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摘要：ERD15（EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15）是植物逆境响应的重要调控因子。本研究克隆

紫花苜蓿（Medicago sativa L. ）MsERD15 基因，并通过生物信息学、表达模式及功能分析探讨其抗逆作用。利用

RT-PCR 克隆 MsERD15 基因并分析蛋白理化性质、结构域及系统进化关系；qRT-PCR 检测干旱、高盐及脱落酸

（Abscisic acid， ABA）处理下的表达模式；构建 MsERD15-YFP 融合载体进行亚细胞定位；通过酵母异源表达验证

抗逆功能。结果表明：MsERD15 编码区全长 402 bp，编码 134 个氨基酸；该基因受干旱、高盐及 ABA 显著诱导；蛋

白定位于细胞质。酵母表达 MsERD15 可显著提高对高盐和聚乙二醇（Polyethylene glycol，PEG）胁迫的耐受性。

MsERD15 参与逆境响应，可作为紫花苜蓿抗逆分子育种的候选基因。
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Cloning， Expression， and Functional Analysis of EARLY RESPONSIVE 
TO DEHYDRATION 15 gene from Medicago sativa L.
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Abstract：ERD15 （EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15） is an important regulatory factor 
involving in plant stress responses.  In this study， the MsERD15 gene from alfalfa （Medicago sativa L.） was 
cloned， and its potential role in stress tolerance was investigated through bioinformatics， expression profiling， 
and functional analyses.  The MsERD15 gene was cloned by RT-PCR， and the physicochemical properties， con⁃
served domains， and phylogenetic relationships of the encoded protein were analyzed.  The expression patterns 
of MsERD15 under drought， high salinity， and abscisic acid （ABA） treatments were examined using qRT-
PCR.  A MsERD15-YFP fusion construct was generated for subcellular localization analysis， and heterologous 
expression in yeast was performed to evaluate its stress tolerance function.  The results showed that the coding 
sequence of MsERD15 was 402 bp in length， encoding a protein of 134 amino acids.  The gene was significantly 
induced by drought， high salinity， and ABA treatments.  Subcellular localization indicated that the protein was 
localized in the cytoplasm.  Expression of MsERD15 in yeast significantly enhanced tolerance to high salinity and 
polyethylene glycol （PEG） stress.  These results indicated that MsERD15 participated in stress responses and 
night serve as a candidate gene for improving stress tolerance in alfalfa through molecular breeding.
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在全球气候变化加剧与水资源短缺问题日益严

峻的双重压力下，干旱胁迫已成为制约农业可持续

发展的关键环境因子。据联合国粮农组织统计，全

球干旱半干旱地区占陆地总面积的 41%，每年因干

旱导致的作物减产损失超过其他自然灾害的总和［1］。

植物在长期进化中形成了复杂的应答机制，涵盖渗

透调节物质积累、抗氧化系统激活、气孔运动调控及

逆境相关基因表达调控等［2］。其中，逆境响应基因的

表达调控是植物适应非生物胁迫的分子基础，解析

这些基因的功能与作用机制，对培育具有抗逆性状

的作物新品种具有重要理论意义和应用价值［3-4］。

干旱胁迫是限制植物生长和地理分布的主要非生

物胁迫因素之一。当植物遭遇干旱时，其体内会发生

一系列复杂的生理生化变化，包括气孔关闭以减少水

分散失、渗透调节物质的积累以维持细胞膨压、抗氧化

防御系统的激活以清除活性氧等。这些生理响应的背

后，是众多基因表达调控和信号转导通路的协同作

用［5］。其中，脱落酸（Abscisic acid，ABA）作为一种重

要的植物激素，在干旱胁迫信号转导过程中发挥着核

心调控作用［6］。ABA能够诱导一系列抗逆相关基因的

表达，增强植物的抗旱能力［7］。例如，ABA可以激活特

定的转录因子，这些转录因子进一步结合到下游抗逆

基因的启动子区域，启动基因的转录，从而促使植物产

生相应的抗逆反应［8］。除了干旱胁迫，盐胁迫也是农业

生产中常见的非生物胁迫之一。高盐环境会导致土壤

溶液渗透势降低，使植物根系吸水困难，同时盐离子在

植物体内的过量积累还会对细胞产生毒害作用，干扰

植物的正常生理代谢过程［9］。植物在应对盐胁迫时，也

会启动一系列复杂的适应机制，包括离子转运蛋白的

调控以维持细胞内离子平衡、渗透调节物质的合成以

适应渗透胁迫、抗氧化系统的激活以减轻氧化损伤

等［10］。ABA 信号通路在植物应对盐胁迫过程中同样

扮演着重要角色［11］。盐胁迫能够诱导植物体内 ABA
含量的增加，进而激活 ABA信号通路，调控相关抗逆

基因的表达，增强植物对盐胁迫的耐受性［12］。

紫花苜蓿（Medicago sativa L.）作为豆科苜蓿属

多年生草本植物，是全球栽培面积最广、营养价值最

高的豆科牧草之一，被誉为“牧草之王”［13］。其不仅

具有高蛋白、高矿物质及丰富维生素等优良饲用特

性，还能通过根瘤菌进行生物固氮，改善土壤肥力，

在畜牧业发展和生态环境保护中发挥着不可替代的

作用［14-15］。然而，紫花苜蓿根系虽发达，但在幼苗期

及干旱频发地区，其生长发育和产量品质仍受干旱、

高盐等胁迫严重制约［16-18］。研究表明，干旱可导致紫

花 苜 蓿 种 子 萌 发 率 下 降 30%~50%，株 高 降 低

20%~40%，干草产量减少 25%~60%，且蛋白质含

量显著降低，粗纤维含量升高，严重影响其饲用价

值［19］。因此，挖掘紫花苜蓿抗逆相关基因、解析其抗

逆分子机制，并通过分子育种改良其抗性，已成为当

前牧草遗传改良领域的研究热点。  植物在遭受逆境

胁迫时，会迅速启动一系列信号传导途径，诱导大量

逆境响应基因的表达。根据响应速度和功能，这些

基因可分为两类：一类是直接参与逆境胁迫缓解的

功能基因，如编码渗透调节物质合成酶（脯氨酸合成

酶、甜菜碱醛脱氢酶）、抗氧化酶（超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶）及脱水保护蛋白（晚期胚胎发生丰富蛋

白、热激蛋白）的基因；另一类是参与信号传导和基

因表达调控的调节基因，如编码转录因子（MYB，

bZIP，NAC）、蛋白激酶（MAPK，CDPK）及胁迫响应

激素合成相关酶（ABA 合成酶）的基因，这些基因通

过协同作用，共同提高植物对逆境的抵抗能力。

EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRA ⁃
TION（ERD）基因是一类在逆境胁迫早期快速响应

表达的基因，最早在拟南芥（Arabidopsis thaliana）
中被发现。研究表明，ERD 基因在植物应对干旱、

低温、高盐等非生物胁迫过程中发挥重要作用［20］。

拟南芥 AtERD15 基因作为 ERD 家族的重要成员，

其表达受干旱、ABA、高盐等胁迫诱导，过表达

AtERD15 可 显 著 提 高 拟 南 芥 的 抗 旱 性 ，而 敲 除

AtERD15 则降低拟南芥的抗旱能力［21-22］。进一步

研 究 发 现 ，AtERD15 可 能 通 过 与  ABI2（ABA 
INSENSITIVE 2）相互作用，参与 ABA 信号传导途

径，调节气孔关闭，减少水分散失，从而增强植物的

抗旱性［23-24］。此外，AtERD15 还可能通过调控下游

逆境响应基因的表达，如 RD29A（RESPONSIVE 
TO DESICCATION 29A），COR15A（COLD-
REGULATED 15A）等，参与植物的胁迫应答过

程。除拟南芥外 ，在其他植物中也陆续发现了

ERD15 同源基因的存在及其抗旱功能。例如，水稻

（Oryza sativa L. ）OsERD15 基因的表达受干旱和

ABA 诱导，过表达 OsERD15 可提高水稻的抗旱性

和 ABA 敏 感 性［25］；小 麦（Triticum aestivum L. ）
TaERD15 基因在干旱胁迫下表达上调，其过表达

植株的抗旱性显著增强，且叶片相对含水量和脯氨

酸含量升高，丙二醛含量降低［26］。这些研究表明，

ERD15 基因在不同植物中可能具有保守的抗旱功
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能，但其具体作用机制可能因植物种类不同而存在

差异。尽管 ERD15 基因在拟南芥、水稻、小麦等植

物中的研究已取得一定进展，但在紫花苜蓿中的研

究尚未见报道。紫花苜蓿作为重要的豆科牧草，其

抗旱机制与其他植物可能存在差异，尤其是豆科植

物特有的根瘤共生固氮系统可能与抗旱性存在协

同调控关系。因此，克隆紫花苜蓿 ERD15 基因，分

析其序列特征、表达模式及在干旱胁迫下的功能，

对于揭示紫花苜蓿的抗旱分子机制具有重要意义。

本 研 究 以 紫 花 苜 蓿 为 材 料 ，旨 在 克 隆

MsERD15 基因，分析其基因结构和进化关系；通过

qRT-PCR 技术检测该基因在干旱、ABA、高盐等胁

迫处理下的表达模式；构建酵母表达载体，获得表

达 MsERD15 酵母菌，研究其在高盐和干旱胁迫下

的生长状态，明确  MsERD15 基因的抗逆功能，初步

探讨其作用机制。研究结果将为深入理解紫花苜

蓿的抗旱分子机制提供理论依据，为紫花苜蓿抗旱

分子育种提供候选基因和技术支持。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

试验中所用植物材料为‘中苜 4 号’紫花苜蓿

（Zhongmu No. 4），由中国农业科学院北京畜牧兽医

研究所提供。选取健康饱满的紫花苜蓿种子，置于

含有无菌滤纸的培养皿中，加入适量的无菌水，放

置于植物培养箱中，条件设置为 25℃/16 h 光照，

22℃/8 h 黑暗。种子萌发后，移栽至花盆中继续培

养。选取 20 d 幼苗，使用 200 mmol·L-1 NaCl 和
20% PEG 进行胁迫处理；使用 10 μmol·L-1 ABA 对

植物进行激素诱导，收集不同时间点的植物材料，

每个处理进行 3 次生物学重复，经液氮速冻后放入

-80 ℃冰箱保存，用于后续实验。

1. 2　引物设计

以 紫 花 苜 蓿‘ 中 苜 4 号 ’基 因 组 数 据 库 中

MsERD15 基 因（ID：Msa0859120）为 参 考 ，使 用

Primer Premier 5. 0 进行引物设计，引物名称及序

列如表 1 所示：MsERD15-1/2 用于 MsERD15 基因

克隆；MsERD15-RT-f/r 用于 MsERD15 基因的表

达分析，MsActin-f/r 用于内参基因 MsActin 的表

达 分 析 ；YFP-MsERD15-f/r 用 于 构 建 MsERD15
亚细胞定位载体，YFP-f/r 用于亚细胞定位载体鉴

定 ；pYES2-MsERD15-f/r 用 于 构 建 酵 母 表 达 载

体 ；T7 promoter 和 Cyc-r 用 于 酵 母 表 达 载 体

鉴定。

1. 3　基因克隆及测序

为了分离紫花苜蓿 MsERD15基因，以 PEG处理

的紫花苜蓿为材料，采用Trizol试剂提取植物总RNA，

去除基因组 DNA 污染后，利用 PrimeScript ™ RT 
Reagent Kit（TaKaRa）进行反转录，合成第一链 cDNA。

以第一链 cDNA为模板，MsERD15-1/2为引物，进行

PCR 扩增，PCR 反应程序为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，
55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30循环；72 ℃ 5 min；12 ℃保温。

PCR产物纯化回收后，连接至 pGEM-T载体中。将连

接产物转化至大肠杆菌中，经氨苄青霉素筛选及菌体

PCR鉴定后，挑选阳性克隆送交测序公司进行测序，将

测序正确的质粒命名为 pGEM-MsERD15。

表 1　引物序列及名称

Table 1　Primer sequences and names
引物名称  Primer name

MsERD15-1
MsERD15-2

MsERD15-RT-f
MsERD15-RT-r

MsActin-F
MsActin-R

YFP-MsERD15-f
YFP-MsERD15-r

YFP-f
YFP-r

pYES2-MsERD15-f
pYES2-MsERD15-r

T7 promoter
Cyc-r

引物序列（5′—3′） Primer sequence (5′-3′)

CTTTACTCTTTTCTCCATCACCCAC
CCCTGAAATCAAATCATAACTCTAG

TGGTGGAACCTCGTTCATTC
TTCGGAGCCTTCTCAGCATA

TGATCTGGCTGGTCGTGACCTTA
ATGCCTGCTGCTTCCATTCCTAT

AGAACACGGGGGACTCTTGAATGGAAGTTCTTTCTGCTAC
CGCGTACTAGTCAGATCTACCCTGGGCTGATGAATAGCCC

TGACGCACAATCCCACTATCCTT
CCGTCCAGCTCGACCAGGAT

TGTACGACGATGACGATAAGATGGAAGTTCTTTCTGCTAC
ACTGTGCTGGATATCTGCAGCTACCTGGGCTGATGAATAG

TAATACGACTCACTATAGG
GAGGGCGTGAATGTAAGC
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1. 4　生物信息学分析

在 NCBI 数据库中执行 MsERD15 蛋白序列的

BLAST 比对，并获取相关同源蛋白序列。采用

MEGA 12 构建系统发育树，设置 Bootstrap 重抽样

参 数 为 1000 次 以 验 证 拓 扑 结 构 稳 定 性 。 运 用

DNAMAN 8. 0 对 MsERD15 及其跨物种同源蛋白

开 展 多 序 列 比 对 分 析 。 通 过 SOPMA（https：//
npsa. lyon. inserm. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl page
=/NPSA/npsa_sopma. html）在线平台预测蛋白质

二级结构，并利用 SWISS-MODEL（https：//swiss⁃
model. expasy. org/interactive/QdTzAC/models/）
进行三级结构同源建模。使用 ExPASy-ProtParam
（https：//web. expasy. org/protparam/）工具计算蛋

白理化参数，SignalP 4. 1（https：//services. health⁃
tech. dtu. dk/services/SignalP-4. 1）用 于 信 号 肽 预

测，TMHMM 2. 0（https：//services. healthtech. dtu.
dk/service. php TMHMM-2. 0）分析跨膜结构域，

Expasy 平台（https：//www. expasy. org/）评估氨基

酸亲疏水性特征。磷酸化位点预测通过 NetPhos 
3. 1（https：//services. healthtech. dtu. dk/service.
php NetPhos-3. 1）完成。

1. 5　表达分析

对提取的紫花苜蓿 RNA 进行反转录，获得

cDNA，使用荧光定量试剂 SYBR® Premix Ex Taq™
（TaKaRa），MsERD15-RT-f /r 为特异性引物，进行

基因表达的相对定量分析，每个样品进行 3 次生物

学重复，并以 MsActin 作为内参基因，最后利用 2-ΔΔCt

法进行数据分析。

1. 6　亚细胞定位

为了明确 MsERD15 蛋白的亚细胞定位，以

YFP 标 记 法 进 行 亚 细 胞 定 位 检 测 。 以 pGEM-

MsERD15 为模板，YFP-MsERD15-f/r 为引物进行

PCR 扩增，PCR 产物待纯化回收后，使用无缝连接

酶连接至亚细胞定位用载体 pYFP 中。连接产物经

大肠杆菌转化、卡那霉素筛选、菌体 PCR 鉴定，选择

阳性克隆送交生物技术公司进行测序，结果显示序

列与 MsDER15 基因一致，且不存在移码情况，能够

与 YFP 正确融合，将序列正确的质粒命名为 YFP-
MsERD15。 将 测 序 正 确 的 质 粒 保 存 于 农 杆 菌

EHA105 中，使用农杆菌介导的方法，将农杆菌重悬

液注射至烟草叶片下表皮。转化后的烟草植株放

置于植物培养箱中，条件为 20 ℃黑暗培养 3 d，通过

激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 YFP 荧 光 信 号 ，分 析

MsERD15 蛋白的亚细胞定位情况。

1. 7　酵母异源表达功能鉴定

为进一步验证 MsERD15 对高盐和干旱的抗性

功能，以酵母菌为受体细胞，进行 MsERD15 诱导表

达 。 以 pGEM-MsERD15 为 模 板 ，pYES2-
MsERD15-f /r 为引物进行 PCR 扩增，PCR 产物待

纯化回收后，使用无缝连接酶连接至酵母表达载体

pYES2 中。连接产物经大肠杆菌转化、氨苄青霉素

筛选、菌体 PCR 鉴定，选择阳性克隆送交生物技术

公司进行测序。将序列正确的质粒命名为 pYES-
MsERD15，并 将 测 序 正 确 的 质 粒 保 存 于 酵 母 菌

INVSC1 中。将含有 pYES-MsERD15 和空白载体

pYES2 的酵母菌，分别进行 NaCl 和 PEG 的抗性分

析。对于PEG抗性分析，将实验组pYES-MsERD15和
空白载体 pYES2的酵母菌用 SG/-Ura+0 mmol·L-1 
PEG3350，SG/-Ura+60 mmol·L-1 PEG3350，SG/
-Ura+90 mmol·L-1 PEG3350， SG/-Ura+120 
mmol·L-1 PEG3350 及 SG/-Ura+135 mmol·L-1 
PEG3350 液体培养基振荡培养 1 天后接种至 SG/
-Ura 平板上。对于 NaCl 抗性分析，将含有 pYES-
MsERD15和空白载体pYES2的酵母菌用2 mL无菌水

重悬，稀释（10，10-1，10-1）接种至SG/- Ura+0 mol·L-1 
NaCl，SG/-Ura+1. 3 mol·L-1，NaCl SG/-Ura+
1. 5 mol·L-1 NaCl 和 SG/-Ura+2. 0 mol·L-1 NaCl
平板上。将所有平板置于 30 ℃培养箱中培养，5 d
后观察菌落生长情况并拍照记录。

2　结果与分析

2. 1　MsERD15 基因克隆及测序分析

PCR 反应后，1% 琼脂糖凝胶电泳结果显示，

PCR扩增获得一条单一清晰的条带，大小约为 500 bp
（图 1-a），与预期结果大小一致，初步判断分离得到

紫花苜蓿 MsERD15 基因。将纯化后的 PCR 产物连

接至克隆载体 pGEM-T 后，转化至大肠杆菌，经菌

体 PCR 鉴定后，挑选阳性克隆进行测序分析，测序

结果显示，克隆的 MsERD15 基因与‘中苜 4 号’基因

组数据库序列完全一致，包含完整编码区，CDS 全

长 402 bp，编码 134 个氨基酸（图 1-b），可以用于后

续试验。
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2. 2　MsERD15 蛋白生物信息学分析

使用 MEGA 构建系统发育进化树，结果表明紫

花苜蓿 MsERD15 蛋白与蒺藜苜蓿（Medicago trun⁃
catula）、红三叶（Trifolium pratense）、毛苕子（Vicia 
villosa）及鹰嘴豆（Cicer arietinum）等豆科植物中氨

基酸序列最相似（图 2-a）。蛋白理化性质分析表

明，MsERD15 分子式为 C712H1055N195O210S5，相对分

子量为 15. 866 kD，理论等电点 5. 18，含 23 个带负

电残基和 16 个带正电残基。生物信息学预测，该蛋

白不含跨膜结构域，不稳定指数为 39. 44，脂溶性指

数为 57. 46，平均亲水性系数为-0. 875，表明其属

于稳定的亲水性蛋白。蛋白结构预测分析显示，

MsERD15 的 二 级 结 构 主 要 由 无 规 则 卷 曲

（50. 75%）、α-螺旋（43. 28%）和延伸链（5. 97%）组

成（图 2-b、c）。进一步分析显示，MsERD15 蛋白无

信号肽（图 2-d）。Cell-PLoc 网站预测显示其定位

于细胞质中。根据 NetPhos 网站预测，MsERD15 蛋

白具有 12 个磷酸化位点，其中有 10 个丝氨酸磷酸

化位点，1 个苏氨酸磷酸化位点，1 个酪氨酸磷酸化

位点，说明丝氨酸磷酸化位点最可能是潜在的磷酸

化位点。

2. 3　MsERD15 基因表达分析

为了探索 MsERD15 基因的表达特征，收集紫

花苜蓿不同组织（根、茎、叶、花）进行 qRT-PCR 分

析，结果显示：MsERD15 基因在所选组织中均有表

达，但在根中表达水平最高，叶和茎中表达水平次

之，花中表达水平最低（图 3-a）；通过喷施 ABA，对

植物材料进行处理，在不同的时间点收集植物材料

进行 qRT-PCR 分析，结果显示：MsERD15 基因能

够明显受到 ABA 的诱导，在 6 h 时到达峰值，为未

诱导的植物材料的 3. 19 倍（图 3-b）；对于 NaCl胁迫

处理，MsERD15 基因表达水平在 30 min 至 12 h 呈

现连续上升的趋势，在 12 h 达到峰值，在 24 h 明显

回落，但仍然显著高于未处理的植物材料（图 3-c）；
对于 PEG 胁迫处理，MsERD15 基因表达水平呈现

先增长再下降的趋势，在 1~3 h 处达到第一个峰值，

随后持续下降，但 12 h 时表达水平仍为未处理的

1. 26 倍，在 24 h 处达到第二个峰值（图 3-d）。

2. 4　MsERD15 定位于细胞质

将 YFP-MsERD15 及 YFP 空载分别转化至农

杆菌后，注射到烟草下表皮细胞，暗培养 3 d 后，使

用激光共聚焦显微镜观察荧光信号结果显示：YFP
空载在细胞核和细胞质中均能检测到荧光信号，而

MsERD15-YFP 实验组仅在细胞质中观察到荧光

信号（图 4），以上结果表明 MsERD15 蛋白定位于细

胞质中。

2. 5　 MsERD15 基 因 提 高 酵 母 对 NaCl 和 PEG 的

抗性

将 构 建 的 用 于 酵 母 表 达 的 载 体 pYES-
MsERD15 和 pYES2 空 载 分 别 转 化 至 酵 母 菌

INVSC1 后，分别进行 NaCl 和 PEG 胁迫处理。经 5 
d 培养后，对培养基进行拍照分析。NaCl 胁迫结果

显 示 ：在 不 额 外 添 加 NaCl 培 养 基 上 ，pYES-
MsERD15 和 pYES2 两种酵母均能够正常生长，且

两种菌落生长状态一致；而在含有 NaCl的 SG/-Ura
培养基上，pYES-MsERD15 酵母菌的生长状态明

显好于对照 pYES2 酵母菌 ，在含有 1. 3 mol·L-1 
NaCl 培养基上，对照酵母仅仅有零星菌落，而超过

1. 5 mol·L-1 NaCl，对照酵母则不能生长（图 5）。

PEG 胁迫结果显示：没有 PEG 胁迫处理，pYES-
MsERD15 和 pYES2 两种酵母菌生长状态一致，而

经过 PEG 处理后，pYES-MsERD15 能够正常生长，

而 pYES2 仅有几个零星的酵母菌斑（图 6）。上述结

果表明，异源表达紫花苜蓿 MsERD15 基因可显著

提高酵母菌对高盐和渗透胁迫的耐受性。

图 1　MsERD15 基因 PCR 扩增及序列

Fig. 1　PCR amplification of MsERD15 gene and the 
sequence

注：（a）为 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳图片；（b）为 MsERD15 基

因及蛋白质序列。M 为 DNA Marker；1，2 为 MsERD15 基因 PCR 扩

增产物

Note： （a） is the agarose gel electrophoresis image of PCR amplifica⁃
tion products.  （b） is the gene and protein sequence of MsERD15.  M 
is the DNA Marker.  1 and 2 indicate PCR amplification products spe⁃
cific to the MsERD15 gene
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3　讨论

本研究首次从紫花苜蓿中克隆获得 MsERD15

基因，通过系统的生物信息学解析、表达模式检测、

亚细胞定位及酵母异源功能验证，明确了该基因的

序列特征、表达调控规律及抗逆功能潜力。研究结

果不仅丰富了植物 ERD15 基因家族的研究内容，更

为紫花苜蓿抗逆分子育种提供了关键候选基因与

理论依据。以下结合已有研究进展，对本研究核心

结果的科学意义、潜在机制及研究局限展开深入

探讨。

本研究克隆的 MsERD15 基因 CDS 全长 402 
bp，编 码 134 个 氨 基 酸 ，这 一 长 度 与 拟 南 芥

AtERD15（136 个氨基酸）［21］、水稻 OsERD15（135 个

图 2　紫花苜蓿 MsERD15 生物信息学分析

Fig. 2　Bioinformatics analysis of MsERD15
注：（a）为同源蛋白进化树分析（Ms，紫花苜蓿；Mt，蒺藜苜蓿；Lo，野豌豆；Ca，鹰嘴豆；Tp，红三叶；Vv，毛苕子；Gb，双叶胃豆；Ap，相思子；Lj，
百脉根；La，窄叶羽扇豆；Va，赤小豆；Vu，豇豆；Gm，大豆；Pc，西洋梨；Gs，野生大豆；Zj，枣；Pv，菜豆；Md，苹果；Qs，栓皮栎；Cm，南瓜；Ql，瓦
氏栎；Qr，夏栎；Tc，可可；Dl，君迁子；Bh，冬瓜；Ad，蔓花生；Jr，核桃；Hl，啤酒花；Pd，甜杏仁；Ph，怀集报春苣苔；Aa，蕨麻；Th，醉蝶花）；*，
MsERD15；（b）为蛋白二级结构（蓝色，α-螺旋；紫色，β-折叠；绿色，转角；黄色，无规则卷曲）；（c）为蛋白三级结构；（d）为信号肽预测

Note： （a） is MsERD15 homologous protein evolutionary tree analysis （Ms， Medicago sativa； Mt， Medicago truncatula； Lo， Lathyrus olera⁃

ceus； Ca， Cicer arietinum； Tp， Trifolium pratense； Vv， Vicia villosa； Gb， Gastrolobium bilobum； Ap； Abrus precatorius， Lj， Lotus japoni⁃

cus； La， Lupinus angustifolius； Va， Vigna angularis； Vu， Vigna unguiculata； Gm， Glycine max； Pc， Pyrus communis； Gs， Glycine soja； Zj， 
Ziziphus jujuba； Pv， Phaseolus vulgaris； Md， Malus domestica； Qs， Quercus suber； Cm， Cucurbita moschata； Ql， Quercus lobata； Qr， Quer⁃

cus robur； Tc， Theobroma cacao； Dl， Diospyros lotus； Bh， Benincasa hispida； Ad， Arachis duranensis； Jr， Juglans regia； Hl， Humulus lupu⁃

lus； Pd， Prunus dulcis； Ph， Primulina huaijiensis； Aa， Argentina anserina； Th， Tarenaya hassleriana）； *， MsERD15； （b） is the prediction of 
protein secondary structure （Blue， Alpha helix； Purple， Beta Sheet； Green， Turn； Yellow， Coil）； （c） is the prediction of protein tertiary struc⁃
ture； （d） is the prediction of signal peptide
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氨基酸）［25］接近，印证了 ERD15 基因在编码区长度

上的进化稳定性。其编码蛋白的相对分子量为

15. 866 kD，理论等电点 5. 18，不稳定指数 39. 44，平
均亲水性系数-0. 875，符合  “稳定亲水性蛋白” 特
征，亲水性使其能在细胞质水环境中高效结合信号

分子或互作蛋白，结构稳定性则保证其在胁迫条件

下维持功能活性，这与多数植物逆境调控蛋白的理

化 特 征 高 度 一 致［29-30］。 系 统 进 化 树 分 析 显 示 ，

MsERD15 与蒺藜苜蓿、红三叶、毛苕子等豆科植物

的 ERD15 同源蛋白聚类关系最近，既符合植物亲缘

图 3　MsERD15 表达分析

Fig. 3　Expression analysis of MsERD15
注：（a）为 MsERD15 在根，茎，叶及花中的表达水平；（b）为 10 μmol·L-1 ABA 诱导 MsERD15 表达水平；（c）为 200 mmol·L-1 NaCl 处理

MsERD15 表达水平；（d）为 20 % PEG 处理 MsERD15 表达水平；不同的小写字母代表了显著性差异（P<0. 05）
Note： （a） is the differential expression of MsERD15 in roots， stems， leaves and flowers； （b） is the relative expression of MsERD15 induced by 
ABA； （c） is the relative expression of MsERD15 under NaCl； （d） is the relative expression of MsERD15 under by PEG.  Different lowercase let⁃
ters indicate significant differences （P<0. 05）

图 4　MsERD15 亚细胞定位

Fig. 4　Subcellular localization of MsERD15

图 5　MsERD15 表达提高酵母对盐的抵抗能力

Fig. 5　Expression of MsERD15 in yeast enhances tolerances 
to NaCl
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关系规律，也暗示豆科植物的 ERD15 可能在长期进

化中形成了适应豆科特有生理过程（如根瘤共生固

氮）的序列特征。值得注意的是，MsERD15 含有 12
个潜在磷酸化位点，其中丝氨酸位点占 10 个，这与

拟南芥 AtERD15（8 个丝氨酸磷酸化位点）的修饰特

征高度相似，提示丝氨酸磷酸化可能是 ERD15 蛋白

的保守调控方式。已有研究表明，植物胁迫响应

中，丝氨酸磷酸化可通过激活 MAPK、CDPK 等激

酶通路调控蛋白活性［28］，结合本研究中 MsERD15
受干旱、高盐及 ABA 显著诱导表达的结果推测，

MsERD15 可能通过丝氨酸残基的磷酸化/去磷酸

化动态变化响应胁迫信号，进而启动下游抗逆反

应 ，这为后续解析其活性调控机制提供了明确

方向。

基因表达模式直接反映其功能定位，本研究

qRT-PCR 检测的组织特异性与胁迫诱导性结果，

清晰揭示了 MsERD15 与紫花苜蓿抗逆响应的紧密

关联。在组织表达分析中，MsERD15 在根中表达

量最高，叶、茎次之，花中最低，这一模式与植物应

对非生物胁迫的生理需求高度匹配：根是感知土壤

干旱、高盐胁迫的  “首要器官”，也是水分和矿质吸

收的核心部位，当遭遇逆境时，根系需优先启动防

御机制维持功能稳定［29-30］。MsERD15 在根中高表

达，暗示其可能在根系胁迫信号感知、渗透调节或

细胞保护中发挥核心作用，如通过调控根系脯氨酸

合成相关基因或抗氧化酶基因的表达，增强根系抗

逆能力［31］，这与水稻 OsERD15［25］、小麦 TaERD15 
［26］“根中高表达”的特征一致，印证了 ERD15 基因

在抗逆中的保守功能。MsERD15 对 ABA，NaCl 和
PEG 三种处理的响应模式存在显著差异，且与酵母

功能验证结果形成呼应，反映其可能通过多元信号

通路参与胁迫应答。在 ABA 处理下，MsERD15 于

6 h 到达峰值（为未诱导的 3. 19 倍），随后回落，这与

ABA 作为“胁迫信号枢纽”的作用一致——ABA 可

快速诱导抗逆基因表达，启动应急防御。拟南芥

AtERD15 通过与 ABA 信号通路的 ABI2 蛋白互作

调控气孔关闭［21］，推测 MsERD15 可能通过类似机

制，在 ABA 诱导下激活下游抗逆基因表达，这也为

其后续在酵母中增强抗逆性提供了分子基础 。

NaCl 胁迫下，MsERD15 表达持续上升，至 12 h 达

峰，24 h 仍高于对照，这与盐胁迫的  “渐进性伤害” 
特征匹配，高盐导致的离子毒害和渗透胁迫需基因

持续表达以维持离子平衡［27］，而这一持续诱导的表

达特征，恰好解释了酵母异源表达 MsERD15 后，在

1. 3 和 1. 5 mol·L-1 NaCl 胁迫下仍能正常生长的表

型结果。在 PEG 模拟的干旱胁迫中，MsERD15 呈

现  “双峰值”（1~3 h 和 24 h），可能对应干旱响应的

两个阶段：早期峰参与气孔快速关闭等应急反应，

晚期峰则与脱水保护蛋白表达、细胞壁重构等长期

适应过程相关［32-33］，这种“双峰值”模式有别于拟南

芥 AtERD15 的“单峰值”［21］，可能是紫花苜蓿适应

干旱的物种特异性调控策略 ，同时也为酵母中

MsERD15 能 抵 抗 高 浓 度 PEG 胁 迫 提 供 了 合 理

解释。

亚细胞定位结果显示，MsERD15 定位于细胞

质，与 Cell-PLoc 预测结果一致。对比其他植物

ERD15 的定位（拟南芥定位于细胞核和细胞质［21］，

小麦主要定位于细胞核［26］），MsERD15 的细胞质定

位提示其可能通过  “细胞质信号传导” 发挥作用，

而非直接调控核内转录。结合本研究中 MsERD15
受 ABA 诱导表达的结果推测，其可能与细胞质中

的 ABI2 同源蛋白结合，抑制其磷酸酶活性，进而激

活 SnRK2 激酶，启动下游抗逆反应；或与 MAPK 激

酶相互作用 ，通过磷酸化级联反应放大胁迫信

号［34］，最终实现对干旱、高盐胁迫的响应。细胞质

定位使其能更快速地感知胞内胁迫信号变化，与该

基因在 PEG 和 NaCl 胁迫下快速启动表达的特征相

契合，形成“信号感知-快速表达-信号传导”的功能

链条。

酵母功能验证结果直接证实了 MsERD15 的抗

逆功能，且与 qRT-PCR 的胁迫诱导表达特征形成

强关联。本研究中，过表达 MsERD15 的酵母在

NaCl 和 PEG 处 理 下 生 长 显 著 优 于 对 照 ：在 1. 3 
mol·L-1 NaCl 培养基上，对照酵母仅有零星菌落，

而 MsERD15 过 表 达 酵 母 生 长 状 态 良 好 ；在 135 
mmol·L-1 PEG 胁迫下，对照酵母仅出现少量菌斑，

而过表达菌株能正常生长。这一表型结果与 qRT-
PCR 检测到的“MsERD15 受高盐和 PEG 显著诱导

图 6　MsERD15 表达提高酵母对 PEG 的抵抗能力

Fig. 6　Expression of MsERD15 in yeast enhances tolerances 
to PEG
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表达”形成逻辑闭环——胁迫条件下基因的诱导表

达正是其发挥抗逆功能的前提，而酵母异源表达系

统中该基因的高效表达，直接转化为抗逆表型的增

强。酵母与植物的胁迫适应机制存在差异（如酵母

通过合成甘油调节渗透，植物主要依赖脯氨酸），但

MsERD15 仍能发挥作用，说明其可能调控真核生

物共有的基础抗逆通路——例如维持细胞膜稳定

性、增强氧化还原平衡能力，或激活应激蛋白（如热

激蛋白）表达［35］。该结果与拟南芥 AtERD15［21］、水

稻 OsERD15［25］的功能验证结果一致，表明 ERD15
基因的抗逆功能具有进化保守性。

4　结论

本研究首次克隆并解析了紫花苜蓿 MsERD15
基因，证实其为豆科保守的细胞质定位蛋白，具有根

中高表达及受 ABA、干旱、高盐诱导的特征，且能增

强酵母的抗盐和抗渗透胁迫能力。这些结果不仅为

理解紫花苜蓿抗逆分子机制提供了新视角，更为抗逆

分子育种提供了重要候选基因。后续通过转基因紫

花苜蓿验证及分子机制深入解析，有望为 MsERD15
在紫花苜蓿抗逆品种培育中的应用提供支撑。
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