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小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族生物信息学分析
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摘　 要: ＷＲＫＹ 作为最先在植物中发现的转录因子ꎬ在植物生长发育等过程中发挥重要作用ꎮ 为了更好地

研究小立碗藓 ＷＲＫＹ 蛋白的结构与功能ꎬ该文以 Ｐｆａｍ 数据库中 ＷＲＫＹ 基因家族数据(登录号为 ＰＦ０３１０６)
为材料ꎬ分析了小立碗藓(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ)ＷＲＫＹ 基因家族成员的理化性质、蛋白质的二级结构预测、染
色体定位、内外显子分布及系统进化关系ꎮ 结果表明:(１)小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员共有 ３８ 个基因ꎬ根
据 ＷＲＫＹ 保守结构域个数和锌指结构类型分成Ⅰ、Ⅱ两大类ꎬ不含第Ⅲ类(锌指结构为 Ｃ２ＨＣ 型)ꎬ其中部

分基因 ＷＲＫＹ 保守结构域发生变异ꎮ (２)ＷＲＫＹ 蛋白氨基酸长度在 ２１６ ~ ７７５ ａａ 之间、相对分子质量在

２４.５~ ８２.８ ｋＤａ 之间ꎬ亚细胞定位显示 ＷＲＫＹ 家族成员蛋白质定位于细胞核中ꎮ (３)ＷＲＫＹ 蛋白的二级结

构以 α￣螺旋、延伸链、β￣转角、无规卷曲四种构成元件构成ꎬ除 ＰｐＷＲＫＹ１１(α￣螺旋为主)外ꎬ其余无规卷曲

占比高达 ７０％ꎮ (４)与拟南芥的系统进化关系表明ꎬ植物在进化过程中 ＷＲＫＹ 家族成员的数目与进化方式

发生改变ꎬＷＲＫＹ 基因家族成员外显子的个数为 ３~ ７ 个ꎮ (５)小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员无规则分散于

２１ 条染色体上ꎬ并未形成基因簇ꎮ 该研究通过分析 ＷＲＫＹ 基因家族的基本结构与性质ꎬ能为后续深入研究

ＷＲＫＹ 转录因子的功能奠定基础ꎮ
关键词: 小立碗藓ꎬ ＷＲＫＹ 转录因子ꎬ 基因家族分析ꎬ 生物信息
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ｏｆ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ｈａｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ ｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓꎬ ｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓꎬ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒꎬ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

　 　 目前ꎬ在植物中发现 ６０ 多个转录因子家族

(Ｋａｐｌａｎ￣Ｌｅｖｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻＱｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎬ其中研

究较多的有 ＭＹＢ、 ＮＡＣ、 ＷＲＫＹ、 ＳＢＰ、 ＧＡＲＳ 等ꎮ
ＷＲＫＹ(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ)作为最先在植物中发现

的转录因子 ( Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ )ꎬ 它由 Ｎ￣端的

ＷＲＫＹ 保守结构域(ＷＲＫＹＧＱＫ)和 Ｃ￣端的锌指结

构组成(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 根据保守结构域的个

数和锌指结构的类型ꎬ可将 ＷＲＫＹ 转录因子分成三

类:Ⅰ类ꎬ含有 ２ 个 ＷＲＫＹ 结构域、锌指结构为

Ｃ２Ｈ２ 型ꎻⅡ类ꎬ含有单个结构域ꎬ锌指结构为 Ｃ２Ｈ２
(ＣＸ４￣５￣Ｃ￣Ｘ２２￣２３￣Ｈ￣Ｘ１￣Ｈ)ꎬ由此将其分为五个亚

型(Ⅱａ、Ⅱｂ、Ⅱｃ、Ⅱｄ、Ⅱｅ)ꎻⅢ类ꎬ单个保守结构

域、锌指为 Ｃ２ＨＣ(Ｃ￣Ｘ７￣Ｃ￣Ｘ２３￣ＨＸ)型(Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻ Ｊｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 但是ꎬ在低等植物中不含

有第Ⅲ类类型的 ＷＲＫＹ 转录因子(苏琦等ꎬ ２００７)ꎮ
小立碗藓(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ) 作为高等植

物中的低等类群ꎬ它的优势主要体现在以下几点:
(１) 小 立 碗 藓 基 因 组 测 序 结 果 已 知 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃｏｓｍｏｓｓ.ｏｒｇ / ) (Ｒｅｎｓｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ 大小为

５１１ Ｍｂꎬ染色体共有 ２７ 条(Ｒｅｎｓｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎻ
(２)同源重组率高ꎻ(３)生长周期短、易于扩繁(Ｘｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎻ( ４)细胞结构简单ꎬ表型能直接观

察ꎮ 因此ꎬ小立碗藓已成为研究植物基因结构与

功能的一种理想植物(蓝雨纯等ꎬ ２０２０)ꎮ
随着生物技术的发展ꎬＷＲＫＹ 转录因子不断被

发现ꎮ 目前ꎬ已经鉴定出绿藻中有 ３ 个 ＷＲＫＹ 转录

因子(Ｒｉｎｅｒｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)、卷柏 １９ 个(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)、山松 ８３ 个(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)、拟南芥 ７４ 个

(Ｕｌｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)、水稻 ９７ 个(Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ
同时ꎬＷＲＫＹ 作为转录因子已经被证明调控植物多

重生理功能(Ｅｕｌｇｅｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ 有研究发现ꎬ
ＷＲＫＹ 转录因子参与植物对干旱、高温、低温等非

生物胁迫的应答反应(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)以及植物

对病原菌的抗性 ( Ｓｈａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ )ꎬ 如水 稻

ＯｓＷＲＫＹ１３ 参与抵抗水稻稻瘟病菌 (Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ
ｇｒｉｓｅａ) 的 感 染 ( Ｓｃｈｌｕｔｔｅｎｈｏｆｅｒ ＆ Ｙｕａｎꎬ ２０１４ )ꎬ
ＡｔＷＲＫＹ８ 在盐胁迫下表达出现增加ꎬ进而增强植株

对盐胁迫的抗性(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎻＷＲＫＹ 转录因

子与植物的生长发育(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)和代谢产

物生物的合成(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻＬｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)
密切相关ꎬ但在小立碗藓中ꎬＷＲＫＹ 是否参与防御

反应及其作用机制却鲜有报道ꎮ 随着生物技术、计
算机技术与大数据的迅猛发展 (Ｐｅａｒｓｏｎꎬ ２００１)ꎬ人
们对于未知领域的研究也不断加强ꎮ 生物信息学

技术作为一门新兴的时尚学科ꎬ结合计算机数据收

集与分析ꎬ不断探索未知基因的结构与功能ꎬ使得

预测结果逐渐具有说服力ꎬ为科学研究做出了很大

贡献ꎬ这一技术广泛应用于蛋白分析、基因结构预测

等众多领域ꎮ 因此ꎬ本文通过生物信息学分析研究

ＷＲＫＹ 基因家族成员的基本信息、保守结构域分析、
染色体定位、内外显子分布等信息ꎬ旨在为后续研究

小立碗藓 ＷＲＫＹ 蛋白的结构与功能提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

Ｂｉｏ￣ｌｉｎｕｘ 操作系统ꎻ虚拟机 ｖｉｒｔｕａｌ Ｂｏｘꎻ各种数

据 库ꎬ 即 Ｐｆａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｘｆａｍ. ｏｒｇ / )、 Ｅｎｓｅｍｂｌ
Ｐｌａｎｔｓ ( Ｂｏｌｓｅｒｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７) ( ｈｔｔｐ: / / ｐｌａｎｔｓ. ｅｎｓｅｍｂｌ.
ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ )、 ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ. ｊｇｉ.
ｄｏｅ.ｇｏｖ / ｐｚ / ｐｏｒｔａｌ. ｈｔｍｌ)ꎻ在线构图工具及可视化软

件ꎬ即 Ａｄｏｂｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ、ＴＢｔｏｏｌｓ 等ꎮ
１.２ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族的确定

在 Ｐｆａｍ 数据库下载 ＷＲＫＹ 蛋白保守结构域

８６２ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



(∗.ｈｍｍ)文件ꎬ在 Ｅｎｓｅｍｂｌ Ｐｌａｎｔｓ 数据库中下载

小立碗藓基因组的 ｃｄｓ、ｃｄｎａ、ｐｅｐ、ｇｆｆ３ 等序列作为

备用文件ꎮ
在小立碗藓蛋白质数据库检索含有 ＷＲＫＹ

(ＰＦ０３１０６)基因家族结构域的蛋白质序列(李昊

阳等ꎬ２０１４)ꎬ通过 Ｅ 值初筛ꎬ再用 ＳＭＡＲＴ 网站

(ｈｔｔｐ: / / ｓｍａｒｔ.ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ.ｄｅ / )进行手动筛选ꎬ
最终结果用于后续研究ꎮ
１.３ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的理化性质分

析与亚细胞定位

由 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ/
ｐｒｏｔｐａｒａｍ￣ｄｏｃ.ｈｔｍｌ)网站预测家族成员的等电点

(ＰＩ)、相对分子质量、氨基酸长度、蛋白质疏水性

等性质ꎻ通过 ＰＬＯＣ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /
ｂｉｏｉｎｆ / Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ￣２ / )、 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬＯＣ ( 植 物 细 胞 定

位)预测家族成员在细胞中的位置分布ꎮ
１.４ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员蛋白的二级结

构分析

将确定的小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族蛋白质的

氨基酸序列通过在线网站 ＨＮＮ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉｂｉｎ / ｎｐｓａ ＿
ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)预测其二级结

构各构型的占比ꎮ
１.５ 小立碗藓ＷＲＫＹ基因家族成员系统发育树的构建

利用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件进行进化树构建ꎬ程序选

用最大似然法ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 值设定为 １ ０００ꎬ其他设

定参数以系统默认值为准ꎮ
１.６ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员内外显子及保

守结构域分析

由 ＭＥＭＥ 在 线 网 ( ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ.
ｃｎ / )ꎬ预测蛋白质的保守结构域的 ｍｏｔｉｆ 模型信

息ꎮ 通过 ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ /网站绘制小

立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的内外显子分布图ꎬ
由 ＡＩ 软件合并绘图ꎮ
１.７ 小立碗藓ＷＲＫＹ基因家族成员的染色体定位图

将 ＷＲＫＹ 蛋白所对应的氨基酸序列及成员在

小立碗藓基因组中对应的名称文件、小立碗藓 ２７
条染 色 体 的 长 度 信 息ꎻ 由 ｈｔｔｐ: / / ｍｇ２ｃ. ｉａｓｋ. ｉｎ /
ｍｇ２ｃ＿ ｖ２. ０ /在线网站绘制染色体定位图ꎬ通过

ＴＢｔｏｏｌｓ 工具进行可视化修饰ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的确定

通过对 ３８ 个 ＷＲＫＹ 家族成员的保守结构域

序列比对将 ＷＲＫＹ 家族成员主要分为以下几类:
Ⅰ类(３ 个基因)、Ⅱａ(５ 个基因)、Ⅱｂ(６ 个基因)、
Ⅱｃ(５ 个基因)、Ⅱｄ(１３ 个基因)、Ⅱｅ(６ 个基因)、
不含第三类( Ｃ２ＨＣ 型)ꎬ其中部分基因的保守结

构域序列发生变异(表 １)ꎮ

表 １　 小立碗藓 ＷＲＫＹ 保守结构域的变异
Ｔａｂｌｅ １　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ＷＲＫＹ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

ＷＲＫＹ 结构域序列
ＷＲＫＹ ｄｏｍａｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

变异后保守结构域序列
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＰｐＷＲＫＹ７
ＰｐＷＲＫＹ８
ＰｐＷＲＫＹ１４
ＰｐＷＲＫＹ２５
ＰｐＷＲＫＹ３０
ＰｐＷＲＫＹ３２
ＰｐＷＲＫＹ３５

ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ
ＷＲＫＹＧＱＫ

ＷＫＫＹＧＮＫ
ＷＫＫＹＧＮＫ
ＷＫＫＹＧＮＫ
ＷＲＫＹＧＨＫ
ＷＲＫＹＧＱＮ
ＷＫＫＹＧＮＫ
ＷＫＫＹＧＮＫ

Ⅱａ
Ⅱａ
Ⅱａ
Ⅱｄ
Ⅱｂ
Ⅱａ
Ⅱａ

２.２ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员理化性质分析

及亚细胞定位

由表 ２ 可知ꎬ整个家族成员的氨基酸序列长度

在２１６~７７５ ａａ之间ꎬ ＰｐＷＲＫＹ２５ 最小ꎬ ＰｐＷＲＫＹ１０
最大ꎮ ＷＲＫＹ 蛋白氨基酸的理论等电点 ＰＩ 值在

５.１０~９.７９ 之间ꎬ蛋白质的相对分子质量在 ２４.５ ~

８２.８ ｋＤａ 之间ꎬ与氨基酸数量成正比ꎮ 另外ꎬ通过蛋

白质疏水性数值可以得到 ＰｐＷＲＫＹ２５、ＰｐＷＲＫＹ３０、
ＰｐＷＲＫＹ３６ 既具有疏水性又有亲水性ꎬ其数值在

－０.５~ ＋０.５ 之间ꎮ 负值越大说明亲水性越强ꎬ其他

氨基酸都为亲水氨基酸ꎮ ＰＬＯＣ 亚细胞定位结果表

明小立碗藓 ＷＲＫＹ 蛋白全部分布在细胞核中ꎮ

９６２２ 期 乔刚等: 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族生物信息学分析



表 ２　 小立碗藓 ＷＲＫＹ 转录因子理化性质分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

等电点
ＰＩ

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

(ｋＤａ)

氨基酸长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

( ａａ)

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

蛋白质疏水性
Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ
ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ
(ＧＲＡＶＹ)

ＰｐＷＲＫＹ１ ９.７１ ４３.１ ３９５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６９３
ＰｐＷＲＫＹ２ ６.４１ ８２.０ ７６５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６０１
ＰｐＷＲＫＹ３ ８.７９ ７５.４ ７０５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.９７０
ＰｐＷＲＫＹ４ ９.７６ ４３.２ ３９６ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６５５
ＰｐＷＲＫＹ５ ９.１０ ７４.２ ６８４ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －１.０５２
ＰｐＷＲＫＹ６ ６.６２ ８１.３ ７６１ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.５６０
ＰｐＷＲＫＹ７ ６.０８ ３７.７ ３４３ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －１.０４７
ＰｐＷＲＫＹ８ ７.６８ ４０.３ ３６５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.９３６
ＰｐＷＲＫＹ９ ６.７１ ６０.６ ５５８ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６４８
ＰｐＷＲＫＹ１０ ８.２１ ８２.８ ７７５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７５１
ＰｐＷＲＫＹ１１ ９.７９ ４２.８ ３８５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７１９
ＰｐＷＲＫＹ１２ ５.６６ ５５.８ ５０７ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８４５
ＰｐＷＲＫＹ１３ ５.８９ ４１.１ ３７２ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.９９１
ＰｐＷＲＫＹ１４ ８.３１ ６５.２ ５８９ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７５９
ＰｐＷＲＫＹ１５ ９.７５ ４３.２ ３９５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６４３
ＰｐＷＲＫＹ１６ ５.６９ ７１.２ ６４２ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８４０
ＰｐＷＲＫＹ１７ ９.７２ ４２.４ ３８５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８２９
ＰｐＷＲＫＹ１８ ８.５５ ４８.７ ４３７ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６８８
ＰｐＷＲＫＹ１９ ８.４５ ７８.９ ７４９ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７１７
ＰｐＷＲＫＹ２０ ７.６０ ５５.７ ５０４ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８２０
ＰｐＷＲＫＹ２１ ６.０６ ５９.３ ５３３ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７５４
ＰｐＷＲＫＹ２２ ５.７６ ５６.６ ５１１ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８０９
ＰｐＷＲＫＹ２３ ６.４６ ８１.７ ７５８ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８１３
ＰｐＷＲＫＹ２４ ５.２７ ６３.０ ５７９ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６３７
ＰｐＷＲＫＹ２５ ７.１５ ２４.５ ２１６ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.２９５
ＰｐＷＲＫＹ２６ ７.３７ ８０.５ ７４０ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.６９４
ＰｐＷＲＫＹ２７ ５.１０ ５２.８ ４８０ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７５２
ＰｐＷＲＫＹ２８ ５.６２ ６２.８ ５７６ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７８９
ＰｐＷＲＫＹ２９ ５.４０ ６４.０ ５８４ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８０６
ＰｐＷＲＫＹ３０ ８.０１ ４４.３ ４０９ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.４６３
ＰｐＷＲＫＹ３１ ５.３３ ５７.２ ５２５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７３７
ＰｐＷＲＫＹ３２ ５.９４ ５９.９ ５３２ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.９５５
ＰｐＷＲＫＹ３３ ７.７９ ６１.２ ５６６ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.７２０
ＰｐＷＲＫＹ３４ ５.９９ ６３.２ ５８８ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.５７１
ＰｐＷＲＫＹ３５ ５.６７ ４８.１ ４３５ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.５７１
ＰｐＷＲＫＹ３６ ８.７１ ５２.７ ４９１ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.４５４
ＰｐＷＲＫＹ３７ ８.２３ ７９.５ ７４８ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.５１２
ＰｐＷＲＫＹ３８ ５.９６ ７９.３ ７２３ Ｎｕｃｌｅｕｓ 细胞核 －０.８６７

２.３ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员二级结构预测

由表 ３ 可知ꎬ小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的

蛋白质由四种结构元件构成(α￣螺旋、延伸链、β￣
转角、无规卷曲)ꎬ其中以无规卷曲为主要构成元

件ꎬ最高为 ＰｐＷＲＫＹ１９ꎬ占比达 ７３.８３％ꎬ其次是 α￣
螺旋ꎻ而 ＰｐＷＲＫＹ１１ 结果与家族成员不同ꎬ以 α￣
螺旋为主ꎬ占比高达 ４２.３４％ꎬ无规卷曲为３９.７４％ꎮ
另外两种构成元件占比均较小ꎬ比较稳定ꎮ
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２.４ 小立碗藓ＷＲＫＹ基因家族成员系统进化关系分析

从图 １ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的进化

树分析可以看出ꎬＷＲＫＹ 基因家族成员在进化的过

程中已经发生了改变ꎬ３８ 个基因分布在不同的五

个分支上(分别含有Ⅰ型基因 ３ 个、Ⅱａ 型基因 ５
个、Ⅱｂ 型基因 ６ 个、Ⅱｃ 型基因 ５ 个、Ⅱｄ 型基因

１３ 个、Ⅱｅ 型 ６ 个)ꎮ 从进化树还可以看出ꎬ小立

碗藓与拟南芥在进化上具有一定的差异性ꎬ其中

的Ⅱａ、Ⅱｄ 并未聚集在同一分支ꎬ说明植物由低等

向高等进化的过程中基因的进化方式发生了改

变ꎬ出现了分化ꎮ
２.５ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员内外显子分布

及结构域分析

小立碗藓 ＷＲＫＹ 家族成员主要分布在几个不

同的分支ꎬ在进化上既具有差异性又具有相似性ꎮ
由图 ２:Ｂ 可知ꎬ小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员内

外显子分布图ꎬ外显子的个数为 ３ ~ ７ 个ꎮ 其中ꎬⅠ
型有 ４ ~ ６ 个外显子、Ⅱａ 与Ⅱｅ 型外显子 ４ 个、Ⅱｂ
型含外显子 ３ ~ ７ 个、Ⅱｃ 型外显子 ３ 个、大多数Ⅱ
ｄ 型含有外显子 ３ 个ꎮ 内含子的长度可以通过图

下比例尺推断得到ꎮ 由图 ２:Ｃ 可知ꎬ不同 ＷＲＫＹ
基因所对应的蛋白结构域共有 １０ 个 ｍｏｔｉｆꎬ不同基

因对应的 ｍｏｔｉｆ 也有所不同ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ每个

ｍｏｔｉｆ 的宽度、Ｅ￣ｖａｌｕｅ 值、对应 ｍｏｔｉｆ 的 Ｌｏｇｏ 图ꎻ氨
基酸宽度最大为 ５０ꎬ最低仅有 ２１ꎮ 这 ３８ 个家族成

员中约有 ５０％具有两个保守结构域ꎬ最多含有四

个ꎻ 而 Ⅱ ａ ( ＰｐＷＲＫＹ７、 ＰｐＷＲＫＹ８、 ＰｐＷＲＫＹ１４、
ＰｐＷＲＫＹ３５)都只含有一个 ｍｏｔｉｆ ５ 的保守结构域ꎬ
并未形成稳定的 ｍｏｔｉｆ １－ｍｏｔｉｆ ３ 的稳定结构ꎮ
２.６ 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族成员的染色体分布

由图 ３ 可知ꎬ通过分析最终将 ３８ 个 ＷＲＫＹ 基

因定位在小立碗藓 ２７ 条染色体中的 ２１ 条ꎬⅠ型

(ＰｐＷＲＫＹ３、ＰｐＷＲＫＹ５、ＰｐＷＲＫＹ１９)分布于第 ８、第
３、第 ２ 号染色体ꎻⅡａ 型(ＰｐＷＲＫＹ３５、ＰｐＷＲＫＹ３１、
ＰｐＷＲＫＹ８、ＰｐＷＲＫＹ７、ＰｐＷＲＫＹ１４)分布于第 １４、第
４、第 ２７、第 ６、第 ５ 号染色体ꎻⅡｂ 型(ＰｐＷＲＫＹ３６、
ＰｐＷＲＫＹ３０、 ＰｐＷＲＫＹ２、 ＰｐＷＲＫＹ６、 ＰｐＷＲＫＹ３７、
ＰｐＷＲＫＹ２６)分布于第 １１、第 ７、第 １３、第 ３、第 １２、
第 ４ 号 染 色 体ꎻ Ⅱ ｃ 型 ( ＰｐＷＲＫＹ３４、 ＰｐＷＲＫＹ９、
ＰｐＷＲＫＹ３３、ＰｐＷＲＫＹ２４、ＰｐＷＲＫＹ２８)分布于第 ２０、
第 ２４、 第 ２３、 第 ３、 第 １３ 号 染 色 体ꎻ Ⅱ ｄ 型

(ＰｐＷＲＫＹ２９、 ＰｐＷＲＫＹ２２、 ＰｐＷＲＫＹ２５、 ＰｐＷＲＫＹ３８、
ＰｐＷＲＫＹ１６、 ＰｐＷＲＫＹ１０、 ＰｐＷＲＫＹ２３、 ＰｐＷＲＫＹ２１、

表 ３　 小立碗藓 ＷＲＫＹ 蛋白质二级结构分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (％)

α￣螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ

延伸链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ
ｓｔｒａｎｄ

β￣转角
β￣ｔｕｒｎ

无规卷曲
Ｒａｎｄｏｍ

ｃｏｉｌ

ＰｐＷＲＫＹ１ ２６.３３ １２.９１ ６.０８ ５４.６８

ＰｐＷＲＫＹ２ ３２.０３ １３.５９ ２.６１ ５１.７６

ＰｐＷＲＫＹ３ １４.６１ ９.５０ ３.９７ ７１.９１

ＰｐＷＲＫＹ４ ２１.９７ １５.９１ ６.０６ ５６.０６

ＰｐＷＲＫＹ５ １６.９６ ８.６３ ４.２４ ７０.１８

ＰｐＷＲＫＹ６ ２９.５７ １３.５３ ３.５５ ５３.５５

ＰｐＷＲＫＹ７ １５.７４ １３.７０ ６.７１ ６３.８５

ＰｐＷＲＫＹ８ ２２.７４ １５.３４ ７.６７ ５４.２５

ＰｐＷＲＫＹ９ ２４.３７ ８.９６ ３.４１ ６３.２６

ＰｐＷＲＫＹ１０ １９.３５ ９.８１ ６.９７ ６３.８７

ＰｐＷＲＫＹ１１ ４２.３４ １１.３４ ６.４９ ３９.７４

ＰｐＷＲＫＹ１２ ３１.７６ ８.８８ ６.９０ ５２.４７

ＰｐＷＲＫＹ１３ ３３.３９ １０.１９ ５.４９ ５０.９４

ＰｐＷＲＫＹ１４ ２６.３２ １０.５３ ３.９０ ５９.２５

ＰｐＷＲＫＹ１５ ２５.０６ １４.９４ ８.３５ ５１.６５

ＰｐＷＲＫＹ１６ ２８.１９ １２.１５ ６.７０ ５２.９６

ＰｐＷＲＫＹ１７ ２５.４５ １２.４７ ４.９４ ５１.７４

ＰｐＷＲＫＹ１８ ２４.４９ １０.７６ ６.１８ ５８.５８

ＰｐＷＲＫＹ１９ １２.６８ ９.３５ ４.１４ ７３.８３

ＰｐＷＲＫＹ２０ ３３.７３ ８.１３ ４.７６ ５３.３７

ＰｐＷＲＫＹ２１ ２７.７７ １０.５１ ５.４４ ５６.２９

ＰｐＷＲＫＹ２２ １９.３７ ９.５９ ６.６５ ６４.３８

ＰｐＷＲＫＹ２３ １８.０７ ８.０５ ５.４１ ６８.４７

ＰｐＷＲＫＹ２４ １７.１０ １２.６１ ７.７７ ６２.５２

ＰｐＷＲＫＹ２５ ４３.０６ ７.４１ １.８５ ４７.６９

ＰｐＷＲＫＹ２６ ２７.４３ １２.７０ ２.９７ ５６.９８

ＰｐＷＲＫＹ２７ ３２.２９ ８.９６ ５.４２ ５３.３３

ＰｐＷＲＫＹ２８ ２１.１８ １１.８１ ４.６９ ６２.３３

ＰｐＷＲＫＹ２９ ２７.１０ ９.４２ ７.５３ ５５.１４

ＰｐＷＲＫＹ３０ ２７.６３ １５.６５ ６.６０ ５０.１２

ＰｐＷＲＫＹ３１ ２０.００ ９.３３ ３.２４ ６７.４３

ＰｐＷＲＫＹ３２ ２９.８９ １１.２８ ４.５１ ５４.３２

ＰｐＷＲＫＹ３３ ２３.８５ ８.８３ ４.４２ ６２.９０

ＰｐＷＲＫＹ３４ ２７.５５ ９.０１ ４.４２ ５９.０１

ＰｐＷＲＫＹ３５ ２３.９１ ９.８９ ５.０６ ６１.１５

ＰｐＷＲＫＹ３６ ３２.５９ １３.６５ ６.３１ ４７.４５

ＰｐＷＲＫＹ３７ ２６.６０ １２.７０ ３.０７ ５７.６２

ＰｐＷＲＫＹ３８ ２７.２５ ６.６４ ５.６７ ６０.４４
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图 １　 小立碗藓与拟南芥 ＷＲＫＹ 系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ ＷＲＫＹ ｉｎ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ＰｐＷＲＫＹ２７、 ＰｐＷＲＫＹ１３、 ＰｐＷＲＫＹ１８、 ＰｐＷＲＫＹ２０、
ＰｐＷＲＫＹ１２)分布于第 ２、第 １１、第 １１、第 ２６、第 ３、
第 ８、第 ３、第 １９、第 ２２、第 ２１、第 ２、第 ７、第 １１ 号

染色体ꎻⅡ ｅ ( ＰｐＷＲＫＹ１５、 ＰｐＷＲＫＹ４、 ＰｐＷＲＫＹ１７、
ＰｐＷＲＫＹ１、ＰｐＷＲＫＹ１１、ＰｐＷＲＫＹ３２)分布于第 ２、第
１、第 １７、第 １４、第 ７、第 ２ 号染色体ꎮ 同一类型Ⅱｄ
中 ＰｐＷＲＫＹ２９ 与 ＰｐＷＲＫＹ１８、 ＰｐＷＲＫＹ２２ 与

ＰｐＷＲＫＹ２５ 分 别 分 布 同 一 染 色 体 上ꎻ Ⅱ ｅ 中

ＰｐＷＲＫＹ１５ 与 ＰｐＷＲＫＹ３２ 分布于同一染色体上ꎬ其
他基因在染色体上呈现出明显的非均匀分布ꎬ所

有基因在染色体上并未形成基因簇 ( Ｂａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)ꎮ

３　 讨论与结论

本研究通过生物信息学分析鉴定小立碗藓

ＷＲＫＹ 基因家族共包含 ３８ 个基因ꎬ与拟南芥比较

可以发现ꎬ在植物从早期水生到陆生、低等到高等

进化过程中ꎬＷＲＫＹ 基因是不断扩张丰富的ꎬ也意

味着该家族有新功能的引入ꎮ 根据 ＷＲＫＹ 结构域

２７２ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



图 ２　 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因进化关系(Ａ)和内外显子分布图(Ｂ)以及
小立碗藓 ＷＲＫＹ 蛋白结构域的 ｍｏｔｉｆ 模型(Ｃ)

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｎｓ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｎｓ (Ｂ) ｏｆ Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ
ｐａｔｅｎｓ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙꎬ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＷＲＫＹ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｐ. ｐａｔｅｎｓ (Ｃ)

和锌指结构将小立碗藓 ＷＲＫＹ 家族分成两大类

(Ⅰ型 ３ 个、Ⅱａ 型 ５ 个、Ⅱｂ 型 ６ 个、Ⅱｃ 型 ５ 个、
Ⅱｄ 型 １３ 个、Ⅱｅ 型 ６ 个ꎬ 不含Ⅲ型)ꎻ而在高等模

式植物拟南芥中含Ⅲ型基因 １４ 个( Ｕｌｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)、籼稻含有 ４７ 个(Ｒｏｓｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)ꎬ且在高

等植物中几乎所有的Ⅲ类 ＷＲＫＹ 因子都参与生物

胁迫反应ꎬ而低等植物不含第Ⅲ类 ＷＲＫＹ 因子(苏
琦等ꎬ ２００７)ꎮ 本实验室前期转录组数据显示ꎬ小
立碗藓在接种灰霉菌的过程中 ＰｐＷＲＫＹ１０ 出现表

达量的上调ꎬ说明 ＷＲＫＹ 转录因子参与了植物对

灰霉菌的防御反应(实验数据未发表)ꎬ但关于具

体的防御机制仍有待深入研究ꎮ 进化分析表明Ⅰ
型被认为是Ⅱ型与Ⅲ型的原始祖先ꎬⅡ型与Ⅲ型

是通过Ⅰ型 Ｃ 末端或 Ｎ 末端 ＷＲＫＹ 结构域的变

化或缺失演变而来(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ说明植物

由低等向高等进化的过程中对环境的适应能力不

同最 终 可 能 导 致 进 化 的 类 型 不 同ꎬ 高 等 植 物

ＷＲＫＹ 家族中的Ⅲ型可能由Ⅰ型在应对环境压力

过程中产生ꎬ表明 ＷＲＫＹ 基因家族在进化过程中

具有多样性ꎬ基因功能不断进化ꎮ
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表 ４　 ＷＲＫＹ 转录因子的预测 ｍｏｔｉｆ 列表
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｍｏｔｉｆ ｌｉｓｔ ｏｆ ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ

基序名
Ｍｏｔｉｆ ｎａｍｅ

宽度
Ｗｉｄｔｈ (ａａ) Ｅ￣ｖａｌｕｅ Ｌｏｇｏ

ｍｏｔｉｆ １ ４０ １.９ｅ－１４８５

ｍｏｔｉｆ ２ ２９ ２.０ｅ－１２２４

ｍｏｔｉｆ ３ ２９ １.４ｅ－１０３９

ｍｏｔｉｆ ４ ２９ ５.２ｅ－９６９

ｍｏｔｉｆ ５ ５０ ２.０ｅ－６６０

ｍｏｔｉｆ ６ ５０ ４.４ｅ－５９２

ｍｏｔｉｆ ７ ４１ ３.３ｅ－５６１

ｍｏｔｉｆ ８ ４２ １.２ｅ－３４９

ｍｏｔｉｆ ９ ２９ ４.８ｅ－３６８

ｍｏｔｉｆ １０ ２１ ４.１ｅ－２８６

　 　 通过结构分析发现ꎬ小立碗藓部分Ⅱ型 ＷＲＫＹ
基因保守结构域发生变异ꎬ 主要涉及 ＷＫＫＹＧＮＫ、
ＷＲＫＹＧＨＫ、ＷＲＫＹＧＱＮ 三种变异类型ꎮ 张凡等

(２０１８)研究表明ꎬＷＲＫＹ 家族保守结构域大都是

‘Ｑ’突变为 ‘ Ｅ’ ‘ Ｋ’ 或 ‘ Ｓ’ꎬ这些变异会导致

ＷＲＫＹ 蛋白与 ＤＮＡ 结合的活性减弱ꎬ并且不同变

异类 型 对 植 株 的 功 能 影 响 也 不 相 同ꎮ 水 稻

ＯＳＷＲＫＹ４５ 中‘Ｑ’变异为‘Ｋ’后ꎬ其表达量在植株

不同部位均出现了上调表达ꎬ并且在干旱胁迫下

转基 因 的 植 株 表 现 出 更 好 的 恢 复 力ꎬ 过 表 达

ＯＳＷＲＫＹ４５ 植株的抗病与抗旱能力显著提高(Ｑｉｕ ＆
Ｙｕꎬ ２００９)ꎮ 但是ꎬ在小立碗藓中出现了由‘Ｑ’突

变为‘Ｈ’的不同变异类型ꎬ结合实验室前期数据

植株在接种灰霉菌后突变基因并未上调表达ꎬ可
能突变基因并未参与生物胁迫反应ꎬ是否参与非

生物胁迫目前尚未见有报道ꎮ 本研究结果为后续

深入研究其基因功能提供了方向ꎮ 对 ＷＲＫＹ 家族

保守结构域的 ｍｏｔｉｆ 模型分析发现ꎬ家族成员中出

现 ｍｏｔｉｆ 的缺失ꎬ并未全部形成 ｍｏｔｉｆ １－ｍｏｔｉｆ ３ 的稳

定结构ꎬ解释了由单个保守结构域构成的Ⅱａ 型

ＷＲＫＹ 保守结构域部分发生突变的原因ꎬ表明物种

可能在变异中不断获得进化ꎮ 蛋白质的二级结构

除 ＰｐＷＲＫＹ１１ 以 α￣螺旋为主要构成元件外ꎬ其他

基因均以无规卷曲(占比达 ７０％)为主要构成元件ꎬ
且蛋白全分布于细胞核中ꎮ 染色体定位显示ꎬ３８ 个

基因分散分布于小立碗藓的 ２１ 条染色体上ꎬ呈现明

显的不规则分布ꎻ毛果杨中 ８６ 个 ＷＲＫＹ 家族基因在

染色体上也呈现不规则分布(Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ
从进化关系图来看ꎬＷＲＫＹ 家族的聚类与分析

一致ꎬ结构上 ＷＲＫＹ 蛋白保守程度较高ꎬ但也存在

变异的情况ꎬ说明小立碗藓 ＷＲＫＹ 转录因子在进化

过程中具有多样性ꎮ 其中ꎬ结构域突变基因除了

Ｐｐｗｒｋｙ２５ 没聚在一起外ꎬ其他均聚合在同一分支

上ꎬ说明这些转录因子可能具有相似的功能ꎬ此现

象同样出现在土豆 ＷＲＫＹ 转录因子中(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ

４７２ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



图 ３　 小立碗藓 ＷＲＫＹ 基因家族的染色体分布图
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＷＲＫＹ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ＷＲＫＹ 基因在植物生长发育及抗逆境胁迫中

具有重要意义ꎬ一直是研究的热点问题ꎬ但在小立

碗藓中 ＷＲＫＹ 基因的研究较少ꎮ 本文在基因水平

上对 ＷＲＫＹ 基 因 展 开 研 究ꎬ 为 后 续 深 入 研 究

ＷＲＫＹ 蛋白的结构与功能奠定了基础ꎮ
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