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摘要: WRKY 转录因子家族在调控植物逆境诱导反应、生长发育及其信号转导等方面起着重要的分子生物学 

功能。文章采用 Northern 杂交的方法, 对拟南芥 3 个 WRKY 基因进行表达谱分析。结果表明: AtWRKY25、

AtWRKY26 和 AtWRKY33 受多种非生物逆境因子(温度因子、高盐、渗透胁迫和激素脱落酸)的影响, 其中低温

和高盐对 AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 的诱导尤为明显, 表明这 3 个 AtWRKY 基因可能在响应环境信

号方面起着一定的作用。作为序列相似性较高的 AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 对一些胁迫因子的表达

模式呈现一定的相似性; 但 AtWRKY33 受高温的抑制和低温的快速诱导, 与另外两个基因的表达模式不同, 推

测它们对温度胁迫因子的反应存在差异。此外, 对启动子序列的生物信息学分析发现, 3 个基因的启动子包含多

个与非生物逆境反应相关的顺式作用元件。 
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Expression profiles of AtWRKY25, AtWRKY26 and AtWRKY33 under 
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Abstract: The transcription factor WRKY family is one type of key regulatory components of plant development and 

defense against stress factors. The expression profiles of three AtWRKY genes under abiotic stresses were analyzed by 

Northern blotting analysis. The expression of AtWRKY25, AtWRKY26, and AtWRKY33 changed during stress treatments 

including thermal factors, NaCl, abscisic acid (ABA) and osmotic stress, and significantly under NaCl and cold treatments, 

suggesting a specific role of the three AtWRKYs in adaptation to environmental stresses in plants. We also found that the 

three AtWRKY genes showed distinct expression patterns under thermal stresses. AtWRKY25 and AtWRKY26 were gradually 

induced during heat and cold treatments, whereas AtWRKY33 was suppressed by heat treatment and induced rapidly during 

cold stress, indicating that the three AtWRKYs may play different roles in response to temperature factors. In addition, we 

analyzed the sequence of the promoters with bioinformatics approach, and some cis-elements involved in abiotic stresses 



 

第 8期 付乾堂等: 拟南芥 AtWRKY25、AtWRKY26和 AtWRKY33在非生物胁迫条件下的表达分析 849 

 

 

and hormonal responses were revealed. The results provided important information for studying biological functions of 

three AtWRKY genes. 

Keywords: Arabidopsis thaliana; AtWRKY gene; abiotic stresses; expression profiles 

植物在生长发育过程中经受各种不利环境因素, 

如极端温度、盐害和干旱胁迫等, 这些胁迫因子都会

造成对植物的伤害而影响植物的生长和地域分布[1]。

植物长期进化的过程, 也是对逆境的不断抵抗和适应

的过程。在逆境胁迫下植物通过调控基因的表达, 进

而改变植物体内的抗氧化酶系统的活性、激素和信号

分子的水平等方式来抵御逆境胁迫以减轻伤害[2, 3]。 

WRKY蛋白家族以其高度保守的WRKYGQK的

DNA结合域而得名, 属于锌指型转录调控因子 [4]。

WRKY转录因子广泛参与植物的多种生命活动, 如植

物抗病反应及其信号转导途径的建立[4, 5], 植物的生

长发育、形态建成和衰老等过程[6~8]。同时, WRKY基因

在植物非生物逆境响应及其信号转导过程中也起着非

常重要的调控作用[9]。拟南芥AtWRKY22、AtWRKY33 和 

AtWRKY53 均受冷诱导[10]; 水稻WRKY 基因家族中

有 41个水稻 WRKY 至少响应一种非生物胁迫处理, 

其中 16 个WRKY响应低温胁迫, 19 个WRKY响应干

旱胁迫和 27 个 WRKY响应盐胁迫 [11]。水稻

OsWRKY11 在幼苗期受热激和干旱胁迫诱导, 过量

表达 OsWRKY11 能显著提高植物经过高温预处理后

的高温耐性和干旱耐性[12]; OsWRKY45 受高盐和干旱

胁迫诱导, 异源高表达水稻OsWRKY45 能增强拟南芥

植株的抗盐和抗干旱能力[13]。近年来, 在越来越多

的物种中发现WRKY 基因参与非生物胁迫。重金属

污染治理模式植物遏蓝菜(Thlaspi caerulescens) 的

TcWRKY53基因受盐害、冷害和渗透胁迫的诱导, 高

表达TcWRKY53 能降低转基因烟草植株对渗透胁迫

耐受性[14]。柑橘类水果两个 WRKY 基因受高温胁

迫的诱导[15]。沙漠植物三齿拉瑞阿(Larrea tridentate)

的LtWRKY21 可以激活ABA信号转导途径并参与

ABA介导的抗旱性建立[16]。 

AtWRKY25、AtWRKY26和AtWRKY33 3个蛋

白均含有两个WRKY结构域, 它们的氨基酸序列具

有较高的相似性, 同归属于第Ⅰ大类WRKY蛋白家

族中的一个小组[17]。一般认为第Ⅰ大类WRKY蛋白

在起源上属较为原始的一个类群, 基因的功能也较为

全面, 可参与对病原菌和非生物逆境的抗性[18]。这组

基因在拟南芥抗病方面的报道相对较多, 研究表明

AtWRKY25 和AtWRKY33 被认为是处于拟南芥促

细 胞 分 裂 激 活 蛋 白 激 酶 4(Arabidopsis mito-

gen-activated protein kinase 4, AtMPK4)调节的水杨

酸抑制、茉莉酸/乙烯激活的下游组分。酵母双杂交

实验表明, AtMPK4亚基 1 (AtMPK4 substrate 1, MKS1)

在蛋白水平上可以和AtWRKY25 和AtWRKY33 相互

作用[19]。最近的研究表明, AtWRKY25是水杨酸对病

程相关基因(Pathogenesis-related 1, PR1)的表达调控

以及对丁香假单胞杆菌(Pseudomonas syringae)抗性

的负调控因子[20]; AtWRKY33 参与拟南芥抗真菌的

反应, wrky33 突变体增加了对真菌的敏感性并降低

了茉莉酸调控的植物防卫蛋白基因(Plant defensin, 

PDF1.2)表达, 而高表达AtWRKY33 则提高了拟南芥

植株的真菌抗病能力[21]。抗坏血酸过氧化物酶基因

1(Cytosolic ascorbate peroxidase 1, APX1) 敲除后的

基因芯片分析显示, 锌转运蛋白基因 7(Zinc trans-

porter of Arabidopsis thaliana, Zat7)、Zat12 和 At-

WRKY25 表达量显著上调 [22], 氧化胁迫也能激活

AtWRKY25 基因的表达, 而AtWRKY25 参与氧化胁

迫反应是依赖锌指蛋白Zat12而处于其下游[23]。 

本研究采用 Northern 杂交的方法, 通过对不同

非生物逆境胁迫条件下野生型拟南芥材料中的

AtWRKY25、AtWRKY26和 AtWRKY33基因进行表达

谱分析, 并结合对它们的启动子序列的分析, 明确

它们的表达情况和响应的非生物逆境因子, 为进一

步研究这 3 个 AtWRKY 基因在非生物逆境胁迫中的

分子生物学功能奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

拟南芥(Arabidopsis thaliana) Columbia (Col.)生

态型作为本研究的实验材料, 拟南芥种子经 20%的
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漂白水表面灭菌后播在 1/2 MS培养基(含 0.7% agar)

上, 4℃低温处理 3 d 后转移至 12 h 光照(100 μmol 

/m2·s)/12 h 黑暗的 22℃温室培养一周, 然后将拟南

芥苗移栽到土壤中, 生长条件为温度 22℃, 光周期为

12 h光照/12 h黑暗, 土壤中生长两周的拟南芥苗用于

不同非生物胁迫因子处理进行表达谱分析。 

1.2  方法 

1.2.1  逆境因子处理 

拟南芥苗放置在 42℃培养箱和 4℃冷库分别进

行高温和低温处理, 或将拟南芥苗移出土壤分别浸

泡在 300 mmol/L NaCl、25%PEG和 100 μmol/L ABA

水溶液(先加少量无水乙醇溶解 ABA 粉末, 然后用

水定容)中进行处理, 用水处理作为对照, 材料处理

后按不同时间点取样, 液氮速冻直接提取 RNA 或 

80℃保存备用。 

1.2.2  Northern blotting 

总RNA的提取采用Trizol reagent (Invitrogen) 

法, Northern杂交按照标准实验方法进行[24]。每个样

品取 20 μg总RNA, 68℃变性后用 1. 5%甲醛-MOPS 

琼脂糖变性胶分离, 照相记录, 确保每个样品的量

均匀一致, 然后转移总RNA到尼龙膜上。通过序列

比对找出AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 3 个

基因各自特异的片段, 并设计合成它们特异性的引

物(表 1)进行PCR扩增, 产物经回收用做杂交探针, 

探针用 32P-dATP进行标记, 利用PerfectHybTM Plus 

杂交液(Sigma-Aldrich)与转有总RNA样品的尼龙膜

68℃杂交过夜, 洗膜, 测信号强度, 暗室X光片放射

自显影。每个实验重复 2 次。利用Bio-lD软件对杂

交图片进行数据量化处理, 并作曲线图。 

1.2.3  启动子分析 

分别选取AtWRKY25、AtWRKY26和AtWRKY33 3

个基因 ATG上游 3 kb的碱基序列 , 在 PLACE 

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html)
网站[25]上进行顺式作用元件的预测。 

2  结果与分析 

2.1  AtWRKY25、AtWRKY26和AtWRKY33氨基

酸序列相似性分析 

AtWRKY25 cDNA全长 1 608 bp, 编码 393个氨基

酸; AtWRKY26 cDNA全长1 159 bp, 编码309个氨基酸; 

AtWRKY33 cDNA全长 1 902 bp, 编码 519个氨基酸。

AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 的氨基酸序

列分析表明 , 3 个蛋白具有较高的序列相似性 , 为

37.79%, 都含有两个WRKY结构域, 并且它们保守区

域的相似性达 56.67% (图 1), 与它们同归属于第Ⅰ大

类WRKY蛋白家族中的一个小组相一致[17]。氨基酸序

列高度的相似性也预示着它们有相似的基因功能, 3个

基因之间也可能存在功能上的互补和相互的调控; 同

时, 3个蛋白的氨基酸也有各自特异的序列, 预示着它

们在行使生物学的功能方面也可能存在差异。 

2.2  AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 在温度

胁迫下的表达分析 

正常生长的拟南芥中, AtWRKY25和 AtWRKY26

几乎没有表达, 而 AtWRKY33 则有一定的基础表达

量。42℃高温处理 0.5 h后 AtWRKY25就开始有一定

量的表达, 随着处理时间延长 AtWRKY25 的表达逐

渐增强, 变化趋势明显, 并在 42℃处理 4~6 h后达到

表达量的高峰, 然后逐渐降低; AtWRKY26在 42℃的

处理下的趋势虽与 AtWRKY25 相似, 但表达量一直

很低, 直至处理后的 4~6 h 才有可见的表达量; At-

WRKY33在 42℃处理下的表现则与 AtWRKY25相反, 

是随着处理时间的延长表达量逐渐降低, 直至 8 h

后完全消失(图 2)。4℃低温处理后, AtWRKY25 和

AtWRKY26 的表达也是逐渐增强的, 不过增强的趋

势比 42℃处理的明显, 4℃处理 4 h后 AtWRKY25的

表达水平就有明显的增加, 约是 42℃处理最高表达

量的 5~6 倍 , 并随处理时间一直持续增加 ; At-

WRKY26 受低温的诱导趋势也比高温诱导的明显 , 

在 4℃处理 0.5 h 就有可见的表达量, 然后缓慢增加, 

至处理 24 h达到表达的最高水平; AtWRKY33在 4℃

处理下的表达水平呈现出先增加后降低的趋势, 表

达差异变化明显, 在处理 1 h 后就达到最高的表达

量, 并维持一定量水平至 8 h, 然后逐渐降低直到消

失(图 2)。AtWRKY25和 AtWRKY26在高温和低温处

理后的表达变化趋势是相似的, 而 AtWRKY33 在高

温和低温处理后的表达模式则是完全不同的(图 2)。 

2.3  AtWRKY25、AtWRKY26和AtWRKY33在NaCl

和渗透胁迫下的表达分析 

高盐胁迫可对植物造成离子毒害和渗透胁迫两 
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表 1  Northern 杂交探针的 PCR 扩增引物序列和扩增条件 

基因名称 引物序列(5′→3′) 复性温度 Tm(℃) 片段长度(bp) 

AtWRKY25 
AACCAAGAAGGTCGGTGAAA 
AGTACTGGACCAACCAAACCT 

61.9 459 
    

AtWRKY26 
AACCCATCAAAAAATAGCTGAGT       
AGAAGGGAAATGGACAAATCA 

60.8 659 
    

AtWRKY33 
AGGTTCTAGCTTCTCCAACCA 
TGTGATCTGACCTTCCAAAGAT 

61.5 515 

 

 
 

图 1  AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 氨基酸序列相似性分析 
下划线表示 WRKY结构域。 
 

方面的影响[26]。本文分别采用 300 mmol/L NaCl和

25% PEG按不同时间段处理野生型拟南芥 , 检测

AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 的表达情况。

结果表明, AtWRKY25 和AtWRKY26 受NaCl的明显

诱导 ,  并随着处理时间的延长表达持续增强 ;  而

AtWRKY33 则表现出开始受NaCl处理的抑制, 在处

理 4 h后表达量达最低水平, 然后表达量才又逐渐增

加, 在处理 24 h时和AtWRKY25、AtWRKY26一样都

达到了表达的最高水平, 3 个基因在NaCl的胁迫下

呈现相似的表达模式 (图  3)。在PEG的渗透胁迫 

下, AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 都表现出

了先急剧增加后缓慢降低的趋势, 与对照 H2O 处理

后的表达相似, 不过 3 个基因受渗透胁迫诱导的持

续时间要比 H2O 处理的时间长(图 4); 它们在渗透

胁迫下的变化趋势与低温、NaCl的处理相比均不很

明显。 

2.4  AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 在ABA

处理下的表达分析 

ABA 是重要的植物激素之一 , 参与植物的生 

长发育, 同时 ABA 也是抵御外界环境胁迫的一个 
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图 2  AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33在温度逆境胁迫下的表达谱 
 

 
 

图 3  AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 在 NaCl 和 PEG 胁迫下的表达谱
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图 4  AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 在激素 ABA 处理下的表达谱 
 
重要信号分子。研究表明ABA通过复杂的信号途径

广泛参与植物的多个生理反应, 如低温、高温、高

盐和渗透胁迫等方面的调节 [26,27]。AtWRKY25、

AtWRKY26和AtWRKY33很容易受高温、低温、NaCl

和PEG等处理的影响, 推测这 3 个基因参与的逆境

反应或许与ABA信号途径有关, 所以本研究进一步

分析了ABA处理野生型拟南芥材料后AtWRKY25、

AtWRKY26 和AtWRKY33 的表达, 同时H2O处理作为

对照。如图 4 所示 , AtWRKY25、AtWRKY26 和

AtWRKY33在 100 μmol/L ABA的处理下的表达谱与

H2O处理后的表达趋势相似, 只是它们的表达水平

在ABA处理 2 h后与H2O处理相比受到了一定的抑制, 

说明这 3 个基因也响应了ABA的处理; 另外, 这 3

个基因也受到作为对照H2O处理的诱导, 可能是因

H2O造成 透胁迫或氧化胁迫的影响 , 说明

AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 对外界环境反

应极为敏感。 

2.5  AtWRKY25、AtWRKY26 和AtWRKY33 的启动

子分析 

把 AtWRKY25、AtWRKY26和 AtWRKY33可能的

启动子序列在 PLACE 网站上进行顺式作用元件预

测, 部分结果见表 2。分析结果表明, 3 个 AtWRKY

基因的启动子序列中均含有响应多种逆境和植物激

素的顺式元件 ,  并且含有多个相同的元件 ,  如

ABRE类似序列、ARR1结合元件、MYB核心序列、

MYC识别位点、W盒等元件, 但每个启动子所含的

数量有一定的差别; 另外, 3个启动子序列也分别存

在各自特异的作用元件。AtWRKY25启动子上含有 3

个 HSEs 热激元件, 而 AtWRKY26 和 AtWRKY33 的

启动子则分别含有 0 和 1 个, 与 3 个基因高温胁迫

下的表达谱一致。参与抗病和盐诱导的基因表达的

GT-1 盒在 AtWRKY25启动子上有 5 个, 而另外两个 

渗
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表 2  AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33 启动子上的顺式作用元件预测 

在各启动子的数量 
调控元件 序列 调控元件可能的作用 

pAtWRKY25 pAtWRKY26 pAtWRKY33

ABRE类似序列 ACGTG 受干旱、缺氧和氧化胁迫的诱导 2 3 7 

ARF结合位点 TGTCTC 生长素反应因子结合位点, 受 IAA的调控 0 5 3 

ARR1结合元件 nGATT  反应调节因子, 起转录激活作用 22 18 14 

CCAAT 盒 CCAAT 与 HSEs一起促进热激启动子活性 10 5 5 

CuRE核心序列 GTAC 铜反应因子核心序列, 也参与氧化胁迫反应 8 5 5 

LTRE核心序列 CCGAC 低温反应元件核心序列, 受低温和干旱诱导 1 0 3 

DPBF-1 和 2 ACACNNG DPBF-1和 2 结合序列中心, 也响应 ABA诱导 3 3 0 

GT-1盒 GAAAAA 参与抗病和盐诱导的基因表达 5 0 0 

HSE GAAnnTTC 热激元件, 热激因子结合基序 3 0 1 

LTRE-1 CCGAAA 低温反应元件 0 1 1 

MYB 核心序列 CnGTTr MYB结合位点, 受干旱和水胁迫诱导 4 7 5 

MYC识别位点 CAnnTG MYC识别位点, 受低温和干旱影响 12 15 14 

P盒 CCTTTT 嘧啶盒, 赤霉素反应顺式元件 3 2 1 

W盒 (T)TGAC(C/T) WRKY蛋白特异结合基序, 参与植物抗病反应 2 4 1 

 
AtWRKY 启动子则不含该元件 , 表达谱分析表明

AtWRKY25 明显受高盐胁迫的诱导。低温反应元件

LTRE-1 和 LTRE核心序列在各个启动子上的差异也

可能影响着 3 个 AtWRKY 对低温胁迫的响应。启动

子顺式元件的预测与 3 个基因在非生物胁迫下的表

达谱基本一致, 是对表达谱分析的验证和补充。在

这些不同功能顺式元件的共同作用下, 3个基因均表

现出对多种非生物逆境因子的响应, 启动子的差异

可能导致它们表达谱和基因功能的差异。 

3  讨 论 

近年来关于WRKY蛋白的研究报道很多 , 

WRKY蛋白具有多种重要的生物学功能。本文主要

分析了AtWRKY25、WRKY26和WRKY33在各种非生

物胁迫下的表达模式, 为进一步研究它们的分子生

物学功能明确方向。作为进化上较为原始WRKY蛋

白家族中的第Ⅰ大类, AtWRKY25、AtWRKY26 和

AtWRKY33这一小组蛋白广泛参与植物抗病并极易

响应多种非生物逆境因子的胁迫, 表现出了较为广

泛的生物学功能 [18]。氨基酸序列分析表明 3 个

AtWRKY具有较高的相似性(图  1), 而聚类分析聚

集在一小组的基因成员之间一般具有相似的基因表

达模式[17]。AtWRKY25、AtWRKY26和AtWRKY33对

同一种逆境因子的诱导表达模式也表现出了一定的

相似性和部分的差异, 与聚在同一小组存在结构功

能上的相似性相一致, 也预示着它们可能具有相似

的分子生物学功能; 表达模式的部分差异也表明 3

个基因之间存在一定的生物学功能分工。   

通过对 AtWRKY25、AtWRKY26 和 AtWRKY33

的表达谱和对 3 个基因的启动子进行分析, 发现三

个基因极易受环境因子的影响, 并且它们的启动子

包含多个响应非生物逆境的顺式作用元件(表 2)。虽

然 3 个基因的表达受多种非生物逆境因子胁迫的影

响, 但从表达水平上看, 高温、渗透胁迫和植物激素

ABA 的影响较弱, 表达变化趋势不是很明显, 而低

温和高盐的处理与对照相比, 它们的表达变化差异

明显(图 2~图 4); 因此推测 AtWRKY25、AtWRKY26

与 AtWRKY33 的分子生物学功能可能主要体现在

拟南芥抵抗低温和高盐胁迫因子等方面。表达谱分

析发现 AtWRKY25、AtWRKY26和 AtWRKY33在多种

逆境处理材料中的表达谱是一致的, 尤其是对低温

和高盐胁迫; 而 3 个基因对高温的反应上又表现出

差异, 启动子预测的 HSEs 热激元件在它们启动子

上的数量也不同(表 2), 可能处在同一聚类小组的

基因一方面表现功能的相似和互补, 另一方面存在

相互的调控关系。温度因子是限制植物生长和发育 
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的一个重要因素, 很多基因对高温和低温的反应是

一致的, 即同时受高温、低温的抑制或诱导, 即为温

度胁迫因子的交叉适应 [28], 这种状况在AtWRKY25

和AtWRKY26 对高温和低温的胁迫反应中是一致的, 

均受两种胁迫的诱导; 而AtWRKY33 则表现出了对

高温和低温的反应不一致, 受高温的抑制而受低温

的诱导(图 2), AtWRKY33可能对高温和低温的反应

机制不同。AtWRKY25、AtWRKY26 与AtWRKY33 受

高盐胁迫的诱导明显 , 而渗透胁迫的作用不大(图 

3), 推测 3 个基因可能在植物的离子毒害方面起作

用 , 待用其他盐离子处理进一步进行验证。此外 , 

AtWRKY33 在拟南芥植物正常生长的状态下就有一

定量的基础表达, 该基因可能对维持植物正常的生

长发育也起到了一定的作用。AtWRKY25 受氧化胁

迫的诱导表达[23], 本研究发现AtWRKY25 受温度因

子、高盐和渗透胁迫的诱导, 可能这些胁迫因子通

过对植物造成氧化胁迫而诱导AtWRKY25的表达。 

初步的表达谱分析为研究本组AtWRKY在抗非

生物逆境方面提供一些信息和导向, 通过筛选本组

AtWRKY基因的突变体和构建高表达转基因植株可

进一步研究它们在这些非生物胁迫中行使的分子生

物学功能。从ABRC( The Arabidopsis Biological 

Resource Center) 拟南芥突变体库分别购买获得 3

个基因的SALK系列突变体, 根据T-DNA 插入的位

置, 设计特异引物进纯合突变体PCR筛选。已对筛选

到的Atwrky25、Atwrky26 和Atwrky33 纯合突变体株

系进行初步的逆境胁迫实验, 结果发现在逆境条件

下 3 个基因的单个突变体与野生型材料相比并未产

生明显的表型差异, 推测可能是由于AtWRKY25、

AtWRKY26 和AtWRKY33 3 个蛋白之间的功能互

补。作为一个多基因的转录调控因子家族, 亲缘关

系相近的 WRKY 成员之间可能存在功能上的冗余

和信号途径上的重叠和互作 , 如 AtWRKY7、

AtWRKY11 和AtWRKY17 这 3 个基因亲缘关系比较

近, 并在病原菌诱导的表达模式上相同, 但是单个

Atwrky17 突变体并没有明显的抗性上的变化[29]。对

于多基因家族的基因进行功能研究时, 最好能以相

似性较高和处于同一聚类小组的两个基因的双突变

体或多个基因的多突变体进行研究, 可能会获得更

为明显的表型, 也更有利于分析它们的分子生物学

功能。通过单突变体植株之间的花杂交并筛选获得

双突变和 3突变植株, 目前已获得wrky25×wrky26、 

wrky25×wrky33 两 两 双 突 变 体 和 wrky25× 

wrky26×wrky33 三突变体植株, 待做进一步的功能

分析。 
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