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　　摘要：ＷＲＫＹ转录因子是植物生长发育及胁迫反应的重要调节因子，然而关于蝴蝶兰（Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓａｐｈｒｏｄｉｔｅ）
ＷＲＫＹ家族的功能知之甚少。以蝴蝶兰品种满天红为试验材料，分析蝴蝶兰转录因子 ＰａＷＲＫＹ５７的理化特性、亚细
胞定位、组织表达及在脱落酸（ＡＢＡ）处理下的响应机制，结果表明，从 Ｐ．ａｐｈｒｏｄｉｔｅ克隆得到的 ＰａＷＲＫＹ５７长度为
２０４９ｂｐ，编码６８２个氨基酸，为不稳定的亲水蛋白，亚细胞定位显示ＰａＷＲＫＹ５７位于细胞核内。结构域分析和同源性
比较表明，ＰａＷＲＫＹ５７蛋白具有ＷＲＫＹＧＱＫ结构域，属于 ＷＲＫＹ家族Ⅲ型亚家族；系统发育分析表明，ＰａＷＲＫＹ５７与
水稻ＯｓＷＲＫＹ４７亲缘关系最近。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析显示，ＰａＷＲＫＹ５７在叶片中表达水平最高，在 ＡＢＡ处理下表现出
“升—降—升—降”的表达模式。与野生型品系（ＷＴ）相比，ＰａＷＲＫＹ５７过表达植株的抑生植物激素（ＡＢＡ、ＧＡｓ）含量
增加，叶绿素与促生植物激素（ＢＲ、ＩＡＡ）含量降低，从而导致叶片黄化明显、植株衰老加快；在此基础上喷施 ＡＢＡ后，
上述现象进一步加剧。综上，ＰａＷＲＫＹ５７是一个响应ＡＢＡ信号的转录因子，受ＡＢＡ信号介导调控蝴蝶兰的衰老过程。
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　　脱落酸（ＡＢＡ）是植物体内重要的天然激素，在
植物细胞分化、休眠、组织发育等过程中发挥着至

关重要的作用［１］。当植物受到外部环境胁迫时，

ＡＢＡ的合成、转运及分布会受到显著影响［２］。

ＷＲＫＹ蛋白是植物中特异的转录因子家族，其特征
为ＷＲＫＹ在蛋白质序列中存在高度保守的 ＷＲＫＹ
结构域，ＷＲＫＹ结构域由 １个保守的核心序列
ＷＲＫＹ－ＧＱＫ和１个锌指基序组成［３］。ＷＲＫＹ蛋
白可根据ＷＲＫＹ保守结构域的数量和氨基酸序列
分为３型：Ⅰ型 ＷＲＫＹ蛋白包含２个 ＷＲＫＹ结构
域，而Ⅱ、Ⅲ型ＷＲＫＹ皆由１个ＷＲＫＹ结构域组成；
但不同型 ＷＲＫＹ的锌指基序不同，在Ⅰ、Ⅱ型
ＷＲＫＹ蛋白的Ｃ末端具有 Ｃ２Ｈ２基序，而Ⅲ型的 Ｃ
末端则为Ｃ２ＨＣ［４］。此外，根据序列相似性，Ⅱ型分
为ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ５个亚型［５］。已有研究表明，ＷＲＫＹ
转录因子在应对生物胁迫和调控植物生长发育方

面发挥着重要作用，然而其对植物激素的串联反应

鲜有研究涉及。

自从ＷＲＫＹ转录因子首次在兰科植物中被发
现以来，关于ＷＲＫＹ基因的研究主要集中于生物学
进展上，多项研究证实ＷＲＫＹ转录因子参与腺毛生
长、种子萌发、果实成熟、叶片衰老等过程［６－８］。

Ｒａｉｎｅｒｉ等研究表明，在水分胁迫下，ＨａＷＲＫＹ７６转
基因株系和野生型向日葵转基因植株表现出更强

的抗逆性和更高的产量［９］。王茹等发现，番茄

ＳｌＷＲＫＹ６转录因子的过表达可诱导植株细胞壁螯
合重金属，从而对植株重金属累积具有负调控作

用［１０］。低温胁迫下，马铃薯 ＳｔＷＲＫＹ１５基因的过表
达可显著提高脯氨酸、可溶性糖、总蛋白含量，降低

丙二醛分泌，从而减轻寒冷胁迫对植株带来的不利

影响［１１］。在水稻中，ＯｓＷＲＫＹ１１可被热应激和转基
因诱导上调表达，从而增强水稻幼苗对高温胁迫的

耐受性［１２］。此外，ＷＲＫＹ转录因子在病害［１３］、虫

害［７，１４－１５］等生物胁迫方面亦发挥着重要作用。

兰科是最大的被子植物之一，约占被子植物总

量的１０％，在全世界约有７５０属２５０００余种。目前
关于兰科植物的研究主要集中在花朵发育、色素机

制、菌根共生等方面［１６］。随着分子生物学技术特别

是高通量测序技术的广泛应用，已经探索了兰科
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ＭＡＤＳ－ｂｏｘ、ＭＹＢ家族的全基因组特征和响应环境
变 化 的 功 能 分 析［１７］。蝴 蝶 兰 （Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ
ａｐｈｒｏｄｉｔｅ）是我国栽培的重要兰科植物，具有较高的
观赏价值和经济价值。然而，该品种的过度挖取和

生态环境恶化，使得蝴蝶兰种质资源和生存环境维

护日趋严峻［１８］。ＷＲＫＹ家族是植物中最大的超家
族之一，然而对兰科植物ＷＲＫＹ转录因子的结构及
功能却知之甚少。基于此，本研究从蝴蝶兰中克隆

并分析了ＰａＷＲＫＹ５７基因，探索了该基因的理化特
性、亚细胞定位、组织表达、响应脱落酸的功能分

析，旨在为蝴蝶兰的育种和遗传改良提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料处理
试验于２０２１年６—１０月在河南农业职业学院

人工气候室中进行。蝴蝶兰品种为满天红，为河南

东宝绿化工程园林有限公司培养的二年生组培苗。

供试野生型拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）种子为拟
南芥 Ｃｏｌ－０生态型，过表达拟南芥种子为
ＰａＷＲＫＹ５７转化型，供试烟草品种为本氏烟草
（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ），购自福州爱若莎生物科技
有限公司。供试脱落酸（ＡＢＡ，Ｃ１５Ｈ２０Ｏ４）购自
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ化工试剂公司。供试培养基质为泥
炭、蛭石按体积比２∶１复配。

将二年生的蝴蝶兰组培苗置于７５％相对湿度
的人工气候室中培养，光—暗周期为１６ｈ—８ｈ，光
照度为１５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），昼、夜温度分别为 ２６、
２２℃；并在 ０、２、４、８、１２、２４、４８ｈ取样保存于
－８０℃ 环境。用于瞬时转化的本氏烟草培养环境
同蝴蝶兰组培苗。

将野生 Ｃｏｌ－０生态型拟南芥种子置于装满培
养基质的钵体中，标记为 ＷＴ，基质含水量为７５％，
转移至人工气候室中。相关过表达转化品系培养

方式同Ｃｏｌ－０生态型。对于过表达拟南芥的外源
脱落酸处理：采用１０ｍｍｏｌ／ＬＡＢＡ喷洒拟南芥的叶
子直至滴落，并在处理后０、１２、２４、４８ｈ取样。
１．２　ＷＲＫＹ基因克隆及序列分析
１．２．１　ＷＲＫＹ基因的克隆　采用 ＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｎｔ
ＲＮＡ提取试剂盒［ＴａＫａＲａ，宝生物工程（大连）有限
公司］对蝴蝶兰进行总 ＲＮＡ提取，采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒［ＴａＫａＲａ，宝生物工程（大连）
有限公司］逆转录合成第一链 ｃＤＮＡ，将 ｃＤＮＡ稀释
１００倍以适合ＰＣＲ反应，引物由 Ｏｌｉｇｏ５．０软件根据

ＰａＷＲＫＹ５７基因序列设计（表１），并通过 ＲＴ－ＰＣＲ
克隆全长 ＰａＷＲＫＹ５７基因。ＰＣＲ反应程序如下：
９４℃３ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，５６℃１５ｓ，７２℃３０ｓ，３２个
循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物采用２％琼脂糖凝胶
电泳检测其质量和纯度。将扩增的片段纯化并连

接到 ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ载体，然后将该载体转化到
Ｔｒａｎｓ５α细胞中，并测试其克隆阳性反应。
１．２．２　ＷＲＫＹ基因的序列分析　通过 Ｅｘｐａｓｙ系统
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）在线预测氨
基酸序列的物理和化学性质，包括分子量和等电

点［１９］。使用 ＷＯＬＦＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．
ｃｏｍ／ｐｓｏｒｔ／ｗｏｌｆ＿ｐｓｏｒｔ．ｈｔｍｌ）对蛋白质亚细胞定位进
行在线预测。使用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）对保守域进行在线预测。多序列比
对 通 过 ＣｌｕｓｔａｌＷ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｌｕｓｔａｌ．ｏｒｇ／
ｃｌｕｓｔａｌ２／）和 ＤＮＡＭＡＮ５．０软件（ＬｙｎｎｏｎＢｉｏｓｏｆｔ，
ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｌｙｎｎｏｎ．ｃｏｍ／ｄｎａｍａｎ．ｈｔｍｌ）进 行。
ＡｔＷＲＫＹ和 ＯｓＷＲＫＹ转录因子的氨基酸序列从
ＴＡＩＲ９．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｊｓｐ）
和植物转录因子数据库（ｈｔｔｐ：／／ｐｌａｎｔｔｆｄｂ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ／）下载。采用 ＭＥＧＡ７．０软件的邻接法
（ＮＪ）构架系统发育树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设置为１０００［２０］。
１．３　亚细胞定位测定

利用在线软件 Ｐｌａｎｔ－ｍＰＬｏｃ９．０（ｈｔｔｐ：／／
ｌｉｎｕｘ１．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／ａｌｌ．ｈｔｍ）和 Ｃｅｌｌ－ＰＬｏｃ２．０软
件［２１］（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／Ｃｅｌｌ－
ＰＬｏｃ－２／）对蝴蝶兰ＰａＷＲＫＹ５７蛋白进行亚细胞定
位。根据 ＰａＷＲＫＹ５７序列设计不含有终止密码子
（ＯＲＦ）的ＸｂａＩ／ＳｍａＩ酶切位点特异性引物（表１），
并以蝴蝶兰ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，利用双酶
切技术（ＮＥＢ）将产物与 ｐＢＩ１２１－绿色荧光蛋白
（ＧＦＰ）载体用 Ｔ３连接酶连接，最终构建 ｐＢＩ１２１－
ＧＦＰ∶ＰａＷＲＫＹ５７融合表达载体。将新鲜的表达载
体转化到根癌农杆菌菌株 ＧＶ３１０１中，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，弃上清，在沉淀物中加入新鲜的烟草浸
润缓冲液（０．１５μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２、１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ（吗啉乙磺酸），ｐＨ值为
５６），最终Ｄ６００ｎｍ调节为０．８。室温静置２ｈ后接种
至５叶龄的健康本式烟叶表皮。采用共聚焦激光扫
描显微镜（ＬＳＭ７１０，ＣａｒｌＺｅｉｓｓ，Ｊｅｎａ，德国）观察。
１．４　实时定量ＰＣＲ分析

采用同基因克隆方式提取植物 ＲＮＡ，合成
ｃＤＮＡ，使用ＣｈａｍＱＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（南京诺
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唯赞生物科技股份有限公司）在 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时
ＰＣＲ系统（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ，美国）上进
行ＲＴ－ｑＰＣＲ分析。反应程序如下：９５℃ ５ｍｉｎ；
９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，４０个循环。在分析ＰａＷＲＫＹ５７

的表达水平时，使用蝴蝶兰的１８Ｓ－１３００作为内参
基因（表１）。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果采用２－△△ＣＴ算法进行
相对表达量分析。

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列信息

功能类型 引物名　　 引物序列（５′→３′）　　

基因克隆 ＷＲＫＹ５７－Ｆ１ ＧＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＣＴＴＴＧＴＴＣＣＴＣＴＣＴ

ＷＲＫＹ５７－Ｒ１ ＡＴＡＡＧＧＧＡＣＴＧＡＣＣＡＣＣＣＧＧＧＧＡＣＡＴＣＴＴＴＧＴＣＧＧＣＣ

荧光定量 ＷＲＫＹ５７－Ｆ２ ＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＣＡＴＴＴＣＡＣＧＡＣＣ

ＷＲＫＹ５７－Ｒ２ ＴＧＡＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＴＣＴＣＧＴＧＴＴＴ

亚细胞定位 ＷＲＫＹ５７－Ｆ３ ＡＴＡＣＡＣＣＡＡＡＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＣＴＴＴＴＧＣＴＣＣＴＣＴ

ＷＲＫＹ５７－Ｒ３ ＴＡＴＴＴＡＡＡＴＧＴＣＧＡＣＣＣＣＧＧＧＧＡＣＡＴＣＴＴＴＧＴＣＧＧＣＣＴＧＧＴ

内参基因 ｑＵＢ１３００－Ｆ ＡＡＣＧＣＴＴＴＡＣＡＧＣＡＡＧＡＡＣＧＧＡＡＴＧ

ｑＵＢ１３００－Ｒ ＴＡＧＧＴＣＡＧＧＧＴＧＧＴＣＡＣＧＡＧＧＧＴ

１．５　ＰａＷＲＫＹ５７的拟南芥植株转化
ｐＢＩ１２１－３５Ｓ∶ＰａＷＲＫＹ５７通过根癌农杆菌介

导的花朵浸泡法转化拟南芥［１３］。感染拟南芥花朵

４５～６０ｓ后，在黑暗中培养２０ｈ，在含有５０ｍｇ／Ｌ卡
那霉素（Ｃ１８Ｈ３８Ｎ４Ｏ１５Ｓ）的 ＭＳ培养基上筛选转基因
种子，并将传代植物用于进一步试验。

１．６　转化植株叶绿素含量及内源性技术含量测定
叶绿素含量（叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ）测定皆采用

乙醇丙酮浸提法，采用紫外分光光度计（ＵＶ－１８００，
上海美谱达仪器有限公司）在６６３、６４６ｎｍ处测定，
具体步骤参照李合生的方法［２２］。采用酶联免疫吸

附试验（ＥＬＩＳＡ）测定拟南芥叶片中内源激素脱落酸
（ＡＢＡ）、油菜素内酯（ＢＲ）、赤霉素（ＧＡ）、吲哚乙酸
（ＩＡＡ）的含量，具体步骤参考Ｘｕ等所述［２３］。

１．７　数据处理与统计分析
采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０２０对试验数据进行整

理，采用 ＳＰＳＳ２３．０软件进行单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ），采用邓肯氏多重比较进行统计分析

（α＝０．０５），采用Ｏｒｉｇｉｎ２０２２进行图形绘制。

２　结果与分析

２．１　蝴蝶兰ＰａＷＲＫＹ５７基因克隆及蛋白质理化性
质分析

以蝴蝶兰ｃＤＮＡ为模板用ＰａＷＲＫＹ５７的特异性
引物 ＰａＷＲＫＹ５７－Ｆ／Ｒ进行 ＰＣＲ扩增，然后采用
２％琼脂糖凝胶电泳检测，得到全长２０４９ｂｐ的特异
性条带（图１－Ａ）。ＰａＷＲＫＹ５７具有１个开放阅读
框（ＯＲＦ），编码６８２个氨基酸。利用Ｅｘｐａｓｙ在线工
具预测结果表明，ＰａＷＲＫＹ５７蛋白的理论等电点为
６．１７，分子质量为 ７６４１６．４３ｋｕ，不稳定指数为
４５２４，脂肪系数为 ４５．７９，平均亲水性系数为
－０．９０６，显示 ＰａＷＲＫＹ５７蛋白是一种不稳定的亲
水蛋白。二级结构由１９．５０％的 α－螺旋、１５．２５％
延伸链、４．８４％β－转角和６０．４１％的无规则卷曲结
构组成（图１－Ｂ）。
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２．２　蝴蝶兰 ＰａＷＲＫＹ５７基因序列和系统发育树
分析

根据ＳＭＡＲＴ在线工具分析，选取与ＰａＷＲＫＹ５７
同源植物的 ＷＲＫＹ保守结构域构建系统发育树。
结果表明，ＰａＷＲＫＹ５７与 ＷＲＫＹ家族Ⅲ型的水稻
ＯｓＷＲＫＹ４５，拟 南 芥 的 ＡｔＷＲＫＹ３０、ＡｔＷＲＫＹ４１、
ＡｔＷＲＫＹ５３、ＡｔＷＲＫＹ７０进行序列对比，发现其皆具有
ＷＲＫＹ 家 族 典 型 的 “ＷＲＫＹＧＱＫ”域，表 明
ＰａＷＲＫＹ５７属于Ⅲ型家族（图２－Ａ）。为进一步确

定ＰａＷＲＫＹ５７的分类地位，采用 ＭＥＧＡ７．０软件对
ＷＲＫＹ之间的进化关系进行系统发育树分析，结果
显示１３个蝴蝶兰 ＷＲＫＹ转录因子分别属于Ⅲ型
（ＰａＷＲＫＹ７０、ＰａＷＲＫＹ５７、ＰａＷＲＫＹ５３）、Ⅰ 型

（ＰａＷＲＫＹ２、ＰａＷＲＫＹ３、ＰａＷＲＫＹ２４、ＰａＷＲＫＹ４）、Ⅱａ
型（ＰａＷＲＫＹ４０）、Ⅱ ｂ型 （ＰａＷＲＫＹ３１）、Ⅱ ｃ型
（ＰａＷＲＫＹ４９）、Ⅱｄ型（ＰａＷＲＫＹ２１、ＰａＷＲＫＹ１１）、Ⅱｅ
型（ＰａＷＲＫＹ６５）。总而言之，确定 ＰａＷＲＫＹ５７属于
Ⅲ型亚家族（图２－Ｂ）。
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２．３　ＰａＷＲＫＹ５７在不同组织和 ＡＢＡ处理下的叶片
表达模式

基因表达模式通常与基因功能密切相关。为

了更好地了解ＰａＷＲＫＹ５７的功能，分析了其在蝴蝶
兰不同组织（根系、假鳞茎、叶片、花朵）中的表达水

平。结果表明，ＰａＷＲＫＹ５７基因在所有组织中都有
阳性表达，但在这４个器官中表现出不同的表达水
平，其中在假鳞茎中表达水平最低，在叶片中相对

表达量最高（图３－Ａ），表明 ＰａＷＲＫＹ５７与叶片发
育最为相关。作为一种植物激素反应因子，

ＰａＷＲＫＹ５７对外源性脱落酸反应强烈，喷施 ＡＢＡ后
ＰａＷＲＫＹ５７的表达水平显著增加，并在处理后 ２ｈ
达到峰值，而其在１２ｈ的表达水平与２ｈ相当，此后
急剧下降（图３－Ｂ），这种“升—降—升—降”的表
达模式表明 ＰａＷＲＫＹ５７与外源脱落酸之间存在较
为复杂的调控关系。

２．４　ＰａＷＲＫＹ５７的亚细胞定位
为了在蛋白质水平上探索 ＰａＷＲＫＹ５７在细胞

中的可能驻位点，借助在线分析工具 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ
预测了ＰａＷＲＫＹ５７蛋白的分布位置。如图４所示，
ＰａＷＲＫＹ５７可能存在于细胞核中；为了确定
ＰａＷＲＫＹ５７的亚细胞准确位置，构建了一个

ＰａＷＲＫＹ５７∶ＧＦＰ融合蛋白，通过农杆菌介导浸润
在本氏烟草中瞬时表达。结果表明，在激光共聚焦

显微镜下，细胞核 ＤＮＡ被二脒基 －２－苯基吲哚的
蓝色荧光（ＤＡＰＩ）染色，ＰａＷＲＫＹ５７∶ＧＦＰ绿色荧光
与蓝色荧光大部分重叠，表明 ＰａＷＲＫＹ５７位于细胞
核内。

２．５　过表达 ＰａＷＲＫＹ５７及响应 ＡＢＡ处理的表型
分析

选择来自 Ｔ２代的独立转基因系进行表型观
察。通过观察拟南芥的整个生长周期，发现过表达

ＰａＷＲＫＹ５７的转基因植株比野生生态型（ＷＴ）植株
开花更早（图５－Ａ），同时叶片衰老黄化更迅速（图
５－Ｂ、图５－Ｃ），喷施 ＡＢＡ进一步加快了叶片的衰
老；即相同培养周期内，过表达 ＰａＷＲＫＹ５７或过表
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达喷施ＡＢＡ其叶形无明显变化，但叶黄化更明显。
为此测定了植株叶片叶绿素含量，结果表明，

ＰａＷＲＫＹ５７过表达以及喷施 ＡＢＡ条件下均显著降
低了拟南芥叶片叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ含量（图 ５－
Ｄ～Ｅ）。在叶绿素ａ与叶绿素 ｂ含量比值中，转基

因与野生型拟南芥无明显差异，且均显著低于

ＡＢＡ＋ＰａＷＲＫＹ５７处理（图 ５－Ｇ）。综上，过表达
ＰａＷＲＫＹ５７使植株生长史时间缩短，在此基础上喷
施ＡＢＡ则加速叶片衰老。

２．６　ＡＢＡ处理下过表达拟南芥叶片激素变化分析
由图６所示，在拟南芥的叶片中检测到了内源

激素，包括脱落酸、赤霉素、油菜素内酯、吲哚乙酸。

结果显示，脱落酸喷施处理下，转化拟南芥中的

ＡＢＡ、ＧＡｓ含量呈相同变化趋势，即随着脱落酸喷施
处理时间的延长，ＡＢＡ、ＧＡｓ含量呈先升高后降低的
趋势，脱落酸处理后各处理 ＡＢＡ、ＧＡｓ含量均表现
为ＡＢＡ＋ＰａＷＲＫＹ５７＞ＰａＷＲＫＹ５７＞ＷＴ，且 ＡＢＡ＋
ＰａＷＲＫＹ５７均在处理后 １２ｈ出现峰值，此时
ＰａＷＲＫＹ５７、ＡＢＡ＋ＰａＷＲＫＹ５７、ＷＴ间两两均差异显
著（图６－Ａ、图６－Ｂ）。而在脱落酸喷施处理后，各
处理ＢＲ含量均呈上升趋势，且各处理ＢＲ含量均呈
ＷＴ＞ＰａＷＲＫＹ５７＞ＡＢＡ＋ＰａＷＲＫＹ５７（图 ６－Ｃ）。
ＩＡＡ含量与ＢＲ含量存在相反变化趋势，即随着处
理时间延长，ＩＡＡ含量均呈下降趋势，但同时各处理
ＩＡＡ含量均呈ＷＴ＞ＰａＷＲＫＹ５７＞ＡＢＡ＋ＰａＷＲＫＹ５７
（图６－Ｄ）。

３　讨论

蝴蝶 兰 为 兰 科 （Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）蝴 蝶 兰 属
（Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ）多年生观赏性草本植物，蝴蝶兰以其
花姿优美、叶色翠绿、香气馥郁、叶艺优雅等特点深

受园艺爱好者喜爱［２４］。本研究从蝴蝶兰中克隆得

到ＰａＷＲＫＹ５７蛋白，生物学信息表明：ＰａＷＲＫＹ５７
理论等电点为６．１７，分子质量为７６４１６．４３ｋｕ，脂肪
系数为４５．７９，且不稳定指数大于４０（４５．２４）、平均
亲水性系数为负值（－０．９０６）。根据Ｅｘｐａｓｙ系统标
准判别显示，ＰａＷＲＫＹ５７蛋白是一种不稳定的亲水
蛋白［１９］。

本研究序列对比分析表明，蝴蝶兰ＷＲＫＹ蛋白
存在完整的 ＷＲＫＹＧＱＫ序列。前人研究发现不同
植物ＷＲＫＹ转录因子的基序保守序列不同，而被子
植物进化而来的ＷＲＫＹ蛋白发生突变、存在大概率
事件［２５］。然而，本研究中ＰａＷＲＫＹ５７结构域的核心
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序列不包含突变序列（图 ２－Ａ），表明 ＰａＷＲＫＹ５７
结构域高度保守且其氨基酸序列在进化过程中没

有发生大量变化。系统发育分析显示 ＰａＷＲＫＹ５７、
ＡｔＷＲＫＹ５３等隶属于ＷＲＫＹ转录因子家族的Ⅲ型家
族；而 ＰａＷＲＫＹ５７、ＯｓＷＲＫＹ４７同属一个小分支中，
说明两者在功能上可能与水稻ＯｓＷＲＫＹ４７相似。基
于双酶切技术构建ｐＢＩ１２１－ＧＦＰ∶ＰａＷＲＫＹ５７融合
表达载体，双荧光染色分析显示在本氏烟叶叶片中

ＰａＷＲＫＹ５７存在于细胞核内。
基因表达模式是反映基因功能表达导向的重

要指标，在植物组织中高表达的 ＷＲＫＹ家族往往主
导该组织的生长发育［２６］。如编码拟南芥 ＷＲＫＹ转
录因子的ＴＥＳＴＡＧＬＡＢＲＡ２（ＴＴＧ２）早期存在于种皮
中，而进入生长期后则主要在叶片中表达［２７］。拟南

芥ＷＲＫＹ转录因子家族的３７个成员中有３２个存
在于叶片表达域中，表明ＷＲＫＹ在叶细胞成熟中发
挥特殊作用［２８］。本研究中，组织表达分析表明，

ＰａＷＲＫＹ５７在根系、假鳞茎、叶片、花序中均有表达，
但在叶片中的表达水平显著高于其他组织，表明其

在叶片相关生理调控中扮演着重要角色。脱落酸

喷施处理下叶片 ＰａＷＲＫＹ５７表现出“升—降—升—
降”的表达模式，同时在喷施 ＡＢＡ后 ＰａＷＲＫＹ５７基
因在２、１２ｈ具有最高的表达水平；双峰的表达模式

意味着ＡＢＡ在诱导 ＰａＷＲＫＹ５７的过程中可能存在
多激素潮汐式的波动影响［２９］。

ＷＲＫＹ转录因子在植物生长发育中的作用已
被众多研究证实，最新的研究发现 ＷＲＫＹ在植物叶
片衰老、矮化等表型的形态建成方面起着关键作

用［３０］。一些研究表明，拟南芥 ＡｔＷＲＫＹ５３在叶片衰
老早期显著上调，其在转基因拟南芥植物中的过表

达加速了叶片衰老进程，而沉默 ＡｔＷＲＫＹ５３则延缓
了叶 片 衰 老［３１］。Ｂｅｓｓｅａｕ等 研 究 发 现，敲 除
ＡｔＷＲＫＹ５４、ＡｔＷＲＫＹ７０的双突变体植株衰老更
快［３２］。为进一步研究ＰａＷＲＫＹ５７转录因子的功能，
通过花浸泡法获得过表达 ＰａＷＲＫＹ５７植株，与 ＷＴ
拟南芥相比，同一培养期内，过表达 ＰａＷＲＫＹ５７的
转基因植物开花提前且叶片黄化明显，表明该基因

的过表达可能正调控植物的衰老过程。

ＡＢＡ是ＷＲＫＹ调控网络中的关键节点之一，在
转录信号通路中充当催化剂或抑制剂［３３］。茶树的

ＣｓＷＲＫＹ２基因在叶片中的表达量较高，ＡＢＡ信号通
路通过调控ＣｓＷＲＫＹ２基因在植物对寒冷和干旱胁
迫的响应中发挥重要作用［３４］。铁皮石斛的

ＤｏＷＲＫＹ５抑制 ＡＢＩ５基因响应 ＡＢＡ的表达，并与
ＡＢＡＲ调节因子负调控 ＡＢＡ信号转导通路［３５］。本

研究中，在转基因植株上喷施 ＡＢＡ，转基因植株叶
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片黄化加剧、叶绿素 ａ／ｂ含量比值更高；此外，液相
色谱分析显示，喷施ＡＢＡ条件下过表达植株抑生型
激素（ＡＢＡ、ＧＡｓ）含量更高，而促生长激素（ＢＲ、
ＩＡＡ）含量更低。表明 ＰａＷＲＫＹ５７是一个衰老基因
且对ＡＢＡ反应敏感，ＡＢＡ作为促进剂正向调控着
ＰａＷＲＫＹ５７的功能表达。

４　结论

本研究表明，蝴蝶兰 ＰａＷＲＫＹ５７是一种不稳定
的亲水性蛋白，具有一个开放阅读框（ＯＲＦ），编码
６８２个氨基酸。亚细胞定位显示，ＰａＷＲＫＹ５７蛋白
位于细胞核中，根据其预测的亚细胞定位可能在细

胞内发挥作用。结构域分析和同源性比较表明，

ＰａＷＲＫＹ５７蛋白具有 ＷＲＫＹＧＱＫ结构域，属于
ＷＲＫＹ家 族 Ⅲ 型 家 族，系 统 发 育 分 析 表 明
ＰａＷＲＫＹ５７与水稻ＯｓＷＲＫＹ４７在生物学功能上密切
相关。实时荧光 ＰＣＲ分析显示，ＰａＷＲＫＹ５７在根
系、假鳞茎、叶片、花序中表达，在叶片中表达量最

高，且在ＡＢＡ处理下波动较大。与野生型拟南芥品
系（ＷＴ）相比，ＰａＷＲＫＹ５７过表达品系的生育周期缩
短、叶片黄化严重、叶绿素含量降低、促生型植物激

素含量降低、抑生型植物激素含量增加。综上，

ＰａＷＲＫＹ５７是一个响应ＡＢＡ信号的转录因子，可能
参与了ＡＢＡ信号介导调控的蝴蝶兰衰老过程。期
待研究结果可为进一步研究 ＰａＷＲＫＹ５７的功能和
为未来蝴蝶兰的遗传改良与培育提供理论依据。
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哈萨克羊骨骼肌差异表达基因的筛选及功能分析

李　雷，王　悦，李晓悦，刘开平，戴继鸿，李村院，胡圣伟
（石河子大学生命科学学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：骨骼肌是家畜重要的器官，直接影响家畜的产肉量和品质。骨骼肌的生长取决于胎儿期纤维的数量和成年
期的肥大程度，因此，研究骨骼肌胎儿期发育时的调控基因有助于改善家畜的生产性能。利用ＲＮＡ－ｓｅｑ技术分析胎
儿期和成年期哈萨克羊骨骼肌的转录组数据，筛选出２６９２个差异表达基因。对差异表达的基因使用ＧＯ和ＫＥＧＧ富
集分析发现，被显著富集的包括细胞周期、钙信号通路、ｃＧＭＰ－ＰＫＧ信号通路、ｐ５３信号通路、ＥＣＭ－受体相互作用、
ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ信号通路等在调控骨骼肌生长发育中发挥重要功能的信号通路。且本研究筛选了５个与肌肉发育相关的
候选基因：ＰＯＳＴＮ、ＭＹＬ４、ＡＲＨＧＡＰ３６、ＢＣＡＴ１和ＦＢＮ２。不仅为绵羊的分子选育提供科学依据，并且为肌肉生长机制的
深入研究、提高绵羊生产性能打下良好基础。
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　　绵羊由于其具有能够为人们提供毛、皮、肉、奶
等各类产品的优势，目前已成为我国乃至世界上具

有重大经济价值的家畜动物之一［１］。同时，作为畜

牧业大省，绵羊是新疆维吾尔自治区畜牧业发展的

重要家畜之一，也是当地牧民的主要收入来源［２］。

近些年，随着经济的快速发展，人们对含有较高水

平必需氨基酸和较低水平胆固醇的羊肉的需求愈

来愈大。虽然我国是世界上最大的羊肉生产和消

费大国，但与肉羊养殖业发达的国家相比，我国绵

羊有羊肉品质不高、产肉率低、生长速度慢等缺点，

这均对我国绵羊养殖行业的可持续发展有着不可

忽视的制约作用［３］。因此，选育出高产肉量和高肉

质性状的肉羊品种是我国畜牧工作者不懈的追求。
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