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摘要      该文为探究MAPK15基因的结构和功能, 根据冬瓜(Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.)
转录组高通量测序结果, 采用RT-PCR方法从冬瓜中分离得到MAPK15基因的完整编码序列, 命名为

BhMAPK15。序列分析表明, BhMAPK15开放阅读框(ORF)长1 704 bp, 编码567个氨基酸。亚细胞

定位预测表明, BhMAPK15可能定位于细胞核或细胞质。以NCBI数据库为基础, 从数据库中获得

模式植物水稻、拟南芥和其他不同物种间的MAPK15家族成员, 分析该基因与这些成员的氨基酸

序列、保守基序, 并构建系统进化树。经系统进化树分析表明, BhMAPK15属于D组家族成员, 与
甜瓜、南瓜、黄瓜和苦瓜的相似性较高。氨基酸序列和保守基序结果表明, 该基因家族成员保守

性较高。实时荧光定量PCR分析表明, BhMAPK15在不同组织器官中均有表达, 且非生物胁迫处理

可以上调BhMAPK15的表达水平。上述研究结果表明, BhMAPK15基因可能在冬瓜响应非生物胁

迫中发挥作用。
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Abstract       In order to learn the structure and the function of MAPK15 gene, the BhMAPK15 gene was cloned 
from Benincasa hispida (Thunb.) Cogn. by RT-PCR method based on transcriptome database. The sequence result 
showed that this gene contained an ORF (open reading frame) of 1 704 bp in length, which was predicted to encode a 
protein of 567 amino acid residues. Subcellular localization prediction indicated that BhMAPK15 may be located in 
both the cytoplasm and nucleus. Furthermore, BhMAPK15 gene family members were identified from plant species 
including model plant (Oryza sativa and Arabidopsis thaliana) and other different species. The paper characterized 
them based on sequence alignment, conserved domain and phylogeny. And then, homologous comparison and evolu-
tionary analysis revealed that BhMAPK15 had the highest consistency with the MAPK15 of Cucumis melo, Cucurbita 
maxima, Cucumis sativus and Momordica charantia. The results of amino acid sequence and conserved motif analysis 
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showed that the members of this gene family were more conserved. qRT-PCR analysis showed that the BhMAPK15 
was expressed in all tested tissues, and its expression level could be upregulated by abiotic stress treatment. The above 
results indicate that the BhMAPK15 gene plays an important role in the response of abiotic stress.

Keywords        Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.; BhMAPK15; gene cloning; abiotic stress; expression profile

植物在整个生长和发育过程中都会受到非生物胁

迫的影响 , 植物通过进化出复杂的信号转导机制和改

变自身形态结构来响应胁迫 [1]。由于植物自身的特性 , 
它对外界环境的胁迫应答过程主要依靠各种信号转导

途径完成 , 这个过程包括植物对胁迫信号识别、胁迫

传递、受体对胁迫信号识别与传导等几个阶段 [2]。蛋

白质磷酸化是植物细胞信号转导的一种方式 , 主要

通过植物感应部位对胁迫信号进行识别 , 在信号传

递、信号级联放大等一系列过程中发挥重要作用。

MAPK联级途径是重要的信号转导途径之一 , 该途

径包含三种激酶 : 促分裂原活化蛋白激酶激酶激酶

(mitogen activated protein kinase kinase kinase, 
MAP3K)、促分裂原活化蛋白激酶激酶 (mitogen 
activated protein kinase kinase, MAPKK)及促

分裂原活化蛋白激酶 (mitogen activated protein 
kinase, MAPK)[3]。当发生生物或非生物胁迫时, 该
途径通过激活MAPK, 外源信号经联级放大从而将

细胞外信号传递到细胞内 , 最终完成细胞信号转导

的过程[4]。MAPK是一类丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 , 
包含11个高度保守的亚结构域 , 活化区域序列包含

TEY/TDY基序。依据系统发生关系 , MAPK家族可

以分为A、B、C和D 4组[5]。A组包含AtMAPK3/6/10, 参
与生物及非生物胁迫和一些激素反应[6-7]; B组参与细胞

内信号转导及细胞分裂, 包括AtMPK4/5/11/12/13[8]; C组
参与信号转导和胁迫反应 [9]; D组MAPK信息较少 [10]。

前人的研究表明 , MAPK在植物非生物胁迫中发挥

一定作用。例如, LONG等[11]研究表明, 干旱处理后, 
转基因烟草 (Nicotiana tabacum)中GbMPK3增强

其耐旱性 , 能够减少水分的损伤 ; XIONG等 [12]发现 , 
水稻 (Oryza sativa)中的OsMPK5参与对盐胁迫的

耐受性。此外 , MPAK还在植物激素信号传导 [13-16]、

植物生长发育[17-18]、植物抗病等[19-20]方面起到作用。

冬瓜 (Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.)属葫芦

科冬瓜属一年生蔓性草本植物。在冬瓜生长周期中, 
会遭受低温、干旱等非生物胁迫影响 , 对其细胞造

成不同程度的损伤 , 从而导致冬瓜生长发育及品质

受到影响。因此 , 开展冬瓜抗逆研究在冬瓜应用基

础研究和指导生产上尤为重要。目前 , 对冬瓜的研

究集中在种植管理[21-22]、药用价值[23-24]、营养物质[25]、

遗传育种 [26-28]等方面 , 而关于冬瓜抗逆方面研究较

少。迄今为止 , MAPK15基因功能鲜有研究 , 在冬瓜

中尚未见报道。本研究在前期转录组高通量测序结

果的基础上, 克隆了冬瓜BhMAPK15基因, 并检测了

它们在不同时间经受低温、高温和干旱等非生物胁

迫的表达模式 , 以期为后续研究MAPK在冬瓜抗逆

中的功能提供参考。

1   材料与方法
1.1   试验材料

试验材料为“黑皮冬瓜”, 2019年9月播种于福

建省农业科学院作物研究所蔬菜中心实验室。穴盘

育苗, 待幼苗长至三叶一心时, 选择长势一致、无病

害的幼苗分别放入人工恒温气候培养箱进行胁迫处

理。每个处理进行3次重复。具体处理方法见表1。
1.2   方法

1.2.1   冬瓜BhMAPK15基因克隆      利用BioTeke公
司通用植物总RNA提取试剂盒提取RNA, 并用Ta-
KaRa公司PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis 
Kit试剂盒反转录 (具体操作依据说明书 )获得 cDNA
第一链作为模板。基于前期转录组测序结果 , 筛选

比对获得1条MAPK基因序列。根据引物设计原则 , 
利用CE Design V 1.04设计引物(表2)。扩增PCR反应

体系(25 μL): 10× LA Taq Buffer 2.5 μL, cDNA 1 μL, 
上下游引物各1 μL, dNTP Mixture 0.5 μL, TaKaRa LA 
Taq 0.5 μL, ddH2O 18.5 μL。反应程序: 94 °C预变性

4 min; 94 °C变性45 s, 58 °C退火45 s, 72 °C延伸90 s, 
35个循环; 72 °C延伸7 min。用1%琼脂糖凝胶电泳

检测PCR产物, 将目的条带切胶回收, 连接到通用载

体上, 转化到大肠杆菌DH5α, 筛菌后送至铂尚生物

技术公司测序。 
1.2.2   冬瓜BhMAPK15生物信息学分析      用NCBI
在线工具 ORF Finder软件寻找基因的开放阅读

框 (open reading frame, ORF); 采用EXPASY(http://
www.Expasy.org)中的ProtParam、SignalP 4.1 Server
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预测基因编码蛋白的分子量、理论等电点、保守

结构域、信号肽等 ; SOPMA软件分析蛋白质的三

级结构 ; NetPhos 3.1预测磷酸化位点 ; DNAMAN 
6.0软件预测所编码蛋白的亲疏水性、比对多重

序列 ; Wolf Psort(http:/ /wolfpsort.org/)、Cell-Ploc 
2.0(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/)
和ProtComp(http://www.softberry.com/)软件进行亚

细胞定位的预测分析 ; NCBI中Batch CD-Search确
认结构域 ; Mega 5.0软件构建进化树 ; MEME(http://
meme-suite.org/index.html)分析保守基序 ; STRING
在线软件(http://string-db.org/)预测蛋白互作模式。

1.2.3   冬瓜BhMAPK15基因荧光定量PCR分析      根据

序列特异性 , 设计基因荧光定量引物 (表2), 以不同胁

迫处理材料的cDNA为荧光定量PCR模板, EF-1α作为

内参基因。采用SYBR Green染料法 , 参照TaKaRa公
司的SYBR Premix Ex TaqTM试剂盒说明书操作。反应

体系: 5 μL SYBR Premix Ex TaqTM(2×)、0.4 μL Primer 
F(10 μmol/L)、0.4 μL Primer R(10 μmol/L)、0.2 μL 
Rox Reference Dye II(10 μmol/L)、2 μL cDNA、2 μL 
ddH2O。反应程序: 95 °C预变性30 s, 95 °C变性5 s, 
60 °C退火34 s, 40个循环, 结果采用2–ΔΔCt算法进行分

析。

1.2.4   数据处理      试验数据采用Excel 2010和SPSS 
17.0进行整理分析。

表1   样品处理

Table 1   Sample treatment
编号 
Number

处理方法 
Processing method

处理条件

Treatment conditions

  1   4 °C Contrast

  2   4 °C 1 h

  3   4 °C 6 h

  4   4 °C 12 h

  5   4 °C 24 h

  6 42 °C Contrast

  7 42 °C 1 h

  8 42 °C 6 h

  9 42 °C 12 h

10 42 °C 24 h

11 Drought water loss Contrast

12 Drought water loss 1 d

13 Drought water loss 2 d

14 Drought water loss 3 d

15 Drought water loss 4 d

16 Different tissue Root

17 Different tissue Stalk

18 Different tissue Leaves

19 Different tissue Flower

表2   冬瓜BhMAPK15基因克隆和表达分析引物

Table 2   Primers used for gene cloning and expression analysis of BhMAPK15 in B.hispida
引物名称 
Primers name

引物序列(5ʹ→3ʹ) 
Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

引物用途 
Application

BhMAPK15-F
BhMAPK15-R

atg gcc atg gag gcc gaa ttc ATG CAG CCC GAT CAG AGA AG
ccg ctg cag gtc gac gga tcc TTA GTA CCA GTT ATT TCC CGG TCC

Gene cloning

BhMAPK15-F
BhMAPK15-R

GAG TTT CTT CTC GGG TAT GA
GTT GTT GGT TCC GTG TTG

Real-time fluorescence quantitative PCR

EF-1α-F
EF-1α-R

ACC GTC TAT CAA GCA CCC
CCA AGT CCG CAG TCA AG

Reference gene
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2   结果
2.1   冬瓜BhMAPK15基因的克隆

利用课题组前期获得的冬瓜转录组测序结果 , 
对MAPK基因进行搜索, 初步得到冬瓜MAPK候选基

因。利用NCBI数据库对候选基因结构域、ORF完
整性等方面进行验证, 最终得到1个具有完整ORF的
MAPK基因序列。根据基因的序列设计ORF引物 , 冬

瓜叶片cDNA为模板, 进行PCR扩增, 结果发现大小约

为1 700 bp的cDNA片段 , 与预测片段大小基本一致。

测序后, 得到基因完整的ORF序列, 大小为1 704 bp(图
1和图2)。利用Blast软件与已知序列进行同源性比对, 
结果表明 , 该基因编码的氨基酸序列与甜瓜、黄瓜

的同源性高。由此证实 , 我们获得了1条冬瓜MAPK
基因, 命名为BhMAPK15, 在GenBank登记注册, 登录

图1   冬瓜BhMAPK15基因ORF扩增结果

Fig.1   Electrophoresis results of ORF in BhMAPK15

M 2000

2 000 bp

1 500 bp

     750 bp

    500 bp

    250 bp

    100 bp

BhMAPK15

方框内为起始密码子(ATG)和终止密码子(TAA); *代表终止子; 奇数行为核苷酸序列; 偶数行为氨基酸序列。

The initiation codon (ATG) and termination codon (TGA) were labeled by box; *indicates the termination coden; odd lines represent nucleotide se-
quences; even rows represent amino acid sequences.

图2   冬瓜BhMAPK15核苷酸序列及其相应的氨基酸序列

Fig.2   Nucleotide and putative amino acid sequences of B.hispida

Nucleotide sequences
Acid sequences
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号为MT501727。 
2.2   冬瓜BhMAPK15氨基酸序列分析 

利用ProtParam对BhMAPK15编码的氨基酸序列

与其相似性较高的15个作物和模式植物拟南芥、水

稻的MAPK15序列进行预测分析。结果如表3所示, 其
中18个MAPK15基因所编码的氨基酸长度相差较大 , 
在498~571个氨基酸(amino acid, aa)不等。氨基酸比例

相差较小, 碱性氨基酸数量均多于酸性氨基酸, 属于碱

性蛋白。进一步分析18个MAPK15蛋白的特征。18个
MAPK15基因编码蛋白的分子量范围56.97~64.87 kDa, 
等电点在7.70~8.98。不稳定系数在34.72~43.02, 稳
定蛋白占比高于不稳定蛋白, 占总数的76.47% 。
2.3   冬瓜BhMAPK15二级结构预测与亲 /疏水性

分析

利用SOPMA预测BhMAPK15蛋白二级结构 , 
结果显示 , 无规则卷曲 (random coil)、α螺旋 (alpha 
helix)为该蛋白主要构成元件 , 分别占蛋白总氨基酸

的41.80%和40.92%; 利用Phyre2预测BhMAPK15蛋
白三级结构, 结果如图3所示。

利用DNAMAN 5.0对BhMAPK15氨基酸序列

预测分析。结果 (图4A和图4B)表明 , BhMAPK15第

219位的半胱氨酸(Cys)分值最高(2.61), 疏水性最强, 
第130位的苯丙氨酸(Phe)分值最低(–1.86), 亲水性最

强。同时从图4A和图4B可以看出, 亲水性氨基酸与

疏水性氨基酸在分值区中均有存在 , 但负值区氨基

酸数值占比大于正值区, 具有大量亲水氨基酸, 这与

Protaram预测结果一致。                  
2.4   冬瓜BhMAPK15生物活性分析与亚细胞定

位预测

BhMAPK15蛋白跨膜结构预测表明, BhMAPK15
不存在跨膜结构, 均位于膜外。SignalP 4.1 Server预测

BhMAPK15不具有典型的信号肽剪切位点 , 属于非分

泌蛋白。NetPhos 3.1 Server中的磷酸化位点预测结果

显示, 该蛋白共51个磷酸化修饰的位点, 其中Ser位点

23个、Thr14个、Tyr14个。

利用在线分析软件Wolf Psort、Cell-Ploc 2.0和
ProtComp分析BhMAPK15的亚细胞定位, Wolf Psort
预测结果表明, BhMAPK15定位于细胞核、细胞

质, K值分别为3和8, 其定位于细胞质的可能性最大; 
Cell-Ploc 2.0预测结果显示 , BhMAPK15定位于细胞

核; ProtComp预测结果显示, 细胞核和细胞质的预测

分值较高 , 分别为11.41和12.16。综合上述结果 , 推

表3   冬瓜与其他作物MAPK15基因的基本信息

Table 3   List of MAPK15 genes in B.hispida and other plants

作物

Plant
登录号

GenBank NO

氨基酸数

Number of 
aa

分子量/kDa
Molecular 
weight /kDa

理论等电点

PI

不稳定系数

Instability 
index

氨基酸比例/%
Amino acid ratio /%

酸性氨基酸

(Asp+Glu)
碱性氨基酸

(Arg+Lys)

Benincasa hispida MT501727 567 64.65 8.81 37.85 71 80

Cucumis melo XM_008460322.2 566 64.53 8.81 38.47 71 80

Cucumis sativus XM_011658338.2 566 64.42 8.81 39.36 71 80

Cucurbita maxima XM_023150266.1 566 64.56 8.81 38.65 71 80

Glycine soja XM_028385980.1 571 64.87 8.64 41.45 73 80

Gossypium hirsutum XM_016892503.1 555 63.47 8.76 41.12 72 80

Hevea brasiliensis XM_021792368.1 562 64.10 8.75 34.72 71 79

Malus domestica XM_008355023.3 564 64.08 8.81 36.32 72 81

Momordica charantia XM_022282796.1 566 64.62 8.81 41.67 71 80

Prunus avium XM_021950774.1 560 63.67 8.82 37.38 72 81

Prunus mume XM_008224804.1 560 63.60 8.72 37.65 72 80

Pyrus x bretschneideri XM_009341653.2 564 64.12 8.80 35.38 72 81

Quercus lobata XM_031118432.1 564 64.11 8.73 36.30 73 81

Ziziphus jujuba XM_016032771.2 559 64.29 8.73 37.22 73 81

Arachis hypogaea XM_029290297.1 561 63.75 8.98 39.65 71 83

Juglans regia XM_018984996.1 562 64.08 8.65 37.68 73 80

Arabidopsis thaliana At1g73670 555 62.43 7.70 43.02 74 75

Oryza sativa XP_015637400 498 56.97 8.43 38.91 65 69
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测BhMAPK15可能定位于细胞核或细胞质。

2.5   冬瓜BhMAPK15氨基酸序列比对

利用NCBI数据库中CDD进行功能结构域分析, 
结果显示, BhMAPK15均属于含TDY的MAPK成员, 
含有ATP结合位点、多肽物底物结合位点A-loop等

多种保守的活性位点。仅含1个超家族结构域, 位于

26~361个氨基酸位点间(图5A)。利用DNAMAN将

BhMAPK15编码的氨基酸序列与其他六种作物进行

比对(图5B), 比较氨基酸570个, 保守氨基酸561个, 
其中完全保守氨基酸467个, 占82.51% 。

图3   冬瓜BhMAPK15三级结构预测

Fig.3   Predicrion of BhMAPK15 tertiary structure in B.hispida

A: BhMAPK15氨基酸序列的疏水性分析; B: BhMAPK15氨基酸序列的亲水性分析。

A: analysis on the hydrophobicity of the amion acid sequence of BhMAPK15; B: analysis on the hydrophily of the amion acid sequence of BhMAPK15.
图4   冬瓜BhMAPK15蛋白亲疏水性分析

Fig.4   Hydrophobicity/hydrophilicity prediction of BhMAPK15 in B.hispida
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2.6   冬瓜BhMAPK15氨基酸序列进化树分析

利用 MEGA 5 .0构建冬瓜、拟南芥和水稻

MAPK15的同源进化树。从进化树 (图 6)上可以看

出 , 冬瓜BhMAPK15属于D组的MAPK成员 , 与At-
MAPK16聚为一类 , 亲缘关系最近。进一步分析冬

瓜BhMAPK15氨基酸序列与其他不同物种间的亲

缘关系 (图7), 根据构建的进化树结果 , MAPK成员

大致可以分为 I、II两组 , BhMAPK15与同为葫芦科

的甜瓜 (Cucumis melo, XM_008460322.2)、南瓜 (Cu-
curbita maxima, XM_023150266.1)、黄瓜 (Cucumis 

sativus, XM_011658338.2)和苦瓜(Momordica charantia, 
XM_022282796.1)聚为一支 , 说明BhMAPK15蛋白与

它们之间的亲缘关系相对较近 , 与豆科的野生大豆

(Glycine soja, XM_028385980.1)、花生 (Arachis hypo-
gaea, XM_029290297.1)亲缘关系较远。

2.7   冬瓜BhMAPK15保守基序分析

对冬瓜、水稻、拟南芥和其他不同物种间的

MAPK蛋白序列进行保守基序 (motif)分析 , 18条蛋

白序列最终得到 18个保守基序 , 每条蛋白序列分

布情况如图8所示。结果表明 , I组14个成员中除了

A: BhMAPK15保守结构域分析 ; B: 冬瓜BhMAPK15与其他物种氨基酸序列的多重比对 ; 方框内为TEY三肽模体结构。BhMAPK15.冬瓜

(MT501727); CumMAPK15.甜瓜(XM_008460322.2); CsMAPK15.黄瓜(XM_011658338.2); CmMAPK15.南瓜(XM_023150266.1); GhMAPK15.棉花

(XM_016892503.1); ZjMAPK15.枣(XM_016032771.2); GsMAPK15.野生大豆(XM_028385980.1)。
A: conserved domain analysis of BhMAPK15; B: multiple alignment of amino acid sequences between BhMAPK15 from B.hispida and 
other plants; the TEY phosphorylation motifs are indicated by box. BhMAPK15.Benincasa hispida(MT501727); CumMAPK15.Cucumis 
melo(XM_008460322.2); CsMAPK15.Cucumis sativus(XM_011658338.2); CmMAPK15.Cucurbita maxima(XM_023150266.1); GhMAPK15.Gossypium 
hirsutum(XM_016892503.1); ZjMAPK15.Ziziphus jujuba(XM_016032771.2); GsMAPK15.Glycine soja(XM_028385980.1).

图5   BhMAPK15保守结构域与多重序列比对分析结果

Fig.5   Conserved domain and multiple sequence alignment analysis results of BhMAPK15
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棉花 (Gossypium hirsutum, XM_016892503.1)、苦瓜

(Momordica charantia, XM_022282796.1)、南瓜 (Cu-
curbita maxima, XM_023150266.1), 其余11条蛋白序

列包含全部18个保守基序。II组成员野生大豆 (Gly-
cine soja, XM_028385980.1)和花生 (Arachis hypogaea, 
XM_029290297.1)均不具有motif18, 分别有保守基序

16和17个。水稻 (Oryza sativa, XP_015615372)和拟南

芥(Arabidopsis thaliana, At1g73670)的保守基序数量与

两组成员相比相差较大 , 水稻有12个保守基序 , 而拟

南芥仅含7个保守基序。

2.8   冬瓜BhMAPK15潜在互作关系

利用STRING在线软件预测BhMAPK15蛋白可

At: 拟南芥; Os: 水稻。蓝色表示A亚家族MAPK; 紫色表示B亚家族MAPK; 绿色表示C亚家族MAPK; 黄色表示D亚家族MAPK。

At: Arabidopsis thaliana; Os: Oryza sativa. Blue indicates MAPK group A; Purple indicates MAPK group B; Green indicates MAPK group C; Yel-
low indicates MAPK group D.

图6   冬瓜与水稻和拟南芥的系统进化树

Fig.6   Phylogenetic tree of MAPK15 proteins in B.hispida, Oryza sativa and Arabidopsis thaliana
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图7   冬瓜与其他物种MAPK15蛋白的系统进化树

Fig.7   Phylogenetic tree of MAPK15 proteins in B.hispida and other species
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能的互作关系(图9)。BhMAPK15蛋白进化树结果

显示, BhMAPK15与AtMAPK16亲缘关系最近, 因
此, 以拟南芥数据库为参考, MAPK16与XPO1A和

XPO1B的互作系数均达到0.938, 与CDC2互作系数为

0.925。XPO1A、XPO1B、CDC2参与了多种细胞生

命活动, XPO1A参与热诱导的氧化应激反应, CDC2
在细胞周期调控中发挥作用。我们推测, MAPK16可
以与XPO1A相互作用来响应非生物胁迫。

图8   冬瓜、水稻、拟南芥和其他物种MAPK15蛋白保守基序

Fig.8   Conserved motifs of MAPK15 proteins from B.hispida, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana and other species
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图9   以拟南芥蛋白质数据库为参考预测BhMAPK15蛋白互作模式

Fig.9   Interaction network of BhMAPK15 based on Arabidopsis protein database 
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2.9   冬瓜BhMAPK15基因的表达分析

2.9.1   BhMAPK15在不同组织中的表达模式分析      为
了研究冬瓜不同组织中BhMAPK15基因的表达模式, 
采用实时荧光定量PCR检测。结果表明, 冬瓜中Bh-
MAPK15基因在根、茎、叶、花中均有表达, 但表达

量有所差异 , 具有一定的表达特异性。BhMAPK15
在茎中表达量最高, 其次是叶和根, 而在花中的表达

量最低(图10)。
2.9.2   BhMAPK15在不同逆境胁迫下的表达模式分

析      为了研究在不同逆境胁迫下BhMAPK15基因

的表达模式 , 采用实时荧光定量PCR检测了冬瓜苗

在低温、高温和干旱条件下基因的表达情况 , 结果

如图10所示, 植株在低温胁迫下, BhMAPK15表达量

在1 h内上升幅度较大, 6~12 h表达量有所下降, 但仍

高于0 h。在高温胁迫前期 , BhMAPK15表达量随着

时间增长而上升 , 在6 h时达到最大 , 随后基因表达

A: 不同组织BhMAPK15基因表达水平; B: 低温处理下BhMAPK15基因表达水平; C: 高温处理下BhMAPK15基因表达水平; D: 干旱处理下Bh-
MAPK15基因表达水平。相同字母表示组间差异不显著(P>0.05); 不同字母表示组间差异显著(P<0.05)。
 A: the BhMAPK15 expression level in different tissue; B: the BhMAPK15 expression level in low temperature treatment; C: the BhMAPK15 expression 
level in high temperature treatment; D: the BhMAPK15 expression level in drought treatment. Those with the same letters indicate that the difference 
between groups is not singificant (P>0.05); those with the different letters indicate that the difference between groups is singificant (P<0.05).

图10   冬瓜BhMAPK15基因在不同组织、低温、高温及干旱胁迫后表达情况

Fig.10   Expression profile of BhMAPK15 gene in different organizations, low, high temperature and drought treatment

量下降 , 24 h时表达量几乎恢复至原来水平。干旱

胁迫处理下 , BhMAPK15表达量呈现先上升后下降

再上升再下降的趋势 , 在第三天时 , 表达量最高 , 约
为0 h的3.2倍 , 与对照组差异显著。结果表明 , 该基

因可能参与冬瓜非生物胁迫响应。 

3   讨论
植物在整个生长周期中会受到低温、高温、干

旱等各类非生物胁迫的影响。为了适应和抵御这些

胁迫 , 植物构建了一套系统的机制来应对它们。促

分裂原活化蛋白激酶联级途径 (MAPK cascades)是
真核生物进化上保守的信号转导系统 , 在调节植物

生长发育、响应生物及非生物胁迫等方面起到重要

作用[29-30]。本研究以转录组测序为基础 , 从冬瓜中克

隆得到1个MAPK家族成员 , 命名为BhMAPK15。Bh-
MAPK15属于D亚家族, ORF全长1 704 bp。为了了解
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MAPK15家族成员生物学信息、进化关系等相关方

面 , 从NCBI数据库中选取15个不同物种作物和拟南

芥 (Arabidopsis thaliana)、水稻 (Oryza sativa) 2种模式

植物的MAPK15进一步分析。通过分析18个MAPK基
因的分子量、理论等电点、不稳定系数、保守基序

等信息发现, 18个MAPK基因差异不大, 表明MAPK15
基因家族成员在进化过程中的保守性较高。

在不同作物研究中发现 , MAPK可能存在于各

种不同的细胞器。程宁等 [31]在桃 (Amygdalus persica)
的研究中发现, MAPK定位于细胞核。在茶树(Camel-
lia sinensis)和番茄(Solanum lycopersicum)研究中发现 , 
MAPK可能定位在细胞核和细胞质中[32-33]。POPESCU
等 [34]研究证明 , MAPK可能存在于细胞质。本研究中

BhMAPK15亚细胞定位预测定位于细胞质和细胞核

中 , 我们推测 , 细胞核中的BhMAPK15可能通过联级

途径激活靶物质来发挥作用 ; 细胞质中的BhMAPK15
则可能通过移动至细胞核作用于核中蛋白或直接作

用于胞质内蛋白来调节相关基因的表达[35-36]。

将冬瓜BhMAPK15基因编码的氨基酸序列与

17个水稻、20个拟南芥的 MAPK序列进行比对, 
构建进化树。结果表明 , BhMAPK15与拟南芥的

AtMAPK16、水稻的OsMAPK14、OsMAPK15氨
基酸序列相似性最高。杨丹丹课题组[37]对水稻

OsMAPK14基因研究发现 , 该基因功能涉及非生物

胁迫应答。根据前期研究结果 , 杨丹丹 [37]对与之同

源性最高的OsMAPK15基因开展研究。结果表明 , 
OsMAPK15基因对干旱、高盐两种胁迫均有应答 , 
而过表达OsMAPK15基因可以提高拟南芥转基因植

株耐受性。OsMAPK15在植物抗病中也发挥一定作

用。已有研究表明 , OsMAPK15基因可能通过调节

水稻的植物激素水杨酸 (salicylic acid, SA)和茉莉酸

(jasmonic acid, JA)信号通路来调控抗性 [38]。以上研

究说明, MAPK家族可能参与胁迫应答, 并在其中有

着重要作用。本研究分析了冬瓜BhMAPK15基因在

不同组织中的表达情况。结果表明 , 所测的组织中

(根、茎、叶、花 )BhMAPK15均有表达 , 根中的表达

量最高。说明BhMAPK15可能在相应器官发育或蛋

白信号转导中发生作用。非生物胁迫下的表达情况

表明 , BhMAPK15在低温、高温、干旱的诱导下 , 均
不同程度被诱导 , 出现表达上调。因此 , 我们推测

BhMAPK15基因在不同胁迫下可能参与不同信号转

导途径。

以拟南芥数据库为参考, 利用STRING软件预测

BhMAPK15蛋白潜在的互作关系。根据预测结果 , 
推测BhMAPK15可能与XPO1A、XPO1B发生互作 , 
通过参与某个联级途径在植物的非生物胁迫反应中

发挥作用。XPO1A、XPO1B属于Exextin家族成员 , 
它们作为一种核输出信号蛋白 , 对植物生长发育起

着至关重要的作用, 参与各类生物学过程, 包括ABA
信号途径调节、非生物胁迫调节等过程。已有研究

表明, 拟南芥中XPO1A能够响应干旱胁迫, 提高抗旱

性 [39-41]。而BhMAPK15与XPO1A、XPO1B能否相互

作用参与调控非生物胁迫过程 , 则需要进一步证实。

后续可以利用质谱分析、酵母双杂交、双分子荧光

互补、染色质免疫共沉淀等方法来对BhMAPK15和
XPO1A、XPO1B之间相互关系进一步进行验证 , 了
解它们在非生物胁迫反应中的响应机制。
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