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西伯利亚杏 MAPK 基因家族鉴定及其在低温 
胁迫下的表达模式分析

孙春晓 1，王    淋 2，敖    敦 1，马    明 1，陈一潇 1，陈俊兴 1，夏举国 1，包文泉 1

（1. 内蒙古农业大学  a. 林学院；b. 资源与环境学院，内蒙古  呼和浩特  010000； 
2. 中国林业科学研究院经济林研究所，河南  郑州  450003）

摘    要：【目的】基于西伯利亚杏全基因组数据，系统鉴定 MAPK 基因家族成员，分析其生物信息学特征及

在低温胁迫下的表达模式，揭示 MAPK 家族成员参与低温应答的潜在功能。【方法】以西伯利亚杏 Prunus 

sibirica 基因组数据和转录组数据为基础，通过全基因组鉴定、保守基序分析、进化树构建以及共线性分析等

方法，明确 MAPK 家族基因的基本信息、理化性质、基因结构、系统进化关系及其在低温胁迫下的响应机制。

【结果】共鉴定出 84 个西伯利亚杏 MAPK 基因，其中包括 11 个 PsMAPK 基因、10 个 PsMAPKK 基因和 63 个

PsMAPKKK基因，广泛分布于 8条染色体上；系统发育分析显示，这些基因分为MAPK、MAPKK和MAPKKK（含

MEKK、ZIK、Raf）3 个亚家族，各亚家族基序保守。在 44 个基因的启动子区域中存在低温应答元件。低温胁

迫条件下共有 14 个基因发生差异表达，其中 PsMAPK1、PsMAPKKK2 等基因的表达量随着温度的降低显著上

调。【结论】通过对西伯利亚杏 MAPK 基因家族成员的基因结构、染色体分布及进化关系进行全面分析，明确

了 MAPK 家族成员的理化性质和分子特征。表达分析结果表明，PsMAPK1、PsMAPKK7 等 14 个基因参与了调

控低温胁迫响应的关键信号通路。

关键词：MAPK 基因；全基因组鉴定；低温胁迫；表达分析；西伯利亚杏
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Identification and expression analysis of MAPK gene family under  
low-temperature stress in Prunus sibirica

Sun Chunxiao1, Wang Lin2, Ao Dun1, Ma Ming1, Chen Yixiao1, Chen Junxing1, Xia Juguo1, Bao Wenquan1

(1. a. College of Forestry; b. College of Resources and Environmental Sciences, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010000, 
Inner Mongolia, China; 2. Research Institute of Non-Timber Forestry, Chinese Academy of Forestry, Zhengzhou 450003, Henan, China)

Abstract:【Objective】To systematically identify the MAPK gene family members based on the whole-genome data of Prunus sibirica, 
analyze their bioinformatics characteristics and expression patterns under low-temperature stress, and to reveal the potential functions 
of these family members in response to low-temperature stress.【Method】Based on the genomic and transcriptomic data of P. sibirica, 
methods such as genome-wide identification, conserved motif analysis, phylogenetic tree construction, and syntenic analysis were used 
to determine the basic information, physicochemical properties, gene structures, phylogenetic relationships, and response mechanisms 
under low-temperature stress of MAPK family genes. 【Result】A total of 84 MAPK genes were identified in P. sibirica, including  
11 PsMAPK, 10 PsMAPKK and 63 PsMAPKKK genes, which were widely distributed across eight chromosomes. Phylogenetic analysis 
classified all MAPK family members into three subfamilies: MAPK, MAPKK, and MAPKKK (including MEKK, ZIK, and Raf). 
Conserved motif analysis revealed that motifs within each subfamily were conserved. Promoter cis-element prediction showed that the 
promoter regions of 44 genes were enriched in low-temperature-responsive elements. Transcriptome data indicated that 14 MAPK genes 
were differentially expressed under low-temperature stress, and the expression levels of genes such as PsMAPK1 and PsMAPKKK2 
were significantly upregulated with decreasing temperature. 【Conclusion】Through comprehensive analysis of the gene structure, 
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西伯利亚杏 Prunus sibirica 是蔷薇科李亚科杏

属的多年生灌木，不但耐寒性极强，而且对贫瘠

土壤也有良好的适应性，兼具重要的生态价值与

经济价值 [1-2]。西伯利亚杏兼具耐寒与抗旱特性，

既可用作嫁接砧木，也是选育耐寒杏品种的优良

育种材料 [3]。其杏仁即苦杏是重要的医药与化工

原料，富含杏仁油、蛋白质以及多种活性物质，

被广泛应用于润滑油与生物柴油领域，市场价值

较高 [4]。但由于西伯利亚杏开花时间早，花果期

容易遭遇晚霜与寒流侵袭，进而引发冻害，出现

冻花和冻果问题，最终导致减产甚至绝收，严重

影响产业的产量与发展 [5]。研究西伯利亚杏的抗

寒基因，可为培育抗寒性更强的杏树品种提供分

子基础与理论指导，对扩大其种植范围以及提升

产量与品质都具有重要意义 [6]。

丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路是真核生

物中广泛存在、高度保守的信号转导模块，它可以

将受体或传感器产生的信号转化为细胞反应，从

而调节植物的生长发育过程 [7]。该通路由 MAPKK
激酶（MAPKKK）、MAPK 激酶（MAPKK）和

MAPK 3 个连续的丝裂原活化蛋白激酶组成 [8-10]。

MAPKKK属于丝氨酸 /苏氨酸（Ser/Thr）蛋白激酶，

通过磷酸化 S/T-XXXXX(3/5)-S/T 基序中的 2 个 
丝氨酸或苏氨酸残基激活 MAPKKs[11]。作为一类

双特异性激酶，被 MAPKKKs 激活的 MAPKKs 可
以进一步通过磷酸化 T-(D/E)-Y 基序中的丝氨酸和

苏氨酸残基激活 MAPKs[12-14]。激活后的 MAPKs
作用于下游效应蛋白，比如转录因子、蛋白激酶

或其他信号组分，完成信号传递，最终调控植物

生长发育、代谢和防御等 [15-16] 多个生物学过程。

目前，在拟南芥、水稻、黄瓜等绝大多数植物中，

已鉴定出 MAPK 基因家族成员。在拟南芥中鉴定

出 20 个 MAPK 基因、10 个 MAPKK 基因和 80 个

MAPKKK 基因 [17]。在水稻中鉴定出 17 个 MAPK
基因、8 个 MAPKK 基因和 75 个 MAPKKK 基因 [18]。

在黄瓜中鉴定出 14 个 MAPK 基因、6 个 MAPKK
基因和 59 个 MAPKKK 基因 [19]。

目前已有大量关于植物抗寒调控关键基因的

研究报道，CBF（C-repeat binding factors）基因是

调控植物抗寒性的关键转录因子 [20-21]，而 MAPK
信号通路能够通过调控 CBF 基因的表达，进而影

响植物的低温适应性 [22]。在拟南芥中，低温会激

活 MAPK3/6 的表达，激活后的 MAPK3/6 与 ICE1
互作引发 ICE1 磷酸化，从而降低 ICE1 的稳定性

及其与 CBF3 启动子的结合能力，最终导致植株

抗冻能力下降 [23]。Zhao 等 [24] 研究发现，MEKK1-
MEK2-MPK4 级联反应可以拮抗 MKK4/5-MAPK3/6
途径，促进 DREB/CBF 的表达，提高植株的抗冻

能力。在水稻中，OsMAPK6 可以与水稻冷信号通

路中的 2 个关键调控因子 OsIPA1 和 OsICE1 相互

作用并使其磷酸化，从而提高二者的蛋白质稳定

性，正向调控水稻苗期的耐冷性 [25]。本研究通过

全基因组筛选与鉴定，对西伯利亚杏的 MAPK、
MAPKK、MAPKKK 基因家族成员进行了系统发育

分析、基因结构分析、保守基序分析、染色体定位、

启动子序列分析以及表达模式分析，为解析西伯

利亚杏耐寒的分子机制以及培育强耐寒性的西伯

利亚杏品种提供了理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料与方法

本研究的低温处理试验材料直接沿用课题组

前期已构建并经过验证的低温胁迫体系。具体操

作步骤如下：以西伯利亚杏花芽为试验材料，从

长势一致的 3 株参试植株的不同方位，分别选取

着生健康花芽的枝条。处理开始前，所有枝条预

培养 7 d，以适应人工培养环境。预培养的具体条

件为：昼温 25 ℃、夜温 20 ℃，光照 14 h、黑暗

10 h，相对湿度 60% ～ 70%。低温处理阶段，对

照组（CK）维持上述预培养条件不变，将 2 个试

验组（T1 和 T2）分别放置在 2、-4 ℃的低温环境

中处理 2 h，其余环境条件保持一致。本试验设置

3 次生物学重复，低温处理结束后立即采集花芽，

放入液氮中速冻，随后转移至 -80 ℃超低温冰箱

保存，用于后续试验，从而系统探究 MAPK 基因

家族成员在低温胁迫下的动态表达模式。

chromosomal distribution, and phylogenetic relationships of the MAPK gene family members in P. sibirica, the physicochemical 
properties and molecular characteristics of the MAPK family members were clarified. Further expression analysis indicated that  
14 genes, including PsMAPK1 and PsMAPKK7, are involved in important signaling pathways responding to low-temperature stress.
Keywords: MAPK gene; genome-wide identification; low-temperature stress; expression analysis; Prunus sibirica 
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1.2 西伯利亚杏中丝裂活化蛋白激酶（MAPK）

基因家族鉴定

从 GDR 数据库（http://www.rosaceae.org/）下

载西伯利亚杏的全基因组注释信息和序列信息，

从拟南芥基因组数据库 TAIR 网站（https://www.
arabidopsis.org/）下载拟南芥中 MAPK、MAPKK
和 MAPKKK 基因家族成员的蛋白质序列，将这

110 条拟南芥蛋白质序列作为诱饵序列。

在 NCBI 网站（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/） 
对西伯利亚杏相关序列进行 BLASTP 搜索，设置

筛选阈值为 E ＜ 0.01，先对初筛结果进行分析，

再设置 blast identity ＞ 50 进行筛选。

在 Pfam 网 站（http://pfam.xfam.org/） 以

PF00069 为查询条件，下载隐马尔可夫（HMM）

模型，然后利用 HMMER 3.0 程序中的 hmmbuild
命令，构建拟南芥 MAPK 多重比对序列的隐马尔

可夫模型。本研究以丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶样结

构域（PF00069）为查询条件，以 E ＜ 1×10-5 为

阈值，通过 hmmsearch 算法在西伯利亚杏基因组

中搜索与所构建 HMM 模型匹配的序列，最终得

到筛选结果。

将 BLASTP 和 HMMER 筛选出的基因取交集，

提交至NCBI网站的CDD search工具进一步分析，

验证蛋白质结构域的存在性和完整性。

1.3 西伯利亚杏 MAPK 蛋白系统进化树构建

利用 MEGA11 软件中的邻接法（Neighbor-
Joining）构建系统发育树，设置 1 000 次自展复制，

通过 iTOL 网站（https://itol.embl.de/）进行可视化

分析。

1.4 基因结构、保守基序和顺式作用调控元件 
分析

基于西伯利亚杏基因组的 Gff3 注释文件获取

MAPK 基因结构信息，并使用 TBtools 软件进行

可视化统计分析。通过 MEME 网站（http://meme-
suite.org/tools/meme） 进 行 Motif 预 测， 通 过

PlantCARE 数据库（http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html/）预测与低温响应相关

的顺式作用调控元件，最后运用 TBtools 软件对上

述预测结果进行可视化。

1.5 染色体定位和共线性分析

利用 TBtools 软件中的 Gene Location Visualize 

from GTF/GFF 工具，基于西伯利亚杏基因组注释

文件，对 PsMAPK 基因在染色体上的分布进行可

视化定位。进一步利用 MCScanX 工具，分析西伯

利亚杏MAPK基因家族在基因组内的共线性关系。

1.6 低温胁迫下 MAPK 基因的差异表达分析

根据课题组已有的未公开转录组数据，通过

聚类分析对差异表达基因（DEGs）进行分组，

筛选出可能参与低温调控的核心基因。本研究以

TPM 值表征 MAPK 级联基因的表达水平，使用

TBtools 软件完成对 TPM 值的聚类分析与结果可

视化。

2 结果与分析

2.1 西伯利亚杏中 MAPK 基因家族的鉴定及理化

性质分析

下载 110 条拟南芥蛋白质序列，与西伯利亚

杏蛋白质序列进行比对，将 BLAST 比对结果与

HMMER 程序筛选出的序列取交集，共鉴定出 87
个成员。随后将所得序列提交至 NCBI 网站的 CDD
程序，判断保守结构域的存在与完整性，保留具有

完整家族特异性保守结构域的成员，最终共获得 84
个候选基因，其中 MAPK 成员 11 个，MAPKK 成

员 10 个，MAPKKK 成员 63 个。NCBI CDD Search
结果显示，这些基因编码的所有蛋白质均含有丝

裂原活化蛋白激酶样结构域（PF00069）。本研究

将这些基因依次命名为 PsMAPK1 ～ PsMAPK11、
PsMAPKK1 ～ PsMAPKK10、PsMAPKKK1 ～ 
PsMAPKKK63（表 1）。

11个PsMAPK基因编码的氨基酸数量为342～ 
626；分子量为 39 243.39 ～ 70 970.86 kDa；理论

等电点为 5.18 ～ 9.29；不稳定性系数为 31.54 ～ 
45.79，整体呈现相对稳定的特性；脂溶系数为

76.04 ～ 97.26；所有 PsMAPK 蛋白的疏水系数均

小于 0，均为亲水性蛋白。

10 个 PsMAPKK 基因编码的氨基酸数量为 
190～ 518；分子量为 21 039.01～ 57 752.03 kDa；理 
论等电点为 5.46 ～ 8.72；不稳定性系数为 43.90 ～ 
69.31，高于 PsMAPK 家族；脂溶系数为 70.67 ～ 
97.41；所有 PsMAPKK 蛋白疏水系数均小于 0，
均为亲水性蛋白。

63 个 PsMAPKKK 基因编码的氨基酸数量为 
151 ～ 1 470；分子量为 17 361.92 ～ 160 106.60 kDa； 
理论等电点为 4.57 ～ 9.42；不稳定性系数为
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表 1    PsMAPK 蛋白理化性质
Table 1    Physicochemical properties of PsMAPK protein

编号
No.

基因家族
Gene family

基因名称 
Gene name

氨基酸数量 
Number of 
amino acid

分子量
Molecular 

weight /kDa

理论等电点 
Theoretical pI

不稳定系数 
Instability 

index

脂溶系数 
Aliphatic index

疏水系数 
Hydrophobicity 

index
1

MAPK

PsMAPK1 368 42 392.29 8.46 33.10 96.44 -0.186

2 PsMAPK2 372 42 696.31 6.36 37.12 97.26 -0.250

3 PsMAPK3 370 42 589.79 5.18 45.61 95.89 -0.272

4 PsMAPK4 373 42 892.97 6.08 45.79 88.07 -0.365

5 PsMAPK5 407 46 427.04 5.76 44.78 86.07 -0.351

6 PsMAPK6 376 43 179.20 6.21 42.49 87.39 -0.359

7 PsMAPK7 370 42 662.92 5.62 43.58 91.22 -0.312

8 PsMAPK8 626 70 970.86 6.70 41.01 76.04 -0.630

9 PsMAPK9 342 39 243.39 8.61 31.54 86.73 -0.322

10 PsMAPK10 618 70 571.82 9.10 33.01 81.29 -0.481

11 PsMAPK11 609 69 232.62 9.29 35.98 84.58 -0.429

12

MAPKK

PsMAPKK1 518 57 752.03 5.59 43.90 89.79 -0.147

13 PsMAPKK2 394 44 599.99 5.56 54.23 97.41 -0.221

14 PsMAPKK3 354 39 573.46 5.52 46.13 95.54 -0.089

15 PsMAPKK4 324 36 158.61 7.11 52.90 79.78 -0.199

16 PsMAPKK5 239 26 078.82 8.72 69.31 70.67 -0.231

17 PsMAPKK6 190 21 039.01 5.46 48.10 78.00 -0.182

18 PsMAPKK7 219 24 529.92 6.75 58.51 85.53 -0.342

19 PsMAPKK8 321 35 937.28 7.12 56.77 83.21 -0.245

20 PsMAPKK9 202 22 679.07 8.72 50.92 90.25 -0.247

21 PsMAPKK10 344 38 364.67 5.96 53.62 79.30 -0.283

22

MAPKKK

PsMAPKKK1 388 42 747.15 5.89 55.95 72.11 -0.667

23 PsMAPKKK2 646 70 728.19 8.84 63.22 69.78 -0.493

24 PsMAPKKK3 696 76 125.02 9.42 59.65 62.66 -0.630

25 PsMAPKKK4 309 34 756.66 7.10 42.18 85.83 -0.327

26 PsMAPKKK5 491 53 601.58 5.31 41.35 77.58 -0.199

27 PsMAPKKK6 903 97 380.49 9.38 62.84 63.51 -0.569

28 PsMAPKKK7 421 47 577.38 4.57 60.02 78.93 -0.251

29 PsMAPKKK8 251 27 024.85 6.23 47.93 83.19 -0.104

30 PsMAPKKK9 890 96 690.30 9.14 58.83 65.13 -0.629

31 PsMAPKKK10 508 56 383.56 6.01 41.63 64.90 -0.618

32 PsMAPKKK11 1 431 157 355.97 5.88 42.20 92.08 -0.273

33 PsMAPKKK12 570 62 680.39 5.77 45.20 78.00 -0.474

34 PsMAPKKK13 676 74 388.32 5.97 51.32 72.97 -0.502

35 PsMAPKKK14 643 70 068.86 9.30 47.71 70.40 -0.569

36 PsMAPKKK15 445 49 215.95 4.58 54.52 81.53 -0.326

37 PsMAPKKK16 381 42 294.67 5.70 37.59 82.36 -0.362

38 PsMAPKKK17 394 43 933.57 5.22 44.85 72.79 -0.413

39 PsMAPKKK18 296 33 676.17 5.22 35.85 84.26 -0.456

40 PsMAPKKK19 298 34 007.77 5.78 35.67 86.98 -0.416

41 PsMAPKKK20 633 70 493.41 4.80 44.78 79.83 -0.580

42 PsMAPKKK21 586 66 483.24 6.02 39.34 77.68 -0.521

43 PsMAPKKK22 649 72 504.16 5.05 42.61 83.19 -0.326

44 PsMAPKKK23 626 71 886.36 5.28 56.18 74.14 -0.647

45 PsMAPKKK24 738 84 327.45 5.44 44.99 75.42 -0.625

46 PsMAPKKK25 567 63 433.39 5.85 43.02 84.90 -0.283

47 PsMAPKKK26 476 53 766.68 8.83 45.70 89.50 -0.445

48 PsMAPKKK27 787 86 837.69 6.91 52.18 68.77 -0.623
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30.33 ～ 63.22；脂溶系数为 62.66 ～ 96.83；所有

PsMAPKKK 蛋白疏水系数均小于 0，均为亲水性

蛋白。

综上，PsMAPKKK 家族成员编码的氨基酸数

量跨度最大，分子量分布范围也最广，且该家族

的最大分子量远高于其他 2 个家族。PsMAPKKK
家族与 PsMAPK、PsMAPKK 家族保有亲水性的共

性特征，确保在细胞内相似的水溶性环境中协同

发挥作用。

2.2 西伯利亚杏中 MAPK 基因家族成员的系统发

育分析

为解析 MAPK、MAPKK 与 MAPKKK 蛋白之

间的系统发育关系，本研究选取拟南芥与西伯利

续表 1
Continuation of table 1

编号
No.

基因家族
Gene family

基因名称 
Gene name

氨基酸数量 
Number of 
amino acid

分子量
Molecular 

weight /kDa

理论等电点 
Theoretical pI

不稳定系数 
Instability 

index

脂溶系数 
Aliphatic 

index

疏水系数 
Hydrophobicity 

index

49

MAPKKK

PsMAPKKK28 574 64 269.52 5.65 54.65 82.53 -0.495

50 PsMAPKKK29 490 55 503.74 9.35 43.05 83.20 -0.466

51 PsMAPKKK30 417 46 847.53 6.61 39.98 82.54 -0.344

52 PsMAPKKK31 1 181 131 570.77 5.86 52.09 70.36 -0.628

53 PsMAPKKK32 843 93 116.58 5.90 45.97 83.01 -0.313

54 PsMAPKKK33 1 265 139 589.51 5.52 51.78 71.21 -0.628

55 PsMAPKKK34 344 39 174.37 9.13 42.22 85.26 -0.411

56 PsMAPKKK35 515 58 054.36 7.66 43.87 78.76 -0.652

57 PsMAPKKK36 373 42 297.74 8.89 50.66 79.22 -0.371

58 PsMAPKKK37 458 51 851.76 5.67 44.07 96.83 -0.295

59 PsMAPKKK38 385 43 051.30 7.06 35.54 82.26 -0.357

60 PsMAPKKK39 513 58 274.82 6.88 52.71 82.16 -0.413

61 PsMAPKKK40 954 105 196.08 6.02 42.57 77.45 -0.495

62 PsMAPKKK41 393 43 978.32 6.39 37.27 79.59 -0.318

63 PsMAPKKK42 573 65 066.35 5.81 51.08 80.44 -0.452

64 PsMAPKKK43 354 39 969.94 6.28 44.10 82.71 -0.292

65 PsMAPKKK44 1 243 137 953.82 5.25 52.37 74.72 -0.607

66 PsMAPKKK45 1 035 113 535.36 5.68 48.45 77.86 -0.471

67 PsMAPKKK46 383 43 143.86 7.55 54.39 81.51 -0.362

68 PsMAPKKK47 502 56 263.42 6.47 42.09 88.94 -0.256

69 PsMAPKKK48 374 42 018.97 6.72 43.45 73.77 -0.49

70 PsMAPKKK49 663 73 722.97 8.38 46.36 91.57 -0.228

71 PsMAPKKK50 341 38 509.62 8.98 41.67 80.91 -0.408

72 PsMAPKKK51 365 41 408.89 8.91 43.76 90.58 -0.288

73 PsMAPKKK52 423 47 405.14 8.47 31.98 75.58 -0.477

74 PsMAPKKK53 1 470 160 106.60 5.27 46.64 73.26 -0.503

75 PsMAPKKK54 352 39 561.66 6.92 42.22 85.91 -0.218

76 PsMAPKKK55 1 355 150 150.04 5.31 48.32 72.44 -0.634

77 PsMAPKKK56 350 39 948.21 8.74 35.95 89.11 -0.386

78 PsMAPKKK57 151 17 361.92 5.43 48.18 65.17 -0.346

79 PsMAPKKK58 651 72 414.99 6.33 30.33 89.54 -0.117

80 PsMAPKKK59 570 64 013.00 5.19 43.74 85.70 -0.388

81 PsMAPKKK60 749 84 921.22 5.24 47.67 78.62 -0.511

82 PsMAPKKK61 351 39 965.81 8.50 46.79 80.85 -0.353

83 PsMAPKKK62 584 63 189.00 5.65 32.92 92.86 -0.039

84 PsMAPKKK63 419 47 065.74 6.65 34.84 79.36 -0.359
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亚杏的序列构建 MAPK 家族成员系统进化树 [26]。 
系统发育分析结果显示，拟南芥与西伯利亚杏

的 MAPK 基因家族成员可以明确划分为 5 个进化

支（图 1），这与该基因家族的分类高度一致：

MAPK 与 MAPKK 亚家族成员各自独立成支，而

MAPKKK 亚家族可进一步细化为 MEKK、ZIK 和

Raf 这 3 个特征清晰的亚支。该系统发育结构不仅

揭示了 MAPK 信号通路组分在植物中的进化保守

性，也为阐明各亚家族的功能分化提供了重要的

系统发育依据。

2.3 保守基序和基因结构分析

在基序分析结果（图 2）中，所有 PsMAPK 

包含 Motif 1、2、3、5、6、7、8 和 10，所有

PsMAPKK 包含 Motif 1、2、4、5、6、7、8、9，
所有 PsMAPKKK 包含 Motif 1、2、3、6、7、8、9。 
Motif 1、2、5、6、7、8 是 PsMAPK、PsMAPKK 和 
PsMAPKKK 家族共有的核心保守基序，推测这些

基序可能是维持其激酶核心功能的关键元件，说

明 MAPK 家族蛋白在进化过程中的功能保守性。

在 基 因 结 构 层 面，PsMAPK、PsMAPKK、
PsMAPKKK 家族及其亚家族的内含子数量均存在

显著差异。PsMAPKKK 家族内部的结构分化最为

剧烈，内含子数量为 7 ～ 24 个；其次是 PsMAPK
家族成员，内含子数量为 2 ～ 9 个；而 PsMAPKK
家族的结构则相对保守，内含子数量为 1 ～ 6 个。

Ps 为西伯利亚杏，AT 为拟南芥，数字代表自展值。Ps is Prunus sibirica, AT is Arabidopsis thaliana, the numbers represent bootstrap values.

图 1    PsMAPK 系统发育关系树
Fig. 1    phylogenetic analysis of PsMAPK
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A 为 PsMAPK 家族蛋白的基序和基因结构分析；B 为 PsMAPK 家族蛋白的不同基序分析，不同数字代表不同基序，字母代表氨基酸，字母越高保守性越高，
反之越低。 

A is the motif and gene structure analysis of the PsMAPK family proteins, B is the analysis of different motifs in the PsMAPK family proteins, with different numbers 
representing different motifs. The letters represent amino acids. The higher the letters, the higher the conservation, and vice versa.

图 2    PsMAPK 家族基因结构和保守基序
Fig. 2    Gene structures and conserved motifs of the PsMAPK gene family
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研究结果表明，内含子数量的变异，可能是这些

基因家族在进化历程中实现功能分化、适应环境

变化的重要分子机制之一。

2.4 染色体位置与共线性分析

如图 3A 所示，84 个 PsMAPK 基因不均匀地

分布在西伯利亚杏 8 条染色体上。其中，Chr 1 的

基因分布最为密集，共定位 23 个基因，占家族成

员总数的 27.38%；而Chr 1、Chr 8的基因数量最少，

仅有 4 个和 5 个成员。

对西伯利亚杏进行种内共线性分析（图

3B），PsMAPK 有 2 对共线性基因，PsMAPKK 有

1 对共线性基因，PsMAPKKK 有 15 对共线性基因，

共线性的基因在 Chr 1、Chr 6 和 Chr 7 上分布较多。

结果表明，西伯利亚杏 MAPK 基因家族成员间存

在明显的共线性关联，且不同基因亚家族的共线

性基因数量存在显著差异。在西伯利亚杏的进化

过程中，MAPKKK 基因家族可能经历了更频繁的

基因复制事件，其家族扩张程度显著高于 MAPK
和 MAPKK 基因家族。

2.5 顺式作用元件的预测分析

通过对PsMAPK家族基因转录起始上游2 000 bp 
的启动子序列进行分析，共鉴定出 41 个顺式作用

元件（图 4）。结果显示，PsMAPK 的启动子区调

控元件主要分为三大类：激素信号转导相关调控

A 为 PsMAPK 家族成员基因的染色体位置分析，B 为 PsMAPK 家族成员基因间的共线性分析。 
A is the chromosomal location analysis of genes in the PsMAPK family, B is the collinearity analysis among genes of the PsMAPK family members.

图 3    PsMAPK 家族基因在染色体上的分布及共线性分析
Fig. 3    Distribution and collinearity analysis of PsMAPK family genes on chromosomes
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元件（茉莉酸响应元件、脱落酸响应元件、赤霉

素响应元件）、胁迫响应（光响应、干旱响应、

低温响应）相关调控元件以及植物生长相关调控

元件。启动子顺式作用元件分析表明，MAPK 家族

成员所含调控元件约 20 个，光响应元件在 84 个 
成员中均被检测到，表明其作为该基因家族的保

守调控模块，可能在维持基础转录调控中发挥重

要作用。进一步分析发现，69 个成员启动子区

含有 MYB 结合基序，67 个成员含有茉莉酸甲酯

（MeJA）响应元件，低温响应元件在 44 个成员

中被鉴定，说明 PsMAPK 基因在低温反应中起着

关键作用。

2.6 低温胁迫下 PsMAPK 基因的差异表达分析

对转录组数据进行筛选，以常温（24 ℃）为

对照组（CK），将 2 个试验组（T1 和 T2）分别

放置在 2、-4 ℃的低温环境，分别对已鉴定出的

84 个基因家族成员进行差异表达分析，以 P ＜ 0.05

图 4    PsMAPK 基因启动子顺式元件分析
Fig. 4    Cis-element analysis of PsMAPK genes
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和表达变化倍数大于 1 为阈值进行筛选，共筛选

出 14 个差异表达基因（图 5）。根据其表达动态，

这些基因可分为 2 类：第 1 类包含 PsMAPK1、
PsMAPKK7、PsMAPKKK2、PsMAPKKK17、
PsMAPKKK26、PsMAPKKK37、PsMAPKKK40、
PsMAPKKK49 和 PsMAPKKK53 共 9 个基因，为

持续上调型基因，随着处理温度的降低，基因相

对表达量呈持续上升趋势，T1、T2 处理下的基

因相对表达量均高于 CK，且在 T2 处理下达到

峰 值； 第 2 类 包 含 PsMAPK7、PsMAPKKK1、
PsMAPKKK12、PsMAPKKK31 和 PsMAPKKK52 共

5 个基因，随着处理温度的降低，基因相对表达量

呈现先升高后降低的趋势，T2 处理下的基因表达

量仍高于 CK。结果表明，14 个差异表达基因可能

在西伯利亚杏低温响应过程中发挥关键调控作用。

A：PsMAPK 在低温胁迫下的表达谱；B：PsMAPKK 在低温胁迫下的表达谱；C：PsMAPKKK 在低温胁迫下的表达谱。 
A: Expression of PsMAPK under low temperature stress; B: Expression of PsMAPKK under low temperature stress; C: Expression of PsMAPKKK under low temperature stress. 

图 5    PsMAPK 基因在低温胁迫下的表达谱
Fig. 5    Expression patterns of PsMAPK under cold based on various transcriptomes

3 讨论与结论

目前，MAPK 基因家族已在苹果 [27]、拟南芥 [28] 

等物种中被广泛鉴定。然而，关于西伯利亚杏的

MAPK 基因家族的研究报道较少。本研究共鉴定出

84 个西伯利亚杏 MAPK 基因，分布于 8 条染色体。

系统发育分析结果表明，该家族成员可明确划分

为 MAPK、MAPKK 和 MAPKKK 3 个主要类群，

其中 MAPKKK 进一步分为 MEKK、ZIK 和 Raf 3

个亚家族，与其他植物中的 MAPK 家族成员数量

及亚家族分类基本一致。同一亚家族成员在保守

结构域及内含子数量方面表现出较高的保守性。

所有鉴定的 MAPK 成员均具有典型的 -T(E/D)Y 
激活环结构，该结构为MAPKK的磷酸化靶点 [29]， 
与已报道的低温响应 MAPK 基因（如拟南芥

AtMAPK3/6 基因 [30]）具有较高的同源性，提示其

可能参与低温信号转导过程。此外，部分成员（如
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PsMAPK3）启动子区富含 CRT/DRE 等低温响应

元件及 MYB 结合位点，所有成员均含有光响应元

件，表明该元件为该家族中高度保守的调控元件。

在 84 个成员中，69 个含有 MYB 结合位点，67 个

含有 MeJA 响应元件。

MAPKK 家族成员均具有典型的 –D(L/I/V)K 
基序，其激活环中包含保守的 S/T xxxx S/T 基

序，为 MAPKKK 激酶的磷酸化位点，该结果与

MAPKK 激酶的基序特征一致 [31]。西伯利亚杏

MEKK 亚家族成员含有 1 个保守的 G(T/S)Px(W/Y/
F)MAPEV 基序，而 Raf 亚家族则包含 GTxx(W/Y)
MAPE 基序，其中 MAPE 为 MAPKKK 激酶结构

域的核心氨基酸残基，该特征与拟南芥等物种中

报道的 MAPKKKs 相似 [32]。

MAPK 级联信号通路是高等植物中典型的信

号转导途径，通过逐级传递刺激信号，形成复杂

的调控网络，进而参与植物生长发育和胁迫应答

过程 [33]。例如，拟南芥中的 AtMEKK1-AtMKK2/
AtMEK1-AtMAPK4/AtMAPK6 通路可增强植株对

低温和高盐胁迫的耐受性 [34]；水稻中的 OsMKK6-
OsMPK3 通路则为关键的低温信号传导途径，参

与调节低温胁迫应答 [35]。

转录组数据分析显示，在低温胁迫条件下，

PsMAPK 基因家族中有 14 个成员呈现差异表达。

其 中，PsMAPK1、PsMAPKK7、PsMAPKKK2、
PsMAPKKK17、PsMAPKKK26、PsMAPKKK37、
PsMAPKKK40、PsMAPKKK49 和 PsMAPKKK53 共

9 个基因的表达量持续上升。在 2℃和 -4℃处理下，

这些基因的表达量均高于对照，且在 -4℃时达到

最高，表明其可能参与早期低温信号感知过程。

该表达模式与拟南芥中已报道的 AtMAPK3/6 介导

的低温信号通路及 AtMAPK4 调控的低温适应性反

应高度相似 [36-38]。而 PsMAPK7、PsMAPKKK1、
PsMAPKKK12、PsMAPKKK31 和 PsMAPKKK52
这 5 个基因的表达量呈现先上升后下降的趋势，

但在 -4℃时高于对照。相关研究指出，此类表达

模式可能与后期渗透调节物质（如脯氨酸和可溶

性糖）的合成及抗冻保护作用有关，从而维持植

物在低温环境中的生存与生长能力 [39-41]。

为进一步阐明 PsMAPK 在低温胁迫应答中的

调控机制，本研究对差异表达基因在 MAPK 信号

通路中的层级关系及其潜在功能进行深入解析。

研究结果显示，PsMAPK1 和 PsMAPKK7 等基因

在低温胁迫下持续上调表达，其编码蛋白与拟南

芥中已报道的低温信号通路关键组分 AtMAPK4
和 AtMKK2 具有高度同源性。在拟南芥中，

AtMKK2-AtMAPK4/6 模块通过磷酸化 ICE1 转录

因子调控下游低温调节基因的表达 [42]。基于这一

保守机制，推测 PsMAPK1 和 PsMAPKK7 可能在

西伯利亚杏中形成类似的信号转导模块，通过调

控脯氨酸合成关键基因 P5CS 的表达，进而影响渗

透调节物质的合成与积累 [43]。

在上游调控层面，本研究鉴定到多个持续上

调表达的 MAPKKK 基因，其中 PsMAPKKK2 与拟

南芥 AtMEKK1 在激酶结构域表现出高度保守性。

研究结果表明，AtMEKK1 通过磷酸化 AtMKK2
启动 MAPK 级联反应，并参与活性氧稳态调控 [44]。

由此推测，PsMAPKKK2 可能作为西伯利亚杏低温

信号感知的上游组分，通过调节 SOD、CAT 等抗

氧化酶基因的表达，维持细胞内的氧化还原平衡。

此外，部分 MAPKKK 基因（如 PsMAPKKK12、
PsMAPKKK31 等）呈现先升后降的表达模式，

与脯氨酸合成相关基因的表达趋势相似 [45]，说

明这些基因可能主要参与调控低温胁迫后期的渗

透调节过程。基于上述讨论，“PsMAPKKK2-
PsMAPKK7-PsMAPK1”三级级联通路可能在西伯

利亚杏低温应答中发挥重要作用，可能通过协同

调控活性氧稳态和渗透调节物质合成，共同增强

植株的低温适应性。这些结果为进一步解析木本

植物 MAPK 信号网络的低温应答机制提供了新的

理论依据。

本研究基于西伯利亚杏 MAPK 基因家族的系

统发育、基因结构与表达模式的综合分析，揭示

了该家族成员在响应低温胁迫中的潜在调控作用。

结果表明，14 个关键基因在低温胁迫下呈现显著

差异表达，其表达模式同时受到环境信号与发育

阶段的协同调控，说明其在西伯利亚杏低温应答

过程中可能发挥核心作用。后续研究将聚焦于对

这些候选基因开展功能验证，并深入解析其分子

调控机制，最终为阐明西伯利亚杏的抗寒分子机

理和推进抗寒育种工作提供理论基础。
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