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巴西橡胶树 HbNTL2 基因的克隆和表达分析 
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摘 要：利用 RT–PCR和实时荧光定量 PCR技术，对巴西橡胶树膜结合转录因子 HbNTL2进行克隆和表达，并

通过酵母试验进行转录激活功能分析。结果表明，HbNTL2基因的开放阅读框为 1 380 bp，编码一个由 459个氨

基酸组成的蛋白，该蛋白属于 NAC 转录因子家族中的 ANAC001 亚族；在第 6～172 位氨基酸之间含有典型的

NAC结构域，第 433~453位氨基酸具有跨膜结构域，是膜结合 NAC转录因子；HbNTL2具有转录激活功能，转

录激活区在 C–末端；HbNTL2在叶片的表达高于在橡胶树的其他部位，受割胶、茉莉酸(JA)和乙烯(ET)处理以及

低温胁迫诱导。综合分析结果表明，HbNTL2可能参与调控巴西橡胶树的生长发育和胁迫应答过程。 
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Abstract: The whole open reading frame (ORF) sequence of a membrane-associated NAC transcription factor gene, 

HbNTL2, was cloned and analyzed by using reverse transcription polymerase chain reaction (RT–PCR) and Real-time 

PCR, and yeast was adopted as a material in the transactivation assay. The results indicated that HbNTL2 belonged to the 

ANAC001 subfamily with an ORF of 1 380 bp and encoded a protein with 459 amino acids. A conserved NAC domain 

(12–167) and a transmembrane motif (433–453) were respectively identified at the N–terminal and C–terminal from 

motif analysis, the result of which indicated that HbNTL2 was a membrane-associated protein. Results from 

transactivation assay in yeast cells demonstrated that HbNTL2 assumed the function for transcription activator, and its 

activation domain was located at the highly divergent C–terminus. The expression level of HbNTL2 in leaves was higher 

than that in other parts of the rubber tree，and could be induced by tapping, jasmonic acid (JA), ethyphon (ET) and cold 

stress. The results suggested that HbNTL2 might be play important roles in the regulation of growth, development and 

stress responses. 

Keywords: Hevea brasiliensis; membrane-associated NAC transcription factor; gene cloning; expression analysis; 

transactivation activity 
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NAC 转录因子是植物特有的基因家族[1]。在已 经测序的大多数植物，如拟南芥 (Arabidopsis 
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thaliana (L.) Heynh.)、水稻(Oryza sativa L.)[2–3]、大

豆 (Glycine max (L.) Merr)[4]、马铃薯 (Solanum 
tuberosum L.)[5]、玉米(Zea mays (L.) Sp.)[6]和中国白

菜(Brassica rapa L.)[7]中均有100多个NAC家族转录
因子。大部分NAC蛋白的N–末端具有约160个氨基
酸残基组成的保守NAC结构域(NAC domain)。根据
序列保守性，NAC结构域还可以进一步分为5个亚
结构域(A–E)，C–末端是转录调控区(transcription 
regulatory region，TRR)，具有转录激活活性或转录
抑制活性[1–2]。部分NAC的C–末端还具有跨膜结构
域(transmembrane motif，TM)，可以锚着在细胞质
膜上，是膜结合转录因子 (membrane– associated 
transcription factors，MTFs)，又称为NTL(NAC with 
transmembrane motif 1–like)[8–9]。这类NAC蛋白在不
同物种中数量不等，目前已发现拟南芥基因组有18
个NAC蛋白是膜结合NAC[3,9]，水稻有5个[9]，大豆

有11个[4]，马铃薯有13个[5]，玉米有7个[6]，中国白

菜有17个[7]，木豆(Cajanus cajan (L.) Millsp.)有4个
[10]，甘蓝型油菜(Brassica napus L.)有6个[11]，谷子

(Setaria italica L.)有 8个 [12]。膜结合转录因子

(membrane–associated TFs，MTFs)是植物细胞中的
一个快速反应体系[8–9]。膜结合NAC转录因子蛋白
参与调控植物的多种生长发育过程，如细胞分裂
[13]、开花[14]、发芽[15]和叶片衰老[16]。越来越多的

研究还发现NTL蛋白在冷胁迫、盐胁迫和干旱胁迫
反应和ABA信号转导中发挥着重要作用 [9,17–20]。

Yang等 [21]发现 NAC家族的膜结合转录因子
NAC089(又称为NTL11)是拟南芥一个重要的细胞
程序化死亡(programmed cell death，PCD)调节器。
内质网应激 (endoplasmic reticulum stress)促使
NAC089基因表达上调，并从内质网膜向细胞核转
移，通过调控PCD下游相关基因的表达控制其诱导
的PCD过程。另一个拟南芥膜结合NAC转录因子
NAC062(又称为ANAC062，NTL6)在非折叠蛋白反
应(unfolded protein response，UPR)中具有重要功
能，以一个去掉C–末端跨膜区的核定位短链形式从
细胞质膜转移到细胞核上，接力传递从质膜到细胞

核的内质网应激信号，并且调控UPR相关下游基因
的表达[22]。迄今只有关于拟南芥、水稻和血桃膜结

合NAC TFs功能的报道[9,14–23]。大戟科(Euphobiaceae)
植物巴西橡胶树(Hevea brasiliensis Muell.Arg.)是天

然橡胶的主要来源，已经有关于其NAC转录因子的
研究报道[24–27]。已有关于巴西橡胶树膜结合NAC转
录因子HbNTL1生物信息学分析和功能预测的报
道[28]，但是，NAC转录因子，尤其是膜结合转录因
子在巴西橡胶树中的功能还有待研究。笔者对巴西

橡胶树膜结合NA转录因子HbNTL2进行克隆和转
录激活功能分析，同时利用实时荧光定量PCR技术
(Real time–PCR)对该基因的组织表达特性和割胶、
外源激素处理 (茉莉酸 jasmonic acid, JA，乙烯
ethephon，ET)、低温胁迫等对基因表达的影响进行分
析，旨在为进一步研究巴西橡胶树膜结合转录因子

HbNTL2在生长发育和胁迫应答中的功能提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试巴西橡胶树均来自中国热带农业科学院

试验农场。 

1.2 方法 

1.2.1 材料处理方法 

1) 采集正常割胶的热研 7–33–97 橡胶树的叶
片、雄花、雌花、树皮和胶乳，用液氮冻存备用。 

2) 割胶处理。选用已达标准而未开割的热研
7–33–97 橡胶树，按照正常割胶制度(1/2 树围，3
天 1刀)采集第 1刀、第 4刀和第 7刀割胶胶乳，用
液氮冻存备用。 

3) 外源激素 ET 和 JA 处理。具体处理方法参
照康桂娟等[26–27]的方法。 

4) 低温胁迫试验。选取生长一致的低温敏感品
系热垦 501和抗寒品系 93–114芽接苗，于 25 ℃培
养箱中正常培养(16 h光照，8 h黑暗)2 d后转移至 4 
℃培养箱低温处理。采集处理 2、4、6、8 h的叶片，
用液氮碾磨后提取总 RNA。 

1.2 总 RNA 的提取与 HbNTL2 基因克隆 

橡胶树不同组织样品总 RNA的提取参照 An等
[29]的方法。cDNA 的合成参照 Fermentas 公司的
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit(K1622)
反转录试剂盒说明书。依据本课题组转录组测序结

果和基因组数据，设计１对特异引物 HbNTL2–F和
HbNTL2–R(表 1)，以橡胶树胶乳 cDNA 为模板对
HbNTL2基因的 ORF全长进行克隆。PCR反应条件
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为 95 ℃变性 30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，
34 个循环。PCR 产物经凝胶电泳回收后连接 

pMD–18T Vector(TaKaRa)，并转化大肠杆菌感受态
细胞 DH5α，挑取阳性克隆进行测序分析。 

表 1 本研究中所用引物序列 
Table 1 Primer sequences used in the research 

引物名称 序列(5′—3′) 备注 
PGBKBD–HbNTL2F–F (HbNTL2–F) GAATTCATGGACGCACATTTGGAT ORF扩增 
PGBKBD–HbNTL2F–R (HbNTL2–R) GTCGACTCAGTGACGAATCAGCAT ORF扩增 
PGBKBD–HbNTL2N–F GAATTCATGGACGCACATTTGGAT NAC domain扩增 
PGBKBD–HbNTL2N–R GTCGACTGCTTTATGCTTTAATTTAC NAC domain扩增 
PGBKBD–HbNTL2C–F GAATTCGATGAGACGATTGATCATTC C–端扩增 
PGBKBD–HbNTL2C–R GTCGACTCAGTGACGAATCAGCAT C–端扩增 
RT–HbNTL2–F GCCAGATCGGAAGAATACCA 实时荧光定量 PCR 

 

1.3 HbNTL2 生物信息学分析 

利用 InterProScan5(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/ 
iprscan5/) 和 TMHMM server v.2.0 (http://www. 
cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)进行保守结构域和跨
膜区预测分析。文中系统发育树和多重比对所用膜

结合 NAC 转录因子蛋白序列来自 NCBI 和 Plant 
Transcription Factor Database PlantTFDB (3.0) (http:// 
plntfdb.bio.uni–potsdam.de/v3.0/) [30]。利用 DNAMAN 
(v 5.10)和MEGA5.05(http://www.megasoftware.net/index. 
php)[31]软件进行多重比对分析，构建系统发育树。 

1.4 HbNTL2 转录激活功能分析 

参照康桂娟等 [26–27]的方法对巴西橡胶树

HbNTL2转录因子进行转录激活功能分析，根据保
守结构域预测结果设计引物(表 1)，将 HbNTL2完整
ORF序列(1~1380 bp)，N端 NAC domain(1~516 bp)
和NAC domain以外的C端序列(517~1 380 bp)构建
到酵母载体 pGBKT7中的 EcoRI和 SalⅠ的酶切位
点之间 (图 4–A)，转化酵母菌株 Y2HGold，以
pGBKT7 空载作为对照。PCR鉴定阳性克隆后接种
到 SD/–Tryptophan(SD/–Trp)，SD/–Tryptophan/–Histi 
dine/–Adenine(SD/–Trp/–His/–Ade)和 SD/–Tryptop 
han/–Histidine/–Adenine/+X–α–gal(终浓度 40μg/mL) 
(SD/–Trp/–His/–Ade/X–α–gal)３种缺陷型培养基
上，28 ℃倒置培养 3 d，观察阳性克隆在不同培养
基上的生长情况，确认 HbNTL2编码蛋白的转录激
活活性。 

1.5 HbNTL2 基因表达特性分析 

利用 TaKaRa的 SYBR Premix Ex TaqTM II实时
荧光定量 PCR试剂盒和 BIO–RAD的 CFX96 Real– 
Time System荧光定量 PCR仪，分析 HbNTL2基因
在巴西橡胶树不同组织的表达情况，探寻割胶、外

源激素 JA、ET处理和 4 ℃低温胁迫处理对HbNTL2

基因表达的影响，以巴西橡胶树 Hb18SrRNA 作为
内参基因。HbNTL2 荧光定量引物见表 1，内参基
因序列参照文献[26–27]。每个处理设置 3个重复。
数据分析采用 2–△△C(T)方法[32]。利用 Excell 2007绘
制图表。 

2 结果与分析 

2.1 HbNTL2 的克隆与生物信息学分析 

巴西橡胶树 HbNTL2的克隆和生物信息学分析
结果显示，巴西橡胶树HbNTL2基因的ORF为1 380 
bp，编码 459个氨基酸，预测蛋白相对分子质量为
52 311。InterProScan5和 TMHMM server v.2.0软件
分析结果表明，在第 6~172位氨基酸之间存在１个
保守结构域 NAC domain，第 433~453位氨基酸之
间有一跨膜结构(图 1)。 

 
框中标示为 NAC domain；跨膜区以下划线标出；*为终止密码子。 

图 1 HbNTL2 基因的核苷酸序列与推导的氨基酸序列 
Fig. 1 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of 

HbNTL2 from Hevea brasiliensis 
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利用MEGA5.05软件中Neighbor–jointing方法
(bootrap 1000)对 NCBI数据库和植物转录因子数据
库 PlantTFDB 搜索到的植物膜结合 NAC 转录因子
进行系统进化树分析，NAC转录因子的归类方法参
照 Ooka[2]和 Kim[9]。分析结果显示，HbNTL2与拟
南芥 NTL10，NTL12，NTL13和油菜 BnNAC69关
系较近，属于 ANAC001亚族(图 2)。 
利用 DNAMAN软件对属于同一亚族的巴西橡

胶树 HbNTL2，拟南芥 NTL10、NTL12、NTL13，
油菜 BnNAC69，大白菜 Bra033296，Bra008553和
Bra036327 蛋白序列进行多重比对的结果显示，这
些膜结合 NAC 转录因子蛋白的 NAC domain 比较
保守，可以进一步划分为 5个(A~E)亚结构域，而 C–
端差异比较大(图 3)。 
 

 

 
 

箭头所示为巴西橡胶树 HbNTL2。 

图 2 HbNTL2 与其他植物 NAC MTFs 的系统进化树 
Fig.2 Phylogenetic tree of HbNTL2 and membrane-associated NACs from other plant 
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下划线标示为 NAC domain中的 5个保守亚结构域(A~E)。 

图3 HbNTL2与同一亚族膜结合NAC蛋白的多重序列比对结果 
Fig.3 Multiple sequence alignment of the HbNTL2 with other membrane-associated NAC proteins belonged to the same subfamily 

 

2.2 HbNTL2 在酵母中的转录激活功能分析 

为了检测HbNTL2转录因子的转录激活功能和转
录激活域的位置，将pGBKT7–HbNTL2–F(1–459 aa)、

pGBKT7–HbNTL2–N(1–172aa)、pGBKT7–HbNTL2–C 
(173–459 aa)融合表达蛋白以及pGBKT7空载对照分别
接种到3种不同的缺陷型培养基上(图4)。 

 
A 载体构建示意图；B HbNTL2的转录激活功能分析。 

图4 HbNTL2的转录激活试验结果 
Fig.4 Transactivation assay for HbNTL2 
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培养结果(图4–B)显示，全部转化子在SD/–Trp
培养基上均能正常生长，而只有pGBKT7–HbNTL2–F
和 pGBKT7–HbNTL2–C能在SD/–Ade/–His/–Trp培
养基上正常生长，在X–α–gal存在时呈现蓝色。这
说明HbNTL2NAC转录因子蛋白能够与pGBKT7载
体中的GAL4–DB结合，激活下游报告基因转录，
具有转录激活功能，转录激活域在C末端。 

2.3 HbNTL2 基因的表达分析 

利用Real–time PCR技术分析巴西橡胶树
HbNTL2基因在不同组织和处理中的表达特性，结
果显示，该基因没有组织表达特异性，在橡胶树雄

花、雌花、叶片、胶乳和树皮中均有表达，在叶片

中的表达量最高，在雄花中的表达量次之，在胶乳

中的表达量较低，在叶片中的表达量约为胶乳中表

达量的40倍(图5)。割胶处理对HbNTL2基因的表达
也有影响，在未开割巴西橡胶树树胶乳中，HbNTL2
基因的表达随着割胶刀次的增加呈上升趋势(图6)。
外源激素ET或JA处理对HbNTL2基因表达影响的分
析结果显示，随着时间的增加，表达量逐步升高，

在处理72 h后检测的表达量最高(图7)。低温胁迫对
巴西橡胶树抗寒品系93–114和敏感品系热垦501胶
乳中HbNTL2基因的表达均有影响，4 ℃低温处理后
HbNTL2基因的表达量均有所上升(图8)。 
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图5 巴西橡胶树不同组织中HbNTL2的相对表达量 
Fig.5 Expression level of HbNTL2 in different tissues of Hevea 

brasiliensis 
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图6 不同割胶刀次胶乳中HbNTL2的相对表达量 
Fig.6 Expression level of HbNTL2 in latex at different tapping time 
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图7 乙烯(ET)和茉莉酸(JA)不同处理时间HbNTL2的
相对表达量 

Fig 7 Expression level of HbNTL2 at different durations by 

ethephon (ET) and jasmonic acid (JA) 
 

0

1

2

3

4

相
对
表
达
量

热垦501 93–114

 
0        2         4        6         8 

       处理时间/h 

图8 低温胁迫不同处理时间HbNTL2的相对表达量 
Fig. 8 Expression level of HbNTL2 at different durations of 

low temperature stress 
 

3 结论与讨论 

NAC TFs是植物特有的一类转录因子，在保守
的N–末端具有由A、B、C、D、E这5个亚结构域组
成的NAC domain，而不保守的C–末端是转录激活调
控区(TRR)[1–2]。NTL是NAC转录因子家族中比较特
殊的一类，除了具有上述NAC转录因子的共同特征
外，在C–末端还具有一个跨膜结构域(TM)，是膜结
合转录因子(MTF)[8–9]。本研究中克隆的HbNTL2 基
因，不但具有NAC domain 和转录激活活性等NAC
转录因子的基本特征，还在C–末端具有跨膜结构域，
与已报道的膜结合NAC转录因子结构特点相符，是
巴西橡胶树膜结合NAC转录因子家族的成员。 

NAC TFs不仅参与调控植物的生长发育，而且
参与包括干旱、盐、低温和病原菌等多种生物、非

生物胁迫的应答过程[3,13–22]。Kim等[9,14]的研究发

现，拟南芥和水稻膜结合转录因子在不同的植物组

织中表达，具有多种功能，在接受到外界信号后快

速作出反应，调控下游基因的表达。在拟南芥基因

组中发现至少有13个NAC家族转录因子MTFs，其
中NTM1(NAC with Transmembrane Motif 1)与叶片
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的形态变化有关，还参与调控细胞分化过程[13]。本

研究中对HbNTL2的组织表达特性分析结果表明，
该基因在巴西橡胶树叶片、花、树皮和胶乳等多个

组织中均有表达，推测其可能参与调控橡胶树的生

长发育过程。 
拟南芥和水稻NTL基因可以被多种生物和非

生物胁迫诱导表达，参与调控植物多种胁迫的应答

过程[9]，例如，拟南芥膜结合NAC转录因子NTL6
基因受低温、干旱、高盐和脱落酸(abscisic acid，
ABA)诱导表达，冷胁迫还诱导NTL6活化，随之进
入细胞核后调控一系列抗病相关 (pathogenesis– 
related，PR)基因，如PR1、PR2和PR5的表达使转
基因植株表现出明显耐病性[20]。花青苷是一种重要

的植物次生代谢产物，血桃(blood–fleshed peach)膜
结合NAC转录因子基因BL参与调控植物花青苷的
合成过程，在果实发育后期与其他NAC基因形成异
质二聚体，激活MYB基因的转录，进而促进花青苷
代谢相关基因的表达，最终导致果肉大量积累花青

苷呈血色[23]。胶乳是橡胶树的次生代谢产物，割胶

是获得胶乳的主要方式，具有机械伤害和促进排胶

双重作用，诱导HbNTL2基因的表达，推测该基因
可能参与调控伤害应激反应和橡胶生物合成过程。

ET是一种植物激素，广泛参与植物的生长发育和生
物与非生物的胁迫过程。Shan等[33–34]发现香蕉NAC
的表达受ET和低温胁迫诱导，并且通过ET信号通
路和ICE1–CBF冷反应信号通路调控香蕉的成熟过
程和耐冷性。目前使用的橡胶树增产刺激剂的主要

成分也是ET。JA已被证实能够促进橡胶树次生乳管
分化和橡胶生物合成。HbNTL2基因表达受到外源
ET和JA处理均诱导，推测其可能参与了植物激素的
信号转导过程。 

巴西橡胶树是原产于热带的多年生乔木，对低

温十分敏感，在气温低于10 ℃时往往受到不同程度
的寒害[35]。中国主要植胶区位于热带北缘18国附
近，是非传统植胶区，经常受到低温寒潮的影响，

导致产量下降，严重时危及橡胶树生存，因此，低温

寒害已成为中国天然橡胶发展的主要限制因子[35–38]。

本研究中发现低温胁迫可以诱导耐寒品系93–114
和敏感品系热垦501中HbNTL2基因的表达，推测
HbNTL2与巴西橡胶树低温胁迫的应答过程相关。
本研究中克隆了一个巴西橡胶树ANAC001亚家族

的膜结合NAC转录因子，依据其转录激活域和表达
特性分析结果，可推测其参与了巴西橡胶树的生长

发育和次生代谢、胁迫应答和激素转信号转导过

程，转化模式植物的功能验证还有待研究。 
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