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马铃薯异源表达梭梭 HaNAC1 基因提高 
抗旱性的功能解析

杨文静，巩　檑，张　丽，甘晓燕，聂峰杰，刘　璇，宋玉霞
（宁夏农林科学院农业生物技术研究中心，银川 750002）

摘要：NAC 转录因子参与植物非生物胁迫反应，是改良植物抗旱耐盐性的重要基因资源。本研究利用农杆菌介导法对

马铃薯栽培种大西洋进行遗传转化，并用 PEG-6000 模拟干旱处理转基因和受体植株，初步从逆境应答基因和内源激素 2 个

方面对转基因株系进行了抗旱性分析。结果表明，在 3 个转基因株系中转 HaNAC1 基因马铃薯生长素（IAA、IBA）、细胞分

裂素（IP、cZ）、茉莉酸（MEJA、JA-ILE）、水杨酸（MESA）、赤霉素（GA3）含量均显著或极显著高于受体，而脱落酸（ABA）含

量显著低于受体。抗逆相关基因荧光定量 PCR 分析表明，HaNAC1 基因过表达植株中与胁迫应答相关的 LEA3、DREB2A、

RD29a、NCED1、KIN1 和 ERD11 基因表达量与受体存在显著或极显著差异。现有实验数据表明，转基因马铃薯中 HaNAC1
可能通过调节与胁迫响应相关的一系列基因表达，调控激素表达水平变化从而提高受体的抗旱性。研究结果为深入解析

HaNAC1 响应干旱胁迫的分子机制提供基础理论依据。

关键词：马铃薯；HaNAC1；抗旱性；内源激素

Stable Transformation of Haloxylon ammodendron HaNAC1  
Gene to Improve Drought Resistance of Potato 

YANG Wen-jing，GONG Lei，ZHANG Li，GAN Xiao-yan，NIE Feng-jie，LIU Xuan，SONG Yu-xia
（Agricultural Bio-Technology Centre，Ningxia Academy of Agriculture and Forestry Sciences，Yinchuan 750002）

Abstract：NAC transcription factors are involved in plant abiotic stress response and play important 
roles for improving plant drought and salt tolerance.Taking advantage of established agrobacterium-mediated 
transformation platform using the potato cultivar ‘Atlantic’，we generated the transgenic potatoes by expressing 
Haloxylon ammodendron HaNAC1，and conducted tests for drought resistance with PEG-6000 simulated drought 
treatment.By analyzing the contents of endogenous hormones，these results showed significant increased content 
of auxin（IAA，IBA），cytokinin（IP，cZ），jasmonic acid（MEJA，JA-ILE），salicylic acid（MESA），gibberellin

（GA3）in three transgenic potato lines if compare to the receptor line.The content of abscisic acid（ABA）was 
significantly lower than the receptor line.By analyzing the transcriptional level using quantitative PCR analysis，

several stress-tolerant genes including NCED1，ERD11，RD29 A，DREB2 A，LEA3 and KIN1 showed the 
modified expression in HaNAC1 overexpressing plants to the receptors.Taken together，our results suggested 
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that increased drought resistance by expressing HaNAC1 is associated with the different expression of stress-
related genes and hormone content，thus providing a theoretical basis for further molecular mechanism analysis of 
HaNAC1 response to drought stress.

Key words：potato；HaNAC1；drought stress tolerance；endogenous hormone

马铃薯（Solanum tuberosum L.）是仅次于小麦、 
稻谷和玉米的全球第四大粮食作物。目前，我国

马铃薯种植面积已超过 8000 万亩［1］，但主栽地主

要在降水不均和水资源匮乏的西北、西南等地区。

2015 年我国启动马铃薯主粮化战略，提高马铃薯单

产、改良马铃薯的抗旱性和水分利用效率成为急需

解决的问题。

干旱等非生物胁迫是制约马铃薯生长发育的关

键限制因子，严重影响马铃薯的品质和产量［2］。经

过遗传变异和自然选择而逐渐形成的胁迫抗性不

仅与马铃薯的生理状况、激素水平密切相关，同时

抗性相关关键基因表达水平也对抗性形成具有重

要的调控作用［3］。NAC 转录因子是植物特有的一

类转录因子，参与包括器官边界建成、生长素信号转

导、调控植株衰老和植株形态等多种植物生长发育

过程，同时在逆境胁迫中也发挥重要作用［4-8］。已

有很多报道在不同植物中发现 NAC 转录因子在逆

境胁迫中发挥着不同的作用。紫花苜蓿（Medicago 
sativa L.）的 NAC 转录因子可以提高烟草（Nicotiana 
tabacum L.）的耐盐、抗旱和抵御寒冷的能力［9］；葡

萄（Vitis vinifera L.）、番茄（Lycopersicon esculentum 
Mill.）等植物中也发现 NAC 转录因子能够明显

提高作物非生物胁迫的抗逆性［10-11］；NAC 在梭梭

（Haloxylon ammodendron）的耐盐、抗旱、耐冷等非

生物胁迫中同样发挥着关键作用［12-14］。

前期研究表明，在 PEG 模拟干旱和 NaCl 盐胁

迫条件下，从相对根长、相对株高等形态指标到丙二

醛、脯氨酸等生理指标证实 HaNAC1 基因转化能够

有效提高转基因马铃薯的抗逆性［15］。在此基础上，

本研究以转 HaNAC1 基因马铃薯优系为研究材料，

采用 PEG-6000 模拟干旱处理转基因和受体植株，

初步从逆境应答基因和内源激素 2 个方面对转基因

株系进行抗旱性分析。研究结果以期为阐明梭梭

HaNAC1 抗逆分子机理和提高马铃薯抗旱性提供基

因资源与理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料

以马铃薯栽培品种大西洋（Solanum tuberosum 

L.cv.Atlantic）为受体，农杆菌菌株为 GV3101，质粒

为 pCambia2300-35 S-HaNAC1。以本课题组前期

获得的优良株系为材料进行激素测定和基因定量 
分析。

1.2　试验设计

参照邓珍等［16］的方法，以不添加 PEG 培养基组

培瓶苗为对照，添加 15% PEG-6000 组培瓶苗为模拟

干旱处理。选取生长健壮、长势基本一致的 4 周龄组

培苗，将其分别接种于含 / 不含 PEG 的固体培养基

中，每个处理 3 瓶重复。在光照强度 2000 lx、光周期

16 h/d、23 ℃条件下培养，培养 4 周后同时取叶片进

行各项指标测定，每个数值测定 3 次，试验数据分析

用 SPSS 22.0。

1.3　内源激素含量测定

取各处理样本完整植株，除去根部多余培养

基，用去离子水冲洗干净并以滤纸吸干水分，取长

势一致植株的叶片组织用于激素含量测定。依据

Xiao 等［17］的方法进行 IAA、IBA 含量的测定，依据

Yu 等［18］的方法进行 IP、cZ 含量的测定，依据 Wang 
等［19］的 方 法 进 行 ABA 含 量 的 测 定，依 据 Brito 
等［20］的方法进行 MESA 含量的测定，依据 Siles 等［21］

的方法进行 MEJA、JA-ILE 含量的测定，依据 Vidal
等［22］的方法进行 GA3 含量的测定。所有测定均重

复 3 次。

1.4　基因定量分析

各处理样本叶片组织在液氮中研磨，用 Trizol
法 提 取 总 RNA，通 过 Probegene 的 cDNA 合 成 试

剂盒反转录得到 cDNA。将获得的 cDNA 作为模

板以 SYBR Green 为染料进行 Real time PCR，分析

受体和转基因植株中 6 个与胁迫应答相关基因的

表达情况，以 ef1α 为内参基因［23］。依据各基因序

列设计的 PCR 引物如表 1。Real time PCR 反应程

序为：95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s、60 ℃退

火 30 s、72 ℃延伸 40 s，40 个循环，72 ℃ 10 min，

4 ℃保存。根据各样品特定荧光阈值下的 Ct 值，

采用 2 -ΔΔCt 计算方法［24］分析不同基因的相对表 
达量。
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表 1　耐旱性相关基因的扩增引物
Table 1　Primers for amplifying drought-tolerance related genes

基因名称（序列号）

Gene name（Gene ID）

上游引物序列（5′-3′）

Forward primer sequence（5′-3′）

下游引物序列（5′-3′）

Reverse primer sequence（5′-3′）

ef1α（AB061263） TTACCCGATGGGCAAGTCA TGCTCATACGGTCAGCGATAC

NCED1（NM_001288174） GGGAAAAGAATGCTGGAAGTAGG GGAACATAGATAGCCTCTGAACCA

DREB2A（NM_001036760） CAGGATTCGCTATCTGTTGCA CATCGTCGCCATTTAGGTCA

ERD11（NM_001197964） CCAAAGTCCTCGATGTTTACGA GAAGTGATGTCAGCAACCCAAG

RD29a（NM_124610） AGCAACGAGGGGAAGATAAAAG CTGAAGTTTCTCGGCAACCATA

KIN1（NM_121601） GCACAACAGGCGGGAAAG TTGACCCGAATCGCTACTTG

LEA3（NM_100163） TTCAAGCGAGAAGGCACCA TAGCTCAGCCGGGTCAATC

2　结果与分析

2.1　转 HaNAC1 基因马铃薯内源激素含量变化

前 期 研 究 证 明，在 PEG 模 拟 干 旱 条 件 下，转

HaNAC1 马铃薯优系的根长、相对株高等形态指标

和丙二醛、脯氨酸等生理指标均显著优于同等条件

下受体的指标值［15］。

本研究在此基础上进一步研究了转基因马铃薯

及其在干旱胁迫条件下植株内源激素含量的变化

（图 1）。结果表明，在正常条件下，转基因马铃薯较

受体材料的各内源激素含量变化并不一致。其中，

IAA 和 MESA 增加极显著，ABA 显著增加，IP、cZ、

JA-ILE 极显著减少，而 IBA、MEJA 和 GA3 在不同

* 和 ** 分别表示在 P<0.05 和 P<0.01 水平上差异显著。Y531、Y519 和 Y525 分别为 3 个转基因株系；WT 表示转基因受体材料’大西洋’，下同

Bars with * or ** are significantly different at P<0.05 and P<0.01 respectively.Data are means ±SE of three experiments.Y531，Y519 and  
Y525 are 3 transgenic lines respectively，WT is transgenic acceptor material ‘Atlantic’.The same as below

图 1　模拟干旱胁迫下转基因马铃薯激素含量变化
Fig.1　Changes of hormone content in transgenic potato under simulated drought stress
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转基因材料中减少极显著或显著。在 PEG 模拟干

旱胁迫条件下，相比于受体，转基因马铃薯内源激素

含量变化趋于一致，其中 IBA、cZ、JA-ILE、MESA、

GA3 增 加 极 显 著，IP、MEJA 增 加 显 著，IAA 在 不

同转基因材料中表现显著或极显著增加。这说明

HaNAC1 基因导致受体内源激素呈现规律性变化，

可能是其抗逆性提高的一个主要原因。

2.2　转 HaNAC1 基因马铃薯抗旱相关基因表达

为 进 一 步 明 确 HaNAC1 发 挥 作 用 的 分 子 基

础，本研究利用 Real time PCR 方法检测了 3 个转

HaNAC1 马铃薯株系中 6 个与抗逆相关基因的表

达，包括与渗透压调节相关的基因 LEA3［25］，与 ABA
合成相关的基因 DREB2A 及其下游 RD29 a、NCED1 和

KIN1［26-28］，以及与脱水相关的基因 ERD11［29］。结

果表明，转基因植株中这 6 个基因的表达水平均较

受体显著或极显著提高（图 2）。这些结果表明，

HaNAC1 基因可能通过调控脱水反应、渗透压和

ABA 合成而提高了转基因马铃薯的抗旱性。

图 2　转基因马铃薯抗旱相关基因表达
Fig.2　Drought-tolerant related gene expression in 

transgenic potato

3　讨论

在应答干旱胁迫过程中，植物体内会发生一系

列复杂的变化，包括相关基因表达的开启或关闭、

内源激素的增加或减少等。本研究结果表明，转梭

梭 NAC 转录因子基因 HaNAC1 的马铃薯在干旱胁

迫条件下，激活了抗逆相关基因 NCED1、ERD11、

RD29a、DREB2A、LEA3、KIN1 的表达，以及使内源

激素含量发生变化，生长素、细胞分裂素等生长相

关激素含量增加；同时，抑制生长的脱落酸含量减

少。Xie 等［30］的研究表明，NAC 在拟南芥中通过

调控生长素通路而影响侧根的发育。有研究表明，

干旱胁迫下，根尖产生的内源激素脱落酸，通过维

管束运送到地上部分，调节植物对有效水分的合理

利用［31］。以及通过减少生长素含量来达到减缓生

长消耗，促进脱落酸引起的气孔关闭等其他生理过

程的目的［32］。因此，NAC 参与介导了基因和激素

两水平的同时变化使得植株表现出了抗旱性。

NAC 是植物中最大的一类转录因子家族，参与

多种非生物胁迫响应过程。有研究证明，在拟南芥

中 NAC 家族的 BoNAC019 可能通过诱导 ABA 分

解代谢基因和降低 ABA 含量参与调控耐旱性［33］。

基于微阵列的转录组分析显示，在正常和干旱条

件下的拟南芥中，过表达 VaNAC26 株系其茉莉酸

（JA）合成和信号转导明显高于受体［34］。本研究在

干旱胁迫马铃薯中过表达 HaNAC1 同样观察到了

脱落酸（ABA）与茉莉酸（MEJA、JA-ILE）的差异

表达，同时显示出差异表达的还有多种与生长、细胞

分裂相关的激素（IAA、GA3）。表明转基因马铃薯

中 HaNAC1 基因影响了多种激素合成和信号转导

通路，在响应马铃薯干旱胁迫中发挥了重要作用。

拟南芥的转录组 meta 分析表明，包括 NAC、WRKY
等转录因子基因家族在干旱条件下高度富集并能

调控大部分下游基因的表达［35］。在拟南芥中过表

达 SlNAC8 的研究进一步证实，SlNAC8 调控了一系

列逆境应答基因（RD20，GSTF6，COR47，RD29A，

RD29B，NYC1）［36］。本研究利用 Real time PCR 检

测到在 HaNAC1 过表达的马铃薯中逆境应答基因

的表达显著上调（NCED1、ERD11、RD29a、DREB2 
A、LEA3 和 KIN1），表明过表达 HaNAC1 马铃薯提

高抗旱性的部分原因是其激活了一系列逆境应答基

因的表达。值得注意的是，在非胁迫条件下，转基因

植 株 中 4 个（DREB2A、RD29a、NCED1、KIN1）与

ABA 相关基因的表达水平都较对照表达上调，且

ABA 含量也较对照含量增加，这是一致的。而在

PEG 胁迫条件下，转基因植株和对照植株的 ABA
含量都有大幅度增加，但转基因植株中 ABA 增加

的幅度明显小于对照，从而使转基因植株中的 ABA
含量由显著高于对照变成了显著低于对照。有研究

表明 NAC 转录因子家族中有些既可以作为转录激

活子又可以作为转录抑制子来调控下游靶基因的

升高或降低。比如 VIN2 在正常生长条件下是一个

转录抑制子，而在盐胁迫条件下 VIN2 的转录激活

作用被轻微提高，使得其下游的 COR 和 RD 表达上

调［37-38］。所以本研究中转基因植株中 ABA 增加的

幅度明显小于对照，可能是由于在 PEG 胁迫条件下

NAC 并不是完全作为转录激活子发挥作用，其转录
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抑制子作用也有轻微表达，使得下游 ABA 相关基

因不完全激活及 ABA 含量增加幅度较对照小。其

精细调控机制还需要更多、更深入的研究来发现。

本研究结果显示，转入马铃薯的梭梭 NAC 家

族基因 HaNAC1 通过参与多种激素合成和信号转

导以及调控下游逆境应答相关基因的表达提高了马

铃薯的抗旱性。不仅为作物抗逆育种提供了基因资

源，也为探讨 NAC 提高抗逆性的分子机制奠定了

基础。
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