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苹果 MdNAC9 的克隆及其调控黄酮醇合成功能

的鉴定 
孙庆国，姜生辉，房鸿成，张天亮，王  楠，陈学森* 
（山东农业大学园艺科学与工程学院，作物生物学国家重点实验室，山东泰安 271018） 

摘  要：为了探究红肉苹果黄酮醇合成机理，分析通路相关基因，从成熟期红肉苹果中克隆了 1 个

NAC 转录因子基因 MdNAC9。通过 Real-Time PCR、酵母单杂交和荧光素酶报告试验，探究 MdNAC9 与

苹果黄酮醇积累的相关性。结果表明，在苹果果实和过表达 MdNAC9 的愈伤组织（OENAC9）中 MdNAC9

表达量变化与黄酮醇合成相关基因 MdFLS 表达量变化趋势一致。酵母单杂交试验证明，MdNAC9 具有转

录激活功能，能够特异结合 MdFLS 基因启动子。荧光素酶报告试验显示，MdNAC9 对 MdFLS 的启动子

有激活作用，促进 MdFLS 的表达。MdNAC9 可能通过激活 MdFLS 促进苹果黄酮醇积累。 
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Abstract：In order to explore the mechanism of flavonol synthesis in red flesh apple，we analyzed the 

pathway-related genes using mature red flesh apples，and cloned a transcription factor gene MdNAC9. The 

correlation between MdNAC9 and flavonol accumulation was explored by Real-Time PCR，yeast 

one-hybrid and luciferase reporter assay. The results showed that the expression of MdNAC9 was 

positively correlated with MdFLS，a key gene in flavonol synthesis，in fruit and over-expressed callus 

（OENAC9）. Yeast one-hybrid showed that MdNAC9 could specifically bind to MdFLS promoter. 

Luciferase reporter assay proved that MdNAC9 could promote the expression of MdFLS. MdNAC9 may 

promote flavonol accumulation by activating MdFLS. 

Keywords：apple；NAC transcription factor；yeast one-hybrid；luciferase reporter assay；subcellular 

localization；flavonol 
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类黄酮物质种类众多，包括花青素、黄酮醇、黄烷醇等，具有丰富的生物活性和药理作用，不 

仅能清除人体内的自由基，还能解毒抗炎，对人类许多疾病具有治疗作用（Amado et al.，2011；de 

Souza et al.，2011；Yang et al.，2013）。 

苹果中含有较多的易于被人体吸收的类黄酮物质（陈学森 等，2010）。近年来，围绕苹果黄酮

类代谢机理的研究取得较大进展，其中黄酮醇是类黄酮化合物中数量最多、分布最广泛的一类（聂

继云 等，2009；Liu et al.，2016）。R2R3-MYB 转录因子首次在拟南芥中报道参与黄酮醇合成代谢

（Stracke et al.，2007；Mehrtens et al.，2015）。随后，在葡萄中分离到调控葡萄果实黄酮醇积累的

基因 VvMYBF1（Czemmel et al.，2009）。在海棠中，McMYB4 和 McMYB7 在不同环境条件下对黄酮

醇合成过程至关重要（Wang et al.，2015，2017）。在植物中，转录因子对类黄酮生物合成至关重要

（Wang et al.，2017）。已有报道 NAC 转录因子参与了类黄酮途径的调控。有研究报道，当血橙遭

遇冷害时，NAC 转录因子在应激过程中参与了花青苷的积累（Crifò et al.，2012）。在桃中，NAC

转录因子促进花青苷代谢相关基因的表达，并能够激活 PpMYB10.1，进而促进花青苷积累着色（周

晖，2015）。在拟南芥中，NAC 转录因子可以作为花青素合成途径关键酶基因的转录调节因子，也

可以与 MBW 复合物相互作用（Zhou et al.，2015）。除此之外，NAC 转录因子在其他代谢领域还具

有复杂的生物学功能，在拟南芥中 NAC 可以参与子叶边界以及茎分生组织的构建（Vroemen et al.，

2003）。近期有研究发现，在拟南芥中过表达 NAC 基因（ANAC019、ANAC055 和 ANAC072），可

以显著提高转基因植株的抗旱性（Tran et al.，2004）。在结构上，NAC 转录因子在 N 端含有保守的

结构域，有些在 C 端还含有非保守的转录激活域（Xie et al.，2000；Shan et al.，2012）。一些 NAC

蛋白可以与自身或其他 NAC 相互作用，形成同源或者异源二聚体，发挥转录调控作用（Olsen et al.，

2003），这些同源或者异源二聚体可以与 TCP 转录因子相互作用以此发挥转录因子之间的活性组合

调控（Singh，1998）。 

本课题组前期通过对苹果果肉转录组测序分析，发现 1 个在红肉组织中下调明显的转录因子

NAC9（Wang et al.，2018）基因，暂将其命名为 MdNAC9。根据前人的报道，NAC 转录因子参与类

黄酮代谢途径。陈学森等（2014）探讨了红肉苹果与栽培苹果品种杂种分离群体类黄酮含量等性状

遗传变异特点，得到杂交分离群体的回交一代（轮回亲本为红肉苹果）。本研究中以红肉苹果回交后

代成熟期果实为试材，进行 MdNAC9 的克隆与分析，并测定黄酮醇组分含量及相关基因的表达量，

旨在为下一步鉴定 MdNAC9 与黄酮醇代谢机理的关系奠定基础。
 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与菌株 

试验于 2017—2018 年在山东农业大学作物生物学国家重点实验室及山东省聊城市冠县果树育

种基地进行。8 月底从‘嘎拉’×‘紫红 1 号’的回交群体中选取 3 个优株（图 1），分 3 次采样，

每次每株采摘 10 个果实，每个优株共采 30 个果实。果肉用液氮迅速冷冻，分装成 3 份作为重复，

于–80 ℃保存备用。 

用于遗传转化的‘王林’苹果愈伤组织以 14 d 为周期继代到含有 0.5 mg · L-1 6-BA 和 1 mg · L-1 

2,4-D 的 MS 培养基上，24 ℃黑暗培养。 

总 RNA 提取试剂盒购自康为世纪公司；phusion 高保真 DNA 扩增酶、零背景快速克隆试剂盒、

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α感受态细胞购自天根生化科技北京有限公司；反转录试剂盒、SYBR
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染料、琼脂糖凝胶回收试剂盒、E. coli BL21（DE3）购自全式金公司。 

 

 
 

图 1  苹果‘嘎拉’×‘紫红 1 号’的 3 个后代株系的成熟果实 

Fig. 1  Cross section diagram of mature fruit of three progenies of apple‘Gala’×‘Zihong 1’ 

 

1.2  UPLC 测定苹果 3 个优株果实黄酮醇组分 

取约 0.3 g 果肉组织在液氮中研磨成粉末，加入 2 mL 甲醇，然后在 4 ℃下黑暗中放置 6 h。混

合液在转速 6 000 r · min-1、4 ℃条件下离心 30 min。上清液经 0.45 μm 微孔膜过滤后，用 Waters 

Acquity UPLC（英国曼彻斯特，Waters）进行分析。流动相为乙腈（溶剂 A）和 1%甲烷酸（溶剂 B），

流速为 0.3 mL · min-1。采用 C18 液相色谱柱进行分离。B 相的线性梯度：0 ~ 0.1 min，95%；0.1 ~ 8 

min，95% ~ 85%；8 ~ 12 min，85% ~ 79%；12 ~ 15 min，79% ~ 40%；15 ~ 17 min，40% ~ 10%；17 ~ 

17.1 min，10% ~ 95%；17.1 ~ 20 min，95%。于紫外—可见光检测器波长为 350 nm 处检测黄酮醇。

参照 Wang 等（2017）的试验方法稍加改动，采用金丝桃苷、异槲皮苷、根皮苷、番石榴苷（Sigma，

St.Louis，mo，USA）作为标准品。 

1.3  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）分析相关基因表达量 

实时荧光定量使用伯乐CFX96定量仪器，总反应体系依照 SYBR Green PCR Master Mix说明书，

包括 10.0 μL 2.5 × Real Master Mix/20× SYBR Solution，7 μL ddH2O，1 μL 模板 cDNA（50 ng · μL-1），

上、下游引物各 1 μL（5 μmol · L-1），共计 20 μL。运行条件：95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 15 s；

58 ℃退火 15 s；72 ℃延伸 10 s，此过程 45 个循环。每个样品设置 3 个平行。以苹果 MdActin 作为

内参。MdNAC9 相对表达量利用 2-∆∆CT 方法（Livak & Schmittgen，2001）进行计算分析。 

 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

基因名称 

Gene name 
引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

 

MdNAC9 F：CGAATGTGATCCTACTACCT R：CTGAAGAAGAACCACTCCT 
MdFLS F：AACCACTGTGAACAAGGATA R：CATAGTCGTACTTCTT 
MdLAR F：CACCGTCAAGTCCTTCAA R：ACCTCTTAACTGTACCAACTG 
MdANR F：CCTGACAACCACAAGAAG R：GATCACAGCCTGCTATTG 
MdActin F：TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT R：TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC 

 

1.4  MdNAC9 克隆及‘王林’苹果愈伤组织的转化 

利用带有 SalⅠ、BamHⅠ酶切位点的引物，以红肉苹果 cDNA 为模板，phusion 高保真酶扩增
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MdNAC9（登录号：LOC103410856）的编码框序列（去掉终止密码子）。经琼脂糖凝胶电泳后回收

目的条带，根据零背景操作说明进行载体（VT205）的连接，测序比对。分别对 PCR 产物和表达载

体 pRI101 进行双酶切，以此构建重组表达载体 pRI101-MdNAC9。将重组质粒转化进农杆菌感受态

细胞（LBA4404），用含有 50 μg · mL-1 利福平和 50 μg · mL-1 卡那霉素的 YEP 液体培养基 30 mL 培

养转化的农杆菌重组质粒，待 OD600nm达到 0.6 时，10 000 r · min-1 离心，加入 30 mL ddH2O，悬浮

菌体。 

将‘王林’苹果愈伤组织浸没到含有 100 μmol · L-1 乙酰丁香酮的农杆菌重组质粒侵染液中，于

室温振荡反应 30 min。将愈伤组织平铺于含有 0.5 mg · L-1 6-BA 和 1 mg · L-1 2,4-D 的 MS 培养基上

黑暗处放置 2 d，后转移至添加有 50 μg · mL-1 卡那霉素和 250 μg · mL-1 羧苄青霉素的 MS 固体培养

基上。 

1.5  MdNAC9 亚细胞定位 

将预培养过的洋葱内表皮浸没到含有 100 μmol · L-1 乙酰丁香酮的侵染液中，于室温振荡反应

30 min。将洋葱内表皮平铺于 MS 培养基上黑暗处放置 1 ~ 2 d。采用共聚焦显微镜观察。 

将 2 g 转基因‘王林’苹果愈伤组织溶于 10 mL 细胞酶解液中，避光抽真空 30 min，放于室温

黑暗环境中 12 h，轻轻摇动释放原生质体，加入等体积 W5 Solution（0.3 mol · L-1 MES 1.333 mL；

1 mol · L-1 KCl 1 mL；5 mol · L-1 NaCl 6.16 mL；1 mol · L-1 CaCl2 25 mL），尼龙布（75 μm 孔径）过

滤原生质体。得到的滤液经 500 r · min-1 离心 10 min，弃上清液，用 10 mL W5 Solution 溶解沉淀，

置于冰上 30 min，等其自然沉淀后，加入 2 mL MMg Solution（0.8 mol · L-1 甘露醇 100 mL；1 mol · L-1 

MgCl2 3 mL；0.3 mol · L-1 MES 2.667 mL）溶解，放于冰上备用。 

1.6  MdNAC9 酵母单杂交试验 

根据 MdNAC9 的编码序列设计一对引物 5′-ATGAGCAGCAGCAGCAGC-3′、5′-TTAATTAAAG 

CAATACTTACTAGAGATCAGAGT-3′。在引物两端正向和反向分别引入 NdeⅠ、BamHⅠ酶切位点，

对其编码框进行 PCR 扩增。对扩增产物和 pGADT7 分别进行双酶切，以此构建 pGADT7-MdNAC9

重组载体。将重组载体分别与实验室已经构建的重组质粒 pHIS-FLS、pHIS-LAR、pHIS-ANR 共同

转化到酵母 Y187 感受态细胞中，空 pGADT7 作为阴性对照。筛选出具有抑制 pHIS2 载体自身生长

的3-AT（3–氨基–1，2，4三唑）浓度，分别在含有3-AT（100、120和100 mmol · L-1）的SD/-His-Leu-Trp

（缺乏组氨酸、亮氨酸、色氨酸）选择性培养基上培养，把获得的阳性克隆转移到含有 X-α-gal 显

色剂和 3-AT 的 SD/-His-Leu-Trp 平板上检测。 

1.7  MdNAC9 荧光素酶报告试验 

将 MdNAC9 完整的 CDS 序列连接到 pHBT-AvrRpm 1 载体上，作为效应子，克隆的 MdFLS 启

动子 PCR 产物插入 pFRK1-LUC-nos 载体上，作为报告因子。将 1 μL UBQ-GUS 内参、3 μL 

pFRK1-LUC-nos 重组报告因子、6 μL 重组效应子共同转化进预先分离的‘王林’愈伤组织的原生质

体中，在 40%聚乙二醇环境中，对原生质体进行瞬时转化。在 24 ℃下反应 6 h 后，用多模平板阅

读器测试 LUC 和 GUS 的活性（Victor X4，PerkinElmer，http：//www.perkinelmer.com/）。利用 LUC

与 GUS 活性的比值来计算启动子活性。 
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2  结果与分析 

2.1  苹果 3 个株系间黄酮醇组分与 MdNAC9 表达量的分析 

UPLC 测定 3 个苹果株系 B8、B32 和 A19 果实的黄酮醇组分，A19 株系各组分含量和总量较多；

而 B8 株系含量最低（图 2，表 2）。 

 

图 2  苹果黄酮醇组分 UPLC 液相图 

Fig. 2  UPLC liquid chromatogram of flavonol components of apple 

 

表 2  苹果 3 个株系黄酮醇组分含量 

                                 Table 2  Content of flavonols in three strains of apple                                  μg · g-1 

株系 

Strain 
金丝桃苷 

Hyperoside 
异槲皮苷 

Isoquercitrin 
根皮苷 

Phlorizin 
番石榴苷 

Guava 
总含量 

Total content 
B8 6.71 ± 1.62 b  1.80 ± 0.57 b 9.65 ± 2.82 b 0.35 ± 0.30 b 18.51 ± 3.30 c 
B32 10.45 ± 4.16 b 3.24 ± 0.96 b 29.72 ± 2.44 a 0.63 ± 0.59 b 44.04 ± 3.28 b 
A19 61.87 ± 5.59 a 21.00 ± 4.46 a 33.38 ± 8.54 a 1.58 ± 0.24 a 117.82 ± 8.12 a 

注：同列中不同小写字母表示 UPLC 测定结果下黄酮醇组分含量差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different lowercase letters in the same column indicate significant differences in flavonol content under UPLC measurements（P < 0.05）. 

 
在黄酮醇含量较高的 A19 株系中 MdNAC9 与 MdFLS 均有较高的表达量（图 3），而在黄酮醇含 

  

 
 

图 3  3 个苹果株系果实成熟期相关转录因子基因和黄酮醇合成结构基因表达量 

同一基因不同小写字母表示差异显著 P < 0.05。 

Fig. 3  Expression of transcription factors and flavonol synthetic structural genes in 3 apple strains during fruit maturity 

Different lowercase letters of the same gene indicate significant difference at P < 0.05 level. 
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图 4  MdNAC9 酵母单杂交 

Fig. 4  Yeast one-hybrid in MdNAC9 

 

量较低的 B8 株系中其表达量相对较低，MdLAR 在 B8 株系中表达量较高，这说明 MdNAC9、MdFLS

表达趋势与株系中含有的黄酮醇总量趋势一致，而 MdLAR 与之不一致。MdANR 的表达在 3 个株系

中差异不显著。 

2.2 ‘王林’苹果愈伤组织过表达 MdNAC9 对黄酮醇合成的影响 

如表 3 所示，对比‘王林’愈伤组织（WT）和过表达 MdNAC9 的愈伤组织（OE）中 MdFLS、

MdLAR、MdANR 的表达量，过表达愈伤组织中 MdNAC9 的相对表达量是野生型的 18.91 倍，MdFLS

是 4.29 倍，而 MdLAR 和 MdANR 与野生型没有显著差异。 
 

表 3 ‘王林’苹果愈伤组织野生型（WT）和过表达 MdNAC9（OE）基因表达量分析 

Table 3  Analysis of gene expression of wild-type（WT）and over-expressed MdNAC9（OE）in‘Orin’apple callus 

愈伤组织 Callus MdNAC9 MdFLS MdLAR MdANR 
WT 1.00 ± 0.17 b 1.00 ± 0.16 b 1.00 ± 0.14 a 3.06 ± 0.22 a 
OE 18.91 ± 1.24 a 4.29 ± 0.27 a 1.21 ± 0.15 a 1.00 ± 0.13 a 

注：同一基因不同小写字母表示差异显著 P < 0.05。 

Note：Different lowercase letters of the same gene indicate significant difference at P < 0.05 level. 

 

过表达 MdNAC9 的愈伤组织（OE）中，黄酮醇含量显著高于野生型，总量是野生型的 30 倍，

其中金丝桃苷和根皮苷分别是野生型的 19 倍和 34 倍（表 4）。 
 

表 4 ‘王林’苹果愈伤组织野生型（WT）和过表达 MdNAC9（OE）黄酮醇含量分析 

Table 4  Analysis of flavonol content in wild-type（WT）and over-expressed MdNAC9（OE）in‘Orin’apple callus  μg · g-1 

愈伤组织 
Callus 

金丝桃苷 
Hyperoside 

异槲皮苷 
Isoquercitrin 

番石榴苷 
Guava 

根皮苷 
Phlorizin 

总含量 
Total content 

WT 0.02 ± 0.25 b 0  0 0.06 ± 0.24 b 0.08 ± 0.23 b 
OE 0.39 ± 0.40 a 0.10 ± 0.47 0.03 ± 0.49 2.06 ± 0.07 a 2.58 ± 0.16 a 

注：同列中不同小写字母表示两种愈伤组织黄酮醇含量差异显著（P < 0.05）。 

Note：Different lowercase letters in the same column indicated that the flavonol content of the two callus was significantly difference at P < 

0.05. 

 

2.3  MdNAC9 结合特异性和转录活性分析 

利用酵母单杂交试验，验证 MdNAC9 编码

的蛋白和 MdFLS、MdLAR、MdANR 在酵母体

内是否具有结合特异性和转录激活活性。把

pGADT7-MdNAC9 重组质粒分别和重组质粒

pHIS-FLS、pHIS-LAR、pHIS-ANR 共转酵母菌

株 Y187，将选择培养基上获得的转化子转移

到含有 X-α-gal 显色剂平板上培养，观察酵母

的生长状况。 

结果（图 4）显示，pGADT7-MdNAC9 分

别与 pHIS-FLS、pHIS-LAR 共同转化酵母时，

可以观察到酵母在含有显色剂的培养基上形成

明 显 的 蓝 色 菌 斑 ； pGADT7-MdNAC9 和

pHIS-ANR 共转化时，能够观察到酵母生长，



孙庆国，姜生辉，房鸿成，张天亮，王  楠，陈学森. 
苹果 MdNAC9 的克隆及其调控黄酮醇合成功能的鉴定. 
园艺学报，2019，46 (11)：2073–2081.                                                                                    2079 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  MdNAC9 相对荧光素酶活性分析 

Fig. 5  Analysis of relative luciferase activity of MdNAC9 

却未形成蓝色菌斑；而空载体 pGADT7 分别与

pHIS-FLS、pHIS-LAR、pHIS-ANR 共同转化酵

母时，在 SD/-His-Leu-Trp 选择性培养基上不能

形成转化子。 
为了探究 MdNAC9 对 MdFLS 的影响，构

建 35S:MdNAC9 和 proMdFLS:LUC 两种重组

质粒，两种质粒共转化‘王林’苹果愈伤组织

的原生质体，利用酶标仪测定 LUC 和 GUS 酶

活，发现在加有 MdNAC9 重组质粒的一组相较

于对照对 proMdFLS 的活性有明显促进作用，

结果（图 5）表明 MdNAC9 对 MdFLS 基因的

启动子有激活作用。 

2.4  MdNAC9 的亚细胞定位 

由图 6，A 可以看出，空 GFP 对照组在整个洋葱细胞中均能观察到绿色荧光；MdNAC9-GFP

融合表达载体只能在细胞核中观察到绿色荧光，其定位于细胞核中。 

分离‘王林’苹果愈伤组织的原生质体，对 MdNAC9 进行亚细胞定位分析，由图 6，B 可见，

空 GFP 在整个原生质体均能观察到绿色荧光；MdNAC9-GFP 只能在细胞核中观察到荧光，这与上

述利用洋葱亚细胞定位结果一致。  

 

 
图 6  MdNAC9 在洋葱细胞（A）和苹果原生质体（B）中的亚细胞定位 

Fig. 6  Sub-cellular localization of MdNAC9 in onion cells（A）and apple protoplasts（B） 

3  讨论 

黄酮化合物是具有 C6-C3-C6 基本骨架、大部分与糖类物质结合为苷的一类化合物，它们在自

然界广泛存在，主要分布于蔬菜、水果和药用植物中，可分为总黄酮、异黄酮、黄酮醇和花青素（周

明 等，2016）。在植物中，黄酮醇的合成代谢需要一系列结构基因和众多的转录因子共同调控（朱

婷婷 等，2016）。本研究中分离鉴定了 1 个 NAC 类转录因子基因 MdNAC9，根据洋葱中的异位表

达和在苹果原生质体中的定位分析，该转录因子定位于细胞核。通过酵母单杂交和荧光素酶报告

试验，发现 MdNAC9 直接结合并激活 MdFLS 启动子来正向调控黄酮醇积累，过表达 MdNAC9 的苹
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果愈伤组织，其黄酮醇含量显著高于对照。 

3.1  黄酮醇含量与 MdNAC9 表达量分析 

在黄酮醇含量较高的株系果实中，转录因子基因 MdNAC9 和黄酮醇合成结构基因 MdFLS 的表

达量均较高；而在黄酮醇含量较低的果实中，两者表达量也较低，这说明 MdNAC9 与 MdFLS 有一

致的表达趋势且与黄酮醇含量趋势相一致。通过以上试验分析，推测 MdNAC9 可能参与黄酮醇代谢。

因此，通过农杆菌介导获得 MdNAC9 转基因愈伤组织，对 MdNAC9 过表达的愈伤组织黄酮醇含量

以及相关基因表达量分析，结果 OE NAC9 愈伤组织相比于野生型 MdFLS 相对表达量显著提高，并

且过表达愈伤组织中黄酮醇含量是野生型的 30 倍。综上，MdNAC9 可能通过 MdFLS 参与黄酮醇代谢。 

3.2  MdNAC9 对 MdFLS 的特异性结合 

FLS 是苹果黄酮醇合成途径的关键结构基因（Wang et al.，2017）。Wang 等（2017）研究发现

MYB22 与 MdFLS 启动子直接结合，可激活黄酮醇代谢途径。拟南芥中，AtMYB12 最初被鉴定为黄

酮醇特异性转录激活因子，并且这一结论在烟草中的异位表达也被证实（Luo et al.，2008）。葡萄中

的瞬时转化试验表明 VvMYBF1 是黄酮醇合成酶 1（VvFLS1）的特异性激活剂，并与黄酮醇合成相

关基因的启动子有关（Czemmel et al.，2009）。为进一步研究 MdNAC9 与 MdFLS 的调控关系，本

研究利用酵母单杂交，共转化重组质粒 pGADT7-MdNAC9 和 pHIS-FLS 的酵母转化子可以在含有

X-α-gal 的 SD/-His-Leu-Trp 选择性培养基上形成蓝色菌斑，说明 MdNAC9 可以结合到 MdFLS 基因

的启动子上。为了进一步探究 MdNAC9 对 MdFLS 基因启动子活性的影响，利用荧光素酶报告证明

MdNAC9 对 MdFLS 的表达有激活作用。综上所述，MdNAC9 转录因子能够直接结合 MdFLS 基因的

启动子，并且促进 MdFLS 基因的表达，从而促进黄酮醇的合成。 
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