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芥菜型油菜转录因子BjWRKY33基因克隆和表达分析
袁玉辉  王舸泓  华之梦  彭玉林  聂蔓麒  刘显军*

(宜春学院, 生命科学与资源环境学院, 江西省作物生长发育调控重点实验室, 宜春 336000)

摘要      植物WRKY基因家族是最大的转录因子家族之一, 在非生物胁迫反应中起重要的调

控作用。该研究利用RT-PCR技术分离获得芥菜型油菜WRKY转录因子基因(WRKY33)的完整开

放读码框(ORF)序列, 对其进行了生物信息学分析, 并通过荧光定量PCR研究了其表达特性。分离

到的芥菜型油菜WRKY转录因子命名为BjWRKY33, 其ORF序列长度为1 470 bp, 编码489个氨基酸

组成的蛋白质, 预测其分子量和等电点分别为 54.036 kDa和8.56, 未发现信号肽和跨膜结构, 二级

结构中无规则卷曲、α-螺旋、延伸直链和β-转角各占76.89%、10.43%、10.22%、2.45%。进化树

分析表明, BjWRKY33蛋白质与甘蓝型油菜、白菜、甘蓝等十字花科植物亲缘关系较近。荧光定

量PCR分析发现, BjWRKY33基因在不同组织皆有表达, 其中在茎和蕾中表达量最低, 激素(ABA)、
低温(4 °C)以及盐(NaCl)均能诱导叶片中BjWRKY33基因表达水平的升高。这些研究结果表明, 
BjWRKY33基因在维持植物正常生长发育和非生物逆境胁迫中可能发挥重要作用。
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Cloning and Expression Analysis of WRKY33 Transcription Factor Gene in 
Brassica juncea
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Abstract       In plants, WRKY gene family, one of the largest families of transcription factors, play an im-
portant regulatory role in abiotic stress response. In this study, the full open reading frame (ORF) sequence of 
BjWRKY33 gene was cloned by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) from Brassica juncea, 
which was named as BjWRKY33. The sequence was analyzed by bioinformatics tools. The expression character-
istics of BjWRKY33 gene were identified by qRT-PCR. The open reading frame of BjWRKY33 gene contained 1 
470 bp that encoded 489 amino acids. It is predicted that molecular weight of BjWRKY33 was 54.036 kDa, which 
had an isoelectric point of 8.56. This protein lacked the signal peptides and membrane-spanning domains. The sec-
ondary and tertiary protein structures were predicted, which consisted of 76.89% random coils, 10.43% α-helices, 
10.22% extended strands, and 2.45% β-turns. Phylogenetic analysis illustrated that BjWRKY33 had high similarity 
to the WRKY33 of Cruciferous plants such as Brassica napus, Brassica rapa and Brassica oleracea. The results of 
fluorescence quantitative PCR analysis revealed that BjWRKY33 was expressed in roots, stems, leaves, buds, flow-
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ers and siliques, and the lowest expression was found in stems and buds. Higher expression of BjWRKY33 in leaves 
was induced by the treatments of the hormone (ABA), low temperature (4 °C) or salt (NaCl). These results indi-
cated that BjWRKY33 might play an important role in maintaining normal growth and development of plants and 
responding to abiotic stresses.

Keywords       Brassica juncea; WRKY33 transcription factor; expression analysis; abiotic stress

WRKY家族蛋白由一个高度保守的结构域组

成, 该结构域具有约60个氨基酸残基, 其中包含一

个或两个高度保守的短肽WRKYGQK以及一个保

守的C2H2-或C2HC-型锌指结构[1-3], 保守短肽还包括

几种类型, 如WRKYGKK、WRKYDQK和WRKY-
DHK。根据WRKY结构域的数量和锌指结构的类型, 
WRKY家族蛋白可分为3类[2-3]: I类包含两个WRKY
结构域和一个C2H2型锌指结构(C-X4-5-C-X22-23-H-
X1-H); II类包含一个WRKY结构域和一个C2H2型锌

指结构; Ⅲ类有一个WRKY结构域和一个C2HC型锌

指结构(C-X7-C-X23-H-X1-C)。WRKY蛋白广泛分

布于所有植物中, 是最大的转录因子家族之一。在

过去的几十年里, 人们发现这些蛋白质在各种生理

和生化过程中发挥着越来越多的功能作用[4-8]。特

别是参与了响应各种非生物胁迫, 如盐、干旱、低

温、高温和脱落酸(ABA)信号[9-13]。在拟南芥研究

中 ,  AtWRKY40、AtWRKY18和AtWRKY60与ABAR
相互作用在种子萌发和发芽后对ABA信号起负调

控作用[10]; AtWRKY8与VQ9蛋白通过拮抗作 用 调

节盐胁迫的耐受性[14]; AtWRKY46、AtWRKY54和
AtWRKY70等基因参与油菜素内酯调节植物的生

长和抗旱响应[15]。在水稻中, OsWRKY45-1和Os-
WRKY45-2等位基因在ABA信号传导和耐盐胁迫方

面发挥着不同的作用[16]; OsWRKY71通过调节下游

靶基因在耐寒性方面起调控作用[17]。将白菜中的

冷诱导基因BcWRKY46转入烟草中可提高转基因烟

草的耐寒性、耐盐性和耐脱水性[18]。 
芥菜型油菜(Brassica juncea)是一种重要的油

料作物, 在中国西部、印度北部、澳大利亚、加拿

大等国家和地区广泛种植, 具有耐贫瘠、抗旱、耐热、

抗裂夹等特点[19]。虽然芥菜型油菜的基因组序列已

公布[20-21], 但相对于拟南芥、 水稻等作物中的WRKY
基因的研究, 对芥菜型油菜的WRKY转录因子功能

研究鲜有报道。本研究基于转录组测序的序列信息, 
克隆了芥菜型油菜的BjWRKY33基因, 对其进行生物

信息学分析, 并采用实时荧光定量PCR技术检测了

不同组织中及不同胁迫处理条件下该基因在叶中的

表达情况, 为进一步研究该基因的功能奠定基础。

材料和方法
以芥菜型油菜‘紫叶芥’为供试材料, 2017~2018

年宜春学院江西省作物生长发育调控重点实验室科

研温室内和实验基地种植。生长3周后, 选生长健壮

并且长势相同的苗, 分为3组, 每组3株, 放置于人工

气候箱中进行不同的胁迫处理。分别采用激素(100 
μmol/L ABA)、低温(4 °C)和盐(200 mmol/L NaCl)
进行胁迫处理0、1、3、6、12和24 h, 取处理后的

叶片为材料, 同时选取在盛花期的芥菜型油菜‘紫叶

芥’的根、茎、叶、蕾、花和角果, 以上所有样品均

独立取样3次, 用液氮速冻后放置–80 °C冰箱保存。

芥菜型油菜总RNA的提取和cDNA的克隆
芥菜型油菜各种备用材料的总RNA的提取参照

TaKaRa公司RNAiso plus产品说明书进行, 琼脂糖凝

胶电泳检测RNA的完整性, 样品浓度由英国Biodrop 
uLITE分光光度计测定。cDNA第一链合成参照Ta-
KaRa公司PrimeScriptII 1st Strand cDNA合成试剂盒

产品说明书进行。将合成的cDNA放置于–80 °C冰
箱备用。

根据前期的芥菜型油菜种皮转录组测序的序列

信息 [22], 采用Primer Primer 5.0软件设计WRKY33基因

扩增引物。WRKY33F: 5ʹ-ATG GCT GCT TCT TCC 
CTT CTT CA-3′,  WRKY33R: 5ʹ-TCAV GAC AAR 
AAC GAA TCM AAR AA-3ʹ。引物由上海生工合成。

以上述合成的cDNA为模板, PCR扩增条件: 94 °C预
变性5 min; 94 °C变性30 s, 58 °C退火35 s, 72 °C延
伸80 s, 36个循环; 72 °C延伸10 min。PCR产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测; 参照OMEGA琼脂糖凝

胶DNA纯化回收试剂盒说明书对目的片段回收; 采
用pMD18-T载体连接回收产物; 转化至大肠杆菌

DH5α; 采用PCR鉴定阳性菌落送上海铂尚生物有限

公司测序。
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芥菜型油菜BjWRKY33蛋白的生物信息学分析 
使用DNAMAN6.0推导芥菜型油菜WRKY33基

因的氨基酸序列并与其他物种WRKY33蛋白进行序

列多重比对; 利用在线网站ProtParam、ProtScale分
析和预测BjWRKY33蛋白的基本理化性质; TMHMM 
Server2.0和SignalP4.1在线预测BjWRKY33蛋白的跨

膜结构和信号肽; 利用SPOMA和SWISS-MODEL预
测BjWRKY33蛋白的二级结构及三维结构; 使用软

件MEGA5.1采用N-J法构建基因的进化树。

芥菜型油菜BjWRKY33基因的荧光定量

PCR分析 
设计芥菜型油菜BjWRKY33基因荧光定量引物, 

上游引物为: 5ʹ-TTC AGT CAC TCT GAT TCC CTT 
GC-3ʹ, 下游引物为 : 5ʹ-GGT TCA CTC CCA CAT TCT 
TCT TC-3ʹ。以芥菜型油菜GAPDH蛋白基因为内参基

因[23], 上游引物为: 5ʹ-TCA GTT GTT GAC CTC ACG 
GTT-3′, 下 游 引 物 为: 5′-CTG TCA CCA ACG AAG 
TCA GT-3ʹ。采用ABI StepOnePlus实时定量系统进行

芥菜型油菜BjWRKY33基因表达分析, 使用TaKaRa公
司的SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus)试剂

盒。PCR反应程序: 95 °C预变性4 min; 95 °C变性5 s, 
60 °C退火30 s, 72 °C延伸10 s, 共计40个循环。设置3
个生物学重复。采用2–ΔΔCt方法分析基因相对表达量。

芥菜型油菜BjWRKY33基因全长cDNA序

列的克隆
以芥菜型油菜叶的总RNA反转录的cDNA为模

板进行PCR扩增, 经1%琼脂糖凝胶电泳检测, 结果

显示, 目的DNA条带大小约1 500 bp左右与预计大小

一致(图1)。测序后序列分析发现, 序列完整的ORF
长度为1 470 bp, 编码489个氨基酸(图2)。Blastp比
对结果显示, 该基因属于WRKY基因家族, 命名为

BjWRKY33。

芥菜型油菜BjWRKY33蛋白质结构分析
ProtParam在线软件分析表明 , BjWRKY33蛋

白的分子式为C2309H3582N696O789S10, 相对分子量为

54.036 kDa, 理论等电点为8.56, 带正电荷的氨基

酸残基数为54, 带负电荷的氨基酸残基数为50, 不
稳定系数为59.41, 属于不稳定的蛋白质, 总平均疏

水指数(GRAVY)为–0.961,  推测该蛋白质为亲水

性蛋白。利用SOPMA在线预测分析BjWRKY33蛋
白多肽链的二级结构, 该蛋白的以无规则卷曲为

主, α-螺旋、延伸直链和β-转角为辅, 比率分别为

76.89%、10.43%、 10.22%、2.45%。三级结构预测

见图3。采用TMHMM Server 2.0和SignalP4.1在线

分析软件均未发现蛋白BjWRKY33具有跨膜结构

和信号肽。

 

芥菜型油菜BjWRKY33蛋白同源性及进

化分析
将BjWRKY33基因编码的氨基酸序列在NCBI

上做Blast序列比对分析 , 结果表明 , 芥菜型油菜

BjWRKY33基因与甘蓝型油菜、白菜、甘蓝、萝卜

和荠菜等植物的同源性均在80%以上, 其中与甘蓝型

M: Trans2K plus; 1、2: PCR产物。

M: Trans2K plus; 1,2: PCR products. 
图1   芥菜型油菜BjWRKY33基因扩增结果

Fig.1   PCR products of BjWRKY33 gene from cDNA
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油菜WRKY33基因一致性高达99%, 同时通过比对分

析发现, BjWRKY33包含2个典型的WRKY结构域和

2个C2H2锌指结构, 属于I类WRKY转录因子(图2)。

选取 21个不同植物的WRKY33蛋白质与芥菜

型油菜BjWRKY33蛋白进行系统进化树的构建(图
4), 结果表明, 芥菜型油菜、甘蓝型油菜、白菜、萝卜、

AtWRKY33: 拟南芥 (AAM34736.1); BnWRKY33: 甘蓝型油菜 (XP_013734676.1); BoWRKY33: 甘蓝 (XP_013625082.1); BrWRKY33: 白菜

(XP_009133259.1); ChWRKY33: 海甘蓝(AVK51635.1); CsWRKY33: 荠蓝(XP_010517143.1); EvWRKY33: 芝麻菜(AVK51649.1); RsWRKY33: 
萝卜(XP_018476020.1); 黑框部分为WRKY结构域, “*”标记锌指结构的C、H残基。

AtWRKY33: Arabidopsis thaliana(AAM34736.1); BnWRKY33: Brassica napus(XP_013734676.1); BoWRKY33: Brassica oleracea(XP_013625082.1); 
BrWRKY33: Brassica rapa(XP_009133259.1); ChWRKY33: Crambe hispanica(AVK51635.1); CsWRKY33: Camelina sativa(XP_010517143.1); 
EvWRKY33: Eruca vesicaria(AVK51649.1); RsWRKY33: Raphanus sativus(XP_018476020.1); WRKY domain are shaded in black frame, C and H resi-
dues of zinc finger structure labeled by asterisks.

图2   芥菜型油菜与不同物种的WRKY33转录因子氨基酸序列比对

Fig.2   Amino acid sequence alignment of WRKY33 transcription factor between Brassica juncea and different species
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拟南芥和荠菜等植物的BjWRKY33蛋白在进化树中

聚为一类, 表现出同科属作物WRKY33的亲缘关系

较近。

芥菜型油菜BjWRKY33基因在不同组织中

的表达分析
利用荧光定量 PCR技术分析 BjWRKY33基因

图3   芥菜型油菜BjWRKY33蛋白质三维结构预测

Fig.3   Predicted 3-D structure for the BjWRKY33 protein of B.juncea

图4   芥菜型油菜WKRY33与其他植物WKRY33转录因子基因的蛋白同源序列的进化树分析

Fig.4   Phylogenetic tree of BjWRKY33 transcription factor and WRKY33 transcription factor of other plants
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在芥菜型油菜不同组织中的表达 , 结果表明 , 在芥

菜型油菜的根、茎、叶、花蕾、花和角果中均有

BjWRKY33基因的表达 , 但表达量差异显著 (P<0.05), 
依次为根>花>叶>角果>茎>花蕾。BjWRKY33基因在

花蕾中表达量最低, 在角果、叶和花中的表达显著

增加, 根中表达量最高, 是花蕾中的表达量的13.0倍
(图5)。该基因在植物组织中的表达模式与拟南芥同

源基因AtWRKY33在不同组织中的表达基本一致[24]。

芥菜型油菜BjWRKY33基因胁迫表达分析
利用 qRT-PCR分析芥菜型油菜BjWRKY33基

因的在各种非生物逆境胁迫下的叶片中的表达。

BjWRKY33基因用100 μmol/L ABA处理后, 1~6 h

的相对表达量增加缓慢, 处理12 h后达到对照的

2.7倍, 24 h后提高到7.5倍(图6)。用4 °C低温处理

后, 芥菜型油菜BjWRKY33基因在1 h时相对表达量

显著提高, 是对照的27.2倍, 在3 h和6 h降低至8.9
倍和4.0倍, 12 h后基因的相对表达量相对稳定, 提
高至 13.6倍 (图 6)。用 200 mmol/L NaCl溶液处理

后, 芥菜型油菜BjWRKY33基因的相对表达量呈现

先增高后降低, 再增高再降低的趋势, 在3 h时是对

照的37.9倍然后降至6 h的11.5倍; 12 h时又提高至

60.9倍, 而24 h时降低至39.1倍(图6)。

关于BjWRKY33基因结构和功能的讨论
WRKY转录因子是植物中一个重要的转录因

不同小写字母表示差异达显著水平(P<0.05)。
The different small letters indicate significant differences at the 0.05 level.

图5   BjWRKY33基因在不同组织中的表达

Fig.5   Expressions of BjWRKY33 gene in different issues of B.juncea
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图6   不同胁迫处理条件下BjWRKY33基因表达分析

Fig.6   Expression levels of BjWRKY33 in leaves after stress treatment
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子家族, 参与调控植物生长发育, 还参与生物胁迫

和非生物胁迫反应, 如种子发育[25]、种子休眠和发

芽[26]、衰老[27]、发育[28]、植物免疫应答[29]和病原体

防御[30-31]。在模式植物拟南芥和水稻中有大量研究

结果, 而在油料作物芥菜型油菜中研究的WRKY蛋

白很少, 更不用说与非生物胁迫功能相关的WRKY
转录因子。本研究利用转录组序列信息同源克隆并

通过生物信息学分析获得了与拟南芥转录因子基因

WRKY33同源的基因, 命名为BjWRKY33, 属于WRKY
家族I类转录因子, 与甘蓝型油菜(XP_013734676.1)蛋
白序列相似度达99%, 进化树分析结果进一步证明

该基因与甘蓝型油菜BnWRKY33具有最近的遗传进

化关系。

BjWRKY33在芥菜型油菜各组织器官中均有表

达, 但在蕾中表达水平和其他组织的表达水平差异

较明显, 蕾中表达量最低, 而在花中表达又显著性

提高, 推测其逆境响应与开花时间有关, BjWRKY33
很可能是一个与开花期发育有关的关键因子, 为进

一步研究油菜在逆境中的开花结实的成熟机制提

供可能。

近年来, 大量研究表明, WRKY转录因子在参

与植物的非生物胁迫反应过程中起重要作用, 有
的WRKY转录因子只参与一种非生物胁迫因子的

诱导表达, 如AtWRKY34介导拟南芥成熟花粉的冷

敏性[32]; 有的同时受多种非生物胁迫因子的诱导

表达, 如: AtWRKY63参与植物对ABA和抗旱性的

响应[33]; AtWRKY33与AtWRKY25同时作用参与响

应NaCl诱导的非生物胁迫, 又与AtWRKY25和At-
WRKY26共同参与诱导拟南芥的耐热性[24,34]。本研

究发现, BjWRKY33表达也同时受激素(ABA)、冷害

(4 °C)、盐害(NaCl)等非生物胁迫的诱导表达, 这与

玉米ZmWRKY33的研究结果一致, 只是胁迫处理后

基因表达的峰值的时间存在差异[35]。这些结果暗示, 
BjWRKY33在响应非生物胁迫中可能发挥重要作用, 
该基因可以作为芥菜型油菜的抗逆分子育种的候选

基因。

本研究克隆了芥菜型油菜WRKY转录因子基

因BjWRKY33, 并初步探讨其在不同组织和不同非生

物胁迫下的表达特性。研究结果表明, BjWRKY33
为典型的WRKY I类转录因子, 在芥菜型油菜不同组

织(根、茎、叶、蕾、花和角果)中均有表达, 其中茎

和蕾中表达量最低。激素(ABA)、冷害(4 °C)、盐

害(NaCl)等非生物胁迫均能诱导叶片中BjWRKY33
基因表达提升, 我们推测, BjWRKY33基因可能在

芥菜型油菜适应这3种非生物胁迫因子过程中起

重要作用。本研究结果为进一步研究芥菜型油菜

BjWRKY33基因功能, 培育抗逆性的芥菜型油菜种质

资源奠定了理论基础。
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