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MPK4甲基化调控水杨酸信号介导的拟南芥
对齐整小核菌菌株SC64的抗性机制

史佳琪 强 胜 张 裕*

（南京农业大学杂草研究室，南京 210095）

摘要：为提升齐整小核菌Sclerotium rolfsii菌株SC64作为生物除草剂的应用潜力，解析植物对其的

防御机制，通过比较 6 种生态型拟南芥 Arabidopsis thaliana（Col-0、Ms-0、Gr-1、Se-0、Tu-0 和 Wa-1）

被菌株SC64侵染后病理特征、茎秆木质素水平以及抗病相关基因表达的差异，筛选出抗性最高和

抗性最弱的典型生态型拟南芥，通过施加0.1 mmol/L外源水杨酸来验证其在拟南芥防御菌株SC64

侵染过程中对木质素代谢及病理的调节作用，并比较分析6种生态型拟南芥水杨酸上游调控通路

基因 MPK4 启动子区域的甲基化差异。结果显示，6 种生态拟南芥中 Col-0 的木质素化程度最高，

被菌株SC64侵染时木质素代谢通路基因CAD4和PAL3表达上调最显著，与其抗病能力最强相吻

合，而Ms-0的病理表型和抗病能力最弱。外源水杨酸预处理使具典型抗性的生态型拟南芥Col-0

受菌株SC64侵染后发病程度加重，木质素化程度减弱，同时木质素代谢通路基因MYB46、LAC17、

PAL3和CAD4被菌株SC64侵染后的表达上调程度均显著减弱。另外，6种生态型拟南芥MPK4基

因启动子区域CHH甲基化位点数与该基因相对表达量和茎秆木质素水平均呈极显著正相关，而与

EDS1基因相对表达量和病斑面积均呈显著负相关。表明拟南芥通过MPK4基因启动子区域CHH

甲基化位点数正调控MPK4基因的表达量，从而负调控水杨酸代谢，使得木质素代谢水平提高，最

终增强植株对齐整小核菌菌株SC64的抗性。
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MPK4 methylation of Arabidopsis thaliana regulates salicylic acid signaling

mediated resistance to Sclerotium rolfsii strain SC64
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Abstract: In order to improve the application potential of Sclerotium rolfsii strain SC64 as a bioherbi‐

cide, it was necessary to dissect its defense mechanism in plants, and the pathological phenotype, lignifi‐

cation levels and disease response related gene expression differences of six ecotypes of Arabidopsis

thaliana (Col-0, Ms-0, Gr-1, Se-0, Tu-0 and Wa-1) infected with strain SC64 were compared. Two A.

thaliana typical ecotypes (Col-0 and Ms-0) were selected through pathological phenotype, the lignin

metabolism and pathology response during the infection of strain SC64 was then verified with the appli‐

cation of 0.1 mmol/L exogenous salicylic acid, the methylation differences of MPK4 promoters of the

upstream regulatory pathway gene of six ecotypes of A. thaliana salicylic acid were also compared ulti‐

mately. The results showed that Col-0 had the highest degree of lignification among the six ecotypes of

A. thaliana species, and the expression of CAD4 and PAL3 genes was significantly upregulated when in‐
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在杂草防控中，化学除草剂因其使用方便、作用

及时等特点得到了广泛应用（Dayan，2019）。但化

学除草剂的大量使用带来了土壤板结、水质下降以

及杂草抗性演化风险增加等问题（Duke & Powles，

2008；Gaines et al.，2010）。目前，随着全球环保意识

的提高和农业可持续发展理念的普及，微生物除草

剂的应用潜力被广泛认可（Dayan，2019）。生物除

草剂的开发已成为研究热点，本实验室从加拿大一

枝黄花 Solidagao candensis病株上分离得到致病菌

齐整小核菌Sclerotium rolfsii菌株SC64（唐伟，2011）；

并利用该菌株研发出了致病力强、寄主专化性高和

环境适应性广的生物除草剂——菌克阔（Tang et al.，

2011）。核盘菌 Sclerotinia sclerotiorum 与齐整小核

菌的生物学特性相似，其部分菌株已被成功开发为

生物除草剂，如蒙大拿州立大学改良并获得了营养缺

陷型核盘菌，使其只能在杂草内或人为提供的条件

下获得所需营养，从而提升了其除草效果与寄主专

化性（Bourdot et al.，2006）；麦吉尔大学从莴苣Lactu‐

ca sativa中分离得到小核盘菌 Sclerotinia minor IMI

344141菌株，已在草坪养护中成功用于防控西洋蒲

公英Taraxacum officinale等阔叶杂草（Abu-Dieyeh &

Watson，2007）。这些研究均给菌株SC64作为生物

除草剂的开发应用提供了理论参考。针对菌株SC64

和植物互作机制的研究将为充分开发该菌株作为生

物除草剂提供必要的基础理论。

植物在与病原菌相互作用的长期进化中形成了

多样的抗病防御系统，包括有毒次生代谢产物等定

性防御系统和由抗降解结构物质构成的定量防御系

统（Muller-Scharer et al.，2004；Huang et al.，2013）。

木质素作为细胞壁的重要成分，在植物防御反应中

发挥着重要作用。有研究表明木质素代谢在植物抵

御生物和非生物胁迫中发挥了重要作用（Tronchet

et al.，2010；Sattler & Funnell-Harris，2013）。Jung &

Casler（2006）研究结果表明，玉米 Zea mays 茎秆表

皮附近的厚壁组织及维管束木质化程度越高，对细

胞壁降解酶的抵抗能力越强。同时，木质素在感染

细胞中沉积可以防止病原体毒素和降解酶进一步向

宿主细胞扩散，并防止水和养分从宿主细胞向病原

体转移（Smith et al.，2007）。Mandal et al.（2013）研

究发现在抗青枯病菌 Ralstonia solanacearum 番茄

Lycopersicon esculentum品种中可溶性酚类和木质素

含量显著高于敏感品种，正是由于木质素在细菌侵

染时于抗性品种根系中大量积累增强了其抗性。这

些结果均表明植物细胞壁的木质素化能限制病原菌

的侵染。同时植物在受到生物胁迫后会释放出抗病

相关活性物质，如水杨酸和茉莉酸等，进一步激活植

物的防御反应以应对胁迫（Pichersky & Gersherzon，

2002），如在拟南芥Arabidopsis thaliana与丁香假单

胞菌番茄变种 Pseudomonas syringae pv. tomato DC

3000的相互作用中，依赖水杨酸代谢的防御反应增

强了拟南芥的抗病能力（Pieterse et al.，2012）。水杨

酸对植物生长发育过程中及不同部位组织中的木质

素水平也能起到调控作用。例如，用水杨酸处理后

的中国梨 Pyrus bretschneideri 果实在发育过程中，

30个木质素生物合成关键基因的表达大多发生了上

调（Manzoor et al.，2020）。而在拟南芥和紫花苜蓿

Medicago sativa中观察到水杨酸含量的升高伴随着

羟基肉桂酰辅酶 A：莽草酸羟基肉桂酰基转移酶

（hydroxycinnamoyl CoA: shikimate hydroxycinnamo‐

yl transferase，HCT）表达量的下调，从而导致木质素

水平显著降低，同时植株严重矮化。在HCT下调表

达的拟南芥中，通过降低内源性水杨酸含量可以恢

fected by the strain SC64. This was consistent with its strongest disease resistance, while the pathologi‐

cal phenotype and disease resistance of Ms-0 were the weakest among the six ecotypes. The pretreat‐

ment of exogenous salicylic acid aggravated the incidence and lignification of the bio-resistant A. thali‐

ana after infection by strain SC64, and the upregulation in expression of the lignin metabolism pathway

genes MYB46, LAC17, PAL3 and CAD4 was significantly reduced. In addition, the number of CHH

methylation sites of the MPK4 promoter of the six ecotypes of A. thaliana were positively correlated

with their relative expression and lignin levels, respectively, and were negatively correlated with the rel‐

ative expression of the EDS1 gene and leaf disease area. The results showed that A. thaliana positively

regulated the expression of the MPK4 through the number of CHH methylation sites of promoter, there‐

by negatively regulating the metabolism of salicylic acid, which further increased the level of lignin me‐

tabolism and ultimately enhanced the resistance to the strain SC64.

Key words: Sclerotium rolfsii strain SC64; lignin; salicylic acid; MPK4; DNA methylation
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复拟南芥生长，但木质素水平仍较低（Gallego-Giral‐

do et al.，2011）。同样，在野生型拟南芥中外源施加

水杨酸可以显著抑制其生长（Lee et al.，2020）。

植物在受到致病因子攻击时会激活丝裂原活化

蛋白激酶（mitogen-activated protein kinas，MAPK）

级联信号通路（Zhang et al.，2010；Couto et al.，

2016）。该通路能传递各种外部信号，导致基因表达

发生变化，广泛影响细胞活动过程，如生长、分化和

凋亡等（Bressendorff et al.，2016；Poon et al.，2020）。

MAPK 进一步作用于激素合成通路基因来调控抗

病激素响应，影响激素信号转导传递，从而可防御病

原菌侵染（Meng & Zhang，2013）。如拟南芥MPK4

基因敲除突变体表现出组成性的激活依赖水杨酸途

径的防御反应（Brodersen et al.，2006）；在甘蓝型油

菜 Brassica napus 中过表达 MPK4 可增强其对核盘

菌和灰霉病菌 Botrytis cinerea 的抗性（Wang et al.，

2009）。MPK3/MPK6 可以使乙烯生物合成的限速

酶活性提高，从而激活乙烯诱导的防御反应（Liu &

Zhang，2004；Joo et al.，2008）；MPK3/MPK6 还可以

诱导植保素蛋白生物合成基因的表达，从而增强拟

南芥对病原菌的抗性（Mao et al.，2011）。综上所述，

MAPK在植物响应病原菌侵染时防御相关信号传递

转导及调节植物抗病性中发挥了重要作用。

表观遗传在植物抗生物胁迫中也起着至关重要

的作用，主要有DNA甲基化和组蛋白乙酰化等多种

形式（Xu et al.，2020；Li et al.，2021）。许多研究表明

DNA甲基化水平可以调节基因表达使植物可以快

速响应外界的胁迫刺激。拟南芥受尖孢镰刀菌Fu‐

sarium oxysporum 侵染后抗病相关基因 CAP-PR 和

CRK40的个别CHH位点甲基化略有增加，从而提高

了抗病能力（Le et al.，2014）；葡萄Vitis vinifera浆果

中的褪黑素通过广泛降低基因启动子的甲基化水平

来提高抗病能力（Gao et al.，2020）；水稻Oryza sati‐

va 中抗白叶枯病菌 Xanthomonas oryzae pv. oryzae

基因 Xa21G 的启动子区域甲基化水平在野生型植

株中更高，增强了水稻对病原菌的抗性（Akimoto et

al.，2007）。在这些研究中关键基因不同的DNA甲

基化水平导致植物对胁迫表现出不同的适应性，因

此表观遗传修饰在调控植物与病原菌互作方面的作

用已经成为了该领域的研究热点。本研究为探究齐

整小核菌菌株SC64和植物的互作机制，选取6个生

态型拟南芥，通过比较其病理表型差异、水杨酸和木

质素代谢关键基因表达差异来筛选出抗病表现差异

较大的典型种群；进一步对典型种群施加外源水杨

酸，检测通路上游基因MPK4启动子甲基化位点数

差异，以期从 DNA 甲基化调节基因表达层面阐述

MPK4基因启动子甲基化在水杨酸信号介导拟南芥

抗病性方面的表观遗传机制。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物、菌源和培养基：6 种生态型拟南芥

Col-0、Ms-0、Gr-1、Se-0、Tu-0和Wa-1均购于拟南芥生

物资源中心（https://abrc.osu.edu/researchers），在光照

16 h/黑暗8 h、光强100 µmol·m-2·s-1、温度22 ℃条件

下培养至 4周龄供试。齐整小核菌菌株SC64于南

京农业大学杂草研究室保藏并提供。马铃薯葡萄糖

琼脂（potato dextrose agar，PDA）培养基成分为马铃

薯 200 g、葡萄糖20 g、琼脂20 g、蒸馏水1 L，自然pH。

试剂：植物RNA小量提取试剂盒，美国Biomiga

公司；植物DNA提取试剂盒、普通琼脂糖凝胶DNA

回收试剂盒，天根生化科技（北京）有限公司；RNA

反转录试剂盒、PrimeScriptTM RT Reagent Kit with

gDNA Eraser、TB GreenTM Premix Ex TaqTM（Tli Rnas‐

eH Plus）、大肠杆菌 Escherichia coli 感受态细胞

DH5α和克隆载体 pMDTM 19-T，日本 TaKaRa 公司；

MethyDetectorTM Bisulfite Modification Kit，美国赛默

飞世尔科技公司；其余试剂均为国产分析纯。

仪器：E-36HO光照培养箱，上海技舟化工科技

有限公司；Imaging-PAM叶绿素荧光仪，德国Heinz

Walz GmbH公司；Bio Photometer plus核酸蛋白测定

仪、Mastercycler ep Realplex2荧光定量PCR仪，德国

Eppendorf公司；AXIO Imager.M2全自动显微镜，德

国Zeiss公司；CM1860冷冻切片机，德国Leica公司；

DYY-8B稳流稳压电泳仪，南京大学仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 拟南芥经菌株SC64侵染后病理表型的观察

选取生长发育一致且无病害胁迫的4周龄不同

生态型拟南芥，以4株为1组装入6孔苗盒中并置于

光照培养箱中，在28 ℃、全日照条件下适应24 h，每

个生态型重复 3组。取菌株SC64在PDA平板上于

28 ℃、黑暗条件下培养2~3 d，待菌落生长至PDA平

板2/3面积时，使用直径3 mm打孔器在菌落边缘打

取生长旺盛且没有杂菌的菌饼。将菌饼带有菌丝的

一面接种到上述各处理的拟南芥活体叶片上，1片

叶片接种1个菌饼，1株接种2个菌饼。向装有每组

拟南芥的苗盒中加入200 mL无菌水，保证苗盒中湿

度维持在 90%以上，防止菌饼干枯。待菌株 SC64
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侵染拟南芥叶片 24 h，利用游标卡尺测量叶片病斑

的最长直径和最短直径，并用数码相机拍照记录病

斑。同时，用 Imaging-PAM叶绿素荧光仪参照成静

（2019）的方法检测拟南芥在受到侵染后 3、6、12、

18、24、30、36 h 的病害发展情况，检测前需要在

25 ℃、黑暗条件下适应 30 min，测定时将测量光、

作用光和最大饱和光的强度分别设定为0.25、110和

6 000 µmol·m-2·s-1。

分别在菌株SC64侵染拟南芥活体叶片0、3、6、

12、18、24、30 和 36 h，去除菌饼让拟南芥恢复生长

3 d，将抽薹的茎秆基部 1.5 cm部分取下，放入FAA

固定液中固定 3 d。取出晾干后于 15%甘油中抽真

空，再使用冷冻切片机将拟南芥茎秆切成70 nm厚的

薄片，然后置于适量Wiesner染色液（无水间本三酚

0.3 g、无水乙醇 10 mL 和浓盐酸 5 mL）中染色 20~

30 s后装片，并在显微镜10倍及20倍物镜下观察染

色情况，拍照并通过 ImageJ软件的插件LigninJ对其

木质素水平进行分析。

1.2.2 菌株SC64侵染拟南芥后通路基因表达量检测

取1.2.1各处理侵染后3、6、12、18、24、30和36 h

的不同生态型拟南芥莲台座部位叶片放入液氮中冻

存，1株取1片叶片，每个生态型共取12片叶。利用

植物RNA小量提取试剂盒参照说明提取叶片的总

RNA，利用核酸蛋白测定仪测定总RNA的浓度及纯

度，取检测合格的RNA利用RNA反转录试剂盒合

成 cDNA，作为模板用于依赖水杨酸的抗病通路相

关基因（MPK4 和 EDS1）及木质素代谢通路相关基

因（PAL3 和 LAC17）表达量的实时荧光定量 PCR

（quantitative real-time PCR，qPCR）检测。从 https://

www.arabidopsis.org/网站下载依赖水杨酸的抗病通

路及木质素代谢通路中关键基因的序列，根据编码

序 列（coding sequence，CDS）在 Integrated DNA

Technologies（idtdna.com）网站利用引物设计工具设

计相应基因的qPCR引物（表1），以ACTIN2为内参基

因，引物均由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

10 µL qPCR反应体系：TB Premix Ex Taq（2×）5 µL、

上下游引物各0.2 µL、DNA模板0.8 µL、ddH2O 3.8 µL。

qPCR 反应程序：95 ℃变性30 s，95 ℃退火5 s，56 ℃

延伸30 s，共40个循环。通过扩增曲线和熔解曲线

分析目的基因的表达量。

表1 本研究所用引物信息

Table 1 The information of primers used in this study

基因 Gene

ACTIN2

MYB46

PAL3

CAD4

LAC17

MPK4

EDS1

MPK4-1

MPK4-2

MPK4-3

正向引物（5'-3'）Sequence forward (5'-3')

GGCTCCTCTTAACCCAAAGG

CCTTCCTTGACCCACATACAA

TGATCCGCTTCAGAAACCTAAA

GCGGGAGTAACGGTTTATAGTC

CAGAAAGCCATCCTCTTCATCT

TGTTCCTCCTCTTCGTCCTATC

CCATACGAGGAAGTTGAGGTAAG

YATGTAATTATGGTATYGTTGATGTTAAGT

YAGTTTTATGGTYAAAAAYAATTTGG

ATAAAYAAAATTGAAAATTGAYATTAYAAAG

逆向引物（5'-3'）Sequence reverse (5'-3')

CAGTAAGGTCACGTCCAGCA

CCCTGCGTTTACTCCATAGATAC

GCTGCTCTTATCACCTCAATCT

CCTACTCCACCTAACCCTAGAA

CCGACTGTGTTCCTCTCTATTG

CTCCTCTCCAGTCTCTGAGTTT

AACGTTGAACCCTCCAGAAATA

CCAAATTRTTTTTRACCATAAAACT

TCTTCTTCTTTRRTTTTTRTTCTTTTTCTTT

ACATTATACTRAACATARCTACCACCAT

1.2.3 水杨酸预处理对菌株SC64侵染的作用测定

基于 1.2.1和 1.2.2结果，选择对菌株SC64表现

出抗性最高和最弱的典型生态型拟南芥，并参照

1.2.1方法对2种生态型拟南芥进行培养。将水杨酸

配制成 0.1 mmol/L处理液，使用雾化效果好的小喷

瓶对每组拟南芥叶片喷施 10 mL处理液，在 28 ℃、

全日照条件下静置24 h后接种菌株SC64，然后观察

拟南芥的病理特征并测定茎秆木质素水平，方法同

1.2.1。同时，基于1.2.2结果进一步对木质素代谢通

路基因MYB46、PAL3、LAC17和CAD4的相对表达量

进行测定，方法同1.2.2。

1.2.4 拟南芥MPK4基因启动子区域甲基化位点测定

参照 1.2.1 方法对 6 种生态型拟南芥接种菌株

SC64菌饼，以未接种菌株SC64的相应生态型拟南

芥为对照，处理3 h采集莲台座部位叶片放入液氮中

冻存，1株取1片叶片，每个生态型共取12片叶片。按

照植物DNA提取试剂盒说明书提取采集的各处理

叶片的DNA。利用MethyDetectorTM Bisulfite Modi‐

fication Kit按照说明书用亚硫酸氢盐处理上述DNA

样品，DNA样品用量为500 ng。利用处理后的DNA

为模板对拟南芥MPK4基因启动子区域1 000 kb序

列进行PCR扩增，共分成MPK4-1（441 kb）、MPK4-2
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（410 kb）和 MPK4-3（325 kb）3 段进行扩增，对应引

物序列如表 1 所示。25 µL PCR 扩增体系：Ex Taq

Buffer（10×）2.5 µL、MgCl2 2 µL、dNTP Mix 2 µL、上

下游引物各1 µL、Ex Taq 0.2 µL、cDNA 1 µL、ddH2O

15.3 µL。反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性

30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共35个循环；

72 ℃终延伸10 min（解洪杰，2014）。利用普通琼脂

糖凝胶DNA回收试剂盒参照说明书对扩增的MPK4

基因启动子区域片段进行回收。使用连接载体

pMDTM 19-T连接回收扩增片段，于16 ℃过夜培养。将

连接好的载体转化至大肠杆菌感受态细胞DH5a中，

于28 ℃、黑暗条件下培养12 h，通过蓝白斑筛选，挑

选阳性克隆送生工生物工程（上海）股份有限公司南

京分公司测序，通过序列组装比对软件Sequencher

5.4统计甲基化位点数。同时，应用Pearson相关系数

算法对6种生态型拟南芥MPK4基因启动子区域CHH

甲基化位点数与受侵染后的病斑面积、木质素水平

及抗病相关基因的相对表达量进行相关性分析。

1.3 数据分析

使用SPSS 22.0软件对试验数据进行单因素方

差分析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性

检验。

2 结果与分析

2.1 拟南芥受到菌株SC64侵染后的病理表型变化

随着齐整小核菌菌株 SC64 侵染时间的延长，

6种生态型拟南芥的发病程度逐渐加重，其中生态

型 Col-0 上的病程发展速度缓慢，被侵染 18 h 时出

现病斑，较其余 5种生态型都慢；而生态型Ms-0在

被侵染12 h时就出现病斑，病程发展速度最快（图1-

A），表明 6种生态型中Col-0对菌株SC64的抗性最

强，Ms-0的抗性最弱，其他4种生态型的抗性介于两

者之间。

通过对拟南芥茎秆木质素进行 Wiesner 染色

后，发现未受到菌株 SC64 侵染时，拟南芥 Col-0 的

茎秆横切面染色程度最深，而Ms-0的茎秆横切面染

色程度最浅，其他 4种生态型的茎秆横切面染色程

度则介于两者之间；受到菌株SC64侵染24 h后6种

生态型拟南芥的茎秆横切面染色程度均有一定程度

的加深，其中Col-0和Ms-0的茎秆横切面染色程度

仍分别是最深的和最浅的（图 1-B），表明 6 种生态

型拟南芥中 Col-0的木质素化程度最高，而Ms-0的

木质素化程度最低，其他 4种拟南芥的木质化程度

介于两者之间。

2.2 菌株SC64侵染后水杨酸信号通路基因的表达

对调控水杨酸信号通路基因MPK4、水杨酸代

谢通路基因EDS1及木质素代谢通路基因CAD4和

PAL3的相对表达量测定结果显示，这4个基因的相

对表达量均在拟南芥受到菌株SC64侵染后不同时

间上调响应，并分别在受侵染 3、12、18和 24 h时达

到峰值；其中MPK4、CAD4和PAL3的相对表达量上

调程度在 Col-0 中最高，而在 Ms-0 中最低；相反，

EDS1的相对表达量上调程度则在Col-0中最低，在

Ms-0中最高；其他 4种生态型中上述 4个基因的相

对表达量基本介于Col-0和Ms-0之间（图1-C~F）。

2.3 外源水杨酸对拟南芥防御菌株SC64侵染的影响

对菌株SC64表现出抗性最强和最弱的拟南芥

Col-0 和 Ms-0 经外源 0.1 mmol/L 水杨酸预处理后，

被菌株SC64侵染所引发的发病程度较未经水杨酸

预处理组均有所加重；其中，拟南芥Ms-0经外源水

杨酸预处理后在受菌株SC64侵染 18 h时病斑明显

扩大，即病害发展加重；拟南芥Col-0经外源水杨酸

预处理后在受菌株SC64侵染36 h时病斑明显扩大，

即病害加重（图 2-A）。此外，经外源水杨酸预处理

后，受侵染相同时间下在拟南芥 Col-0 上产生的病

斑小于在Ms-0上产生的病斑。

木质素 Wiesner 染色结果显示，相较于未经水

杨酸预处理组，拟南芥Col-0和Ms-0经外源水杨酸

预处理后，在受到菌株SC64侵染后茎秆木质素染色

程度更浅，着色区域更少，说明木质素积累降低；

Col-0经外源水杨酸预处理后，茎秆木质素染色程度

仍随着菌株SC64侵染时间的延长有所加深，而Ms-0

经外源水杨酸预处理后茎秆木质素染色程度则随着

菌株SC64侵染时间的延长基本不再加深（图2-B），

表明拟南芥Col-0和Ms-0经外源水杨酸预处理后再

接种菌株SC64后的木质素积累减少，但Col-0的木

质素化程度仍高于Ms-0。

进一步对木质素代谢通路基因 MYB46、PAL3、

LAC17和CAD4相对表达量进行测定，相较于未经

水杨酸预处理组，拟南芥Col-0和Ms-0经水杨酸预

处理后，在受菌株SC64侵染18 h时MYB46和CAD4

基因的相对表达量上调达到峰值，在受侵染24 h时

PAL3和LAC17基因的相对表达量上调达到峰值，且

在拟南芥Col-0中上述木质素代谢基因的相对表达

量均较Ms-0中的更高；另外，外源水杨酸预处理组

中Col-0和Ms-0受到菌株SC64侵染时上述木质素

代谢基因的上调程度均较未经水杨酸预处理组有所

减弱（图2-C~F）。
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A：拟南芥叶片病斑图，左图为相机照片，右图为 Imaging-PAM检测图片；B：拟南芥茎秆木质素的Wiesner染色图，上部组图

为10倍物镜，下部组图为20倍物镜；C~F：分别为MPK4、EDS1、CAD4和PAL3基因的相对表达量；CK：未受菌株SC64侵染

的拟南芥。A: Six ecotypes of Arabidopsis thaliana leaves infected by strain SC64, the left picture is the camera photo, the right pic‐

ture is the Imaging-PAM detection picture; B: six ecotypes of A. thaliana were infected by strains SC64 with lignin Wiesner staining,

with 10× objectives on the top and 20× objectives on the bottom; C-F: MPK4, EDS1, CAD4 and PAL3 genes relative expression lev‐

els respectively; CK: not infected with strain SC64.

图1 6种生态型拟南芥受到齐整小核菌菌株SC64侵染后的病理表型及抗性基因相对表达量

Fig. 1 Pathology phenotypes and resistant gene relative expression levels of six ecotypes of Arabidopsis thaliana

after infected with Sclerotium rolfsii strain SC64
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A：拟南芥叶片病斑图，左图为相机照片，右图为 Imaging-PAM检测图片；B：拟南芥茎秆木质素的Wiesner染色图，每组图中的上

图为10倍物镜，下图为20倍物镜；C~F：分别为MYB46、PAL3、CAD4和LAC17基因的相对表达量；CK：未受菌株SC64侵染的

拟南芥。A: Six ecotypes of Arabidopsis thaliana leaves infected by strain SC64, the left picture is the camera photo, the right pic‐

ture is the Imaging-PAM detection picture; B: six ecotypes of A. thaliana were infected by strains SC64 with lignin Wiesner staining,

with 10× objectives on the top and 20× objectives on the bottom; C-F: MYB46, PAL3, CAD4 and LAC17 genes relative expression

levels respectively; CK: not infected with strain SC64.

图2 外源0.1 mmol/L水杨酸（SA）预处理对拟南芥受齐整小核菌菌株SC64侵染的影响

Fig. 2 Effect of exogenous 0.1 mmol/L salicylic acid (SA) pretreatment on Arabidopsis thaliana infestation

by Sclerotium rolfsii SC64 strain



2.4 拟南芥MPK4基因启动子区域甲基化位点差异

为进一步探究表观遗传在调控6种生态型拟南

芥间抗病过程中的差异，克隆调控水杨酸信号通路

基因MPK4并测定其启动子区域甲基化位点数，结

果显示，6种生态型拟南芥未受到菌株SC64侵染时

MPK4 基因启动子区域 CHH 位点数在所有甲基化

位点数中所占比例在22.2%~100.0%之间，而6种生

态型拟南芥受到菌株SC64侵染3 h时MPK4基因启

动子区域CHH甲基化位点数均有所增加，并且在所

有甲基化位点数中所占比例在 65.0%~84.8%之间，

表明CHH是MPK4基因启动子区域的主要甲基化

位点类型。6种生态型拟南芥中MPK4基因启动子

区域CHH甲基化位点数在Col-0中最多，在未受侵

染和受菌株SC64侵染 3 h时分别是 7个和 56个；而

在Ms-0中最少，在未受侵染和受菌株SC64侵染3 h

时分别是2个和13个（表2）。

表2 齐整小核菌菌株SC64侵染后6种生态型拟南芥MPK4基因启动子区域甲基化位点数

Table 2 No. of methylation sites in the MPK4 promoters of six ecotypes of Arabidopsis thaliana after

infected with Sclerotium rolfsii SC64 strain

生态型
Ecotype

Col-0

Gr-1

Ms-0

Se-0

Tu-0

Wa-1

侵染前（CK）
Before inoculation (CK)

C

11

9

2

2

14

11

CG

4

7

0

0

6

6

CHG

0

0

0

0

1

0

CHH

7

2

2

2

7

5

侵染3 h后
3 h post inoculation

C

66

20

17

24

33

25

CG

8

6

1

6

4

6

CHG

2

1

1

1

2

1

CHH

56

13

13

17

27

18

C、CG、CHG和CHH是不同的甲基化类型。C, CG, CHG, and CHH are different types of methylation.

将 6 种生态型拟南芥 MPK4 基因启动子区域

CHH甲基化位点数与受侵染24 h病斑面积、受侵染

24 h木质素水平及受侵染 3 h时MPK4相对表达量

进行相关性分析，结果显示，6种生态型拟南芥在未

受侵染时MPK4基因启动子区域CHH位点数与受

侵染24 h木质素水平呈极显著正相关，与受侵染24 h

病斑面积呈显著负相关，与受侵染3 h自身相对表达

量呈显著正相关（表 3）。6种生态型拟南芥受菌株

SC64 侵染 3 h 时 MPK4 基因启动子区域 CHH 位点

数与受侵染24 h木质素水平呈极显著正相关，与受

侵染24 h病斑面积呈显著负相关，与受侵染3 h自身

相对表达量呈极显著正相关（表3）。

表3 不同生态型拟南芥MPK4启动子CHH甲基化位点数与受齐整小核菌菌株SC64侵染24 h的木质素水平和病斑的相关性

Table 3 Correlation between the number of CHH methylation sites in the MPK4 promoters of six ecotypes Arabidopsis thaliana and

lignin levels and disease spots infected with Sclerotium rolfsii strain SC64 for 24 h

受侵染3 h时CHH位点数
No. of CHH sites at 3 h of infection

受侵染24 h时病斑面积
Lesion area at 24 h of infection

受侵染24 h时木质素水平
Lignin level at 24 h of infection

未受侵染时CHH位点数
No. of CHH sites when

not infected

-
-0.915*

0.503**

受侵染24 h时病斑面积
Lesion area at 24 h of

infection

-0.878*

1.000

-0.781**

受侵染24 h时木质素水平
Lignin level at 24 h of

infection

0.771**

1.000

*和**表示在0.05和0.01水平显著相关（双尾）。* or ** indicates significant correlation at the 0.05 or 0.01 level (2-tailed).

6种生态型拟南芥未受侵染时MPK4基因启动

子区域CHH甲基化位点数与受侵染后12 h的EDS1

基因相对表达量和受侵染后18 h的 CAD4基因相对

表达量分别呈显著负相关和显著正相关；而受侵染

3 h时MPK4基因启动子区域CHH甲基化位点数与

受侵染后12 h的EDS1基因相对表达量和受侵染后

18 h的 CAD4基因相对表达量分别呈极显著负相关

和显著正相关（表4），表明6种生态型拟南芥MPK4

基因启动子区域CHH甲基化位点数正调控自身表

达，负调控EDS1基因的表达，正调控CAD4基因的

表达。
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表4 6种生态型拟南芥MPK4基因启动子区域CHH甲基化位点数与基因表达量的相关系数

Table 4 The coefficient of correlation between CHH methylation sites in MPK4 promoter region and gene relative expression level

in six ecotypes of Arabidopsis thaliana

MPK4（3 hpi）

EDS1（12 hpi）

CAD4（18 hpi）

CHH（CK）

CHH（3 hpi）

相对表达量Relative expression level

MPK4（3 hpi）

1.000

-0.981**

0.954**

0.838*

0.947**

EDS1（12 hpi）

1.000

-0.959**

-0.877*

-0.953**

CAD4（18 hpi）

1.000

0.912*

0.891*

甲基化位点数No. of methylation sites

CHH（CK）

1.000

0.770

CHH（3 hpi）

1.000

hpi：受侵染后小时数。*和**表示在 0.05和 0.01水平显著相关（双尾）。hpi: Hours post inoculation. * or ** indicates sig‐

nificant correlation at the 0.05 or 0.01 level (2-tailed).

3 讨论

木质素在植物防御病原菌侵染过程中发挥着关

键作用，其发育程序性的生物合成和沉积位于次生

细胞壁中，发挥组成性防御作用以阻止病原体定殖

（Bonello & Blodgett，2003）。本研究中 6 种生态型

拟南芥未受齐整小核菌菌株 SC64 侵染时 Col-0 的

木质素化程度最强，与其抗病能力最强的特性相吻

合，而Ms-0的木质素化程度最弱，对应的抗病能力

最弱，其他 4种生态型的木质素化程度和抗病能力

介于两者之间，该结果表明了木质素对菌株SC64具

有组成性防御作用。木质素合成时首先经苯丙氨酸

解氨酶（phenylalanine ammonialyase，PAL）和肉桂醇

脱氢酶（cinnamyl alcohol dehydrogenase，CAD）等参

与木质素单体合成（Vanholme et al.，2010），然后经

漆酶或过氧化物酶氧化后组装形成木质素聚合物

（Vanholme et al.，2012；Rojas-Murcia et al.，2020）。

病原体与植物的相互作用能诱导苯丙烷途径相关基

因在植物中表达，从而促进相应酶的积累，提高酶活

性和细胞壁木质化水平（Zhao et al.，2009）。在不同

真菌处理的亚麻Linum usitatissimum细胞悬浮培养

物中，编码 PAL和CAD的基因显著上调表达，PAL

活性增强（Hano et al.，2006）。本研究中6种生态型

拟南芥受菌株 SC64 侵染后，木质素代谢通路基因

PAL3 和 CAD4 的相对表达量均发生了不同程度的

上调，相应地木质素化程度均比未受侵染时增强，这

与上述病原体能诱导植物木质素积累的研究结果一

致；且这2个基因在Col-0中的上调表达幅度较其余

5种生物型更大，与其木质素化程度最强的结果相吻

合，推测木质素与拟南芥对菌株SC64的抗性相关。

水杨酸作为植物抗病响应中的经典激素在抵

御生物营养型病原菌侵染过程中发挥着关键作用

（Glazebrook，2005）。但也有研究表明水杨酸在植

物受到病原菌侵染时起到相反作用，如在表达水杨

酸羟化酶（salicylate hydroxylase，Nahg）的转基因和

野生型番茄品系中，受到野油菜黄单胞菌泡囊变种

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria侵染后，野生

型积聚了大量水杨酸并伴随广泛的黄化和坏死病

症，而转 nahg 基因株系发病程度显著低于野生型

（O’Donnell et al.，2001）。本研究中拟南芥Col-0和

Ms-0经外源水杨酸预处理后受菌株SC64侵染时发

病程度均较未经水杨酸预处理时有所加重，这与

O’Donnell et al.（2001）发现过量水杨酸会加重植物

受到病原菌侵染时的发病程度的研究结果一致。水

杨酸也能对植物生长发育及木质素水平起到负调控

作用，如外源喷施 0.2 mmol/L水杨酸会抑制拟南芥

生长（Lee et al.，2020）；在HCT表达下调的拟南芥和

紫花苜蓿中观察到水杨酸含量与木质素水平成反比

（Gallego-Giraldo et al.，2011）。本研究发现相较于未

经水杨酸预处理组，拟南芥Col-0和Ms-0经外源水

杨酸预处理后受菌株SC64侵染时的木质素积累均

有不同程度降低，Col-0中木质素的积累随侵染时间

延长只有小幅升高，对应其仅在受侵染36 h时病斑发

生扩大即病害加重；Ms-0中木质素的积累随侵染时

间延长并未升高，对应其在受侵染18 h时病斑就发

生扩大即病害发展提前且加重，推测水杨酸抑制了

木质素在拟南芥防御菌株SC64侵染过程中的积累。

MAPK 级联信号通路能调控激素合成通路基

因，调节抗病激素响应，从而对病原菌的侵染进行防

御（Meng & Zhang，2013）。MPK4是通过结合特异

性底物MKS1负调控EDS1/PAD4的表达，最终实现

对水杨酸的抑制作用（Brodersen et al.，2006）。本研

究中6种生态型拟南芥受到菌株SC64侵染时MPK4

的相对表达量均显著上调，且在 Col-0 中的上调程

度高于其余5种生态型拟南芥；而EDS1基因在Ms-0

中的相对表达量上调程度则高于其余5种生态型拟
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南芥。相关性分析结果显示，6种生态型拟南芥受

到菌株SC64侵染3 h时MPK4相对表达量与受侵染

12 h 时 EDS1 相对表达量呈极显著负相关，该结果

与Brodersen et al.（2006）的研究结果相似，说明拟南

芥MPK4负调控了EDS1的表达。

DNA甲基化在植物生长和防御中也起到了至

关重要的作用（Xu et al.，2020；Li et al.，2021），如湖

北海棠Malus hupehensis的表观遗传研究结果表明

幼叶和老叶转变相关基因表达量与其对应启动子区

域的CHH甲基化呈正相关（Xing et al.，2020）；拟南

芥生物型 Col-0 受尖孢镰刀菌侵染后 CAP-PR 和

CRK40的相对表达量均发生上调且个别CHH位点

的甲基化增加（Le et al.，2014）。本研究中 6种生态

型拟南芥在未受侵染和受菌株 SC64 侵染 3 h 的

MPK4 基因启动子区域 CHH 甲基化位点数分别与

其自身表达量呈显著和极显著正相关，这表明该基

因启动子CHH甲基化位点数正调控了其自身表达

量，与Le et al.（2014）研究结果一致。综上所述，6种

生态型拟南芥MPK4基因启动子区域CHH甲基化

位点数在防御菌株SC64侵染过程中正调控自身表

达量，从而负调控水杨酸通路基因EDS1的表达，使

拟南芥水杨酸含量下降，进而使木质素代谢通路基

因CAD4的表达量上调并促进木质素积累，最终使

得其对菌株SC64的抗性起到了正调控作用。

齐整小核菌菌株SC64具有成为微生物除草剂

的应用潜力，前期研究表明其菌丝体能入侵到植物

组织中，并分泌细胞壁降解酶和草酸侵染植物体

（Tang et al.，2011）。而植物防御菌株 SC64 侵染的

分子机制尚不完全明确。因此，本研究从木质素和

水杨酸代谢通路以及水杨酸代谢上游调控基因甲基

化 3方面探究了拟南芥防御菌株SC64侵染的分子

机制，为提高菌株SC64作为生物除草剂应用潜力提

供了理论基础。
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