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　 　 摘要:　 ＷＲＫＹ 蛋白是一类植物特有的转录因子超家族ꎬＳＰＦ１ 是第一个从植物(高系 １４)中克隆的 ＷＲＫＹ 家

族基因ꎮ 借助生物信息学手段ꎬ对甘薯 ＳＰＦ１ 蛋白组成、结构和功能进行分析预测ꎮ 结果表明ꎬＳＰＦ１ 编码蛋白含有

丰富的丝氨酸位点ꎬ并含有 ２ 个 ＷＲＫＹ 保守结构域ꎬ分别带有 ＣＸ４ＣＸ２２ＨＸＨ 和 ＣＸ４ＣＸ２ ３ＨＸＨ 锌指结构ꎬ分别形成 ４
个和 ５ 个 β￣折叠片ꎮ ＳＰＦ１ 和甘薯祖先种 Ｉｐｏｍｏｅａ ｔｒｉｆｉｄａ ＷＲＫＹ 结构域均具有非常保守的 ＷＲＫＹＧ(Ｑ / Ｋ)Ｋ 氨基酸

序列ꎬ并且 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域的保守性比 Ｎ 端 ＷＲＫＹ 结构域的低ꎮ 系统进化树分析结果显示ꎬ蛋白 Ｎ 端和 Ｃ 端

的 ＷＲＫＹ 结构域分属 ２ 个不同的分支ꎮ 蛋白结构预测结果显示ꎬＳＰＦ１ ＷＲＫＹ 结构区(２０４~ ４４５ ａａ)处于蛋白三维

结构的内侧ꎬ形成非亲水性靶标 ＤＮＡ 结合区ꎮ ＳＰＦ１ 作为转录因子ꎬ在调控细胞核基因表达的同时ꎬ其蛋白 Ｎ 端序

列具有叶绿体定位功能ꎮ 推测 ＳＰＦ１ 可能参与细胞核和叶绿体的基因表达调控ꎮ
关键词:　 甘薯ꎻ ＳＰＦ１ꎻ 转录因子ꎻ ＷＲＫＹ 结构域
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙꎬ ａｎｄ ＳＰＦ１ ｉｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｃｌｏｎｅｄ
ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ (Ｋｏｋｅｉ Ｎｏ.１４). Ｕｓｉｎｇ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｏｏｌｓꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＦ１ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄ. ＳＰＦ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｒｉｃｈ ｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｔｗｏ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎｓ ｈａｒｂｏｕｒｉｎｇ ＣＸ４ＣＸ２２ＨＸＨ ａｎｄ ＣＸ４

ＣＸ２３ＨＸＨ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ｆｉｎａｌｌｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｆｏｕｒ ａｎｄ ｆｉｖｅ β￣ｓｈｅｅｔｓ. Ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ＳＰＦ１ ｏｆ Ｋｏｋｅｉ
Ｎｏ.１４ ａｎｄ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ａｎｃｅｓｔｏｒ Ｉｐｏｍｏｅａ ｔｒｉｆｉｄａ ｈａｄ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ＷＲＫＹＧ (Ｑ / Ｋ) Ｋ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ａｎｄ Ｃ
ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗｅｒ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｔｈａｎ Ｎ ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｄｉｄ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎ
ｉｎ ｔｅｒｍｉｎｉ Ｎ ａｎｄ Ｃ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｃｈｅｓ. Ｔｈｅ ｔｗｏ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎｓ(２０４~４４５ ａａ) ｉｎ ＳＰＦ１ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｓｉｄｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｗａｓ ｂｏｕｎｄ. Ａｓ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ＳＰＦ１
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏꎻ ＳＰＦ１ꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒꎻ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎ

　 　 甘薯ꎬ又名番薯ꎬ属于双子叶植物纲(Ｄｉｃｏｔｙｌｅ￣
ｄｏｎｅａｅ)管花目(Ｔｕｂｉｆｌｏｒａｅ)旋花科(Ｃｏｎｖｏｌｖｕｌａｃｅａｅ)
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番薯属( Ｉｐｏｍｏｅａ)番薯( Ｉ. ｂａｔａｔａｓ)ꎬ是世界上排名第

７ 的重要粮食作物ꎮ 全世界每年生产约 １.０４×１０８ ｔ
甘薯ꎬ其中中国生产约 ８.５×１０７ ｔꎬ属于甘薯生产大

国[１]ꎮ 甘薯是六倍体(２ｎ ＝ ６× ＝ ９０)作物ꎬ具有较大

的基因组(２ ２０５ Ｍｂ)和复杂的遗传背景(异交习

性)ꎬ相比水稻(３８９ Ｍｂ)等其他粮食作物ꎬ甘薯的基

因组测序、传统基因 / ＱＴＬ 定位、基因克隆和功能研

究相对比较困难ꎬ而通过甘薯转录组测序技术[２￣３]和

简单、高效、低投入的基因编辑技术 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９[４]

可以快速发掘、鉴定甘薯重要的农艺性状和抗性相

关基因ꎮ
ＷＲＫＹ 蛋白是开花植物特有的一类转录因子

超家族ꎬ因其 Ｎ 端或 Ｃ 端含有 ＷＲＫＹ 高度保守的氨

基酸序列而得名ꎮ ＷＲＫＹ 家族基因在植物的生长

发育以及植物和环境的相互作用中具有重要调控功

能[５]ꎮ 例如ꎬＡｔＷＲＫＹ１２ 和 ＡｔＷＲＫＹ１３ 可以调控拟南

芥花期[６]ꎬＤｌｆ１ 能同时调控水稻花期和株高[７]ꎬ
ＷＲＫＹ４６ 和 ＷＲＫＹ７５ 调控侧根和根毛发育[８￣９]ꎬ
ＷＲＫＹ 基因参与植物的持绿性[１０] 和叶片衰老[１１] 等

性状 的 调 控ꎮ 在 植 物 营 养 与 代 谢 方 面ꎬ Ｏｓ￣
ＷＲＫＹ７４[１２]和 ＷＲＫＹ４２[１３]分别促进水稻和拟南芥磷

元素的吸收利用和植物铁元素的利用[１４] 以及具有

药用价值次生代谢物的调控[１５] 等ꎮ 在提高植物的

抗病性方面ꎬＳＨＥＮ 等报道了在大麦白粉病抗性途

径中ꎬ免疫受体蛋白 ＭＬＡ１０ 和 ＷＲＫＹ 在核内相互

作用ꎬ通过调控不同的 ＰＡＭＰ 病原菌信号途径来增

强作物抗病性[１６]ꎮ ＬＥ ＲＯＵＸ 等报道了拟南芥中病

原菌通过表达乙酰转移酶(ＰｏｐＰ２)靶标植物体内的

ＷＲＫＹ 转录因子ꎬ使其 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域中关键的

赖氨酸乙酰化ꎬ破坏 ＷＲＫＹ 和 ＤＮＡ 的结合能力ꎬ导
致 ＷＲＫＹ 不能激活相应的植物抗病途径ꎬ使植物失

去抗病性[１７]ꎮ 所以植物 ＷＲＫＹ 转录因子超家族通

过蛋白和 ＤＮＡ 以及蛋白和蛋白间的相互作用ꎬ介导

不同的信号网络以调节植物各种生物学过程ꎮ
目前ꎬ甘薯祖先种 Ｉ. ｔｒｉｆｉｄａ 基因组已测序ꎬ对 Ｉ.

ｔｒｉｆｉｄａ 自交系 Ｍｘ２３Ｈｍ 和高度杂合系 ０４３１￣１ 进行基

因组测序ꎬ发现其基因组大小分别为 ５１３ Ｍｂ 和 ７１２
Ｍｂꎬ分别预测出 ６２ ４０７ 个和 １０９ ４４９ 个基因[１８]ꎮ
ＩＳＨＩＧＵＲＯ 等(１９９４)从植物中克隆了第一个 ＷＲＫＹ
转录因子家族基因 ＳＰＦ１ꎬ其来自普通栽培甘薯高系

１４ꎬＳＰＦ１ 调控贮藏蛋白和 β￣淀粉酶的基因功能[１９]ꎬ
但到目前为止ꎬ普通栽培甘薯的 ＷＲＫＹ 家族基因很

少被分析和研究ꎮ 本研究拟利用生物信息学分析方

法ꎬ结合已有甘薯祖先种 Ｉ. ｔｒｉｆｉｄａ 的 ＷＲＫＹ 序列ꎬ
对甘薯 ＳＰＦ１ 蛋白的结构和功能、氨基酸组成和特

点进行预测分析ꎬ以期为甘薯 ＷＲＫＹ 家族基因的生

物学功能研究ꎬ以及 ＷＲＫＹ 基因在种内和种间的进

化提供重要依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

在 ＮＣＢＩ(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ)数据库中检索甘薯 ＳＰＦ１ 基因的核酸与蛋白

序列ꎬＳＰＦ１ 基因编码蛋白序列ＧｅｎＢａｎｋ ＢＡＡ０６２７８.１ꎬ
其 ｃＤＮＡ 序列 ＧｅｎＢａｎｋ Ｄ３００３８.１ꎮ 在 Ｐｌａｎｔ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ￣
ｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ Ｄａｔａｂａｓｅ(Ｖ４.０)数据库[２０]中下载甘薯祖先

种 Ｉ. ｔｒｉｆｉｄａ 的 ８０ 个ＷＲＫＹ 转录因子家族基因的蛋白

序列ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 ＳＰＦ１ 基因功能域和基因家族分析 　 采用

ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 数据库[２１] 和 Ｐｒｏｓｉｔｅ 数

据库的在线生物信息分析软件 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ[２２] 对甘

薯 ＳＰＦ１ 基因编码的氨基酸序列进行结构域和基因

家族类型分析ꎮ 利用 ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ 提取 ＳＰＦ１ 和 Ｉ.
ｔｒｉｆｉｄａ ＷＲＫＹ 转录因子(ＩｔＷＲＫＹ１~８０)蛋白序列中

的 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ用后缀 １、２ 区别同一基因编码蛋

白中 Ｎ 端和 Ｃ 端的 ＷＲＫＹ 结构域ꎮ 利用在线生物

信息分析软件 ＷｅｂＬｏｇｏ[２３](Ｖｅｒｓｉｏｎ ２.８.２)分析比较

ＩｂＳＰＦ１ 和 ＩｔＷＲＫＹ１~８０ 蛋白序列 ＷＲＫＹ 结构域中

保守 的 氨 基 酸 位 点ꎮ 采 用 领 接 法[２４] 并 利 用

ＭＥＧＡ７[２５]软件构建 ＷＲＫＹ 结构域系统进化树ꎬ采
用 ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ 法[２６] 计算进化距离ꎬ利用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
法[２７]重复检验１ ５００次ꎮ
１.２.２ 　 ＳＰＦ１ 蛋白一级和二级结构的分析 　 基于

ＷｅｂＬａｂ[２８]分析平台ꎬ利用 ｐｅｐｓｔａｔｓ( ｖ６.０.１)软件对

ＳＰＦ１ 蛋白的氨基酸组成和特点进行统计ꎬ采用 ｏｃ￣
ｔａｎｏｌ(ｖ６.０.１)软件分析 ＳＰＦ１ 蛋白的亲水性ꎬ然后利

用在线生物信息分析软件 Ｓｃａｎｓｉｔｅ[２９] 分析 ＳＰＦ１ 的

磷酸化位点ꎬ最后利用在线生物信息分析软件 Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ[３０]分析 ＳＰＦ１ 蛋白结构特点ꎮ
１.２.３　 ＳＰＦ１ 蛋白三级结构和功能分析 　 利用 Ｅｘ￣
ＰａＳｙ 数据库中的在线生物信息分析软件 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄ￣
ｅｌ 对 ＳＰＦ１ 蛋白进行蛋白三级结构同源建模ꎮ 首先

寻找相似性较高的模板ꎬ选择 ２ａｙｄ.１ 的 Ｎ 端和 Ｃ 端
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三级结构模型作为模板ꎬ然后分别对 ＳＰＦ１ 蛋白进

行同源建模ꎬ模型建立后保存模型文件为 ＰＤＢ 格

式ꎬ最后利用 Ｓｗｉｓｓ￣ＰｄｂＶｉｅｗｅｒ４.０.１[３１]软件对模型的

三维结构进行显示并分析ꎮ
１.２.４　 ＳＰＦ１ 转录因子功能分析　 利用在线生物信

息分析软件 ＳＴＩＴＣＨ[３２] 和 ＳＴＲＩＮＧ[３３] 分析 ＳＰＦ１ 蛋

白在拟南芥和水稻中相似性最高的同源蛋白ꎬ然后

依据同源蛋白已有试验数据预测蛋白间或蛋白与功

能化合物间的相互作用网络ꎬ从而推断被预测蛋白

可能具有的信号途径和生物学功能ꎮ 选取甘薯部分

已知功能基因的启动子序列ꎬ利用在线生物信息分

析软件 ＪＡＳＰＡＲ ｄａｔａｂａｓｅ 分析其可能具有的 ＷＲＫＹ
结构域靶标位点ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳＰＦ１ 蛋白结构域与基因家族

对比 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 数据库和 Ｅｘ￣
ＰａＳｙ 的 Ｐｒｏｓｉｔｅ 数据库中 ＳＰＦ１ 蛋白序列数据ꎬ发现

其属于 ＷＲＫＹ 转录因子家族ꎬ编码蛋白含有 ２ 个

ＷＲＫＹ 结构域ꎬ分别含有 ＣＸ４ＣＸ２２ＨＸＨ 和 ＣＸ４ＣＸ２３

ＨＸＨ 锌指结构ꎮ 其中 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 分析结果为

２１０~２６５ ａａ 和 ３８５~４４２ ａａꎬＰｒｏｓｉｔｅ 分析结果为 ２０４~
２６８ ａａ 和 ３８０ ~ ４４５ ａａꎮ 在 Ｐｌａｎｔ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ
Ｄａｔａｂａｓｅ(Ｖ４.０)数据库中共收录 ＷＲＫＹ 家族基因 １４
５４９ 个ꎬ 其 中 ８０ 个 来 自 甘 薯 祖 先 种 Ｉ. ｔｒｉｆｉｄａ
(ＩｔＷＲＫＹ１~８０)ꎬ其编码蛋白序列长度为 １１８~７５０ ａａꎮ
１５ 个甘薯祖先种 ＷＲＫＹ 家族基因编码蛋白含有 ２ 个

ＷＲＫＹ 结构域ꎬ其氨基酸序列长度为 ４３９~７５０ ａａꎮ
采用 ＷｅｂＬｏｇｏ(Ｖｅｒｓｉｏｎ ２.８.２)在线分析平台分

析比较了 ＳＰＦ１ 和 ＩｔＷＲＫＹ１~８０ 基因编码蛋白 Ｎ 端

和 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域(图 １)ꎮ 甘薯 ＷＲＫＹ 基因编

码蛋白 Ｎ 端和 Ｃ 端的 ＷＲＫＹ 结构域均具有非常保

守的 ＷＲＫＹＧ ( Ｑ / Ｋ) Ｋ 序列ꎬ 相比蛋白 Ｃ 端的

ＷＲＫＹ 结构域ꎬＮ 端 ＷＲＫＹ 结构域的保守氨基酸位

点更多ꎬ与目前所发现的 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域行使主

要生物学功能且具有功能多样性的结果相一致ꎮ

图 １　 ＷｅｂＬｏｇｏ 分析 ＳＰＦ１ 和 ＩｔＷＲＫＹ１~８０ 基因编码蛋白 ＷＲＫＹ 结构域保守的氨基酸位点

Ｆｉｇ.１　 ＷｅｂＬｏｇｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＳＰＦ１ ａｎｄ ＩｔＷＲＫＹ１－８０

　 　 通过 ＭＥＧＡ７ 构建的系统进化树 (图 ２) 显

示ꎬＳＰＦ１ 和 ＩｔＷＲＫＹ１ ~ ８０ 的 Ｎ 端和 Ｃ 端 ＷＲＫＹ
结构域分属不同分支ꎬ相比蛋白 Ｎ 端的 ＷＲＫＹ
结构域ꎬＣ 端的 ＷＲＫＹ 结构域可以分成 ４ 大类ꎬ
每一类下面可以继续分成不同的亚类ꎬ所以甘薯

ＷＲＫＹ 转录因子 Ｃ 端的 ＷＲＫＹ 结构域具有更多

的生物学功能ꎬ与 ＷｅｂＬｏｇｏ 分析的 ＷＲＫＹ 结构域

保守性结果相一致ꎮ 通过比较栽培种和祖先种

ＷＲＫＹ 家族基因编码蛋白 Ｎ 端和 Ｃ 端的 ＷＲＫＹ
结构域ꎬ发现高系 １４ ＳＰＦ１ Ｎ 端的 ＷＲＫＹ 结构域

ＩｂＳＰＦ１￣１ 与 ＩｔＷＲＫＹ６１￣１、ＩｔＷＲＫＹ３６￣１ 相似性较

高ꎮ 高系 １４ ＳＰＦ１ Ｃ 端的 ＷＲＫＹ 结构域 ＩｂＳＰＦ１￣
２ 与 ＩｔＷＲＫＹ３６￣２、 ＩｔＷＲＫＹ６１￣２、 ＩｔＷＲＫＹ２５￣２、 Ｉｔ￣
ＷＲＫＹ１４￣２、ＩｔＷＲＫＹ３￣２、ＩｔＷＲＫＹ２￣２ 具有很高的
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￣１:Ｎ 端 ＷＲＫＹ 结构域ꎻ￣２:Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域ꎮ
图 ２　 ＳＰＦ１ 和 ＩｔＷＲＫＹ１~ ８０ ＷＲＫＹ 结构域系统进化树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ ＳＰＦ１ ａｎｄ ＩｔＷＲＫＹ１－８０

相似性ꎮ 所以 ＷＲＫＹ 基因在甘薯祖先种和栽培种中

存在一定的基因进化关系ꎮ
２.２　 ＳＰＦ１ 蛋白的一级结构和二级结构

在 ＷｅｂＬａｂ 生物信息综合分析平台上ꎬ采用

Ｐｅｐｓｔａｔｓ( ｖ６.０.１)软件统计 ＳＰＦ１ 的蛋白序列ꎬ其分

子量为５９ ６９４.９８ꎬ等电点为６.１３６ ８ꎬ各种氨基酸统

计结果如图 ３ 显示ꎮ 在 ＳＰＦ１ 的氨基酸组成中ꎬ丝
氨酸含量最高ꎬ具有 ８３ 个氨基酸残基ꎮ 图 ３ 显示ꎬ
小分子氨基酸的残基数为 ３３１ꎬ极性氨基酸的残基

数为 ３０１ꎬ非极性氨基酸的残基数为 ２４８ꎬ微小氨

基酸的残基数为 １９９ꎬ带电氨基酸的残基数为

１２４ꎬ脂肪族氨基酸的残基数为 １０３ꎬ碱性氨基酸的

残基数为 ６３ꎬ酸性氨基酸的残基数为 ６１ꎬ芳香族

氨基酸的残基数为 ５２ꎮ Ｏｃｔａｎｏｌ ( ｖ６.０.１)软件可以

显示 ＳＰＦ１ 蛋白序列的 Ｗｈｉｔｅ￣Ｗｉｍｌｅｙ 亲水性图(图
４)ꎬ发现 ＳＰＦ１ 蛋白序列 ２２０ ~ ４６０ ａａ 区域亲水性

较低ꎮ
２.３　 ＳＰＦ１ 蛋白结构与功能预测

利用在线分析软件 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 分析 ＳＰＦ１ 蛋

白的序列结构(图 ５Ａ)ꎬ发现在蛋白序列的 Ｎ 端有 α
螺旋ꎬ在 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构域区间具有不同长度的 β
折叠片ꎬ同时发现 ＷＲＫＹ 结构域(２０４~４４５ ａａ)在蛋

白三维结构中处于蛋白的内侧ꎬ与 ＳＰＦ１ 蛋白具有

较低亲水性的区域(图 ４)相类似ꎮ
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Ｓｅｒ:丝氨酸ꎻＰｒｏ:脯氨酸ꎻＧｌｙ:甘氨酸ꎻＡｌａ:丙氨酸ꎻＡｓｎ:天冬酰胺ꎻＡｓｐ:天冬氨酸ꎻＴｈｒ:苏氨酸ꎻＧｌｎ:谷氨酰胺ꎻＧｌｕ:谷氨酸ꎻＡｒｇ:精氨酸ꎻＬｅｕ:
亮氨酸ꎻＬｙｓ:赖氨酸ꎻＶａｌ:颉氨酸ꎻＴｙｒ:酪氨酸ꎻＰｈｅ:苯丙氨酸ꎻＩＩｅ:异亮氨酸ꎻＭｅｔ:甲硫氨酸ꎻＨｉｓ:组氨酸ꎻＣｙｓ:半胱氨酸ꎻＴｒｐ:色氨酸ꎮ

图 ３　 ＳＰＦ１ 不同氨基酸性质和氨基酸类型统计

Ｆｉｇ.３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＳＰＦ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

图 ４　 ＳＰＦ１ 蛋白 Ｗｈｉｔｅ￣Ｗｉｍｌｅｙ 亲水性图

Ｆｉｇ.４　 Ｗｈｉｔｅ￣Ｗｉｍｌｅｙ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｌｏｔ ｏｆ ＳＰＦ１

　 　 利用在线分析软件 Ｓｗｉｓｓ￣Ｍｏｄｅｌ 进行同源建模

和三级结构预测(图 ５Ｂ)ꎬ发现在 ＳＰＦ１ 蛋白的 Ｎ 端

可以构建 ４ 个 β 折叠片结构ꎬＣ 端可以构建 ５ 个 β
折叠片结构ꎬ与图 ５Ａ 预测二级结构的结果相类似ꎮ
其中 ＷＲＫＹ 结构域的 ４ 个保守氨基酸位点 Ｗ、Ｒ、
Ｋ、Ｙ 分别位于 Ｎ 端 ＷＲＫＹ 结构域第 １ 个 β 折叠片

和 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域第 ２ 个 β 折叠片(图 ５Ｂ)ꎮ 三

维结构显示 ＷＲＫＹ 保守氨基酸位点主要在 ＷＲＫＹ
结构域外侧ꎬ可能与其靶标 ＤＮＡ 发挥生物学功能有

一定关系ꎮ
利用在线分析网站 ＳＴＩＴＣＨ 和 ＳＴＲＩＮＧ 对 ＳＰＦ１

可能具有的生物学功能进行分析ꎮ ＳＰＦ１ 与拟南芥的

ＡｔＷＲＫＹ３３ 具有 ５０％的序列相似性ꎬ以 ＡｔＷＲＫＹ３３
作为功能预测蛋白ꎬ发现其与植物抗病虫害有关的

ＭＫＳ１( ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ１)、 ＳＩＢ１ ( Ｓｉｇｍａ ｆａｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １)ꎬ与非生物逆境相关的 ＣＺＦ１(Ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒ ＣＣＣＨ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ)、ＳＴＺ(Ｓａｌｔ ｔｏｌ￣
ｅｒａｎｃｅ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ)ꎬ与乙烯反应相关的 ＥＲＦ１０４(Ｅｔｈｙｌ￣
ｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ １０４)ꎬ植物 Ｃ / Ｎ 平衡相关的 ＣＮＩ１
(Ｃａｒｂｏｎ / ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ １)、ＭＰＫ３(Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉ￣
ｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ３)和ＭＰＫ４(Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ４)等相互作用(图 ５Ｃ)ꎮ
　 　 利用在线分析软件 ｉＰＳＯＲＴ 对 ＳＰＦ１ 蛋白序列

Ｎ 端 ３０ 个氨基酸区域具有的叶绿体定位功能进行

进一步预测ꎬ采用在线分析软件 ＴａｒｇｅｔＰ １. １ 预测

ＳＰＦ１ 蛋白定位在叶绿体的分值 ０􀆰 ８８６ꎬ定位在线粒

体的分值 ０􀆰 ０１５ꎮ 根据甘薯叶绿体基因组测序结

果[３]ꎬ选取差异表达的 ｐｓａＡ(Ｇｅｎｅ ＩＤ: ２３７６４５６１)、
ｐｓｂＩ ( Ｇｅｎｅ ＩＤ: ２３７６４５３３ )、 ｐｅｔＢ ( Ｇｅｎｅ ＩＤ:
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图 ５　 甘薯 ＳＰＦ１ 蛋白结构与功能预测

Ｆｉｇ.５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＰＦ１ ｉｎ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ

２３７６４６０１)、ｎｄｈＢ(Ｇｅｎｅ ＩＤ: ２３７６４６１７、２３７６４６５５)ꎬ
其基因的启动子序列大小为２ ０００ ｂｐꎬ利用软件

ＪＡＳＰＡＲ ｄａｔａｂａｓｅ 分析发现其含有不同的 ＷＲＫＹ 基

因结合位点(图 ６)ꎬ推测 ＳＰＦ１ 可能对细胞核和叶

绿体基因均有调控功能ꎬ需要结合试验验证ꎮ

ａ:ＷＲＫＹ２ꎻｂ:ＷＲＫＹ８ꎻｃ:ＷＲＫＹ１２ꎻｄ:ＷＲＫＹ１５ꎻｅ:ＷＲＫＹ１８ꎻｆ:ＷＲＫＹ２１ꎻｇ:ＷＲＫＹ２３ꎻｈ:ＷＲＫＹ２５ꎻ ｉ:ＷＲＫＹ３０ꎻ ｊ:ＷＲＫＹ３８ꎻｋ:ＷＲＫＹ４０ꎻ ｌ:
ＷＲＫＹ４３ꎻｍ:ＷＲＫＹ４５ꎻｎ:ＷＲＫＹ４８ꎻｏ:ＷＲＫＹ５７ꎻｐ:ＷＲＫＹ６０ꎻｑ:ＷＲＫＹ６２ꎻｒ:ＷＲＫＹ６３ꎻｓ:ＷＲＫＹ７５ꎻｔ:ＺＡＰ１ꎮ

图 ６　 甘薯叶绿体基因启动子区 ＷＲＫＹ 结合位点统计

Ｆｉｇ.６　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ＷＲＫＹ ｗｉｔｈ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ

３　 讨 论

ＳＰＦ１ 基因是第一个从植物中克隆的 ＷＲＫＹ 转

录因子家族基因ꎬ来自普通栽培甘薯高系 １４ꎮ ＳＰＦ１
编码蛋白含有 ５４９ 个氨基酸ꎬ２ 个 ＷＲＫＹ 保守结构

域ꎬ分别含有 ＣＸ４ＣＸ２２ＨＸＨ 和 ＣＸ４ＣＸ２３ＨＸＨ 锌指结

构ꎮ 甘薯栽培种高系 １４ ＳＰＦ１ 与甘薯祖先种 Ｉ. ｔｒｉｆｉ￣
ｄａ ＩｔＷＲＫＹ１~８０ 的 Ｎ 端和 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域含有

不同的保守氨基酸位点ꎬ但 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构域含有

非常保守的 ＷＲＫＹＧ (Ｑ / Ｋ) Ｋ 序列ꎮ ＳＰＦ１ 和 Ｉｔ￣
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ＷＲＫＹ１~８０ 的系统进化树分析结果表明ꎬＮ 端和 Ｃ
端的 ＷＲＫＹ 结构域分属 ２ 个不同分支ꎬ其中 Ｃ 端的

ＷＲＫＹ 结构域又可以划分成 ４ 类不同的亚类ꎬ可能

与 ＷＲＫＹ 转录因子 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域所具有的各

种生物学功能有一定关系ꎮ ＳＰＦ１ 蛋白结构分析结

果表明ꎬＮ 端和 Ｃ 端 ＷＲＫＹ 结构域分别形成 ４ 个和

５ 个 β 折叠片ꎬ并且 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构区域在整个蛋

白结构中被折叠到蛋白内侧ꎬ这与蛋白的非亲水性

预测结果相一致ꎬ具有靶标 ＤＮＡ 的作用ꎮ
　 　 ＷＲＫＹ 转录因子在植物响应和适应各种环境

胁迫时具有重要调节功能ꎬ随着基因组测序技术在

各种植物中的应用ꎬ除了模式植物拟南芥和水稻[３４]

外ꎬ其他植物 ＷＲＫＹ 家族基因也在被系统地分析和

鉴定[３５￣３８]ꎮ 在 ＮＣＢＩ 中采用 ＢｌａｓｔＰ 在线分析软件对

ＳＰＦ１ 进行比对ꎬ选取相似性较高( >６０％)的同源蛋

白ꎬ选取其中 ２１ 条蛋白序列进行多序列比对ꎬ发现

其他物种具有 ２ 个、３ 个或更多的保守性 ＷＲＫＹ 结

构域ꎮ 前人研究发现不同物种间 ＷＲＫＹ 结构域的

串联重复和片段重复在 ＷＲＫＹ 家族基因的遗传进

化中起重要作用[３４ꎬ３６]ꎮ ＷＲＫＹ 转录因子超家族成

员一般通过结合靶标基因启动子区的 Ｗ￣ｂｏｘ 来调

节下游基因的表达[３９]ꎬ同时 ＷＲＫＹ 还会被 ＭＡＰＫ
磷酸化[４０]ꎬ结合 １４￣３￣３ 蛋白[４１] 等发挥各种生物学

功能ꎮ 所以 ＳＰＦ１ 含有丰富的丝氨酸位点特性ꎬ随
后在 Ｓｃａｎｓｉｔｅ 在线系统中发现 ＳＰＦ１ 可以被 ＧＳＫ、
ＭＡＰＫ３、ＰＤＫ 等磷酸化ꎬ使 ＳＰＦ１ 具有很多潜在的生

物学功能ꎬ需要后续鉴定ꎮ
综上所述ꎬ甘薯作为六倍体作物ꎬ基因组遗传背

景复杂ꎬ基因组很大ꎬ所以甘薯基因组测序和基因功

能研究工作非常困难ꎮ 随着转录组测序技术在甘薯

重要农艺性状相关基因发掘中的应用ꎬ以及基因编

辑技术 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９[４]的出现ꎬ可以通过转录组测

序去挖掘甘薯 ＷＲＫＹ 家族基因ꎬ以及克隆 ＷＲＫＹ
基因(如 ＳＰＦ１)进行基因定向敲除来研究基因的功

能ꎬ从而快速鉴定甘薯 ＷＲＫＹ 家族基因可能参与调

控的重要农艺性状和抗病虫害特性ꎮ 本研究的发现

可以为 ＳＰＦ１ 等甘薯 ＷＲＫＹ 家族基因的后续生物学

功能研究ꎬ以及 ＷＲＫＹ 基因在甘薯种内和种间的遗

传进化研究奠定基础ꎮ
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