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摘　要

在全球氣候變遷背景下，提高作物對非生物逆境的韌性成為當前農業研究的重要課題。本

研究利用加權基因共表現網絡分析 (weighted gene co-expression network analysis, WGCNA) 探討

蕈狀芽孢桿菌 (Bacillus mycoides, BM103) 對模式植物阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana) 在不同逆

境下的轉錄基因體影響。本研究分析阿拉伯芥在處理 BM103 後，分析其根部與幼苗在不同逆

境 (高溫和乾旱) 下的發育情形，並進一步分析阿拉伯芥種子在處理 BM103 後於不同逆境下的

轉錄基因體變化。在根部發育的表型中，處理 BM103 可在逆境下明顯提升根部發育性狀，顯示 
BM103 具有提升阿拉伯芥韌性的效益，為進一步了解 BM103 對阿拉伯芥韌性基因的影響，分析

18組「阿拉伯芥-BM103-逆境」轉錄基因體數據，其中包括高溫與乾旱逆境。利用 WGCNA 取
得共7個基因表現模組，其中四個基因表現模組與阿拉伯芥的根部發育表型具有高度關聯性，後

續並利用轉錄因子富集分析 (transcription factor enrichment analysis, TFEA)  取得數個與該些模組

相關的轉錄因子，最終取得 45 個高度相關的韌性基因，針對該些基因進行基因功能分類 (gene 
ontology) 和 KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) 路徑分析，發現該些韌性基因所參

與的反應含括光合作用、逆境訊號反應、荷爾蒙訊號傳遞、蛋白質後修飾等，本研究結果顯示 
BM103 具有提升阿拉伯芥韌性的能力，且轉錄基因體的結果顯示提升阿拉伯芥韌性能力並非單

一因子參與其中，未來分析提升植物韌性能力時需分析多種韌性基因表現做為生物標記，始能精

準判斷效益。

關鍵字：關鍵字：非生物逆境、基因功能分類、KEGG路徑分析、轉錄因子富集分析

前　言

氣候變遷對全球農業活動造成相當嚴

重的危害。根據聯合國政府間氣候變化專門

委員會 (Intergovernmental Panel on Climate 

Chang, IPCC) 報告，全球平均溫度在近十年

間已上升1.1℃，也因此極端高溫、乾旱和

洪水等自然災害在近年變得更加頻繁 (IPCC, 
2023)。這些氣候的變化直接影響農作物產

量和品質，在義大利東北部，預估至 21 世
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紀末將會有 76% 的耕地可能成為乾旱地區 
(Straffelini & Tarolli, 2023)；在臺灣， 2023 

年 2 至 3 月間的嚴重乾旱造成大面積茶樹、

果樹和竹筍遭遇嚴重的損害，該些農業產

物損失估計高達  5  億元新台幣  (農業部，

2023)。這些由氣候變遷引發的非生物逆境不

僅影響作物的生長和產量，同時也改變植物

的生理代謝過程，如光合作用效率降低、水

分利用效率改變等 (Zandalinas et al., 2021)。
因而提高作物對非生物逆境的韌性，開發新

的農業技術以適應氣候變遷，是當前農業研

究的重要課題。

有益微生物在提高植物韌性方面展現

出巨大潛力，成為應對氣候變遷對農業影

響的重要策略之一。這些微生物，包括內生

菌、植物生長促進根際細菌 (plant growth-
promoting rhizobacteria, PGPR) 和叢枝菌根

菌 (arbuscular mycorrhiza, AMF) 等，能夠通

過多種機制增強植物對生物與非生物逆境的

韌性 (Fan et al., 2020; Shah et al., 2021; Veiga 
et al., 2013)。芽孢桿菌屬細菌 (Bacillus spp.) 

因其能產生高度耐逆境的內生孢子，特別適

合應用於田間 (Sansinenea, 2019)，Bacillus 
sp. 12D6 能減輕小麥和玉米幼苗在乾旱地區

的缺水逆境 (Jochum et al., 2019)，蕈狀芽孢

桿菌 (B. mycoides, BM103) 已被證實可有效

降低草莓炭疽病之罹病率 (陳，2017)，液化

澱粉芽孢桿菌 (B. amyloliquefaciens BA01) 則
被證實可防治萵苣黑斑病 (高，2013)，而地

衣芽孢桿菌 (B. licheniformis EC-34-01) 則對

檬果炭疽病有良好的防治效果 (江，2011)。
其他類型的有益微生物也有提升植物耐逆境

的能力，如：螢光假單胞菌 (Pseudomonas 
f l o u re s c e n s  T D K 1 )  可提高花生耐鹽性 
(Saravanakumar & Samiyappan, 2007)；鏈黴

菌 (Streptomyces sp. PGPA39) 能緩解番茄鹽逆

境反應並促進生長 (Palaniyandi et al., 2014)；

內生木黴菌 (Trichoderma hamatum DIS 219b) 

可促進可可樹生長並延緩其乾旱反應 (Bae et 
al., 2009)；叢枝菌根菌 (Glomus mosseae) 則
能提高辣椒耐鹽性 (Abdel Latef & Chaoxing, 
2014)。這些有益微生物通過多種機制提升植

物韌性，包括調節植物荷爾蒙的恆定、增強

抗氧化系統、改善養分吸收和促進根系發展

等 (Barnawal et al., 2012; Jochum et al., 2019; 
Shah et al., 2021)。其中，某些PGPR產生的

1-氨基環丙烷-1-羧酸 (1-aminocyclopropane-
1-carboxylate，ACC，為乙烯的前趨物) 脫氨

酶 (deaminase) 在提升植物逆境耐受性中扮演

重要角色 (Rauf et al., 2021)。ACC脫氨酶能

催化 ACC的分解，降低植物體內乙烯含量。

乙烯是重要的植物荷爾蒙，在逆境下含量升

高，過量會抑制根系生長並加速植物衰老。

通過降低 ACC 含量， PGPR 能緩解因逆境引

起的過量乙烯，減輕其對植物生長的抑制，

如螢光假單胞菌S20產生的ACC脫氨酶能增

加玉米在高鹽環境下的產量 (Nadeem et al., 
2009)。

轉錄基因體分析在研究微生物與植物

交互作用中扮演著關鍵角色，為深入理解有

益微生物如何提升植物逆境韌性提供了相當

有力的分析方法。利用高通量技術能夠全面

捕捉植物在與微生物互作過程中的基因表現

變化，並且發現在這種情況下的複雜調控

網絡和分子機制。利用轉錄基因體分析研究

巴西固氮螺菌 Azospirillum brasilense 與水

稻的交互作用，發現菌株處理明顯改變水稻

根部的基因表現模式，特別是與氮代謝、荷

爾蒙訊號和根系發育相關的基因 (Drogue et 
al., 2014)。木黴菌 T. harzianum 利用提高番

茄中與防禦反應、荷爾蒙代謝和二次代謝相

關的基因來增強植物的韌性 (Coppola et al., 
2019)。除了利用差異表現基因分析之外，

現在也有許多分析方法適用於更為複雜的
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生物交互作用，其中加權基因共表現網絡

分析 (weighted gene co-expression network 
analysis, WGCNA) 是一種系統生物學方法，

特別適用於分析複雜的轉錄基因體數據。 
WGCNA 通過構建基因共表現網絡，將具有

相似表現模式的基因聚類成模塊，並將這

些模塊與特定的生物學特徵或表型相關聯 
(Langfelder & Horvath, 2008)。這種方法在

植物-微生物互作研究中尤為有用，因為它

可以揭示潛在的功能模塊和關鍵調控基因。

如：利用WGCNA分析 B. subtilis TR21 對香

蕉的影響以及防治香蕉黃葉病的能力，成功

識別出與植物生長和抗病性相關的關鍵基因

模組 (Sun et al., 2022)；另外轉錄基因體也可

以利用轉錄因子富集分析 (transcription factor 
enrichment analysis, TFEA) 協助發現新的分

子調控機制 (Rubin et al., 2021; Shim & Seo, 
2020)，學者們分析液化澱粉芽孢桿菌  (B. 
amyloliquefaciens) FZB42菌株對阿拉伯芥轉

錄基因體的影響，發現FZB42處理阿拉伯芥

後改變代謝網絡相關的基因表現，其中有許

多轉錄因子的參與 (Liu et al., 2017)。此外，

轉錄基因體分析為開發更精確的生物標記提

供了基礎。隨著生物資訊的發展，如基因功

能分類 (gene ontology, GO) 和 KEGG (Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes) 路徑資

料庫的完整與成熟 (Ashburner et al., 2000; 
Kanehisa et al., 2002)，能夠完整解釋轉錄基

因體的數據，將基因表現變化與具體的生物

學功能和代謝路徑完整聯結。這樣的系統性

分析方法可以為微生物-植物交互作用的整體

效應提供新的視角，不僅深化基礎生物學的

知識，同時也為開發新型農業生物技術產品

和永續農業的應用提供了重要的科學依據。

本次研究目標為探討有益微生物對模式

植物阿拉伯芥 (Arabidopsis thaliana) 在非生

物逆境條件下的影響，並分析其潛在的分子

機制。蕈狀芽孢桿菌 (B. mycoides) BM103

能有效降低草莓炭疽病發病率 (陳，2017)，
並減少金線連莖腐病病情約  30-40% (黃，

2019；彭與黃，2019)，因 BM103 效果顯

著，因此本研究以 BM103 作為研究標的，利

用 WGCNA 加上 TFEA 方法，分析 18 組「阿

拉伯芥-BM103-逆境」轉錄基因體數據，同

時比較 BM103 對阿拉伯芥在高溫和乾旱逆境

下的生長發育影響，期望能夠找出關鍵的基

因表現模組和調控網絡。通過這些分析為未

來開發微生物的植物保護策略提供理論基礎

以及建立篩選平台。

材料與方法

植物材料和微生物菌株

本研究使用阿拉伯芥  ( A r a b i d o p s i s 
thaliana Col-0) 作為試驗材料。種子來源為

中興大學循環經濟研究學院植物保健學程。

參照Chang氏  (2022) 發表之種子表面消毒

方法，以 50% 家用漂白水 (Clorox bleach®, 

有效成份為 2.5% NaOCl) 震盪浸潤種子 10 
min，之後使用無菌水漂洗 10 次。消毒後的

種子在4°C黑暗春化一日後，均勻播至培養

土 (福壽牌固根土 (泥炭土90% (泥炭比例為

白泥炭60%、黑泥炭40%)、珍珠石10%))，
並轉移至控溫環境中生長 (25℃，無光照)，
塑膠上蓋覆蓋培養穴盤以保持濕度，無光照

培養兩日後即可開蓋並開始光照生長 (光週

期：16hr光照和8hr黑暗)，生長約四週後收

取種子並利用乾燥箱去除種子水份，種子在 
25℃ 下保存於透氣之微量離心管。蕈狀芽孢

桿菌 BM103 (Bacillus mycoides) 菌株由國立

中興大學植物病理學系黃振文教授提供。菌

株以畫線分離純化，以牛肉煎汁瓊脂培養基 
(nutrient agar, NA, 3 g L-1 Beef extract, 5 g L-1 

peptone, 2% agar) 增量培養一日後，以滅菌後
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之棉花棒刮取菌落製作細菌懸浮液，菌株以 
25% 甘油保存於 -80℃ 冷凍櫃。

植物處理微生物和逆境條件

取適量阿拉伯芥種子，經上述表面消

毒方法，在無菌水漂洗十次後取有益微生物

懸浮液 0.1 ml (OD600 = 0.1) 加入 0.9 ml 種子

懸浮液 (細菌最終濃度為 104 cfu mL-1) 於室

溫 (25℃) 均勻震盪混合 1 hr，對照組以 0.1 
mL 無菌水處理，種子處理後置於4℃ 暗室均

勻震盪混合24hr。處理後之種子均勻地放置

於1/2 MS培養基 (2.2 g, Murashige and Skoog 
salts (PhytoTech Labs®) 1% sucrose, 2% agar) 

中，其中水份逆境即於 MS 培養基中加入 5% 

的甘露醇 (mannitol) 阻斷水份運輸；而溫度

逆境將種子置於 37℃ 之培養箱中培養24小
時 (Silva-Correia et al., 2014)，阿拉伯芥於培

養一週後觀察其發芽率與胚根發展。阿拉伯

芥種子處理微生物懸浮液後，均勻灑佈於培

養土中，並培養於高濕度避光之環境下，待

一週後取發芽之幼苗分株定植於穴盤同時澆

灌 BM103 懸浮液 1 ml (OD600 = 0.5)，並在定

植後一週處理各類逆境，包括乾旱逆境 (不澆

水5日後復水) 與高溫逆境 (37℃ 日溫/35℃ 夜
溫)，於阿拉伯芥栽培與處理逆境期間每日澆

灌 BM103 懸浮液 1 ml (OD600 = 0.5)。

生長指標測定

種子處理結果利用簡易照相系統拍攝培

養盤，利用複式顯微鏡拍射細部構造 (下胚

軸、莖基部及成熟部)，部份種子處理之阿

拉伯芥將用於轉錄基因體之分析，苗期處理

植株在栽種後第四週以簡易照相系統拍攝阿

拉伯芥苗期發育，包括地上部全葉結構、抽

苔之主莖及果莢，並紀錄全葉鮮重和抽苔莖

重，種子處理與苗期處理所得之相片，利用 
ImageJ 影像分析軟體 (Schindelin et al., 2012) 

分析以下生長指標 (Nadeem et al., 2009)，種

子處理生長指標：下胚軸長、莖基部寬、主

根長、平均根毛長及根毛密度；苗期處理生

長指標：全葉面積、葉片數、抽苔主莖長及

果莢總數。

轉錄基因體

種子處理後之樣品，利用市售之植物

核酸純化套組萃取總量 RNA (FavorPrep™ 
Plant Total RNA Kit, FAVORGEN Biotech 
Corp)，阿拉伯芥樣品  (約10株)  收集於震

盪離心管，將500μL FARB buffer和5μL 

β-mercaptoethanol加入樣品中。利用振盪均

質機 (Genetech Biotech) 以陶瓷珠打碎樣品

組織。將組織混合液在室溫下靜置5min，讓

細胞壁充分裂解。接著，用過濾管柱 (Filter 
column) 過濾組織混合液，並以18,000 × g

高速離心1min。取過濾後的上清液，加入等

量的70% 酒精混合，以純化核酸。將混合

液移至FARB微型管柱 (FARB mini column, 
FAVORGEN Biotech Corp) 中萃取核酸。使

用DNase I (0.5 U μL-1, FAVORGEN Biotech 
Corp) 處理樣品，去除當中的genomic DNA。

最後，用 RNase-free water 回溶 RNA，並

將 RNA 樣品直接委由圖爾思生物科技股份

有限公司進行RNA定序以及前端分析 (品質

控管、轉錄基因體組裝、定量和差異表現分

析)，定序使用 Illumina RNA seq 系統取得初

始序列資料，品質控管以 FastQC 檢驗序列

品質，另外以 MultiQC 將各式樣品品質資料

統整 (Ewels et al., 2016)；利用 Trimmomatic 

過濾取得高品質的序列資料 (Bolger et al., 
2014)；以 HISAT2 將整理後之序料資料比

對映射於參考序列，同時計算各基因原始

表現量 (raw read counts) (Kim et al., 2015)，
差異表現基因 (differential expressed genes, 
DEG) 利用 DESeq2 以標準化後的基因表現量 
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transcript per million (TPM) 進行分析 (Love et 
al., 2014)。

生物資訊分析

本次研究使用加權基因共表現網絡分析 
(WGCNA) 分析「阿拉伯芥-BM103-逆境」

交互作用下之轉錄基因體，使用開源數據

分析軟體 R 之 WGCNA (v 1.72) 套裝軟體以 
TPM 數據分析基因表現，將高度相關之基

因分組聚類成一個模組 (Module) (Langfelder 
& Horvath, 2008)，在構築共表現網絡與檢

測模組後，將基因表現與根部發育性狀連結

並聚類成七個主要的模組；聚類模組中與根

部發育相關的模組再進一步利用網路工具 
PlantRegMap (https://plantregmap.gao-lab.org/
about.php) 中的轉錄因子富集分析 (TFEA) 取
得與該些模組具關聯性之轉錄因子 (Tian et 
al., 2020)，最終利用 WGCNA 和 TFEA 分析

取得 45 個與「阿拉伯芥-BM103-逆境」交

互作用高度相關的韌性基因，該些韌性基因

之功能性分析利用生物資訊分析平台TAIR 
GO annotation (https://v2.arabidopsis.org/tools/
bulk/go/index.jsp) 取得基因功能分類 (gene 
ontology) 以及 DAVID (https://david.ncifcrf.
gov/tools.jsp) 取得 KEGG路徑分析之結果。

數據分析

種子和苗期處理性狀數據分析利用  R 
program (R Core Team, 2021) 進行統計，統

計方法為 Student’s t-test，以 P < 0.05 判斷 
BM103 處理組與未處理微生物之對照組數據

間是否有顯著差異，數據呈現利用 R program 

套裝軟體  ggplot2 繪製盒鬚圖  (Wickham, 
2016)，利用 WGCNA 套裝軟體繪製基因模組

分析以及 ComplexHeatmap 套裝軟體繪置熱

圖 (Gu, 2022)。

結　果

BM103處理顯著改變了阿拉伯芥的根部

形態 (圖一)。在正常生長條件下， BM103 

處理組的根系發育明顯優於對照組，其中

莖基部有明顯增寬增大的現象。同時在高

溫 (37℃) 和乾旱 (5% 甘露醇) 逆境條件下 
BM103 對根部發育的促進效果更為明顯。在

高溫和乾旱逆境下， BM103 處理組的根部發

育狀態，根毛密度與根毛平均長度皆明顯優

於對照組。這些結果顯示 BM103 能夠增強

阿拉伯芥根系並且提升阿拉伯芥對逆境的韌

性。

為了能夠更加精細分析以及提供後續轉

錄基因體中的表型資料，將 BM103 處理阿拉

伯芥種子發育的影像資料進一步數據化。為

此分析阿拉伯芥的莖基部寬度、根長、下胚

軸長度、根毛密度和平均根毛長度 (圖二)，
由數據分析的結果得知，莖基部寬 (圖二 A) 

在三種環境條件下，處理 BM103 皆有顯著提

升的效果； BM103 處理後對根長與下胚軸

長在不同生長條件下皆未有明顯改變 (圖二 
B 和 C)；在正常生長條件下處理 BM103 可
明顯提升根毛的密度，而在高溫 (37°C) 和
乾旱 (5% 甘露醇) 逆境下 BM103 處理也可

提升根毛的密度 (圖二 D)；此外，在乾旱逆

境下， BM103 的處理可明顯提升阿拉伯芥

根毛的長度 (圖二 E)。在種子發育的階段， 
BM103 在不同的條件下能促進莖基部的生

長， BM103 對根毛的發育也具有相當明顯的

影響，這樣的現象可能與阿拉伯芥的韌性具

有關聯性。

為了更進一步了解 BM103 在阿拉伯芥植

株生長的影響，利用澆灌的方式處理阿拉伯

芥幼苗，並且分析阿拉伯芥植株在生長四週

後的總葉面積、葉片數、總葉片鮮重、抽苔

主莖長、抽苔主莖鮮重及種莢總數 (圖三)。
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圖一、阿拉伯芥處理蕈狀芽孢桿菌 BM103 後在不同逆境下之根部細部構造。
阿拉伯芥在對照組 (Control) 和處理蕈狀芽孢桿菌 (BM103) 後，在正常生長條件 (Control)、高溫

逆境 (Heat，37°C) 及乾旱逆境 (Drought，5%甘露醇) 下的下胚軸 (左二行) 和根毛 (右二行) 細部

構造，每一小圖右下角之比例尺代表為 1 mm。

圖二、蕈狀芽孢桿菌BM103對阿拉伯芥在正常和逆境條件下種子發育的影響。
阿拉伯芥在對照條件 (Control)、高溫 (Heat) 及乾旱 (Drought) 逆境下，未接種 (Control) 和接種BM103菌株

後的種子發育之比較。每個子圖代表不同的種子發育的不同生長參數，A、莖基部寬、B、根長、C、下胚

軸長、D、根毛密度以及E、根毛平均長度。其中盒鬚圖中的箱型表示資料在四分位數的範圍，中線是中位

數，點表示各樣品的數據，圖中星號表示 Students’t test 統計結果顯示具有顯著差異 (p < 0.05)。
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多數生長參數在處理 BM103 後並無明顯的差

異，然而， BM103 處理組的葉片數在正長

生長條件與高溫逆境下均有顯著提高的現象 
(圖三B)，在乾旱逆境下雖然未有統計上的差

異，卻也有提高葉片數的趨勢。在苗期生長

發育的生長參數中，雖然多數參數並沒有明

顯的差異，但處理 BM103 對葉片數的提升可

能與阿拉伯芥對逆境的韌性具有關聯性。

在種子發育與幼苗生長的結果顯示 
BM103 具提升阿拉伯芥對逆境之韌性，因

此為進一步了解 BM103 在分子生物學層面

對植物韌性的影響，利用轉錄基因體的研究

方法，將「阿拉伯芥- BM103-逆境」轉錄基

因體以加權基因共表現網絡分析 (WGCNA) 

了解轉錄基因體與種子發育的關係。利用 
WGCNA 可將轉錄基因體區別為共七大類的

基因模組，這些基因模組再進一步與種子發

育性狀進行關聯性分析 (圖四)，結果顯示部

分基因模組與特定的發育性狀呈現強烈的相

關性。MEblack模組與根毛平均長度呈現顯

著正相關，MEbrown模組與根長呈現正相

關但與根毛密度呈現顯著負相關，MEpink

模組與根長和下胚軸長呈現顯著負相關，

MEsalmon模組則與莖基部寬呈現顯著負相

關。另外針對特徵基因 (eigengene) 與種子發

育相關的性狀進行聚類和關聯熱圖分析 (圖
五)，在聚類的分析中 (圖五左)，根長和下胚

軸長在樹狀與 MEbrown 特徵基因相近，顯示

根長和下胚軸長的發育可能與 MEbrown 模
組中的基因調控相關，而莖基部寬和根毛平

均長度與 MEblack 特徵基因被分類在同一群

集中，推論這兩者的發育與 MEblack 模組基

因的調控有關係，至於根毛密度則與MEpink 

模組基因的調控相關。在聚類分析 (圖五左) 

圖三、蕈狀芽孢桿菌BM103對阿拉伯芥苗期在正常和逆境條件下的生長影響。
阿拉伯芥在對照條件 (Control)、高溫 (Heat) 及乾旱 (Drought) 逆境下，未接種 (Control) 和接種BM103菌株後的

種子發育之比較。每個子圖代表不同的種子發育的不同生長參數，A、總葉面積、B、葉片數、C、總葉片鮮

重、D、抽苔主莖長、E、抽苔主莖鮮重以及F、種莢數。其中盒鬚圖中的箱型表示資料在四分位數的範圍，

中線是中位數，點表示各樣品的數據，圖中星號表示 Students’t test 統計結果顯示具有顯著差異 (p < 0.05)。
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圖四、基因模組與種子發育性狀之關聯性熱圖。
利用加權基因共表現網絡分析 (weighted gene co-expression network analysis, WGCNA) 取得基因模組與種子發

育的性狀的關聯性，其中每列代表單一基因模組 (以不同顏色表示，其中灰色模組 (MEgrey) 表示無法分類的

基因)，每行為發育的性狀，顏色由藍 (負相關) 至紅 (正相關)，顏色深淺代表相關性的強弱，每格的數字代

表相關係數以及括號內對應的 p 值。 Shootbase：莖基部寬； Root Length：根長； Hypocotyl：下胚軸長； 
RHsD：根毛密度； RHsL：根毛平均長度 。

圖五、特徵基因 (eigengene) 與阿拉伯芥種子發育的關聯性分析。
利用加權基因共表現網絡分析 (weighted gene co-expression network analysis, WGCNA) 基因模組中規納出之特

徵基因 (eigengene) 與阿拉伯芥種子發育的性狀進行關聯性分析並繪製特徵基因與發育性狀的樹狀圖 (左) 與
相關性熱圖 (右)，樹狀圖所表示的內容為不同基因模組的特徵基因與發育性狀在聚類的關係，不同的基因

模組以顏色命名，熱圖則表示特徵基因 (基因模組以不同顏色顯示，同圖四) 連同種子發育性狀間的相關性

強度，顏色自藍色 (負相關) 至紅色 (正相關)，顏色深淺表示相關性的強弱。 RL：根長； HC：下胚軸長； 
SB：莖基部寬； RHsL：根毛平均長度； RHsD：根毛密度。
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和關聯性分析 (圖五右) 中根毛密度的性狀明

顯與其他性狀的表現有所區隔，特別是根毛

長度和根毛密度在生物實體上皆為根毛的性

狀，然而在聚類和關聯性沒有明顯的連結，

推判在這樣的表現下，平均根毛長度與根毛

密度是由不同的基因網絡精密調節所造成的

結果。

整合 WGCNA 並利用轉錄因子富集分

析 (TFEA)，最終篩選出 45 個在「阿拉伯

芥-BM103-逆境」交互作用下的核心韌性基

因。這些基因在不同處理條件下呈現出複

雜的表現模式  (圖六)。在一般生長條件下 

(DEG_CB)，約有 27 個基因在 BM103 處理

條件下具有提升表現的趨勢，有 18 個基因

降低表現；在高溫逆境下 (DEG_HB)，所有

基因表現模式大致與一般生長條件一致，比

較特別的是 AT2G46830 (編碼 circadian clock 
associated 1) 和 AT5G20630 (編碼 germin-like 
protein 3) 表現形式在高溫逆境下有明顯的強

化；在乾旱逆境中 (DEG_DB)，約有 23 個基

因表現與一般條件下呈現相反的表現形式，

如 AT1G52230 (編碼 photosystem I subunit 
H-2) 和 AT5G54160 (編碼 O-mythyltransferase 
1) 在處理 BM103 後在乾旱條件下呈現下降的

圖六、最終篩選之核心韌性基因，與該些基因在微生物處理後在不同逆境下的差異表現。
利用加權基因共表現網絡分析 (weighted gene co-expression network analysis, WGCNA) 與轉錄因子富集分析 
(transcription factor enrichment analysis, TFEA) 取得之 45 個核心韌性基因 (縱軸編號) 以及該些基因在不同條

件下的差異表現 (橫軸)，其中顏色自紅色 (表現量上升) 至藍色 (表現量下降) 顏色深淺表示變化的強弱，熱圖

左側樹狀圖表示不同基因表現模式的分類，相同表現模式會聚類在同一群集。 DEG_CB：正常培養條件下處

理 BM103 之差異基因表現； DEG_HB：高溫逆境下處理 BM103 之差異基因表現； DEG_DB：乾旱逆境下

處理 BM103 之差異基因表現。紅線標示為圖九所示與植物荷爾蒙相關的基因。
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趨勢。這些複雜的基因表現形式，特別是在

逆境條件下與一般條件相反或強化的現象，

與植物為適應逆境而進行的能量重新分配或

代謝反應調整有關，因此要以單一基因完整

解釋有益微生物提升植物韌性的效用，在複

雜的基因調控網路中具有相當的難度。

利用基因功能分類分析 (gene ontology 
analysis) 探討核心韌性基因的主要功能類

別 ，結果如 (圖七)。在分子功能 (molecular 
function) 方面，蛋白質結合 (protein binding, 
19.6%) 和DNA結合 (DNA binding, 18.3%) 

是最主要的功能類別，顯示大部分核心韌

性基因主要利用蛋白質-蛋白質交互作用和

轉錄調控來發揮功用。在細胞組成 (cellular 
component) 方面，細胞核 (nucleus, 17.06%) 

為最主要發生的胞器，這與這些基因在轉錄

調控中的作用一致；而葉綠體 (chloroplast, 
15.29%) 和類囊體 (thylakoid, 12.35%) 次

之，這些基因可能在光合作用和能量代謝

中發揮重要的功用。在生物進程 (biological 
process) 方面，對化學物質的反應 (response 
to chemical, 10.09%) 和其他細胞進程 (other 
cellular processes, 14.59%) 是最主要的類別，

這些基因的表現與植物反應環境變化和調節

代謝方面可能具有相當的重要性。

利用KEGG路徑分析進一步探討這些核

心韌性基因在代謝與生物相關的反應路徑中

之角色。在光合作用路徑中的天線蛋白系

統中 (圖八)，部分核心韌性基因與光系統II

的光捕捉複合物 (light-harvesting chlorophyll 
protein complex, LHC) 有關，分別為 Lhcb3 
(AT5G54270)、 Lhcb4 (AT3G08940) 及 Lhcb6 
(AT1G15820)。 BM103 可能通過調節光合

作用效率來增強植物對環境逆境的韌性。在

植物荷爾蒙訊號傳遞路徑中 (圖九)，核心韌

性基因主要與吉貝素 (AT2G43010，編碼 TF 

圖七、核心韌性基因的基因功能分類分析。
利用gene ontology (GO) 資料庫分析核心韌性基因的功能性，針對三個主要的GO類別，分別為分子功能 
(Molecular Function，左上)、細胞組成 (Cellular Component，左下) 及生物進程 (Biological Process，右)，每個

類別以圓餅圖顯示，右方欄目為不同功能類別的比例與原始資料。
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圖八、光合作用天線蛋白系統中核心韌性基因的分布。
利用KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) 分析顯示核心韌性基因在光合作用中的天線蛋白質系

統中的角色 (以紅色星號表示)，該些基因的功能和光捕捉複合物 (light harvesting chlorophyll-protein complex, 
LHC) 有關。

圖九、植物荷爾蒙訊號傳遞路徑中核心韌性基因的分布。
利用KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) 分析顯示核心韌性基因在植物荷爾蒙訊號傳遞路徑

的角色 (以紅色星號表示)，其中，Tryptophan metabolism (色胺酸代謝) 和生長素 (Auxin) 的生合成有關；

Zeatin biosynthesis (玉米素生合成) 和細胞分裂素(Cytokinin, CK) 的生合成有關；Diterpenoid biosynthesis (二
萜類生合成) 和吉貝素 (Gibberellin, GA) 的生合成有關；Carotenoid biosynthesis (類胡蘿蔔素生合成) 和離層

酸 (Abscisic acid, ABA) 的生合成有關；Cysteine and methionine metabolism (半胱胺酸和甲硫胺酸代謝) 和乙烯 
(Ethylene) 的生合成有關；Brassinosteroid biosynthesis 為油菜固醇 (Brassinosteroid, BRS) 生合成；α-Linolenic 
acid metabolism (α-次亞麻油酸代謝) 和茉莉酸 (Jasmonic acid, JA) 的生合成有關；而Phenylalanine metabolism 
(苯丙胺酸代謝) 和水楊酸 (Salicylic acid, SA) 的生合成有關。
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轉錄因子)、離層酸 (AT2G36270 (編碼 PYR/
PYL 受體蛋白) 和 AT4G17870 (編碼 ABF 

轉錄因子) 及油菜固醇 (AT1G19350，編碼 
BZR1/2 轉錄因子) 的訊號傳遞路徑有關 (該
些基因表現情形如圖六紅線標示處)，推論 
BM103可能通過調節多種植物荷爾蒙的平衡

來影響植物的生長發育和逆境反應。

討　論

本研究探討蕈狀芽孢桿菌 (B. mycoides, 
BM103) 對阿拉伯芥在非生物逆境下的影響，

並透過加權基因共表現網絡分析 (WGCNA) 

深入探討其分子機制。研究結果顯示，

BM103 不僅能促進阿拉伯芥在正常條件下的

生長發育，而在高溫和乾旱逆境下也具有提

升植株韌性的能力，特別是在種子發育的能

力上，另外在轉錄基因體的研究中，本研究

結果也顯示BM103 具有調節阿拉伯芥轉錄基

因體表現的能力，在後續的分析中也發現數

個可能與植物韌性相關的核心基因，未來該

些基因或許可應用於探索具有提升作物逆境

韌性能力的微生物或新穎材料上。

種子處理 BM103 後能顯著促進阿拉伯

芥的種子發育，特別是在莖基部與根毛的發

育上，同時本研究的幼苗生長結果中也進一

步證實 BM103 的效果不僅只在根系發育上，

地上部的生長參數中也顯示BM103能夠提

升葉片的數量。目前有許多針對芽胞桿菌屬

的根圈微生物來提升植物逆境韌性能力的研

究，如：由竹子根系分離的 B. mycoides A3 

菌株具有改變根系結構 (側根數和根毛數) 的
能力，並且能夠增強植物對非生物逆境 (高
溫和乾旱) 的適應能力 (Kurniawan & Chuang, 
2022)；B. subtilis 處理能顯著增加阿拉伯芥在

乾旱條件下的生物量 (Woo et al., 2020)。本研

究中的 BM103 同樣也具有類似的特性，也因

此推論 BM103 可以提升植物對高溫或乾旱逆

境的韌性。

為更進一步了解 BM103 在提升植物逆境

韌性能力的作用機制，本研究首次利用加權

基因共表現網絡分析  (WGCNA) 探討BM103 

對阿拉伯芥轉錄體在逆境下的影響。最終分

類出7個基因表現模組，其中4個基因模組與

阿拉伯芥的根部發育性狀高度相關 (MEblack 

和根毛平均長度、MEbrown 和根毛密度與根

長、MEpink 和根長與下胚軸及根毛密度、

MEsalmon 和莖基部)，而阿拉伯芥種子根部

發育的性狀與逆境韌性具相關性，也因此這

4個基因模組可能與提升阿拉伯芥逆境韌性

具高度關聯；這種系統性的分析方法可以協

助了解 BM103 如何調控植物生長和逆境反

應，藉著網絡相關的分析更能夠全面的理解

微生物是如何調節植物的各種反應，在本研

究中也可利用 WGCNA 獲取我們所想了解的

分子機制以及與韌性相關的生物標記。利用 
WGCNA 可以協助獲取重要的基因調控網絡

並且找出重要的調控機制，比較 Chorispora 
bungeana (高山離子芥，為一種耐寒植物) 和
阿拉伯芥轉錄基因體的耐冷機制的研究中，利

用 WGCNA 分析找出低溫逆境中植物的澱粉

轉換是重要的關鍵 (Zhao et al., 2023)。而在我

們的研究中，已利用此分析平台找出微生物調

控植物逆境韌性相關的基因模組，未來將可以

進一步探討相關的作用機制。

通過整合 WGCNA 和轉錄因子富集分

析，本研究最終選出 45 個核心韌性基因。

這些基因與多個重要的生物進程相關，包括

光合作用和植物荷爾蒙訊號。在這之中，部

分核心韌性基因與光系統 II 的光捕捉複合

物 (LHCII) 的功能有關，顯示 BM103 可能可

以調節光合作用效率來增強植物的環境適應

能力，同時在基因功能性分析中也發現，約

有 15 % 的基因與葉綠體相關，顯示微生物

提升植物逆境韌性與光合作用具高度相關。
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在芥菜重金屬逆境的研究裡，使用常見的有

益微生物 P. putida 和 P. fluorescens 對芥菜光

合作用系統具有顯著的保護效果 (Bhardwaj et 
al., 2024)；處理內生菌的阿拉伯芥在鹽分逆

境下具有提升葉綠素螢光的能力 (Fan et al., 
2020)。以上成果都與本研究結果相似，顯示

微生物在提升植物逆境韌性能力時，提升光

合作用的效力或許為相當重要的關鍵因子。

在植物荷爾蒙訊號傳遞路徑中，核心

韌性基因主要與吉貝素 (Gibberellin, GA)、
離層酸  (Abscisic acid, ABA) 及油菜固醇 
(Brassinosteroid, BRS) 的訊號傳遞路徑有關。

吉貝素可以促進植物的細胞生長與分裂，而

離層酸則是會抑制吉貝素的作用，本研究結

果顯示吉貝素相關基因 AT2G43010 和離層

酸相關基因 AT4G17870 在轉錄基因體的表

現上，於不同生長條件下互為相反的調節，

但另一個與離層酸相關基因 AT2G36270 則
是在各種生長條件下卻因處理 BM103 而降

低表現， AT2G36270 編碼的蛋白為轉錄因

子 ABI5 (ABA-insensitive 5)，前人研究曾報

導突變株 ABI5 可提升阿拉伯芥對高鹽和高

硝酸鹽逆境的韌性 (Le et al., 2023)，因此推

測 BM103 可以抑制阿拉伯芥 ABI5 的表現，

並且提高阿拉伯芥的逆境韌性。油菜固醇具

有促進植物生長與成熟的作用，會與細胞分

裂素和吉貝素加成擴大影響並促進生長，在

本研究中的油菜固醇相關基因 AT1G19350 在
正常生長與高溫逆境皆有提高表現的現象， 
AT1G19350  編碼的蛋白為轉錄因子  BES1 
(BRI1-EMS-SUPPRESSOR 1)，BES1可以

調控油菜固醇對阿拉伯芥根系結構的影響 
(Al-Mamun et al., 2024)，而在本研究中得知 
BES1 表現量的提高可能與提升阿拉伯芥對高

溫逆境之韌性。另外，本研究結果也發現不

同荷爾蒙路徑在對不同逆境下的反應也會有

所不同，顯示微生物對植物韌性調節的複雜

性。

本研究目的為完整探討有益微生物對

植物逆境韌性的影響，然而在研究中仍存

在一些侷限。首先，本研究僅針對單一菌株 
BM103 進行分析，這可能無法全面代表其

他同屬或相似的有益微生物所造成的效果。

每種微生物都有其獨特的基因組成和代謝特

性，因此它們與植物的交互作用可能存在差

異。不同的有益微生物可透過不同的機制

來促進植物生長和提高逆境韌性 (Etesami & 
Maheshwari, 2018)。因此，增加分析的菌種

數量是提升本研究的準確性和適用性的重要

方向之一。

其次，雖然轉錄體分析為我們提供了豐

富的資訊，但這些基因表現變化是否確實轉

化為功能性的蛋白質，以及它們如何具體影

響植物的生理過程，還需要更多的研究來驗

證。然而本研究的目標為開發新型的植物保

護策略，也因此利用研究所得之 45 個核心韌

性基因或可成為重要的生物標記。基於這些

韌性基因可開發快速篩選平台，以便更有效

率地辨識與判別具有提升植物韌性潛力的微

生物或新穎材料，期望能夠加速開發這些有

益微生物與新穎材料的流程。
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ABSTRACT

In the context of global climate change, it is essential to prioritize enhancing crop resilience to 
abiotic stresses in agricultural research. This study employed weighted gene co-expression network 
analysis (WGCNA) to examine the transcriptomic effects of Bacillus mycoides BM103 on the model 
plant Arabidopsis thaliana under various stress conditions. The research delved into the impact of 
BM103 on root and seedling development in Arabidopsis under different stress factors, such as high 
temperature and drought. The results demonstrated that the treatment with BM103 significantly 
improved root development traits under stresses, indicating its efficacy in enhancing Arabidopsis 
resilience. In addition, 18 groups of Arabidopsis-BM103-Stress (including high temperature and 
drought) transcriptome data were analyzed to understand the effect of BM103 on Arabidopsis 
resilience. Our study identified seven gene expression modules using WGCNA, with four of them 
showing a high correlation with Arabidopsis root development phenotypes. Subsequent transcription 
factor enrichment analysis (TFEA) pinpointed several transcription factors related to these modules, 
identifying 45 highly correlated resilience genes. Gene ontology (GO) and KEGG pathway analyses of 
these genes revealed their involvement in processes, such as photosynthesis, stress signal responses, 
hormone signal transduction, and protein post-modification. Our findings indicated that BM103 can 
enhance Arabidopsis resilience, and the transcriptome results suggested that this enhancement involves 
multiple factors rather than a single one. In the future, analyses of plant resilience enhancement should 
consider multiple resilience gene expressions as biomarkers for an accurate efficacy assessment.

Keywords: Abiotic stress, Gene ontology analysis, KEGG pathway analysis, Transcription factor 
enrichment analysis


