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摘　 要： ＨＤＡＣｓ（Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ）家族蛋白质负责组蛋白 Ｈ３Ｋ４ 和 Ｈ４Ｋ１９ 脱乙酰化，并参与植物生长和

应激反应的信号转导过程。 茉莉酮酸酯 Ｊａｓｍｏｎａｔｅｓ（ＪＡ）是一种重要的天然植物激素，不仅调节植物生长和

发育而且还参与植物对多种逆境胁迫响应的信号转导和调控过程。 但是，ＨＤＡＣｓ 在植物中参与 ＪＡ 信号转

导的具体机制目前还不是很清楚。 该研究以 ＨＤＡ１９（Ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ １９）为对象，探讨了 ＨＤＡＣｓ 在植物

ＪＡ 信号转导中的功能和作用。 结果表明：ＨＤＡ１９ 的 Ｔ⁃ＤＮＡ 插入纯合突变体在 ＪＡ 处理条件下没有出现明显

的 ＪＡ 根长反应。 在相同处理条件下，ｈｄａ１９ 的不同突变体株系与相同生态型背景的野生型植株（ＷＴ）花色

素苷含量无显著差异，但下游 ＪＡＺ１、ＶＳＰ１ 等 ＪＡ 信号通路的标记基因都显著上调表达。 同时，ｈｄａ１９ 相比于

ＷＴ 对真菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅａｒａ 的抗性显著增强，且 ｈｄａ１９ 中下游基础防御标记基因 ＰＤＦ１．２、Ｔｈｉ２．１、ＥＲＦ１ 等的

表达水平显著高于 ＷＴ。 基于上述研究结果，该研究认为 ＨＡＤ１９ 通过 ＪＡ 信号通路负调控拟南芥对真菌

Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的防御反应。
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　 　 在自然界中，植物不仅受到非生物条件，如干

旱、寒冷、冷冻、高温和洪水的威胁；而且还受到病

毒、细菌、真菌和昆虫等病原体引起的生物胁迫的

侵害。 在长期的进化过程中，植物和病原体不断

相互适应，使植物进化出一系列防御措施来抵抗

病原体的侵染。 植物针对细菌或真菌病原体的免

疫应答，主要通过依赖于一组病原体相关分子模

式（ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎ， ＰＡＭＰ）的
模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ）来
识别保守的病原体信号分子（Ｂｏｌｌｅｒ ＆ Ｈｅ，２００９）。
ＰＴＩ（ＰＡＭＰ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ）抗性病毒病原体的

功能已在哺乳动物细胞中得到报道，但在植物中

尚未完全了解（Ｃａｌｉｌ ＆ Ｆｏｎｔｅｓ，２０１６）。 然而，最近

的几项研究发现了 ＰＴＩ 和其相关成分也参与植物

抗病 毒 防 御 反 应 的 证 据 （ Ｋｏｒｎｅｒ ｅｔ ａｌ， ２０１３；
Ｎｉｃａｉｓｅ，２０１４； Ｉｒｉｔｉ ＆ Ｖａｒｏｎｉ，２０１５；Ｃａｌｉｌ ＆ Ｆｏｎｔｅｓ，
２０１６； Ｎｉｃａｉｓｅ ＆ Ｃａｎｄｒｅｓｓｅ， ２０１６； Ｎｉｅｈｌ ｅｔ ａｌ，
２０１６）。 一般来说，植物主要基于 ＲＮＡ 或蛋白质

介导病毒病原体触发的防御反应的。 其中，主要

涉及宿主 ＲＮＡ 介导的 ＲＮＡ 沉默途径的抗性反应，
这是病毒侵入触发的基础防御反应，这个途径通

过对病毒 ＲＮＡ 的切割达到抗病毒侵染植物体的

目的。 除了这种基础防御反应外，还有宿主抗性

（Ｒ）蛋白介导的针对病毒病原体的防御反应，这条

途径能在大多数情况下限制病毒复制和传播

（Ｚｈｏｕ ＆ Ｃｈａｉ，２００８；Ｖｅｒｌａａｎ ｅｔ ａｌ，２０１３；Ｎａｋａｈａｒａ
＆ Ｍａｓｕｔａ，２０１４）。 Ｒ 基因介导效应物触发的免疫

（ｅｆｆｅｃｔｏｒ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ， ＥＴＩ） 是 ＰＴＩ 的高度扩

增版本（Ｊｏｎｅｓ ＆ Ｄａｎｇｌ，２００６）。 ＰＴＩ 和 ＥＴＩ 的开放

转导可激活下游如茉莉酸（ ＪＡ）、水杨酸（ ＳＡ）、乙

烯（ＥＴ）等信号通路，调节免疫相关基因表达，达到

帮助植物预防病原体感染的目的。
由 脂 质 衍 生 的 植 物 激 素 茉 莉 酮 酸 酯

Ｊａｓｍｏｎａｔｅｓ（ ＪＡｓ）不仅响应于植物生长和发展，同
时也参与病原体和草食动物的防御反应。 生物胁

迫或非生物胁迫将促使植物茉莉酮酰⁃Ｌ⁃异亮氨酸

（ＪＡ⁃Ｉｌｅ）含量的升高，被其共受体 ＣＯＩ１⁃ＪＡＺ 所感

知，随后通过 ＳＣＦＣＯＩ１⁃２６Ｓ 蛋白酶体途径降解抑制

子 ＪＡＺｓ 蛋白 （ Ｘｕ ｅｔ ａｌ， ２００２； Ｃｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ， ２００７；
Ｔｈｉｎｅｓ ｅｔ ａｌ， ２００７； Ｙａｎ ｅｔ ａｌ， ２００９； Ｓｈｅａｒｄ ｅｔ ａｌ，
２０１０）。 ＪＡＺｓ 蛋白，具有 Ｊａｓ 和 ＺＩＭ 结构域，通过

与广泛的转录因子相互作用负调节茉莉酮酸信

号； ＪＡＺｓ 降解使这些调控因子释放，随后激活下

游生长发育和应激反应相关的响应基因等下游信

号。 在这些下游调节因子中，ｂＨＬＨ 家族转录因子

ＪＡＳＭＯＮＡＴＥ ＩＮＳＥＮＳＩＴＩＶＥ１ （ ＪＩＮ１ ／ ＭＹＣ２），ＭＹＣ３
和 ＭＹＣ４ 是 ＪＡＺ 蛋白质的直接靶标，调控例如抑

制根伸长和防御反应等过程（Ｂｏｔｅｒ ｅｔ ａｌ，２００４；Ｌｏ⁃
ｒｅｎｚｏ ｅｔ ａｌ，２００４；Ｃｈｉｎｉ ｅｔ ａｌ，２００７；Ｄｏｍｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ，
２００７；Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ－Ｃａｌｖｏ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 此外，ＪＡ 还负

责植物繁殖、其他生长和发育过程；包括侧向和不

定根形成，雄性能育性，花青素积累，种子萌发，叶
片衰老，以及腺毛状体、树脂管和蜜腺的形成

（Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆ Ｈａｕｓｅ， ２０１３；Ｃａｍｐｏｓ ｅｔ ａｌ，２０１４；
Ｋａｚａｎ，２０１５；Ｗａｓｔｅｒｎａｃｋ ＆ Ｓｔｒｎａｄ，２０１６；Ｓｔａｓｗｉｃｋ ｅｔ
ａｌ， １９９２； Ｆｅｙｓ ｅｔ ａｌ， １９９４； Ｐａｕｗｅｌｓ ｅｔ ａｌ， ２０１０；
Ｍｃｃｏｎｎ ＆ Ｂｒｏｗｓｅ，１９９６；Ｓａｎｄｅｒｓ ｅｔ ａｌ，２０００；Ｓｔｉｎｔｚｉ
＆ Ｂｒｏｗｓｅ， ２０００； Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００９； Ｆｒａｎｃｅｓｃｈｉ ＆
Ｇｒｉｍｅｓ，１９９１；Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ，２００９；Ｕｅｄａ ＆ Ｋａｔｏ，１９８０；
Ｓｃｈｏｍｍｅｒ ｅｔ ａｌ，２００８；Ｓｈａｎ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 ＪＡｓ 还帮

６５３１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



助植物防御各种草食动物以及坏死性病原体的侵

染（Ｈｏｗｅ ＆ Ｊａｎｄｅｒ，２００８；Ａｎｔｉｃｏ ｅｔ ａｌ，２０１２； Ｅｒｂ ｅｔ
ａｌ，２０１２； Ｃａｍｐｏｓ ｅｔ ａｌ，２０１４；Ｙａｎ ＆ Ｘｉｅ，２０１５）。 ＪＡ
参与植物防御叶食性昆虫，如毛虫和甲虫；以及穿

刺吸食昆虫，如蓟马、叶蝉、叶螨、真菌癣和虫蛆；
防御利用管针器在韧皮部进食的蚜虫和白蛉，以
及在叶片上下表面之间软组织上进食的昆虫等

（Ｈｏｗｅ ＆ Ｊａｎｄｅｒ，２００８；Ｃａｍｐｏｓ ｅｔ ａｌ，２０１４；Ｌｕ ｅｔ ａｌ，
２０１５； Ｇｏｏｓｓｅｎｓ ｅｔ ａｌ，２０１６）。 除草食动物外，ＪＡ 信

号介导植物对抗坏死性病原体的防御，如细菌病

原体红色腐质杆菌（胡萝卜软腐欧文氏菌亚种）、
真菌病原体如链格孢菌、Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ、Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａ⁃
ｅｒｅｌｌａ ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ 和尖孢镰刀菌，以及卵菌（Ｃａｍｐｏｓ
ｅｔ ａｌ，２０１４；Ｙａｎ ＆ Ｘｉｅ，２０１５）。

组蛋白乙酰化不仅是最早被研究报道的组蛋

白化学修饰，而且还是组蛋白翻译后修饰的表征

之一（Ａｌｌｆｒｅｙ ｅｔ ａｌ，１９６４）。 负责催化组蛋白乙酰化

的酶称为组蛋白乙酰转移酶 （ ＨＡＴ） （ Ｇａｌｌｗｉｔｚ，
１９７１），相对的组蛋白去乙酰化酶（ＨＤＡＣ）基于其

能从组蛋白中除去乙酰基的能力而命名。 然而，
这些酶还利用除组蛋白之外的蛋白质作为催化底

物，如转录因子或基因转录的配体调节剂等（Ｃｈｅｎ
＆ Ｔｉａｎ，２００７）。 核小体的四种核心组蛋白均可被

乙酰化 ／去乙酰化修饰，且核小体已被报道包含 ２６
个确定的乙酰化位点。 Ｌｕｓｓｅｒ ｅｔ ａｌ（２００１）发现在

植物中，Ｈ３ 的赖氨酸残基的第 ９、第 １４、第 １８ 和

２３ 位点以及 Ｈ４ 的赖氨酸残基的第 ５、８、１２、１６ 和

２０ 位点都能够被乙酰化和脱乙酰化（ Ｆｕｃｈｓ ｅｔ ａｌ，
２００６ ）修饰通过改变染色质结构调节基因转录、
ＤＮＡ 复制和 ＤＮＡ 修复等过程（Ｂｅｒｔｏｓ ｅｔ ａｌ，２００１）。
组蛋白乙酰化可降低相邻核小体之间的相互作

用，并防止核小体压缩成 ３０ ｎｍ 染色质纤维，从而

松散染 色 质 结 构 促 进 转 录 起 始 （ Ｓｈａｈｂａｚｉａｎ ＆
Ｇｒｕｎｓｔｅｉｎ，２００７）。 由 ＨＤＡＣ 介导的低乙酰化则是

促进染色质丝螺旋化使结构更致密，阻断转录因

子到 靶 基 因 的 接 触 导 致 基 因 的 阻 遏 ／沉 默

（Ｈｏｌｌｅｎｄｅｒ ＆ Ｌｉｕ，２００８）。 除了改变染色质结构，
组蛋白乙酰化还能改变核小体的表面活性，并调

控参与基因转录蛋白质的结合 （ Ｂｅｒｇｅｒ， ２００７；
Ｓｈａｈｂａｚｉａｎ ＆ Ｇｒｕｎｓｔｅｉｎ，２００７）。 在过去 １０ 年中，

植物 ＨＤＡＣｓ 得到更多的关注，许多 ＨＤＡＣｓ 家族成

员从植物如玉米、拟南芥、水稻、大麦（Ｄｅｍｅｔｒｉｏｕ ｅｔ
ａｌ， ２００９ ）、 马 铃 薯 （ Ｌａｇａｃｅ ｅｔ ａｌ， ２００３ ）、 葡 萄

（Ｂｕｓｃｏｎｉ ｅｔ ａｌ， ２００９）和烟草（Ｂｏｕｒｑｕｅ ｅｔ ａｌ，２０１１）
中分离鉴定。 即使在木本植物山毛榉中，ＨＤＡＣｓ
也已被鉴定。 基于和酵母 ＨＤＡＣｓ 的序列同源性，
植物 ＨＤＡＣｓ 被分为三个不同的亚家族，其中两个

主要的亚族为植物和其他真核生物共有：ＲＰＤ３
（ ｒｅｄｕｃｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ） ⁃ＨＤＡ１
（ ＨＤＡＣ１ ） 亚 家 族 和 ＳＩＲ２ （ ｓｉｌｅｎｔ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ２）亚家族。 第三个亚家族 ＨＤ２ 家族在植

物细胞中特异存在，且至少在结构水平上严格区

别于其他家族（Ｆｕ ｅｔ ａｌ，２００７）。 第一个被分离的

植物 ＨＤＡＣｓ⁃ＺｍＲｐｄ３⁃属于 ＲＰＤ３⁃ＨＤＡ１ 超家族，
在玉米中被鉴定并发现其在功能上补充酵母 ｒｐｄ３
突变体（Ｒｏｓｓｉ ｅｔ ａｌ，１９９８）。 在拟南芥中，编码具有

脱乙酰酶活性蛋白质的 １８ 个基因中，根据聚类模

式和引导支持，鉴定了 １２ 个 ＺｍＲＰＤ３ 的 ＨＤＡＣｓ
同源物并分类为三个不同的类别：Ｉ 类（由 ＨＤＡ６、
７、９、１０、１７ 和 １９ 组成也称为 ＨＤＡ１）由 ＲＰＤ３ 结

构类似来限定；ＩＩ 类（包括 ＨＤＡ５、１５ 和 １８）定义

ＨＤＡ１ 样组；ＩＶ 类（仅由一个成员 ＨＤＡ２ 组成）定

义为 ＡｔＨＤＡ２ 组（Ａｌｉｎｓｕｇ ｅｔ ａｌ，２００９，２０１２），后一

类在一些其他研究中也称为 ＩＩＩ 类 （ Ｈｏｌｌｅｎｄｅｒ ＆
Ｌｉｕ， ２００８ ）。 其 他 ＲＰＤ３ ＨＤＡＣｓ 即 ＨＤＡ８ 和

ＨＤＡ１４ 未分类。
在 ＲＰＤ３ ／ ＨＤＡ１ 家族的 １２ 个成员中，只有

ＨＤＡ６ 和 ＨＤ１ ／ ＨＤＡ１９ 已经被广泛研究。 同时人

们发现在拟南芥中，各种亚细胞区室中的大量非

组蛋白也可以被乙酰化 （ Ｆｉｎｋｅｍｅｉｅｒ ｅｔ ａｌ，２０１１；
Ｔｒａｎ ｅｔ ａｌ，２０１２；Ｗｕ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 然而，所有这些

ＨＤＡＣｓ 的分子靶点仍然很大程度上未知。 ＨＤＡＣｓ
基因的表达响应于应激，并且由应激相关激素如

水杨酸（ ＳＡ）、茉莉酸（ ＪＡ）或脱落酸（ ＡＢＡ）调节

（Ｆｕ ｅｔ ａｌ，２００７；Ｈｕ ｅｔ ａｌ，２００９；Ｘｕ ｅｔ ａｌ，２０１３）。 ＳＡ
和 ＪＡ 介导植物防御反应，而 ＡＢＡ 则参与水胁迫反

应调节植物水平衡和渗透胁迫耐受性。 ＨＤＡ６ 在

许多 基 本 过 程 中 起 作 用， 例 如 转 录 基 因 沉 默

（Ｐｒｏｂｓｔ ｅｔ ａｌ，２００４）、开花和衰老（Ｗｕ ｅｔ ａｌ，２０００）
或 ＡＢＡ（脱落酸）和盐信号传导（Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ，２０１０）。

７５３１１１ 期 孙淑豪等： ＨＤＡ１９ 调控拟南芥对真菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅａｒａ 的抗性反应



据报道 ＨＤ１ ／ ＨＤＡ１９ 可以调节胚胎发育（Ｔａｎａｋａ ｅｔ
ａｌ，２００８），也参与对生物和非生物胁迫的调控反应

（Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ， ２００５； Ｃｈｅｎ ＆ Ｗｕ， ２０１０； Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ，
２０１２）。 在拟南芥中， ＪＡ 信号诱导了 ＡｔＨＤＡ６ 和

ＡｔＨＤＡ１９ 的表达（ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ，２００５）。 ＨＤＡＣｓ 基因

的表达可能影响植物生长和发育，产生各种可见

表型。 ＲＰＤ３ 同源 ＨＤＡＣｓ 基因 （ ＡｔＨＤＡ６，ＡｔＨＤＡ９
和 ＡｔＨＤＡ１９）的表达谱高度相似（Ｘｕ ｅｔ ａｌ，２０１３）。
拟南芥 ＡｔＨＤＡ１９ 定位于核独立区域，负责全局转

录调控（ Ｆｏｎｇ ｅｔ ａｌ，２００６）。 拟南芥 ＡｔＨＤＡ１９ 可在

整个胚胎发生过程中表达，并与 Ｔｏｐｌｅｓｓ⁃１（ＴＰＬ⁃１）
（转录共抑制子）一起作用，以确保枝杆的正确发

育（ Ｌｏｎｇ ｅｔ ａｌ，２００６）。 ＡｔＨＤＡ１９ 的转录可被病原

体相关激素（如 ＪＡ 和乙烯）和真菌病原体链格孢

菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ）诱导（ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ，２００５）。
研 究 发 现 ＡｔＨＤＡ１９ 与 转 录 因 子 ＷＲＫＹ３８ 和

ＷＲＫＹ６２ 相互作用，ＷＲＫＹ３８ 和 ＷＲＫＹ６２ 是植物

病害抗性的负调节物，ＨＤＡ１９ 可以消除它们靶基

因激活物的活性。 最近，Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ（ ２０１２）报道在

拟南芥中，ＡｔＨＤＡ１９ 在由依赖 ＳＡ 信号传导途径介

导的基础防御中起负调控作用。 ＡｔＨＤＡ１９ 也可以

由另一种细菌病原体，假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｙ⁃
ｒｉｎｇａｅ）诱导（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ，２００８）。

本研究发现，ＨＤＡ１９ 受 ＪＡ 信号的调控。 但

是，令人惊讶的是，ｈｄａ１９ 在 ＪＡ 处理下没有显示明

显的 ＪＡ 根长度反应。 花青素含量测定结果显示，
不同突变体株系的 ｈｄａ１９ 在相同的处理条件下与

野生型相比没有显著差异，但它们体内花色素苷

的含量却都显著高于 ｍｙｃ２３４。 然而，ｈｄａ１９ 相比

于野生型却增强了拟南芥对真菌 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的抗

性，ｈｄａ１９ 下游抗病相关标记基因 ＰＤＦ１．２、Ｔｈｉ２．１、
ＥＲＦ１ 的表达水平都高于 ＷＴ。 本研究结果表明，
ＨＤＡ１９ 在 ＪＡ 调节的植物对真菌疾病抗性中发挥

负调节作用。

１　 材料与方法

１．１ 材料和植物生长条件

所有 ｈｄａ１９ 的纯合 Ｔ⁃ＤＮＡ 插入突变体都是

Ｃｏｌｕｍｂｉａ⁃０ 遗传背景。 从 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅ⁃

ｓｏｕｒｃｅ Ｃｅｎｔｅｒ 购 买 ｈｄａ１９⁃４ （ ＳＡＬＫ ＿ １３９４４３ ）、
ｈｄａ１９⁃５ （ ＣＳ３７０９６１ ） 和 ｈｄａ１９⁃６ （ ＳＡＬＫ ＿
０２７２４１Ｃ），并通过两对引物筛选，见表 １。 突变体

ｍｙｃ２３４、ｍｙｃ２ 已在 Ｐａｔｒｉｃｉａ ｅｔ ａｌ（２０１１）中报道。 在

本研究中，野生型和突变植物用于 Ｃｏｌｕｍｂｉａ⁃０ 遗

传背景，先进行种子表面灭菌 ［２０％（ｖ ／ ｖ）漂白 １５
ｍｉｎ］，然后播种在半倍 Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ 和 Ｓｋｏｏｇ （ １ ／ ２
ＭＳ）培养基并在 ４ ℃下保持 ３ ｄ。 将一周龄的植物

转移到土壤中。 将该植物在 ２２ ℃下 １０ ｈ 光 ／ １４ ｈ
暗光周期下的人工生长室中生长。 植物激素

ＭｅＪＡ 购 自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ。 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶 由

Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 提供，其他常用化学品从上海

Ｓａｎｇｏｎ 购买。
１．２ ＪＡ 处理

为了测量茉莉酮酸处理的幼苗根长度的变

化，将 拟 南 芥 种 子 在 不 含 或 具 有 １、 １０ 或 ２５
μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｅＪＡ 的 Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ 和 Ｓｋｏｏｇ（ＭＳ）琼脂培

养基上播种，在 ４ ℃下储存 ３ ｄ，并在 ２２ ℃垂直生

长，１ 周后测量幼苗根长度并进行统计分析。 对于

每个样品，用于 ＪＡ 处理分析的生物重复不少于 ３
次，并且对于每个试验重复不少于 ３ 次。
１．３ 花青素含量的测定

为了测量花青素含量，在包含 １００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１

ＭｅＪＡ 的 ＭＳ 琼脂培养基表面生长的 ７ ｄ 龄幼苗

ＷＴ 和 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 和 ｍｙｃ２３４［在称重 Ｗ（ｇ）］各

加入 １ ｍＬ 盐酸甲醇提取物（甲醇 ∶ 盐酸体积比为

９９ ∶ １ ）， 保 持 在 ４ ℃ 暗 处 并 连 续 振 荡 ２４ ｈ。
１３ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 １０ ｍｉｎ，取浸出液在 ５３０ ｎｍ 波

长和 ６００ ｎｍ 波长处测量吸光度，花色素苷的相对

含量用公式（ＯＤ５３０⁃０．２５×ＯＤ６００） ／ Ｗ 计算。
１．４ ＲＮＡ 提取和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）从拟南芥幼苗中

提取总 ＲＮＡ。 如 Ｈｕ ｅｔ ａｌ（ ２０１２） 所述进行 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ。 简言之，第一链 ｃＤＮＡ 使用具有 ｏｌｉｇｏ（ ｄＴ）
１８ 引物的 Ｍ⁃Ｍｕ ＬＶ 逆转录酶（ Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ），其在

２０ ｍＬ 反应体系中由 １．５ ｍｇ ＤＮＡ 酶处理的 ＲＮＡ
合成。 在 Ｒｏｃｈｅ Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 实时 ＰＣＲ 仪上，
根据制造商的说明书使用 ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ｍａｓｔｅｒ
ｍｉｘ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 在本研究中，每个样品用于

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析的生物学重复多于３次，并且对每

８５３１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 １　 ＨＤＡ１９ 突变体编号及鉴定引物
Ｔａｂｌｅ １　 ＨＤＡ１９ ｍｕｔａｎｔ ｃｏｄｅｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

突变体株系
Ｍｕｔａｎｔ ｌｉｎｅ

Ｔ⁃ＤＮＡ 编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ Ｔ⁃ＤＮＡ

左端引物
Ｌｅｆｔ ｐｒｉｍｅｒ

右端引物
Ｒｉｇｈｔ ｐｒｉｍｅｒ

ｈｄａ１９⁃４ ＳＡＬＫ＿１３９４４３ ＧＧＣＡＡＴＴＡＣＴＡＣＴＡＴＧＧＣＣＡＡＧＧ ＴＧＣＧＧＡＴＡＧＴＧＴＡＡＣＣＡＣＣＡＣ

ｈｄａ１９⁃５ ＣＳ３７０９６１ ＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＧＴＧＣＴＣＴＧＴＴＴＣ′ ＣＡＣＣＡＴＣＡＧＧＴＣＣＧＧＡＣＧ

ｈｄａ１９⁃６ ＳＡＬＫ＿０２７２４１Ｃ ＣＴＴＧＴＡＧＣＣＴＡＧＣＴＴＣＣＴＴＧＴＴＡＡＣ ＣＡＴＡＧＡＡＡＴＡＡＣＡＡＡＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＡＣ

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

左端引物
Ｌｅｆｔ ｐｒｉｍｅｒ

右端引物
Ｒｉｇｈｔ ｐｒｉｍｅｒ

ＡＣＴＩＮ２ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴＴ ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ

ＵＦ３ＧＴ ＣＧＡＴＧＴＧＧＧＡＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧ ＴＣＡＣＡＧＣＡＴＴＣＴＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧ

ＤＦＲ ＣＣＡＡＡＴＴＴＣＴＣＡＧＧＣＣＡＡＡＡＴＡ ＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧＧＡＡＣＴＧＡＡＴＴＣＡ

ＬＯＸ２ ＡＴＧＡＧＣＣＴＧＴＴＡＴＣＡＡＴＧＣＴＧＣ ＡＡＣＡＣＣＡＧＣＴＣＣＡＧＣＴＣＴＡＴＴＣＴＴ

ＬＯＸ３ ＡＡＧＴＴＴＡＴＧＧＣＣＧＴＧＧＴＴＧＡＴＡＣ ＡＡＴＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＴＣＣＧＴＣＣＧＡＴ

ＪＡＺ１ ＴＡＴＡＴＴＣＴＡＣＧＣＣＧＧＧＣＡＡＧＴ ＴＧＣＧＡＴＡＧＴＡＧＣＧＡＴＧＴＴＧＣ

ＶＳＰ１ ＧＴＣＡＧＡＡＧＴＣＡＣＴＧＴＣＧＡＧＡＡＴＣＴＣ ＣＣＴＴＴＣＴＴＣＡＣＡＡＧＧＣＴＡＴＴ ＣＣＴＡ

β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ ＧＣＣＣＣＴＧＣＡＴＴＣＴＡＣＧＴＣＴＣ ＣＧＴＧＡＧＴＡＡＣＴＣＣＧＴＣＡＣＣＧ

ＥＲＦ１ ＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＧＧＴＴＧＴＧＧ ＣＧＧＡＧＣＧＧＴＧＡＴＣＡＡＡＧＴＣＡ

ＰＲ５ ＴＴＧＴＣＣＴＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＡＣＴ ＴＣＣＧＧＴＡＣＡＡＧＴＧＡＡＧＧＴＧＣ

ＶＳＰ２ ＧＣＴＣＧＧＧＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＴＣＡ ＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＴＡＧＧＴＣＡＣＧＣ

ＰＤＦ１．２ ＡＧＧＧＧＴＴＴＧＣＧＧＡＡＡＣＡＧＴ ＡＣＴＴＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＡＡＧＡＣＡＴ

Ｔｈｉ ２．１ ＣＧＡＧＧＴＴＧＧＧＴＡＡＡＣＧＣＣＡＴ ＡＧＴＧＴＴＣＡＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＡ

个生物学重复分析至少有两个技术重复。 拟南芥

ＡＣＴＩＮ２ 基因用作基因表达的内部对照。 用于检

测转录物的基因特异性引物，见表 ２。
１．５ 病原体感染试验

如先前所述，Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 在 ２×Ｖ８ 琼脂上生长

（Ｍｅｎｇｉｓｔｅ ｅｔ ａｌ，２００３）。 为了感染植物，从 １０ ｄ 龄

的真 菌 培 养 物 收 集 分 生 孢 子， 并 在 Ｓａｂｏｕｒａｕｄ
Ｍａｌｔｏｓｅ Ｂｒｏｔｈ 中调节孢子密度，使用 Ｐｒｅｖａｌ 喷雾器

喷雾。 将接种的植物在生长室中保持在黑暗高湿

度下，并观察从 ３ ～ ５ ｄｐｉ 的症状发展。 通过从接种

的植物分离的总 ＲＮＡ 的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 定量真菌病原

体的生物量。

１．６ 统计分析

基于通过 Ｓｉｇｍａ Ｐｌｏｔ １０．０ 计算的 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ 检

验的统计学显著性差异 （∗Ｐ ＜ ０． ０５，或∗∗Ｐ ＜
０．０１，∗∗∗Ｐ＜０．００１）数据是五个独立实验重复的

平均值 ± 标准差。
１．７ 登录号

本研究讨论的拟南芥基因组基因登录号如下：
ＨＤＡ１９， ＡＴ４Ｇ３８１３０； ＭＹＣ２， ＡＴ１Ｇ３２６４０； ＭＹＣ３，
ＡＴ５Ｇ４６７６０； ＭＹＣ４， ＡＴ４Ｇ１７８８０； ＬＯＸ２， ＡＴ３Ｇ４５１４０；
ＬＯＸ３，ＡＴ１Ｇ１７４２０； ＪＡＺ１，ＡＴ１Ｇ１９１８０； ＤＦＲ，ＡＴ５Ｇ４２８００
ＵＦ３ＧＴ， ＡＴ５Ｇ５４０６０； ＶＳＰ１， ＡＴ５Ｇ２４７８０； ＶＳＰ２，
ＡＴ５Ｇ２４７７０； ＥＲＦ１，ＡＴ３Ｇ２３２４０； ＪＲ１，ＡＴ３Ｇ１６４７０； ＰＲ４，

９５３１１１ 期 孙淑豪等： ＨＤＡ１９ 调控拟南芥对真菌 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅａｒａ 的抗性反应



ＡＴ３Ｇ０４７２０； ＰＲ５， ＡＴ１Ｇ７５０４０； ＰＤＦ１． ２， ＡＴ５Ｇ４４４２０；
Ｔｈｉ２．１，ＡＴ１Ｇ７２２６０ 和 ＡＣＴＩＮ２，ＡＴ３Ｇ１８７８０。

２　 结果与分析

２．１ ＨＤＡ１９ 不参与 ＪＡ 调节的根长反应

ＨＤＡ１９ 是受植物激素信号 ＪＡ 的诱导表达的，
我们怀疑 ｈｄａ１９ 是否具有典型的 ＪＡ 根长反应。
和不含 ＭｅＪＡ 的 １ ／ ２ ＭＳ 培养基上生长的幼苗相

比，在含有 ＭｅＪＡ 的 １ ／ ２ＭＳ 培养基上生长的野生型

拟南芥幼苗具有典型的根长变短的表型。 功能缺

失的 ＪＡ 相关突变体如 ｃｏｉ１⁃２ 和 ｍｙｃ２ 对 ＭｅＪＡ 信

号不敏感，在含有 ＪＡ 的条件下根长并没有受抑

制，显示出了比 ＷＴ 显著变长的根长表型。
为了检测 ｈｄａ１９ 突变体是否影响 ＪＡ 信号传导

过程，我们在同一批次中收获 ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５ 和

ｈｄａ１９⁃６ 种子，播种到具有不同 ＭｅＪＡ 浓度的１ ／ ２
ＭＳ 培养基表面，Ｃｏｌｕｍｂｉａ 生态型背景野生型种子

ＷＴ 和 ｍｙｃ２３４ 三突变体拟南芥种子作为对照。 结

果表明，三种不同的突变株 ｈｄａ１９⁃４、 ｈｄａ１９⁃５ 和

ｈｄａ１９⁃６ 与野生型一样对 ＪＡ 信号敏感（图 １）。 同

时，对不同浓度下幼苗的根长进行了统计分析，
ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６ 和 ＷＴ 相比没有显著差

异，但它们与 ｍｙｃ２３４ 的根长有显著差异（图 ２）。
本研究重复 ６ 次，每次都得到相同的实验结果。
２．２ ｈｄａ１９ 的花色素含量明显高于 ｍｙｃ２３４

ＪＡ 浓度增加能诱导植物体积累大量的花色素

苷，表现为植物体颜色加深，植株显示出紫红色的

表型。 本研究测量了不同 ＪＡ 处理时间 ｈｄａ１９ 突变

体株系体内的花色素苷含量。 结果表明 ｈｄａ１９⁃４，
ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６ 的花青素含量显著高于 ｍｙｃ２３４，
但 ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６ 的花色苷含量与 ＷＴ
差异并不不显著（图 ３：Ａ）。 为在分子水平上验证

这一结果，我们对拟南芥花青素生物合成基因

ＵＦ３ＧＴ，ＤＦＲ 的表达量进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 分别对

用 １００ μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｅＪＡ 处理的 ７ ｄ 龄幼苗 ｈｄａ１９⁃４，
ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６，ＷＴ，ｍｙｃ２３４ 在不同处理时间进行

采样。 在 ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６ 和 ＷＴ 中花青

素生物合成基因的转录水平显著高于 ｍｙｃ２３４，但是

ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６ 与 ＷＴ 相比，花青素生物

合成基因在幼苗中的表达差异并不显著。 定量结

果与本研究观察到的表型结果一致，该实验重复了

至少 ３ 次（图 ３：Ｂ）。
２．３ ｈｄａ１９突变体中的 ＪＡ下游基因表达量显著增加

在这些突变体中，测定了 ＪＡ 信号传导途径中

标记 基 因 的 表 达 水 平。 对 不 同 处 理 时 间 １００
μｍｏｌ·Ｌ⁃１ ＭｅＪＡ 处理的 ７ ｄ 龄的 ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃
５，ｈｄａ１９⁃６，ＷＴ，ｍｙｃ２３４ 幼苗进行取样，提取这些

样品的 ＲＮＡ，并通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测量它们 ＪＡ 相关

标记 基 因 的 相 对 表 达。 图 ４ 显 示 在 ｈｄａ１９⁃４，
ｈｄａ１９⁃５ 和 ｈｄａ１９⁃６ 中的 ＪＡ 合 酶 基 因 ＬＯＸ２ 和

ＬＯＸ３ 表达水平显著高于 ＷＴ 和 ｍｙｃ２３４ 中的表达

水平，并且在 ｍｙｃ２３４ 三突变体中，ＬＯＸ２ 和 ＬＯＸ３
的转录水平最低。 ＪＡＺ１ 的转录水平与 ＬＯＸ２ 和

ＬＯＸ３ 的表达情况相似。 ＪＡＺ１ 是 ＭｅＪＡ 信号存在后

ＪＡ 信号通路开始转导的标志。 ＪＡＺ１ 基因表达的显

著增加表明 ｈｄａ１９⁃４、ｈｄａ１９⁃５ 和 ｈｄａ１９⁃６ 突变体内

的 ＪＡ 信号通路被激活，这意味着 ＪＡ 下游的调节

基因将发生转录水平的增加或降低。 另外，在

ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 中 ＶＳＰ１ 基因的表达也显著高于 ＷＴ
和 ｍｙｃ２３４。 这表明 ｈｄａ１９ 突变体中的防御反应开

启且高于 ＷＴ 中相关基因的表达水平。
２．４ ＨＤＡ１９ 功能的丧失增强了拟南芥对 Ｂｏｔｒｙｔｉｓ
ｃｉｎｅａｒａ 的基础防御

为检查 ＨＤＡ１９ 是否在植物的基础防御过程

中起作用，使用 ｈｄａ１９⁃４，ｈｄａ１９⁃５，ｈｄａ１９⁃６，ＷＴ 来

观察用营养性坏死真菌 Ｂ． ｃｉｎｅｒｅａ 处理下它们的表

型情况。 将这些拟南芥的种子用 ２０％消毒剂灭

菌，然后播种至 ０．７％Ａｇｅｒ 含量的 １ ／ ２ＭＳ 培养基表

面，在 ４ ℃保持 ３ ｄ，然后置于短日照条件下发芽

生长 ７ ｄ，并移植到灭菌的土壤中，培养在恒温 ２１
℃的短日培养室生长至 ４ 周龄。 选择生长状态一

致的幼苗进行 Ｂ． ｃｉｎｅｒｅａ 侵染处理。
用含有 ｔｕｗｅｎ８０ 的 ＳＭＢ 培养基悬浮新培养的

Ｂ． ｃｉｎｅｒｅａ 孢子，并将孢子浓度调整为 ５×１０４个 ／ ｍＬ
用于幼苗处理。 将孢子均匀地喷洒在植物叶片的

表面上，然后置于高湿度和黑暗条件下培养 ３ ｄ，
以观察叶表面上的菌斑生长情况。 从图 ５：Ａ 可以

看出，在相同的处理条件下，与所有 ＷＴ 死亡的情

况相比，ｈｄａ１９⁃４、ｈｄａ１９⁃５、ｈｄａ１９⁃６ 突变体对 Ｂ． ｃｉ⁃

０６３１ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 ＨＤＡ１９ 的不同株系的 Ｔ⁃ＤＮＡ 插入突变体
没有典型的 ＪＡ 根长反应

Ｆｉｇ． １　 Ｔ⁃ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ＨＤＡ１９ ｗｉｔｈｏｕｔ
ｔｙｐｉｃａｌ ＪＡ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

图 ２　 ＨＤＡ１９ 的不同株系的 Ｔ⁃ＤＮＡ 插入
突变体在 ＪＡ 处理下的根长统计

Ｆｉｇ． ２　 Ｔ⁃ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ＨＤＡ１９ ｒｏｏｔ
ｌｅｎｇｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｕｎｄｅｒ ＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｎｅｒｅａ 显示出更强的抗性。 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 植株的叶

表面菌斑数量和大小明显比 ＷＴ 低得多，表明在

图 ３　 ｈｄａ１９突变体中的花色素苷含量显著高于 ｍｙｃ２３４
Ｆｉｇ． ３　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｈｄａ１９ ｍｕｔａｎｔ ｗａｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｍｙｃ２３４

ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 中的 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的菌丝体生长被抑制

（图 ５：Ｂ）。 我们重复这个处理实验至少 ３ 次，结
果是一致的。
２．５ ＨＤＡ１９ 功能丧失使抗病相关基因上调表达

为了在分子水平上观察到表型结果，检测

了处理植株叶片中β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ的表达量，β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ是
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图 ４　 ｈｄａ１９ 突变体中的 ＪＡ 下游基因表达量显著增加
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＪＡ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｄａ１９ ｍｕｔａｎｔ

Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 菌丝体生长量的标记基因。 我们在不同

的处理时间取样，用未处理的突变体和 ＷＴ 作为对

照。 从图 ６ 可以看出， ｈｄａ１９⁃４、 ｈｄａ１９⁃５、 ｈｄａ１９⁃６
中的 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 表达水平显著低于 ＷＴ，表明菌株菌

丝体在 ＷＴ 中快速生长，而在 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 植物体

内生长受阻，表明 ＨＤＡ１９ 损失功能突变增强拟南

芥对 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的抗性。 此外，还测量了下游标记

基因 ＰＤＦ１．２、Ｔｈｉ２．１、ＥＲＦ１、ＶＳＰ２、ＰＲ５ 等的表达，
如图 ７ 所 示， 这 些 基 因 在 ｈｄａ１９⁃４、 ｈｄａ１９⁃５ 和

ｈｄａ１９⁃６ 中的表达水平，３ 个 ｈｄａ１９ 突变株系中抗

性基因的表达量明显高于野生型。 这进一步证

实，ｈｄａ１９ 突变体表现出对真菌 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的抗性

比 ＷＴ 更强，且暗示 ＨＤＡ１９ 在拟南芥中对病原体

胁迫响应的负调节作用。

３　 讨论与结论

在本研究中， ＨＤＡ１９ 属于拟南芥的组蛋白脱

乙酰酶家族的第二亚家族成员，并且据报道它参

与到了对细菌 ＤＣ３００ 的抗性反应中（ Ｓｕｎ⁃Ｍｅｅ ｅｔ
ａｌ，２０１２）。 ＨＤＡ１９ 也参与其他生物或非生物胁迫

反应以及植物激素 ＪＡ ／ ＳＡ ／ ＥＴ 等的信号转导（Ｚｈｏｕ
ｅｔ ａｌ，２００５），但具体的调节机制尚未阐述清楚。 已

经报道 ＨＤＡ１９ 确实参与 ＪＡ 信号转导过程，我们就

怀疑 ＨＤＡ１９ 突变体是否有经典的 ＪＡ 根长反应。
本研究使用 ３ 个具有不同插入位点的 ｈｄａ１９ Ｔ⁃
ＤＮＡ 纯合突变体作为对象，来观察当用 ＪＡ 处理时

它们根长度的变化，结果表明在相同的处理条件
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图 ５　 ＨＤＡ１９ 功能的丧失增强了拟南芥对 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的基础防御
Ｆｉｇ． ５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｌｏｓｓ ｏｆ ＨＤＡ１９ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｄｅｆｅｎｓｅ ｏｆ Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

下，ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 的根长不显著短于或长于野生

型，根长的统计学分析也得到了同样的结论。 另

外，本研究还测试了该突变体株系中的花色素苷

的含量，结果显示与 ＷＴ 相比，ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 中的

花青素含量没有显著变化。 同时还进行了 ＪＡ 下

游标记基因表达水平的定量分析，以观察 ｈｄａ１９⁃
４ ／ ５ ／ ６ 在分子水平是否会响应 ＪＡ 信号。 花青素合

成酶基因 ＵＦ３ＧＴ 和 ＤＦＲ 的转录水平与 ＷＴ 在不

同处理时间的转录水平没有显著差异。 本研究中

ＪＡ 合成相关基因 ＬＯＸ２ 和 ＬＯＸ３ 的表达水平在

ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 中比 ＷＴ 中高得多，表明 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／
６ 突变体中的 ＪＡ 合成将显著增加，相应的 ＪＡ 信号

传导途径也被强烈激活引起下游 ＪＡ 相关通路

的转导激活或抑制。ｈｄａ１９ ⁃４ ／ ５ ／ ６中ＪＡＺ１和ＶＳＰ２
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图 ６　 ＨＤＡ１９ 功能丧失抑制菌丝的生长
Ｆｉｇ． ６　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｌｏｓｓ ｏｆ ＨＤＡ１９ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ

的转录水平显著高于 ＷＴ。 这些基因的转录使我

们更加确信植物中的 ＪＡ 信号传导途径被激活，并
启动一系列 ＨＤＡ１９ 突变的 ＪＡ 应答基因的转录

改变。
早在 ２００５ 年就有 ＨＤＡ１９ 能由 ＪＡ 信号诱导表

达的报道（ Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ，２００５）。 据报道，ＨＤＡ１９ 参

与植物对细菌 Ｐｓｔ． ＤＣ３０００ 的防御功能的调控，我
们怀疑其是否参与植物对真菌的抗性过程。 在 ４
周龄的 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 和 ＷＴ 幼苗上均匀喷洒新培

养的 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的孢子 （ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ，２００５； Ｃｈｅｎ ＆
Ｗｕ，２０１０；Ｃｈｏｉ ｅｔ ａｌ，２０１２），并在黑暗和潮湿的环

境中处理 ３ ｄ 后观察叶片表面菌斑的生长情况。

图 ７　 ＨＤＡ１９ 功能丧失使抗病相关基因上调表达
Ｆｉｇ． ７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｌｏｓｓ ｏｆ ＨＤＡ１９ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

本研究在相同的处理条件下，ＷＴ 植物的所有叶片

均已死亡，且只有 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 的叶片表面没有或

只有少量的菌斑。 与 ＷＴ 对照组相比，ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／
６ 叶片上斑块的数量和大小显著减少，这些突变体

中的 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 菌丝的生长受到严重抑制。 在这

些处理的植物中 β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ 的转录水平的定量分析

显示， 与 ＷＴ 相 比 ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 突 变 体 内 的 β⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ 的转录水平显著降低。 ＨＤＡ１９ 的功能缺失
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突变增强拟南芥对真菌 Ｂ．ｃｉｎｅａｒａ 的抗性。 为了观

察 ＨＤＡ１９ 突变体中分子水平的表达变化，我们在

不同的 ＭｅＪＡ 处理时间点对 ＪＡ 和抗病性相关的下

游标记基因进行了 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 与 ＷＴ 相比，
ｈｄａ１９⁃４ ／ ５ ／ ６ 突 变 体 中 Ｔｈｉ２． １， ＰＤＦ１． ２， ＶＳＰ２，
ＥＲＦ１ 和 ＰＲ５ 的转录水平显著提高。 这些标记基

因的定量结果还显示了 ＨＤＡ１９ 在分子水平上在植

物对真菌感染的抗性的负调节中的作用。 基于上

述的研究结果，本研究推测 ＨＤＡ１９ 通过 ＪＡ 信号

来负调控拟南芥对真菌 Ｂ． ｃｉｎｅａｒａ 的抗性反应。
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