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【摘要】   目的    研究富天冬酰胺蛋白（NRP）对拟南芥辐射抗性的影响。方法    选取野生型

(WT)、NRP 过表达型 (Pro35S:NRP-GFP)、NRP 突变型 (nrp) 3种拟南芥种子，分别分为照射组

（120 Gy γ射线照射）和对照组（不照射）。（1）3种基因型拟南芥种子培养至第 3天进行照射，照

射后继续培养至第 7天，统计各组根长。（2）3种基因型拟南芥种子于 MS培养基中培养至第

7天进行照射，照射后分别移栽至基质土中继续培养至第 30天，观察各组植株的生长和形态。

（3）WT 拟南芥种子培养至第 7天进行照射，照射后继续培养 24 h，采用实时定量 PCR分析

WT 植株中 NRP 和多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶 2（PARP2）2种基因在照射前后的相对表达量的变

化。（4）Pro35S:NRP-GFP 拟南芥种子培养至第 7天进行照射，分别于照射后不同时间取幼苗进

行荧光共聚焦显微观察。组间比较采用独立样本 t 检验。结果    （1）辐射导致 WT 和 nrp 幼苗的

根长缩短，分别为（2.73±0.43）   cm和（1.31±0.53）   cm，与对照组 [（4.56±0.41）   cm和（2.89±
0.60） cm]相比，差异均有统计学意义（t=9.212、6.490，均 P=0.000）；而 Pro35S:NRP-GFP 幼苗

的根长在照射前后无明显差异 [（3.01±0.34） cm vs.（2.96±0.34） cm，t=0.253，P=0.801]。（2）辐射

导致 WT 和 nrp 幼苗植株的发育不良、生长受限，其中株高和莲座叶直径分别与对照组相比，

差异均有统计学意义（t=6.361~12.250，均 P=0.000），而 Pro35S:NRP-GFP 幼苗植株则维持正常

形态。（3）辐射导致 WT 植株中 NRP 和 PARP2 的相对表达量均升高，与对照组相比，差异有统

计学意义（t=4.447、7.776，P=0.002、0.000）。（4）Pro35S:NRP-GFP 幼苗在照射后各时间点均出

现 NRP入核现象。结论    NRP可能对拟南芥辐射抗性的发挥起到重要作用，可作为植物辐射抗

性靶点进行深入研究。
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【Abstract】   Objective    To investigate the role of asparagine-rich protein (NRP) in resistance of
Arabidopsis  thaliana  to  radiation. Methods    Wild-type  (WT),  NRP  overexpression  lines  (Pro35S:
NRP-GFP),  and NRP mutant lines (nrp) of A. thaliana seeds were used and divided into two groups:
irradiation  (120 Gy γ-ray  irradiation)  and  control  (no  irradiation).  (1)  Seeds  of  three  genotypes  of A.
thaliana were cultured to the third day and irradiated with 120 Gy; the root length of each group was
measured  after  culture  was  continued  to  the  seventh  day.  (2)  The  seeds  of  three  genotypes  of  A.
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thaliana  were  cultured  in  MS  medium  to  the  seventh  day,  and  then  irradiated  with  120  Gy.  After
irradiation, the seeds were transplanted to the substrate soil for further culture until the 30th day. The
growth and morphology of each group of plants were observed. (3) WT A. thaliana seeds were cultured
to the seventh day and irradiated with 120 Gy. After 24 h, the changes in the relative expression of NRP
and  poly-ADP-ribose  polymerase  2  (PARP2)  genes  in WT  plants  before  and  after  irradiation  were
analyzed by real-time quantitative PCR. (4) The seeds of Pro35S:NRP-GFP A. thaliana were cultured
to  the  seventh  day  and  then  irradiated  with  120  Gy.  The  seedlings  were  observed  by  fluorescence
confocal  microscopy  at  different  times  after  irradiation.  Independent  sample  t-test  was  used  for
comparison between groups. Results    (1) After irradiation, the root lengths of WT and nrp A. thaliana
were significantly shortened (t=9.212 and 6.490, both P=0.000) to (2.73±0.43) cm and (1.31±0.53) cm,
respectively,  whereas the root lengths of the control  group were (4.56±0.41) cm and (2.89±0.60) cm.
The  root  lengths  of  Pro35S:NRP-GFP  with  or  without  irradiation  exhibited  no  significant  changes
((3.01±0.34)  cm vs.  (2.96±0.34)  cm,  t=0.253, P=0.801).  (2)  The growth and development  of WT and
nrp A.  thaliana  were  significantly  reduced  (t=6.361 –12.250,  all P=0.000),  whereas  that  of Pro35S:
NRP-GFP maintained its development after irradiation. (3) The relative expression of NRP and PARP2
of WT  A.  thaliana  significantly  increased  after  irradiation  (t=4.447  and  7.776, P=0.002  and  0.000).
(4) Pro35S:NRP-GFP seedlings exhibited NRP re-localization into the nucleus after irradiation at each
time  point. Conclusion    NRP  may  play  a  critical  role  in  the  resistance  of A.  thaliana  to  radiation,
suggesting that NRP may be an important gene in radiation-caused injury in this species.
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目前，核技术已经广泛应用于工业、生活和医

疗等国民经济发展的各个领域。植物普遍表现出较

高的电离辐射耐受性[1]，故植物辐射耐受性的研究

可能为辐射损伤救治提供新的思路。拟南芥是目前

广泛使用的模式生物之一，能够耐受的辐射剂量高

达 100 Gy[2]。拟南芥的遗传背景简单清晰，繁殖周

期短，是理想的实验研究模型[3]。研究结果显示，

植物体内高水平的赤霉素可保证根茎的正常萌发[4]，

且当植物受到低剂量照射时，体内脱落酸（abscisic
acid，ABA）水平显著上升，并调控其响应机制[5]。

在分子水平上，保守性较高的蛋白激酶 CK2（casein
kinase 2）对植物辐照后的 DNA重组修复有着重要

作用[6]。多聚二磷酸腺苷核糖聚合酶 2（poly-ADP-
ribose polymerase 2，PARP2）通过介导蛋白质的聚

二磷酸腺苷核糖基化而发挥 DNA修复和染色质修

饰等功能[7]。植物体内的抗逆机制错综复杂，其辐

射耐受性的具体机制仍需更多的研究进行探讨。

富天冬酰胺蛋白（asparagine-rich protein，NRP）
是一种植物特有的参与胁迫应激响应的蛋白，其

N末端富含天冬酰胺（约 25%），C末端为与发育和

细胞凋亡相关的功能性结构域[8-9]。NRP首先在大

豆（Glycine max）中被发现，在大豆感染真菌后的

超敏反应过程中大量表达，可作为细胞凋亡的标志

物[9]。NRP广泛存在于植物体内并高度保守，这表

明其在植物的发育与应激响应过程中发挥着重要的

作用 [10]。本研究以 NRP为研究对象，初步探讨

NRP在拟南芥辐射抵抗中的作用。

1    材料与方法

1.1    实验材料与仪器

MS培养基〔蔗糖 10 g/L、MS 2 g/L、2-（N-吗
啉代）乙磺酸 0.5 g/L、1%琼脂，用 2 moL/L KOH
调 pH至 5.7〕为本实验室自配，所需试剂和材料

均购自北京索莱宝公司；反转录试剂盒 PrimeScriptTM

RT reagent Kit购自日本 TAKARA公司；SybrGreen
荧光探针购自上海罗氏公司；USD Autocell40 137Cs
γ射线源（0.015 Gy/s）为加拿大原子能有限公司产

品；Leica TCS SP8激光共聚焦显微镜为德国徕卡
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公司产品；野生型（WT）、NRP 过表达型（Pro35S:
NRP-GFP）、NRP 突变型（nrp）拟南芥种子为本实

验室自储备。

1.2    分组及照射

将 WT、Pro35S:NRP-GFP、nrp 3 种拟南芥种

子分别分为照射组和对照组，其中，照射组置于 γ
射线源下 120 Gy照射，对照组不照射，其余处理

相同。

1.3    拟南芥的种植

将拟南芥种子置于 1.5 mL离心管中，经次氯

酸钠消毒后用无菌水清洗 2遍，4℃ 下春化 2~3 d
后，点播于 MS培养基上，20℃ 下每天 18 h长日

照垂直培养。

1.4    根长统计、植株生长与形态观察

（1）根长统计：WT、Pro35S:NRP-GFP、nrp 3种

拟南芥种子垂直培养至第 3天进行照射，照射结

束后继续培养至第 8天，观察并统计各组根长；

（2）植株生长与形态观察：3种拟南芥种子垂直培

养至第 7天进行照射，照射结束后将各组幼苗分别

移栽于基质土中培养，用保鲜膜覆盖保湿 2 d后取

下，20℃ 下每天 18 h长日照垂直培养。自铺板日

计起，30 d后观察各组的植株形态。以上统计数每

组均不小于 30棵。

1.5    实时定量 PCR
将 WT 种子垂直培养至第 7天进行照射，

照射结束后继续培养 24  h，取幼苗加入液氮

研磨，采用 Trizol法提取总 RNA，使用反转录

试剂盒反转成 cDNA。采用翻译延伸因子 1A作

为内参，NRP 和 PARP2 两种基因的引物序列如下。

NRP 上游引物： CGACTCGATCTGGAGCACAA
NRP 下游引物： ACCCACAGGTCCGAATCCTA
PARP2 上游引物：AGCACAAAAGGTGTGGG

GAA
PARP2 下游引物：GAACGTTCCACTGGTTTG

CC
将 SybrGreen荧光探针按照说明书中要求的比

例分别与各基因引物、DNA聚合酶混合加入 PCR
八联管中，每个样本、每个检测基因设置 4个重复。

1.6    激光共聚焦显微观察

将 Pro35S:NRP-GFP 种子垂直培养至第 7天进

行照射，分别于照射结束后 0.5、2、4、24 h用镊

子从 MS培养基上小心夹取幼苗进行 4′,6-二脒基-

2-苯基吲哚（DAPI）染色，染色后制片，于激光共

聚焦显微镜下观察，并拍摄照片。

1.7    统计学方法

x̄

采用 SPSS25.0软件对数据进行统计学分析。

采用 Kolmogorov-Smirnov 法检验数据是否符合正

态分布（P >0.1为符合正态分布），符合正态分布的

数据采用均数±标准差（ ±s）表示。采用 Hartley检

验验证数据是否符合方差齐性（P>0.1为符合方差

齐性），对符合正态分布且方差齐性的数据采用独

立样本 t 检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同基因型拟南芥幼苗根长的观察结果

WT、Pro35S:NRP-GFP、nrp 3种拟南芥幼苗

培养至第 8天的根长情况见图 1。其中，WT 照射

组的根长与对照组相比明显缩短，且差异有统计学

意义 [（2.73±0.43）cm vs.（4.56±0.41）cm， t=9.212，
P=0.000]，但 Pro35S:NRP-GFP 照射组的根长与其

对照组相比，差异无统计学意义 [（3.01±0.34）cm
vs.（2.96±0.34）cm，t=0.253，P=0.801]。nrp 照射组

的根长与其对照组相比明显缩短，差异有统计学意

义 [（ 1.31±0.53） cm  vs.（ 2.89±0.60） cm， t=6.490，
P=0.000]。
2.2    不同基因型拟南芥植株生长与形态的观察结果

WT、Pro35S:NRP-GFP、nrp 3种拟南芥植株

培育至第 30天的生长状态与形态见图 2。3种基因

型的对照组植株表型相似，第 30 天株高为 (21.79±
2.52) cm，莲座叶直径为 (16.26±0.88) cm。而 WT
和 nrp 照射组植株的生长受阻，与对照组相比，

WT 和 nrp 照射组植株株高变矮（图 2中 A、C），
莲座叶直径变小（图 2中 B、D）。其中，WT 照射

组株高为 (6.84±2.66)  cm、莲座叶直径为 (12.49±
1.00) cm，nrp 照射组株高为 (2.56±1.53) cm、莲座

叶直径为 (10.05±0.98) cm，与对照组相比，差异均

有统计学意义（WT 照射组：t=6.727和 6.361，均 P=
0.000；nrp 照射组：t=9.175和 12.250，均P=0.000）。
Pro35S:NRP-GFP 照射组虽然株高 [(16.94±2.49) cm]
也显著降低，但更接近于正常值（t=3.179，P=0.000），
同时莲座叶发育正常 [(14.59±0.36) cm]，与对照组

相比差异无统计学意义（t=1.478，P=0.165）。以上结

果表明 NRP能够有效增强拟南芥的辐射耐受性，

并能在一定程度上缓解大剂量辐射造成的生长抑制。
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图 1    不同基因型拟南芥幼苗照射前后根长的图片 (A)和柱状图 (B)    图中，WT 为野生型，Pro35S:NRP-GFP 为 NRP 过表达型，

nrp 为 NRP 突变型。NRP：富天冬酰胺蛋白。 a：与各自的对照组相比，WT 照射组和 nrp 照射组的根长均明显缩短（ t=9.212、
6.490，均 P=0.000）

Fig. 1    Root length of Arabidopsis thaliana seedlings with different genotypes before and after irradiation
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图 2    不同基因型拟南芥植株培养至第 30天的生长状态与形态    图中，A、C：照射前后植株株高的变化情况和统计结果；B、D：照

射前后植株莲座叶直径的变化情况和统计结果。WT 为野生型，Pro35S:NRP-GFP 为 NRP 过表达型，nrp 为 NRP 突变型。NRP：富天

冬酰胺蛋白。 a：与各自的对照组相比，t=3.179~12.250，均 P=0.000

Fig. 2    Growth state and morphology of Arabidopsis thaliana with different genotypes cultured for 30 days
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2.3    野生型植株受照后的受损情况

实时定量 PCR检测结果（图 3）显示，受照后

的 WT 拟南芥植株中，NRP 和 PARP2 的相对表达

量均较对照组明显升高，且差异有统计学意义

（t=4.447和 7.776，P=0.002和 0.000）。
2.4    激光共聚焦显微观察结果

激光共聚焦显微镜观察结果 （图 4）显示，

Pro35S:NRP-GFP 对照组根部及叶片中 NRP均分

布于胞质中，而 Pro35S:NRP-GFP 照射组在各个时

间点的 NRP均与细胞核出现共定位，这表明照射

后 NRP出现了入核现象。

3    讨论

由于植物直接暴露于多种环境及生物胁迫之下，

经长期演化已经形成了复杂的感知、转导和适应性

0.15

0.10

0.05

0

相
对

表
达

量

a

a

NRP PARP2

0 Gy 对照组
120 Gy 照射组

 

图 3    照射前后野生型（WT）拟南芥植株中 NRP 和 PARP2 的

相对表达量    图中，NRP：富天冬酰胺蛋白；PARP2：多聚

二磷酸腺苷核糖聚合酶 2； a：与各自的对照组相比， t=
4.447和 7.776，P=0.002和 0.000

Fig. 3    Detection of relative expression levels of NRP and PARP2
before and after irradiation

0 Gy 对照组

120 Gy 照射组

GFP DAPI 融合

GFP DAPI 融合

0.5 h

2 h

GFP DAPI 融合

4 h

24 h

图 4    照射前后 NRP 过表达型 (Pro35S:NRP-GFP)拟南芥幼苗的激光共聚焦显微镜观察结果 (×80)    图中，对照组的根部和叶片中

NRP均分布于胞质中，而照射组在各个时间点的根部和叶片中均有 NRP与细胞核共定位（黄色箭头所示）。NRP：富天冬酰胺蛋

白；GFP：绿色荧光蛋白；DAPI：4′,6-二脒基-2-苯基吲哚

Fig. 4    Confocal microscopy images of the seedlings of  Pro35S:NRP-GFP A. thaliana before and after irradiation
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反应机制，以应对外界胁迫并维持细胞稳态 [11]。

NRP广泛参与了对生物及非生物应激响应初始阶

段的信号传导[12-13]。NRP是大豆感染早期的重要响

应基因[14]，在烟草中能增加对烟草花叶病毒的抗

性[15]。当出现渗透压、氧化等胁迫时，NRP转录

水平明显升高，且能够介导内质网的应激反应途

径，激活细胞的程序性死亡以应对外界胁迫[13, 16]。

植物激素 ABA是植物应对非生物胁迫的主要调节

因子[17]。ABA参与辐照后植物的自身调节，且 NRP
参与了 ABA响应途径，与 ABA发挥交叉调节的

作用[5, 18]。ABA参与调节植物的生长和发育，如种

子成熟、休眠、发芽和幼苗生长等[19-20]。盐、干旱

和低温都会导致渗透压胁迫，从而引发维管薄壁组

织和保卫细胞中的 ABA的生物合成[21-22]。NRP在

大丽轮枝菌侵染时调控植物的开花周期[23]，正向响

应 ABA通路，通过液泡降解途径与 PP6型磷酸酶

FyPP3共同降解，促进 ABA响应 [18]。由此可见，

NRP在植物应激响应的过程中发挥了重要作用。

我们使用 WT、Pro35S:NRP-GFP、nrp 3种基

因型的拟南芥进行了 γ射线照射后植株表型的观察

与统计。结果显示，120 Gy射线照射能明显抑制

WT 和 nrp 植株的根长发育，而 Pro35S:NRP-GFP
照射组的根长与其对照组相比无明显变化。植株根

长是种子萌发后生长发育阶段的重要指标，ABA
受外界胁迫的影响，调控植物萌发和根长延长。本

研究中，Pro35S:NRP-GFP 和 nrp 对照组的根长比

WT 对照组短，这是由于 NRP对 ABA的调节属反

馈调节[18]，NRP的不稳定表达使 ABA下游响应失

常，导致 ABA不敏感蛋白 5等基因的调控改变[24]，

因而 Pro35S:NRP-GFP 和 nrp 在萌发阶段有异于

WT，但后期的生长发育和株高等不受影响。在植

株的生长阶段，射线也有同样的抑制作用，照射

后 WT 和 nrp 植株的莲座叶直径和株高都明显减

小。而照射后 Pro35S:NRP-GFP 植株的株高虽明显

减小，但相较于 WT 和 nrp 有明显的回升趋势，且

植株整体生长状态良好，莲座叶发育不受影响，与

其对照组相比无明显差异。

PARP家族蛋白通过介导蛋白质聚二磷酸腺苷

核糖基化发挥 DNA修复和染色质修饰等功能[25]。

PARP2是拟南芥 PARP家族中发挥主要功能的蛋

白[7]。辐射导致的 DNA链断裂是射线损伤机体的

重要原因。而本研究中 PARP2表达量的升高表明

照射后拟南芥植株的 DNA损伤修复活性升高。但

是 NRP与 PARP2是否存在交叉调节的功能需要进

一步研究探讨。

本研究结果显示，NRP过表达可以增强植株

的辐射耐受性，而 NRP缺失则会降低辐射耐受

性。这说明 NRP在拟南芥植株应对辐射造成的损

伤中也发挥着重要作用，但 NRP发挥辐射耐受功

能的具体机制仍未可知。有研究结果表明，自然状

态下 NRP分布于细胞质中，而外界胁迫可使部分

NRP转移至线粒体定位，这表明受胁迫后 NRP的

功能可能与其转移至线粒体有关[16]。线粒体在植物

适应胁迫中起着重要作用，它是活性氧产生的主要

部位，同时也是调节活性氧清除应对氧化应激的关

键[26]。而电离辐射可使受照植物体产生大量活性

氧。为验证 NRP在应对辐射损伤过程中是否出现

定位转移，我们对照射前后的 NRP定位进行观

察，结果显示，植株体内 NRP在照射后并没有与

线粒体共定位，而是进入了细胞核，这表明照射

后 NRP可能介导了不同于渗透压和氧化应激的通

路来应对辐射引起的损伤。

NRP增强拟南芥辐射耐受性的具体分子机制

尚不明确。目前已知的与 NRP抗逆机制紧密相关

的是 ABA信号通路，但 NRP增强拟南芥的辐射

耐受性及照射后的核定位现象是源于对 ABA的响

应，还是源于不依赖 ABA的其他调节途径，仍需

进一步研究探讨。对于 NRP影响拟南芥辐射耐受

性的研究有助于我们进一步理解生物体减轻辐射损

伤的机制。
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