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摘要: Ca2+ ATPase属于P型ATPase超家族, 在植物对外界逆境的应答中发挥重要作用, 但迄今尚未有苜蓿Ca2+ ATPase基因研

究的相关报道。为筛选逆境胁迫应答Ca2+ ATPases, 本研究鉴定获得了16个苜蓿Ca2+ ATPase家族成员, 分布在7条染色体上, 
且存在一对旁系同源基因。系统进化分析表明苜蓿Ca2+ ATPases分为ACA和ECA亚家族, ACA亚家族分为4组, 且组内成员

具有相似的内含子-外显子组成模式。此外, 苜蓿Ca2+ ATPase家族具有高度保守的蛋白序列组成, 包括4个功能结构域、10
个跨膜结构域和11个保守motif。转录组数据分析发现该家族具有不同的逆境诱导表达模式, 且多数苜蓿Ca2+ ATPases家族

基因受低温和冷冻胁迫诱导表达, 其中MtACA9和MtACA8上调表达最明显。qRT-PCR结果证实MtACA9和MtACA8表达在

低温和冷冻胁迫下显著上调。本研究结果为揭示苜蓿Ca2+ ATPase基因在低温冷害应答中的功能提供了重要参考。
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Ca2+作为第二信使, 在植物对外界逆境的感应

和信号传递过程中发挥重要的作用(陈莎莎和兰海

燕2011; 韩宁等2005; 刘刚和王冬梅2006; 郑仲仲

等2013)。当植物感受到外界刺激后, 胞内Ca2+浓

度迅速增加(Choi等2014; Jiang等2013; 郑远和陈兆

进2015)。细胞可感受胞内Ca2+波动, 并通过不同

的机制调控胞内Ca2+平衡(Dodd等2010; Kleist和
Luan 2016; 贾如等2014)。Ca2+ ATPase (钙泵)是调

节细胞内Ca2+浓度的重要蛋白质之一(Spalding和
Harper 2011; 王精明等2004)。

植物Ca2+ ATPase属于P型ATPase超家族, 由
ATP提供能量, 将胞内Ca2+运出胞外或运送至细

胞器中(Huda等2013b)。一般来说, Ca2+ ATPase家
族蛋白具有4个高度保守的功能结构域, 即Cation 
transporter/ATPase N-terminus (PF00690)、Cation 
transporter/ATPase C-terminus (PF00689)、E1-E2 
ATPase (PF00122)和haloacid dehalogenase-like hydrolase 
(PF00702) (Palmgren和Nissen 2011)。此外, Ca2+- 
ATPase蛋白还含有10个典型的跨膜结构域, 在第4
个和第5个跨膜结构域间通常含有天冬氨酰磷酸

化位点和ATP结合位点。根据蛋白序列同源性和

生化特性, Ca2+ ATPase家族可分为ECA (ER-type 
Ca2+ ATPase)和ACA (auto-inhibited Ca2+ ATPase) 2
个亚家族(Pedersen等2012)。ECA亚家族位于内质

网上, 对底物ATP具有专一性, 不受钙调素激活。

而ACA亚家族一般位于细胞质膜, 对底物ATP没有

专一性, 其N端具有一个自抑制结构域, 在此区域

内常含有一个钙调素结合位点和一个丝氨酸磷酸

化位点(Baekgaard等2006)。

随着基因组学的快速发展, 科研工作者已系

统地鉴定了拟南芥和水稻的Ca2+ ATPase基因家族

(Baxter等2003)。拟南芥和水稻Ca2+ ATPase基因家

族均有15个成员。拟南芥中有4个ECAs和11个
ACAs, 水稻中有3个ECAs和12个ACAs。其中, 
AtACA9、AtACA10和AtACA13在花粉管伸长、受

精、花序形成等生殖生长过程中发挥重要作用

(George等2008; Iwano等2014; Schiott等2004)。水

稻OsACA6基因参与盐和干旱胁迫下体内离子平

衡和ROS清除过程(Huda等2013a)。我们前期从大

豆基因组中鉴定出29个Ca2+ ATPase基因, 约为拟南

芥和水稻的2倍, 其中包括5个ECAs和24个ACAs 
(Sun等2016)。通过染色体定位和同线性分析发现

大豆Ca2+ ATPase基因存在大量基因复制现象。此

外, 我们还发现野生大豆Ca2+ ATPase基因GsACA1
在苜蓿中超量表达, 能够显著提高转基因苜蓿的

耐盐碱性(Sun等2016)。但迄今尚未有研究报道苜

蓿Ca2+ ATPase基因家族。

苜蓿(Medicago sativa)是世界上栽培面积最大

的豆科牧草之一, 素有“牧草之王”的美誉(马利超

等2012; 宋辉和南志标2014)。然而, 盐碱、低温、

冷害等逆境严重影响苜蓿的生长和利用价值(张振

亚等2016)。苜蓿基因组测序工作已于2011年完成

并发布(Young等2011), 为从全基因组水平揭示苜
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蓿重要基因家族的功能奠定了重要基础。因此, 本
研究以Ca2+ ATPases为研究对象, 从基因家族分析

角度入手, 利用转录组测序数据筛选了逆境胁迫

应答的苜蓿Ca2+ ATPases, 并通过定量real-time PCR
分析了其表达模式, 最终获得了2个低温冷害应答

的苜蓿Ca2+ ATPases家族基因MtACA8和MtACA9。
本研究结果为后续深入解析苜蓿Ca2+ ATPase基因

在逆境胁迫应答中的生物学功能和分子机制提供

了一定的理论依据。

材料与方法

1  苜蓿Ca2+ ATPase家族成员全基因组鉴定

下载拟南芥Ca2+ ATPase家族成员的蛋白序列, 
利用ClustalX软件进行多重序列比对, 利用HMM-
build构建隐马尔可夫模型。下载苜蓿(Medicago 
truncatula Gaertn.)蛋白序列数据库(http://www.
jcvi.org/medicago/), 利用HMMER 3.0软件进行比

对搜索, 人工去除冗余序列。利用保守结构域预

测软件SMART和Pfam, 对上述候选蛋白序列进行

分析, 剔除不含完整结构域的序列。

2  苜蓿Ca2+ ATPase染色体定位及系统发育树构建

利用植物基因组数据库Phytozome (https://
phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)获得苜蓿Ca2+- 
ATPase基因在染色体中的信息, 利用MapInspect本
地软件绘制苜蓿Ca2+ ATPase家族基因在染色体上

的位置图。苜蓿Ca2+ ATPase基因复制信息从植物

基因组复制数据库PGDD (http://chibba.agtec.uga.
edu/duplication/)获得。从Phytozome下载苜蓿Ca2+- 
ATPase蛋白序列, 利用MEGA 5.0软件分别构建邻

接树、极大似然树和最小进化树。

3  苜蓿Ca2+ ATPase基因结构及蛋白保守结构域分

析 
从Phytozome网站下载苜蓿Ca2+ ATPase基因

家族DNA和CDS序列, 利用GSDS软件(http://gsds.
cbi.pku.edu.cn/)绘制内含子–外显子结构图。苜蓿

Ca2+ ATPase家族功能结构域信息从Phytozome网站

直接获取, 蛋白序列的保守基序分析采用MEME
在线软件(http://meme-suite.org/)预测, 参数设置

如下: Optimum motif width≥50且≤200; Maxi-
mum number of motifs为15; Occurrences of a single 
motif为zero or one per sequence。

4  苜蓿Ca2+ ATPase蛋白序列比对及跨膜结构域预测

利用ClustalX2程序进行苜蓿Ca2+ ATPase蛋白

序列多重比对, 利用SOSUI在线软件(http://harrier.
nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/)预测苜蓿Ca2+ ATPase蛋
白跨膜结构域。10个跨膜结构域位置根据MtA-
CA1蛋白进行标注。

5  逆境胁迫应答的苜蓿Ca2+ ATPase基因筛选

苜蓿不同逆境胁迫处理下的转录组数据由哈

尔滨师范大学束永俊提供(Song等2016)。利用To-
phat和Cufflink程序分析转录组数据并进行表达量

计算, 提取Ca2+ ATPase基因家族成员的表达数据, 
使用MeV4软件(http://www.tm4.org/mev.html)绘制

热图, 并进行聚类分析。

6  Real-time PCR分析

将8周龄的苜蓿幼苗进行低温(4°C)和冷冻

(–8°C)处理, 分别在处理0、1、3、6、12和24 h取
材。采用Trizol (Invitrogen)法提取总RNA, 经DNase
消化基因组DNA后 ,  采用反转录试剂盒Super-
ScriptTM IV Reverse Transcriptase kit (Invitrogen)反转

录获得cDNA, 利用基因特异引物进行Real-time 
PCR分析。采用比较CT法(ΔΔCT)计算基因表达量, 
以苜蓿GAPDH基因为内参基因, 以未经处理的样

品作为对照。每个样品包括3次生物学重复和3次
技术重复, 数据取3次生物学重复平均值。所用基

因特异引物序列如下: MtACA8 (5'-GTTTCACTGC-
CAATCTCGAC-3'和5'-GCATCTTTAACTTCCTC-
CGG-3'), MtACA9 (5'-CCAACACTTACAAAAAAC-
CACC-3'和5'-ACCTTTAGCCGACGACCA-3'), 
MtGAPDH (5'-TAAGGGTGGTGCCAAGAAGGT-3'
和5'-AGCAAGAGGAGCAAGGCAGTT-3')。

实验结果

1  苜蓿基因组中Ca2+ ATPase家族成员鉴定及染色

体定位分析

鉴于Ca2+ ATPase基因在植物对逆境应答中的

关键作用, 本研究通过家族分析筛选鉴定逆境胁

迫应答的苜蓿Ca2+ ATPases。首先对苜蓿基因组中

的Ca2+ ATPase家族成员进行了鉴定。利用拟南芥

Ca2+ ATPase家族成员蛋白序列进行多重比对, 构建

隐马尔可夫模型序列谱。使用HMMER 3.0软件对

苜蓿蛋白序列数据库进行比对搜索, 人工去除冗
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余序列, 获得候选蛋白序列。根据植物Ca2+ ATPase
家族典型的4个功能结构域(Palmgren和Nissen 2011), 
我们进一步利用保守结构域预测软件SMART和
Pfam, 对上述候选蛋白序列进行分析, 剔除不含完

整结构域的序列, 最终得到16个苜蓿Ca2+ ATPase家

族成员(表1)。理化性质分析发现由于具有4个高

度保守的功能结构域, Ca2+ ATPase家族蛋白序列普

遍较长, 且各成员之间长度基本相似(956~1 111个
氨基酸)。但是, 不同成员之间内含子的数目差异

较大(从0到33个)。

表1  苜蓿Ca2+ ATPase 基因家族成员信息

Table 1  Detailed information of the Ca2+ ATPase family genes in M. truncatula

序号                        位点                       基因名               染色体位置         mRNA/bp       氨基酸/个 内含子/个 

P-type Ca2+ ATPase IIB亚家族(ACA)      
1 Medtr0005s0140 MtACA1 scaffold0005: 220946..228587 2 871 956 4
2 Medtr2g038310 MtACA2 chr2: 16684216..16696562 3 282 1 093 32
3 Medtr3g103070 MtACA3 chr3: 47484864..47491044 3 715 1 019 6
4 Medtr4g008170 MtACA4 chr4: 1429990..1449394 4 093 1 111 32
5 Medtr4g008650 MtACA5 chr4: 1618848..1628712 3 673 1 033 6
6 Medtr4g043690 MtACA6 chr4: 14583510..14596432 3 126 1 041 6
7 Medtr4g096990 MtACA7 chr4: 39949248..39954195 3 039 1 012 6
8 Medtr5g015590 MtACA8 chr5: 5415896..5421812 4 040 1 014 6
9 Medtr6g016470 MtACA9 chr6: 6184404..6187753 3 130 1 020 2
10 Medtr7g095710 MtACA10 chr7: 38355788..38359677 3 890 1 062 0
11 Medtr8g045070 MtACA11 chr8: 17063356..17068386 3 193 962 7
12 Medtr8g090125 MtACA12 chr8: 37755179..37760016 2 979 992 6
13 Medtr8g446010 MtACA13 chr8: 17579887..17584698 2 958 985 6
P-type Ca2+ ATPase IIA亚家族(ECA)      
14 Medtr3g103270 MtECA1 chr3: 47601880..47629455 3 529 1 032 33
15 Medtr7g100110 MtECA2 chr7: 40388311..40394855 3 669 1 072 7
16 Medtr8g027160 MtECA3 chr8: 9542188..9547424 3 919 1 053 7

根据苜蓿基因组信息, 对16个Ca2+ ATPase基因

进行了染色体定位分析(图1)。结果表明, 其中1个
基因未定位到染色体上, 而是存在于第1个scaffold

上。其余15个Ca2+ ATPase基因分布在7条染色体上

(除1号染色体上没有)。其中, 4号和8号染色体上

有4个, 3号和7号染色体上有2个, 而2、5和6号染色

图1  苜蓿Ca2+ ATPase家族成员的染色体定位及同源关系分析

Fig.1  Chromosomal distribution and homologous members of the Ca2+ ATPase family in alfalfa
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体上各1个。利用植物基因组复制数据库PGDD, 
我们分析了苜蓿Ca2+ ATPase基因复制情况, 发现了

一对旁系同源基因(MtACA7和MtACA8)。
2  苜蓿Ca2+ ATPase家族进化关系分析

为了揭示苜蓿Ca2+ ATPase基因家族的进化关

系, 我们以拟南芥Ca2+ ATPase家族基因为参考, 利
用MEGA 5.0软件进行蛋白多序列比对, 并分别构

建了邻接树、极大似然树和最小进化树, 三者的

拓扑结构高度相似。对邻接树拓扑结构分析表明

(图2), 与拟南芥一样, 苜蓿Ca2+ ATPase基因被分成

2个亚家族。第1个亚家族包括3个苜蓿和4个拟南

芥Ca2+ ATPase成员, 即P-type Ca2+ ATPase IIA (ECA)
亚家族。第2个亚家族包含13个苜蓿和11个拟南芥

基因, 即P-type Ca2+ ATPase IIB (ACA)亚家族。ECA
亚家族又可分为2组, 而ACA亚家族则被分为4组; 
且每组都至少包含了一个苜蓿和拟南芥Ca2+ ATPase
基因, 这说明Ca2+ ATPase家族的分化时间早于苜蓿

和拟南芥的物种分化时间。

因结构组成进行了分析。如图3-A所示, 苜蓿ACA
亚家族成员被分为4组(Group I~IV)。已有研究报

道拟南芥和大豆的ACA亚家族不同组间的成员

数目大致相同, 拟南芥中每组有2~3个成员, 大豆中

每组为5~7个(Kamrul Huda等2013; Sun等2016)。本

研究发现苜蓿不同组间的成员数目差异较大, 其
中第2、3和4组成员数目与拟南芥较为接近(2~3
个), 但第1组中则有6个成员。

基因结构分析发现, 同一组内的ACA基因内

含子数目较为保守, 且具有相似的内含子–外显子

组成模式, 而不同组间的内含子数目和基因结构

组成模式差异较大(图3-B)。其中, Group II成员内

含子数目最多, 而Group III成员内含子数目最少。

除MtACA1 (4个内含子)外, Group I和Group IV均具

有6个内含子。类似的现象同样存在于拟南芥、

水稻和苜蓿中(Kamrul Huda等2013; Sun等2016)。
4  苜蓿Ca2+ ATPase家族蛋白序列保守性分析

在了解苜蓿Ca2+ ATPase基因内含子–外显子

组成模式的基础上, 进一步分析了其蛋白序列的

保守性。多重序列比对显示苜蓿Ca2+ ATPase家族

蛋白具有高度的序列保守性, 包括10个保守的跨膜

结构域(图4-A), 这一结果与拟南芥、水稻和大豆中

的研究相一致(Kamrul Huda等2013; Sun等2016)。
跨膜结构域的存在(图4-B)也支持了Ca2+ ATPase在
膜系统的定位。除此以外, 苜蓿Ca2+ ATPase家族蛋

白还具有植物Ca2+ ATPase共有的11个保守基序(图
4-A)。其中, Motif 2 (PAD)和Motif 4 (PEGL)保守性最

高, 在所有Ca2+ ATPase家族成员中序列完全一样。

5  苜蓿ACA亚家族成员蛋白保守结构域分析

为进一步明确苜蓿ACA亚家族成员的蛋白结

构 ,  分析了其功能结构域。如图5-A所示 ,  苜蓿

ACA亚家族成员均具有其他Ca2+ ATPase高度保守

的4个功能结构域, 即Cation transporter/ATPase 
N-terminus、Cation transporter/ATPase C-terminus、
E1-E2 ATPase和haloacid dehalogenase-like hydrolase。
与ECA相比, ACA亚家族成员N端往往包含一个自

抑制结构域, 即Ca2+ ATPase N-terminal autoinhibitory 
domain。本研究发现苜蓿中7个ACA蛋白包含该

结构域, 而其余5个则不含此结构域。与此类似, 
大豆中也有部分ACA成员不包含自抑制结构域

(Sun等2016)。

图2  苜蓿和拟南芥Ca2+ ATPase基因家族进化关系分析

Fig.2  Phylogenetic relationship of the Ca2+ ATPase gene  
family from alfalfa and Arabidopsis

3  苜蓿Ca2+ ATPase家族的基因结构分析

前期分析发现苜蓿Ca2+ ATPase家族不同成员

之间内含子的数量差异较大(表1)。因此, 我们进

一步对苜蓿ACA亚家族成员的内含子–外显子基
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为了验证这一结果, 我们采用MEME软件分

析了苜蓿ACA亚家族成员的保守基序, 发现其蛋

白序列高度保守, 且与N端自抑制结构域相对应的

Motif 8仅存在于其中7个ACA成员中(图5-B)。此

外, 与E1-E2 ATPase功能结构域对应的基序保守性

较差, 在Group I和IV的ACA蛋白中为Motif 2, 而在

Group II和III的ACA成员中则是由与Motif2序列相

似的Motif 10和Motif 14组成(图5-C)。
6  逆境胁迫应答的苜蓿Ca2+ ATPase基因筛选与验证

为了筛选响应逆境胁迫的苜蓿Ca2+ ATPase基
因, 我们利用转录组数据分析了苜蓿Ca2+ ATPases在
不同逆境胁迫下的表达。如图6-A所示, 该基因家

族具有不同的逆境胁迫表达模式, 层次聚类显示其

表达模式可分为4组。A组基因(MtECA1和MtACA4)
表达基本不受逆境影响; B组基因(MtACA2/3/5)表
达受低温(cold)胁迫诱导; C组基因(MtECA2和MtA-
CA8/9/10)受多种逆境胁迫诱导表达; 而D组MtE-
CA3基因表达受冷冻(freezing)逆境诱导表达。结

果表明多数苜蓿Ca2+ ATPase基因表达均受低温或

冷冻逆境诱导(图6-A), 其中MtACA9和MtACA8上
调表达最为明显(图6-B)。
7  qRT-PCR验证MtACA8和MtACA9基因低温冷

害诱导表达模式

为了验证MtACA8和MtACA9基因在低温、冷

害胁迫下的上调表达模式, 采用qRT-PCR分析了其

在胁迫处理不同时间点的表达变化趋势。结果如

图3  苜蓿ACA亚家族基因结构和进化关系分析

Fig.3  Gene architecture and phylogenetic analyses of the alfalfa ACA subfamily genes
A: 苜蓿ACA亚家族进化关系分析; B: 苜蓿ACA亚家族基因结构分析。蓝色框代表非编码区, 黄色框代表外显子, 横线代表内含子。
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图4  苜蓿Ca2+ ATPase家族蛋白序列保守性和跨膜结构域分析

Fig.4  Multiple sequence alignment and transmembrane domain prediction of the alfalfa Ca2+ ATPase family proteins
A: 苜蓿Ca2+ ATPase 家族蛋白序列比对, 红色横线标注的为10个跨膜结构域, 红色方框标注的为11个保守motif; B: 苜蓿MtACA1蛋白

跨膜结构域预测。跨膜结构域预测采用SOSUI在线软件。

图7所示, 这2个基因在低温和冷害胁迫下均呈现出

较明显的上调表达的趋势。其中, MtACA8在低温

胁迫3 h后表达量达到最高点, 而在冷害处理6 h后
表达量达到最高。MtACA9基因在低温胁迫6 h后表

达量达到最高点, 而在冷害处理3 h后表达量达到

最高。上述结果说明这2个基因均响应低温、冷害

逆境, 可能在苜蓿对低温冷害应答过程中发挥作

用, 后续将深入研究其耐低温、冷害功能。

讨　　论

由于基因组小、二倍体、转化效率高等特点, 

苜蓿被称之为豆科模式植物(陈爱民等2006; 魏臻

武和盖钧镒2008)。自2011年苜蓿基因组测序完成

并公布以来(Young等2011), 越来越多的科研工作

者从基因家族角度对苜蓿基因表达特征进行研究, 
已鉴定了ARF (Shen等2015)、AP2/ERF (Shu等
2015)、14-3-3 (Qin等2016)等基因家族。

现有研究已证明Ca2+ ATPase在植物生长发育

及对外界逆境胁迫的应答中发挥重要作用(Huda
等2013b; Iwano等2014; Kamrul Huda等2013; Zhang
等2014; 程涣等2015; 刘驰等2013; 朱炜等2008)。
但迄今为止, 对Ca2+ ATPase的研究多数集中在模
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式植物拟南芥和水稻中; 对于非模式植物, 尤其是

豆科植物Ca2+ ATPase基因的研究鲜有报道。本研

究中, 我们利用生物信息学方法, 鉴定获得了16个
苜蓿Ca2+ ATPase基因(表1)。结合前人研究结果, 
拟南芥和水稻均有15个Ca2+ ATPases基因, 说明水

稻和苜蓿基因组的扩增并没有增加Ca2+ ATPase基
因的数量(Baxter等2003)。与此类似, 植物基因组

所含WRKY基因的多少也不与其基因组的大小呈

正比(宋辉和南志标2014)。然而, 前期研究中我

们发现, 同为豆科植物, 大豆却含有29个Ca2+ AT-
Pase基因(Sun等2016)。这一数量差异是由于大豆

Ca2+ ATPase家族存在大量的旁系同源基因, 基因复

制几乎存在于所有的Ca2+ ATPase基因。而水稻

Ca2+ ATPase家族中仅存在两对基因复制, 苜蓿中

存在一对(图1), 拟南芥中则未发现Ca2+ ATPase基
因复制现象(Baxter等2003)。

本研究通过对苜蓿Ca2+ ATPase家族进化关

系、基因结构和蛋白保守结构域分析, 证实植物

Ca2+ ATPase基因家族具有高度保守性。首先, 植
物Ca2+ ATPase家族由ECA和ACA 2个亚家族组成

(Pedersen等2012)。本研究通过构建系统发育树, 
发现苜蓿16个Ca2+ ATPases基因同样分为2个亚家

族, 其中有13个ACAs和3个ECAs (图2), 这一比例

与拟南芥、水稻和大豆相一致(Singh等2014; Sun
等2016)。其次, ACA亚家族内的Ca2+ ATPases进
化关系高度保守。与拟南芥、水稻和大豆一样

(Huda等2013b; Singh等2014), 苜蓿ACA亚家族也

可分为4组(Group I~IV, 图3)。第三, Ca2+ ATPases
家族具有高度保守的内含子–外显子结构组成。

尽管苜蓿Ca2+ ATPases基因间内含子数目差异很大

(表1), 但同一组内的ACA基因内含子数目较为保

守, 且具有相似的内含子–外显子组成模式(图3)。

图5  苜蓿ACA亚家族成员蛋白保守结构域分析

Fig.5  Characterization of conserved domains within the alfalfa ACA subfamily proteins
A: 苜蓿ACA亚家族蛋白保守功能结构域分析; B: MEME分析苜蓿ACA亚家族保守Motif; C: MEME软件预测的15个保守Motif信息。

Motif 8对应N端自抑制结构域, Motif 2对应Group I和IV ACA蛋白的E1-E2 ATPase功能结构域, Motif 10和Motif 14对应Group II和III ACA
蛋白的E1-E2 ATPase结构域。
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不同物种的ACA亚家族中均有一组成员的内含子

数量很少, 另有一组成员有很多内含子(Kamrul 
Huda等2013)。第四, Ca2+ ATPases家族蛋白序列和

结构特征具有高度保守性。所有苜蓿Ca2+ ATPases
家族成员都含有其他Ca2+ ATPases蛋白典型的4个
保守功能结构域(图5) (Palmgren和Nissen 2011)。
值得注意的是, 苜蓿ACA亚家族中有5个成员没有

该亚家族典型的N端自抑制结构域(图5)。我们前

期研究发现这种现象同样存在于大豆中, 即大豆

ACA亚家族Group IV的3个成员(GmACA9、GmA-
CA15和GmACA22)同样缺少该自抑制区(Huda等
2013b)。除此以外, 植物Ca2+ ATPases还具有10个
跨膜结构域和11个保守的基序(图4)。

近年来对植物Ca2+ ATPase的基因表达和功能

研究发现该家族基因表达响应各种逆境胁迫, 如
OsACA3、OsACA5、OsACA6和OsACA7等(Huda
等2013a; Singh等2014)。OsACA6通过调控体内

ROS和离子平衡, 参与植物对高盐和干旱胁迫的应

答过程(Huda等2013a)。我们前期研究发现野生大

豆中15个Ca2+ ATPase基因表达受苏打盐碱(NaH-
CO3)胁迫诱导, 且GsACA1超量表达显著提高了转

基因苜蓿的耐盐碱性(Sun等2016)。本研究分析了

苜蓿Ca2+ ATPases家族在低温、冷冻、干旱、高盐

和ABA胁迫下的表达特征, 发现苜蓿Ca2+ ATPase
家族基因具有不同的胁迫诱导表达模式, 且多数

图6  逆境胁迫应答的苜蓿Ca2+ ATPase基因筛选

Fig.6  Screening of stress responsive alfalfa Ca2+ ATPase genes
A: 苜蓿Ca2+ ATPase基因在不同逆境胁迫下的表达聚类分析; 

B: MtACA9和MtACA8基因在逆境胁迫下的表达分析。

图7  低温冷害胁迫应答的苜蓿Ca2+ ATPase基因MtACA8和MtACA9鉴定

Fig.7  Identification of stress responsive alfalfa Ca2+ ATPase genes MtACA9 and MtACA8
A: MtACA8和MtACA9基因在低温胁迫下的表达模式验证; B: MtACA8和MtACA9基因在冷害胁迫下的表达模式验证。图中*表示在

P<0.05水平有显著差异。
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苜蓿Ca2+ ATPase基因表达受低温和冷冻胁迫诱导, 
其中MtACA9和MtACA8上调表达最为明显(图6)。
qRT-PCR分析证实MtACA9和MtACA8基因表达在

低温和冷冻胁迫下显著上调(图7)。这些结果说明

这两个基因可能在苜蓿应对低温、冷害过程中发

挥重要的作用, 下一步将对其耐低温冷害功能进

行解析。
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Screening and identification of environmental stress responsive Medicago sativa 
Ca2+ ATPases based on gene family analyses
ZHANG Mei-Ping, YANG Jun-Kai, SUN Ming-Zhe, JIA Bo-Wei, SUN Xiao-Li*

Crop Stress Molecular Biology Laboratory, Heilongjiang Bayi Agricultural Universtiy, Daqing, Heilongjiang 163319, China

Abstract: It is widely accepted that the Ca2+ ATPase gene family, belonging to the P-type ATPase superfamily, 
plays an important role in environmental stress responses. However, up to now, no researches reported the func-
tion of alfalfa Ca2+ ATPases. Hence, to screening the stress responsive Ca2+ ATPases, we used the Hidden Mar-
kov Model to search the alfalfa proteome database, and identified a total of 16 Ca2+ ATPase family genes in al-
falfa genome. Chromosomal location and synteny analysis revealed that alfalfa Ca2+ ATPase family members 
located on 7 chromosomes, and possessed 1 pairs of duplicated genes. By analyzing the topological structure of 
the phylogenetic tree, we found that alfalfa Ca2+ ATPase family was clustered into ACA and ECA subfamilies. 
The ACA subfamily was further divided into four groups (Group I–IV), and members in each group displayed 
high similarity in terms of intron–exon organization pattern. Furthermore, we also suggested that alfalfa Ca2+ 
ATPase family protein sequences were highly conserved, including 4 conserved functional domains, 10 trans-
menbrane domains, and 11 conserved motifs. By using the RNA-seq data, we also investigated the expression 
profiles of alfalfa Ca2+ ATPase genes under different environmental stresses, and found that the expression of 
alfalfa Ca2+ ATPase genes, especially MtACA8 and MtACA9, was induced by cold and freezing stresses. By us-
ing quantitative real-time PCR analysis, we further confirmed that MtACA8 and MtACA9 expression was 
up-regulated by both cold and freezing stresses. Taken together, results presented in this study will facilitate 
further research about the biological function of alfalfa Ca2+ ATPases in plant responses to environmental stress. 
Key words: alfalfa; Ca2+ ATPase; gene family analysis; stress responses; expression analyses
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