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菠萝蜜 WRKY 基因家族注释及在低温胁迫下的表达模式分析
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摘 要：WRKY转录因子家族在植物生物和非生物胁迫响应过程中发挥着重要作用，该研究

基于菠萝蜜全基因组，共注释出 61个菠萝蜜（Artocarpus heterophyllus）WRKY家族成员，

并利用生物信息学方法和实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）技术分析 WRKY家族成员在不同

品种菠萝蜜低温胁迫下的表达特征。结果表明：（1）进化树分析表明菠萝蜜、拟南芥

（Arabidopsis thaliana）和水稻（Oryza sativa）WRKY家族成员被分为 4个亚族。（2）染色

体定位结果显示，61个菠萝蜜 WRKY家族成员不均匀的分布在 23条染色体上。（3）保守

基序和基因结构分析表明，位于同一亚族的菠萝蜜 WRKY家族成员具有相似的保守基序和

基因结构。（4）进化分析显示，菠萝蜜 WRKY家族成员在物种内存在 124对片段复制基因

对，物种间分析表明，菠萝蜜与拟南芥之间的同源基因对较多，而与水稻和无花果（Ficus

carica）之间的同源基因对较少且有 8个基因在 3个物种中形成同源基因对。（5）低温胁迫

下不同品种菠萝蜜转录组分析结果表明，菠萝蜜 WRKY家族成员在不同品种中的表达模式

存在差异，qRT-PCR分析进一步验证这一结果，说明 WRKY家族成员在不同品种菠萝蜜响

应低温胁迫的过程中发挥功能。该研究为了解 WRKY家族成员的进化和功能提供了新的见

解，为菠萝蜜 WRKY家族成员的功能研究和利用奠定了基础。
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Abstract: The WRKY genes of transcription factors plays an important role in plant biological and

abiotic stress responses, a total of 61 members of the WRKY genes of that jackfruit (Artocarpus
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heterophyllus) were identified based on the whole genome of jackfruit and the expression profile

of WRKY genes in jackfruit under low temperature stress were analyzed by bioinformatics method

and real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). The results were as follow: (1)

Phylogenetic tree analysis showed that jackfruit, Arabidopsis thaliana and rice (Oryza sativa)

WRKY genes were divided into four subfamilies. (2) Chromosome localization showed that 61

AhWRKY genes were unevenly distributed on 23 chromosomes. (3) Analyses of conserved motifs

and gene structure showed that AhWRKY genes located in the same subfamily had similar

conserved motifs and gene structure. (4) Phylogenetic analysis revealed 124 pairs of fragment

duplicated genes within AhWRKY genes. Inter-species analysis showed jackfruit exhibits a greater

number of homologous gene pairs with Arabidopsis thaliana than rice and fig (Ficus carica), and

8 genes formed homologous gene pairs in Arabidopsis thaliana, rice and fig. (5) Transcriptomic

analysis of different varieties of jackfruit under low temperature stress showed that there the

expression patterns of WRKY genes differed in different varieties. Moreover, qRT-PCR analysis

further verified this result, indicating that WRKY genes play a role in response to low temperature

stress in jackfruit of different varieties. This study provides new insights into the evolution and

function of WRKY genes, and lays a foundation for functional research and utilization of WRKY

genes in jackfruit.

Key word: jackfruit, WRKY gene family, low temperature stress, expression pattern,

bioinformatics analysis

高等植物通过调控内部信号通路和网络来响应外界胁迫，而这些信号通路和网络由转录

因子（transcriptional factors, TF）协调完成(Jiang et al., 2015)。WRKY转录因子家族是植物中

最大的转录因子家族之一，在生物和非生物胁迫响应过程中起着关键作用(Rushton et al.,

2010)。WRKY 蛋白是包含特殊结构域的转录因子，由于其 N 末端结构域（N-terminal

domain, NTD）具有保守的WRKYGQK氨基酸核心序列，因此被称为WRKY蛋白(Chen et al.,

2012)。WRKY蛋白通过结合启动子中的W-box基序（TTGACC/T）来调节下游基因的表达，

根据WRKY 蛋白的序列特征可将其分为三组：第 1 组含有 2 个WRKY 结构域，第 2 组和

第 3 组均含有 1 个 WRKY 结构域。然而，II 族蛋白的羧基末端（C-terminal）含有 C2H2

（C-X4-5-C-X22-23-H-X1-H）的锌指结构，III族具有 C2HC（C-X7-C-X23-H-X1-C）的锌指

结构。根据系统发育关系，II族蛋白可进一步分为 5个亚群：II a、II b、II c、II d和 II e(Eulgem

et al., 2000; Jiang et al., 2017)。

低温胁迫影响植物生长发育过程，前人研究表明，WRKY家族成员通过不同的信号转导
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途径参与低温胁迫反应，并在植物响应低温胁迫的过程中发挥重要作用(Ramamoorthy et al.,

2008; Wang F et al., 2012; Li et al., 2013; Zhang et al., 2016; Wang et al., 2020)。在马鞭草

（Verbena bonariensis）中，VbWRKY32作为正调节因子，上调低温胁迫相关基因的转录水

平，并提高马鞭草的抗氧化能力，维持膜稳定性，增强渗透调节能力，从而提高马鞭草在低

温胁迫下的生存能力(Wang et al., 2020)。紫菜薹（Brassica campestris）WRKY46基因同时响

应低温胁迫和脱落酸（abscisic acid, ABA）的调节，激活 ABA信号通路中相关基因的表达，

并提高紫菜薹的低温耐受性(Wang F et al., 2012)。黄瓜(Cucumis sativus) WRKY 家族成员

CsWRKY46在冷胁迫和 ABA处理下表达上调且 CsWRKY46仅在细胞核中表达，与 ABI5启

动子中的W-box相互作用。同时，过表达 CsWRKY46在拟南芥冷冻处理后幼苗成活率高，

且活性氧（reactive oxygen species, ROS）相关指标脯氨酸含量升高，相对电解质含量降低，

丙二醛含量降低(Zhang et al., 2016)。在水稻（Oryza sativa）WRKY家族中大部分（54/103）

OsWRKY基因在盐胁迫、干旱胁迫和低温胁迫处理后表达水平发生显著变化(Ramamoorthy et

al., 2008)。玉米（Zea mays）ZmWRKY33响应高盐、脱水、低温和 ABA等非生物胁迫，且

过表达 ZmWRKY33增强拟南芥的耐盐性(Li et al., 2013)。此外，WRKY基因家族成员在不同

品种的三叶木通（Akebia trifoliata）中对炭疽病的响应程度不同，在易感病品种中差异表达，

在抗性品种中差异表达(Wen et al., 2019)。目前，WRKY基因家族成员的功能在许多植物中

已被报道，而在菠萝蜜中功能还有待发掘。

菠萝蜜（Artocarpus heterophyllus）属于桑科，最重要的常绿树木之一，菠萝蜜树可以

种植在贫瘠的土壤，且因其种植和收获的灵活性，菠萝蜜树已成为热带和亚热带地区生长最

快且最常见的果树。然而，低温是影响菠萝蜜生长发育的关键因素，当温度低于 5~7 ℃时，

菠萝蜜不易开花结果(宋奇琦等，2021)。近年来，广西菠萝蜜种植规模不断扩大，低温胁迫

已成为制约广西菠萝蜜产业发展的重要因素(卢艳春等，2021)。因此，挖掘菠萝蜜抵御低温

胁迫过程中的关键基因，将有利于菠萝蜜抗寒种质资源的高效筛选。本研究以菠萝蜜全基因

组(Lin et al., 2022)和低温胁迫下不同品种菠萝蜜中WRKY基因家族成员的 FPKM（Fragments

Per Kilobase of transcript sequence per Million base pairs sequenced）值为材料，采用生物信息

学分析和荧光定量 PCR 技术（Quantitative Real-time PCR, qRT-PCR），拟探讨以下问题：

（1）菠萝蜜 WRKY基因家族成员的保守结构域等生物信息学特性分析；（2）菠萝蜜 WRKY

基因家族成员的系统发育分析；（3）菠萝蜜 WRKY基因家族成员物种内和不同物种间的共

线性分析；（4）菠萝蜜 WRKY基因家族成员在低温胁迫下不同品种菠萝蜜中表达模式分析。

以期通过分子生物学技术，为培育菠萝蜜新品种提供新见解。

1 材料与方法

1.1 材料

实验材料采用广西亚热带作物研究所（108° 20′ 34.8′′ E、2 ° 53′ 56.4′′ N）菠萝蜜种质资

源圃中保存的广西本地菠萝蜜品系（GX）和泰国引进菠萝蜜品系（THA），在自然条件下
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（2022 年 2 月 19—24 日）低温胁迫后，南宁市持续低温，日最低气温 3 ℃，日最高气温

15 ℃。菠萝蜜树冠温度日最低温度为 3.5 ℃，日最高温度为 14 ℃。采集两个品种的叶片(从

上到下计数每枝上的第一片叶子)。收集到的材料保存于-80 ℃冰箱，用于 RNA提取。每个

实验设置三次生物学重复。

1.2方法

1.2.1菠萝蜜WRKY基因家族的注释和理化性质分析

从 NCBI(Schoch et al., 2020)数据库（ National Center for Biotechnology Information

Sequence Read Archive database）下载 ‘S10’菠萝蜜基因组 (Lin et al., 2022)（登录号为：

PRJNA788174 和 PRJNA791757 ） 。 从 在 线 网 站 TAIR(Swarbreck et al., 2007)

（https://www.arabidopsis.org/index.jsp）下载拟南芥 WRKY基因家族序列信息，作为 BLAST

（Basic Local Alignment Search Tool）的探针序列（E<0.001）。从在线网站 Pfam(Bateman et

al., 2004)（http:// pfam.xfam.org/）下载WRKY保守结构域（PF03106），用于进一步注释菠

萝蜜 WRKY基因家族成员。利用 TBtools(Chen et al., 2020)的 Protein Paramter Calc对菠萝蜜

WRKY基因家族成员相关理化性质进行分析。

1.2.2菠萝蜜 WRKY基因家族系统进化分析

利用在线网站 FTP Download（http://plants.ensembl.org/info/data/ftp/index.html）下载水

稻 WRKY基因家族成员序列，通过MEGA X(Kumar et al., 2018)软件邻近法和 1 000次自展

法系数（bootstrap）构建菠萝蜜、拟南芥和水稻WRKY系统发育进化树，在线网站 iTOL(Letunic

& Bork, 2021)（https://itol.embl.de）用于进化树美化。

1.2.3菠萝蜜 WRKY基因家族保守基序和基因结构分析

采用在线网站MEME(Bailey et al., 2015)（http://meme-suite.org/tools/meme）分析WRKY

基因家族蛋白保守基序，利用菠萝蜜基因组 gff3 文件，通过 Tbtools软件的 Gene Structure

Display Server可视化分析，参数默认。

1.2.4菠萝蜜 WRKY基因家族染色体定位和共线性分析

利用菠萝蜜基因组 gff3 文件，通过 TBtools 软件的 Gene Location Visualization from

GTF/GFF 功能，将菠萝蜜 WRKY基因家族成员的位置信息可视化，使用 TBtools软件的 One

Step MCScanX分析 AhWRKY物种内共线性基因对，并使用 TBtools 软件的 Advanced Circos

将结果可视化。使用 TBtools软件的 One Step MCScanX功能分析菠萝蜜与拟南芥、水稻和

无花果物种间的共线性基因对，并使用 TBtools 软件的 Dual Systeny Plot for MCScanX可视

化结果。

1.2.5菠萝蜜 WRKY基因家族在低温胁迫下的表达模式分析

从杜英俊已发表的低温胁迫下不同品种波罗蜜转录组数据(杜英俊等，2023)中，提取

AhWRKY基因家族成员在 GX菠萝蜜和 THA波罗蜜中的 FPKM值，并利用 TBtools软件的

HeatMap功能绘制热图。
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使用 HiScript Q RT SuperMix for qPCR（+gDNA wiper）试剂盒 （诺维赞，南京）提取

GX菠萝蜜和 THA菠萝蜜的总 RNA，使用 ChamQ SYBR qPCR Master Mix 试剂盒（诺维赞，

南京）进行 cDNA合成，将其稀释 10倍后作为扩增模板，于 QuantStudio 5 Real-Time PCR

仪器中进行 qRT-PCR（Quantitative Real-time PCR）验证（表 1），以 Tubulin为低温胁迫下

不同品种波罗蜜过程 qRT-PCR的内参基因，反应程序：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 50个循环，重复 3次。结果采用 2−∆∆Ct法计算 AhWRKY

基因的相对表达量。采用 Duncan 检验的单向方差分析来确定显著差异。将数据导入 IBM

SPSS Statistics 16.0进行统计学分析(Student’s t检验，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001)，

并使用 GraphPad Prism 9进行图形化显示。

1.2.6菠萝蜜 WRKY基因家族在低温胁迫下的表达模式分析

表 1 qRT-PCR引物序列

Table 1 qRT-PCR primer sequence

引物

Primer

正向引物序列

Positive primer sequence (5′→3′)

反向引物序列

Reverse primer sequence (5′→3′)

产物大小

Product size (bp)

AhWRKY1 GCCGCTTTCCTCGACTAC CCTCTGTTTCCTTTTCTTGGT 124

AhWRKY2 ACGGACAGAAACCCATCA TTCGTAGGTCACCACAAGC 134

AhWRKY3 CGAGGTTGAAGAGGGTAGTT TGATGGGTTTCTGTCCGT 102

AhWRKY6 GAGAAAGTGAATTGCGAGATAG ATGGTTTGAGGTCCAGTGTT 151

AhWRKY10 TGGAAATAATTCGGAGGATAAC TGTGAAACTGACTAAGCAAACC 122

AhWRKY11 GCCAACTCCAAAACCCTAA TACTGACTCGCCGACAACT 242

AhWRKY12 GAAAACGAAAGATTAAAGGTGC TCCAAGGCTGAGGGAAAC 186

AhWRKY18 AGCATTATTCCCCATCATCA TCCCCAAGAAAGTGTCGC 196

AhWRKY31 CATTATTCCCCATCAGCAA AGTAAAGCCATCTTCACCCT 160

AhWRKY37 CCAGCGGTTGAAACAGGA CCAGAGGCGAGACGAAGA 228

AhWRKY39 TAAGAAACCAAGGGAAGAACC AAACGAGCATTTGAAGTAAGC 169

AhWRKY47 GAGACGAAGAAGACGAAAATC TCCCGTGACAGACGACAAA 108

AhWRKY54 TGGCAATCCCCAAATAAT TCCAGAAATGGCAGCAGA 133

AhWRKY57 AGAAAGAGTCAGGCAAAGAAG CCAAGCCCAAAGATCAGA 99

2 结果与分析

2.1 菠萝蜜 WRKY 基因家族的注释和理化性质分析

利用拟南芥 WRKY 蛋白（protein encoding sequence，PEP）序列与菠萝蜜基因组进行

BLAST获得候选基因序列，并利用 Pfam 在线网站对WRKY基因家族保守结构域进行鉴定

（PF03106）。在菠萝蜜中注释出 61个 WRKY基因家族成员（表 2），根据其在染色体上的
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位置分布情况，将菠萝蜜 WRKY基因家族成员命名为 AhWRKY1-61。其蛋白理化性质分析显

示菠萝蜜WRKY基因家族成员氨基酸数目在 227~763 aa之间，分子质量在 2.56~8.24 kD之

间，理论等电点在 5.08~9.8之间，不稳定系数都在 40以上，亚细胞定位预测显示，菠萝蜜

WRKY基因家族成员都定位在细胞核中，这一结果可能和 WRKY基因家族成员的功能相关。

表 2 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员信息

Table 2 Information of WRKY gene family member in jackfruit

基因名称

Gene name

基因 ID号

Gene ID

氨基酸数

目

Number of

amino

acids

分子量

Molecular

weight

(kD)

理论等电

点

Theoretical

pI

不稳定系

数

Instability

index

脂溶指

数

Aliphatic

index

亲水性

Grand average of

hydropathicity

亚细胞定位

Subcellular

localization

AhWRKY1 AHE.Chr01.874 318 34 510.00 9.75 52.30 65.03 -0.602
细胞核

Nucleus

AhWRKY2 AHE.Chr02.677 335 36 083.83 9.63 53.38 61.19 -0.656
细胞核

Nucleus

AhWRKY3 AHE.Chr02.686 331 35 582.34 9.74 50.77 63.99 -0.588
细胞核

Nucleus

AhWRKY4 AHE.Chr03.1156 363 39 123.91 6.37 51.69 53.58 -0.693
细胞核

Nucleus

AhWRKY5 AHE.Chr04.1330 364 39 116.04 6.5 50.36 58.27 -0.558
细胞核

Nucleus

AhWRKY6 AHE.Chr05.147 291 31 827.22 9.54 47.38 62.03 -0.589
细胞核

Nucleus

AhWRKY7 AHE.Chr05.1479 552 59 950.37 5.99 42.47 67.17 -0.684
细胞核

Nucleus

AhWRKY8 AHE.Chr05.1556 566 61 226.54 6.42 52.3 60.8 -0.722
细胞核

Nucleus

AhWRKY9 AHE.Chr05.1745 739 79 524.98 6.07 52.8 62.84 -0.649
细胞核

Nucleus

AhWRKY10 AHE.Chr05.715 497 54 825.10 6.43 49.83 60.06 -0.960
细胞核

Nucleus

AhWRKY11 AHE.Chr06.1119 557 60 782.20 5.93 44.26 65.17 -0.719
细胞核

Nucleus

AhWRKY12 AHE.Chr06.116 289 31 558.91 9.8 44.82 63.88 -0.563
细胞核

Nucleus

AhWRKY13 AHE.Chr06.1239 573 62 393.73 6.2 51.89 61.92 -0.738
细胞核

Nucleus

AhWRKY14 AHE.Chr06.1534 763 82 438.06 5.77 54.27 63.34 -0.650
细胞核

Nucleus
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AhWRKY15 AHE.Chr06.438 500 55 787.81 5.53 59.63 59.48 -1.031
细胞核

Nucleus

AhWRKY16 AHE.Chr07.1835 232 26 214.74 6.7 50.24 50.43 -0.911
细胞核

Nucleus

AhWRKY17 AHE.Chr07.2561 369 39 220.38 9.59 48.39 63.28 -0.431
细胞核

Nucleus

AhWRKY18 AHE.Chr07.609 312 34 590.11 6.2 50.14 76.51 -0.526
细胞核

Nucleus

AhWRKY19 AHE.Chr07.746 378 41 359.5 9.48 54.19 63.76 -0.703
细胞核

Nucleus

AhWRKY20 AHE.Chr08.1114 227 25 581.13 7.16 53.27 48.11 -0.907
细胞核

Nucleus

AhWRKY21 AHE.Chr08.2277 359 38 315.29 9.73 51.15 61.17 -0.538
细胞核

Nucleus

AhWRKY22 AHE.Chr08.680 382 41 852.09 9.46 47.75 64.37 -0.664
细胞核

Nucleus

AhWRKY23 AHE.Chr09.517 365 40 730.87 9.73 57.6 67.86 -0.807
细胞核

Nucleus

AhWRKY24 AHE.Chr10.1618 549 60 612.25 5.28 48.65 65.39 -0.817
细胞核

Nucleus

AhWRKY25 AHE.Chr10.43 359 39 916.26 6.71 49.32 53.57 -0.863
细胞核

Nucleus

AhWRKY26 AHE.Chr10.434 359 39 969.23 9.76 55.84 68.72 -0.742
细胞核

Nucleus

AhWRKY27 AHE.Chr11.1245 579 63 298.80 6.98 60.96 48.38 -0.956
细胞核

Nucleus

AhWRKY28 AHE.Chr11.495 587 64 453.80 5.74 56.36 65.3 -0.652
细胞核

Nucleus

AhWRKY29 AHE.Chr12.1163 572 62 519.04 6.93 66.44 48.09 -0.938
细胞核

Nucleus

AhWRKY30
AHE.Chr12.280.

1
593 65 284.76 6.45 53.73 61.15 -0.695

细胞核

Nucleus

AhWRKY31 AHE.Chr13.1015 568 62 050.49 6.08 49.25 66.83 -0.722
细胞核

Nucleus

AhWRKY32 AHE.Chr13.854 496 53 332.34 6.41 56.33 50.2 -0.837
细胞核

Nucleus

AhWRKY33 AHE.Chr13.884 312 33 774.29 5.73 58.67 58.14 -0.683
细胞核

Nucleus

AhWRKY34 AHE.Chr14.482 595 64 583.99 5.69 47.99 61.83 -0.769
细胞核

Nucleus

AhWRKY35 AHE.Chr14.615 513 55 516.81 6.1 60.78 53.29 -0.861
细胞核

Nucleus
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AhWRKY36 AHE.Chr14.648 309 33 529.97 5.46 55.55 55.24 -0.713
细胞核

Nucleus

AhWRKY37 AHE.Chr17.1201 361 40 416.76 5.24 52.71 64.02 -0.671
细胞核

Nucleus

AhWRKY38 AHE.Chr17.311 381 42 623.00 9.33 60.25 43.46 -1.134
细胞核

Nucleus

AhWRKY39 AHE.Chr18.451 357 40 012.32 5.35 51.35 62.8 -0.71
细胞核

Nucleus

AhWRKY40 AHE.Chr19.808 653 70 868.74 6.23 51.76 56.54 -0.771
细胞核

Nucleus

AhWRKY41 AHE.Chr21.1023 590 64 371.79 7.03 50.48 66.39 -0.659
细胞核

Nucleus

AhWRKY42 AHE.Chr21.1388 269 29 160.18 5.08 59.93 62.71 -0.595
细胞核

Nucleus

AhWRKY43 AHE.Chr21.1618 372 41 610.71 8.69 45.05 65.86 -0.905
细胞核

Nucleus

AhWRKY44 AHE.Chr21.333 454 49 066.64 7.27 54.77 71.37 -0.516
细胞核

Nucleus

AhWRKY45 AHE.Chr21.787 497 53 889.26 7.02 55.71 54.43 -0.835
细胞核

Nucleus

AhWRKY46 AHE.Chr22.1375 329 36 799.00 8.74 44.73 62.37 -0.926
细胞核

Nucleus

AhWRKY47 AHE.Chr22.1797 596 64 842.12 7.31 49.23 63.24 -0.677
细胞核

Nucleus

AhWRKY48 AHE.Chr22.2153 265 28 897.02 5.35 64.12 60.00 -0.678
细胞核

Nucleus

AhWRKY49 AHE.Chr22.527 469 50 975.04 7.29 55.44 70.3 -0.598
细胞核

Nucleus

AhWRKY50 AHE.Chr22.672 497 53 974.10 7.32 58.85 54.43 -0.855
细胞核

Nucleus

AhWRKY51 AHE.Chr22.722 559 62 193.78 6.01 59.06 44.11 -0.999
细胞核

Nucleus

AhWRKY52 AHE.Chr23.1081 355 39 695.57 7.57 42.65 66.48 -0.710
细胞核

Nucleus

AhWRKY53 AHE.Chr23.1552 287 32 051.41 5.67 63.63 55.05 -0.914
细胞核

Nucleus

AhWRKY54 AHE.Chr23.1898 535 58 240.71 6.06 49.57 56.19 -0.835
细胞核

Nucleus

AhWRKY55 AHE.Chr23.196 636 68 411.74 6.53 45.32 63.79 -0.661
细胞核

Nucleus

AhWRKY56 AHE.Chr23.226 636 68 412.73 6.42 45.53 63.79 -0.661
细胞核

Nucleus
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2.2 菠萝蜜 WRKY 基因家族系统进化分析

为探究菠萝蜜 WRKY基因家族成员的系统进化关系，对 61个菠萝蜜 AhWRKY蛋白、

72 个拟南芥 AtWRKY 蛋白和 93 个水稻 OsWRKY 蛋白的系统进化关系进行分析，并利用

MEGA X 构建系统发育进化树（图 1）。结果显示，3 个物种中的 WRKY基因家族成员被

分为 I、II、III、IV亚族，AhWRKY基因家族成员在每个亚族中分别有 27个、9个、9个、

22个成员，与水稻相比，菠萝蜜 WRKY基因家族成员与拟南芥 WRKY基因家族成员密切相

关，说明其与双子叶植物的亲缘关系更近。

AhWRKY57 AHE.Chr24.1044 239 26 408.58 9.2 45.17 57.15 -0.814
细胞核

Nucleus

AhWRKY58 AHE.Chr24.1582 284 31 714.00 5.96 60.99 51.13 -0.893
细胞核

Nucleus

AhWRKY59 AHE.Chr24.184 632 67 978.79 6.26 46.35 62.63 -0.698
细胞核

Nucleus

AhWRKY60
AHE.Chr25.124.

1
491 55 048.84 9.2 52.37 48.43 -1.085

细胞核

Nucleus

AhWRKY61
AHE.Chr26.132.

1
435 48 647.81 9.37 50.11 47.03 -1.134

细胞核

Nucleus
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肉粉色为 I亚族、薄荷绿为 II亚族、浅紫色为 III亚族和黄色为 IV亚族。

Meat pink for subgroup I, mint green for subgroup II, light purple for subgroup III, and yellow for subgroup IV.

图 1 菠萝蜜、拟南芥和水稻的 WRKY 基因家族成员系统进化分析

Fig.1 Phylogenetic tree of WRKY gene family member in jackfruit, Arabidopsis thaliana and rice

2.3 菠萝蜜 WRKY 基因家族染色体定位

通过 TBtools对菠萝蜜 61个 WRKY基因家族成员进行染色体定位分析（图 2），结果

表明，61个WRKY基因分别定位于28条染色体中的23条。其中22号染色体上有6个AhWRKY

基因，1号、3号、4号、9号、18号、19号、25号和 26号染色上都只有一个 AhWRKY基

因。此外，AhWRKY基因家族成员在每条染色体上不均匀分布且没有出现小型的基因簇，推

测各基因之间的功能有差异。

图 2 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员染色体定位分析

Fig. 2 Chromosomal localization of WRKY gene family member in jackfruit
2.3 菠萝蜜 WRKY 基因家族保守基序和基因结构分析

为进一步探究菠萝蜜WRKY基因家族的结构特征，利用MEME在线网站分析和 TBtools

可视化菠萝蜜 WRKY基因的保守基序Motif。由图 3可知，位于同一亚族 AhWRKY基因家族

成员基本含有相同的Motif，如 I亚族中的 AhWRKY16、20、25、33、36不含有Motif 3、6

和 9，II 亚族中的 AhWRKY7、11、57、24含有 Motif 9，而 AhWRKY55和 AhWRKY56不含

有 Motif 9，III 亚族中 AhWRKY42、48、53、58 含有 Motif 5，而 AhWRKY6 和 AhWRKY12

含有Motif 9，说明同一亚族中 AhWRKY基因的功能可能有差异。
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基因结构分析表明，菠萝蜜 WRKY基因家族成员的内含子数量在 2~6之间，第 I亚族和

第 II亚族成员的内含子普遍都在 2~5之间，而第 III亚族中 AhWRKY都只含有 2个内含子，

这一结果表明 AhWRKY基因家族不同成员功能存在差异。此外，AhWRKY基因家族所有成

员的 CDS区域被至少两个内含子分割，说明该家族在进化过程中存在功能分化。

肉粉色为 I亚族、薄荷绿为 II亚族和浅紫色为 III亚族。

Meat pink for subgroup I, mint green for subgroup II, and light purple for subgroup III.

图 3 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员保守基序和基因结构分析

Fig. 3 Conserved motif and gene structure of WRKY gene family member in jackfruit

2.4 菠萝蜜 WRKY 基因家族共线性关系

在植物基因组中，串联重复事件是促使植物进化的主要因素，在物种多样性方面起着重

要作用(Wang Y et al., 2012)。利用 TBtool 软件的 One Step MCScanX功能对 AhWRKY基因

家族成员物种内的基因片段复制事件进行分析，由图 4可知，菠萝蜜 WRKY基因间存在 124

对共线性基因对。值得注意的是，菠萝蜜 WRKY基因间存在大量的共线性基因对，说明片

段串联重复事件可能在 WRKY家族进化过程中发挥重要作用。
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图 4 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员共线性关系

Fig. 4 The syntenic relationship of WRKY gene family member in jackfruit

2.5 菠萝蜜 WRKY 基因家族物种间共线性分析

为探究菠萝蜜 WRKY基因家族在物种间的进化关系，对菠萝蜜 WRKY基因家族成员物

种间的基因片段复制事件进行分析。由图 5可知，菠萝蜜与拟南芥之间有 25个同源基因对，

分布在 5号、7号、13号、14号、19号、21号、22号和 23号染色体上；菠萝蜜与水稻之

间有 4 个同源基因对，分布在 12号、23号和 24号染色体上；菠萝蜜与无花果之间有 8个

同源基因对，分布在 7 号、21号、22号、23号和 24号染色体上。值得注意的是，菠萝蜜

WRKY 基因家族成员中有 8 个基因在 3 个物种中形成同源基因对，分别为 AhWRKK53 和

AhWRKK58 与拟南芥和水稻形成同源基因对；AhWRKK18、AhWRKK52、AhWRKK54、

AhWRKK55、AhWRKK56和 AhWRKK59与拟南芥和无花果形成同源基因对。说明上述 8个

基因可能在高等植物演化过程中起到重要作用。
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图 5 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员物种间共线性分析

Fig. 5 The syntenic relationship of AhWRKY gene family member between different species
2.6 菠萝蜜 WRKY 基因家族在低温胁迫下的表达模式分析

RNA测序（RNA sequenclng，RNA-Seq）手段是研究转录组学的主要方法之一，通过

分析转录物的结构和表达水平，来发现未知和罕见的转录物，并准确识别可变剪切位点和编

码序列单核苷酸多态性，从而提供最全面的转录组信息(Marguerat & Bähler, 2010)。利用已

发表的低温胁迫下不同品种菠萝蜜转录组数据，分析 WRKY基因家族成员在不同品种中的

表达模式。由图 6：B可知，WRKY基因在不同品种中的表达量差异较大，说明其在不同品

种菠萝蜜中的功能可能有所不同，其中 AhWRKY55、AhWRKY40、AhWRKY3、AhWRKY25、

AhWRKY2、AhWRKY7、AhWRKY54、AhWRKY31、AhWRKY11、AhWRKY53、AhWRKY48、

AhWRKY44、AhWRKY34、AhWRKY58、AhWRKY4和 AhWRKY42在 THA菠萝蜜中高表达，

AhWRKY1、AhWRKY52、AhWRKY57、AhWRKY12、AhWRKY39、AhWRKY51、AhWRKY37、

AhWRKY18、AhWRKY6、AhWRKY10、AhWRKY22和 AhWRKY47在 GX菠萝蜜中高表达。

为进一步验证转录组数据的准确性，筛选出差异表达基因进行 qRT-PCR分析，由图 6：

C可知，AhWRKY1、AhWRKY6、AhWRKY10、AhWRKY12、AhWRKY18、AhWRKY37、AhWRKY39、

AhWRKY47 和 AhWRKY57 的表达量在 THA 菠萝蜜中显著下调，AhWRKY2、AhWRKY3、

AhWRKY11、AhWRKY31和 AhWRKY54的表达量在 THA菠萝蜜中显著上调，这一结果与低

温胁迫下不同品种菠萝蜜转录组数据一致。值得注意的是，AhWRKY6、AhWRKY11、

AhWRKY12、AhWRKY31、AhWRKY37、AhWRKY39和 AhWRKY54在低温胁迫下不同品种菠

萝蜜的表达量上调或下调倍数大，推测这几个基因在不同品种菠萝蜜的抗寒过程中发挥重要

作用。
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A. 低温胁迫后‘GX’和‘TAH’表型；B. 菠萝蜜不同品种 WRKY基因家族成员在低温胁迫下的热图分析；

C. 低温胁迫下差异表达基因的 qRT-PCR表达模式。****表示显著水平为 P< 0.0001。

A. ‘GX’ and ‘TAH’ phenotypes after low temperature stress; B. Heat map analysis of WRKY gene family member

in different jackfruit cultivars under low temperature stress; C. Expression patterns of differentially expressed gene

under cold stress by qRT-PCR. **** indicates significant level is P < 0.0001.

图 6 菠萝蜜 WRKY 基因家族成员在低温胁迫下的表达模式分析

Fig. 6 Expression pattern analysis of WRKY gene family member in jackfruit under low
temperature stress

3 讨论与结论

3.1 菠萝蜜 WRKY 基因家族具有进化保守性

WRKY基因家族广泛存在于植物基因组中，并参与调节多种生物过程，随着越来越多基

因组的公布，WRKY基因家族在植物界被广泛鉴定(Huang et al., 2012; Huang et al., 2015)。本

研究基于‘S10’菠萝蜜基因组，共注释到 61个 WRKY基因家族成员，多于黄瓜（55个）(Ling

et al., 2011)和栀子（47个）(陈啸等，2024)，少于棉花（116个）(Dou et al., 2014)、芝麻（65

个）(Li et al., 2017)和木薯（85 个）(Wei et al., 2016)。蛋白理化性质结果表明，AhWRKY

基因家族成员蛋白的氨基酸数目、分子质量、理论等电点和不稳定系数具有差异，说明

AhWRKY基因家族成员需要在不同的环境中发挥功能(何浩等，2023)。为了分析菠萝蜜与其

他物种 WRKY基因家族成员间的进化关系，利用菠萝蜜、拟南芥和水稻WRKY基因家族成

员的蛋白序列构建系统发育进化树，将进化树分为四个亚族，其中 I 族中的成员最多（27

个），该族成员都含有一个WRKY结构域和 C2H2基序，说明 I族成员可能是在植物在应对

各种胁迫条件下进化而来，且 I族成员与其他物种大多数WRKY转录因子结构相同(Villano et

al., 2020)。都与值得注意的是，在各亚族中菠萝蜜 WRKY基因家族成员与拟南芥 WRKY基

因家族成员分布更紧密，说明其与双子叶植物的亲缘关系更近。先前的研究表明，基因结构

和保守基序分析可以为基因家族的进化关系提供重要依据(Hu et al., 2015)。通过分析菠萝蜜

WRKY基因家族成员的基因结构和保守基序发现，基因结构和保守基序在同亚族中高度保守。

第 III 亚族中，所有 AhWRKY 基因只含有两个内含子，与鹰嘴豆(39/69)(Waqas et al., 2019)

和梨(59/103)(Huang et al., 2015)一致。值得注意的是，同一亚族中内含子的数量和位置相似，
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第 I亚族和第 II亚族成员的内含子普遍都在 2~5之前，而第 III亚族中 AhWRKY都只含有 2

个内含子。此外，在菠萝蜜 WRKY基因家族中鉴定到 10个保守基序，同一亚族蛋白的保守

基序分布具有系统发育类群特异性，说明同一亚族蛋白的分子结构在进化过程中具有保守性。

基因的串联重复事件，在植物进化过程中时有发生，通常被认为是基因家族扩张和进化

的关键机制(Liu et al., 2011)。本研究在 61个 AhWRKY基因中，鉴定出 124对参与片段复制

事件的基因对。这一结果表明，片段复制事件在菠萝蜜 WRKY基因家族的扩增中起着至关

重要的作用。无花果和波罗蜜同属桑科(Crisosto et al., 2011)，水稻和拟南芥分别是最重要的

单子叶和双子叶模式植物(Meyerowitz, 1987; Shimamoto & Kyozuka, 2002)，波罗蜜、无花果、

拟南芥和水稻物种间共线性结果显示，61个 AhWRKY基因在无花果中有 8个同源基因对，

在拟南芥中有 25个同源基因对，在水稻中有 8个同源基因对。说明其与单子叶植物的亲缘

关系更近，这一结果与之前系统发育进化树的结果一致。值得注意的是，菠萝蜜 WRKY基

因家族成员中有 8个基因在 3个物种中形成同源基因对，这些基因可能出现在单子叶和双子

叶植物分化之前。

3.2 菠萝蜜 WRKY 基因家族可能参与菠萝蜜响应低温胁迫过程

WRKY基因家族是植物中特异的转录因子家族，在多种非生物胁迫(干旱、盐、碱、温

度和紫外线等)的不同响应途径中发挥重要作用(Schluttenhofer & Yuan, 2015; Khoso et al.,

2022)。近年来，非生物胁迫对植物的生长发育影响日益严重，WRKY基因家族成员的作用

和机制在模式植物、农作物和其他物种中的研究也被广泛报导(Pandey & Somssich, 2009)。

Dong等(2019)发现在中粒咖啡（Coffea canephora）WRKY基因家族成员中，14个 CcWRKY

在冷驯化阶段被诱导，17 个 CcWRKY在低温处理下表达量上升，12 个 CcWRKY在冷胁迫

表达量下降，全基因组分析结果显示，235个 CcWRKY调控的靶基因在响应低温胁迫的过程

中差异表达，并且 qRT-PCR和相关分析表明，CcWRKY可能调控这些基因对冷胁迫的应答

靶点。在元宝槭（Acer truncatum）WRKY基因家族中，WRKY基因在冷胁迫下叶片中的表

达量在0、6和12 h下的表达量显著增加(Li et al., 2021)。Bao等(2019)为研究梅（Prunus mume）

PmWRKY基因家族成员在低温下的功能，对梅进行低温处理，结果表明，12 个 PmWRKY

在茎中表达量显著变化，经 ABA处理后，PmWRKY18的表达水平显著上调。Kim 等(2016)

利用 DNA微阵列技术和 RNA印记技术验证水稻 OsWRKY71在冷胁迫下高度上调，过表达

OsWRKY71在低温处理后的成活率、光合能力、鲜重和干重都相比于对照株恢复得更好，并

且 qRT-PCR分析结果显示，下游基因在冷胁迫下过表达 OsWRKY71中的表达量上调，说明

OsWRKY71 通过调节下游靶基因在水稻耐寒性过程中发挥积极作用。为探究 WRKY基因家

族成员在低温胁迫下不同品种波罗蜜中的表达模式，本研究利用已发表的低温胁迫下不同品

种菠萝蜜转录组数据，结果表明，除不表达的基因外，AhWRKY基因的表达模式主要分为

GX菠萝蜜中高表达和 THA菠萝蜜中高表达，为进一步验证这一结果，从中挑选出差异表

达基因，并利用 qRT-PCR技术验证其在低温胁迫下不同品种菠萝蜜中的表达模式，结果表

明所筛选的差异表达基因的表达模式与转录组一致，说明 AhWRKY基因在不同品系菠萝蜜

抵御低温胁迫的过程中可能发挥不同功能，WRKY基因在三个品种的三叶木通中对炭疽病的
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响应程度有差异，AktWRKY基因在两个易感品种之间表达模式相似，而在抗性品种差异表

达。同时，在两个易感品种之间真菌感染期间，超过 64%的 AktWRKY基因差异表达(Wen et

al., 2019)，这一结果与 AhWRKY基因在不同品系菠萝蜜中差异表达相似。此外，WRKY基因

可以与顺式作用元件W-box序列[(T)(T) TGAC (C/T)]进行特异性结合，其中 TGAC是W-box

序列的核心序列，且该序列是关乎WRKY蛋白的结合和功能的重要因素。研究表明，与胁

迫有关的基因启动子都含有1个或若干个W-box序列(Grzechowiak et al., 2022)，在本研究中，

某些基因的差异表达倍数大，推测这些基因与W-box序列特异结合并在不同品种菠萝蜜的

抗寒过程中发挥重要作用，然而这些基因的具体生物学功能仍需进一步研究。
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