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辣椒 MADS-box转录因子CaRIN
基因克隆、表达与功能分析

段敏杰,杨小苗,李怡斐,黄任中,黄启中,张世才*

(重庆市农业科学院
 

蔬菜花卉研究所,重庆
 

401329)

摘 要 【目的】探究 MADS-box家族基因 RIN 的表达特征和功能,解析其对辣椒类胡萝卜素代谢的影响。
【方法】基于辣椒果实发育转录组,通过RT-PCR克隆辣椒 MADS-box转录因子CaRIN 基因CDS全长,分析其生

物信息学、表达模式、亚细胞定位、转录活性等,并探讨 VIGS诱导CaRIN 基因沉默对类胡萝卜素代谢的影响。
【结果】(1)CaRIN 基因CDS全长732

 

bp,编码243个氨基酸,蛋白分子质量为27.95
 

kD,等电点(pI)为7.06,其编

码蛋白具有典型的 MEF2_like
 

MADS结构域,属 MICK型转录因子。(2)CaRIN 基因主要在花和果实中表达,具
有组织特异性;CaRIN定位在细胞核,并且具有转录激活活性。(3)CaRIN 基因启动子具有 ABRE等多个激素应

答元件,外源脱落酸和乙烯利均能加速果实转红,诱导CaRIN 及相关基因高表达。(4)VIGS诱导沉默CaRIN 基

因后,类胡萝卜素代谢途径基因PSY1、CCS、PDS、CRTZ、LCYB 和NCED1 表达水平降低为对照组的0.27~
0.59倍,且果实总类胡萝卜素含量(0.379

 

mg/g)较对照(0.650
 

mg/g)显著降低。【结论】CaRIN是辣椒果实类胡

萝卜素代谢过程的重要调控因子。

关键词 辣椒;MADS-box转录因子;CaRIN;VIGS;类胡萝卜素
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Abstract [Objective]
 

The
 

study
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

function
 

of
 

the
 

RIN
 

gene,
 

encoding
 

a
  

MADS-box,
 

and
 

analyze
 

its
 

impact
 

on
 

the
 

metabolism
 

of
 

carotenoids
 

in
 

pepper.
 

[Methods]
 

Based
 

on
 

the
 

fruit
 

development
 

transcriptome
 

of
 

pepper,
 

the
 

full-length
 

CDS
 

of
 

the
 

MADS-box
 

transcription
 

factor
 

Ca-
RIN

 

gene
 

related
 

to
 

chili
 

ripening
 

was
 

cloned.
 

The
 

bioinformatics,
 

expression
 

pattern,
 

subcellular
 

locali-
zation,

 

and
 

transcriptional
 

activation
 

activity
 

were
 

examined,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

VIGS-induced
 

CaRIN
 

gene
 

silencing
 

on
 

carotenoid
 

metabolism
 

were
 

investigated.
 

[Results]
 

(1)
 

The
 

CDS
 

of
 

CaRIN
 

gene
 

was
 

732
 

bp
 

in
 

length.
 

CaRIN
 

gene
 

encoded
 

a
 

protein
 

containing
 

243
 

amino
 

acids
 

with
 

a
 

molecular
 

mass
 

of
 

27.95
 

kD
 

and
 

an
 

isoelectric
 

point
 

(pI)
 

of
 

7.06.
 

CaRIN
 

protein
 

had
 

a
 

typical
 

MEF2_
 

like
 

MADS
 

domain,
 

belonging
 



to
 

the
 

MICK
 

type
 

transcription
 

factor.
 

(2)
 

CaRIN
 

gene
 

was
 

mainly
 

expressed
 

in
 

flowers
 

and
 

fruits
 

with
 

tissue
 

specificity.
 

CaRIN
 

was
 

located
 

in
 

the
 

nucleus
 

and
 

had
 

transcriptional
 

activation
 

activity.
 

(3)
 

The
 

promoter
 

of
 

CaRIN
 

gene
 

had
 

several
 

hormone
 

response
 

elements
 

such
 

as
 

ABRE,
 

and
 

exogenous
 

ABA
 

and
 

ethephon
 

accelerated
 

the
 

fruit
 

to
 

turn
 

red
 

and
 

induced
 

the
 

high
 

expression
 

of
 

CaRIN
 

and
 

related
 

genes.
 

(4)
 

After
 

VIGS-induced
 

gene
 

silencing
 

of
 

CaRIN,
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

PSY1,
 

CCS,
 

PDS,
 

CRTZ,
 

LCYB,
 

and
 

NCED1,
 

genes
 

involved
 

in
 

carotenoid
 

metabolic
 

pathway,
 

was
 

decreased
 

by
 

0.27-0.59
 

times,
 

and
 

the
 

total
 

carotenoid
 

content
 

in
 

fruits
 

(0.379
 

mg/g)
 

was
 

decreased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

(0.650
 

mg/g).
 

[Conclusion]
 

CaRIN
 

may
 

be
 

an
 

important
 

regulatory
 

factor
 

of
 

carotenoid
 

metabolism
 

in
 

capsicum
 

fruits.
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  MADS-box是广泛分布于动物、植物和真菌中

的一类重要的转录因子家族[1]。MADS-box转录

因子N端包含1个由56~58个氨基酸组成的保守

的 MADS-box
 

DNA结合结构域,这个结构域能够

与CArG(CC(A/T)6GG)结合,调控下游基因转

录[2]。根据序列结构不同,MADS-box 基因家族可

划分为Type
 

Ⅰ和Type
 

Ⅱ型分支[3],Type
 

Ⅰ型包

含1个或2个外显子,编码1个SRF-like
 

MADS结

构域,可细分为 Mα、Mβ 和 Mγ
 

3组;而Type
 

Ⅱ型

包含6个内含子和7个外显子,编码1个高度保守

的 M结构域、1个半保守的K结构域、1个相对保守

的
 

Ⅰ
 

结构域及1个可变的C端,也被称为 MIKC
型[2]。Type

 

Ⅱ
 

型可根据
 

Ⅰ
 

区序列不同分为MIKC*和

MIKCc
 

2个家族,目前关于参与调控植物生长发育的

MADS-box转录因子大多数属于MIKCc型[4]。

MADS-box转录因子在植物生长发育调控和

信号转导等方面发挥重要作用。植物中,最早从拟

南芥鉴定出 MADS-box转录因子AGAMOUS(AG)
基因,它与AP1、AP3、PI 和SEP 基因组成ABC-
DE模型,共同调控花器官发育,而这些基因主要都

是MADS-box 家族基因[5]。MADS-box 基因被证

实的另外一个重要功能是参与调控果实类胡萝卜素

代谢,如番茄中RNAi干扰表达SlCMB1 基因,抑
制类胡萝卜素合成基因PSY1 和PDS 表达,降低

果实类胡萝卜素的积累[6];柑橘CsMADS6 和Cs-
MADS5 基因均能与PSY1、PDS 和LCYB1 基因

启动子直接结合,影响其转录,正向调控果实类胡萝

卜素生物合成[7-8];黄桃PpMADS2和PpMADS3蛋

白互作,可协同激活PpPSY 和PpCHYB 基因启

动子,促进桃果实类胡萝卜素的积累[9]。目前,MADS-
box转录因子在辣椒中的研究较少,仅在调控非生

物胁迫[10]、辣椒茎分生组织营养生长[11]以及辣椒

花器官发育[12]等方面有少量报道。本研究从前期

果实发育过程转录组中鉴定出辣椒MADS-RIN 基

因,其在果实成熟时表达水平极显著上调,基于

WGCNA对转录组和类胡萝卜素靶向代谢组进行分

析也发现,MADS-RIN 可能参与调控了辣椒类胡萝

卜素生物合成。因此,本研究克隆获得辣椒 MADS-
RIN 基因,对其序列特征、亚细胞定位、表达模式及

功能进行初步研究,为进一步探究其参与调控辣椒类

胡萝卜素代谢途径提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料及处理

辣椒试验材料为重庆市农业科学院加工辣椒创

新团队创制的色素椒高代自交系2718,选取饱满

2718辣椒果实种子,播种于内径8
 

cm,高8
 

cm营养

钵中,温室育苗,待8~10片真叶时移栽至大棚温室,
纱网隔离;本氏烟播种于灭菌基质中,置于人工气候

温室培养1个月,选取生长健壮植株用于亚细胞定位

烟草瞬时转化材料;脱落酸(ABA)、乙烯利(ethep-
hon)、去甲二氢愈创木酸(NDGA)和1-甲基环丙烯

(1-MCP)处理所用材料为辣椒青熟期果实,处理条

件:ABA(100
 

mg/L,浸泡果实1
 

h)、NDGA(100
 

mg/L,浸泡果实1
 

h)、乙烯利(200
 

mg/L、浸泡果实

10
 

min)、1-MCP(0.27
 

g粉末,加入2
 

mL水,置于装

有果实的泡沫箱黑暗密闭熏蒸15
 

h),将处理后的果

实晾干放入保鲜盒中,置于人工气候培养箱中,昼夜

温度/光周期26
 

℃/22
 

℃,14
 

h/10
 

h,光照强度4
 

000
 

lx培养。以清水处理为对照,每个处理3次生物学重

复,每个处理每次生物学重复平行10个辣椒果实。

1.2 试验方法

1.2.1 CaRIN 基因克隆

根据实验室前期转录组数据结合‘遵辣1号’基
因组中MADS-RIN 基因CDS序列,用Primer

 

5.0
软件设计基因克隆引物CaRIN-F和CaRIN-R(表
1)。用植物RNA提取试剂盒(诺唯赞)提取辣椒红

熟果肉RNA,反转录合成cDNA 第一链。用2×
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Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix高保真酶(诺唯赞)进行克

隆,PCR扩增产物经凝胶检测后,回收纯化连接至

pCE3
 

Blunt
 

Vector(诺唯赞),转化DH5α化学感受

态细胞,经菌液PCR验证阳性克隆后测序。

1.2.2 CaRIN 基因的生物信息学分析

用ExPASy在线网站计算蛋白分子质量和等

电点;用 GSDS2.0绘制基因结构图;用在线软件

SOPMA和SWISS-MODEL预测分析蛋白二级结

构和三级结构;通过DNAMAN软件和NCBI数据

库中的Conserved
 

Domains
 

Database进行氨基酸序

列比对和保守结构域分析;用 MEGA
 

5.0邻接法构

建系统进化树;用PlantCARE在线软件分析启动子

顺式作用元件;用 WoLF
 

PSORT在线分析工具预

测蛋白的亚细胞定位。
 

1.2.3 CaRIN蛋白的亚细胞定位

用SnapGene软件设计CaRIN 基因 ORF(不
含终止密码子)同源重组引物(表1)。用同源重组

法将CaRIN 构建至pCAMBIA1302表达载体。菌

落PCR挑选阳性克隆测序验证,用冻融法转化农杆

菌EHA105,30
 

℃培养2
 

d,经扩大培养重悬后,注
射烟草叶片,弱光培养2

 

d后,使用Nikon
 

C2-ER共

聚焦显微镜观察荧光信号并拍照。

表1 研究所用相关引物

Table
 

1 Primers
 

used
 

in
 

the
 

study

引物名称
Primer

 

name
引物序列

Primer
 

sequence
 

(5'→3')
引物用途

Primer
 

function

CaRIN F:
 

CCCTAAGGAATAAGAAGACGTAAAG R:
 

TCAAAGCATCCATCCAGGTACA
CaRIN 全长扩增
Amplification

 

of
 

full
 

length
 

CaRIN

pCAM-BIA1302-
CaRIN

F:
 

ACGAATTCGAGCTCGATGGGTAGAG
GGAAAGTAGAATTGAAGAGA

R:
 

GCAGGTCGACTCTAGAAGCATCCA
TCCAGGTACAACT

亚细胞定位
Subcellular

 

localization

CaVRIN F:
 

TACCGAATTCTCTAGATTGCTCTTA
TTATTTTCTCTAGTCGTGGCA

R:
 

GCTCGGTACCGGATCCTTAGTTGA
CCTTATTTGCCTCAATGATGAA

VIGS病毒诱导
VIGS

 

virus
 

induction

CaqRIN F:
 

CTCTAGTCGTGGCAAGCTTTAT R:
 

CTGATGGTTGGGTTCCTTCA

qACO1 F:
 

AAGGTCTCGGTCTTGATCGTTG R:
 

CCGTCGGAATGTTGAATGGTA

qACO4 F:
 

CACAATGCTTCCACAACCCTC R:
 

TCAACTGCAACGTATCCCTCC

qNCED1 F:
 

GACATTCAGGGATAGCAAGGC R:
 

TTGAAATAGACCAAACCAGCGT

qPSY1 F:
 

ACAGGCAGGTCTATCCGACGAAG R:
 

ACAACAGCAGAGATGCCAACACAG

qCCS F:
 

AGCACCCACATCAAAGCCAG R:
 

GTGGTGAAGGGTCAACGCAA

qPDS F:
 

CAGCCGCTTTGATTTCCC R:
 

CACCTTGTTTTCTCATCCAGTCC

qCRTZ F:
 

GCACGAGTCACACCATAGACCAAG R:
 

CGTGAACGAACATGTAGGCCATCC

qLCYB F:
 

GTTGTTGGAATTGGTGGCACAGC R:
 

ATGGCATTGGCAACGACAGGAG

qLCYE F:
 

ACCCTCGGTGTAAGAATTAAAG R:
 

GAGTGATCTGACAACGGAATAA

CaUBI3 F:
 

GGACCCAAACCCCGATGAT R:
 

CACCCCAAGCACAATAAGACA

实时荧光
定量PCR
Real-time

 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR

pGBKT7-CaRIN F:
 

CATGGAGGCCGAATTATGGGTAGAG
GGAAAGTAGAATTGAAGAGAA

R:
 

GCAGGTCGACGGATCAAGCATCCA
TCCAGGTACAACTCC

转录激活活性分析
Transcriptional

 

activation
 

activity
 

analysis

1.2.4 辣椒CaRIN 基因VIGS病毒诱导沉默

用在线网站SGN
 

VIGS
 

Tool确定CaRIN 基

因沉默靶标序列,长度300~500
 

bp。设计沉默靶

标片段全长同源重组引物(表1),利用同源重组法构

建pTRV2-RIN,将测序正确的载体质粒和pTRV1、

pTRV2质粒利用冻融法转化农杆菌GV3101,挑取单

克隆至10
 

mL
 

LB液体培养基(含50
 

mg/L
 

Kan、50
 

mg/L
 

Rif和50
 

mg/L
 

Gen),28
 

℃,200
 

r/min,16~
19

 

h。待LB菌液OD600 达到1.0左右,按比例混合

菌液和IM培养基(含20×AB盐、200
 

mmol/L乙

酰丁香酮、50
 

mg/L
 

Kan、50
 

mg/L
 

Rif和50
 

mg/L
 

Gen),28
 

℃,200
 

r/min,过夜培养至 OD600 值达到

0.5~0.8。转移菌液至50
 

mL离心管,28
 

℃,5
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集菌体,加入等体积重悬液

(含10
 

mmol/L
 

MES和10
 

mmol/L
 

MgCl2),28
 

℃,5
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集菌体,1/2体积重

悬液重悬。向pTRV1中加入200
 

mmol/L乙酰丁

香酮,按1∶1将pTRV1分别与pTRV2、pTRV2-

14218期      
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RIN 混合,22~25
 

℃静置3~5
 

h,接种辣椒青熟期

果实,置于人工气候培养箱,先18
 

℃黑暗条件培养

2
 

d,再调整至昼夜温度/光周期25
 

℃/20
 

℃,16
 

h/8
 

h培养,检测CaRIN 基因及相关基因表达水平,并
根据植物总类胡萝卜素检测试剂盒(Solarbio)操作

步骤测定果实总类胡萝卜素含量。
 

1.2.5 实时荧光定量PCR分析

用Primer
 

5.0设计qPCR 引物,并在 NCBI
 

Primer-BLAST进行特异性验证,以CaUBI3 为内

参基因(表1)。用ChamQ
 

universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(诺唯赞)进行荧光定量PCR分析,反应

体系:2×ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL、cDNA
 

2
 

μL、上下游引物各0.4
 

μL和

ddH2O
 

7.2�μL。反应程序:95
 

℃,3
 

min;95
 

℃,10
 

s,
56

 

℃,30
 

s,72
 

℃,30
 

s,40个循环。用2
-ΔΔCT 算法

计算基因相对表达量。

1.2.6 辣椒CaRIN 基因转录活性分析

设计CaRIN 基因同源重组引物(表1),用同源

重组连接到pGBKT7载体EcoR
 

Ⅰ和BamH
 

Ⅰ限

制性内切酶酶切位点之间,构建重组载体pGBKT7-
CaRIN。将pGBKT7-CaRIN、pGBKT7-53(阳性对

照)和pGBKT7-lam(阴性对照)质粒和pGADT7共

转化Y2H
 

Gold酵母细胞,分别涂布于SD/-Trp/-
Leu、SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade和 含 有 X-α-Gal的

SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade固体培养基上,30
 

℃恒温

培养箱培养3~5
 

d,观察酵母生长情况并拍照。

2 结果与分析

2.1 CaRIN 基因克隆及生物信息学分析

以辣椒果实cDNA为模板,扩增获得约900
 

bp
的片段(图1),经测序比对得到CaRIN 基因CDS
全长732

 

bp,编码243个氨基酸,测序结果与参考基

因组编码序列比对显示,在611
 

bp和650
 

bp处分

别存在A-T和T-C的碱基突变,且第203位编

码氨基酸由Gln变为His。
预测蛋白分子质量为27.95

 

kD,等电点(pI)为

7.06;基因结构分析表明,CaRIN 包含8个外显子

和7个内含子(图2)。
二级结构和三级结构预测分析表明,CaRIN

基因编码蛋白中存在大量α-螺旋和无规卷曲,分别

占氨基酸总量的51.44%和35.39%(图3)。

图1 CaRIN 基因克隆电泳图

Fig.1 Gel
 

electrophoresis
 

of
 

CaRIN
 

gene
 

cloning

图2 CaRIN 基因结构

Fig.2 Structure
 

of
 

the
 

CaRIN
 

gene

图3 CaRIN蛋白的二级结构(A)和三级结构(B)预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

the
 

secondary
 

(A)
 

and
 

tertiary
 

structure
 

(B)
 

of
 

CaRIN
 

protein
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  对CaRIN蛋白保守结构域分析,结果(图4)显
示在第2—78和第82—172位氨基酸之间分别包含

1个保守的MEF2_like
 

MADS结构域和1个K-box
结构域,属于典型的 Type

 

Ⅱ型 MADS-box 基因;
多序列比对结果表明,辣椒、番茄、毛酸浆中RIN氨

基酸序列均含有 MEF2_like
 

MADS和K-box保守

结构域。

CaRIN 编码氨基酸多物种系统进化分析表

明,1年生辣椒CaRIN与灯笼辣椒AGL3、中国辣椒

AGL3、1年生辣椒CMB1-like、毛酸浆RIN及番茄

RIN等茄科植物聚为一类,亲缘关系最近。推测

CaRIN 基因功能可能与番茄、毛酸浆中同源基因

的功能相似(图5)。
用PlantCARE软件分析启动子序列顺式作用

元件,结果显示,CaRIN 基因启动子区域存在多个

激素调控、非生物胁迫响应元件及生长调控元件,包
括生长素应答元件(TGA-elem)、赤霉素应答元件

(TATC-box)、脱落酸应答元件(ABRE)、光响应元

件(G-Box)、低温应答元件(LTR)、防御和胁迫应答

元件(TC-rich
 

repeats)和分身组织表达调控元件

(CAT-box)等(表2)。表明该基因可能参与了辣椒

生长发育、激素应答及胁迫响应等过程。

图4 RIN氨基酸保守结构域及序列比对

Fig.4 Analysis
 

of
 

the
 

conserved
 

domain
 

and
 

alignment
 

of
 

RIN
 

amino
 

acid
 

sequence

图5 CaRIN氨基酸序列系统进化树分析

Fig.5 Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

of
 

the
 

CaRIN
 

protein
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表2 CaRIN 基因启动子序列主要顺式作用元件分析

Table
 

2 Analysis
 

of
 

the
 

main
 

cis-elements
 

in
 

CaRIN
 

promoter

分类
Classification

顺式元件
Cis-element

识别序列
Recognition

 

sequence

数目
Number

功能描述
Function

 

note

激素调控
Hormone

 

regulation

TGA-element AACGAC 1 生长素应答元件
 

Auxin-responsive
 

element

TATC-box TATCCCA 1 赤霉素应答元件
 

Gibberellin-responsive
 

element

ABRE ACGTG 1 脱落酸应答元件
 

Abscisic
 

acid
 

responsive
 

element

TCA-element CCATCTTTTT 1 水杨酸应答元件
 

Salicylic
 

acid
 

responsive
 

element

光响应
Light

 

responsiveness

AE-box AGAAACTT 1 光响应模块的一部分
 

Part
 

of
 

a
 

module
 

for
 

light
 

response

Box
 

4 ATTAAT 8
部分光响应DNA保守模块

Part
 

of
 

a
 

conserved
 

DNA
 

module
 

involved
 

in
 

light
 

responsiveness

GATA-motif
TCT-motif
Gap-box

GATAGGG
AAGATAAGATT/TCTTAC
CAAATGAA(A/G)A

6 光响应元件的部分
 

Part
 

of
 

a
 

light
 

responsive
 

element

G-Box
GT1-motif

CACGTT
GGTTAA/GTGTGTGAA 6 光响应元件

 

Light
 

responsive
 

element

胁迫诱导
Stress

 

induction

LTR CCGAAA 1 低温应答元件
 

Low-temperature
 

responsiveness
 

element

TC-rich
 

repeats GTTTTCTTAC 2 防御与胁迫应答元件
 

Defense
 

and
 

stress
 

responsiveness
 

element

ARE AAACCA 3 厌氧诱导必需条件
 

Essential
 

for
 

the
 

anaerobic
 

induction

生长调控
Growth

 

regulation

CAT-box GCCACT 1 分生组织表达调控元件
 

Meristem
 

expression
 

regulatory
 

element

Circadian CAAAGATATC 1 昼夜节律调节元件
 

Circadian
 

control
 

regulatory
 

element

图6 CaRIN蛋白亚细胞定位

Fig.6 Subcellular
 

localization
 

assay
 

of
 

the
 

CaRIN
 

protien

2.2 辣椒CaRIN蛋白亚细胞定位

在线软件预测CaRIN 蛋白定位在细胞核上。
为进一步确认CaRIN在细胞中的具体位置,烟草瞬

时转化结果如图6,转化空载体35S-GFP 的烟草

中,细胞核和细胞膜均检测到绿色荧光信号,表明重

组载体瞬时转化成功;而瞬时转化35S-CaRIN∷
GFP 的烟草中,仅细胞核中发现绿色荧光信号,表

明CaRIN为核定位蛋白。

2.3 辣椒CaRIN 及相关基因表达分析

2.3.1 辣椒不同组织中CaRIN 表达

对同一辣椒植株根、茎、叶、花、青熟果(开花后30
 

d)、转色果(开花后45
 

d)、红熟果(开花后65
 

d)Ca-
RIN 基因组织特异性表达分析表明,根、茎、叶中表

达水平非常低,花中的表达水平较高,而在辣椒不同
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成熟时期果实中,青熟期表达水平很低,转色及红熟

阶段表达水平显著或极显著高于其他组织(图7)。
说明CaRIN 基因主要在辣椒花和果实中表达,其
表达具有组织特异性。

R.根;S.茎;L.叶;F.花;GF.青熟果;TF.转色果;

RF.红熟果;*代表与根中表达量相比

差异显著(*P<0.05,**P<0.01)。

图7 辣椒不同组织中CaRIN 基因表达水平

R,
 

root.
 

S,
 

stem.
 

L,
 

leaf.
 

F,
 

flower.
 

GF,
 

green
 

ripe
 

fruit.
 

TF,
 

color-turning
 

fruit.
 

RF,
 

red
 

ripe
 

fruit.
 

*
 

represents
 

significant
 

difference
 

compared
 

to
 

the
 

expression
 

in
 

the
 

root
 

(*P<0.05,**P<0.01).

Fig.7 Expression
 

level
 

of
 

the
 

CaRIN
 

gene
 

in
 

tissues
 

of
 

pepper

2.3.2 不同激素处理下CaRIN 及相关基因表达

用ABA、NDGA、乙烯利(ethephon)和1-MCP
处理辣椒离体果实,发现外源 ABA和乙烯利均能

加速果实转红成熟,而 NDGA和1-MCP均能在一

定程度抑制果实转红。
通过检测处理1,3,6,9,12

 

d共5个时期CaR-
IN、ACO1、ACO4 和NCED1 基因表达情况,结果

表明,Ethephon处理能够极显著提高乙烯合成相关

基因ACO1 和ACO4 基因表达水平,但表达模式有

所不同;1-MCP处理对 ACO1 基因表达抑制不显

著,但在3,6,9
 

d时显著抑制了ACO4 基因的表达。

ABA处理对其合成关键基因 NCED1表达具有极

显著提升,NDGA 处理则在6
 

d时极显著抑制了

NCED1 基因表达。说明外源激素能够诱导 ABA
和乙烯生物合成相关基因表达,进而促进果实转红

成熟。
进一步对CaRIN 基因表达分析发现,ABA和

Ethephon处理能促进其高表达,呈现先升高后降

低的趋势,表达水平均在6
 

d达到峰值,而在NDGA

和1-MCP处理1
 

d和3
 

d时,CaRIN 表达水平极显

著降低。这说明CaRIN 基因可能参与了辣椒果实

对外源 ABA 和 Ethephon的应答反应,协同辣椒

ABA和乙烯合成相关基因共同影响辣椒果实成熟

(图8)。

*代表与CK表达量相比差异显著(*P<0.05,

**P<0.01)。下同。

图8 ABA、NDGA、ethephon和1-MCP处理后

相关基因表达水平

*
 

represents
 

significant
 

difference
 

compared
 

to
 

the
 

expression
 

in
 

CK
 

(*
 

P<0.05,**
 

P<0.01).
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.8 Expression
 

levels
 

of
 

the
 

related
 

genes
 

under
 

ABA,
 

NDGA,
 

ethephon,
 

and
 

1-MCP
 

treatments

54218期      
 

 
 

 段敏杰,等:辣椒 MADS-box转录因子CaRIN 基因克隆、表达与功能分析



2.4 辣椒CaRIN 基因沉默检测及对类胡萝卜素含

量的影响

  用注射法侵染辣椒青熟期离体果实,置于人工

气候培养箱培养,在侵染35
 

d果实红熟后,用qRT-
PCR检测CaRIN 基因,结果表明,与未侵染对照相

比,侵染空载体pTRV2后,CaRIN 基因表达水平

下调,但不显著;侵染pTRV2-CaRIN 后,CaRIN 基

因表达水平显著下调,表明VIGS病毒诱导CaRIN
基因沉默成功(图9)。通过检测辣椒果实总类胡萝

卜素含量,结果呈现与CaRIN 表达量相同趋势,未侵

染果实(CK)含量为0.650
 

mg/g,侵染pTRV2后,果
实总类胡萝卜素含量降低至0.564

 

mg/g,降低不明

显,而侵染pTRV2-CaRIN 后,果实总类胡萝卜素含

量为0.379
 

mg/g,显著下降(图9),表明沉默CaRIN
基因影响了辣椒果实类胡萝卜素的积累。

图9 CaRIN 基因沉默表达水平检测及

果实总类胡萝卜素含量变化

Fig.9 Changes
 

of
 

gene
 

expression
 

and
 

total
 

carotenoid
 

content
 

after
 

CaRIN
 

gene
 

silencing

2.5 辣椒CaRIN 基因沉默对类胡萝卜素通路关键

基因表达的影响

  为进一步探究CaRIN 基因在辣椒果实类胡萝

卜素代谢过程中的作用,分析CaRIN 基因沉默对

辣椒果实类胡萝卜素通路关键结构基因表达的影

响,结果如图10,与对照CK相比,注射空载pTRV2
后,基因表达水平变化不显著。

  而注射pTRV2-CaRIN 后,LCYE 基因表达水

平无明显变化,PSY1、CCS、PDS、CRTZ、LCYB
和NCED1 基因显著或极显著下调表达,分别是对

照组的0.38,0.57,0.40,0.59,0.56,0.27倍。表明

CaRIN 基因可能通过影响类胡萝卜素通路关键基

因表达,从而影响辣椒果实类胡萝卜素积累。

2.6 辣椒CaRIN 基因转录活性分析

如图11所 示,pGADT7与 pGBKT7-CaRIN
质粒共转化 酵 母 细 胞 后,酵 母 细 胞 能 够 在 SD/-
Leu/-Trp二缺培养基上正常生长,说明重组质粒成

功转化至酵母细胞中。

图10 CaRIN 基因沉默后类胡萝卜素通路

关键基因表达

Fig.10 Expression
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

carotenoid
 

pathway
 

after
 

CaRIN
 

gene
 

silencing

图11 CaRIN 基因转录激活活性分析

Fig.11 Transactivation
 

assay
 

of
 

the
 

CaRIN
 

gene
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  在SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade四缺培养基上,

pGBKT7-lam和pGBKT7阴性对照不能正常生长,
而阳性对照pGBKT7-53和pGBKT7-CaRIN 均能

正常生 长,且 在 添 加 X-α-Gal的 SD/-Leu/-Trp/-
His/-Ade四缺培养基上呈现蓝色,表明CaRIN 具

有转录激活活性。

3 讨 论

类胡萝卜素是植物中广泛存在的天然色素,在
植物叶、花、果着色和抗氧化等过程中发挥重要作

用[13]。植物类胡萝卜素代谢调控是一个非常复杂的

过程,受外界环境、转录因子、库源等多方面影响[14]。
植物中已报道参与调控类胡萝卜素代谢的转录因子

包括 MADS-box、NAC、NF-Y、WRKY、bHLH等[15],
它们通过直接或间接方式参与植物类胡萝卜素代谢

过程。如葡萄PIF1、番茄SlBBX20等可以直接结合

类胡萝卜素合成关键限速酶PSY1 基因启动子,负向

或正向直接调控类胡萝卜素生物合成[16-17];而另外一

些转录因子,如SlMBP8、SlGRAS4等则是通过调

节果实成熟、乙烯合成、质体发育等过程间接调控类

胡萝卜素代谢[18-19]。

MADS-box转录因子对果实成熟和类胡萝卜

素代谢具有重要的调控作用。番茄果实成熟的重要

调控因子RIN属 MADS-box 基因家族,其成熟抑

制突变体rin 造成番茄果实成熟滞后、抑制乙烯产

生和类胡萝卜素积累等[20]。本研究从辣椒果实中

克隆获得CaRIN 基因,其编码蛋白与番茄RIN氨

基酸序列相似性达到85%,系统进化树显示其与番

茄RIN聚为一类。已有研究证实,番茄RIN具有

自调控和调控其他转录因子的能力,参与果实乙烯

合成、香气形成和类胡萝卜素代谢等众多果实成熟

过程[21]。如番茄SlRIN可以与PSY1启动子直接

作用,影响色素代谢[22],也可以与 TAGL1、FUL1
和FUL2等转录因子互作,间接调控番茄果实成熟

和类胡萝卜素积累[23-24],推测CaRIN 基因可能与之

有相似的功能,在辣椒类胡萝卜素代谢中发挥作用。
此外,本研究利用VIGS技术沉默辣椒CaRIN 基因

会后,类胡萝卜素代谢途径相关基因PSY1、CCS、

PDS、CRTZ、LCYB 和NCED1 表达水平显著或极

显著下调,且辣椒果实中总类胡萝卜素含量(0.379
 

mg/g)较对照(0.650
 

mg/g)显著降低。这说明Ca-
RIN 沉默可能通过影响辣椒类胡萝卜素代谢途径

基因的表达,导致类胡萝卜素的积累受阻。而目前

关于辣椒CaRIN 基因与类胡萝卜素代谢途径相关

基因的调控关系鲜见报道,前期笔者通过对CaRIN
基因与PSY1、CCS、PDS、CRTZ、LCYB 和 NCED1
进行酵母双杂交实验发现,CaRIN 与PSY1、PDS
和NCED1 基因编码蛋白存在互作,但具体互作方

式及调控机制有待进一步研究。
果实成熟往往伴随着质地、香气、风味及色素等

的变化,植物激素在其中发挥着重要调节作用[25]。
在非呼吸跃变果实(葡萄、柑橘、辣椒等)成熟过程

中,ABA相比其他植物激素的作用更为关键[26]。
作为植物类胡萝卜素代谢途径的重要衍生物,ABA
积累能够诱导果实成熟相关转录因子表达,加速果

实成熟,促进果实类胡萝卜素的积累。苹果NAC转

录因子MdNAC1启动子中存在顺式作用元件ABRE
(ABA应答元件),受 ABA强烈诱导表达,与bZIP
型转录因子 MdBZIP23形成蛋白复合体激活 Md-
MYB10 和MdUFGT 转录,促进果实色素积累[27]。

Wu等[28]研究证实,芒果果实成熟中,ABA积累诱

导 MiHY5 表达,直接调控成熟相关基因,加速糖、
色素等代谢物积累。辣椒CaRIN 基因启动子分析

显示,其包含 ABRE等多个激素应答元件;利用外

源ABA处理青熟果实,CaRIN 基因在不同时期上

调表达2.2~19.5倍,加速了果实成熟和类胡萝卜

素的积累,这暗示CaRIN 基因可能同样响应ABA
诱导,参与辣椒类胡萝卜素代谢途径。NCED1是类

胡萝卜素向ABA转化的关键限速酶[29]。Jia等沉默

草莓FaNCED1后发现,果实ABA含量显著降低,色
素积累减少,转色延缓,而经外源ABA处理后,能够

恢复正常转色并加速果实成熟[30]。本研究中,CaR-
IN 基因沉默处理和外源 ABA诱导处理条件下,

NCED1和CaRIN 基因表达均呈正相关,进一步证

实CaRIN可能通过与NCED1互作,参与ABA应答,
调控果实成熟和类胡萝卜素的积累。但关于CaRIN
在响应ABA合成中如何发挥作用还需进一步研究。

4 结 论

研究从辣椒果实中克隆了 MADS-box转录因

子CaRIN 基因,其编码蛋白具有典型 MEF2_like
 

MADS结构域。辣椒CaRIN蛋白与番茄、毛酸浆

亲缘关系最近,且氨基酸序列同源性较高。CaRIN
定位于细胞核,具有转录激活活性。CaRIN 基因

在花和果实中表达水平显著高于其他组织。CaR-
IN 基因启动子包含 ABRE等多个激素应答元件,
外源ABA能够诱导CaRIN 和NCED1 高表达,加
速果实转红成熟。VIGS诱导沉默CaRIN 基因能
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够下调PSY1、NCED1 等类胡萝卜素代谢相关基因

表达,并显著降低果实类胡萝卜素含量,初步证实

CaRIN 基因影响辣椒果实类胡萝卜素代谢,但其

参与调控的具体方式还需深入研究。
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封面植物介绍———总状绿绒蒿

总状绿绒蒿(Meconopsis
 

racemosa
 

Maxim.)为罂粟科绿绒蒿属一年生草本,高20~50
 

cm,全体被黄褐

色或淡黄色坚硬而平展的硬刺。茎圆柱形,不分枝。基生叶及下部茎生叶长圆状披针形、倒披针形或稀狭卵

形、条形。总状花序有多达14朵花。萼片长圆状卵形,外面被刺毛,早落。花瓣5~8,倒卵状长圆形,天蓝

色或蓝紫色,有时红色。蒴果倒卵形或椭圆状长圆形,密被刺毛。花期5-8月,果期7-11月。

总状绿绒蒿是中国特有植物和著名的高山花卉,享有“高山牡丹”的美誉。这种草具有一定的药用价值,

在高原上是常用的藏药。产甘肃南部、青海南部和东部、四川西部和西北部、云南西北部和西藏,分布于海拔

3
 

000~4
 

600(~4
 

900)
 

m的流石滩、高山草地、高山灌丛或林下。由于特殊的生长环境以及人为采挖原因

导致该种的野外现存植株数量逐渐减少。

(西藏农牧学院 罗 建 提供)
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