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花苜蓿 SBP 基因家族的鉴定与表达模式分析 
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（1. 草种创新与草地农业生态系统全国重点实验室/兰州大学草地农业科技学院，甘肃  兰州  730020； 

 2. 广西大学动物科学技术学院，广西  南宁  530004； 

 3. 国家草业技术创新中心（筹），内蒙古  呼和浩特  010051） 

摘要：SQUAMOSA 启动子结合蛋白（promoter binding protein, SBP）是一类植物特有的转

录因子，通过激活或抑制多个靶基因的转录，在逆境胁迫应答和植物生长发育中发挥重要作

用。SBP 基因家族编码的转录因子参与植物的生长发育、信号转导和多种生理生化过程。本

研究采用生物信息学方法进行染色体定位、系统进化分析、基因结构研究，鉴定了花苜蓿

（Medicago ruthenica）中 SBP 基因家族的 22 个成员，并分析其在干旱胁迫下的表达模式。

同时，利用 RT-qPCR 验证这些基因在干旱胁迫下的表达变化。结果显示，MruSBP06A、

MruSBP13D 和 MruSBP14 基因在不同时间点的干旱胁迫和不同浓度甘露醇处理下均表现出

下调表达，而 MruSBP02、MruSBP07 和 MruSBP12 则在干旱胁迫下显著（P<0.01）上调表

达，提示这些基因可能在花苜蓿的干旱响应中起着重要作用。本研究为深入揭示花苜蓿 SBP

基因的功能及其在耐旱育种中的潜在应用提供理论依据。 
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Identification and expression pattern analysis of Medicago 

ruthenica SBP gene family 
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bstract：SQUAMOSA promoter-binding protein (SBP) are a class of plant-specific transcription 

factors that play crucial roles in stress responses and plant growth and development by activating or 

repressing the transcription of multiple target genes. The SBP gene family encodes transcription 

factors involved in plant growth, signal transduction, and various physiological and biochemical 

processes. In this study, bioinformatics methods were employed for chromosomal localization, 

phylogenetic analysis, and gene structure investigation to identify 22 members of the SBP gene 

family in Medicago ruthenica and analyze their expression patterns under drought stress. 

Additionally, RT-qPCR was used to validate the expression changes of these genes under drought 

stress. The results showed that the MruSBP06A, MruSBP13D, and MruSBP14 genes were 

downregulated under drought stress at different time points and under various concentrations of 

mannitol. Conversely, the MruSBP02, MruSBP07, and MruSBP12 genes were significantly (P<0.01) 

upregulated under drought stress, suggesting that these genes may play important roles in the 

drought response of M. ruthenica. This study provides a theoretical foundation for further 

elucidating the functions of M. ruthenica SBP genes and their potential applications in drought-

resistant breeding. 

Keywords: drought; transcriptional expression analysis; evolutionary analysis; RT-qPCR 

转录因子（Transcription factors, TFs）是几乎所有生物体内的关键蛋白质分子[1]，能够特

异性地与 DNA 序列结合，进而调控靶基因的转录过程。转录因子通过识别并结合到基因上

特定的 DNA 序列，激活或抑制相关基因的表达，从而影响细胞内各种蛋白质的合成，最终

决定细胞的多种生物学功能[2]。SQUAMOSA 结构域存在于植物蛋白质中，是一种特定序列

的结合结构域，属于 SBP（SQUAMOSA promoter binding protein）基因家族，其成员可能作

为转录因子参与调控早期花发育[3]。该结构域包含 10 个保守的半胱氨酸和组氨酸残基，它

们可能是锌配体[4]。近年来，SBP 基因在拟南芥（Arabidopsis thaliana）以外的植物中的功能



 

研究逐渐增多。张等[5]揭示了 miR156 和 MsSPLs 在调控紫花苜蓿（Medicago sativa）植物形

态和非生物胁迫中的作用。王等[6]发现，茶树（Camellia sinensis）中的 20 个 SBP 基因在脱

落酸、赤霉酸和茉莉酸甲酯信号通路依赖的非生物胁迫响应中发挥积极作用。郭庆等[7]发现，

杨树（Populus trichocarpa）中 SBP 基因家族在盐胁迫下具有多样的基因表达模式，响应高

盐胁迫并参与生长发育和其他非生物胁迫。此外，SBP 基因家族成员的分组在不同植物中有

所不同。大多数植物的 SBP 基因可分为 8 个分支，如番茄（Solanum lycopersicum）[8]、拟南

芥[9]、苹果（Malus pumila）[10]、棉花（Gossypium hirsutum）[11]、烟草（Nicotiana tabacum）[12]

和油菜（Brassica napus）[13]，葡萄（Vitis vinifera）有 7 个分支[14]，而辣椒（Capsicum annuum）[15]

和杨树（Populus trichocarpa）[16]则有 6 个分支。 

花苜蓿（Medicago ruthenica）是一种多年生豆科牧草，与世界上最重要的饲料作物之一[17,18]-

紫花苜蓿同源[19]。与紫花苜蓿对水分和土壤肥力要求较高[20]不同，花苜蓿适应干旱、高寒和

贫瘠土壤。由于其抗旱、耐寒、耐盐碱，叶片丰富，适口性好，营养品质高，不仅是苜蓿遗

传改良的材料，还是优质牧草的理想选择[17,18]。尽管已有研究对模式植物和其他作物中的

SBP 基因家族进行一定程度的分析，但对花苜蓿这一物种的相关研究仍较为有限。本研究以

花苜蓿基因组数据[21,22]为基础，系统分析了 SBP 基因家族成员的多种理化特性以及基因家

族的系统发育关系。此外，还对这些基因在干旱胁迫处理下根尖中的表达模式进行了分析。

这些分析结果不仅为深入理解 SBP 基因家族的生物学功能和作用机制提供了重要信息，同

时也为揭示其在植物抗逆性中的调控作用奠定了理论基础。更进一步，本研究筛选出了具有

潜在应用价值的候选基因，为从分子水平开发优质抗逆牧草品种提供了新的研究思路和技术

方向。 

 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

本实验以“中科 1 号”花苜蓿品种作为试验材料，挑选 2000 粒健康饱满的花苜蓿种子进

行打磨处理，破除硬实。使用 5 %的次氯酸钠溶液对种子进行消毒，消毒后用无菌水充分冲

洗，并将种子均匀铺于方形培养皿中进行萌发处理，在步入式培养箱倒置培养 4 d 后，选取

长势健壮的幼苗移至水培盒，采用 MS 营养液水培 4 d，每 2 d 更换一次培养液。随后使用

不同浓度的甘露醇对幼苗进行干旱胁迫处理，分为 3 组：（A）对照处理：使用 MS 营养液

处理，第 13 d 取样；（B）不同浓度干旱胁迫组：分别用 50 mmol/L、100 mmol/L、200 mmol/L、

300 mmol/L、400 mmol/L 的甘露醇处理 12 日龄幼苗，处理 1 d 后取样；（C）模拟干旱胁迫

组：12 日龄幼苗开始进行 400 mmol/L 甘露醇处理（处理时间分别为 1 h、3 h、6 h、12 h 和



 

24 h），第 13 d 集中对 A、B 和 C 组根尖进行取样。 

1.2 试验方法 

1.2.1 MruSBP 基因家族的鉴定与理化性质分析 

在The Arabidopsis Information Resource数据库[23]下载 17个拟南芥（Arabidopsis thaliana）

AtSPL 蛋白序列作为查询序列，利用 TBtools-II 软件[24]筛选出 22 条花苜蓿候选基因的蛋白

序列。通过从 Pfam 数据库（http://pfam-legacy.xfam.org/）下载 SBP 结构域（PF03110）对应

的的隐马尔科夫模型（HMM）文件，使用 TBtools-II 分析，获得 22 条含有 MruSBP 结构域

的蛋白序列。利用在线网站 Batch CD-Search[25]进行蛋白保守结构域分析，结果显示这 22 条

序列结构域完整。在 PlantTFDB 网站（http://planttfdb.gao-lab.org/）网站下载蒺藜苜蓿

（Medicago truncatula）的 SBP 基因家族蛋白序列，按前述方法鉴定了 23 个蒺藜苜蓿 SBP

基因家族的蛋白序列，并按蒺藜苜蓿与拟南芥的同源关系依次命名为 MtSPL01～MtSPL16。

MruSBP 基因根据与最接近的蒺藜苜蓿同源基因命名为 MruSBP01A～MruSBP15[5]。使用

TBtools-II 中 Protein Pairwise Similarity Matrix 分析花苜蓿 SBP 蛋白序列的理化性质，亚细

胞定位使用 Plant-mPLoc[26]进行预测。 

1.2.2 花苜蓿 SBP 在染色体上的定位 

使用 TBtools-II 软件，根据花苜蓿基因组注释文件，对 SBP 基因在花苜蓿染色体上的定

位进行可视化展示。 

1.2.3 花苜蓿 SBP 家族基因系统发育分析 

花苜蓿、拟南芥、蒺藜苜蓿的全部 SPL 蛋白的多序列对比和进化树构建均使用 MEGA7

软件[27]完成，构建系统进化树方法为邻接法（Neighbor-Joining），Bootstrap 值为 1000 次重

复。进化树的可视化及美化通过 Evolview v2 网站[28]完成。 

1.2.4 花苜蓿 SBP 家族同源性分析、保守基序、保守结构域及顺式作用元件分析 

使用 TBtools-II 软件中的 MCscanX 工具分析 MruSBP 基因的复制事件，检测 MruSBP

基因与拟南芥、蒺藜苜蓿、紫花苜蓿（中苜 1 号[29]）、水稻（Oryza sativa）和大豆（Glycine 

max）的 SBP 基因家族之间的共线性区域。利用 MEME 工具[30]分析花苜蓿 SBP 蛋白的保守

基序（Motif），最大基序设置为 16，最佳基序宽度设置为 6～150。利用 TBtools-II 提取

MruSBP 基因上游 2000 bp 碱基序列，在 PlantCARE 网站[31]分析其启动子顺式作用元件。用

TBtools-II 对上述结果绘图。 

1.2.5 MruSBP 基因在干旱胁迫下的表达模式分析 

为探讨 MruSBP 基因在干旱胁迫下的表达水平，本实验利用王天佐等[22]的花苜蓿干旱



 

处理 0 d、5 d、7 d 和 9 d 的花苜蓿根尖的转录组数据进行分析，使用 fastp 软件[32]对原始测

序数据进行质控和过滤以去除低质量数据，使用 HISAT2 将处理后的数据比对到任广鹏等[21]

的参考基因组，并使用 feature Counts 工具对基因表达量进行定量分析，通过 TBtools-II 软件

生成干旱胁迫下 MruSBP 基因表达的热图。 

1.2.6 花苜蓿总 RNA 提取与实时定量 PCR 分析 

总 RNA 提取采用天根公司的植物总 RNA 提取试剂盒，RNA 反转录使用思科捷公司提

供的 SPARKscript II All-in-one RT SuperMix for qPCR（含 gDNA 去除试剂）。操作步骤均严

格按照试剂盒说明书进行。反转录生成的 cDNA 产物经 20 倍稀释后用作 RT-qPCR 模板。引

物设计通过 Primer3Plus 在线工具完成[33]，由擎科公司合成。使用 Taq SYBR Green qPCR 

Premix 试剂盒（百时美，EG20117M）进行 RT-qPCR 实验，反应体系如表 1 所示，使用两

步法扩增，并技术重复 2 次，基因相对表达水平用 2-△△CT 法计算。MruSBP01A～MruSBP15

基因 RT-qPCR 引物序列以及内参基因[34]MruACTIN 引物序列如表 2 所示。 

表 1 RT-qPCR 反应体系 

Table1 RT-qPCR reaction system 

组分 体积 

2×SYBR Green qPCR Premix 7 μL 

ddH2O 1 μL 

cDNA 1 μL 

上游引物 0.5μL 

下游引物 0.5μL 

表 2 RT-qPCR 引物 

Table2 Primers for RT-qPCR 

基因名称 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’） 

Gene name Primer forward sequence （5’-3’） Primer reverse sequence （5’-3’） 

MruSBP01A CGGAAAAGCTGAAGTAAGACGT CCCATCTGAAAGGTCGGAACA 

MruSBP02 CAAGCCCCACTCCCTCATAC AATCCAGCTGGTTGCAAGGG 

MruSBP06A TCTTAGCTCCTCGAAAGATTACC CTCAGATATCCTGTTGCACTGC 

MruSBP06C CGTGTGAAGATGATGCAACCA TCCGGAGAGTGCAAGAAGAA 

MruSBP07 GAGTTGCCTAAAAGATGTGACCA ACTCGTTAACCCTCCCATGATG 



 

MruSBP12 CACTACCTTTGAGATTGGAAATGC GGAATATATACAGAACTTCCGGCG 

MruSBP13C GTCAAGCATCAACAACAGTCCA AGAGTCACTGAGTTATCGTTTTCG 

MruSBP13D GCATCAACAACAGTCCAACACA ACTCCCAGAAGAATGGAAGAGT 

MruSBP14 CACTGGGAATTGAGCTAATGCA GAGCCTACAAAAGGGGTTCCA 

MruACTIN ATCCAGGCTGTCCTCTCCCT ACGAAGGATGGCATGTGGGA 

 

1.3 数据分析 

使用 Excel 2021 软件对所得数据进行计算，用 GraphPad Prism 9.5.0.730 软件进行单因

素方差分析并制作柱状图。 

2 结果与分析 

2.1 花苜蓿 SBP 基因家族的鉴定 

MruSBP 基因的理化性质和预测的亚细胞定位结果列于表 3。22 个 MruSBP 蛋白的氨基

酸数目在 54～1014 之间，分子量最大是 112457.54 Da，最小是 6223.11 Da；理论等电点在

5.85～9.24 之间，其中 8 个 SBP 蛋白的理论等电点小于 7，归类为酸性蛋白，其余 14 个蛋

白大于 7，归类为碱性蛋白。蛋白不稳定系数均在 40 以上，均为不稳定蛋白。MruSBP 蛋白

脂肪系数在 38.25～91.04 之间，且均呈现亲水性（亲水性值小于 0）。亚细胞定位预测结果

表明，12 个 MruSBP 蛋白位于细胞核上，10 个 MruSBP 蛋白位于细胞核和细胞质上。 

表 3 花苜蓿 SBP 基因家族成员理化性质 

Table3 Physicochemical Properties of the M. ruthenica SBP Gene Family Members 

蛋白名称 基因 ID 氨基酸数 分子量 等电点 不稳定系数 脂肪系数 疏水性 亚细胞定位 

Protein 

name 

Gene ID 

Number of 

amino acid/aa 

Molecular 

weight/Da 

pI 

Instability 

index 

Aliphatic 

index 

Hydropathicity 

Subcellular 

localization 

MruSBP01A MruT004533.1 1003 111461.2 5.88 52.54 77.56 -0.476 细胞核 

MruSBP01B MruT048412.1 1003 111646.46 5.92 53.11 77.95 -0.476 细胞核 

MruSBP02 MruT015941.1 434 48125.33 8.52 59.83 53.29 -0.831 细胞核，细胞质 

MruSBP03 MruT022735.1 143 17070.72 7.04 107.63 38.25 -1.553 细胞核 

MruSBP04 MruT022736.1 122 14471.13 5.98 92.76 60 -1.067 细胞核，细胞质 

MruSBP05 MruT010279.1 170 19505.67 8.23 81.5 47.59 -1.076 细胞核，细胞质 

MruSBP06A MruT036366.1 54 6223.11 9.1 40.54 64.81 -0.667 细胞核 



 

MruSBP06B MruT009392.1 526 57318.24 6.56 50.82 65.57 -0.586 细胞核，细胞质 

MruSBP06C MruT043846.1 455 50606.36 6.39 53.94 66.81 -0.507 细胞核 

MruSBP07 MruT007686.1 743 83330.73 6.34 49.27 91.04 -0.204 细胞核，细胞质 

MruSBP08 MruT039559.1 329 36343.74 8.75 68.82 45.14 -0.903 细胞核 

MruSBP09 MruT003275.1 347 38305.6 8.79 62.7 54.47 -0.666 细胞核，细胞质 

MruSBP10A MruT023661.1 390 44070.38 8.77 54.56 61.31 -0.655 细胞核，细胞质 

MruSBP10B MruT023660.1 256 29196.16 8.94 57.22 75 -0.545 细胞核 

MruSBP11 MruT023662.1 373 41896.54 7.09 56.89 62.47 -0.691 细胞核，细胞质 

MruSBP12 MruT038960.1 1003 110910.9 5.85 47.18 81.14 -0.404 细胞核 

MruSBP13A MruT024701.1 389 43352.81 8.3 56.79 50.1 -0.837 细胞核 

MruSBP13B MruT016945.1 376 41717.48 6.73 56.7 65.56 -0.661 细胞核 

MruSBP13C MruT035166.1 364 40649.54 8.73 53.45 60.52 -0.813 细胞核，细胞质 

MruSBP13D MruT035167.1 364 40649.54 8.73 53.45 60.52 -0.813 细胞核，细胞质 

MruSBP14 MruT001666.1 1014 112457.54 7.33 53.07 71.89 -0.517 细胞核 

MruSBP15 MruT037762.1 339 36797.5 9.24 62.37 52.09 -0.756 细胞核 

2.2 MruSBP 基因染色体定位分析 

根据花苜蓿染色体长度及每个 MruSBP 基因的位置注释信息，绘制分布图，结果除 1 个

位于未组装到染色体上的 MruSBP01B 基因外，其他所有 SBP 基因都被绘制到相应的染色体

位置上（图 1）。这 21 个 SBP 基因在花苜蓿染色体上分布不均匀，在 chr5 或 chr6 上没有分

布。在 chr4 和 chr7 上分布有更多的 SBP 基因，分别有 6 个和 5 个，在 chr1 和 chr2 上有 3

个 SBP 基因，chr3 和 chr8 上均有 2 个 SBP 基因。同时，可以看到在 MruSBP03 和 MruSBP04

之间，MruSBP10A、MruSBP10B 和 MruSBP11 之间以及 MruSBP13C 和 MruSBP13D 之间都

发生串联重复（图 1）。 



 

 
图 1 花苜蓿 SBP 基因在染色体上的分布 

Fig.1 The Chromosomal Distribution of M. ruthenica SBP Genes. 

 

2.3 花苜蓿 SBP 转录因子系统进化分析 

为研究 SBP 基因的进化支系，本实验利用来自拟南芥、蒺藜苜蓿[37]和花苜蓿的 51 条

SBP 序列构建系统发育树（图 2）。这些序列被聚为 7 组（G1～G7），组间成员数量差异很

大，第 1 组成员数最多，有 15 个成员。MruSBP 家族基因在所有的类群中均有分布，且与

拟南芥 AtSPL 家族基因密切相关。花苜蓿的许多基因与蒺藜苜蓿基因高度聚类，表明苜蓿

属物种在 SBP 基因家族中具有较高的保守性。一些分支中花苜蓿基因与拟南芥基因距离较

远（如 G7 组）。 

 



 

 
图 2 花苜蓿、拟南芥和蒺藜苜蓿的系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree of M. ruthenica, A. thaliana and M. truncatula 

 

2.4 花苜蓿 SBP 基因家族保守基序、基因结构分析 

本实验对花苜蓿 SBP 基因结构进行分析，发现花苜蓿的 MruSBP 基因家族成员结构差

异较大，外显子从 2～10 个不等，内含子从 1～9 个不等，这与之前的研究趋势相同[1,33,34]。 

为更好地揭示 MruSBP 蛋白的结构特征，本实验使用 MEME 工具对花苜蓿 SBP 蛋白的

保守基序进行分析（图 3），最终一共鉴定到 15 个 Motif 保守基序（Motif 01～15）。花苜

蓿 SBP 基因保守基序的分析结果大部分支持 SBP 转录因子基因家族系统发育分析的分类

Motif 01、Motif 02 位于基因的 N 端，几乎在所有 SBP 基因中均有分布，推测其为 SBP 保守

结构域。Motif 05、Motif 07、Motif 09、Motif 10、Motif 12 和 Motif 14 是亚组 G2 中特有的

基序 [37]。与进化树分析结果相似，G3、G5 和 G7 亚组含有的蛋白保守基序比较简单且含有

的特征较为一致，特有的基序可能在亚组的特异性功能、特殊环境响应或者特定表达模式相

关。 

 



 

 

图 3 花苜蓿 SBP 家族蛋白的系统发育关系（A）、保守基序（B）和基因结构分析（C） 

Fig.3 Phylogenetic relationships （A）, conserved Motifs （B）, and gene structure （C） analysis of the 

M. ruthenica SBP family proteins 

2.5 花苜蓿 SBP 基因家族基因同源关系分析 

为研究 MruSBP 基因之间可能发生的基因重复，本实验利用花苜蓿基因组数据库绘制预

测的 MruSBP 位点。预测结果表明，MruSBP 共存在 5 对片段重复（图 4）。这些结果表明，

花苜蓿的 SBP 基因在数目上出现一定程度的扩张，复制事件广泛存在于 MruSBP 的进化中。 

为进一步揭示 MruSBP 基因家族的系统发育，本实验构建花苜蓿和水稻、大豆、蒺藜苜

蓿、拟南芥与紫花苜蓿的 5 个比较同源图谱（图 5）。花苜蓿与大豆、蒺藜苜蓿、紫花苜蓿、

拟南芥和水稻的同源基因对数分别为 41、26、25、14 和 5 个。由此可见，花苜蓿与大豆的

SBP 基因亲缘关系最近，比蒺藜苜蓿和紫花苜蓿更近；同时，花苜蓿与水稻的 SBP 基因亲

缘关系最远。 



 

 
图 4 花苜蓿 SBP 基因同源关系示意图 

Fig.4 Schematic diagram of the syntenic relationships of SBP genes in M. ruthenica 



 

 

图 5 花苜蓿与 5 种植物 SBP 基因的同源性分析 

Fig.5 Synteny analysis of SBP genes between M. ruthenica and five other plant species 

 

2.6 花苜蓿 SBP 基因家族顺式作用元件分析 

本实验对花苜蓿 SBP 基因家族成员启动子前 2000 bp 序列进行分析（图 6），列举除传

统的 TATA 和 CAAT 外的其他顺式作用元件。本实验发现 4 个植物激素响应元件，包括水杨

酸响应元件、脱落酸响应元件、茉莉酸甲酯响应元件、赤霉素响应元件。还包括一些与环境

相关的转录调控元件，包括干旱胁迫响应元件、防御和应急响应元件、低温响应元件、厌氧

诱导元件、光响应元件。在所有 MruSBP 基因的启动子区域，与光反应相关的顺式作用元件

数量最多。MruSBP09、MruSBP11、MruSBP13A、MruSBP14 和 MruSBP15 中发现低温响应

元件，这些基因可能编码渗透调节蛋白或信号转导相关蛋白。此外，在 MruSBP05 的启动子

区域还发现与黄酮类化合物生物合成调控相关的顺式作用元件。 

 



 

 

图 6 花苜蓿 SBP 家族成员启动子顺式作用元件分析 

Fig.6 Analysis of cis-acting elements in promoters of SBP family members in M. ruthenica 

 

2.7 干旱胁迫下基因的表达分析 

为分析干旱处理下 MruSBP 基因表达水平的动态变化，本实验对王天佐等[22]获得的花

苜蓿根尖连续干旱处理 0 d、5 d、7 d、9 d 的转录组数据进行分析，并通过 TBtools-II 软件

生成干旱胁迫下 MruSBP 基因表达的热图（图 7），并进行聚类。根据热图，可以看到 MruSBP

基因大体分为两类，即干旱前期高表达与干旱后期高表达，其中干旱前期高表达有 8 个

（MruSBP03、MruSBP04、MruSBP06A、MruSBP06B、MruSBP08、MruSBP13C、MruSBP13D

和 MruSBP15），干旱后期高表达有 9 个（MruSBP01A、MruSBP02、MruSBP07、MruSBP09、

MruSBP10A、MruSBP10B、MruSBP11、MruSBP12 和 MruSBP14）。 



 

 

图 7 MruSBP 基因在连续干旱处理下的表达分析 

Fig.7 Expression analysis of MruSBP genes under continuous drought treatment 

 

2.8 RT-qPCR 分析 

为进一步验证 MruSBP 在短期干旱（1 h、3 h 、6 h、12 h 和 24 h）下的表达模式，本实

验选择 9 个受干旱胁迫诱导的 MruSBP 基因（MruSBP01A、MruSBP02、MruSBP06A、

MruSBP06C、MruSBP07、MruSBP12、MruSBP13C、MruSBP13A 和 MruSBP14）进行 RT-qPCR

验证，结果如图 8 所示。结果表明，所选的所有 MruSBP 基因在干旱胁迫期间均受到不同程

度的诱导。MruSBP01A、MruSBP06A、MruSBP06C、MruSBP07、MruSBP12、MruSBP13D 和

MruSBP14 与 RNA-Seq 数据的变化趋势一致，而 MruSBP02 和 MruSBP13C 总体呈现表达量

上升趋势。另外，在短期干旱胁迫下，MruSBP06A、MruSBP13D 和 MruSBP14 的表达量显

著下降（P<0.01），分别在 3 h、3 h 和 6 h 时达到最小值。综上所述，RT-qPCR 实验中大多

数 MruSBP 基因的表达模式与 RNA-Seq 分析结果一致。 

为探究 MruSBP 基因调控与干旱程度的关系，本实验选择上述 9 个受干旱胁迫诱导的

MruSBP 基因，对不同浓度甘露醇（50 mmol/L、100 mmol/L、200 mmol/L、300 mmol/L、400 



 

mmol/L）诱导后的实验材料进行 RT-qPCR 验证，结果如图 9 所示。结果显示，在不同浓度

甘露醇胁迫下，MruSBP06A、MruSBP13D 和 MruSBP14 表达量显著降低（P<0.01），这与

不同时间干旱胁迫下的结果（图 8）一致，其他基因均表现出一定程度的上调。 

 

图 8 花苜蓿 SBP 基因在不同时间干旱胁迫下的表达模式分析 

Fig.8 Analysis of the expression patterns of M. ruthenica SBP genes under drought stress at different time 

points 

 

数据是三个生物重复的平均值。“*”代表当前数据与 CK 的显着差异，P<0.05（*)被认为非常显着，P<0.01

（**）被认为极显着；下同。 

The data represent the mean values of three biological replicates. ‘*’ indicate significant differences between the 

current data and the control (CK) : P<0.05 (*) is considered very significant、and P<0.01 (**) is considered extremely 

significant; similarly for the following tables. 

 



 

 
图 9 花苜蓿 SBP 基因在不同浓度甘露醇处理下的表达模式分析 

Fig. 9 Analysis of the expression patterns of M. ruthenica SBP genes under mannitol treatment at different 

concentrations 

 

 

3 讨论与结论 

SBP 基因家族广泛存在于植物中，属于植物特有的转录因子家族，它们在植物的生长发

育、生理生化过程以及对环境的响应中都有至关重要的作用[38]。SBP 家族在几种植物中的功

能已经被研究，但迄今为止，尚未报道有关 SBP 基因在花苜蓿中对非生物胁迫反应中的作

用。本实验从花苜蓿的 6 条染色体中筛选出 22 个 MruSBP 基因，并验证它们在干旱胁迫下

的表达模式，对研究 SBP 蛋白在花苜蓿中的作用机制有重要意义。 



 

本实验鉴定到的 22 个属于 SBP 基因家族的蛋白中有 8 个是酸性的，14 个是碱性的，均

为不稳定蛋白，亲水性强，且在染色体上分布不均匀。根据拟南芥中 SBP 蛋白的分类[1]，花

苜蓿 SBP 蛋白分为 7 组（G1～G7），MruSBP 家族成员主要位于 G1 和 G2 组。G7 组中花

苜蓿基因与拟南芥基因距离较远，说明这些 SBP 基因可能在苜蓿属中具有特化的功能，例

如与环境胁迫响应相关。同一组的 SBP 蛋白关系更亲近，例如 G5 组相比其他组含有一些特

有的保守基序，且其内含子数量明显更多。除 MruSBP04 和 MruSBP06A，所有蛋白都含有

基序 Motif 01 和 Motif 02，代表它们是保守的，可能代表着对花苜蓿生存和繁殖至关重要的

功能结构域。而前述两个蛋白表现出保守基序缺失，推测是因为它们的序列长度太短。通过

分析基因结构，对比 MruSBP01A 和 MruSBP03 可以发现例如它们的外显子和内含子排列方

式有很大区别。在进化过程中，这种结构的改变可能导致基因表达调控的变化，增加基因产

物的多样性[7]。这种结构变化是否会导致功能变化还需进一步研究。 

通过观察花苜蓿基因同源关系图，可以发现不同染色体的基因密度存在差异。chr4 和

chr7 上存在较多的基因家族成员，由此推测这两个染色体可能在花苜蓿 SBP 基因家族调控

过程中起到关键作用。花苜蓿与大豆、蒺藜苜蓿、紫花苜蓿、拟南芥和水稻 SBP 基因的同源

性分析显示，花苜蓿与大豆的多个染色体有同源性关系，表明这些染色体区域在进化过程中

可能来源于共同的祖先。花苜蓿与拟南芥的同源性连线相对较少，但仍存在一些保守区域，

表明在进化过程中这些区域有一定的保守性。水稻与花苜蓿的亲缘关系较远，但图中仍能看

到一些同源性连线，说明在进化早期可能存在一些保守的基因序列。 

启动子对于分析基因表达和调控至关重要[27]，基因上游序列中顺式作用元件的鉴定和

分析使我们能够确定这些基因是否具有调控生长、发育以及对生物或应对非生物胁迫的潜力。

本实验分析 MruSBP 启动子区域的顺式作用元件，包含光响应、非生物胁迫响应及激素响应

等重要顺式作用元件，表示 MruSBP 基因可能参与光、干旱等非生物胁迫，还受到激素响应

等多重调控。为探究干旱处理下 MruSBP 基因的表达水平，本实验使用王天佐等[22]的花苜蓿

根尖连续干旱处理转录组数据进行初步筛查。结果显示除 MruSBP05 没有表达量外，其他基

因均对长期干旱胁迫做出响应。而 MruSBP13A 和 MruSBP13B 表达量变化趋势不明显，没

有在后续干旱胁迫分析中使用。为进一步探讨 MruSBP 在干旱下的表达模式，本实验选择

MruSBP01A、MruSBP02、MruSBP06A、MruSBP06C、MruSBP07、MruSBP12、MruSBP13C、

MruSBP13D 和 MruSBP14 这 9 个在长期干旱胁迫中均有表达趋势且表达模式不同的基因，

进行短期干旱胁迫和不同浓度的甘露醇处理。RT-qPCR 分析结果与 RNA-Seq 数据的分析结

果一致，9 个基因全部在干旱胁迫下表达。在短期干旱胁迫下，MruSBP06A、MruSBP13D 和



 

MruSBP14 的表达量相较 CK 均有一定程度的降低，表明这 3 个基因在短期干旱胁迫下表达

量降低，其余基因在短期干旱下表达量均为升高。表达量升高的基因中，MruSBP02 和

MruSBP13C 的表达量先降低再升高，MruSBP06C、MruSBP07 和 MruSBP12 的表达量先升高

然后略有降低，均在 12 h 时达到峰值。在短期干旱胁迫下，MruSBP19 呈现出比其他基因更

高的表达水平。在不同浓度甘露醇处理下，MruSBP06A、MruSBP13D 和 MruSBP14 表现出

与不同时间的短期干旱胁迫下相同的表达模式，即表达量相较 CK 均有显著降低（P<0.01）。

在不同浓度甘露醇处理下，MruSBP12 仍然呈现出比其他基因更高的表达水平，这与花苜蓿

SBP 家族成员启动子顺式作用元件分析（图 6）的结果一致：相较其他基因，MruSBP12 含

有更多非生物胁迫响应元件。大多数 MruSBP 基因的表达模式与 RNA-Seq 分析中的表达模

式相似，但某些基因存在些许差异，这可能是由花苜蓿个体之间的遗传多样性导致的[38]。 

综上，本实验从花苜蓿全基因组中鉴定出 22 个 SBP 基因家族成员，系统性分析基因结

构与功能、进化关系，并验证 9 个基因在干旱条件下的表达模式，为花苜蓿 SBP 基因家族

功能研究提供基础，也为豆科育种和其他遗传研究提供相关依据。 
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