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摘　 要: 以强抗逆植物沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ(Ｍａｘｉｍ. ｅｘ Ｋｏｍ.)Ｃｈｅｎｇ ｆ.)为材料ꎬ 克隆获得一个

ＮＡＣ 转录因子基因 ＡｍＮＡＣ６ 的全长 ｃＤＮＡꎬ 并对其序列特征、 蛋白质亚细胞定位和表达模式进行了分析ꎮ 研究

结果表明ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 基因的编码蛋白由 ３０４ 个氨基酸组成ꎬ 具有 ＮＡＣ 家族典型的结构特征ꎬ 亚细胞定位实验

证实该蛋白分布于细胞核内ꎮ 表达图谱分析结果显示ꎬ 在室内培养的沙冬青幼苗中ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 的转录水平受干

旱、 高盐、 低温和高温胁迫的影响ꎬ 其中在干旱诱导下该基因的转录水平上调较为明显ꎻ 野外生长植株的嫩叶

中ꎬ 该基因的转录水平在中秋和初冬略低于其他季节ꎬ 春季则低于其在侧根、 嫩枝、 花蕾和未成熟果荚中的转

录水平ꎮ 此外ꎬ 本研究还将 ＡｍＮＡＣ６ 基因成功地构建到植物表达载体ꎮ
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　 　 干旱、 高盐、 低温和高温等非生物胁迫严重影

响植物的生长发育和作物生产ꎮ 当植物感受到这些

逆境胁迫时ꎬ 会通过细胞内特异而复杂的转导途径

将胁迫信号传递到相关转录因子ꎬ 导致其表达水平

或活性发生变化ꎬ 进而对其靶基因的转录水平进行

调节ꎬ 使植物体形成相应的抗逆保护机制[１]ꎮ 植

物细胞对内部生长发育信息的响应最终也需要通过

特异转录因子来调节ꎮ 因此ꎬ 有关转录因子的研究

在植物抗逆性和发育生物学领域倍受重视ꎮ
ＮＡＣ(ＮＡＭ、 ＡＴＡＦ、 ＣＵＣ)类转录因子是植物

所特有的转录因子大家族ꎬ 其编码基因最早是从矮

牵牛(Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄ Ｖｉｌｍ)中克隆获得ꎬ 因其突变

体不能形成正常的茎尖分生组织且子叶发生融合而

命名为 ＮＡＭ(Ｎｏ ａｐｉｃａｌ ｍｅｒｉｓｔｅｍ) [２]ꎮ 随后ꎬ 在

拟南芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) 和水稻 (Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ Ｌ.)等植物中发现 ＮＡＭ 的同源基因并证实其

主要参与植物的生长发育过程ꎬ 如分生组织和边界

器官 的 形 成、 侧 根 发 育、 植 株 衰 老 和 花 发 育

等[３ꎬ ４]ꎮ 有些 ＮＡＣ 基因则参与植物的抗病防卫反

应ꎬ 如水稻 ＯｓＮＡＣ６ 对抵抗稻瘟病起正调节作用ꎬ
拟南芥 ＡＴＡＦ１ 可增强对白粉病的抗性ꎬ 而大麦

(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｌ.)ＨｖＳＮＡＣ１ 可提高对叶斑病

的抗性[３ꎬ ５－７]ꎮ 已经证实ꎬ ＮＡＣ 家族在植物响应和

抵抗非生物胁迫中也发挥重要作用[１ꎬ ８]ꎬ 如拟南芥

ＮＡＣ 家族中的 ＡＮＡＣ０１９ / ＮＡＣ０１９、 ＡＮＡＣ０５５、
ＡＮＡＣ０７２ / ＲＤ２６、 ＡｔＮＡＣ２ 和 ＡＮＡＣ０９６ 等成员不

仅受干旱、 高盐、 低温和(或)高温胁迫的诱导ꎬ
而且可以显著提高转基因植物对这些非生物逆境的

抗性[４ꎬ ９－１１]ꎻ 在水稻和大豆 (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ( Ｌ.)
Ｍｅｒｒ.)ＮＡＣ 家族中至少有 ２０％~３０％的成员参与

对不同非生物胁迫和 ＡＢＡ 等激素的响应[１２ꎬ １３]ꎬ 其

中一些成员ꎬ 如水稻的 ＳＮＡＣ１、 ＯｓＮＡＣ１０ 和 Ｏｓ￣
ＮＡＰ 以及大豆的 ＧｍＮＡＣ１１ 和 ＧｍＮＡＣ２０ 在抵抗

干旱、 高盐和(或)低温等逆境胁迫中具有重要的

正调节作用[１ꎬ １４ꎬ １５]ꎮ 此外ꎬ 已从玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ
Ｌ.)、 小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)和油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｎａｐｕｓ Ｌ.)等植物中鉴定获得具有抗逆功能的 ＮＡＣ
基因[１ꎬ １６]ꎮ 然而ꎬ 目前的研究仅针对一些物种

ＮＡＣ 家族中的少数成员ꎬ 有关强抗逆植物的 ＮＡＣ

基因鲜有报道ꎮ
沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ(Ｍａｘｉｍ.

ｅｘ Ｋｏｍ.)Ｃｈｅｎｇ ｆ.)属于豆科沙冬青属旱生灌木ꎬ
主要分布于我国内蒙古、 宁夏和甘肃的沙漠或荒漠

地带ꎬ 是分布区内唯一的常绿阔叶植物[１７]ꎮ 该物种

具有很强的抗寒、 抗旱、 耐热、 耐盐碱、 耐风沙和

耐瘠薄等抗逆特性ꎬ 受到研究人员的关注ꎮ 近年来ꎬ
已通过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术从沙冬青中筛选到大量逆境

响应基因ꎬ 其中包括许多 ＮＡＣ 基因[１８－２１]ꎬ 然而至

今已克隆的 ＡｍＮＡＣ 基因仅有 ２ 个[２２]ꎮ 本研究以

我们前期从沙冬青转录组中鉴定到的 ＡｍＮＡＣ６ 基

因进行克隆、 蛋白质亚细胞定位和表达分析ꎬ 构建

其植物表达载体ꎬ 旨在为后续深入研究该基因的功

能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 沙冬青胁迫处理及取样

采用沙培法将沙冬青幼苗培养 １ 个月ꎬ 然后进

行 ４ 种胁迫处理: (１)干旱处理: 将幼苗浇足水

分ꎬ 然后停止浇水ꎬ 分别在停水后第 ２(水分正常ꎬ
对照)、 ６、 ８、 １０、 １１、 １２、 １３ ｄ 取样ꎮ (２)盐胁

迫处理: 幼苗停止浇水 ５ ｄ 后ꎬ 用 ３５０ ｍｏｌ / Ｌ 的

ＮａＣｌ 溶液浇足 １ 次ꎬ 分别在处理前(０ ｈꎬ 对照)和
处理后的 ２、 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 取样ꎮ (３)低温处

理: 将盆栽苗放入低温光照培养箱中ꎬ 依次在 ４℃
下处理 ２４ ｈ、 ０℃下处理 １２ ｈ 和－６℃下处理１２ ｈ
(共 ４８ ｈ)ꎬ 取样时间同盐胁迫处理ꎬ 用 ４℃预冷

的自来水漂洗根部沙土ꎮ (４)高温处理: 将盆栽苗

放入装有自来水的白磁盘中ꎬ 然后放入光照培养箱

中进行 ４２℃胁迫处理ꎬ 取样时间同盐胁迫处理时

间ꎬ 用 ４２℃预热的自来水漂洗根部沙土ꎮ 野外样

品取自蒙草抗旱公司野生植物园区(呼和浩特市南

郊)ꎮ 取样时间为 ２０１６ 年 ７ 月至 ２０１７ 年 ６ 月ꎬ 每

月 １ 次ꎬ 于每月初从野外生长的沙冬青植株上剪取

嫩叶为样品ꎮ 另于 ２０１７ 年春季从野外植株上剪取

花蕾、 嫩叶、 嫩枝和侧根及未成熟的果荚ꎮ 将上述

所有样品用锡箔纸包裹ꎬ 在液氮中速冻后保存于

－７６℃ꎮ
１ ２　 总 ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ合成

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法从冻存样品中提取总 ＲＮＡꎬ 再用
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ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅⅠ(Ｔａｋａｒａ)去除其中残存的基

因组 ＤＮＡꎮ 取 ３０ μｇ 纯化的 ＲＮＡ 用 Ｍ￣ＭＬＶ(Ｐｒｏ￣
ｍｅｇａ)逆转录酶合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ 保存于－２０℃ꎮ
１ ３　 基因克隆与蛋白特征分析

以上述 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 采用 ＡｍＮＡＣ６ 编码区

特异引物 ５′￣ＧＡＴＣＴＡＧＡＣＴＣＴＴＴＡＴＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣ￣
ＣＡＴＣＧ￣３′(上游ꎬ 添加 ＸｂａⅠ酶切位点)和 ５′￣ＧＣ￣
ＣＣＧＧＧＴＴＣＡＧＴＡＡＴＴＧＴＴＣＣＡＣ￣３′ ( 下 游ꎬ 添 加

ＳｍａⅠ酶切位点)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ２５ μＬ 反应体系

中含 ｄｄＨ２Ｏ １８２５ μＬꎬ １０ × ＬＡ Ｔａｑ 酶缓冲液

２ ５ μＬꎬ ｄＮＴＰ 混合物(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２０ μＬꎬ 上、
下游引物各 ０５ μＬ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｃＤＮＡ １ μＬꎬ ＬＡ
Ｔａｑ 酶 ０２５ μＬ(５ Ｕ / μＬ)ꎮ 扩增程序为: ９４℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ４５ ｓꎬ ６０℃退火 ４５ ｓꎬ ７２℃延

伸 ４５ ｓꎬ 共 ３２ 个循环ꎻ 最后于 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎻ
４℃保存ꎮ 将 ＰＣＲ 产物回收ꎬ 然后与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载

体连接并转化 ＤＨ５αꎬ 将阳性克隆送测序ꎮ
利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件预测蛋白的分子量和等电

点ꎻ 在 ＥＸＰＡＳＹ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌ)网

站预测蛋白的亲 /疏水性ꎮ 利用 ＣＤ￣Ｓｅａｒｃｈ 软件分

析蛋白质保守结构域ꎻ 利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＧｅｎｅＤｏｃ
程序进行蛋白质多序列比对ꎻ 利用 ＰＳＯＲＴⅡ Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔｉｏｎ(ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ２.ｈｔｍｌ)网站预测

蛋白亚细胞定位ꎮ 利用 ＭＥＧＡ７ 软件构建进化树ꎬ
选取物种的序列信息见表 １ꎮ

表 １　 参与构建进化树的 ＮＡＣ蛋白序列信息
Ｔａｂｌｅ １　 ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＮＡＣ 蛋白
ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎ

序列号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.

拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.

ＡＴＡＦ１ ＣＡＡ５２７７１.１
ＡｔＣＵＣ１ ＮＰ＿１８８１３５.１
ＡｔＮＡＣ０５８ ＮＰ＿１８８４６９.１
ＡｔＮＡＰ Ｏ４９２５５.１
ＡｔＮＡＭ ＮＰ＿１７５６９６.１

大豆
Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.) Ｍｅｒｒ.

ＧｍＮＡＣ１ ＡＡＹ４６１２１.１
ＧｍＮＡＣ２ ＡＡＹ４６１２２.１
ＧｍＮＡＣ５ ＡＡＹ４６１２５.１
ＧｍＮＡＣ１１ ＡＣＣ６６３１５.１
ＧｍＮＡＣ３５ ＡＣＣ６６３１６.１

水稻
Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.

ＯｓＮＡＣ２ ＢＡＣ５３８１１.１
ＯｓＮＡＣ６ ＢＡＡ８９８００.１

玉米
Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.

ＺｍＮＡＭ１ ＮＰ＿００１２８８４１１.１
ＺｍＮＡＭ２ ＣＡＨ５６０５８.１

沙冬青
Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

ＡｍＮＡＣ１ 　 　 　 －
ＡｍＮＡＣ２ 　 　 　 －

１ ４　 蛋白质亚细胞定位

以 １ ３ 中测序验证的 ｐＭＤ１９￣ＡｍＮＡＣ６ 质

粒 ＤＮＡ 为模板ꎬ 利用引物 ５′￣ＴＴＴＣＴＡＧＡＴＣＣＴ￣
ＣＡＡＴＡＴＧＧＡＧＴＣＣ￣３′(上游ꎬ 添加 ＸｂａⅠ酶切位

点)和 ５′￣ＡＣＣＣＧＧＧＧＴＡＡＴＴＧＴＴＣＣＡＣＡＡＧＴＧＧ￣
３′(下游ꎬ 添加 ＳｍａⅠ酶切位点)进行 ＰＣＲ 反应

(扩增条件同 １３)ꎬ 扩增出 ＡｍＮＡＣ６ 的编码区片

段(突变掉终止密码子)ꎮ 将该片段与 ｐＭＤ￣１９Ｔ 载

体连接并转化 ＤＨ５αꎬ 获得阳性克隆ꎮ 从阳性克隆

中提取质粒 ＤＮＡꎬ 采用内切酶 ＸｂａⅠ和ＳｍａⅠ
(Ｔａｋａｒａ)酶切后回收目的片段ꎮ 同时用这 ２ 种酶

将植物瞬时表达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 进行酶切和回收ꎬ
然后用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将二者连接、 转化并进行质

粒酶切鉴定ꎮ 再从阳性克隆中提取构建好的质粒

ＤＮＡꎬ 利用 ＰＥＧ 介导法对沙冬青无菌苗子叶原生

质体进行转化ꎬ 然后在荧光倒置显微镜(Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＴＩ￣Ｕꎬ ＮＩＫＯＮ)下采用 ４８８ ｎｍ 激发光源进行观察ꎮ
沙冬青无菌苗的培养及其子叶原生质体的分离、 纯

化与转化按照楠迪娜[２３]的方法进行ꎮ
１ ５　 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ

将 １２ 中合成的 ｃＤＮＡ 稀释 ５ 倍作为模板ꎬ 以

沙冬青 ＡｍＡＣＴＩＮ 作为内参基因ꎬ 对 ｃＤＮＡ 模板量

进行均一化ꎮ 用均一化的 ｃＤＮＡ 模板和 ＡｍＮＡＣ６
特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ １５ μＬ 扩增体系中包

含: １０ ×缓冲液１５ μＬꎬ ｄＮＴＰ 混合物(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
１２ μＬꎬ 上、 下游引物各 ０３ μＬ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ Ｔａｑ 酶 ０１５ μＬ ( ５ Ｕ / μＬ )ꎬ
ｄｄＨ２Ｏ １０５５ μＬꎮ ＰＣＲ 程 序 为: ９４℃ 预 变 性

３ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ ｓꎬ ６０℃退火 ３０ ｓꎬ ７２℃延伸

３０ ｓꎬ 共 ３５ 个循环ꎻ 最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 将扩

增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１ ６　 植物表达载体构建

采用 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ内切酶将 ＡｍＮＡＣ６ 编码

区片段从 １３ 中的克隆载体上酶切下来ꎬ 同时采用

这 ２ 种酶对植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３００(ｐ３３００￣
３５ＳＴ)进行双酶切ꎮ 将酶切产物中目的片段回收并

连接后转化ꎮ 将单克隆用 ＡｍＮＡＣ６ 编码区引物进

行菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ 然后采用 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ进行

质粒酶切鉴定ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＡｍＮＡＣ６基因 ｃＤＮＡ的克隆及其编码蛋白分析

本研究采用的 ＡｍＮＡＣ６ 全长 ｃＤＮＡ 序列来自
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本实验室前期对沙冬青转录组的测序结果[２１]ꎮ 其

完整编码区长 ９１２ ｂｐꎬ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法从沙冬

青 ｃＤＮＡ 中扩增到该目的片段(图 １: Ａ)ꎮ 将此片

段与克隆载体连接后转化ꎬ 经检测获得阳性克隆

(图 １: Ｂ)ꎮ 将阳性克隆进行测序和序列比对ꎬ 证

实获得了碱基无错配的 ＡｍＮＡＣ６ 编码区的 ｃＤＮＡ
片段ꎮ

0.75 kb
1 kb

MA

1 kb
0.75 kb

MB1 2

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １ꎬ ２: ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ.

图 １　 ＡｍＮＡＣ６ 编码区 ＲＴ￣ＰＣＲ扩增 (Ａ)和
菌落 ＰＣＲ检测图 (Ｂ)

Ｆｉｇ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６
ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ (Ａ) ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ (Ｂ)

　 　 通过生物信息学分析ꎬ 本研究预测到 ＡｍＮＡＣ６
的编码蛋白包含 ３０４ 个氨基酸残基ꎬ 分子质量为

３４２７ ｋＤꎬ 等电点为 ７５７ꎬ 平均疏水性为－０ ６１５ꎬ
不含跨膜结构域ꎬ 可能为亲水性蛋白ꎮ 在 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ 发现 ＡｍＮＡＣ６ 蛋

白在拟南芥和大豆中分别与 ＡｔＮＡＣ０５８ 和 Ｇｍ￣
ＮＡＣ３５ 蛋白的相似性最高(序列一致性分别为 ６３％
和 ９３％)ꎮ 通过与拟南芥、 水稻和大豆等植物中已

知的 ＮＡＣ 蛋白进行序列比对ꎬ 发现这些蛋白在 Ｎ
端高度保守ꎬ 而在 Ｃ 端则保守性较低ꎻ 在 ＡｍＮＡＣ６

蛋白的 Ｎ 端含有 １ 个保守的 ＮＡＣ 结构域ꎬ 长度为

１２４ ａａꎬ 其中又包含 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ 共 ５ 个亚结

构域ꎬ 在每个亚结构域中有个别残基与其它物种不

同(图 ２)ꎮ 此外ꎬ 利用 ｃＮＬＳ Ｍａｐｐｅｒ 软件预测到

在 Ｃ 和 Ｅ 亚结构域中各含有一个核定位信号

(Ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌꎬ ＮＬＳ)序列ꎬ 分别用

ＮＬＳ１(ＲＤＲＫＹＡＴＧＬＲＴＮＲ)和 ＮＬＳ２(ＶＧＭＲＫＴＬＶ￣
ＦＹＣＧＲＡＰＫＧＲ)标出(图 ２)ꎮ

本研究采用 ＡｍＮＡＣ６ 蛋白序列与拟南芥、 水

稻、 玉米和大豆的 １６ 个 ＮＡＣ 蛋白序列(表 １)构建

进化树ꎬ 结果显示这些蛋白可以聚为 ２ 组(图 ３)ꎮ
其中组Ⅰ包含 ＡｔＮＡＭ、 ＡｔＣＵＣ１、 ＧｍＮＡＣ３５ 等 ９
个成员ꎬ 它们多数属于 ＮＡＭ 亚族ꎮ 组Ⅱ包含 Ａｔ￣
ＮＡＰ、 ＧｍＮＡＣ１１、 ＯｓＮＡＣ６ 等其余 ８ 个 ＮＡＣ 蛋

白ꎬ 其中多数属于 ＡＴＡＦ１ 和 ＮＡＰ 亚族ꎮ ＡｍＮＡＣ６
被聚在组Ⅰꎬ 且与大豆 ＧｍＮＡＣ３５ 聚在同一个分

支ꎬ 表明二者进化关系最近ꎮ 此外ꎬ ＡｔＮＡＣ０５８、
ＧｍＮＡＣ５ 和 ＯｓＮＡＣ２ 也与 ＡｍＮＡＣ６ 具有较近的

同源性(图 ３)ꎮ
２ ２　 ＡｍＮＡＣ６编码蛋白的亚细胞定位分析

研究表明ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 编码的蛋白属于转录因

子ꎬ 推测在其氨基酸序列中含有 ２ 个核定位信号

(图 ２)ꎬ 因此应定位于细胞核内ꎮ 为了验证该推

论ꎬ 本研究将 ＡｍＮＡＣ６ 的编码区片段构建到植物

瞬时表达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 中ꎬ 形成融合蛋白表达载

体 ｐＢＩ￣ＡｍＮＡＣ６￣ＧＦＰ(图 ４: Ａ)ꎮ 同时培养沙冬

青无菌苗ꎬ 采用其幼嫩子叶制备原生质体ꎬ 然后用

构建好的瞬时表达载体对其进行转化并进行荧光显

微观察ꎮ 结果表明ꎬ 利用空载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 转化的原

A B C

D E

NLS1

NLS2

AmNAC6
NAM
CUC2
GmNAC4
GmNAC5
ATAF1
OsNAC2

AmNAC6
NAM
CUC2
GmNAC4
GmNAC5
ATAF1
OsNAC2

83
88
91
88
92
81
77

162
171
175
170
170
163
167

黑框表示 ＮＡＣ 结构域ꎻ Ａ ~ Ｅ 表示其中的 ５ 个亚结构域ꎮ
Ｂｌａｃｋ ｒｅｃｔａｎｇｕｌａｒ ｂｏｘ ｓｈｏｗｓ ＮＡＣ ｄｏｍａｉｎꎻ Ａ － Ｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｆｉｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＮＡＣ ｄｏｍａｉｎ.

图 ２　 ＡｍＮＡＣ６ 与其他植物 ＮＡＣ蛋白 Ｎ端的多序列比对图
Ｆｉｇ ２　 Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ｗｉｔｈ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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Ⅰ

Ⅱ

分支点处的数字代表自展值(１０００ 次重复)ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｂｅｓｉｄｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ (ｗｉｔｈ １０００
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ) .

图 ３　 ＡｍＮＡＣ６ 与其他植物 ＮＡＣ蛋白构建的系统进化树
Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ

ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

B
!"

Dark field
#"

Bright field
$%

Merged field

AmNAC6-GFP

GFP

5 kb

1 kb
0.75 kb

M 1
A

１: ＰＣＲ 产物ꎻ ＧＦＰ: ＧＦＰ 蛋白ꎻ ＡｍＮＡＣ６￣ＧＦＰ: Ａｍ￣
ＮＡＣ６￣ＧＦＰ 融合蛋白ꎮ
１: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ ＧＦＰ: ＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ＡｍＮＡＣ６￣ＧＦＰ:
ＡｍＮＡＣ６￣ＧＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ.

图 ４　 ＡｍＮＡＣ６ 瞬时表达载体酶切鉴定(Ａ)及
其亚细胞定位观察(Ｂ)

Ｆｉｇ ４　 ＡｍＮＡＣ６ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｉｔｓ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ

ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ (Ｂ)

生质体中绿色荧光信号几乎分布于整个细胞中ꎬ 而

用融合表达载体 ｐＢＩ￣ＡｍＮＡＣ６￣ＧＦＰ 转化的原生质

体中绿色荧光集中于细胞核(图 ４: Ｂ)ꎮ 这一实验

结果证实 ＡｍＮＡＣ６ 的表达产物定位于细胞核中ꎮ
２ ３　 ＡｍＮＡＣ６基因的表达分析

本研究为了揭示 ＡｍＮＡＣ６ 对干旱、 高盐、 低

温和高温胁迫的响应过程ꎬ 采用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方

法分析了该基因在 ４ 种胁迫处理不同时间点的表达

变化规律 (图 ５)ꎮ 结果显示ꎬ 在处理前 (０ ｈ 或

２ ｄꎬ 对照)ꎬ 该基因有较高水平的表达ꎻ 干旱处

理 ６ ~ ８ ｄ 后ꎬ 随着沙土开始变得干燥ꎬ 其表达量

比对照(２ ｄ)有所增加ꎬ 但此时幼苗外观基本正

常ꎻ 当干旱延长至 １０ ~ １３ ｄ 时ꎬ 该基因的表达量

基本维持在与处理 ８ ｄ 后相近的水平或有上升(图
５: Ａ)ꎬ 此时幼苗显现轻微至中度失水症状ꎮ 在盐

胁迫处理期间ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 的表达量呈波浪式变化ꎬ
即在处理 ２、 １２ ｈ 后其表达量比处理前降低ꎬ 而在

处理 ６、 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后其表达量与处理前接近或

有明显增加ꎮ 在低温处理 ２ ~ ６ ｈ 后ꎬ ＡｍＮＡＣ６
的表达量比处理前明显降低ꎬ 之后又开始回升ꎬ 在

处理 ４８ ｈ 后略高于处理前水平ꎮ 高温处理 ２、 ２４ ｈ
后ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 的表达量比处理前略有增加ꎬ 但在

其他时间点均比处理前明显降低(图 ５: Ｂ)ꎮ 研究

结果表明ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 对 ４ 种胁迫处理均有响应ꎬ
但在不同胁迫处理下其表达变化趋势和幅度存在差

异ꎬ 其中以干旱胁迫诱导其表达上调较为明显ꎮ
沙冬青生长于降水稀少、 土壤沙化和冬寒夏

热等恶劣环境ꎮ 为了进一步了解 ＡｍＮＡＣ６ 对于

逆境胁迫、 尤其是低温胁迫的响应ꎬ 本研究对其

在不同季节野外生长植株嫩叶中的转录水平进行

了检测ꎮ 结果显示ꎬ 其转录本的积累在全年 １２
个月基本维持在较高水平ꎮ 以 ７ 月初(昼 /夜气温

约为 ３１℃/ １８℃)为对照ꎬ 其转录水平除在 １０ 月初

(昼 /夜气温约 １４℃/ １℃)和 １２ 月初(昼 /夜气温约

０℃/ －９℃)有所降低外ꎬ 在其他月份(昼 /夜气温约

３２℃/ ２０℃至－３℃/ －１５℃)均无明显变化ꎮ 如以不

同季节作比较ꎬ 该基因在秋、 冬季的转录水平总体

略低于春、 夏两季(１０ 月初和 １２ 月初较低)(图 ５:
Ｃ)ꎮ 此外ꎬ 本研究还检测了 ＡｍＮＡＣ６ 在野外生长

植株不同器官中的转录水平ꎮ 结果表明ꎬ 该基因在

所检测的 ５ 种器官中均有表达ꎬ 但在侧根、 嫩枝和

未成熟果荚中表达量较高ꎬ 其次是花蕾ꎬ 而在嫩叶

中表达量较低(图 ６)ꎮ
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Ａ: 干旱处理下 ＡｍＮＡＣ６ 的表达ꎻ Ｂ: 高盐、 低温和高温处理下 ＡｍＮＡＣ６ 的表达ꎻ Ｃ: 不同月份野
外植株嫩叶中 ＡｍＮＡＣ６ 的表达ꎮ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６
ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔꎬ ｃｏｌｄꎬ ａｎｄ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｃ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ
ｗｉｌｄ￣ｇｒｏｗｉｎｇ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｎｔｈｓ.

图 ５　 ＡｍＮＡＣ６ 在不同胁迫条件下的表达变化
Ｆｉｇ ５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

R T L F P
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Ｒ: 侧根ꎻ Ｔ: 细枝ꎻ Ｌ: 嫩叶ꎻ Ｆ: 花蕾ꎻ Ｐ: 未成熟果荚ꎮ
Ｒ: Ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔｓꎻ Ｔ: Ｔｗｉｇｓꎻ Ｌ: Ｙｏｕｎｇ ｌｅａｖｅｓꎻ Ｆ: Ｆｌｏｗｅｒ
ｂｕｄｓꎻ Ｐ: Ｉｍｍａｔｕｒｅ ｐｏｄｓ.

图 ６　 ＡｍＮＡＣ６ 在沙冬青不同器官中的转录水平
Ｆｉｇ ６　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ

２ ４　 ＡｍＮＡＣ６植物表达载体的构建

本研究从含有 ＡｍＮＡＣ６ 克隆载体的大肠杆菌

阳性克隆中提取质粒 ＤＮＡ 并进行双酶切ꎬ 获得

ＡｍＮＡＣ６ 的编码区 ｃＤＮＡ 片段ꎮ 同时将植物表达

载体 ｐ３３００￣３５ＳＴ 的质粒 ＤＮＡ 进行双酶切ꎬ 获得

其大片段ꎮ 将 ２ 种片段进行连接并转化后获得单克

隆ꎮ 将单克隆进行菌落 ＰＣＲ 检测和质粒酶切鉴定ꎬ
均得到预期大小的产物ꎬ 表明载体 ｐ３３００￣３５Ｓ￣
ＡｍＮＡＣ６ 构建成功(图 ７)ꎮ

３　 讨论

研究表明ꎬ ＮＡＣ 转录因子最显著的结构特征

B M

1 kb

10 kb

2A

1 kb

M 1

0.75 kb

Ａ: 菌落 ＰＣＲ 检测ꎻ １: ＰＣＲ 产物ꎮ Ｂ: 质粒酶切鉴定ꎻ ２: 酶
切产物ꎮ
Ａ: Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻ １: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ. Ｂ: Ｐｌａｓｍｉｄ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ ２: Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ.

图 ７　 ＡｍＮＡＣ６ 植物表达载体鉴定图谱
Ｆｉｇ ７　 Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ＡｍＮＡＣ６

是其 Ｎ 端含有 １ 个高度保守的 ＮＡＣ 结构域ꎬ 其中

又包含 Ａ ~ Ｅ ５ 个保守度不同的亚结构域ꎬ 分别

与结合靶序列 ＤＮＡ 和核定位有关ꎮ 其 Ｃ 端则保守

性较低ꎬ 含有转录激活区等功能域[３ꎬ ５]ꎮ 本研究克

隆的 ＡｍＮＡＣ６ 基因的编码蛋白在 Ｎ 端也含有 １ 个

典型的 ＮＡＣ 结构域ꎬ 其中也包含上述 ５ 个亚结构

域ꎬ 而其 Ｃ 端区域呈现高度的变异性ꎮ 此外ꎬ 其

ＮＡＣ 结构域的 Ｃ 和 Ｅ 亚域中分别具有 １ 个核定位

０１７ 植 物 科 学 学 报 第 ３６ 卷　



信号ꎮ 进一步利用沙冬青原生质体表达体系进行亚

细胞定位分析ꎬ 证实 ＡｍＮＡＣ６ 蛋白定位于细胞核

内ꎮ 这些研究结果表明ꎬ ＡｍＮＡＣ６ 属于沙冬青

ＮＡＣ 家族成员ꎬ 它是继 ＡｍＮＡＣ１ 和 ＡｍＮＡＣ２ 之

后报道的新的沙冬青 ＮＡＣ 基因[２２]ꎮ
ＮＡＣ 家族成员众多ꎬ 在拟南芥、 水稻和大豆

基因组中分别具有 １１７、 １５１ 和 １５２ 个 ＮＡＣ 基

因[５ꎬ １２]ꎬ 这些基因可被进一步划分为不同的组或

亚族ꎮ 属于同一个亚族的基因通常具有相似的功

能ꎬ 例如 ＮＡＭ 亚族的基因主要参与植物的生长发

育过程ꎬ 而 ＡＴＡＦ 亚族的基因多数与植物响应逆境

胁迫有关[３]ꎮ 本研究表明 ＡｍＮＡＣ６ 蛋白与 ＮＡＭ
亚族编码蛋白亲缘关系较近ꎬ 在该亚族中它又与大

豆 ＧｍＮＡＣ３５ 关系最近ꎬ 其次是大豆 ＧｍＮＡＣ５、
水稻 ＯｓＮＡＣ２ 和拟南芥 ＡｔＮＡＣ０５８ꎮ 目前尚未见

到 ＧｍＮＡＣ３５ 和 ＡｔＮＡＣ０５８ 基因的相关报道ꎬ 而

ＧｍＮＡＣ５ 和 ＯｓＮＡＣ２ 基因的功能则较为明确ꎮ
ＧｍＮＡＣ５ 在未成熟种子和根中表达量较高ꎬ 将其

过量表达可引起转基因大豆侧枝增多、 株型改变ꎬ
使转基因烟草的叶片变得狭长ꎮ 此外ꎬ 该基因受机

械损伤、 高盐和低温胁迫的诱导ꎬ 暗示其可能与相

关胁迫信号途径有关[２４]ꎮ ＯｓＮＡＣ２ 在叶鞘、 根、
花梗和花序中高表达ꎬ 可促进侧枝形成、 抑制株

高、 促进叶片衰老[２５]ꎮ 此外ꎬ 该基因受 ＡＢＡ、 干

旱和高盐胁迫的诱导ꎬ 对耐旱性和耐盐性起负调节

作用[２６]ꎮ 本研究表明ꎬ 室内培养的沙冬青幼苗中ꎬ
ＡｍＮＡＣ６ 对干旱、 高盐、 低温和高温胁迫均有较

明显的响应ꎬ 而在野外生长植株的嫩叶中ꎬ 其表达

量在不同月份或不同季节并无明显差异ꎬ 只在中秋

(１０ 月初)和初冬(１２ 月初)时略有降低ꎮ 此外ꎬ 该

基因在野外生长植株的不同器官中均有较明显的表

达ꎮ 因此ꎬ 本研究推测 ＡｍＮＡＣ６ 可能在室内培养

沙冬青幼苗响应各种胁迫处理和野外生长植株适应

恶劣自然环境中均发挥一定作用ꎮ 野外植株由于一

直生存于干旱缺水和冬寒夏热等逆境中ꎬ ＡｍＮＡＣ６
基因的表达模式可能已经转变为组成型表达ꎬ 从而

有利于其适应野外逆境和维持生长发育ꎮ
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ｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ Ａｍ￣

ｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｌｅａｖｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ ｔｅｃｈ￣

ｎｉｑｕｅ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１５ꎬ １０(４): ｅ０１２４３８２.

[２２] 　 庞新跃ꎬ 任美艳ꎬ 武雅琪ꎬ 薛敏ꎬ 唐宽刚ꎬ 等. 蒙古沙冬青

ＡｍＮＡＣ１ 和 ＡｍＮＡＣ２ 的表达分析与植物表达载体构建

[Ｊ] . 分子植物育种ꎬ ２０１８ꎬ １６(１３): ４２８５－４２９３.

Ｐａｎｇ ＸＹꎬ Ｒｅｎ ＭＹꎬ Ｗｕ ＹＱꎬ Ｘｕｅ Ｍꎬ Ｔａｎｇ ＫＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘ￣

ｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

ｏｆ ＡｍＮＡＣ１ ａｎｄ ＡｍＮＡＣ２ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉ￣

ｃｕｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ ２０１８ꎬ １６(１３): ４２８５－

４２９３.

[２３] 　 楠迪娜. 沙冬青原生质体分离与蛋白质亚细胞定位分析技术

的建立[Ｄ] . 呼和浩特: 内蒙古农业大学ꎬ ２０１６.

[２４] 　 金杭霞. 大豆转录因子 ＧｍＮＡＣ２ 和 ＧｍＮＡＣ５ 功能验证

[Ｄ] . 南京: 南京农业大学ꎬ ２０１１.

[２５] 　 Ｍａｏ ＣＪꎬ Ｌｕ ＳＣꎬ Ｌü Ｂꎬ Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ Ｓｈｅｎ ＪＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｉｃｅ

ＮＡＣ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｌｅａｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｖｉａ

ＡＢＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ １７４: １７４７ －

１７６３.

[２６] 　 Ｓｈｅｎ ＪＢꎬ Ｌü Ｂꎬ Ｌｕｏ ＬＱꎬ Ｈｅ ＪＭꎬ Ｍａｏ ＣＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＮＡＣ￣

ｔｙｐｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＯｓＮＡＣ２ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＡＢＡ￣ｄｅｐｅｎ￣

ｄｅｎｔ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｒｉｃｅ [ Ｊ] . Ｓｃｉ

Ｒｅｐꎬ ２０１７ꎬ ７: ４０６４１.
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