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植物WRKY转录因子家族基因抗病
相关功能的研究进展
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摘要: 植物基因组中,数目众多的转录因子参与植物的生长发育、物质代谢、响应生物和 /或非生物胁迫等多种生物进程。

WRKY基因家族是植物重要的转录因子家族, 在抗病信号转导途径中起重要调控作用, 因而成为分子植物病理研究领域中的

热点。本文综述了 WRKY转录因子基因在植物抗病反应中的作用和调节机制的最新研究进展, 以期为深入研究WRKY基因

家族在植物抗病反应中的作用,阐明植物抗病信号转导途径提供帮助。
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Abstract: Numerous transcript ion factors p lay impo rtant roles in the regulation o f plan t developmen,t substance

metabo lism, and diverse b io tic and ab iot ic stresses. Among them, WRKY fam ily plays a vital ro le in signaling trans

duct ion o f disease resistance. In this study, w e have surveyed the genes inWRKY transcription factor fam ily induced

by plan t d isease pathogens and their regu lationm echan ism s involved in the resistance responses. These results w ill

supply some suggestions for the further research about themo lecu lar regu lation ofWRKY transcription facto rs in the

plants resistance.
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在植物的生长发育、应答外界环境生物、非生物

刺激等各种生理生化反应过程中, 存在复杂的调控

网络。在参与调控网络的各种组分中, 转录因子具

有十分重要的作用。转录因子 ( transcription factor,

TF)又称为反式作用因子, 是一类能与真核基因启

动子区域中的顺式作用元件 ( cis acting element)发

生特异性互作、对转录具有激活或抑制作用的 DNA

结合蛋白
[ 1]
。自 1987年第一个转录因子基因克隆

以来, 在高等植物中已发现数百种编码转录因子的

基因。根据已经完成的拟南芥基因组测序结果,预

计有 3018个编码转录因子或与转录相关的基因,约

占估计基因总数的 16 9%。拟南芥中转录因子数

量之大、种类之多, 表明了高等植物转录调控的复杂

性,同时也表明转录因子研究的重要性。有关高等

植物转录因子编码基因的结构和功能及其在植物改

良中的应用研究, 已成为植物基因表达调控领域的

热门课题
[ 2]
。

植物防卫反应可分为互作的两部分, 一是病原

相关分子模式 ( pathogen assoc iated mo lecu lar pat

tern, PAMP)激发的抗性 ( PAMP triggered immunity,

PTI) ,通过识别病原物特异分子而产生并激活下游

促细胞分裂素蛋白 ( m itogen act ivated prote in, MAP)
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激酶级联反应和防卫基因。二是效应物激发的抗性

( effector triggered immun ity, ET I) , 由植物抗病蛋白

识别特异病原物效应物产生。该两种抗性激活与

系统获得抗性 ( system ic acquired resistance, SAR )

类似,主要有依赖于水杨酸 ( SA )、茉莉酸 ( JA )调

控的信号转导途径
[ 3]
。大量的转录因子, 包括

WRKY基因家族, 参与调控植物的防卫反应和信

号转导途径。

WRKY转录因子家族成员众多, 在不同的植物

中克隆到大量的WRKY成员。在拟南芥中, 通过序

列相似性鉴定了 70个WRKY基因;水稻基因组中,

通过生物信息学预测有 100多个 WRKY成员。尽

管鉴定或预测了许多WRKY家族基因,但只有一小

部分基因得到了功能验证。WRKY蛋白在正常和

多种胁迫条件下作作为转录因子参与多种生物进

程, 发挥十分重要的作用
[ 4]
。本文将主要介绍

WRKY基因家族调控植物防卫反应的研究进展,为

进一步研究 WRKY调控植物抗病反应的分子机理

提供参考。

1 WRKY转录因子的结构特点

转录因子在结构上具有共同特点: 一般包括

DNA结合区 ( DNA binding domain)、转录调控区

( transcript ion regulation dom ain) (包括激活区和抑制

区 )、寡聚化位点 ( o ligomerization site )及核定位信

号 ( nuc lear loca liza tion signa,l NLS )等 4个功能区

域
[ 1]
。

WRKY转录因子因含有保守的 WRKY结构域

而得名。WRKY域的主要功能是结合目的基因

DNA,这是WRKY蛋白生物学活性必需的。WRKY

结构域由约 60个氨基酸组成,其靠近氨基 ( N )末端

有 7个保守的氨基酸残基WRKYGQK和锌指结构,

属于锌指型 ( Z inc finger type ) 转录调控因子。

WRKYGQK是WRKY结构域的核心序列, 该序列发

生变化可能导致该结构域减弱甚至失去 DNA结合

活性
[ 5]
。

WRKY转录调控因子蛋白能与目标基因启动

子的W 盒 ( T ) TGACC (A /T )和 SURE ( sugar respon

sive cis e lem ent)结合, 调控目标基因的转录。多项

研究表明, 经分离纯化的WKRY蛋白以及经病原体

或防卫反应信号分子诱导的植物细胞核抽提物都能

与W盒结合。当W盒的核心序列 TGAC中的任一

核苷酸被替换, WRKY蛋白与之结合的能力会减弱

或消失。因此, W盒可用于识别和筛选WRKY目标

基因
[ 6]
。大多数目标基因启动子中都含有若干 W

盒, 它们之间位置相近, 或同向或呈回文结构排列。

这种排列方式并不是简单的叠加,而具有协同效应。

高度保守的WRKY结构域与W盒间的特异性结合

并没有成为 WRKY家族成员参与众多生理生化反

应的限制条件,因为 W盒在数量、排列方式、侧翼序

列上的不同可以结合不同的WRKY转录因子,从而

调控不同的目标基因, 参与多种信号传导及调控

途径
[ 7]
。

WRKY蛋白还具有核定位序列和亮氨酸拉链

( leuc ine zippers, Lzs)结构,表明WRKY蛋白定位于

细胞核,以同源二聚体或异源二聚体的形式调控靶

基因的表达。此外, WRKY蛋白中还存在富含丝氨

酸 /苏氨酸域 ( serine / threon ine r ich reg ion )、富含谷

氨酰胺域 ( g lutam ine rich reg ion )和富含脯氨酸域

( pro line rich reg ion)等与转录激活功能相关的结

构域
[ 8]
。

Deslandes等
[ 9 ]
在拟南芥中发现一个 WRKY蛋

白 RRSIR。该蛋白除了含有上述保守的结构域以

外, 还含有植物 R基因所具有的结构域: 核苷酸结

合位点 ( nucleot ide binding site, NBS)、富含亮氨酸结

构域 ( leucine rich repeat dom ain, LRR )以及 Toll /白

介素 1 受体结构 域 ( To ll Interlenk in 1 receptor,

T IR ),这是目前研究发现的第一个同时含有 WRKY

域及 NLS结构域的 R基因。

2 WRKY蛋白参与植物防卫反应

为研究WRKY基因在多种胁迫反应中的作用,

目前主要采用 RT PCR、cDNA或 o ligo芯片或 cDNA

rea l tim e PCR, 在基因组水平上,综合研究多种条件

下WRKY家族成员的表达谱变化。研究数据表明,

WRKY基因的转录受到多种生物和非生物胁迫的

调控。在多项对与植物防卫反应相关的 WRKY家

族进行的研究中发现, 当植物受到不同病原, 如病

毒、细菌、真菌和卵菌侵染 (表 1)以及防御信号物

质诱导 (表 2)时, WRKY基因的转录、蛋白合成及

结合活性都有显著变化
[ 10 ]
, 从而调节不同的抗性

反应。

分析已发表公布的水稻基因组数据库,水稻基

因组中包含 100多个基因编码 WRKY转录因子。

在过去的研究中至少有 4个 WRKY基因被报道参

与 抗 病: OsWRKY03
[ 36]
、O sWRKY13

[ 33]
、O sWRKY

45
[ 37]
、OsWRKY71

[ 28]
。Ryu等

[ 13]
分析经 SA、JA及病

原菌侵染处理后的水稻 WRKY家族基因转录表达
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谱,结果有大量的WRKY基因受到上述激素的诱导

或抑制,至少有 7个WRKY基因受到 SA或 JA不同

的调控。R am amoorthy等
[ 38]
检测了 12个受 JA调控

的WRKY基因,其中 11个同时受 SA调控,表明 SA

和 JA信号转导途径存在互作, 也说明水稻 WRKY

基因在植物抗病反应中非常重要。

表 1 受病原物诱导表达的WRKY基因

Table 1 TheWRKY genes induced by pathogens

病原菌

Pathogen

植物

P lant

WRKY家族基因

WRKY genes

参考文献

Referen ce

S clerotin ia sclerotiorum, A lternaria b rassicae B ra ssica napus L.油菜 13个 BnWRKY [ 10]

Phytoph th ora sojae P etrosel inum crispum 欧芹 WRKY1 [ 11]

M agnaporthe grisea Oryza sa tiva L.水稻 OsWRKY53 [ 12- 13]

B otry tis cin erea, L ternaria bra ssicicola Arabidopsis thaliana拟南芥 AtWRKY33 [ 14]

B lum eria gram in is oom yce te Arabidopsis thaliana拟南芥 AtWRKY54 [ 15]

H ya loperonospora para si tica Arabidopsis thaliana拟南芥 AtWRKY54 [ 16]

Xan thomona s oryzea pv. Oryzae Oryza sa tiva L.水稻 OsWRKY71 [ 17]

P seud om onas syringa e pv. toma to ( Pst) Arabidopsis thaliana拟南芥 A tWRKY11, AtWRKY17 [ 18]

P seud om onas syringa e pv. syringae61 Capsicum fru te scen s L.红辣椒 CaWRKY2 [ 19]

Xan thomona s axonopod is pv. Vesica toria

P seud om onas syringa e, Botrytis c inerea Arabidopsis thaliana拟南芥 A tWRKY18, AtWRKY40, A tWRK Y60 [ 20]

H ya loperonospora para si tica Ca la2 Arabidopsis thaliana拟南芥 AtWRKY33 [ 21]

P seud om onas syringa e Arabidopsis thaliana拟南芥 AtWRKY25 [ 22]

Tobacco mosa ic viru s (TM V) N icotiana tabacum烟草 TDBA12 [ 23]

Tobacco mosa ic viru s (TM V) N icotiana tabacum烟草 WIZZ like protein [ 24]

Tobacco mosa ic viru s (TM V) Cap sicum annuum L inn.辣椒 C aWRKY a [ 25]

Xan thomona s cam pestris pv. v esicatoria (X cv )

E licitor ofPhytoph th ora soja e P etrosel inum crispum 欧芹 WRKY4, WRKY5 [ 26]

表 2 参与抗病相关信号转导途径的 WRKY基因

Table 2 WRKY genes involving signaling transduct ion pathways of disease resistance

代谢途径

Pathw ay

植物

P lan t

WRKY家族基因

WRKY gen es

参考文献

Referen ce

SA A rabidopsis tha liana拟南芥 A tWRKY18 [ 27]

Oryza sa tiva L.水稻 OsWRK Y71 [ 28]

Arabid opsis tha liana拟南芥 TRAN SPARENT TESTA, GLABRA2 (TTG2 ) [ 29]

JA Gossyp ium spp.棉花 GaWRKY1 [ 30]

Arabid opsis tha liana拟南芥 A tWRKY70 [ 31]

Arabid opsis tha liana拟南芥 A tWRKY62 [ 32]

Oryza sa tiva L.水稻 OsWRK Y13 [ 33]

GA 3 Oryza sa tiva L.水稻 OsWRK Y71 [ 34]

ABA Oryza sa tiva L.水稻 OsWRKY51, O sWRKY71 [ 35]

3 WRKY蛋白在植物防卫反应中的调控作用

WRKY家族成员广泛参与植物的抗病防卫反

应,包括正调控抗病反应和负调控抗病反应。研究

其对抗病信号途径中组分的调节作用有助于阐明植

物抗病信号转导途径及作用机制。

3 1 WRKY转录因子的正调控作用

通常WRKY转录因子通过直接或间接的激活

R基因参与植物对病原物的防卫反应。PR 1 和
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NPR1启动子区域含有 W 盒, WRKY转录因子与

PR 1结合后能够迅速激活植物早期防卫反应信号

传递, 与 NPR1结合能够调控 NPR1参与 R基因表

达
[ 6]
。拟南芥中,转录因子 AWt RKY3和 AWt RKY4

在植物对腐生病原菌抗性中起正调控作用, At

WRKY3和 A tWRKY4单突变体以及双突变体均使拟

南芥对真菌 (B. cinerea )敏感性增加, AtWRKY4 超表

达能增强拟南芥对假单胞菌 (P seudomonas syringae)

的抗性
[ 39]
。

3 2 WRKY转录因子的负调控作用

许多WRKY转录因子作为防卫信号的负调控

子起作用, 如 AWt RKY7、- 11、- 17、- 18、- 23、

- 25、- 27、- 38、- 40、- 41、- 48、- 53、- 58、- 60

和 - 62。同时, AWt RKY38和 AWt RKY62还参与拟

南芥对病原细菌基础抗性的负调控
[ 12 ]
; AWt RKY48

在拟南芥对假单胞菌 (P seudomonas syringae)有毒小

种的基础抗性中起负调控作用
[ 40]
。A tWRKY48突变

体中 PR1表达产物增加,细菌生长量减少, 而超表

达 AtWRKY48基因则表型相反。

3 3 WRKY转录因子的其他调控方式

在对拟南芥 WRKY 家族研究时发现一种

WRKY转录因子新调控方式, AWt RKY53转录因子

在防卫信号中有双重作用。A tWRKY53突变体对真

菌 (R. solanacearum )抗性减弱,而对假单胞菌 (P. sy

ringae)抗性增强。同样具有双重调控作用的还有

AWt RKY41转录因子, 超表达 A tWRKY41 拟南芥对

假单胞菌有毒小种抗性增强, 对软腐病菌 (E rw inia

caro tovora )抗性减弱
[ 38]
。

4 植物防卫反应中的 WRKY转录因

子调控网络

通过表达谱分析和突变体研究, 可以分析单个

或多个 WRKY转录因子与某表型的互作调控关系。

Ramamoorthy
[ 38]
通过 BLAST检索, 在粳稻日本晴基

因组中确定了 103个编码 WRKY结构域的候选基

因。随后采用 RT Q PCR分析它们在正常条件、不

同生物胁迫以及多种植物激素处理下的表达谱。在

5种不同植物激素 ( ABA、GA 3、IAA、JA、SA )处理条

件下, 41个 WRKY基因在至少一种激素处理下可

检测到明显的表达差异。其中有 11个基因对 3种

激素组成的 7个不同组合都有感应, 5个基因同时

受 JA和 SA调控,表明不同的植物激素信号转导途

经之间可能存在复杂的互作网络。另外利用酵母单

杂交技术在水稻中检测到 6个与 OsWRKY13启动子

中的功能顺式调控元件结合的蛋白, 其中也包括

OsWRKY13自身
[ 41]
,它们在植物体内的互作还有待

于进一步分析。

近 10年的研究表明, WRKY转录因子组成了

一个复杂且高度互作调控的网络。WRKY转录因

子从多个水平参与调控植物抗病反应,它们直接或

间接调控下游的目标基因、激活或抑制其他转录因

子的表达、利用多种前馈和反馈方式调控WRKY基

因等。此外, WRKY转录因子还存在于核染色质的

结合与调控作用, 这从其他层面增加了WRKY转录

因子调控网络的复杂性
[ 42 ]
。

目前根据生物信息学分析拟南芥和水稻基因表

达的海量数据,使描绘该调控网络成为可能。经同

一胁迫条件处理后表达发生变化的WRKY家族成

员被认为可能处于同一调控网络中。对多种表达谱

结果经聚类和 Pearson Corre lation Coefficient ( PCC )

相关分析可得到不同的功能基因簇。在拟南芥中发

现 2个主要的共调控网络 ( COR A、COR B )和 2个

较小的网络 ( COR C、COR D )。利用从水稻中分离

的病原真菌Magnaporthe oryzae、FR13和两种非水稻

病原菌,小麦中的M. oryzae、BR32和马塘草中的M.

grisea、BR29侵染拟南芥, 进行表达聚类和 PCC分

析表明 COR A中包括多个参与植物病原物互作的

A tWRKY基因, 该结果与他人的研究结果和芯片分

析结果吻合,证明利用该方法进行转录因子共调控

网络分析的可行性
[ 43]
。通过同源 WRKY基因分

析, 可以将水稻与拟南芥两大模式植物的WRKY转

录因子共调控网络 ( co regulation netw orks)整合, 进

一步完善WRKY家族调控网络模型。

5 展望

关于WRKY转录因子在防卫反应中的大量研

究已表明WRKY转录因子在寄主 病原物互作中的

重要性。WRKY转录因子正调控与负调控的协作

可以使植物抗性广谱持久。前几年的研究主要关注

于WRKY转录因子对植物抗病信号途径的调控和

作用机制,目前越来越多的研究者开始注重从不同

层次研究 WRKY转录因子的调控作用, 如 WRKY

家族成员之间的相互作用以及 WRKY对自身作用

的调控
[ 41]
, 在WRKY蛋白与防卫信号的互作、与特

异目标基因位点的识别过程中对其他共同参与的辅

助分子
[ 44]
的研究, 整个 WRKY转录因子调控网络

的建立等。

WRKY转录调控网络可使植物在受到病原物
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侵染时体内的生理状态达到一个平衡, 既能迅速有

效阻止病原物,又能限制防卫反应对植物的生长发

育的妨碍。对WRKY转录因子功能的解析以及共

调控网络的构建,可以为病原物与植物防卫的协同

进化研究提供有价值的信息,还可以发现植物基因

中作用于相同生物进程或信号转导途径的新的功能

基因组合,该结果将用于揭示传统遗传分析还未鉴

定到的基因协作途径,意义十分重大。目前结合多

种 DNA探针和质谱分析, 如分离的核染色质片段、

同位素标记氨基酸的蛋白质组学, 可以用于转录因

子的鉴定和体外的相关蛋白分析
[ 45 46]

, 甚至获得与

全部WRKY转录因子相关的所有蛋白信息,以便详

尽解析该网络。
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