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拟南芥受水杨酸下调的新基因的克隆及功能探究

詹　栎　胡贞洁

华中农业大学生命科学技术学院,武汉４３００７０

摘要　以水杨酸处理后的拟南芥(ColＧ０)为材料,采用高通量测序技术分析拟南芥在水杨酸处理后的转录

组变化,发现了１２个受水杨酸下调的新基因.以ColＧ０幼苗的cDNA为模板克隆其中一个基因 NG３１４,并对其

功能进行研究.NG３１４的cDNA序列总长为１０９７bp,基因组 DNA 包含１个内含子.荧光定量 PCR结果表

明,NG３１４的表达量随着水杨酸处理时间延长而逐渐下降,病原菌侵染也能抑制 NG３１４的表达.NG３１４可能

是一个长链非编码 RNA或新的 miRNA基因,可能通过抑制其靶基因的表达调控植物的抗病反应.
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　　病原菌(如细菌、真菌、病毒)可以侵染植物,严
重影响植物的生长和发育.在农业生产中,病害极

大地影响农作物的产量和品质.植物在长期的进化

过程中,产生了一系列复杂而精细的抗病机制,主要

包括病原物相关分子触发的免疫反应(PAMPＧtrigＧ
geredimmunity,PTI)、效应子触发的免疫反应(efＧ
fectortＧtriggeredimmunity,ETI)和系统获得性抗

性(systemicacquiredresistance,SAR).
水杨酸 (salicylicacid,SA)在植物免疫反应中

起着核心作用[１Ｇ４].水杨酸羟化酶(NahG)能降解水

杨酸.在含有 NahG 基因的转基因烟草和拟南芥

中,水杨酸含量大大下降,抗病能力也相应地下

降[３,５].由于水杨酸的合成受到阻碍,拟南芥突变

体ics１对病原菌也非常敏感.另一方面,增加植物

体内的水杨酸含量或者用外源水杨酸处理植物能显

著增强抗病性[６].水杨酸在抗病反应中的功能在很

大程度上是通过调控基因表达来实现的,通过生物

芯片(microarray)分析,Wang等[７]发现水杨酸处理

后拟南芥中近１０％ 基因的表达量发生显著变化.
因此,水杨酸调控基因表达的机制一直是研究热点.
近２０年来,水杨酸的信号转导研究取得了较大的进

展,发 现 了 一 系 列 重 要 的 调 控 因 子 包 括 NPRl、

NPR３和 NPR４[８Ｇ９].

NPRl (nonexpressorofpathogenesisＧrelated

genes１)是水杨酸信号通路中关键调控蛋白[８].

Cao等[１０]、Ryals等[１１]、Shah等[１２]通过遗传筛选发

现拟南芥npr１突变体对水杨酸的反应几乎完全丧

失.在没有水杨酸的情况下,NPR１在细胞质形成

多聚物,从而防止过早激活防御反应.在病原菌感

染或在SA处理的情况下,细胞内的氧化还原状态

发生改变,导致 NPR１从多聚体转变成单体,从而

被转移到细胞核中.在细胞核内,NPR１与 TGA
转录因子或者 WRKY 转录因子相互作用,调控抗

病基因的表达.

NPR１的同源基因NPR３和 NPR４是具有不

同亲和力的水杨酸受体,它们作为泛素 E３连接酶

的亚基,在不同水杨酸 浓 度 下 调 节 NPR１ 的 降

解[８].以前的研究表明,病原菌侵染植物后,在侵染

位点周围会形成 SA 浓度梯度[１３].在受感染的组

织中,SA 浓度最高.高浓度的 SA 促 进 NPR３Ｇ
NPR１的相互作用,从而降解 NPR１,诱导ETI反应

和细胞死亡.在侵染处周围的组织中,SA 浓度较

低.低浓度的 SA 破坏了 NPR４ＧNPR１的相互作

用,但不足以促进 NPR３ＧNPR１的相互作用.在这

些组织中 NPR１不能被降解,NPR１的含量最高,从
而诱导SAR和细胞生存.

RNAＧSeq是一项基于高通量测序技术进行转

录组 分 析 的 新 方 法.相 比 于 DNA microarrays,
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RNAＧSeq有很多的优势,比如背景信号低、分辨率

高、检测范围广等[１４].特别是 RNAＧSeq能够检测

未知基因,发现新的转录本.为了进一步解析水杨

酸的作用机制,本研究通过 RNAＧSeq技术分析拟

南芥在水杨酸处理后的转录组变化,旨在为植物抗

病研究提供材料,同时对水杨酸介导的植物抗病机

制研究提供思路.

1　材料与方法

1.1　材　料

野生型拟南芥 Columbia(ColＧ０)、大肠杆菌菌

株 Top１０、丁香假单胞杆菌 Psm ES４３２６均来源于

美国杜克大学董欣年植物学实验室.
1.2　试　剂

２×ESTaq Master Mix、反转录试剂盒、QＧ
PCR试剂盒(UltraSYBR Mixture)购于康为世纪

公司,T４ＧDNA连接酶购于 NEB公司,pMDTM１８ＧT
试剂盒购于 TaKaRa公司,BP反应试剂盒和 Trizol
购于Invitrogen公司.Phanta Max购于 Vazyme
公司.水杨酸钠和植物培养基 MS培养基购于SigＧ
ma公司.引物合成与一代测序由上海生工和北京

擎科生物技术公司完成.
1.3　RNA Seq 材料的构建及测序

在１/２MS固体培养基上培养野生型(ColＧ０)的
拟南芥,生长１０d左右,将培养基上的ColＧ０分别转

移到含有和不含有１mmol/LSA的１/２MS培养基

上处理２４h后取样,－８０℃保存,送到百迈客生物

科技有限公司进行二代测序.
1.4　新基因的克隆

根据 RNAＧSeq的结果设计 NG３１４的PCR扩

增引物(表１),以 ColＧ０幼苗的cDNA 为模板进行

扩增.PCR产物经平末端连接至 T载体,具体步骤

见pMDTM１８ＧT试剂盒.
1.5　SA 和病原菌处理

拟南芥ColＧ０正常土培２１d后进行后续SA处

理.配置终浓度为１mmol/L的SA 溶液,喷洒在

ColＧ０的叶片上.
同时,拟南芥ColＧ０正常土培２１d后进行病原

菌处理.将丁香假单胞杆菌PsmES４３２６的稀释液

(D＝０．０００２)注射到拟南芥的叶片中.经试验验证

病原菌处理后,拟南芥体内SA 含量升高,大概６h
后SA含量升到最高,９h后SA 含量开始下降,所
以选取０、６、９h三个时间点取样.

表１　本研究所用的引物

Table１　Primersusedinthisstudy

引物名称

Primername
序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)

NG３１４ＧF GGAGAAGAACATTATCACAACC

NG３１４ＧR TCCCTTTCTGAAACGTCTCA

NG３１４ＧQPCRＧF AGTTGAGTTTGCTCTGGTTTTC

NG３１４ＧQPCRＧR GATTGCTTGATGGGCTGTG

UBQ５ＧqPCRＧF GACGCTTCATCTCGTCC

UBQ５ＧqPCRＧR GTAAACGTAGGTGAGTCCA

1.6　SA 和病原菌处理后 NG314 表达量分析

SA和病原菌处理取样后,Trizol提取 RNA,
用康为世纪公司的反转录试剂盒得到cDNA,设计

检测NG３１４表达量的实时荧光定量PCR(QＧPCR)
引物以及 Actin引物(表１).先以每个样的cDNA
为模板,用引物 UBQ５做 RTＧPCR 检测cDNA 质

量.反应使用２×ESTaq MasterMix,反应程序:

９４℃ １０min;９４℃ ３０s,５５℃ ３０s,７２℃ ２０s,

３０个循环;７２℃５min.PCR产物跑胶,如果条带

很亮,cDNA 用于做 QＧPCR,检测 NG３１４在SA 和

病原菌处理前后表达量的变化.
1.7　荧光定量 PCR

本研究选用的荧光定量PCR仪为美国伯乐荧

光定量PCR仪 CFX９６Touch(TL９８８ＧIV).每个样

品３个重复,反应程序:９５℃ １０min;９５℃ １０s,

５５℃３０s,７２℃３２s,４０个循环.获得的数据采用

deltadeltaCT法分析.

2　结果与分析

2.1　受水杨酸下调新基因的鉴定

以SA 处理２４h后的拟南芥幼苗为材料进行

RNAＧSeq分析,共发现了１２个受水杨酸诱导下调

的新基因.１２个新基因在 SA 处理前后的表达情

况如表２所示,可以看出这些新基因的相对表达量

受SA大幅下调.
2.2　 NG314 的克隆

由 RNAＧSeq分析结果可知本研究得到了新基

因的序列.为了进一步验证 RNAＧSeq结果的可靠

性,以ColＧ０幼苗的cDNA 为模板,试图克隆这１２
个新基因.本研究成功地克隆了 NG３１４,其 PCR
扩增结果如图１.进一步将NG３１４的PCR产物克

隆到 T载体上,经过测序分析表明,通过克隆得到

的基因序列与 RNAＧSeq获得的基因序列是一致

的,其cDNA序列如图２所示.

６２
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表２　新基因受SA下调的倍数

Table２　ThemultipleofnewgenesdownＧregulatedbySA

新基因编号

Genenumber
对照１)

Control
SA２)

SA
SA/对照

SA/CK
newGene_１０ １．９６ ０．１３ ０．０７
newGene_１２ ６．８１ ０．００ ０．００
newGene_４２ ６．９３ ０．５３ ０．０８
newGene_１０７ １．２１ ０．００ ０．００
newGene_１２３ ７．９０ １．４７ ０．１９
newGene_１８０ ３４．９８ １２．９２ ０．３７
newGene_２０１ ２．７０ ０．３０ ０．１１
newGene_２１６ ２．６１ ０．４３ ０．１６
newGene_２１７ １．９１ ０．１２ ０．０６
newGene_２６５ １８．０４ ４．３７ ０．２４
newGene_３１０ ２．３９ ０．１０ ０．０４
newGene_３１４ ８．６５ １．００ ０．１２

　注:１)未受SA处理的对照组相对表达量;２)SA处理的实验组相
对表 达 量.Note:１)Therelativeexpressionofthecontrol
groupwithoutSAtreatment;２)Therelativeexpressionofthe
experimentalgroupwithSAtreatment．

M:DL５０００marker;１:NG３１４．

图１　NG３１４的PCR扩增

Fig．１　PCRamplificationofNG３１４

图２　NG３１４的cDNA序列

Fig．２　cDNAsequenceofNG３１４
2.3　 NG314 基因的结构和功能预测

NG３１４的cDNA序列总长为１０９７bp.比较

NG３１４的cDNA序列和基因组序列发现,该基因含

有一个１２３个碱基的内含子,第１个外显子有２２０
个碱基,第２个外显子有８７７个碱基,其基因结构如

图３所示.
在 TAIR 网 站 (https://www．arabidopsis．

org/)上 进 行 BLAST 分 析 发 现,NG３１４ 的 部 分

cDNA序列(３８０Ｇ７１６碱基)与AT５G０３５５２的cDNA
序列(总长度为３３７bp)完全匹配.但是 NG３１４比

AT５G０３５５２多出前后两段.AT５G０３５５２是一个

miRNA (MIR８２２A).基于以上信息,推测 NG３１４
可能是一个 miRNA或长链非编码RNA(longnonＧ
codingRNA,lncRNA).NG３１４比AT５G０３５５２更

７２
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长,有可能会合成更多的preＧmiRNA,进而形成更

多种类的成熟 miRNA.

　黑色方框表示外显子,方框间的黑线表示内含子.Blackbox

representsexon,blacklinebetweentheblackboxesrepresentsinＧ

tron．

图３　NG３１４的基因结构

Fig．３　ThegenomicstructureofNG３１４

2.4　 NG314 在 SA 处理后的表达量变化

为进一步验证NG３１４是否被SA下调,并探究

NG３１４表达量在SA 处理后的动态变化,在SA 处

理拟南芥后０、８、２４h取样,并进行荧光定量 PCR
(图４),结果表明,NG３１４的表达量随SA处理时间

的增加而减少.

　荧光定量PCR检测SA处理野生型拟南芥０、８、２４h后NG３１４
的表 达 量,每 个 样 品 ３ 个 重 复.Detectingtheexpressionof

NG３１４inColＧ０under０,８,２４hSAtreatmentbyfluorogenic

quantitativePCR,eachsamplerepeatedthreetimes．

图４　水杨酸处理后NG３１４表达量变化

Fig．４　VariationofNG３１４expressionafterSAtreatment

2.5　 NG314 在病原菌处理后的表达量变化

植物在受到病原菌侵染后会增加体内的水杨酸

含量,为了进一步探究 NG３１４在抗病反应中的动

态变化,用丁香假单胞杆菌 PsmES４３２６处理拟南

芥,在处理后３个时间点(０、６、９h)取样并进行荧光

定量PCR.结果(图５)显示:NG３１４的表达量在病

原菌处理后减少,与SA处理后NG３１４的表达量变

化一致,表明 NG３１４很有可能参与植物对病原菌

的抗性反应.

　荧光定量PCR检测Psm 处理野生型拟南芥０、６、９h后NG３１４
的表 达 量,每 个 样 品 ３ 个 重 复.Detectingtheexpressionof

NG３１４inColＧ０under０,６,９hPsmtreatmentbyfluorogenic

quantitativePCR,eachsamplerepeatedthreetimes．

图５　Psm处理后NG３１４表达量变化

Fig．５　VariationofNG３１４expressionafterPsmtreatment

3　讨　论

病害严重影响植物的生长与发育,降低农作物

的产量和品质.植物在长期的进化过程中产生了一

系列复杂而精细的抗病机制,植物免疫激素水杨酸

在抗病反应中起核心作用,调控大量抗病相关基因

的表达.一直以来,SA 抗病通路中研究较多的都

是正调控因子,本研究拟通过探究拟南芥中受水杨

酸诱导下调的新基因,挖掘SA 抗病通路中重要的

负调控因子.本研究采用 RNAＧSeq技术克隆到一

个新基因NG３１４.

NG３１４的表达量随SA 浓度的增加而减少,与

RNASeq结果吻合,表明 NG３１４确实受SA 下调

并可能通过抑制其靶基因的表达负调控植物的抗病

反应.NG３１４的表达量在病原菌处理后减少,这与

SA处理后 NG３１４表达量变化的结果吻合,进一步

说明NG３１４可能通过抑制其靶基因的表达负调控

植物的抗病反应.
根据本研究的结果,NG３１４可能是一个长链非

编码 RNA,它并不编码蛋白,而是以 RNA 的形式

在转录调控以及转录后调控等层面调控基因的表达

水平.NG３１４可能通过结合到特定蛋白质上调节

相应蛋白的活性,如结合到某个SA 通路中的抗病

因子抑制其活性调控植物的抗病反应;也可能通过

与某个SA通路中的抗病因子的转录本形成互补双

链,进一步在Dicer酶作用下产生内源性的siRNA,
抑制该因子的表达水平[１５].同时,NG３１４可能是

８２
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一个新的 miRNA 基因,会合成更多的 preＧmiRＧ
NA,NG３１４的基因组 DNA 包含一个内含子,利于

NG３１４的可变剪接形成更多的前体 miRNA.

NG３１４有可能通过抑制靶基因的表达负调控

抗病反应,但是其具体的作用机制有待于进一步通

过遗 传 学 和 生 物 化 学 等 手 段 继 续 研 究.阐 明

NG３１４的作用机制有助于揭示新的水杨酸作用机

制,具有重要的理论意义和潜在的应用价值.
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CloningandfunctionalanalysesofnovelgenesdownＧregulated
bysalicylicacidinArabidopsis

ZHANLi　HUZhenjie

CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　HighＧthroughputsequencingwasusedtostudythetranscriptomicchangesofwildＧtype
arabidopsis(ColＧ０)aftersalicylicacidtreatment．１２novelgenesdownＧregulatedbysalicylicacidwereiＧ
dentified．Amongthem,NG３１４wasstudiedandclonedfromthecDNAofColＧ０seedlings．Thetotal
lengthofNG３１４cDNAsequenceis１０９７bp．ThegenomicDNAofNG３１４containsoneintron．Results
offluorescencequantitativePCRanalysesshowedthattheexpressionofNG３１４graduallydecreasedunＧ
derthesalicylicacidtreatment．PathogeninfectionrepressedtheexpressionofNG３１４．Itisindicatedthat
NG３１４mayencodealongnonＧcodingRNAornovelmiRNA,andmayregulateplantdiseaseresistance
throughrepressingtheexpressionofitstargetgenes．

Keywords　Arabidopsis;salicylicacid;NG３１４;pathogen;nonＧcodingRNA;miRNA
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