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摘     要：【目的】  胡椒瘟病是影响胡椒产量的第一大病害，胡椒苯丙氨酸解氨酶（PnPAL）基因是胡椒抗瘟病的关

键基因。探明胡椒 PnPAL 基因家族的基本特征、进化关系及表达模式，以便于其功能研究。【方法】  通过全基因

组查找、鉴定得到 14条胡椒 PnPAL 家族成员，分别命名为 PnPAL1～PnPAL14，并对这 14条序列进行生物信息学及

表达模式分析。【结果】 蛋白质基本信息分析显示，该家族理论等电点在 5.76～9.77，分子量在 7.374 41～83.431 07

kDa。有 7条胡椒的 PnPAL 基因含有 8个 motif和 PLN02457保守结构域，该 7条胡椒 PnPAL 家族成员被进一步鉴定

为胡椒 PnPAL 家族成员。胡椒 PnPAL 家族成员含有诸多胁迫响应元件，特别是水杨酸、茉莉酸甲酯等与抵抗病原

入侵的顺式作用元件。胡椒的 PnPAL 基因位于系统发生树基部位置，表明胡椒的 PnPAL 基因较为古老，与胡椒的

系统地位相似。表达模式分析显示，PnPAL10在受病原诱导后基本呈上调趋势，表明 PnPAL10可能是胡椒抗瘟病的

关键基因。【结论】  对胡椒 PnPAL 基因家族开展了生物信息学及表达模式分析，证明其在抗瘟病中的潜在作用，

筛选到关键家族成员 PnPAL3。
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Abstract: 【Objective】 Basic characteristics and evolutional relationship on the phenylpropane metabolic pathway associated

with the pepper blast disease that ill-affects the cultivation and production of the globally important spice, black peppers, were

studied. 【Method】 The phenylpropane metabolic pathway was believed to be key to the blast resistance of black peppers, and

phenylalanine ammonialyase (PAL) to be the crucial, rate-limiting enzyme in the pathway. Hence, based on the transcriptomics

of  a  resistant  black  pepper  germplasm  the  sequences  of  14  PALs  were  identified  and  named  PnPAL1-PnPAL14.  Their

bioinformatics and expression patterns were analyzed. 【Result】 The gene family had a theoretical isoelectric point between

pH 5.76 and 9.77 with a molecular weight between 7.374 41 kDa and 83.431 07 kDa. Seven of the identified PnPALs contained

8  motifs  and  PLN02457  conserved  domains.  They  belonged  to  the  PnPAL  family  that  consisted  of  many  stress  response

elements, especially salicylic acid, methyl jasmonate, and other cis-acting elements, which are known to resist the pathogenic

invasion.  The PnPALs were  located  at  the  base  of  the  phylogenetic  tree,  being  relatively  old  and  holding  a  status  like  black

peppers. PnPAL10 expressed in an up-regulation trend after a pathogenic induction suggesting a close relation of the gene to

the  blast  resistance  of  the  plant. 【Conclusion】  A  critical  role  the PnPAL  family  played  in  the  blast  resistance  of  black

peppers was positively identified.
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0    引言

【研究意义】胡椒（Piper nigrum L.）被称为“香

料之王”，是胡椒科胡椒属植物，主产我国海南、云

南和广东等地区。胡椒瘟病是由辣椒疫霉菌侵染胡

椒的根系、叶片、花序、果穗、果实等部位而发

病，具有气候依赖性且传染力极强的特点[1]；病情严

重时可导致全园毁灭，严重阻碍胡椒产业发展，缺

乏抗瘟病种质是影响我国胡椒产业发展的主要问

题[2]。因此，筛选胡椒关键基因进行功能验证对植物

材料的遗传改良尤为重要。【前人研究进展】次生

代谢是植物生长发育以及适应环境的重要环节。苯

丙烷途径是响应多种逆境的关键途径，如：紫外线

损伤、病原侵染、机械损伤、低温胁迫等。苯丙氨

酸解氨酶是苯丙烷途径的关键酶和入口酶[3]。玉米的

苯丙氨酸解氨酶（Phenylalanine ammonialyase，PAL）

抵抗甘蔗花叶病毒，与木质素和水杨酸合成有关，

陆地棉和马铃薯等中也有 PAL抵抗病菌侵染的报

道[3−4]。此外苯丙氨酸解氨酶还是合成花青素和类黄

酮等重要的胁迫响应次生代谢物质的必要酶 [5]。目

前，PAL 的生物信息学分析已在水稻、棉花、桑树等

作物中开展，分析结果显示 PAL 基因响应生物和非

生物胁迫反应 [6−8]。PAL 在单双子叶植物分化之前已

完成分化，通常是一个多基因家族，含有 5个左右家

族成员[9]。PAL 家族在不同作物中保守域不同，主要

包括：苯丙氨酸保守结构域、PLN02457和 PLN02457

super  family、 PAL-HAL、 phe-am-lyase和 Lyase

aromatic保守结构域、裂解酶 I类超家族保守结构域

等 [10−11]。然而，各物种所含保守域不同可能行使不

同的生理功能，当归中 PAL催化类似的 β消除反

应，与具有裂解酶 I类超家族保守结构域有关 [12]。

在柱花草中，PAL-HAL是保守的脱氨位点[11]。目前，

胡椒瘟病防控多以预防为主，防控成本极高。在分

子生物学方面对胡椒瘟病的研究也仅限于栽培种与

野生近缘种的比较转录组学研究和抗瘟病基因挖

掘 [13]。项目组前期的转录学结果显示胡椒抗/感种质

（热引 1号、黄花胡椒）差异基因多富集于苯丙烷

代谢途径，且组织化学显示苯丙氨酸解氨酶活性在

抗性种质中较高 [13]。本研究首次开展胡椒 PnPAL 基

因研究。【本研究切入点】苯丙氨酸解氨酶是苯丙

烷途径的入口酶及限速酶，在植物与病原菌互作过

程中具有重要意义。因此，研究胡椒 PnPAL 的家族

特征、进化关系及表达模式，能够为进一步确定胡

椒 PnPAL 基因在抗瘟病中的功能奠定基础。【拟解

决的关键问题】采用在线分析工具及 TB tools工具，

胡椒 PnPAL 的顺式作用元件、motif、外显子和内含

子位置、保守结构域，亲缘关系及接种病原菌下

PnPAL 基因的表达模式，有利于了解胡椒 PnPAL 的

基因功能，便于胡椒新品种选育。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

我国主栽胡椒品种热引 1号（Piper nigrum L.）
全基因组数据来自美国生物信息中心 https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA529758。 

1.2    试验方法 

1.2.1   PnPAL 基因家族成员鉴定　  根据胡椒基因组

注释文件信息，鉴定到胡椒 PnPAL 基因家族成员和

胡椒 PnPAL 的蛋白序列及染色体定位信息，再利用

在线预测蛋白信息工具 Expasy（https://www.expasy.
org/）分析各个 PnPAL 的蛋白质分子质量、等电点和

氨基酸个数，运用 BUSCA在线分析工具预测各 PnPAL
亚细胞定位（http://busca.biocomp.unibo.it/59a16590-35
06-4818-8017-7032b057b649/showresult/）。 

1.2.2   PnPAL 基因结构及进化分析　  根据基因组注

释信息中的外显子和内含子长度分布信息，结合基

因结构显示在线分析工具（GSDS）绘制胡椒 PnPAL
外显子、内含子位置示意图。利用 Mega 5.0（http://
gsds.cbi.pku.edu.cn/）的邻接法构建胡椒各 PnPAL 的

亲缘关系。 

1.2.3   胡椒 PnPAL 保守基序分析　 运用 motif基础上

的序列分析工具（MEME）预测蛋白序列保守基序

（http://meme-suite.org/）和美国生物信息技术中心的

CDD工具分析所得domain和TB tools绘制成图（https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd）。 

1.2.4    胡椒 PnPAL 启动子分析　  利用在线数据库

Plant CARE和 TB tools分析胡椒 PnPAL 起始密码子

上游 2 000 bp的顺式作用元件（http://bioinformatics.
psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）。 

1.2.5   蛋白系统进化分析　  运用美国生物信息中心

的 Blast工具，获得注释信息为苯丙氨酸解氨酶的蛋

白序列，并结合拟南芥（Arabidopsis  thaliana）、烟

草（Nicotiana  tabacum L.）、小麦（Triticum aestivum
L.）、玉米（Zea mays）、水稻（Oryza sativa）、高粱

（Sorghum bicolor）、大麦（Hordeum vulgare L.）、菠

萝（Ananas comosus）、香蕉（Musa nana Lour.）、橡

胶（Hevea brasiliensis）、棉花（Gossypium arboreum）、

油 菜 （Brassica  napus  L.）、 鹅 掌 楸 （Liriodendron
tulipifera）、 牛 樟 （Cinnamomum  micranthum  f.
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kanehirae）、 鳄 梨 （Persea  americana）、 睡 莲

（Nymphaea  colorata）、 无 油 樟 （Amborella
trichopoda）等作物的蛋白序列，采用 Mega5.0的邻

接法分析物种间苯丙氨酸解氨酶的亲缘关系。数据

来源于美国生物信息中心 NCBI（https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/），拟南芥信息网站（https://www.arabidopsis.
org/index.jsp），国家水稻数据中心（http://www.ricedata.
cn/）。 

1.2.6   针刺法接种病原菌　  在扦插苗靠近土层的地

上部用无菌注射器刺 3个小洞，呈三角形，用打孔

器取一块直径为 1 cm的菌丝快，将有菌丝的一面覆

在刺破的洞上，用浸湿的棉花缠绕固定菌块，起到

保湿和固定的作用。 

1.2.7   PnPAL 表达模式分析　  使用 Prime primer 5.0
设计引物，引物见表 1。针刺法在胡椒茎基部接种辣

椒疫霉菌（参照 1.2.6），以接种病原菌后 0、8、12、
24、48 h的胡椒根系为材料，运用 Real Time PCR的

方法分析 7条含有完整保守序列的 PnPAL 表达模式。

  
表 1    实时荧光定量 PCR 分析所用引物

Table 1    Primers used in RT-PCR analysis

基因名称

Gene name
正向引物序列

Forward primer sequence (5′-3′)
反向引物序列

Revers primer sequence (5′-3′)

PnPAL1 GCAAAGGCCGTGACTTTCG TTCATCACCTCGCAGAAAACG

PnPAL2 CGCGGCCAGCTTGAAGAG GCGAGGATGTTAGCGTCGTAGA

PnPAL3 CCGACCACTTGACCCATAAGC GGTCCATCTCATGTGTCATTTGC

PnPAL4 GCTAGGCCCACTCATAGAAGTGA AGTGTTGTCCATGGACACACCA

PnPAL10 CAAAAGCTGAGAAATGTGCTGGT CCGACTTCCCGTTCTCATACTC

PnPAL13 ACAACCAGGACGTCAACTCACTG ACGATGTGCTTGACCACCTCTC

PnPAL14 GGCACAACTCCAAGGTTACGA GTTGGCGTCGTAGCAAACG

内参序列 GTTGGAGATAGGAGCAAGCAGA TCAAAGACCACCCCATCACCT
 
 
 

2    结果与分析
 

2.1    胡椒 PnPAL 全基因组鉴定

如表 2所示，根据基因组注释信息，共鉴定到

14条胡椒苯丙氨酸解氨酶 PnPAL 基因，不均匀分布

在 9条染色体上，其中有 4条位于 2号染色体上，

3条位于 6号染色体上， 3号、 5号、 8号、 9号、

18号、28号和 38号染色体上各含有 1条。理化性质

分析表明，PnPAL 所含氨基酸残基数目在 72～736，

其中 PnPAL14含有的氨基酸残基数目最多，PnPAL8
含有的氨基酸残基数目最少，所编码氨基酸残基数

量均值为 500个。各个 PAL蛋白质分子量在 7.374 41～

83.431 07 kDa，蛋白质平均分子量为 50.933 kDa。胡

椒 PnPAL 编码的蛋白质等电点在 5.76～9.77，平均等

电点为 7.18，其中 PnPAL1、2、3、4、10、13、14为

酸性蛋白（理论等电点 pI＜7），PnPAL5、6、7、8、

9、11、12为碱性蛋白（理论等电点 pI＞7）。亚细

胞分析表明，PnPAL1、 2、 3、 4、 10位于细胞质

中，PnPAL5、7、8、9位于细胞核中，PnPAL6、11位

于叶绿体中，PnPAL12位于内膜系统中，PnPAL13、
14位于质膜中。 

2.2    胡椒 PnPAL 基因结构及进化分析

如图 1所示，运用 mega对鉴定到的 14条 PnPAL
聚类分析表明，PnPAL4、10、3、13、14、1、2、5、

7聚为一类，PnPAL11、12聚为一类，PnPAL6、8聚

为一类，表明胡椒 PnPAL 家族可分为 3个进化单

元。运用 GSDS分析基因结构结果表明，家族成员

外显子个数在 1～5个，内含子个数在 1～4个，其

中 PnPAL2、7、8、12、13没有内含子，PnPAL3、4、

5、10、14含有两个外显子，PnPAL1含有 3个外显

子，PnPAL6含有 4个外显子，PnPAL11含有 5个外

显子，平均外显子个数约为 2个。 

2.3    胡椒 PnPAL 保守基序分析

如图 2所示，在线分析工具 MEME鉴定到 8个

保守基序，命名为Motif1～Motif8。在 14条胡椒PnPAL
中，每条家族成员所包含 motif 0～8个不等，其中

7条 PnPAL 所含 motif个数最多，含有完整的 8个

motif，3条不含有 motif，1条含有 5个 motif，1条含

有 3个 motif。

如图 3所示，NCBI  CDD结果表明， 7条含有

PLN02457结合位点，4条 PnPAL 属于 PLN02457超

家族，1条含有保守结构域 NEMP，1条属于 FNR
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like超家族，1条属于 bHLH-MYC-N超家族。

综上， 7条含有完整 motif的家族成员均含有

PLN02457结合位点，推测此 7条家族成员为胡椒

PnPAL 家族成员。
 

2.4    胡椒 PnPAL 启动子分析

如图 4所示，胡椒 PnPAL 基因家族成员除基本

 
表 2    胡椒 PnPAL 基因家族成员的理化性质

Table 2    Physiochemical properties of PnPAL family in black peppers

名称

Gene name

基因编号

Sequence
ID

染色体定位

Chromosome
nambur

染色体位置

Chromosome
location

编码氨基酸个数

AA
蛋白质分子量

Mw /kDa
等电点

pI

亚细胞定位

Subcellular
localization

PnPAL1 Pn2.1119 2 14526770-14528898- 652 70.242 67 5.84 细胞质 Cytoplasm

PnPAL2 Pn2.1269 2 15529503-15531650+ 715 76.798 79 5.76 细胞质 Cytoplasm

PnPAL3 Pn2.1585 2 18068679-18071787+ 711 77.464 65 5.93 细胞质 Cytoplasm

PnPAL4 Pn2.1713 2 19171638-19174695+ 711 77.495 66 5.87 细胞质 Cytoplasm

PnPAL5 Pn3.4768 3 37507112-37507766- 191 21.420 58 9.77 细胞核 Cytoplasm

PnPAL6 Pn5.1823 5 20214336-20215764- 312 34.470 96 7.75 叶绿体 Chloroplast

PnPAL7 Pn6.2505 6 23152346-23152648- 100 10.668 38 8.93 细胞核 Nucleus

PnPAL8 Pn6.2507 6 23155823-23156041- 72 7.374 41 8.93 细胞核 Nucleus

PnPAL9 Pn6.2506 6 23155093-23155674- 193 20.389 72 7.72 细胞核 Nucleus

PnPAL10 Pn8.2617 8 29114372-29118271- 730 79.494 98 6.04 细胞质 Cytoplasm

PnPAL11 Pn9.116 9 18656999-18659720- 147 16.374 80 7.77 叶绿体 Chloroplast

PnPAL12 Pn18.280 18 240046-240597- 507 57.052 64 8.05 内膜系统 Endometrial system

PnPAL13 Pn28.318 28 2239516-2241801- 761 83.431 07 6.08 质膜 Plasma membrane

PnPAL14 Pn38.78 38 621136-623422+ 736 80.379 55 6.08 质膜 Plasma membrane
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图 1    胡椒 PnPAL 基因家族基因结构分析

Fig. 1    Structure of PnPAL family in black peppers
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注：A为胡椒 PnPAL 进化树，B为 motif分析。

Note: A: PnPAL phylogenetic tree; B: motif analysis.

图 2    胡椒 PnPAL motif 分析

Fig. 2    PnPAL motifs of black peppers
 

 

5′ 3′
0 bp

A B

100 bp 200 bp 300 bp 400 bp 500 bp 600 bp 700 bp 800 bp

pnPAL4

pnPAL10

pnPAL3

pnPAL13

pnPAL14

pnPAL1

pnPAL2

pnPAL5

pnPAL7

pnPAL12

pnPAL11

pnPAL

pnPAL8

PLN02457

PLN02457 superfamily

NEMP

FNR_like superfamily

bHLH-MYC_N superfamily

 
注：A为胡椒 PnPAL 进化树，B为 domain分析。

Note: A: PnPAL phylogenetic tree; B: domain analysis.

图 3    胡椒 PnPAL domain 分析

Fig. 3    PnPAL domain of black peppers
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的顺势作用元件之外，还包括多个与激素和胁迫有

关的顺式作用元件，包括低温响应元件、防御和应

激相关元件、光反应元件以及水杨酸、茉莉酸甲酯

响应元件等，其中含有脱落酸响应元件的 PnPAL 最

多，达 13条，含有茉莉酸甲酯响应元件的 PnPAL 次

之，有 11条，8条含有生长素响应元件，5条含有

赤霉素响应元件，5条含有防御和胁迫相关的元件，

4条含有水杨酸响应元件，4条含有低温响应元件，

1条含有机械损伤响应元件，表明 PnPAL 参与生物

和非生物胁迫响应，在植物防御和激素信号转导方

面至关重要。PnPAL1 所含顺式作用元件最多，达

36个；PnPAL8 所含顺式作用元件最少，仅为 17个，

平均顺式作用元件个数约为 23个，表明 PnPAL 响应

多项逆境，其中 PnPAL1 含有启动子元件明显多于其

他家族成员，PnPAL1 可能响应多项逆境。
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图 4    胡椒 PnPAL 启动子分析

Fig. 4    PnPAL promoter of black peppers
 
 

2.5    蛋白系统进化分析

苯丙烷途径是在裸子植物向被子植物进化过程

中形成的，如图 5所示，本研究将具有完整结构的

7个 胡 椒 PnPAL 基 因 与 拟 南 芥 （Arabidopsis

thaliana）、 烟 草 （Nicotiana  tabacum  L.）、 小 麦

（Triticum  aestivum  L.）、 玉 米 （Zea  mays）、 水 稻

（Oryza  sativa）、 高 粱 （Sorghum  bicolor）、 大 麦

（Hordeum  vulgare  L.）、 菠 萝 （Ananas  comosus）、

香 蕉 （Musa  nana  Lour.）、 橡 胶 （Hevea

brasiliensis）、 棉 花 （Gossypium  arboreum）、 油 菜

（Brassica  napus  L.）、 鹅 掌 楸 （Liriodendron

tulipifera）、 牛 樟 （Cinnamomum  micranthum  f.

kanehirae）、 鳄 梨 （Persea  americana）、 睡 莲

（Nymphaea  colorata）、 无 油 樟 （Amborella

trichopoda）等植物的 PAL 基因进行进化分析，这些

基因主要分为单子叶与双子叶两类。然而，胡椒的

PnPAL 基因均处于双子叶植物的位置，且与木兰类

的 植 物 亲 缘 关 系 较 为 接 近 。 此 外 ， PnPAL1，

PnPAL2，PnPAL13，PnPAL14位于系统发生树的基

部，表明这 4个基因属于较原始的类型；另一方

面，PnPAL3，PnPAL4，PnPAL10位于离系统发生树

基部较近的位置，且与木兰类的植物聚在一起。现

代植物学家普遍承认“真花学说”，认为木兰类的植

物属于较原始的类群，因此，胡椒的 PnPAL 基因较

为古老，与胡椒的系统地位相似[14−15]。 

2.6    胡椒 PnPAL 表达模式分析

对筛选到完整的 7条 PnPAL 进行表达模式分

析，结果表明 PnPAL3、PnPAL10有表达，其余 5条

未检测到信号。其中 PnPAL3和 PnPAL10在接种后

0、8、12、24、48 h的根系中均有表达。如图 6所

示，PnPAL3在接种病原菌初期表达相对较高，这可

能与植物的应激反应有关。如图 7所示，PnPAL10
表达在处理组中基本呈上调趋势，特别是在接种病

原菌后的 24、48 h显著高于对照组基因的相对表

达，表明该基因可能在病原菌侵染胡椒根系过程中

起主要作用。 

3    讨论

基因组测序技术的不断深入以及功能基因组学

的日渐成熟为基因鉴定提供了便利条件，生物信息

学的地位也日益重要。苯丙氨酸解氨酶基因家族应

对各项生物和非生物胁迫，目前，叶小真等在桉树

中克隆获得了 PAL 基因序列并分析其表达模式，发

现该基因在高抗抗焦枯病菌品种中表达最高 [16]；吴

远航等克隆了木薯的 MePAL 基因，并发现该基因可
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受低温胁迫诱导增强表达 [17]；高红胜等克隆了黄瓜

的 CsPAL 基因，发现其在受白粉菌诱导后显著高于

对照 [18]。本研究在胡椒中鉴定到 14条 PnPAL，其中

7条为完整结构，略多于拟南芥、水稻等家族，可能

与胡椒基因组复制有关 [19−20]。植物在进化过程中一

般都比较保守，保守序列可能调控基因表达且含有

相同保守序列的基因行使相同功能，甚至一些属于

相同超家族的蛋白功能也相同 [21]。笔者发现 7条胡

椒 PnPAL 均含有保守的基序，推测它们可能行使相

同功能。

由一个祖先通过基因复制或突变为适应不同环

境而产生一个基因家族 [22]。在植物进化过程中，某

个祖先的倍增和变异可以产生多个家族成员，这些

家族成员可能成簇的分布在一条染色体上，也可能
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图 5    胡椒 PnPAL 系统发育树
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分布在不同染色体上 [23]。胡椒的 PnPAL 家族成员在

染色体上不均匀分布，可能与基因组复制及染色体

重复有关，基因组和染色体重复对物种进化有重要

意义 [24]。内含子的非法交换和变异可能是基因家族

形成的原因 [25]，如植物 12-氧 -植物二烯酸还原酶

（12-oxo-phytodienoic acid reductase，OPR）家族基因

各内含子的位置和长度存在较大差异，故胡椒 PnPAL
成员之间基因结构的差异较大 [26]。

苯丙氨酸解氨酶普遍存在于植物体中，鉴定到

的胡椒 PAL蛋白理化性质、亚细胞定位、酸碱性、

分子量、编码长度等不同，表明胡椒 PnPAL 有较高

的遗传多样性。伴随着物种进化能力逐渐增强，环

境适应能力愈强，均是遗传变异丰富造成的，故遗

传变异是导致遗传多样性的根本原因 [27]。近年来，

越来越多研究表明基因表达调控对基因表达差异起

重要作用 [28]。在胡椒 PnPAL 中，各家族成员之间启

动子略有差异，每个 PnPAL 在不同的生物或非生物

胁迫中起作用；家族成员之间启动子的差异可能是

进化过程中遗传变异导致的；由于各个家族成员所

含启动子不同，启动子对基因表达的调控又有一定

差异，进而表现出 PnPAL 家族成员参与应对不同的

生物和非生物胁迫环境。

胡椒苯丙氨酸解氨酶家族各基因功能还尚不清

晰。本文首次运用胡椒基因组信息，鉴定到胡椒的

PnPAL 家族成员，结合生物信息学方法分析胡椒 PnPAL
基因家族的结构差异，进化关系及表达模式并筛选

到抵抗病原菌的关键家族成员，为进一步验证胡椒

PnPAL 基因功能及响应各项逆境研究提供基础。
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图 6    胡椒 PnPAL3 基因相对表达分析

Fig. 6    Relative expressions of PnPAL3 in black peppers
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图 7    胡椒 PnPAL10 基因相对表达分析

Fig. 7    Analysis on relative expressions of PnPAL10 in black pepper
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