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摘 要:为明确青花菜 NAC转录因子基因的序列特征和表达特点，本研究以青花菜为试验材料，在克隆
BoNAC1 转录因子基因的基础上，采用 ＲT-qPCＲ研究该基因的表达，以明确其在核盘菌和根肿菌侵染下
的表达模式。结果表明，BoNAC1 含 2 个内含子，长度分别为 1 832 bp 和 670 bp，编码区全长为
1 035 bp，编码 344 个氨基酸，含 1 个 NAM结构域;系统发育树分析结果表明，BoNAC1 与来自芸薹属的
NAC亲缘关系最近，并与其他十字花科 NAC聚为一组，而与豆科、蔷薇科 NAC的亲缘关系相对较远，在
系统发育树上处于不同的分支。基因表达分析结果表明，BoNAC1 的表达受核盘菌的诱导，在 12 h和 24
h 时的表达量最高，分别为对照的 6. 28 倍和 7. 03 倍; BoNAC1 的表达还受根肿菌的诱导，15 d和 20 d时
的表达量最高，分别为对照的 4. 23 倍和 4. 11 倍，表明该基因可能参与核盘菌和根肿菌的应答反应。本
试验对青花菜 BoNAC1 基因的克隆与表达分析，为 BoNAC1 基因的功能鉴定和生产应用奠定了理论基
础。
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青花菜( Brassica oleracea var． italica) 为十字花科
( Cruciferae) 芸薹属一、二年生草本植物，又名西兰花、
绿花菜、意大利花菜和木立花椰菜等［1］。青花菜以绿
色花球为主要食用部位，
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组分，在生物胁迫反应中起着重要作用［20］。目前，
NAC 在青花菜中的研究尚未见相关报道，本研究在
青花菜中克隆 1 个 NAC 基因，利用 ＲT-qPCＲ 开展
表达研究，旨在明确其在核盘菌和根肿菌侵染下的

表达模式，为该基因的功能鉴定与生产应用奠定基

础。

1 材料与方法

1. 1 试验材料
青花菜材料 Bo0112 由台州学院生命科学学院分

子生物学实验室栽植，两叶一心期时用于病原菌的接

种;核盘菌采自浙江临海上盘青花菜基地，收集病株上

的菌核，置于取样袋备用; 根肿菌采自温岭青花菜基

地，将根部肿块置于取样袋带回实验室。苗期采集健
康叶片，置于 － 80℃冰箱备用;核盘菌菌核带回实验室
后，用大量的无菌水冲洗表面，在超净工作台上将菌核

切成小块，接种到马铃薯葡萄糖琼脂培养基 ( potato
dextrose agar，PDA) 上，置于 22℃的培养箱中培养，待
菌丝长满整个培养基表面时，用直径为 5 mm 的无菌
打孔器在菌落边缘切取琼脂块，接种至叶片正面 ( 两

叶一心期) ，对照采用同样大小的 PDA 培养基。采集
处理 0、6、12、24、36 和 72 h 时的叶片，置于 － 80℃冰
箱备用。青花菜带菌肿块用研棒研碎，用多层无菌纱
布过滤，用无菌水稀释成 3 × 108 cfu·mL － 1的菌液，接

种参照张小丽等［21］的方法，对照用等量的无菌水，接

种后 0、5、10、15、20 和 25 d 时采集病根，用于 ＲNA 的
提取。
从 NCBI 下载 BoNAC1 的同源序列，包括白菜

( Brassica rapa) ( 登录号: XP_009129548. 1) 、甘蓝型油
菜( Brassica napus) ( CDY35197. 1 ) 、亚麻荠 ( Camelina
sativa) ( XP_010438442. 1) 、荠菜( Capsella rubella) ( XP
_006284018. 1 ) 、天蓝遏蓝菜 ( Noccaea caerulescens )
( JAU26470. 1 ) 、拟南芥 ( Arabidopsis thaliana ) ( NP _
567811. 1 ) 、琴叶拟南芥 ( Arabidopsis lyrata subsp．
lyrata) ( XP _002867445. 1 ) 、梅 ( Prunus mume ) ( XP _
008235662. 1 ) 、 桃 ( Prunus persica ) ( XP _
007201869. 1) 、野草莓 ( Fragaria vesca subsp． vesca )
( XP _ 004289955. 1 ) 、赤豆 ( Vigna angularis ) ( XP _
017413932. 1) 和野大豆( Glycine soja) ( KHN48920. 1) 。
1. 2 DNA、ＲNA提取和 cDNA的合成
青花菜叶片 DNA的提取采用试剂盒法，新型植物

基因组 DNA快速提取试剂盒购自北京鼎国昌盛生物
技术有限责任公司，操作步骤参照试剂说明书;分别以

核盘菌侵染 0、6、12、24、36 和 72 h 的叶片及根肿菌侵
染 0、5、10、15、20 和 25 d 时的根为材料，利用 TＲIzol
法提取 ＲNA; cDNA 第一链的合成试剂盒购自日本
TaKaＲa公司，操作步骤参照说明书。
1. 3 BoNAC1 基因克隆
用 于 基 因 克 隆 的 上、下 游 引 物 分 别 为

BoNAC1UP1: 5'-ATGGGTTTGAAAGATATCGGATCC-3'
和 BoNAC1DN1: 5'-TCACTGGAAAGCGAGGAGATTC-3'。
PCＲ在 S1000 梯度 PCＲ仪( Bio-Ｒad，美国) 上进行，分
别加入 2 μL 10 × PCＲ Buffer、0. 4 U 的 Taq DNA 酶
( 北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司) 、0. 4 μL 10
mmol·L － 1的
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建树方法为邻接法( Neighbor-Joining) ，重复检测的次
数设置为 1 000。

2 结果与分析

2. 1 BoNAC1 的克隆与序列分析
分别以基因组 DNA 和 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩

增，经电泳、回收、连接、转化和测序，获得相应的核苷

酸序列。测序结果表明，BoNAC1 的基因组 DNA 序列
全长为 3 537 bp，具有 2 个内含子，长度分别为 1 832
bp和 670 bp，3 个外显子的长度分别为 211、266 和
558 bp( 图 1) 。BoNAC1 的编码区全长为 1 035 bp，编
码 344 个氨基酸，经 ProtParam在线工具预测，BoNAC1
的分子量为 39. 3 kDa，等电点为 5. 60;经 SMAＲT在线
工具预测，发现在蛋白质的 11 ～ 151 位氨基酸具一个
NAM结构域( 图 2) 。

注:方块表示外显子;线条表示内含子。

Note: Blocks indicate exons． Lines indicate introns．

图 1 BoNAC1 基因的结构
Fig． 1 Gene structure of BoNAC1

注:阴影部分为 NAM结构域。

Note: The NAM domain is highlighted in shade．

图 2 青花菜 BoNAC1 的编码区及推导的氨基酸序列
Fig． 2 Coding sequence and deduced amino acid sequence of BoNAC1 from broccoli

2. 2 系统发育分析
从 NCBI数据库中下载了 BoNAC1 的同源序列，物

种包括白菜、甘蓝型油菜、亚麻荠、荠菜、天蓝遏蓝菜、拟
南芥、琴叶拟南芥、梅、桃、野草莓、赤豆和野大豆等。利
用 Clustal X对齐 NAC序列，由图 3 可知，BoNAC1 与甘
蓝型油菜的相似性最高，达 98%，仅有少量氨基酸存在
差异，其中，在 + 39 位始甘蓝型油菜的 NAC 有 10 个残
基的缺失;与白菜的相似性次之，为 97% 。BoNAC1 与

野大豆和赤豆的相似性最低，分别为 76%和 75%，序列
上存在大量的插入 /缺失现象，如自 + 35 位起，2 种豆科
植物的 NAC 均有 12 个氨基酸残基的缺失。利用
MEGA软件计算遗传距离和生成系统发育树，结果表
明，13 种植物的平均遗传距离为 0. 330，BoNAC1 与甘
蓝型油菜和白菜 NAC 的遗传距离最小，均为 0. 033，
与野草莓的遗传距离最大，为 0. 580，与梅的遗传距离
次之，为 0. 551。13 种植物的 NAC在系统发育树上聚
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图 3 BoNAC1 及其同源序列的比较
Fig． 3 Comparisons of BoNAC1 and its homologous sequences

为 3 组，支持率均达到 100% 。I组均来自十字花科植
物，II组为豆科( Leguminosae) 植物，III组为梅、桃和草
莓，它们均为蔷薇科( Ｒosaceae) 植物，Ⅲ组中，同属的
梅和桃聚于同一分支( 图 4) 。

2. 3 BoNAC1 的表达分析
以核盘菌侵染 0、6、12、24、36 和 72 h 的叶片

cDNA为材料，进行 ＲT-qPCＲ检测，结果表明，BoNAC1
的表达受核盘菌的诱导。与 CK相比，6 ～ 72 h 的表达
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图 4 用邻接法构建的 BoNAC1 及其同源序列的系统发生树
Fig． 4 Phylogenetic tree of BoNAC1 and its homologous sequences by using Neighbor-Joining method

差异均达到显著水平，表达量为 CK 的 2. 03 ～ 7. 03
倍，表达量呈先升高后降低的趋势，12 h 和 24 h 时的
表达量最大，分别为 CK的 6. 28 倍和 7. 03 倍，36 h 时
则降至 CK的 3. 03 倍( 图 5-A) 。以根肿菌侵染 0、5、
10、15、20 和 25 d时的根 cDNA为材料，进行 ＲT-qPCＲ

检测，结果表明，BoNAC1 的表达受根肿菌的诱导，表达
量也呈先升高后降低的趋势，5 ～ 25 d 的表达量为 CK
的 1. 23 ～4. 23倍，其中，15 d 和 20 d 时的表达量最高，
分别为 CK的 4. 23倍和 4. 11 倍，25 d 时的表达量降至
CK的 1. 23倍( 图 5-B) 。

注:不同小写字母表示在 0. 05 水平差异显著。

Note: Different lowercase letters mean significant difference at 0. 05 level．

图 5 核盘菌( A)和根肿菌( B)侵染下 BoNAC1 在叶片中的表达量
Fig． 5 Expression of BoNAC1 in leaves inoculationd by Sclerotinia sclerotiorum ( A) and Plasmodiophora brassicae ( B)

3 讨论

NAC在高等植物中以家族形式存在，成员数量众
多，是最大的植物特异转录因子之一，它们结构多样、
功能各异，在植物生长、发育、生物胁迫和非生物胁迫
中起着重要作用［26］。柳枝稷( Panicum virgatum) 中有
251 个 NAC成员，可分为 19 组［27］;大豆( Glycine max)

中有 139 个 NAC 成员，在系统发育树上聚为 17
组［28］; 硬粒小麦 ( Triticum turgidum var． durum) 中有
168 个 NAC 成员［29］，而拟南芥［30］、水稻 ( Oryza
sativa) ［30］、葡萄 ( Vitis vinifera ) ［31］与大麦 ( Hordeum
vulgare) ［32］中各有 105、75、74 和 82 个 NAC成员，它们
在进化树上可分为 8 组。芸薹属植物中也有 NAC 鉴
定的报道，Wang 等［33］从甘蓝型油菜中鉴定出 60 个
NAC，并鉴定出 2 个新成员 BnaNAC19 和 BnaNAC82。
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但是，青花菜中有关 NAC 的研究尚未见报道，本研究
从青花菜中克隆到 1 个 NAC基因，该基因编码 344 个
氨基酸。大多数 NAC基因都含有 3
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Isolation and Expression Analysis of Broccoli Transcription
Factor Gene BoNAC1
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Abstract: To investigate sequence characterristics and expression features of the Brassica oleracea var． italica NAC
transcription factor gene，in this study，broccoli was used as the experimental materials a NAC transcription factor gene
designated BoNAC1 was isolated Brassica oleracea var． italica by using PCＲ method，and analyzed by Ｒeal-time
quantitative PCＲ to clarify its expression patterns inoculationd by Sclerotinia sclerotiorum and Plasmodiophora brassicae．
The results indicated that the BoNAC1 contained two introns and their lengthis 1 832 bp and 670 bp respectively，and
encoded 344 amino acids with a NAM domain． The results of phylogenetic tree indicated BoNACl has a close
relationship with NACs from other Brassica plants，and they grouped with NACs from other Cruciferae plants，however，
a far relationship was observed between BoNAC1 and NACs from Leguminosae and Ｒosaceae plants，and they clustered
in different clades． Expression analysis revealed BoNAC1 was induced by Sclerotinia sclerotiorum，and the highest
expression levels were detected after 12 h and 24 h incubation，and the fold changes were 6. 26 and 7. 03 as high as that
of the control; Furthermore，the expression of BoNAC1 also induced by Plasmodiophora brassicae，and the highest
expression levels were observed after 15 d and 20 d incubation，and the fold changes were 4. 23 and 4. 11 as compared
to the control，indicting that this gene was involved in response to both Sclerotinia sclerotiorum and Plasmodiophora
brassicae interactions． Cloning and expression analysis of BoNAC1 in this study，which can provide the theoretical basis
for understanding the gene function idenfication and its application in the future．
Keywords: NAC，broccoli，expression，Sclerotinia sclerotiorum，Plasmodiophora brassicae
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