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　 　 摘要:　 ＷＲＫＹ 转录调控因子广泛参与植物的生长发育、生物胁迫和非生物胁迫等生理过程ꎮ 为明确干旱和

盐等非生物胁迫对樱桃砧木 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因表达的影响ꎬ本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆了樱桃砧木 Ｇｉｓｅｌａ ６(Ｐｒｕｎｕｓ
ｃｅｒａｓｕｓ × Ｐｒｕｎｕｓ ｃａｎｅｓｃｅｎｓ)的 ＷＲＫＹ 基因 ｃＤＮＡ 序列ꎬ命名为 ＰｃＷＲＫＹ１(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＹ３９９９８５)ꎮ 序列分析

结果表明ꎬＰｃＷＲＫＹ１ 完整开放阅读框为 １ ４６１ ｂｐꎬ编码 ４８６ 个氨基酸ꎬ编码的蛋白质含有 ２ 个 ＷＲＫＹ 保守结构域和

２ 个 Ｃ２Ｈ２锌指结构域ꎬ属于 ＷＲＫＹ 家族第Ⅰ类成员ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析 ＰｃＷＲＫＹ１ 在 ２００ ｍｍｏｌ甘露醇和 ２００ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ
胁迫下的表达情况ꎬ结果显示ꎬ甘露醇和 ＮａＣｌ 均能诱导 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因表达ꎬ推测 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因在应对干旱和盐 ２
种非生物胁迫方面可能具有重要作用ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ
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ｔｗｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ (Ｃ２Ｈ２)ꎬ ａｎｄ ｔｈｕｓꎬ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ Ｇｒｏｕｐ Ｉ ｏｆ ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ.
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｏｆ ２００ ｍｍｏｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ ａｎｄ ２００ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｂｏｔｈ ｍａｎｎｉｔｏｌ ａｎｄ ＮａＣｌ ｃｏｕｌｄ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｇｅｎｅꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＰｃＷＲＫＹ１

ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｄｅａｌｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｓａｌｔ
ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｈｅｒｒｙ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋꎻ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 干旱和盐碱等非生物胁迫是影响植物生长

发育的主要限制因素 [１￣３] ꎮ 为适应这些非生物胁

迫ꎬ植物在分子水平上进化形成了相应的机制ꎬ

６３６



诱导胁迫相关转录因子的表达ꎮ 因为转录因子

能通过参与不同的复杂的信号通路ꎬ调控植物的

生理生化活动来抵御逆境ꎮ ＷＲＫＹ 是目前研究

较为广泛的一类植物特有的转录因子ꎬ存在 １ 个

或 ２ 个高度保守的 ＷＲＫＹＧＱＫ 结构域及紧随其

后的一段锌指结构 [４] ꎮ 研究结果表明拟南芥和

水稻中分别有 ７４ 和 １２６ 个 ＷＲＫＹ 基因家族成

员ꎬ而在绿藻中仅有一个成员 [５] ꎮ Ｚｈｏｕ 等 [６] 把

大豆 ＧｍＷＲＫＹ１３ 和 ＧｍＷＲＫＹ５４ 分别转到拟南芥

中ꎬ过量表达 ＧｍＷＲＫＹ５４ 的植株对干旱和盐害都

具有一定的忍耐性ꎬ而过量表达 ＧｍＷＲＫＹ１３ 的植

株对盐害和甘露醇胁迫敏感ꎮ 过表达 ＡｔＷＲＫＹ２５
和 ＡｔＷＲＫＹ３３ 能够通过影响 ＳＯＳ( Ｓａｌｔ ｏｖｅｒｌｙ ｓｅｎ￣
ｓｉｔｉｖｅ)通路 来 提 高 拟 南 芥 对 高 盐 环 境 的 耐 受

性 [７] ꎮ Ｓｏｎｇ 等 [８] 用 ＰＥＧꎬ ＮａＣｌ 和 ＡＢＡ 处 理 转

ＯｓＷＲＫＹ０８ 基因的拟南芥ꎬ发现 ＯｓＷＲＫＹ０８ 基因

表达量增加ꎬ改善了转基因拟南芥渗透调节能

力ꎮ 相似的 ＺｍＷＲＫＹ３３ 受 高 盐、干 旱、低 温 和

ＡＢＡ 诱 导 表 达ꎬ且 转 基 因 拟 南 芥 的 耐 盐 性 提

高 [９] ꎮ Ｓｕｎ 等 [１０] 的研究结果表明二穗短柄草 Ｂｄ￣
ＷＲＫＹ３６ 能提高转基因烟草耐受干旱的能力ꎮ 棉

花的 ＧｈＷＲＫＹ１７ 在受干旱、高盐处理的诱导后大

量 表 达 [１１] ꎮ 目 前 已 从 拟 南 芥 [１２] [ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.] 、 水 稻 [１３] ( Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌ.) 、油菜 [１４](Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.) 、大豆 [１５] [Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ ( Ｌｉｎｎ.) Ｍｅｒｒ.] 等 植 物 中 克 隆 到 大 量 的

ＷＲＫＹ 转录因子ꎮ 而樱桃中还未见相关 ＷＲＫＹ
转录因子的研究报道ꎮ

由于樱桃喜温、不耐寒、不耐盐碱ꎬ所以其

分布和栽培区域受到限制ꎬ因此种植樱桃除选

择抗逆性强的品种ꎬ还要选择合适的具有抗性

的砧木ꎮ 樱桃砧木在樱桃生产中起着非常重要

的作用ꎬ因此改善砧木抗逆性迫在眉睫ꎮ 通过

常规育种获得新品种周期较长ꎬ而通过基因工

程获得抗逆新品种日益受到重视ꎬ其中关键基

因的挖掘是前提ꎮ 本课题组利用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术

获得了樱桃转录组数据ꎬ本研究以此转录组数

据为基础ꎬ以甜樱桃砧木 Ｇｉｓｅｌａ ６ 叶片为材料ꎬ
采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方 法ꎬ 筛 选 并 克 隆 了 樱 桃 砧 木

ＷＲＫＹ 转录因子ꎬ进行了生物信息学和胁迫诱

导表达模式分析ꎬ为樱桃抗逆品种选育提供理

论依据和技术支持ꎬ也为樱桃的分子育种提供

基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与处理

供试材料为 Ｇｉｓｅｌａ ６ (Ｐｒｕｎｕｓ ｃｅｒａｓｕｓ Ｘ Ｐｒｕｎｕｓ
ｃａｎｅｓｃｅｎｓ)组培苗ꎮ 组培苗在 ＭＳ＋０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ ６￣ＢＡꎬ
附加蔗糖 ２０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、琼脂 ６􀆰 ０ ｍｇ / ＬꎬｐＨ 为 ５.６ 的

继代培养基上培养ꎮ 对培养 ３ 周的组培苗分别转移

到添加甘露醇(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)和 ＮａＣｌ(２００ ｍｍｏｌ / Ｌ)
的培养基上ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ每个重复 ９ 瓶ꎬ分
别于 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ 和 ７２ ｈ 取组培

苗叶片ꎮ 采集后立即投入液氮冷冻ꎬ保存于－８０ ℃
冰箱备用ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

采用 ＲＮ３８￣ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ 植物 ＲＮＡ 快速提取

试剂盒(北京ꎬ艾德莱)提取总 ＲＮＡꎮ 反转录参照

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司说明书进行ꎬ以 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ) １８为引物合

成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１.３　 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的克隆

以获得的樱桃转录组数据为基础ꎬ设计 １ 对引

物 ＰｃＷＲＫＹ１￣Ｆ ( ５′￣ＡＴＧＡＴＴＴＣＴＣＴＡＧＧＧＧＡＡＣＣＴ￣
ＧＧ￣３′) 和 ＰｃＷＲＫＹ１￣Ｒ ( ５′￣ＴＴＡＧＡＣＡＧＧＴＴＣＴ￣
ＧＣＴＴＴＴＧＧＡＴＴＴ￣３′)ꎮ 以反转录 ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 反应条件: ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４
℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个

循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ０％琼

脂糖凝胶电泳检测ꎬ目的片段切胶回收和连接

ｐＥＡＳＹ￣Ｂｌｕｎｔ 载体(北京ꎬ全式金)ꎬ转化大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ菌落 ＰＣＲ 检测后挑取 ５ 个阳性菌落送交上

海生工生物公司测序ꎮ
１.４　 樱桃 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的生物信息学分析

用 ＮＣＢＩ 提 供 的 在 线 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ. ｈｔｍｌ)寻找基因的

开放阅读框( ＯＲＦ) ꎬ用 ＢＬＡＳＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃ￣
ｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ) 进行核苷酸及氨基酸序列的同源

序列搜索ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ 软件构建系统进化树ꎮ
用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｕｓ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / Ｐｒｏｔ￣
Ｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ) 预测编码蛋白质的分子量、等电点

等理化特性ꎬ通过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软 件 分 析 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉｂｉｎ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ. ｐｌ) 氨基酸序列

的疏 /亲水性ꎮ
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１.５　 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因非生物胁迫表达分析

提取不同处理材料的总 ＲＮＡꎬ按照试剂盒说

明书反转录合成第一链 ｃＤＮＡ(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ) ꎮ 利用

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析樱桃砧木 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因

分别在 ２００ ｍｍｏｌ甘露醇和 ２００ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ 胁迫下

的表达情况ꎮ 以稀释后的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ甜樱桃

β￣ａｃｔｉｎ 基因(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ. ＦＪ５６０９０８)为内参ꎬ利
用 ＡＢＩ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎬ参照康为公司

ＵｌｔｒａＳＹＢＲ ｍｉｘｔｕｒｅ ｗｉｔｈ Ｒｏｘ 试剂盒说明书进行ꎮ
ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ 变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性 １５
ｓꎬ５５ ℃ 退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ 延伸 ４０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
荧光定量 ＰＣＲ 的引物序列为 ｑＦ(５′￣ＣＴＡＡＴＧＡＴ￣
ＧＡＴＧＧＡＴＡＣＡＡＴ￣３′) 和 ｑＲ ( ５′￣ＴＣＴＴＣＴＴＡＡ￣
ＣＡＧＧＡＣＡＡＴ￣３′) ꎬ每个样品重复 ３ 次ꎬ相对基因

表达根据 ２ －△△Ｃｔ方法计算ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因克隆与序列分析

以甜樱桃砧木叶片 ＲＮＡ 反转录合成的 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板ꎬ以 ＰｃＷＲＫＹ１￣Ｆ 和 ＰｃＷＲＫＹ１￣Ｒ 为引

物扩增获得约 １ ５００ ｂｐ 的片段(图 １) ꎬ测序结果

表明目的片段为 １ ４６１ ｂｐꎮ 利用 ＮＣＢＩ 中的 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ 分析发现 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因起始密码子为

ＡＴＧꎬ终止密码子为 ＴＡＡꎬ编码 ４８６ 个氨基酸ꎮ
氨基酸序列分析发现该序列含有 ２ 个 ＷＲＫＹ 保

守结构域和 ２ 个 Ｃ２Ｈ２不同的锌指基序(图 ２) ꎬ一
个是 Ｃ￣Ｘ４ ￣Ｃ￣Ｘ２２ ￣Ｈ￣Ｘ１ ￣Ｈꎬ另一个是 Ｃ￣Ｘ４ ￣Ｃ￣Ｘ２３ ￣
Ｈ￣Ｘ１ ￣Ｈꎬ表明其属于 ＷＲＫＹ 家族第Ⅰ类成员ꎮ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件分析结果显示其分子量为５２ ９４０ꎬ
等电点为 ５.８４ꎬ不稳定系数为 ４３.６８ꎬ属于不稳定

蛋白质ꎮ 亲水性平均数为－０.８９７ꎬ预测该蛋白质

为亲水性蛋白ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 程序进

行序列比对ꎬ该 ｃＤＮＡ 序列与其他植物的 ＷＲＫＹ
基 因 具 有 较 高 的 相 似 性ꎬ 与 碧 桃 ( ＸＭ ＿
００７２１５２２２. １ ) 、 梅 ( ＸＭ ＿ ００８２３１６５９. ２ ) 、 苹 果

(ＸＭ＿００８３８１７５６.２)和白梨( ＸＭ＿００９３６６９３０. ２)
ＷＲＫＹ 基因的核苷酸序列相似性分别为 ９８％、
９８％、８５％和 ８５％ꎮ 这表明分离得到的 ｃＤＮＡ 序

列是甜樱桃砧木的 ＷＲＫＹ 基因ꎬ将其命名为 Ｐｃ￣
ＷＲＫＹ１ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＹ３９９９８５ꎮ
２.２　 ＰｃＷＲＫＹ１ 系统进化分析

将推导的 ＰｃＷＲＫＹ１ 氨基酸序列经 ＢＬＡＳＴ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＰｃＷＲＫＹ１ 基因全长 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １　 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因 ＰＣＲ 扩增产物电泳分析

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｇｅｎｅ

比对ꎬ搜索与 ＰｃＷＲＫＹ１ 同源性较高的植物氨基

酸序列ꎮ 结果显示 ＰｃＷＲＫＹ１ 氨基酸序列与碧

桃、梅、白梨和苹果等 ＷＲＫＹ 基因编码的氨基酸

一致性分别为 ９８％、９８％、７６％和 ７２％ꎮ 为了进

一步分析 ＰｃＷＲＫＹ１ 与其它 ＷＲＫＹ 基因的亲缘关

系ꎬ下载 １０ 个其他植物 ＷＲＫＹ 基因编码的氨基

酸序列构建系统进化树 (图 ３) ꎬ结果表明 Ｐｃ￣
ＷＲＫＹ１ 与来自蔷薇科的碧桃和梅亲缘关系最近ꎬ
与白梨和苹果次之ꎮ
２.３　 ＰｃＷＲＫＹ１ 的非生物胁迫表达分析

研究结果表明ꎬＷＲＫＹ 基因能受很多信号分

子诱导ꎬ为进一步研究 ＰｃＷＲＫＹ１ 在非生物胁迫

诱导下的表达情况ꎬ用干旱和盐对甜樱桃砧木

进行处理ꎮ 以甜樱桃 β￣ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ利用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法对甜樱桃砧木叶片 ＰｃＷＲＫＹ１ 基

因在干旱 ( ２００ ｍｍｏｌ 甘露醇 ) 和盐 ( ２００ ｍｍｏｌ
ＮａＣｌ)胁迫下的表达情况进行初步研究ꎬ干旱处

理 ２ ｈ 和 ４ ｈ 时 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的表达量基本相

同ꎬ６ ｈ 时表达量达到最大值ꎬ之后表达量呈下

降趋势ꎬ但在整个胁迫过程中表达量均高于对

照时期( ０ ｈ) ꎬ说明 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因可能在干旱

胁迫中起作用(图 ４) ꎮ 而 ＮａＣｌ 处理 ２ ｈ 时 Ｐｃ￣
ＷＲＫＹ１ 基因表达量开始升高ꎬ随着处理时间延

长表达量逐渐增强ꎬ 在处理 ６ ｈ 时 ＰｃＷＲＫＹ１ 基

因表达量达到最大值ꎬ随后表达量开始下降ꎬ但
在整 个 胁 迫 过 程 中 表 达 量 均 高 于 对 照 时 期

( ０ ｈ) ꎬ表明 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因可能在响应盐胁迫

中起作用(图 ５) ꎮ
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灰色区域为 ＷＲＫＹ 转录因子的特征序列 ＷＲＫＹＧＱＫꎻ方框内是起始密码子(ＡＴＧ)和终止密码子(ＴＡＡ)ꎻ下划线部分是锌指结构域 Ｃ２Ｈ２ꎬ其

中 Ｃ 和 Ｈ 残基用方框标出ꎮ
图 ２　 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的碱基序列及预测的氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１

３　 讨 论

ＷＲＫＹ 转录因子广泛参与植物的生长、发育、

衰老等进程ꎬ对各种生物胁迫和非生物胁迫都有一

定响应ꎮ 但是关于 ＷＲＫＹ 转录因子的研究多集中

于拟南芥和烟草等模式植物中ꎬ而有关樱桃转录因

９３６徐　 丽等:樱桃砧木 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的克隆与表达分析



图 ３　 甜樱桃砧木 ＰｃＷＲＫＹ１ 氨基酸序列与不同物种 ＷＲＫＹ 氨基酸序列的系统进化分析

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｉｎ ｃｈｅｒｒｙ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＷＲＫＹ ｆｒｏｍ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ４　 ２００ ｍｍｏｌ 甘露醇处理下 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的表达

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ２００
ｍｍｏｌ ｍａｎｎｉｔｏｌ

图 ５　 ２００ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ 处理下 ＰｃＷＲＫＹ１ 基因的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｃＷＲＫＹ１ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ２００
ｍｍｏｌ ＮａＣｌ

子的相关研究还未见报道ꎮ 本研究从甜樱桃砧木中

分离到 １ 个 ＷＲＫＹ 基因ꎬ生物信息学分析结果表明ꎬ
ＰｃＷＲＫＹ１ 编码 ４８６ 个氨基酸ꎬ推测相对分子量为

５２ ９４０ꎮ 根据 ＷＲＫＹ 结构域的数量和锌指结构域

的特征ꎬＷＲＫＹ 家族被划分成 ３ 类[１６]ꎬ第 Ｉ 类包含 ２
个 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ第 ＩＩ 类包含 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ
其锌指结构均为 Ｃ２Ｈ２(Ｃ￣Ｘ４~５￣Ｃ￣Ｘ２２~２３￣Ｈ￣Ｘ１￣Ｈ)型ꎬ
第 ＩＩＩ 类与第 ＩＩ 类相同ꎬ含有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ但
其锌指结构为 Ｃ２ＨＣ (Ｃ￣Ｘ７￣Ｃ￣Ｘ２３￣Ｈ￣Ｘ１￣Ｃ)型ꎮ Ｐｃ￣
ＷＲＫＹ１ 含有 ２ 个高度保守的的 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ锌
指结构为 Ｃ２Ｈ２型ꎬ属于 ＷＲＫＹ 家族第 Ｉ 类成员ꎮ 系

统进化分析结果显示ꎬＰｃＷＲＫＹ１ 与来自蔷薇科的

碧桃和梅的 ＷＲＫＹ 同源性最高ꎬ与蔷薇科植物聚在

一起ꎬ表明该蛋白质在植物进化过程中比较保守ꎬ也
暗示了其在功能上的保守性ꎮ

干旱和盐都会导致植物缺水ꎬ缺水可影响植物

的新陈代谢、生长发育、胞膜透性和蛋白质含量等ꎮ
转录因子在植物耐受干旱和盐胁迫过程中发挥着重

要的作用ꎮ 其中 ＷＲＫＹ 基因家族成员被证实能响应

植物对干旱和盐的胁迫[１７￣１８]ꎮ 共表达拟南芥 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ２８ 和 ＡｔｂＨＬＨ１７ 能够显著提升多种非生物胁

迫的耐受性ꎬ包括干旱、高盐和氧化胁迫[１９]ꎮ 过表

达水稻 ＯｓＷＲＫＹ４５ 提高了水稻的耐盐、耐旱性ꎬ同时

还增强了植株的免疫力[２０]ꎮ 过表达棉花 ｈＷＲＫＹ３９￣
１ 能够提高转基因烟草对盐的耐受性[２１]ꎮ 本研究

通过荧光定量 ＰＣＲ 对樱桃砧木在 ２００ ｍｍｏｌ 甘露醇

和 ２００ ｍｍｏｌ ＮａＣｌ 胁迫下 ＰｃＷＲＫＹ１ 的表达模式进

行了分析ꎮ 结果显示ꎬＰｃＷＲＫＹ１ 在干旱胁迫后表达

量明显上升ꎬ６ ｈ 时表达量达到最高ꎮ 在盐胁迫中

ＰｃＷＲＫＹ１ 的表达情况与干旱胁迫相似ꎬ被诱导 ２ ｈ
后表达量开始升高ꎬ并且随着时间延长在 ７２ ｈ 内一
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直处于高表达水平ꎮ 研究结果表明第Ⅰ类 ＷＲＫＹ
蛋白在起源上属于较为原始的一个类群ꎬ也最为保

守ꎬ可参与对病原菌和非生物逆境的抗性[２２]ꎮ 序列

分析结果表明 ＰｃＷＲＫＹ１ 属于第 Ｉ 类 ＷＲＫＹ 基因家

族成员ꎬ结合荧光定量分析结果ꎬ推测 ＰｃＷＲＫＹ１ 可

能同时响应干旱胁迫和盐胁迫ꎮ 为了进一步研究该

基因的功能ꎬ作者已经将该基因构建了植物表达载

体ꎬ进行烟草转化试验ꎬ进一步分析该基因的抗逆

性ꎮ
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ｉｎ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００９ꎬ ６９(１ / ２):９１￣１０５.

[８] 　 ＳＯＮＧ Ｙꎬ ＪＩＮＧ Ｓ Ｊꎬ ＹＵ Ｄ Ｑ . Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ￣
ｄｕｃｅｄ ＯｓＷＲＫＹ０８ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ａｒａｂｉ￣
ｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] .Ｃｈｉｎ Ｓｃｉ Ｂｕｌｌꎬ ２００９ꎬ ５４: ４６７１￣４６７８.

[９] 　 ＬＩ Ｈꎬ ＧＡＯ Ｙꎬ ＸＵ Ｈꎬｅｔ ａｌ. ＺｍＷＲＫＹ３３ꎬ ａ ＷＲＫＹ ｍａｉｚｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅｓ ｉｎ Ａｒａｂｉ￣
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ａｎｄ ｓａｌｉｎｉｔｙ: ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ ２０１１ꎬ ３０ (８): １３８３￣１３９１.

[１８] ＴＲＩＰＡＴＨＩ Ｐꎬ ＲＡＢＡＲＡ Ｒ Ｃꎬ ＲＵＳＨＴＯＮ Ｐ Ｊ. Ａ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂｉｏｌｏｇｙ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔａꎬ ２０１４ꎬ ２３９ (２): ２５５￣２６６.

[１９] ＢＡＢＩＴＨＡ Ｋ Ｃꎬ ＲＡＭＵ Ｓ Ｖꎬ ＰＲＵＴＨＶＩ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＡｔｂＨＬＨ１７ ａｎｄ ＡｔＷＲＫＹ２８ ｃｏｎｆｅｒｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｒｅｓꎬ ２０１３ꎬ ２２ (２): ３２７￣３４１.

[２０] ＴＡＯ Ｚꎬ ＫＯＵ Ｙꎬ ＬＩＵ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＯｓＷＲＫＹ４５ ａｌｌｅｌｅｓ ｐｌａｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｒｏｌｅｓ ｉｎ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｂｕｔ ｓｉｍｉｌａｒ
ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｅｘｐ Ｂｏｔꎬ ２０１１ꎬ
６２ (１４): ４８６３￣４８７４.

[２１] ＳＨＩ Ｗꎬ ＨＡＯ Ｌꎬ ＬＩ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ
ＧｈＷＲＫＹ３９￣１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｅｆｅｎｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ａｎｄ
ｍｅｄｉａｔｅｓ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ ２０１４ꎬ ３３ (３): ４８３￣４９８.

[２２] ÜＬＫＥＲＢꎬ ＳＯＭＳＳＩＣＨ Ｉ Ｅ. ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ: ｆｒｏｍ
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