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　　摘要：植物ＮＡＣ１转录因子在调控植物的抗生物胁迫反应中起着重要的作用。为探究生物逆境相关 ＮＡＣ１转录
因子的功能，通过生物信息学的方法对８个生物逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白氨基酸序列一致性、氨基酸组成、理化性质、
亲／疏水性、保守结构域、磷酸化位点、亚细胞定位、二级结构及三级结构等进行了预测和分析。结果表明，８个生物逆
境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白Ｎ－端保守性较强，包括５个保守的亚结构域，共同组成 ＮＡＣ１结构域。Ｃ－端含有多个保守
的氨基酸，具有转录激活功能。同时蛋白中含有多个丝氨酸（Ｓ）、苏氨酸（Ｔ）和酪氨酸（Ｙ）磷酸化位点。８个ＮＡＣ１蛋
白都为亲水性蛋白，大多定位于细胞核，个别定位于细胞质或叶绿体。二级结构则以α－螺旋和 β－折叠为主。８个
ＮＡＣ１蛋白三维结构上的相似性暗示了功能上存在相似。本研究结果为进一步挖掘生物逆境相关ＮＡＣ１转录因子的
功能和改良植物抗生物逆境特性提供理论依据。
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　　ＮＡＣ（ＮＡＭ／ＡＴＡＦ／ＣＵＣ）转录因子家族是目前发现的最
大的一类植物特有的转录因子，在其他真核生物中尚未发现

该家族成员［１－２］。ＮＡＣ家族的命名源于矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａｈｙｂｒ
ｉｄａ）ＮＡＭ（ｎｏａｐｉｃａｌｍｅｒｉｓｔｅｍ）和拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）
ＡＴＡＦ１、ＡＴＡＦ２以及 ＣＵＣ２（ｃｕｐ－ｓｈａｐｅｄｃｏｔｙｌｅｄｏｎ）基因［３－４］。

研究表明，ＮＡＣ转录因子具有多种功能，在植物的生长发育、
器官建成、激素信号应答及逆境胁迫中均发挥重要的作用，已

成为当前植物基因功能及表达网络调控研究中的热点［２，５－６］，

如枝顶端分生组织发育［７］、植物的衰老［８－１０］、细胞分裂［１１］、植

物激素调控与信号转导［１２－１３］和参与生物胁迫中植物的防御

反应［１４－１６］等。

ＮＡＣ转录因子是一个庞大的家族，大量的 ＮＡＣ基因被
识别，其中在拟南芥中已发现１１７个 ＮＡＣ基因，水稻中发现
１５１个ＮＡＣ基因，葡萄中发现７９个 ＮＡＣ基因，烟草中发现
１５２个ＮＡＣ基因［１７］。越来越多的研究表明了 ＮＡＣ１基因在
调控植物的抗生物胁迫反应起着重要的作用。辣椒 ＣａＮＡＣ１
在细菌性斑点病菌侵染后快速诱导，而且非寄主病菌侵染和

抗病信号分子ＳＡ和 ＥＴ处理后也能诱导 ＣａＮＡＣ１强烈的表
达［１８］。先前的研究表明假单胞杆菌可以诱导番茄ＳｌＮＡＣ１基
因的表达［１９］，进一步研究表明番茄 ＳｌＮＡＣ１在调控植物抗性
抵抗假单胞杆菌侵染起着重要的作用，并且番茄ＳｌＮＡＣ１和本
生烟ＮｂＮＡＣ１有高度的同源性，抑制 ＮｂＮＡＣ１，削弱植物的抗
性，增加本生烟对假单胞杆菌的敏感性［２０］。葡萄 ＶｖＮＡＣ１基
因调控葡萄的防御反应应答坏死型和活体营养型病原菌的入

侵，在拟南芥中过量表达 ＶｖＮＡＣ１基因可以增强植物对坏死
型和活体营养型病原菌的入侵，并且防御相关的植物激素

（如ＳＡ、ＭｅＪＡ、ＡＢＡ和乙烯）可以诱导葡萄 ＶｖＮＡＣ１基因的表
达［２１］。在大麦中过量表达 ＨｖＳＮＡＣ１基因能够增强大麦对镰
刀菌的抗性，减轻叶斑病症状［２２］。一些研究表明，ＮＡＣ转录
因子在应答病毒入侵时也起着一定的作用。番茄曲叶病毒

（ｔｏｍａｔｏｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，ＴＬＣＶ）能够诱导番茄ＳｌＮＡＣ１基因的表
达，并且该病毒编码的 Ｒｅｎ（ｇｅｍｉｎｉｖｉｒａｌｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｒ）
蛋白能与ＳｌＮＡＣ１蛋白相互作用，过量表达 ＳｌＮＡＣ１后可以加
速ＴＬＣＶ的ＤＮＡ积累［２３］。

因此本研究将通过生物信息学的方法对生物逆境胁迫相

关的普通烟 ＮｔＮＡＣ１、番茄 ＳｌＮＡＣ１、拟南芥 ＡｔＡＴＡＦ１、辣椒
ＣａＮＡＣ１、大麦 ＨｖＳＮＡＣ１、小麦 ＴａＮＡＣ１、水稻 ＯｓＮＡＣ１和葡萄
ＶｖＮＡＣ１转录因子的理化性质、等电点、亲／疏水性、序列一致
性、磷酸化位点、保守结构域、亚细胞定位、二级结构和蛋白三

维结构等进行预测和比较分析，旨在为进一步挖掘生物逆境

相关ＮＡＣ１转录因子的功能和改良植物抗生物逆境特性提供
理论支持。

１　材料与方法

１．１　材料
从ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）的ＧｅｎＢａｎｋ上

下载普通烟 ＮｔＮＡＣ１、番茄 ＳｌＮＡＣ１、拟南芥 ＡｔＡＴＡＦ１、辣椒
ＣａＮＡＣ１、大麦 ＨｖＳＮＡＣ１、小麦 ＴａＮＡＣ１、水稻 ＯｓＮＡＣ１和葡萄
ＶｖＮＡＣ１转录因子的氨基酸序列。
１．２　ＮＡＣ１蛋白氨基酸序列比对及系统发生树构建

利用ＤＮＡＭＡＮ软件进行氨基酸序列一致性分析。利用
在线程序 ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／
ｃｌｕｓｔａｌｏ／）进行氨基酸多重序列比对。利用 ＭＥＧＡ５．０软
件［２４］构建系统发生树，采取遗传距离建树法的相邻连接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）建树，对构建的树进行自检（ｂｏｏｔ
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ｓｔｒａｐ），重复设定为１０００。
１．３　ＮＡＣ１蛋白一级结构及理化特性分析

利用在线程序 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔ
ｐａｒａｍ／）对蛋白理化性质进行分析［２５］。利用在线程序

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）进行氨基酸疏水
性分析，利用 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）进行蛋白磷酸化位点修饰分析［２６］。

１．４　ＮＡＣ１蛋白二级结构预测及亚细胞定位分析
利用在线程序ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－

ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测 α－螺旋
（ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ）、β－折叠（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ）、β－转角（ｂｅｔａ
ｔｕｒｎ）、无规卷曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ）等蛋白二级结构。利用在线程
序ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．ｃｏｍ／ｗｏｌｆ－ｐｓｏｒｔ．ｈｔ
ｍｌ）进行蛋白亚细胞定位［２７］。

１．５　ＮＡＣ１蛋白三级结构预测
利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬｗｏｒｋｓｐａｃｅ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘ

ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｗｏｒｋｓｐａｃｅ／）对蛋白的三维结构进行同源模拟［２８］。

其中 ＳｌＮＡＣ１、ＣａＮＡＣ１、ＡｔＡＴＡＦ１ＴａＮＡＣ１、ＮｔＮＡＣ１、ＯｓＮＡＣ１和

ＨｖＳＮＡＣ１的模板 ＰＤＢ号都是３ｕｌｘＡ，ＶｖＮＡＣ１的模板 ＰＤＢ号
是１ｕｔ７Ｂ。然后通过ＵＣＳＦＣｈｉｍｅｒａ软件将蛋白三维结构读取
出来［２９］。

２　结果与分析

２．１　ＮＡＣ１蛋白氨基酸序列比对及系统发生树构建
通过ＤＮＡＭＡＮ软件对这８个生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１

蛋白氨基酸序列的一致性进行分析，发现它们的氨基酸序列

一致性为４６．５２％。进一步通过在线程序ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ对它
们进行多重序列比对，寻找 ＮＡＣ１中的保守区域。如图１所
示，８个生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１转录因子在氨基酸序列
Ｎ－端保守性较强，其结构域由高度保守的约１５０个氨基酸
残基组成。Ｃ－端氨基酸则具有高度的多样性，但Ｃ－端仍有
几个较为保守的氨基酸，如酪氨酸（Ｙ）、亮氨酸（Ｌ）、缬氨酸
（Ｖ）、丝氨酸（Ｓ）。利用ＭＥＧＡ５．０软件对这８个生物逆境胁
迫相关ＮＡＣ１蛋白构建系统进化树。如图２所示，ＳｌＮＡＣ１和
ＣａＮＡＣ１亲缘关系最近，和 ＡｔＡＴＡＦ１亲缘关系稍近，与
ＮｔＮＡＣ１的亲缘关系最远。
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２．２　ＮＡＣ１蛋白理化性质及亲疏水性分析
利用在线程序ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测ＮＡＣ１蛋白的理化性质（表

１），结果表明，ＮｔＮＡＣ１、ＯｓＮＡＣ１、ＳｌＮＡＣ１和 ＣａＮＡＣ１为稳定
蛋白，而 ＴａＮＡＣ１、ＶｖＮＡＣ１、ＨｖＳＮＡＣ１和 ＡｔＡＴＡＦ１为不稳定
蛋白。由预测的等电点可知，生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１蛋白

中碱性等电点居多，如ＮｔＮＡＣ１、ＳｌＮＡＣ１、ＣａＮＡＣ１、ＴａＮＡＣ１和
ＶｖＮＡＣ１，也有酸性等电点，如 ＯｓＮＡＣ１、ＨｖＳＮＡＣ１、ＡｔＡＴＡＦ１。
从蛋白组成可以看出，ＮｔＮＡＣ１中精氨酸（Ａｒｇ）含量最高，
ＴａＮＡＣ１中亮氨酸（Ｌｅｕ）含量最高，ＯｓＮＡＣ１和ＨｖＳＮＡＣ１中丙
氨酸（Ａｌａ）含量最高，ＶｖＮＡＣ１和 ＡｔＡＴＡＦ１中脯氨酸（Ｐｒｏ）含
量最高，ＳｌＮＡＣ１和ＣａＮＡＣ１中赖氨酸（Ｌｙｓ）含量最高。

另外由表１可以看出，８个生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１蛋
白的亲水性平均系数都为负值，说明它们都是亲水性蛋白，其

中ＳｌＮＡＣ１的亲水性平均系数最小，说明ＳｌＮＡＣ１蛋白的亲水
性最强。为了进一步证实 ＮＡＣ１蛋白都属于亲水性蛋白，利
用在线程序ＰｒｏｔＳｃａｌｅ对８个生物逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白进
行疏水性／亲水性预测（图３）。根据氨基酸分值越低亲水性
越强和分值越高疏水性越强的规律，介于＋０．５至－０．５之间

表１　ＮＡＣ１蛋白的氨基酸组成及理化性质

蛋白名称
分子量

（ｕ）
主要氨基酸含量

（％）
蛋白不稳定

指数

酸性氨基酸／碱
性氨基酸

理论等

电点

亲水性

平均系数

ＮｔＮＡＣ１ ２７８４５．４ Ａｒｇ（８．４），Ａｓｎ（６．３），Ｇｌｕ（７．６），Ｉｌｅ（６．３），Ｌｙｓ（６．７），Ｔｈｒ（６．３） ３９．５０Ｓ ３２／３６ ８．７３ －０．７６４
ＴａＮＡＣ１ ３２７５０．２ Ａｌａ（８．０），Ａｒｇ（８．３），Ｇｌｕ（７．３），Ｇｌｙ（７．６），Ｌｅｕ（９．７），Ｓｅｒ（７．６） ４９．８４Ｕ ３５／３７ ８．１８ －０．５３７
ＶｖＮＡＣ１ ３７５０３．３ Ａｓｐ（６．３），Ｌｅｕ（７．８），Ｌｙｓ（７．２），Ｐｒｏ（１０．７），Ｓｅｒ（９．９） ５０．７３Ｕ ３３／３７ ８．７５ －０．６２８
ＯｓＮＡＣ１ ３４９８９．５ Ａｌａ（１１．８），Ａｒｇ（７．３），Ａｓｐ（７．６），Ｇｌｙ（７．６），Ｐｒｏ（８．９） ３５．４０Ｓ ４３／４２ ６．６２ －０．６１９
ＨｖＳＮＡＣ１ ３６９４２．５ Ａｌａ（１１．５），Ａｒｇ（７．３），Ａｓｐ（７．０），Ｇｌｙ（７．６），Ｐｒｏ（７．６） ４２．７０Ｕ ４４／４１ ６．３３ －０．７２０
ＡｔＡＴＡＦ１ ３２９２２．３ Ａｓｐ（６．６），Ｇｌｕ（６．６），Ｇｌｙ（６．６），Ｌｙｓ（８．０），Ｐｒｏ（９．３），Ｓｅｒ（７．６） ５４．５２Ｕ ３８／３６ ６．１５ －０．６６１
ＳｌＮＡＣ１ ３４８３５．２ Ａｓｎ（７．０），Ａｓｐ（６．３），Ｇｌｕ（６．３），Ｌｅｕ（７．６），Ｌｙｓ（８．０），Ｐｒｏ（７．０） ３８．４６Ｓ ３８／３９ ７．６２ －０．８３７
ＣａＮＡＣ１ ３４９８６．５ Ａｌａ（６．５），Ｇｌｙ（７．２），Ｌｅｕ（７．２），Ｌｙｓ（７．５），Ｐｒｏ（６．５），Ｓｅｒ（６．８） ３８．０４Ｓ ３５／３７ ８．１５ －０．６５２
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的主要为两性氨基酸，从整体来看，这８个生物逆境胁迫相关
ＮＡＣ１蛋白氨基酸的分值为负值，也就说明了它们都为亲水
性蛋白。从图３还可以看出，ＳｌＮＡＣ１蛋白氨基酸整体上的分
值是最低的，说明了 ＳｌＮＡＣ１蛋白的亲水性最好。这也证实
了在线程序ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测８个生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１蛋
白都为亲水性蛋白的结果。其中在 ＳｌＮＡＣ１多肽链中第２５２
位的谷氨酸（Ｇｌｕ）具有最低分值为 －３．１２２，亲水性最强，第
４４位的异亮氨酸（Ｉｌｅ）具有最高分值２．３８９，疏水性最强。
２．３　ＮＡＣ１蛋白磷酸化分析

蛋白质合成后，化学修饰是一种对其活性进行调节的重

要形式。因此对氨基酸序列翻译后修饰的预测和分析可以为

认识蛋白质的亚细胞定位以及推测蛋白功能提供重要的帮

助。蛋白质磷酸化（ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）是生物界最普遍
也是最重要的一种蛋白质翻译后修饰。蛋白质磷酸化和去磷

酸化是原核和真核生物细胞表达调控的关键环节，对许多生

物的细胞功能起开关调控作用。如蛋白激酶 Ｃ的磷酸化对
于基因表达、细胞分化、机体代谢和增殖起着重要的作用。其

中蛋白磷酸化主要有氨基酸序列中苏氨酸（Ｔ）、酪氨酸（Ｙ）
和丝氨酸（Ｓ）的磷酸化。因此利用ＮｅｔＰｈｏｓ２．０Ｓｅｒｖｅｒ在线程
序对这８个ＮＡＣ１蛋白氨基酸磷酸化位点进行了预测。生物
逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白的磷酸化位点数量如表２所示。结
果显示，这８个生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１蛋白中丝氨酸磷酸
化位点最多。

２．４　ＮＡＣ１蛋白二级结构预测及亚细胞定位分析
蛋白质的二级结构主要有 α－螺旋、β－折叠、β－转角

和无规卷曲等。如表３所示，通过在线程序 ＳＯＰＭＡ的预测，
结果表明，生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ１蛋白中无规卷曲的比例
较高（３８．６６％～５４．３３％），它具有连接其他二级结构元件的
作用；此外的主要二级结构元件有 α－螺旋（１８．６９％ ～

３２．８０％）和β－折叠（１４．６３％～２４．５７％）。生物逆境胁迫相
关ＮＡＣ１蛋白二级结构预测见图４，它们在二级结构上也具
有较高的相似性。尤其是 ＳｌＮＡＣ１和 ＣａＮＡＣ１中的二级结构
（如α－螺旋和 β－折叠）出现的氨基酸残基的位置比较相
近，同样ＯｓＮＡＣ１和ＨｖＳＮＡＣ１中的二级结构出现的氨基酸残
基的位置也很相近。

表２　生物逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白氨基酸序列磷酸化位点预测

蛋白名称
磷酸化位点数量（个）

丝氨酸 苏氨酸 酪氨酸

ＮｔＮＡＣ１ ５ １ ４

ＴａＮＡＣ１ １０ ４ ２

ＶｖＮＡＣ１ １７ ４ ５

ＯｓＮＡＣ１ ９ ４ ４

ＨｖＳＮＡＣ１ １１ ４ ２

ＡｔＡＴＡＦ１ １０ ５ ６

ＳｌＮＡＣ１ ８ ５ ５

ＣａＮＡＣ１ ９ ５ ６

表３　生物逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白二级结构预测

蛋白名称
α－螺旋比例
（％）

β－折叠比例
（％）

β－转角比例
（％）

无规卷曲

比例（％）

ＮｔＮＡＣ１ ２７．３１ ２３．５３ １０．５０ ３８．６６
ＴａＮＡＣ１ ３１．４９ １５．５７ １０．７３ ４２．２１
ＶｖＮＡＣ１ ２６．２７ １４．６３ ４．７８ ５４．３３
ＯｓＮＡＣ１ ３２．８０ １５．２９ ５．４１ ４６．５０
ＨｖＳＮＡＣ１ ３０．６１ １７．５８ ７．８８ ４３．９４
ＡｔＡＴＡＦ１ １８．６９ ２４．５７ ７．２７ ４９．４８
ＳｌＮＡＣ１ ２８．２４ １６．２８ ６．３１ ４９．１７
ＣａＮＡＣ１ ２４．１０ １８．５７ ９．４５ ４７．８８

　　利用在线程序ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ分别对８个ＮＡＣ１成员蛋白
质的亚细胞定位进行分析，结果以得分形式表现。结果（表

４）表明，ＴａＮＡＣ１定位于细胞质的可能性较大，ＣａＮＡＣ１定位
于叶绿体的可能性较大，其余蛋白定位于细胞核，这也从侧面

表明了这些转录因子的存在及其发挥功能的场所主要是细

胞核。

２．５　ＮＡＣ１蛋白三维结构分析
蛋白质三级结构的预测和分析对理解蛋白质结构和功能
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表４　生物逆境胁迫相关ＮＡＣ１蛋白亚细胞定位预测

蛋白名称
得分

Ｎｕｃｌ Ｃｙｔｏ Ｃｈｏｌ Ｍｉｔｏ Ｐｌａｓ
ＮｔＮＡＣ１ ７ ２ ４
ＴａＮＡＣ１ ２ ６ ２ ２
ＶｖＮＡＣ１ １２ １ ０．５
ＯｓＮＡＣ１ １０ ３ １
ＨｖＳＮＡＣ１ １１ ２ １
ＡｔＡＴＡＦ１ １１ ３
ＳｌＮＡＣ１ ７ １ ４ ２
ＣａＮＡＣ１ ２ ２ ５

之间的关系有一定的作用。因此通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬｗｏｒｋ
ｓｐａｃｅ对 ＮＡＣ１蛋白三维结构进行同源模拟。结果表明，

ＳｌＮＡＣ１、ＣａＮＡＣ１和 ＡｔＡＴＡＦ１由于亲缘关系较近，结构相似，
包含 Ａ链和 Ｂ链，而 ＴａＮＡＣ１、ＶｖＮＡＣ１、ＮｔＮＡＣ１、ＯｓＮＡＣ１、
ＨｖＳＮＡＣ１都只包含１条链（图 ５）。并且 ＳｌＮＡＣ１和 ＣａＮＡＣ１
的Ａ链和Ｂ链以及ＮｔＮＡＣ１都是包含４个α螺旋和７个β折
叠，而ＡｔＡＴＡＦ１的Ａ链和Ｂ链以及ＴａＮＡＣ１都是由３个α螺
旋和９个β折叠组成。ＯｓＮＡＣ１和ＨｖＳＮＡＣ１由３个α螺旋和
７个β折叠组成。ＶｖＮＡＣ１由４个α螺旋和９个β折叠组成。
总体来看，８个成员的二级结构有着较高的相似性，这从某种
程度上反映了它们在三级结构上的相似性。一般认为 α螺
旋和β折叠比无规则卷曲要稳定，对维持蛋白质分子空间结
构的相对稳定起着重要的作用。本试验结果为进一步深入了

解ＮＡＣ１蛋白的结构和生物学功能提供了依据。

３　讨论与结论

植物转录因子的研究不仅是当前生物科学研究领域的热

点，而且是功能基因组学研究的重要内容之一。大量研究表

明，ＮＡＣ转录因子在植物生长发育中具有重要的调控作
用［２］，而且也参与植物对干旱、高盐、低温等非生物和病原菌

侵染等生物胁迫的抗逆反应、激素信号途径的转导、机体的凋

亡等方面［２，５－６］。越来越多的研究表明，ＮＡＣ１基因在调控植
物的抗生物胁迫（如细菌、真菌、病毒的侵染）方面起着重要

的作用。因此本研究重点针对ＮＡＣ１基因进行了生物信息学
分析。

氨基酸序列比对结果表明ＮＡＣ１转录因子在Ｎ－端保守
性非常强，其结构域可以分为５个亚结构域。研究表明，ＮＡＣ
转录因子Ｃ－端富含酸性氨基酸、谷氨酰胺和脯氨酸等氨基
酸时，一般是转录激活区域［３０－３２］。本研究比对结果显示，生

物逆境胁迫相关ＮＡＣ１转录因子的Ｃ－端氨基酸组成比较符
合这个特征，推测参与转录激活。近年来，关于核定位信号

（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，ＮＬＳ）的研究已经越来越深入，大
致可分为以下３类［３３］：（１）单一型（ｍｏｎｏｐａｒｔｉｔｅ）ＮＬＳ。这种
ＮＬＳ最初发现存在于猿猴病毒４０的大Ｔ抗原中，包含７个氨
基酸（ＰＫＫＫＲＫＶ）的短肽［３４］。单一型 ＮＬＳ一般是由４～８个
氨基酸组成的短肽，富含带正电荷的 Ｌｙｓ－和 Ａｒｇ－，通常还
含有Ｐｒｏ。（２）双分型（ｂｉｐａｒｔｉｔｅ）ＮＬＳ。这种 ＮＬＳ是由２簇碱
性氨基酸组成，中间是由１０～１２个非保守性氨基酸分隔而形
成的序列。研究表明双向的信号可能是标准的 ＮＬＳ［３５］。
Ｎｏｇｕｅｉｒａ等发现ＳｓＮＡＣ２３包含１个双向的核定位信号［３６－３７］。

（３）其他类型ＮＬＳ。除上述２类典型的 ＮＬＳ外，还有一些没
有特定序列特征的ＮＬＳ，它们主要存在于可在细胞核和细胞

质间穿梭的蛋白质中。本研究中８个生物逆境胁迫ＮＡＣ１转
录因子大多定位于细胞核，由亚细胞定位的结果可以推断，具

有相近生物学功能的 ＮＡＣ１蛋白可能定位于相同的亚细胞
结构。

对这些生物逆境胁迫ＮＡＣ１蛋白的二级结构进行分析进
一步得知这些蛋白均属于亲水蛋白，但他们在亲水程度方面

存在差异。ＳｌＮＡＣ１蛋白的亲水性最强，表明 ＳｌＮＡＣ１蛋白更
易水解。蛋白三维结构与其生物学功能息息相关［３８］。通过

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬｗｏｒｋｓｐａｃｅ对 ＮＡＣ１蛋白三维结构进行同源
模拟，结果发现，ＳｌＮＡＣ１、ＣａＮＡＣ１和 ＡｔＡＴＡＦ１结构相似，包
含Ａ链和 Ｂ链，各自形成１个对称的同源二聚体。目前，已
有研究通过晶体衍射的方法将拟南芥 ＡＮＡＣ蛋白和水稻胁
迫响应ＮＡＣ１蛋白的结构解析出来。结果证实它们的晶体结
构为１个对称的同源二聚体，并且每个单体包含６个反向平
行的β－折叠和３个 α－螺旋［３９－４０］。总体来看，８种成员的
二级结构中的α－螺旋、β－折叠和无规卷曲具有较高的保守
性。这也从某种程度上反映了它们在三级结构上的相似性以

及生物学功能的相似性。

综上所述，ＮＡＣ１转录因子保守结构域的序列将直接影
响到ＮＡＣ１蛋白的亲水性、疏水性、亚细胞定位、二级结构以
及三级结构的形成等，进而影响 ＮＡＣ１蛋白的生理功能。因
此本研究应用生物信息学的方法对已知蛋白序列ＮＡＣ１进行
序列比对、分析、推断和预测其结构和功能，为进一步挖掘生

物逆境相关ＮＡＣ１转录因子的功能和改良植物抗生物逆境特
性提供理论依据。
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ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｇｅｎｅｆｒｏｍＮｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ：ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉ
ｔｙａｎｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｌｅｔｔｅｒｓ，２０１２，３４（５）：９１９－９２４．

［３０］ＳａｄｏｗｓｋｉＩ，ＭａＪ，ＴｒｉｅｚｅｎｂｅｒｇＳ，ｅｔａｌ．ＧＡＬ４－ＶＰ１６ｉｓａｎｕｎｕｓｕａｌｌｙ
ｐｏｔｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８８，３３５（６１９０）：５６３－５６４．

［３１］ＣｏｕｒｅｙＡＪ，ＨｏｌｔｚｍａｎＤＡ，ＪａｃｋｓｏｎＳＰ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｂｙｔｈｅｇｌｕｔａｍｉｎｅ－ｒｉｃｈｄｏｍａｉｎｓｏｆｈｕｍａｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＳｐ１
［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９８９，５９（５）：８２７－８３６．

［３２］ＭｅｒｍｏｄＮ，ＯｎｅｉｌｌＥＡ，ＫｅｌｌｙＴＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｎｅ－ｒｉｃｈｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＣＴＦ／ＮＦ－Ｉｉｓｄｉｓｔｉｎｃｔｆｒｏｍｔｈｅｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９８９，５８（４）：７４１－７５３．
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［３３］陶华平．核定位信号研究进展［Ｊ］．生物学通报，２０１４，４９（８）：

５－１０．　
［３４］ＫａｌｄｅｒｏｎＤ，ＲｉｃｈａｒｄｓｏｎＷ Ｄ，Ｍａｒｋｈａｍ ＡＦ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｆｏｒｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｓｉｍｉａｎｖｉｒｕｓ４０ｌａｒｇｅ－Ｔａｎｔｉｇｅｎ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８４，３１１（５９８１）：３３－３８．

［３５］ＤｉｎｇｗａｌｌＣ，ＬａｓｋｅｙＲＡ．Ｎｕｃｌｅａｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓ—ａｃｏｎｓｅｎｓｕｓ？
［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，１９９１，１６（１２）：４７８－４８１．

［３６］ＮｏｇｕｅｉｒａＦＳ，ＳｃｈｌｏｇｌＰＳ，ＣａｍａｒｇｏＳＲ，ｅｔａｌ．ＳｓＮＡＣ２３，ａｍｅｍｂｅｒ
ｏｆｔｈｅＮＡＣｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ，ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｄ，ｈｅｒｂｉｖｏｒｙ
ａｎｄｗａｔｅｒｓｔｒｅｓｓｉｎｓｕｇａｒｃａｎｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，１６９（１）：
９３－１０６．　

［３７］李　伟，韩　蕾，钱永强，等．非生物逆境胁迫相关 ＮＡＣ转录因
子的生物信息学分析［Ｊ］．西北植物学报，２０１２，３２（３）：４５４－
４６４．　

［３８］康美玲，周振华，田忠景，等．抗逆性转录因子 ＮＡＣ的生物信息
学分析［Ｊ］．湖北农业科学，２０１４，５３（１７）：４１９９－４２０４．

［３９］ＥｒｎｓｔＨＡ，ＯｌｓｅｎＡＮ，ＬａｒｓｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｄｏｍａｉｎｏｆＡＮＡＣ，ａｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅＮＡＣｆａｍｉｌｙｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐｏｒｔｓ，２００４，５（３）：２９７－３０３．

［４０］ＣｈｅｎＱ，ＷａｎｇＱ，ＸｉｏｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｖｉｅｗｏｆｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｄｏｍａｉｎｏｆｒｉｃｅｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅＮＡＣ１［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎ＆Ｃｅｌｌ，２０１１，
２（１）：５５－６３．

董　斌，陈海超，杨　伦，等．Ｈ７亚型禽流感病毒ＨＡ基因的原核表达及表达产物的反应原性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１０）：４９－５２．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１０．０１１

Ｈ７亚型禽流感病毒 ＨＡ基因的原核表达
及表达产物的反应原性分析

董　斌１，陈海超１，杨　伦１，耿文学１，熊晓妍１，孙兴臣１，李敏婕１，陈　闻１，蒋家森２，３，许家荣１，２，４

（１．南京农业大学，江苏南京２１００９５；２．南京千里光生物技术有限公司，江苏南京 ２１００９５；
３．江苏省句容市科兴养殖基地，江苏句容２１２４００；４．句容市浩源农业科技有限公司，江苏句容 ２１２４００）

　　摘要：为构建新型Ｈ７亚型禽流感ＨＡ基因的原核表达载体，并在大肠杆菌中进行表达。从ＮＣＢＩ数据库下载 Ｈ７
亚型禽流感ＨＡ全基因序列，合成ＨＡ基因；定向克隆到原核表达载体ｐＥＴ－３２ａ（＋）的多克隆位点中，构建重组原核
表达质粒 ｐＥＴ－３２ａ（＋）－ＨＡ；转化入大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中经 ＩＰＴＧ诱导表达，表达产物经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ法鉴定。结果显示，重组质粒经双酶切及基因测序鉴定构建正确；重组的ＨＡ融合蛋白约为８４ｋｕ，大小
与预期融合蛋白大小一致；重组ＨＡ融合蛋白可以与Ｈｉｓ标签单克隆抗体特异性结合，与Ｈ７阳性血清有较强的反应
原性。成功构建了ＨＡ基因原核表达载体，并在大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中获得重组ＨＡ融合蛋白表达。
　　关键词：Ｈ７Ｎ９禽流感病毒；ＨＡ基因；ｐＥＴ３２ａ（＋）；原核表达；反应原性分析
　　中图分类号：Ｓ８５２．６５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）１０－００４９－０４

收稿日期：２０１５－０９－０１
基金项目：江苏省句容市科委项目（编号：ＮＹ２０１３０２９）；江苏省镇江
市农业科技支撑项目（编号：ＳＢＫ２０１４０２２０２１）；南京农业大学教改
项目（编号：２０１３Ｙ０２１）；南京农业大学动物医学院教育教学改革
研究项目；江苏高校优势学科建设工程资助项目。

作者简介：董　斌（１９９０—），男，黑龙江哈尔滨人，硕士研究生，研究
方向为预防兽医学。Ｅ－ｍａｉｌ：１１３５２２０１５５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：许家荣，教授，硕士生导师，主要从事学兽医流行病学研

究、畜禽传染病防治、生物制品研制。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｊｒ＠ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　Ｈ７Ｎ９型禽流感病毒感染人事件于２０１３年３月底在华东
地区（上海和安徽２地）率先发生，感染以迅速进展的肺炎、
呼吸衰竭、急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）和致死性转归为特
点［１］。目前，已经在鸡、鸽子中检测到 Ｈ７Ｎ９型禽流感病毒，
但这些家禽不表现明显的临床症状。陈化兰团队在《科学通

报》的最新研究显示，近期在我国导致人感染的新型Ｈ７Ｎ９流
感病毒与同一时期存在于活禽市场上的Ｈ７Ｎ９流感病毒高度
同源；该新型Ｈ７Ｎ９流感病毒是不同来源病毒的重组病毒，它
的６个内部基因来源于Ｈ９Ｎ２禽流感病毒，ＨＡ基因来源于浙
江鸭Ｈ７Ｎ３，ＮＡ基因来自韩国野生鸟类携带的 Ｈ７Ｎ９；Ｈ７Ｎ９

病毒的受体结合位点获得了部分人流感病毒特征的突变，病

毒再感染人后获得了关键氨基酸位点的适应性突变，这可能

与该病毒对人的感染和致死能力有关［２］。尚未证实此类病

毒是否具有人传染人的特性，但已有家族式感染的报道［３］，

到目前已有数名患者抢救无效死亡。

禽流感病毒在生物分类学上属正黏病毒科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉ
ｒｉｄａｅ）Ａ型流感病毒属（ＩｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓＡ）［４－５］。Ａ型流感病毒
基因组为８个节段的单股负链 ＲＮＡ，编码 １１种功能蛋白。
病毒基因组分节段的特性使流感病毒容易发生基因重排。Ａ
型流感病毒呈多形性，多为球形，然而新分离的主要为丝状。

病毒直径８０～１２０ｎｍ。病毒粒子结构的最外层为来自于宿
主细胞的双层类脂囊膜。囊膜上有 ３种蛋白突起（又称纤
突）：血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）、神经氨酸酶（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，
ＮＡ）和基质蛋白２（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ，Ｍ２），这３种突起均以疏水
性氨基酸锚定在类脂膜上。中间层为基质蛋白１（Ｍ１）。最
里层是呈螺旋型对称的核衣壳，含有核蛋白（ｎｅｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，
ＮＰ）、３种多聚蛋白酶和病毒基因组ＲＮＡ［６］。迄今为止，已知
Ａ型流感病毒的ＨＡ有１６个亚型（Ｈ１－Ｈ１６）［７］，ＮＡ有９个
亚型（Ｎ１－Ｎ１０），ＨＡ和 ＮＡ之间的不同组合使 Ａ型流感病
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