
·8650· 中草药 2026年 11月 第 57卷 第 21期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 November Vol. 57 No. 21 

   

• 药材与资源 • 

基于全基因组的北柴胡 BcWRKY 基因家族鉴定及其在水、热调控下的表达
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摘  要：目的  对北柴胡 Bupleurum chinense 中 WRKY 的全基因组分析，并鉴定积极响应水、热胁迫信号变化的关键

WRKY基因，为环境调控下北柴胡质量形成的分子机制提供理论依据。方法  基于北柴胡全基因组数据，利用生物信息

学方法对WRKY基因家族成员进行鉴定；并系统分析其染色体定位、系统进化关系、保守结构域、基因结构及启动子顺

式作用元件；通过共线性分析筛选潜在响应水热信号的 WRKY基因；采用实时荧光定量 PCR技术，分析积极响应干旱、

干旱低温、干旱高温环境差异下潜在的 BcWRKY的表达模式，并将柴胡皂苷合成途径相关基因与潜在的 BcWRKY进行蛋

白互作预测分析。结果  共鉴定出 90个WRKY转录因子，系统进化分析将其分为 GroupⅠ～Ⅳ 4个亚群，保守基序分析

表明所有成员均含有 Motif1、Motif2、Motif3 3个核心基序。基因结构分析显示大多数 BcWRKY基因含 3～10个外显子，

WRKY 结构域位于编码区中后段。顺式作用元件预测发现启动子区域富含光响应、茉莉酸甲酯、水杨酸、脱落酸等激素

响应元件。染色体定位显示 BcWRKY基因分布不均，在 ChrA01/02/03上分布较为密集。共线性分析及选择压力分析，表

明 WRKY 基因家族的扩张主要因为全基因组复制和片段复制事件，并伴随纯化选择部分基因。RT-qPCR 结果显示，

BcWRKY22/42/75 基因在栽培种与野生种间表达差异显著；在干旱、干旱＋高温、干旱＋低温等胁迫处理下，

BcWRKY10/42/75基因在干旱＋高温条件下表达显著上调。蛋白互作预测结果中互作元件涵盖了激素响应、非生物胁迫响

应及光节律信号相关类型，为进一步证明 BcWRKY10/42/75作为胁迫响应核心转录因子提供依据。结论  初步筛选了潜在

积极响应水、热胁迫信号变化的关键 WRKY 基因，为后续功能验证和分子育种提供了潜在的靶点，也为深入理解北柴胡

药材品质形成的分子机制奠定了理论基础。 
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Abstract: Objective  This study aimed to conduct a genome-wide analysis of the WRKY transcription factor family in Bupleurum chinense 

and identify key WRKY genes that actively respond to water and heat stress signals. The findings are expected to provide a theoretical basis 

for elucidating the molecular mechanisms underlying the quality formation of B. chinense under environmental regulation. Methods  Based 

on the whole-genome sequencing data of B. chinense, bioinformatics approaches were employed to identify members of the WRKY gene 

family. Systematic analyses were performed, including chromosomal localization, phylogenetic relationship reconstruction, conserved domain 

analysis, gene structure characterization, and promoter cis-acting element prediction in promoter regions. Collinearity analysis was utilized to 

screen potential WRKY genes responsive to water and heat signals. Reverse transcription quantitative real-time polymerase chain reaction 

(RT-qPCR) was further applied to analyze the expression patterns of candidate BcWRKY genes under different stress conditions, including 

drought, drought combined with low temperature, and drought combined with high temperature. Protein-protein interactions between candidate 

BcWRKY proteins and proteins encoded by genes involved in saikosaponin biosynthesis were predicted. Results  A total of 90 WRKY 

transcription factor genes were identified from the B. chinense genome, which were phylogenetically classified into four subgroups (Group Ⅰ–

Ⅳ). Conserved motif analysis revealed that all identified BcWRKY proteins contained three core motifs (Motif 1, Motif 2, and Motif 3). Gene 

structure analysis indicated that most BcWRKY genes contained 3—10 exons, with the WRKY domain predominantly located in the middle-

late region of the coding sequence. Cis-acting element prediction showed that the promoter regions of BcWRKY genes were enriched in light-

responsive elements and hormone-responsive elements associated with methyl jasmonate, salicylic acid, and abscisic acid. Chromosomal 

localization analysis demonstrated an uneven distribution of BcWRKY genes across chromosomes, with higher densities on ChrA01, ChrA02, 

and ChrA03. Collinearity analysis combined with selection pressure analysis suggested that the expansion of the BcWRKY gene family was 

primarily driven by whole-genome duplication and segmental duplication events, accompanied by purifying selection acting on some 

duplicated genes. RT-qPCR results indicated that the expression levels of BcWRKY22, BcWRKY42, and BcWRKY75 differed significantly 

between cultivated and wild accessions of B. chinense. Under stress treatments, BcWRKY10/42/75 showed remarkable upregulation in response 

to drought combined with high temperature. The interacting elements identified in the protein-protein interaction prediction results included 

those associated with hormone response, abiotic stress response, and photoperiodic signal transduction, providing predictive support for further 

investigation of BcWRKY10, BcWRKY42, and BcWRKY75 as core stress-responsive transcription factors. Conclusion  This study 

preliminarily screened potential key WRKY genes that positively respond to variations in water and heat stress signals, offering potential targets 

for subsequent functional validation and molecular breeding, and laying a theoretical foundation for further understanding the molecular 

mechanisms underlying the quality formation of B. chinense. 
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北柴胡 Bupleurum chinense DC.为伞形科柴胡

属多年生药用植物[1]，其干燥根作为柴胡入药。主

要活性成分柴胡皂苷（saikosaponins）[2]具有抗炎、

抗病毒、解热等多重药理活性[3-7]。柴胡中主要成分

柴胡皂苷的合成与积累是对外部环境变化的综合

生态响应的结果，即“ 基原决定药性，生态彰显药

性”[8]。因此，探究生态环境如何通过调控基因表

达影响柴胡皂苷合成并塑造道地性品质，对于保障

北柴胡药材质量、提升北柴胡种植技术具有重要科

学价值。 

课题组前期围绕北柴胡道地性形成的生态机

制开展了一系列系统性研究，初步揭示了非生物因

子调控柴胡皂苷合成与积累的分子生态学路径。研

究表明柴胡干旱处理后，通过动态调控植物激素信

号并激活皂苷合成关键基因的表达模式，进而促进

柴胡在水分恢复后高效积累皂苷[9]。短期温度胁迫

通过诱导特定 BcMYB 转录因子的活性，协同调控

皂苷合成通路中多环节关键基因的表达，进而促进

皂苷的生物积累[10]。在水热交互胁迫的研究中发

现，干旱与高温协同显著促进皂苷合成，而干旱与

低温则持续抑制皂苷积累，其机制涉及不同激素信

号的切换及合成通路关键基因的差异化表达[11]。此
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外，脱落酸、油菜素内酯等外源可通过调控合成基

因表达、提升抗氧化能力或增加中间体含量等方

式，增强柴胡的抗逆性并促进皂苷积累[3, 11-13]。上述

工作初步证实转录因子是响应外界信号并调控下

游基因表达最终促进柴胡皂苷合成的关键枢纽之

一，为理解北柴胡道地性成因及其生态调控提供了

重要基础。 

WRKY 转录因子作为植物中最大的转录因子

家族之一，广泛参与生长发育、生物与非生物胁迫

响应[14-15]。其典型特征为含有保守的WRKY结构域，

可特异性结合下游基因启动子中的W-box顺式元件，

从而调控胁迫相关基因的表达[16]。W-box 是 WRKY

转录因子与靶基因启动子特异性结合的重要顺式作

用元件[17]，主要存在于抗病虫害、抗旱、抗低温、抗

盐碱等相关抗性基因的启动子区域[18-21]。目前，

WRKY家族已在拟南芥、水稻、颠茄、人参等多种

植物中被系统鉴定[22-27]，并证实其在干旱、高、低

温等胁迫响应中发挥关键作用。 

在前期工作的基础上，本课题组对 BcWRKY

基因家族进行了全基因组鉴定和分析，分析其结

构特征并结合系统发育树、染色体定位及顺式作

用元件分析阐述了作用机制。进一步通过系统进

化树寻找与拟南芥 WRKY（AtWRKY）基因中响应

干旱胁迫和高低温胁迫机制的基因对应的

BcWRKY同源基因，通过 qRT-PCR分析不同种质、

不同处理下北柴胡药用部位 BcWRKY基因的表达

情况。基于本课题组前期关于干旱、温度及其复

合胁迫对北柴胡皂苷积累与基因表达影响的研究

基础，本研究旨在筛选 BcWRKY潜在积极响应并

促进柴胡皂苷生成转录因子，进一步阐明 WRKY

转录因子在北柴胡逆境响应中的调控机制提供理

论依据，也为利用分子育种手段提升北柴胡抗逆

性与药材质量奠定基础。 

1  材料与仪器 

样品经河南中医药大学董诚明教授鉴定为北柴胡

B. chinense DC.。实时荧光定量 PCR仪（美国赛默飞世

尔科技公司）；RNA提取试剂盒（索莱宝公司）。 

2  方法 

2.1  样品的处理 

实验用材料来自河南省嵩县柴胡种植基地，基

于北柴胡的生物学特性，其最适生长温度为 25 ℃，

因此，本研究中对照组“（CK）与单纯干旱组“（DM）

的培养温度均设定为 25 ℃，以模拟最适生长条件。

使用 15% PEG6000 模拟干旱胁迫、15% PEG6000

和 20 ℃处理模拟干旱低温胁迫、15% PEG6000和

35 ℃处理模拟干旱高温胁迫。本研究使用的实验

材料与课题组前期研究中所用材料一致[28]。 

2.2  BcWRKY 基因家族成员的鉴定与染色体定位 

北柴胡的全基因组数据来源本课题组自测数

据库，AtWRKY 家族蛋白序列数据集来自 tair 数

据库（https://www.arabidopsis.org/）。利用 TBtools

将北柴胡和拟南芥双向 blast 筛选出北柴胡中的 

WRKY 蛋 白 序 列 ， 再 结 合 Pfam 数 据 库

（http://pfam-legacy.xfam.org/）利用隐马尔可夫模

型（hidden Markov model，HMM）对北柴胡基因

组中的 WRKY蛋白序列进一步筛选。在 HMM配

置文件中，参数为默认值，截止值为 0.01，最后

去除 2种方法中的重复转录本后，获得目的基因。

基于北柴胡基因组注释信息，提取各 BcWRKY基

因的染色体定位信息，采用 TBtools 软件进行可

视 化 作 图 。 从 tair 数 据 库 （ https://www. 

arabidopsis.org/）中获取 71个 AtWRKY家族蛋白

序列，通过 TBtools软件 One Step Build a ML Tree

功能将北柴胡与 AtWRKY蛋白序列进行比对，并

采用最大似然法（maximum likelihood，ML）构建

发育树。 

2.3  BcWRKY 基因保守基序和基因结构分析及顺

式作用元件预测 

使用 MEME 数据库（https://meme-suite.org/ 

meme/）对 BcWRKY蛋白保守基序进行预测。通过

NCBI 网站 CDD 工具（https://www.ncbi. nlm. nih. 

gov/cdd）预测 BcWRKY蛋白结构域。使用 TBtools

软件将蛋白保守基序、保守结构域进行可视化。通

过 TBtools软件分别提取各个 BcWRKY基因位置信

息，并截取上游各 2 000 bp序列作为启动子区域，

通过植物护理数据库（https://www. plantcare.com）

预测相关顺式作用元件。 

2.4  BcWRKY 基因组内、组间共线性分析 

通过 TBtools 软件获取北柴胡染色体 ID 及长

度数据后，利用 TBtools插件 One Step MCScanX生

成 BcWRKY 基因间的共线性文件，并经 Advanced 

Circos 工具进行可视化处理。利用 TBtools 对北柴

胡与拟南芥全基因组进行比对分析，获得种间共线

性关系，并进行可视化处理。 

2.5  BcWRKY基因表达模式分析及 qRT-PCR 验证 

2.5.1  RNA提取及 cDNA合成  使用 411C-1型多
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酚多糖植物总 RNA 提取试剂盒分别提取 4 个实

验组以及野生种柴胡根部的总 RNA，并使用

HiScript® Ⅲ RT SuperMix for qPCR（gDNA wiper）

试剂盒进行反转录得到 cDNA。从北柴胡与拟南

芥的进化树中选取与拟南芥干旱、高低温胁迫响

应基因的 BcWRKY中置信度较高的 9个北柴胡同

源基因，利用 QuantStudio5实时荧光定量 PCR仪

进行表达模式分析，荧光定量反应体系 20 μL：dd 

H2O 7 μL； PowerTrackTM SYBR Green Master 

Mix10 μL；上、下引物各 1 μL；Cdna 1 μL。反应

程序：95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 15 s，58 ℃

退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，40个循环数。内

参基因为 EF-1α，引物序列信息见表 1。每个样品

做 3个生物学重复。 

2.5.2  数据处理  统计 qRT-PCR数据，通过 2−ΔΔCt 

算法计算基因相对表达水平情况，并用GraphPad软

件进行单因素方差分析及绘制柱状图。使用 ChiPolt

网站（https://www.chiplot.online）做热图。 

表 1  BcWRKY 基因引物序列 

Table 1  Primer sequences of BcWRKY genes 

基因名称 正向引物（5’→3’） 反向引物（5’→3’） 

BcWRKY6 GCCAGCGACAACCACCA CTATGGGGCTGTGGCTCC 

BcWRKY9 ATCCGACCCATTTCGTAGTG TGGGCATCGCTGGACTC 

BcWRKY10 GCACCTGGAACATCGGC TCCCCCTTCCCCCTCTG 

BcWRKY11 TCAGAAACTTGTCAGGGGGA TGTGAGCAACCGTCCGTG 

BcWRKY22 GTCGGACAGCGATTGGG AAGAAAGCGGGGAAGCAA 

BcWRKY25 AGGCACCTGGAACATCGG CCTCCCCCTTCCCCCTC 

BcWRKY36 GTCGTGGAAGGAACAAAGCA TGCTAACCGTCCTGACTGGG 

BcWRKY42 GTGAAGCCAGAGAAGGGGTTA TTGGATGGGCATACTTGTTTG 

BcWRKY75 AATCAATGTCCACCCAAAAAA CCTGATAAGACTGTGGGGCA 

EF-1α GAAGGTGACAACATGATTGAGG TGAAGAGGGAGACGAAGAGGTT 

2.6  蛋白互作预测分析 

基于课题组前期研究，发现β-芳樟醇合成酶“（β-

AS9、β-AS11）为柴胡皂苷合成途径中活性较为显

著的关键酶[28]，利用 TBtools 软件提取上游 2 000 

bp序列。随后通过 PlantCare数据库（https://www. 

plantcare.co）预测这些启动子区域内的顺式作用元

件。使用 AlphaFold3（https://alphafoldserver.com/）

预测 BcWRKY 中积极响应相关调控蛋白与上述关

键结构基因的启动子区域之间的相互作用，使用

AlphaFold 3（https://alphafoldserver.com）预测蛋白

互作，并用 PyMOL3.1“（Schrödinger，美国）进行蛋

白互作结构可视化和互作位点分析。 

3  结果与分析 

3.1  BcWRKY 基因家族成员的鉴定及成员系统进

化分析与染色体定位 

对北柴胡全基因组序列进行生物信息学分

析，成功鉴定出 90 个 BcWRKY 基因，并将这些

基因命名为 BcWRKY1～BcWRKY90。将鉴定出来

的 90 个 BcWRKY 基因与拟南芥 AtWRKY 基因采

用最大似然法构建了系统发育树（图 1），并根据

序列特征将其划分为 4 个主要亚群（Group Ⅰ～

Ⅳ ）。 Group Ⅰ 亚 群 包 括 了 AtWRKY1/4 、

BcWRKY25/31等，其共同特点为都含有 N端和 C

端 2个 WRKY 结构域，以及 C2H2型锌指基序。

Group Ⅱ亚群包括 AtWRKY40/33、BcWRKY12/19

等。Group Ⅱ亚族成员只含一个 WRKY结构域和

C2H2型锌指基序。Group Ⅲ亚族以北柴胡的基因

为主，包含 BcWRKY42/56等。该亚族共有特征为

1个 WRKY结构域加上 C2H2型锌指基序。Group 

Ⅳ亚群大多数为北柴胡基因，包含 BcWRKY63/71

等，拟南芥的同源基因较少。 

通过对 BcWRKY 家族的染色体定位分析表明

“（图 2），所有 BcWRKY基因均分别定位到北柴胡的

染色体上。但基因在染色体上的分布呈现明显的不

均匀性。其中，ChrA01、ChrA02、ChrA03上分布

的 BcWRKY基因数量较多，而其他染色体上的基因

数量相对较少。多个染色体上均出现多个 BcWRKY

基因紧密排列的现象。 

3.2  BcWRKY 基因家族保守基序和基因结构分析

及顺式作用元件预测 

为了进一步解释 BcWRKY 基因家族结构多样

性与进化关系，利用 MEME 在线数据库对北柴胡

BcWRKY 蛋白进行保守基序分析，共得到 10 个保

守基序“（图 3），所有BcWRKY均含有Motif1、Motif2、 
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图 1  BcWRKY、AtWRKY 基因家族蛋白系统进化分析 

Fig. 1  Phylogenetic analysis of WRKY gene family proteins in B. chinense and A. thaliana 

 

图 2  BcWRKY 基因家族染色体定位 

Fig. 2  Chromosomal localization of BcWRKY gene family  

 

图 3  Motifs 氨基酸分布情况 

Fig. 3  Amino acid distribution of Motifs 
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Motif3 且位置相对固定，表明这 3 个 Motifs 为

BcWRKY蛋白结构域中的核心基序，也从侧面佐证

了所筛选出的 90个 BcWRKY基因均属于 WRKY基

因家族。Motif 4、Motif5等特定基序仅在部分亚组

中出现。 

对 BcWRKY 启动子区域的顺式作用元件进行

了预测与分类统计，结果显示“（图 4），BcWRKY基 

 

图 4  BcWRKY 总顺式作用元件占比 

Fig. 4  Proportion of total cis-acting elements of BcWRKY 

因启动子中包含多种与环境响应、激素信号及生长

发育相关的顺式作用元件，各类元件占比存在明显

差异。其中，光响应元件占比最高为 37%，表明

BcWRKY基因的表达可能受到光照信号的调控；其

次为茉莉酸甲酯响应元件与水杨酸相应元件；此外，

还分布有少量脱落酸响应元件、赤霉素响应元件、

防御和胁迫响应元件、低温响应元件及分生组织表

达响应元件。对顺式作用元件预测“（图 5）发现，几

乎所有 BcWRKY基因均包含脱落酸和光响应元件，

且个数较多“（通常 2～10个），构成了启动子的基础

结构。激素响应类元件分布也较为广泛，大多数基

因中均存在 ABA、茉莉酸等激素信号相关调控元

件。光响应元件主要集中分布在 BcWRKY17、

BcWRKY25等部分基因中。此外，不同 BcWRKY基

因在胁迫响应元件的分布上表现出明显差异：如

BcWRKY15、BcWRKY24 等基因含有较多的胁迫

 

图 5  BcWRKY 基因家族顺式作用元件预测 

Fig. 5  Prediction of cis-acting elements of BcWRKY gene family 
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相关元件，而 BcWRKY19 等少数基因所含胁迫元

件较少，表明其在胁迫响应功能上可能存在分化。

由图 6可知，WRKY结构域在基因序列中的位置高

度集中，且多数位于编码区的中后段，长度均为

60～80 aa；且同一亚族的 BcWRKY的基因结构域较

为一致，并无长度或位置差异；没有 BcWRKY基因

缺失 WRKY 结构域，只有少数基因的结构域长度

略短。 

所筛选出的 90 个 BcWRKY 基因结构多数内

含子长度较短，大多数外显子数为 2～3个，部分

BcWRKY基因含 4～5个外显子，多数 BcWRKY基

因含短片段的 5′和 3′ UTR，只有少数 BcWRKY基

因的 UTR长度较长，且 UTR的保守性低于 CDS

区域。 

3.3  BcWRKY 种内及种间共线性分析 

利用 TBtools 对北柴胡进行种内共线性分析

（图 7），共鉴定出 107 对共线性基因，证明

BcWRKY 基因在北柴胡基因组内存在广泛的共线

性关系。基因密度直方图与 GC 含量直方图部分

区域基因密度较高且 GC含量偏移显著，Circos图

中可看出 BcWRKY基因多分布于基因密度相对较

高的区域，证明 BcWRKY在基因组中较为富集。

所有基因复制对均受纯化选择作用，且大多数基

因对 Ka/Ks值集中于 0.10～0.55且 Ks普遍高于 Ka，

表明该基因家族核心功能高度保守，有 6 对基因

Ka/Ks值大于 1，证明该基因家族存在潜在功能分

化迹象。 

为探究 BcWRKY 家族的演化起源及功能挖掘

提供直观的基因组关联依据，利用 TBtools 进一步

对北柴胡与拟南芥进行种间共线性分析“（图 8），结

果表明拟南芥中大多数基因对应北柴胡中多个基

因，这种现象表明，北柴胡作为药用植物，可能更

 

图 6  BcWRKY 基因家族保守基序、保守结构域和基因结构分析 

Fig. 6  Analysis of conserved motifs, conserved domains and gene structures of WRKY gene family 
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橙黄色线代表 BcWRKY有共线性；黄色和蓝色表示 GC 偏移量，G 大于 C 为蓝色，G 小于 C 则为黄色；黄色直方图代表基因密度；青色为

GC含量占比；BcWRKY1～90为染色体名称。红线表示 BcWRKY基因对，灰线表示其他同源基因对。 

The orange lines represent collinearity ofBcWRKYgenes; Yellow and blue indicate GC skew, with blue for G > C and yellow for G < C; The yellow 

histograms represent gene density; Cyan denotes the proportion of GC content; and BcWRKY1—90 refer to chromosome designations; The red lines 

indicate BcWRKY gene pairs, while the gray lines represent other homologous gene pairs. 

图 7  BcWRKY 基因家族的种内共线性分析 

Fig. 7  Intraspecific collinearity analysis of WRKY gene family in B. chinense 

 

 

红线表示 BcWRKY同源基因对，灰线表示其他同源基因对。 

The red lines represent pairs of BcWRKY homologous genes, and the gray lines represent other pairs of homologous genes. 

图 8  北柴胡 (A)、拟南芥 (B) WRKY 基因共线性分析 

Fig. 8  Collinearity analysis of WRKY genes between Bupleurum chinense (A) andArabidopsis thaliana (B) 

依赖少数核心转录因子来协调其根系发育与次生

代谢等核心过程，而拟南芥作为模式植物，通过基

因复制增强调控的多样性。 

3.4  BcWRKY 基因家族表达模式分析及验证及蛋

白互作预测 

选取 6个 BcWRKY基因在河南嵩县柴胡栽培

种与野生种中的表达差异，结果显示（图 9），

BcWRKY22、BcWRKY36、BcWRKY72在野生种中

的 表达量 极显著或显 著低于 栽培种； 而

BcWRKY25 在野生种中的表达量显著高于栽培

种。这一结果表明不同 BcWRKY基因在柴胡栽培

种与野生种中的表达具有特异性分化，部分基因

的表达差异可能与种质的人工驯化或环境适应性 

 

图 9  BcWRKY 基因在不同生境下的表达模式 

Fig. 9  Expression patterns of BcWRKY genes in different 

habitats 
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相关。从基因的进化树中选取与拟南芥干旱、高

低温胁迫响应基因的 BcWRKY 中置信度较高的 9

个同源基因（表 2），进行实时荧光定量 PCR 验

证。分析 BcWRKY 基因在对照组（CK）、干旱

（DM）、干旱＋高温（DH）、干旱＋低温（DL）处

理下的相对表达量，结果显示（图 10），多数

BcWRKY 基因在 DH 胁迫处理下表现出显著的表

达上调，BcWRKY9在所有胁迫处理中均表现出显

著的表达激活（P＜0.05），且 DH 处理下的上调

幅度最大；BcWRKY11、BcWRKY42、BcWRKY75均

仅在 DH处理下呈现显著的表达上调（P＜0.05），

其表达量显著高于其他胁迫处理组；BcWRKY36  

表 2  北柴胡与拟南芥同源 AtWRKY 同源基因及基因功能 

Table 2  AtWRKY homologous genes and gene functions 

拟南芥基因 北柴胡同源基因 基因功能 

AtWRKY22 BcWRKY6 调节水杨酸和茉莉酸途径之间的相互作用，以响应广泛的生物和非生物刺激 

AtWRKY71 BcWRKY9 AtWRKY61 为转录抑制因子。在植物的模式触发免疫（PTI）中发挥负调控作用，为植物在盐胁迫下完成

其生命周期提供了一种手段；在植物适应环境方面发挥着关键作用 
AtWRKY44 BcWRKY10 可能通过影响拟南芥的糖信号传导来调节干旱逃逸和耐旱性 
AtWRKY 1 BcWRKY11 AtWRKY1是植物中 WRKY转录因子的成员，参与抗病性、非生物胁迫、衰老以及某些发育过程。在干旱

胁迫下基因表达和气孔闭合中的作用 
AtWRKY29 BcWRKY22 在热应激下，AtBAG7被酰化、蛋白水解加工并从内质网易位到细胞核，在那里与 WRKY29转录因子发生

相互作用 
AtWRKY44 BcWRKY25 可能通过影响拟南芥的糖信号传导来调节干旱逃逸和耐旱性 

AtWRKY61 BcWRKY36 AtWRKY61 为转录抑制因子。在植物的模式触发免疫（PTI）中发挥负调控作用，为植物在盐胁迫下完成

其生命周期提供了一种手段;在植物适应环境方面发挥着关键作用 
AtWRKY 1 BcWRKY42 AtWRKY1是植物中WRKY转录因子的成员，参与抗病性、非生物胁迫、衰老以及某些发育过程。在干旱

胁迫下基因表达和气孔闭合中的作用 

AtWRKY1 BcWRKY75 WRKY1是植物中WRKY转录因子的成员，参与抗病性、非生物胁迫、衰老以及某些发育过程。在干旱胁

迫下基因表达和气孔闭合中的作用 

 

不同小写字母表示不同处理组间存在显著性差异（P＜0.05，单因素方差分析）。 

Different lowercase letters indicate significant differences among different treatment groups (P < 0.05, one-way ANOVA). 

图 10  BcWRKY 基因在不同处理下的表达模式 

Fig. 10  Expression patterns of BcWRKY genes under different treatments 
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在 DM、DH处理下的表达量均显著高于 CK（P＜

0.05），且 2 种胁迫处理间未表现出显著性差异。

BcWRKY10、BcWRKY25在 DH处理下均表现出显

著的表达上调（P＜0.05），但在其他胁迫处理下与

CK 无显著差异，进一步印证了 DH 处理对

BcWRKY基因的强诱导效应。 

3.5  蛋白互作预测分析 

通过 q-PCR筛选出积极响应水、热调控的 3个

BcWRKY基因“（BcWRKY10/42/75）与筛选出的柴胡

皂苷合成途径关键结构基因 β-AS9、β-AS11 的启动

子区域的顺式作用元件进行蛋白互作预测分析。结

果表明，BcWRKY75“（图 11-A）主要结合低温响应、

茉莉酸响应及光信号等元件，BcWRKY42“（图 11-B）

优先结合脱落酸响应、厌氧响应及低温响应等元

件，而 BcWRKY10“（图 11-C）则与厌氧响应、茉莉

酸响应及光响应等元件存在稳定互作。在水热复合

胁迫下，BcWRKY10/42/75 可能通过特异性结合 β-

AS9/11启动子的不同顺式作用元件，共同调控柴胡

皂苷的合成速率与积累模式，以提升植株对逆境的

适应能力。 

 

A-BcWRKY10；B-BcWRKY42；C-BcWRKY75。  

图 11  BcWRKY 蛋白互作预测 

Fig. 11  Prediction of BcWRKY protein interactions 

4  讨论 

本研究通过对北柴胡中 WRKY 的全基因组分

析，并进一步鉴定积极响应水、热胁迫信号变化的

关键 WRKY 基因，发现北柴胡基因组中 WRKY 家

族成员经历了较显著扩张，并广泛参与了非生物胁

迫响应，共存在 107对种内共线性基因，且与拟南

芥存在较为广泛的同源关系，证明 BcWRKY基因是

在北柴胡演化过程中逐渐形成的，并产生新的蛋白

功能以适应环境变化。也进一步表明 WRKY基因家

族的扩张主要因为全基因组复制和片段复制事件，

并伴随纯化选择部分基因。在干旱与高温复合胁迫

调控以及在栽培种与野生种间的表达模式存在分

化。蛋白互作预测结果中互作元件涵盖了激素响

应、非生物胁迫响应及光节律信号相关类型，与

qRT-PCR 筛选得到的 BcWRKY10/42/75 积极响应

水、热胁迫的结果较为一致，通过特异性结合 β-

AS9/11 启动子的顺式作用元件在转录水平调控柴

胡皂苷的合成，为解析非生物胁迫下柴胡皂苷合成

的转录调控网络提供了关键的结构生物学依据。 

基于本课题组前期关于干旱、温度及其复合胁

迫对北柴胡皂苷积累与基因表达影响的研究基础，

本研究完成了 BcWRKY 家族的全基因组鉴定与分

析，补充了BcWRKY基因的研究。北柴胡部分WRKY

基因在温度胁迫下表现出较为显著的表达差异，且

存在冷热胁迫特异性响应基因，这说明了北柴胡长

期适应复杂的生态环境的特性。此外，本研究将
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WRKY基因表达模式与启动子元件特征相结合，初

步构建了“ 元件-基因-胁迫响应”的关联模型，为环

境质控下北柴胡质量形成的分子机制提供理论依

据，同时为中药材的生态种植及质量稳定、可控提

供理论依据。 

与拟南芥、水稻等模式植物相比[29-30]，北柴胡

WRKY家族成员数量较多，且进化分析表明，该基

因扩张主要源于基因组复制事件并进行了强烈的

纯化选择。这可能是北柴胡作为药用植物，为适应

复杂环境并调控皂苷等多种次生代谢产物合成所

形成的一种进化策略。BcWRKY基因启动子区域富

集脱落酸“（ABA）和茉莉酸甲酯“（MeJA）响应元件，

这与已知的 ABA 和 MeJA 信号通路在介导干旱、

高温胁迫响应中的核心作用高度吻合 [25, 31-34]。

BcWRKY10/42/75 在干旱与高温复合胁迫下表达较

为显著。这与课题组前期发现的在特定胁迫下柴胡

皂苷含量显著变化以及部分合成酶基因上调表达

的结果相呼应[35]。推断这些受干旱与高温复合胁迫

强烈诱导的 BcWRKY 基因可能是连接胁迫信号与

皂苷生物合成调控网络的关键候选因子，现有研究

中，跨物种同源基因在调控作物产量与品质形成中

发挥作用，为推测 BcWRKY10/42/75 的潜在功能提

供了参考依据。如，柑橘 CrWRKY42可直接结合类

胡萝卜素合成基因及叶绿素降解基因的启动子并

激活其表达，协同调控果实着色 [36]。马铃薯

StWRKY75 作为热胁迫正向调控因子，其过表达可

显著改善高温下的株高、块茎重及光合效率[37]。进

一步表明，BcWRKY10/42/75 具有潜在调控逆境适

应性与产量品质形成的能力。BcWRKY22/42/75 在

栽培种与野生种间的表达差异，进一步证明这些基

因的表达模式可能在北柴胡的人工驯化或生态适

应过程中被选择，为分子标记辅助育种改良柴胡抗

逆性与品质提供了新的候选靶点。 

尽管本研究发现了多个受干旱高温胁迫显著

诱导的 WRKY 候选基因，如 BcWRKY10/42/75，特

别是其启动子区富集多种逆境与激素响应元件的

特征，但仍然缺乏这些基因与柴胡皂苷合成通路关

键酶基因之间直接调控关系的实验证据。但不可否

认的是，本研究系统揭示了北柴胡 WRKY 家族在

基因组扩张、进化保守性及胁迫响应表达模式方面

的特征，为解析柴胡皂苷积累与环境胁迫之间的转

录调控机制提供了潜在调控靶点。在今后的研究

中，围绕关键候选 BcWRKY基因开展功能验证，对

阐明柴胡次生代谢的环境响应网络具有重要理论

意义，也为通过分子育种提升柴胡药材的抗逆性与

品质形成提供了关键基因资源与实验支撑。 
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