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　 　 摘要:　 疫霉属真菌是主要的植物病原菌ꎬ会对很多作物造成毁灭性伤害ꎬ为挖掘烟草响应疫霉侵染的候选基

因ꎬ用烟草疫霉菌侵染河洛 １ 号幼苗ꎬ通过转录组测序技术ꎬ对疫霉菌侵染前与侵染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的差异表达基

因(ＤＥＧ)进行基因本体(ＧＯ)和京都基因与基因组百科全书(ＫＥＧＧ)富集分析ꎬ并利用实时定量聚合酶链反应

(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)技术验证ꎮ 结果表明ꎬ疫霉菌侵染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 分别筛选出 ＤＥＧ ４ ５６３个和１４ ０５３个ꎬ共同变化的基

因 ３ ６２３ 个ꎬ其中 １ ５０２ 个上调差异表达基因被 ＧＯ 基因组注释ꎬ主要富集在谷胱甘肽代谢过程和蛋白质磷酸化生

物学过程ꎻ７８７ 个下调差异表达基因被 ＧＯ 基因组注释ꎬ主要富集在转录调控ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析结果显示ꎬ差异表达

基因主要富集在植物￣丝裂原活化蛋白激酶信号通路、植物激素信号转导通路和植物￣病原菌互作通路ꎮ 植物￣病原

菌互作通路中 ＦＬＳ２ 上调促进 ＭＥＫＫ１ 磷酸化ꎬ诱导蛋白激酶 ＭＰＫ４ꎬ引起 ＷＲＫＹ１２ 持续下调表达ꎬＷＲＫＹ９、ＷＲＫＹ２４、
ＷＲＫＹ２６、ＷＲＫＹ３１、ＷＲＫＹ３３、ＷＲＫＹ４０ 持续上调表达ꎻ诱导蛋白激酶 ＭＰＫ３ / ６ 表达ꎬ引起 ＷＲＫＹ１１、ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ１７
和 ＷＲＫＹ４１ 上调表达ꎬ导致 ＰＲ￣１ 基因持续下调表达ꎬ河洛 １ 号植株感病ꎮ
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　 　 疫霉菌变异复杂、传播速度快、存活能力强ꎬ容易

对内吸式杀菌剂产生抗药性[１]ꎮ 疫霉菌侵染给农业

和林业造成毁灭性危害ꎬ比如大豆疫霉病[２]、马铃薯
晚疫病[３]、橡树疫霉病[４]、辣椒疫病[５] 是全世界范围

内严重的真菌病害ꎬ已经造成了重大损失ꎮ 由烟草疫

霉菌造成的烟草黑胫病和剑麻斑马纹病[１] 均位居各

种病害之首ꎮ 烟草疫霉菌属于一种土传双鞭毛卵菌

的植物病原体[６]ꎬ使用普通的真菌杀菌剂防治效果较

差ꎬ选育出抗病品种成为控制该病害行之有效的方

案ꎮ 烟草抗黑胫病基因资源有限ꎬ研究疫霉与烟草互

作ꎬ筛选疫霉侵染过程中发挥作用的关键基因ꎬ对烟

草抗病分子育种具有重要的科学意义ꎮ 转录组测序

有助于解析植物对非生物胁迫的应答机理ꎬ发掘功能

基因[７]ꎬ张燕梅等[８]分析剑麻疫霉菌与烟草疫霉菌互

作转录组数据ꎬ发现病程相关蛋白(ＰＲ)、苯丙素类生

物合成等基因表达量上调ꎻ竹龙鸣[９]通过分析在大豆

疫霉侵染抗病品种和感病品种过程中 ＲｐｓＪＳ 基因表

达量的差异ꎬ筛选到 ３ 个抗性(Ｒ)基因ꎻ卢珍红等[１０]

认为 ＧｂＷＲＫＹ５１ 可能通过调节植保素或乙烯的生物

合成来防御隐地疫霉菌的胁迫ꎮ Ｍｅｎｇ 等[１１] 利用比

较转录组分析ꎬ挖掘烟草抗 /感疫霉关键基因ꎮ 近年

来ꎬ挖掘植物感病基因的研究越来越引起人们关注ꎬ
大豆转乙酰酶 ＧｍＴＡＰ１ 是一种易感因子ꎬ它被大豆疫

霉菌分泌的诱导致病关键毒性因子 ＲｘＬＲ 的效应物

ＰｓＡｖｈ５２ 劫持ꎬ从而增强了大豆的易感性[１２]ꎮ
河洛 １ 号是河南省烟草公司洛阳市公司联合河

南中烟工业有限责任公司、浙江中烟工业有限责任

公司、河南省农业科学院烟草研究所共同培育的烤

烟新品种ꎬ该品种适应性广、耐旱性强ꎬ但易感黑胫

病ꎬ烟草疫霉菌克服其防御反应的发病机制尚不清

楚ꎮ 本研究拟对河洛 １ 号幼苗人工接种烟草疫霉

菌ꎬ通过转录组测序技术(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)和生物信息学

分析ꎬ筛选疫霉菌侵染后不同时间的差异表达基因ꎬ
挖掘响应疫霉菌侵染的相关候选基因ꎬ为进一步选

育抗病烟草品种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为烟草品种河洛 １ 号 (品种代号:

ＬＹ１３０６)ꎮ
１.２　 烟草苗的疫霉菌胁迫处理

烟草品种河洛 １ 号采用漂浮育苗ꎬ培养至 ４ 张真

叶时ꎬ选取 ２１ 株长势一致的烟草苗移栽到花盆(直径

１０ ｃｍꎬ高 １０ ｃｍ)中ꎬ预先对培养土进行灭菌处理ꎬ每
盆 １ 株ꎬ置于人工气候箱培养(温度:白天 ２５ ℃ꎬ晚上

１８ ℃ꎻ湿度 ６０％ꎻ光照处理:１６ ｈ 光 / ８ ｈ 暗)ꎮ
接种疫霉菌:待烟草苗长至 ６ ~ ７ 张真叶时接种

疫霉菌 １ 号生理小种ꎬ选取 ３ 株烟草苗作为对照

(ＣＫ)ꎬ不接菌ꎬ选取 １８ 株烟草苗接菌(接菌量为每株

２ ｍＬ 疫霉菌孢子悬浮液ꎬ孢子含量 １ ｍＬ ５×１０７个ꎬ接
菌部位为茎基部)ꎻ分别取不接菌(ＣＫ)、接菌 ２４ ｈ
(Ｈ２４)、接菌 ４８ ｈ(Ｈ４８)接菌部位上下各 １ ｃｍ 范围内

的茎ꎬ液氮速冻后ꎬ置于干冰中运输至北京百迈客生

物科技有限公司进行 ＲＮＡ 提取及后续 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测

序ꎬ设 ３ 次生物学重复ꎬ每个重复 ３ 株混合取样ꎮ
１.３　 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 数据分析

原始数据(Ｒａｗ ｄａｔａ)经过质控ꎬ获得高质量的

Ｃｌｅａｎ ｄａｔａꎮ 参考烟草数据库 Ｎ.ｔａｂａｃｕｍｖ１.０ Ｅｄｗａｒｄｓ
２０１７ ＢＬＡＳＴＡ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｎｅｔ / ｏｒｇａｎｉｓｍ /
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ＿ ｔａｂａｃｕｍ / ｇｅｎｏｍｅ / ) 进行序列比对ꎬ利用

ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 将已匹配的 Ｒｅａｄｓ 进行组装ꎮ 利用皮尔逊

相关系数进行生物学重复检测ꎬ并制作相关性热图ꎻ
利用主成分分析(ＰＣＡ)评估样品的离散度ꎮ 采用

每千个碱基的转录组每百万映射读取的碎片(ＦＰ￣
ＫＭ) 值对基因表达水平的高低进行评估ꎬ利用

ＤＥＳｅｑ２＿ＥＢＳｅｑ 软件进行差异表达基因表达分析ꎬ
设置筛选条件为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜≥１ 且Ｐ≤０􀆰 ０１(ＦＣ 表示

差异表达倍数)ꎮ
对疫霉菌处理后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 共同变化的基因

进行分析ꎬ去除未被基因本体(ＧＯ)基因组注释以及

冗余的差异表达基因ꎬ筛选疫霉菌侵染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
表达量持续增加 /降低的基因进行 ＧＯ 富集分析及

功能描述ꎮ
利用百迈客生物云计算平台(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｂｉｏ￣

ｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ / )在线分析ꎬ对持续上调或下调的差异表

达基因 (ＤＥＧ) 进行京都基因与基因组百科全书

(ＫＥＧＧ)富集分析ꎻ对重要代谢通路进行 ＫＥＧＧ 通
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路注释分析ꎬ挖掘响应疫霉胁迫的基因ꎮ
１.４　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

挑选 １２ 个抗 /感病相关的 ＤＥＧｓ 进行实时定量

聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ验证 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 结果的准

确性ꎮ 以烟草 Ｌ２５ 基因(ＧｅｎＢａｎｋ:Ｌ１８９０)为内参基

因ꎬ引物详见表 １ꎮ ｑＰＣＲ 扩增反应程序:９５ ℃ ３０ ｓꎻ
９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３４ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎮ 数据分析采用

２－△△Ｃｔ方法ꎮ

表 １　 ｑＰＣＲ 反应所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

基因登录号　 引物名称　 序列(５′→３′)

ＬＯＣ１０７７７１８９２ ＷＡＫＬ２０￣Ｆ ＴＧＣＴＧＡＧＧＴＣＡＣＣＣＣＴＧＡＡＴ

ＷＡＫＬ２０￣Ｒ ＧＡＡＣＧＴＡＣＡＧＣＡＡＡＴＣＧＧＣＧ

ＬＯＣ１０７８３０４８４ ｂＨＬＨ８１￣Ｆ ＧＴＣＧＡＡＣＧＣＧＣＡＴＡＡＧＴＧＡＣ

ｂＨＬＨ８１￣Ｒ ＧＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＡＡＧＴＣＡＧＴＧＣＣ

ＬＯＣ１０７７９２２３０ ＷＲＫＹ１５￣Ｆ ＴＧＴＧＡＧＡＧＧＴＴＧＴＣＣＡＧＣＡＣ

ＷＲＫＹ１５￣Ｒ ＡＣＴＣＣＡＣＡＡＴＧＡＣＡＡＡＡＴＡＣＡＴＧＡＣ

ＬＯＣ１０７８２４５８７ ＷＲＫＹ４０￣Ｆ ＴＧＧＡＧＴＡＴＡＴＧＡＡＣＡＡＣＣＡＧＣＡＧＡ

ＷＲＫＹ４０￣Ｒ ＴＧＡＧＣＴＧＣＴＴＴＣＴＧＡＴＧＡＡＣＧ

ＬＯＣ１０７８１５４２５ ＷＲＫＹ５３￣Ｆ ＡＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＡＣＴＣＴＧＣＡＣＡＴ

ＷＲＫＹ５３￣Ｒ ＡＡＧＴＴＧＧＣＧＡＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴ

ＬＯＣ１０７７７８１５２ ＷＲＫＹ４１￣Ｆ ＴＧＡＧＣＴＣＡＡＴＧＧＣＴＴＣＴＡＣＴＡＣＴ

ＷＲＫＹ４１￣Ｒ ＴＡＧＣＡＣＡＧＧＣＴＧＧＧＧＡＧＡＴＴ

ＬＯＣ１０７８０２３６４ ＷＲＫＹ１１￣Ｆ ＡＡＣＴＣＧＣＣＧＡＣＴＴＣＡＣＴＧＴＴ

ＷＲＫＹ１１￣Ｒ ＧＴＣＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＡＧＴＴＴＣ

ＬＯＣ１０４１１１０８９ ＰＲ￣１￣Ｆ ＴＧＣＡＧＣＴＣＧＴＴＣＡＧＣＡＣＴＴＡ

ＰＲ￣１￣Ｒ ＧＣＣＴＧＧＣＴＣＧＧＣＧＡＣ

ＬＯＣ１０７７９９５６６ ＭＰＫ３￣Ｆ ＣＡＧＡＴＧＧＴＡＣＡＧＧＧＣＡＣＣＡＧ

ＭＰＫ３￣Ｒ ＧＣＣＧＡＧＡＡＧＣＴＣＡＧＴＴＡＧＣＡ

ＬＯＣ１０７８２６５８４ ＣｌｐＢ１￣Ｆ ＴＣＧＴＴＧＣＡＡＡＡＧＴＣＴＣＧＣＡＧ

ＣｌｐＢ１￣Ｒ ＣＡＣＴＣＴＴＧＣＴＧＣＡＣＣＡＡＴＣＣ

ＬＯＣ１０７８２７２７０ ＣＢＬ１￣Ｆ ＧＡＡＧＧＡＣＴＣＴＴＧＧＴＧＡＧＧＧＣ

ＣＢＬ１￣Ｒ ＧＴＣＣＡＣＧＡＴＴＣＧＡＧＣＣＴＴＣＴ

ＬＯＣ１０７７７９５５４ ＮＳＩ￣Ｆ ＣＣＡＣＴＴＣＴＣＣＣＧＴＴＡＣＴＧＣＴＴ

ＮＳＩ￣Ｒ ＣＣＣＧＧＡＴＣＴＧＡＴＧＧＡＴＴＣＣＣ

Ｌ２５(内参基因) Ｌ２５￣Ｆ ＡＧＴＴＡＣＡＴＴＣＣＡＣＣＧＡＣＣ

Ｌ２５￣Ｒ ＴＣＣＴＣＡＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＴＴＧＣＡＧ

２　 结果与分析

２.１　 烟草疫霉菌侵染下植株的表型变化

分别于接种疫霉菌后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 调查河洛 １
号(ＬＹ１３０６)表型ꎬ河洛 １ 号在接种疫霉菌后 ２４ ｈ
叶片出现轻度萎蔫ꎬ接种疫霉菌后 ４８ ｈ 叶片出现重

度萎蔫(图 １)ꎮ

Ａ:不接种疫霉菌的烟草苗表型ꎻＢ:接种疫霉菌 ２４ ｈ 的烟草苗表

型ꎻＣ:接种疫霉菌 ４８ ｈ 的烟草苗表型ꎮ
图 １　 ＬＹ１３０６ 疫霉菌接种前、接种后 ２４ ｈ 以及接种后 ４８ ｈ 的

烟草苗表型

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ＬＹ１３０６ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ２４ ｈꎬ
４８ ｈ ａｆｔｅｒ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２.２　 转录组测序数据质量评估

对 ３ 组不同处理 ９ 个烟草苗茎样本进行转录组

测序ꎬ结果见表 ２ꎬ经过滤后共有 ５５􀆰 ７９ Ｇｂ Ｃｌｅａｎ ｄａ￣
ｔａꎬＧ＋Ｃ 含量为４２.７７％~ ４４􀆰 ４８％ꎬ碱基识别出错率

小于千分之一(Ｑ３０)占比９１.７０％~ ９４􀆰 １３％ꎮ 各样

品 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 的参考基因组比对率为 ８４.１６％~
９１􀆰 ９２％ꎬ测序质量合格ꎮ
２.３　 不同样品间基因表达水平相关性分析

不同样品间基因表达水平的相关性分析结果

(表 ３)表明ꎬ重复间相关系数最低为 ０􀆰 ９１２ꎬ最高为

０􀆰 ９８２ꎬ说明试验重复性较好ꎻＣＫ 与 Ｈ２４ 的相关性

大于 ＣＫ 与 Ｈ４８ 的相关性ꎬ说明随着疫霉菌侵染时

间延长基因表达量变化更大ꎮ
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以基因表达量为水平向量ꎬ主成分分析(ＰＣＡ)
结果如图 ２ 所示ꎬ样品组间距离较远ꎬ组内距离较

近ꎬ能较好地把 ３ 组样品分开ꎮ ＰＣＡ 结果显示第 １

主成分(ＰＣ１)占比 ４５􀆰 ０７％ꎬ第 ２ 主成分(ＰＣ２)占比

１７􀆰 ６４％ꎬ两者对样品差异的贡献值超过 ６０􀆰 ００％ꎬ可
以代表样品间的差异情况ꎮ

表 ２　 转录组数据质量评估

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ

样本 总数据(ｂｐ) 比对数据(ｂｐ) 比对率(％) Ｇ＋Ｃ 含量(％) Ｑ３０ 占比(％)

ＣＫ￣１ ４０ ２８１ ２３８ ３５ ９７８ ８００ ８９.３２ ４３.７６ ９３.７０

ＣＫ￣２ ４４ ０７３ ０６２ ３９ １３３ ６７９ ８８.７９ ４３.２５ ９１.７０

ＣＫ￣３ ４０ ９９８ ０００ ３６ ５８０ ７５９ ８９.２３ ４４.４８ ９３.７７

Ｈ２４￣１ ４０ ５９１ ８８６ ３７ ０９５ ５３９ ９１.３９ ４２.９５ ９２.５６

Ｈ２４￣２ ４０ ８３９ ７０６ ３７ ０７０ ３３５ ９０.７７ ４３.１０ ９３.９３

Ｈ２４￣３ ４０ １７２ ２０６ ３６ ９２７ ５４０ ９１.９２ ４２.７７ ９３.７０

Ｈ４８￣１ ３８ ４３７ ６６４ ３２ ３４９ ６８５ ８４.１６ ４３.９５ ９４.１３

Ｈ４８￣２ ４６ １０５ ２２２ ４１ ８２５ ４９７ ９０.７２ ４３.１３ ９３.６５

Ｈ４８￣３ ４１ ９９９ ２５４ ３８ ３５４ ６８２ ９１.３２ ４３.３５ ９３.３０
ＣＫ:不接种疫霉菌ꎻＨ２４:接种疫霉菌 ２４ ｈꎻＨ４８:接种疫霉菌 ４８ ｈꎮ

表 ３　 样品间基因表达量的相关性分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ

样本　 　
基因表达量的相关性

Ｈ４８￣３ Ｈ４８￣２ Ｈ４８￣１ Ｈ２４￣３ Ｈ２４￣２ Ｈ２４￣１ ＣＫ￣３ ＣＫ￣２ ＣＫ￣１

Ｈ４８￣３ １.０００

Ｈ４８￣２ ０.９７９ １.０００

Ｈ４８￣１ ０.９１９ ０.９３５ １.０００

Ｈ２４￣３ ０.３７５ ０.４３３ ０.４９１ １.０００

Ｈ２４￣２ ０.４３２ ０.４９０ ０.５３７ ０.９５８ １.０００

Ｈ２４￣１ ０.５３２ ０.５８９ ０.６３７ ０.９１２ ０.９４５ １.０００

ＣＫ￣３ ０.２３８ ０.２９１ ０.３６８ ０.７４６ ０.６７９ ０.６３０ １.０００

ＣＫ￣２ ０.２６１ ０.３１６ ０.３８９ ０.７５５ ０.７０３ ０.６５２ ０.９８２ １.０００

ＣＫ￣１ ０.２２１ ０.２７１ ０.３４６ ０.７６８ ０.７１０ ０.６４６ ０.９７８ ０.９６８ １.０００
ＣＫ:不接种疫霉菌ꎻＨ２４:接种疫霉菌 ２４ ｈꎻＨ４８:接种疫霉菌 ４８ ｈꎮ

ＣＫ:不接种疫霉菌ꎻＨ２４:接种疫霉菌 ２４ ｈꎻＨ４８:接种疫霉菌 ４８ ｈꎮ
图 ２　 样品间主成分分析(ＰＣＡ)
Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ) ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ

２.４　 差异表达基因(ＤＥＧ)分析

疫霉菌侵染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 发生表达变化的

ＤＥＧ 韦恩图见图 ３ꎮ 各比较组合筛选出的 ＤＥＧ 数

量见表 ４ꎮ 与对照相比较ꎬ疫霉菌侵染后 ２４ ｈ 共筛

选出４ ５６３个 ＤＥＧꎬ其中２ ６９１个上调ꎬ１ ８７２个下调ꎻ
延长疫霉菌侵染时间ꎬ差异表达基因的数量随之增

加ꎬ疫霉菌侵染后 ４８ ｈ 共筛选出 ＤＥＧ １４ ０５３个ꎬ其
中上调基因６ ８４８个ꎬ下调基因７ ２０５个ꎮ 疫霉菌侵

染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 有３ ６２３个共同变化的基因ꎬ其中

２ ０７８个共同上调ꎬ１ ４８６个共同下调ꎬ５９ 个上调、下
调不一致ꎮ 进一步分别将上调和下调的差异表达基

因去除未被 ＧＯ 基因组注释以及冗余的差异表达基
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因ꎬ筛选得到持续上调 /下调的差异表达基因ꎬ其中ꎬ
１ ５０２个上调ꎬ７８７ 个下调ꎮ

Ａ:０ ｈ 与 ４８ ｈ 的比较组ꎻＢ:０ ｈ 与 ２４ ｈ 的比较组ꎮ
图 ３　 疫霉菌侵染后 ２４ ｈ和 ４８ ｈ烟草样品差异表达基因的韦恩图

Ｆｉｇ.３　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ
ｓａｍｐｌｅｓ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ

２.５　 差异表达基因 ＧＯ 分类

对接种疫霉菌孢子悬浮液后持续变化的 ＤＥＧ
进行 ＧＯ 分类发现ꎬ上调的１ ５０２个差异表达基因参

与了 ４７ 个 ＧＯ 功能分类项ꎬ其中分子功能中的催化

活性节点 ８９７ 个ꎬ结合节点 ７７２ 个ꎻ生物过程(Ｂｉｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)中的代谢过程(Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)节点

７９０ 个(图 ４Ａ、图 ４Ｂ、图 ４Ｃ)ꎮ ７８７ 个下调差异表达基

因参与了 ４３ 个 ＧＯ 功能分类项ꎬ主要富集在分子功

能大类中的催化活性节点(２９０ 个)和结合节点(３９４
个)ꎬ以及生物过程类目中的代谢过程节点(２９５ 个)
和细胞过程节点(２９３ 个)(图 ４Ｄ、图 ４Ｅ、图 ４Ｆ)ꎮ

表 ４　 疫霉菌侵染各时间的差异表达基因数量统计

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ ｉｎｆｅｃ￣
ｔｉｏｎ

分组　 　 　 　 　 　 总基因
数量(个)

上调基因
数量(个)

下调基因
数量(个)

０ ｈ 与 ２４ ｈ 的比较组 ４ ５６３ ２ ６９１ １ ８７２
０ ｈ 与 ４８ ｈ 的比较组 １４ ０５３ ６ ８４８ ７ ２０５
２４ ｈ 和 ４８ ｈ 共表达基因 ３ ６２３ ２ ０７８ １ ４８６
４８ ｈ 和 ２４ ｈ 持续上调 / 下调的基因 ２ ２８９ １ ５０２ ７８７

Ａ、Ｂ、Ｃ 为上调差异表达基因ꎻＤ、Ｅ、Ｆ 为下调差异表达基因ꎮ １:细胞过程ꎻ２:代谢过程ꎻ３:单一有机体过程ꎻ４:生物调节ꎻ５:定位ꎻ６:应激响应ꎻ７:细胞成

分组织或生物发生ꎻ８:信号ꎻ９:发育过程ꎻ１０:细胞生物过程ꎻ１１:繁殖ꎻ１２:生殖过程ꎻ１３:多生物过程ꎻ１４:解毒ꎻ１５:生长ꎻ１６:免疫系统过程ꎻ１７:节律过程ꎻ
１８:运动ꎻ１９:行为ꎻ２０:生物黏附ꎻ２１:细胞集合ꎻ２２:细胞ꎻ２３:细胞部分ꎻ２４:细胞器ꎻ２５:膜ꎻ２６:膜部分ꎻ２７:细胞器部分ꎻ２８:大分子复合物ꎻ２９:膜封闭腔ꎻ
３０:胞外区ꎻ３１:细胞连接ꎻ３２:其他有机体ꎻ３３:其他有机体部分ꎻ３４:共质体ꎻ３５:超分子复合体ꎻ３６:胞外区部分ꎻ３７:拟核ꎻ３８:突触ꎻ３９:突触部分ꎻ４０:结
合ꎻ４１:催化活性ꎻ４２:转运活性ꎻ４３:核酸结合转录因子活性ꎻ４４:结构分子活性ꎻ４５:分子功能调节剂ꎻ４６:信号转换器活性ꎻ４７:分子换能器活性ꎻ４８:抗氧

化活性ꎻ４９:转录因子活性ꎬ蛋白质结合ꎻ５０:电子载体活性ꎻ５１:养分库活性ꎻ５２:蛋白质标签ꎻ５３:翻译调节因子活性ꎻ５４:金属伴侣蛋白活性ꎮ
图 ４　 差异表达基因的基因本体(ＧＯ)分类

Ｆｉｇ.４　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ
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　 　 进一步分析生物过程大类ꎬ发现１ ５０２个上调差

异表达基因主要富集在谷胱甘肽代谢过程(３１ 个)
和蛋白质磷酸化(４１ 个)(图 ５Ａ)ꎮ ７８７ 个下调差异

表达基因主要富集在转录调控(５９ 个)(图 ５Ｂ)ꎮ

Ａ:上调差异表达基因ꎻＢ:下调差异表达基因ꎮ
图 ５　 差异表达基因本体(ＧＯ)富集图

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

２.６　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

ＫＥＧＧ 富集分析结果表明ꎬ接种疫霉孢子悬浮

液不同时间段持续上调或下调的差异表达基因均主

要富集到 ２０ 条通路中(图 ６)ꎮ １ ５０２个持续上调的
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差异表达基因主要富集在植物￣病原菌互作 (１３９
个)、植物￣丝裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)信号通路

(７４ 个)、苯丙烷代谢(６１ 个)和植物激素信号转导

(５１ 个)通路(图 ６Ａ)ꎮ 另外 ７８７ 个持续下调的差异

表达基因主要富集在植物激素信号转导(４４ 个)和
植物￣病原菌互作(２０ 个)通路(图 ６Ｂ)ꎮ

Ａ:上调差异表达基因ꎻＢ:下调差异表达基因ꎮ 括号中的百分数表示该基因在 ＫＥＧＧ 数据库注释到这一类基因中的占比ꎮ ＭＡＰＫ:丝裂原活

化蛋白激酶ꎻＡＢＣ:ＡＴＰ 结合盒ꎮ
图 ６　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 分类分析

Ｆｉｇ.６　 ＫＥＧＧ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ

　 　 将参与植物￣病原菌互作通路的 １５９ 个差异表达 基因注释到 ＫＥＧＧ 通路中ꎬ主要涉及病原体相关分子
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模式(ＰＡＭＰ)、Ｃａ２＋第二信使信号转导、植物免疫识别

受体 ＦＬＳ２ 调节等ꎬ重要节点的差异表达基因表达如

图 ７Ａ 所示ꎮ 烟草植株受到疫霉菌侵染后ꎬ一方面ꎬ
Ｃａ２＋传感器接收到信号ꎬ细胞内 Ｃａ２＋浓度升高ꎬ促进

钙依赖蛋白激酶(ＣＤＰＫ)磷酸化ꎬ激活植物还原性辅

酶Ⅱ(ＮＡＤＰＨ)氧化酶(Ｒｂｏｈ)ꎬ引发基础防卫反应ꎬ从
而促进活性氧(ＲＯＳ)暴发并增强免疫力ꎻ另一方面调

动细胞内类钙调素(ＣａＭＣＭＬ)激活下游相关基因的

表达ꎬ促进产生一氧化氮(ＮＯ)ꎮ ＲＯＳ 暴发和生成的

ＮＯ 共同引发植物超敏反应(ＨＲ)ꎮ
细菌鞭毛蛋白 Ｆｌｇ２２ 被受体激酶 ＦＬＳ２ 感知ꎬ引起

ＦＬＳ２表达上调ꎬ一方面间接促进 ＲＯＳ 暴发ꎬ引发植物超

敏反应ꎻ另一方面引起丝裂原活化蛋白激酶(ＭＥＫＫ１)磷
酸化ꎬ诱导蛋白激酶 ＭＰＫ４ꎬ激活 ＷＲＫＹ１２ 下调表达ꎬ
ＷＲＫＹ９、ＷＲＫＹ２４、ＷＲＫＹ２６、ＷＲＫＹ３１、ＷＲＫＹ３３ 和 ＷＲＫＹ４０
上调表达ꎬ抑制合成特定化合物ꎮ 诱导蛋白激酶ＭＰＫ３/
６表达ꎬ引起ＷＲＫＹ１１、ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ１７和ＷＲＫＹ４１上调

表达ꎬ促进分泌特定化合物ꎮ ＰＲ￣１在疫霉菌侵染后表达

量持续下调ꎬ主要受到多个基因共同作用ꎮ
将 ９５ 个植物激素信号转导通路的差异表达基

因注释到 ＫＥＧＧ 通路中ꎬ其中水杨酸(ＳＡ)信号通路

见图 ７Ｂꎬ病程相关基因非表达子 ( ＮＰＲ１) 激活

ＴＧＡＣＧ 基序结合因子(ＴＧＡ)转录因子下调表达ꎬ促
进分泌某种化合物ꎬ导致 ＰＲ￣１ 下调表达ꎮ

图 ７　 植物￣病原菌互作通路和水杨酸代谢通路图

Ｆｉｇ.７　 Ｐｌａｎｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ

２.７　 利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 结果的准确性

挑选 １２ 个共同变化的差异表达基因进行实时

定量聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测ꎬ从图 ８ 可以看

出ꎬ１２ 个基因相对表达量在 ２ 种检测方法中变化趋

势一致ꎬ说明转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)结果可靠ꎮ
ＭＰＫ３、ＷＲＫＹ１１、 ＷＲＫＹ１５、 ＷＲＫＹ４１、 ＷＲＫＹ４０、

ＰＲ￣１ 均是植物与病原菌互作和 ＳＡ 信号通路中的重

要基因ꎮ 疫霉菌侵染河洛 １ 号后ꎬＭＰＫ３、ＷＲＫＹ１１、
ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ４１、ＷＲＫＹ４０ 作为诱导防御的负调节

因子ꎬ相对表达量持续上调ꎬ共同作用导致 ＰＲ￣１ 基

因相对表达量下调ꎬ植株感病ꎮ

３　 讨 论

烟草疫霉引发的烟草黑胫病是烟草生产中最严

重的毁灭性病害之一ꎬ热带、温带和亚热带地区烟草

黑胫病发病情况尤为严重[１３]ꎮ 对易感黑胫病烟草品

种河洛 １ 号接种高浓度疫霉孢子悬浮液后发现ꎬ疫霉

侵染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 烟草苗的叶片分别表现轻度萎蔫
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和重度萎蔫ꎮ ＲＮＡ￣ｓｅｑ 结果表明ꎬ延长疫霉侵染时

间ꎬＤＥＧ 数量增加ꎬ疫霉菌侵染后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 分别筛

选出 ＤＥＧ ４ ５６３个和１４ ０５３个ꎬ其中有３ ６２３个表达量

共同变化的基因ꎬ说明有一部分基因持续参与疫霉诱

导反应ꎬ去除未被 ＧＯ 基因组注释的基因ꎬ得到持续

上调和下调的差异表达基因ꎬ分别为１ ５０２个和 ７８７
个ꎮ ＧＯ 富集分析发现共同上调的差异表达基因主要

富集在谷胱甘肽代谢过程和蛋白质磷酸化ꎮ 越来越

多的研究结果表明ꎬ谷胱甘肽在植物对干旱、低温和

盐胁迫的耐受性中起着重要作用[１４￣１５]ꎬ此外ꎬ谷胱甘

肽还与抵抗生物应激的防御反应有关ꎬ包括抵御病

毒、真菌和细菌感染[１６￣１８]ꎮ 谷胱甘肽能够通过捕捉自

由基产生的有害物质ꎬ从而防止有害物质对细胞和组

织产生氧化损伤ꎬ并介导 ＳＡ 的信号通路[１９]ꎮ 共同下

调的差异表达基因主要富集在转录调控ꎬ通过调节转

录活性来响应逆境胁迫[２０]ꎮ

图 ８　 ＲＮＡ 测序与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证基因表达水平的比较

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ ＲＮＡ￣ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

　 　 植物对病原菌的反应是通过诱导相关基因转录

从而调节信号转导通路及触发植物自身的内在免疫

系统[２１]ꎬ在病原菌侵染下植物自身会引发基础防卫

反应ꎬ从而诱导应激相关基因的表达ꎮ 在植物与病原

菌彼此识别后ꎬ以胞间信号方式进行跨膜传递ꎬ随后

形成第二信使信号分子、级联传递及各信号途径的交

叉作用ꎬ最终激活防卫基因的表达[２２]ꎮ 病程相关蛋

白(ＰＲ)是植物受到病原物侵扰后产生的一类水溶性

蛋白ꎬ包括 １９ 个基因家族ꎬ其中ꎬＰＲ￣１ 是抗病信号通

路中标志性基因ꎬ具有限制真菌侵害的功能[２３]ꎮ 本

研究 ＫＥＧＧ 分析结果表明ꎬ疫霉菌侵染后持续上调或

下调的差异表达基因均涉及了 ５０ 条通路ꎬ植物￣病原

菌互作 ＫＥＧＧ 通路注释结果表明ꎬＰＲ￣１ 表达量持续

下调ꎬ主要是受到 ＭＰＫ４ 和 ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 共同作用ꎬ
这和前人得出的 ＭＰＫ３ 和 ＭＰＫ４ 分别是诱导防御和

免疫的负调节因子的研究结果[２４￣２５] 一致ꎮ 水杨酸

(ＳＡ)主要激活对生物营养性病原体的防御反应ꎬ本
研究水杨酸信号通路中 ＰＲ￣１ 下调表达是由于 ＮＰＲ１
激活 ＴＧＡ 相关基因下调表达ꎮ

疫霉菌侵染植物后ꎬ植物细胞内 Ｃａ２＋浓度升高ꎬ
从而激活钙依赖性蛋白激酶(ＣＤＰＫ)和钙离子结合

蛋白(ＣＡＬＢｓ)ꎬ进而导致超敏反应(ＨＲ) [２２]ꎻ细菌的

鞭毛蛋白(Ｆｌｇ２２)被细胞表面的受体蛋白激酶识别

后也能把信号向细胞内传递ꎬ引起短暂的 ＲＯＳ 暴

发[２６]ꎬ另外也能激发 ＭＡＰＫ 通路[２７]ꎬ激活或抑制抗

病相关防御基因ꎬ从而通过一系列磷酸化反应向细
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胞内发出信号ꎬ 调控 ＷＲＫＹｓ 转录ꎬ 响应逆境胁

迫[２８]ꎮ 本研究中ꎬＰＲ￣１ 在疫霉菌侵染后表达量持

续下调ꎬ是 ＭＰＫ４ 和 ＭＰＫ３ / ＭＰＫ６ 共同作用的结果ꎬ
ＭＰＫ４ 导致 ＷＲＫＹ１２ 下调表达ꎬ引起 ＷＲＫＹ 家族多

个基因上调表达ꎮ 同时ꎬＦＬＳ２ 表达上调也间接促进

ＲＯＳ 暴发ꎬ引发超敏反应ꎮ 此外ꎬＲＯＳ 暴发和 ＮＯ 共

同引发植物超敏反应:烟草植株受到疫霉侵染ꎬＣａ２＋

传感器接收到信号ꎬ一方面激活 Ｒｂｏｈ 促进 ＲＯＳ 暴

发ꎻ另一方面调动 ＣａＭＣＭＬ 促进产生 ＮＯꎮ
ＷＲＫＹ家族成员可以识别 ＰＲ１基因启动子区域Ｗ￣

ｂｏｘ 序列[(Ｔ)(Ｔ)ＴＧＡＣ(Ｃ/ Ｔ)]ꎬ调控脱落酸(ＡＢＡ)、
ＲＯＳ 等信号通路响应逆境胁迫[２９￣３０]ꎮ ＷＲＫＹ 转录因子响

应植物病原菌防御ꎬ向小华等[３１] 研究发现 ＮｔＷＲＫＹ２６、
ＮｔＷＲＫＹ３０、ＮｔＷＲＫＹ３２ 受黑胫病病原菌诱导ꎬ可能与烟

草￣黑胫病病原菌互作机制相关ꎮ ＷＲＫＹ 家族基因在植

物防御机制中的作用方式可分为负调控、正调控、正或负

调控 ３ 种方式[３２￣３４]ꎮ (１)负调控ꎬ比如:过表达 Ａｔ￣
ＷＲＫＹ２５、ＡｔＷＲＫＹ３８、ＡｔＷＲＫＹ６２ 株系显著抑制抗病基因

ＰＲ１的表达ꎬ在植物防御机制中起到负调控作用[３５￣３６]ꎻ
ＷＲＫＹ１１和ＷＲＫＹ１７是拟南芥基础抗性的负调控因子ꎬ
以特异性或以部分冗余的方式起作用[３７]ꎻＷＲＫＹ７在防御

丁香假单胞菌时起负向作用[３８]ꎻＭＰＫ４ 是水杨酸依赖性

防御反应的抑制因子ꎬＷＲＫＹ２５ 负调节水杨酸介导的病

原菌防卫反应[３５]ꎻＢｎＷＲＫＹ１５ 抑制 ＢｎＷＲＫＹ３３ 的转录激

活能力ꎬ过表达 ＢｎＷＲＫＹ１５ 能够增加甘蓝型油菜对菌核

病病菌的易感性[３９]ꎻＭｄＷＲＫＹ４０ｂ 的沉默可以提高苹果

植株对白粉病的抗性[４０]ꎮ ＭｄＤＭＲ６ 编码水杨酸降解基

因ꎬＭｄＷＲＫＹ１７能够直接与ＭｄＤＭＲ６启动子结合引发植

株易感性ꎬ且感病种质ＭｄＷＲＫＹ１７表达水平显著高于耐

受种质[４１]ꎮ (２)正调控:ＷＲＫＹ６ 正向激活 ＰＲ１ 启动子ꎬ
参与植物病原体防卫过程[３１]ꎻＣｐＷＲＫＹ１１ 与拟南芥

ＡｔＥＲＫＹ２０的同源性最高ꎬ病原菌侵染后显著上调ꎬ可能

主要通过茉莉酸信号途径参与病原菌应答反应[４２]ꎮ
ＷＲＫＹ４１可能是水杨酸和茉莉酸通路串扰的关键调控因

子ꎬ过表达ＷＲＫＹ４１植株在丁香假单胞菌侵染下抗性增

强ꎬ促进拟南芥 ＰＲ５ 基因的表达[４３]ꎮ (３)正或负调控:
ＷＲＫＹ１２对拟南芥次生细胞壁的形成具有负调控作用ꎬ
大白菜感染软腐病后 ＢｒＷＲＫＹ１２ 表达量上调ꎬ但其同源

基因 ＡｔＷＲＫＹ１２表达量下调[４４]ꎮ 本研究中河洛 １号有多

个ＷＲＫＹ 家族基因响应疫霉菌侵染ꎬ其中ꎬＷＲＫＹ９、
ＷＲＫＹ１１、ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ１７、ＷＲＫＹ２４、ＷＲＫＹ２６、ＷＲＫＹ３１、
ＷＲＫＹ３３、ＷＲＫＹ４０和ＷＲＫＹ４１表达量持续上调ꎬ疫霉菌侵

染后ＷＲＫＹ１２表达量持续下调ꎮ 多条途径共同作用导致

ＰＲ￣１在疫霉菌侵染后持续下调表达ꎮ
筛选的 １２ 个差异表达基因(ＷＲＫＬ２０、ＭＰＫ３、

ＷＲＫＹ１１、ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ４０、ＷＲＫＹ４１、ＷＲＫＹ５３、ＰＲ１、
ｂＨＬＨ８１、ＣｌｐＢ１、ＣＢＬ１、ＮＳＩ) ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定

量验证结果趋势基本一致ꎬ证明转录组测序结果可

靠ꎬ部分基因表达量存在差异ꎬ主要是由于 ２ 种检测

技术本身的差异及表达量计算方法不同ꎬ也可能是检

测的基因序列特征复杂或者表达水平较低等原因ꎮ
结合转录组测序结果、差异表达基因分析和前人研究

结果ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检验结果验证后筛选出

ＭＰＫ３、ＷＲＫＹ１１、ＷＲＫＹ１５、ＷＲＫＹ４１、ＷＲＫＹ４０ꎬ可以作

为河洛 １ 号响应疫霉侵染的候选基因ꎮ
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