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摘   要：植物 NAC 转录因子参与调控多种生物学过程，在植物生长发育和逆境适应性方面发挥

重要作用。前期研究发现小麦(Triticum aestivum) NAC 家族成员 TaNAC14 正向调控幼苗根生长发

育并增强其耐旱性。本研究对小麦 TaNAC14 蛋白的理化性质和结构进行了分析预测；对 TaNAC14
的亚细胞定位和转录激活活性进行了验证；构建了 TaNAC14 重组蛋白原核表达载体 pET21a-HMT- 
TaNAC14，转化大肠杆菌(Escherichia coli)表达菌株 BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL，对 TaNAC14 重

组蛋白的诱导表达条件进行了优化，对重组蛋白的可溶性进行了分析，并利用镍柱对重组蛋白进

行了分离纯化。结果表明，TaNAC14 具有 NAM 家族保守的结构域，定位于细胞核，具有转录激

活活性。重组蛋白 HMT-TaNAC14 在大肠杆菌中的最佳诱导表达条件为 0.2 mmol/L 的 IPTG 诱导

4 h；该重组蛋白主要以可溶性形式存在；利用镍柱对其进行了分离纯化，获得了较高纯度的目的

蛋白。本研究为后续进行 TaNAC14 调控靶基因的鉴定奠定了基础。 
关键词：小麦；TaNAC14；载体构建；原核表达；分离纯化  
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Prokaryotic expression and purification of the transcription 
factor TaNAC14 in wheat (Triticum aestivum) 
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Abstract: The transcription factors (TFs) in the NAC family are involved in regulating multiple 
biological processes, playing an important role in plant growth, development, and stress 
adaptation. Our previous studies have demonstrated that TaNAC14, a member of the NAC 
family in wheat (Triticum aestivum L.), positively regulates root growth and development and 
enhances the drought tolerance of wheat seedlings. In this study, we analyzed the 
physicochemical properties and structure and verified the subcellular localization and 
transcriptional activation activity of TaNAC14. The prokaryotic expression vector 
pET21a-HMT-TaNAC14 was constructed and transformed into Escherichia coli BL21 
CodonPlus (DE3)-RIPL. The conditions for inducing the expression of the recombinant protein 
HMT-TaNAC14 were optimized. The solubility of the recombinant protein was analyzed, and 
the protein was purified by affinity chromatography on a Ni-nitrilotriacetic acid column. The 
results indicated that TaNAC14 had a conserved domain of the NAM family. It was located in 
the nucleus and had transcriptional activation activity. The optimal conditions for expression of 
the recombinant protein in E. coli were induction with 0.2 mmol/L IPTG for 4 h. The 

recombinant protein mainly existed in the soluble form, and the target protein was obtained after 
purification. This study lays a foundation for the identification of target genes regulated by 
TaNAC14. 
Keywords: wheat; TaNAC14; vector construction; prokaryotic expression; purification 

 
 

转录因子(transcription fanctor, TF)是真核

生物细胞内具有调控功能的一大类蛋白质，它

可以调控目标基因在生物体内的时空表达。在

植物中，TF 参与各种不同的生物过程，如发育

控制、防御和应激反应的激发，在生长发育和

逆境应答过程中发挥着重要作用 [1]。转录因子

NAM、ATAF1/2 和 CUC2 (简写 NAC)是植物特

异性 TF 家族之一，在陆地植物中广泛存在[2]。

1996 年 Souer 等[3]在矮牵牛属(Petunia)植物中

发现首个 NAC TF-NAM 编码基因，它是胚胎和

花模式形成所必需的。随后，在拟南芥中发现

了 NAC 的另外两个成员 CUC 和 ATAF1/2 蛋白

调控植物生长发育[4]。此后的 20 多年，研究者

在植物 NAC TF 的鉴定、结构及功能研究方面

开展了大量的工作。研究表明 NAC TF 通常都

包含一个相对保守的 N 端 NAC 结构域和一个高

度可变的 C 端转录调控结构域。经典的 NAC 结

构域由大约 150−160 个氨基酸残基组成[2,5-6]。可

根据高度保守的 N 端 NAC 结构域和可变的 C
端结构域鉴定 NAC TF 家族成员 [7-8]。截至  
2023 年 12 月，植物 TF 数据库 PlantTFDB 3.0 
(http://planttfdb.gao-lab.org/)已收录了来自 150 个
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物种的 NAC 家族的 19 997 个基因，每个物种

NAC TF 基因都很丰富，在拟南芥、水稻、玉米

和番茄基因组中分别有 138、328、189、101 个非

冗余的 NAC TF 基因。 
大量研究表明 NAC TF 参与调控植物生长

和发育的许多生物学过程，包括种子萌发[9]、

茎和根顶端分生组织形成[3,10]、形态建成[11]、衰

老[12]、侧根发育[13]、果实和种子发育[14-15]、生

物防御[16]及环境非生物胁迫应答[17-18]。随着研

究的不断深入，许多 NAC TF 参与调控不同生

物学过程的分子机制被逐渐阐明。目前，对

NAC TF 生物学功能及作用机制的了解主要集

中在拟南芥、水稻、番茄、玉米等植物。 
重要主粮作物小麦(Triticum aestivum)因其

基因组庞大且复杂，高质量参考基因组序列获

得较晚，其 NAC 的鉴定和功能及作用机制研究

工作相对滞后。基于小麦基因组参考序列，鉴

定出 NAC 家族共包含 453 个成员[19]。在小麦中

仅有少数几个 TaNAC TF 的功能被报道。Feng
等[20]研究表明 TaNAC21/22 负调控转基因小麦

条锈病抗性。小麦 TaRNAC1 TF 主要在根中表

达，在根部过表达 TaRNAC1 导致小麦苗期和成

熟期根长和生物量显著增加，根部编码赤霉素

(gibberellin, GA)-3-氧化酶的 GA3-ox2 的表达水

平升高，该酶催化无活性赤霉素向有活性转

化；在限水生长条件下转基因小麦的耐旱性、

生物量及籽粒产量比非转基因对照小麦显著

提高 [21]。小麦携带 ABRE 启动子基序插入的有

利等位基因 TaSNAC8-6A (in-313)可被 TaABF靶

向，并在耐旱基因型中促进 TaSNAC8-6A 干旱

诱导表达；TaSNAC8-6A，特别是 TaSNAC8-6A 
(in-313)等位基因的自然变异对小麦的抗旱性

有很大的贡献[22]。 
本 课 题 组 前 期 研 究 发 现 小 麦 miR164- 

TaNAC14 模块调控幼苗根生长发育和非生物胁

迫(干旱和高盐)耐受性，TaNAC14 促进根生长

发育并增强耐旱性[23]。但是，TaNAC14 下游的

靶基因以及其调控小麦生长发育及耐旱性的分

子机制尚待揭示。为此，本研究分析了 TaNAC14
蛋白的理化性质和结构；构建了 TaNAC14 的原

核表达载体并优化了其在大肠杆菌中的表达条

件；对目的蛋白 TaNAC14 进行大量表达、分离

及纯化，以期为后续进一步开展 TaNAC14 的调

控靶基因及互作蛋白的鉴定奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  载体和菌株 

携带TaNAC14基因的pMD19T质粒(pMD19T- 
TaNAC14)由本实验室构建。改造后的表达载体

pET21a-HMT (带 His 和 MBP 两种标签，其中

MBP 是助溶蛋白)由西北农林科技大学生命科

学院结构生物学研究室馈赠。 
大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 菌株为本

实验室保存，BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL 表达

菌株购自 KLANG 生物科技有限公司。 
1.1.2  主要试剂 

本研究所用 PCR 引物(表 1)由西安擎科泽

西生物有限公司合成。卡那霉素和异丙基硫代

半乳糖苷 (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside, 
IPTG)购自博奥拓达科技有限公司 (北京 )。
PrimeSTAR® HS DNA Polymerase、DNA Marker、
Protein Marker、限制性内切酶 Xba Ⅰ、Nhe Ⅰ、
Nde Ⅰ、EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ、T4 DNA 连接酶、通用型

DNA 回收试剂盒、质粒小提试剂盒均购自天根生

化科技 (北京 )有限公司。His60 Ni Surperflow 
Resin 购自 TaKaRa 公司(大连)。 

1.2  方法 
1.2.1  小麦 TaNAC14 蛋白的理化性质分析 

TaNAC14 蛋白的理化性质分析按照张立坚[24] 
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表 1  本研究所用的 PCR 引物 
Table 1  The PCR primers used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) Usage 
TaNAC14 (Xba Ⅰ) F ctagtctagaATGGAGCACGGCGAGCAGGAGCAG p16318-TaNAC14-GFP vector construction 
TaNAC14 (Nhe Ⅰ) R ctagctagcGTAGCCCCACGGCGCGGGCTC 
TaNAC14 (Nde Ⅰ) F cgccatatgATGGAGCACGGCGAGCAGGAGCAG pGBKT7-TaNAC14 vector construction 
TaNAC14 (EcoR Ⅰ) R ccggaattcGTAGCCCCACGGCGCGGGCTC 
TaNAK14 (EcoR Ⅰ) F ccggaattcGAGCACGGCGAGCAGGAGCAG pET21a-HMT-TaNAC14 vector construction 
TaNAK14 (Xho Ⅰ) R ccgctcgaGTAGCCCCACGGCGCGGGCTC 
The lowercase letters underlined in the primer sequences represent the corresponding restriction enzyme cleavage sites.  

 
的方法进行。利用Expasy蛋白分析网站(https://web. 
expasy.org/protparam/)的 ProtParam 程序预测

TaNAC14 蛋白的等电点和分子量等理化性质；

用 SOPMA 在线网站(https://npsa-prabi.ibcp.fr/ 
cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html)
预测 TaNAC14 的二级结构；利用 Pfam 在线网

站(http://pfam.xfam.org/)分析 TaNAC14 的保守

功能域；用 Phyre 2 在线软件(http://www.sbg.bio. 
ic.ac.uk/phyre2/html/)进行 TaNAC14 三级结构

建模。 
1.2.2  TaNAC14 的亚细胞定位分析 

为了对小麦 TaNAC14 进行亚细胞定位分

析，构建了 TaNAC14 的亚细胞定位载体 p16318- 
TaNAC14-GFP。根据 p16318-GFP 载体和

TaNAC14 的编码序列，设计并合成包含限制性

核酸内切酶 Xba Ⅰ和 Nhe Ⅰ酶切位点的引物对

TaNAC14 (Xba Ⅰ) F/TaNAC14 (Nhe Ⅰ) R (表 1)。
以重组质粒 pMD19-T-TaNAC14 为模板，用该

引物对进行 PCR 扩增。PCR 反应体系见表 2。
PCR 程序为：95 ℃ 3 min；98 ℃ 5 s，55 ℃ 5 s，
72 ℃ 75 s，30 个循环。PCR 产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测，切胶回收目的片段。用限制

性内切酶 Xba I 和 Nhe I 分别对目的片段和表

达载体 p16318-GFP 进行酶切、电泳检测和切

胶回收。用 T4 DNA 连接酶连接目的片段，将

TaNAC14 编码序列亚克隆到 p16318-GFP 载体

中 CaMV35S 启动子和 GFP 基因之间，使 

表 2  扩增 TaNAC14 编码区的 PCR 反应体系 
Table 2  PCR reaction system for amplifying 
TaNAC14 coding region 
Reagent Volume 

(μL) 
dNTPs (2.5 mmol/L each) 4.0 

Primer pair (10 μmol/L) 2.0 

Template (100 ng/μL) 0.5 

PrimeSTAR HS DNA Polymerase (2.5 U/μL) 0.5 

5×PrimeSTAR Buffer (Mg2+ plus) 10.0 

ddH2O 33.0 

 
TaNAC14 在读码框内与 GFP 融合，构建成瞬时

表达载体 p16318-TaNAC14-GFP。将瞬时表达载

体 p16318-TaNAC14-GFP 通过基因枪(Bio-Rad)
轰击洋葱表皮细胞，以 p16318-GFP 作为对照；

将转化细胞在 1/2 Murashige and Skoog (MS)培
养基 [25]上孵育，在光照或黑暗中 28 °C 孵育

36–48 h 。转化细胞中的 GFP 、融合蛋白

TaNAC14-GFP 以及细胞核荧光染料 4′,6-二脒

基 -2- 苯 基 吲 哚 (4′,6-diamidino-2-phenylindole, 
DAPI)用 Leica 倒置显微镜 DMi8 进行观察。 
1.2.3  TaNAC14 的转录活性分析 

以重组质粒 pMD19-T-TaNAC4 为 PCR 模

板，用含有限制性核酸内切酶酶切位点的引物对

TaNAC14 (Nde Ⅰ) F/TaNAC14 (EcoR Ⅰ) R (表 1)进
行 PCR，扩增 TaNAC14 的编码序列。PCR 反

应体系见表 2，反应程序同 1.2.2。用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物，切胶回收目的片段。
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用 Nde Ⅰ和 EcoR Ⅰ分别对目的片段和酵母表达

载体 pGBKT7 进行双酶切，电泳检测两种目

的片段并分别切胶回收，再用 T4 DNA 连接酶

进行连接，得到重组载体 pGBKT7-TaNAC14。
测序确认此重组载体序列正确后，将其转化到酵

母菌 Y2HGold 菌株中，以空载 pGBKT7 作为阴

性对照。按照 Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid 
System (Clontech)使用手册的操作步骤进行酵母

单杂交实验，验证 TaNAC14 的自激活活性。 
1.2.4  重组表达载体 pET21a-HMT-TaNAC14
的构建 

根据表达载体 pET21a-HMT 序列和 TaNAC14
的编码序列，设计并合成带有 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切

位点的引物对 TaNAK14 (EcoR Ⅰ) F/TaNAK14 
(Xho Ⅰ) R (表 1)。以重组质粒 pMD19-T-TaNAC14
为模板进行 PCR 扩增，以获得两端携带酶切位

点的 TaNAC14 目的片段。PCR 反应体系见表 2，
反应程序同 1.2.2。用 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩

增产物，切胶回收目的片段。用 EcoR Ⅰ和 Xho Ⅰ
分别双酶切目的片段及表达载体 pET21a-HMT，
电泳检测并切胶回收两种目的片段。用 T4 DNA
连接酶将 TaNAC14 目的片段与载体 pET21a-HMT
的目的片段连接，得到重组表达载体。用该重

组载体遗传转化大肠杆菌菌株 DH5α；随机挑取

单菌落进行菌落 PCR 鉴定及酶切鉴定后，将阳

性单克隆菌液送西安擎科泽西生物有限公司测

序确认；经测序确认的重组表达载体命名为

pET21a-HMT-TaNAC14。 
1.2.5  重组蛋白在大肠杆菌中诱导表达条件

优化 
用重组表达载体 pET21a-HMT-TaNAC14

质粒转化大肠杆菌表达菌株 BL21 CodonPlus 
(DE3)-RIPL，同时用携带 pET21a-HMT 空载体

质粒为阴性对照。按照张立坚[24]的方法进行重

组蛋白诱导表达条件优化。具体步骤如下：用

菌落 PCR 鉴定后挑取阳性单菌落，分别接种到 

10 mL LB 液体培养基(含 50 μg/mL 氨苄)，37 ℃
振荡培养过夜。将过夜培养的对照菌和重组表

达菌以 1:100 的比例分别接种至含 50 μg/mL 氨

苄的 5 mL LB 液体培养基中，继续培养至菌液

的 OD600 值为 0.4−0.6。向对照菌液和重组表达

菌中分别加入不同 IPTG 使其终浓度分别为 0、
0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L；28 ℃诱导表

达 6 h，收集不同 IPTG 诱导浓度的菌体进行

SDS-PAGE (浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度为

10%)，以确定最适 IPTG 浓度。在 28 ℃和最适

IPTG 浓度条件下，分别设置 0、2、4、6、8、
10 h 的诱导表达时间，在各时间点分别收集对

照菌液和重组菌液，用 10%的 SDS-PAGE 进行

检测，以确定最适诱导表达时间。 
1.2.6  重组蛋白的可溶性分析及纯化 

根据上述摸索的目的蛋白最佳诱导表达条

件进行重组菌的扩大培养，诱导表达结束后，

4 ℃、10 000 r/min 离心收集菌体。按照张立坚[24]

的方法进行重组蛋白的可溶性分析。具体步骤

如下：用 1/10 体积的 pH 8.0 的磷酸盐缓冲盐水

(phosphate buffered saline, PBS)溶液(加有蛋白

酶抑制剂 )重悬沉淀。重悬液用超声仪破碎

(6mm 变幅杆，功率 300 W，3 s 工作/6 s 间歇，

共 10 min，重复超声 2 次。超声过程在冰上进

行)。收集 50 μL 破碎液，加入等体积 2×SDS 
Loading Buffer。其余破碎液于 4 ℃、8 000 r/min
离心 20 min，离心结束后取 50 μL 上清，加入

等体积 2×SDS Loading Buffer。另取少许沉淀直

接加入 100 μL 1×SDS Loading Buffer 重悬。最

后，将加有 SDS Loading Buffer 的破碎液、上

清和沉淀均于 100 ℃加热 5 min，分别取 15 μL
样品，用 10%的 SDS-PAGE 进行检测来确定重

组蛋白的可溶性。 
pET21a-HMT 载体带有 His 标签，故参照

His60 Ni SurperflowTM Resin (Clontech)的操作



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4176 

说明书进行重组蛋白的纯化。具体步骤如下：

用 10 倍柱体积的平衡缓冲液平衡，取 10 倍柱

体积的破碎上清样品以 0.5 mL/min 上样，收集

穿出液，用 15 倍柱体积的平衡缓冲液洗去未吸

附的蛋白，用 5 倍柱体积的洗脱缓冲液洗脱、

收集目的蛋白(如果上清溶液体积较大，可多次重

复上述步骤)。上述纯化过程中分别收集 50 μL 的

上清穿出液和洗脱液，加入等体积 2×SDS 
Loading Buffer，通过 10%的 SDS-PAGE 检测

TaNAC14 重组蛋白的纯化结果。 

2  结果与分析 
2.1  小麦 TaNAC14 的理化性质和结构分析 

理化性质分析显示，TaNAC14 蛋白包含

373个氨基酸残基，其理论分子质量为40.44 kDa，
等电点为 5.77，分子式为 C1 770H2 737N495O563S15。

对 TaNAC14 蛋白亲疏水性分析显示，其总平均

亲水性为−0.474 (大于 0 为疏水，小于 0 为亲

水)，为亲水性蛋白。 
TaNAC14 蛋白二级结构分析显示，其 N 端

含有较多的 α 螺旋和 β 转角，分别占整个蛋白

的 19.78%和 4.88%。C 端无规则卷曲含量最高，

占 65.58%。TaNAC14 蛋白的保守功能域分析显

示，该蛋白具有 NAM 家族保守的结构域，是

NAC 超家族成员(图 1A)。TaNAC14 蛋白的三

级结构建模结果显示，该模型的 N 端主要由 α
螺旋和 β-转角构成，C 端为无规则卷曲，与二

级结构预测结果一致(图 1B)。 

 

 
 

图 1  TaNAC14 蛋白的结构分析 
Figure 1  The structural analysis of TaNAC14 protein. A: The conserved domain of TaNAC14 protein. B: 
Three-dimensional structure of TaNAC14 protein. 
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2.2  小麦 TaNAC14 的亚细胞定位和转录活

性分析 
对 p16318-TaNAC14-GFP 在洋葱表皮细胞

瞬时表达进行分析，结果显示，在对照组中，

整个细胞均观察到 GFP 信号，而 TaNAC14-GFP
融合蛋白的信号只在细胞核中出现，并与核

DNA 荧光染料 DAPI 共定位(图 2A)。这表明

TaNAC14-GFP 融合蛋白定位于细胞核，与

TaNAC14 作为 TF 的特征相符。 
将重组载体 pGBKT7-TaNAC14 引入酵母

菌株 Y2HGold 中，用非选择性(SD/−Trp)或选择

性(SD/−Trp/−His/−Ade)培养基进行筛选。结果

显示，携带 pGBKT7-TaNAC14 的酵母菌落可以

在两种培养基中正常生长，但携带 pGBKT7 酵

母菌落仅在 SD/−Trp 培养基上生长(图 2B)，证

明 TaNAC14 具有转录活性。 

2.3  TaNAC14 重组蛋白表达载体 pET21a- 
HMT-TaNAC14 的构建 

分别将从载体 pMD19-T-TaNAC14 上 PCR
扩增得到的目的基因片段(1 062 bp)和表达载

体 pET21a 质粒用 Xba Ⅰ和 Nhe Ⅰ进行酶切，然

后将目的片段与载体进行连接；之后用其转 
 

 
 

图 2  TaNAC14 的亚细胞定位与转录激活活性分析 
Figure 2  Subcellular localization and transcriptional activity assay of TaNAC14. A: Subcellular localization 
of TaNAC14 in onion epidermal cells. 35S::GFP: p16318-GFP vector control; 35S::TaNAC14-GFP: The 
recombinant expression vector (p16318-TaNAC14-GFP) of fusion protein TaNAC14-GFP; DAPI: A blue 
fluorescent DNA dye used to indicate nuclear regions. B: Transcriptional activity assay of TaNAC14. 
pGBKT7: Empty vector (negative control); pGBKT7-TaNAC14: The recombinant vector carrying TaNAC14; 
0.6, 10−1, 10−2, 10−3, 0−4 and 10−5: Six different dilution levels of yeast colony; SD/−Trp: Trp-deficient 
synthetic medium; SD/−Trp/−His/−Ade: Trp-, Ade-, and His-deficient synthetic medium. 
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化大肠杆菌 DH5α，挑取单菌落进行 PCR 鉴定

(图 3A)。对鉴定到的阳性克隆提取质粒进行酶

切鉴定，酶切后电泳检测结果显示酶切后获得

约 5 000 bp 的 pET21a-HMT 载体骨架和约

1060 bp 的目的片段(图 3B)。对重组表达载体

质粒进一步测序分析，结果显示重组表达载体

pET21a-HMT-TaNAC14 序列和读码框正确。 

2.4  重组蛋白 TaNAC14 表达条件优化 
用构建好的重组表达载体质粒 pET21a- 

HMT-TaNAC14 转化大肠杆菌 BL21 CodonPlus 

(DE3)-RIPL 菌株，同时以空载体 pET21a-HMT
转化 BL21 CodonPlus (DE3)-RIPL 菌株作为对

阴性对照。菌落 PCR 鉴定后分别取阳性单克隆

扩大培养。首先，设置不同浓度 IPTG (0、0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/L)，28 ℃诱导 6 h；在

诱导表达结束后利用 SDS-PAGE 检测不同

IPTG 浓度诱导条件下重组蛋白 TaNAC14 的表

达量。结果显示，IPTG 浓度在 0.2−1.0 mmol/L
范围内时，重组蛋白 TaNAC14 的表达量并未

显著增加(图 4A)。考虑到低浓度 IPTG 利于诱 
 

 
 

图 3  重组表达载体 pET21a-HMT-TaNAC14 的鉴定 
Figure 3  Identification of recombinant expression vector pET21a-HMT-TaNAC14. A: Identification of 
pET21a-HMT-TaNAC14 by colony-PCR. Lane 1−5: PCR product of different single colony. B: Identification 
using EcoR I and Xho I digestion. Lane 1: Recombinant plasmid pET21a-HMT-TaNAC14; Lane 2−4: EcoR I 
and Xho I double digestion of pET21a-HMT-TaNAC14. M: 250 bp DNA ladder. 

 

 
 

图 4  不同诱导条件下重组蛋白 TaNAC14 表达情况的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the expression of recombinant protein HMT-TaNAC14 under different 
induction conditions. A: Recombinant protein TaNAC14 in different IPTG concentration (28 ℃, 6 h). M: 
Protein marker; Lane 1 and 2: Un-induced and induced (0.2 mmol/L IPTG) E. coli strain containing empty 
plasmid pET21a, respectively; Lane 3−8: E. coli strain containing pET21a-HMT-TaNAC14 induced by IPTG 
at 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mmol/L, respectively. B: Recombinant protein TaNAC14 in different time 
(28 ℃, 0.2 mmol/L of IPTG).  Lane 1 and 2: Un-induced and induced (0.2 mmol/L IPTG) E. coli strain 
containing empty plasmid pET21a, respectively; Lane 3−8: E. coli strain containing pET21a-HMT-TaNAC14 
induced 0, 2, 4, 6, 8, 10 h, respectively. The arrows indicate the target protein. 
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导得到更多的可溶性目的蛋白，因此，确定后

续重组蛋白诱导表达的 IPTG 诱导浓度为

0.2mmol/L。之后在 0.2 mmol/L IPTG 浓度和

28 ℃条件下，设定不同诱导时间(0、2、4、6、
8、10 h)进行重组蛋白 TaNAC14 诱导表达，利

用 10%的 SDS-PAGE 检测不同诱导时间重组蛋

白 TaNAC14 的表达量。结果显示 TaNAC14 蛋

白的表达量在 0−4 h 内随诱导时间的延长而增

加，在 4−10 h 之间目的蛋白表达量无明显变化。

考虑到诱导表达及纯化实验的时间周期，确定

4 h 为最适诱导时间(图 4B)。 
2.5  重组蛋白 TaNAC14 的可溶性分析及

纯化 
按照上述最佳诱导表达条件，对携带

pET21a-HMT-TaNAC14 质粒的表达菌进行大量

诱导表达；再按照 1.2.6 中的方法检测重组蛋白

的可溶性。检测结果显示重组蛋白 TaNAC14 以

可溶性形式存在于上清液中(图 5)。超声破碎后

的上清液经镍柱纯化后进行 SDS-PAGE 检测，

结果表明有单一的目的蛋白条带(图5)。这表明

本研究纯化获得的目的蛋白可用于后续实验

研究。 

3  讨论 
多种 NAC TF 参与调控不同生物学过程的

分子机制已被逐渐阐明。拟南芥转录激活因子

NAC1 受生长素的诱导并能够传导生长素信号

而影响侧根的发育；过表达 AtNAC1 则会增加拟

南芥侧根数量[26]；AtNAC1 通过与 AtSCR/SCHR
互作和招募转录共抑制子 AtTPL 至细胞周期调

节蛋白基因 CYCD6.1 的启动子，形成复合物

AtNAC1-AtSCR/SCHR-AtTPL 以抑制其转录，

从而控制主根的发育[27-28]；AtNAC056 直接与

硝酸盐同化基因 NIA1 的启动子结合，通过硝酸

盐信号上调该基因表达并促进根系的生长[29]。

拟南芥 AtNAC016 和 AtNAP 通过负调控 ABA
信号途径降低植物耐旱性[30]。多项研究表明水

稻 OsNAC2 对分蘖、茎秆粗细、开花期和穗分

枝等都有影响；OsNAC2 过表达可通过上调

OsKO2 和下调 OsEATB 抑制 GA 信号传递，进

而导致开花推迟[31]；OsNAC2 还可通过直接调

控 ABA 生物合成基因 NCED 和 ABA 8′-羟化酶

基因 OsABA8ox1 诱导 ABA 介导的叶片衰老[11]。

OsNAC127 和 OsNAC129 可以直接靶向单糖转

运蛋白基因 OsMST6 和糖运输基因 OsSWEET4，
通过形成异源二聚体调控水稻籽粒灌浆[14]。水

稻 OsNAC5 和 OsNAC6 能够激活 OsLEA3 基因

的表达使体内保护蛋白含量增加，进而提高水稻

抵御非生物胁迫的能力[32-33]；水稻多个 NAC 通

过正调控或负调控体内活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)的积累抑制或增强植物耐旱性[8]。 

 

 
 

图 5  重组蛋白 TaNAC14 可溶性及分离纯化的

SDS-PAGE 分析 
Figure 5  Analysis of the solubility and 
purification of recombinant protein TaNAC14 by 
SDS-PAGE. M: Protein marker; Lane 1 and 2: 
Un-induced and induced (0.2 mmol/L IPTG) E. coli 
strain containing recombinant plasmid 
pET21a-HMT-TaNAC14, respectively; Lane 3 and 4: 
Precipitation and supernatant of induced E. coli 
strain containing recombinant plasmid 
pET21a-HMT-TaNAC14 after ultrasonic lysis, 
respectively; Lane 5: Recombinant protein 
TaNAC14 purified by Ni-NTA agarose affinity 
chromatography; the arrow indicates the target 
protein. 
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本课题组最近在小麦中鉴定到几个 miR164
靶向调控的新 NAC TF 家组成员(TaNAC1、
TaNAC11 和 TaNAC14)；小麦转基因过表达研究

表明 miR164-TaNAC14 模块调控幼苗根发育和

耐旱及耐盐性，tae-miR164 过表达抑制小麦幼

苗根的生长发育、降低耐旱性和耐盐性；而

TaNAC14 过表达促进小麦幼苗根的生长发育并

增强小麦耐旱性和耐盐性[23]。但是，在小麦体

内 TaNAC14 究竟与哪些蛋白因子互作以及通

过调控哪些靶基因的表达促进根生长、耐旱和

耐盐性等问题尚待研究。这些问题的研究在一

定程度上依赖于获得 TaNAC14 蛋白。由于蛋白

原核表达系统操作简单，且外源蛋白表达量较

高，其在真核基因功能研究及目标蛋白的制备

过程中得到广泛应用[34-36]。本研究对 TaNAC14
蛋白的疏水性和亲水性分析显示其总平均亲水

性为−0.474，为亲水蛋白；蛋白结构分析表明

TaNAC14 含有 NAM 家族成员的保守结构域，

是 NAC 超家族成员(图 1)；TaNAC14 的亚细胞

定位分析结果表明其定位于细胞核(图 2A)，这

些性质都符合 TF 的特征。进一步用酵母单杂

交实验证明 TaNAC14 蛋白具有转录激活活性

(图 2B)。为了能获得可溶性的 TaNAC14 蛋白用

于后期 TaNAC14 调控靶基因和互作蛋白鉴定的

研究，本研究以改造后同时携带 His 标签和 MBP 
(助溶蛋白)标签的原核表达载体 pET21a-HMT 为

骨架，构建了在 TaNAC14 的 N-端融合 His-MBP-
的重组蛋白的表达载体 pET21a-HMT-TaNAC14；
将其转入大肠杆菌表达菌株 BL21 CodonPlus 
(DE3)-RIPL。对重组菌的目的蛋白诱导表达条

件(IPTG 诱导浓度和诱导时间)进行了探索和优

化，确定重组蛋白最适诱导表达条件为 0.2 mmol/L
的 IPTG 诱导 4 h (图 4A、4B)。原核表达蛋白的

可溶性分析结果显示重组蛋白 HMT-TaNAC14
为可溶性蛋白；利用 His60 Ni Surperflow Resin

柱进行目标蛋白的分离纯化，获得了较高纯度

的目的蛋白，为后续 TaNAC14 蛋白特异抗体的

制备、利用凝胶迁移实验(electrophoretic mobility 
shift assay, EMSA)筛选鉴定 TaNAC14 的调控靶

基因以及利用 Pull-Down 实验鉴定 TaNAC14 的

互作蛋白等研究奠定了基础。 

4  结论 
小麦 TF TaNAC14 蛋白属于亲水蛋白，

TaNAC14 具有 NAM 家族保守的结构域，定位

于细胞核，且具有转录激活活性。重组蛋白

HMT-TaNAC14 在大肠杆菌中最适诱导表达条

件为 0.2 mmol/L IPTG 诱导 4 h，重组蛋白为可

溶性蛋白；本研究利用镍柱对重组蛋白进行分

离纯化，获得了较高纯度的目的蛋白。 
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