
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(４):１０５２￣１０６１
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

袁　 苗ꎬ刘　 鑫ꎬ党仕卓ꎬ等. 红地球葡萄生长素响应因子 ＶｖＡＲＦ７基因克隆及其光响应分析[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(４):１０５２￣１０６１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０４.０１５

红地球葡萄生长素响应因子 ＶｖＡＲＦ７ 基因克隆及其
光响应分析

袁　 苗ꎬ　 刘　 鑫ꎬ　 党仕卓ꎬ　 黄嘉俊ꎬ　 高迎东ꎬ　 周　 娟ꎬ　 张亚红
(宁夏大学农学院ꎬ宁夏 银川 ７５００２１)

收稿日期:２０２２￣０８￣２３
基金项目:宁夏回族自治区重点研发计划项目(２０２１ＢＥＦ０２０１６)
作者简介:袁　 苗(１９９７－)ꎬ女ꎬ宁夏固原人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事

园艺学研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)ｙｕａｎｍｉａｏ９７０９１５＠ １６３.ｃｏｍ
通讯作者:张亚红ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｚｈｙｈｃａｕ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 生长素是一类重要的植物内源激素ꎬ在植物的生长发育过程中具有重要作用ꎬ而生长素响应因子

(ＡＲＦ)是一类受生长素调节的转录因子ꎬ在生长素信号调控途径中起重要作用ꎮ 因此ꎬ本研究以设施栽培的红地

球葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因为对象ꎬ对其进行生物信息学及在红蓝光处理下的表达响应分析ꎬ为进一步研究其作用机制提

供参考ꎮ 结果显示ꎬＶｖＡＲＦ７ 基因全长３ ４６８ ｂｐꎬ编码１ １５５个氨基酸ꎬ相对分子质量为１２ ９５８ꎬ蛋白质等电点为 ６􀆰 ６６ꎮ
ＶｖＡＲＦ７ 与河岸葡萄 ＶｒＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ 亲缘关系最近ꎬ为亲水蛋白质ꎻ二级结构中 β￣转角占 ８􀆰 １４％ꎬ延伸链占 １４􀆰 ６３％ꎬα￣
螺旋占 ２７􀆰 ２７％ꎬ无规则卷曲占 ４９􀆰 ９６％ꎬ属于核定位蛋白质ꎮ 启动子序列分析结果表明ꎬＶｖＡＲＦ７ 主要包括激素应

答和光调控顺式作用元件ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ在花芽分化过程中处理组 ＶｖＡＲＦ７ 相对表达量在 ５ 月 ３０ 日－８ 月

１５ 日低于对照组ꎬ花芽分化后期(６ 月 ３０ 日－７ 月 ３０ 日)在处理组中的相对表达量显著低于对照组ꎮ 由此推测

ＶｖＡＲＦ７ 响应红蓝光(４ ∶ １)参与葡萄花芽分化过程的调控ꎮ
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ＶｖＡＲＦ７ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ (４ ∶ １) ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｂｕｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ􀆰
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｒｅｄ Ｅａｒｔｈ ｇｒａｐｅꎻ ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒ (ＡＲＦ)ꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 花芽分化受内部因素(碳水化合物和激素等)
和环境因素(光和温度等)相互作用的影响[１￣３]ꎮ 而

光照作为植株生长发育的关键环境因素之一ꎬ对植

株形态建成、物质组成和新陈代谢及生长发育相关

基因的表达都有着巨大的调节作用[４]ꎮ 有研究结

果表明ꎬ植物对红光、蓝光有非常高的生物需求

量[５]ꎬ红光处理会提高樱桃番茄的单株产量ꎬ增加

维生素 Ｃ、可溶性糖以及番茄红素含量ꎬ蓝光处理则

会缩短番茄果实转色时间ꎬ降低硝酸盐含量[６]ꎮ
红 /蓝(３ ∶ １)或红 /蓝(１ ∶ １)组合光处理下番茄幼

苗生长健壮ꎬ植株的干物质积累量大ꎬ果实品质较

高ꎬ叶片厚度增大且光合作用、荧光特性较强[７]ꎮ
红蓝复合光能够促进葡萄的光合作用ꎬ且可以增强

抗氧化酶活性[８]ꎮ 相较于自然光ꎬ比例为１ ∶ ４ 的蓝

红光处理可促进火龙果花芽分化进程ꎬ提高花芽成

花率与坐果率ꎬ从而提高了产量[９]ꎮ 红光处理显著

增加了铁皮石斛组培苗的根数和鲜质量ꎬ而红蓝绿

复合光处理既提前了铁皮石斛的花期又提高了开花

率[１０]ꎮ 此外ꎬ有研究结果表明ꎬ红蓝６ ∶ １ 的组合光

可提高不结球白菜和番茄内源激素脱落酸(ＡＢＡ)、
玉米素核苷(ＺＲ)以及生长素(ＩＡＡ)的含量[１１]ꎮ

花芽分化是植物开花的前提ꎬ植物激素在这个

过程中起调节作用ꎬ并在体内具有一定的动态平衡ꎬ
且通过平衡互作调控参与植物花芽的分化过程ꎬ共
同调节糖类的积累、运输及分配的各个过程ꎬ调控核

酸、碳、氮等物质代谢[１２]ꎮ 生长素作为内源生长调

节物质之一ꎬ在植物生长发育、阶段转变、成花诱导

及花器官发育中扮演重要角色[１３￣１５]ꎮ 研究结果表

明ꎬＩＡＡ 对于花芽生长发育的调控可能涉及参与细

胞分裂和增殖的精确调控ꎬ而这一调控过程可能诱

导更多的花芽形成[１６]ꎮ
生长素响应因子(Ａｕｘｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒꎬＡＲＦ)不仅

是 ＩＡＡ 信号调控途径中的重要调控因子ꎬ也是调节

ＩＡＡ 参与植物响应生长素信号及外界环境信号的关键

因子[１７]ꎮ 在大多数植物体内发现了 ＡＲＦ 家族基因ꎬ比
如拟南芥[１８]、葡萄[１９]、甜橙[２０]、水稻[２１]、番茄[２２] 等植

物ꎮ ＡＲＦ 作为 ＩＡＡ 信号途径的重要调控子ꎬ可以同下

游生长素响应基因的启动子区域 ＴＧＴＣＴＣ 或 ＴＧＴＣ￣
ＣＣＡＴ 结合ꎬ从而激活或抑制下游基因的表达ꎬ在生长

素信号转导途径中具有关键作用[２３￣２４]ꎮ 研究结果表

明ꎬＡＲＦ 转录因子基因表达量在花芽形成过程中有显

著变化ꎬ对顶端分生组织的形成有显著作用[２５]ꎮ 在模

式植物拟南芥中的研究发现ꎬＡｔＡＲＦ１７促进花药发育和

花粉管壁形成[２６]ꎬＡｔＡＲＦ１ 和 ＡｔＡＲＦ２ 参与花器官的发

育和凋谢过程等[１７]ꎬ拟南芥中 ＡｔＡＲＦ６ 和 ＡｔＡＲＦ８ 能够

参与未成熟花雌蕊和雄蕊的发育过程[２７]ꎮ 桂花发育过

程中ꎬＯｆＡＲＦ１１、ＯｆＡＲＦ１２、ＯｆＡＲＦ１３ 和 ＯｆＡＲＦ１４ 可能对

桂花的花期延长起到调控作用ꎬ该结果为 ＡＲＦ 基因调

控桂花花期的分子机制奠定基础[２８]ꎮ 梅花 ＰｍＡＲＦ１７
能够促进雌蕊的正常发育[２９]ꎮ 此外ꎬ王景超等[３０] 发

现ꎬＡＲＦ 在玉米雌花序发育的不同时期具有重要调控

作用ꎮ
在设施栽培葡萄生产中ꎬ棚膜的老化ꎬ导致膜通

透性降低ꎬ树木叶片遮光等环境因素会导致栽培设施

内出现受光不足、受光不均匀等现象ꎬ最终导致葡萄

花芽分化不良ꎬ影响产量和经济效益[３１￣３２]ꎮ 因此ꎬ设
施增设发光二极管(ＬＥＤ)补光措施有助于葡萄花芽

分化ꎬ然而具体的分子机制仍有待进一步研究ꎮ 前期

筛选出有利于花芽分化的最佳补光比例为:红光 ∶ 蓝
光＝４ ∶ １[３１]ꎬ采取不同时期葡萄花芽进行转录组测序

分析发现ꎬＶｖＡＲＦ７ 参与调节花芽分化的激素通路ꎮ
本研究通过探索 ＶｖＡＲＦ７ 基因在花芽分化中的功能ꎬ
通过对其进行同源克隆、生物信息学和基因表达分析

来挖掘该基因的光响应潜力ꎬ为后续深入开展葡萄花

芽分化的分子机制研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

试验于 ２０２１ 年 ５ 月－２０２１ 年 ９ 月在宁夏银川

市贺兰县园艺产业园(１０６°１６′Ｅꎬ３８°２０′Ｎ)内进行ꎮ
试验材料为 １０ 年生设施栽培红地球葡萄ꎬ株行距为

０.８ ｍ×１.５ ｍꎬ每行 ６ 个生物学重复ꎬ行间利用反光

膜进行分区ꎮ 利用课题组前期试验筛选获得的最佳

复合光补光比例ꎬ红光 ∶ 蓝光＝ ４ ∶ １(Ｒ４Ｂ１)处理葡

萄ꎬ不补光作为空白对照(ＣＫ)ꎬ光周期为 １６ ｈ / ８ ｈꎬ
补光时间由揭苫升温前至葡萄成熟ꎮ 花芽采样时期

参考路瑶等[３３]对红地球花芽分化时间的划分ꎬ于 ５
月中旬到 ９ 月初进行采样ꎬ每 １５ ｄ 采样 １ 次ꎬ采取

３５０１袁　 苗等:红地球葡萄生长素响应因子 ＶｖＡＲＦ７ 基因克隆及其光响应分析



基部５~ ７ 个生长一致的芽ꎬ６ 个生物学重复ꎮ 采集

的葡萄花芽经液氮速冻后立即带回实验室ꎬ冻存于

超低温冰箱用于后续试验ꎮ
ＲＮＡ 的提取、反转录和同源重组试剂盒、限制

性内切酶 ＸｂａⅠ和 ＸｈｏⅠ均购自诺唯赞生物科技股

份有限公司(南京)ꎬ质粒小提试剂盒、纯化回收试

剂盒及大肠杆菌感受态 ＤＨ５α 均购自天根生化科技

有限公司(北京)ꎮ 瞬时表达载体 ＰＢＩ２２１￣ＧＦＰ 和根

癌农杆菌菌株 ＥＨ１０５ 均由宁夏大学贺兰山校区葡

萄抗逆分子育种实验室提供ꎮ 引物合成及测序由上

海生工生物工程股份有限公司完成ꎮ
１.２　 基因克隆

葡萄花芽总 ＲＮＡ 提取参照植物总 ＲＮＡ 快速分

离试剂盒(南京诺唯赞生物科技有限公司产品)说

明书进行ꎬ 经 ０􀆰 ８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完

整性ꎬ通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ 测定浓度和纯度ꎮ 参照反转录

试剂盒说明书将葡萄花芽总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡꎬ

首先去除基因组 ＤＮＡꎬ体系为５×ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ ２
μｌꎬＲＮＡ １ ０００ ｎｇꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 １０ μｌꎻ
反应条件:４２ ℃ ２ ｍｉｎꎻｃＮＤＡ 合成:上一步的混合液

１０ μｌꎬＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ ２ μｌꎬ Ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍ￣
ｅｒｓ １ μｌꎬ１０×ＲＴ Ｍｉｘ ２ μｌꎬＯｌｉｇｏ ( ｄＴ) ２０ＶＮ １ μｌꎬ
ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２０ μｌꎬ反应条件:３７ ℃ １５
ｍｉｎꎬ８５ ℃ １５ ｓꎬ４ ℃ ５ ｍｉｎꎮ

参考 ＶｖＡＲＦ７ 基因编码区序列( ＣＤＳ) 并使用

Ｐｒｉｍｅｒ ８.０ 软件设计特异性全长扩增引物 ＶｖＡＲＦ７￣
Ｆ / Ｒ (表 １)ꎬ以红地球葡萄花芽的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ使
用高保真酶(南京诺唯赞生物科技有限公司产品)
进行特异性扩增ꎬ扩增体系为:ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎬ上下游

引物各 １􀆰 ０ μｌꎬＰｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙ￣
ｍｅｒａｓｅ １２􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ５ μｌꎮ 扩增程序为:９５ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ２ ｍｉｎꎬ上述程序循环 ３０ 次ꎻ７２ ℃彻底延伸 １０
ｍｉｎꎻ扩增完成后于 ４ ℃保存用于后续试验ꎮ

表 １　 本研究所用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 用途

ＶｖＡＲＦ７￣Ｆ ＡＴＧＧＡＴＣＣＣＡＴＧＡＡＧＧＡＧ 编码序列(ＣＤＳ)扩增

ＶｖＡＲＦ７￣Ｒ ＧＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＡＡＴＣＧＧＣ

Ｑ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｆ ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣＡＡＡＴＧＧＧＴＴＴＣ 实时荧光定量分析

Ｑ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｒ ＧＡＣＧＴＣＧＡＣＴＣＧＡＴＴＡＡＡＴＧＡＧＧＣＡＧＣＴＧＡＧＧＴ

ｐＢＩ２２１￣ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｆ ＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＧＧＧＧＧＡＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＡＴＣＣＣＡＴＧＡＡＧＧＡＧ 亚细胞定位

ｐＢＩ２２１￣ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｒ ＴＴＡＣＣＣＡＴＧＧＴＡＣＣＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＡＡＴＣＧＧＣ

ＣａＭＶ３５Ｓ￣Ｆ ＧＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＣＡ 农杆菌检测

ＣａＭＶ３５Ｓ￣Ｒ ＧＡＴＡＧＴＧＧＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＣＡ

ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｆ ＴＣＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＧＴＣＡＴＣＴＡＴ 内参基因

ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＡＣＣＡＡＴＣＡＣＴＣＴＣＣＴＧＣＴＡＣＡＡ

１.３　 生物信息学分析

用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件和美国生物技术信息中心

(ＮＣＢＩ)数据库 ＢＬＡＳＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ / )网络服务工具对核苷酸序列进行查询和

比对ꎻ利用 ＮＣＢＩ 在线软件工具 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ
Ｓｅａｒｃｈ 预测保守结构域(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｃｄｄ / )ꎻ采用 ＭＥＧＡ １２. ０ 邻接法 ( Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为

１ ０００) 构建系统进化树ꎻ在 Ｅｎｓｅｍｂｌ 数据库 ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ａｓｉａ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ) 中搜索并下载

ＶｖＡＲＦ７ 基因的起始密码子上游２ ０００ ｂｐ 的启动子

序列ꎬ使用在线软件 ｐｌａｎｔＣＡＲＥ 进行启动子序列分

析ꎻ采用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测 ＶｖＡＲＦ７ 基因

编码蛋白质的理化性质ꎻ使用 ＤＮＡＭＡＮ 进行氨基酸

序列相似性比对ꎮ
１.４　 基因表达模式分析

根据葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因 ＣＤＳ 设计实时荧光定量

ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)特异扩增引物(表 １)ꎮ 荧光定量仪

为 ｑＴＯＷＥＲ ２􀆰 ２(德国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司产品)ꎬ反应

总体系为 ２０ μｌ:２×ＣｈａｍＱ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓ￣
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ｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌꎬｃＤＮＡ １ μｌꎬ上下游引物各 １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ
７ μｌꎮ 运行程序为:９５ ℃ ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ
循环 ４０ 次ꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎻ９５ ℃ １５ ｓꎮ
１.５　 植物瞬时表达载体构建及亚细胞定位

设计植物过表达载体的特异性引物 ｐＢＩ２２１￣
ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｆ / ｐＢＩ２２１￣ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７￣Ｒ (表 １ )ꎮ 以

葡萄花芽的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用纯化回收试剂盒回

收 ＶｖＡＲＦ７ 基因扩增产物和经 ＸｂａⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶

切后的线性载体 ｐＢＩ２２１￣３５Ｓ￣ＧＦＰꎬ通过同源重组法

将回收的 ＰＣＲ 产物与酶切后的线性载体连接ꎬ产物

转入大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞后ꎬ涂布于加有氨

苄青霉素(Ａｍｐ)的 ＬＢ 固体培养基上ꎬ３７ ℃培养箱

内倒置培养 １２ ｈꎬ挑取单克隆进行菌落 ＰＣＲ 检测ꎬ
检测后ꎬ将正确的单克隆进行扩大培养ꎬ提取质粒ꎬ
进行酶切检测ꎬ检测正确的送公司测序ꎮ 构建好的

融合载体 ｐＢＩ２２１￣ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７ 通过电激转化法导入

到农杆菌 ＥＨ１０５ 中ꎬ检测正确的单克隆接种于 ５０
ｍｌ 含有利福平和卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ２８
℃培养 １６ ｈꎬ将菌液收集至 ５０ ｍｌ 离心管中ꎬ３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离 心 １０ ｍｉｎ 收 集 菌 体ꎬ 加 入 重 悬 液 [ １０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ２￣吗啉乙磺酸(ＭＥＳ)]ꎬ
使用移液枪吹散沉淀ꎬ再次离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清

液ꎬ该步骤重复 １ 次ꎮ 上述步骤结束后ꎬ加入适量重

悬液ꎬ使用移液枪吹散沉淀后ꎬ继续加入乙酰丁香酮

(ＡＳꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ)静置活化４~ ５ ｈ 后注射至烟草叶

片中(６~８ 周)ꎬ将黑暗环境培养 ２４ ｈ 后的烟草转到

正常生长环境培养 ２ ｄꎬ剪取一小块本氏烟草叶片ꎬ
用 ＤＡＰＩ (４′ꎬ ６￣二脒基￣２￣苯基吲哚ꎬ核染料)染色

(可利用 １０ ｍｌ 注射器抽真空ꎬ使 ＤＡＰＩ 进入烟草内

部ꎬ有利于染色)ꎬ使用 ＬｅｉｃａＴＣ￣ＳＳＰ８Ｘ(德国 Ｌｅｉｃａ
公司产品)共聚焦荧光显微镜观察本氏烟草叶片中

融合蛋白的分布情况ꎮ
１.６　 数据分析

用 ２－△△Ｃｔ方法计算基因相对表达量ꎬ３ 次重复ꎮ
用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件对数据进行处理ꎬ并采

用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行 ｔ 检验比较差异显著性ꎬ
然后使用 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０２１ 软件作图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基因的克隆

根据目的基因的 ＣＤＳ 设计同源克隆引物(表
１)ꎬ将提取的葡萄花芽总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ 后作

为模板扩增ꎬ扩增结果如图 １ 所示ꎬ将扩增产物经琼

脂糖凝胶电泳回收后送上海生工生物工程股份有限

公司测序ꎬ测序结果正确ꎬＶｖＡＲＦ７ 的 ＣＤＳ 长度为

３ ４６８ ｂｐꎬ编码１ １５５个氨基酸(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＰ
０１０６５６０９４.１)ꎮ

Ｍ:ＤＬ５ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＶｖＡＲＦ７ 基因ꎮ
图 １　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因扩增产物

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｇｅｎｅ ｏｆ ｇｒａｐｅ

２.２　 ＶｖＡＲＦ７ 转录因子特征及启动子分析

采用 ＥｘＰＡＳｙ 分析 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白理化性质ꎬ结
果显示ꎬ该蛋白质分子式为 Ｃ５ ６５２Ｈ８ ８１５Ｎ１ ６５１Ｏ１ ７８１Ｓ３７ꎬ
相对分子质量为１２ ９５８ꎬ蛋白质等电点为 ６􀆰 ６６ꎬ不稳

定系数为 ７６􀆰 ６７ꎬ脂肪系数为 ６８􀆰 ３９ꎬ平均亲水系数

为－０􀆰 ７３９ꎬ属于酸性不稳定亲水蛋白质ꎮ ＶｖＡＲＦ７
的氨基酸组成中ꎬＱ 谷氨酰胺(Ｇｌｎ)占比最高ꎬ为
１７􀆰 ２％ꎬＣ 半胱氨酸(Ｃｙｓ)占比最低ꎬ为 １􀆰 １％ꎮ 分析

ＶｖＡＲＦ７ 蛋白结构域ꎬ结果(图 ２ａ)显示ꎬ该蛋白质

含有 ＡＲＦ 转录因子特有的 Ｂ３ ＤＮＡ 结合结构域

(１２６~ ２２７ ａａ)、Ａｕｘｉｎ ＿ ｒｅｓｐ 域(２５８~ ３３４ ａａ) 以及

ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域(１ ０４０~１ １１２ ａａ)ꎮ 对 ＶｖＡＲＦ７ 蛋

白二级结构进行预测ꎬ结果如图 ２ｂ 所示ꎬＶｖＡＲＦ７
蛋白的结构分为 α￣螺旋结构、延伸链、β￣旋转以及无

规则卷曲ꎬ氨基酸残基所占比例分别为 ２７􀆰 ２７％、
１４􀆰 ６３％、８􀆰 １４％和 ４９􀆰 ９６％ꎮ 最后ꎬ对 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白

三级结构进行预测ꎬ发现葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因编码蛋

白质为多链折叠结构ꎬ该蛋白质多肽链的主要结构

元件是无规则卷曲(图 ３ｃ)ꎮ
　 　 ＶｖＡＲＦ７ 基因的启动子序列的分析结果(表 ２)
表明ꎬ葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因启动子区域除存在 ＴＡＴＡ￣
ｂｏｘ、ＣＡＡＴ￣ｂｏｘ 等一些基本顺式作用元件(表中未列

出) 外ꎬ 还 存 在 光 响 应 元 件 Ｇ￣Ｂｏｘ、 Ｂｏｘ ４、 ｃｈｓ￣
ＣＭＡ１ａ、ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 和 ＡＡＡＣ￣ｍｏｔｉｆꎬ 激素响应元件

ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ、ＡＢＲＥ、ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ 和 ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔꎮ
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ａ 为 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白的保守结构域分析ꎻｂ 为 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白的二级结构(蓝色为 α￣螺旋ꎬ紫色为无规则卷曲ꎬ红色为延伸链ꎻ绿色为 β￣旋转)ꎻｃ
为 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白的三级结构ꎮ

图 ２　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白特征分析

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.

表 ２　 ＶｖＡＲＦ７ 基因启动子顺式作用元件分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件类型　 　 　 　 　 　 　 　 元件名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 功能　 　 　 　 数量

光调控元件 Ｇ￣Ｂｏｘ 参与光响应的顺式调节元件 ６

Ｂｏｘ ４ 与光反应有关的保守 ＤＮＡ 模板一部分 ９

ｃｈｓ￣ＣＭＡ１ａ 光响应元件的一部分 １

ＴＣＴ￣ｍｏｔｉｆ 光响应元件的一部分 １

ＡＡＡＣ￣ｍｏｔｉｆ 光响应元件 ２

激素响应元件 ＴＧＡＣＧ￣ｍｏｔｉｆ 参与茉莉甲酯响应的顺式调控元件 ８

ＡＢＲＥ 参与脱落酸合成代谢的顺式作用元件 ４

ＡｕｘＲＲ￣ｃｏｒｅ 参与生长素合成代谢的顺式作用元件 １

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ 参与水杨酸合成代谢的顺式作用元件 １

２.３　 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白进化树和多序列比对分析

为了确定葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白与其他植物中

ＶｖＡＲＦ７ 蛋白的进化关系ꎬ在 ＮＣＢＩ 中下载得到河岸

葡萄(ＸＰ ０３４７００２２１.１)、棉花(ＸＰ ０１６７５３９７８.２)、榴
莲(ＸＰ ０２２７３２３５１)、扁桃(ＸＰ ０３４２２４６５６.１)、蔷薇

(ＱＮＮ２５８７０.１)、雷公藤(ＸＰ ０３８７１２７３６.１)、拟南芥

(ＡＡＧ３５１７７. １)、 玉米 ( ＡＤＧ４３１４１. １)、 铁皮石斛

(ＰＫＵ８６３９７.１)以及椰子(ＫＡＧ１３６９９９８.１)的 ＡＲＦ７

蛋白序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ １２.０ 软件ꎬ采用邻接法对葡

萄的 ＶｖＡＲＦ７ (ＸＰ ０１０６５６０９４.１)蛋白和其他物种的

ＡＲＦ７ 蛋白进行系统进化树分析ꎬ结果(图 ３)显示ꎬ
与葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 同源的蛋白质可聚为 ２ 类ꎬ其中葡

萄 ＶｖＡＲＦ７ 与河岸葡萄 ＶｒＡＲＦ７ 亲缘关系最近ꎬ并
与棉花、榴莲、扁桃、蔷薇、雷公藤、拟南芥聚为双子

叶植物类ꎬ而玉米、铁皮石斛与椰子聚为单子叶植物

类ꎮ
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将 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白与其他 ７ 条相似度高的双子叶

植物 ＡＲＦ７ 蛋白进行氨基酸多重序列比对ꎬ结果(图
４)显示序列一致性为 ７６􀆰 ３６％ꎬ均含有 ＡＲＦ 转录因

子特有的 Ｂ３ ＤＮＡ 结合结构域、Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 结构域

和 ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域ꎮ

ＶｒＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ(ＸＰ ０３４７００２２１. １):河岸葡萄ꎻ ＶｖＡＲＦ７ ( ＸＰ ０１０６５６０９４. １):葡萄ꎻ ＧｈＡＲＦ７ Ｘ１ ( ＸＰ ０１６７５３９７８. ２):棉花ꎻ ＤｚＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ ( ＸＰ
０２２７３２３５１):榴莲ꎻＴｗＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ(ＸＰ ０３８７１２７３６.１):雷公藤ꎻＰｄＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ(ＸＰ ０３４２２４６５６.１):扁桃ꎻＡｔＡＲＦ７(ＡＡＧ３５１７７.１):拟南芥ꎻＲｈＡＲＦ７
(ＱＮＮ２５８７０.１):蔷薇ꎻＺｍＡＲＦ７(ＡＤＧ４３１４１.１):玉米ꎻＤｃＡＲＦ７(ＰＫＵ８６３９７.１):铁皮石斛ꎻＣｎＡＲＦ７(ＫＡＧ１３６９９９８.１):椰子ꎮ

图 ３　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白与其他植物 ＡＲＦ７ 蛋白的系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.４　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因表达模式分析

葡萄花芽分化的关键阶段是花序分化ꎬ该阶

段是决定葡萄有无花的关键[３４] ꎮ 在补光处理期

间ꎬ本研究发现ꎬ在 ５ 月 ３０ 日－８ 月 １５ 日葡萄花芽

分化过程中红蓝 (４ ∶ １) 复合光处理 ( Ｒ４Ｂ１) 的

ＶｖＡＲＦ７ 基因相对表达量低于不补光的对照组

(ＣＫ)(图 ５)ꎬ红地球葡萄花芽 ６ 月 １５ 日处于始分

化期ꎬ６ 月 １５ 日及之前 ＶｖＡＲＦ７ 相对表达量与对照

组无显著差异ꎮ ６ 月 ３０ 日－７ 月 ３０ 日花芽分化阶

段处于原始体发育期、花序主轴发育和花序二级

轴发育时期ꎬ在红蓝(４ ∶ １)复合光处理下ꎬＶｖＡＲＦ７
相对表达量显著低于 ＣＫ 且维持在一个低水平状

态ꎬ表明 ＶｖＡＲＦ７ 相对表达量低有利于葡萄花芽分

化ꎮ 较低水平的 ＩＡＡ 有利于花芽分化[３５] ꎬ在整个

花芽分化过程中ꎬＶｖＡＲＦ７ 基因在红蓝(４ ∶ １)复合

光处理下ꎬ在 ５ 月 ３０ 日－８ 月 １５ 日较 ＣＫ 均下调

表达ꎬ推测 ＶｖＡＲＦ７ 有可能响应红蓝光并整合生长

素和光信号参与葡萄花芽分化过程ꎮ
为进一步了解 ＶｖＡＲＦ７ 基因在葡萄不同组织

中的表达情况ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对 ＶｖＡＲＦ７ 在叶、
花芽、根等组织中的相对表达量进行分析ꎬ结果

(图 ６) 显示ꎬＶｖＡＲＦ７ 基因在葡萄的各个组织中

均有不同程度的表达ꎬ其中在卷须中的相对表达

量最高ꎬ其次是根中ꎬ而在叶片中的相对表达量

最低ꎮ 这说明 ＶｖＡＲＦ７ 基因在不同组织中的相对

表达量存在差异ꎬ且可能在植物生长发育的不同

阶段具有不同的作用ꎮ
２.５　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白亚细胞定位

为探究 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白的亚细胞定位情况ꎬ将去

除终止子密码子的 ＣＤＳ 通过同源重组法与瞬时表

达载体 ＰＢＩ２２１￣ＧＦＰ 连接ꎬ形成重组质粒 ｐＢＩ２２１￣
ＧＦＰ￣ＶｖＡＲＦ７ꎬ经菌落 ＰＣＲ、酶切、测序鉴定正确后进

行扩大培养ꎬ提取重组质粒ꎬ通过电击法将重组质粒

转化至农杆菌 ＥＨ１０５ 感受态ꎬ将农杆菌菌液注射到

４~６ 周的本氏烟草叶片中ꎬ培养 ３ ｄ 后观察ꎮ 结果

如图 ７ 所示ꎬ融合蛋白 ＶｖＡＲＦ７￣ＧＦＰ 的绿色荧光分

布在细胞核上ꎬ说明 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白定位于细胞核中ꎬ
这与其作为转录因子的功能特点相符ꎮ
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ＶｒＡＲＦ７(ＸＰ ０３４７００２２１.１):河岸葡萄ꎻＶｖＡＲＦ７(ＸＰ ０１０６５６０９４.１):葡萄ꎻＧｈＡＲＦ７(ＸＰ ０１６７５３９７８.２):棉花ꎻＤｚＡＲＦ７(ＸＰ ０２２７３２３５１):榴莲ꎻ
ＴｗＡＲＦ７(ＸＰ ０３８７１２７３６.１):雷公藤ꎻＰｄＡＲＦ(ＸＰ ０３４２２４６５６.１):扁桃ꎻＡｔＡＲＦ７(ＡＡＧ３５１７７.１):拟南芥ꎻＲｈＡＲＦ７(ＱＮＮ２５８７０.１):蔷薇ꎻ长划线

方框:Ｂ３ ＤＮＡ 结合结构域ꎻ实线方框:Ａｕｘｉｎ＿ｒｅｓｐ 结构域ꎻ虚线方框:ＡＵＸ＿ＩＡＡ 结构域ꎮ
图 ４　 葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白与其他物种 ＡＲＦ７ 蛋白多重序列比对

Ｆｉｇ.４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ
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ＣＫ:不补光处理ꎻＲ４Ｂ１:红蓝光补光处理ꎮ
图 ５　 ＶｖＡＲＦ７ 基因在花芽分化不同时期的表达

Ｆｉｇ.５ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ
ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

图 ６　 ＶｖＡＲＦ７ 基因在葡萄不同组织中的表达量

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆ ｇｒａｐｅｓ

ＰＢＩ２２１ 为阴性对照ꎬＭｅｒｇｅｄ 为 ＧＦＰ 和 ＤＡＰＩ 信号融合ꎻＧＦＰ 为绿色荧光信号ꎻＤＡＰＩ 为细胞核染料ꎮ 比例尺＝ １０ μｍꎮ
图 ７　 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白亚细胞定位

Ｆｉｇ.７　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＡＲＦ７ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨 论

研究结果表明ꎬ光质可以调控生长素相关基因ꎬ
并且可以介导光反应ꎬ两者相互作用共同调控植物的

生长[３６]ꎮ 生长素相关基因响应光处理并参与植物的

生长发育在模式植物拟南芥中有较多研究ꎬＴｉａｎ
等[３７]研究发现 ＡｔＡＲＦ８ 基因表达受多种外源光的影

响ꎬ如受红光、远红光、白光及蓝光诱导ꎬ 从而导致拟

南芥 ａｒｆ８ 突变体子叶伸长ꎬ进而影响到拟南芥幼苗的

正常生长发育ꎻＶｅｒｔ 等[３８] 研究发现在光诱导拟南芥

幼苗发育过程中ꎬＡｔＡＲＦ２ 基因参与生长素途径和油

菜素内酯途径ꎬ且与 ＳＫ２１ 蛋白存在相互作用ꎻＦｏｌｔａ
等[３９]发现蓝光诱导 ＩＡＡ１、ＩＡＡ５ 和 ＩＡＡ１８ 等基因ꎬ其相

对表达量较对照组均有显著变化ꎬ表明这些基因参与

拟南芥下胚轴生长的过程ꎻＳｕｎ 等[４０]研究发现ꎬＩＡＡ１９
的转录水平受到 ＰＩＦ４ 的调控ꎬ并且 ＩＡＡ１９ 参与生长

素介导的向光性生长反应ꎮ 此外ꎬ刘帅等[３１] 发现植

物激素信号转导相关基因响应红蓝复合光ꎬ参与葡萄

花芽分化过程ꎻＷａｎｇ 等[４１] 研究发现ꎬ与光照相比ꎬ
ＯＳＡＲＦ１、ＯＳＡＲＦ２、ＯＳＡＲＦ１６、ＯＳＡＲＦ２１ 和 ＯＳＡＲＦ２３ 在

黑暗条件下的相对表达量增加ꎮ
Ｒｅｅｄ[３６]建议未来关于 ＡＲＦｓ 蛋白和 Ａｕｘ / ＩＡＡ

蛋白的研究应该侧重于其与生长素以及光信号的关
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系ꎬ并具体探究它们之间的相互作用机制ꎮ 本试验

克隆了设施红地球葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 基因ꎬ使用生物信

息学分析软件对 ＶｖＡＲＦ７ 蛋白进行生物信息学分

析ꎬ结果表明ꎬＶｖＡＲＦ７ 基因编码 １ １５５ 个氨基酸ꎬ该
蛋白质的相对分子质量为１２ ９５８ꎬ由蛋白质结构预

测结果可知ꎬ 其含有 β￣旋转 ( ８􀆰 １４％)、 延 伸 链

( １４􀆰 ６３％)、 α￣螺 旋 ( ２７􀆰 ２７％)、 无 规 则 卷 曲

(４９􀆰 ９６％)ꎮ 系统进化树分析结果表明ꎬＶｖＡＲＦ７ 与

河岸葡萄 ＶｒＡＲＦ７￣ｌｉｋｅ 进化距离最近ꎬ并且 ＶｖＡＲＦ７
蛋白定位于细胞核中ꎬ符合转录因子的特点ꎮ 启动

子分析结果表明ꎬＶｖＡＲＦ７ 基因的启动子区域具有大

量光响应元件、茉莉酸甲酯和脱落酸等激素响应相

关元件ꎮ 本研究初步分析了 ＶｖＡＲＦ７ 基因在设施栽

培红地球葡萄花芽不同发育时期的表达情况ꎬ发现

在花芽分化后期ꎬＶｖＡＲＦ７ 相对表达量在红蓝复合光

处理下显著低于对照组ꎬ说明 ＶｖＡＲＦ７ 基因可能响

应红蓝光参与葡萄花芽分化ꎮ 本研究结果显示ꎬ
ＶｖＡＲＦ７ 基因在葡萄的多种组织中均有不同程度的

表达ꎬ表明葡萄 ＶｖＡＲＦ７ 参与多种组织生物学过程ꎮ
花芽分化是大量基因参与调控形成的复杂的调控网

络ꎬ课题组后期将对该类基因在花芽分化过程中的

调控机理进行深入研究ꎬ并且进行转基因功能验证ꎬ
以期为明确该基因的功能、解析设施红地球葡萄花

芽分化分子机制提供理论参考ꎮ
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