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丹参SmWRKY６５基因的克隆及其拟南芥遗传转化
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(浙江理工大学,a．生命科学学院;b．浙江省植物次生代谢调控重点实验室,杭州３１００１８)

　　摘　要:为研究丹参 WRKY家族基因的生物学特性,通过生物信息学的方法从丹参转录组库中筛选出响应茉

莉酸甲酯(MeJA)的SmWRKY６５,通过实时荧光定量PCR(RTＧqPCR)检测该基因的组织器官表达特性,进而采用花

序浸泡法把基因导入到拟南芥中.研究表明SmWRKY６５基因编码区的长度为８６７bp,编码２８８个氨基酸,含有１个

WRKY保守结构域和１个 C２H２ 锌指结构域,属于 WRKY 转录因子家族第IIa类成员.SmWRKY６５在根、茎、叶、

花等组织器官中均有表达,且在叶和茎中的表达量最高,５月份和１０月份各个组织器官中表达也存在差异.最后获

得了转基因拟南芥株系.
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０　引　言

丹参(SalviamiltiorrhizaBunge)是唇形科常

用的传统药用植物,以干燥的根入药,对心脑血管疾

病有明确的疗效,其主要活性成分为水溶性的酚酸

类物质和脂溶性的丹参酮类[１].目前,人们从丹参

中分离出大约４０多种水溶性成分和２０多种脂溶性

成分,如咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B、丹参素、丹参

酮、隐丹参酮、丹参酮IIA等[２].随着代谢组和转录

组等组学技术的发展,为丹参次生代谢研究提供了

一个更高的平台[３].

WRKY是一类数量较大的转录因子家族之

一[４],其成员数目随着植物的不断进化而丰富[５],不
同植物中 WRKY 家族成员的数目差异较大,如在

拟南 芥 中 发 现 有 ９０ 多 个 成 员,在 水 稻 (Oryza
sativa)中 发 现 拥 有 １００ 多 个 成 员,而 在 向 日 葵

(Helianthusannuus)中仅发现了６个成员(http://

planttfdb．cbi．pku．edu．cn/family．php? fam ＝
WRKY).根据其所含 WRKY 结构域的数目及锌

指结构特征,可将其分为３类[６]:第I类通常含有２
个 WRKY结构域,其锌指结构为 CＧX４ＧCＧX２２Ｇ２３ＧHＧ
XＧH(X为任意氨基酸),即 C２H２ 型.此类不仅存

在 于 绿 色 植 物 中,在 原 生 生 物 黏 菌 阿 米 巴

(Dictyostelium discoideum )、 莱 茵 衣 藻

(Chlamydomonasreinhardtii)和寄生虫蓝氏贾第

鞭毛虫(Giardialamblia)中也有发现,由此推测第

I类 WRKY 可能是最原始的[７],该类转录因子的

DNA结合功能主要由羰基(C)端的 WRKY结构域

介导,而氨基(N)端 WRKY域单独不能与 DNA 结

合,其生物学功能还不清楚,可能有助于增强氨基

(N)端 WRKY域与靶基因的结合.第II类只含有

１个 WRKY域,其锌指结构与第I类 WRKY 转录

因子相同,目前鉴定出的大多数 WRKY 转录因子

都属于该类型,该类还可以再分为５个亚类(IIa、

IIb、IIc、IId、IIe)[５,７].第III类含有１个 WRKY域,
其锌指结构为CＧX７ＧCＧX２３ＧHＧXＧC,即C２HC型.越

来越多的数据表明 WRKY 广泛参与植物的生长发

育、响应逆境胁迫[５,８],以及参与次生代谢调控[９Ｇ１１].



在烟草中过表达BcWRKY４６可以提高抗冷、耐盐

和 抵 御 渗 透 胁 迫 的 能 力[１２].AtWRKY１８ 和

AtWRKY４０能够调控 ABA 信号途径,抑制拟南芥

种子萌发、根生长及对盐胁迫和渗透胁迫的敏感

性[１３].水稻OsWRKY４５和OsWRKY５３能够调控

二 萜 类 生 物 合 成 的 关 键 酶 CPS４、KSL４、

CYP９９A２、CYP９９A３、MAS 的基因表达,从而提高

MomilactoneA、Oryzalexin、Phytocassane的生物

合成[１４Ｇ１５].番茄SlWRKY７３可以激活３个单萜合

成基因SlTPS５、SlTPS３、SlTPS７[１６Ｇ１７]的表达,从
而调控萜类的生物合成.

至今,对丹参 WRKY 基因功能的研究报道较

少.为此,本研究对丹参毛状根转录组库(MeJA 处

理,结果未发表)进行分析,得到一个响应 MeJA 的

的转录因子SmWRKY６５,通过该基因的克隆,组织

表达分析、拟南芥遗传转化,获得该基因的基础信

息,发现该基因可能参与调控次生代谢物的生物合

成和响应逆境胁迫,为研究丹参 WRKY 转录因子

的功能提供技术和材料基础.

１　实验材料与方法

１．１　材料

农杆菌 ATCC１５８３４诱导丹参叶片获得毛状

根[１８Ｇ１９],继代后的毛状根在６,７ＧV 培养基中黑暗条

件下２５℃,１１０r/min震荡培养１８d,用终浓度为

１００μM 的茉莉酸甲酯(MeJA)处理.处理后０．５、

１、３、６、９d取样,液氮速冻,－８０ ℃保存.２０１３年

１１月种植于浙江理工大学药用植物园的丹参分别

在２０１４年１０月和２０１５年５月两个花期取根、茎、
叶、花等组织以及种植于温室２５℃,光照１６h生长

１个月的丹参幼苗,液氮速冻,－８０℃保存,用于组

织 特 异 性 表 达 分 析. 拟 南 芥 (Arabidopsis
thaliana)为ColＧ０生态型.

１．２　RNA提取和 WRKY基因的克隆

总 RNA 的 提 取 采 用 TIANGEN􀆿 (DP４４１)

RNA 提 取 试 剂 盒,具 体 步 骤 参 考 说 明 书.用

NANODrop核酸定量测定仪测定 RNA 浓度,取

１μgRNA,应用 Takara􀆿 (RR０４７A)反转录试剂盒,
按照附带的说明书反转录获得总cDNA.根据丹参

转录组库中获得的SmWRKY６５的基因序列,设计

PCR特异性引物,在上下游分别加入XbaI和KpnI
的 酶 切 位 点. 上 游 引 物 为:５′Ｇ３′ ATCTAG
ATGGAAAATAATTTGGAAGCCTCA (下 划 线 为

XbaI酶 切 位 点),下 游 引 物 为:５′Ｇ３′TGGTACCT

ACATTGAAAAACCTATAGAATTAGAAATA
TTA(下划线为KpnI酶切位点).以丹参毛状根的

cDNA为模板进行 PCR 扩增.扩增体系为 H２O
１７．８７μL,１０×ExTaqBuffer(Mg２＋ plus)２．５μL,

１０×ExTaq(５U/μL)０．１３μL,dNTPMixture(各

２．５mM)２μL,引物(１０μM)各１μL,模板２μL.
扩增条件为:９８℃,１０s;６３℃,３０s;７２℃,６０s;３０
个循环,７２℃延伸１０min,１．２％的琼脂糖跑胶验证

PCR产物,采用 TaKaRa(９２６７)琼脂糖凝胶回收试

剂盒纯化 PCR 产物,连接到测序载体 pMD１９ＧT
上,重组载体转到大肠杆菌 DH５α,挑取３个阳性单

克隆测序.

１．３　丹参WRKY 基因的生物信息学分析

测序后的结果采用Bioedit序列比对软件进行

分析,选取正确的SmWRKY６５序列,并翻译成氨基

酸序列.氨基酸序列的理化性质采用在线分析软件

ProtParam(http://web．expasy．org/protparam/)
进行预测.并在 NCBI上进行 BLASTp,搜索同源

序列,用 MEGA６NJ法(bootstrap１０００)进行构建

系统发育树.

１．４　荧光定量PCR分析

提取 丹 参 不 同 组 织 的 总 RNA,以 反 转 录 的

cDNA为模板,采用TaKaRaSYBRPremixExTaqTM

II(RR８２０A)进 行 RTＧqPCR 反 应. 引 物 为

QSmWRKY６５ＧF:(５′ＧTTGTTGACTACGGACTGCT
GCＧ３′)和 QSmWRKY６５ＧR(５′ＧCATGGCTCCTCTT
TAGGGAAAＧ３′).扩增片段为１３０bp.内参基因为

SmUBQ１０[２０].引 物 为:SmUBQ１０ＧF(５′ＧAGATGG
GCGGACACTTGCTGATTAＧ３′)和SmUBQ１０ＧR(５′Ｇ
ACTCTCCACCTCCAAAGTGATGGTＧ３′).扩 增 条

件为:第一步９５℃预变性３０s;第二步９５℃,５s;５９
℃,３０s;４０个循环.生物学重复３次.

１．５　载体构建和拟南芥遗传转化

pCAMBIAＧ１３００ 为 过 表 达 常 用 载 体. 用

XbaI,KpnI将pMD１９ＧT:SmWRKY６５ 的质粒和

pCAMBIAＧ１３００分别酶切,回收目的片段.然后用

T４ 连 接 酶 进 行 连 接. 获 得 pCAMBIAＧ１３００:

SmWRKY６５重组质粒.将重组质粒转化到农杆菌

GV３１０１中,采用花序浸泡法侵染拟南芥花序[２１].
将获得的 T１代种子消毒后,铺在含有３０mg/L潮

霉素的１/２MS培养上,４℃处理２d后,１６h光照

培养７~１０d,将抗性苗移入为蛭石∶泥炭土体积比

１∶１的培养基中培养２０d左右,参考 EdwardsK
等[２２]DNA 提取方法获得 DNA,以此为模板进行
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PCR扩增,扩增体系为 H２O１７．８７μL,１０×ExTaq
Buffer(Mg２＋ plus)２．５μL,１０×ExTaq(５U/μL)

０．１３μl,dNTPMixture(各２．５mM)２μL,引物(１０

μM)各１μL,模板２μL.扩增条件为:９８℃,１０s;

６３．５℃,３０s;７２℃,６０s;３０个循环;７２℃延伸１０
min.１．２％的琼脂糖跑胶验证PCR产物.

１．６　数据分析

采用Spss１９．０和 GraphPadPrism５数据分析

软件进行数据差异性分析和图表的绘制.

２　结　果

２．１　MeJA对丹参SmWRKY６５的表达量分析

从丹参转录组库中筛选到一个响应 MeJA 的

WRKY转录因子SmWRKY６５.我们采用实时定

量PCR 验证SmWRKY６５是否响应 MeJA.丹参

毛状根在６,７ＧV 液体培养基中生长１８d,在长势均

一的毛状根中加入终浓度为１００μM MeJA,分别在

０．５、１、３、６、９d取样,采用实时荧光定量 PCR 检测

SmWRKY６５的表达量,如图１所示:处理后前６d,
实验组和对照组随时间的增加表达量逐渐提高,

MeJA明显诱导SmWRKY６５的表达.在处理后第

６d基因表达量达到最高值,实验组是对照组的３．１
倍. 而 对 照 组 的 表 达 量 一 直 上 升,说 明

SmWRKY６５除了被 MeJA 诱导外,还可能受其它

诱导子的诱导.

图１　MeJA处理后SmWRKY６５转录水平变化模式

　注:“∗”表示差异显著(p＜０．０５),“∗∗”表示差异极显著

　(p＜０．０１),MOCK为对照组,MeJA为处理组.

２．２　丹参SmWRKY６５基因序列分析

从丹 参 cDNA 模 板 中 扩 增 得 到 目 的 基 因

SmWRKY６５,编码区为８６７bp,共编码２８８个氨基

酸,分子质量为３１．９７kD,等电点为５．９４.含有一

个 WRKY 结构域和１个 C２H２ 锌指结构域,属于

WRKY转录因子家族第IIa类成员,与预期结果一

致.在 NCBI数据库进行同源搜索,与保守性较高

的序列进行系统发育树构建,如图２.分析发现其

与SmWRKY５８序列相似度较高.

图２　WRKY 基因的系统发育树构建

２．３　丹参SmWRKY６５组织表达分析

以浙江理工大学药用植物园种植的丹参为研究

材料,在 两 个 花 期 (５ 月 和 １０ 月)取 样,检 测

SmWRKY６５在各个组织中的表达量和时间变化的

差异.从图３中可以看出SmWRKY６５在各个组织

中均有表达.在根中表达量最低,在茎和叶中表达

量较高,花和幼苗次之,且表达量呈现时间差异性.

SmWRKY６５在 １０ 月叶中的表达量是 ５ 月份的

３．８８倍,在１０月份根中的表达量是５月根中的２．７５
倍,在５月份茎中的表达量是１０月份的１．８８倍.
这与丹参在不同季节各个组织所行使的功能可能

有关.

图３　SmWRKY６５组织表达模式

注:“∗”表示差异显著(p＜０．０５);“∗∗”表示差异极显著

(p＜０．０１).

２．４　SmWRKY６５的拟南芥遗传转化

通过 花 序 浸 泡 法,将 重 组 质 粒 pCAMBIAＧ
１３００:SmWRKY６５导入拟南芥 ColＧ０中.将 T１代

种子铺在含有潮霉素的培养基上,光下培养.能够

在培养基上正常生长的可能是转基因拟南芥的阳性

植株.然后将苗移到蛭石∶泥炭土体积比为１∶１
的基质上,２２ ℃,１６h 光下培养一段时间,提取

DNA进行阳性苗鉴定.鉴定结果如图４所示.获
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得了７株转基因拟南芥,泳道１２为阳性对照,泳道

１３为阴性对照.

图４　转基因拟南芥中SmWRKY６５的PCR鉴定

３　讨　论

WRKY在植物逆境胁迫响应过程中起着重要

的作用.近年来,越来越多的数据表明其广泛参与

植物的次生代谢调控[２３].本研究从丹参转录组库

中筛选出响应 MeJA 的SmWRKY６５,其编码的蛋

白属于 WRKY 转录因子家族IIa类成员.研究发

现许多IIa类 WRKY 转录因子参与生物或非生物

胁迫响应.如OsWRKY７６可以响应 MeJA 和病原

菌Magnaportheoryzae的诱导,也可以抑制二萜类

和黄 酮 类 植 物 抗 毒 素 的 生 物 合 成[２４].过 表 达

GmWRKY２７的大豆毛状根可以提高其对盐和干旱

的耐受性.氨基酸序列相近的 WRKY转录因子可

能具有相似的生物学功能[２５Ｇ２６].因 此 我 们 推 测

SmWRKY６５可能参与丹参的抗病途径.

Schluttenhofer等[２７]对拟南芥和长春花全基因

组生 物 信 息 学 分 析 发 现,与 茉 莉 酸 信 号 相 关 的

WRKY转录因子可能参与调控植物的次生代谢物

合成.MeJA调控植物次生代谢一般通过调控与次

生代谢相关的转录因子.如 Hong等[２８]研究发现

MeJA可以上调转录因子 MYC２的表达从而提高

倍半萜类合成基因AtTPS１、AtTPS１的表达.如

图１所示,SmWRKY６５在 MeJA 的诱导下,表达量

显著上调,在第六天达到最高,这与丹参重要的次生

代谢物丹酚酸 B的积累规律较为类似[３].同时研

究 发 现 酚 酸 类 生 物 合 成 途 径 上 的 关 键 酶 基 因

SmPAL１、SmTAT、SmRAS 的 启 动 子 区 均 含 有

WRKY转录因子的结合位点 WＧbox.SmWRKY６５
是否直接作用于这些关键酶基因有待下一步研究.

为了进一步阐明SmWRKY６５在丹参各个组织

中所起的作用,我们分析了SmWRKY６５组织表达

模式.由于丹参根鲜重在９月份之前增长缓慢,之
后生长迅速[２９].我们的研究发现SmWRKY６５在

１０月份根中的表达量高于５月,因此推测其参与根

的生长,以及参与次生代谢的生物合成.另外,其在

茎中的表达量５月份高于１０月,这可能与丹参在５
月份节间伸长较快,与木质素生物合成相关.木质

素在丹参中的合成途径与丹酚酸 B合成的上游途

径相同,而TAT 与PAL１是这两类物质生物合成

的上游关键酶基因,因此更加说明SmWRKY６５可

能参与丹参次生代谢的生物合成.
拟南芥作为模式生物,各项生理活动相对丹参

来说,研 究 的 较 为 透 彻,在 拟 南 芥 中 异 位 表 达

SmWRKY６５,便 于 对 其 功 能 的 研 究. 同 一 个

WRKY转录因子可能参与多个生理过程,例如过表

达 AtWRKY３３ 可 以 提 高 对 死 体 营 养 型 真 菌

Botrytiscinerea 和 Alternariabrassicicola 的 抗

性[３０].同时又发现其对病原诱导合成的抗毒素

camalexin以及乙烯的生物合成调控都有重要的作

用[３１Ｇ３２].SmWRKY６５是否参与逆境胁迫以及次生

代谢调控,我们可以借助拟南芥,以全面认识丹参

SmWRKY６５转录因子调控逆境胁迫或目标代谢途

径表达的分子机理.
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CloningofSmWRKY６５fromSalviaMiltiorrhizaandItsGenetic
TransformationinArabidopsisThaliana

YU HaiZhenga,GUOWanlia,b,CHENYangyanga,XUEQingjinga,LIANGZongsuoa,b

(a．CollegeofLifeScience;b．ZhejiangProvinceKeyLaboratoryofPlantSecondary
MetabolismandRegulation,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ToinvestigatethebiologicalcharacteristicsofWRKYfamilygeneinSalviamiltiorrhiza
(Lamiaceae),wescreenedoutSmWRKY６５whichrespondstomethyljasmonate (MeJA)fromSalvia
miltiorrhizatranscriptomebankthroughbioinformaticsmethod,detectedtissueandorganexpression
characteristicsofthisgenethroyghrealＧtimefluorescencequantificationofPCR (RTＧqPCR),andthen
adoptedfloraldipmethodtotransferthegeneintoArabidopsisthaliana．Theresultsindicatethat,the
lengthofSmWRKY６５genecodingregionis８６７bp;２８８aminoacidsareencoded;SmWRKY６５contains
WRKYconservedstructuredomainandC２H２zincfingerstructuredomain;SmWRKY６５belongstotheIIa
subgroupofWRKYfamily．SmWRKY６５isexpressedinroots,stems,leaves,flowersandsoon,andthe
expressionquantityisthehighestinleavesandstems．SmWRKY６５expressiondiffersineachtissueand
organin May and October．Finally,sometransgenic Arabidopsis strains with SmWRKY６５ were
produced．

Key words:Salvia miltiorrhiza;Arabidopsisthaliana;SmWRKY６５;gene cloning;genetic
transformation
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