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　　摘要：草地早熟禾（犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊）是世界上广泛应用的草坪草种，其抗逆基因的挖掘对抗逆新品种

的选育具有重要意义。ＮＡＣ基因家族是植物特有的转录因子之一，在植物逆境响应中起到重要作用。

以二穗短柄草（犅狉犪犮犺狔狆狅犱犻狌犿犱犻狊狋犪犮犺狔狅狀）的ＮＡＣ蛋白序列为请求序列，从草地早熟禾转录组数据库

序列比对分析得到１５个草地早熟禾ＰｐＮＡＣｓ基因的ｃＤＮＡ全长序列，具有完整的开放阅读框。运用

生物信息学方法预测早熟禾ＮＡＣ家族成员的理化性质和保守结构域，发现１５个ＰｐＮＡＣｓ转录因子都

是酸性蛋白，除犘狆犖犃犆１６外都属于不稳定蛋白，疏水性蛋白，具有相似的结构，通过聚类分析可将１５

个ＰｐＮＡＣｓ成员分为３类。荧光定量ＰＣＲ结果显示，在重金属胁迫下显著上调表达的基因有犘狆

犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１８、犘狆犖犃犆１９和犘狆犖犃犆２４，在盐胁迫过程下显著上调表达的基因有犘狆犖犃犆１０ 和

犘狆犖犃犆２４，在干旱胁迫下显著上调表达的基因有犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆６、犘狆犖犃犆１０和犘狆犖犃犆１３，在低

温胁迫下显著上调表达的基因有犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆１０和犘狆犖犃犆１８，在高温胁迫下显著上调表达的基

因有犘狆犖犃犆２０。其中，犘狆犖犃犆１０ 在重金属、盐、干旱和低温胁迫下均被显著诱导上调表达，犘狆

犖犃犆１８在重金属、干旱和低温胁迫下均被显著诱导上调表达，犘狆犖犃犆１０和犘狆犖犃犆１８可作为草地早

熟禾逆境胁迫响应的候选基因。
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　　生存环境对植物生长具有重要影响
［１］，其中，干

旱、高盐、低温、高温、重金属等是抑制植物生长发育的

主要非生物胁迫因素。干旱胁迫会限制植物生长，改

变植物渗透平衡［２］。重金属会破坏植物细胞中的蛋白

质结构，产生有害物质［３］。盐胁迫会破坏质膜的完整

性从而抑制植物生长［４］。高温胁迫会影响植物的生理

代谢，对植物生长造成一定的损害［５］。在长期演变过

程中，植物自身形成了一套复杂的防御系统来抵御不

良环境的伤害，在这些防御方法中，转录因子家族在植

物响应外界环境胁迫的转录调控中起到了关键

作用［６］。

转录因子是一类通过与胁迫相关基因的特异顺式

作用元件相结合从而激活或抑制靶基因转录的ＤＮＡ

结合蛋白，参与植物在非生物胁迫下的响应［７］。ＮＡＣ

家族是植物特有的一类转录因子，具有不同的生物学

功能。ＮＡＣ家族在Ｎ端具有保守的ＮＡＣ结构域，大

约有１５０个氨基酸，Ｃ端为高度变异的转录激活区
［８］。

其功能涉及植物生长发育、激素调控和胁迫响应等重

要方面［９］。目前在很多植物中已经鉴定出大量 ＮＡＣ

家族 成 员，如 石 榴 （犘狌狀犻犮犪犵狉犪狀犪狋狌犿）
［１０］、果 梅

（犘狉狌狀狌狊犿狌犿犲）
［１１］、苦荞（犜犪狉狋犪狉狔犫狌犮犽狑犺犲犪狋）

［１２］、西

瓜（犆犻狋狉狌犾犾狌狊犾犪狀犪狋狌狊）
［１３］等。不同物种间家族成员的

数量与功能存在重要差异，但大量的犖犃犆转录因子
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在非生物胁迫反应中起到调控作用［１４－１７］。如玉米

（犣犲犪犿犪狔狊）犣犿犖犃犆８４在烟草中的过表达可增强耐旱

性［１８］，过表达犗狊犖犃犆５可以增强水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）

的耐盐性［１９］，低温胁迫下番茄（犛狅犾犪狀狌犿犾狔犮狅狆犲狉狊犻

犮狌犿）犛犐犖犃犕１的过表达减轻了番茄在遭受低温胁迫

后的氧化损伤［２０］。

草地早熟禾（犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊）是禾本科早熟禾属植

物，广泛分布于北温带冷湿润地区，是一种多年生冷季

型禾草，叶形美观，具根状茎，是优良的草坪草。草地

早熟禾喜冷凉湿润的气候，耐寒性较强，但抗旱性较

差［２１］。随着全球性气候、生态和环境问题日益严重，

尤其是全球变暖的加剧，干旱、高盐、高温、重金属污染

已经成为制约农业发展的主要因素［２２］，提高草坪草的

抗逆性是目前草坪研究中的热点问题。草坪草抗逆基

因的鉴定对了解其响应逆境胁迫的分子机制和抗逆新

品种的选育具有重要意义。有关非生物胁迫下草坪草

ＮＡＣ基因表达模式分析的报道较少，草地早熟禾

ＮＡＣ基因尚未被完全鉴定。本课题组前期进行了草

地早熟禾抗旱、抗寒、耐镉转录组分析，发现 ＮＡＣ基

因家族基因参与草地早熟禾的逆境胁迫响应。本研究

以前期组装的草地早熟禾转录组数据库为基础，对具

有全长ｃＤＮＡ的草地早熟禾ＮＡＣ基因进行鉴定并分

析其不同胁迫下的表达模式，为草地早熟禾 ＮＡＣ基

因家族的分子调控机理研究提供理论依据，有助于优

良基因资源的挖掘和新品种培育。

１　材料和方法

１．１　供试材料与生长条件

试验材料为草地早熟禾品种巴润，由北京克劳沃

公司提供。采用砂培法种植，将清洗干净的沙子等量

的装入直径为９ｃｍ、高度为１７ｃｍ的育苗钵中，种子

直接播种后于生长室中培养。培养条件为：白天温度

为２５℃，时间为１６ｈ，光照强度为６０００ｌｘ，夜晚温度

为２０℃，时间为８ｈ，湿度为５０％。播种２０ｄ后，用

Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液培育，持续培养４周，在此期间每隔

５ｄ换１次营养液和蒸馏水。

１．２　植物处理

选择长势一致的幼苗，对其进行６组处理，每组处

理４个重复，第１组为对照：正常营养液栽培；第２组

为盐处理：２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液栽培；第３组为干旱

处理：１５％ＰＥＧ６０００溶液栽培；第４组为低温处理：

０℃培养；第５组为高温处理：３８℃培养；第６组为重金

属处理：３ｍｍｏｌ／ＬＣｄＣｌ２溶液栽培。处理时间６、２４、

４８ｈ、７ｄ，每次取样４次重复，取其叶片，迅速放入液氮

中冷冻后保存于－８０℃。

１．３　全长草地早熟禾犖犃犆基因的鉴定

二穗短柄草（犅狉犪犮犺狔狆狅犱犻狌犿犱犻狊狋犪犮犺狔狅狀）ＮＡＣ蛋

白序列可根据文献提供的登录号在ＮＣＢＩ上搜索获得

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）
［２３］。在 ＢｉｏＥｄｉｔ

软件中，将本实验室已有和报道的５个草地早熟禾转

录组数据库作为本地数据库［２４－２８］，以二穗短柄草

ＮＡＣ 蛋 白 序 列 作 为 请 求 序 列，Ｐｒｏｇｒａｍ 选 择：

‘ｔｂｌａｓｔｎ’，ＥｘｐｅｃｔａｔｉｏｎＶａｌｕｅ选择Ｅ
－２０，搜索本地草

地早熟禾数据库。将所得到的序列通过ＮＣＢＩ网站中

的ｂｌａｓｔＸ进行搜索比对，获得候选序列。

１．４　序列分析及构建系统进化树

通过ＥｘＰＡＳｙ在线网站上的ＰｒａｔＰａｒａｍ工具对

草地早熟禾 ＮＡＣ家族基因的理化性质进行初步预

测，包括基因的大小、分子量、等电点、不稳定指数、亲

水性的平均值和脂肪指数。通过 ＭＥＭＥ网站（ｈｔ

ｔｐ：／／ｍｅｍｅｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｍｅｍｅ）对 草 地 早 熟 禾

ＮＡＣ基因的保守基序进行分析。根据在线网站（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ）预测草地早

熟禾 ＮＡＣ 基因的编码蛋白序列，采用邻近法在

ＭＥＧＡ７．０软件上对ＰｐＮＡＣｓ进行聚类分析。

１．５　荧光定量犘犆犚（狇犚犜犘犆犚）

ＲＮＡ提取使用天根公司植物ＲＮＡ提取试剂盒，

ＲＮＡ反转录使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ

ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒，第１步去除

基因组ＤＮＡ反应，第２步为反转录合成ｃＤＮＡ，稀释

２０倍作为模板。使用 ＮＣＢＩ在线网站ＰｒｉｍｅＢＬＡＳＴ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ

ｂｌａｓｔ／）进行引物设计（表１）。利用天根荧光定量试

剂盒进行ｑＲＴＰＣＲ分析，２０μＬ反应体系如下：模板

５μＬ，引物２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３μＬ，２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ

Ｐｌｕｓ１０μＬ。荧光定量ＰＣＲ的条件为：９５℃预变性

１５ｍｉｎ，４０个循环的ＰＣＲ扩增，包括９５℃变性１０ｓ

和５８℃退火３０ｓ。内参基因为 ＡＣＴ，每个样品设３

次技术重复，基因的相对表达量使用２－ΔΔＣＴ法计

算［２９］。
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表１　定量犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狇犚犜犘犆犚

基因名称 正向引物（５′～３′） 反向引物（５′～３′） 产物长度／ｂｐ

犘狆犖犃犆１ ＣＣＣＣＴＣＧＴＣＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＣ ＣＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＧＡＡＣＡＧＧＴＣ １４１

犘狆犖犃犆２ ＴＡＣＴＣＣＴＣＣＧＡＣＧＧＴＡＧＣＡＡ ＧＧＧＴＣＧＧＴＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＡＧ １２８

犘狆犖犃犆６ ＧＡＧＡＡＴＧＧＴＡＡＣＣＡＧＧＣＧＧＧ ＴＣＡＴＣＴＧＧＡＧＴＴＧＣＴＧＣＧＴＴ １７６

犘狆犖犃犆９ ＡＣＡＣＣＡＡＡＴＣＧＧＧＡＡＣＣＣＴＧ ＣＧＴＡＡＧＡＡＴＣＡＣＣＧＣＣＡＣＣＴ １８９

犘狆犖犃犆１０ ＧＴＧＧＴＡＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＣＣＧＣ ＣＡＧＴＴＧＧＴＣＴＴＣＴＣＧＣＣＣＴＴ １８６

犘狆犖犃犆１１ ＣＡＴＣＣＣＡＡＴＣＧＡＣＧＡＧＣＴＧＡ ＧＣＴＴＧＴＧＣＡＡＡＣＣＴＴＧＧＧＡＧ １６３

犘狆犖犃犆１３ ＡＧＴＣＡＴＣＧＧＧＧＴＣＡＡＧＡＧＧＡ ＣＧＣＴＧＡＡＴＴＣＧＴＴＣＣＴＣＡＧＣ １７６

犘狆犖犃犆１６ ＡＡＧＧＡＣＴＴＧＧＧＴＣＣＣＴＣＡＧＡ ＧＣＣＡＡＴＡＧＣＣＣＡＴＣＣＣＧＴＡＡ １１４

犘狆犖犃犆１７ ＡＧＧＣＧＡＣＡＧＡＡＣＴＧＡＴＴＧＧＧ ＧＧＣＣＡＡＧＣＣＣＡＣＴＴＴＴＣＴＴＧ １２２

犘狆犖犃犆１８ ＣＧＡＣＧＴＣＧＡＣＣＴＣＡＡＣＡＡＧＡ ＣＡＴＧＣＣＣＡＣＧＡＧＴＡＡＣＣＣＴＴ １９９

犘狆犖犃犆１９ ＣＴＧＡＧＣＡＣＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＡ ＣＴＴＣＣＡＧＴＡＧＣＣＧＧＡＣＴＴＧＧ ９６

犘狆犖犃犆２０ ＴＴＣＡＡＣＧＣＣＡＣＣＡＡＴＣＣＧＴＡ ＴＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＣ １４３

犘狆犖犃犆２１ ＴＧＣＡＴＣＡＧＧＣＡＣＴＧＣＣＡＡＴＡ ＡＴＣＧＣＡＴＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＴＧＡ １１１

犘狆犖犃犆２３ ＴＣＧＧＡＡＧＴＧＡＴＣＡＧＡＡＣＧＧＣ ＣＣＣＴＣＧＴＣＡＧＣＣＣＴＡＣＴＴＴＧ １４３

犘狆犖犃犆２４ ＴＣＡＴＧＡＡＣＧＡＧＴＡＣＣＧＣＣＴＣ ＡＣＣＴＴＧＣＡＣＡＧＡＡＣＣＡＣＣＴＣ ８２

犃犆犜 ＴＧＴＴＧＧＡＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＣ ＡＧＧＡＴＧＧＣＧＴＧＣＧＧＡＡＧＧ ７３

１．６　数据分析

采用ＳＰＳＳ２３．０软件进行 Ｔ检验，并用 Ｇｒａｐｈ

ＰａｄＰｒｉｓｍ８软件绘图。

２　结果与分析

２．１　草地早熟禾犖犃犆基因家族的生物信息学分析

２．１．１　草地早熟禾 ＮＡＣ转录因子的鉴定　根据二

穗短柄草的ＮＡＣ蛋白序列，在ＢｉｏＥｄｉｔ软件中搜索本

地草地早熟禾数据库，通过搜索比对得到１５个草地早

熟禾ＮＡＣ全长ｃＤＮＡ序列，具有完整的 ＯＲＦ序列，

根据草地早熟禾拉丁名将其命名为ＰｐＮＡＣｓ（表２）。

结果表明，１５个草地早熟禾 ＮＡＣ基因中分子量在

６１１８４．２２（犘狆犖犃犆１８）～１６３７１３．０４（犘狆犖犃犆２０），等

电点在４．８９～５．０４，都属于酸性蛋白；不稳定系数除

了犘狆犖犃犆１６ 外都大于４０，属于不稳定蛋白；亲水性

系数在０．７０５～１．０２２，属于疏水性蛋白（大于零表示

疏水性蛋白，小于零表示亲水性蛋白，在±０．５之间为

两性蛋白）。

表２　１５个全长草地早熟禾犖犃犆转录因子理化性质分析

犜犪犫犾犲２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳１５犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犖犃犆狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉狊犻狀犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊

基因编号
氨基酸长度／

ａａ

分子质量／

Ｄａ
等电点 不稳定系数

脂肪族氨基

酸指数

蛋白质疏

水性

犘狆犖犃犆１ ９４８ ７６７６２．２９ ５．００ ５３．２７ １８．７８ ０．９４６

犘狆犖犃犆２ １１６１ ９６７５７．４１ ５．００ ５７．４５ ２８．８５ ０．９６６

犘狆犖犃犆６ １４６４ １１９９９３．７９ ５．０１ ４８．６６ ２９．７１ ０．７７５

犘狆犖犃犆９ ７８０ ６３９０７．２６ ５．０４ ５６．４２ １７．４４ ０．８８６

犘狆犖犃犆１０ ８７６ ７１３９０．２５ ５．０１ ５３．２８ １８．６１ ０．９５４

犘狆犖犃犆１１ １１５８ ９５４２２．０６ ４．９６ ６３．６３ ２３．７５ １．０１９

犘狆犖犃犆１３ ７７４ ６４３２０．４５ ５．０３ ６４．７８ ２０．６７ １．００６

犘狆犖犃犆１６ １２９３ １０５１０６．０８ ５．０４ ３９．９６ ３２．１０ ０．８０８

犘狆犖犃犆１７ １２７５ １０７０１６．４ ５．０３ ４３．２７ ２６．１２ ０．７０５

犘狆犖犃犆１８ ７５３ ６１１８４．２２ ５．１０ ５１．２７ ２７．２２ ０．８９３

犘狆犖犃犆１９ ８４６ ６９７９６．６９ ５．０２ ５８．９１ ２２．３４ １．０２２

犘狆犖犃犆２０ ２０１６ １６３７１３．０４ ４．８９ ４０．８９ ２５．００ ０．８５６

犘狆犖犃犆２１ １６６２ １３７５５０．４８ ４．９５ ４５．４７ ２４．３７ ０．７６４

犘狆犖犃犆２３ ７６８ ６１９４８．６５ ５．０７ ４８．４５ ２３．１８ ０．９２６

犘狆犖犃犆２４ ９１２ ７３３８５．８６ ５．０１ ４８．４５ １６．７８ ０．８６５
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图１　草地早熟禾犖犃犆基因的基序结构和聚类分析

犉犻犵．１　犕狅狋犻犳犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊犻狀犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊

２．１．２　ＰｐＮＡＣｓ基因的 ｍｏｔｉｆ分析和聚类分析　采

用 ＭＥＭＥ网站在线预测草地早熟禾 ＮＡＣ基因的保

守结构域，可知１５个ＮＡＣ家族基因一共由１２种ｍｏ

ｔｉｆ组成（图１）。其中，ｍｏｔｉｆ２和 ｍｏｔｉｆ７在所有草地

早熟禾ＮＡＣ基因中都存在。草地早熟禾 ＮＡＣ基因

由多种 ｍｏｔｉｆ组成，除 犘狆犖犃犆１６、犘狆犖犃犆１８、犘狆

犖犃犆２１和犘狆犖犃犆２３外都具有ｍｏｔｉｆ１７。Ｍｏｔｉｆ１在

８０％的ＰｐＮＡＣｓ中存在，Ｍｏｔｉｆ２和 ｍｏｔｉｆ６在８７％

ＰｐＮＡＣｓ中存在。

对１５个ＮＡＣ家族基因进行聚类分析，可分为３

大类，第１类包括 犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆９、犘狆犖犃犆１０、

犘狆犖犃犆１１、犘狆犖犃犆１３、犘狆犖犃犆２４，都含有 ｍｏｔｉｆ１－

７；第２类包括犘狆犖犃犆２、犘狆犖犃犆１６、犘狆犖犃犆１８、犘狆

犖犃犆１９、犘狆犖犃犆２１、犘狆犖犃犆２３，都含有 犿狅狋犻犳２ 和

犿狅狋犻犳７；第３类包括 犘狆犖犃犆６、犘狆犖犃犆１７ 和犘狆

犖犃犆２０，都含有ｍｏｔｉｆ１－７、ｍｏｔｉｆ９和ｍｏｔｉｆ１１。

２．２　草地早熟禾犖犃犆基因家族表达模式分析

２．２．１　重金属胁迫下 ＮＡＣ基因的表达　犘狆犖犃犆９

和犘狆犖犃犆１６随着时间的增大，呈现逐渐上升的趋势，

在７ｄ时达到最大值，分别是对照的６．５３倍和８．２７

倍；犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆２在６ｈ时表达量显著增大，随

后呈现下降又上升的趋势；犘狆犖犃犆２３在４８ｈ时表达

量显著增大，在其他时间段无显著性变化；犘狆犖犃犆１０

和犘狆犖犃犆１８在７ｄ时表达量达到最大，分别是对照

的２２３．３３倍和９９．７２倍；犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆２、犘狆

犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１１、犘狆犖犃犆１３、犘狆犖犃犆１６、犘狆

犖犃犆１７、犘狆犖犃犆１９、犘狆犖犃犆２４ 在４个时间段内均有

显著性变化（图２）。

图２　重金属胁迫下犖犃犆基因的表达分析

犉犻犵．２　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉

犺犲犪狏狔犿犲狋犪犾狋狉犲犪狋犿犲狀狋

注：竖线表示标准误，表示差异显著（犘＜０．０５），表

示差异极显著（犘＜０．０１）。下同
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２．２．２　盐胁迫下 ＮＡＣ基因的表达　犘狆犖犃犆９ 和

犘狆犖犃犆１３在四个时间段内都有显著性变化，犘狆

犖犃犆９、犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１１、犘狆犖犃犆１６、犘狆

犖犃犆１８、犘狆犖犃犆１９、犘狆犖犃犆２０、犘狆犖犃犆２３ 在７ｄ时

表达量达到最大值，犘狆犖犃犆１０在７ｄ时表达量是对照

的５０．８８倍，犘狆犖犃犆２４在６ｈ时表达量显著增大，在

４８ｈ时表达量达到最大，是对照的３６．３３倍。犘狆

犖犃犆１、犘狆犖犃犆１３、犘狆犖犃犆１７在６ｈ是表达量显著性

增大，随后呈现先下降后上升的趋势，响应短期胁迫和

长期胁迫（图３）。

图３　盐胁迫下犖犃犆基因的表达分析

犉犻犵．３　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊

狌狀犱犲狉狊犪犾狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋

２．２．３　干旱胁迫下 ＮＡＣ基因的表达　犘狆犖犃犆９、

犘狆犖犃犆１１、犘狆犖犃犆１７在干旱胁迫４８ｈ内变化不大，

在７ｄ时表达量有明显的增大，响应长期干旱胁迫。

犘狆犖犃犆１和犘狆犖犃犆１３ 在０～４８ｈ内呈现先上升后

下降趋势，在４８ｈ～７ｄ呈现上升趋势且在７ｄ时表达

量达到最大，分别是对照的９４．０８倍和８０．３０倍。在

干旱胁迫下犘狆犖犃犆２和犘狆犖犃犆２４在６ｈ时表达量

显著增大，达到最大值，而其他基因在７ｄ时表达量达

到最大值（图４）。

图４　干旱胁迫下犖犃犆基因的表达分析

犉犻犵．４　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉

犱狉狅狌犵犺狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋

２．２．４　低温胁迫下 ＮＡＣ基因的表达　在低温胁迫

下，犘狆犖犃犆２和犘狆犖犃犆１３ 在６ｈ表达量显著增大，

２４ｈ持续增大达到最大值，４８ｈ呈现下降趋势，表达

水平受到抑制，７ｄ又出现上升趋势。犘狆犖犃犆１ 和

犘狆犖犃犆１０的表达量呈现先上升后下降的趋势，在２４

ｈ达到峰值，分别是对照的６６．３８倍、９８．４６倍。犘狆

犖犃犆１７的表达量随时间的增大表现出上升趋势。

犘狆犖犃犆２１的表达量与对照相比在短期处理时表现出

显著增大，在长期处理时表现出显著减小。低温胁迫

下犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆６、犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１３、犘狆

犖犃犆１６、犘狆犖犃犆１７的表达量均高于对照（图５）。
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图５　低温胁迫下犖犃犆基因的表达分析

犉犻犵．５　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉犾狅狑

狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋

２．２．５　高温胁迫下ＮＡＣ基因的表达　研究表明，该

家族大部分成员在高温７ｄ时的表达水平较高。在高

温胁迫下，犘狆犖犃犆１６的表达量均具有显著性变化，表

达水平上调。随着高温处理时间的增大，犘狆犖犃犆１７、

犘狆犖犃犆１９和犘狆犖犃犆２０ 的表达持续上调，在７ｄ时

处于较高的表达水平，分别是对照的５．８５倍、５．３５倍

和１１．６３倍（图６）。

３　讨论

在其他高等植物如拟南芥（犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻

犪狀犪）、水稻中，ＮＡＣ转录因子的功能已被阐明，具有相

似结构域的蛋白质具有相同或相似的生物学功能［３０］，

已有文献报道，构建进化树预测其功能的方法可应用

于其他物种［２１］，因此，通过对草地早熟禾和二穗短柄

草ＮＡＣ基因家族的系统进化树分析，有助于预测同

一亚族的ＰｐＮＡＣｓ基因的功能。已知的ＮＡＣ基因家

族成员参与植物的生长发育和不同胁迫反应，揭示了

图６　高温胁迫下犖犃犆基因的表达分析

犉犻犵．６　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犖犃犆犵犲狀犲狊狌狀犱犲狉犺犻犵犺

狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋

ＮＡＣ基因的序列多样化导致功能的多样化
［３１］，为草

地早熟禾 ＮＡＣ基因家族的鉴定提供了坚实的基础。

草地早熟禾可用于草坪草的种植和提高城市绿化覆盖

率，但耐寒性强，抗旱性较差。ＮＡＣ基因家族具有高

度保守的结构域，对植物的非生物胁迫应答过程具有

重要的作用。本试验从草地早熟禾转录组数据库中鉴

定出１５个全长ｃＤＮＡ 序列的 ＮＡＣ基因。ＰｐＮＡＣｓ

家族成员的等位点在４．８９～５．０４，与李伟
［３２］克隆所得

ＰｐＮＡＣｓ基因的等位点为５．３０相一致，都属于酸性蛋

白；与二穗短柄草和水稻 ＮＡＣ基因家族成员数目相

差较大，可能是在进化过程中出现了丢失，也可能是由

于转录组数据库有限而导致ＮＡＣ基因家族成员的不

完整性。根据ＮＡＣ基因的保守结构域分析发现，Ｐｐ

ＮＡＣｓ家族基因在 Ｎ 端含有基本的 ＮＡＣ结构域，

ＮＡＣ结构包括Ｎ端的ＤＮＡ结合区和Ｃ端的转录激

活区，Ｎ端大约有１５０个氨基酸残基，分为Ａ～Ｅ５个

亚结构域，Ａ、Ｃ、Ｄ结构域为主要的亲水区，Ｅ结构域

１３第４１卷　第４期　　　　　　　　　　　草 原 与 草 坪２０２１年



为主要的疏水区，在ＰｐＮＡＣｓ转录因子家族成员中都

含有Ｅ结构域，都属于疏水性蛋白。

在重金属胁迫下，ＰｐＮＡＣｓ基因随着胁迫时间的

延长呈现不同的趋势，而在此胁迫过程中犘狆犖犃犆１０、

犘狆犖犃犆１８、犘狆犖犃犆１９和犘狆犖犃犆２４为高表达。研究

表明，水稻中ＮＡＣ基因参与铜胁迫过程
［３３］，在西瓜中

ＮＡＣ基因家族在缓解镉胁迫中可能具有重要作

用［３４］，关于ＮＡＣ基因家族在重金属胁迫中的研究很

少，初步推测 犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１８、犘狆犖犃犆１９ 和

犘狆犖犃犆２４在镉胁迫过程中起到重要作用。ＰｐＮＡＣｓ

基因在盐胁迫下大部分呈现上升下降再上升的趋势，

而且在第７ｄ时都表现为上调，犘狆犖犃犆１０ 和犘狆

犖犃犆２４在盐胁迫过程中表现出高表达量，出现的峰值

时间不同，分别在７ｄ和４８ｈ。研究表明，过表达

犗犖犃犆０４５可提高水稻的耐盐性
［３５］，在拟南芥中过表

达犆犻犖犃犆３ 表现出更强的耐盐性
［３６］。因此，犘狆

犖犃犆１０和犘狆犖犃犆２４基因可作为研究草地早熟禾耐

盐性的候选基因。在干旱胁迫下，所有ＰｐＮＡＣｓ基因

在不同的时间响应程度不同，表达量均有不同程度的

增加，在第７ｄ时表达量具有显著差异性（除 犘狆

犖犃犆２４外），均高于对照。犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆６、犘狆

犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１３基因在７ｄ表现出高表达量，而在

拟南芥中超量表达ＮＡＣ基因可提高其抗旱性
［３７］。在

干旱胁迫下水稻犗狊犖犃犆０９５基因的表达量增加，通过

减少体内水分的丧失提高水稻的抗旱性［３８］。同样在

本试验干旱胁迫下所有基因的表达量都有所增加，因

此推测这些基因参与草地早熟禾对干旱胁迫的调控，

犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆６、犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１３可能在抗

旱性方面起到重要作用。

在低温胁迫下，ＰｐＮＡＣｓ基因具有不同的表达趋

势，有的基因在胁迫过程中表现为全部上调，如犘狆

犖犃犆１、犘狆犖犃犆６、犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１６ 和 犘狆

犖犃犆１７；有的基因在胁迫过程中的表达趋势为先上升

后下降再上升，如犘狆犖犃犆２ 和犘狆犖犃犆１３；有的基因

则表现为先上升后下降再上升又下降的趋势，如犘狆

犖犃犆６、犘狆犖犃犆９、犘狆犖犃犆１６、犘狆犖犃犆２１ 和 犘狆

犖犃犆２４。在高温胁迫下，除犘狆犖犃犆２０外的其他基因

表达量的变化在１０倍以内。ＰｐＮＡＣｓ基因表达量的

变化趋势具有多样性，如犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆１６和犘狆

犖犃犆２０在胁迫过程中都表现为上调；犘狆犖犃犆１６、犘狆

犖犃犆２３和犘狆犖犃犆２４在胁迫过程中为上升下降上升

下降趋势。由此发现在高低温胁迫下犘狆犖犃犆１ 和

犘狆犖犃犆１６都表现为上调，犘狆犖犃犆２４ 都呈现“Ｍ”趋

势，它们在温度胁迫下具有相同的变化趋势，可能是受

到相同的分子调控，参与相同的调控路径。在茶树

（犆犪犿犲犾犾犻犪狊犻狀犲狀狊犻狊）中犆狊犖犃犆１和犆狊犖犃犆２响应温度

胁迫并有复杂的调控机制［３９］。本试验表明ＰｐＮＡＣｓ

基因响应高温和低温胁迫，不同基因响应高低温胁迫

程度不同，体现了ＰｐＮＡＣｓ基因在温度胁迫下具有复

杂的调控性。研究发现，低温胁迫下番茄中犛犾犖犃犕１

基因的过表达会提高渗透物的含量，降低超氧阴离子

的含量，提高植株的抗寒性［２０］。犘狆犖犃犆１ 和犘狆

犖犃犆１０在２４ｈ表现为高表达量，犘狆犖犃犆１８ 在４８ｈ

表现为高表达量，它们可以作为草地早熟禾对低温胁

迫下调控的候选基因。研究发现在番茄中抑制犛犾

犖犃犆１的表达影响热激蛋白的积累，转基因植株的抗

性降低，犛犾犖犃犆１ 在番茄耐高温中起到正调控作

用［４０］，本研究中犘狆犖犃犆２０ 在高温胁迫下为高表达，

它可能在耐高温过程中起到重要作用。

在本试验中同时分析了犘狆犖犃犆狊基因在重金属、

高盐、干旱、高温和低温胁迫下的表达情况，１５个犘狆

犖犃犆狊基因具有不同的表达模式，这些基因参与多种

信号传 导 途径，为确 定基因 功 能 提 供 了 重 要 信

息［４１－４２］。试验发现犘狆犖犃犆１０ 在重金属、高盐、干旱

和低温胁迫下为高表达，犘狆犖犃犆１８在重金属、干旱和

低温胁迫下为高表达，犘狆犖犃犆１０ 和犘狆犖犃犆１８ 在多

种非生物胁迫下表现突出，因此可将犘狆犖犃犆１０ 和

犘狆犖犃犆１８作为候选基因进行功能验证。

４　结论

根据二穗短柄草的蛋白序列和草地早熟禾转录组

数据，通过生物信息学分析得到１５个ＰｐＮＡＣｓ基因

全长ｃＤＮＡ序列，具有完整的开放阅读框。１５个Ｐｐ

ＮＡＣｓ转录因子都是酸性蛋白，除了犘狆犖犃犆１６，其他

都属于不稳定蛋白，疏水性蛋白。ＰｐＮＡＣｓ成员通过

聚类分析可分为３类，Ｍｏｔｉｆ分析发现大部分ＰｐＮＡＣｓ

基因家族成员具有ｍｏｔｉｆ１、２、３、４、５、６、７，具有相似的

结构。通过ｑＲＴＰＣＲ分析草地早熟禾在不同非生物

胁迫下的表达水平发现，１５个ＰｐＮＡＣｓ基因均能响应

不同的非生物胁迫，具有不同的表达模式，与重金属胁

迫相关的基因有 犘狆犖犃犆１０、犘狆犖犃犆１８、犘狆犖犃犆１９

和犘狆犖犃犆２４；与耐盐性相关的基因有犘狆犖犃犆１０ 和

２３ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２１）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４１Ｎｏ．４



犘狆犖犃犆２４；与抗旱性相关的基因有 犘狆犖犃犆１、犘狆

犖犃犆６、犘狆犖犃犆１０ 和犘狆犖犃犆１３；与耐寒性相关的基

因有犘狆犖犃犆１、犘狆犖犃犆１０和犘狆犖犃犆１８；与耐高温相

关的基因有犘狆犖犃犆２０，综上发现犘狆犖犃犆１０ 和犘狆

犖犃犆１８在多种抗逆过程中起到重要作用，可作为后续

功能验证试验的候选基因。
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犖犃犆１０ａｎｄ犘狆犖犃犆２４；ａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｓｔｈａｔｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｗｅｒｅ犘狆犖犃犆１，

犘狆犖犃犆６，犘狆犖犃犆１０ａｎｄ犘狆犖犃犆１３；ｔｈｅｇｅｎｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｎｄｅｒｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｗｅｒｅ

犘狆犖犃犆１，犘狆犖犃犆１０ａｎｄ犘狆犖犃犆１８；ａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｎｄｅｒｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓｗｅｒｅ犘狆

犖犃犆２０．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，犘狆犖犃犆１０ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｎｄｅｒｈｅａｖｙｍｅｔａｌ，ｓａｌｔ，ｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｌｏｗｔｅｍ

ｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｒｅｓｓ，犘狆犖犃犆１８ ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｕｎｄｅｒｈｅａｖｙｍｅｔａｌ，ｄｒｏｕｇｈｔａｎｄｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｓｔｒｅｓｓ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，犘狆犖犃犆１０ａｎｄ犘狆犖犃犆１８ｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｏｆｍｅａｄｏｗｇｒａｓｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ．

　　犓犲狔狑狅狉犱狊：犘狅犪狆狉犪狋犲狀狊犻狊；ＮＡＣｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ；ａｂｉｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ；ｇｅｎｅｅｘｐ
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ｒｅｓｓｉｏｎ

《草原与草坪》编辑部网络采编办公系统正式运行

各位作者及审稿专家：

您好！为提高稿件处理和办公效率，《草原与草坪》编辑部已从２０２１年７月开始启用网络采编办公系统。

作者投稿采用新的网络平台（ｈｔｔｐ：／／ｃｙｙｃｐ．ｉｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ），请尽量不要使用原电子邮件投稿，特此公告，望作

者和审稿专家予以支持与合作。

在使用网络采编办公系统中您有任何疑问、意见和建议，请您电话０９３１７６３１８８５或者发邮件到ｃｙｙｃｐ＠

ｇｓａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

《草原与草坪》编辑部
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