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过表达LeNLP4转录因子提高番茄抗低温胁迫能力
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摘要: NAC (NAM-ATAF1,2-CUC2)转录因子在植物胁迫响应中起重要作用。为了探讨LeNLP4基因在番茄抗低温胁迫中的

功能, 分离了番茄LeNLP4转录因子基因, 并获得转正义LeNLP4基因番茄植株。荧光定量PCR分析表明, LeNLP4的表达受

低温诱导。与野生型植株相比, 在4 
℃胁迫下转基因植株具有较高的生长量和光系统II (PSII)最大光化学效率(Fv/Fm)、过

氧化氢(H2O2)和超氧阴离子(O2
.−)清除速率、抗坏血酸过氧化物酶(APX)和超氧化物歧化酶(SOD)活性, 以及较低的丙二醛

(MDA)含量和相对电导率(REC)。过表达株系中SlCBF1的表达高于野生型。上述结果表明, LeNLP4的过表达提高了转基

因番茄抗低温胁迫能力。
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Overexpression of LeNLP4 Transcription Factor Improved the Chilling Toler-
ance of Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.)
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Abstract: NAC (NAM-ATAF1,2-CUC2) family members play important roles in various environmental re-
sponses. In order to investigate the function of LeNLP4 under chilling stress, LeNLP4 was isolated from tomato 
(Lycopersicon esculentum) and transgenic plants were obtained. qRT-PCR confirmed that the expression of 
LeNLP4 was induced by chilling stress. Compared with the wild type (WT), transgenic tomato plants have 
higher growth increment and the maximal photochemistry efficiency of photosystem II (Fv/Fm), higher capabili-
ty for scavenging hydrogen peroxide (H2O2) and superoxide radical (O2

.−), higher ascorbate peroxidase (APX) 
and superoxide dismutase (SOD), and lower malondialdehyde (MDA) content and the relative electric conduc-
tivity (REC) under chilling treatment. Expression level of SlCBF1 in transgenic lines was higher than that in 
WT. These results indicated that overexpression of LeNLP4 enhanced chilling tolerance of transgenic tomato 
plants.
Key words: tomato; chilling stress; LeNLP4; SlCBF1; reactive oxygen species

植物在正常代谢过程中不可避免地遭受各种

环境因子的胁迫, 例如低温、高温和干旱等。在

长期的进化过程中植物形成了响应胁迫信号和提

高自身抗性的应变机制, 它们通过调节相关基因

的表达, 使植物产生一系列生理生化反应, 在体内

建立新的物质和能量代谢平衡, 适应环境胁迫(Na-
kashima等2009)。转录调控承接着上游信号的感

知和下游特异蛋白质的表达, 是整个复杂信号网

络的重要组成部分(Lata和Prasad 2011)。在对植物

响应和抵抗环境胁迫的研究中, 已经发现了大量

的转录因子(Shinozaki等2003; Tran等2004), NAC 
(NAM-ATAF1,2-CUC2)是其中比较重要的一类转

录因子。

Souer等(1996)从矮牵牛(Petunia hybrida)中克

隆了第一个NAC转录因子NAM, 其突变体芽顶端

分生组织发育异常, 在幼苗期逐渐死亡。Aida等
(1997)在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中发现了3个
基因, 分别是NAM、CUC2和ATAF1/2。CUC2基因

的功能与NAM基因相似 ,  与植物的发育相关 ; 
ATAF1/2基因与植物逆境应答相关。经过大量的

序列比对发现, NAC基因只存在于植物中(Ooka等
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2003)。NAC转录因子最主要的结构特点是N-端
含有高度保守的NAC结构域, 它由大约150个高度

保守的氨基酸残基组成, 可结合DNA和其他蛋白

(Ooka等2003)。NAC转录因子C-端是转录激活区

(transcriptional activation region, TAR), 具有高度的

多样性, 该区的特点是一些氨基酸重复出现的频

率较高, 如丝氨酸、苏氨酸、脯氨酸、谷氨酸等

(Olsen等2005)。NAC蛋白的N-端包含A、B、C、
D、E五个亚结构域, 其中, B和E亚结构域保守性

不强, A、C、D亚结构域高度保守, C和D亚结构域

中包含有核定位信号, 有些NAC蛋白在C-端区域

具有跨膜基序, 当它们以完整的膜结合形式存在

时是非活性的, 其功能激活需要特异蛋白酶将其

从膜上释放(Kim等2006, 2007)。通过转录因子调

控功能基因的表达是植物低温胁迫应答的关键环

节, 这其中包括MYB、bZIP、AP2、Zn指、CBF
和NAC类转录因子家族等(Carabelli等1993; Shino-
zaki等2003; Tran等2004)。

目前, 已从拟南芥(Delessert等2005)、大豆

(Glycine max) (Hao等2011)、水稻(Oryza sativa) (Hu
等2006)、甘蔗(Saccharum sp.) (Nogueira等2005)等
植物中分离鉴定了许多与抗逆相关的NAC转录因

子。研究表明, 拟南芥LOV1基因能增强植株的抗

冻能力, 这可能缘于LOV1能促进抗冻相关基因如

COR15A (cold regulated 15A)和KIN1 (cold induced 
1)的表达(Yoo等2007)。来自水稻的SNAC2基因受

到干旱、高盐、低温、机械损伤以及ABA的诱导

表达, 其过表达植株耐冷、抗盐并能抵御干旱。

基因表达分析揭示, SNAC2蛋白诱导了许多胁迫

相关基因的表达, 包括过氧化物酶、热激蛋白和

鸟氨酸转氨酶基因等(Hu等2008)。由于低温胁迫

的众多方面都受到转录调控, 因此许多转录因子

被选为作物抗寒工程中的目标工具 ,  但是目前

NAC转录因子在低温胁迫中的研究主要集中在拟

南芥和水稻中 ,  对番茄NAC转录因子的研究较

少。本研究通过在番茄中过表达LeNLP4, 研究了

NAC基因在低温胁迫中的作用。

材料与方法

1  植物材料的处理

以番茄(Lycopersicon esculentum Mill.) ‘中蔬6

号’为试材。种子浸种催芽生根后分别播于塑料盆

中, 以蛭石为基质, Hoagland营养液培养, 放置于温

室[温度(25±4) 
℃, 光照强度约850 μmol·m-2·s-1, 相

对湿度80%左右]中生长。生长8周的番茄在光照

强度为200 μmol·m-2·s-1
的培养箱中, 4 

℃下低温处

理12 h, 取样后液氮冷冻, 保存于–80 
℃备用。

2  测定项目与测定方法

2.1  番茄LeNLP4基因的克隆及载体构建与植物转化 
根据NCBI中已知的序列号AK323042.1, 设计

分别带有SalI酶切位点引物FULLF (5′-CTGTT G T-
T TCTCTGGTGGGT-3′)及带有SmaI酶切位点引物

FULLR (5′-CTAACCTCGA CGAA TGA GT-3′)。利

用PCR扩增番茄LeNLP4基因全长, 将得到的基因

构建成PBI121-LeNLP4载体, 并转化到大肠杆菌

DH5α感受态细胞中, 经酶切和测序验证后, 用冻

融法转化导入农杆菌LBA4404感受态中。以‘中蔬

6号’番茄叶片作为转化材料, 用农杆菌介导的叶盘

法进行转化, 浸染后的愈伤组织经卡那霉素筛选, 
挑选新生抗性愈伤组织进行分化、生根、炼苗, 
最后移栽到花盆中培养(Ma等2013)。
2.2  PCR和荧光定量PCR

取T1代番茄相同叶位的叶片, 用CTAB微量法

提取转基因番茄叶片中的总DNA, 以此为模板, 进
行PCR和荧光定量PCR检测。PCR检测所用引物

为: 35S (5′-GACGCACAATCCCACTATCC-3′)和
FULLR (5′-CTAACCTCGACGAATGAGT-3′), 按照

天根生化科技(北京)有限公司RNA提取试剂盒说

明书提取总RNA。将2 μg RNA在70 
℃下变性5 

min, 加入1 μL反转录酶和1 μL RNA酶抑制剂, 按
照TaKaRa反转录试剂盒的方法获得cDNA。采用

伯乐生命医学产品(上海)有限公司生产的实时荧

光定量分析仪(Bio-Rad CFX96TM)和天根生化科

技(北京)有限公司的SYBR Real Master Mix进行荧

光定量分析。所用程序为: 95 
℃变性30 s; 95 

℃ 5 
s, 58 

℃ 10 s, 72 
℃ 10 s, 40个循环。所用引物为: 内

参引物EF-1αF (5′-GGAACTTGAGAA GGAGCC-
TAAG-3′)和EF-1αR (5′-CAACACCAACAGCA-
ACAGTCT-3′); 目标基因引物QRTPCRF (5′-GGT-
AACAACAACTCCAAAG-3′)和QRTPCRR (5′-
C TG AAAATGGCTAGCTATG-3′); 检测SlCBF1表
达量所用引物CBF1F (5′-ATCATCTTCTT CTTCA-
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TCGTCATC-3′)和CBF1R (5′-TCCTTGTCTTCTT -
AT TTGGTTCTC-3′)。EF-1α是内参基因, 其Gen-
Bank注册号为X144491。 
2.3  LeNLP4蛋白的亚细胞定位

根据LeNLP4基因的开放阅读框(open reading 
frame, ORF)设计特异引物, 以构建好的表达载体

质粒DNA为模板, 进行PCR反应, 获得LeNLP4基因

的ORF, 构建pBI122-LeNLP4-GFP重组载体。挑取

带有pBI122-LeNLP4-GFP质粒的农杆菌单克隆接

入YEP液体培养基(含有50 mg·L -1
利福平和50 

mg·L-1
卡那霉素)中, 用重悬液侵染在MS固体培养

基上培养24 h (28 
℃)后的洋葱内表皮细胞, 在黑暗

中培养24 h后用激光共聚焦显微镜 (LSM 510 
META, ZEISS, 德国)观察绿色荧光蛋白(green fluo-
rescence protein, GFP)的荧光(Han等2012)。
2.4  番茄幼苗鲜重和叶绿素含量测定

将T1代种子在含卡那霉素的MS培养基上培

养2周[温度(25±2) 
℃, 光照强度800 μmol·m-2·s-1, 湿

度80%], 然后将幼苗转移到4 
℃光照培养箱内(12 h

光照/12 h黑暗, 光照强度200 μmol·m-2·s-1)培养4 d, 
测定番茄幼苗的鲜重和叶绿素含量。重复3次, 结
果以平均值±标准误差表示。

2.5  番茄成苗H2O2染色和O2
.−染色

H2O2的染色: 染色溶液为0.1 mg·mL-1 3,3′-二
氨基联苯胺(diaminobezidine, DAB), 用50 mmol·L-1 
Tris-醋酸(pH 5.0)溶解。将叶片浸泡在染色液中, 
25 

℃黑暗培养过夜; 放于固定液(乙醇:乳酸:甘油= 
3:1:1)中煮沸10 min, 冷却, 将叶片转入新鲜的固定

液中; 室温下过夜, 拍照。

O2
.−的染色: 将叶片浸泡在25 mg·mL-1

磷酸缓冲

液(pH 7.6)溶解的0.1 mg·mL-1
氮蓝四唑(nitroblue 

tetrazolium, NBT)溶液中, 25 
℃黑暗培养16 h; 放于

固定液中煮沸10 min, 冷却, 将叶片转入新鲜的固

定液中; 室温下过夜, 拍照。实验进行3次生物学

重复。

2.6  抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate peroxidase, 
APX)和超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD)活性的测定

取0.5 g叶片放于预冷的研钵中, 加1 mL磷酸

缓冲液 ,  冰浴中研磨成浆 ,  加缓冲液至终体积5 
mL。取2 mL于10 500×g下离心10 min, 上清液即

为APX及SOD粗提液。APX酶活性测定参照Mishra
等(1993)的方法, 以每分钟氧化1 μmol抗坏血酸

(ascorbate, AsA)的酶量为1个酶活单位。SOD活性

的测定参照Bartoli等(2000)的方法。酶活性的测定

每处理重复3次, 结果以平均值±标准误差表示。

2.7  电解质外渗量测定及膜脂过氧化程度分析

膜透性参照Sun等(2010)的方法测定, 打取直

径0.8 cm的叶圆片, 放入带塞的试管中, 用去离子

水漂洗3次, 加去离子水15 mL, 置真空泵中抽气30 
min, 放振荡器上振荡3 h, 取下静置, 摇匀后测定初

电导。沸水煮30 min, 冷却至室温, 平衡10 min, 测
定终电导。相对电导率(relative electronic conduc-
tance, REC) (%)=[(初电导–空白)/(终电导–空
白)]×100。

丙二醛(malondialdehyde, MDA)的测定参照

赵世杰等(2002)方法, 将0.5 g材料剪碎, 加入2 mL 
10%三氯乙酸(trichloroacetic acid, TCA)和少量石

英砂 ,  研磨 ,  再加8 mL 10% TCA研磨至匀浆 ,  
4 000×g离心10 min, 上清为提取液。2 mL上清液

(对照为2 mL蒸馏水)中加入2 mL 0.6%硫代巴比妥

酸(thiobarbituric acid, TBA)溶液, 混匀, 沸水浴15 
min,  迅速冷却后离心。取上清液 ,  测定532、
600、450 nm波长下的消光度。每处理重复3次, 
结果以平均值±标准误差表示。

2.8  叶绿素荧光参数的测定

叶绿素荧光参数的测定参考Kooten和Snel 
(1990)的方法, 采用Hansatech公司生产的脉冲调制

式便携荧光仪FMS2测定。处理过程中Fv/Fm在暗

中适应15 min后测定。Fv/Fm=(Fm–Fo)/Fm, 其中, Fo

为初始荧光, Fm为最大荧光。每处理重复3次, 每
重复测定5株, 结果以平均值±标准误差表示。 

实验结果

1  LeNLP4基因及其编码蛋白序列分析

由测序结果可知, 我们获得的基因cDNA全长

为1 595 bp, 在第120个核苷酸处为起始密码子

ATG, 在1 335个核苷酸处为终止密码子TGA, 编码

区为1 221 bp, 推断其编码蛋白应包含406个氨基酸

残基。利用DNAman软件将该基因编码的氨基酸

序列与GenBank中其他植物氨基酸序列进行比对, 
结果显示该蛋白与矮牵牛、毛果杨、拟南芥、葡
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萄和蓖麻的高度同源(图1), 并具有一个保守的

NAC结构域和转录激活结构域, 这表明我们获得

了一个NAC转录因子, 我们将该基因命名为LeN-
LP4, 并在GenBank中注册, 注册号为JQ513289。
2  LeNLP4蛋白的亚细胞定位

将去掉终止密码子的LeNLP4的ORF连接到

GFP的N-端, 构建了p35S-LeNLP4-GFP表达载体。

将构建好的载体提取质粒进行酶切鉴定并测序, 
确保连入的片段没有移码和突变后, 将质粒转化

农杆菌LBA4404, 利用农杆菌侵染洋葱表皮细胞

后在激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光。在细胞

核中观察到LeNLP4-GFP融合蛋白发出绿色荧光

(图2), 这表明LeNLP4蛋白定位于细胞核中。

3  转LeNLP4番茄的鉴定及表达分析

利用PCR和荧光定量PCR对转基因株系进行

筛选, 野生型(WT)中未出现扩增条带, T1代转基因

株系可见明显的目的条带(图3-A), 说明该基因已

整合到番茄基因组中; 荧光定量PCR结果显示, 转
基因株系S1、S2、S3、S4、S5、S6中LeNLP4的
表达量分别是野生型的19.8、15.9、13.4、17.3、

22.8、10.9倍(图3-B)。这表明我们获得了过表达

LeNLP4的转基因番茄, 选取S1、S2和S4这3个株

系进行后续生理生化指标的分析。

4  低温对LeNLP4和SlCBF1表达的影响

荧光定量PCR分析表明, 低温处理下, 番茄

LeNLP4的表达量随着处理时间的延长先升高后降

低, 在处理12 h时达到最高(图4-A), 说明LeNLP4的
表达受低温诱导。

由于CBF1在低温信号通路中是一个非常重

要的基因, 我们对S2和野生型中SlCBF1的表达情

况进行了分析, 结果显示, 不管是在正常条件下还

是低温胁迫下, S2中的SlCBF1转录物水平都要高

于野生型(图4-B)。这说明过表达LeNLP4上调了

SlCBF1转录物的积累, 因此提高了转基因植株的

低温抗性。

5  LeNLP4过表达对番茄幼苗生长的影响

低温处理下, 野生型与转基因植株的生长均

受到抑制, 但是转基因株系总体生长状况好于野

生型。低温抑制了番茄幼苗的生长和叶中叶绿素

生物合成, 与野生型相比, 转基因幼苗鲜重明显要

图1  LeNLP4推导的氨基酸序列与其他植物NLP4氨基酸序列的比对

Fig.1  Alignments of the deduced amino acid sequence of LeNLP4 and other NLP4
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图2  LeNLP4蛋白在洋葱表皮细胞中的定位

Fig.2  Localization of LeNLP4 protein in onion epidermal cells
D、E、F: 转化pBI122-GFP对照载体; A、B、C: 转化pBI122-LeNLP4-GFP。A和D: 荧光; B和E: 白视野; C和F: 融合。

图3  转基因番茄的PCR及qRT-PCR验证

Fig.3  Identification of transgenic tomato plants
by PCR  and qRT-PCR

A: 转基因番茄植株的PCR检测。M: 2 kb DNA ladder, 分子量

由高到低为2 000、1 000、750、500、250和100 bp; S1~S6: 转基

因番茄株系。B: 转基因番茄植株的荧光定量PCR检测。

图4  低温处理下LeNLP4和SlCBF1在番茄叶片中的表达

Fig.4  The expression of LeNLP4 and SlCBF1 in tomato 
leaves under chilling treatment

高(图5-B), 但二者叶片叶绿素含量差别不大(图
5-A)。以上结果表明, LeNLP4过表达提高了低温

胁迫下番茄幼苗的生长量。

6  LeNLP4过表达减轻低温胁迫下光系统II (PSII)
的光抑制

Fv/Fm是衡量光合作用过程中PSII潜在最大光
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能转换效率, 常被作为光抑制或者其他胁迫条件

下对PSII复合体伤害的量度。与野生型相比, 低温

处理过程中转正义基因株系Fv/Fm下降比较缓慢

(图6)。这表明LeNLP4的过表达减轻了低温下PSII
的光抑制程度, 转基因植株的PSII反应中心受伤害

较轻。

7  低温处理对MDA含量和REC的影响

低温处理前, 野生型与转基因株系中的MDA
含量及REC无明显差别; 处理12 h后, 野生型中的

明显增加, MDA含量增加了2倍, REC为39.46%, 转
基因株系的变化较小(图7)。
8  LeNLP4过表达提高了抗氧化能力

分别用DAB和NBT染色检测番茄叶片中H2O2

和O2
.−的积累, 结果表明, 在正常条件下, 只检测到

少量的褐色物质, 但4 
℃低温处理12 h以后, 所有株

系的叶片都由于H2O2积累而产生了较多深褐色的

物质, 转基因株系叶片中的褐色物质比野生型中

的少(图8-A); NBT染色的结果与DAB染色相似(图
8-B)。另外, 由图8-C和D可见, 未经低温处理的转

基因株系中SOD和APX活性均明显高于野生型; 
低温胁迫后, 转基因株系和野生型中SOD和APX
的活性均有下降, 但前者仍然明显高于后者。

讨　　论

NAC转录因子在植物中普遍存在, 该转录因

图6  低温处理下转基因和野生型番茄Fv/Fm的变化

Fig.6  Changes of Fv/Fm in transgenic plants and WT tomatoes under chilling treatment 
R3、R6、R12分别为处理后恢复3、6、12 h。

图5  正常温度(25 
℃)与低温(4 ℃)下番茄植株的

叶绿素含量及鲜重

Fig.5  Chlorophyll content and fresh weight of tomato plants 
under normal growth condition (25 ℃) and

chilling stress (4 ℃)
*表示相同处理浓度或时间不同植株间差异显著(P<0.05); 图

6~8同此。
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图7  低温处理下番茄叶中MDA含量和REC的变化

Fig.7  Changes of MDA content and REC in tomato leaves under chilling treatment

图8  低温处理下番茄叶片的DAB、NBT染色和SOD、APX活性

Fig.8  DAB and NBT staining and activities of SOD and APX of tomato leaves under chilling treatment

子的表达受干旱、高盐、低温、机械损伤以及

ABA的诱导。本研究中 ,  我们从番茄中克隆了

LeNLP4转录因子(图1), 该蛋白在细胞核中发挥其

转录激活活性(图2), 并且该转录因子的表达受低

温诱导(图4-A)。根据系统进化树分析, LeNLP4转
录因子属于NAC转录因子中的NAC2家族, 在转基

因植株中过量表达NAC基因能显著地提高转基因

植株对非生物胁迫如高盐、干旱和低温等的耐性

(He等2005; Mao等2012; Yoo等2007; Hu等2008; 
Hao等2011; Ma等2013)。我们的研究结果也表明, 
过表达LeNLP4基因明显地提高了转基因植株的耐

冷性。

植物在进行呼吸和光合电子传递时体内会产

生活性氧(reactive oxygen species, ROS), 为维持正
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常的生理机能 ,  植物必须及时清除体内多余的

ROS。有研究表明, 植物体内产生的ROS可以作为

信号分子调控许多生理过程, 例如细胞程序性死

亡、非生物胁迫响应、病原菌抵抗和系统信号转

导(Foyer等1997)。但是, 低温胁迫下由于细胞内

的各种代谢反应失衡, 进而导致ROS的大量产生。

低温条件下植物叶片光合活性的下降与低温对叶

绿体及PSII反应中心的影响密切相关, 伤害膜蛋白

导致细胞损伤, 降低光合效率, 使植物生长受到抑

制(Yabuta等2002)。我们的结果表明, 低温胁迫提

高了番茄叶中H2O2和O2
.−水平, 引起膜脂过氧化, 导

致细胞膜结构受损, 抑制光化学能力和植物生长

(图5~8)。叶绿体中的SOD可以直接将植物细胞内

的O2
.−歧化生成H2O2, 植物体内高水平的APX可以

有效地清除H2O2, 减轻ROS对植物细胞的伤害, 进
而维持较高的光合速率。过表达EcNAC1转录因

子可降低H2O2和O2
.−含量, 维持非生物胁迫条件下

ROS代谢的平衡(Ramegowda等2012)。另外, 我们

的结果还表明, 低温胁迫下, 与野生型相比, 转正

义基因的植株有较高的APX和SOD的活性(图8-C
和D), 较低的H2O2和O2

.−含量(图8-A和B)。低温处

理后, 野生型和转正义基因株系的REC和MDA含

量增加, 但野生型增加的幅度更大(图7), 表明过表

达LeNLP4减轻了低温引起的膜质过氧化膜结构的

破坏和PSII的光抑制(图6), 提高了番茄耐低温能

力。

CBF转录因子是一类受低温诱导的反式作用

因子, 它可以与CRT/DRE顺式作用元件特异性结

合, 激活启动子中具有这一调控元件的冷诱导和

脱水诱导基因的表达 ,  诱导抗寒及抗旱的发生

(Stocking等1997)。Ma等(2013)研究表明, 过表达

SlNAC1可能通过上调CBF1的表达提高了番茄植

株耐低温胁迫能力。过表达株系中SlCBF1的表达

高于野生型(图4-B), 我们推测LeNLP4转录因子可

能通过上调SlCBF1的表达激活了下游冷响应基因, 
进而提高过表达番茄LeNLP4转录因子植株的低温

抗性。

总之, LeNLP4的过表达提高了番茄幼苗的鲜

重和叶绿素含量、APX和SOD活性, 降低了REC和
MDA含量、H2O2及O2

.−积累, 降低低温胁迫对光合

机构的破坏及ROS水平, 有助于提高番茄的抗低温

能力, 但LeNLP4与CBF1之间是否存在互作, 尚有

待进一步研究。
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