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平榛 NAC转录因子的分离及表达特性分析
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摘要:NAC转录因子是近十年来新发现的具有多种生物功能的植物特异转录因子，在植物生长发育、激素调节和抵抗逆
境等方面发挥着重要的作用。本研究基于 Solexa技术对平榛花芽转录组文库进行分析，结合 RACE-PCR扩增，从平榛中克隆
了一个与 NAC类基因同源的 cDNA序列 ChNAC1，该序列长度为 1154bp，具有长度为 876bp的完整开放阅读框架，推测编码蛋
白含有 291 个氨基酸，具有 N-末端同源性较高且十分保守的 NAC结构域和一个位于 C-末端的高度可变区域。qRT-PCR分析
表明，ChNAC1 可以在 4℃低温胁迫条件下上调表达，在 4h时出现表达峰值。组织表达分析结果表明，ChNAC1 在雄花序中表
达最高，其次是花芽、树皮和种子。推测 ChNAC1 可能参与植物响应低温反应过程。ChNAC1 基因的克隆及表达分析为进一步
阐明和探讨平榛 NAC转录因子的功能奠定了基础。
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Abstract: NAC transcription factors are a family of functionally diverse proteins． These plant-specific NAC do-
main genes play an important role in response to various stresses． A cDNA encoding the NAC-like gene homologue
was isolated from hazelnut( Corylus heterophylla Fisch． ) by RACE-PCR and designated ChNAC1 ( GenBank Acces-
sion No． HQ639415) ． Sequence analysis showed that cDNA of ChNAC1 was 1154 bp long and contained a single
open reading frame． The predicted ChNAC1 protein has 291 amino acids with an estimated molecular mass of 33. 31
kD and an isoelectric point of 6. 66 kD，qRT-PCR analysis showed that the expression of ChNAC1 was induced by
low temperature and peaked at 4 h after exposed to low temperatures of 4℃ ． The transcripts of ChNAC1 appeared in
many hazelnut tissues including male inflorescence，bark，flower bud and seeds，but mostly accumulated in male in-
florescence． These results suggest that ChNAC1 may function in cold stress signal transduction pathway．
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NAC转录因子是近十年来新发现的植物特有
的转录调控因子。1997 年 Aida 等［1］首先报道了
NAC结构域，发现在矮牵牛 NAM 基因、拟南芥 AT-
AF1 /2 和 CUC2 基因编码蛋白的 N端包含一段保守
的氨基酸序列，取三基因首字母命名为 NAC。第一

个 NAC转录因子是由 Souer 等［2］于 1996 年从矮牵
牛中克隆得到的，随后在拟南芥、水稻、小麦、大豆等
物种中相继发现，目前在拟南芥中共发现了 105 个
NAC成员，而水稻中则发现了 75 个［3］。

NAC 转录因子在植物的生长发育、器官建成
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和激素调节等方面发挥着重要作用
［1-2，4］。另外，

NAC 转录因子也参与植物的非生物胁迫应答［5-7］，
近年来陆续有 NAC 响应低温胁迫的研究报道，甘
蔗 SsNAC23 参与冷胁迫响应［8］，2007 年在拟南芥
中发现一类新的 NAC 转录因子 LOV1 响应低温的
同时又调控开花过程

［9］，冷胁迫能诱导水稻

SNAC2 基因表达，其转基因植株显著提高对冷和
盐胁迫的抗性

［10］; 小麦 NAC8 在低温条件下也上
调表达

［11］，然而目前关于 NAC 的研究主要集中在
草本植物的报道上，木本植物的 NAC 基因克隆少
见报道。
平榛 ( Corylus heterophylla Fisch． ) 为桦木科

( Betulaceae) 榛属 ( Corylus ) 植物，在我国野生资
源丰富，主要特性是抗寒性强，可抗冬季 － 48℃
的极端低温，而世界上广泛栽培的欧榛 ( Corylus
avellana L． ) 和我国发展的平欧杂种榛 ( Corylus
heterophylla Fisch． × Corylus avellana L． ) 的抗寒
能力远不如平榛，花芽在冬季易遭受冻害。因
此，本研究基于对平榛花芽转录组测序结果的分

析获得一个和 NAC 基因高度同源的克隆，并采用
RACE-PCR 技术克隆了该平榛 NAC 基因全长，并
对该基因的时空表达特性进行分析，旨在为进一

步研究平榛 NAC 基因的功能、探讨平榛抗寒的分
子机制提供理论依据，并为今后利用基因工程技

术培育抗寒榛子新品种提供可操作基因，研究结

果也将为深入探讨木本植物冷适应的机理提供

更多的数据。

1 材料与方法
1. 1 供试材料
为研究在人工可控条件下 NAC 基因的表达，萌

芽前从取样地( 河北省围场县) 带土挖回基因型一

致的根蘖苗，栽植在温室，培育苗龄 2 ～ 3 个月的无
性系，放入光照箱中( 光照强度 100uM /m2·s，光照
时间 16h /8h，昼夜温度 25℃ /21℃，湿度 80% ～
90% ) 适应 2h以上，然后进行 4℃低温胁迫处理，分
别在处理 0h、2h、4h、8h、24h 后采集叶位相同的叶
片，用于研究 NAC基因响应低温的表达模式。
选择在冷适应时期( 2010 年 11 月 20 日) 从中

国林科院林业研究所榛子资源圃( 北京) 采集平榛

花芽、雄花序、树皮，于 2010 年 8 月 28 日采集成熟
的种子，所有样品迅速液氮保存，用于检测不同器官

NAC基因的差异表达。

1. 2 方法
1. 2. 1 平榛 RNA的提取和平榛 NAC 转录因子的
克隆 研究材料的总 RNA 提取采用 CTAB 法［12］，
并用 DNaseⅠ ( TaKaRa) 处理以去除基因组 DNA
的污染。应用 Clontech 公司的 SMARTTMRACE 试
剂盒反转录得到第一链用于基因 RACE 扩增，本
实验室前期采用 Solexa Sequencing 技术对寒冬时
期平榛花芽的转录本进行了高通量测序，组装得

到了 4 万多条 Unigene，通过分析文库筛选得到一
条类似 NAC 基因的序列，Unigene 编号为 36466，
设计扩增 3'方向的引物 P1( 5'-TCGGAGCACGTGGT-
GTCGCCGGAG-3') 和 5' 方向的引物 P2 ( 5'-TG-
CAACGGCGACATCTGATTACTGC-3') ，按照 Race 试
剂盒 SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit 说明
书进行 cDNA末端快速扩增。拼接两段序列后设计
引物 NACQ5 ( 5'-GAGAGAGCTATCGACGAGC-3') 和
NACQ3 ( 5'-CGCACAGGCACACTCATAG-3') 扩增全
长序列。
1. 2. 2 ChNAC1 基因编码蛋白质的序列分析 本
研究利用 ExPASy 软件 ( http: / /www． expasy． ch /
tools /protparam． html) 分析 ChNAC1 基因编码蛋白质
的氨基酸组成、理论分子量和等电点; 利用 TM-
HMM2. 0 软件( http: / / genome． cbs． dtu． dk /services /
TMHMM) 进行蛋白质序列的跨膜区分析; 利用 Sig-
nalP3. 0 软件 ( http: / / genome． cbs． dtu． dk /services /
SignalP) 进行蛋白序列的信号肽分析; 利用 Sub-
Loc1. 0 ( http: / /www． bioinfo． tsinghua． edu． cn /Sub-
Loc) 软件进行蛋白质的亚细胞定位分析; 利用 ht-
tp: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /Structure /cdd /wrpsb．
cgi网站进行蛋白质结构功能域分析; 利用 DNA-
MAN软件( http: / /www． ebi． ac． uk /clustalw) 进行氨
基酸序列同源分析。
1. 2. 3 qRT-PCR 分析基因的时空表达 根据 cD-
NA序列设计一对特异的引物: 设计特异引物 NAC-
QR5 ( 5'-ATGGATGCCACCCTGGACAA-3') 和 NAC-
QR3 ( 5'-GCACCCACCAACAAATGTGC-3') ，获得的
扩增片段长度为 162bp。以平榛 Actin 基因 ( Gen-
Bank accession number HQ677569) 为稳定内参，设计
其特异引物 Actin-F( 5'-TGGTCAAGGCTGGGTTTGC-
3') 和 Actin-R( 5'-CTGACCCATCCCAACCATGA-3') ，
获得的扩增片段为 101bp，进行相对荧光定量分析。
反应在 ABI7500 实时定量 PCR仪上进行，方法参照
《美国应用生物系统公司 7300 /7500 实时定量 PCR
仪相对定量实验入门指南》和荧光定量试剂盒
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SYBR PrimeScriptTM RT-PCR Kit ( TaKaRa ) 说明书。
每个试验设 4 次重复，利用 ABI 7500 PCR 仪 Se-
quence Detection software 软件 ( 2-ΔΔC t

法 ) 和 Ori-
gin6. 2 软件进行数据分析。

2 结果与分析
2. 1 平榛 ChNAC1 cDNA全长的获得及序列分析
通过分析采用 Solexa Sequencing 技术对寒冬时

期平榛花芽转录本进行的高通量测序结果，发现

unigene36466 疑似 NAC，基因片段序列与 Meng
等
［13］
报道的棉花冷调节基因 NAC2 和 NAC3 均具有

较高的同源性 ( 相似性分别是 85%和 90% ) ，设计
末端扩增的特异引物 P1 和 P2，以平榛花芽的 cDNA
为模板，经 RACE-PCR扩增和产物克隆、测序后，分
别得到长度为 422bp 的 3'末端和 986bp 的 5'末端
( 图 1，条带 1 和条带 2 ) 。5'RACE 是根据 3'RACE
扩增到的非编码区设计的，5'RACE扩增片段与 uni-
gene片段和 3'RACE扩增片段均有一段完全重叠的
区域，说明克隆到的是基因的 5'端和 3'端，最终扩
增获得一条长度为 1053bp 的包含开放阅读框的
cDNA全长序列。Blast 比对发现，该 cDNA 序列与
NAC基因同源，命名为 ChNAC1，GenBank 登录号为
HQ639415。利用 NCBI 提供的 ORF Finder 进行分
析发现，ChNAC全长 1154bp，包含一个长度为 876bp
的开放读码框，5'非翻译区长 99bp，3'非翻译区长

图 1 ChNAC1 基因 cDNA的 RT-PCR产物琼脂糖电泳分
析鉴定

Fig． 1 Agrose gel electrophoresis analysis of ChNAC1 gene
fragments in Corylus heterophylla

条带 1: ChNAC1 3' RACE扩增产物;条带 2: ChNAC1 5' RACE扩

增产物;条带 3: ChNAC1 cDNA全长的电泳检测结果; M: DNA

标准分子量 DL2000，自上而下 2000bp、1000bp、750bp、

500bp、250bp、100bp

M: DNA marker DL2000. 1: Amplification product of 3' RACE;

2: Amplification product of 5' RACE; 3: Electrophoresis

result of ChNAC1 full-length cDNA

183bp。其 ORF 编码一个含 291 个氨基酸的蛋白
质，ProtParam 预测 ChNAC 所编码蛋白的分子量为
33. 31kD，理论等电点( pI) 为 6. 66。
通过 TMHMM2. 0 和 SignalP3. 0 软件分析，发现

ChNAC1 蛋白不含有跨膜区和信号肽。经 http: / /
www． bioinfo． tsinghua． edu． cn /SubLoc网站进行亚细
胞定位分析，发现该蛋白为细胞核内蛋白; 在 ht-
tp: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /Structure /cdd /wrpsb．
cgi网站进行蛋白质结构功能域分析，发现该蛋白序
列的第 10 ～ 135 区域含有 NAM结构域( 图 2) ，属于
NAC转录因子家族中的保守结构域。
2. 2 ChNAC1 与其他相关 NAC转录因子的氨基
酸序列比对

NAC转录因子的 N-端为高度保守的 NAC 结构
域，由大约 150 个氨基酸残基组成，该区域可以结合
DNA和其他蛋白［1］。而 C-端为转录激活功能区，具
有高度的多样性

［4，14-15］。利用 NAC 保守结构域检
索 NCBI，与 ChNAC1相关的蛋白如苹果 NAC( Malusx
domestica，ADL36795 ) 、棉花 NAC2 ( Gossypium hirsu-
tum，ACI15342 ) 、棉花 NAC3 ( Gossypium hirsutum，
ACI15344) 、大豆 NAC ( Glycine max，ACD39369) 、鹰
嘴豆 NAC5 ( Cicer arietinum，ACS94038 ) 、番茄 NAC
( Solanum tuberosum，ABS89270) 、矮牵牛、油菜 NAC
( Brassica napus，AAP35054) 、小麦 NAC( Triticum aes-
tivum，ADE34581) 、玉米 NAC( Zea mays，ABY67929)
进行比对，从多重比对结果可以看出 ( 图 3 ) ，
ChNAC1 N端与其他植物的 NAC 氨基酸序列的一
致性最高，存在 5 个高度保守的亚结构域 A、B、C、
D、E，但是在 C-端序列上存在很大的差异。
2. 3 ChNAC1 的时空表达分析
利用 qRT-PCR 的方法检测平榛叶片 ChNAC1

在不同逆境条件下的表达情况。图 4 的结果表明，
ChNAC1 可以被低温诱导，4h达到表达峰值，是对照
的 15 倍以上; 24h 已经下降为对照的 2 倍，暗示
ChNAC1 基因可能在响应低温胁迫中起作用。
为验证克隆得到的 NAC 基因是否具有组织

表达特异性，采用荧光定量 PCR 技术对 4 个器官
( 皮、芽、雄花序、种子 ) 的表达进行了分析，结果
表明 NAC1 主要在冬季暴露器官雄花序和花芽
中表达，雄花序中的表达量几乎是树皮的 2 倍，
表达量最低的是种子，仅是雄花序表达量的 1 /3，
推测 NAC1 在雄花序和花芽越冬过程中扮演着
重要的角色( 图 5 ) 。
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图 2 ChNAC1 基因的 cDNA序列及推导的蛋白序列
Fig． 2 cDNA sequence and putative amino acid sequence of ChNAC1

3 结论与讨论
低温逆境使植物遭受胁迫，它限制作物的产量、

影响植物的自然分布，开展抗寒基因挖掘对于生产

具有重要的意义。目前对于非生物胁迫的响应已经
有很多报道，主要放在 DREB、MYC、MYB、锌指蛋
白、bZIP等［16-21］;关于 NAC 转录因子的研究报道很
少，关于 NAC的基因功能及其对下游调节子的调控
尚不清楚，Hegedus等［22］研究发现 NAC 可以和其他
的 NAC蛋白互作，另有报道 NAC和 RHA2a protein、
ANAC两个蛋白相互作用［23］; SNAC2 蛋白可以诱导
许多胁迫相关基因的表达，包括过氧化物酶、热激蛋
白和鸟氨酸转氨酶基因等。拟南芥的一些 NAC 基
因受到 miRNA164 的调控，包括 CUC1、CUC2、
NAC1、At5g07680 和 At5g61430［24］。miRNA164 还
能直接介导 NAC1、At5g07680 和 At5g61430mRNA
的切割

［25］。最近发现，来自苔藓的 miRl223 和

miR1218 能 分 别 介 导 大 豆 GmNAC2 和 Gm-
NAC3mRNA的降解［26］，这说明 miRNA 介导的 NAC
基因 mRNA降解是一种普遍存在的调控机制，并且
这种机制在进化上较为保守，通过以上研究不难发

现 NAC基因表现复杂性和独特性［27］。榛子已成为
华北、东北和西北地区重点发展的经济树种，但是在
我国北方地区，冬季气温低、时间长，而且早春和晚
秋的霜冻危害普遍存在，轻者使榛子雄花序和雌花

芽发生冻害而减产，严重时造成 1 ～ 2 年生枝条受冻
甚至整株死亡。本文从平榛花芽转录组文库得到的
4 万多条 unigene 中挑选出该条 EST 序列，通过
RACE技术克隆得到了 NAC基因全长，平榛 NAC 基
因在不同低温胁迫处理时间与不同空间中的表达模

式结果显示其转录水平上在应对逆境胁迫应答上发

挥作用，对于明确 NAC基因在平榛中的功能具有重
要的意义。平榛 NAC 基因的功能分析及精细调控
将是下一步研究的重点。
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图 4 平榛叶片 NAC1 基因在低温胁迫不同
处理时间的荧光定量 PCR分析

Fig． 4 RT-PCR analysis is performed by using of total
RNA isolated from treated leaves at different time points

Actin作为内参，试验重复 4 次。The Actin gene was used as

the control for the normalization of RNA loading amount

in RT-PCR reaction． The experiment was repeated four times

图 5 平榛 NAC1 基因在不同
器官的表达模式

Fig． 5 NAC1expression in different tissues of
Corylus heterophylla
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