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摘要　本研究以稻曲病菌犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻狉犲狀狊黄色（非休眠）厚垣孢子、黑色（休眠）厚垣孢子、厚垣孢子萌发后产

生的分生孢子（非休眠）３种孢子为材料，采用ＤＮＡ甲基化敏感扩增多态性技术对供试材料基因组ＤＮＡ进行甲基

化分析，探究稻曲病菌休眠与非休眠厚垣孢子ＤＮＡ甲基化的水平和模式。结果显示，３种形态孢子的基因组

ＤＮＡ甲基化水平差异明显，分生孢子基因组ＤＮＡ中ＣＣＧＧ序列的总甲基化率为２０．５６％，黑色休眠厚垣孢子为

２５．６３％，黄色非休眠厚垣孢子为３３．５２％。黄色和黑色的厚垣孢子主要是全甲基化模式，其全甲基化率高于半甲

基化率，其中黄色厚垣孢子全甲基化率高达１７．６８％；分生孢子则是以半甲基化模式为主。结果对揭示稻曲病菌厚

垣孢子休眠的分子机制，探究真核生物孢子的分子休眠机制有普遍意义。

关键词　稻曲病菌；　厚垣孢子；　分生孢子；　ＤＮＡ甲基化；　甲基化敏感扩增多态性
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狅狉狔狕犪犲狊犪狋犻狏犪犲Ｈａｓｈｉｏｋａ］侵染引起的水稻穗部病



２０１９

害［１］。该病在亚洲、美洲和非洲的３０多个国家及我

国各稻区都有不同程度发生。一般穗发病率为４％

～６％，严重达５０％以上。它不仅使秕谷率、青米

率、碎米率增加；而且当稻谷中含有０．５％病粒时能

引起人畜中毒症状［１７］。该病在我国无论是从发生

面积，还是从引起的产量损失上看，都已成为水稻尤

其是杂交稻最重要的病害之一［２，４］。

在稻曲病发展过程中，稻曲球中的厚垣孢子在

发育过程中存在颜色转变，即从最初乳白色至黄色

再到墨绿色（亦称之黑色），黄色厚垣孢子的萌发率

可高达８０％以上。随着厚垣孢子颜色变深，萌发率

下降，当变成黑色厚垣孢子就很难萌发或不能萌

发［８９］。这种由非休眠（黄色）至休眠（黑色）状态的

转变对厚垣孢子度过不良环境和宿主缺乏期 （在植

物病理学上的越冬或越夏）有重要的生物学意义。

厚垣孢子在稻曲病的侵染循环中起重要作用，是稻

曲病的主要初侵染源［８１２］。

ＤＮＡ甲基化是一种常见的表观遗传修饰。

它是指由ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴａｓｅ）介导，在

胞嘧啶的第５位碳原子上加上１个甲基基团，使

之变成５甲基胞嘧啶（５ｍＣ）的化学修饰过程。

在各种疾病的致病机制中，甲基化模式异常这一

因素所起的作用各不相同。在真核生物中通常

ＤＮＡ的甲基化会抑制基因表达。ＤＮＡ的甲基化

状态对染色体的结构维持、Ｘ染色体失活、基因

印记及胚胎发育、正常细胞功能的维持，组织特

异性基因的表达和转座子沉默，乃至疾病的发生

十分重要［１３１４］。

关于真菌 ＤＮＡ 甲基化研究，早在１９８３年

Ｔａｍａｍｅ等
［１５］利用５氮杂胞苷（５ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ）对

犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉和犃．狀犻犱狌犾犪狀狊的菌丝进行诱变，

研究其野生型和诱变型菌丝ＤＮＡ甲基化，结果显

示，它们在ＤＮＡ甲基化方面没有差异。随后，１９８４

年Ａｎｔｅｑｕｅｒａ等
［１６］对涵盖５个科的２０个种（包含壶

菌、卵菌、接合菌、子囊菌、担子菌和半知菌）进行了

ＤＮＡ甲基化检测，其中１８个种ＤＮＡ甲基化率≤０．

１％，而犛狆狅狉狅狋狉犻犮犺狌犿犱犻犿狅狉狆犺狅狊狆狅狉狌犿 和犘犺狔犮狅

犿狔犮犲狊犫犾犪犽犲狊犾犲犲犪狀狌狊的ＤＮＡ甲基化率则分别约为

０．２％和０．５％。研究表明，真菌中存在ＤＮＭＴａｓｅ

和甲基化区域［１７１９］。对模型真菌子囊菌粗糙脉孢

菌犖犲狌狉狅狊狆狅狉犪犮狉犪狊狊犪的研究显示，真菌ＤＮＡ甲基

化是一种特定的基因组防御，因经过重复诱导点突

变没有发现结构基因、沉默转座因子和重复的

ＤＮＡ序列
［２０２１］。在稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲

中存在ＤＮＡ甲基化，反转录转座子 ＭＡＧＧＹ对反

转录的限制作用与ＤＮＡ甲基化没有相关性
［２２］。

不同的犕．狅狉狔狕犪犲单孢其甲基化也有差异，缺失

ＭｏＤＭＴ１的突变体菌株与正常菌株的生长无差

异［２３］，但ＤＮＡ甲基化在全基因组分布和对真菌的

生活周期的意义是未知的。Ｊｅｏｎ等
［２４］分析了

犕．狅狉狔狕犪犲的ＤＮＡ甲基化，表明ＤＮＡ甲基化有助于

真菌的生长发育和基因组防御。

本研究以稻曲病的黄色、黑色厚垣孢子和厚垣

孢子萌发后产生的分生孢子为材料，采用甲基化敏

感扩增多态（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＭＳＡＰ）技术对供试材料的基因组

ＤＮＡ进行甲基化分析，旨在探究稻曲病菌休眠与非

休眠厚垣孢子ＤＮＡ甲基化的水平和模式，这有利

于揭示稻曲病菌厚垣孢子休眠分子机制，对探究真

核生物分子休眠机制具有一定的理论价值。

１　材料与方法

１．１　供试病菌

从高感稻曲病水稻品种‘红莲优６号’采集病粒

稻曲球，分离稻曲病菌的单孢，用燕麦培养基（燕麦

片３０ｇ，琼脂２０ｇ，水加至１０００ｍＬ）培养。并用ＰＳ

培养液（马铃薯２００ｇ，蔗糖２０ｇ，水１０００ｍＬ）在水

平摇床上２６℃黑暗条件下１３０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养

获得分生孢子。在无菌环境下将分生孢子悬浮液与

捣碎的菌丝片段混匀，孢子浓度调至４×１０５个／ｍＬ

并接种到水稻品种‘红莲优６号’上，发病后收集黄

色、黑色的稻曲病菌厚垣孢子。将获得的孢子保存

于－８０℃冰箱备用。

１．２　供试试剂

基因组ＤＮＡ提取试剂盒，ＯＭＧ公司。犈犮狅Ｒ

Ⅰ、犕狊狆Ⅰ、犎狆犪Ⅱ、１０×ＢｕｆｆｅｒＴ等，纽英伦生物

技术（北京）有限公司。基因组ＤＮＡ接头的连接试

剂（Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ，基因组ＤＮＡ的预扩增和选择

性扩增试剂）等，北京全式金生物技术有限公司；电

泳及银染试剂为国产；犈犮狅ＲⅠ接头、犎狆犪Ⅱ－犕狊狆

Ⅰ接头、扩增引物等，生工生物工程（上海）股份有限

公司。引物及接头序列见表１。
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表１　接头和引物序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犪犱犪狆狋狅狉狊犪狀犱狆狉犻犿犲狉狊

引物类型

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

接头

Ａｄａｐｔｏｒ

犈犮狅ＲⅠ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ

犈犮狅ＲⅠ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

犎狆犪Ⅱ犕狊狆Ⅰ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＴＡＧＡＡ

犎狆犪Ⅱ犕狊狆Ⅰ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＣＧＴＴＣＴＡＧＡＣＴＣＡＴＣ

预扩增引物

Ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ

Ｅ００＋Ａ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ

ＨＭ ＡＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＣＴＣＧＧ

选择性扩增引物组

Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒ

Ｅ００＋ＡＣＡ、Ｅ００＋ＡＡＧ、Ｅ００＋ＡＡＴ、Ｅ００＋ＡＣＴ、Ｅ００＋ＡＣＣ、Ｅ００＋ＡＡＡ、Ｅ００＋ＡＣＧ、Ｅ００＋ＡＡＣ、Ｅ００

＋ＡＧＡ、Ｅ００＋ＡＧＣ、Ｅ００＋ＡＧＴ、Ｅ００＋ＡＧＧ

ＨＭ＋ＴＡＧ、ＨＭ＋ＴＴＡ、ＨＭ＋ＴＧＴ、ＨＭ＋ＴＧＣ、ＨＭ＋ＴＡＣ、ＨＭ＋ＴＣＧ、ＨＭ＋ＴＧＡ、ＨＭ＋ＴＴＧ、

ＨＭ＋ＴＴＣ、ＨＭ＋ＴＣＣ

１．３　基因组犇犖犃的提取

采用基因组ＤＮＡ提取试剂盒分别提取稻曲病

菌的分生孢子、黄色和黑色厚垣孢子基因组ＤＮＡ，

具体操作步骤参照试剂盒上的说明。并用核酸分析

仪测定２６０ｎｍ、２８０ｎｍ时的吸光度，用１．０％琼脂

糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的质量。

１．４　基因组犇犖犃的甲基化犕犛犃犘体系建立

１．４．１　基因组ＤＮＡ的双酶切

分别使用限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ／犎狆犪Ⅱ和犈犮狅Ｒ

Ⅰ／犕狊狆Ⅰ对ＤＮＡ进行双酶切。将提取的ＤＮＡ（５００

ｎｇ）５．０μＬ，犈犮狅ＲⅠ（２０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，犕狊狆Ⅰ（或

犎狆犪Ⅱ）（２０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１０×ＢｕｆｆｅｒＴ２．５μＬ，

加水至２５μＬ，混匀后于低温恒温水浴槽３７℃酶切

保温１２ｈ，６５℃温育２０ｍｉｎ，４℃保存。

１．４．２　基因组ＤＮＡ接头的准备与连接

将犈犮狅ＲⅠ接头引物分别配成１５μｍｏｌ／Ｌ的保

存液，混合稀释成５μｍｏｌ／Ｌ；犎狆犪Ⅱ犕狊狆Ⅰ接头引

物分别配成１００μｍｏｌ／Ｌ 的保存液，混合配成

５０μｍｏｌ／Ｌ。混合均匀后置于ＰＣＲ仪：６５℃１０ｍｉｎ；

３７℃１０ｍｉｎ；２５℃１０ｍｉｎ，然后自然冷却至室温。

将酶切产物８．５μＬ，Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１．０μＬ，５×Ｔ４

ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ４．０μＬ，犈犮狅ＲⅠａｄａｐｔｅｒ（５μｍｏｌ／Ｌ）

２．０μＬ，犎狆犪Ⅱ犕狊狆Ⅰａｄａｐｔｅｒ（５０μｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，补水

至２０μＬ，混匀后于低温恒温水浴槽１６℃培养过夜，

７０℃灭活１０ｍｉｎ，－２０℃保存。

１．４．３　基因组ＤＮＡ的预扩增

预扩增总体积２５μＬ，包括连接产物２．０μＬ，１０×

ＴｒａｎｓＴａｐＨｉＦｉＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＴｒａｎｓＴａｐＨｉＦｉＤＮＡ

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，ＧＣＥｎｈａｎｃｅｒ０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ预扩增上下游引物各

１．０μＬ。扩增程序为：９４℃３０ｓ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃

１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

１．４．４　基因组ＤＮＡ的选择性扩增

预扩增产物２０倍稀释液５．０μＬ，１０×Ｔｒａｎｓ

ＴａｐＨｉＦｉＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＴｒａｎｓＴａｐＨｉＦｉＤＮＡＰｏ

ｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ，ＧＣＥｎｈａｎｃｅｒ０．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ选择性上下游引物各１．５μＬ，

总体积２５μＬ。扩增程序为：９４℃３０ｓ，６５℃（每个循

环降低０．７℃）３０ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，１３个循环；９４℃

３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，２３个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

１．４．５　６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

将选择性扩增产物进行６％变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳。采用美国ＢＩＯＲＡＤ公司的ＰｏｗｅｒＰａｃＨＶ

电泳仪，恒定电压１８００Ｖ进行预电泳３０ｍｉｎ，使凝

胶预热。然后上样，１２００Ｖ电泳２．０～２．５ｈ，待二

甲苯青移动至整个凝胶的２／３处时，停止电泳，取出

凝胶，银染显色。

１．５　数据分析

统计显影后的聚丙烯酰胺凝胶电泳条带，将清

晰条带显示记为“１”，无条带显示处记为“０”，记录所

有适宜选扩增引物组合的ＭＳＡＰ图谱，组成二次元

矩阵，进行甲基化多态性统计［２５］。

２　结果与分析

２．１　基因组犇犖犃的选择性扩增

甲基化敏感扩增多态性（ＭＳＡＰ）中使用的内切

酶犕狊狆Ⅰ和犎狆犪Ⅱ是一组同裂酶，都识别并切割

５′ＣＣＧＧ３′序列，但在５′ＣＣＧＧ３′存在甲基化时，

两种酶对该序列不同甲基化状态的敏感度不同。

犕狊狆Ⅰ只能切割外部胞嘧啶没有发生甲基化的５′

ＣＣＧＧ３′序列，一旦外部胞嘧啶发生甲基化，将不能

切割此位点。犎狆犪Ⅱ对半甲基化（单链甲基化）敏
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感，对全甲基化（双链甲基化）不敏感，只切割半甲基

化的５′ＣＣＧＧ３′序列。

因此，聚丙烯酰胺凝胶电泳获得的条带可分为

４种类型：Ⅰ型，两条泳道均有带，表示无甲基化或

单链内部发生甲基化；Ⅱ型，犕狊狆Ⅰ酶切产物扩增泳

道有带，犎狆犪Ⅱ酶切产物扩增泳道无带，表示发生双

链内部甲基化；Ⅲ型，犎狆犪Ⅱ酶切产物扩增泳道有

带，犕狊狆Ⅰ酶切产物扩增泳道无带，表示发生单链外

部甲基化；Ⅳ型，不存在ＣＣＧＧ位点，或内侧和外侧

胞嘧啶同时甲基化（图１）。据报道
［２６２７］，第四种甲

基化类型的频率很低，因此我们得到的甲基化水平

可能只比实际的低一些。

图１　选择性扩增采用６％犘犃犌犈胶检测的部分结果

犉犻犵．１　犘犪狉狋犻犪犾狉犲狊狌犾狋狅犳狊犲犾犲犮狋犻狏犲犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犻狀６％犘犃犌犈

２．２　基因组犇犖犃甲基化水平和模式

犈犮狅ＲⅠ选择性扩增引物分别与犕狊狆Ⅰ、犎狆犪Ⅱ选择

性扩增引物配对，从１２０对ＭＳＡＰ选择性扩增引物中

筛选出２８对扩增图谱清晰、甲基化多态性丰富、条带重

复性好的选择性扩增引物组合。采用２．１的带型统计

方法记录ＰＡＧＥ胶上的扩增条带，结果如表２所示。

表２　基因组犇犖犃甲基化犕犛犃犘分析

犜犪犫犾犲２　犕犛犃犘犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀狅犿犻犮犇犖犃犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀

孢子类型

Ｓｐｏｒｅｔｙｐｅ

带型Ｐａｔｔｅｒｎ

Ⅰ（１，１）Ⅱ（０，１）Ⅲ（１，０）

总扩增带数／条

Ｔｏｔａｌａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｂａｎｄｓ

甲基化位点数

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ｓｉｔｅｓ

总甲基化率／％

Ｔｏｔａｌｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ｂａｎｄｒａｔｉｏ

全甲基化率／％

Ｆｕｌｌｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ｒａｔｉｏ

半甲基化率／％

Ｈｅｍｉｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ｒａｔｉｏ

分生孢子

Ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅ
１２２９ １３５ １８３ １５４７ ３１８ ２０．５６ ８．７３ １１．８３

黑色厚垣孢子

Ｂｌａｃｋｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅ
６１８ １１６ ９７ ８３１ ２１３ ２５．６３ １３．９６ １１．６７

黄色厚垣孢子

Ｙｅｌｌｏｗｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅ
５７９ １５４ １３８ ８７１ ２９２ ３３．５２ １７．６８ １５．８４
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　　根据对稻曲病菌的分生孢子、黑色和黄色厚垣孢

子基因组ＤＮＡ进行ＭＳＡＰ分析，可以看出分生孢子

基因组ＤＮＡ中ＣＣＧＧ序列的甲基化率为２０．５６％，

黑色厚垣孢子为２５．６３％，黄色厚垣孢子为３３．５２％。

其中分生孢子ＤＮＡ的甲基化率最低，黄色厚垣孢

子ＤＮＡ的甲基化率最高。

在分生孢子、黑色和黄色厚垣孢子ＤＮＡ的扩

增条带中，全甲基化条带数分别为１３５、１１６、１５４条，

全甲基化率分别为８．７３％、１３．９６％、１７．６８％，分生

孢子全甲基化率低于半甲基化率，黑色和黄色厚垣

孢子的全甲基化率均高于半甲基化率。从统计结果

看出ＤＮＡ甲基化在稻曲病菌休眠与非休眠厚垣孢

子中发生普遍，在稻曲病菌分生孢子和厚垣孢子之

间，基因组ＤＮＡ甲基化水平差异明显，黄色和黑色

的厚垣孢子主要是全甲基化模式，分生孢子则是以

半甲基化模式为主。

３　讨论

ＭＳＡＰ（甲基化敏感扩增多态性）技术是检测

基因组ＤＮＡ甲基化的重要方法之一，它是在ＡＦＬＰ

技术的基础上，根据犕狊狆Ⅰ和犎狆犪Ⅱ对甲基化敏感

性的不同来区分基因组ＤＮＡ全甲基化和半甲基化

状态，同时可以测出其总甲基化水平［２８］。

稻曲病菌引起水稻穗粒发病，在穗粒上形成稻

曲球，稻曲球中的孢子座产生粉状厚垣孢子，厚垣孢

子在发育过程中其颜色会发生变化，由乳白色逐渐

变成黄色，最终成为墨绿色（黑色），即厚垣孢子由非

休眠状态转化成休眠状态，这种现象属于表观遗传

特征。厚垣孢子在非休眠和休眠的转换中，其表观

遗传上有明显差异，这种差异与ＤＮＡ甲基化相关。

本研究采用ＭＳＡＰ技术，以稻曲病菌的分生孢子及

两种颜色的厚垣孢子为材料，初次对稻曲病菌分生

孢子、休眠与非休眠厚垣孢子的基因组ＤＮＡ甲基

化水平和模式进行研究，结果显示，稻曲病菌分生孢

子、黑色和黄色厚垣孢子ＤＮＡ甲基化水平差异明

显，休眠的黑色厚垣孢子的甲基化要低于非休眠的

黄色厚垣孢子。这个结论与种子萌发甲基化水平变

化是相似的，黄韫宇等［２９］用ＮａＣｌ处理黄瓜种子，发

现黄瓜种子在萌发过程中甲基化水平是不断变化

的，前期甲基化水平略高，中后期甲基化水平降低，

发芽末期甲基化水平更低，与 Ｍｉｓｈｒａ等
［３０］报道的

比较一致，犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊是人类真菌性病原物，

其ＤＮＡ甲基化调控影响的基因通常与形态转化，

如酵母态与菌丝态形态转换、白色细胞与非透明细

胞的转化，以及铁离子代谢相关的基因有关。犆．

犪犾犫犻犮犪狀狊在无性生长期间，被压制转录甲基化位点

中Ｃ转换成Ｔ的频率提高，一个进化上稳定的抑制

突变的模式可能会因为环境或寄主变化而发生遗传

改变。稻曲病菌的３种不同发育时期的孢子的

ＤＮＡ甲基化调控的基因可能影响其萌发，利用

ＭＳＡＰ方法获得稻曲病菌３种孢子的甲基化差异性

位点的ＤＮＡ片段，通过克隆测序可获得相应的基

因的重要信息，从而可找到甲基化差异基因的表达

与休眠的相关性。另外，通过分析甲基化位点，发现

全甲基化，即双链甲基化是稻曲病菌休眠与非休眠

基因组ＤＮＡ甲基化的主要模式，分生孢子ＤＮＡ则

表现为全甲基化率低于半甲基化率，以半甲基化为

主要模式；黑色和黄色厚垣孢子的全甲基化率均高

于半甲基化率。此结论与种子萌发中，大量基因上

调表达相一致，且种子萌发过程中同时还发现少量

的甲基化事件，说明部分功能基因处于关闭或正在

关闭的调控状态［３１３４］。稻曲病菌由可萌发的黄色厚

垣孢子到不可萌发的黑色厚垣孢子，由厚垣孢子到

萌发后的分生孢子之间的胞嘧啶甲基化率降低、甲

基化模式改变，其分子机理有待进一步研究和验证。
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