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葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的基因结构与表达分析
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　 　 摘要： Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白广泛存在于真核生物中，主要参与细胞周期调控、凋亡及多种激素信号转导等过程；近几年发现，Ｆ⁃ｂｏｘ
蛋白还介导了植物对逆境胁迫的应答响应，对维持植物正常生长发育至关重要。 干旱等非生物逆境胁迫严重影响了葡萄正

常生长发育和果实品质，克隆并分析干旱响应基因对改良葡萄的抗性有重要意义。 本研究根据葡萄干旱转录组分析结果，发
现 １１ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因在干旱胁迫下表达量明显上调；其中，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因位于葡萄第 １９ 条染色体上，对干旱胁迫的响应明显高

于其他 Ｆ⁃ｂｏｘ 成员；ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因含有 ５ 个外显子和 ４ 个内含子，内含子均含有保守的 ＧＴ…ＡＧ 序列；ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因包含

１８２４ ｂｐ 的开放阅读框，编码 ６０７ 个氨基酸，氨基酸序列的 Ｎ 端含有 １ 个保守的 Ｆ⁃ｂｏｘ 结构域，Ｃ 端包含 １ 个 ＦＢＤ 和 ２ 个 ＬＲＲ
结构域。 启动子元件分析表明，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因含有多种逆境应答元件，包括 ＧＡ 响应元件 ＧＡＲＥ⁃ｍｏｔｉｆ、ＭｅＪＡ 响应元件 ＣＧＴＣＡ⁃
ｍｏｔｉｆ、干旱胁迫相关元件 ＥＲＥ、ＨＳＥ 和 ＬＴＲ、光应答顺式作用元件 ＡＣＥ、Ｂｏｘ４ 和 Ｓｐ１ 以及与细胞周期调节和发育相关的元件

等。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，在干旱、高盐、ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 处理下，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的表达量明显升高；亚细胞定位结果显

示，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白主要定位于洋葱表皮细胞的细胞核中；ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的过表达明显提高了转基因拟南芥在干旱处理下的成活

率。 另外，本研究利用原核表达系统诱导 ６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 融合蛋白的表达，并使用蛋白标记亲和层析柱纯化获得了 ６ × Ｈｉｓ⁃
ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 融合蛋白，为下一步深入研究 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的功能奠定基础。
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为了适应不断变化的环境，植物进化出自身

防御系统以减少环境胁迫对植株本身造成的伤

害［１］ 。 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族蛋白广泛存在于真核生物中，与
多种植物激素信号通路有关，能够参与植物对逆

境胁迫的应答等，对维持植物正常生长发育具有

重要意义，在调节植物光形态建成、对逆境胁迫的

响应中起到重要作用［２］ 。 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白是 Ｅ３ 泛素连

接酶的组成部分，是 ＳＣＦ 复合体的一个亚基，与底

物的特异性识别有关。 据报道，为了能够与 Ｓｋｐ１
结合，每个 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白的 Ｎ 端都含有至少 １ 个保守

的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基序（大约有 ４０ ～ ５０ 个氨基酸），从而促

进与 Ｃｕｌｌｉｎ１ 的互作；而 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白的 Ｃ 端含有多

种与蛋白互作相关的结构域，例如亮氨酸拉链

（ＬＲＲ）、Ｋｅｌｃｈ、ＷＤ４０ 等［３］ 。
最初发现的植物 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白主要参与光形态建

成、调节生物钟以及开花时间等［４⁃７］。 ＵＦＯ（Ｕｎｕｓｕａｌ
Ｆｌｏｒａｌ Ｏｒｇａｎｓ）是首次被报道的 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白，与植物

花分生组织与花器官的建成有关［８⁃１１］。 后来发现，
Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白还参与了激素的信号传导。 例如，赤霉

素信号通路可 以 通 过 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋 白 负 调 节 因 子

ＳＬＥＥＰＹ１ （ ＳＬＹ１ ） 调节， 从而解除 ＤＥＬＬＡ 对 ＧＡ
（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ）信号传导途径的抑制［１２⁃１３］。 拟南芥

Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＭＡＸ２ （ｍｏｒｅ ａｘｉｌｌａｒｙ ｂｒａｎｃｈｅｓ ２）参与独

角金内酯激素调控途径抑制植物分枝，是调节分枝

途径的关键作用基因，其作用机理有可能也是通过

ＳＣＦ 复合体直接作用的［１４］。
近年来，越来越多的证据表明 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白还与

植物对非生物胁迫应答响应有关。 拟南芥 Ｆ⁃ｂｏｘ 基

因 ＭＡＸ２ 能正调控植物的抗旱反应，ｍａｘ２ 突变体对

干旱非常敏感，在干旱条件下气孔关闭慢；在独脚金

内酯途径中，只有 ＭＡＸ２ 基因参与了植物对干旱及

对 ＡＢＡ 的反应，说明 ＭＡＸ２ 基因在植物逆境胁迫反

应中起重要作用［１５］。 拟南芥 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＤＯＲ１
（ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ １）在叶片保卫细胞中特

异性表达；与野生型相比，ｄｏｒ 拟南芥突变体中含有

更高浓度的 ＡＢＡ，导致气孔关闭，从而增加植株的

抗旱性［１６］，进一步分析发现 ＤＯＲ１ 在依赖 ＡＢＡ 和

不依赖 ＡＢＡ 两条通路上都起作用。 据报道，谷子中

含有 ５２５ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族成员，霍冬英等［２］ 根据谷子

干旱处理的转录组测序结果，从中鉴定出了 １９ 个能

够上调表达的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因；并发现 ＳｉＦ⁃ｂｏｘ１８ 基因对

干旱、高盐、ＡＢＡ、ＳＡ 和 ＪＡ 均有响应，表明 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋

白可能参与植物对非生物胁迫的响应，提高植物的

抗逆性。
葡萄作为重要果树在世界范围内广泛栽培，

干旱等非生物逆境胁迫严重影响着葡萄生长发

育、果实品质和产量。 挖掘逆境胁迫相关基因，解
析其抗逆机理，对改良普通葡萄品种的抗逆性具

有重要的理论意义和应用价值。 然而，目前关于

Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白的研究主要集中在模式植物拟南芥和

作物水稻中［２］ ，葡萄中尚未见过系统的报道。 本

研究对葡萄进行了转录组测序分析，获得 １１ 个受

干旱诱导上调表达的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，根据葡萄幼苗对

干旱胁迫的响应程度，选出了 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因做进

一步研究，为分析 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族基因的功能提供理论

依据。
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　 ２ 期 于兰芳等：葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的基因结构与表达分析

１　 材料与方法

１􀆰 １　 基因结构、保守域预测与进化树分析

葡萄基因组和 ｃＤＮＡ 数据均下载于葡萄数据库

ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｏｍｅ ／ ４０１？
ｇｅｎｏｍｅ＿ａｓｓｅｍｂｌｙ＿ｉｄ ＝ ２１４１２５）。 利用 ＧＳＤＳ 在线工

具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｓｄｓ． ｃｂｉ． ｐｋｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ）制作基因外显子⁃
内含子结构示意图。 利用 ＳＭＡＲＴ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ．
ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ． ｄｅ ／ ）在线工具分析蛋白结构域。 用

ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 进行不同物种间蛋白序列比对并构建

系统发育树。
１􀆰 ２　 启动子元件分析

从葡萄基因组数据库 ＥＭＢＬ⁃ＥＢＩ 中选取葡萄

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因起始密码子上游 １８１５ ｂｐ 序列作为启

动子区，利用植物顺式作用元件数据库 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
分析基因的顺式作用元件。
１􀆰 ３　 目的基因克隆

根据葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因（ ＬＯＣ１０４８７７７３６） 的

序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计特异性引物。
用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ（ ＴａｋａＲａ）反转录试剂盒获得第一

链 ｃＤＮＡ 为模板，ＰＣＲ 扩增获得 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因编

码 序 列。 引 物： Ｆ： ５′⁃ＡＴＧＧＧＴＴＣＡＧＡＧＴＡＴ⁃
ＧＡＡＧＡＡＡＧＣ⁃３′； Ｒ： ５′⁃ＴＴＡＡＡＴＴＧＡＡＡＡＴＡＡＡＴ⁃
ＡＧＣＴＧＡＡＧ⁃３′。
１􀆰 ４　 材料处理和实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

葡萄品种宝石无核（Ｒｕｂｙ Ｓｅｅｄｌｅｓｓ）的幼苗在人

工气候箱中培养（２５ ℃ ／光照培养 １６ ｈ，２０ ℃ ／暗培

养 ８ ｈ），培养 ４０ ｄ 后分别进行模拟干旱 （１２％
ＰＥＧ６０００）、盐（ＮａＣｌ，２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、茉莉酸（ＭｅＪＡ，
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、脱落酸（ＡＢＡ，２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理，并于

０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 分别取幼苗相同部位的叶

片，立即冻存 － ８０ ℃，用于提取幼苗总 ＲＮＡ。 其

中，在进行模拟干旱和盐处理时，分别将葡萄的根

部浸泡在 １２％ ＰＥＧ６０００ 和 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的溶

液中；而在进行激素处理时，分别用配制好的

２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＪＡ 和 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＡ 溶液喷施葡

萄的叶片，并按上述指定的时间进行取样、保存。
用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（ ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７３００），通过

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法进行实时荧光定量 ＰＣＲ。 用

２ － ΔΔＣｔ法计算 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 在不同处理下基因表达量，
进行表达模式分析。
１􀆰 ５　 基因枪转化洋葱表皮细胞

通过酶切、连接将 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 构建到 １６３１８ｈＧＦＰ
载体上，获得 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５⁃１６３１８ｈＧＦＰ 融合基因表达载

体。 ＤＮＡ 的金粉包埋按照 Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ ＰＤＳ⁃１０００ ／ Ｈｅ
Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｄｅｌｉｖｅｒｙ Ｓｙｓｔｅｍ 的方法，采用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＰＤＳ⁃
１０００ ／ Ｈｅ 基因枪进行轰击洋葱表皮。 转化后继续培

养 １６ ～ ２４ ｈ，于激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ Ｍｉｃｒｏｓｙｓ⁃
ｔｅｍ）下观察细胞中的绿色荧光。
１􀆰 ６　 原核表达诱导及蛋白纯化

将 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 构建到 ｐＣｏｌｄ 载体上，转化到大肠

杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１（全式金，北京）中。 将含有

重组质粒的菌液按照 １∶ １００ 的比例转接到 １００ ｍＬ
ＬＢ（含 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的 Ａｍｐ）液体培养基中，３７ ℃ 培

养至菌液 ＯＤ６００ 达到 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 后，加入 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
的异丙基⁃β⁃ｄ⁃硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） （终浓度为

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）１６ ℃诱导过夜培养，１５０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃
离心收集菌体。 加入 ３ ｍＬ １ × ＰＢＳ 重悬，取 ２０ μＬ
重悬液加入 ６ × ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，沸水浴加热

１０ ｍｉｎ；剩下的重悬菌体按 １００ ∶ １ 加入菌液裂解

酶，用 １ μＬ ／ ｍＬ Ｄｎａｓｅ Ｉ 消化残留的 ＤＮＡ。 室温放

置 １５ ｍｉｎ，冰融法反复冻融 １０ 次，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，吸取上清液。 将收集的上清液用亲和

层析柱 （ Ｎｉ⁃ＮＴＡ Ｒｅｓｉｎ） 方法纯化。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电

泳检测蛋白纯化情况。
１􀆰 ７　 拟南芥转化及功能鉴定

将 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 构建到 ｐＢＩ１２１ 载体上并转化农

杆菌（ＧＶ３１０１），通过花序浸染法转化到拟南芥

中。 将收获的种子在含有卡那霉素的 ＭＳ０ 培养基

中筛选阳性植株。 Ｔ３ 代株系用于检验 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
基因在转基因拟南芥中的作用。 将转基因拟南芥

幼苗移植到土中（营养土∶ 蛭石 ＝ １∶ １）进行干旱处

理。 干旱处理 １２ ｄ 后复水 ３ ｄ，观察复水后幼苗的

生长情况。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族成员转录组结果分析及 ＶｖＦ⁃
ｂｏｘ５ 基因的克隆

本研究根据 Ｆ⁃ｂｏｘ 的保守区在 ＮＣＢＩ 网站中进

行 Ｂｌａｓｔ 检索，得到 １５９ 个葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因家族成

员，通过对葡萄干旱转录组测序分析，发现有 １１ 个

Ｆ⁃ｂｏｘ 基因与未处理葡萄中这 １１ 个基因的表达量相

比其是上调表达的（大于 ２ 倍），用 Ｐｆａｍ 软件分析

这些 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因编码的氨基酸序列都具有完整的

Ｆ⁃ｂｏｘ 结构域。
干旱转录组数据分析表明，受干旱诱导上调表

达量大于 ２ 倍的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因有 １１ 个（图 １Ａ），其中

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ１ ／ ２ ／ ４ ／ ６ ／ ７ ／ １０ 的表达量介于 ２ ～ ５ 倍之间；
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Ａ：葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因转录组测序分析；１ ～ １１ 代表

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ１…ＶｖＦ⁃ｂｏｘ１１；Ｂ：ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的克隆

Ａ：Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ，
１⁃１１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ１…ＶｖＦ⁃ｂｏｘ１１，Ｂ：Ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５

图 １　 葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因转录组测序分析及

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的克隆

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ３ ／ ８ ／ ９ ／ １１ 基因的表达量介于 ５ ～ １０ 倍之间；
高于 １０ 倍的只有 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因，因此选择ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
基因做下一步分析。 根据 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因序列从葡

萄 ｃＤＮＡ 中扩增得到葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因结构及蛋白结构域分析

根据葡萄基因位置信息分析 Ｆ⁃ｂｏｘ 家族基因

在葡 萄 染 色 体 上 的 定 位， 发 现 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基 因

（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＡＭ４６３５８４􀆰 ２）位于葡萄第 １９ 条染

色体上。 对 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因组序列进行分析，发现

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因包含 １８２４ ｂｐ 的开放阅读框，含有

５ 个外显子和 ４ 个内含子，外显子和内含子交替

分布。 ４ 个内含子分别有 １１４ 个、３８３６ 个、８１ 个

和 ３７０ 个碱基，两端含有保守的 ＧＴ…ＡＧ 序列

（图 ２Ａ） 。
葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的 １８２４ ｂｐ 的开放阅读框序

列编码 ６０７ 个氨基酸，分子量为 ６９􀆰 ６ ｋＤ，等电点为

５􀆰 ０３。 Ｐｆａｍ 软件分析表明，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因编码的氨

基酸序列具有完整的 Ｆ⁃ｂｏｘ 结构域，位于 Ｎ 端，此
外，Ｃ 端还含有与蛋白互作相关的结构域，如 ｆｉｂｒｉｎｏ⁃
ｇｅｎ⁃ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ（ ＦＢＤ） 和 ｌｅｕｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ （ ＬＲＲ）
（图 ２Ｂ）。

对 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 氨基酸的二级结构进行预测，发
现该蛋白含有 １５ 个 α 螺旋以及 １４ 个 β 折叠（图
３） ，这有 助 于 氨 基 酸 序 列 折 叠 成 正 确 的 蛋 白

结构。

图 ２　 葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因结构及编码蛋白的保守结构域

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ

２􀆰 ３　 进化树分析

以 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白在 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ
搜索，发现不同物种中有若干具有 Ｆ⁃ｂｏｘ、ＬＲＲ 和 ＦＢＤ
保守域的蛋白，选取相似度高的 １３ 个蛋白序列和

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 构建系统发育树（图 ４），包括麻疯树（Ｊｃ，Ｊａ⁃
ｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌ． ）、 甜 橙 （ Ｃｓ， Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉ （ Ｌ． Ｏｓ⁃
ｂｅｃｋ））、甜菜（Ｂｖ， Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ． ）、克莱门柚（Ｃｃ，
Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ Ｈｏｒｔ． ）、可可（Ｔｃ， Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ
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Ｌ． ）、小麦（Ｔａ， Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ． ）、罗布斯塔咖啡

豆（Ｒｃ， Ｒｏｂｕｓｔａ ｃｏｆｆｅｅ）、菠菜（Ｓｏ，Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ． ）
等，都含有保守的 Ｆ⁃ｂｏｘ 结构域。 采用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 进

行氨基酸同源比对，用邻接法构建系统发育树，步长设

置为５００。 结果表明，葡萄ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白与其他物种进

化距离较远，说明 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白基因在进化中发生分歧。

图 ３　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白的二级结构预测

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５

２􀆰 ４　 启动子顺式作用元件分析

为了解析 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的表达调控机理，本
研究对 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的启动子区顺式作用元件进

行了分析。 选取 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因 ＡＴＧ 上游 １８１５ ｂｐ 片

段，经 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 数据库分析显示，葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
基因上游启动子区含多个胁迫相关顺式作用元件，

 V4SV15 9ROSI
 A0A067FBV5 CITSI
 A0A061EQ52 THECC
 A0A0J8BES4 BETVU

 F6HR88 VITVI
 A5BLF6 VITVI
 F6HR85 VITVI
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 A0A0K9RQF9 SPIOL

Cc
Cs
Tc
Bv

Vv

Cc
Rc
Jc
Ta
Cc
So

Tc A0A061F788 THECC
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Ｊｃ：Ｊａｔｒｏｐｈａ ｃｕｒｃａｓ Ｌ． ，Ｃｓ：Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉ（Ｌ． ）Ｏｓｂｅｃｋ，
Ｂｖ：Ｂｅｔａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ． ，Ｃｃ：Ｃｉｔｒｕｓ ｃｌｅｍｅｎｔｉｎａ Ｈｏｒｔ． ，
Ｔｃ：Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ，Ｔａ：Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ． ，

Ｒｃ：Ｒｏｂｕｓｔａ ｃｏｆｆｅｅ，Ｓｏ：Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ．

图 ４　 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白进化树

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｆ⁃ｂｏｘ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

包括与干旱胁迫相关的元件主要有 ＥＲＥ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ）、ＨＳＥ （ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅ⁃
ｍｅｎｔ）、ＬＴＲ（ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ）、大
量的光应答顺式作用元件，如 ＡＣＥ、Ｂｏｘ ４ 和 Ｓｐ１ 等

（表 １）。 其中，光信号相关元件有 ５ 个；热激、低温

和乙烯激素逆境应答相关元件有 ３ 个；除此之外，还
有与细胞周期调节和发育相关元件。 启动子分析结

果说明 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因可能参与了植物对干旱等逆境

胁迫的应答响应。

表 １　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因启动子逆境相关顺式作用元件分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

元件

Ｅｌｅｍｅｎｔｓ
核心序列

Ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ

ＡＣＥ ＡＡＡＡＣＧＴＴＴＡ 　 　 光应答顺式元件 ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＡＴ１⁃ｍｏｔｉｆ ＡＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴ 　 　 参与光响应模型 ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｍｏｄｕｌｅ

Ｂｏｘ ４ ＡＴＴＡＡＴ 　 　 参与光应答 ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｂｏｘ Ｉ ＴＴＴＣＡＡＡ 　 　 光响应元件 ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＣＡＴ⁃ｂｏｘ ＧＣＣＡＣＴ 　 　 分生组织表达顺势启动元件 ｃｉｓ⁃ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｍｅｒｉｓｔｅｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＥＲＥ ＡＴＴＴＣＡＡＡ 　 　 乙烯应答元件 ｅｔｈｙｌｅｎｅ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＡＧ⁃ｍｏｔｉｆ ＡＧＡＧＡＧＴ 　 　 光应答原件 ｐａｒｔ ｏｆ ａ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＨＳＥ ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ 　 　 热激响应元件 ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＬＴＲ 　 　 低温响应 ｌｏｗ⁃ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＳＡ⁃ｌｉｋｅ ＴＣＡＡＡＣＧＧＴ 　 　 细胞周期调节 ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

Ｎｏｄｕｌｅ⁃ｓｉｔｅ２ ＣＴＴＡＡＡＴＴＡＴＴＴＡＴＴＴ 　 　 节结特异性结合位点 ｎｏｄｕｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

Ｏ２⁃ｓｉｔｅ ＧＡＴＧＡＣＡＴＧＡ 　 　 醇溶蛋白代谢调节 ｚｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

Ｓｋｎ⁃１＿ｍｏｔｉｆ ＧＴＣＡＴ 　 　 胚乳表达 ｅｎｄｏｓｐｅｒｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｓｐ１ ＣＣ（Ｇ ／ Ａ）ＣＣＣ 　 　 光响应元件 ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ
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２􀆰 ５　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因在各种逆境胁迫下的表达

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的启动子区包含多种非生物胁迫

响应元件，说明 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因可能参与多种非生物

胁迫响应。 为了进一步分析 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因对不同

逆境胁迫的响应，本试验分别对葡萄幼苗进行干旱、
盐、脱落酸（ＡＢＡ）和茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）等胁迫处

理，并在处理的不同时间段取样提取 ＲＮＡ，进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 检测（图 ５）。 在干旱处理条件下，

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的表达量先升高再降低，其中在 １２ ｈ
达到最高，是未处理的葡萄中 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因表达量

的 １２ 倍；盐胁迫处理和干旱处理类似，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的表

达量也是先升高再降低，在 １２ ｈ 达到最高表达量（是
未处理的葡萄中 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因表达量的 １５ 倍）。 在

外源激素 ＡＢＡ 和 ＭｅＪＡ 处理下，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因均在

４８ ｈ 就达到最高表达量，分别是未处理的葡萄中 ＶｖＦ⁃
ｂｏｘ５ 基因表达量的 ７ 倍和 ５ 倍。

图 ５　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因在不同胁迫下的表达模式

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２􀆰 ６　 亚细胞定位

将完整的 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因片段构建到荧光表达

蛋白 １６３１８ｈＧＦＰ 的 Ｎ 端，将 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５⁃ｈＧＦＰ 融合表

达载体转入洋葱表皮细胞，在激光共聚焦显微镜下

观察 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５⁃ｈＧＦＰ 融合表达蛋白在细胞中的定位

情况（图 ６）。 结果显示，空 ＧＦＰ 融合蛋白在洋葱表

Ａ，Ｄ：绿色荧光下的图片；Ｂ，Ｅ：可见光下的图片；Ｃ，Ｆ：两者的叠加图片

Ａ，Ｄ：ｔｈｅ ｄａｒｋ ｆｉｅｌｄ ｆｏｒ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，Ｂ，Ｅ：ｔｈｅ ｂｒｉｇｈｔ ｌｉｇｈｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ，Ｃ，Ｆ：ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

图 ６　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 编码蛋白的亚细胞定位

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｐｒｏｔｅｉｎ

６６３



　 ２ 期 于兰芳等：葡萄 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的基因结构与表达分析

皮的细胞核、细胞质和细胞膜中都显现绿色荧光，表
明其在洋葱表皮的各个部位都有表达；而 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５⁃
ｈＧＦＰ 融合表达蛋白仅在洋葱表皮细胞的细胞核中

显现绿色荧光，在细胞膜和细胞质中并没有荧光信

号，表明 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白定位在细胞核，主要在细胞

核中发挥功能。
２􀆰 ７　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因原核表达及编码蛋白的纯化

获得

为了进一步研究 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因编码蛋白的活

性及功能，将 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因构建到原核表达载体

ｐＣｏｌｄ 上，用 ＩＰＴＧ 诱导以获得有活性的 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
蛋白。 本研究通过液氮反复冻融法分离蛋白的上

清液和沉淀，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析发现，ＶｖＦ⁃
ｂｏｘ５ 以可溶性蛋白的形式存在于上清液中，分子

量大小介于 ７０ ～ １００ ｋＤ 之间，与预期结果相同

（图 ７）。
将分离出的上清用 Ｎｉ 亲和层析柱纯化蛋白，电

泳检测结果显示获得了一条清晰的蛋白主带，另有

轻微杂带，证明已得到纯化后大小为 ８０􀆰 ８ ｋＤ 的目

的条带（图 ７Ｃ），可以进行下一步实验。 纯化后的目

的蛋白有少许杂带，可能是因为 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 蛋白与大

肠杆菌中的蛋白有互作，多次洗脱也未能洗脱掉杂

蛋白。
２􀆰 ８　 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的过表达提高了转基因拟南芥在干

旱处理下的成活率

为了进一步研究干旱对 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因功能的

影响，本研究获得了过表达 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 转基因拟南

Ｍ：蛋白标记；Ａ：对照（未加 ＩＰＴＧ 诱导）；
Ｂ：加 ＩＰＴＧ 诱导 ６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 融合蛋白表达；

Ｃ：纯化的 ６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 融合蛋白

Ｍ：Ｂｌｕｅ Ｐｌｕｓ ＩＩ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ，Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ（ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧ），
Ｂ：６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ，

Ｃ ：ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５

图 ７　 重组 ６ ×Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５蛋白融合蛋白的诱导与纯化

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
６ × Ｈｉｓ⁃ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

芥，并对其在干旱条件下的生长情况进行分析（图 ８）。
在干旱处理下，转基因植株和野生型植株的生长都

受到了一定程度的抑制，但是这种抑制在野生型植

株中表现的更为严重，甚至导致死亡。 例如，在干旱

处理 １２ ｄ 后，再复水 ３ ｄ，野生型植株几乎全部死

亡，而转基因植株大部分存活下来。

ＷＴ：野生型；ＯＥ⁃１ ～ ＯＥ⁃３：ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 转基因拟南芥植株

ＷＴ：ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，ＯＥ⁃１ ～ ＯＥ⁃３：ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

图 ８　 干旱处理对 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 转基因拟南芥植株生长的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｒｏｕｇｈｔ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
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３　 讨论

作为世界范围内广泛栽培果树之一，干旱等非

生物胁迫逆境严重影响了葡萄的生长发育。 Ｆ⁃ｂｏｘ
蛋白介导了植物对逆境胁迫的应答响应，对植物正

常生长发育至关重要。 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白广泛存在于真核

生物中，植物中有大量的 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白存在。 据报道，
拟南芥中有 ６９４ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，这些家族基因根据 Ｃ
端结构域的不同又被分为 １９ 个亚族［１７］，水稻和玉

米中分别含有 ６８７ 和 ３５９ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因，可分别分

为 １０ 个和 １３ 个亚族［１８⁃１９］；最近研究表明，谷子中有

５２５ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因［２］。 本研究对葡萄干旱转录组进

行分析，发现 １１ 个 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因受干旱胁迫的诱导表

达，并对干旱响应最强烈的 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因进行了进

一步的鉴定。
近期发现拟南芥 Ｆ⁃ｂｏｘ 基因 ＭＡＸ２ 促进了拟南

芥对细菌植物病原体的抗性［２０］。 另外，ＭＡＸ２ 蛋白

的 Ｎ 端含有 １ 个保守的 Ｆ⁃ｂｏｘ 结构域，Ｃ 端含有 １
个 ＬＲＲ 结构域，而葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 的蛋白序列也含

有 Ｆ⁃ｂｏｘ 和 ＬＲＲ 结构域。 ＬＲＲ 是亮氨酸 ｌｅｕｃｉｎｅ 重

复单元，能够参与植物体内信号传导，与 ＤＮＡ 修复、
重组、转录以及抗病等功能相关［２１］，这表明受逆境

胁迫诱导表达的葡萄 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因可能同样与信

号传导、抗病相关。
Ｆ⁃ｂｏｘ 基因不仅与植物信号传导有关，还能够

参与植物对干旱等非生物胁迫的响应［１５，２２］。 本研

究在葡萄中发现 １１ 个受干旱诱导表达的 Ｆ⁃ｂｏｘ 基

因，并从中鉴定出干旱响应最强烈的 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基

因。 进一步分析发现，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的启动子区包

含多种与干旱等相关的非生物胁迫响应元件（表
１），实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因受

干旱和高盐胁迫的诱导表达（图 ５）。 植物对干旱等

非生物胁迫的响应是一个复杂的过程，受不同信号

传导途径的调控。 根据基因的表达是否依赖 ＡＢＡ，
分为依赖 ＡＢＡ 和非依赖 ＡＢＡ 两种途径。 另外，对
ＡＢＡ 胁迫也有不同程度的响应，例如，在 ＡＢＡ 处理

条件下，Ｆ⁃ｂｏｘ 基因表达升高，促使 ＤＯＲ 表达量下

降，对 ＡＢＡ 起负向调控作用。 本研究发现 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
基因受外源 ＡＢＡ 的诱导表达（图 ５），因此，ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５
基因可能通过依赖 ＡＢＡ 途径参与葡萄对非生物胁

迫的响应。
据报道，Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白参与了 ＪＡ、生长素等植物激

素的信号传导。 ＡｔＦＢＤＬ１ 参与了生长素信号的转

导，与具有典型顶端分生组织调节功能的基因共同

作用，影响植物顶端的形成与分化［ ２３］。 拟南芥 ＪＡ
防御信号通路需要 Ｆ⁃ｂｏｘ 蛋白 ＣＯＩ１ 的介导发挥功

能［２４］。 在本研究中，对葡萄幼苗施加外源激素 Ｍｅ⁃
ＪＡ 时，发现 ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因的表达升高（图 ５），说明

ＶｖＦ⁃ｂｏｘ５ 基因可能参与了 ＪＡ 信号途径，在植物抵御

外界刺激中起作用。
随着全球水资源短缺，对耗水等果树进行节水

遗传改良，已成为目前研究的一个热点。 对 ＶｖＦ⁃
ｂｏｘ５ 等 Ｆ⁃ｂｏｘ 类家族成员的研究，明确其在葡萄抗

性中的作用对改良葡萄等果树或作物的抗旱等非生

物胁迫抗性育种具有重要意义，也是本研究一个重

要的出发点。 对 Ｆ⁃ｂｏｘ 类家族还需要更深入的研

究，以期解析其作用机理，为葡萄等育种提供重要的

理论依据。
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