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　　摘要：为了研究不同辣度辣椒的基因表达差异，探究参与或调控辣椒素生物合成的基因或转录因子。试验以２种
不同辣度的辣椒Ｂ１－２（高辣）、Ｄ５０（微辣）为材料，通过高通量ＲＮＡ测序（ＲＮＡ－ｓｅｑ）对３５ｄ胎座进行转录组分析，
共筛选出１５７０个差异表达基因（ＤＥＧ），包括６７３个上调基因、８９７个下调基因。经ＧＯ富集分析，ＤＥＧ主要集中在氧
化还原反应、光合作用、光反应等生物过程；经ＫＥＧＧ富集分析，ＤＥＧ主要富集在光合作用－天线蛋白、次级代谢产物
的生物合成、代谢途径等信号通路。鉴定出７个ＣａｐＣｙｃ模型基因、８个ＭＹＢ转录因子在２份辣椒材料中的差异表达；
在果实不同发育时期进一步利用ｑＲＴ－ＰＣＲ进行分析，发现４ＣＬ、ＣＯＭＴ、ＫＡＳ可能具有调控辣椒素合成的作用。研究
结果可为探索辣椒素生物合成的调控网络提供更多的候选基因，期待可为下一步关键基因的功能分析和辣椒育种提

供理论基础。
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　　辣椒属于茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）一年生或多年生草
本植物，是我国种植面积最大的蔬菜，年种植面积

稳定在２１０万ｈｍ２以上，也是全球消费量最大的辛
辣调味品［１－２］。辣椒中含有一种特殊的物质———辣

椒素，又称辣椒碱，主要在辣椒胎座中合成，常在食

品和临床医学上被用于调味或镇痛。不同栽培品

种辣椒的辣椒素类物质含量差别较大，史高维尔指

数（ｓｃｏｖｉｌｌｅｈｅａｔｕｎｉｔ，ＳＨＵ）一般在０～２．５×１０６不
等［３］。因此，辣椒育种主要的目标之一是培育产生

大量辣椒素的优质辣椒品种。

辣味的有无由显性遗传位点控制。目前已报

道的辣椒辣味基因有 Ｐｕｎ１、Ｐｕｎ２、Ｐｕｎ３、ｐＡＭＴ［假
定氨基转移酶（ｐｕｔａｔｉｖｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）基因］、
ＣａＫＲ１［假定酮脂酰ＡＣＰ还原酶（ｐｕｔａｔｉｖｅｋｅｔｏａｃｙｌ－
ＡＣＰｒｅｄｕｃｔａｓｅ）基因］［４－１０］等。Ｐｕｎ１基因（ＡＴ３）的

２个拷贝可能起到协同作用，共同合成并积累含量
不同的辣椒素，决定不同品种辣椒的辣度［１１］。Ｐｕｎ２
是野生辣椒Ｃａｐｓｉｃｕｍｃｈａｃｏｅｎｓｅ的辣味遗传位点［５］。

Ｙｉ等利用Ｃ．ｃｈａｃｏｅｎｓｅ、Ｃ．ａｎｎｕｕｍ种间Ｆ２代遗传群
体定位，获得 Ｐｕｎ２候选基因 ｐＡＭＴ，发现在无辣味
Ｃ．ｃｈａｃｏｅｎｓｅ材料中，ｐＡＭＴ第８外显子发生７ｂｐ的
插入突变［６］。Ｐｕｎ３是从栽培种一年生辣椒中发现
的，属ＭＹＢ转录因子［１２］。Ｈａｎ等将 Ｐｕｎ３定位在７
号染色体上，并预测 ＣａＭＹＢ３１为 Ｐｕｎ３候选基
因［７］。Ｚｈｕ等定位了与辣椒素含量相关的主效 ＱＴＬ
（Ｃａｐｓａｉｃｉｎｏｉｄ１，Ｃａｐ１）［８］，Ｃａｐ１与已报道的辣椒素
含量相关数量遗传位点 ｃａｐ、ｃａｐ７．２、Ｐｕｎ３位置重
叠，其候选基因 ＭＹＢ３１的核苷酸和蛋白质序列与
ＣａＭＹＢ３１、Ｐｕｎ３／ＣａＭＹＢ３１高度相似［７，１３－１５］。ＣａＫＲ１
是从中国辣椒经图位克隆发现的，无辣味隐性遗传

位点，获得候选基因 ＣＡ１０ｇ１８８４０［１０］。辣椒素含量
的多少决定辣味的高低，呈现数量遗传特征［１６－１８］，

如Ｐｕｎ３就是从辣椒素含量主效ＱＴＬ发现的。
辣椒素类物质是通过香草基胺和支链脂肪酸，

由辣椒素合成酶（ＣＳ）合成的酰胺化合物。苯丙氨
酸经过一系列酶的催化作用，生成香草基胺，其中

关键酶有 ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、Ｃ３Ｈ、ＣＯＭＴ、ＫＡＳ等；８－甲
基－６－壬烯辅酶Ａ的支链脂肪酸由缬氨酸经过系
列酶催化生成，ＢＣＡＴ、ＩＶＤ、ＡＣＬ、ＦａｔＡ、ＡＣＳ等是参
与该途径的关键酶；两者在辣椒素合成酶的催化下
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形成了辣椒素［１９－２２］。Ｍａｚｏｕｒｅｋ等对辣椒素生物合
成途径建立了ＣａｐＣｙｃＭｏｄｅｌ模型，但目前仅了解该
模型中的少量基因，模型中其他基因的具体功能还

需进一步研究［２３］。

得益于辣椒基因组序列的公布和转录组学的

快速发展，辣椒ＭＹＢ转录因子功能的研究也取得了
进展，如调控辣椒素等次生代谢产物的合成。Ｌｉｕ
等发现，ＣａＭＹＢ３７基因与ＡＴ３的启动子结合并激活
其转录，从而调节辣椒素的生物合成［２４］。Ｓｕｎ等还
发现，Ｃａｐ１、ＭＹＢ３１这２个基因通过调控辣椒素合
成途径相关基因的表达，来调控辣椒素的积累［２５］。

Ｓｕｎ等发现，ＣａＭＹＢ１０８受到茉莉酸诱导，参与调控
辣椒素类物质的合成［２６］。

近年来，转录组测序（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡ－
ｓｅｑ）技术已大量应用于基础研究和分子育种等领
域。一些研究者利用该技术对辣椒进行研究，如雄

性不育［２７］、果实形态［２８］、果实着色［２９］、辣椒疫

病［３０－３１］、黄瓜花叶病毒病［３２］、辣度［３３］等。本研究

选取花后３５ｄ的高辣、低辣２种辣椒的胎座，利用
ＲＮＡ－ｓｅｑ技术对差异表达基因进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ等
分析，旨在为以后辣椒辣度相关基因的功能鉴定、

品种选育等提供一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试辣椒材料为Ｂ１－２（高辣）、Ｄ５０（低辣），由

浙江省农业科学院蔬菜研究所提供。试验于２０２３
年３月在苏州农业职业技术学院试验基地进行。田
间试验采取常规田间管理，在辣椒开花后 ３５ｄ采集
辣椒果实中的胎座，分别命名为 ＷＩＦ（Ｂ１－２）、ＧＩＦ
（Ｄ５０），立即放入液氮速冻，然后转移到 －８０℃超
低温冰箱中保存。试验设置３次生物学重复。
１．２　转录组测序

采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂法提取辣椒胎座中的全部
ＲＮＡ，按照试剂盒说明书完成操作步骤。由南京诺
唯赞生物科技有限公司完成转录组测序工作。通

过 ３种方法检测 ＲＮＡ样品，ＲＮＡ的纯度由
Ｎａｎｏｄｒｏｐ检测（Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ比值），ＲＮＡ的浓度由
Ｑｕｂｉｔ进行定量，ＲＮＡ的完整性由 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物
分析仪精确检测（ＲＩＮ值）。质检合格后，采用
ｍＲＮＡ捕获磁珠富集真核生物 ｍＲＮＡ，以加热的方
式达到ｍＲＮＡ的片段化。以ｍＲＮＡ为模板，进行一
链ｃＤＮＡ的合成、二链 ｃＤＮＡ的合成、双链 ｃＤＮＡ的

纯化。纯化后的双链 ｃＤＮＡ进行末端修复，加 Ａ尾
并连接测序接头，进行片段大小分选；最后进行

ＰＣＲ扩增，纯化 ＰＣＲ产物，得到最终的文库。采用
Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪对构建好的文库进行质检。
文库质控合格后，根据不同需求 ｐｏｏｌｉｎｇ后，再进行
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ测序。
１．３　差异表达基因的筛选与分析

从ＮＣＢＩ、ＵＣＳＣ、Ｅｎｓｅｍｂｌ等数据库下载参考序
列，对相应样品的原始测序数据进行生物信息分

析。将原始测序数据进行过滤［去除含接头、含 Ｎ
过多（＞５％）或含大量低质量碱基的数据］，进而得
到高质量的测序数据，用于后续信息分析。使用

Ｔｏｐｈａｔ２，利用参考序列进行序列比对分析，根据比
对结果进行质量评估，从而完成第 ２次数据质控。
利用Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ软件完成基因表达定量分析，基因表
达计算方法为 ＦＰＫＭ（每百万映射片段中每千碱基
转录本的片段数）。显著性差异表达基因筛选的标

准为：｜ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜≥１且 ｑ值≤０．０５（ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ为差异倍数，ｑ值为 Ｐ值经过多重检验校正
后的结果）。将差异表达基因与 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ、
ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ数据库对比，利用超几何检验找出显
著性富集的ＧＯ、Ｐａｔｈｗａｙ条目。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测

为了探究辣椒素类物质生物合成途径和转录

因子ＭＹＢ的差异表达基因在２份材料间的表达量，
挑选１６个差异表达基因，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＲＴ－ＰＣＲ）进行检测。ｑＲＴ－ＰＣＲ反应体系为：
１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，１μＬｃＤＮＡ模板，各 １μＬ的
上、下游引物，７μＬｄｄＨ２Ｏ，总反应体积共 ２０μＬ。
反应程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，
５８℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３５个循环；３次重
复。以ＧＡＰＤＨ为内参基因，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设
计特异性引物（表１）。

２　结果与分析

２．１　转录组测序数据质量分析
为了分析２种不同辣度辣椒的转录组水平差

异，将Ｂ１－２、Ｄ５０开花后３５ｄ的胎座进行转录组测
序。ＷＩＦ１、２、３和ＧＩＲ１、２、３分别代表Ｂ１－２和Ｄ５０
的３次生物学重复。经原始测序数据质控、过滤，结
果如图 １显示。６个样本获得的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ在
４９８９８２０６～５８６０２２３０之间，样本产生的 ｃｌｅａｎ
ｂａｓｅｓ在７４０７２９０７００～８７９０３３４５００之间，共得到
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表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ引物序列

基因名称 正向引物（５′３′）　　　　　 反向引物（５′３′）　　　　　

ＬＯＣ１０７８４９６００ ＴＴＡＴＴＧＣＣＧＧＡＡＧＧＣＴＡＣＣＡ ＧＧＧＴＡＡＴＴＧＧＧＣＴＴＧＧＧＴＴＧ

ＬＯＣ１０７８５１７１０ ＴＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＴＴＧＧＡ ＴＴＣＣＡＣＧＴＣＧＡＡＣＡＴＣＴＧＧＴ

ＬＯＣ１０７８５２２０２ ＧＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＡＡＧＡＴＧＴＧＧ ＴＴＣＣＧＧＧＴＡＡＡＴＧＡＣＴＴＧＣＧ

ＬＯＣ１０７８５８７７５ ＡＴＧＧＧＴＡＧＡＣＴＣＣＣＴＴＧＣＴＧ ＴＡＴＣＣＣＴＧＧＣＣＴＣＡＧＧＴＡＧＴ

ＬＯＣ１０７８６２２３１ ＡＧＧＡＣＣＡＴＧＧＡＣＡＣＣＡＧＡＡＧ ＡＧＴＣＣＡＴＣＴＧＡＧＣＣＴＡＣＡＧＣ

ＬＯＣ１０７８６４１８０ ＴＧＴＣＧＴＣＴＡＧＣＧＡＧＧＴＡＴＣＧ ＴＣＣＡＴＣＴＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＧＴＴ

ＬＯＣ１０７８７１２２１ ＴＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＴＴＧＧＡ ＴＴＣＣＣＡＣＧＴＣＧＡＡＣＡＴＣＴＧＧ

ＬＯＣ１０７８７７２２３ ＧＧＣＡＡＴＡＡＡＴＧＧＧＣＴＣＧＣＡ ＧＧＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＣＴＴＧＧＴＴＡ

ＬＯＣ１０７８５１０３７ ＴＣＡＡＧＧＡＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡＣＣＡ ＧＣＣＴＴＴＧＣＴＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＣ

ＬＯＣ１０７８６３９３７ ＧＧＴＴＣＴＴＧＡＡＣＧＣＴＧＧＡＧＴＣ ＣＣＴＴＡＴＧＣＣＧＧＡＧＴＡＣＣＣＴＴ

ＬＯＣ１０７８４５４３７ ＡＴＧＣＴＴＴＧＴＧＴＧＴＴＧＣＣＣＴＴ ＴＧＧＣＣＣＴＡＴＴＧＴＧＡＣＣＴＴＧＴ

ＬＯＣ１０７８６９７５５ ＴＧＧＡＴＴＧＧＡＴＣＡＣＣＧＧＴＴＣＡ ＧＣＡＡＴＡＴＣＡＣＣＧＣＴＧＴＧＧＡＧ

ＬＯＣ１０７８４０２６２ ＣＣＧＣＴＴＴＧＣＣＴＧＴＴＣＴＴＧＡＴ ＣＡＴＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＧＴＧＧＡＧ

ＬＯＣ１０７８４８７７１ ＣＧＧＴＡＴＡＧＣＡＡＣＧＣＧＧＴＴＡＧ ＴＡＡＧＧＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＡＴＣＣＡ

ＬＯＣ１０７８６４１１３ ＣＧＡＧＧＧＡＣＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＣＡ ＧＧＣＣＡＡＧＧＴＴＡＧＣＡＴＣＴＴＣＧ

ＬＯＣ１０７８５９６９２ ＣＧＣＡＣＡＡＧＡＴＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴ ＧＴＡＣＧＣＡＣＴＧＧＴＴＧＡＧＡＴＣＧ

４９．７Ｇｂ的高质量 ｃｌｅａｎ数据。Ｑ２０碱基百分比为
９７．２２％ ～９７．４３％，Ｑ３０碱基百分比为 ９３．３８％ ～
９３７４％，ＧＣ含量为４１．６４％ ～４２．４５％（表２）。以
上结果表明，６组样品转录组测序质量较好，指标符
合要求，可用于后续分析。

将质控后的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行序列比对分析，比
对到参考基因组唯一位置的 ｒｅａｄｓ数在测序有效数

据中的比例为８６．７％ ～８７．８％（表２）。统计比对
到参考序列不同位置的 ｒｅａｄｓ，结果发现，６个样品
比对到外显子区域的比例平均为６５．１６％，比对到
内含子区域的比例平均为１１．２６％，比对到基因间
区的比例平均为２３．５９％（图１），说明比对结果具
有可靠性。

表２　转录组测序数据统计结果

样品名称 原始测序 高质量测序
ＧＣ含量
（％）

Ｑ２０比例
（％）

Ｑ３０比例
（％）

比对到参考基因组的序列数及所占比例

（％）

ＷＩＦ１ ５３８９３０８０ ５３７９３７９０ ４１．６４ ９７．２２ ９３．３８ ４６７２０８３４（８６．９）

ＷＩＦ２ ５５９２７８５２ ５５７７７６５４ ４２．４５ ９７．３１ ９３．５３ ４８９９１７８３（８７．８）

ＷＩＦ３ ４９９９６４２４ ４９８９８２０６ ４１．７８ ９７．３０ ９３．４７ ４３２４２３３６（８６．７）

ＧＩＦ１ ５８７２３６１２ ５８６０２２３０ ４１．８０ ９７．３１ ９３．５０ ５０９９２１８１（８７．０）

ＧＩＦ２ ５６６２６６７４ ５６４２７２９０ ４１．７３ ９７．３０ ９３．５２ ４９０６０２３６（８６．９）

ＧＩＦ３ ５６９３２８７４ ５６８１０６５２ ４１．７６ ９７．４３ ９３．７４ ４９４３７４６８（８７．０）

２．２　基因表达分析
基因表达的箱线图可以显示各个样本基因表

达水平的离散程度。如图 ２所示，ＷＩＦ１、ＷＩＦ２、
ＷＩＦ３和 ＧＩＦ１、ＧＩＦ２、ＧＩＦ３组内样本的表达水平分
布相近，而ＷＩＦ、ＧＩＦ组的基因量分布较远，说明不
同辣椒材料在基因表达水平差异显著。

样品间基因表达水平相关性可以检验试验可靠

性和样本选择是否合理，本试验采用３次生物学重复，
从表 ３可以看出，２个材料重复处理间的皮尔逊
（Ｐｅａｒｓｏｎ）相关系数的平方（ｒ２）都大于０．９，说明试验数

据可靠。

２．３　差异表达基因分析
利用 ＤＥＳｅｑ２软件对辣椒各样本的转录组数据

进行分析，以｜ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜≥１且 ｑ值≤０．０５
作为显著性差异表达基因筛选的标准。２个不同辣
度辣椒的差异基因分布用火山图来表示（图３），其
中红色代表显著上调的基因，绿色代表显著下调的

基因，蓝色代表无显著性差异的基因。结果表明，

ＷＩＦ组与ＧＩＦ组之间鉴定出１５７０个差异表达基因，
其中６７３个ＤＥＧ表达上调，８９７个ＤＥＧ表达下调。
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表３　样品间基因表达相关性分析

处理组
ｒ２

ＷＩＦ１ ＷＩＦ２ ＷＩＦ３ ＧＩＦ１ ＧＩＦ２ ＧＩＦ３

ＷＩＦ１ １．００００

ＷＩＦ２ ０．９０２８ １．００００

ＷＩＦ３ ０．９１２１ ０．９４６６ １．００００

ＧＩＦ１ ０．９２３７ ０．８３９４ ０．８８９３ １．００００

ＧＩＦ２ ０．９２６４ ０．８４４９ ０．８８１５ ０．９９３２ １．００００

ＧＩＦ３ ０．９２９５ ０．８４４６ ０．８８５１ ０．９８８５ ０．９９３０ １．００００

２．４　差异表达基因的ＧＯ功能富集分析
对差异表达基因进行 ＧＯ功能富集分析，得知

其可分为生物过程、细胞成分、分子功能 ３类（图
４）。生物过程中主要富集了氧化还原反应、光合作

用、光反应等，基因数分别是１５４、４４、３０个。分子功
能过程主要富集了氧化还原酶活性；氧化还原酶作

用于成对供体，伴随分子氧的掺入或还原、四吡咯

结合、单加氧酶活性等，基因数分别为１９５、６３、５４、
５３个。细胞成分过程主要富集了类囊体、类囊体部
分、光合膜、叶绿体类囊体膜等，基因数分别为６７、
５６、５３、４７个。
２．５　差异表达基因ＫＥＧＧ富集分析

对差异表达基因进行 ＫＥＧＧ富集分析，其中显
著（Ｐ＜０．０５）富集的通路有２８条，共１０３２个差异
表达基因；图５展示的是丰度排名前２０位的 ＫＥＧＧ
富集通路。涉及到的通路按照显著性差异水平由

高到低依次是：光合作用 －天线蛋白，次级代谢产
物的生物合成，类黄酮生物合成，异黄酮生物合成，

芪类、二芳基庚烷和姜辣素生物合成，代谢途径，二

萜生物合成，光合作用，柠檬烯和蒎烯降解，苯丙烷

代谢，类胡萝卜素合成，激素信号转导，角质、木栓

质和蜡质生物合成，不饱和脂肪酸的生物合成，黄

酮和黄酮醇的生物合成，淀粉和蔗糖代谢，亚油酸

代谢，α－亚油酸代谢，卟啉和叶绿素代谢，其他聚糖
降解。

２．６　辣椒素类物质生物合成途径的差异表达基因
辣椒素的生物合成模型中共鉴定出１１个差异

表达基因（表４），包含２个ＢＣＡＴ（支链氨基酸转移
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酶）、２个 ＰＡＬ（苯丙氨酸解氨酶）、１个 Ｃ４Ｈ（肉桂
酸－４－羟化酶）、２个４ＣＬ（４－香豆酰 －ＣｏＡ连接
酶）、１个 ＣＯＭＴ（咖啡酸转甲氧基酶）、２个 ＫＡＳ
（β－酮脂酰 －ＡＣＰ合成酶）、１个 ＡＴ（脂肪酰转移
酶）。在１１个差异表达基因中，有 １个 ＢＣＡＴ和
１个 ＫＡＳ基因上调表达，其余基因皆为下调
表达。

２．７　转录因子ＭＹＢ的差异表达基因
在２个辣椒样本差异表达基因库的基础上，对

参与的ＭＹＢ转录因子进行筛选，共鉴定出８个差异
表达基因（表 ５）。其中 ３个 ＤＥＧ表达上调，５个
ＤＥＧ表达下调。ＬＯＣ１０７８４９６００差异倍数最高，为
１．９５８８４倍，ＬＯＣ１０７８６４１８０差异倍数最低，仅为
１．００４０３倍。

表４　辣椒素类物质生物合成途径相关的差异表达基因

基因家族 基因编码酶 基因名称 差异倍数 Ｐ值 ｑ值

ＢＣＡＴ 支链氨基酸转移酶 ＬＯＣ１０７８５１０３７ －１．０６３７１ ０．００００５ ０．０００５９５

ＬＯＣ１０７８６７２９６ １．２００５７ ０．００００５ ０．０００５９５

ＰＡＬ 苯丙氨酸解氨酶 ＬＯＣ１０７８４３０９９ －１．３８７３８ ０．００００５ ０．０００５９５

ＬＯＣ１０７８６３９３７ －１．５７３６５ ０．００００５ ０．０００５９５

Ｃ４Ｈ 肉桂酸－４－羟化酶 ＬＯＣ１０７８７５４０７ －１．３２１６７ ０．００００５ ０．０００５９５

４ＣＬ ４－香豆酰－ＣｏＡ连接酶 ＬＯＣ１０７８４５４３７ －２．２７９７１ ０．００２４０ ０．０１４９８１

ＬＯＣ１０７８６９７５５ －１．０１４７９ ０．００００５ ０．０００５９５

ＣＯＭＴ 咖啡酸转甲氧基酶 ＬＯＣ１０７８４０２６２ －１．２４２１７ ０．００００５ ０．０００５９５

ＫＡＳ β－酮脂酰－ＡＣＰ合成酶 ＬＯＣ１０７８４８７７１ －１．２８０５５ ０．００００５ ０．０００５９５

ＬＯＣ１０７８６４１１３ １．１６２６４ ０．００００５ ０．０００５９５

ＡＴ 脂肪酰转移酶 ＬＯＣ１０７８５９６９２ －１．１９６６８ ０．００００５ ０．０００５９５
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表５　转录因子ＭＹＢ的差异表达基因

基因名称 基因描述 差异倍数 Ｐ值

ＬＯＣ１０７８４９６００ Ｍｙｂ相似蛋白３０８ １．９５８８４ ０．００００５

ＬＯＣ１０７８５１７１０ 转录因子ＭＹＢ相似蛋白１０８ －１．６４０１４ ０．００１００

ＬＯＣ１０７８５２２０２ 转录因子ＭＹＢ８６ －１．３５１４０ ０．００３９５

ＬＯＣ１０７８５８７７５ Ｍｙｂ相似蛋白３０６ １．１１０７６ ０．００００５

ＬＯＣ１０７８６２２３１ Ｍｙｂ相似蛋白３０６ －１．６１０４７ ０．００００５

ＬＯＣ１０７８６４１８０ Ｍｙｂ相似蛋白Ｍｙｂ４ －１．００４０３ ０．００００５

ＬＯＣ１０７８７１２２１ 转录因子ＭＹＢ１０８ －１．０７１５８ ０．００２５０

ＬＯＣ１０７８７７２２３ Ｍｙｂ相似蛋白３０６ １．１６３５９ ０．００２８０

２．８　差异表达基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ分析
为了进一步分析差异表达基因在２个材料果实

发育不同阶段的表达情况，从辣椒素类物质生物合

成途径、ＭＹＢ转录因子差异表达基因中，选择１６个
进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分 析。其 中，ＬＯＣ１０７８４９６００、
ＬＯＣ１０７８５１７１０、ＬＯＣ１０７８７７２２３、ＬＯＣ１０７８６３９３７这 ４
个基因表达量较低，几乎不表达。由图６可见，在７
个发育阶段，Ｂ１－２的ＬＯＣ１０７８４５４３７表达量都大于
Ｄ５０，该基因在Ｂ１－２胎座第６天的表达量最大，随
后逐渐减小。除了在转色期第１０天阶段，在其余６
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个阶段，Ｂ１－２的ＬＯＣ１０７８６９７５５基因表达量都大于
Ｄ５０，在成熟绿果期达到最大值。ＬＯＣ１０７８４０２６２基
因整体表达量都较高，除了成熟绿果、转色期绿果

阶段，Ｂ１－２表达量都大于Ｄ５０，并且Ｂ１－２在胎座
第１６天的表达量最高，随后表达量逐渐降低。从第
１６天胎座开始的果实发育阶段，Ｂ１－２的
ＬＯＣ１０７８６４１１３ 基 因 表 达 量 都 比 Ｄ５０ 高；
ＬＯＣ１０７８４０２６２基因，Ｂ１－２表达量的峰值出现在胎
座第１６天，之后随着果实发育表达量逐步减少。几
乎在 所 有 的 果 实 发 育 阶 段，ＬＯＣ１０７８５２２０２、
ＬＯＣ１０７８６２２３１、ＬＯＣ１０７８７１２２１、ＬＯＣ１０７８４８７７１这 ４
个基因在Ｂ１－２的表达量都小于Ｄ５０。

３　讨论与结论

本研究利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ测序技术，对不同辣度
的辣椒材料 Ｂ１－２、Ｄ５０开花后３５ｄ果实的胎座进
行转录组分析。ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ测序结果得到的数
据量较大，试验效率较高，同时成本低，因此可用于

辣椒辣度的转录组测序研究。通过测序，本研究共

获得３３１３０９８２２条的 ｒｅａｄｓ，总碱基数为４９．７Ｇｂ，
每个样品均获得７．４Ｇｂ以上的碱基。有８６．７％ ～
８７．８％的 ｃｌｅａｎ数据比对到唯一的基因组位点，表
明本研究的高通量测序结果可靠，可以进一步探究

２个材料间辣椒素合成过程中的差异表达基因。对
高辣、低辣２个辣椒材料进行转录组测序分析，通过
ＧＯ、ＫＥＧＧ显著性富集分析，共得到１５７０个差异表
达基因，主要集中在氧化还原反应、光合作用、光反

应等生物过程；氧化还原酶、氧化还原酶活性等分

子功能过程；类囊体、光合膜等细胞成分过程。富

集在光合作用－天线蛋白、次级代谢产物的生物合
成、代谢途径、光合作用、苯丙烷代谢、类胡萝卜素

合成、激素信号转导等信号通路，注释到 ＭＹＢ类型
的转录因子。王红娟等对不同辣度的２个辣椒品种
及其２个不同发育时期的果实进行转录组分析，结
果发现，在辣椒绿熟期阶段，２个辣度品种的差异表
达基因主要富集在光合作用、光捕获、蛋白质 －生
色团连锁中［３３］。

在Ｍａｚｏｕｒｅｋ等建立的ＣａｐＣｙｃＭｏｄｅｌ中，本研究
鉴定出７个模型基因在２份辣椒材料中的差异表
达，共１１个差异表达基因［２３］。王红娟等鉴定到１８
个ＣａｐＣｙｃ模型基因，包括本研究中鉴定出的７个模
型基因（ＢＣＡＴ、ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＯＭ、ＫＡＳ、ＡＴ）［３３］。
其中 ＢＣＡＴ（ＬＯＣ１０７８６７２９６）、ＰＡＬ（ＬＯＣ１０７８４３０９９）、

ＣＯＭＴ（ＬＯＣ１０７８４０２６２）、ＫＡＳ（ＬＯＣ１０７８６４１１３）、ＡＴ
（ＬＯＣ１０７８５９６９２）是２个研究中共同的差异表达基
因。为进一步分析模型中差异表达基因在２个辣椒
材料不同时期、不同组织的表达情况，利用 ｑＲＴ－
ＰＣＲ进行定量分析。ＬＯＣ１０７８４０２６２基因在Ｂ１－２、
Ｄ５０不同时期胎座的表达量都较大，最大出现在
Ｂ１－２第１６天的胎座，除成熟绿果、转色期绿果２
个阶段外，其他５个时期，Ｂ１－２的表达量都大于
Ｄ５０。在胎座的不同发育时期，ＬＯＣ１０７８４５４３７、
ＬＯＣ１０７８６９７５５、ＬＯＣ１０７８６４１１３这 ３个基因，Ｂ１－２
的表达量总体上均显著大于 Ｄ５０。因此，综合转录
组的差异表达和 ｑＲＴ－ＰＣＲ定量分析，４ＣＬ
（ＬＯＣ１０７８４５４３７、ＬＯＣ１０７８６９７５５）、ＣＯＭＴ（ＬＯＣ１０７８４０２６２）、
ＫＡＳ（ＬＯＣ１０７８６４１１３）基因可能具有调控辣椒素合
成的作用。

辣椒素的合成也受到 ＭＹＢ转录因子的调控作
用。周欣根据辣椒基因组序列，克隆了４个Ｒ２Ｒ３－
ＭＹＢ转 录 因 子 （ＣｃＭＹＢ８６、ＣｃＭＹＢ２、ＣｃＭＹＢ４８、
ＣｃＭＹＢ５９），结果发现 ＣｃＭＹＢ８６、ＣｃＭＹＢ２、ＣｃＭＹＢ５９
这３个转录因子参与了辣椒素的合成调控［３４］。张

威等从海南黄灯笼辣椒中克隆并分离 ＣｃＭＹＢ４－２
（ＰＨＵ２２６０９．１）、ＣｃＭＹＢ４－１２（ＰＨＴ９７６２９．１）２个典
型的Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子，推测 ＣｃＭＹＢ４－１２在
辣椒中可能通过抑制木质素和类黄酮代谢途径，从

而调节辣椒素的合成［３５］。Ｓｕｎ等鉴定了 １个
Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子ＣａＭＹＢ１０８，证明它参与调控
辣椒素的生物合成［２６］。本研究中从差异表达基因

中共找到８个 ＭＹＢ家族转录因子，包括 ＭＹＢ１０８、
ＭＹＢ８６、ＭＹＢ３０６等。注释 ＭＹＢ３０６相关蛋白的
ＬＯＣ１０７８５８７７５基因，Ｂ１－２的表达量从第１６天开
始都大于Ｄ５０，但在成熟绿果、转色期绿果、转色期
第５天，在２个材料中都几乎检测不到表达量。注
释ＭＹＢ４相关蛋白的ＬＯＣ１０７８６４１８０基因，Ｂ１－２在
胎座第６天、第２５天、转色后５ｄ、转色后１０ｄ的表
达量均大于 Ｄ５０，在第 ６天的表达量最高。因此，
ＬＯＣ１０７８６４１８０、ＬＯＣ１０７８５８７７５基因可能在积累辣
椒素的个别时期发挥作用。

本研究对高辣辣椒Ｂ１－２、低辣辣椒 Ｄ５０第３５
天胎座的进行转录组测序和分析，共检测到１５７０
个差异表达基因，其中有６７３个上调，８９７个下调。
通过ＧＯ、ＫＥＧＧ富集分析发现氧化还原反应、光合
作用、光合作用 －天线蛋白、次级代谢产物的生物
合成等途径出现大量差异表达基因。辣椒素类物
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质生物合成途径中的４ＣＬ、ＣＯＭＴ、ＫＡＳ可能具有调
控Ｂ１－２辣椒素合成的作用。期待本试验结果可为
后期更深入地研究辣椒素合成的分子机制提供参考，

并为辣椒分子辅助育种和培育新品种提供帮助。
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［２１］ＡｌｕｒｕＭＲ，ＭａｚｏｕｒｅｋＭ，ＬａｎｄｒｙＬＧ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅｇｅｎｅｓ，Ａｃｌ，ＦａｔａｎｄＫａｓ，ｉｎＣａｐｓｉｃｕｍｆｒｕｉｔ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００３，５４（３８８）：１６５５－１６６４．

［２２］ＳｔｅｗａｒｔＣＪｒ，ＭａｚｏｕｒｅｋＭ，ＳｔｅｌｌａｒｉＧＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆ

ｐｕｎｇｅｎｃｙｉｎＣ．ｃｈｉｎｅｎｓｅｖｉａｔｈｅＰｕｎ１ｌｏｃｕｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００７，５８（５）：９７９－９９１．

［２３］ＭａｚｏｕｒｅｋＭ，ＰｕｊａｒＡ，ＢｏｒｏｖｓｋｙＹ，ｅｔａｌ．Ａｄｙｎａｍｉｃｉｎｔｅｒｆａｃｅｆｏｒ

ｃａｐｓａｉｃｉｎｏｉｄｓｙｓｔｅｍｓｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００９，１５０（４）：

１８０６－１８２１．

［２４］ＬｉｕＹ，ＺｈａｎｇＺＳ，ＦａｎｇＫ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ＭＹＢ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｆａｍｉｌｙｉｎｐｅｐｐｅｒａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｓｔｕｄｉｅｓｏｆＣａＭＹＢ３７ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎｃａｐｓａｉｃｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．

ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２２，２３（１９）：１１６６７．

［２５］ＳｕｎＢＭ，ＣｈｅｎＣＭ，ＳｏｎｇＪＬ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＣａｐｓｉｃｕｍ ＭＹＢ３１

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃａｐｓａｉｃｉｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｔｈｅｐｅｐｐｅｒｐｅｒｉｃａｒｐ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２２，１７６：２１－３０．

［２６］ＳｕｎＢＭ，ＺｈｕＺＳ，ＣｈｅｎＣＪ，ｅｔａｌ．Ｊａｓｍｏｎａｔｅ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅＲ２Ｒ３－

ＭＹＢｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｒｅｇｕｌａｔｅｓｃａｐｓａｉｃｉｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ

ｓｔａｍｅｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎＣａｐｓｉｃｕｍ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄ

ＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，６７（３９）：１０８９１－１０９０３．

［２７］ＬｉｕＣ，ＭａＮ，ＷａｎｇＰＹ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｄｅ

ｎｏｖｏａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅａｎｄｉｔｓｎｅａｒ－

ｉｓｏｇｅｎｉｃｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅｉｎｃｈｉｌｉｐｅｐｐｅｒ（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）［Ｊ］．

ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（６）：ｅ６５２０９．

［２８］刘　峰，谢玲玲，弭宝彬，等．辣椒转录组 ＳＮＰ挖掘及多态性分

析［Ｊ］．园艺学报，２０１４，４１（２）：３４３－３４８．

［２９］秦于玲，申龙斌，曹振木．辣椒不同发育时期果实着色的转录组

分析［Ｊ］．分子植物育种，２０２０，１８（１７）：５５７６－５５８３．

［３０］ＷａｎｇＰＹ，ＷａｎｇＬＲ，ＧｕｏＪＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｐｐｉｎｇｏｆａｇｅｎｅ

ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉＬｅｏｎｉａｎｒａｃｅ２ｉｎ
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　　ｐｅｐｐｅｒｌｉｎｅＰＩ２０１２３４（ＣａｐｓｉｃｕｍａｎｎｕｕｍＬ．）［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，２０１６，３６（６）：６６．

［３１］雷　阳，成　妍，乔　宁，等．辣椒苗期抗感疫病比较转录组学

分析［Ｊ］．华北农学报，２０１９，３４（３）：１９４－２０２．

［３２］雷　阳，成　妍，乔　宁，等．辣椒苗期抗感黄瓜花叶病毒病比

较转录组学分析［Ｊ］．中国蔬菜，２０２１（７）：２４－３１．

［３３］王红娟，唐荣莉，蒋晓英，等．辣椒不同发育时期果实的转录组

分析［Ｊ］．西南农业学报，２０２２，３５（３）：５１７－５２５．

［３４］周　欣．辣椒素合成结构基因及 ＭＹＢ转录因子的克隆和功能

验证［Ｄ］．广州：华南农业大学，２０１６：４４－４９．

［３５］张　威，张丽平，吴　丹，等．黄灯笼辣椒 ＭＹＢ４转录因子的克

隆与序列分析［Ｊ］．分子植物育种，２０２３，２１（６）：１８０１－１８１０．

王钰文，钟　鑫，范晓庆，等．基于９６ＫＳＮＰ芯片的谷子抽穗期性状全基因组关联分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２５，５３（６）：３３－４７．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２５．０６．００４

基于９６ＫＳＮＰ芯片的谷子抽穗期性状全基因组关联分析
王钰文１，钟　鑫１，范晓庆１，刘颖慧１，赵治海２，范光宇２，王晓明２

（１．河北北方学院农林科技学院，河北张家口０７５０００；２．张家口市农业科学院谷子研究所，河北张家口０７５０００）

　　摘要：抽穗期是衡量农作物重要性的一个关键指标，它直接影响作物对地区和季节的适应能力。了解不同谷子品
种的适宜种植区域，对于农业生产和实践具有极其重要的意义。为揭示控制抽穗期性状的遗传机制，为开展理想性状

标记辅助选择育种奠定基础，调查了２３０个样本的抽穗期叶姿、刚毛长度、刚毛颜色、护颖颜色、花药颜色、茎秆长度、
茎秆粗度、伸长节间数８个抽穗期性状并进行基因组重测序，拟以水稻抽穗期相关性状为研究对象，利用 Ｒ软件中
ＧＷＡＳｐｏｌｙ方法对水稻抽穗前后的相关性状进行多层次的相关性研究，利用基于１－随机和正双（种群结构＋血缘）的
杂交 Ｑ＋Ｋ（种群结构＋血缘）方法，分别构建分位数－分位数（ＱＱ－Ｐｌｏｔ）和曼哈顿图。筛选与表型相关性显著的 单
核苷酸多态性位点（ＳＮＰｓ），在１０ｋｂ区间找到与表型相关的基因，并对这些 ＳＮＰｓ进行功能注释。明确了每个性状与
其具有显著关联性的染色体位置以及关联度，与抽穗期叶姿、刚毛长度、刚毛颜色、护颖颜色、花药颜色、茎秆长度、茎

秆粗度、伸长节节间数关联的ＳＮＰ的关键位点在９条染色体上均有分布。
　　关键词：谷子；全基因组关联分析；ＳＮＰ；抽穗期性状；候选基因
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　　谷子（Ｓｅｔａｒｉａｉｔａｌｉｃａ）是一种起源于我国的多年
生草本植物，小米是谷子去壳后的产物。谷子是我

国最主要的农作物之一，也是我国陆地生态系统的

核心组成部分［１］，其抗旱节水能力极强，有望成为

我国应对未来全球气候变化的战略性后备作物。

笔者所在课题组前期已经完成了谷子 ＳＳＲ简单重
复序列分子标记的检测［２－３］，为开展谷子分子育种

研究打下了坚实的基础。

近年来，研究人员在基因组层面上开展了一系

列对谷子的研究工作，包括利用重测序技术对重要

农艺性状进行全基因组关联分析（ＧＷＡＳ）［４－５］；利
用杂交分离群体对重要性状进行数量性状基因座

（ＱＴＬ）作图［６－８］，以及抗逆基因的克隆与功能验

证［９－１０］等。谷子是短日喜温的农作物，对光照和温

度敏感，具有显著的地域特征，是开展谷子生态适

宜度评估的基础。通过对谷子的生态适应性评估，

发掘出适应性广的谷子种质，对于培育跨地域适应

性广的谷子新品种有重大的实际应用价值。抽穗

期是反映作物生态适应能力的一个重要指标，还可

以反映作物的生长状况，光照、温度等环境因素对

其有显著影响［１１－１２］。Ｇｕｐｔａ等对 １８４个谷子品种
的产量性状进行了研究，并利用５０对 ＳＳＲ分子标
记对其进行遗传连锁，并将其定位在第５条染色体
上［１３］。Ｊｉａ等对９１６种谷子品种进行重测序，与４７
个性状进行了关联分析［４］。谷子的全基因组测序

工作［１４－１５］已全部完成，但其在全基因组范围内的相
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