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巴西橡胶树 HbNAC1 转录因子
互作顺式作用元件的筛选

郝 慧，曹玉鑫，翟金玲，黄 惜
( 海南大学 热带农林学院 /海南省热带生物资源可持续利用重点实验室，海口 570228)

摘 要: 巴西橡胶树 HbNAC1 转录因子可能与脱水信号诱导的橡胶乳管分化相关，此外，HbNAC1 能结合
HbSＲPP的启动子并调控该基因的表达，因此可能是一个橡胶产排胶调控相关基因。笔者首先构建多个顺式
作用元件的 pAbAi酵母单杂载体，然后构建 HbNAC1 转录因子的 pGADT7-Ｒec2-HbNAC1 载体，2 种载体共转
化 Y1H Gold酵母菌株，然后通过酵母单杂交筛选与 HbNAC1 互作的顺式作用元件。结果表明，HbNAC1 可
结合 JＲE，CACG和 ABＲE顺式作元件并激活报告基因 AUＲ1-C的表达。本研究结果为鉴定 HbNAC1 转录因
子的靶基因，研究其下游基因的表达调控提供重要的线索。
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巴西橡胶树 ( Hevea brasiliensis Mull． Arg． ) 是天然橡胶的主要来源，是海南省重要的经济作物，在海
南的种植面积约 53． 3 万 hm2。巴西橡胶树乳管分化是天然橡胶生产基础研究中的一个重大理论问题，橡
胶树树皮中的乳管是天然橡胶合成和贮存的组织，乳管的分化及胶乳生物合成的机理至今未明，是橡胶

基础研究及橡胶生产技术提升的理论瓶颈。NAC 转录因子是植物特有的一类转录因子。大量研究结果
表明，NAC转录因子家族的功能存在于各种生命进程中，包括顶端分生组织［1］，花的发育［2］，细胞分裂［3］，
叶片衰老［4］，次生壁形成［5］，生物和非生物胁迫应答［6 － 9］。目前部分关于巴西橡胶树中 NAC 转录因子的
研究报道［10 － 12］仅限于基因克隆，生物信息学分析，表达分析以及对其相关生物学功能的初步推测，但分子机

理等功能不清楚。Cao等［13］研究结果表明，HbNAC1可能与脱水信号诱导的橡胶乳管分化相关，并参与多个
非生物胁迫反应，此外，HbNAC1能结合胶乳合成相关基因HbSＲPP的启动子并调控该基因的表达，因此可能
是一个橡胶产排胶调控相关基因。启动子在基因的表达调控过程中起着非常重要的作用，启动子中特异的
顺式作用元件与相应的转录因子识别结合，调控目的基因的表达。因此，准确地预测转录因子识别基因启动
子中的顺式作用元件是分析基因表达调控模式的基础。酵母单杂交系统是体外研究DNA －蛋白质相互作用
的经典方法，可用来分离鉴定与特异 DNA 序列结合的蛋白质。本实验构建顺式作用元件的酵母单杂交
pAbAi载体，该载体含有 AUＲ1-C报告基因。AbA能高效抑制酵母细胞的生长，而 AUＲ1-C基因产物能够使
酵母产生对 AbA的抗性。AUＲ1-C上游存在多克隆位点，可在此插入目的诱饵元件序列，如有转录因子可与
诱饵元件结合，激活 AUＲ1-C基因的表达，酵母便可在含 AbA的培养基上生长，据此进行初步筛选。目前有
些顺式作用元件已被分离鉴定，如响应乙烯的 EＲE元件［14］、GCC-box ［15］和响应脱落酸的 ABＲE ( CACGTG)
元件［16］，G-box是最常见的茉莉酸相关顺式作用元件［17］，还有其他一些已知的茉莉酸特异性顺式作用元件
如 TGACG box ［18］，JＲE ( CAATAAAATATT和 AAACGTGCCTTT) ［19］等。DＲE/CＲT元件广泛存在于植物的
抗干旱、冷害和高温等耐性相关基因的启动子中。NACＲS ( NAC识别序列) 包含以 CACG为核心的 DNA结



合基序，该结合位点已被鉴定为 NAC识别结合位点［20］。笔者将构建这些顺式作用元件的酵母单杂载体，通
过酵母单杂交筛选与 HbNAC1转录因子的顺式作用元件，为后续鉴定 HbNAC1 转录因子的靶基因及基因表
达调控提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 载体: pAbAi载体、p53-AbAi 载体 ( Clontach，No． 630491) 。菌株: DH5α 大肠杆菌感受
态细胞、Y1H Gold酵母菌株。试剂: YNB培养基、－ Ura Do Supplement、－ Leu Do Supplement和抗生素 au-
reobasidin A ( AbA) 均购自 Clontech 公司; PEG4000 购自 BIOSHAＲP 公司; LiAc 购自 TCI 公司; Yeast Ex-
tract和 Tryptone均购自 OXOID公司; 限制性内切酶购自 Fermentas 公司; T4 DNA 连接酶购自 NEB 公司;
质粒 ( 小量) 提取试剂盒与凝胶回收试剂盒购自上海生物工程有限公司; DNA 序列合成及测序由英潍捷
基贸易有限公司完成。
1． 2 胁迫相关顺式作用元件寡聚核苷酸链的合成 根据胁迫相关顺式作用元件序列，设计 2 ～ 3 个重复
序列 ( 表 1) ，并在退火后序列的两端形成与 pAbAi载体相匹配的 Kpn I和 Sal I酶切位点。顺式作用元件
寡聚核苷酸链的合成: 用 TE buffer将引物溶解到 100 μmol·L －1，上下游引物按 1∶ 1 的比例混合，95 ℃，
30 s; 72 ℃，2 min; 37 ℃，2 min; 25 ℃，2 min; 4 ℃保存。

表 1 顺式作用元件引物序列
Tab． 1 The sequenes of Cis-acting element primers

名称 序列 ( 5'—3') Sequence

JＲE
F: ATTTTTCAATAAAATATTTATCCATTTTTCAAACGTGCCTTT
Ｒ: TCGAAAAGGCACGTTTGAAAAATGGATAAATATTTTATTGAAAAATGTAC

GCC box
F: ATTTTTGCCGCCTATCCATTTTTCGCCGCC
Ｒ: TCGAGGCGGCGAAAAATGGATAGGCGGCAAAAATGTAC

ABＲE
F: ATTTTTACGTGTCTATCCATTTTTCACGTGGC
Ｒ: TCGAGCCACGTGAAAAATGGATAGACACGTAAAAATGTAC

EＲE box
F: ATTTTTATTTCAAATATCCATTTTTCAAATTCAAA
Ｒ: TCGATTTGAATTTGAAAAATGGATATTTGAAATAAAAATGTAC

G-box
F: ATTTTTCACGTGTATCCATTTTTCCACGTG
Ｒ: TCGACACGTGGAAAAATGGATACACGTGAAAAATGTAC

CACG box
F: ATTTTTCACGTATCCATTCACGCATTTTCACG
Ｒ: TCGACGTGAAAATGCGTGAATGGATACGTGAAAAATGTAC

DＲE box
F: ATTTTTCCGACTATCCATTTTTCCCGAC
Ｒ: TCGAGTCGGGAAAAATGGATAGTCGGAAAAATGTA

1． 3 pBait-AbAi载体构建 将 pAbAi载体用 Kpn I和 Sal I双酶切，酶切产物经胶回收纯化后，用 T4 DNA
连接酶连接线性化的 pAbAi载体和顺式作用元件寡聚核苷酸链，连接产物转化 DH5α大肠杆菌感受态细
胞，用 LB + Amp ( 100 μg·L －1 ) 固体培养基筛选阳性克隆，PCＲ鉴定出阳性克隆菌株，送测序。将测序
正确的阳性克隆扩大培养提取质粒。
1． 4 pBait-AbAi转化酵母获得诱饵酵母 用 BstB I 酶切测序正确的 pBait-AbAi 和 p53-AbAi 质粒，回收
酶切产物。参照 Yeastmaker Yeast Transformation System 2 说明书，分别将线性化的 pBait-AbAi 载体转化
Y1H Gold感受态细胞，转化液涂布于 SD /-Ura固体培养基上，28 ℃条件下培养 3 ～ 5 d，直至长出单菌落。
然后挑取酵母单菌落为模板，分别以 pAbAi F /Ｒ通用引物进行 PCＲ阳性菌株检测。
1． 5 诱饵酵母报告基因本底表达水平检测 分别挑取 PCＲ检测为阳性的单菌落于 SD-Ura液体培养基，
28 ℃，200 r·min －1，振荡培养至 OD = 0． 6，然后分别稀释 10 ×，100 ×，1000 ×，点板于含 0，100，200，300，
400，500，600 ng·mL －1 AbA 的 SD-Ura固体培养基上，28 ℃条件下培养 3 ～ 5 d，观察酵母菌生长情况。确
定 AbA的最低使用浓度。
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1． 6 利用酵母单杂筛选 HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件
1． 6． 1 HbNAC1 转录因子重组质粒转化酵母菌株及鉴定 将重组质粒 pGADT7-Ｒec2-HbNAC1 转化到已
含有 pAbAi-Bait的 Y1H Gold酵母菌株中，转化方法同 1． 4，分别涂于 SD-Leu 的固体培养基上，28 ℃条件
下培养 3 ～ 5 d，至长出单菌落。挑取酵母单菌落为模板，分别以 pGADT7 F /Ｒ 通用引物进行 PCＲ 阳性菌
株检测。
1． 6． 2 HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件筛选 分别挑取 PCＲ 检测为阳性的单菌落于 SD-Leu 液体
培养基，28 ℃，200 r·min －1，振荡培养至 OD600 = 0． 6，然后分别稀释 10 ×，100 ×，1 000 ×，分别点板于含
0，100，200，300，400，500，600 ng·mL －1 AbA 的 SD /-Ura 固体培养基上，28 ℃条件下培养 3 ～ 5 d，观察酵
母菌生长情况，筛选与 HbNAC1 转录因子互作的顺式作用元件。

2 结果与分析

2． 1 pBait-AbAi 载体构建 pBait-AbAi 载体构建如图 1 － A 所示。将合成的顺式作用元件用 KpnI 和
SalI酶切后的 pAbAi质粒载体进行连接，转入 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，挑取单菌落进行菌落 PCＲ 检
测阳性克隆。用载体引物上游，目的片段引物下游检测得到的结果显示均可扩增出约 300 bp 的条带，表
明其为阳性克隆，图 1 － B。
2． 2 诱饵酵母的获得 将 pBait-AbAi分别转入酵母Y1H Gold菌株中，在 SD/-Ura培养基中30 ℃培养2 ～4
d，分别挑取 7个单菌落做菌落 PCＲ，用载体引物上游和目的片段引物下游对转化 pBait-AbAi 的菌株进行检
测的结果均有 300 bp大小的条带( 图 1 － C) ，这表示 pBait-AbAi已成功整合至 Y1H Gold基因组中。

图 1. pBait鄄AbAi 载体的构建及转化
M: D2000; ( -) : 负对照。

Fig.1 Construction and transformation of pBait鄄AbAi vectors
M: D2000; ( -): Negative control.

Ⅲ pBait鄄AbAi 转化 Y1H Gold 酵母菌株
PCR 阳性克隆检测

III. Electrophoresis result of PCR transformed
yeast strains

Ⅱ pBait鄄AbAi 转化大肠杆菌
PCR 阳性克隆检测

II. Electrophoresis result of PCR
transformed E.coli strains

M ERE鄄 M JRE鄄 M G鄄box鄄 M GCC鄄

M CACG鄄 M ABRE鄄 M DRE鄄

M ERE鄄 M JRE鄄 M G鄄box鄄 M GCC 鄄

M CACG鄄 M ABRE鄄 M DRE鄄

Ⅰ. pBait鄄AbAi 载体构建图
I. Schematic diagram of the pBait鄄AbAi vector

G鄄BOX/GCC/ABRE/ERE/DRE/CACG/JRE顺式作用元件

URA3 MCS AUR1鄄C

BstBI HindⅢ SalⅠ
Bbs I

2． 3 HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件筛选
2． 3． 1 诱饵酵母报告基因本底表达水平检测 将诱饵酵母分别点板在含不同浓度 AbA的 SD /-Ura 固体
培养基上，以 p53-AbAi作为正对照，pAbAi-Bait在 SD /-Ura /AbA培养基上生长情况如图 3-A所示: pAbAi-
EＲE在 SD /-Ura /100 ng·mL －1 AbA 培养基上不生长; pAbAi-JＲE 在 SD /-Ura /200 ng·mL －1 AbA 培养基
上不生长; pAbAi-G-box 在 SD /-Ura /AbA 培养基上抑制不住; pAbAi-GCC 在 SD /-Ura /200 ng·mL －1 AbA
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培养基上不生长; pAbAi-CACG 在 SD/-Ura /400 ng·mL －1 AbA 培养基上不生长; pAbAi-ABＲE 在 SD/-Ura /
400 ng·mL －1 AbA培养基上不生长; pAbAi-DＲE在 SD/-Ura /100 ng·mL －1 AbA培养基上不生长。结果显示
了不同顺式作用元件的最低 AbA抑制浓度( 表 1) 。

表 1． HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件 AbA抑制浓度统计表
Tab． 1 Statistics of ABA inhibition concentrations of cis-elements interacting with HbNAC1

ng·mL －1

pAbAi载体

EＲE JＲE G-box GCC CACG ABＲE DＲE

空载 ＜ 100 200 600 100 400 300 ＜ 100

pGADT7-HbNAC1 ＜ 100 600 600 100 600 600 ＜ 100

2． 3． 2 HbNAC1 转录因子重组质粒转化诱饵酵母菌株阳性克隆鉴定 将重组质粒 pGADT7-Ｒec2-Hb-
NAC1 转化到诱饵酵母菌株中，挑取酵母单菌落为模板，进行 PCＲ阳性菌株检测，结果如图 2 所示 PCＲ结
果均有目的条带，说明 HbNAC1 重组质粒已成功转入酵母诱饵菌株。

图 2 HbNAC1 转录因子重组质粒转化
诱饵酵母菌株阳性克隆鉴定

Fig. 2 Identification of pGAD鄄HbNAC1
plasmid into bait yeast strain
M: D2 000

HbNAC11 000 bp
750 bp

MEREJREG鄄box GCC CACG ABREDRE2． 3． 3 HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件筛选 将
pGAD-HbNAC1 转入 Y1H Gold ( pAbAi-Bait ) 可在对应
SD /-Leu /AbA培养基上生长情况如图 3 所示: pGAD-Hb-
NAC1 转入 Y1H Gold ( pAbAi-JＲE ) 可在对应 SD /-Leu /
200 ng·mL －1 AbA 培养基以及更高浓度 AbA 浓度上生
长; pGAD-HbNAC1 转入 Y1H Gold ( pAbAi-CACG) 可在对
应 SD /-Leu /400 ng·mL －1 AbA培养基以及更高浓度 AbA
浓度上生长; pGAD-HbNAC1 转入 Y1H Gold ( pAbAi-
ABＲE) 可在对应 SD /-Leu /400 ng·mL －1 AbA 培养基以
及更高浓度 AbA浓度上生长，且生长良好，说明 HbNAC1 可
结合 JＲE、CACG和 ABＲE顺式作用元件并激活报告基因 AUＲ1-C的表达( 表 1) 。

Ⅰ.将 pAbAi鄄Bait转化 Y1H酵母菌株在 SD/鄄Ura/AbA培养基上培养
1. Yeast cells carrying pBait鄄AbAi were cultured in SD/鄄Ura selective medium containing 0~600 ng·mL-1 AbA

p53鄄AbAi
pAbAi鄄ERE
pAbAi鄄JRE

pAbAi鄄G鄄BOX
pAbAi鄄GCC

pAbAi鄄CACG
pAbAi鄄ABRE
pAbAi鄄DRE

1 10 102 103 1 10 102 103

SD鄄Ura+0 ng·mL-1AbA SD鄄Ura+100ng·mL-1AbA SD鄄Ura+200ng·mL-1AbA SD鄄Ura+300 ng·mL-1AbA SD鄄Ura+400ng·mL-1AbA SD鄄Ura+500 ng·mL-1AbA SD鄄Ura+600ng·mL-1AbA

Ⅱ pGAD鄄HbNAC1 和 pAbAi鄄Bait共转酵母在 SD/鄄Leu/AbA 培养基，30 ℃培养 3~4 d
Yeast cells carrying pGAD鄄HbNAC1 + pAbAi鄄Bait, or positive control were cultured for 3~4 days

at 30C in SD/鄄Leu selective medium containing 0~600 ng·mL-1 AbA
图 3 HbNAC1 转录因子互作顺式作用元件筛选

Fig. 3 Selection of cis鄄acting elements in yeast interacting with HbNAC1

1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103

SD鄄Leu+0 ng·mL-1AbA SD鄄Leu+100ng·mL-1AbA SD鄄Leu+200 ng·mL-1AbA SD鄄Leu+300ng·mL-1lAbA SD鄄Leu+400 ng·mL-1AbA SD鄄Leu+500 ng·mL-1AbASD鄄Leu+600 ng·mL-1AbA

p53鄄AbAi
pAbAi鄄ERE
pAbAi鄄JRE

pAbAi鄄G鄄BOX
pAbAi鄄GCC

pAbAi鄄CACG
pAbAi鄄ABRE
pAbAi鄄DRE

pGADT7鄄Rec鄄p53+

pGADT7鄄HbNAC1+

1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103 1 10 102 103
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3 讨 论

Tran 等利用酵母单杂技术筛选到可结合 MYC-like ( CATGTG) 顺式作用元件的 3 个同源的 NAC蛋白
( ANAC019，ANAC055 和 ANAC072 ( ＲD26) ) ，这 3 个基因均可以被干旱，高盐，以及激素 ABA和MeJA 等
诱导表达［20］。对这些 NAC蛋白进行详细 DNA结合基序分析发现“CACG”是 NAC识别序列( NACＲS) 的
一个核心的序列。对过表达 ANAC019，ANAC055 或 ANAC072 转基因植物进行微阵列分析，显示一些胁
迫诱导表达基因包括乙二醛酶基因等均被上调表达，且转基因植株显示了更强的抗旱能力。说明 NAC转
录因子可通过结合靶基因启动子顺式作用元件来调控下游抗逆基因表达，从而提高植物对逆境的耐受

力。近年来，有大量研究报道 NAC类转录因子参与非生物胁迫应答并在其中发挥着重要的作用［21 － 24］，但

关于巴西橡胶树中 NAC转录因子的研究报道较少，仅有的几篇［10 － 12］也仅限于基因克隆，生物信息学分析

及相关生物学功能的初步推测，分子机制等功能还不清楚。Cao等［13］研究表明巴西橡胶树 HbNAC1 可能
与脱水信号诱导的橡胶乳管分化相关，并能结合胶乳合成相关基因 HbSＲPP的启动子调控该基因的表达，
推测该基因可能是一个橡胶产排胶调控相关基因，同时发现 HbNAC1 可参与多个非生物胁迫反应。笔者
利用 7 个胁迫相关的顺式作用元件为诱饵构建了诱饵酵母，通过酵母单杂的初步筛选，确定 HbNAC1 转
录因子结合的候选顺式作用元件，为后续进一步鉴定 HbNAC1 转录因子的靶基因及基因表达调控提供理
论和实验依据。
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Screening of Cis-elements Interacted with HbNAC1 of
Hevea brasiliensis

HAO Hui，CAO Yuxin，ZHAI Jinling，HUANG Xi
( Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources，College of Tropical Agriculture and

Forestry，Hainan University，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: HbNAC1 has been identified as a key transcriptional factor related with laticifer differentiation in-
duced by local dehydration in Hevea brasiliensis． Moreover，HbNAC1 could bind the promoter of and regulate the
gene expression of HbSＲPP，suggesting that HbNAC1 might be involved in latex biosynthesis of Hevea brasilien-
sis． Several cis-elements were inserted into pAbAi vector of Yeast-one-hybrid ( Y1H) ，and a vector pGADT7-
Ｒec2-HbNAC1 was then constructed for HbNAC1． Both vectors were co-transferred into Y1H Gold yeast strain to
select cis-elements interacted with HbNAC1． Y1H hybridization results showed that HbNAC1 were bound to cis-
elements JＲE，CACG and ABＲE and activated the expression of AUＲ1-C report gene． These results are very
important for identification and characterization of target genes in downstream in the future．
Keywords: Hevea brasiliensis; HbNAC1; cis-elements; Yeast one hybrid．

641 热 带 生 物 学 报 2017 年


