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烟草ＮｔＮＡＣ　Ｒ　１基因内含子鉴定
与瞬时表达分析
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摘要：克隆烟草ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因，并进行瞬时表达分析，探讨其是否含有内含子及其在烟碱生物
合成中的调控作用。以烟草基因组ＤＮＡ为模板克隆得到ＮＡＣ转录因子ＮｔＮＡＣ－Ｒ１，鉴定结果
表明，该基因含有２个内含子。通过构建真核表达载体，建立瞬时表达分析体系，ＲＴ－ＰＣＲ检测结
果显示ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因过表达，烟碱生物合成关键基因ＰＭＴ表达量升高，ＪＡ信号途径标记基因

ＰＤＦ１．２和ＩＡＡ响应基因ＩＡＡ１３表达量降低。瞬时表达分析表明，该基因受ＪＡ信号和ＩＡＡ信
号途径的交互对话影响，进而调控烟碱的生物合成。
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　　大多数真核生物的功能基因都含有内含子，内
含子在基因的表达调控过程中发挥着重要作用。关
于内含子的研究已成为植物转基因中提高外源基因

表达的研究热点［１］。真核 ｍＲＮＡ内含子对基因的

转录和下游ｍＲＮＡ的新陈代谢起着促进作用，可与
其他ｐｒｅ－ｍＲＮＡ发生互作，影响５′端加帽和３′端的
形成，提高 ｍＲＮＡ分子的稳定性［２］。ＮＡＣ作为植
物所特有的转录因子，在植物的多个生长发育过程
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中发挥重要作用［３］。功能研究［４－６］发现，ＮＡＣ参与
调控植物侧根发育、次生壁的形成、叶片衰老等组织
的生长发育过程，同时也响应干旱、高低温、盐胁迫、
病原菌等生物和非生物胁迫，受茉莉酸（ＪＡ）、脱落
酸（ＡＢＡ）、生长素（ＩＡＡ）等激素诱导，响应逆境胁
迫信号传递，进而调控下游相关基因表达。因此，对
ＮＡＣ内含子的克隆与分析将为系统研究该类基因
在植物代谢过程中的具体功能提供帮助。
烟碱是烟草根系合成的次生代谢产物。在烟草

栽培过程中，为了得到高质量的烟叶，烟株打顶是农
业生产中的一种常规措施，但烟株打顶后，烟碱合成
能力显著增加。烟株打顶是一种伤害刺激，地上部
烟株的伤害诱导根系烟碱合成能力增加是一种信号

传导过程。邹焱等［７］认为，烟株打顶后ＩＡＡ合成大
量减少，导致烟株中ＩＡＡ含量明显下降，这对烟株
体内激素含量水平和受激素调节的生理代谢过程平

衡产生重要影响。刘卫群等［８］研究表明，烟株打顶
导致植物内源生长素的库源关系发生变化，ＩＡＡ的
产生源由顶端组织转移到根尖分生组织，影响烟碱
的生物合成。Ｓｈｏｊｉ等［９］对烟株打顶前后ＪＡ含量的
变化进行了研究，认为伤害刺激引起ＪＡ含量增加，
促进根系烟碱的生物合成。为了研究烟株打顶后根
系烟碱合成能力增强的机制，国家烟草栽培重点实
验室代谢网络调控室构建了烟株打顶前、后根尖组
织ＳＳＨ　ｃＤＮＡ文库，并从中筛选、克隆了一条烟草
ＮＡＣ类转录因子ｃＤＮＡ序列（ＨＱ４１３１３４）［１０－１１］，命
名为ＮｔＮＡＣ－Ｒ１。本研究设计特异引物，以烟草基
因组ＤＮＡ为模板扩增ＮｔＮＡＣ－Ｒ１，同ｃＤＮＡ序列
比较分析其是否含有内含子，并通过瞬时表达分析
探讨该基因在激素信号传导及烟碱生物合成中的调

控作用，为有效调控降低烟叶中的烟碱含量、提高烟
叶品质提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　供试烟草品种为Ｋ３２６（Ｎｉｃｏｔｉ－
ａｎａ　ｔａｂａｃｕｍＬ．ｃｖ　Ｋ３２６）。

１．１．２　菌株、载体与主要试剂　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅ－
ｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α、根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕ－
ｍｅｆａｃｉｅｎｓ）菌株ＧＶ３１０１、质粒ｐＳ１３００均由本实验
室保存；ＴＲＮＺＯＬ、ＭＬＶ、ｐＭＤ１９－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ、ＸｂａⅠ
和ＫｐｎⅠ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ分
子量标准、质粒 ＤＮＡ回收试剂盒等购自 ＴａＫａＲａ
公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自上海生工生物工程
有限公司。引物合成和测序由上海博尚生物技术有
限公司完成。

１．２　试验方法
１．２．１　总ＤＮＡ、ＲＮＡ的提取及 ｍＲＮＡ的反转录

　选取生长５～６周的实验室栽培烟草Ｋ３２６植株，
采用ＣＴＡＢ法提取烟草根尖组织基因组ＤＮＡ，方
法参照文献［１２］。以ＴＲＮｚｏｌ法提取烟草根尖组织
总ＲＮＡ，反转录根尖组织ｍＲＮＡ为ｃＤＮＡ，提取和
反转录方法均参照试剂说明书。

１．２．２　烟株打顶前、后 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 和 ＰＭＴ 的

ＲＴ－ＰＣＲ检测　提取不打顶、打顶２４ｈ后的烟株根尖
组织总ＲＮＡ，以Ａｃｔｉｎ（ＡＢ１５８６１２）为内参，ＲＴ－ＰＣＲ检
测根尖组织中的ＮｔＮＡＣ－Ｒ１、ＰＭＴ（ＥＵ１６５３５６．１）基因
的相对表达量。Ａｃｔｉｎ引物为 ＡＣＴＩＮ－Ｓ：ＡＣＴＧＧＴ－
ＧＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＧＴＣ，ＡＣＴＩＮ－Ａ：ＡＴ－
ＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＴＣＴＧＧＴＡＡＣＴＣ。ＰＭＴ 引 物 为

ＰＭＴ－Ｓ：ＣＡＧＡＡＣＧＧＧＡＣＡＡＴＣＡＧＣ，ＰＭＴ－Ａ：

ＧＧＡＣＣＴＴＣＡＧＴＡＧＡＧＣＡＧＴ。ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 引物
为 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１－Ｓ：ＧＧＡＴＡＡＡＧＡＡＧＧＣＧＴＴＡＧＴ－
ＧＴＴ，ＮｔＮＡＣ－Ｒ１－Ａ：ＣＴＴＴＧＧＡＣＣＴＣＣＴＴＡＴ－
ＴＡＣＡＣＧ。

１．２．３　ＮｔＲＮＡ－Ｒ１基因的克隆　根据已知ＮｔＮＡＣ－Ｒ１
基因的全长序列及所用载体的限制性酶切位点，用

Ｐｒｉｍｅｒ　５．０设计扩增ＯＲＦ的特异引物，在引物的５′端
和３′端分别加上限制性内切酶ＸｂａⅠ和ＫｐｎⅠ酶切位
点以及保护碱基，引物序列为ＰＮ－Ｒ：５′－ＣＧＣＣＧＴ／

ＣＴＡＧＡＧＡＡＧＡＧＴＧＡＡＡＴＴＴＴＧＡＡＧＧ－３′和 ＰＮ－Ｓ：

５′－ＧＡＣＴＣＡＣＧ／ＧＴＡＣＣＧＴＡＡＧＧＴＴＴＣＴＧＣＡＴＧＴ－
３′。分别以烟草根尖组织总ＲＮＡ的反转录产物ｃＤＮＡ
和基因组ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，反应条件为：

９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延长１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物纯化回收后，
连接至 ｐＭＤ１９－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ，转化感受态大肠杆菌

ＤＨ５α，鉴定并测序。其中连接以ｃＤＮＡ为模板扩
增ＯＲＦ的质粒命名为ＮｔＮＡＣ－Ｒ１－Ｔ。

１．２．４　瞬时表达载体构建和农杆菌介导转化　分
别用 ＸｂａⅠ和 ＫｐｎⅠ同时双酶切质粒 ＮｔＮＡＣ－
Ｒ１－Ｔ、ｐＳ１３００，凝胶回收酶切产物，Ｔ４连接酶１６℃
下过夜连接，转化感受态大肠杆菌ＤＨ５α，构建融合
质粒ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１。热激法将融合质粒和空
载体分别转化感受态农杆菌ＧＶ３１０１，经Ｋａｎａ抗性
筛选和菌液 ＰＣＲ 验证阳性菌落。参照 Ｓｐａｒｋｅｓ
等［１３］的方法建立烟草叶片瞬时表达体系。

１．２．５　瞬时表达分析　烟株正常培养３ｄ后提取瞬
时表达ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１、转化ｐＳ１３００空载体和未
转化烟株的叶片总ＲＮＡ，利用Ｐｒｉｍｅｒ　５．０设计特异
引 物，Ａｃｔｉｎ 为 内 参，ＲＴ－ＰＣＲ 检 测 ＩＡＡ１３
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（ＡＤＧ６０２５８．１）、ＰＤＦ１．２（ＮＭ＿１２３８０９．３）、ＰＭＴ、

ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因的瞬时表达水平。ＩＡＡ１３ 引物为

ＩＡＡ１３－Ｓ：ＴＣＡＣＴＡＡＴＧＣＧＡＧＴＡＧＣＡＧＣ，ＩＡＡ１３－Ａ：

ＴＡＧＧＣＴＴＡＧＴＣＣＴＣＴＧＴＣＴＴＣＣ。ＰＤＦ１．２引物为

ＰＤＦ１．２－Ｓ：ＧＣＧＣＣＧＧＴＡＴＴＴＴＴＡＴＡＴＴＡＴＴＧＴＡＡ－
ＣＡＡＣＡＡ，ＰＤＦ１．２－Ａ：ＧＣＧＣＣＡＣＡＣＡＡＣＡＣＡＴＡ－
ＣＡＴＣＴＡＴＡＣＡＴＴＧ。

２　结果与分析

２．１　烟株打顶前、后ＮｔＮＡＣ－Ｒ１和ＰＭＴ 的表达水
平分析

ＲＴ－ＰＣＲ结果（图１、２）显示，烟株打顶后根尖
组织中的 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 基因和烟碱合成关键基因

ＰＭＴ 表达量均明显升高。相对表达量分析表明，
打顶后ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因的表达量与烟碱合成量变
化趋势一致，为进一步研究烟株打顶后ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基
因对烟碱合成的调控作用奠定了基础。

１．不打顶烟株；２．打顶烟株

图１　烟株打顶前、后 ＲＴ－ＰＣＲ检测ＮｔＮＡＣ－Ｒ１、
ＰＭＴ表达水平

图２　ＮｔＮＡＣ－Ｒ１和ＰＭＴ在烟株打顶前、后的相对表达量

２．２　烟草ＮｔＮＡＣ－Ｒ１的克隆及内含子鉴定
以烟草基因组ＤＮＡ为模板进行扩增，获得一条

１　６４６ｂｐ的特异性条带（图３），经测序后，比对ｃＤＮＡ序
列分析表明，ＮｔＮＡＣ－Ｒ１内部含有２个大小分别为６１３
ｂｐ和９７ｂｐ的内含子，具有典型的ＧＵ……ＡＧ内含子
剪切特征，内含子区域富含ＡＵ，属于Ｕ２－型内含子［１４］，
均位于Ｎ－端的蛋白保守域中（图４）。

Ｍ．ＤＬ５０００；１．以ＤＮＡ为模板；２．以ｃＤＮＡ为模板

图３　不同模板ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因ＯＲＦ的ＰＣＲ扩增结果

下划线部分代表ＮｔＮＡＣ－Ｒ１的内含子序列

图４　ＮｔＮＡＣ－Ｒ１的ＯＲＦ和内含子核苷酸序列及结构示意
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２．３　瞬时表达载体构建及农杆菌转化

ＲＴ－ＰＣＲ扩增ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 基因 ＯＲＦ全长，扩
增产物大小为９７１ｂｐ（图３），测序结果与已知序列
完全一致。ＸｂａⅠ和ＫｐｎⅠ双酶切鉴定融合载体

ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１，获得大小约９７１ｂｐ条带（图

５），证实重组子含有目的基因。经测序验证结果正
确。菌液ＰＣＲ验证转化农杆菌ＧＶ３１０１菌落，其中

ｐＳ１３００产物大小约７３２ｂｐ，ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１产
物大小约９７１ｂｐ（图６），证明转化成功。

Ｍ．ＤＬ２０００；１．重组质粒ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ双酶切；２．重组质粒

图５　重组质粒ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１的双酶切分析

Ｍ．ＤＬ２０００；１．ｐＳ１３００；２．ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１

图６　菌液ＰＣＲ鉴定ｐＳ１３００和ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１
阳性菌落

２．４　瞬时表达ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因分析

ＲＴ－ＰＣＲ检测结果（图７、８）显示，与对照相比，

ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因过表达，ＰＤＦ１．２ 的表达量降低，
说明 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 参与到烟草 ＪＡ 信号途径中；

ＩＡＡ１３的表达量降低，说明 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１ 参与到生
长素信号传导过程中。ＰＭＴ 表达量升高，表明烟
草ＮｔＮＡＣ－Ｒ１能够调控ＰＭＴ 基因的表达，促进了
烟碱的生物合成。

１．空白对照；２．转化空载体ｐＳ１３００植株；
３．转化融合载体ｐＳ１３００－ＮｔＮＡＣ－Ｒ１植株

图７　瞬时表达ＮｔＮＡＣ－Ｒ１后ＲＴ－ＰＣＲ检测

ＮｔＮＡＣ－Ｒ１、ＰＭＴ、ＰＤＦ１．２、ＩＡＡ１３表达水平

图８　瞬时表达ＮｔＮＡＣ－Ｒ１后ＮｔＮＡＣ－Ｒ１、ＰＭＴ、
ＰＤＦ１．２、ＩＡＡ１３基因的相对表达量

３　结论与讨论

已知植物内含子的一个显著特点就是富含 ＵＡ
序列，ＵＡ序列均匀分散在整个内含子中，对于保证
剪接的保真度和精确性起着关键作用［６］。有研究表
明，在转基因玉米中，玉米蔗糖合成酶基因Ｓｈ１ 的
第１个内含子能使报告基因的表达水平增强近４０
倍［１５］，通过ＤＮＡ重组试验也发现，番茄蛋白酶抑制
剂Ⅱ基因的内含子ＴＰＩ序列能够有效促进ＧＵＳ基
因的表达［１６］，烟草多聚泛素基因前导内含子不仅能
极大提高基因的表达量，而且能够调控基因的组织
特异性表达［１７］。本研究鉴定了ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因的
２个内含子，为进一步研究其对基因表达的影响奠
定基础。
作为一种伤害刺激，打顶势必引起植物相关抗

胁迫机制的响应，ＪＡ信号途径是有关伤害刺激的主
要胁迫信号途径之一，该信号途径激活后能够引起
防御基因ＰＤＦ１．２的表达，ＰＤＦ１．２可作为ＪＡ途
径的一个标记基因［１８］。打顶去除了生长素的产生
位点，将会激活ＩＡＡ信号通路，ＩＡＡ１３为Ａｕｘ／ＩＡＡ
基因家族成员，是一个早期响应生长素信号的因子，
在生长素信号转导过程中发挥调控作用，其可作为

ＩＡＡ 激素响应的一个标记基因［１９］。本研究对
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ＮｔＮＡＣ－Ｒ１基因瞬时表达分析表明，该基因受ＪＡ
信号和ＩＡＡ信号途径的交互对话影响，进而影响烟
碱的生物合成。该结果将为系统分析 ＮｔＮＡＣ－Ｒ１
基因在影响烟株根系发育及烟碱生物合成中的调控

作用提供依据。
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