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中国野生种葡萄 ｍｙｂＡ 转录因子 ＳＮＰ 特征分析
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　 　 摘要:以中国野生葡萄 １４ 个种为材料ꎬ对控制花色苷合成的 ｍｙｂＡ 转录因子进行克隆和序列分析ꎬ获得 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 Ｖｌｍｙ￣
ｂＡ２ 两个转录因子的全长基因序列ꎬ共检测到 １２１ 个 ＳＮＰꎬ表现出丰富的遗传多样性ꎮ ３ 种中性检测方法比较序列变异模式ꎬ
结果表明ꎬ中国野生种葡萄 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因没有偏离中性模型ꎬ反映出基因漂移和选择性中性突变之间的平衡ꎮ 不

同野生种材料的 ｍｙｂＡ 基因结构存在很高的同源相似性ꎮ 但是在启动子区、内含子区以及第 ３ 个外显子区存在不同程度碱基的

缺失、插入和替换ꎬ而且野生种葡萄 ｍｙｂＡ 基因存在一些特有序列或突变ꎬ这些突变可以作为分子标记区分不同的野生种材料ꎮ
通过基因结构比对和系统进化树分析ꎬ可将野生种葡萄细分为 ５ 个类群ꎮ 初步推测桦叶葡萄和变叶葡萄进化地位较为原始ꎮ
　 　 关键词:中国野生葡萄ꎻｍｙｂＡꎻ花色苷ꎻＳＮＰꎻ遗传多样性
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转录因子是能够与真核生物基因的顺式作用元

件发生特异性结合ꎬ并对转录有激活或抑制作用的

ＤＮＡ 结合蛋白[１]ꎮ 根据 ＤＮＡ 结合结构域重复片段

(Ｒ)的数量ꎬ可将 Ｍｙｂ 类转录因子分为单一 Ｍｙｂ 结

构域蛋白 ( Ｒ１ / Ｒ２)、２Ｒ 蛋白 ( Ｒ２Ｒ３) 和 ３Ｒ 蛋白

(Ｒ１Ｒ２Ｒ３) [２]ꎮ 葡萄果皮存在白色、粉红、红色以及

黑色等丰富的颜色表现型ꎬ这种颜色差异是由果皮

细胞内合成与积累的花色苷种类与数量引起

的[３￣５]ꎬ而葡萄花色苷合成代谢途径中重要的调节

基因 ｍｙｂＡ 类转录因子ꎬ如 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｖｍｙｂＡ２[６]都



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

是 Ｒ２Ｒ３ 基因家族成员ꎬ它们通过调节 ＵＦＧＴ 的表

达参与花色苷的代谢合成[７]ꎮ
在基因组水平上ꎬ由单个碱基变异所引起的

ＤＮＡ 序列多态性被称为单核苷酸多态性(ＳＮＰ) [８]ꎮ
通过对种间不同样品的 ＤＮＡ 进行测序比对ꎬ结果往

往显示出丰富的 ＳＮＰ 位点ꎬ并且在一些特殊位点存

在不同程度的碱基插入和缺失ꎮ 如果一种 ＳＮＰ 普

遍存在于一个种内(频率至少为 １％ )ꎬ它就可以作

为一个分子标记ꎬ为研究种内亲缘关系提供依

据[９]ꎮ 过去的十几年里ꎬ植物基因组 ＳＮＰ 出现的频

率和特性逐渐受到重视ꎬ在拟南芥[１０]、大豆[１１]、玉
米[１２] 和小麦[１３] 等植物中ꎬ越来越多的研究通过

ＳＮＰ 位点的差异分析基因组的多态性ꎮ 葡萄作为世

界上重要的经济作物之一ꎬ被广泛栽培并用于鲜食

和酿酒ꎬ因此对其基因组的研究ꎬ可为认识和改良葡

萄品种提供更多有用信息ꎮ 就欧亚种葡萄而言ꎬ
ＳＮＰ 分析主要用于亲缘分析[１４]、基因联锁图绘

制[１５]、关联分析[１６] 以及探索基因的起源和进

化[１７]ꎮ 中国是葡萄属植物的主要起源地之一ꎬ也是

世界葡萄属植物种类最多、遗传资源最为丰富的国

家之一[１８]ꎮ 原产我国的山葡萄、毛葡萄、桑叶葡萄、

刺葡萄等野生葡萄ꎬ在我国葡萄科技工作者收集筛选

的基础上ꎬ选择出一些优良单株或品系直接应用于生

产ꎬ形成了一定规模的鲜食和酿酒产业ꎮ 以前针对中

国野生葡萄亲缘关系及遗传多样性的研究主要采用

形态学、孢粉学、细胞学、生物化学等方法[１９]ꎬ近几年

一系列分子标记技术ꎬ如 ＩＳＳＲ[２０]、 ＳＳＲ[２１￣２３] 以及

ＲＡＰＤ[２４￣２５]等以快速、准确、灵敏度高等特点ꎬ逐渐取

代传统的分类鉴定手段ꎮ 如今ꎬ单核苷酸多态性

(ＳＮＰ)在欧亚种葡萄以及传统作物如大豆、玉米和小

麦等植物中研究比较深入ꎬ但针对中国野生葡萄的相

关研究较少ꎮ 本研究主要针对葡萄花色苷合成途径

的关键转录因子 ｍｙｂＡ 基因进行克隆测序ꎬ利用 ＳＮＰ
分析技术评价和描述中国野生种葡萄１４ 个种的单核

苷酸多态性以及种间的遗传进化关系ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

中国野生葡萄材料来源于中国农业科学院郑州

果树研究所国家果树种质郑州葡萄圃ꎬ共 １４ 份种质

(表 １ )ꎮ 采摘幼嫩叶片立即用液氮处理ꎬ保存

于 － ８０ ℃条件下备用ꎮ

表 １　 供试的样品以及相关特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ

编号

Ｃｏｄｅ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
品种(株系)

Ｃｕｌｔｉｖａｒ(Ｃｌｏｎｅｓ)
果皮颜色

Ｓｋｉｎ ｃｏｌｏｒ
性别类型

Ｓｅｘ ｔｙｐｅ
编号

Ｃｏｄｅ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
品种(株系)

Ｃｕｌｔｉｖａｒ(Ｃｌｏｎｅｓ)
果皮颜色

Ｓｋｉｎ ｃｏｌｏｒ
性别类型

Ｓｅｘ ｔｙｐｅ

１ 菱叶葡萄 菱叶 ０９４５ 黑 ♀ ８ 毛葡萄 都安毛葡萄 黑 ♀
Ｖ. ｈａｎｃｏｃｋｉｉ Ｖ. ｈｅｙｎｅａｎａ

２ 桑叶葡萄 九里沟桑叶 黑 ♀ ９ 网脉葡萄 卢氏网脉 — ♂
Ｖ ｈｅｙｎｅａｎａ ｓｕｂｓｐ ｆｉｃｉｆｏｌｉａ Ｖ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ

３ 刺葡萄 刺葡萄 ９４０ 黑 ♀ １０ 秋葡萄 青要山秋 — ♂
Ｖ. ｄａｖｉｄｉｉ Ｖ. ｒｏｍａｎｅｔｉ

４ 蘡薁 多裂叶蘡薁 黑 ♀ １１ 腺枝葡萄 双溪￣１ 黑 ♀
Ｖ. ｂｒｙｏｎｉａｅｆｏｌｉａ Ｖ. ａｄｅｎｏｃｌａｄａ

５ 华东葡萄 万县葡萄 黑 ♀ １２ 葛藟 葛藟 ０９４３ — ♂
Ｖ. ｐｓｅｕｄｕｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｖ. ｆｌｅｘｕｏｓａ

６ 云南葡萄 云南葡萄 — ♂ １３ 美丽葡萄 美丽 １１０４ — ♂
Ｖ. ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｖ. ｂｅｌｌｕｌａ

７ 变叶葡萄 灵宝变叶 — ♂ １４ 桦叶葡萄 嵩县桦叶 — ♂
Ｖ. ｐｉａｓｅｚｋｉｉ Ｖ. ｂｅｔｕｌｉｆｏｌｉａ

１. ２　 ＤＮＡ 提取和质量检测

采用改良的 ＣＴＡＢ 法[２６]提取叶片基因组 ＤＮＡꎬ
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 质量ꎬ采用核酸蛋

白测定仪(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)检测浓度后稀释至 ４０ ｎｇ / μＬꎬ
－ ８０ ℃冰箱保存备用ꎮ 为了确保后续扩增的准确

和真实性ꎬ首先采用 β￣微管蛋白(β￣ｔｕｂｕｌｉｎꎬＴＵＢ)对
ＤＮＡ 样品 ＰＣＲ 条件进行优化ꎮ 电泳结果显示扩增

条带清晰ꎬ表明提取后稀释的 ＤＮＡ 纯度和浓度都满

足 ＰＣＲ 反应要求ꎮ
１. ３　 中国野生葡萄 ｍｙｂＡ 基因克隆

根据已报道的 ＶｖｍｙｂＡ１ 序列(ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号

ＡＢ２４２３０２)ꎬ分别从启动子区域和功能区末端序列

设计上下游引物ꎬ扩增 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因的上游引物为

ＰＦ (５′￣ＧＧＡＣＧＴＴＡＡＡＡＡＡＴＧＧＴＴＧＣＡＣＧＴＧ￣３′)ꎬ下

游引物为 Ｍ(５′￣ ＣＡＣＡＣＡＡＧＴＡＡＡＴＣＡＴＴＴＧＡＴＣＴ￣
ＧＡ￣３′)ꎬ引物均由上海生工合成ꎮ
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　 ５ 期 焦　 健等:中国野生种葡萄 ｍｙｂＡ 转录因子 ＳＮＰ 特征分析

ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬ:１０ × Ｂｕｆｆｅｒ ２ ０ μＬꎬ
２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ １ ６ μＬꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的Ｍｇ２ ＋ １ ２ μＬꎬ
ＤＮＡ 模板 ２ ０ μＬꎬＥｘＴａｑ 酶(５ Ｕ/ μＬ)０ １ μＬꎬ上下游

引物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)各 １ ０ μＬꎬ双蒸水１１ １ μＬꎮ ＰＣＲ 反

应条件:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ然后 ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ６１ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ共 ３４ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃结束ꎮ 扩增产物用 ＧｏｌｄＶｉｅｗＴＭ 核酸

染料染色后ꎬ１ ５％琼脂糖凝胶中电泳 ３０ ~ ５０ ｍｉｎꎬ最
后用凝胶成像系统拍照ꎮ 切胶回收纯化后载入

ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体ꎬ１６ ℃连接 ３ ｈ 后转化导入 ＤＨ５α 感受

态细胞中ꎬ接种在含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养基上培养

１２ ~１６ ｈꎮ 挑取白斑筛选活化ꎬ摇菌 ８ ｈ 后进行菌液

ＰＣＲ 检测ꎬ将菌液送至上海生工ꎬ使用 Ｍ１３ 通用引物

双向测序ꎬ每个菌液样品测 ３ 次确保序列正确ꎮ
１ ４　 ｍｙｂＡ 基因序列分析

测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ ４ ０ 生物软件进行拼接

得到目的序列ꎬ并与 ＧｅｎＢａｎｋ 已提交的 ＶｖｍｙｂＡ１ 基

因比对分析进行确定ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ５ ０５ 软件对不

同材料的 ｍｙｂＡ 基因构建进化树和序列比对ꎮ 利用

ＳＮｉＰｌａｙ 在线工具(ｈｔｔｐ: / / ｓｎｉｐｌａｙ. ｃｉｒａｄ. ｆｒ / ) [２７] 对序

列 ＳＮＰ 出现的频率、突变位点以及多态性进行分

析ꎮ 单倍型多样度(Ｈｄ)、核苷酸多样度(Ｐｉ)以及中

性检测[２８]采用 ＤｎａＳＰ ５ ０ 软件进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 不同材料 ｍｙｂＡ 基因扩增产物电泳分析

上游引物 ＰＦ 位于 ＶｖｍｙｂＡ１ 的基因启动子区

域ꎬ下游引物 Ｍ 位于 ＶｖｍｙｂＡ１ 的基因终止子末端ꎮ
利用 ＰＦ / Ｍ 引物扩增不同种质材料 ｍｙｂＡ 的基因全

长ꎮ 电泳结果显示ꎬ不同种质材料扩增片段大小不

同ꎬ大小在 １２００ ~ １５００ ｂｐ 之间ꎬ这说明不同种质材

料扩增出的 ｍｙｂＡ 基因存在碱基序列的差异ꎮ

Ｍ :ＤＬ２０００ꎻ数字对应表 １ 中的材料编号　 Ｆｉｇｕｒｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｄｅ ｏｆ Ｔａｂｌｅ １

图 １　 不同材料 ｍｙｂＡ 基因的 ＰＣＲ 产物

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｍｙｂＡ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

２ ２　 不同材料 ｍｙｂＡ 基因序列分析

测序所得 １４ 个基因序列已提交 ＧｅｎｅＢａｎｋꎬ登录

号为 ＫＣ３４２６５１ ~ ＫＣ３４２６６４ꎮ ＮＣＢＩ 在线比对显示ꎬ变
叶葡萄、桦叶葡萄、菱叶葡萄、刺葡萄、网脉葡萄、腺枝

葡萄、秋葡萄、美丽葡萄和葛藟扩增出的序列为 Ｖｖｍｙ￣
ｂＡ１ꎬ云南葡萄、桑叶葡萄、蘡薁、华东葡萄和毛葡萄扩

增出的是 ＶｌｍｙｂＡ２ꎮ ＶｌｍｙｂＡ２ 等位基因最早在巨峰葡

萄中得到ꎬ瞬时表达结果显示此基因有调控花色苷合

成代 谢 的 功 能[２９]ꎮ ＶｌｍｙｂＡ２ ( ＧｅｎｅＢａｎｋ 登 录 号

ＡＢ０７３０１３)、ＶｖｍｙｂＡ１(ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号ＡＢ２４２３０２)和
ＶｖｍｙｂＡ２(ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号 ＤＱ８８６４１９)利用ＭＥＧＡ 比

对绘制基因结构图 (图 ２)ꎬ序列差异主要在第 ３ 个外

显子区ꎮ ＶｌｍｙｂＡ２ 与 ＶｖｍｙｂＡ１ 相比ꎬ在第 ３ 个外显子

区多出 １ 个 Ｂ 和 Ｃ 的重复区域ꎬ大小为 １７１ ｂｐꎮ
ＶｖｍｙｂＡ２ 与 ＶｖｍｙｂＡ１ 相比ꎬ在第 ３ 个外显子区多出 １
个 Ａ 和 Ｂ 的重复区域ꎬ大小为 ２８２ ｂｐꎮ 上述结果显

示ꎬ不同种质材料的扩增产物只有 １ 种ꎬ而且 Ｖｖｍｙ￣
ｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 是由相同的引物 ＰＦ / Ｍ 扩增得到ꎬ但
是由于 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因差异很大ꎬ在此将扩

增出 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因的材料归于组 Ａꎬ扩增出 ＶｌｍｙｂＡ２
基因材料归于组 Ｂꎬ单独进行分析ꎮ

数字代表序列大小ꎻ相同颜色区域表示相同的序列片段ꎻ
　 　 　 　 　 序列中的 ＳＮＰ 未标示ꎻ箭头位置为引物位点

Ｆｉｇｕｒｅｓ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｏｒｅｄ
ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ. Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｗｉｔｈｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｒｅ ｎｏｔ ｓｈｏｗｎ.
Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｌｏｃｕｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

图 ２　 ｍｙｂＡ 基因对比结构图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｙｂＡ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

２ ２ １ 　 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 序列 ＳＮＰ 特征分析

　 变叶葡萄、桦叶葡萄等 ９ 个野生种质材料克隆得

到了 ＶｖｍｙｂＡ１ꎬ长度在 １２６６ ~ １４２２ ｂｐ 之间ꎮ 测序得

到包括启动子、２ 个内含子以及 ３ 个外显子在内的

基因全长序列ꎮ 总共检测出 ８４ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ其中

启动子区域 ３６ 个、内含子区域 １２ 个、外显子区域

３６ 个ꎮ 在外显子 ＳＮＰ 当中ꎬ有 ２９ 处碱基突变使得

编码的氨基酸发生了改变(表 ２)ꎮ
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表 ２　 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因序列 ＳＮＰ 特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ＳＮＰ ｉｎ ＶｖｍｙｂＡ１

编号

Ｃｏｄｅ
突变

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ＳＮＰ 频率

(％ )
ＳＮＰ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

多数等位基因

Ｍａｊｏｒｉｔｙ
ａｌｌｅｌｅ

少数等位基因

Ｍｉｎｏｒｉｔｙ
ａｌｌｅｌｅ

染色体位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

密码子位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｄｏｎ
密码子

Ｃｏｄｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
同义突变

Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

１ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ａ Ｇ １４２４０７７８ ２ ａＡｇ / ａＧｇ Ｋ / Ｒ ＮＯ
２ [Ｔ / Ｃ] ２２ ２ Ｔ Ｃ １４２４０７６６ ２ ａＴｃ / ａＣｃ Ｉ / Ｔ ＮＯ
３ [Ｃ / Ｇ] ２２ ２ Ｇ Ｃ １４２４０７２９ ３ ｇａＧ / ｇａＣ Ｅ / Ｄ ＮＯ
４ [Ａ / Ｃ] １１ １ Ａ Ｃ １４２４０７２８ １ Ａａａ / Ｃａａ Ｋ / Ｑ ＮＯ
５ [Ａ / Ｔ] １１ １ Ａ Ｔ １４２４０５９３ １ Ａａｔ / Ｔａｔ Ｎ / Ｙ ＮＯ
６ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｃ Ｔ １４２４０５５８ ３ ｃｔＣ / ｃｔＴ Ｌ / Ｌ ＹＥＳ
７ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ｇ Ａ １４２４０５２９ ２ ｇＧａ / ｇＡａ Ｇ / Ｅ ＮＯ
８ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｔ Ｃ １４２４０３３８ ２ ａＴｔ / ａＣｔ Ｉ / Ｔ ＮＯ
９ [Ａ / Ｃ] １１ １ Ａ Ｃ １４２４０３１８ １ Ａｇｇ / Ｃｇｇ Ｒ / Ｒ ＹＥＳ
１０ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｔ Ｃ １４２４０２９１ １ Ｔｇｇ / Ｃｇｇ Ｗ / Ｒ ＮＯ
１１ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ａ Ｇ １４２４０２８５ １ Ａｇｔ / Ｇｇｔ Ｓ / Ｇ ＮＯ
１２ [Ｃ / Ｇ] ４４ ４ Ｃ Ｇ １４２４０２７４ ３ ｔｔＣ / ｔｔＧ Ｆ / Ｌ ＮＯ
１３ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ａ Ｇ １４２４０２６７ １ Ｇａｇ / Ａａｇ Ｅ / Ｋ ＮＯ
１４ [Ｃ / Ｇ] １１ １ Ｇ Ｃ １４２４０２５９ ３ ｃａＧ / ｃａＣ Ｑ / Ｈ ＮＯ
１５ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｔ Ｃ １４２４０２２０ ３ ｔｃＴ / ｔｃＣ Ｓ / Ｓ ＹＥＳ
１６ [Ｔ / Ｇ] ２２ ２ Ｇ Ｔ １４２４０１６６ ３ ａｇＧ / ａｇＴ Ｒ / Ｓ ＮＯ
１７ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｔ Ｃ １４２４０１６５ １ Ｔｔｔ / Ｃｔｔ Ｆ / Ｌ ＮＯ
１８ [Ｔ / Ｃ] ２２ ２ Ｔ Ｃ １４２４０１４３ ２ ｇＴｇ / ｇＣｇ Ｖ / Ａ ＮＯ
１９ [Ａ / Ｃ] ２２ ２ Ａ Ｃ １４２４０１２１ ３ ｇｔＣ / ｇｔＡ Ｖ / Ｖ ＹＥＳ
２０ [Ａ / Ｇ] １１ １ Ａ Ｇ １４２４０１０８ １ Ａａｇ / Ｇａｇ Ｋ / Ｅ ＮＯ
２１ [Ａ / Ｇ] １１ １ Ａ Ｇ １４２４０１００ ３ ｔｃＡ / ｔｃＧ Ｓ / Ｓ ＹＥＳ
２２ [Ｔ / Ｃ / Ｇ] １１ １ Ｃ Ｇ １４２４００７９ ３ ａａＴ / ａａＣ Ｎ / Ｎ ＮＯ
２３ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｃ Ｔ １４２４００５５ ３ ａｇＣ / ａｇＴ Ｓ / Ｓ ＹＥＳ
２４ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｃ Ｔ １４２４００４７ ２ ｇＣｔ / ｇＴｔ Ａ / Ｖ ＮＯ
２５ [Ａ / Ｇ] １１ １ Ｇ Ａ １４２４０００９ １ Ｇｃｔ / Ａｃｔ Ａ / Ｔ ＮＯ
２６ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ｇ Ａ １４２３９９９７ １ Ａｔｇ / Ｇｔｇ Ｍ / Ｖ ＮＯ
２７ [Ａ / Ｔ] ２２ ２ Ｔ Ａ １４２３９９７９ １ Ａｇｇ / Ｔｇｇ Ｒ / Ｗ ＮＯ
２８ [Ａ / Ｇ] １１ １ Ａ Ｇ １４２３９９６１ １ Ａｃａ / Ｇｃａ Ｔ / Ａ ＮＯ
２９ [Ａ / Ｃ] ２２ ２ Ｃ Ａ １４２３９９５４ ２ ａＡａ / ａＣａ Ｋ / Ｔ ＮＯ
３０ [Ａ / Ｇ] ２２ ２ Ｇ Ａ １４２３９９３１ １ Ａｔｔ / Ｇｔｔ Ｉ / Ｖ ＮＯ
３１ [Ａ / Ｔ] ２２ ２ Ａ Ｔ １４２３９９２９ ３ ａｔＴ / ａｔＡ Ｉ / Ｉ ＹＥＳ
３２ [Ａ / Ｇ] １１ １ Ａ Ｇ １４２３９９１４ ３ ｇｇＡ / ｇｇＧ Ｇ / Ｇ ＹＥＳ
３３ [Ｔ / Ｃ] １１ １ Ｔ Ｃ １４２３９８８０ １ Ｔｇｇ / Ｃｇｇ Ｗ / Ｒ ＮＯ
３４ [Ａ / Ｔ] ４４ ４ Ｔ Ａ １４２３９８７４ １ Ａｃａ / Ｔｃａ Ｔ / Ｓ ＮＯ
３５ [Ｔ / Ｃ] ４４ ４ Ｔ Ｃ １４２３９８７３ ２ ａＣａ / ａＴａ Ｔ / Ｉ ＮＯ
３６ [Ａ / Ｔ] ４４ ４ Ｔ Ａ １４２３９８７２ ３ ａｃＡ / ａｃＴ Ｔ / Ｔ ＹＥＳ

　 　 在云南葡萄等 ５ 个野生种中得到的是 Ｖｌｍｙ￣
ｂＡ２ 基因ꎬ长度在 １４７１ ~ １４８４ ｂｐ 之间ꎮ 测序结

果同样得到的是包括启动子、２ 个内含子和 ３ 个

外显子在内的基因全长序列ꎮ 总共检测出 ３７ 个

ＳＮＰ 位点、其中启动子区域 ６ 个、内含子区域 １２
个、外显子区域 １９ 个ꎮ 在外显子 ＳＮＰ 当中ꎬ有
１１ 处碱基突变导致氨基酸序列改变(表 ３) ꎮ

表 ３　 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因序列 ＳＮＰ 特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ＳＮＰ ｉｎ ＶｌｍｙｂＡ２

编号

Ｃｏｄｅ
突变

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ＳＮＰ 频率

(％ )
ＳＮＰ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

多数等位基因

Ｍａｊｏｒｉｔｙ ａｌｌｅｌｅ
少数等位基因

Ｍｉｎｏｒｉｔｙ ａｌｌｅｌｅ

染色体位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

密码子位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｄｏｎ
密码子

Ｃｏｄｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
同义突变

Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

１ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ｇ Ａ １４１８０７０７ ２ ｇＧｔ / ｇＡｔ Ｇ / Ｄ ＮＯ
２ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ａ Ｇ １４１８０６５９ ２ ａＡａ / ａＧａ Ｋ / Ｒ ＮＯ
３ [Ｔ / Ｃ] ２０ ０ Ｃ Ｔ １４１８０６２８ ３ ｃｃＣ / ｃｃＴ Ｐ / Ｐ ＮＯ
４ [Ｔ / Ｃ] ２０ ０ Ｔ Ｃ １４１８０２６２ ３ ｇｇＴ / ｇｇＣ Ｇ / Ｇ ＹＥＳ
５ [Ｔ / Ｃ] ２０ ０ Ｔ Ｃ １４１８０２２３ ３ ｔａＴ / ｔａＣ Ｙ / Ｙ ＹＥＳ
６ [Ｔ / Ｃ] ２０ ０ Ｔ Ｃ １４１８０２１４ ３ ｇｇＴ / ｇｇＣ Ｇ / Ｇ ＹＥＳ
７ [Ａ / Ｇ] ４０ ０ Ａ Ｇ １４１８０１７１ １ Ａａａ / Ｇａａ Ｋ / Ｅ ＮＯ
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表 ３(续)

编号

Ｃｏｄｅ
突变

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ＳＮＰ 频率

(％ )
ＳＮＰ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

多数等位基因

Ｍａｊｏｒｉｔｙ ａｌｌｅｌｅ
少数等位基因

Ｍｉｎｏｒｉｔｙ ａｌｌｅｌｅ

染色体位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｎ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

密码子位点

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｄｏｎ
密码子

Ｃｏｄｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
同义突变

Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ

８ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ａ Ｇ １４１８０１６１ ２ ｃＡａ / ｃＧａ Ｑ / Ｒ ＮＯ
９ [Ｃ / Ｇ] ２０ ０ Ｃ Ｇ １４１８０１１２ ３ ｔｃＣ / ｔｃＧ Ｓ / Ｓ ＹＥＳ
１０ [Ａ / Ｇ] ４０ ０ Ｇ Ａ １４１８００９８ ２ ａＧｇ / ａＡｇ Ｒ / Ｋ ＮＯ
１１ [Ａ / Ｃ] ２０ ０ Ａ Ｃ １４１８００８６ ２ ａＡａ / ａＣａ Ｋ / Ｔ ＮＯ
１２ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ａ Ｇ １４１８００１６ ３ ｃａＡ / ｃａＧ Ｑ / Ｑ ＹＥＳ
１３ [Ｔ / Ｇ] ２０ ０ Ｇ Ｔ １４１８００１３ ３ ｃｃＧ / ｃｃＴ Ｐ / Ｐ ＹＥＳ
１４ [Ｔ / Ｃ] ２０ ０ Ｔ Ｃ １４１８００１０ ３ ａａＴ / ａａＣ Ｎ / Ｎ ＹＥＳ
１５ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ａ Ｇ １４１８００００ １ Ａｔａ / Ｇｔａ Ｉ / Ｖ ＮＯ
１６ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ｇ Ａ １４１７９９４１ ３ ｔｃＧ / ｔｃＡ Ｓ / Ｓ ＹＥＳ
１７ [Ｃ / Ｇ] ４０ ０ Ｇ Ｃ １４１７９９２９ ３ ｇａＧ / ｇａＣ Ｅ / Ｄ ＮＯ
１８ [Ａ / Ｇ] ２０ ０ Ａ Ｇ １４１７９９２８ １ Ａｔｇ / Ｇｔｇ Ｍ / Ｖ ＮＯ
１９ [Ａ / Ｔ] ２０ ０ Ａ Ｔ １４１７９９１０ １ Ｔｇｇ / Ａｇｇ Ｗ / Ｒ ＮＯ

２ ２ ２　 基因的遗传多样性分析和中性检测

衡量种群遗传多样性(变异程度)的重要参数

是核苷酸多样度(Ｐｉ)和单倍型多样度(Ｈｄ)ꎮ Ｐｉ 值

和 Ｈｄ 值越大ꎬ种群多样性程度越高ꎬ遗传多样性就

越丰富ꎮ 将组 Ａ 和组 Ｂ 的基因序列采用 ＤｎａＳＰ ５ ０
软件计算 Ｐｉ 值和 Ｈｄ 值ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ

表 ４　 供试样品的基因多态性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

ＶｖｍｙｂＡ１
ＮＰＳ ＮＨ Ｐｉ Ｈｄ

ＶｌｍｙｂＡ２
ＮＰＳ ＮＨ Ｐｉ Ｈｄ

组 Ａ ６８ ９ ０ ０１７４３( ± ０ ０２０１８) ０ ００２７４( ± ０ ０５２) 组 Ｂ ３５ ５ ０ ０１００６ ± (０ ０１１４２) ０ ０１６ ± (０ １２６)

ＮＰＳ:多态位点数量ꎻＮＨ:单倍型数量ꎻＰｉ:核苷酸多样度ꎻＨｄ:单倍型多样度

ＮＰＳ:Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓꎬＮＨ:Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓꎬＰｉ:Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＨｄ:Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　 　 利用 ＤｎａＳＰ ５ ０ 软件ꎬ通过 ３ 种中性检测方

法( Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄꎬ Ｆｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｄ∗ꎬＦｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｆ∗) ꎬ
评价自然选择和中性选择对 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２
基因位点进化的影响ꎮ 结果显示ꎬ检测值为负且

不显著ꎬ表明供试的中国野生种葡萄 ＶｖｍｙｂＡ１ 和

ＶｌｍｙｂＡ２ 基因没有偏离中性模型ꎬ反映出基因漂

移和选择性中性突变之间的平衡ꎬ从而推测供试

的野生葡萄种质资源群体在过去较近的历史时

期内没有经历种群扩张事件ꎬ群体大小保持相对

稳定(表 ５) ꎮ

表 ５　 供试样品 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因中性检测

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｅｕｔｒａｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ＶｖｍｙｂＡ１ ａｎｄ ＶｌｍｙｂＡ２ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

ＶｖｍｙｂＡ１

Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ Ｆｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｄ∗ Ｆｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｆ∗

ＶｌｍｙｂＡ２

Ｔａｊｉｍａ′ｓ Ｄ Ｆｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｄ∗ Ｆｕ ａｎｄ Ｌｉ′ｓ Ｆ∗

组 Ａ －０ ６９９１９
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

－ ０ ５７５７０
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

－ ０ ６８０４３
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

组 Ｂ － ０ ８９３０３
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

－ ０ ８９３０３
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

－ ０ ９６４０８
(ＮＳꎬＰ > ０ １０)

２ ２ ３　 基因结构和系统进化树分析

将所 得 到 的 ｍｙｂＡ 序 列 与 黑 比 诺 ＶｖｍｙｂＡ１
(ＧｅｎｅＢａｎｋ 登录号 ＡＢ２４２３０２)基因进行进化树分析

和基因结构比对(图 ３)ꎬ１４ 个中国野生种可细分为

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ ５ 组ꎬ基因结构分为 ６ 种ꎮ Ａ 组的基

因结构主要是在第 ３ 个外显子区域存在 １７１ ｂｐ 的

插入ꎬ得到的是 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因ꎬ其中云南葡萄在第 １
个内含子区域存在 １０ ｂｐ 的缺失ꎮ Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ 组种

质材料得到的序列是 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因ꎬ基因结构的主

要差异在于启动子区域是否存在 ４３ ｂｐ 和 １１１ ｂｐ 的

插入ꎮ 另外ꎬ网脉葡萄和刺葡萄在第 ２ 个内含子区

域相同位置存在 ２２ ｂｐ 的缺失ꎮ 通过对 ＶｖｍｙｂＡ１ 基

因构建进化树分析ꎬ结果显示黑比诺 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因

与中国野生种桦叶葡萄、变叶葡萄的 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因

关系较近ꎬ并且在启动子区域都没有 ２３ ｂｐ、１９ ｂｐ 和

１１１ ｂｐ 的插入ꎬ表现出比较原始的基因类型ꎮ 黑比

诺是欧亚种葡萄最古老的品种之一[３０]ꎬ这或许说明

桦叶葡萄、变叶葡萄是相对古老的中国野生种葡萄ꎮ
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图 ３　 不同种质材料 ｍｙｂＡ 基因的结构和系统进化树分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｂＡ ｇｅｎｅ ｆｏｒｍ ｄｉｆｅｒｎｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

２ ３　 不同材料特征序列和 ＳＮＰ 标记筛选

通过序列比对和 ＳＮＰ 分析ꎬ结果显示ꎬ不同野

生种质材料在 ｍｙｂＡ 基因结构上存在很高的相似

性ꎮ 与欧亚种葡萄相比ꎬ中国野生种葡萄之间

ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因在启动子区、内含子区以

及第 ３ 个外显子区存在不同程度碱基的缺失、插入

和替换ꎬ表现出丰富的遗传多样性ꎮ 不同野生种质

的 ＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因存在一些特有序列或突

变ꎬ这些碱基序列差异可以很好地将自身与其他种

区分开:桑叶葡萄在第 ３ 个外显子区有 ＧＡＣ 碱基插

入ꎻ云南葡萄在第 １ 个内含子区有 ＡＣＴＴＴＧＴＣＴＧ 的

缺失ꎻ刺葡萄与网脉葡萄在第 ２ 个内含子存在 ２２ ｂｐ
的缺失ꎬ所不同的是刺葡萄在启动子区又存在 ２１ ｂｐ
的缺失ꎻ菱叶葡萄在第 １ 个内含子区有 ＣＡＴＧ 的缺

失ꎮ 其他种质材料 ｍｙｂＡ 基因序列虽然没有出现缺

失和插入ꎬ但存在特异性 ＳＮＰ 位点ꎬ如表 ２ 和表 ３
中变异频率在 １１ １％ 和 ２０ ０％ 的变异位点都可以

为 ＳＮＰ 标记的筛选作参考ꎮ

３　 讨论

本试验在 ＶｖｍｙｂＡ１ 基因中共检测到 ８４ 个 ＳＮＰ
位点ꎬ平均每 １７ ｂｐ 存在 １ 个 ＳＮＰꎬＶｌｍｙｂＡ２ 基因共

检测出 ３７ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ平均每 ４３ ｂｐ 存在 １ 个

ＳＮＰꎮ Ｄ. Ｌｉｊａｖｅｔｚｋｙ 等[３１] 通过对欧亚种酿酒葡萄黑

比诺测序显示ꎬ每 ６４ ｂｐ 存在 １ 个 ＳＮＰ 位点ꎬ而 Ｒ.
Ｖｅｌａｓｃｏ 等[３２]研究表明黑比诺基因组每 １００ ｂｐ 存在

１ 个 ＳＮＰ 位点ꎮ 这或许是由于中国野生葡萄绝大数

为雌雄异株ꎬ长期的种内杂交繁殖使得其基因组产

生更多的 ＳＮＰ 位点ꎬ因为在以往的研究中显示ꎬ异
型杂交的玉米比大豆、大麦和小麦等自交的植物显

示出更丰富的 ＳＮＰ 位点[３３]ꎮ
检测到的 ＳＮＰ 位点中ꎬ３６ 个(大约 ４２％ )存在

于 ＶｖｍｙｂＡ１ 编码区ꎬ１９ 个(大约 ５１％ )存在于 Ｖｌｍｙ￣
ｂＡ２ 编码区ꎮ 以往的研究表明ꎬ非编码区 ＳＮＰ 位点

明显要多于编码区[３４]ꎬ然而有些研究结果与之相

反[３１]ꎮ 本研究显示ꎬＳＮＰ 位点在编码区和非编码区

之间出现的几率差异并不显著ꎬ这或许是因为中国

野生种葡萄在进化和传播过程中ꎬ自然选择和有性

繁殖占主导地位ꎬ欧亚种葡萄的人工选择和无性繁

殖使得不同品种间的基因功能区序列相对稳定ꎮ 在

编码区突变位点中ꎬ７１％ 的突变引起了氨基酸序列

的变化ꎬ甚至蘡薁的 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因在编码区存在 ３
碱基 ＧＡＣ 的插入ꎬ导致一个额外的氨基酸的插入ꎮ
过去的研究显示ꎬｍｙｂＡ 基因的一些位点突变会影响

其功能表达ꎬ如欧亚种葡萄 ＶｖｍｙｂＡ１ 启动子区域逆

转录转座子 Ｇｅｒｔ１ 的插入[３５]ꎬ以及 ＶｖｍｙｂＡ２ 编码区

碱基的突变[３６]ꎬ都抑制了其调控功能ꎮ 中国野生葡

萄果实为黑色ꎬ果皮细胞合成和积累大量的花色苷ꎬ
尽管上述试验显示ꎬＶｖｍｙｂＡ１ 和 ＶｌｍｙｂＡ２ 编码区存

在许多非同义突变ꎬ但是这些突变并没有影响到野

生葡萄花色苷的合成与积累ꎮ 或许这些氨基酸的变

化并没有影响到转录因子的功能ꎬ或许花色苷合成

的调控有更多未知的潜在机制ꎮ
Ｄ. Ｌｉｊａｖｅｔｚｋｙ 等[３１]研究显示ꎬ欧亚种葡萄基因组

核苷酸多样度 Ｐｉ 值为 ０ ００５１ꎬＬ Ｒｉａｈｉ 等[３３] 研究突

尼斯地区的野生种和欧亚种葡萄 ｍｙｂＡ 基因中 Ｐｉ 值
在 ０ ００１ ~０ ００９ 之间ꎮ 本试验对中国野生葡萄的研

究显示ꎬＶｖｍｙｂＡ１ 基因 Ｐｉ 值为 ０ ０１７４３ ( ±０ ０２０１８)ꎬ
ＶｖｍｙｂＡ２ 基因 Ｐｉ 值为０ ０１００６ ± (０ ０１１４２)ꎬ数值明显

大于以往的研究报道ꎮ 这说明雌雄异株的中国野生
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葡萄在自然杂交过程中会产生更多的变异位点ꎬ表现

在更高的遗传多样性ꎮ
本研究获得的序列是由 ＰＦ / Ｍ 引物扩增出ꎬ特异

性引物按照 ＶｖｍｙｂＡ１ 的序列设计ꎬ但是在云南葡萄、
桑叶葡萄、蘡薁、华东葡萄和毛葡萄 ５ 个野生种基因

组中扩增出条带单一的 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因ꎮ ＶｌｍｙｂＡ２
最早在欧美杂交种巨峰中发现[２９]ꎬ本研究中 ＶｌｍｙｂＡ２
比 ＶｖｍｙｂＡ１ 多出 Ｂ 和 Ｃ 的重叠序列ꎬ共 １７１ ｂｐꎮ 在

进化过程中ꎬ从序列结构上ꎬ ＶｌｍｙｂＡ２ 可能是由

ＶｖｍｙｂＡ１的 Ｂ、Ｃ 序列复制后插入形成的ꎮ 但为何同

一对引物在其他 ９ 个野生种葡萄中扩增得到的是

ＶｖｍｙｂＡ１ 基因ꎬ而在云南葡萄等 ５ 个野生种葡萄得到

的是 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因ꎬ或许这 ５ 个野生种葡萄基因组内

只存在 ＶｌｍｙｂＡ２ 基因ꎬ也可能 ＶｖｍｙｂＡ１ 的基因位点发

生了改变ꎬ这些猜测需要后续试验进行验证ꎮ
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