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(１.淮安大学生命科学与食品工程学院ꎬ江苏 淮安 ２２３００３ꎻ２.南京农业大学作物遗传与种质创新利用全国重点实验室 /
农业农村部华东地区园艺作物生物学与种质创制重点实验室 /园艺学院ꎬ江苏 南京 ２１１８００)

摘要:[目的]本研究旨在鉴定茄科及辣椒磷酸甘露糖异构酶(ＰＭＩ)基因ꎬ探究其进化过程ꎬ并系统解析辣椒 ＣａＰＭＩ 基因在

非生物胁迫及激素处理下的表达调控网络ꎮ [方法]利用生物信息学与分子克隆技术解析 ＰＭＩ 基因家族特征ꎬ分析转录组

数据ꎬ阐明茄科 ＰＭＩ 在器官发育与果实成熟中的表达特征ꎻ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术检测 ＣａＰＭＩ 在多重胁迫下的表达模式ꎮ [结
果]ＰＭＩ 基因在进化过程中受到强纯化选择(Ｋａ / Ｋｓ<１)ꎬ形成 ３ 个独立分支ꎬ不同物种发生了特异性保留ꎮ 在辣椒基因组中

鉴定出 ３ 个 ＣａＰＭＩ 基因ꎬ茄科 ＰＭＩ 基因启动子区中富集生长发育、逆境响应及激素调控相关元件ꎬ但数量与组合模式差异

明显ꎮ 茄科 ＰＭＩ 基因具有组织表达特异性ꎬ其中 ＣａＰＭＩ１ 高表达于各器官ꎬＣａＰＭＩ３ 特异性富集于花器官ꎮ 在辣椒 ｃＤＮＡ 文

库中克隆获得 ＣａＰＭＩ１(１ ２９９ ｂｐ / ４３２ ａａ)和 ＣａＰＭＩ２(１ ３２６ ｂｐ / ４４１ ａａ)基因ꎬ两者所编码的蛋白均为酸性蛋白(ｐＩ ４.８３ ~
４.９１)ꎮ 胁迫响应分析显示ꎬＣａＰＭＩ１ 在低温、高温及赤霉素(ＧＡ３)处理下被显著激活ꎻＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 则对低温、高温、
干旱、ＧＡ３ 和水杨酸(ＳＡ)胁迫快速响应ꎮ [结论]本研究揭示了茄科 ＰＭＩ 基因在进化中的保守性与功能ꎬ辣椒 ＣａＰＭＩ 基因

家族通过亚功能化形成了 ＣａＰＭＩ１、ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 协作互补的胁迫响应模块ꎬ增强了辣椒对复杂环境压力的适应性ꎬ为
辣椒抗逆种质创制提供了基因资源与理论支撑ꎮ
关键词:辣椒ꎻ磷酸甘露糖异构酶(ＰＭＩ)ꎻ进化关系ꎻ基因克隆ꎻ表达分析ꎻ非生物胁迫响应
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(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｆｏｏｄ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＨｕａｉ􀆳ａｎ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＨｕａｉ􀆳ａｎ ２２３００３ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＆ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ａｎｄ Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｒｏｐ ｉｎ Ｅａｓｔ ＣｈｉｎａꎬＭｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ /
Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１１８００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ( ＰＭＩ) ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ａｎｄ Ｃａｐｓｉｃｕｍ
ａｎｎｕｕｍꎬｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｉｔｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬａｎｄ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｔｈｅ ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅ ｉｎ
Ｃ􀆰 ａｎｎｕｕｍ ｕｎｄｅｒ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＰＭＩ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ＰＭＩ ｉｎ ｏｒｇａｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｕｎｄｅｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] ＰＭＩ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ( Ｋａ / Ｋｓ < １) ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｈｒｅｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｂｒａｎｃｈｅｓꎬａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｔｈｒｅｅ ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｎｏｍｅꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ.
Ｔｈｅ ＣａＰＭＩ１(１ ２９９ ｂｐ / ４３２ ａａ)ａｎｄ ＣａＰＭＩ２(１ ３２６ ｂｐ / ４４１ ａａ)ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｐｅｐｐｅｒ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙꎬａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ａｃｉｄｉｃ(ｐＩ ４.８３－４.９１) . Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＣａＰＭＩ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄꎬｈｅａｔꎬａｎｄ
ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ(ＧＡ３) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎬｗｈｅｒｅａｓ ＣａＰＭＩ２ ａｎｄ ＣａＰＭＩ３ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｒａｐｉｄｌｙ ｔｏ ｃｏｌｄꎬｈｅａｔꎬｄｒｏｕｇｈｔꎬＧＡ３ꎬａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ(ＳＡ)
ｓｔｒｅｓｓｅｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬａｎｄ ｔｈｅ
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ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｏｄｕｌｅ ｏｆ ＣａＰＭＩ１ꎬＣａＰＭＩ２ ａｎｄ ＣａＰＭＩ３ ｔｈｒｏｕｇｈ ｎｅｏ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎꎬｗｈｉｃｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｔｈｅ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｅａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｐｅｐｐｅｒꎻｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ(ＰＭＩ)ꎻｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎻｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ

环境因子(干旱、盐碱化和极端温度等)是决定植物地理分布格局的关键因素ꎬ对物种适应性进化具

有重要影响[１]ꎮ 当植物遭遇不同环境胁迫时ꎬ光合碳同化效率及其同化产物在源－库器官间的再分配过

程均会受到影响[２]ꎮ 可溶性糖类不仅为细胞构建提供碳骨架ꎬ更通过复杂的信号转导网络精细调控植物

生长周期各阶段的发育进程[３]ꎮ 在糖代谢调控网络中ꎬ磷酸甘露糖异构酶(ＰＭＩ)作为连接糖酵解途径与

Ｌ－半乳糖合成通路的关键节点酶ꎬ催化 Ｄ－果糖－６－磷酸与 Ｄ－甘露糖－６－磷酸之间的可逆异构化反应[４]ꎬ
Ｄ－甘露糖－ ６ －磷酸经 Ｌ －半乳糖途径多酶级联反应生成对植物适应环境具有重要作用的抗坏血酸

(ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬＡｓＡ)分子[５]ꎮ
系统发育分析表明ꎬＰＭＩ 蛋白属于 Ｃｕｐｉｎ 超家族成员[６]ꎬ其结构域包含 ２ 个保守 β 链基序:Ｇ(Ｘ)

５ＨｘＨ(Ｘ)３ꎬ４Ｅ(ｘ)６Ｇ 和 Ｇ(ｘ)５ＰｘＧ(ｘ)２Ｈ(ｘ)３Ｎꎮ 近年研究揭示 ＰＭＩ 作为管家酶在植物生命活动中发挥

多效性功能ꎬ如细胞壁生物合成调控、逆境信号转导网络构建以及胁迫响应通路激活等[７－９]ꎮ 在烟曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ)中ꎬＰＭＩ１ 基因缺失会显著降低细胞壁 α－葡聚糖组分含量ꎬ并导致致死表型ꎬ证实其

在真菌细胞壁稳态维持中的必要性[８]ꎻ在对泡桐(Ｐａｕｌｏｗｎｉａ ｆｏｒｔｕｎｅｉ)研究中ꎬＰｆＰＭＩ２ 可显著上调茉莉酸信

号通路关键基因 ＪＡＲ１ 的表达水平ꎬ表明其可能通过调控 ＪＡ 信号转导阈值影响植物防御反应[１０]ꎬ同时ꎬ
ＰｆＰＭＩ２ 过表达可协同激活水杨酸信号通路下游基因 ＴＧＡ 和 ＰＲ￣１ 的表达ꎬ进而参与植物抗逆交叉调控网

络[１０]ꎮ 在不结球白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)中ꎬＢｃＰＭＩ２ 过表达烟草株系在氧化胁迫条件下叶片黄

化指数显著低于野生型对照ꎻ不同浓度盐胁迫处理下ꎬ其种子萌发率显著高于野生型对照[９]ꎮ 这些研究

结果阐明了 ＰＭＩ 基因在植物基础代谢调控和逆境适应机制中的重要地位ꎮ
辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ)作为茄科重要经济作物ꎬ富含 ＡｓＡ 及多种对人体健康有益的生物活性成分ꎮ

然而在栽培实践中ꎬ生物及非生物胁迫常影响辣椒生长发育ꎬ造成产量和品质显著下降ꎮ 基因组研究表

明ꎬ全基因组复制(ＷＧＤ)或多倍化(ＷＧＰ)事件可通过基因组冗余为植物应对环境变迁提供原始素材ꎬ是
物种进化的重要驱动力[１１－１３]ꎮ 茄科植物在演化过程中经历了 ２ 次全基因组三倍化(ＷＧＴ)事件ꎬ该过程伴

随大规模基因丢失与新功能亚型的保留[１４－１５]ꎮ 尽管 ＰＭＩ 基因已在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) [７]、泡
桐[１０]和甘蔗(Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ) [１６] 等物种中完成鉴定ꎬ但关于辣椒 ＣａＰＭＩ 基因的研究仍较少ꎮ 因

此ꎬ本研究通过整合进化生物学、表达分析及功能分析等方法ꎬ系统解析辣椒 ＣａＰＭＩ 基因的生物学特性ꎬ
旨在阐明其在逆境应答中的分子机制ꎬ为指导辣椒分子育种工作提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＰＭＩ 基因的鉴定

从拟南芥数据库(ＴＡＩＲꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / )中获取 ＰＭＩ 蛋白序列ꎬ从茄科基因组数据库

(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ.ｎｅｔ / )中下载‘遵辣 １ 号’ ‘ＣＭ３３４’、番茄( Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ)、马铃薯( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)、 茄 子 ( Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ )、 长 筒 蓝 悬 铃 果 ( Ｉｏｃｈｒｏｍａ ｃｙａｎｅｕｍ )、 野 生 番 茄 ( Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｉｄｅｓ)、樱桃番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｖａｒ. ｃｅｒａｓｉｆｏｒｍｅ)、潘那利番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｅｎｎｅｌｌｉｉ)和醋栗番

茄(Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｆｏｌｉｕｍ)基因组文件ꎮ 从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ￣ｎｅｘｔ. ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ / )中下

载江南卷柏(Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ)、莱茵衣藻(Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ)、毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ)、
葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)、小立碗藓(Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ)、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)和玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)基因组文件ꎮ
为鉴定 ＰＭＩ 蛋白序列ꎬ以拟南芥 ＰＭＩ 氨基酸序列作为查询序列ꎬ进行 ＢＬＡＳＴｐ 搜索ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ:１×ｅ－２０ꎮ 　
１.２　 ＰＭＩ 进化关系分析

为揭示辣椒和其他物种之间的进化关系ꎬ选择辣椒、番茄、马铃薯、茄子、毛果杨、江南卷柏、拟南芥、葡
萄、水稻、玉米、小立碗藓和莱茵衣藻共 １２ 个物种ꎮ 利用 Ｔｉｍｅｔｒｅｅ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｔｉｍｅｔｒｅｅ.ｏｒｇ / )构建物种系

统发育树ꎮ 参考已有的研究ꎬ在系统发育树上标注已经发生的 ＷＧＴ 事件[１４－１５ꎬ１７－１９]ꎮ 利用 ＣＬＵＳＴＡＬＷ 比

对分析 ＰＭＩ 氨基酸序列ꎬ在 ＭＥＧＡ １１ 软件[２０] 中通过最大似然法构建进化树ꎬ自展值(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)设定为

１ ０００ꎮ

３０５
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１.３　 共线性分析及 Ｋａ / Ｋｓ 分析

利用 ＭＣＳｃａｎＸ 软件[２１]对拟南芥、辣椒‘遵辣 １ 号’、辣椒‘ＣＭ３３４’、番茄、马铃薯和茄子基因组进行共

线性分析ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件[２２] 进行可视化分析并标注 ＰＭＩ 基因共线性关系ꎮ 同时ꎬ利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 计算

ＰＭＩ 同源基因对 Ｋａ、Ｋｓ 和 Ｋａ / Ｋｓ 值ꎮ
１.４　 ＰＭＩ 基因启动子顺式作用元件分析

通过检索数据库获得辣椒、番茄、马铃薯和茄子 ＰＭＩ 起始密码子上游 ２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ提交 Ｐｌａｎｔ￣ＣＡＲＥ
在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )对 ＰＭＩ 基因启动子元件进行在线

分析ꎮ 利用 Ｒ 软件处理启动子元件数据并绘图ꎮ
１.５　 ＰＭＩ 基因在茄科植物中表达量分析

从已发表的番茄[１５]、马铃薯[１５]及辣椒[１８ꎬ２３]的 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 数据中获取 ＰＭＩ 基因在茄科植物中不同组织

的表达量ꎬ将表达数据取对数并通过 Ｒ 软件绘制热图ꎮ
１.６　 材料种植与处理

将辣椒品种‘先红一号’的种子在 ２５ ℃下进行催芽处理ꎬ并在 ２ ｄ 后在光照培养箱中采用漂浮育苗法

培育幼苗ꎬ培养液为园试营养液ꎬｐＨ６.０ꎬ昼 /夜温度 ２５ ℃ / １８ ℃ꎬ相对湿度为 ６０％ ~７０％ꎬ光照度 ６ ０００ ｌｘꎮ
在植株 ５ 叶 １ 心时ꎬ选择生长健康、粗细一致的植株进行处理ꎮ 处理条件:１)高温处理:４２ ℃ꎻ２)低温处

理:１０ ℃ꎻ３)盐胁迫处理:２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌꎻ４)模拟干旱胁迫处理:２００ ｇ􀅰Ｌ－１ ＰＥＧ￣６０００ꎻ５)氧化胁迫处

理:４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ꎻ６)脱落酸(ＡＢＡ)处理:４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＢＡꎻ７)赤霉素(ＧＡ３)处理:２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＧＡ３ꎻ
８)茉莉酸(ＪＡ)处理:１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＪＡꎻ９)水杨酸(ＳＡ)处理:２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＳＡꎮ 各处理分别设置平行对照(正
常生长)ꎮ 选取各处理植株的第 ３ 片顶部叶片ꎬ分别于处理后的 ０、１、２、４、６、１２ 和 ２４ ｈ 取样ꎬ样品用锡箔

纸包裹并迅速放入液氮中ꎬ１ ｈ 后储存于－８０ ℃冰箱中备用ꎮ 每个时间点设置 ３ 次生物学重复ꎮ
１.７　 辣椒 ＣａＰＭＩ 基因的克隆及理化性质分析

根据辣椒基因组文件得到 ＣａＰＭＩ 基因的参考序列ꎬ设计 ＣａＰＭＩ 基因的扩增引物(表 １)ꎮ 引物合成由

苏州金唯智生物科技有限公司完成ꎮ 参照 ２ × Ｐｒｏｏｆａｓｔ® Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明书进行基因克隆ꎬ将目的基因片段

连接到含卡那霉素抗性的 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００￣３５Ｓ￣ＧＦＰ 载体上ꎮ 将目的基因按照南京巨匠公司 ＤＨ５α 化学感

受态细胞说明书转入大肠杆菌 ＤＨ５α(ＣＣ３０１)ꎬ挑取阳性单菌落进行菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎬ由苏州金唯智生物科

技有限公司测序分析ꎬ将测序结果上传 ＮＣＢＩ 数据库ꎮ
表 １　 ＣａＰＭＩ 基因克隆和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因名称 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 正义引物序列 Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 反义引物序列 Ａｎｔｉ￣ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ 功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＣａＰＭＩ１　　

ＣａＰＭＩ２　　

ｇａｇａａｃａｃｇｇｇｇｇａｃｔｃｔａｇａ
ＡＴＧＧＡＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＡＧ

ｇａｇａａｃａｃｇｇｇｇｇａｃｔｃｔａｇａ
ＡＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＣＴ

ｇｃｃｃｔｔｇｃｔｃａｃｃａｔｇｇａｔｃｃ
ＣＴＣＡＴＣＡＡＡＡＡＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴ

ｇｃｃｃｔｔｇｃｔｃａｃｃａｔｇｇａｔｃｃ
ＴＴＣＣＴＣＡＡＡＡＡＡＴＣＴＧＣＴＧ

基因克隆
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

Ａｃｔｉｎ
ＣａＰＭＩ１
ＣａＰＭＩ２
ＣａＰＭＩ３

ＴＧＧＴＡＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＴ
ＡＴＡＴＧＧＣＧＡＴＴＧＴＧＴＴＧＡＡＴ
ＣＡＴＡＡＧＧＡＧＣＡＧＣＣＡＣＴＡ
ＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡ

ＣＴＴＣＡＴＣＡＧＧＴＴＡＴＣＡＧＴＴＡＧＧ
ＣＣＴＧＴＣＴＡＴＡＡＧＴＡＡＧＣＡＴＴＧＡＧ

ＣＡＣＴＡＣＣＡＡＣＣＡＣＴＴＣＡＡＣ
ＴＴＧＣＧＡＡＣＴＧＴＣＡＴＴＡＴＧＴＣ

ＲＴ￣ｑＰＣＲ

　 　 注:小写字母为 ＧＦＰ 载体同源臂ꎮ Ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｒｍｓ ｏｆ ＧＦＰ ｖｅｃｔｏｒｓ.

测序结果通过 ＤＮＡＭＡＮ ９.０ 软件将核苷酸序列翻译成氨基酸序列ꎮ 同时ꎬ将茄科 ＰＭＩ 氨基酸序列进

行多序列比对ꎮ 通过 Ｐｌａｎｔ￣ｍＰＬｏｃ 在线网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｓｂｉｏ. ｓｊｔｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｂｉｏｉｎｆ / ｐｌａｎｔ￣ｍｕｌｔｉ / ) 对辣椒

ＣａＰＭＩ 蛋白进行亚细胞定位预测ꎮ 利用 ＳＯＰＭＡ 软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ?
ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)分析 ＣａＰＭＩ 蛋白质二级结构及相关理化性质ꎮ
１.８　 辣椒 ＣａＰＭＩ 在逆境胁迫下的表达分析

使用 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司 Ｓｉｍｐｌｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 提取处理后的辣椒叶片 ＲＮＡꎬ之后采用 ＴａＫａＲａ 公司试剂盒

逆转录得到不同处理下辣椒叶片的 ｃＤＮＡꎮ 以辣椒的 Ａｃｔｉｎ(登录号:ＧＱ３３９７６６. １)为内参基因ꎬ设计

ＣａＰＭＩ 基因引物(表 １)ꎮ 并使用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 最后采用 ２－ΔΔＣｔ方法计算辣

椒 ＣａＰＭＩ 基因在非生物胁迫下的相对表达量ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 ＰＭＩ 基因鉴定

本研究系统鉴定了 １８ 个植物物种中共 ４９ 个 ＰＭＩ 基因家族成员(表 ２)ꎮ 其中ꎬ栽培辣椒‘遵辣 １ 号’
与‘ＣＭ３３４’品种均包含 ３ 个 ＰＭＩ 基因ꎬ与茄科其他代表性物种(番茄、马铃薯、茄子)的 ＰＭＩ 基因数目一

致ꎮ 全基因组演化历程研究结果(图 １)表明ꎬ植物 ＰＭＩ 基因数量的差异与物种演化历程中经历的全基因组
表 ２　 相关 ＰＭＩ 基因的编号及数据来源

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｄａｔａ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因序列号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

ＡｔＰＭＩ１
ＡｔＰＭＩ２

ＡＴ１Ｇ６７０７０
ＡＴ３Ｇ０２５７０

拟南芥
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
Ｒｅｓｏｕｒｃｅ(ＴＡＩＲ)

ＣａＰＭＩ１
ＣａＰＭＩ２
ＣａＰＭＩ３

Ｃａｐａｎａ０２ｇ０００５３４
Ｃａｐａｎａ０２ｇ００２７９１
Ｃａｐａｎａ０４ｇ００２２１７

辣椒
Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＣａＣＭＰＭＩ１
ＣａＣＭＰＭＩ２
ＣａＣＭＰＭＩ３

ＣＡ０２ｇ０５５７０
ＣＡ０２ｇ２３４８０
ＣＡ０４ｇ０６３２０

辣椒
Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＣｒｅＰＭＩ Ｃｒｅ０２.ｇ１４７６５０.ｔ１.２ 莱茵衣藻 Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＩＣＰＭＩ１
ＩＣＰＭＩ２
ＩＣＰＭＩ３

ＩＣ１２ｇ０１０４００.１
ＩＣ０２ｇ０１３０２０.１
ＩＣ０２ｇ０３０６９０.１

长筒蓝悬铃果
Ｉｏｃｈｒｏｍａ ｃｙａｎｅｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＯｓＰＭＩ１
ＯｓＰＭＩ１
ＯｓＰＭＩ１

ＬＯＣ＿Ｏｓ０１ｇ０３７１０.１
ＬＯＣ＿Ｏｓ０９ｇ２２０９０.１
ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ３８８１０.１

水稻
Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＰｐＰＭＩ１
ＰｐＰＭＩ２

Ｐｐ１ｓ１９５＿４８Ｖ６.１
Ｐｐ１ｓ１５＿４２２Ｖ６.１

小立碗藓
Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＰｔｒＰＭＩ１
ＰｔｒＰＭＩ２

Ｐｏｔｒｉ.００４Ｇ０９９１００.１
Ｐｏｔｒｉ.０１７Ｇ１１５５００.１

毛果杨
Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＳＬｙＰＭＩ１
ＳＬｙＰＭＩ２
ＳＬｙＰＭＩ３

Ｓｏｌｙｄ０２ｇ０５６７４０.１
Ｓｏｌｙｄ０２ｇ０７４７８０.１
Ｓｏｌｙｄ０６ｇ０６３９２０.１

野生番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｉｄｅｓ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳＬＹｃｅｒＰＭＩ１
ＳＬＹｃｅｒＰＭＩ２
ＳＬＹｃｅｒＰＭＩ３

ＳＬＹｃｅｒ０２ｇ０３２４６.１
ＳＬＹｃｅｒ０２ｇ０５０１６.１
ＳＬＹｃｅｒ０６ｇ０３８２５.１

樱桃番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ ｖａｒ. ｃｅｒａｓｉｆｏｒｍｅ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳｐＰＭＩ１
ＳｐＰＭＩ２
ＳｐＰＭＩ３

Ｓｏｐｅｎ０２ｇ０１４２９０.１
Ｓｏｐｅｎ０２ｇ０３０７８０.１
Ｓｏｐｅｎ０６ｇ０２０２１０.１

潘那利番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｅｎｎｅｌｌｉｉ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳＰＩＰＭＩ１
ＳＰＩＰＭＩ２
ＳＰＩＰＭＩ３

ＳＰＩ０２ｇ０２１２８.１
ＳＰＩ０２ｇ０３９４３.１
ＳＰＩ０６ｇ０３７２８.１

醋栗番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｆｏｌｉｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳｌＰＭＩ１
ＳｌＰＭＩ２
ＳｌＰＭＩ３

Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０６３２２０.２.１
Ｓｏｌｙｃ０２ｇ０８６０９０.２.１
Ｓｏｌｙｃ０６ｇ０６０１００.２.１

番茄
Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳｔＰＭＩ１
ＳｔＰＭＩ２
ＳｔＰＭＩ３

ＰＧＳＣ０００３ＤＭＰ４０００１８３８４
ＰＧＳＣ０００３ＤＭＰ４０００２０８６６
ＰＧＳＣ０００３ＤＭＰ４０００４５８１５

马铃薯
Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳｍＰＭＩ１
ＳｍＰＭＩ２
ＳｍＰＭＩ３

ＳＭＥＬ４.１＿０２ｇ００６９３０.１.０１
ＳＭＥＬ４.１＿０２ｇ０２２８７０.１.０１
ＳＭＥＬ４.１＿０６ｇ０１４９１０.１.０１

茄子
Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ Ｓｏｌ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｎｅｔｗｏｒｋ

ＳｍｏＰＭＩ １２５７２４ 江南卷柏 Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｍｏｅｌｌｅｎｄｏｒｆｆｉｉ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＶｖｉＰＭＩ１
ＶｖｉＰＭＩ２

ＧＳＶＩＶＴ０１０１１８７０００１
ＧＳＶＩＶＴ０１０３１０１７００１

葡萄
Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ

ＺｍａＰＭＩ１
ＺｍａＰＭＩ２
ＺｍａＰＭＩ３
ＺｍａＰＭＩ４
ＺｍａＰＭＩ５
ＺｍａＰＭＩ６

ＧＲＭＺＭ２Ｇ１２１０６６＿Ｐ０１
ＧＲＭＺＭ２Ｇ３５５００９＿Ｐ０１
ＧＲＭＺＭ２Ｇ４３８９９８＿Ｐ０２
ＧＲＭＺＭ２Ｇ４４８４６６＿Ｐ０１
ＧＲＭＺＭ２Ｇ４５６４７１＿Ｐ０１
ＧＲＭＺＭ２Ｇ４５６９１７＿Ｐ０１

玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ
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复制(ＷＧＤ)事件密切相关ꎮ 如双子叶植物在经历共有的 γ 古六倍化事件(γＷＧＴ)后ꎬ葡萄与毛果杨未发

生新的 ＷＧＤ 事件[２４－２５]ꎬ其 ＰＭＩ 基因家族维持在 ２ 个成员水平ꎻ茄科植物在 ６０ ~ ７０ 百万年前(Ｍｙａ)发生

了全基因组三倍化事件(ＷＧＴ) [１５ꎬ１８]ꎬ因此茄科物种 ＰＭＩ 基因数量稳定维持在 ３ 个拷贝ꎻ单子叶植物中ꎬ
水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)和玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ)分别保留 ３ 和 ６ 个 ＰＭＩ 基因ꎮ

图 １　 １２ 种植物物种的系统发育及 ＰＭＩ 基因分布情况

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ＰＭＩ ｇｅｎｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２　 ＰＭＩ 系统进化分析

为阐明 ＰＭＩ 基因进化关系ꎬ选取 １８ 种植物共 ４９ 个 ＰＭＩ 氨基酸序列构建系统发育树ꎮ 结果(图 ２)显
示ꎬ进化树分为 ５ 大分支:藻类(莱茵衣藻)、苔藓类(小立碗藓)、蕨类(江南卷柏)、单子叶植物(水稻、玉
米)和双子叶植物(葡萄、拟南芥、毛果杨及茄科物种)ꎮ 值得注意的是ꎬ茄科 ＰＭＩ 基因在进化树中形成 ３
个独立分支ꎬ分别为 ＰＭＩ１、ＰＭＩ２ 和 ＰＭＩ３ 这 ３ 个亚家族ꎮ 但与其他茄科物种不同的是ꎬ马铃薯 ＳｔＰＭＩ２ 位

于 ＰＭＩ３ 类型分支中ꎬＳｔＰＭＩ３ 位于 ＰＭＩ２ 类型分支中ꎬ表明马铃薯 ＳｔＰＭＩ 基因在进化过程中可能经历了独

特的结构域重组事件ꎮ

图 ２　 ＰＭＩ 基因系统进化关系分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ

２.３　 ＰＭＩ 基因共线性分析

共线性分析结果(图 ３)表明ꎬ茄科植物 ＰＭＩ 基因在染色体水平上呈现出显著的结构保守性ꎮ 在辣椒

中ꎬＰＭＩ 同源基因主要定位于 ４ 号染色体保守区块ꎬ而番茄、马铃薯和茄子的同源基因则集中分布于 ６ 号
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染色体同源区域ꎮ 辣椒‘遵辣 １ 号’与‘ＣＭ３３４’品种间 ＰＭＩ 基因在 ４ 号染色体上的位置分布差异可能与

品种特异性染色体重排事件相关ꎮ 在番茄基因组中未检测到与辣椒‘ＣＭ３３４’品种 ４ 号染色体 ＰＭＩ 基因

对应的同源序列ꎬ该位点可能在茄科分化过程中发生了特异性丢失ꎮ 为进一步探讨 ＰＭＩ 基因的进化选择

模式ꎬ对拟南芥、‘遵辣 １ 号’‘ＣＭ３３４’、番茄、马铃薯和茄子基因对进行选择压力分析ꎮ 结果如表 ３ 所示ꎬ
所有同源基因对的非同义替换率与同义替换率比值(Ｋａ / Ｋｓ)均小于 １ꎬ表明这些基因在长期进化过程中受

到纯化选择压力ꎮ

图 ３　 ＰＭＩ 基因共线性分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ

表 ３　 ＰＭＩ 基因 Ｋａ / Ｋｓ 分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｋａ / Ｋｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＭＩ ｇｅｎｅｓ

基因名 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ 基因名 Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｋａ Ｋｓ Ｋａ / Ｋｓ

ＡｔＰＭＩ１ ＣａＰＭＩ２ ０.３２４ １.８０２ ０.１８０
ＡｔＰＭＩ２ ＣａＰＭＩ２ ０.３３８ ３.９９８ ０.０８５
ＣａＰＭＩ１ ＣａＣＭＰＭＩ１ ０ ０.０１１ ０
ＣａＰＭＩ２ ＣａＣＭＰＭＩ２ ０ ０ ０
ＣａＰＭＩ３ ＣａＣＭＰＭＩ３ ０ ０ ０

ＣａＣＭＰＭＩ１ ＳｌＰＭＩ１ ０.０６９ ０.４１２ ０.１６９
ＣａＣＭＰＭＩ２ ＳｌＰＭＩ２ ０.０５８ ０.３０５ ０.１９０
ＳｌＰＭＩ１ ＳｔＰＭＩ１ ０.０１８ ０.１０６ ０.１７２
ＳｌＰＭＩ２ ＳｔＰＭＩ２ ０.１７０ ０.７６２ ０.２２３
ＳｌＰＭＩ３ ＳｔＰＭＩ３ ０.１８０ ０.７１３ ０.２５２
ＳｔＰＭＩ１ ＳｍＰＭＩ１ ０.０４４ ０.２２５ ０.１９７
ＳｔＰＭＩ２ ＳｍＰＭＩ２ ０.１７３ ０.７１４ ０.２４２
ＳｔＰＭＩ３ ＳｍＰＭＩ３ ０.１９８ ０.７３０ ０.２７２

２.４　 茄科植物 ＰＭＩ 基因启动子元件分析

对辣椒‘遵辣 １ 号’和‘ＣＭ３３４’及茄科近缘物种(番茄、茄子、马铃薯)ＰＭＩ 基因启动子序列(起始密码

子上游 ２ ０００ ｂｐ)进行系统比较分析ꎬ结果(图 ４)发现ꎬ所有 ＰＭＩ 基因启动子均包含 ３ 类元件:植物生长和

发育(ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ)、植物激素响应(ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ)及非生物胁迫和生物胁迫

(ａｂｉｏｔｉｃ ａｎｄ ｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ)元件ꎮ 尽管所有茄科 ＰＭＩ 基因均携带这 ３ 类顺式作用元件ꎬ但其数量与组合模

式存在显著差异:如辣椒与马铃薯含有生物和非生物胁迫元件数量最多ꎬ分别为 ６４ 和 ４９ 个ꎻ而番茄与茄

子含有植物激素响应元件数量最多ꎬ分别为 ２８ 和 ４３ 个ꎮ 这些差异可能与茄科植物在进化过程中经历的

基因加倍事件及染色体重排导致的调控网络重塑密切相关ꎮ
在辣椒 ＣａＰＭＩ 基因中ꎬＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２ 的启动子区域包含大量与植物激素相关元件ꎬ表明这 ２ 个

基因可能通过植物激素响应参与生长发育调控ꎻ而 ＣａＰＭＩ３ 启动子区富含胁迫响应相关元件ꎬ推测该基因

在辣椒逆境应答过程中发挥调控作用ꎮ
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图 ４　 ＰＭＩ 基因顺式作用元件预测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＰＭＩ ｇｅｎｅ

２.５　 茄科植物 ＰＭＩ 基因在不同组织中的表达分析

为了进一步解析茄科三倍化事件对 ＰＭＩ 基因功能分化的影响ꎬ本研究系统分析了茄科植物 ＰＭＩ 基因

在器官发育及果实成熟过程中的时空表达特征ꎮ 结果(图 ５)显示ꎬＰＭＩ 基因在不同组织间表现出显著的

亚功能化表达特征ꎮ 在辣椒‘遵辣 １ 号’中ꎬＣａＰＭＩ１ 在根、茎、叶、花及果实等器官中普遍高表达ꎬＣａＰＭＩ２
在根、茎和叶中高表达ꎬ而 ＣａＰＭＩ３ 特异富集于花芽和花中ꎻ‘ＣＭ３３４’品种的 ＣａＣＭＰＭＩ１ 在根、茎和叶中普

遍高表达ꎬＣａＣＭＰＭＩ２ 在根中表达量较低ꎬＣａＣＭＰＭＩ３ 则特异性地在根中高表达ꎬ表明不同辣椒品种间

ＰＭＩ 基因表达调控网络存在种质特异性差异ꎮ 马铃薯 ＳｔＰＭＩ１ 特异性高表达于匍匐茎、叶柄和顶芽ꎬ
ＳｔＰＭＩ２ 在所有组织中基本不表达ꎮ 番茄 ＳｌＰＭＩ３ 广泛高表达ꎬＳｌＰＭＩ１ 和 ＳｌＰＭＩ２ 在根中表达量较低ꎬ
ＳｌＰＭＩ２ 在果实发育期被激活ꎮ

在辣椒果实发育过程中ꎬＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２ 在不同发育阶段均表现出较高表达水平ꎬ而 ＣａＰＭＩ３ 的表

达量低ꎮ 这一结果表明 ＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２ 可能通过调控 ＡｓＡ 合成参与细胞扩张过程ꎬ进而在辣椒果实

发育过程中发挥作用ꎮ 在辣椒‘ＣＭ３３４’中ꎬＣａＣＭＰＭＩ２ 在果实成熟期后表达量降低ꎬ可能与果实成熟相关

的糖代谢通路重构相关ꎮ 在马铃薯块茎发育过程中ꎬＳｔＰＭＩ１ 在幼块茎和成熟茎中高表达ꎬ表达量随块茎

成熟逐渐降低ꎬ而 ＳｔＰＭＩ２ 基本不表达ꎮ 在番茄中ꎬＳｌＰＭＩ 的表达量呈现明显的差异性ꎬＳｌＰＭＩ２ 和 ＳｌＰＭＩ３
在果实发育前期高表达ꎬ而 ＳｌＰＭＩ１ 在果实发育后期高表达ꎮ

图 ５　 ＰＭＩ 基因在不同物种不同组织中的表达分析

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＭＩ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
Ａ.遵辣 １ 号 Ｚｕｎｌａ １ꎻＢ. ＣＭ３３４ꎻＣ. 马铃薯 ＰａｔａｔｏꎻＤ. 番茄 Ｔｏｍａｔｏ.

２.６　 辣椒 ＣａＰＭＩ 基因克隆和序列分析

在辣椒 ｃＤＮＡ 文库中克隆获得 ＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２ ２ 个基因(图 ６－Ａ)ꎬ测序数据已提交 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库(ＰＱ７３７５４６)ꎮ 序列特征分析结果表明ꎬＣａＰＭＩ１ 编码区全长 １ ２９９ ｂｐꎬ编码 ４３２ 个氨基酸ꎬ相对分子质
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图 ６　 辣椒 ＣａＰＭＩ基因凝胶电泳图(Ａ)及蛋白二级结构(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅ(Ａ)

ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ(Ｂ)

量 ４７.４６×１０３ꎻＣａＰＭＩ２ 编码区全长为 １ ３２６ ｂｐꎬ编
码 ４４１ 个氨基酸ꎬ相对分子质量 ４８. ７８ × １０３ꎮ
ＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２ 均为酸性蛋白ꎬ蛋白等电点为

４.８３~４.９１ꎬ均预测定位于叶绿体中ꎮ 二级结构

预测(ＰＳⅠＰＲＥＤ)显示ꎬＣａＰＭＩ 蛋白以无规则卷

曲 ( ４７. ８５％ ~ ４８. １５％) 和 α －螺旋 ( ３６. ５１％ ~
３６.８１％)为主要结构元件(图 ６－Ｂ)ꎮ 多重序列

比对结果发现ꎬ所有茄科 ＰＭＩ 蛋白共同含有真核

生物 ＰＭＩ 特异性序列 ＹＸＤＸＮＨＫＰＥ(图 ７)ꎬ且含

有 ４ 个 Ｚｎ＋结合位点ꎮ

图 ７　 ＰＭＩ 氨基酸序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰＭＩ
绿色三角表示 Ｚｎ＋结合位点ꎻ红色框表示保守序列 ＹＸＤＸＮＨＫＰＥꎮ

Ｇｒｅｅｎ ｔｒｉａｎｇｌｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ Ｚｎ＋ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅꎻｒｅｄ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＹＸＤＸＮＨＫＰＥ.

２.７　 辣椒 ＣａＰＭＩ 基因在不同非生物胁迫和激素处理下的表达情况

基于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果分析ꎬＣａＰＭＩ１、ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 在非生物胁迫及激素处理中呈现差异化表达模

式(图 ８)ꎮ 在低温胁迫下ꎬＣａＰＭＩ１ 在处理 １２ ｈ 后响应强烈ꎬ表达量上升约 ２.８ 倍ꎬＣａＰＭＩ２ 在处理 ４ ｈ 后

表达量达到峰值ꎬ表达量上升约 ２.２ 倍ꎬＣａＰＭＩ３ 在处理 ２ ｈ 后达到峰值ꎬ表达量上升约 ２ 倍ꎻ在高温胁迫

下ꎬＣａＰＭＩ１ 在 ２４ ｈ 达到峰值ꎬ上升约 ２.５ 倍ꎬＣａＰＭＩ２ 表达量呈现先上升后下降趋势ꎬ在 ６ ｈ 达到峰值ꎬ表
达量上升约 １.９ 倍ꎬＣａＰＭＩ３ 表达量分别在 ２ 和 ２４ ｈ 达到峰值ꎬ表达量分别上升约 １.５ 和 １.９ 倍ꎻ在盐胁迫

下ꎬ３ 个 ＣａＰＭＩ 基因表达趋势基本一致ꎬ但 ＣａＰＭＩ１ 在 ６ ｈ 达到峰值ꎬ而 ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 在 １２ ｈ 达到峰
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值ꎮ 在干旱胁迫和氧化胁迫下ꎬＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 均显著响应ꎬＣａＰＭＩ２ 分别在 ２４ ｈ 后表达量上升约 １.８
和 １.５ 倍ꎬＣａＰＭＩ３ 主要集中在前期ꎬ２ ｈ 达到峰值ꎬ表达量分别上升约 ２.１ 和 １.８ 倍ꎬ而 ＣａＰＭＩ１ 的表达量

变化趋势相对较缓ꎮ
激素处理结果显示 ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 对多种信号分子具有广谱敏感性:在 ＧＡ３ 处理下ꎬＣａＰＭＩ２ 在 ２ ｈ

后表达量升高 １.６ 倍ꎬＣａＰＭＩ３ 在 ２ ｈ 表达量显著提高 １.９ 倍ꎻ在 ＳＡ 处理下ꎬＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 同样在 ２ ｈ
表达量提高约 １.７ 倍ꎻ此外ꎬＪＡ 处理仅显著诱导 ＣａＰＭＩ２ 表达ꎬＡＢＡ 处理仅显著诱导 ＣａＰＭＩ３ 表达ꎮ 值得

注意的是ꎬＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 对干旱和氧化胁迫具有显著特异性ꎬ表明其可能在 ＲＯＳ 稳态维持中发挥主

要作用ꎮ

图 ８　 ＣａＰＭＩ 基因在不同非生物胁迫和激素处理下的表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣａＰＭＩ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
　 　 Ａ. 低温胁迫 Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ:１０ ℃ꎻＢ. 干旱胁迫Ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ:２００ ｇ􀅰Ｌ－１ ＰＥＧ６０００ꎻＣ. 高温胁迫Ｈｉｇｈｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ:４２ ℃ꎻＤ. 盐

胁迫 Ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ:２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌꎻＥ. 氧化胁迫 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ:４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ꎻＦ. ＡＢＡ 处理 Ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ:３０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎻＧ. ＧＡ３

处理 Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ:２ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎻＨ. ＪＡ 处理 Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ:１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎻＩ. ＳＡ 处理 Ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ:２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ .
不同小写字母表示同一时间不同处理间差异显著(Ｐ <０.０５)ꎮ Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ０.０５ ｌｅｖｅｌ ｉｎ

ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ.

３　 讨论

ＰＭＩ 酶作为糖代谢网络的核心组分ꎬ在光合碳同源转化及 ＡｓＡ 生物合成途径中具有多重生理功

能[５ꎬ１６]ꎮ 尽管其分子机制已在拟南芥[７]、甘蔗[１６]和不结球白菜[９]等物种中被解析ꎬ但在茄科植物ꎬ特别是

辣椒中研究还较少ꎮ 本研究在辣椒‘遵辣 １ 号’和‘ＣＭ３３４’全基因组中分别鉴定出 ３ 个 ＰＭＩ 基因ꎬ结合多

物种比较分析发现ꎬＰＭＩ 基因家族规模与植物多倍化事件密切相关ꎮ 茄科、水稻和玉米分别保留 ３、３ 和 ６
个 ＰＭＩ 基因ꎬ而经历较少 ＷＧＤ 事件的毛果杨、葡萄及低等植物(如莱茵衣藻)仅保留 １~２ 个拷贝ꎬ这与多

倍化后基因丢失 /保留的进化规律一致[１２ꎬ１７ꎬ２６－２７]ꎮ 系统进化分析结果显示ꎬ茄科 ＰＭＩ 基因在 ６４ ~ ７５ 万年

前的三倍化事件后形成 ３ 个独立分支ꎬ并通过亚功能化在基因组中稳定保留ꎬ为后续功能分化奠定结构基

础[２８]ꎮ 复制基因不仅可以通过亚功能化保留ꎬ还可以通过新功能化保留ꎮ 本研究中ꎬＰＭＩ 基因未表现出

显著新功能ꎬ在进化过程中茄科所有同源基因对的非同义替换率与同义替换率比值(Ｋａ / Ｋｓ)均小于 １ꎬ这
符合管家基因在进化过程中受强纯化选择的特性[９]ꎮ

为了探讨茄科三倍化事件对 ＰＭＩ 基因亚功能化保留的影响ꎬ本研究对辣椒、番茄和马铃薯 ＰＭＩ 基因

表达模式进行分析ꎬ结果发现 ＰＭＩ 基因在茄科植物中呈现显著的时空表达异质性ꎮ 辣椒 ＣａＰＭＩ１、马铃薯

０１５
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ＳｔＰＭＩ１ 及番茄 ＳＩＰＭＩ３ 在叶、根等营养器官中的优势表达ꎬ与泡桐 ＰｆＰＭＩ２ 的组织表达特征高度吻合[１０]ꎬ
表明 ＰＭＩ 在光合器官中的基础代谢功能具有跨物种保守性ꎮ 同时ꎬＣａＰＭＩ１、ＣａＰＭＩ２、ＣａＣＭＰＭＩ１ 和

ＳｔＰＭＩ１ 在果实发育全程维持高表达水平ꎬ表明其在茄科果实碳同化中的核心作用ꎮ 而 ＣａＰＭＩ３、
ＣａＣＭＰＭＩ３、ＳＩＰＭＩ３ 等基因在器官中的特异性表达ꎬ则印证了 ＷＧＴ 事件后基因通过亚功能化实现功能

互补[２９－３０]ꎮ
亚功能化的功能互补还体现在对环境变化的感知中ꎮ 本研究在胁迫和激素响应层面分析了 ＣａＰＭＩ１、

ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 基因在不同处理下的表达模式ꎬ结果发现三者在非生物胁迫及激素处理中呈现差异化

的时序表达模式ꎮ 在高温、干旱和 ＧＡ３ 胁迫中ꎬＣａＰＭＩ１ 均表现为渐进式响应模式ꎬ而 ＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３
则表现出快速应答特征ꎬ两者呈互补关系ꎮ ＣａＰＭＩ２ 对 ＪＡ、ＳＡ 及干旱胁迫表现出快速应答特征ꎬ与泡桐

ＰｆＰＭＩ２ 通过调控 ＪＡ / ＳＡ 信号增强抗逆性的机制相呼应[１０]ꎬ但不同于不结球白菜 ＢｃＰＭＩ２ 在盐胁迫中的主

导作用[９]ꎮ 辣椒 ＣａＰＭＩ２ 更倾向于通过激素信号交叉对话(如 ＳＡ￣ＪＡ 拮抗)协调生物胁迫防御ꎬ这与其启

动子中富集的激素响应元件的结构相符ꎮ 通过多次试验ꎬ在辣椒 ｃＤＮＡ 文库中成功克隆了 ２ 个辣椒

ＣａＰＭＩ 基因(ＣａＰＭＩ１ 和 ＣａＰＭＩ２)ꎬ但使用多对 ＣａＰＭＩ３ 引物均未成功克隆 ＣａＰＭＩ３ꎮ ＣａＰＭＩ３ 顺式作用元

件中包含大量生物和非生物胁迫响应元件ꎬ不同胁迫和激素处理可以诱导 ＣａＰＭＩ３ 以不同程度表达ꎬ推测

该基因可能为备份基因[３１]ꎮ 综上所述ꎬＣａＰＭＩ２ 和 ＣａＰＭＩ３ 作为快速应答枢纽ꎬ整合生物 /非生物胁迫信

号ꎻＣａＰＭＩ１ 则通过基础代谢调控参与长期适应ꎬ这种功能互补性为辣椒应对复杂环境压力提供了弹性

支持ꎮ
综上所述ꎬ本研究系统揭示了茄科 ＰＭＩ 基因的进化轨迹ꎬ克隆了 ２ 个辣椒 ＣａＰＭＩ 基因ꎬ详细分析茄科

ＰＭＩ 基因在不同组织和辣椒 ＣａＰＭＩ 基因在不同逆境胁迫、激素处理下的表达调控特征ꎬ为指导辣椒分子

育种工作提供了理论依据和基因资源ꎮ 但研究仍存在局限性ꎬ当前分析仅涵盖茄科部分代表物种ꎬ未能全

面解析 ＰＭＩ 基因家族在整个茄科的进化动态ꎮ 下一步可通过纳入更多近缘野生种及栽培种ꎬ进一步阐明

ＣａＰＭＩ 在辣椒适应性进化及农艺性状形成中的作用ꎮ
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