
Hereditas (Beijing)  2016 年 5 月, 38(5): 444―460 
www.chinagene.cn  研究报告 

                           

收稿日期: 20151214; 修回日期: 20160122 
基金项目: 国家自然科学基金面上项目(编号：31571494)资助[Supported by the National Natural Science Foundation of China (No. 31571494)] 

作者简介: 李晓旭，硕士研究生，专业方向：作物分子育种。E-mail: moxuanpds@163.com 

通讯作者: 郭永峰，博士，研究员，研究方向：植物发育生物学。E-mail: guoyongfeng@caas.cn 

DOI: 10.16288/j.yczz.15-499 
网络出版时间: 2016/3/31  11:08:56 
URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/11.1913.R.20160331.1108.006.html 

 

番茄 WOX 转录因子家族的鉴定及其进化、表达分析 
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摘要: WUSCHEL 相关的同源异型盒(WUSCHEL-related homeobox，WOX)是一类植物特异的转录因子家族，

具有调控植物干细胞分裂分化动态平衡等重要功能。本研究利用番茄(Solanum lycopersicum)基因组数据，通过

建立隐马尔科夫模型并进行检索，鉴定了番茄 10 个 WOX 转录因子家族成员。多序列比对发现，番茄 WOX

转录因子家族成员具有高度保守的同源异型结构域；以拟南芥 WOX 转录因子家族成员序列为参照，通过邻接

法、极大似然法、贝叶斯法重建了系统发育树，三者呈现出类似的拓扑结构，番茄和拟南芥 WOX 转录因子家

族共 25 个成员被分为 3 个进化支(Clade)和 9 个亚家族(Subgroup)；利用 MEME 和 GSDS 对 WOX 转录因子家

族成员的蛋白保守结构域和基因结构进行了分析，同一亚家族内的 WOX 转录因子家族成员的保守结构域的种

类、组织形式以及基因结构具有高度的一致性；利用 Perl 和 Orthomcl 对家族成员的染色体定位和同源性关系

进行分析，结果表明串联重复的 SlWOX3a 和 SlWOX3b 可能来源于一次复制事件；利用番茄转录组数据和

qRT-PCR 进行表达分析，结果显示家族成员在不同组织中的表达存在差异，暗示了 WOX 家族的不同成员在功

能上可能具有多样性。本研究对番茄 WOX 转录因子家族成员进行 GO(Gene Ontology)注释和比较分析，结果

表明该家族成员作为转录因子，可能在组织器官发育、细胞间通讯等过程中发挥作用。 

关键词: 番茄；生物信息学分析；WOX 转录因子家族 
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Abstract:  Members of the plant-specific WOX transcription factor family have been reported to play important 

roles in cell to cell communication as well as other physiological and developmental processes. In this study, ten 
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members of the WOX transcription factor family were identified in Solanum lycopersicum with HMMER. Neigh-

bor-joining phylogenetic tree, maximum-likelihood tree and Bayesian-inference tree were constructed and similar 

topologies were shown using the protein sequences of the homeodomain. Phylogenetic study revealed that the 25 

WOX family members from Arabidopsis and tomato fall into three clades and nine subfamilies. The patterns of ex-

on–intron structures and organization of conserved domains in Arabidopsis and tomato were consistent based on the 

phylogenetic results. Transcriptome analysis showed that the expression patterns of SlWOXs were different in differ-

ent tissue types. Gene Ontology (GO) analysis suggested that, as transcription factors, the SlWOX family mem-

bers could be involved in a number of biological processes including cell to cell communication and tissue develop-

ment. Our results are useful for future studies on WOX family members in tomato and other plant species. 

Keywords: Solanum lycopersicum; bioinformatics analysis; WOX family  

WUSCHEL(WUS)相关的同源异型盒(WUSCHEL- 

related homeobox, WOX)转录因子家族是一类植物

特有的转录因子家族。已报道的 WOX 转录因子家

族成员具有调控植物干细胞分裂分化动态平衡、植

物的胚胎发育和胚后发育等多种生物学功能[1]。在

真核生物中，广泛存在着同源异型盒(Homeobox, HB)

转录因子超家族，其成员含有一段 60~66个氨基酸组

成的同源异型结构域(Homeodomain, HD)，WOX转

录因子家族是 HB转录因子超家族的一个亚家族[2]。 

在模式植物拟南芥 (Arabidopsis thaliana)中，

WOX转录因子家族包括15个成员(WUS以及WOX1~ 

WOX14)，功能已知的 WOX家族成员参与调控茎顶

端分生组织(Shoot apical meristem, SAM)、根顶端分

生组织(Root apical meristem, RAM)干细胞的功能维

持以及组织器官的起始和发育等诸多过程[3]。Laux

等[4]利用甲基磺酸乙酯(EMS)诱变，通过记录种子萌

发后真叶出现的时间，首次鉴定到 wus 突变体。研

究发现，该突变体种子萌发后长时间没有真叶出现

的主要原因是突变体丧失了茎端的生长点。同时，

wus突变体发育表现为走走停停(Stop-and-go)，生长

缓慢，有多个分枝但没有主茎，花数量减少，雌蕊

缺失。进一步研究表明，由于 WUS基因的缺失，干

细胞加速分化，并且 WUS的表达范围为 SAM的组

织中心(Organizing center, OC)，因此转录因子 WUS

的功能是维持 SAM中干细胞的干性、促进干细胞的

增殖、维持干细胞数量和抑制干细胞的分化[5]。在

茎尖分生组织的调控中，WUS促进干细胞标记基因

CLV3的表达，维持干细胞特性，而 CLV3的表达抑

制 WUS 的转录水平，促进干细胞分化[6,7]，从而形

成了一个非常精确的反馈调节环，控制着茎端分生

组织中干细胞的数目[8]。在根顶端分生组织，另一

个WOX家族成员WOX5在静止中心(Quiescent centre, 

QC)表达，WOX5功能是维持 RAM中干细胞的干性，

进一步的实验表明 SAM 组织中心表达 WOX5 可以

替代 WUS的作用，反之亦然[9]。 

WOX 转录因子家族成员广泛参与植物的胚胎

及胚后发育调控。在植物胚后发育阶段，各种生物

及非生物胁迫能够通过相应的信号转导途径影响干

细胞动态平衡调控，继而使植物体相应地调整发育

进程以适应环境变化。根尖干细胞动态平衡的建立

和维持由两个相对独立的途径进行调控，其一为植

物激素生长素和转录因子 PLT[10]，其二是 GRAS家

族的 SHR、SCR[11,12]。在拟南芥根尖中，与胁迫相

关的激素茉莉酸能够负向调控根尖干细胞维持能力

和根分生组织活力，其分子机理是参与茉莉酸信号

途径的转录因子MYC2能够直接结合PLT1/2的启动

子区域并抑制其表达，进而通过影响生长素的梯度

分布调控干细胞的动态平衡[13]。因此，在逆境胁迫

及激素处理条件下对番茄 WOX 基因家族成员表达

情况进行分析具有十分重要的理论和实际意义。 

番茄(Solanum lycopersicum)是一种重要的蔬菜

和经济作物，其生长发育过程能够直接影响其最终

的产量和品质[14]。顶端分生组织发育是植物生长发

育的重要组成部分，番茄顶端分生组织发育的分子

机制研究对于番茄的分子育种工作具有重要的指导

作用。随着番茄 Heinz 1706品种基因组的测序工作

的完成，番茄中许多基因家族被相继鉴定并完成了

相关生物信息分析，如热激蛋白 90[15]、PPR家族[16]

和 B3 超家族[17]等。与番茄发育紧密相关的 CLE 家

族[18]以及 LRR-RLK 家族[19]已经相继被报道，而作
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为直接参与茎顶端分生组织发育的 WOX 转录因子

家族的鉴定和分析工作还未见报道。本研究利用生

物信息学方法，首次对番茄 WOX 转录因子家族在

全基因组水平上进行了预测，并对其系统进化、基

因表达和 GO 注释进行分析，以期为番茄 WOX 转

录因子家族成员的功能分析以及番茄的分子育种提

供研究基础。 

1  材料和方法 

1.1  番茄 WOX 转录因子家族成员的鉴定及序列分析 

根据文献[20]报道，利用TAIR数据库(http://www. 

arabidopsis.org/)，下载拟南芥中 15 个 WOX 转录因

子家族成员的蛋白全长序列。利用 MAFFT 对其进

行全长序列比对，基于序列比对得到的保守的同源异

型结构域(Homeodomain sequences)，使用 HMMER 3.0

建立隐马尔科夫模型序列谱(Hidden Markov model 

profile， HMM profile) 。 在 茄 科 植 物 数 据 库

(http://solgenomics.net/)下载番茄蛋白序列数据库

(Annotation protein database, ITAG v2.3)，使用建立

的隐马尔科夫模型序列谱对番茄蛋白序列数据库进行检

索，限定 E值为 0.01，获得候选序列。针对上一步所获

候选序列，利用 SMART(http://smart.embl-heidelberg.de)

和 Pfam(http://pfam.sanger.ac.uk/)对候选序列蛋白质

结构进行分析，剔除不含完整同源异型结构域的候

选序列。利用 ExPASy Proteomics Server(http://expasy. 

org/)对所有预测的番茄 WOX 家族成员蛋白序列进

行分子量和等电点等的分析。 

1.2  多序列比对、同源模建及系统发育树重建 

利用 MAFFT 在默认参数下，将新预测的番茄

以及已报道的拟南芥 WOX 家族成员的蛋白全长序

列进行多序列比对。基于文献[21]报道，选取保守的

同源异型结构域，利用 Texshade将结果可视化。基

于 Swiss-Model 平台对同源异型结构域进行同源模

建，利用 PyMol对其三维结构进行可视化展示。基

于同源异型结构域蛋白序列的比对结果，使用

MGEA6.06构建邻接树(Neighbor-Joining, NJ tree)，

参数设置为：Bootstrap检验次数设为 1000次，并选

择 Poisson Model 和 Pairwise Deletion进行分析。利

用同样的比对结果，使用 PhyML 构建极大似然树

(MaxumumLikeihood, ML tree)，Bootstrap设为 100

次，并利用 ProtTest 2.4对同源异型结构域氨基酸序

列比对结果进行分析，选择 LG+G 模型构建极大似

然树；使用 MrBayes(v3.2.1)，构建贝叶斯树(Bayesian 

inference, BI)，同样利用 ProtTest 2.4选择 LG+G模

型重建贝叶斯树树。参照文献[22]设置参数，建立 4

个马尔可夫链，以随机树为起始树，共运行 2 500 000

代，每 1000代进行一次抽样。舍弃 25%的老化样本，

基于剩余样本，构建一致树，并计算相应的后验概

率(Posterior probability)。利用 Tree View 1.4.0显示

所有构建的系统发生树。 

1.3  基因结构和保守基序分析 

利用茄科植物数据库(http://solgenomics.net/)和

TAIR数据库，分别下载番茄和拟南芥 WOX基因家

族成员的基因组序列和 CDS序列，使用 GSDS(http: 

//gsds.cbi. pku.edu.cn/)工具分析结果并进行基因结

构的可视化展示。利用 Multiple Expectation Max-

imization for Motif Elicitation(MEME, http://meme.nbcr. 

net/meme/cgi-bin/meme.cgi)对番茄WOX转录因子家

族成员的蛋白序列的保守基序(motif)进行分析。 

1.4  染色体定位及基因同源性分析 

利用茄科植物数据库(http://solgenomics.net/)，

提取番茄WOX基因家族的染色体定位信息，利用 Perl

程序对染色体定位信息进行分析并将其可视化。利

用基因同源关系分析工具 Orthomcl[23]对番茄和拟南

芥 WOX 基因家族的基因同源性关系进行分析，利

用可视化工具 Circos[24]将基因同源性关系进行可视

化展示。 

1.5  基因表达分析及 GO 注释分析 

1.5.1  转录组数据的处理与结果分析 

利用 NCBI SRA数据库(http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/sra/)下载转录组测序数据，登录号为 SRA049915。

基于 Heinz 1706 转录组测序(RNA-seq)数据，利用

Tophat[25]和 Cufflink 等程序分析转录组测序数据并

进行表达量计算，提取 WOX 基因家族成员的基因

表达数据，将表达数据标准化后，使用 R 语言 phe-

atmap程序绘制热图(Heatmap)，将表达数据可视化。 
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1.5.2  芯片数据的处理与结果分析 

利用 Genevestigator(https://www.genevestigator. 

com/gv/)番茄基因芯片平台，搜索基因匹配探针，进

行基因表达模式和诱导表达分析，数据结果由

Genevestigator导出后，使用 Illustrator进行编辑。 

1.5.3  番茄苗期的 RNA 提取及反转录 

利用 Trizol(Invitrogen)分别提取番茄苗期 (20 

DAG)的茎尖、茎、叶、根及根尖总 RNA。提取的

RNA经 DNA酶消化后，Nanodrop进行定量，所有组

织均使用 2 μg RNA 及 M-MLV(Invitrogen)以 20 μL

体系进行反转录。 

1.5.4  qRT-PCR 结果检测 

针对在拟南芥干细胞动态平衡调控中发挥重要

作用的 AtWUS和 AtWOX5基因，选取番茄中直系同

源的 SlWUS、SlWOX5 基因，对其在苗期不同组织

的表达进行实时定量 PCR 分析。使用 Primer 

Premier 5.0 软件在基因特异性区域设计引物，扩增

片段在 150~200 bp，引物序列见表 1，以番茄管家

基因 UBI3[26]作为内参。选取番茄根、根尖、茎、茎

尖和叶片共 5 个组织，各个组织分别平行收集 3 组

样品作为 3次生物学重复，每组样品分别提取 RNA

并反转录为 cDNA，定量分析时设计 3次技术重复，

计算其平均值及标准差并根据 2−ΔΔCt 法计算基因的

相对表达量，以叶片的相对表达量设定为单位 1。

单因素方差分析利用 GraphPad Prism 完成，选择

Tukey方法进行测试。 

1.6  GO 注释分析 

使用番茄 WOX 转录因子家族蛋白序列，利用

Blast2GO 在默认参数下进行比对及 GO(Gene On-

tology)注释[27]，通过 WEGO工具进一步分析注释结

果并进行可视化展示。 

2  结果与分析 

2.1  番茄 WOX 转录因子家族成员鉴定及序列分析 

基于拟南芥WOX转录因子家族成员蛋白序列，

进行多序列比对获得保守的同源异型结构域(Home-

odomain)，以此构建隐马尔可夫模型序列谱。利用

所构建的隐马尔科夫模型序列谱检索番茄蛋白数据

库，人工去除冗余序列，获得候选基因的蛋白序列。

通过 SMART和 Pfam对候选蛋白序列进行结构域分

析，剔除不含完整同源异型结构域的蛋白序列，最

终预测得到 10个番茄 WOX转录因子家族成员。 

为了更好地体现新鉴定的番茄 WOX 转录因子

家族成员与拟南芥 WOX 转录因子家族成员的同源

关系，基于 Zhang 等[20]的命名策略，利用番茄和拟

南芥 WOX 转录因子家族成员蛋白全长序列的比对

结果，重建了邻接树，并基于邻接树的进化关系，

对新鉴定的番茄 WOX 转录因子家族成员进行命名

(表 2)。 

对新鉴定的番茄 WOX 转录因子家族成员的理

化性质分析发现，各成员之间氨基酸的长度存在一

定的差异，在 158~393aa 之间，蛋白分子量则介于

18.67~44.06 kDa之间，如表 2所示。家族成员的蛋

白理论等电点同样存在一定差异，在 5.35~9.40之间。 

2.2  同源异型结构域的鉴定和分析 

基于新鉴定的番茄 WOX 转录因子家族成员蛋

白序列，以已报道的 15条拟南芥 WOX转录因子家 

 
表 1  实时荧光定量 PCR 所用引物 
Table 1  Primers used for real-time quantitative RT-PCR 

基因名称 引物序列(5'→3') 基因号 

SlWOX5 F： ACCTGTTCCGCTCTGGACTC Solyc03g096300.2.1 

R： CCTTACGACGACGTTTCTGT 

SlWUS F： AAAAGAAGAGGCTCATTGCT Solyc02g083950.2.1 

R： TGGACACTGAACACCTGGAT 

UBI3 F： AGGTTGATGACACTGGAAAGGTT X58253(NCBI ID) 

R： AATCGCCTCCAGCCTTGTTGTA 
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表 2  番茄 WOX 转录家族成员特征分析 
Table 2  Characteristics of the WOX transcription factor family in Solanum lycopersicum 

名称 基因号 进化枝 氨基酸数 分子量(Da) 等电点(pI) 内含子数 

SlWUS Solyc02g083950.2.1 现代进化枝 272 31031.1 6.35 2 

SlWOX1 Solyc03g118770.2.1 现代进化枝 393 44057.6 6.68 3 

SlWOX2 Solyc06g076000.1.1 现代进化枝 240 26840.0 8.61 1 

SlWOX3a Solyc11g072790.1.1 现代进化枝 209 24032.4 8.77 1 

SlWOX3b Solyc11g072770.1.1 现代进化枝 197 22760.1 9.40 0 

SlWOX4 Solyc04g078650.2.1 现代进化枝 242 27686.0 8.69 2 

SlWOX5 Solyc03g096300.2.1 现代进化枝 158 18665.9 6.32 1 

SlWOX9 Solyc02g077390.1.1 中间进化枝 358 40145.4 7.02 2 

SlWOX11 Solyc06g072890.1.1 中间进化枝 264 29126.7 5.38 2 

SlWOX13 Solyc02g082670.2.1 古老进化枝 274 30745.3 5.53 2 

 
族成员蛋白序列为参考，使用 MAFFT 在默认参数

下进行多序列比对，发现所有番茄 WOX 转录因子

家族成员均含保守的同源异型结构域。基于文献[1,21]

报道，选取保守的同源异型结构域，利用 Texshade

将结果可视化(图 1A)。分析发现，番茄和拟南芥的

同源异型结构域的结构高度相似，含 60个氨基酸残

基(SlWUS 和 AtWUS 同源异型结构域含有 61 个氨

基酸残基)组成的 helix-loop-helix-turn-helix结构[1]。

已有研究[20]报道了 11 个同源异型结构域中保守的

位点，包括 helix1中的 Q、L和 Y以及 helix3中 I、

V、W、F、N、K 和 R 等，这些位点在番茄 WOX

转录因子家族成员蛋白中同样保守，提示这些氨基

酸残基可能在番茄 WOX 转录因子家族成员的功能

行使中起重要作用[20]。值得注意的是，相比于番茄

和拟南芥 WOX 转录因子家族的其他成员，SlWUS

和 AtWUS 在其同源异型结构域中多出了 1 个 Y 残

基。参考已有研究[20]发现，包括拟南芥 AtWUS 在

内，水稻 OsWUS、玉米 ZmWUS1和 ZmWUS2、高

粱 SbWUS以及杨树 PtWUS其同源异型结构域均由

61个氨基酸残基组成，经多序列比对后发现其多出

1个 Y残基，这说明 WUS亚家族的分化时间很可能

要早于这些物种的分化时间，同时说明该残基可能

对 WUS转录因子功能执行方面起着重要的作用。利

用 Swiss-Model对 SlWUS的同源异型结构域进行同

源模建，利用 PyMol对其三维结构进行可视化展示，

发现其由 61 个氨基酸残基组成的同源结构域依然

为 helix-loop-helix-turn-helix结构(图 1B)，多出的 Y

残基位于 Helix1 和 Loop 之间。已有研究表明拟南

芥中 WOX5 可以替代 WUS 在茎顶端分生组织中维

持干细胞的动态平衡，缺少 Helix1和 Loop之间的 Y

残基的 AtWOX5似乎可以替代有 Y残基的 AtWUS，

在茎尖执行相关功能[9]。多出的 Y 残基功能尚无相

关文献报道，本课题组后续将进行 Y残基点突变等

分子生物学实验阐述其具体的生物学功能。 

2.3  系统发育分析 

为了进一步揭示番茄 WOX 转录因子家族的进

化关系，以拟南芥 WOX转录因子家族成员为参考，

对新鉴定的番茄 WOX 转录因子家族成员同源异型

结构域氨基酸序列进行多序列比对。基于比对结果，

利用MEGA、PhyML和MrBayes分别构建了邻接树、

极大似然树和贝叶斯树，三者具有高度相似的拓扑

结构，表明重建的系统发育树是可靠的。 

基于重建的邻接树(图 2)，番茄 WOX转录因子

家族和做为参考的拟南芥 WOX 转录因子家族共 25

个成员被分为 3 个进化支 (Clade)和 9 个亚家族

(Subgroup)。现代进化支(Modern clade)包含了 WUS、

WOX1、WOX2、WOX3、WOX4 和 WOX5，共 6

个亚家族；中间进化支 (Intermediate clade)包含了

WOX9 和 WOX11 两个亚家族；古老进化支

(Ancient clade)包含了 WOX13一个亚家族，这与以

往的研究结果相一致[20~22]。每一个亚家族都包含了

番茄和拟南芥中至少一个 WOX 家族成员，这说明

WOX 家族的分化时间早于番茄和拟南芥的物种分

化时间。 
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图 1  番茄 WOX 转录因子家族蛋白同源异型结构域分析 
Fig. 1  Conserved homeodomain analysis of WOX family members in S. lycopersicum 
A：多序列比对分析。多序列比对利用 MAFFT 在默认参数下完成，使用 TexShade 将比对结果可视化。完全保守的氨基酸残基用紫

色标注，其余的相对保守的氨基酸残基用蓝色、红色标注，不同位点氨基酸符号堆叠高度表明该位点相应氨基酸残基的保守程度。B：

SlWUS的三维结构分析。基于 Swiss-Model平台对 SlWUS同源异型结构域进行同源模建，利用 PyMol对进行可视化展示。相较其他

WOX转录因子 SlWUS多出的 Y16残基位于 helix1和 loop之间，在 PyMol中将其设为棍棒模型(Show as sticks)以突出显示。 
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图 2  番茄 WOX 转录因子家族的系统进化树分析 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of WOX family genes in S. lycopersicum 
系统进化树采用邻接法，基于 MAFFT默认参数下多序列比对结果，利用 MEGA6.06构建，Bootstrap检验次数设为 1000次，并选择

Poisson Model进行分析。番茄、拟南芥 WOX转录因子家族 25个成员被分为 3个进化支和 9个亚家族。 

 
进一步比较分析表明，在不同亚家族中，番茄

WOX家族成员与拟南芥WOX家族成员在数目上差

异较大，说明在番茄和拟南芥物种分化后，WOX家

族的各个亚家族可能经历了不同的进化事件。 

2.4  番茄 WOX 基因家族的基因结构分析 

利用 GSDS 构建了番茄 WOX 基因家族成员的

基因内含子-外显子结构图。基于同源异型结构域氨

基酸序列的同源比对结果，利用 PhyML构建极大似

然树[28]来反映番茄WOX家族成员以及拟南芥WOX

家族成员之间的进化关系，所构建的极大似然树与

邻接树有着十分类似的拓扑结构(图 3)。 

基因结构分析表明，同一亚家族中内含子数目

较为保守，而不同亚家族之间的成员内含子数目存

在差异，最少的没有内含子而最多的有 3个内含子。

WOX9亚家族的大部分成员含有 3个内含子；WOX3

和 WOX5亚家族大部分成员仅含有 1个内含子。进

一步分析发现，同一亚家族内，番茄与拟南芥直系

同源的 WOX 基因，其外显子、内含子的组织结构

高度相似。因为基因家族成员间基因结构的变化也

能反映出基因家族成员之间的进化关系，所以同一

亚家族内高度相似的外显子、内含子的组织结构说

明了所重建的系统发育树的可靠性。同时这也侧面

反映了 WOX 基因家族成员的分化时间要早于番茄

和拟南芥物种的分化时间。 

2.5  番茄 WOX 转录因子家族的蛋白保守基序分析 

为了进一步鉴定、分析 WOX 转录因子家族的 
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图 3  番茄 WOX 转录因子家族极大似然系统发育树及基因结构 
Fig. 3  Maximum-Likelihood tree and gene structure of WOX family members in S. lycopersicum 
系统进化树采用极大似然法，基于 MAFFT默认参数下多序列比对结果，利用 PhyML构建，Bootstrap检验次数设为 100次，并选择

LG+G 模型分析。通过比对番茄和拟南芥 WOX 转录因子家族成员的基因组序列和 CDS 序列，使用 GSDS 工具分析进行基因结构的

可视化展示。绿色方框表示外显子，灰色实线表示内含子。 

 

基序，利用序列保守基序识别工具 MEME，对新鉴

定的番茄 WOX 转录因子的蛋白序列的保守基序进

行分析(图 4)。 

结果表明，所有番茄 WOX 转录因子家族成员

都含有由 60 个氨基酸残基组成的同源异型结构域

(Motif 1)。基于同源异型结构域氨基酸序列的同源比

对结果，利用 MrBayes构建贝叶斯树[29]来反映成员

之间的进化关系，所构建的贝叶斯树与邻接树、极

大似然树有着十分类似的拓扑结构。在现代进化支

内的 WOX 转录因子家族成员除了同源异型结构域

外，Motif3 在绝大多数成员中也是保守的，进一步

分析发现其和 WUS box的序列一致。而中间进化支

的所有成员在其蛋白序列的 C 端均存在串联的

Motif2 和 Motif4。总之，同一亚家族内的 WOX 转

录因子家族成员的保守基序的种类、数目和组织形

式具有很强的一致性，同样从侧面反映了系统发育

分析的可靠性。 

2.6  染色体定位和同源性关系分析 

为进一步分析番茄与拟南芥 WOX 家族成员的

进化关系，基于番茄基因组中的注释信息，进行了

番茄 WOX 基因的染色体定位分析，并利用 Perl 程

序将结果可视化。番茄 WOX 基因在其基因组的 12

条染色体上的分布并不均匀，2、3、4、6、11号染色

体分布有 WOX 基因，其余染色体上未检测到 WOX

基因；番茄第 2 号染色体上 WOX 基因分布最多，有 
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图 4  番茄 WOX 转录因子家族蛋白保守结构域分析 
Fig. 4  Conserved motifs within different subgroups of WOX family members in S. lycopersicum 
系统进化树采用贝叶斯法，基于 MAFFT默认参数下多序列比对结果，利用 PhyML构建，选择 LG+G模型分析建立 4个马尔可夫链，

以随机树为起始树，共运行 2 500 000代，每 1000代抽样一次，舍弃 25%的老化样本，基于剩余样本构建一致树，并计算相应的后

验概率。番茄 WOX转录因子家族成员的保守基序利用 MEME进行分析，彩色方框表示保守基序。 

 
3个，分别是 SlWUS、SlWOX9、SlWOX13(图 5)。同

一家族的不同成员如果位于同一个或相邻的基因间

区域，则这些成员为串联重复关系[30]。因此，番茄

WOX基因家族的 SlWOX3a和 SlWOX3b形成了 1个

串联重复对。 

利用 Orthomcl 进行同源关系分析，并利用

Circos 将结果可视化。结果显示，番茄和拟南芥的

成员之间有着很强的直系同源关系，番茄 WOX 家

族的每个亚家族中都至少有 1个成员与拟南芥WOX

家族中相应的成员存在直系同源关系，例如 AtWUS

和 SlWUS，暗示了WOX家族成员的分化时间可能在

番茄和拟南芥物种分化时间之前。进一步分析发现，

串联重复的 SlWOX3a 和 SlWOX3b 所编码的蛋白为

旁系同源，说明这两个基因来源于一次复制事件。 

2.7  番茄 WOX 转录因子家族的蛋白功能域分析 

根据文献[1,20]报道，拟南芥 WOX转录因子家族

中蛋白功能域主要有 3个：WUS盒(WUS box)、类

EAR 基序 (EAR-like motif)和酸性区域 (The acidic 

region)，其中 WUS box(TLXLFP, X可以是任意氨基

酸)是现代进化支中的成员所特有的。 

通过序列比对分析发现，在番茄 WOX 转录因

子家族现代进化支的 7 个成员 SlWUS、SlWOX1、

SlWOX2、SlWOX3a、SlWOX3b、SlWOX4和 SlWOX5

中均含有保守的 WUS box(图 6A)。拟南芥 WOX转

录因子家族中，WUS和 WOX5亚家族的成员在其 C

端含有 1个保守的 EAR-like基序(EAR-like motif，

图 6B)，其主要功能是抑制下游基因表达[1]。进一步 
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图 5  番茄 WOX 家族成员的染色体定位及同源关系分析 
Fig. 5  Chromosomal distribution and homologous members of the WOX family in S. lycopersicum 
利用 Orthomcl 对番茄和拟南芥 WOX 基因家族的基因同源性关系进行分析，利用 Circos 将基因染色体定位和同源性关系进行可视化

展示。番茄染色体(Sl02、Sl03等)和拟南芥染色体(At01~At05)分别用蓝色和红色标示，具备同源关系的 WOX基因用彩色连线来显示。 

 
的分析发现，在番茄 SlWUS 和 SlWOX5 的 C 端同

样含有保守的 EAR-like 基序，提示番茄中 SlWUS

和 SlWOX5可能与拟南芥同源的 AtWUS、AtWOX5

有着相似的作用。有意思的是，番茄 SlWUS和拟南

芥 AtWUS 的酸性区域似乎并不保守(图 6C)，但二

者似乎均含有保守的 LXXXQEEE基序。 

2.8  番茄 WOX 基因家族的基因表达分析 

基于番茄转录组测序(RNA-seq)数据，分析并提

取 WOX 基因家族成员的基因表达数据，使用 R 语

言将表达数据标准化和可视化。从图 7中可以看出，

WOX基因家族成员在根、根尖、叶、茎、茎尖等组 

织中均有表达。进一步的分析发现，不同亚家族内

WOX基因的表达具有一定的特异性，在 WOX13亚

家族内，绝大多数成员在 5 个组织中有较高的表达

量，表明这些基因在植物的发育过程中均起重要作

用。同一亚家族的 WOX 基因在不同组织中的表达

差异较为明显，WUS亚家族的 SlWUS和 AtWUS在茎

尖的表达水平要高于茎以及其他组织，与其在茎顶端

分生干细胞动态平衡调控的功能是相关的；同时

WOX5亚家族的 SlWOX5和AtWOX5在根中表达量较

高，这与拟南芥中同源基因的研究结果相一致[31]。进

一步的分析发现，同一亚家族的 WOX 基因在同一组

织中的表达具有差异，在WOX3亚家族内，SlWOX3a 
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图 6  番茄 WOX 转录因子家族功能结构域分析 

Fig. 6  Functional domain analysis of WOX transcription factors in S. lycopersicum 
A：WUS box序列比对结果。WUS box的保守基序序列为 TLXLFP，完全保守的氨基酸残基用紫色标注；B：类 EAR基序序列比对

结果。类 EAR 基序序列为 LXLXLX，完全保守的氨基酸残基用紫色标注，其余的相对保守的氨基酸残基用蓝色、红色标注。C：酸

区域比对结果。SlWUS和 AtWUS氨基酸全长序列比对，利用 MAFFT在默认参数下完成，黑色、灰色阴影表示保守的氨基酸残基；

SlWUS和 AtWUS酸性区中包含保守的 LXXXQEEE核心基序。 

 
和 SlWOX3b的表达规律总体是相似的，但是在茎尖

组织中 SlWOX3b的表达水平要显著高于 SlWOX3a，

这表明来源于复制事件的两个基因在茎尖部位所行

使的功能可能发生了变化。 

番茄的果实发育过程对于番茄的风味、硬度以

及果实产量等众多农艺性状十分重要，通过分析

WOX 基因家族成员在果实发育成熟过程中基因表

达情况，发现不同亚家族的成员在果实成熟中的表 

达情况差异较大。如图 8 所示，SlWOX13 在果实发

育的早期和晚期始终有着较高的表达水平。SlWUS、

SlWOX2和 SlWOX5在番茄果实发育过程中表达量很

低，而 SlWOX1、SlWOX4和 SlWOX11在果实发育的

初期表达量较高，随后逐渐降低，直到 MG 时期表

达终止，说明这两个基因可能参与了番茄果实早期

的发育过程。在 WOX3 亚家族中，SlWOX3a 和

SlWOX3b可能是来源于基因的复制事件，但是二者在 
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图 7  番茄 WOX 基因家族成员表达模式分析 
Fig. 7  Expression patterns of the WOX gene family members in S. lycopersicum 
系统进化树采用邻接法，基于 MAFFT默认参数下多序列比对结果，利用 MEGA6.06构建，选择 Poisson Model，Bootstrap检验次数

设为 1000次。番茄和拟南芥 WOX基因表达数据分别来自转录组和芯片数据，使用 R语言将表达数据标准化后，pheatmap程序绘制

热图将表达数据可视化。红色越深，表达量越高；蓝色越深，表达量越低，灰色表示没有相关数据。 

 
果实成熟发育过程中的表达规律出现差异，SlWOX3a

在番茄果实发育过程中表达量始终很低，而

SlWOX3b在 1 cm果实时期和 2 cm果实时期有着较

高的表达丰度，说明这二者在果实发育过程中可能

有着不同的功能。 

基于 Genevestigator平台的番茄芯片数据库，本

文搜索到 3个基因有相应的探针匹配，分别是 SlWUS 

(Solyc02g083950.2)、 SlWOX4(Solyc04g078650.2)和

SlWOX13(Solyc02g082670.2)，继而分析了 WOX 基

因在盐胁迫(200 mmol/L NaCl)、7 d干旱胁迫、高温

胁迫及 ABA处理 4个不同诱导条件下的表达模式。

结果表明，在 4个诱导处理条件下(图 9)，SlWUS的

表达变化不明显，表明 SlWUS表达在盐胁迫、干旱

胁迫、高温胁迫及 ABA处理条件下均保持着相对稳

定的状态；在高温处理 1 h后，SlWOX4的表达出现

了略微的下调，提示高温胁迫可能通过相应的信号

转导途径抑制了 SlWOX4 的表达；SlWOX13 在 7 d

干旱处理条件下出现了明显的上调，而在 ABA处理 
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图 8  番茄 WOX 基因家族成员果实成熟过程中表达分析 
Fig. 8  Expression patterns of the SlWOX gene family members during tomato ripening 
系统进化树采用邻接法构建，选择 Poisson Model，Bootstrap检验次数设为 1000次。番茄果实中 WOX基因表达数据来自转录组数据，

使用 R语言将表达数据标准化后，pheatmap包绘制热图将表达数据可视化。红色越深，表达量越高；红色越淡，表达量越低。1 cm: 

1 cm果实时期；2 cm: 2 cm果实时期；3 cm: 3 cm果实时期；MG: mature green(绿熟期)；B:breaker, early ripening stage(成熟早期)；

B+10: 10 days post B, red ripe stage(成熟期)。 

 
条件下 SlWOX13表达量并没有出现明显的变化，说

明 SlWOX13 对干旱胁迫的响应可能受 ABA 以外的

其他途径来调控。在拟南芥中 AtWOX13被报道参与

根的发育[32]，这表明番茄可能通过调节 SlWOX13在

根中的表达水平来调控根器官的胚后发育进程来响

应干旱环境。 

在番茄中选取与拟南芥中分别参与茎顶端分生

组织和根顶端分生组织干细胞动态平衡调控的

AtWUS和 AtWOX5的直系同源转录因子 SlWUS和

SlWOX5，对其编码基因进行进一步的表达验证分

析，结果如图 10 所示。SlWOX5 基因主要在根尖表

达，单因素方差分析表明，其在根尖表达量与其他

组织均存在显著差异(P<0.0001)；基因 SlWUS 则在

茎尖的表达量较高，类似的，SlWUS 基因在茎尖表

达量与其他组织也存在显著差异(P<0.0001)。 

2.9  番茄 WOX 转录因子家族 GO 注释分析 

进一步对番茄和拟南芥 WOX 家族成员的蛋白

序列进行 GO注释(图 11)，分析发现番茄 WOX转录

因子家族成员的细胞组成(Cellular component)、分子

功能(Molecular function)以及其所参与的生物学过

程(Biological process)与拟南芥 WOX转录因子家族

成员相似。通过 GO 注释结果分析发现，在细胞组

成和分子功能方面，所有番茄的 WOX 转录因子家

族成员在细胞核中发挥 DNA 结合和调节转录活性

相关的功能，这与 WOX 转录因子的功能相一致；在

细胞生物学过程方面，WOX转录因子家族成员的注

释信息呈多样化，所有的番茄 WOX 蛋白均被注释

为参与到胚胎等组织器官发育过程中，大部分家族

成员还参与细胞间通讯等信号转导过程中，一些家

族成员还参与细胞分裂素的响应等过程中，这与已

有的文献[3]报道相符。 

3  讨  论 

WOX 基因家族所编码的植物特异性的转录因

子广泛参与植物干细胞的动态平衡调控、胚胎发育、 
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图 9  番茄 WOX 基因家族成员在不同诱导条件下表达分析 
Fig. 9  Expression profiles of the SlWOX gene family under different inducible treatments 
番茄胁迫条件下 WOX基因表达数据来自 Genevestigator平台的番茄芯片数据库，红色越深，表达量越高，红色越淡，表达量越低。 

 
 

 
 

图 10  SlWOX5、SlWUS 基因 qRT-PCR 表达分析 
Fig. 10  qRT-PCR analysis of SlWOX5 and SlWUS 
A：SlWOX5基因的表达模式。*** 表示单因素方差分析表明 SlWOX5在根尖的表达量与其他组织均存在显著差异 P<0.0001；B：SlWUS

基因的表达模式。*** 表示单因素方差分析表明 SlWUS在茎尖的表达量与其他组织存在显著差异 P<0.0001。 
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图 11  番茄 WOX 家族成员 GO 注释 
Fig. 11  GO analysis of WOX transcription factor family members in S. lycopersicum 
使用 Blast2GO在默认参数下进行比对并进行 GO注释，通过 WEGO工具进一步分析注释结果并进行可视化展示，分析比较番茄和拟

南芥 WOX转录因子家族成员在细胞组分、分子功能和生物学过程等方面的注释情况。 

 
组织器官的发生和形成等诸多重要的生命过程，具

有十分重要的生物学功能。本研究利用生物信息学

方法，首次从番茄基因组中鉴定出 10个 WOX转录

因子家族成员，所有番茄 WOX 转录因子家族成员

均含 60 个氨基酸残基组成的保守的同源异型结构

域，番茄和拟南芥的 WOX 转录因子家族成员的同

源异型结构域高度保守，此外 SlWUS和 AtWUS在

loop结构中均多出 1个 Y残基，其具体的功能尚不

明确；针对番茄 WOX 转录因子家族成员，通过邻

接法、极大似然法和贝叶斯法重建的系统发育树具

有高度相似的拓扑结构；系统发育分析表明番茄和

拟南芥的 WOX 转录因子家族成员被分成了 3 个亚

支，并进一步被分为 9 个亚家族，其中每个亚家族

都包含了至少 1 个的有直系同源关系的番茄和拟南

芥 WOX转录因子家族成员，这说明 WOX转录因子

家族成员的分化形成可能早于番茄和拟南芥的物种

分化；通过对番茄和拟南芥 WOX 基因的结构特征

分析发现，不同亚家族中番茄和拟南芥的 WOX 基

因之间内含子数目差异较大，但是同一亚家族内的

番茄与拟南芥 WOX 基因，其基因结构高度相似，

这同样说明了 WOX 基因家族成员的分化形成可能

要早于番茄和拟南芥的物种分化；通过对 WOX 转

录因子家族成员结构域的分析发现，同一亚家族内

的 WOX 转录因子家族成员的保守结构域的组织形

式非常类似，从侧面反映了系统发育分析的可靠性；

此外，通过染色体定位分析和基因同源关系分析发

现 SlWOX3a和 SlWOX3b发生于一次串联重复事件；

通过对家族基因的表达分析发现，SlWOX 基因的表

达具有一定的组织特异性，SlWOX5在根尖、根特异

表达，SlWUS 在茎尖表达量较高；番茄果实成熟过

程中，家族不同基因表达情况差异明显，SlWOX13

在果实发育的整个时期表达量始终保持较高的水平，

而 SlWOX1、SlWOX4 和 SlWOX11 表达水平随着发育

进程不断降低。同时在串联重复的 SlWOX3a 和

SlWOX3b 在果实成熟发育过程中的表达出现差异，

SlWOX3a 在番茄果实发育过程中表达量始终很低，
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而 SlWOX3b在 1 cm果实时期和 2 cm果实时期有着

较高的表达丰度，这说明来自复制事件的两个基因

在果实发育过程中可能出现了功能分化；番茄诱导

胁迫分析发现，SlWOX13 在 7 d 干旱处理条件下出

现了明显的上调，其可能通过调节 SlWOX13在根中

的表达水平来调控根等胚后发育进程来响应干旱逆

境。在番茄中生长素、茉莉酸等其他激素调控 WOX

转录因子的模式和机制仍需后续的分子生物学实验

来验证；基因本体论 GO 注释表明，番茄和拟南芥

WOX 家族成员作为核定位的转录因子参与到胚胎

等组织器官发育和细胞间通讯过程中，具体功能有

待利用分子生物学手段进行进一步的分析验证。 
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