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摘 要： 土壤盐渍化是制约植物生长的主要非生物胁迫之一。本研究以玫瑰（Rosa rugosa）为材料，对玫瑰

RrWRKY47X1-2基因的耐盐功能进行研究。该基因编码的蛋白质含有440个氨基酸，属于WRKY Group IIb亚家族，定

位于细胞核且具有转录激活活性。200 mM NaCl胁迫下RrWRKY47X1-2响应强烈，在玫瑰叶片中呈双峰表达模式（峰

值4 h和72 h）。通过在本氏烟草中异源过表达该基因，结果发现与野生型相比，过表达株系（OE47）叶片萎蔫程度轻于

野生型（WT），叶片中丙二醛（MDA）含量降低，超氧化物歧化酶（SOD）活性和可溶性蛋白含量显著升高，盐胁迫相关基

因表达上调。沉默玫瑰 RrWRKY47X1-2 后，植株盐敏感性增强，盐胁迫相关基因表达受到抑制。结果表明，

RrWRKY47X1-2（GenBank登录号：PX533116）可能通过调控抗氧化系统、渗透平衡及激素通路正向调节植物耐盐性，研

究可为玫瑰耐盐育种提供候选基因。
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Abstract: Soil salinization is one of the main abiotic stresses that restrict plant growth. This study uses Rosa rugosa as a 

material to investigate the salt tolerance function of the RrWRKY47X1-2 gene in roses. The protein encoded by this gene 

contains 440 amino acids and belongs to the WRKY Group IIb. It is located in the nucleus and has transcriptional activation 

activity. Under 200 mM NaCl treatment, RrWRKY47X1-2 exhibits a strong response, with a bimodal expression pattern in 

rose leaves (peaking at 4 h and 72 h). By heterologous overexpression of this gene in Nicotiana benthamiana, it is found that 

compared to the wild type, the overexpressed line (OE47) has less leaf wilting than the wild type (WT), reducing levels of 

malondialdehyde (MDA), significantly increasing superoxide dismutase (SOD) activity and soluble protein content, and 

upregulating expression of salt stress-related genes. Virus-induced gene silencing (VIGS) of RrWRKY47X1-2 in R. rugosa 

increases the plant's salt sensitivity and suppresses the expression of salt stress-related genes. The results indicate that 

RrWRKY47X1-2(GenBank accession number: PX533116) may positively regulate salt tolerance by modulating the 

antioxidant system, osmotic balance, and hormone pathways, providing a candidate gene for salt-tolerant rose breeding.
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全球盐渍土壤面积已达 13.81 亿 hm2，占全

球陆地面积的 10.7%［1］。据统计，我国盐碱地的

总面积约3.69×107 hm2［2］。土壤盐渍化作为主要

非生物胁迫因素，严重影响植物生长。盐碱土结

构差、肥力低，易板结，导致土壤质量下降、生物

多样性减少，许多植物难以正常生长［3］。植物在

进化过程中，形成了多种复杂机制以适应盐胁迫

环境。因此，研究植物的耐盐性相关的生理、代

谢和分子机制，解析耐盐基因功能，是培育和应

用耐盐种质资源、降低盐害影响的有效措施，对
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于盐碱地开发具有重要意义。玫瑰（Rosa rugosa）

是蔷薇科蔷薇属植物，具有重要的观赏、生态及经

济价值。玫瑰原产于我国吉林、辽宁和山东，自然

分布在土壤含盐量较高的沿海地区，环境适应能

力强，具有较强的耐盐、耐旱、耐瘠薄能力，是研究

植物耐盐分子机制的良好物种。

植物能通过复杂的反应机制在盐胁迫下调

节自身的生理反应，以应对胁迫带来的损伤，其

中涉及多条信号诱导和代谢途径。在盐胁迫下，

外源胁迫信号与内源发育信号相互结合，并通过

Ca2+、ROS等传递信号，利用转录因子进行转录

调控，最终调控相关功能基因，达到增强植物细

胞的抗渗透压能力、减弱过氧化损伤等目的［4］。

在此过程中，转录因子作为植物信号传导的重要

参与者，对转录过程产生促进或者阻遏的作用。

以往的研究发现许多类型的转录因子与植物对

盐胁迫的响应有关，如MYB、bZIP、NAC、bHLH

和WRKY。

WRKY转录因子家族主要存在于被子植物

中，在植物的胁迫响应和生长发育方面起到重要

作用［5，6］。研究表明，在盐胁迫下，许多WRKY转

录因子通过调节生理变化如抗氧化能力、光合效

率等，完成对自身的保护［7］。例如，拟南芥中的

TaWRKY19基因可影响DREB2A、RD29A、RD29B 

和Cor6.6等基因表达，从而调控植株对盐、干旱

和冷胁迫的耐受性［8］。WRKY46通过上调ABAI4

的表达和调节生长素结合基因来调节盐胁迫下

的拟南芥侧根发育和生长素稳态［9］。FcWRKY40

通过调控 SOS2 和 P5CS1 在金桔（Fortunella 

crassifolia）中的耐盐性发挥正向调控作用［10］。

SlWRKY8通过调节番茄（Solanum lycopersicum）

的抗氧化性、气孔开合及细胞内渗透物质对盐胁

迫和干旱胁迫进行正向调节［11］。RtWRKY23不

仅通过维持长叶红砂（Reaumuria trigyna）的ROS

和渗透平衡来增强盐胁迫耐受性，而且参与了盐

胁迫下开花的调控［12］。综上所述，WRKY基因家

族广泛参与植物对盐胁迫的响应。玫瑰具有较

强的耐受不良环境的能力，然而作为一种非模式

植物，针对RrWRKYs基因耐盐相关的分子生物学

研究和基因挖掘工作却很少。

本研究对玫瑰进行了盐胁迫实验，发现玫瑰

RrWRKY47X1-2基因对盐胁迫敏感，其表达迅速

被激活，推测该基因在玫瑰中参与耐盐调控。利

用异源过表达模式植物及VIGS基因沉默玫瑰对

其功能进行进一步鉴定。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试材料为二年生玫瑰扦插苗，用于基因克

隆及表达模式分析。实验前置于光照培养箱中

预培养，培养条件为光周期 16 h 光照/8 h 黑暗

（昼温 25 ℃/夜温 23 ℃），相对湿度 60%，该材料

用于后续基因克隆及盐胁迫下基因表达模式分

析实验。使用一年生玫瑰扦插苗，通过基因沉默

技术进行功能分析，上述植物材料均种植于山东

农业大学林学试验站。培养一批 4周苗龄的本

氏烟草（Nicotiana benthamiana）用于亚细胞定位

实验及异源转化介导的基因功能研究，其培养条

件同上述玫瑰植株。

大肠杆菌菌株DH5α、农杆菌菌株GV3101、

酵母菌菌株Y2HGold均购自上海唯地生物技术

有限公司。克隆载体pCE2 TA/Blunt-Zero Vector

用于基因片段克隆；病毒诱导的基因沉默

（VIGS）载体 pTRV1 与 pTRV2 用于基因沉默实

验；重组过表达载体 pBI121-GFP用于目的基因

过表达及亚细胞定位分析；pGBKT7载体用于转

录激活活性检测。

1.2　盐胁迫下RrWRKY47X1-2基因的表达分析

使用 200 mM NaCl溶液对玫瑰植株进行盐

胁迫处理，分别于0 h、4 h、8 h、12 h、24 h、72 h提

取叶片总RNA，使用反转录获得cDNA。

利用Primer Premier 5.0软件设计实时荧光定

量 PCR 引物（序列见表 1）；内参基因选用

RrGAPDH，实验设置3次生物学重复。qRT-PCR

反应体系与反应程序见诺唯赞ChamQ Universal 

SYBR qPCR Master Mix说明书。使用2−ΔΔCT法计

算相对表达量，使用SPSS进行数据显著性分析。

1.3　RrWRKY47X1-2 基因克隆及生物信息学

分析

从玫瑰叶片中提取总RNA，参照逆转录试

剂盒说明书进行实验，合成 cDNA第一条链。基

于玫瑰基因组序列信息［13］，利用Primer premier 5

软件设计RrWRKY47X1-2基因克隆的特异性引

物（表 1），以合成的 cDNA为模板对目标基因片

段进行 PCR扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳验证
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后，使用琼脂糖凝胶DNA纯化试剂盒进行回收

纯化。上述实验过程中用到的试剂盒与高保真

DNA聚合酶均由南京诺唯赞生物科技股份有限

公司提供。高保真将纯化后的目的基因片段通

过 5 min TA/Blunt-Zero Cloning Kit，克 隆 至

pCE2 TA/Blunt-Zero Vector载体中，构建重组克

隆载体；随后将连接产物转化至大肠杆菌DH5α 

感受态细胞，涂布于含卡那霉素（Kan）的LB固

体培养基平板上，37 ℃倒置培养过夜以筛选阳

性单菌落。挑取形态正常的单菌落进行菌落

PCR验证，将验证阳性的克隆菌液送测序公司进

行序列测定，确保目的基因序列无误。

通过 NCBI 数据库与 MEGA 7.0 软件，获取

与RrWRKY47X1-2蛋白同源性较高的其他物种

同源蛋白序列并利用系统发育树分析其进化关

系；使用 DNAMAN 8.0 软件对 RrWRKY47X1-2

基因的结构特征进行分析；通过在线工具 Prot-

Param预测分析RrWRKY47X1-2基因编码蛋白质

理化性质；采用在线亚细胞定位预测工具

WOLF PSORT 对 RrWRKY47X1-2 蛋白的潜在

定位区域进行预测。

1.4　RrWRKY47X1-2 的亚细胞定位和转录激

活活性验证

将去除终止子的RrWRKY47X1-2 CDS序列，

定 向 插 入 pBI121-GFP 载 体 构 建 重 组 载 体

pBI121-RrWRKY47-GFP（空载体 pBI121-GFP 为

对照），转化至根癌农杆菌GV310后，瞬时侵染

4周龄本氏烟草叶片。暗培养60 h后，制作烟草

叶片下表皮细胞临时装片（制作前已用DAPI给

叶片染色），在Nikon C2-ER激光共聚焦显微镜

的488 nm和405 nm波长下，使用20倍物镜观察

细胞中的荧光分布。

将 RrWRKY47X1-2 全长 CDS 序列融合到

pGBKT7载体的GAL4 DNA结合结构域，转化酵

母菌 Y2HGold 感受态。使用 SD/-Trp 培养基筛

选阳性菌落，用 1 mL 无菌 ddH2O 重悬，OD600

调至 0.2，随后依次稀释 10倍、100倍、1 000倍，

分别在 SD/-Trp 培养基和 SD/-Trp-Ade-His/X-α

-gal培养基上进行点板培养，通过酵母的生长和

X-α-gal染色情况检测转录激活活性。

1.5　转基因本氏烟草稳定遗传转化株系的获得

与胁迫处理

在无菌操作台上，将野生型（WT）本氏烟草

种子接种于MS培养基，于 25 ℃、16 h光/8 h暗

条件下培养 30 d获得无菌苗。参照 1.4构建的

pBI121-GFP 与 pBI121-RrWRKY47-GFP 载体，采

用农杆菌叶盘法侵染烟草叶片，使用含有Kan的

培养基对愈伤组织及组培苗进行选择以获取转

基因烟草。提取植株基因组DNA（参照诺唯赞

基因组DNA提取试剂盒），经PCR验证目的基因

整合；提取总 RNA 逆转录为 cDNA，通过 qRT-

PCR检测目的基因的相对表达量，筛选过表达效

率较高的株系用于后续实验。采用根部浇灌法，

用200 mM NaCl处理转基因与WT植株，于0 h、

4 h、8 h、12 h、24 h、72 h取样（每个时间点取3次

生物学重复），液氮速冻后，−80 ℃保存备用。

1.6　盐胁迫下转基因烟草的相关生理指标及基

因表达检测

使用考马斯亮蓝G-250法测定样品中可溶性

蛋白含量，使用氮蓝四唑光还原法测定超氧化物

歧化酶（SOD）活性，使用硫代巴比妥酸（TBA）比

色法测定样品中膜脂过氧化产物（MDA）含量。

通过 NbenBase（https：//nbenthamiana. jp）获

取本氏烟草基因组数据，筛选烟草中的盐胁迫相

关基因 NbCAT3、NbAPX2、NbNHX1、NbP5CS、

NbSAPK2、NbGPX、NbAREB、NbLEA 序 列 ，以

NbActin为内参基因，通过 qRT-PCR检测转基因

烟草受盐胁迫处理后相关基因的表达变化趋势。

表 1 实验涉及引物序列及用途

Table 1 Primer sequences involved in this study and their purposes

RrWRKY47X1-2-F

RrWRKY47X1-2-R

P-RrWRKY47X1-2-F

P-RrWRKY47X1-2-R

T-RrWRKY47X1-2-F

T-RrWRKY47X1-2-R

ATGGATGAACAACGCTGTGAC

TTAGGTGGTGGAGAAAGTGGTAC

gagaacacgggggactctagaATGGATGAACAACGCTGTGACTT

ggactgaccacccggggatccGGTGGTGGAGAAAGTGGTGCA

tgcccgggcctcgagggatccCTAGTTGAATCCCCAATAAAAGAAGA

aaggttaccgaattctctagaGATCAAGATTGCTGTCTTCTGCAC

RrWRKY47X1-2基因克隆

pBI121-RrWRKY47X1-2载体构建

pTRV2-RrWRKY47X1-2载体构建

引物名称

Primer name

核苷酸序列（5'-3'）

Nucleotide sequence

用途

Purpose
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pBI121-F

pBI121-R

TRV1-F

TRV1-R

TRV2-F

TRV2-R

GFP-F

GFP-R

qRT-RrWRKY47X1-2-F

qRT-RrWRKY47X1-2-R

qRT-RrGAPDH-F

qRT-RrGAPDH-R

NbCAT3-F

NbCAT3-R

NbAPX2-F

NbAPX2-R

NbNHX1-F

NbNHX1-R

NbP5CS-F

NbP5CS-R

NbSAPK2-F

NbSAPK2-R

NbGPX-F

NbGPX-R

NbAREB-F

NbAREB-R

NbLEA-F

NbLEA-R

NbActin-F

NbActin-R

RrHKT1-F

RrHKT1-R

RrGA2ox7-F

RrGA2ox7-R

RrGAI-F

RrGAI-R

RrSAPK-F

RrSAPK-R

RrGPX1-F

RrGPX1-R

RrNHX1-F

RrNHX1-R

bd-RrWRKY47X1-2-F

bd-RrWRKY47X1-2-R

GACGCACAATCCCACTATCC

GTAAAACGACGGCCAGTGAA

TTACAGGTTATTTGGGCTAG

CCGGGTTCAATTCCTTATC

TGGGAGATGATACGCTGTT

CCTAAAACTTCAGACACG

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

CTTGTACAGCTCGTCCATGCC

TTTCTGGGGCTCAGTAGTA

CTTCGTATTCTCGCTGTAAC

TTCTGCCTGCTCTCAATG

TGCCTTCTTCTCAAGTCTG

CCAAATCCAAAGTCCCA

ACACCGAGATCATCAAACA

TGATGTTCCCTTTCACCC

TCAGATAGACCCATTTGCTT

ACCGCTGGATAAATGAGTC

ATGGCTGGAGCAAATGTA

GCACTTGGAAGATTGGG

ATCTAAGCCGCTGACGA

AACCCAAATCTACAGTAGGAAC

AACCCCACAAGACCAAAC

GATGCTAAGGGTAATGATGTC

TTCCTGCCCACCAAACT

TTGCTGGTGGAAATGTAAGTGC

GGAATGTAACATCCTTTGAGTATCG

GGATCTAATTGACAAGGCGAAG

CTCGCCGCTATAAGAGAGAG

GGCTTACATTGCTCTTGACTATGAAC

ATCAGGCAGCTCGTAGCTCTTCT

ACCTTTTCGTTTCCTACTCT

TCCTGGTTTTGTGACCCT

TTGAAGGACTTGGAATGC

CCACTTACCCTCTTTTGATC

AGGAGCAAGAATCTGGAAG

CGGATGGGTTGTAATGAA

CATTCACAACCCAAATCAAC

CATCTGCTATCTTCCCATCA

TATAAAGCCGAATACCCC

GTCACCTAAGAAACCTCCC

GCATTATGTCAGACCCACCCTC

AACAAAACCCCGACCACCA

tcagaggaggacctgcatatgATGGATGAACAACGCTGTGACTT

ccgctgcaggtcgacggatccGGTGGTGGAGAAAGTGGTGCA

pBI121载体通用引物

TRV分子检测

基因沉默及过表达效率检测

玫瑰内参基因

烟草盐胁迫相关基因qRT-PCR

烟草内参基因

玫瑰盐胁迫相关基因qRT-PCR

pGBKT7-RrWRKY47X1-2载体构建

续表

引物名称

Primer name

核苷酸序列（5'-3'）

Nucleotide sequence

用途

Purpose

注：小写字母为同源重组构建时载体上下游末端的同源序列；下划线序列中，‘tctaga’（XbaI）和‘ggatcc’（BamHI）为 pBI121、

pTRV2载体构建时线性化所用酶切位点，‘catatg’（NdeI）和‘ggatcc’（BamHI）为 pGBKT7载体构建时线性化所用酶切位点。

Note：  The lowercase letters represent the homologous sequences at the upstream and downstream ends of the vector during 

homologous recombination construction； in the underlined sequences， 'tctaga' （XbaI） and 'ggatcc' （BamHI） are the restriction enzyme sites 

used for linearization when constructing the pBI121 and pTRV2 vectors， and 'catatg' （NdeI） and 'ggatcc' （BamHI） are the restriction 

enzyme sites used for linearization when constructing the pGBKT7 vector.
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1.7　病毒诱导基因沉默（VIGS）对玫瑰基因的

功能验证

选择目的基因中的 280 bp特异性序列构建

重组 TRV2-RrWRKY47-GFP 载体，转化农杆菌

GV3101。选取长势一致的一年生玫瑰苗，通过

真空渗透法侵染玫瑰植株，压强 25 KPa，每株处

理2 min。处理完成后将植株黑暗处理24 h。后

续与对照植株保持一致的正常管理。侵染 10 d

后，使用LUYOR-3415RG双波长荧光蛋白激发

光源检测GFP荧光并通过 qRT-PCR检测沉默基

因的效率，选取基因沉默成功植株进行 200 mM

盐胁迫处理。

分别在 0 h、4 h、8 h、12 h、24 h进行取样，每

组3个生物学重复，通过qRT-PCR分析目的基因

被沉默前后随时间的表达情况及变化趋势。

筛选和盐胁迫相关基因 RrHKT1、RrGA2ox

7、RrGAI、RrSAPK、RrGPX1、RrNHX1序列，通过

qRT-PCR检测基因沉默后玫瑰受盐胁迫处理后

相关基因的表达变化趋势。

1.8　统计分析方法

各试验设3次生物学重复，结果以平均值表

示；数据分析采用SPSS 21.0软件进行单因素方

差分析，图表绘制使用Origin 2021软件，显著性

水平为P<0.05。

2　结果与分析

2.1　RrWRKY47X1-2 基因克隆及生物信息学

分析

以玫瑰叶片的 cDNA为模板，克隆得到目的

基因RrWRKY47X1-2。玫瑰RrWRKY47X1-2基因

全长为1-1323bp（图1），可编码440个氨基酸，含

有一个WRKYGQK保守结构域，根据其保守结构

域类型，将RrWRKY47X1-2归类为Group IIb。

图1 RrWRKY47X1-2基因CDS序列及其氨基酸序列

Fig. 1 CDS sequence of RrWRKY47X1-2 and its amino acid sequence
注：ATG（起始密码子）和 TAA（终止密码子）、WRKY保守结构域、WRKYGQK七肽序列及锌指结构已分别用红色、蓝色和紫色

的记号标出。

Note:  The ATG (start codon) and TAA (stop codon), WRKY conserved domain, WRKYGQK heptapeptide sequence and zinc finger 

are marked in red, blue and purple, respectively.
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使用测序正确的 RrWRKY47X1-2 基因编码

的蛋白序列，在NCBI数据库找到目的基因的同

源蛋白序列。选取17条不同物种的WRKY47蛋

白序列与玫瑰RrWRKY47X1-2蛋白序列比对。

进行序列比对对齐后，应用MEGA 7.0运用邻接

法构建 RrWRKY47 与其同源蛋白的系统进化

树。其分析结果显示，月季RcWRKY47X2蛋白

与野生玫瑰 RrWRKY47X1-2 蛋白聚为同一分

支，二者亲缘关系最近；蕨麻PaWRKY47与野草

莓FvWRKY47X1蛋白与上述分支具有共同祖先

起源；梅 PmWRKY47 蛋白单独形成一个分支；

与玫瑰RrWRKY47X1-2蛋白的亲缘关系相对较

远的葡萄 VuWRKY47X1 与 3 种豆科植物的 

WRKY47蛋白聚类为一支；玫瑰RrWRKY47X1-

2 与可可 TeWRKY47、榴梿 DzWRKY47 等其余

同源蛋白的亲缘关系最远（图 2）。使用

WoLFPSORT 在线软件预测 RrWRKY47X1-2 蛋

白在细胞核中表达。

2.2　 RrWRKY47X1-2 在盐胁迫下的表达模式

分析

使用 200 mM NaCl处理二年生野生扦插玫

瑰苗，通过 qRT-PCR分析目的基因在盐胁迫下

的表达模式。结果表明RrWRKY47X1-2对盐胁

迫响应体现出上升-下降-上升的模式，在 4 h达

到第一个峰值，为对照组的8.7倍，72 h达到第二

个峰值 ，为对照组的 14.9 倍（图 3）。说明

RrWRKY47X1-2对盐胁迫有强烈响应。

2.3　RrWRKY47X1-2 的转录激活活性及亚细

胞定位

构建pGBKT7-RrWRKY47X1-2载体，转化酵

图2 RrWRKY47X1-2与其他同源WRKY蛋白的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of RrWRKY47X1-2 and other homologous WRKYs
注：左下为进化距离标尺（每个位点平均氨基酸替换率为0.050，用于衡量序列间差异程度）；分支处下方数字为bootstrap支持率

（取值 0-100，反映分支聚类可信度）；红色框内为目标蛋白。

Note:  The scale bar at the bottom left indicates the evolutionary distance (an average amino acid substitution rate of 0.050 per site, 

which is used to measure the degree of sequence divergence). The numbers below the branches represent bootstrap support values (ranging 

from 0 to 100, reflecting the reliability of the branch clustering). The red box indicates the target protein.
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母菌感受态Y2HGold。挑取转化成功能够正常

生长在SD/-Trp平板上的酵母菌点板于SD/-Trp-

Ade-His/X- α -gal 平 板 ，发 现 转 入 pGBKT7-

RrWRKY47X1-2载体的酵母菌可以正常生长，且

在X-α-gal作用下变蓝，说明RrWRKY47X1-2具

备转录激活活性（图4）。

为了进一步确认RrWRKY47X1-2蛋白的表

达定位，在共聚焦显微镜下观察使用农杆菌瞬时

侵染过的本氏烟草叶片。如图 5 所示，在

pBI121-GFP对照的细胞质和细胞核中能检测到

大量绿色荧光信号。RrWRKY47X1-2-GFP 在细

胞中绿色荧光信号和DAPI与DNA结合激发的

蓝色荧光重合，说明其定位在细胞核中，实验结

果与预测基本一致。

2.4　过表达 RrWRKY47X1-2可提高本氏烟草耐

盐性

本研究利用农杆菌介导的叶盘法获得转基因

本氏烟草。检测过表达RrWRKY47X1-2的植株的

过表达效率如图6所示，表达量显著高于野生型，

而转入pBI121的株系则与野生型无明显差异。

使用200 mM NaCl溶液对野生型（后称对照

组）、转入pBI121（后称空载体组）、过表达RrWRKY4

7X1-2的本氏烟草（后称OE47）进行盐胁迫（图7）。

盐胁迫120 h后，烟草全部存活，对照组和空载体组

图4 RrWRKY47X1-2的转录激活活性验证

Fig. 4 Verification of transcriptional activation activity 
of RrWRKY47X1-2

图5 RrWRKY47X1-2的亚细胞定位

Fig. 5 Subcellular localization of RrWRKY47X1-2
注：其中GFP为绿色荧光信号，DAPI与DNA结合后可激发蓝色荧光，显示细胞核位置；Bright field和Merge分别为明场信号和叠

加信号。

Note:  GFP represents the green fluorescence signal, while DAPI, when combined with DNA, can trigger blue fluorescence, indicating 

the location of the cell nucleus; Bright field and Merge refer to the bright field signal and the merged signal, respectively.

图3 盐胁迫下RrWRKY47X1-2的表达模式

Fig. 3 Expression patterns of RrWRKY47X1-2 under salt 
stress

注：*表示0.01<P<0.05，**表示0.001< P<0.01，***表示

0.000 1< P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  * indicates 0.01 < P< 0.05, ** indicates 0.001 < P< 

0.01, *** indicates 0.000 1 < P< 0.001, and **** indicates P< 

0.000 1.
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表现出对盐胁迫更加敏感，出现叶片剧烈皱缩失水、

茎秆弯曲下垂等明显表型性状的变化。而OE47仅

表现出轻微胁迫表型，因此转入RrWRKY47X1-2能

提高烟草对于盐胁迫的耐受能力。

使用qRT-PCR检测本氏烟草中RrWRKY47X

1-2在不同时间的表达量变化趋势（图 8）。结果

显示，转基因本氏烟草中的RrWRKY47X1-2受到

盐胁迫的诱导，表达量呈现出上升-下降-上升-下

降的模式。

在盐胁迫处理后，本研究比较了不同时间段

内对照组、空载体组和OE47本氏烟草叶片中的

丙二醛含量、SOD酶活性和可溶性蛋白含量的

变化。由图9可知，对照组、空载体组与OE47叶

片中的丙二醛含量均呈现出先升高再降低的趋

势；在盐胁迫后 8 h-24 h，OE47的丙二醛含量显

著低于对照组和空载体组。总体上OE47、对照

组和空载体组本氏烟草的SOD活性均呈现先升

后降的趋势；相较于对照组和空载体组，OE47的

SOD活性升高较早，在4 h前后已经开始显著升

高，而对照组和空载体组在 8 h前后才有显著变

化。盐胁迫下本氏烟草的可溶性蛋白呈现出一

种波动上升的趋势。OE47的可溶性蛋白含量较

两个对照组升高更快；盐胁迫72 h时，OE47的可

溶性蛋白含量仍然略高于另外两组。

以上结果显示，过表达RrWRKY47X1-2能够有

效提高植物的抗氧化能力和渗透压调节能力，从而

增强植物对盐胁迫的耐受力。生理指标测定和烟草

图6 转基因烟草目的基因相对表达量

Fig. 6 Relative expression levels of target genes in 
transgenic Nicotiana benthamiana

图8 盐胁迫下转基因烟草的RrWRKY47X1-2相对表达量

变化趋势

Fig. 8 Relative expression trends of RrWRKY47X1-2 in 
transgenic Nicotiana benthamiana under salt stress

注：*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表示

0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  * indicates 0.01 <P< 0.05, ** indicates 0.001 <P< 0.01, 

*** indicates 0.000 1 <P< 0.001, and **** indicates P< 0.000 1.

图 7 盐胁迫下对照组、空载体组和转基因烟草的表型

变化

Fig. 7 Phenotypes of control group, empty carrier group 
and transgenic Nicotiana benthamiana under salt stress
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表型变化均可以表明转入RrWRKY47X1-2基因降

低了本氏烟草对于盐胁迫的敏感程度，且受到盐胁

迫的强烈诱导。RrWRKY47X1-2基因参与了烟草

对盐胁迫的抵抗，其对烟草的抗盐性起正向调控

作用。

选取了8个与盐胁迫密切相关的基因，分析它

们在过表达RrWRKY47X1-2基因后响应盐胁迫的

表达变化（图10）。在盐胁迫24 h后取样进行检测

分析，结果显示，在 OE47 中，基因 NbCAT3、

NbAPX2、NbNHX1、NbP5CS、NbGPX、NbAREB、

NbLEA 的表达量均出现显著的上调。这说明

RrWRKY47X1-2在转基因本氏烟草中影响了上述

基因表达与调控，从而提高植株的抗盐性。

2.5　病毒诱导基因沉默（VIGS）对玫瑰基因的

功能验证

使用TRV-RrWRKY47-GFP沉默载体侵染玫

瑰扦插苗。处理 10 d后，GFP荧光检测、TRV条

带扩增及 qRT-PCR检测均显示玫瑰被侵染且有

图9 盐胁迫下转基因烟草叶片生理指标变化

Fig. 9 Physiology changes in transgenic Nicotiana benthamiana leaves under salt stress
注：A.丙二醛含量变化；B.超氧化物歧化酶活性变化；C.可溶性蛋白含量变化。*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表

示0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  A. content of malondialdehyde (MDA) Changes; B. activity of superoxide dismutase (SOD) Changes; C. content of soluble 

proteins Changes.* indicates 0.01<P<0.05, ** indicates 0.001<P<0.01, *** indicates 0.000 1<P<0.001, **** indicates P<0.000 1.

图 10 盐胁迫下转基因烟草叶片盐胁迫相关基因表达

变化

Fig. 10 Salt-stress-related gene expression changes in 
transgenic Nicotiana benthamiana leaves under salt stress

注：*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表示

0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  * indicates 0.01 <P< 0.05, ** indicates 0.001 <P< 

0.01, *** indicates 0.000 1 <P< 0.001, **** indicates P< 0.000 1.
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效沉默，可进行下一步实验（图11）。

对沉默组和对照组分别进行 200 mM 的

NaCl溶液的盐胁迫处理，在0 h到24 h之间取样

进行基因相对表达量的检测，结果如下图所示

（图12）。在盐胁迫的诱导下，RrWRKY47X1-2在

沉默组中的整体相对表达量均明显低于对照组，

响应时间推迟。由此可以看出，使用TRV-VIGS

的方法进行基因沉默，可以降低RrWRKY47X1-2

的表达效率。而在被沉默的情况下，目的基因依

然对盐胁迫有响应。

盐胁迫处理 120 h后，对照组和空载体组的

玫瑰部分叶片出现卷曲，呈现出轻微胁迫的性

状。沉默组玫瑰叶片受盐胁迫损伤程度更严重，

叶片失水，叶边缘出现卷曲焦枯。表型差异表明

RrWRKY47X1-2沉默后，玫瑰耐盐性降低。

在基因沉默和盐胁迫处理下，RrGA2ox7、

RrGAI、RrSAPK、RrGPX1、RrNHX1 基因的表达

量均降低，但RrHKT1表达量在一些时间点呈现

出显著的升高趋势。

3　讨论

WRKY转录因子是植物体内一类广泛参与

生长发育和胁迫响应的蛋白，通过调控不同基因

表达以参与各种生物学过程［14］。研究表明，在盐

胁迫条件下，多个WRKY基因在不同植物中被显

著诱导表达［15-18］。例如，桦木BpWRKY32通过介

导气孔关闭增强渗透势、减少ROS积累，从而提

高耐盐性［19］。厚藤 IpWRKY16通过上调根系离

子转运蛋白来增强耐盐性［20］。目前对WRKY47

蛋白的研究较少，主要集中在调控衰老、低硼适

应性和铝胁迫适应性方面，在调控植物响应盐胁

图11 玫瑰叶片基因沉默效率检测

Fig. 11 Detection of gene-silencing efficiency in Rosa rugosa leaves
注：A.玫瑰叶片GFP荧光检测；B.TRV条带扩增；C.RrWRKY47X1-2沉默效率检测。S1、S2、S3和S4代表4组独立重复的TRV-

GFP-RrWRKYs个体。*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表示0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  A. GFP fluorescence detection of R.rugosa leaves; B.TRV band amplification; C. Silent efficiency detection of RrWRKY47X1-2.

S1, S2,S3 and S4 represent 4 independent replicate groups of TRV-GFP-RrWRKYs individuals. * indicates 0.01<P<0.05, ** indicates 0.001<

P<0.01, *** indicates 0.000 1<P<0.001, **** indicates P<0.000 1.

图12 RrWRKY47X1-2沉默前后盐胁迫下目的基因表达分析

Fig. 12 Expression analysis of target gene RrWRKY47X
1-2 before and after silencing under salt stress

注：*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表示

0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  * indicates 0.01 <P< 0.05, ** indicates 0.001 <P< 

0.01, *** indicates 0.000 1 <P< 0.001, **** indicates P< 0.000 1.
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迫方面研究较少［21-23］。本研究发现 ，玫瑰

RrWRKY47X1-2 基 因（GenBank 登 录 号 ：

PX533116）在盐胁迫下表达量变化显著，推测其

可能与耐盐调控相关。

亚细胞定位分析结果表明，RrWRKY47X1-

2 蛋白特异性定位于细胞核中 ；重组载体

pGBKT7-RrWRKY47X1-2 转化的可在 SD/-Trp/

-Ade培养基上正常生长的酵母菌通过X-α-gal显

色反应变蓝；说明其不仅在细胞核中发挥生理功

能，还能有效激活酵母菌体内下游报告基因的转

录活性。结合其核定位特征与转录激活能力，可

明确判定该蛋白为具备完整功能的转录因子。

转录因子的激活或抑制作用依赖于它对靶基因

的转录起何种作用［24］，说明RrWRKY47X1-2作

为具有转录激活功能的转录因子，可能通过促进

下游基因或互作蛋白的表达行使其功能。

本研究表明，过表达RrWRKY47X1-2能够有

效降低盐胁迫下烟草的MDA含量，并使可溶性

蛋白含量和 SOD 活性峰值提前。许多研究表

明，WRKY基因家族在植物体内参与活性氧和信

号传递过程。例如拟南芥中AtWRKY55通过调

控RbohD、ICS1、PBS3和 SAG13表达，调节ROS

和SA途径正向调控叶片衰老过程和细菌病原体

抗性［25］。盐胁迫处理后，AhWRKY75的过表达花

生植株生长优于野生型花生；SOD、POD和CAT

活性显著高于野生型对照株系［26］。在拟南芥中

过表达MfWRKY40可促使拟南芥积累更多的渗

透压调节物质来促进干旱和盐胁迫下的渗透调

节［27］。因此推测RrWRKY47X1-2能够正向调控

渗透调节物质的积累和抗氧化酶的活性，协助维

持活性氧产生与清除的动态平衡，从而缓解盐胁

迫对植物造成的损伤。

本研究中，RrWRKY47X1-2在烟草中过表达

后，NbAREB、NbNHX1均上调；在玫瑰本体进行

基因沉默后，RrSAPK、RrNHX1 均下调。AREB 

受ABA依赖性磷酸化调节，需要ABA才能完全

激活，响应营养生长过程中的渗透胁迫的ABA

信号传导［28］。SAPK 是一种 ABA 活化蛋白激

酶，能够参与干旱胁迫响应过程［29］。NHX家族

通过调节细胞中K+、H+和Na+的转运，以降低Na+

的浓度，减轻其对植物细胞的伤害，其对渗透胁

迫的反应具有ABA依赖性［30，31］。ABA积累是触

发ROS信号的重要条件，ROS可以在植物抗氧

化的过程中起到信号传递的作用，但ROS爆发

会引起细胞的氧化伤害［32］。其中MDA是衡量

细胞膜过氧化伤害程度的重要指标，SOD酶能

作为抗氧化酶调节ROS平衡，本研究中OE47在

盐胁迫后测定的MDA含量较对照组低，SOD酶

活性高于对照组，其生理指标变化与之相符。这

表明RrWRKY47X1-2基因有可能参与到ABA信

号传导的过程中以响应盐胁迫。

另外，本研究中RrWRKY47X1-2在烟草中过

表达后，NbGA2ox8 显著上调，在玫瑰中沉默

RrWRKY47X1-2后，RrGA2ox7和RrGAI表达量也

随之降低。GAI是植物激素赤霉素信号传导的

负调节因子，可抑制GAs活性［33］。研究表明，植

物可通过减少赤霉素的方式使生长减缓，从而缓

解干旱、高盐等环境胁迫下的损伤。例如，

AtGA2ox7表达升高，导致活性GAs的含量降低，

从而提高拟南芥的耐盐性和耐旱性［34，35］；

GA2ox8在气孔细胞中起作用，且使GAs失活［36］；

水稻中 OsGA2ox8 的过表达通过增加渗透调节

剂和抗氧化剂的数量显著增强了转基因水稻植

株的渗透胁迫耐受性［37］。根据上述现象能推测

RrWRKY47X1-2可能通过参与不同的激素通路

来调控玫瑰对盐胁迫的响应。然而，由于目前玫

图13 RrWRKY沉默玫瑰受盐胁迫表型

Fig. 13 Phenotype changes of Rosa rugosa with silenced RrWRKYs under salt stress
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瑰遗传转化体系尚不成熟，难以获得稳定遗传的

转基因植株，因此该基因的具体调控途径仍有待

进一步探索与验证。

另外，本研究利用了含有组成型CaMV 35S

启动子的 pBI121 载体在烟草中异源过表达

RrWRKY47X1-2基因。一个有趣的发现是，尽管

使用了组成型启动子，转基因的表达仍然显示出

对盐胁迫的诱导性。但此前有研究表明，基因的

表达不仅受启动子调控，也受到转录后水平调

控。例如在棉属植物中转座子（TE）能够通过影

响基因的选择性剪接（AS）或引入翻译调控元件

（如uORFs），使得同源基因在不同物种或条件下

图14 RrWRKY基因沉默后玫瑰盐胁迫相关基因表达情况

Fig. 14 Expression of salt-stress-related genes in Rosa rugosa after RrWRKYs silencing
注：*表示0.01<P<0.05，**表示0.001<P<0.01，***表示0.000 1<P<0.001，****表示P<0.000 1。

Note:  * indicates 0.01 <P< 0.05, ** indicates 0.001 <P< 0.01, *** indicates 0.000 1 <P< 0.001, **** indicates P< 0.000 1.
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呈现不同的表达模式［38］；植物响应ABA胁迫时，

会激活一个存在时间动态变化且具有细胞类型

特异性的miRNA调控网络，以精细控制基因的

表达［39］。这表明玫瑰RrWRKY47X1-2在转入烟

草后其表达不仅受启动子活性的控制，还可能通

过转录后调控影响其表达，其具体机制需深入

研究。

4　结论

实验表明，过表达RrWRKY47X1-2能够正向

调控本氏烟草渗透调节物质的积累和抗氧化酶

的活性，从而提高耐盐性；在玫瑰本体中沉默

RrWRKY47X1-2，其耐盐性降低。综上所述，玫

瑰RrWRKY47X1-2可能对玫瑰的耐盐性具有正

向调控作用，研究结果可为耐盐种质创制提供分

子生物学理论依据。
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