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　　摘要：从１１个桃品种嫩叶中分别提取基因组 ＤＮＡ，根据 ＧＤＲ数据库中 ＮＡＣ基因序列信息，设计特异引物，ＰＣＲ
扩增，对产物克隆测序。然后，使用ＤＮＡｍａｎ软件进行核苷酸和氨基酸序列比对，使用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ获得开放阅读框和
推导氨基酸序列，使用ＣＤＤ工具进行蛋白质结构域分析，利用Ｂｌａｓｔｐ工具搜索同源蛋白，采用 Ｍｅｇａ软件绘制系统进
化树。结果发现，ＮＡＣ蛋白第１６～１４０位存在１个ＮＡＣ结构域，Ｎ端比较保守，Ｃ端则多样性比较高；核苷酸变异有
ＳＮＰ和Ｉｎｄｅｌ２类，津柳早红和小白桃在第３外显子区ＳＮＰ和Ｉｎｄｅｌ变异数量非常多，说明这２个品种的ＮＡＣ基因结构
具有独特性。蛋白比对发现，桃ＮＡＣ与梅同源性最高，其次是鸭梨；进化树体现了物种的亲缘关系。结果表明，参试
品种ＮＡＣ基因存在比较丰富的遗传多样性，在保守区内的氨基酸变异可能影响蛋白的功能。
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　　ＮＡＣ转录因子是一类植物特有的转录调控因子，１９９６年
Ｓｏｕｅｒ等首先从矮牵牛中克隆得到［１］，随后在拟南芥、水稻、小

麦、大豆等中相继发现。研究表明，ＮＡＣ转录因子在植物的
生长发育、形态建成、激素调节以及对生物和非生物逆境的抗

性等方面发挥作用［２］。ＮＡＣ转录因子最主要的结构特点是
Ｎ端含有高度保守的ＮＡＣ结构域，由约１５０个氨基酸残基组
成；Ｃ末端通常有简单的重复氨基酸序列，富含丝氨酸，苏氨
酸、脯氨酸和谷氨酸，或者酸性氨基酸残基，具有转录激活

功能。

有研究者指出ＮＡＣ转录因子调控植物生殖器官成熟和
衰老。２００６年，Ｕａｕｙ等从小麦中分离了 ＮＡＭ－Ｂ１，功能分
析显示，它在野生小麦中加速植株衰老，促进叶片中营养物质

向籽粒流动［３］。２０１１年，Ｂａｌａｚａｄｅｈ等从拟南芥中分离了
ＯＲＳ１，超表达 ＯＲＳ１转化拟南芥，加速了转化体衰老［４］。

２０１３年，Ｚｈｏｕ等从水稻中鉴定出 ＯｓＮＡＰ，发现它调控叶片衰
老［５］。２０１４年，Ｋｉｍ等在拟南芥上发现 ＮＡＣ有调控衰老的
功能［６］。２０１３年，Ｐｉｒｏｎａ等利用桃 Ｃｏｎｔｅｎｄｅｒ×Ａｍｂｒａ和
ＮＪＷｅｅｐｉｎｇ×ＢｏｕｎｔｙＦ２代分离群体、ＳＮＰ检测、遗传图谱构
建、ＱＴＬ定位、对候选基因的 Ｓａｎｇｅｒ测序等技术，结合检测等
位基因在子代中的分离比例等，认为ＮＡＣ基因在控制桃果实
成熟期中发挥重要作用［７］。笔者前期克隆了小白桃和它的

早熟芽变品种津柳早红的ＮＡＣ基因，发现二者核酸序列有多
处差异，尤其是后者中核苷酸变异形成终止密码子，导致翻译

提前终止（未发表资料）。那么，在其他不同成熟期的桃品种

中，ＮＡＣ基因结构是否存在多样性？为了解答这个问题，笔
者从１１桃品种中克隆了ＮＡＣ基因，希望通过分析其结构，能
找到一些ＮＡＣ发挥功能的线索。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１４年６月从天津学香果蔬有限公司（位于天津市西青

区杨柳青镇大柳滩村）桃资源圃采集津柳早红、万寿红等１１
个桃品种（表１）的嫩叶，液氮速冻，带回实验室置于 －８０℃
超低温冰箱中保存备用。

表１　参试品种及其特性

代号 品种名 类型 成熟期 其他特性

１ 未来１号 油桃 ６月中旬 特大果，无花粉

２ 瑞光 油桃 ７月中下旬
３ 红脆 普通桃 ８月上中旬
４ 未来３号 油桃 ６月中旬
５ 中油５号 油桃 ６月中下旬
６ 早蟠 蟠桃 ６月初
７ 红芙蓉 油桃 ８月下旬
８ 潍坊甜油桃３号 油桃 ９月上旬 黄肉，无花粉

９ 万寿红 油桃 １０月上中旬
１０ 小白桃 普通桃 ６月中旬
１１ 津柳早红 普通桃 ６月上旬 小白桃芽变，特早熟

Ｒｅｆ Ｌｏｖｅｌｌ 普通桃

　　注：标“”品种核苷酸和氨基酸序列来自ＧＤＲ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｒｏｓａｃｅａｅ．ｏｒｇ／）。

１．２　基因组ＤＮＡ提取
　　采用北京康为世纪生物科技有限公司的复杂植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒基因组ＤＮＡ。使用Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００检测核酸
纯度和浓度。１．５％琼脂糖凝胶电泳检测核酸完整性、洁净度
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和有无其他类型核酸污染。保留纯度和浓度符合要求的样

品，分别于－２０℃保存。
１．３　ＮＡＣ基因的ＰＣＲ扩增及测序
　　从 ＧＤＲ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｏｓａｃｅａｅ．ｏｒｇ）获取桃 ＮＡＣ
基因序列信息，对 ５′ＵＴＲ、外显子区和 ３′ＵＴＲ，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５设计特异引物，委托上海生工生物工程有限公司合
成。ＰＣＲ反应体系 ２５μＬ包括 １０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，
ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１．５μＬ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），模板ｃＤＮＡ１μＬ，上下游
引物各 １μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．２μＬ
（５Ｕ／μＬ），其余用ＰＣＲ级纯水补充。反应程序：９５℃预变性
５ｍｉｎ；３５个循环（９４℃变性３０ｓ，５９℃退火４５ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ）；最后７２℃延伸８ｍｉｎ。用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测
ＰＣＲ产物，目的条带回收、纯化（Ｔａｋａｒａ胶回收试剂盒），连接
至ｐＭＤ１８－Ｔ载体，热激法转化大肠杆菌 ＤＨ５α，挑取阳性单
克隆、摇菌，选取阳性克隆，送上海生工生物工程有限公司

测序。

１．４　核酸序列比对和生物信息学分析
使用ＤＮＡｍａｎ５．２软件进行核酸序列比对，结合参考基

因组中ＮＡＣ基因序列，区别各品种 ＮＡＣ基因的外显子区和
内含子区；使用ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ在线工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｏｒｆ／）获得开放阅读框和推导氨基酸序列；
使用 ＮＣＢＩ中的 ＣＤＤ工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）进行蛋白质结构域分析。
１．５　ＮＡＣ同源蛋白及其系统进化分析

利用ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔｐ工具（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）搜索同源蛋白序列；使用 ＤＮＡｍａｎ进行序列比
对；使用Ｍｅｇａ４．１软件绘制系统进化树。

２　结果与分析

２．１　ＮＡＣ基因的克隆及测序
根据ＧＤＲ数据库中桃ＮＡＣ基因（ｐｐａ００８３０１ｍ）ｍＲＮＡ序

列设计特异引物对：Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ为 ＡＴＣＣＣＴＣＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣ
ＴＣＴＣ，Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ为 ＡＣＣＣＣＴＡＣＴＣＧＡＴＴＴＣＴＣＣＡＣ。以各
品种基因组ＤＮＡ为模板，分别进行 ＰＣＲ扩增，电泳检测得到

约 １４００ｂｐ片段（图１、图２）。将上述产物克隆测序，分别获
得各品种ＮＡＣ基因的核苷酸序列。

２．２　ＮＡＣ基因的结构及其遗传多样性
将ＮＡＣ基因的 ＤＮＡ和 ｃＤＮＡ序列进行比对，分析 ＯＲＦ

和保守区。结果显示，各品种的 ＮＡＣ基因编码氨基酸１５７～
３８５个，在氨基酸序列第１６～１４０位存在１个ＮＡＣ结构域，确
认了 ＮＡＣ基因身份。ＤＮＡ和 ｃＤＮＡ序列比对发现，它由５′
ＵＴＲ区、３个外显子区、２个内含子区和３′ＵＴＲ区组成；在各
区域均存在一定数量的变异（表２）：变异分为ＳＮＰ和 Ｉｎｄｅｌ２
类；第１外显子区有１处 ＳＮＰ，但它为同义突变，没有引起氨
基酸序列变化；第２外显子区存在３处ＳＮＰ，其中津柳早红品
种（代号１１）的第４７０位核苷酸为Ｃ，其他１０个品种均为 Ａ，
该 ＳＮＰ使氨基酸 １２６位的赖氨酸变为精氨酸（Ｋ→Ｒ）
（图３－Ｂ），其余２处未引起氨基酸序列变化。第３外显子区
变异最多（图３－Ａ），非同义突变数量也最多，其中品种８在
１０５２～１１５０位有一段９９ｂｐ的插入序列，引起插入３３个氨
基酸残基；津柳早红在５５９～５６０位有 ＴＴ缺失，造成移码突
变，另外在５６９位有ＳＮＰ，由Ｔ变Ｇ，出现终止密码子，导致翻
译终止（图３－Ｃ）。津柳早红和小白桃（代号１０）在第３外显
子区ＳＮＰ和Ｉｎｄｅｌ变异数量非常多（图３－Ａ），说明这２个品
种的ＮＡＣ基因结构具有独特性。

表２　参试品种核苷酸和氨基酸变异情况

区域
范围

（ｂｐ） 变异类型 数量 涉及品种代号 氨基酸变化 氨基酸变异类型

５′ＵＴＲ １～１１３ ＳＮＰ ５ １，５，９，１０
第１外显子 １１４～２９５ ＳＮＰ １ ２ 无

第１内含子 ２９６～４００ Ｉｎｄｅｌ １ １０，１１
第２外显子 ４０１～６６８ ＳＮＰ ３ ２，１１ １ Ｋ→Ｒ
第２内含子 ６６９～７６９ Ｉｎｄｅｌ １ １０，１１
第３外显子 ７７０～１４８２ Ｉｎｄｅｌ １６ ８，１０，１１ １６ 移码，终止子

ＳＮＰ ８ ６，７，１０，１１ ６
３′ＵＴＲ １４８３～１８５８

２．３　桃ＮＡＣ同源蛋白及其系统进化分析
Ｂｌａｓｔｐ检索同源蛋白，发现结果中绝大多数属于 ＮＡＣ类

成员。桃 ＮＡＣ基因与梅同源性最高，为 ９７％，其次是鸭梨
ＮＡＣ，为８９％。其他同源性较高的来自于苹果、月季、湖北海
棠、草莓等物种。将 ｓｃｏｒｅ值最高的１９个同源蛋白序列（表
３）下载到本地，进行同源性分析（图３－Ｅ）。桃 ＮＡＣ（ｒｅｆ品

种）与１９种植物同源性在７２％～９７％之间。
这些ＮＡＣ同源蛋白比对结果显示，在 ＮＡＣ结构域保守

性较高（图 ３－Ｅ），在它之外则多态性较高。将桃各品种
ＮＡＣ氨基酸序列比对结果与其他物种同源序列比对结果结
合起来分析发现：这些物种在１２６位（按照 ｒｅｆ品种序列）赖
氨酸高度保守，而津柳早红品种突变为精氨酸（图３－Ｂ、图
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表３　ＮＡＣ同源蛋白所属物种缩写与学名、中文名

缩写 学名 中文名 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 基因名称

Ｐｐ Ｐｒｕｎｕｓｐｅｒｓｉｃａ 桃 ＮＡＣ
Ｐｍ Ｐ．ｍｕｍｅ 梅 ＸＰ＿００８２２６６７６．１ ＮＡＣ７２
Ｆｖ Ｆｒａｇａｒｉａｖｅｓｃａｓｕｂｓｐ．ｖｅｓｃａ 野草莓亚种 ＸＰ＿００４２９１６６７．１ ＮＡＣ７２
Ｒｃ Ｒｏｓａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 月季 ＡＫＣ８８４８１．１ ＮＡＣ１
Ｐｂ Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ 鸭梨 ＸＰ＿００９３７８４９２．１ ＮＡＣ７２
Ｍｄ Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ 苹果 ＡＤＬ３６７９７．１ ＮＡＣ
Ｒｃ Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 月季 ＡＫＣ８８４８２．１ ＮＡＣ２
Ｍｈ Ｍ．ｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ 湖北海棠 ＡＧＳ０８７６０．１ ＮＡＣ
Ｍｄ Ｍ．ｄｏｍｅｓｔｉｃａ 苹果 ＸＰ＿００８３４５０８７．１ ＮＡＣ７２
Ｍｎ Ｍｏｒｕｓｎｏｔａｂｉｌｉｓ 川桑 ＸＰ＿０１００８９５０３．１ ＮＡＣ７２
Ｃｓ Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ 橙 ＸＰ＿００６４６４７０８．１ ＮＡＣ７２
Ｔｃ Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ 可可 ＸＰ＿００７０２１３２８．１ ＮＡＣ
Ｃｃ Ｃ．ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ 克莱门柚 ＸＰ＿００６４５１９４０．１ ＣＩＣＬＥ
Ｇａ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍａｒｂｏｒｅｕｍ 树棉 ＫＨＧ１５６７５．１ ＮＡＣ７２
Ｆｓ Ｆａｇｕｓｓｙｌｖａｔｉｃａ 欧洲水青冈 ＣＤＱ５１９９６．１ ＮＡＣ
Ｇｒ Ｇ．ｒａｉｍｏｎｄｉｉ 雷蒙德氏棉 ＸＰ＿０１２４５８６０２．１ ＮＡＣ７２
Ｇｈ Ｇ．ｈｉｒｓｕｔｕｍ 陆地棉 ＡＣＩ１５３４５．１ ＮＡＣ４
Ｖｖ Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ 葡萄 ＸＰ＿００２２８４６６８．１ ＮＡＣ７２
Ｊｃ Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ 麻风树 ＸＰ＿０１２０７０６１２．１ ＮＡＣ７２
Ｓｉ Ｓｅｓａｍｕｍｉｎｄｉｃｕｍ 胡麻 ＸＰ＿０１１０９５２４３．１ ＮＡＣ７２

３－Ｅ），且其他参试品种均为赖氨酸；在１９１位丝氨酸高度保
守，而早蟠品种为脯氨酸（图３－Ｃ、图３－Ｆ），且其他参试品
种均为丝氨酸；在２９１～３１８位高度保守，而小白桃品种氨基
酸中发生突变较多（图３－Ｄ、图３－Ｇ）。

Ｍｅｇａ４．１生成系统进化树（图 ４），各物种 ＮＡＣ分为 ３
组，桃ＮＡＣ与梅、鸭梨、栽培苹果、湖北海棠、野草莓亚种、月

季、川桑等聚为一组；可可、树棉、雷蒙德氏棉、陆地棉、葡萄、

胡麻等为一组；橙、克莱门柚、麻风树、欧洲水青冈等为一组。

桃ＮＡＣ与梅 ＮＡＣ７２聚为一小支，与同源性分析结果一致。
进化树体现了亲缘关系的远近，如雷蒙德氏棉、陆地棉聚为一

支，橙、克莱门柚聚为一支，蔷薇科果树及木本观赏植物形成

一组等。
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３　讨论

前人研究发现，ＮＡＣ蛋白Ｎ端含有ＮＡＣ结构域，氨基酸
序列比较保守，Ｃ端则含有转录激活区，多样性比较高。本研
究对不同果实成熟期的桃品种 ＮＡＣ蛋白氨基酸序列比对结
果符合上述规律：在第１、２外显子区核苷酸变异少，其中多数
是同义突变，不引起氨基酸序列变化；第３外显子区多样性非
常丰富，而且引起的氨基酸序列变化比较多。本研究比对２０
个物种的ＮＡＣ同源蛋白，发现 Ｎ端氨基酸序列比较保守，而
Ｃ端多样性较高，与前人在其他物种上的研究结论一致。津
柳早红品种ＮＡＣ蛋白翻译提前终止，导致转录激活区部分缺
失，可能会影响其生物学功能或效能，进而引起果实提早成

熟，但是需要进一步试验验证。小白桃在 Ｃ端存在一段特殊
的氨基酸序列，有别于其他参试桃品种，具有独特性。

Ｏｏｋａ等认为在 ＮＡＣ保守结构域中包含 ５个亚结构域
（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ），其中 Ａ、Ｃ、Ｄ高度保守，Ｂ和 Ｅ保守性不
强［８］。前人研究发现，在ＮＡＣ蛋白中个别氨基酸突变会显著
影响其生物学功能。在拟南芥 ｃｕｃ１突变体中，ｃｕｃ１－１蛋白
在１２３位氨基酸处由赖氨酸突变为苏氨酸（属于 Ｄ亚结构
域），可能影响它核定位和 ＤＮＡ结合，致使突变体不能形成
茎顶端分生组织［２，９］。本研究中，ＮＡＣ同源蛋白在１２６位（按
照ｒｅｆ品种序列）赖氨酸高度保守（属于Ｄ亚结构域），而津柳
早红品种为精氨酸；在１９１位丝氨酸高度保守，而早蟠品种为
脯氨酸，从类型上讲，从极性氨基酸突变为非极性氨基酸，性

质变化比较大。因此，这２处变异很有可能导致蛋白功能或
效能的明显变化。

不同物种同源蛋白的系统进化树分析通常能获得与基于

表型性状的植物分类学相同或相近的结果。张亮等研究了新

疆栽培扁桃ＣＢＦ１转录因子基因，在对不同植物 ＣＢＦ氨基酸
序列进行系统进化树分析时发现，它与甜樱桃、梅亲缘关系最

近，而且三者与野生扁桃、山桃、桃、光核桃、新疆桃等聚成一

组［１０］。陈清等研究黑莓 ＲｕＭＹＢ１０基因，系统进化树分析同
源蛋白发现，同属悬钩子属的欧洲红树莓与ＲｕＭＹＢ１０分化时
间很近；物种间ＭＹＢ基本等同于物种分类地位：同属蔷薇科
的苹果亚科、李（梅）亚科和蔷薇亚科各自聚为小枝后汇为一

大类［１１］。本研究中，ＮＡＣ同源蛋白系统进化树也体现了植物

亲缘关系，桃ＮＡＣ与梅 ＮＡＣ７２聚为一小枝，雷蒙德氏棉、陆
地棉聚为一枝，橙、克莱门柚聚为一枝，蔷薇科植物聚成一

组等。

ＮＡＣ基因是桃果实成熟期性状的候选基因之一［７］。

Ｅｄｕａｒｄｏ等利用桃分离群体研究发现缓慢成熟性状是单基因
控制，它与果实成熟期性状共分离，从 ＮＡＣ基因中开发了一
个ＳＣＡＲ标记（ＰＳＲ２）用于鉴定后代成熟性状［１２］。Ｎｕｅｚ－
Ｌｉｌｌｏ等利用桃Ｆ２群体研究发现，ＮＡＣ与缓慢成熟性状共分
离，认为ＮＡＣ和ＥＲＦ４是成熟期性状和果肉粉状性状的候选
基因［１３］。
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