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摘 要:NAC转录因子在协调植物生长发育和逆境胁迫反应中发挥着重要的调控作用。为探究TaN-
AC2基因在小麦低温胁迫响应和生长发育中的功能,本研究构建了以Fielder为转化受体的TaNAC2转基因

和基因编辑株系,在培养箱和温室环境下进行了低温胁迫耐受性、生长发育和农艺性状的比较。结果表明,在

-5℃低温胁迫处理10h后,与Fielder相比,其T3 代转基因株系OE8、OE11、OE14的TaNAC2基因相对表

达水平均极显著提高(P<0.01),相对电导率显著降低(P<0.05);幼苗的存活率和冻害指数分别升高降低,

但均无显著差异。T4 代基因编辑株系GE45(aabbdd)的TaNAC2基因相对表达水平显著降低(P<0.05),幼

苗的存活率降低,相对电导率和冻害指数升高,此3个竹理指标也均无显著差异;GE91(aaBBDD)的TaNAC2
基因相对表达水平、相对电导率、幼苗存活率和冻害指数均与Fielder相近。在温室盆栽条件下,与Fielder相

比,除OE11的播种至抽穗天数显著降低(P<0.05)外,OE8、OE14、GE45、GE91的株高、分蘖、穗粒数等农艺

性状均无显著差异。综上所述,TaNAC2基因正向调控小麦的低温胁迫耐受性,但对农艺性状无明显影响。
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Abstract:NACtranscriptionfactorsarepivotalinregulatingplantgrowth,development,andstress
responses.ThisstudyaimstoinvestigatetheroleoftheTaNAC2geneinwheat􀆳sadaptationtolow-
temperaturestressanditsgrowthdevelopment.Toachievethis,wedevelopedTaNAC2geneoverex-
pressionandgene-editedlinesusingFielderasthetransformationrecipient.Subsequently,weevalua-
tedcoldstresstolerance,growthdevelopment,andagronomictraitsinbothcontrolledincubatorand
greenhouse.Theresultsshowedthatafter10hoursoflow-temperaturestresstreatmentat-5℃,

comparedtoFielder,therelativeexpressionlevelofTaNAC2genesintheT3overexpressionlines
OE8,OE11,andOE14wassignificantlyincreased(P<0.01),whilerelativeconductivitywassignifi-
cantlyreduced(P<0.05);seedlingsurvivalratesincreasedandfrostdamageindicesdecreased,but
neithershowedsignificantdifferences.IntheT4-generationgene-editedlineGE45(aabbdd),therela-
tiveexpressionleveloftheTaNAC2genewassignificantlyreduced(P<0.05);seedlingsurvivalrate



decreased,andrelativeconductivityandfrostinjuryindexincreased,butnoneoftheseshowedsignifi-
cantdifferences;inGE91(aaBBDD),therelativeexpressionleveloftheTaNAC2gene,relativecon-
ductivity,seedlingsurvivalrate,andfrostinjuryindexwereallsimilartoFielder.Undergreenhouse
potconditions,comparedwithFielder,exceptthatthedaysfromsowingtoheadingofOE11were
significantlyreduced(P<0.05),therewerenosignificantdifferencesinplantheight,tillernumber,

andspikeletnumberofOE8,OE14,GE45,andGE91.Insummary,theTaNAC2genepositively
regulateswheat'stolerancetolow-temperaturestress,buthasnoobviouseffectonagronomictraits.
Keywords:Triticumaestivum L.;TaNAC2;Lowtemperaturestress;Agronomictraits;Geneover
expression;Geneediting

  作为最大的植物特异性转录因子家族之一,

NAC(NAM、ATAF1/2、CUC2)转录因子家族在

植物生长发育、生物和非生物胁迫调控以及作物

改良中发挥着重要作用[1-4]。NAC的结构多样性

为进化和功能分化提供了基础。NAC蛋白通常

包含高度保守的N端结构域和高度多样的C端

转录激活/抑制结构域,这使得不同亚家族具有多

种生物学功能[5-6]。NAC结构域的 N端进一步

分为5个亚结构域A~E,其中A、C和D亚结构

域参与DNA结合,而B和E亚结构域参与蛋白

质互作[6-7]。NACs可通过结合靶基因启动子区

调控序列,与其他转录因子相互作用,或者改变染

色质结构等机制调控基因表达[8]。

NAC 基因广泛参与小麦耐旱、耐盐、种子休

眠、氮吸收与代谢等的调控。研究表明,抗旱小麦

品种中,在籽粒中特异表达的5个 NAC 基因参

与干旱胁迫的响应[9]。TaNAC071-A 通过调节

水分利用效率、应激反应基因表达、ABA信号传

导和侧根发育来增强小麦的抗旱性[10]。TaS-
NAC8-6A 的有利等位基因TaSNAC8-6AIn-313 通

过ABA依赖途径增强抗旱性,主要表现为侧根

发育增强和水分利用效率提高[11]。过表达TaN-
AC29可上调应激响应基因显著增强转基因拟南

芥的耐盐性[12]。TaNAC074与小麦穗发芽抗性

相关,其过表达会显著降低种子休眠程度[13]。

TaNAC2蛋白通过与TaLBD41的互作来响应硝

酸盐的利用,进而调控小麦的氮素吸收和代谢[14]。

TaNAC-A18的有利等位基因通过调控淀粉和贮藏

蛋白的合成提高千粒重[15]。胚乳特异性转录因子

TaNAC019通过结合TaGlu-1和淀粉代谢基因的启

动子,调控麦谷蛋白和淀粉积累相关基因的表达,

从而影响小麦籽粒的品质和产量[16]。

冻害是全球冬小麦生产的主要限制因素之

一[17]。作为NAC家族成员之一,TaNAC2已被

证实参与小麦 对 非 生 物 逆 境 的 调 控。过 表 达

TaNAC2-5A基因可提高拟南芥的抗寒性和抗旱

性[18],促进小麦根系生长和硝酸盐吸收[19]。在

经低温胁迫处理的小麦茎和幼穗中TaNAC2基

因表达水平显著上调,说明该基因参与小麦对低

温逆境胁迫的应答[20-21]。

NAC家族成员在不同植物和环境条件下存

在功能差异。在拟南芥中,过表达MlNAC5可增

强其抗旱和抗寒能力,但会导致植株矮化[22]。因

此,阐明TaNAC2在整合生长发育和应答低温胁

迫中的作用,对于培育高产抗寒的小麦品种具有

重要意义。本研究利用基因过表达(geneoverex-

pression,OE)和基因编辑(geneediting,GE)技
术对TaNAC2基因进行功能解析,以明确TaN-
AC2基因对小麦低温胁迫耐受性和农艺性状的影

响,为合理利用TaNAC2基因进行小麦品种抗寒

性改良提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

小麦品系中麦8444为本实验室选育,株高约

40cm,播 种 至 抽 穗 约35d,适 合 于 培 养 箱 生

长[23],可用于TaNAC2基因的克隆和表达特性分

析。小麦品种Fielder作为构建TaNAC2基因过

表达和基因编辑株系的转化受体。

1.2 方法

1.2.1 小麦幼苗的低温胁迫及TaNAC2基因扩增

(1)低温胁迫处理。挑选均匀一致的中麦

8444种子,播种在装有营养土(购自Pindstrup公

司,丹麦)的花盆中,培养箱的生长环境为22℃、
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14h光照,15℃、10h黑暗,相对湿度80%,光合

光子通量密度为450μmol·m-2·s-1。当幼苗

生长至二叶一心(GS13,Zadoksscale[24])期时,进
行低温胁迫处理。首先,按1.5℃/h的速率降温

至4℃,在4℃条件下低温驯化1d。接着将温度

降至-5℃进行12h胁迫处理。低温胁迫结束

后,以1.5℃/h的速率升温至4℃并培养1d,然
后从4℃升至常温条件。

(2)TaNAC2基因扩增。分别在低温胁迫0、

1、6和12h后,剪取中麦8444第二片叶,使用

BiozolRNA提取试剂盒(百瑞极生物科技有限公

司,北京)提取总RNA,通过EasyScript○RAll-in-
OneFirst-StrandcDNASynthesisSuperMixfor

qPCR试剂盒(全式金生物技术有限公司,北京)
合成cDNA。每个处理3个生物学重复,每个重

复3株。
从EnsemblePlants网站(http://plants.ensembl.

org/Triticum_aestivum/)下载中国春(RefSeqV1.1)
的TaNAC2基因的CDS序列(TraesCS5A02G468300.1
为TaNAC2A,TraesCS5B02G480900.1为TaNAC2B,

TraesCS5D02G481200.1为TaNAC2D)。利用Primer
5.0软件设计TaNAC2基因编码区的保守引物

NAC2-RT-F/NAC2-RT-R,以小麦Actin 作为内

标,设计引物Actin-F/Actin-R(表1)。PCR扩增

体系为10μL:包括模板cDNA1μL,2×PerfectSt-
art○RGreenqPCRSuperMix5μL,上、下游引物

(10μmol·L-1)各0.3μL,ddH2O3.4μL;

qRT-PCR反应程序:94℃预变性30s;94℃变

性5s,60℃退火30s,40个循环;溶解曲线阶段

收集荧光信号。采用CFX96实时荧光定量PCR
仪(BIORAD,美 国)进 行 qRT-PCR 反 应,采 用

2-ΔΔCt法计算基因相对表达量[25]。

1.2.2 转基因及基因编辑株系的遗传转化和筛选

(1)过表达植株的遗传转化及筛选。利用包

含限制酶切位点的引物TaNAC2-CDS-F/R扩增

TaNAC2基因的开放阅读框序列并克隆到载体

pBWA(V)BU-TaNAC2-OE中(图1)。以Fielder
为受体,委托中国农业科学院作物科学研究所王

珂研究员进行小麦遗传转化。利用TaNAC2基

因的CDS和pBWA(V)BU-TaNAC2-OE载体上

的序列设计 引 物 TaNAC2-F/TaNAC2-R,PCR
扩增检测TaNAC2转基因后代(TaNAC2-OE)的阳

性植株,直至筛选到遗传稳定的纯合T2 代株系,

T2 株系结实的T3 代种子用于后续的耐寒性和农

艺性状评价。采用CTAB法提取转基因后代植株

叶片的DNA。以基因组DNA为模板,利用2×
Phanta○RMaxMasterMix(南京诺唯赞生物技术有

限公司)进行PCR扩增。PCR扩增体系25μL:包
括模板DNA1μL,2×Phanta○R MaxMasterMix
12.5μL,上、下游引物各1μL,ddH2O9.5μL,引
物浓度为10μmol·L-1。PCR反应程序:95℃预

变性3min;95℃变性15s,58℃退火30s,72℃延

伸1min,35个循环;72℃充分延伸5min,12℃保

温。PCR产物经过1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。
(2)基因编辑植株的遗传转化及筛选。利用

SnapGene6.0.2软件对比分析TaNAC2同源基

因的序列差异,通过在线程序 CRISPR-PV2.0
(http://crispr.hzau.edu.cn/)设计能够靶向3
个TaNAC2同源基因的sgRNA作为基因编辑靶

点,PAM序列为CCGCGAGTGGTACTTCTTCA-
CCC。以pTaWOX-Cas-sgRNA为载体构建靶向

TaNAC2的基因编辑载体(图2),委托中国农业

科学院作物科学研究所王珂研究员进行小麦遗传

转化。首先使用Bar试纸对TaNAC2基因编辑植

株(TaNAC2gene-editing,TaNAC2-GE)进行初

筛,得到Bar阳性株系,然后根据TaNAC2基因组

序列,在编辑靶点两侧设计鉴定TaNAC2-5A、

TaNAC2-5B、TaNAC2-5D 基 因 的 特 异 性 引 物

TaNAC2-5AF/TaNAC2-5AR、 TaNAC2-5BF/

TaNAC2-5BR、TaNAC2-5DF/TaNAC2-5DR。DNA提

取、PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳的步骤同上,PCR
扩增条带纯化后进行测序,用SnapGene6.0.2软

件分析TaNAC2基因编辑植株的序列突变类型。
上述株系结实的T4 代种子用于后续的耐寒性和

农艺性状评价。

1.2.3 转基因及基因编辑后代的低温耐受性分析

分别 将 小 麦TaNAC2 转 基 因 植 株 OE8、

OE11、OE14 的 T3 代 株 系 和 基 因 编 辑 植 株

GE45、GE91的T4 代株系以及Fielder的种子种

于花盆,培养条件和低温胁迫处理同1.2.1。
(1)TaNAC2基因表达水平测定。在-5℃

低温胁迫处理10h后,参照1.2.1的方法,取小

麦幼苗第二片叶,利用qRT-PCR检测TaNAC2
基因表达水平,所用引物见表1。
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图1 pBWA(V)BU-TaNAC2-OE载体

Fig.1 pBWA(V)BU-TaNAC2-OEvector

图2 pTaWOX-Cas-sgRNA载体图

Fig.2 pTaWOX-Cas-sgRNAvector
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表1 本研究所用引物及用途

Table1 Primersusedinthisstudyandtheirpurposes

引物
Primer

序列
Sequence(5'-3')

用途
Purpose

Actin-F ATGGAAGCTGCTGGAATCCAT

Actin-R CCTTGCTCATACGGTCAGCAATAC
qRT-PCR的内标

TheinternalstandardofqRT-PCR

NAC2-RT-F GACGACATCCAGAGCATGTACA

NAC2-RT-R AAGAGGGAGGAGTAGAGCAG

TaNAC2基因在中麦8444叶片中的表达
TaNAC2geneexpressionin
Zhongmai8444leaves

TaNAC2-CDS-F TTTGGAGAGAACACGGGGGACTATGCCGGCGGTGAGGAGGAG

TaNAC2-CDS-R AACGATCGGGGAAATTCGAGCTTTAGAACGGGGCCGGCATGC

TaNAC2基因的CDS扩增
CDSamplificationofthe

TaNAC2gene

TaNAC2-F TTTAGCCCTGCCTTCATACGCT

TaNAC2-R GTGGCCATCATCTCCTGGTG
TaNAC2基因过表达后代筛选

ScreeningofTaNAC2-OEoffspring

TaNAC2-5AF CAGCTTTCTACAGACGGACA

TaNAC2-5AR GAGGCGATACTCATGCATGA

TaNAC2-5A基因编辑后代筛选
Screeningofgene-editedprogeny

ofTaNAC2-5A

TaNAC2-5BF CGACTAACAAATCAGCGGAC

TaNAC2-5BR TTAACCCCCTTAGGCGCCTT

TaNAC2-5B基因编辑后代筛选
Screeningofgene-editedprogeny

ofTaNAC2-5B

TaNAC2-5DF CAACTCTCTTCCAAGTTTCGA

TaNAC2-5DR ACCATGTCCGACGCGGCGTG

TaNAC2-5D基因编辑后代筛选
Screeningofgene-editedprogeny

ofTaNAC2-5D

TaNAC2-RT2-F GGACCTCAGCTACGATGACA

TaNAC2-RT2-R GAGACGGGGCGAGGCGAAGA

TaNAC2过表达后代的基因表达
ExpressionofTaNAC2in
TaNAC2-OEoffspring

TaNAC2-RT45-F CGACCTCTACCGCTTCGAC

TaNAC2-RT45-R TGAAGAAGTACCACTCGCGG

TaNAC2-RT91-F1 CTGCCGGCTCTACAACAAGA

TaNAC2-RT91-R1 GGCTCCATCATCGTCTCCTC

TaNAC2编辑后代的基因表达
ExpressionofTaNAC2in
TaNAC2-GEoffspring

  (2)相对电导率测定。低温胁迫结束后在4
℃生长1h,剪取小麦幼苗第二片叶,用去离子水

冲洗叶片3次,以吸水纸吸干表面水分,将叶片剪

成1cm小段放入含20mL去离子水的离心管

中,在25℃、180r·min-1 振荡3h,以超纯水为

对照,室温环境下用电导率仪DDS-11A(上海雷

磁仪器有限公司)测定溶液电导率;将离心管放入

沸水中水浴15min,冷却至室温后测定煮沸电导率。
相对电导率=(溶液电导率/煮沸电导率)×100%。

(3)存活率和冻害指数。正常条件下生长5d
后,调查小麦幼苗的冻害程度。根据叶片冻害数

量将植株冻害程度分为4级:1级,无叶片冻伤;2
级,1片叶冻伤;3级,2片叶冻伤;4级,3片叶冻

伤(植株冻死)。存活率和冻害指数计算如下:

RPS=(NPS/NT)×100%
FI=∑(Ni×Li)/(Nt×Lmax)×100%
RPS、NPS、NT 及FI 分别指存活率、存活株

数、总株数及冻害指数;Ni 为第i级冻害小麦幼

苗数量;Li 为第i级冻害级别值(1、2、3、4);Nt

为小麦幼苗总数;Lmax 为冻害最高级别值4。

1.2.4 过表达及基因编辑后代的农艺性状测定

将Fielder、TaNAC2-OET3 代和TaNAC2-

GE的T4 代的种子种植在花盆中,每个材料15
盆,每盆1株,栽培基质为营养土。温室生长条件

为自然光,辅以LED灯光照至16h,黑暗8h;温
度为15~25℃。调查记载主茎的抽穗期、株高、
分蘖数、穗长、穗粒数等性状。

1.3 数据分析

利用Excel2019进行数据分析,用SPSS-
AU进行独立性t检验分析。

2 结果与分析

2.1 低温胁迫下小麦幼苗TaNAC2基因的表达

利用qRT-PCR检测-5℃低温胁迫处理后

中麦8444幼苗的TaNAC2基因表达水平。结果

(图3)表明,随着低温胁迫时间的延长,小麦幼苗

中TaNAC2基因表达量逐渐增加,在胁迫1、6和

12h时,TaNAC2基因的表达量均较0h极显著

升高。

2.2 TaNAC2转基因和基因编辑后代的筛选

以TaNAC2-F/TaNAC2-R为引物通过PCR
扩增检测TaNAC2-OE 的 T0~T2 代。结果显

示,T2 代单株中2~7、9~12、14~16号植株均扩

增出与阳性对照大小一致的条带,与预期片段一
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致,而8和13号植株未见该条带(图4)。最终筛

选到遗传稳定的T2 代纯合转基因株系TaNAC2-
OE8、TaNAC2-OE11、TaNAC2-OE14。

利用 TaNAC2-5AF/R、TaNAC2-5BF/R、TaN-
AC2-5DF/R引物对TaNAC2基因编辑的T0~T3
代进行靶点 序 列 PCR 扩 增 及 序 列 比 对,筛 选

TaNAC2基因编辑阳性株系。在 T3 代获得 A、

B、D基因组单碱基插入导致翻译提前终止的基

因编辑株系TaNAC2-GE45,A基因组双碱基缺失

导致翻译提前终止 的 基 因 编 辑 株 系TaNAC2-
GE91(图5)。

2.3 TaNAC2转基因和基因编辑后代的低温耐

受性评价

由表2可 知,TaNAC2 转 基 因 株 系 OE8、

OE11、OE14的T3 代中,TaNAC2基因相对表达

水平均较Fielder极显著升高(P<0.01),相对电导

率较Fielder显著降低(P<0.05),其T3 代存活率

略升高,冻害指数有降低,均未有显著差异。
在-5℃胁迫处理10h后,T4 代TaNAC2基

因编辑株系GE45的TaNAC2基因相对表

达水平较Fielder显著降低(P<0.05),存活率较

Fielder降低,相对电导率和冻害指数升高,但生

理指标均无显著差异。GE91株系的TaNAC2基

因相对表达水平、相对电导率、存活率和冻害指数

均与Fielder相近。低温处理前、后小麦见图6。

  **:P<0.01。

图3 低温胁迫下小麦幼苗中TaNAC2基因的表达

Fig.3 ExpressionofTaNAC2geneinwheat
seedlingsuderlow-temperaturestress

  M:2000bpmarker;1:质粒(阳性对照);2~16:TaNAC2-OE的T2 代单株。

M:2000bpmarker;1:Plasmid(positivecontrol);2—16:T2plantsofTaNAC2-OE.
图4 TaNAC2基因过表达植株的PCR检测

Fig.4 PCRdetectionofTaNAC2overexpressionplants

  Fielder、TaNAC2-GE45、TaNAC2-GE91株系的靶点突变类型,红色字体代表sgRNA序列,黑色加粗代表碱基插入,黑色虚线代表碱基缺失。

TargetmutationtypesofFielder,TaNAC2-GE45,andTaNAC2-GE91lines.RedfontsindicatethesgRNAsequence,blackboldin-
dicatesbaseinsertions,andblackdashedlineindicatesbasedeletions.

图5 TaNAC2基因编辑靶点及基因编辑株系中的靶标突变类型

Fig.5 TaNAC2geneeditingtargetsandtypesofmutationsingene-editedlines
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表2 TaNAC2转基因和基因编辑株系的低温耐受性指标

Table2 Low-temperaturetoleranceindexofTaNAC2transgenicandgene-editedlines

材料
Material

TaNAC2基因相对表达水平
Relativeexpressionlevel

ofTaNAC2
相对电导率

Relativeconductivity/%
存活率

Survivalrate/%
冻害指数
Freezeindex

Fielder 1.00±0.07 80.29±3.99 21.00±12.37 94.69±3.09

OE8 10.61±1.58** 68.59±7.07* 34.38±4.42 91.41±1.10

OE11 7.70±0.65** 59.15±8.35* 51.20±7.14 87.20±1.78

OE14 5.70±0.43** 70.79±3.26* 41.67±23.57 89.58±5.89

GE45 0.66±0.20* 84.50±3.12 7.25±3.18 98.44±2.21

GE91 1.03±0.13 80.59±1.92 25.00±8.84 93.75±2.21

  *:P <0.05;**:P <0.01。下同。

*:P<0.05;**:P <0.01.Thesameintable3.

  A:低温处理前;B:低温处理后常温恢复5d。

A:Beforelow-temperaturetreatment;B:Recoveryatnormaltemperaturefor5daysafterlow-temperaturetreatment.

图6 低温胁迫后TaNAC2转基因和基因编辑株系幼苗

Fig.6 TaNAC2transgenicandgene-editedlinesafterlow-temperaturestress

2.4 TaNAC2转基因和基因编辑后代的农艺性

状及表型

由表3及图7可知,TaNAC2 转基因株系

OE11的T3 代中,播种至抽穗天数较Fielder显

著缩短(P<0.05),株高、分蘖数、小穗数、穗长、
穗粒数较Fielder均无显著性差异;TaNAC2转基

因株系OE8、OE14的T3 代中,播种至抽穗的天

数、株高、分蘖数、小穗数、穗长、穗粒数较Fielder
均无显著性差异;T4 代TaNAC2基因编辑株系

GE45、GE91的播种至抽穗天数、株高、分蘖数、小
穗数、穗长、穗粒数较Fielder均无显著性差异。

这说明TaNAC2基因过表达和基因编辑均没有

对Fielder的农艺性状产生明显影响。

3 讨论

NAC是植物特有的转录因子,广泛参与植物

的生长发育[14-15]和逆境响应[26-27]。拟南芥、水

稻、小麦等植物中均有多个NAC基因被报道。因

此,明确 NAC转录因子调控小麦低温耐受性和

生长发育的协同效应,对培育高产耐寒的小麦品

种具有重要的参考价值。
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表3 温室生长条件下TaNAC2基因过表达和基因编辑株系的农艺性状

Table3 AgronomictraitsofTaNAC2transgenicandgene-editedwheatlinesundergreenhousegrowthconditions

材料
Material

播种至抽穗天数
Theintervalfrom

emergencetoheading/d

株高
Plant

height/cm

单株分蘖数
Tillernumber
perplant

每穗小穗数
Spikelet

numberperspike

穗长
Spike

length/cm

穗粒数
Kernelsperspike

Fielder 60.47±1.31 71.01±2.81 5.40±1.54 14.67±1.19 8.92±0.73 38.20±3.37

OE8 59.53±1.50 72.33±3.75 5.60±1.85 14.80±1.28 8.94±0.61 39.33±5.52

OE11 59.25±1.68* 71.64±4.57 6.25±2.33 15.38±0.93 9.06±0.63 40.00±4.83

OE14 60.00±2.42 70.54±3.66 5.69±1.96 13.75±2.11 8.80±1.00 36.53±4.70

GE45 59.80±2.93 73.58±5.16 6.40±1.70 15.47±1.09 9.35±0.53 40.53±4.13

GE91 60.43±2.17 66.57±7.57 4.79±1.48 14.29±1.59 8.91±0.78 36.38±7.11

图7 TaNAC2基因过表达和基因编辑株系表型

Fig.7 PhenotypeofTaNAC2gene-overexpressingandgene-editedlines

3.1 过表达TaNAC2基因对小麦苗期低温耐受

性的影响

NAC基因已被证实广泛参与植物的低温耐

受性调控。研究发现,水稻ONAC095基因正向

调控水稻的耐寒性,该基因敲除系表现为冷响应

基因下调表达[26];在拟南芥中,过表达小麦的

TaNAC2-5A和南荻(miscanthuslutarioriparius)的
MlNAC5基因可提高植株耐寒性[18,22]。本研究

中,在-5℃低温胁迫下,TaNAC2基因过表达株

系OE8、OE11、OE14的存活率升高,冻害指数降

低;基因编辑株系TaNAC2-GE91的存活率和冻

害指数与Fielder无差异,而A、B、D三个基因组

突变的TaNAC2-GE45株系存活率降低,冻害指

数升高。这一现象与小麦转录因子TaNAC47的

研究结果一致[28]。拟南芥CBF(c-repeatbinding
factor)转录因子家族的研究结果表明,冷驯化后

的cbfs三突变体对冷胁迫显著敏感[29]。本研究

表明TaNAC2在A、B、D基因组上的3个同源拷

贝功能高度保守,共同正向调控小麦低温耐受性,

单拷贝缺失不影响低温耐受性。本研究中低温处

理后TaNAC2过表达和基因编辑株系的植株存

活率与相对电导率呈负相关,这与冬小麦相关研

究结果一致[30]。在本研究中,TaNAC2-OE8的转

录本水平(10.61倍)高于OE11(7.70倍),但其低

温存活率(34.38%)反而低于OE11(51.20%)。其

与Yu等[31]发现stch4突变体中CBFs转录因子

的转录本水平升高,但蛋白水平却下降的结论相

似,说明了转录本丰度与蛋白功能在冷响应中的

不协调性,后续需结合蛋白表达进一步解析TaN-
AC2转录后的调控机制。

本研究中,基因过表达和基因编辑株系的

TaNAC2表达水平存在显著差异,但存活率和冻

伤指数均无显著差异。这说明小麦中可能存在其

他NAC家族成员或代谢通路对TaNAC2 的缺

失/过表达有补偿效应。已知植物中存在CBF依

赖和非依赖两种类型的低温信号调控通路。一些

NAC转录因子,如 GmNAC20[32]、MaNAC1[33]、

PbeNAC1[34]等,可以通过CBF-COR信号级联调
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节植物耐低温反应;还有一些NAC转录因子,如

NAC63[35]、SNAC2[36]、NAC20[32]等,可 以 通 过

CBF非依赖途径参与植物冷响应。因此,TaN-
AC2是通过上述哪种途径调控小麦耐低温特性需

要进一步探索。

3.2 TaNAC2基因对小麦生长发育调控的环境

依赖性分析

植物在生长发育的不同阶段均会遭受干旱、
高温、寒冷、盐碱、养分缺乏等逆境胁迫,NAC转

录因子在协调植物发育和逆境胁迫反应中发挥着

关键的调控作用[8]。本研究温室盆栽生长条件

下,与Fielder相比,除 OE11的播种至抽穗天数

显著降低外,OE8、OE14、GE45、GE91的株高、分
蘖数、穗粒数等农艺性状均无显著差异。说明

TaNAC2对植物生长发育的表达调控可能具有

环境依赖性;与低温胁迫条件下不同,在有利的生

长环境条件下TaNAC2基因的作用降低。研究

表明,TaNAC2基因对小麦产量相关性状的影响

主要与其调控逆境胁迫的耐受性有关。在低磷条

件下,TaNAC2-5B与 TaMPKKK18-3B、TaMP-
KK1.2-6B和 TaMPK2-1D形成一个 MAPK调

控模块,能够激活磷转运体基因TaPT2、酸性磷酸

酶基因TaAP1和根系发育相关基因TaPIN3的表

达,提高小麦在低磷环境下的产量[37]。在低氮环

境下,TaNAC2-5A 通过调控硝酸盐转运体基因

TaNRT2.5-3B的表达来影响小麦籽粒硝酸盐的

积累和种子活力[38]。在干旱胁迫条件下,TaN-
AC2能够结合TaFAR5基因的启动子并调控其表

达,参与角质层蜡质的合成,提高小麦的抗旱能

力[39]。在人工气候室条件下,TaNAC2参与负调

控小麦分蘖数和根中细胞分裂素氧化酶TaCKX
的活性;而在田间条件下,其表达模式和调控功能

则有所不同[40]。因此,未来还需要在多个田间环

境条件下进行TaNAC2基因功能的验证。

4 结论

本研究采用转基因过表达和基因编辑技术手

段研究了TaNAC2基因对小麦低温耐受性和农

艺性状的影响。在-5℃胁迫处理12h过程中,
中麦8444幼苗中TaNAC2基因表达量随着胁迫

时间的延长而极显著上升。在-5℃胁迫处理10
h后,T3 代基因过表达株系OE8、OE11、OE14的

TaNAC2基因相对表达水平均极显著提高,相对

电导率显著降低;幼苗的存活率升高,冻害指数降

低,但均无显著差异。T4 代基因编辑株系GE45
(aabbdd)的TaNAC2基因相对表达水平显著降

低,幼苗的存活率降低,相对电导率和冻害指数升

高,但均无显著差异;GE91(aaBBDD)的TaNAC2
基因相对表达水平、相对电导率、幼苗存活率和冻

害指数均与对照接近。在温室盆栽条件下,与对

照相比,除OE11的播种至抽穗天数显著降低外,

OE8、OE14、GE45、GE91的株高、分蘖数、穗粒数

等农艺性状均无显著差异。综上,TaNAC2基因

正向调控小麦的低温胁迫耐受性,其在 A、B、D
基因组上的3个同源拷贝功能高度保守且存在冗

余,单个拷贝缺失不影响低温耐受性;其对小麦生

长发育的调控具有环境依赖性。本研究结果可为

合理利用TaNAC2基因进行小麦品种改良提供

依据。

参考文献:
[1]BaranwalVK,KhuranaP.Genome-wideanalysis,expression
dynamicsandvarietalcomparisonofNACgenefamilyatvari-
ousdevelopmentalstagesinMorusnotabilis [J].Molecular
GeneticsandGenomics,2016,291(3):1305.

[2]NuruzzamanM,SharoniAM,SatohK,etal.NACtranscrip-
tionfactorfamilygenesaredifferentiallyexpressedinrice
duringinfectionswithricedwarfvirus,riceblack-streaked
dwarfvirus,ricegrassystuntvirus,riceraggedstuntvirus,and
ricetransitoryyellowingvirus[J].FrontiersinPlantScience,
2015,6:676.

[3]LuM,SunQP,ZhangDF,etal.Identificationof7stress-re-
latedNACtranscriptionfactormembersinmaize(Zeamays
L.)andcharacterizationoftheexpressionpatternofthese
genes[J].BiochemicalandBiophysicalResearchCommuni-
cations,2015,462(2):144.

[4]HanKJ,ZhaoY,SunY H,etal.NACs,generalistinplant
life[J].PlantBiotechnologyJournal,2023,21(12):2433.

[5]SinghS,KoyamaH,BhatiKK,etal.Thebiotechnological
importanceoftheplant-specific NACtranscriptionfactor
familyincropimprovement[J].JournalofPlantResearch,
2021,134(3):475.

[6]OlsenAN,ErnstHA,LeggioLL,etal.NACtranscription
factors:Structurallydistinct,functionallydiverse[J].Trends
inPlantScience,2005,10(2):79.

[7]MohantaTK,YadavD,KhanA,etal.Genomics,molecular
andevolutionaryperspectiveofNACtranscriptionfactors
[J].PLoSOne,2020,15(4):e0231425.

[8]XiongHY,HeHD,ChangY,etal.MultiplerolesofNAC
transcriptionfactorsinplantdevelopmentandstressrespon-
ses[J].JournalofIntegrativePlantBiology,2025,67(3):
510.

[9]GuérinC,RocheJ,AllardV,etal.Genome-wideanalysis,ex-
pansionandexpressionoftheNACfamilyunderdroughtand
heatstressesinbreadwheat(T.aestivum L.)[J].PLoS
One,2019,14(3):e0213390.

[10]MaoHD,LiSM,ChenB,etal.Variationincis-regulation
ofaNACtranscriptionfactorcontributestodroughttolerancein
wheat[J].MolecularPlant,2022,15(2):276.

·1131·第10期 郝淑女等:TaNAC2基因对小麦低温耐受性和农艺性状的影响



[11]MaoHD,LiSM,WangZX,etal.Regulatorychangesin
TaSNAC8-6Aareassociatedwithdroughttoleranceinwheat
seedlings[J].PlantBiotechnologyJournal,2020,18(4):
1078.

[12]XuZY,Gongbuzhaxi,WangCY,etal.WheatNACtran-
scriptionfactorTaNAC29isinvolvedinresponsetosalt
stress[J].PlantPhysiologyandBiochemistry,2015,96:
356.

[13]JiangH,FangY,YanD,etal.Genome-wideassociation
studyrevealsaNACtranscriptionfactorTaNAC074linked
topre-harvestsproutingtoleranceinwheat[J].Theoretical
andAppliedGenetics,2022,135(9):3265.

[14]JingYF,ShenCC,LiWJ,etal.TaLBD41interactswith
TaNAC2toregulatenitrogenuptakeandmetabolisminre-
sponsetonitrateavailability[J].New Phytologist,2024,
242(2):641.

[15]WangXL,LiuYC,HaoCY,etal.WheatNAC-A18regu-
latesgrainstarchandstorageproteinssynthesisandaffects
grainweight[J].TheoreticalandAppliedGenetics,2023,
136(6):123.

[16]GaoYJ,AnKX,GuoW W,etal.Theendosperm-specific
transcriptionfactorTaNAC019regulatesgluteninandstarch
accumulationanditselitealleleimproveswheatgrainquality
[J].ThePlantCell,2021,33(3):603.

[17]ZhangJB,HuanHJ,QiuC,etal.Accurateclassificationof
wheatfreezeinjuryseverityfromthecolorinformationin
digitalcanopyimages [J].PLoS One,2024,19(8):
e0306649.

[18]MaoXG,ZhangH Y,QianXY,etal.TaNAC2,aNAC-
typewheattranscriptionfactorconferringenhancedmultiple
abioticstresstolerancesinArabidopsis[J].JournalofEx-
perimentalBotany,2012,63(8):2933.

[19]HeX,QuBY,LiWJ,etal.Thenitrate-inducibleNAC
transcriptionfactorTaNAC2-5Acontrolsnitrateresponse
andincreaseswheatyield[J].PlantPhysiology,2015,169
(3):1991.

[20]YaoDY,WangJ,PengWT,etal.Transcriptomicprofiling
ofwheatstemduringmeiosisinresponsetofreezingstress
[J].FrontiersinPlantScience,2023,13:1099677.

[21]马 新,王 娟,姚丹妤,等.小麦幼穗在减数分裂期响应低温胁

迫的转录组分析[J].麦类作物学报,2025,45(11):1451.
MaX,WangJ,YaoDY,etal.Transcriptomeanalysisof
wheatyoungspikesinresponsetolowtemperaturestressat
meiosisstage [J].Journalof TriticeaeCrops,2025,45
(11):1451.

[22]YangX W,WangX Y,JiL,etal.Overexpressionofa
MiscanthuslutarioripariusNACgeneMlNAC5confersen-
hanceddroughtandcoldtoleranceinArabidopsis[J].Plant
CellReports,2015,34(6):943.

[23]王 娟,刘 翼,姚丹妤,等.小麦生殖发育阶段对低温的敏感性

鉴定[J].作物学报,2022,48(7):1721.
WangJ,LiuY,YaoDY,etal.Identificationonsensitivityof
wheattolowtemperatureatreproductivestages[J].Acta
AgronomicaSinica,2022,48(7):1721.

[24]ZadoksJC,ChangTT,KonzakCF.Adecimalcodeforthe
growthstagesofcereals[J].WeedResearch,1974,14(6):
415.

[25]LivakKJ,SchmittgenTD.Analysisofrelativegeneexpres-
siondatausingreal-timequantitativePCRandthe2-ΔΔCT

method[J].Methods,2001,25(4):402.

[26]HUANGL,HONG YB,ZHANG HJ,etal.RiceNAC
transcriptionfactor ONAC095 plays opposite rolesin
droughtandcoldstresstolerance[J].BMCPlantBiology,
2016,16(1):203.

[27]DiaoPF,ChenC,ZhangYZ,etal.TheroleofNACtran-
scriptionfactorinplantcoldresponse[J].PlantSignaling
& Behavior,2020,15(9):1785668.

[28]ZhangL,ZhangL,XiaC,etal.Thenovelwheattranscrip-
tionfactorTaNAC47enhancesmultipleabioticstresstoler-
ancesintransgenicplants[J].FrontiersinPlantScience,
2016,6:1174.

[29]JiaY,DingY,ShiY,etal.Thecbfstriplemutantsreveal
theessentialfunctionsofCBFsincoldacclimationandallow
thedefinitionofCBFregulonsinArabidopsis [J].New
Phytologist,2016,212(2):345-353.

[30]李卓夫,李 莹,王晓楠.不同抗寒性冬小麦品种间冷冻后电

导率与成活率比较分析[J].东北农业大学学报,2014,45
(06):1-5.
LiZF,LiY,WangXN.Comparativeanalysisofelectrolyte
leakageandsurvivalrateafterfreezingamongwinterwheat
varietieswithdifferentcoldtolerance[J].JournalofNorth-
eastAgriculturalUniversity,2014,45(06):1-5.

[31]YuH,KongX,HuangH,etal.STCH4/REIL2conferscold
stresstoleranceinArabidopsisbypromotingrRNAprocess-
ingandCBFproteintranslation[J].CellReports,2020,30
(1):229-242,e5.

[32]HaoYJ,WeiW,SongQX,etal.SoybeanNACtranscrip-
tionfactorspromoteabioticstresstoleranceandlateralroot
formationintransgenicplants[J].ThePlantJournal,2011,
68(2):302.

[33]ShanW,KuangJF,LuWJ,etal.BananafruitNACtran-
scriptionfactorMaNAC1isadirecttargetofMaICE1andin-
volvedincoldstressthroughinteractingwithMaCBF1[J].
Plant,Cell& Environment,2014,37(9):2116.

[34]JinC,LiKQ,XuXY,etal.AnovelNACtranscriptionfac-
tor,PbeNAC1,ofPyrusbetulifoliaconferscoldanddrought
toleranceviainteractingwithPbeDREBsandactivatingthe
expressionofstress-responsivegenes[J].FrontiersinPlant
Science,2017,8:1049.

[35]DuanAQ,YangXL,FengK,etal.Genome-wideanalysisof
NACtranscriptionfactorsandtheirresponsetoabioticstress
incelery(ApiumgraveolensL.)[J].ComputationalBiolo-
gyandChemistry,2020,84:107186.

[36]HuH H,YouJ,FangYJ,etal.Characterizationoftran-
scriptionfactorgeneSNAC2conferringcoldandsalttolerance
inrice[J].PlantMolecularBiology,2008,67(1):169.

[37]ZhangY Y,LiX Q,GuoL,etal.TheMAPKregulatory
module TaMPKKK18-3B/TaMPKK1.2-6B/TaMPK2-1D/
TaNAC2-5Bregulateslow-PstressresponseinTriticum
aestivum [J].ThePlantJournal,2025,124(4):e70589.

[38]LiWJ,HeX,ChenY,etal.Awheattranscriptionfactor
positivelysetsseedvigourbyregulatingthegrainnitratesig-
nal[J].NewPhytologist,2020,225(4):1667.

[39]LiuYL,ChenB,QinZ,etal.TaFAR5-TaFAR3module
regulatescuticularwaxbiosynthesisanddroughttolerancein
wheat[J].NewPhytologist,2025,248(4):1802.

[40]SzalaK,OgonowskaH,LugowskaB,etal.Differentsetsof
TaCKX genesaffectyield-relatedtraitsin wheatplants
growninacontrolledenvironmentandinfieldconditions
[J].BMCPlantBiology,2020,20(1):496.

·2131· 麦 类 作 物 学 报                  第46卷


