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　 　 摘要:　 为揭示葡萄铁素吸收与转运的分子机制ꎬ明确铁调节转运蛋白编码基因 ＶｖＩＲＴ 在葡萄果实不同发育时

期的表达差异及其对叶面喷施氨基酸￣铁复合肥的响应特征ꎬ本研究以烟酿 １ 号为材料ꎬ分离并克隆葡萄铁调节转运

蛋白编码基因 ＩＲＴꎬ分析 ＩＲＴ 基因分布、结构及其编码蛋白质的保守基序等特征ꎻ设置叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处

理ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ 分析烟酿 １ 号 ＩＲＴ 基因在果实不同发育时期的表达差异及其对叶面喷施处理的响应特

征ꎮ 结果表明:在葡萄基因组中克隆得到 １０ 个 ＶｖＩＲＴ 基因(ＶｖＩＲＴ１~ＶｖＩＲＴ１０)ꎬ分布在 ７ 条染色体上ꎮ 其编码蛋白质

均含有 Ｆｅ２＋转运蛋白或锌 /铁转运体(ＰＦ０２５３５)ꎬ属于典型的铁调节蛋白ꎮ ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ２、ＶｖＩＲＴ４、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８ 等

基因编码的蛋白质属于碱性蛋白质ꎬ而其他 ５ 个蛋白质属于酸性蛋白质ꎮ ＶｖＩＲＴ５ 蛋白和 ＶｖＩＲＴ８ 蛋白属于不稳定蛋

白ꎬ其他 ８ 个蛋白为稳定蛋白ꎮ ＶｖＩＲＴ７ 蛋白主要定位于液泡膜ꎬ其他蛋白质均主要定位于细胞质膜ꎮ ＶｖＩＲＴ７ 在葡萄

果实不同发育时期各组织中的整体表达水平都是最高的ꎬ其次为 ＶｖＩＲＴ９ 和 ＶｖＩＲＴ６ꎬ而 ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ３、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８
和 ＶｖＩＲＴ１０ 在葡萄果实发育过程中均无表达ꎮ 叶面喷施铁肥处理下ꎬ 韧皮部中 ＶｖＩＲＴ７ 表达量和果实及韧皮部中

ＶｖＩＲＴ９ 表达量在花后 ３５ ｄ(幼果期)至 ７０ ｄ(转色期)明显增加ꎬ而在花后 ８５ ｄ(第 ２ 次膨大期)至 １１５ ｄ(成熟期)ꎬ韧
皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ７ 和 ＶｖＩＲＴ９ 表达量明显减少ꎮ 因此ꎬ葡萄 ＶｖＩＲＴ 基因对叶面喷施铁肥的响应特征与果实发育时

期及器官类型密切相关ꎬＶｖＩＲＴ７、ＶｖＩＲＴ９ 基因编码蛋白质是葡萄果实发育过程中 ２ 个重要的铁调节转运蛋白ꎮ
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ｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ＶｖＩＲＴ７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｃｕｏｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶｖＩＲＴ７ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＶｖＩＲＴ９ ａｎｄ ＶｖＩＲＴ６ꎬ ｗｈｉｌｅ ＶｖＩＲＴ１ꎬ ＶｖＩＲＴ３ꎬ ＶｖＩＲＴ５ꎬ ＶｖＩＲＴ８ ａｎｄ ＶｖＩＲＴ１０ ｗｅｒｅ
ｎｏｔ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔ. Ｕｎｄｅｒ ｆｏｌｉａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＶｖＩＲＴ７ ｉｎ ｐｈｌｏｅｍ ａｎｄ ＶｖＩＲＴ９ ｉｎ ｆｒｕｉｔ ａｎｄ ｐｈｌｏｅｍ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｆｒｏｍ ３５ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ( ｙｏｕｎｇ ｆｒｕｉｔ ｓｔａｇｅ)
ｔｏ ７０ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ( ｖｅｒａｉｓｏｎ ｓｔａｇｅ) ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶｖＩＲＴ７ ａｎｄ ＶｖＩＲＴ９ ｉｎ ｐｈｌｏｅｍ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ ｄｅ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｆｒｏｍ ８５ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ( ｓｅｃｏｎｄ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｓｔａｇｅ) ｔｏ １１５ ｄ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ( ｍａｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ) .
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＶｖＩＲＴ ｇｅｎｅ ｔｏ ｆｏｌｉａｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｆｒｕｉｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｔｙｐｅ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＶｖＩＲＴ７ ａｎｄ ＶｖＩＲＴ９ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｔｗｏ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｉｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｒａｐｅꎻ ｉｒｏｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎻ ｉｒｏｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒꎻ ＶｖＩＲＴ ｇｅｎｅ

　 　 铁(Ｆｅ)是植物生长发育不可或缺的微量元素

之一ꎬ参与植物光合作用、呼吸作用和 ＤＮＡ 修复等

多种代谢途径或生命过程[１￣４]ꎮ 水果生产中ꎬ铁肥的

施用与果实品质和果实产量密切相关ꎬ土壤中铁素

亏缺不但限制果树的生长和发育ꎬ还将导致水果产

量减少和品质降低[５￣８]ꎮ
土壤中的铁多为 Ｆｅ３＋ꎬ植物根系难以直接吸收和

利用[５ꎬ７￣９]ꎮ 植物正常生长所需铁浓度为１×１０－９ ~ １×
１０－４ ｍｏｌ / Ｌꎬ而通常土壤中 Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋的浓度通常低

于１×１０－１５ ｍｏｌ / Ｌꎬ远远不能满足植物生长的基本需

求[６ꎬ９]ꎮ Ｒｏｍｈｅｌｄ 等[１０] 最早提出了高等植物为适应

缺铁环境而进化出的 ２ 种根际铁吸收策略:策略Ⅰ是

通过定位于根细胞膜表面的 Ｈ￣ＡＴＰ 酶向根际土壤分

泌 Ｈ＋ꎬ降低根际土壤 ｐＨ 值ꎬ促进 Ｆｅ３＋的溶解ꎬ并通过

铁还原酶 ＦＲＯ 将根系周围的 Ｆｅ３＋还原为 Ｆｅ２＋ꎬ再通

过定位于细胞膜上的铁调节转运蛋白 ＩＲＴ(ｉｒｏｎ￣ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ)转运至根系被植物吸收利用ꎬ此机制

常见于双子叶植物和非禾本科的单子叶植物[５￣６ꎬ９￣１０]ꎻ
策略Ⅱ是通过一系列酶促反应合成和分泌麦根酸类物

质ꎬ与根际土壤的 Ｆｅ３＋形成螯合物ꎬ由专一的铁载体

ＰＳ(Ｐｈｙｔｏｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ)吸收途径被根系吸收利用ꎬ此机

制多见于禾本科植物[５￣６ꎬ９￣１０]ꎮ 水稻等部分植物同时

存在吸收策略Ⅰ和吸收策略Ⅱ[５ꎬ６ꎬ９￣１２]ꎮ
铁调节转运蛋白 ＩＲＴ 在策略Ⅰ植物根系转运

Ｆｅ２＋的过程中发挥重要作用ꎬ且能调控 Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋、
Ｃｄ２＋和 Ｚｎ２＋等金属离子的转运[１２￣１６]ꎮ 目前ꎬ有关植物

铁调节转运蛋白 ＩＲＴ 的生物学功能研究主要集中于

拟南芥、水稻等模式植物ꎮ Ｅｉｄｅ 等[１４] 最早从拟南芥

根部外皮层中克隆到高表达基因 ＡｔＩＲＴ１ꎬ其表达水平

受缺铁胁迫诱导ꎬ敲除 ＡｔＩＲＴ１ 的拟南芥在缺铁土壤

中表现出黄化症状ꎬ生长严重受阻甚至死亡[１５]ꎻ酵母

异源表达试验结果表明 ＡｔＩＲＴ１ 具有广泛的底物特异

性ꎬ可高效转运 Ｆｅ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｄ２ ＋ 和 Ｚｎ２＋ 离子[１４ꎬ１６]ꎮ
拟南芥 ＡｔＩＲＴ２ 在根表皮中的表达受缺铁胁迫的诱

导ꎬＡｔＩＲＴ２ 蛋白定位于细胞囊泡中ꎬ不直接参与根系

的 Ｆｅ２＋吸收ꎬ可能通过区室化储存以防止表皮细胞吸

收过多 Ｆｅ２＋而造成的毒害[１７]ꎮ 水稻是特殊的策略Ⅱ
植物ꎬ虽然不能还原 Ｆｅ３＋ꎬ但能吸收 Ｆｅ２＋ꎬ水稻 ＯｓＩＲＴ１
和 ＯｓＩＲＴ２ 蛋白定位在根表皮细胞质膜ꎬ具有类似策

略Ⅰ植物转运 Ｆｅ２＋的功能ꎬ能够转运 Ｆｅ２＋和 Ｃｄ２＋[１１￣１２]ꎮ
此外ꎬ ＩＲＴ１ 同 源 蛋 白 在 番 茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉ￣
ｃｕｍ) [１８]、小金海棠(Ｍａｌｕｓ ｘｉａｏｊｉｎｅｎｓｉｓ) [１９]、落花生
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(Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｇａｅａ) [２０]、杜梨(Ｐｙｒｕｓ ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ) [２１] 等

植物中被鉴定和报道ꎮ 然而ꎬ有关 ＩＲＴ 转运蛋白功能

的研究全部集中于植物根部ꎬ而在植物其他部分的

ＩＲＴ 转运蛋白作用尚未见报道ꎮ
葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)是一种深受全球消费者喜

爱的水果ꎬ其基因组信息已被注释和公布[２２]ꎮ 然而

在葡萄铁调节转运蛋白编码基因 ＶｖＩＲＴ 的特征、葡萄

果实不同发育时期 ＶｖＩＲＴ 基因的表达差异及其对叶

面喷施氨基酸￣铁复合肥的响应特征等方面还未见报

道ꎮ 本研究以山东省烟台市农业科学研究院自主培

育的葡萄新品种烟酿 １ 号为材料ꎬ克隆葡萄 ＩＲＴ 基因

(ＶｖＩＲＴ)ꎬ并通过实时荧光定量 ＰＣＲ 分析烟酿 １ 号花

后不同发育时期不同组织 ＶｖＩＲＴ 的表达差异及其对

叶面喷施氨基酸￣铁复合肥的响应特征ꎬ为解析葡萄

铁素营养吸收与高效利用机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试材及采样

本研究的供试材料为山东省烟台市农业科学研

究院葡萄资源圃中树体健壮的 ５ ａ 生烟酿 １ 号葡萄ꎮ
葡萄资源圃中葡萄南北行向种植ꎬ常规田间管理ꎮ 根

据含氨基酸水溶肥料生产标准[２３] 配制氨基酸￣铁水

溶性复合肥[２４￣２５]ꎬ肥料中 ＦｅＳＯ４的终含量为 １ ｇ / ｋｇꎮ
选取长势一致的葡萄ꎬ分别于盛花后 ２８ ｄ、６３ ｄ、７８ ｄ
上午１０:００ ｈ(天气晴朗)进行氨基酸￣铁水溶性复合

肥叶面喷施处理ꎬ以叶片上的液体均匀滴落为准ꎮ 以

叶面喷施蒸馏水为对照(ＣＫ)ꎮ 上述处理每 ５ 棵作为

１ 组ꎬ共喷施 ３ 组ꎮ 参照张璐等[２６] 方法ꎬ分别于盛花

后 ３５ ｄ(幼果期)、５０ ｄ(硬核期)、７０ ｄ(转色期)、８５ ｄ
(第 ２ 次膨大期)、１１５ ｄ(成熟期)采集叶面铁肥喷施

处理和 ＣＫ 的果实、结果枝中间部分的叶片及韧皮

部ꎬ迅速用液氮处理并置于－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ 试

验重复 ３ 年(２０１９ 至 ２０２１ 年)ꎬ结果一致ꎬ本研究展示

２０１９ 年的试验结果ꎮ
１.２　 葡萄 ＩＲＴ 基因克隆

以 拟 南 芥 ＡｔＩＲＴ１ ( ＡＴ４Ｇ１９６９０ )、 ＡｔＩＲＴ２
(ＡＴ１Ｇ０５３００)和 ＡｔＩＲＴ３(ＡＴ１Ｇ６０９６０)的氨基酸序

列为参考[５ꎬ１４ꎬ１７]ꎬ在葡萄基因组数据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ.ｎｅｔ)中检索获得 １０ 个潜在

的葡萄 ＩＲＴ 家族蛋白ꎬ检索结果在 Ｐｆａｍ ( ｈｔｔｐ: / /
ｐｆａｍ.ｘｆａｍ. ｏｒｇ / ｓｅａｒｃｈ)在线服务器均检测到 Ｆｅ２＋ 转

运蛋白或锌 /铁转运载体(ＰＦ０２５３５)功能结构域ꎬ属

于典型的铁调节转运蛋白 ＩＲＴꎮ 根据获得的葡萄

ＩＲＴ 家 族 基 因 的 编 码 区 序 列 ( ＣＤＳꎬ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ)ꎬ 分 别 设 计 上 下 游 引 物 ( 表 １ )ꎮ 利 用

ＭｉｎｉＢＥＳＴ 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒(宝生物工程大连

有限公司产品)提取烟酿 １ 号组培幼苗的总 ＲＮＡꎬ
通过 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒(宝生物工程大连有限

公司产品)合成第一链 ｃＤＮＡꎬ并以其为模板ꎬ借助

Ｐｒｉｍｅ ＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 高保真聚合酶(宝生物工程大

连有限公司产品)进行葡萄 ＩＲＴ 家族基因的 ＰＣＲ 扩

增ꎬ扩增产物送生工生物工程(上海)股份有限公司

进行测序和验证ꎮ

表 １　 葡萄 ＩＲＴ 家族基因 ＰＣＲ 扩增所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｐｅ ＩＲＴ ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ

基因　 　 　 引物序列 (５′→ ３′) 　 　 产物大小
(ｂｐ)

ＶｖＩＲＴ１￣Ｆ ＡＴＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＣＣＴＣＴＣＡＡＡ １ ０４７
ＶｖＩＲＴ１￣Ｒ ＴＣＡＡＧＣＣＣＡＴＴＴＴＧＣＣＡＴＴＡＣ
ＶｖＩＲＴ２￣Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣＣＴ １ ０５２
ＶｖＩＲＴ２￣Ｒ ＴＴＡＧＧＣＣＣＡＴＴＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡ
ＶｖＩＲＴ３￣Ｆ ＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣＧＴＴ １ ０６５
ＶｖＩＲＴ３￣Ｒ ＴＣＡＣＧＣＣＣＡＴＡＴＴＧＣＣＡＴＣＡＣ
ＶｖＩＲＴ４￣Ｆ ＡＴＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＧＡＧＧＡＡＴＴＧ １ ０６２
ＶｖＩＲＴ４￣Ｒ ＣＴＡＡＧＣＣＣＡＧＡＴＧＧＣＡＡＧＡＧ
ＶｖＩＲＴ５￣Ｆ ＡＴＧＣＡＣＣＣＡＧＣＴＴＣＡＧＡＧＴＴＧ １ ０２５
ＶｖＩＲＴ５￣Ｒ ＴＴＡＴＧＣＣＣＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴＡ
ＶｖＩＲＴ６￣Ｆ ＡＴＧＧＡＡＧＣＴＴＴＴＧＣＧＡＣＴＧＧ １ ５７１
ＶｖＩＲＴ６￣Ｒ ＴＴＡＡＧＣＣＣＡＴＴＴＧＧＣＣＡＡＧＡＧ
ＶｖＩＲＴ７￣Ｆ ＡＴＧＧＣＣＴＣＧＴＧＣＧＴＡＧＧＣＧＡ １ ００８
ＶｖＩＲＴ７￣Ｒ ＴＣＡＧＧＣＣＣＡＡＡＧＧＧＣＣＡＧＡ
ＶｖＩＲＴ８￣Ｆ ＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＣＣＡＡＧＡ １ ９８２
ＶｖＩＲＴ８￣Ｒ ＴＴＡＴＡＣＴＣＣＡＡＣＣＡＡＡＡＡＣ
ＶｖＩＲＴ９￣Ｆ ＡＴＧＴＣＴＣＧＣＴＣＴＣＴＣＣＴＣＡＣＣ ９６９
ＶｖＩＲＴ９￣Ｒ ＣＡＧＧＴＧＴＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＣＡＣＡ
ＶｖＩＲＴ１０￣Ｆ ＡＴＧＡＡＡＴＣＡＴＧＧＧＣＡＣＡＣＡＣＣ １ １５５
ＶｖＩＲＴ１０￣Ｒ ＣＴＡＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＣＡＡ

１.３　 葡萄 ＩＲＴ 家族基因生物信息学分析

在葡萄基因组数据库 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 中获得葡萄

ＩＲＴ 基因的 ＣＤＳ 序列及 ＤＮＡ 序列ꎬ利用 Ｇｅｎｅ Ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ Ｄｉｓｐｌａｙ(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ. ｃｂｉ. ｐｋｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｉｎｄｅｘ. ｐｈｐ)
软件分析葡萄 ＩＲＴ 基因的结构ꎻ使用 Ｅｘｐａｓｙ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｇｒａｍ / ) 软件预测葡萄 ＩＲＴ
蛋白的理论等电点、稳定性、总平均亲水性(ＧＲＡ￣
ＶＹꎬＧｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ)、不稳定指数等

理化性质ꎻ再利用 ＭＥＭＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ. ｏｒｇ /
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ｔｏｏｌｓ / ｍｅｍｅ)、 ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ｆｏｒｍ. ｈｔ￣
ｍｌ)、 Ｍｐｒｅｄｉｃｔ ( ｈｔｔｐ: / / ｃｈ. ｅｍｂｎｅｔ. ｏｒｇ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ＴＭ￣
ＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)和 ＳｉｇｎａｌＰ４.０(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４.０ / )等软件预测葡萄 ＩＲＴ 蛋白

的保守基序(Ｍｏｔｉｆ)、保守结构域、亚细胞定位、跨膜

结构域和信号肽等ꎮ
１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

利用美国国家生物信息中心 (ＮＣＢＩ) 网站的

Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 软件设计葡萄 ＩＲＴ 基因的特异性表

达引 物 ( 表 ２ )ꎬ 以 葡 萄 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ( ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ.
ＭＨ１１４０１１)作为内参基因[２６￣２９]ꎮ 利用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ 荧光染料(宝生物工程大连有限公司产品)ꎬ
在 ＡＢＩ ７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)上检测不同处理不同组

织(果实、韧皮部和叶片等)葡萄 ＩＲＴ 基因的表达特

征ꎮ ＰＣＲ 反应程序为:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性

５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３４ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｓꎮ
根据实时荧光定量 ＰＣＲ 仪得到的各处理 Ｃｔ 值ꎬ经
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 均一化处理后ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ算法得到不同

处理不同组织葡萄 ＩＲＴ 基因的相对表达量及其对叶

面喷施氨基酸￣铁复合肥的响应差异[２４￣３０]ꎮ 通过

Ｌｏｇ２ＦＣ (ＦＣ 为差异倍数)计算叶面喷施氨基酸￣铁
复合肥前后表达倍数的变化比值(比值为 １ꎬ表示没

有显著性差异ꎬ>１ 表示上升ꎬ<１ 表示降低)ꎬ并通过

ＨｅｍＩ 软件绘制表达倍数变化热图[２６￣２７]ꎮ 试验设 ３
个生物学重复ꎮ
１.５　 数据统计

利用 ＳＰＳＳ １９.０(美国 ＩＢＭ 公司产品)软件ꎬ选
择 ｔ￣检验法进行处理间差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 葡萄 ＩＲＴ 家族基因的克隆及生物信息学分析

从烟酿 １ 号葡萄中克隆得到 １０ 个 ＩＲＴ 基因ꎬ分
别命名为 ＶｖＩＲＴ１~ＶｖＩＲＴ１０(图 １ 和表 ３)ꎮ ＶｖＩＲＴ 基

因主要定位于 １ 号( ＶｖＩＲＴ６)、３ 号( ＶｖＩＲＴ５)、４ 号

(ＶｖＩＲＴ４)、６ 号(ＶｖＩＲＴ７ 和 ＶｖＩＲＴ１０)、１０ 号(ＶｖＩＲＴ１
和 ＶｖＩＲＴ２)、 １３ 号 ( ＶｖＩＲＴ８) 和 １９ 号 ( ＶｖＩＲＴ３ 和

ＶｖＩＲＴ９)染色体上(表 ３)ꎬ每个基因至少含有 ２ 个长

度不一的内含子(图 ２)ꎮ 葡萄ＶｖＩＲＴ１~ ＶｖＩＲＴ８ 蛋

白含有 ７ 个保守基序(Ｍｏｔｉｆ １~ Ｍｏｔｉｆ ７)ꎬＶｖＩＲＴ９ 和

ＶｖＩＲＴ１０ 蛋白仅含有 ５ 个保守基序ꎬ缺少 Ｍｏｔｉｆ １ 和

Ｍｏｔｉｆ ３(图 ２)ꎮ ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ２、ＶｖＩＲＴ４、ＶｖＩＲＴ５ 和

ＶｖＩＲＴ８ 等 ５ 个蛋白质的等电点>７􀆰 ００ꎬ含有的碱性

氨基酸较多ꎻ ＶｖＩＲＴ７、 ＶｖＩＲＴ３、 ＶｖＩＲＴ６、 ＶｖＩＲＴ９ 和

ＶｖＩＲＴ１０ 等 ５ 个蛋白质的等电点<７􀆰 ００ꎬ含有酸性氨

基酸较多ꎮ ＶｖＩＲＴ 蛋白均含有７~ １１ 个跨膜区ꎬ仅
ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ２、ＶｖＩＲＴ３ 和 ＶｖＩＲＴ１０ 蛋白拥有信号

肽ꎮ ＶｖＩＲＴ１~ＶｖＩＲＴ１０ 蛋白的总平均亲水性指数均

大于 ０ꎬ属于疏水蛋白质ꎻＶｖＩＲＴ５ 和 ＶｖＩＲＴ８ 的不稳

定指数>４０ꎬ属于不稳定蛋白质ꎬ而其他 ８ 个成员不

稳定指数均<４０ꎬ属于稳定蛋白质(表 ３)ꎮ

表 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 所用特异性引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因　 　 　 　 引物序列 (５′→ ３′) 　 　 预期产物
大小 (ｂｐ)

ＶｖＩＲＴ１￣Ｆ ＧＴＧＴＡＧＧＡＣＴＡＣＴＧＡＡＣＧＣＣ １５９
ＶｖＩＲＴ１￣Ｒ ＣＡＧＡＣＡＴＧＣＣＡＣＣＡＧＣＡＣＣＣ
ＶｖＩＲＴ２￣Ｆ ＣＡＣＡＴＧＴＧＴＡＣＡＧＴＧＡＣＡＡＣ １８９
ＶｖＩＲＴ２￣Ｒ ＣＡＣＴＣＡＣＡＣＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣ
ＶｖＩＲＴ３￣Ｆ ＧＧＣＡＡＧＧＡＣＧＡＡＧＧＣＣＡＴＣＡ １４６
ＶｖＩＲＴ３￣Ｒ ＣＡＧＣＡＧＡＴＧＴＡＧＣＧＴＴＣＡＧＣ
ＶｖＩＲＴ４￣Ｆ ＣＧＡＣＴＧＣＧＴＣＴＣＡＧＣＣＧＧＣＡ １４７
ＶｖＩＲＴ４￣Ｒ ＧＣＡＧＡＣＡＴＣＡＴＧＣＣＡＧＣＴＣＣ
ＶｖＩＲＴ５￣Ｆ ＧＣＴＧＣＡＴＣＧＧＣＣＧＧＡＡＴＣＴＴ １５８
ＶｖＩＲＴ５￣Ｒ ＧＣＣＣＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴＡＡＧＧＧＡＣ
ＶｖＩＲＴ６￣Ｆ ＣＡＡＣＴＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＴＧＧＧＡ １５２
ＶｖＩＲＴ６￣Ｒ ＣＣＡＡＧＡＧＧＧＡＣＡＴＧＣＡＧＧＣＴ
ＶｖＩＲＴ７￣Ｆ ＧＣＧＡＣＡＧＧＴＴＡＣＧＡＴＧＡＣＡＧ １４３
ＶｖＩＲＴ７￣Ｒ ＧＣＴＧＡＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＴＴＧＴＴ
ＶｖＩＲＴ８￣Ｆ ＣＡＴＧＡＴＣＡＣＴＧＧＡＧＧＣＡＡＡＴ １５９
ＶｖＩＲＴ８￣Ｒ ＣＧＧＡＴＴＧＣＣＣＡＡＧＴＴＣＣＣＧ
ＶｖＩＲＴ９￣Ｆ ＧＧＡＧＴＧＧＣＣＡＴＣＧＧＴＡＴＴＧＴ １４６
ＶｖＩＲＴ９￣Ｒ ＣＴＣＴＧＧＣＡＡＧＴＧＴＡＴＣＣＣＴＴ
ＶｖＩＲＴ１０￣Ｆ ＧＣＴＧＣＴＧＡＧＧＡＧＧＧＴＧＣＧＡＣ １７６
ＶｖＩＲＴ１０￣Ｒ ＧＴＣＣＡＣＡＧＧＴＴＣＣＴＣＣＡＴＧＣ

２.２　 ＶｖＩＲＴ 蛋白亚细胞定位预测

不同 ＶｖＩＲＴ 蛋白呈现不同的亚细胞定位特征ꎮ
ＶｖＩＲＴ７ 蛋白主要定位于液泡膜和细胞质膜ꎮ 其余

ＶｖＩＲＴ 蛋白全都主要定位于细胞质膜ꎬ其次是内质

网膜(ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ４、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８、ＶｖＩＲＴ９ 和

ＶｖＩＲＴ１０)、 高 尔 基 体 ( ＶｖＩＲＴ１、 ＶｖＩＲＴ２、 ＶｖＩＲＴ３、
ＶｖＩＲＴ６ 和 ＶｖＩＲＴ９) 和液泡膜 (ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ４ 和

ＶｖＩＲＴ６)ꎻ此外ꎬＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ１０ 和 ＶｖＩＲＴ９ 在叶绿

体上、ＶｖＩＲＴ４ 和 ＶｖＩＲＴ８ 在细胞核上也有少量分布ꎬ
ＶｖＩＲＴ４ 和 ＶｖＩＲＴ５ 分别在细胞质和线粒体上也有少

量分布(表 ４)ꎮ
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图 １　 葡萄 ＩＲＴ 基因编码蛋白质的氨基酸序列比对及保守基序位置

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｇｒａｐｅ ＩＲＴ ｇｅｎｅｓ

表 ３　 葡萄 ＩＲＴ 基因及其编码的蛋白质理化特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｇｒａｐｅ ＩＲＴ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

基因 登录号　 　 所在
染色体

所在染色体
位置 (ｂｐ)

编码大小
(ｂｐ)

编码蛋白质理化特征

氨基酸数 等电点 跨膜区
总平均亲
水性指数

不稳定
性指数

信号肽含
氨基酸数

ＶｖＩＲＴ１ ＧＳＶＩＶＴ０１０２６２５２００１ １０ １４ ９２４ ７８２~１４ ９２８ ２６３ １ ０４７ ３４８ ８.９２ ９ ０.６６ ３６.７２ １~２５

ＶｖＩＲＴ２ ＧＳＶＩＶＴ０１０２６２５０００１ １０ １４ ８５１ ５７４~１４ ８５２ ８７７ １ ０５０ ３４９ ７.１０ ９ ０.６１ ３３.８８ １~２５

ＶｖＩＲＴ３ ＧＳＶＩＶＴ０１０１４３３７００１ １９ ２ ７６０ ８３７~２ ７６２ １６９ １ ０６５ ３５４ ６.７５ ９ ０.５８ ３２.６２ １~２６

ＶｖＩＲＴ４ ＧＳＶＩＶＴ０１０３５４０２００１ ４ １ ０３６ ９８８~１ ０３９ ４８４ １ ０６２ ３５３ ７.０７ ８ ０.４９ ３６.３２ －

ＶｖＩＲＴ５ ＧＳＶＩＶＴ０１０１５８８４００１ ３ １８ ９３６ １１０~１８ ９４３ ５９７ １ ０２３ ３４０ ８.０９ ８ ０.６２ ４３.４８ －

ＶｖＩＲＴ６ ＧＳＶＩＶＴ０１０１２１４１００１ １ １ ０８６ ６６５~１ ０９３ ０７３ １ ５６９ ５２２ ６.７１ １１ ０.４２ ３９.０７ －

ＶｖＩＲＴ７ ＧＳＶＩＶＴ０１０２４６９６００１ ６ ７ ６６０ ４３５~７ ６６１ ９２５ １ ００８ ３３５ ６.８５ ７ ０.７３ ３３.２９ －

ＶｖＩＲＴ８ ＧＳＶＩＶＴ０１０３２７８５００１ １３ ７８２ ５７０~７９３ ２８５ １ ９８０ ６５９ ９.１１ ８ ０.０５ ４７.７４ －

ＶｖＩＲＴ９ ＧＳＶＩＶＴ０１０１４６５６００１ １９ ８ ２３７ ６６７~８ ２３９ ５６６ ９６９ ３２２ ５.３１ ８ ０.７７ ２８.７１ －

ＶｖＩＲＴ１０ ＧＳＶＩＶＴ０１０２４９２２００１ ６ ６ ０１２ ３９８~６ ０１４ ６３４ １ １５５ ３ ８４５ ６.７０ １０ ０.６６ ３０.４２ １~２０
－表示无信号肽ꎮ

２.３　 ＶｖＩＲＴ 在果实发育不同时期的表达模式

花后不同时期ꎬ烟酿 １ 号葡萄果实、韧皮部、叶
片 ＶｖＩＲＴ１~ＶｖＩＲＴ１０ 基因的表达量存在差异(图 ３)ꎮ
在葡萄花后不同时期各组织中 ＶｖＩＲＴ７ 基因的整体

表达水平都是最高的ꎬ且相对表达量最大值出现在

花后 ７０ ｄ(转色期)的葡萄果实中ꎻ表达水平次之的

是 ＶｖＩＲＴ９ 和 ＶｖＩＲＴ６ꎬ相对表达量最大值分别出现在

花后 ５０ ｄ(硬核期)的叶片中和花后 ７０ ｄ(转色期)
的葡萄果实中ꎮ 在花后 ７０ ｄ (转色期)的叶片中

ＶｖＩＲＴ２ 基因和花后 ８５ ｄ(第 ２ 次膨大期)和 １１５ ｄ
(成熟期)的葡萄果实、韧皮部、叶片中 ＶｖＩＲＴ４ 基因

均有微量表达 (相对表达量< ０􀆰 ０６５)ꎻ而 ＶｖＩＲＴ１、
ＶｖＩＲＴ３、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８ 和 ＶｖＩＲＴ１０ 等 ５ 个基因在不

同时期的葡萄采样组织中均无表达ꎮ 从发育时期上
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看ꎬ在花后 ３５ ｄ(幼果期)到 ５０ ｄ(硬核期)ꎬＶｖＩＲＴ７、
ＶｖＩＲＴ９ 和 ＶｖＩＲＴ６ 在叶片中的相对表达量远高于果

实和韧皮部ꎬ其中以 ＶｖＩＲＴ７ 和 ＶｖＩＲＴ９ 尤为突出ꎻ而
花后 ７０ ｄ(转色期)至 １１５ ｄ(成熟期)ꎬＶｖＩＲＴ７ 在葡

萄果实中相对表达最高ꎬ其次为韧皮部和叶片ꎬ且始

终维持较高的表达水平(相对表达量> １􀆰 ００)ꎬ而

ＶｖＩＲＴ９ 在韧皮部和叶片中特异表达ꎬ而果实中的相

对表达量极低ꎻＶｖＩＲＴ６ 仅在花后 ７０ ｄ(转色期)的果

实中相对表达量较高ꎬ而从花后 ８５ ｄ(第 ２ 次膨大

期)至 １１５ ｄ(成熟期)在葡萄果实、韧皮部、叶片中

的相对表达量都在 ０.０７ 以下(图 ３)ꎮ

图 ２　 葡萄 ＩＲＴ 基因结构及其编码蛋白质的保守基序

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｐｅ ＩＲＴ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

表 ４　 ＶｖＩＲＴ 蛋白亚细胞定位预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＩＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白
不同位置的分布比例(％)

细胞质膜 内质网膜 液泡膜 高尔基体 叶绿体 细胞核 细胞质 线粒体

ＶｖＩＲＴ１ ６４.２８ ７.１４ １４.２８ １４.２８ － － － －

ＶｖＩＲＴ２ ８５.７１ － － １４.２８ － － － －

ＶｖＩＲＴ３ ７８.５７ － － １４.２８ － － － －

ＶｖＩＲＴ４ ５７.１４ ７.１４ ２１.４２ － － ７.１４ ７.１４ －

ＶｖＩＲＴ５ ５０.００ ２１.４２ － － ２１.４２ － － ７.１４

ＶｖＩＲＴ６ ７８.５７ － ７.１４ １４.２８ － － － －

ＶｖＩＲＴ７ ３５.７１ － ６４.２８ － － － － －

ＶｖＩＲＴ８ ６４.２８ １４.２８ － － － ２１.４２ － －

ＶｖＩＲＴ９ ６４.２８ １４.２８ － １４.２８ ７.１４ － － －

ＶｖＩＲＴ１０ ８５.７１ ７.１４ － － ７.１４ － － －

２.４　 ＶｖＩＲＴ 对叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理的响

应差异

　 　 叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理后ꎬ花后不同发
育时期烟酿 １ 号葡萄果实、韧皮部、叶片中 ＶｖＩＲＴ１~
ＶｖＩＲＴ１０ 基因的表达倍数存在较大的差异(图 ４)ꎮ
叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理后ꎬ花后 ３５ ｄ(幼果

期)至 ７０ ｄ(转色期)ꎬ果实、韧皮部、叶片中 ＶｖＩＲＴ７
和 ＶｖＩＲＴ９ 基因的表达水平显著增强ꎬ其中ꎬ以韧皮

部最为明显ꎻ而花后 ８５ ｄ(第 ２ 次膨大期)至 １１５ ｄ

(成熟期)ꎬ韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ７ 和 ＶｖＩＲＴ９ 的表

达水平显著降低ꎻ同样ꎬ叶面喷施氨基酸￣铁复合肥

处理后韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ６ 的表达水平在花后

３５ ｄ(幼果期)至 ７０ ｄ(转色期)内得到增强ꎮ 虽然

ＶｖＩＲＴ２ 整体表达量相对较低ꎬ但在叶面喷施氨基酸￣
铁复合肥处理后ꎬ韧皮部和叶片中的表达量在花后

３５ ｄ(幼果期)至 １１５ ｄ(成熟期)都得到提升ꎻ而同

样整体表达量相对较低的基因 ＶｖＩＲＴ４ꎬ在叶面喷施

氨基酸￣铁复合肥处理后ꎬ表达量变化不大ꎮ 虽然
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Ａ:花后 ３５ ｄ(幼果期)ꎻＢ:花后 ５０ ｄ(硬核期)ꎻＣ:花后 ７０ ｄ(转色期)ꎻ Ｄ:花后 ８５ ｄ(第 ２ 次膨大期)ꎻ Ｅ:花后 １１５ ｄ(成熟期)ꎮ ａ:ＶｖＩＲＴ１ꎻｂ:
ＶｖＩＲＴ２ꎻｃ:ＶｖＩＲＴ３ꎻｄ:ＶｖＩＲＴ４ꎻｅ:ＶｖＩＲＴ５ꎻｆ:ＶｖＩＲＴ６ꎻｇ:ＶｖＩＲＴ７ꎻｈ:ＶｖＩＲＴ８ꎻｉ:ＶｖＩＲＴ９ꎻｊ:ＶｖＩＲＴ１０ꎮ

图 ３　 花后不同发育时期不同组织 ＶｖＩＲＴ 基因的表达模式

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ＶｖＩＲＴ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ａｎｔｈｅｓｉｓ

图 ４　 叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理后花后不同发育时期葡萄果实、叶片、韧皮部 ＶｖＩＲＴ 基因表达倍数变化热图

Ｆｉｇ.４　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ＶｖＩＲＴ ｇｅｎｅ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｇｒａｐｅ ｆｒｕｉｔꎬ ｌｅａｆ ａｎｄ ｐｈｌｏｅｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ａｎｔｈｅｓｉｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ｆｏｌｉａｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ￣ｉｒｏｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

ＣＫ 中ꎬ在不同时期的葡萄果实、韧皮部、叶片中

ＶｖＩＲＴ３ 基因均无表达ꎬ但在叶面喷施氨基酸￣铁复合

肥处理中ꎬ花后 ３５ ｄ(幼果期)至 ７０ ｄ(转色期)内葡

萄果实、韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ３ 基因均有表达ꎮ 在

叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理中ꎬ葡萄果实、韧皮

部和叶片中均没有检测到 ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８

和 ＶｖＩＲＴ１０ 等 ４ 个基因的表达ꎬ与 ＣＫ 一致ꎮ

３　 讨 论

３.１　 ＶｖＩＲＴ 蛋白结构及定位特征

铁在水果果实品质和产量形成方面发挥重要作

用[１￣６]ꎮ 然而ꎬ果树中铁素吸收与转运相关基因的生

９１９郑秋玲等:葡萄 ＩＲＴ 基因的克隆、鉴定及其对氨基酸￣铁复合肥的响应特征



物学功能依然研究甚少ꎮ 葡萄属于双子叶植物ꎬ其
铁素吸收方式属于策略Ⅰ[５￣６ꎬ９￣１０]ꎬ但目前葡萄铁吸

收与转运的分子机制尚未见报道ꎮ
　 　 本研究从烟酿 １ 号葡萄中克隆并鉴定出 １０ 个

ＶｖＩＲＴ 基因ꎬ葡萄不同 ＶｖＩＲＴ 蛋白含有的保守基序

数量存在差异ꎬ进化关系较近的 ＶｖＩＲＴ９ 和 ＶｖＩＲＴ１０
蛋白质具有一致的保守基序ꎬ比 ＶｖＩＲＴ１~ＶｖＩＲＴ８ 蛋

白少 ２ 个保守基序ꎬ这可能会导致这些蛋白质具有

不同的生物学功能ꎬ这也说明同一家族的葡萄铁调

节转运蛋白质(ＩＲＴ)不同成员之间虽然遗传关系相

近ꎬ但在长期进化过程中其功能可能发生了演变ꎮ
小金海棠[１９]、落花生[２０]、拟南芥[１４￣１６]、水稻[１１￣１２] 等

植物的 ＩＲＴ 蛋白主要定位于根表皮细胞质膜上ꎬ本
研究发现葡萄中除 ＶｖＩＲＴ７ 蛋白主要定位于液泡膜

外ꎬ其他 ＶｖＩＲＴ 蛋白亦主要分布在细胞质膜上ꎬ这
与拟南芥和水稻中的报道相一致ꎮ
３.２　 ＶｖＩＲＴ 基因在葡萄果实发育不同时期表达特

征差异显著

　 　 拟南芥 ＡｔＩＲＴ１ 和 ＡｔＩＲＴ２[１４￣１６]、水稻 ＯｓＩＲＴ１ 和

ＯｓＩＲＴ２[１１ꎬ１２]、 落 花 生 ＡｈＩＲＴ１[２０]、 小 金 海 棠 Ｍｘ￣
ＩＲＴ１[１９]、杜梨 ＰｂＩＲＴ１[２１]、萝卜 ＲｓＩＲＴ１[３１] 等基因均

在根部有特异性表达ꎬ且在缺铁环境中表达量显著

增加ꎮ 但 ＩＲＴ 基因在葡萄果实发育过程中的表达特

征及其生物学功能未见报道ꎮ 本研究发现在葡萄花

后不同发育时期ꎬ果实、韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ７ 基

因均有较高的表达水平ꎬ在转色期至成熟期葡萄果

实中的相对表达量高于韧皮部和叶片ꎮ 由于

ＶｖＩＲＴ７ 蛋白仅定位于液泡膜和细胞质膜ꎬ说明该基

因可能在葡萄果实发育过程中(特别是转色期至成

熟期)参与果肉细胞液泡膜和质膜中 Ｆｅ２＋ 的转运ꎬ
进而调节或维持果肉细胞铁素动态平衡ꎮ 此外ꎬ烟
酿 １ 号葡萄叶片中 ＶｖＩＲＴ９ 基因在花后不同发育时

期的相对表达量均保持较高水平ꎬ韧皮部 ＶｖＩＲＴ６ 基

因在转色期有高表达量ꎬ说明这 ２ 个基因在葡萄花

后特定时期叶片或韧皮部 Ｆｅ２＋转运中亦发挥作用ꎮ
３.３　 ＶｖＩＲＴ 基因对叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理

的响应差异

　 　 果树生长中ꎬ秋季发生的养分回流可保障多年

生木本树体实现养分的循环利用[３０ꎬ３２￣３３]ꎮ 进入秋季

后ꎬ桃树叶片中的铁含量开始降低[２５]ꎬ而叶面喷施

氨基酸￣铁复合肥能提升桃果实的内在品质ꎬ促进桃

叶片的发育、改善树体铁素营养状况ꎬ并增强 Ｆｅ￣Ｓ

簇装配机制相关基因的表达[２４￣２５]ꎮ 本研究发现叶

面喷施氨基酸￣铁复合肥处理下ꎬ不同组织中 ＶｖＩＲＴ
基因的表达倍数随花后发育时间呈现不同的特征ꎮ
从幼果期至转 色 期ꎬ 韧 皮 部 ＶｖＩＲＴ７、 ＶｖＩＲＴ９ 和

ＶｖＩＲＴ６ 基因的表达水平及葡萄幼果中 ＶｖＩＲＴ９ 的表

达水平受叶面喷施氨基酸￣铁复合肥的诱导而显著

增强ꎬ而从第 ２ 次膨大期至成熟期ꎬ韧皮部和叶片中

ＶｖＩＲＴ７ 和 ＶｖＩＲＴ９ 的表达水平在叶面喷施氨基酸￣铁
复合肥处理下显著降低ꎬ而葡萄果实、韧皮部和叶片

中 ＶｖＩＲＴ６ 的表达水平不受叶面喷施氨基酸￣铁复合

肥影响ꎮ 尽管在 ＣＫ 的葡萄果实、韧皮部和叶片中

没有检测到 ＶｖＩＲＴ３ 的表达量ꎬ但在叶面喷施氨基

酸￣铁复合肥处理下从幼果期至转色期ꎬ葡萄果实、
韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ３ 表达量得到诱导ꎮ 在葡萄

发育初期至转色期ꎬ葡萄树体可能需要更多的 Ｆｅ２＋

用于果实发育和品质形成ꎬ叶面喷施氨基酸￣铁复合

肥处理后ꎬＶｖＩＲＴ 的表达水平大多受诱导而增强ꎬ进
而发挥其转运 Ｆｅ２＋的功能ꎮ 而转色期至成熟期ꎬ果
实、韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ７ 基因持续稳定的高表

达ꎬ韧皮部和叶片中 ＶｖＩＲＴ９ 特异高表达ꎬ从而能够

满足葡萄这一发育时期对铁调节转运的需求ꎮ
尽管花后不同发育时期ꎬ烟酿 １ 号不同组织中

ＶｖＩＲＴ４ 的整体表达量相对较低ꎬ但其表达非常稳定ꎬ
且在叶面喷施氨基酸￣铁复合肥处理下ꎬ其表达倍数

没有明显变化ꎬ说明 ＶｖＩＲＴ４ 蛋白在葡萄花后不同发

育时期能持续发挥 Ｆｅ２＋转运作用ꎮ 同样ꎬ葡萄不同组

织中 ＶｖＩＲＴ２ 的整体表达量亦相对较低ꎬ但该基因对

叶面喷施氨基酸￣铁复合肥最为敏感ꎻ从幼果期至成

熟期ꎬ特别是在韧皮部和叶片中该基因的表达量持续

得到诱导增强ꎬ说明该基因更倾向于在外界 Ｆｅ２＋供应

丰富的情况下发挥作用ꎮ 此外ꎬ烟酿 １ 号不同组织中

均没有检测到 ＶｖＩＲＴ１、ＶｖＩＲＴ５、ＶｖＩＲＴ８ 和 ＶｖＩＲＴ１０ 等 ４
个基因的表达ꎬ且其对叶面喷施氨基酸￣铁复合肥也

没有响应ꎬ说明这些基因编码的铁调节转运蛋白在葡

萄果实发育过程中发挥的功能较少ꎮ
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