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　 　 摘要:　 植物源化合物麝香草酚能够破坏禾谷镰孢菌细胞膜的完整性来抑制病原菌的生长ꎬ但其具体的作用

靶标尚不明确ꎮ 为发掘禾谷镰孢菌中麝香草酚潜在作用靶标ꎬ本研究以禾谷镰孢菌标准菌株(ＰＨ￣１)为材料ꎬ采用

新一代高通量测序技术 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２０００ 对麝香草酚处理及未处理的禾谷镰孢菌进行转录组测序分析ꎬ利用生

物信息学方法对差异表达基因的功能进行研究ꎬ同时利用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术对部分关键基因进行

验证ꎮ 结果表明ꎬ禾谷镰孢菌经过 ５０ μｇ / ｍｌ麝香草酚处理 １２ ｈ 后ꎬ共检测到１ ４７７个基因的表达量发生了变化ꎬ其
中下调基因数目为 ７７２ 个ꎬ上调基因数目为 ７０５ 个ꎮ 这些差异表达基因参与多种代谢途径ꎬ表明麝香草酚对禾谷镰

孢菌的作用是一个多基因参与的协同调控过程ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证部分基因上调下调结果与转录组分析结果一致ꎮ
本研究通过二代高通量转录组测序技术分析麝香草酚处理后禾谷镰孢菌的差异表达基因ꎬ为进一步揭示麝香草酚

作用的分子机制ꎬ挖掘作用靶标提供基础资料ꎮ
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　 　 由禾谷镰孢菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)引起的

小麦赤霉病是世界范围内广泛发生的一种重要病

害ꎮ 小麦赤霉病发生之后引起小麦减产ꎬ严重时造

成颗粒无收[１]ꎮ 种植抗病的小麦品种是最有效的

防治手段ꎬ但目前尚未开发出可以商业化种植的抗

病品种[２￣３]ꎬ因此ꎬ对于小麦赤霉病的防治主要采取

以苯并咪唑类和三唑类杀菌剂为主的化学药剂进行

防治[４￣５]ꎮ 随着化学药剂的广泛使用ꎬ禾谷镰孢菌的

抗药性问题也日益凸显[６￣７]ꎮ 此外ꎬ长期使用化学药

剂引起的高毒性残留对环境和人类健康构成潜在风

险ꎮ 因此ꎬ筛选新型、高效、安全的杀菌剂用于防治

小麦赤霉病就显得尤为重要ꎮ
麝香草酚(５￣甲基￣２￣异丙基酚)ꎬ别名百里酚ꎬ

是一种天然的单萜酚ꎬ主要发现于百里香、牛至和陈

皮中ꎬ是百里香属植物挥发油的主要成分[８]ꎮ 麝香

草酚具有防腐性ꎬ且毒性低于苯酚ꎬ具有药用价值ꎬ
其针对病原微生物的研究成果在医药领域应用较为

广泛[９]ꎮ 已有研究结果表明ꎬ不管是在体内还是体

外ꎬ麝香草酚均具备抗菌消炎的作用[１０]ꎮ 美国食品

和药物管理局(ＦＤＡ)已将麝香草酚列为食品添加

剂[１１]ꎮ 麝香草酚还可作为抗氧化剂和防腐剂ꎬ抑制

水果蔬菜贮藏期间微生物的生长ꎬ减少腐烂[１２￣１４]ꎮ
张静等[１５]利用麝香草酚处理不同分类地位的 １０ 种

重要植物病原菌ꎬ发现该物质对病原菌的菌丝生长

均有一定的抑制作用ꎬ前期研究发现ꎬ麝香草酚能够

破坏细胞膜的完整性进而达到抑菌的作用[１６￣１８]ꎮ
Ｇａｏ 等[１９]研究发现ꎬ麝香草酚能够破坏禾谷镰孢菌

细胞膜的完整性ꎬ抑制病原菌的生长ꎬ但麝香草酚的

具体抑菌机制尚不明确ꎮ
新一代高通量测序技术已经广泛应用于转录组

的研究(即 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)ꎬ其数据几乎涵盖了特定组织

和特定时期的所有转录本[２０]ꎬ因而可以成为研究病

原菌响应麝香草酚处理后差异表达基因变化的重要

手段ꎮ 尽管禾谷镰孢菌基因组序列不全给差异表达

基因的注释带来一定困难ꎬ但所获得的表达谱信息

能够真实反映禾谷镰孢菌胁迫响应调控网络机制ꎮ

因此ꎬ本研究利用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术对麝香草酚处理前

后的禾谷镰孢菌进行转录组测序ꎬ鉴定禾谷镰孢菌

响应麝香草酚胁迫的应答基因ꎬ分别对差异表达基

因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 注释和富集分析ꎬ从转录组水

平揭示麝香草酚的作用途径ꎬ挖掘麝香草酚的潜在

作用靶标ꎬ为后续确定麝香草酚的作用机制研究提

供良好的基因组学研究平台ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

供试菌株:禾谷镰孢菌标准菌株 ＰＨ￣１ꎮ
供试药剂:９９􀆰 ５％麝香草酚(德国产ꎬ南京市恒

鑫化工有限公司进口分装)溶于无水乙醇配成 １００
ｍｇ / Ｌ母液ꎬ４ ℃ 保存备用ꎮ 试剂盒:ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ 总

ＲＮＡ 提取试剂盒(天根ꎬＤＰ４１９)用于提取总 ＲＮＡꎬ
Ｏｌｉｇｏｄ(Ｔ)磁珠试剂盒(ＷａｗａｓｙｅꎬＮＡ０１０１)用于纯化

分离 ｍＲＮＡꎮ 逆转录酶( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ１８０６４０１４)用于

反转 ｍＲＮＡ 获得 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (２Ｘ) ＡＢＩ ＰｒｉｓｍＴＭ试剂盒(ＫＡＰＡ Ｂｉｏｓｙｓ￣
ｔｅｍｓꎬＫＫ４６０４)合成双链 ＤＮＡꎬＴｒｕＳｅｑ ＲＮＡ Ｓａｍｐｌｅ
Ｐｒｅｐｒａｔｏｎ Ｋｉｔｓ ( ｌｌｌｕｍｉｎａ ꎬ ＲＳ￣１２２￣２００１) 用于制备

ＲＮＡ 测序文库ꎬＡｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ (ＢＥＣＫＭＡＮꎬ
Ａ６３８８１)用于测序文库制备过程中的纯化ꎬＦｌａｓｈＧｅｌ
ＤＮＡ Ｃａｓｓｅｔｔｅ ２􀆰 ２％ꎬ １２ ＋ １ｗｅｌｌꎬ ｓｉｎｇｌｅ ｔｉｅｒ ( Ｌｏｎｚａꎬ
５７０２３)用于检测文库的大小和纯度ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ
ＲＴ 反转试剂盒 (ＴａＫａＲａ ꎬＤＲＲ０３７Ａ)用于 ＲＮＡ 反

转成 ｃＤＮＡꎬＳＹＢＲ 􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ ( ＴａＫａＲａꎬ
ＤＲＲ８２０Ａ)用于实时荧光定量 ＰＣＲꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＮＡ 提取 　 收集禾谷镰孢菌菌丝ꎬ以 ５０
μｇ / ｍｌ麝香草酚处理 １２ ｈ 的禾谷镰孢菌菌丝为处理

组ꎬ以不加麝香草酚处理的禾谷镰孢菌菌丝为对照

组ꎮ 用真菌 ＲＮＡ 提取试剂盒提取这 ２ 个样本的禾

谷镰孢菌 ＲＮＡꎬ经电泳检测后用微量紫外分光光度

计(ＴｈｅｒｍｏꎬＮａｎｏＤｒｏｐ １ ０００)检测其浓度和纯度ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 测序文库构建与测序 　 提取样品总 ＲＮＡ
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后ꎬ使用 Ｏｌｉｇｏｄ(Ｔ)磁珠试剂盒对 ｍＲＮＡ 进行分离ꎬ
去除 ＤＮＡꎮ 随后在高温条件下ꎬ利用二价阳离子

(Ｍｇ２＋)将 ｍＲＮＡ 打断以选择大小合适的目的片段ꎮ
使用逆转录酶ꎬ根据表 １ 中第一步的反应体系和反

应程序ꎬ使打断的 ｍＲＮＡ 反转录形成 ｃＤＮＡ 第一

链ꎬ随后以第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ根据表 １ 中第二步

的反应体系和反应程序ꎬ合成第二链 ＤＮＡꎮ 根据表

１ 中第三步、第四步、第五步、第六步的反应体系和

反应程序对反转录合成的双链 ｃＤＮＡ 进行末端修

复、３′末端加 Ａ、连接接头以及富集纯化ꎬ每步反应

结束后都需要使用 Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ 试剂盒进

行纯化ꎮ
使用 Ｑｕｂｉｔ 􀅹 ２􀆰 ０ 荧光定量仪 ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ

Ｑ３２８７２)ꎬＱｕｂｉｔＴＭ ｄｓＤＮＡ ＨＳ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔｓ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬ
Ｑ３２８５１)试剂盒检测文库的浓度ꎬ将每个文库摩尔

浓度统一调整到 ２ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＦｌａｓｈＧｅｌ Ｄｏｃｋ 系统结

合 ＦｌａｓｈＧｅｌ ＤＮＡ Ｃａｓｓｅｔｔｅ 检测文库的大小和纯度ꎬ
随后使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 测序仪进行测序ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 反应体系及程序

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

试验操作 　 　 　 　 试剂 体积(μｌ) 　 　 　 　 ＰＣＲ 反应程序

第一步 ｍＲＮＡ １７􀆰 ０ ２５ ℃ꎬ １０ ｍｉｎꎻ ４２ ℃ꎬ ５０ ｍｉｎꎻ

Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＦＳＭ) ７􀆰 ０ ７０ ℃ꎬ １５ ｍｉｎꎻ ４ ℃保存

Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ＩＩ １􀆰 ０

第二步 Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ２５􀆰 ０ １６ ℃ꎬ １ ｈ

Ｓｅｃｏｎｄ Ｓｔｒａｎｄ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５􀆰 ０

第三步 ｄｓ ｃＤＮＡ ５０􀆰 ０ ３０ ℃ꎬ ３０ ｍｉｎ

Ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０􀆰 ０

Ｅｎｄ Ｒｅｐａｉｒ Ｍｉｘ ４０􀆰 ０

第四步 Ａ￣Ｔａｉｌｉｎｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ ２􀆰 ５ ３７ ℃ꎬ ３０ ｍｉｎ

Ａ￣Ｔａｉｌｉｎｇ Ｍｉｘ １２􀆰 ５

Ｅｎｄ Ｒｅｐａｉｒｅｄ ＤＮＡ １５􀆰 ０

第五步 Ａｄｅｎｙｌａｔｅ ３′Ｅｎｄｓ ＤＮＡ ３０􀆰 ０ ３０ ℃ꎬ １０ ｍｉｎ

ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｍｉｘ ２􀆰 ５

Ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５

ＲＮＡ Ａｄａｐｔｅｒ Ｉｎｄｅｘ(ＡＲ００１￣ＡＲ０１２)Ｍｉｘ ２􀆰 ５

第六步 ＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒ Ｃｏｃｋｔａｉｌ ５􀆰 ０ ９８ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ１５ 个循环: ９８ ℃ꎬ １０ ｓꎻ ６０ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ

ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５􀆰 ０ ７２ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ ７２ ℃ꎬ ５ ｍｉｎꎻ ４ ℃保存

Ａｄａｐｔｏｒ Ｌｉｇａｔｅｄ ＤＮＡ ２０􀆰 ０

反转 ＰＣＲ ５ × ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ ３７ ℃ꎬ １５ ｍｉｎꎻ ８５ ℃ꎬ ５ ｓ ４ ℃保存

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ ０􀆰 ５

Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ (５０ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ５

Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ (１００ μｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ５

ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ２􀆰 ０

ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ４􀆰 ５

实时荧光定量 ＳＹＢＲ 􀅹 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ １２􀆰 ５ ９５ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ

ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０ ４０ 个循环: ９５ ℃ꎬ ５ ｓꎻ ６０ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ

ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ １􀆰 ０ 分离阶段:９５ ℃ꎬ １５ ｓꎻ ６０ ℃ꎬ ３０ ｓꎻ ９５ ℃ꎬ １５ ｓ

ｃＤＮＡ ２􀆰 ０

ｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５
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１􀆰 ２􀆰 ３　 数据的过滤及组装　 将测序所得的原始数

据 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 或 ｒａｗ ｄａｔａ 进行质控(ＱＣ)过滤ꎬ步骤如

下:(１)去除含 ａｄａｐｔｏｒ 的 ｒｅａｄｓꎻ(２)去除含 Ｎ(表示

无法确定碱基信息)比例大于 １０％的 ｒｅａｄｓꎻ(３)去
除低质量 ｒｅａｄｓ(质量值 Ｑ ≤ １０ 的碱基数占整个

ｒｅａｄ 的 ５０％以上)ꎬ得到有效的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 用于后

续分析ꎮ 随后利用 Ｔｒｉｎｉｔｙ (ｖｅｒｓｉｏｎ ２􀆰 ０􀆰 ６)软件(参
数设置:Ｔｒｉｎｉｔｙ􀆰 ｐｌ ￣￣ｓｅｑＴｙｐｅ ｆｑ ￣￣ＪＭ ５０Ｇ ￣￣ｌｅｆｔ ｒｅａｄｓ＿
１􀆰 ｆｑ ￣￣ｒｉｇｈｔ ｒｅａｄｓ＿２􀆰 ｆｑ ￣￣ＳＳ＿ｌｉｂ＿ｔｙｐｅ ＦＲ￣ｏｕｔｐｕｔ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ＿ｔｉｓｓｕｅ ￣￣ＣＰＵ ２４ ￣￣ｊａｃｃａｒｄ＿ｃｌｉｐ ￣￣ｉｎｃｈｗｏｒｍ＿
ｃｐｕ ２４ ￣￣ｇｒｏｕｐ＿ｐａｉｒｓ＿ｄｉｓｔａｎｃｅ ５００ ￣￣ｂｆｌｙＣＰＵ ２４)对所

得到的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行拼接和组装ꎬ通过序列之间

的 ｏｖｅｒｌａｐ 信息组装得到重叠群(Ｃｏｎｔｉｇ)ꎬ然后以双

端测序末端片段(ｐａｉｒｅｄ￣ｅｎｄ ｒｅａｄｓ)ꎬ比对已知参考

序列禾谷镰孢菌 ＰＨ￣１ 基因组(ＡＳＭ２４０１３ｖ３ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ􀆰 ｎｃｂｉ􀆰 ｎｌｍ􀆰 ｎｉｈ􀆰 ｇｏｖ / ａｓｓｅｍｂｌｙ / ＧＣＦ＿０００２４０１３５􀆰 ３)
进行组装ꎬ最后得到单基因簇(ｕｎｉｇｅｎｅｓ) [２１]ꎮ
１ .２ .４ 　 功能注释、分类和代谢途径分析 　 采用

序列比对的方法对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行序列相似性分

析ꎬ 使用 ＢＬＡＳＴＰ 将拼接得到的 Ｕｎｉｇｅｎｅ(将核

酸序列翻译成蛋白序列) 与 ＮＣＢＩ 蛋白质数据

库进行比对( Ｅ 值≤１ × １０ －５ ) ꎬ选取最佳的功能

注释ꎮ 蛋白质数据库包括 ＮＣＢＩ 的非冗余核酸

数据 库 ( Ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅꎬ Ｎｒ) 和

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 蛋白质序列数据库ꎮ 根据 ＮＣＢＩ 数据

库的功能注释信息ꎬ使用 Ｂｌａｓｔ２ ＧＯ 软件 ( ｖｅｒ￣
ｓｉｏｎ ２ .８ .０) (参数设置:ｊａｖａ ￣￣ｊａｒ ｂｌａｓｔ２ｇｏ. ｊａｒ ￣￣ｉｎ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ＿ｒｅｓｕｌｔ. ｘｍｌ ￣￣ａ ￣￣ｖ ￣￣ｏｕｔ ａｎｎｏｔ＿ ｒｅｓｕｌｔ) 得

到 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ( Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ) 条目ꎬ然后用

ＷＥＧＯ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｇｏ. ｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｏｒｇ. ｃｎ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｗｅｇｏ / ｉｎｄｅｘ. ｐｌ) 对 所 有 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进 行 ＧＯ
功能分类统计 [ ２２￣２３] ꎮ 然后对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 分别进行

蛋白质直系同源数据库 ( Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ Ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ
Ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＫＯＧ ) ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＣＯＧ)功能分类和东京基因与基金

组百科全书( Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅ￣
ｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ) ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｋｅｇｇ. ｊｐ / ) 代 谢 途

径分析 [ ２４￣２５] ꎮ
１ .２ .５ 　 差异基因筛选 　 基因的表达水平通过

ＲＳＥＭ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｄｅｗｅｙｌａｂ. ｂｉｏｓｔａｔ. ｗｉｓｃ. ｅｄｕ /
ｒｓｅｍ / ＲＥＡＤＭＥ. ｈｔｍｌ ＃ｕｓａｇｅ)计算 ＦＰＫＭ(每 １ 百

万个 ｍａｐ 上的 ｒｅａｄｓ 中 ｍａｐ 到外显子的每 １ ×
１０ ３个碱基上的 ｒｅａｄｓ 个数) ꎮ 对 ２ 个样本的基

因表达进行差异分析ꎬ旨在找出样本间差异表

达的基因( Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ) ꎬ
并对差异表达基因做后续更深入的功能挖掘ꎮ
分别计算在对照样品中的平均表达量 Ｃｏｎｔｒｏｌ￣
ａｖｇꎬ处理样品中的平均表达量 Ｔｒｅａｔ￣ａｖｇꎬ得到该

基因的差异倍数ꎬ计算公式为:Ｍ ＝ ｌｇ２ [ ( Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ￣ａｖｇ) / ( Ｔｒｅａｔ￣ａｖｇ) ] ꎬ按照差异倍数≥２ 的

标准筛选差异表达基因ꎮ
１.２.６　 荧光实时定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 　 分别提取

处理组和对照组的禾谷镰孢菌 ＲＮＡꎬ利用 ＴａＫａＲａ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ 试剂盒反转录得到 ｃＤＮＡꎬ反转

体系及程序见表 １ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行实时定量

ＰＣＲ 反应ꎬ定量体系及程序见表 １ꎮ 所用引物见表

２ꎮ 所有获得的数据以 ＧＡＰＤＨ 基因(编号 ＦＧ０６２５７.
１) 进行校准ꎬ 目的基因 的 相 对 表 达 水 平 利 用

ＡＢＩ７５００ ＳＤＳ 分析软件生成ꎮ 每个处理设置 ４ 个重

复ꎬ所有试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组数据的产出与质量监控

采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２０００ 高通量测序技术对

禾谷镰孢菌对照组( ＰＨ￣１)以及麝香草酚处理组

(Ｔｈｙｍｏｌ)转录组进行测序ꎬ获得对照组 ＰＨ￣１ 基因

组的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为４４ ６９０ ２７２ꎬ约占总 ｒｅａｄｓ 数的

９８􀆰 ４％ꎻ获得麝香草酚(Ｔｈｙｍｏｌ)处理组 ＰＨ￣１ 基因

组的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 为４４ ４７７ ６９０ꎬ约占总 ｒｅａｄｓ 数的

９７􀆰 ９３％ꎮ 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与所选的参考序列进行比

对ꎬ并统计 ｒｅａｄｓ 与每一个参考序列的比对结果ꎬ
如表 ３ 所示:ＰＨ￣１ 样本测序完后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 中

近 ８９􀆰 ０８％能比对上参考基因组ꎬ１０􀆰 ９２％的 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 未能比对到对应的基因ꎻＴｈｙｍｏｌ 样本测序完

后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 中近 ８８􀆰 ３４％可比对到参考基因

组ꎬ１１􀆰 ６６％测序完后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 未能比对到对

应的基因ꎮ 比对结果说明本次测序情况较为理

想ꎬ适合后面的深度分析ꎮ

０６２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ６ 期



表 ２　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因 ＩＤ 　 　 　 上游引物 (５′→３′) 　 　 　 下游引物 (５′→３′)

ＦＧＳＧ＿０７５８９ ＣＡＡＧＡＴＣＣＴＡＣＣＡＣＡＧＣＡＧＡＡＧ ＣＴＴＣＴＧＧＡＴＡＣＣＡＧＧＣＡＧＡＴＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０２２３１ ＣＣＡＴＴＧＴＴＧＴＣＧＡＧＧＣＴＡＴＣＡ ＧＧＣＣＴＴＧＴＡＧＴＴＧＣＧＧＡＴＡＡ

ＦＧＳＧ＿０４６９３ ＧＴＧＧＡＣＡＣＧＣＣＴＧＧＡＴＡＴＴＴ ＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧＧＡＣＧＡＡＡＧＡＧＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０３２１９ ＣＴＧＧＴＧＣＡＡＴＣＣＴＧＣＡＡＡＴＣ ＧＣＧＣＡＡＣＡＧＣＣＣＡＡＴＡＡＴＡＣ

ＦＧＳＧ＿１３８８７ ＴＧＧＧＡＡＴＡＣＡＡＧＡＴＧＧＣＡＧＡＧ ＴＧＣＧＣＡＴＧＡＧＡＧＴＧＴＧＡＴＡＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０７１７７ ＣＴＴＣＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣＡＧＴＴＡＣＡ ＧＣＡＡＧＧＡＴＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＴＡＧＡ

ＦＧＳＧ＿０４０９２ ＧＣＣＡＧＣＡＣＴＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴ ＣＣＴＧＧＴＡＧＡＧＴＴＣＴＴＣＧＧＴＡＡＴＧ

ＦＧＳＧ＿０５７４０ ＣＡＧＧＡＧＡＧＡＡＣＣＧＡＣＡＡＣＴＡＴＧ ＣＧＣＡＡＡＧＣＧＡＣＡＧＡＡＡＴＧＡＡ

ＦＧＳＧ＿０３６８６ ＣＡＧＣＡＡＧＴＧＡＡＧＣＡＡＡＣＡＡＧＡＧ ＧＣＧＡＧＡＴＧＴＡＧＴＣＡＣＣＡＡＡＧＡＡ

ＦＧＳＧ＿１３８８８ ＧＡＡＡＧＴＴＧＴＣＣＡＡＧＧＧＡＧＡＧＡＴ ＴＣＧＧＴＡＡＡＧＴＴＧＧＣＧＡＣＡＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０１０００ ＣＡＣＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣＣＴＣＧＧＡＡＡＧ ＣＴＣＡＧＣＡＣＡＣＡＣＡＴＣＣＴＴＧＡ

ＦＧＳＧ＿０２５０２ ＣＡＣＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣＣＴＣＧＧＡＡＡＧ ＣＴＣＡＧＣＡＣＡＣＡＣＡＴＣＣＴＴＧＡ

ＦＧＳＧ＿０４９９４ ＣＣＧＣＧＣＴＣＴＣＧＴＡＴＴＡＣＴＴＴ ＣＧＡＡＧＡＡＡＣＴＧＧＡＣＴＧＧＡＴＣＴＣ

ＦＧＳＧ＿１１０２４ ＡＴＣＧＴＣＣＡＣＣＣＧＴＴＧＴＡＴＴＣ ＡＧＣＡＧＴＣＧＣＣＧＴＡＴＴＴＡＴＣＴＣ

ＦＧＳＧ＿０１９５９ ＧＡＣＣＡＴＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣ ＣＧＧＡＴＣＴＴＧＡＴＧＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣ

ＦＧＳＧ＿０４７３１ ＧＣＴＣＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＧＣＴＴＡＴＴＴ ＣＴＣＴＧＧＴＣＴＧＧＧＴＴＣＧＡＴＡＡＡＣ

ＦＧＳＧ＿０１５２６ ＣＧＡＣＡＣＴＧＣＡＴＣＧＧＧＴＡＡＡ ＣＣＧＴＣＡＡＡＴＣＣＣＴＴＣＴＧＧＡＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０１３８８ ＣＡＧＣＡＣＴＣＧＴＧＣＡＡＴＣＡＡＡＴＣ ＧＡＡＴＧＴＣＴＡＣＧＧＴＧＡＧＴＣＴＴＧＧ

ＦＧＳＧ＿０３８８２ ＡＣＣＧＣＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＡＴＡＡＣ ＣＡＣＡＧＣＴＣＣＴＴＴＧＧＡＧＴＡＧＡＡＧ

ＦＧＳＧ＿０６２５７ ＣＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧ ＴＧＡＣＧＴＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＧＡＡＧ

表 ３　 样品序列与禾谷镰孢菌参考基因组比对分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ

　 　 　 　 Ｒｅａｄ 分类 对照样本
麝香草酚
处理样本

ｒｅａｄｓ 的干净序列数 ４４ ６９０ ２７２ ４４ ４７７ ６９０

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数与总 ｒｅａｄｓ 数比(％) ９８􀆰 ４０ ９７􀆰 ９３

匹配上基因组的总 ｒｅａｄｓ 数比(％) ８９􀆰 ０８ ８８􀆰 ３４

完全匹配序列数比(％) ７２􀆰 ８１ ７１􀆰 ９７

错配数小于并等于 ２ 的 ｒｅａｄｓ 数比(％) １６􀆰 ２７ １６􀆰 ３７

特异匹配的序列数比(％) ８８􀆰 ８８ ８７􀆰 ９４

多位点匹配序列数比(％) ０􀆰 ２０ ０􀆰 ４０

未匹配的总 ｒｅａｄｓ 序列数比(％) １０􀆰 ９２ １１􀆰 ６６

２􀆰 ２　 麝香草酚处理后的差异表达基因分析

分析对照组样品与处理组样品的转录组差

异ꎬ以差异检验 ＦＤＲ 值≤０􀆰 ００１ 且差异倍数不低

于 ２ 倍为差异表达基因ꎬ发现 ５０ μｇ / ｍｌ麝香草酚

处理禾谷镰孢菌后ꎬ共检测到１ ４７７个基因的表达

量发生了显著变化ꎬ其中下调基因数目为 ７７２ 个ꎬ
上调基因个数为 ７０５ 个(图 １Ａ)ꎮ 表达量变化在 ５
倍以内的基因占差异表达基因总数的 ９６􀆰 ０７％ꎮ
其中ꎬ表达量变化 １.０ ~ ２􀆰 ０ 倍的基因占总数的

６５􀆰 ７５％ꎬ 上 调 基 因 占 ３３􀆰 １８％ꎬ 下 调 基 因 占

３２􀆰 ５７％ꎻ表达量变化 ２.１ ~ ５􀆰 ０ 倍的基因占总数的

３０􀆰 ３４％ꎬ 上 调 基 因 占 １３􀆰 ４１％ꎬ 下 调 基 因 占

１６􀆰 ９３％ꎮ 表达量在 ５ 倍以上的基因共有 ５８ 个ꎬ其
中上调基因 １７ 个ꎬ下调基因 ４１ 个(图 １Ｂ)ꎮ 相比

而言ꎬ麝香草酚处理禾谷镰孢菌后ꎬ表达量变化在

５ 倍以内的上调基因与下调基因的数量相当ꎬ而表

达量变化在 ５ 倍以上的基因中下调基因数量明显

高于上调基因数量ꎮ
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Ａ:差异基因数量统计ꎻＢ:差异基因表达倍数分布统计ꎮ
图 １　 麝香草酚处理后禾谷镰孢菌差异表达基因分布及统计分析

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｙｍｏｌ

２.３　 差异表达基因的 ＧＯ 功能显著性富集分析

结合 ＧＯ 数据库对差异表达基因进行功能分

类ꎬ结果(图 ２)显示ꎬ在细胞组分分类信息中ꎬ参与

细胞膜组分的分类条目富集较为显著ꎻ在分子功能

分类的信息中ꎬ具备催化活性功能及结合蛋白功能

的分类条目富集较为显著ꎻ在生物学过程的分类信

息中ꎬ分类条目较为富集的蛋白主要参与了细胞进

程、细胞代谢以及信号传导的过程ꎮ

ａ: 生物调节ꎻｂ: 细胞死亡ꎻｃ: 细胞组件ꎻｄ: 细胞进程ꎻｅ: 生长进程ꎻｆ: 细胞定位ꎻｇ: 代谢过程ꎻｈ: 多细胞生物进程ꎻｉ: 多细胞机体进程ꎻｊ:
生物进程负调控ꎻｋ: 生物进程正调控ꎻｌ: 生物进程调控ꎻｍ: 繁殖ꎻｎ: 应激反应ꎻｏ: 信号传导ꎻ ｐ: 信号有机体进程ꎻｑ: 细胞组分ꎻｒ: 细胞外

组分ꎻｓ: 大分子组分ꎻｔ: 细胞膜ꎻｕ: 细胞膜附着调控原件ꎻｖ: 细胞膜组分ꎻｗ: 细胞器ꎻｘ: 细胞器组分ꎻ ｙ: 抗氧化活性ꎻｚ: 细胞结合ꎻａ１:催化

活性ꎻｂ１: 电子载体活性ꎻｃ１: 酶调控活性ꎻｄ１: 鸟嘌呤核苷酸交换组件ꎻｅ１: 分子转运活性ꎻｆ１: 核酸结合转录因子活性ꎻｇ１: 营养储存活性ꎻ
ｈ１: 蛋白质结合转录因子活性ꎻｉ１: 受体结合活性ꎻｊ１: 转运活性ꎮ

图 ２　 麝香草酚处理后差异表达基因的 ＧＯ 分类

Ｆｉｇ.２　 ＧＯ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｙｍｏｌ

２.４　 差异表达基因的 Ｐａｔｈｗａｙ 显著性富集分析

对差异表达基因的 Ｐａｔｈｗａｙ 显著性富集分析ꎬ
能够更进一步了解基因的相关生物学功能ꎮ 通过对

处理组样品与对照组样品的 Ｐａｔｈｗａｙ 显著性富集ꎬ
发现差异表达基因分布在 ９５ 个分类途径中ꎮ 排名

前 ２０ 的显著性差异表达基因富集途径如表 ４ 所示ꎬ
这些差异表达基因广泛涉及次生代谢、代谢途径、氨
基酸代谢、糖酵解、ＡＢＣ 转运蛋白及丙酮酸代谢等ꎮ
２.５　 甾醇类代谢差异表达基因分析

根据差异表达基因的 Ｐａｔｈｗａｙ 显著性富集分析

发现ꎬ麝香草酚处理后ꎬ禾谷镰孢菌多个代谢途径的

基因表达发生变化ꎮ 在实验室的前期研究中发现ꎬ麝
香草酚能够破坏禾谷镰孢菌细胞膜的完整性ꎬ进而达

到抑菌作用[１９]ꎮ 真菌细胞质膜的重要组分为麦角甾

醇(Ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌ)ꎬ它对于维持真菌细胞膜的流动性、完
整性以及膜上的一些蛋白功能的正常行使作用很

大[２６]ꎮ 禾谷镰孢菌经过麝香草酚处理后ꎬ有 １６ 个甾

醇合成代谢相关基因表达出现差异ꎬ其中表达量上调

的基因有 ６ 个ꎬ表达量下调的基因有 １０ 个ꎬ且差异表

达基因的下调倍数显著高于上调倍数(表 ５)ꎮ
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表 ４　 麝香草酚处理后差异表达基因富集程度排名前 ２０ 的 Ｐａｔｈｗａｙ

条目

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｐ ２０ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ￣

ｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｇｍｏｌ

　 　 　 路径
差异表达基因
数及所占比例 路径编号

代谢路径 ２８４ (３６.６９％) ｋｏ０１１００

次生代谢物质合成 １３５ (１７.４４％) ｋｏ０１１１０

酪氨酸代谢 ３０ (３.８８％) ｋｏ００３５０

氨基糖和核苷酸糖代谢 ２７ (３.４９％) ｋｏ００５２０

丁酸甲酯代谢 ２７ (３.４９％) ｋｏ００６５０

脂肪酸代谢 ２６ (３.３６％) ｋｏ０００７１

色氨酸代谢 ２５ (３.２３％) ｋｏ００３８０

糖酵解 ２４ (２.７０％) ｋｏ０００１０

氮代谢 ２０ (２.５８％) ｋｏ００９１０

缬氨酸ꎬ亮氨酸及异亮氨酸降解 １９ (２.４５％) ｋｏ００２８０

甘氨酸ꎬ丝氨酸及苏氨酸代谢 １９ (２.４５％) ｋｏ００２６０

甘油磷脂代谢 １８ (２.３３％) ｋｏ００５６４

嘌呤代谢 １８ (２.３３％) ｋｏ００２３０

丙氨酸ꎬ天冬氨酸及谷氨酸代谢 １７ (２.２０％) ｋｏ００２５０

甲烷代谢 １７ (２.２０％) ｋｏ００６８０

ＡＢＣ 转运蛋白 １７ (２.２０％) ｋｏ０２０１０

丙酸代谢 １６ (２.０７％) ｋｏ００６４０

甾醇类生物合成 １６ (２.０７％) ｋｏ００１００

丙酮酸代谢 １５ (１.９４％) ｋｏ００６２０

表 ５　 麝香草酚处理后甾醇类代谢差异表达基因

Ｔａｂｌｅ ５ 　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｓｔｅｒｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｙｍｏｌ

基因 ｌｇ２ 比值

ＦＧＳＧ＿０７５８９ ２.８１８ ５５３ １２９

ＦＧＳＧ＿０４６９３ ２.２１５ ４１１ ７４５

ＦＧＳＧ＿０２２３１ １.６９３ ２００ ００２

ＦＧＳＧ＿０３２１９ １.６２３ ４５７ ６０１

ＦＧＳＧ＿１３８８７ １.３２７ ９９５ ６４２

ＦＧＳＧ＿０７１７７ １.１９０ １８８ ０７０

ＦＧＳＧ＿０４０９２ －６.５７７ ７１９ ３１３

ＦＧＳＧ＿０５７４０ －５.４４６ ０６３ １２３

ＦＧＳＧ＿０３６８６ －５.４０３ ５４８ ７４４

ＦＧＳＧ＿１３８８８ －３.３５３ ７７１ ５５３

ＦＧＳＧ＿０１０００ －２.８６０ ５６７ ８４７

ＦＧＳＧ＿０２５０２ －２.２３７ １８１ ５３４

ＦＧＳＧ＿０４９９４ －２.０８６ ３４２ ８２３

ＦＧＳＧ＿１１０２４ －１.９５５ ０９２ ８３９

ＦＧＳＧ＿０１９５９ －１.４８６ ０８０ ４７４

ＦＧＳＧ＿０４７３１ －１.２９７ ６０４ ８４２

２.６　 差异表达基因的 ｑＲＴ￣ ＰＣＲ 分析

对甾醇类代谢的 １６ 个差异表达基因进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 验证ꎬ以禾谷镰孢菌 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ 由图 ３ 可

知ꎬ这 １６ 个基因在麝香草酚处理后发生不同程度的表

达ꎬ尽管 ｑＲＴ￣ ＰＣＲ 分析得到的表达差异倍数与表达谱

分析的表达差异倍数不一致ꎬ但胁迫诱导表达的变化

趋势相同ꎬ说明基因表达谱的分析结果是可靠的ꎮ

３　 讨 论

一般来说ꎬ药物分子可以特异性结合靶标蛋白ꎬ
从而实现其生物学功能[２７]ꎬ基因敲除是用于发现并

鉴定药物靶标的主要方法ꎮ 丝状真菌禾谷镰孢菌全

基因组序列的可利用性ꎬ使得基因敲除成为研究基因

功能或修改细胞表型最有力的工具之一ꎮ 但是ꎬ需要

进行更多的工作来明确病原菌中哪些基因是杀菌剂

的作用靶标ꎬ而病原菌转录组测序的目的就是筛选出

相关基因并进一步研究ꎮ 生物体中的转录组将基因

组遗传信息与生物功能的蛋白质组信息连接起

来[２８]ꎬ对转录组的研究目前已经广泛应用于基础研

究、医学诊断及试剂研发等领域ꎮ 通过新一代高通量

测序技术ꎬ转录组测序能够全面快速地获得某一物种

特定组织和器官在特定状态下的几乎所有转录本序

列信息ꎬ为分子生物学的研究开辟了新的途径ꎮ 本研

究采用高通量转录组测序平台 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ２０００ꎬ
对麝香草酚处理及未处理的禾谷镰孢菌转录组进行

测序和功能分析ꎬ２ 个样本测序后的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 均有

８０％以上能够与参考序列进行匹配ꎬ随后利用 ＫＯＧ 、
ＧＯ、 ＫＥＧＧ 等数据库对样本中的差异表达基因进行

功能预测ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果中甾醇类差异表达基

因上调下调趋势与转录组分析结果一致ꎮ 这些结果

为进一步研究麝香草酚对禾谷镰孢菌的作用途径及

作用靶标等方面提供基础依据ꎮ
植物源酚类化合物具备较强的疏水性ꎬ可以破坏

细胞膜的完整性ꎬ导致膜内物质渗透ꎬ进而影响细胞的

生长[２９]ꎮ 钟少枢等[３０]采用麝香草酚等 ７ 种单离食用

香料对食品腐败菌的抑菌活性进行了研究ꎬ结果表明

麝香草酚对细菌、霉菌和酵母菌均具有一定的抑制能

力ꎮ 鉴于麝香草酚高安全性及广谱抑菌性的特点ꎬ若
能将其开发成为农业上应用的新型生物农药ꎬ可能会

有巨大的应用潜力ꎮ 在酵母细胞中ꎬ使用６４~ ５００
μｇ / ｍｌ浓度的麝香草酚处理后ꎬ发现细胞膜受到了破

坏[３１]ꎮ Ｃｈａｕｈａｎ 等的研究结果表明麝香草酚在 ７５０
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μｇ / ｍｌ的浓度下能够破坏沙门氏菌的细胞膜[３２]ꎻ同时

本实验室前期研究也发现麝香草酚能够破坏禾谷镰孢

菌细胞膜的完整性ꎬ抑制禾谷镰孢菌的生长[１９]ꎮ 这就

表明麝香草酚的作用机制应与病原菌的细胞膜有关ꎮ

ａ: ＦＧＳＧ＿０７５８９ꎻｂ: ＦＧＳＧ＿０２２３１ꎻｃ: ＦＧＳＧ＿０４６９３ꎻｄ: ＦＧＳＧ＿０３２１９ꎻｅ: ＦＧＳＧ＿１３８８７ꎻｆ: ＦＧＳＧ＿０７１７７ꎻｇ: ＦＧＳＧ＿０４０９２ꎻｈ: ＦＧＳＧ＿０５７４０ꎻｉ:
ＦＧＳＧ＿０３６８６ꎻｊ: ＦＧＳＧ＿１３８８８ꎻｋ: ＦＧＳＧ＿０１０００ꎻｌ: ＦＧＳＧ＿０２５０２ꎻｍ: ＦＧＳＧ＿０４９９４ꎻｎ: ＦＧＳＧ＿１１０２４ꎻｏ: ＦＧＳＧ＿０１９５９ꎻｐ: ＦＧＳＧ＿０４７３１ꎮ

图 ３　 差异表达基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.３　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

　 　 本研究发现ꎬ经过药剂处理后ꎬ禾谷镰孢菌中多

个代谢途径发生变化ꎬ其中差异表达基因主要富集

在氨基酸代谢、丙酮酸代谢、糖酵解、ＡＢＣ 转运及甾

醇类生物合成等过程ꎮ 当真菌受到外来药物作用

时ꎬＡＢＣ 转运蛋白可以将有毒有害物质运输至细胞

外ꎬ保护真菌细胞的生长[３３]ꎮ 麦角甾醇是真菌细胞

质膜的重要组成成分ꎬ对细胞膜流动性、完整性以及

膜蛋白功能的维持有很重要的作用[３４]ꎬ所以甾醇类

生物合成代谢过程中基因表达的变化会直接导致病

原菌细胞膜的完整性受到破坏ꎮ 而糖酵解、丙酮酸

代谢过程中基因表达的变化也会引起细胞膜受到破

坏ꎬ例如丙酮酸代谢的中间产物乙酰 ＣｏＡ 是麦角甾

醇的合成前体ꎬ能够影响麦角甾醇的形成进而引起

细胞膜的变化ꎬ但麝香草酚具体通过何种途径影响

禾谷镰孢菌细胞膜的完整性ꎬ它的实际作用靶标是

什么还需要对差异表达基因进行进一步的分析和研

究ꎮ
本研究通过对 ５０ μｇ / ｍｌ麝香草酚处理组和不加

麝香草酚处理组这 ２ 个样本进行高通量转录组测序ꎬ
分别获得４４ ４７７ ６９０个 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 以及４４ ６９０ ２７２个
ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎮ 分析 ２ 个样本间的差异表达基因ꎬ发现

有１ ４７７个基因表达量发生了变化ꎬ其中下调基因数

目为 ７７２ 个ꎬ占总差异基因的 ５２􀆰 ２７％ꎬ上调基因数目

为 ７０５ 个ꎬ占总差异基因的 ４７􀆰 ７３％ꎬ这些差异表达基

因参与多种代谢途径ꎮ 结果说明ꎬ麝香草酚处理调控

了禾谷镰孢菌的生理生化代谢过程ꎬ影响禾谷镰孢菌

的生长ꎮ 本研究为进一步揭示麝香草酚作用的分子

机制ꎬ挖掘作用靶标提供了参考ꎮ
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