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摘　 要: 冬季低温是制约我国葡萄和葡萄酒产业发展的主要因素之一ꎬ 揭示葡萄在冷胁迫下的信号转导通路、 挖

掘抗寒相关基因并解析其功能ꎬ 对高耐寒品种的培育具有重要的理论和应用价值ꎮ 本研究在欧亚种‘玫瑰香’葡
萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ‘Ｍｕｓｃａｔ Ｈａｍｂｕｒｇ’)冷胁迫相关转录组分析的基础上ꎬ 鉴定了一个抗寒候选基因ꎬ 通过同源

性分析将其命名为 ＶｖＣＯＲ２７ꎮ ＶｖＣＯＲ２７ 基因的 ｃＤＮＡ 序列(１０８２ ｂｐ)中ꎬ 其开放阅读框(ＯＲＦ)为 ９０９ ｂｐꎬ 编

码 ３０２ 个氨基酸ꎮ 同源性分析显示ꎬ １３ 个物种的 ＣＯＲ２７ 蛋白均具有 ３ 个特有的保守结构域ꎮ 定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分

析表明ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 在 ４℃低温处理 ２４ ｈ 后大量表达ꎮ 基于基因组序列的启动子基序分析表明ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 启动

子区均只含有 １ 个 ＥＥ、 ＥＥＬ、 Ｇ￣ｂｏｘ、 ＡＢＲＥＬ 元件ꎬ 其数量少于 ＡｔＣＯＲ２７ꎬ 这可能是 ＶｖＣＯＲ２７ 响应冷胁迫较

ＡｔＣＯＲ２７ 滞后的原因ꎮ 对 ３ 个超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟南芥株系的抗寒性鉴定表明ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 参与了植株对

冷胁迫的应答并作为正调控因子增强了植株对冷胁迫的耐受能力ꎮ
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‘Ｍｕｓｃａｔ Ｈａｍｂｕｒｇ’ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＶｖＣＯＲ２７ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ
ｈｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＶｖＣＯＲ２７ ｃＤＮＡ ｗａｓ １０８２ ｂｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ
９０９ ｂｐ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ３０２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｈｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
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ｄｏｍａｉｎｓ. Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＶｖＣＯＲ２７ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ
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　 　 中国葡萄主栽区主要分布在北纬 ４５° ~ ２５°范
围内[１ꎬ２]ꎬ 冬季低温是影响我国葡萄及葡萄酒产业

发展的重要环境因子之一ꎮ 而目前主栽的欧亚种

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ.)和欧美杂交种(ｈｙｂｒｉｄ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ. ａｎｄ Ｖ. ｌａｂｒｕｓｃａ Ｌ.)品种抗寒能力

差ꎬ 冬季需在植株基部覆土防寒ꎬ 否则在温度低于

－１５℃时会发生严重冻害ꎬ 严重影响葡萄生产ꎬ 甚

至会导致树体死亡ꎬ 因此提高葡萄的抗寒性是我国

葡萄产业中亟待解决的重要课题ꎮ 选育并推广高抗

寒葡萄品种能够大幅度地降低生产成本(如覆土及

去土成本)ꎬ 提高我国葡萄产业在国内外市场上的

竞争力ꎬ 对实现我国葡萄产业的可持续发展具有十

分重要的意义ꎮ
我国于 ２０ 世纪 ５０ 年代开始进行葡萄抗寒育

种[３－５]ꎮ 山葡萄(Ｖ. ａｍｕｒｅｎｓｉｓ Ｒｕｐｒ.)是葡萄属中

最抗寒的品种ꎬ 可耐受－４０℃ ~ －５０℃的极端低

温[６]ꎬ 因此被广泛作为杂交亲本ꎬ 并从山欧杂种

中选育出了数个抗寒优良酿酒品种[２ꎬ３]ꎮ 但由于杂

交育种工作量大、 周期长、 调控植株耐寒性和果实

品质性状的基因间存在连锁等原因[５]ꎬ 选育的抗

寒品种无论在数量上或综合性状上都远远不能满足

我国葡萄产业的需求ꎮ 通过揭示葡萄对冷胁迫的响

应机制ꎬ 深入挖掘冷胁迫下信号转导通路中的关键

基因ꎬ 利用转基因技术改良其抗寒性ꎬ 在葡萄抗寒

育种中具有极大的优势与广阔的应用前景[７ꎬ８]ꎮ
植物响应冷信号的机理在模式植物拟南芥中研

究最为集中ꎮ 目前已经确立了以 ＣＢＦｓ(ＣＲＴ / ＤＲＥ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｆａｃｔｏｒｓ ) 转 录 因 子 为 核 心ꎬ 以 ＨＯＳ１
( Ｈｉｇｈ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｏｓｍｏｔｉｃａｌｌｙ Ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ
Ｇｅｎｅｓ １)、 ＩＣＥ１( Ｉｎｄｕｃｅｒ ｏｆ ＣＢＦ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ)等
基因为 ＣＢＦｓ 上游调控信号ꎬ 以 ＲＤ２９Ａ ( Ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ ２９Ａ)、 ＣＯＲ１５Ａ ( Ｃｏｌｄ￣
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｇｅｎｅ １５Ａ)等为 ＣＢＦｓ 下游调控信号的

基因调控网络[９]ꎻ 同时也发现存在其他调控途径ꎬ
并共同在冷驯化过程中起作用[１０]ꎮ 而葡萄耐寒机

制的研究基本上处于起步阶段ꎬ Ｘｉａｏ 等[１１ꎬ１２] 分离

了河岸葡萄 ( Ｖ. ｒｉｐａｒｉａ) 和欧亚种葡萄的 ＣＢＦ /

ＤＲＥＢ１￣ｌｉｋｅ 基因 ＣＢＦ１￣４ꎬ 发现低温处理后 ＣＺＢＦ４
上调表达且能够维持一定的表达水平ꎬ 据此推测

ＣＢＦ４ 可能和葡萄越冬相关ꎻ Ｌｉ 等[１３ꎬ１４]从欧亚种葡

萄‘玫瑰香’中克隆了 ＩＣＥ１ 和 ＨＯＳ１ 基因ꎬ 并通过

拟南芥转基因系统验证了其在冷胁迫响应中的功

能ꎻ Ｔｉｌｌｅｔｔ 等[８] 利用过表达 ＶｖＣＢＦ４ 的葡萄植株ꎬ
通过转录组分析对 ＶｖＣＢＦ４ 的下游基因进行了初步

鉴定ꎮ 此外ꎬ 由于山葡萄抗寒性极强ꎬ 近年来对其

耐寒机理的研究也成为了热点[１５]ꎬ 目前已完成了

山葡萄中 ＣＢＦｓ 和 ＩＣＥ１ 基因的克隆和功能验

证[１６－２０]ꎮ 但整体而言ꎬ 我们对葡萄冷胁迫下相关

基因的功能及响应冷胁迫的信号转导通路了解甚

少ꎮ
笔者所在课题组分析‘玫瑰香’葡萄(Ｖ. ｖｉｎｉ￣

ｆｅｒａ Ｌ. ‘Ｍｕｓｃａｔ Ｈａｎｂｕｒｇ’)的转录组数据时发现

了一个在冷处理后期显著上调表达的基因ꎬ 通过在

ＮＣＢＩ 数据库中比对发现其序列与 ＣＯＲ２７(Ｃｏｌｄ￣
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｇｅｎｅ ２７)基因具有较高的同源性ꎬ 因

此将其命名为 ＶｖＣＯＲ２７ꎮ ＣＯＲ２７ 为植物中发现的

受冷 胁 迫 诱 导 的 小 分 子 量 蛋 白[２１－２２]ꎮ Ｍｉｋｋｅｌ￣
ｓｅｎ[２１]基于芯片数据的分析结果对 ＡｔＣＯＲ２７(Ａｒａ￣
ｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) 基因的表达模式进行了研究ꎬ
发现其在拟南芥中只对冷胁迫有响应ꎻ ＣＯＲ２７ 基

因启动子区域含有 ＥＥ(Ｅｖｅｎｉｎｇ Ｅｌｅｍｅｎｔꎬ 序列为

ＡＡＡＡＴＡＴＣＴ)顺式作用元件ꎬ 其表达受昼夜节律

调控信号的影响ꎮ 目前还未见 ＣＯＲ２７ 可以增加植

物抗寒性的报道ꎮ
为深入了解 ＶｖＣＯＲ２７ 基因编码区结构特点ꎬ

本研究拟从‘玫瑰香’葡萄中克隆其编码序列ꎬ 并

与已公布的‘黑比诺’葡萄(ＰＮ４００２４)基因组注释

信息进行比较ꎻ 对 ＶｖＣＯＲ２７ 可能编码的氨基酸序

列进行分析ꎬ 并与其他物种中已经报道的 ＣＯＲ２７
基因序列进行同源比对ꎻ 同时收集‘玫瑰香’葡萄

４℃低温下不同处理时间点的叶片ꎬ 检测ＶｖＣＯＲ２７
在表达水平上对冷胁迫的响应ꎻ 利用 ＶｖＣＯＲ２７ 编

码区核苷酸序列构建 ３５Ｓ 启动子驱动的过表达载

体转化拟南芥ꎬ 并对阳性植株的抗寒能力进行评
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估ꎬ 以验证 ＶｖＣＯＲ２７ 基因在葡萄响应冷胁迫中的

作用ꎬ 同时也为揭示葡萄响应冷胁迫的信号通路提

供依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

‘玫瑰香’葡萄为中国科学院武汉植物园园艺作

物生物学课题组保存的组培苗ꎬ 其培养基为 １ / ２ Ｂ５
培养基 ＋ ３０ ｇ / Ｌ 蔗糖ꎬ 光周期为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ黑
暗ꎬ 光照强度为 １００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ 培养温度为

２６℃ꎮ 培养 ３０ ｄ 后以茎段作为外植体继代一次ꎮ
转化材料拟南芥为 Ｃｏｌｕｍｂｉａ￣０ 野生型ꎮ 将拟

南芥种子置于 ４℃冰箱中 ２ ~ ３ ｄ 完成春化处理ꎬ
然后播种在装有泥炭土的塑料盆中(口径 １０ ｃｍ)ꎬ
２５℃条件下暗培养 ２ ｄ 后再置于湿度为 ４０％ ~
６０％的人工气候室中培养(１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 低温处理

将‘玫瑰香’葡萄组培苗(具有 ５ 片展开的功能

叶)放入光周期为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗、 光强为

１００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１的 ４℃低温光照培养箱中进行冷

处理ꎬ 并在 ０、 ２、 ４、 ８、 ２４、 ４８ ｈ 时收集植株顶

芽及第一片展开叶(每一处理时间点取 ３ 个重复样

品)ꎬ 液氮速冻后－７０°Ｃ 超低温冰箱保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ合成

分别取冷处理 ０、 ２、 ４、 ８、 ２４、 ４８ ｈ 时的

‘玫瑰香’ 葡萄样品ꎬ 用北京天恩泽柱式植物总

ＲＮＡＯＵＴ ２􀆰 ０ 试剂盒分别提取每一处理时间点 ３
个样品的总 ＲＮＡꎻ 采用 ＲＱ１ Ｒｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ Ｄｎａｓｅ Ⅰ

(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ ＵＳＡ)去除基因组 ＤＮＡ 后ꎬ 再用 Ｓｕ￣
ｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
ＵＳＡ)将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＶｖＣＯＲ２７基因的克隆

以‘玫瑰香’ 葡萄转录组数据库中得到的

ＶｖＣＯＲ２７ 序列片段为基础ꎬ 结合已公布的‘黑比

诺’葡萄基因组注释信息ꎬ 运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
５􀆰 ０ 软件设计扩增 ＶｖＣＯＲ２７ 编码区全长的引物

(ＶｖＣＯＲ２７Ｆ￣ＳａｃⅠ和 ＶｖＣＯＲ２７Ｒ￣ＫｐｎⅠꎬ 表 １)ꎮ
引物由武汉擎科创新生物科技有限公司合成(下
同)ꎮ 以冷处理 ２４ ｈ 时的‘玫瑰香’葡萄 ｃＤＮＡ 为

模版进行编码区扩增ꎻ 利用 ＴＩＡＮｇｅｌ Ｍｉｄｉ Ｐｕｒｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｋｉｔ ＤＰ２０９ 试剂盒对得到的 ＰＣＲ 扩增产物进行

割胶回收ꎻ 将回收产物连接到 ｐＧＥＭ￣Ｔ￣ｅａｓｙ 载体

上并利用 Ｔ７ 和 ＳＰ６ 引物进行测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 生物信息学分析

利用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 程序(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ.ｈｔｍｌ)预测 ＶｖＣＯＲ２７ 的编码区

序列(开放阅读框)ꎮ 使用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 程序(ｈｔｔｐ: / /
ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对蛋白质的

基本理化性质进行分析ꎮ 在 ＮＣＢＩ 数据库中利用

ｂｌａｓｔｐ 搜索 ＶｖＣＯＲ２７ 的同源蛋白后ꎬ 使用 ＭＥＭＥ
软件(ｈｔｔｐ: / / ｍｅｍｅ.ｎｂｃｒ.ｎｅｔ / ｍｅｍｅ / )对其氨基酸

序列进行相似性比对和保守结构域预测ꎻ 并采用

ＭＥＧＡ ５􀆰１ 软件对不同物种中 ＣＯＲ２７ 蛋白进行系

统发育分析ꎮ 基于葡萄基因组数据库的序列信息ꎬ
利用 ＰｌａｎｔＣａｒｅ 在线分析 ＶｖＣＯＲ２７ 基因的启动子

区域顺式作用元件 ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ.
ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )ꎮ

表 １　 ＶｖＣＯＲ２７ 基因序列及定量 ＲＴ￣ＰＣＲ扩增引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＶｖＣＯＲ２７ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′– ３′)

产物长度(ｂｐ)
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＶｖＣＯＲ２７ Ｆ￣ＳａｃⅠ ＧＡＧＣＴＣＡＴＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴＣＴＴＣＧＴＣＣＧ
ＶｖＣＯＲ２７Ｒ￣ＫｐｎⅠ ＧＧＴＡＣＣＡＡＧＧＡＡＴＴＣＡＧＣＴＣＴＣＡＴＣＣＡＡＡＣ

９２１

ＶｖＣＯＲ２７ Ｆ￣ＲＴ ＧＡＧＧＧＴＴＧＴＧＧＧＡＧＴＧＣＧ
ＶｖＣＯＲ２７Ｒ￣ＲＴ ＡＡＣＴＧＴＧＣＴＴＣＴＣＡＴＣＴＧＴＣＣＡＴ

１３９

ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＴＴＧＣＡＴＣＣＣＴＣＡＧＣＡＣＣＴＴ
ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＣＣＴＧＴＧＧＡＣＡＡＴＧＧＡＴＧＧＡ

６３

ＡｔＡＣＴ２ ￣Ｆ ＴＴＡＣＣＣＧＡＴＧＧＧＣＡＡＧＴＣＡ
ＡｔＡＣＴ２ ￣Ｒ ＡＡＡＣＧＡＧＧＧＣＴＧＧＡＡＣＡＡＧＡ

７５

ｈｐｔＩＩ￣Ｆ ＣＴＴＣＴＧＣＧＧＧＣＧＡＴＴＴＧＴ
ｈｐｔＩＩ￣Ｒ ＧＣＣＧＴＧＧＴＴＧＧＣＴＴＧＴＡＴＧ

２１３
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１􀆰 ２􀆰 ５　 定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析

依据克隆得到的 ＶｖＣＯＲ２７ 基因序列信息设计

定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物 (ＶｖＣＯＲ２７ Ｆ￣ＲＴ 和 ＶｖＣＯＲ２７
Ｒ￣ＲＴꎬ 表 １)ꎮ 以 ＶｖＡｃｔｉｎ 基因(引物为 ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｆ
和 ＶｖＡｃｔｉｎ￣Ｒꎬ 表 １)为内参ꎬ 参照 ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ(Ｒｏｘ)试剂盒说明书ꎬ
运用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ实时荧光定量 ＰＣＲ 仪检

测 ＶｖＣＯＲ２７ 基因在‘玫瑰香’葡萄分别冷处理 ０、
２、 ４、 ８、 ２４、 ４８ ｈ 时的表达水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 超表达ＶｖＣＯＲ２７转基因拟南芥的获得

利用扩增基因片段的 ＰＣＲ 引物(ＶｖＣＯＲ２７ Ｆ￣
ＳａｃⅠ和 ＶｖＣＯＲ２７Ｒ￣ＫｐｎⅠꎬ 表 １)上的酶切位点

(ＳａｃⅠ和 ＫｐｎⅠ)ꎬ 将 ＶｖＣＯＲ２７ 编码区序列连接

到 ｐＣａｍｂｉａ１３０１ｓ 载 体 中ꎬ 构 建 超 表 达 载 体

ｐＣａｍｂｉａ１３０１ｓ∷ＶｖＣＯＲ２７ꎻ 采用电击法将质粒转

化到农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ 中ꎬ 再用浸花法将超表达

载体导入拟南芥中ꎻ 收取 Ｔ０代种子ꎬ 播种后利用

潮霉素筛选出 Ｔ１代转基因拟南芥株系ꎮ 提取野生

型和 ３ 个超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟南芥株系的基

因组 ＤＮＡꎬ 利用 ＰＣＲ 扩增 ＶｖＣＯＲ２７(引物为 Ｖｖ￣
ＣＯＲ２７ Ｆ￣ＳａｃⅠ和 ＶｖＣＯＲ２７ Ｒ￣ＫｐｎⅠꎬ 表 １)和

潮霉素基因(引物为 ｈｐｔⅡ￣Ｆ 和 ｈｐｔⅡ￣Ｒꎬ 表 １)ꎬ
则潮霉素基因和 ＶｖＣＯＲ２７ 基因扩增均为阳性的植

株是成功转化植株ꎮ 当阳性植株成熟后收取 Ｔ２代

种子ꎬ 继续播种、 筛选获得 Ｔ３代转基因株系纯合

植株ꎮ
提取野生型和 ３ 个超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟

南芥株系新鲜叶片的总 ＲＮＡꎬ 用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ Ⅲ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ ＵＳＡ) 将其反

转录成 ｃＤＮＡ(方法同 １􀆰 ２􀆰 ２)后ꎬ 以 Ａｃｔｉｎ 基因为

内参进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增(引物为 ＶｖＣＯＲ２７ Ｆ￣ＲＴ 和

ＶｖＣＯＲ２７ Ｒ￣ＲＴꎬ 表 １)ꎬ 检测 Ｔ３转基因拟南芥株

系中 ＶｖＣＯＲ２７ 基因的表达水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 转基因拟南芥植株的抗寒表型鉴定

将野生型和 ３ 个超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟南

芥株系的 Ｔ３种子置于 ４℃春化 ２ ｄ 后ꎬ 播种在装有

泥炭土的塑料盆(口径 １０ ｃｍ)中ꎬ 每盆留苗 ７ 株ꎻ
２１ ｄ 后将拟南芥植株置于低温光照培养箱中进行

梯度冷处理ꎬ 即: －１℃ ８ ｈ、 －３℃ ３ ｈ、 －５℃ ３ ｈ、
－７℃ ３ ｈ、 －９℃ ２ ｈꎻ 然后将拟南芥植株置于 ４°Ｃ

低温条件下避光放置 ８ ｈꎬ 再移至温室观察其生长

情况ꎬ 并统计存活率ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＶｖＣＯＲ２７ 的 ｃＤＮＡ克隆及同源比对分析

根据‘玫瑰香’葡萄转录组测序得到的 ＣＯＲ２７
序列片段设计特异引物ꎬ 通过同源克隆扩增出该基

因全长ꎮ 其序列与‘黑比诺’葡萄基因组上编号为

ＧＳＶＩＶＴ０１０３１７３４００１ 的编码区序列完全一致ꎻ 再

通过在 ＮＣＢＩ 数据库中利用 ｂｌａｓｔｐ 进行同源比对ꎬ
发现其蛋白序列与 ＴｃＣＯＲ２７(ＸＰ＿ ００７０４２４３４􀆰１)
基因具有 ４０％的一致性ꎬ 故命名为 ＶｖＣＯＲ２７ꎮ 该

基因的 ｃＤＮＡ 序列全长为 １０８２ ｂｐꎬ 其开放阅读框

(ＯＲＦꎬ 图 １)为 ９０９ ｂｐꎬ 编码 ３０２ 个氨基酸ꎮ 通

过对 ＧＳＶＩＶＴ０１０３１７３４００１ 的 ＤＮＡ 序列分析发现ꎬ
ＶｖＣＯＲ２７ 由 ５ 个外显子(ｅｘｏｎ)和 ４ 个内含子( ｉｎ￣
ｔｒｏｎ)构成(图 １)ꎬ 其中第 １ 个内含子的序列最长ꎬ

mRNA 5'

DNA 5'
bp

Untranslated region(UTR) Coding sequence(CDS) Intron

3'

3'
120 159 5044 180 82 295 2199 116 128 159 173

图 １　 ＶｖＣＯＲ２７ 基因结构
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＶｖＣＯＲ２７

为 ５０４４ ｂｐꎮ Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 分析结果显示ꎬ ＶｖＣＯＲ２７
编码的蛋白质分子量为 ３３ ｋＤꎬ 理论 ｐＩ 为 ６􀆰８ꎻ 氨

基酸 组 成 上 以 丝 氨 酸 ( Ｓｅｒ ) 含 量 为 最 高ꎬ 达

１４􀆰 ２％ꎬ 其次为亮氨酸(Ｌｅｕ)和丙氨酸(Ａｌａ)ꎬ 分

别为 ８􀆰 ３％和 ７􀆰 ０％ꎻ 不稳定系数( ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘꎬ
ＩＩ)为 ５２􀆰 ２４ꎬ 表明其稳定性较差ꎻ 平均疏水性系数

(ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙꎬ ＧＲＡＶＹ ) 为

－０􀆰 ７４７ꎬ 表明其为亲水性蛋白ꎮ 对 ＶｖＣＯＲ２７ 的氨

基酸序列进行的亚细胞定位分析 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / )表明ꎬ 未发现定位

到细胞器的功能元件ꎮ
利用推测的 ＶｖＣＯＲ２７ 氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 数

据库中进行 ｂｌａｓｔｐ 搜索ꎬ 并从其序列比对结果中

挑选相似性较高的 １２ 条 ＣＯＲ２７ 蛋白序列ꎬ 进一
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步与 ＶｖＣＯＲ２７ 进行同源比对和保守结构域分析

(图 ２)ꎮ 结果显示ꎬ １３ 条 ＣＯＲ２７ 蛋白共有 ３ 个结

构域ꎬ 其中第 １、 ２ 个结构域存在于所有分析成员

中ꎬ 而第 ３ 个结构域在 ＰｐＣＯＲ２７ 中缺失ꎻ 这 ３ 个

保守的结构域可能与 ＣＯＲ２７ 的功能密切相关ꎮ 利

用 ＭＥＧＡ ５􀆰１ 软件对 １３ 条 ＣＯＲ２７ 蛋白序列进行

系统发育分析ꎬ 发现 ＣＯＲ２７ 蛋白可被分为 ２ 大类

(图 ３)ꎬ 其中 ＰｍＣＯＲ２７、 ＶｖＣＯＲ２７、 ＣｓＣＯＲ２７、

ＣｃＣＯＲ２７ 和 ＴｃＣＯＲ２７ 聚为一枝ꎬ 其余 ＣＯＲ２７ 蛋

白聚为一枝ꎻ ＶｖＣＯＲ２７ 与梅的 ＰｍＣＯＲ２７(Ｐｒｕｎｕｓ
ｍｕｍｅ)同源性最高ꎮ
２􀆰 ２　 冷处理下ＶｖＣＯＲ２７基因的表达分析

‘玫瑰香’葡萄 ＶｖＣＯＲ２７ 基因在 ４℃低温下不

同冷处理时间点的定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析(图 ４)表明ꎬ
冷处理早期(０ ~ ８ ｈ)ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 基因的表达量并

没有发生明显变化ꎻ 至冷处理 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时ꎬ 其
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图 ２　 不同植物 ＣＯＲ２７ 蛋白氨基酸序列的保守结构域分析
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＯＲ２７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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图 ４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ分析低温诱导下 ＶｖＣＯＲ２７ 的表达
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ＶｖＣＯＲ２７ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

相对表达量分别上调约 ５０ 倍和 １４０ 倍ꎬ 说明 Ｖｖ￣
ＣＯＲ２７ 能够响应冷胁迫ꎬ 且其表达受到其他冷胁

迫相关基因的诱导ꎬ 即在冷处理后期才开始大量

表达ꎮ
２􀆰 ３　 ＶｖＣＯＲ２７启动子调控元件分析

基于 ＶｖＣＯＲ２７ 在冷胁迫(４℃低温)下的表达

量变化ꎬ 和‘黑比诺’葡萄基因组上ＧＳＶＩＶＴ０１０３１７

３４００１ 序 列 翻 译 起 始 位 点 ＡＴＧ 前 面 的 一 段

１２００ ｂｐ序列ꎬ 并结合 ＡｔＣＯＲ２７(Ａｔ５ｇ４２９００) 的

启动子序列分析结果[２１]ꎬ 我们对 ＶｖＣＯＲ２７ 的启

动子序列进行了分析(图 ５)ꎮ 就 ＥＥ、 ＥＥＬ(Ｅｖｅ￣
ｎｉｎｇ Ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｌｉｋｅ)、 Ｇ￣ｂｏｘ 和 ＡＢＲＥＬ (ＡＢＡ Ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ Ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｌｉｋｅ)４ 种基序而言ꎬ ＡｔＣＯＲ２７ 和

ＶｖＣＯＲ２７ 的启动子序列间存在明显差异ꎮ Ａｔ￣
ＣＯＲ２７ 启动子区含有 ２ 个 ＥＥ、 ２ 个 ＥＥＬ 和 ２ 个

Ｇ￣ｂｏｘ 元件ꎬ 而 ＶｖＣＯＲ２７ 启动子区均只含有一个

ＥＥ、 ＥＥＬ 和 Ｇ￣ｂｏｘ 元件ꎻ 与 ＡｔＣＯＲ２７ 启动子序

列相比ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 启动子区 ＥＥＬ 元件的位置更靠

近翻译起始位点ꎮ ＡｔＣＯＲ２７ 和 ＶｖＣＯＲ２７ 在启动

子区的序列差别可能是其响应冷胁迫表达模式不同

的原因ꎬ 其中拟南芥 ＡｔＣＯＲ２７ 对冷胁迫的响应较

早ꎬ ４℃低温处理 １ ｈ 时其表达量迅速上调并随处

理时间的延长而持续增加[２１]ꎮ
２􀆰 ４　 超表达ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟南芥株系的抗寒

性鉴定

为了进一步验证 ＶｖＣＯＲ２７ 的基因功能ꎬ 我们

构建了 ３５Ｓ 启动子驱动的 ＶｖＣＯＲ２７ 超表达载体ꎬ
并采用浸花法将其导入拟南芥ꎻ 以野生型和 Ｔ１代

转基因拟南芥株系的基因组 ＤＮＡ 为模版分别对

ＶｖＣＯＲ２７ 和潮霉素抗性基因进行扩增(图 ６: Ａꎬ
Ｂ)ꎬ 结果表明所选择的 ３ 个株系(图 ６: Ｌｉｎｅ １ ~
３)均含有转基因序列ꎮ 以拟南芥 ＡＣＴ２ 为内参基

因ꎬ 对 Ｌｉｎｅ １ ~ ３ 的 Ｔ３代植株 ＶｖＣＯＲ２７ 基因表达

水平的 ＲＴ￣ＰＣＲ 分析表明 (图 ６: Ｃꎬ Ｄ)ꎬ Ｖｖ￣
ＣＯＲ２７ 在 ３ 个株系的 Ｔ３代植株中表达正常ꎮ
　 　 将野生型和 Ｔ３代转基因拟南芥株系 Ｌｉｎｅ １ ~ ３
的纯合植株进行梯度低温处理并统计存活率(图
７)ꎬ 发现野生型拟南芥叶片均出现水渍状伤害ꎬ
而超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 转基因拟南芥株系受伤害程度

小于野生型ꎻ 结束低温胁迫恢复正常生长后ꎬ 野生
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图 ５　 ＡｔＣＯＲ２７ 和 ＶｖＣＯＲ２７ 启动子区的基序比较分析
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＡｔＣＯＲ２７ ａｎｄ ＶｖＣＯＲ２７
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图 ６　 超表达ＶｖＣＯＲ２７ 拟南芥株系的 ＰＣＲ扩增鉴定及转基因表达检测
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Ａ: 对照ꎻ Ｂ: 冷处理ꎻ Ｃ: 成活率ꎮ
Ａ: ＣＫꎻ Ｂ: Ｃｏｌｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎻ Ｃ: Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ.

图 ７　 转基因拟南芥植株的抗寒性鉴定
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ

型拟南芥的存活率为 ４３􀆰 ８８％ꎬ 而超表达 Ｖｖ￣
ＣＯＲ２７ 转基因拟南芥株系(Ｌｉｎｅ １~ ３)的存活率显

著高于野生型ꎬ 分别为 ７９􀆰５５％、 ８２􀆰８６％和 ７８􀆰２５％

(图 ７: Ｃ)ꎮ 这说明超表达 ＶｖＣＯＲ２７ 增强了拟南

芥的抗寒能力ꎬ 即 ＶｖＣＯＲ２７ 参与了植株对冷胁迫

的应答并作为正调控因子增强了植株对冷胁迫的耐
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受能力ꎮ

３　 讨论

植物对低温的响应是一个复杂的过程ꎬ 包括低

温感受和早期信号转导、 基因表达水平变化、 蛋白

质修饰和代谢、 初生和次生代谢产物的变化、 植物

细胞结构的改变等[９ꎬ１０]ꎮ 从目前报道的拟南芥转录

组水平的分析来看ꎬ 冷胁迫下至少有上千种基因的

表达水平发生了变化ꎬ 并且其表达谱随着冷处理时

间的延长而持续变化[２２]ꎮ 葡萄响应冷胁迫的转录

组数据分析也得到了类似的结果[２３ꎬ２４]ꎬ 但这些基

因是如何参与植物响应冷胁迫的过程我们仍知之甚

少ꎬ 因此冷胁迫相关基因的克隆和功能分析对解析

植物应对低温的反应机制具有重要作用ꎮ
ＣＯＲ２７ 基因是根据其蛋白质分子量及对冷胁

迫的响应而命名的[２１]ꎮ 本实验克隆的 ＶｖＣＯＲ２７

基因编码 ３０２ 个氨基酸ꎬ 其蛋白预测分子量

(３３ ｋＤ)大于 ＡｔＣＯＲ２７ꎬ 但它和已报道或者推测

的 ＣＯＲ２７ 基因成员具有相同的保守结构域 (图

２)ꎮ 在这 ３ 个保守结构域序列在 ＮＣＢＩ 等数据库中

进行的检索结果中ꎬ 未找到相关的注释ꎬ 我们初步

预测这 ３ 个保守结构域和 ＣＯＲ２７ 的功能密切相

关ꎬ 但需进一步的实验来验证ꎮ 启动子区域顺式作

用元件的分析结果表明ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 与 ＡｔＣＯＲ２７

启动子序列之间存在部分共线性关系(图 ５)ꎻ 与

ＡｔＣＯＲ２７ 启动子序列相比ꎬ ＶｖＣＯＲ２７ 启动子区均

只含有一个 ＥＥ、 ＥＥＬ 和 Ｇ￣ｂｏｘ 元件ꎬ 且其 ＥＥＬ 元

件的位置更靠近翻译起始位点ꎬ 两者在启动子区的

序列差别可能是拟南芥和葡萄对冷胁迫响应速度不

同的原因ꎮ 作为植物低温响应过程中重要的转录因

子ꎬ ＣＢＦ 通过结合下游基因启动子 ＣＲＴ / ＤＲＥ 作

用元件来调控其表达水平[９ꎬ１０]ꎮ 而对 ＶｖＣＯＲ２７ 启

动子区域调控元件的分析发现ꎬ 其启动子区不存在

ＣＢＦ 基因可以结合的 ＣＲＴ / ＤＲＥ 作用元件ꎬ 表明

ＶｖＣＯＲ２７ 在冷胁迫下的表达不受 ＣＢＦ 基因的直接

调控ꎮ 此外ꎬ 对 ＶｖＣＯＲ２７ 启动子区域反式作用因

子的鉴定和顺式作用元件的缺失、 增加以及相应的

转录活性测定ꎬ 有助于解释其在冷胁迫下的基因表

达模式成因ꎮ
‘玫瑰香’属于欧亚种葡萄ꎬ 果实香味浓郁ꎬ

可鲜食、 制汁和酿酒ꎬ 但其枝条和休眠芽在冬季温

度低于－１５℃时将会发生严重冻害ꎮ 山葡萄是葡萄

属中最抗寒的品种ꎬ 可抵御冬季－４０℃低温而不影

响翌年的丰产[１－６]ꎬ 因此研究山葡萄的高抗寒性机

理将为进一步定向改良优质、 低抗寒性的欧亚种葡

萄提供重要理论依据ꎮ 作为响应冷胁迫且能够增加

植株抗寒性的 ＶｖＣＯＲ２７ 基因ꎬ 在山葡萄中的编码

序列特征和表达模式还未见报道ꎬ 故克隆山葡萄的

ＣＯＲ２７ 基因并检测其在冷胁迫下的响应模式ꎬ 比

较其编码区和启动子区与 ＶｖＣＯＲ２７ 之间的序列差

别ꎬ 也将为揭示山葡萄的高抗寒机理提供支持ꎮ
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ｍｏｄｅｌ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＵＶ￣Ｂ ｌｉｇｈｔꎬ ｄｒｏｕｇｈｔ ａｎｄ
ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ ２００７ꎬ ５０(２):
３４７－３６３.

[２３] 　 Ｘｉｎ ＨＰꎬ Ｚｈｕ Ｗꎬ Ｗａｎｇ ＬＮꎬ Ｘｉａｎｇ Ｙꎬ Ｆａｎｇ ＬＣꎬ Ｌｉ
ＪＴꎬ Ｓｕｎ ＸＭꎬ Ｗａｎｇ Ｎꎬ Ｌｏｎｄｏ Ｊꎬ Ｌｉ ＳＨ. Ｇｅｎｏｍｅ
ｗｉｄｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎ￣

ｓｉｓ ａｎｄ Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ[Ｊ] .
ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８(３): ｅ５８７４０.

[２４] 　 Ｘｕ Ｗꎬ Ｌｉ Ｒꎬ Ｚｈａｎｇ Ｎꎬ Ｍａ Ｆꎬ Ｊｉａｏ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｚ.
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ Ｖｉｔｉｓ ａｍｕｒｅｎｓｉｓꎬ ａｎ ｅｘ￣
ｔｒｅｍｅｌｙ ｃｏｌｄ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｌｄ Ｖｉｔｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ｒｅｖｅａｌｓ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｅｖｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ￣
ｌｙ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｌｄ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ
２０１４ꎬ ８６(４－５): ５２７－５４１.
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