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　 　 摘要:　 以柠檬[Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎ (Ｌ.) Ｂｕｒｍ.ｆ.]、甜橙[Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏｓｂｅｃｋ]、芦柑(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ)、
金柑[Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗｉｎｇｌｅ]为试验材料ꎬ基于甜橙基因组数据库中的甜橙基因碱基序列ꎬ利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 方法克隆获得 ４ 个 ＷＲＫＹ 家族基因 ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７ 的 ｃＤＮＡ 全长碱基序列ꎮ
序列分析结果表明ꎬ这 ４ 个基因的 ｃＤＮＡ 全长都是１ ５６７ ｂｐꎬ开放阅读框为１ ５０６ ｂｐꎬ编码 ５０１ 个氨基酸ꎮ 氨基酸序

列和结构分析结果显示ꎬ这 ４ 个基因编码的蛋白质属于 Ｇｒｏｕｐ ＩＩａ＋ＩＩｂ 类 ＷＲＫＹ 蛋白ꎮ 进化树分析结果显示ꎬ所克

隆的 ４ 个柑橘 ＷＲＫＹ 蛋白与克莱门柚 ＷＲＫＹ４７ 蛋白的亲缘关系最近ꎮ 对 ＣｓＷＲＫＹ４７ 启动子顺式作用元件预测分

析ꎬ发现 ＣｓＷＲＫＹ４７ 启动子包含脱落酸响应元件(ＡＢＲＥ)、茉莉酸甲酯响应元件(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉＦ)、抗氧化响应元件

(ＡＲＥ)、参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点(ＭＢＳ)等多个与胁迫相关的顺式作用元件ꎮ 实时荧光定量表达分析结果

表明ꎬ柠檬 ＣｌＷＲＫＹ４７ 和甜橙 ＣｓＷＲＫＹ４７ 能被高盐、干旱、低温胁迫诱导表达ꎻ芦柑 ＣｒＷＲＫＹ４７ 在干旱和低温胁迫下

诱导表达ꎬ高盐胁迫下表达量下调ꎻ金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 在高盐胁迫下诱导表达ꎬ干旱和低温胁迫下下调表达ꎮ 为进一

步开展柑橘胁迫相关基因 ＷＲＫＹ４７ 的功能鉴定奠定了基础ꎮ
关键词:　 柑橘ꎻ ＷＲＫＹꎻ 非生物胁迫ꎻ 基因克隆ꎻ 表达分析
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ＮＡｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ＣｌＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｓＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｒＷＲＫＹ４７ ａｎｄ ＦｊＷＲＫＹ４７ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅｍｏｎ
[Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎ (Ｌ.) Ｂｕｒｍ.ｆ.]ꎬ ｓｗｅｅｔ ｏｒａｎｇｅ [Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌ.) Ｏｓｂｅｃｋ]ꎬ ｐｏｎｋａｎ (Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ) ａｎｄ ｋｕｍ￣
ｑｕａｔ [Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗｉｎｇｌｅ] ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｃＤＮＡ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ １ ５６７ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ｗａｓ １ ５０６ ｂｐꎬ ａｎｄ ５０１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
ｗｅｒｅ ｅｎｃｏｄｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅｓｅ

ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｇｒｏｕｐ ＩＩａ＋ＩＩｂ ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎ.
Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｏｕｒ
ｃｉｔｒｕｓ ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｃｉｔｒｕｓ
ｃｌｅｍｅｎｔｉｎｅ ＷＲＫＹ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｓＷＲＫＹ４７ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＣｓＷＲＫＹ４７
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
(ＡＢＲＥ)ꎬ ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ( ＣＧＴ￣
ＣＡ￣ｍｏｔｉＦ)ꎬ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ( ＡＲＥ)ꎬ ＭＹＢ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ( ＭＢＳ ) ａｎｄ
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ｍａｎｙ ｏｔｈｅｒ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣｌＷＲＫＹ４７ ａｎｄ ＣｓＷＲＫＹ４７ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ. Ｂｅｓｉｄｅｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＣｒＷＲＫＹ４７ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｂｕｔ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦｊＷＲＫＹ４７ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｌａｙ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ＷＲＫＹ４７ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｉｔｒｕｓꎻ ＷＲＫＹꎻ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 植物的生长发育过程很大程度上受环境的影

响ꎬ其中非生物胁迫主要为干旱、高盐以及低温ꎮ 在

非生物胁迫信号的感知以及生理和生化反应上ꎬ植
物自身已经进化出应对胁迫的各种复杂的响应机

制ꎮ 简单的说ꎬ植物可以通过一系列胁迫信号转导

和调控相关基因来响应非生物胁迫[１￣２]ꎮ 这些非生

物胁迫响应基因按功能可以分为两大类ꎬ即调控型

基因和功能型基因ꎮ 调控基因编码的转录因子

(ＴＦｓ)可以转导胁迫信号并调控功能基因的表达ꎬ
而这些功能基因在减轻植物遭受胁迫带来的损害中

起着直接作用[３]ꎮ
研究发现ꎬ ｂＺＩＰ、ＷＲＫＹ、 ＮＡＣ、 ＡＰ２ / ＥＲＦ 和

ＭＹＢ 等转录因子家族都与植物响应逆境的过程相

关[４]ꎮ ＷＲＫＹ 是植物中最重要的转录因子家族之

一ꎮ 该家族蛋白质包含 １ 到 ２ 个由约 ６０ 个氨基酸

组成的高度保守的 ＷＲＫＹ ＤＮＡ 结合结构域ꎬ还含

有 Ｃ２Ｈ２或 Ｃ２ＨＣ 锌指结构ꎬ可与 ＤＮＡ 序列 Ｗ￣ｂｏｘ
(ＴＴＧＡＣＣ / Ｔ)结合ꎬ调控下游基因表达[２]ꎮ 自 １９９４
年首次在甜薯中克隆出 １ 个 ＷＲＫＹ 家族转录因子

基因 ＳＰＦ１ 之后[５]ꎬ又陆续在高等植物以及低等植

物(如苔藓)中克隆出多个 ＷＲＫＹ 家族基因[６]ꎮ 在

克隆出来的植物 ＷＲＫＹ 家族基因中ꎬ已有许多被验

证能够响应非生物胁迫ꎬ并在这个过程中发挥调控

作用[７]ꎮ 如 Ｑｉｕ 等[８] 利用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 技术ꎬ对
克隆获得的 １３ 个水稻 ＷＲＫＹ 基因进行分析ꎬ发现在

这 １３ 个水稻 ＷＲＫＹ 基因中有 １０ 个基因能够被非生

物胁迫(高盐、高温、干旱和低温)诱导表达ꎮ Ｊｉａｎｇ
等[９]通过芯片谱分析法对高盐处理后的拟南芥根

系进行分析ꎬ发现有 １８ 个 ＷＲＫＹ 家族基因能够被高

盐处理诱导表达ꎮ 同时ꎬ单个 ＷＲＫＹ 家族基因可以

被多种非生物胁迫诱导表达ꎮ 例如樱桃砧木 Ｐｃ￣
ＷＲＫＹ１ 基因在渗透胁迫和高盐胁迫下均能被诱导

表达[１０]ꎻ芍药 ＰＬＷＲＫＹ１３ 可以被低温、高温、干旱和

盐胁迫同时诱导表达ꎬ并且正向调节牡丹中番茄红

素的产生[１１]ꎮ 拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ４７ 基因可以被硒胁

迫、镉胁迫诱导表达ꎬ并且 ＡｔＷＲＫＹ４７ 功能缺失型突

变体对硒胁迫表现更敏感ꎬ但是对镉胁迫更耐受ꎬ其
过表达植株也对镉胁迫表现出高度耐受[１２￣１３]ꎮ 前

人研究结果表明ꎬ水稻 ＯｓＷＲＫＹ４７ 功能缺失型突变

体对干旱胁迫敏感并且产量下降ꎬ而 ＯｓＷＲＫＲ４７ 过

表达植株对干旱胁迫更耐受ꎬ说明 ＯｓＷＲＫＹ４７ 基因

是干旱胁迫响应的正调控因子[１４]ꎮ
柑橘是世界上最重要的水果种类之一ꎬ中国柑

橘种植面积和产量一直在不断增长ꎬ但其产业发展

一直受到非生物胁迫的影响和制约ꎮ 目前ꎬ柑橘中

的 ＷＲＫＹ 基因研究还不多ꎬ对柑橘 ＷＲＫＹ４７ 基因的

研究未见报道ꎮ 因此ꎬ本研究从柠檬、甜橙、金柑、芦
柑 ４ 个不同柑橘种类中克隆得到 ＷＲＫＹ４７ 基因ꎬ对
克隆出的基因的碱基序列及其编码蛋白质进行生物

信息学分析ꎬ并使用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析这 ４ 个

基因在非生物胁迫(高盐、干旱和低温)下的时空表

达模式差异ꎬ以期为柑橘抗逆分子育种提供候选基

因资源和理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及材料的处理

将柠檬[Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎ (Ｌ.) Ｂｕｒｍ.ｆ.]、甜橙[Ｃｉｔ￣
ｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌ.) Ｏｓｂｅｃｋ ]、 芦 柑 ( Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ
Ｂｌａｎｃｏ)、金柑 [Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｗｉｎ￣
ｇｌｅ]种子消毒催芽后分别播种于 ＭＳ 固体培养基中ꎬ
置于 ２８ ℃恒温培养箱中培养 ２８ ｄ 左右ꎬ再转移至

Ｈｏａｇｌａｎｄ 培养液中预培养２~ ３ ｄꎬ然后进行胁迫处

理ꎮ 高盐、干旱处理时将 ４ 种幼苗分别转移至含有

２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣＩ、２０％ ＰＥＧ￣６０００ 的 Ｈｏａｇｌａｎｄ 液体

培养基中常温培养ꎮ 低温处理时幼苗转移到干净的

Ｈｏａｇｌａｎｄ 液体培养基中并置于 ４ ℃培养箱中培养ꎮ
每种材料取１８~２４ 个植株进行胁迫处理ꎬ然后分别

于处理 ０ ｈ(ＣＫ)ꎬ１ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 时取其叶

片ꎬ－８０ ℃储存ꎬ备用ꎮ
１.２　 叶片总 ＲＮＡ 提取及反转录

柠檬、甜橙、芦柑、金柑叶片总 ＲＮＡ 提取方法
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采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法ꎮ ＲＮＡ 含量用超微量分光光度计检

测ꎬ ＲＮＡ 提取质量用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 用

日本 ＴＯＹＯＢＯ 公司生产的 ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ￣α￣ＴＭ 试剂

盒将提取的总 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ存放于－２０ ℃ꎬ
备用ꎮ
１.３　 ＣｌＷＲＫＹ４７、 ＣｓＷＲＫＹ４７ 、ＣｒＷＲＫＹ４７和 ＦｊＷＲＫＹ４７
基因克隆

　 　 由华中农业大学构建的甜橙基因组数据库中含

有大量甜橙基因序列ꎬ通过序列搜索和拼接获得包

含完整开放阅读框(ＯＲＦ)的 ＣｓＷＲＫＹ４７ 转录因子基

因序列ꎮ 基于该序列用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件设计

了 １ 对基因特异性引物 ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｆ 和 ＣｓＷＲＫＹ４７￣
Ｒ(表 １)ꎮ 以获得的 ４ 个物种的叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
通 过 ＰＣＲ 扩 增 获 得 ＣｌＷＲＫＹ４７、 ＣｓＷＲＫＹ４７、
ＣｒＷＲＫＹ４７、ＦｊＷＲＫＹ４７ 基因碱基序列全长ꎮ ＰＣＲ 扩

增程序参考郭文芳[１５]的方法ꎬ退火温度 ５６ ℃ ３０ ｓꎮ
扩增产物在 １ ％琼脂糖凝胶中进行电泳分离ꎬ切胶

回收后的 ＰＣＲ 目的片段用 ＤＮＡ 回收试剂盒[天根

生化科技(北京)有限公司产品]回收并纯化ꎬ然后

与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体连接[宝日医生物技术(北京)有

限公司产品]并转化到大肠杆菌中ꎬ菌液 ＰＣＲ 鉴定

为阳性克隆后送上海生物工程有限公司测序ꎮ
１.４　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 工具对测序获得

的 ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７、ＦｊＷＲＫＹ４７ 基

因的 ｃＤＮＡ 碱基序列进行分析ꎬ确定这 ４ 个基因的

开放阅读框和所编码的氨基酸序列ꎬ并对其碱基序

列进行比对ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线分析工具

对蛋白质氨基酸序列及理化性质进行分析ꎻ使用

ＤＮＡＭＡＮ 软件进行蛋白质一致性分析和不同植物

蛋白质间的多序列比对分析ꎻ利用 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 在

线软件分析蛋白质结构功能域ꎻ采用 ＭＥＧＡ５ 软件

构建 ４ 种蛋白质与其他植物蛋白质间的系统进化

树ꎻ通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线网站进行基因的启动子顺

式作用元件预测分析ꎻ采用 ＴＭｐｒｅｄ 预测基因编码

蛋白质的跨膜结构ꎻ通过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线软件预测蛋

白质亲疏水性ꎻ采用在线软件 ＰＳＯＲＴ ＩＩ 对蛋白质进

行亚细胞定位分析ꎻ利用 ＳＯＰＭＡ 软件预测蛋白质

的二级结构并用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件进行蛋白质三

级结构预测建模ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计 ＣｓＷＲＫＹ４７ 基因

的实时定量引物 ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｆｑ 和 ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｒｑꎬ内
参基因为柑橘 ＣｓＡｃｔｉｎ 基因(表 １)ꎮ 非生物胁迫处

理后 ４ 个物种 ＷＲＡＫＹ４７ 基因的表达量在 ＢＩＯ￣ＲＡＤ
ＣＦＸ９ ６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行检测ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反

应体系的总体积为 ２０􀆰 ０ μｌ:１０􀆰 ０ μｌ 荧光染料[宝日

医生物技术(北京)有限公司产品]、８􀆰 ０ μｌ ｄｄＨ２Ｏ、
１􀆰 ０ μｌ Ｆ / Ｒ 引物、１􀆰 ０ μｌ 总 ｃＤＮＡꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应

程序参照文献[１５]ꎮ 每处理样品设 ３ 次重复ꎮ 相

对表达量用 ２－△△Ｃｔ方法计算ꎮ

表 １　 试验中所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　

ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｆ ＣＴＡＣＴＡＣＴＡＣＴＣＴＴＴＣＧＴＴＧＧＴ

ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｒ ＴＡＴＡＴＡＴＴＡＴＧＣＡＴＡＧＣＧＴＡＧＧ

ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｆｑ ＧＣＡＡＴＧＣＡＡＡＡＡＣＴＧＧＣＡＣ

ＣｓＷＲＫＹ４７￣Ｒｑ ＴＧＡＴＣＣＡＡＣＡＴＧＴＴＴＣＴＣＡ

ＣｓＡｃｔｉｎ￣Ｆ ＡＧＡＡＣＴＡＴＧＡＡＣＴＧＣＣＴＧＡＴＧＧＣ

ＣｓＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＣＴＴＧＧＡＧＣＡＡＧＴＧＣＴＧＴＧＡＴＴ

２　 结果与分析

２.１　 ＣｓＷＲＫＹ４７ 的克隆与分析

以甜橙为材料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增克隆获得

ＣｓＷＲＫＹ４７ 基因碱基序列ꎮ 测序和生物信息学分析

结果显示ꎬ该基因 ｃＤＮＡ 碱基序列全长１ ５６７ ｂｐꎬ开
放阅读框(ＯＲＦ)为１ ５０６ ｂｐꎬ编码 ５０１ 个氨基酸ꎮ
ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线分析结果显示ꎬＣｓＷＲＫＹ４７
蛋白分子式为 Ｃ２ ３２７Ｈ３ ７２７Ｎ６９９Ｏ７５７ Ｓ２５ꎬ其氨基酸组成

有 ２０ 种ꎬ理论等电点(ＰＩ)为 ８􀆰 ５８ꎬＰＩ 值大于 ７ 说明

该蛋白质可能为碱性蛋白质ꎻ预测相对分子质量约

为５４ ４１０ꎬ脂肪系数为 ６４􀆰 ９３ꎬ不稳定指数为 ４９􀆰 ４８ꎬ
总平均亲水性为－０􀆰 ６３７ꎬ一般总平均亲水性的值小

于 ０ 为亲水蛋白质ꎬ因此推测该蛋白质属于弱稳定

性亲 水 蛋 白 质ꎮ 通 过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在 线 软 件 预 测

ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白亲疏水性ꎬ进一步证明其为亲水性

蛋白质(图 １Ａ)ꎮ
采用 ＴＭｐｒｅｄ 预测蛋白质跨膜结构ꎬ结果显示ꎬ

ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白 Ｎ 端３４３~ ３６３、３７６~ ３９６、４６１~ ４８０
这 ３ 个位点处具有跨膜结构ꎮ ＰＳＯＲＴ ＩＩ 在线软件

预测结果表明ꎬＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白亚细胞定位于细胞

核上 的 可 能 性 最 高ꎮ 利 用 ＳＯＰＭＡ 软 件 预 测
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ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白的二级结构ꎬ结果显示ꎬ该蛋白质

具有 ２７􀆰 ９４％ α￣螺旋、８􀆰 １８％延伸链、２􀆰 ５９％ β￣折叠

以及 ６１􀆰 ２８％无规则卷曲 (图 １Ｂ)ꎮ 使用 ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 搜索并获得 ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白同源模型ꎬ推

测出该蛋白质可能的 ４ 个三级结构模型(图 １Ｃ)ꎮ
通过 ＮｅｔＰｈｏｓ ２􀆰 ０ Ｓｅｒｖｅ 预测 ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白磷酸

化位点ꎬ结果表明ꎬＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白含有 ２６ 个丝氨

酸(Ｓｅｒ)以及 ２ 个苏氨酸(Ｔｈｒ)磷酸化位点ꎮ

Ａ:亲疏水性分析ꎻＢ:二级结构预测ꎻＣ:三级结构预测模型ꎮ
图 １　 ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白分析

Ｆｉｇ.１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｓＷＲＫＹ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 ＣｓＷＲＫＹ４７ 基因启动子序列预测分析

将从甜橙基因组数据库获取的 ＣｓＷＲＫＹ４７ 基

因起始密码子 ＡＴＧ 上游１ ５００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 碱基序列

作为该基因的启动子序列ꎬ并通过 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线

分析网站对该基因启动子序列进行顺式作用元件预

测分析ꎬ分析结果(表 ２)显示ꎬＣｓＷＲＫＹ４７ 基因启动

子除了含有 １６ 个 ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 和 ３０ 个 ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ２ 种

基本的顺式作用元件外ꎬ还含有多个光响应元件ꎬ如
Ｇ￣Ｂｏｘ、Ｓｐ１、ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ 等ꎻ另外在 ＤＮＡ 双链上分别

有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域专一结合的 Ｗ￣ｂｏｘ 元件ꎬ同时

还包含多个与胁迫相关的顺式作用元件ꎬ如 ８ 个脱

落酸响应元件(ＡＢＲＥ)、４ 个茉莉酸甲酯响应元件

(ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉＦ)、１ 个赤霉素响应元件(ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ)、
１ 个抗氧化响应元件(ＡＲＥ)、４ 个参与干旱诱导的

ＭＹＢ 结合位点(ＭＢＳ)等ꎮ
２.３　 不同种类柑橘 ＷＲＫＹ４７ 蛋白的同源性及进化

分析

　 　 为了解不同种类柑橘中 ＷＲＫＹ４７ 蛋白的差异

和功能ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ分别从柠檬、芦柑、金柑

３ 个柑橘种类中克隆出 ＷＲＫＹ４７ 基因ꎬ并分别命名

为 ＣｌＷＲＫＹ４７、 ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７ꎮ 测序结果

表明ꎬ这 ３ 个基因的碱基序列与 ＣｓＷＲＫＹ４７ 的 ｃＤＮＡ
碱基序列长度一致ꎬ均为１ ５６７ ｂｐꎬ生物信息学分析

发现开放阅读框为１ ５０６ ｂｐ 并且编码 ５０１ 个氨基

酸ꎻ对 ４ 个基因的碱基序列进行比对发现ꎬ这 ４ 个基

因 ｃＤＮＡ 碱基序列有 １６ 个碱基存在差异ꎬ相似性达

９９􀆰 ６８％(图 ２)ꎮ
　 　 通过 ＮＣＢＩ 数据库将 ＣｌＷＲＫＹ４７ 、ＣｓＷＲＫＹ４７、
ＣｒＷＲＫＹ４７、ＦｊＷＲＫＹ４７ 的碱基序列翻译成氨基酸序

列ꎬ并用 ＤＮＡｍａｎ 对这 ４ 条氨基酸序列进行比对ꎬ结
果显示ꎬ这 ４ 条氨基酸序列有 ７ 个位点存在差异ꎬ序
列一致性达 ９９􀆰 ５５％ꎮ 进一步通过与其他植物

ＷＲＫＹ４７ 蛋白进行多序列比对分析(图 ３)发现ꎬ这
４ 个蛋白质在 Ｎ 端２６７~３３３ 位点都含有 １ 个高度保

守的 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ并且在该结构域的 Ｎ 末端有 １
个 ＷＲＫＹＧＱＫ 保守氨基酸序列和 １ 个 Ｃ 端锌指结

构基序 Ｃ２Ｈ２(ＣＸ４￣５ＣＸ２２￣２３ＨＸ１Ｈ)ꎬ说明这 ４ 个蛋白

质都属于 ＷＲＫＹ 转录因子家族的 Ｇｒｏｕｐ ＩＩａ＋ＩＩｂ 类ꎮ
　 　 为了验证 ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７
和 ＦｊＷＲＫＹ４７ 的蛋白质进化关系ꎬ使用 ＭＥＧＡ ６.０
软件中的最大似然法构建系统进化树ꎬ结果(图 ４)
显示ꎬ这 ４ 个新蛋白质与克莱门柚 ＷＲＫＹ４７(ＸＰ ＿
００６４４４６２１.１)蛋白亲缘关系最近ꎬ并且都聚集在同

一分支上ꎬ与龙眼 ＷＲＫＹ４７(ＡＥＯ３１５１７.２)蛋白亲缘

关系较近ꎬ与葡萄 ＷＲＫＹ４７(ＸＰ＿００２２８１１９４.１)蛋白

亲缘关系最远ꎮ
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表 ２　 Ｐ１ａｎｔＣＡＲＥ 预测 ＣｓＷＲＫＹ４７ 启动子区顺式作用元件

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ＣｓＷＲＫＹ４７ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＰｌａｎｔＣＡＲＥ

顺式元件　 　 数目(＋ / －) 序列 特性　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＡＢＲＥ ４ / ４ ＡＣＧＴＧ 脱落酸响应元件

ＡＲＥ １ / ０ ＡＡＡＣＣＡ 抗氧化响应元件

Ｂｏｘ ４ １ / ０ ＡＴＴＡＡＴ 涉及光响应性的保守 ＤＮＡ 模块的一部分

ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ １０ / ６ ＣＡＡＡＴ 启动子和增强子区域常见的顺式作用元件

ＣＣＡＡＴ￣ｂｏｘ ０ / １ ＣＡＡＣＧＧ ＭＹＢＨｖ１ 结合位点

ＣＧＴＣＡ￣ｍｏｔｉｆ ２ / ２ ＣＧＴＣＡ 茉莉酸甲酯响应元件

Ｇ￣Ｂｏｘ １ / ２ ＣＡＣＧＴＴ 光响应元件

Ｇ￣ｂｏｘ ０ / ６ ＣＡＣＧＴＣ 光响应元件

ＭＢＳ ２ / ２ ＣＡＡＣＴＧ 参与干旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点

Ｏ２￣ｓｉｔｅ ２ / １ ＧＴＴＧＡＣＧＴＧＡ 玉米醇溶蛋白质代谢调控中涉及的顺式调控元件

Ｓｐ１ １ / ０ ＧＧＧＣＧＧ 光响应元件

ＴＡＴＡ￣ｂｏｘ ２４ / ６ ＴＡＴＡＡ 转录启动子周围－３０ 左右的核心启动子元件

ＴＡＴＣ￣ｂｏｘ １ / ０ ＴＡＴＣＣＣＡ 赤霉素响应元件

ＴＣＣＣ￣ｍｏｔｉｆ １ / ０ ＴＣＴＣＣＣＴ 光响应元件的一部分

Ｗ￣ ｂｏｘ １ / １ ＴＴＧＡＣＣ ＷＲＫＹ 结构域专一结合的序列

ＷＵＮ￣ｍｏｔｉｆ １ / ２ ＴＡＡＴＴＡＣＴＣ 创伤反应元件

２.４　 非生物胁迫处理对不同种类柑橘 ＷＲＫＹ４７ 基

因表达的影响

　 　 分别对甜橙、柠檬、芦柑和金柑分别进行 ２５０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、２０％ ＰＥＧ￣６０００ 和 ４ ℃低温处理ꎬ取
其叶片进行实时荧光定量表达分析ꎮ 由图 ５ａ 可

知ꎬ ２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁 迫 处 理 植 株 时ꎬ 甜 橙

ＣｓＷＲＫＹ４７ 在叶片中表达量逐渐升高ꎬ２４ ｈ 时达到

最大值ꎬ为对照的 ３ 倍左右ꎬ整体变化较大ꎻ柠檬

ＣｌＷＲＫＹ４７ 表达量在 １ ｈ 时最低ꎬ此后逐渐升高ꎬ在
６ ｈ 时达到最高ꎬ整体变化趋势为先升后降ꎻ芦柑

ＣｒＷＲＫＹ４７ 在高盐处理后ꎬ与对照相比ꎬ整体表达

是下调的ꎬ表达量表现出受高盐处理的抑制ꎻ金柑

ＦｊＷＲＫＹ４７ 表达量整体呈现缓慢升高的趋势ꎬ在 ６
ｈ 时达到最大值ꎮ

由图 ５ｂ 可知ꎬ２０％ ＰＥＧ６０００ 模拟干旱胁迫处

理时ꎬ甜橙 ＣｓＷＲＫＹ４７ 表达量在 ２４ ｈ 内缓慢升高ꎬ
在 ６ ｈ 和 ２４ ｈ 时出现 ２ 次表达高峰ꎻ柠檬 ＣｌＷＲＫＹ４７
的表达量呈现先升高后下降的趋势ꎬ在 ６ ｈ 时表达

量达到最高ꎻ芦柑 ＣｒＷＲＫＹ４７ 在 ２４ ｈ 内表达量变化

趋势较平缓ꎬ在 １ ｈ、６ ｈ 以及 １２ ｈ 时表达量高于对

照ꎻ金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 对干旱胁迫也有响应ꎬ但其表达

量低于对照ꎬ表明干旱胁迫对金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 的表

达有一定的抑制作用ꎮ
　 　 由图 ５ｃ 可知ꎬ４ ℃低温处理时ꎬ甜橙 ＣｓＷＲＫＹ４７
表达量整体呈现先升高后下降的趋势ꎬ在 １２ ｈ 时表

达量最高ꎬ为对照的 ２.７ 倍左右ꎻ柠檬 ＣｌＷＲＫＹ４７ 表

达量与对照相比总体上变化不大ꎬ但在 １ ｈ 和 ６ ｈ 时

其表达量高于对照ꎬ说明低温能诱导其表达ꎻ芦柑

ＣｒＷＲＫＹ４７ 表达量在前 １２ ｈ 处于缓慢升高的趋势ꎬ
但在 ２４ ｈ 时表达量降低到最低ꎻ金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 的

表达量在 ２４ ｈ 内都低于对照ꎬ说明低温胁迫抑制

ＦｊＷＲＫＹ４７ 的表达ꎮ
　 　 以上结果表明ꎬ在高盐、干旱和低温处理下ꎬ
ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７ 的表

达量 都 发 生 了 改 变ꎮ 柠 檬 ＣｌＷＲＫＹ４７ 和 甜 橙

ＣｓＷＲＫＹ４７ 均能被 ３ 种非生物胁迫诱导表达ꎻ芦柑

ＣｒＷＲＫＹ４７ 在干旱和低温胁迫下也能被诱导表达ꎬ但
在高盐胁迫下表达量下调ꎻ金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 可以响应

高盐胁迫ꎬ但在干旱和低温胁迫下ꎬ表达都低于对照ꎬ
尤其是低温胁迫下ꎬＦｊＷＲＫＹ４７ 明显下调表达ꎮ
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图 ２　 ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７、ＦｊＷＲＫＹ４７ 基因碱基位点比对

Ｆｉｇ.２　 Ｂａｓｅ ｓｉｔｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣｌＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｓＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｒＷＲＫＹ４７ ａｎｄ ＦｊＷＲＫＹ４７
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图 ３　 多种植物 ＷＲＫＹ４７ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＷＲＫＹ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ
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图 ４　 ＣｌＷＲＫＹ４７、ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７ 与其他植物 ＷＲＫＹ４７ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｌＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｓＷＲＫＹ４７ꎬ ＣｒＷＲＫＹ４７ ａｎｄ ＦｊＷＲＫＹ４７ ａｎｄ ＷＲＫＹ４７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

ａ:２５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 胁迫处理ꎻｂ:２０％ ＰＥＧ６０００ 胁迫处理ꎻｃ:低温胁迫处理ꎮ
图 ５　 不同胁迫处理后 ＷＲＫＹ４７ 基因在甜橙、柠檬、芦柑、金柑叶中的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＷＲＫＹ４７ ｇｅｎｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｏｒａｎｇｅꎬ ｌｅｍｏｎꎬ ｃｉｔｒｕｓ ａｎｄ ｋｕｍｑｕａｔ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨 论

ＷＲＫＹ 家族转录因子具有调控植物生长发育

和响应非生物胁迫等多种功能ꎮ 但是ꎬ目前有关柑

橘中 ＷＲＫＹ 转录因子的研究较少ꎮ 为了初步验证

柑橘中 ＷＲＫＹ４７ 基因对逆境的响应机制以及在不同

柑橘种类中的差异ꎬ我们从柠檬、甜橙、芦柑、金柑中

分别克隆出 ＣｌＷＲＫＹ４７、 ＣｓＷＲＫＹ４７、 ＣｒＷＲＫＹ４７ 和

ＦｊＷＲＫＹ４７ 基因ꎮ 根据所含有的保守结构域的差

异ꎬＷＲＫＹ 转录因子可分为 Ｇｒｏｕｐ Ｉ、 Ｇｒｏｕｐ ＩＩ 和

Ｇｒｏｕｐ ＩＩＩ ３ 类[１６]ꎮ Ｇｒｏｕｐ ＩＩ 最初又被分为 ＩＩａ、ＩＩｂ、
ＩＩｃ、ＩＩｄ 和 ＩＩｅ ５ 个亚组ꎬ但最近的系统发育分析结果

表明ꎬＩＩａ 和 ＩＩｂꎬＩＩｄ 和 ＩＩｅ 分别被合并为 ＩＩａ ＋ＩＩｂ 和

ＩＩｄ＋ＩＩｅ [１７]ꎮ 在本研究中ꎬ多序列比对分析结果表

明ꎬ这 ４ 种蛋白质与其他植物 ＷＲＫＹ４７ 蛋白都具有

高度保守的 ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２Ｈ２ 锌指结构ꎬ这与

前人研究结果[２] 相吻合ꎮ 同时ꎬ有研究结果表明ꎬ
ＡｔＷＲＫＹ４７ 蛋 白 属 于 Ｇｒｏｕｐ ＩＩｂ 类[１１]ꎬ 推 测

ＣｌＷＲＫＹ４７、 ＣｓＷＲＫＹ４７、 ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７
蛋白属于 ＷＲＫＹ 转录因子家族的 Ｇｒｏｕｐ ＩＩａ＋ＩＩｂ 类ꎮ
此外ꎬ通过系统进化树可以明显看出这 ４ 个蛋白质

具有种属特异性ꎬ与克莱门柚 ＷＲＫＹ４７ 蛋白这个同

属植物蛋白质亲缘关系最近且都聚集在进化树的同

一个分支上ꎬ这与植物系统分类学的进化趋势是一

致的ꎮ 另外ꎬ通过对甜橙 ＣｓＷＲＫＹ４７ 氨基酸序列的

分析发现ꎬ该蛋白质定位在细胞核上的可能性最高ꎬ
符合转录因子的一般特征ꎬ即亚细胞定位于细胞核

上[１８￣２０]ꎬ该结果还需要通过试验进一步验证ꎮ
顺式作用元件存在于基因的启动子中ꎬ一般是

由 ５~２０ 个碱基序列组成的特异性 ＤＮＡ 序列ꎬ具有
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转录调节功能[２１]ꎮ 对玉米基因 ＺｍＣＩＰＫ１０ 和 ＺｍＺ￣
ＩＰ７１ 启动子序列进行分析ꎬ发现两者启动子序列中

含有大量的逆境相关元件ꎬ如脱落酸、低温等响应元

件ꎬ进一步通过非生物胁迫处理植株后ꎬ发现在干

旱、低温和高盐胁迫下ꎬＺｍＣＩＰＫ１０ 和 ＺｍＺＩＰ７１ 基因

表达量上升ꎬ表明两者在植物应对逆境的过程中起

调控作用[２２￣２３]ꎮ 在本试验中ꎬ对 ＣｓＷＲＫＹ４７ 基因启

动子顺式作用元件进行预测分析ꎬ结果表明ꎬ该基因

启动子包含多个光响应元件和植物逆境胁迫应答相

关作用元件ꎮ 由此推测ꎬＣｓＷＲＫＹ４７ 基因可能受到

光、激素及其他非生物胁迫的诱导ꎬ参与了植物非生

物胁迫响应过程ꎮ 欧芹在受到病原菌侵染时ꎬＰｃ￣
ＷＲＫＹ１ 基因在短时间内会迅速表达且表达量显著

增加ꎬ对其启动子序列分析发现ꎬ其自身启动子具有

３ 个 Ｗ￣ｂｏｘ 元件ꎬ ＰｃＷＲＫＹｌ 蛋白不仅可以通过自身

的启动子 Ｗ￣ｂｏｘ 元件与其他 ＷＲＫＹ 蛋白结合以行

使功能ꎬ还可以通过该元件与自身结合并形成自我

调节[２４]ꎮ 本研究中ꎬＣｓＷＲＫＹ４７ 基因启动子也含有

Ｗ￣ｂｏｘ 元件ꎬ猜测 ＣｓＷＲＫＹ４７ 蛋白可能可以与自身

启动子结合以自我调节ꎬ或者与其他 ＷＲＫＹ 蛋白结

合以调控其对逆境的响应表达ꎮ
前人研究结果表明ꎬＷＲＫＹ 转录因子在植物响

应非生物胁迫中扮演着重要的角色ꎬ例如在拟南芥

中ꎬＡｔＷＲＫＹ２５ 和 ＡｔＷＲＫＹ３３ 的表达受到 ＮａＣｌ 和干

旱处理的诱导并显著提高[２５]ꎻ蔡荣号等[２６] 在模式

植物拟南芥中通过异源表达玉米 ＺｍＷＲＫＹ１１４ 基因

发现转基因植株在高盐胁迫下绿苗率低于野生型植

株ꎬ并且其根系生长也受到了抑制ꎬＺｍＷＲＫＹ１１４ 基

因在调控植物应对高盐胁迫的过程中可能起负调控

作用ꎮ Ｚｏｕ 等[２７] 对拟南芥的研究结果证实低温诱

导了野生型拟南芥中 ＡｔＷＲＫＹ３４ 基因的表达ꎮ 本研

究结果表明ꎬ柠檬 ＣｌＷＲＫＹ４７ 和甜橙 ＣｓＷＲＫＹ４７ 都

能被 ３ 种 非 生 物 胁 迫 诱 导 表 达ꎬ 但 是 芦 柑

ＣｒＷＲＫＹ４７ 与金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 对不同的胁迫表现出

了差异表达ꎮ 芦柑 ＣｒＷＲＫＹ４７ 在盐胁迫后表达下

调ꎬ在干旱和低温胁迫下表达上调ꎬ金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７
在盐胁迫后上调表达ꎬ在干旱和低温胁迫后表达下

调ꎮ 植物在应对干旱胁迫和高盐胁迫的过程中ꎬ有
很多基因参与响应胁迫ꎬ并在这 ２ 个胁迫过程中同

一个基因起着相反的作用[２８￣２９]ꎻ也有基因在调控植

物应对盐胁迫、低温胁迫和机械损伤过程中作用相

反ꎬ例如杨树中ꎬＰｔｒＷＲＫＹ７５ 基因和 ＰｔｒＷＲＫＹ８０ 基

因的表达能被盐胁迫诱导ꎬ从而上调表达ꎬ但这 ２ 个

基因对低温胁迫和机械损伤没有响应ꎻＰｔｒＷＲＫＹ６１
基因和 ＰｔｒＷＲＫＹ８８ 基因则特异性响应盐胁迫和机

械伤 害ꎬ 对 低 温 胁 迫 不 响 应[３０]ꎮ 因 此ꎬ 芦 柑

ＣｒＷＲＫＹ４７ 与金柑 ＦｊＷＲＫＹ４７ 在不同的非生物胁迫

处理后出现差异表达的原因可能是芦柑和金柑这 ２
个柑橘种类自身遗传特性导致的ꎬ也可能是由于植

物在不同的胁迫条件下ꎬ与不同柑橘种类 ＷＲＫＹ４７
基因启动子结合的上游调控因子不同导致的ꎮ

综上所述ꎬ 本研究克隆获得的 ＣｌＷＲＫＹ４７、
ＣｓＷＲＫＹ４７、ＣｒＷＲＫＹ４７ 和 ＦｊＷＲＫＹ４７ 基因编码的转

录因子属于 ＷＲＫＹ 转录因子家族的 Ｇｒｏｕｐ ＩＩａ＋ＩＩｂ
类ꎮ 顺式作用元件预测发现 ＣｓＷＲＫＹ４７ 基因启动子

含有多种逆境相关元件ꎮ ｑＲＴ￣ＲＣＲ 表达分析结果

揭示ꎬＣｒＷＲＫＹ４７ 与 ＦｊＷＲＫＹ４７ 对不同非生物胁迫的

响应不同ꎮ 这些结果表明柑橘 ＷＲＫＹ４７ 可以响应多

种非生物胁迫ꎬ可能在柑橘抵御非生物胁迫过程中

发挥重要的作用ꎮ
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(１):１３９￣１５１.

[３０] ＪＩＡＮＧ Ｙ Ｚꎬ ＤＵＡＮ Ｙ Ｊꎬ ＹＩＮ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌｕｓ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍ￣
ｉｌｙ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｔｒｅｓｓｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０１４ꎬ９(２２):２２.
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