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桃miR6285-PpWRKY6模块调控分枝角度机制解析

张俊杰 1，杨丽萍 1，张 杰 1，连晓东 1，2，张海朋 1，2，程 钧 1，2，王 伟 1，2，

侯 楠 1，2，王 磊 1，2，郑先波 1，2，冯建灿 1，2，王小贝 1，2*，谭 彬 1，2*

（1河南农业大学园艺学院，郑州 450046；2河南省桃种质资源创新与利用工程技术研究中心，郑州 450046）

摘 要：【目的】明确桃PpWRKY6基因对分枝角度的影响，解析miR6285靶向PpWRKY6的分子机制，为桃树型遗传

改良提供理论依据。【方法】以普通型桃大久保和柱型桃照手红为材料，通过转录组和进化分析筛选差异表达基因

PpWRKY6；克隆PpWRKY6基因并进行亚细胞定位；构建PpWRKY6过表达和沉默载体，瞬时转化毛桃桃核验证基因

功能；利用烟草瞬时转化试验明确miR6285与PpWRKY6的靶向关系。【结果】PpWRKY6在普通型桃大久保腋芽中的

相对表达量显著高于柱型桃照手红，且定位于细胞核；过表达PpWRKY6可显著增大桃苗分枝角度，沉默PpWRKY6

则呈现相反表型；miR6285在大久保中的相对表达量显著高于照手红，且可靶向PpWRKY6并显著降低其mRNA水

平。【结论】miR6285-PpWRKY6模块在桃分枝的形成过程中发挥重要调控作用，该调控模块为解析桃树型形成的分

子机制及优良树型品种培育提供了基因资源和理论支撑。
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Abstract:【Objective】Peach (Prunus persica L.), one of the most cultivated fruit species, is highly

praised and appreciated by the consumers. Based on the differences of branch angle, branch number, in-

ternode-length and so on, peach tree can be divided into nine types of tree architecture, including stan-

dard, semi-dwarf, compact, pillar, dwarf, weeping, upright, curved wig and broom. Peach tree architec-

ture not only determines cultivation mode of orchard, but also has crucial effect on fruit yield and fruit

quality. Comparing with standard type peach, pillar type peach exhibits extremely fewer secondary

branches and smaller branch angle, even though the number of primary branches do not show any differ-

ences. However, most pillar type peaches are currently ornamental varieties, so identify key genes con-

trol peach branch (branch number and branch angle) formation and verify gene function are of great sig-

nificance for the labor-saving new peach varieties cultivation. As one of the key determinants of tree ar-

chitecture, branch angle directly affects canopy density, lateral shoot orientation, and fruit yield/quality

by influencing photosynthetic efficiency. Branch angle is regulated by various factors, including hor-

mones, environmental signals, transcription factors, and non- coding RNAs. Additionally, sugars also

play a crucial role in coordinating internal and external signals to control plant branching/tillering.
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WRKY transcription factors are known to be important in plant growth processes, however, their in-

volvement in the architectural formation of woody plants remains poorly understood.【Methods】To

identify WRKY genes potentially involved in peach tree branch formation, transcriptome data from axil-

lary buds of the standard type cultivar Okubo (characterized by more branches and larger branch an-

gles) and the pillar type cultivar Zhaoshouhong (with fewer branches and smaller branch angles) were

analyzed to screen for differentially expressed PpWRKYs genes. To determine the subcellular localiza-

tion of PpWRKY6, the coding sequence (CDS) of PpWRKY6 was amplified, RNA extracted from Oku-

bo and Zhaoshouhong axillary buds was used as amplification template. PpWRKY6:GFP fusion con-

struct was then transiently expressed in tobacco leaves via Agrobacterium-mediated transformation. Flu-

orescence microscopy was performed three days after infiltration, with empty vector transformation

serving as the control. For functional validation of PpWRKY6, 35S:PpWRKY6 (overexpression vector)

and TRV2:PpWRKY6 (silencing vector) recombinant vector were constructed. Peach seedlings were

then vacuum-infiltrated (-70 kPa, 30 min) by immersing in GV3101 Agrobacterium carrying either 35S:

PpWRKY6 or a combination of TRV1 and TRV2:PpWRKY6, followed by washing three times with ster-

ile water. The treated seedlings were transplanted into commercial soil. One month after transformation,

branch angles were measured using the SC-K1 in situ living plant branch angle automatic measuring

system, and PpWRKY6 expression levels were analyzed by reverse transcription quantitative real-time

PCR (RT-qPCR) using axillary buds sampled from peach seedlings. Controls included seedlings trans-

formed with empty TRV1+TRV2 and pSAK277 vectors. Potential miRNAs targeting PpWRKY6 were

predicted based on miRNA sequencing data from axillary buds of Okubo and Zhaoshouhong. Then the

CDS of PpWRKY6 was amplified and cloned into PMS-GFP vector, and the pre-sequence of miR6285

was cloned for the construction of 35S:miR6285 recombinant vector. Then transient expression assay in

tobacco leaves was subsequently conducted to verify whether miR6285 could directly target PpWRKY6,

the empty vector PMS4-GFP was used as control.【Results】Heatmap analysis of transcriptome data

from axillary buds of Okubo and Zhaoshouhong revealed differential expression of several PpWRKYs

genes, including PpWRKY11, PpWRKY51, PpWRKY55, PpWRKY6, PpWRKY44, PpWRKY24,

PpWRKY29, and PpWRKY48. Among these, PpWRKY11, PpWRKY51, PpWRKY55, PpWRKY6 showed

markedly higher expression in Okubo than in Zhaoshouhong. Phylogenetic analysis indicated that

PpWRKY6 is a homolog of OsWRKY53, which plays a key role in regulating rice tiller angle. Subcellu-

lar localization confirmed that PpWRKY6 is localized to the nucleus. Transient overexpression of

PpWRKY6 in peach seedlings resulted in significantly elevated gene expression and larger branch an-

gles compared with the control. Conversely, transient silencing of PpWRKY6 in peach seedlings led to

substantially reduced gene expression and significantly smaller branch angles. miRNA sequencing of

axillary buds from Okubo and Zhaoshouhong suggested that miR6285 may target PpWRKY6. Consis-

tent with a regulatory relationship, miR6285 and PpWRKY6 exhibited opposite expression patterns,

miR6285 expressed at much higher levels in Zhaoshouhong than in Okubo, while PpWRKY6 exhibited

significantly higher expression level in Okubo than in Zhaoshouhong. This targeting interaction was fur-

ther confirmed by a transient expression assay in tobacco leaves, when Agrobacterium carrying 35S:

miR6285 and PMS4-GFP were co-injected in tobacco leaves, strong GFP fluorescence signal could be

observed. However, the GFP fluorescence signal was vanished when 35S:miR6285 and PMS4:

PpWRKY6 was co-injected in tobacco leaves. When the target sites located in PpWRKY6 CDS was mu-

tated and co-injected with 35S:miR6285, the GFP fluorescence signal became strong. These results indi-

cated that miR6285 could target PpWRKY46 and further deceased the mRNA level of PpWRKY6.【Con-
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桃（Prunus persica L.）蔷薇科（Rosaceae）、李属

（Prunus），是起源于我国的重要果树之一。我国的

桃树栽培面积及产量常年位居世界第一（https://

www.fao.org），在我国经济果树中占据重要地位。

桃树型不仅影响栽培模式、劳动力投入，还对果实

产量和品质具有重要影响[1]。根据分枝数量、分枝

角度、节间长度等因素可将桃树分为普通型、矮化

型、半矮化型、柱型、直立型、垂枝型、帚型、紧凑型

和曲枝型 9种类型 [2]。目前，生产上主栽的桃品种

多为普通型，其萌芽率高、成枝力强，导致人工修剪

量增大；而柱型桃多为观赏性品种，与普通型桃相

比，其分枝数量少、分枝角度小、树体紧凑的特点可

为桃树型形成的研究提供优异材料[3-4]。因此，挖掘

桃分枝形成的关键基因，对培育适宜轻简化栽培的

优良桃新品种、推动桃树产业高质量发展具有重要

意义。

WRKY转录因子在植物生长发育进程中发挥

重要的调控作用，如抗逆 [5-6]、分枝/蘖形成 [7]、开花 [8]

等。WRKY转录因子包含高度保守的WRKY结构

域，同时在 N 端含有保守结合基序 WRKYGQK、

Cx4-5Cx22-23HxH或Cx7Cx23HxC[9]。在拟南芥[10]、水稻[11]、

玉米[12]、番茄[13]、苹果[14]、桃[15]中，分别鉴定获得74个、

97个、119个、81个、56个和58个WRKY基因。WRKY

能够通过参与植物激素信号转导进而调节植物生长

和发育进程[16-19]。TaWRKY74s是小麦对低磷胁迫响

应的关键基因，可通过脱落酸和生长素信号转导途

径促进小麦分蘖[20]；拟南芥中WRKY71/EXB1通过

上调RAX1、RAX2和RAX3基因表达进而影响腋芽分

生组织（axillary meristem，AM）活性，从而促进拟南

芥侧枝发育 [21]；番茄 WRKY-B 可直接调控 BLIND

（BL）、PIN4 和 IAA15 表达进而促进腋芽发育 [22]。

WRKY转录因子能够通过油菜素内酯（BR）介导的

信号转导参与调节植物生长[23-24]。水稻OsWRKY53

过表达导致叶角和粒径增大，而oswrky53突变体的

叶片直立且种子较小[25-26]。以上研究表明WRKY转

录因子在植物株型建成过程中发挥重要调控作用，

但WRKY转录因子是否参与木本植物分枝形成却

鲜有报道。

MicroRNA（miRNA）是一类内源性非编码

RNA，长度为20~24个核苷酸，通过碱基互补配对识

别靶基因，并在转录后水平发挥重要的调控作

用[27]。研究表明miRNA参与调节植物正常生长发

育的各个阶段，包括营养生长和生殖生长[28-29]。Os-

miRNA530和TamiRNA156是调控水稻和小麦分蘖

形成和穗分枝的关键因素[30]。miR529a能够影响水

稻的圆锥花序发育，而miR156在营养组织中发挥重

要作用，两者通过精细调控OsSPL14表达，从而调节

水稻结构[31]。本团队前期研究结果表明miR6288b-

3p可靶向切割PpTCP4降低其mRNA水平，并调控

内源BR含量，进一步促进桃分枝的形成[32]。

普通型桃大久保与柱型桃照手红的一级分枝数

量无差异，而柱形桃的二级分枝同期枝数量显著高

于普通型桃[33]，且大久保的分枝角度显著大于照手

红[34]。本研究以普通型桃大久保和柱型桃照手红为

试验材料，探究桃 PpWRKY6基因对分枝角度的影

响，筛选 miR6285 并明确其与 PpWRKY6 的靶向关

系，有助于深入解析桃分枝形成机制，并为桃树型遗

传改良提供理论支持。

1 材料和方法

1.1 材料

多年生普通型桃大久保和柱型桃照手红定植于

河南农业大学毛庄科教园区，分别采集大久保和照

手红腋芽，经液氮冻存后于-80 ℃冰箱保存并用于

后续试验。本氏烟草（Nicotiana benthamiana）用于

瞬时转化试验，毛桃桃苗用于基因功能验证。

1.2 转录组数据分析

依据Chen等[15]鉴定和命名的58个PpWRKYs基

因，利用大久保和照手红腋芽转录组数据，使用TB-

tools软件对桃PpWRKYs家族基因的表达水平进行

clusion】These results demonstrate that PpWRKY6, which exhibited significantly higher expression lev-

el in standard peach Okubo than in pillar peach Zhaoshouhong, plays an important role in regulating

peach branch angle, and that miR6285 may likely influence branching architecture by targeting

PpWRKY6. This work may provide theoretical support for the breeding of labor-saving peach new vari-

ety.

Key words: Peach; Branch angle; PpWRKY6; miR6285
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热图分析。普通型桃大久保和柱型桃照手红腋芽转

录组数据参照Wang等[33]的研究。

1.3 PpWRKY6基因克隆

使用植物RNA提取试剂盒（RC411-01，南京诺

唯赞生物科技有限公司）提取照手红腋芽RNA，使

用反转录试剂盒（R323-01，南京诺唯赞生物科技有

限公司）进行cDNA合成。基于桃PpWRKY6参考基

因组序列，使用Primer Premier 5.0设计特异性引物，

以 cDNA为模板扩增基因编码区（coding sequence，

CDS）序列。PCR扩增产物经琼脂糖凝胶回收试剂

盒（DC301-01，南京诺唯赞生物科技有限公司）纯化

后，与pClone007-T连接并转化DH5α大肠杆菌感受

态。待长出单克隆后进行菌液PCR验证，并送至上

海生物工程股份有限公司进行测序。

1.4 载体构建

以 构 建 的 重 组 平 末 端 质 粒 pClone007- T:

PpWRKY6 为模板，使用 Primer Premier 5 设计分别

包含过表达/沉默载体同源臂的特异性引物。使用

限制性内切酶 KpnⅠ和 XhoⅠ/EcoRⅠ和 XhoⅠ对

35S:pSAK277（pTRV2）进行双酶切，利用琼脂糖凝

胶回收试剂盒纯化PpWRKY6扩增产物和载体酶切

产物。使用同源重组试剂盒构建 35S:PpWRKY6和

TRV2:PpWRKY6 重组质粒。亚细胞定位载体 35S:

PpWRKY6- GFP（Kpn Ⅰ和 BamH Ⅰ）、重组载体

PpWRKY6:GFP（XhoⅠ和 XbaⅠ）和 35S:miR6285

（EcoRⅠ和XhoⅠ）的构建参照 35S:PpWRKY6构建

方法，miR6285 的前体参考序列详见 http://www.

plantsrnas.org/browse.html。扩增引物参考表1。

1.5 实时荧光定量PCR分析

2024 年 3 月采集大久保和照手红未萌发桃腋

芽，使用植物RNA提取试剂盒提取大久保、照手红

腋芽总RNA，具体操作步骤参考试剂盒说明书。使

用反转录试剂盒将植物总 RNA 反转录成 cDNA。

以 PpWRKY6 的 CDS 参考序列为模板，使用 Primer

Premier 5.0软件设计特异性定量引物。利用荧光定

量试剂盒（SYBR Select Master Mix，Applied Biosys-

tems，Madrid，CA，USA）对基因PpWRKY6进行定量

分析。利用2-ΔΔCT法计算基因相对表达量，每个样品

分别设置3个生物学重复，以桃PpGAPDH作为内参

基因。引物序列详见表1。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物名称
Primer name

PpWRKY6-F

PpWRKY6-R

SAK-PpWRKY6-F

SAK-PpWRKY6-R

VIGS-PpWRKY6-F

VIGS-PpWRKY6-R

2300GFP-PpWRKY6-F

2300GFP-PpWRKY6-R

OX-TS-F

OX-TS-R

OX-MTS-F

OX-MTS-R

Q-PpWRKY6-F

Q-PpWRKY6-R

PpGAPDH-F

PpGAPDH-R

Qpccr-GFP-F

Qpccr-GFP-R

Actin-F

Actin-R

OX-miR6285-F

OX-miR6285-R

引物序列
Primer sequence (5'-3')

ATGGCCTCCTCTTCTGGGAG

TCAGCATAGCAATGATTCAAAAA

TCCAAAGAATTCCCCGGTACCATGGCCTCCTCTTCTGGGAG

ATGATCTTTGTAATCCTCGAGTCAGCATAGCAATGATTCAAAAA

ATTCTGTGAGTAAGGTTACCGAATTCCACAACCATGATGTTCCGGC

TCTTCGGGACATGCCCGGGCCTCGAGGTAAAGGGTGCTTGTTGCCC

ACGGGGGACGAGCTCGGTACCATGGCCTCCTCTTCTGGGAG

GGTGTCGACTCTAGAGGATCCGCATAGCAATGATTCAAAAA

GCCTCGAGCTGTCCTCCTAAGCACTTCAATCAGACG

CGTCTAGATTGAAGTGCTTAGGAGGACAGCTCGAGGC

GCCTCGAGCTGCAAAAAACCAACACCCAATCTAGACG

CGTCTAGATTGGGTGTTGGTTTTTTGCAGCTCGAGGC

CACAACCATGATGTTCCGGC

GTAAAGGGTGCTTGTTGCCC

GACTTCATTGGTGACAGCAGGT

CGGGATTTAGAGAGTGGATGC

CTGAGGGATACGTGCAGGAGA

CCAACTTGTGGCCGAGGAT

TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT

TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC

TCCAAAGAATTCCCCGGTACCAAGACAAGCAGGAAGGAAAGG

ATGATCTTTGTAATCCTCGAGTGTGGCCTGTGTGTTGGGC

用途
Application

基因克隆
Gene cloning

过表达载体
Overexpression vector

沉默载体
Silent vector

亚细胞定位载体
Subcellular localization vector

烟草瞬时转化
Tobacco transient transformation

烟草瞬时转化
Tobacco transient transformation

基因表达分析
Gene expression analysis

桃内参基因
Constitutive control in peach

GFP表达基因
GFP-expressing gene

烟草内参基因
Constitutive control in tobacco

过表达载体
Overexpression vector
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1.6 PpWRKY6亚细胞定位

将重组质粒 35S:PpWRKY6-GFP 转化 GV3101

农杆菌，并借助农杆菌介导的遗传转化法注射本氏

烟草叶片，空载质粒作为对照。瞬时侵染烟草的农

杆菌菌液浓度为OD600=0.7~0.8。农杆菌重悬 buffer

配方为 10 mL MES-KOH（1 mol ·L-1）、10 mL MgCl2

（1 mol ·L-1）和 100 μL乙酰丁香酮（1 mol ·L-1，AS）。

烟草注射后培养 2 d，撕下烟草叶片下表皮，利用激

光共聚焦显微镜观察荧光分布情况。扩增引物详见

表1。

1.7 瞬时转化桃苗及表型统计

瞬时转化参考笔者团队建立的桃苗瞬时转化方

法[35]。选取完整性较好的毛桃桃核并置于湿润纱布

上于室温进行催芽，待毛桃胚根长度为4~5 cm时进

行瞬时侵染。分别将过表达载体 35S:PpWRKY6和

沉默载体 TRV2:PpWRKY6 转化农杆菌 GV3101，农

杆菌侵染浓度和重悬液 buffer参照 1.6节。将已进

行催芽处理的毛桃核完全浸没在农杆菌菌液中，并

于-80 MPa真空条件下渗透处理20 min。将瞬时侵

染后的毛桃苗移栽至营养钵中培养，30 d 后利用

SC-K1原位活体植物分枝角自动测量仪系统（杭州

万深）测定桃苗的分枝角度；同时，选取桃苗腋芽用

于PpWRKY6定量分析，以空载体 35S:SAK和TRV2

作为阴性对照。

1.8 烟草瞬时转化试验

将重组质粒 PpWRKY6:GFP和 35S:miR6285分

别转化至农杆菌GV3101，农杆菌侵染浓度和重悬

液buffer参照1.6节。将重悬后的PpWRKY6:GFP和

35S:miR6285农杆菌菌液按照体积比1∶4混合，室温

静置3~4 h后注射至烟草叶片，先暗培养1 d，随后转

移至光照条件下培养 1~2 d。使用手持紫外灯于

365 nm波长处观察烟草叶片注射区域GFP荧光信

号。荧光观察结束后，采集烟草叶片经液氮冻存后

于-80 ℃冰箱保存用于GFP表达量分析。扩增引物

参考表1。

1.9 数据统计与分析

使用SPSS 17.0软件进行数据统计及差异显著

性分析，使用Adobe Photoshop软件作图。

2 结果与分析

2.1 PpWRKY6在普通型与柱型桃中的表达差异分析

为筛选与桃分枝形成相关PpWRKYs基因，基于

大久保和照手红腋芽的转录组数据对PpWRKYs表达

水平进行分析。结果显示，在两个品种中根据表达丰

度可将 58个WRKYs基因分为两簇；基于表达模式，

表达丰度高的基因簇又可进一步分为5簇。以表达

倍数差异 2倍为筛选标准，发现第 2、4簇基因（以红

框标注）即 PpWRKY11、PpWRKY51、PpWRKY55、

PpWRKY6、PpWRKY44、PpWRKY24、PpWRKY29 和

PpWRKY48 在两个树型桃中均显著差异表达，且

PpWRKY11、PpWRKY51、PpWRKY55和PpWRKY6在

大久保中的表达量显著高于照手红（图1-A）。进一

步对水稻OsWRKYs与PpWRKYs基因家族进行进化

树 分 析 ，结 果 显 示 基 因 PpWRKY6、PpWRKY8、

PpWRKY4与OsWRKY53亲缘关系最近（图 1-B），而

仅PpWRKY6在大久保和照手红中差异表达。过表

达 OsWRKY53 使水稻分蘖角显著增大，表明 Os-

WRKY53 为水稻分蘖角形成中的关键调控基

因[25-26]。以上结果表明PpWRKY6在两个树型中差异

表达且可能在桃分枝角度形成中发挥重要作用。

2.2 PpWRKY6蛋白的亚细胞定位分析

为了明确 PpWRKY6蛋白的亚细胞定位，构建

35S:PpWRKY6-GFP融合表达载体并瞬时侵染烟草

叶片。激光共聚焦观察结果显示，仅在烟草表皮细

胞的细胞核中观察到绿色荧光，表明PpWRKY6定

位于细胞核（图2）。

2.3 PpWRKY6影响桃苗分枝角度形成的功能验证

为明确PpWRKY6对桃分枝形成的影响，分别构

建 PpWRKY6 的过表达和沉默载体并瞬时转化桃

苗。结果显示，瞬时过表达 PpWRKY6可使桃苗中

PpWRKY6表达量显著升高（图 3-A），且其分枝角度

显著大于对照（图3-B~C）；瞬时沉默PpWRKY6可使

桃苗中PpWRKY6表达量显著低于对照（图3-D），且

其分枝角度显著减小（图 3-E~F），以上结果表明

PpWRKY6可显著增大桃分枝角度。

2.4 miR6285对基因PpWRKY6的靶向分析

大久保和照手红腋芽miRNA测序结果显示共鉴

定到 218 个 miRNA，且包含 86 个 Novel miRNA[32]。

基于碱基互补配对，在线预测靶向 PpWRKY6 的

miRNA。结果显示，在 PpWRKY6 的 CDS 中存在

miR6285的靶向序列（图 4-A）。大久保和照手红腋

芽 miRNA 和 RNA 测序结果表明 ，miR6285 与

PpWRKY6 在两个树型中呈相反表达模式 ，即

miR6285在大久保中的表达量显著低于照手红（图
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图 2 PpWRKY6 蛋白亚细胞定位

Fig. 2 Subcellular localization of PpWRKY6

4-B）。为明确PpWRKY6与miR6285是否存在靶向

关系，克隆PpWRKY6的CDS序列和miR6285的前体

序列分别构建重组载体（OX-TS）和（OX-miR6285）

（图4-C）。烟草瞬时结果显示，当空载PMS4与OX-

miR6285共同注射烟草时，能观察到很强的GFP荧

光信号；当OX-TS与OX-miR6285共同注射烟草叶

片时，GFP荧光信号消失；而当PpWRKY6的CDS中

的靶序列突变后（OX-MTS），因miR6285不能靶向

切割PpWRKY6，而观察到较强的GFP荧光信号（图

4-D）。GFP基因相对定量结果进一步表明，miR6285

可显著降低PpWRKY6的mRNA水平（图 4-E）。以

上结果表明miR6285能够靶向切割PpWRKY6。

3 讨 论

分枝角度是植物树/株型建成的决定性因素之

一，直接影响树冠大小和栽培密度[2-4]。与普通型桃

相比，柱型桃因分枝角度小、树形紧凑，可为桃树分

枝角度形成的研究提供独特的试验材料。因此，挖

掘调控植物分枝角度形成的关键基因，对培育适于

轻简化栽培的优良新品种至关重要[28，33]。

植物分枝角度的形成受多种因素的多重调控作

用，例如植物激素、遗传因素、环境因素和转录因子

等。其中，转录因子的调控发挥重要作用 [36]。

WRKYs为植物特异转录因子并在调控植物生长发

育过程中发挥重要作用 [37]。WRKY转录因子通过

结合下游基因启动子中的W-box元件，激活或抑制

其表达进而发挥调节作用 [38-39]。研究表明，WRKY

转录因子对植物分枝数量发挥重要的调控作用。例

如，在油菜中BnaWRKY28通过直接结合并抑制植

物分枝关键调控基因BRC1表达，从而解除腋芽休

眠，最终促使油菜分枝数量显著增多[40]；在水稻中敲

除OsWRKY36基因不仅可以增强水稻对害虫和病原

体的抗性，还可以增加水稻分蘖数量[41]；在矮牵牛中

过表达PhWRKY71，可促使矮牵牛分枝数量显著增

加 [42]。除此之外，WRKY还参与植物分枝角度的形

成，水稻OsWRKY53通过影响内源BR含量进而促

进叶角增大[25-26]。本研究以普通型桃大久保和柱型

桃照手红为材料，利用两种树型桃腋芽转录组数据

并结合进化树分析，筛选出与水稻OsWRKY53亲缘

关系相近的差异表达基因PpWRKY6。功能验证试

验结果表明，与对照相比，瞬时过表达PpWRKY6可

显著增加桃苗分枝角度，而瞬时沉默PpWRKY6则明

显减小分枝角度。以上结果表明PpWRKY6可显著

增加桃分枝角度。

miRNA通过靶向切割靶基因参与调控植物整

个生命周期[43-45]。miR172通过靶向切割基因AP2以

调节细胞大小和数量，进而调控花序分生组织大

小[46]。在水稻中，定点突变OsmiR156与OsSPL14靶

向序列，可显著减少水稻分蘖数[47]。本团队前期通

过照手红和大久保桃腋芽miRNA和mRNA测序以

及关联分析，结果表明 miR6288b- 3p 通过靶向

PpTCP4促进桃分枝形成[32]。本研究基于miRNA测

序和定量验证表明miR6285与PpWRKY6在两种树

型桃中呈现相反的表达模式，即在大久保中
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图 4 miR6285 与 PpWRKY6 的靶向关系验证

Fig. 4 Verification of the targeting relationship between miR6285 and PpWRKY6

PpWRKY6表达量较高，而miR6285则呈现低表达。

烟草瞬时转化和GFP定量分析进一步证明miR6285

可直接靶向切割PpWRKY6。据此推测，miR6285可

能通过靶向PpWRKY6进而参与桃分枝角度的形成。

4 结 论

PpWRKY6（水稻OsWRKY53同源基因）在大久

保中的表达量显著高于照手红；在桃核中瞬时过表

达PpWRKY6促使桃苗分枝角度显著增大，而瞬时沉

默 PpWRKY6 则促使桃苗分枝角度显著减小 ；

miR6285与PpWRKY6呈相反表达模式，且miR6285

可靶向 PpWRKY6 并显著降低其 mRNA 水平 ；

miR6285-PpWRKY6模块在桃分枝角度形成进程中

发挥重要的调控作用。
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