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葡萄转录因子数据库中17个MADS-box成员
在果实发育成熟过程中的表达特征分析
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摘 要：【目的】了解17个MADS-box转录因子成员在葡萄果实发育成熟过程中的调控作用。【方法】利用Plantcare软
件分析了葡萄类型转录因子的启动子元件，预测其与果实发育、成熟过程相关的潜在作用；以二倍体欧亚种葡萄品种

‘魏可’为试材，采用qRT-PCR技术分析了17个MADS-box成员在葡萄果实发育成熟过程中8个重要时期的时空表达

模式，初步鉴定参与葡萄果实发育成熟调控的重要成员；果实转色前7 d通过ABA、NAA处理进一步验证其在葡萄果

实发育与成熟中的作用。【结果】MADS-box成员的启动子均含有与果实发育、成熟相关的motif作用元件，且其含有的

元件个数存在差异，表明其可能在调控葡萄果实发育与成熟过程中功能存在冗余，同时各自的作用可能存在一定的差

异；qRT-PCR分析显示，所有成员均在葡萄果实发育成熟过程中表达，且在不同时期呈现差异表达；其中，VvAG和

VvFBP24在果实硬核期高表达，而在果实转色和成熟中几乎不表达，表明其可能参与果实生长发育的正调控；而

VvMADS1、VvMADS9、VvSVP-like1和VvAP3只在果实转色与成熟过程中高表达，说明它们可能促进了果实的转色与成

熟；ABA在果实转色特定时期上调了MADS-box家族 6个成员的表达，而NAA下调其表达；另一方面，NAA上调了

MADS-box家族8个成员的表达，相反ABA下调其表达，表明这些成员可能响应ABA/NAA调控葡萄果实发育与成熟过

程。【结论】葡萄转录因子MADS-box的17个成员均参与了果实发育过程的调控。其中，6个成员可能参与了葡萄果实

的成熟过程的正调控，而另外8个成员可能促进了葡萄果实的生长发育从而抑制了果实的转色与成熟过程。
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Abstract:【Objective】Fruit development and maturation are important stages for fruit quality formation.
Fruit ripening regulation is valuable for commercial production of grape. MADS-box Transcription fac⁃
tors are a class of proteins which directly or indirectly interact with specific cis acting function in promot⁃
er region, and regulate the initiation of gene transcription. However, its function may vary greatly with dif⁃
ferent family members and regenerate different regulation modes during grape berry, non- climacteric
fruit, development and ripening. In this study, the regulation function of 17 MADS-box transcription fac⁃
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果实发育与成熟是果树生长发育的重要阶段，

是果实品质形成的生物学基础。果实发育成熟调控

是果树生产的核心问题，开展相关研究具有重要的

理论与实践意义。MADS-box（MCM1、AGAMOUS、
DEFICIENS、SRF4）转录因子在植物中广泛存在，且

在植物生长发育的多个方面起着重要作用 [1-4]。据

报道，番茄 [5]、水稻 [6]等植物中已鉴定了大量的

MADS-box类转录因子，它们参与调节开花时间、影

响花器官的形成、植株对光周期的反应、影响花粉育

性等方面，决定着植物的产量、品质、抗逆性等多种

性状 [7]，参与调控植物的光合作用和营养代谢 [8]、种

皮发育、胚形态建成、子房发育、根的生长发育甚至

根瘤的发生[1-2]、植物顶端分生组织的分化[3]、果实的

生长发育[9]和裂果形成[10]等，并且可以调控植物体参

与激素信号转导过程[4]，感受高低温、干旱涝害、盐分

胁迫、重金属离子积累、过酸过碱等信号相关基因的

表达。目前，模式植物中已鉴定出大量的MADS-
box家族成员，但不同物种间家族成员的数量与功能

存在重要差异。

葡萄是世界第二大栽培果树，在我国果树产业

中占据重要地位，开展其果实发育成熟的分子调控

研究对葡萄果实品质性状的发育与形成具有重要意

义。目前，葡萄中已鉴定出的少数MADS-box转录

因子成员主要集中在花发育 [11]、无核葡萄胚珠发

育 [12-13]方面；也有报道称在酿酒葡萄中，VvMADS4、

VvMADS5在葡萄果实及种子中具有一定的表达[14]。

这些研究表明，MADS-box可能在葡萄不同组织的

不同发育阶段起着重要作用。笔者实验室近期对鲜

食葡萄的研究也发现，随着葡萄果实的发育成熟，

MADS-box家族的VvAP3、VvFUL的表达量呈下降趋

势[15]，这表明它们可能参与了鲜食葡萄果实发育成

熟过程的调控，但它们以及MADS-box家族的其他

成员如何调控葡萄的发育与成熟尚不清楚。为此，

笔者实验拟以转录因子数据库最初释放的 17个成

员为研究对象开展相关研究，以‘魏可’葡萄为试验

材料，在果实转色前约7 d，利用萘乙酸（NAA）、脱落

tors during‘Wink’grape berry development and maturation were investigated.【Methods】The potential
functions of MADS-box transcription factor members in the processes of grape development and matura⁃
tion were predicted by analyzing their promoter motif elements using the Plantcare software. The variety

‘Wink’(‘Muscat Bailey A’×‘Rubel Muscat X’) was used as experimental material. The berry samples
were collected in eight development stages. ABA and NAA were sprayed one week before color change
stage. The fruit size, firmness, content of soluble solids, glucose, sucrose, and fructose were measured. We
analyzed the different spatial and temporal expression modes of various transcription factor members in
eight developmental stages of grape berry to preliminarily screen the vital members participating in berry
development process and verify the regulation function acting importantly in coloration and ripening pro⁃
cess of grape berry.【Results】Promoters of MADS-box members contained elements related to grape ber⁃
ry development and ripening and the different number of each type of elements, indicating that they partic⁃
ipated in regulating berry development and ripening process, although their function were different.
MADS-box members expressed in berry development and exhibited different expression modes in differ⁃
ent stages. VvAG and VvFBP24 had high expression level only in hard stone stage, indicating the positive
regulation role on fruit development. VvMADS1, VvMADS9, VvSVP-like1 and VvAP3 only exhibited high
expression level in the stages of berry veraison and ripening, indicating the positive regulatory function on
fruits ripening. ABA up-regulated the expression levels of 6 members of MADS-box in certain stages,
while NAA down regulated their expression. At the same time, NAA up-regulated the expression levels of
8 members of MADS-box in certain stages, while ABA down regulated their expression, indicating that
the members would probably regulate grape berry development and ripening by responding to ABA/NAA.
【Conclusion】MADS- box members act importantly in regulating fruits development and maturation,
among which 6 members positively promote fruits’coloration and ripening and another 8 members posi⁃
tively promote berry development and negatively regulate fruit ripening .
Key words: Grape; Transcription factor; qRT-PCR; Promoter element; Berry development and maturation
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酸（ABA）处理果实，分析 17个MADS-Box转录因子

成员在葡萄果实发育成熟过程的时空表达图谱，初

步鉴定其在葡萄发育成熟过程中潜在的作用；同时，

了解其在葡萄果实发育成熟过程中应答ABA/NAA
模式；结合葡萄果实发育成熟过程中生理形态指标

分析，综合阐释MADS-box转录因子家族成员在葡

萄果实发育成熟过程中的潜在调控作用。

1 材料和方法

1.1 材料

试验于2016年5月31日—2016年9月4日在江

苏省农博园葡萄园内进行。园区位于句容市，属于

亚热带季风气候，年均气温15.4 ℃，年降雨量1 150
mm。试材为5 a（年）生、欧亚种葡萄‘魏可’（‘Muscat
Bailey A’×‘ Rubel Muscat X’），株行距为1 m×2.5 m，

双十字V形架，避雨栽培。供试葡萄植株生长健壮、

常规管理。根据生产经验，设置 100 mg·L-1脱落酸

（ABA）和 200 mg·L-1萘乙酸（NAA）水溶液处理，清

水处理作为对照，每个处理选定 6株长势较为一致

的植株，每2株为1个重复，共设3次重复。于果实转

色前7 d（7月28日）进行喷施果穗处理，每小时喷施1
次，共喷施3次，每次均喷施果穗至完全淋湿状态。

1.2 方法

1.2.1 样品采集 参照文献[16]报道，结合生产经

验将葡萄果实生长发育过程划分为 8个时期：幼果

期（BPP，花后 10 d，5月 31日）、第 1次果实膨大期

（BBT，花后17 d，6月10日）、硬核期（SHS，花后37 d，
7月4日）、果皮褪绿期（BTC，花后47 d，7月14日）、转色

前7 d（BPR，花后61 d，7月28日）、转色初期（ECP，花后

69 d，8月5日）、转色中期（CCP，花后84 d，8月20日）、

完熟期（BRP，花后99 d，9月4日）。其中，转色初期

至转色中期的果实发育期为果实的第2次膨大期。

试验分别从每组对照与处理的植株中随机选择

4个果穗，每穗上、中、下3个部位分别随机采取3个
果粒。样品采集后分成 2部分保存，一部分放入冰

盒，带回实验室；另一部分立即投入液氮中速冻后带

回实验室于-70 ℃冰箱中保存，备用于分子实验。

1.2.2 葡萄果实品质测定 用电子游标卡尺测定果

粒纵横径，用电子天平（精度 0.01）测定单果质量。

用手持测糖仪和硬度计分别测定果实中可溶性固形

物含量及其硬度；再取若干粒果实，参照王西成等[17]

的方法略有改进，测定果实中 3种可溶性糖含量。

试验设置3次重复。

1.2.3 葡萄MADS-box家族成员启动子作用元件分

析 从葡萄转录因子数据库（http://planttfdb.cbi.pku.
edu.cn/）下载MADS-box家族成员的基因编号，再在

Grape Genome Browser（http://www.genoscope.cns.fr/
externe/GenomeBrowser/ Vitis/）中寻找到每一个基因

序列上游 1 500 bp的片段，即获得基因的启动子序

列，将其放入PlantCARE中（http://bioinformatics.psb.
ugent.be/webtools/plantcare/html/），即可查找到每个

基因的启动子所对应的作用元件，从而预测每个基

因潜在的生物学功能。

1.2.4 总RNA的提取和荧光定量PCR 利用CTAB
方法[18]提取葡萄果实8个发育时期样品，以及ABA、

NAA处理和对照果实样品的总RNA。cDNA的合成

以提取的果实总 RNA为模板，参考 TaKaRa Prime
ScriptTM RT-PCR试剂盒说明书进行反转录。

分别从葡萄转录因子数据库中（http://planttfdb.
cbi.pku.edu.cn/）下载到 17个MADS-box家族成员序

列，并根据基因序列在 NCBI 中进行比对（https://
blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&
PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome），

鉴定到各个转录因子成员所对应的基因家族名称如

MADS-box1、SVP-like1等。根据定量PCR引物的设

计原则，利用 Primer3 Input（http://primer3.ut.ee/）对

上述家族成员设计定量 PCR引物（表 1）。以葡萄

ACTIN为内参基因，按照 SYBR Premix ExTaqTM试

剂盒（购自宝生物工程有限公司）操作指导，采用实

时荧光定量 PCR（real-time quantitative PCR，qRT-
PCR）方法，检测基因的相对表达量。扩增体系为

20 μL：1 μL cDNA，上、下游引物各0.4 μL，10 μL 2×
TransStart® Tip Green qPCR SuperMix，8.2 μL
ddH2O。反应程序为94 ℃ 30 s；94 ℃ 5 s，60 ℃ 15 s，
72 ℃ 10 s，40个循环。试验设置 3次重复。反应结

束后分析荧光值变化曲线以及熔解曲线[19]。试验数

据用ΔΔCT法[20]分析。

1.3 数据处理

测得数据应用方差分析软件进行分析，采用新复

极差法进行显著性检验，采用Excel 2013进行绘图。

2 结果与分析

2.1 ‘魏可’葡萄果实发育过程中的品质变化

根据葡萄果实生长发育特点并结合生产经
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验[21]，共选择了8个典型的果实发育时期作为试验材

料（图1，表2）。‘魏可’葡萄果实生长发育呈现双“S”
曲线，第 1次果实快速增长阶段是从花后 10~17 d，
果实的纵横径、可溶性固形物含量及 3种可溶性糖

含量增长迅速；花后17~37 d，果实生长速度减慢，果

皮颜色变深；之后的10 d内，果皮颜色由深绿变为亮

绿色；从花后69 d开始，果实开始进入转色期，果实

生长速度再次加快，果实中可溶性固形物含量、果糖

表 1 MADS-box家族成员荧光定量 PCR引物

Table 1 Primers of MADS-box family members used for real-time quantitative PCR

基因名称
Gene name
Vv-ACTIN
VvMADS1
VvMADS2-like1
VvMADS2-like2
VvMADS4
VvMADS5
VvMADS9
VvSVP-like1
VvSVP-like2
VvSVP-like3
VvSVP-like4
VvSVP-like5
VvAP1
VvAP3
VvFBP24
VvCMB1
VvAG
VvTT16

登录号
ID
XM_002273532
GSVIVT01000802001
GSVIVT01008139001
GSVIVT01036551001
GSVIVT01010521001
GSVIVT01025945001
GSVIVT01008806001
GSVIVT01001701001
GSVIVT01001701001
GSVIVT01009171001
GSVIVT01011300001
GSVIVT01015641001
GSVIVT01012250001
GSVIVT01009815001
GSVIVT01012110001
GSVIVT01012249001
GSVIVT01021303001
GSVIVT01026207001

正向引物序列
Forward primer sequence
GCTCGCTGTTTTGCAGTTCTAC
TCTCATCGTCTTCTCCAGCC
AATGCCCTGAGAAGGAAGCT
CTTGAGCAGCTTGAACGTCA
GCGATTTGAGCGTTGAGGAA
CGAGAACAGGCTTGAACGAG
ATGGGAAAGTGGTGAGCAGA
ACTCCAGAGAAACCAGAGCC
CTTCCACTGGCAAGCTCTTC
GGGACCATCACTTGAACTGC
TCCACAGACTCCAGGGAAAC
TCAAGTGTGAGCCAGGTGAT
GGAACAGCAGCTTGATACCG
GCGATTTGAGCGTTGAGGAA
TTCTGTGCTTTGTGATGCCC
GTGGAGCTGAAGAGGATCGA
TCAAGGACCTCAAGAGCCTG
CCAGATCGGGCTCATCATCT

反向引物序列
Reverse primer sequence
AACATAGGTGAGGCCGCACTT
GATTTGACGGCGCAATTTGG
TCCTGCAGCATTGTATCCCA
GAACCCCTGAGACTGAGCTT
CTCCATTGTCCACTAGCCCA
AGCCTCTCCACTTCTGCAAT
TTTTGGGCATTACTCGGAGC
TTTTCTTCCACAACGCTGCA
ACTTCCTTGCTCAACCTGGA
TTTGTCTGGAGAGTGGCGAT
GTTGCACAGACCAGCTTCAA
CCTTTTCTTCCACGACGCTG
TTTGCTGCTCCCAATGTGTC
CTCCATTGTCCACTAGCCCA
ATGCAGTTGTTCGATGGCTC
ACCTCTCAAGTGTCTCTGGC
TAGCTCCTCCTGGCATCAAG
CCTCACCTGTGTAGCCTCTC

1~8 为‘魏可’葡萄果实生长发育的 8 个典型时期。1. BPP（小果，花后 10 d）；2. BBT（第 1 次膨大期的果实，花后 17 d）；3. SHS（硬核期的果

实，花后 37 d）；4. BTC（果皮褪绿期的果实，花后 47 d）；5. BPR（转色前 7 d 的果实，花后 61 d）；6. ECP（转色初期的果实，花后 69 d）；7. CCP
（转色中期的果实，花后 84 d）；8. BRP（完熟期的果实，花后 99 d）。下同。

1-8 is the eight typical development stages of grape fruits. 1. BPP (Berry pea size period/small berry, 10 days after anthesis); 2. BBT (begin of berry
touch/first enlargement of berry, 17 days after anthesis); 3. SHS (stone hardening stage/small hard, 37 days after anthesis); 4. BTC (berry touch complete/
peel green fading stage, 47 days after anthesis); 5. BPR (begin period of ripening/one week before veraison, 61 days after anthesis); 6. ECP (early color-
change period, 69 days after anthesis); 7. CCP (color-change period/mid coloring stage, 84 days after anthesis); 8. BRP (berry ripening period/mature
berry, 99 days after anthesis). The same below.

图 1 ‘魏可’葡萄果实生长发育过程中形态的变化

Fig. 1 Morphological change of‘Wink’ grape at grape berry eight development and maturation stages
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和葡萄糖含量急剧增加；该时期亦是果实的第 2次

膨大期。在果实的整个生长发育阶段，果实的硬度

逐渐降低，与此同时，可溶性固形物含量和 3种可

溶性糖含量逐渐升高，果实完熟期，2者含量达到

最高。由于任何性状都是由基因控制的，葡萄果实

发育过程中形态和生理的剧烈变化也是由一批葡

萄果实发育成熟相关的基因表达水平的剧烈变化

引起的。基于模式植物MADS-box转录因子在花

果发育的重要作用，笔者分析了其在葡萄果实发育

成熟过程中的表达图谱，从而了解其在该过程的调

控作用。

2.2 激素处理对葡萄果实品质的影响

脱落酸（ABA）是一种抑制生长的植物激素，能

够促进果实转色和成熟[22]。萘乙酸（NAA）是一种生

长素类似物，可促进果实生长从而抑制果实成

熟[23]。由表3可以看出，在果实转色前7 d利用ABA
或NAA处理葡萄果穗，结果发现NAA处理葡萄果实

后，可溶性固形物和 3种可溶性糖含量与对照相比

下降，而ABA处理与之有相反作用，即促进果实转

色和成熟。

2.3 葡萄MADS-box家族成员启动子作用元件分

析

启动子是决定基因转录起始的重要作用因素，

其序列中包含着的一些基本作用元件，该作用元件

能够反映基因的潜在功能。笔者分析了MADS-box
家族成员的启动子作用元件。结果显示，该转录因

子家族所含有的启动子作用元件大致可分为 5类，

分别为光反应相关响应元件（light- related ele⁃
ments），ATCT- motif、Box 4、CATT- motif、G- box、
GAG-motif、GATT-motif、GGA-motif等；激素相关的

响应元件（hormone-related elements），CGTCA-mo⁃

tif、GARE-motif、O2-site、P-box、TCA-element、TGA-
element、TGACG- motif 等 ；胁 迫 相 关 响 应 元 件

（stress- related elements），ARE、HSE、LTR、TC-rich
repeats等；组织特异性响应元件（tissue-specific ele⁃
ments），CAT-box、Skn-1_motif、GCN4_motif等；周期

节律相关的元件（circadian-related elements），circa⁃
dian等。对比转录因子家族成员中不同类型作用元

件的个数发现，每个基因启动子基本上都含有上述

5类作用元件，其中光响应元件数量最多，激素相关

响应元件和胁迫相关响应元件的数量次之，其次是

组织特异性响应元件，周期节律性相关元件数量最

少，甚至个别基因为0（图2）。
有趣的是，这些转录因子都含有激素相关响应

元件，且这些元件可分为7类，分别为生长素（auxin，
IAA）、玉米素（zeatin，ZT）、赤霉素（gibberellin，GA）、

水杨酸（salicylic acid，SA）、脱落酸（ABA）、乙烯（eth⁃

表 2 葡萄果实生长过程中相关生理指标的变化

Table 2 Changes of physiological indexes during grape fruits development process

生理指标 Physiological indexes
果实纵径 Longitudinal diameter/mm
果实横径 Transverse diameter/mm
ω(可溶性固形物) Soluble solids content/%
硬度Fruit firmness/(kg·cm-2)
ω(葡萄糖) Glucose content/（mg·g-1）
ω(蔗糖) Sucrose content/(mg·g-1)
ω(果糖) Fructose content/(mg·g-1)

生长时期 Development stages
BPP
0.60 eF
0.45 fF
6.50 eE

16.00 aA
1.90 fF
0.01 eC
0.90 fF

BBT
1.00 dE
0.92 eE
7.20 eE

14.00 abA
2.10 fEF
0.30 dC
1.20 fF

SHS
1.67 dDE
1.43 deDE

10.27 dD
13.50 abA
3.00 efEF
0.80 cB
1.70 fF

BTC
1.99 cCD
1.70 cdCD

11.39 dCD
12.00 bAB
3.80 eE
1.00 bB
3.00 eE

BPR
2.05 cCD
1.92 bcBC

12.00 cdBCD
9.00 cB
6.00 dD
1.25 aA
6.20 dD

ECP
2.10 cBC
1.99 bcBC

13.27 bcBC
8.50 cB
8.00 cC
1.30 aA
7.60 cC

CCP
2.50 bB
2.20 bAB

14.18 bB
4.00 dC

30.30 bB
4.05 aA

28.50 bB

BRP
2.90 aA
2.50 aA

17.90 aA
1.10 dC

38.70 aA
4.23 aA

37.50 aA
注：小写字母代表不同生长时期生理指标值差异达 5%的显著水平；大写字母代表不同生长时期生理指标值差异达 1%的显著水平。下同。

Note: Values followed by different small letters in table are significantly different among different development stages at 5% level; Values followed by
different capital letters in table are significantly different among different development stages at 1% level. The same below.

表 3 不同激素处理对‘魏可’葡萄果实品质的影响

Table 3 Effects of different hormone on fruit
quality of‘Wink’grape

品质指标
Quality index
果实纵径
Longitudinal diameter/mm
果实横径
Transverse diameter/mm
ω(可溶性固形物)
Soluble solids content/%
硬度
Fruit firmness/(kg·cm-2)
ω(葡萄糖)
Glucose content/(mg·g-1)
ω(蔗糖)
Sucrose content/(mg·g-1)
ω(果糖)
Fructose content/(mg·g-1)

脱落酸
Abscisic
acid
3.30 cBC

2.70 bcBC

19.10 dCD

0.80 cB

43.50 bB

6.30 aA

42.50 bB

清水
Water
2.90 aA

2.50 aA

17.90 aA

1.10 dC

38.70 aA

4.23 aA

37.50 aA

萘乙酸
Naphthylacetic
acid
2.60 bB

2.30 bAB

13.18 bB

8.20 cB

24.00 cC

2.43 aA

25.20 bB

崔梦杰，等：葡萄转录因子数据库中17个MADS-box成员在果实发育成熟过程中的表达特征分析 1501
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图 2 MADS-box家族不同成员基因的启动子元件分类及功能数量分析

Fig. 2 Promoter motif elements classification and function quantification analysis of MADS-box family members
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ylene，C2H4）、茉莉酸甲酯（methyljasmonate，MeJA）。

其中，前4类主要是可以促进果实生长发育的元件，

列为第1组（表4中浅色阴影部分），而后3类主要是

促进转色成熟的元件，列为第2组（表4中深色阴影

部分）。这说明MADS-box家族成员可能通过响应

不同的激素信号，在果实发育成熟过程起着不同的

调控作用。整体来看，第 2组元件个数要多于第 1

组，如 VvMADS4含有最多的第 2组元件为 10个，而

VvFBP24含有最多的第1组元件7个，因而前者可能

在促进果实成熟方面具有较强的潜在作用，而后者

可能更多地抑制果实成熟。此外，笔者还发现该家

族成员启动子作用元件中还有较多的组织特异性元

件，其中胚乳发育相关的元件不仅在每个成员中都

存在，且该元件的数量较多，表明这些基因可能与葡

表 4 MADS-box家族不同成员激素相关和组织特异性相关启动子元件分析

Table 4 Hormone-related and tissue-specific elements analysis of MADS-box family members

名称
Name

VvMADS1
VvMADS2-like1
VvMADS2-like2
VvMADS4
VvMADS5
VvMADS9
VvSVP-like1
VvSVP-like2
VvSVP-like3
VvSVP-like4
VvSVP-like5
VvAP1
VvAP3
VvFBP24
VvCMB1
VvAG
VvTT16

激素响应
元件数量
Number of
hormone-
related
elements
5
5
9

13
7
5
9
9
7
4
4
6

10
9
3
3
5

生长
素
Auxin

1
1

1
3

1
1

玉米
素
Zein

11

1

1

赤霉素
Gibber-
ellin

1

1
3
1
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1

水杨酸
Salicylic
acid

1
2
2
1
1

3
6
1

脱落酸
Abscisic
acid

2
1
5
2
3
4
5

2
5
2
1
1
1

乙烯
Ethy-
lene

1
1
1
1

1
1

1

茉莉酸
甲酯
Meja

2
2
4
4

2
2
2
2
2
2

2

组织特异性
元件数量
Number of
tissue
specific
elements
3
2
8
3
4
3

10
8
3
3
3
4
4
3
2
6
5

栅栏
叶肉
Palisade
meso-
phyll

1

根
Root

种子
Seed

1

1

胚乳
Endos-
perm

2
1
6
3
4
2

10
6
2
3
3
2
3
2
2
5

叶片
Leaf

1

分生
组织
Meris
-tem

1
1
1

1

1

2
1
1
1
4

萄种子及果实的发育密切相关。

2.4 MADS-box家族不同成员在葡萄果实发育不

同时期的表达图谱

利用实时荧光定量 qRT-PCR技术分析了上述

17个MADS-box基因在葡萄果实发育不同发育时期

的时空表达，并鉴定了其对ABA和NAA处理的应答

模式，为了解它们在葡萄果实发育成熟过程的调控

作用提供理论依据。

2.4.1 葡萄MADS-box家族基因在果实发育不同时

期的表达分析 葡萄MADS-box家族基因的 qRT-
PCR结果表明，它们在果实发育不同时期的表达具

有时空特异性（图 3），几乎每个家族成员在果实发

育的不同阶段均有一定的表达。综合分析其表达图

谱大致可以归为5类：（1）VvAG和VvFBP24在果实的

硬核期有表达高峰（图 3-A1、A2）；（2）VvSVP-like2、
VvSVP-like4和VvCMB1除了在果实硬核期有表达高

峰，在果实转色初期或中期亦高表达（图3-B1~B3）；
（3）VvSVP-like1、VvMADS1、VvAP3和 VvMADS9只在

果实的转色期高表达（图3-C1~C4）；（4）VvMADS4和

VvMADS5除了在果实的转色期高表达，在第 2次果

实 膨 大 期 亦 有 表 达 高 峰（图 3- D1、D2）；（5）
VvMADS2-like2、VvSVP-like3和 VvTT16在果实转色

前，其表达量呈现逐渐降低的趋势，转色前7 d出现

表达量低谷，而在果实转色期又升高，完熟期降至最

低（图 3-E1~E3）。此外，VvSVP-like5在第 2次果实

膨大期具有表达高峰，其余时期几乎不表达（图 3-
F）；VvMADS2-like1在果实的第2次果实膨大到转色

初期，表达量较高，其余发育时期，表达量均较微弱

（图3-G）；VvAP1在幼果中几乎不表达，从果实硬核

期开始，表达量均较高（图 3-H）。这些表达图谱表

明MADS-box家族的不同成员在果实发育的特定时

期具有特异的调控作用，不同成员可能在葡萄果实

崔梦杰，等：葡萄转录因子数据库中17个MADS-box成员在果实发育成熟过程中的表达特征分析 1503
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图3 17个MADS-box家族不同成员基因在‘魏可’葡萄果实八个生长时期的表达模式

Fig. 3 Expression modes of 17 MADS-box family members genes during ‘wink’ eight developments stages
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发育成熟过程中具有不同的作用。

2.4.2 MADS-box家族基因对ABA、NAA的应答模

式 为了验证MADS-box家族成员在葡萄果实发育

与成熟过程中的作用，对ABA和NAA处理的葡萄果

实，分别在果实转色初期、转色中期和完熟期，进行

了实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）分析。结果

（图 4）表明，果实经过ABA和NAA处理后，几乎所

有的MADS-box转录因子成员的表达量与其对照相

比均具有较大的差异。分析发现，ABA在果实转色

初期促进了VvMADS4的表达（图 4-A），在果实转色

中 期 ，促 进 了 VvMADS5、VvCMB1、VvSVP- like5、

VvAP1和VvTT16的表达（图4-B1~B5），而NAA则分

别在相应时期抑制了这些基因的表达；此外，NAA
在果实转色初期，促进了 VvMADS1、VvSVP-like1、

VvSVP-like2、VvSVP-like3、VvAG和 VvFBP24的表达

（图 4-C1~C6），在果实转色中期，促进了VvMADS2-

like2和VvMADS9的表达（图4-D1、D2），而ABA则分

别在相应时期抑制了对应基因的表达。结合ABA、
NAA对葡萄果实的生理作用，可推测MADS-box家
族大部分成员可能参与调控葡萄果实的转色与成熟。

3 讨 论

MADS-box 是植物特有的一类重要的转录因

子，广泛存在于植物中，并在植物生长发育的多个方

面起着非常重要的调控作用，它们在不同物种中具

有不同的成员，且功能上存在一定的差异。笔者通

过对MADS-box家族成员启动子元件的分析，预测

了这2个家族不同成员在果实发育与成熟过程中可

能存在的功能；并系统分析了MADS-box家族成员

在葡萄果实发育与成熟过程中的时空表达模式，揭

示了其不同的家族成员在葡萄果实发育过程中的作

用，为深入了解MADS-box在非呼吸跃变型果实发

育与成熟中的功能奠定重要基础。为了探索其在果

实转色与成熟过程中的作用，笔者分析了葡萄果实

转色前 7 d，ABA和NAA处理对其成员基因表达水

平的影响，从而验证了它们在葡萄果实转色与成熟

过程中的调控作用。

转录因子启动子元件分析为预测基因的潜在功

能提供了一个重要的参考信息，同时，为揭示基因的

作用机制提供了重要的理论依据[24-25]。笔者对每个

转录因子成员对应的启动子元件分析，发现每个基

因的启动子均含有 5类motif作用元件，表明它们潜

在的功能具有较强的保守性。其中，光响应作用元

件在每个转录因子启动子元件中均含有最多的数

量，原因可能是光作为植物生长所必需的元素，在葡

萄果实生长发育、转色与成熟过程中起着不可替代

的作用。

有趣的是，每个转录因子的启动子元件中均含

有一定数量的组织特异性元件，如分生组织元件

（CAT-box、CCGTCC-box等），控制着果实生长过程

中分生组织的分化和生长；胚乳表达顺式作用元件

（GCN4_motif、Skn-1_motif等），控制着果实种子中

胚乳的生长发育。本研究发现，上述组织特异性元

件数量较多时，其对应基因在幼果中表达量较高，反

之，在幼果中表达较弱。如在幼果中几乎不表达的

成 员 VvMADS1、VvMADS9、VvAP3、VvSVP- like5、

VvAP1，其启动子元件中，组织特异性元件数量分别

为1、1、1、0、2；而在幼果中表达量较高的成员VvAG、

VvMADS2-like2、VvTT16，其启动子元件中，组织特异

性元件数量均≥5。该现象说明启动子元件潜在功

能与基因表达功能的一致性，也为通过启动子作用

元件预测基因的潜在功能提供一定的依据。研究还

发现，MADS-box转录因子家族均只有一半数量成

员的启动子元件中含有分生组织作用元件，且该类

型元件数量多为 1个，这些成员在葡萄果实的膨大

期具有表达高峰，如VvMADS2-like1、VvAP1、VvTT16

等，这表明分生组织作用元件在果实膨大中起着重

要的作用。此外，胚乳是种子的重要组成部分，在果

实的生长发育过程中发挥着重要的作用。前人[26-27]

研究发现，种子的有无会促进或阻碍果实膨大，启动

子元件分析可以看出，几乎所有的转录因子成员均

含有一定数量的胚乳表达响应元件，表明其与果实

生长发育相关，且部分MADS-box转录因子家族成

员 ，如 VvAG、VvFBP24、VvSVP- like2、VvCMB1 和

VvSVP-like1，其对应基因在硬核期出现表达高峰，

而硬核期是种子发育的关键时期，表明胚乳表达响

应元件在种子发育中占有重要地位。

本研究发现启动子元件中激素响应元件的功

能、数量与该基因在葡萄果实发育不同时期的表达

模式具有一定的相关性，表明这些转录因子可能响

应相应的激素参与葡萄果实不同发育时期的调控。

前人研究表明，赤霉素、生长素、细胞分裂素具有促

进果实生长发育，但是延迟果实转色与成熟的作

用[28-29]。乙烯、茉莉酸甲酯、脱落酸能够促进果实的

崔梦杰，等：葡萄转录因子数据库中17个MADS-box成员在果实发育成熟过程中的表达特征分析
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图 4 经 ABA/NAA处理后‘魏可’葡萄果实MADS-box家族不同成员基因的表达

Fig. 4 Expression level of MADS-box family members genes after the treatment of ABA/NAA
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转色与成熟[30-32]。这种抑制或者促进的关系主要是

果实中内源激素与外源激素之间的一种相互作用形

成的，而这种相互作用归根结底是果实内源基因的

时空表达引起的[33-34]。当促进果实生长发育却抑制

果实转色成熟的激素相关元件较多时，其对应基因

在果实生长发育前期表达量较高。如VvSVP-like3、

VvAG，其启动子元件中促进果实生长发育的激素响

应元件数量是抑制果实生长发育的激素响应元件数

量的 2倍，甚至更多。相应的，VvSVP-like3、VvAG在

幼果发育期也具有较高的表达量；而当抑制果实生

长发育却促进果实转色成熟的激素相关元件较多

时，其对应基因在果实转色期表达量较高，如：

VvMADS2- like2、VvMADS4、VvMADS9、VvSVP- like1、

VvSVP-like4、VvCMB1。因此，MADS-box基因启动

子中激素响应元件可能是预测其功能的重要元件，

包括其在果实发育过程中的作用，当促进果实生长

发育的激素响应元件数量多于抑制果实生长发育的

激素响应元件数量时，其对应基因主要在果实幼果

期起着重要作用；反之，在成熟期发挥重要作用。

4 结 论

葡萄转录因子MADS-box家族成员在果实的生

长发育与成熟的特定时期起着重要的调控作用。其

中 ，MADS- box 家 族 中 有 6 个 成 员（VvMADS4、

VvMADS5、VvCMB1、VvSVP-like5、VvAP1 和 VvTT16）

在果实转色特定时期正调控葡萄果实的转色与成

熟 ；另 外 8 个 成 员（VvMADS1、VvMADS2- like2、

VvMADS9、VvSVP- like1、VvSVP- like2、VvSVP- like3、

VvAG和VvFBP24）在果实转色特定时期负调控果实

的转色与成熟。
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