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甜瓜WAK/WAKL基因家族鉴定及响应

疫霉菌侵染的表达分析
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摘 要：【目的】鉴定甜瓜MeWAK/WAKL基因家族，分析抗感材料在疫霉菌侵染下的表达模式，探究该家族基因与甜瓜

抗疫病的关系。【方法】根据WAK/WAKL家族基因的保守结构域特征，基于全基因组筛选甜瓜WAK/WAKL家族基因。

利用生物信息学方法分析家族基因的基因结构、蛋白理化性质、染色体分布、亚细胞定位、启动子顺式作用元件、进化

关系。通过荧光定量 PCR技术分析该家族成员在抗感材料接种疫病菌后不同时间的表达模式。【结果】甜瓜WAK/

WAKL基因家族包括4个WAK基因和16个WAKL基因，该家族基因主要定位于细胞外基质或质膜。系统进化树将甜

瓜、本氏烟草、拟南芥和番茄中共113个WAK/WAKL家族基因分成6个亚族。甜瓜MeWAK/WAKL家族基因主要分布在

亚族Ⅰ和Ⅵ中，其中7个MeWAKL基因独立构成亚族Ⅰ。启动子顺式作用元件分析显示，该家族基因启动子中分布有

光反应元件、分生组织表达响应元件、多种激素响应元件以及干旱、抗性和胁迫相关元件，表明该家族基因在甜瓜抗

病、抗逆以及生长发育方面发挥重要作用。通过荧光定量PCR发现，MeWAKL4和MeWAKL16在抗病材料接菌后特异

性上调表达，可能在甜瓜抗疫病反应中发挥重要作用，具体作用机制还需进一步试验验证。【结论】鉴定了 20个Me-

WAK/WAKL家族基因，发现MeWAKL4和MeWAKL16在抗病材料接种疫霉菌后特异性上调表达，为进一步研究甜瓜

MeWAK/WAKL家族基因与抗疫病反应的具体关联性奠定了基础。
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Abstract:【Objective】As a crucial class of receptor-like protein kinases, genes in the WAK/WAKL fami-

ly play a vital role in plant growth and development, disease resistance, and stress responses. The aim

of this study was to identify the MeWAK/WAKL family in melon, analyze their expression patterns in re-

sistant and susceptible materials under Phytophthora capsici infection, and explore the relationship be-

tween this gene family and melon's resistance to Phytophthora blight.【Methods】The melon ZQK9 and

E31 are high-resistant and high-susceptible resources to P. capsici, respectively, and they were identi-

fied through disease resistance screening in our laboratory. These materials were used to analyze gene
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expression patterns after inoculation with P. capsici. The pathogen was isolated from diseased melon

plants collected in Sanya, Hainan, China. The melon genome data were referenced from Melon

(DHL92) v4.0. Based on the conserved domain features, the melon WAK/WAKL family members were

identified through genome-wide screening. Subsequent analyses including gene structure, protein physi-

cochemical properties, chromosome distribution, subcellular localization prediction, promoter cis- act-

ing elements, and phylogenetic relationships were conducted by a serious of softwares and visualized

using TBtools software. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was employed to investigate the expres-

sion patterns of family members in resistant (ZQK9) and susceptible (E31) samples at 2, 24 and 72

hours post-inoculation (hpi) with P. capsici, aiming to elucidate their correlation with disease resistance

in melon.【Results】The WAK/WAKL family in melon comprised 20 genes, including 4 WAK genes and

16 WAKL genes, which were distributed across 9 melon chromosomes. Among them, 7 genes were clus-

tered on chromosome 3, suggesting that these genes might function through coordinated expression.

The results of subcellular localization prediction indicated that the WAK/WAKL family genes in melon

were mainly localized in the extracellular or plasma membrane, consistent with reports in other crops.

The phylogenetic tree divided 113 WAK/WAKL family genes from melon and model plants such as Nico-

tiana benthamiana, Arabidopsis thaliana, and Solanum lycopersicum into 6 groups. The MeWAK/WAKL

family genes in melon were mainly distributed in group I and VI. Group I was independently composed

of 7 MeWAKL genes, indicating that the members of the MeWAK/WAKL family in melon might have un-

dergone strong natural selection (such as extreme environments) during the evolutionary process, show-

ing a phenomenon of rapid evolution. In addition, 6 of these 7 genes were clustered on chromosome 3.

This clustering might lead to functional redundancy, but it could also reduce the negative impacts

caused by structural variations such as chromosome breakage in individuals under strong external pres-

sure, thus being retained in evolution. Domain analysis showed that the WAK/WAKL family genes in

melon contained 1 to 7 exons. Among the 20 family genes, 17 genes contained the GUB-WAK bind

(wall-associated receptor kinase galacturonan-binding) domain. Seven genes contained the GUB-WAK

bind, EGF (epidermal growth factor), and serine-threonine kinase domains simultaneously. Seven genes

only contained the GUB-WAK bind domain, and 2 genes contained both EGF domain and the kinase do-

main without GUB-WAK bind domain. Analysis of promoter cis-acting elements revealed that the pro-

moters of the WAK/WAKL family genes in melon contained light-responsive elements (LTR), regulatory

element related to meristem expression (MEE), response elements for various hormones (MeJA, SA,

ABA, Auxin, and GA), as well as elements related to drought-inducibility and defense and stress respon-

siveness. This suggested that the WAK/WAKL family genes in melon might play important roles in dis-

ease resistance, stress tolerance, and growth and development of melon. Two genes, MeWAKL4 and Me-

WAKL16, which were specifically up- regulated after inoculation in resistant melon ZQK9, were

screened through qRT- PCR analysis. MeWAKL4 was a transmembrane protein containing the GUB-

WAK bind domain, WAK_assoc domain, and kinase domain, might play an important role in recogniz-

ing pathogen infection signals and transmitting them into the cell. The MeWAKL16 protein had only

one GUB-WAK bind domain, was localized on the plasma membrane, and had a transmembrane struc-

ture. Based on the resistance mechanism of the maize gray leaf spot resistance gene ZmWAKL, we spec-

ulated that MeWAKL16 might play a role in recognizing pathogen infection signals and transmitting the

signals into the cell by forming a complex with other kinase(s) on the plasma membrane. The detail reg-

ulatory mechanism required further experimental research.【Conclusion】In this study, 20 MeWAK/

WAKL family genes in melon were identified. Through gene domain and promoter cis-acting element
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植物免疫反应包括病原相关分子模式诱导的免

疫反应（Pattern-triggered immunity，PTI）和效应子诱

导的免疫反应（Effector- triggered immunity，ETI）。

PTI是植物与病原菌相互作用进化过程中形成的第

一层次防御系统，即病原菌固有的某些保守的分子

（如鞭毛蛋白、几丁质和脂多糖等）或病原菌分解植

物细胞壁产生的果胶碎片和低聚半乳糖醛酸（Oli-

gogalacturonides，OGs）等被植物模式识别受体（Pat-

tern recognition receptors，PRRs）识别，并激活植物

免疫反应，从而限制病原菌的入侵和扩繁[1]。PRRs

是一类位于细胞膜上的受体激酶，可识别病原体入

侵并在植物中传递危险信号。细胞壁相关受体激酶

（Wall-associated kinase，WAK）以及与其具有类似结

构WAK样激酶（Wall-associated kinase-like，WAKL）

是一类重要的模式识别受体。WAK/WAKL参与细

胞壁信号传感并将细胞外信号传递到细胞质，从而

调节植物生长发育和胁迫反应，在植物中广泛分

布。研究表明，WAK/WAKL可以作为OGs的受体，

激活丝裂原活化蛋白激酶（Mitogen-activated pro-

tein kinase，MAPK）磷酸化级联反应，从而将胁迫信

号传递到细胞内，导致细胞内活性氧（Reactive oxy-

gen species，ROS）的产生、胼胝体的沉积、钙离子信

号的传递、激素的合成以及防御基因的激活，这一系

列分子事件能够使植物细胞在很短的时间内对病原

菌的入侵采取迅速而有效的抵御 [2- 3]。玉米的 Zm-

WAK-RLK1基因赋予了植株对叶枯病的抗性[4]。在

水稻中，过表达OsWAK1基因可增强植株对稻瘟病

菌的抗性，而另一个WAK类型基因Xa4使水稻对白

叶枯病具有持久抗性[5-6]。TaWAK6赋予小麦对叶锈

病的抗性[7]。棉花GhWAKL可增强植株对黄萎病的

抗性[8]。在柑橘中，过表达CsWAKL08可增强植株对

细菌性溃疡病的抗性[9]。过表达BrWAK1可以显著

增强白菜对霜霉病菌的抗性[10]。可见WAK/WAKL介

导的免疫反应在植物抵抗病原菌侵染的调控过程中

发挥了重要作用。

疫病（Phytophthora blight）是甜瓜的主要病害

之一，在世界各地的甜瓜产区均有发生，对中国甜瓜

产业发展构成严重威胁[11-13]。该病为土传性病害，病

原菌寄主范围广，可以卵孢子或厚垣孢子的形式在

植物病残株、土壤以及种子上越冬。其中，土壤中的

病残株带菌率最高，是翌年的主要初侵染源。疫霉

菌可侵染植株的根、茎、叶、花、果各个部位，整个生

育期均可发病，在条件适宜的情况下可出现大面积

流行，造成整个地块死秧，瓜农损失惨重[14]。引起甜

瓜疫病的病原菌有辣椒疫霉（Phytophthora capsi-

ci）、瓜类疫霉（Phytophthora melonis）、掘氏疫霉

（Phytophthora drechsleri）和烟草疫霉（Phytophthora

nicotianae），其中辣椒疫霉在世界各地的甜瓜产区

均有报道[15-17]。疫霉菌的致病性强，瓜类作物中高抗

资源极其匮乏，导致抗疫病研究进展缓慢。WAK/

WAKL作为重要的模式识别受体，在甜瓜中未见抗

病相关报道，也尚未对其基因家族的特征和功能进

行全面研究。因此，笔者在本研究中基于甜瓜基因

组数据，鉴定了甜瓜WAK/WAKL家族基因，分析了

蛋白理化性质、染色体定位、进化关系、基因结构、保

守结构域、启动子顺式作用元件。同时，研究了甜瓜

WAK/WAKL家族基因在抗病和感病材料中响应疫霉

菌侵染的表达模式，旨在挖掘响应甜瓜疫病侵染的

关键WAK/WAKL基因，为进一步明确该基因家族在

甜瓜抗病反应过程中的作用和揭示甜瓜抗疫病机制

奠定基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

甜瓜材料ZQK9和E31是本实验室通过抗病性

鉴定获得的高抗和高感疫病资源[18]。挑选种粒成熟

analyses, it could be speculated that MeWAKs/WAKLs could respond to various hormone or stress sig-

nals and regulate the plant's disease resistance, stress tolerance, and growth and development processes.

Two genes, MeWAKL4 and MeWAKL16, were screened via qRT-PCR and showed specific up-regula-

tion at 24 and 72 hpi in resistant melon ZQK9, while their expression levels exhibited no significant dif-

ferences in susceptible E31. They might be involved in the signal pathway of melon's resistance to Phy-

tophthora blight. This study laid a foundation for further research on the specific relationship between

melon MeWAK/WAKL family genes and the resistance response to Phytophthora blight.

Key words: Melon; WAK/WAKL family; Phytophthora blight; Expression analysis
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饱满、大小均匀一致且完整无损伤的甜瓜种子，用

55 ℃水浸种 30 min后转入室温水中浸种 4 h，30 ℃

催芽箱催芽16 h后播种到营养土中，营养土为草炭

和蛭石按体积比3∶1混合而成。待幼苗长到两叶一

心时，采用灌根接种法接种疫霉菌。

疫霉菌是本实验室在海南三亚采集的甜瓜病株

中分离获得的，通过菌丝和孢子囊形态学鉴定和核

糖体基因内转录间隔区域（Internal transcribed spac-

er，ITS）序列测序鉴定，证明是辣椒疫霉菌（P. capsi-

ci）。

1.2 甜瓜WAK/WAKL家族基因鉴定和理化性质分

析

甜瓜基因组数据采用 Melon（DHL92）v4 版本

（http://cucurbitgenomics.org/v2/）。分别在烟草基因

组数据库（https://solgenomics.net/organism/Nicotia-

na_benthamiana/genome/）、拟南芥基因组数据库

（https://www.arabidopsis.org/）和番茄基因组数据库

（https://solgenomics.net/organism/Solanum_lycopersi-

cum/genome/）获得其 WAK/WAKL 家族基因的蛋白

序列。利用TBtools软件中Blast功能对烟草、拟南

芥、番茄基因家族的蛋白序列与甜瓜的全部蛋白质

序列进行比对，对处理结果去除冗余，删除重复项。

然后，通过Pfam在线软件（http://pfam.xfam.org/search/

sequence）分析确认包含GUB_WAK_bind（PF13947）、

EGF（PF00008）和 Pkinase（PF00069）结构域。使用

ProtParam tool在线软件（https://web.expasy.org/Prot-

Param/）分析甜瓜 WAK/WAKL 基因家族的氨基酸

数、分子质量以及等电点（pI）等理化性质。

1.3 甜瓜WAK/WAKL家族基因定位和系统进化树

分析

使用TBtools软件进行染色体定位分析，用Mo-

lecular Bioinformatics Center（MBC，https://cello.life.

nctu.edu.tw/）进行甜瓜 WAK/WAKL 基因的亚细胞

定位预测。利用在线软件 Protter（http://wlab.ethz.

ch/protter/start/）和 TMHMM- 2.0（https://services.

healthtech.dtu.dk/services/TMHMM- 2.0/）进行跨膜

结构预测。使用MEGA11.0软件对甜瓜、烟草、拟南

芥、番茄WAK/WAKL基因家族蛋白序列进行对比，

采用邻接法（Neighbour-joining，NJ）构建系统进化

树，Bootstrap检验设定 1000次重复，以评价系统进

化树的统计可靠性，使用 iTOL软件进一步美化进化

树。

1.4 甜瓜WAK/WAKL家族基序与启动子顺式作用

元件分析

使用 CDD 数据库（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

cdd/）对保守结构域进行分析，使用TBtools软件进行

基因结构分析。在PlantCARE（http://bioinformatics.

psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）上预测顺式作

用元件，使用TBtools软件对预测结果进行可视化。

1.5 甜瓜WAK/WAKL基因家族成员在疫霉菌侵染

过程中的表达分析

为了解甜瓜WAK/WAKL家族基因在抗疫霉菌侵染

中的作用，采用灌根接种法，利用浓度为1×105个·mL-1

的孢子悬浮液接种到甜瓜幼苗根部，分别在接菌后

0 h、24 h和72 h采集植株根系，用锡箔纸包裹，经液

氮速冻后保存于-80 ℃冰箱备用。每个处理设置 3

次生物学重复。使用天根RNAprep Pure多糖多酚植

物总RNA提取试剂盒（DP441）提取RNA，使用天根

FastKing一步法除基因组 cDNA第一链合成试剂盒

（KR118）合成cDNA第一链。以甜瓜Actin基因（ME-

LO3C023264）为内参基因，实时荧光定量PCR（real-

time quantitative PCR，RT-qPCR）测定各基因在接菌

后不同时间点的相对表达量。利用Primer Premier 5

软件设计引物（表 1）。选用 Universal SYBR Green

Master荧光定量试剂盒（Roche）在Light Cycler®480Ⅱ

（Roche）进行检测。采用2-∆∆CT法计算基因相对表达量。

2 结果与分析

2.1 甜瓜WAK/WAKL家族基因鉴定及其理化性质

分析

基于烟草、拟南芥和番茄基因组中获得的93个

WAK/WAKL家族蛋白序列，通过与甜瓜基因组进行

Blast比对，鉴定到20个WAK/WAKL家族基因（包括4

个WAK基因和16个WAKL基因），按照其在染色体上

的位置顺序分别命名为 MeWAK1~MeWAK4 和 Me-

WAKL1~MeWAKL16（表1）。理化性质分析显示，鉴定

到的20个WAK/WAKL蛋白氨基酸数量为203~847，

其中 MeWAKL11 分子质量最低，为 22 656.90 Da；

MeWAKL1分子质量最高，为93 830.01 Da。蛋白等

电点为5.07（MeWAK2）~8.68（MeWAKL12），其中等

电点小于7的蛋白占80%，说明甜瓜WAK/WAKL蛋

白大部分是酸性。亚细胞定位结果显示，甜瓜WAK/

WAKL家族基因主要定位于细胞外基质或质膜，Me-

WAK1可能在叶绿体中也有分布（表2）。
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表 1 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族基因实时荧光定量引物

Table 1 Real-time quantitative primers for MeWAK/WAKL genes

基因名称

Gene name

MeActin

MeWAK1

MeWAK2

MeWAK3

MeWAK4

MeWAKL1

MeWAKL2

MeWAKL3

MeWAKL4

MeWAKL5

MeWAKL6

MeWAKL7

MeWAKL8

MeWAKL9

MeWAKL10

MeWAKL11

MeWAKL12

MeWAKL13

MeWAKL14

MeWAKL15

MeWAKL16

引物名称

Primer name

MeActin-F

MeActin-R

MeWAK1-F

MeWAK1-R

MeWAK2-F

MeWAK2-R

MeWAK3-F

MeWAK3-R

MeWAK4-F

MeWAK4-R

MeWAKL1-F

MeWAKL1-R

MeWAKL2-F

MeWAKL2-R

MeWAKL3-F

MeWAKL3-R

MeWAKL4-F

MeWAKL4-R

MeWAKL5-F

MeWAKL5-R

MeWAKL6-F

MeWAKL6-R

MeWAKL7-F

MeWAKL7-R

MeWAKL8-F

MeWAKL8-R

MeWAKL9-F

MeWAKL9-R

MeWAKL10-F

MeWAKL10-R

MeWAKL11-F

MeWAKL11-R

MeWAKL12-F

MeWAKL12-R

MeWAKL13-F

MeWAKL13-R

MeWAKL14-F

MeWAKL14-R

MeWAKL15-F

MeWAKL15-R

MeWAKL16-F

MeWAKL16-R

引物序列（5'-3'）
The sequence of primers (5'-3')

CCTGGTATCGCTGACCGTAT

TACTGAGCGATGCAAGGATG

AAGTCCTGAATGAGGTCCGA

CGCTGTGCCTTCCGCTA

CAATGTCTACCTGCTCAATCCT

CCGTATCGTATCCCGTAAAAC

GACCTGTGGCGACAATCAA

AAATACTGCGGACGGAAAA

TATGGGGCTACCTTTGTTCTC

AAATGCTCAACTCGTCGGT

AGCGGTGGGTGTTATGGG

TGGGGAGGATGCCTTTGT

GTGGTCGGCAAGGGTGGT

TGCGATGGTTGATTTGAGACAGA

CGAGCGTCCTTGCGTATCT

CCGCCTTCTTTCCCGTTAT

TTTGCATTCTTCAGCCTCTACTC

CACATCGCTCTTCTCCGTCA

CCGTTCGGGATGAGGGA

CGGTAGCAGTATCTGGAGGGTG

TAATAATTTGTCCAACGCAGAGG

AATTCGAGCTTTTATGCTATCCC

TCCCAACCGCAACCGAT

CACCCACTTACATAACCACTCCC

AGGGCGAAAGAGGAGGTAAA

AAATGCCAAGCATCTGAACG

TGTTGGTAAAGGTGGGTATGGT

CACATTGCGATGATTGATTTGA

GCTAGTCTCGCCGCTCAATT

GGTACAGCAAGGGTCAAGAACAC

TTGCCTTTCAATGTTTCTACGC

GCACCCTCCAATTCTGACTCTTA

GGTTGCCCCAAAATCCAA

ACCAATCTCGTCGTGCAGTTA

AGCGGAAGCGGTTATCAA

CCGTGGGGACATAAGCAG

CCGCTAAACGATTTCCTCTTC

CGCTCCTCCAATACACGCT

CAGTTCCACCACCAACATCCA

ACGGCAACCGCCATTCC

GCTCCTAAGCCAATGTTCTGC

GCCCCAATGCTCTTCCAATA

目标片段长度

Fragment length/bp

133

203

270

155

177

266

151

282

217

196

121

136

162

154

121

216

251

161

256

293

212

2.2 甜瓜MeWAK/WAKL家族基因定位分析

通过染色体定位分析，发现 20 个甜瓜 Me-

WAK/WAKL家族基因分布在 9条染色体上。在第

3号染色体上分布了9条基因，其中7个基因成簇状分

布；第12号染色体分布了3个基因；第6号染色体分布

2个基因；在第 1、4、5、7、8、10号染色体上各分布 1个
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基因；第2、9、11号染色体上无该家族基因（图1）。

2.3 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员多序列比对与

系统进化树构建

为确定甜瓜MeWAK/WAKL家族成员之间的进

化关系，根据其他模式植物中的同源基因进一步推

断其可能的功能。将烟草中的 38个NbWAK/WAKL

基因、拟南芥中的 26个AtWAK/WAKL基因、番茄中

的 29个 SlWAK/WAKL基因和甜瓜MeWAK/WAKL家

族基因一起进行系统进化分析，发现 113个基因可

分为 6个亚族（图 2，表 3）。亚族Ⅰ由 7个甜瓜Me-

图 1 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族基因的染色体定位

Fig. 1 Chromosomal localization of MeWAK/WAKL genes
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WAKL构成；亚族Ⅱ有17个基因，包含1个MeWAKL

基因（MeWAKL13）、9 个 NbWAK/WAKL 基因和 7 个

SlWAK基因；亚族Ⅲ最小，只有2个基因（NbWAKL16

和SlWAK8）；亚族Ⅳ包含5个AtWAK基因；亚族Ⅴ有

18个基因，包含 2个NbWAK/WAKL基因（NbWAK11

和 NbWAKL21）、2 个 SlWAK 基因（SlWAK1 和 Sl-

WAK2）和 14个AtWAK/WAKL基因；亚群Ⅵ最大，有

64个基因，包含 26个NbWAK/WAKL基因、19个 Sl-

WAK/WAKL基因、7个AtWAKL基因和12个MeWAK/

WAKL 基因。甜瓜 MeWAK/WAKL 家族基因主要分

布在亚族Ⅰ和Ⅵ中，烟草NbWAK/WAKL基因主要分

布在亚族Ⅱ和Ⅵ中，拟南芥AtWAK/WAKL基因主要

分布在亚族Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ中，番茄SlWAK/WAKL基因主

要分布在亚族Ⅱ、Ⅵ中。

2.4 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员基因结构和结

构域分析

为获得更多关于甜瓜MeWAK/WAKL基因结构

多样性信息，对家族基因的外显子-内含子组成以及

基因保守结构域进行分析。甜瓜MeWAK/WAKL家

族基因含有 1~7个外显子（图 3）。MeWAKL1含有 7

个外显子，而 MeWAKL7、MeWAKL11 和 MeWAKL12

只有 1个外显子。结构域分析结果显示，20个家族

基因中有 17个都含有GUB-WAK-bind（wall-associ-

ated receptor kinase galacturonan-binding）结构域，有

7 个基因同时包含 GUB-WAK-bind（wall-associated

receptor kinase galacturonan- binding）结构域、EGF

（epidermal growth factor）和丝氨酸苏氨酸激酶结构

域，有 7个基因只含有GUB-WAK-bind结构域，有 2

个基因只含有EGF结构域和激酶结构域（图4）。

2.5 甜瓜MeWAK/WAKL家族成员启动子顺式作用

元件分析

为探索甜瓜MeWAK/WAKL家族基因的潜在功

能和调控模式，使用PlantCARE数据库分析了基因

2000 bp启动子序列中的顺式作用元件（图5）。结果

显示，与光反应相关的元件（LRE）最多，表明甜瓜

MeWAK/WAKL家族基因可能在光合作用或与光照胁

迫相关反应中发挥重要作用。同时，茉莉酸（Me-

JARE）、水杨酸（SARE）、生长素（AuxRE）、脱落酸
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（ABRE）、赤霉素（GARE）响应元件也分布较多，表明

甜瓜MeWAK/WAKL家族基因与多个激素信号紧密

相关。在多个基因启动子中分布有干旱诱导响应元件

（DRE）、抗性和胁迫响应元件（DSRE）、分生组织表

达响应元件（MEE），这表明甜瓜MeWAK/WAKL家族

基因在甜瓜抗病、抗逆及生长发育方面发挥重要作用。

2.6 甜瓜 MeWAK/WAKL 基因家族成员在疫霉菌

侵染过程中的表达分析

为探究甜瓜MeWAK/WAKL基因家族对疫霉菌

侵染的响应机制，利用 RT-qPCR 分析了抗病材料

ZQK9和感病材料E31在接种疫霉菌后 0 h、24 h和

72 h 的表达模式，有 14 个基因检测到表达量（图

6）。MeWAKL4、MeWAKL16在抗病材料接菌后24 h

上调表达，在72 h表达量有所下降，在感病材料接菌

后表达量没有明显变化；MeWAK3 和 MeWAKL6 在

抗感材料中表达模式相似，都是在接菌后 24 h上调

表达，在 72 h 表达量有所下降；MeWAKL3、Me-

WAKL10、MeWAKL11、MeWAKL14 和 MeWAKL15 在

抗感材料接菌后下调表达；MeWAKL12在抗病材料

接菌后表达量没有明显变化，在感病材料接菌后24 h

表达量下降，在 72 h表达量上升；MeWAKL5基因在

抗病材料接菌后 24 h显著上调表达，之后表达量下

降，但在感病材料中持续上调表达；MeWAK4在抗感

材料接菌后 24 h无明显变化，但接菌后 72 h在抗病

材料中表达量降低，在感病材料中表达量上升；Me-

WAKL8在抗病材料接菌后24 h无明显变化，接菌后

Nb. 本氏烟草；At. 拟南芥；Sl. 番茄。

Nb. Nicotiana benthamiana; At. Arabidopsis thaliana; Sl. 番茄 Solanum lycopersicum.

图 2 甜瓜与本氏烟草、拟南芥、番茄 WAK/WAKL 基因家族成员的系统进化树分析

Fig. 2 Phylogenetic tree analysis of WAK/WAKL gene family members in melon, N. benthamiana,A. thaliana and S. lycopersicum
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表 3 本氏烟草、拟南芥、番茄 WAK/WAKL 家族基因名称

Table 3 The gene name of WAK/WAKL family in N. benthamiana, A. thaliana and S. lycopersicum

基因名称
Gene name

NbWAK1

NbWAK2

NbWAK3

NbWAK4

NbWAK5

NbWAK6

NbWAK7

NbWAK8

NbWAK9

NbWAK10

NbWAK11

NbWAK12

NbWAK13

NbWAK14

NbWAK15

NbWAKL1

NbWAKL2

NbWAKL3

NbWAKL4

NbWAKL5

NbWAKL6

NbWAKL7

NbWAKL8

NbWAKL9

NbWAKL10

NbWAKL11

NbWAKL12

NbWAKL13

NbWAKL14

NbWAKL15

NbWAKL16

基因 ID
Gene ID

Niben101Scf00149g10001

Niben101Scf00149g10003

Niben101Scf00530g11020

Niben101Scf01237g11009

Niben101Scf02160g02006

Niben101Scf02608g01007

Niben101Scf02608g01008

Niben101Scf03202g03004

Niben101Scf03202g04015

Niben101Scf03202g04017

Niben101Scf03472g00005

Niben101Scf06394g08019

Niben101Scf10330g02004

Niben101Scf13018g00012

Niben101Scf21196g00008

Niben101Scf00149g10020

Niben101Scf00327g01037

Niben101Scf00530g11014

Niben101Scf00700g06021

Niben101Scf01521g06001

Niben101Scf02290g02006

Niben101Scf02381g08016

Niben101Scf03202g03002

Niben101Scf03304g01026

Niben101Scf03363g01019

Niben101Scf03445g00009

Niben101Scf03939g06023

Niben101Scf04445g01002

Niben101Scf05368g07009

Niben101Scf06394g08020

Niben101Scf06909g04005

基因名称
Gene name

NbWAKL17

NbWAKL18

NbWAKL19

NbWAKL20

NbWAKL21

NbWAKL22

NbWAKL23

AtWAK1

AtWAK2

AtWAK3

AtWAK4

AtWAK5

AtWAKL1

AtWAKL2

AtWAKL3

AtWAKL4

AtWAKL5

AtWAKL6

AtWAKL7

AtWAKL8

AtWAKL9

AtWAKL10

AtWAKL11

AtWAKL12

AtWAKL13

AtWAKL14

AtWAKL15

AtWAKL16

AtWAKL17

AtWAKL18

AtWAKL20

基因 ID
Gene ID

Niben101Scf07969g00010

Niben101Scf11389g01034

Niben101Scf11416g00017

Niben101Scf14950g00001

Niben101Scf20037g00022

Niben101Scf21589g00004

Niben101Ctg15342g00002

AT1G21250

AT1G21270

AT1G21240

AT1G21210

AT1G21230

AT1G16120

AT1G16130

AT1G16140

AT1G16150

AT1G16160

AT1G16110

AT1G16090

AT1G16260

AT1G69730

AT1G79680

AT1G19390

AT1G22720

AT1G17910

AT2G23450

AT3G53840

AT3G25490

AT4G31100

AT4G31110

AT5G02070.1

基因名称
Gene name

AtWAKL21

AtWAKL22

SlWAK1

SlWAK2

SlWAK3

SlWAK4

SlWAK5

SlWAK6

SlWAK7

SlWAK8

SlWAK9

SlWAK10

SlWAK11

SlWAKL1

SlWAKL2

SlWAKL3

SlWAKL4

SlWAKL5

SlWAKL6

SlWAKL7

SlWAKL8

SlWAKL9

SlWAKL10

SlWAKL11

SlWAKL12

SlWAKL13

SlWAKL14

SlWAKL15

SlWAKL16

SlWAKL17

SlWAKL18

基因 ID
Gene ID

AT5G66790

AT1G79670

Solyc02g068660

Solyc07g007020

Solyc09g014710

Solyc09g014720

Solyc09g014730

Solyc09g014740

Solyc09g015230

Solyc09g015240

Solyc10g076530

Solyc10g076550

Solyc11g072140

Solyc02g086270

Solyc02g090110

Solyc03g119240

Solyc04g007390

Solyc04g079710

Solyc05g008930

Solyc05g008940

Solyc05g008950

Solyc05g008960

Solyc05g008970

Solyc05g008980

Solyc05g008990

Solyc05g009010

Solyc05g010530

Solyc09g008640

Solyc09g011200

Solyc12g036330

Solyc12g088040

图 3 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员基因和外显子-内含子结构

Fig. 3 The exon-intron structures of MeWAK/WAKL family members
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图 4 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员保守结构域

Fig. 4 The conserved motifs of MeWAK/WAKL family members

LRE. 光响应元件；GARE. 赤霉素响应元件；MeJARE. 茉莉酸响应元件；ABRE. 脱落酸响应元件；SARE. 水杨酸响应元件；DSRE. 抗性和胁

迫响应元件；AxuRE. 生长素响应元件；DRE. 干旱响应元件；MEE. 分生组织表达响应元件。

LRE. Light response elements; GARE. Cis-acting element involved in Gibberellin response elements; MeJARE. MeJA response elements; ABRE.

Abscisic acid response elements; SARE. Salicylic acid response elements; DSRE. Defense and stress responses elements; AxuRE. Auxin response el-

ements; DRE. Droughtstress responses elements; MEE. Meristem expression elements.

图 5 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员启动子顺式作用元件

Fig. 5 Cis-elements of MeWAK/WAKL gene family promoters
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*表示在 P＜0.05 差异显著，**表示在 P＜0.01 差异极显著。下同。

* indicate significant difference at P＜0.05, ** indicate significant difference at P＜0.01. The same below.

图 6 甜瓜 MeWAK/WAKL 家族在接种疫霉菌后的表达分析

Fig. 6 Expression analysis of the MeWAK/WAKL gene family after P. capsici infection
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72 h表达量下降，在感病材料接菌后 24 h表达量显

著上升，接菌后72 h表达量下降；MeWAKL13在抗感

材料接菌后表达量没有明显变化。结合上述表达模

式分析，MeWAKL4 和 MeWAKL16 在抗病材料接菌

后特异性上调表达，而在感病材料接菌后表达量无

显著差异，可能参与甜瓜对疫霉菌的抗性反应。

3 讨 论

WAK/WAKL基因家族作为一类重要的类受体蛋

白激酶，在植物生长发育、抗病、抗逆过程中起着至

关重要的作用[19-21]。基于典型的GUB-WAK-bind结

构域、WAK_assoc结构域和EGF结构域，在甜瓜基因

组中共鉴定出20个WAK/WAKL家族基因，包括4个

MeWAK基因和16个MeWAKL基因。WAK/WAKL家

族基因的鉴定、进化、结构和功能在多种作物和植物

中均有研究报道，如玫瑰[22]（Rosa chinensis）有12个、

拟南芥[23]（Arabidopsis thaliana）有26个、棉花[24]（Gos-

sypium hirsutum）有 29 个、马铃薯 [25]（Solanum tu-

berosum）有 29 个、本氏烟草 [26]（Nicotiana benthami-

ana）有 38 个、番茄 [27]（Solanum lycopersicum）有 39

个、谷子[28]（Setaria italica）有41个、苹果[29]（Malus do-

mestica）有 44个、大麻 [30]（Cannabis sativa）有 53个、

白菜[31]（Brassica rapa ssp. pekinensis）有96个、杨树[32]

（Populus trichocarpa）有 175 个、大麦 [33]（Hordeum

vulgare L.）有320个该家族基因。然而，甜瓜中Me-

WAK/WAKL基因家族的结构特征、潜在的生物学功

能和调控机制尚不清楚。对甜瓜MeWAK/WAKL家

族基因进行鉴定，利用前期筛选获得的高抗和高感

疫病甜瓜种质资源，对该家族基因在疫霉菌侵染下

的表达进行了全面分析 [18]，为进一步挖掘甜瓜Me-

WAK/WAKL家族基因在抗疫病中的功能奠定基础。

WAK/WAKL 基因家族作为植物类受体蛋白激

酶的重要成员，其结构域在抗病过程中通过多种机

制协同发挥作用。GUB-WAK-bind 结构域和 EGF

结构域是WAK/WAKL蛋白的典型特征，根据胞外

域的不同，各WAK蛋白可通过连接不同种类的配

基促使植物对各种胞外信号产生相应的响应[34]。研

究表明，WAK/WAKL蛋白可通过位于细胞外的结

构域识别细胞壁中的OGs、果胶和果胶片段成分，从

而感知细胞壁结构变化的信号。通过对甜瓜 Me-

WAK/WAKL家族基因进行亚细胞定位和跨膜结构

预测，发现除 MeWAK1 可能定位于叶绿体和 Me-

WAKL5可能在细胞质中分布外，其他基因都位于质

膜或细胞外基质，说明甜瓜MeWAK/WAKL家族基因

可能通过传递胞外信号，从而触发生长发育调控或

在抗病抗逆反应中发挥重要作用。通过与模式植物

拟南芥、本氏烟草和番茄中的WAK/WAKL家族基因

进行系统进化树分析，发现甜瓜MeWAK/WAKL家族

主要在亚族Ⅰ和Ⅵ中，其中亚族Ⅰ是由 7 个 Me-

WAKL 基因（MeWAKL1、MeWAKL2、MeWAKL3、Me-

WAKL4、MeWAKL5、MeWAKL6和MeWAKL9）独立构

成，说明甜瓜 MeWAK/WAKL 家族成员在进化过程

中，可能受到强烈的自然选择（如极端环境等），存在

快速进化的现象 [29,35- 36]。此外，染色体定位分析显

示，在这 7 个基因中有 6 个（MeWAKL2、MeWAKL3、

MeWAKL4、MeWAKL5、MeWAKL6 和 MeWAKL9）成

簇分布在 3号染色体，推测这些基因可能通过协同

表达发挥作用。该现象可能导致功能冗余，但也可

降低个体在强烈的外界压力下因染色体断裂等结构

变异造成的负面影响，从而在进化中被保留[37-38]。

启动子顺式作用元件分析表明，在甜瓜 Me-

WAK/WAKL 家族基因启动子中存在很多响应不同

激素和胁迫的元件。如茉莉酸（MeJA）、水杨酸

（SA）、脱落酸（ABA）、生长素（Auxin）和赤霉素

（GA）等激素响应元件，它们同样存在于棉花、核

桃、烟草、马铃薯等作物的WAK/WAKL家族基因启

动子中，在调控玉米黑穗病抗性中也发挥重要作

用 [39]。 表 达 模 式 分 析 表 明 ，MeWAKL4 和 Me-

WAKL16都是在抗病材料接种疫霉菌后 24 h和 72 h

特异性上调表达，而在感病材料接菌后表达量无显

著差异。通过生物信息学分析发现，MeWAKL4是

一个跨膜蛋白 ，包含 GUB- WAK- bind 结构域、

WAK_assoc结构域和激酶结构域，可能在识别病原

菌侵染信号并将信号传递到胞内过程中发挥重要

作用。MeWAKL16 蛋白只有一个 GUB-WAK-bind

结构域，该蛋白定位于质膜，具有跨膜结构。系统

进化树分析显示，MeWAKL16位于第Ⅵ亚族，该亚

族 中 多 个 成 员 与 抗 病 相 关 ，其 中 NbWAKL12

（Niben101Scf03939g06023）在烟草响应 TYLCV 侵

染中发挥重要作用，该基因沉默后会导致植株中病

毒含量增加[26]。番茄SlWAKL2（Solyc02g090110）和

拟南芥AtWAKL14（AT2G23450）的细胞外结构域能

够结合多种形式的果胶，包括果胶寡半乳糖醛酸片

段，在植株抵抗病原菌侵染时可能具有积极作
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用[40]。因此，MeWAKL16可能在识别病原菌侵染信

号中发挥作用，并通过与位于质膜上的其他激酶形

成复合体，将信号传到细胞内。这种作用机制在玉

米灰斑病抗性通路中已有报道[41]，具体调控机制还

需进一步试验验证。

4 结 论

笔者共鉴定了 20个MeWAK/WAKL家族基因，

不均匀分布于9条染色体上，其中有7个家族成员成

簇分布在 3号染色体上；启动子顺式作用元件分析

发现存在很多激素响应元件和胁迫响应元件。在疫

霉菌侵染的胁迫过程中，MeWAKL4 和 MeWAKL16

在抗病材料接种疫霉菌后特异性上调表达，可能参

与甜瓜抗疫病信号途径。
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