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辣椒 ＮＲＴ 基因家族的系统鉴定、进化与表达分析
牛佳斌１ꎬ唐凯１ꎬ夏迎萌１ꎬ刘同坤２ꎬ孙小川１ꎬ段伟科１ꎬ黄志楠１∗

(１.淮阴工学院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 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在鉴定辣椒硝酸盐转运蛋白(ＮＲＴ)基因家族成员ꎬ分析其基本性质、染色体定位、进化关系以及在不

同组织、不同果实发育阶段和不同非生物胁迫下的表达特征ꎮ [方法]利用生物信息学方法在辣椒‘遵辣 １ 号’基因组中鉴

定 ＮＲＴ基因家族并分析其理化性质、基因结构、染色体定位、共线性、顺式作用元件分布和进化关系等ꎻ利用转录组数据分

析辣椒 ＮＲＴ(ＣａＮＲＴ)基因在不同组织和不同果实发育阶段中的表达特征ꎬ并利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 技术分析在不同非生物胁迫下

的表达模式ꎮ [结果]辣椒中共包含 ７３ 个 ＣａＮＲＴ基因ꎬ不均匀分布在 １０ 条染色体上ꎮ 系统进化分析表明ꎬＣａＮＲＴ 基因可

分为 ３ 个亚家族ꎬ同一亚家族具有相似基因结构和保守基序ꎮ 顺式作用元件分析结果表明 ＣａＮＲＴ 可能受光、激素、逆境胁

迫等多种因素调控ꎮ ＣａＮＲＴ１ 亚家族成员主要在根、茎、叶中表达量较高ꎬＣａＮＲＴ２ 亚家族在任何时期表达量都较低ꎬ
ＣａＮＲＴ３亚家族存在组织表达差异性ꎬ主要在根中高表达ꎮ 逆境胁迫数据表明ꎬＣａＮＲＴ１.１８、ＣａＮＲＴ３.３、ＣａＮＲＴ３.１、ＣａＮＲＴ２.１、
ＣａＮＲＴ１.２３在低温、高温、干旱、盐和氧化处理下明显响应ꎬ所有 ＣａＮＲＴ基因在低温处理时均有不同程度的正向响应ꎮ [结
论]在辣椒基因组中共鉴定获得 ７３ 个 ＣａＮＲＴ基因ꎬ筛选出多个在辣椒生长发育和逆境胁迫中具有重要作用的关键基因ꎮ
关键词:辣椒ꎻ硝酸盐转运蛋白(ＮＲＴ)ꎻ系统进化ꎻ表达分析ꎻ非生物胁迫

中图分类号:Ｓ６４１.３　 　 　 　 文献标志码:Ａ　 　 　 　 文章编号:１０００－２０３０(２０２４)０４－０６５３－１２

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＮＲＴ
ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ

ＮＩＵ Ｊｉａｂｉｎ１ꎬＴＡＮＧ Ｋａｉ１ꎬＸＩＡ Ｙｉｎｇｍｅｎｇ１ꎬＬＩＵ Ｔｏｎｇｋｕｎ２ꎬＳＵＮ Ｘｉａｏｃｈｕａｎ１ꎬ
ＤＵＡＮ Ｗｅｉｋｅ１ꎬＨＵＡＮＧ Ｚｈｉｎａｎ１∗

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ Ｆｏｏｄ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＨｕａｉｙｉｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬＨｕａｉ’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 ２１００９５ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ(ＮＲＴ) ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ Ｃａｐｓｉｃｕｍ
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ＣａＮＲＴ ｇｅｎｅｓ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓꎬｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｌｉｇｈｔꎬｈｏｒｍｏｎｅｓ ａｎｄ ａｄｖｅｒｓｉｔｙ ｓｔｒｅｓｓ. Ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣａＮＲＴ１ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｉｎ ｒｏｏｔｓꎬｓｔｅｍｓꎬａｎｄ ｌｅａｖｅｓ. Ｔｈｅ ＣａＮＲＴ２ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ａｌｌ ｔｉｍｅｓꎬｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ＣａＮＲＴ３ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｗａｓ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｏｏｔｓ. Ｔｈｅ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｔａ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＣａＮＲＴ１.１８ꎬＣａＮＲＴ３.３ꎬＣａＮＲＴ３.１ꎬＣａＮＲＴ２.１ ａｎｄ ＣａＮＲＴ１.２３ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｍｏｒｅ ｓｔｒｏｎｇｌｙ ｔｏ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ
ｄｒｏｕｇｈｔꎬｓａｌｔ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. Ａｌｌ ＣａＮＲＴ ｇｅｎｅｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｏ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]７３ ＣａＮＲＴ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｎｏｍｅꎬａｎｄ ｓｅｖｅｒａｌ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ
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氮元素在植物生长发育过程中占有重要地位ꎬ是氨基酸、叶绿素、核酸和次生代谢产物的主要组成成

分[１]ꎮ 硝酸盐转运蛋白(ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬＮＲＴ)是植物体获取外界氮素的关键因子ꎬ在低亲和与高亲和转

运系统中负责硝酸盐的吸收[２－３]ꎮ ＮＲＴ 在植物中一般以多基因形式存在ꎮ ＮＲＴ 可分为 ３ 个亚家族:
ＮＲＴ１、ＮＲＴ２ 和 ＮＲＴ３[４]ꎮ 其中ꎬＮＲＴ１ 属于肽转运蛋白家族(ＰＴＲ)ꎬ也被称为 ＮＰＦꎬ是硝酸盐转运蛋白最

大的亚家族ꎬ该亚家族负责转运硝酸盐、激素、葡萄糖苷和二肽[５]ꎮ 相较而言ꎬＮＲＴ２ 和 ＮＲＴ３ 亚家族较小ꎬ
ＮＲＴ２ 亚家族属于硝酸盐－亚硝酸盐转运体家族[６]ꎬ该家族属于 ＭＦＳ(ｍａｊｏｒ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ)超家族成

员ꎬ是位于原生质膜上的膜蛋白ꎬ具有典型的跨膜转运蛋白结构ꎮ ＮＲＴ３ 亚家族本身不具备转运能力ꎬ只
能通过调控 ＮＲＴ２ 发挥作用ꎬ以促进硝酸盐吸收ꎮ

研究表明 ＮＲＴ基因不仅在氮素转运中具有重要功能ꎬ在植物生长发育和抵抗逆境胁迫过程中也扮演

着重要角色ꎮ 拟南芥 ＡｔＮＲＴ１.１在根和芽中广泛表达ꎬ在初生根尖端表皮中表达量最高ꎬ在根成熟区表达

较弱[７]ꎻＩｍｒａｎ 等[８]发现冬小麦 ＮＲＴ基因高表达ꎬ可以促进其根系生长ꎻ菠萝 ＡｃＮＲＴ１.２０ 和 ＡｃＮＲＴ１.２６ 在

胚珠发育过程中起关键作用ꎬＡｃＮＲＴ１.３３ 在叶片中表达较高ꎬ但在根中未检测到ꎬ表明 ＡｃＮＲＴ１.３３ 作用在

叶片而不是根中[９]ꎻ当水稻 ＯｓＮＲＴ２.３ａ表达减少时ꎬ木质部对硝酸盐负荷受损ꎬ植物生长速度变慢[１０]ꎬ但
ＯｓＰＴＲ９在转基因水稻中的高表达可以促进侧根形成ꎬ并提高产量[１１]ꎻ在杨树中ꎬ大部分 ＰｔＮＲＴ 基因在叶

片、树皮和木材中表达ꎬ而在根中表达量较少ꎬ在发育中的木质部和伸长区中表达量很少[１２]ꎻ菠菜 ＮＲＴ 基

因在根中表达量多于其他组织ꎬ表明 ＳｏＮＲＴ在根中起到重要作用[１３]ꎮ
在干旱胁迫下ꎬ苹果根中 ＮＲＴ２.４基因转录水平上升ꎬ使硝酸盐转运系统由低亲和转为高亲和ꎬ增加

植物体硝酸盐含量ꎬ提高对干旱胁迫的抵抗能力[１４]ꎻ毛白杨中 ＰｔｏＮＰＦ７.３Ｃ和 ＰｔｏＮＰＦ２.７启动子与干旱诱

导的 ＭＹＢ 结合位点相关ꎬ表达水平随着干旱胁迫处理时间延长先增加后降低[１５]ꎻＦａｎ 等[１６]发现水稻在酸

胁迫下可提高 ＮＲＴ２.３基因表达量从而提升抵抗能力ꎬ同时促使水稻根部将吸收转运的硝酸盐送往地上

部ꎬ从而提高产量ꎻ枸橘 ＮＲＴ 基因在盐处理后转录水平显著增加[１７]ꎻ油菜中ꎬ除 ＢｎＮＲＴ２. １ａ 外ꎬ所有

ＢｎＮＲＴ２基因在干旱胁迫时ꎬ基因表达量与正常组相比急剧下降ꎬ在浇水后恢复到正常组水平[１８]ꎮ
目前ꎬＮＲＴ基因家族已经在拟南芥[１９－２０]、水稻[２０]、杨树[１２]、菠萝[９]和马铃薯[２１]等多种作物中鉴定ꎬ但

在辣椒中研究较少ꎮ 辣椒是一年或多年生的茄科属植物ꎬ具有丰富的种质资源ꎬ是中国最具经济价值的蔬

菜之一ꎮ 本研究在辣椒‘遵辣 １ 号’基因组中鉴定 ＮＲＴ基因家族成员ꎬ分析其基本性质、染色体定位、进化

关系ꎬ分析其在不同组织和不同果实发育阶段中及不同非生物胁迫下的表达特征ꎬ以期为辣椒 ＮＲＴ 基因

功能和抗逆性研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 辣椒植株处理

供试材料为辣椒‘先红一号’ꎬ辣椒种子用 ２％次氯酸钠溶液预处理杀菌ꎬ采用基质悬浮培养ꎬ培养条

件:光照 /黑暗时间为 １６ ｈ / ８ ｈꎬ相对湿度为 ６０％ ~７０％ꎬ昼 /夜温度为 ２７ ℃ / １８ ℃ꎮ 辣椒幼苗长到 ５ 叶 １
心后ꎬ选取茁壮、长势一致的植株ꎬ进行如下处理:１)盐处理:２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＣｌꎻ２)模拟干旱处理:２０％
ＰＥＧ６０００ꎻ３)高温处理:４２ ℃ꎻ４)低温:１０ ℃ꎻ５)氧化胁迫处理:４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ꎮ 每组处理设定平行对

照(正常生长为 ＣＫ)ꎮ 在处理后 ０、１、２、４、６、１２ 和 ２４ ｈ 取同一位置的叶片组织ꎬ每个时间点 ３ 个生物学重

复ꎮ 样品包在锡箔纸后液氮速冻ꎬ１ ｈ 后ꎬ置于－８０ ℃冰箱中备用ꎬ用于 ＲＮＡ 提取ꎮ
１.２　 辣椒 ＮＲＴ 基因家族鉴定、理化性质分析及染色体定位

以中国完成测序的‘遵辣 １ 号’ [２２]基因组为主要分析对象ꎬ同时选取墨西哥的辣椒品种‘ＣＭ３３４’ [２３]

以及茄科植物番茄、茄子和马铃薯基因组进行比较分析ꎮ 从 ＴＡＩＲ 网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ.ｏｒｇ / )获
取拟南芥 ＮＲＴ 基因家族成员序列ꎬ从茄科基因组( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｎｅｔ / )数据库下载‘遵辣 １ 号’
‘ＣＭ３３４’、番茄、马铃薯以及茄子基因组文件ꎮ 为鉴定 ＮＲＴ 家族成员ꎬ以拟南芥 ＡｔＮＲＴ 氨基酸序列作为

查询序列ꎬ进行 ＢＬＡＳＴｐ 搜索ꎬＥ< １０－２０ꎬ ｉｄｅｎｔｉｔｙ > ４５％ꎮ 同时利用 Ｈｍｍｅｒ 对分别包含 ＰＴＲ２、ＭＳＦ＿１ 和

ＮＡＲ２ 结构域的辣椒蛋白序列筛选ꎬＥ<１０－１０ꎮ 最后结合 ＢＬＡＳＴｐ 和 Ｈｍｍｅｒ 结果最终确定 ＮＲＴ 家族成员ꎮ
利用在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )分析辣椒 ＮＲＴ 家族成员的氨基酸数目、

等电点(ｐＩ)、相对分子质量等理化信息[２４]ꎮ 利用在线网站 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ. ｊｐ / ) [２５] 进

行亚细胞定位预测[２６]ꎮ 根据辣椒基因组数据库注释文件中辣椒 ＣａＮＲＴ基因位置ꎬ将所有候选 ＣａＮＲＴ 基

４５６
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因映射到辣椒染色体上ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件[２７]绘制ꎮ
１.３　 辣椒 ＣａＮＲＴ 基因家族系统进化分析

利用 ＣＬＵＳＴＡＬＷ 比对分析 ＮＲＴ 氨基酸序列ꎬ在 ＭＥＧＡ ７.０ 软件中通过最大似然法构建进化树ꎬ自展

值(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)设定为 １ ０００[２８]ꎮ 同时ꎬ通过 ＭＥＧＡ ７.０ 软件计算 ＮＲＴ基因核苷酸差异[２８]ꎮ
１.４　 辣椒 ＣａＮＲＴ 基因结构和保守基序分析

利用 ＭＥＭＥ 在线网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｍｅｍｅ￣ｓｕｉｔｅ.ｏｒｇ / ｍｅｍｅ / ) [２９]预测 ＣａＮＲＴ 蛋白序列保守基序ꎬ基序宽度

设定为 ６~５０ꎬ基序数量设置为 ２０ꎬ其他参数均设置为默认值ꎮ 基序结果和注释后的基因结构均用 ＴＢｔｏｏｌｓ
软件进行可视化处理ꎮ

应用在线工具 ＧＳＤＳ(ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉｓｐｌａｙ ｓｅｒｖｅｒ)绘制基因结构ꎮ 外显子和内含子位置信息参考拟南

芥和辣椒基因组注释信息 ＧＦＦ 文件ꎬ应用本地 Ｐｅｒｌ 语言提取位置信息转变为 ＧＳＤＳ 可读 ｂｅｄ 文件ꎮ
１.５　 ＮＲＴ 基因共线性分析

利用 ＭＣＳｃａｎＸ 软件[３０]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随后利用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行可视化分析并标注 ＮＲＴ基因共线性关系ꎮ
１.６　 辣椒 ＣａＮＲＴ 基因顺式作用元件分析

首先在辣椒基因组中提取 ＣａＮＲＴ基因在起始密码子上游 ２ ０００ ｂｐ 序列ꎬ随后提交至 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 网站

(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ. ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / ) 进行预测ꎬ并用 ＴＢｔｏｏｌｓ 软件进行可视化

分析ꎮ
１.７　 ＣａＮＲＴ 基因在不同组织的表达分析

通过 ＧＥＯ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ.ｐｓｂ.ｕｇｅｎｔ.ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒｅ / ｈｔｍｌ / )获得辣椒‘遵辣 １ 号’
根、茎、叶、花芽、花以及果实发育阶段的转录组注释文件(ＧＳＥ４５０３７)ꎬ使用本地 Ｐｅｒｌ 程序提取相应的

ＣａＮＲＴ基因表达数据ꎬ运用 Ｒ 软件绘制辣椒 ＮＲＴ基因家族表达热图ꎮ
１.８　 辣椒叶片组织 ＲＮＡ 提取与 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 表达分析

使用 Ｓｉｍｐｌｅ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ(ＴＩＡＮＧＥＮ 公司)提取处理过的辣椒叶片组织ꎬ得到高质量 ＲＮＡꎬ再逆转录

(ＴａＫａＲａ 公司试剂盒)获得 ｃＤＮＡꎬ按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒说明书进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ(３ 次生物学重

复及技术重复)ꎮ 以辣椒 Ａｃｔｉｎ(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:ＧＱ３３９７６６.１)为内参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ方法[３１]计算 ＮＲＴ
家族基因在不同胁迫处理下的相对表达量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 辣椒 ＮＲＴ 基因家族鉴定、理化性质分析及染色体定位

在辣椒‘遵辣 １ 号’基因组中共鉴定获得 ７３ 个辣椒 ＮＲＴ 基因家族成员ꎬ包括 ６２ 个 ＣａＮＲＴ１ꎬ８ 个

ＣａＮＲＴ２ 和 ３ 个 ＣａＮＲＴ３ꎬ 分别命名为 ＣａＮＲＴ１. １—ＣａＮＲＴ１. ６２ꎬ ＣａＮＲＴ２. １—ＣａＮＲＴ２. ８ꎬ ＣａＮＲＴ３. １—
ＣａＮＲＴ３.３(表 １)ꎮ 辣椒 ＣａＮＲＴ基因编码区长度为 １５９~６１１ ｂｐꎬ蛋白相对分子质量为(１７.９ ~ ７２.７) ×１０３ꎬ
ＣａＮＲＴ１ 和 ＣａＮＲＴ２ 亚家族蛋白分子质量普遍大于 ＣａＮＲＴ３ 亚家族ꎮ ＣａＮＲＴ 蛋白等电点为 ５.１９ ~ ９.４９ꎬ其
中 ＣａＮＲＴ２ 和 ＣａＮＲＴ３ 亚家族(除 ＣａＮＲＴ３.３ 外)等电点均在 ８.５２ 以上ꎬ为碱性蛋白ꎻ亚细胞定位预测显示

辣椒 ＣａＮＲＴ 蛋白主要集中在质膜和液泡中(表 １)ꎮ
表 １　 辣椒 ＮＲＴ 基因家族信息及理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＮＲＴ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

编码区长度 / ｂｐ
ＣＤＳ ｌｅｎｇｔｈ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 ＣａＮＲＴ１.１ Ｃａｐａｎａ０１ｇ００３ ３５５ ５９３ １ ７８２ ６５ ９７１.１５ ６.８９ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.２ Ｃａｐａｎａ０１ｇ００４ ３６８ ６００ １ ８０３ ６６ ５２７.９８ ６.０６ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.３ Ｃａｐａｎａ０１ｇ０００ ８２２ ５９８ １ ７９７ ６６ ７９５.１７ ６.７２ ｐｌａｓꎬｎｕｃｌ
　 ＣａＮＲＴ１.４ Ｃａｐａｎａ０１ｇ００４ ４０３ ５９０ １ ７７３ ６５ ４７０.６９ ９.０３ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５ Ｃａｐａｎａ０１ｇ０００ ５４１ ５９１ １ ７７６ ６５ ３１０.５２ ９.１４ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.６ Ｃａｐａｎａ０１ｇ０００ ８２８ ５７３ １ ７２２ ６３ ８４７.５０ ５.８０ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.７ Ｃａｐａｎａ０１ｇ００１ ４８１ ６５８ １ ９７７ ７２ ７３６.７７ ８.８１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.８ Ｃａｐａｎａ０１ｇ００１ ３７７ ６０７ １ ８２４ ６６ ９４８.０８ ７.０３ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.９ Ｃａｐａｎａ０１ｇ０００ ５３４ ５６６ １ ７０１ ６３ ２１４.９３ ８.２２ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.１０ Ｃａｐａｎａ０２ｇ０００ ３４２ ３１４ ９４５ ３４ ３３３.４６ ７.９９ ｐｌａｓꎬＥＲ

５５６
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续表 １　 Ｔａｂｌｅ １ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

编码区长度 / ｂｐ
ＣＤＳ ｌｅｎｇｔｈ

相对分子质量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

理论等电点
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 ＣａＮＲＴ１.１１ Ｃａｐａｎａ０２ｇ０００ ３４１ ２７７ ８３４ ３０ ７６７.１７ ７.５４ ｖａｃｕꎬｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ１.１２ Ｃａｐａｎａ０２ｇ００１ ０９９ １５６ ４７１ １７ ８５１.３９ ９.０１ ｃｈｌｏꎬｎｕｃｌ
　 ＣａＮＲＴ１.１３ Ｃａｐａｎａ０２ｇ００３ ４５１ ５１４ １ ５４５ ５７ １７９.７７ ８.４３ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.１４ Ｃａｐａｎａ０２ｇ００１ ４０３ ３０４ ９１５ ３４ ４４２.１４ ９.１０ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.１５ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００３ ８９９ ６０８ １ ８２７ ６７ ７９８.９０ ９.３１ ｐｌａｓꎬｎｕｃｌ
　 ＣａＮＲＴ１.１６ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００３ ８９５ ６０８ １ ８２７ ６７ ９９３.２２ ９.３６ ｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ１.１７ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ０８３ ５９０ １ ７７３ ６５ １７４.６６ ７.９３ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.１８ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ０６４ ６０２ １ ８０９ ６７ ５０８.５０ ９.４７ ｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ１.１９ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００３ ４２７ ４６７ １ ４０４ ５２ ０５０.２３ ９.４６ ｐｌａｓꎬｃｙｔｏ
　 ＣａＮＲＴ１.２０ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ０６３ ５８５ １ ７５８ ６５ ３４１.４３ ８.６９ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.２１ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ０６２ ５９３ １ ７８２ ６６ ２３５.４６ ８.９７ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.２２ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ５３２ ４５０ １ ３５３ ４９ ７８４.３２ ５.５８ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.２３ Ｃａｐａｎａ０５ｇ００１ ２３９ ６１１ １ ８３６ ６７ ６４９.３８ ９.３１ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ１.２４ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ３７１ ５７３ １ ７２２ ６３ ９０３.１２ ８.６８ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.２５ Ｃａｐａｎａ０６ｇ００１ ３４１ ５８１ １ ７４６ ６５ ５３１.０１ ８.７９ ｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ１.２６ Ｃａｐａｎａ０９ｇ００１ ５９５ ５６８ １ ７０７ ６３ ７４１.６８ ８.７１ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.２７ Ｃａｐａｎａ０６ｇ００１ ６８８ ５９２ １ ７７９ ６５ １８３.４４ ９.２１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.２８ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ３０５ ５５２ １ ６５９ ６０ ９０９.００ ８.３１ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ１.２９ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ４８８ ５５２ １ ６５９ ６０ ２５７.２４ ８.９５ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.３０ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ９４０ ５４３ １ ６３２ ６０ ４３１.２６ ８.８７ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.３１ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ３０６ ５５２ １ ６５９ ６０ ５２７.５８ ９.０８ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.３２ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ３０３ ５４０ １ ６２３ ５９ ７８２.６７ ７.４６ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.３３ Ｃａｐａｎａ０７ｇ００１ ３２４ ５９１ １ ７７６ ６５ ２４６.７２ ８.８７ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.３４ Ｃａｐａｎａ０７ｇ０００ ５５０ ５８４ １ ７５５ ６５ ２５５.５５ ８.４０ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.３５ Ｃａｐａｎａ０９ｇ００１ ５７２ ５６９ １ ７１０ ６３ ６３１.５０ ８.１７ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.３６ Ｃａｐａｎａ０９ｇ０００ ５００ ５９３ １ ７８２ ６５ ０８２.４６ ８.４０ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.３７ Ｃａｐａｎａ０９ｇ０００ ２８６ ２１７ ６５４ ２４ ０３７.９０ ８.９５ ｃｈｌｏꎬｎｕｃｌ
　 ＣａＮＲＴ１.３８ Ｃａｐａｎａ１０ｇ００１ ０５１ ６０４ １ ８１５ ６７ ３２６.２７ ８.９１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.３９ Ｃａｐａｎａ１０ｇ００１ ６５６ ５９２ １ ７７９ ６６ １８０.３７ ８.４４ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４０ Ｃａｐａｎａ１０ｇ００１ ６５７ ５４５ １ ６３８ ６１ １５８.６３ ９.１１ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.４１ Ｃａｐａｎａ１０ｇ００１ ６５８ ４０２ １ ２０９ ４５ １９８.００ ９.０８ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ１.４２ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ５９３ ５８４ １ ７５５ ６４ ０４４.７４ ８.９８ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４３ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ６１４ ５８１ １ ７４６ ６３ ７５６.３１ ８.９２ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４４ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ６１３ ３２４ ９７５ ３５ １３２.３３ ９.４４ ｖａｃｕꎬｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ１.４５ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ５６１ ６０６ １ ８２１ ６７ ８５３.４１ ８.７８ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.４６ Ｃａｐａｎａ１１ｇ０００ ６５１ ５５２ １ ６５９ ６０ ９２１.７８ ８.８１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４７ Ｃａｐａｎａ１１ｇ０００ ６５４ ５２６ １ ５８１ ５８ ５８２.８６ ８.９０ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４８ Ｃａｐａｎａ１１ｇ０００ ６５３ ５４４ １ ６３５ ６０ ３１２.４１ ８.５１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.４９ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ２６９ ２０９ ６３０ ２３ ６３６.８７ ９.０２ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５０ Ｃａｐａｎａ１１ｇ００１ ３８４ ５６７ １ ７０４ ６２ ４２１.７１ ５.１９ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５１ Ｃａｐａｎａ１２ｇ０００ ５３０ ３００ ９０３ ３２ ６５７.９０ ５.４９ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.５２ Ｃａｐａｎａ１２ｇ０００ ５２０ ５８０ １ ７４３ ６３ ８９７.６６ ５.５４ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.５３ Ｃａｐａｎａ１２ｇ０００ ５３１ ５８４ １ ７５５ ６４ ００５.８４ ５.８５ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５４ Ｃａｐａｎａ１２ｇ０００ ５３２ ５３６ １ ６１１ ５８ ５９６.３９ ６.６５ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ１.５５ Ｃａｐａｎａ００ｇ００４ ３１２ ５９７ １ ７９４ ６６ ３５１.８２ ８.７０ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５６ Ｃａｐａｎａ００ｇ００４ ８７５ ５６９ １ ７１０ ６２ ６４９.３１ ５.３４ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５７ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ５１０ ５９５ １ ７８８ ６６ ９２５.１４ ９.０２ ｐｌａｓꎬｎｕｃｌ
　 ＣａＮＲＴ１.５８ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ９５２ ５６７ １ ７０４ ６２ ７８５.９４ ５.９５ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.５９ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ９８０ ５７９ １ ７４０ ６４ ４９６.８７ ８.４１ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.６０ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ９８９ ４９５ １ ４８８ ５４ ８３３.８４ ６.１９ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.６１ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ９８４ ５５７ １ ６７４ ６１ ８９３.１５ ６.９８ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ１.６２ Ｃａｐａｎａ００ｇ００３ ９８２ ５５０ １ ６５３ ６１ ２７３.２０ ６.７５ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ２.１ Ｃａｐａｎａ０２ｇ０００ ９９５ ４３０ １ ２９３ ４７ ０１６.８１ ８.６５ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ２.２ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ５３７ ２７４ ８２５ ２９ ３１７.１６ ８.８５ ｖａｃｕꎬｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ２.３ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ５３８ ５３０ １ ５９３ ５７ ４６５.８２ ９.１５ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ２.４ Ｃａｐａｎａ０６ｇ０００ ５３９ ５３０ １ ５９３ ５７ ４７９.８５ ９.１５ ｐｌａｓꎬｖａｃｕ
　 ＣａＮＲＴ２.５ Ｃａｐａｎａ１１ｇ０００ ０４３ ５３０ １ ５９３ ５７ ４７６.０４ ９.２６ ｖａｃｕꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ２.６ Ｃａｐａｎａ１１ｇ０００ ０４２ ４７１ １ ４１６ ５１ ５９１.０５ ９.２１ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ２.７ Ｃａｐａｎａ００ｇ０００ ６４５ ３１２ ９３９ ３４ ００１.６３ ９.０７ ｐｌａｓꎬＥＲ
　 ＣａＮＲＴ２.８ Ｃａｐａｎａ００ｇ００２ ５５６ ５０３ １ ５１２ ５４ ５３６.３２ ８.６８ ｐｌａｓꎬｇｏｌｇ
　 ＣａＮＲＴ３.１ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ２３７ ２０２ ６０９ ２２ ６６４.９３ ８.５２ ｅｘｔｒꎬｍｉｔｏ
　 ＣａＮＲＴ３.２ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ２４４ ２０４ ６１５ ２２ ８４９.１１ ９.１６ ｖａｃｕꎬｐｌａｓ
　 ＣａＮＲＴ３.３ Ｃａｐａｎａ０３ｇ００１ ２４２ １５９ ４８０ １７ ９２８.３５ ６.８９ ｅｘｔｒꎬＥＲ
　 　 注:ｐｌａｓ:质膜 Ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻｖａｃｕ:液泡 Ｖａｃｕｏｌｅꎻｎｕｃｌ:细胞核 ＮｕｃｌｅｕｓꎻＥＲ:内质网 Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎻｃｈｌｏ:叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔꎻｃｙｔｏ:细

胞质 Ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎻｇｏｌｇ:高尔基体 Ｇｏｌｇｉ ａｐｐａｒａｔｕｓꎻｅｘｔｒ:细胞外基质 Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒꎻｍｉｔｏ:线粒体 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ.

６５６



　 第 ４ 期 牛佳斌ꎬ等:辣椒 ＮＲＴ基因家族的系统鉴定、进化与表达分析

染色体定位分析表明ꎬ６３ 个 ＣａＮＲＴ基因成员随机分布在辣椒 １０ 条染色体上ꎬ其中 ３、６ 和 ９ 号染色体

上分布的 ＮＲＴ 成员最多ꎬ各有 １１ 条ꎬ５ 号和 ７ 号染色体上只有少量基因分布ꎬ只有 １ 条和 ２ 条ꎬ４ 号和 ８ 号

染色体上没有发现 ＣａＮＲＴ基因分布(图 １)ꎮ ＣａＮＲＴ家族中有多个基因在染色体两端成簇状呈现ꎬ对辣椒

ＣａＮＲＴ基因家族复制事件分析发现ꎬ有 １２ 对基因发生串联复制ꎬ推测其可能驱动辣椒 ＣａＮＲＴ 基因的

扩增ꎮ

图 １　 辣椒 ＮＲＴ 基因染色体定位

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＮＲＴ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ

２.２　 辣椒 ＣａＮＲＴ 家族成员基因结构和保守基序分析

使用 ＭＥＭＥ 在线网站分析辣椒 ７３ 个 ＮＲＴ 家族成员的保守基序ꎮ 结果(图 ２)显示:在 ＮＲＴ３ 家族中

并未发现保守基序ꎬ在 ＮＲＴ２ 家族中ꎬ所有成员都含有 ３ 个相同基序:ｍｏｔｉｆ １５、ｍｏｔｉｆ １８ 和 ｍｏｔｉｆ １９ꎬ但这 ３
个基序在 ＮＲＴ１ 亚家族中并未出现ꎮ ＮＲＴ１ 家族包含的基序数量最多ꎬ且亚家族成员间基序相差不大ꎬ部
分基因的基序有缺失ꎬ如 ＣａＮＲＴ１.１２、ＣａＮＲＴ１.３７、ＣａＮＲＴ１.４９ꎮ 基因结构方面ꎬ辣椒 ＮＲＴ１ 亚家族基因长

度较长ꎬ大多包含 ４ 个及以上的外显子ꎬ而 ＮＲＴ２ 和 ＮＲＴ３ 亚家族基因长度较短ꎬ含有 ２~３ 个外显子ꎮ
２.３　 辣椒 ＮＲＴ 基因家族系统进化

为阐明辣椒 ＮＲＴ基因家族进化关系ꎬ选取拟南芥、辣椒‘ＣＭ３３４’、辣椒‘遵辣 １ 号’、番茄、马铃薯、茄
子的 ＮＲＴ 氨基酸序列(分别包含 ６０、６７、７３、７４、１２１ 和 ６６ 个氨基酸)ꎬ采用最大似然法构建系统发育树ꎮ
结果(图 ３－Ａ)表明ꎬ所有 ＮＲＴ基因明显分为 ３ 个亚家族ꎬ其中ꎬＮＲＴ１ 亚家族包含成员最多(４１０ 个)ꎬ其次

是 ＮＲＴ２ 亚家族(３９ 个)ꎬＮＲＴ３ 亚家族成员最少(１２ 个)ꎮ ３ 个亚家族中ꎬＮＲＴ２ 亚家族核苷酸差异最小ꎬ
说明 ＮＲＴ２ 亚家族在物种进化关系中最保守ꎻＮＲＴ３ 亚家族核苷酸差异分布最广ꎬ表明在进化过程中 ＮＲＴ３
亚组基因发生明显分化ꎬ选择压力更宽松ꎮ 随后对亚家族间进行两两对比ꎬ结果显示ꎬＮＲＴ１ 亚家族和

ＮＲＴ３ 亚家族之间核苷酸差异最小ꎬ推测这 ２ 个亚家族之间进化关系更为接近ꎬＮＲＴ２ 和 ＮＲＴ３ 亚家族之间

进化关系较远(图 ３－Ｂ)ꎮ
２.４　 辣椒 ＣａＮＲＴ 基因共线性分析

共线性分析(图 ４)结果表明ꎬ茄科作物间的 ＮＲＴ同源基因多于辣椒与拟南芥间的 ＮＲＴ同源基因ꎮ 茄

子、马铃薯、番茄基因组间的 ＮＲＴ同源基因ꎬ部分在辣椒基因组中丢失ꎮ 而分布在辣椒 ２ 号、６ 号和 ７ 号染

色体上的部分 ＮＲＴ基因在拟南芥以及其他茄科作物基因组中并未发现同源基因ꎬ推测在进化过程中不同

物种的 ＮＲＴ基因可能发生了不同程度的复制、保留和丢失ꎮ

７５６
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图 ２　 辣椒 ＮＲＴ 蛋白保守基序和基因结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＮＲＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｓ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ

２.５　 辣椒 ＣａＮＲＴ 基因顺式作用元件分析

为进一步探究辣椒 ＮＲＴ 基因家族功能ꎬ分析其上游 ２ ０００ ｂｐ 区域的顺式作用元件ꎮ 结果(图 ５)显
示ꎬ辣椒中包含的顺式作用元件可以分为 ４ 种类型ꎬ激素响应元件、逆境响应元件、光响应元件和生长发育

调节元件ꎮ 激素响应元件方面ꎬ有 ５５ 个 ＣａＮＲＴ基因含有脱落酸响应元件ꎬ４０ 个 ＣａＮＲＴ 基因含有茉莉酸

甲酯响应元件ꎬ３４ 个 ＣａＮＲＴ 基因含有水杨酸响应元件ꎬ２６ 个 ＣａＮＲＴ 基因含有玉米素响应元件ꎬ１７ 个

ＣａＮＲＴ基因含有赤霉素响应元件ꎻ在逆境响应元件方面ꎬ５３ 个 ＣａＮＲＴ 基因含有厌氧诱导元件ꎬ２５ 个

ＣａＮＲＴ基因含有干旱诱导性元件ꎬ２２ 个 ＣａＮＲＴ 基因含有低温响应元件ꎮ 此外ꎬ所有 ＣａＮＲＴ 基因家族成

员均含有光响应元件ꎮ 这些结果表明辣椒 ＮＲＴ基因在植物生长发育以及抵抗逆境胁迫方面有多种功能ꎮ
２.６　 ＣａＮＲＴ 基因在不同组织的表达分析

对辣椒不同组织以及果实不同阶段转录组数据进行分析ꎬＣａＮＲＴ 基因的表达具有明显组织差异性

(图 ６)ꎮ 在不同组织中ꎬＣａＮＲＴ１.２、ＣａＮＲＴ１.５、ＣａＮＲＴ３.１、ＣａＮＲＴ３.３ 在根中表达量较高ꎬＣａＮＲＴ１.２７ 和

ＣａＮＲＴ１.３６在茎中高表达ꎬＣａＮＲＴ１.２０和 ＣａＮＲＴ１.４５在叶中有较高表达量ꎬＣａＮＲＴ１.３６在花芽期表达量较

高ꎬＣａＮＲＴ１.５和 ＣａＮＲＴ１.２１在花期表达量高于其他基因ꎮ 在辣椒果实发育阶段ꎬＣａＮＲＴ１.１０、ＣａＮＲＴ１.１１、
ＣａＮＲＴ１.４５、ＣａＮＲＴ１.５６和 ＣａＮＲＴ２.８ 在所有时期都有较高的表达量ꎻＣａＮＲＴ１.１、ＣａＮＲＴ１.５、ＣａＮＲＴ１.１３、
ＣａＮＲＴ１.１７、ＣａＮＲＴ１.２４、ＣａＮＲＴ１.２７、ＣａＮＲＴ１.３２、ＣａＮＲＴ１.３６、ＣａＮＲＴ１.５２、ＣａＮＲＴ１.５３ 和 ＣａＮＲＴ１.５４ 在果

８５６
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图 ３　 ＮＲＴ 在辣椒‘遵辣 １ 号’‘ＣＭ３３４’、番茄、马铃薯、茄子中的进化关系

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＮＲＴ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ‘Ｚｕｎｌａ １’‘ＣＭ３３４’ꎬｔｏｍａｔｏꎬｐｏｔａｔｏ ａｎｄ ｅｇｇｐｌａｎｔ
Ａ. 系统进化树 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅꎻＢ. ＮＲＴ 亚家族核苷酸差异比较盒形图 Ｂｏｘｐｌｏｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＲＴ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ.

图 ４　 ＮＲＴ 基因共线性分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｌｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＲＴ ｇｅｎｅ

实发育初期表达量高于果实后期ꎻＣａＮＲＴ１.６、ＣａＮＲＴ１.２４、ＣａＮＲＴ１.４３、ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.１ 和 ＣａＮＲＴ３.３
表达量则是果实后期高于前期ꎻ而 ＣａＮＲＴ１.１２、ＣａＮＲＴ１.１９、ＣａＮＲＴ１.３７、ＣａＮＲＴ１.４４、ＣａＮＲＴ１.５１、ＣａＮＲＴ２.２、
ＣａＮＲＴ２.３、ＣａＮＲＴ２.５、ＣａＮＲＴ２.７在果实任何时期都不表达ꎮ 此外ꎬＣａＮＲＴ２亚家族除 ＣａＮＲＴ２.１和 ＣａＮＲＴ２.８
外ꎬ其余成员在不同组织或果实发育阶段均不表达或表达量很低ꎮ
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图 ５　 辣椒 ＮＲＴ 基因顺式作用元件预测

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＮＲＴ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ

２.７　 辣椒 ＮＲＴ 基因在不同非生物胁迫下的表达情况

由图 ７ 可见:低温胁迫下ꎬ１６ 个 ＣａＮＲＴ基因均有明显的响应ꎮ 其中ꎬＣａＮＲＴ１.４、ＣａＮＲＴ１.１８、ＣａＮＲＴ１.３６
在处理 ６ 和 １２ ｈ 后响应比较强烈ꎬ表达量上升均在 ７ 倍以上ꎬＣａＮＲＴ１.１８接近 １０ 倍ꎬ推测这 ３ 个基因在抵

抗低温环境时起到重要作用ꎮ 高温胁迫下ꎬ除 ＣａＮＲＴ１.１、ＣａＮＲＴ１.２４ 外ꎬ其余 ＣａＮＲＴ１ 家族成员对高温处

理响应并不明显ꎬ且部分基因表达量有下调趋势ꎬ而 ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.１ 和 ＣａＮＲＴ３.３ 的表达量上调

明显ꎬＣａＮＲＴ３.３ 在处理后 ４ ｈ 表达量增加 ６ 倍以上ꎮ 在模拟干旱处理条件下ꎬＣａＮＲＴ１. １、ＣａＮＲＴ１. ５、
ＣａＮＲＴ１.９、ＣａＮＲＴ１.１８、ＣａＮＲＴ１.２３、ＣａＮＲＴ１.２４、ＣａＮＲＴ１.５２、ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.１ 的表达量明显上调ꎬ其
余基因无明显上调变化ꎬＣａＮＲＴ１.５２、ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.１ 分别在 ２４、６、２ ｈ 表达量达到最高值ꎮ 在 ＮａＣｌ
胁迫下ꎬＣａＮＲＴ１.１、ＣａＲＮＴ１.９、ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.３表达明显上调ꎬＣａＮＲＴ１.１最大上调量为对照组表达量

的 ２ 倍ꎮ 氧化胁迫处理时ꎬＣａＮＲＴ１.５、ＣａＮＲＴ１.１８、ＣａＮＲＴ１.２３、ＣａＮＲＴ２.１、ＣａＮＲＴ３.１、ＣａＮＲＴ３.３ 在处理

１２ ｈ 后表达量最高ꎬ而 ＣａＮＲＴ１.４５则在 ２４ ｈ 后表达量最高ꎮ

０６６
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图 ６　 ＣａＮＲＴ 基因在辣椒不同组织和果实不同阶段的表达分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣａＮＲＴ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ
　 　 Ｆ￣Ｄｅｖ１:刚授粉 Ａｆｔｅｒ ｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎꎻＦ￣Ｄｅｖ２—Ｆ￣Ｄｅｖ４:果实大小 １ ~ ３ ｃｍ、３ ~ ４ ｃｍ、４ ~ ５ ｃｍ Ｆｒｕｉｔ ｓｉｚｅ １－３ ｃｍꎬ３－４ ｃｍꎬ４－５ ｃｍꎻ
Ｆ￣Ｄｅｖ５:绿熟果 Ｇｒｅｅｎ ｒｉｐｅ ｆｒｕｉｔꎻＦ￣Ｄｅｖ６—Ｆ￣Ｄｅｖ９:破色后期 ０、３、５、７ ｄ Ｌａｔｅ ｂｒｅａｋｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ ０ꎬ３ꎬ５ꎬ７ ｄ.

３　 讨论

在植物中ꎬ基因是调控生长发育的关键因子ꎮ 被子植物在漫长进化过程中经历了不同的加倍事件ꎬ为
基因复制和分化提供了动力[３２－３３]ꎮ 然而由于不同植物所处地域和外界环境不同ꎬ同源基因的调控机制也

存在差异[３４]ꎮ ＮＲＴ基因家族参与吸收和转运硝酸盐ꎬ在植物生长发育和逆境胁迫中具有重要作用ꎮ 目

前ꎬＮＲＴ基因家族已经在拟南芥、水稻、杨树、菠萝和马铃薯等多种作物中被鉴定ꎬ但辣椒 ＮＲＴ基因家族研

究较少ꎮ 本研究在辣椒全基因组中共鉴定到 ７３ 个 ＣａＮＲＴ基因ꎬＣａＮＲＴ１ 亚家族成员最多ꎮ 理化性质分析

显示ꎬ辣椒 ＣａＮＲＴ 蛋白相对分子质量、等电点、氨基酸数目等均存在较大差异ꎬ大多数 ＣａＮＲＴ 蛋白定位在

细胞质膜上ꎬ这与马春敏等[３５]研究结果一致ꎬ表明这些蛋白可能有硝酸盐跨膜运转功能ꎮ 而 ＣａＮＲＴ３ 亚

家族定位与 ＣａＮＲＴ１ 和 ＣａＮＲＴ２ 亚家族有显著差异ꎬ表明 ＣａＮＲＴ３ 可能具有更复杂的结构与功能ꎮ 染色体

定位显示ꎬＣａＮＲＴ基因在染色体上分布不均匀ꎬ有多个基因在同一条染色体上呈簇状分布ꎬ其中多个基因

发生串联复制ꎬ推测串联复制是辣椒 ＮＲＴ基因扩增的主要方式ꎮ

１６６
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图 ７　 ＣａＮＲＴ 基因在不同胁迫下的表达分析

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣａＮＲＴ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

根据系统发育关系ꎬ可以将辣椒 ＮＲＴ基因分为 ３ 个亚家族ꎬ其中 ＣａＮＲＴ１ 基因最多(６２ 个)ꎬＣａＮＲＴ２
(８ 个)和 ＣａＮＲＴ３基因(３ 个)数目较少ꎬ这与拟南芥[１９－２０]、马铃薯[２１]等不同作物中鉴定得到的结果相似ꎮ
与同为氮素转运蛋白———铵转运蛋白(ＡＭＴ)家族相比ꎬ辣椒 ＮＲＴ 家族基因数目远远多于 ＡＭＴ 家族(８
个) [３６]ꎬ且功能更加多样化ꎮ 从基序分析可以观察到ꎬ除 ＣａＮＲＴ１. １２、ＣａＮＲＴ１. ３７、ＣａＮＲＴ１. ４９ 外ꎬ所有

ＣａＮＲＴ１ 蛋白均含有相同保守基序ꎬ这些基序对于 ＮＲＴ１ 亚家族保守结构域的形成至关重要ꎮ ＣａＮＲＴ１ 亚

家族基因结构普遍较长ꎬ且含多个外显子ꎬ结构复杂ꎻＣａＮＲＴ２ 和 ＣａＮＲＴ３ 亚家族序列长度较短ꎬ外显子数

量均为 ２~３ 个ꎮ 共线性分析显示ꎬ辣椒与拟南芥以及其他茄科作物均存在同源基因ꎬ与茄科作物同源基

因数目多于与拟南芥的数目ꎮ 在辣椒中ꎬ有少数同源基因在拟南芥和其他茄科物种中没有找到对应的基

因ꎬ推测 ＮＲＴ基因在不同物种中发生了不同的保留和复制事件ꎮ
大多数 ＣａＮＲＴ亚家族在根和叶中表达ꎬ这与 Ｚｈａｎｇ 等[２１]在马铃薯中研究结果相似ꎬ其中 ＣａＮＲＴ１.２、

ＣａＮＲＴ１.５、ＣａＮＲＴ３.１、ＣａＮＲＴ３.３在根中高表达ꎬ表明它们可能促进硝酸盐吸收ꎻＣａＮＲＴ１.２７、ＣａＮＲＴ１.３６ 在

茎中有较高表达量ꎬ说明可能参与硝酸盐运输ꎻ而 ＣａＮＲＴ１.１２、ＣａＮＲＴ１.４４、ＣａＮＲＴ１.５１ 在任何组织和果实

任何阶段都不表达ꎬ说明这些可能是冗余基因ꎮ 在番茄中ꎬＳｌＮＲＴ２.３ 基因在根中表达量最高ꎬＳｌＮＲＴ２.１ 基

因在花中表达量最高[３７]ꎬ而在辣椒中ꎬ所有 ＣａＮＲＴ２ 基因在不同组织和器官中几乎都不表达或表达量较

低ꎬ猜想 ＣａＮＲＴ２基因可能在其他方面发挥作用ꎮ 由以上结果可知ꎬＣａＮＲＴ 基因在不同组织、器官和发育
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　 第 ４ 期 牛佳斌ꎬ等:辣椒 ＮＲＴ基因家族的系统鉴定、进化与表达分析

阶段均发挥作用ꎬ存在组织表达差异性ꎬ有部分基因发生了异功能化现象ꎮ 在辣椒碱基－抗坏血酸转运蛋

白(ＮＡＴ)基因家族中也存在相同亚组基因ꎬ其在不同物种间及不同品种间既有功能相似也有功能分化的

现象ꎬ这可能是物种适应性的一种表现[３８]ꎮ
ＣａＮＲＴ成员包含多种激素响应元件和逆境胁迫响应元件ꎬ说明 ＣａＮＲＴ 基因可能参与各种植物激素

和非生物胁迫调控ꎮ 前人研究也发现 ＮＲＴ 基因在逆境胁迫中具有重要作用ꎬ在干旱胁迫下水稻[３９] 或拟

南芥[４０] ＮＲＴ１ 亚家族的部分基因表达显著上调ꎻ在苹果根部也发现干旱诱导了高亲和的 ＮＲＴ 基因表

达[１４]ꎮ ＣａＮＲＴ１基因也有同样结果ꎬ且 ＣａＮＲＴ２.１ 和 ＣａＮＲＴ３.１ 对干旱也有明显响应ꎮ 在高温胁迫下ꎬ
ＣａＮＲＴ３ 亚家族表达明显高于 ＣａＮＲＴ２ 家族和 ＣａＮＲＴ１ 家族ꎬ但在毛白杨中ꎬＰｔｏＮＲＴ３.１ａ 基因表达量却呈

下降趋势[１５]ꎮ 在低温胁迫下ꎬ所有基因均明显上调ꎬ其中ꎬＣａＮＲＴ１.４、ＣａＮＲＴ１.１８、ＣａＮＲＴ１.３６ 这 ３ 个基因

响应最为强烈ꎬ上调达 ７ 倍以上ꎬＣａＮＲＴ１.１８表达在处理后 ６ ｈ 上调接近 １０ 倍ꎬ推测 ＣａＮＲＴ基因在低温胁

迫时起到重要的防御作用ꎮ 值得关注的是ꎬＣａＮＲＴ１.１基因在面对各种非生物逆境胁迫时ꎬ均有较为明显

的正向响应ꎮ 在辣椒多个基因家族中ꎬ均发现部分基因参与抗逆调控ꎬ如主要参与光周期调控的

ＣＯＮＳＴＡＮＳ￣ｌｉｋｅ 基因家族[４１]、转运蛋白 ＮＡＴ 家族等[３８]ꎬ这为后续辣椒抗逆胁迫研究和基因资源利用提供

了新的思路和基础ꎮ 本研究从辣椒 ＮＲＴ基因的结构特征、复制类型、进化特征和组织表达分析探讨了辣

椒 ＮＲＴ基因的进化特征及表达功能ꎬ为深入了解辣椒中该基因家族成员功能和研究其在生长发育过程中

的响应分子机制奠定了基础ꎮ
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