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摘要: NAC转录因子在植物信号转导及非生物损伤过程中起重要作用。本实验从烟草cDNA文库中克隆了Nt-
NAC1基因, cDNA编码区全长861 bp, 编码286个氨基酸。进化树分析结果显示, NtNAC1基因编码的氨基酸序

列与马铃薯同源性最高。农杆菌介导的遗传转化获得37株转基因烟草, 用20% PEG6000处理转基因和野生型

植株7 d。结果显示, 转基因植株的超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)的酶活性都高于野生型, 丙二醛

(MDA)和脯氨酸(Pro)含量都低于野生型。 RT-PCR分析结果显示, NtNAC1基因以及NtNAC基因表达高于野生

型, 脯氨酸合成的2个关键酶吡咯啉-5-羧酸合成酶(P5CS)和鸟氨酸-δ-氨基转移酶(δ-OAT)基因表达低于野生

型。选取T0代转基因和野生型种子, 对苗期根系进行耐旱性分析。结果发现, 在300 mmol·L-1
甘露醇胁迫下, 转

基因根系比野生型长, 野生型根系的生长明显受到抑制。这表明转NtNAC1基因的表达可能提高了植株的抗旱

能力。
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干旱是限制作物生长和产量提高的重要胁迫

因子。干旱胁迫会使作物叶片活性氧(reactive oxy 
gen species, ROS)积累增多, 光合速率下降, 影响植

株生长发育(王兰兰等2006; 张云华等2005)。
NAC转录因子是近年来发现的具有多种生物

功能的植物特有的转录调控因子, 在其他真核生

物中尚未发现该家族成员(刘美英等2010)。前人

从矮牵牛中克隆得到了第一个NAC转录因子NAM 
(Souer等1996)。该转录因子在植物生长发育过程

中起着非常重要的作用, 通过不同的时空表达, 调
节胚胎发育、侧根的发育、顶端分生组织的形成

和植物的衰老等。除此之外, NAC转录因子在抵

御多种生物和非生物胁迫的过程中发挥着重要作

用。从拟南芥中分离到3个NAC基因ANAC072、
ANAC055和ANAC019, 它们的表达受干旱的诱导, 过
量表达3个基因都可以增强植株的耐旱能力(Tran
等2004)。SNTNAC1水稻抗旱耐盐基因主要在气

孔的保卫细胞中被诱导表达, 植物在干旱胁迫情

况下, 该基因的表达会促进气孔关闭但不影响光合

速率, 从而提高其抗旱性; 在生殖生长期受到干旱

胁迫时, 过量表达SNTNAC1转基因植株较野生型

植株的结实率高22%~34% (朱峰等2016)。目前在

烟草方面, Cho和Hong (2006)克隆了NtHSP70-1基
因, 并已验证该基因提高了烟草的抗旱性; 超量表

达NtHAK1、NtTIP1基因增强了烟草在干旱逆境中

的耐受力(张祎等2017; 夏宗良等2013)。对NAC转
录因子的生物信息学分析较多, 但对烟草中NAC
转录因子的生物学功能验证尚缺乏。本研究构建

NtNAC1基因的植物表达载体, 遗传转化烟草, 分析

转基因植株抵御干旱胁迫的能力, 为继续研究Nt-
NAC1基因生物学功能及其参与的信号转导途径提

供参考价值; 为筛选和培育安全的优质耐旱烟草新

种质以及作物抗逆性的改良提供重要的参考价值。

1  材料与方法

1.1  实验材料

烟草(Nicotiana tabacum L. ‘Xanthin’)种子由

本实验室保存; NtNAC1基因序列从烟草K326基
因文库中获得; PCR相关引物由英潍捷基(上海)贸
易有限公司合成; 试剂盒购自苏州科铭生物技术

有限公司; 其他试剂均购自成都金山化学试剂有限

公司。
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1.2  NtNAC1基因的克隆与载体构建

利用已报道的烟草NAC转录因子, 在GenBank
数据库中进行BlastP搜索, 获得烟草同源基因的

cDNA及氨基酸。根据获得的cDNA序列利用Premier 
5.0软件设计引物(AP-F: 5' GTTTATGGGCAGAA- 
GGAGCAG 3'; AP-R: 5' CCTGGGTGATTTGCC- 
TTGTTT 3'), 进行反转录得到cDNA模板。用高保

真酶PrimerSRAR HS DNA Polymerase进行基因扩增, 
PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测, 将扩增出的

NtNAC1目的条带切下回收, 目的片段与pMD19-T 
Vector载体连接, 转化至大肠杆菌(Escherichia coli)感
受态细胞, 在LB固体选择培养基上(Kan 100 mg·L-1+ 
Rif 100 mg·L-1) 37°C培养, 挑取阳性克隆, 由上海

英潍捷基生物技术公司测序。用HindIII和XbaI双
酶切质粒载体pSH737, 同时用KpnI和EcoRI双酶切

人工合成的两端含有KpnI和EcoRI双酶切位点的

表达序列, 用T4 DNA连接酶连接, 即获得表达载体

pSH-NTNAC1, 该载体的构建参考邹冰杰(2016)的
方法。

1.3  NtNAC1基因cDNA编码产物同源序列比对

采用National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI)网站(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
的多序列比对程序对cDNA序列BLAST分析。使用

NCBI的ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gorf/gorf.html)分析基因开放阅读框(ORF), 借助

Clustal X2和MEGA 5.0软件进行系统进化树分析。

1.4  NtNAC1基因以农杆菌介导法转化烟草与分子

鉴定

取长势良好的烟草无菌苗叶片, 切成1~2 cm2

的叶盘。将含有pSH-NtNAC1的农杆菌菌液浸染

外植体6~8 min, 共培48 h后转入含有卡那霉素(Kan 
100 mg·L-1+Tim 100 mg·L-1)的筛选培养基上, 愈伤

组织分化为2~3 cm的抗性芽后切下置于生根培养

基上生根。待生根完全后, 炼苗并移栽至花盆(蛭
石: 营养土=1:3)中培养。成活后取烟草幼苗叶片, 
用植物DNA提取试剂盒(购自北京自天根生化科

技有限公司)提取DNA进行PCR检测(NtNAC1 F: 5' 
GTTTATGGGCAGAAGGAGCAG 3'; NtNAC1 R: 5' 
CCTGGGTGATTTGCCTTGTTT 3')。

PCR反应扩增体系及条件: 正反向引物(10 
μmol·L-1)各0.8 μL、DNA模板(500 ng·μL-1) 2.0 
μL、PlemixTaq 10 μL、ddH2O 6.4 μL, 总体积为20 
μL。混匀后, 于PCR System 9700 (美国)型仪上进

行扩增反应, 扩增条件为95°C预变性30 s; 94°C预
变性10 s, 55°C退火30 s, 72°C延伸20 s, 35个循环

后4°C保存。反应完毕后取4.0 µL扩增产物在含核

酸染料的1.2%琼脂糖凝胶中电泳, 于凝胶成像系

统下检测结果。

1.5  烟草的干旱胁迫处理

挑取饱满的烟草种子, 75%乙醇浸泡30 s, 30% 
H2O2浸泡10 min, 无菌水冲洗4~5遍, 接种于MS培
养基上进行种子萌发。挑选长势大小一致的幼苗小

心地转移至分别加有0、100、200和300 mmol·L-1

甘露醇的MS培养基上继续生长, 培养皿竖直放置

于培养室, 观察幼苗在模拟干旱胁迫条件下根的生

长发育情况, 设置3个重复, 2周后拍照。

选取5~6叶期(炼苗移栽后14 d)、长势及大小

一致的转基因植株及野生型, 将20% PEG6000溶液

从植株根部浇灌进营养土(蛭石:营养土=1:3)中, 浇
灌7 d, 每天200 mL。剪取相同部位叶片于液氮冷

冻后放于–80°C保存待用。

种子的萌发及无菌苗的生长皆在组织培养

室中进行 ,  温度为(22±2)°C, 相对湿度为55%~ 
70%, 光周期为16 h光照/8 h黑暗, 光照强度27~54 
μmol·m-2·s-1。

1.6  荧光定量PCR
取用干旱胁迫后的转基因和野生型烟草同一

部位的叶片提取RNA, 以cDNA为RT-PCR模板, 根
据NtNAC1基因序列设计RT-PCR扩增引物(F: 5' 
GTTTATGGGCAGAAGGAGCAG 3'; R: 5' CCTG-
GGTGATTTGCCTTGTTT 3'), 定量分析基因的相

对表达量。以烟草actin基因作为内参(F: 5' TGGT-
TAAGGCTGGATTTGCT 3'; R: 5' TGCATCCTTT-
GACCCATAC 3')对各样本进行扩增。从NCBI数
据库中找到已报道的烟草相关基因NtNAC (F: 5' 
CTGATAAGCCAGTGGGAAAGC 3'; R: 5' CA-
CAATACCCAATCGTCAAGC 3')、δ-OAT (F: 5' 

图1  转化载体pSH-NtNAC1结构

Fig.1  Structure of transformation vector pSH-NtNAC1
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GGCACGTTCTGGTCGATTGC 3'; R: 5' CTCCGG-
CCTGAATGCAAAGC 3')和P5CS (F: 5' GTTG-
GTCGTCAGCGGCTTAG 3'; R: 5' AGTCATACA-
GAGCCATAAGGCCATTC 3')基因序列。利用

SYBR Green实时定量PCR染料法, 分别对相关基

因的表达进行分析。参照ABI公司的仪器使用说

明(7500 Real Time PCR System), 按照ΔΔCT法计算

和分析基因的表达水平。Real-time PCR的反应体

系参考姚新转等(2017)方法。

1.7  转基因烟草生理指标测定

1.7.1  酶活性及氧化途径相关产物含量测定

取胁迫第7天的T1代转基因和野生型烟草相

同部位叶片, 用测试盒(均购自苏州科铭生物技术

有限公司)测定过氧化物酶(peroxidase, POD)和超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)酶活性

以及丙二醛(malondialdehyde, MDA)和脯氨酸(pro-
line, Pro)含量, 实验操作参考试剂盒说明书。

1.7.2  光合指标测定

用L1-6400XT便携式光合作用测量系统, 选取

生长状况一致、相同部位的成熟叶片, 于晴天的

上午10:00~14:00测定净光合速率(net photosynthetic 
rate, Pn)、蒸腾速率(transpiration rate, Tr)、胞间二

氧化碳浓度(carbon dioxide density, Ci)、气孔导度

(stomatal conductance, Gs)各指标。转基因和野生

型各测定3个株系, 每叶位测定3次。

1.8  实验数据统计学分析

数据分析使用Excel 2010软件, 分别计算均值

及标准误差并绘制图表。采用SPSS 19.0统计软件

进行差异显著性分析。

2  实验结果

2.1  NtNAC1基因序列同源性比对与进化树分析结果

克隆得到的NtNAC1序列与数据库CDS序列

一致, NtNAC1 cDNA序列进行Blastp分析, 结果显

示, 其蛋白结构域与马铃薯(Solanum tuberosum, XP 
006341060.1)和辣椒(Capsicum annuum XP0165-
42547.1)相似性分别为78%和72%, 与番薯花(Ipo-
moea nil XP019187513.1)相似性为55% (图2)。选

取有代表性的10种物种蛋白序列进行系统进化树

分析, 结果显示, NtNAC1蛋白与马铃薯和辣椒有

较高的同源性(图3)。

2.2  转NtNAC1基因植株的获得

以农杆菌介导的烟草遗传转化共获得37棵
抗性植株。提取转基因和野生型植株的DNA, 以
NtNAC1基因引物进行PCR扩增。转基因植株中

都分别扩增出预期的NtNAC1目的条带, 野生型

未扩增出目的条带。表明已获得NtNAC1基因的

烟草植株, 收获T0代转基因植株的种子以作后续

实验。

2.3  干旱胁迫对转NtNAC1基因烟草根系生长的影响

对在含有不同浓度甘露醇的MS培养基上生

长2周后的T0代阳性植株进行根系长度统计。结果

如图4显示, 野生型植株与转基因植株在不同甘露

醇浓度下根的长度有所不同。未做干旱胁迫时, 
野生型与转基因植株根长并无明显差别; 甘露醇

胁迫后, 转基因与野生型植株的根系生长均受到一

定程度的抑制。随着甘露
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醇浓度增加, 植株根长变

短。3个不同甘露醇浓度处理下, 转基因植株的根

长均显著高于野生型, TP-1在100和300 mmol· L-1甘

露醇处理下根系最长; 300 mmol·L-1甘露醇处理

下, TP-9根系最长。在甘露醇胁迫下, 相较于转基

因, 野生型植株根系的生长受到更明显的抑制(P< 
0.05)。结果表明超量表达NtNAC1基因能显著提

高烟草根系对干旱胁迫的耐受能力。

2.4  干旱胁迫对转NtNAC1基因烟草植株表型的影响

正常生长14 d后(5~6叶期), 转NtNAC1基因烟

草植株和野生型植株的生长状态良好, 叶片鲜活、

生长旺盛, 表型无明显差异(图5-A)。在干旱胁迫7 d
后, 野生型植株叶片失水萎蔫, 叶片发黄皱缩; 转
基因植株的生长虽受到抑制, 但程度远小于野生

型, 仅少部分老叶轻微萎焉, 大部分叶片仍保持正

常鲜活状态(图5-B)。
2.5  干旱胁迫对烟草中NtNAC1及相关抗旱基因表

达的影响

干旱胁迫7 d后, 转基因烟草TP-2和TP-19植株

的NtNAC1相对表达量分别是野生型的2.2和2.5倍, 
差异显著(图6-A); P5CS基因相对表达量是野生型

的40%和20% (图6-B); δ-OAT基因相对表达量是野

生型的80%和70% (图6-C); NtNAC基因相对表达量

是野生型的1.3和2.7倍(图6-D)。这表明该基因可

能参与在干旱胁迫过程中烟草体内的渗透调节过

程, 提高植物抗旱性。
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图2  NtNAC1蛋白与其他物种的蛋白质序列同源比对

Fig.2  Homologous analysis of NtNAC1 protein sequences with other species
黑色表示相同残基。
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2.6  干旱胁迫对转NtNAC1基因烟草生理生化的影响

2.6.1  干旱胁迫对转NtNAC1基因烟草酶活性的影响

干旱胁迫7 d后, 2株转基因植株的SOD活性分

别达135.9和171.7 U·g-1 (FW), 野生型植株的SOD
活性仅为65.7 U·g-1 (FW), 测量的转基因植株的

SOD活性分别是野生型的2.0和2.4倍(图7-A)。转

基因植株的POD活性为552.9和572.7 U·g-1 (FW), 
野生型植株的POD活性为339.2 U·g-1 (FW), 转基因

植株的POD活性分别是野生型植株的1.6和1.7倍
(图7-B)。

MDA含量测定结果显示, 野生型植株的MDA
含量为8.6 μmol·g-1 (FW), 转基因植株的的MDA含

量分别2.9和4.0 μmol·g-1 (FW), 胁迫后野生型植株

的MDA含量分别是转基因植株的2.9和2.1倍(图7- 
C)。Pro含量测定结果显示, 胁迫后野生型植株的Pro
含量为208.1 μg·g-1 (FW), 转基因植株的Pro含量分别

为23.2和24.3 μg·g-1 (FW), 野生型植株Pro含量分别是

转基因的8.9和8.5倍(图7-D)。以上结果表明, 干旱

胁迫时, 转基因烟草的保护酶活性比野生型高, 氧化

途径有关产物含量比野生型低。转NtNAC1基因烟

草在干旱胁迫下其抗旱性有一定程度的提高。

2.6.2  干旱胁迫对转NtNAC1基因烟草植株光合特

性的影响

在对烟草植株进行光合特性测量结果显示, 在
10:00~14:00测定期间, 干旱胁迫下野生型植株的

净光合速率(Pn)先降低后稍有上升, 转NtNAC1基因

植株的净光合速率(Pn)成下降趋势, 但在测定的时

间段内转基因的Pn均极显著高于野生型(P<0.01) 
(图8-A)。野生型植株的气孔导度(Gs)稍有升高, 随
后降低, 转基因的气孔导度(Gs)逐渐降低, 在14:00
时刻与野生型无差异(图8-B)。转NtNAC1基因植

株胞间二氧化碳浓度(Ci)在10:00时刻高于野生型, 
随后均低于野生型, 在13:00与14:00时刻极显著低

于野生型(P<0.01) (图8-C)。转NtNAC1基因植株的

蒸腾速率(Tr)在10:00时刻极显著高于野生型(P< 
0.01), 随后野生型植株的蒸腾速率(Tr)增大, 均比

10:00时刻高, 在14:00时刻与转基因无差异(图8- 
D)。以上结果表明转NtNAC1基因提高了烟草的光

合特性, 干旱条件下仍能维持比野生型较强的光

合作用以维持植物生长发育。

图3  NtNAC1蛋白与其他物种蛋白的系统进化分析

Fig.3  Phylogenetic analysis of NtNAC1 proteins and other species

图4  不同浓度甘露醇胁迫下野生型和转基因植株根长的变化

Fig.4  Changes of mannitol stress wild and transgenic type 
plant roots under different concentrations of mannitol
WT: 野生型; TP-1、TP-2和TP-19: 不同转基因植株。*表示

与野生型之间差异显著(P<0.05), **表示与野生型之间差异极显著

(P<0.01)。下图同此。
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3  讨论

干旱是影响植物生长发育的重要非生物因素, 
在植物对干旱的适应过程中, 抗旱相关基因的表

达具有重要作用(车永梅等2018)。分离和鉴定干

旱应答的相关基因及揭示其调控机制是研究植物

抗逆性的重点。NAC转录因子是植物所特有的一

类重要调控因子, 在调节植物生长发育过程以及非

生物胁迫反应中起着重要作用(胡蝶等2011; Shao等

2015)。Han等(2014)的研究发现NtNAC2受高浓度

的盐诱导, 主要在烟草根、茎和花中表达。表明

NtNAC2参与植物的非生物胁迫响应过程。本实验

克隆了一个NAC转录因子NtNAC2, 研究该基因在

植物干旱胁迫过程中的作用。结果发现, 在干旱

胁迫下过表达NtNAC2的植株幼苗的根系生长受抑

制程度显著小于野生型植株(图4), 并且植株叶片

能维持正常条件下的表型(图5), 这一结果与刘洋

等(2016)一致。表明超量表达NtNAC1基因能显著

图5  正常条件与干旱胁迫处理下烟草植株生长变化

Fig.5  Changes of growth of tobacco plant under normal condition and drought stress

图6  干旱胁迫对转基因烟草相关抗旱基因表达的影响

Fig.6  Effect of drought stress on expression of drought resistance genes in transgenic tobacco
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提高烟草幼苗根系对干旱胁迫的耐受能力, 可以有

效提高植物对水分的合理分配, 降低干旱产生的损

害, 增加植株干旱胁迫下的生存率。

NtNAC1基因在调控植物抗逆境方面起重要

作用, 并引起相应基因如δ-OAT、P5CS和NtNAC的

变化。本实验结果发现NtNAC1和NtNAC基因在植

物遭受干旱胁迫下基因表达均上调。脯氨酸合成

的2个关键酶基因P5CS、δ-OAT表达下调, 与结果

中脯氨酸含量较少一致。

植株在正常情况下体内的活性氧清除系统使

图7  干旱胁迫对转基因烟草植株SOD、POD活性及MDA、Pro含量的影响

Fig.7  Effects of drought stress on SOD, POD activities and MDA and Pro contents in transgenic tobacco

图8  干旱胁迫对转基因烟草光合特性的影响

Fig.8  Effect of drought stress on photosynthetic characteristics of transgenic tobacco
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细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)保持在

较低的水平, 不会对植物造成伤害(张祎等2017)。
一旦受到干旱胁迫, 会导致植物细胞ROS含量急剧

上升, 积累大量自由基, 引起膜质的过氧化, 导致

膜系统的破坏, 对细胞组分和结构造成氧化损伤

(Gill和Tuteja 2010)。植物体内的SOD和POD对清

除自由基起重要作用, 其活性与抗旱性成正相关

关系(周瑞莲和王刚1997), 因此可以用SOD和POD
的活性反应植物的抗旱能力。本研究结果表明Nt-
NAC1基因表达受干旱的强烈诱导, SOD和POD酶

活性比野生型显著提高, 增强了烟草对活性氧的清

除能力。MDA含量反映了膜脂过氧化程度, 本研

究测得转基因MDA含量显著低于野生型, 这与贺

晓岚(2016)的丙二醛含量与植物的抗逆性呈负相

关趋势基本一致, 有效缓解干旱胁迫对膜系统的

伤害。脯氨酸是植物体内的重要渗透调节物质, 
干旱胁迫下脯氨酸含量增加有利于维持渗透调节, 
增强根系吸水, 增强细胞膜系统的稳定性, 清除活

性氧, 其在植物中的积累量可作为植物抗逆境胁

迫能力强弱的依据(王宝增2011)。本研究测得转

基因植株的Pro含量显著低于野生型, 与刘延波等

(2014)的干旱胁迫下植物脯氨酸结果相反, 可能是

因为转基因植株受干旱的胁迫影响较小, 并未积

累过多脯氨酸。以上结果表明转NtNAC1基因可通

过增强植株的活性氧清除能力、及时修复细胞损

伤的功能, 提高植株对干旱胁迫的抵抗能力。

干旱胁迫下提高植物水分利用效率(WUE)是
增强植物抗旱性的重要途径, 前人研究认为, 提高

植株水分利用效率是通过提高净光合速率和诱导

气孔关闭而降低气孔导度, 干旱胁迫下诱导叶片

气孔开度受抑或气孔关闭, 因而水分耗散减少, 最
终植物保水能力和对干旱的耐受性提高(陈娟等

2006; 郭贵华等2014)。本研究发现, 干旱胁迫下, 
转基因植株的净光合速率显著高于野生型, 说明

转基因较野生型烟草植株具有更好维持水分的能

力来应对干旱。

综上所述, NtNAC1基因的过量表达提高了转

基因烟草的抗旱性, 为作物逆境胁迫提供了重要

候选基因, 对培育抗旱烟草新品种创造了新的育

种材料。目前, NAC转录因子的研究尚处于基因

克隆、结构鉴定、表达分析等层面上, 只有极少

一部分NAC转录因子的功能得到明确的验证(胡蝶

等2011)。本研究不仅表明了转NtNAC1基因的表

达在模拟干旱胁迫条件下减少了环境胁迫对细胞

造成的损伤, 提高了植株的抗逆能力, 并且从生物

学功能方面验证了NAC转录因子在植株抗逆性方

面的功能, 对利用转录因子提高作物的抗逆性提

供重要的参考价值。
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Cloning of NtNAC1 gene from Nicotiana tabacum and its analysis of 
drought-resistant function
XU Xiao-Yan1, YAO Xin-Zhuan1, LÜ Li-Tang1,2,*, ZHAO De-Gang1,3,*

1College of Life Sciences and Institute of Agro-Bioengineering, the Key Laboratory of Plant Resources Conservation and 
Germplasm Innovationin Mountainous Region (Ministry of Education), Guizhou University, Guiyang 550025, China 
2College of Tea Sciences, Guizhou University, Guiyang 550025, China 
3Guizhou Academy of Agricultural Science, Guiyang 550006, China

Abstract: NAC transcription factor plays an important role in plant signal transduction and abiotic damage. In 
this study, the NtNAC1 gene was cloned from the cDNA library of tobacco, and the coding region was 861 bp 
in length, encoding 286 amino acids. The phylogenetic tree analysis showed that the amino acid sequence en-
coded by NtNAC1 gene was the highest homologous to potato and 37 strains of transgenic tobacco obtained by 
Agrobacterium tumefaciens were treated with 20% PEG6000 for 7 days. The results showed that the activities 
of superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD) in transgenic plants were higher than those in wild type. 
The contents of MDA and proline were lower than those of wild type. The results showed that the expression of 
NtNAC1 and NtNAC gene were higher than wild type by RT-PCR analysis, and the pyrroline-5-carboxylic acid 
synthase (P5CS) and ornithine-δ-aminotransferase (δ-OAT) were lower than wild type. The T0 transgenic and 
wild type seeds were selected to analyze the drought tolerance of seedling roots. The results showed that under 
the condition of 300 mmol·L-1 mannitol, the transgenic plant roots were more inhibited than wild type roots. 
The results showed that the expression of NtNAC1 gene could increase the drought tolerance of plant. 
Key words: NtNAC1 gene; cloning; enzyme activity; drought resistance
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