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苦荞转录因子FtNAC15基因的
克隆及表达分析
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摘要：为研究NAC转录因子在苦荞中的功能，从苦荞发育种子中克隆了一个NAC家族基因，其开放阅读框全长

1 098 bp，编码 365个氨基酸，将其命名为FtNAC15。基因结构分析表明：FtNAC15基因由 3个外显子和 2个内含

子组成。氨基酸序列多重比对和进化关系分析表明：FtNAC15蛋白与水稻 ONAC003、拟南芥 ANAC010和
ANAC073亲缘关系较近，属于NAC家族转录因子家族中同一亚组。基因上游启动子序列顺势作用元件分析表

明：该基因启动子中的顺式作用元件可以分为 5类，即启动子核心元件、节律和光照响应元件、转录因子结合位

点、非生物胁迫响应元件和激素响应元件。表达分析表明：FtNAC15基因在种子发育的成熟期和干旱胁迫下上

调表达，表明其参与调控荞麦种子发育和响应干旱胁迫。
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Abstract：To study the function of NAC transcription factor in Tartary buckwheat，a NAC family gene was
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cloned from the developing seeds of Fagopyrum tataricum.The length of the open reading frame was 1 098 bp，
and the number of amino acids was 365.Hereafter it was named FtNAC15.Gene structure analysis showed that
FtNAC15 was composed of three exons and two introns. Multiple amino acid sequence alignment and
evolutionary relationship analyses showed that FtNAC15 protein was closely related to ONAC003 in rice，
ANAC010 and ANAC073 in Arabidopsis thaliana，and was classified to the same subgroup of NAC transcription
factor family.Cis-acting elements in the promoter of FtNAC15 were predicted and divided into five categories：
promoter core elements，rhythm and light response elements，transcription factor binding sites，abiotic stress
response elements and hormone response elements.Furthermore，expression analysis showed that FtNAC15 was
up-regulated in the mature stage of seed development and under drought stress，indicating that it was involved
in seed development regulation and drought stress response of Fagopyrum tataricum.

Keywords：Fagopyrum tataricum；NAC transcription factor；cloning；expression

NAC转录因子是一类植物特有的转录因子，广泛参与植物生长发育的各个阶段，如调控植物花发

育[1]、果实/种子发育与成熟[2]、衰老[3]，响应生物和非生物胁迫[4-6]等。所有NAC家族转录因子都含有保守

的NAM结构域，该结构域位于氨基酸序列氮端，长约 150个氨基酸，由A、B、C、D、E 5个亚结构域组成，

碳端的序列变异程度较大，一般含有转录因子的转录激活域，这些变异决定了不同NAC转录因子功能上

的差异[7]。

荞麦（Fagopyrum Mill）是一种特色小杂粮作物，其栽培种有甜荞（F. esculentum）和苦荞（F. tataricum）
两种，因其耐瘠薄的特性，在我国北方、西北、西南等环境相对恶劣的地区具有较大的种植面积，北方产

区以甜荞为主，南方产区以苦荞为主[8]。近年来，荞麦由于其突出的营养保健功能越来越为大家所重视，

荞麦中必需氨基酸、黄酮和类黄酮、膳食纤维等营养物质的含量均高于普通禾本科作物，富含D-干性肌

醇等营养功能成分[9]，在降“三高”、抗氧化等方面具有突出的功效。荞麦的分子生物学起步较晚，目前的

研究大多集中在芦丁合成与调控通路中的相关基因功能研究上[10]，2017年苦荞基因组测序的完成[11]大大

推进了荞麦分子生物学的发展，数个全基因组水平上鉴定某一基因家族的研究得以报道[12-13]，NAC家族

转录因子也在苦荞全基因组水平上得到鉴定[14-15]，苦荞中共有 72个NAC家族基因，根据其系统进化关系

可以分为9个亚家族，这些基因在苦荞的不同组织以及苦荞种子发育的不同时期存在差异表达。然而荞

麦中NAC家族转录因子基因功能的研究未见报道，根据报道和已有转录组数据挑选并克隆了一个NAC
家族基因，将其命名为FtNAC15，对其编码区序列（CDS）、氨基酸序列、基因结构、启动子序列等进行了一

定的生物信息学分析，同时，对FtNAC15在种子发育不同时期和干旱胁迫下的表达进行了分析，为进一

步验证该基因的上下游调控网络、基因功能提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

所选材料为米苦荞 11（Fagopyrum tataricum），种于贵州师范大学荞麦产业技术研究中心实验基地，

常规大田管理。不同发育时期种子的取样方式与之前的报道[16]一致，即分别于灌浆前期、灌浆期和成熟

期进行取样，取回的样品在冰上剥壳，然后剔除差异较大的种子，保存于-80 ℃冰箱备用。对于干旱胁迫

处理，将米苦荞 11种置于营养钵中，让其在 16/8 h光周期、25 ℃温度下萌发，萌发后 7 d用 15%的PEG处

理，分别于处理后0，1，3，6 h进行取样，每次取样做3个生物学重复，保存于-80 ℃冰箱备用。

1.2 方法

1.2.1 苦荞FtNAC15基因的克隆 从苦荞基因组测序预测的CDS序列中，获得FtNAC15的基因序列，利

用 oligo 7软件设计一对基因特异性引物，上游引物为 FtNAC15F（AACTGCGCGCAAATAGGTCAA），下游

引物为 FtNAC15R（TCATCTTTTAGCTCTACGGTCTG），于生工生物工程（上海）股份有限公司合成引物。

RNA提取采用天根生化科技（北京）有限公司的多糖多酚植物总RNA提取试剂盒，按照试剂盒的说明书

进行操作。cDNA第一链采用宝日医生物技术（北京）有限公司的PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthe⁃
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sis Kit，按照试剂盒的说明书进行操作。以米苦荞种子发育不同时期的混合 cDNA为模板，以FtNAC15F
和FtNAC15R为引物，利用宝日医生物技术（北京）有限公司的热启动型TaKaRa Ex Taq®对目的基因进行

PCR扩增，PCR反应体系为：TaKaRa Ex Taq HS（5 U/μL）0.25 μL，10×Ex Taq Buffer（Mg2+ plus）（20 mmol/L）
5 μL，dNTP Mixture（2.5 mmol/L each）4 μL，cDNA模板 2 μL，上下游引物各 2 μL，灭菌水 34.75 μL，总体

系 50 μL。PCR反应程序为：98 ℃预变性 3 min；98 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，30个循

环；72 ℃延伸 5 min。用 10 g/L的琼脂糖凝胶电泳[17]对PCR产物进行检测，片段大小正确后用生工生物工

程（上海）股份有限公司的柱式DNA胶回收试剂盒进行胶回收，回收产物连接至天根生化科技（北京）有

限公司的 pGM-T载体，转化至大肠杆菌感受态细胞DH5α，挑选阳性单克隆，经菌液 PCR鉴定后送生工

生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

1.2.2 苦荞 FtNAC15基因的生物信息学分析 对测序得到的正确序列进行生物信息学分析，首先用

DNAMAN v6软件分析其开放阅读框，预测其编码的氨基酸序列，利用在线网站BDGP（http://www.fruitfly.
org/seq_tools/promoter.html）预测该基因的转录起始位点，利用在线网站 ExPASy（https://web.expasy.org/
cgi-bin/compute_pi/pi_tool）预测蛋白等电点和分子量，利用在线网站WoLF PSORT（https://wolfpsort.hgc.
jp/）对蛋白质进行亚细胞定位，利用在线网站BLASTP（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=
blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome）将蛋白序列与NCBI非冗余蛋白库（NR）进行比

对，然后利用在线网站 BankIt（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/）将 FtNAC15基因序列提交到 Gen⁃
Bank。最后根据已公布的苦荞基因组数据，利用本地 python程序调取FtNAC15基因对应的DNA序列，利

用在线网站GSDS（http://gsds.cbi.pku.edu.cn/）对FtNAC15的基因结构进行预测和分析。

将FtNAC15与拟南芥、水稻、橡胶、金丝小枣中最为同源的NAC蛋白一起，利用 clusterX2.1进行氨基

酸多重序列比对，将 50%以上一致序列用黑色标注出来。然后用MegaX软件构建进化树，采用的方法为

邻接法，设置重复次数（bootstrap）为 1 000次。利用本地 python程序从苦荞基因组中调取FtNAC15基因

ATG上游 2 099 bp的启动子序列，利用在线软件 PlantCARE（http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/
plantcare/html/）预测启动子中的顺式作用元件。

1.2.3 苦荞FtNAC15基因的表达分析 将种子发育和干旱胁迫的转录组数据利用 hisat2软件比对到苦

荞参考基因组上，利用 htseq软件进行 reads计数，利用Cufflinks软件计算基因的FPKM值，利用R语言的

DESeq2包分析差异基因。查找FtNAC15在种子发育和干旱胁迫的转录组数据中的表达情况，然后利用

Excel进行作图。

2 实验结果

2.1 苦荞FtNAC15基因的克隆

以苦荞发育时期种子 cDNA为模板，FtNAC15F和 Ft⁃
NAC15R为基因特异性引物，进行 PCR扩增得到一条大小约

1 100 bp的条带（图 1）。将其连入T载体进行测序，测序结果

显示该片段大小为 1 139 bp，利用DNAMAN对该序列进行分

析，发现其含有 1 098 bp的开放阅读框，编码 365个氨基酸

（图2）。利用在线网站BDGP预测该基因的转录起始位点，发

现位于翻译起始密码子ATG上游第 13个碱基A即为该基因

的转录起始位点。利用在线网站ExPASy对该蛋白等电点和

分子量进行分析，其等电点为 6.21，分子量为 41.6。利用在线

网站WoLF PSORT对该蛋白进行亚细胞定位分析，将其定位

于细胞核中。

将氨基酸序列与NCBI非冗余蛋白库（NR）进行比对，发

现其含有NAC家族转录因子特有的NAM保守结构域，与橡

M：DNA Marker III；1：FtNAC15
图1 苦荞FtNAC15基因PCR扩增结果

Fig.1 PCR amplification result of
FtNAC15 in Fagopyrum tataricum
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胶（Hevea brasiliensis）HbNAC10蛋白（XP_021655883.1）最为相似，比对得分为 341分，一致性为 69.80%；

其次与金丝小枣（Ziziphus jujuba）ZjNAC73（XP_015875144.1）蛋白最为相似，比对得分为 337分，一致性

为74.15%。将该基因命名为FtNAC15，GenBank登录号为MN136229。

根据已公布的苦荞基因组数据[11]，利用本地 python程序调取FtNAC15基因对应的DNA序列，该序列

全长 3 447 bp。对FtNAC15的基因结构进行分析，结果如图 3所示，该基因由 3个外显子和 2个内含子组

成，3个外显子长度分别为240，193，665 bp，2个内含子长度分别为77 bp和2 272 bp。

2.2 多重序列比对与系统发育关系分析

将 FtNAC15与拟南芥、水稻、橡胶、金丝小枣中最为同源的NAC蛋白一起，进行氨基酸多重序列比

对，结果如图 4所示，这些NAC蛋白氮端的氨基酸较为保守，碳端的氨基酸差异较大。氮端含有NAC家

族蛋白典型的NAM结构域，可以细分为 5个亚结构域A~E，其长度分别为 22、21、48、32和 20个氨基酸。

碳端序列具有较大的变异，不存在十分保守的亚结构域。

起始密码子（ATG）和终止密码子（TGA）用下划线标记，黑色方框标注的是FtNAC15的转录起始位点
The translation initiation codon（ATG）and termination codon（TGA）were underlined the black box indicates the transcrip⁃

tion initiation site of FtNAC15
图2 FtNAC15的核酸与氨基酸序列

Fig.2 Nucleotide and amino acid sequence of FtNAC15

图3 FtNAC15基因结构
Fig.3 Gene structure of FtNAC15
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Hb：橡胶；Zj：金丝小枣；A：拟南芥；O：水稻；黑色线段划线标注了NAC蛋白氮端NAM结构域的 5个亚结构域（A~E）；

黑色背景标注的是保守氨基酸

Hb：Hevea brasiliensis，Zj：Ziziphus jujube，A：Arabidopsis thaliana，O：Oryza sativa.Black lines underlined five sub-domains
of NAM domain at the N terminal of NAC protein（A~E）.Black background represents the conserved amino acids

图4 FtNAC15及其同源蛋白的氨基酸多重序列比对

Fig.4 Multiple amino acid sequences alignment of FtNAC15 and the homologous proteins

图5 FtNAC15及其同源蛋白的系统发育树

Fig.5 Phylogenetic tree of FtNAC15 and the homologous proteins
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利用MEGAX构建NAC蛋白的系统发育树，结果可以分为 3个分支（图 5）：第 1分支由HbNAC10、
ANAC010和ZJNAC73组成；第 2分支由FtNAC15和ONAC003组成，表明FtNAC15与水稻ONAC003亲缘

关系最近；第3分支由ANAC073组成。

2.3 启动子顺式作用元件分析

从苦荞基因组中调取 FtNAC15翻译起始位点ATG上游 2 099 bp的启动子序列，对启动子序列中的

顺式作用元件进行预测和分析，结果如表 1所示。（1）FtNAC15基因ATG上游 120 bp内含有 5个真核生物

转录起始所必需的TATA框。（2）FtNAC15启动子序列中含有 34个控制转录起始频率的CAAT框。（3）Ft⁃
NAC15基因启动子序列中含有 1个昼夜节律控制元件（circadian）和 15个光照响应元件（1个AT1-motif、2
个GATA-motif、1个GA-motif、1个G-box、3个GT1-motif、1个ATCT-motif、2个Box 4、1个 TCCC-motif和
3个 TCT-motif）。（4）FtNAC15基因启动子序列中含有 6个转录因子结合位点，即 2个与WRKY家族转录

因子结合的W box和 4个与MYB家族转录因子结合的MYB。（5）FtNAC15基因启动子序列中含有 4个非

生物胁迫响应元件，即一个干旱和渗透胁迫诱导元件DRE1、一个损伤诱导元件WRE3、一个低温响应元

件LTR和一个厌氧诱导元件ARE。（6）FtNAC15基因启动子序列中含有 5个激素响应元件，即 2个茉莉酸

表1 FtNAC15启动子序列中的顺式作用元件

Tab.1 Cis-acting elements in the promoter sequence of FtNAC15

元件名称

Cis-acting
elements
TATA-box
CAAT-box
circadian
AT1-motif

GATA-motif
GA-motif
G-box

GT1-motif
ATCT-motif
Box 4

TCCC-motif
TCT-motif
W box
MYB
DRE1
WRE3
LTR
ARE

CGTCA-motif
P-box

TCA-element
TGACG-motif

ABRE

序列

Sequence
TATATA；TATATTTATATTT；

TATAAATA；TATA;
CAAAT；CAAT；CCAAT

CAAAGATATC
AATTATTTTTTATT

AAGGATAAGG；GATAGGA
ATAGATAA
TACGTG
GGTTAA

AATCTAATCC
ATTAAT
TCTCCCT
TCTTAC
TTGACC

TAACCA；CAACAG；CAACTG；AACCTAA
ACCGAGA
CCACCT
CCGAAA
AAACCA
CGTCA
CCTTTTG

CCATCTTTTT
TGACG
ACGTG

数目

Number

5
34
1
1
2
1
1
3
1
2
1
3
2
4
1
1
1
1
1
1
1
1
1

功能

Function

TATA框，转录起始必须元件

CAAT框，转录增强元件

昼夜节律控制元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

光照响应元件

WRKY转录因子结合位点；响

应损失和病原

MYB转录因子结合位点

干旱和渗透胁迫诱导元件

损伤诱导元件

低温响应元件

厌氧诱导元件

响应茉莉酸甲酯

赤霉素响应元件

响应水杨酸

响应茉莉酸甲酯

响应脱落酸

分类

Classification

启动子核心元件

节律；光照响应元件

转录因子结合位点

非生物胁迫响应元件

激素响应元件
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甲酯响应元件CGTCA-motif和 TGACG-motif、1个赤霉素响应元件 P-box、1个水杨酸响应元件 TCA-ele⁃
ment和1个脱落酸响应元件ABRE。
2.4 FtNAC15在种子发育过程中的表达分析

种子作为苦荞的食用器官，大量基因参与其发育过程中的调控，包括NAC、MYB、WRKY等转录因

子。为了明确 FtNAC15是否也参与调控苦荞种子发育过程，在苦荞种子发育转录组数据[16]中查找 Ft⁃
NAC15的表达情况，发现 FtNAC15在苦荞种子发育过程中存在较高水平的表达，FPKM值为 195~484。
同时，FtNAC15在苦荞种子灌浆前期和灌浆期表达较为稳定，在种子成熟期表达水平上调 1倍，表明Ft⁃
NAC15更多参与了成熟期种子的调控（图6）。

2.5 FtNAC15在干旱胁迫下的表达分析

NAC家族转录因子广泛参与植物的生物与非生物胁迫，如干旱、高温、盐渍等。为了明确FtNAC15
是否响应苦荞干旱胁迫，在苦荞干旱胁迫转录组数据中查找FtNAC15的表达情况，发现FtNAC15在苦荞

干旱胁迫过程中存在较高水平的表达，FPKM值为 109~318。与对照（0 h）相比，FtNAC15在PEG处理 1 h
和 6 h后表达量无明显变化，在 PEG处理 3 h后表达水平上调 1倍，表明 FtNAC15响应苦荞干旱胁

迫（图7）。

3 讨论与结论

FtNAC15是从苦荞中克隆的一个NAC家族基因，其开放阅读框全长 1 098 bp，编码 365个氨基酸，

GenBank登录号为MN136229。FtNAC15基因由 3个外显子和 2个内含子组成，FtNAC15氨基酸序列与橡

胶HbNAC10和金丝小枣ZjNAC73最为相似。

NAM结构域是 NAC家族转录因子特有的保守域，最初 NAM结构域由 A、B、C和 D 4个保守的亚

结构域组成，后来发现在AtNAM中，紧跟着D亚结构域还存在一个 E结构域，D和 E结构域共同形成

了 AtNAM的 DNA结合域，后来普遍将 NAM划分为 5个结构域 [18]。Ooka等 [19]对拟南芥和水稻全基因

组 NAC转录因子进行了系统的分析，将拟南芥和水稻的 NAC分成了 2个大的亚家族，组Ⅰ和组Ⅱ，

组Ⅰ有 14个亚组，组Ⅱ有 2个亚组。在 NAM结构域的 5个亚结构域（A~E）中，A、C、D亚结构域在所

有 18个亚组中都较为保守，然而 B、E亚结构域在不同亚组中的变异程度十分大。其中，ONANC003
属于组Ⅱ的第 2亚组，ONAC003、ANAC010、ANAC073、FtNAC15、HbNAC10和 ZjNAC73 6个 NAC蛋白

均属于这一亚组（图 5），虽然该亚组NAC蛋白的 B、E结构域与所有NAC蛋白相比，序列变异很大，然

而在该亚组内部，B、E结构域的氨基酸残基十分保守（图 4），推测这一亚组 NAC蛋白可能具有更为

相似的功能。

启动子顺式作用元件是指与结构基因串联的特定 DNA序列，是转录因子的结合位点，它通过与

反式作用因子结合来调控基因的转录。对 FtNAC15基因上游 1 099 bp启动子序列的顺式作用元件进

行了预测和分析，该区段内共有 70个顺式作用元件，根据其功能可以分为 5类，第 1类是真核生物转

录必需的启动子核心元件（TATA框和 CAAT框），其作用是控制真核生物转录起始和频率。第 2类是

图6 FtNAC15在种子发育过程中的表达

Fig.6 Expression of FtNAC15 during seed development process 图7 FtNAC15在干旱胁迫下的表达

Fig.7 Expression of FtNAC15 under drought stress
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节律和光照响应元件（circadian、AT1-motif、GATA-motif、GA-motif、G-box、GT1-motif、ATCT-motif、
Box 4、TCCC-motif和 TCT-motif），其作用是响应外界光周期、光照，调控昼夜节律和生物钟。第 3类
是WRKY和MYB转录因子结合位点，表明这两类转录因子可能结合在 FtNAC15基因的启动子区，从

而调控 FtNAC15的转录。第 4类是非生物胁迫响应元件（DRE1、WRE3、LTR、ARE），根据这几个元件

特有的功能，说明 FtNAC15基因可能受到干旱、渗透压、损伤、低温、厌氧等不良环境的诱导。第 5类
是激素响应元件（CGTCA-motif、TGACG-motif、P-box、TCA-element、ABRE），说明 FtNAC15基因的表

达可能受到茉莉酸甲酯、赤霉素、水杨酸和脱落酸几种激素的调控。第 3、4、5类顺式作用元件都与

植物的逆境胁迫有一定关系，这一结论表明 FtNAC15基因可能会通过以上几种途径来响应荞麦非生

物胁迫。

植物NAC家族具有多样的功能，调控种子/果实发育进程已有大量报道，如Liu等[20]鉴定了黄瓜全基

因组的 91个 NAC转录因子，其中 30个 NAC转录因子在黄瓜发育过程中存在差异表达，Gao等[2]通过

VIGS抑制了土豆一个NAC转录因子，NOR-like1的表达后，土豆成熟起始延迟了 14 d，表明NOR-like1负

调控土豆果实的成熟过程。FtNAC15在成熟期的苦荞种子中上调表达（图 6），表明其可能也参与调控种

子成熟过程。水稻ONAC003的表达受干旱、高温、高盐、脱落酸的诱导，其过表达株系在高温、干旱和氧

胁迫下的抗性增强，表明ONAC003调控水稻非生物胁迫过程[21]，FtNAC15与水稻ONAC003的亲缘关系

最近，归到NAC基因家族的同一亚组（图 5），并且该基因在干旱胁迫后表达量上调（图 7），表明其可能与

水稻ONAC003有相似的功能，FtNAC15基因是否也受到高温、高盐等其他生物胁迫的诱导，还需进一步

研究。本研究结果加深了NAC家族转录因子对荞麦种子发育与抗逆作用的认识，为荞麦分子育种提供

了理论依据和候选基因资源。
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