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小麦 4个 WAKs/WAKLs 基因的分子特征及其

响应条锈菌侵染的表达*

孔一淅，  乔　梁，  王蕙羽棠，  刘星辰，  杨宝菊 **

(云南农业大学 农学与生物技术学院，云南 昆明 650201)

摘要: 【目的】鉴定 4个小麦 WAKs/WAKLs 基因，研究其响应条锈菌 (Puccinia striiformis f. sp. tritici)侵染的表

达模式。【方法】从小麦条锈病抗病材料云 337和感病材料云 402转录组差异表达的基因中筛选出 4个

WAKs/WAKLs 基因，对其基因结构、蛋白质理化性质、保守结构域和进化进行分析，通过 RT-qPCR验证 4个

基因在小麦接种条锈菌后的表达模式。【结果】所鉴定的 TraesCS1B02G004100、TraesCS6B02G459100、Tra-
esCSU02G079300 和 TraesCS3A02G122300 基因长度分别为 3 194、5 117、3 208和 2 934 bp，分别编码 714、
960、737和 652个氨基酸，均包括胞外 GUB结构域和胞内激酶结构域，均位于细胞膜。系统进化分析表明：

TraesCS6B02G459100 与水稻 Os05g04460、TraesCSU02G079300 与水稻 Os02g02120、TraesCS3A02G122300
与拟南芥 AtWAKL15、TraesCS1B02G004100 与大麦 HORVU.MOREX.r3.5HG0503880 的亲缘关系分别最近。激

酶部位氨基酸序列分析表明：TraesCS1B02G004100 和 TraesCSU02G079300 为与植物先天免疫机制相关的非

RD激酶，TraesCS6B02G459100 和 TraesCS3A02G122300 为 RD激酶。基因表达分析表明：4个 WAKs/WAKLs
基因在小麦接种条锈菌后均差异表达，其中 TraesCS1B02G004100 在抗病材料中的表达被抑制、在感病材料中

不表达。【结论】 TraesCS3A02G122300 和 TraesCSU02G079300 在小麦与条锈菌亲和及非亲和互作体系中均

差异表达；TraesCS6B02G459100 和 TraesCS1B02G004100 仅在非亲和互作中特异表达。非 RD激酶 Traes-
CS1B02G004100 表达受到抑制，其调控抗病性的功能和机制需进一步研究。
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Molecular Characteristics of Four WAKs/WAKLs Genes
in Wheat and Their Expression in Response to

Puccinia striiformis f. sp. tritici Infection

KONG Yixi，QIAO Liang，WANG Huiyutang，LIU Xingchen，YANG Baoju

(College of Agronomy and Biotechnology, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China)

Abstract: ［Purpose］To identify four wheat WAKs/WAKLs genes and analyze their expression pat-
terns responding to Puccinia striiformis f.sp. tritici (Pst) infection. ［Methods］Four WAKs/WAKLs
genes  were  screened  from  transcriptome  differentially  expressed  genes  of  wheat,  which  inoculated
Pst in resistant variety Yun337 and susceptible variety Yun402. The gene structure, physicochemical
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property of protein, conserved domains and phylogenetic relationship were analyzed, and the expres-
sion patterns of four genes in wheat inoculated Pst were verified by RT-qPCR. ［Results］The full
lengths  of TraesCS1B02G004100, TraesCS6B02G459100, TraesCSU02G079300,  and TraesCS3A0-
2G122300 were 3 194, 5 117, 3 208, and 2 934 bp, respectively; they encoded 714, 960, 737 and 652
amino acids, respectively; they all included extracellular GUB domain and intracellular Ser/Thr kin-
ase  domain;  and  they  were  all  located  on  the  cell  membrane.  Phylogenetic  analysis  showed  that
TraesCS6B02G459100  with  Os05g04460,  TraesCSU02G079300  with  Os02g02120,  TraesCS3A02-
G122300  with  AtWAKL15,  TraesCS1B02G004100  with  HORVU.MOREX.r3.5HG0503880,  had  a
close  relationship,  respectively.  The  kinase  site  amino acid  analysis  showed that TraesCS1B02G00-
4100  and  TraesCSU02G079300  were  non-RD  kinases  related  to  plant  innate  immune  mechanism,
while TraesCS6B02G459100 and TraesCS3A02G122300 were RD kinases. Gene expression analysis
showed that four WAKs/WAKLs genes in wheat were expressed differently upon infection of Pst, and
TraesCS1B02G004100 was down-regulated in resistant variety but scarcely expressed in susceptible
variety. ［Conclusion］TraesCS3A02G122300 and TraesCSU02G079300 are  expressed differently
in both compatible and incompatible interactions between wheat and Pst; TraesCS6B02G459100 and
TraesCS1B02G004100 are only respectively expressed in incompatible interaction. The expression of
non-RD receptor kinase gene TraesCS1B02G004100 is inhibited, and its function and mechanism in
disease resistance deserve further investigation.

Keywords: Triticum  aestivum; WAKs/WAKLs  gene;  expression  analysis;  Puccinia  striiformis  f.sp.
tritici

 
类受体激酶 (receptor-like kinase，RLK)是植

物受体最主要的组成成分，在细胞间的跨膜转导

信号中起重要作用，控制植物的繁殖、生长、发

育及对各种环境的适应[1]。RLK家族一般包含胞

外结构域 (extracellular domain，ED)、跨膜区 (tra-
nsmembrane region，TM)和胞内激酶结构域 (Ser/
Thr kinase domain，STK)[2]。在植物病原菌互作的

信号转导通路中，RLK作为模式识别受体 (pat-
tern-recognition receptors，PRRs)可以识别病原菌

分子模式  (pathogen-associated molecular patterns，
PAMPs)，从而在细胞膜上响应植物的天然免疫

系统 (pattern-triggered immunity，PTI)，激活植物

的抗病能力[3-5]。当外界信号 PAMPs分子被受体

类激酶的 ED识别后，通过 STK将信号传导给下

游的信号通路，引发一系列免疫反应，包括 ROS
爆发、MAPK激活、胼胝质沉淀、钙离子流入、

水杨酸积累等 [3-5]。如油菜素内酯信号转导通路

中，共受体 BAK1和受体 FLS2共同识别病原菌

的鞭毛蛋白，BRI1受体类激酶和 BAK1相互作用

并经交互磷酸化形成 1个活跃的受体复合物，从

而激活油菜素内酯抵御病原菌。越来越多的 RL-

Ks已被证明是 PRRs[3-5]。
细胞壁受体激酶 (wall-associated kinases，W-

AK)及其类基因 WAKLs  (WAK like genes，WA-
KLs)属于 RLK家族的亚家族[6]，合称为WAK/W-
AKL家族。WAKs 和 WAKLs 的结构非常相似，主

要是胞外表皮生长因子结构域 (epidermal growth
factor domain，EGF)、跨膜结构域和胞内 STK，

但部分 WAKLs 缺少一些结构域，如 WAKL7 缺少

跨膜域和激酶结构域[7]。在植物防御反应中，拥

有胞外结构域的 WAKs/WAKLs 基因可以作为细胞

外界信号接收员，而胞内激酶部位参与胞质信号

级联反应[7]，并且在生长发育和对非生物压力的

耐受性中起作用。WAKs/WAKLs 基因在植物防御

病原体方面发挥着关键作用，如：AtWAK1 编码

WAKs蛋白，与病原菌互作，在拟南芥的防御反

应中起重要作用[8]；从玉米 (Zea mays L.)中克隆的

主效数量性状基因 ZmWAK 可抗玉米丝黑穗病[9]；

在棉花 (Gossypium hirsutum L.)中鉴定到的 GhW-
AK7A 参与调节对镰刀菌和黄萎病的反应[10]；在山

新杨 (Populus davidiana×P. bolleana)中过表达克

隆到 PdPapWAK 基因后，其抵抗非生物和生物胁
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迫的能力进一步增强[11]。

植物 WAK/WAKL 家族是响应病原菌信号的

重要成员。长久以来，基因对基因假说提供了植

物抗病模式 PTI与 ETI系统、植物 PRRs与抗病

基因 (resistance gene，R)的明确界限，但这一界

限面临着大量研究的挑战。WAK/WAKL 家族作为

信号转导途径中的重要受体，可以激活植物的

PTI免疫反应模式，检测到病原菌的效应蛋白，

可能原因之一是其在植物 R 基因与病原菌无毒基

因互作过程中发挥“监测”作用[12-13]。在小麦对禾

谷丝核菌的防御反应中，鉴定到 WAK7 的转录丰

度升高[14]，积极响应了小麦禾谷丝核菌的防御反

应。小麦基因组中定位到 1个 WAKL4/stb6 基因，

该基因识别病原菌效应物 Avr Stb6，且绕过过敏

性反应赋予小麦对枯叶病的抗性，符合基因对基

因假说[15]。当过表达 OsWAK91 时，水稻激活 ETI
系统，产生H2O2 反应并增强相关 R 基因的表达[16]。

SlWAK1 通过番茄中的 FLS2/FLS3复合物参与调

节 PRRs介导的免疫应答[17]。总之，WAK/WAKL
家族在 PTI和 ETI系统中的调控机制很复杂，具

体情况尚不清楚。

本研究从课题组前期测定的小麦响应条锈病

侵染的转录组数据中筛选出 4个在抗感材料中差

异表达的 WAKs/WAKLs 基因，对其进行基因结

构、蛋白基本理化性质、保守结构域、系统进化

等生物信息学分析，结合实时荧光定量 PCR (RT-
qPCR)在抗病和感病材料中分析其响应条锈菌的

表达模式，为进一步研究小麦 WAKs/WAKLs 基因

响应条锈菌的侵染作用机制及功能提供参考。 

1   材料与方法
 

1.1    试验材料

供试小麦品种为抗条锈病品种云 337和感条

锈病品种云 402；小麦条锈菌 (Puccinia striiform-
is f.sp.tritici)为 CYR32。将小麦播种在人工培养

室中，温度控制在昼 16~18 ℃、夜 12~15 ℃，每

天光照 16 h；当小麦生长到二叶期时，将 CYR-
32与滑石粉按体积比 1∶20混合后进行撒粉接

种；分别采集条锈菌侵染后 0、24、48、72、120
和 168 h的叶片样本，于−80 ℃ 保存备用。 

1.2    转录组测序及差异基因表达分析

转录组测序由北京百迈客生物科技有限公司

完成。文库质检合格的测序数据采用 DESeq2进

行差异基因分析，以差异倍数 (fold change，FC)≥
1.5且错误发现率 (false discovery rate，FDR)<0.01
作为差异基因筛选标准，从中挖掘在抗感材料中

差异表达的小麦 WAKs/WAKLs 基因，并对其进

行 COG分类、GO功能富集、KEGG注释和 KE-
GG通路富集分析。 

1.3    小麦 WAK/WAKL 家族基因鉴定

下载拟南芥、水稻、大麦和小麦基因组数据

库文件，采用 TBtools v1.108 从中比对出差异表

达的小麦 WAKs/WAKLs 基因的同源基因组和氨基

酸序列，并筛选同源性较高的基因；利用 NC-
BI的 Batch CD-Search在线软件 (https//www.ncbi.
nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)对筛选得到的

候选基因编码蛋白进行蛋白结构域分析。 

1.4    小麦 WAK/WAKL 家族成员生物信息学分析

利用 GSDS在线软件 (http//gsds.cbi.pku.edu.
cn/)分析和绘制小麦 WAKs/WAKLs 基因结构；利

用 ExPASyProtParam Tool (http//web.expasy.org/pr-
otparam)预测蛋白质的等电点和分子质量；利用

ExPASy (http//web.expasy.org/protscale)预测蛋白

质的亲水性和疏水性；利用 MEME 在线软件 (ht-
tps://meme-suite.org/meme/tools/meme)预测蛋白基

序。为了研究小麦 WAKs/WAKLs蛋白与其他物

种间的系统进化关系，对小麦、大麦、拟南芥和

水稻 4个物种中同源性较高的 WAKs/WAKLs蛋
白全长序列进行比对，采用 DNAMAN V6比对

蛋白质多序列，采用 MEGA 7.0的邻接法构建系

统进化树，采用 TBtools 绘制系统进化树与基序

预测图。 

1.5    小麦 WAKs/WAKLs 基因的表达模式分析

根据从转录组筛选出的小麦 WAKs/WAKLs 基

因序列，使用 Beacon Designer 8设计 RT-qPCR引

物序列 (表 1)，引物由北京擎科生物股份有限公

司合成。采用 RNA Easy Fast 植物组织 RNA快速

提取试剂盒 (天根生化科技有限公司)提取小麦叶

片的总 RNA，再采用 Aid lab公司反转录试剂盒

(TURE script 1st Stand cDNA SYNTHESIS Kit)进
行反转录。以小麦 GAPDH 基因为内参，使用 2×
SYBR® Green预混液 (中国 DF)试剂盒在 Anal-
ytikjena-qTOWER2.2型荧光定量 PCR仪 (德国 )
上进行 RT-qPCR反应。反应体系总体积 10.0 μL，
包括 cDNA 模板 1.0  μL，SYBR  Green  1  Master
5.0 μL，上、下游引物各 0.5 μL，ddH2O 3.0 μL。
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反应程序为：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，
39 个循环 ，溶解曲线 (60~95 ℃，每个循环增加

1 ℃，每次循环时间为 4 s)设置 2个生物学重

复，并使用 2-ΔΔCt[18]计算各个样品及各组中的基因

相对表达量。采用 Excel 2010 处理数据；采用

GraphPad Prism 8.4.2 作图。 

2   结果与分析
 

2.1    4个 WAKs/WAKLs 基因的结构

经转录组筛选出 4个小麦 WAKs/WAKLs 基

因，分别为 TraesCS1B02G004100、TraesCS6B02-
G459100、TraesCSU02G079300 和TraesCS3A02G-
122300 基因 (图 1)。其中，基因组序列最长的是

TraesCS6B02G459100，长度为 5 117 kb，包含 4
个外显子和 3个内含子；序列最短的是 TraesCS3-
A02G122300，长度为 2 934 kb，包含 3个外显子和

2个内含子；TraesCSU02G079300 和 TraesCS1B-
02G004100的长度相近，分别为 3 208和 3 194 bp，
均包含 3个外显子和 2个内含子。 

2.2    WAKs/WAKLs蛋白的理化性质和亚细胞定位

由表 2可知：TraesCS1B02G004100、Traes-
CS6B02G459100、 TraesCSU02G079300 和 Traes-
CS3A02G122300 编码的氨基酸序列长度分别为

714、960、737和 652 aa；蛋白分子质量分别为

78.68、106.29、81.86和 69.67 ku；理论等电点分

别为 8.50、5.98、5.65和 6.25；脂肪族氨基酸指

数分别为 89.59、85.33、81.38和 90.49；4个基

因的蛋白亲疏水性值均为负值，为亲水性蛋白。

亚细胞定位预测显示：4个基因均定位于细胞膜

上，为膜蛋白。 

2.3    WAKs/WAKLs的系统进化以及基序和功能

结构域

小麦、大麦、拟南芥和水稻中同源性较高的

43个 WAKs/WAKLs蛋白质序列按照亲缘关系被

分为 4个分支，TraesCS6B02G459100 和来自水

稻、大麦、拟南芥的成员聚为一类，处于分支Ⅰ，

且与水稻 Os05g04460 亲缘关系最近；TraesCSU-
02G079300 和 TraesCS3A02G122300 处于分支Ⅱ，

分别与水稻 Os02g02120、拟南芥 AtWAKL15 亲

缘关系最近；TraesCS1B02G004100 处于分支Ⅲ，

与大麦 HORVU.MOREX.r3.5HG0503880 亲缘关系

 

表 1   供试引物

Tab. 1    Primers for test
 

引物名称

primer names
引物序列 (5′→3′)
primer sequences

GAPDH-F GCCTTGCTCCTCTTGCTA

GAPDH-R TCCACCTCTCCAGTCCTT

TraesCS1B02G004100-F CAATCAGCGGACGGTCTA

TraesCS1B02G004100-R ATGTCGCCGATGACTTGT

TraesCS6B02G459100-F TTCATCGGAATGTGGTCAAG

TraesCS6B02G459100-R GCTGAGTGGAGATAAGAAAGG

TraesCSU02G079300-F GAGATGTCGCTGAGAGGTT

TraesCSU02G079300-R CCATGCTGTCCAGTGCTA

TraesCS3A02G122300-F AGCTCGACACAATGAAGG

TraesCS3A02G122300-R CCCAGCCTCAATGTTGAT

 

TraesCS3A02G122300

TraesCS6B02G459100

TraesCSU02G079300

5′ 3′
0 kb 1 kb 2 kb 3 kb 4 kb 5 kb

内含子 intron
外显子 exon

上游/下游基因 upstream/downstream

TraesCS1B02G004100

 

图 1    4 个小麦WAKs/WAKLs基因的结构

Fig. 1    Gene structure of four wheat WAKs/WAKLs genes

 

表 2   4 个WAKs/WAKLs 基因理化性质

Tab. 2    Physicochemical properties of four WAKs/WAKLs genes
 

基因

gene
蛋白质序列号

accession number of protein
多肽长度/aa
peptide length

蛋白分子质量/ku
protein molecular weight

等电点

pI

氨基酸指数

amino acid
index

蛋白亲水性

protein
hydrophilicity

TraesCS1B02G004100 XP_044361219.1 714 78.68 8.50 89.59 −0.119
TraesCS6B02G459100 XP_044410226.1 960 106.29 5.98 85.33 −0.120
TraesCSU02G079300 XP_044407301.1 737 81.86 5.65 81.38 −0.214
TraesCS3A02G122300 XP_044339162.1 652 69.67 6.25 90.49 −0.024
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最近；分支Ⅳ仅包括小麦成员 (图 2a)。
蛋白结构域预测结果显示：小麦、大麦、拟

南芥和水稻 WAKs/WAKLs蛋白序列均包括激酶

部位 (图 2b)。在进化分支Ⅰ中，小麦WAKs/WA-
KLs蛋白都包括 2个 GUB_WAK_bind结构域，1
个 EGF和 1个 STK，除水稻 Os01g26300 和拟南

芥 AtWAKL16 编码的蛋白质不具有胞外结构域

外，其他成员均具有胞外结构域。在进化分支

Ⅱ中，大部分水稻成员不具备胞外结构域，而其

他成员均具备；部分小麦成员还具有跨膜 TM_
FGFR-like结构域。在进化分支Ⅲ中，除小麦 Tr-
aesCS1B02G004100和大麦 HORVU.MOREX.r2.1-
HG0004690、 HORVU.MOREX.r3.5HG0503880 编

码的蛋白质具有完整的胞内和胞外结构域外，其

他成员均不具备。在进化分支Ⅳ中，只有 Traes-
CS3A02G049500 编码的蛋白质具有胞外和胞内

结构域。说明胞内 STK为所有成员共有，预测

WAKs/WAKLs 家族基因发挥功能与激酶部位有较

大关联。

基序预测结果显示：小麦、大麦、拟南芥和

水稻的 WAKs/WAKLs蛋白序列共包括 12种基

序 (图 2c)。进化分支Ⅰ包括 11种基序，TraesCS-
6B02G459100 与大麦 HORVU.MOREX.r3.3HG04-

99530 编码的蛋白质基序相似；进化分支Ⅱ包括

10种基序，TraesCSU02G079300 与水稻 Os02g0-
2120、大麦 HORVU.MOREX.r3.7HG0649430 编码

的蛋白基序高度相似，TraesCS3A02G122300 与

拟南芥 AtWAKL15 编码的蛋白基序高度相似；进

化分支Ⅲ包括 10种基序，TraesCS1B02G004100
与大麦 HORVU.MOREX.r3.5HG0503880 编码的蛋

白基序高度相似；进化分支Ⅳ包括 9种基序，均

是来自小麦 WAKs/WAKLs家族的成员，且编码

的蛋白基序基本相似。此外，基序 1、2、3、4、
5、7、8、11为所有成员共有，均包括 STK，预

测胞内激酶部位保守性较高，是决定蛋白质功能

的关键基序；基序 9、10、12包括胞外 EGF和半

乳糖醛酸结合结构域 (galacturonic acid binding do-
main，GUB)，说明胞外结构域多样，但具有一

定的保守性。 

2.4    WAKs/WAKLs蛋白激酶部位的同源性比对

为了进一步研究激酶部位的保守性，预测其

发挥功能的部位，对涉及的成员进行激酶部位蛋

白序列同源性比对分析。该部位通常有 2个与激

酶发挥功能有关的重要区域，包括蛋白激酶 ATP
结合位点、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位点和酪

氨酸蛋白激酶活性位点 (图 3)，分析结果显示：
 

 TraesCS6A02G411900 
 TraesCS6B02G459600 
 TraesCS6D02G394600 
 TraesCS6B02G458200 
 TraesCS6B02G459300 
 TraesCS6B02G459100 
 Os05g04460 
 Os02g42160 
 Os01g26300 
 HORVU.MOREX.r3.5HG0499530 
 Os09g30454 
 Os09g38850 
 HORVU.MOREX.r3.5HG0506210 
 HORVU.MOREX.r3.3HG0280490 
 AtWAKL12 
 AtWAKL16 
 Os09g29520 
 Os02g41480 
 Os08g27780 
 HORVU.MOREX.r3.7HG0649370 
 Os02g02120 
 TraesCS6B02G040700 
 TraesCSU02G079300 
 TraesCS6D02G032300 
 AtWAKL15 
 TraesCS3B02G141500 
 TraesCS3A02G122300 
 TraesCS3D02G124200 
 HORVU.MOREX.r2.1HG0004690 
 TraesCSU02G178200 
 TraesCSU02G192000 
 HORVU.MOREX.r3.5HG0503880 
 TraesCS6B02G003100 
 TraesCSU02G230200 
 TraesCS1D02G005100 
 TraesCS1B02G004100 
 TraesCS3A02G049500 
 TraesCS3D02G048700 
 TraesCS4A02G499000 
 TraesCS4A02G497300 
 TraesCS7A02G000900 
 TraesCS4A02G497900 
 TraesCS4A02G499400 

a) b) c)

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

 XP_044405774.1
 KAF7087285.1
 XP_044417162.1
 XP_044410223.1
 XP_044415417.1
 XP_044410226.1
 XP_025881346.1
 BAD25296.1
 EAZ11893.1
 KAE8804435.1
 KAB8111041.1
 XP_015611274.1
 KAE8771272.1
 KAE8783890.1
 NP_173686.1
 NP_189176.1
 KAF2916635.1
 BAF09387.2
 EAZ42505.1 
 KAE8785044.1
 XP_015627146.1
 XP_044410542.1
 XP_044407301.1
 XP_044417842.1
 NP_190952.2
 XP_044347696.1
 XP_044339162.1
 KAF7035527.1
 KAE8769434.1
 KAF7046294.1
 XP_044446370.1
 XP_044948352.1
 KAF7081807.1
 KAF6985404.1
 KAF6992716.1
 XP_044361219.1
 XP_044336550.1
 XP_020183008.1
 KAF7046901.1
 KAF7046875.1
 KAF7092455.1
 KAF7046883.1
 KAF7046907.1

基因 ID

gene ID
蛋白质序列号

0 300 600 900 1 200 1 500 1 800

5′ 3′

基序模式
motif  pattern

0 400 800 1 200

5′ 3′

PKc_like superfamily
GUB_WAK_bind

EGF_CA

STKc_IRAK

cEGF

TM_EGFR-like

保守结构域
conserved domainaccession number of protein

motif 1
motif 2
motif 3
motif 4
motif 5
motif 6
motif 7
motif 8
motif 9
motif 10
motif 11
motif 12

 
注：红色框为从转录组中筛选的 4个 WAKs/WAKLs 基因；下同。

Note: In the red box are four WAKs/WAKLs genes screened from the transcriptome; the same as below.

图 2    小麦与拟南芥、水稻、大麦 WAK/WAKLs基因中保守蛋白质的

系统进化关系 (a)、蛋白结构域 (b) 和基序结构 (c)
Fig. 2    Phylogenetic relationship (a), protein domain(b) and motifs structure (c) based on the amino acid sequences of

WAKs/WAKLs from Triticum aestivum and Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, and Hordeum vulgare
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胞内结构域同源性达 73.34%，蛋白激酶 ATP结

合位点、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位点和酪氨

酸蛋白激酶活性位点保守性强，均符合这 2个结

合位点序列构成特征。根据蛋白激酶 ATP结合位

点中不变的天冬氨酸 (D)附近是否存在保守精氨

酸 (R)，将激酶分为 RD型激酶和非 RD型激酶，

由图 4可知：TraesCS6B02G459100 和 TraesCS3A-
02G122300 为 RD型激酶，TraesCS1B02G004100
和 TraesCSU02G079300 为非 RD型激酶。 

2.5    小麦 WAKs/WAKLs 基因响应条锈病的表达

由图 5可知：4个基因在小麦接种条锈菌亲

和互作和非亲和互作过程中差异表达。侵染 0 h，
TraesCS1B02G004100 和 TraesCS6B02G459100 在

小麦与条锈菌非亲和互作中被短暂诱导表达后下

调，随后在侵染早期 (24~48 h)上调表达，而 T-
raesCS3A02G122300 则表达相反；TraesCSU02G-
079300 在早期表达量无显著差异。接种 48 h后，

TraesCS1B02G004100 和TraesCSU02G079300 表达

受到抑制而下调直至接种 168 h；TraesCS6B02-
G459100 表达则呈上调直至接种 120 h。综上所

述，亲和互作过程中，TraesCS1B02G004100 和

TraesCS6B02G459100 几乎不表达，TraesCS3A0-
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注：a) 蛋白激酶 ATP结合位点；b) 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位点或酪氨酸蛋白激酶活性位点。

Note: a) ATP binding; b) serine/threonine protein kinase active site, or tyrosine protein kinases specific active site.

图 3    WAKs/WAKLs 蛋白激酶催化域中的保守结构域基序

Fig. 3    Conserved domain motifs in the catalytic domain of WAKs/WAKLs protein kinases
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LGF GG FG VF KG NL DT VAVKRKS YQ I VNE VQ I LCQVS HKNLVKLLGC C I EEMP VL VYE F VP NG T L L PL R R R LM I AHQ TAG L DYL HS S S P I YHRDVKS S N I L L DE NL KVADFG LQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVL F E L L V I D I E S MKLARP T

LGQGGQWVYKG I L D I VA I KKRQ EQ F I NE VL VL SQ I NHRNVVKLLGC CL E E VP L LVYE F I TGG S L L TWEHRL E I A I EVAA I AYL HSG S P I I HR D I KT E N I L L DE NL KVADFG AQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVLMEL I I I D I HEAAVARP R

LGGGGHGVYKG I L DVVA I KKKEDE F I NE VA I L S Q I NHRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L PWEDRL R I AT E TAAL AYL HS AS P I I HR D I KS HN I L L DG S L KVS NFG AQGT LG YL DP MKS DVF S FG VVL I E L L I LDVKE I AL AR P T

LGS GG HGVYKG T LDVVA I KKNEDDF I NE VV I L SQ I NHRNVVRL FG C C LEQVP L LVYE F I S NG T L L SWKNRL R I AL EAAAL AYL HS S S S I I HRDVKS AN I L L DG RL KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F GV I L VEML I L DVKEVAL ARP T

LGHGG HGVYKG F LGE VA I KRKQKEF GKEMV I L S Q VNHKN I VKLLGC CL E E VP I L VYE F I ANG TL I S I S T R LQ I AHQ S AAL AYL HSWS P I L HG DVKS S N I L L DG DF KVS DFG AQGT RG YL DP EKS DVYS F GVVVL E L L I LDL E E I AL AR P S

LGS GG HGVYKG I L N I VA I KMKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L SWDDR I R I AVE AAAL AYL HS AAP I YHRDVKS S N I L LDDNF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F GV I L VE L L I LD I DE I V I AR P T

LGRGG HGVYRG S L DT VAVKRRQR EF S REML I L SQ I NHRNVVKLLGC C LEQVPMLVYE YVP NG S L LS P ADRL RVAAE S AAL AYMHS S S P I LHGDVKS AN I L L DAG L KVS DFG AQGT CG YL DP EKS DVYS F AVVL L E L L I MDL DNAAL VRP T

L I TQG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I P NG T L L SWDDR I R I AS E AAAL AYL HS AAP I F HRDVKS S N I L L DG S F KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F GV I L VE L L I I D I DD I AL T RP T

I GKGG NGVYRG T I KVVA I KR RQ KE FG KEML I L SQ I NHRN I VKLYG C CL E E VP ML VYKY I P NG T L I P F AARVR I AHQAAAL AYL HSWS P I I HG DVKTS N I L L DE DYKVS DFG AQGT CG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L L I LDL EQVAL ARP S

LGRGG HGVYKG I L D I VA I KRKQDE F VQ EM I I L S Q I NHRNVVRL LG C CL E E VP ML VYE F I P NG TL I S L DARL R I AQ ES AAL AYL HS S S P I VHGDVKS P N I LLGDNYKVTDFG AQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L I I L DF QDVAL ARP L

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KR KE DQ F VNE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC C FE E VP L LVYE F I S NG T L L KWDDRVR I S L E TAAL AYL HCAS P I F HKDVKSAN I L LNDNF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F GV I L VE L LMLD I DE F VL AR P T

LGRGG HGVYKG I L D I VA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L I WDDR I R I AVE AAAL S YL HS AAP I F HRDVKS S N I L LDDNF K I S DF GAQG TF GYL DP E KS DVYS F GV I L VE L V I MD I EG I A I AR P T

LGKGG YG VF KG T L DL VAVKLHGS E F VNE VMS I G RT S HVNVVS L FG F CL E S KRAL I YE YMP NNS L LGWDKLYA I A I G I AG L E YL HHS NR I VHF D I KPQ N I L LDKDF K I ADFG LRGT IG F I AP EKS DVYS YGMML L EMVGMQ AR KMT L VR P T

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L LWDDR I R I AT EAAAL S YL HS AAP I F HRDVKS S N I L L DG NF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F G I I L VE L L I MD I YD I AVARP T

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KR KQ DE F AQ EMV I L SQ I NHRNVVKLLGC CL E E VP ML VYE C I P NG TL I S L DT R LR I AQ E S AAL AYL HS S S P I VHGDVKS P N I LLGDNYKVTDFG AQGT IG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L I I L DLQE I AL ARP L

LGVGG YGVYKG AL DL VAVKCKS DQ I LNE VRVL S Q VNHRS L VRL LG C C VDQQ P LMVYE F I P NG T L L PWR R R LA I ARHTAG I S YL HF S S P I YHRD I KS S N I L L DEQL KVS DFG LQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L LVVDL DTMKL AR P S

I GKGC FG VYKG L L NL VA I KK I EEQF ANE V I I QS RV I HKN I VR L I GC CL EDAPMLVYE F I S QG S L L NL S T RL S I AAQ S AG LAYMHS KNT I LHGDVKP AN I L LDDNF KVS DFG I I GDMNYMDP VKS DVYS FG I VVL E L I F F DL DS L AMARP T

I GKGYFG VYKG L L NL VA I KK I EEQF ANE V I I QS RV I HKN I VR L I GC CL EDAPMLVYE F I S QG S L L NL DT RL S I AAQ S AG LAYMHS KNT I LHGDVKP AN I L LDDNF N I S DF G I IG DMNYMDP VKS DVYS FG I V I L E L I F F DL DS L A I VRP T

LGKGG YG VF KG RL DL VAVKF HGS E F VNE VMS I G RT S HVNVVS L FG F CL E S KRAL I YE YMS NDS L LGWE KL CG I A I G I AG L E YL HHS NR I VHF N I KPQ N I L L DMDF K I ADFG LRGT IG F I AP EKS NVYS YGMML L EMVALQ ARKVT I I R P T

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L LWEDR I R I AVE AAAL AYL HS AAP I F HRDVKS S N I L L DG NF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F G I I L VE L L I I D I DD I AVARP T

LGKGG CG VF KG RL DL VAVKF HGS E F VNE VMS I G RT S HVNVVS L FG F CL E S KRAL I YE YMS NG S L LGWEKLYA I A I G I AG L E YL HHS NR I VHF D I KPQ N I L LDKDF K I ADFG LRGT IG F I AP EKS DVF S YGMML L EMVAL KARKMT L I RP T

LGKGG YG VL KG T L HL VAVKF HGG EF VNE VMS I G RT S HVNVVS L FG F CL E S KRAL I YE YMS NNS L LGWDKLYA I A I G I AG L E YL HHS NR I I HF D I KPQ N I L LDKDF K I ADFG LRGT IG F I AP EKS DVYS YGMML L EMVG LQ AR KMT L VR P T

LGKGG YG VF KG RL DL VAVKF HGG EF VNE VMS I G RT S HVNVVT L FG F CL E S KRAL I YE YMS NS S L LGWEKLYA I ALG I AG L E YL HYS NR I VHF D I KPQ N I L L DS DF K I ADFG LRGT IG F I AP EKS DVYS YGMML L EMVG LQ AR KMTL I R P T

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L LWGDR I R I AAE AAAL AYL HS AAP I F HRDVKS S N I L LDDNF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F G I I L VE L L I MD I DD I AVARP T

LGVGG YGVYKG AL DL VAVKCKS DQ I LNE VRVL S Q VNHRS L VRL LG C C VDQQ P LMVYE F VP NG T L L PWR R R LA I ARHTAG I S YL HF S S P I YHRD I KS S N I L L DEQL KVS DFG LQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L LMVDL DTMKL AR P S

I GKGAFG VYKG L L NP VAVKK I EEQF ANE V I I QS Q V I HKN I VR L I GC CL E DT PMLVYE F I S KG S L L S L DARL S I AAQ S AG LAYMHS KNK I LHGDVKP AN I L LDDNF K I S DF G I IG DMNYMDP I KS DVYS FG VV I L E L I F F DL DS L AMARP M

LGVGG YGVYKG AL DL VAVKCKS DQ I LNE VRVL S Q VNHRS L VRL LG C C VDQQ P LMVYE F VP NG T L L PWR R R LA I ARHTAG I S YL HF S S P I YHRD I KS S N I L L DEQL KVS DFG LQGT LG YL DP EKS DVYS F GVVL L E L LVVDL DTMKL AR P S

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L LWDDR I R I AT EAAAL S YL HS AAP I F HRDVKS S N I L L DG NF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F G I I L VE L L I MD I DE I AVARP T

LGRGG HGVYKG I L DVVA I KKKEDQ F I NE VA I L S Q I I HRNVVKLF GC CL E E VP L LVYE F I S NG T L L LWEDR I R I AVE AAAL AYL HS AAP I F HRDVKS S N I L L DG NF KVS DFG AQGT FG YL DP EKS DVYS F G I I L VE L L I MD I DE I AVARP T
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图 4    小麦与拟南芥、水稻、大麦 WAK/WAKLs基因氨基酸多序列同源比对

Fig. 4    Homology alignment of amino acid sequences of WAKs/WAKLs genes in
T. aestivum and A. thaliana, O. sativa, and H. vulgare
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2G122300 早期表达趋势和非亲和互作一致，Tr-
aesCSU02G079300 在早期表达量低于非亲和互作。

由图 6可知：非亲和互作过中，在条锈菌侵

染小麦的 24~48 h，TraesCS1B02G004100 上调表

达，TraesCS6B02G459100 显著上调表达，Traes-
CS3A02G122300 和 TraesCSU02G079300 表达受到

抑制而下调；在接种条锈菌 48 h后，TraesCS1-
B02G004100 和 TraesCS6B02G459100 先下调后上

调表达；TraesCS6B02G459100、TraesCS3A02G-
122300 和 TraesCSU02G079300 的表达量分别在

接种条锈菌 120、24和 168 h后达到峰值。亲和

互作过程中，TraesCS1B02G004100 几乎不表达；

转录组中几乎未表达的 TraesCS6B02G459100，
在接种 0~24 h被抑制表达，24 h后上调表达，

168 h表达量达到峰值，但由于该基因转录丰度

较低，可能导致 RT-qPCR检测结果不能有效地

反映其实际表达情况；TraesCS3A02G122300 和

TraesCSU02G079300 在接种早期下调表达，接种

120 h后表达上调。综上所述，4个基因在小麦和

条锈菌互作过程中利用转录组和 RT-qPCR分析

的表达模式基本一致。 

3   讨论

WAKs/WAKLs 基因在植物中属于大家族，目

前从拟南芥中鉴定了 26个 WAKs/WAKLs 基因，

水稻中 125个，大麦中 91个，小麦中 320个[19-21]，

作为病原菌的模式识别受体，它在植物信号转导

过程中发挥着重要作用。本课题组从转录组中筛

选的 4个 WAKs/WAKLs 基因，其结构域存在一定

差异，暗示这 4个基因功能上存在差异；通过 RT-
qPCR验证，阐明 TraesCS1B02G004100 基因参与

调控小麦对条锈病的抗性，研究结果为揭示 WA-
Ks/WAKLs 基因调控抗病性的功能和机制提供了

参考。

本研究的 4个 WAKs/WAKLs 基因具有典型的

胞外富含半胱氨酸的 GUB_WAK_bind和胞内丝

氨酸/苏氨酸激酶结构域。从进化分支上看，小

麦 TraesCS6B02G459100 与水稻 OsWAK91 的亲

缘关系最近，OsWAK91 正向调控水稻抵御稻瘟

病菌侵染[16]。已有研究报道：2个胞外结构域变

异的 OsWAK10 基因以不同的亲和力结合果胶寡

糖，以控制水稻次生壁的合成 [22]，由此可以说
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图 5    4 个WAKs/WAKLs基因在抗病品种云 337 (Y337) 和感病品种云 402 (Y402) 接种 CYR32 后的转录组表达量

Fig. 5    Transcriptome expression level of four WAKs/WAKLs genes in resistant variety Yun337 (Y337) and
susceptible variety Yun402 (Y402) post inoculation with CYR32
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明：GUB作为首先感知到外界信号的受体，可以

与果胶结合激活 WAKs/WAKLs 基因，以调节植物

细胞形态。TraesCS6B02G459100 与上述 2个水

稻 WAKs 基因同为 RD激酶，由此可以推测，该

基因可能编码与调节植物生长发育、抗病相关的

激酶，相较于其他 3个基因，其具有的 2个 GUB
结构域在信号转导过程中的作用机制值得探索。

TraesCS3A02G122300 与未知功能的激酶聚为同

一分支，在抗感材料中都被抑制表达，但在后期

感病材料的表达量高于抗病材料，尽管属于 RD
激酶，但已有报道中也出现能够调控植物抗病反

应的 RD激酶，如 OsWAK91、OsWAK92、OsW-
AK94 和 OsWAK14 基因是水稻对稻瘟病菌数量抗

性的调节因子[16]，因此 TraesCS3A02G122300 的具

体功能机制值得进一步研究。

WAK/WAKL家族胞内的 ATP结合位点及丝

氨酸/苏氨酸结合位点是调节植物先天免疫的重

要结构[23]，尤其是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶活性位

点中保守的天冬氨酸附近是否存在精氨酸很大程

度上决定了激酶的功能。已知在先天免疫中作为

PRRs的 15个激酶中有 12个是非 RD型[24]，表明

所有非 RD 激酶可能都参与先天免疫。TraesCS1B-

02G004100 和 TraesCSU02G079300 为非 RD型激

酶。其中，TraesCS1B02G004100 在亲和互作体

系中几乎不表达；而在非亲和体系中，该基因早

期被诱导，24 h以后被抑制，这与已报道的 OsW-
AK112d 基因表达模式一致，且过表达 OsWAK-
112d 基因及其突变体分别增加了水稻的易感性和

抗性，表明其在植物感染期间是抑制基础抗性的

负调控因子 [16]，故推测 TraesCS1B02G004100 可

能是小麦响应条锈菌侵染的负调控基因，并且

早期可能被 PAMPs诱导。TraesCSU02G079300
与 OsWAK11 处于同一进化分支，OsWAK11 通过

GUB结合果胶并监测果胶甲基化的变化以解毒过

量的铜，并且可以调节细胞的伸长率以适应外界

环境的变化[25]，其转录丰度的趋势与 TraesCS1B0-
2G004100 相似，并且在 2种互作体系中差异表

达，该基因可能也在防御反应中发挥作用。

本研究筛选的小麦 WAK1 基因 TraesCS1B0-
2G004100 和已经在小麦中鉴定到的 Snn1 基因同

源性最高，达 99.86%。在腐生病原菌 (Parastag-
onospora nodorum)和小麦互作过程中，SnTox1作

为病原菌分泌的效应蛋白与 Snn1 基因相互作

用，引起小麦细胞程序性死亡并赋予其对叶斑病
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图 6    RT-qPCR 验证 4 个WAK/WAKLs基因在抗病品种云 337 (Y337) 和感病品种云 402 (Y402)
接种 CYR32 后的表达模式

Fig. 6    Expression patterns of four WAKs/WAKLs in resistant variety Yun337 (Y337) and susceptible variety
Yun402 (Y402) post inoculation with CYR32 by RT-qPCR
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的易感性，Snn1-SnTox1 是小麦和叶斑病互作的

多个重要模式之一[26-27]。本研究发现：在小麦与条

锈菌非亲和互作过程中，TraesCS1B02G004100
基因响应条锈菌侵染且表达受到抑制，而在亲和

互作过程中不受条锈菌诱导表达，说明该基因极

大可能参与调控小麦对条锈病的抗性。 

4   结论

4个小麦 WAKs/WAKLs 基因中，TraesCS3A0-
2G122300 和 TraesCSU02G079300 在小麦与条锈

菌亲和及非亲和互作体系中差异表达；TraesCS6-
B02G459100 和 TraesCS1B02G004100 在小麦非亲

和互作中特异表达。非 RD型激酶 TraesCS1B02-
G004100 在表达过程中受到抑制，作为病原菌效

应蛋白的受体，其在参与调控小麦对条锈病的抗

性功能值得进一步研究；其他 3个 WAKs/WAKLs
基因在植物生长发育过程中的作用也值得探索。
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