蓿 Actin 基因作为内参，荧

光定量引物为 RT-Actin-F/R。同时结合亚细胞定

位载体序列，设计带有同源臂的扩增引物 MYB44-
eGFP-F/R，用于 MsMYB44 亚细胞定位载体的构

建。M13-F/R 为通用鉴定引物，eGFP-F/R 为重组

载体的鉴定引物，分别用于 MsMYB44 基因的测序

鉴定和重组载体鉴定。引物序列见表 1。

1. 2. 2　MsMYB44 基因克隆　选取 1 月龄长势良好

的‘偏关’苜蓿植株叶片，采用北京华越洋生物科技

有限公司 RNA 提取试剂盒提取叶片总 RNA，将其

反转录为 cDNA，扩增 MsMYB44 基因。PCR 扩增

产物经琼脂糖凝胶电泳检测鉴定后进行纯化回收。

将纯化产物与克隆载体 pTOPO001 连接，并将其导

入 DH5α 感受态细胞中，复苏 1 h 后吸取菌液涂布于

含 50 mg∙L-1 氨苄青霉素的 LB 固体培养基上，37℃
倒置培养 12~16 h，筛选阳性单克隆菌，菌液 PCR
鉴定后送上海生工生物有限公司进行测序。

1. 2. 3　 MsMYB44 基 因 生 物 信 息 学 分 析　 利 用

NCBI 中 BLAST 对 MsMYB44 的核酸序列及编码

氨 基 酸 进 行 比 对 分 析 ，通 过 在 线 分 析 工 具 ：

SMART，ExPASy，SignalP，SOPMA，SwissModel，
PSORT 等对 MsMYB44 氨基酸组成及理化性质、

蛋白结构、亚细胞定位等进行预测分析。

1. 2. 4　 重 组 质 粒 构 建　 以 基 因 克 隆 质 粒

pTOPO001-MsMYB44 为模板，利用引物 MYB44-
eGFP-F/R 进行扩增，将符合预期大小的条带切胶

纯化回收并连接 PEG100 载体（pEarleyGate100 为

农杆菌双元表达载体，用于构建 MsMYB44 亚细胞

定位载体）。将重组质粒导入感受态细胞 DH5α，挑
取阳性单克隆菌进行培养，鉴定无误后提取质粒

PEG100-MsMYB44-eGFP，置于-20℃，备用。

1. 2. 5　MsMYB44 蛋白亚细胞定位　利用冻融法

将重组质粒 PEG100-MsMYB44-eGFP 转入农杆菌

感受态细胞 GV3101 中进行培养，OD600 为 0. 6~
0. 8 时用注射器将菌液注射到 1 月龄的烟草叶片下

表皮细胞中，避光培养 48 h。将叶片制成玻片，在激

光共聚焦显微镜下观察，根据 eGFP 荧光信号的分

布情况确定目的基因所在位置。

1. 2. 6　MsMYB44表达的组织特异性及非生物胁迫

响应分析　将保存备用的植物样品，提取总 RNA
并 反 转 录 成 cDNA，以 cDNA 为 模 板 ，紫 花 苜 蓿

Action 基因为内参，利用 2-ΔΔCT法计算在不同非生物

胁迫处理下 MsMYB44 基因的相对表达量。

1. 2. 7　数据处理　数据使用 Excel和 SPSS 软件进

行单因素方差分析，处理间的差异性由 0. 05 水平上

的 Duncan 分 析 方 法 评 价 ，最 后 利 用 Origin 软 件

作图。

表 1　扩增引物及序列

Table 1　Amplification primer and sequence
引物  Primer name

MYB44-F
MYB44-R

M13-F
M13-R

MYB44-eGFP-F
MYB44-eGFP-R

eGFP-F
eGFP-R

RT-Actin-F
RT-Actin-R

RT-MYB44-F
RT-MYB44-R

序列  Sequence(5'—3')
ATGGATCGGATCAAAGGTCCAT

TTACGAATCGATTCTGCTAATTCC
GTTGTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC
AATTACTATTTACAATTACGGATCATGGATCGGATCAAAGGTCCAT

CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATCGAATCGATTCTGCTAATTCC
CTCAAGCAATCAAGCATTCTAC

TGTAACTCCTCACCTCTG
CAAAAGATGGCAGATGCTGAGGAT
CATGACACCAGTATGACGAGGTCG
GTTAGTGCTGGTGCTGCTATTCC

TACGCTGGACTCGCTCACATC
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2　结果与分析

2. 1　MsMYB44基因的克隆

以‘偏关’苜蓿 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，扩

增结果如图 1 所示，1000 bp 左右有特异性条带出

现，且条带的大小与 MsMYB44 基因理论值一致，将

条带进行回收测序。测序结果如图 2 所示，克隆得

到的‘偏关’苜蓿 MsMYB44 基因长度为 966 bp，且
与蒺藜苜蓿的 MtMYB44 基因高度相似，表明‘偏

关’苜蓿 MsMYB44 基因克隆成功。

2. 2　MsMYB44基因的生物信息学分析

‘偏关’苜蓿 MsMYB44 基因开放阅读框为 966 
bp，共 编 码 321 个 氨 基 酸 ，具 有 典 型 结 构 域

PLN03091 super family（图 3a）。蛋白结构域预测分

析，结果发现‘偏关’苜蓿 MsMYB44 蛋白包含 2 个

SANT 结构域，分别位于第 4~53 和第 56~104 位氨

基酸，推测‘偏关’苜蓿 MsMYB44 属于 R2R3-MYB
转录因子家族成员（图 3b）。蛋白质理化性质分析

预 测‘ 偏 关 ’苜 蓿 MsMYB44 蛋 白 的 分 子 式 为

C1509H2436N436O472S14，分子量为 34. 69 kDa，带负电荷

的氨基酸残基有 30 个，带正电荷的氨基酸残基有 34
个，理论等电点为 8. 90，不稳定指数是 61. 32，表明

MsMYB44 蛋白不太稳定。信号肽预测结果显示该

蛋白无信号肽。‘偏关’苜蓿 MsMYB44 蛋白的二级

结构预测结果显示，该蛋白多肽链主要由随机卷

曲、α-螺旋和延伸链组成；其中 219 个氨基酸残基处

于 随 机 卷 曲 状 态 ，占 蛋 白 质 总 氨 基 酸 残 基 的

68. 22%，α -螺 旋 占 比 为 29. 28%，延 伸 链 占 比 为

2. 49%，无 β-转角（图 3c）。MsMYB44 蛋白的三级

结构由螺旋和环构成，该构象可以使其发挥作为转

录因子的功能，结合靶基因的启动子区域（图 3d）。
蛋白亲水性、疏水性预测结果显示，MsMYB44 蛋白

平均亲水性为 -0. 338，推测其为亲水性蛋白（图

3e）。对‘偏关’苜蓿 MYB44、蒺藜苜蓿 MtMYB44
（XP_003611666. 2）、红 三 叶（Trifolium pratense）
TpMYB44（XP_045812247. 1）、鹰嘴豆（Cicer arieti⁃
num）CaMYB44（XP_004511885. 1）、野豌豆（Vicia 
sepium）VsMYB44（XP_058778017. 1）、相 思 子

（Abrus precatorius）ApMYB44（XP_027359981. 1）、
野 大 豆（Glycine soja）GsMYB44（XP_02824405 
6. 1）、豇 豆（Vigna unguiculata）VuMYB44（XP_
027914136. 1）、拟南芥 AtMYB44（AED98326. 1）、

水 稻（Oryza sativa）OsMYB44（XP_015612590. 1）
等植物的 MYB44 蛋白序列进行比对以及系统发育

分析，可知‘偏关’苜蓿 MsMYB44 蛋白与蒺藜苜蓿

MtMYB44 蛋白高度同源（图 3f-3g），说明‘偏关’苜

蓿 MsMYB44 蛋白与蒺藜苜蓿 MtMYB44 蛋白亲缘

关系最为接近。

2. 3　亚细胞定位重组质粒的构建

以 PEG100-MsMYB44-eGFP 重 组 质 粒 为 模

板，利用引物 eGFP-F/R 对重组质粒进行 PCR 扩增

鉴定以及测序鉴定。结果如图 4，扩增获得的 PCR
产物序列大小与目的基因序列大小（966 bp）一致，

且测序结果符合预期，表明亚细胞定位重组质粒

PEG100-MsMYB44-eGFP 构建成功。

2. 4　MsMYB44蛋白的亚细胞定位

将空载体和 PEG100-MsMYB44-eGFP 重组质

粒分别转入农杆菌 GV3101 感受态细胞后注射到烟

草中，用激光共聚焦显微镜观察瞬时转化后的烟草

表皮细胞。结果显示，注射 PEG100-MsMYB44-

图 1　‘偏关’苜蓿 MsMYB44的 PCR电泳图

Fig. 1　PCR clectrophoresis image of M.  sativa‘Pianguan’
MYB44

注：M 为 2000 DNA Marker；1，2 为 MsMYB44 基因

Note：M stands for the 2000 DNA Marker；1 and 2 represent the 
MsMYB44 gene

图 2　CDS序列及氨基酸序列

Fig. 2　CDS sequence and amino acid sequence
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图 3　‘偏关’苜蓿 MsMYB44基因的生物信息学分析

Fig. 3　Bioinformatics analysis of M.  sativa‘Pianguan’MsMYB44 gene
注：（a） 氨基酸保守序列分析；（b） 基因编码蛋白保守结构域；（c） 蛋白二级结构预测；（d） 蛋白三级结构预测；（e）蛋白亲疏水性预测；

（f） MsMYB44 系统发育分析；（g） MsMYB44 蛋白序列比对

Note：（a） The amino acid conservative sequence analysis；（b） Gene coding protein conserved domain；（c） Prediction of protein secondary struc⁃
ture；（d） Prediction of protein tertiary structure；（e） Prediction of protein hydrophilicity；（f） Phylogenetic analysis of MsMYB44；（g） Sequence 
alignment of MsMYB44 protein
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eGFP 质粒的烟草只在细胞核内显示绿色荧光，表

明 MsMYB44 蛋白定位于细胞核内（图 5）。

2. 5　MsMYB44基因表达模式分析

实时荧光定量 PCR 结果显示，‘偏关’苜蓿处

于不同生育时期时 MsMYB44 基因在不同部位均

有表达，但表达量有所差别（图 6a-6f）。在幼苗

期，MsMYB44 基因在子叶中表达量最高，在茎中

表达量最低。进入分枝期后，MsMYB44 基因高表

达的部位会发生变化，由分枝前期在子叶中表达

量最高，变为分枝中期在根中表达量最高，最后变

为 分 枝 后 期 在 茎 中 表 达 量 最 高 。 在 开 花 期 ，

MsMYB44 基因在花中高表达，在复叶中低表达。

之后进入结荚期时，MsMYB44 基因会变化为在复

叶中高表达。从中可以看出 MsMYB44 基因从幼

苗期到结荚期的整个过程均有表达，且表达具有

特异性。为深入探究 MsMYB44 基因可能具有的

功能 ，本研究检测了在不同非生物胁迫处理下

MsMYB44 基因的相对表达量。结果显示，干旱、

盐和 ABA 处理均能诱导 MsMYB44 基因表达，并

响应抗逆调控过程。干旱胁迫处理下，MsMYB44
基因的相对表达量呈先上升后下降再上升的趋

势，其中 12 h 的表达量显著高于 72 h 的表达量（P

<0. 05）（图 7a）。盐胁迫处理 0~24 h，MsMYB44

基因的相对表达量无明显变化，但在 24~72 h 表

达量呈现逐渐上升的趋势（图 7b）。ABA 处理下，

MsMYB44 基因的相对表达量呈现先上升后下降

的趋势，12 h 的表达量最高且显著高于 0 h（P<
0. 05），而后随着处理时间的延长 MsMYB44 基因

的相对表达量呈现下降趋势（图 7c）。以上结果表

明 MsMYB44 基因可能参与调控‘偏关’苜蓿对干

旱、盐、ABA 处理的响应。

3　讨论

3. 1　MYB44转录因子的理化性质

MYB 转录因子家族是高度保守的 DNA 结合蛋

白，含有 MYB 结构域，能够形成螺旋 -转角 -螺旋

（Helix-turn-helix，HTH）结构，从而准确结合靶基

因［26-27］。Grune等发现 MYB 结构域与 SANT 结构为

同系物，具有相似功能［28］。本研究从‘偏关’苜蓿中成

功克隆到 MsMYB44基因，进行保守结构域分析发现

MsMYB44蛋白的 N 端含有 2个 SANT 结构域，具有

HTH 构型，与拟南芥 AtMYB44［29］、茄子（Solanum 
melongena）SmMYB44［30］、陆地棉 GhMYB44［31］等转

录因子基因所编码的蛋白质结构相似 ，均属于

R2R3-MYB 类 转 录 因 子 。 为 了 进 一 步 明 确

图 4　重组载体菌液 PCR
Fig. 4　Bacterial culture PCR of recombinant vector

注：M 为 2000 DNA Marker；1 为亚细胞定位重组质粒鉴定结果；2 是

扩增 MYB44 片段结果，为阳性对照

Note：M stands for the 2000 DNA Marker；1 the results of identifica⁃
tion of recombinant plasmid primers for subcellular localization；2 is the 
result of amplifying the MYB44 fragment， which is a positive control

图 5　MsMYB44蛋白亚细胞定位

Fig. 5　Subcellular localization of MsMYB44 protein
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MsMYB44 蛋白理化性质，本研究对该蛋白进行了

预测，结果显示 MsMYB44 蛋白属于亲水性不稳定

蛋白，无信号肽，具备典型的转录因子特性。根据

亚细胞定位结果可知，‘偏关’苜蓿 MsMYB44 蛋白

定位于细胞核，与前人对草地早熟禾（Poa pratensis）

PpMYB2［32］、番茄（Solanum lycopersicum）SlMYB44［33］、

甘蔗（Saccharum spp.）ScMYB52-1［34］等蛋白的研究

结果一致，为核定位型转录因子。

图 6　MsMYB44基因各生育期不同组织部位的差异表达量

Fig. 6　The differential expression levels of the MsMYB44 gene in different tissue parts at each growth stage
注：（a） 幼苗期；（b） 分枝前期；（c） 分枝中期；（d） 分枝后期；（e） 开花期；（f） 结荚期

Note：（a） Seedling stage；（b） Early branching；（c） Metaphase of branching；（d） Late branching；（e） Flowering stage；（f） Pod bearing period

图 7　MsMYB44基因不同处理下的相对表达量

Fig. 7　The relative expression levels of the MsMYB44 gene under different treatments
注：图中不同小写字母者表示差异显著（P<0. 05）
Note：Different lowercase letters in the figure indicate significant differences（P<0. 05）
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3. 2　MYB44基因的表达模式

基因的表达模式与其功能密切相关，同一个基

因往往在植物不同生育期的各个部位中有不同程

度的表达，以发挥不同功能。在幼苗期，植物的抗

逆调控基因一般在根中高表达，有助于植物提高对

水分和养分的吸收能力，从而增强幼苗对干旱等胁

迫的抵抗力；进入分枝期后，抗逆调控基因往往在

叶片中的表达量显著增加，有利于促进叶片细胞内

抗氧化酶的活性，降低活性氧的积累，保护细胞膜的

完整性，有效减轻胁迫对光合作用的影响。此外，在

结荚期，抗逆调控基因常在花和果实中高表达，有助

于植物在逆境条件下维持正常的生殖生长，确保种

子的形成和成熟，从而保证了植物种群的繁衍和生

态系统的稳定。随着研究的不断深入，大量结果表

明，MYB44 基因在不同植物不同部位中有不同程度

的表达，如烟草 NtMYB44b［35］、文冠果 XsMYB44［13］、

花生（Arachis hypogaea）AhMYB44［36］、草地早熟禾

PpMYB44［27］等基因在根、茎、叶、花中均有表达，但

表达量存在差异。本研究中通过定量分析可知‘偏

关’苜蓿 MsMYB44 基因在根、茎、叶、花、种荚中也

均有表达，且在不同生育时期高表达的部位不同，

表明 MsMYB44 基因的表达具有组织特异性。

3. 3　MYB44基因响应非生物胁迫

MYB 转录因子基因可响应多种非生物胁迫过

程［37］。有研究发现在蓝莓（Vaccinium spp. ）、牛耳

朵（Primulina eburnean）等植物中有多个对干旱胁

迫显著响应的 MYB 基因参与调控过程［38-39］。烟草

中异源过表达 MsMYB58 可增强干旱胁迫下转基因

烟草的光合能力和抗氧化能力，从而显著提高转基

因烟草的抗旱性［21］。在拟南芥中过表达野草莓

（Fragaria vesca）FvMYB24 和 猕 猴 桃（Actinidia 
chinensis）AcMYB3R 基因能够上调盐胁迫或应激反

应相关基因的表达，从而提高转基因拟南芥的耐盐

性［40-41］。另外，MYB 转录因子也可以通过 ABA 依

赖性途径调控基因表达，如杨树（Popuius spp. ）在干

旱条件下，R2R3 型 MYB 转录因子基因 PtrMYB94
受到外源 ABA 诱导后转录活性提高，并增强了

ABA 和干旱相关基因的表达［42］。在蒺藜苜蓿中，经

盐和干旱胁迫后 MtMYB16 基因表达量会显著增

加。当前蒺藜苜蓿研究多关注其他 MYB 转录因

子，MYB44 转录因子研究尚未报道。不过，已有文

献表明 R2R3 型 MYB 转录因子 MYB44 在部分植物

胁迫应答中起作用，为后续紫花苜蓿 MYB44 的研

究奠定了基础［43］。在花生根部和拟南芥中，干旱胁

迫可分别诱导 AtMYB44 及 AhMYB44 基因表达，

从而提高植物本身的抗旱性［44-45］。本研究结果与

AtMYB44 及 AhMYB44 的结果相似，干旱胁迫下

MsMYB44 表达量显著升高，且在胁迫处理 12 h 时

表达量达到最高，说明干旱胁迫可能诱导了‘偏关’

苜蓿 MYB44 基因表达，从而参与抗逆调控过程。

在 NaCl 胁迫下，AtMYB44 可以通过降低蛋白磷酸

酶 2C（Protein phosphatase 2C）活性来增强植物的

耐盐性。由此推测非生物胁迫条件下，植物组织或

细胞被破坏时，可以通过 MYB44 基因大量表达来

激活或抑制相关酶活性抵御胁迫［11］。本研究中盐

胁迫同样可以显著诱导 MsMYB44 表达，且在胁迫

处理 72 h 时表达量达到最高。ABA 作为植物激素，

在植物适应逆境胁迫及表达调控基因等方面有重

要作用。Li 等对核桃（Juglans regia）MYB 基因在

ABA 处理下的表达模式进行分析，发现在外源

ABA 诱导下，JrMYBs 的表达量明显升高［46］。本研

究中在 ABA 处理下，MsMYB44 基因的表达量显著

上调且在胁迫处理 12 h 时表达量达到最高。综上

可知，在非生物胁迫和激素处理下，MsMYB44 转录

水平显著升高，这表明 MsMYB44 在苜蓿逆境调控

过程中发挥重要作用。后续研究中可以制备过表

达载体，通过遗传转化技术对‘偏关’苜蓿进行基因

改造，以增强 MsMYB44 基因的表达，在分子层面探

讨 MsMYB44 基因的作用，进而评估其对‘偏关’苜

蓿逆境耐受性的影响；同时也可以利用酵母双杂交

等实验来鉴定与 MsMYB44 相互作用的蛋白质，以

揭示其潜在的靶点。

4　结论

本研究成功克隆得到‘偏关’苜蓿 MsMYB44 基

因，该基因全长 996 bp，编码 321 个氨基酸。生物信

息学分析结果预测 MsMYB44 蛋白为亲水性不稳定

蛋白，位于细胞核内，与蒺藜苜蓿 MtMYB44 蛋白高

度同源。MsMYB44 基因从幼苗期到结荚期的整个

生育期中均有表达，且表达具有组织特异性，表明

其在植物生长发育过程中可能发挥重要作用。此

外，该基因对干旱、盐胁迫以及 ABA 处理均有响

应，推测其在植物逆境响应过程中扮演重要角色。
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