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白木香转录因子 AsNAC2 的克隆及表达分析 1 
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摘  要：目的  对珍稀南药沉香基原植物白木香 Aquilaria sinensis AsNAC2 转录因子进行分子克隆，并对其进行生物信息学

和表达模式分析。方法  以白木香茎的总 RNA 反转录的 cDNA 为模板，采用 PCR 技术获取基因编码序列（coding sequence，
CDS）全长；利用生物信息学软件预测蛋白的理化性质、结构域和亚细胞定位等特性；运用 DNAMAN8.0 和 MEGA6.0 等软

件分别进行多序列比对和进化关系分析；利用 qRT-PCR 技术检测 AsNAC2 基因在不同组织和伤害胁迫下的表达特性。结果  

克隆获得 AsNAC2 基因（GenBank 注册号 MT130201），开放阅读框（open reading frame，ORF）全长 864 bp，编码 1 条由

287 个氨基酸组成的弱酸性的稳定的亲水性蛋白，该蛋白定位在细胞核中，不存在跨膜结构域。序列比对和系统进化树分析

显示，AsNAC2 蛋白 N 端具有典型的 NAM 结构域，与锦葵目中的可可、哥伦比亚锦葵和榴莲 NAC 2-like 蛋白亲缘关系近，

属于 NAC 转录因子家族中的 ATAF 亚组。qRT-PCR 结果显示，AsNAC2 基因主要在健康白木香的根和茎中表达，全断干伤

害可显著诱导茎中 AsNAC2 基因表达量的上调，在 2 h 达到峰值，此后缓慢下降，至 48 h 基本恢复正常。结论  首次在白木

香中克隆和鉴定了 AsNAC2 基因，该基因易受伤害诱导表达，且在伤害早期相对应。 
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Abstract: Objective  To molecular clone transcription factor of Aquilaria sinensis encoding gene AsNAC2, a rare southern 
medicine sedum-based plant, in order to analyze its bioinformatics and expression pattern. Methods  The full length of the coding 
sequence (CDS) was obtained by PCR using total RNA reverse transcribed cDNA from the stems of A. sinensis as the template; 
Bioinformatics software was used to predict the physicochemical properties, structural domains and subcellular localization of the 
protein; DNAMAN8.0 and MEGA6.0 were used to perform multiple sequence alignment and evolutionary relationship analysis, 
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respectively. The expression characteristics of AsNAC2 gene under different tissues and injury stresses were examined by qRT-PCR. 
Results  AsNAC2 gene (GenBank accession MT130201) was cloned from A. sinensis; The full length of open reading frame (ORF) was 
864 bp. Codification Code a weakly acidic, stable hydrophilic protein consisting of 287 amino acids, which was localized in the nucleus 
and no transmembrane structural domain existed. Sequence alignment and phylogenetic tree analysis showed that the N-terminal 
AsNAC2 protein had a typical NAM structural domain and was closely related to Theobroma Cacao, Herrania umbratica and, Durio 
zibethinus. NAC 2-like proteins in the mallow order, belonging to the ATAF subgroup of the NAC transcription factor family. qRT-PCR 
results showed that AsNAC2 gene was mainly expressed in the roots and stems of healthy A. sinensis, and whole-break dry injury 
significantly induced the up-regulation of AsNAC2 gene expression in the stems, reaching a peak at 2 h, and then slowly decreasing until 
48 h when it basically returned to normal. Conclusion  The AsNAC2 gene was cloned and characterized from A. sinensis for the first 
time, which is susceptible to injury-induced expression and correspondingly early in the injury.  
Key words: Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg; transcription factor; NAC; cloning; expression analysis 

沉香为珍稀南药，具有行气止痛、温中止呕、

纳气平喘等功效[1]，同时也是名贵的天然香料，是

高级香水中不可或缺的定香剂[2]。白木香 Aquilaria 
sinensis (Lour.) Gilg 为瑞香科沉香属植物，是国产药

用沉香法定的唯一来源物种[1]。健康的白木香不能

形成沉香，只有在伤害胁迫下才能够在伤口周围产

生倍半萜和色酮等沉香类物质[3-5]。为了获得沉香，

沉香属植物受到了无节制滥砍滥伐，加之生态环境

破坏日益加剧，造成沉香属野生植物资源已濒临灭

绝，包括白木香在内的所有沉香属及拟沉香属均被

列入了《濒危野生动植物种国际贸易公约》附录 II[6]。

全面解析沉香形成机制，不断创新高效的结香技术

成为解决沉香资源问题的关键[4, 7]。项目组早期揭示

出“伤害诱导白木香防御反应形成沉香”机制，解

析了伤害→内源伤害信号分子→转录因子→倍半萜

合酶基因→倍半萜分子通路[7-11]。但该网络中仍有

很多关键调控步骤有待进一步研究阐明。 
课题组前期在研究“伤害诱导白木香防御反应

形成沉香”的分子机制过程中，发现转录因子在沉

香倍半萜物质的形成过程中起着重要的调控作用，

如 AsMYC2 转录因子作为正调控子 [11] ，而

AsWRKY44 转录因子作为负调控子[7]，在茉莉酸信

号途径中通过调控倍半萜合酶基因 ASS1 的表达参

与沉香倍半萜物质的形成过程。NAC 转录因子是植

物特有、数量众多的转录因子家族之一[12-13]。已有

研究表明，NAC 转录因子参与植物生长发育和器官

形态建成等许多方面[14]。此外，越来越多的研究证

明，在植物的信号传导以及非生物损伤和胁迫应答

过程中，NAC 转录因子也起着激活或抑制应答的功

能[12-13, 15]。方泽蘅等[16]的转录组数据表明 NAC 转

录因子在白木香应答盐胁迫起到重要的调控作用。

但白木香中 NAC 转录因子的克隆和功能的研究还

未见报道。本实验依据前期的白木香转录组数据（未

发表数据），首次对白木香中一个 NAC 转录因子进

行克隆和鉴定，并对它进行组织表达特性和伤害处

理下的表达特性分析，旨在为深入研究该基因在伤

害诱导白木香结香过程中的生物学功能奠定基础。 
1  材料 

样品采自中国医学科学院药用植物研究所海南

分所海口研发中心苗圃，经中国医学科学院药用植物

研究所杨云副研究员鉴定为 4 年生健康白木香 A. 
sinensis (Lour.) Gilg。2019 年 6 月 15 日分别采集白木

香的根、茎、叶、果肉和近成熟的种子并迅速置入液

氮中，放入−80 ℃冰箱保存备用。 
2  方法 
2.1  RNA 的提取及 cDNA 的合成   

取 0.1 g 植物材料在液氮中研磨成粉末，采用

EASYspin Plus 植物 RNA 提取试剂盒（AidLab RN38，
中国）提取总 RNA，1%琼脂糖凝胶电泳确定 RNA
的完整性，分光光度计NanoDrop（Thermo Scientific，
美国）测定RNA浓度和纯度。采用TransScript One-Step 
gDNA Removal and cDNA Synthesis Supermix 试剂盒

（TransGen AT311，中国）合成 cDNA。 
2.2  AsNAC2 的克隆   

根据转录组数据中 AsNAC2 CDS 的全长序列

（未发表数据），运用 Primer Premier 5.0 软件设计引

物 ， 上 游 为 5’-ATGAAGGGAGGTGGAGCAG- 
AG-3’，下游为 5’-TCAATATGGCTTCTGAAGG- 
TA-3’。以白木香的 cDNA 为模板，利用高保真性

的 TaKaRa LA 酶进行 PCR 扩增。PCR 体系：LA Tap 
0.5 μL，LA Buffer 5 μL，dNTP 8 μL，上、下游引物

各 1 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 33.5 μL。PCR 扩增程

序：94 ℃、4 min；98 ℃、10 s，52 ℃、15 s，72 ℃、

1 min，30 个循环；最后 72 ℃、10 min。扩增产物
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用 1%琼脂糖凝胶电泳后，回收目的片段，连接到

pSmart-HCKan-T 载体上，连接产物转入大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，蓝白斑筛选，挑取阳性克隆送

广州艾基生物技术有限公司测序。 
2.3  生物信息学分析   

使用一系列生物信息学软件对 AsNAC2 基因的

核酸序列及编码蛋白序列进行生物信息学分析。利

用 NCBI 在线工具 Conserved Domains 对其结构域

进行预测；在 NCBI Reference proteins 数据库中

BLAST 获得同源 的 NAC 蛋白 序列，运用

DNAMAN8.0 软件对 AsNAC2 及获得的氨基酸序列

进行多重序列比对，利用 MEGA 6.0 软件构建 NJ 系
统树（Bootstrap 参数为 1000）。蛋白的理化性质、亚

细胞定位和跨膜结构预测分别采用ExPASy-ProtParatool
（ http://web.expasy.org/protparam ）， WoLFPSORT
（ https://wolfpsort.hgc.jp ） 和 TMHMM （ http:// 
www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM）等在线工具完成。 
2.4  白木香 AsNAC2 基因的表达分析 
2.4.1  组织表达分析  选取白木香 GAPDH 作为内参

基因[17]，根据上面获得的 NAC 基因的 CDS 序列设计

荧光定量 PCR 引物（表 1）。用罗氏实时荧光定量 PCR
仪（LightCycler96，瑞士）进行 qRT-PCR。反应体系

20 μL 包括 2XTop Green qPCR Supermix（TransGen 
AQ131，中国）10 μL，正反向引物各 0.5 μL，cDNA
模板 1 μL，ddH2O 8 μL。每个组织重复 3 次。PCR 程

序为 95 ℃、600 s；95 ℃、10 s，55 ℃、15 s，72 ℃、

20 min，40 个循环。利用 2−△△Ct方法计算相对表达量。 

表 1  qRT-PCR 所用的引物序列 
Table 1  Primers used in qRT-PCR assay 

引物名称  引物序列 (5’-3’)  
AsNAC2-F CAGAGCACAAGCCAGTGATG 
AsNAC2-R CACGTGTCATTCGTCATGGTC 
GADPH-F CTGGTATGGCATTCCGTGTA 
GADPH-R AACCACATCCTCTTCGGTGTA 
 
2.4.2  伤害胁迫表达分析  将 4 年生的白木香茎直

接锯断，处理 1、2、6、12、24、48 h 后，将距离

伤口 1 cm 的茎段，迅速锯下，立即放入液氮中保存、

标记，然后放入−80 ℃冰箱保存备用。参照组织表

达分析进行 qRT-PCR。 
3  结果与分析 
3.1  白木香 AsNAC2 基因的克隆及鉴定 

以白木香 RNA 反转录成的 cDNA 为模板，PCR
扩增得到了 1 条略小于 1000 bp 的条带（图 1）。通 

 
M-Marker  1～3-扩增产物 

M-Marker  1—3-amplification products 

图 1  AsNAC2 基因的 PCR 扩增结果 
Fig. 1  PCR results of AsNAC2 gene 

过纯化、克隆和测序等技术，获得 1 条为 864 bp 开

放阅读框，编码 287 个氨基酸（图 2）。NCBI 的

Conserved Domains 在线软件分析表明该蛋白 N-端
具有一个典型的 NAM 保守结构域，分布在 11～134
位氨基酸之间（图 2）。 

在NCBI Reference proteins数据库中BLAST搜索

与 AsNAC2 同源的功能相对明确的 NAC 蛋白序列，

用 DNAMAN8.0 将 AsNAC2 与获得的甜橙 CsNAC2
（ NP_001275792.1 ）、 大 豆 GmNAC2 （ NP_ 
001341065.1）、棉花GhNAC2（NP_001314659.1）、麻

疯树 JcNAC2（NP_001295644.1）、甜瓜 CmNAC2
（NP_001284423.1）、拟南芥ANAC002（NP_171677.1）
和 ANAC102（NP_201184.2）的氨基酸序列进行多重

比对。结果显示 AsNAC2 与其他植物 NAC 转录因子

一样，N-端氨基酸序列高度保守，并可进一步划分为

A～E 5 个保守的亚结构域（图 2）。 
3.2  AsNAC2 蛋白的生物信息学分析 

利用 MEGA6.0 软件的 NJ 方法构建 AsNAC2
蛋白与其他种植物的同源性高的 NAC 转录因子的

系统进化树（图 3）。植物的 NAC 转录因子可以分

成 2 个大组，18 个亚组[18]，从系统进化树可以看出，

AsNAC2 与 ATAF 亚组中的拟南 ANAC002/102 和

水稻 OsNAC48/71 转录因子聚在在一个分支上（图

3），说明 AsNAC2 属于 NAC 转录因子 ATAF 亚组。 
另外，可以从图中看出，AsNAC2 与锦葵目锦

葵科中的可可 NAC 2-like（XP_007048529.2）和哥

伦比亚锦葵 NAC 2-like（XP_021274745.1）及同目

木棉科中榴莲 NAC 2-like（XP_022774837.1）分布

在一个小支上（图 3），说明同属于热带木本植物的

这类 NAC 转录因子的进化关系最近。 

M   1     2    3 

2000 bp 
 
 

1000 bp 

750 bp 

500 bp 
 

200 bp 
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黑色表示氨基酸在这 8 个 NAC 序列中 100%相同，红色表示相同率不小于 75%，黄色表示相同率不小于 50% 
Amino acids in black indicates that they are common in all sequences（＝100%），red indicates that they are common in more than three-quarter sequences（≥

75%）and yellow indicates that they are common in more than half sequences（≥50%） 

图 2  AsNAC2 与其他植物中 NAC 蛋白氨基酸序列的多重比对 
Fig. 2  Multiple Alignment of AsNAC2 and NAC amino acid sequences in other plants

 
图 3  AsNAC2 和其他植物的同源 NAC 蛋白的系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of amino acid sequences of AsNAC2 protein and other homologous sequences
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ExPASy 在线工具分析显示，AsNAC2 蛋白分子式为

C1463H2214N396O429S14，相对分子质量为 32.663，理论

等电点为 6.61，不稳定系数为 33.80，属于稳定蛋白

质，亲水性平均系数为−0.687，属亲水性蛋白。

TargetP 5.0 Server分析显示AsNAC2不具有信号肽，

为非分泌蛋白；WoLFPSORT 亚细胞预测定位结果

表明该蛋白定位在细胞核中。TMHMM 工具分析显

示，AsNAC2 编码的蛋白不存在跨膜结构域，是非

膜蛋白。 
3.3  白木香 AsNAC2 基因的表达模式分析 

运用 qRT-PCR技术检测AsNAC2基因在健康白

木香不同组织中的表达情况（图 4）。如图所示

AsNAC2 基因主要在根和茎中表达，在叶片中的表

达量最低（图 4）。为了研究此基因在伤害诱导白木

香结香过程的作用，本实验进一步分析了白木香茎

在全断干伤害后 AsNAC2 基因的表达模式（图 5）。
结果显示，在白木香茎受到全断干伤害后，AsNAC2
基因的表达量显著增加，在 2 h 达到最高峰，约为

对照（健康）的 6.8 倍。随后呈现缓慢的下降趋势，

在 48 h 左右基本恢复正常（图 5）。 

 
图 4  AsNAC2 基因在健康白木香不同组织中的表达特征 

Fig. 4  Expressions of AsNAC2 gene in different organs of 
health A. sinensis 

 

图 5  机械伤害胁迫下白木香茎中 AsNAC2基因的表达情况 
Fig. 5  Expressions of AsNAC2 gene in A. sinensis stem 
response to wounding 

4  讨论 
本研究首次从白木香中克隆了 AsNAC2 基因。

生物信息学分析表明，AsNAC2 蛋白在 N-端具有

NAC 转录因子特有的典型的 NAM 结构域，含有 A、

B、C、D 和 E 5 个亚结构域，在 C-端具有一个高度

变异的转录激活区[18]，而且和其他植物中已经报道

的 NAC 蛋白具有较高的同源性及相类似的理化特

性。由此推断，本研究中获得的 AsNAC2 属于 NAC
家族转录因子。 

已有研究表明 NAC 转录因子在拟南芥木质组

织的细胞壁加厚和杨树次生细胞壁的形成过程中起

着重要的调控作用。例如拟南芥 NAC 转录因子

VND7 调控了导管次生壁的形成[19]，SND1 在纤维

次生壁的加厚过程中起到了关键的调控作用[20]，在

拟南芥中过量表达杨树 NAC 转录因子 PtrWND2B
和 PtrWND6B，能够恢复 NST1 和 NST3 双突变引

起的维管束间纤维细胞次生壁缺陷的表型[21]。本研

究发现，AsNAC2 基因主要在白木香茎和根中表达，

而其蛋白与热带木本植物可可和榴莲等 NAC 蛋白

关系最近。另外 Pascual 等[22]认为 NAC 转录因子在

木本植物的木材形成和应对胁迫过程中具有保守的

调控机制。综上说明，AsNAC2 转录因子可能与白

木香木材细胞的形成有关。 
Ooka 等[18]根据水稻和拟南芥 NAC 结构域的氨

基酸序列的相似性将 NAC 转录因子家族分为 2 个

大组和 18 个亚组。同一亚组的 NAC 蛋白，不仅结

构域的氨基酸序列相似性非常高，而且还通常具有

相似生物学功能 [23]。系统进化树表明，白木香

AsNAC2 蛋白属于 ATAF 亚组。拟南芥 ATAF 亚组

中的 ATAF1（ANAC002）转录因子正向调控了淀

粉粒的降解[24]。白木香在受到伤害形成沉香的过程

中，最明显的变化之一就是淀粉粒的消失[25]。本研

究发现全断干法伤害后，AsNAC2 基因的表达量显

著上调。综上说明，AsNAC2 转录因子可能与伤害

诱导白木香淀粉粒降解有关。 
本研究从白木香中克隆获得一个 NAC 转录因

子 AsNAC2，并发现该转录因子可能与白木香木材

细胞的生长和伤害诱导淀粉粒的降解有关，丰富了

“伤害诱导白木香防御反应形成沉香”的理论。目前

课题组正对其进行亚细胞定位和转录活性分析，并

预期通过转基因研究，进一步解析 AsNAC2 转录因

子在白木香生长发育，尤其是伤害诱导白木香结香

过程中的功能。 
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