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香樟全基因组 ＷＲＫＹ 基因家族的鉴定与分析
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摘　 要: ＷＲＫＹ 转录因子基因家族是植物特有的一类基因ꎬ 在植物次生代谢、 生物和非生物胁迫中起着重要的调

节作用ꎮ 本研究通过生物信息学方法ꎬ 在香樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ (Ｌ.) Ｐｒｅｓｌ.)全基因组中鉴定了 ６０ 个

ＷＲＫＹ 基因(ＣｃＷＲＫＹ)ꎬ 并将其分为 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ~ Ⅲꎬ 其中ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ和Ⅲ的成员发生了收缩现象ꎻ 片段复制是

ＣｃＷＲＫＹ 基因扩张的主要驱动力ꎻ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ有完整的ＷＲＫＹ 结构域和锌指基序ꎬ 但Ｇｒｏｕｐ Ⅱ、 Ⅲ存在结构域和

锌指基序的丢失和变异现象ꎻ ＣｃＷＲＫＹ 基因的启动子区域具有激素类和胁迫类响应顺式作用元件ꎻ 基因表达分

析结果显示ꎬ 在贫瘠环境(未施肥)中大多数 ＣｃＷＲＫＹ 基因在香樟各个组织中高表达ꎬ 而环境适宜(施肥)条件

下ꎬ 基因表达量降低ꎮ
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ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ. ｃａｍｐｈｏｒａ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａꎻ ＷＲＫＹꎻ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎻ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎻ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅ

　 　 香樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ(Ｌ.) Ｐｒｅｓｌ.)属
于樟科、 樟属常绿乔木ꎬ 主要分布在东亚地区[１]ꎮ
其枝叶茂密、 冠大荫浓ꎬ 能吸烟滞尘、 涵养水源、
固土防沙和美化环境ꎮ 香樟的枝、 叶、 果富含精

油ꎬ 且精油主要成分是具有“液体黄金”美称的芳樟

醇[２]ꎮ 同时ꎬ 香樟是我国传统中药材ꎬ 其根、 茎、
果等部位均可入药ꎬ 具有抗血栓、 止痛、 消炎、 醒

脑、 抗氧化衰老等作用[３]ꎮ 由于香樟重要的经济、
生态、 园林价值ꎬ 其市场需求量很大ꎮ 香樟生长于

肥沃深厚的酸性土壤中ꎬ 耐寒性不强ꎬ 在生长过程

中常遭受极端天气如冻害、 干旱等的影响ꎬ 制约了

其种植面积的扩张ꎬ 阻碍了其产业化发展ꎮ 有研究

表明ꎬ 对香樟进行合理施肥可提高香樟的生物量ꎬ
并增强其对水涝、 干旱和病虫害的耐受性[４]ꎮ

最近香樟基因组测序的完成[５]ꎬ 有利于我们从

基因组层面解析香樟响应非生物胁迫的分子机制ꎮ
ＷＲＫＹ 转录因子基因家族是植物特有的基因家族ꎬ
在生物或非生物胁迫下ꎬ ＷＲＫＹ 基因通过参与植物

的生理过程对外界环境进行响应[６]ꎮ 根据 ＷＲＫＹ 结

构域和锌指基序的数量ꎬ 可将 ＷＲＫＹ 分为 ３ 个组

(ＧｒｏｕｐⅠ~ Ⅲ)ꎬ ＧｒｏｕｐⅠ包含两个 ＷＲＫＹ 结构域和

１ 个 Ｃ２Ｈ２(Ｃ￣Ｘ４￣５￣Ｃ￣Ｘ２２￣２３￣Ｈ￣Ｘ１￣Ｈ) 锌指基序ꎻ
ＧｒｏｕｐⅡ含有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２Ｈ２ꎬ ＧｒｏｕｐⅡ
根据系统发育关系又可进一步分为 ５ 个亚组ꎻ
Ｇｒｏｕｐ Ⅲ也含有 １ 个 ＷＲＫＹ 结构域和 Ｃ２ＨＣ(Ｃ￣Ｘ７￣
Ｃ￣Ｘ２３￣Ｈ￣Ｘ１￣Ｃ) [７]ꎮ ３ 个 组 所 有 ＷＲＫＹ 成 员 的

ＷＲＫＹＧＱＫ 都形成了 β 链ꎬ 能够特异性结合 Ｗ￣
ｂｏｘ[８]ꎮ 目 前 已 在 拟 南 芥 (Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

(Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ) [９]、 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [１０]、 小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.) [１１]中分别鉴定到了 ７４、 １０２
和 １６０ 个 ＷＲＫＹ 基 因ꎬ 在 苹 果 (Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ
Ｍｉｌｌ.) [１２]、 毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｏｍｅｎｔｏｓａ Ｃａｒｒ.) [１３]、
石榴(Ｐｕｎｉｃａ ｇｒａｎａｔｕｍ Ｌ.) [１４] 中分别鉴定了 １２７、
１０４、 ６９ 个 ＷＲＫＹ 基因ꎮ 有研究表明ꎬ ＡｔＷＲＫＹ２５
和 ＡｔＷＲＫＹ３３ 增加了拟南芥对盐胁迫的耐受程度ꎬ
同时也增加了对脱落酸的敏感性[１５] ꎮ 水稻中 Ｏｓ￣
ＷＲＫＹ１１ 的异位表达提高了其对热胁迫和干旱胁

迫的适应[１６]ꎮ ＴａＷＲＫＹ２ 和 ＴａＷＲＫＹ１９ 在转基因

拟南芥中增强了其对干旱、 盐和冷胁迫的耐受

性[１７]ꎮ 而苹果的 １０ 个 ＷＲＫＹ 基因在水涝和干旱

中均有差异表达ꎬ 可能参与了水涝和干旱胁迫响

应[１２]ꎮ 但在香樟中的相关研究还很缺乏ꎮ
本研究从香樟基因组中挖掘了 ＷＲＫＹ 基因家

族成员ꎬ 并对其进化关系、 基因结构、 共线性、 顺

式作用元件等进行了分析ꎬ 同时分析了这些基因在

不同施肥处理下的组织表达模式ꎬ 以期为深入解析

香樟应对非生物胁迫的分子机制、 扩大香樟的种植

范围、 助推香樟产业的可持续发展提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族成员的鉴定和蛋白结构域验证

香樟基因组数据由本课题组所测ꎬ 通过在

Ｐｆａｍ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / ) 中 下 载

ＷＲＫＹ 基因家族的 ＨＭＭ ３􀆰１ 版本的模型ꎬ Ｐｆａｍ
(ＰＦ０３１０６)筛选香樟全基因组中的 ＷＲＫＹ 蛋白ꎬ Ｅ￣
ｖａｌｕｅ 值为 １０－１０ꎬ 利用 ＮＣＢＩ￣ＣＤＤ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｕｉｄｅ/ ｄｏｍａｉｎｓ￣ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ / )、 Ｐｆａｍ
和 ＳＭＡＲＴ(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )等在线网站对

ＷＲＫＹ 基因家族蛋白序列进行结构域验证ꎬ 保留

含有 ＷＲＫＹ 结构域的基因ꎬ 最终从香樟全基因组

蛋白文件中筛选出 ６０ 个 ＣｃＷＲＫＹ 基因家族成员ꎮ
１􀆰 ２　 ＣｃＷＲＫＹ家族成员蛋白的基础分析

利用 Ｅｘｐａｓｙ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｏｍ￣
ｐｕｔｅ＿ｐｉ / )对 ＣｃＷＲＫＹ 家族成员进行等电点、 相对

分子质量、 氨基酸长度等理化性质分析ꎻ 利用

Ｐｒａｂｉ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)在线软件

进行蛋白质二级结构分析ꎻ 利用 Ｅｕｋ￣ｍＰＬｏｃ２􀆰０
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｅｕｋ￣ｍｕｌｔｉ￣
２ / )网站进行亚细胞定位ꎬ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４􀆰１ / ) 网站进

行信号肽预测ꎮ
１􀆰 ３　 ＣｃＷＲＫＹ家族的进化分析

从拟南芥官网 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐ￣
ｓｉｓ.ｏｒｇ / )中下载拟南芥 ＷＲＫＹ 家族的蛋白序列ꎬ
利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软件ꎬ 对 ７２ 个拟南芥 ＷＲＫＹ 蛋白
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序列和 ６０ 个香樟 ＷＲＫＹ 蛋白序列进行多序列比

对ꎻ 采用 ＭＥＧＡ ７􀆰０ 软件基于邻接法 ＮＪ(Ｎｅｉｇｈ￣
ｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ)构建进化树ꎬ 利用 Ｅｖｏｌｖｉｅｗ(ｈｔｔｐｓ: / /
ｅｖｏｌｇｅｎｉｕｓ.ｉｎｆｏ / / ｅｖｏｌｖｉｅｗ￣ｖ２ / ｌｏｇｉｎ)网站对进化树

进行美化ꎮ 根据拟南芥已有的分组对 ＣｃＷＲＫＹ 家

族成员进行聚类分析ꎮ
１􀆰 ４　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族保守基序与基因结构分析

利用 ＭＥＭＥ(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ/ )
网站对 ＣｃＷＲＫＹ 家族 ６０ 个成员蛋白序列进行保守

Ｍｏｔｉｆ 预 测ꎬ Ｍｏｔｉｆ 个 数 设 为 １５ 个ꎬ 对 预 测 的

ＷＲＫＹ Ｍｏｔｉｆ 用ＷＥＢＬＯＧＯ (ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｌｏｇｏ.ｂｅｒｋｅ￣
ｌｅｙ.ｅｄｕ / ｌｏｇｏ.ｃｇｉ)进行示意图绘制ꎬ 采用 Ｔｂｔｏｏｌｓ
软件对保守 Ｍｏｔｉｆ 进行可视化ꎻ 利用 ＧＳＤＳ(Ｇｅｎｅ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ Ｓｅｒｖｅｒꎬ ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ)网站绘制基因结构示意图ꎮ
１􀆰 ５　 共线性分析

从 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｌａｎｔｓ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ /
ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ) 网站分别下载拟南芥、 水稻、 葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)和毛果杨的全基因数据ꎬ 用 ＭＣ￣
ＳｃａｎＸ 软件进行物种间共线性分析ꎬ 采用 Ｔｂｔｏｏｌｓ
软件进行可视化ꎮ

１􀆰 ６　 启动子顺式作用元件分析

利用 Ｐｅｒｌ 脚本提取香樟基因组文件 １５００ ｂｐ
的启动子序列ꎬ 通过 Ｐｌａｎｔ Ｃａｒｅ (ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒ￣
ｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )
对顺式作用元件进行分析ꎬ 利用 ＴＢｔｏｏｌｓ１􀆰０９８７２６
软件对其结果进行可视化ꎮ

１)如需查阅附表内容请登录«植物科学学报»网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｌａｎｔｓｃｉｅｎｃｅ.ｃｎ)查看本期文章ꎮ

１􀆰 ７　 施肥处理

在福建省安溪国有林场(２４°５５′Ｎꎬ １１７°５７′Ｅ)
进行施肥试验ꎮ 样地理化性质为: 全钾 ４􀆰２７ ｇ / ｋｇꎬ
速效钾 ２３􀆰 ０３ ｍｇ / ｋｇꎬ 碱解氮 ２４􀆰 ４３ ｍｇ / ｋｇꎬ
有效磷 ３２􀆰３３ ｍｇ / ｋｇꎬ 全磷 ０􀆰６８ ｇ / ｋｇꎬ ｐＨ 值

５􀆰６６ꎬ 有机质 ４􀆰９５ ｇ / ｋｇꎮ 样地养分低于南方土壤

养分的各指标平均值ꎬ 较为贫瘠ꎮ 以厦门牡丹香化

实业公司培育的香樟优质品系 ‘芳香樟无性系

ＭＤ１’２ 年生种苗作为实验材料ꎬ 香樟地径１４􀆰 ７~
１５􀆰９ ｍｍꎬ 树高 ７５~７７ ｃｍꎬ 冠幅８０ ｃｍ左右ꎮ 根据

前期研究结果ꎬ 确定香樟最适生物炭配施氮磷钾肥

配方进行施肥试验ꎬ 配方为: 生物炭 ３􀆰４０ ｇ(购自

四川省久晟农业有限责任公司)、 尿素 １１５􀆰００ ｇ
(总氮含量 ≥ ４６％ꎻ 购自安阳中盈化肥有限公

司)、 过磷酸钙 １５􀆰００ ｇ(过磷酸钙含量 ≥ １６％ꎻ
购自瓮福有限责任公司)、 氯化钾 １５􀆰００ ｇ(氯化钾

≥ ６０％ꎻ 购自中国农业生产资料集团公司)ꎮ
于 ２０２０ 年 ６ 月中旬进行一次性施肥处理ꎬ 施

肥量为 １４８􀆰４ ｇ /株ꎬ 共 ３ 个处理ꎬ 每个处理 １５
株ꎬ 对照组不施肥ꎮ ４ 个月后分别取施肥和未施肥

的生长健壮无病虫害的茎、 嫩叶和老叶的混样进行

转录组测序ꎮ 利用 Ｔｂｔｏｏｌｓ 软件对转录组ＦＰＫＭ数

据进行可视化ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＣｃＷＲＫＹ的鉴定及其编码蛋白的理化性质

本研究从香樟基因组鉴定了 ６０ 个 ＣｃＷＲＫＹ 基

因ꎬ 根据基因在染色体上的分布位置ꎬ 依次将其命

名为 ＣｃＷＲＫＹ１~６０(附表 １１) )ꎮ 理化性质分析结

果表明ꎬ ＣｃＷＲＫＹ 基因家族编码产物的氨基数量

在 １１１(ＣｃＷＲＫＹ３１) ~９１６(ＣｃＷＲＫＹ２)ꎻ 蛋白质

分子量在 １２５５８􀆰１ (ＣｃＷＲＫＹ３１) ~ １００４３５􀆰６ Ｄａ
(ＣｃＷＲＫＹ２)ꎻ 等 电 点 在 ４􀆰５３ ( ＣｃＷＲＫＹ２９) ~
１０􀆰６５(ＣｃＷＲＫＹ４３)ꎻ α 螺旋在 ７􀆰３８％(ＣｃＷＲＫＹ６) ~
３２􀆰７７％(ＣｃＷＲＫＹ３)ꎬ 无规则卷曲在 ４５􀆰１１％(Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ１) ~７８􀆰０７％(ＣｃＷＲＫＹ６)ꎬ β 转角在 ０􀆰９９％
(ＣｃＷＲＫＹ５２) ~９􀆰１３％(ＣｃＷＲＫＹ３３)ꎬ 延伸链在

５􀆰８１％ ( ＣｃＷＲＫＹ３８ ) ~ ２１􀆰６２％ ( ＣｃＷＲＫＹ３１ )ꎻ
ＣｃＷＲＫＹ 家族所有成员均无信号肽ꎻ 经亚细胞定

位预测ꎬ 除了 ＣｃＷＲＫＹ１６ 定位于细胞核和细胞质

中ꎬ 其余 ５９ 个 ＣｃＷＲＫＹ 均定位于细胞核中ꎮ
２􀆰 ２　 ＣｃＷＲＫＹ的系统进化分析

对 ７４ 个拟南芥和 ６０ 条香樟 ＷＲＫＹ 家族成员

构建系统进化树ꎬ 结果显示它们可分为 ３ 大组(图
１)ꎮ 其中ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ包含 １１ 个 ＣｃＷＲＫＹ 成员ꎬ
均含有 ２ 个 ＢＤＢ 和 Ｃ２Ｈ２ 的锌指基序ꎬ 根据结构

域又可分为 ＧｒｏｕｐⅠ̄Ｎ 和 ＧｒｏｕｐⅠ̄Ｃ 端ꎻ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ
组有 ４２ 个 ＣｃＷＲＫＹ 成员ꎬ 可继续分为 ５ 个亚组

(Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ａ ~ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｅ)ꎻ 剩下的 ７ 个 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ 成员划分在 Ｇｒｏｕｐ Ⅲꎮ

蛋白序列比对分析结果显示ꎬ 大部分 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ 结构域比较保守ꎬ 但仍存在一些特异的变

异(图 ２)ꎮ

５１５　 第 ４ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 倪 辉等: 香樟全基因组 ＷＲＫＹ 基因家族的鉴定与分析

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



!" Cinnamomum camphora
#$% Arabidopsis thaliana

图 １　 ＡｔＷＲＫＹ与 ＣｃＷＲＫＹ家族成员进化树构建
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｕｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｗｉｔｈ ＡｔＷＲＫＹ ａｎｄ ＣｃＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ

红色菱形代表 Ｒ 型内含子ꎻ 绿色星形代表 Ｖ 型内含子ꎮ
Ｒｅｄ ｄｉａｍｏｎｄｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｒ￣ｔｙｐｅ ｉｎｔｒｏｎｓꎻ Ｇｒｅｅｎ ｓｔａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ Ｖ￣ｔｙｐｅ ｉｎｔｒｏｎｓ.

图 ２　 ＣｃＷＲＫＹ家族成员多序列比对
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｆａｍｉｌｙ
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其中ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ所有成员拥有 Ｎ 和 Ｃ 类结构域ꎻ
而 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｃ 中的 ＣｃＷＲＫＹ１、 ＣｃＷＲＫＹ１２ 和

Ｇｒｏｕｐ Ⅲ中的 ＣｃＷＲＫＹ８ 存在结构域丢失现象ꎮ
ＣｃＷＲＫＹ 保 守 位 点 的 ＷＲＫＹＧＱＫ 变 成 了

ＧＲＫＹＧＫＫꎬ 推测这种变异可能产生了一些新的生

物学功能[１３]ꎮ 此外ꎬ ＷＲＫＹ 结构内存在 Ｒ 型和 Ｖ
型内含子ꎮ Ｒ 型内含子用于编码 Ｒ 位点ꎬ 主要位

于三联子密码 ＡＧＧ 的 ＧＧ 之间(图 ２)ꎬ Ｖ 型内含

子主要位于 Ｃ２Ｈ２ 锌指结构第 ２ 个 Ｃ 后 ６ 个位点

(图 ２)ꎮ 在锌指基序方面ꎬ ＣｃＷＲＫＹ３３ 的锌指基

序 Ｃ２Ｈ２ 发生了丢失ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅲ的锌指基序为

Ｃ２ＨＣꎬ 但 ＣｃＷＲＫＹ２３ 和 ＣｃＷＲＫＹ３１ 发生了变异

现象ꎬ 由原来的 Ｃ２ＨＣ 变成了 Ｃ２Ｈ２ꎮ
２􀆰 ３　 ＣｃＷＲＫＹ保守基序和基因结构

通过 ＭＥＭＥ 网站对香樟 ＣｃＷＲＫＹ 家族的Ｍｏｔｉｆ
进行在线预测ꎬ 共鉴定出 １５ 个保守 Ｍｏｔｉｆꎬ 其中

Ｍｏｔｉｆ３ 和 Ｍｏｔｉｆ１ 分别位于 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ组的 Ｎ 端和 Ｃ
端ꎮ Ｍｏｔｉｆ１０、 Ｍｏｔｉｆ１２、 Ｍｏｔｉｆ６ 和 Ｍｏｔｉｆ１３ 都 在

ＷＲＫＹ 结 构 域 附 近ꎬ 而 其 他 Ｍｏｔｉｆ 如 Ｍｏｔｉｆ１４、
Ｍｏｔｉｆ２、 Ｍｏｔｉｆ４、 Ｍｏｔｉｆ７ 和 Ｍｏｔｉｆ９ 位于 ＷＲＫＹ 结构

域ꎻ Ｍｏｔｉｆ１ 和 Ｍｏｔｉｆ２ 成对出现ꎬ 表明它们在功能

上和亚组相关ꎻ 而 Ｍｏｔｉｆ１４、 Ｍｏｔｉｆ１５ 在 ７ 个亚组中

无规律分布ꎮ 总的来说同一亚组成员具有共同的

Ｍｏｔｉｆꎮ
基因结构分析结果显示ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｅ 中所有

成员均含有 ３ 个外显子ꎬ 基因结构保守ꎮ 但不同组

之间外显子个数存在差异ꎬ 如 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ大多数成

员有 ７ 个外显子ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｃ 成员多有 ３ 个外显

子ꎮ 此外ꎬ 大部分 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｄ 成员拥有 ２ 个内含

子ꎮ 相应地ꎬ 不同组之间的内含子个数也存在差

异ꎬ 如 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｅ 含有 ２ 个内含子ꎬ Ｇｒｏｕｐ Ⅰ含

有 ４ ~ ７ 个内含子ꎻ Ｇｒｏｕｐ Ⅱ ￣ｃ 的 ＣｃＷＲＫＹ１２、
ＣｃＷＲＫＹ３７、 ＣｃＷＲＫＹ１１ 和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ 的 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ３１ 仅有 １ 个内含子(图 ３)ꎮ 由此可见ꎬ 同

组内 ＣｃＷＲＫＹ 的基因内含子和外显子结构相似ꎬ
不同组间的内含子和外显子结构差异较大ꎮ

从左到右依次为香樟 ＷＲＫＹ 基因家族进化树、 保守基序、 基因结构ꎮ
Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅꎬ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ.

图 ３　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族基因结构分析
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
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２􀆰 ４　 ＣｃＷＲＫＹ的染色体分布及基因复制事件

对基因进行染色体定位分析ꎬ 结果显示ꎬ ６０
个香樟 ＣｃＷＲＫＹ 基因非均匀分布在 １２ 条染色体

上ꎮ Ｃｈｒ２ 上最多ꎬ 有 １１ 个ꎬ 其次是 Ｃｈｒ４(９ 个)ꎬ
Ｃｈｒ９ 上最少ꎬ 仅 １ 个(图 ４)ꎮ 根据 Ｈｏｌｕｂ[１８] 的描

述ꎬ ２００ ｋｂ 内包含两个及以上基因的染色体区域

可以定义为基因簇ꎬ 位于同一染色体上的两个或

多个相邻同源基因被认为是串联复制事件ꎬ 而位

于不同染色体上的同源基因对被定义为片段复

制ꎮ 本研究发现ꎬ 位于 Ｃｈｒ２ 上的 ＣｃＷＲＫＹ１３ 和

ＣｃＷＲＫＹ１４ 为串联重复基因ꎻ 除 Ｃｈｒ９ 外ꎬ 其余

１１ 条染色体上均存在着大量的片段复制基因(图
４)ꎮ 为了了解 ＣｃＷＲＫＹ 在进化过程是否受到自然

选择作用ꎬ 对串联重复基因和片段复制基因进行

Ｋａ / Ｋｓ 分析ꎮ Ｋａ / Ｋｓ> １ꎬ 说明基因受到正向选择ꎻ
Ｋａ / Ｋｓ ＝ １ꎬ 认为基因发生了中性选择ꎻ 而 Ｋａ / Ｋｓ<
１ 表明基因进行了纯化选择ꎮ 在香樟的 ＣｃＷＲＫＹ

基因中ꎬ 发生复制的基因的 Ｋａ / Ｋｓ 均<１ꎬ 因此推

测香樟在进化过程中通过纯化选择消灭了有害突变

位点ꎮ
此外ꎬ 对香樟与水稻、 拟南芥、 葡萄和毛果杨

等 ４ 个代表性模式植物进行了共线性分析ꎮ 结果表

明ꎬ 香樟有 ３６ 个 ＣｃＷＲＫＹ 基因与水稻形成共线性

基因对ꎬ 与拟南芥有 ３３ 对共线性基因ꎬ 与葡萄有

５６ 对共线性基因ꎬ 与毛果杨有 １０６ 对共线性基因

(图 ５)ꎮ 在香樟和毛果杨的共线染色体上可以找出

至少 ３ 对及以上的共线性基因ꎬ 如香樟 ２ 号染色体

上的 ＣｃＷＲＫＹ７ 和 ＣｃＷＲＫＹ１５ꎮ 香樟和毛果杨的

共线性基因对被锚定在高度保守的区块间ꎬ 这些区

块跨越 １００ 多个基因ꎮ 而香樟和水稻、 拟南芥之

间的共线区块的基因则少于 ４０ 对ꎮ 此外ꎬ ４ 个物

种的直系同源 ＷＲＫＹ 基因的 Ｋａ / Ｋｓ 均<１ꎬ 表明

ＣｃＷＲＫＹ 基因家族和其直系同源基因对进行了强

烈的纯化选择ꎮ

图 ４　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族片段复制事件
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｓｅｇｍｅｎｔ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｅｖｅｎｔｓ
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图 ５　 香樟与其他模式植物ＷＲＫＹ基因家族的共线性分析
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｏｄｅｌ ｐｌａｎｔｓ

２􀆰 ５　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族启动子顺式作用元件分析

提取香樟 ＣｃＷＲＫＹ 基因上游 １５００ ｂｐ 的启动

子区域ꎬ 进行顺式作用元件分析ꎮ 结果显示ꎬ 启动

子区域除核心的增强元件、 转录起始元件和 ＷＲＫＹ
结合位点元件之外ꎬ 还存在 １２ 种顺式作用元件ꎮ
其中 ５ 种是激素类响应相关元件ꎬ 分别为脱落酸

(ＡＢＡ)、 茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)、 赤霉素(ＧＡ)、 生

长素( ＩＡＡ)和水杨酸(ＳＡ)响应元件(图 ６)ꎮ 在 ６０
个 ＣｃＷＲＫＹ 成员中ꎬ 有 ４１ 个含有 ＡＢＡ 响应相关

的元件ꎬ ３７ 个含有 ＭｅＪＡ 响应相关的元件ꎬ ２０ 个

含有与 ＧＡ 响应有关的顺式作用元件ꎬ １０ 个含有

ＩＡＡ 响应相关的作用元件ꎬ １９ 个含有和 ＳＡ 响应有

关的顺式作用元件ꎮ 此外ꎬ ４９ 个基因含有厌氧诱

导元件ꎬ ２８ 个基因含有干旱诱导性元件ꎬ ４０ 个基

因含有光响应作用元件ꎬ １６ 个基因含有低温响应

作用元件ꎬ １０ 个基因存在节律相关的作用元件ꎮ
这些结果表明 ＣｃＷＲＫＹ 的大多数顺式作用元件都

和胁迫有关ꎬ ＣｃＷＲＫＹ 在参与逆境胁迫应答中可

能发挥重要作用ꎮ

２􀆰 ６　 施肥处理对 ＣｃＷＲＫＹ基因家族的表达影响

对 ＣｃＷＲＫＹ 基因在施肥前后香樟不同部位

的表达水平进行分析ꎬ 结果显示ꎬ 未施肥对照

组中ꎬ 每个 ＣｃＷＲＫＹ 基因至少在 １ 个组织部位

表达ꎬ 在茎和嫩叶中高表达的基因数量比在老

叶中的多(图 ７: ａ) ꎮ 嫩叶中有 ３４ 个高表达的

基因ꎬ 主 要 分 布 在 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ、 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｂ ~
Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｅ 中ꎻ 茎中有 ２４ 个基因高表达ꎬ 主要

分布于 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ、 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｂ 和 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｄꎻ
老叶中有 １４ 个高表达的基因ꎮ 以生物炭配施氮

磷钾肥 ４ 个月后ꎬ ＣｃＷＲＫＹ 基因的表达量整体下

调ꎬ 大多数基因仍在茎和嫩叶中表达ꎬ 与未施肥

处理形成了鲜明的对比(图 ７: ｂ)ꎮ 如 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ
中的 ＣｃＷＲＫＹ４８、 ＣｃＷＲＫＹ１０、 ＣｃＷＲＫＹ３３、 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ８、 ＣｃＷＲＫＹ１３、 ＣｃＷＲＫＹ１４、 ＣｃＷＲＫＹ３１
和 ＣｃＷＲＫＹ２３ 等基因在施肥后的嫩叶里表达量均

显著下调ꎻ ＧｒｏｕｐⅠ里的多数基因在施肥后表达量也

降低ꎬ 如 ＣｃＷＲＫＹ３２、 ＣｃＷＲＫＹ２１、 ＣｃＷＲＫＹ４４ 和

ＣｃＷＲＫＹ１９等ꎮ
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图 ６　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族顺式作用元件分析
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
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ａ: 未施肥的香樟 ＷＲＫＹ 基因的表达水平ꎻ ｂ: 施肥后香樟 ＷＲＫＹ 基因的表达水平ꎮ
ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｂｅｆｏｒｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｂ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ.

图 ７　 ＣｃＷＲＫＹ基因家族在香樟施肥前后的表达量热图
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ＣｃＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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３　 讨论

本研究从香樟中鉴定了 ６０ 个 ＣｃＷＲＫＹ 基因家

族成员ꎬ 与可可 ( Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ.) [１９] ( ６１
个)、 葡萄[２０](５９ 个)中数量相近ꎬ 但比拟南芥[７]

(７４ 个)、 水稻[８](１０２ 个)中少ꎮ 研究表明ꎬ 草本

植物的 ＷＲＫＹ 基因数量比木本多ꎬ 可能与物种的

生长环境不同有关[２１]ꎮ 本研究根据 Ｎ 端和 Ｃ 端具

有的平行结构域构建了拟南芥和香樟 ＷＲＫＹ 基因

的无根树ꎬ 将 ＣｃＷＲＫＹ 分为 ３ 组ꎬ 其中 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ
有 ５ 个亚家族ꎮ 水稻[８] 和毛果杨[９] ＷＲＫＹ 基因系

统发育分析中将 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ 分为 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ ａ 和

Ｇｒｏｕｐ Ⅰｂ 端ꎬ 是以 Ｎ 端结构域丢失、 Ｃ 端都含

有 １ 个保守的内含子作为分组依据ꎮ 而本研究鉴定

的 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ的 １１ 个成员在 Ｎ 端均没有发生结构域

丢失现象ꎮ 香樟中有 １１ 个 ＷＲＫＹ 基因划分在

Ｇｒｏｕｐ Ⅰ中ꎬ 而拟南芥、 水稻、 毛果杨分别有 ３４、
３２ 和 ２６ 个ꎻ 香樟仅有 ７ 个基因划分在 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ
中ꎬ 而拟南芥、 水稻、 毛果杨分别为 １４、 ３６ 和 １０
个[８ꎬ ９]ꎮ 这些结果说明香樟 Ｇｒｏｕｐ Ⅰ和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ
的成员发生了收缩ꎮ 此外ꎬ 基于染色体定位分析ꎬ
认为 ＣｃＷＲＫＹ 基因家族中片段复制是其扩张的主

要驱动力ꎬ 类似事件在毛果杨和石榴中也有发

现[９ꎬ１０]ꎮ
多序列比对结果表明ꎬ ＣｃＷＲＫＹ 家族在 Ｎ 端

和 Ｃ 端具有保守的 ＷＲＫＹＧＱＫ 七肽位点ꎬ 在其 Ｃ
端有 Ｃ２Ｈ２ 和 Ｃ２ＨＣ 的锌指基序ꎮ 其中ꎬ Ｇｒｏｕｐ
Ⅰ的 Ｃ 端和 Ｎ 端均有完整的 ＷＲＫＹ 结构域和锌指

基序ꎬ 但 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ存在结构域和锌指

基序的丢失和变异现象ꎬ 如 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ￣ｃ 中 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ１、 ＣｃＷＲＫＹ１２ 和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ中 ＣｃＷＲＫＹ８ Ｃ
端的结构域丢失ꎮ 有关研究表明 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ 的

ＷＲＫＹ 基因只存在于有花高等植物中ꎬ 且在植物

进化过程中 Ｇｒｏｕｐ Ⅱ和 Ｇｒｏｕｐ Ⅲ 中的成员由

Ｇｒｏｕｐ Ⅰ的 Ｃ 端和 Ｎ 端结构域和锌指基序丢失或

变异演变而来[４]ꎮ 因此ꎬ ＣｃＷＲＫＹ１、 ＣｃＷＲＫＹ１２
和 ＣｃＷＲＫＹ８ 结构域的丢失可能促进了香樟 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ 基因家族的扩张ꎮ 此外ꎬ ＣｃＷＲＫＹ５ 编码产

物的保守七肽位点 ＷＲＫＹＧＱＫ(Ｇｌｎ 残基)变成了

ＷＲＫＹＧＫＫ(Ｌｙｓ 残基)ꎻ 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ
Ｌ.)中 ＮｔＷＲＫＹ１２ 编码产物变成了 ＷＲＫＹＧＫＫ 后ꎬ
通过水杨酸和病原体的诱导后发现原本能结合

Ｗ￣ｂｏｘ(ＴＴＧＡＣＴ / Ｃ)的区域却与 ＴＴＴＴＣＣＡＣ 结合ꎬ
从而产生新的功能[２２]ꎮ 香樟的 ＣｃＷＲＫＹ５ 变异也

可采用上述方法验证其潜在的新功能ꎮ 锌指基序的

作用相当于螯合剂ꎬ 缺少锌指基序会降低 Ｗ￣ｂｏｘ
结合能力或产生新的生物学功能[５]ꎮ 香樟 Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ３３、 ＣｃＷＲＫＹ２３ 和 ＣｃＷＲＫＹ３１ 的锌指基序

发生了丢失或变异ꎬ 可能因此丧失了原先结合结构

域的功能而产生新的生物学功能ꎮ
ＷＲＫＹ 基因参与多种植物的冷、 干旱、 盐等

非生物胁迫响应ꎮ 在香樟 ＣｃＷＲＫＹ 基因 １５００ ｂｐ
的启动子区域内存在大量的激素类响应和胁迫类响

应顺式作用元件ꎬ 如 ＡＢＡ、 ＭｅＪＡ、 ＳＡ 和干旱诱

导、 厌氧相关胁迫类响应等ꎬ 表明香樟 ＷＲＫＹ 基

因可能参与非生物胁迫响应[２３]ꎮ 本研究发现ꎬ
ＣｃＷＲＫＹ４５ 与 ＡｔＷＲＫＹ１８、 ＡｔＷＲＫＹ６０ 聚在一起ꎬ
而 ＡｔＷＲＫＹ１８、 ＡｔＷＲＫＹ６０ 通过互作可抑制 ＡＢＩ４
和 ＡＢＩ５ 的活性ꎬ 从而弱化 ＡＢＡ 的信号[２４]ꎮ Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ４５ 在香樟老叶中高表达ꎬ 可能介导 ＡＢＡ 代

谢通路ꎬ 延长老叶的生长期ꎬ 积累更多的光合

产物ꎮ
基因表达分析结果显示ꎬ 在未施肥处理中ꎬ

ＣｃＷＲＫＹ 基因主要在香樟茎和嫩叶中表达ꎬ 施肥

后在嫩叶和茎中高表达的基因比施肥前的数量和表

达量都有所减少和下调ꎮ 这可能因为较嫩的组织能

迅速感应胁迫信号并做出相应的反应ꎮ 未施肥处理

中ꎬ ＣｃＷＲＫＹ３３ 和 ＣｃＷＲＫＹ５２ 在嫩叶中高表达ꎬ
ＣｃＷＲＫＹ５１ 在茎中高表达ꎬ ＣｃＷＲＫＹ４３ 在老叶中

高表达ꎻ 而施肥处理中ꎬ 这些基因的表达水平均下

降ꎮ ＣｃＷＲＫＹ３３ 和 ＣｃＷＲＫＹ５２ 分别是 ＡｔＷＲＫＹ１１
和 ＡｔＷＲＫＹ２３ 的同源基因ꎬ 而 ＡｔＷＲＫＹ１１ 能够增

强拟南芥对干旱、 盐等非生物胁迫的耐受性[２５]ꎬ
ＡｔＷＲＫＹ２３ 可以增强拟南芥对囊肿线虫的抵御[２６]ꎮ
因此ꎬ 推测 ＣｃＷＲＫＹ３３ 和 ＣｃＷＲＫＹ５２ 可能在香

樟嫩叶中也响应非生物胁迫或生物胁迫ꎮ Ｃｃ￣
ＷＲＫＹ５１ 是 ＡｔＷＲＫＹ４７ 的同源基因ꎬ 抑 制 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ４７ 可增加拟南芥对硼的拮抗作用ꎬ 提高植

株的耐受程度[２７]ꎻ ＣｃＷＲＫＹ４３ 是 ＡｔＷＲＫＹ１７ 的同

源基因ꎬ ＡｔＷＲＫＹ１７ 具有抑制 ＡＢＡ 合成和提高拟

南芥盐胁迫的能力[２５]ꎬ 因此推测 ＣｃＷＲＫＹ５１、
ＣｃＷＲＫＹ４３ 可能也具有响应硼和盐等非生物胁迫

的功能ꎮ 由此可见ꎬ 香樟在贫瘠的环境(未施肥)
中ꎬ 大多数 ＣｃＷＲＫＹ 基因就会进行高表达来抵御
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不利的外界环境ꎬ 而环境适宜(施肥)时ꎬ 大多数

ＣｃＷＲＫＹ 基因的表达量降低ꎮ
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