
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 51 卷 第 21 期 2020 年 11 月 • 5590 • 

丹参转录因子 SmWRKY14 基因的克隆及表达分析 
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摘  要：目的  克隆丹参 Salvia miltiorrhiza 转录因子基因 SmWRKY14，分析其在不同组织及应答环境因子和植物激素

过程中的表达特征。方法  以丹参转录组数据中 Unigene（c50007_g1）序列为参考，利用 PCR 扩增获得 SmWRKY14 基因

序列。通过生物信息软件及在线工具预测基因编码蛋白的理化性质、蛋白质结构等分子特征，采用 DNAMAN 和 MEGA 6.0
分别进行氨基酸多序列比对和进化树构建，运用实时荧光定量 PCR 检测该基因的表达模式。结果  克隆得到 SmWRKY14
基因 cDNA 全长 1 103 bp，编码 244 个氨基酸，相对分子质量 27 600，等电点 8.19。该蛋白含有 WRKY 特征基序，不含信

号肽及跨膜结构域，其高级结构主要由无规卷曲构成。进化树分析表明 SmWRKY14 蛋白与柿 WRKY14 蛋白的亲缘关系最近。

SmWRKY14 基因在丹参中各器官中为组成型表达，且该基因与丹参酮合成关键酶基因DXS、GGPPS、CPS 的表达模式相似，且

受茉莉酸甲酯、脱落酸、赤霉素等植物激素及机械损伤的强烈诱导。结论  获得丹参 SmWRKY14 基因序列、生物信息及表达特

征，为研究 WRKY 家族成员调控丹参酮类化合物的合成、应答植物激素及参与防御反应的分子机制提供理论依据。 
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Abstract: Objective  To clone a WRKY protein gene SmWRKY14 with full length cDNA from Salvia miltiorrhiza and carry out 
bioinformatics and expression analysis in different tissues and response to environmental factors and phytohomone. Methods  The 
PCR was preformed based on the sequence of Unigene (c50007_g1) searched from our transcriptome database, and characteristics of 
physiochemical properties, conserved domains and structure prediction of the protein were determined using a series of bioinformatics 
tools. The analyses of multiple alignment and phylogenetic tree were performed using DNAMAN and MEGA 6.0, respectively. 
Real-time quantitative PCR was used for gene expression analysis. Results  In this study, the full length cDNA of SmWRKY14 was 
1103 bp in size, encoding a 244-aa protein with a molecular weight of 27.6 KDa and an isoelectric point of 8.19. SmWRKY14 was an 
unstable hydrophilic protein containing characteristic and conserved WRKY domain without signal peptide or transmembrane domain. 
The main secondary structure of the amino acid sequences was random coil. Moreover, multiple sequence alignments and phylogenetic 
trees showed that SmWRKY14 protein had high homology with WRKY14 of Diospyros kaki. Quantitative real-time PCR indicated 
that SmWRKY14 constitutively expressed in the roots, stems, leaves and flowers of S. miltiorrhiza and was strongly induced by 
methyl jasmonate, abscisic acid, gibberellins, and mechanical wound, which indicated  
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SmWRKY14 could participate in regulation of biosynthesis of tanshinones and defense process. Conclusion  The gene sequences of 
SmWRKY14 was successfully cloned and the bioinformatics and expression pattern analysis was carried out, which will provide a foundation 
for further research on the molecular mechanism of regulation of tanshinones synthesis and response to defense process in S. miltiorrhiza. 
Key words: WRKY gene; sequence analysis; expression pattern; PCR; Salvia miltiorrhiza Bge. 
 

丹参 Salvia miltiorrhiza Bge. 是我国重要的药

用植物之一，属唇形科鼠尾草属，其根和根茎可入

药[1-2]。丹参含有丰富的活性成分，以丹参酮 IIA、

丹参酮 I 等为代表的丹参酮类化合物被广泛应用于

心脑血管疾病、炎症甚至癌症的治疗[3-5]。作为“模

式药用植物”，丹参基因组及多个转录组数据被报

道，其遗传背景逐步解析。在此基础上，大量丹参

酮和丹酚酸合成途径上关键酶基因被克隆[6-10]，多

个具有调控功能的转录因子家族如 MYB、bHLH、

SPL 等被报道[11-14]，这些研究成果为运用分子生物

学技术调控丹参的次生代谢过程提供了研究依据。 
植物特有的 WRKY 转录因子家族参与调控植

物响应多种环境因子及生物胁迫，例如干旱、高温、

盐胁迫、病虫害入侵等生理过程[15-16]。WRKY 转录

因子家族最重要的结构特点是含有保守的 DNA 结

合区域，该结构域由大约 60 个保守的氨基酸序列

组成，其中由 WRKYGQK 构成 WRKY 的核心保守

区[17]。并且，WRKY 蛋白能够特异识别并结合基因

启动子区域的顺式所用元件 W-box 发挥其转录调

节作用[16,18]。 
Ishiguro 最先从红薯中克隆 WRKY 基因[19]，随

后，绿藻、苔藓、拟南芥、玉米、水稻、葡萄、番

茄、大豆等多种植物的 WRKY 基因纷纷报道[20-26]。

研究表明，WRKY 基因能够响应环境中生物因子和

非生物因子的胁迫。过表达 GmWRKY27 基因的拟

南芥耐寒性显著提高；过表达 GmWRKY54 显著提

高了拟南芥对盐胁迫和干旱的耐受力 [27]。同时

WRKY 基因还参与植物响应 UV-B、强光照等非生

物胁迫[28-29]。另外，WRKY 基因在植物次生代谢产

物合成和植物的防御反应中发挥调控作用。例如，

棉花中 WRKY1 参与棉花中棉酚的合成[30]；长春花

WRKY1 参与长春花碱的合成 [31] ；烟草中的

WRKY6 则参与挥发性萜类物质的合成，可能与防

御过程相关 [32]；辣椒中的 WRKY40 参与抵御

Ralstonia solanacearum 入侵的过程 [33]。此外，

WRKY 基因也参与调控种子萌发、开花、果实成熟

等发育过程[34-37]。 
为研究转录因子 WRKY 在丹参次生代谢合成

以及应答环境胁迫中的功能，本研究在对丹参进行

转录组测序的基础上[38]，经分析比对获得 unigene 
c50007_g1。以此序列为模板设计引物，克隆得到

丹参WRKY基因 cDNA序列，命名为 SmWRKY14，
并对其编码蛋白理化性质、蛋白结构、进化树等进

行生物信息学分析，并对其在丹参不同部位以及不

同处理下的表达模式进行研究，为进一步深入研究

该基因功能提供研究依据。 
1  材料 

丹参种子采自陕西省植物研究所药用植物园，

经陕西省西安植物园黎斌副研究员鉴定为唇形科

鼠尾草属植物 S. miltiorrhiza Bge. 的种子。 
pMD-19T Simple载体购自大连TaKaRa生物公

司，DH5α 为实验室保存。植物 Total RNA 提取试

剂 RNAiso for Polysaccharide-rich Plant Tissue、反转

录试剂盒 PrimeScript™ II Reverse Transcriptase、T4 
DNA 连接酶购自宝生物工程（大连）有限公司

（TaKaRa）；FastStart Universal SYBR Green Master，
购自上海罗氏制药有限公司；质粒提取试剂盒购自

OMEGA Engineering，Inc.；普通琼脂糖凝胶 DNA
回收试剂盒、高纯度质粒大提试剂盒购自天根生化

科技（北京）有限公司。 
2  方法 
2.1  植物材料 

将种子置于铺湿滤纸的培养皿上萌发，之后转

入培养基质（蛭石∶草木灰 1∶1.5）中进行培养，

培养条件：每日光照 16 h，温度（25±2）℃；光

照强度 2 000 lx；湿度 80%；黑暗 8 h，温度（25±
2）℃，湿度 60%。培养 30 d 后的丹参幼苗用于

核酸提取及赤霉素（GA3）、脱落酸（ABA）、机

械伤害、茉莉酸（JA）处理[39]。丹参根、叶、茎、

花组织取自温室培育的两年生丹参植株，采集后

立即用液氮速冻；将根组织的周皮、韧皮部及木

质部分离，立即液氮速冻；将速冻的植物材料放

在−80 ℃冰箱保存。 
2.2  总 RNA 提取与反转录 

按照 RNAiso Plus 植物总 RNA 提取试剂盒

（TaKaRa 公司，中国）说明书所述方法提取丹参根、
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茎、叶、花等各组织总 RNA，利用 NanoDropTM 
2000c 分光光度计（Thermo Fisher 公司，美国）检

测所提总 RNA 的浓度与纯度；将样品总 RNA 按照

PrimeScript™ II Reverse Transcriptase 反转录试剂盒

（TaKaRa 公司，中国）进行 cDNA 第一链的合成。 
2.3  SmWRKY14 基因的克隆 

搜索实验室保存的丹参转录组数据库中的序

列信息获得 1 条 Unigene（c50007_g1），经比对为

丹参 WRKY 家族基因。在 Unigene c50007_g1 的

ORF 两端设计扩增完整编码区的引物，上游引物

SmWRKY-F ：5’-ATGTCTGATGCAGACAATTAC- 
AAGA-3’，下游引物  SmWRKY-R：5’-TGGGT- 
GTTGAAGAAAAGATGAA-3’。以丹参叶片 cDNA
为模板，扩增 SmWRKY14 基因全长。PCR 反应程

序为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，58 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，35 个循环；72 ℃延伸

10 min；反应结束后进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

用普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 [天根生化科

技（北京）有限公司，中国] 回收目的条带，并将

其连接 pMD19-T simple 载体（TaKaRa 公司，中国）

后转化至大肠杆菌 DH5α，挑取阳性克隆进行 PCR
验证，无误后送至上海生工测序公司测序。获得的

序列经过拼接、比对，获得基因全长序列信息。 
2.4  SmWRKY14 基因生物信息学分析 

利用 DNAMan 软件将测序所得 SmWRKY14
核酸序列翻译成氨基酸序列，并用 DNAStar 软件及

ProtParam 分析核酸及氨基酸序列的组成成分、理

化性质。利用 Blast（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）
和 Clustal W2（http://www.ebi.ac.uk/）进行氨基酸序

列的同源性比对；利用 Signal P 和 TMHMM 分析蛋

白的信号肽及跨膜结构域；利用 SOPMA 和

SWISS-MODEL 分析预测蛋白质的二级、三级结

构。运用 MEGA 6.0 软件采用相邻连接法

（Neighbour-Joining）构建多种植物 WRKY 蛋白的

分子进化树。 
2.5  SmWRKY14 基因表达模式分析 

提取丹参各组织器官以及赤霉素、脱落酸、茉

莉酸甲酯、伤害处理后的 RNA，经过反转录后用作

实时荧光定量 PCR 反应的模板。实时荧光定量 PCR
反应体系 20 μL 中包含 10 μL FastStart Universal 
SYBR Green Master Mix（Roche 公司，美国），5 μL
稀释后 cDNA 模板，3 μL H2O，以及待扩增基因上

下游引物各 1 μL （10 mmol/L）；反应条件为 95 ℃

预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃、1 min，循

环 40 次。以丹参 β-actin 基因（注册号 DQ243702）
作内参基因检测丹参 SmWRKY14 基因在不同样本

中的表达量，每个反应组设置 3 个平行。数据根据

2−△△Ct 法进行分析处理，用 SPSS 12.0 软件进行统

计分析。 
3  结果与分析 
3.1  SmWRKY14 基因克隆及测序 

提取新鲜的丹参叶片 RNA 并反转录成 cDNA，

以此为 PCR 扩增模板用引物 SmWRKY-F/R 进行扩

增，将扩增产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，获

得大小约为 700 bp 的特异条带（图 1），将该电泳

条带进行切胶回收后测序。测序结果去除引物序列

获得大小为 732 bp 的片段，经比对命名为

SmWRKY14。 

 
M-Marker  1～3-SmWRKY14 基因开放读码框扩增产物 
M-Marker  1—3-PRC products of ORF of SmWRKY14 

图 1  SmWRKY14 开放读码框扩增产物 
Fig. 1  PCR amplification of ORF of SmWRKY14 

3.2  SmWRKY14 蛋白理化特性 
经 DNAstar 软件及在线工具 ProtParam 预测，

SmWRKY14 蛋白分子式为 C1226H1845N335O371S11，

由 244 个氨基酸组成，相对分子质量为 27 600，
理论等电点（PI）为 8.19。SmWRKY14 蛋白含有

28 个碱性氨基酸和 26 个酸性氨基酸，分别占

11.5%和 10.6%，色氨酸、脯氨酸和赖氨酸出现频

率最高，分别为 0.6%、9.4%和 7.8%。SmWRKY14
蛋白含 63 个疏水性氨基酸和 80 个极性氨基酸，

蛋白表面带正电荷。SmWRKY14 蛋白总平均疏水

性（GRAVY）为−0.827，脂肪系数为 46.63，蛋

白不稳定指数（instability index II）为 68.07，提

示 SmWRKY14 蛋白在细胞内为不稳定的亲水性

蛋白。 
3.3  SmWRKY14 蛋白结构域及高级结构预测 

运用在线工具 SMART 分析 SmWRKY14 氨基

M     1    2     3  

 
500 bp 

1 000 bp 
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酸序列，发现其在 124～183 位具有典型的 WRKY
结构域，序列中含有 WRKY 家族保守的核心序列

WRKYGQKAVKN，属于 I 类 WRKY 亚家族成员。

CDD 数据库检索结果显示，WRKY14 基因属于

WRKY 家族成员，同时 Pfam 在线工具分析结果显

示，该蛋白包含 1 个 WRKY DNA 结合区。此外，

用 Signal P 在线工具对其信号肽进行分析，获知该

蛋白不存在信号肽；且 TMHMM 分析结果显示

SmWRKY14 蛋白不存在跨膜结构。 
为进一步研究 SmWRKY14 蛋白的高级结构，

利用在线工具 SOPMA 和 SWISS-MODEL 进行预

测。预测结果显示，SmWRKY14 蛋白的二级结构

中含有 α 螺旋、β 折叠和无规卷曲，分别占比例

23.05%，17.28%、56.38%。其三维立体结构模型显

示（图 2），SmWRKY14 折叠形成包围空间可以与

DNA 特异序列结合，并且存在与锌离子配位结合的

区域。 

 

图 2  基于 SWISS-MODEL 的 SmWRKY14 蛋白三维建模 
Fig. 2  Three-dimensional structure of deduced 
SmWRKY14 protein via SWISS-MODEL 

3.4  SmWRKY14 基因同源性及系统进化分析 
通过DNAMAN软件对已报道的WRKY基因编码

蛋白序列进行多序列同源性比对，结果显示

SmWRKY14蛋白具有高度保守性（图3）。SmWRKY14
与烟草 WRKY 蛋白（XP_009615724.1）、马铃薯蛋白

WRKY（XP_006348957.1）以及番茄 WRKY 蛋白

（XP_015080936.1）同源性最高，为 84.15%；与牵牛

WRKY 蛋白（XP_019159311.1）、独脚金 WRKY 蛋白

（GER53391）和莲WRKY 蛋白（XP_010275648.1）的

同源性分别为80.23%、79.78%、74.19%。 
进一步运用 MEGA 6.0 软件，采用邻接法

（Neighbour-joining，NJ）构建 SmWRKY14 蛋白与其

他 8 种已注册植物的 WRKY14 蛋白的进化树。结果

显示（图 4），SmWRKY14 蛋白与柿 Diospyros kaki 
Thunb. WRKY14 蛋白亲缘关系最近；并且与罗汉果

Siraitia grosvenorii (Swingle) C. Jeffrey ex Lu et Z. Y. 
Zhang 、 陆 地 棉 Gossypium hirsutum L. 、 菊

Chrysanthemum morifolium Ramat.、黄花蒿 Artemisia 
annua L. 等植物的 WRKY14 蛋白同属一支。 
3.5  SmWRKY14 基因表达模式 

进一步利用实时荧光定量 PCR 检测了

SmWRKY14 的表达模式，结果显示，SmWRKY14
基因在丹参根、茎、叶和花中均有表达（图 5-A），

其中以根中表达最高。进一步在根的木质部、韧皮部

和周皮组织中检测 SmWRKY14 基因的表达量，结果

显示在韧皮部中，该基因表达丰度最高，且与其他部

位有显著差异，提示其具有调控丹参酮合成的基础。 
    18丹参WRKY14
    50烟草WRKY( XP_ 009615724)
    44马铃薯WRKY(XP_006348957)
    44番茄WRKY( XP_ 015080936)
    40牵牛WRKY(XP_019159311)
    80独脚金WRKY( GER53391)
    57莲WRKY(XP_010275648)
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图 3  SmWRKY14 蛋白多重序列比较分析 
Fig. 3  Multiple sequence alignment of SmWRKY14 and other WRKY proteins 
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图 4  SmWRKY14 与其他 WRKY 家族蛋白进化树 
Fig. 4  Phylogenetic tree between SmWRKY14 and other 
WRKY family protein sequences 

同时，SmWRKY14 受到植物激素的强烈诱导（图

5-B），例如茉莉酸甲酯、脱落酸、赤霉素等，同时也

受机械损伤的诱导表达，表明 SmWRKY14 基因参与

丹参植物激素应答和防御过程，同时也提示

SmWRKY14 有可能参与茉莉素与其他植物激素代谢

调控网络的交互调控（Cross-talking），显示出十分重

要的生理功能。此外，SmWRKY14 基因与丹参酮合

成途径关键酶基因 DXS、FPPS、GGPPS、CPS、KSL
在组织器官和不同诱导下的表达模式相似（图 5-C），
提示 SmWRKY14 与酶基因之间有潜在相关性。 

 
A-SmWRKY14 基因在不同组织器官中的表达模式  B-SmWRKY14 基因在不同处理下的表达模式  C-SmWRKY14 基因与 DXS、GGPPS 和 CPS
表达模式的一致性  不同字母表示差异显著，P＜0.05 
A-Expression pattern of SmWRKY14 in different tissues  B-Expression pattern of SmWRKY14 under different treatments  C-Expression consistence of 
SmWRKY14 and DXS, GGPPS, and CPS. Different letter represents significant difference, P < 0.05 

图 5  SmWRKY14 基因表达模式 
Fig. 5  Expression pattern of SmWRKY14 
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4  讨论 
WRKY 基因家族是植物特有的一类转录因子

家族，参与植物的防御、抗逆、发育等生理过程调

控，其家族成员众多，功能各异。菊花中 CmWRKY1
和 CmWRKY10 参与调节菊花耐旱性：在菊花中过

表达 CmWRKY10 基因后诱导干旱相关基因表达；

而 CmWRKY1 基因通过诱导 ABA 信号通路中的

PP2C、ABI1、MYB2、PYL2 等基因参与调控菊花

耐 旱 过 程 [40-41] 。 BcWRKYII 、 GhWRKY17 、

GsWRKY15 等基因分别提高了棉花、苜蓿对高盐的

耐受性[42-44]。茶树的 CsWRKY2 基因通过调控植物

ABA 信号，参与对冷胁迫的调控；在拟南芥中过表

达葡萄 VpWRKY1 和 VpWRKY2 基因能提高拟南

芥对冷的耐受，其中 VpWRKY2 还能提高拟南芥对

盐胁迫和霜霉病害的抗性[45-46] 。 
众多 WRKY 家族成员的报道中，关于

WRKY14 基因功能的研究较少。在水稻衰老过程

中，WRKY14 基因作为关键成员参与了甲醇诱导的

色氨酸及色氨酸衍生物的代谢过程 [47]；棕榈的

WRKY14 基因在害虫 Rhynchophorus ferrugineus 的
啃噬后被显著诱导，推测该基因参与棕榈的防御反

应[48]；这些结果显示 WRKY14 基因可能参与植物

的衰老过程及防御应答。Li 等[49]基于丹参基因组数

据发现 SmWRKY 家族基因成员众多，表达模式及

响应模式都各不相同；茉莉酸甲酯处理后的转录组

分析表明，9 条 SmWRKY 基因可能参与丹参酮合

成过程[50]；Cao 等[51]发现 SmWRKY1 在茎叶中表

达量高，且调节丹参酮合成途径 DXR 基因的表达

从而调控丹参酮合成过程；然而 SmWRKY14 基因

的功能尚未见报道。 
本研究以前期实验室测序获得的转录组数据

为基础，克隆了 SmWKRY14 基因。该基因全长 732 
bp，其编码蛋白序列含有 244 个氨基酸，包含 C2H2
型 WRKY 保守结构域，与陈尘[39]基于丹参基因组

数据库的预测基本一致。利用生物信息学工具预测

丹参 WRKY14 为不稳定亲水蛋白，不含信号肽，

为非跨膜蛋白，符合其作为转录因子调控基因表达

的基本特征。进一步，利用 Realtime PCR 分析其表

达模式，结果显示 SmWRKY14 基因在丹参酮合成

部位韧皮部中表达最丰，并且与丹参酮合成途径关

键酶基因 FPPS、GGPPS、CPS 和 KSL 等的表达具

有相关性；推测其与丹参酮合成的调控相关。此外，

SmWRKY14 基因受多种植物激素诱导表达，其可能

参与茉莉酸、水杨酸等应答信号通路，提示该基因具

有应答植物激素的诱导并调控丹参次生代谢合成、抗

逆、衰老等生理过程的潜在基础。 
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