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摘要: 通过对辣椒均一化 cDNA 文库的筛选分离获得了一个与烟草水通道蛋白 NtAQP1 高度同源的 aquaporin
基因全长 cDNA，命名为 CaPIP1。序列分析结果表明该 cDNA 包含有 858 bp 的完整开放阅读框，编码 286 个

氨基酸，具有 6 个跨膜区，2 个 NPA 模序以及植物质膜水通道蛋白高度保守的序列。氨基酸同源性及进化分析

同样表明 CaPIP1 为辣椒水通道蛋白家族新成员。
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Abstract: One 858 bp full-length cDNA clone was isolated from a pepper normalized cDNA library，

which encodes a putative protein composed of 286 amino acids． The full-length cDNA was named CaPIP1． A-
mino acid sequence deduced by CaPIP1 cDNA showed high similarity to NtAQP1 protein from tobacco．
CaPIP1 protein exhibited six transmembrane domains，possessing 2 NPA-motifs and highly conserved se-
quences of plant aquaporin． Amino acid similarity and phylogenetic analysis also indicated that CaPIP1 was a
new member of pepper aquaporin protein superfamily．
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水分是植物生长发育和农作物产量的主要限制因子之一。植物水通道蛋白( aquaporin，AQP) 可通

过提高质膜的渗透性介导水分子或中性小分子在生物膜之间的快速运输过程［1］。水通道蛋白是 MIP
( major intrinsic protein) 家族的重要成员之一，在植物中水通道蛋白可分为四个主要的亚族: 定位于液泡

膜的液泡膜内在蛋白( tonoplast intrinsic proteins，TIPs) ，定位在质膜的质膜内在蛋白( plasma membrane
intrinsic proteins，PIPs) ，类 NOD －26 MIP 蛋白( NOD － 26 － like MIPs，NIPs) 及小分子碱性膜内在蛋白

( small basic intrinsic proteins，SIPs) ［2］。在结构上，水通道蛋白具有 MIP 蛋白家族成员典型的由三个胞

外环和两个胞内环相连的 6 个跨膜区及两个保守的天冬酰氨 － 脯氨酸 － 丙氨酸( Asn － Pro － Ala，
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NPA) 模序［3 － 4］。根据序列同源性及结构特征，质膜水通道蛋白 PIP 又可分为 PIP1 和 PIP2 两个亚组。
两个亚组的成员间表现出不同的表达特征和功能，PIP2 介导了水分子通过质膜的过程，而一些 PIP1 却

不具有转运水的活性［5］。植物中不同 PIP 家族成员参与了多个植物生长发育和响应逆境的过程。研究

表明 PIP 蛋白具有提高叶片转运 CO2，促进光合作用的功能［6 － 8］，并参与到植物根生长及叶片偏上性生

长的过程［9 － 10］，此外 PIP 蛋白还参与 ABA 介导的信号途径介导植物对干旱、冷和盐胁迫的应答过

程［11 － 12］。有趣的是过量表达质膜水通道蛋白 PIP1b 基因的转基因烟草植株在正常生长条件下表现出

较高的生长率、蒸腾速率、光合速率且气孔密度增大，但在干旱和盐胁迫下却没有明显的作用［13］。迄今

为止，在动物及拟南芥、烟草、水稻、棉花、大豆、毛果杨［9 － 12，14 － 16］等植物中均有关于 PIP 基因克隆和功

能的报道，但在辣椒中还未见相关报道。
辣椒( Capsicum annuum L． ) 是一种重要的茄科蔬菜作物，对辣椒中参与生长发育或响应逆境应答

过程的重要调节基因的研究是有效开展辣椒遗传改良的重要基础。质膜水通道蛋白不同家族成员参与

了细胞水分运输过程、植物生长发育和逆境胁迫应答过程，因此本研究通过已建立的辣椒均一化 cDNA
文库筛选获得辣椒 CaPIP1 基因的全长 cDNA，并对其编码的氨基酸结构特征进行分析，为后续研究 PIP
蛋白在辣椒中功能奠定基础，并为有效开展辣椒遗传改良提供可能的理论基础。

1 材料与方法

1． 1 材料

辣椒均一化 cDNA 文库为本实验室构建，滴度为 1． 8 × 106 cfu /mL。辣椒为福建省地方品种 L11。
1． 2 方法

1． 2． 1 辣椒 CaPIP1 蛋白同源 EST 搜索、拼接及文库筛选引物的合成 以拟南芥 PIP1( Q39196) 氨基酸

序列为探针序列，从 GenBank( www． ncbi． nlm． gov) 中比对获得辣椒 EST 序列，通过 DNAMAN 进行重叠

群分析，选取包含有 PIP1 蛋白保守域的共有序列，采用 PRIMER5 软件设计特异性引物: Ca PIP1F: 5' －
CCTTGACCAGGGCTATT －3'; Ca PIP1R: 5' － TGCATCGGTGTTGTAGAT －3'，扩增序列长度为 368 bp。
1． 2． 2 均一化 cDNA 文库的筛选 采用特异性引物对文库进行 PCR 检测，依据 Yim 等［17］的方法，基

于 PCR 技术通过逐级稀释文库，从中获得目的基因阳性克隆。PCR 反应条件为: 94 ℃ 预变性 5 min，

94 ℃变性 30 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，35 个循环，72 ℃延伸 10 min。以通用引物委托上海英

骏生物技术公司测序。
1． 2． 3 序列分析 利用 Blastp ( http: / /blast． ncbi． nlm． nih． gov /Blast． cgi) 搜索 NCBI 蛋白数据库对

CaPIP1 进行氨基酸序列同源性分析; 采用 DNAMAN 软件对基因序列及编码的蛋白质结构进行分析; 采

用 ProtParam ( http: / /web． expasy． org /protparam) 预测蛋白质的相对分子量和理论等电点; 利用 TM-
HMM －2． 0( http: / /www． cbs． dtu． dk /services /TMHMM) 分析 CaPIP1 的跨膜结构; 采用 Mega 5． 01 软件

对 CaPIP1 和拟南芥、烟草等其他物种的水通道蛋白氨基酸序列进行序列比对和分子进化树绘制。

2 结果与分析

2． 1 辣椒 CaPIP1 基因克隆及序列分析

本研究通过文库稀释池法筛选辣椒均一化 cDNA 文库获得 CaPIP1 阳性克隆。测序结果表明该

cDNA 长度为 1 157 bp ，包含有 858 bp 的完整开放阅读框，编码长度为 286 个氨基酸，分子量为 30． 63 ku
的蛋白( 图 1) 。ProtParam 软件预测结果表明该蛋白的理论等电点为 7． 68。
2． 2 辣椒 CaPIP1 基因保守结构域分析

通过 BLASTP 比对蛋白保守区数据库( conserved domain database，CDD) 表明 CaPIP1 含有 1 个跨膜

通道蛋白 MIP ( major intrinsic protein superfamily) 保守区。利用 TMHMM － 2． 0 分析 CaPIP1 的跨膜结

构，表明该蛋白具有水通道蛋白典型的由三个胞外环和两个胞内环相连的 6 个跨膜区( TM) ( 图 2) 。氨
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图 1 CaPIP1 基因的 cDNA 及推定的氨基酸序列

Fig． 1 The cDNA sequence and deduced amino acid sequence of the CaPIP1 gene

基酸序列分析表明该蛋白含有 2 个 MIP 蛋白高度保守的天冬酰氨 － 脯氨酸 － 丙氨酸( Asn － Pro － Ala，

NPA) 模序，在第一个 NPA motif 之后紧跟着一个保守的磷酸化位点( R － K － X － S － X － X － R /K) 。此

外，CaPIP1 含 有 MIP 家 族 蛋 白 的 信 号 序 列 SGXHXNPAVT、植 物 质 膜 水 通 道 蛋 白 特 征 序 列 GG-
GANXXXXGY 和 TGI /TNPARSL /FGAAI /VI /VF /YN 以及水通道蛋白形成相关的高度保守序列 EXXX-
TXXF /L ( 图 3) 。
2． 3 辣椒 CaPIP1 基因同源性及系统进化分析

利用 CaPIP1 氨基酸序列进行 BLASTP 比对，结果表明 CaPIP1 与同科植物烟草水通道蛋白 NtAQP1
( GenBank 登录号: CAA04750． 1) 、马铃薯 MIP 蛋白( ABJ97677． 1) 及矮牵牛通道蛋白( AAL49748． 1 ) 氨

基酸序列同源性分别高达 97%、95% 和 95%，与拟南芥质膜水通道蛋白 AtPIP1; 4 ( Q39196 ) 和 AtPIP1
－ 2 ( NP_182120． 1) 氨基酸序列同源性分别为 85%和 84%。
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图 2 CaPIP1 跨膜结构域预测

Fig． 2 Transmembrane domain prediction of CaPIP1 protein

TM1 － 6 为 6 个跨膜区域，●所示为 NPA 模序，Phosphorylation site 表示的氨基酸( R － K － X － S － X － X － R /K) 为

保守的磷酸化位点，上划线所示分别为 MIP 信号序列 SGXHXNPAVT、植物质膜水通道蛋白特征序列 GGGANXXXX-
GY，TGI /TNPARSL /FGAAI /VI /VF /YN 及水通道蛋白形成相关保守序列 EXXXTXXF /L。

TM1 － 6，six transmembrane domains; ●NPA motifs; R － K － X － S － X － X － R /K，putative Phosphorylation site;

SGXHXNPAVT，conserved signal sequence of MIP family; GGGANXXXXGY and TGI /TNPARSL /FGAAI /VI /VF /YN，typi-
cal conserved sequence of plant PIP1; EXXXTXXF /L，conserved sequence related to formation of aquaporin．

图 3 CaPIP1 蛋白氨基酸序列同源性分析

Fig． 3 Amino acids similarity analysis of CaPIP1 protein

CaPIP1 氨基酸序列与

拟南芥、烟草等物种的水通

道蛋白经 Clustal X 聚类分

析后，采 用 Neighbor － Join-
ing 法，并通过 Mega 5． 01 在

进行 1 000 次 bootstrap 统计

学检测 的 基 础 上 构 建 进 化

树。结果表明，CaPIP1 与水

稻、葡萄、拟南芥、烟草的 PIP1
质膜水通道蛋白处于同一进

化分支上，并与烟草 NtAQP1
的进化距离最近( 图 4)。

3 讨 论

水分的运输直接限制了包括辣椒在内的各种植物的生长发育过程，植物质膜水通道蛋白广泛参与

了植物中细胞水分运输和包括叶片、根的生长发育过程，并介导植物对冷、干旱和盐等非生物逆境的胁

迫应答过程。研究表明辣椒水通道蛋白可能通过作用于根部或叶片，通过调节整个植物内环境参与辣

椒对盐、重金属的胁迫应答［18 － 20］。但先前没有直接的辣椒水通道蛋白克隆被报道。陈儒钢等人报道了

一个可能在低温胁迫过程起调节作用的辣椒 TIP 类水通道蛋白［21］。在本研究中，首次通过高效的文库

稀释池法筛选辣椒均一化 cDNA 文库，获得了一个与烟草质膜水通道蛋白 NtAQP1 高度同源的 aquapor-
in 基因全长 cDNA CaPIP1。CaPIP1 除了具有水通道蛋白典型的由三个胞外环和两个胞内环相连的 6
个跨膜区和 2 个 NPA 模序以外还具有植物质膜水通道蛋白高度保守的序列。氨基酸同源性分析和分
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图 4 辣椒 CaPIP1 蛋白系统发育分析

Fig． 4 Phylogenetic tree analysis of CaPIP1 protein

子 进 化 分 析 结 果 表 明

CaPIP1 与烟草、葡萄、拟 南

芥等物种 PIP1 质膜水通道

蛋白同源性高并处于同一进

化分支上，说明 CaPIP1 应属

于辣椒 PIP1 质膜水通道蛋

白家族新成员。
在辣椒的栽培过程中，

水分的运输不仅与生长发育

相关，还直接影响到植株的

抗逆程度。质膜水通道蛋白

CaPIP1 的首 次 克 隆 为 研 究

辣椒水通道蛋白提供了一定

研究基础。基于 CaPIP1 与

其他质膜水通道蛋白高度同

源( 尤其与研究较深入的烟

草 NtAQP1 ) 的 结 果，推 测

CaPIP1 也可能与已报道的质膜水通道蛋白具有相似功能，可能在辣椒细胞水分运输、内环境平衡或逆

境胁迫应答过程中起作用。但 CaPIP1 在辣椒中的具体作用还需后续对其表达和功能的进一步研究。
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西山的品种明显的区分开来; 还可以将‘苏杨 2 号’与‘东魁’、‘细蒂’等苏州地区主栽品种区分开来，表

明在 DNA 水平上优选单株‘苏杨 2 号’与苏州当地栽培品种存在着一定的差异，证明‘苏杨 2 号’是不

同于其他品种的新品种。
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