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摘  要：黄瓜是一种在全球范围内广泛栽培的蔬菜作物，高温等逆境胁迫会影响植株生长发育甚

至导致其产量和品质降低。丝裂原活化蛋白激酶 MAPK 家族在植物逆境响应中起着至关重要的作

用。为研究黄瓜 MPK4 基因的功能及逆境响应机制，本研究克隆了 CsMPK4 基因，其编码 383 个氨

基酸；实时荧光定量聚合酶链式反应(quantitative real-time PCR, qRT-PCR)分析发现该基因在叶和花

中表达量最高，根中次之，在茎和卷须中表达量最低。CsMPK4 定位于细胞核和细胞质，与甜瓜

CmMPK4 亲缘关系最近。过表达 CsMPK4 的黄瓜植株矮化健壮、卷须变短变少、幼苗更耐高温，

幼叶中丙二醛含量降低，过氧化物酶和超氧化物歧化酶活性增强。进一步通过酵母双杂和双分子荧

光互补(bimolecular fluorescence complementation, BiFC)实验证明，黄瓜CsMPK4与缬氨酸-谷氨酰胺

家族因子 CsVQ10 存在蛋白互作，表明 CsVQ10 可能协同 CsMPK4 参与黄瓜高温等逆境胁迫响应。

本研究为深入探讨黄瓜 CsMPK4 逆境应答机制以及黄瓜抗逆育种等奠定了基础。 
关键词：黄瓜；CsMPK4 基因；高温；蛋白互作 
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Function identification of the mitogen-activated protein kinase gene 
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Abstract: Cucumber (Cucumis sativus L.) is one of the most widely cultivated vegetables in the 
world. High temperature and other stress conditions can affect the growth and development of 
this plant, even leading to the decreases in yield and quality. The mitogen-activated protein 
kinase (MAPK) family plays a crucial role in plant stress responses. However, the role of MPK4 
in the stress response of cucumber remains to be reported. In this study, we cloned CsMPK4, 
which encoded 383 amino acid residues. The qRT-PCR results showed that the expression level 
of CsMPK4 was the highest in leaves and flowers, moderate in roots, and the lowest in stems 
and tendrils. CsMPK4 was located in the nucleus and cytoplasm, and it had a close relationship 
with CmMPK4 in muskmelon. The cucumber plants overexpressing CsMPK4 became stronger 
and shorter, with reduced length and quantity of tendrils. Moreover, the transgenic seedlings 
were more resistant to high temperatures, with decreased malondialdehyde (MDA) content and 
increased activities of peroxidase (POD) and superoxide dismutase (SOD) in young leaves. 
Furthermore, the protein-protein interaction between CsMPK4 and CsVQ10, a member of the 
valine-glutamine family, was confirmed by yeast two-hybrid and bimolecular fluorescence 
complementation (BiFC) assays. The results suggested that CsVQ10 cooperated with CsMPK4 
in response to the high temperature stress in cucumber. This study laid a foundation for the 
further study on the stress response mechanism of CsMPK4 and the breeding of stress-resistant 
cucumber varieties. 
Keywords: cucumber; CsMPK4; high temperature; interaction 

 
黄瓜(Cucumis sativus L.)原产于亚热带，属

葫芦科喜温蔬菜，在我国的蔬菜消费中具有重要

地位。黄瓜对栽培条件要求较高，对高温等逆境

胁迫十分敏感，温度过高会严重影响黄瓜生长进

程及生理活动，进而降低其产量和品质，极大影

响经济效益。因此，开展黄瓜高温等抗逆相关基

因功能鉴定及分子机制研究，对增强黄瓜抗逆能

力、提升黄瓜品质等具有非常重要的意义。 
温度上升引起的热应激效应对全球多地的

农业发展均造成严重威胁。高温逆境胁迫会使

植物发生一系列生理和生化变化。这些变化不

利于植物正常生长发育，并且还会大大降低作

物的产量。植物作为不可移动的生物，不断暴

露于高温等非生物胁迫下，因而进化出多种复

杂的应对机制以适应胁迫[1]。丝裂原活化蛋白

激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
家族在调节植物免疫和抗逆过程中发挥着重要

作用。典型的 MAPK 级联由至少 1 个 MAPK、

1 个 MAPK 激酶和 1 个 MAPKK 激酶组成，级

联中最顶层的激酶导致下游的 MAPKK(s)的磷

酸化和激活。激活的 MAPKK(s)依次磷酸化并

激活 MAPK(s)，激活的 MAPK 可以磷酸化多种

下游底物，包括转录因子、激酶等其他结构蛋

白，从而导致细胞反应的激活。 
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高温胁迫会引起细胞膜的流动性改变，互作

蛋白与热变性蛋白的结合能够感知这种变化，释

放出热应激转录因子 (heat stress transcription 
factors, HSF)，激活热应激基因。MAPKs 同样

会被高温诱导激活，调节 HSP 基因的表达，这

可能与热诱导的细胞膜流动性变化和钙信号传

导相关。高温和低温胁迫均会引起植物的细胞

膜流动性变化、钙信号和 MAPK 激活，以及活

性氧(reative oxygen species, ROS)、一氧化氮和

磷脂信号反应，甚至导致相应蛋白质泛素化和

蛋白质降解。 
黄瓜 MAPK 基因家族全基因组鉴定及转录

谱分析发现，在高温、低温、干旱和霜霉病病

原菌处理下，一部分 MAPK 基因特别是 MPK4
的表达水平发生了显著变化 [2]。此外，valine- 
glutamine (VQ)家族成员也参与抗逆反应，在水

稻中 OsMPKK10-OsMPK6-OsWRKY45 级联下

调了 OsVQ1 的活性，OsVQ1 与 OsMPK6 之间

存在反馈回路，说明 OsVQ1-OsMPK6 模块参与

水稻的免疫反应[3]。目前虽然已有一些关于植

物 MAPK 家族的研究，但关于黄瓜 MAPK 成

员的功能鉴定及其与 VQ 家族协同参与抗逆的

研究报道较少。 
本 研 究 克 隆 了 黄 瓜 MAPK 家 族 成 员

CsMPK4，分析了 CsMPK4 基因的表达模式及

其 亚 细 胞 定 位 ， 同 时 转 基 因 超 量 表 达 了

CsMPK4，进行功能鉴定并探讨其高温胁迫应答

效应，进一步通过酵母双杂和 BiFC 实验鉴定

CsMPK4 与 CsVQ10 蛋白互作关系，以期为黄

瓜 CsMPK4 抗高温分子机制的深入研究及抗逆

种质创新与品种选育等奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  植物、质粒载体与菌株 

本研究中黄瓜和本氏烟草等植物材料由重

庆市农业科学院、西南大学园艺园林学院提供

并保存。 
克隆载体 pMD19-T 购自 TaKaRa 公司；亚

细胞定位载体 pCAMBIA1300、转基因载体以及

蛋白互作载体等均由本实验室保存。大肠杆菌

DH5α 和农杆菌 EHA105 等均由本实验室保存。 

1.2  基因克隆 
使用 RNAprep Pure Plant Kit [天根生化科

技(北京)有限公司]提取黄瓜叶片 RNA，经过

PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 
(TaKaRa 公司)反转录获得单链 cDNA，以此作

为 CsMPK4 基因克隆的模板。 
通过 NCBI 数据库中搜索基因序列，在葫芦科

基因组网站(http://www.cucurbitgenomics. org/)进
行 序 列 比 对 ， 找 到 黄 瓜 CsMPK4 基 因

(CsaV3_5G002510.1)，设计 CsMPK4 基因的上游

引物 CsMPK4-F 和下游引物 CsMPK4-R (表 1)。 

1.3  多序列比对及系统发育树分析 
在 NCBI 数据库搜寻并下载黄瓜 CsMPK4

序列，以及水稻 (Oryza sativa)、小米 (Setaria 
italic)、高粱(Sorghum bicolor)、玉米(Zea mays)、
小麦(Triticum aestivum)、葡萄(Vitis vinifera)、
姜 (Zingiber officinale) 、 番 茄 (Solanum 
lycopersicum)、豌豆(Pisum sativum)、甜菜(Beta 
vulgaris) 、 冬 瓜 (Benincasa hispida) 、 甜 瓜

(Cucumis melo)、欧芹(Petroselinum crispum)、
向日葵 (Helianthus annuus)、棉花 (Gossypium 
hirsutum)、拟南芥(Arabidopsis thaliana)、甘蓝

型 油 菜 (Brassica napus) 、 萝 卜 (Raphanus 
sativus)、辣椒(Capsicum annuum)的 MPK4 同源

蛋白序列。使用 MEGA-X 中的 MUSCLE 比对

法进行比对。采用 MEGA-X 软件，使用

neighbor-joining 方法并设置 bootstrap 值为    
1 000，基于 MPK4 蛋白的多序列氨基酸比对结

果来构建系统发育树。 
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表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Name Sequence (5′→3′) Purpose 
CsMPK4-F TGCTGTAAATTCAGAGACCC Gene cloning 
CsMPK4-R GACCAAACATCAATAGCAGC Gene cloning 
CsMPK4-qpcrF ATCGAGTTCTACCACTGCCAC qRT-PCR 
CsMPK4-qpcrR ACAGCAGCACAAACAAGACC qRT-PCR 
CsMPK4-SL-Sal Ⅰ-F GCGTCGACATGGCTACTAAAGAATCGAG Localization 
CsMPK4-SL-Spe Ⅰ-R GGACTAGTAACGCAAAGAGTCGTCCT Localization 
HG-MAPK4-F CCGGAATTCATGGCTACTAAAGAATCGAG Overexpression 
HG-MAPK4-R CCTTAATTAATCAAACGCAAAGAGTCGTCCT Overexpression 
pGADT7-CsMPK4-F CCGGAATTCATGGCTACTAAAGAATCGAG Yeast two-hybrid (Y2H) 
pGADT7-CsMPK4-R CGCGGATCCTCAAACGCAAAGAGTCGTCCT Y2H 
pYC-MPK4-F cccaggcctactagtggatccATGGCTACTAAAGAATCGAGTTCTACC Bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC) 
pYC-MPK4-R atcggggaaattcgtgagctcTCAAACGCAAAGAGTCGTCCT BiFC 
Actin-F ATGGCCGATGCCGAGGATATT qRT-PCR 
Actin-R CTTTTCTCTGTTAGCCTTTGGG qRT-PCR 
The restriction enzyme sites were underlined. The lower letters indicate the sequences used for seamless cloning into the vectors. 
 

1.4  实时荧光定量分析 
分别提取黄瓜的根、茎、花、叶、卷须的

RNA，分析 CsMPK4 基因在不同组织中表达情

况。设计黄瓜 CsMPK4 特异性定量 PCR 引物，

以 ActinF/R 作为内参基因引物(表 1)。以 ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix (南京诺唯赞

生物科技股份有限公司)作为荧光染料，使用

CFX96 定量 PCR 仪进行实时荧光 PCR。PCR
扩增程序为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 10 s，
58 ℃退火 30 s；循环 40 次。实验设 3 次重复，

并通过 2–ΔΔCt 方法分析相对表达量。 

1.5  载体构建 
根据基因编码序列(coding sequence, CDS)

设计亚克隆引物，分别构建黄瓜 CsMPK4 的酵

母表达载体、转基因载体和双荧光素酶融合载体

等 ，引 物如 表 1 所示 。以 中间 克隆 载体

pEASY-CsMPK4 的质粒为模板进行亚克隆，并

分别将亚克隆产物和相应载体双酶切，凝胶电

泳后回收大小正确的条带，进一步使用 Solution Ⅰ
连接酶连接，并转化大肠杆菌。挑选阳性菌斑，

摇菌 12−16 h，送至生工生物工程(上海)股份有

限公司测序，保存阳性菌液备用。 

1.6  亚细胞定位 
采用亚细胞定位载体 pCAMBIA1300，选择

酶切位点 Sal Ⅰ和 Spe I。分别对目的基因片段、

载体质粒双酶切，然后电泳并回收目标条带，连

接获得重组质粒 pCAMBIA1300-CsMPK4。重组

子转化农杆菌，菌液在摇床(200 r/min, 28 ℃)培
养 16−18 h。以实验保存的 35S::GFP 作为对照

(定位于细胞膜和细胞核等部位)。采用无菌注射

器对健康且生长良好的本氏烟叶片进行浸染，

Zeiss LSM 510 META 激光共聚焦显微镜观察。 

1.7  转基因植株的鉴定 
采用本实验室保存的超表达载体 HG，选择

酶切位点 EcoR I/Pac I，构建转基因超表达载

体，然后转入农杆菌 EHA105，浸染黄瓜子叶

并遗传转化，获得转基因黄瓜植株。以转基因

黄瓜植株叶片 DNA 为模板，进行 PCR 扩增和

阳性植株鉴定，收获转基因黄瓜种子。然后与非

转基因黄瓜同期播种，提取叶片 RNA 并反转录，

通过 qRT-PCR检测CsMPK4基因相对表达水平。

同时，对比观察转基因与非转基因株系表型。 
为了分析转基因黄瓜株系对高温逆境胁迫

的应答效应，取适量黄瓜种子萌发，生长 4 周
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后进行高温胁迫处理：37 ℃ 12 h 光照/35 ℃  
12 h 黑暗(高温处理)，60 h 后观察表型，并取黄

瓜叶片测定丙二醛(malondialdehyde, MDA)、过

氧化物酶(peroxidase, POD)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)的含量，重复 3 次。 

1.8  酵母双杂交 
将构建的重组质粒 pGADT7-CsVQ10 转入

Y187 酵母感受态细胞，同时将 pGBKT7-CsMPK4
转入 Y2HGold 酵母。然后分别转化到对应的

SD/-Leu 和 SD/-Trp 酵母营养缺陷型固体培养基

进行筛选，挑选单菌落，将其混合后放入含有

1 mL 2×YPDA 培养基的离心管中，培养 1 d。
再加入 ddH2O 重悬菌体，吹打混匀后吸取 100 μL
涂在 DDO (SD/-Leu/-Trp)固体培养基上，在

30 ℃培养箱倒置培养 2 d。挑取菌斑并移入装

有 0.9% NaCl 溶液的 1.5 mL 离心管中，重悬菌

体吹打混匀，转入 QDO/X/A (SD/-Ade/-His/-Leu/ 
-Trp/X-α-gal/AbA)酵母固体培养基，30 ℃培养

箱静置培养 3 d，观察是否出现蓝色菌斑。 

1.9  双分子荧光互补 
将构建的重组质粒 pVYNE(R)-CsVQ10 和

pVYCE(R)-CsMPK4 以及相应空载体 pVYNE(R)
和 pVYCE(R)分别转化农杆菌，加入 3 mL YEB
液体培养基，培养 16−18 h，然后用无菌注射器

将其注入并浸染烟草叶片，黑暗条件下培养 24 h，
在光照条件下培养 36 h；取样并放于载玻片上，

在激光共聚焦显微镜下观察荧光。 

2  结果与分析 
2.1  黄瓜 CsMPK4 基因的克隆 

提取黄瓜幼叶 RNA，并反转录为 cDNA 后

作为模板，以 CsMPK4-F/CsMPK4-R 作为上下

游引物组合(表 1)，进行 PCR 扩增克隆黄瓜

CsMPK4 基因，经过琼脂糖凝胶电泳后回收目

标条带(图 1)。将目的片段与 pMD19-T 克隆载

体连接，转化大肠杆菌后挑选阳性菌斑测序，

获得黄瓜CsMPK4的 cDNA序列，大小为1 152 bp，
编码 383 个氨基酸。 

2.2  黄瓜 CsMPK4 基因表达分析 
分别选用黄瓜的根、茎、叶、卷须和花等

部位，采用 qRT-PCR 方法分析 CsMPK4 基因在

不同组织的表达情况。发现黄瓜 CsMPK4 基因

在不同组织中表达呈现明显差异，在花和叶中

的表达量最为丰富，其次是根部，在卷须和茎

部的表达量则相对较低(图 2)。 

2.3  系统发育分析 
利用软件 MEGA-X分析黄瓜 CsMPK4与其 

 

 
图 1  黄瓜 CsMPK4 扩增产物的电泳检测 
Figure 1  Electrophoresis analysis of CsMPK4 
amplified products. 
 

 
图 2  黄瓜 CsMPK4 基因组织特异性表达分析 
Figure 2  Expression of CsMPK4 in different 
tissues of cucumber. Different lowercase letters 
represent significant differences. 
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他作物中同源 MPK4 蛋白的系统发育情况(图
3)。结果表明，黄瓜 CsMPK4 蛋白与其他 MPK4
蛋白高度相似。其中，黄瓜 CsMPK4 蛋白与甜

瓜 CmMPK4 蛋白亲缘关系最近、同源性最高，

而与辣椒 CaMPK4 蛋白亲缘关系最远。 

2.4  黄瓜 CsMPK4 的亚细胞定位 
首先通过在线网站 CELLO predicative system 

(http://cello.life.nctu.edu.tw/)对黄瓜 CsMPK4 亚

细胞定位进行预测，发现黄瓜 CsMPK4 蛋白可

能定位于细胞核及细胞质。然后通过注射烟草

叶片瞬时浸染实验，对预测结果进行验证，使

用荧光显微镜能够观察到烟草细胞核和细胞质

内有荧光信号，说明黄瓜 CsMPK4 定位在细胞

质和细胞核中(图 4)。 
 

 
 

图 3  黄瓜 CsMPK4 蛋白与其他物种 MPK4 蛋白的系统发育分析   红色圆点所示为本研究 CsMPK4。    
Figure 3  Phylogenetic tree of MPK4 proteins from cucumber and other species. The red dot indicates the 
CsMPK4 in this study. 

 

 
 

图 4  黄瓜 CsMPK4 在烟草叶片中的亚细胞定位 
Figure 4  Subcellular localization of CsMPK4 in tobacco leaves. 
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2.5  黄瓜 CsMPK4 转基因过表达及表

型鉴定 
2.5.1  黄瓜 CsMPK4 转基因株系表达量检测 

将重组质粒 HG-CsMPK4 转入 农杆菌

EHA105 中，利用农杆菌介导浸染黄瓜子叶，

获得黄瓜转基因阳性植株，留种获得转基因株

系，然后与非转基因对照同时播种。分别提取

幼苗期叶片 RNA，反转录为 cDNA，实时荧光

定量 PCR 检测黄瓜 CsMPK4 基因的表达情况。

经过 t 检验统计分析发现(图 5)，与非转基因对

照植株(WT)相比，CsMPK4 基因在 4 个转基因

黄瓜株系(OE-1、OE-4、OE-5 和 OE-6)中的表

达水平均显著提高，其相对表达量是对照的

2.71−12.5 倍，说明 CsMPK4 在这些转基因株系

中均超量表达。 

2.5.2  黄瓜 CsMPK4 转基因植株表型鉴定 
与非转基因对照(WT)相比，常温条件下黄

瓜 CsMPK4 过表达株系(OE-4 和 OE-6)生长健

壮、节间短、植株矮化，卷须少、短且生长发

育延后(图 6)，表明超表达 CsMPK4 可影响黄瓜

幼苗健壮程度，延缓生长速度。 

2.6  黄瓜 CsMPK4 过表达株系的热胁

迫响应 
为了探讨黄瓜 CsMPK4 基因是否对幼苗耐

热性有影响，利用 37 ℃高温处理 2−3 叶期黄瓜

幼苗 48 h，观察表型并测定丙二醛(MDA)、超 
 

 
 

图 5  黄瓜转基因株系 CsMPK4 表达水平检测   
WT：野生型黄瓜；OE-1、OE-2、OE-3、OE-4、
OE-5 和 OE-6：CsMPK4 转基因黄瓜株系。 
Figure 5  Detection of CsMPK4 expression in 
transgenic cucumber plants. WT: Wild type 
cucumber plants; OE-1, OE-2, OE-3, OE-4, OE-5 
and OE-6: Transgenic CsMPK4 cucumber lines.   
T-test was used for significance analysis. ns: 
P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01. 

 

 
 

图 6  常温下黄瓜 CsMPK4 转基因株系的株型(A)和植株高度(B)   WT：野生型黄瓜；OE-4 和 OE-6：
CsMPK4 过表达株系。 
Figure 6  Phynotypes (A) and plant height (B) of transgenic CsMPK4 lines under normal temperature. 
WT: Wild type; OE-4 and OE-6: Transgenic CsMPK4 lines. t-test was used for significance analysis. **: 
P<0.01. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

864 

 

氧化物歧化酶 (SOD)和过氧化物酶 (POD)含
量。结果发现，CsMPK4 转基因黄瓜幼苗的真

叶相比未转基因对照而言萎蔫程度较轻，表现

出一定程度的耐热性。 
高温处理后，黄瓜 CsMPK4 转基因株系的

MDA 含量显著低于未转基因对照(图 7A)。同时，

转基因株系SOD和 POD的酶活性均有一定程度

提高，且显著高于非转基因植株对照(图 7B、

7C)。证明转基因 CsMPK4 株系在高温下受胁迫

较轻，黄瓜 CsMPK4 基因可缓解高温胁迫。 

2.7  黄瓜 CsMPK4 与 CsVQ10 蛋白互

作分析 
2.7.1  酵母双杂鉴定蛋白互作 

已有研究发现 MAPK 家族与 VQ 家族成员

可通过蛋白互作参与逆境响应[3]，黄瓜 CsMPK4
是否会与 VQ 成员协同作用尚不明晰。为深入探

讨黄瓜 CsMPK4 的分子作用机制，本研究将构建的

酵母质粒 pGBKT7-CsMPK4 与 pGADT7-CsVQ10
融合后进行酵母双杂交实验。结果发现，在 30 ℃
培养 3−5 d 的 QDO/X/A 酵母平板上，CsMPK4 与

CsVQ10 的融合菌株以及阳性对照均能够长出蓝

色菌斑，而阴性对照不能生长(图 8)。表明黄瓜

CsMPK4 与 CsVQ10 蛋白在酵母系统中能够激活

报告基因，发生直接的蛋白相互作用。 

2.7.2  双分子荧光互补技术鉴定蛋白互作 
为进一步验证黄瓜 CsMPK4 与 CsVQ10 之

间的互作关系，将双分子荧光互补的重组质粒

pVYCE(R)-CsMPK4 与 pVYNE(R)-CsVQ10 分 
 

 

 
 

图 7  高温胁迫下转基因黄瓜植株中 MDA(A)、SOD(B)和 POD(C)含量   Control：对照组；Heat 
tolerance：高温处理组；WT：未转基因黄瓜对照；OE-4 和 OE-6：CsMPK4 过表达黄瓜株系；FW：鲜重。 
Figure 7  Contents of MDA (A), SOD (B) and POD (C) in cucumber plants under heat stress. Control: 
Non-heat treatment group; Heat tolerance: Heat treatment group. WT: Wild-type cucumber plants; OE-4 and 
OE-6: Transgenic CsMPK4 cucumber plants; FW: Fresh weight. **: P<0.01. 
 
别转入农杆菌，之后注射烟草叶片。同时设置

pVYCE(R)-CsMPK4 与空载体 pVYNE(R)的阴

性对照。之后在激光共聚焦显微镜下观察，可

以看出阴性对照组没有黄色荧光，而实验处理组

(CsMPK4+CsVQ10)出现了黄色荧光(图 9)。表明

黄瓜 CsMPK4 与 CsVQ10 在烟草植株体内发生

了蛋白互作，这与酵母双杂交的结果相吻合。

推测黄瓜 CsMPK4 可能通过与 CsVQ10 蛋白互

作，参与高温胁迫等响应。 

 
 

图 8  CsMPK4 与 CsVQ10 的酵母相互作用 
Figure 8  Protein interactions of CsMPK4 with 
CsVQ10 in yeast. PC: Positive control; NC: 
Negative control. 
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图 9  CsMPK4 与 CsVQ10 双分子荧光互补鉴定 
Figure 9  Protein interactions of CsMPK4 with CsVQ10 in BiFC assays. EV: Empty vector. 
 

3  讨论与结论 
植物丝裂原活化蛋白激酶 MAPKs 参与多

种逆境胁迫响应，包括温度、盐碱、干旱等。

为了深入研究黄瓜中 CsMPK4 基因的功能，本

研究首先克隆了黄瓜 CsMPK4 基因，并预测其

生物学功能。亚细胞定位显示，黄瓜 CsMPK4
蛋白定位于细胞质和细胞核。qRT-PCR 分析发

现，黄瓜 CsMPK4 在叶片中表达量最高，其次

是花，在茎和卷须中表达量低，说明黄瓜

CsMPK4 在不同组织中的表达量存在差异。 
高温胁迫下，过表达玉米 ZmMAPK1 基因

能够增强植株对干旱和高温胁迫的耐受性，防

止叶绿素的损失和活性氧清除物的生成[4]。番

茄 RBOH1、MPK1 和 MPK2 在高温应激的耐受

性中起着重要作用，RBOH1 和 MPK2 基因沉默

后会降低油菜素内酯诱导的抗逆性 [5]。利用

CRISPR/Cas9 技术敲除番茄 SIMPK3 基因，发

现与野生型相比，SIMPK3 敲除突变体在高温胁

迫下耐热性更好，并且突变体的热激蛋白和热

激转录因子基因表达水平显著提高，表明

SIMPK3 能够作为负调控因子参与番茄高温胁

迫响应[6]。Li 等[7]发现，高温处理后由 Ca2+和

CaM3 组成的细胞信号级联激活 MPK6，参与高

温诱导下拟南芥的细胞程序性死亡进程。 
本研究构建了黄瓜 CsMPK4 过表达载体，

并通过农杆菌介导法获得 CsMPK4 过表达的黄

瓜植株。发现 CsMPK4 过表达转基因黄瓜植株

相比于非转基因对照，生长健壮、发育延迟、

卷须变短变少。与对照相比，在 37 ℃高温胁迫

48 h 后，CsMPK4 转基因黄瓜幼苗叶片萎蔫程

度较轻，子叶维持绿色；MDA 含量也显著低于

对照；SOD 和 POD 酶活性显著高于对照。由

此表明 CsMPK4 过表达黄瓜植株的耐热性高于

非转基因对照，CsMPK4 基因参与黄瓜的热胁

迫反应。 

MAPK 在植物中是高度保守的 Ser/Thr 类

蛋白激酶[8]。植物 MAPK 数量众多、功能多样、

调控机制复杂精细，除了能参与植物多种胁迫

应答，还能参与磷酸化修饰，例如在拟南芥中，

MAPKK 蛋白 AtANP1 可启动与 AtMPK3 的磷

酸化级联反应，在冷胁迫下正向调节冻害耐受

性[4]。另外，水稻 OsMKK6-OsMPK3 级联反应
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能够调节寒冷信号传导及其耐受性[9]。硫化氢

(H2S)能够通过 AtMPK4 介导减轻冷胁迫效应，

并且二者能够共同调节一系列冷响应基因的表

达，H2S 在冷胁迫条件下通过 MPK4 依赖的方

式抑制气孔的开放；这说明 MPK4 位于 H2S 介

导的冷胁迫响应通路的下游，H2S 和 MPK4 共

同调节冷响应基因的表达和气孔运动，以帮助

植物应对冷胁迫 [10]。冷驯化会激活拟南芥

MPK4，促发 MEKK1-MKK2-MPK4 级联反应，

导致 MEKK1 和 MKK2 的磷酸化以及冷诱导基

因 COR15a 的表达[11]。MYB15 作为一种冷信号

的转录抑制因子，其活性受到 MPK6 介导的磷

酸化的调控；MPK6 通过磷酸化 MYB15 的

Ser168 位点，降低了 MYB15 与 CBF3 启动子

结合的亲和力，从而影响植物的抗冷性[12]。在

番茄中，硝酸还原酶(nitrite reductase, NR)沉默

导致 S-亚硝基化谷胱甘肽还原酶 (S-nitroso 
glutathione reductase, GSNOR)活性和 MPK1/ 
MPK2 活性降低，从而降低植株抗冷性。相比

之下，GSNOR 的沉默会降低 NR 活性，增加

NO 积累并激活 MPK1/2，增强冷驯化诱导的冷

耐受性[13]。此外，共同沉默 MPK1 和 MPK2 降低

了 NR 依赖 NO 的产生和冷驯化诱导的抗冷性[13]。

多囊泡体形成调控因子 5 (LYST-interacting protein 
5, LIP5)作为 MPK3/MPK6 的关键靶点，在植物

免疫系统中发挥重要作用。MPK3/MPK6 通过

对 LIP5 磷酸化，进而调控 MVB 通路，使植物

对高温、盐胁迫抗性提高[12]。StMAPKs 在转录

水平上参与了马铃薯对热胁迫的反应。在马铃

薯热处理后，通过激活 WRKY22 和 WRKY29，
引起 StMAPK6 和 StMAPK 的转录水平显著提

高。与 StMAPK6 和 StMAPK19 相比，StMAPK2
的表达水平更高[14-15]。 

缬氨酸-谷氨酰胺(VQ)基序蛋白是一类转

录调控辅助因子。VQ 蛋白具有独特的分子特

性，氨基酸仅在 VQ 结构域高度保守，并且通

过与 WRKY、MAPK 等蛋白相互作用，参与多

种信号通路，调控植物生长发育以及对生物和

非生物胁迫的防御反应[15]。许多 VQ 家族基因

能够响应逆境胁迫、病原体入侵或植物激素处

理，增加或降低表达水平，调节植物生长发育

进程[16-18]。 
拟 南 芥 缬 氨 酸 - 谷 氨 酰 胺 基 序 蛋 白

(VQ-motif-containing protein, VQPs)的一个亚群

被 MPK3/6 磷酸化后，更名为 MPK3/6-targeted 
VQPs (MVQs)，该复合物能够调节植物防御基

因的转录[18-19]。AtVQ4/MVQ1 能够被 MPK3/6
磷酸化，导致该蛋白稳定性降低或者出现降解，

从而不能有效抑制 WRKYs 活性。下游抗病基

因的表达水平随着磷酸化水平的升高而升高。

MAPK3/6 参与 AtVQ4/MVQ1、WRKYs 的相互

作用，有效调节了拟南芥的免疫应答 [19]。

AtVQ21 可以连接 MPK4 和 WRKY33 形成三元

复合物，可以相互作用进而限制 WRKY33 的活

性。病原体感染植物后，活化的 MPK4 磷酸化

AtVQ21，导致复合物 MPK4-AtVQ21-WRKY33
的变性分离，完全释放 WRKY33，并靶向抗毒

素基因 PAD3 启动子调控其表达，增强植物对

病原体的抗性[20-23]。番茄 SIVQ6 为 SIMPK1 的

磷酸化底物，在抵抗高温、干旱和盐等非生物

胁迫中起重要作用[24]。水稻 OsVQ1 与 OsMPK6
相互作用，OsVQ1 敲除突变体对水稻白叶枯病

菌(Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Xoo)表现出

更强的抗性，积累更高水平的过氧化氢，并在

自然生长条件下表现出延迟开花表型 [25]。

OsMPK6 与 OsVQ13 也能够相互作用，激活

OsMPK6-OsWRKY45 组分，正向调节茉莉酸

(jasmonic acid, JA)信号通路，介导水稻对白叶枯

病的抗性[25]。OsMPK4 可以磷酸化 OsVQ14 和

OsVQ32 并与其相互作用，OsVQ14 和 OsVQ32
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作为 OsMPKK6-OsMPK4 信号级联的底物，增

强了水稻对 Xoo 的抗性[26]。在小麦中，TaVQ4
与 MPK3/6 相互作用，并在植物抵抗干旱胁迫

中作为 MPK3/6 的磷酸化底物发挥作用[27]。本

研究通过酵母双杂交和 BiFC 实验发现，黄瓜

CsMPK4 能够与 CsVQ10 蛋白相互作用。这提

示 CsVQ10 蛋白能够协同 CsMPK4 在黄瓜高温

等逆境胁迫中发挥重要作用。 
本研究阐释了黄瓜丝裂原活化蛋白激酶

CsMPK4 基因的功能及其抗逆机制，对黄瓜分

子育种具有借鉴意义。但黄瓜 CsMPK4 调控哪些

下游基因，以及如何通过精确调节黄瓜 CsMPK4
及其磷酸化修饰水平从而调控黄瓜抗逆性还有

待深入研究。 
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