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光皮桦 miR164及其靶基因 NAC1在低氮胁迫中的表达
分析 

吴骏，张俊红，黄蒙慧，朱敏慧，童再康 
浙江农林大学，亚热带森林培育国家重点实验室培育基地，临安 311300 

摘要: 氮是植物生长发育所必需的大量营养元素，植物缺氮后严重影响地上部分生物量的积累，因此，揭示植

物如何抵抗或适应低氮胁迫的分子机制具有重要意义。杨树(Populus tremula × P. alba)NAC1(NAM, ATAF, CUC 

1)基因位于调控网络上游，在低氮环境下调控下游关键基因的表达，进而调控根系生长以抵抗低氮胁迫。本文

以光皮桦(Betula luminifera)G49-3 无性系组培苗为材料，探讨了 miR164 及其靶基因 NAC1 对低氮胁迫的响应。

通过 RACE 技术克隆了光皮桦 NAC1 基因(GenBank 登录号：KT900889)，全长 1497 bp，编码 358 个氨基酸，

N 端具有高度保守的 NAM 结构域；运用 5′-RACE 验证了 NAC1 为 miR164 靶基因，切割位点在第 10 和 11 位

碱基之间；采用 qRT-PCR 分析 miR164 与靶基因 NAC1 在低氮胁迫时的表达模式，发现 miR164 表达在根中的

低氮处理前期(4 d)受到抑制，而后升高，而茎叶中表达模式与根不同；靶基因 NAC1 与 miR164 表达水平呈负

相关，且在恢复实验组(重新添加全营养液)中，根中 miR164 表达上升，NAC1 显示出相应的表达变化，暗示

miR164 及其靶基因 NAC1 可能在低氮胁迫响应中发挥调控功能。本研究结果有助于揭示 miR164 对 NAC1 在低

氮胁迫响应中转录后水平的分子调控机制，为进一步研究 miR164-NAC1 在低氮胁迫响应中的功能提供有价值

的信息。 

关键词: 光皮桦；低氮胁迫；miR164；靶基因；表达分析 

Expression analysis of miR164 and its target gene NAC1 in re-
sponse to low nitrate availability in Betula luminifera 
Jun Wu, Junhong Zhang, Menghui Huang, Minhui Zhu, Zaikang Tong 
Nurturing Station for the State Key Laboratory of Subtropical Silviculture, Zhejiang Agriculture and Forestry University,  
Lin’an 311300, China 

Abstract:  Nitrogen, an essential macronutrient for the growth and development of plants, affects above- 

ground biomass accumulation dramatically. Thus, it is very important to reveal the molecular mechanisms of how 
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plants resist or adapt to low nitrogen availability. The NAC1(NAM, ATAF, CUC 1) gene, located in the upstream 
regulatory network, has been reported to resist low nitrogen by regulating expression of key downstream genes and 
thus root growth in (Populus tremula × alba).In this study, we detected the responses of miR164 and its target gene 
NAC1 under nitrate-starvation condition using the Betula luminifera somaclones G49-3 as material. The NAC1 gene 
which contains 1497 bp sequence, encodes 358 amino acids and contains a highly conserved NAM domain at N ter-
minal was cloned by the RACE method. The NAC1 was then validated to be the target gene of miR164 via 5′-RACE, 
and the cleavage site was between the 10th and 11th base. The expression patterns of miR164 and its target gene NAC1 
were further detected under nitrate-starvation condition through qRT-PCR analysis. The results showed that miR164 
expression was repressed by nitrate-starvation at the beginning of the treatment (4 d) and then ascended. However, the 
expression pattern of miR164 in roots was different from that in shoots and leaves. Moreover, the expression levels of 
target gene NAC1 and miR164 were negatively correlated. The expression level of miR164 in root was increased 
while that of NAC1 was decreased under Re treatment, which indicated that miR164 and its target gene NAC1 play a 
regulatory role in response to low nitrate availability. The findings of our study may help elucidate the molecular 
mechanisms by which miR164 regulates target gene NAC1 at post-transcriptional level, and provide valuable infor-
mation for further study of the regulatory roles of miR164-NAC1 under nitrate-starvation condition. 

Keywords: Betula luminifera; nitrate-starvation; miR164; target gene; expression analysis 

氮是植物生长发育所必需的大量营养元素之一，

是细胞构成成分的重要组成元素，缺氮后迅速抑制

植物生长。为了维持正常生长发育，植物必需从土

壤中吸收足够的氮。然而，因水土流失、微生物消

耗等原因，土壤氮素往往不能满足植物需求。为提

高植物生长量，每年大量氮肥(约 120 Tg N)施用到

土壤[1]，而 75%以上氮肥未被植物吸收流失到环境

中，造成水富营养化和空气中 NOx 气体增加
[2]。因

此，揭示植物应对低氮胁迫的分子调控机制对于提

高植物生产力和减少氮肥的施用等具有重大意义[3]。

在长期进化过程中，植物已进化出多种策略应对土

壤中的低氮胁迫，包括形态、生理以及生物化学的

适应，这些适应涉及一系列基因对土壤低氮胁迫的

响应调控 [4]。已有研究表明，氮胁迫响应相关基因

涉及广泛的生物学过程，包括初级和次级代谢、基

因转录水平的调节、蛋白质合成、生长素转运及信

号传导等 [5,6]。拟南芥 (Arabidopsis thaliana)ANR1 

(Arabidopsis nitrate regulated 1)是第一个与氮调控相

关的转录因子，与低氮胁迫下根构型的变化有关[7]。

拟南芥 NRT1.1/CHL1(Nitrate transporter 1.1/Chlorate 

resistant 1)的发现加深了对氮信号传导的进一步理

解，NRT1.1/CHL1 是一个氮感受器，可感受土壤中

氮浓度的变化 [8]。通过对转录组及基因组的分析发

现了其他一些氮信号感应、吸收和代谢相关的基因，

如 NLP7(NIN-like protein 7)[9]、CIPK8(Calcineurin 

B-like interacting protein kinase 8)[10]、CCA1(Circul-

ating cathodic antigen 1)[11]等。然而，对于氮素调节的

分子调控网络中仍存在许多待解难题，其中 microRNA 

(miRNA)在这一过程中扮演着重要角色[12~14]。 

miRNA是一类内源性、非编码的小 RNA分子，

通过碱基互补配对原则切割靶基因 mRNA、翻译抑

制、介导 DNA 甲基化等实现调控功能[15]。miRNA

参与调控植物器官的形态建成、激素应答途径、逆

境胁迫和营养代谢等一系列过程[16, 17]。植物 miRNA

对靶基因的转录后调控是实现其功能的主要方式，

分析 miRNA 及其靶基因在特定生长阶段或生长环

境条件下的表达模式对于理解 miRNA 及其靶基因

的功能具有重要意义。已有研究表明 miRNA在植物

非生物胁迫中发挥重要调控功能。例如，蒺藜苜蓿

(Medicago truncatula)miR398和 miR408受干旱胁迫

诱导表达，靶基因 CSD1(Copper superoxide dismutase 

1)和 COX5b (Cytochrome c oxidase subunit Vb)表达

量显著下降[18]；拟南芥 miR399 表达受低磷胁迫抑

制，靶基因 UBC (Ubiquitin-conjugating enzyme)上调

表达以适应低磷环境[19]；拟南芥 miR393/AFB3在低

氮胁迫时通过生长素通路调节根构型，以适应低氮

环境[20]；拟南芥 miR169 表达受低氮胁迫抑制，靶

基因 NFYA(Nuclear transcription factor Y-alpha)表达 



 

第 2期 吴骏等: 光皮桦 miR164及其靶基因 NAC1在低氮胁迫中的表达分析 157 

 

    

上调，与 AtNRT1.1、AtNRT2.1等构成调控网络调节
氮代谢[21]。杨树(P. tremula ×alba) miR164在低氮胁
迫前 12 h诱导表达，而后下调表达，至 48 h几乎检
测不到，靶基因 NAC1(NAM, ATAF, CUC 1)显示出
相反表达模式，并通过调控下游关键基因的表达，

进而调控根系生长以适应低氮胁迫[22]。miR164靶基
因 NAC1 是植物中一种重要的转录因子，与低氮、
干旱、高盐、低温等多种非生物胁迫应答有关[22~25]。 
光皮桦(Betula luminifera)为桦木科(Betulaceae)

桦木属(Betula)落叶乔木，属我国特有速生珍贵树种，
主要分布于秦岭和长江流域以南至两广北部及西部

地区，其材质优良、纹理细致、木材坚硬，为高级

实木家具和地板等优良原料，是近年我国南方山区

大力发展的重要用材树种[26,27]。目前，多数人工林

营建的立地条件较差，可利用氮不足，成为限制林

木速生丰产的重要因素。为此，选择对土壤氮、磷

元素反应敏感的光皮桦为材料，研究林木对低氮胁

迫的响应方式，了解其耐低氮的分子机理，对于筛

选或培育耐低氮的优良速生新品种具有重要意义。

miR164在植物低氮胁迫时发挥重要调控功能。为揭
示miR164及其靶基因 NAC1在光皮桦低氮胁迫时的
分子调控机制，本文克隆了光皮桦 NAC1 基因，利
用 5′-RACE验证其为 miR164靶基因，采用 qRT-PCR
分析miR164及其靶基因 NAC1在低氮胁迫时的表达
模式，揭示了 miR164对靶基因 NAC1在低氮胁迫响
应中转录后水平的分子调控机制，为进一步研究

miR164-NAC1 在低氮胁迫响应中的功能提供有价
值的信息。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

选用光皮桦 G49-3无性系组培苗为实验材料，植
株培养在 1/2 MS固体培养基中，培养温度(25±2)℃，
光照时间为 12 h/d，光强 69 075~92 100 μmol/m2·s1。 

1.2  方法 

1.2.1  实验处理 

组培 2个月的光皮桦无性系 G49-3移入洗净、消
毒的沙子，置于温室(光强 69 075~92 100 μmol/m2·s1，

光照时间为 16/8 h 白天/黑夜，培养温度 25/20℃白

天/黑夜)中培养 4 周，期间以全营养液(NO3
-浓度为

15 mmol/L)浇灌，营养液配制参照卫海荣等方法[22]。

选择长势一致的幼苗进行处理，低氮处理用 NO3
−浓

度为 0.03 mmol/L营养液浇灌，与全营养液相比缺少
的 K+用 KCl补齐，对照组施以全营养液(15 mmol/L)。
每天浇灌一次，每次 5 mL，分别处理 1 d、2 d、4 d、
30 d，另有一组低氮处理 4 d 后重新添加全营养液 
(15 mmol/L)后培养 1 d，记为恢复实验组 Re(Replenish)
处理，每组 3个重复。各处理组于每日上午 11时分
别取根、茎、叶，液氮速冻后于–70℃冰箱保存。 

1.2.2  miR164 靶基因的克隆 

应用光皮桦 small RNA文库高通量测序获得的
miR164序列和转录组测序获得的 EST序列，运用在
线平台 psRNATarget(http://plantgrn.noble.org/psRN-

ATarget/)进行了靶基因预测，预测到的靶基因序列经
BLAST比对和保守结构域分析初步鉴定为 NAC1基
因。基于该片段序列设计 5′和 3′ RACE引物，分别为： 

NAC1-R：5′-GTAGCCCTGTTAGTCCTCAAAC- 
CAGTT-3′； 

NAC1-F：5′-CCTGCTTCTCCAATCCCATGTAT-
GCTC-3′。 
使用 SMART™ RACE 试剂盒(Clontech，USA)

克隆基因全长，所用 T载体和感受态细胞为 pEASY- 
T1 Simple Cloning Kit(北京全式金生物技术有限公
司)，测序由华大基因(上海)完成。 

1.2.3  序列分析 

应用 FGENESH(http://linux1.softberry.com/berry. 
phtml?topic=fgenesh&group=programs&subgroup=gfi
nd)分析推测基因编码蛋白的氨基酸组成，选择毛果
杨 (Populus trichocarpa)作为参考基因组；采用

ClustalX 进行多序列比对。用 ProtParam tool(http:// 
web.expasy.org/protparam/)工具推测分子量和等电

点 (pI)。基于拟南芥、水稻 (Oryza sativa)、黄瓜
(Cucumis sativus)、蒺藜苜蓿等 NAC1 氨基酸序列，
采用 MEGA 4.0软件(邻近法)进行多序列比较，对光

皮桦 NAC1进行系统进化分析。 

1.2.4  靶基因的 5′-RACE 验证 

利用 5′-RACE 技术进行靶基因验证 [28]，在
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miR164 与 NAC1 互补位点下游设计 5′-RACE 引物
(NAC1-SP： 5′-TCCCGTAAGTGGAGCAGTTTGAG-
CAGAGTA-3′)，采用 GeneRacer Kit(Invitrogen，美
国 )，直接在 RNA 5′ 端加上寡核苷酸接头后用
Oligo(dT)反转录成 cDNA。将 cDNA稀释 10倍后用
Hot start EX Taq polymerase(宝生物工程(大连)有限
公司)进行 PCR反应，将目标序列割胶回收后连接到
pEASY-T1克隆载体，转化感受态细胞，涂板后 37℃
过夜培养，挑取单克隆摇菌，选择至少 10个单克隆
测序。 

1.2.5  miR164 的 qRT-PCR 分析 

小 RNA提取采用通用植物microRNA提取试剂
盒(BioTeke，北京)，用 NCode VILO miRNA cDNA 
Synthesis Kit(Invitrogen，美国)将小 RNA加 A反转
录成 cDNA，稀释 10 倍后用于 miRNA 定量分析。
正向引物为 q164-F：5′-GAAGCAGGGCACGTGC-
AA-3′，反向引物为试剂盒中的通用定量引物
(Invitrogen)。在前期筛选与分析后，选择 U6为内参
基因，正向引物为 qU6-F：5′-TCGGGGACATCCGA-
TAAAATTGGAA-3′，反向引物为 qU6-R：5′-GGAC-
CATTTCTCGATTTATGCGTGTCA-3′。反应体系及
程序按说明书进行。 

1.2.6  miRNA 靶基因 NAC1 的 qRT-PCR 分析 

总 RNA 提取采用 Trizol 法(Invitrogen)，cDNA
合成采用 PrimeScript TM RT reagent Kit(宝生物工程
(大连)有限公司)，稀释 5 倍后用于定量分析。应用
Primer Premier 5.0设计定量引物，分别为： 

qNAC1-F：5′-CTGGGTCATGCACGAATACAG-
ATTG-3′； 

qNAC1-R：5′-GGGATTCGAAGAACCTCCATA-
AAGA-3′。 
应用 SYBR Premix EX Taq Kit(宝生物工程(大

连)有限公司)在 BioRad CFX96上进行定量分析，具
体反应体系和步骤参照说明书。根据前期光皮桦内

参基因筛选的结果，选择 RPL39(Large ribosomal 
subunit 39)作为内参基因(GenBank登录号：KP245805)，
扩增该基因的引物序列为： 

qRPL39-F：ATGCCGTCGCACAAGACCTT； 
qRPL39-R：CCAGGCTCATCCACCTTAGAAC。 

1.2.7  统计学分析 

应用 R3.1.3软件进行统计学分析，包括表达量
变化间的 t 检验，以及采用双变量相关模式进行
miR164与靶基因的相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  光皮桦 NAC1基因克隆及分析 

光皮桦 NAC1 基因全长 1497 bp，包含 195 bp 
5′ UTR、151 bp 3′ UTR 以及 1077 bp ORF，编码 358
个氨基酸。NAC1 蛋白分子量为 40.4 kDa，等电点
为 7.67。序列相似性分析表明，光皮桦 NAC1 与拟
南芥 NAC1 序列相似性最高，C 端变异较大，N 端
具有 NAM保守结构域，可分为 A、B、C、D、E 5
个亚结构域(图 1)。系统进化分析表明，光皮桦 NAC1
与拟南芥 NAC1、CUC2、杨树 NAC1 及茶(Camellia 
sinensis)NAC1 等同属于一个分支，属于 CUC2 亚
族。5′-RACE结果表明 NAC1可被 miR164切割，切
割位点位于互补区的第 10 和第 11 位碱基之间，验
证该基因是 miR164的靶基因。 

2.2  iR164在低氮胁迫下的表达分析 

本文利用 qRT-PCR 技术实时监测了 miR164 在
光皮桦低氮胁迫响应中的动态表达。miR164家族除
miR164a 外，miR164b 和 miR164c 表达量均较低，
qRT-PCR检测不到，说明 miR164a可能在低氮胁迫
响应中发挥主要调控作用。表达分析表明，miR164a
在根、茎、叶中的表达模式略有不同，具体表现为：

在根中呈“降-升”表达模式，即低氮处理后 4 d内，
miR164a表达持续下降，4 d时降到极低水平，与对
照组相差接近 10倍，而将低氮处理 4 d的植株放回
全营养液中时，miR164a 表达水平呈升高趋势。低
氮处理 30 d，miR164a 表达量升高，对照组的表达
水平下降。在茎中呈现“升−降”表达模式，即在低氮
处理后 4 d内，miR164a表达水平持续升高，至 30 d
时降至最低。在叶中 miR164a 表现出持续降低的表
达模式，处理 30 d降低至极低水平。同样对于低氮
处理 4 d 的幼苗，重新添加全营养液时，miR164a
表达量上升(图 2)。 

2.3  miR164靶基因 NAC1在低氮胁迫中的表达分析 

对光皮桦 NAC1在低氮胁迫时的定量分析表明， 
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图 1  光皮桦 NAC1 同源性分析 
Fig. 1  Homologous analysis of NAC1 in B. luminifera 
C端变异较大，N端具有 NAM保守结构域，分为 A、B、C、D、E共 5个亚结构域。Bl: B. luminifera; At: Arabidopsis thaliana; Pta: Populus 
trichocarpa; Ca: Cicer arietinum; Cs: Camellia sinensis; Pa: Phytolacca acinosa. 

 
该基因在根、茎、叶中有不同表达模式。具体表现

为：在根中呈“升−降”的表达模式，在低氮处理后
NAC1表达量持续升高，在 4 d达到顶峰，而后开始
下降，与 4 d相比，30 d时其表达量降低了约 12倍。
而在低氮处理 4 d 的苗中重新添加全营养液时，
NAC1表达水平下降。在茎中 NAC1受低氮诱导，表
达水平逐渐升高，30 d时达到顶峰，而对于低氮处
理 4 d的苗，重新添加全营养液后，其表达量降低。

在叶中，NAC1呈现持续升高的表达模式，30 d时达
到最高峰，表达量是 4 d 时的 3 倍。然而，向低氮
处理 4 d 的苗中重新添加全营养液后，其表达量的
变化不如根和茎中明显(图 2)。 
相关性分析表明，在根和叶中 miR164a 与其靶

基因 NAC1 的表达呈显著负相关(r = −0.685，p = 
0.029；r = −0.891，p = 0.0005)，而在茎中无相关性
(r = −0.174，p = 0.631)。 
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图 2  miR164 及其靶基因 NAC1 表达模式分析 
Fig. 2  Expression patterns of miR164 and its target gene NAC1 
A：根 miR164与靶基因 NAC1表达模式；B：茎 miR164与靶基因 NAC1表达模式；C：叶 miR164与靶基因 NAC1表达模式。LN: 低
氮水平；CK：正常氮水平。 

 

3  讨  论 

由于植物特有的固着生活方式，已进化出多种

方式应对环境中氮素含量的变化。例如，针对氮素

变化调节对氮元素的运输能力[29]，或在体内储存足

够的氮以便于重复利用[30]，或根据土壤中氮含量的

变化改变根的构型 [31]。卫海荣等 [22]报道了杨树

NAC1基因在低氮胁迫响应过程中促进根系发育，且

处于核心地位。 

NAC1 基因是 NAC 基因家族的一个转录因子，

具有调控逆境胁迫应答的作用。早期研究发现，该

基因在干旱、高盐、低温等多种非生物逆境胁迫中

发挥调控作用 [23~25]。本文首次在光皮桦中克隆了

NAC1 基因，保守结构域分析表明 NAC1 基因在 N

端具有保守 NAM结构域，C端高度变异，个别氨基

酸位点保守，具有 NAC1 基因的典型特征[32]。拟南

芥 NAC1 在生长素信号途径下游侧根伸长起核心调

控作用[33~35]，且这个基因受miR164的转录后调控[35]。

Motte 等[36]指出拟南芥 CUC2 在根系生长的早期阶

段发挥重要作用。NAC1基因可以激活生长素信号途

径中 AIR3 (Auxin Induced in Root Culture3)基因，通

过调控生长素信号来促进侧根的形成和发育[22]。然

而，蒺藜苜蓿 NAC1受 miR164调控，但不受生长素

诱导，对侧根形成无影响[37]，表明不同物种的 NAC1

基因可能有着不同的调控和生物学功能。 

鲁广宁等 [38]研究发现番茄(Solanum lycopersi-
cum) NAC1 基因在低温胁迫下表达量短期内迅速升
高，且在根部表达量最高；Li等[23]研究表明辽宁碱

蓬(Suaeda liaotungensis)NAC1 基因在干旱、高盐、
低温及生长素处理下，其表达量在 24 h内均呈“先升
后降”表达模式。杨树 NAC1在根中高度表达，不受
生长素诱导，表达量在低氮胁迫 24 h 内持续下降，
而后升高[22]。本研究中，光皮桦 NAC1 基因在低氮
处理下，根中呈“先升后降”表达模式，而茎和叶中
表达量持续上升，表明 NAC1 基因在低氮胁迫下在
不同组织中存在不同表达模式。低氮胁迫条件下，

根中 NAC1 表达量快速上升，以促进根系发育，从
而增强光皮桦幼苗对氮素的吸收。至 30 d时，根中
NAC1基因表达显著降低，可能是因植株中已没有足
够的养分供应根系的快速生长，是一种反馈调节模

式。而此时正常组中 NAC1 显著上调，表明正常情
况下根系在此时进入快速生长期。NAC1 基因是
miR164的靶基因，根和叶中 miR164a表达与 NAC1
呈显著负相关，在茎中也表现出相反趋势。研究结
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果说明在低氮胁迫下，miR164对 NAC1的表达变化
起重要调控作用。有关 miR164如何受低氮调控，以
及 NAC1 通过何种途径参与生长素代谢，进而调控
根系的发育，有待于更深入的研究。 
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