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摘  要 

WRKY18转录因子在植物生长发育及逆境响应中发挥重要调控作用。禹氏三角物种为研究基因家族的进

化规律提供了材料。本研究采用生物信息学方法，对禹氏三角物种中的WRKY18基因家族进行全基因组

鉴定，并结合系统发育、基因结构、蛋白特性、保守基序及转录组数据，分析其进化特征与表达模式。

结果表明，在二倍体基本种白菜、甘蓝、黑芥中分别鉴定出3个WRKY18基因，在四倍体复合种芥菜型油

菜、甘蓝型油菜中鉴定出6个基因，而在埃塞俄比亚芥中仅鉴定出5个，基因数量变化符合禹氏三角的杂

交与多倍化规律，并存在多倍体化后的基因丢失现象。系统发育与结构分析显示，26个WRKY18可分为

三组，其WRKY结构域均由两个外显子编码且高度保守。保守基序分析显示，各成员均包含核心基序，

但种内基序组成的差异暗示了功能上的潜在分化。转录组表达分析发现，甘蓝型油菜WRKY18基因在核

盘菌胁迫下呈现复杂的时序性表达差异，且抗病品系中的诱导强度普遍高于感病品系。本研究揭示了

WRKY18基因家族在芸薹属多倍体进化过程中的保留、扩张与丢失规律，证实其成员在生物胁迫响应中

具有时序协同与功能分化特征，为芸薹属作物抗逆遗传改良提供了重要的基因资源与理论依据。 
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Abstract 
The WRKY18 transcription factor plays an important regulatory role in plant growth, development, and 
stress responses. The species of U’s triangle provide a model for studying the evolutionary patterns of 
gene families. In this study, we performed a genome-wide identification of the WRKY18 gene family 
across U’s triangle species using bioinformatics approaches. Their evolutionary characteristics and 
expression patterns were analyzed by integrating phylogenetic, gene structure, protein property, con-
served motif, and transcriptomic data. The results showed that three WRKY18 genes were identified in 
each of the diploid foundational species (B. rapa, B. oleracea, B. nigra), six genes were identified in the 
tetraploid complex species B. napus and B. juncea, while only five were identified in B. carinata. 
This variation in gene number aligns with the hybridization and polyploidization patterns of U’s 
triangle, with evidence of gene loss following polyploidization. Phylogenetic and structural anal-
yses revealed that the 26 WRKY18 members could be divided into three groups, with the WRKY do-
main being encoded by two exons and highly conserved. Conserved motif analysis showed that all 
members contained the core motif; however, differences in intra-species motif composition suggested 
potential functional differentiation. Transcriptomic expression analysis revealed that WRKY18 mem-
bers in B. napus exhibited complex temporal expression patterns under Sclerotinia sclerotiorum stress, 
with induction levels generally higher in resistant lines than in susceptible lines. This study reveals the 
retention, expansion, and loss patterns of the WRKY18 gene family during the polyploidization of Bras-
sica species, confirms the temporal coordination and functional differentiation of its members in re-
sponse to biotic stress, and provides important genetic resources and a theoretical basis for stress re-
sistance breeding in Brassica crops. 
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1. 引言 

RKY 蛋白是一种重要并存在于整个植物进化过程中的转录因子家族，在其 N 端具有高度保守的

WRKYGQK 氨基酸序列和一个锌指结构的 WRKY 结构域，能特异结合((T)(T)TGAC(C/T)) DNA 序列(后
被称为 W 盒) [1] [2]。研究表明，植物的多种生理生化过程均需要 WRKY 家族参与，其中包括种子萌发、

形态建成、发育、代谢调控和衰老调控等[3]。WRKY 蛋白在拟南芥防卫反应中起着重要的作用，在不同

程度上多种生物和非生物胁迫因子均能诱导拟南芥 WRKY 基因的表达，并且在不同的非生物胁迫方面不

同的 WRKY 蛋白表现出功能的多样性，当植物受到各种非生物因素影响时，不同的非生物胁迫下 WRKY
基因可以参与调控信号处理和转录的重新编程[4]。已有研究表明，在根的生长过程和种子萌发抑制方面，

AtWRKY18 与 AtWRKY60 基因均对其具有正调控作用，并且植株对 ABA 敏感性与这些过程相关，植物在

生长发育过程中对脱落酸和非生物胁迫因子进行响应时，AtWRKY40 基因与 AtWRKYA18 和 AtWRKY60 基

因对其的作用相互拮抗[5]。也就是说，在种子萌发及发育阶段，AtWRKY40 基因对脱落酸进行负调控，
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AtWRKY18 和 AtWRKY60 基因对脱落酸进行正调控，并且能迅速诱导 AtWRKY18 和 AtWRKY40 基因，而

诱导 AtWRKY60 基因则较为缓慢，还发现 AtWRKY40 和 AtWRKY18 能通过识别 AtWRKY60 启动子来调节

AtWRKY60 基因的表达[6]。此外，AtWRKY33 参与植物对坏死营养病原体的抗性[7]，油菜中过表达 At-
WRKY33 同源物 BnWRKY33 增强了油菜对菌核链球菌的抗性[8]。研究发现，百合 LrWRKY4 和 LrWRKY12
在拟南芥中的组成型表达可增强植株对灰霉的抗性[9]。由此也可见，WRKY 转录因子在植物免疫反应中

起着重要作用。 
在芸薹属中WRKY18家族经历了更为复杂的演化历史。芸薹属祖先经历了两轮全基因组三倍化[10]，

并形成了禹氏三角模型中三个二倍体基本种。禹氏三角是 1935 年韩国研究者禹长春提出基于细胞生物学

证据提出的芸薹属植物种间杂交关系模型。该模型以白菜(Brassica rapa, AA, n = 10)、黑芥(Brassica nigra, 
BB, n = 8)、甘蓝(Brassica oleracea, CC, n = 9)三个芸薹属二倍体物种为基本种，揭示了通过自然杂交形成

芥菜型油菜(Brassica juncea, AABB, n = 18)、甘蓝型油菜(Brassica napus, AACC, n = 19)、埃塞俄比亚芥

(Brassica carinata, BBCC, n = 19)芸薹属四倍体复合种的遗传规律，该模型为油菜抗逆育种和植物多倍化

研究提供了基础框架。大约 1800 万年前，拟南芥和芸薹属祖先至少经历了两次不同的复制[11]，形成了

现在的拟南芥和芸薹属的祖先物种；然后在 1400 万年前，芸薹属祖先完整的基因组序列有一次三倍化的

扩张现象[12] [13]，并于 400 万年前进一步分化而形成了现在的二倍体物种甘蓝和白菜；在 1 万年前左

右，二倍体物种甘蓝和白菜杂交形成了甘蓝型油菜这一四倍体物种[14]，揭示了属内异源多倍体与祖先二

倍体亲缘关系，得到广泛认可。但禹氏三角物种在 WRKY18 基因家族中的多倍化和杂交过程中，这些多

拷贝基因是共同保留了原始的防御功能，还是通过顺式元件的重塑实现了新功能化。目前针对禹氏三角

六个物种中 WRKY18 家族的系统分子演化研究尚属空白。且芸薹属的起源与进化的相关研究虽然在禹氏

三角物种(白菜、黑芥、甘蓝、芥菜型油菜、甘蓝型油菜、埃塞俄比亚芥)全基因组测序工作完成条件下取

得了进展，但同时对禹氏三角六个物种功能基因家族研究方面却鲜有报道。而其独特的亲缘关系对

WRKY18 基因家族的分子进化研究提供了很好的材料。 
本研究用生物信息学的方法，以模式植物拟南芥为参考，利用禹氏三角物种的全基因组序列数据，

鉴定 WRKY18 基因家族的全部成员，试图探讨经基因组的三倍化扩张，分化以及芸薹属基本种杂交形成

四倍体复合种后，WRKY18 基因家族的丢失、保留及扩张情况。在此基础上，我们进一步分析该家族成

员的基因结构、保守基序、启动子顺式作用元件及共线性关系，以揭示其维持核心功能与产生适应性分

化的分子机制。同时，利用转录组数据，调查甘蓝型油菜 WRKY18 基因的组织特异性和生物胁迫下诱导

特性，为下一步研究 WRKY18 基因功能提供参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

从 TAIR 数据库(https://www.arabidopsis.org)下载拟南芥的基因组序列；白菜、甘蓝、黑芥、甘蓝型油

菜、芥菜型油菜的基因组序列下载于 BRAD 数据库(http://brassicadb.org/brad/)，埃塞俄比亚芥的基因组序

列来自 Song 等[15]发表的文章。 

2.2. 禹氏三角物种 WRKY18 家族基因序列获取 

使用 TBtools [16]提取芸薹属六个物种的 CDS 和蛋白序列，以拟南芥 AtWRKY18 蛋白序列为探针，

与禹氏三角物种的蛋白数据库进行 BLASTP 比对，筛选并删除重复序列后，将蛋白序列上传至 NCBI 网
站进行反向 BLAST，去除冗余得到 WRKY18 基因家族候选蛋白集合 1。在 pfam 数据库通过 WRKY18 基

因家族的 pfam ID (PF03106)下载 hmm 模型文件，随后在 TBtools 中采用 HMM 搜索获取候选蛋白集合

https://doi.org/10.12677/br.2026.154031
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2。取蛋白集合 1 和集合 2 的交集，获得禹氏三角物种的 WRKY18 基因家族候选蛋白。将候选蛋白序列提

交至 NCBI CD Search 进行保守结构域分析，再结合保守基序、进化树等，去除错误基因，修正异常基因，

最终确定禹氏三角物种 WRKY18 家族的全部成员。 

2.3. WRKY18 基因家族系统发育及基因结构分析 

采用 Clustal W 进行多序列比对，应用 MEGA12.1，采用 NJ 法构建系统发育树，Bootstrap 参数选择

1000。根据基因组注释信息，使用 TBtools 将禹氏三角物种 WRKY18 基因家族的基因结构可视化。利用

在线工具 NCBI CD Search 快速寻找 WRKY18 基因家族各成员的结构域，然后 TBtools 进行可视化。 

2.4. WRKY18 家族蛋白特性分析 

利用在线工具 ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/)预测禹氏三角物种WRKY18基因家族各成员

的氨基酸数(Number of amino acid)、氨基酸组成(Amino acid composition)、磷酸化位点(Phosphorylation sites)。 

2.5. WRKY18 基因家族保守基序分析 

禹氏三角物种 WRKY18 基因家族成员的蛋白质序列上传到 MEME 网站 
(http://meme.nbcr.net/meme/cgi-bin/meme.cgi)，进行保守基序预测，预测数量设为 10 个，预测结果利用

TBtools 进行可视化。 

2.6. WRKY18 基因家族顺式元件和共线性分析 

禹氏三角物种 WRKY18 基因家族成员的启动子序列提交到 PlantCare 网站 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)进行顺式作用元件预测，使用 TBtools 对顺式作

用元件进行可视化。利用软件 MCScanX 进行共线性分析，通过 TBtools 软件可视化共线性模块。 

2.7. WRKY18 基因家族的生物胁迫诱导特性和组织特异性表达分析 

下载公开发表的甘蓝型油菜、白菜、甘蓝接种核盘菌或根肿菌后的转录组数据，以及组织器官根、

茎、叶、荚果皮、花、愈伤组织等的转录组数据，使用 TBtools 软件分析这三个物种的转录组数据，获得

其 TPM 值，并利用 TBtools 的 Heatmap 工具对这三个物种的 WRKY18 基因家族所有成员的表达量进行可

视化。 

3. 结果与分析 

3.1. 禹氏三角物种 WRKY18 基因家族的鉴定 

利用数据库 TAIR 和 BARD 在禹氏三角物种的全基因组数据，鉴定出禹氏三角物种 WRKY18 基因家族

全部成员(表1)。在三个基本种白菜、黑芥、甘蓝分别鉴定出3个WRKY18基因，较拟南芥中的1个(AtWRKY18)
基因呈现基因家族扩张。在禹氏三角的四倍体复合种芥菜型油菜、甘蓝型油菜、埃塞俄比亚芥中分别鉴定

出 6、6、5 个的 WRKY18 基因。四倍体复合种中的 WRKY18 基因数量基本为二倍体基本种中的两倍，也符

合二倍体基本种通过自然杂交形成四倍体复合种的规律。其中埃塞俄比亚芥的 WRKY18 数量为 5 个，低于

理论值 6 个，可能是黑芥和甘蓝杂交形成埃塞尔比亚芥后由于基因的重排中造成基因丢失。 

3.2. WRKY18 家族基因结构及系统发育分析 

为了考察禹氏三角物种 WRKY18 家族各成员的进化关系，构建了系统发育树(图 1)，禹氏三角物种

WRKY18 家族分为三组(Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ)，每组的基因数量分别为 10、9、7 个。三个基本种白菜、黑芥、甘蓝的

https://doi.org/10.12677/br.2026.154031
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基因分别平均分布在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组中，四倍体复合种芥菜型油菜的基因分别平均分布在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组中，而甘

蓝型油菜的基因在Ⅰ组中有三个，Ⅱ组中有两个，而Ⅲ组中只有一个，埃塞俄比亚芥在Ⅰ和Ⅱ组中分别有两

个基因，Ⅲ组中则只有一个基因。在基因结构方面，Ⅰ组的基因结构相似，基因长度接近，外显子数量主

要为 5 个，但 BnaWRKY18.2 具有 6 个外显子，而 BcaWRKY18.2、BjuWRKY18.2、BniWRKY18.1 仅有 4 个

外显子。Ⅱ组的基因结构相似，均为 5 个外显子，但基因长度差异较大，其中 BjuWRKY18.3 和 BcaWRKY18.3
的基因长度明显大于组内的其它基因。Ⅱ组多数基因具有 4 个外显子，但 BcaWRKY18.5 具有 5 个外显子，

而 BniWRKY18.3 具有 7 个外显子，且长度明显大于其它基因。禹氏三角物种 WRKY18 家族的 WRKY 结

构域均由两个外显子编码，且均靠近 C 端，体现其重要性和进化保守性。 
 

Table 1. The WRKY18 genes in Species of U’s triangle 
表 1. 禹氏三角物种 WRKY18 基因 

物种 Species 基因名称 Gene name 登录号 Accession number 基因数量 Gene number 

白菜 
Brassica rapa 

BraWRKY18.1 A01p06380.2_BraZ1 

3 BraWRKY18.2 A08p20630.2_BraZ1 

BraWRKY18.3 A03p62180.2_BraZ1 

黑芥 
Brassica nigra 

BniWRKY18.1 BniB05g006200.2N.1 

3 BniWRKY18.2 BniB03g010220.2N.1 

BniWRKY18.3 BniB02g085540.2N.1 

甘蓝 
Brassica oleracea 

BolWRKY18.1 BolC01g007240.2J.m1 

3 BolWRKY18.2 BolC03g081360.2J.m1 

BolWRKY18.3 BolC07g056170.2J.m1 

芥菜型油菜 
Brassica juncea 

BjuWRKY18.1 BjuVA01G06420.1 

6 

BjuWRKY18.2 BjuVB05G06170.1 

BjuWRKY18.3 BjuVB03G09910.1 

BjuWRKY18.4 BjuVA08G18640.1 

BjuWRKY18.5 BjuVB02G71840.1 

BjuWRKY18.6 BjuVA03G59870.1 

甘蓝型油菜 
Brassica napus 

BnaWRKY18.1 BnA03g0102970.1 

6 

BnaWRKY18.2 BnA01g0007040.1 

BnaWRKY18.3 BnC02g0493760.1 

BnaWRKY18.4 BnA08g0318320.1 

BnaWRKY18.5 BnC03g0613120.1 

BnaWRKY18.6 BnA03g0154140.1 

埃塞俄比亚芥 
Brassica carinata 

BcaWRKY18.1 BcaC09g51972 

5 

BcaWRKY18.2 BcaNung05186 

BcaWRKY18.3 BcaB03g12719 

BcaWRKY18.4 BcaC01g01058 

BcaWRKY18.5 BcaNung01498 

拟南芥 Arabidopsis thaliana AtWRKY18.1 AT4G31800.1 1 

https://doi.org/10.12677/br.2026.154031
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Figure 1. Phylogenetic tree and genetic structure of WRKY18 in U’s triangle species 
图 1. 禹氏三角物种 WRKY18 家族的基因结构和系统发育树 

3.3. WRKY18 基因家族保守基序分析 

 
(a)                                               (b) 

Figure 2. Motif sequences and distribution of the WRKY18 family in U’s triangle species. (a) Motifs of the WRKY18 protein 
in U’s triangle species. Colored boxes represent motifs 1-10. (b) Amino acid sequences of motifs 1-10 
图 2. 禹氏三角物种 WRKY18 家族 motif 序列以及分布。(a) 禹氏三角物种 WRKY18 蛋白基序。不同颜色的方框表示

基序 1-10。(b) 基序 1-10 的氨基酸序列 
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转录因子在基因转录的启动和调节中起关键作用[17]，WRKY 是转录因子的超家族，在拟南芥中有

多达 100 个基因，参与各种生理程序的调节[18]。同时，它也是调控植物中许多生物信号网络的组成部分

[19]。WRKY 蛋白通过与目标基因启动子区的顺式 DNA 元素 W-BOX 结合，正负调控基因表达，影响不

同的发育程序[20] [21]。WRKY 转录因子已被证实广泛参与植物对不同生物、非生物和激素信号反应的

多种途径，从而影响植物的生长和发育[22]。禹氏三角物种 WRKY18 家族每个成员均含有 WRKY 结构域

(图 2(a))。用 MEME 对 6 个芸薹属物种 WRKY18 进行 motif 分析发现(图 2(b))，WRKY18 在进化过程中比

较保守，所有的 WRKY18 都含有 motif 1-5，说明这些序列在 WRKY18 进化过程中发挥重要作用。从种内

角度看，同一物种内的 WRKY18 蛋白所含 motif 的种类或数量存在一定的差异。如白菜中，BraWKRY18.1
和 BraWKRY18.2 均含 10 个 motif 且排列顺序相同，而 BraWKRY18.3 仅含 8 个 motif。由此推测，禹氏

三角物种内 WRKY18 在功能上可能已发生分化。 

3.4. WRKY18 基因家族顺式作用元件分析 

顺式作用元件是启动子及上游调控区的保守短序列，可特异性结合转录因子调控基因转录，在激素

信号转导、生物与非生物胁迫应答中发挥关键作用。通过系统鉴定 WRKY18 家族成员中启动子区顺式作

用元件，共识别到八类主要与激素及胁迫响应相关的元件(图 3)。WRKY18 基因启动子区域全部顺式作用

元件按分布频率来看脱落酸响应元件和茉莉酸甲酯响应元件的分布最广泛，存在于所有 WRKY18 基因家

族成员启动子中，体现了脱落酸信号调控与茉莉酸甲酯信号调控在 WRKY18 基因家族中的普遍性和基础

性。从启动子元件种类多样性来看，WRKY18 家族分支 I 成员的启动子元件种类最为多样，与其它两个分

支相比还分布有干旱诱导、赤霉素响应及生长素响应元件。WRKY18 家族分支 II 成员的元件组成相对保

守，以水杨酸、茉莉酸甲酯和脱落酸响应元件为主。WRKY18 家族分支 III 成员的启动子元件相比较于其

他两个分支成员响应元件数量较少。在顺式元件的位置排列分布方面，同一分支内的成员在启动子顺式

作用元件的类型、数量及分布位置上呈现出高度的相似性，不同分支间则存在显著差异，与进化树的聚

类结果高度吻合。分支 I 中成员 BcaWRKY18.2、BjuWRKY18.2 和 BniWRKY18.1 元件分布呈现出高度的一

致性，均含有脱落酸响应元件、茉莉酸甲酯响应元件、水杨酸响应元件，且元件的数量、出现区间高度

相似，表明分支 I 成员在进化中保留了相似的转录调控模式。在分支 II 成员中，BjuWRKY18.3、
BcaWRKY18.3 和 BniWRKY18.2 其元件相似性表现为高度同质化、元件的数量、分布区间几乎完全一致。

在分支 III 成员中 BnaWRKY18.3、BjuWRKY18.6 和 BnaWRKY18.6 元件在启动子集中在 1000~2000 bp 区

间的分布位置且高度重合。总体来讲，同一分支的成员在进化中保留了相似的启动子调控序列，其元件

组成、分布高度一致，可能具有相似的生物学功能。不同分支间的元件差异，可能是基因复制后发生功

能分化的结果，使 WRKY18 家族能够适应不同的环境胁迫与生长发育需求。 

3.5. WRKY18 基因家族共线性分析 

为揭示六种禹氏三角物种 WRKY 基因家族的共线性进化模式，本研究构建了禹氏三角物种白菜、甘

蓝、黑芥、芥菜型油菜、甘蓝型油菜和埃塞俄比亚芥基因组共线性图谱(图 4)。在黑芥–埃塞俄比亚芥–

甘蓝的共线性分析中(图 4(a))，其中黑芥在 B02、B03 和 B05 号染色体上鉴定到 3 个 WRKY18 同源基因

BniWRKY18.3、BniWRKY18.2 和 BniWRKY18.1，在甘蓝的 C1、C3 和 C7 号染色体上鉴定到 3 个 WRKY18
同源基因 BolWRKY18.1、BolWRKY18.2 和 BolWRKY18.3。而作为黑芥和甘蓝的天然杂交后代埃塞俄比亚

芥，同时保留了来自黑芥的B基因组BcaWRKY18.3和来自甘蓝的C基因组BcaWRKY18.4、BcaWRKY18.1，
验证了其与二倍体亲本黑芥、甘蓝的共线性对应关系，证明了异源多倍化过程中 WRKY18 基因的亚基因

组保留与分化。 
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Figure 3. Distribution of cis-elements in the promoter regions of WRKY18 genes in U-Triangle species 
图 3. 禹氏三角物种 WRKY18 基因启动子区域顺式元件分布 

 
在白菜–芥菜型油菜–黑芥的共线性分析中(图 4(b))，在白菜的 A01、A03 和 A08 号染色体上鉴定

到 3 个 WRKY18 同源基因 BraWRKY18.1、BraWRKY18.3 和 BraWRKY18.2，在黑芥的 B02、B03 和 B05 号

染色体上鉴定到 3 个 WRKY18 同源基因 BniWRKY18.3、BniWRKY18.2 和 BniWRKY18.1。而作为白菜和黑

芥的天然杂交后代芥菜型油菜，WRKY18 家族显著扩张，共鉴定到 6 个同源基因。基因数量为二倍体亲

本的两倍，蓝色连线完整展示了其与二倍体亲本白菜和黑芥的一一对应关系。 
在白菜–甘蓝型油菜–甘蓝的共线性分析中(图 4(c))，其中白菜在 A01、A03 和 A08 号染色体上鉴定

到 3 个 WRKY18 同源基因 BraWRKY18.1、BraWRKY18.3 和 BraWRKY18.2，在甘蓝的 C1、C3 和 C7 号染

色体上鉴定到 3 个 WRKY18 同源基因 BolWRKY18.1、BolWRKY18.2 和 BolWRKY18.3。甘蓝型油菜作为白

菜与甘蓝天然杂交形成的异源四倍体，甘蓝型油菜的 WRKY18 家族同样发生显著扩张，共鉴定到 6 个同

源基因，基因数量为二倍体亲本的两倍，说明甘蓝型油菜在多倍化过程中稳定继承了双亲的 WRKY18 基

因，基因排布与结构高度保守，这种共线性保留与家族扩张为 WRKY18 基因在抗病、抗逆等生物学过程

中的功能分化提供了重要遗传基础。 

3.6. BnaWRKY18 基因的组织特异性表达模式 

利用已发表的甘蓝型油菜“ZS11”组织器官转录组数据分析发现[23]，BnaWRKY18 基因家族 6 个成

员的表达水平在根、叶片、芽、愈伤组织、角果中表达水平差异，均有明显差异(图 5)。在叶片中，BnaWRKY18
家族所有成员在叶片中普遍低表达，为 0.5~4.3。在根中，成员 BnaWRKY18.4 和 BnaWRKY18.6 表达较高，
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其中 BnaWRKY18.6 的表达量为 95.5。在愈伤组织中，BnaWRKY18 基因家族 6 个成员中，表达量最高的

是 BnaWRKY18.5，表达量为 13.6。有趣的是，BnaWRKY18 基因家族 6 个成员中，BnaWRKY18.1、
BnaWRKY18.2、BnaWRKY18.3 均在角果中表达量最高，其中 BnaWRKY18.2、BnaWRKY18.3 的表达量分

别为 65 和 37.5，在角果中的表达量显著高于其他组织。 
 

 
注：Bni：黑芥，Bca：埃塞俄比亚芥，Bol：甘蓝，Bra：白菜，Bju：芥菜，Bna：油菜。 

Figure 4. Syntenic relationships of the WRKY18 gene family in U-Triangle species 
图 4. 禹氏三角物种 WRKY18 基因家族的共线性关系 

3.7. 核盘菌胁迫下 BnaWRKY18 基因的表达模式 

核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)引起的菌核病是全球范围内包括甘蓝型油菜在内的许多重要作物上

最具破坏性的病害之一。Wu 等[24]选取油菜抗病品系(R)与感病品系(S)，于接种核盘菌后 24、48、96 小

时(24 hpi, 48 hpi, 96 hpi)及模拟接种(mock)的取茎作为样品，并提取其 RNA 进行转录组测序。本研究利

用 Wu 等的油菜茎感染核盘菌的转录组数据[24]，分析 BnaWRKY18 基因家族成员的表达模式(图 6(a))。
在抗病品系中，BnaWRKY18 所有成员均呈下降趋势，在 48 hpi 时下降为对照的 1/10。在感病品系中，原

BnaWRKY18.2、BnaWRKY18.3 和 BnaWRKY18.3 也呈下降趋势，其中 BnaWRKY18.2 表达量下降迅速，在

24 hpi时已经下降为对照的 1/10。值得注意的是，感病品系中，BnaWRKY18.4、BnaWRKY18.1、BnaWRKY18.5
在 24 hpi 上调，为对照的 1.4~1.7 倍，随后快速下调，48 hpi 下降为对照的 0.2~0.3 倍。 
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注：甘蓝油菜 BnaWRKY18 在根、叶、芽、愈伤组织、角果中表达水平，TPM 值用于柱形图的构建。 

Figure 5. Tissue-specific expression profile of BnaWRKY18 
图 5. BnaWRKY18 组织特异性表达模式 
 

 
(a)                                            (b) 

注：R：抗性品系，S：感病品系；hpi：接种后小时数；红色表示上调，绿色表示下调；方框中的数字表示倍数。TPM
值用于构建热图。 

Figure 6. Expression profile of BnaWRKY18 under stress from S. sclerotiorum and Plasmodiophora brassicae. (a) Expression 
profile after inoculation with Sclerotinia sclerotiorum. (b) Expression profile after inoculation with Plasmodiophora brassicae 
图 6. BnaWRKY18 在核盘菌和根肿菌胁迫下的表达模式。(a) 接种核盘菌后的表达模式。(b) 接种根肿菌后的表达模

式 
 
随着油菜种植强度的加大，由芸薹根肿菌(Plasmodiophora brassicae)引起的根肿病发病率和严重程度

迅速上升，研究油菜根肿病抗性的调控机制和相关基因也具有重要的现实意义。Li 等[25]选取甘蓝型油

菜抗病品系(R)与感病品系(S)，接种根肿菌 4 号小种，设置处理时间点为接种后 12、24、48、96 小时(12 
hpi, 24 hpi, 48 hpi, 96 hpi)，提取根的 RNA 进行转录组测序。本研究利用 Li 等 RNA 转录组测序数据[25]，
分析 BnaWRKY18 成员在油菜感染根肿菌的表达模式(图 6(b))。从图中可以看出所有 BnaWRKY 成员在 R
抗病品系中的表达量峰值均显著高于 S 感病品系，说明这些基因在油菜抗根肿菌反应中可能发挥关键作

用。在 R 抗病品系中初期 12~24 hpi 时，表达量基本维持在中低水平，有个别成员 BnaWRKY18.2、
BnaWRKY18.3、BnaWRKY18.6 有小幅上涨后回落，在时间点 60 hpi 后表达量随处理时间明显上升，其中

表达量上调最高的是 96 hpi 的 BnaWRKY18.4，是初始表达量的 4.2 倍。其次是在 60 hpi 的 BnaWRKY18.2，
该时间点表达量是 BnaWRKY18.2 的最高表达量，为初始值的 3.5 倍。在 R 抗病品系中，BnaWRKY18 成

员随时间的增长，表达量均呈上升趋势。在 S 感病品系中，BnaWRKY18 成员，在早期 12 hpi 时，成员

BnaWRKY18.1、BnaWRKY18.5、BnaWRKY18.6 的表达量小幅上升后回落。与 R 抗病系相同的是，在时间
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点 60 hpi 后表达量随处理时间明显上升，其中成员 BnaWRKY18.3 的上调幅度最大，为初始感病系的 4.4
倍。其次是成员 BnaWRKY18.1，为初始值的 4.1 倍。总体来讲，BnaWRKY18 成员在受到根肿菌侵染时，

无论是抗病品系还是感病品系的响应集中的侵染的中期，表达量都明显上调。说明 BnaWRKY18 是植物

识别病原后启动基础防御反应的核心组分，参与病害早期的信号感知或初级防御过程。不同的是，感病

品系相对而言，部分成员的响应启动快于抗病品系。在时间维度上存在明确分工，这种时间特异性的表

达模式，体现了油菜通过 WRKY 转录因子网络，分阶段、多层次抵御根肿菌侵染的分子机制。 

4. 讨论 

WRKY 基因家族作为一类转录因子在植物内广泛存在，参与植物对生物、非生物胁迫因子的应答反

应以及植物器官的发育和衰老、等一系列生理生化活动。本研究基于禹氏三角模型，系统鉴定了六个芸

薹属物种的 WRKY18 基因家族成员，并对其进化特征及表达模式进行了分析，揭示了该基因家族在芸薹

属多倍化进化过程中的动态变化及其在生物胁迫响应中的潜在功能。 
本研究在白菜、甘蓝、黑芥三个二倍体基本种中各鉴定到 3 个 WRKY18 基因，对应拟南芥中的 1 个

AtWRKY18，印证了芸薹属祖先经历的全基因组三倍化事件[12] [13]。这种“1:3”的对应关系表明，WRKY18
位点在三倍化过程中被完整保留并扩张。但这种完整保留并非适用于所有基因家族，已有研究表明，部

分转录因子家族在三倍化后会发生偏好性丢失[26]。因此，WRKY18 位点的保守性扩张暗示该家族在芸薹

属祖先中可能已经承担了不可替代的基础防御功能，从而受到强烈的纯化选择压力。进一步观察四倍体

复合种，在芥菜型油菜和甘蓝型油菜中分别鉴定到 6 个基因，契合了禹氏三角所描述的种间杂交与自然

加倍形成异源四倍体的遗传规律。值得注意的是，在埃塞俄比亚芥中仅鉴定出 5 个 WRKY18 基因，低于

预期的 6 个。然而，埃塞俄比亚芥是唯一出现缺失的异源四倍体，从埃塞俄比亚芥中 WRKY18 基因的保

留可以看出，不同异源多倍体的基因组稳定性存在差异[27]。这可能与杂交事件发生的时间以及选择压力

有关。这一发现也提醒我们，在推演多倍化基因保留规律时，对待单个物种的结论应尽可能覆盖多个独

立多倍化事件。未来可对埃塞俄比亚芥中缺失的 WRKY18 基因拷贝进行精细定位，验证其是否因表观修

饰而沉默或者是从基因组中真正删除。 
通过构建禹氏三角六种芸薹属植物的共线性图谱，系统解析了 WRKY18 基因家族的进化与扩张模式。

结果显示，二倍体物种白菜、甘蓝、黑芥各含 3 个 WRKY18 同源基因，而异源四倍体芥菜型油菜、甘蓝

型油菜均保留双亲亚基因组的 WRKY18 基因，与二倍体亲本呈现严格共线性对应，且基因结构与染色体

排布在多倍化过程中高度保守。这种严格的共线性保留，意味着 WRKY18 位点在多倍体形成过程中没有

发生大规模的染色体重排或转座子插入，进一步支持了该家族功能的保守性。系统进化树显示，禹氏三

角物种的 WRKY18 基因共分为三组(Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ)。而在每个基因组内，四倍体物种的基因与其二倍体亲本的

基因分别聚类，也从分子进化角度证实了禹氏三角物种间的同源关系。需要注意的是，进化树中未见任

何四倍体特异性新分支，表明 WRKY18 家族在四倍体形成后并未发生快速的新功能化，而是主要继承了

祖先已有的分支类型。与多倍化后基因迅速分化[28]的普遍观点形成对比，提示转录因子核心家族可能具

有更强的演化惯性。 
尽管基因数量发生了变化，但 WRKY18 家族在序列和结构上表现出高度的保守性。所有成员均含有

典型的 WRKY 结构域，且该结构域均由两个外显子编码并位于基因 3’端，这强调了其在功能中的核心地

位，强选择压力使其在进化中得以稳定保留[1] [2]。Motif 分析显示，所有 WRKY18 蛋白均含有 motif 1-
5，覆盖了 WRKYGQK 核心序列及锌指结构，是蛋白行使其转录调控功能的基础。然而，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组内

以及禹氏三角物种种内不同成员之间在 Motif 的数量和组成上存在一定的差异，这暗示了在漫长的进化

过程中，尽管核心功能保守，但 WRKY18 基因可能通过获得或丢失特定的调控元件或蛋白互作模块，发
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生了功能上的亚功能化或新功能化[6]。未来可通过酵母双杂交或免疫共沉淀实验，验证不同分支成员之

间蛋白互作能力的差异，从而揭示 motif 变异是否确实改变了蛋白互作网络。 
启动子顺式作用元件分析，发现 WRKY18 基因家族成员在功能上的分化和协同。从进化分支来看，

WRKY18 家族 3 个分支呈现明显的元件分化特征。分支 I 元件类型最丰富，兼具干旱、赤霉素和生长素

响应元件，调控网络更复杂广谱；分支 II 元件组成保守，以水杨酸、茉莉酸甲酯和脱落酸响应元件为主，

偏向生物胁迫与基础免疫调控；分支 III 元件数量较少，功能更趋特化。同一分支内成员在元件类型、数

量与位置上高度相似，与系统发育聚类结果高度一致，说明同分支基因来自共同祖先复制，在进化中保

留了相似的转录调控模式。而分支间的元件差异则是基因复制后功能分化的体现，使 WRKY18 家族能够

协同应对多样的环境胁迫与生长发育需求。值得注意的是，分支 I 中特有的干旱诱导、赤霉素及生长素

响应元件，提示这些成员可能参与了植物激素交叉对话。已有研究表明，赤霉素与防御信号往往存在拮

抗关系[29]。而分支 I 成员同时具备两组元件，暗示它们可能是防御与发育平衡的关键调控节点。此外，

同分支元件分布在多物种中高度一致，说明分支分化事件早于芸薹属物种分化，多倍化只是放大了这种

差异。这一推论可以通过比较芸薹科其他属的 WRKY18 基因来进一步验证。 
转录组数据分析发现，在甘蓝型油菜抗核盘菌反应中，成员间存在明确的时间分工。BnaWRKY18.5

和 BnaWRKY18.6 的早期(12 hpi)响应，暗示它们可能作为病原相关分子模式触发免疫(PTI)的早期组件，

迅速启动防御信号。而 BnaWRKY18.4 在抗病品系 96 hpi 的持续高表达，则表明其可能参与效应子触发免

疫(ETI)或系统获得性抗性(SAR)的维持，通过调控植保素合成或病程相关蛋白(PR)基因的表达来建立长

期抗性[7] [24] [30]。有趣的是，BnaWRKY18.1 在感病品系 24 hpi 的强烈上调后迅速沉默，这种“瞬时爆

发”可能被病原菌利用以干扰寄主免疫，或反映了寄主防御被成功抑制的过程。已有文献报道，坏死营

养型病原菌核盘菌能够分泌效应蛋白干扰寄主转录因子的稳定性[31]。此外，本研究基于已发表的转录组

数据，未能在相同条件下比较所有六个物种的胁迫响应，后续可设计统一处理的感染实验，以评估不同

物种中 WRKY18 同源基因是否保留了相似的诱导模式。 

5. 结论 

综上所述，本研究从进化基因组学层面，解析了禹氏三角物种 WRKY18 基因家族的演化历程和表达

特征。研究不仅验证了芸薹属多倍体进化的理论，还揭示了甘蓝型油菜 WRKY18 在核盘菌胁迫下的时序

调控，为后续改良油菜抗病性提供了重要的候选基因资源。禹氏三角物种 WRKY18 家族在芸薹属反复多

倍化过程中，实现了基础防御功能的维持与适应性分化的统一。这一发现为理解多倍体植物中关键转录

因子家族的演化逻辑提供了一个可比较的范例。 
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