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利用GWAS解析酿酒葡萄β-大马士酮
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摘 要：【目的】β-大马士酮是构成葡萄与葡萄酒花香的关键降异戊二烯类化合物，其遗传调控机制尚不明确。解析其

遗传位点可为酿酒葡萄香气性状的分子标记辅助育种提供理论依据。【方法】连续3年（2018—2020）采集赤霞珠685×

西拉100共 151份F1杂交子代成熟果实，利用SPME-GC/MS检测β-大马士酮游离态与糖苷结合态含量，通过全基因组

关联分析（GWAS），并结合转录组数据筛选候选 SNP 位点和基因；在葡萄叶片和果实瞬时过表达候选转录因子

VvMYB1，验证其功能。【结果】F1群体β-大马士酮含量总体呈现低值遗传趋势，但存在超高亲个体，3年平均变异系数为

43.90%；通过GWAS鉴定到5个与β-大马士酮含量极显著关联的SNP（P＜8.99×10-7），分别分布于ChrUn、Chr1、Chr10

和Chr11；其基因型与表型显著相关。经过筛选后锁定5个候选基因，其中1个候选基因VvMYB1过表达使葡萄叶片和

果实中 β-大马士酮含量分别提升 5倍和 1.2倍，并显著上调VvCCD1、VvCCD4a、VvCCD4b基因的表达，证实VvMYB1

通过激活VvCCD促进降异戊二烯合成。【结论】首次在酿酒葡萄果实中定位与β-大马士酮含量相关的5个关键SNP位

点，并阐明VvMYB1参与葡萄果实降异戊二烯积累，为葡萄香气性状的早期分子选择提供了新靶点。
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Abstract:【Objective】β-damascenone is a key norisoprenoid compound responsible for the floral and

fruity aromas in grapes and wine, which significantly contributes to the sensory quality and consumer

acceptance of wine. However, the complex genetic regulatory mechanisms underlying its biosynthesis

and accumulation in grape berries remain largely unclear. This study aims to analyze its genetic loci and

provide a theoretical basis for molecular marker- assisted breeding of aromatic traits in wine grapes.

【Methods】This study used the F1 population derived from a cross between“Cabernet Sauvignon 685”

and“Syrah 100”as the experimental material. After verifying the authenticity using fresh leaves collect-

ed in April 2018, mature berries were collected from August to September during three consecutive

years (2018—2020), ultimately yielding 151 qualified samples. Solid-phase microextraction combined
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with gas chromatography/mass spectrometry (SPME- GC/MS) was used to determine the contents of

free and glycosylated β-damascenone in the samples as phenotypic data. Combined with high-quality

SNP loci obtained from whole-genome resequencing, genome-wide association study (GWAS) was con-

ducted using a mixed linear model (MLM) to screen for significant SNP loci associated with β-damasce-

none (P＜8.99×10-7). The genes within 100 kb upstream and downstream of the SNP sites were annotat-

ed for gene function using the 12X.2 PN40024 grapevine reference genome. Candidate genes were fur-

ther screened using KEGG enrichment analysis and transcriptomic data from grape berry developmen-

tal stages. Finally, functional validation was performed by transient homologous overexpression of one

of the candidate genes in grape leaves and berries.【Results】This study detected both (E)-β-damasce-

none and (Z)-β-damascenone in the F1 population, with the content of the (E)-β-damascenone being sig-

nificantly higher than that of the (Z)-β-damascenone in grape berries. To better characterize the genetic

control loci controlling the β-damascenone content, the contents of both isomers were summed across

all samples for subsequent experiments, the results showed that β- damascenone content exhibited a

skewed distribution toward low values in the F1 population overall, though there were a few individuals

with extremely high content. The coefficient of variation over the three years was generally around

40%, and the broad-sense heritability was above 90% in all three years, and the genetic transmission

ability was high, with an average transmission efficiency above 90% over the three years, suggesting

strong genetic control of this trait. Through genome-wide association study (GWAS), five SNPs with ex-

tremely significant associations with β-damascenone content were identified, distributed across ChrUn

(ChrUn:13846350, ChrUn:23214460), Chr1 (Chr1:12111316), Chr10 (Chr10:17566481), and Chr11

(Chr11:1006227). ChrUn:13846350 has two genotypes, AT and AA, corresponding to different pheno-

typic values, with AA significantly higher than AT; ChrUn:23214460 has two genotypes, AG and AA,

with AA significantly higher than AG; Chr1:12111316 has two genotypes, AC and AA, with AA signifi-

cantly higher than AC; Chr10:17566481 has two genotypes, AG and AA, with the AA genotype show-

ing significantly higher phenotypic content than the AG genotype; Chr11:1006227 has three genotypes,

GG, AG, and AA, with the AA genotype showing significantly higher phenotypic concentration than

both AG and GG. All five SNP loci are non-synonymous mutations, with mutations at the SNP loci Ch-

rUn:13846350 and Chr10:17566481 causing the original amino acid to be replaced by a stop codon, po-

tentially leading to truncated protein products. Additionally, it was found that the β-damascenone con-

tent in the homozygous genotype (AA) of the F1 population was significantly higher than those in the

heterozygous genotype and alternative homozygous genotypes. Based on gene localization within a ±

100 kb range of significant SNP loci in the PN40024 grapevine reference genome (12X.2), a total of 86

genes were identified near to these significant SNP loci. KEGG enrichment analysis was first used for

screening, and only one gene related to monoterpene biosynthesis was identified (mannitol dehydroge-

nase, VIT_200s1389g00010), and no known genes associated with the isoprenoid metabolic pathway

were identified. Therefore, transcriptomic data from grape berry development were used to screen for

candidate genes positively correlated with norisoprenoid accumulation during grape fruit development.

Combined with gene functional annotations from the UniProt database, five candidate genes were se-

lected: Mannitol dehydrogenase (VIT_200s1389g00010): ChrUn:23214460; Heavy metal- associated

isoprenylated plant protein (VIT_210s0116g01340): Chr10:17566481; Cytochrome P450 72A225 (VIT_

211s0016g01290): Chr11:1006227; Transcription factor MYB1 (VIT_211s0016g01310): Chr11:

1006227; and Transcription factor MYB1 (VIT_211s0016g01320): Chr11:1006227. Among these, ex-

cept for the Heavy metal-associated isoprenylated plant protein, which was annotated as related to iso-
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香气是衡量葡萄酒质量的重要指标，直接影响

消费者的认可程度。构成葡萄酒香气的物质有

1300多种，主要包括萜烯、降异戊二烯、醇类、醛类、

酯类等[1-2]，按其来源可分为三类：由果实自身次生代

谢产生的品种香（varietal aroma），具有明显的品种

和地域特征，对葡萄酒的典型性和产地风格起决定

性作用；源自酵母及乳酸菌代谢的发酵香（fermenta-

tive aroma），主要受菌株及工艺调控；来自橡木桶或

瓶贮期间的氧化与酯化反应的陈酿香（aging aro-

ma）。葡萄酒的花香主要由品种香贡献，根据香气

浓郁程度，葡萄品种可划分为麝香型、芳香型及非芳

香型；麝香型与芳香型的花香以萜烯为主；非芳香型

则主要依赖降异戊二烯类化合物，这些物质在果实

中多以糖苷结合态存在，经酿造过程的酶解或酸释

放出游离态香气物质，因其感官阈值较低，即使低浓

度也可对花香气味产生显著影响[3]。

降异戊二烯香气物质（norisoprenoids）广泛存在

于植物中，是由含有40个碳原子的类胡萝卜素经裂

解产生的次生代谢产物。在葡萄果实中，可定量的

降异戊二烯物质有 10余种，其中以 β-大马士酮（β-

damascenone）最为重要，其含量占降异戊二烯总量

的 70%以上，可赋予葡萄酒、柑橘、覆盆子或紫罗兰

等愉悦的花果香气[4-5]。

类胡萝卜素的合成始于质体中的甲基赤藓糖醇

磷酸（methyl-erythritol-phosphate，MEP pathway）途

径，该途径生成五碳（C5）单位的异戊二烯焦磷酸

（isopentenyl diphosphate，IPP）和二甲基烯丙基焦磷

酸（dimethylallyl diphosphate，DMAPP）。随后，在香

叶基香叶基二磷酸合酶（geranyl- geranyl diphos-

phate synthase，GGPPS）、八氢番茄红素合酶（phy-

toene synthase，PSY）等关键酶的催化下，经环化、羟

化和环氧化等一系列反应，最终合成β-胡萝卜素、玉

米黄素、紫黄质和新黄质等类胡萝卜素组分。

降异戊二烯类物质的形成依赖于类胡萝卜素裂

解双加氧酶（carotenoid cleavage dioxygenase，CCD）

对类胡萝卜素的酶促裂解[4-7]。关于β-大马士酮的生

物合成途径，目前尚未完全阐明。较为广泛接受的

模型认为：CCD催化新黄质或紫黄质裂解生成蚱蜢

酮（grasshopper ketone），随后转化为蚱蜢醇（grass-

hopper alcohol），并在酸性条件下通过一系列非酶促

反应最终生成 β-大马士酮 [8-9]。笔者近期的研究表

明，9-顺式-环氧类胡萝卜素双加氧酶1（9-Cis epoxy-

carotenoid dioxygenase 1，NCED1）和 CCD1 在葡萄

果实中协同作用，对 β-大马士酮的合成起关键作

用[10-11]。

此外，笔者率先鉴定出多个调控葡萄果实降异

戊二烯合成的转录因子。其中，VvMADS4可直接抑

制VvCCD4b的表达[10]，VvWRKY70则通过直接下调

β-胡萝卜素羟化酶（β-carotene hydroxylase 2，BCH2）

的转录，抑制类胡萝卜素合成，进而降低降异戊二烯

水平[6]，而VvWRKY24则上调NCED1表达，协同调控

ABA和β-大马士酮积累[7]。

葡萄香气遗传的研究早期主要依赖 QTL 作

图。Doligez等[12]以TP2687-85与Muscat杂交的 173

份F1子代，在 1、5、7号染色体上鉴定到与麝香风味

（萜烯含量）相关的位点；Battilana等[13]则在 Italia 与

prene, Mannitol dehydrogenase was annotated as involved in monoterpene biosynthesis via KEGG en-

richment analysis; additionally, both the CYP and MYB family have been reported in the literature to be

associated with monoterpene production in plants. Finally, one candidate gene, VvMYB1 (VIT_

211s0016g01310), was selected for homologous overexpression experiments in grape leaves and fruits.

The results showed a significant increase in norisoprenoids in grape leaves and fruits, with β-damasce-

none levels increasing by 5-fold and 1.2-fold in leaves and fruits, respectively, compared with the con-

trols. Additionally, the expression of VvCCD1, VvCCD4a, and VvCCD4b in grape fruits was significant-

ly upregulated as detected by qPCR, confirming that VvMYB1 promotes the synthesis of norisoprenoids

by activating CCD gene expression.【Conclusion】Five significant SNP loci associated with β-damasce-

none content were identified in wine grape fruits. After screening, five candidate genes were obtained,

and one of them, VvMYB1, was found to be involved in the accumulation of norisoprenoids in grape

fruits, providing a new target for molecular selection of grape aroma traits.

Key words: Grape; β-damascenone; Genome-wide association study (GWAS); Single nucleotide poly-

morphism (SNP); Transcription factor MYB
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Big Perlon杂交群体中定位到 5号染色体上的 1-脱

氧 - D-木酮糖 5-磷酸合酶（1- deoxy- D- xylulose- 5-

phosphate synthase，DXS）基因，它是MEP途径的入

口酶。该基因编码区单碱基的突变G1822T会导致

氨基酸序列中单个核苷酸的突变（K284N），该突变

与单萜含量密切相关。然而，QTL作图存在分辨率

不高、易遗漏微效位点的局限。全基因组关联研究

（genome-wide association study，GWAS）可同时捕获

主效与微效位点，但对群体结构与等位基因频率要

求较高。鉴于葡萄基因组高度杂合，遗传背景简单

且变异丰富的杂交 F1 群体成为 GWAS 的理想材

料。美国学者最早在580份鲜食葡萄与酿酒葡萄品

种中开展香气性状GWAS，于 5号染色体上发现与

麝香性状关联的单核苷酸多态性（single nucleotide

polymorphism，SNP）簇，但并未超过显著性阈值[14]；

近期，本团队对亚历山大与圣诞玫瑰杂交F1子代进

行单萜GWAS，在5号染色体8 Mb候选区间内检测

到大量显著SNP，进一步在97份种质资源群体中验

证，确定由 25个SNP 构成的单萜分子标记集；其中

在VvGGPPS-LUS（GGPPS大亚基）基因内存在 9个

与单萜显著相关的SNP[15]及3个与6-甲基-5-庚烯-2-

酮和环柠檬醛（降异戊二烯类物质）显著相关的

SNP[16]。但针对β-大马士酮的遗传调控机制尚未解

析。

鉴于此，笔者以赤霞珠 685×西拉 100的F1子代

为材料，连续3年于生理成熟期（可溶性固形物含量

21%）采集果实，采用 SPME-GC/MS定量游离态和

糖苷结合态 β-大马士酮总量，结合亲本（30倍覆盖

度；30×）和子代（10×）全基因组重测序数据开展

GWAS，挖掘极显著关联的SNP位点；通过KEGG富

集与转录组分析锁定候选基因；进一步在葡萄叶片

和果实中瞬时过表达验证基因功能，以期为非芳香

型葡萄降异戊二烯合成机制解析及香气分子育种提

供新靶点与理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

本研究所用的酿酒葡萄杂交群体是以赤霞珠

685（Vitis vinifera L.‘Cabernet Sauvignon 685’）和西

拉100（V. vinifera L.‘Syrah 100’）作为亲本，经正交

和反交获得的F1子代群体[16-17]。杂交工作由山西农

业大学果树研究所董志刚团队于2013年完成，所得

F1群体种子于 2014年播种，2017年首次结果，全部

植株定植于山西农业大学果树研究所酿酒葡萄育种

圃内，南北行向，株距0.5 m，行距2.5 m。

在 2018年 4月采集嫩叶，用于子代杂种真实性

鉴定；对经鉴定确认为真实杂交子代的植株采集果

实。果实采样分别于 2018、2019及 2020年 8—9月

进行。为确保各样品的可溶性固形物含量一致，定

期监测园内果实成熟状态，并以便携式糖度计抽检；

当可溶性固形物含量达21%时，选取大小、颜色一致

且无病害、无机械伤的果实50~100粒，逐株采集，液

氮速冻后存放于-80 ℃冰箱，3 年共获得 151 份样

品，用于后续分析。

1.2 果实香气物质的提取与测定

葡萄果实降异戊二烯香气物质的提取与测定参

照文献[5，18]的方法进行。

果实游离态香气物质提取：取约100 g已去籽的

冷冻葡萄浆果，加入 1 g聚乙烯聚吡咯烷酮（PVPP）

和 0.5 g D-葡糖酸内酯，于液氮中研磨成粉；4 ℃静

置浸渍4 h后，于4 ℃、8000 r·min-1离心15 min，收集

葡萄汁。每份葡萄汁均取 3次重复。取 5 mL葡萄

汁至20 mL自动进样瓶，依次加入1 g NaCl及10 μL

内标（1.068 g·L-1，4甲基-2-戊醇），密封后待测。

果实结合态香气物质提取：依次用 10 mL 甲

醇、10 mL 水活化固相萃取柱（Cleanert PEP-SPE，

150 mg · 6 mL-1）。将 2 mL 葡萄汁上柱后，依次用

2 mL水和 5 mL二氯甲烷洗脱低分子量糖、酸及游

离态香气组分，再用 20 mL 甲醇洗脱糖苷态香气

物质。甲醇洗脱液于 30 ℃真空旋转蒸发至干，以

10 mL 0.2 mol · L- 1 柠檬酸/磷酸缓冲液（pH=5）复

溶。转移至离心管，加入 100 μL AR 2000 糖苷酶

（100 g·L-1），37 ℃酶解 16 h。酶解后取 5 mL，调 pH

至3.0，加入10 μL内标，密封后待测。

葡萄皮、叶片游离态和结合态香气物质提取：称

取 0.2 g葡萄果皮，在 5 mL 0.2 mol · L-1柠檬酸/磷酸

缓冲液（pH=5）中 4 ℃浸泡过夜；每份果皮设 6个平

行，其中 3份直接取上清液并加入 10 μL内标，用于

测定游离态香气；其余3份上清液取2 mL用于结合

态香气测定，提取方法同果实。用10 mL 0.2 mol·L-1

柠檬酸/磷酸缓冲液（pH=5）复溶后加入100 μL糖苷

酶AR 2000（100 g·L-1）酶解16 h 后加入10 μL内标，

用于测定结合态香气。叶片中糖含量较低，因此在

本研究中选择直接酶解后测定游离态与结合态总

张濬沅，等：利用GWAS解析酿酒葡萄β-大马士酮遗传调控位点及候选基因 1699
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量[6-7]。

香气物质检测：利用Wei等[6]优化的顶空固相微

萃取（SPME）- 气相色谱质谱（Agilent 6890 GC/

5975C MS）联用技术进行检测。萃取头为 2 cm二

乙烯苯/碳筛/聚二甲基硅氧烷（DVB/CAR /PDMS；

Supelco，Bellefonte，PA，USA；50/30 μm），使用前于

250 ℃活化。样品瓶置于CTC CombiPAL自动进样

器（CTC Analytics，Zwingen，瑞士），40 ℃恒温振荡

30 min以达到气-液平衡；随后将萃取头插入顶空，

40 ℃萃取 30 min。萃取后，萃取头于 GC 进样口

250 ℃热解吸8 min。色谱柱：HP-INNOWAX 60 m×

0.25 mm × 0.25 μm（J & W scientific，USA）；载气：

高纯氦气，恒流 1 mL·min-1；进样方式：不分流。升

温程序：50 ℃保持 1 min，3 ℃·min-1升至 220 ℃，保

持5 min。电离方式为EI，离子能量70 eV；离子源温

度230 ℃；接口温度280 ℃；扫描范围20~350 m/z。

1.3 香气物质的定性和定量

定性：以AMDIS 软件解析色谱数据，计算保留

指数（RI）。降异戊二烯类以 β-大马士酮标品为参

照，对比其 RI、保留时间（RT）及 NIST11 库（http://

webbook.nist.gov/chemistry/）质谱信息进行鉴定；无

标品组分则依据文献RI及NIST11库质谱信息综合

定性。

定量：采用内标-标准曲线法。以4-甲基-2-戊醇

为内标，配置含200 g·L-1葡萄糖、7 g·L-1酒石酸、pH

3.0、1%（φ）乙醇的模拟葡萄汁。根据葡萄中β-大马

士酮浓度，将标品溶于模拟汁制备标准母液，并稀释

为6个浓度梯度点绘制标准曲线。β-大马士酮依据

对应曲线定量；其他降异戊二烯类化合物使用 β-大

马士酮的标准曲线进行半定量。

1.4 全基因组关联分析

参照Zhang等[15]报道的方法，使用 SAMTOOLS

软件在F1群体中检测得到8 417 765个SNP位点，然

后使用 vcftools（v0.1.13）软件过滤所有缺失的 SNP

位点以及最小等位基因频率（minor allele frequency，

MAF）小于 0.1 的 SNP 位点 [19]，最终得到 3 314 995

个 SNP 位点，将 β -大马士酮表型数据与得到的

3 314 995个 SNP位点进行全基因组关联分析。以

GEMMA（http://www.xzlab.org/software.html）中 的

单变量混合线性模型（mixed linear model，MLM），

以亲缘关系矩阵（kinship）作为随机效应，采用GA-

TA1.92.4进行主成分分析，将前 3个主成分作为协

变量加入到模型中，以校正群体分层，对F1群体中的

β-大马士酮含量进行关联分析，依据关联的显著度

（P- value）筛 选 候 选 SNP。 模 型 表 达 式 为 ：

y =Xα +Zβ +Wμ + e 。其中 y为表型向量，X、Z、W分

别为固定效应、SNP基因型矩阵和随机个体效应指

标矩阵，α、β、μ为对应估计参数，e为随机残差。利

用R绘制曼哈顿图展示SNP显著性和染色体分布，

显著性阈值设为−log10（5 × 10-8）=6.00，超过阈值即

视为与性状显著关联。

1.5 VvMYB1基因克隆与瞬时过表达

基因克隆：参考文献[6]稍作修改，设计全长克

隆引物后（表 1）使用赤霞珠 cDNA扩增VvMYB1编

表 1 用于 VvMYB1 编码区克隆的引物序列

Table 1 Primer sequences for cloning the VvMYB1 coding region

基因名称与 ID
Gene name and ID

VvMYB1（VIT_211s0016g01300）

正向引物（5'-3'）
Forward primer（5'-3'）

ATGGGGAGGAGTCCTTGTTG

反向引物（5'-3'）
Reverse primer（5'-3'）

TTATTCTCCTCCAAGCCAGTC

码区序列。

将全长CDS克隆到 pCAMBIA1300载体，构建

pCAMBIA1300-VvMYB1表达载体后委托生工生物

工程股份有限公司测序，使用 DNAMAN 6.0 比对

VvMYB1 序列后将基因转入农杆菌 GV3101，使用

pCAMBIA1300空载作对照。

叶片瞬时转化 [6，15- 16]：将含重组质粒的农杆菌

GV3101接种于5 mL的LB液态培养基（含50 mg·L-1

利福平和50 mg·L-1卡那霉素），28 ℃、220 r·min-1振

荡培养 20 h；按 1∶10转接至 50 mL新鲜LB培养基

中（抗生素同上），28 ℃、220 r · min- 1 振荡培养至

OD600=1.0~1.2。4 ℃、4000×g离心5 min，弃上清液，

以诱导缓冲液[2.132 g·L-1 MES（2-N-吗啉代乙磺酸）、

2.033 g · L-1 MgCl2 · 6H2O、5 g · L-1蔗糖和 0.039 g · L-1

乙酰丁香酮，pH 5.9~6.0]重悬，调 OD600至 0.4~0.6。

室温静置 3 h。将马瑟兰葡萄叶背朝上浸入菌液，

-0.8 MPa真空渗透 20 min。对照组和试验组各设 3

个重复，每重复 2 片叶；25 ℃黑暗孵育 3 d 后液氮

速冻，用研钵研磨成粉末，将葡萄叶片粉末存放到

-80 ℃冰箱用于基因表达和降异戊二烯含量检测。
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果实瞬时转化[19]：使用成熟期的巨峰进行瞬时

转化试验，诱导缓冲液组成为 2.132 g · L- 1 MES、

2.033 g · L- 1 MgCl2 · 6H2O、0.039 g · L- 1乙酰丁香酮，

pH 5.2~5.3；重悬后调 OD600 至 0.7~0.9，常温静置

3 h。用针头在果实上刺 10~20 个孔后浸入菌

液，-0.8 MPa真空渗透 20 min，对照组和试验组各

设 3个重复，每个重复 6~10个果；25 ℃下光照孵育

3 d，随后剥取葡萄皮，液氮速冻，使用打粉机打成粉

末，将葡萄皮粉末存放到-80 ℃冰箱，用于后续基因

表达和降异戊二烯含量分析。

1.6 实时荧光定量PCR

使用RNA prep Pure多糖多酚植物总RNA提取

试剂盒[天根生化科技（北京）有限公司]提取RNA，

以R223反转录试剂盒（诺唯赞，南京）合成 cDNA。

利用NCBI Primer-BLAST设计 qPCR引物，VvUbiq-

uitin（UBQ）为内参基因 [20- 21]。反应在 Quant Studio

7 Flex（Bio-Rad，USA）上进行，SYBR Green 体系：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s；60 ℃ 20 s；72 ℃ 30 s，40次循

环，使用CFX MaestroTM 软件（美国，Bio-Rad）对数据

进行分析。qPCR 所用的引物序列见表2。

1.7 数据分析

使用 SPSS 27.0（IBM，Armonk，NY，USA）进行

显著性检验（t 检验）；采用 GraphPad Prism 9.5.0

（GraphPad Software，USA）绘制直方图、折线图及柱

表 2 用于荧光定量的基因号及引物序列

Table 2 Gene ID and primer sequences used for fluorescence quantification

荧光定量基因名称与 ID
Quantitative fluorescence gene name and ID

VvUbiquitin

VvMYB1（VIT_211s0016g01300）

VvCCD1（VIT_213s0064g00840）

VvCCD4a（VIT_202s0087g00910）

VvCCD4b（VIT_202s0087g00930）

VvNCED1（VIT_219s0093g00550）

VvPSY1（VIT_204s0079g00680）

正向引物（5'-3'）
Forward primer（5'-3'）

GTGGTATTATTGAGCCATCCTT

CTGCCGACAGGAACAAGAACAAGG

GCTACACTGGCAGGAAACAAC

TGAAGCTGGACGTGTCCCAAAC

GTTGGAATCATCCCTCGTT

ACCATGATGCACGACTTCGC

TCGATGTGGTGAAGTTTGTGCAG

反向引物（5'-3'）
Reverse primer（5'-3'）

AACCTCCAATCCAGTCATCTAC

AGCTATGAATACTCTGGAGCACCGC

TAATGCCCGTCACCTTGGCTATG

TAGCACCCTGGTCCATACATCCTG

CCTCGTCCCAGGCGTTA

AGCATTCTTGTCCAGCACCC

TCAGGTGTCATCAGCATTGTTCCC

状图；采用Microsoft Excel 2024用于计算 β-大马士

酮含量的均值（mean）、标准差（SD）、亲中值（mid-

parent，MP）、变异系数（coefficient of variation，CV）、

广义遗传力（broadsense heritability，H2）、超中优势

率（ratio of middle advantage rate，Ha）、超高亲率（ra-

tio of higher than high parent，HH）、超低亲率（ratio

of lower than low parent，LL）和遗传传递力（genetic

transmitting ability，Ta），各指标的计算公式如下：

CV/%=S/M×100，S为标准差，M为后代性状平均值；

H2/%=（VP-VE）/VP×100，VP为表现型方差，VE为环境

方差；VE =（VP1-VP2）/2，VP1为母本的表型方差，VP2为

父本的表型方差；Ha/%=（M-MP）/MP×100，MP为亲

中值；HH/%=nhp/n×100，nhp为子代群体中表型值超

过高亲的个数；LL/%=nlp/n×100，nlp为子代群体中表

型值低于低亲的个数；Ta/%=M/MP×100。

2 结果与分析

2.1 F1杂交群体中β-大马士酮含量的遗传趋势分析

本研究同时检出（E）-β-大马士酮和（Z）-β-大马

士酮，（E）-构型的含量高于（Z）-构型，为更好地反映

β-大马士酮含量性状的遗传控制位点，将两种构型

的β-大马士酮含量累加用于后续GWAS分析。由表

3可见，F1杂交群体3年间β-大马士酮含量（w，后同）

分别为 22.94、33.46 和 24.73 μg·kg-1，年份间有一定

差异，3年平均则为28.25 μg·kg-1。子代含量分布较

广，变异系数在31.87%~43.90%之间，且出现高于双

亲的极端高值个体，表明该性状在F1杂交群体中存

在广泛的分离。

除了 2020 年外，2018 与和 2019 年子代均值高

于亲中值，超中优势率（Ha）为正值，但数值较低，

2018与2020年表现为倾向低值遗传，2019年则偏向

高值遗传，不过综合 3年数据来看，β-大马士酮在F1

群体中偏向低值遗传。3年间广义遗传力（H2）均约

99%，3年平均也在 80%以上，表明表型变异主要由

遗传因素决定，环境效应较小，表示该性状可能受少

数主效基因或加性影响控制。此外，2018与2019年

遗传传递力（Ta）均高于 100% ，而 3 年平均则为

93.49%，显示较强的遗传稳定性。

张濬沅，等：利用GWAS解析酿酒葡萄β-大马士酮遗传调控位点及候选基因 1701
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表 3 葡萄 F1群体中 β-大马士酮含量的遗传倾向分析

Table 3 Genetic tendency analysis of β-damascenone content in Vitis viniferia F1 population

指标 Index

赤霞珠685 Cabernet Sauvignon 685/（μg·kg-1）

西拉100 Syrah 100/（μg·kg-1）

亲中值 MP/（μg·kg-1）

子代均值 Mean/（μg·kg-1）

子代含量范围 R/（μg·kg-1）

变异系数 CV/%

广义遗传力 H2/%

超中优势率 Ha/%

超高亲率 HH/%

超低亲率 LL/%

遗传传递力 Ta/%

2018

20.9±0.20

22.63±0.53

21.77

22.94

14.01~40.43

31.87

99.78

6.69

41.94

48.39

106.69

2019

22.82±0.88

31.44±1.93

27.13

33.46

16.03~104.56

40.81

98.83

18.93

49.23

21.54

123.35

2020

45.22±1.80

41.34±1.76

43.28

24.73

9.29~65.13

43.23

99.94

-72.24

1.92

92.31

58.06

3年整合 Three-year integration

28.67±10.54

31.75±7.22

30.21

28.25

9.29~104.56

43.90

80.99

-5.86

8.61

30.46

93.49

2.2 β-大马士酮含量的全基因组关联分析

为最大限度控制环境因素干扰，计算 3年表型

的最佳无偏线性估计值（BLUE），剔除 3倍标准差

以外异常值后用于GWAS分析。杂交群体共检出

8 417 765个SNP，质控后保留3 314 995个。采用单

变量混合线型模型，加入基因型的前 3 个主成分

（PC1~PC3）及亲缘关系矩阵以校正潜在的群体结

构，显著性阈值设定为- log10（0.05/331 499 5）=

6.00。曼哈顿图（图1-A）显示，有5个SNP与β-大马

士酮含量显著关联，其中 1号、10号、11号染色体各

ChrUn:13846350 ChrUn:23214460 Chr1:12111316 Chr10:17566481 Chr11:1006227

-l
og

10
(p

)

A. 曼哈顿图，曼哈顿图中水平的虚线表示显著性水平，当-log10（0.05/3314995）≥ 6.00 时，认为该 SNP 与该性状显著关联；B. Q-Q 图；

C. GWAS 筛选的 5 个显著相关位点与表型对应关系。***和****分别表示在 0.001 和 0.0001 水平显著相关。

A. Manhattan plot, where the horizontal dashed lines represent the significance level. When -log10（0.05/3314995）≥ 6.00, the SNP is considered to

be significantly associated with the trait. B. Q-Q plot. C. Correlation between the five significant loci identified by GWAS screening and phenotypes.

*** indicates a significant level of P＜0.001; **** indicates a significant level of P＜0.0001.

图 1 葡萄果实中 β-大马士酮含量的全基因组关联分析以及基因型—表型对应关系图

Fig. 1 Genome-wide association analysis of β-damascenone conten in grape berry and genotype-phenotype
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有1个，另2个未锚定（记为Un）。Q-Q 图（图1-B）表

明模型无过拟合，结果可靠。

图1-C展示了5个显著SNP在F1群体的基因型

与β-大马士酮含量的对应关系。5个位点中Chr11：

1006227检测到 3种基因型，其余位点都只检测到 2

种基因型，这些位点不同基因型间的大马士酮含量

差异显著。5 个显著位点（ChrUn：13846350、Ch-

rUn：23214460、Chr1：12111316、Chr10：17566481、

Chr11：1006227）突变方向一致为参考等位基因（A）

替换变异等位基因（T/G/C→A），且纯合基因型（A/

A）的 β-大马士酮平均含量显著高于杂合或其他纯

合基因型（G/G），其中在ChrUn：13846350及Chr10：

17566481上的 SNP位点突变导致原本的氨基酸转

变为终止密码子。

2.3 候选基因的鉴定

以 PN40024 葡萄参考基因组（12X.2）为准，参

考本团队前期对栽培葡萄F1群体的研究策略[16]，将5

个极显著SNP上下游各100 kb（总窗口200 kb）范围

划为候选区间，共关联到86个非冗余基因。KEGG

富集分析显示，仅 1个基因注释为单萜生物合成相

关基因（VIT_21s0010g00340），未检测到显著富集

的已知类异戊二烯代谢通路基因（图2-A）。

为筛选随葡萄果实降异戊二烯积累而上调的基

因，进一步利用本实验室发表在国家生物信息中心/

北京基因组研究所（GSA：CRA008498，https://ngdc.

cncb.ac.cn/gsa）的赤霞珠成熟过程（花后 2~18周）的

转录组数据，对 86个候选基因进行基因表达量-降

异戊二烯含量相关性分析，最终确定 5个显著正相

关的基因进入后续研究，这 5个基因在赤霞珠葡萄

果实发育过程中的表达量变化如图2-B所示。其中

3 个为结构基因，分别是：VIT_200s1389g00010（甘

露醇脱氢酶，单萜生物合成有关），对应的 SNP Ch-

rUn：23214460 位 于 其 上 游 约 15 kb；VIT_

210s0116g01340（重金属相关异戊二烯化植物蛋

白），对应的 SNP Chr10：17566481 位于其下游约

60 kb；VIT_211s0016g01290（细胞色素P450 72A15），

对应 SNP Chr11：1006227 位于其下游约 31 kb。另

外 2 个候选基因均注释为 MYB1 转录因子：VIT_

211s0016g01300，对应 SNP Chr11：1006227 位于其

下 游 约 38 kb；VIT_211s0016g01310，对 应 SNP

Chr11：1006227位于其下游约49 kb。

2.4 转录因子VvMYB1参与调控 β-大马士酮合成

的功能验证

已有研究证实，MYB家族转录因子可调控萜烯

生物合成 [22- 23]；鉴于萜烯与降异戊二烯共享上游

MEP代谢通路，笔者推测VvMYB1可能参与 β-大马

士酮积累。因此，根据图 2中葡萄果实发育过程中

转录本丰度数据，选择表达量相对较高的VvMYB1

（VIT_211s0016g01300）进行功能验证。

克隆并获得全长 906 bp 的 VvMYB1（VIT_

鞘脂代谢 Sphingolipid metabolism
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同源重组 Homologous recombination
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A. KEGG enrichment analysis; B. Transcriptome data, TPM represents the number of transcripts per million, WAF represents the number of weeks

after flowering.

图 2 候选基因的 KEGG 富集分析以及转录组分析

Fig. 2 KEGG enrichment analysis and transcriptome analysis of candidate genes
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211s0016g01300）编码区（CDS）；测序后与赤霞珠基

因组（https://grapegenomics.com/pages/all.php）进行

比对。使用DNAMAN 6.0与基因组对比，发现在第

753、814及873对氨基酸发生突变，其中第814对氨

基酸为非同源突变，不过两个序列之间的一致性极

高（identity=99.67%）（图 3），因此继续构建 pCAM-

BIA1300-VvMYB1过表达载体并瞬时转化葡萄叶片

及果实。

结果显示，VvMYB1过表达巨峰葡萄果皮（图4-

A）中可检测到的4种降异戊二烯组分，β-大马士酮、

葡萄螺烷（vitispirane）、三甲基二氢萘（TDN）和β-环

柠檬醛（β-cyclocitral），除 β-环柠檬醛（β-cyclocitral）

外的降异戊二烯组分在果皮中含量均显著高于空载

体对照（图 4-B）。葡萄叶片瞬时过表达（图 4-C）获

得相似结果，也检测到4种降异戊二烯物质，β-紫罗

兰酮（β-ionone）、β-大马士酮、葡萄螺烷及TDN含量

均显著升高（图 4-D），其中 β-大马士酮在试验组叶

片中相较于对照组含量提升近 5倍，而果实中则为

约1.2倍，表明VvMYB1可正调控葡萄中β-大马士酮

等降异戊二烯物质的合成。
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图 2 （续） Fig. 2 (Continued)
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进一步检测过表达葡萄果实中降异戊二烯合成

途径关键酶基因表达，结果发现，在巨峰葡萄果皮中

VvCCD1、VvCCD4a 和 VvCCD4b 均显著上调，而

VvPSY1和VvNCED1无显著变化（图4-E），该结果同

样在马瑟兰叶片中得到证实（图4-F），说明VvMYB1

可通过上调CCD基因的表达促进β-大马士酮积累。

3 讨 论

近年来，GWAS在解析葡萄果实品质性状遗传

基础方面已取得丰硕成果[24-26]。针对香气性状的研

究表明，不同香气组分呈现截然不同的遗传架构。

Guo等 [26]在 179份葡萄种质中通过GWAS定位到 5

号染色体上的香气相关SNP；Liang等[27]对 185份葡

萄种质进行香气GWAS，发现 β-大马士酮含量相关

SNP广泛分布于多条染色体，揭示其受多基因网络

协同调控。Sun等[16]在亚历山大×圣诞玫瑰 F1群体

中对降异戊二烯香气组分进行GWAS分析，也观察

到类似的多染色体分布模式。值得注意的是，对关

联基因VvGGPPS-LSU进行功能验证，发现其表达

可同时提升降异戊二烯及单萜水平[15]，揭示了香气

代谢通路间的协同调控机制。本研究以酿酒葡萄赤

霞珠 685与西拉 100杂交得到的 F1 子代为材料，针

对β-大马士酮含量进行GWAS，鉴定到5个分布于4

条染色体上的极显著SNP，且基因型-表型关联分析

证实这些位点变异直接决定含量变化，进一步支持

了该性状多基因控制的遗传模型。

与已有研究相比，本研究鉴定的 β-大马士酮显

著位点及候选基因均为新发现，这一差异性可能源

于三个方面：第一，表型定义策略不同。本研究将游

离态和结合态 β-大马士酮总量作为表型值，而既往

研究仅关注游离态组分，忽略了酿酒葡萄中含量可

观的糖苷结合态形式，可能导致部分关键遗传变异

被遗漏。第二，研究体系独特。现有研究多聚焦萜

烯或基于广泛种质群体，而非芳香型酿酒葡萄杂交

F1群体中 β-大马士酮的遗传机制研究仍相对匮乏。

第三，变异类型差异。本研究检测到的SNP以稀有

变异为主，其低频特性使其在传统种质资源GWAS

中难以被捕获。综上，本研究不仅深化了对 β-大马

士酮遗传架构的认识，更为葡萄香气品质的分子育

种提供了新的基因资源与理论视角。

MYB转录因子作为植物最大的转录因子家族

之一，其N端保守的MYB结构域赋予其多样化的调

控功能，在次生代谢中发挥核心作用[28]。Kobayashi

等[29]首次报道葡萄MYB可直接激活类黄酮糖基转

移酶（UFGT）基因的表达，驱动果实花色苷积累，该

机制在大豆和香蕉中表现出跨物种保守性 [30- 31]。

Zhang等 [32]进一步揭示MYB与萜烯代谢的直接关

联：MYBA1/2缺失导致MYB24表达上调，后者通过

图 3 本研究获得的 VvMYB1 编码区与赤霞珠基因组的序列比对

Fig. 3 Sequence alignment between the VvMYB1 coding region obtained in this study and the genome of Cabernet Sauvignon
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A. qPCR 分析 VvMYB1 在巨峰葡萄果皮中的表达。B. 在巨峰葡萄果皮中检测到的降异戊二烯类化合物含量。C. qPCR 分析 VvMYB1 在马

瑟兰葡萄叶片中的表达。D. 在马瑟兰葡萄叶片中检测到的降异戊二烯类化合物含量。E. 巨峰葡萄果皮中过表达 VvMYB1 对降异戊二烯合

成途径关键酶基因表达的影响。F. 马瑟兰葡萄叶片中过表达 VvMYB1 对降异戊二烯合成途径关键酶基因表达的影响。CK 代表来自未侵染

叶片/果实的对照组；OE-VvMYB1 代表来已侵染叶片/果实的过表达 VvMYB1 试验组。*表示 P＜0.05 的显著水平；**表示 P＜0.01 的显著水

平；***表示 P＜0.001 的显著水平；****表示 P＜0.000 1 的显著水平。

A. qPCR analysis of VvMYB1 expression in Kyoho grape leaves. B. Concentrations of norisoprenoids detected in Kyoho grape leaves. C. qPCR

analysis of VvMYB1 expression in Marselan grapes. D. Concentrations of norisoprenoids detected in Marselan grape fruits. E. Effect of VvMYB1 over-

expression on the expression of key enzyme genes in the norisoprenoid synthesis pathway in Kyoho grape fruit. F. Effect of VvMYB1 over expression

on the expression of key enzyme genes in the norisoprenoid synthesis pathway in Marselan leaves. CK represents the control group from uninfected

leaves/fruit; OE-VvMYB1 represents the experimental group with VvMYB1 overexpression from infected leaves/fruit. * indicates a significant level of

P＜0.05; ** indicates a significant level of P＜0.01; *** indicates a significant level of P＜0.001; **** indicates a significant level of P＜0.000 1.

图 4 VvMYB1 基因在马瑟兰叶片以及巨峰葡萄果皮中的功能分析

Fig. 4 Functional analysis of the VvMYB1 gene in Marselan leaves and Kyoho berries
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激活萜烯合酶（TPS）基因提升单萜含量，提供了

MYB调控香气代谢的直接证据。He等[33]则通过多

组学整合分析，提出MYB通过调控ABA和生长素

信号间接影响降异戊二烯积累。本研究的功能验证

表明，VvMYB1激活可显著上调VvCCD1、VvCCD4a

及VvCCD4b表达，提示其可能通过直接靶向或协同

其他调控因子实现对VvCCD基因家族的多靶点调

控。未来研究需聚焦 VvMYB1 是否直接结合

VvCCD 基因启动子调控降异戊二烯合成，并深入解

析该调控网络在葡萄品质形成与环境适应中的生物

学意义，为香气性状的精准改良提供调控模块。

4 结 论

在赤霞珠 685×西拉 100杂交的F1群体中，β-大

马士酮含量呈现连续变异与双向超亲分离，3年表

型数据中有 2年遗传倾向相似，表明该性状受遗传

因素影响显著。整合GWAS与转录组分析，共鉴定

到5个极显著关联SNP，并锁定5个候选基因。功能

验证表明，瞬时过表达VvMYB1的葡萄叶片与果皮

中 β- 大马士酮含量显著升高 ，同时 VvCCD1、

VvCCD4a 及 VvCCD4b 表 达 同 步 上 调 ，表 明

VvMYB1 可通过激活 VvCCD基因家族促进 β-大马

士酮生物合成。本研究首次在非芳香型酿酒葡萄杂

交F1群体中解析 β-大马士酮含量的遗传架构，为降

异戊二烯香气性状的分子设计育种提供了理论依

据。
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