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　 　 摘要:　 ＷＲＫＹ 基因是植物特有的转录因子基因ꎬ能够调控植物的生长发育和胁迫响应ꎮ 为了鉴定蚕豆 ＷＲＫＹ
基因家族成员ꎬ揭示其进化关系并挖掘与盐胁迫相关的候选 ＷＲＫＹ 基因ꎬ本研究在完成蚕豆全长转录组测序(９ 个

样品)和二代转录组测序(２７ 个样品)的基础上ꎬ利用生物信息学方法对 ＷＲＫＹ 转录因子基因进行鉴定与分析ꎬ并
通过拟南芥同源基因比对挖掘盐胁迫相关的候选 ＶｆＷＲＫＹ 基因ꎮ 结果表明ꎬ蚕豆全长转录组测序共获得 ５３􀆰 ８４ Ｇｂ
数据量ꎬ通过比对和校正最终获得５８ ８８５条转录本序列信息ꎻ基于蚕豆全长转录组共鉴定出 １１３ 个 ＷＲＫＹ 家族成

员ꎬ氨基酸数目为１５３~７３７ ａａꎬ等电点为４.８４~ ９􀆰 ８７ꎬ１１３ 个 ＷＲＫＹ 家族蛋白质全部定位于细胞核中ꎻ根据拟南芥

ＷＲＫＹ 家族系统发育特征ꎬＶｆＷＲＫＹ 基因家族可分为 ３ 组ꎬ分别为 ｇｒｏｕｐ １(３８ 个 ＶｆＷＲＫＹ)、ｇｒｏｕｐ ２(６１ 个 ＶｆＷＲＫＹ)、
ｇｒｏｕｐ ３(１４ 个 ＶｆＷＲＫＹ)ꎻＭｏｔｉｆ １ 和 Ｍｏｔｉｆ ３ 是 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族的特征基序ꎬ并对应 ＷＲＫＹ 保守结构域ꎬ在进化过程

中较为保守ꎻＶｆＷＲＫＹ 基因家族主要富集在植物 ＭＡＰＫ 信号通路、植物与病原菌相互作用和剪接体 ３ 个通路中ꎻ通
过同源比对ꎬ在蚕豆中发现 １４ 个盐胁迫相关候选 ＷＲＫＹ 基因ꎬ且主要在根中高表达ꎮ 该研究结果为蚕豆的遗传学

研究提供了丰富的参考数据ꎬ也为创制耐盐蚕豆新品种提供了基因信息ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｉｓ ａ ｐｌａｎｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｔｈａｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ
ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎬ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅｉｒ ｅｖ￣
ｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎｄ ｍｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｒｅ￣
ｌａｔｅｄ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ (ｎｉｎｅ ｓａｍ￣
ｐｌｅｓ) ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (２７
ｓａｍｐｌｅｓ) ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＶｆＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ
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ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ｅｘｃａｖａｔｅｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ５３􀆰 ８４
Ｇｂ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎬ ａｎｄ ５８ ８８５ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｉｎａｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １１３ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎬ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ １５３－７３７ ａａ ａｎｄ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ４.８４－９􀆰 ８７ꎬ ａｌｌ
１１３ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＷＲＫＹ
ｆａｍｉｌｙꎬ ｔｈｅ ＶｆＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｇｒｏｕｐ １ (３８ ＶｆＷＲＫＹ)ꎬ ｇｒｏｕｐ ２ (６１ ＶｆＷＲＫＹ)ꎬ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ
３ (１４ ＶｆＷＲＫＹ). Ｍｏｔｉｆ １ ａｎｄ Ｍｏｔｉｆ ３ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶｆＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＷＲＫＹ
ｄｏｍａｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ＶｆＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｐａｔｈｗａｙｓ:
ｐｌａｎｔ￣ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ ｐａｔｈｗａｙ. Ｆｏｕｒｔｅｅｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＷＲＫＹ
ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｏｏｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｉｃｈ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｄａｔａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎬ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｇｅｎｅ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｒｅａｔｉｎｇ ｎｅｗ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ｓａｌｔ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＷＲＫＹ ｇｅｎｅꎻ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａꎻ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 非生物胁迫ꎬ包括盐胁迫、干旱胁迫和低温胁迫

等ꎬ限制了作物的生产力ꎬ并影响了植物中许多基因

的表达[１]ꎬ其中盐胁迫是制约全球农业发展和作物

生产的最重要因素之一[２]ꎮ 盐胁迫使植物遭受离

子毒性、渗透胁迫和氧化胁迫ꎬ从而破坏各种细胞和

生理过程ꎮ 为了适应或抵抗盐胁迫ꎬ植物进化出几

种策略ꎬ包括渗透调节(如渗透保护剂积累)、离子

平衡 (Ｎａ＋ / Ｋ＋平衡)和抗氧化(抗氧化酶的积累和

活性的增强) [３]ꎮ 植物对盐胁迫的适应性也可以通

过复杂的信号通路改变许多基因的表达来实现ꎬ研
究发现 ｂＺＩＰ、ＷＲＫＹ、ＭＹＢ 等家族的转录因子通过

结合特定的顺式作用元件形成一个复杂的调控网

络ꎬ对植物的盐胁迫反应至关重要[４￣６]ꎬ这些转录因

子过表达通常会增加植物对盐胁迫的适应性ꎮ
ＷＲＫＹ 转录因子是植物中最大的转录因子家

族之一ꎬ通过与保守的 ＤＮＡ 结合位点 Ｗ￣ｂｏｘ 结合来

调控基因的转录ꎬ在植物的生长发育、生物与非生物

胁迫响应中发挥着多种作用[７]ꎮ 所有的 ＷＲＫＹ 蛋

白由 １ 个或 ２ 个约 ６０ 个氨基酸的 ＷＲＫＹ 保守结构

域组成ꎬ其 Ｎ 端具有高度保守的 ＷＲＫＹＧＱＫ 七肽序

列ꎬＣ 端具有 Ｃ２Ｈ２ 基序或 Ｃ２ＨＣ 基序的锌指结

构[８]ꎮ 根据 ＷＲＫＹ 结构域的数量和类锌指基序的

特征可将 ＷＲＫＹ 基因家族分为 ３ 组(Ｉ、ＩＩ 和 ＩＩＩ)ꎬ第
Ｉ 组具有 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ第 ＩＩ 组具有 １ 个

ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２Ｈ２ 基序ꎬ第 ＩＩＩ 组具有 １ 个

ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２ＨＣ 基序[９]ꎮ 目前 ＷＲＫＹ 基因

家族已在多种植物中被鉴定出ꎬ其中拟南芥鉴定出

７２ 个 ＷＲＫＹ 基因[８]ꎬ水稻中包含 １０２ 个 ＷＲＫＹ 基

因[１０]ꎬ大豆基因组中鉴定出 １９７ 个 ＷＲＫＹ 基因[１１]ꎬ

油茶中鉴定出 ８９ 个 ＷＲＫＹ 基因[１２]ꎬ绿豆中鉴定出

７９ 个 ＷＲＫＹ 基因[１３]ꎮ 同时研究结果表明ꎬＷＲＫＹ 转

录因子基因在多种植物的盐胁迫响应中发挥着重要

作用ꎬ例如ꎬ在拟南芥中过表达陆地棉 ＧｈＷＲＫＹ３４
增强了拟南芥转基因植株的耐盐性[１４]ꎻ在烟草中过

表达 ＮｂＷＲＫＹ７９ 增强了植株盐胁迫耐受性ꎻ在玉米

中抑制 ＺｍｂＺＩＰ１１１ 的表达提高了玉米幼苗对盐胁

迫的敏感性[１５]ꎮ
ＷＲＫＹ 转录因子基因参与植物生长发育的多个

方面ꎬ在盐胁迫的多种不同响应途径中发挥重要作

用ꎬ在模式植物拟南芥中ꎬ已发现多个受盐胁迫调控

的 ＷＲＫＹ 基因ꎮ Ｂａｂｉｔｈａ 等[１６] 研究发现共表达 Ａｔ￣
ｂＨＬＨ１７ 和 ＡｔＷＲＫＹ２８ 能够增强拟南芥对氯化钠、甘
露醇胁迫和氧化胁迫的耐受性ꎮ 在盐胁迫和脱落酸

(ＡＢＡ)处理下ꎬ相比于野生型ꎬＡｔｗｒｋｙ６６ 突变体表

现出对 ＡＢＡ 和盐胁迫更高的敏感性[１７]ꎮ Ａｔｗｒｋｙ２５
突变体与 Ａｔｗｒｋｙ３３ 突变体的盐胁迫敏感性与野生

型没有太大差异ꎬ但过表达 ＡｔＷＲＫＹ２５ 或 ＡｔＷＲＫＹ３３
增加了拟南芥对氯化钠胁迫的耐受性[１８]ꎮ 研究发

现 ＪＭＪ１５ 通过调控 ＡｔＷＲＫＹ４６ 和 ＡｔＷＲＫＹ７０ 的表达

水平来增强其耐盐性ꎬ并证明 ＡｔＷＲＫＹ４６ 和 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ７０ 在盐胁迫中起负调控作用[１９]ꎮ 在盐胁迫

下ꎬＡｔＷＲＫＹ１ 的表达被诱导ꎬ且 ＡｔＷＲＫＹ１ 功能缺失

导致了突变体拟南芥的盐敏感性增加[２０]ꎮ Ｌｉ 等[２１]

利用基因编辑技术(ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９)对 ＡｔＷＲＫＹ３ 和

ＡｔＷＲＫＹ４ 进行了编辑ꎬ发现突变体对盐和茉莉酸甲

酯(ＭｅＪＡ)胁迫的耐受性降低ꎮ 与野生型相比ꎬ过表

达 ＡｔＷＲＫＹ３０ 的拟南芥植株对氧化胁迫和盐胁迫表

现出更强的耐受性[２２]ꎮ ＡｔＷＲＫＹ９ 通过调控 ＡｔＣ￣
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ＹＰ９４Ｂ３ 和 ＡｔＣＹＰ８６Ｂ１ 来控制软木脂的沉积ꎬ从而

增加拟南芥的耐盐性[２３]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２４] 通过对 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ１８、ＡｔＷＲＫＹ４０ 和 ＡｔＷＲＫＹ６０ 进行单突、双突、
三突和过表达分析发现ꎬＡｔＷＲＫＹ１８ 和 ＡｔＷＲＫＹ６０ 对

抑制种子萌发和根系生长有积极作用ꎬ同时 ２ 个

ＷＲＫＹ 基因也提高了拟南芥对盐胁迫和渗透胁迫的

敏感性ꎮ 拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ８ 主要在根中表达ꎬ并在盐

处理后显著上调表达ꎬＡｔＷＲＫＹ８ 的功能缺失使拟南

芥在盐胁迫环境下受到抑制作用ꎬ表现出萌发延迟ꎬ
并且抑制萌发后的生长发育[２５]ꎮ 在盐胁迫条件下ꎬ
与野生型相比ꎬＡｔｗｒｋｙ１１ 和 Ａｔｗｒｋｙ１７ 突变体的萌发

速度较慢ꎬ根系生长受损ꎬ表现出盐胁迫敏感性[２６]ꎮ
蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.)属于豆科野豌豆属一年生

或越年生草本植物[２７]ꎬ因其较高的营养价值和有效

的生物固氮作用在作物生产中占据着重要地位ꎮ 随

着人们生活质量的不断提高ꎬ市场对蚕豆的需求呈

增加和多样化趋势[２８]ꎬ由于中国耕地资源有限ꎬ粮、
菜、油争地矛盾突出ꎬ现有的蚕豆种植面积已无法满

足蚕豆生产发展的需求ꎬ可以通过挖掘基因资源、培
育适宜盐碱地种植的蚕豆新品种ꎬ从而扩大蚕豆种

植面积来满足市场需求ꎮ
目前在多种植物中已相继有关于 ＷＲＫＹ 基因家

族的报道ꎬ而蚕豆作为重要的食用豆类和生物固氮

作物ꎬ关于其 ＷＲＫＹ 转录因子基因家族的内容却未

见报道ꎮ 本研究拟利用 ＰａｃＢｉｏ 平台的单分子实时

测序(ＳＭＲＴ)技术对蚕豆的根、茎叶、花、种子(开花

后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)、果皮(开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)
进行全长转录组测序ꎬ基于蚕豆全长转录组ꎬ利用生

物信息学方法对蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族进行鉴定ꎬ并
对该家族进行理化性质、亚细胞定位、染色体分布、
保守结构域、保守基序、京都基因与基因组百科全书

(ＫＥＧＧ)通路等分析ꎬ以期全面解析遗传信息特征ꎮ
同时利用拟南芥已知功能基因在蚕豆中进行同源比

对ꎬ挖掘与盐胁迫相关的候选 ＶｆＷＲＫＹ 基因ꎬ并分析

其表达模式ꎬ为后期深入分析蚕豆 ＷＲＫＹ 基因响应

盐胁迫的分子机制提供参考ꎬ同时也为创制耐盐蚕

豆新品种提供基因信息ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究使用的蚕豆品种启豆 ２ 号种植于江苏沿

江地区农业科学研究所种植基地ꎮ 采集根(盛花

期)、茎叶(盛花期)、花(盛花期)、种子(开花后 ２０
ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)、果皮(开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)等样本

保存于液氮中备用ꎮ 委托北京百迈客生物科技有限

公司进行二代转录组(９ 个样本ꎬ３ 次重复ꎬ２７ 个样

品)和全长转录组(９ 个样本 ＲＮＡ 等量混合)测序、
检测、分析等ꎮ
１.２　 全长转录组数据处理

根据条件 ｆｕｌｌ ｐａｓｓｅｓ (全票)≥３ 且序列准确性

大于 ０􀆰 ９ 从原始序列提取 ＣＣＳ(Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅａｄ)序列ꎬ并对 ＣＣＳ 序列进行校正ꎮ 检

测 ＣＣＳ 序列中是否包含 ５′引物、３′引物及 ｐｏｌｙ Ａ
尾ꎬ３ 个都包含的为全长非嵌合序列(Ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｎｏ
ｃｈｉｍｅｒａꎬ ＦＬＮＣ)ꎮ 使用 ＳＭＲＴＬｉｎｋ 软件中的 ＩｓｏＳｅｑ
模块将全长非嵌合序列中相似的序列聚类到一簇

(Ｃｌｕｓｔｅｒ)ꎬ每个 Ｃｌｕｓｔｅｒ 得到一个一致序列(Ｃｏｎｓｅｎ￣
ｓｕｓ ｉｓｏｆｏｒｍ)ꎬ通过 ｍｉｎｉｍａｐ２ 将得到的校正后的一致

序列与蚕豆 Ｔｉｆｆａｎｙ 参考基因组(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｒｏｊｅｃｔｓ.ａｕ.
ｄｋ / ｆａｂａｇｅｎｏｍｅ / ｇｅｎｏｍｉｃｓ￣ｄａｔａ)进行序列比对(设置

参数￣ａｘ ｓｐｌｉｃｅ ￣ｕｆ ￣￣ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ＝ ｎｏ ￣Ｃ５)ꎬ使用 ｃＤＮＡ
Ｃｕｐｃａｋｅ 软件对比对结果去冗余ꎬ过滤 Ｉｄｅｎｔｉｔｙ(一致

性)小于 ０􀆰 ９、Ｃｏｖｅｒａｇｅ(优势度)小于 ０􀆰 ８５ 的序列ꎬ
合并仅 ５′端外显子有差异的比对ꎬ最终得到非冗余

转录本ꎮ
１.３　 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族成员的鉴定

本研究以蚕豆全长转录组为研究对象ꎮ 在

ｐｆａｍ 蛋白质家族数据库(ｈｔｔｐ / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )中
查找获取 ＷＲＫＹ 基因家族保守结构域的序列号

(ＰＦ０３１０６)ꎬ并下载其对应的隐马尔可夫模型文

件[２９]ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件在蚕豆全长转录组蛋白质

序列中初步检索具有 ＷＲＫＹ 保守结构域的 ＷＲＫＹ
转录因子ꎮ 分别从拟南芥(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.
ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｊｓｐ) 和 ＰｌａｎｔＴＦＤＢ ｖ５. ０ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｔｆｄｂ.
ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ.ｐｈｐ)网站下载拟南芥和蒺藜苜蓿

的 ＷＲＫＹ 家族基因序列ꎬ并将其比对到蚕豆全长转

录组中获取序列相似性最高的基因ꎮ 将获取的

ＷＲＫＹ 蛋白质序列提交到 ＮＣＢＩ ＣＤＤ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｃｄｄ)数据库ꎬ明确是否含 ＷＲＫＹ
保守结构域ꎬ并剔除重复、冗余和注释不完整的序

列ꎬ保留下来的转录因子即为蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员ꎮ
１.４　 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族成员理化性质及亚细胞定

位分析

　 　 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件计算蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员编
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码蛋白质的氨基酸大小、相对分子质量、等电点、不
稳定指数、脂肪系数和亲疏水性ꎮ 利用在线网站

Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ /
Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / )对 ＷＲＫＹ 家族成员进行亚细胞定位

预测ꎮ
１.５　 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族成员保守结构域及系统进

化分析

　 　 提交拟南芥和蚕豆 ＷＲＫＹ 家族基因蛋白质序列

到 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件中进行多重比对ꎬ将比对结果使

用最大似然法(Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)构建进化

树ꎮ 提交进化树参数到网站 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ(ｈｔｔｐｓ: / / ｅｖｏｌ￣
ｇｅｎｉｕｓ. ｉｎｆｏ / / ｅｖｏｌｖｉｅｗ￣ｖ２ / ＃ ｌｏｇｉｎ)上美化进化树[３０]ꎬ
并根据拟南芥 ＷＲＫＹ 基因家族分类方法进行分

组[８]ꎮ 单独提交蚕豆 ＷＲＫＹ 家族基因蛋白质序列

到 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件中进行多重比对ꎬ使用最大似然

法构建进化树ꎬ将进化树参数和 ＷＲＫＹ 家族基因保

守结构域信息输入到 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中进行数据可视

化分析[３１]ꎮ
１.６ 　 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族成员染色体分布及 Ｍｏｔｉｆ
鉴定

　 　 将 １１３ 个 ＷＲＫＹ 基因家族成员的基因编号提交

到 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中ꎬ即可将每个基因定位到相应的染

色体上ꎮ 使用在线软件 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.
ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)预测蚕豆 ＷＲＫＹ 基因的保守

基序[３２]ꎬＭｏｔｉｆ 最大值设置为 １０ꎮ 下载 Ｍｏｔｉｆ 分析文

件与蚕豆进化树参数共同提交到 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中进

行数据可视化分析ꎮ
１.７　 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族成员 ＧＯ 富集和 ＫＥＧＧ 通

路分析

　 　 利用 ＢＬＡＳＴ 比对工具ꎬ将蚕豆 ＷＲＫＹ 家族转

录本与基因本体(Ｇｅｎｅ ＯｎｔｏｌｏｇｙꎬＧＯ) (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ / )和 ＫＥＧＧ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｋｅｇｇ. ｊｐ / )
公共数据库进行比对ꎬ从而得到 ＷＲＫＹ 蛋白功能注

释信息ꎬ并将该注释信息提交到百迈客云在线分析

平台( ｈｔｔｐｓ: / / ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ. ｂｉｏｃｌｏｕｄ. ｎｅｔ / ｚｈ / ｓｏｆｔｗａｒｅ /
ｔｏｏｌｓ / )进行可视化分析ꎮ
１.８　 蚕豆盐胁迫候选 ＷＲＫＹ 基因的挖掘

通过文献查找模式植物拟南芥中与盐胁迫相关

的 ＷＲＫＹ 基因ꎬ下载其蛋白质序列与蚕豆 ＷＲＫＹ 蛋

白序列进行同源比对ꎬ从而获得蚕豆盐胁迫相关候

选 ＷＲＫＹ 基因ꎮ 利用全长转录组表达量数据对盐胁

迫相关候选 ＷＲＫＹ 基因进行表达模式分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 全长转录组数据统计

通过 ＰａｃＢｉｏ 高通量测序技术对启豆 ２ 号的根、
茎叶、花、种子、果皮等组织进行全长转录组测序ꎬ共
获得 ５３􀆰 ８４ Ｇｂ 原始数据ꎮ 全长转录组测序获得

４７４ ２２０条环形一致性序列 (ＣＣＳ)ꎬ平均长度１ ９３６
ｂｐꎬ分布于 １ ０００~ １ ４９９ ｂｐ 的 ＣＣＳ 数量最多ꎬ为

１２１ ７９０条 (图 １ａ)ꎻ全长非嵌合序列 ( ＦＬＮＣ) 有

３９０ ９１２条ꎬ平均长度１ ６４６ ｂｐꎬ分布于５００~ ９９９ ｂｐ
的 ＦＬＮＣ 数量最多ꎬ为１００ ８１８条(图 １ｂ)ꎮ 对全长非

嵌合序列进行聚类和去冗余分析ꎬ最终得到５８ ８８５
条转录本序列ꎬ其中新转录本数量为４２ ０１９个ꎬ平均

长度为２ ２０９ ｂｐꎬ分布于８１~ ９ ８００ ｂｐꎬ主要集中在

５００~２ ４９９ ｂｐ 区间内ꎬ１ ０００~ １ ４９９ ｂｐ 数量最多ꎬ
为６ ６９６个转录本(图 １ｃ)ꎻ我们对新发现的４２ ０１９个
转录本进行序列结构分析ꎬ预测出２６ ４３８条完整开

放阅读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)序列ꎬ平均长度

为１ ０３８ ｂｐꎬ分布于 ５００ ｂｐ 以下的 ＯＲＦ 数量最多ꎬ
为９ ２５７条(图 １ｄ)ꎮ
２.２　 ＶｆＷＲＫＹ 转录因子家族的鉴定及理化性质

分析

　 　 基于蚕豆全长转录组数据ꎬ在 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件中使

用 ｐｆａｍ 程序搜索出 １２１ 个 ＷＲＫＹ 转录本ꎬ经数据库

比对以及去除冗余和缺失序列的转录因子ꎬ最终鉴定

筛选 出 １１３ 个 ＷＲＫＹ 转 录 本ꎬ 并 重 新 命 名 为

ＶｆＷＲＫＹ１~ＶｆＷＲＫＹ１１３ꎬ其中相对蚕豆 Ｔｉｆｆａｎｙ 参考基

因组新发现 ＷＲＫＹ 转录本 ３１ 个(以 ＰＢ 命名)ꎮ Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ 转录因子基因家族编码的蛋白质的理化性质

见表 １ꎬ蚕豆 １１３ 个 ＷＲＫＹ 转录因子编码的氨基酸数

目最小为 ＶｆＷＲＫＹ６１(１５３ ａａ)ꎬ最大为 ＶｆＷＲＫＹ３６(７３７
ａａ)ꎻ相对分子质量为１７ ７２９.４９~８１ ７２７.７２ꎻ等电点为

４.８４~９􀆰 ８７ꎬ７６ 个蛋白质等电点小于 ７􀆰 ００ꎬ为酸性蛋

白质ꎬ３７ 个蛋白质等电点大于 ７􀆰 ００ꎬ为碱性蛋白质ꎻ
不稳定指数为２９.８７~６７􀆰 ８５ꎬ７ 个蛋白质不稳定指数小

于 ４０􀆰 ００ꎬ为稳定蛋白质ꎬ１０６ 个蛋白质不稳定指数大

于 ４０􀆰 ００ꎬ为不稳定蛋白质ꎻ脂肪系数为４５.６０~８１􀆰 ９９ꎻ
平均亲疏水性为－１.４２~ －０.４０ꎬ均小于 ０ꎬ表明蚕豆

１１３ 个 ＷＲＫＹ 家族蛋白质均属于疏水性蛋白质ꎮ 亚

细胞定位预测发现 １１３ 个 ＷＲＫＹ 家族蛋白质均定位

于细胞核中ꎬ间接证明 １１３ 个 ＷＲＫＹ 基因作为转录因

子调控下游基因的表达ꎮ

７１周恩强等:基于全长转录组的蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族分析及耐盐胁迫相关候选基因挖掘



ａ:环形一致性序列(ＣＣＳ)长度分布ꎻｂ:全长非嵌合序列(ＦＬＮＣ)长度分布ꎻｃ:新转录本长度分布ꎻｄ:开放阅读框(ＯＲＦ)长度分布ꎮ ａ１:<５００ꎻ
ａ２:５００~９９９ꎻａ３:１ ０００~１ ４９９ꎻａ４:１ ５００~１ ９９９ꎻａ５:２ ０００~２ ４９９ꎻａ６:２ ５００~ ２ ９９９ꎻａ７:≥３ ０００ꎻｂ１:<５００ꎻｂ２:５００ ~ ９９９ꎻｂ３:１ ０００~ １ ４９９ꎻｂ４:
１ ５００~１ ９９９ꎻｂ５:２ ０００~２ ４９９ꎻｂ６:２ ５００~２ ９９９ꎻｂ７:≥３ ０００ꎻｃ１:<５００ꎻｃ２:５００~ ９９９ꎻｃ３:１ ０００~ １ ４９９ꎻｃ４:１ ５００~ １ ９９９ꎻｃ５:２ ０００~ ２ ４９９ꎻｃ６:
２ ５００~２ ９９９ꎻｃ７:３ ０００~３ ４９９ꎻｃ８:≥３ ５００ꎻｄ１:<５００ꎻｄ２:５００~９９９ꎻｄ３:１ ０００~１ ４９９ꎻｄ４:１ ５００~１ ９９９ꎻｄ５:２ ０００~２ ４９９ꎻｄ６:≥２ ５００ꎮ

图 １　 全长转录组序列长度分布

Ｆｉｇ.１　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表 １　 蚕豆 ＷＲＫＹ 转录因子家族成员信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

转录本名称　 　 　 　 　 　 ＷＲＫＹ 家族
氨基酸数目

(ａａ) 相对分子质量 等电点 不稳定指数 脂肪系数 亲疏水性

ＰＢ.１０６０.１ ＶｆＷＲＫＹ１ ３１７ ３４ ９３１.３５ ６.６０ ５７.８５ ５０.３５ －１.０４
ＰＢ.１０６０.２ ＶｆＷＲＫＹ２ ３１７ ３４ ９７７.４４ ６.６０ ５８.９１ ５０.３５ －１.０３
ＰＢ.１０６０.３ ＶｆＷＲＫＹ３ ３１７ ３４ ９３１.３５ ６.６０ ５７.８５ ５０.３５ －１.０４
ＰＢ.１０６１.１ ＶｆＷＲＫＹ４ ３１７ ３５ ０２５.４０ ６.２７ ５８.８２ ５１.５８ －１.０４
ＰＢ.１０６１.２ ＶｆＷＲＫＹ５ ３１７ ３５ ０２５.４０ ６.２７ ５８.８２ ５１.５８ －１.０４
ＰＢ.１６２１.２ ＶｆＷＲＫＹ６ ３９０ ４２ ８２９.０２ ６.４７ ４８.２９ ５４.２３ －０.９４
ＰＢ.１７５６７.１ ＶｆＷＲＫＹ７ ６３１ ７０ ３９６.９１ ５.５４ ５０.５３ ５８.２４ －０.７９
ＰＢ.１８３２９.１ ＶｆＷＲＫＹ８ ４４４ ４９ ６０４.３３ ８.５４ ４５.７３ ５７.７７ －０.９１
ＰＢ.１８３２９.２ ＶｆＷＲＫＹ９ ３６１ ４０ ７４７.２０ ８.４５ ４７.０２ ５２.９４ －１.０９
ＰＢ.３６０.１ ＶｆＷＲＫＹ１０ ４０４ ４５ ３８６.８７ ８.１３ ５３.５６ ４８.４９ －１.１７
ＰＢ.３６０.３ ＶｆＷＲＫＹ１１ ４０３ ４５ ３３５.８３ ８.１２ ５４.１５ ４８.６１ －１.１８
ＰＢ.４１１４.２ ＶｆＷＲＫＹ１２ ５１６ ５６ ９８９.２２ ６.８０ ６５.２１ ５７.２７ －０.８３
ＰＢ.４１１４.３ ＶｆＷＲＫＹ１３ ５１６ ５６ ９８９.２２ ６.８０ ６５.２１ ５７.２７ －０.８３
ＰＢ.６６３７.１ ＶｆＷＲＫＹ１４ ６８６ ７４ ９３４.９２ ５.９９ ５１.２６ ５３.７９ －０.９２
ＰＢ.６６３７.２ ＶｆＷＲＫＹ１５ ６８６ ７４ ９３４.９２ ５.９９ ５１.２６ ５３.７９ －０.９２
ＰＢ.７１８７.１ ＶｆＷＲＫＹ１６ ３２５ ３６ ０６０.０９ ５.９４ ４０.３２ ６３.５１ －０.７２
ＰＢ.７１８７.３ ＶｆＷＲＫＹ１７ ４４１ ４８ ４０５.８６ ５.９７ ４２.６１ ６１.６６ －０.７１
ＰＢ.７１８７.４ ＶｆＷＲＫＹ１８ ４４１ ４８ ４０５.８６ ５.９７ ４２.６１ ６１.６６ －０.７１
ＰＢ.７１８７.５ ＶｆＷＲＫＹ１９ ３３８ ３７ ５５２.６８ ５.８８ ３８.４０ ６１.６６ －０.７４
ＰＢ.７１８７.７ ＶｆＷＲＫＹ２０ ４０６ ４４ ６８７.１７ ６.４０ ４２.２９ ５３.３０ －０.９５
ＰＢ.７１８７.８ ＶｆＷＲＫＹ２１ ４７９ ５２ ７３８.１８ ６.４７ ４０.９４ ５２.９０ －０.８６
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续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １

转录本名称　 　 　 　 　 　 ＷＲＫＹ 家族
氨基酸数目

(ａａ) 相对分子质量 等电点 不稳定指数 脂肪系数 亲疏水性

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ００６４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ２２ ４８９ ５４ ０６８.１２ ７.７４ ６６.５０ ５７.４４ －０.８３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１８３４００.１ ＶｆＷＲＫＹ２３ ５９８ ６６ ６６７.８４ ６.４１ ５６.７９ ５１.５２ －１.０５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２３１０４０.１ ＶｆＷＲＫＹ２４ ３１７ ３４ ９３１.３５ ６.６０ ５７.８５ ５０.３５ －１.０４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２３１０８０.１ ＶｆＷＲＫＹ２５ ３１７ ３５ ０２５.４０ ６.２７ ５８.８２ ５１.５８ －１.０４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２６４６４０.１ ＶｆＷＲＫＹ２６ ４２７ ４６ ９３１.６０ ６.７０ ５０.２６ ５５.２５ －０.９５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ００２４００.１ ＶｆＷＲＫＹ２７ ６８６ ７４ ９５２.９５ ５.９９ ５１.４４ ５３.２２ －０.９２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ００２４００.２ ＶｆＷＲＫＹ２８ ６７８ ７４ ０５６.９４ ５.９９ ５１.６６ ５２.７０ －０.９２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０３８２８０.１ ＶｆＷＲＫＹ２９ ５８２ ６３ ６２９.３６ ６.２７ ４４.３２ ５４.９５ －０.８１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０３８２８０.２ ＶｆＷＲＫＹ３０ ５８３ ６３ ７１６.４４ ６.２７ ４４.３７ ５４.８５ －０.８１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０３８２８０.３ ＶｆＷＲＫＹ３１ ５６９ ６２ １７８.８２ ６.２４ ４４.７８ ５６.０３ －０.８０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０４８２４０.１ ＶｆＷＲＫＹ３２ ５１４ ５８ ０２０.８４ ６.７７ ５０.６１ ５１.５０ －１.００
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ２０２０００.１ ＶｆＷＲＫＹ３３ ４５９ ５２ ５９８.９８ ６.３０ ５４.４４ ５３.６８ －０.９９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１７３６４０.１ ＶｆＷＲＫＹ３４ ５０７ ５４ ７９１.５３ ９.０７ ５４.８２ ６４.２２ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４６４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ３５ ５３０ ５９ ２７７.８２ ７.０５ ５６.５５ ４９.０９ －０.９４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０６１１６０.１ ＶｆＷＲＫＹ３６ ７３７ ８１ ７２７.７２ ５.６１ ５２.１５ ６０.４６ －０.７５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ１０８０４０.１ ＶｆＷＲＫＹ３７ ４４４ ４９ ６１８.３６ ８.５４ ４６.９１ ５８.００ －０.９１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０６７０４０.１ ＶｆＷＲＫＹ３８ ３７８ ４２ ０９８.８０ ６.９７ ５６.３０ ６０.５８ －０.８８
ＰＢ.１０６０.４ ＶｆＷＲＫＹ３９ １９７ ２１ ５１７.５２ ５.３７ ６５.６７ ４７.４６ －０.９８
ＰＢ.１６２１.３ ＶｆＷＲＫＹ４０ １８８ ２０ ９９２.０９ ７.０７ ４０.７３ ５８.４６ －１.０２
ＰＢ.１６４５.２ ＶｆＷＲＫＹ４１ ２９２ ３２ ２８３.５５ ６.５１ ６０.６４ ４５.７２ －０.９４
ＰＢ.１７１８２.１ ＶｆＷＲＫＹ４２ ２８０ ３１ ７６１.４０ ６.０７ ４７.４７ ６７.１８ －０.８４
ＰＢ.１７５６７.２ ＶｆＷＲＫＹ４３ １８４ ２１ ３８１.４６ ９.０５ ６７.５８ ４５.６０ －１.４２
ＰＢ.１７５６７.３ ＶｆＷＲＫＹ４４ ２２５ ２５ ２９７.９３ ５.０２ ３８.７７ ５４.５３ －０.７９
ＰＢ.３３６７.１ ＶｆＷＲＫＹ４５ ５５７ ５９ ９００.４０ ７.０２ ４４.３７ ６５.５７ －０.５９
ＰＢ.４１１４.４ ＶｆＷＲＫＹ４６ ２４１ ２７ １２１.６６ ５.６３ ６７.０２ ５３.３６ －１.１５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０３８０８０.１ ＶｆＷＲＫＹ４７ ４２６ ４７ ３６４.１６ ５.２３ ４８.４１ ５８.４３ －０.８６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０３９９６０.１ ＶｆＷＲＫＹ４８ ５１０ ５６ ２１１.９０ ５.２０ ４５.６０ ６１.０６ －０.７５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０４８４００.１ ＶｆＷＲＫＹ４９ ２７３ ２９ ８８９.２５ ５.６２ ６７.８５ ５９.２３ －０.６８
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１３７７２０.１ ＶｆＷＲＫＹ５０ ２３５ ２６ ８８２.３７ ９.２５ ４３.７６ ６４.６４ －０.７０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２１７５２０.１ ＶｆＷＲＫＹ５１ ３２１ ３７ １１９.５０ ６.８０ ５８.８１ ４６.２３ －１.２４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２４３３２０.１ ＶｆＷＲＫＹ５２ ４３０ ４８ ４３８.３８ ６.８４ ５１.２４ ７２.３５ －０.６２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ２６５９２０.１ ＶｆＷＲＫＹ５３ ２９２ ３２ ２８３.５５ ６.５１ ６０.６４ ４５.７２ －０.９４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３００８００.１ ＶｆＷＲＫＹ５４ ２８１ ３１ ２２１.６７ ９.３９ ４９.３４ ７４.９５ －０.４７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３５４３６０.１ ＶｆＷＲＫＹ５５ ３８９ ４２ ７１１.６５ ６.５０ ５２.１９ ５１.１３ －０.８７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３５７２８０.１ ＶｆＷＲＫＹ５６ ５０９ ５６ ５４０.８９ ６.１４ ５６.５９ ５６.７２ －０.８７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３６５１２０.１ ＶｆＷＲＫＹ５７ ３５４ ４０ ４６４.１９ ７.２１ ４８.５２ ６３.５３ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３６９０８０.１ ＶｆＷＲＫＹ５８ ５２３ ５６ ２３５.２２ ６.９７ ４３.７０ ６４.４２ －０.６３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ３８１６４０.１ ＶｆＷＲＫＹ５９ ２１４ ２３ ３９９.９６ ５.０７ ５４.９３ ６４.２１ －０.６４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１１５７６０.１ ＶｆＷＲＫＹ６０ ２１２ ２３ ９７６.１０ ４.８４ ４７.４４ ５６.９３ －０.９１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１４１１２０.１ ＶｆＷＲＫＹ６１ １５３ １７ ７２９.４９ ４.９７ ２９.８７ ４７.０６ －１.１９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１４５６８０.１ ＶｆＷＲＫＹ６２ ２５４ ２８ ６７８.２３ ８.７６ ４７.９３ ６８.６２ －０.７２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１４５６８０.２ ＶｆＷＲＫＹ６３ ２５７ ２８ ９７６.６２ ８.８８ ４７.１６ ６９.３４ －０.７１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１５３４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ６４ ３１７ ３５ ３６２.７８ ９.３０ ５３.５８ ６０.９１ －０.７０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１７８３６０.１ ＶｆＷＲＫＹ６５ ４１３ ４７ １３８.７４ ８.７４ ４７.７７ ６２.７６ －０.８３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ２１１４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ６６ ３１２ ３４ ６２４.８４ ８.３１ ４７.６５ ６４.６８ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０５１２４０.１ ＶｆＷＲＫＹ６７ ３５９ ４０ ７６４.１０ ９.８３ ４９.１６ ５７.０２ －０.９３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０６４７２０.１ ＶｆＷＲＫＹ６８ ５４５ ５９ １７１.８８ ４.９０ ５１.８８ ５２.５７ －０.７７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０７８８８０.１ ＶｆＷＲＫＹ６９ ３６１ ４０ ５６９.０８ ６.０２ ５４.１２ ６２.５５ －０.７５

９１周恩强等:基于全长转录组的蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族分析及耐盐胁迫相关候选基因挖掘



续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １

转录本名称　 　 　 　 　 　 ＷＲＫＹ 家族
氨基酸数目

(ａａ) 相对分子质量 等电点 不稳定指数 脂肪系数 亲疏水性

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０７８９２０.１ ＶｆＷＲＫＹ７０ ３２８ ３６ ６９０.７６ ６.３７ ５９.５３ ５９.９４ －０.７３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１０６１２０.１ ＶｆＷＲＫＹ７１ ２９６ ３３ １７７.２９ ５.４７ ５２.２６ ４７.４３ －０.８９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１６４７６０.１ ＶｆＷＲＫＹ７２ ３３９ ３６ ８１７.８６ ９.６２ ４９.０８ ６８.２０ －０.５６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１７１７６０.１ ＶｆＷＲＫＹ７３ ２４２ ２７ ８０８.５０ ８.６７ ４２.５６ ７１.２８ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１７１８００.１ ＶｆＷＲＫＹ７４ ２７９ ３１ ６８６.９５ ８.３４ ４４.８４ ６８.８２ －０.６７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ００３４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ７５ ２２８ ２５ ７７２.３３ ７.６１ ４９.７１ ４９.５２ －０.９１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０３５４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ７６ ３２２ ３５ ０９９.５２ ５.６３ ５７.４７ ４７.９２ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０９７５６０.１ ＶｆＷＲＫＹ７７ ３３０ ３５ ９９７.６９ ９.７５ ４７.５７ ６５.６７ －０.６１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０９７５６０.２ ＶｆＷＲＫＹ７８ ３３１ ３６ ０８４.７７ ９.７５ ４７.０５ ６５.４７ －０.６１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１２２４４０.１ ＶｆＷＲＫＹ７９ ６１３ ６７ ３２８.２９ ６.１２ ５２.６６ ５９.３５ －０.８１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１４９９２０.１ ＶｆＷＲＫＹ８０ ４２１ ４６ ７６８.０５ ５.７１ ４５.４７ ６６.４８ －０.６１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１５３８４０.１ ＶｆＷＲＫＹ８１ ３６７ ４０ ５３４.０９ ８.９１ ４６.６８ ７７.３０ －０.４０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１６２９６０.１ ＶｆＷＲＫＹ８２ ３２５ ３５ ５８９.２３ ９.８７ ３９.７４ ６０.６２ －０.６５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ１８６９２０.１ ＶｆＷＲＫＹ８３ ４９８ ５４ ４９１.２１ ５.７５ ３９.５７ ６８.５９ －０.７２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ００３２４０.１ ＶｆＷＲＫＹ８４ ３１６ ３５ ４８７.８２ ９.０５ ４６.１１ ５６.４９ －０.９０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０１５４００.１ ＶｆＷＲＫＹ８５ １６４ １８ ８２９.１５ ９.２７ ４０.３１ ５８.１７ －０.９６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０３７５２０.１ ＶｆＷＲＫＹ８６ ２７３ ３０ ５７９.８６ ６.０６ ４８.６１ ６８.１７ －０.７９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０５９５２０.１ ＶｆＷＲＫＹ８７ ２０７ ２３ ８５４.９１ ８.５９ ４４.３５ ６８.２１ －０.７７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０５９６４０.１ ＶｆＷＲＫＹ８８ ３３４ ３６ ７４３.５０ ５.７５ ５５.１９ ５４.０１ －０.８０
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ１３２４００.１ ＶｆＷＲＫＹ８９ ２９２ ３３ ０１３.７９ ７.１８ ５２.２３ ５５.３４ －０.８１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ１３４８８０.１ ＶｆＷＲＫＹ９０ ４２９ ４６ ７５２.４２ ６.９６ ５１.５４ ７１.４７ －０.５２
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ１３４８８０.２ ＶｆＷＲＫＹ９１ ４２４ ４６ ４１６.１７ ７.６７ ４７.５８ ７２.７８ －０.５３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０１０３６０.１ ＶｆＷＲＫＹ９２ ５２２ ５７ １８１.４０ ５.６６ ４３.９６ ６９.１６ －０.６８
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７４８００.１ ＶｆＷＲＫＹ９３ ３１８ ３５ ７４４.１９ ６.６７ ５５.０６ ５０.８５ －０.９８
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７６８８０.１ ＶｆＷＲＫＹ９４ ４７８ ５３ ４３５.８８ ５.６７ ４９.０１ ６３.７０ －０.８６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１０４６００.１ ＶｆＷＲＫＹ９５ ２３５ ２６ ５００.８６ ６.０２ ６５.８７ ５９.７４ －０.７７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１０４６００.２ ＶｆＷＲＫＹ９６ ２３６ ２６ ５８７.９４ ６.０２ ６５.０７ ５９.４９ －０.７７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１１６３６０.１ ＶｆＷＲＫＹ９７ １８５ ２１ ４３９.６２ ６.５４ ４１.５７ ５４.７０ －０.９９
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１２８１６０.１ ＶｆＷＲＫＹ９８ １５４ １８ ０４０.３６ ９.４１ ６０.２２ ６３.８３ －０.９４
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１３４０００.１ ＶｆＷＲＫＹ９９ ２７６ ３１ ７９５.７８ ５.４７ ３６.８７ ６７.８３ －０.７６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１７７０４０.１ ＶｆＷＲＫＹ１００ ２１６ ２４ ５５５.５７ ５.５７ ４７.４９ ６９.０３ －０.６８
ＰＢ.１４０３２.１ ＶｆＷＲＫＹ１０１ １９３ ２２ ０１３.０６ ９.３６ ４２.６６ ６２.１２ －０.８８
ＰＢ.２４１.１ ＶｆＷＲＫＹ１０２ ２１１ ２３ ５６３.３３ ４.９７ ４６.０５ ６７.４４ －０.５３
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０６０１６０.１ ＶｆＷＲＫＹ１０３ ２９６ ３４ １１４.７１ ７.０８ ３５.３８ ８１.９９ －０.５６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０６０２００.１ ＶｆＷＲＫＹ１０４ ３０３ ３４ ６６１.４６ ８.４４ ５４.６６ ８１.３５ －０.５８
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１７７０８０.１ ＶｆＷＲＫＹ１０５ ３３４ ３７ ２９５.８５ ５.９６ ５５.０３ ６１.０５ －０.６５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１７７０８０.２ ＶｆＷＲＫＹ１０６ ３３３ ３７ ２０８.７７ ５.９６ ５５.５７ ６１.２３ －０.６５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１０２７６０.１ ＶｆＷＲＫＹ１０７ ３３６ ３７ ６８３.０１ ６.１２ ４８.１８ ７４.２９ －０.５５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１０２７６０.２ ＶｆＷＲＫＹ１０８ ３３０ ３６ ９９８.２１ ６.００ ４８.７６ ７３.２７ －０.５６
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０２４７２０.１ ＶｆＷＲＫＹ１０９ ２６９ ３１ １５７.５７ ６.２１ ４５.９９ ５８.６６ －０.７８
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０３７８４０.１ ＶｆＷＲＫＹ１１０ ２９６ ３３ ９８９.９７ ５.３７ ５２.４７ ５９.９０ －０.８５
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４９２８０.１ ＶｆＷＲＫＹ１１１ ２９９ ３３ ８２２.７７ ５.８７ ５７.４３ ７２.３１ －０.７１
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４９３２０.１ ＶｆＷＲＫＹ１１２ ２９９ ３４ ００６.７６ ５.５９ ６０.０５ ７０.３７ －０.７７
Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ１３６０４０.１ ＶｆＷＲＫＹ１１３ ３７７ ４３ ０１３.６７ ５.５１ ５１.０５ ５８.１７ －０.８１

２.３　 ＶｆＷＲＫＹ 家族成员染色体分布及系统进化分析

　 　 为更好地了解蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族系统发育关

系ꎬ我们利用最大似然法构建了 ７１ 个拟南芥 ＷＲＫＹ
蛋白和 １１３ 个蚕豆 ＷＲＫＹ 蛋白的系统发育树ꎬ并根
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据 Ｅｕｌｇｅｍ 等[８] 的分类方法将蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员

分为ｇｒｏｕｐ １~ ｇｒｏｕｐ ３ꎬｇｒｏｕｐ １ 具有 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构

域ꎬｇｒｏｕｐ ２ 具有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２Ｈ２ 基序ꎬ
ｇｒｏｕｐ ３ 具有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２ＨＣ 基序ꎮ 系

统发育树分析结果显示ꎬｇｒｏｕｐ １、ｇｒｏｕｐ ２、ｇｒｏｕｐ ３ 分

别 包 含 ３８ 个 ( ＶｆＷＲＫＹ１~ ＶｆＷＲＫＹ３８ )、 ６１ 个

(ＶｆＷＲＫＹ３９~ ＶｆＷＲＫＹ９９)和 １４ 个(ＶｆＷＲＫＹ１００~ Ｖｆ￣

ＷＲＫＹ１１３)ＶｆＷＲＫＹ 基因ꎬｇｒｏｕｐ ３ 包含的基因数目最

少ꎬ且与拟南芥 １３ 个 ＷＲＫＹ 基因聚在同一亚家族

中ꎮ 同时我们发现除 ｇｒｏｕｐ １ 中 ＶｆＷＲＫＹ１６~ Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ１９ 与 ｇｒｏｕｐ ２ 中 ＶｆＷＲＫＹ 基因聚在同一分支上

外ꎬ其他 ｇｒｏｕｐ １ 和 ｇｒｏｕｐ ２ ＷＲＫＹ 家族成员与拟南

芥该亚家族成员都能够很好地聚在同一分支上(图
２)ꎮ

图 ２　 蚕豆和拟南芥 ＷＲＫＹ 基因系统发育分析

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

１２周恩强等:基于全长转录组的蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族分析及耐盐胁迫相关候选基因挖掘



　 　 我们将ＶｆＷＲＫＹ１６~ ＶｆＷＲＫＹ１９ 与 ＶｆＷＲＫＹ２９(５
个基因同为 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.２ｇ０３８２８０ 的转录本)
进行多序列比对发现 ５ 个基因的第一个 ＷＲＫＹ 结

构 域 都 为 ＷＲＫＹＧＱＫ￣Ｃ２￣ＨＤＨ ( 完 整 )ꎬ 但 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ１６、ＶｆＷＲＫＹ１７、ＶｆＷＲＫＹ１８ 和 ＶｆＷＲＫＹ１９ 的第

二个 ＷＲＫＹ 结构域只有 ＷＲＫＹＧＱＫ￣(ＶｆＷＲＫＹ２９ 的

第二个 ＷＲＫＹ 结构域具有完整的 ＷＲＫＹＧＱＫ￣Ｃ２￣
Ｈ２ 结构)ꎬ所以这 ４ 个基因聚集在 ｇｒｏｕｐ ２ 分支是由

于第二个结构域缺少 Ｃ２￣Ｈ２ 序列(图 ３)ꎮ

标记处表示 ＷＲＫＹ 结构域氨基酸序列ꎮ
图 ３　 ＷＲＫＹ 基因编码的蛋白质序列比对

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ

　 　 由于所使用的软件或数据本身具有局限性ꎬ导
致所选参考基因组注释往往不够精确ꎬ这样就有必

要对原有注释的基因结构进行优化ꎮ 我们通过 ｇｆｆ￣
ｃｏｍｐａｒｅ 软件与蚕豆 Ｔｉｆｆａｎｙ 参考基因组注释进行比

较ꎬ将已知基因和转录本保留原身份标识号( ＩＤ)ꎬ
将新基因和新转录本保留 ＰＢ 格式的 ＩＤ 添加到注

释中ꎬ最终我们得到包含新基因和新转录本的优化

参考基因组注释文件ꎮ 利用优化参考基因组注释文

件提取位置信息绘制 ＷＲＫＹ 家族成员在染色体上的

物理分布(图 ４)ꎮ 蚕豆由 １２ 条染色体组成ꎬ每两条

染色体为 １ 对ꎬ共 ６ 对ꎬ其中染色体 １ 包含染色体

１Ｌ 和染色体 １Ｓꎮ １１３ 个 ＷＲＫＹ 转录本不均匀地分

布在 ７ 条染色体上ꎬ染色体 １ 拥有的 ＷＲＫＹ 家族成

员最多ꎬ为 ３８ 个ꎬ其中染色体 １Ｌ 有 ２９ 个ꎬ染色体

１Ｓ 有 ９ 个ꎻ 染色体 ２ 拥有 ＷＲＫＹ 家族成员 ２４ 个ꎬ染
色体 ５ 拥有 ＷＲＫＹ 家族成员 １９ 个ꎬ染色体 ４ 拥有

ＷＲＫＹ 家族成员 １３ 个ꎬ染色体 ６ 拥有 ＷＲＫＹ 家族成

员 １１ 个ꎬ染色体 ３ 拥有 ＷＲＫＹ 家族成员数量最少ꎬ
为 ８ 个ꎮ
２.４　 ＶｆＷＲＫＹ 家族保守结构域和保守基序鉴定

１１３ 个 ＶｆＷＲＫＹ 蛋白包含 ３ 种保守结构域ꎬ分
别为 ＷＲＫＹ、Ｐｌａｎｔ ＿ ｚｎ ＿ ｃｌｕｓｔ、 ＰＴＺ００２６５ꎮ 其中 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ５４、 ＶｆＷＲＫＹ６４、 ＶｆＷＲＫＹ６７、 ＶｆＷＲＫＹ７２、 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ７７、ＶｆＷＲＫＹ７８ 和 ＶｆＷＲＫＹ８２ 含有 ＷＲＫＹ 和

Ｐｌａｎｔ＿ｚｎ＿ｃｌｕｓｔ 结构域ꎬ并且 ７ 个基因聚在同一分支

上ꎻＶｆＷＲＫＹ１４、ＶｆＷＲＫＹ１５、ＶｆＷＲＫＹ２７ 和 ＶｆＷＲＫＹ２８
含有 ＷＲＫＹ 和 ＰＴＺ００２６５ 结构域ꎬ其余 １０２ ＷＲＫＹ
基因都只包含 ＷＲＫＹ 结构域(图 ５)ꎮ 同时我们发

现 ｇｒｏｕｐ ２ 和 ｇｒｏｕｐ ３ 中的 ６１ 个和 １４ 个 ＷＲＫＹ 转录

本都只含有 １ 个 ＷＲＫＹ 保守结构域ꎬ并且分别聚集

在同一分支上ꎻｇｒｏｕｐ １ 的 ３８ 个 ＷＲＫＹ 转录本都含

有 ２ 个 ＷＲＫＹ 保 守 结 构 域ꎬ 但 ＶｆＷＲＫＹ１６、 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ１７、ＶｆＷＲＫＹ１８ 和 ＶｆＷＲＫＹ１９ 的第二个 ＷＲＫＹ
结构域长度不完整(图 ５)ꎮ

在一个基因家族中ꎬ基因的保守基序可以反映

该基因家族成员之间的进化关系和功能ꎮ 我们利用

在线网站 ＭＥＭＥ 分析了 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族的保守基

序ꎬ并使用 ＴＢｔｏｏｌｓ 进行了可视化分析(图 ６)ꎮ Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ 基因家族共含有 １０ 个 Ｍｏｔｉｆꎬ其中不同的

ＷＲＫＹ 基因含有 Ｍｏｔｉｆ 的数量为２~ １０ 个ꎬＶｆＷＲＫＹ３９
和 ＶｆＷＲＫＹ４４ 只 含 有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆꎬ ＶｆＷＲＫＹ１２、 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ１３、 ＶｆＷＲＫＹ２２、 ＶｆＷＲＫＹ２９、 ＶｆＷＲＫＹ３０ 和 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ３１ 含有的 Ｍｏｔｉｆ 最多ꎬ为 １０ 个ꎮ 通过序列查

询发现 Ｍｏｔｉｆ １ 和 Ｍｏｔｉｆ ３ 与 ＷＲＫＹ 结构域相对应ꎬ
ｇｒｏｕｐ ２ 和 ｇｒｏｕｐ ３ 中有 ７１ 个 ＷＲＫＹ 转录本含有 Ｍｏ￣
ｔｉｆ １ꎬ只有 ＶｆＷＲＫＹ３９、ＶｆＷＲＫＹ４３、ＶｆＷＲＫＹ４４ 和 Ｖｆ￣
ＷＲＫＹ４６ 含有 Ｍｏｔｉｆ ３ꎻｇｒｏｕｐ １ 中 ３７ 个基因同时含有

Ｍｏｔｉｆ １ 和 Ｍｏｔｉｆ ３ꎬ只有 ＶｆＷＲＫＹ３４ 含有 ２ 个 Ｍｏｔｉｆ １ꎮ
每个 ＷＲＫＹ 亚家族都具有相对稳定的 Ｍｏｔｉｆꎬ其中

ｇｒｏｕｐ １ 亚家族有 ３３ 个基因 (在 ｇｒｏｕｐ １ 中占比

８６􀆰 ８％)同时含有 Ｍｏｔｉｆ ３、Ｍｏｔｉｆ ６、Ｍｏｔｉｆ ７、Ｍｏｔｉｆ １、
Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ２ 和Ｍｏｔｉｆ ５ꎻｇｒｏｕｐ ２ 亚家族被分为 ２ 个

２２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 １ 期



分支ꎬ分支 １ 有 ２９ 个基因 (在 ｇｒｏｕｐ ２ 中占比

４７􀆰 ５％)同时含有 Ｍｏｔｉｆ １、Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ２ 和 Ｍｏｔｉｆ ５ꎬ
分支 ２ 有 ２７ 个基因(在 ｇｒｏｕｐ ２ 中占比 ４４.３％)同时

含有 Ｍｏｔｉｆ ７、Ｍｏｔｉｆ １、Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ２ 和 Ｍｏｔｉｆ ５ꎻｇｒｏｕｐ

３ 亚家族所有基因都含有 Ｍｏｔｉｆ １、Ｍｏｔｉｆ ４ 和 Ｍｏｔｉｆ ２ꎮ
ＶｆＷＲＫＹ１６、 ＶｆＷＲＫＹ１７、 ＶｆＷＲＫＹ１８ 和 ＶｆＷＲＫＹ１９ 的

Ｍｏｔｉｆ 数量与保守结构域长度相对应ꎬ相对 ｇｒｏｕｐ １
亚家族成员缺少了 Ｍｏｔｉｆ ４、Ｍｏｔｉｆ ２ 和 Ｍｏｔｉｆ ５(图 ６)ꎮ

图 ４　 蚕豆 ＷＲＫＹ 基因在染色体上的分布

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

２.５　 ＶｆＷＲＫＹ 家族成员 ＧＯ 功能注释及 ＫＥＧＧ 通

路分析

　 　 将 ＶｆＷＲＫＹ 家族的 １１３ 个ＷＲＫＹ 转录本与ＧＯ 数

据库进行比对分析ꎬ结果显示ꎬ１１３ 个 ＷＲＫＹ 转录本

都得到了注释(图 ７ａ)ꎮ 按照 ＧＯ 功能分类方式ꎬ将
１１３ 个 ＷＲＫＹ 转 录 本 分 为 生 物 过 程 ( Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

３２周恩强等:基于全长转录组的蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族分析及耐盐胁迫相关候选基因挖掘



图 ５　 蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员保守结构域分析

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ

ｐｒｏｃｅｓｓ)、细胞组分(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)和分子功能

(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)３ 大类ꎮ ３ 个大类可细分为 ２０ 个

二级分类ꎬ其中生物过程包含的二级分类最多ꎬ为 １６

个不同的亚类ꎬ主要包括转录调控(ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 模

板转录)、代谢过程的调控(大分子、细胞、化合物和

ＲＮＡ 等)、生物合成过程的调控(细胞、大分子和 ＲＮＡ
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图中色块上 １~１０ 表示 ｍｏｔｉｆ 序号ꎮ
图 ６　 蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员保守基序分析

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ

等)ꎻ分子功能注释基因占比最多ꎬ为 １１２ 个 ＷＲＫＹ 转

录本ꎬ主要包括 ＤＮＡ 结合转录因子活性和序列特异

性 ＤＮＡ 结合 ２ 个功能ꎻ细胞组分包含的二级分类最

少ꎬ主要为细胞核(２９ 个转录本)ꎮ
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在 ＫＥＧＧ 数据库对 ＶｆＷＲＫＹ 家族的 １１３ 个ＷＲＫＹ
转录本进行通路富集分析ꎬ结果显示有 ９８ 个 ＶｆＷＲＫＹ
转录本得到 ＫＥＧＧ 通路富集(图 ７ｂ)ꎮ ＶｆＷＲＫＹ 基因

主要富集在植物ＭＡＰＫ 信号通路、植物与病原菌相互

作用和剪接体 ３ 个通路中ꎬ其中植物与病原菌相互作

用通路 ＷＲＫＹ 基因最多ꎬ为 ８４ 个(占比 ８５.７１％)ꎬ其
次是植物 ＭＡＰＫ 信号通路ꎬ为 ４０ 个(占比 ４０􀆰 ８２％)ꎬ
剪接体通路最少ꎬ为 １３ 个(占比 １３􀆰 ２７％)ꎮ

为了探究蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员表达模式ꎬ我们利

用 ＷＲＫＹ 基因在根、茎叶、花、种子(开花后 ２０ ｄ、３０
ｄ、４０ ｄ)、果皮(开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)中的表达信

息ꎬ构建了 ＷＲＫＹ 基因表达图谱(图 ８)ꎮ 分析表达图

谱可知ꎬＷＲＫＹ 基因家族在 ９ 个样本中的表达模式可

分为 ５ 组(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ):Ⅰ组主要在果皮中高表达ꎻⅡ
组主要在种子中高表达ꎻⅢ组在 ９ 个样本中低表达或

不表达ꎻⅣ组主要在根中表达且在其他组织中低表达

或不表达ꎬ并且在根中高表达的 ＷＲＫＹ 基因占比较高

(４６􀆰 ０％)ꎻⅤ组在多个组织中均有表达ꎮ

Ｐ 值、Ｑ 值表示差异显著性检验指标ꎮ 图 ａ 中ꎬ柱长度对应 Ｐ 值的对数ꎬ柱后的数字表示基因数ꎮ
图 ７　 蚕豆 ＷＲＫＹ 家族成员 ＧＯ 富集(ａ)及 ＫＥＧＧ 通路分析(ｂ)
Ｆｉｇ.７　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ (ａ) ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ (ｂ) ｏｆ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ

２.６　 蚕豆盐胁迫候选 ＷＲＫＹ 基因的挖掘

通过查阅已有的拟南芥 ＷＲＫＹ 基因家族报道ꎬ
我们发现 ＡｔＷＲＫＹ１、ＡｔＷＲＫＹ３、ＡｔＷＲＫＹ４、ＡｔＷＲＫＹ８、
ＡｔＷＲＫＹ９ 等 １６ 个基因与盐胁迫相关ꎬ其中 １２ 个基
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Ｒ:根ꎻＬ:茎叶ꎻＦ:花ꎻＳ２０、Ｓ３０、Ｓ４０ 表示开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ 的种子ꎻＰ２０、Ｐ３０、Ｐ４０ 表示开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ 的果皮ꎮ
图 ８　 蚕豆 ＷＲＫＹ 基因表达模式分析

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ

因为耐盐基因ꎬ ＡｔＷＲＫＹ１８、 ＡｔＷＲＫＹ４６、 ＡｔＷＲＫＹ６０、
ＡｔＷＲＫＹ７０ 为盐敏感基因(表 ２)ꎮ 将拟南芥中与盐

胁迫相关的 １６ 个 ＷＲＫＹ 基因比对到蚕豆 ＷＲＫＹ 基

因家族中ꎬ在蚕豆中发现了 １４ 个候选同源基因ꎬ分
别为 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. １ｇ１８３４００、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.
２ｇ０３８２８０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１６４７６０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.
Ｒ１.２ｇ０４８２４０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.４ｇ０３７８４０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆ￣
ｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７４８００、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０７８９２０、Ｖｆａｂａ.
Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. １ｇ０６０２００、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ２ｇ２１１４４０、

Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ５ｇ００３２４０、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.
１ｇ００６４４０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１０２７６０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.
Ｒ１.６ｇ０７６８８０ 和 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４９２８０ꎬ其中 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ３ 和 ＡｔＷＲＫＹ４ 共同比对到 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.
１ｇ００６４４０ꎬＡｔＷＲＫＹ１１ 和 ＡｔＷＲＫＹ１７ 共同比对到 Ｖｆａ￣
ｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ３ｇ１６４７６０ꎬ且 ＡｔＷＲＫＹ３、ＡｔＷＲＫＹ４、Ａｔ￣
ＷＲＫＹ１１ 和 ＡｔＷＲＫＹ１７ 都为耐盐基因ꎮ

我们对启豆 ２ 号的根、茎叶、花、种子(开花后

２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)、果皮(开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)的

７２周恩强等:基于全长转录组的蚕豆 ＷＲＫＹ 基因家族分析及耐盐胁迫相关候选基因挖掘



２７ 个样品进行了转录组分析ꎬ利用转录组数据对蚕

豆 １４ 个盐胁迫相关候选 ＷＲＫＹ 基因进行了表达模

式分析(图 ９)ꎮ Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. １ｇ１８３４００、Ｖｆａｂａ.
Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ３ｇ１６４７６０、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ２ｇ０４８２４０、
Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ４ｇ０３７８４０、 Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.
６ｇ０７４８００、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ２１１４４０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.
Ｒ１.５ｇ００３２４０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.２ｇ１０２７６０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆ￣
ｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７６８８０ 主要在根中高表达ꎬ在其他组织

的表达量较低或不表达ꎮ Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ００６４４０
在多个组织中均有表达ꎬ并在开花后 ４０ ｄ 果皮中表

达量最高ꎻＶｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０６０２００ 在多个组织中

表达量较低或不表达ꎻＶｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４９２８０ 在

开花后 ２０ ｄ 果皮中表达量最高ꎮ Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.
１ｇ１８３４００、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０３８２８０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.
Ｒ１.２ｇ０４８２４０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１.２ｇ１０２７６０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆ￣
ｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ２１１４４０、Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０７８９２０、Ｖｆａｂａ.
Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１. ３ｇ１６４７６０、Ｖｆａｂａ. Ｔｉｆｆａｎｙ. Ｒ１. ４ｇ０３７８４０ 和

Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ００３２４０ 在果皮中的表达量均先

升高后下降(图 ９)ꎮ

表 ２　 蚕豆盐胁迫候选 ＷＲＫＹ 基因

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ

拟南芥耐
盐基因

功能　 　 蚕豆盐胁迫候选基因　 　 　 参考
文献

ＡｔＷＲＫＹ３３ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ１８３４００ [１８]

ＡｔＷＲＫＹ１ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０３８２８０ [２０]

ＡｔＷＲＫＹ１１ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１６４７６０ [２６]

ＡｔＷＲＫＹ１７ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ１６４７６０ [２６]

ＡｔＷＲＫＹ２５ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ０４８２４０ [１８]

ＡｔＷＲＫＹ４６ 盐敏感基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.４ｇ０３７８４０ [１９]

ＡｔＷＲＫＹ２８ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７４８００ [１６]

ＡｔＷＲＫＹ８ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.３ｇ０７８９２０ [２５]

ＡｔＷＲＫＹ６６ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ０６０２００ [１７]

ＡｔＷＲＫＹ１８ 盐敏感基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ２１１４４０ [２４]

ＡｔＷＲＫＹ６０ 盐敏感基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ００３２４０ [２４]

ＡｔＷＲＫＹ３ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ００６４４０ [２１]

ＡｔＷＲＫＹ４ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.１ｇ００６４４０ [２１]

ＡｔＷＲＫＹ３０ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.２ｇ１０２７６０ [２２]

ＡｔＷＲＫＹ９ 耐盐基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.６ｇ０７６８８０ [２３]

ＡｔＷＲＫＹ７０ 盐敏感基因 Ｖｆａｂａ.Ｔｉｆｆａｎｙ.Ｒ１.５ｇ０４９２８０ [１９]

Ｒ:根ꎻＬ:茎叶ꎻＦ:花ꎻＳ２０、Ｓ３０、Ｓ４０ 表示开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ 的种子ꎻＰ２０、Ｐ３０、Ｐ４０ 表示开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ 的果皮ꎮ
图 ９　 蚕豆盐胁迫候选 ＷＲＫＹ 基因表达模式

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ
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３　 讨 论

蚕豆是具有较高营养价值和生物固氮作用的食

用豆类ꎬ由于缺乏参考基因组序列ꎬ使得蚕豆的基础

研究进展缓慢ꎮ ２０２３ 年 Ｊａｙａｋｏｄｉ 等[３３]通过高通量测

序ꎬ组装了第一个蚕豆高质量、染色体规模的基因组ꎬ
并公布了３７ ０６５个基因的序列信息ꎮ 全长转录组测

序(三代高通量测序技术)能够直接获得高质量全长

转录本ꎬ高质量全长转录本既可以为无参基因组的二

代测序数据拼接提供参考ꎬ也可以完善基因组的基因

数量ꎮ 本研究首次对蚕豆的根、茎叶、花、种子(开花

后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)、果皮(开花后 ２０ ｄ、３０ ｄ、４０ ｄ)等
９ 个样本进行了三代转录组测序ꎬ获得 ５８ ８８５ 条转录

本序列ꎬ与蚕豆基因组相比ꎬ发现新转录本４２ ０１９个ꎮ
本研究构建的全长转录组为后续进一步开展蚕豆遗

传研究提供了丰富的数据基础ꎮ
ＷＲＫＹ 转录因子基因是植物特有的转录因子基

因ꎬ已有研究结果表明ꎬＷＲＫＹ 转录因子基因能够调

控植物生长发育ꎬ例如ꎬ调控种子休眠、萌发[３４]ꎬ调
控幼苗的形态发生[３５]ꎬ以及调节植物的开花时间

等[３６]ꎮ 除了这些功能外ꎬＷＲＫＹ 基因在响应非生物

胁迫(干旱、高温、高盐等) [３７] 和生物胁迫 (病原

菌[３８]和昆虫[３９] 等)方面也具有非常重要的作用ꎮ
本研究首次利用全长转录组测序对蚕豆 ＷＲＫＹ 家族

进行研究ꎬ并鉴定出 １１３ 个 ＶｆＷＲＫＹ 基因ꎮ 不同物

种间系统进化树的建立ꎬ有助于更加准确地研究物

种中未知家族成员的功能ꎬ我们根据进化关系ꎬ将蚕

豆 １１３ 个 ＷＲＫＹ 基因分成 ３ 组ꎬ其中 ｇｒｏｕｐ ２ 成员最

多ꎬ为 ６１ 个ꎮ 同时我们对 ＶｆＷＲＫＹ 家族进行保守结

构域和保守基序分析发现ꎬｇｒｏｕｐ １ 中的 ４ 个基因

(ＶｆＷＲＫＹ１６、ＶｆＷＲＫＹ１７、ＶｆＷＲＫＹ１８、ＶｆＷＲＫＹ１９)具有

２ 个 ＷＲＫＹ 保守结构域ꎬ但却与 ｇｒｏｕｐ ２ 亚家族聚集

在同一分支ꎬ通过序列比对ꎬ发现是由于第二个

ＷＲＫＹ 结构域缺少 Ｃ２￣Ｈ２ 序列造成的ꎬ需要通过优

化蚕豆参考基因组后来完善其序列ꎮ
ＶｆＷＲＫＹ 基因家族主要富集在植物 ＭＡＰＫ 信号

通路、植物与病原菌相互作用和剪接体 ３ 个通路中ꎮ
刘晨等[４０] 通过分析前人的研究发现 ＭＡＰＫ 信号通

路能够响应干旱胁迫、盐胁迫、极端温度及营养匮乏

等非生物胁迫ꎬ并在植物抗逆过程中扮演重要角色ꎬ
这与本研究的结果相符ꎮ 同时 ＷＲＫＹ 基因在植物与

病原菌相互作用通路中也具有多种功能ꎬ研究发现

ＡｔＷＲＫＹ２５ 和 ＡｔＷＲＫＹ３３ 既能调控植物与病原菌的

相互作用[４１￣４２]ꎬ也能增强植物抵抗盐胁迫的能

力[２４]ꎮ 根据拟南芥 ＷＲＫＹ 基因家族已知基因功能ꎬ
通过同源比对ꎬ在 ＶｆＷＲＫＹ 基因家族中发现 １４ 个候

选基因可能与盐胁迫相关ꎬ其中部分基因同时富集

在植物与病原菌相互作用和植物 ＭＡＰＫ 信号通路

中ꎮ 本研究的下一步工作将对 １４ 个候选基因进行

功能验证ꎬ探索其与盐胁迫的相关性ꎮ
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