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细胞自噬相关基因在水稻纹枯病菌菌核
发育过程中的定量分析
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摘要　在前期研究中,采用 RNAＧseq技术获得了在水稻纹枯病菌菌核发育过程中差异表达的６个自噬相

关基因,为阐明这些基因在水稻纹枯病菌菌核发育过程中的表达模式,提取了菌核发育过程中３个阶段的

RNA,根据特异基因的序列设计引物,采用实时荧光定量PCR技术分析这些基因的表达谱.结果表明,丝氨酸/

苏氨酸激酶和ssp１、ATG１３和Vam６基因的表达量在白色菌核形成阶段的表达量显著升高,而在菌核发育成熟

阶段的表达量明显下降.而丝氨酸/苏氨酸Ｇ蛋白磷酸酶基因和丝氨酸/苏氨酸激酶受体相关蛋白基因的表达量

在菌核发育阶段呈现出连续下降的趋势.研究发现这６个与细胞自噬有关的基因的表达谱与转录组测序的结

果一致,表明转录组测序的结果可靠;同时也表明了这些基因高度响应了菌核的发育过程.
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　　水稻纹枯病(ricesheathblight)是水稻生产上

的重要真菌病害之一,在全世界的水稻产区均有发

生[１].近年以来,随着氮肥施用量的增加,矮秆、多
蘖和密植等栽培技术的推广[２],水稻纹枯病的发展

蔓延加快,严重影响了我国水稻的稳产和高产.据

报道,２０１６年水稻纹枯病病情为偏重至大发生,发
生面积约１８００万hm２,是稻瘟病发病面积的３．４
倍,华南、江南、长江中下游稻区大发生,西南北部和

江淮稻区偏重发生,西南南部和东北稻区中等发生

(http://www．natesc．agri．cn).水稻纹枯病已然成

为我国稻区发病面积最广的病害[３Ｇ４],因此,开展对

水稻纹枯病菌的研究,对减少水稻病害发生、减少农

业损失和提高产量有重要意义.
引起水稻纹枯病的病原菌为立枯丝核菌(RhiＧ

zoctoniasolani),隶属于 AG１ＧIA 融合亚群[５].该

菌是一种腐生能力强的土传植物病原真菌,除了引

起严重的水稻纹枯病之外,还可以引起立枯病等多

种病害,侵染作物多达２６０多种[６].在自然条件下,
该菌不产生有性孢子和任何无性孢子,而是以菌丝

或菌核的形式残留在病株或土壤中越夏或越冬.菌

核是由菌丝纠结而成的坚硬结构,能在土壤中存活

数年之久[７],也是初侵染的重要来源[３].因此,开展

菌核发育机理的研究,对于制定有效的防控措施、开
发抑制菌核发育的药剂具有潜在的应用价值.

菌核发育是真菌发育的一种重要方式.在真菌

发育过程中,大量的蛋白质合成和降解参与细胞的

死亡更替过程.在真核细胞里蛋白质有两种降解途

径:细 胞 自 噬 (autophagy)和 泛 素 蛋 白 酶 体 系 统

(ubiquitinＧproteasomesystem,UPS)[８].细胞自噬

现象最早在１９６３年被发现,指的是真核细胞内的一

种普遍的代谢过程,即细胞在缺乏营养或胁迫条件

下,通过降解细胞内已经衰老和损伤的细胞结构和

细胞器,为细胞重建和再生提供原料,实现了胞内物

质的循环利用,是生物体中一种重要的防御和保护

机制[９].细胞自噬在生物的很多生理过程中起着重

要的作用,尤其是应对各类胁迫反应,如氧化应激胁

迫、耐盐、耐干旱和微生物侵染等[１０].细胞自噬还

参与细胞重建的过程[１１],所以细胞自噬在真核细胞

中是一个无处不在的代谢过程,作为一个细胞质量控

制开关来消除衰老的细胞器和结构以维持内稳态[１２].
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　　细胞自噬基因APG１(现为ATG１)最初是从酿

酒酵母(Saccharomycescerevisiae)中被鉴定出来,
其蛋白Apg１(现为Atg１)编码一种丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶[１３].随后细胞自噬被发现在丝状真菌的

产孢、程序性细胞死亡、致病及促进细胞生存过程中

都发挥重要作用.在丝状真菌米曲霉(Aspergillus
oryzae)中,Atg８、Atg１３及Atg１５基因功能的缺失

将影响其产孢过程,说明自噬在该种真菌的有性生

殖中发挥作用[１４].在其他丝状真菌中,自噬相关基

因同样影响着产孢和致病力过程,如烟曲霉(A．fuＧ
migatus)的 Atg１[１５]以及稻瘟病菌(Magnaporthe
oryzae)的 Moatg１、Moatg４和Moatg８[１６Ｇ１７]等.

但是目前有关细胞自噬在水稻纹枯病菌菌核发

育过程中的作用尚未见到相关的报道.在前期工作

中,笔者建立了一种优化的适用于双向电泳的水稻

纹枯病菌蛋白质提取方法[１８],并通过 RNAＧseq技

术研究了水稻纹枯病菌菌核发育过程的转录组学情

况,通过生物信息学分析,发现了多个与细胞自噬有

关的unigenes的表达量显著差异,表明了这些基因

可能响应了菌核发育的过程.因此,本研究以水稻

纹枯病菌菌核发育过程中３个代表阶段(菌丝体、白
色菌核、黑色菌核)的菌体为材料,采用qRTＧPCR
技术分析菌核形成发育过程中自噬基因的表达谱,
并探讨自噬相关基因在菌核发育过程的功能,旨在

为今后深入研究水稻纹枯病菌菌核发育关键基因的

功能奠定基础.

1　材料与方法

1.1　菌株和培养条件

本研究所用的菌株为笔者所在实验室保存的水

稻纹枯病菌(RhizoctoniasolaniAG１ＧIA)强致病力

菌株 GDＧ１１８.将 GDＧ１１８菌株在PDA平板上活化

后,用打孔器取菌落边缘的菌块接种在新的 PDA
平板上,接种后的平板在２５℃下培养.为了收集菌

丝和菌核,PDA平板上覆盖玻璃纸.在培养后３６h
收集未分化的营养菌丝 (myceliastage,MS),在

７２h收集白色菌核(sclerotialinitiation,SI),在第１４
天收集成熟菌核(sclerotialmaturation,SM).每个

样品设置 ３ 个重复,样品收集后存放于 －８０ ℃
备用.

1.2　RNA 的提取和反转录

真菌总RNA用E．Z．N．A．FungalRNAKit(OＧ

megabioＧtek,Norcross,GA)试剂盒提取,具体操

作步骤参照产品说明书.RNA 的完整性和纯度分

别用１％琼脂糖凝胶电泳和 Nanodrop２０００微量紫

外分 光 光 度 计 (ThermoScientific,Wilmington,

DE)进 行 检 测.取 １μg 经 DNaseⅠ 处 理 的 总

RNA,用PrimerScriptRTreagentKit(TAKARA,

Kyoto,Japan)按照说明书进行反转录.

1.3　引物设计

从RNAＧseq筛选到６个与细胞自噬相关的基

表１　自噬相关基因功能和引物

Table１　Thefunctionandprimersofselectedautophagygene

基因序号

Genenumber
基因功能

Genefunction
定量PCR引物

PrimerforqRTＧPCR

TCONS_００００１５７９
丝氨酸/苏氨酸激酶

Serine/threoninekinase,STK
F:TCTTGCTCTCATCCATTA
R:CCACATCTCAATTCTCAA

TCONS_００００３０７１
自噬相关蛋白１３

AutophagyＧrelatedprotein１３
F:TAGCGTTCACGATGGCTTTG
R:TGCAAGGCTTCATGGTTTGG

TCONS_００００２３６１
丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

ssp１serine/threonineＧproteinkinasessp１
F:GTTCTATTCAACCAATCTTC
R:GCTTATGTCACTCTTCTT

TCONS_００００２３３９ Vam６
F:TCTCTACATATACGACTTGG
R:GTTGGTCTATCTGCCTTC

TCONS_０００１３８８０
丝氨酸/苏氨酸－蛋白磷酸酶

Proteinserine/threoninephosphatases,PSTP
F:GGCTTATTAGTTCGTATA
R:AGAATGATAGAGTGAGTA

TCONS_００００７６０８
丝氨酸/苏氨酸激酶受体相关蛋白

SerineＧthreoninekinasereceptorＧassociatedprotein,STRAP
F:AAACGACTTTACGAACTC
R:TACAGGAATTATACCAAGAC

GAPDH
三磷酸甘油醛脱氢酶

GlyceraldehydeＧ３Ｇphosphatedehydrogenase,GAPDH
F:TACTCCGCAATGCTATCG
R:TACTCGGTCCCAGTGGT

１５
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因,通过Blast软件预测基因的功能(表１),根据目

的基因的序列,用PrimerPremier６软件(PREMIＧ
ERBiosoftInternational,PaloAlto,USA)分析序

列并设计特异引物,引物由上海生工生物工程公司

合成,引物序列如表１所示.
1.4　定量 PCR 分析

荧光定量PCR用CFXConnect仪器(BioＧRad,

CA,USA)和 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ (Tli
RNaseHPlus)(TaKaRa,Kyoto,Japan)进行.反应

体系包括１．０μLcDNA 模板,５μLSYBRPremix
ExTaqⅡ MasterMix,１０μmol/L引物各０．４μL,

３．２μLRNaseＧfree水.反应程序如下:第一阶段

９５℃变性３０s,第二阶段是９５℃变性５s,各引物合

适的退火温度３０s,７２℃延伸３０s.样品间基因相

对定量比较用２－ΔΔCt法进行分析[１９],相对表达量的

公式是R＝２－[ΔCt(目的基因)－ΔCt(内参基因)],ΔΔCt＝[Ct(目
的基因)－Ct(内参基因)]－[Ct(校正)－Ct(内参

基因)].基因表达水平通过水稻纹枯病菌的三磷酸

甘油醛脱氢酶 (glyceraldehydeＧ３ＧphosphatedehyＧ
drogenase,GADPH)基因进行校正.所有样品都

做３个生物学重复和３个技术重复.
1.5　数据分析

所得的数据用SPSS１３．０软件(IBM,NY,USA)
的方差分析进行统计,差异显著水平α＝０．０５.

2　结果与分析

2.1　菌核发育阶段

根据水稻纹枯病菌在培养基上形成菌核的特

点,本研究选定了菌核发育过程中３个阶段的病菌

样品,第１个时间点是丝状菌丝呈放射状长满培养

皿时,该时间点为接种后３６h;第２个时间点是

７２h,此时水稻纹枯病菌在培养基上逐渐长成白色

菌丝球,形成体积较大的白色菌核;在这之后,白色

菌核累积色素,发育成黑色菌核,黑色菌核的成熟期

一般为１４d,此时真菌的形态基本不再变化,菌核表

面可见分泌液滴(图１).

A:菌丝阶段 Myceliastage;B:菌核起始阶段 Sclerotialinitiation;C:菌核成熟阶段 Sclerotialmaturation．

图１　水稻纹枯病菌菌核发育过程的３个阶段

Fig．１　ThreestagesofsclerotialdevelopmentofRhizoctoniasolaniAG１ＧIA

2.2　RNA 提取和反转录

琼脂糖凝胶电泳表明所提取的 RNA 条带清

晰、完整,无弥散条带和DNA降解(图２).RNA的

纯度和浓度也符合qRTＧPCR的要求.
2.3　荧光定量 PCR 检测

首先评估引物的熔解曲线和扩增曲线,熔解曲

线峰为单一和锐利的峰形,未见其他峰值,得到各基

因熔解温度均一,扩增产物特异性好,而扩增曲线呈

现典型的S型曲线,因此可以采用 SYBRGreenI
法进行相对定量分析.qRTＧPCR结果显示,６个与

细胞自噬有关的基因在菌核发育的３个阶段的表达

量差异显著(图３).由图 ３ 中可看出,TCONS_

０００１５７９、TCONS_００００３０７１、TCONS_００００２３６１和

TCONS _００００２３３９这４个unigenes在菌核发育过

　A:菌丝阶段 Myceliastage;B:菌核起始阶段 SclerotialinitiaＧ

tion;C:菌核成熟阶段 Sclerotialmaturation．

图２　水稻纹枯病菌菌丝和菌核总RNA电泳图

Fig．２　GelelectrophoresisoftotalRNAisolatedfrom
myceliaandsclerotiaofRhizoctoniasolaniAG１ＧIA

２５
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　A:TCONS_００００１５７９;B:TCONS_００００３０７１;C:TCONS_００００２３６１;D:TCONS_００００２３３９;E:TCONS_０００１３８８０;F:TCONS_

００００７６０８．

图３　６个自噬相关基因荧光定量PCR和RNAＧseq测序结果

Fig．３　TheresultsofquantitativerealＧtimePCRandRNAＧseqofsixautophagyrelatedgenes
程中 在 SI 阶 段 明 显 高 表 达,在 SM 阶 段 降 低

(图３A、B、C和D);TCONS_０００１３８８０和TCONS_
００００７６０８这２个基因在SI阶段表达量下调,之后

趋于相对稳定的趋势(图３E和F).图中折线为各

基因 RNAＧseq获得的 FPKM 值,图３中也显示荧

光定量 PCR的结果和 RNAＧseq测序的结果一致,
表明了RNAＧseq数据的可靠性比较高.

3　讨　论

菌核的形成是一个复杂的生物学过程,涉及了

次生代谢、信号传导、碳水化合物代谢、细胞分化和

死亡等进程,在菌核的形成过程中也出现大量物质

的形成和降解.菌核的形成是由活性氧物质(reacＧ
tiveoxygenspecies,ROS)诱导产生的[２０Ｇ２１],在细胞

中产生的ROS会对蛋白质造成损伤.因此,蛋白质

降解在细胞的代谢循环中发挥了重要作用.

在通常条件下,细胞中的自噬都维持在很低的

水平,但是在各种应激条件下被诱导产生.在前期

研究中,笔者通过RNAＧseq技术研究了菌核发育的

差异表达基因,发现在菌核发育的不同阶段中,与自

噬有关的基因差异表达显著,预示这些细胞自噬相

关基因可能响应了菌核的发育.在转录组数据中,
笔者也发现了与泛素化有关的基因差异表达显著,
其中分别编码ubiquitin和ubiquitinＧspecificproteＧ
ase蛋白的基因在菌核成熟阶段表达量最高(未发

表资料).这表明自噬和泛素化都参与了菌核的发

育过程.在生物细胞中,自噬和泛素化是相互作用

的,损伤蛋白通过多聚泛素化修饰后才被泛素结合

蛋白运送到自噬体中[８].因此,本研究中的自噬相

关基因和泛素相关蛋白可能协同参与了菌核发育过

程的蛋白质降解过程.
本研究发现丝氨酸/苏氨酸激酶STK 和ssp１

３５
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基因、ATG１３基因和Vam６基因在菌核发育阶段呈

现出先升高后下降的趋势,而丝氨酸/苏氨酸蛋白磷

酸酶(serine/threoninephosphatases,PSTP)基因和

丝氨酸/苏氨酸激酶受体相关蛋白(serine/threoＧ
ninekinasereceptorassociatedprotein,STRAP)基
因却是呈现出逐渐下降的趋势.值得注意的是,这
６个基因的荧光定量PCR结果和 RNAＧseq测序结

果的趋势基本都是一致的,表明RNAＧseq数据是真

实可靠的.
生物体内蛋白质的磷酸化是由蛋白激酶和蛋白

磷酸酶调控的.STK和ssp１可磷酸化丝氨酸或苏

氨酸的羟基,还参与酶活性的调控、基因表达和细胞

分化,将激素、代谢和发育信号转导路径(包括光、
盐、干旱、低温等胁迫)相联系,在细胞信号转导过程

中占有极其重要的位置[２２].PSTP是一种磷酸化蛋

白激酶的形式,其作用于磷酸化丝氨酸/苏氨酸羟

基,也被丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶磷酸化,磷酸基团

的添加可以被称为丝氨酸/苏氨酸磷酸酶的酶逆

转[２３].PSTP在DNA损伤后调控蛋白质自身的酶

活性、蛋白质间相互作用、蛋白质定位和稳定性都有

重要的作用.PSTP参与调控细胞增殖、细胞结构、
基因转录、代谢、RNA 剪接和 DNA 损伤修复完成

后的恢复等进程[２３].而 STRAP包含保守的色氨

酸(W)Ｇ天门冬氨酸(D)４０序列,主要存在于细胞质

中,在细胞增殖中起调节作用,包括细胞程序性死亡

(凋亡)、细胞分化和胚胎发育[２４].这些酶影响控制

磷酸根离子的添加和去除,调节参与细胞增殖的过

程、程序性细胞死亡(细胞凋亡)、胚胎发育和细胞分

化的许多细胞途径.在菌核的发育进程中,STK 和

ssp１基因表达量显著上调,到了后期黑色菌核阶

段,其基因表达趋势是下调的,可能原因是随着生长

后期细胞分裂更新速度变慢,蛋白质数量减少,底物

也相应减少,因而催化蛋白质磷酸化的蛋白激酶数

量也随之减少.PSTP 和STRAP 的表达量是下

调的,可能原因是蛋白激酶的数量增加,使得蛋白磷

酸酶快速减少,该现象的调控机制有待进一步研究.
由于菌核是胁迫诱导形成的,它的生长发育和基因

表达是一个极其复杂的过程,每一个步骤要受到多

个基因的共同调控,涉及多种信号转导途径,可以确

定的是丝氨酸/苏氨酸相关基因在水稻纹枯病病菌

自噬过程中起了调控作用,并且影响了它的发育

进程.
ATG１３是 吞 噬 体 形 成 所 需 的 自 噬 因 子,是

Atg１激酶复合体中的一个调节亚基,Atg１激酶复

合体控制着自噬的水平[１３].本研究中,ATG１３基

因在菌核起始时显著上调,而在菌核成熟时显著下

调,这可能是菌核开始形成时受氧化胁迫的诱导,此
时细胞内的活性氧水平比较高,胞内的自噬水平也

升高,因此ATG１３基因调控了自噬水平.这与刘

蒙蒙等[２５]的研究结果一致,他们在猪苓(Polyporus
umbellatus)中鉴定了一个自噬基因ATG８,该基因

在猪苓菌核中有表达,可能与猪苓的防卫反应有关.

Vam６基因也被称为VPS３９和CVT４,它的功

能与细胞内液泡的形态有关,如果该基因缺失,会导

致大液泡比正常液泡更小.液泡是真菌生理活动中

的关键细胞器之一,通过对自噬的调控直接参与菌

丝细胞内的长距离营养运输,调控菌丝的扩展和分

支的形成,间接参与真菌某些关键结构的形成,如附

着胞的形成和假菌丝的生长等[２６].从定量的结果

来看,Vam６基因的表达也是在菌核开始形成的阶

段显著上调,在这个阶段,真菌的细胞发生剧烈的变

化,菌丝结构和分支与未分化阶段显著不同,细胞中

各种细胞质也发生改变,此时液泡在细胞间物质运

输中也发挥了重要作用,可能是一个关键因子.
本研究明确了６个细胞自噬相关基因的表达谱,

发现在水稻纹枯病菌菌核发育的过程,这些基因都发

生显著的变化,也表明了细胞自噬响应了菌核的发育

过程,为研究丝核菌类菌核发育提供了候选基因,有
利于进一步深入研究菌核发育关键基因的功能.
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Expressionofautophagyrelatedgenesduringsclerotial
developmentofRhizoctoniasolaniAG１ＧIAbyqRTＧPCR

SHUCanwei　WANGChenjiaozi　JIANGShaofeng　ZHANGHeng　ZHOUErxun

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity/GuangdongProvinceKeyLaboratory
ofMicrobialSignalsandDiseaseControl,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　Inapreviousstudy,sixautophagyＧrelatedgeneswereidentifiedduringsclerotialdevelopＧ
mentofRhizoctoniasolaniAG１ＧIAusingRNAＧseqtechnology．Inordertorevealtheexpressionpatterns
ofthesegenesduringsclerotialdevelopmentofR．solaniAG１ＧIA ,quantitativerealＧtimePCR (qRTＧ
PCR)wasperformed．Theresultsshowedthatexpressionoftheserine/threoninekinase,ssp１,ATG１３
andVam６geneswassignificantlyupＧregulatedatthesclerotialinitiationstage,butdownＧregulatedatthe
sclerotialmaturationstage．However,theserine/threonineＧproteinphosphatasegeneandserine/threonine
kinasereceptorＧrelatedproteingeneshowedasignificantdecreaseduringsclerotialdevelopmentofR．soＧ
laniAGIＧIA．TheexpressionpatternsofthesegenesobtainedbyqRTＧPCRwereinaccordancewiththe
resultsobtainedbyRNAＧseq,whichindicatedthattheresultsofRNAＧseqwerereliable．Thisstudyalso
showedthatautophagyＧrelatedgeneswerehighlyregulatedduringsclerotialdevelopment,andmayplay
animportantroleinsclerotialdevelopment．

Keywords　Rhizoctoniasolani;autophagyＧrelatedgene;quantitativerealＧtimePCR;differential
geneexpression
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