
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ａｕｇ. ２０２２ꎬ ４２(８): １４３３－１４４０ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０２００８０４２

张红梅ꎬ 王旺田ꎬ 张芮ꎬ 等. 葡萄 ＣＢＦ４ 基因生物信息学及其对低温和硅酸钾响应分析 [Ｊ]. 广西植物ꎬ ２０２２ꎬ ４２(８):
１４３３－１４４０.
ＺＨＡＮＧ ＨＭꎬ ＷＡＮＧ ＷＴꎬ ＺＨＡＮＧ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｇｒａｐｅ ＣＢＦ４ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｓｉｌｉｃａｔｅ [Ｊ]. Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０２２ꎬ ４２(８): １４３３－１４４０.

葡萄 ＣＢＦ４ 基因生物信息学及其对
低温和硅酸钾响应分析
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摘　 要: 为探究葡萄 ＣＢＦ４ 基因的结构和表达特征ꎬ该研究以葡萄为材料ꎬ对葡萄 ＣＢＦ４ 基因进行生物信息

学及低温和硅酸钾响应分析ꎮ 结果表明:(１)ＣＢＦ４ 蛋白定位在细胞核ꎬ有 ５ 个磷酸化位点和 １４ 个糖基化位

点ꎬ无信号肽ꎬ是一个亲水的、脂溶性较差的膜外蛋白ꎮ 二级结构以无规则卷曲为主ꎬ比例为 ５６.８８％ꎮ 该蛋

白包含一个 ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ 结构域ꎮ (２)ＣＢＦ４ 蛋白的多序列和系统进化分析表明酿酒葡萄与美洲葡萄的同

源性最高、亲缘关系最近ꎮ (３)荧光定量 ＰＣＲ 分析显示ꎬ低温胁迫后 ＣＢＦ４ 基因在葡萄叶片中表达水平上

调ꎬ说明 ＣＢＦ４ 基因可能参与了葡萄叶片低温胁迫的响应ꎮ 低温条件下ꎬ施加硅酸钾 ＣＢＦ４ 基因表达具有差

异性ꎬ说明该基因在不同的葡萄组织中对硅酸钾的响应机制可能不同ꎮ 以上结果为进一步研究葡萄 ＣＢＦ４
基因的功能和机理奠定了基础ꎮ
关键词: 葡萄ꎬ ＣＢＦ４ 基因ꎬ 低温胁迫ꎬ 生物信息学ꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
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　 　 葡萄是世界最古老的落叶果树之一ꎬ各地均

有栽培ꎬ已成为重要的果树经济作物ꎬ种植面积和

产量居世界首位ꎬ是我国的重要果树ꎮ 中国北方

的葡萄由于低温冻害使得产量减少ꎬ造成巨大的

经济损失ꎮ 因此ꎬ研究葡萄的低温响应机理ꎬ提高

葡萄对低温的适应性是十分必要的ꎮ
作为 ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ 转录因子群的一个亚科ꎬ

ＤＲＥＢ / ＣＢＦ 基因在对非生物胁迫的耐受性中发挥

核心作用ꎬ植物在低温胁迫下表现出 ＣＢＦ 依赖的应

答通 路ꎮ ＣＢＦ 能 够 与 启 动 子 中 的 核 心 片 段

(ＣＣＧＡＣ) 相结合从而调控该基因的转录水平

(Ｈａａｋｅꎬ ２００２)ꎮ 研究表明拟南芥 ＣＢＦ１、ＣＢＦ２ 和

ＣＢＦ３ 都位于Ⅳ染色体上ꎬ且紧密分布于短臂 ７２.８
ｃＭ 处ꎬ它们编码与 ＡＰ２ / ＥＲＦ 家族密切相关的转录

因子ꎬ这些转录因子与 ＣＢＦ 调控基因启动子中存在

的 ＣＲＴ / ＤＲＥ ＤＮＡ 调控元件结合ꎮ ＣＢＦ２ 基因能够

负调控 ＣＢＦ１ 和 ＣＢＦ３ꎬ从而调控下游 ＣＯＲ 等抗寒

基因的表达来提高植物抗寒性(Ｎｏｖｉｌｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ
吕胜男等ꎬ２０１１ꎻ董亚茹等ꎬ２０１７)ꎮ 而 ＣＢＦ４ 则位于

拟南芥的Ⅴ号染色体上ꎬ是唯一已知的 ＣＢＦ 基因参

与脱落酸(ＡＢＡ)依赖的信号通路(沙丽娜ꎬ２００９)ꎮ
这些研究成果说明 ＣＢＦ 转录因子对植物的抗寒、抗
旱和抗盐碱等胁迫过程发挥着重要作用ꎮ 研究表

明ꎬ硅(Ｓｉ)可以提高水稻(任学坤等ꎬ２００７)、小麦

(郑世英等ꎬ２０１５)、高粱(刘朋等ꎬ２０１４)等植物的抗

逆性ꎬ施加外源硅能够提高低温胁迫下葡萄叶片渗

透调节物质含量ꎬ促进蔗糖转运速率ꎬ缓解活性氧

积累ꎬ增强耐寒性(郑凯翔等ꎬ２０１９)ꎮ
目前ꎬ 国 内 ＣＢＦ 基 因 主 要 集 中 于 拟 南 芥

(Ｍｉｃｈａｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ )、 大 豆 ( Ｋｉｄｏｋｏｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１４)、玉米( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)、番茄( Ｙｕａｓａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１４)等植物的研究ꎬ对葡萄中 ＣＢＦ 基因的抗

寒作用等方面研究较少ꎬ尤其对 ＣＢＦ４ 在外源硅与

低温协同作用下的表达未见报道ꎮ 本研究对

ＣＢＦ４ 基因编码的蛋白进行全面的生物信息学分

析ꎬ对葡萄幼苗进行低温和硅酸钾处理ꎬ并对

ＣＢＦ４ 基因进行实时荧光定量分析ꎬ以期为 ＣＢＦ４
基因的表达特性及其功能研究奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 序列来源

利用 ＮＣＢＩ 数据库获取酿酒葡萄基因 ＣＢＦ４
(ＧｅｎＢａｎｋ:ＤＱ４９７６２４.１)ꎮ
１.２ 蛋白质结构预测

１.２.１ 一级结构 　 通过 Ｅｘｐａｓｙ 进行氨基酸残基的

数目和组成以及蛋白质的一级结构在线分析ꎮ
１.２.２ 二级结构　 利用 ＳＯＰＭＡ 进行二级结构的预

测ꎻ利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 预测蛋白的 亲 疏 水 性ꎻ利 用

ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ.２. ０ 预测蛋白的跨膜结构ꎻ利用

ＳｉｇｎａｌＰ ４.０ 预测蛋白的信号肽ꎮ
１.２.３ 磷酸化位点和糖基化位点预测 　 分别使用

ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ 和 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４. ０ 预测蛋白的磷酸化和

糖基化位点ꎮ
１.２.４ ＣＢＦ４ 蛋白的细胞定位　 使用 ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
预测蛋白的细胞定位ꎮ
１.２.５ 结构域预测 　 使用 ＮＣＢＩ 中的 ＣＤＤ 数据库

对蛋白的结构域进行分析ꎮ
１.２.６ 三级结构　 通过 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 对葡萄 ＣＢＦ４
基因编码蛋白的三维结构进行同源建模ꎮ

４３４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



１.３ 同源性比对及系统进化树构建

通过 ＮＣＢＩ 在线比对ꎬ找出与该蛋白同源性较

高的其他植物的氨基酸序列ꎬ再利用 ＭＥＧＡ Ｘ 软

件进行系统进化树的构建ꎮ
１.４ 低温胁迫对葡萄组织 ＣＢＦ４ 基因的荧光定量

ＰＣＲ 分析

以酿酒葡萄试管苗贝达为试验材料ꎬ当植株长

至 ５ 片叶时ꎬ选取长势一致的幼苗炼苗 ３ ｄ 后移入

装有 １ / ２ 强度 Ｈａｏｇｌａｎｄ 营养液的水培盆(１０ ｃｍ ×
１０ ｃｍ × ９ ｃｍ)ꎬ用泡沫板固定ꎬ在人工气候培养箱

中培养(温度 ２５ ℃ꎻ湿度 ６０％ꎻ光照强度 ５ ０００ ｌｘ)
６０ ｄꎬ营养液每 ２ ｄ 更换 １ 次ꎮ 外源硅处理一周后ꎬ
按实验设计分别进行常温(２５ ℃)及室内模拟低温

(５ ℃)处理ꎬ各处理过程持续光照ꎬ对照为不加硅酸

钾的葡萄水培苗ꎬ且其他条件相同ꎮ 低温处理 ３ ｈ
和 ９ ｈ 后分别取各组幼苗的中部幼嫩叶片和根部ꎬ
提取 ＲＮＡꎬ反转录得到 ｃＤＮＡꎬ以葡萄管家基因

ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(ＡＹ６８４１３１.１)为内参基因对葡萄叶片和根

部的 ＣＢＦ４ 基因表达水平进行分析ꎬ根据 ＴＡＫＡＲＡ
ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ 试剂盒说明书进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应液

的配制ꎬ在定量 ＰＣＲ 仪器上进行试验ꎬ所有试样重

复 ３ 次ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 生成的数据由定量分析软件读

取ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ法对所得数据进行分析ꎮ 根据基因

序列设计引物ꎬ得到引物序列如下:ＣＢＦ４(正向:５′￣
ＡＡＧＴＧＧＧＴＡＴＧＣＧＡＧＧＴＡＡＧ￣３′ꎬ反向:５′￣ＴＴＣＴＧＡＡ
ＴＧＴＣＣＴＴＧＧＣＧ￣３′)ꎬ退火温度为 ６０ ℃ꎻｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(正
向: ５′￣ＧＧＣＴＴＧＧＧＡＧＡＴＧＧＧＡＡＡＣ￣３′ꎬ 反 向: ５′￣
ＴＣＣＴＡＣＡＡＴＡＣＣＡＣＣＡＡＡＣＡＴＡＧＣＡ￣３′)ꎬ退火温度

为 ６０ ℃ꎮ
１.５ 数据处理

采用 Ｏｒｉｇｉｎ ９ 和 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行数据处理

和分析ꎬ运用 Ｄｕｎｃａｎ 双因素方差分析每个处理之间

的差异显著性(α＝ ０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 蛋白质结构分析

２.１.１ 一级结构 　 对 ＣＢＦ４ 蛋白的理化性质分析得

到葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的分子式为 Ｃ１０４５Ｈ１６３１Ｎ３１１Ｏ３２６Ｓ１４ꎻ
相对分子量为 ２４.２２ ｋＤꎻ理论等电点(ｐＩ)为 ５.４２ꎻ不
稳定系数为 ５１.８９ꎬ总平均亲水性为－０.６２１ꎬ表明该

蛋白为不稳定的亲水性蛋白ꎻ脂肪系数为 ６１.８３ꎬ表
明脂溶性比较差ꎻ正电荷残基数(Ａｒｇ＋Ｌｙｓ)和负电

荷残基数(Ａｓｐ＋Ｇｌｕ)分别为 ２７ 和 ３４ꎮ
由表 １ 可知ꎬ葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的 ２０ 种氨基酸

中ꎬ丙氨酸(Ａｌａ)含量最多(１１.０％)ꎬ其次为精氨酸

(Ａｒｇ)(８.７％)与天冬氨酸(Ａｓｐ) (８.３％)ꎬ氨基酸含

量最小的是谷氨酸胺(Ｇｌｎ) (０.９％)ꎮ 其中极性氨

基酸占 ５６.９％ꎬ非极性氨基酸占 ４３.１％ꎮ

表 １　 ＣＢＦ４ 蛋白氨基酸组成分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ
ｏｆ ＣＢＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

氨基酸组成
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

氨基酸组成
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

丙氨酸
Ａｌａ (Ａ)

１１.０ 缬氨酸
Ｖａｌ (Ｖ)

６.４

精氨酸
Ａｒｇ (Ｒ)

８.７ 酪氨酸
Ｔｙｒ (Ｙ)

１.８

天冬酰胺
Ａｓｎ (Ｎ)

４.１ 色氨酸
Ｔｒｐ (Ｗ)

２.３

天冬氨酸
Ａｓｐ (Ｄ)

８.３ 苏氨酸
Ｔｈｒ (Ｔ)

３.７

半胱氨酸
Ｃｙｓ (Ｃ)

１.４ 丝氨酸
Ｓｅｒ (Ｓ)

７.３

谷氨酰胺
Ｇｌｎ (Ｑ)

０.９ 脯氨酸
Ｐｒｏ (Ｐ)

７.３

谷氨酸
Ｇｌｕ (Ｅ)

７.３ 苯丙氨酸
Ｐｈｅ (Ｆ)

２.８

甘氨酸
Ｇｌｙ (Ｇ)

６.９ 甲硫氨酸
Ｍｅｔ (Ｍ)

５.０

组氨酸
Ｈｉｓ (Ｈ)

２.８ 赖氨酸
Ｌｙｓ (Ｋ)

３.７

异亮氨酸
Ｉｌｅ (Ｉ)

１.４ 亮氨酸
Ｌｅｕ (Ｌ)

６.９

２.１.２ 二级结构　 蛋白二级结构预测(图 １)ꎬ该蛋

白二级结构主要是无规则卷曲ꎬ其次是 α￣螺旋ꎬ其
中所占比例分别为 ５６.８８％和 ２７.５２％ꎬ延伸链占比

为 １３.７６％ꎬβ￣转角占比最小(１.８３％)ꎮ
通过 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析 ＣＢＦ４ 蛋白质亲 /疏水性(图

２)ꎬ预测结果说明整条多肽链没有明显的疏水区

域ꎮ 跨膜域的预测结果(图 ３)显示ꎬＣＢＦ４ 蛋白是一

个膜外蛋白ꎬ没有发现跨膜螺旋区域ꎬ这与没有明

显疏水区域的预测结果一致ꎮ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.０ 在

线工具预测分析信号肽ꎬ对于 ＣＢＦ４ 蛋白ꎬ总结分析

得到预测的目的蛋白中不存在信号肽(图 ４)ꎮ
２.１.３ 磷酸化位点和糖基化位点预测 　 分别通过

ＫｉｎａｓｅＰｈｏｓ 和 ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４.０ 预测葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的

磷酸化和糖基化位点ꎬ表明该蛋白含有 ５ 个磷酸

化位点(图 ５)和 １４ 个糖基化位点ꎮ
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２. １. ４ ＣＢＦ４ 蛋 白 的 细 胞 定 位 　 通 过 ＰＳＯＲＴ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 预测葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的细胞定位ꎬ结构

显示该蛋白定位在细胞核内ꎬ因此可以推断葡萄

ＣＢＦ４ 基因主要在细胞核内发挥生物学作用ꎮ
２.１.５ 结构域预测 　 应用 ＮＣＢＩ 中的 ＣＤＤ 数据库

预测葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的保守结构域ꎬ预测结果(图
６)显示葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的氨基酸序列的第 ５７ 位至

第 １１５ 位为 ＡＰ２ 超家族结构域ꎬ在进化上非常保

守ꎬ该结构域对蛋白功能的发挥非常重要ꎮ
２.１.６ 三级结构预测 　 通过同源建模方法构建葡

萄 ＣＢＦ４ 基因蛋白的三级结构(图 ７)ꎬ结果显示该

蛋白三级结构主要由 α￣螺旋和无规则卷曲折叠形

成ꎬ其预测结果和二级结构相一致ꎮ
２.２ ＣＢＦ４ 蛋白进化树构建及多序列比对分析

将葡萄 ＣＢＦ４ 基因的序列与同一物种及其他相

近物种的序列进行比对分析(图 ８)ꎬ结果显示酿酒

葡萄与美洲葡萄同源性最高ꎬ为 ９９.６２％ꎬ与洋蓟、短
脚草、爬山虎、猕猴桃、白桦、花生、茶花、赤藓和咖

啡同源性分别为 ９９.６４％、９２.７８％、９３.３１％、８５.７１％、
８１.５５％、８１.２３％、８０.１３％、７８.５１％和 ７５.４９％ꎮ

葡萄 ＣＢＦ４ 基因与 １３ 种同物种和相近物种同

源序列的系统进化树如图 ９ 所示ꎬ酿酒葡萄与美洲

葡萄的关系最密切ꎬ其次是河岸葡萄、山葡萄、沙地

葡萄、洋蓟、爬山虎、短脚草ꎬ与猕猴桃、茶花、白桦、
花生、赤藓、咖啡关系较远ꎬ遗传距离也随之增加ꎮ
２.３ 葡萄 ＣＢＦ４ 基因在低温胁迫下的表达

葡萄水培苗经低温胁迫处理后ꎬＣＢＦ４ 基因的

表达结果显示ꎬ低温胁迫下葡萄叶片 ＣＢＦ４ 基因随

低温处理时间延长相对表达水平显著上调ꎬ低温

胁迫 ３ ｈ 和 ９ ｈ 的上调幅度分别为对照的 １. ２０９
倍、１３.８１２ 倍ꎻ施加外源硅后常温条件下 ＣＢＦ４ 基

因表达水平上调但差异不显著ꎬ低温条件下 ＣＢＦ４
基因表达水平下调(图 １０:Ａ)ꎮ 在相同处理时间

内ꎬ低温胁迫相对常温比较ꎬ葡萄根部相对表达水

平下调ꎬ３ ｈ 和 ９ ｈ 的下调幅度分别为对照的 ０.５７３
倍和０.４２２倍ꎬ在常温及低温条件下ꎬ施硅处理较对

照ꎬＣＢＦ４ 基因表达均上调(图 １０:Ｂ)ꎮ

３　 讨论与结论

植物受到逆境胁迫会使植物在生长发育、形
态建成、物质和能量代谢等方面发生一系列的变

化ꎮ 相比于传统育种ꎬ利用生物信息学能够快速

准确地探索植物抗逆基因资源ꎬ克隆相关基因并

且利用相关基因提高植物抗逆性(贾翠翠ꎬ２０１５)ꎮ
酿酒葡萄的种植会受到冷冻、干旱和高盐的限制ꎬ
低于－２０ ℃的温度会对葡萄树造成不可逆转的损

害ꎬ影响许多葡萄栽培种的产量ꎬ降低种植者收

入ꎬ若将相关抗性基因克隆并转入酿酒葡萄中ꎬ则
可以显著提高酿酒葡萄的产量ꎮ 目前ꎬ对于 ＣＢＦ
转录因子的研究较为深入和广泛ꎬ该转录因子在

植物非生物胁迫方面发挥着重要作用(Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻＮｏｖｉｌｌｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 研究发现 ＡｔＣＢＦ１ 基

因在马铃薯中超表达ꎬ能够增强马铃薯的抗寒性

(Ｐｉｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 将欧洲越桔中的 ＣＢＦ１ 基因

在拟南芥中超表达可增强其抗寒性(Ｏａｋｅｎｆｕｌｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 综上所述ꎬＣＢＦ 基因参与了植物体低

温胁迫的响应ꎬ这与本研究结果保持一致ꎮ
通过分析可知ꎬ葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白氨基酸组成中

极性氨基酸占 ５６. ９％ꎬ非极性氨基酸占 ４３. １％ꎬ
ＣＢＦ４ 蛋白无信号肽ꎬ是一个不稳定的、亲水的、脂
溶性较差的膜外蛋白ꎬ与极性氨基酸所占比例一

致ꎮ 采 用 ＳＯＰＭＡ 及 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 分 别 预 测

ＣＢＦ４ 蛋白二级结构和三级结构ꎬ表明该蛋白主要

结构单元是无规则卷曲ꎬ其次是 α￣螺旋ꎬ其中所占

比例分别为 ５６. ８８％ 和 ２７. ５２％ꎬ该结果为研究

ＣＢＦ４ 基因及其编码产物的结构和功能提供了更

多的信息ꎮ ＣＢＦ４ 蛋白的多序列和系统进化分析

表明ꎬ酿酒葡萄与美洲葡萄的同源性最高、亲缘关

系最近ꎬ这种同源性一方面体现出各物种间亲缘

关系的远近ꎬ另一方面也表明多个不同物种的

ＣＢＦ４ 基因编码产物在结构特征中比较稳定ꎬ保守

性较高ꎮ 通过对葡萄 ＣＢＦ４ 蛋白的结构域分析得

到ꎬ葡萄 ＣＢＦ４ 包含一个 ＡＰ２ / ＥＲＥＢＰ 结构域ꎬ属
于 ＡＰ２ 型 ＤＮＡ 保守结合大家族中的 ＣＢＦ / ＤＲＥＢ
家族ꎬ具有该家族典型的特征ꎬ含有 ＹＲＧ 元件和

ＷＬＧ 基序ꎬ具有高度保守性ꎬ该结构域对编码蛋白

功能发挥着极其重要的作用ꎬ可调节植物抵御低

温和干旱相关基因的表达ꎬ推测 ＣＢＦ４ 基因与植物

逆境胁迫可能密切相关(韩志萍等ꎬ２００６ꎻ邵文靖

等ꎬ２０２０)ꎬ这说明 ＣＢＦ４ 在葡萄的抗逆性中有着

非常重要的作用ꎬ具有深入研究的价值ꎮ
低温能够诱导大多数植物体内的 ＣＢＦ 基因表

达ꎬ如山葡萄在寒冷、盐度、脱落酸和水杨酸处理

下ꎬＣＢＦ４ 转录本积累增加 ( Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ
在葡萄树中ꎬ ＣＢＦ４ 基因通常通过冷处理诱导ꎬ低温
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图 １　 ＣＢＦ４ 基因编码蛋白二级结构预测结果
Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＢＦ４ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ２　 ＣＢＦ４ 蛋白亲疏水性分析
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ

ｏｆ ＣＢＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ３　 ＣＢＦ４ 蛋白质跨膜区结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＢＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ

图 ４　 ＣＢＦ４ 蛋白信号肽结果
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＢＦ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ

图 ５　 磷酸化位点预测结果
Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ６　 结构域预测结果
Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
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图 ７　 蛋白三级结构的预测
Ｆｉｇ. ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

条件下葡萄 ＣＢＦ４ 转录水平相对快速地增加ꎬ并且

可以在叶片中保持很多天(Ｘｉａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 本

研究分析表明ꎬ发现 ＣＢＦ４ 基因低温胁迫 ３ ｈ 和 ９
ｈ 在葡萄叶片中表达水平显著上调ꎬ可能是因为

ＣＢＦ 转录激活因子与 ＣＲＴ / ＤＲＥ 调控元件特异性

结合ꎬ激活启动子中目的基因表达ꎬ说明 ＣＢＦ４ 基

因可能参与了葡萄叶片响应外界冷胁迫的信号途

径ꎬ因此推测出 ＣＢＦ４ 基因可能参与了葡萄叶片低

温胁迫的响应ꎮ 低温条件下施加硅酸钾ꎬ 在葡萄

图 ８　 多序列比对结果
Ｆｉｇ. ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

图 ９　 系统进化树构建结果
Ｆｉｇ. ９　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

叶片中的表达下调ꎬ而在葡萄根部表达上调ꎬ可能

是因为葡萄根部对低温和硅酸钾交互作用比较敏

感ꎬ揭示了该基因在不同的葡萄组织中对硅酸钾

的响应机制可能不同ꎮ 目前ꎬ应对低温伤害的方

法中使用外源物质提高作物抗性更为简单ꎬ并且

效果显著ꎬ为了防止葡萄受到低温伤害ꎬ应该在根

部追施硅肥ꎬ本研究进一步为施用外源硅提高葡

萄抗寒性提供理论依据ꎮ
本研究对 ＣＢＦ４ 基因编码的蛋白进行全面的

生物信息学及低温和硅酸钾响应分析ꎬ结果显示

低温胁迫后 ＣＢＦ４ 基因在葡萄叶片中表达水平上

调ꎬ说明 ＣＢＦ４ 基因可能参与了葡萄叶片低温胁迫

的响应ꎮ 低温条件下施加硅酸钾后ꎬＣＢＦ４ 基因在

不同的葡萄组织中对硅酸钾的响应不同ꎬ说明该

基因表达具有组织特异性ꎮ 本研究对深入了解

ＣＢＦ４ 基因在葡萄非生物逆境胁迫中的功能ꎬ分析

ＣＢＦ４ 蛋白对植物抗逆的分子机制ꎬ以及深入探究

外源硅对葡萄抗寒调节机理ꎬ为甘肃乃至北方酿

酒葡萄抗寒栽培提供理论基础和实践指导ꎮ

８３４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ａ. 叶片ꎻ Ｂ. 根部ꎮ 不同小写字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｌｅａｖｅｓꎻ Ｂ. Ｒｏｏｔｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 １０　 ＣＢＦ４ 基因在低温胁迫下的表达分析
Ｆｉｇ. １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＢＦ４ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ
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