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　 　 摘要:　 植物源酚类化合物愈创木酚可以显著抑制禾谷镰刀菌的生长ꎬ本研究利用转录组测序分析愈创木酚

对禾谷镰刀菌的作用机制ꎬ采用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 技术从转录组水平分析禾谷镰刀菌在 ０.４ μｌ / ｍｌ 愈创木酚胁迫下的响应

机制ꎮ 结果显示ꎬ共筛选到 ９０５ 个差异表达基因表达量发生了变化ꎬ其中表达量上调的基因为 ４６４ 个ꎬ表达量下调

的基因为 ４４１ 个ꎮ 差异表达基因的 ＣＯＧ、ＧＯ 及 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分析发现ꎬ愈创木酚影响禾谷镰刀菌氧化应激反应、膜
组分及离子运输途径ꎮ 表明ꎬ愈创木酚处理后ꎬ禾谷镰刀菌的细胞膜完整性受到了破坏ꎬＣａ２＋运输途径受到破坏ꎬ同
时愈创木酚作为抗氧化剂也能显著影响禾谷镰刀菌的氧化应激反应ꎮ
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　 　 主要由禾谷镰刀菌复合种(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａ￣
ｒｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ)引起的小麦赤霉病是世界范围

内广泛发生的一种主要病害[１]ꎮ 小麦赤霉病不仅

会造成小麦产量降低ꎬ还会产生多种镰刀菌毒素ꎬ严

３４３



重影响小麦质量安全ꎬ威胁人畜健康ꎮ 筛选、培育和

种植具有稳定抗赤霉病和抗毒素积累的小麦品种是

防控镰刀菌危害最安全有效的措施之一ꎬ但目前尚

未开发出可以商业化种植的抗病品种ꎮ 利用化学药

剂进行防控是控制镰刀菌毒素产生和累积的最有效

的措施之一[２]ꎮ 自 ２０ 世纪 ７０ 年代以来ꎬ中国使用

的多菌灵等苯并咪唑类和戊唑醇等三唑类杀菌剂ꎬ
在控制病害流行、稳定小麦生产上发挥了重要作

用[３]ꎮ 但是ꎬ长期单一使用化学农药导致中国长江

中下游部分小麦产区病原菌产生明显的抗药性[４]ꎬ
严重威胁了环境生态健康ꎮ 因此ꎬ探寻针对禾谷镰

刀菌的新型高效杀菌剂ꎬ已成为目前有效防治小麦

赤霉病的关键突破口之一ꎮ
愈创木酚(２￣甲氧基酚)ꎬ别名甲基儿茶酚ꎬ是一

种白色或微黄色结晶或无色至淡黄色透明油状液

体ꎬ在自然界中主要存在于愈创树脂或松油中ꎬ也是

木材干馏所得杂酚油中的主要成分[５]ꎮ 愈创木酚

在工业上用途广泛ꎬ常用愈创木酚来生产各种香料ꎬ
如丁香酚、香兰素和人造麝香[６]ꎮ 愈创木酚在医药

上也有大量应用ꎬ它可被用于合成苯磺酸愈创木酚

(愈创木酚磺酸钾)、用于制作局部麻醉剂或防腐

剂[７]ꎬ还可用于制备祛痰口服液和治疗消化不

良[８]ꎮ 目前ꎬ利用愈创木酚抑制植物病原菌方面的

研究较少ꎮ 有研究发现ꎬ一些含有取代酚(丁香酚、
百里香酚、卡瓦克酚和愈创木酚)的精油表现出很

强的抗菌和抗氧化作用[９]ꎬ而多种具有抑菌作用的

植物提取物及木醋液中均含有大量的愈创木

酚[１０￣１２]ꎮ 前期研究发现愈创木酚能够抑制禾谷镰

刀菌的生长和产毒ꎬ但是抑菌机制尚不明确ꎮ 本研

究借助转录组测序手段初步分析愈创木酚对禾谷镰

刀菌的杀菌作用及其抑菌机制ꎬ为禾谷镰刀菌的防

治提供新思路ꎬ为开发新的、具有优良防效的植物源

农药提供应用基础ꎮ
转录组ꎬ是指特定生长阶段某组织或细胞内所

有转录产物的集合ꎬ主要包括 ｍＲＮＡ 和非编码 ＲＮＡ
(ｎｃＲＮＡ) [１３]ꎮ 利用新一代转录组测序 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ
(ＲＮＡ￣ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ)分析愈创木酚处理后的禾谷镰刀

菌转录组的变化ꎬ筛选鉴定差异基因ꎬ并通过 ＧＯ 功

能和 ＫＥＧＧ 途径注释分析ꎬ探究禾谷镰刀菌响应愈

创木酚胁迫的关键基因ꎬ可为后续阐明愈创木酚作

用机制的基因组学研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试菌株为禾谷镰刀菌标准菌株 ＰＨ￣１ꎻ供试药

剂为 ９９％愈创木酚(Ｍａｃｋｌｉｎ)ꎬ４ ℃保存备用ꎮ ＰＤＡ
培养基:马铃薯 ２００ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ琼脂 ２０ ｇ / Ｌꎮ
ＹＥＰＤ 培养基:葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ酵母粉 ３ ｇ / Ｌꎬ胰蛋白

胨 １０ ｇ / Ｌꎬ调 ｐＨ 至 ７􀆰 ０ꎬ高温高压灭菌后常温保存ꎮ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ 反转试剂盒 (宝日医生物技术有限

公司产品ꎬ货号:ＤＲＲ０３６Ａ)用于 ＲＮＡ 反转成 ｃＤＮＡꎻ
ＴＢ Ｇｒｅｅｎ ＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(宝日医生物技术有限

公司产品ꎬ货号:ＤＲＲ８２０Ａ)用于实时荧光定量 ＰＣＲꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 禾谷镰刀菌菌丝处理与 ＲＮＡ 提取　 收集禾

谷镰刀菌分生孢子(１ ｍｌ １０５个)接种至 ＹＥＰＤ 培养

基中ꎬ２５ ℃下 １８０ ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ２４ ｈꎬ加入愈创木

酚提取液使其终浓度为 ０􀆰 ４ μｌ / ｍｌꎬ以不加愈创木酚

为对照组ꎬ继续振荡培养 ２４ ｈ 后收集菌丝并冻干研

磨成粉末ꎮ 使用 ＴＲＩｚｏｌ 􀅺试剂从组织中提取总

ＲＮＡꎬ并使用 ＤＮＡ 酶(宝日医生物技术有限公司产

品ꎬ货号:２２７０Ａ)去除基因组 ＤＮＡꎮ
１.２.２　 构建文库及转录组测序　 提取样品的总 ＲＮＡ
送至上海美吉生物医药科技有限公司进行转录组测

序ꎮ 首先使用 ｆａｓｔｘ＿ｔｏｏｌｋｉｔ＿０.０.１４ 软件对原始数据的

相关质量进行评估ꎬ包括碱基质量分布统计、碱基错

误率分布统计和碱基(Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ)含量分布统计ꎻ随
后ꎬ使用 ＳｅｑＰｒｅｐ 和 Ｓｉｃｋｌｅ 软件对测序接头序列、低
质量读段、不确定碱基信息率较高序列及长度过短序

列进行去除ꎬ获得质控后的原始数据ꎬ即 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ
(ｒｅａｄｓ)ꎬ利用 ＴｏｐＨａｔ２ 和 ＨＩＳＡＴ２ 将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与参

考基因组 Ｆｕｓａｒｉｕｍ＿ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ (ＧＣＦ＿０００２４０１３５.３)
进行比对ꎬ获得用于后续转录本组装、表达量计算等

的 ｍａｐｐｅｄ ｄａｔａ(ｒｅａｄｓ)ꎬ同时对该转录组测序的比对

结果进行质量评估ꎮ 使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 或 Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ 软件

对 Ｍａｐｐｅｄ Ｒｅａｄｓ 进行拼接和组装ꎮ
１.２.３　 差异表达基因分析及功能分析　 将转录组组

装获得的所有基因和转录本在六大数据库(ＮＲ、
Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、Ｐｆａｍ、ＥｇｇＮＯＧ、ＧＯ 和 ＫＥＧＧ)中进行比对

分析ꎬ获得基因和转录本的功能信息ꎮ 通过与 ＮＲ 数

据库比对ꎬ可以查看转录本序列与相近物种的相似情

况ꎬ以及同源序列的功能信息ꎻ通过与 Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ 数据

库比对ꎬ可以了解转录本注释中蛋白质的功能、转录
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后修饰、特殊位点和区域、二级结构、四级结构ꎮ 通过

Ｐｆａｍ 数据库比对可以对组装出来的转录本进行蛋白

质家族的注释ꎻＥｇｇＮＯＧ 提供了更细致的 ＯＧ 分析ꎬ可
以根据物种所属的进化分支选择参考数据集ꎻ利用

ＧＯ 数据库可以获得转录本的功能分类情况ꎻ通过与

ＫＥＧＧ 数据库比对ꎬ获得基因或转录本可能参与的具

体生物学通路情况ꎮ 使用 ＲＳＥＭ、Ｋａｌｌｉｓｔｏ 和 Ｓａｌｍｏｎ
软件对基因的表达量进行定量分析ꎬ随后根据基因 /
转录本在不同样本间的表达情况ꎬ对样本间共有与特

有表达基因 /转录本(ｖｅｎｎ 分析)、相关性和主成分

(ＰＣ)进行分析ꎮ
在获得基因 /转录本的 Ｒｅａｄ Ｃｏｕｎｔｓ 数后ꎬ采用

ＤＥＳｅｑ２、ＤＥＧｓｅｑ 或 ｅｄｇｅＲ 软件ꎬ对多样本项目进行

样本间或组间基因 /转录本差异表达分析ꎬ鉴定出差

异表达的基因 /转录本ꎮ 在 ＥｇｇＮＯＧ、ＧＯ 和 ＫＥＧＧ ３
个数据库中对差异表达基因进行功能分类分析ꎬ随
后利用 Ｇｏａｔｏｏｌｓ 软件进行 ＧＯ 富集分析ꎬ从而分析

获得的显著差异表达基因主要具有哪些 ＧＯ 功能ꎬ
分析方法为 Ｆｉｓｈｅｒ 精确检验ꎬ当经过校正的Ｐ 值<
０􀆰 ０５ 时ꎬ认为此 ＧＯ 功能存在显著富集情况ꎻ采用 Ｒ
脚本对差异富集基因 /转录本进行 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ
富集分析ꎬ计算原理同 ＧＯ 功能富集分析ꎬ当经过校

正的 Ｐ 值<０􀆰 ０５ 时ꎬ认为此 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 功能存

在显著富集情况ꎮ
１.２.４　 荧光定量 ＰＣＲ 验证　 分别提取愈创木酚处

理和对照组的禾谷镰刀菌 ＲＮＡꎬ并反转为 ｃＤＮＡꎬ反
应程序:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎬ４ ℃保存ꎮ 总体系

１０􀆰 ０ μｌ:２􀆰 ０ μｌ ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｂｕｆｆｅｒꎬ０􀆰 ５ μｌ Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉꎬ０􀆰 ５ μｌ Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ
( ５０ μｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ０􀆰 ５ μｌ Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ ( １００
μｍｏｌ / Ｌ )ꎬ ２􀆰 ０ μｌ ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎬ ４􀆰 ５ μｌ ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ
ｄＨ２Ｏꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板进行实时定量 ＰＣＲ 反应ꎬ反
应程序:９６ ℃预变性 １２０ ｓꎻ９４ ℃变性 ５ ｓꎬ５６ ℃退火

２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ４５ 个循环ꎮ 融合阶段:９４ ℃变

性 ２０ ｓꎻ ５６ ℃ 退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ２０ ｓꎮ 总体系

２５􀆰 ０ μｌ:１２􀆰 ５ μｌ ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑꎬ１􀆰 ０ μｌ
ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒꎬ１􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒꎬ２􀆰 ０
μｌ ｃＤＮＡꎻ８􀆰 ５ μｌ ｄＨ２Ｏꎮ 反应所用引物见表 １ꎮ 获

得的所有数据参照 ＧＡＰＤＨ 基因 (编号: ＦＧＳＧ ＿
０６２５７.１)进行校准ꎬ目的基因的相对表达水平利用

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ􀅺 ９６ ＳＷ １􀆰 １ 分析软件生成ꎮ 每个处理

设置 ３ 个重复ꎮ

表 １　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

基因编号 上游引物 (５′→３′) 下游引物 (５′→３′)

ＦＧＳＧ＿０９８１８ ＡＧＡＣＧＡＴＧＧＣＧＡＧＧＴＴＡＴ ＧＧＧＡＣＴＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＴＧ

ＦＧＳＧ＿１００１２ ＡＡＴＣＡＴＴＣＡＧＣＧＡＣＡＴＡＣ ＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣＧＴＧＡＣＡＡＴ

ＦＧＳＧ＿０１８６６ ＧＣＣＡＡＣＣＴＣＣＡＧＣＡＣＴＡＣ ＡＣＣＴＴＧＡＣＡＣＧＣＴＣＣＴＣＡ

ＦＧＳＧ＿０１６８６ ＧＣＴＣＡＧＣＧＧＣＡＧＣＣＴＴＡＴ ＴＧＧＴＣＴＧＧＴＴＧＧＣＧＴＣＣＴ

ＦＧＳＧ＿０７８０５ ＡＴＴＣＡＴＴＧＧＡＧＣＣＴＡＴＴＣ ＡＧＡＡＧＴＴＧＣＧＡＧＧＴＡＴＣＡ

ＦＧＳＧ＿０２４２６ ＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＡＧＧＧＡＡＴＣ ＡＧＡＣＧＧＧＡＧＴＡＡＧＧＡＡＧＡ

ＦＧＳＧ＿０２３２４ ＣＡＡＴＧＣＴＧＧＣＡＧＴＡＡＧＧＧ ＴＧＡＧＴＧＧＡＡＧＧＣＡＡＡＴＧＧ

ＦＧＳＧ＿０７９０１ ＡＣＴＴＴＣＡＴＣＴＣＣＣＧＡＣＴＣ ＣＴＴＴＧＴＡＴＣＣＡＴＴＧＴＧＣＣ

ＦＧＳＧ＿０９３５２ ＣＴＴＧＧＧＣＴＡＴＧＣＴＧＴＧＧＡ ＣＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴＧＣＧＴＴＧＧ

ＦＧＳＧ＿０７７８５ ＡＣＣＧＡＣＧＡＣＡＡＧＧＣＴＡＡＴ ＧＧＴＴＧＧＡＣＡＧＡＣＧＣＴＧＡＴ

ＦＧＳＧ＿０１２９１ ＴＣＧＣＡＣＣＡＴＣＧＧＡＡＡＧＴＡ ＴＣＧＧＴＧＴＡＡＣＣＣＧＣＡＴＡＧ

ＦＧＳＧ＿０５８８２ ＣＴＣＡＴＴＣＣＣＡＧＧＡＧＴＡＡＣ ＴＡＧＣＡＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＧ

ＦＧＳＧ＿１２４４０ ＣＣＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＣＴＴＴＧ ＴＧＣＴＧＧＴＡＴＣＣＣＡＣＴＣＡＡ

ＦＧＳＧ＿０４９１９ ＴＣＧＴＣＣＣＴＡＣＡＧＧＣＡＡＣＡ ＣＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＡＡＧＴＣＡ

ＦＧＳＧ＿００５０８ ＧＴＧＴＣＧＣＣＡＡＣＡＧＧＡＡＡＧ ＧＡＴＣＧＣＣＡＧＴＧＧＴＧＡＡＡＡ

ＦＧＳＧ＿０８９８５ ＧＣＣＡＣＴＧＧＴＣＴＴＴＣＴＡＴＧ ＧＴＣＧＧＡＧＣＡＡＡＴＧＴＴＡＧＴ

ＦＧＳＧ＿０４２４５ ＣＧＡＣＧＴＧＧＴＧＣＣＴＴＴＡＴＧ ＡＡＴＡＧＣＧＧＣＧＡＣＧＡＴＡＧＡ

ＦＧＳＧ＿０６２５７ ＣＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧ ＴＧＡＣＧＴＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＧＡＡＧ

２　 结果与分析

２.１　 转录组测序数据质量控制

试验设置对照(ＣＫ)和愈创木酚处理(Ｇｕａ)ꎬ各
有 ３ 个生物学重复ꎬ建立了 ６ 个 ｃＤＮＡ 文库ꎮ 经过测

序后ꎬ禾谷镰刀菌在对照、愈创木酚处理下的平均

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 分别为４２ ８８７ ３２８和４５ １３３ ５５５ꎬＱ２０(测序

质量在 ９９􀆰 ０％以上的碱基占总碱基的比例)分别平均

达到 ９８􀆰 ８６％和 ９８􀆰 ５９％ꎬＱ３０(测序质量在 ９９􀆰 ９％以上

的碱基占总碱基的比例)分别平均达到 ９４􀆰 １８％和

９３􀆰 ９４％ꎬＧ＋Ｃ 平均含量分别为 ５２􀆰 ６３％、５２􀆰 ７６％ꎮ 以

上结果说明ꎬ本次测序所得 ｃＤＮＡ 文库质量高ꎬ可以

进行后续生物信息学的进一步研究ꎮ 具体数据见表

２ꎮ
２.２　 转录组表达量差异分析

共检测到表达基因１２ ６１１个ꎬ其中已知基因

１２ ０００个ꎬ新基因 ６１１ 个ꎮ 分析对照组的样品和处

理组 的 基 因 表 达 量ꎬ 默 认 参 数 为: Ｐ< ０􀆰 ０５ ＆
｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１(ＦＣ 表示 ２ 个样品间基因表达量的比

值)ꎮ 愈创木酚处理禾谷镰刀菌后ꎬ共有 ９０５ 个基

因表达量发生了变化(图 １)ꎬ其中表达量上调的基

因为 ４６４ 个ꎬ表达量下调的基因为 ４４１ 个(图 １Ａ)ꎮ

５４３张　 瑶等:基于转录组测序技术分析愈创木酚对禾谷镰刀菌的抑菌机制



表达差异倍数大于 ５ 的基因有 ６５ 个ꎬ占比 ７􀆰 １８％ꎬ
其中表达量上调的基因 ２３ 个ꎬ表达量下调的基因

４２ 个ꎻ表达差异倍数小于 ５ 的基因占比 ９２􀆰 ８２％ꎬ其

中表达差异倍数在１~ ２ 倍的基因有 ３７８ 个ꎬ表达差

异倍数在 ２~５ 倍的基因有 ４６２ 个ꎬ表达量上调的基

因 ２１０ 个ꎬ表达量下调的基因 ２５２ 个ꎮ

表 ２　 质控数据统计结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｄａｔａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

Ｒｅａｄ 分类　 　 　
对照组

ＣＫ１ ＣＫ２ ＣＫ３ 平均

处理组

Ｇｕａ１ Ｇｕａ２ Ｇｕａ３ 平均

Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ ４２ ４４６ ６２８ ４４ １９１ ７９４ ４２ ０２３ ５６２ ４２ ８８７ ３２８ ４９ ４０２ ６８２ ４２ ９９０ ４６６ ４３ ００７ ５１８ ４５ １３３ ５５５

Ｑ２０ (％) ９８.９７ ９８.８７ ９８.７４ ９８.８６ ９８.９２ ９７.９３ ９８.９４ ９８.６０

Ｑ３０ (％) ９４.３７ ９４.２４ ９３.９２ ９４.１８ ９４.４ ９３.５ ９３.９１ ９３.９４

Ｅｒｏｒｒ ｒａｔｅ (％) ０.０２４ ７ ０.０２４ ９ ０.０２５ ２ ０.０２４ ９ ０.０２４ ７ ０.０２５ ６ ０.０２５ ２ ０.０２５ ２

Ｇ＋Ｃ 平均含量(％) ５２.７７ ５２.５４ ５２.５７ ５２.６３ ５２.６８ ５２.８６ ５２.７５ ５２.７６
ＣＫ:对照ꎻＧｕａ:愈创木酚处理ꎮ Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ:质控后测序数据的总条目数ꎻＥｒｒｏｒ ｒａｔｅ:质控数据对应的测序碱基平均错误率ꎬ一般在 ０􀆰 １％以下ꎻ
Ｑ２０、Ｑ３０:对质控后测序数据进行质量评估ꎬＱ２０、Ｑ３０ 分别指测序质量在 ９９􀆰 ０％和 ９９􀆰 ９％以上的碱基占总碱基的百分比ꎬ一般 Ｑ２０ 在 ８５％以
上ꎬＱ３０ 在 ８０％以上ꎻＧ＋Ｃ 平均含量(％):质控数据对应的 Ｇ 和 Ｃ 碱基总和占总碱基的百分比ꎮ

Ａ:差异表达基因数量ꎻＢ:差异表达基因表达倍数分布统计ꎮ
图 １　 愈创木酚处理后禾谷镰刀菌差异表达基因分布及统计

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎａｅ ａｆｔｅｒ ｇｕａｉａｃｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.３　 转录组的 ＣＯＧ 注释

对愈创木酚处理后的差异表达基因进行 ＣＯＧ
功能分析ꎬ差异表达基因共参与了 ２５ 个代谢过程ꎮ
如图 ２ 所示ꎬ除去 ６５２ 个功能不明的差异表达基因ꎬ

其余差异表达基因中 ３９ 个与翻译后修饰、蛋白质翻

转、伴侣相关ꎬ３５ 个与碳水化合物的代谢运输相关ꎬ
３０ 个与 ＲＮＡ 的转录相关ꎮ

ａ:ＲＮＡ 加工与修饰ꎻｂ:染色质结构和动力学ꎻｃ:能源生产和转换ꎻｄ:细胞周期控制ꎬ细胞分裂ꎬ染色体分割ꎻｅ:氨基酸的运输和代谢ꎻｆ:核苷

酸运输和代谢ꎻｇ:碳水化合物的运输和代谢ꎻｈ:辅酶的运输和代谢ꎻｉ:脂质运输和代谢ꎻｊ:翻译ꎬ核糖体结构和生物发生ꎻｋ:转录ꎻｌ:复制、重
组和修复ꎻｍ:细胞壁 / 膜 / 包膜生物发生ꎻｎ:翻译后修饰ꎬ蛋白质转换ꎬ伴侣蛋白ꎻｏ:无机离子的转运和代谢ꎻｐ:次生代谢产物的生物合成、运
输和分解代谢ꎻｑ:单信号转导机制ꎻｒ:细胞内的运输、分泌和囊泡运输ꎻｓ:防御机制ꎮ

图 ２　 愈创木酚处理后差异表达基因的 ＣＯＧ 功能注释

Ｆｉｇ.２　 ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｕａｉａｃｏｌ
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２.４　 差异表达基因的 ＧＯ 功能富集分析

对愈创木酚处理后的差异表达基因进行 ＧＯ 功

能注释分析ꎬ将差异表达基因分为参与的生物学过

程、构成细胞的组分、实现的分子功能三大类ꎮ 结果

如图 ３ 所示ꎬ共有 ７０６ 个差异表达基因属于生物学功

能类ꎬ其中有 ２８５ 个差异表达基因为代谢过程相关基

因ꎻ共有 ６８１ 个差异表达基因属于构成细胞的组分ꎬ
其中有 ２５２ 个差异表达基因属于膜组分相关基因ꎻ共
有 ６０９ 个差异表达基因属于实现的分子功能类ꎬ其中

有 ２９４ 个差异表达基因为催化活性相关基因ꎮ

ａ:解毒作用ꎻｂ:细胞组成ꎻｃ:刺激反应ꎻｄ:生物调节ꎻｅ:细胞定位ꎻｆ:细胞进程ꎻｇ:代谢过程ꎻｈ:膜封闭腔ꎻｉ:蛋白质结合ꎻｊ:细胞器的部分ꎻｋ:
膜ꎻｌ:细胞器ꎻｍ:细胞部分ꎻｎ:膜部分ꎻｏ:抗氧化活性ꎻｐ:分子转运活性ꎻｑ:转录调节活性ꎻｒ:转运活性ꎻｓ:受体结合活性ꎻｔ:催化活性ꎮ

图 ３　 愈创木酚处理后差异表达基因 ＧＯ 功能分类统计

Ｆｉｇ.３　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｕａｉａｃｏｌ

　 　 对注释完的差异表达基因进行 ＧＯ 功能富集分

析ꎬ在差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５) 的前提下总结基因差异

富集度排名前 ２０ 位的基因功能ꎬ发现差异表达基因

主要富集在氧化还原相关生物进程、膜整体组成成

分以及离子运输途径等(图 ４)ꎮ 表明愈创木酚能够

影响禾谷镰刀菌代谢过程ꎬ使细胞膜组分发生变化ꎮ

ａ:氧化还原过程ꎻｂ:离子传输ꎻｃ:跨膜运输ꎻｄ:有机阴离子运输ꎻｅ:细胞氧化还原内稳态ꎻｆ:磷酸离子传输ꎻｇ:膜的组分ꎻｈ:膜的本体成分ꎻｉ:
膜部分ꎻｊ:氧化还原酶活性ꎻｋ:跨膜转运体活动ꎻｌ:运输活动ꎻｍ:活性跨膜转运蛋白活性ꎻｎ:辅因子结合ꎻｏ:无机磷酸盐跨膜转运活性ꎻｐ:ＡＴＰ
酶偶联跨膜转运蛋白活性ꎻｑ:单氧酶活动ꎻｒ:初级活性跨膜转运蛋白活性ꎻｓ:四吡咯结合ꎻｔ:血红素结合ꎮ

图 ４　 愈创木酚处理后差异表达基因 ＧＯ 功能富集分析

Ｆｉｇ.４　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｕａｉａｃｏｌ

２.５　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析

将愈创木酚处理后的差异表达基因按照参与的

通路或行使的功能进行分类ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 上

调表达基因的功能主要为新陈代谢途径中的氨基酸

代谢途径、碳水化合物代谢途径及能量代谢途径ꎬ遗
传信息处理途径中的折叠、分类和降解途径ꎬ细胞过

程途径中的运输和分解代谢途径ꎻ下调表达基因的

功能主要为新陈代谢途径中的碳水化合物代谢途径

和脂质代谢途径ꎮ
　 　 采用 Ｒ 脚本对获得的差异表达基因 /转录本进

行 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析ꎬ按Ｐ<０􀆰 ０５ 的前提下显

示显著的富集结果ꎬＰ 值越小表示越显著ꎮ 主要富

集途径如表 ３ 所示ꎬ差异表达基因主要富集在新陈

代谢途径的氮代谢通路和谷胱甘肽代谢通路中ꎮ
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ａ:氨基酸代谢ꎻｂ:碳水化合物代谢ꎻｃ:能量代谢ꎻｄ:聚糖的生物合成和代谢ꎻｅ:脂质代谢ꎻｆ:辅助因子和维生素的代谢ꎻｇ:其他氨基酸的新陈

代谢ꎻｈ:萜类和多酮类化合物的代谢ꎻｉ:折叠、分类和降解ꎻｊ:复制和修复ꎻｋ:转录ꎻｌ:翻译ꎻｍ:膜运输ꎻｎ:信号转导ꎻｏ:细胞生长与死亡ꎻｐ:运
输和分解代谢ꎻｑ:老化ꎮ

图 ５　 愈创木酚处理后差异表达基因 Ｐａｔｈｗａｙ 功能分类统计

Ｆｉｇ.５　 Ｐａｔｈｗａｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｇｕａｉａｃｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

表 ３　 愈创木酚处理后差异表达基因显著富集的 Ｐａｔｈｗａｙ 条目

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｇｕａｉａｃｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

一级通路 二级通路　 　 　 通路名称　 　 　 富集到该通路的
基因 / 转录本数目 Ｐ 值 路径编号

新陈代谢 能量代谢 氮代谢 ４ ０.００４ ｍａｐ００９１０
碳水化合物代谢 淀粉和蔗糖代谢 ４ ０.０３９ ｍａｐ００５００

半乳糖代谢 ３ ０.０３０ ｍａｐ０００５２
氨基酸代谢 谷胱甘肽代谢 ３ ０.００４ ｍａｐ００４８０
脂代谢 甘油酯代谢 ４ ０.０２０ ｍａｐ００５６１
辅助因子和维生素代谢 生物素代谢 ２ ０.０２９ ｍａｐ００７８０

细胞过程 运输和分解代谢 离子运输 ４ ０.０４３ ｍａｐ０４１３９

２.６　 差异表达基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

对转录组测序结果中表达量差异倍数为 ５ 倍以

上的差异表达基因进行筛选分析ꎬ除去功能未知的蛋

白质后ꎬ选取另外 １４ 个基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ基
因编号及表达量上调、下调结果见表 ４ 和图 ６ꎮ 这 １４
个基因在愈创木酚处理后发生不同程度的表达ꎮ 与

转录组测序结果相比ꎬ除 ＦＧＳＧ＿０５８８２ 表达量由下调

变为上调外ꎬ其余基因的表达量变化趋势与测序结果

相符ꎬ表明转录组测序的分析结果是可靠的ꎮ
２.７　 Ｃａ２＋转运相关基因表达量分析

有研究发现ꎬ作为当归的有效活性成分ꎬ愈创木

酚已被证实可以通过抑制破骨细胞中 ＮＦ￣κＢ、
ＭＡＰＫ 和 ＡＫＴ 信号通路ꎬ抑制 Ｃａ２＋ 外排ꎬ引起胞内

Ｃａ２＋紊乱ꎬ影响破骨细胞的形成ꎬ最终达到治疗骨质

疏松等疾病的目的[１４]ꎮ 在本研究中亦发现愈创木

酚处理后 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ３(ＰＭＣＡ３)基因表达量显著

下调ꎬ对测序结果中 ＰＭＣＡ 相关基因进行分析ꎬ发现

表 ４　 愈创木酚处理后基因表达量差异较大的基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｇｒｅａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｇｕａｉａｃｏｌ

基因编号　 　 　 基因名称　 　 　 　 　 Ｌｏｇ２ＦＣ

ＦＧＳＧ＿０９８１８ Ｆｅ￣Ｓ 氧化还原酶 １１.８２

ＦＧＳＧ＿１００１２ 脱甲基甲萘醌甲基转移酶 １０.２３

ＦＧＳＧ＿０１８６６ 硝基还原酶 ６.１９

ＦＧＳＧ＿０１６８６ 乙醇脱氢酶 (ＮＡＤＰ＋) ５.８４

ＦＧＳＧ＿０７８０５ 镰刀菌素 Ｃ 簇甲基转移酶 －５.６２

ＦＧＳＧ＿０２４２６ 磷酸盐可抑制的磷酸通透酶 －６.２４

ＦＧＳＧ＿０２３２４ 酮化物合成酶 ｐｋｓ１２ －６.３２

ＦＧＳＧ＿０７９０１ 荚膜多糖生物合成 －６.４１

ＦＧＳＧ＿０５８８２ 超级运输蛋白 －６.６

ＦＧＳＧ＿０７７８５ 糖基水解酶 －７.８６

ＦＧＳＧ＿０１２９１ Ｇ２ / 有丝分裂周期蛋白 Ｂ －１０.０１

ＦＧＳＧ＿０９３５２ 膜本体蛋白 －１０.２８

ＦＧＳＧ＿１２４４０ 氨基酸次生转运子 －１１.１２

ＦＧＳＧ＿０４９１９ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ３ －１１.２８
ＦＣ:两个样品间基因表达量的比值ꎮ
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０􀆰 ４ μｌ / ｍｌ愈创木酚处理禾谷镰刀菌后 ４ 个 ＰＭＣＡ
基因均表现为下调(表 ５)ꎮ 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证不

同浓度愈创木酚处理后 ４ 个 ＰＭＣＡ 基因的表达情

况ꎬ结果发现愈创木酚不同程度地抑制了这 ４ 个基

因的表达ꎬ其中 ＰＭＣＡ１ 基因(ＦＧＳＧ＿００５０８)和 ２ 个

ＰＭＣＡ３ 基因(ＦＧＳＧ＿０８９８５、ＦＧＳＧ＿０４９１９)的表达量

整体上随着药剂处理浓度的升高而逐渐降低ꎻ另一

个 ＰＭＣＡ３ 基因(ＦＧＳＧ＿０４２４５)在低浓度处理下表

达量显著提高ꎬ随后又逐渐降低(图 ７)ꎮ

ａ:ＦＧＳＧ＿０９８１８ꎻ ｂ:ＦＧＳＧ＿１００１２ꎻ ｃ:ＦＧＳＧ＿０１８６６ꎻ ｄ:ＦＧＳＧ＿０１６８６ꎻ ｅ:ＦＧＳＧ＿０７８０５ꎻ ｆ:ＦＧＳＧ＿０２４２６ꎻ ｇ:ＦＧＳＧ＿０２３２４ꎻ ｈ:ＦＧＳＧ＿０７９０１ꎻ ｉ:
ＦＧＳＧ＿０９３５２ꎻ ｊ:ＦＧＳＧ＿０７７８５ꎻ ｋ:ＦＧＳＧ＿０１２９１ꎻ ｌ:ＦＧＳＧ＿０５８８２ꎻ ｍ:ＦＧＳＧ＿１２４４０ꎻ ｎ:ＦＧＳＧ＿０４９１９ꎮ

图 ６　 差异表达基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

表 ５　 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ(ＰＭＣＡ)相关基因表达量分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ (ＰＭＣＡ) ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因编号 基因功能 Ｌｏｇ２ＦＣ

ＦＧＳＧ＿００５０８ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ １ －１.５７

ＦＧＳＧ＿０８９８５ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ３ －１.１１

ＦＧＳＧ＿０４９１９ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ３ －１１.２８

ＦＧＳＧ＿０４２４５ Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ３ －１.０６
ＦＣ:两个样品间基因表达量的比值ꎮ

图 ７　 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ(ＰＭＣＡ)相关基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ.７　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＭＣＡ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

３　 讨 论

近年来ꎬ通过比较药剂处理后基因表达差异情

况可以分析药剂的潜在作用途径ꎮ 已有研究结果表

明ꎬ以愈创木酚为主要成分的各种木醋液对多种病

原真菌均表现出一定的抑菌作用[１５]ꎬ但愈创木酚的

作用机制尚不明确ꎮ 本研究利用 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 技术研

究愈创木酚处理后禾谷镰刀菌基因表达的差异ꎬ旨
在探寻愈创木酚的有效作用途径ꎬ为今后开发以愈

创木酚为主要成分的禾谷镰刀菌杀菌剂提供理论依

据ꎮ
测序结果表明ꎬ经过药剂处理后有 ９０５ 个基因

表达量发生变化ꎬ其中表达差异倍数大于 ５ 的基因

有 ６５ 个ꎬ上调表达基因 ２３ 个ꎬ下调表达基因 ４２ 个ꎬ
表明药剂处理后表达量变化较大的基因变化趋势以

下调表达为主ꎮ 已有研究结果表明ꎬ作为木质素生

物油主要成分的愈创木酚具有很好的还原能力和自

由基清除能力[１６]ꎮ 同时在调节植物生长方面ꎬ愈创

木酚作为植物营养素的主要成分ꎬ可以清除活性氧ꎬ
调节植物体氧化应激反应[１７]ꎬ愈创木酚亦作为牙科

常用药物被验证具有较强的抗氧化作用[１８]ꎮ 在生

物体中ꎬ谷胱甘肽的代谢途径与氧化应激反应相关ꎬ
可以还原细胞内的活性氧自由基ꎬ生成氧化型谷胱

甘肽来行使抗氧化的功能[１９￣２２]ꎮ 本研究发现ꎬ愈创

木酚处理禾谷镰刀菌后ꎬ差异表达基因的 ＧＯ 功能

主要富集在氧化还原相关生物进程上ꎬＰａｔｈｗａｙ 途
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径主要富集在谷胱甘肽代谢途径上ꎬ表明愈创木酚

能够显著影响禾谷镰刀菌的氧化应激反应途径ꎮ
一般的植物源酚类化合物均具备较强的疏水

性ꎬ可以通过破坏细胞膜的完整性进而影响细胞的

生长[２３]ꎬ而当真菌受到外来药物作用时ꎬ细胞内的

转运蛋白又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[２４]ꎮ 因此ꎬ用愈创木酚处理禾谷

镰刀菌后ꎬ细胞膜组分及细胞运输相关的差异表达

基因数量较多ꎬ且膜本体基因表达量显著下调ꎬ推测

愈创木酚破坏了禾谷镰刀菌细胞膜的完整性ꎬ影响

病原菌的生长ꎮ 差异表达基因 ＧＯ 功能富集分析结

果表明ꎬ愈创木酚处理禾谷镰刀菌后离子运输相关

的差异表达基因较多ꎬ同时对表达差异基因进行验

证时亦发现 Ｃａ２＋ ￣ＡＴＰａｓｅ３ 基因(ＦＧＳＧ＿０４９１９)在药

剂处理后表达量显著下调ꎮ 在真菌细胞中ꎬＣａ２＋ 作

为第二信使影响了真菌的生长、细胞器的定位等一

系列过程[２５]ꎮ 细胞内 Ｃａ２＋ 浓度不平衡会导致细胞

器内环境紊乱ꎬ内质网会出现蛋白质合成问题ꎬ而囊

泡则会出现蛋白质降解问题ꎬ这些问题都会导致细

胞凋亡[２６]ꎮ 真菌细胞中影响钙离子运输的主要元

件为膜上的钙离子运输 ＡＴＰ 酶 ( ＰＭＣＡ) 相关基

因[２７]ꎬ对不同浓度愈创木酚处理后的禾谷镰刀菌的

４ 个 ＰＭＣＡ 基因进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析验证ꎬ结果发现

高浓度愈创木酚显著抑制此类基因的表达ꎬ由此推

测愈创酚处理后 ＰＭＣＡ 基因表达量的下调破坏了细

胞内 Ｃａ２＋的平衡ꎬ进而引起细胞凋亡ꎬ影响病原菌的

生长ꎮ
本研究中ꎬ我们在转录组水平上研究了愈创木

酚对禾谷镰刀菌的作用机制ꎬ结果表明ꎬ愈创木酚能

够通过影响禾谷镰刀菌的氧化应激反应途径、破坏

细胞膜的完整性以及破坏细胞内 Ｃａ２＋的稳态等方式

来影响病原菌的生长ꎬ研究结果为进一步揭示愈创

木酚作用的分子机制、挖掘作用靶标提供了参考ꎮ
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Ａｒｔｅｒｉａｌ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅ: ｋｅｙ ｒｏｌｅｓ ｆｏｒ ｃａｌｃｉ￣
ｕｍ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ [ Ｊ] . Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１１ꎬ １０９ ( ６):
６９７￣７１１.

[２７] ＭＡＣＨＡＣＡ Ｋ. Ｃａ２＋ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ‘ ｐａｓ ａ ｄｅｕｘ’ ａｔ
ＥＲ￣ＰＭ ｃｏｎｔａｃｔ ｓｉｔｅｓ ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｃａｌｃｉｕｍꎬ
２０２０ꎬ ８９: １０２２２６.
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１５３张　 瑶等:基于转录组测序技术分析愈创木酚对禾谷镰刀菌的抑菌机制




