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摘 要：利用辣椒的全基因组数据鉴定到 104 个 MADS–box 基因，对它们的理化性质、染色体定位、系统进化

关系、蛋白保守基序和组织表达水平进行分析。结果表明：辣椒 MADS–box 基因家族各成员在染色体上的分布不

均，理化性质差异较大，104 个家族成员编码的氨基酸长度为 100~567 aa，蛋白相对分子质量为 11 203.9~ 63 559.7，

蛋白理论等电点(PI)为 4.63~10.46，系统进化树分析结果表明，辣椒 MADS–box 基因家族可分为 2 大类，与拟南

芥和番茄的进化关系类似；组织表达水平分析结果表明，CaMADSs 主要在花、果实和种子中表达，在叶片中表

达量相对较低，推测 MADS–box 基因可能参与调控果实的发育和成熟。 
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Abstract: In this study, 104 MADS-box genes were identified from pepper by using the whole genome data of pepper, 

and their physical and chemical properties, chromosome location, phylogenetic relationship, protein conserved motifs and 

tissue expression levels were analyzed. The results showed that the members of MADS-box gene family in pepper were 

uneven distribution on chromosomes and their physical and chemical properties were quite different. The length of amino 

acids encoded by 104 family members was 100-567 aa, the relative molecular masses of proteins were 11 203.9-63 559.7, 

and the theoretical isoelectric points(PI) of proteins were 4.63-10.46. Phylogenetic analysis showed that the MADS-box 

gene family of pepper could be divided into two categories, which were similar to the evolutionary relationship between 

Arabidopsis thaliana and tomato. The analysis of tissue expression level showed that CaMADSs were mainly expressed 

in flowers, fruits and seeds, and was less expressed in leaves, speculating that MADS-box gene might be involved in 
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regulating fruit development and ripening.  

Keywords: pepper; MADS-box gene family; gene expression 

 

辣椒(Capsicum annuum L.)是一种重要的蔬菜

和香料作物，由于辣椒素和抗坏血酸含量较高，越

来越被关注[1–2]。研究表明，MADS–box 基因在植

物的发育过程中(尤其是在花器官形成和果实成熟

过程中)发挥重要作用[3–8]。研究人员已经对多种植

物进行了 MADS–box 基因的全基因组分析[9–11]，但

对辣椒 MADS–box 基因研究较少，仅有 4 个辣椒

MADS–box 基因被初步验证功能[12–15]。本研究中，

根据辣椒全基因组序列 [16–17]鉴定了 104 个辣椒

MADS–box 基因，分析了它们的基本信息，包括进

化关系、基因结构、保守基序、染色体定位和种间

共线性，同时预测了它们的亚细胞定位、顺式元件

和表达模式，并通过 qRT–PCR 验证基因表达图谱，

旨在了解辣椒的 MADS–box 家族成员及潜在功能，

为研究 MADS–box 家族在辣椒中的作用提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

供试辣椒材料为野生型‘S8’，由湖南农业大学

园艺学院提供。 

1.2 方法 

1.2.1 辣椒 MADS–box基因的鉴定 

通过蛋白质保守结构域提取号 PF00319 

(SRF–TF 结构域)和 PF01486 (K–box 结构域)从

Pfam数据库(http://pfam.xfam.org/)[18]下载MADS结

构域的隐马尔可夫模型(HMM)图谱，设定截断参数

E≤0.01，运用 HMMER SEARCH 3.0 程序在下载的

HMM 谱中识别含有 MADS 结构域的蛋白质[19]。利

用 SMART(simple modular architecture research tool)

数据库预测辣椒中存在MADS–box保守结构域的候

选蛋白 [20]，参考 2 个高质量的辣椒基因组数据

CM334(http://peppergenome.snu.ac.kr/download.php)和

Zunla–1(http://peppersequence.genomics.cn/)，运用

ExPaSy在线工具(https://web.expasy.org/compute_pi/)

计算相对分子质量和理论等电点 [21]，并通过

softberry online tool(http://www.softberry.com)预测

基因的亚细胞定位。 

1.2.2 保守基序、基因结构和系统发育分析 

运用在线工具 Multiple EM(MEME，https:// 

meme–suite.org/meme/tools/meme)挖掘基序(motif)，

并用 DNAMAN8.0.8(Lynnon Biosoft)进行比对；运

用 Gene Structure Display Server 绘制 CaMADSs 的

基因结构[22]；利用 MEGA–X 程序[23]根据 1000 次步

长检验 (bootstrap test)的相邻连接法 (NJ)构建

CaMADSs 的无根系统发育树，CaMADSs 的完整蛋

白质序列来源于 Zunla–1 参考基因组。 

1.2.3 染色体定位和共线性分析 

利用 Zunla–1 参考基因组获取染色体位置，运

用 TBtools 进行分析和绘图[24]；利用 MCScanX 分

析基因共线性和同线性；通过KaKs_Calculator1.2[25]

计算同义替换率(Ks)和非同义替换率(Ka)。 

1.2.4 启动子区域的顺式元件分析 

运用 PlantCARE在线工具(http://bioinformatics. 

psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)预测 CaMADSs

启动子区顺式元件[26]。 

1.2.5 辣椒 MADS–box基因家族表达分析 

用于RNA–seq分析的原始数据均来源于PepperHub 

(http://PepperHub.hzau.edu.cn/)[27]，通过 Fastqc[28]和

Trimmmatic–0.36[29]过滤低质量序列；利用 HISAT2

比对参考基因组 Zunla–1 序列，获得配对末端测序

读数[30]，并通过 FeatureCounts 计算读数之和[31]；

采用Rv3.6.1中的DESeq2包实现计数数据归一化[32]，

并构建热图。 

1.2.6 总 RNA的提取和 qRT–PCR分析 

取‘S8’的花蕾、完全开放的花、未成熟绿色

果、绿色成熟果、破色期果、成熟果、幼叶、成熟

叶、绿色成熟果中的种子以及成熟果中的种子，采

用 TransZol Up(全式金生物技术有限公司，北京)提

取样品总 RNA，然后使用 Evo M–MLV 预混物(艾

科瑞生物技术公司)合成用于 qRT–PCR 的 cDNA。

按照 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix(诺

唯赞，南京 )20 μL 体系配制反应试剂，通过

LightCycle® 96 实时荧光定量 PCR 仪(Roche，瑞士)

运行 qRT–PCR 程序，以辣椒基因 Capana04g001698

为内参[33]，进行 3 次重复。采用 2−∆∆Ct方法计算基

因相对表达水平[34]。所有引物均通过 GenScript 网站

(https://www.genscript.com/tools/real–time–pcr–taqm

an–primer–design–tool)设计，如表 1 所示。 

http://peppersequence.genomics.cn/
http://pepperhub.hzau.edu.cn/)%5b26
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表 1 用于 qRT–PCR 的基因和引物 

Table 1 Genes and primers used for the qRT-PCR 

基因登录号    正向引物(5'–3')    反向引物(5'–3') 

Capana00g004709 TGTGCTTTGTGATGCTGAGG CCATGCAGGAATCATTGGCA 

Capana02g003248 AAGCTCATGTCAAGGGCTGA GCAGCTCAGAAATGGACTCG 

Capana04g000272 AGTTGAGCAGGAAGGAGACT TGGTTGAAGGCGTAAGGCTA 

Capana07g001940 AGATGCTCGCAACAACTTCC ATACACAAGCCGGAGAGGAG 

Capana08g000973 TACAAAGCGCAGACAAGGTC GAACGTGATAACAGCGGCTT 

Capana11g002005 GCAGCAGCTCAAGTATGTCC GCTGATGGTTGGGTTCCTTC 

Capana04g001698 GCCTAGAAATTTGAGCCTCATT AAGATGGTATTGTTGCTGATGG 
 

1.2.7 统计分析 

使用 SPSS 软件进行数据分析。 

2 结果与分析 

2.1 辣椒 MADS–box 基因家族的鉴定 

依据 HMM MADS 模型找到了 104 个包含在

CM334和Zunla–1基因组数据库的辣椒MADS–box

基因，根据其染色体位置，将其重命名为

CaMADS1、CaMADS2、CaMADS3、…、CaMADS104。

通过分析，其氨基酸序列的长度为 100~567 aa，相

对分子质量为 11 203.9～63 559.7，CaMADS 基因的

等电点(PI)为 4.63~10.46。亚细胞定位的预测结果表

明，除 CaMADS94 (Capana11g001822)存在于胞外

结构中，其余均定位在细胞核中。 

2.2 辣椒 MADS–box 基因的分类和系统发育分析 

运用 MEGA 5.02并采用 NJ 方法构建系统发育

树(图 1)，结果表明，分类结果与拟南芥、番茄类似[10]，

104个基因可分为分支 I和 II，几乎所有只含MADS

结构域的基因都属于分支 I (Capana08g002103 和

Capana12g000929 只含 1 个 MADS 结构域除外)，

其余小部分基因属于分支 II。 

 
黄色圆点代表仅含 MADS 结构域的基因；蓝色圆点代表含有 MADS 结构域和 K–box 结构域的基因；绿色圆点代表仅含 K–box 结构域的基因。 

图 1 辣椒 MADS–box 基因的系统发育分析结果 

Fig.1 Phylogenetic relationships of MADS-box genes in pepper  

分支Ⅱ 分支Ⅰ 
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2.3 辣椒 MADS–box 基因的保守结构域和基因结

构分析 

为深入了解 MADS–box 基因的结构多样性、相

似性及进化关系，分析了内含子–外显子的排列和 

保守基序，从结果(图 2)可以看出，辣椒 MADS–box

基因包含 0～9 个内含子，50%以上的 CaMADS 基

因没有内含子，104 个 MADS–box 基因中只有 21

个(20.2%)含有 5 个以上的内含子。另外，在辣椒

MADS–box 蛋白中鉴定到 8 个保守基序。 

 
图 2 辣椒 MADS–box 基因的基序位置和基因结构 

Fig.2 Gene structure and motif locations of MADS-box genes in pepper 
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2.4 辣椒 MADS–box 基因的染色体定位和种间共

线性分析 

根据辣椒基因组注释，绘制了辣椒 MADS–box

基因的染色体定位及基因共线性图(图 3)。结果表

明，MADS–box 基因不均匀地分布在 12 条染色体

上。辣椒 MADS–box 基因多数集中在 08 至 12 染色

体上，许多被定位在 00 染色体上，01 至 07 染色体

上辣椒 MADS–box 基因数量相对较少，05 染色体

上只有 2 个 MADS–box 基因，03 染色体上只有 3

个 MADS–box 基因。红色曲线表示 5 组 CaMADS

重复基因对，每组重复基因对的 Ka和 Ks值及其比

值(Ka/Ks)列于表 2，重复基因对的 Ka 值为 0.280～

0.329，Ks值为 0.997～2.145。Ka/Ks值为评价进化选

择压力的指标，均小于 1.00，说明辣椒在进化过程

中存在纯合选择。 

 
图 3 辣椒 MADS–box 基因的染色体定位及基因共线性 

Fig.3 Chromosomal locations and synteny of MADS-box genes in pepper 
 

表 2 辣椒 MADS–box 基因的复制基因对 

Table 2 Duplication pairs for MADS-box genes in pepper 

多拷贝基因对 同义替换率(Ka) 非同义突替换率(Ks) Ka/Ks 同义替换位点 非同义替换位点 

Capana02g002640/Capana04g000272 0.319 1.927 0.166 141.500 518.500 

Capana02g003248/Capana11g002006 0.329 2.145 0.154 152.750 555.250 

Capana02g003249/Capana11g002005 0.310 1.373 0.226 155.333 555.667 

Capana04g000859/Capana12g002710 0.280 1.298 0.216 138.833 536.167 

Capana08g002103/Capana12g002710 0.287 0.997 0.288  89.000 331.000 

 

2.5 辣椒MADS–box基因启动子区顺式元件的预测 

本研究鉴定到 7 个细胞发育顺式调控元件，负

责胚乳、分生组织、栅栏叶肉细胞、类黄酮生物合

成和细胞周期调控；预测了 13 个与激素相关的顺 

式元件，涉及乙烯、茉莉酸甲酯、赤霉素、水杨酸

和生长素；还预测到 33 个与胁迫相关的顺式调控元

件，包括非生物胁迫(光、低温、干旱反应和厌氧诱

导)和生物胁迫(创伤响应等)。其中 71 个基因含有参

与ABA反应的ABRE顺式作用元件，73个CaMADSs
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基因含有参与乙烯反应的 ERE 顺式作用元件。 

2.6 辣椒 MADS–box 基因在不同器官中的表达谱

预测 

基于 PepperHub 数据集构建了分层聚类热图

(图 4)，包含了花发育的 9 个时期(F1、F2、…、F9)、

果实发育的 11 个时期(G1、G2、…、G11)、叶片发

育的 10 个时期(L1、L2、…、L10)和种子发育的 11

个时期(S1、S2、…、S11)。基因表达谱显示，辣椒

中大量 CaMADSs 基因在花、果实和种子中高表达，

在叶中低表达。 

 
    F1、F2、…、F9 代表花的 9 个发育阶段；G1、G2、…、G11 代表果实的 11 个发育阶段；L1、L2、…、L10 代表叶片的 10 个发育阶段；S1、

S2、…、S11 代表种子的 11 个发育阶段。 

图 4 辣椒 MADS–box 基因在 4 种组织不同发育阶段的表达量热图 

Fig.4 Heat map representation of pepper MADS-box genes in 4 tissues at different developmental stages 
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2.7 辣椒 MADS–box 基因在果实发育阶段的差异

表达分析 

基于转录组数据集选择了 6个呈现不同表达趋

势的辣椒 MADS–box 基因，CaMADS17 在整个发

育时期均有表达，其中，在果实发育成熟阶段表达

量较高；CaMADS32 在花、果、叶中均有表达，在

果实发育初期表达量较高；CaMADS37 在花和幼果

中的表达量相对较高；CaMADS57 在果实和种子中

表达量较高，且随着果实和种子逐渐成熟，表达量

显著增加；CaMADS59 在各阶段均有表达，在种子

发育成熟时期表达水平尤为突出；CaMADS95 在果

实发育后期和成熟种子中的表达水平较高。通过

qRT–PCR 进行验证，结果(表 3)发现 CaMADS17 表

达量在花、果实和种子发育期间均呈现上升趋势，

在果实成熟阶段达最高值。CaMADS32 在果实发育

初期表达量最高，约为花中的 4 倍，成熟果的 2 倍。

CaMADS37 在花器官中具有较高的表达水平，在其

余组织中几乎无表达。CaMADS57 在成熟果实中表

达量最高，随果实逐渐成熟表达量显著增加，在叶

中表达量接近 0。CaMADS59 在成熟种子中表达量

最高(197.02)，约是花中表达量的 70 倍，成熟果表

达量的 8 倍。CaMADS95 在果实初期几乎不表达，

但随果实发育表达量迅速上升，果实成熟时达到最

高值(216.59)，在成熟种子中的表达量也较高，达

133.70。qRT–PCR 验证结果与表达谱预测趋势基本

一致。 

表 3 辣椒中 6 个 MADS–box 基因 4 种组织不同发育阶段的相对表达量 

Table 3 Relative expression of 6 pepper MADS-box genes in 4 tissues at different developmental stages 

基因名称 
相对表达量 

YFB F IMG MG BR MF YL ML SG SR 

CaMADS17 (0.98±0.03)e (3.37±0.09)d (1.17±0.12)e (1.17±0.12)e (9.89±0.70)c (47.94±3.86)a (0.85±0.08)e (0.86±0.00)e (0.46±0.05)e (23.91±1.90)b 

CaMADS32 (1.01±0.04)d (1.38±0.06)c (4.93±0.35)a (1.49±0.06)c (0.78±0.05)e (2.41±0.16)b (0.56±0.01)f (0.46±0.09)f (0.11±0.01)g (0.59±0.02)ef 

CaMADS37 (0.99±0.01)b (1.08±0.02)a (0.21±0.00)c (0.04±0.00)de (0.01±0.00)fg (0.04±0.00)de (0.00±0.00)g (0.00±0.00)g (0.01±0.00)fg (0.02±0.00)ef 

CaMADS57 (0.98±0.03)f (1.40±0.12)f (4.81±0.05)d (3.94±0.11)e (6.95±0.29)c (19.49±0.89)a (0.01±0.00)g (0.01±0.00)g (3.86±0.20)e (15.70±1.26)b 

CaMADS59 (1.01±0.02)c (2.66±0.03)c (2.67±0.11)c (6.43±0.42)c (4.30±0.21)c (24.45±2.53)b (2.56±0.17)c (3.35±0.18)c (24.32±0.93)b (197.02±13.25)a 

CaMADS95 (0.93±0.07)d (3.22±0.18)d (0.87±0.03)d (16.76±0.18)c (128.92±11.09)b (216.59±14.54)a (0.22±0.05)d (0.19±0.02)d (1.85±0.04)d (133.70±10.20)b 

YFB 花蕾；F 完全开放的花；IMG 未成熟绿色果；MG 绿色成熟果；BR 破色期果；MF 成熟果；YL 幼叶；ML 成熟叶；SG 绿

色成熟果中种子；SR 成熟果中种子。不同小写字母示同行数据的差异有统计学意义(P＜0.05)。 
 

3 结论与讨论 

基因家族的全基因组分析方法是了解基因结

构、进化和功能的有效分析方法。本研究结果显示，

辣椒 MADS 家族中 104 个 CaMADS 基因，与番茄

中 131 个 MADS 家族成员[10]数量接近，推测该家

族在进化中是保守的。对外显子和内含子数量和分

布特征的分析结果表明，大多数 CaMADS 基因具有

相似的结构。表明这些基因在植物发育中的生物学

功能相对保守。 

鉴于基因的表达模式能反映其功能[35]，对不同

生育时期辣椒 MADS–box 基因家族在花、果实、叶

和种子的表达模式进行分析。结果显示，该家族基

因主要在生殖器官中出现高的表达量，在叶片中的

表达量相对较低。qRT–PCR 结果显示，6 个基因的

表达水平均随果实发育升高或降低，可能正向或反

向调控果实发育。 CaMADS17、 CaMADS57、

CaMADS59 和 CaMADS95 随果实的成熟其相对表

达量上升，表明它们可能促进果实成熟。此外，这

4 个基因在成熟种子中表达。根据这些结果推测，

辣椒的 MADS–box 基因可能参与调控果实的发育

和成熟，包括影响果实成熟时间、果实色泽和风味

等[36–39]，这在很多作物，如番茄、草莓等中已经被

验证。CaMADS37 在花器官中的表达水平较高，但

在果实中显著降低，这可能意味着该基因主要参与

花器官发育的调控。此外，CaMADS17、CaMADS32、

CaMADS57 和 CaMADS95 都属于分支 II，推测分支

II 中的转录因子更可能参与调控辣椒果实的发育和

成熟，这与吕山花等[40]的研究结果基本一致。但其

潜在的功能与分子调控机制还需进一步研究。 
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