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摘　 要: 为探讨 ＮＡＣ 转录因子在蝴蝶兰低温胁迫响应中的分子调控机理ꎬ该研究以蝴蝶兰的叶片为材料ꎬ

运用 ＲＴ￣ＰＣＲ 及 ＲＡＣＥ 技术克隆得到一条蝴蝶兰的 ＮＡＣ 转录因子基因完整的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为 ＰｈＮＡＣ１
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＭＦ７９７９０９)ꎬ并分析了其在两种低温条件下的表达模式ꎮ 结果表明:ＰｈＮＡＣ１ 基因 ｃＤＮＡ

序列全长１ ４４２ ｂｐꎬＯＲＦ 全长 ９４２ ｂｐꎬ编码 ３１３ 个氨基酸ꎮ 预测其蛋白分子量为 ３５.２２ ｋＤａꎬ等电点为 ６.９５ꎬ
属于稳定亲水性蛋白ꎮ 二级结构预测表明ꎬ无规则卷曲和延伸链为该蛋白的主要结构元件ꎬ与三级结构预

测结果基本相符ꎮ ＰｈＮＡＣ１ 编码的氨基酸序列与其他已登录的兰科植物 ＮＡＣ 蛋白进行同源序列比对ꎬ表明

与小兰屿蝴蝶兰(ＸＰ＿０２０５７６３７９０)亲缘关系较近ꎬ序列一致性达 ９７％ꎬ其次为铁皮石斛(ＸＰ＿０２０６９５０８１)ꎬ
一致性为 ８４％ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析表明ꎬＰｈＮＡＣ１ 基因在营养器官和生殖器官中均有表达ꎬ在蕊柱中

的表达量最高ꎮ 在 １１ ℃ / ６ ℃低温条件下ꎬＰｈＮＡＣ１ 基因的转录表达水平在前 ５ 天随着处理时间逐渐升高ꎬ
到第 ７ 天开始下降ꎻ在 ４ ℃低温条件下ꎬＰｈＮＡＣ１ 基因的表达水平在处理 ０.５ ｈ 时表达量有所下降ꎬ１ ｈ 后表

达量上升至对照水平ꎬ之后无明显变化ꎬ在处理 ２４ 至 ４８ ｈ 又逐渐升高ꎬ推测 ＰｈＮＡＣ１ 基因参与蝴蝶兰低温

胁迫响应ꎮ
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　 　 基因的转录调控控制着植物生长发育的许多

重要生理过程ꎬ如逆境应答、信号转导、形态建成

等ꎮ 转录因子通过与特异的目的基因启动子区相

结合ꎬ激活或抑制目的基因的转录效率ꎬ从而使植

物对外界刺激做出响应ꎮ 近年来ꎬ ＮＡＣ、ＭＹＢ、
ＷＲＫＹ、ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ 等转录因子在植物逆境中的

响应机制被广泛研究( Ｓｃａｒｐｅｃｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＸｕｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＧｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻＢｕｔｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ
其中ꎬＮＡＣ 转录因子是目前发现数量最大的植物

特有的转录因子家族之一( Ｏｌｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ
最早在矮牵牛 ＮＡＭ、拟南芥 ＡＴＡＦ１ / ２ 和 ＣＵＣ２ 基

因编码蛋白的 Ｎ 端发现一段高度保守的氨基酸序

列ꎬ以此 ３ 个基因的首字母命名为 ＮＡＣ 结构域ꎬ并
将包含 ＮＡＣ 结构域的蛋白称为 ＮＡＣ 转录因子ꎮ
ＮＡＣ 转录因子的研究多集中在被子植物ꎮ 通过对

拟南芥和水稻的 ＮＡＣ 转录因子进化分析ꎬＮＡＣ 结

构域可分为两组 １８ 个亚组ꎬＮＡＣ 结构域高度保

守ꎬ仅有少数氨基酸差异ꎬ在 ＮＡＣ 蛋白 Ｃ 端转录

激活区有 １３ 个保守基序(Ｏｏｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ
ＮＡＣ 转录因子参与植物生长发育诸多过程ꎬ

包括胚的发育 ( Ｌａｒｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻＺｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
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号传递和调控(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)等ꎮ 此外ꎬＮＡＣ

转录因子在植物逆境应答过程中起着关键作用

(Ｓｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 现已在许多植物中分离到

ＮＡＣ 基因证明其能提高植物对低温胁迫的抗性ꎬ
如水稻 ＳＮＡＣ２ ( Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)、小麦 ＴａＮＡＣ８
(Ｘｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)、ＴａＮＡＣ２(Ｍａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)和

ＴａＮＡＣ４７(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、芒草 ＭｌＮＡＣ５(Ｙａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)和 ＭｌＮＡＣ９(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)、苜蓿

ＭｆＮＡＣ３(Ｑｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)等ꎮ 虽然与抗逆相关的

ＮＡＣ 转录因子在拟南芥和水稻中研究较为深入ꎬ
但在兰花中的研究还见之甚少ꎬ仅见 Ｍｉｔａ ｅｔ ａｌ.
(２００６)报道蕙兰(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｆａｂｅｒｉ)ＣｙＮＡＣ１ 转录

因子参与高温(２５ ~ ３０ ℃)导致幼嫩花芽的坏死过

程ꎬ发现在变异的抗高温植株中ꎬ该基因表达量明

显比野生型低ꎮ 关于兰科植物在低温胁迫过程中

ＮＡＣ 转录因子的相关研究目前尚未见报道ꎮ
蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ａｍａｂｉｌｉｓ)是世界著名的

高档花卉ꎬ在我国各地广泛栽培ꎮ 原产于热带亚

热带地区ꎬ性喜暖畏寒ꎬ生长适温为 １８ ~ ２８ ℃ꎬ温
度过高或过低均会限制蝴蝶兰的生长ꎮ 因此ꎬ低
温是影响蝴蝶兰生长的重要环境因子之一ꎮ 我国

北方地区蝴蝶兰均在现代化温室内种植ꎬ冬春季

节温度较低时需对温室进行加温ꎬ因此导致生产

成本升高ꎬ耗能巨大制约了蝴蝶兰产业的健康发

展ꎮ 因此ꎬ研究蝴蝶兰抗冷的生理生化机制ꎬ培育
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抗冷性新品种ꎬ对于蝴蝶兰产业的健康可持续发

展具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料与处理

所用材料为蝴蝶兰栽培品种“大辣椒” (Ｐｈａ￣
ｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｈｙｂｒｉｄ ‘Ｂｉｇ Ｃｈｉｌｉ’)ꎬ由郑州师范学院生物

工程研究所提供ꎮ 两种低温处理条件:将 ５ 叶期

的蝴蝶兰植株置于植物人工光照培养箱(美国ꎬ
ＰＥＲＣＩＶＡＬ Ｅ￣４１ＨＯ２)内 ２７ ℃ / ２２ ℃预培养 １５ ｄꎬ
使所有的实验苗 Ｆ ｖ / Ｆｍ≥０.７９ꎮ 实验采用模拟自

然状态逐步降温法ꎬ分为两个阶段ꎬ第一阶段低温

驯化:昼夜温度 ２０ ℃ / １６ ℃处理 ３ ｄꎬ１６ ℃ / １１ ℃
处理 ３ ｄꎻ第二阶段 １１ ℃ / ６ ℃低温处理 ７ ｄꎮ 其他

培养条件:光暗比 １２ ｈ / １２ ｈꎬ光强为 ６０ μｍｏｌ
ｍ ￣２ｓ￣１ꎬ相对湿度 ７０％ ~ ９０％ꎮ 取样方法:以 ２７
℃ / ２２ ℃预培养结束取样为对照ꎬ昼夜温度 １１ ℃ /
６ ℃处理第 １、２、３、５、７ 天取样ꎮ 另外 ４ ℃低温处

理ꎬ用蝴蝶兰 ３ 叶期瓶苗ꎬ置于 ４ ℃冰箱内分别于

０、０.５、１、２、４、８、１２、２４ 和 ４８ ｈ 取样ꎮ

１.２ 方法

１.２.１ 总 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 第一链的合成 　 各

样品总 ＲＮＡ 的提取采用多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提

取试剂盒ꎮ 对提取的总 ＲＮＡ 经检测合格后ꎬ用
Ｍ￣ＭＬＶ反转录酶对其进行反转录合成单链 ｃＤＮＡ
第一链ꎬ用于 ＰｈＮＡＣ１ 基因的克隆ꎻ用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒反转录成

ｃＤＮＡ 第一链ꎬ用于实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)
检测目的基因表达量ꎮ
１.２.２ ＰｈＮＡＣ１ 基因全长的扩增及 ＯＲＦ 的预测与验

证 　 利 用 ＤＮＡＭＡＮ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软 件ꎬ 以

ＧｅｎＢａｎｋ 中已登录的 ＪＦ８３１１９８ (铁皮石斛ꎬ Ｄｅｎ￣
ｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｎｄｉｄｕｍ)、 ＫＣ９５４５４４ (铁 皮 石 斛ꎬ Ｄｅｎ￣
ｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)和 ＡＢ２５７３１２(蕙兰ꎬ Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ
ｈｙｂｒｉｄ)为模板ꎬ设计 １ 对简并引物 ＰｈＮＡＣ１￣Ｆ 和

ＰｈＮＡＣ１￣Ｒ(表 １)ꎬ用于扩增蝴蝶兰 ＮＡＣ 基因中间

保守片段ꎮ 将得到的中间保守序列经 ＢＬＡＳＴ 比对

正确后ꎬ分别设计 １ 对 ５′端特异引物 ( ＧＳＰ５￣１、
ＧＳＰ５￣２)和 ３′端特异引物(ＧＳＰ３￣１、ＧＳＰ３￣２)ꎮ 对

中间保守区片段、５′￣ＲＡＣＥ 扩增片段和 ３′￣ＲＡＣＥ
扩增片段进行分析比对并拼接ꎬ 通过 ＢＬＡＳＴ 对得

表 １　 引物序列及用途
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

序列 (５′￣３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

用途
Ｕｓｅ

ＰｈＮＡＣ１￣Ｆ
ＰｈＮＡＣ１￣Ｒ

ＴＴＣＭＧＤＴＴＣＣＡＣＣＣＮＡＣＳＧＡ
ＧＣＡＴＧＡＴＣＣＡＧＴＹＧＧＴＣＴＴＡＷＢＣＣＣＹＴ

５８ 中间保守区片段的克隆
Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＧＳＰ５￣１
ＧＳＰ５￣２

ＴＣＧＧＴＣＧＧＧＴＧＧＡＡＡＣＴＧＡＡ
ＧＴＧＣＧＴＧＡＴＡＡＴＣＴＣＴＴＣＧＴＣＧＧＴ

５６ ５′￣ＲＡＣＥ

ＧＳＰ３￣１
ＧＳＰ３￣２

ＡＴＴＴＡＴＡＧＧＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＴＴＣ
ＧＧＧＣＡＴＡＡＧＡＣＣＡＡＣＴＧＧＡＴＣＡＴＧＣ

５６ ３′￣ＲＡＣＥ

ＯＲＦ￣Ｆ
ＯＲＦ￣Ｒ

ＴＣＴＣＧＴＧＴＡＧＣＣＧＣＡＧＡＴ
ＡＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＣＣＴＡＴＣＣ

５５ ＯＲＦ 的克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＯＲＦ

ＰｈＮＡＣ１￣ｑＦ
ＰｈＮＡＣ１￣ｑＲ

ＡＴＣＴＧＡＡＣＡＡＧＴＧＣＧＡＧＣＣＴ
ＡＴＣＣＴＴＡＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＣ

５８ 荧光定量 ＰＣＲ 引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ
Ａｃｔｉｎ￣Ｒ

ＧＴＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＴＡＴＧＣＴＡＧＴＧＧＣ
ＧＡＡＧＧＡＴＧＧＣＡＴＧＡＧＧＡＡＧＴＧ

５８ 荧光定量内参基因引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

到的基因全长进行同源性比对ꎬ确定得到的基因

为 ＮＡＣ 基因ꎮ 在 ＯＲＦ 区两端设计特异引物ＯＲＦ￣Ｆ
和 ＯＲＦ￣Ｒ 对 ＯＲＦ 序列进行验证ꎮ

１.２.３ ＰｈＮＡＣ１ 基因的生物信息学分析 　 蝴蝶兰

ＰｈＮＡＣ１ 基因蛋白结构域、理化性质、亲疏水性、磷
酸化位点、以及蛋白质的二级和三级结构等采用

７４８６ 期 梁芳等: 蝴蝶兰 ＰｈＮＡＣ１ 基因序列分析及对低温胁迫的响应



在线软件进行分析ꎮ 此外ꎬ核苷酸与氨基端序列

的同源性用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行比对分析ꎬ并用

Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＭＥＧＡ 构建系统进化树ꎮ
１.２.４ ＰｈＮＡＣ１ 基因的表达特性分析 　 取蝴蝶兰的

根、叶(第 ２ 片)、花葶、花芽、萼片、翼瓣、唇瓣及蕊

柱ꎬ迅速投入液氮中速冻后－８０ ℃冰箱保存ꎬ用于

ＰｈＮＡＣ１ 基因在不同组织中的表达分析ꎮ 低温胁

迫处理均取第 ２ 片成熟叶ꎬ每个取样点有三个生

物学重复ꎬ每个重复由三株不同植株混合而成ꎮ
根据得到的 ＯＲＦ 序列ꎬ设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

ＰｈＮＡＣ１￣ｑＦ 和 ＰｈＮＡＣ１￣ｑＲꎬ以蝴蝶兰 Ａｃｔｉｎ 基因作

为内参基因ꎮ 采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 试剂盒进

行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ反应体系为 ２５ μＬꎬ反应条件:９５ ℃ １５
ｓꎬ５８ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １５ ｓ(４０ 个循环)ꎬ反应在 Ｅｐｐｅｎ￣
ｄｏｒｆ Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ每个样品

重复 ３ 次ꎬ同时做阴性对照ꎮ 基因相对表达量用公

式 ２－ΔΔＣｔ来计算(Ｖａｎｄｅｓｏｍｐｅｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＰｈＮＡＣ１ 基因全长的扩增

以蝴蝶兰叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以引物 ＰｈＮＡＣ１￣Ｆ
和 ＰｈＮＡＣ１￣Ｒ 进行中间片段的扩增ꎬ得到约 ３５０
ｂｐ 的保守片段(图 １:Ａ)ꎬ经 ＢＬＡＳＴｎ 比对分析表

明克隆的片段为 ＮＡＣ 基因片段ꎮ 根据该片段序

列ꎬ利用引物 ＧＳＰ３￣１ 和 ＧＳＰ３￣２ 进行 ３′￣ＲＡＣＥ 扩

增ꎬ得到大小约 ７８０ ｂｐ 目的片段(图 １:Ｂ)ꎬ利用引

物 ＧＳＰ５￣１ 和 ＧＳＰ５￣２ 进行 ５′￣ＲＡＣＥ 扩增ꎬ得到大

小约 ３２０ ｂｐ 目的片段(图 １:Ｃ)ꎮ 将测序得到的中

间保守区片段、５′￣ＲＡＣＥ 扩增片段及 ３′￣ＲＡＣＥ 扩

增片段进行分析拼接ꎬ得到全长为 １ ４４２ ｂｐ 的基

因序列ꎬ其中包括一个完整的长为 ９４２ ｂｐ ＯＲＦꎬ编
码 ３１３ 个氨基酸ꎮ 对 ＯＲＦ 区进行克隆验证ꎬ得到

９９７ ｂｐ 的片段(图 １:Ｄ)ꎬ 与全长部分序列完全相

Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ 标记ꎻ １. 中间保守片段ꎻ ２. ３′￣ＲＡＣＥ 片段ꎻ ３. ５′￣ＲＡＣＥ 片段ꎻ ４. 开放阅读框ꎮ
Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎻ ２. ３′￣ＲＡＣＥ ｒｅｇｉｏｎꎻ ３. ５′￣ＲＡＣＥ ｒｅｇｉｏｎꎻ ４. ＯＲＦ.

图 １　 蝴蝶兰 ＰｈＮＡＣ１ 基因的扩增
Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰｈＮＡＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ

同ꎮ 经 ＢＬＡＳＴ 分析ꎬ 所得的核苷酸序列与小兰屿

蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓꎬ ＸＰ ＿０２０５７６３７９)一

致性为 ９８％ꎬ与小野芭蕉(Ｍｕｓａ ａｃｕｍｉｎａｔａ)ＮＡＣ７９
基因序列一致性为 ７９％ꎬ通过比对分析表明克隆

的 基 因 为 ＮＡＣ 家 族 基 因ꎮ 将 该 基 因 命 名 为

ＰｈＮＡＣ１ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＭＦ７９７９０９ꎮ
２.２ ＰｈＮＡＣ１ 基因的生物信息学分析

２.２.１ ＰｈＮＡＣ１ 蛋白的基本性质及空间结构分析　
通过对 ＰｈＮＡＣ１ 基因推导的氨基酸序列进行分析ꎬ

表明该蛋白属于植物特有的 ＮＡＣ 转录因子家族ꎮ
ＣＤＤ 数据库分析结果表明ꎬ该蛋白第 ８ 至第 １３４
个氨基酸为 ＮＡＣ 结构域ꎮ 生物信息分析结果表明

ＰｈＮＡＣ１ 蛋白属于亲水性蛋白ꎬ该蛋白分子质量约

为 ３５.２２ ｋＤａ、理论等电点 ｐＩ 为 ６. ９５ꎬ分子式为

Ｃ１５６３Ｈ２３７５Ｎ４１７Ｏ４７７ Ｓ１８ꎻ正负电荷残基总数均为 ３５ꎮ
在组成 ＰｈＮＡＣ１ 蛋白的 ２０ 种氨基酸中ꎬＳｅｒ 所占

的比例最高ꎬ为 １０.２％ꎬＨｉｓ 和 Ｃｙｓ 所占比例最低ꎬ
仅为 １.６％ꎮ 该蛋白脂肪指数 ５６.１０ꎬ不稳定指数
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为 ３３.５３ꎬ属于稳定蛋白ꎮ ＰｈＮＡＣ１ 蛋白序列中存

在 ４１ 个潜在的磷酸化位点ꎬ包括 ２１ 个 Ｓｅｒ 位点、
１４ 个 Ｔｈｒ 位点和 ６ 个 Ｔｙｒ 位点ꎮ 对 ＰｈＮＡＣ１ 蛋白

进行二级结构预测ꎬ结果表明该蛋白二级结构由 α
螺旋(Ｈｈ)、伸展链(Ｅｅ)和无规则卷曲(Ｃｃ)组成ꎬ
其中无规则卷曲占 ７０.６％ꎬ伸展链占 ２７.４８％ꎬα 螺

旋仅占 １.９２％ꎮ
采用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 同 源 建 模 的 方 法ꎬ 以

４ｄｕｌ.１ (拟南芥 ＡＮＡＣ０１９)为模型对 ＰｈＮＡＣ１ 进行

蛋白质三级结构建模(图 ２)ꎬ结果表明 ＰｈＮＡＣ１ 与

４ｄｕｌ.１ 相似性为 ５６.３３％ꎬ推测 ＰｈＮＡＣ１ 是与胁迫

响应相关的 ＮＡＣ 转录因子ꎮ

图 ２　 ＰｈＮＡＣ１ 蛋白的三级结构预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｈＮＡＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２.２ ＰｈＮＡＣ１ 基因同源性与系统进化分析 　 将蝴

蝶 兰 ＰｈＮＡＣ１ 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列

(ＡＸＦ５０２５２)与已登录到 ＮＣＢＩ 上的其他 ４ 种兰科

植物的 ＮＡＣ 蛋白进行序列比对分析 (图 ３)ꎬ
ＰｈＮＡＣ１ 与小兰屿蝴蝶兰 ( Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓꎬ
ＸＰ ＿ ０２０５７６３７９) 的 氨 基 酸 序 列 一 致 性 最 高 为

９７％ꎬ均为 ３１３ 个氨基酸ꎬ二者仅有 ８ 个氨基酸的

差异ꎻ其次为铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｃａｔｅｎａｔｕｍꎬ ＸＰ＿
０２０６９５０８１)ꎬ二者序列一致性为 ８４％ꎻ与深圳拟兰

( Ａｐｏｓｔａｓｉａ ｓｈｅｎｚｈｅｎｉｃａꎬ ＰＫＡ６６９６２ ) 和 杂 交 兰

(Ｃｙｍｂｉｄｉｕｍ ｈｙｂｒｉｄꎬ ＢＡＦ３６５６３)的一致性较低ꎬ分
别为 ５１％ 和 ３２％ꎮ 将 ＰｈＮＡＣ１ 氨 基 酸 序 列 经

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选择序列一致性较高的 １５ 种植物ꎬ
利用 ＮＪ 法构建无根系统进化树(图 ４)ꎬ显示蝴蝶

兰与小兰屿蝴蝶兰、铁皮石斛、深圳拟兰亲缘关系

最近ꎬ其次为番红花(Ｃｒｏｃｕｓ ｓａｔｉｖｕｓꎬ ＡＢＵ４０７７６)ꎬ
与其他植物的亲缘关系较远ꎮ

２.３ ＰｈＮＡＣ１ 基因的表达特性分析

由图 ５ 可知ꎬＰｈＮＡＣ１ 基因在蝴蝶兰的营养器

官和生殖器官中均有表达ꎬ在蕊柱中的表达水平最

高ꎬ明显高于其他组织ꎬ在根、叶和翼瓣中表达水平

最低ꎮ 在 １１ ℃ / ６ ℃低温条件下ꎬＰｈＮＡＣ１ 基因的转

录表达水平在处理 １、２、３、５ ｄ 逐渐升高ꎬ处理第 ７
天明显下降(图 ６:Ａ)ꎻ在 ４ ℃低温条件下ꎬＰｈＮＡＣ１
基因的表达水平在处理 ０.５ ｈ 表达量下降ꎬ处理 １ ｈ
后表达量上升至对照水平ꎬ之后无明显变化ꎬ在处

理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后又明显升高(图 ６:Ｂ)ꎮ

３　 讨论与结论

ＮＡＣ 转录因子是一类数量巨大的植物转录因

子ꎬ在植物的生长发育调控及抗逆响应中发挥重

要的作用( Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＳｉｎｇｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１９)报道 ＮＡＣ 转录因子参与高温诱导

的荔枝花序败育ꎮ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１４)首次报道西

瓜 ＮＡＣ 转录因子 ＣｃＮＡＣ１ 和 ＣｃＮＡＣ２ 参与光信号

途径和生长激素信号途径ꎮ 通过抑制 ＡＢＡ 信号通

路相关基因ꎬ过表达 ＯＮＡＣ０６６ 可以提高水稻对稻

瘟病和白叶枯病的抗性( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 本文

从蝴蝶兰中通过同源克隆的方法得到一个 ＮＡＣ 转

录因子基因 ＰｈＮＡＣ１ꎬ对该基因编码的氨基酸序列

进行分析ꎬ发现在 Ｎ 端具有 ＮＡＣ 结构域ꎬ该结构

域是 ＮＡＣ 转录因子特有的结构域ꎮ 运用生物信息

学方法对 ＰｈＮＡＣ１ 蛋白进行分析预测ꎬＰｈＮＡＣ１ 是

一种稳定的亲水性蛋白ꎬ具有多个潜在的磷酸化

位点ꎮ 将 ＰｈＮＡＣ１ 蛋白与其他已登录的兰科植物

ＮＡＣ 蛋白序列进行比较ꎬ发现都具有高度保守的

Ｎ 端和多变的 Ｃ 端ꎬＮ 端含有 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ ５ 个典

型亚结构域( Ｐｕｒａｎｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 进化分析表

明ꎬＰｈＮＡＣ１ 与小兰屿蝴蝶兰的亲缘关系最近ꎬ仅
有 ８ 个氨基酸的差异ꎬ序列一致性达到 ９７％ꎮ 三

级 空 间 结 构 预 测 表 明ꎬ ＰｈＮＡＣ１ 与 拟 南 芥

ＡＮＡＣ０１９ 的相似度最高ꎬ推测 ＰｈＮＡＣ１ 是与胁迫

响应相关的 ＮＡＣ 转录因子(Ｊｅｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ
用实时荧光定量 ＰＣＲ 对 ＰｈＮＡＣ１ 基因在蝴蝶

兰各 个 组 织 中 的 表 达 特 性 进 行 了 研 究ꎬ 发 现

ＰｈＮＡＣ１ 基因在蝴蝶兰的根、叶及各个花器官组织
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Ａ－Ｅ 下划线部分分别代表 ＮＡＣ 结构域中 ５ 个保守的亚结构域ꎮ
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｕｂｍａｉｎｓ Ａ－Ｅ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＡＣ ｄｏｍａｉｎ.

图 ３　 ＰｈＮＡＣ１ 基因编码氨基酸与其他兰科植物 ＮＡＣ 蛋白序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰｈＮＡＣ１ ａｎｄ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓ

０５８ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



图 ４　 ＰｈＮＡＣ１ 与其他 ＮＡＣ 蛋白系统进化树
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｈＮＡＣ１ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｏｔｈｅｒ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

不同字母表示 ０.０５ 水平上显著性差异ꎮ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０. ０５ ｌｅｖｅｌ. Ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ５　 ＰｈＮＡＣ１ 基因在蝴蝶兰不同组织中的表达水平
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰｈＮＡＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｔｉｓｓｕｅｓ

中均有表达ꎬ其中在蕊柱中的表达量明显高于其他

部位和组织ꎮ 蝴蝶兰的蕊柱(Ｃｏｌｕｍｎ)是雄蕊和花

柱、柱头完全愈合而成的一种柱状体ꎬ顶端着生一

个花粉块ꎮ ＰｈＮＡＣ１ 基因在蕊柱中的高表达机理还

有待进一步研究ꎮ ＰｈＮＡＣ１ 基因在低温胁迫条件下

的表达分析表明ꎬ在 １１ ℃ / ６ ℃的昼夜温度条件下ꎬ
该基因的表达水平随着处理时间逐渐升高ꎬ到第 ５

天表达量是对照的 ３４ 倍ꎬ第 ７ 天表达量开始下降ꎮ
在 ４ ℃低温条件下ꎬ处理 ０.５ ｈ 表达量有所下降ꎬ之
后开始上升恢复到对照水平维持至 １２ ｈꎬ到 ２４ ｈ 后

表达量又开始上升ꎬ由此推测 ＰｈＮＡＣ１ 基因在蝴蝶

兰低温胁迫响应中发挥作用ꎮ 拟南芥和水稻全基

因组表达谱研究表明ꎬ一些 ＮＡＣ 基因受到高温、干
旱、低温或病害中的一个或多个因素诱导表达ꎮ 如

拟南芥中的 ＡＮＡＣ０１９、ＡＮＡＣ０５５、ＡＮＡＣ０７２(ＲＤ２６)
均对不同非生物胁迫有应答反应 ( Ｆｕｊｉｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４ꎻＤｅｌｅｓｓｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻＦａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎻ在水

稻中ꎬＯｓＮＡＣ６ 和 ＳＮＡＣ２ 超量表达可以提高幼苗发

育阶段对干旱、高盐和低温的耐受性 ( Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻＮｕｒｕｚｚａｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ

本 研 究 首 次 克 隆 了 蝴 蝶 兰 的 ＮＡＣ 基 因

ＰｈＮＡＣ１ꎬ分析了其在两种低温条件下的表达模

式ꎬ结果显示其在低温胁迫 ２４ ｈ 后即开始上调表

达ꎬ表明蝴蝶兰 ＰｈＮＡＣ１ 转录因子能够对低温做

出积极响应ꎬ以及时调节下游冷相关基因的表达ꎬ
减轻逆境对植物可能造成的伤害ꎮ
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