
第３８卷 第５期

２０１９年　９月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．５

Sep．２０１９,７１~７８

收稿日期:２０１９Ｇ０３Ｇ１０
基金项目:贵州省科技支撑计划([２０１８]２３０２);贵州省教育厅青年科技人才成长项目([２０１７]１１２)
彭　婷,博士,讲师．研究方向:园林植物遗传育种与生物技术．EＧmail:５６８５３９１５７＠qq．com
通信作者:张俊卫,博士,副教授．研究方向:园林植物遗传育种与生物技术．EＧmail:zjw＠mail．hzau．edu．cn

梅花 PmWRKY40 基因的克隆及其表达分析

彭　婷１　王艺琴１　陈曼曼２　冯蓝萍２　包满珠２　张俊卫２

１．贵州大学农学院/山地植物资源保护与种质创新教育部重点实验室,贵阳５５００２５;

２．华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　 为揭示梅花WRKY 基因的功能,采用 RTＧPCR技术从梅花品种‘雪梅’(Prunusmume ‘Xuemei’)

中分离得到１个 WRKY转录因子基因PmWRKY４０.序列分析结果显示,该基因cDNA全长１０７２bp,完整开

放阅读框９７２bp,编码３２３个氨基酸,包含１个 WRKY结构和１个C２H２ 型锌指结构.系统进化分析结果显示,

梅花PmWRKY４０蛋白与欧洲甜樱桃亲缘关系最近.实时荧光定量PCR分析表明:PmWRKY４０基因受低温、

氧化胁迫诱导,但诱导程度存在差异.此外,SA处理显著提高PmWRKY４０的表达,ABA处理则抑制该基因表

达.推测PmWRKY４０可能在梅花响应低温胁迫过程中起重要作用.
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　　梅花(PrunusmumeSieb．etZucc．)是我国十

大传统名花之一,起源于中国,距今已有３０００多年

的引种栽培史和７０００多年的应用史,早春开花,观
赏价值极高.然而,北方冬季的持续低温限制了梅

花的生长发育及其栽培应用.长期以来,培育抗寒

品种是梅花育种研究的重要内容.目前,关于梅花

响应低温胁迫的分子机制研究报道较少,梅花全基

因组测序工作的完成[１],为深入研究梅花响应低温

胁迫的分子机制,并通过分子育种提高梅花抗寒性

提供了良好的条件.

WRKY转录因子是植物中最大的转录因子家

族之一,WRKY 基因最早是从甘 薯 中 分 离 出 来

的[２],随后陆续在多种植物中被报道[３].WRKY转

录因子均包含１个或２个保守的 WRKY 结构域.

WRKY结构域约含６０个氨基酸,其 N端核心序列

为 WRKYGQK,而 在 其 C 端 则 包 含 锌 指 结 构

Cx４Ｇ５Cx２２Ｇ２３HxH(C２H２)或 Cx７Cx２３ HxC(C２HC)[４].
在拟南芥基因组中至少有７４个 WRKY 成员[５],根
据 WRKY结构域的数量和锌指结构类型的不同,
可以将 WRKY蛋白分为３类:Ⅰ类 WRKY转录因

子含２个 WRKY结构域和C２H２ 锌指结构;Ⅱ类和

Ⅲ类只含１个 WRKY 结构域,Ⅱ类所含锌指结构

为 C２H２,Ⅲ 类 所 含 锌 指 结 构 为 C２HC. Ⅱ 类

WRKY转录因子因其氨基酸序列的差异又可以进

一步将其分为５个亚类:Ⅱa、Ⅱb、Ⅱc、Ⅱd和Ⅱe
类[４].研究表明,WRKY转录因子能与下游基因启

动子区的顺式作用元件 WＧbox元件特异结合[６],参
与植物的生长发育[７]、胁迫应答[４]和激素信号转导

等[８Ｇ１０]过程.
本研 究 以 梅 花 品 种 ‘雪 梅’(Prunus mume

‘Xuemei’)叶片为试材,基于其低温表达谱和梅花

全基因组数据,对梅花PmWRKY４０基因进行克隆

和生物信息学分析,并检测该基因在不同非生物胁

迫和激素处理下的表达 模 式,为 后 续 分 析 PmＧ
WRKY４０的基因功能,探索其调控梅花抗寒的分子

机制奠定基础.

1　材料与方法

1.1　植物材料及处理

梅花品种‘雪梅’栽种在华中农业大学梅园基

地.于２０１８年３月采集长势、大小一致的梅花休眠

枝,剪成约１５cm 长,每个茎段上保留４~５个腋芽,
茎端末端浸入培养瓶中,培养瓶中倒入适量清水,水
深以不没过最底端的芽为准.培养瓶放至培养室脱

驯化７d.培养室的培养条件、非生物胁迫(低温、

H２O２、高盐和甘露醇)处理方法参照 Peng等[１１]进
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行,低温处理时间点略有修改,于 ０、１、３、６、１２、

２４、４８h后分别采集低温处理样品.激素(ABA、

MeJA、SA)处 理:将 培 养 瓶 中 的 水 分 别 替 换 成

１００μmol/L ABA 或 １００μmol/L MeJA 或 ５００

μmol/LSA,于０、３、６、１２、２４h后分别采样,立即

冻存于－８０℃液氮中.每个样品设置３个生物

学重复.
1.2　梅花 PmWRKY40 基因 cDNA 序列克隆

利用艾德莱(北京)公司EASYspin植物 RNA
快速提取试剂盒提取梅花叶片组织的总RNA,以此

为模板,采用 TaKaRa(大连)公司的反转录试剂盒

PrimeScript® RTreagentKitWithgDNAEraser
(PerfectRealTime)反转录成cDNA 备用,具体操

作根据说明书进行.结合笔者所在课题组前期从

‘雪梅’低温表达谱中筛出的候选基因(未发表)和梅

花基因组上公布的PmWRKY４０基因序列信息,通
过PrimerPremier５．０软件设计全长特异引物,以

‘雪梅’低温处理１２h后反转录成的cDNA为模板,
进行PCR 扩增,克隆 PmWRKY４０基因.扩增条

件为:９４℃预变性４min;９４℃ ３０s,５９℃ ３０s,

７２℃３０s,３６个循环;７２℃延伸１０min.PCR扩

增产物经胶回收试剂盒回收后连接到pMD１８ＧT载

体上(TaKaRa),转化大肠杆菌 DH５α感受态细胞

(北京全式金生物技术有限公司)后送往上海生工生

物工程有限公司测序.全长序列扩增、菌落PCR检

测和测序所用引物见表１.
1.3　生物信息学分析

利用 在 线 软 件 ORF Finder 预 测 梅 花 PmＧ
WRKY４０基因序列的开放阅读框,使用 NCBI中的

CDD(ConservedDomainDatabase)数据库预测蛋

白的保守结构域,用ExPASy提供的 ProtParam 软

件预测蛋白质的分子质量、理论等电点和氨基酸构

成,用 SWISSＧMODEL 软件预测蛋白质的三级结

构,用PlantCARE在线软件预测基因启动子区域的

表１　本研究所用的PCR引物

Table１　PCRprimersandtheirsequencesusedinthisstudy

引物名称 Primername 引物序列(５′Ｇ３′)Primersequence(５′Ｇ３′) 用途 Usage

PmWRKY４０ＧZF TCGTCAGCAATGGACTCAGAAT PmWRKY４０基因扩增

Pm WRKY４０ＧZR CCAGCAAATTAAGAACTCAATCT AmplificationofPmWRKY４０

PmEF１αＧqF CGGATTCAATGTTAAGAATGTTGC 内参基因 Referencegene

PmEF１αＧqR AGAACTGGAGCATATCCGTTACC

PmWRKY４０ＧqF CGGACAGCGAAGACTACAGC qRTＧPCR

PmWRKY４０ＧqR CAATCAGGCGTGTATCAGAGG

M１３ TGTAAAACGACGGCCAGT 测序 Sequencing

顺式作用元件,用 Clustalx１．８３和Genedoc软件进

行多序列比对,再用 MEGA５．０ 软件 NeighborＧ
joining法构建系统发育进化树.
1.4　荧光定量 qRTＧPCR

以不同非生物胁迫和激素处理的单链cDNA
为模板,以梅花 PmEF１α 为内参基因,采用 ABI
７５００RealＧTimePCRSystem(AppliedBiosystems
公司,美国)检测系统在３８４孔板中进行荧光定量

PCR反应,反应程序为:９５℃预变性 ３０s;９５℃
３０s,６０℃３０s,４０个循环;９５℃１５s,６０℃６０s,

９５℃１５s;反应体系为１０μL.根据扩增的 PmＧ
WRKY４０序列设计定量引物,引物序列见表１.采

用２－ΔΔCt法对基因相对表达量进行计算[１２],设置３
次生物学重复,３次技术重复.使用 Excel软件进

行数据处理,方差分析采用SAS９．２软件,Duncan’s

检验法对各处理进行差异显著性检验,Sigmaplot
软件作图.

2　结果与分析

2.1　梅花 PmWRKY40 基因的克隆

根据已公布的梅花基因组数据库序列信息设计

特异引物,以‘雪梅’叶片cDNA 为模板进行 RTＧ
PCR扩增,获得１条长度为１０７２bp的条带,测序

结果(图１)显示,该基因包含１个９７２bp的完整开

放阅读框(openreadingframe,ORF),编码３２３个

氨基酸.使用 NCBI中的 CDD数据库对该蛋白的

保守结构域进行预测,结果表明其包含１个 WRKY
结构域和１个C２H２ 型锌指结构,且 WRKY结构域

其 N 端核心基序 WRKYGQK 前面的序列为IVK
DGYQ,属于IIa类WRKY转录因子[４],将其命名

２７
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　WRKY基序用黑色下划线显示,构成锌指结构的半胱氨酸和组氨酸用圆点显示.TheWRKY motifisunderlinedinblackandthe

cysteinesandhistidinesthatformthezincfingerareshowninblackdots．

图１　‘雪梅’PmWRKY４０核苷酸及其编码的氨基酸序列

Fig．１　ThenucleotideandaminoacidsequencesofPmWRKY４０fromPrunusmume ‘Xuemei’

为PmWRKY４０基因.
2.2　梅花 PmWRKY40 蛋白的理化性质

利用 ProtParam 网站对 PmWRKY４０的理化

性质和氨基酸组成进行预测分析,结果表明 PmＧ
WRKY４０蛋白的分子质量为３６．２２ku,理论等电点

pI为７．０７.氨基酸组成分析显示该蛋白由２０种氨

基酸 组 成,其 中,以 丝 氨 酸 (１１．１％)和 赖 氨 酸

(７．７％)的含量最高,带负电荷残基(Asp＋Glu)３８
个,带正电荷残基(Arg＋Lys)３８个.不稳定系数值

为５２．０６,脂肪系数６４．０２,预测其属于不稳定蛋白.
总平均亲水性为－０．７１６,属于亲水性蛋白.利用

SWISSＧMODEL预测 PmWRKY４０蛋白的三级结

构,结果显示该蛋白含有４个β折叠.

2.3　梅花 PmWRKY40 蛋白的同源比对

将PmWRKY４０编码的氨基酸序列在NCBI数

据库中进行Blastp比对,结果表明其与欧洲甜樱桃

(P．avium,XP_０２１８２０８８７．１)、桃(P．persica,XP_

０２０４１１３９７．１)、野樱(P．yedoensisvar．nudiflora,

PQQ２１０３３．１)的 WRKY蛋白同源性高达９４％.利

用Clustalx１．８３ 和 Genedoc软件将 PmWRKY４０
与欧洲甜樱桃、桃、野樱、湖北海棠(MalushupehenＧ
sis,AGG２３５５１．１)、拟南芥(Arabidopsisthaliana,

AT１G８０８４０)WRKY蛋白进行序列比对(图２),结
果表明PmWRKY４０与其他植物的 WRKY 蛋白具

有很高的相似性,均包含１个 WRKY结构域和１个

C２H２ 型锌指结构.

　粗线标记的为 WRKYdomain,三角形标记的为构成锌指结构的半胱氨酸和组氨酸.WRKYdomainisindicatedbythesolidline．The
cysteinesandhistidinesthatformthezincfingeraremarkedbythetriangle．

图２　梅花与其他物种 WRKY氨基酸序列比对

Fig．２　ThealignmentofaminoacidsequencesofWRKYfromPrunusmumeandotherplants

３７
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2.4　梅花 PmWRKY40 蛋白的系统进化树分析

利用 MEGA５软件将与PmWRKY４０序列相似

度较高的物种,包括欧洲甜樱桃、桃、野樱、湖北海棠、
白梨(Pyrus×bretschneideri,XP_０１８５０４４９９．１)、苹果

(Malusdomestica,NP_００１３１５７６９．１)、月月红(Rosa
chinensis,XP_０２４１６８２９７．１)、野 草 莓 (Fragaria
vescasubsp．vesca,XP_００４２９１９５４．１)、川桑(Morus
notabilis,XP_０２４０２４３５５．１)、克里曼丁橘(Citrus
clementina,XP_００６４５０２９３．１)、毛 果 杨 (Populus
trichocarpa,XP_００２３０８７０４．１)、橡胶(HeveabraＧ
siliensis,XP_０２１６４４９６７．１)、榴莲(DuriozibethiＧ

nus,XP_０２２７３１９６１．１)、可 可 (Theobromacacao,

XP_００７０１１７２７．２),哥伦比亚锦葵花(HerraniaumＧ
bratica,XP_０２１２７６０２５．１)、荷花(NelumbonucifＧ
era,XP_０１０２６５６１７．１)以及拟南芥 (Arabidopsis
thaliana,AT１G８０８４０)进行系统发育进化树分析

(图３),结果表明 PmWRKY４０与欧洲甜樱桃、桃、
野樱的亲缘关系极近,Prunus属的 WRKY 蛋白均

聚在同一小分支上.此外,PmWRKY４０与同科物

种白梨、苹果、湖北海棠、月月红和草莓聚在一个大

分支上,亲缘关系较近,而与荷花、拟南芥的亲缘关

系较远.

圆点标记的为‘雪梅’.Prunusmume‘Xuemei’ismarkedbythedot．

图３　PmWRKY４０与其他物种 WRKY氨基酸序列系统进化树分析

Fig．３　ThephylogeneticanalysisofWRKY４０fromPrunusmume‘Xuemei’andotherplantsbasedonaminoacidsequences

2.5　梅花 PmWRKY40 基因的表达分析

不同非生物胁迫处理后,PmWRKY４０的表达

模式如图４所示,低温和氧化胁迫均能诱导 PmＧ
WRKY４０基因的表达,但诱导程度不同(图４A、B).
低温处理１h后,PmWRKY４０基因的表达显著上

调,之后的表达量持续且稳定地上升,并在处理１２h
时达到高峰值,表达量是对照的１２倍左右,１２h后

表达量虽有所下降,但仍显著高于对照,说明PmＧ
WRKY４０基因能够持续且强烈地响应低温胁迫.
与低温胁迫相比,PmWRKY４０基因受氧化胁迫诱

导的程度较低,仅在处理３、１２h时表达量明显高于

对照.此外,该基因对甘露醇和高盐处理不敏感(图

４C、D),在处理后PmWRKY４０基因的表达量既有

上升也有下降,且上升幅度较小,最高值仅为对照的

１．５~２倍左右,并无明显规律.
由图５可见,在SA、MeJA 和SA 处理下PmＧ

WRKY４０表达水平具有差异.ABA处理抑制PmＧ
WRKY４０基因的表达.PmWRKY４０对 MeJA 处

理相对不敏感,在 MeJA处理前期没有显著变化,只
在处理２４h后表达量上调了３倍左右.SA处理则

显著提高PmWRKY４０的表达,表达量呈现“升Ｇ降Ｇ
升”的趋势.处理至３h时,表达量显著上升,３h后

又显著下降到对照水平,但处理１２h后又急剧上

升,处理２４h时表达量最高,约为对照的２０倍.

3　讨　论

低温是影响植物生长、发育、繁殖以及地理分布

的重要环境因子之一.为应对低温等各种非生物胁

迫,植物在长期进化过程中形成了复杂而精密的信

号调控网络来感知、响应和适应外界环境的变化.
转录组和蛋白组研究发现,大量基因参与了植物低

温胁迫应答.在这些基因中,转录因子的遗传转化

４７
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　A:低温处理;B:H２O２ 处理;C:NaCl处理;D:甘露醇处理.柱上不同字母表示差异显著性(P＜０．０１),以PmEF１α为内参基因进

行标准化定量,将对照(０h)的表达量设为１,数据结果表示为３次重复实验的平均值±标准误.下同.A:Coldtreatment;B:H２O２

treatment;C:NaCltreatment;D:Mannitoltreatment．Differentlettersbetweencolumnsindicatesignificantdifferencesat０．０１level．

PmEF１αisusedasaninternalcontrolforthenormalization．Thegeneexpressionat０hissetat１．０．Valuesarethemean± SE．The

sameasfollows．

图４　PmWRKY４０基因在不同非生物胁迫下的表达水平

Fig．４　TheexpressionlevelsofPmWRKY４０geneunderdifferentabioticstresses

A:ABA处理;B:MeJA处理;C:SA处理.A:ABAtreatment;B:MeJAtreatment;C:SAtreatment．

图５　PmWRKY４０基因在不同激素处理下的表达水平

Fig．５　TheexpressionlevelsofPmWRKY４０geneunderdifferenthormonetreatments

被认为是一种更有效提高植物抗性的途径.研究表

明,WRKY转录因子因其在植物响应逆境胁迫和激

素信号转导过程中扮演着重要角色而受到越来越多

的关注[１３].Zou等[１４]对拟南芥的研究证实低温诱

导了野生型拟南芥WRKY３４表达.Zhang等[１５]在

拟南芥中超量表达黄瓜CsWRKY４６提高了拟南芥

植株的抗寒性.与野生型植株相比,转基因植株中

ABI、RD２９A 和COR４７表达量都高于野生型,这
表明CsWRKY４６通过 ABA 依赖型的方式正向调

控植物的低温信号通路.Yang等[１６]对核桃的研究

也表明,将JrWRKY２和JrWRKY７在核桃中瞬时

超量表达,提高了转化植株对低温、高盐、渗透胁迫

的抗性及 ABA的敏感性.这些研究都说明WRKY
类基因是多种信号通路上的重要结点.
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近年来,对植物 WRKY 类基因的研究为阐述

该基因家族的功能与进化奠定了良好的基础,涉及

的物种有水稻[１７]、拟南芥[１４]、菊花[１８]、核桃[１６]、向
日葵[１９]、番茄[２０]、黄瓜[１５]、小麦[２１]和大豆[２２]等.然

而,目前对 WRKY 类基因的研究主要集中在草本

植物上,而对木本植物尤其是木本花卉的研究非常

有限,在木本花卉梅花中尚未见报道.
本研究以梅花品种‘雪梅’为材料,克隆获得１

个 WRKY转录因子基因 PmWRKY４０,氨基酸序

列比对发现PmWRKY４０与同属植物欧洲甜樱桃、
野樱和桃的同源性很高,均具有典型的 WRKY 保

守结构域,即１个保守的 WRKYGQK 基序和１个

C２H２ 型 锌 指 结 构.系 统 进 化 树 分 析 显 示 PmＧ
WRKY４０具有明显的种属特异性,与同属植物均聚

在同一个小分支上,亲缘关系也很近,但其抗寒性却

低于欧洲甜樱桃和桃,初步推测 WRKY 转录因子

在序列上的差异并不是导致三者抗寒性差异的主要

原因.此外,PmWRKY４０与同科植物聚在一个大

分支上,而其他物种均聚在其他分支上,这与植物系

统分类学的进化趋势是一致的,说明物种间的进化

要早于WRKY 基因序列复制事件的发生.
本 研 究 利 用 实 时 荧 光 qRTＧPCR 对 PmＧ

WRKY４０基因在非生物胁迫和激素处理下的表达

情况进行了检测,结果表明该基因受低温、氧化胁迫

诱导,但更易受低温诱导.罗昌国等[２３]对湖北海棠

MhWRKY４０b 基 因、 赵 天 田 等[２４] 对 平 榛

ChWRKY２８基因在低温胁迫下的表达情况进行分

析 发 现,在 低 温 处 理 后,MhWRKY４０b 和

ChWRKY２８的表达量呈现先升后降的趋势,与本

研究PmWRKY４０对低温的响应模式一致.此外,

SA处理显著提高PmWRKY４０的表达,最高表达

量上调了约２０倍,类似的研究在拟南芥[２５]和水稻

中[１０]也有报道.Hu等[２５]用 SA 喷施拟南芥植株

后,检测拟南芥 WRKY４６基因的表达发现,SA 处

理显著提高了该基因的表达.Ramamoorthy等[１０]

对水稻WRKY 基因家族在各种非生物胁迫和激素

处理下的表达水平进行分析发现,水稻中有２８个

WRKY 基因受到SA 强烈诱导.进一步研究表明,

ABA处理后有１０个水稻 WRKY 基因表达上调,

６个下调.我们的研究也发现,ABA 处理可以抑制

PmWRKY４０基因表达,通过PlantCARE在线软件

预测PmWRKY４０基因启动子区域的顺式作用元

件,在该基因启动子上找到 ３ 个 ABA 响应元件

ABRE (ABAＧresponsive element),推 测 PmＧ
WRKY４０基因可能是通过ABA调控低温诱导的相

关功能基因表达,从而参与梅花低温胁迫应答,这一

推论需要进一步的实验来验证.这些结果表明梅花

PmWRKY４０对各种非生物胁迫和激素处理的响应

程度不同,我们从‘雪梅’表达谱中发现梅花基因组

上至 少 有 ３３ 个 WRKY 基 因,推 测 可 能 是 因 为

WRKY 基因功能的分化导致某个或某些WRKY 基

因特异响应某种或某几种胁迫,而对其他胁迫的响

应程度较低或不响应.WRKY 基因有偏向性地响

应某类或某几类胁迫的报道也出现在水稻[１０]、葡
萄[２６]和杨树[２７]等植物中.如在水稻中,有 ９ 个

WRKY 特异响应低温胁迫,４个 WRKY 特异响应

干旱胁迫,９个WRKY 特异响应高盐胁迫.此外,
还发现水稻种有１７个WRKY 基因特异响应２种胁

迫,２个 WRKY 基因同时响应３种胁迫[１０].在葡

萄中,VvWRKY２１、３９和４８中主要响应病原菌胁

迫,VvWRKY０３、０６、０８、２８和５５对非生物胁迫和

病原体侵染都有响应[２６].在杨树中,PtrWRKY７５
和PtrWRKY８０能特异响应盐胁迫,对低温和机械

伤害不响应.而PtrWRKY６１和PtrWRKY８８则

特 异 响 应 盐 胁 迫 和 机 械 伤 害,对 低 温 胁 迫 不

响应[２７].
本研究通过对梅花PmWRKY４０基因进行克

隆和生物信息学分析,并对其在各种非生物胁迫

和激素 处 理 下 的 表 达 水 平 进 行 检 测,结 果 表 明

PmWRKY４０基因受低温、氧化胁迫诱导,但受低

温诱导程度明显高于氧化胁迫,SA处理显著提高

PmWRKY４０基因的表达,推测该基因在梅花响应

低温胁迫过程中发挥重要作用,但其在响应低温

胁迫 中 的 具 体 功 能 和 调 控 机 制 还 有 待 进 一 步

研究.
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CloningandexpressionanalysesofPmWRKY４０geneinPrunusmume

PENGTing１　WANGYiqin１　CHEN Manman２

FENGLanping２　BAO Manzhu２　ZHANGJunwei２

１．KeyLaboratoryofGermplasmInnovationonProtectionandConservationof
MountainPlantResources,MinistryofEducation/CollegeofAgriculture,

GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China;

２．KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation/

CollegeofHorticultureandForestrySciences,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　WRKYtranscriptionfactorplaysavitalroleinresponsetocoldstressinplants．ToreＧ
vealthefunctionofWRKY geneinPrunusmume,thePmWRKY４０genewasclonedfromP．mume
‘Xuemei’byRTＧPCR．ThefullＧlengthcDNAsequenceofPmWRKY４０was１０７２bp,containingacomＧ
pleteopenreadingframe(ORF)of９７２bpencoding３２３aminoacids．Thededucedaminoacidsequence
alignmentofPmWRKY４０containedaconservedWRKYdomainandC２H２zincＧfingerstructure．ThereＧ
sultsofphylogeneticanalysesshowedthatthePmWRKY４０wasmostcloselyrelatedtoWRKYprotein
fromP．avium．TheresultsofquantitativePCRshowedthatPmWRKY４０wasinducedbycoldand
H２O２stresses,buttheinductionlevelsofthegeneexpressionweredifferentbetweencoldandH２O２

stress．Meanwhile,PmWRKY４０wassignificantlytriggeredbySAtreatmentanditsexpressionwasinＧ
hibitedbyABA．ItisindicatedthatPmWRKY４０fromP．mumemayplayakeyroleinresponsetocold
stress．

Keywords　Prunusmume;WRKYtranscriptionfactor;abioticstresses;coldstress;oxidation
stress;hormonetreatments;genecloning;expressionanalyses
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