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摘　 要:ＮＡＣ 转录因子是一类广泛存在于植物中且为植物所特有的转录因子超家族ꎬ不仅调控植物的生长发育等方

面ꎬ同时也响应植物受到的生物及非生物胁迫ꎮ 为了研究大豆中 ＮＡＣ 转录因子的功能ꎬ利用 ＰＣＲ 的方法从大豆中克

隆 ＧｍＮＡＣ４６ 基因ꎬ采用生物信息学方法对该基因及编码的蛋白质进行分析ꎬ采用酵母单杂交实验分析转录因子的自

激活活性ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的方法分析基因的组织特异性表达ꎮ 结果表明:ＧｍＮＡＣ４６ 基因开放阅读框长 １ ２１８ ｂｐꎬ编码

４０５ 个氨基酸ꎬ蛋白质分子量为 ４５. ８７２ ｋＤꎬ等电点为 ４. ８８ꎮ ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白在 ４ ~ １５６ 位氨基酸处含有 １ 个高度保守

的 ＮＡＣ 结构域ꎬ属于亲水性蛋白ꎬ定位于细胞核中ꎮ ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白与野生大豆的 ＮＡＣ 蛋白亲缘关系较近ꎮ 酵母单

杂交实验结果表明ꎬ转录因子 ＧｍＮＡＣ４６ 具有转录自激活活性ꎮ 组织特异性表达模式分析表明ꎬＧｍＮＡＣ４６ 基因在大

豆根、茎、叶、子叶中都表达ꎬ在根中表达量最高ꎮ
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　 　 大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ. Ｍｅｒｒ. )的种植起源于中

国ꎬ在我国有悠久的栽培历史ꎮ 大豆作为一种重要

的粮油兼用作物[１]ꎬ在我国的农业生产种植中占有

极其重要的地位ꎮ 同时大豆也是日常生活中蛋白

质和食用油脂的重要来源之一ꎬ也是生长发育过程

中需水量较多、对水分含量较为敏感的一类农作

物[２]ꎮ 除此之外ꎬ大豆在动物饲料、工业产品的生

产中也发挥作用ꎮ 近些年来ꎬ随着经济的发展ꎬ对
于大豆的需求日益增多ꎬ但由于种植面积减少以及

自然环境变化等因素的影响ꎬ国产大豆的总量远远

满足不了国内需求ꎮ 研究大豆生长发育过程中的

抗逆机制ꎬ进而培育出抗逆高产的品种是亟待解决

的问题ꎮ
转录因子是一类与靶基因启动子特定区域结

合进而调控下游基因转录翻译的蛋白质[３]ꎬ目前研

究发现的转录因子有 ＮＡＣ、ＭＹＢ 等ꎬ在植物体受到

自然环境中各种各样的非生物胁迫时ꎬ这些转录因

子在植物抗逆的过程中发挥着重要的作用ꎮ
ＮＡＣ 转录因子家族是植物特有的一类转录调

控因子ꎬ 其名称是由矮牵牛的 ＮＡＭ、 拟南芥的

ＡＴＡＦ１ / ２ 及 ＣＵＣ２ 结合共同命名的ꎬＮＡＣ 转录因子

的共同特征是:Ｎ 端是由 １５０ 个左右氨基酸组成的

一个高度保守的 ＮＡＣ 结构域ꎬＣ 端是一个多样化的

转录结构激活域[４]ꎮ 目前许多 ＮＡＣ 基因已经被克
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隆出来ꎬ如拟南芥中有 １１７ 个编码 ＮＡＣ 转录因子的

基因ꎬ水稻中有 １５１ 个[５]ꎮ 许多研究表明ꎬＮＡＣ 家

族转录因子不但可以通过激素信号通路参与植物

的生长发育ꎬ比如根的生长和植物衰老等过程ꎬ而
且参与植物对病虫害、杂草等的生物胁迫应答以及

盐碱、干旱环境等非生物逆境胁迫的非生物应答过

程[６]ꎮ 过表达水稻 ＯｓＮＡＣ２ 能够增强水稻对乙烯的

敏感性ꎬ进而影响种子的萌发和生长[７]ꎻ过表达水

稻胁迫响应基因 ＳＮＡＣ１ 可以显著提高转基因水稻

的抗旱性[８]ꎻ在水稻根中过表达 ＯｓＮＡＣ１０ 基因可以

提高水稻在干旱条件下的耐旱性和产量[９]ꎮ
前人研究表明ꎬ大豆全基因组中含有 １５２ 个编

码 ＮＡＣ 转录因子的基因ꎬ一些大豆 ＮＡＣ 转录因子
在大豆抗逆及生长发育过程中发挥重要的调节作
用ꎮ 在大豆根中过表达 ＧｍＮＡＣ４ 基因ꎬ在干旱条件
下植株体中丙二醛含量降低ꎬ脯氨酸的含量增加ꎬ
抗旱性增强[１０]ꎻ在拟南芥中过表达 ＧｍＮＡＣ４ 基因ꎬ
种子萌发率和根的长度都相对增加[１１]ꎻ在烟草中过

量表达 ＧｍＮＡＣ２ 基因烟草对干旱、高盐等非生物胁
迫胁迫敏感ꎬ抗逆性下降ꎬ将 ＧｍＮＡＣ２ 基因沉默ꎬ烟
草植株的抗逆性增强[１２]ꎻ在拟南芥中过表达大豆

ＧｍＮＡＣ１１ 和 ＧｍＮＡＣ２０ 基因ꎬ过表达 ＧｍＮＡＣ１１ 植株
的耐盐性明显提高ꎬ而过表达 ＧｍＮＡＣ２０ 植株不仅
耐盐性和耐寒性提高ꎬ同时侧根形成也受到促

进[１３]ꎮ 本研究从大豆中克隆 ＧｍＮＡＣ４６ꎬ并对其进

行生物信息学分析、转录自激活活性及组织特异性
表达模式分析ꎬ旨在为进一步研究该基因的生物学
功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料
供试大豆栽培品种 为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎻ ＤＬ２０００

Ｍａｒｋｅｒ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细
胞购自北京全式金生物有限公司ꎻ限制性内切酶

Ｓａｌ Ⅰ、ＥｃｏＲ Ⅰ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购于 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公
司ꎻ引物合成、测序由生工生物工程有限公司完成ꎻ
酵母 ＹＰＤＡ 培养基粉末、酵母单缺培养基粉末 ＳＤ
(Ｔｒｐ￣)、酵母三缺培养基粉末 ＳＤ(Ｔｒｐ￣ / Ｈｉｓ￣ / Ａｄｅ￣)
购于北京泛基诺生物有限公司ꎻ克隆载体 ｐＭＤ１８￣
Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ购买于 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＴＲｉｚｏｌ、普通 ＤＮＡ 产
物纯化试剂盒、质粒 ＤＮＡ 小量抽提试剂盒订购于北
京天根生化有限公司ꎻ其它化学药品均为国产分
析纯ꎮ
１. ２　 方法
１. ２. １　 大豆叶片 ＲＮＡ 的提取和 ｃＤＮＡ 第一链的合

成　 将水培 ２０ ｄ 左右大豆的叶片置于液氮中速冻
研磨ꎬ用 ＴＲｉｚｏｌ 试剂盒(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)提取叶片组织总

ＲＮＡ[１４]ꎬ使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 质量ꎬ

使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ使用 Ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 试剂盒 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ) 将叶片总
ＲＮＡ 反转录生成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１. ２. ２ 　 ＧｍＮＡＣ４６ 基因的克隆 　 根据 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ
Ｖ１０. ３ 数据库中大豆基因组数据中的 Ｇｌｙｍａ.
０７Ｇ０４８０００. １ 基因序列ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ ８. ０ 设计引
物 ＧｍＮＡＣ４６￣Ｆ(５′￣ＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＴＡＧＧＡＣ￣
ＴＣＧＧＴＴ￣３′) 和 ＧｍＮＡＣ４６￣Ｒ ( ５′￣ＴＴＡＡＴＴＴＴＣＣＣＡ￣
ＴＣＴＣＣＡＴＧＡＡＧＴＧＧ￣３′)ꎬ以大豆叶片 ｃＤＮＡ 第一链
为模板ꎬ使用 Ｔａｑ ＤＮＡ 酶(Ｔｒａｎｓｇｅｎ)ꎬＰＣＲ 扩增基因
的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎮ ＰＣＲ 程序为:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ
７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 扩增产物使用琼脂糖凝胶电泳进行
鉴定ꎬ用普通 ＤＮＡ 产物纯化试剂盒纯化回收 ＰＣＲ
产物ꎬ连接至 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体后转化大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞ꎬ经菌液 ＰＣＲ 检测后的阳性克隆送至上
海生工生物工程有限公司进行测序ꎮ
１. ２. ３ 　 ＧｍＮＡＣ４６ 基因的生物信息学分析 　 利用
ＮＣＢＩ 网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ )ꎬ 以
ＧｍＮＡＣ４６ 编码的氨基酸为参考序列ꎬ比对并下载其
他物种的氨基酸序列ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行多序
列比较ꎬ利用 ＭＥＧＡ ４. １ 软件构建系统发生树ꎮ 用
Ｐｒｏｔｐａｒａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)
在线网站预测 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白的分子质量、等电点
及理化性质ꎻ使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件的 Ｋｙｔｅ＆Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 方
法计算蛋白质序列的疏水性分布ꎻ使用在线工具
ＬｏｃＴｒｅｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓｔｌａｂ. ｏｒｇ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ｌｏｃｔｒｅｅ２ / )预测该蛋白的亚细胞定位ꎮ 使用 ＳＯＰＭＡ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａａｕｔｏｍａ. ｐｌ?
ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａｓｏｐｍａ. ｈｔｍｌ)预测 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白二级结
构ꎻ使用 ＳＷＩＳＳ￣Ｍｏｄｅｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )在线程序预测分析蛋白三级结构ꎮ
１. ２. ４　 酵母单杂交　 根据载体 ｐＧＢＫＴ７ 的序列图
谱ꎬ设计带有 ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｓａｌ Ⅰ酶切位点的同源重组
引物ꎬＰＣＲ 扩增 ＧｍＮＡＣ４６ 的 ＯＲＦ 序列ꎬ引物及序列
为 ＧｍＮＡＣ４６￣ＢＫＦ ( ５′￣ＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＧＡＡＴＴ￣
ＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＴＡＧＧＡＣＴＣＧ￣３′)和 ＧｍＮＡ￣
Ｃ４６￣ＢＫＲ ( ５′￣ＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＣＡＧＧＴＴＡＡＴＴＴＴＣＣＣ￣
ＡＴＣＴＣＣＡＴＧＡＡＧ￣３′)ꎮ 纯化回收带有同源重组臂
的 ＧｍＮＡＣ４６ 的 ＯＲＦ 序列ꎬ将载体质粒经 ＥｃｏＲ Ⅰ和
Ｓａｌ Ⅰ双酶切回收ꎬ与基因使用博迈德生物公司 ２ ×
Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｍｉｘ 同源重组试剂盒进行同源重
组ꎬ然后转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ经菌液
ＰＣＲ 检测后的阳性克隆送至生工生物工程有限公
司进行测序ꎮ

提取测序正确的 ＧｍＮＡＣ４６￣ｐＧＢＫＴ７ 的质粒ꎬ与
对照的 ｐＧＢＫＴ７ 空载体分别转化酵母菌株 ＡＨ１０９ꎬ
涂布单缺 ＳＤ(Ｔｒｐ￣)营养型缺陷培养基[１５]ꎬ待长出
单菌落后ꎬ挑取单菌落稀释后涂布三缺 ＳＤ(Ｔｒｐ￣ /
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Ｈｉｓ￣ / Ａｄｅ￣)营养缺陷型培养基ꎬ在 ３０ ℃培养箱倒置
培养 ２ ~ ３ ｄ 后ꎬ观察菌落的生长情况ꎮ
１. ２. ５ 　 ＧｍＮＡＣ４６ 组织特异性表达 　 分别取水培
２０ ｄ 后的 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 大豆的根、茎、叶、子叶组织ꎬ经液
氮速冻后研磨提取 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ以
ＣＹＰ２ 作为内参基因ꎬ 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法分析
ＧｍＮＡＣ４６ 基 因 的 表 达 量ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引 物 为
ｎＧｍＮＡＣ４６￣ｑＦ(５′￣ＧＡＴＣＴＴＴＧＣＧＡＴＧＴＧＧＡＡＣＣＴＴＧ￣
３′)和 ( ｎＧｍＮＡＣ４６￣ｑＲ:５′￣ＡＡＧＧＴＣＣＴＡＡＣＴＴＣＡＣＧ￣
ＧＴＣＴＡＣＴＣＣＡＧ￣３′)ꎮ 采用 ２ －△△ＣＴ方法[１６]对荧光定

量的数据进行计算分析ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软
件进行统计制图ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＧｍＮＡＣ４６ 基因克隆及序列分析
从大豆 ｃＤＮＡ 中扩增出 ＧｍＮＡＣ４６ 基因ꎬ该基因

的 ｃＤＮＡ 全长 １ ７７６ ｂｐꎬ开放阅读框长 １ ２１８ ｂｐꎬ编
码 ４０５ 个氨基酸ꎮ 结构域预测发现 ＧｍＮＡＣ４６ 中含
有 １ 个 ＮＡＣ 结构域(图 １)ꎬ该结构域位于第 ４ ~ １５６
个氨基酸的位置ꎬ该蛋白为 ＮＡＣ 蛋白ꎮ

图 １　 大豆 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白的功能结构域分析

Ｆｉｇ. １　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ

２. ２　 蛋白序列同源性及进化分析

多序列比对结果显示:ＧｍＮＡＣ４６ 与野大豆的

氨基酸序列有较高的相似性ꎬ为 ９９. ７５％ ꎬ与木豆、

赤豆、赤小豆、绿豆的相似性次之ꎬ分别为 ６３. ０６％ 、
５７. ５２％ 、５６. ６５％ 、５７. ３８％ (图 ２)ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ
ＧｍＮＡＣ４６ 与野大豆处于同一分支ꎬ亲缘关系较近ꎮ

图 ２　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白与其他 ＮＡＣ 蛋白多序列比对

Ｆｉｇ. ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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图 ３　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白与其他 ＮＡＣ 蛋白系统进化树分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ＮＡＣ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２. ３　 大豆 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白基本性质分析

ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白分子量为 ４５. ８７２ ｋＤꎬ等电点为

４. ８８ꎬ由 ２０ 种氨基酸组成ꎬ酸性氨基酸 ６４ 个ꎬ碱性

氨基酸 ３９ 个ꎬ其中丝氨酸含量最多ꎬ为 １１. ６％ ꎬ脂
肪系数为 ６４. ４２ꎬ不稳定系数为 ４９. ０１ꎬ属于不稳定

蛋白ꎮ ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白无卷曲螺旋结构ꎬ定位于细

胞核ꎬ符合转录因子一般定位于细胞核的结论ꎮ 蛋

白序列的亲疏水性分布结果显示:其总平均亲水性

(ＧＲＡＶＹ)为 － ０. ５１５ꎬ可见该蛋白是亲水性较强的

蛋白(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白亲疏水性分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋 白 的 二 级 结 构 中 α￣螺 旋 占

１７􀆰 ２８％ 、β￣转角占 ２. ９６％ ꎬ无规则卷曲占 ５９. ７５％
(图 ５)ꎮ 三级结构预测结果显示ꎬＧｍＮＡＣ４６ 蛋白的

模型与水稻 ＮＡＣ１ 最相似ꎬ相似度达 ４１. １３％(图 ６)ꎮ

　 　 注:最长竖线为 α￣螺旋ꎻ次长竖线为延伸带ꎻ第三长竖线为 β￣转角ꎻ最短竖线为无规则卷曲ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｔｈｅ ｌｏｎｇｅｓｔ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｍｅａｎｓ ｃｏｍｂ￣ｓｃｒｅｗꎻ Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｍｅａｎｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｂｅｌｔꎻ

Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｍｅａｎｓ ｃｏｒｎｅｒꎻ Ｔｈｅ ｓｈｏｒｔｅｓｔ ｖｅｒｔｉｃａｌ ｌｉｎｅ ｍｅａｎｓ ｒａｎｄｏｍ ｃｕｒｌ.

图 ５　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白的二级结构

Ｆｉｇ. ５　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ
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图 ６　 ＧｍＮＡＣ４６ 蛋白三级结构

Ｆｉｇ. ６　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｐｒｏｔｅｉｎ

２. ４　 ＧｍＮＡＣ４６ 的转录自激活活性分析

在单 缺 ＳＤ ( Ｔｒｐ￣) 营 养 型 缺 陷 培 养 基 上ꎬ
ＧｍＮＡＣ４６￣ｐＧＢＫＴ７ 和 ｐＧＢＫＴ７ 空载两者均能正常生

长ꎬ表明 ｐＧＢＫＴ７ 质粒和 ＧｍＮＡＣ４６￣ｐＧＢＫＴ７ 质粒均

转化至酵母中ꎮ 在三缺 ＳＤ(Ｔｒｐ￣ / Ｈｉｓ￣ / Ａｄｅ￣)的培养

基上ꎬ转化 ＧｍＮＡＣ４６￣ｐＧＢＫＴ７ 质粒的酵母菌落能够

正常生长ꎬ而转化 ｐＧＢＫＴ７ 质粒的酵母菌落不能够正

常生长(图 ７)ꎬ表明 ＧｍＮＡＣ４６ 具有转录自激活活性ꎮ

图 ７　 ＧｍＮＡＣ４６ 转录因子的转录激活活性分析

Ｆｉｇ. ７　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ

２. ５　 ＧｍＮＡＣ４６ 组织特异性表达分析

如图 ８ 所示ꎬＧｍＮＡＣ４６ 基因在大豆的根、茎、
叶、子叶中均有表达ꎬ其中ꎬ在根中的表达量最高ꎬ
子叶次之ꎬ叶片中表达量最低ꎮ 结果表明该基因可

能主要在根中发挥调控作用ꎮ

图 ８　 ＧｍＮＡＣ４６ 基因的组织特异性表达

Ｆｉｇ. ８　 Ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＮＡＣ４６ ｇｅｎｅ

３　 讨论

ＮＡＣ 转录因子包含 ＮＡＭ、ＡＴＡＦ１ / ２ 和 ＣＵＣ２ 重

要组成部分ꎬ是转录因子家族中最重要的成员之

一ꎬ许多的 ＮＡＣ 基因仅含有 １ 个 ＮＡＭ 结构域ꎬ仅有

少部分 ＮＡＣ 基因有 ２ 个 ＮＡＭ 结构域[１７]ꎻ利用在线

程序发现 ＧｍＮＡＣ４６ 转录因子中含有一个保守的结

构域ꎬ符合 ＮＡＣ 转录因子的一般特性ꎻ同时利用在

线网站预测到 ＧｍＮＡＣ４６ 转录因子定位在细胞核

中ꎬ符合转录因子的一般规律ꎮ
前人研究证明ꎬ大豆 ＮＡＣ 家族成员基因大部分

都具有转录自激活活性ꎮ Ｔｒａｎ 等[１８] 从大豆基因中

克隆出了 ３１ 个 ＧｍＮＡＣ 转录因子ꎬ并对它们进行了

酵母单杂实验ꎬ发现其中的 ２８ 个都具有转录自激活

活性ꎬ同时对这些大豆 ＮＡＣ 基因的表达进行分析ꎬ
它们在不同的器官中呈双向表达ꎬ说明它们在植物

的生长发育过程中具有不同的功能ꎮ 另外一些转

录因子ꎬ如 ＧｍＮＡＣ２３[１９]、ＧｍＮＡＣ１１５[１５]也具有转录

自激活活性ꎮ 这些研究说明大豆 ＮＡＣ 转录因子大

家族在植株体内ꎬ因其 Ｃ 端多变的转录激活域可能
具有不同的转录调控机制ꎮ 本研究发现 ＧｍＮＡＣ４６
也具有转录自激活活性ꎬ其转录激活区域有待进一

步研究确定ꎮ
不同 ＮＡＣ 转录因子在植物组织中的表达具有

特异性ꎮ 目前研究发现大豆中共有 １５２ 个 ＮＡＣ 蛋

白ꎬ王洋等[２０] 对这 １５２ 个 ＮＡＣ 蛋白的组织特异性

表达情况进行了分析ꎬ其中主要在大豆根茎叶等营

养器官中表达的 ＮＡＣ 基因所占比例最大ꎬ在豆荚等

器官中相对较少ꎮ 如与大豆 ＧｍＮＡＣ４ 基因同源的

拟南芥 ＡＮＡＣ０５５ 基因ꎬ在叶片中的表达量最高ꎬ花
和茎次之[２１]ꎻ大豆 ＧｍＮＡＣ２ / ５ 这两个基因都在开花

后 ４０ ｄ 的未成熟大豆种子中的表达量最高ꎬ在根中

的表达量次之ꎬ在叶片和茎中的表达量最低[１２]ꎮ 对

转 ＧｍＮＡＣ８ 基因拟南芥不同部位中 ＧｍＮＡＣ８ 基因

表达分析的结果表明ꎬ该基因在根、茎、叶、花、荚中

都有表达ꎬ茎、叶中的表达量最高ꎬ推测该基因可能

在叶片中发挥响应胁迫调控作用[２２]ꎮ 这些研究结
果进一步表明了大豆 ＮＡＣ 家族基因在植物生长发

育中起到调节作用ꎮ 本研究中ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验的结

果表明 ＧｍＮＡＣ４６ 在所检测的组织中都有表达量ꎬ
在根中的表达量高于其他组织ꎬ表明基因可能主要

在根中发挥调控作用ꎬ其具体生物学功能有待进一

步研究ꎮ

４　 结论

本研究从大豆中克隆出 ＧｍＮＡＣ４６ 基因ꎬ其开

放阅读框长 １ ２１８ ｂｐꎬ编码 ４０５ 个氨基酸ꎬＧｍＮＡＣ４６
蛋白含有 １ 个高度保守的 ＮＡＣ 结构域ꎮ ＧｍＮＡＣ４６
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与野生大豆的 ＮＡＣ 蛋白处于同一分支上ꎬ亲缘关系

较近ꎮ 转录活性试验结果表明ꎬ转录因子 ＧｍＮＡＣ４６
具有转录自激活活性ꎮ ＧｍＮＡＣ４６ 基因在大豆的多

个组织中都有表达ꎬ在根中的表达量最高ꎮ 本研究

为进一步分析 ＧｍＮＡＣ４６ 在大豆中的生物学功能和

作用机制奠定基础ꎮ
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