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葡萄COMT基因家族的鉴定与表达分析
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摘 要：【目的】咖啡酸O-甲基转移酶（COMTs）是木质素合成过程中一种多功能酶，参与多种初生代谢和次生代谢途

径，在植物木质素次生物质合成及植物抗逆胁迫反应中起着重要作用。旨在鉴定葡萄COMT基因家族成员，探究其对

葡萄真菌病害胁迫的响应，为葡萄抗病育种提供基因资源。【方法】基于拟南芥COMT基因搜索葡萄COMT基因家族，运

用生物信息学方法研究葡萄COMT蛋白质理化性质、基因染色体定位、motif分析和启动子顺式作用元件等；利用荧光

定量PCR法分析COMT基因在抗病品种摩尔多瓦和感病品种夏黑葡萄上接种霜霉病的表达模式。【结果】从葡萄中鉴

定出26个COMT基因，主要位于第10、12和15号染色体上；蛋白质分子质量差异较大，属于不稳定的两性蛋白；亚细胞

定位显示其蛋白主要位于细胞质和细胞外。从构建的系统进化树中发现，该家族分为Ⅰ和Ⅱ 2个亚组，在进化过程中

比较保守，与拟南芥和水稻亲缘关系较近。启动子分析表明，葡萄COMT基因启动子包含丰富的植物激素响应和胁迫

响应的顺式元件，接种葡萄霜霉病后，在抗病品种摩尔多瓦中，除COMT2基因外其余25条COMT基因在接种24 h后均

显著上调，而在感病品种夏黑中只有63%的COMT基因出现显著上调，且抗病品种的表达量显著高于感病品种，其中以

VvCOMT1、5、6、7、8、9和19上调最为显著。【结论】共鉴定了26个葡萄COMT基因家族成员，同时发现COMT基因在葡

萄抗病品种中受霜霉病的强烈诱导，表明木质素在葡萄抗病中起重要作用，可为后期研究葡萄抗霜霉病分子机制提供

候选基因。
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Abstract:【Objective】Caffeic acid O-methyltransferase (COMTs) is a multifunctional enzyme in lignin

synthesis. It participates in some primary and secondary metabolic pathways, and plays an important

role in the synthesis of lignin secondary substances and the responses to stresses in plants. The Europe-

an grape genome was used in the study to search for genes and proteins homologous to members of the

COMT gene family, and identification of the final grape COMT gene family and analysis of their expres-

sion levels under grape downy mildew stress were carried out to provide a molecular basis and genetic

resources for grape resistance breeding.【Methods】Firstly, the identified O-methyltransferase gene se-

quence was searched from the Arabidopsis database. Based on the Arabidopsis COMT gene, the grape

COMT gene family was searched by BLASTP tool, and candidate genes of the VvCOMT family were

obtained by search and comparison, and duplicate and redundant sequences were deleted. The gene

structure, protein physicochemical properties, protein secondary structure, chromosome location and

promoter cis-acting elements were obtained using various biological online analysis software; Moldova

and Summer Black were selected as materials to inoculate the pathogen spores of grape downy mildew
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on the leaves respectively. The samples were taken at 0, 6, 24, 48 h and 120 h after inoculation, and the

expression patterns of the COMT gene family in Moldova and Summer Black after inoculation of

downy mildew pathogen were analyzed by real- time fluorescence quantitative method.【Results】A

grape COMT gene family consisting of 26 COMT members was obtained through the identification, and

all COMT genes had a Methyltransfer_2. The C- terminal catalytic domain (PF00891) was named

VvCOMT1-26 according to the chromosome position, 84.6% of the grape COMTs had an amino acid

length of over 300 aa, and their amino acid numbers ranged from 189 to 395. Among them, VvCOMT24

(VIT_215s0048g02460) had the longest sequence with 395 amino acids, while VvCOMT3 (VIT_

208s0032g01130) has the shortest sequence with only 189 amino acids. The relative molecular weight of

the proteins were between 21 179.45 (VvCOMT3) and 43 521.88 (VvCOMT24); The isoelectric points

were distributed between 5.18 (VvCOMT22) and 6.23 (VvCOMT3), and the isoelectric points were all

less than 7; The protein instability coefficients ranged from 27.21 (VvCOMT23) to 43.30 (VvCOMT5),

among them 6 instability coefficients over 40 belonged to unstable proteins; All proteins with a hydrophi-

licity index between -0.158 (VvCOMT16) and 0.079 (VvCOMT7) were amphoteric proteins; The subcel-

lular localization results showed that the final localization was in cytoplasm and extracellular space. By

constructing the phylogenetic trees of the different species, it could be observed that the grape COMT

gene was relatively conservative and highly similar in the evolutionary process, which was closely relat-

ed to Arabidopsis and rice, and was farthest related to apple. From the prediction of the secondary struc-

ture of the proteins, it could be seen that the grape COMT gene family contained α-helix, β-corner, irregu-

lar curl and extended chain four configurations, the total proportion of α- helix and irregular curl was

70%. The Motif analysis yielded 19 more conservative motifs, and each VvCOMT gene was distributed

with 4-14 motifs, the motif 6 present in all COMT genes, indicating that the motif 6 was highly conserva-

tive. At the same time, it was found that the COMT genes in the same group contained the same motifs.

For example, the closely related VvCOMTs in Group I contained motifs 5, 7, 8, 17 and 19, while those

in Group Ⅱ were different. Most COMT genes contained motifs 13, 14 and 16, while the VvCOMT4 on-

ly contained motifs 2, 3, 6 and 10. The difference in the motifs contained in different branches might be

one of the reasons for functional differentiation in the evolution of the VvCOMT. It was found that 26

VvCOMT genes were irregularly distributed on 7 chromosome skeletons, among them the 12 chromo-

some had the most genes, including 13 VvCOMT genes. The promoter visualization showed that 227 cis-

acting elements were found in the grape COMT gene family, including 184 hormone related elements,

19 fungal induction related elements and 29 defense and stress response related elements. By analyzing

the expression of the COMT genes in the two cultivars after inoculation with downy mildew pathgen, it

was found that 25 VvCOMTs were significantly upregulated under downy mildew stress in the resistant

cultivar Moldova, with 42% of the COMT genes significantly upregulated at 48 h after inoculation,

VvCOMT1, 5, 6, 7, 8, 9 and 19 were most significantly upregulated after inoculation with the pathogen

in the susceptible cultivar Summer Black. Among them, the VvCOMT2 was not significantly upregulat-

ed in both cultivars, indicating that it did not respond to the infection of downy mildew. In addition, the

expression of the COMT genes in resistant cultivar was significantly higher than that in susceptible culti-

vars, indicating that the VvCOMT genes played a certain role in the process of resistance to downy mil-

dew.【Conclusion】This study showed that the grape COMT gene family responded to grape downy mil-

dew and played an important role in the process of resistance to downy mildew infection.

Key words: Grape downy mildew; Caffeic acid O- methyltransferase; Biological analysis; Functional

analysis
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葡萄作为四大水果之一，因其营养丰富，适应

性强，普遍受到消费者和生产者的青睐，在世界范

围内被广泛栽培。然而，葡萄生产过程中经常遭受

霜霉病、白腐病等真菌病害的危害，严重影响葡萄

的产量和品质。葡萄霜霉病是全世界范围内严重

危害葡萄的真菌病害之一[1]，该病原菌主要以卵孢

子形态在病残组织内越冬，5月份通过气流或雨滴

溅散传播，典型的症状为叶片背面出现白色霜状霉

层，即病菌的孢子囊和孢子梗，同时侵染嫩梢、卷

须、叶柄和幼果等部位，严重危害葡萄的营养器官

和生殖器官[2-3]。

木质素是一种多酚聚合物，被木纤维、其他维管

束细胞和厚壁细胞包围[4-5]，是植物中重要的次生物

质，不仅可以增强植物细胞和组织的强度，有利于植

物组织中的水分运输，同时也能提高植物抵抗病虫

害的能力，其总量是仅次于纤维素的第二大有机

物[6-7]。木质素的生物合成是苯丙氨酸或酪氨酸在一

系列酶的催化下逐渐转化为木质素单体，继而形成

木质素的过程[8-9]，该过程由3个途径组成：苯丙烷途

径、木质素合成的特定途径以及木质素单体向木质

素的糖基化转运和聚合的途径。咖啡酸O-甲基转

移酶（COMT）是苯丙烷代谢途径中重要的甲基化

酶[10-11]，COMT有多种功能，如催化咖啡酸的甲基化，

5-羟基苯基醛生成阿魏酸、芥末醛等，还能催化S-腺

苷L-蛋氨酸（SAM或AdoMet）的甲基基团形成阿魏

酸和S-腺苷L-同型半胱氨酸（SAH或AdoHcy）来调

节木质素的合成，且其N端在没有金属离子的环境

下就能进行同源二聚化，除参与木质素合成外还在

类黄酮和芥子酸酯等物质中发挥催化作用[12-13]。

前人研究表明，COMT基因家族包含多个成员，

如毛杨中有25个[14]，拟南芥和甘蓝型油菜中分别有

14个[15]和42个[16]。在其他物种中也有相关的研究，

如烟草[17]、燕麦[18]、松树[19]、水稻[20]、大麦[21]和蓝莓果

实[22]。植物病原菌侵染和植株果实发育包含木质素

的积累过程，而COMT基因已被证明在木质素积累

过程中起着关键作用。Petitot 等 [23]发现非洲水稻

COMT3在根结线虫侵染过程中表达量明显升高；

Fornalé等 [24]抑制玉米COMT基因的表达后发现其

总木质素含量和S单位/G单位比降低；Wang等[25]过

表达COMT-3D基因使得转基因小麦的耐病性与木

质素含量得到了提高。因此，COMT基因对植物抵

抗生物和非生物胁迫尤为重要。但在葡萄中尚未对

COMT基因家族的特征和功能进行全面研究。笔者

在本研究中参考乃国洁等[26]的生物信息学方法，鉴

定了葡萄COMT基因家族，分析其蛋白质理化性质、

染色体定位、保守结构域和基序分析，同时研究不同

抗性葡萄品种COMT基因接种霜霉病的表达模式，

旨在挖掘葡萄霜霉病响应的关键COMT基因，有利

于进一步明确该基因家族在葡萄抗病反应过程中的

作用，为葡萄抗病品种的选育奠定基础。

1 材料和方法

1.1 葡萄COMT基因的鉴定及理化性质分析

葡萄基因组数据库（v2.1）来自 phytozome 13

（https://Phytozome-next.igi.doe.gov），首先在拟南芥

数据库（https://www.arabidopsis.org）搜索 O-甲基转

移酶基因，基于 Pfam 数据库的隐马尔可夫模型

（PF00891），利用phytozome 13非冗余蛋白质数据库

中BLASTP工具搜索比对，获取葡萄COMT家族候

选基因，删除重复和冗余序列，确定VvCOMT基因

家族。利用在线 ExPASy（http://web.expasy.org/）和

Plant- PLocserve（http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/

plant-multi/）工具预测VvCOMT蛋白的理化性质，包

括蛋白长度、分子质量、等电点等，并预测亚细胞定

位，利用线上分析软件ProtParam（http://web.expasy.

org/protparam）进行蛋白质二级结构预测。

1.2 系统发育树的构建及染色体定位

运用MEGA 11软件中的Clustal W程序将拟南

芥、水稻、玉米、大豆和番茄等物种蛋白序列进行多

序列比对，并通过邻接法（neighbour-joining，NJ）和

最大似然法（maximum likelihood，ML）构建系统发

育树，Bootstrap检验设定 1000次重复，以评价系统

发育树的统计可靠性。利用 iTOL（http://iTOL.embl.

de）在线软件对进化树进行美化。

为了解VvCOMTs基因在基因组内的分布，通过

JGI 数据库获得基因组注释文件中提供的位置信

息，利用TBtools软件[27]将葡萄COMT基因定位到相

应的染色体上。

1.3 VvCOMT家族基序与启动子顺式作用分析

为更好地理解和调控VvCOMTs的基因功能，利

用 在 线 程 序 MEME（v4.3）（http://meme.nbcr.net/

meme/）分析VvCOMTs序列特征蛋白保守模块（mo-

tif），查找的motif数量设置为20，运行参数为默认。

从欧洲葡萄数据库中查找VvCOMTs起始密码
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子ATG上游 2 kb的序列，提交使用在线程序 Plant-

CARE （http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/

plantcare/html/）预测VvCOMT启动子区域的顺式作

用元件，将获得的顺式作用元件提交至TBtools软件

中进行启动子可视化。

1.4 VvCOMT基因家族成员在葡萄霜霉病中的表

达分析

为了解VvCOMTs在抗霜霉病侵染中的作用，采

集病叶制作霜霉病病原孢子（浓度为1×105个·mL-1），

材料选择抗病品种摩尔多瓦和感病品种夏黑接种制

备的霜霉病菌，接种后 0、6、48、96、120 h分别采样，

液氮速冻于-80 ℃保存。样品RNA提取采用试剂

盒法（OMEGA，美国），利用UEIris RT mix with DN-

ase（All-in-One）合成cDNA，使用实时荧光定量PCR

（qRT-PCR）技术分析基因表达水平，荧光定量反应

体系 10 μL：TB Green®Premix Ex Taq™（TaKaRa，大

连）5 μL，模板 0.5 μL，上、下游引物 1 μL，ddH2O

3.5 μL。荧光定量反应程序为：50 ℃ 2 min，95 ℃

2 min，然后 95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，39 次循环。

Thresh值按PCR仪默认为30，分别记录每个反应荧

光信号由本底进入指数增长阶段的拐点所对应的循

环数（threshold cycle，Ct），然后用 2-△△CT法[28]以未接

种霜霉病菌的叶片为对照，对不同时间点VvCOMTs

基因的相对表达量进行分析。所有样本使用3次生

物重复进行分析。使用葡萄Actin作为内参引物，本

研究中使用的所有引物均列于表1。

1.5 统计分析

采用 SPSS Stantistics v.26.0软件对数据进行方

差分析（ANOVA）。采用最小显著性差异（p＜0.05）

进行显著性分析。

表 1 用于 qRT-PCR 反应的引物序列

Table 1 The primer sequences used for qRT-PCR amplification

基因名称

Gene name

VvCOMT1

VvCOMT2

VvCOMT3

VvCOMT4

VvCOMT5

VvCOMT6

VvCOMT7

VvCOMT8

VvCOMT9

VvCOMT10

VvCOMT11

VvCOMT12

VvCOMT13

VvCOMT14

VvCOMT15

VvCOMT16

VvCOMT17

VvCOMT18

VvCOMT19

VvCOMT20

VvCOMT21

VvCOMT22

VvCOMT23

VvCOMT24

VvCOMT25

VvCOMT26

VvACT

上游引物

Forward primer (5’-3’)

CCCCTTTTGCACTTGATCG

CCGCCTTCTCACCACTTACG

TTGAAAGCAGCCTTGGAGC

TCCCAACTTGTCAGCCTTCG

CTCATGCGTTTGCTGGTGC

AGCTTGGCACCGATTGTTC

GTGACGATGGGTGCAAGAAG

TCATGCGTGTTCTTGTTCAATC

AAAATGATGACCCCACTCCG

TGGGCACAAGTGAAAACGG

AGCAGCGTATAAAGATGGGTTC

CCCCGACATCATTCACAACC

GGCTTTGGCAGTTGGTGAG

TCAGTGCGTGTACCGTCTCAT

TCAGTGCGTGTACCGTCTCAT

TTCCAAAATGAAGACCCCACC

AGAAAGTGCGGACGAAGAGG

TCCTTGCCTCCATCGTCTTA

TGATCCCACTCCGTTCCAC

GACCCCACCCCATTTCATAC

GAAGCAAGAGGCGGCAGAG

GGGGATAGGGGAGAGGATGT

GCAAGCGTGCTGATTACCAA

CTGCGTGCAAACAACCCG

ACAGTCTCAGCCAACATTCCTT

CTCGGTCAACATTCCTTTCG

AACCCCAAGGCCAACAGAGAAAA

下游引物

Reverse primer (5’-3’)

CCACTGTGACCTTGTCCTGAAT

CGCTGTCATCAACTCCTCCTG

AGGGTTGTGGGTGGGGAT

TTCCCTCTGAACCAGTCTCCTA

GATAAGTTGGAAGTTGGGTTGTCT

TGGTTCCCATAGTTCCAGAGG

GTAGCATTCAGTGATGGAGG

TGCGTAAGCACATACCCCTC

AATACGCCCTTGCCCTCC

GATTGGGCGGGCGTGA

TCGAAGTTAATGCCCTTGATGT

CCCTCTTCGTCCGCACTTT

TTGTGGATGATGTCTGGGATG

CCCCTCTTCTTCCTTACCTTGT

CACATACCCCTCTTCTTCCTCA

CCGACCTCAACCAACCACC

CGAGCAGTAGCAAGAAGGGTG

TTCTTGCTCATTGTGGTCGG

AAGCAGCACGCTGATGACTAA

CAACCCTTCAAACACCTCCTT

CGGGTTGTTTGTGGCTAAGTG

TTCCCACACCCACCCATCGA

TCCCCTCCTACAACCTCCAA

CTTGAGCCGCCCACCATC

ACTCCTTCTGGGTCCTTTCTTT

ACTCCTTCTGGGTCCTTTCTTT

CACCATCACCAGAATCCAGCACA
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    60VvOMT1

    56VvOMT5

    56VvOMT19

    54TaCOMT-3a

Consensus

MEKRQMVSSTEEEEDSHREYAMQLVSASVLPMVLKAALELGVLDIIGRAGPGALLSPSEI

..MDLIHGEGGSELFQAQSHMYKHIFNFINSMALKCAVELGIPDIIHTHN..HPISLPQL

..MDVGSGKRASLLLQAQAHVWNHTMNFVNSMALKCAVRLGIPDAINNHG..QPITLSEL

.....MGSIAAGADEDACMYALQLVSSSILPMTLKNAIELGLLETLMSAG.GKFLTPAEV

m lk a lg

   119VvOMT1

   114VvOMT5

   112VvOMT19

   113TaCOMT-3a

Consensus

ASHIP.THNPDAPFALDRILRLLASHSILTYSLDTHRDGKVHRLYGLAPVAKYFVPNQDG

VSALH..LPPTKTRYVNRLMRVLVHSGFFATAKVHENQEEEDEGYVLTTSSRLLLSKDNN

VTALS..INPIKAPCLHRLMRVLVHSGFFAQQQADHN..EQEQLYSLTYASRFLLKDEPT

AAKLPSAANPEAPDMVDRMLRLLASN.VVSCRTEEGKDGRLSRRYGAAPVCKYLTPNEDG

p r r l y

   176VvOMT1

   174VvOMT5

   169VvOMT19

   170TaCOMT-3a

Consensus

VS..LAIYLRTIQDKVTVDIWHHLKDAVLEGG.LPFKRSYGMDAIDYVGKDARFFEMLKA

NVPNLSAFVLAMLDPVLVTPWHFLGDWFRGNDLTAFDTAHGKSFWDYGSHDHKFFNLFNE

SG...APLLLVQVDPHLTNPCHFLSDWFRNSDPTPFVTAYGKPFWDYAAHEPKFNNFFNE

VS..MSALALMNQDKVLMESWYYLRDAVLDGG.IPFNKAYGMSAFEYHGTDLRFNRVFNE

d l d f g y f

   235VvOMT1

   233VvOMT5

   229VvOMT19

   229TaCOMT-3a

Consensus

SNRDYIPMFMNKILETYKG.FEGLKSLVDVAGGNGSVLNFIVSRYPSIKGINFDLAPVIE

AMASDSRMMS.LVIKDCRPVFEGLGSLVDVGGGKGLIARIISEAFPQLKCTVFDLPHVVS

AMASDSQLIASVVVGECKEVFRGLSSLIDVGGGTGTMAKVIAKAFPHLKCTVFDQPHVVA

GMKNHSIIITKKLLELYKG.FEGINTLVDVGGGVGATVAAITAHYPAIKGINEDLPHVIS
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2 结果与分析

2.1 葡萄COMT基因的鉴定和蛋白质理化性质分

析

通过生物信息学分析获得26条VvCOMT基因，

按照染色体位置分别命名为VvCOMT1~26。基因结

构和保守结构域分析表明，26个葡萄COMT都具有

一个名为Methyltransf_2结构域的C端催化结构域

（PF00891），包括 SAM/SAH 结合袋和底物结合位

点[29]，SAM/SAH结合袋高度保守，而底物结合位点

对不同组中的蛋白质具有特异性 [30]（图 1）。利用

ExPASy 在线工具进行蛋白理化性质分析（表 2），

84.6%的葡萄COMT氨基酸长度超过300 aa，且氨基

酸数分布在189~395个之间，其中VvCOMT24（VIT_

215s0048g02460）序列最长 ，有 395 个氨基酸 ，

VvCOMT3（VIT_208s0032g01130）序列最短，氨基酸

数只有 189。蛋白质相对分子质量在 21 179.45

（VvCOMT3）~43 521.88 Ku（VvCOMT24）；等电点分

布在5.18（VvCOMT22）~6.23（VvCOMT3）之间，且等

电 点 都 小 于 7；蛋 白 质 不 稳 定 系 数 在 27.21

（VvCOMT23）~43.30（VvCOMT5），其中 6 条不稳定

系数大于 40 属于不稳定蛋白；亲水指数在-0.158

（VvCOMT16）~0.079（VvCOMT7）之间均为两性蛋

白；亚细胞定位结果显示26个COMT蛋白定位于细

胞质和细胞外。

2.2 系统发育树的构建和蛋白质二级结构分析

为更好地了解葡萄与其他植物COMT的相似性

和差异性，利用 26 条葡萄 COMT 蛋白与 8 条拟南

绿色 . SAM 结合；蓝色 . 底物结合；橙色 . 催化残基。

Green. SAM binding; Blue. Substrate binding; Orange. Catalytic residues.

图 1 VvCOMT1，VvCOMT5 和 VvCOMT19 蛋白序列与 TaCOMT-3a 蛋白的多重序列比对

Fig. 1 Multiple sequence alignment of VvCOMT1, VvCOMT5 and VvCOMT19 with TaCOMT-3a genes
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芥、14条玉米、28条水稻、16条大豆和 12条番茄共

104条蛋白序列构建了系统发育树（图2）。VvCOMT

的系统发育分析显示，26个VvCOMT蛋白序列可分

为两组：GroupⅠ包含17个VvCOMT蛋白，其余9个

VvCOMT蛋白属于Group Ⅱ。葡萄COMT基因家族

成员呈现集中分布在 2个类群之中，在进化过程中

较保守，具有高度的相似性，其中与拟南芥和水稻亲

缘关系较近，与玉米的亲缘关系最远，表明葡萄与玉

米之间的COMT基因差异显著。

通过 ProtParam在线分析工具预测葡萄COMT

基因家族成员的二级结构（表 3），葡萄COMT基因

家族均含有α-螺旋、β-转角、无规则卷曲和延伸链 4

种构型，其中α-螺旋和无规则卷曲两种构型的总占

比为 70%，而 β-转角与延伸链两种构型则只占总比

的30%。

2.3 染色体定位

利用TBtools软件进行染色体定位分析，结果显

示，26条基因在7条染色体骨架上呈无规则分布，且

不同染色体骨架上的基因分布密度不同（图 3），其

中第 12 号染色体上基因分布最多，含有 13 条

VvCOMT基因，第 2、18和 19号染色体上成员最少，

各含有1条VvCOMT基因。

2.4 基因结构与基序分析

利用MEME在线工具分析，发现葡萄COMT基

因存在 19个较为保守的motif（图 4），每条VvCOMT

基因分布 4~14个motif，其中motif 6存在于所有的

COMT基因，表明motif 6具有很强的保守性。同时

发现同一类群的 COMT 基因包含的 motif 相同，如

表 2 葡萄 COMT 基因家族的理化性质

Table 2 Physicochemical properties of COMT gene in grape

基因名称

Gene name

VvCOMT1

VvCOMT2

VvCOMT3

VvCOMT4

VvCOMT5

VvCOMT6

VvCOMT7

VvCOMT8

VvCOMT9

VvCOMT10

VvCOMT11

VvCOMT12

VvCOMT13

VvCOMT14

VvCOMT15

VvCOMT16

VvCOMT17

VvCOMT18

VvCOMT19

VvCOMT20

VvCOMT21

VvCOMT22

VvCOMT23

VvCOMT24

VvCOMT25

VvCOMT26

基因 ID
Gene ID

VIT_202s0025g02920

VIT_208s0007g04520

VIT_208s0032g01130

VIT_210s0003g00480

VIT_210s0003g00460

VIT_210s0003g00470

VIT_210s0003g04160

VIT_212s0028g02950

VIT_212s0028g02880

VIT_212s0059g01750

VIT_212s0059g01790

VIT_212s0028g02700

VIT_212s0028g02850

VIT_212s0028g01880

VIT_212s0028g02830

VIT_212s0028g02885

VIT_212s0028g02740

VIT_212s0028g02860

VIT_212s0028g02810

VIT_212s0028g02870

VIT_215s0048g02450

VIT_215s0048g02490

VIT_215s0045g01490

VIT_215s0048g02460

VIT_218s0001g02610

VIT_219s0135g00030

蛋白理化性质 Protein physicochemical properties

染色体

Chromosome

chr2

chr8

chr8

chr10

chr10

chr10

chr10

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

chr12

Chr12

chr12

chr15

Chr15

chr15

chr15

chr18

chr19

氨基酸数

Number
of amino
acids

363

358

189

361

358

354

358

357

357

367

375

359

358

357

358

299

358

347

357

357

357

255

358

395

372

372

分子质量

Relative
molecular
mass/ku

39 230.16

39 900.86

21 179.45

40 634.96

40 358.52

39 357.56

39 241.34

40 384.68

40 290.61

40 327.55

41 564.99

40 460.68

40 249.59

40 100.43

40 179.37

34 348.74

40 397.57

38 544.27

40 379.68

40 061.56

39 331.89

28 066.16

39 977.19

43 521.88

41 275.57

41 224.44

等电点

pI

6.01

5.61

6.23

5.93

5.45

5.39

5.72

6.01

5.91

5.38

5.35

5.58

5.62

6.05

5.27

5.85

5.61

5.91

5.57

5.72

5.63

5.18

5.89

5.36

5.34

5.34

不稳定性

系数

Instability
index

35.91

41.40

42.10

34.30

43.30

37.01

31.89

38.39

37.19

34.53

40.95

35.18

30.34

33.69

35.70

40.62

33.22

29.66

36.56

35.10

28.42

40.32

27.21

30.77

34.02

38.65

亚细胞定位

Subcellular
localization

细胞外Extracellular

细胞外Extracellular

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞外Extracellular

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质 Cytoplasm

细胞质Cytoplasm

细胞外Extracellular

细胞外Extracellular

细胞质Cytoplasm

细胞外Extracellular

细胞外Extracellular

细胞外Extracellular

亲水性

系数

Gravy

-0.117

-0.133

-0.097

-0.023

-0.030

0.028

0.079

-0.141

-0.139

0.010

-0.044

-0.077

-0.015

-0.035

-0.046

-0.158

-0.116

-0.070

-0.048

0.038

-0.068

0.122

-0.039

0.026

-0.017

-0.030
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Group Ⅰ中亲缘关系较近的 VvCOMT都含有motif

5、7、8、17 和 19，Group Ⅱ与之不同，大多数 COMT

基因都含有motif 13、14和 16，VvCOMT4中只含有

motif 2、3、6、10基序，不同的分支所包含基序的不

同可能是VvCOMT进化过程中发生功能分化的原

因之一。

根据VvCOMT系统发育关系，26个基因被分为

3个亚组（图4），其中Ⅰ组与Ⅱ组与COMT基因外显

子-内含子结构相似，都含有 2个外显子和 1个内含

子，长度在302~775 bp之间，而Ⅲ组则包含3~4个外

显子，且在同一进化枝中的外显子数量接近，说明系

统发育树的可靠性。此外，26个COMT基因中形成

9个旁系同源对，其中VvCOMT4/5/6，VvCOMT8/9及

VvCOMT10/11步长值高达100。

2.5 启动子顺式作用元件分析

通过对葡萄COMT基因家族成员上游 2000 bp

启动子区的顺式作用元件进行分析，笔者发现葡萄

26条COMT基因中共存在 243个顺式作用元件，其

中 192个激素相关元件（其中乙烯相关元件 109个，

脱落酸相关元件 39个，水杨酸相关元件 21个，茉莉

酸相关元件 18个，赤霉素相关元件 5个），真菌诱导

相关元件 20个，防御和应激反应相关元件 31个（图

5）。说明葡萄COMT基因可能参与激素响应和逆境

胁迫响应过程。

Vv. 葡萄；Os. 水稻；Zm. 玉米；Md. 苹果。

Vv. Grapes; Os. Rice; Zm. Corn; Md. Apple.

图 2 采用最大似然法构建的葡萄与其他植物 OMT 基因家族成员的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of grapes and members of the OMT gene family of other plants constructed

using maximum likelihood

Group Ⅱ

Group Ⅰ
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表 3 VvCOMT 家族蛋白二级结构

Table 3 VvCOMT family protein secondary structure

VvCOMT1

VvCOMT2

VvCOMT3

VvCOMT4

VvCOMT5

VvCOMT6

VvCOMT7

VvCOMT8

VvCOMT9

VvCOMT10

VvCOMT11

VvCOMT12

VvCOMT13

VvCOMT14

VvCOMT15

VvCOMT16

VvCOMT17

VvCOMT18

VvCOMT19

46.28

48.60

39.36

47.09

46.37

45.20

44.69

48.18

47.34

45.78

48.53

47.63

44.97

47.06

45.53

44.63

46.37

48.18

45.38

15.70

15.08

21.28

14.13

14.80

15.25

15.08

13.45

14.85

16.35

15.47

13.93

16.76

15.69

15.64

13.68

13.69

15.41

15.41

6.89

6.98

9.57

5.26

4.47

5.37

8.38

4.48

4.76

7.63

6.40

6.13

5.31

5.60

5.87

5.54

5.59

6.16

5.04

31.13

29.33

27.79

33.52

34.36

34.18

31.85

33.89

33.05

30.25

29.60

32.13

32.96

31.65

32.96

36.16

34.36

30.25

34.17

基因名称

Gene name

α-螺旋

Alpha
Helix/%

延长链

Extended
strand/%

β-转角

Beta
turn/%

无规则卷曲

Random coil/%
二级结构元件分布

Secondary structure element distribution
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VvCOMT20

VvCOMT21

VvCOMT22

VvCOMT23

VvCOMT24

VvCOMT25

VvCOMT26

48.46

46.22

45.52

46.37

44.56

44.89

44.35

14.29

13.45

11.47

14.25

16.71

15.86

15.59

5.88

7.84

7.89

6.70

7.09

5.38

6.18

31.37

32.49

35.13

32.68

31.65

33.87

33.87

基因名称

Gene name

α-螺旋

Alpha
Helix/%

延长链

Extended
strand/%

β-转角

Beta
turn/%

无规则卷曲

Random coil/%
二级结构元件分布

Secondary structure element distribution

表 3 （续） Table 3 (Continued)

图 3 VvCOMT 基因的染色体定位

Fig. 3 Chromosomal localization of VvCOMT gene
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2.6 葡萄COMT基因家族成员接种霜霉病的表达

分析

为探究葡萄COMT基因对霜霉病的响应，利用

荧光定量PCR技术，分析抗病品种摩尔多瓦和感病

品种夏黑在接种霜霉病后COMT基因家族成员的

表达量。由图6和图7可以看出，在抗病品种摩尔多

瓦中，25个VvCOMT在霜霉病胁迫下均显著上调，

其中 42%的 COMT 基因在接种后的 48 h 即显著上

调；而在感病品种夏黑中，VvCOMT1、2、、10、15、26

和 VvCOMT27 在接种后病原菌后出现显著下调，

63%的COMT基因在接种后的24 h出现显著上调，其

中VvCOMT2在2个品种中均无显著上调，表明其不

响应霜霉病菌的侵染。此外，COMT基因在抗病品种

的表达量显著高于感病品种，GroupⅠ中VvCOMT5/
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ABRE. 脱落酸响应元件；TC-rich. 防御和应激反应过程中涉及的相关响应元件；ERE. 乙烯响应元件；TCA-element. 水杨酸响应元件；W

box. 真菌诱导响应元件；GARE-motif. 赤霉素响应元件；LTR. 低温响应元件；TGACG-motif. 茉莉酸响应元件；MBS. 干旱响应元件。

ABRE. Abscisic acid response element; TC-rich. Relevant response elements involved in the process of defense and stress response; ERE. Ethyl-

ene response element; TCA-element. Salicylic acid response element; W box. Fungal induction response element; GARE-motif. Gibberellin response

element; LTR. Low temperature response element; TGACG-motif. Jasmonic acid response element; MBS. Drought response element.

图 5 葡萄 COMT 基因家族启动子顺式作用元件

Fig. 5 Cis-elements of grape COMT gene family promoters

图 4 基于进化关系的 VvCOMT 家族成员的保守基序和外显子-内含子结构

Fig. 4 The conserved motifs and exon-intron structures of VvCOMT family members based on the evolutionary relationship
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图 6 VvCOMT 基因家族中 GroupⅠⅠ成员在不同品种接种霜霉病后的表达水平

Fig. 6 Group in the VvCOMT gene GroupⅠⅠ expression level of members after inoculation of different with downy mildew
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VvCOMT26

6/8/9和19在抗病品种中分别比感病品种高出13、15、

21、120和7倍；Group Ⅱ中VvCOMT1和VvCOMT7在

抗病品种中分别比感病品种高出 102和 3580倍；Ⅲ

家族成员VvCOMT25与VvCOMT26比较特殊，均显

著下调。综合 COMT 基因在抗感品种中的表达，

VvCOMT1、5、6、7、8、9 和 VvCOMT19 上调最为显

著，其最有可能在葡萄抵抗霜霉病菌胁迫过程中发

挥着更重要的作用。

3 讨 论

植物O-甲基转移酶（OMTs）构成一大类酶，其

中Ⅰ型OMT形成功能发散的基团，并使多种底物

（如类黄酮，生物碱和二苯乙烯）甲基化，主要以

COMT为代表[31]。在植物木质素生物合成、抵御病

原菌侵染和抗逆胁迫中发挥重要作用。本研究基

于 phytozome 13数据库，利用拟南芥COMT基因对

葡萄COMT基因家族进行了鉴定与分析，确定了26

个 VvCOMT 基因，所有基因均包含咖啡酸辅酶 A-

O-甲基转移酶结构域，系统进化分析结果与基因结

构及保守域分析结果一致，具有相同数量的内含子

和保守基序的基因家族成员优先聚为一类，这与先

前的研究结果一致 [32]，此外，各个亚类基因家族成

员的蛋白质理化性质存在差异，本研究得到的 26

个 COMT 基因二级结构同拟南芥 COMT 基因家族

的蛋白质组成和结果相似，其中α-螺旋和无规则卷

曲比例最高，这与玉米 COMT 基因二级结构相

同 [33]。启动子是 RNA 聚合酶识别、结合和开始转

录的一段DNA序列，它含有RNA聚合酶特异性结
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图 7 VvCOMT 基因家族中 Group ⅡⅡ成员在不同品种接种霜霉病后的表达水平

Fig. 7 Group in the VvCOMT gene Group ⅡⅡ expression level of members after inoculation of different varieties

with downy mildew
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合和转录起始所需的保守序列，关系到基因的时空

表达，是基因的开关，分析其启动子顺式作用元件

有助于推测基因的潜在功能。VvCOMT基因的启

动子中含有许多响应激素调控的作用元件（TGA-

elemet生长素响应元件，TCA-elemet响应水杨酸响

应元件，ABRE 脱落酸响应元件，TGACG-motif 茉

莉酸甲酯响应元件），防御和应激反应作用元件提

示基因在应对胁迫方面有重大作用，如VvCOMT1、

5、13、14、19、20 和 VvCOMT26 都含有防御和应激

反应相关元件（TC-rich）。启动子分析结果表明，

COMT 基因家族作用于葡萄的抗病虫、抗逆等方

面，这与其他物种中COMT基因家族的研究结果相

一致[34-35]。

据报道，COMT与COMT-like基因在植物次生

物质合成和抗逆胁迫反应中起着关键性作用 [36-37]。

单木质素生物合成是细胞壁贴合（cell wall apposi-

tion）过程中的关键，也是植物抵御病原菌的首要防

线之一[38]。这一理论在其他物种中也得以验证，小

麦中COMT-3D基因过表达可以提高其对纹枯病的

抗性[25]，增加木质素的积累；棉花中 n-乙酰转移酶 1

（GhSNAT1）和咖啡酸O-甲基转移酶（GhCOMT）沉

默导致褪黑素的生物合成减少，从而影响木质素和

棉酚的合成，降低了对棉花黄萎病的抗性[39]；COMT

的表达量下调降低了6个月龄的杨树中木质素的含

量水平[40]；水稻中咖啡酸O-甲基转移酶的过表达通

过 5-甲氧基色胺途径同样也增加了褪黑素的产生，

以此提高植物抗性[41]。同样的，在VvCOMT基因家

族在受到葡萄霜霉病侵染时，抗病品种COMT基因

家族除VvCOMT2外均在接种霜霉病后48 h出现显

著上调，而在感病品种中只有 63%的COMT基因在

接种后的24 h内出现短时上调，且抗病力不同的品

种，其表达量和表达模式也不同，摩尔多瓦多在 6~

48 h之间显著表达，而夏黑则是24 h后表达量提高，

且抗病品种中 96%的基因表达量都高于感病品种，

说明在抗病品种抵御霜霉病时COMT基因发挥重

要作用，这与笔者先前预期的结果一致。植物生长

发育过程中不会像动物拥有体细胞适应性免疫系统

能够主动避开病原微生物和病虫害，只能依靠植物

合成的化学成分和本身的一些结构作为屏障 [42-43]。

而在葡萄中，不同品种的抗霜霉病程度不一样，其

COMT 基因家族的表达量也不一样，结果中显示

VvCOMT1、5、6、7、8、9和VvCOMT19基因在抗病品

种摩尔多瓦中表达量显著高于感病品种夏黑，同时

发现 VvCOMT1、5、19启动子区域中包含抗防御和

应激反应响应元件，可以证明这些基因在葡萄抗霜

霉病侵染中发挥重要作用，后期可对这几个基因进

行过表达处理，获得阳性转基因苗，以期挖掘出

VvCOMT基因家族更多的潜在功能，为葡萄抗病品

种的培育做出贡献。

4 结 论

笔者在本研究中鉴定了葡萄 26个COMT基因

家族成员，在接种霜霉病后均有表达，尤其在抗病品

种中表达较显著，推测COMT基因在葡萄抗霜霉病

侵染过程中发挥重要的作用，可为下一步研究其在

抗病过程中的分子功能和在基因中的调控奠定基

础。
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