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摘要: 根据前期对红花(Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.)ＷＲＫＹ 基因家族的鉴定结果ꎬ利用 ＲＴ－ＰＣＲ 技术克隆了红花

ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因ꎬ其蛋白质编码序列(ＣＤＳ)长度分别为 ６００ 和 ８６１ ｂｐꎬ全长序列均含有 ３ 个外显子和

２个内含子ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２蛋白分别含有 １９９和 ２８６个氨基酸残基ꎬ且二者均无跨膜结构和信号肽ꎬ定
位于细胞核ꎬ二级结构主要由无规卷曲组成ꎬ三级结构较为松散ꎮ 多序列比对及系统进化分析结果显示:ＣｔＷＲＫＹ７
与菊花〔Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ × ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ (Ｒａｍａｔ.) Ｈｅｍｓｌ.〕 ＣｍＷＲＫＹ１５ 和莴笋( Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ. ａｎｇｕｓｔａｔａ Ｉｒｉｓｈ ｅｘ
Ｂｒｅｍｅｒ)ＬｓＷＲＫＹ１８的亲缘关系最近ꎬ均属于Ⅱａ 类 ＷＲＫＹꎻＣｔＷＲＫＹ７２ 与拟南芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.〕ＡｔＷＲＫＹ７０和 ＡｔＷＲＫＹ５４ 的亲缘关系最近ꎬ均属于Ⅲ类 ＷＲＫＹꎮ 启动子分析结果显示:ＣｔＷＲＫＹ７ 和

ＣｔＷＲＫＹ７２的启动子均含有多种逆境胁迫应答元件ꎬ且 ＣｔＷＲＫＹ７ 的启动子含有 Ｗ－ｂｏｘꎬ而 ＣｔＷＲＫＹ７２ 的启动子无

Ｗ－ｂｏｘꎮ 基因表达分析结果显示:ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２在红花的不同组织中均有表达ꎬ其中ꎬＣｔＷＲＫＹ７ 在根中表

达量最高ꎬＣｔＷＲＫＹ７２在叶中表达量最高ꎻ且二者均在花组织形成过程中表达量逐渐下降ꎬ在花开放过程中表达量

逐渐上升ꎮ 此外ꎬＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２均响应多种逆境胁迫和外源激素诱导ꎬ但表达模式不同ꎬ总体上上调表

达ꎬ仅 ＣｔＷＲＫＹ７在外源 ＡＢＡ诱导下下调表达ꎮ 综上所述ꎬＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 可能参与红花花早期发育及衰

老过程ꎬＣｔＷＲＫＹ７可能存在自我调节或与其他 ＷＲＫＹ蛋白存在交叉调节ꎻ并且ꎬＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２能响应多

种逆境胁迫ꎬ但作用机制不同ꎮ
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　 　 红 花 ( Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.) 为 菊 科

(Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ)红花属(Ｃａｒｔｈａｍｕｓ Ｌｉｎｎ.)一年生双子叶

草本植物ꎬ其干燥花为中国传统中药材ꎬ药用历史长

达 ２ １００多年ꎬ具有散瘀止痛、改善心肌缺血、调节免

疫应答等功效[１]ꎮ 红花喜温暖、干燥的气候ꎬ耐干

旱、贫瘠、盐碱、寒冷等ꎬ具有在干旱、极端温度和高盐

等非生物胁迫下生长且产量不会受严重影响的潜

力[２]ꎮ 因此ꎬ红花被认为是一种抗逆性植物ꎬ其自身

多重抗逆性状使其在基因特异性方面的开发潜力非

常大ꎮ 挖掘和开发红花特异性抗逆基因有助于提高

红花的农艺性能ꎬ改善红花的品质ꎬ并可应用于其他

大宗作物ꎬ提高其抗逆性ꎬ在植物抗逆改良研究及植

物育种方面具有极高的应用价值ꎬ亦可为植物分子育

种奠定基础ꎮ
转录因子对于基因表达调控至关重要ꎬ在植物应

对逆境胁迫的响应中具有关键作用ꎮ ＷＲＫＹ 转录因

子是一类主要的植物特异性转录调控因子ꎬ在植物不

同生长发育过程中发挥重要功能ꎬ如种子的休眠萌

发[３]、开花时间[４]、果实成熟[５]和衰老[６]等ꎮ 此外ꎬ
许多研究发现 ＷＲＫＹ转录因子在植物对生物和非生

物胁迫的响应中也起着重要的调控作用ꎬ且能广泛参

与多种生物和非生物胁迫的信号传导过程[７]ꎮ 例

如:柳叶马鞭草(Ｖｅｒｂｅｎａ ｂｏｎａｒｉｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.)ＶｂＷＲＫＹ３２
的过表达增强了植株的耐寒性[８]ꎻ番茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＳｌＷＲＫＹ８１的沉默增强了植株对干

旱 的 耐 受 性[９]ꎻ 在 拟 南 芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕和杜梨(Ｐｙｒｕｓ ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ Ｂｕｎｇｅ)中过

表达 ＰｂＷＲＫＹ４０ 可以增强拟南芥植株和杜梨愈伤组

织对盐胁迫的抗性ꎬ而沉默该基因则使植株和愈伤组

织对盐胁迫更敏感[１０]ꎻ甜橙〔Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｌｉｎｎ.)
Ｏｓｂｅｃｋ〕中 ＣｓＷＲＫＹ３３通过结合自身启动子的Ｗ－ｂｏｘ
激活苯丙氨酸代谢和次生代谢等抗病途径正调控柑

橘抗 病 过 程[１１]ꎻ 棉 花 ( Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.)
ＧｈＷＲＫＹ３在病菌侵染时表达量显著上调ꎬ其表达也

受水杨酸(ＳＡ)、茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、脱落酸(ＡＢＡ)
等激素诱导[１２]ꎻ菊花 〔 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ × ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ
(Ｒａｍａｔ.) Ｈｅｍｓｌ.〕ＣｍＷＲＫＹ１在盐胁迫、低温胁迫、水
分胁迫及黑斑病菌和枯萎病菌侵染后表达上调ꎬ而在

高温胁迫和机械损伤后表达下调[１３]ꎻ过表达西瓜

〔Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｍａｔｓｕｍ. ｅｔ Ｎａｋａｉ〕ＷＲＫＹⅢ
家族的 ＣｌＷＲＫＹ２０ 能提高拟南芥植株对盐和低温胁

迫的耐受性[１４]ꎮ
自第 １ 个 ＷＲＫＹ 超家族成员 ＳＰＦ１ 从 甘 薯

〔Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ (Ｌｏｕｒ.) Ｂｕｒｋｉｌｌ〕中被分离和鉴定

以来ꎬ目前ꎬ其他植物越来越多的 ＷＲＫＹ 基因被分离

鉴定[１５]ꎬ然而红花中 ＷＲＫＹ的克隆鉴定却鲜有报道ꎮ
２０１９年ꎬＳｉｖａｋｕｍａｒ等[１６]通过 ＥＳＴ数据集对红花中的

２１个 ＣｔＷＲＫＹｓ进行了多序列比对和系统进化分析ꎬ
并检测了 ５个 ＣｔＷＲＫＹｓ编码基因在非生物胁迫下的

表达量ꎬ但并未对基因进行克隆及深入研究ꎮ 为进一

步研究红花 ＣｔＷＲＫＹｓ 的功能和抗逆性ꎬ本研究在前

期对红花 ＷＲＫＹ基因家族鉴定的基础上ꎬ筛选出 ２ 个

特异性基因 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２ꎬ克隆了其蛋白质

编码序列(ＣＤＳ)ꎬ并进行了生物信息学分析、多重比

对及系统进化分析ꎻ检测了这 ２个基因在不同组织及

花期的表达量ꎬ并分析了其在低温、干旱、盐胁迫下及

ＭｅＪＡ、吲哚乙酸( ＩＡＡ)、ＡＢＡ 诱导下的响应情况ꎬ以
期为深入解析红花 ＷＲＫＹ转录因子的功能及阐明红
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花抗逆的分子机制提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试材料红花品种‘豫红花 ４ 号’ (‘Ｙｕｈｏｎｇｈｕａ
Ｎｏ. ４’)经河南省农业科学院梁慧珍研究员鉴定ꎮ 于

２０２１年 １０月下旬播种于河南省农业科学院现代农

业研究开发基地ꎮ 待幼苗长至 ４ ~ ６ 枚真叶时ꎬ采集

幼嫩的根、茎、叶ꎻ现蕾后ꎬ采集苞片以及不同发育时

期的花ꎮ 以上样品均为 ５株植株的混合样ꎬ液氮速冻

后于－８０ ℃冰箱中保存、备用ꎮ
挑选籽粒饱满、大小均一的‘豫红花 ４ 号’种子

播种于装有蛭石的花盆中ꎮ 发芽 ６ ｄ 后将幼苗从蛭

石中取出ꎬ用自来水冲洗根部ꎬ移栽至 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养

液中进行水培ꎮ ２周后ꎬ选取长势一致的幼苗分别移

到含有质量体积分数 １０％ＰＥＧ６０００、１００ ｍｍｏｌＬ－１

ＮａＣｌ、１００ μｍｏｌＬ－１ＭｅＪＡ、１００ μｍｏｌＬ－１ ＩＡＡ、１００
μｍｏｌＬ－１ＡＢＡ的 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中培养ꎻ低温处理

时ꎬ将幼苗放在 ４ ℃培养箱中ꎮ 分别在处理 ０ (对
照)、３、６、１２、２４ 和 ４８ ｈ 摘取植株从下向上第 ３ 枚真

叶ꎬ每个处理取 ５ 株混匀ꎬ放入液氮中速冻后移至

－８０ ℃冰箱中保存、备用ꎮ 实验于恒温光照培养箱中

进行ꎬ培养条件如下:温度(２５±２) ℃ꎬ空气相对湿度

６０％~７０％ꎬ光照度 １０ ０００ ｌｘꎬ光照时间 １６ ｈｄ－１ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ合成　 按照课题组先前

的方法[１７]提取红花根、茎、叶、花蕾及不同花期和胁

迫处理样品总 ＲＮＡꎬ并选择 Ａ２６０ / Ａ２８０为 １.８ ~ ２.０ꎬ总
量１ μｇ的总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 目的基因克隆　 以课题组前期红花花冠转录

组测序获得的 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列为参考序列ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５软件设计特异性引物(表 １)ꎬ以‘豫红花

４号’叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使用 ＧｅｎＳｔａｒ 高保真酶(河
南宝格生物技术有限公司)进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应体

系总体积 ５０ μＬꎬ包含 ２ × ＳｕｐｅｒＳｔａｒ Ｐｌｕｓ ＰＣＲ Ｍｉｘ
２５ μＬ、ｃＤＮＡ ４ μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１正向和反向引物各

３ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １５ μＬꎮ 反应程序:９８ ℃预变性 ３０ ｓꎻ
９８ ℃变性 １０ ｓ、５５ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共
３５个循环ꎻ７２ ℃终延伸 ８ ｍｉｎꎮ 将 ＰＣＲ 扩增产物按

照文献[１７]的方法进行 ＴＡ 克隆后送河南尚亚生物

技术公司测序ꎮ

表 １　 用于红花 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２ ＣＤＳ 扩增和基因表达分析的
引物序列
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＣＤＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ
ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

ＣＤＳ扩增 ＣＤＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＣｔＷＲＫＹ７－Ｆ ＡＴＧＣＴＴＡＣＧＡＴＣＡＴＡＴＧＧＧＡＣＣＡ
ＣｔＷＲＫＹ７－Ｒ ＴＴＡＣＡＡＡＴＣＧＡＡＴＴＣＣＡＧＡＡＴＣＣＴＡ
ＣｔＷＲＫＹ７２－Ｆ ＡＴＧＡＴＧＧＡＡＡＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＣ
ＣｔＷＲＫＹ７２－Ｒ ＴＴＡＴＡＡＡＡＡＴＡＣＧＴＴＴＴＣＴＴＣＡＡＡＣＴＴＧ

基因表达分析 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｑＣｔＷＲＫＹ７－Ｆ ＡＧＧＡＧＡＧＣＡＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＡ
ｑＣｔＷＲＫＹ７－Ｒ ＡＧＴＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡ
ｑＣｔＷＲＫＹ７２－Ｆ ＴＧＣＡＧＧＴＴＣＡＧＣＴＴＧＴＴＣＣ
ｑＣｔＷＲＫＹ７２－Ｒ ＡＡＴＣＴＴＣＧＧＴＴＴＴＣＣＧＴＣＴＴ
Ｃｔ６０Ｓ－Ｆ ＴＧＧＡＧＣＴＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＧ
Ｃｔ６０Ｓ－Ｒ ＧＧＴＡＡＧＧＡＣＣＡＣＡＡＧＡＣＣＧＴＡ

１.２.３　 生物信息学分析　 将目的基因 ＦＡＳＴＡ格式的

核苷酸序列导入 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 软件ꎬ对其编码的氨

基酸序列进行预测ꎻ蛋白质的理化性质、二级结构、跨
膜结构和信号肽预测参考文献[１７]的方法ꎮ 使用

Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ 在线软件( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ.
ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / )预测蛋白质的亚细胞定位情

况ꎮ 将测序得到的 ＣＤＳ序列与红花基因组数据比对

后得到相应的基因组序列ꎬ提交 ＧＳＤＳ２.０ 在线软件

(ｈｔｔｐ:∥ｇｓｄｓ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )进行基因结构分析ꎮ 使用

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线软件(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)预测目的基因编码蛋白质的三级结

构ꎻ使用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 在线软件(ｈｔｔｐ:∥ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.
ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )分析启动子中

的顺式作用元件ꎮ 通过 ＮＣＢＩ 数据库搜索文献中已

报道功能的其他植物 ＷＲＫＹ 氨基酸序列ꎬ使用

ＤＮＡＭＡＮ ６.０软件进行氨基酸序列多重比对分析ꎬ并
使用 ＭＥＧＡ ６. ０ 软件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ － ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建

ＷＲＫＹ蛋白的系统进化树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为 １ ０００ꎮ
１.２.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析 　 根据测序得到的

ＣＤＳ序列的保守区域ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 软件设

计实时荧光定量 ＰＣＲ引物(表 １)ꎬ以红花 Ｃｔ６０Ｓ作为

内参基因ꎮ 扩增反应在 ＱＩＡｑｕａｎｔ ９６ ２ ｐｌｅｘ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 仪器(德国凯杰生物工程有限公司)
上完成ꎮ 反应体系总体积 １０.０ μＬꎬ包含 ＭｏｎＡｍｐＴＭ

ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ５. ０ μＬ、 ｃＤＮＡ (１０ ×) １. ０
μＬ、１０ μｍｏｌＬ－１正向和反向引物各 ０.３ μＬ、Ｒｎａｓｅ
ｆｒｅｅ ｄｄＨ２ Ｏ ３. ４ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ
９５ ℃变性 １０ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 每个
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样品设 ３个生物学重复和 ３ 个技术重复ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ

法计算相对表达量[１８]ꎬ使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０软
件进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１ 　 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因的克隆和结构

分析

　 　 克隆到目的基因后ꎬ经测序比对确定 ＣｔＷＲＫＹ７
和 ＣｔＷＲＫＹ７２的 ＣＤＳ序列长度分别为 ６００和 ８６１ ｂｐꎮ
基因 结 构 分 析 结 果 (图 １ ) 显 示: ＣｔＷＲＫＹ７ 和

ＣｔＷＲＫＹ７２全长序列相差较大ꎬ长度分别为 １ ３９０ 和

２ ６６０ ｂｐꎬ均包含 ３个外显子和 ２个内含子ꎬ且均符合

ＧＴ－ＡＧ法则ꎮ

: 外显子 Ｅｘｏｎꎻ : 内含子 Ｉｎｔｒｏｎ.

图 １　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因的结构
Ｆｉｇ. １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ
ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.

２.２　 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 蛋白的生物信息学

分析

２.２. １ 　 基本理化性质分析 　 结果 (表 ２) 显示:
ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２分别含有 １９９和 ２８６个氨基

酸残基ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 的理论相对分子

质量分别为 ２２ ９７７.６５和 ３１ ９８５.６２ꎬ理论等电点分别

为ｐＩ ９.３９和 ｐＩ ６.３３ꎻ总平均亲水性值均为负值ꎬ不稳

定指数均大于 ４０ꎬ表明 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２均为

不稳 定 的 亲 水 性 蛋 白 质ꎮ 另 外ꎬ ＣｔＷＲＫＹ７ 和

ＣｔＷＲＫＹ７２均不存在跨膜结构域且不含信号肽ꎻ亚细

　 　 　
表 ２　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 蛋白的理化性质１)

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ
ＣｔＷＲＫＹ７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.１)

蛋白 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎ ｍ ｐＩ ＧＲＡＶＹ Ｉ

ＣｔＷＲＫＹ７ １９９ ２２ ９７７.６５ ９.３９ －０.９９８ ５０.５２
ＣｔＷＲＫＹ７２ ２８６ ３１ ９８５.６２ ６.３３ －０.６７０ ４９.７６

　 １) ｎ: 氨基酸残基数 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ｎｕｍｂｅｒꎻ ｍ: 理论相对分子质
量 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓꎻ ｐＩ: 理论等电点 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔꎻ ＧＲＡＶＹ: 总 平 均 亲 水 性 值 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙꎻ Ｉ: 不稳定指数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ.

胞定位预测结果显示二者均定位于细胞核ꎮ
２.２.２　 结构分析　 蛋白质二级结构预测结果(图 ２－
Ａ)显示:ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 的二级结构元件及

占比极其相似ꎬ无规卷曲占比最大(分别为 ５２.２６％和

５４. ９０％)ꎬ α 螺 旋 占 比 较 大 (分 别 为 ３１.１６％ 和

２３.４３％)ꎬ延 伸 链 占 比 较 小 (分 别 为 １３. ０７％ 和

１５.０３％)ꎬβ折叠占比最小(分别为 ３.５２％和 ６.６４％)ꎮ
分别以菜蓟(Ｃｙｎａｒａ ｓｃｏｌｙｍｕｓ Ｌｉｎｎ.)Ａ０Ａ１２４ＳＤ２２

和 Ａ０Ａ１２４ＳＧＱ１蛋白为模板ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 预

测并构建 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２的三级结构模型ꎬ
ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 与模板的氨基酸序列相似

性分别为 ７９.０８％和 ８４.８１％ꎬＧＭＱＥ值分别为 ０.７７ 和

０.６２ꎬ表明预测结果可靠ꎮ 如图 ２－Ｂ 所示ꎬＣｔＷＲＫＹ７
和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 的无规卷曲所占比例较大ꎬ均超过

５０％ꎬ因此形成的三级结构较为松散ꎬ中间均由大小

不一反向平行的 β 折叠形成包围空间ꎬ可与 ＤＮＡ 特

异序列结合ꎮ 此外ꎬＣｔＷＲＫＹ７的Ｎ端和 Ｃ端均盘旋环

绕形成 α螺旋ꎬ而 ＣｔＷＲＫＹ７２仅 Ｎ端含 α螺旋ꎮ
２.２.３　 氨基酸序列比对　 结果(图 ３)显示:ＣｔＷＲＫＹ７
和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 都含有高度保守的 ＷＲＫＹ 结构域

(ＷＲＫＹＧＱＫ)ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７与菊花 ＣｍＷＲＫＹ１５的同源

性相对最高ꎬ序列一致性为 ４５.０９％ꎬ含有 ＣＸ５ＣＸ２３ＨＮＨ
型锌指结构域ꎬ属于Ⅱａ 类 ＷＲＫＹꎮ ＣｔＷＲＫＹ７２ 与拟

　 　 　

图 ２　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 蛋白的二级结构(Ａ)和三级结
构(Ｂ)预测
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (Ａ) ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
( Ｂ ) ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ
ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.
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Ｃｔ: 红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｍ: 菊花 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ × ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ (Ｒａｍａｔ.) Ｈｅｍｓｌ.ꎻ Ｌｓ: 莴笋 Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ. ａｎｇｕｓｔａｔａ Ｉｒｉｓｈ ｅｘ Ｂｒｅｍｅｒꎻ
Ｇｈ: 棉花 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｖｐ: 华东葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｗ. Ｔ. Ｗａｎｇꎻ Ｐｌ: 芍药 Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ.ꎻ Ｃｒ: 长春花 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ
(Ｌｉｎｎ.) Ｇ. Ｄｏｎꎻ Ａｔ: 拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.

图 ３　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 蛋白与其他物种 ＷＲＫＹ 蛋白保守结构域多序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ. ｗｉｔｈ

ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

南芥 ＡｔＷＲＫＹ７０的同源性相对最高ꎬ序列一致性为

３１.５８％ꎬ含有 ＣＸ６ －７ＣＸ２３ＨＴＣ 型锌指结构域ꎬ属于Ⅲ
类 ＷＲＫＹꎮ
２.２.４　 系统进化分析 　 结果(图 ４)显示:ＣｔＷＲＫＹ７
与Ⅱ ａ 类 ＷＲＫＹ 蛋 白 聚 在 一 起ꎬ 且 与 菊 花

ＣｍＷＲＫＹ１５和莴笋(Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ. ａｎｇｕｓｔａｔａ Ｉｒｉｓｈ
ｅｘ Ｂｒｅｍｅｒ) ＬｓＷＲＫＹ１８ 首先聚为一支ꎬ亲缘关系最

近ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７２ 与拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ７０ 和 ＡｔＷＲＫＹ５４
聚为 一 支ꎬ 亲 缘 关 系 最 近ꎬ 与 华 东 葡 萄 ( Ｖｉｔｉｓ
ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｗ. Ｔ. Ｗａｎｇ ) ＶｐＷＲＫＹ１、 菊 花

ＣｍＷＲＫＹ１１、长春花〔Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｇ.
Ｄｏｎ〕ＣｒＷＲＫＹ１同属于Ⅲ类 ＷＲＫＹꎮ
２.３　 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因的启动子分析

结果(图 ５)显示:ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因的

启动子序列均包含 ＴＡＴＡ－ｂｏｘ 和 ＣＡＡＴ－ｂｏｘ 等基本

核心元件ꎬ此外ꎬ２ 个启动子序列均含有 ＬＴＲ、ＡＲＥ、
ＳＴＲＥ 等逆境胁迫应答元件ꎬＡＢＲＥ、ＴＣＡ － ｅｌｅｍｅｎｔ、
ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ 等激素响应元件以及 Ｂｏｘ ４、Ｇ－Ｂｏｘ、
Ｓｐ１等光响应元件ꎮ 而 ＥＲＥ、Ｏ２－ｓｉｔｅ、Ｗ－ｂｏｘ 等只存

在于 ＣｔＷＲＫＹ７的启动子中ꎬＧＣ－ｍｏｔｉｆ、ｍｏｔｉｆ Ⅰ等只存

在于 ＣｔＷＲＫＹ７２的启动子中ꎮ
２.４　 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因在不同组织中的

表达分析

　 　 组织表达分析结果 (图 ６)显示:ＣｔＷＲＫＹ７ 和

ＣｔＷＲＫＹ７２ 在 红 花 的 各 组 织 中 均 有 表 达ꎬ其 中ꎬ
ＣｔＷＲＫＹ７ 在根中的相对表达量最高ꎬ分别是茎、叶、

　 　 　

Ｃｍ: 菊花 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ × ｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ (Ｒａｍａｔ.) Ｈｅｍｓｌ.ꎻ Ｈａ: 向日葵
Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｐｌ: 芍药 Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ Ｐａｌｌ.ꎻ Ｇｈ: 棉花
Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｂｎ: 欧洲油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ａｔ: 拟南
芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎻ Ｖｐ: 华 东 葡 萄 Ｖｉｔｉｓ
ｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｗ. Ｔ. Ｗａｎｇꎻ Ｃｔ:红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｌｓ:莴
笋 Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ ｖａｒ. ａｎｇｕｓｔａｔａ Ｉｒｉｓｈ ｅｘ Ｂｒｅｍｅｒꎻ Ｏｓ: 水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.ꎻ Ｃｒ: 长春花 Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｇ. Ｄｏｎ. 分支上数值为
自展支持率(小于 ４４的未显示)Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ ( ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ４４ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｈｏｗｎ). 括号中编号为 ＧｅｎＢａｎｋ登
录号 Ｎｏｓ. ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ａｒｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ.

图 ４　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 蛋白与其他物种 ＷＲＫＹ 蛋白
的系统进化分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ. ａｎｄ ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ
ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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核苷酸位置 / ｂｐ　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

: ＴＣＴ－ｍｏｔｉｆ(部分光响应元件 Ｐａｒｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ)ꎻ : ＣＡＴ－ｂｏｘ(分生组织表达相关调控元件 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｒｉｓｔｅｍ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ)ꎻ : ＭＲＥ(参与光反应的 ＭＹＢ 结合位点 ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ)ꎻ : ＥＲＥ(乙烯响应元件 Ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : Ｏ２－ｓｉｔｅ(玉米醇溶蛋白代谢调控元件 Ｚｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : Ｗ－ｂｏｘ(防卫和胁迫应答调控元件 Ｄｅｆｅｎｓｅ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＡＡＡＣ－ｍｏｔｉｆ(光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＡＴＣ－ｍｏｔｉｆ(参与光反应的保守 ＤＮＡ模块的部分元件 Ｐａｒｔ ｏｆ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＮＡ ｍｏｄｕｌｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ)ꎻ : ＧＡＴＡ－ｍｏｔｉｆ(部分光响应元件 Ｐａｒｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ)ꎻ : Ｉ－ｂｏｘ(部分光响应元件 Ｐａｒｔ
ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ)ꎻ : ＧＣ－ｍｏｔｉｆ(参与缺氧特异性诱导的类增强子元件 Ｅｎｈａｎｃｅｒ￣ｌｉｋｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｏｘｉｃ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ)ꎻ :
ｍｏｔｉｆ Ⅰ(根特异性调控元件 Ｒｏｏｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＭＹＣ(干旱应答调控元件 Ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＭＹＢ(干旱、高盐
和低温应答调控元件 Ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔꎬ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＬＴＲ(低温应答调控元件 Ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＡＲＥ(厌氧诱导所必需的调控元件 Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ)ꎻ : ＷＵＮ－ｍｏｔｉｆ(创伤响应元件Ｗｏｕｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＳＴＲＥ(胁迫响应元件 Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＡＢＲＥ(脱落酸应答调控元件 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : Ｂｏｘ ４
(参与光反应的保守 ＤＮＡ模块的部分元件 Ｐａｒｔ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＮＡ ｍｏｄｕｌｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅａｃｔｉｏｎ)ꎻ : Ｓｐ１(光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ
: ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ(水杨酸应答调控元件 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＣＧＴＣＡ / ＴＧＡＣＧ－ｍｏｔｉｆ (茉莉酸甲酯应答调控元件 Ｍｅｔｈｙｌ
ｊａｓｍｏｎａｔｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : Ｇ－ｂｏｘ(光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ)ꎻ : ＧＴ１－ｍｏｔｉｆ(光响应元件 Ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ) .

菱形代表 ＣｔＷＲＫＹ７特有元件ꎬ椭圆代表 ＣｔＷＲＫＹ７２ 特有元件ꎬ矩形代表 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 共有元件 Ｒｈｏｍｂｕｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ
ＣｔＷＲＫＹ７ꎬ ｏｖａｌｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ ＣｔＷＲＫＹ７２ꎬ ａｎｄ ｒｅｃｔａｎｇｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｃｏｍｍｏｎ ｔｏ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２.

图 ５　 红花 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因启动子顺式作用元件分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.

苞片、花的 ６.０６、４.９８、７２.４６、４１.１５ 倍ꎻＣｔＷＲＫＹ７２ 在

叶中的相对表达量最高ꎬ分别是根、茎、苞片、花的

３.６０、１.８４、１.７７、１２.２５倍ꎮ

Ｒ: 根 Ｒｏｏｔꎻ Ｓ:茎 Ｓｔｅｍꎻ Ｌ:叶 Ｌｅａｆꎻ Ｂ: 苞片 Ｂｒａｃｔꎻ Ｆ:花 Ｆｌｏｗｅｒ. 不同
小写字母表示在不同组织间差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ.

图 ６　 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因在红花不同组织的表达分析
Ｆｉｇ. ６ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.

２.５　 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因在不同发育时期

花中的表达分析

　 　 结果(图 ７)显示:ＣｔＷＲＫＹ７在红花花发育过程中

(即花组织形成初期、花组织形成中期、花蕾期)相对

表达量逐渐下降ꎬ而在花开放的过程中(即露瓣期、
初开期、盛花期、初衰期)相对表达量又逐渐上升ꎬ至
初衰期相对表达量达到最大ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７２ 相对表达

量变化趋势与 ＣｔＷＲＫＹ７相似ꎮ

Ｓ１: 花组织形成初期 Ｉｎｉｔｉａｌ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ Ｓ２: 花组织
形成中期 Ｍｉｄｄｌｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ Ｓ３: 花蕾期 Ｂｕｄ ｓｔａｇｅꎻ
Ｓ４: 露瓣期 Ｐｅｔａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ５: 初开期 Ｉｎｉｔｉａｌ ｏｐｅｎｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ６:
盛花期 Ｂｌｏｏｍｉｎｇ ｓｔａｇｅꎻ Ｓ７: 初衰期 Ｉｎｉｔｉａｌ ｄｅｃｌｉｎｅ ｓｔａｇｅ. 不同小写字母
表示在不 同 发 育 时 期 间 差 异 显 著 ( Ｐ < ０.０５ ) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ.

图 ７　 ＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因在红花不同发育时期花中的表达分析
Ｆｉｇ. ７ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｆｌｏｗｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ.

２.６　 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因在逆境胁迫和激

素诱导下的表达分析

　 　 结果(图 ８)显示:ＣｔＷＲＫＹ７的相对表达量在低温

(４ ℃)胁迫后急剧上升ꎬ在 ６ ｈ 达到峰值ꎬ约为对照

(０ ｈ)的 ３３８倍ꎬ随后逐渐下降ꎮ 在干旱(质量体积分

数 １０％ ＰＥＧ６０００)的胁迫下ꎬＣｔＷＲＫＹ７的相对表达量

逐渐上升ꎬ也在 ６ ｈ 达到峰值ꎬ约为对照的 ５１ 倍ꎬ随
后迅速下降ꎬ在 ２４ ｈ再次升高ꎬ约为对照的 ４２ 倍ꎬ随
后急剧下降ꎮ 在 ＮａＣｌ 胁迫下ꎬＣｔＷＲＫＹ７ 的相对表达
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量在 ３ ｈ显著(Ｐ<０.０５)上升且达到峰值ꎬ约为对照的

２６０ 倍ꎬ而 后 迅 速 下 降ꎮ 在 外 源 ＭｅＪＡ 诱 导 下ꎬ
ＣｔＷＲＫＹ７的相对表达量在 ３ ｈ迅速下降ꎬ随后恢复至

接近对照水平ꎬ而在 ４８ ｈ显著上调ꎬ约为对照的２倍ꎮ
在外源 ＩＡＡ 诱导下ꎬＣｔＷＲＫＹ７ 的相对表达量在 ３ 和

６ ｈ略微降低ꎬ１２ ｈ 明显上调ꎬ约为对照的 ２.５ 倍ꎬ随
后迅速下降ꎬ４８ ｈ再次上调达到最大值ꎬ约为对照的

６倍ꎮ 在外源 ＡＢＡ 诱导下ꎬＣｔＷＲＫＹ７ 的相对表达量

显著低于对照ꎮ
ＣｔＷＲＫＹ７２的相对表达量在低温胁迫 １２ ｈ 达到

高峰(与 ６ ｈ差异不显著)ꎬ约为对照的 ２８倍ꎬ随后逐

渐下降ꎮ 在干旱胁迫 ６ ｈꎬＣｔＷＲＫＹ７２ 的相对表达量

达到第 １ 个高峰ꎬ约为对照的 １５ 倍ꎬ随后迅速下降ꎬ
在 ２４ ｈ再次升高ꎬ约为对照的 １４ 倍ꎬ随后急剧下降ꎮ
ＣｔＷＲＫＹ７２的相对表达量在 ＮａＣｌ 胁迫 ３ ｈ 即达到最

大值ꎬ约为对照的 １２ 倍ꎬ随后急剧下降ꎮ 在外源

ＭｅＪＡ诱导下ꎬＣｔＷＲＫＹ７２ 的相对表达量整体呈逐渐

上升的趋势ꎬ４８ ｈ 达到最大值ꎬ约为对照的 ８ 倍ꎮ
ＣｔＷＲＫＹ７２在外源 ＩＡＡ诱导下的表达情况与 ＭｅＪＡ相

似ꎬ同样在 ４８ ｈ达到最大ꎬ约为对照的 ７ 倍ꎮ 在外源

ＡＢＡ诱导下ꎬＣｔＷＲＫＹ７２的相对表达量在 ２４ ｈ达到最

大值ꎬ约为对照的 ３.５倍ꎬ随后迅速下降ꎮ

ＰＥＧ: 聚乙二醇 Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎻ ＭｅＪＡ: 茉莉酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎻ ＩＡＡ: 吲哚乙酸 Ｉｎｄｏｌｅａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎻ ＡＢＡ: 脱落酸 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ. 不同小写字
母表示在不同处理时间间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅｓ.

图 ８　 不同处理下红花幼苗叶片 ＣｔＷＲＫＹ７(第 １ 行)和 ＣｔＷＲＫＹ７２(第 ２ 行)基因的表达模式
Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣｔＷＲＫＹ７ ( ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｌｉｎｅ) ａｎｄ ＣｔＷＲＫＹ７２ ( ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｌｉｎｅ) ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ

Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌｉｎｎ. ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

３　 讨论和结论

ＷＲＫＹ转录因子通常包含 １或 ２个约 ６０个保守

氨基酸组成的 ＷＲＫＹ 结构域ꎬ而 ＷＲＫＹ 结构域包含

１个高度保守的 ＷＲＫＹＧＱＫ 基序和 １ 个 Ｃ２－Ｈ２ 或

Ｃ２－ＨＣ类型的锌指状基序[１９]ꎮ 根据 ＷＲＫＹ 结构域

的数量和锌指结构类型ꎬＷＲＫＹ 转录因子成员可分

为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ类ꎮ 有 ２个 ＷＲＫＹ结构域的属于Ⅰ类ꎬ
只有 １个 ＷＲＫＹ结构域的属于Ⅱ或Ⅲ类ꎮ Ⅰ和Ⅱ类

成员均具有锌指状基序 Ｃ２－Ｈ２(Ｃ－Ｘ４－５－ＣＸ２２－２３－Ｈ－
Ｘ－Ｈ)ꎬ其中 Ｘ可以是任何氨基酸ꎻⅢ类 ＷＲＫＹ 蛋白

含有 １个 Ｃ２－ＨＣ(Ｃ－Ｘ７ －ＣＸ２３ －Ｈ－Ｘ－Ｃ)锌指状基

序[２０]ꎮ 基于 ＷＲＫＹ结构域的系统发育分析、保守结

构域和内含子位置等ꎬ可以将Ⅱ类进一步细分为Ⅱａ、
Ⅱｂ、Ⅱｃ、Ⅱｄ、Ⅱｅ 亚类[１１]ꎬ本研究系统进化分析结

果验证了这一分类ꎬ且多序列比对和系统进化分析结

果表明红花 ＣｔＷＲＫＹ７ 与菊花 ＣｍＷＲＫＹ１５、拟南芥

ＡｔＷＲＫＹ４０、棉花 ＧｈＷＲＫＹ４０、芍药(Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ
Ｐａｌｌ.) ＰｌＷＲＫＹ４０、华东葡萄 ＶｐＷＲＫＹ３ 和欧洲油菜

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌｉｎｎ.) ＢｎＷＲＫＹ４０ 均 属 于Ⅱ ａ 类

ＷＲＫＹꎮ
研究发现:过表达 ＣｍＷＲＫＹ１５ 增强了菊花对黑

斑病的敏感性ꎬ且转基因株系中 ＡＢＡ 正调控基因及

合成相关基因的表达被抑制ꎬ导致 ＡＢＡ浓度降低ꎬ气
孔开放ꎬ黑斑病菌容易侵入[１３]ꎮ 拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ４０
通过下调 ＡＢＡ 响应基因的表达来抑制 ＡＢＡ 信号以

促进种子萌发和萌发后生长ꎬ同时参与干旱胁迫的响
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应[２１－２２]ꎮ 华东葡萄 ＶｐＷＲＫＹ３ 在 ＳＡ 和乙烯诱导及

干旱胁迫下特异性积累ꎬ且其编码基因在烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)中过表达增强了烟草对青

枯雷尔氏菌的抗性ꎻ此外ꎬＶｐＷＲＫＹ３ 还参与 ＡＢＡ 信

号通路和盐胁迫调控[２３]ꎮ 棉花 ＧｈＷＲＫＹ４０ 的表达量

也在外源 ＳＡ、ＭｅＪＡ、乙烯诱导下升高[２４]ꎮ 本研究中ꎬ
红花 ＣｔＷＲＫＹ７的表达量在外源 ＡＢＡ 诱导下降低ꎬ在
干旱胁迫、盐胁迫和 ＭｅＪＡ 诱导下升高ꎬ这与上述研

究结果相似ꎮ 推测 ＣｔＷＲＫＹ７可能也在红花多种逆境

胁迫中发挥重要作用ꎬ且与 ＡＢＡ合成途径相关ꎬ需要

进一步实验验证ꎮ
系统进化分析结果显示:红花 ＣｔＷＲＫＹ７２与拟南

芥 ＡｔＷＲＫＹ５４和 ＡｔＷＲＫＹ７０首先聚为一支ꎬ亲缘关系

最近ꎬ同属于Ⅲ类 ＷＲＫＹꎻ据报道拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ５４
和 ＡｔＷＲＫＹ７０ 相互作用可以延缓拟南芥叶片衰

老[６]ꎬ表明 ＣｔＷＲＫＹ７２ 可能也有延缓衰老的功能ꎮ
基因表达分析结果显示:ＣｔＷＲＫＹ７２ 在花组织形成过

程中表达量逐渐下降ꎬ在花开放过程中表达量逐渐上

升ꎬ在花初衰期表达量最高ꎮ 蜡梅 〔 Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ (Ｌｉｎｎ.) Ｌｉｎｋ〕ＣｐＷＲＫＹ４６ 在花萼及雌蕊原基

分化期表达量较高ꎬ花瓣及雄蕊原基的表达量相对较

低ꎬ花开放过程中表达量逐渐增加ꎻＣｐＷＲＫＹ７１ 在花

初衰期表达量最高ꎬ在花蕾期、露瓣期及初开期表达

量最低[２５]ꎬ与本研究结果相似ꎮ 因此推测 ＣｔＷＲＫＹ７２
可能参与调控红花的花早期发育和花衰老ꎮ 此外ꎬ
ＣｔＷＲＫＹ７在红花不同花期的表达模式与 ＣｔＷＲＫＹ７２
相似ꎬ推测 ＣｔＷＲＫＹ７也有类似功能ꎮ

启动子在基因的表达调控中至关重要ꎬ启动子分

析可以揭示基因在不同生长阶段、不同环境下的表达

变化情况ꎬ为后续基因功能的研究奠定基础ꎮ 本研究

中 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 基因启动子含有多种逆境

胁迫响应元件ꎬ暗示 ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 能及时

响应外界环境的变化ꎬ在红花的生长发育和环境胁迫

响应过程中发挥重要作用ꎬ本研究中逆境胁迫下的基

因表达模式分析证实了这一结果ꎮ 研究发现ꎬＷ－ｂｏｘ
是 ＷＲＫＹ 转录因子家族成员的结合位点ꎬ在结构基

因的启动子区域ꎬ甚至在 ＷＲＫＹ 基因启动子区域ꎬ存
在多个Ｗ－ｂｏｘ[２６]ꎮ ＷＲＫＹ转录因子可以顺式或反式

结合 Ｗ－ｂｏｘꎬ实现自我和交叉调节ꎬ从而引起级联反

应[１１]ꎮ 本研究的启动子分析结果显示:Ｗ－ｂｏｘ 只存

在于 ＣｔＷＲＫＹ７的启动子中ꎬ表明 ＣｔＷＲＫＹ７可能存在

自我调节或与其他 ＷＲＫＹ 蛋白存在交叉调节ꎬ而

ＣｔＷＲＫＹ７２不存在自我和交叉调节ꎬ因此二者响应逆

境胁迫的机制可能不同ꎮ
组织特异性表达分析结果显示: ＣｔＷＲＫＹ７ 和

ＣｔＷＲＫＹ７２ 在红花的不同组织中均有表达ꎬ其中

ＣｔＷＲＫＹ７在根中表达量最高、在苞片中表达量最低ꎬ
而 ＣｔＷＲＫＹ７２在叶中表达量最高、在花中表达量最

低ꎮ 这与芍药 ＰｌＷＲＫＹ４０ 在叶和萼片中表达量较高ꎬ
茎和根中表达量较低[２７]及紫穗槐(Ａｍｏｒｐｈａ ｆｒｕｔｉｃｏｓａ
Ｌｉｎｎ.)ＷＲＫＹ４２在叶和花中表达量高ꎬ根中表达量最

低[２８]的结果不一致ꎻ而与长春花 ＣｒＷＲＫＹ１ 在根中表

达量 最 高ꎬ 在 花 中 表 达 量 最 低[２９] 及 紫 花 苜 蓿

(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)ＭｓＷＲＫＹ４２ 在根、叶和茎中表

达量较高ꎬ在花中表达量较低[３０]的结果相似ꎮ 茶树

〔Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ (Ｌｉｎｎ.) Ｋｕｎｔｚｅ〕的 ９个 ＷＲＫＹ基因

中ꎬＣｓＷＲＫＹ１、ＣｓＷＲＫＹ８和 ＣｓＷＲＫＹ９在花中表达量最

高ꎬ其他 ６个基因在根中表达量最高ꎬ表现出不同的

组织表达模式[３１]ꎮ 因此ꎬ不同物种之间 ＷＲＫＹ 在不

同组织中的表达存在差异ꎬ同一物种的不同 ＷＲＫＹ在

不同组织中的表达也存在差异ꎮ
综上所述ꎬ本研究首次克隆了红花的 ＣｔＷＲＫＹ７

和 ＣｔＷＲＫＹ７２基因ꎬ二者均含有 ３ 个外显子和 ２ 个内

含子ꎬ其编码蛋白无跨膜结构和信号肽ꎬ定位于细胞

核ꎻ二级结构均主要由无规卷曲组成ꎬ三级结构均较

为松散ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７ 的启动子含有 Ｗ－ｂｏｘꎬ可能存在

自我和交叉调节ꎬ其编码氨基酸序列与已知功能的菊

花 ＣｍＷＲＫＹ１５ 的同源性最高ꎻＣｔＷＲＫＹ７２ 与拟南芥

中调控叶片衰老的 ＡｔＷＲＫＹ７０及 ＡｔＷＲＫＹ５４ 亲缘关

系最近ꎻＣｔＷＲＫＹ７和 ＣｔＷＲＫＹ７２分别属于 ＷＲＫＹ转

录因子的Ⅱａ和Ⅲ类ꎮ ＣｔＷＲＫＹ７ 和 ＣｔＷＲＫＹ７２ 可能

参与红花的花早期发育及花衰老过程ꎬ且能响应多种

逆境胁迫ꎬ但作用机制不同ꎮ
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