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核桃NAC基因家族的全基因组鉴定与分析

亢 超，郭彩华，张雪蒙，刘金明，袁 星，全绍文，牛建新*

（石河子大学农学院园艺系·特色果蔬栽培生理与种质资源利用兵团重点实验室，新疆石河子 832003）

摘 要：【目的】探究核桃中的NAC转录因子及其在花器官形成过程中的表达特性。【方法】利用转录组和基因组数据

库，结合生物信息学方法，对核桃NAC基因家族进行鉴定，并就其理化性质、亚细胞定位、系统发育、基因结构、保守基

序、染色体定位、基因复制及蛋白调控网络进行分析。【结果】核桃中共鉴定到121个NAC家族成员，它们在16条染色

体上不均等分布，根据系统发育树，核桃所有NAC成员被分为15个亚族；基因结构显示，大部分 JrNAC成员含有3个

外显子；共线性分析表明，核桃中有4个NAC基因在其他3个物种中均具有同源基因，且其中的2个基因（JrNAC44和

JrNAC108）在核桃基因组中出现基因复制现象。基因表达分析显示，7个 JrNAC基因在雌雄花芽的 3个时期均高表

达，特别是 JrNAC8 和 JrNAC115。【结论】核桃 NAC 基因较为保守，但仍发挥多样性的功能。JrNAC2、JrNAC8、Jr-

NAC115和JrNAC97基因可能为核桃花器官发育过程中的关键基因。
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Abstract:【Objective】Flowering is an important way for plants to propagate progeny, and the normal

development of flower organs plays an important role in floral formation. NAC transcription factors are

involved in many processes of plant growth and development, and also regulate the development of

flower organs. The regulation of floral organ development by NAC has been identified in other plants,

but the regulation in the flowering process of walnut is still unclear. Exploring NAC gene family in wal-

nut can provide reference for further study on the mechanism of walnut flower formation.【Methods】

Walnut variety Wen 185 was collected in Southern Xinjiang. The female and male flower buds were col-

lected at the undifferentiated stage of the female flower bud morphology (FB-1), the initial stage of mor-

phological differentiation (FB-2) and the pistil primordium differentiation stage (FB-3), and the tran-

scriptome sequencings were performed. The candidate NAC members in walnut were obtained using

HMMER software, NAC domains of candidate members were identified by Pfam and SMART, and-

NAC transcription factor members in walnut were finally obtained. The physicochemical properties and

subcellular localization of JrNAC members were analyzed by online software. Phylogenetic analysis

was performed using MEGA6, Bootstrap was set to 1000, based on the neighbor-joining (NJ) method,

and the default values. The phylogenetic tree, gene structure and conserved motif of walnut NAC genes
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were analyzed by TBtools. Chromosome mapping, gene replication and collinearity analysis were also

performed on TBtools. The NAC proteins of walnut and Arabidopsis thaliana were compared using

BLASTP. Then, NAC proteins of Arabidopsis thaliana with high homology were selected, and then the

online software String was used to analyze the NAC proteins regulatory network of walnut. Finally,

heat maps of JrNAC gene expression patterns in the male and female flower buds of walnut at different

stages were drawn and analyzed.【Results】Among the 121 JrNAC members identified on 16 chromo-

somes in walnut, most of them were hydrophilic proteins with an average molecular weight of 41.138 kDa.

The subcellular localization showed that the NAC transcription factors in walnut were localized in the

nucleus, chloroplast, cytoplasm, peroxisome, Golgi body and mitochondria, respectively. Among them,

86 JrNAC proteins were localized in the nucleus. The NAC members of walnut were divided into 15

sub-families, the largest one was OSNAC7 subfamily, and only one JrNAC member in the ATAF sub-

family, but no member of ANAC001 subfamily was identified. The number of introns and exons of the

JrNAC gene ranged from 1 to 7 and from 1 to 8, respectively. Most JrNAC members contained three ex-

ons. Ten conserved motifs were identified in walnut. Most JrNAC members contained seven conserved

motifs, and some subgroups contained unique motifs . As the motif 10 exist only in the subgroup Ⅳ, the

motif 8 existed in the subgroup ⅩⅥ and belonged to the subfamily ONAC003, but this subgroup did

not contain motif 4 and 1. Synteny analysis showed that four JrNAC genes in walnut were collinear

with the other three plants, and the number of homologous genes between walnut and other two woody

plants was higher than that between walnut and Arabidopsis thaliana. Gene duplication showed that a

total of 26 JrNAC gene duplication events were identified in walnut genome. Notably, both the Jr-

NAC44 and JrNAC108 were identified in both analyses. The gene expression pattern showed that the 7

JrNAC genes (JrNAC2, JrNAC38, JrNAC42, JrNAC66, JrNAC25, JrNAC8 and JrNAC115) were highly

expressed in both the female and male flower buds, the gene expression level of 6 genes was higher in

the initial stage of morphological differentiation of female flower buds than in the other two stages,

while only 3 genes (JrNAC2, JrNAC38 and JrNAC42) showed similar gene expression characteristics in

the male flower buds. The JrNAC2 belonged to the OSNAC7 subfamily, and its expression was obvious-

ly up-regulated in the initial stage of morphological differentiation of female flower buds, which was

speculated to be related to flower bud differentiation. The high expressions of the JrNAC8 and Jr-

NAC115 at MB-1 stage were speculated to be related to the development of anther or anther sac. In addi-

tion, the JrNAC97 was highly expressed in pistil primordium formation stage, and it was also highly ex-

pressed in the male flower bud at MB-1 and MB-2 stages, suggesting that the JrNAC97 may played a

role in pistil or stamen formation and development process. In the study of the protein interaction net-

work, a total of 9 JrNAC proteins (JrNAC47, JrNAC111, JrNAC91, JrNAC120, JrNAC59, JrNAC16, Jr-

NAC68, JrNAC2 and JrNAC53) were obtained, which played a key role in the network. Meanwhile,

there were interaction relationships between NAC and other transcription factors.【Conclusion】In our

study, the NAC family members of walnut were identified, and the NAC genes of walnut were relatively

conservative, but it still exerted the function of diversity. The JrNAC2, JrNAC8, JrNAC115 and Jr-

NAC97 might be the key genes in the development of walnut flower organs. This study would provide a

reference for further study on walnut NAC gene family.
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转录因子（Transcription factor，TF）是植物生长

发育过程中重要的调控蛋白，它通过与启动子的特

定顺式作用元件结合而发挥关键作用[1-2]。NAC转录

因子作为植物中的一类特异性转录因子，其来自于

矮牵牛中的NAM以及拟南芥中的ATAF1/2和CUC2

中的共有序列。典型的NAC TFs具有位于N端高度

保守的DNA结合域和位于C端高度可变的转录调控

区域[3]。通常，位于其N端的NAC结构域由5个亚域

（A-E）组成，包含大约 150个氨基酸残基，其中亚域

A、C和D高度保守，亚域B和E在不同组织和不同阶

段具有一定的差异。同时，亚域C可能参与DNA的结

合，亚域E可能与发育时期调控和组织特异性有关[4-6]。

自首次在矮牵牛中发现NAC具有促进组织分

化的作用以来[7]，大量研究表明，NAC基因在多种生

物进程中发挥重要作用[8]，包括参与调控花和叶片

的发育[9]，植物次生细胞壁的增厚[10]，蛋白质和脂类

代谢途径 [11]，叶片衰老和果实发育 [12]，侧根的形

成 [13- 14]，种子萌发 [15- 16]以及在植物衰老过程中起作

用[17]。此外，NAC转录因子还参与植物生长过程中

的生物与非生物胁迫应答。研究发现，拟南芥受伤

叶片部位存在ATAF2的超表达，该基因超表达可抑

制其他病程相关基因的表达并增强对土生镰刀霉菌

的抗性 [18]；ATAF1对生物胁迫的应答模式与ATAF2

恰恰相反，其过表达使植物的感病率升高[19]；油菜中

同样发现了与 ATAF1 和 ATAF2 表达模式相同的

NAC转录因子，进一步研究发现，该类基因与ATAF1

和ATAF2高度同源[20]。在非生物胁迫下，NAC转录

因子同样发挥重要作用。枸橘中PtrNAC72通过调

控脯氨酸进而负面调节干旱胁迫应答 [21]；水稻中

SNAC1可以在不影响光合速率的情况下关闭气孔

从而提高水稻抗旱能力[5]；盐芥中TsNAC1通过与一

种重要的质子转运蛋白结合，调控植株的耐盐性[22]；

甘蔗中SsNAC23基因参与低温胁迫响应[23]。

成花作为植物繁衍后代最重要的环节，其相关

基因的正常表达就显得十分重要。NAC基因作为

一个重要调节因子，在成花过程中发挥重要作用。

NTL8作为NAC家族一员，在拟南芥中，其通过FT介

导的盐胁迫来影响开花[24]；拟南芥中ANAC089转基

因植株表现出开花延迟的现象，说明其在开花诱导

过程中负调控[25]；玫瑰中乙烯通过调控miR164进而

调控RHNAC100的表达，RHNAC100的过表达植株

表现为花瓣变小[26]；草莓中FveCUC2突变体表现出

光滑叶缘的叶片和较少的雄蕊，且CUC2的表达受

miR164的调控 [27]；核桃的转录因子富集分析显示，

NAC转录因子在花芽和叶芽中有较高的富集率[28]。

核桃，又名胡桃，羌桃，是世界四大干果之一，其

在我国广泛分布于 27个省、自治区、直辖市[29]。核

桃由于其营养含量丰富，木材的商业价值较高，从而

在世界范围内被广泛种植[30]。但核桃成花时间较晚

且结实率普遍不高，因此，研究其成花机制就显得尤

为重要。既往的研究表明，NAC在植物花器官发育

过程中发挥重要作用。为了更好地了解核桃在成花

过程中的分子调控机制，有必要对核桃中的NAC基

因家族进行研究。笔者在核桃全基因组范围内鉴定

了核桃的NAC家族成员，并对其理化性质、亚细胞

定位、系统发育关系、基因结构、保守基序、染色体定

位和基因复制等进行了相关分析，此外，还对拟南

芥、葡萄、美洲黑杨和核桃中的NAC基因进行了相

似性分析。同时，利用转录组数据对部分NAC基因

在不同发育阶段的表达情况进行了分析。研究为后

续分子育种及进一步探究核桃中NAC基因的功能

奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 植物材料与测序

研究所用核桃品种为自然条件下生长的温

185，采自中国的新疆维吾尔族自治区南部。以雌花

芽形态未分化期（FB-1）、形态分化始期（FB-2）及雌

蕊原基分化期（FB-3）3个阶段为时间点，采集雌雄花

芽，雄花芽3个时期分别记为MB-1、MB-2和MB-3。

将采集的样品迅速置于液氮中，后置于-80 ℃中保

存。使用 Trizol 试剂盒（Invitrogen，Carlsbad, CA，

USA）从雌花芽和雄花芽中提取总RNA。将RNA提

取样品送交百迈客生物公司进行质量检测，雌雄样

本各设置 3个生物学重复。样品检测合格后，构建

cDNA文库，进行 Illumina HiSeq平台高通量测序。

1.2 核桃中NAC家族的鉴定

从NCBI上下载最新的核桃蛋白序列文件。从

Pfam（http://pfam.xfam.org/）上 下 载 NAC 域（PF

02365）的hmm文件，利用HMMER 3.0检索核桃蛋白

数据库，设置 E-value 值为 1e − 10[31]。将得到的候选

NAC 成员在 Pfam 和 SMART（http://smart.embl- hei-

delberg.de/）上对其结构域进行进一步确认，最终得到

核桃中NAC家族成员JrNAC。在ExPasy网站（https://

1446
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web.expasy.org/protparam/）上对JrNAC蛋白序列的氨

基酸数目、分子质量、理论等电点、脂肪族氨基酸数及

蛋白疏水性进行分析，亚细胞定位在WoLF PSORT II

（https://www.genscript.com/）上完成。

1.3 系统发育及基因结构分析

从TAIR（https://www.arabidopsis.org/）上下载拟

南芥的NAC蛋白序列。利用MEGA 6[32]将其与核桃

的NAC蛋白序列合并构建系统发育树，设置 boot-

strap为 1000，邻接法，其余参数采用默认值。将构

建好的发育树上传到 iTOL（https://itol.embl.de/）网

站修饰处理。使用 MEME（http://meme- suite.org/

tools/meme）分析 JrNAC蛋白的基序组成，基序大小

设置：6~50，数量设置：10 个，其余参数采用默认

值[33]。基因结构使用TBtools进行绘制[34]，并对基因

结构、进化树和基序组成进行整合绘图。

1.4 染色体定位、基因复制和进化分析

从NCBI中下载核桃、拟南芥和葡萄的基因组

数据。用TBtools绘制 JrNAC基因在染色体上的位

置。种间共线性和基因复制分析分别用TBtools中

的 Dual Systeny Plot for MCscanX 和 Advanced Cir-

cos 完成。

1.5 JrNAC蛋白相互作用网络

使用Blastp程序将核桃的NAC蛋白与拟南芥的

NAC蛋白进行比对，选取代表每个核桃NAC蛋白的

拟南芥NAC蛋白构建核桃的NAC蛋白相互作用网

络。将选取的拟南芥NAC蛋白上传到 String（https://

string-db.org/）网站来预测核桃中NAC蛋白的互作

关系。参数设置：使用默认参数运行。

1.6 JrNAC不同成员的表达分析

通过对雌雄花芽所处3个时期的材料进行转录

组测序，获得 JrNAC在不同组织和时期的基因表达

情况并进行分析，使用TBtools绘制热图。

2 结果与分析

2.1 核桃中NAC基因家族的鉴定

将通过HMMsearch 得到的候选NAC成员进行

结构域鉴定，最终得到121个核桃中的NAC家族成

员。根据各成员在染色体上的位置，将其命名为 Jr-

NAC1到JrNAC121。

笔者在本研究中对121个 JrNAC转录因子的理

化性质进行了分析，包括氨基酸数目、分子质量、等

电点及蛋白质的疏水性（表 1）。结果显示，121 个

JrNAC蛋白中，最大的蛋白是长度为 719个氨基酸

的 JrNAC21，最小的蛋白为 171 个氨基酸的 Jr-

NAC104、JrNAC105和 JrNAC106。相对分子质量最

大为 80.1 kDa，最小为 19.8 kDa，平均分子质量为

41.138 kDa；等电点介于 4.52 到 9.63 之间；121 个

NAC蛋白质中，亲水性蛋白约占83.47%（101个），两

性蛋白约占16.53%（20个），表明核桃中NAC蛋白以

亲水性蛋白为主。亚细胞定位显示，JrNAC蛋白分

别被定位到了细胞核（86）、叶绿体（15）、细胞质

（11）、过氧化物酶体（4）、高尔基体（3）和线粒体（2）

中。

2.2 JrNAC成员的系统发育分析

为了探明核桃中NAC的进化关系，将拟南芥和

核桃中NAC蛋白的氨基酸序列合并构建系统发育

树。依据同源关系及前人的分类标准[3,35]，121个 Jr-

NAC成员被分为 15个亚族（图 1）。结果显示，核桃

的 NAC 蛋白分别聚类到 ONAC003、ANAC063、OS-

NAC8、NAP、NAM、OSNAC7、 SEUN5、NAC2、

ANAC011、NAC1、ANAC3、ATAF、TIP、ONAC22 和

TERN亚群。然而，ANAC001亚族中没有 JrNAC成

员。ATAF亚族中仅有1个 JrNAC成员，JrNAC成员

最多的为OSNAC7亚族（27个），其数量显著高于其

他亚族，推测OSNAC7亚族可能为核桃中最重要的

亚族。4个 JrNAC成员没有被分到任何一个亚族，

其进化关系有待进一步分析。此外，OSNAC7 和

ONAC22除了自己单独的进化分支外，二者的部分

成员还一起构成了额外的一个分支，推测这 2个亚

族也存在共同进化的可能，但具体关系仍需进一步

分析。以上结果表明核桃中NAC成员具有多样化

的功能。

2.3 JrNAC基因家族的基因结构与保守基序分析

对 121个 JrNAC成员构建系统发育树，并根据

基序组成和发育关系将其分为 Ⅰ-共 16 个亚组

（图2-A）。最大的亚组为亚组Ⅸ，有25个成员，而亚

组Ⅱ和亚组Ⅹ仅有2个成员。为了解 JrNAC的基因

结构，对其基因序列的内含子和外显子组成进行分

析（图2-B）。结果显示，所有 JrNAC基因中，内含子

与外显子交叉镶嵌在一条完整的基因序列上，每条

基因序列均含有数量不等的内含子和外显子。内含

子数量在1到7个之间，外显子数量在1到8个之间，

JrNAC99 含有数量最多的内含子（7 个）和外显子

（8）。大多数 JrNAC成员含有3个外显子，这可能与

亢 超，等：核桃NAC基因家族的全基因组鉴定与分析 1447
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表 1 核桃 NAC 家族成员及其理化性质

Table 1 NAC family members and physicochemical properties of walnut

JrNAC1

JrNAC2

JrNAC3

JrNAC4

JrNAC5

JrNAC6

JrNAC7

JrNAC8

JrNAC9

JrNAC10

JrNAC11

JrNAC12

JrNAC13

JrNAC14

JrNAC15

JrNAC16

JrNAC17

JrNAC18

JrNAC19

JrNAC20

JrNAC21

JrNAC22

JrNAC23

JrNAC24

JrNAC25

JrNAC26

JrNAC27

JrNAC28

JrNAC29

JrNAC30

JrNAC31

JrNAC32

JrNAC33

JrNAC34

JrNAC35

JrNAC36

JrNAC37

JrNAC38

JrNAC39

JrNAC40

JrNAC41

JrNAC42

JrNAC43

JrNAC44

JrNAC45

JrNAC46

JrNAC47

JrNAC48

JrNAC49

JrNAC50

JrNAC51

JrNAC52

JrNAC53

JrNAC54

JrNAC55

JrNAC56

LOC109013175

LOC109001315

LOC109001271

LOC109020336

LOC108982494

LOC108987952

LOC108987378

LOC108996217

LOC108996203

LOC108996223

LOC109006002

LOC108996692

LOC109021728

LOC109010158

LOC108995907

LOC108991768

LOC108981845

LOC108982671

LOC108987166

LOC108979910

LOC108992453

LOC109021042

LOC109011364

LOC109012878

LOC109013708

LOC109013713

LOC109000404

LOC109016036

LOC108980516

LOC108979818

LOC109020715
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表 1 （续）

Table 1 （Continued）
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注：亚细胞定位对应数字代表：1. 细胞核；2. 叶绿体；3. 过氧化物酶体；4. 细胞质；5. 高尔基体；6. 线粒体。

Note: Digital representation of subcellular localization：1. Nucleus; 2. Chloroplast; 3. Peroxisome; 4. Cytoplasmic; 5. Golgi apparatus; 6. Mitochon-

drial.

图 1 拟南芥与核桃 NAC 转录因子系统发育进化树

Fig. 1 Phylogenetic trees of NAC TFs of Arabidopsis and Walnut

表 1 （续）

Table 1 （Continued）

NAC家族基因结构相对保守有关。相同亚组内基

因的基因结构具有较高的相似性，核桃中基因结构

的分布也符合该特征。

为了进一步探究 JrNAC的蛋白序列特征，对 Jr-

NAC蛋白的基序组成进行鉴定。最终鉴定到 10个

保守基序（图 2-C）。基序 2在所有 JrNAC蛋白中均
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图 2 核桃 NAC 基因的系统发育关系、基因结构和保守蛋白基序结构

Fig. 2 Phylogenetic relationship, gene structure and conserved protein motif structure of NAC genes in walnut
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存在，基序 7、基序 4、基序 1、基序 5、基序 3和基序 6

在大部分 JrNAC蛋白中都存在。基序 10仅存在于

亚组Ⅳ中，进一步分析其进化来源可知，拥有基序

10的蛋白序列属于OSNAC7和ONAC22亚族；基序

8存在于亚组中，其均属于ONAC003亚族，该亚

族均不含基序 4和基序 1。该现象可能是不同亚族

行使不同功能所致，因而自身会出现特殊的保守基

序。亚组中的 JrNAC18仅有 4个保守基序，是所

有蛋白中所含基序最少的，其余大部分 JrNAC蛋白

都含有 7个保守基序，这可能与基因的进化有关。

综上，系统发育分析所得结果与基因结构和基序分

析的结果一致。

2.4 JrNAC基因的染色体定位

121个JrNAC基因被不均等地定位到16条染色

体上（图 3）。Chr1含有数量最多的 JrNAC成员（15

个），其次是含 13个成员的Chr10，Chr13（12个）和

Chr2（11个）。含 JrNAC成员最少的染色体为Chr5、

Chr8和Chr11，它们均含有3个JrNAC基因。值得注

意的是，最长的染色体Chr7仅含有4个JrNAC成员，

约占总基因数的 3.31%。此外，同一染色体上的基

因在进化树中大多属于不同的亚族，推测同一条染

色体上的同种基因可能行使不同的功能。

2.5 JrNAC基因的共线性分析

研究基因复制事件可以进一步探究物种的进

化。因此，利用TBtools中的MCScanX程序来研究

核桃中NAC基因的基因复制事件。121个 JrNAC基

因中共鉴定出了26个片段复制基因（图4）。16条染

色体中仅Chr5和Chr14 两条染色体中无 JrNAC片
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图 3 JrNAC 基因在染色体上的分布

Fig. 3 Distribution of JrNAC genes on chromosome

1452



，等：核桃NAC基因家族的全基因组鉴定与分析第9期

图 5 拟南芥、葡萄、杨树和核桃 NAC 基因的相似性分析

Fig. 5 Synteny analysis of NAC genes between Arabidopsis,Grape,Populus and Walnut

段复制基因，Chr2与Chr9中含有相同且最多的片段

复制基因（3个）。其他染色体中片段复制基因的数

量都为1个或2个。

为了进一步探索JrNAC基因的进化和不同物种

间 NAC 基因的进化关系，对拟南芥（Arabidopsis

thaliana）、核桃（Juglans regia）、葡萄（Vitis vinifera）

和美洲黑杨（Populus deltoides）进行共线性分析（图

5）。结果显示，核桃与拟南芥、葡萄和美洲黑杨3种

植物间均表现出共线性关系，并分别具有 23、52和

24个有共线性关系的 JrNAC基因，其中，仅 4个 Jr-

NAC 基 因（JrNAC13、JrNAC44、JrNAC88 和 Jr-

NAC108）在拟南芥、葡萄和美洲黑杨中同时具有同
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图 4 JrNAC 基因的相似性分析

Fig. 4 Synteny analysis of JrNAC genes
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源关系。此外，核桃中的第1条染色体与其他3种植

物的同源基因始终是最多的，并且核桃与 2种木本

植物（葡萄和美洲黑杨）中的同源基因的数量均多于

核桃与拟南芥中同源基因的数量，核桃与杨树的同

源基因数量多于核桃与葡萄，这可能与木本植物与

草本植物及乔木与藤本植物间各物种的进化有关。

在对核桃的物种内和物种间的共线性分析中，

JrNAC44和 JrNAC108 2个基因表现出较高的出现

频率，将其与拟南芥进行序列比对，结果显示二者与

拟南芥中的 AT1G34180和 AT1G32870 两个基因高

度同源，拟南芥中两个基因分别在叶片衰老和对红

光的反应中发挥作用，推测 JrNAC44和 JrNAC108 2

个基因可能发挥类似的作用。

2.6 JrNAC蛋白互作网络

由于核桃NAC蛋白相关数据的缺乏，因此利用

拟南芥NAC蛋白的互作关系来研究核桃NAC蛋白间

的互作关系。每个拟南芥的NAC蛋白都至少与1个

核桃的NAC蛋白相对应。将29个代表核桃NAC蛋白

的拟南芥NAC蛋白上传至string网站，构建出代表核

桃NAC蛋白的互作网络（图6）。结果显示，9个JrNAC

蛋白（JrNAC47、JrNAC111、JrNAC91、JrNAC120、Jr-

NAC59、JrNAC16、JrNAC68、JrNAC2 和 JrNAC53）可

能为该网络中的关键节点。此外，存在NAC与其他转

录因子间的相互作用，表明各转录因子间存在通过构

成调控网络来发挥调控作用的事实。

2.7 JrNAC基因的表达模式分析

为了获得在花器官形成过程中起关键作用的

JrNAC基因，对雌、雄 2种花芽 3个时期（FB-1/MB-

1、FB-2/MB-2、FB-3/MB-3）的样品测序后进行基因

表达量分析。选择FPKM值> 1的78个差异表达的

JrNAC基因绘制热图（图7）。

结果显示，7个 JrNAC基因（JrNAC2、JrNAC38、

图 6 JrNAC 蛋白相互作用网络预测图

Fig. 6 JrNAC proteins interaction network prediction diagram
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雌花芽 3 个时期. FB-1，FB-2，FB-3；雄花芽 3 个时期 . MB-1，MB-2，MB-3。

Female flower buds three periods. FB-1，FB-2，FB-3；Male flower buds in three stages. MB-1，MB-2，MB-3.

图 7 JrNAC 基因在雌雄花芽 3 个时期的热图

Fig. 7 Heatmap of JrNAC genes at three stages of male and female flower buds
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JrNAC42、 JrNAC66、 JrNAC25、 JrNAC8 和 Jr-

NAC115）在雌花芽和雄花芽的 3个时期皆高表达，

其 中 6 个 基 因（JrNAC2、JrNAC38、JrNAC42、Jr-

NAC66、JrNAC25 和 JrNAC8）在雌花芽形态分化始

期（FB-2）的基因表达水平高于在其他2个时期（FB-

1、FB- 3），而雄花芽中，仅 3 个基因（JrNAC2、Jr-

NAC38 和 JrNAC42）表现出类似的基因表达特征。

JrNAC97仅在雌蕊原基形成期（FB-3）高表达，推测

其与雌蕊原基的形成有关，除此之外的大多数 Jr-

NAC基因均表现出较低的表达水平，但仅 JrNAC80

在雄花芽的3个时期中表现出比雌花芽更低的表达

水平。

3 讨 论

NAC转录因子作为植物最大的一类特异性转

录因子，在拟南芥[3]、苹果[36]、芹菜[37]、苦荞[34]和水稻[38]

等多种植物中已经得到鉴定，但仍缺乏对核桃NAC

家族的研究。本研究中，共鉴定出 121 个核桃的

NAC成员，并依据基因在染色体上的位置将其命名

为 JrNAC1 到 JrNAC121。与其他物种相比，核桃

NAC转录因子数量中等，其成员多于拟南芥，这可

能与物种进化过程中基因复制有关。理化性质分析

显示，各JrNAC蛋白的长度、理论等电点及脂肪族氨

基酸数都存在较大差异，但其主要以亲水性蛋白为

主。此外，JrNAC基因的基因结构与苦荞等作物相

似，外显子数量在 1到 8个不等，大部分成员含有 3

个外显子。

NAC转录因子的N端高度保守，不同亚组内成

员所含基序不同，但均具有与DNA结合的能力[39]。

保守基序分析显示，基序 1到基序 7存在于大部分

JrNAC转录因子中，其中基序 2在所有 JrNAC转录

因子中都存在。基序 10 仅存在于亚组Ⅳ中，属于

OSNAC7和ONAC22亚族的独有基序；ONAC003亚

族具有独特的基序 8；而ONAC003亚族均不含基序

4和基序 1。该结果表明同一亚族中成员的基序相

同，不同亚族存在不同的基序或特异基序，可能发挥

不同的作用。

系统发育分析显示，核桃NAC转录因子被分为

15个亚族，其中OSNAC7亚族成员最多，未鉴定到

ANAC001亚族的成员。此外，JrNAC的 121个成员

中，OSNAC7和ONAC22 两个亚族有部分成员在同

一进化分支，推断该分支内的成员可能存在共同进

化的可能。有研究显示，NAP和ANAC3共同进化，

为姊妹分支[40]，而核桃中的NAP和ANAC3却单独形

成进化分支。以往有关核桃的研究都处于支架水

平，本研究在染色体水平上将 121个核桃的NAC基

因定位到16条染色体上，其参考价值更高。

物种基因数量的增长依赖于基因复制事件，而

不同谱系发生着不同的基因复制事件[34,41]。对核桃

的分析显示，核桃中共出现了 26个片段复制基因，

除了第 5和第 14条染色体外，其他染色体上均发生

了NAC基因的基因复制。共线性分析显示，核桃中

JrNAC13、JrNAC44、JrNAC88 和 JrNAC108 四个基

因在拟南芥、葡萄和美洲黑杨中同时具有同源关

系。此外，核桃与 2种木本植物间的同源基因均多

于核桃与拟南芥间的同源基因，这可能是由于物种

进化后期草本植物与木本植物单独进化有关。

用已知蛋白的调控网络预测未知蛋白的调控网

络是研究物种未知蛋白调控网络的一种方法。本研

究预测出在核桃蛋白网络调控中发挥关键作用的9

个NAC蛋白，它们分别来自OSNAC22、SEUN5、OS-

NAC7和TIP 4个亚族。9个 JrNAC蛋白与其他伙伴

蛋白间存在内在调控关系，且OSNAC7亚族在该蛋

白调控网络中处于关键位置。此外，存在MYB家族

相关蛋白与NAC蛋白间的相互作用，证明NAC蛋白

与MYB蛋白间存在相互调控关系，该结果与前人研

究一致[42]，还存在 JMJ14与NAC蛋白间的调控。以

上结果表明，NAC蛋白的调控具有多样性，调控核

桃花器官形成分化的基因在整个核桃蛋白网络中同

样发挥着关键作用。

拟南芥中的NTL8参与开花进程，进一步研究表

明，大部分NTLs中的成员参与植物开花及花器官发

育相关过程 [24- 25]，且 NST1 和 NST2 影响花粉囊的发

育 [43]。本研究中，JrNAC2、JrNAC38、JrNAC42、Jr-

NAC66、JrNAC25、JrNAC8和 JrNAC115在雌雄花芽

3个不同时期均表现出较高的表达量，表明这些基

因在花芽形态分化期起正向调控作用。进一步研究

发现，JrNAC2属于OSNAC7亚族，在雌花芽形态分

化始期表达量明显上调，推测与花芽分化有关；Jr-

NAC8与 JrNAC115在MB-1时期表达量较高，推测

与花药或花粉囊发育有关。同时，花器官形成过程

中存在TIP、ANAC3和TERN亚族成员的高表达。此

外，JrNAC97在雌蕊原基形成期高表达，而在雄花芽

中该基因在MB-1和MB-2时期表达量较高，推测该
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基因可能在雌蕊或雄蕊的形成发育过程中起作用。

4 结 论

笔者在本研中究鉴定出 121个 JrNAC基因，并

对其进行了基因结构、染色体定位、基因相似性及在

核桃雌雄花芽中的表达模式等相关分析。得知 Jr-

NAC2与花芽分化有关，JrNAC8与JrNAC115与花药

或花粉囊发育有关，JrNAC97可能在雌蕊或雄蕊的

形成发育过程中起作用。本研究表明核桃中NAC

基因可能参与核桃雌雄花芽花器官的形成或发育。

本研究为今后进一步研究核桃NAC基因的功能奠

定了基础，并为明确在核桃花器官发育过程中发挥

的作用提供了有价值的参考。
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