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干旱胁迫下葡萄 AQP 基因家族的

鉴定及转录调控网络预测
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摘 要:【目的】探究干旱胁迫下葡萄AQP的转录调控网络，为后续研究葡萄抗旱基因功能和转录调控机制提供理论

依据。【方法】通过生物信息学方法分析葡萄AQP基因家族成员的理化性质、系统进化和染色体定位，进行共线性分析

和转录因子调控预测，通过转录组数据分析该基因家族在干旱胁迫和脱落酸（abscisic acid，ABA）处理下的表达情

况。【结果】37个VvAQP基因主要分为PIP、TIP、NIP、SIP 四类，分别分布在17条染色体上，复制分析结果表明，共有5

对节段复制和2对串联复制。蛋白序列分析表明，每个VvAQP蛋白序列中均有1个植物AQP主要内在蛋白（major in-

trinsic proteins，MIP）的保守结构域特征。通过转录调控网络预测发现，靶向VvAQP基因的转录调控因子主要分为16

类。干旱胁迫下，根和叶中大部分VvAQP基因表达持续下调，VvPIP2-3、VvPIP2-6在根中持续上调，7个VvAQP基因

受ABA显著诱导。干旱胁迫下15个差异表达的转录因子可能与13个VvAQP基因存在调控关系。【结论】鉴定并提供

了葡萄AQP基因家族成员的基本信息，通过转录组数据发现可能参与干旱胁迫的VvAQP基因，并预测了这些基因的

转录调控网络。
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Abstract:【Objective】Grape is one of the oldest fruit crops in the world. Most of the grapes in the

world are cultivated in arid and semi-arid areas. Facing with the increasingly severe environment on the

earth, the grape industry will face a serious impact in the future, drought will become one of the key fac-

tors restricting grape production. The aim of this study was to identify members of the AQPs gene fami-

ly in the whole grape genome. In addition, the transcriptional regulatory network of VvAQPs under

drought stress was explored to provide theoretical basis for the subsequent research on the function and

the transcriptional regulation mechanism of drought resistance genes in grape.【Methods】Through

BLAST Arabidopsis thaliana AQP protein sequences and the HMM file (PF00230), 37 VvAQPs were

identified based on the grape genome database. The phylogenetic analysis, gene structure and protein se-

quence analysis, chromosome location and series replication analysis of grape AQP genes family were

performed by using bioinformatics method, interspecific collinear analysis, targeted VvAQPs transcrip-
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tion factor regulatory network analysis. Through drought stress and ABA treatment to further identify

the VvAQPs involved in drought, and explore possible transcriptional regulatory relationships.【Results】

Thirty- seven VvAQPs members were identified from the grape genome. The sequence lengths of

VvAQPs varied from 65 to 354, the molecular weights of VvAQPs varied from 6.79 to 37.33 kDa, and

the isoelectric points of VvAQPs varied from 4.33 to 9.79. Most of the VvAQPs protein had 6 trans-

membrane domains. Phylogenetic analysis showed that the family was divided into PIPs, TIPs, NIPs

and SIPs. These VvAQPs were distributed among 17 chromosomes, one VvAQP was distributed on 4,

11, 12, 18_random chromosome, and two on 2, 5, 9, 10, 16, 7_random, Un chromosome. There were 3

VvAQPs on 3, 6, 13, 14, and 15, 4VvAQPs on the chr8 chromosomes. VvAQPs were accompanied with

5 pairs of segmental copies and 2 pairs of tandem copies. There were 27 AQP homologous genes be-

tween grape and Arabidopsis thaliana, 31 AQP homologous genes in tomato, 36 AQP homologous

genes in peach, 55 AQP homologous genes in poplar and 44 AQP homologous genes in kiwifruit, re-

spectively. In addition, the number of homologous genes on the 6, 8 and 13 chromosomes of grape were

large, 5 VvAQPs were direct homologous genes with other 6 species, and 7 VvAQPs were homologous

with other 5 dicotyledons. Gene structure and protein sequence analysis showed that there was a con-

served domain characteristic (MIP) of plant aquaporin in each grape AQP protein sequence and genes

from the same subgroup had similar structures. The prediction of transcriptional regulatory network re-

vealed that the transcriptional regulatory factors targeting VvAQPs were mainly divided into 16 types

(HD-ZIP, MYB, ERF, bZIP etc.). Combined with transcriptome data, most VvAQPs were significantly

down-regulated in roots and leaves under drought stress, and VvAQPs in most roots or leaves were not

differentially expressed during the T1 period of drought stress. In roots, VvPIP3-1, VvNIP3-1, VvTIP1-2

and VvTIP2-1 were significantly down-regulated, while VvPIP2-3 showed the opposite trend and was

significantly up-regulated. VvNIP2-3, VvPIP1-3, VvNIP1-1 and VvTIP4-1 were significantly down-regu-

lated in the later stage of drought stress, and VvTIP2-2 was only significantly down-regulated in the M4

drought-tolerant genotype. In leaves, VvTIP1-4, VvTIP2-1 and VvPIP3-2 were significantly down-regu-

lated, VvTIP1- 2 and VvNIP3- 1 were up- regulated first and then down- regulated, and most genes of

grape PIP subfamily members were significantly down- regulated in later stages, such as VvPIP1- 3,

VvPIP1-5, VvPIP2-1, VvPIP2-2, VvPIP2-4and VvPIP2-5. VvAQPs were induced by ABA in different

tissues. In roots, 4 VvAQPs were significantly up- regulated after being induced by ABA, such as

VvPIP3-1, VvPIP1-6, VvPIP2-2 and VvTIP3-1, and VvNIP4-2 was down-regulated after ABA treatment.

In leaves, VvNIP1-1, VvPIP3-1 and VvTIP1-3 were induced to be up-regulated, while VvPIP2-2 was in-

duced to be down- regulated. Combined transcriptome expression data with transcriptional regulatory

network prediction results, 15 differentially expressed transcription factors may regulate 13 VvAQPs un-

der drought stress. Under drought stress, HD-ZIP (VIT_16s0098g01170, VIT_04s0023g01330 and VIT_

15s0048g02870) showed an up- regulation trend, and their target genes VvPIP2- 1, VvPIP2- 4 and

VvTIP1- 1 basically showed a trend of up- regulation first and then down- regulation. bZIP (VIT_

01s0010g00930, VIT_18s0001g10450 and VIT_15s0046g01440) was all up- regulated. Their target

genes VvTIP1-4, VvNIP1-1, VvPIP1-5, VvPIP1-4, VvPIP2-5, VvTIP1-3 and VvTIP1-1 basically showed

a downward-regulation trend in roots and leaves under drought stress. VvTIP1-2 was first up-regulated

and then down-regulated in the leaves, while it was continuously down-regulated in roots. NAC (VIT_

01s0026g02710 and VIT_19s0014g03290) all showed an up-regulation trend, and they jointly targeted

the VvTIP2-1, which was continuously down-regulated in roots and leaves under drought stress. In addi-

tion, VIT_11s0016g02410 (MYB_related) and target gene VvNIP3-1 continued to be down-regulated in
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水通道蛋白（aquaporin，AQP）是广泛存在于植

物中可以高效转运水的小分子蛋白，属于主要内在

蛋白（major intrinsic proteins，MIP）超家族，对维持

植物细胞水分平衡起到关键作用[1]。研究表明，水

通道蛋白不仅可以运输水分子，还具有运输多种气

体分子、金属离子以及过氧化氢等物质的功能 [2]。

自从拟南芥中分离鉴定了第一个植物水通道蛋白 γ-

TIP以来[3]，水通道蛋白已经在拟南芥[4]、水稻[5]、鹰嘴

豆[6]、毛果杨[7]、陆地棉[8]、番茄[9]、香蕉[10]等 20多种植

物中发现并鉴定。植物AQP共有 7类[11]，但在高等

植物和单子叶植物进化的过程中，类GlpF膜内在蛋

白（glycerolfacilitato，GIP）、杂合内在蛋白（hybrid in-

trinsic proteins，HIP）和 X 内在蛋白（X intrinsic pro-

teins，XIP）丢失[12]。双子叶植物水通道蛋白一般通

过氨基酸序列同源性和蛋白质亚细胞定位分为4个

亚族[13]，分别是膜内在蛋白（plasmamembrane intrin-

sic proteins，PIP）、液泡膜内在蛋白（tonoplast intrin-

sic proteins，TIP）、类 Nodulin26（NOD26）膜内在蛋

白（noduLin 26-like intrinsic proteins，NIP）和小的碱

性膜内在蛋白（small and basic intrinsic proteins，

SIP）。植物水通道蛋白一般包含保守的 Asn-Pro-

Ala（NPA）motifs、Ar/R区域和跨膜结构域[14]。不同

亚族的植物AQP特异性识别不同的运输底物，NPA

主要影响不同底物和水通道蛋白之间的特异性识

别，Ar/R主要通过控制水孔大小及疏水性决定底物

特异性，P1~P5的5个氨基酸残基决定运输水分子或

甘油分子[15-16]。

水通道蛋白能够通过水分子的跨膜运输来平衡

细胞的生命活动，对维持植物的生长、逆境胁迫等生

理过程至关重要 [15-17]，而作为植物的主要水通道途

径，逆境胁迫下水通道蛋白的功能和调控研究一直

备受关注。在缺水条件下，部分AQP基因的上调表

达能够促进水分运输并维持正常的生理活动，而其

他AQP基因表达下调以降低渗透率来避免水分过

量流失[18-19]，这种双向调控能保证植物更好的生存。

过表达水稻OsPIP1-1或OsPIP2-2可显著提高拟南

芥的干旱耐受能力[20]。与野生型相比，SlPIP2;1、Sl-

PIP2;7或SlPIP2;5的转基因拟南芥和番茄在正常和

干旱条件下均提高了水分传导能力和成活率[21]。在

烟草中过表达欧洲油菜BnPIP1可以提高分子水平

上的水分传导能力，从而增强植株的抗旱能力 [22]。

在拟南芥中过表达黑籽南瓜CfPIP2;1提高了其在

干旱胁迫下的成活率[23]。小麦TaAQP7受干旱、脱落

酸（abscisic acid，ABA）和H2O2诱导，在烟草中过表

达TaAQP7可提高植株的干旱耐受能力[24]。香蕉的

MaPIP2-7过表达植株能够通过降低丙二醛（malo-

ndialdehyde，MDA）含量和离子渗透率，提高叶绿素

以及ABA含量来增强植株抗旱能力[25]。气孔运动

受多种因素调节，而干旱胁迫下植物可以通过气孔

运动来抑制植物的蒸腾作用[26]。最近有研究表明，

在鞭毛蛋白 flg22侵染拟南芥早期阶段，细胞通过改

变AtPIP2;1亚细胞定位来调控水分运输，进而实现

气孔关闭（用 flg22模拟病原菌入侵可以诱导气孔关

闭），这表明水通道蛋白在气孔运动中也发挥着关键

作用[27]。玫瑰RhPIP2;1与MYB转录因子RhPTM相

互作用，干旱胁迫诱导RhPIP2;1的 273丝氨酸位点

发生磷酸化，影响RhPTM核易位，导致碳水化合物

代谢相关基因的表达变化来响应生存压力[28]。

全球葡萄生产多集中在干旱和半干旱区域，再

加上地球资源的日益匮乏和环境的日益恶劣，未来

葡萄产业将面临严重的冲击，因此干旱将成为制约

葡萄生产的关键因素之一。对不同葡萄砧木基因

型的生物化学和生理学研究表明，与基因型 101.14

（V. riparia×V. rupestris）相比，基因型 M4 [（Vitis vi-

nifera×V. berlandieri）×V. berlandieri×Resseguier n. 1]

显示出对水分胁迫和盐胁迫具有较高的耐受性，能

roots under drought stress, VIT_16s0013g01000 (ERF) and target gene VvPIP1- 7 were continuously

down- regulated in roots under drought stress, and VIT_07s0197g00060 (G2- like) and target gene

VvTIP2-1 showed opposite trends in roots and leaves under drought stress.【Conclusion】The basic infor-

mation about grape AQPs family members was identified and provided, and the VvAQPs involved in

drought stress and the predicted transcriptional regulatory networks were further identified, which pro-

vided a theoretical basis for further study on grape AQPs involved in drought stress and transcriptional

regulation mechanism.

Key words: Grapevine; AQP; Drought stress; Transcription factor; Regulation
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在严重的胁迫条件下依然保持光合特性[29]。比较这

2种不同基因型在干旱胁迫下根和叶中基因的表达

差异以及转录组分析进一步挖掘参与干旱胁迫的

关键基因[30]。

目前，尚未有关于VvAQP基因家族系统的鉴定

和分析，响应干旱胁迫的葡萄AQP基因相关功能研

究也较少。笔者通过生物信息学方法对VvAQP家

族进行全基因鉴定，并分析了VvAQP 的系统发育

关系，VvAQP的基因结构、染色体分布、串联复制关

系以及靶向VvAQP基因的转录因子预测，并依据前

人转录组分析结果，确定响应干旱胁迫的VvAQP基

因以及可能靶向VvAQP基因的转录调控因子，为进

一步研究该家族成员的生物学功能奠定基础，同时

为干旱胁迫下转录因子与VvAQP基因的转录调控

机制研究提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 VvAQP家族成员的获取及进化树构建

利用拟南芥AQP序列为参照比对葡萄基因组

（http://plants.ensembl.org/Vitis_vinifera/Info/Index），

以E值为 10-5截取；再利用 pfam数据库的隐马尔可

夫模型文件（PF00230）进一步筛选葡萄基因组，并

以E值为10-3截取，将2种方法得到的蛋白序列提交

到Pfam和SMART网站分析候选的葡萄水通道蛋白

结构域。利用MEGA 7对 35个拟南芥AQP序列和

37个VvAQP序列进行多序列比对，并运用邻接法

（Neighbor-Joining，NJ，Bootstrap 设为 1000，其他参

数为默认值）构建系统进化树，运用在线网站

EVOLVIEW （https://www.evolgenius.info/evolview/

#login/）进行进化树图绘制。

1.2 VvAQP基因家族的生物信息学分析

运 用 Protparam （https://web.expasy.org/prot-

param）在线软件分析VvAQP家族成员的氨基酸数

量、理论等电点和分子质量等理化性质。用

TMHMMServer v.2.0（http://www.cbs.dtu.dk/services/

TMHMM/）预测VvAQP的跨膜结构。使用MEME

（http://meme- suite.org/tools/meme）网站对 VvAQP

的保守基序进行分析。利用在线网站GSDS（http://

gsds.cbi.pku.edu.cn/Gsdsabout.php）对VvAQP基因结

构进行预测分析，结果见表1。从Ensembl数据库中

下载葡萄基因组文件并提取VvAQP基因的染色体

位置信息进行染色体定位分析，使用Tbtools v1.089

进行作图分析。根据以下2个标准确定VvAQP基因

重复:（1）较短序列长度＞较长序列的 75%；序列比

对的相似度＞75%。（2）在 100 kb染色体片段中，相

邻或间隔不超过 2 个的基因被认为是串联重复基

因，此外，不同染色体片段上的2个基因为节段重复

基因。使用MCScanX软件（设置截取 10-5的阈值）

分析了葡萄（Vitis vinifera L.）、水稻（Oryza sativa

L.）、拟南芥（Arabidopsis thaliana）、番茄（Solanum

lycopersicum）、猕猴桃（Actinidia chinensis）、毛白杨

（Populus trichocarpa）和 碧 桃（Prunus persica）

AQP基因之间的共线区域。所有物种的基因组文

件 从 Ensembl（http://plants.ensembl.org/index.html）

数据库下载，并使用 Tbtools v1.089 绘制共线性图

片。

1.3 干旱胁迫和外源施加 ABA 对葡萄根和叶中

AQP基因表达模式的影响

根据Corso等[30]的研究结果中显示（https://aca-

demic.oup.com/jxb/article/66/19/5739/695524#suppl-

ementary-data）的在干旱胁迫下不同基因型根和叶

的转录组数据文件，提取 VvAQP基因的 Log2FC值

和 Padj值，利用 TBtools v1.089 绘制差异表达热图。

利用 NCBI 数据库的 GSE78798（葡萄不同组织在

ABA处理下的表达）芯片数据进行归一化处理，提

取VvAQP基因的表达矩阵并利用Tbtools v1.089绘

制表达热图。

1.4 靶向葡萄AQP基因的转录因子调控预测

利用PlantTFDB 4.0数据库葡萄转录因子信息，

用Hmmscan对参考基因组葡萄基因组序列（http://

plants.ensembl.org/index.html）中的所有基因进行转

录因子家族分析，通过Blast进行转录因子注释，截

取Hmmscan E值≤0.05、Blast E值≤0.05为标准，鉴

定并统计所有转录因子。提取VvAQP基因的启动

子序列（上游 2000 bp），并提交给 PlantTFDB 数据

库进行调控预测（http:// plantregmap.gao-lab.org）。

FIMO 用于判断启动子中的转录因子结合位点，

以10-5为截取阈值筛选预测结果。获取预测信息并

将其导入 Gephi0.9.2 软件，使用“Fruchterman Rein-

gold”布局将数据可视化，计算节点的平均权重，以

区分节点的关键程度。差异转录因子的筛选基于

表格中不同干旱胁迫时间下根和叶中的差异表达

倍数 log2FC ≥ 1 或 log2FC ≤ - 1 且显著性 Padj ≤
0.05。
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2 结果与分析

2.1 葡萄基因组AQP基因家族成员鉴定和蛋白质

理化性质分析

利用隐马尔可夫模型（hidden markov model，

HMM）和BLASTP的搜索结果以及SMART和Pfam

蛋白结构域验证后，最终获得37个葡萄AQP家族成

员，与拟南芥35个AQP家族成员构建系统进化树显

示有4个分支（分别为SIP、NIP、TIP、PIP亚家族），并

参考拟南芥基因命名对 VvAQP 家族成员进行命

名。如图1所示，VvAQP在不同亚族的分布并不均

匀，SIP 亚族中包含 2 个 VvAQP 家族成员。NIP、

TIP、PIP分别含有10、11、14个VvAQP家族成员。

对葡萄AQP蛋白序列进行理化性质分析，结果

（表 1）显示蛋白质序列长度为 65~354 aa，分子质量

为 6.79~37.33 kDa，等电点为 4.33~9.79。跨膜结构

预测分析表明，大部分葡萄AQP蛋白有 6个跨膜结

构域 ，VvPIP3- 1、VvPIP3- 2 有 7 个 ，VvNIP5- 1、

 

图 1 葡萄与拟南芥 AQP 的系统进化分析

Fig. 1 Phylogenetic analysis of AQP in grape and Arabidopsis

自展值：Bootstrap
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50~80
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VvSIP1- 1 有 5 个 ，VvTIP1- 2、VvSIP2- 1 有 4 个 ，

VvNIP2- 1、VvNIP2- 2、VvTIP2- 2 有 3 个，6 个葡萄

AQP蛋白序列中跨膜结构域数目≤ 2个。序列长度

最长的VvNIP6-1也具有6个跨膜结构域。

2.2 VvAQP基因的染色体定位分析和复制分析

根据葡萄基因组数据，对葡萄 AQP 基因家族

成员进行染色体定位分析（图 2）。VvAQP 基因分

别分布在 17条染色体上，其中有 2条为短片段染色

体。在Chr4、Chr11、Chr12、Chr18_random染色体上

各 分 布 1 个 ，Chr2、Chr5、Chr9、Chr10、Chr16、

Chr7_random、ChrUn 染色体上各分布 2 个，Chr3、

Chr6、Chr13、Chr14、Chr15 染色体上各分布 3 个，

Chr8染色体上有 4个。复制分析结果表明，共有 5

对节段复制和 2对串联复制，然而未发现有明显的

表 1 葡萄 AQP 染色体位置的和氨基酸数量、预测的分子质量、等电点、跨膜结构域

Table 1 Chromosomal location of grape AQP and Amino acid numbers, putative MW, pI, THM

基因名称

Gene name

VvNIP5-1

VvPIP1-6

VvPIP3-1

VvPIP3-2

VvPIP2-4

VvTIP4-1

VvNIP7-1

VvPIP1-4

VvPIP2-1

VvTIP1-2

VvTIP1-4

VvNIP2-1

VvNIP2-2

VvTIP1-1

VvSIP1-1

VvSlP2-1

VvPIP2-3

VvTIP2-1

VvNIP6-1

VvNIP1-1

VvPIP2-5

VvNIP2-3

VvPIP1-1

VvTIP1-3

VvPIP2-2

VvPIP1-7

VvNIP4-2

VvNIP4-1

VvNIP3-1

VvTIP5-2

VvPIP1-3

VvPIP1-5

VvTIP5-1

VvTIP3-1

VvPIP1-2

VvTIP2-3

VvTIP2-2

蛋白名称

Sequence ID

VIT_02s0025g03260.t01

VIT_02s0025g03390.t01

VIT_03s0038g01390.t01

VIT_03s0038g01410.t01

VIT_03s0038g02520.t01

VIT_04s0008g03550.t01

VIT_05s0020g02740.t01

VIT_05s0029g00510.t01

VIT_06s0004g02850.t01

VIT_06s0004g04120.t01

VIT_06s0061g00730.t01

VIT_07s0141g00080.t01

VIT_07s0141g00160.t01

VIT_08s0007g04780.t01

VIT_08s0007g07680.t01

VIT_08s0040g00400.t01

VIT_08s0040g01890.t01

VIT_09s0002g04020.t01

VIT_09s0070g00080.t01

VIT_10s0003g01830.t01

VIT_10s0003g03580.t01

VIT_11s0078g00490.t01

VIT_12s0034g00250.t01

VIT_13s0019g00330.t01

VIT_13s0019g04280.t01

VIT_13s0067g00220.t01

VIT_14s0006g01540.t01

VIT_14s0006g01560.t01

VIT_14s0108g00700.t01

VIT_15s0021g02420.t01

VIT_15s0046g02410.t01

VIT_15s0046g02420.t01

VIT_16s0022g00330.t01

VIT_16s0039g00220.t01

VIT_18s0001g06480.t01

VIT_00s0229g00130.t01

VIT_00s2783g00010.t01

染色体

Chromosome

2

2

3

3

3

4

5

5

6

6

6

7_random

7_random

8

8

8

8

9

9

10

10

11

12

13

13

13

14

14

14

15

15

15

16

16

18_random

Un

Un

位置

Localization

2 788 379~2 791 515

2 890 636~2 893 718

976 131~977 121

984 045~985 466

1 760 984~1 762 467

2 903 920~2 905 762

4 462 134~4 463 397

15 337 973~15 338 474

3 578 735~3 580 302

5 090 720~5 091 916

18 257 635~18 258 750

52 369~53 027

112 802~113 460

18 763 893~18 765 006

21 138 702~21 144 717

11 323 666~11 328 580

12 986 520~12 988 082

3 712 870~3 714 177

13012090~13014358

3 271 408~3 273 259

6 024 746~6 025 240

12 865 608~12 866 147

15 719 960~15 720 373

2 428 952~2 430 676

5 602 037~5 604 892

154 711~155 950

17 711 147~17 713 378

17 758 809~17 762 011

29 407 401~29 409 742

13 417 086~13 418 212

19 192 837~19 196 048

19 199 340~19 206 837

11 2478 76~11 248 951

102 284~103 573

4 857 859~4 858 322

15 488 900~15 490 718

42 956 119~42 956 496

蛋白长度

Protein
length/aa

298

287

304

320

279

301

293

65

280

268

251

124

124

251

238

241

287

249

354

282

118

89

119

251

284

286

281

117

294

251

286

286

249

259

141

250

124

分子质量

Molecular
weight/kDa

30.70

30.71

32.27

34.32

29.62

32.12

31.38

6.79

30.01

28.03

26.09

13.21

13.21

26.21

25.18

26.52

30.69

25.48

37.33

29.82

12.86

9.32

12.42

25.84

30.29

30.55

29.85

12.78

31.00

25.85

30.89

30.71

25.49

27.42

14.93

25.32

12.60

等电点

pI

9.08

8.61

5.8

7.17

8.97

5.96

8.21

7.62

7.00

7.10

5.32

4.77

4.77

5.89

9.15

9.79

7.14

5.87

8.28

9.15

6.94

4.94

6.82

5.32

8.29

8.53

8.46

5.86

8.34

5.73

8.98

8.66

5.73

7.11

6.39

4.96

4.33

跨膜结构域数

Transmembrane
domains

5

6

7

7

6

6

6

1

6

6

4

3

3

6

5

4

6

6

6

6

0

2

0

6

6

6

6

2

6

6

6

6

6

6

0

6

3
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基因簇存在，说明葡萄 AQP 基因家族在物种的分

化过程中相对较保守，并未发生较大的数量加倍

变化。

2.3 VvAQP基因家族的系统发育、保守结构域、保

守基序、基因结构分析

为了更好地解析葡萄AQP基因家族的相似性

和多样性，笔者分析了系统发育树（图 3-A）、保守

基序和保守结构域（图 3-B）以及外显子-内含子结

构（图 3-C）。基于蛋白序列构建的系统进化树分

支确定葡萄 AQP 家族成员的分类，可分为 PIP、

TIP、NIP、SIP共 4类，其中SIP亚家族仅有 2个葡萄

AQP成员，PIP、TIP、NIP亚家族分别包含 14、11、10

个成员。保守结构域和保守基序分析表明，每个葡

萄AQP蛋白序列中均有 1个MIP保守结构域特征，

MEME 分析结果（图 3-D）显示，多个 motif 基序位

于 MIP 保守结构域中，如 motif1、motif2、motif4、

motif5、motif6、motif7。进一步分析发现，motif3、

motif9、motif10、motif11、motif15只在 PIP亚家族中

出现，motif14只在NIP亚家族中出现。基因结构分

析表明VvNIP6-1基因序列最长，包含 3个外显子，

VvPIP1-4 基因序列最短，只包含 1 个外显子，而

VvPIP2- 5、VvPIP1- 1、VvPIP1- 2、VvTIP2- 2 无外显

子，VvAQP 基因的外显子数量在 0~5 之间，其中

VvPIP1-4中只有 1个外显子，2个内含子的成员包

含 12个，3个内含子的成员有 10个，4个内含子的

成员有7个。

图 2 VvAQP 基因在染色体上的分布以及复制关系

Fig. 2 Distribution and replication relationship of VvAQP genes on chromosomes

Chr2 Chr3 Chr4 Chr5 Chr6 Chr8 Chr9 Chr10

Chr11 Chr12 Chr13 Chr14 Chr15 Chr16 7_random Un

长度 Length

5
M

b
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M
b
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SIP

NIP
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基因复制 Gene duplication
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2.4 AQP基因的多物种共线性分析

为了进一步研究VvAQP基因家族的遗传机制，

笔者鉴定了6种代表性植物与VvAQP基因家族的同

源基因，这些植物包括毛果杨、猕猴桃、碧桃、拟南

芥、番茄和水稻（图 4-A~B）。与单子叶植物水稻的

14对同源基因相比，双子叶植物和葡萄具有更多的

AQP同源基因，拟南芥27对、番茄31对、桃36对、毛

果杨和猕猴桃分别为55对和44对，根据葡萄染色体

位置将这些同源基因划分成不同区域，如图 4-C发

现 Chr6、Chr8、Chr13 染色体上的同源基因数量较

多，说明这些基因所在的染色体的片段可能存在连

锁遗传。此外，在葡萄和其他6个物种之间发现了5

个直系同源基因（图 4-D），这表明这些同源基因在

祖先分化之前就已经存在，并在植物中发挥了关键

作用。此外，还发现 7个VvAQP基因与其他 5个双

子叶植物有同源关系（图4-D）。但并未出现在单子

叶水稻中，表明这些基因对是在双子叶和单子叶分

化后产生的。

2.5 VvAQP基因在干旱胁迫、ABA处理下的表达

模式

干旱胁迫下VvAQP基因在干旱敏感型（101.14）

以及抗旱型（M4）根和叶中的差异表达（图 5-A）显

示，干旱胁迫下大部分VvAQP基因在根和叶中均显

著下调，并且在干旱胁迫的T1时期大部分根或叶中

的VvAQP基因不表达。在根部，VvPIP3-1、VvNIP3-

1、VvTIP1-2、VvTIP2-1 显著下调，而 VvPIP2-3 呈现

A. 系统发育分析；B. 保守基序 MEME 分析和结构域分析；C. 基因结构分析；D. MEME 分析结果的保守序列的 logo 信息。

A. Phylogenetic analysis; B. MEME analysis of conserved motifs and structural domain analysis; C. Gene structure analysis; D. Logo information

of conserved sequences as a result of MEME analysis.

图 3 VvAQP 基因家族的系统发育、保守基序、保守结构域和基因结构分析

Fig. 3 Phylogeny, conserved motif, conserved domain and gene structure analysis of VvAQP gene family
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相反的显著上调趋势，VvNIP2-3、VvPIP1-3、VvNIP1-

1、VvTIP4-1在干旱胁迫后期显著下调，VvTIP2-2只

在M4抗旱基因型中显著下调。在叶片中，VvTIP1-

4、VvTIP2-1、VvPIP3-2显著下调，VvTIP1-2、VvNIP3-

1先上调后下调，大部分葡萄PIP亚家族成员基因在

后期显著下调，如 VvPIP1-3、VvPIP1-5、VvPIP2-1、

VvPIP2-2、VvPIP2-4、VvPIP2-5。总的来说，VvTIP2-

1 在不同基因型的根和叶中均持续显著下调，

VvTIP1-2在不同基因型的根中持续显著下调，在叶

中先上调后下调，VvPIP3-1在不同基因型的根中持

续显著下调，而在叶中表达差异不显著，而VvPIP3-

2在不同基因型的叶中显著下调，在根中差异并不

显著。

大量研究结果表明，水分胁迫下ABA在抗旱中

的作用对植物抗旱具有重要意义，而且ABA诱导

H2O2和 NO 的产生参与了气孔的关闭，此外，外源

A. 拟南芥（At）、番茄（Sl）、水稻（Os）与葡萄（Vv）的 AQP 基因共线关系；B. 毛果杨（Pt）、猕猴桃（Ac）、碧桃（Pp）与葡萄（Vv）的 AQP 基因共线

关系；C. 葡萄每个染色体上的 AQP 基因与其他物种共线基因的数量；D. 不同物种与葡萄 AQP 共线基因的韦恩图。

A. The collinearity of AQP genes between Arabidopsis (At), tomato (Sl), rice (Os) and grapevine (Vv). B. Populus trichocarpa (Pt), kiwifruit (Ac),

peach (Pp) and grapevine (Vv) AQP genes collinear relationship. C. The number of AQP genes on each chromosome of grape with other species;

D. Venn diagram of AQP collinear genes between different species and grape.

图 4 多物种 AQP 基因的共线性分析

Fig. 4 Colinearity analysis of AQP genes in multiple species
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ABA能够增加气孔阻力，降低叶片蒸腾速率，使用

ABA 处理葡萄果实、叶片、根、茎前后的表达热图

（图 5-B）显示，VvAQP基因在不同组织中受到ABA

诱导，在根部，4个VvAQP基因受到ABA诱导后显

著 上 调 ，例 如 VvPIP3- 1、VvPIP1- 6、VvPIP2- 2、

VvTIP3-1，而VvNIP4-2在ABA处理后被诱导下调。

在叶片部位，VvNIP1-1、VvPIP3-1、VvTIP1-3被诱导

上调，而VvPIP2-2被诱导下调。

2.6 靶向VvAQP基因的转录因子调控预测分析

基于 PlantTFDB 数据库预测了靶向葡萄 AQP

家族成员的转录因子基因，阈值控制在10-5截取，预

测VvAQP基因启动子区域（上游2000 bp）中可能的

调控转录因子并绘制网络调控。图 6显示，NAC、

MYB、ERF、WRKY 等多种转录因子可以调控

VvAQP基因。为了进一步缩小范围，笔者筛选了预

测结果中干旱胁迫下差异表达（log2FC ≥ 1 或

log2FC ≤ -1且Padj ≤ 0.05）的转录因子，并绘制了调

控VvAQP基因的转录因子调控网络，预测了51个可

能参与干旱胁迫下调控的转录因子。参考干旱胁迫

下VvAQP基因的表达情况，在干旱胁迫下，VvPIP3-

1、VvPIP3- 2、VvNIP3- 1、VvTIP1- 4、VvTIP2- 1、

VvTIP2-3这些基因在根或者叶中具有显著差异，网

图 5 VvAQP 基因在干旱胁迫和 ABA 处理下的表达模式

Fig. 5 The expression pattern of the VvAQP genes under drought stress (A) and ABA treatment (B)
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络预测结果图（6- B）中 ，VvNIP3- 1、VvTIP1- 4、

VvTIP2-1、VvPIP3-2为多种转录因子的靶向节点，调

控这些靶点的转录因子类型主要有 MYB、Dof、

NAC、bZIP、bHLH、ERF、MYB_related。 靶 向

VvTIP1-4 的转录因子类型包括 MYB、Dof、bZIP、

bHLH、MYB_related，靶向 VvPIP3-2 的转录因子类

型只有 Dof，靶向 VvTIP2- 1 的转录因子有 ERF、

bZIP、NAC。靶向 VvNIP3-1 的转录因子类型包括

MYB_related、Dof。这些结果表明在干旱胁迫下，

VvAQP基因可能受到多种转录因子的调控。

2.7 差异转录因子的表达趋势分析

为了观察转录因子与VvAQP基因之间的表达

模式关系，基于图 6-B的网络调控关系和表格中根

和叶在不同干旱胁阶段下的差异倍数、显著性（Padj）

值绘制了表达模式网络调控图。如图 7所示，将根

和叶中差异表达倍数高（红色、绿素越深）且Padj值

（黑色越深）越小的转录因子和VvAQP基因标注成

红色，不同干旱胁迫阶段下差异倍数高且Padj小的转

录因子和VvAQP基因标注为红色，这些转录因子主

要为HD-ZIP、MYB、ERF、bZIP等，干旱胁迫下HD-

ZIP 转录因子在根和叶片中（VIT_16s0098g01170、

VIT_04s0023g01330、VIT_15s0048g02870）均呈上调

趋势，其靶向基因VvPIP2-1、VvPIP2-4、VvTIP1-1基

本呈现出先上调后下调的趋势。bZIP 转录因子

（VIT_01s0010g00930、 VIT_18s0001g10450、 VIT_

15s0046g01440）均呈上调趋势，其靶向基因中，

VvTIP1-4、VvNIP1-1、VvPIP1-5、VvPIP1-4、VvPIP2-

5、VvTIP1-3、VvTIP1-1在干旱胁迫下的根和叶中基

本呈下调趋势，VvTIP1-2在叶中先上调后下调，而根

中持续下调。NAC转录因子（VIT_01s0026g02710、

VIT_19s0014g03290）均呈上调趋势，其共同靶向为

VvTIP2-1，该基因在干旱胁迫的根和叶中持续下

调。此外，VIT_11s0016g02410（MYB_related）转录

因子和靶基因VvNIP3-1在干旱胁迫下的根中持续

下调，VIT_16s0013g01000（ERF）转录因子和靶基因

VvPIP1-7 在干旱胁迫下的根中持续下调，而 VIT_

07s0197g00060（G2-like）转录因子和靶基因VvTIP2-

1在干旱胁迫下的根和叶中呈相反的趋势。这些结

果表明，多种转录因子的转录受干旱胁迫诱导，并通

过影响下游的调控基因（AQP）的表达来响应干旱胁

迫。

2.8 靶向AQP基因的候选转录因子调控位点预测

根据不同干旱胁迫阶段下的差异倍数以及显著

性，进一步筛选关键转录因子，并通过PlantTFDB预

测转录因子与靶基因的结合位点。共筛选出 15个

转录因子与 13个葡萄AQP靶基因的结合位置并绘

制转录因子与靶基因的结合位点图。如图 8所示，

VvPIP1-4、VvTIP1-2、VvTIP1-4、VvTIP1-1、VvPIP2-

5、VvTIP1-3、VvPIP1-5、VvNIP1-1 基因启动子中有

bZIP 转录因子的结合位点，VvPIP2-5、VvPIP1-5、

VvPIP2-1、VvPIP1-7的启动子序列中有ERF转录因

子的结合位点，而VvTIP2-1的启动子中有NAC、G2-

图 6 转录因子靶向 VvAQP 基因的调控网络

Fig. 6 Transcription factors target the regulatory network of VvAQP genes
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MYB
ERF
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三角热图的左上角代表 Padj 值（越小颜色越深），右下角表示差异倍数，差异上调为红色，下调为绿色，颜色越深说明差异倍数越大。

The upper left corner of the triangular heat map represents the Padj value (the smaller the value the darker the colour). The lower right corner repre-

sents log2FC, the difference is up-regulated to red and down-regulated to green. The deeper the color is, the greater the difference multiple is.

图 7 转录因子和 VvAQP 基因调控网络中的差异表达分析

Fig. 7 Difference expression analysis in transcription factors and VvAQP genes regulation networks

 

图 8 候选转录因子在 VvAQP 基因启动子中的结合位点预测

Fig. 8 Combined site prediction of candidate transcription factors in VvAQP genes promoters

VIT_07s0197g00060:G2-like-
VIT_19s0014g03290:NAC-
VIT_01s0026g02710:NAC-
VIT_18s0001g10450:bZIP-
VIT_15s0046g01440:bZIP-
VIT_01s0010g00930:bZIP-

VIT_04s0079g00410:MYB_related-
VIT_04s0023g01330:HD-ZIP-
VIT_15s0048g02870:HD-ZIP-
VIT_16s0098g01170:HD-ZIP-

VIT_16s0013g01000:ERF-
VIT_11s0016g03940:HSF-
VIT_05s0077g01860:ERF-

VIT_06s0080g00790:MYB-
VIT_11s0016g02410:MYB_ related-

VvTIP2-1
VvPIP1-4
VvTIP1-2
VvTIP1-4
VvTIP1-1
VvPIP2-5
VvTIP1-3
VvPIP1-5
VvNIP1-1
VvPIP2-1
VvPIP1-7
VvPIP2-4
VvNIP3-1

MP00629
MP00012
MP00221
MP00186
MP00318
MP00389
MP00515
MP00473
MP00320
MP00650
MP00556
MP00379
MP00109
MP00055
MP00565

0 400 800 1200 1600 2000
5’ 3'

Log2FC

Padj

杨盛迪，等：干旱胁迫下葡萄 AQP 基因家族的鉴定及转录调控网络预测 1649



果 树 学 报 第38卷

like 转录因子的结合位点。此外，还有一部分

VvAQP基因的启动子中有MYB、HSF、HD-ZIP转录

因子的结合位点。

3 讨 论

先前已有的研究表明，通过BLAST初步鉴定了

28个葡萄AQP基因家族成员，并在葡萄浆果生长发

育的多个阶段检测发现多个PIP和TIP家族基因在

葡萄浆果不同的发育阶段中高表达，为葡萄AQP基

因参与浆果发育提供了理论依据 [31]。VvPIP1a 和

VvPIP1b 参与葡萄果实成熟，并通过将 VvPIP1a 和

VvPIP1b的 cRNA注射爪蟾卵母细胞中探究水通道

蛋白在果实生理学中的潜在作用，发现注射

VvPIP1b 对渗透性没有影响，而 VvPIP1a 能够抑制

爪蟾卵母细胞对尿素的摄取，并且对HgCl敏感[32]。

这些研究更进一步验证了葡萄AQP基因在浆果发

育中发挥关键作用。此外，AQP广泛参与植物的多

种生理活动，除了生长发育外也包括非生物胁迫。

笔者在本研究中通过HMM和BLAST的方法更加

全面地鉴定了葡萄 AQP 基因家族，并通过系统发

育、种间串联复制等生物信息学分析方法描述了葡

萄AQP基因家族成员的基本特点，结合干旱转录组

和芯片数据进一步挖掘可能受干旱诱导的VvAQP

基因，最后通过预测VvAQP基因的上游调控转录因

子，构建了干旱胁迫下的转录调控网络。

使用HMM和BLAST搜索葡萄基因组序列，并

通过 pfam进行保守结构域鉴定，最终筛选了 37个

VvAQP基因，与拟南芥的 35个AtAQP基因[13]相比，

葡萄中AQP基因并没有发生明显扩张，当某基因家

族在染色体上出现明显的基因簇时，往往伴随着串

联复制基因扩张机制[33]，而染色体定位分析和串联

复制分析结果中，VvAQP基因并未存在明显的基因

簇，这为以上观点提供了证据。利用MCScanX进行

多物种AQP基因同源性分析，结果表明，VvAQP基

因与毛果杨AQP基因同源关系更近，这与目前植物

演化中的意见一致。基因结构分析表明，外显子和

内含子的数量和长度在每个亚家族中相对保守。保

守基序分析表明，葡萄AQP的每个亚家族都有相同

的保守基序。保守基序和基因结构分析进一步支持

系统发育分类的结果。

植物水通道蛋白作为水分运输的关键途径之

一，但植物体的水稳态往往涉及多个复杂的调控网

络[34-35]。不同植物组织中AQP基因的表达模式往往

有所差异，这也说明不同的水通道蛋白在植物体内

可能具有不同功能。在干旱胁迫下，烟草NtPIP1;1

和NtPIP2;1的转录水平显著下调，而NtAQP1的转

录水平上调[19]。在向日葵中，液泡膜内在蛋白 Sun-

TIP7在干旱胁迫下，其转录物会发生积累[36]。香蕉

中部分MAQP基因在不同应激处理后表现出不同的

表达模式，并且在不同组织中具有组织特异性表

达[10]。在本研究中，干旱胁迫下大部分VvAQP基因

总体呈现下调趋势，VvPIP2-3在根中差异表达并持

续上调，叶片中的表达差异并不显著，VvTIP2-1在根

和叶片中均显著下调，VvTIP1-2在根中持续显著下

调，叶片中呈现先上调后下调的趋势。这些VvAQP

基因的不同表达模式表明，其在转录水平上表达下

降或上调导致其蛋白活性下降或升高，从而维持水

分平衡，降低植物体内水分的流失或促进水分的运

输，共同维持植物体内的水稳态，保证植物体正常的

生命活动；同时也间接反映了AQP基因在不同组织

中的作用也有差异，这表明AQP基因的不同表达模

式具有不同生物学功能，这与其他研究结果一

致 [10, 18, 35]。进一步研究发现，大部分VvAQP基因在

干旱胁迫下的T1时期并未受到诱导表达，只有少部

分 VvAQP 基因具有显著差异，这可能说明部分

VvAQP基因的表达能够保持短期的干旱胁迫下植

物体内的水分运输，然而在长期干旱胁迫下，需要更

多的VvAQP基因参与响应才能维持植物体的正常

生命活动。葡萄抗旱品种 M4 在早期干旱时，

VvAQP基因并未受到显著诱导，而栽培种101.14在

早期干旱胁迫下有部分VvAQP基因表达下调，在干

旱胁迫下不同抗旱品种中AQP基因的表达模式显

然不同，这说明AQP基因可能介导了不同抗旱品种

的抗旱机制。

AQP是植物体多种重要的生理反应过程中的

膜功能性蛋白，越来越多的研究表明，植物水通道蛋

白主要通过转录调控、翻译后修饰以及亚细胞定位

来发挥关键作用[36-37]。此外，这不仅仅是针对植物体

水分的稳态，同时也涉及了多种小分子物质的运输，

如金属离子、H2O2以及气体分子等[3]，这些运输物遍

布植物体的多种关键通路，如信号传导、防御机制、

渗透胁迫和光合作用等[17]。而转录调控是植物水通

道蛋白响应多种通路的关键调控之一。在ABA处

理下，转录因子ABI3结合并激活拟南芥原生质体中
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的TIP3;1和TIP3;2启动子来维持种子寿命[16]。拟南

芥转录因子XND1为根导水率的负调控因子，能影

响水通道蛋白基因表达，从而负调控导水率和干旱

耐受性 [37]。在花生中过表达拟南芥转录因子 AtH-

DG11诱导花生水通道蛋白基因的表达，并提高花生

的耐旱和耐盐能力。利用ChIP-seq数据分析得出，

新型番茄转录因子ASR1能与水通道蛋白基因启动

子发生相互作用[37]。本研究中，通过VvAQP基因的

启动子序列预测可能与其结合的转录调控因子，并

借助转录组数据进一步分析了关键的候选转录调控

关系，通过分析干旱胁迫下靶向VvAQP基因转录因

子的调控网络，筛选出了15个可能调控VvAQP基因

的关键转录因子，分别属于 HD-ZIP、MYB、ERF、

bZIP、G2-like、HSF转录因子家族，这些调控关系的

建立可为研究植物干旱胁迫下的转录调控机制提供

参考依据[31]。

4 结 论

（1）在葡萄基因组数据库中共检索到37个AQP

基因，编码氨基酸序列长度为 65~354 aa，分子质量

变化范围为 6.79~37.33 kDa，24 个 AQP 至少包括 5

个跨膜结构域。

（2）葡萄AQP基因有 5对节段复制和 2对串联

复制，共线性分析说明葡萄与毛果杨和猕猴桃具有

较高同源性，其中 5个VvAQP基因在祖先分化之前

就已经存在，7个VvAQP基因在双子叶和单子叶植

物分化后产生。

（3）在根和叶中分别有 25和 16个VvAQP基因

受到干旱显著诱导，7个VvAQP基因受ABA诱导。

通过转录调控网络预测，发现靶向VvAQP基因的转

录调控因子主要分为16类，结合转录组数据发现干

旱胁迫下 15 个差异表达的转录因子可能与 13 个

VvAQP基因存在调控关系。
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