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烟草 WRKY8 基因的克隆与表达分析 
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摘 要：利用数据库资源和 RT–PCR技术获得烟草WRKY8基因，序列分析表明，该基因包含 1 551 bp 的开放阅读

框，编码516个氨基酸。基因编码的蛋白含有 2个WRKY结构域，其锌指结构类型为C2H2(C–X4–5–C–X22–23–H–X1–H)。

推测其可能定位于细胞核并具有复制转录及调控的功能，从而参与对植物生长发育和胁迫应答的调节。RT–PCR 结

果表明，NtWRKY8基因受低温诱导表达。 
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Abstract：In this paper, the NtWRKY8 gene was cloned from Nicotiana tabacum L. based on the database resources and 
RT–PCR technology. Sequence analysis showed that NtWRKY8 gene contained a complete ORF, which was 1 551 bp and 
encoded a protein of 516 amino acid residues. The WRKY8 protein had two conserved WRKY domains, and the 
zinc-finger structure was C2H2 (C–X4–5–C–X22–23–H–X1–H). Functional analysis indicated that this protein was probably 
located in the nucleus and had functions in replication, transcription and regulatory, and consequently could regulate the 
growth, development and response to stress in plants. The RT–PCR experiment showed that the relative expression of 
NtWRKY8 gene was induced under low-temperature treatment. 
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植物转录调节因子WRKY基因家族因其在 N–
端含有由 WRKYGQK 组成的高度保守的氨基酸序
列而得名。根据 WRKY 结构域的数量及其锌指结
构的特征，将WRKY蛋白质家族分为3个亚家族[1]：

第 I类包含 2个WRKY结构域，锌指结构为 C2H2 

(C–X4–5–C–X22–23–H–X1–H)；第 II 类含有 1 个
WRKY结构域，其锌指结构也为 C2H2；第 III类含
有 2个WRKY结构域，但锌指结构为 C2HC (C–X7– 
C–X23–H–X1–C)。首个WRKY转录因子由 Ishiguro
等[2]于 1994年从白薯中克隆得到，随后从拟南芥、

水稻、大麦、大豆、黄瓜和香蕉等植物中被相继分

离 [3–6]。研究表明，WRKY 转录因子能够与

TTGACC/T序列(W盒)发生特异性结合，调节启动
子中含 W 盒元件的调节基因的表达，从而参与多

种生物及非生物逆境激发的应激反应[7]，其中，Zn2+

等金属离子的参与和磷酸化作用等利于 WRKY 转
录因子与 W盒的结合[8]。有关烟草中 WRKY转录
因子的研究表明，烟草 WRKY 也不同程度地参与
虫害、TMV等[9–10]生物胁迫与创伤、干旱、SA等[11–14]

非生物胁迫应答反应。笔者采用电子克隆的方法，
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获得烟草 WRKY8 的全长序列，利用生物信息学软
件对其所编码的蛋白质的性质、结构及功能进行了

预测，并对其在低温诱导下的基因表达进行了研

究，现将结果报道如下。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

烟草品种 NC89、大肠杆菌 DH5α 等为湖南省
农业生物工程研究所保存；LA Taq HS DNA聚合
酶、dNTP、DNA marker、pMD18–T 载体等购自
TaKaRa公司；DNA纯化回收试剂盒购自北京天根
生化科技有限公司；TRIZOL 试剂、M–MLV 反转
录酶等购自 Invitrogen公司。 

1.2 方 法 

1.2.1 烟草 WRKY8 基因的电子克隆 

以马铃薯 StWRKY8 序列 (NCBI 登录号：
AB445390)为靶序列，BLAST比对烟草的 EST序列
数据库，获得高同源性的 EST序列，利用 DNAMAN
软件进行序列的拼接组装。以拼接好的序列为靶序

列，进行烟草 EST序列数据库的比对、拼接、组装，
不断重复以上过程，直至没有更多的重叠 EST序列
被 BLAST比对出来。 

1.2.2 烟草 RNA 的提取和 cDNA 的合成 

烟草种子置于人工气候培养箱(27 ℃，光照 14 h，
黑暗 10 h)培养约 30 d。按照 TRIZOL试剂说明书提
取烟草叶片 RNA，用 DNase在 37 ℃条件下消化 30 
min，反转录为 cDNA。反转录的反应体系为 20 μL：
RNA 8 μL，Oligo dT(0.5 μg/mL) 1 μL，dNTPs(10 
mmol/L) 1 μL，DEPC水 3 μL，65 ℃变性 5 min，
迅速在冰上冷却 1 min，稍微离心，加入 5× 
First–Strand Buffer 4 μL，DTT(0.1 mol/L) 1 μL，
RNaSin 1 μL，M–MLV(200 U/μL) 1 μL。反应条件：
37 ℃反应 50 min，70 ℃处理 15 min。反转录产物
在–20 ℃保存备用。 

1.2.3 目的基因的克隆及测序 

利用DNAMAN设计引物WRKY8–F：TCATCC 
ACTCCCACAAAG和WRKY8–R：TCAGCAGAGC 
AATGTCTCCATA，利用 LA Taq HS DNA聚合酶进
行 PCR扩增。PCR反应体系为 20 μL：10×LA Taq 

PCR Buffer 2 μL，dNTP(2.5 m mol/L) 4 μL，LA Taq HS 
(5 U/μL) 0. 2 μL，cDNA 1 μL，WRKY12–F(10 μ mol/L) 
0.5 μL，WRKY12–R(10 μ mol/L) 0.5 μL，ddH2O 11.8 
μL。PCR反应程序：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性
30 s，58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 15 min，30个循环；
最后 72 ℃延伸 10 min。PCR产物于 1%琼脂糖凝胶
电泳检测，扩增产物利用回收试剂盒回收，回收产

物与 pMD18–T 载体进行连接，获得的阳性克隆送
北京六合华大基因科技股份有限公司测序。 

1.2.4 序列分析 

运用 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)进行
BLAST比对和基因编码区的预测；利用 DNAMAN
构建进化树；利用 ProtParam工具(http://web.expasy. 
org/protparam/)分析 NtWRKY8 的理化性质；使用
TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)
对 NtWRKY8蛋白进行跨膜区分析；使用 PROSITE
数据库(http://prosite.expasy.org/scanprosite/)进行结
构域及翻译后修饰位点的预测；使用 PORTER服务
器 (http://distill.ucd.ie/porter/)和 SWISS–MODEL 
(http://swissmodel.expasy.org/)分别预测 NtWRKY8
蛋白的二级结构和三级结构；利用 PSORT II (http:// 
psort.hgc.jp/form2.html)对亚细胞定位进行预测；利
用 ProtFun2.2(http://www.cbs.dtu.dk/services/ProtFun/)
进行蛋白质生物学功能的预测。 

1.2.5 NtWRKY8 的低温表达特异性分析 

将生长30 d左右的烟草置于4 ℃低温冰箱中处

理 0、4、6、8 h后，取样，并液氮速冻，–80 ℃保

存备用。提取 RNA，并反转录成 cDNA。以 Actin 

(EU938079)作为内参，引物为 NtActin–F：GCAGAC 

GGTGAGGATATTC和 NtActin–R：GCGACATACA 

TAGCAGGAG，对 NtWRKY8低温诱导后的表达特

异性进行分析。 

2 结果与分析 

2.1 NtWRKY8 基因的克隆 

通过 BLAST 比对烟草 EST 数据库，获得 16

条 EST序列，经序列拼接、组装，获得 WRKY8基

因的电子克隆序列，并进一步利用 RT–PCR进行验
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证。经测序并 BLAST比对后，确定获得 NtWRKY8

的全长基因，开放阅读框的预测表明其编码区含

1 551 bp， 编码 516个氨基酸，其 mRNA序列已提

交 GenBank 数据库，登录号为 JN997404。利用

PROSITE对其编码的蛋白质进行保守结构域搜索，

结果如图 1所示，NtWRKY8含有 2个保守WRKY

结构域，分别位于 201 ~ 265、360 ~ 425位氨基酸，

且其锌指结构为 C2H2(C–X4–5–C–X22–23–H–X1–H)，

属于第 I类WRKY转录因子。 

1    ATGGCAGCTTCTTCAACAATCATAGACACCTCCTCTATGCAGAATTCAAGTTTCTCTTTTCCAACATCTTCT 

1     M  A  A  S  S  T  I  I  D  T  S  S  M  Q  N  S  S  F  S  F  P  T  S  S  

73   TCTTCATTCATGACTTCTTCATTCACTGATCTTCTTGCTTGTGATGATTATCCAACAAAGAGCAAAGGACTT 

25    S  S  F  M  T  S  S  F  T  D  L  L  A  C  D  D  Y  P  T  K  S  K  G  L   

145  GGTGATAGGATTGCAGAGAGGAGTGGTTGTGGAGTTCCCAAGTTTAAGTCACTTCCACCACCTTCACTACCC 

49    G  D  R  I  A  E  R  S  G  C  G  V  P  K  F  K  S  L  P  P  P  S  L  P   

217  CTTTCTCCTCCTCCTTTTTCTCCTTCCTCTTACTTTGCTATTCCTCCTGGCTTAAGCCCTACTGAACTCTTG 

73    L  S  P  P  P  F  S  P  S  S  Y  F  A  I  P  P  G  L  S  P  T  E  L  L   

289  GACTCCCCTGTTCTTTTGTCTGCTTCCAACATTCTTCCATCTCCAACAACAGGGACATTTCCAGCTCAGGCT 

97    D  S  P  V  L  L  S  A  S  N  I  L  P  S  P  T  T  G  T  F  P  A  Q  A   

361  TTTAACTGGAAGAGCAGTACCAATAGCCGCCATCAGGGTGTCAAACAGGAAGACAAAAACTACTCTGATTTC 

121   F  N  W  K  S  S  T  N  S  R  H  Q  G  V  K  Q  E  D  K  N  Y  S  D  F   

433  TCTTTCCAGCCTCAATTTGCATCAGTCTCTCCGTCCCAAACTAATCCTGTCCCATTGGGGAAACAATCATGG 

145   S  F  Q  P  Q  F  A  S  V  S  P  S  Q  T  N  P  V  P  L  G  K  Q  S  W   

505  AATTATCAAGAATCAAGAAAGCAGAATGATGAAAATGCTAATGGAACAAGTGAATTGCAGAGCTTGAAAAAT 

169   N  Y  Q  E  S  R  K  Q  N  D  E  N  A  N  G  T  S  E  L  Q  S  L  K  N   

577  AATGGCCAGAGCAACCAATATAACAAGCAATCATCAAGATCAGAAGATGGGTACAATTGGAGGAAATATGGG 

193   N  G  Q  S  N  Q  Y  N  K  Q  S  S  R  S  E  D  G  Y  N  W  R  K  Y  G   

649  CAGAAACAAGTGAAGGGTAGTGAAAATCCAAGAAGTTACTATAAATGTACTTTCCCAAATTGTCCCACAAAG 

217   Q  K  Q  V  K  G  S  E  N  P  R  S  Y  Y  K  C  T  F  P  N  C  P  T  K   

721  AAAAAAGTAGAGAGGTGTTTAGATGGGCAAATTACTGAAATTGTGTACAAGGGTAATCACAACCATCCAAAG 

241   K  K  V  E  R  C  L  D  G  Q  I  T  E  I  V  Y  K  G  N  H  N  H  P  K   

793  CCGACTCAGTCTACTAGGAGATCCTCCTCTTTAGCCATCCAACCTTACAATACACAAACTAATGAAATCCCA 

265   P  T  Q  S  T  R  R  S  S  S  L  A  I  Q  P  Y  N  T  Q  T  N  E  I  P   

865  GATCATCAGTCAACACCTGAGAATTCGTCCATTTCATTTGGGGATGATGATCATGAGAAGAGTAGGTCAAGA 

289   D  H  Q  S  T  P  E  N  S  S  I  S  F  G  D  D  D  H  E  K  S  R  S  R   

937  GGAGATGATTTCGATGAAGAAGAAGAACCAGACTCAAAAGAACCAGACCCAAAAAGATGGAAAAGAGAAAGC 

313   G  D  D  F  D  E  E  E  E  P  D  S  K  E  P  D  P  K  R  W  K  R  E  S   

1009 GAAAGTGAAGGTTTATCAGCACCAGGAAGCAGAACAGTAAGAGAACCTAGAGTTGTAGTTCAAACTACAAGT 

337   E  S  E  G  L  S  A  P  G  S  R  T  V  R  E  P  R  V  V  V  Q  T  T  S   

1081 GATATTGATATTCTAGATGATGGATATAGATGGAGGAAGTATGGTCAAAGAGTAGTCAAAGGAGATCCTAAT 

361   D  I  D  I  L  D  D  G  Y  R  W  R  K  Y  G  Q  R  V  V  K  G  D  P  N   

1153 CCAAGGAGCTACTACAAATGCACAAGTCCAGGATGTCCAGTAAGAAAACATGTGGAACGAGCATCACAAGAC 

385   P  R  S  Y  Y  K  C  T  S  P  G  C  P  V  R  K  H  V  E  R  A  S  Q  D   

1225 ATAAGATCAGTGATAACAACTTATGAAGGAAAACACAACCACGATGTTCCAGCAGCTAGGGGCAGTGCCATC 

409   I  R  S  V  I  T  T  Y  E  G  K  H  N  H  D  V  P  A  A  R  G  S  A  I   

1297 AACCGACCTGTCGCACCAACCATTACTTACAACAATGCCATCCCCATAAGGCCTTCTGTCACATCTCAAATT 

433   N  R  P  V  A  P  T  I  T  Y  N  N  A  I  P  I  R  P  S  V  T  S  Q  I   

1369 CCATTGCCACAACAATCTCCCTTTACACTAGAGATGTTACACAAGCCTAGTAATTATAATGGTTTCTCAGGA 

457   P  L  P  Q  Q  S  P  F  T  L  E  M  L  H  K  P  S  N  Y  N  G  F  S  G   

1441 TATGCAACTTCAGAGGATTCATATGAAAACCAACTTCAGGACAATAATGTGTTTTCCCGAGCAAAGGACGAG 

481   Y  A  T  S  E  D  S  Y  E  N  Q  L  Q  D  N  N  V  F  S  R  A  K  D  E   

1513 CCTCGAGATGACATGTTTATGGAGACATTGCTCTGCTGA 

505   P  R  D  D  M  F  M  E  T  L  L  C  * 
下划线为WRKY结构域；阴影为保守序列(WRKYGQK)及锌指结构。 

图 1  NtWRKY8 基因核苷酸序列及其编码的氨基酸序列 

Fig.1 Nucleotide sequences and coded amino acid sequences of NtWRKY8 gene 
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2.2 NtWRKY8 与同源蛋白的进化分析 

借助 DNAMAN软件，将 NtWRKY8蛋白分别
与水稻、小麦、玉米、大豆、拟南芥、烟草、黄瓜、

甜椒和甘蓝型油菜等植物的 WRKY 蛋白构建进化
树，结果如图 2所示。发现 NtWRKY8与 NtWRKY1 
(BAA82107.1)、NtWRKY2 (BAA77383.1)一样，与
甜椒的亲缘性较高，其次是大豆、黄瓜、拟南芥和 

 

图 2 植物中 WRKY 蛋白的系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic analysis of WRKY in plants 

甘蓝型油菜，与单子叶植物中的水稻、小麦和玉米

的WRKY蛋白的亲缘性较低。 

2.3 NtWRKY8 的理化性质 

利用ProtParam对NtWRKY8的理化性质进行分
析，NtWRKY8的相对分子质量约为 57 600，理论等
电点 pI为 6.77，总共包括 7 917个原子，分子式为
C2499H3860N718O826 S14；在组成 NtWRKY8的 20种氨
基酸中，丝氨酸(Ser)所占比例最高，达 14.1%，而色
氨酸(Trp)所占比例最低，为 1.0%；NtWRKY8 的不
稳定指数为 70.80，脂肪指数为 48.93，属于不稳定
蛋白。 
利用 PROSITE 数据库对 NtWRKY8 潜在的修

饰位点的保守序列进行预测，结果如表 1 所示。
NtWRKY8中含有潜在的 N–糖基化位点 4个，酪蛋
白激酶 II磷酸化位点 13个，蛋白激酶 C磷酸化位
点 7个，依赖于 cAMP和 cGMP的蛋白激酶磷酸化
位点 2个，N–豆蔻酰化位点 3个。说明 NtWRKY8
可能存在多种蛋白质翻译后修饰作用，从而实现对

自身转录激活及信号传导等的调控。  

表 1  NtWRKY8 蛋白潜在修饰位点的预测结果 

Table 1 The prediction of modified sites of NtWRKY8 

修饰位点 保守序列 氨基酸位置 氨基酸序列 

N–糖基化位点 N–{P}–[ST] –{P} 15~18 
140~143 
182~185 
296~299 

NSSF 
NYSD 
NGTS 
NSSI     

酪蛋白激酶 II磷酸化位点 [ST] –X(2) –[DE] 6~9 
31~34 
91~94 

204~207 
292~295 
300~303 
311~314 
336~339 
348~351 
358~361 
360~363 
414~417 
483~486 

TIID 
SFTD 
SPTE 
SRSE 
STPE 
SFGD 
SRGD 
SESE 
TVRE 
TTSD 
SDID 
TTYE 
TSED     

蛋白激酶 C磷酸化位点 [ST] –X–[RK] 173~175 
189~191 
203~205 
239~241 
268~270 
269~271 
348~350 

SRK 
SLK 
SSR 
TKK 
STR 
TRR 
TVR     

依赖于 cAMP和 cGMP的 
蛋白激酶磷酸化位点 

[RK](2) –X–[ST] 270~273 
333~336 

RRSS 
KRES 

    
N–豆蔻酰化位点 G–{EDRKHPFYW}–X(2) –[STAGCN] –{P} 89~94 

114~119 
429~434 

GLSPTE 
GTFPAQ 
GSAINR 

0.05 

AEX49954.1 NtWRKY8 
ABD65255.1 Capsicum annuum

BAA77383.1 Nicotiana tabacum 
ABS18436.1 Glycine max 

ADY18304.1 Cucumis sativus 
ABS18451.1 Glycine max 

AAR26657.1 Capsicum annuum
BAA82107.1 Nicotiana tabacum

ACI14397.1 Brassica napus 
AAM34736.1 Arabidopsis thaliana

BAB61266.1 Oryza sativa  
AAT84156.1 Oryza sativa 

NP–001147820.1 Zea mays 
NP–001147949.1 Zea mays 

ACD80359.1 Triticum aestivum
ACD80361.1 Triticum aestivum
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2.4 NtWRKY8 的疏水性及跨膜区分析 

利用ProtScale程序进行NtWRKY8的疏水性分
析，结果如图 3所示。分值越高，其疏水性越强，
分值越低，其亲水性越强。就整体来看，大部分氨

基酸均表现为极强的亲水性，分值整体偏向负值， 
 

 
表明 NtWRKY8 为亲水性蛋白。使用 TMHMM 进

行跨膜结构的预测，结果表明，NtWRKY8的 1 ~ 516

位氨基酸均位于细胞膜表面，无跨膜结构域，与疏

水性分析结果一致。 

 
100               200                300               400               500 

位置 

图 3  NtWRKY8 蛋白的疏水性 

Fig.3  The analysis of ehydrophobicity of NtWRKY8 

2.5 NtWRKY8 蛋白的结构预测 

利用PORTER对NtWRKY8的二级结构进行分
析，结果表明，其二级结构组分中主要为无规则卷

曲结构，H(螺旋)约占 3.29%，E(β折叠)约占 11.24%。
通过基于同源建模的分析工具 SWISS–MODEL 对
NtWRKY8 的三级结构进行预测，由于 NtWRKY8
中的 204~265、364~426位氨基酸与WRKY超家族
有较高的同源性，软件自动选择 PDB 数据库中的
1wj2A(Solution structure of the C-terminal WRKY 
domain of AtWRKY)(53.97%)和 2lexA(Complex of 
the C-terminal WRKY domain of AtWRKY4 and a 
W–B)(79.37%)为模板，对 NtWRKY8的 204 ~ 265、
364 ~ 426位氨基酸进行建模，结果如图 4所示，表
明 NtWRKY8结构简单，仅含少量β折叠结构，与
二级结构预测结果相符。 

 
图 4  NtWRKY8 蛋白三级结构的预测结果 

Fig.4  The prediction of the third structure of NtWRKY8 

2.6 NtWRKY8 蛋白的功能预测 

运用 PSORT II对 NtWRKY8 的亚细胞定位进
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行预测，结果发现，NtWRKY8 在细胞中的定位可
能性依次为：细胞核 56.5%、线粒体 21.7%、细胞
质 13.0%、分泌系统 4.3%和细胞骨架 4.3%，因此推
测该蛋白定位于细胞核内。进一步利用 ProtFun 2.2
对其生物学功能进行预测，显示 NtWRKY8具有复
制与转录，调控功能的可能性比较大，分别为 35.6%
和 23.8%，符合转录调节因子的特点。 

2.7 NtWRKY8 的低温表达特异性分析 

利用 RT–PCR 分析 NtWRKY8 在低温诱导下的
表达情况，结果如图 5所示。处理 4 h时其表达量
明显增加，在处理 6、8 h后，其表达量没有明显变
化，说明 NtWRKY8 在低温诱导的早期响应这一生
理过程。 

 

图 5  NtWRKY8 在低温诱导下的表达 

Fig.5 The expression of NtWRKY8 under 
the low-temperature treatment 
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