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摘 要:为探究小麦耐低温相关NAC转录因子的功能特性,选用耐低温品种蚂蚱麦和低温敏感品种济

麦22进行转录组测序,筛选出31个可能与耐低温相关的NAC转录因子基因家族成员。生物信息学分析显

示,31个TaNAC蛋白中12个为碱性蛋白(pI>7),其余均为酸性蛋白(pI<7);所有蛋白均呈亲水性,主要定

位于细胞核,二级结构以无规则卷曲为主。共线性分析表明,小麦与水稻的 NAC转录因子基因之间具有较

多的共线性关系。启动子分析发现,这些NAC转录因子基因的启动子区含有多种参与逆境胁迫及激素响应

的顺式作用元件,其中TaNAC048-A1基因所含此类调控元件数量最为丰富。低温胁迫下,蚂蚱麦中TaN-
AC048-D1、TaNAC048-A1、TaNAC015-B4、TaNAC039-D1、TaNAC104-D2、TaNAC048-B1、TaNAC001-B1 和

TaNAC001-A1均显著上调表达;济麦22中,TaNAC048-D1、TaNAC039-D1和TaNAC104-D2基因表达显著上

调,TaNAC048-B1基因表达显著下调,其余4个基因的表达无显著变化。采用qRT-PCR验证转录组测序数

据,这些TaNAC转录因子基因可能在小麦低温胁迫响应中发挥重要作用。
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Abstracts:Toinvestigatethefunctionalcharacteristicsoflow-temperaturetolerance-relatedNACtran-
scriptionfactorsinwheat,alow-temperature-tolerantvarietyMazhamaiandalow-temperature-sensi-
tivevarietyJimai22wereusedfortranscriptomesequencing,and31candidateNACtranscriptionfac-
torspotentiallyassociatedwithlow-temperaturetolerancewerescreened.Bioinformaticsanalysis
showedthat12oftheTaNACproteinsarebasicproteins(pI>7),whiletheothersareacidicproteins
(pI<7).Allproteinsarehydrophilicandmainlylocalizedinthenucleus.Thesecondarystructure
wasdominatedbyrandomcoils.Collinearityanalysisrevealedthattherewereextensivecollinearrela-



tionshipsbetweenNACtranscriptionfactorsinwheatandrice.Promoteranalysisindicatedthatthe
promoterregionsoftheseNACtranscriptionfactorgenescontainedvariouscis-actingelementsinvolved
instressresponsesandhormonesignaling,amongwhichTaNAC048-A1harboredthemostabundant
regulatoryelements.Underlow-temperaturestress,theexpressionlevelsofTaNAC048-D1,TaN-
AC048-A1,TaNAC015-B4,TaNAC039-D1,TaNAC104-D2,TaNAC048-B1,TaNAC001-B1,andTaN-
AC001-A1weresignificantlyup-regulatedinMazhamai.InJimai22,TaNAC048-D1,TaNAC039-D1,
andTaNAC104-D2weresignificantlyup-regulated,whileTaNAC048-B1wassignificantlydown-regu-
lated,andtheremainingfourgenesshowednosignificantchanges.Thetranscriptomesequencingda-
tawereverifiedbyqRTPCR.TheseTaNACtranscriptionfactorgenesmayplayimportantrolesinthe
responseofwheattolow-temperaturestress.
Keywords:Wheat;Low-temperaturestress;NACtranscriptionfactor;Expressionanalysis

  小麦(Triticumaestivum L.)作为全球主要

的粮食作物,其高产稳产对保障粮食安全具有

重要影响[1]。低温胁迫尤其冻害是限制小麦生

长发育和产量的重要因素之一[2]。低温胁迫可

导致细胞膜损伤、代谢紊乱、活性氧积累等一系

列生理生化变化,严重时可引起植株死亡[3]。
因此,提高小麦对低温胁迫的耐受性具有重要

生产实践意义。

NAC家族是植物特异性转录因子家族[4]。
在植株生长发育、器官形态建成、生命周期调控及

衰老机制等关键生物学活动中发挥着核心作用,

NAC转录因子不仅参与内源性植物激素信号通

路的调控,也广泛响应生物胁迫(如病原菌侵染)
与非生物胁迫(如极端温度、干旱、盐碱等),在植

物适应复杂多变环境的过程中具有重要功能[5-6]。
詹鹏等[7]发现干旱胁迫后,4个抗旱相关NAC基

因在红花叶片中的表达均上调。胁迫响应型葡萄

NAC转录因子可提高转基因拟南芥对脱落酸的

敏感 性,并 增 强 耐 盐 碱、耐 冻 及 耐 旱 能 力[8]。

Jiang等[9]通过转录组测序鉴定了445个与花生

抗寒性显著相关基因,主要归属于NAC、BHLH和

WRKY等家族。Wang等[10]通过RNA-seq分析发

现玉米干旱胁迫响应NAC基因ZmSNAC06。Fu
等[11]则通过转录组分析鉴定出25个碱蓬 NAC
基因(SgNACs),其中多数基因在盐胁迫24h后

表达显著上调。
为了解小麦NAC转录因子在低温胁迫响应

中的抗寒机制,本研究冷胁迫处理耐低温和低温

敏感型小麦材料并进行转录组测序,在转录组测

序结果中筛选鉴定特异性响应小麦耐低温胁迫的

NAC基因,分析其生物信息学相关内容,并结合

RT-PCR结果探讨其在不同耐低温材料中的表达

模式差异,以其为深入理解小麦 NAC转录因子

的功能提供理论基础,并为小麦耐低温种质资源

的挖掘提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验材料处理及转录组测序

试验材料为耐低温的蚂蚱麦和低温敏感型济

麦22。每个材料取2份等量种子样品,置于15%
次氯酸钠(NaClO)溶液10min灭菌处理,无菌蒸

馏水对处理后的种子重复3次清洗,清洗后的种

子分置培养皿在人工气候箱培养。培养条件:每
日16h光照/8h黑暗,昼/夜温度25℃/22℃,
湿度60%。7d后选取生长状态一致的小麦幼苗

移栽至盆钵中,每隔两日以 Hoagland营养液浇

灌,待幼苗生长至三叶一心期,于人工气候箱内进

行-5℃低温胁迫6h处理,以25℃0h为对照,
分别采集两组小麦幼苗叶片样品,采用天根RNA
simple试剂盒提取总RNA,合格RNA样品送交

基迪奥生物科技有限公司进行转录组测序。

1.2 转录组数据中NAC转录因子基因筛选

基于低温胁迫条件下log2(FPKM +1)标准

化处理后的数据,选择具有显著差异表达的31个

响应低温胁迫TaNAC转录因子基因家族成员,
进行后续分析。

1.3 小麦NAC蛋白理化性质及基因结构分析

利用ExPASy(https://www.expasy.org/)
分析其氨基酸残基数、分子量、等电点、正电荷残

基数(Arg+Lys)、负电荷残基数(Asp+Glu)、亲
水指数(GRAVY)、脂肪族指数等理化性质;通过

WOLFPSORT(https://wolfpsort.hgc.jp/)预
测亚细胞定位,并通过SOPMA(https://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.html)预测蛋
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白质 二 级 结 构。采 用 MEME 网 站 (https://

meme-suite.org/meme/,最大基序数设定为10)
分析保守基序。并通过 NCBI-CDD数据库(ht-
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)验 证 所 有

TaNAC蛋白均含有完整的 NAM 保守结构域。
利用 TBtools软件对TaNAC蛋白的保守结构域

及TaNAC编码基因的外显子-内含子结构进行

分析与可视化展示。

1.4 小麦NAC转录因子基因染色体定位与共线

性分析

通过TBtools获取并可视化TaNAC转录因

子基因染色体位置信息。运用 MCScanX工具分

析小 麦 与 拟 南 芥、水 稻 共 线 性 关 系,结 果 经

TBtools绘图展示。

1.5 小麦NAC转录因子基因的系统发育与启动

子顺式作用元件分析

使用MEGA11软件中的ML法构建TaNAC
和AtNAC基因系统发育树,进行1000次boot-

strap评估各节点的支持率,并参考拟南芥 NAC
家族分类体系对TaNAC转录因子基因进行亚家

族划分。利用在线工具ltol(https://itol.embl.
de/)对进化树进行美化。提取各基因起始密码子

上游2000bp序列,通过PlantCARE数据库预测

顺式作用元件,结果使用TBtools作图呈现。

1.6 小麦NAC转录因子基因时空表达谱绘制

自小麦综合性数据库 WheatOmics1.0中下载

TaNAC 转录因子基因在各组织的表达数据,利用

TBtools软件的HeatMap功能绘制表达热图。

1.7 小麦NAC转录因子基因表达分析

在初步筛选出的31个转录因子中选择差异

表达最为显著的8个基因(表1)进行qRT-PCR
验证,针对TaNAC 基因设计qRT-PCR引物,产
物长度控制在80~150bp之间。以TaActin作为

参考基因,3次生物学重复,2-ΔΔCT 方法计算基因

相对表达量。使用SPSS软件进行方差分析,

Graphpadprism绘制图表。

表1 荧光定量PCR引物

Table1 PrimersforfluorescentquantitativePCR

基因 Gene 上游引物Forwardprimer(5'-3') 下游引物 Reverseprimer(5'-3')

TaNAC015-B4 TCTTCCTCCTCCTCAGCTCC CTCCTCCACCTCCAGATCCA

TaNAC048-A1 CCCCATCATCACCGAGATCG TACCACTCCTTCTCGCCGTA

TaNAC048-B1 CCCCATCATCACCGAGATCG TACCACTCCTTCTCGCCGTA

TaNAC048-D1 GAGGAGATTCGCGTGAGGAG GGTAGTGTGTCACCAGCTCC

TaNAC039-D1 TCTTTCACACACGCCTCTCC AAAACCGACGCCTCAGACAT

TaNAC001-A1 CATCACCGTCGCCGTCTTCG TTGTGCTGCTGCTGACCTCTTC

TaNAC001-B1 GTGTGCCGGGTGTCTATGAA TGCTGCTGACCTCTTCTTGG

TaNAC104-D2 CCTCGACTACCTCCTCCACA ACTTGTTGAGGTCGACGTCC

TaActin ACCGTGGTGATGTTGTGC TGGTGGCTGGTAGTTGATA

2 结果与分析

2.1 低温胁迫转录组数据中NAC转录因子基因

筛选鉴定

从转录组数据库共鉴定出31个响应低温胁迫

的NAC转录因子基因,参考已有TaNAC 基因系统

命名[12-14]方法对这31个NAC基因进行系统命名。

分析显示,处理组与对照组之间蚂蚱麦存在13个

差异表达基因;济麦22有11个差异表达基因;两
品种对照组之间共鉴定出18个差异表达基因。其

中TraesCS2B02G118500、TraesCS3A02G406000、Traes

CS5A02G291200、TraesCS5B02G290200在蚂蚱

麦上调表达,济麦22表达不显著;TraesCS4D02G
176000、TraesCS3D02G401200、TraesCS7D02G302000
两个品种均上调表达;TraesCS3B02G439600在蚂蚱

麦中上调表达,在济麦22中则下调表达。以上8个

NAC转录因子基因因其在品种间表达模式的差异

或一致的低温响应特征,作为重点候选基因进行后

续研究。

2.2 小麦耐低温相关NAC蛋白理化性质及基因

结构分析

蛋白质理化性质分析显示,31个TaNAC转
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录因子成员的氨基酸数目为222~389,分子量介

于24.37~43.08kD,等电点(pI)为5.34~9.73,
其中12个pI>7.00,为碱性蛋白,其余为酸性蛋

白。脂肪族指数介于54.55~72.40,提示其在溶

解性和抗氧化性上存在差异。所有TaNAC转录

因子成员的Gravy均为负值,表明其具有亲水特

性。正负电荷数相近,说明蛋白质整体呈电中性。
亚细胞定位预测结果显示,全部TaNAC转录因

子均定位在细胞核,说明小麦在受到低温胁迫时,

NAC转录因子在核内迅速启动或关闭一系列相关

基因的表达,帮助适应低温胁迫。二级结构分析显

示,无规则卷曲为主要结构(63.74%~83.95%),
而α-螺旋(6.32%~22.51%)、延长链(7.36%~
16.67%)和β-转角(1.67%~3.98%)占比较低,
提示该家族蛋白可能具有相似的功能特征。

进一步对小麦耐低温相关NAC转录因子进

行结构分析。结果显示,共 有10个 保 守 基 序

(Motif1~Motif10)(图1A)。部分 TaNAC蛋

白虽含有相同的保守基序,但其排列与分布存在

差异,反映了该家族在进化过程中发生的序列结

构分化,这可能为其功能多样化提供了基础。结

构域(Domain)分析证实,所有31个 TaNAC蛋

白均含有完整的 NAM 结构域(图1B)。基因结

构分析显示(图1C),TaNAC基因的外显子数为

2~4个,内含子数为1~5个;除TaNAC062-B1

基因的3'端缺少UTR外,其余30个基因均含有

UTR区域。

2.3 小麦耐低温相关NAC转录因子基因的染色

体分布与共线性分析

分析显示(图2),TaNAC转录因子基因在小

麦第二、三、四、五同源群各染色体上均存在,第二

同源群基因数目最多(9个),第一同源群仅分布

于1A、1D染色体(2个),第七同源群仅分布于

7B、7D染色体(2个),第六同源群未检测到TaN-
AC同源序列,表明亚基因组之间存在不对称进

化。此 外,2A 染 色 体 上TaNAC015-A4、TaN-
AC058-A1-1和TaNAC058-A1-2I基因密集分布

于染色体一端,推断其为串联重复基因簇。
全基因组共线性分析显示(图3),共有31个

基因参与了57次片段重复事件,说明片段重复在

扩大小麦 NAC转录因子基因中发挥重要作用。
进一步通过与拟南芥、水稻的种间共线性分析发

现(图4),TaNAC与AtNAC基因间未显示明显

的共线性,但与水稻OsNAC 基因则存在较强的

共线性。其中,3D染色体上的共线性基因对数量

最多,4B、2A与1A染色体上仅各发现1对。与

双子叶植物拟南芥相比,单子叶植物水稻和小麦

共线性更强,暗示二者 NAC基因家族在功能上

具有较高相似性,可借助已知OsNAC基因功能,
对小麦同源NAC基因功能进行合理推断。

图1 小麦NAC保守蛋白基序结构(A)、保守结构域(B)和基因结构(C)

Fig.1 Conservedproteinmotifstructure(A),conserveddomains(B)andgenestructure(C)ofwheatNACtranscriptionfactors
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图2 小麦NAC转录因子基因的染色体定位

Fig.2 ChromosomallocalizationofwheatNACtranscriptionfactorgenes

  红色线代表31个NAC转录因子基因间的共线性关系;蓝色线代表31个NAC转录因子基因与小麦参考基因组间的共线性关系;
标尺代表染色体上的基因密度。

Theredlinerepresentsthecollinearityrelationshipbetween31NACtranscriptionfactorgenes.Thebluelinerepresentsthecol-
linearityrelationshipbetween31NACtranscriptionfactorgenesandthewheatreferencegenome;Scale:Genedensityonchromosomes.

图3 小麦低温胁迫NAC转录因子基因种内共线性分析

Fig.3 Intra-specificcovarianceanalysisoftheNACtranscriptionfactorgenesinwheatunderlowtemperaturestress
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图4 小麦低温胁迫与水稻及拟南芥NAC转录因子基因的共线性分析

Fig.4 Covarianceanalysisofwheatlow-temperaturestresswithriceandArabidopsisthalianaNACtranscriptionfactorgenes

2.4 小麦耐低温相关NAC转录因子基因的系统

发育进化树与启动子顺式作用元件分析

根据 AtNAC 基 因 家 族 分 类 标 准,31 个

TaNAC 基因可划分为11个亚族(图5):ATAF
和 ATNAC3亚族成员数量最多(分别为7个和5
个),表明这两个亚族在进化过程中经历了明显的

基因扩张。TERN、ANAC011等亚族仅含单个

成员,表明这些古老的亚族在进化上相对保守,可
能承担着基础的生长发育调控功能。

进一步提取TaNAC 基因起始密码子上游

2000bp的启动子序列,利用PlantCARE数据库

进行顺式元件预测,共预测了748个顺式作用元

件,分属16种类型。统计分析结果表明,除TA-
TAbox和CAATbox等核心启动子元件外,低

温响应元件LTR与抗氧化胁迫响应元件 ARE
占比最高;此外还包括 GC-motif、MBS、TC-rich
repeats等与非生物胁迫响应相关的元件。激素

响应元件方面,鉴定到茉莉酸响应元件(CGTCA-
motif)、生长素响应元件(TGA-element)和脱

落酸响应元件(ABRE)等。

2.5 小麦耐低温相关NAC转录因子基因时空表

达谱

基于小麦多组学数据库 WheatOmics1.0,分
析了31个TaNAC 基因在根、叶、茎、穗和种子中的

组织表达模式(图6),结果表明,TaNAC161-A1、
TaNAC001-B1、TaNAC163-B1、TaNAC015-A4、
TaNAC015-D4和TaNAC104-B1 在根中表达较

高,TaNAC001-A1和TaNAC062-B1在茎中表达

图5 小麦低温胁迫与拟南芥NAC转录因子基因系统发育树

Fig.5 PhylogenetictreeofNACtranscriptionfactorgenesinwheatandArabidopsisthaliana
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  TaNAC基因在不同组织中的表达模式。Grain_Z85:开花后20d的种子;Grain_Z75:开花后14d的种子;Grain_Z71:开花后2d的

种子;Spike_Z65:开花期的穗;Spike_Z39:可见旗叶期的穗;Spike_Z32:节间穗;Leaf_Z71:开花后2d的叶片;Leaf_Z23:三叶期的叶片;

Leaf_Z10:幼苗期的叶片;Stem_Z65:开花期的茎;Stem_Z32:茎间质;Stem_Z30:抽穗期的茎;Root_Z39:可见旗叶期的根;Root_Z13:三

叶期的根;Root_Z10:幼苗期的根。橙色表示正调控表达高,蓝色表示负调控表达高。

TaNACgeneexpressionpatternsindifferenttissues.Grain_Z85:seedssampledat20daysafterflowering;Grain_Z75:seedssam-

pledat14dafteranthesis;Grain_Z71:seedssampledat2dafteranthesis;Spike_Z65:floweringspike;Spike_Z39:spikeatvisibleflag

leafstage;Spike_Z32:internodespike;Leaf_Z71:leavessampledat2dafterflowering;Leaf_Z23:leavesinthethree-tilleringperiod;

Leaf_Z10:leavessampledatseedlingstage;Stem_Z65:stemsampledatanthesis;Stem_Z32:steminterstitial;Stem_Z30:stemsam-

pledatheadingstage;Root_Z39:rootsampledatflagleafvisibleperiod;Root_Z13:rootsampledat3-leafstage;Root_Z10:rootsam-

pledatseedlingstage.Redindicateshighpositiveregulationexpression,andorangeindicateshighnegativeregulationexpression.

图6 小麦NAC转录因子基因(TaNAC)的时空表达

Fig.6 Spatio-temporalexpressionofwheatNACtranscriptionfactorgenes(TaNAC )

  CK:对照;CT:低温;MZ:蚂蚱麦;JM22:济麦22。

CK:Control;CT:Cold;MZ:Mazhamai;JM22:Jimai22.

图7 小麦品种蚂蚱麦和济麦22叶片中8个基因在低温胁迫下的表达模式

Fig.7 ExpressionpatternsoftheeightgenesinMazhamaiandJimai22leavesunderlowtemperaturestress
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较高,多数TaNAC在叶中表达较高,TaNAC031-
B2、TaNAC058-A1-2、TaNAC058-D1-2、TaN-
AC088-A1、TaNAC041-B1和TaNAC068-A1在穗

中 表 达 较 高,TaNAC002-A1、TaNAC088-A1、
TaNAC002-B1和TaNAC002-D1 在籽粒中表达

较高。以上结果提示,TaNAC 基因可能参与小

麦的生长发育及胁迫响应过程。
2.6 低温胁迫后不同小麦材料中NAC转录因子

基因的表达

qRT-PCR结果表明,低温胁迫下的蚂蚱麦和

济麦22中,TaNAC基因表现出差异表达模式(图
7)。在 耐 低 温 材 料 蚂 蚱 麦 中,TaNAC048-D1、
TaNAC048-A1、TaNAC015-B4、TaNAC039-D1、
TaNAC104-D2、TaNAC048-B1、TaNAC001-B1、
TaNAC001-A1均呈显著上调表达。在低温敏感

材料济麦22中,这些基因的表达响应呈现分化:
TaNAC048-D1、TaNAC039-D1和TaNAC104-D2
为上调表达,TaNAC048-B1为下调表达,其余4个

基因TaNAC048-A1、TaNAC015-B4、TaNAC001-B1
和TaNAC001-A1的表达变化不显著。基于RNA-
Seq数据,TaNAC015-B4和TaNAC001-A1在低

温胁迫下济麦22中表现出下调的表达趋势,但其

变化与qRT-PCR结果存在差异。

3 讨论

NAC转录因子家族已在拟南芥和水稻等多

种模式植物中得到系统鉴定,其家族规模因物种

而异,如水稻中含151个成员[15],拟南芥中含117
个成员[16],这可能与不同物种的生长发育及环境

适应特性有关。该家族已被证实广泛参与叶片衰

老、次生细胞壁合成、根系发育、种子形成等过程,
其中约25% NAC基因参与一种或多种逆境响

应[17]。近年来,NAC在低温应答中的作用日益

受到关注,Wang等[18]发现番茄SlNAC3转录因

子通过CBF非依赖性途径调节抗寒性;Ou等[19]

系统综述了茄科作物中 NAC转录因子在低温、
抗旱、耐盐和病原体感染中关键作用;Lu等[20]报

道鹅掌楸NAC72、NAC73a、NAC16在低温胁迫

下持续上调;Hu等[21]证实超量表达旱稻SNAC2
能显著提高低温胁迫下植株的存活率。这些研究

表明 NAC转录因子在植物低温胁迫应答中扮演

重要角色。
本研究基于转录组数据筛选出31个在低温

胁迫下差异表达的TaNAC转录因子家族成员。
理化性质分析显示,其中12个 NAC为酸性蛋

白,19个为碱性蛋白,且均含有 NAM 超家族保

守结构域,该结构域可能参与DNA结合及转录

活性调控[22-23]。二级结构以无规则卷曲为主,其
次为α-螺旋与延伸链,与Yuan等[24]的预测结果

一致。亚细胞定位预测表明它们均定位于细胞

核,与方志红等[25]在白羊草中的报道相符。NAC
蛋白的N端为包含 A~E5个亚结构域的保守

区,参与核定位及DNA识别;C端为高度可变的

转录激活区,可发挥激活或抑制功能[26]。
系统发育分析可推测基因功能[27]。本研究

中,TaNAC002-A1、TaNAC002-D1、TaNAC002-
B1、TaNAC068-D1 和TaNAC068-A1 与 Singh
等[28]拟南芥ANAC019(AT1G52890)、ANAC055
(AT3G15500)和ANAC072(AT4G27410)高度同

源,后者可结合DRE元件并受低温诱导表达。基

因家族扩张常由串联重复和片段重复驱动[29]。
本研究的共线性分析发现57个重复事件均为片

段重复,表明片段重复是TaNAC家族扩增的主

要方式,与赵艳青等[30]在黄瓜中的发 现类似。
启动子顺式作用元件分析共鉴定出16类元

件,包括光、胁迫、激素和代谢响应元件。各基因

启动子区以激素和胁迫响应元件为主,如TaN-
AC031-B2、TaNAC048-D1、TaNAC002-B1、TaN-
AC002-D1基因均含有2个低温响应元件LTR,
类似于Li等[31]鉴定出含有 MBS(MYB结合位

点)和LTR(低温响应元件)的10个胁迫响应性

CeSNAC基因,其中CeSNAC3和CeSNAC9在低

温、干旱和高盐胁迫下显著上调表达,表明其通过

多通路协同响应非生物胁迫。这些结果共同说明

NAC家族可通过多通路协同响应逆境胁迫。已

有研究也表明 NAC可通过激活抗氧化酶基因

(如SOD、CAT)或调控渗透调节相关通路来增强

植物耐冷性[32],王会文等[33]报道BraNAC012与

BraNAC027可促进渗透调节物质(如脯氨酸、可
溶性糖)的积累,并提升CAT、SOD、POD等抗氧

化酶活性,从而提升植株的耐寒性。
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