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菊花脑WRKY基因家族鉴定与表达分析＊
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摘 要：目的　使用生物信息学方法鉴定和分析菊花脑 WRKY 基因家族成员，为后期研究 WRKY 转录

因子调控菊花脑萜烯类物质生物合成提供理论基础。方法　利用 HMMER、BLAST、Pfam、NCBI等在线工具

对菊花脑基因组中的 WRKY 基因家族成员进行筛选和鉴定；ExPASy、WOLF PSORT 等在线工具进行理化性

质分析；ClustalW、IQ-Tree、MEME 等软件进行系统进化、保守结构域分析；TBtools 软件进行染色体定位、串

联复制、基因表达模式及可视化分析。结果　共鉴定出 110个 CnaWRKYs，其 ORF 长度为 246-2367 bp，编码

蛋白的氨基酸数量为 81-788 AA，相对分子质量为 9463.98-87062.38 Da，理论等电点为 4.63-10.15，93 个蛋

白预测亚细胞定位于细胞核；系统进化分析将 CnaWRKYs 蛋白分为 3 个组，其中Ⅱ组又分为 5 个亚组；蛋白

质结构域丰富，同一组 CnaWRKYs 蛋白结构域高度保守、保守基序相似；109 个菊花脑 WRKY 基因不均一地

分布在 9 条染色体上，另外有 1 个分布在 Scalfold25 上；基因表达热图显示，108 个 CnaWRKYs 基因在整体水

平上有表达，WRKY 基因家族成员在各个组织中的表达丰度存在明显差异。结论　系统分析了菊花脑

WRKY 基因家族成员，为进一步解析 CnaWRKYs基因在菊花脑挥发性芳香化合物萜烯类物质生物合成的作

用及其调控机制提供理论依据。
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菊花脑（Chrysanthemum nankingense Hand.-Mazz.）
是菊科菊属植物，为药用野菊（C. indicum L.）的近缘

种。菊花脑又名菊花菜，嫰茎叶具有降血压、生津开

胃、清热解毒等功效，民间药食两用[1]。菊花脑适应性

极强，在江苏、贵州、湖南和湖北等省引种栽培并广泛

分布。野菊倍性复杂（包括二倍体、四倍体、六倍体

等），而菊花脑为二倍体物种，倍性简单故可作为菊属

模式植物开展药用菊花的相关研究[2]。菊花脑化学成

分比较复杂，其天然活性成分主要为黄酮类化合物和

挥发油中的萜类化合物[3]，其中挥发油的萜烯类物质

不仅影响菊花脑的香气品质，而且还在抗病虫害等方

面有重要的作用[4-6]。

WRKY 转录因子（Transcription factors，TFs）是植

物中最大的转录调控因子家族之一，其名字来源于

TFs高度保守的 60个氨基酸长的WRKY结构域，包含

一 个 在 N 端 的 高 度 保 守 的 七 肽 氨 基 酸 序 列

WRKYGQK 和一个在 C端锌指状基序 Cys(2)-His(2)或
Cys(2)-HisCys，并与靶基因启动子中的 TTGAC(C/T) 
W-box 顺式元件结合[7-8]。根据 WRKY 蛋白结构域的

数量和锌指样基序的类型，将 WRKY 蛋白分为 3 组。

Ⅰ组的WRKY蛋白具有 2个WRKY结构域，而Ⅱ组和

Ⅲ组的 WRKY 蛋白只具有一个 WRKY 结构域。Ⅰ组

和Ⅱ组蛋白均具有相同的潜在锌配体模式 C-X4-5-C-
X22-23-H-X-H[9]。Ⅲ组蛋白的的锌指基序类型与 I组和

Ⅱ组不同，为 C-X7-C-X23-H-X-C[10]。Ⅱ组的 WRKY
蛋白根据初级氨基酸序列进一步分为Ⅱa、Ⅱb、Ⅱc、Ⅱ
d和Ⅱe五个亚组[11-12]。

WRKYs不仅在植物抗病、非生物胁迫反应、营养

剥夺、衰老、种子和毛状体发育、胚胎发生以及额外的

发育和激素控制过程等方面具有多种多样的生物学
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功能，还在植物次生代谢产物生物合成过程中起着重

要作用[13-16]。在菊花脑中，萜烯是其最重要的挥发性

化合物，而 W-box 是 WRKY 转录因子的同源结合位

点，可以在大多数萜烯合成相关基因的启动子中被识

别出来。然而，WRKY家族在菊花脑中萜烯合成中的

作用却未被研究。本研究以菊花脑基因组数据为基

础，通过生物信息学的方法，系统地分析了菊花脑

WRKY基因家族，为后期研究菊花脑WRKY转录因子

在菊花脑萜类生物合成途径中的调控机制奠定基础。

1 材料与方法 

1.1　材料　

本实验样品采自湖北中医药大学野菊种质资源

保存圃，经植物标本比对鉴定为菊花脑。取舌状花、

管状花、根、茎和叶 5个不同的组织进行后续分析，生

物学重复为每个部位 3个单株重复。样品经液氮速冻

后，-80℃冰箱保存备用。

1.2　菊花脑WRKY基因的筛选与鉴定　

菊花脑基因组数据（CDS序列、PEP序列和GFF文

件）和转录组数据来源于湖北中医药大学药学院中

药资源评价和组学研究实验室数据库[17]，WRKY 基因

保守结构域相关文件 PF03106.hmm 从 Pfam 数据库

（http://pfam.xfam.org/）下载获取。利用 TBtools 软件中

的 Simple HMM Search 功能在菊花脑基因组蛋白质序

列 文 件 中 搜 索 模 型 类 似 的 序 列 ，以 NCBI 网 站

UniProtKB/Swiss-Prot（swissprot）数据库中搜索已功能

验证的 WRKY 基因序列集为响应（Query）序列，运用

TBtools 软件 BlastP 功能分析同源 WRKY 基因序列，即

以已知功能的WRKY基因序列在全基因组蛋白数据中

比对，并提取序列相似性高的序列。对以上两种方法

分析得到的序列 ID 取交集，得到所有的候选 WRKY
基因。利用 NCBI 中的 Batch CDD search（https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi/）数据库进

一步排除没有保守WRKY结构域的基因，最终获得全

部的菊花脑WRKY基因家族成员。

根据基因组GFF注释文件得到WRKY基因CDS序

列 的 长 度 。 利 用 ExPASy（https://web. expasy. org/
protparam/）在线工具预测菊花脑 WRKY 蛋白氨基酸

序列的理化特性，包括编码的氨基酸数目、等电点和

蛋白质相对分子量。使用 WOLF PSORT（https://www.
genscript. com/wolf-psort. html）在线工具预测菊花脑

WRKY蛋白的亚细胞定位。

1.3　菊花脑WRKY基因家族系统发育分析　

基于拟南芥（Arabidopsis thaliana）和鉴定到的菊

花脑 WRKY 氨基酸序列构建系统发育树[7]。运用

ClustalW软件进行多序列比对，通过 IQ-Tree软件计算

最 佳 模 型 VT+F+R6 并 用 最 大 似 然 法（Maximum 
likelihood，ML）对拟南芥和菊花脑 WRKY 基因家族进

行系统进化分析来确定菊花脑 WRKY 基因家族的分

类，建树步长值（Bootstrap）重复次数为1000。
1.4　菊花脑 WRKY 基因家族保守基序和 WRKY 结构

域分析　

使 用 Multiple Em for Motif Elicitation（MEME，

https://meme-suite.org/meme/tools/meme）在线网站预测

菊花脑不同WRKYs蛋白的保守基序，设置参数为：保

持重复数，任意；最大图案数，10；基序的最佳宽度≥
20。分析前 10 个保守基序并下载 xml 文件和 10 个保

守基序图。对不同组 WRKY结构域 60个保守氨基酸

进行比较分析其N端的七肽氨基酸序列和C端的锌指

状基序。

1.5　菊花脑 WRKY 基因家族染色体定位和串联复制

分析　

根据 WRKY 基因家族 ID 文件和菊花脑基因组

GFF 注释文件，利用 TBtools 软件中的 Gene Location 
Visualize（Advanced）功能绘制 CnaWRKYs 基因在菊花

脑染色体上的分布图。

利用 TBtools 软件中的 Two Sequence Files、Text 
Merge for MCScanX、Quick Run MCScanX Wrapper 和

File Merge for MCScanX 等功能分析 WRKY 基因家族

的串联复制情况。

1.6　菊花脑WRKY基因家族的表达模式分析　

原始转录组数据经Trimmomatic-0.36过滤低质量

数据，过滤后数据经 STAR_2.6.0a 软件比对到基因组

上。基于比对数据，转录本丰度基于 HTSeq 软件计

算，并将原始计数转化为 TPM（Transcripts Per Million）
值 ，通 过 TBtools 软 件 中 的 HeatMap 功 能 可 视 化

CnaWRKYs基因表达热图。

2 结果与分析 

2.1　菊花脑WRKY基因家族成员鉴定与理化性质　

通过构建隐马尔科夫模型，将 PF03106.hmm功能

域序列在菊花脑基因组数据库中比对；以 NCBI 中已
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有的 WRKY 序列作为 Query 序列，对菊花脑蛋白质数

据库进行BlastP分析；合并以上两种分析方法的结果，

并经 NCBI 的 CDD-search 验证其保守结构域，最终确

定了 110 个 CnaWRKYs 基因。菊花脑 WRKY 基因的开

放阅读框长度为 246-2367 bp，其编码蛋白大小在 81-
788 AA，蛋白相对分子质量为 9463.98-87 062.38 Da；
理论等电点为 4.63-10.15，其中有 63 个酸性蛋白（pI<
7），占 57.27%，47个碱性蛋白，占 42.73%；不稳定指数

为 25.1-68.33，其中值小于 40 的为稳定蛋白；脂肪族

氨 基 酸 指 数 为 42.00-95.47；亲 水 性 总 平 均 值 为

-1.183--0.151，均为亲水性蛋白；93 个蛋白亚细胞定

位预测于细胞核，8个蛋白亚细胞定位预测于细胞质，

4个蛋白亚细胞定位预测于叶绿体，还有4个蛋白分别

定 位 于 高 尔 基 体（Cna0024632.1）、过 氧 物 酶 体

（Cna0005089.1）、细 胞 骨 架（Cna0045100.1）和 质 膜

（Cna0029351.1）（表1）。

表1　菊花脑WRKY基因家族信息

Cna0001853.1
Cna0002807.1
Cna0003991.1
Cna0004081.1
Cna0004545.1
Cna0004546.1
Cna0004989.1
Cna0005087.1
Cna0005089.1
Cna0006052.1
Cna0006278.1
Cna0006756.1
Cna0006759.1
Cna0006762.1
Cna0006764.1
Cna0006766.1
Cna0006767.1
Cna0009806.1
Cna0014622.1
Cna0014889.1
Cna0014893.1
Cna0014963.1
Cna0014964.1
Cna0014965.1
Cna0014967.1
Cna0014969.1
Cna0014971.1
Cna0014980.1
Cna0014981.1
Cna0015027.1
Cna0015334.1
Cna0016808.1
Cna0017570.1
Cna0017979.1
Cna0019642.1

1455
1533
546
483
798
1020
912
1062
612
1461
849
879
864
990
1386
684
765
1233
1353
651
888
888
891
1008
684
666
525
966
966
966
714
921
855
1515
1623

54 870.86
56 177.55
20 591.87
18 404.43
30 397.06
38 157.26
35 007.76
40 780.24
22 979.96
55 032.40
31 071.33
32 685.45
32 178.01
36 436.16
51 148.88
25 505.99
28 861.63
46 289.30
51 345.95
24 813.83
33 419.68
33 407.85
33 363.57
38 345.07
26 171.57
25 271.69
20 212.04
36 628.91
35 795.68
35 790.75
27 797.84
34 144.58
31 474.86
55 058.11
60 114.07

8.91
7.9
9.18
9.33
6.54
5.79
8.48
6.49
9.44
8.11
5.69
6.79
6.21
6.50
5.81
9.11
8.60
9.33
5.96
8.27
5.93
6.10
5.87
5.23
8.68
5.68
8.36
6.01
5.79
5.66
4.95
6.70
6.46
8.56
6.58

50.49
44.07
29.26
27.43
40.02
45.47
57.44
50.71
40.02
37.90
59.42
55.69
53.36
41.93
40.23
46.91
49.99
42.30
38.54
66.08
49.02
51.56
46.95
50.99
48.10
64.63
49.83
38.75
46.86
45.98
56.92
42.92
51.67
46.79
64.44

73.84
57.18
58.67
53.56
71.66
68.67
57.62
56.63
72.41
95.47
56.10
59.73
73.62
82.67
94.45
79.82
77.48
68.66
55.89
68.10
70.37
71.05
68.82
76.21
67.80
71.45
72.24
57.98
58.60
61.34
49.28
49.31
48.70
66.25
49.85

-0.602
-0.704
-1.023
-1.183
-0.806
-0.880
-1.104
-0.928
-0.684
-0.309
-0.666
-0.722
-0.679
-0.407
-0.168
-0.590
-0.602
-0.775
-1.003
-0.854
-0.507
-0.511
-0.543
-0.497
-0.821
-0.626
-0.618
-0.795
-0.842
-0.793
-1.178
-0.879
-0.844
-0.680
-0.898

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

过氧物酶体

细胞质

细胞核

细胞核

细胞核

叶绿体

细胞质

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

叶绿体

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

细胞核

基因名称 ORF长度（bp） 分子量（Da） 理论等电点 不稳定指数 脂肪族氨基酸指数 亲水性总平均值 亚细胞定位

下转续表

2376



〔 Modernization of Traditional Chinese Medicine and Materia Medica-World Science and Technology 〕

世界科学技术-中医药现代化★中药学研究

Cna0020197.1
Cna0021713.1
Cna0021969.1
Cna0022304.1
Cna0022795.1
Cna0023942.1
Cna0024632.1
Cna0025974.1
Cna0026021.1
Cna0026236.1
Cna0029027.1
Cna0029351.1
Cna0029825.1
Cna0029978.1
Cna0030416.1
Cna0030603.1
Cna0031455.1
Cna0031722.1
Cna0033252.1
Cna0033933.1
Cna0034553.1
Cna0035010.1
Cna0035078.1
Cna0035215.1
Cna0036080.1
Cna0036630.1
Cna0038675.1
Cna0041911.1
Cna0042672.1
Cna0042720.1
Cna0044052.1
Cna0044053.1
Cna0044252.1
Cna0044968.1
Cna0045100.1
Cna0045103.1
Cna0045824.1
Cna0048080.1
Cna0048081.1
Cna0048202.1
Cna0048835.1
Cna0048890.1
Cna0049347.1
Cna0050102.1
Cna0050954.1

936
1830
615
828
1719
939
654
882
1497
591
1551
1926
903
1209
666
978
720
1005
993
1458
654
246
2367
621
1971
960
870
762
825
678
795
966
966
1359
1146
1050
1572
699
672
297
810
1788
1032
603
1542

34 489.45
66 653.84
22 457.29
30 841.94
62 577.19
34 819.28
24 784.62
32 367.51
55 062.48
22 184.41
56 200.54
73 056.46
33 768.13
44 524.86
24 788.32
36 559.31
26 888.23
37 209.44
36 696.38
54 195.93
24 231.82
9463.98
87 062.38
23 571.74
71 060.33
36 133.41
33 117.36
28 473.96
30 683.27
25 162.33
30 485.22
36 622.02
36 656.14
49 131.58
42 812.18
38 282.26
57 748.47
26 251.76
25 267.57
11 281.87
30 851.65
66 727.02
37 560.45
23 403.10
56 849.78

10.09
6.32
9.18
8.86
6.33
5.69
8.03
5.66
8.47
6.75
6.43
9.22
5.10
5.89
9.51
6.18
7.24
9.60
7.67
8.39
8.71
9.87
7.78
7.60
6.14
6.33
8.20
6.71
6.40
4.84
5.89
6.01
6.13
5.60
6.24
6.81
8.08
4.78
5.15
9.71
7.61
5.97
6.42
8.38
8.41

44.74
46.32
45.84
28.95
49.27
58.38
54.57
60.28
56.60
44.69
41.52
35.75
63.01
44.82
44.80
57.27
58.63
53.20
53.57
46.76
47.57
26.66
46.48
53.15
46.74
42.99
40.92
68.33
31.90
47.32
58.31
48.31
52.24
45.00
41.69
50.27
49.21
29.68
31.70
25.10
44.08
37.29
39.10
46.12
53.26

82.41
45.45
58.33
76.51
56.10
50.93
93.96
53.58
51.27
55.10
65.68
93.01
43.27
52.86
52.49
45.91
56.65
67.07
73.58
42.00
57.56
64.81
52.12
65.29
58.52
66.02
70.80
60.08
69.34
49.82
73.07
60.44
62.87
71.28
76.72
59.97
53.67
77.76
63.81
57.65
71.08
58.47
76.73
49.65
52.96

-0.531
-0.957
-0.747
-0.551
-0.800
-0.873
-0.151
-0.903
-0.971
-0.959
-0.571
-0.225
-1.001
-0.912
-0.582
-0.962
-0.824
-0.654
-0.568
-1.074
-0.888
-0.82
-0.829
-0.759
-0.772
-0.696
-0.693
-0.695
-0.598
-0.933
-0.626
-0.721
-0.702
-0.629
-0.594
-0.869
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2.2　菊花脑WRKY基因家族系统发育　

为了进一步明确菊花脑WRKY基因家族的进化分

类，本研究采用 58 条已有明确进化分类的拟南芥

WRKY氨基酸序列和110条菊花脑WRKY氨基酸序列，

进行系统聚类分析。结果表明菊花脑WRKY转录因子

可以分为3个组，分别为Ⅰ组（26个）、Ⅱ组（56个）和Ⅲ
组（28个），其中Ⅱ组又可分为 5个不同的亚群（Ⅱa、Ⅱ
b、Ⅱ c、Ⅱ d 和Ⅱ e），与拟南芥系统发育结果一致

（见图1）。
2.3　菊花脑 WRKY 基因家族的 WRKY 结构域和保守

基序　

根据菊花脑WRKY成员的系统分类，进一步探究

了其WRKY结构域和保守基序。利用MEME在线工

具对菊花脑WRKY氨基酸序列进行分析，选择前10个

保守结构域进行展示（图 2右）。WRKY基因家族具有

丰富的结构域，除了12个蛋白外，菊花脑其他WRKY蛋

白均有motif1基序；motif2基序通常出现在motif1基序

后面，相对比较保守，这些保守功能结构域是其与底物

结合的关键位置。motif3基序只出现在 I组中，motif6基

序只出现在Ⅱa 和Ⅱb 两个亚家族中，motif10 基序与

motif6 基序类似，但 I 组成员 Cna0050954.1 中也有

motif10。Ⅱd和Ⅱe亚家族保守基序比较少，绝大多数

以 motif1+motif2、motif1或 motif2的结构存在。接近一

半的Ⅲ组WRKY成员中有motif5、motif8和motif9，是其

保守基序。Motif4 多出现在Ⅱc 亚家族中，且出现在

motif1基序前端。Ⅰ组中的成员均含有 2个WRKY蛋
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白序列，其余各组中的成员只含有一个WRKY结构域。

菊花脑 WRKY 基因家族中 WRKY 结构域的七肽

氨 基 酸 序 列 WRKYGQK 是 高 度 保 守 的 ，有 10 个

WRKY蛋白七肽氨基酸序列缺失，有少量蛋白出现个

别氨基酸的突变，形成 WLKYGQK、WKKYGEQK、

WKKYGEK、WRKGYYK、WTKYGKK、WRKYGKK 和

WRKSYYK 的七肽（或八肽）氨基酸序列类型。Ⅰ组、

Ⅱ组中的 CnaWRKYs 蛋白的锌指结构类型为 C-X4-5-
C-X22-23-H-X-H，Ⅲ组中的 CnaWRKYs 蛋白的锌指结

构类型为 C-X7-C-X23-H-X-C，每个组里也有个别

WRKY蛋白锌指结构基序缺失（图2左）。

2.4　菊花脑 WRKY 基因家族染色体定位和基因重复

分析　

在 110个基因中，109个CnaWRKYs基因分散在菊

花脑的 9条染色体上，另外 1个 CnaWRKY基因定位到

了 Scalfold25 上。3 号染色体上的 CnaWRKY 基因最

多，为 18 个。在 1-2、4-9 号染色体上依次分布 10、8、
9、16、11、13、17、7 个 WRKY 家族成员。Ⅰ、Ⅲ、Ⅱa、
Ⅱb、Ⅱc、Ⅱd和Ⅱe各亚家族在染色体上分布也不一。

为了进一步研究菊花脑 WRKY基因的进化，对片段和

串联复制事件进行了研究，发现在菊花脑中WRKY基

因家族中存在基因片段和串联复制事件，其中有 8对

串联复制的 CnaWRKY 基因对（红星标注），分别分布

在1、2、3、6、7和8染色体上（图3）。

2.5　菊花脑WRKY基因家族的表达模式　

利用菊花脑茎、叶、舌状花、管状花和根 5个不同

组织的基因表达数据，分析其时空表达情况，结果表

明，108 个 CnaWRKY 基因在整体水平上有表达，87 个

CnaWRKY 基 因 在 5 个 组 织 中 均 能 表 达 ，而 2 个

CnaWRKY 基因在 5 个组织中均没有表达。基因表达

谱热图显示，WRKY基因家族成员各个组织中的表达

丰度存在明显差异，例如Cna0070253.1、Cna0033933.1、
Cna0015334.1、 Cna0061751.1、 Cna0019642.1 和

Cna0029027.1 等 基 因 在 叶 和 茎 组 织 中 高 度 表 达

（log10TMP≥2） ； Cna0058217.1、 Cna0051318.1 和

Cna0070253.1等基因在舌状花和管状花组织中的表达

量较高（log10TMP≥1.6）；Cna0053785.1、Cna0023942.1、
Cna0076894.1、 Cna0053755.1、 Cna0004989.1 和

Cna0005087.1在根中高度表达（log10TMP≥2）。菊花脑

以头状花序入药，其活性物质主要在舌状花和管状花中
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图1　拟南芥和菊花脑WRKY基因家族成员的系统发育树
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EAISDGFR VVRGNPYPRSYYK TVVK NVRKHVERAADNPNIFITTYEGK N ETPIKKAT

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TTTG PVRKHVERASDDLKSVLTTYEGK N AIPAARNS

DIVHDGYR QVKGNPNPRSYYR TNDG PVRKQVERASDDERVVVTTYEGS D EMPSGIRT

DIINDGFR LVKGNPNPRSYYR SSAG PAKKHVERASHDEKMVITTYEGR D DMPAAGRT

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TSTG TVRKHVERASHDLKSVITTYEGK N DVPAARNS

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TSTG TVRKHVERASHDLKSVITTYEGK N DVPAARNS

DILDDGYR VVRGNPNPRSYYK TSAG SVRKHVERASHDPKAVITAYEGK N DVPLVKNN

DIMDDGYR VVRCNPNPRSYYK TSAE PVRKHVERASHDPKSVITTYEGK N DLPAARSS

DIMDDGYR VVRCNPNPRSYYK TSAE PVRKHVERASHDPKSVITTYEGK N DLPAARSS

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TSLG SVRKHVERASQDMRSVITTYEGK N DVPMARGS

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TTPG GVRKHVERASNDMRSVITTYEGK N DVPVARGM

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TTPG GVRKHVERASNDMRSVITTYEGK I DVPVARGM

DILDDGYK VVKGNPNPRNYYK TNVG PVRKLVERASHDSQAVITTYEGK N GVPMPRGS

DILDDGYR VVKGNPNPRSYYK TNVG PVRKLVERASHDSQAVITTYEGK N GVPMPRGS

DLLDDGYR VVKGNPHPRSYYK TFQG NVRKHVERAASDPKAVITTYEGK T DVPAAKNS

DVLDDGFK VVKGNTYPRSYYR TYAG KVRKQVERAYSDPKSVVTTYEGK K DIPLFAKP

RNIADGYR IVKGTPHPRNYYK ISTG PVRKHIENVVDGSSDVTITYKGL D DMPVPRKG

GISADGYR MVKGNPHPRNYYK TSAG PVRKHIEMAVDGSSEVILTYKGI D DMPIRTKE

GISADGYR MVKGNPHPRNYYK TSAG PVRKHIEMAVDGSSEVILTYKGI D DMPIRTKE

RSSDDGYK MVKGSKFPRSYYK RHPK EVKKILERSYTGQTTEIVYKGT D PKPQPSRLF

KPAEDGYN QVKGSEYARSYYK THQN PVKKKVERGVDGLVTEIIYKGK N QPPRTVGNF

KPAEDGYN QVKGSEYPRSYYK THQS PVKKKVERGVDGLVTEIIYKGK N QPPRTVGNF

ADISDGYN QVKASEHPRSYYK THPN PVKKKVGQALDGHISDIVYKGK N DPPPPNKRG

ADISDGYN QVKASEHPRSYYK THPN PVKKKVGQALDGHISDIVYKGK N DPPPPNKRG

ETPDDSYT QVKGPGSSRGYYK SYGA DAKKIESYDQFNSVTKIVYKGQ K DPPKKAAAD

DIMDDGYR VVRCNPNPRSYYK TSAE PRLVVVATNVAETSLTIPGIKYVVDTEREKVKNY

PMITDGCQ MAKGNPCPRAYYR TMAVG SVRKQVQRCVDDQTILITTYEGT S PLPPAAM

PMITDGCQ MAKGNPCPRAYYR TMATG PVRKQVQRWADDQTILVTTYEGT N PLPPAAV

PMITDGCQ MAKGNPCPRAYYR TMAAN PVRKQVQRCAEDRTILITTYEGN N PLPPAAM

ATMNDGCQ IAKGNPCPRAYYR TVAPG PVRKQVQRCLEDMSILITTYEGN N PLPVGAT

QTMNDGCQ IAKGNPCPRAYYR TVSSS PVRKHVQRCAEDRSVLITTYEGT N PLSASAT

PTMNDGCQ IAKGNPCPRAYYR TVSPT PVRKQVQRCPQDMSILITTYEGT N PLPVSAT

PMIADGCQ MAKGNPCPRAYYR TMAAG PVQRCAEDRTILITTYEGT N PLPPAAMAMAS

SVITDGCQ MAKGNPCPRAYYR TMAAG PVRKQVSSYL*
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图2　菊花脑WRKY家族的WRKY结构域和保守基序
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积累，故Cna0058217.1、Cna0051318.1和Cna0070253.1

等在花组织中表达量的基因值得进一步挖掘其生物

功能（见图4）。

3 讨论 

WRKY转录因子家族在植物中普遍存在，并广泛

存在于许多物种中。目前，随着全基因组测序的高速

发展，使更多WRKY基因在植物中得到鉴定，例如在拟

南芥、水稻、黄连和金银花等植物中分别有 72、100、
41、24 和 46 个 WRKY 超家族成员[18-21]。本研究基于菊

花脑基因组数据，共鉴定到 110个CnaWRKYs基因，并

将其分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组。
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图3　菊花脑WRKY基因的染色体定位和串联复制
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图4　菊花脑WRKY基因在不同组织中的表达谱
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转录因子的功能与其定位之间存在着密切的关

系[22]。菊花脑 WRKY蛋白主要定位于细胞核，有少部

分定位于其他细胞器或质膜上。虽然转录调控是在

细胞核内进行，但转录因子定位在细胞核中并不是一

个绝对的结论[23-24]。保守基序分析揭示了有关基因进

化的有趣事实。Ⅰ组蛋白的motif4出现在含有WRKY
结构域的 motif1之前，Ⅱb亚家族蛋白中也被发现，表

明 IIb 亚家族的基因起源于 I 组基因 N 端 WRKY 结构

域的缺失。WRKY 结构域的七肽序列 WKKYRQK 在

许多植物中相当保守，但也会有个别WRKY结构域突

变，形成多种变体，例如在龙眼中有 3 个[25]、水稻有

9 个[26]、、豆中有 4 个变体（WRKYGKK、WRKYGEK、

WKKYEDK 和 WKKYCEDK[27]）。一般来说，变异的数

字类型不同，但主要是Ⅱb、Ⅱc 和Ⅲ组的成员。本研

究在菊花脑中观察到 11个变体：5个WRKYGKK变体

属于Ⅱc，除了Ⅱa和Ⅱb外，其他组均有变体存在。因

此，我们的数据支持 WRKY 基因的进化理论，即Ⅰ组

是最古老的群体，Ⅱ组和Ⅲ组都是从Ⅰ组进化而来

的。WRKYGQK 基序的变体可能通过结合特定序列

而不是 W-box元件来改变 DNA 与下游靶基因结合的

特异性[7]。这些氨基酸的变异可能使WRKY蛋白具有

不同的生物学功能。有趣的是，通过对 TPS基因启动

子的全面分析，发现了大量的 TGAC 重复序列（W-
box），这是 WRKY 转录因子的结合位点，这意味着

WRKY和TPS基因之间存在潜在的调控关系。绝大多

数菊花脑 WRKY 蛋白有锌簇结构域（有 10 个 WRKY
成员锌簇结构域不全），该结构域编码 WRKY GCM1
结构域蛋白，这些基因在植物发育和调控中的功能多

样性[28]。基因的分布表明 WRKYs 在不同物种中的基

因结构多样性不同。因此，基因分布的不均匀是物种

进化过程中产生的遗传变异的证据[29]。串联重复是在

植物进化过程中被 5个或更少基因分隔的 100 kb以内

染色体区域的重复[30]，这被认为在基因家族的扩展中

起着主导作用[31]。由于 WRKY 家族在被子植物的各

种生理过程中发挥着重要作用，因此在进化过程中可

能会迅速扩大。据报道，最近的基因重复事件在水稻

和拟南芥等许多作物中更为广泛地扩展了 WRKY 基

因[18]。在菊花脑 WRKY 基因分布研究中，也检测到一

些串联和片段基因重复。值得注意的是，共有 8对串

联重复的基因，其中 6对来源于Ⅲ组，这与之前对拟南

芥、柑橘的研究结果一致[18,32]。另外，还有两对分别来

源于Ⅱa和Ⅱc，Ⅱ组的扩张与草莓的研究结果相似[33]。

研究表明，WRKY基因家族Ⅱ组和Ⅲ组的串联重复事

件是菊花脑WRKY基因家族快速扩增的主要原因。

WRKY 蛋白被认为参与了各种植物发育和生理

过 程 的 调 控 ，包 括 次 生 代 谢 物 的 生 物 合 成[34-35]。

WRKYs单独或与其他调控因子联合发挥作用，激活或

抑制转录，从而调控参与萜类化合物的生物合成[36]。

番茄的 SlWRKY73 转录因子可以激活 SlTPS5、SlTPS3
和 SlTPS7等 3个单萜合成酶基因启动子，从而调控番

茄毛状体中萜烯的生物合成[37]。在黄花蒿中，同样在

毛状体中产生的抗疟药物青蒿素的生物合成受到

AaWRKY1的调控[38]。过表达AaWRKY1，黄花蒿高产品

种的青蒿素产量增加了一倍[39]。TcWRKY1 参与了紫

杉醇生物合成途径中的一个限速基因的表达的调控，

为红豆杉细胞培养中增加紫杉醇积累提供了潜在的

候选基因[40]。棉花（陆地棉）中分离出的 GaWRKY1 过

表达可高度激活倍半萜环化酶基因 CAD1-A 的启动

子，从而发挥其在倍半萜生物合成调控中的作用[34]。

当茉莉酸甲酯诱导时，一些与防御化合物（如萜类和

异黄酮）形成相关的WRKY基因被上调[41]。同样，在玉

米中，过表达CbWRKY24导致总皂苷含量提高，这是由

于 MVA 通路关键基因的表达上调[42]。玫瑰 CrWRKY1
基因在茉莉酸和乙烯诱导后优先在根中表达，在类固

醇合成中与 DXS和 SLS基因以及调控因子 CrMYC2和

CrZCT 相互作用[43]。这些共同观察表明，对 WRKY 家

族的研究可以为植物萜类的合成机制提供有价值的

见解。识别所有参与特殊代谢的 WRKYs 对于解开连

接天然产物合成的交织网络至关重要。此外，虽然已

有研究表明 WRKY在萜类合成中的调控作用，但对菊

花脑中最重要的芳香物质单萜的调控机制知之甚少。

基于菊花脑基因组和转录组数据，对菊花脑WRKY基

因家族进行了鉴定，并对其理化性质、系统发育关系、

结构域和保守基序、染色体定位和基因重复及基因表

达模式展开了系统分析，这些研究结果为 CnaWRKYs
基 因 提 供 了 全 面 的 信 息 ，有 助 于 进 一 步 研 究

CnaWRKYs在调控菊花脑挥发性芳香化合物合成中的

作用及其调控网络。
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Identification and Expression Analysis of WRKY Gene Family in Chrysanthemum nankingense

JIANG Liping1， XU Hongfeng1， CHENG Lu1， LIU Yifei2

(1. Wuhan No.1 Hospital, Wuhan 430022, China； 2. College of Pharmacy, Hubei University of Chinese 
Medicine, Wuhan 430065, China)

Abstract: Objective　Bioinformatics methods were used to identify and analyze members of the WRKY gene family in 
Chrysanthemum nankingense, which provided a theoretical basis for further studies on the regulation of WRKY 
transcription factors on the biosynthesis of terpenes in C. nankingense. Methods　Online tools such as HMMER, BLAST, 
Pfam and NCBI were used to screen and identify the WRKY gene family members in the brain genome of C. 
nankingense. ExPASy, WOLF PSORT and other online tools for physical and chemical properties analysis; ClustalW, IQ-
Tree, MEME and other software for system evolution, conservative domain analysis; TBtools software for chromosome 
localization, tandem replication, gene expression patterns and visual analysis. Results　A total of 110 CnaWRKYs were 
identified, whose ORF length was 246-2367 bp, amino acid number was 81-788 AA, molecular weight was 9463.98-87 
062.38 Da, theoretical isoelectric point was 4.63-10.15, and 93 Cnawrkys were predicted to be located in the nucleus. 
CnaWRKYs protein was divided into 3 groups by phylogenetic analysis, and group Ⅱ was divided into 5 subgroups. 
Protein domains are abundant, and the same group of CnaWRKYs protein domains are highly conserved with similar 
conserved motifs. There were 109 WRKY genes unevenly distributed on 9 chromosomes, and one WRKY gene was 
distributed on Scalfold25. The gene expression heat map showed that 108 CnaWRKYs genes were expressed at the whole 
level, and the expression abundance of WRKY gene family members in different tissues was significantly different. 
Conclusion　The WRKY gene family members of C. nankingense were systematically analyzed to provide theoretical 
basis for further analysis of the role of CnaWRKYs gene in the biosynthesis of volatile aromatic compounds terpenes in C. 
nankingense and its regulatory mechanism. 
Keywords: Chrysanthemum nankingense, WRKY transcription factor, Secondary metabolism, Tand-em replication, 
Expression analysis
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