
果 树 学 报 2023，40（2）：206-222

Journal of Fruit Science

DOI:10.13925/j.cnki.gsxb.20220404

欧李NAC基因家族的鉴定及表达分析
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摘 要：【目的】对ChNAC基因进行鉴定并分析其表达模式，明晰ChNAC基因结构，预测其潜在功能，筛选抗逆相关基

因，为欧李抗逆性状形成的分子机制研究提供理论依据。【方法】在全基因组数据的基础上对ChNAC基因进行生物信

息学分析，并对不同非生物胁迫处理下ChNAC基因的转录组数据进行分析。【结果】欧李NAC基因家族有76个家族

成员，33个ChNAC基因编码碱性氨基酸，17个ChNAC基因编码酸性氨基酸，26个ChNAC基因编码中性氨基酸。

ChNAC蛋白均为亲水性蛋白，80% ChNAC蛋白为不稳定蛋白，79% ChNAC蛋白定位于细胞核中。ChNAC基因可分

为17个亚族，主要为OsNAC7、ANAC001、ONAC003等亚族。ChNAC基因多存在于Chr5染色体上，有8对ChNAC基

因由染色体大片段复制而来，其中ChNAC01、ChNAC20、ChNAC64这 3条基因是互为共线性。启动子分析结果表明

ChNAC基因可能参与欧李的生长发育、激素调控及胁迫响应等方面。【结论】ChNAC基因的表达具有组织特异性。

ChNAC基因家族成员响应不同的胁迫处理，尤其是ChNAC49基因在盐胁迫、干旱胁迫、低温胁迫和高温胁迫中均显

著上调表达，推测其可能在欧李抗逆过程中发挥核心作用。
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Abstract:【Objective】NAC (NAM, ATAF, CUC) gene, involved in a variety of metabolic activities in

plants, plays an important role in stress response. With the innovation of technology, the potential func-

tions of the NAC genes have been excavated continuously. However, there are few reports on the NAC

gene in Cerasus humilis, which has strong adaptability to various stresses. Therefore, this experiment

aims to identify the ChNAC gene and to clarify the structure and function of the gene by analyzing its

expression pattern under different conditions.【Methods】Based on the whole genome and transcriptome

data of C. humilis, combined with a variety of online websites, this study will identify and sort out the

NAC gene family of C. humilis. The evolutionary relationship, conserved motif, chromosome distribu-

tion, collinearity and promoter of the C. humilis NAC family genes were also analyzed. Taking Nongda

No. 4 as a material, 200 mmol·L-1 NaCl solution and 20% PEG6000 solution were used to simulate salt

and drought stress, while 4 ℃ and 40 ℃ treatments were conducted to simulate low and high tempera-

ture stress, and 25 ℃ treatment was used as control. Five biological replicates were set for each treat-

ment. After 48 hours, 3 leaves were collected from the middle of each plant, respectively. RNA samples

were sent to the company for transcriptome sequencing. Based on the transcriptome sequencing results,



，等：欧李NAC基因家族的鉴定及表达分析第2期

欧李（Cerasus humilis）属于蔷薇科樱桃属植

物 [1]，作为我国特有的矮生灌木果树资源，是实施

“退耕还林”的重要树种之一。欧李树种适应性强，

耐干旱、耐贫瘠、耐盐碱，对生长环境要求较低，具有

短期内速生繁殖等优点[2]。目前，欧李在我国中西

部干旱和半干旱地区以及一些退化工矿用地推广应

用，不仅作用于改良土壤结构，还具有一定的经济效

益[3]。

植物在生长发育过程中会受到非生物性胁迫和

生物性胁迫的危害。在长期进化过程中，为了更好

的生存，植物产生了一系列生理生化机制来适应、抵

御不良环境的影响[4-5]。基因表达调控是一种重要的

expression heat map of the ChNAC genes were drawn after data screening.【Results】There are 76 mem-

bers in the NAC gene family of C. humilis. Most of the ChNAC genes encode basic amino acids. Most

of the ChNAC proteins are hydrophilic and unstable proteins. The ChNAC proteins are mostly located

in the nucleus, and the rest are located in the cytoplasm, endoplasmic reticulum, and vesicles. The pro-

portion of Alpha helix is 10.85%-45.05%; the proportion of extended strand is 9.69%-25.27%; the pro-

portion of β turn is 0% -9.65%; and the proportion of random coil is 38.29%-70.60%. ChNAC gene can

be divided into 17 subfamilies, mainly including OSNAC7, ANAC001, ONAC009 and other subfami-

lies. The number of CDS fragments of the ChNAC gene ranges from 1 to 8. Most ChNAC genes are

composed of motif 2, motif 8, motif 4, motif 5, motif 3, motif 6, motif 1 and motif 7. ChNAC gene

mostly exists in the Chr 5 chromosome, which has 19 family members. Eight pairs of ChNAC genes are

copied from large fragments of chromosome, among which three genes, including ChNAC01,

ChNAC20 and ChNAC64, are collinear with each other. The results of promoter analysis showed that

ChNAC gene may play roles in the growth and development, hormone regulation and stress response of

C. humilis. In short, the functions of ChNAC gene are diverse and it has different biological roles.

ChNAC gene also plays a great role in the growth and development of C. humilis. In order to study the

expression pattern of ChNAC gene under stress environment, naturally grown Nongda No. 4 seedlings

were used as the control, and the seedlings were treated with 200 mmol · L- 1 NaCl solution or 20%

PEG6000 solution, at 4 ℃ or 40 ℃ to simulate salt stress, drought stress, low temperature stress and

high temperature stress, respectively. The expression of ChNAC49 gene significantly increased under

the above stresses. Under salt stress, the expression of ChNAC49 gene increased by 477 times com-

pared with the control, while the expression of ChNAC49 gene increased by 124 times under drought

stress compared with the control. Interestingly, the expression of ChNAC49 gene increased by 28 times

under low temperature stress and its expression was up-regulated by 27.95 times under high tempera-

ture treatment. The expression of ChNAC64 gene decreased most with salt stress group by 14.29%, and

ChNAC17 gene’s expression decreased most with drought stress group by 15.96%. The expression of

ChNAC01 gene decreased most under high temperature stress, which was only 16.01% of that with con-

trol. The expression of ChNAC11 gene decreased most under high temperature stress, which was only

26.14% of that with control. These genes may play important roles in the above four stress conditions

respectively, and may help C. humilis plants to maintain the normal growth and development under

stress environments. In particular, the expression of ChNAC49 gene under salt, drought and low temper-

ature stresses had the highest amplitude, and the expression of ChNAC49 gene under high temperature

stress was second, only next to that of ChNAC08. It is speculated that it may also play an important role

in more stresses.【Conclusion】This study identified and analyzed the physical and chemical properties

and possible functions of 76 ChNAC genes, and identified the expression pattern of each ChNAC gene

under different stress conditions, which lays a theoretical foundation for further study on ChNAC genes.

Key words: Cerasus humilis; ChNAC gene family; Bioinformatics analysis; Expression pattern
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防御机制[6-7]。

NAC基因家族是植物中最大的基因家族之一，

且是植物所特有的基因家族[8]。NAC转录因子的命

名取自矮牵牛（Petunia hybrida）的 NAM（no apical

meristem）基因、拟南芥（Arabidopsis thaliana）的

ATAF1/ATAF2 基因、以及 CUC2（cup-shaped cotyle-

don）基因的首字母[9]。1996年，Souer等[10]从矮牵牛

中克隆出第一个NAC家族成员NAM。NAC基因家

族参与植物的根、茎、叶、花等器官的生长发育、果实

成熟、激素调控[11-14]。同时，NAC基因也参与植物激

素 调 控 ，如 拟 南 芥 ATAF1、水 稻 OsNAP，水 稻

SNAC2[15- 17] 被 证 明 参 与 ABA 信 号 转 导 途 径 ；

ANAC072基因参与MeJA信号转导途径，细胞分裂

素、乙烯、赤霉素等的信号转导途径也有NAC基因

的参与[13, 18-19]。NAC基因在植物抗干旱、冷害、高温、

高盐等非生物胁迫中同样发挥着重要作用。Tran

等 [20]过表达 3 个 NAC 基因（ANAC019、ANAC055、

ANAC072），使拟南芥的抗旱能力显著提高。Jeong

等 [21]发现干旱处理中OsNAC10基因在水稻根和穗

中的表达量显著提高，当该基因过表达时，可促进根

生长，显著提高水稻产量。Lu等[22]将NAC家族中的

ATAF1基因敲除后，拟南芥 ataf1-1和 ataf1-2突变体

在干旱响应试验中的恢复率相比于野生型，提高了

6 倍左右。Hao等[23]发现大豆中的GmNAC11基因和

GmNAC20基因响应冷害胁迫，基因过表达植株对

低温的耐受性显著提高，Hegedus等[24]在欧洲油菜中

也证明NAC基因作用于冷害胁迫。Mao等[25]将小

麦中的 TaNAC2基因在拟南芥中过表达，其与对照

组相比抗低温能力显著提高。Dong等[26]发现玉米

NAC家族中的NUT1基因调控水分转运，从而影响

玉米的高温表型，而NUT1基因表达的时空特异性

有利于农作物应对田间水分的不断变化，NUT1基

因可作为未来农作物抗高温胁迫的重要标靶。梁晓

庆[27]对番茄进行高温胁迫，结果表明抑制SINAC1基

因表达的转基因植株相比于正常植株抗高温能力显

著降低，即证明 SINAC1基因正向调控番茄对高温

的抗性。Li等 [28]在拟南芥和大豆毛状根中过表达

GmNAC06基因，植株均表现出较强的耐盐性，表明

GmNAC06基因在盐胁迫响应中发挥作用。Zheng

等[29]研究发现，过表达OsNAC45基因增强了转基因

水稻的耐盐性。近年来，NAC基因家族在病害、虫

害等生物性胁迫方面的研究也取得重要成果[30-36]。

基于已发表的欧李全基因组数据，笔者在本研

究中采用生物信息学分析方法，对欧李NAC基因家

族进行鉴定，并对其家族成员的理化性质、基因结

构、染色体定位、共线性、启动子进行分析。同时，对

不同胁迫处理下ChNAC基因成员的表达量进行分

析，旨在挖掘胁迫响应的关键ChNAC基因，为欧李

抗逆品种的选育奠定基础。

1 材料和方法

1.1 欧李NAC基因家族成员的鉴定及理化性质分

析

欧李的全基因组数据来自Wang等[37]的报道，从

pafm（http：//pfam.xfam.org/）数据库中获得桃 NAC

基因的Hmmer文件，对欧李全基因组数据进行本地

BLAST。并结合 NCBI 在线网站（ttp：//www.ncbi.

nlm.nih.gov/）中桃、扁桃等相近物种的NAC序列对

欧李的NAC基因进行补充、完善并剔除重复。利用

ExPASy 网站（https：//web.expasy.org/protparam/）分

析欧李NAC基因的氨基酸数量、等电点、不稳定系

数等理化性质。利用PSORT在线网站（https：//psort.

hgc.jp/form2.html）对亚细胞定位进行预测。利用

SOPMA在线网站（https：//prabi.ibcp.fr/htm/site/web）

对蛋白质二级结构进行分析[38-39]。

1.2 欧李NAC基因家族分类

从 TAIR 在线网站中（https：//www.arabidopsis.

org/）下载拟南芥NAC基因家族的蛋白质序列与欧

李 NAC 基因家族的蛋白序列进行比对。使用

MEGA7软件，将Bootstrap重复值设定为1000，其他

参数均为默认值，采用邻接法构建系统进化树[38-39]。

1.3 欧李NAC基因家族基因结构分析

利用 MEME 在线网站（https：//meme-suite.org/

meme）对 NAC 蛋白的 motif 基序进行预测，整合

NAC蛋白的位置信息，利用 Tbtools软件绘图并分

析[38-39]。

1.4 欧李NAC基因家族染色体定位和共线性分析

对欧李的NAC蛋白的位置信息和所处的染色

体进行编号整理。利用Tbtools软件绘制图表[38-39]。

1.5 欧李NAC基因家族启动子分析

从欧李全基因组数据库中查找各NAC转录因

子 ATG 密码子前 2000 bp 的序列，利用 PlantCARE

在线网站（http：//bioinformatics.psb.ugent.be/webTb-

tools/plantcare/html/）对其功能进行预测、整理。利
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用Origin软件绘制功能分布柱状图[38-39]。

1.6 欧李NAC基因组织特异性分析

采欧李品种农大 4 号成熟期果实、叶片、根状

茎、种仁及一年生根送往Biomarker 公司，提取各样

品的总RNA，对RNA的质量进行检测，检测合格后

构建 cDNA文库，进行 Illumina HiSeq平台高通量测

序。获得不同组织基因的转录组文件后，利用注释

信息对NAC基因进行筛选、整理。用Tbtool软件绘

制基因表达热图[38-39]。

1.7 欧李NAC基因家族在胁迫诱导下的表达模式

分析

以山西农业大学欧李种质资源圃欧李品种农大

4号嫩枝扦插苗做材料。待扦插苗长至株高25 cm、

具有10枚叶片时，选择根系发育旺盛的材料移至霍

格兰溶液中进行水培。将植株分别置于加入了

200 mmol · L-1 NaCl溶液或 20% PEG6000溶液的霍

格兰溶液中，25 ℃处理 48 h 作为盐处理及干旱处

理，将植株置于加入等量清水的霍格兰溶液中，

25 ℃处理48 h，作为对照。将植株置于霍格兰溶液

培养，分别进行4 ℃处理48 h做低温处理或40 ℃处

理 48 h做高温处理，以 25 ℃处理 48 h，作为对照。

每个处理设置5个生物学重复，48 h后分别在每株上

采集植株中部3枚叶片，液氮处理后送往Biomarker

公司，取各样品的总RNA，对RNA的质量进行检测，

检测合格后构建 cDNA文库，进行 Illumina HiSeq平

台高通量测序。获得不同组织基因的转录组文件

后，利用注释信息对NAC基因进行筛选、整理。最后

使用Tbtools软件绘制欧李NAC基因表达热图[40-42]。

2 结果与分析

2.1 欧李NAC基因家族的理化性质分析

通过本地 BLAST 和 NCBI 网站与桃等相近物

种进行比对，利用NCBI预测其结构域，共筛选得到

76 条 NAC 基因，根据欧李的拉丁文种名（Cerasus

humilis），按照基因位置信息依次编号为ChNAC01-

ChNAC76（表1）。

欧李 NAC 基因的理化性质和亚细胞定位结

果 表 明 ，欧 李 NAC 基 因 中 氨 基 酸 最 少 的 为

ChNAC23 基因，仅有 85个氨基酸，其相对分子质量

为 10 398.78 ku；最多的为ChNAC65基因，有 854个

氨基酸，其相对分子质量为 95 216.85 ku。55 个

ChNAC 基因的氨基酸数量集中在 200~400 个之

间。ChNAC蛋白的等电点值在 4.28~9.63之间，其

中碱性蛋白 33个，酸性蛋白 17个，中性蛋白 26个。

ChNAC蛋白多为不稳定蛋白，仅有 15个NAC蛋白

的不稳定指数小于 40，为稳定蛋白。其余 61 个

NAC蛋白的不稳定指数均大于 40为不稳定蛋白。

ChNAC蛋白的总平均疏水指数为-0.381~-1.023，均

为亲水性蛋白。亚细胞定位结果显示：ChNAC33蛋

白定位于内质网；ChNAC55 蛋白定位于囊泡中；

ChNAC02、ChNAC09、ChNAC11等 15个蛋白定位于

细胞质中；其余ChNAC蛋白均定位于细胞核中。亚

细胞定位结果的多样性，表明ChNAC蛋白在细胞的

不同部位，不同细胞器中行使不同的功能，为植物体

的正常生命活动提供保障。

为进一步明确ChNAC蛋白的空间结构，利用在

线网站（https：//npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/）分别对 76

条ChNAC蛋白的二级结构进行了预测，分析了其α-

螺旋、延伸链、β-转角及无规则卷曲所占的比例。其

中，α-螺旋所占比例在10.85%~45.05%之间；延伸链

所占比例在9.69%~25.27%之间；β-转角所占比例在

0~9.65%之间；无规程卷曲所占比例在 38.29% ~

70.60%之间（表2）。

2.2 欧李NAC基因系统进化分析

研究利用拟南芥的NAC基因序列做对照，参考

Hisako等[8]的研究结果将ChNAC基因分为 17个亚

族。不同的亚族在功能及进化关系上存在差异[43]。

ONAC01 亚 族 中 不 含 有 ChNAC 基 因 ，说 明

ONAC001亚族中的拟南芥NAC基因与ChNAC基

因无进化关系，其余亚族中均存在数量不等的

ChNAC基因。ChNAC成员数量超过10个的有2个

亚族。ANAC001 亚族中的家族成员数量最多，有

15个家族成员。ONAC003亚族中含有11个家族成

员。研究表明，ANAC001亚族作用于植物的生长发

育及胁迫应答过程[44]，ONAC003亚族参与调节开花

时节[45]，推测欧李NAC基因多具备以上功能。其余

亚族中的成员数量均小于 10个：TIP亚族中有 8个

家族成员；NAC2亚族和OsNAC7亚族中均有7个家

族成员；ONAC022亚族中有 6个家族成员；NAP亚

族中有 5个家族成员；ANAC063亚族中有 3个家族

成员；ATAF亚族，NAM亚族，SENU5亚族，TERN亚

族，ANAC011亚族及OsNAC8亚族中都有 2个家族

成员。AtNAC3亚族，NAC1亚族中仅具有1个家族

成员（图1）。
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表 1 ChNAC 蛋白的理化性质分析

Table 1 Physicochemical properties of ChNAC

ChNAC01

ChNAC02

ChNAC03

ChNAC04

ChNAC05

ChNAC06

ChNAC07

ChNAC08

ChNAC09

ChNAC10

ChNAC11

ChNAC12

ChNAC13

ChNAC14

ChNAC15

ChNAC16

ChNAC17

ChNAC18

ChNAC19

ChNAC20

ChNAC21

ChNAC22

ChNAC23

ChNAC24

ChNAC25

ChNAC26

ChNAC27

ChNAC28

ChNAC29

ChNAC30

ChNAC31

ChNAC32

ChNAC33

ChNAC34

ChNAC35

ChNAC36

ChNAC37

ChNAC38

ChNAC39

ChNAC40

ChNAC41

ChNAC42

ChNAC43

ChNAC44

ChNAC45

ChNAC46

ChNAC47

258

229

302

382

265

296

206

201

389

390

253

348

290

381

363

350

370

298

318

237

387

340

92

558

558

222

320

302

185

218

468

457

469

379

353

467

467

396

425

590

632

204

497

201

425

333

414

29 428.40

26 326.76

34 291.52

42 385.30

30 261.12

34 078.33

23 530.06

22 862.38

43 622.59

43 735.75

28 825.26

39 822.95

33 389.76

43 877.27

41 510.05

39 320.13

41 940.84

34 146.74

35 906.43

27 137.64

42 572.33

39 640.98

10 398.78

62 298.82

62 284.78

24 308.61

36 994.21

34 291.52

21 772.88

25 739.31

54 597.37

53 432.13

54 660.51

43 945.31

39 512.75

52 819.74

52 819.74

43 757.22

47 814.15

66 030.16

68 907.61

22 310.46

55 356.46

22 033.19

47 814.15

38 228.99

47 418.05

9.12

5.06

5.83

6.18

9.14

8.09

5.05

5.97

5.76

5.76

5.48

8.46

6.33

6.14

4.92

8.09

6.96

9.02

8.47

9.63

5.16

8.21

5.12

5.32

5.22

4.38

6.09

5.83

8.11

6.04

7.21

7.19

7.21

4.67

4.98

4.75

4.75

4.86

4.88

4.52

5.63

4.28

4.73

4.28

4.88

5.59

5.61

47.87

38.00

42.04

56.34

56.34

62.96

50.91

54.77

46.46

46.37

48.54

37.04

46.43

42.92

42.78

42.81

37.11

32.51

51.91

50.72

40.51

30.62

58.82

40.43

39.84

58.19

44.97

42.04

50.19

58.59

48.64

48.23

47.87

61.67

56.00

52.65

52.65

58.87

54.79

28.75

31.75

44.32

52.02

46.53

54.79

51.83

43.55

-0.694

-0.494

-0.861

-0.649

-0.680

-0.892

-0.716

-0.878

-0.629

-0.616

-0.725

-0.676

-0.766

-0.781

-0.826

-0.632

-0.708

-0.703

-0.858

-0.811

-0.606

-0.632

-0.436

-0.524

-0.523

-0.818

-0.831

-0.861

-0.742

-0.767

-0.849

-0.847

-0.828

-0.956

-0.905

-0.735

-0.735

-0.768

-0.698

-0.547

-0.781

-0.815

-0.745

-0.836

-0.698

-0.959

-1.003

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞质Cytoplasmic

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

内质网Endoplasmic reticulum

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

基因编号

Gene name
氨基酸数

Number of amino acids
相对分子质量

Molecular mass/ku
等电点

Theoretical pI
不稳定指数

Instability index
平均疏水指数

RAVY
亚细胞定位

SORT prediction
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2.3 欧李NAC基因结构及保守基序分析

ChNAC基因CDS片段数量在1~8个之间，多数

CDS 片段数量为 3~6 个，ChNAC15、ChNAC23 基因

均为一整段的 CDS 序列，其中没有内含子插入。

ChNAC65基因由8个CDS片段组成，CDS片段数量

最多（图2）。

使用MEME在线网站将Motif值设置为 20，对

欧李的 NAC 基因进行显示分析。结果表明，

ChNAC基因的Motif数量并不完全一致。Motif1、

Motif2、Motif7出现的次数最多，且Motif2总出现在

序列的最前端，有 35 个 ChNAC 基因均由 Motif2、

Motif8、Motif4、Motif5、Motif3、Motif6、Motif1、Mo-

tif7组成，有 11个ChNAC基因是在上述Motif后端

插入了其他一个或几个Motif组成，有10个ChNAC

基因是在上述基础上少了一个或几个Motif组成，

ChNAC08 基因和 ChNAC23 基因都仅含有 2 个 Mo-

tif，Motif13 只在 ChNAC26 基因中出现了 1 次 ，

ChNAC43 基因中的 Motif11、Motif18 连续出现了 2

次（图2）。

2.4 欧李NAC基因家族染色体分布及种内共线性

分析

利用 ChNAC 基因的注释信息和 Tbtools 绘图

软件，可以清楚直观地了解 ChNAC 基因在欧李 8

条染色体上的分布情况。如图3所示，ChNAC基因

在染色体上的分布是不均匀的。第五条染色体上

（Chr5）ChNAC基因的数量最多，有19个家族成员，

且多集中于染色体的前端。其次是第一条染色体

（Chr1)上，有 12 个 ChNAC 家族成员且分布较均

匀。第三条染色体（Chr3）和第七条染色体（Chr7）

上家族成员的数量是一致的，都有 9 个家族成员。

ChNAC48

ChNAC49

ChNAC50

ChNAC51

ChNAC52

ChNAC53

ChNAC54

ChNAC55

ChNAC56

ChNAC57

ChNAC58

ChNAC59

ChNAC60

ChNAC61

ChNAC62

ChNAC63

ChNAC64

ChNAC65

ChNAC66

ChNAC67

ChNAC68

ChNAC69

ChNAC70

ChNAC71

ChNAC72

ChNAC73

ChNAC74

ChNAC75

ChNAC76

346

285

335

347

284

271

306

577

432

351

351

378

166

306

352

182

262

854

362

344

437

483

294

321

454

363

295

373

383

38 942.65

32 143.59

38 522.04

38 715.14

32 769.05

30 798.01

35 509.64

65 360.69

48 123.89

39 435.07

39 161.92

42 935.64

17 968.3

34 936.34

39 567.18

20 939.42

29 584.17

95 216.85

42 308.98

39 123.11

49 328.48

53 683.97

33 023.53

36 523.06

51 744.89

40 353.33

33 935.43

41 068.51

42 910.39

5.06

6.32

4.95

7.74

5.64

8.76

6.17

4.90

4.58

5.01

5.39

7.01

5.79

8.00

6.61

6.44

7.96

4.93

6.31

5.21

6.35

6.98

6.08

6.01

6.41

7.78

7.04

8.45

8.23

42.94

61.33

56.94

43.48

41.74

35.76

55.98

46.12

36.43

31.38

40.59

38.48

52.16

51.13

46.52

49.07

53.75

48.15

60.16

40.85

35.52

46.65

32.62

41.05

49.40

46.51

41.89

38.98

41.37

-0.560

-0.843

-0.760

-0.937

-0.675

-0.530

-0.806

-0.599

-0.381

-0.588

-0.541

-0.952

-0.666

-0.829

-0.701

-0.695

-0.597

-0.824

-0.953

-0.822

-0.636

-0.611

-0.825

-1.023

-0.892

-0.729

-0.677

-0.764

-0.596

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

囊泡Vesicles of secretory system

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞质Cytoplasmic

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

细胞核Nuclear

基因编号

Gene name
氨基酸数

Number of amino acids
相对分子质量

Molecular mass/ku
等电点

Theoretical pI
不稳定指数

Instability index
平均疏水指数

RAVY
亚细胞定位

SORT prediction

表 1（续） Table 1 (Continued)

张忠鑫 211



果 树 学 报 第40卷

第四条染色体（Chr4）上家族成员数量最少，仅有 4

个家族成员。

为了进一步明确ChNAC基因在染色体上的分

布情况，对ChNAC基因的种内共线性进行了注释和

分析，结果表明（图4），ChNAC基因家族中存在8对

共 线 性 基 因 ：ChNAC12- ChNAC08、ChNAC11-

ChNAC49、ChNAC73-ChNAC75、ChNAC20-ChNAC01、

ChNAC20-ChNAC64、ChNAC01-ChNAC64、ChNAC25-

ChNAC65、ChNAC27- ChNAC66，其 中 ChNAC01、

ChNAC20、ChNAC64 这 3 条基因是互为共线性，

推测以上 8 对基因可能是由染色体大片段复制而

成的。

表 2 ChNAC 蛋白的二级结构

Table 2 Secondary structure of ChNAC protein

基因编号

Gene name

ChNAC01

ChNAC02

ChNAC03

ChNAC04

ChNAC05

ChNAC06

ChNAC07

ChNAC08

ChNAC09

ChNAC10

ChNAC11

ChNAC12

ChNAC13

ChNAC14

ChNAC15

ChNAC16

ChNAC17

ChNAC18

ChNAC19

ChNAC20

ChNAC21

ChNAC22

ChNAC23

ChNAC24

ChNAC25

ChNAC26

ChNAC27

ChNAC28

ChNAC29

ChNAC30

ChNAC31

ChNAC32

ChNAC33

ChNAC34

ChNAC35

ChNAC36

ChNAC37

ChNAC38

比例 Ratio/%

α-螺旋

α-helix

10.85

18.34

11.59

18.06

16.98

16.55

20.39

23.38

22.88

23.59

15.02

23.28

24.83

22.57

21.76

16.57

25.68

18.79

15.72

19.83

18.35

17.94

26.09

17.56

23.30

45.05

19.38

12.58

19.46

23.39

23.93

24.07

27.08

18.21

27.20

24.63

24.63

24.49

延伸链

Extended strand

18.99

23.14

17.88

14.40

17.74

13.51

14.56

10.95

13.62

15.13

16.60

15.80

10.34

15.75

17.63

16.00

12.97

12.08

23.90

17.30

15.25

17.06

20.65

11.65

13.62

11.71

13.12

17.88

17.30

21.10

17.09

18.16

18.34

16.09

12.46

11.56

11.56

12.88

β-转角

β-turn

5.81

4.80

2.98

3.40

3.02

2.03

3.88

3.48

4.63

5.13

3.16

4.02

3.79

4.46

6.89

4.86

4.59

3.02

6.60

4.22

4.39

2.65

0.00

2.51

3.94

4.95

2.81

3.64

5.41

4.59

3.21

3.72

3.84

3.17

3.68

4.07

4.07

3.54

无规则卷曲

Random coil

64.34

53.71

67.55

64.14

62.26

67.91

61.17

62.19

58.87

56.15

65.22

56.90

61.03

57.22

53.72

62.57

56.76

66.11

53.77

58.65

62.02

62.35

53.26

68.28

59.14

38.29

64.69

65.89

57.84

50.92

55.77

54.05

50.75

62.53

56.66

59.74

59.74

59.09

基因编号

Gene name

ChNAC39

ChNAC40

ChNAC41

ChNAC42

ChNAC43

ChNAC44

ChNAC45

ChNAC46

ChNAC47

ChNAC48

ChNAC49

ChNAC50

ChNAC51

ChNAC52

ChNAC53

ChNAC54

ChNAC55

ChNAC56

ChNAC57

ChNAC58

ChNAC59

ChNAC60

ChNAC61

ChNAC62

ChNAC63

ChNAC64

ChNAC65

ChNAC66

ChNAC67

ChNAC68

ChNAC69

ChNAC70

ChNAC71

ChNAC72

ChNAC73

ChNAC74

ChNAC75

ChNAC76

比例 Ratio/%

α-螺旋

α-helix

21.41

22.37

27.85

43.14

29.58

36.82

21.41

18.32

17.15

21.10

20.70

25.07

20.75

14.79

16.61

17.65

28.60

21.06

24.22

20.51

17.20

44.58

16.80

22.73

18.68

20.61

24.94

24.31

14.53

27.23

16.98

13.95

18.69

24.45

13.50

15.93

19.03

20.37

延伸链

Extended strand

14.59

15.42

18.83

11.27

11.87

12.44

14.59

14.41

17.15

11.85

11.93

16.72

14.99

16.90

17.34

15.03

10.92

11.34

9.69

14.25

13.76

10.84

13.93

10.80

25.27

20.61

12.18

14.09

11.92

13.50

9.73

19.73

19.00

10.57

14.60

15.93

13.94

14.62

β-转角

β-turn

3.53

4.75

9.65

5.88

3.42

6.97

3.53

4.50

4.11

4.05

3.16

5.07

6.34

4.93

5.17

3.27

3.12

3.94

3.99

3.99

4.76

2.41

4.10

3.12

8.24

4.20

1.99

3.87

3.20

4.81

2.69

7.82

7.17

4.63

2.75

2.03

3.49

4.18

无规则卷曲

Random coil

60.47

57.46

43.67

39.71

55.13

43.78

60.47

62.76

61.59

63.01

64.21

53.13

57.93

63.38

60.89

64.05

57.37

63.66

62.11

61.25

64.29

42.17

65.16

63.35

47.80

54.58

60.89

57.73

70.35

54.46

70.60

58.50

55.14

60.35

69.15

66.10

63.54

60.84
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●. 欧李 NAC 基因；○. 拟南芥 NAC 基因。

●. NAC gene of Cerasus humilis；○. NAC gene of Arabidopsis thaliana.

图 1 ChNAC 基因系统进化树

Fig. 1 Phylogenetic tree of ChNAC gene

2.5 欧李NAC基因启动子分析

为便于预测ChNAC基因可能所具有的潜在功

能，对ChNAC基因起始密码子前 2000 bp的序列进

行分析，并利用绘图软件进行整理并绘图。结果如

图 5 所示。ChNAC 基因顺式作用元件中除了

CAAT、TATA等保证基因家族进行正常转录活动所

需的组成型转录元件外，还含有植物激素类响应元

件：TGA-element（生长素响应元件）、TCA-element

（水杨酸响应元件）、P-box（赤霉素响应元件）、

ABRE（脱落酸响应元件）、TGACG-motif（茉莉酸甲

酯响应元件）；植物生长发育响应元件：MSA-like（细

胞周期响应元件）、circadian（昼夜节律控制响应元

件）、RY-element（种子特异性响应元件）、O2-site（玉

米醇溶蛋白代谢元件）、CAT-box（分生组织的表达

元件）、GCN4-motif（胚乳发育元件）、HD-Zip 1（参与

栅栏叶肉细胞分化的元素元件）；结合位点 MBS

（MYB结合位点元件）、HD-Zip 3（蛋白质结合位点

元件）、Box 4（光响应元件）、LTR（低温胁迫响应元

件）、ARE（厌氧诱导响应元件）、TC-rich repeats（参

与防御和应激反应响应元件）等。其中，占比较大的

是组成型转录元件、植物激素类响应元件和光响应

元件。

2.6 欧李NAC基因组织特异性分析

欧李农大4号不同组织中，ChNAC基因的表达

量存在差异（图6）。ChNAC01、ChNAC07、ChNAC08

等 16 个基因在果实中的表达量最高，且 ChNAC07

基 因 仅 在 果 实 中 表 达 ；ChNAC50、ChNAC53、

ChNAC63 等 15 个基因在叶片中的表达量最高，且
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图 4 ChNAC 基因共线性

Fig. 4 ChNAC gene collinearity
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图 3 ChNAC 基因染色体分布

Fig. 3 Chromosomal distribution of ChNAC gene
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图 6 不同组织中 ChNAC 基因表达图谱

Fig. 6 Expression map of ChNAC gene in different tissues

ChNAC13、ChNAC53、ChNAC63基因仅在叶片中表达；

ChNAC17、ChNAC66、ChNAC62等 15个基因在根状茎

中表达量最高，且 ChNAC17、ChNAC59、ChNAC68 基

因仅在根状茎中表达；ChNAC15、ChNAC46等 16个基

因在真根中的表达量最高；ChNAC36、ChNAC37等 10

个 基 因 在 种 仁 中 的 表 达 量 最 高 。 ChNAC23、

ChNAC45、ChNAC47、ChNAC54 这 4 个基因在上述组

织中均不表达，推测其可能在花或其他器官中表达。

ChNAC基因表达量在不同组织中存在差异，表明不同

的ChNAC基因调控不同组织的生长发育，即ChNAC

基因的功能存在多样性，具有不同的生物学作用，

ChNAC基因在欧李的生长发育中发挥着巨大作用。

2.7 欧李NAC基因在非生物胁迫诱导下的表达模式

分析

对 60 个 ChNAC 基因在胁迫中的表达量进行分

析 ，结 果 表 明（图 7）：在 盐 胁 迫 中 ，ChNAC15、

ChNAC65、ChNAC74 等 40 个基因的表达量上调，

ChNAC24、ChNAC26、ChNAC27等14个基因的表达量

下降，ChNAC36、ChNAC37、ChNAC39等6个基因的表

达量处理前后均差距不大；在模拟干旱胁迫中

ChNAC01、ChNAC03、ChNAC18等38个基因的表达量

上调，ChNAC24、ChNAC11、ChNAC13 等 13 个基因的

表达量下降，ChNAC09、ChNAC10、ChNAC34等9个基

因的表达量处理前后差距不大；在高温胁迫中，

ChNAC08、ChNAC09、ChNAC10等38个基因的表达量

上调，ChNAC01、ChNAC13、ChNAC25 等 19 个基因的

表达量下降。ChNAC41、ChNAC62、ChNAC63 这 3 个

基因的表达量处理前后差距不大；在低温胁迫中，

ChNAC24、ChNAC25、ChNAC35等40个基因的表达量

上调，ChNAC01、ChNAC03、ChNAC13 等 18 个基因的

表达量下调，ChNAC15、ChNAC63这 2个基因的表达

量在处理前后差距不大。综上，大多数NAC基因在胁

迫条件下，通过正向调控来激活抗逆机制的运转，进

而维持植物正常的生长发育。

在胁迫处理下，一些基因的表达模式基本相似，

如：ChNAC24基因和ChNAC25基因在低温胁迫下均

为上调表达；在盐胁迫、模拟干旱及高温胁迫下均下

调表达。ChNAC31 基因、ChNAC32 基因和 ChNAC33

基因在上述4种胁迫下表达量均上调。

ChNAC49 基因在上述胁迫下表达量均显著升

高。在盐胁迫下，ChNAC49基因表达量与对照组相比

上调了 477倍；在模拟干旱胁迫下，ChNAC49基因表
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图 7 不同胁迫处理中 ChNAC 基因表达图谱

Fig. 7 Expression map of ChNAC gene under different
stress
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对照（CK）

达量与对照组相比上调了 124 倍；在低温胁迫下，

ChNAC49 基因与对照组相比表达量上调了 28 倍。

ChNAC08基因在高温胁迫下的表达量上调值最大，

与对照组相比上调了 70.6倍。ChNAC49基因在高

温胁迫下表达量的上调值仅次于ChNAC08基因，与

对照组相比其上调了27.95倍。ChNAC64基因在盐

胁迫下的表达量下降幅度最多，仅为对照组的

14.29%；ChNAC17基因在模拟干旱胁迫下表达量的

下降幅度最多，仅为对照组的 15.96%；ChNAC01基

因的表达量在高温胁迫下的下降幅度最多，表达量

仅为对照组的16.01%；ChNAC11基因的表达量在高

温胁迫下的下降幅度最多，表达量仅为对照组的

26.14%。说明这几个基因在上述4种胁迫下发挥着

更重要的作用，是保证胁迫环境中植株正常生长发

育的关键，对其表达量进行胁迫诱导处理，可能会获

得所需的抗性植株。

3 讨 论

通过生物信息学分析首次从欧李基因组中筛选

出76个NAC基因家族成员。ChNAC基因家族成员

数量低于水稻（151）[8]、核桃（121）[41]、甘蔗（85）[46]、龙

眼（114）[47]、西瓜（104）[48]等，高于黑麦草（72）[49]等，综

合来看，ChNAC 家族成员数量相比于其他物种较

少，可能是基因组中没有大规模的片段复制且相对

保守造成的[50]。

Ooka等 [8]首次根据NAC基因的结构与功能将

水稻和拟南芥的NAC基因家族分为 17个亚族，大

多数学者多用此方法作为NAC基因家族的分类标

准。笔者在本研究中以拟南芥NAC基因作为参照

将ChNAC基因家族分为 17个亚族，各亚族所包含

的ChNAC家族成员数量不同，其功能也可能存在差

异。Clercq等[51]证明拟南芥NAC2亚族基因参与植

物氧化的应激反应。Fujiwara 等 [45]认为 ONAC003

亚族基因参与开花调节。依据系统进化树的同源关

系，可以推测ChNAC对应亚族中的基因可能具有相

似功能。NAM亚族及NAC1亚族中的拟南芥基因，

被证明与拟南芥的形态发生有关 [52]，由此推测

ChNAC52基因、ChNAC62基因、ChNAC68基因中的

一种或者几种，可能作用于欧李的形态发生过程

中。ATAF、AtNAC3亚族参与拟南芥的应激反应[53]，

与其同源性高的ChNAC基因，可能在欧李的抗旱、

抗盐碱方面发挥着重要的作用。

1. 低温处理（4 ℃）; 2. 高温处理（40 ℃）; 3. 模拟干旱处理（PEG6000）;
4. 盐处理（NaCl）。

1. Low temperature treatment (4 ℃ ); 2. High temperature treatment
(40 ℃ ); 3. Simulated drought treatment (PEG6000); 4. Salt treatment
(NaCl).
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启动子是RNA聚合酶识别、结合和开始转录的

一段DNA序列，它含有RNA聚合酶特异性结合和

转录起始所需的保守序列，多数位于结构基因转录

起始点的上游，关系到基因的时空表达，是基因的开

关，影响基因的表达程度。对启动子元件进行分析，

可以推测其潜在功能 [54- 58]。ChNAC68、ChNAC72、

ChNAC76等基因存在种子特异性作用元件，推测其

可能在欧李种子胚乳的发育中具有重要作用；

ChNAC03、ChNAC05等基因存在胚乳表达元件，提

示这些基因可能作用于种子表达或者种子萌发时

期；ChNAC04、ChNAC05、ChNAC06等基因含有分生

组织表达的相关作用元件，其可能作用于植物分生

组织的形成；ChNAC03、ChNAC72等基因的作用元

件表明其可能诱导参与栅栏叶肉细胞分化的元素形

成；O2-site是一种代谢网络调控有关的作用元件，

ChNAC03、ChNAC04、ChNAC05等基因存在这种启

动子元件说明这些基因可能参与玉米醇溶蛋白代谢

途径；ChNAC基因的启动子中含有许多响应激素调

控的作用元件（TGA-elemet响应生长素调控，P-box

响应赤霉素调控，TCA-elemet 响应水杨酸调控，

ABRE响应脱落酸调控，TGACG-motif响应茉莉酸

甲酯调控）防御基因和应激反应作用元件提示基因

在 应 对 胁 迫 方 面 有 重 大 作 用 ，如 ChNAC03、

ChNAC04、ChNAC05等基因。启动子分析结果表明

ChNAC基因家族作用于欧李的生长、发育、组织分

化、抗逆等多个方面，这与其他物种中NAC基因家

族的研究结果相一致[59-61]。

当植物感受到外界刺激时，通过信号传导途径

传递给胁迫应答因子，从而激活植物的抗逆反应，减

少植物受到的损伤，NAC基因在这个过程中扮演着

重要角色。盐胁迫被认为是一种渗透胁迫[62]，有学

者认为，NAC基因在盐胁迫时作用于植物ABA、乙

烯、GA等代谢途径，促进这些激素的合成，从而提

高植物的抗盐性[63-64]；也有学者认为，盐胁迫时可通

过NA+、K+离子的改变，或可溶性糖、游离脯氨酸等

低分子渗透调节物的增加来维持体内的渗透压，进

而抵御盐胁迫，维持植物正常生长发育[65-66]。后续可

对盐胁迫下欧李NAC转基因植株中上述物质的含

量进行测定，进而来验证这一猜想。温度胁迫时，

NAC基因主要通过调节温度应激基因启动子的表

达及合成，进而来激发植物的抗逆机制的运作[67-68]。

干旱胁迫时，一类NAC转录因子与MYC-like元件

结合，在胁迫应答中起作用[20]，另一类NAC基因[69]主

要在气孔的保卫组织中表达，当植物感受到外界刺

激时，会促进气孔关闭，从而使植株的抗旱性提高。

Wang等 [70]在拟南芥中对ChNAC06基因过表达，发

现其在干旱胁迫下表达量升高，根系中ABA敏感性

升高，抗干旱能力显著提高。笔者在干旱胁迫下所

获得的结果与之相一致。尤其是ChNAC49基因，在

盐胁迫、干旱胁迫、低温胁迫下的表达量上调幅度均

最大，在高温胁迫下的表达量上调幅度仅次于

ChNAC08基因。推测其可能在更多的胁迫下同样

发挥着重要的作用，对欧李的抗性研究可能是一种

“关键基因”。且该基因在叶片、根状茎、根中均表

达。可对该基因进行基因过表达处理，获得转基因

植物，以期挖掘出ChNAC基因家族更多的潜在功

能，为欧李抗性植株的培育做贡献，也可根据不同品

种ChNAC基因家族的表达量，初步筛选出具有特殊

抗性的欧李品种。

4 结 论

笔者在本研究中首次鉴定并分析了 76个欧李

NAC基因家族成员，明确了胁迫条件下各ChNAC

基因的表达模式，发现ChNAC49基因在各胁迫处理

下表达量的变化幅度显著高于其他基因，后期可对

ChNAC49基因进行克隆，培育出抗性更强的欧李转

基因株系，为ChNAC基因家族的功能验证奠定了理

论基础。
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