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大麦全基因组WRKY基因家族生物信息学分析
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摘 要 WRKY基因家族是一类含有WRKY保守结构域的转录因子，参与植物众多生理生化过程，在植物
生长发育、代谢以及胁迫应答等过程中发挥重要作用。目前，已在多种植物中对WRKY转录因子进行了系统
鉴定和分析，但是还未见有大麦WRKY基因家族系统筛选和鉴定的报道。本研究利用最新的大麦基因组数
据，经生物信息学鉴定共得到 98条大麦WRKY转录因子，其编码蛋白质序列长度为 117~676 aa。有 91条可
以定位到大麦 7条染色体上并呈不均匀分布，3H染色体上分布最多达 25条，6H上最少仅有 5条。通过系统
进化分析，大麦 98个WRKY转录因子根据其保守结构域可分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ组，各组分别有 10个、52个和 36个成
员，其中Ⅱ组可进一步分成Ⅱ-a、Ⅱ-b、Ⅱ-c、Ⅱ-d和Ⅱ-e 5个亚组。保守基序分析表明，大麦的 20个保守基
序中，有 6个为WRKY结构域的保守基序，各组内部成员拥有一致的保守基序。本研究可为进一步开展大麦
WRKY基因的发掘与功能验证提供科学依据。
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Abstract WRKY is a superfamily of transcription factor, containing a conserved WRKY domain. The WRKY
families plays important roles in plant by regulating various physiological and biochemical processes such as de-
velopment, metabolism and response to stress. WRKY genes have been identified with systematic analysis and
comparison in various plants. However, little information has been reported about the systematic identification and
analysis of WRKY genes in barley. In the present study, we identified 98 WRKY genes in barley with bioinformat-
ics information using the barley genome data, and the protein length ranged from 117 to 676 aa. Location analysis
revealed that 91 WRKY genes with specific location information were distributed unevenly on all 7 chromosomes.
Most of the WRKYs were presented on chromosome 3H (25), while the fewest on chromosome 6H (5). According
to the structure of conserved domain, all together 98 WRKYs were classified into three major groups, including 10
type-Ⅰ genes, 52 type-Ⅱ genes and 36 type-Ⅲ genes. Furthermore, type-Ⅱ genes can be divided into 5 groups,
namely Ⅱ-a (5), Ⅱ-b (4), Ⅱ-c (21), Ⅱ-d (7) and Ⅱ-e (15). MEME analysis showed that among the 20 con-
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tuberosum)中有 81个 WRKY转录因子(黄胜雄和刘
永胜, 2013)；大白菜(Brassica rapa ssp. pekinensis)中
有 134个WRKY转录因子(蒋明等, 2013)；蓖麻(Rici-
nus communis L.)中有 56个 WRKY转录因子(邹智,
2013)；蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)中有 93 个WR-
KY转录因子(宋辉和南志标, 2014)；辣椒(Capsicum
frutescens L.)中有 71个WRKY转录因子(刁卫平等,
2015)；苹果(Malus domestica Borkh.)中有 132个WRKY
转录因子(谷彦冰等, 2015)；乌拉尔图小麦(Triticum
urartu)中有 62个WRKY转录因子(马建辉等, 2015)；
桃子(Amygdalus persica L.)有 61个WRKY转录因子
(谷彦冰等, 2016)。Mangelsen等(2008)报道中大麦中
至少有 45个WRKY转录因子。随后根据 2012年大麦
基因组测序结果，Liu等(2014)发现大麦中WRKY转
录因子有 94个。本研究利用最新发表的大麦基因组
数据，对大麦中的 WRKY转录因子(HvWRKY)进行
系统筛选、染色体定位、进化树构建和保守结构域
鉴定等工作，为大麦WRKY转录因子的功能研究提
供依据。

1结果与分析

1.1 HvWRKY序列鉴定与筛选

在大麦基因组数据库中采用“WRKY”关键词共
搜索到 107条基因序列，用 SMART在线工具分析并
剔除无典型WRKY结构域的序列后，保留 98条序
列作为大麦WRKY转录因子家族候选基因(表1)。染
色定位结果表明(图 1)，上述候选基因中的 91条序列
呈不均匀分布在大麦基因组所有 7条染色体上，其
余 7条未能锚定到具体染色体上。从单条染色体来
看，3H上WRKY基因分布最多，有 25个。其次是
5H，分布有 18个WRKY基因。6H上分布的WRKY基
因最少，仅有 5个。总体来看，大多数 HvWRKY基因
分布在染色体近末端区域。
候选 HvWRKY 基因编码蛋白序列的长度和等

电点各不相同，其中 HvWRKY5H_79编码蛋白序列
最长(676 aa)，HvWRKY3H_45编码蛋白最短(117 aa)，
平均长度为 322 aa。98条候选WRKY蛋白序列的等
电点范围为 4.73(HvWRKY1H_13)~11.58(HvWRKY3H_
38) (表 1)。

大麦(Hordeum vulgare L.)是全球第四大谷类作
物，同时也是最早驯化的作物之一。大麦作为研究气
候变化对农艺性状和生理过程影响机制的模式作
物，被用来开展了大量非生物和生物胁迫适应机制
方面的研究。2012年，国际大麦测序联盟首次公布了
大麦基因组测序图谱(Mayer et al., 2012)。2017年，该
组织结合细菌人工染色体的分层鸟枪法测序、纳米
通道阵列基因组作图、染色体尺度支架组装和染色
体构象捕获等，将大麦(Morex)的基因组进行组装，组
装完成的大麦基因组大小为 4.79 Gb，其中 94.8%的
组装序列能够明确定位在大麦七条给染色体上
(Mascher et al., 2017)。大麦全基因组测序的完成及完
善，对于我们充分利用大麦种质资源开展相关基因
的克隆和功能鉴定提供了前所未有的机遇。
转录因子(Transcription factors)在植物调节自身

的生长发育、抵御生物和非生物胁迫方面起着重要
的作用(于延冲等, 2010)。WRKY转录因子是植物中
最大的转录调控因子家族之一，其名称源于靠近 N
端有一段约 60 个氨基酸组成的 WRKY 保守结构
域。另外，在 C端具有 Cys2His2或 Cys2His-Cys型锌
指结构，该结构能够与靶基因启动子中的 W盒(T)
TGACC(A/T) (Eulgem et al., 2000; Rushton et al., 2010)
或者 SURE (糖响应顺式基序) (Sun et al., 2003)特异
结合使得下游基因被激活从而调控基因的表达，
进而响应植物的逆境胁迫及其他信号途径 (王娜
等, 2014)。

Eulgem 等(2000)根据 WRKY 结构域的数目和
锌指结构的类型，将 WRKY蛋白分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ三
组。其中 I组中含有两个WRKY结构域，锌指结构为
C2H2型；Ⅱ组蛋白含有一个WRKY结构域，锌指结
构为 C2H2。Ⅱ组WRKY蛋白根据氨基酸的核心序
列又可以分为Ⅱ-a、Ⅱ-b、Ⅱ-c、Ⅱ-d、Ⅱ-e 五种类
型；Ⅲ组蛋白中含有一个 WRKY结构域，其锌指结
构为 C2HC型。

Ishiguro和 Nakamura (1994)首次在甘薯中发现
一个WRKY转录因子并命名为 SPF。随着各种植物
基因组测序的逐步完成，人们在全基因组水平上对
WRKY转录因子家族逐渐的进行了系统发掘和鉴
定：拟南芥(Arabidopsis thaliana)中存在 72个WRKY基
因家族成员(譈lker and Somssich, 2004)；土豆(Solanum

served motifs in barley, 6 were affirmed in WRKY domains, and similar conserved motifs were shared within
groups. This study provides a foundation for function and evolution analysis of WRKY genes in barley.
Keywords Barley (Hordeum vulgare L.), Transcriptional factor, WRKY, Phylogenetic analysis
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25
.1
3

13
.0
2

27
.9
2

64
.4
0

23
.4
5

48
.7
4

等
电
点

pI 5.
97

4.
73

6.
14

6.
48

7.
30

7.
21

8.
40

9.
01

6.
11

7.
02

8.
29

8.
02

8.
14

9.
21

9.
39

8.
41

8.
77

5.
20

9.
30

6.
82

8.
59

7.
66

5.
33

6.
57

5.
83

6.
45

8.
83

8.
84

9.
69

9.
96

5.
97

4.
73

6.
14

表
1
候
选

H
vW

RK
Y
基
因
基
本
信
息

Ta
bl
e
1
Su
m
m
ar
y
of

ca
nd
id
at
e
H
vW

RK
Y
ge
ne
s

大麦全基因组WRKY基因家族生物信息学分析
Bioinformatics Analysis of WRKY Gene Family in Barley Genome 7625



分子植物育种
Molecular Plant Breeding

基
因
名
称

G
en
e
na
m
e

H
vW

RK
Y3
H
_4
7

H
vW

RK
Y3
H
_5
5

H
vW

RK
Y3
H
_5
8

H
vW

RK
Y4
H
_5
9

H
vW

RK
Y5
H
_8
2

H
vW

RK
Y6
H
_8
8

H
vW

RK
Y7
H
_9
2

H
vW

RK
Y2
H
_3
1

H
vW

RK
Y3
H
_3
8

H
vW

RK
Y4
H
_6
1

H
vW

RK
Y5
H
_6
9

H
vW

RK
Y5
H
_7
5

H
vW

RK
Y5
H
_8
0

H
vW

RK
Y5
H
_8
4

H
vW

RK
Y1
H
_2
2

H
vW

RK
Y1
H
_9

H
vW

RK
Y2
H
_3
2

H
vW

RK
Y3
H
_4
0

H
vW

RK
Y3
H
_4
6

H
vW

RK
Y3
H
_4
8

H
vW

RK
Y3
H
_5
7

H
vW

RK
Y4
H
_6
0

H
vW

RK
Y4
H
_6
7

H
vW

RK
Y5
H
_6
8

H
vW

RK
Y5
H
_8
1

H
vW

RK
Y5
H
_8
3

H
vW

RK
Y5
H
_8
5

H
vW

RK
Y6
H
_8
9

H
vW

RK
Y7
H
_9
5

H
vW

RK
Y0
H
_4

H
vW

RK
Y0
H
_5

H
vW

RK
Y0
H
_6

H
vW

RK
Y0
H
_7

定
位
名
称

Lo
cu
sn

am
e

H
O
RV

U
3H

r1
G
06
96
60
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
61
80
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
11
51
80
.1

H
O
RV

U
4H

r1
G
00
23
90
.3

H
O
RV

U
5H

r1
G
09
64
20
.2
0

H
O
RV

U
6H

r1
G
06
19
40
.2

H
O
RV

U
7H

r1
G
04
91
30
.1

H
O
RV

U
2H

r1
G
10
11
00
.2

H
O
RV

U
3H

r1
G
03
95
00
.1

H
O
RV

U
4H

r1
G
01
25
80
.5

H
O
RV

U
5H

r1
G
01
51
20
.1

H
O
RV

U
5H

r1
G
05
26
30
.1

H
O
RV

U
5H

r1
G
09
27
70
.2

H
O
RV

U
5H

r1
G
12
28
00
.2

H
O
RV

U
1H

r1
G
09
01
90
.6

H
O
RV

U
1H

r1
G
09
23
60
.1

H
O
RV

U
2H

r1
G
10
27
40
.3

H
O
RV

U
3H

r1
G
05
59
10
.5

H
O
RV

U
3H

r1
G
06
93
20
.3

H
O
RV

U
3H

r1
G
07
17
50
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
09
74
20
.1

H
O
RV

U
4H

r1
G
01
15
90
.2

H
O
RV

U
4H

r1
G
08
25
50
.2

H
O
RV

U
5H

r1
G
01
47
10
.1

H
O
RV

U
5H

r1
G
09
40
50
.4

H
O
RV

U
5H

r1
G
10
65
70
.2

H
O
RV

U
5H

r1
G
12
43
20
.9

H
O
RV

U
6H

r1
G
06
76
80
.3

H
O
RV

U
7H

r1
G
08
09
50
.1

H
O
RV

U
0H

r1
G
01
27
40
.1

H
O
RV

U
0H

r1
G
01
27
50
.1

H
O
RV

U
0H

r1
G
02
34
20
.1

H
O
RV

U
0H

r1
G
03
08
30
.1

染
色
体

Ch
r.

3H 3H 3H 4H 5H 6H 7H 2H 3H 4H 5H 5H 5H 5H 1H 1H 2H 3H 3H 3H 3H 4H 4H 5H 5H 5H 5H 6H 7H U U U U

定
位
(b
p)

Lo
ca
tio
n
(b
p)

52
7
94
0
84
9~
52
7
94
6
66
9

61
5
95
1
66
7~
61
5
95
4
53
5

69
2
83
2
34
6~
69
2
83
4
91
6

4
36
4
24
5~
4
36
5
72
0

60
1
27
2
07
2~
60
1
27
4
21
9

41
4
35
1
83
4~
41
4
35
4
92
7

17
0
72
3
44
2~
17
0
72
5
80
9

69
2
83
2
75
8~
69
2
83
3
86
2

23
3
58
0
65
7~
23
3
58
4
71
1

41
73
5
62
4~
41

73
6
32
6

56
77
2
02
6~
56

77
3
56
1

41
1
96
0
12
7~
41
1
96
4
44
9

58
9
21
5
96
4~
58
9
21
6
93
6

66
2
77
4
25
4~
66
2
77
5
30
1

54
5
51
3
76
5~
54
5
51
6
90
7

55
0
47
1
30
0~
55
0
47
2
32
0

69
7
85
6
64
7~
69
7
86
4
48
7

41
7
32
6
50
6~
41
7
33
3
28
1

52
5
86
8
98
4~
52
5
87
1
08
1

54
2
30
7
44
7~
54
2
30
9
44
2

65
5
71
1
57
4~
65
5
71
2
73
3

36
19
4
58
8~
36

19
7
58
4

62
2
60
2
02
9~
62
2
60
3
18
8

54
42
1
54
4~
54

42
4
13
4

59
3
67
2
00
0~
59
3
67
4
38
8

62
4
43
9
32
0~
62
4
44
1
90
5

66
5
87
3
54
7~
66

58
77

79
9

46
9
69
1
28
5~
46

96
95

39
5

48
0
93
3
24
1~
48

09
35

25
7

73
22
5
30
6~
7
32
26

84
3

73
25
2
81
8~
7
32
54

11
4

11
8
24
4
29
1~
11

82
47

53
6

17
9
61
6
53
6~
17

96
17

67
1

类
型

Ty
pe

Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-c
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-d
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅱ
-e
Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ

W
RK

Y
结
构
域

W
RK

Y
do
m
ai
n

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
K
K
Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
RK

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
Q
K

锌
指
结
构

Zi
nc
-fi
ng
er

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
4C

X
22
H
X
H

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
4C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

X X CX
5C

X
23
H
X
H

X CX
5C

X
23
H
X
H

X CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

X CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
23
H
X
H

CX
5C

X
24
H
X
H

CX
7C

X
23
H
X
C

CX
7C

X
23
H
X
C

CX
7C

X
24
H
X
C

CX
7C

X
23
H
X
C

大
小
(a
a)

Si
ze

(a
a)

23
1

31
9

38
4

13
6

30
2

22
7

24
5

18
0

31
7

15
3

30
2

18
1

29
9

25
7

25
4

26
8

31
2

44
2

29
7

28
1

31
9

41
2

24
6

35
5

39
5

45
2

35
4

56
1

40
7

32
3

33
2

31
2

28
0

分
子
量
(k
D
)

M
W

(k
D
)

25
.3
5

34
.1
7

40
.4
3

14
.7
3

X
X

25
.3
3

26
.3
8

19
.1
2

33
.9
4

16
.3
1

32
.5
4

19
.6
3

X
X

27
.3
0

26
.6
8

29
.1
3

34
.1
1

47
.7
2

31
.2
9

30
.6
8

34
.1
2

45
.4
9

26
.1
0

38
.1
0

42
.5
2

48
.0
8

38
.2
7

X
X

43
.2
1

X
X

X
X

34
.7
7

30
.0
4

等
电
点

pI 6.
65

6.
01

5.
25

8.
93 X
X

8.
90

9.
97

10
.0
7

11
.5
8

10
.3
3

10
.0
2

10
.5
3

X
X

10
.6
1

5.
62

7.
71

7.
93

8.
43

5.
14

5.
15

10
.5
0

10
.1
0

10
.0
6

10
.1
7

10
.0
3

9.
20

5.
94 X
X

6.
02 X
X

X
X

5.
47

9.
08

续
表

1
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e
1
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基
因
名
称

G
en
e
na
m
e

H
vW

RK
Y1
H
_1
0

H
vW

RK
Y1
H
_1
1

H
vW

RK
Y1
H
_1
2

H
vW

RK
Y1
H
_1
7

H
vW

RK
Y1
H
_1
8

H
vW

RK
Y1
H
_1
9

H
vW

RK
Y1
H
_2
0

H
vW

RK
Y2
H
_2
4

H
vW

RK
Y2
H
_2
5

H
vW

RK
Y2
H
_2
6

H
vW

RK
Y2
H
_2
7

H
vW

RK
Y2
H
_3
3

H
vW

RK
Y3
H
_4
1

H
vW

RK
Y3
H
_4
2

H
vW

RK
Y3
H
_4
3

H
vW

RK
Y3
H
_4
9

H
vW

RK
Y3
H
_5
0

H
vW

RK
Y3
H
_5
1

H
vW

RK
Y3
H
_5
2

H
vW

RK
Y3
H
_5
3

H
vW

RK
Y3
H
_5
4

H
vW

RK
Y4
H
_6
2

H
vW

RK
Y4
H
_6
4

H
vW

RK
Y4
H
_6
5

H
vW

RK
Y4
H
_6
6

H
vW

RK
Y5
H
_7
1

H
vW

RK
Y5
H
_7
2

H
vW

RK
Y5
H
_7
3

H
vW

RK
Y5
H
_7
6

H
vW

RK
Y6
H
_8
6

H
vW

RK
Y7
H
_9
4

H
vW

RK
Y7
H
_9
6

定
位
名
称

Lo
cu
sn

am
e

H
O
RV

U
1H

r1
G
02
77
00

H
O
RV

U
1H

r1
G
05
12
60

H
O
RV

U
1H

r1
G
06
96
10

H
O
RV

U
1H

r1
G
08
15
70
.1

H
O
RV

U
1H

r1
G
08
83
00
.1

H
O
RV

U
1H

r1
G
09
01
10
.1

H
O
RV

U
1H

r1
G
09
01
30
.3

H
O
RV

U
2H

r1
G
00
66
00
.1

H
O
RV

U
2H

r1
G
01
77
40
.3

H
O
RV

U
2H

r1
G
02
94
30
.2

H
O
RV

U
2H

r1
G
02
94
60
.1

H
O
RV

U
2H

r1
G
10
93
30
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
05
86
70
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
05
92
10
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
05
92
20
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
08
60
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
08
90
.3

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
09
60
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
09
80
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
10
00
.1

H
O
RV

U
3H

r1
G
08
10
30
.3

H
O
RV

U
4H

r1
G
02
29
70
.2

H
O
RV

U
4H

r1
G
05
03
20
.2

H
O
RV

U
4H

r1
G
05
19
70
.1

H
O
RV

U
4H

r1
G
05
20
10
.2

H
O
RV

U
5H

r1
G
03
48
30
.3

H
O
RV

U
5H

r1
G
04
63
90
.2

H
O
RV

U
5H

r1
G
04
64
30
.1

H
O
RV

U
5H

r1
G
05
61
30
.2

H
O
RV

U
6H

r1
G
01
38
90
.3

H
O
RV

U
7H

r1
G
07
59
60
.1

H
O
RV

U
7H

r1
G
08
32
70
.2

染
色
体

Ch
r.

1H 1H 1H 1H 1H 1H 1H 2H 2H 2H 2H 2H 3H 3H 3H 3H 3H 3H 3H 3H 3H 4H 4H 4H 4H 5H 5H 5H 5H 6H 7H 7H

定
位
(b
p)

Lo
ca
tio
n
(b
p)

14
3
40
5
69
4~
14

34
07

01
2

38
0
27
6
79
9~
38

02
78

36
8

48
6
43
4
52
1~
48

64
37

51
4

52
7
97
7
23
1~
52

79
80

24
7

54
1
48
5
67
9~
54

14
88

51
7

54
5
36
4
78
2~
54

53
65

99
9

54
5
42
6
60
7~
54

54
63

70
1

13
84
1
09
1~
1
38
42

32
1

44
64
6
76
9~
4
46
48

86
2

10
4
97
4
25
5~
10

49
75

28
0

10
5
19
4
56
6~
10

51
95

94
5

71
6
40
4
11
0~
71

64
05

77
2

44
2
67
7
80
5~
44

26
79

26
4

44
7
80
8
99
7~
44

78
10

08
6

44
8
01
0
65
7~
44

80
12

20
5

59
1
18
7
31
8~
59

11
91

42
2

59
1
57
3
32
0~
59

15
78

84
7

59
2
19
2
22
2~
59

21
95

42
4

59
2
40
2
29
4~
59

24
03

50
6

59
2
42
0
66
7~
59

24
22

54
6

59
2
44
8
32
8~
59

24
53

83
7

12
2
78
4
81
6~
12

27
88

05
4

41
0
35
1
47
3~
41

03
53

07
1

42
8
19
9
79
3~
42

82
00

81
9

42
8
28
9
05
7~
42

82
91

42
8

23
7
02
0
07
7~
23

70
21

94
3

36
0
36
8
58
3~
36

03
70

56
8

36
1
02
2
53
8~
36

10
23

80
0

43
9
20
1
63
3~
43

92
07

06
5

29
37
6
02
7~
2
93
78

22
5

44
2
01
9
70
9~
44

20
22

92
5

50
1
96
8
33
7~
50

19
70

00
7

类
型

Ty
pe

Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ Ⅲ

W
RK

Y
结
构
域

W
RK

Y
do
m
ai
n

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
TK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
K
K
Y
G
Q
K

W
TK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
TK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
EK

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

W
RK

Y
G
Q
K

锌
指
结
构

Zi
nc
-fi
ng
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图 1大麦 HvWRKY基因家族的染色体定位
Figure 1 Chromosomal locations of the HvWRKY gene family in barley

1.2 HvWRKY转录因子的分类及其系统发育关系

利用 ClustalX 2.1 软件对 98 条候选 HvWRKY
和 14条 AtWRKY条蛋白序列进行多重比对分析，
结合拟南芥 WRKY 转录因子的分类对候选
HvWRKY的保守结构域进行鉴定和分析。结果显示，
大麦WRKY家族蛋白序列亦可分为Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ三组
(Groups) (图 2)。Ⅰ组包括 10条WRKY蛋白序列，在
其 N端和 C端分别存在两个WRKY保守结构域。N
端 WRKY七肽和锌指结构为 WRKYGQK 和 CX4-
C22HXH形式，而 C端则是WRKYGQK和CX4C23-
HXH形式。Ⅱ组共有 52条WRKY蛋白序列，又可
进一步划分为 5个亚组(Sub-groups)：Ⅱ-a、Ⅱ-b、Ⅱ-c、
Ⅱ-d和Ⅱ-e，分别有 5条、4条、21条、7条和 15条
WRKY序列。Ⅱ-a、Ⅱ-b、Ⅱ-d和Ⅱ-e的WRKY七
肽和锌指结构为WRKYGQ(R)K和 CX5C23HXH形
式。Ⅱ-d中的 HvWRKY5H_69编码序列的七肽发生
变异为WRK- YGRK。Ⅱ-c的七肽有 WRKYGQK、
WRKYGKK和WKKYGQK三种形式，锌指结构为
CX4C23HXH。Ⅱ-c亚组中的 HvWRKY0H_2编码序
列 WRKY结构域缺失。Ⅲ组包括 36 条 WRKY 序
列，其七肽结构域有 WRKYGQK、WRKYGEK、
WTKYGQK和WK- KYGQK四种形式，锌指结构主
要为 CX7C23HXC。HvWRKY除存在七肽结构的变
异外，在锌指结构也存在变异：其中Ⅱ-d 亚组中的
HvWRKY3H_38、HvWRKY4H_61、HvWRKY5H_75、
HvWRKY5H_84和Ⅱ-e亚组中的 HvWRKY3H_57编
码序列的锌指结构发生缺失。Ⅲ组中锌指结构的变异
丰富，出现CX6C23HXC、CX7C11HXC、CX7C24HXC、
CX7C26HXC、CX7C27HXC、CX7C28HXC、CX7C31H-
XC和 CX8C27HXC多种形式。另外，HvWRKY2H_

26中的锌指结构为 CX7CX，其 HXC的结构发生缺
失(表 1)。
利用MEGA6.0构建 98条候选 HvWRKY和 14条

AtWRKY蛋白序列的系统进化树(图 3)。在进化树上，
大麦 WRKY家族各组和各亚组蛋白序列聚类结果
同保守结构域鉴定的结果基本一致。Ⅲ组单独聚成一
个大的分支，Ⅰ组和Ⅱ组聚为另外一个大的分支。其中Ⅱ
-d和Ⅱ-e亚组形成次级分支，Ⅰ组和Ⅱ-a、Ⅱ-b、Ⅱ-c
亚组聚在一起形成另外一个次级分支。其中Ⅱ-c亚
组又被聚为两个分支。另外，保守结构域鉴定属于Ⅱ-c
亚组的HvWRKY7H_92，其与Ⅰ组的 C端WRKY保守
结构域和锌指结构相似而被聚到Ⅰ组中(图 3)。

1.3大麦WRKY基因家族保守基序分析

利用 MEME 和 WebLogo3 软件对 HvWRKY 转
录因子氨基酸序列保守域进行分析，共发现 20个氨
基酸保守基序(Motif)。在 PfamScan数据库中检索这
些基序的功能，发现 Motif 1~Motif 6和 Motif 12在
数据库中有已知功能记录，其中 motif 1~motif 4、mo-
tif 6和 motif 12是WRKY结构域的组成部分。而其
余的基序在 PfamScan数据库中暂无功能记录(表2)。
保守域分析结果表明，同一个组或亚组内各成

员拥有基本一致的保守基序。但是在Ⅲ组中内部存
在两种不同类型的保守基序组成(图 4)：第一种类
型(包括 20条 HvWRKY蛋白序列)其 N端同时存在
保守基序 8和保守基序 14，C端为保守基序 4；而第
二种类型(包括 14条 HvWRKY蛋白序列)其 N端仅
存在保守基序 8，C端则为保守基序 9。在聚类树上，
上述两种保守域类型以黑色箭头为界限截然分开
(图 3)。HvWRKY转录因子Ⅲ组各条序列出现两种不
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图 2大麦 HvWRKY转录因子家族各亚组保守域分析
Figure 2 Sequence analysis of the WRKY conserved domains in the sub-groups of HvWRKY proteins in barley

同的保守域结构分化，提示该组成员可能存在一定
的功能分化。
另外，HvWRKY转录因子各组和各亚组有自己

独特的保守基序。譬如保守基序 6是Ⅰ组的特有保
守基序，保守基序 7仅存在于Ⅱ-c亚组中，保守基序
16和保守基序 5仅存在于Ⅱ-d亚组中。在Ⅲ组中，
第一种类型的保守基序是保守基序 14和保守基序
4，第二种类型的特有保守基序是保守基序 9。Ⅱ-e
亚组仅在 C端存在保守基序 3，N端不存在保守基
序。但是，Ⅱ-a亚组和Ⅱ-b亚组的各个成员具有相
同的保守基序 8和保守基序 3。这个结果同两个亚组
聚类树上较近的亲缘关系相一致(图 3)。

2讨论

WRKY转录因子在高等植物中参与众多的生理
生化过程，不仅参与植物的茎伸长、种子发育、叶片
衰老、根发育以及毛状体的生成等生长发育过程，同
时还参与植物的生物和非生物胁迫响应过程(于延冲
等, 2010;蒋明等, 2013)。本研究利用最新发布的大麦
基因组数据，采用生物信息学方法系统鉴定、筛选出
98条大麦WRKY转录因子序列，并对其进行了分类
和保守结构鉴定等工作。
本研究鉴定得到 98 条 HvWRKY 转录因子，这

些转录因子呈不均匀分布在大麦的 7条染色体上。

大麦全基因组WRKY基因家族生物信息学分析
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保守域
Conserved domains
Motif 1
Motif 2
Motif 3
Motif 4
Motif 5

Motif 6
Motif 7
Motif 8
Motif 9
Motif 10

Motif 11
Motif 12
Motif 13

Motif 14
Motif 15
Motif 16
Motif 17
Motif 18
Motif 19
Motif 20

长度
Length
29
28
29
32
80

29
21
21
21
92

21
21
84

29
29
20
41
57
57
80

最佳匹配保守域的氨基酸残基序列
Best possible match of the amino acid of conserved domains
LDDGYRWRKYGQKDIKNNPHPRSYYRCTH
ILDDGYQWRKYGQKVIKNNPHPRSYYRC
CPVKKHVERCRDDPNMVITTYEGEHNHPW
KHDQGCQATKQVQRADEDPLLFDVIYHGEHTC
TSVTSTSFFSSVTAAEGSVSKGRSLVSAGKPPLSGHKRKPCAGAHSEANTTGSRCHCSKRRKN
RVKTTVRVPAVSAKIAD
CPVKKKVEHSPDGQITEIIYKGTHNHPKP
MKGEKRVREPRIIFQTRSEVD
AAVVEELCKIKELNRQLEAML
QQQNHEDPPMFIVTYINEHTC
LTATAGHQGCSTTTSFCFSSQAARVLAPQEHYPFSMPSTPENCFGQGASLSTSLEPSPVTSDSN
RFSMTPFQAEWRARSELDEVVSALVAAG
HCNKKRKIMIKWKIQVRVISN
IPPDEYSWRKYGQKPIKGSPY
MEEVEVANSAAVESCHKLLALLSQQQDPALLRSIASETGEACAKFRKVVSLLSNGGGGRGGH
ARGRFSRRRKPVGFLSQKGFLE
GCPELCRALVAQIFDVTDRSIGIIMSGHF
IHKTVAALAAGHAEENPGASRLLQNLSTS
APVPQPNSLTLDFTKPNLTM
TAHRYPFQQQQQQNLQAQMFKRSNSGINLKFDSPSGGTGTI
NGGPTMSPYPAGAYTEWPLDGDLQEVVSVFTAVSAPSMDYLFEFDPTFDVDAPNFFM
VSRLKEEEDADMSVTVPSYNYTYDELSSSSLPFLSPKQWEMEMDIKSLFRRHSGDGN
DRCRDAALANVSNISTALASSLSVLQSEKEQYCSSSSYDPGHASGASGGGVRNGPVARSRNR
KAKHRRGTYGEDLPIKEI

表 2大麦WRKY转录因子蛋白序列中氨基酸保守结构域
Table 2 Conserved domains of amino acids in barley WRKY transcription factor protein sequence

通过分析WRKY结构域及其锌指结构发现，Ⅰ组的
WRKY结构域及其锌指结构比较保守，而Ⅱ组和Ⅲ
组中的WRKY转录因子，在WRKY结构域和锌指
结构均发生了不同程度的结构变异。这一结果进一
步验证了 Eisen 等(1998)的研究结论：Ⅰ组 WRKY
转录因子为最原始的类型，Ⅱ组和Ⅲ组是由Ⅰ组通
过 N 端和 C 端 WRKY 保守结构域的变异演化而
来。从进化树分析来看，HvWRKY转录因子进化树结
构与前人构建的大白菜WRKY转录因子进化树结构
(蒋明等, 2013)基本一致，说明大麦Ⅱ组和Ⅲ组 WR-
KY转录因子是由Ⅰ组相继进化而来。在结构上大麦
WRKY转录因子保守程度较高，但也存在诸多的保
守域的变异，说明 HvWRKY转录因子在进化过程中
出现的多样性。Ⅲ组的WRKY转录因子出现两种不
同的保守域结构分化，说明大麦WRKY转录因子在
进化过程中具有一定的物种特异性，而在土豆中则
是Ⅱ-e发生类似的现象(黄胜雄和刘永胜, 2013)。

本研究利用最新的大麦基因组数据，系统鉴定
筛选出大麦 98条WRKY家族成员并进行了染色体
定位，通过系统进化树构建和保守结构域鉴定对大
麦WRKY家族成员进行了分类研究，为进一步开展
大麦WRKY家族成员的功能研究提供了依据。

3材料与方法

3.1大麦WRKY基因鉴定及其理化性质分析

大麦最新的注释基因组序列，包括高度可信
(High-confidence)的基因序列及其相应的编码蛋白序
列(Mascher et al., 2017)，可从大麦基因组的网站数据
库(http://webblast.ipk-gatersleben.de/barley_ibsc/)中进
行下载。根据注释文件，以“WRKY”为关键词获取基
因组中被注释为WRKY转录因子的蛋白序列。然后
用保守域预测软件 SMART (http://smart.embl-heidel-
berg.de/)进行分析，筛选上述候选蛋白序列中含有
WRKY保守域的蛋白序列。同时，从大麦基因组数据
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图 4大麦 HvWRKY蛋白序列的氨基酸保守域组成
Figure 4 The conserved amino acid motif composition of barley
HvWRKY proteins

图 3大麦 HvWRKY蛋白的保守域进化关系
Figure 3 Phylogenetic analysis of conserved domains in Hv-
WRKY proteins

库查找所有WRKY转录因子的基因组定位信息，利
用 MapInspect 软件绘制 HvWRKY 基因的染色体定
位图谱。采用 ExPASy提供的在线 Protparam软件对
HvWRKY蛋白序列进行分子量和等电点分析(向贵生
等, 2018)。

3.2大麦WRKY转录因子的分类及其系统发育关系

从 TAIR (The Arabidopsis Information Resource,
http://www.arabidopsis.org/)下载拟南芥 WRKY (At-
WRKY)转录因子家族各组或各亚组 1~3条蛋白质序
列作为参考序列，利用 ClustalX 2.1 (Larkin et al., 2007)

软件对 HvWRKY和 AtWRKY转录因子蛋白进行多
重序列比对。结合拟南芥中WRKY转录因子的分类，
对大麦WRKY转录因子进行分类。同时，在MEGA6.0
(Tamura et al., 2013)中对候选 HvWRKY序列与AtWR-
KY参考序列构建Neighbor-Joining系统进化树。Boo-
tstrap值设为 1 000，其它参数采用默认值。

3.3大麦WRKY转录因子的WRKY保守域序列分析

利用在线分析软件MEME (http://meme-suite.org/
tools/meme)和 WebLogo3 (http://weblogo.threeplusone.
com/) 对大麦WRKY转录因子氨基酸序列的保守结
构域进行预测分析(马勇等, 2017)。MEME软件运行
设置参数为：允许保守结构域重复出现，搜索得到的
保守域上限为 20个，基序长度为 10~100。
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