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多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族的鉴定及生物信息学分析
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摘　 要: ＷＤ４０ 转录因子家族广泛参与调节植物生长、发育、次生代谢物积累和环境适应等过程ꎮ 为了探究

ＷＤ４０ 家族在多刺绿绒蒿生长、发育和次生代谢物积累以及抗逆方面的作用ꎬ该研究基于全长转录组测序数

据ꎬ鉴定了多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族成员ꎬ并对这些基因及其编码的蛋白进行了生物信息学分析ꎮ 结果表

明:(１)共鉴定到 １９ 个 ＷＤ４０ 基因ꎬ编码的蛋白均具有 ＷＤ４０ 结构域ꎬ氨基酸数目为 １０９~ ７５８ ａａꎬ分子量介于

１１ ８３０~８４ １３０ Ｄａ 之间ꎬ预测大多数蛋白定位在细胞核中且都为亲水性蛋白ꎻ(２)系统进化树分析表明多刺绿

绒蒿与罂粟、博落回亲缘关系较近ꎻ(３)ＷＤ４０ 基因启动子区域均存在数量不等的激素或逆境响应元件ꎬ表明

该家族基因可能参与植物生长、发育和次生代谢物积累等多种生物学进程的调节ꎻ(４)蛋白三级结构显示这

些蛋白在进化过程中发生了不同程度的进化ꎮ 这些结果可为深入研究多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族在其响应

逆境胁迫和次生代谢物积累等方面的具体机制提供前期基础ꎮ
关键词: 多刺绿绒蒿ꎬ ＷＤ４０ꎬ 生物信息学分析ꎬ 基因家族ꎬ 全长转录组
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(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、桃子(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)等多个物种

的 ＷＤ４０ 蛋白家族进行了全基因组的鉴定(Ｎｏｃｋｅｒ ＆
Ｌｕｄｗｉｇꎬ ２００３ꎻ Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ
Ｓａｌｉｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ但多刺绿绒蒿

ＷＤ４０ 基因家族还未被鉴定ꎮ

多刺绿绒蒿 (Ｍｅｃｏｎｏｐｓｉｓ ｈｏｒｒｉｄｕｌａ) 属于罂粟

科ꎬ为一年生草本植物ꎬ分布于西藏、青海、甘肃等

地ꎮ 其 花 鲜 艳ꎬ 有 较 高 的 观 赏 价 值 ( 杨 永 昌ꎬ
１９９１)ꎮ 此外ꎬ多刺绿绒蒿作为传统藏药材全草入

药ꎬ具有清热、止痛、活血化瘀的功效ꎬ藏医用于治

疗头伤、骨折、胸背疼痛等(帝玛尔丹增彭措ꎬ
２０１２)ꎮ 现代药理学研究主要集中于抗癌、抗病

毒、心脏保护等方面(郭志琴ꎬ２０１４)ꎮ 植物的次生

代谢物是抵抗外界不利环境的重要物质ꎬ也是药

用活性成分的主要来源ꎬ因此ꎬ次生代谢物的积累

与其生长环境条件紧密相关ꎮ 青藏高原极其特殊

的生长环境ꎬ包括高海拔、空气稀薄、昼夜温差大、
紫外线强烈等导致多刺绿绒蒿富含生物碱、黄酮、
萜类等次生代谢物ꎬ其中生物碱是其特征性成分

(赵凤等ꎬ２０１７)ꎮ 虽然已有研究表明 ＷＤ４０ 转录

因子可以调节花青素、黄酮、丹参酮等次生代谢物

的积 累 ( Ｂｒｏｕｎꎬ ２００５ꎻ Ｒａｍｓａｙ ＆ Ｇｌｏｖｅｒꎬ ２００５ꎻ
Ｇｕｔｉｅｒｒｅｚ ＆ Ｔｏｒｒｅｓꎬ ２０１９ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ 马文ꎬ
２０１９ꎻ Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ但是

ＷＤ４０ 转录因子在生物碱积累中的作用及其详细

机制还未见相关报道ꎬ因此ꎬ本研究对多刺绿绒蒿

ＷＤ４０ 基因家族进行全长转录组鉴定ꎬ并进行了相

关生物信息学分析ꎬ以期为多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因

家族在其响应逆境胁迫和其次生代谢物积累等方

面的功能研究提供重要理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 转录组测序

本实验中所用开花期的多刺绿绒蒿整株样品

２６５１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



采摘于青海省湟中县群加乡 ( １０１° １８′ １９. １″ Ｅꎬ
３６°１１′４.８９″ Ｎꎬ海拔 ４ ５５３.３ ｍ)ꎬ由青海大学赵成

周副教授鉴定为多刺绿绒蒿ꎬ样品用液氮保存送

至上海欧易生物医学科技有限公司进行全长转录

组测序ꎬ后续分析基于此测序结果数据ꎮ
１.２ ＷＤ４０ 蛋白序列的获取与鉴定

从多刺绿绒蒿转录组测序数据中筛选出含有

ＷＤ４０ 基因的数据ꎬ利用在线预测网站 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｏｒｆｉｇ. ｃｇｉ) 搜索

获取具有完整 ＣＤＳ 的 ＷＤ４０ 转录因子序列ꎮ 通过

本地 ＢＬＡＳＴ 比对剔除无 ＷＤ４０ 结构域的蛋白

序列ꎮ
１.３ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 转录因子蛋白特征分析

利用 ＥｘＰＡＳｙ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ｔｏｏｌ 分析 ＷＤ４０ 蛋白

理化性质ꎬ包括氨基酸数目、蛋白分子量、理论等

电点、不稳定系数、亲水性平均系数ꎻ利用 ｗｏｌｆ￣
ｐｓｏｒｔ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ. ｃｏｍ / ｗｏｌｆ￣ｐｓｏｒｔ. ｈｔｍｌ)
预测蛋白亚细胞定位ꎻ利用 Ｐｒａｂｉ 预测蛋白的二级

结构ꎬ包括 α￣螺旋、β￣转角、延伸链和无规则卷曲ꎮ
１.４ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白家族成员的基序分布

及基因结构

通过在线程序 ＳＭＡＲＴ 对 ＷＤ４０ 蛋白结构域

进行分析筛选ꎻ利用 ＭＥＭＥ 对 １９ 个 ＷＤ４０ 蛋白保

守结构域进行预测ꎬ保守性基序的数目限制选择

１０ꎬ其他参数均采用默认值ꎮ
１.５ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白的系统发育分析

在 ＮＣＢＩ 中下载罂粟(Ｐａｐａｖｅｒ ｓｏｍｎｉｆｅｒｕｍ)、博
落 回 ( Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａ )、 唐 松 草 ( Ｔｈａｌｉｃｔｒｕｍ
ｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓ)、青蒿(Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ)、银杏(Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａ)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)的 ＷＤ４０ 蛋白质序列ꎬ
利用 ＭＥＧＡ ７ 软件中的邻接法(ｎｅｉｇｈｂｏｒ ｊｏｉｎｉｎｇ)构
建系统进化树ꎮ 其中ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 设置参数 １ ０００ 次

重复ꎬ 得 到 的 系 统 发 育 进 化 树 数 据 在 ｉＴＯＬ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )网站进行可视化展示ꎮ
１.６ ＷＤ４０ 基因启动子顺式作用元件分析

从 ＷＤ４０ 基因家族的全长序列中提取 ＡＴＧ 上

游 １ ０００ ｂｐ 的一段序列作为启动子区域进行汇

总ꎬ 利 用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ.
ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) 对启动子顺式

作用元件进行在线分析ꎬ通过 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行可

视化展示ꎮ
１.７ ＷＤ４０ 蛋白三级结构预测

将鉴定出的多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白序列上传

到 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在 线 网 站 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘ￣ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)预测蛋白三级结构ꎮ
１.８ ＷＤ４０ 蛋白互作网络分析

将多 刺 绿 绒 蒿 ＷＤ４０ 蛋 白 质 序 列 添 加 至

ＳＴＲＩＮＧ 数据库并指定与拟南芥同源蛋白进行比

较ꎬ利用最高相似分数的一组蛋白构建蛋白互作

网络ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白基本信息及理化性质

分析

从多刺绿绒蒿转录组数据中得到 ２４ 个候选

ＷＤ４０ 蛋白序列ꎬ经过 ＢＬＡＳＴ 比对及 ＳＭＡＲＴ 结构

域预测软件共筛选出 １９ 条候选 ＷＤ４０ 序列ꎮ 利

用 ＥｘＰＡＳｙ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ｔｏｏｌ 分析多刺绿绒蒿 ＷＤ４０
蛋白的基本性质ꎬ预测结果(表 １)显示:多刺绿绒

蒿 １９ 个 ＷＤ４０ 基因编码的蛋白氨基酸数目为

１０９ ~ ７５８ ａａꎬ １９ 个 ＷＤ４０ 蛋 白 的 分 子 量 介 于

１１ ８３０ ~ ８４ １３０ Ｄａ 之间ꎻ１９ 个 ＷＤ４０ 蛋白中理论

等电 点 ( ＰＩ ) 最 大 值 为 ９. ５６ ( Ｍｈ ＿ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ＿
３３６４０)ꎬ最小值为 ４.３７ (Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１１７６８)ꎬ平
均 ＰＩ 为 ６.４６ꎮ 其中 １４ 个蛋白的 ＰＩ 小于 ７ꎬ说明

多数多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白表现为酸性ꎻ亚细胞

定位发现大多数(１３ 个)ＷＤ４０ 蛋白定位于细胞核

中ꎬ其余定位于细胞质、细胞骨架及过氧化物酶体

中ꎬ而 Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１２８７０ 蛋白是在细胞核和细

胞质中共定位的ꎻ蛋白的亲、疏水性分析发现ꎬ１９
个 ＷＤ４０ 蛋白的脂肪系数均小于 １００ꎬ为亲水性蛋

白ꎻ多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 转录因子家族中有 １５ 个

ＷＤ４０ 蛋白的不稳定系数大于 ４０ꎬ表明多刺绿绒

蒿 ＷＤ４０ 转录因子家族大多为不稳定蛋白ꎻ预测

蛋白的二级结构ꎬα￣螺旋占比 ２０.０３％ꎬβ￣转角占比

７.５６％ꎬ无规则卷曲和延伸链分别占比 ４５.１０％和

２７.３２％ꎬ从结果来看ꎬ多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白以无

规则卷曲和延伸链为主要结构ꎬα￣螺旋及 β￣转角

为次要结构ꎮ
２.２ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 转录因子保守结构域鉴定

及基序分析

通过在线程序 ＳＭＡＲＴ 对多刺绿绒蒿 ＷＤ４０
转录因子进行结构域分析对比ꎬ结果如图 １ 所

示ꎬ１９ 个多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白具有共同的保守

结构域 ＷＤ４０ꎬ 且数量在 １ ~ ７ 之间分布ꎮ 此外ꎬ

３６５１９ 期 任玉玲等: 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族的鉴定及生物信息学分析



表 １　 ＷＤ４０ 蛋白理化性质分析
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＷＤ４０ ｐｒｏｔｅｉｎ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

氨基酸
数目
Ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ ｎｕｍｂｅｒ
( ａａ)

分子量
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ
(Ｄａ)

理论
等电点

ＰＩ

亚细胞
定位

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

亲水性
平均系数
ＧＲＡＶＹ

不稳定
系数

Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｅｘ

二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

α￣螺旋
α￣ｈｅｌｉｘ
(％)

β￣转角
β￣ａｎｇｌｅ
(％)

无规卷曲
Ｒａｎｄｏｍ
ｃｏｉｌ (％)

延伸链
Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｓｔｒａｎｄ (％)

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１２８７０ ５１３ ５７ ７９５.８９ ６.６１ 细胞核 / 细胞质
Ｎｕｃｌｅｕｓ / Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

－０.３７９ ４２.７７ ３３.７２ １０.３３ ２９.６３ ２６.３２

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１６０２８ ２５６ ２９ ０３１.２１ ５.７５ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

－０.３７２ ５３.２０ ４９.２２ ７.４２ ３２.４２ １０.９４

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿２４１０３ ３７４ ４２ ０９０.８７ ４.６３ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５０８ ４７.５４ １０.７０ ５.０８ ５２.９４ ３１.２８

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿３１１６９ １０９ １１ ８２８.５７ ４.６３ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

０.２８３ ６９.３２ １１.９３ ７.３４ ４２.２０ ３８.５３

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿５１１６ ３７７ ４２ ３６３.０９ ４.６３ 细胞骨架
Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ

－０.５２８ ４７.８０ １１.６７ ３.９８ ５２.７９ ３１.５６

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１１７６８ ５１７ ５７ ３４０.１８ ４.３７ 过氧化物酶体
Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

－０.７２５ ３１.０１ １１.８０ ７.７４ ５２.８０ ２７.６６

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１２７８７ ５０７ ５６ ２００.９２ ４.４２ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.６９８ ３６.５４ １１.０５ ７.８９ ５２.６６ ２８.４０

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１８９８３ ５００ ５５ ４６９.６６ ５.６０ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５２０ ３８.９５ １６.４０ ８.８０ ４７.４０ ２７.４０

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１０８９１ ４９３ ５５ ５１８.３７ ７.９２ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５２２ ４３.７９ １５.８２ ７.９１ ４８.６８ ２７.５９

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１２８１６ ４８０ ５４ ０３２.６７ ８.４５ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５５１ ４４.４２ １６.２５ ７.９２ ４９.１７ ２６.６７

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿７２１８ ２９１ ３３ ０８５.９９ ６.５９ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５６７ ３８.８９ ８.５９ １０.３１ ４７.４２ ３３.６８

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿３３６４０ １７８ ２０ ５２８.１８ ９.５６ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.６４４ ４８.６６ １１.８０ ８.９９ ４７.１９ ３２.０２

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１８１５６ ２２４ ２５ ３３２.６５ ６.５１ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.３６０ ４３.９７ １６.５２ ７.５９ ４１.９６ ３３.９３

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１８５３９ ３７５ ４２ １５２.４５ ６.８３ 细胞质
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

－０.４７９ ４０.５６ １５.２０ ８.２７ ４２.１３ ３４.４０

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１９１７９ ４５２ ５１ ７４２.８５ ９.４６ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.６３８ ４７.４３ ２５.００ ６.６４ ４０.０４ ２８.３２

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿２７２１２ ３８１ ４３ ４６５.２７ ９.４４ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.６７７ ４６.１２ ２３.６２ ７.６１ ３９.６３ ２９.１３

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿７０３１ ６１８ ６８ ５７３.０５ ６.０９ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５１４ ５９.５４ ３１.７２ ５.６６ ４６.２８ １６.３４

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿２７８３８ ２７４ ３０ ２７１.５７ ５.３５ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.５６０ ４４.７９ ２９.５６ ８.０３ ４６.３５ １６.０６

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿４１１２ ７５８ ８４ １３０.４３ ５.９０ 细胞核
Ｎｕｃｌｅｕｓ

－０.４６６ ５７.３２ ２９.９５ ６.０７ ４５.１２ １８.８７

Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１２８７０ 和 Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１６０２８ 转录

因子还含有 ＬｉｓＨ 结构域和 ＣＴＬＨ 结构域ꎮ
为确定 ＷＤ４０ 蛋白的功能特征ꎬ利用在线软

件 ＭＥＭＥ (ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / )搜索 １９ 个多刺

绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白共有的保守基序ꎬ共得到 １０ 个

保守元件 (图 ２: Ａ)ꎬ记作 ｍｏｔｉｆ１ ~ ｍｏｔｉｆ１０ꎻ其中

ｍｏｔｉｆ２ 存在于所有多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白中ꎬ是这

１０ 个基序中最保守的基序ꎬ其次是 ｍｏｔｉｆ１ꎮ 此外ꎬ
通过分析 １０ 个基序分布规律发现转录因子 Ｍｈ＿
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿１９１７９ 所含的 ｍｏｔｉｆ 数量最多(８ 个)ꎬ而
最少的只含有 １ 个 ｍｏｔｉｆ ( Ｍｈ＿ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ＿１６０２８)
(图 ２:Ｂ)ꎮ
２.３ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白的系统发育分析

在 ＮＣＢＩ 中通过 ＢＬＡＳＴ 比对查找罂粟、博落
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深绿色三角代表 ＷＤ４０ 保守结构域ꎬ褐色菱形代表 ＬｉｓＨ 结构域ꎬ浅绿色方块代表 ＣＴＬＨ 结构域ꎮ
Ｔｈｅ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＷＤ４０ ｄｏｍａｉｎꎬ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎ ｄｉａｍｏｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＬｉｓＨ ｄｏｍａｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｅｎ ｓｑｕａｒｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＣＴＬＨ ｄｏｍａｉｎ.

图 １　 ＷＤ４０ 蛋白家族结构域预测
Ｆｉｇ. １　 ＷＤ４０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

回、唐松草、青蒿、银杏、大豆 ６ 个物种的 ＷＤ４０ 蛋

白序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７ 构建系统发育树ꎬ结果如图

３ 所示ꎬ根据氨基酸序列相似性ꎬ进化树分析将

ＷＤ４０ 蛋白聚为 Ｉ ~ Ｘ 个分支ꎬ而多刺绿绒蒿 ＷＤ４０
蛋白主要分布在分支 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ 中ꎬ并且与罂粟

和博落回的亲缘关系更近ꎮ
２.４ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 启动子顺式作用元件

为明确 ＷＤ４０ 基因家族可能的生物学功能和

响应特性ꎬ利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 对家族各成员启动子

序列中包含的顺式作用元件进行了分析ꎮ 由图 ４
可知ꎬ该基因家族含有多种胁迫及植物激素相关

的顺式作用元件ꎬ主要包括应激响应元件、光响应

元件、干旱诱导响应元件、厌氧诱导响应元件、生
长素响应元件、茉莉酸响应元件、赤霉素响应元

件ꎮ 不同成员所含元件的种类与数量存在差异ꎬ
例如 Ｍｈ＿ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ＿３１１６９ 共含有 １０ 个作用元件ꎬ
其中有 ５ 个是光响应元件ꎬ而最少的只含有 １ 个作

用元件ꎮ
２.５ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白三级结构预测

运用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在线网站对多刺绿绒蒿

ＷＤ４０ 蛋白家族三级结构进行预测ꎬ由图 ５ 可知ꎬ
多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白包含 α￣螺旋、β￣转角、无规

则卷曲及延伸链等空间构象ꎮ
２.６ 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白互作网络分析

蛋白之间的互作对转录因子的活性及作用机

制十分重要ꎬ本研究通过 ＳＴＲＩＮＧ 在线网站ꎬ基于

拟南芥同源蛋白互作数据构建了多刺绿绒蒿

ＷＤ４０ 蛋白的互作网络ꎬ以便系统分析 ＷＤ４０ 的作

用机制ꎮ 本研究预测发现与多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋

白相 互 作 用 的 蛋 白 有 ＡＳＧ２、 ＳＭＵ１、 ＡＴＡＮ１１、
ＰＷＰ２、ＲＲＰ４ 等(图 ６)ꎬ蛋白 ＡＴ４Ｇ２８４５０ 可能作

为其互作的中心ꎮ

３　 讨论与结论

ＷＤ４０ 蛋白家族能够参与植物多个特定生物

学过程ꎬ比如细胞骨架动态、配子发生、色素积累、
毛状体和根毛形成以及种子发育 ( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ꎻ Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｇａｃｈｏｍｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４ꎻ Ｐａｔｔａｎａｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 此

外ꎬ这些蛋白通常也响应植物激素途径和不同的

环境胁迫(Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｊｉａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 因此ꎬ对该蛋白家族的鉴定可为后

续深入研究这些蛋白在多刺绿绒蒿适应极端环

境、刺的形成和特色成分异喹啉生物碱积累等方

面提供前期基础ꎬ这些系列研究进一步拓展 ＷＤ４０
蛋白功能ꎬ并进一步揭示其发挥特定生物学功能

的复杂网络调控机制ꎬ从而广泛理解 ＷＤ４０ 蛋白

家族在植物生长、发育以及环境适应等方面的生

物学功能ꎮ
本研究共鉴定到多刺绿绒蒿 １９ 个 ＷＤ４０ 基

因ꎬ与 红 花 ( Ｆｌｏｓ ｃａｒｔｈａｍｉ) ( ４０ 个 ) ( 王 刚 等ꎬ
２０２０)、黑果枸杞( Ｌｙｃｉｕｍ ｒｕｔｈｅｎｉｃｕｍ) ( ３８ 个)、蓖
麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ) (１８２ 个)、桃(２１９ 个)、大豆

(４７１ 个)等物种中鉴定的 ＷＤ４０ 基因数差异较大ꎬ
这可能是由于多刺绿绒蒿属于罂粟科植物ꎬ与上

述植物分类上距离较远ꎬ特定的生长环境、次生代

谢物和不同的形态特征都显示多刺绿绒蒿和这些
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Ａ. 保守元件ꎻ Ｂ. 基因结构ꎮ
Ａ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｅｌｅｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ.

图 ２　 多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族保守元件和基因结构分析
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｍｅｃｏｎｏｐｓｉｓ ｈｏｒｒｉｄｕｌａ ＷＤ４０ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

植物在进化上发生了较大差异ꎬ而这些蛋白随着

植物的长期进化也发生了不同程度的改变( Ｂｉａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ 严莉等ꎬ２０１９ꎻ 苟

亚夫等ꎬ２０２２)ꎮ 而且发现多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 蛋白

的氨基酸数量、等电点以及蛋白的高级结构均存

在差异ꎬ这与在许多植物中鉴定到的 ＷＤ４０ 蛋白

一样ꎮ 由于 ＷＤ４０ 蛋白的功能涉及生长发育、次
生代谢物积累和环境适应等多种生物学过程ꎬ而

且不同的生物学过程可能相互作用的蛋白也不相

同ꎬ因此ꎬ多刺绿绒蒿不同的 ＷＤ４０ 蛋白可能是为

执行不同的生物学功能进化形成的(卢成达等ꎬ
２０２１)ꎮ 不同 ＷＤ４０ 蛋白质所含 ＷＤ４０ 基序数目

也不同ꎬ而且部分蛋白质同时含有其他的重要结

构域ꎬ这种现象在谷子 ＷＤ４０ 蛋白中也有发现ꎬ
２２５ 个谷子 ＷＤ４０ 蛋白中有 ７９ 个蛋白包含其他结

构域(Ｍｉｓｈｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎬ这些其他结构域的存
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Ｍｈ. 多刺绿绒蒿ꎻ Ｐｓ. 罂粟ꎻ Ｍｃ. 博落回ꎻ Ｔｔ. 唐松草ꎻ Ａａ. 青蒿ꎻ Ｇｂ. 银杏ꎻ Ｇｍ. 大豆ꎮ
Ｍｈ. Ｍｅｃｏｎｏｐｓｉｓ ｈｏｒｒｉｄｕｌａꎻ Ｐｓ. Ｐａｐａｖｅｒ ｓｏｍｎｉｆｅｒｕｍꎻ Ｍｃ. Ｍａｃｌｅａｙａ ｃｏｒｄａｔａꎻ Ｔｔ. Ｔｈａｌｉｃｔｒｕｍ ｔｈａｌｉｃｔｒｏｉｄｅｓꎻ Ａａ. Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａꎻ Ｇｂ. Ｇｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａꎻ Ｇｍ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ.

图 ３　 ＷＤ４０ 系统进化关系
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＷＤ４０

在使 ＷＤ４０ 蛋白质结构和功能更加多样化ꎬ从而

适应更多的生物学过程或对某一生物学过程进行

更加精准的调节ꎮ 亚细胞定位结果表明多刺绿绒

蒿 ＷＤ４０ 蛋白质主要分布于细胞核中ꎬ这可能是

核定位信号将其定位于细胞核中ꎬ从而对某些靶

基因的转录起到激活或抑制作用ꎮ 系统进化分析

发现ꎬ多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 与大豆、银杏、青蒿、唐松

草等的 ＷＤ４０ 的亲缘关系较远ꎬ而和同是罂粟科

的罂粟、博落回相似度更高ꎬ这可能与进化关系相

近的植物存在相似的功能有关系ꎬ有研究表明罂

粟、博落回和多刺绿绒蒿三种植物都具有特征性

次生代谢物异喹啉生物碱( Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｇｕｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ 赵凤等ꎬ２０１７)ꎬ这些相关性以及这些

植物是否还存在其他相近的功能还需要进一步的

实验探索ꎮ
启动子响应元件预测分析可以初步了解特定

基因对许多因素的响应机制ꎬ是研究植物基因功

能的最主要手段之一ꎮ 启动子顺式调控元件分析

表明多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族可以响应应激、厌
氧、干旱、光等非生物胁迫以及生长素、赤霉素、茉
莉 酸 等 激 素 信 号ꎮ 海 南 龙 血 树 ( Ｄｒａｃａｅｎａ
ｃａｍｂｏｄｉａｎａꎬＤｃ) ＤｃＷＤ４０￣１ 基因的启动子区域具
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上方比例尺表示基因启动子长度ꎬ左侧是基因名称ꎬ右侧是相关的作用元件ꎮ
Ｔｈｅ ｔｏｐ ｓｃａｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎬ ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｉｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｎａｍｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｉｓ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｃｔｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ.

图 ４　 ＷＤ４０ 家族启动子顺式调控元件分析
Ｆｉｇ. ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＤ４０ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

有典型真核生物启动子结构特征ꎬ包含多个能够

响应激素和胁迫的作用元件ꎬ如 ＣＭＲｓ、 ＡＢＲＥ、
ＴＧＡ￣ｂｏｘ、ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ、ＡＲＥ、ＨＳＥ 和 ＬＴＲ 等ꎬ表达

分析发现 ＤｃＷＤ４０￣１ 的表达受到茉莉酸甲酯、细胞

分裂素、油菜素内酯和 ＵＶ￣Ｂ 的显著影响(朱家红

等ꎬ２０２０)ꎮ 此外ꎬＷＤ４０ 蛋白通过复杂的调节网

络广泛参与植物次生代谢调控、形态发育等过程

(Ｆｅｙｉｓｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ 王刚等ꎬ
２０１９ꎻ Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 如在黄酮及类黄酮化

合物的生物合成过程中 ＷＤ４０ 转录因子与 ＭＹＢ
和 ｂＨＬＨ 互 作 后 起 调 控 作 用 ( Ｂｒｏｕｎꎬ ２００５ꎻ
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(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)的耐旱性(Ｆｅｙｉｓｓａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ
ＭｔＷＤ４０￣１ 和 ＷＨＩＴＥＰＥＴＡＬ１、ＭｔＴＴ８ 结合可以对

类胡萝卜素衍生以及花色素积累过程进行调控

(Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎻ丹参 ＷＤ４０￣１７０ 基因可以调

节丹参中迷迭香酸、丹酚酸 Ｂ、丹参酮 ＩＩＡ 和隐丹

参酮的含量(马文ꎬ２０１９)ꎮ
总之ꎬ多刺绿绒蒿其生长环境特殊ꎬ外形有肉

眼可见的毛状刺ꎬ以及含有特征性成分异喹啉生

物碱ꎬ这些生物学过程通常是由植物激素、转录调

节因子等因素形成复杂的调控网络而决定最终的

发生ꎮ 对多刺绿绒蒿 ＷＤ４０ 基因家族的鉴定可为

以后详细研究这些基因在上述生物学过程中的作

用及其详细调控网络提供前期基础和后续研究

方向ꎮ
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