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摘要: WRKY是植物特有的转录因子。由于成员众多, WRKY转录因子形成植物中最大的家族之一。

WRKY转录因子几乎参与了植物所有的生长发育调控过程。衰老是植物叶片生命周期的最后阶段, 是叶

片必经的生理过程。该过程主要由包括转录因子在内的多种因子调控。大量研究表明WRKY转录因子

广泛地参与各种因素引起的叶片衰老调控。本文基于近年来发表的WRKY转录因子调控叶片衰老过程

的相关研究, 综述了WRKY转录因子在不同植物叶片衰老过程中所发挥的不同功能及信号转导途径, 以
期为进一步深入研究WRKY介导的叶片衰老调控机制提供理论支撑。
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Abstract: WRKY is a kind of plant-specific transcription factor. Due to the large number of members, WRKY 
transcription factors belong to one of the largest family in plants. WRKY transcription factors are involved 
in almost all the growth and development regulation processes in plants. Senescence is the last stage of 
the life cycle of plant leaves and the necessary physiological process of leaves. This process is mainly reg-
ulated by a variety of factors including transcription factors. Lots of studies have shown that WRKY tran-
scription factors are widely involved in the regulation of leaf senescence caused by various factors. Based 
on recent studies on the regulation of plant aging process by WRKY transcription factors, the different reg-
ulatory roles of WRKY transcription factors and the corresponding signal transduction pathways in leaf se-
nescence were concluded in this review. It will provide theoretical support for further research on the regu-
latory mechanism of leaf senescence mediated by WRKY.
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植物的衰老是发育的最后阶段, 最终导致细

胞、组织、器官和生物个体的死亡。叶片衰老是

植物中研究最多的器官衰老类型, 通过将衰老的

叶片中的物质和能量再循环到新发育的器官或后

代中, 对植物的适应性至关重要。在植物生长各个

阶段, 叶片通过光合作用固定CO2, 收集太阳能, 积
累化学能和生物量(Kim等2016)。叶片在经历了漫

长的生产光合作用期后进入衰老阶段, 叶片细胞

有序地发生剧烈的生理、生化和代谢变化。叶片

衰老过程中最明显的表型变化是叶绿体中叶绿素

的分解引起的叶片变黄(Ougham等2005)。此外, 
叶片衰老的其他代谢变化包括大分子如蛋白质、

脂质和核酸的氧化和水解。上述代谢产生的分子

为一年生植物种子形成或为多年生植物来年的叶

片和花朵形成所利用。因此, 叶片衰老是一个受到

精细遗传控制的发育过程, 是植物为了更好地适

应生存环境而长期进化获得的能力(Gan和Amasi-
no 1997; Lim等2007)。

WRKY转录因子在叶片衰老的调控中起核心

作用(Zentgraf和Doll 2019)。在模式植物拟南芥

(Arabidopsis thaliana)中, 基因表达谱分析显示WR- 
KY转录因子是与衰老相关的第二大转录因子家族

(Guo等2004)。在黑暗诱导的拟南芥叶片衰老过程

中, 59个WRKY转录因子中有21个表达受到诱导

(Lin和Wu 2004)。在众多的WRKY转录因子中, 拟
南芥WRKY53是一个被充分研究的与衰老相关的

WRKY转录因子, 长期以来被认为是整合多种不

同的衰老相关信号通路的关键因子, 对其深入研

究表明WRKY介导的叶片衰老调控是一个复杂的

网络(Zentgraf等2010)。近年来, 人们对WRKY参

与不同植物的叶片衰老调控机制进行了大量研究

并取得了一些成就, 因此, 本文针对这些研究成果

进行综述, 以期为深入理解WRKY转录因子在叶

片衰老调控中的功能及重要性提供理论见解。

1  叶片衰老原因及特征

叶片衰老受多种来自植物生长发育的内部信

号和来自环境的外部信号共同调控(图1)。内部信

图1  引起植物叶片衰老的原因、调控过程及衰老叶片的生理变化

Fig. 1  The causes, regulation process, and physiological changes during the process of leaf senescence
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号主要来源于年龄和植物激素, 而外部信号主要

来源于各种生物和非生物胁迫。无论信号来源于

内部还是外部, 叶片衰老的发生都受到多种信号

通路构成的复杂机制调控。

1.1  内部因素: 年龄及激素引起的叶片衰老

通常, 植物叶片发育经历膨大、成熟和衰老三

个阶段(Guiboileau等2010)。叶片衰老的发生主要

取决于发育变化, 即叶片衰老只发生在发育的特

定阶段。研究表明, 即使在没有生物和非生物胁迫

的情况下, 叶片衰老最终也会以叶龄依赖的方式

发生和发展(Jibran等2013; Hensel等1993)。对于一

年生或只结一次果的植物, 叶片是营养物质供应器

官, 其叶片衰老与生殖期重叠(Gregersen等2013)。
整株植物衰老往往以叶片衰老为起始, 伴随着生

殖器官的发育, 叶片将营养物质输送到生殖部位

(Noodén 1988)。人工移除生殖器官或抑制结实能

够明显延缓植株整体, 尤其是叶片的衰老速度(Ali
等2018)。这些结果说明, 一年生或只结一次果植

物的生殖是叶片衰老的一大诱因。反之, 叶片衰老

是植物平衡生长发育和生殖的一个步骤, 并通过

生殖生长、细胞分化和植物激素水平的变化来调

控衰老的开始和进行(Thomas和Stoddart 1980)。
植物激素在植物发育过程和环境信号的整合

中起着关键作用。作为内部信号, 许多植物激素已

被证明在调节叶片衰老中起重要作用。这些激素

可能相互作用, 并与一系列发育、环境和代谢信号

相互作用, 以调节叶片衰老过程(Schippers等2007; 
Beaudoin等2000; Ali等2018)。细胞分裂素(cytoki-
nins, CKs)水平与衰老进程呈负相关, 其含量的降

低被认为是启动衰老的关键信号(Gan和Amasino 
1995; Nooden等1990)。生长素(auxin, IAA)在植物

生长发育的各个方面都具有重要作用, 其在衰老

调控中的作用较为复杂, 外源施用适量生长素可

以延缓叶片衰老(Noh和Amasino 1999; Ali等2018)。
进一步地, 过表达生长素合成基因YUCCA6或突变

生长素应答抑制因子AUXIN RESPONSE FACTOR 
1 (ARF1)和ARF2均可延缓叶片衰老(Kim等2011; 
Lim等2010; Ellis等2005), 说明生长素对叶片衰老

起抑制作用。赤霉素(gibberellic acid, GA)是一种

五环二萜, 其在细胞伸长、种子萌发、生殖生长、

衰老和对各种环境胁迫的耐受性方面具有重要作

用(Rodrigues等2012)。在拟南芥中, GA信号抑制

因子DELLA的突变能够促进叶片衰老, 而过表达

DELLA编码基因RGL1导致叶片寿命延长(Chen等 
2017), 表明GA参与了叶片衰老的调控, 并在该过

程中发挥负调控作用。乙烯(ethylene, ET)是一种

关键的促进衰老的激素。乙烯的施用加速了叶片

和花的衰老, 而乙烯感知或生物合成抑制剂的使

用延缓了叶片的衰老(Iqbal等2017)。在衰老的叶

片中, 乙烯生物合成水平提高, 且编码乙烯生物合

成酶的基因表达显著上调(Hunter等1999)。此外, 
脱落酸(abscisic acid, ABA)也具有促进叶片衰老的

作用。在许多植物中, 内源ABA水平在叶片衰老

过程中增加, 且外源ABA的使用可诱导衰老相关

基因(senescence-associated genes, SAGs)的表达并

促使叶片变黄(He等2005; Gao等2016; Gepstein和
Thimann 1980; Yang等2002)。油菜素内酯(brassi-
nosteroids, BRs)是调节包括植物衰老在内的多种

生理过程所必需的植物类固醇, 外源BR的应用能

促进许多植物的衰老(Gudesblat和Russinova 2011; 
Gomes等2013; He等1996; Saglam-Cag 2007)。在

BR生物合成缺陷的det2突变体中, 叶片衰老表型

明显延迟 (Chory等1991)。茉莉酸 (jasmonic acid, 
JA)也被认为是重要的衰老相关激素, 其能诱导多

种植物的叶片衰老。在拟南芥中, 内源JA水平随

着叶片衰老而增加, 且JA生物合成途径相关基因

在叶片衰老过程中上调(Hu等2017; He等2002)。虽

然JA能够诱导拟南芥叶片衰老, 但在JA不敏感突

变体coi1中, JA并不能诱导其叶片早衰(He等2002), 
说明JA信号通路直接参与调控拟南芥叶片衰老。

除上述植物激素外, 水杨酸(salicylic acid, SA)也参

与了叶片衰老的调控。有研究表明, 在鼠尾草(Sal-
via officinalis)叶片衰老的早期阶段, SA水平增加, 
并在衰老后期阶段保持不变(Abreu和Munne-Bosch 
2008)。在s3h (SA 3-hydroxylase)突变体中, 水杨酸

因分解受阻而高度积累, 导致叶片出现早衰现象

(Zhang等2013)。上述研究结果表明, 植物激素广

泛地参与了植物叶片衰老的调控且发挥重要作用, 
各种激素之间的协同作用使内部因素引起的叶片

衰老过程受到严密且精细地调控。
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1.2  外部因素: 胁迫引起的叶片衰老

在自然条件下, 植物生长发育不断地受到多

种胁迫的影响。植物衰老是植物在恶劣条件下生

存的一种机制, 它受到多种环境胁迫的诱导和影

响, 包括营养缺乏、黑暗(庇荫)、干旱、高温、盐

胁迫、重金属和病害(Guo和Gan 2005; Lim等2007)。
盐胁迫是限制植物生长发育的主要非生物胁迫。

植物对盐胁迫的反应包括生长减缓、生物量分配

变化、叶片衰老和死亡(Allu等2014)。干旱胁迫导

致叶片萎蔫、细胞膜损伤和过早衰老, 这有助于减

少整个植株的水分流失, 并将衰老叶片的营养物

质重新调动到幼嫩叶片或器官中加以利用(Khan-
na-Chopra和Selote 2007)。在高温胁迫下, 叶片表

现出多种生理反应, 包括蛋白质变性、膜流动性和

活性氧水平升高、叶绿体和线粒体酶失活、光系

统II介导的电子传递和光合作用活性下降。这些

变化导致叶片衰老加速(Bita和Gerats 2013)。黑暗

诱导衰老作为研究叶片衰老过程的一种简便方法, 
已在许多研究中得到应用。此外, 遮荫是作物生长

的重要条件。在田间条件下, 黑暗或遮荫诱导的植

物冠层下部叶片的衰老有助于植物重新调动营养

物质用于冠层上部叶片的光合作用(Gregersen等
2013)。营养缺乏, 特别是氮素匮乏, 严重植物生长

发育, 使其早熟, 从而加速叶片衰老过程。植物的

营养状况对植物衰老的调节非常重要, 这可能与

植物激素对植物生长发育的控制密切相关(Rubio
等2009; Gregersen等2013)。重金属胁迫是一个

世界性的问题, 当水或土壤中的重金属浓度超过

某一临界值时, 就会对植物产生毒害作用, 具体表

现为叶片的衰老和死亡(初梦圆和于延冲2019)。
植物叶片在受到病原菌或者昆虫啃食时会触发

免疫防御反应, 引起超敏反应, 从而导致衰老和

最终死亡(初梦圆和于延冲2019)。上述结果表明, 
由各种生物和非生物胁迫引起的叶片衰老是植物

对环境适应的一种表现, 其目的是损失一部分自

身组织从而延长植物整体寿命, 提高在不利环境

中的存活率。此外, 植物通过复杂的感应机制来

感受各种胁迫刺激, 并进一步和内部信号, 例如各

种激素, 进行串联整合, 从而严格调控叶片衰老

过程。

1.3  叶片衰老的生理特征

叶片衰老最显著的特征是代谢从合成代谢向

分解代谢的剧烈转变。有研究表明, 衰老叶片中分

解代谢基因的表达量显著高于合成代谢基因表达

量(Guo等2004)。叶片衰老涉及到一系列的生理变

化, 包括叶绿素的降解和蛋白质、核酸、脂质等营

养物质的降解和再利用等, 且这些生理变化是一

个受到调控的、有序的过程(Guo 2013)。
由叶绿素分解导致的叶片变黄是叶片衰老的

第一个明显特征。叶绿素分解被看作是叶片衰老

起始的生理标志。叶绿体蛋白的分解提供了氮的

主要来源, 其降解涉及一个复杂的酶调控途径。该

途径由几个酶促步骤组成, 这些步骤产生不同的中

间体和叶绿磷脂, 最终积聚在衰老细胞的液泡中

(Thomas等2001; Hörtensteiner和Feller 2002; Hörten-
steiner和Kräutler 2011)。

脂质降解是叶片衰老过程中重要的生理步骤。

对拟南芥叶片发育代谢谱的研究表明, 叶绿体脂质

半乳糖二酰基甘油(galactosyldiacylglycerols)的含

量在叶片衰老过程中明显降低(Watanabe等2013)。
脂质降解产物被进一步代谢转化为韧皮部可移动

的蔗糖, 并转运出衰老的叶片(Kaup等2002)。此外, 
脂质降解也可能在叶片衰老中起调节作用, 例如磷

脂酶Dα被证明参与调节植物激素诱导的叶片衰老

(Fan等1997)。
蛋白质降解是叶片衰老过程中最重要的生理变

化, 在氮素循环中起着关键作用。转录组分析表明, 
在衰老叶片中参与蛋白水解的基因表达水平大幅

上调(Breeze等2011; Guo等2004), 其中丝氨酸蛋白

酶和胱氨酸蛋白酶是与叶片衰老相关的最丰富的

酶, 而天冬氨酸、苏氨酸和金属蛋白酶也能检测到

(Diaz-Mendoza等2016; Roberts等2012)。细胞内可

动员蛋白的最大来源是叶绿体, 因为叶绿体蛋白质

含有高达80%的叶片总氮(Liu等2008)。在叶片衰

老过程中, 叶绿体蛋白可能通过叶绿体蛋白酶、衰

老相关液泡(senescence-associated vacuoles, SAVs)
和泛素/26S蛋白酶体(ubiquitin/26S proteasome)途
径的协同作用降解(Diaz-Mendoza等2016)。
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2  WRKY转录因子特征及分类

WRKY转录因子序列中含有保守的“WRKY-
GQK”序列, 这也是其名称的由来。WRKY蛋白序

列的N端含有约60个氨基酸残基组成的DNA结合

结构域(DNA binding domain), C端含有锌指类基序

(zinc-finger-like motif) (Rushton等2010; Finatto等
2018)。依据所含DNA结合结构域数量和锌指类基

序类型(C2HC型和C2H2型), WRKY转录因子可分

为I、II和III 3个组(图2)。其中, I组成员含有2个
WRKY DNA结合结构域, III组成员含有1个WRKY 
DNA结合结构域和C2HC型或C2H2型锌指基序, 而
含有单个WRKY DNA结合结构域和锌指基序C2H2
的WRKY转录因子被归为II组。基于WRKY DNA
结合结构域外保守的附加结构基序的类型, II组成

员又可划分为IIa、IIb、IIc、IId和IIe 5个亚组(Zhang
和Wang 2005; Eulgem等2000; Finatto等2018)。
WRKY转录因子通过结合含有W-box序列的靶基

因启动子区域介导信号传导(Finatto等2018)。有些

WRKY基因的启动子区域也存在W-box序列, 故
WRKY转录因子存在自激活或与其他成员互作的

现象(Eulgem等1999)。

3  WRKY转录因子参与调控叶片衰老机制

3.1  拟南芥中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

拟南芥基因组中含有多个WRKY转录因子, 它

们参与了各种生物过程的调控。研究表明拟南芥

多个WRKY基因直接参与叶片衰老过程的相关调

控(表1)。研究发现, AtWRKY6能够抑制自身启动子

活性, 其靶基因AtSIRK (senescence-induced recep-
tor-like kinase)的表达在叶片衰老过程中受到强烈

诱导。AtWRKY6基因敲除突变体的衰老叶片中At-
SIRK转录水平显著降低, 而AtWRKY6过表达植株

叶片中AtSIRK转录水平明显升高, 表明AtWRKY6
通过促进AtSIRK的表达参与叶片衰老的调控(Ro-
batzek和Somssich 2002)。AtWRKY22参与黑暗诱

导的叶片衰老调控, 其表达水平在光照和H2O2处

理时受到抑制, 而在暗处理后升高。经过暗处理的

AtWRKY22过表达株系和敲除株系分别表现出加速

和延迟衰老的表型, 且衰老相关基因表达水平分别

表现明显的增加和减少, 表明AtWRKY22参与了黑

暗诱导的叶片衰老信号转导通路(Zhou等2011)。At- 
WRKY25是AtWRKY53表达的上游调控因子。沉

默AtWRKY25导致拟南芥叶片加速衰老, 但过表达

该基因明显延缓叶片衰老速度(Doll等2020)。此外, 
AtWRKY26也是一个衰老相关的基因, 其在衰老叶

片中表达水平很高, 过表达该基因导致叶片衰老的

表型, 表明其正向调控叶片衰老(Cao等2022a)。At-
WRKY42也参与了拟南芥叶片衰老的调控, 其在衰

老叶片中具有较高的表达量, 过表达该基因促进了

叶片的衰老。此外, AtWRKY42还激活了ISOCH- 
ORISMATE SYNTHASE 1 (ICS1)、RESPIRATORY 

图2  WRKY转录因子结构示意图

Fig. 2  The structure diagram of WRKY transcription factors
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表1  拟南芥中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

Table 1  WRKY transcription factors involved in regulating leaf senescence in Arabidopsis thaliana

 基因名称                           互作因子  调控信号                    参考文献

AtWRKY6	 SIRK、WRKY46	 SA	 Robatzek和Somssich 2002; 
			   Zhang等2021
AtWRKY18	 WRKY53	 –	 Potschin等2014
AtWRKY22	 –	 ROS	 Zhou等2011
AtWRKY25	 WRKY53	 –	 Doll等2020
AtWRKY26	 –	 –	 Cao等2022a
AtWRKY30	 WRKY53、WRKY54、WRKY70	 –	 Besseau等2012
AtWRKY42	 ICS1、RbohF、SAGs	 SA、ROS	 Niu等2020
AtWRKY45	 SAGs、SEN4、RGL1	 GA	 Chen等2017; Barros等2022
AtWRKY46	 NPR1、WRKY6	 SA	 Zhang等2021
AtWRKY53	 SAGs、ESR/ESP、JMJ16、WRKY18、	 JA	 Miao等2004; Zentgraf等2010; 
	 CRK5、SENRK1、WRKY30		  Miao和Zentgraf 2007; Liu等2019; 
			   Burdiak等2022; Wang等2023 
AtWRKY54	 WRKY30、WRKY53	 –	 Besseau等2012
AtWRKY55	 RbohD、ICS1、PBS3、SAG13	 ROS、SA	 Wang等2020b
AtWRKY57	 SEN4、SAG12、JAZ4/8、IAA29	 JA、IAA	 Jiang等2014
AtWRKY70	 WRKY30	 SA、JA/ET	 Ulker等2007; Besseau等2012
AtWRKY71	 EIN2、ORE1	 ET	 Yu等2021
AtWRKY75	 SID2、CAT2、GAI、RGL1、SIB1/2、	 GA、ABA	 Guo等2017; Zhang等2020; 
	 GLK2		  Zhang等2022

BURST OXIDASE HOMOLOG F (RbohF)和一些SAG
基因的转录, 通过影响SA和活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)的生物合成来调控叶片衰老(Niu等
2020)。AtWRKY45直接参与了年龄诱导的叶片衰老

调控。AtWRKY45功能缺失导致叶片寿命延长, 而
该基因的过表达则显著加速了叶片衰老进程。染

色质免疫共沉淀结果显示AtWRKY45直接结合多个

SAG的启动子 , 如SAG12、SAG13、SAG113和SE-
NESCENCE4 (SEN4)。进一步分析表明AtWRKY45
能与GA信号通路的抑制因子RGA-LIKE1 (RGL1)
相互作用, 表明AtWRKY45作为GA介导的信号通

路的关键组分正向调节年龄引发的叶片衰老(Chen
等2017)。除此之外, AtWRKY45也参与暗诱导的

叶片衰老调控。代谢组分析结果显示在暗诱导的

叶片衰老过程中, AtWRKY45过表达株系的氨基酸

和有机酸积累发生了显著变化。此外, AOX1a (al-
ternative oxidase 1a)、AOX1d和ETFQO (electron tr- 
ansfer flavoprotein/ubiquinone oxidoreductase)基因

的显著上调表明AtWRKY45与线粒体信号传导失

调和选择性呼吸激活有关, 说明AtWRKY45参与了

暗诱导的植物代谢重编程, 并在线粒体信号通路

调节中发挥作用(Barros等2022)。AtWRKY46和At- 
WRKY6是SA信号下游转录机制的关键组成部分。

在烯丙苯噻唑(probenazole)/SA诱导的拟南芥叶片

衰老中, SA信号受体NPR1、WRKY46和AtWRKY6
组成了一个调控模块调节叶片衰老过程(Zhang等
2021)。AtWRKY53是衰老特异性相关的WRKY转

录因子, 其在叶片衰老调控的作用研究地较为深入。

利用重组AtWRKY53蛋白对基因组DNA片段进行

pull-down分析发现了多个SAGs和WRKY基因是At-
WRKY53的直接靶基因(Miao等2004), 表明AtWR- 
KY53能够调控衰老相关基因的表达, 并在WRKY
介导的信号级联上游位置起作用(Zentgraf等2010)。
酶联免疫(EMSA)和原生质体瞬时表达结果表明, 
AtWRKY53还能与自身启动子结合, 并以负反馈回

路调节自身表达(Miao等2004)。AtWRKY53能够与

JA诱导蛋白ESR/ESP (EPITHIOSPECIFYING SE-
NESCENCE REGULATOR)互作并受到其抑制, 说
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明AtWRKY53和ESR共同调控叶片衰老(Miao和
Zentgraf 2007)。另一方面, 含有JmJC结构域的组

蛋白H3K4去甲基化酶JMJ16作为一种衰老促进因

子, 其功能丧失突变体叶片表现出延迟衰老的表

型, 并且在叶片衰老相关基因AtWRKY53的启动子中

较少富集H3K4me3, 表明JMJ16通过AtWRKY53的
去甲基化调控叶片衰老(Liu等2019)。AtWRKY18是
AtWRKY53的靶基因, 但也能调控AtWRKY53表达。

在拟南芥原生质体的瞬时转化体系中, AtWRKY18
能够直接与AtWRKY53启动子区中的W-box基序结

合, 并抑制其表达。AtWRKY18过表达导致叶片衰

老延迟, 而其突变体叶片衰老明显加快, 表明At-
WRKY18通过与AtWRKY53互作正向调控叶片衰

老(Potschin等2014)。AtCRK5是叶片老化的负调控

因子, 其启动子区域含有多个W-box原件, 是AtWR- 
KY53的靶基因。随后的酵母双杂交实验证明At-
CRK5和WRKY53存在互作, 二者形成一个负反馈

通路拮抗性地调节叶片衰老(Burdiak等2022)。最

近, 研究人员鉴定到了一个与叶片衰老相关的受体

激酶编码基因AtSENRK1 (SENESCENCE-RELATED 
RECEPTOR KINASE 1), 其在叶片衰老过程中显著

下调。功能缺失的senrk1突变体叶片表现出早衰

表型, 而AtSENRK1的过表达显著延迟了叶片衰老, 
表明AtSENRK1负调控拟南芥中年龄诱导的叶片衰

老。进一步研究表明AtSENRK1是AtWRKY53的靶

基因, AtWRKY53能够抑制AtSENRK1的表达, 说明

AtSENRK1在AtWRKY53下游发挥调节叶片衰老的

作用(Wang等2023)。AtWRKY70在年龄诱导的叶片

衰老过程中表达上调, 其功能缺失促进了年龄和黑

暗诱导的叶片衰老。进一步研究表明AtWRKY70
通过抑制SA和JA/ET介导的防御标记基因表达对

叶片衰老进行调控(Ulker等2007)。此外, 研究人员

对其他WRKY转录因子在拟南芥叶片衰老中的作用

进行了探讨, 结果发现AtWRKY54和AtWRKY30参
与了叶片衰老调控过程。此外, AtWRKY54和AtWR- 
KY70在叶片发育过程中表现出相似的表达模式, 在
叶片衰老过程中似乎具有互作和部分冗余的功能。

酵母双杂交分析表明, AtWRKY54和AtWRKY70能
够和AtWRKY53与AtWRKY30分别独立互作。综

合上述结果表明, AtWRKY53、AtWRKY54和At-

WRKY70可能通过与AtWRKY30互作参与了一个

整合内部和环境信号的调控网络来调节叶片衰老

(Besseau等2012)。AtWRKY55主要在衰老叶片中表

达, 诱导型和组成型过表达该基因均加速叶片衰

老, 而其功能丧失则显著延缓叶片衰老。进一步研

究表明, AtWRKY55通过与靶基因启动子的W-box
原件结合激活RbohD、ICS1、PBS3 (avrPphB susce- 
ptible 3)和SAG13的表达, 表明其通过正向调控ROS
和SA积累来调节叶片衰老(Wang等2020b)。Jiang等
(2014)发现使用外源茉莉酸甲酯(methyl jasmonate, 
MeJA)处理拟南芥wrky57突变体能使其产生典型

的叶片衰老表型。染色质免疫共沉淀结果显示, 
AtWRKY57直接结合SEN4和SAG12的启动子并抑

制其转录。进一步的体内和体外实验表明AtWRK- 
Y57分别与JA和生长素信号通路的抑制因子JAZ4/8 
(JASMONATE ZIM-DOMAIN 4/8)和AUX/IAA蛋白

IAA29相互作用。因此, 作为JA诱导的叶片衰老抑

制因子, AtWRKY57是JA和生长素介导的信号通路

的共同组成部分(Jiang等2014)。Yu等(2021)通过

染色质免疫沉淀实验证明AtWRKY71可以直接结

合SAG13和SAG201的启动子。转录组分析表明, 
AtWRKY71可能介导非生物胁迫、黑暗和乙烯等

多种因素导致的叶片衰老。体外和体内实验表明, 
AtWRKY71可以直接调控乙烯信号通路基因EIN2 
(ETHYLENE INSENSITIVE2)和ORE1 (ORESARA1)。
以上结果表明AtWRKY71介导乙烯信号转导和合成, 
通过调控SAGs加速拟南芥叶片衰老(Yu等2021)。
AtWRKY75的表达量在叶片自然衰老过程中逐渐

增加, 其功能丧失延缓了年龄和黑暗诱导的叶片

衰老。AtWRKY75通过直接结合SID2 (SA INDUC-
TION DEFICIENT 2)启动子中的W-box元件促进其

转录, 表明其参与了SA信号途径。进一步地研究

表明AtWRKY75通过抑制CAT2 (CATALASE 2)的转

录促进 ROS积累导致叶片早衰(Guo等2017)。另外, 
AtWRKY75也可通过参与GA信号途径调控叶片衰

老。研究表明2个DELLA蛋白, GAI (GIBBEREL-
LIC ACID INSENSITIVE)和RGL1 (RGA-LIKE 1), 
可以抑制AtWRKY75的表达, 从而降低SAG12和SA- 
G29在叶片衰老过程中的表达水平(Zhang等2020)。
近期的研究表明 , AtWRKY75的表达还受到SIB1 
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(SIGMA FACTOR BINDING PROTEIN1)和SIB2的
抑制。AtWRKY75功能缺失会减缓ABA诱导的叶

片衰老, 而其过表达会显著加速叶片衰老。以上结

果说明SIBs通过抑制AtWRKY75转录的方式负调控

ABA诱导的叶片衰老。此外, AtWRKY75直接结合

GLK1 (GOLDEN 2-LIKE1)和GLK2的启动子并抑制

其表达。AtWRKY75功能丧失不能延缓glk1/glk2突
变体叶片衰老 , 而过表达AtWRKY75也不能促进

35S:GLK1植株的叶片衰老, 表明AtWRKY75需要

借助GLKs来正调控ABA介导的叶片衰老(Zhang等
2022)。

从上述研究进展可知WRKY转录因子介导的

叶片衰老调控在拟南芥中得到了广泛且细致的研

究。由于拟南芥拥有完善的突变体库和简单高效

的转基因技术, 所以通过对相应突变体和过表达

植株的研究使WRKY转录因子在叶片衰老中的研

究变得相对容易。通过酵母杂交系统、免疫共沉

淀和转录组分析等技术手段, 研究人员还明确了

大量与叶片衰老相关WRKY转录因子的上下游互

作因子, 从而部分明确了以WRKY转录因子介导

的叶片衰老调控网络。

3.2  作物中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

虽然研究人员在一些作物中也鉴定到了大量

的WRKY转录因子(表2), 但相比模式植物拟南芥, 
WRKY转录因子介导的叶片衰老调控进展较为缓

慢。在水稻中, OsWRKY5的表达在衰老叶片中迅速

上调, 特别是在叶片的老化或暗处理引发的泛黄部

分, 并通过调控衰老相关NAC转录因子OsNAP和
OsNAC2的表达促进水稻叶片衰老(Kim等2019)。
OsWRKY23在衰老的水稻叶片中表达量很高, 其在

拟南芥中的过表达加速了暗诱导的叶片衰老(Jing
等2009)。此外, OsWRKY42通过直接抑制OsMT1d
的表达诱导ROS的积累, 从而加速叶片衰老(Han等
2014)。OsWRKY53在叶片中的表达受衰老、黑暗和

ABA处理诱导。OsWRKY53过表达的植株叶片早

衰, 而其突变体叶片持绿。进一步研究表明OsWR- 
KY53直接与OsABA8ox1和OsABA8ox2的启动子结

合并抑制其转录, 导致内源ABA含量升高, 促进叶

片衰老(Xie等2022)。在小麦中, TaWRKY40-D通

过改变JA和ABA的生物合成和信号转导正向调节

小麦叶片衰老(Zhao等2020a)。TaWRKY42-B通过

调控TaLOX3基因表达促进JA生物合成, 从而促进

叶片衰老(Zhao等2020b)。通过转录组分析, Qiao
等(2021)鉴定了小麦中与叶片衰老相关的基因Ta-
WRKY13-A。进一步使用病毒诱导的基因沉默(VIGS)
方法发现TaWRKY13-A的转录抑制导致小麦叶片衰

老延迟。此外, 在自然生长条件和黑暗条件下, TaW- 
RKY13-A的过表达加速了转基因二穗短柄草(Bra- 
chpodium distachyon)和转基因拟南芥叶片衰老(Qiao
等2021)。在高粱中, SbWRKY50的过表达延缓了年

龄和黑暗诱导的叶片衰老。SbWRKY50是乙烯信号

传导中关键组分EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 
3)的靶基因, 通过直接抑制SbNYC1 (NON-YELLOW 
COLORING 1)抑制叶绿素分解代谢途径, 从而负

表2  作物中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

Table 2  WRKY transcription factors involved in regulating leaf senescence in crops

   基因名称  物种           互作因子 调控信号   参考文献

OsWRKY5	 水稻 NAP、NAC2	 SA	 Kim等2019
OsWRKY23	 水稻 –	 –	 Jing等2009
OsWRKY42	 水稻 MT1d	 ROS	 Han等2014
OsWRKY53	 水稻 ABA8ox1、ABA8ox2	 ABA	 Xie等2022
TaWRKY13-A	 小麦 –	 –	 Qiao等2021
TaWRKY40-D	 小麦 –	 JA、ABA	 Zhao等2020a
TaWRKY42-B	 小麦 LOX3	 JA	 Zhao等2020b
SbWRKY50	 高粱 NYC1	 –	 Chen等2023
GhWRKY27	 陆地棉 CYP94C1、Ripen2-2	 –	 Gu等2019
GhWRKY33	 陆地棉 TIFY10A	 JA	 Wu等2022
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调控叶片衰老(Chen等2023a)。在陆地棉中, GhW-
RKY27的表达受叶片衰老诱导, 其在早衰棉花品种

叶片中的表达高于非早衰品种。GhWRKY27在拟南

芥中的过表达使叶片叶绿素含量降低并激活SAGs
表达, 从而促进叶片衰老。GhWRKY27能直接结合

GhCYP94C1 (cytochrome P450 94C1)和GhRipen2-2 
(ripening-related protein 2)并调节其表达来参与叶

片衰老调控(Gu等2019)。此外, 在拟南芥中过表达

GhWRKY33能显著延缓叶片衰老。酵母双杂交和双

荧光素酶互补分析结果表明GhWRKY33可以与GhT- 
IFY10A相互作用。GhTIFY10A在拟南芥中的过表

达也显著延缓了叶片衰老。因此, GhWRKY33可
能是调节年龄和JA诱导的叶片衰老的负调控因子

(Wu等2022)。
3.3  园艺植物中参与叶片衰老调控的WRKY转录

因子

叶片衰老严重影响园艺植物的观赏性和果实

品质, 因此研究WRKY介导的叶片衰老调控对提

高园艺植物品质具有重要意义(表3)。在番茄中, 
MeJA和暗处理都显著诱导了SlWRKY37和JA信号

途径中SlMYC2的表达。SlMYC2直接与SlWRKY37
的启动子结合以激活其表达。SlWRKY37的敲除抑

制了JA和暗诱导的叶片衰老。转录组分析和生化

实验表明, SlWRKY53和SlSGR1 (S. lycopersicum se-
nescence-inducible chloroplast stay-green protein 1)
是SlWRKY37的靶基因。此外, SlWRKY37还与含

有VQ基序的蛋白SlVQ7相互作用进而提高SlWR- 
KY37蛋白稳定性并促进其下游靶基因的转录激活

(Wang等2022)。在苹果中, MdABI5在ABA引发的

叶片衰老调控中起重要作用。MdWRKY40在体外

和体内均与MdABI5直接相互作用并通过相同的调

控途径与MdABI5共同促进叶片衰老(An等2021)。
在二倍体草莓(Fragaria × ananassa)中通过基因编

辑沉默FvWRKY50促进了叶片衰老。进一步的研

究表明FvWRKY50通过直接靶向生长素应答基因

FvSAUR36调控草莓叶片衰老(Chen等2023)。菜薹

(Brassica rapa ssp. parachinensis)作为食叶蔬菜, 极
易发生叶片黄化和萎蔫。研究表明BrWRKY57随着

菜薹叶片衰老表达水平升高, 且外源ABA处理显著

诱导其表达。双荧光素酶瞬时表达试验显示, BrWR- 
KY57可以调控叶绿素降解相关基因BrPPH1和ABA
合成相关基因BrNCED3的表达从而影响叶片衰老

(曾泽湘等2021)。此外, 研究人员从中国野生葡萄

(Vitis quinquangularis)中克隆到了VqWRKY53基因。

在拟南芥中过表达VqWRKY53促进了AtSAG12的表

达和ROS在叶片中的积累, 导致转基因拟南芥叶片

衰老(Wang等2020a)。
3.4  其他植物中参与叶片衰老调控的WRKY转录

因子

除了模式植物、农作物和园艺植物, WRKY
转录因子参与调控叶片衰老的研究也在一些林木、

草和经济作物等植物种取得了一些进展(表4)。在

灰毡毛忍冬(Lonicera macranthoides)中 , LmWRK- 
Y16受叶片组织衰老显著诱导, 且在低温和乙烯处

理的叶片中显著上调。此外, 作为AtWRKY75的同

源基因, LmWRKY16的过表达促进转基因烟草叶片

衰老(Cao等2022)。研究人员从中间锦鸡儿(Car- 
agana intermedia)中鉴定了53个WRKY转录因子。

在拟南芥中过表达CiWRKY75-1和CiWRKY40-4延
缓了转基因拟南芥叶片衰老(Wan等2018), 表明这

表3  园艺植物中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

Table 3  WRKY transcription factors involved in regulating leaf senescence in horticultural plants

  基因名称         物种                      互作因子 调控信号    参考文献

SlWRKY37	 番茄 MYC2、WRKY53、SGR1、VQ7	 JA	 Wang等2022
SlWRKY53	 番茄 WRKY37	 –	 Wang等2022
MdWRKY40	 苹果 ABI5	 ABA	 An等2021
FvWRKY50	 二倍体草莓 SAUR36	 IAA	 Chen等2023b
BrWRKY57	 菜薹 PPH1、NCED3	 ABA	 曾泽湘等2021
VqWRKY53	 中国野生葡萄 –	 ROS	 Wang等2020a
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表4  其他植物中参与叶片衰老调控的WRKY转录因子

Table 4  WRKY transcription factors involved in regulating leaf senescence in other plants

      基因名称         物种                       互作因子 调控信号         参考文献

LmWRKY16	 灰毡毛忍冬 –	 –	 Cao等2022b
CiWRKY40-4	 中间锦鸡儿 –	 –	 Wan等2018
CiWRKY75-1	 中间锦鸡儿 –	 –	 Wan等2018
LpWRKY69	 多年生黑麦草 –	 CK、ET	 Chen和Huang 2022
LpWRKY70	 多年生黑麦草 –	 CK、ET	 Chen和Huang 2022
HbWRKY82	 橡胶树 –	 –	 Kang等2021
BnaWGR1	 油菜 RbohD、RbohF	 –	 Yang等2018
BnaA9.WRKY47	 油菜 C7.SGR1、A2.NRT1.7、A9.AAP1	 N (氮)	 Cui等2023
BnaA07.WRKY70	 油菜 –	 –	 Liu等2023

两个基因可能参与叶片衰老调控。热胁迫是植物

的主要非生物胁迫, 能够导致植物叶片早衰。在多

年生黑麦草(Lolium perenne)中, 6-BA或AVG (ami-
noethoxyvinylglycine)处理抑制了热诱导的叶片衰老

并使LpWRKY69和LpWRKY70表达上调。LpWR- 
KY69和LpWRKY70启动子含有能被CK或乙烯途径

中转录因子识别的原件, 故二者可能通过CK或ET
信号途径对热诱导的叶片衰老进行负调控(Chen和
Huang 2022)。Kang等(2021)从橡胶树(Hevea brasil-
iensis)中鉴定了一个IIc亚组WRKY转录因子Hb-
WRKY82, 其转录水平在叶片衰老过程中显著降低。

荧光定量结果表明, 在过表达HbWRKY82的拟南芥

中, 叶片衰老标志基因AtEIN3和AtWRKY53的表达

可能受到HbWRKY82的调控, 说明该基因可能参与

叶片衰老调控(Kang等2021)。油菜(Brassica napus) 
BnaWGR1是一个WRKY转录因子。BnaWGR1可
能通过调控RbohD和RbohF基因的表达, 正向调控

转基因拟南芥叶片衰老(Yang等2018)。此外, 油菜

BnaA9.WRKY47基因受到氮素缺乏的诱导。在幼

苗期, 与野生型相比, BnaA9.WRKY47过表达株系在

缺氮条件下表现出老叶衰老较早和幼叶优先生长的

特点。进一步研究表明BnaA9.WRKY47通过上调

BnaC7.SGR1、BnaA2.NRT1.7和BnaA9.AAP1的表

达促进氮素缺乏条件下油菜中氮的再活化(Cui等
2023)。Liu等(2023)进一步地从油菜中鉴定了叶片

衰老调控相关的BnaA07.WRKY70基因。RT-qPCR和

启动子GUS分析显示, BnaA07.WRKY70主要在油

菜叶片和拟南芥莲座叶中表达。BnaA07.WRKY70

在拟南芥中异位表达恢复了拟南芥wrky70突变体

叶片早衰表型(Liu等2023)。 

4  总结与展望

植物叶片衰老是一个复杂的、多维度的生物

过程, 其起始到最终状态涉及到一系列的生理变

化及转录调控过程。WRKY转录因子作为叶片衰

老相关的重要调节因子, 在表观调控、转录调控、

转录后调控及翻译后修饰等方面直接或间接地参

与植物叶片衰老的调控, 并且形成复杂的信号转

导网络。此外, WRKY转录因子参与植物体内多

种激素引起的叶片衰老调控, 并在不同激素信号

间协同作用中扮演串联节点的作用。同时, 作为一

种能够响应多种胁迫刺激的调控因子, WRKY转

录因子在胁迫诱导的叶片衰老中的作用亦十分重

要, 其通过与不同的衰老相关基因互作, 直接参与

叶片衰老的调节。因此, 进一步明确叶片衰老调控

信号网络中处于核心节点的WRKY转录因子功能

不仅能够进一步丰富相关调控机制, 更能对一些

重要作物的遗传改良提供有价值的资源。

综合上述研究结果可以明确, WRKY转录因

子介导的叶片衰老调控机制研究在模式植物以外

的植物中相对不足。近年来, 随着测序技术的不断

进步, 越来越多的植物基因组得到解析。WRKY
作为植物中的多成员家族, 其数量在每种植物中

都不在少数。未来应该借助这些新发表的基因组

数据, 不断鉴定不同植物中的WRKY转录因子, 并
通过分子和遗传学手段深入研究WRKY转录因子
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在叶片衰老调控中的重要作用。另外, 突变体难以

获得和转基因技术不足也是限制WRKY转录因子

在非模式植物中进行叶片衰老研究的重大难点。

CRISPR/Cas9基因编辑技术已经在模式植物和某

些重要作物中得到大力发展。未来应将该技术在

园艺植物和经济植物中进行大力研究, 进行精准

的与叶片衰老相关的分子改良和分子育种, 进一

步提高产量和品质。

关于WRKY介导的叶片衰老, 目前依然存在

大量问题没有完全阐明。例如, 植物如何将生殖信

号和叶片衰老起始进行整合, 在该过程中, 哪些

WRKY转录因子参与并起到了核心串联作用? 植
物体内存在多种激素, 各个激素在协同调控叶片

衰老的过程中, 哪些WRKY转录因子参与了不同

激素信号的协同? 在各个植物中存在的叶片衰老, 
都有哪些WRKY转录因子参与, 其参与的调控机

制是否具有保守性? 这些问题值得进一步思考和

研究。
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