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摘  要：以‘光辉’海棠（Malus spectabilis‘Guanghui’）与‘王林’苹果（Malus × domestica‘Orin’）

杂交后代中分离出来的红肉苹果果实为试验材料，克隆得到 1 个 NAC（NAM，ATAF1/2，CUC2）转录因

子基因，命名为 MdNAC029。该基因开放阅读框（ORF）为 843 bp，编码含有 280 个氨基酸的蛋白。保

守结构域分析显示，MdNAC029 蛋白在 N 端包含 1 个保守的 NAC 结构域。基因表达分析显示该基因在

红肉苹果果实中表达量较非红肉果实高。在‘王林’苹果愈伤组织中超表达 MdNAC029，其花青苷积累

显著增加，表明 MdNAC029 在调控花青苷积累过程中发挥重要作用。对 MdMYB1 启动子序列进行分析，

发现其序列包含 1 个 MdNAC029 转录因子的结合位点。同时，烟草瞬时表达试验显示，MdNAC029 能够

激活 MdMYB1 基因的表达。由此推测，MdNAC029 可能通过直接促进 MdMYB1 基因的表达，正向调节花

青苷的积累。 
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Abstract：The apple NAC（NAM，ATAF1/2，CUC2）gene MdNAC029 was cloned by using PCR 

technology from the red flesh apple that was separated from the cross between‘Guanghui’（Malus 

spectabilis）and‘Orin’（Malus × domestica）. The open reading frame（ORF）of MdNAC029 contained 

843 bp，encoding a protein of 280 amino acid residues. Conserved domain analysis showed that 

MdNAC029 contained a conserved NAC domain. The transcriptional analysis indicated that the expression 

of MdNAC029 was higher in the red flesh apple than non-red flesh apple. The MdNAC029-overexpressing 

apple calli exhibited increased anthocyanin content，suggesting that MdNAC029 might play an important 
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role in regulating anthocyanin accumulation. The sequence of MdMYB1 promoter region was analyzed and 

a putative NAC-DNA binding motif was found. Meanwhile，the transient expression assays were 

performed in Nicotiana benthamiana leaves. And the results showed that MdNAC029 could induce the 

expression of MdMYB1. It is speculated that MdNAC029 up-regulates anthocyanin accumulation by 

directly promoting the transcript of MdMYB1. 

Keywords：apple；NAC transcription factor；MdMYB1；anthocyanin 

 

NAC（NAM，ATAF1/2，CUC2）是植物中最大的转录因子家族之一，广泛分布于陆生植物中。

第 1 个 NAC 转录因子是从矮牵牛中克隆得到（Souer et al.，1996），随后在拟南芥、水稻等物种中

相继发现。目前在拟南芥和水稻中已分别鉴定了 117 和 151 个 NAC 转录因子（Kim et al.，2010；

Nuruzzaman et al.，2010）。NAC 转录因子家族成员的共同特点是在 N 端包含保守的 NAC 结构域，

在 C 端具有高度变异的调控区（Olsen et al.，2005）。作为转录因子，NAC 蛋白能够通过结合下游

靶基因的 CACG 序列调节下游靶基因的表达，进而影响植物生长发育过程（Olsen et al.，2005；李

伟 等，2011）。NAC 转录因子一般通过形成 NAC 蛋白同源或异源二聚体的形式发挥生物学功能（李

鹏 等，2010；李伟 等，2011）。不同的 NAC 转录因子具有不同的蛋白结构，其在蛋白结构上的差

异导致不同的 NAC 蛋白具有不同的生物学功能（Ooka et al.，2003；Ernst et al.，2004）。 

大量研究表明，NAC 转录因子的生物学功能涉及到植物生长发育（杨晓娜 等，2014），非生物

胁迫响应（Nakashima et al.，2012；王瑞芳 等，2014），信号转导（Kim et al.，2007）及次生代谢

调控（Zhong et al.，2006）等方面。Guo和Gan（2006）研究发现拟南芥NAC转录因子AtNAP/AtNAC029

参与叶片衰老，超量表达 AtNAP/AtNAC029 会造成植物早熟性衰老。在水稻中也发现，OsNAC5 参

与调控叶片的衰老（Perotto et al.，2009）。NAC 家族成员在植物逆境胁迫应答中也发挥着重要作用。

在水稻中超量表达 SNAC2 可提高其抗冷性（Hu et al.，2008）。超量表达 OsNAC6 和 SNAC1 提高了

水稻对干旱和高盐的耐受性（Nakashima et al.，2007；Zheng et al.，2009）。此外，NAC 转录因子在

植物次生物质代谢中也发挥重要的调控作用。Ko 等（2007）的研究结果表明，ANAC012 在木质部

纤维发育过程中发挥负调控作用，过量表达 ANAC012 导致木质部纤维次生壁变薄。最近的研究表

明，红肉桃 NAC 转录因子 PpNAC1 能够通过激活 PpMYB10.1 基因表达促进红肉桃着色（Zhou et al.，

2015）。 

自从植物 NAC 转录因子发现以来，其研究主要集中在拟南芥、水稻等模式植物（李鹏 等，2010）。

作为多年生木本植物苹果，NAC 转录因子的功能研究尚未见报道。 

本试验中从红肉苹果中鉴定并分离了 1 个 NAC 基因 MdNAC029。通过转基因分析发现

MdNAC029 在调节花青苷积累过程中发挥重要作用。烟草瞬时表达试验表明，MdNAC029 可能通过

激活 MdMYB1 基因的表达影响苹果花青苷积累，这为揭示 NAC 转录因子调节花青苷积累提供了理

论基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验材料是从‘光辉’海棠（Malus spectabilis）与‘王林’苹果（Malus × domestica）杂交后

代中分离出来的红肉和非红肉苹果果实。取自山东省烟台市农业科学院果树试验站，取样时间为
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2016 年 8 月 1 日。取样后用液氮速冻保存备用。 

‘王林’苹果愈伤组织在继代培养基（MS + 1.5 mg · L-1 2,4-D + 0.5 mg · L-1 6-BA）中室温（24 ℃）

暗处培养，并且每隔 15 d 更新继代 1 次培养基，用来进行遗传转化。 

本氏烟草（Nicotiana benthamiana）用来进行瞬时表达试验。 

1.2  RNA 的提取与基因克隆 

红肉苹果果实、苹果幼苗及愈伤组织的 RNA 提取采用天根生化科技有限公司的 Plus 植物总

RNA 提取试剂盒（DP437）。以提取的 RNA 为模板，按照 Clontech SMARTTM Library 试剂盒说明书

进行反转录，合成 cDNA 第 1 链。 

根据在苹果基因组数据库（https：//www.rosaceae.org/）中检索到的序列设计引物 MdNAC029-F/R

（表 1），以红肉苹果果实的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增。PCR 反应程序为：94 ℃预变性 5 min，

94 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，32 个循环；72 ℃后延伸 5 min。PCR 产物用 1%

琼脂糖凝胶电泳并回收目的条带，连接到克隆载体 pMD18-T 进行测序。 

1.3  实时荧光定量 PCR 分析 

以 MdActin（GenBank accession number：CN938024）为内参基因，使用康为世纪科技有限公司

的 Ultra SYBR Mixture 试剂盒和 BIO-RAD IQ5 仪器进行实时荧光定量 PCR 分析。所有 PCR 均设 3

个重复。PCR 反应体系：2× UltraSYBR Mixture 10.0 μL，cDNA 1.0 μL，加去离子水至 20 μL。PCR

反应程序：94 ℃预变性 10 min；94 ℃变性 15 s，56 ℃退火 15 s，65 ℃延伸 15 s，40 个循环，每

次循环第 2 步进行荧光采集。最后采用 2-∆∆CT 法（宋来庆 等，2016）进行定量数据分析。所用引物

见表 1。 

 

表 1  基因克隆和载体构建所用到的引物序列 

Table 1   Primers used for gene expression analysis and vector construction in this study 

引物名称 

Primer name 

序列（5′–3′） 

Sequence 

MdNAC029 F：ATGGAGGCAAAACGAAGCTC；R：CGGTCCAAACCACGGTTGGT 

MdNAC029（qRT） F：AGCATCCGGGCAAAGCTTATCTGGA；R：CGGTCCAAACCACGGTTGGTGGTTA 

Actin（qRT） F：AGGCGCGCAAATTACCCAATCC；R：AGGCGCGCAAATTACCCAATCC 

MdMYB1（qRT）  F：GAAAGAGCTGCATATCCCAG；R：CTATTCTTCTTTTGAATGATTCC 

MdDFR（qRT）  F：GTTGAGGGAGATAGGGTTTGAG；R：GGTAAATGTAAAACAATAGAGAGG 

MdUFGT（qRT）  

MdF3H（qRT） 

MdCHI（qRT） 

MdCHS（qRT） 

MdMYB1（LUC） 

MdMYB1（LUC-mut） 

F：GGAAGTGGTTTTGTCGCCTG；R：CATTATTATTGAGCAACGAACAGC 

F：GCCGATCACCTACACCGAG；R：GTACAAGAAGTGGGAAGGC 

F：GCTACAAATGCGGTGATAG；R：CGCCTCCACTACAACCTCC 

F：GGCAAGTGCTGTCGGATT；R：CCCAAAGAAATAACCACAAG 

F：AAAGGACCCTGAACACGTGGGAACCG；R：TTATGCATAGAAGTTGCTCAAGTTTAT 

F：AAAGGACCCTGAAAACTTGGGAACCG；R：TTATGCATAGAAGTTGCTCAAGTTTAT 

 

1.4  超表达载体构建及苹果愈伤组织转化和鉴定 

利用引物中引入的 BamHⅠ和 PstⅠ酶切位点，将 MdNAC029 从 pMD18-T 载体切除回收，并对

pCAMBIA-1300 进行同样酶切，将两者在 16 ℃连接，转化大肠杆菌 DH5α，鉴定阳性单菌落。成功

构建 MdNAC029-pCAMBIA-1300 超表达载体。 
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用 MdNAC029-pCAMBIA-1300 转化农杆菌 LBA4404。取 10 d 左右生长状态良好的苹果愈伤组

织与转化的农杆菌室温孵育 20 min。将愈伤组织纱网过滤并吸干表面的菌液，置于继代培养基上培

养 1 ~ 2 d。随后将苹果愈伤组织转移至筛选培养基（继代培养基 + 100 mg · L-1 潮霉素 + 500 mg · L-1

头孢霉素）。 

PCR 检测得到的阳性转基因愈伤组织，在筛选培养基上继代 3 代以上。 

1.5  苹果愈伤组织着色试验 

选择生长状态一致的野生型（WT）和转基因（MdNAC029-L1 和 MdNAC029-L2）苹果愈伤组

织进行着色试验。将愈伤组织放置到持续光照（光子通量密度约为 100 μmol · s-1 · m-2）、16 ℃培养

箱内进行培养，观察着色情况。 

使用花青苷提取液（95%无水乙醇 + 1.5 mol · L-1 HCl）在暗处提取苹果愈伤组织内的花青苷。

使用分光光度计检测吸光度。花青苷含量 OD =（A530–A620）–0.1 ×（A650–A620）。着色试验重复 3

次，花青苷含量取 3 个平行试验的平均值。 

1.6  烟草瞬时表达试验 

本氏烟草叶片用来进行瞬时表达试验。将 MdNAC029 的 ORF 序列连接到 pGreenⅡ62-SK 载体

（MdNAC029-pGreen 62-SK），MdMYB1 结合位点序列和突变位点序列（在引物上突变）分别连接

pGreen 0800-LUC（MdMYB1-pGreen 0800-LUC 和 MdMYB1-mut-pGreen 0800-LUC）。重组载体转化

农杆菌并注射烟草叶片。烟草植株培养 3 d 后，使用荧光素酶和活体成像系统检测不同组合农杆菌

注射烟草叶片的荧光强度（An et al.，2017）。 

烟草瞬时表达试验重复 3 次，荧光强度是基于 3 个平行试验的平均值。 

1.7  统计学分析 

使用 R（3.0.2）软件 t-test 进行统计学分析。* P < 0.05 表示差异显著；** P < 0.01 表示差异极

显著。 

2  结果与分析 

2.1  苹果MdNAC029的克隆 

将从‘光辉’海棠与‘王林’苹果杂交后代中分离出来的红肉和非红肉苹果果实进行转录组测

序，分析红肉和非红肉苹果果实（图 1，A）中 44 个 NAC 基因的表达差异（图 1，B），并从中筛选

出 1 个（序列号：MDP0000481448）在红肉苹果果实中相对表达量最高的 NAC 基因。 

实时荧光定量 PCR 结果也显示，MDP0000481448 在红肉苹果果实中的表达量显著高于非红肉

苹果果实（图 1，C）。 

通过 NCBI 序列比对分析发现，MDP0000481448 与拟南芥 AtNAC029/AtNAP 同源性最高。因

此，将此基因命名为 MdNAC029。 

对拟南芥 AtNAC029 和苹果 MdNAC029 的氨基酸序列进行比对分析（图 1，D）结果显示， 

MdNAC029 蛋白在 N 端包含一个保守的 NAC 结构域。 
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图 2  苹果 MdNAC029基因 RT-PCR 扩增产物电泳 

Fig. 2  Electrophoresis of RT-PCR products for  

cloning of MdNAC029 

 

 

图 1  鉴定苹果MdNAC029基因 

A：红肉和非红肉苹果果实；B：44 个 NAC 基因在红肉苹果果实中的相对表达量（红肉苹果与非红肉苹果果实的比值）； 

C：MDP0000481448 基因在红肉苹果中的相对表达量；D：MdNAC029 保守结构域分析， 

红框区域代表 NAC 结构域。 

Fig. 1  Identification of MdNAC029 gene 

A：Red flesh fruit and non-red flesh fruit；B：The relative expression level of 44 NAC genes in red fresh fruit and  

non-red flesh fruit；C：The relative expression level of MDP0000481448 in red fresh fruit and non-red flesh fruit； 

D：Conserved domains analysis of MdNAC029. The conserved NAC  

domain was indicated by red frame. 

 

通过 RT-PCR 技术克隆获得 1 条大约 800 

bp 的条带（图 2）。 

对克隆得到的片段测序分析，显示该基因

片段的 CDS 长度为 843 bp，编码 1 个含 280

个 氨 基 酸 的 蛋 白 质 ， 此 基 因 片 段 即 为

MdNAC029。 

2.2  超表达 MdNAC029 的苹果愈伤组织促进

花青苷积累 

为了进一步研究 MdNAC029 的功能，构建

MdNAC029-pCAMBIA-1300 植物超表达载体

（图 3）。 

将重组超表达载体转化农杆菌 LBA4404，通过农杆菌介导的遗传转化侵染苹果愈伤组织。半定

量 PCR 检测转基因株系 MdNAC029 表达量（图 4），确认获得两个转基因株系 L1 和 L2。 
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图 3  MdNAC029-pCAMBIA-1300 结构示意图 

Fig. 3  Schematic diagram of the MdNAC029-pCAMBIA-1300 construct 

 

 
图 4  MdNAC029 转基因苹果愈伤组织鉴定 

Fig. 4  Identification of MdNAC029 transgenic apple calli 

 

对获得的两个 MdNAC029 转基因苹果愈伤组织株系 L1 和 L2 进行持续光照处理，10 d 后转基因

苹果愈伤组织积累较多花青苷（图 5，A、B）。实时荧光定量 PCR 检测花青苷合成相关基因的表达，

结果显示，超表达 MdNAC029 明显促进了 MdMYB1 和花青苷合成结构基因的表达（图 5，C）。 

 

 
 

图 5  野生型（WT）和 MdNAC029 转基因株系（L1 和 L2）苹果愈伤组织花青苷积累（A、B）和相关基因的表达（C） 

Fig. 5  Phenotypes of wild-type（WT）and transgenic（L1 and L2）apple calli on the anthocyanin accumulation（A，B）and the expression 

levels of anthocyanin biosynthetic genes（C） 
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2.3  MdNAC029 转录因子直接激活MdMYB1基因的表达 

通过对 MdMYB1 启动子序列进行分析，发现其序列包含 1 个 MdNAC029 转录因子的潜在结合

位点（图 6；图 7，A）。 

为了验证 MdNAC029 对 MdMYB1 基因的调控作用，构建 MdNAC029-pGreen 62-SK，

MdMYB1-pGreen 0800 LUC（结合位点）及 MdMYB1-mut-pGreen 0800-LUC（突变结合位点）载体，

转化农杆菌并混合注射烟草叶片。烟草植株培养 3 d 后，使用荧光素酶和活体成像系统检测不同组

合农杆菌注射烟草叶片的荧光强度。结果显示，混合注射 MdNAC029-pGreen 62-SK 和

MdMYB1-pGreen 0800 LUC 菌液能够激活 MdMYB1 基因的表达（图 7，B）。但是当突变了 MdMYB1

启动子上的 MdNAC029 的结合位点后，MdMYB1 的表达明显受到抑制（图 7，C）。以上结果表明，

MdNAC029 能够通过直接激活 MdMYB1 基因的表达促进花青苷积累。 

 

TCTTCATCTCTCTACTGCAGTGCCTAGAAATGGTTCATGTATAACAGTATCAGTTCGTGCATCAGTGGTTCAATTGCAGTGC 

TCAGAAATCGTTCGAAGGTSTAAGGTGACATAAATTCCCCCCTATTTCTGTTCGAAATCTTCAATTCTTTAGATTTAAGRTA 

TTCARTTTTAGGGATATAGGCTTGAAGAATCAATTAGGGATTTACAAAATGATTAAAGGGATTTTGGGTGTTTGCTGTTGC 

CATTTTTKAACACRACATCAGTTCCACTAYTCTTTCATTTTCCCTCAATTTCTGAGCAACCAAACAAGTAGCATTATTGACA 

ACATACTGAGCTCCTCGTGTCAACCATTCTTGAAAGAATCCTAATAAAGATTTATAGGCAAATTATGCCCTAGAAAAAATT 

TAATAAAAAGGACCCTGAACACGTGGGAACCGRCCCGTTTGTAACAGACTGAGATAGGTCCGGTTCTATTTCTTAWAAAC 

CCAACACCCGCTATGTTCMATTTATAAACGGGTCCGGTCTGGTCCCTCCAACTTTGAGCCCGGCTCGACTTGTGCCCACTC 

CTAAACTAAACCATATAAAAACCAAGATTTCCCTTTCATCTTTCACACATATCACGTTACTTTCCAACAACAATTCAACAAT 

CACAACAAATAATCAACCATCAAGATCATATATCACGTCACTAATAAAGACAACCTTCAYAAGGGTTGTCGTAGYTCTCTA 

CWKGAAATCCAATTGTCTAGCATTGTAACCCTAAGTTACRGACACAAACATAAACTTGAGCAACTTCTATGCATAAGAAT 

CTRGGGTTTTGGACTAACTCAACAGAACCTAACAAGAAATAATATTCTGGACYGCTTAACGGAATCCAACGAAGACAAGG 

TTTCGGACCACTCAACGGAACAAATAAGGGAAAGGGATATAAACCATTCAACGAAATCCATCTTTAGAATACGCATAGTC 

YCCCAATACGGAYTAACCAAGTGAGAACATACGCCATCTGATAGCGTGGTCCCGCAAGACAGATAACCAAGTAGGACCAC 

CGATGGTATAATGTGACCAAGTAAGCAGTGACCCTAAATGTMGATTAACCACRTGGAGTTAAATTAACAAGGCTGAACCA 

CCTATGAAAATAATGTAAGCCTGAAATCTTAGGWGAGAATTCTTGCTCTAGGGGACAAATGATTTTCGTAYGCCYAAGTG 

TTTTTTTAGTGACAGTAAACTAAGATTTGAGTACAGAGACATTAACTGAGATTGACTCTTGTGAAAGCTTAGTGAGTTGAA 

GCACGTAGGCCAATTATATTGAGCAATGTGTTAGGTGTAGCGTCTAAACTTCCGTAGGAGAGTTTTGTACAGCAATATAGT 

GGGGGTGCCGCAAAATGCAGACAGTAGCAATAAATTACGGGCTAGGATTTTCTCCTCTCTTTTTTTCGTTCCATTCCATCCA 

TTCCTCTCACATTCTTTATTTTGTCTTTCTATTTCTATAAAAAATTAATAGAAGATGTTCATGTAACTTGACCGTGACTATTC 

AAATAGGAGGGGAATGAAGAAGAGGGAAAAAAAGAGAGGAGAGAATCCTACTCCATAAATTACAAGCAAACAMYTTTTT 

TTTTTTTKGACAAGCAGAAGCAAAAMAAACACTTGAAAAAGCAGCGAAAGCATGATAAAGGTATCTTATGGTGGTCAAA 

GATGTGTGTTGTAACTAGTTACACGATTCTGCATTCACATTCATAGAATGTGCTTTTGAATATTATATTACAGCTAGAGAAT 

TTTATGCCCTGGGATTGATTTCCCTTGTCAATGTTGTCGTGCAGAAATGTTAGCTTTTCTATATATYGAGTGTGTGTGTGTGT 

GTGTATTTCACAAGTTAGACTGGTAGCTAWTAACAACTGTTGGAATGTTTTAAACTTGTCAGTGTTTGCTTCTGTGGATATC 

AGACATGCACGTCACTGGCCTTGTAAGATTAATTAGGCCGATGGTATCCATAGCGTTAAYGTCATGGCAAACACACTCTAA 

TTATATATAATGGTAGCTAGGTGTCTTTCTGGAGTGTATGAAGTGGGTAGCAGGCAAAAGAWWAGCTAAGCTTAGCTGCT 

AGCAGATAAGAG 

 

图 6  MdMYB1启动子序列 

下划线标注表示潜在 NAC 结合位点。 

Fig. 6  Promoter sequence of MdMYB1 

The underline represents the potential NAC binding site. 

 



An Jianping，Song Laiqing，Zhao Lingling，You Chunxiang，Wang Xiaofei，Hao Yujin. 
Overexpression of MdNAC029 promotes anthocyanin accumulation in apple calli. 

852                                                                        Acta Horticulturae Sinica，2018，45 (5)：845–854. 

 

 

图 7  瞬时试验显示 MdNAC029 促进MdMYB1基因表达 

A：图示 MdMYB1 启动子包含 1 个潜在的 MdNAC029 的结合位点；B：烟草叶片瞬时表达试验；C：发光强度定量分析。 

a 表示 MdNAC029-pGreen 62-SK 和 MdMYB1-pGreen 0800 LUC 菌液共同注射；b 表示 MdNAC029-pGreen 62-SK 和 

MdMYB1-mut-pGreen 0800 LUC 菌液共同注射。 

Fig. 7  Transient expression assays showing that MdNAC029 promotes the expression of MdMYB1 

A：Schematic diagram of the MdMYB1 promoter showing the potential MdNAC029 binding sites；B：Representative images of  

Nicotiana benthamiana leaves 72 h after infiltration were shown；C：Quantitative analysis of luminescence intensity. 

a：Co-injection of MdNAC029-pGreen 62-SK and MdMYB1-pGreen 0800 LUC； 

b：Co-injection of MdNAC029-pGreen 62-SK and MdMYB1-mut-pGreen 0800 LUC. 

3  讨论 

NAP/NAC029 转录因子在植物生长发育过程中发挥重要作用。其广泛参与到花和种子发育

（Sablowski & Meyerowitz，1998；Meng et al.，2007），根系形态建成（de Ze´licourt et al.，2012），

叶片和果实的衰老等过程（Guo & Gan，2006；Kou et al.，2012；Liang et al.，2014）。此外，NAP/NAC029

也响应多种胁迫。例如，NAP/NAC029 被发现能够响应干旱胁迫（Sakuraba et al.，2015）。最近的

研究也显示，NAP/NAC029 负调控植物的盐胁迫响应（Seok et al.，2017）。但是，NAP/NAC029 在

调节花青苷积累过程中的作用及其潜在的分子机制还不清楚。本研究中，通过转录组测序分析，分

离出在红肉苹果中表达量最高的 NAC 转录因子基因 MdNAC029，并通过转基因技术验证了在苹果

愈伤组织中超量表达 MdNAC029 基因促进花青苷积累。 

在苹果中，MdMYB1 转录因子在调控花青苷积累过程中发挥关键作用。它能够通过激活下游花

青苷合成相关基因，如二羟基黄酮醇还原酶（dihydroflavonol 4-reductase，DFR），类黄酮 3–O–糖

基转移酶（UDP glucose：flavonoid 3-O-glucosyltransferase，UFGT），黄烷酮 3–羟化酶（flavanone 

3-hydroxylase，F3H），查尔酮异构酶（chalcone isomerase，CHI）和查尔酮合成酶（chalcone synthase，

CHS），调控花青苷积累（Honda et al.，2002；Espley et al.，2007）。对转基因苹果愈伤组织进行基

因表达分析，发现超表达 MdNAC029 显著促进 MdMYB1 基因及其下游花青苷合成相关基因的表达。

作为转录因子，NAC 转录因子能够通过结合下游靶基因的 CACG 序列调节基因的表达。通过对

MdMYB1 基因的启动子序列进行分析，发现其序列包含 1 个 MdNAC029 转录因子的潜在结合位点。

通过烟草瞬时表达试验验证了 MdNAC029 确实可以直接激活 MdMYB1 基因的表达。 
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综上，本研究在苹果中首次鉴定了 1 个 NAC 转录因子参与花青苷积累。并且通过生理和生化

手段验证了 MdNAC029 可能通过直接激活 MdMYB1 的表达促进花青苷积累。后期拟将通过酵母单

杂交试验（Y1H）和电泳凝胶迁移率试验（EMSA），进一步验证 MdNAC029 蛋白与 MdMYB1 启动

子的结合。 
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