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摘 要：WRKY家族是高等植物中最大的转录因子家族之一。课题组前期研究发现WRKY家族基因在马

尾松响应虫害、生长发育、干旱胁迫等方面发挥重要作用，为进一步研究WRKY家族基因的生物学功能

和响应外源激素情况，该研究对 PmWRKY2和 PmWRKY6基因生物信息学特征进行分析，并利用 qPCR技

术对其在 ABA、SA、MeJA和 GA等外源激素和钙离子处理下的表达模式进行研究。结果表明：（1）
PmWRKY2和 PmWRKY6蛋白分别编码 667和 575个氨基酸，亚细胞均定位于细胞核，两个基因 N端均

含有高度保守的 WRKYGQK七肽结构，C端含有锌指结构，属于 WRKY转录因子家族。（2）在进化关

系上，PmWRKY2和 PmWRKY6蛋白与同为裸子植物油松的 PtXG20020.1和 Pt2G29990.1蛋白关系最近。

（3）与 CK相比，四种激素处理和相应添加 Ca2+处理均能显著诱导 PmWRKY2和 PmWRKY6基因表达，

其表达量均在处理后期达到峰值；在单独 Ca2+处理下，两个基因均呈先下降后上升的表达趋势，其中

Ca2+处理前期能显著诱导 PmWRKY2基因表达，处理后期与对照无显著差异，而 PmWRKY6基因的表达量

在整个处理过程中均显著高于对照。上述结果表明， PmWRKY2和 PmWRKY6基因均能响应不同外源信

号物质，但表达模式存在差异。
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Bioinformatics analysis and expressionof PmWRKY2 and PmWRKY6
in Pinus massoniana

HUANG Jinlong1, 2 , CHEN Hu2 , CHEN Yinghao2 , YANG Zhangqi2*
(1. College of Life Sciences, Guangxi Normal University, Guilin 541006, Guangxi, China; 2. Forestry Research

Institute, Engineering Technology Research Center of Masson Pine of State Forestry and Grassland
Administration, Engineering Technology Research Center of Masson Pine of Guangxi, Guangxi Key Laboratory
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Abstract: The WRKY family is one of the largest families of transcription factors in higher plants. Previous
studies have found that WRKY family genes play an important role in the response of Pinus massoniana to insect
pests, growth and development, and drought stress. In order to further study the biological function of WRKY
family genes and the response to exogenous hormones, the bioinformatics characteristics of PmWRKY2 and
PmWRKY6 genes were analyzed, and the expression patterns of PmWRKY2 and PmWRKY6 genes under
exogenous hormones and calcium ion treatment such as ABA, SA, MeJA and GA were studied by qPCR. The
results were as follows: (1) PmWRKY2 and PmWRKY6 proteins encoded 667 and 575 amino acids, respectively,
and the subcells were located in the nucleus, and the N-terminus of the two genes contained a highly conserved
WRKYGQK heptapeptide structure, and the C-terminus contained a zinc finger structure, which belonged to the
WRKY transcription factor family. (2) In terms of evolutionary relationship, PmWRKY2 protein and PmWRKY6
protein were most closely related to PtXG20020.1 and Pt2G29990.1 proteins, which were also gymnosperm Pinus
tabuliformis. (3) Compared with CK, the expression of PmWRKY2 and PmWRKY6 genes could be significantly
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induced by the four hormone treatments and the corresponding Ca2+ treatment, and their expression levels reached
the peak in the late treatment period. The expression of PmWRKY2 gene was significantly induced in the early
stage of Ca2+ treatment, and there was no significant difference between the expression of PmWRKY2 gene in the
late treatment and the control, while the expression level of PmWRKY6 gene was significantly higher than that of
the control during the whole treatment. These results show that both PmWRKY2 and PmWRKY6 genes can
respond to different exogenous signaling substances, but the expression patterns are different.
Keywords: Pinus massoniana, PmWRKY2, PmWRKY6, bioinformatics analysis, expression analysis

转录因子（transcription factor, TF）又称为反式作用因子，通过与下游目标基因顺式作用元件结合来

激活或抑制基因表达，在植物生长发育和响应外界环境中发挥重要作用（Porto et al., 2014）。植物中含有

多种转录因子家族，其中 WRKY家族是近年来发现植物中特有、最大且重要的转录因子家族之一。

WRKY基因家族保守结构域由 60个氨基酸组成，在 N端含有WRKYGQK高度保守七肽结构， C端含有

锌指结构（Rushton et al., 2010），根据WRKY保守七肽结构域数目和锌指结构类型，将 WRKY转录因子

家族分为 I、 II 和Ⅲ家族（Eulgem et al., 2000）。 Ishiguro 和 Nakamura（1994）首次从甘薯（ Ipomoea
batatas）中分离到编码WRKY蛋白的 SPF1（Sweet-PotatoFactor-1）基因。随着分子生物学技术的不断发

展，目前众多植物的 WRKY家族基因陆续得到鉴定，包括杨树（Populus trichocarpa）105个（He et al.,
2012）、马尾松（Pinus massoniana）43个（Sun et al., 2022）、杉木（Cunninghamia lanceolata）44 个

（曾铭等，2019）。

WRKY转录因子家族在植物生长发育调控和生物或非生物胁迫响应过程中发挥重要作用（Eulgem &
Somssich, 2007; Chen et al., 2021）。如 GmWRKY54基因通过激活脱落酸（ABA）和 Ca2+信号通路增强气

孔关闭以减少水分流失，从而增强大豆（Glycine max）的抗旱性（Wei et al., 2019）； AcWRKY40可通过

调节乙烯（ethylene，ET）生物合成相关基因的表达来调控猕猴桃（Actinidia chinensis）果实成熟过程

（Gan et al., 2021）；OsWRKY53和 OsWRKY70均能正调控水稻（Oryza sativa）体内胰蛋白酶抑制剂含量，

从而增强水稻对二化螟（Chilo suppressalis）的抗性（Hu et al., 2015; Li et al., 2015）。在松树中，WRKY
家族基因在马尾松侧芽发育（Chen et al., 2021a）、萜类化合物和类黄酮生物合成（Mao et al., 2021）中发

挥重要作用；WRKY 基因也参与了松树非生物逆境胁迫响应过程，如长白落叶松（Larix olgensis）
LoWRKY1 受干旱和外源 ABA 显著诱导表达（王乃锐等，2022）；分别过表达马尾松 PmWRKY30 和

PmWEKY164能增强转基因烟草的耐旱性和耐磷性（王庆竹等，2019；Sun et al., 2022）。在生物胁迫方面，

赤松（Pinus densiflora）在感染松材线虫（Bursaphelenchus xylophilus）后 WRKY基因显著上调表达，表

明 WRKY基因可能参与松材线虫胁迫响应（Lee et al., 2024）。Chen等（2021b）发现 PmWRKY31基因通

过促进萜类挥发性物质含量来提高植株抗虫性。此外，JA、SA、ABA和 Ca2+等信号通路被证明在植物抗

虫防御中发挥重要作用（Walling, 2000），如外源 ABA处理能显著增强水稻对褐飞虱（Nilaparvata lugens;
BPH）的抗性（Liu et al., 2017）。WRKY2和 WRKY6基因可通过参与上述信号通路进而调控植物抗虫性，

如渐狭叶烟草（Nicotiana attenuate）WRKY3和 WRKY6基因在昆虫连续攻击过程中能通过增强或维持 JA
水平来提高植株抗虫性（Skibbe et al., 2008）；NtWRKY6基因受水杨酸（SA）显著诱导表达，过表达该基

因能提高烟草对粉虱（Bemisia tabaci）的抵抗能力（Yao et al., 2021）；金丝雀棕榈树 WRKY2、WRKY14、
WRKY28、WRKY51 4个WRKY基因在红棕榈象虫（Rhynchophorus ferrugineus）侵染后被显著诱导表达，

表明这些基因可能在抗虫响应中具有重要作用（Verde et al., 2019）。
马尾松是我国南方的典型针叶乡土树种，具有适应性强、生长迅速等特点，是可综合利用的重要用

材树种（杨章旗，2015）。马尾松生长过程中容易受到生物或非生物逆境威胁，对木材产量和生态环境造

成影响，其中病虫害和季节性干旱等是影响林业生产的重要因素（吴敏娟等，2019）。课题组前期研究中

发现 WRKY、AP2/ERF等转录因子家族响应马尾松抗虫过程 （Yang et al., 2016），随后发现 WRKY转录

因子家族中的 PmWRKY2和 PmWRKY6在马尾松抗虫品种中显著高表达（Chen et al., 2021b），但其是否受

到激素和 Ca2+信号调控还不清楚。本研究通过对 PmWRKY2和 PmWRKY6基因的蛋白理化性质、系统进

化等生物信息学特征及在不同外源信号物质处理下的表达模式进行分析，以期为探索马尾松 WRKY基因
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参与激素调控机制提供一定的理论基础。

1材料与方法

1.1实验材料

本实验以半年生马尾松全同胞幼苗（家系号：17-243）为材料，种植于广西林科院松树良种繁育苗圃。

挑选颗粒饱满的马尾松种子播种于黄心土中发芽，待芽长至 5 cm后，移栽至无纺纤维布育苗杯（12~15
cm）育苗，采用的轻基质由 45%～60%草炭或椰糠、20%～30%碳化谷壳、8%～9.5%珍珠岩、1%过磷酸

钙、10%～15%泥炭土组成。待苗木培育至 6个月时，选择长势基本一致、健康的马尾松幼苗作为实验材

料。

1.2实验处理

设计 10 个处理，包括 9 个处理组和 1 个对照组。其中，4 个处理组为单独喷施 75 mg‧L-1 脱落酸

(abscisic acid, ABA)、50 mg‧L-1 水杨酸(salicylic acid, SA)、100 mg‧L-1 茉莉酸甲酯 (methyl jasmonate, MeJA)
和 150 mg‧L-1 赤霉素(gibberellin acid, GA)，4个处理为激素中分别加入 100 mg‧L-1 CaCl2溶液（配制各溶

液时分别加入 1% 吐温-20），1个处理单独喷施 100 mg‧L-1 CaCl2溶液，对照组（CK）喷施等量蒸馏水，

每处理 6株幼苗，每处理进行 3次重复，于每天上午 9点喷施上述各溶液和蒸馏水，每处理喷施 200 mL，
连续喷施 5 d。在停止处理后的第 1天、第 3天和第 5天分别采集各处理马尾松幼苗同部位针叶，同一处

理样品等量混合后于液氮中速冻保存（陈虎等，2021）。
1.3 RNA提取及逆转录

利用多糖多酚植物总 RNA提取试剂盒[PD441，天根生化科技（北京）有限公司]提取马尾松幼苗针

叶 RNA，利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA完整性，并用紫外分光光度计检测 RNA浓度。得到质量合

格的样品后，再采用 M-MLV逆转录酶（D2639A, 宝生物公司）将所得的 RNA逆转录成 cDNA，具体操

作按说明书进行，最后将所得样品浓度稀释至 50 ng‧μL-1。

1.4生物信息学分析

利用 ExPASy在线网站（https://web.expasy.org/）分析蛋白分子质量、等电点等理化性质（Séverine et
al, 2021）；利用 TMHMM Server v.2.0 （http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM） 预测蛋白跨膜结构域

（Moller et al., 2001）；利用 WoLF PSORT Prediction （http://psort1.hgc.jp/form.html）进行亚细胞定位预

测 （ Horton et al., 2007 ） ； 利 用 SOPMA （ https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa%20_sopma.html）预测蛋白质二级结构（Geourjon & Deleage, 1995）；利用

NetPhos 3.1 （http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）分析蛋白质磷酸化位点（Blom et al., 1999）；利用

NCBI的 Blastp工具（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/）对 PmWRKY2、PmWRKY6基因进行同源蛋白序

列查找，下载拟南芥、杨树等物种的WRKY基因，利用 ClustalW进行蛋白序列比对，利用MEGA 7软件

的 Neighbor-Joining（NJ）法构建系统进化树，其中选择 P-distance模型，Bootstrap进行 1 000次重复。

1.5实时荧光定量 PCR

以 PmCYP基因为内参基因，利用 Primer Premier 5软件设计 PmWRKY2、PmWRKY6和 PmCPY基因

的荧光定量 PCR引物（表 1）。参照 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ荧光试剂盒（TaKaRa ，大连）的说明书进行

实时定量 PCR反应，对马尾松 PmWRKY2、PmWRKY6和 PmCYP基因在 ABA、SA、MeJA和 GA等激素

处理及相应激素和钙离子共同处理下的表达量进行检测，每个处理进行 3 次生物学重复。用 2-∆∆Ct法
（Livak & Schmittgen, 2001）进行目的基因相对表达量分析，利用 SPSS软件进行方差分析，利用 Origin
软件进行表达分析柱状图绘制。
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表 1实时荧光定量 PCR引物序列设计

Table 1 qRT-PCR primer sequences of the genes
基因名

Gene name
正向引物（5′-3′）

Forward sequence（5′-3′）
反向引物（5′-3′）

Reverse sequence（5′-3′）
PmWRKY2 GGTTCAGGATGATGCTCGGATGTG AGTGCCAGTCGTTGTTGGTTCAG
PmWRKY6 CACCATGTCACCGTGCTGTCC GCTGCTGCTGTAGTGGATGCC
PmCYP GGCAAACTTCTCGCCGTA GCCAATGCCATCAATGAAGCTCTG

2结果与分析

2.1 PmWRKY2和 PmWRKY6基因生物信息学分析

2.1.1 PmWRKY2和 PmWRKY6基因理化性质分析

对 PmWRKY2和 PmWRKY6蛋白分子质量、等电点和疏水性等理化性质预测结果显示，PmWRKY2
和 PmWRKY6蛋白分别编码 667、575个氨基酸，蛋白分子量分别为 72.97、62.60 kDa，理论等电点分别

为 6.02、6.64，均属于酸性蛋白，平均疏水值分别为-0.795、-0.684，不稳定系数分别为 50.75、51.0，均

属于不稳定的疏水蛋白；亚细胞均定位于细胞核，没有跨膜结构，说明这两个基因可能在细胞核内发挥

其调控等作用；磷酸化位点分析结果显示这两个基因均存在丝氨酸、苏氨酸和络氨酸磷酸位点，其中以

丝氨酸位点最多，苏氨酸次之， PmWRKY2络氨酸位点较多，PmWRKY6只有 1个；蛋白质二级结构预

测显示，这两个蛋白均以无规则卷曲为主，占比分别为 76.50%、60.24%， PmWRKY2中β转角占比最小，

PmWRKY6中延伸链占比最小（表 2）。
表 2 PmWRKY2和 PmWRKY6蛋白生物信息学分析

Table 2 Bioinformatics analysis of PmWRKY2 and PmWRKY6 proteins

基因名

Gene

name

核酸数

Nucleic

acid

number

氨基酸数

Amino

acid

number

蛋白分

子量

Protein

mass

(kDa)

等电点

Isoelectric

point

亚细胞定

位

Subcelllar

localization

跨膜结构

Trans

membranne

二级结构

Secondery steucture (%)

磷酸化磷结合位点

Kinise phosphorylation

α螺旋

Alpha

helix

β转角

Beta

turn

延伸链

Extend-

ed strand

无规则

卷曲

Random

coil

丝氨酸

Ser

苏氨酸

Thr

络氨酸

Tyr

PmWRKY2 2 004 668 72.97 6.02 细胞核

Nucleus

无

No

9.58 3.29 10.63 76.50 62 20 5

PmWRKY6 1 728 576 62.60 6.64 细胞核

Nucleus

无

No

28.30 8.68 2.78 60.24 39 13 1

2.1.2 PmWRKY2和 PmWRKY6系统进化与多序列比对

利用 NCBI的 BlastP工具分别查找 PmWRKY2和 PmWRKY6蛋白的同源氨基酸序列，得到红豆杉

（Taxus chinensis）、日本柳杉（Cryptomeria japonica）、银叶五叶松（Pinus monticola）等 14 个与

PmWRKY2蛋白同源性较高的序列，火炬松（P. taeda）、挪威云杉（Picea abies）等 15个与 PmWRKY6
蛋白同源性较高的序列，进行蛋白多序列比对并构建系统进化树。结果表明，马尾松与油松（Pinus
tabuliformis）等裸子植物聚为一类，亲缘关系较其他物种近，PmWRKY2和 PmWRKY6均与油松的序列

相似性最高，分别为 93%和 99.83%（图 1）。多序列比对结果显示，在 PmWRKY2蛋白中，银杏、挪威

云杉和澳洲坚果只在 C端含有 1个WRKY保守结构域，属于 IIc家族成员（图 2）；马尾松与其余物种的

蛋白序列在 C、N端各含有 1个 WRKY保守结构域，锌指结构为 C2H2（C-X4-C-X23-H-X-H）型，属于

IC家族成员；PmWRKY6蛋白与其他 15条序列 N端均含有 1个高度保守的WRKYGQK七肽结构域，在

C端含有一个 C2H2型锌指结构序列，其配体模式为 C-X5-C-X23-H-X-H, 属于 WRKY家族的 IIb亚家族

成员（图 3）。
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图 1 PmWRKY2（A）和 PmWRKY6（B）系统进化树分析

Fig.1 Phylogenetic analysis of PmWRKY2（A）and PmWRKY6（B）
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横线表示WRKY保守七肽结构域； 表示 C2H2锌指结构。下同。

Transverse line indicates conserved WRKY amino domains; indicates the C2H2 zinc finger structure. The same below.

图 2 PmWRKY2与同源蛋白多序列比对分析

Fig.2 Multiple sequences alignment of PmWRKY2 and homological proteins

图 3 PmWRKY6与同源蛋白序列比对分析

Fig.3 Multiple sequences alignment of PmWRKY6 and homological proteins
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2.2 PmWRKY2和 PmWRKY6基因表达分析

利用荧光定量 PCR技术分析 PmWRKY2和 PmWRKY6在不同外源激素及相应 Ca2+添加处理下表达模

式。结果表明，在 ABA处理下，PmWRKY2和 Pm WRKY6的表达均随着处理时间的增加而上调且显著高

于对照处理，表明 ABA能诱导这两个基因表达；在 CK+Ca2+下处理，PmWRKY2在第 1天显著高于对照

组，第 3天和第 5天与对照无明显差异，PmWRKY6呈先下降后上升的趋势，整个过程均显著高于对照，

说明 Ca2+对这两个基因的表达具有一定的诱导作用；ABA和 ABA+Ca2+处理下，PmWRKY2和 PmWRKY6
呈上调表达趋势，在第 5天表达量最高且显著高于对照组（图 4：A）。以上结果表明 ABA和 ABA+Ca2+

处理可能正向调控 PmWRKY2和 PmWRKY6的表达。

在 SA处理下，PmWRRKY2和 PmWRKY6随着处理时间的增加而上调，均在处理第 5天表达量最高；

在 CK+Ca2+处理下，PmWRKY2的表达量在第 1天显著高于对照，在第 3天和第 5天无显著差异，推测

Ca2+处理早期能诱导 PmWRKY2表达；PmWRKY6的表达呈先下降后上升的趋势，在整个过程中，表达量

均显著高于对照组，说明 Ca2+能诱导 PmWRKY6的表达。在 AS+Ca2+处理中，PmWRKY2在整个过程中呈

上调表达趋势且在第 3天和第 5天显著高于 CK+Ca2+处理，在第 3天显著高于 SA处理，但在第 5天其表

达量显著低于 SA处理；PmWRKY6呈先下降后上升趋势，在第 5天显著高于对照和 AS处理（图 4：B）。
以上结果说明 AS和 Ca2+可能正向调控这两个基因的表达，其中 Ca2+处理前期能显著诱导 PmWRKY2表达。

在 MeJA 处理下，PmWRKY6 与 PmWRKY2 的表达量随处理时间的增加而上调，在处理第 1 天

PmWRKY2基因与对照组相比无显著变化，而 PmWRKY6基因显著低于对照，随着处理时间延长至第 3天
和第 5天，这两个基因的表达量均显著高于对照，说明MeJA的积累能够诱导 PmWRKY2与 PmWRKY6的
表达。在 CK+Ca2+处理下，PmWRKY2的表达量在处理第 1天显著高于对照组，在第 3天和第 5天该基因

的表达与对照组无显著差异，说明 Ca2+处理前期能够诱导 PmWRKY2的表达，其诱导效应可能随着时间

延长而减弱；而 PmWRKY6呈先下降后上升的表达趋势，其表达量在整个处理过程均显著高于对照组，

（图 4：C）。以上结果说明，MeJA和MeJA+Ca2+处理均能显著诱导 PmWRKY2与 PmWRKY6的表达。

在 GA处理下，PmWRKY2与 PmWRKY6的表达在处理第 1天与对照组相比没有显著差异，在第 3天
和第 5天均显著高于对照；CK+Ca2+处理下，PmWRKY2在第 1天显著高于对照和其他处理，在第 3天和

第 5天与对照组无显著差异，而 PmWRKY6的表达在整个过程中均显著高于对照组，说明 Ca2+处理能诱

导这两个基因的表达。在 GA+Ca2+处理下，PmWRKY2与 PmWRKY6表达量均高于对照组，呈现上调表达

趋势（图 4：D）。以上结果说明，GA和 GA+Ca2+处理均能诱导 PmWRKY2与 PmWRKY6的表达。
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不同小写字母表示同一天不同处理间差异显著（P < 0.05）。
Different lowercase letters indicate significant differences among different treatments in the same day (P < 0.05).

图 4 PmWRKY2和 PmWRKY6在不同激素处理下的表达模式

Fig.4 Expression analysis of PmWRKY2 and PmWRKY6 under different hormone treatments
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3讨论与结论

WRKY转录因子是植物特有的转录因子家族之一，该家族基因可通过激活或抑制靶基因的表达从而

在植物生长发育、逆境胁迫响应等多个关键生物学过程中发挥重要调控作用（Gao et al., 2020）。目前在多

种植物中已经鉴定出与抗虫性相关的 WRKY转录因子，但针对马尾松的 WRKY抗虫基因研究还相对较

少。挖掘和研究马尾松中的 WRKY抗虫基因对提高其抗虫性具有重要意义。本研究对前期课题组获得的

PmWRKY2和 PmWRKY6基因进行生物信息学特征和外源信号处理表达模式进行分析。多序列比对结果显

示，PmWRKY2和 PmWRKY6基因均含有 WRKY基因家族的核心结构域，在结构域末端均含有 C2H2锌指

结构，这与桃（Chen et al., 2016）、辣椒（刁玄章等，2019） 等物种的研究结果相同，说明 WRKY家族成

员蛋白结构在不同物种间存在保守性。进化分析结果表明，这两个基因与油松的序列相似度最高，分别

为 93%和 99.83%，说明在进化上马尾松WRKY基因与裸子针叶树的亲缘关系最近。

Ca2+作为细胞信号转导的第二信使，在植物响应激素信号和抗虫防御等生命过程中发挥重要作用。激

素在植物响应害虫胁迫中也起着重要作用，如 JA、SA、ABA等多种激素和 Ca2+信号途径在植物抗虫防

御过程中具有重要调控作用（Walling, 2000）。本研究发现，外源喷施 ABA、GA、SA、MeJA和 Ca2+处
理均能显著提高马尾松 PmWRKY2和 PmWRKY6的表达，说明 PmWRKY2和 PmWRKY6可能通过参与调节

马尾松体内 ABA、GA等信号途径来抵御外界胁迫。外源 ABA处理能显著诱导茶（Camellia sinensis）
CsWRKY2基因的表达（Wang et al., 2016）；水稻 OsWRKY50的表达随着 ABA处理时间的增长呈先上调后

下调的表达趋势，说明外源 ABA处理能诱导 WRKY基因的表达（Huang et al., 2021），与本研究结果一致。

外源喷施 MeJA能通过抑制舞毒蛾（Lymantria dispar）幼虫的生长速度来降低食叶害虫对兴安落叶松

（Larix gmelinii）的损害程度（李媛媛等，2014），同时该处理也提高了长白落叶松抗虫性（孟昭军等，

2018）。刘苗苗等（2021）发现 CsWRKY17基因受外源 ABA、JA等防御相关信号分子和尺蠖（Ectropis
oblique）幼虫啃食显著诱导表达，表明该基因可能通过参与 ABA和 JA信号途径来调控茶树对尺蠖虫的

抗性。因此推测本研究 PmWRKY2和 PmWRKY6可能通过参与 ABA和 JA信号途径调控马尾松抗性。而

外源 JA 处理能显著降低 FaWRKY25 的表达，该基因可能负调控草莓对灰芽孢杆菌的抗性（Jia et al.,
2021），推测推测 JA处理对 WRKY基因的表达调控可能在不同物种和不同胁迫条件下存在差异。SA和

GA处理能诱导WRKY基因表达，如 GhWRKY70基因在 SA处理下呈先下将后上升的表达趋势，表明该

基因参与棉花 SA信号通路调控（Xiong et al., 2019）；与对照相比，SA处理显著提高番茄 ShWRKY81的
表达量（Wang et al., 2023）。GA处理能显著诱导谷子（Foxtail millet）SiWRKY36基因和茶树 CsWRKY17
的表达，其中 SiWRKY36的表达量较对照上调 2.5倍（祖倩丽等，2015；刘苗苗，2021）。本研究发现 SA
和 GA能显著诱导 PmWRKY2和 PmWRKY6表达，与以上研究结果一致。此外，Chen等（2021b）研究发

现，PmWRKY31能调控 JA、GA、SA合成相关基因表达，进而促进萜类合成酶基因表达，提高植株萜类

物质的含量从而提高马尾松对松毛虫的抵抗能力。因此推测 PmWRKY2和 PmWRKY6基因可能在马尾松

抗逆防御过程中发挥重要作用。

综上所述， PmWRKY2和 PmWRKY6基因属于WRKY家族，亚细胞均定位于细胞核，进化关系上与

裸子植物油松的亲缘关系最近。外源 ABA、SA、MeJA和 GA激素及 Ca2+处理均能诱导 PmWRKY2和
PmWRKY6基因表达，表明这两个基因可能通过参与激素和钙离子信号通路来调控马尾松抗逆性，但具体

的调控机理还有待进一步研究。
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