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海岛棉 WRKY 转录因子的全基因组鉴定及 
响应黄萎病菌侵染的表达分析

傅明川，李　浩，陈义珍，王立国，柳展基，刘任重
（农业部黄淮海棉花遗传改良与栽培生理重点实验室 / 山东棉花研究中心，济南 250100）

摘要：WRKY 蛋白是植物中一类重要的转录因子，其在很多生物过程中都发挥有重要作用。目前，关于海岛棉

（Gossypium barbadense L.）WRKY 转录因子的研究相对较少。本研究利用生物信息学方法在海岛棉基因组中鉴定出 180 个

WRKY 转录因子（GbWRKY）。根据基因结构及系统进化关系，可将 GbWRKY 基因分为 3 组（I~III），II 组又可细分为 5 个亚

组（IIa~IIe）。GbWRKY 基因在染色体上分布不均匀。基因重复事件分析表明，全基因组复制及区段重复事件是 GbWRKY 基

因数量增多的主要原因。表达分析发现，有 61 个 GbWRKY 基因在黄萎病菌（Verticillium dahliae）侵染条件下呈现差异表达，

表明它们在黄萎病菌胁迫应答过程中发挥作用。本研究结果揭示了海岛棉 WRKY 转录因子的结构、进化及表达特征，为进

一步研究棉花 WRKY 基因的功能提供了理论指导。
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Genome-wide Investigation of WRKY Transcription Factors in 
Gossypium barbadense and Their Expression Patterns in 

Response to Verticillium dahliae Infection
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Abstract：WRKY proteins，as one of the most important transcription factor families in plant，play important 
roles involved in many biological processes.However，studies of WRKY proteins in Gossypium barbadense L. 

remain scare.By deploying bioinformatic methods to perform a genome-wide characterization in G.barbadense 
genome，180 WRKY transcription factors were identified.According to their structural features and topology of 
the phylogenetic tree，the GbWRKY genes were classified into three major groups（I-III）.In addition，group II is 
further classified into five subgroups（IIa-IIe）.The GbWRKY genes distributed unevenly on the 26 chromosomes.
Analysis of gene duplication events demonstrated that the expansion of GbWRKY genes is mainly due to whole 
genome duplication and segmental duplication events.61 GbWRKY genes showed significantly differential 
expression under Verticillium dahliae Kleb. infection，implying that they might play important roles in interaction 
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WRKY 转录因子是植物中最重要的蛋白家族

之一。WRKY 蛋白家族含有 1 个或 2 个保守的、由

60 个氨基酸组成的结构域，因其 N 端存在一段高度

保守的 WRKYGQK 氨基酸序列，因此将其命名为

WRKY 结构域。此外，WRKY 蛋白还包含一锌指

结构域。根据 WRKY 结构域数量及锌指结构域类

型的不同，通常可将 WRKY 转录因子分为 3 组（I、
II、III）。其中，I 组 WRKY 蛋白包含 2 个 WRKY 结

构域，II、III 组包含 1 个 WRKY 结构域；I、II 组的

锌指结构域为 C2H2 类型（C-X4-5-C-X22-23-H-X1-H），

III 组 为 C2HC 类 型（C-X7-C-X23-H-X1-C）。II 组 又

可进一步分为 IIa~IIe 5 个亚组。WRKY 转录因子

可与顺式作用元件 W box（TTGACC/T）特异性结

合，从而发挥转录调控作用。

WRKY蛋白最早发现于红薯（Ipomoea batatas （L.）
Lam.）中［1］，其后在野燕麦（Avena fatua L.）［2］和欧

芹（Petroselinum crispum（Mill.）Fuss）［3］中也有相

关报道。目前研究表明，WRKY 转录因子参与调控

植物中众多基因的表达，其在植物生长发育、新陈

代谢、种子萌发 / 发育 / 休眠、叶片衰老、抵御外界

生物 / 非生物胁迫等过程中都发挥有重要作用［4-8］。

例如，在拟南芥（Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.）
中，AtWRKY38 和 AtWRKY62 在 植 株 抵 御 病 原

菌侵染胁迫过程中起调控作用［9］；大豆（Glycine 
max（L.）Merr.）GmWRKY13、GmWRKY21 和

GmWRKY54 转录因子在植株响应低温、干旱、盐等

非生物胁迫过程中发挥有重要作用［10］；OsWRKY42
转录因子可抑制水稻（Oryza sativa L.）中 OsMT1d
基因介导的 ROS 代谢过程，从而促进植株叶片的

衰老［11］；近日研究发现，小麦（Triticum aestivum L.）
中 TaWRKY51 转录因子通过抑制乙烯合成途径中

TaACS2、TaACS7 及 TaACS8 基因的表达促进侧根

形成，从而影响植株对水分和养分的吸收［12］。

棉花（Gossypium spp.）是世界范围内重要的

纤维及油料作物之一，其在我国经济发展中占有十

分重要的地位。研究表明，WRKY 转录因子在调

控棉花纤维发育、响应逆境胁迫等过程中也发挥有

重要作用［13-16］。亚洲棉（Gossypium arboreum L.）
GaWRKY1 转录因子参与调控棉酚合成途径，其可

激活 CAD1-A 基因的表达，从而促进棉花中倍半萜

烯的生物合成［13］；陆地棉（Gossypium hirsutum L.）

GhWRKY3 转录因子在植物激素诱导、受伤胁迫、

病原菌侵染等处理条件下表达水平发生显著变化，

表明其在生物 / 非生物胁迫应答过程中发挥重要作

用［14］；Zhang 等［17］分析了陆地棉在黄萎病菌侵染

24 h 后的转录组数据，结果共发现 4794 个差异表达

基因，其中 GhWRKY2 及 GhWRKY29 为棉花抵御

黄萎病菌侵染的正调控因子，而 GhWRKY13 为负

调控因子；陆地棉 GhWRKY42 基因受茉莉酸甲酯

（MeJA，methyl jasmonate）、脱落酸（ABA，abscisic 
acid）、干旱、盐等胁迫诱导表达，且其表达水平与植

株高度和叶片衰老程度相关，表明 GhWRKY42 蛋

白参与调控棉花非生物胁迫应答及植株衰老、茎部

生长等过程［18］。

近年来，随着棉花基因组测序工作地陆续完成，

为我们从全基因组水平研究棉花 WRKY 转录因子

提供了基础。Cai 等［19］在雷蒙德氏棉（Gossypium 
raimondii Ulbr.）基因组中鉴定出 120 个 WRKY 转

录因子，其中分别有 12 个、14 个、16 个 WRKY 基

因在盐、干旱及黄萎病菌胁迫条件下出现显著表达

变化，表明其在棉花生长发育和抗逆过程中发挥调

控作用。Ding 等［20］分别在雷蒙德氏棉和亚洲棉中

鉴定出 112 个和 109 个 WRKY 基因，转录组分析表

明，WRKY 转录因子在棉纤维发育起始、伸长、成熟

等各个生长阶段都发挥重要调控作用；可变剪切分

析发现，进化树中 I 组 WRKY 基因存在最多可变剪

切事件。

黄萎病是一种影响棉花高产优质的重要限

制因素［21-22］。与广泛种植的陆地棉相比，海岛

棉（Gossypium barbadense L.）在 抵 御 黄 萎 病 菌

（Verticillium dahliae Kleb.）侵染方面具有明显优势，

因此从分子水平研究海岛棉的抗病机制、挖掘其抗

病基因，对于棉花育种工作具有重要意义。本研究

对海岛棉基因组中的 WRKY 转录因子进行了系统

鉴定，并对其物理化学特性、系统进化、基因结构、染

色体定位、基因重复事件等进行了详细分析。通过

分析高抗海岛棉品种海 7124 在黄萎病菌侵染不同

时间点下的 RNA-Seq 数据，研究了 WRKY 转录因

子在棉花响应黄萎病菌侵染过程中的表达模式。该

研究可帮助我们进一步了解海岛棉 WRKY 蛋白家

to V.dahlia Kleb. infection.Therefore，this study provided the structure，evolution and expression pattern of GbWRKY 
genes，which will help further characterizing the functions of GbWRKY genes in Gossypium barbadense L..

Key words：WRKY transcription factor；cotton；Verticillium wilt；bioinformatics
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族的特征及功能，从而为将来选育高抗优质棉花新

品种提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　海岛棉 WRKY 转录因子（GbWRKY）的鉴定

使用 HMM 方法查找海岛棉基因组（http：//
database.chgc.sh.cn/cotton/index.htm）中 的 WRKY 转

录因子。首先，在 Pfam 数据库（https：//pfam.xfam.
org/）中下载 WRKY 结构域种子文件（PF03106），
然后利用 HMMER3（http：//www.hmmer.org/）中的

hmmsearch 程序查找海岛棉蛋白质组中的 WRKY
转录因子（evalue=1e-10）。结果共找到 203 个备

选 WRKY 蛋白。之后利用 SMART（http：//smart.
embl-heidelberg.de/） 和 InterProScan（http：//www.
ebi.ac.uk/interpro/）对上述结果进行进一步验证，最

终确定了 180 个 WRKY 蛋白用于之后的分析。

利用在线工具 ExPASy（http：//web.expasy.org/
compute_pi/）对 WRKY 转录因子的分子量、等电

点等物理化学特性进行分析，并使用 WoLF PSORT
（http：//www.genscript.com/wolf-psort.html）进行 
亚细胞定位预测。此外，使用 WebLogo 在线网站

（http：//weblogo.berkeley.edu/logo.cgi）［23］对 WRKY
结构域的氨基酸组成偏好进行分析。

1.2　GbWRKY 转录因子的系统进化分析

使用 ClustalX（默认参数）对 GbWRKY 转录

因子进行多序列比对，并使用 MUSCLE 软件验证

比对结果。利用 MEGA 7 构建邻接树（neighbor-
joining tree），参数设置如下：Possion model；pairwise 
deletion；1000 bootstraps。
1.3　GbWRKY 转录因子的基因结构分析

利 用 在 线 工 具 Gene Structure Display Server
（http：//gsds.cbi.pku.edu.cn/）［24］对 GbWRKY 基因的

外显子 / 内含子构成进行分析。使用 MEME 软件

包（http：//meme-suite.org/）进行 motif 分析，参数

设置如下：maximum numbers of different motifs to 
find=10；minimum motif width=6；maximum motif 
width=300；evalue=1e-10。
1.4　GbWRKY 转录因子的染色体定位及基因重

复事件

利用海岛棉 GFF3 基因组注释文件对 GbWRKY
基因进行染色体定位分析，并通过 MapInspect 软件

绘制染色体定位图。根据染色体定位，将 GbWRKY
转录因子命名为 GbWRKY001~GbWRKY180。

利用本地 BLASTP（evalue=1e-10）对 GbWRKY

转录因子进行基因重复事件分析，将序列一致性大

于 60%，且比对到的序列长度占较长序列长度 80%
以上的比对结果选为同源基因对。结合染色体定

位，将同源基因对分为串联重复（tandem duplication）
和区段重复（segmental duplication）两类，并利用

Circos 软 件［25］ 绘 图。 此 外，利 用 PAML（http：//
abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html）中的 codeml
程序计算同源基因对的 Ka/Ks 值，其中 Ka/Ks<1 代

表负向选择，Ka/Ks>1 代表正向选择。

1.5　GbWRKY 转录因子在黄萎病菌侵染条件下

的表达模式分析

以 Chen 等［26］的 RNA-Seq 数据（PRJNA234454）
为基础，分析了黄萎病菌侵染条件下 GbWRKY 转

录因子的表达模式。本试验以高抗黄萎病品种海

7124 为材料，使用浸根法侵染生长 2 周的幼苗根部

10 min，然后分别选取侵染后 2 h、6 h、12 h、24 h、
48 h、72 h 后的幼苗根部为材料，提取总 RNA 进行

RNA-Seq 分析（另使用未被侵染的材料为对照）。

使用 HISAT2［27］和 featureCounts［28］程序对 RNA-
Seq 原始数据进行分析处理，然后利用 R 中 DESeq
软件包分析差异表达基因（P<0.001）。通过 R 及

ClustVis（http：//biit.cs.ut.ee/clustvis/）绘制热图。

1.6　RNA 提取及 qRT-PCR 分析

以高抗黄萎病品种海 7124 为材料，选取长势一

致的 2 周幼苗，将其从花盆中小心取出，用无菌蒸馏

水将根部冲洗干净，从根尖剪去 1 cm，然后用浓度为

1×107 个 /mL 的落叶型大丽轮枝菌 Vd8 孢子悬液侵

染 10 min。分别选取 2 h、6 h、12 h、24 h、48 h、72 h
时间点的侵染和未被侵染（CK）幼苗根系为材料，利

用 Trizol 法提取总 RNA（Aidlab 公司 EASYspin Plus 
Complex Plant RNA Kit 试剂盒），反转录为 cDNA

（Aidlab 公司 TRUEscript RT Kit 试剂盒）。

选取部分基因，利用 qPCR 分析它们在黄萎病

菌侵染下的表达特征。qPCR 使用 Thermo Fisher 
Scientific 的 QuantStudio 5 实 时 荧 光 定 量 PCR 系

统，试剂盒选用 Aidlab 公司的 2×Sybr Green qPCR 
Mix，荧光染料为 SYBR Green，以棉花 β-actin 为内

参基因。反应程序：95 ℃预变性 3 min；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 15 s，40 个循环；熔点曲线程序：95 ℃ 15 s， 
60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。反应体系为：2×SYBR 
qPCR Mix 10 µL；DNA Template 0.8 µL；Forward 
Primer 0.4 µL；Reverse Primer 0.4 µL；ddH2O 8.4 µL。
设置 3 次生物学重复，基因相对表达量使用 2- △△ Ct

法进行分析［29］。qPCR 所用引物见表 1。
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2　结果与分析

2.1　海岛棉 WRKY 转录因子（GbWRKY）的鉴定

首先使用 HMM 方法在海岛棉基因组中找

到 203 个备选 WRKY 蛋白，然后通过 SMART 和

InterProScan 进行进一步验证，最终共确定了 180

个 WRKY 转录因子（GbWRKY001~GbWRKY180）
用于之后的分析。位点组成偏好性分析表明，海
岛棉 WRKY 结构域的长度为 60 aa，其中 7~13 位
点 的 W、R、K、Y、G、Q、K 高 度 保 守；此 外，还
有其他一些位点的氨基酸组成也存在明显偏好 

（图 1）。

表 1　qRT-PCR 所用引物
Table 1 　Sequences of the primers used in qRT-PCR

基因

Gene
正向引物

Forward primer
反向引物

Reverse primer

GbWRKY002 GGTGGGGCTGAGAACAAAACCT ACATTGCATCCTTGATGCGTGC

GbWRKY003 TACTACTACTGCCGTCGCCGAT TCCGACCATCGGAGGTGATGTT

GbWRKY020 TGGGCGCTTTGTTGGGTCTAAA TTGCCCATATTTCCTCCAGCGA

GbWRKY038 GGGTCACTGCTACAACGATTTGC ACAGCTGGTCTCTGTGTTTCCA

GbWRKY075 TCGTCGGGTTCCAATGTTGCAT GGTGTGATAAGGCAGCCGAGAG

GbWRKY090 TCTGCTTCACCCAACCCTAGAAGA CTCCAAGCCCATACATCCGACG

GbWRKY096 GCAGCTTATGATCCCTTGACAACA TTCAGACCCAACAAAGCTCCCA

GbWRKY121 CTCTTTTGCCCCAAGCTGTCCA ACTTCACTTGGAGAAGGGCGTG

GbWRKY146 TCTTTACCATCGAACATGGCGCT TCCGACGACAACATCCCATTTGA

GbWRKY179 CTTCACTCTCGGCTGCCTCATC GCCCCAAGACACAGTGTTGGAT

β-actin GATTCCGTTGTCCAGAAGTCCT TACGGTCTGCAATACCAGGGA

每个位点的得分代表了该位点的信息量，氨基酸字母的高度代表其在相应位点中的相对频率

The bit score indicates the information content for each position in the sequence. The height of 
symbols indicates the relative frequency of each amino acid at the corresponding position

图 1　WRKY 结构域的位点保守性分析
Fig.1　Sequence conservation of the WRKY domain

物理化学特性分析表明，GbWRKY 转录因子

的序列长度为 146~1131 aa；理论 pI 为 4.59~10.06；
分子量为 16.86~128.62 kD。亚细胞定位分析发现，

94% 的 GbWRKY 蛋白定位于细胞核内，符合转录

因子通常为核蛋白的基本特征。

2.2　GbWRKY 转录因子的系统进化分析

使用邻接法（NJ，neighbor-joining）构建系

统发育树来研究 GbWRKY 之间的进化关系。根

据 WRKY 结构域数量及锌指结构域的不同，可将

GbWRKY 蛋白分为 I、II、III 3 组。其中，I 组包

含 2 个 WRKY 结构域，II、III 组包含 1 个 WRKY
结构域；I、II 组的锌指结构域为 C2H2 类型，III 组

为 C2HC 类型。需要注意的是 GbWRKY009 蛋

白，虽然其只包含 1 个 WRKY 结构域，但在进化

树中与 I 组成员关系更近。在 3 个大组中，II 组

包含的成员数量最多（130 个），根据基因结构及

进化关系，还可将其进一步分为 IIa~IIe 5 个亚组

（图 2a）。
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a：GbWRKY 转录因子的系统进化树；进化树由 MEGA 7 利用邻接法构建，bootstrap 值为 1000；3 个大组（I-III）及 5 个亚组（IIa-IIe）由不同
背景的颜色标示出来；b：GbWRKY 基因的 motif 构成；不同 motif 由不同颜色方块表示；c：GbWRKY 基因的外显子 / 内含子构成；

黑色方块和实线分别代表外显子和内含子区域
a：The phylogenetic tree was constructed with MEGA 7 using the neighbor-joining（NJ）method with 1000 bootstrap replicates based on a multiple 

alignment of 180 amino acid sequences of GbWRKY genes from G.barbadense，The three major goups（I-III）and five subgroups（IIa-IIe）are 
marked with colorful backgrounds，b：Schematic diagram of the conserved motifs in the GbWRKY proteins.Each motif is represented by a number in 

the colored box，c：Exon/intron structures of the GbWRKY genes.Exons and introns are represented by boxes and black lines，respectively
图 2　GbWRKY 转录因子的系统进化关系及基因结构特征

Fig.2　Phylogenetic relationship and gene structures of the GbWRKY transcription factors
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2.3　GbWRKY 转录因子的基因结构

通过使用 GSDS 在线软件分析 GbWRKY 基因

的外显子 / 内含子构成发现，GbWRKY 基因的外显

子数量为 3~18 个，其中 3-2（3 个外显子、2 个内含

子）的结构类型数量最多（79 个）。结合系统发育

树分析发现，同一组内的基因通常具有相似的基因

结构特征，例如：I 组中有一半的基因为 5-4 类型，

IIc 亚组主要由 5-4、6-5 类型组成，而 III 组基本均

为 3-2 类型（图 2c）。
使 用 MEME 软 件 分 析 了 GbWRKY 转 录

因子的 motif 构成特征。与外显子 / 内含子构

成相类似，系统发育树中同一组内的基因通常

具有相似的 motif 构成特征。例如，I 组基因通

常 为 8-3-6-4-1-3-2 的 构 成 模 式（数 字 代 表 相 应

的 motif），IIa 亚 组 中（9）-10-1-3-2 为 主 要 形 式，

而 III 组 基 因 的 motif 构 成 主 要 为（5/10）-1-3-2 
（图 2b）。

2.4　GbWRKY 基因的染色体定位及基因重复事件

根据海岛棉基因组注释文件，分析了 GbWRKY
基因的染色体分布特征。其中，一共有 169 个

GbWRKY 基因（GbWRKY001~GbWRKY169）可 
定 位 于 26 条 染 色 体 上，另 有 11 个 GbWRKY

（GbWRKY170~GbWRKY180）定 位 于 scaffolds 上。

结果表明，GbWRKY 基因在染色体上分布不均匀，

其倾向定位于染色体的两端区域，而中间区域的基

因密度相对较低。在 26 条染色体中，定位于 A05
上的基因最多（15 个），其次为 D11（12 个），而定

位 于 A01、A03 上 的 GbWRKY 基 因 最 少（2 个） 
（图 3）。

基因重复事件是新基因产生和基因功能进化

的重要来源。基因重复事件可分为两类：重复基

因位于同一染色体上且它们之间没有其他基因

的重复事件称为串联重复（tandem duplication）；

重复基因位于不同染色体、或同一染色体上相距

较远位置的重复事件称为区段重复（segmental 
duplication）。本研究分析了海岛棉 GbWRKY 基因

的重复事件，结果共发现 69 对重复基因，其中有

57 对可定位到染色体上（图 4）。在 57 对重复基因

中，有 5 对为串联重复（GbWRKY011/GbWRKY012、
G b W R K Y 0 4 9 / G b W R K Y 0 5 0、G b W R K Y 11 9 / 
G b W R K Y 1 2 0、G b W R K Y 1 5 2 / G b W R K Y 1 5 3、

GbWRKY172/GbWRKY173），而其余 52 对均为区段重

复，表明区段重复事件是海岛棉 GbWRKY 基因数量

增多的一个主要途径。

为进一步分析 GbWRKY 基因在进化过程中承

受的选择压力，计算了重复基因对的 Ka/Ks 值。结

果表明，绝大多数基因对的 Ka/Ks<1，表明它们受负

选择压力影响。此外，有 11 对基因的 Ka/Ks>1，说
明它们可能经历了正向选择过程。

2.5　GbWRKY 基因响应黄萎病菌侵染的表达模式

通过分析高抗黄萎病海岛棉品种海 7124 在黄

萎病菌侵染不同时间点下（0 h、2 h、6 h、12 h、24 h、 
48 h、72 h）的 RNA-Seq 数据，研究了 GbWRKY 基

因响应黄萎病菌侵染的表达特征。结果发现，共

有 61 个 GbWRKY 基因在黄萎病菌侵染不同时间

点下出现显著表达变化（P<0.001），其中显著上调

和下调的基因分别为 30 个和 31 个。差异表达基

因最多的时间点为侵染后 24 h（46 个），其次为侵

染后 48 h（43 个），表明 GbWRKY 转录因子主要

在黄萎病菌侵染后期（24~72 h）发挥作用。有 13
个基因（7 个上调表达、6 个下调表达）只在侵染

后某一个时间点出现显著表达变化，表明它们可

能在相应时间点发挥有特殊作用；相反，有 12 个

基因（8 个上调表达、4 个下调表达）的表达水平

在所有时间点都表现出显著变化，暗示它们可能

在整个侵染过程中都发挥有调控作用。在所有差

异表达基因中，24 h 下的 GbWRKY020 基因表现

出最显著的上调表达（log2Ratio=8.86，P<0.001），
而 48 h 下的 GbWRKY038 表现出最显著下调表达

（log2Ratio=-9.42，P<0.001）。
结合系统发育树分析发现，差异表达基因不均

匀分布在 3 个组中，同一组内的差异基因通常表现

出相似的变化趋势，如：III 组中除 GbWRKY019 外

其他所有基因均表现为显著下调；在 IIb 亚组中，

几乎所有差异表达基因（除 GbWRKY051）均为显

著上调。相反，有些组中的差异表达基因表现出

不同的表达模式，如：在 IId 亚组 18 个差异表达

基因中，有 12 个表现为显著上调，而另外 6 个为

显著下调。另外，通过比较重复基因对之间的表

达模式发现，同源基因之间通常具有相似的表达 
特征。

通过绘制热图，进一步分析了 GbWRKY 基因

在不同侵染时间点的表达特征（图 5）。如图 5 所

示，根据表达模式不同，处理后的 6 个时间点聚

集在一起，未处理组单独为一个分支。此外，6 个

时间点又可进一步划分为 2 组，分别代表了黄萎

病菌侵染前期（2~12 h）和侵染后期（24~72 h）。 
系统树中关系较近的基因通常具有相似的表达模
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GbWRKY 基因的染色体位置根据海岛棉基因组注释文件得到。染色体序号标注于每条染色体上方

The chromosomal position of each GbWRKY gene was mapped according to the G.barbadense L. genome annotation file.The chromosome number is 
indicated at the top of each chromosome

图 3　GbWRKY 基因的染色体定位
Fig.3　Chromosomal distribution of the GbWRKY genes

曲线代表海岛棉基因组中的 GbWRKY 同源基因对；红线代表串联重复基因；绿线代表 A、D 基因组相应染色体之间的区段重复基因（如 A02/
D02 之间的重复基因）；蓝线代表其他区段重复基因

The lines represent the GbWRKY homologous gene pairs of G.barbadense.The red lines indicate tandem duplication，the green lines indicate segmental 
duplication between A genome and the corresponding D genome（e.g.the gene pairs between A02 and D02），and the blue lines indicate other gene pairs

图 4　GbWRKY 的基因重复事件
Fig.4　The duplication events of the GbWRKY genes
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式，如：GbWRKY037/GbWRKY120、GbWRKY020/
GbWRKY096；但有时也会表现出差异较大的表达

特 征，如：GbWRKY029/GbWRKY058、GbWRKY038/
GbWRKY112。

为进一步验证 GbWRKY 基因响应黄萎病菌侵

染的表达模式，选取了 10 个基因进行 qRT-PCR 分

析（图 6）。与转录组数据相类似，GbWRKY002、
GbWRKY020、GbWRKY075 等 7 个 基 因 在 黄 萎

病菌侵染后均发生上调表达；而 GbWRKY003、
GbWRKY038、GbWRKY121 出现下调表达。其中，

GbWRKY020 上调最为明显，其在侵染后 6 h 和

24 h 的表达量分别为对照的 7.20 倍和 7.15 倍；而

GbWRKY003 下调最为明显，其在 72 h 的表达量为

对照的 0.11 倍。

3　讨论

近年来，随着植物基因组测序工作的陆续完

成，为我们从全基因组水平研究 WRKY 转录因子

提供了基础［6，30-34］。棉花作为世界范围内重要的

纤维及油料作物，对其 WRKY 转录因子的研究也

有相关报道［19-20，35］。目前，关于海岛棉全基因组

WRKY 转录因子的研究还相对较少。本研究以海

岛棉为材料，利用生物信息学方法在其基因组中共

鉴定出 180 个 GbWRKY 转录因子，数量多于雷蒙

德氏棉（112 个）和亚洲棉（109 个）［20］。分析前

人报道发现，WRKY 转录因子在高等植物基因组

中所占比例大致相同，其数量随基因组增大而增

多。雷蒙德氏棉 / 亚洲棉与海岛棉之间发生了二

倍体到四倍体的染色体加倍事件，结合基因重复

事件研究结果，我们认为海岛棉中 WRKY 转录因

子数量的增多主要源于全基因组复制及区段重复 
事件。

根据系统进化关系，可将 GbWRKY 蛋白分

为 I、II、III 3 组，II 组又可进一步分为 IIa~IIe 5 个

亚组。需要注意的是 GbWRKY009 转录因子，其

只包含 1 个 WRKY 结构域，但根据系统进化关

系被分到 I 组内。通过分析 GbWRKY009 在拟

南芥（AT2G38470.1）、亚洲棉（Ga04G0565.1）、雷

蒙 德 氏 棉（Gorai.012G119600.1）和 陆 地 棉（Gh_
D04G1318.1）中的直系同源蛋白发现，它们均含有

2 个 WRKY 结构域。因此，推测该基因可能在海岛

棉进化过程中发生了片段缺失，也可能是由于测序

和拼接错误导致的序列不完整。具体原因以及序

列缺失是否会影响该基因的功能，还需后续开展进

一步的研究。

WRKY 蛋白作为植物中最大的转录因子家族之

一，参与调控众多生物过程，特别在植物抵御外界生

物 / 非生物胁迫过程中发挥重要作用［36-37］。本研究

分析了高抗海岛棉品种海 7124 在黄萎病菌侵染不

同时间点下的 RNA-Seq 数据，结果共找到 61 个差

异表达 GbWRKY 基因，表明 GbWRKY 转录因子参

与调控黄萎病菌胁迫应答过程。前人研究表明，I 组
WRKY 基因起源最早，II、III 组 WRKY 基因是随着物

种进化及基因复制过程扩大而来，从而帮助高等植

物增强对环境的适应性［38］。本研究中 61 个差异表

达基因主要分布在 II（75%）、III（20%）组，I 组内最

少（5%），表明 II、III 组 WRKY 基因更多参与植株对

外界生物胁迫应答过程。该结果与 Dou 等［35］对陆

地棉 GhWRKY 转录因子响应非生物胁迫下的表达

特征相类似，进一步表明 II、III 组 WRKY 转录因子

在植株抵御生物 / 非生物胁迫过程中发挥有更为

重要的作用。

WRKY 转录因子可通过相互作用来调控其行

使功能［5］。通过分析海岛棉 GbWRKY 基因上游

1.5 kb 启动子区发现，超过一半基因（56%）至少

含有一个 W box 顺式作用元件，表明 GbWRKY 基

因家族内存在着自我调控机制。之前研究报道，拟

南芥中防御相关 AtWRKY 基因启动子区相比其他

AtWRKY 基因含有更多 W box 顺式作用元件，从而

通过家族内基因相互作用来激活 / 抑制其功能［36］。

本研究中的 61 个差异表达 GbWRKY 基因（平均

0.6 个）相比其他基因（平均 1.0 个）的 W box 数

量没有明显差异，表明海岛棉 GbWRKY 转录因子

抗逆相关调控网络和调控机制与拟南芥之间可能

存在着区别。

综上，WRKY 转录因子在进化过程中发展

出不同的结构特征和生化特性，从而使其具有多

种不同的生物学功能。表达分析表明，海岛棉

GbWRKY 基因在植株抵御黄萎病菌侵染过程中

发挥作用，下一步通过深入研究这些基因调控的

下游基因，构建其调控网络，可帮助我们进一步

了解 GbWRKY 基因的功能和抗病机制，从而为将

来棉花抗病育种工作提供有用的基因资源和理论 
指导。
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柱形图上方的垂直线代表 3 次重复的标准差

The bars indicate standard deviation of three replications.*：P<0.05，**：P<0.01，Student′s t-test

图 6　10 个 GbWRKY 基因的 qRT-PCR 分析
Fig.6　Expression analysis of 10 selected GbWRKY genes using qRT-PCR
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