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　 　 摘要:　 甘薯黑斑病是由长喙壳菌(Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ Ｅｌｌｉｓ ｅｔ Ｈａｌｓｔｅｄ)侵染引起的ꎬ该病害是甘薯重要病害

之一ꎬ在田间生产和贮藏期均可发生ꎬ严重影响甘薯的产量和品质ꎮ 为了明确长喙壳菌对甘薯黑斑病的致病机理ꎬ
本研究以甘薯黑斑病抗病品种南京 ９２ 和感病品种徐薯 １８ 为试验材料ꎬ采用针刺接种孢子悬浮液的方法人工接种

甘薯长喙壳菌ꎬ分别于接种当天与接种后第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ７ ｄ 取样ꎬ利用转录组测序技术进行测序分析ꎮ 转录组测

序结果显示ꎬ与接种当天相比ꎬ长喙壳菌接种至南京 ９２ 薯块后第 １ ｄ、第 ３ ｄ 和第 ７ ｄ 上调差异表达基因(ＤＥＧｓ)分
别为１ １２４个、１ ７１３个和２ ０３２个ꎬ下调 ＤＥＧｓ 分别为 ８６９ 个、１ ０４２个和１ ００５个ꎻ长喙壳菌接种至徐薯 １８ 薯块后第 １
ｄ、第 ３ ｄ 和第 ７ ｄ 上调 ＤＥＧｓ 分别为 ９０１ 个、１ ６２５个和１ ９５７个ꎬ下调 ＤＥＧｓ 分别为１ ０１７个、９７６ 个和１ ０３２个ꎮ ＧＯ 功

能富集分析结果表明ꎬ差异表达基因主要富集于生物过程类别的生物进程、代谢进程、单一生物进程以及细胞组分

类别的细胞、细胞部分、细胞器等ꎮ ＫＥＧＧ 通路富集的主要通路为代谢途径ꎮ 维恩图分析结果表明ꎬ长喙壳菌接种

至南京 ９２ 薯块后不同时间点共有 ＤＥＧｓ 为１ ５４５个ꎬ接种至徐薯 １８ 薯块后不同时间点共有 ＤＥＧｓ 为 １ １１６ 个ꎬ对这

些 ＤＥＧｓ 进行交互分析ꎬ发现接种至 ２ 个甘薯品种薯块后在各时间点共有的 ＤＥＧｓ 有 ９２５ 个ꎮ 对 ９２５ 个共有 ＤＥＧｓ
进行 ＫＥＧＧ 聚类分析ꎬ结果表明ꎬ这些 ＤＥＧｓ 主要被富集到代谢通路中ꎬ如碳水化合物代谢、脂质代谢、氨基酸代谢、
核苷酸代谢、辅因子和维生素代谢以及能量代谢等途径中ꎬ进一步对这些 ＤＥＧｓ 进行筛选ꎬ得到相对表达量高于

１􀆰 ００、持续上调表达并且差异表达倍数达到 ４０ 倍以上的关键致病基因共 ２０ 个ꎮ 本研究结果为深入研究长喙壳菌

致病分子机理奠定了重要基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｂｌａｃｋ ｒｏｔ ｉｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ Ｅｌｌｉｓ ｅｔ Ｈａｌｓｔｅｄ. Ａｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍ￣
ｐｏｒｔａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏꎬ ｉｔ ｃａｎ ｏｃｃｕｒ ｄｕｒｉｎｇ ｆｉｅｌｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅꎬ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
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ｓｉｓｔａｎｔ ｖａｒｉｅｔｙ ｔｏ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｂｌａｃｋ ｒｏｔ) ａｎｄ Ｘｕｓｈｕ １８ (ａ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｖａｒｉｅｔｙ) ａｓ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｎｅｅｄｌｅ ｐｒｉｃｋ
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ｉｎｏｃｕｌａｔｅ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ ｏｎ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ. Ｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ ０ ｄꎬ １ ｄꎬ ３ ｄ ａｎｄ ７ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬ
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ｂｅｒｓ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ) ａｔ １ ｄꎬ ３ ｄ ａｎｄ ７ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ ｏｎ
Ｎａｎｊｉｎｇ ９２ ｔｕｂｅｒｓ ｗｅｒｅ １ １２４ꎬ １ ７１３ ａｎｄ ２ ０３２ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ８６９ꎬ １ ０４２ ａｎｄ
１ ００５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｏｒ Ｘｕｓｈｕ １８ ｔｕｂｅｒｓꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ａｔ １ ｄꎬ ３ ｄ ａｎｄ ７ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ９０１ꎬ
１ ６２５ ａｎｄ １ ９５７ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ １ ０１７ꎬ ９７６ ａｎｄ １ ０３２ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌꎬ ｃｅｌｌ ｐａｒｔ ａｎｄ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ. Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ.
Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ ｏｎ
Ｎａｎｊｉｎｇ ９２ ｔｕｂｅｒｓ ｗｅｒｅ １ ５４５ꎬ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｎ Ｘｕｓｈｕ １８ ｔｕｂｅｒｓ ｗｅｒｅ １ １１６. Ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ＤＥＧｓꎬ ｉｔ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ９２５ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｔ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｅｒｉｏｄ. ＫＥＧＧ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
９２５ ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓꎬ ｓｕｃｈ ａｓ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ｃｏｆａｃｔｏｒ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ.
Ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ＤＥＧｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ２０ ｋｅｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ １.００ꎬ ｃｏｎｔｉｎｕ￣
ｏｕｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４０ ｔｉｍｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎ￣
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏꎻ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ
(ＤＥＧｓ)ꎻ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 甘薯[ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.) Ｌａｍ.]作为重要的

粮食、饲料及能源作物ꎬ广泛分布于全球 １００ 多个国

家和地区ꎮ 中国是世界上最大的甘薯生产国ꎬ其耐

贫瘠、超高产特性对保障国家粮食安全意义重大ꎮ
随着生活水平提升ꎬ甘薯保健价值日益凸显ꎬ产业格

局逐步演变[１￣２]ꎮ 然而ꎬ甘薯在田间种植及贮藏阶段

易受多种病原菌侵害ꎬ其中长喙壳菌 (Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ
ｆｉｍｂｒｉａｔａ Ｅｌｌｉｓ ｅｔ Ｈａｌｓｔｅｄ)引发的甘薯黑斑病是主要

病害之一ꎬ严重制约甘薯生产[３￣４]ꎮ 现有研究结果表

明ꎬ目前尚无完全免疫黑斑病的甘薯品种[５]ꎮ 中国

登记用于防治甘薯黑斑病的药剂目前仅有多菌灵、
甲基硫菌灵、代森铵、乙蒜素和大蒜素 ５ 种ꎮ 受药剂

残留、使用技术及防治效果等因素限制ꎬ化学防治难

以有效解决黑斑病的预防和控制难题[６]ꎮ
随着高通量测序技术的快速发展ꎬ基因组学、转

录组学、蛋白质组学和代谢组学等技术已被广泛用

于研究生物体的特定生物学过程和分子机制ꎮ 转录

组测序技术(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)由于通量大、时间短、灵敏度

高等优势在植物病害研究领域得到广泛应用ꎬ它可

以用于特定条件下的基因表达研究ꎬ在解析植物和

病原菌互作的分子机制中发挥重要作用ꎮ 近年来ꎬ
转录组测序技术在甘薯抗生物和非生物胁迫的分子

机制研究中得到广泛应用ꎬ大大丰富了转录组学在

甘薯上的研究成果[７￣９]ꎮ Ｏｎｏｆｕａ[１０] 以高抗蔓割病甘

薯品种金山 ５７ 和高感蔓割病甘薯品种新种花为材

料ꎬ用致病性强的蔓割病菌株 Ｆｏｂ￣０７ 和非致病菌株

Ｆｏｂ￣０４ 分别侵染甘薯茎蔓ꎬ然后分别提取各样品的

ＲＮＡꎬ利用高通量测序平台进行转录组测序ꎬ高抗品

种金山 ５７ 经 Ｆｏｂ￣０７ 侵染后ꎬ有６ ４５４个差异表达基

因ꎬ其中３ ８４３个为上调表达基因ꎬ２ ６１１个为下调表

达基因ꎻ高感品种新种花经 Ｆｏｂ￣０７ 侵染后ꎬ有６ ８２６
个差异表达基因ꎬ其中５ ５５２个为上调表达基因ꎬ
１ ２７４个为下调表达基因ꎬ此外ꎬ还发现如 ＣＥＲＫ１ 基

因、ＭＡＰＫ 基因、信号转导相关基因以及 ＮＡＣ 等转

录因子、ＰＲ 蛋白和 Ｒ 蛋白等与抗病相关ꎮ 罗勤

川[１１]对不同时间点接种腐皮镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａ￣
ｎｉ)的甘薯样本进行取样和转录组测序分析ꎬ结果表

明ꎬ在接种 ６ ｈ、２４ ｈ、３ ｄ 和 ５ ｄ 后ꎬ分别检测到１ ０５６
个、９９５ 个、 ７３７ 个和 ９３５ 个显著差异表达基因

(ＤＥＧｓ)ꎮ ＧＯ 功能富集分析结果表明ꎬ这些 ＤＥＧｓ
主要参与生物过程、分子功能和细胞组分ꎮ ＫＥＧＧ
富集的通路多属于代谢、有机体系统、细胞进程、遗
传信息进程ꎮ 梅玉琴[１２] 通过对甘薯根腐病抗病品

种和感病品种进行转录组分析ꎬ结果发现抗病品种

鄂薯 １１ 在根腐病病菌侵染 ７ ｄ 和 １３ ｄ 时分别有

１０ ６６５个和１０ １７１个 ＤＥＧｓꎬ感病品种胜利百号在根

腐病病菌侵染 ７ ｄ 和 １３ ｄ 时分别有１０ ０５０个和

９ ９７２个 ＤＥＧｓꎬ并由此推测鄂薯 １１ 更快速响应根腐

病病菌胁迫从而有利于增强甘薯对根腐病的抗性ꎮ
Ｂｅｄｎａｒｅｋ 等[１３] 对甘薯病毒病 ( ＳＰＶＤ) 敏感品种
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Ｂｅａｕｒｅｇａｒｄ 中的 ｍＲＮＡ 和 ｓＲＮＡ 群体进行深度测

序ꎬ发现应激反应和信号转导途径相关基因显著受

病毒感染影响ꎬ同时鉴定到几种对病毒感染有反应

的新型 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ其中一些被预测为靶向核苷酸结

合位点编码富含亮氨酸重复序列(ＮＢＳ￣ＬＲＲ)的抗

病基因ꎬ此外病毒感染导致水杨酸介导的防卫反应

途径相关基因表达下调ꎬ这在一定程度上也解释了

Ｂｅａｕｒｅｇａｒｄ 品种对 ＳＰＶＤ 易感ꎮ
目前ꎬ关于长喙壳菌引起的甘薯黑斑病研究报

道较少ꎬ其致病机理尚不明确ꎮ 本研究拟对两个接

种长喙壳菌的甘薯品种不同时期取样并进行互作转

录组测序ꎬ分析接种后不同时期长喙壳菌中存在的

ＤＥＧｓ 以及共有 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能和 ＫＥＧＧ 通路ꎬ结
合关键通路和差异表达倍数筛选关键致病因子ꎬ以
期为研究长喙壳菌侵染甘薯的致病分子机理奠定基

础ꎬ为甘薯黑斑病的预防和控制提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

供试甘薯选择相对抗黑斑病的南京 ９２ 和相对

感黑斑病的徐薯 １８ꎬ甘薯长喙壳菌采用 ＰＤＡ 培养

基(马铃薯 ２０ ｇ / Ｌꎬ葡萄糖 ２０ ｇ / Ｌꎬ琼脂粉 １６ ｇ / Ｌ)
继代培养ꎮ 长喙壳菌和甘薯薯块均由江苏徐淮地区

徐州农业科学研究所提供ꎮ
１.２　 病原菌接种及取样方法

选择健康、大小一致的薯块洗净晾干后用 ７５％
酒精喷雾消毒ꎬ备用ꎮ 长喙壳菌在 ＰＤＡ 平板上培养

５~７ ｄꎬ采用灭菌水洗涤平板获得分生孢子悬浮液ꎬ
在显 微 镜 下 将 孢 子 液 含 孢 子 量 调 整 为 １× １０５

ＣＦＵ / ｍＬꎬ用灭菌针头吸取孢子悬浮液针刺薯块ꎬ每
针刺 １ 次需要吸取 １ 次孢子悬浮液ꎬ每个薯块接种

３ 排ꎬ每排均匀接种 ５ 个点ꎬ分别在接种当天与接种

后 １ ｄ、３ ｄ 和 ７ ｄ 取少量发病部位于液氮中速冻后

再置于－７０ ℃冰箱中ꎬ南京 ９２ 薯块上的各样品分别

命名为 Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３ 和 Ｒ４ꎻ徐薯 １８ 薯块上的各样品

分别命名为 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 和 Ｓ４ꎬ样品寄送至广州基迪

奥生物科技有限公司进行测序ꎮ
１.３　 总 ＲＮＡ 提取检测及转录组文库构建

采用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒[天根生化科技

(北京)有限公司产品]提取样品总 ＲＮＡꎬ进一步通

过琼脂糖凝胶电泳、ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量分光光度计和

Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 检测 ＲＮＡ 的完整性、浓度和纯度ꎬ转录

组文库构建和质量检测方法参照文献[１４]ꎮ
１.４　 转录组测序、差异表达基因筛选及通路富集分析

　 　 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００ 平台进行转录组测

序ꎬ下机的原始测序数据(Ｒａｗ ｒｅａｄｓ)采用 Ｆａｓｔｐ[１５]

进行质量控制ꎬ过滤后得到清洁读数(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ
从而保证数据质量ꎮ 序列比对分析方面ꎬ针对核糖

体序列的比对采用短 ｒｅａｄｓ 比对软件 Ｂｏｗｔｉｅ ２[１６] 去

除比对上核糖体的 ｒｅａｄｓ 后再进行分析ꎬ采用 ＨＩＳＡＴ
２ 软件比对测序序列和参考基因组[Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍ￣
ｂｒｉａｔａ ＣＢＳ １１４７２３ ( ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｃｆｉｍ ３. ０)] [１７]ꎬ采用

Ｓｔｒｉｎｇｔｉｅ 软件[１８]重构转录本ꎬ并计算每个样本所有

基因的表达量ꎮ 基于表达量信息ꎬ采用 Ｒ 语言(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒ￣ｐｒｏｊｅｃｔ.ｏｒｇ / )开展主成分分析ꎮ 差异表

达基因采用 ＤＥＳｅｑ ２[１９] 进行分析ꎬ以错误发现率

(ＦＤＲ)<０.０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１为标准进行 ＤＥＧｓ 筛选

(ＦＣ:变化倍数)ꎮ 将 ＤＥＧｓ 向 ＧＯ 数据库各 ｔｅｒｍ 进

行映射ꎬ计算每个 ｔｅｒｍ 的基因数ꎬ从而得到具有某

个 ＧＯ 功能的基因列表及基因数目ꎬ进一步比对检

验ꎬ找出 ＤＥＧｓ 显著富集的 ＧＯ 条目ꎮ 将测序结果

与 ＫＥＧＧ 数据库进行比对分析[２０]ꎬ并对 ＤＥＧｓ 进行

通路富集分析、功能分类和注释ꎮ 对差异表达倍数

显著提升的基因采用 Ｅｘｃｅｌ 软件筛选并进行功能预

测和分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组数据

将 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 中低质量数据过滤掉后ꎬ每个样品

获得的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数量均大于６２ ５２９ ５２４个ꎮ 碱基

测序错误率 Ｑ２０ 碱基百分比(错误率< １􀆰 ００％)和

Ｑ３０ 碱基百分比(错误率<０􀆰 １０％)分别在 ９７􀆰 ５１％
和 ９２􀆰 ８７％以上ꎬＧ＋Ｃ 含量均在 ５６􀆰 ４０％以上ꎬ说明

测序数据的质量较高ꎬ可用于后续的数据分析ꎮ 将

转录组测序数据和参考基因组(ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｃｆｉｍ ３􀆰 ０)
进行比对分析ꎬ结果如表 １ 所示ꎬ比对到参考基因组

的比值介于０􀆰 ５４％~ ２５􀆰 ６０％ꎻ比对到参考基因外显

子区域序列占比６９􀆰 １９％~８４􀆰 ２３％ꎬ比对到参考基因

内含子区域序列占比０􀆰 ６９％~１􀆰 １９％ꎬ基因间隔区占

比１４􀆰 ８７％~３０􀆰 １２％ꎮ
基于每千个碱基的转录本每百万映射读取的片

段数(ＦＰＫＭ)来统计基因的表达量ꎬ选择任意两个

样本的表达量ꎬ计算它们之间的皮尔逊相关系数

(图 １)ꎬ从图 １ 可以看出ꎬ每个样品的 ３ 次生物学重
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复间具有较好的重复性ꎬ表明样品达到重复性试验

的标准ꎬ说明结果是可靠的ꎮ 此外ꎬ同一品种薯块接

种长喙壳菌后随时间点延长基因表达量与接种当天

的基因表达量相关性逐渐降低ꎬ如 Ｒ２ 基因表达量

和 Ｒ１ 基因表达量的相关性系数均高于０􀆰 ６８９ ６ꎬＲ３
基因表达量与 Ｒ１ 基因表达量的相关性系数为

０􀆰 ６６４ ５~０.６９０ ５ꎬＲ４ 基因表达量与 Ｒ１ 基因表达量

的相关性系数为０􀆰 ６１３ ８~ ０.６３６ ０ꎬ总体而言ꎬ接种

后不同时间点的基因表达量与接种当天的基因表达

量相关性较强ꎬ相关系数均超过０􀆰 ６００ ０ꎻ两个甘薯

品种接种后各时间点基因表达量与接种当天基因表

达量相关性系数变化呈现相似的规律ꎮ

表 １　 转录组测序数据与参考基因组的比对分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ

样品 重复
序列总数

(个)

未比对到参考基
因组上的序列

数量 占比(％)

比对到参考基
因组上的序列

数量 占比(％)

比对到参考基因
外显子上的序列

数量 占比(％)

比对到参考基因
内含子上的序列

数量 占比(％)

基因间隔区序列

数量 占比(％)

Ｒ１ １ ６５ ３１６ ０２４ ６３ ５３５ ９２３ ９７.２７ １ ７８０ １０１ ２.７３ １ ４７５ １３５ ８２.８７ ２０ ０８５ １.１３ ２８４ ８８１ １６.００

２ ６６ ６８９ ２３０ ６５ ０６９ ４２３ ９７.５７ １ ６１９ ８０７ ２.４３ １ ３１２ ０００ ８１.００ １８ ０６７ １.１２ ２８９ ７４０ １７.８９

３ ８７ ０５５ ４９６ ８４ ９３０ ４６８ ９７.５６ ２ １２５ ０２８ ２.４４ １ ７３８ ８９８ ８１.８３ ２４ ０１３ １.１３ ３６２ １１７ １７.０４

Ｓ１ １ ６３ ７８９ ５２６ ６０ ８９２ ６５７ ９５.４６ ２ ８９６ ８６９ ４.５４ ２ ３３９ ９８５ ８０.７８ ３３ ９１７ １.１７ ５２２ ９６７ １８.０５

２ ６５ ９５７ ６６６ ６２ ７６６ ６０９ ９５.１６ ３ １９１ ０５７ ４.８４ ２ ５７４ ３３３ ８０.６７ ３６ ９６０ １.１６ ５７９ ７６４ １８.１７

３ ６５ ３８０ ５０６ ６２ ３６６ １１６ ９５.３９ ３ ０１４ ３９０ ４.６１ ２ ４４３ ０５０ ８１.０５ ３５ ８３１ １.１９ ５３５ ５０９ １７.７７

Ｒ２ １ ６６ ７４４ ５９０ ６５ ９３１ ７５７ ９８.７８ ８１２ ８３３ １.２２ ６６９ １９８ ８２.３３ ６ ８６６ ０.８４ １３６ ７６９ １６.８３

２ ６７ ２２０ ９３４ ６６ ４３２ ５７３ ９８.８３ ７８８ ３６１ １.１７ ６４３ ７６２ ８１.６６ ６ ９２２ ０.８８ １３７ ６７７ １７.４６

３ ６９ １９７ ２６２ ６８ ４８４ ８１１ ９８.９７ ７１２ ４５１ １.０３ ５５０ ６８１ ７７.２９ ６ ３９８ ０.９０ １５５ ３７２ ２１.８１

Ｒ３ １ ７７ ５１２ ４４８ ７２ ３２８ ４９８ ９３.３１ ５ １８３ ９５０ ６.６９ ４ ３６６ ６４１ ８４.２３ ４６ ２８２ ０.８９ ７７１ ０２７ １４.８７

２ ６２ １４７ ５９８ ５８ ５９１ ６００ ９４.２８ ３ ５５５ ９９８ ５.７２ ２ ８８８ １１０ ８１.２２ ３２ ９０９ ０.９３ ６３４ ９７９ １７.８６

３ ７８ ３８３ ２２８ ７３ ８６９ ０７２ ９４.２４ ４ ５１４ １５６ ５.７６ ３ ６４７ ６５３ ８０.８０ ４１ ３６７ ０.９２ ８２５ １３６ １８.２８

Ｒ４ １ ６５ ４２９ ４００ ５２ ８３２ ６２９ ８０.７５ １２ ５９６ ７７１ １９.２５ １０ ２５９ １２２ ８１.４４ １３２ ３３８ １.０５ ２ ２０５ ３１１ １７.５１

２ ６１ ７５０ １４８ ４９ ９８５ ８７６ ８０.９５ １１ ７６４ ２７２ １９.０５ ９ ４０５ ５２２ ７９.９５ １２２ ６３７ １.０４ ２ ２３６ １１３ １９.０１

３ ６４ １０２ ６０４ ５１ ８９３ ８９７ ８０.９５ １２ ２０８ ７０７ １９.０５ ９ ９１３ ０９７ ８１.２０ １３０ ４４２ １.０７ ２ １６５ １６８ １７.７３

Ｓ２ １ ７３ １９８ １６８ ７２ ８０５ ０６１ ９９.４６ ３９３ １０７ ０.５４ ２８５ ８６０ ７２.７２ ２ ８７０ ０.７３ １０４ ３７７ ２６.５５

２ ６８ ４８５ １００ ６８ ０２９ ７２６ ９９.３４ ４５５ ３７４ ０.６６ ３４３ ４７９ ７５.４３ ３ ２２５ ０.７１ １０８ ６７０ ２３.８６

３ ８１ ５５９ ５３８ ８１ ０７１ ３７３ ９９.４０ ４８８ １６５ ０.６０ ３３７ ７５８ ６９.１９ ３ ３５２ ０.６９ １４７ ０５５ ３０.１２

Ｓ３ １ ６３ ３３９ ８５２ ５９ ８５８ ０１９ ９４.５０ ３ ４８１ ８３３ ５.５０ ２ ８５７ ２１１ ８２.０６ ３３ ６４２ ０.９７ ５９０ ９８０ １６.９７

２ ６３ ５３２ ０１４ ６０ ２６３ ７２８ ９４.８６ ３ ２６８ ２８６ ５.１４ ２ ６５２ ３７１ ８１.１５ ３０ ８６６ ０.９４ ５８５ ０４９ １７.９０

３ ７０ ９１２ ８６０ ６７ ３４９ ０６８ ９４.９７ ３ ５６３ ７９２ ５.０３ ２ ８６７ ７０１ ８０.４７ ３４ ５９０ ０.９７ ６６１ ５０１ １８.５６

Ｓ４ １ ８８ ２４１ ７２２ ６６ ３９６ ４３８ ７５.２４ ２１ ８４５ ２８４ ２４.７６ １７ ７９１ ９０５ ８１.４５ ２４３ ５６１ １.１１ ３ ８０９ ８１８ １７.４４

２ ６３ ３８７ ８０６ ４７ ９７１ ３３５ ７５.６８ １５ ４１６ ４７１ ２４.３２ １１ ５９５ ９２４ ７５.２２ １５７ ３５３ １.０２ ３ ６６３ １９４ ２３.７６

３ ７７ ５４７ １７０ ５７ ６９２ ６０８ ７４.４０ １９ ８５４ ５６２ ２５.６０ １６ ３１３ ６８１ ８２.１７ ２２２ ０００ １.１２ ３ ３１８ ８８１ １６.７２
Ｒ１~Ｒ４:分别表示南京 ９２ 薯块接种长喙壳菌分生孢子悬浮液当天与接种后第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ７ ｄ 的发病部位样品ꎻＳ１~ Ｓ４:分别表示徐薯 １８ 薯
块接种长喙壳菌分生孢子悬浮液当天与接种后第 １ ｄ、第 ３ ｄ、第 ７ ｄ 的发病部位样品ꎮ

２.２　 接种后不同时间点长喙壳菌中的 ＤＥＧｓ
基于差异分析结果ꎬ本研究筛选ＦＤＲ<０􀆰 ０５ 且

｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１ 的基因为显著差异表达基因ꎮ 从图 ２
可以看出ꎬ随着接种后时间延长ꎬ抗病品种南京 ９２
中长喙壳菌的上调基因数量逐渐增加ꎬ感病品种徐

薯 １８ 中也呈现相似的规律(图 ２Ａ ~ 图 ２Ｆ)ꎮ 分别

对接种后不同时间点(Ｒ２~Ｒ４)抗病品种南京 ９２ 中

长喙壳菌的转录组数据与 Ｒ１ 进行比较分析可以看

出ꎬ接种后 １ ｄ 差异表达基因有１ ９９３个ꎬ其中上调

ＤＥＧｓ 和下调 ＤＥＧｓ 的数量分别为１ １２４个和 ８６９ 个ꎻ
接种 ３ ｄ 时差异表达基因有 ２ ７５５个ꎬ其中上调

ＤＥＧｓ 和下调 ＤＥＧｓ 的数量分别为１ ７１３和１ ０４２个ꎻ
接种 ７ ｄ 时差异表达基因有 ３ ０３７个ꎬ其中上调

ＤＥＧｓ 和下调 ＤＥＧｓ 的数量分别为２ ０３２个和１ ００５
个ꎮ 分别对接种后不同时间点感病品种徐薯 １８ 中

长喙壳菌的转录组数据与 Ｓ１ 进行比较分析可以看
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Ｒ１~Ｒ４ 和 Ｓ１~Ｓ４ 见表 １ 注ꎮ Ｒ１￣１~Ｒ１￣３ 分别表示 Ｒ１ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＲ２￣１~Ｒ２￣３ 分别表示 Ｒ２ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＲ３￣１~Ｒ３￣３ 分

别表示 Ｒ３ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＲ４￣１~Ｒ４￣３ 分别表示 Ｒ４ 样品的 ３ 次生物学重复ꎻＳ１￣１~Ｓ１￣３ 分别表示 Ｓ１ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＳ２￣１~ Ｓ２￣
３ 分别表示 Ｓ２ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＳ３￣１~Ｓ３￣３ 分别表示 Ｓ３ 样品的 ３ 次生物学重复ꎬＳ４￣１~Ｓ４￣３ 分别表示 Ｓ４ 样品的 ３ 次生物学重复ꎮ

图 １　 样本相关性热图

Ｆｉｇ.１　 Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔ ｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ

出ꎬ接种 １ ｄ 时差异表达基因有１ ９１８个ꎬ其中上调

ＤＥＧｓ 和下调 ＤＥＧｓ 的数量分别为 ９０１ 和１ ０１７个ꎻ接
种 ３ ｄ 时差异表达基因有２ ６０１个ꎬ其中上调 ＤＥＧｓ
和下调 ＤＥＧｓ 的数量分别为１ ６２５和 ９７６ 个ꎻ接种 ７ ｄ
时差异表达基因有２ ９８９个ꎬ其中上调 ＤＥＧｓ 和下调

ＤＥＧｓ 的数量分别为１ ９５７个和１ ０３２个(图 ２Ｇ)ꎮ
２.３　 ＤＥＧｓ 的 ＧＯ 功能富集

ＧＯ 功能富集分析结果发现ꎬ长喙壳菌接种至南京

９２ 薯块后第 １ ｄ、第３ ｄ 和第７ ｄꎬ生物过程(ＢＰ)类别分

别富集了 ６３０ 个、７８２ 个和 ８１８ 个 ＤＥＧｓꎻ在分子功能

(ＭＦ)类别中ꎬ分别富集了 ５３２ 个、６７０ 个和 ６８７ 个

ＤＥＧｓꎻ在细胞组分(Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＣＣ)类别中ꎬ分
别富集了 ４６２ 个、５７９ 个和 ５９５ 个 ＤＥＧｓꎮ 长喙壳菌接

种至徐薯 １８ 薯块后第 １ ｄ、第 ３ ｄ 和第 ７ ｄꎬＢＰ 类别分

别富集到 ５５６ 个、６９７ 个和 ７６６ 个 ＤＥＧｓꎻＭＦ 类别分别

富集到４５８ 个、５８８ 个和６４８ 个ＤＥＧｓꎻＣＣ 类别分别富集
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Ｒ１~Ｒ４ 和 Ｓ１~ Ｓ４ 见表 １ 注ꎮ Ａ、Ｂ、Ｃ 分别代表与 Ｒ１ 相比ꎬＲ２、Ｒ３ 和 Ｒ４ 差异表达基因火山图ꎻＤ、Ｅ、Ｆ 分别代表与 Ｓ１ 相比ꎬＳ２、Ｓ３ 和 Ｓ４ 差异

表达基因火山图ꎻＧ 代表不同处理间差异表达基因统计结果ꎮ ＦＤＲ:错误发现率ꎻＦＣ:变化倍数ꎮ
图 ２　 差异表达基因火山图以及不同处理间差异表达基因统计结果

Ｆｉｇ.２　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔｓ

到 ４０６ 个、５０７ 个和 ５４１ 个 ＤＥＧｓꎮ 这些 ＤＥＧｓ 在 ＧＯ 功

能分类中ꎬ ＢＰ 类别主要包含生物进程 ( Ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ)、代谢进程(Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)和单一生物进程

(Ｓｉｎｇｌｅ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ)等ꎬＭＦ 类别主要涉及催化活

性(ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ)和结合(ｂｉｎｄｉｎｇ)ꎬ而 ＣＣ 类别中主

要包括细胞(ｃｅｌｌ)、细胞部分(ｃｅｌｌ ｐａｒｔ)和细胞器(ｏｒ￣
ｇａｎｅｌｌｅ)等条目ꎬ且长喙壳菌接种至徐薯 １８ 薯块后这些

差异表达基因的隶属类别与长喙壳菌接种至南京 ９２
薯块后具有相似性ꎬ但是也存在一定的差异ꎬ比如属于

ＢＰ 类别的细胞进程的 ＤＥＧｓ 在接种至抗病品种薯块上

上调数目和下调数目相当ꎬ而在接种至感病品种薯块

上下调数目高于上调数目(图 ３、图 ４)ꎮ

２.４　 ＤＥＧｓ 的 ＫＥＧＧ 通路富集

为深入探讨 ＤＥＧｓ 的功能ꎬ本研究对 ＤＥＧｓ 进行

ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ总体来看ꎬ富集最多的是代谢

途径ꎬ其次是遗传信息加工途径ꎬ然后是细胞加工途

径ꎮ 图 ５ 分别为富集最显著的 １０ 条 ＫＥＧＧ 通路ꎬ长
喙壳菌接种至抗病品种南京 ９２ 薯块后第 １ ｄ 富集

的主要通路有代谢途径、次生代谢物的生物合成、抗
生素生物合成、真核生物核糖体的生物合成以及淀

粉和糖代谢等(图 ５Ａ)ꎬ接种后第 ３ ｄ 富集到的通路

主要有代谢途径、次生代谢物的生物合成、真核生物

核糖体的生物合成以及嘧啶代谢等(图 ５Ｂ)ꎬ接种后

第 ７ ｄ 富集到的通路主要有代谢途径、真核生物核
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Ａ:Ｒ２ 与 Ｒ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎻＢ:Ｒ３ 与 Ｒ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎻＣ:Ｒ４ 与 Ｒ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎮ
图 ３　 与 Ｒ１ 相比 Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４ 的 ＧＯ 功能富集分类二级柱状图

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂａｒ ｃｈａｒｔｓ ａｔ ｌｅｖｅｌ￣２ ｓｕｂｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｆｏｒ Ｒ２ꎬ Ｒ３ ａｎｄ Ｒ４ ｖｅｒｓｕｓ Ｒ１

糖体的生物合成、嘧啶代谢、蛋白酶体等(图 ５Ｃ)ꎻ长
喙壳菌接种至感病品种徐薯 １８ 薯块后第 １ ｄ 富集

的主要通路有代谢途径、次生代谢物的生物合成和

抗生素的生物合成等(图 ５Ｄ)ꎬ第 ３ ｄ 富集到的通路

主要是代谢途径、真核生物核糖体的生物合成等

(图 ５Ｅ)ꎻ第 ７ ｄ 富集到的通路主要为代谢途径ꎬ但
次生代谢物的生物合成的差异表达基因数量比第 ３
ｄ 明显增多(图 ５Ｆ)ꎮ 总体来讲ꎬ这些通路主要为碳

水化合物、氨基酸、核苷酸代谢以及遗传信息加工

等ꎬ与长喙壳菌自身的生长发育和繁殖以及侵染薯

块的过程中破除寄主防御系统等密切相关ꎮ 此外ꎬ

本研究还分别比较分析了长喙壳菌接种至不同品种

薯块相同时间点之间的差异表达基因及富集到的通

路差异ꎬ结果表明ꎬ长喙壳菌接种至两个品种薯块的

相同时间点ꎬ差异表达基因非常少ꎬ据此推测ꎬ长喙

壳菌在抗黑斑病甘薯品种和感黑斑病甘薯品种中侵

染过程和机理相对一致ꎮ
２.５　 长喙壳菌致病关键基因的筛选和分析

通过维恩图分析ꎬ筛选到长喙壳菌接种至南京

９２ 薯块不同时间点共有 ＤＥＧｓ 为１ ５４５个(图 ６Ａ)ꎬ
接种至徐薯 １８ 薯块不同时间点的共有 ＤＥＧｓ 有

１ １１６个(图 ６Ｂ)ꎬ进一步将这两组基因集进行维恩
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Ａ:Ｓ２ 与 Ｓ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎻＢ:Ｓ３ 与 Ｓ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎻＣ:Ｓ４ 与 Ｓ１ 相比 ＧＯ 功能富集的 ＤＥＧｓꎮ
图 ４　 与 Ｓ１ 相比 Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 的 ＧＯ 功能富集分类二级柱状图

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂａｒ ｃｈａｒｔｓ ａｔ ｌｅｖｅｌ￣２ ｓｕｂｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｆｏｒ Ｓ２ꎬ Ｓ３ ａｎｄ Ｓ４ ｖｅｒｓｕｓ Ｓ１

图分析ꎬ得到 ９２５ 个共有 ＤＥＧｓ(图 ６Ｃ)ꎬ对这 ９２５ 个

共有 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 聚类分析ꎬ发现这些 ＤＥＧｓ 主
要富集到代谢通路中ꎬ如碳水化合物代谢、氨基酸代

谢、脂质代谢、辅因子和维生素代谢、核苷酸代谢以

及能量代谢等途径中(图 ７)ꎮ
　 　 将这 ９２５ 个共有 ＤＥＧｓ 进一步筛选ꎬ得到相对

表达量高于 １.００、持续上调表达并且差异表达倍数

达到 ４０ 倍以上的关键致病相关基因共有 ２０ 个(表
２)ꎬ这些基因主要涉及与转座酶相关、ＣＦ￣ＩＰＯ 蛋白

质、ＭＦＳ 单羧酸转运蛋白、核糖核酸酶 Ｚ１、维西考林

还原酶、ＡＴＰ 酶家族、６￣磷酸葡萄糖酸磷酸酶、糖原￣

１、木质素酶 ＬＧ５、Ｌ￣氨基酸氧化酶、铁转运多铜氧化

酶 ＦＥＴ３、二氢吡啶甲酸合成酶家族蛋白质、果胶裂

解酶以及一些假定蛋白质ꎮ

３　 讨 论

长喙壳菌侵染甘薯引起的黑斑病严重影响甘薯

的产量和品质ꎬ然而其致病机理至今尚不明确ꎮ 本

研究以抗甘薯黑斑病的南京 ９２ 和感甘薯黑斑病的

徐薯 １８ 两个甘薯品种为试验材料ꎬ采用人工接种长

喙壳菌并于不同时间取样ꎬ采用转录组测序技术进

行测序分析ꎬ结果发现ꎬ与 Ｒ１ 相比ꎬＲ２、Ｒ３、Ｒ４ 长喙
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Ａ、Ｂ、Ｃ 分别代表与 Ｒ１ 相比ꎬＲ２、Ｒ３、Ｒ４ 排名前 １０ 的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果ꎻＤ、Ｅ、Ｆ 分别代表与 Ｓ１ 相比ꎬＳ２、Ｓ３、Ｓ４ 排名前 １０ 的 ＫＥＧＧ
通路富集分析结果ꎻＱ:校正后的 Ｐ 值ꎮ

图 ５　 差异表达基因显著富集排名前 １０ 的 ＫＥＧＧ 通路

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｔｏｐ １０ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

壳菌中上调表达的 ＤＥＧｓ 分别有１ １２４个、１ ７１３个、
２ ０３２个ꎬ下调的 ＤＥＧｓ 分别有 ８６９ 个、 １ ０４２ 个、
１ ００５个ꎻ与 Ｓ１ 相比ꎬＳ２、Ｓ３、Ｓ４ 长喙壳菌中上调的

ＤＥＧｓ 分别有 ９０１ 个、１ ６２５个、１ ９５７个ꎬ下调 ＤＥＧｓ
分别为１ ０１７个、９７６ 个、１ ０３２个ꎬ对这些差异表达基

因进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ

结果发现ꎬＧＯ 功能富集分析结果表明ꎬ差异表达基

因主要富集于生物过程类别的生物进程、代谢进程、
单一生物过程等ꎻＫＥＧＧ 通路富集的主要通路为代

谢途径ꎬ这与罗勤川[１１] 的研究结果较为一致ꎬ表明

病原菌侵染植物过程中ꎬ破除寄主植物的防御系统、
侵入寄主体内以及在寄主体内定殖增殖等环节具有
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Ａ:长喙壳菌接种至南京 ９２ 薯块不同时间点差异表达基因的维恩图ꎻＢ:长喙壳菌接种至徐薯 １８ 薯块不同时间点差异表达基因的维恩图ꎻＣ:
Ａ 与 Ｂ 中共有差异表达基因的维恩图ꎮ

图 ６　 差异表达基因维恩图分析结果

Ｆｉｇ.６　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ)

图 ７　 ９２５ 个共有差异表达基因(ＤＥＧｓ)的 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.７　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ９２５ ｃｏｍｍｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧｓ)

相似性ꎮ
　 　 植物细胞壁是植物应对病原菌侵染的第一道屏

障ꎬ病菌分泌大量细胞壁降解酶协助病原菌侵入植

物组织[２１]ꎮ 果胶裂解酶是细胞壁降解酶之一ꎬ具有

软化和分解植物细胞壁和组织等功能[２２￣２３]ꎬ果胶裂

解酶作为毒力因子ꎬ在侵染植物的过程中发挥关键

作用ꎮ 许春景等[２４]采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测苹果树

腐烂病病菌果胶裂解酶基因 Ｖｍｐｌ４ 在野生菌株与寄

主互作过程中的表达水平ꎬ结果表明ꎬＶｍｐｌ４ 基因在

病菌侵染过程中呈上调表达ꎻ王嘉欣[２５] 研究发现ꎬ
接种胶孢炭疽菌至杧果果实后胶孢炭疽菌 ＰＬ 基因

表达均在接种后第 ３ ｄ、第 ５ ｄ 显著上调ꎮ 本研究

中ꎬＰｌｙＡ 基因在长喙壳菌侵染甘薯过程中持续上调

表达ꎬ且接种第 ７ ｄꎬ与接种当天相比 ＰｌｙＡ 的表达量
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上调高达 ４０.６４ 倍ꎬ与前人研究结果一致ꎮ 此外ꎬ姜
明等[２６]研究发现ꎬ敲除大丽轮枝菌的果胶裂解酶基

因 ＶｄＰＬ１￣４ꎬ棉花黄萎病发病率显著下降ꎻ闫淼等[２７]

研究发现ꎬ分别敲除甜瓜枯萎病病菌果胶裂解酶基

因 ＦｏｐＬｂ、ＦｏｐＬｅ、ＦｏｐＬ１ 和 ＦｏｐＬ２ꎬ突变体菌株△Ｆｏ￣
ｐＬｂ 和△ＦｏｐＬ１ 几乎不产生孢子ꎬ致病力明显降低ꎻ
洪坤奇等[２８]研究发现ꎬ敲除苹果轮纹病病菌果胶裂

解酶基因 Ｂｄｐｌ１ 后ꎬ对离体苹果枝条致病力没有减

弱ꎮ 这些研究结果表明ꎬ不同的果胶裂解酶基因家

族成员在功能上存在差异ꎬ对寄主的致病性也存在

差异ꎮ 本研究中长喙壳菌 ＰｌｙＡ 基因在侵染甘薯的

过程中持续显著上调表达ꎬ该基因是否参与致病力

调控有待进一步深入研究ꎮ

表 ２　 筛选出长喙壳菌关键致病基因及功能描述

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｋｅｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓ ｆｉｍｂｒｉａｔａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ

基因　 　 　 　 与 Ｒ１ 相比 Ｒ２ 中
基因表达倍数

与 Ｒ１ 相比 Ｒ３ 中
基因表达倍数

与 Ｒ１ 相比 Ｒ４ 中
基因表达倍数

描述　 　 　 　 　 　 　 　

ＭＳＴＲＧ.１０５８０ ６２８.６３ １ ４１６.３３ １ １２０.９９ 与转座酶相关(杧果镰孢菌)

ＣＥＰＬ ７３.３５ ９７１.１８ １ ０１９.９５ ＣＦ￣ＩＰＯ 蛋白质(纡孢长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００３３５７ＲＡ ３２４.９３ ３９３.２２ ５０３.７６ 假定蛋白 ＣＦＯ＿ｇ５２１８(悬铃木长喙壳菌)

ａｐｄＦ＿３ ５８.１８ ３６１.６８ ４６５.３６ ＭＦＳ 单羧酸转运蛋白(淡紫紫孢菌)

ＬＡＣ２ ４４.０８ ３１８.９９ ３７０.５８ 核糖核酸酶 Ｚ１(悬铃木长喙壳菌)

ａｒｐ２＿１ ８.６５ ２０１.４３ ２２９.６９ 维西考林还原酶(悬铃木长喙壳菌)

ｔａｌ ６１.５３ ９４.１２ ２２７.０２

ＣＦＩＭＧ＿００４３７１ＲＡ ３５.６３ １２０.６８ １２６.１８ 假定蛋白(纡孢长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００６２２４ＲＡ ２２.８２ ８１.７２ １２２.２１ ＡＴＰ 酶家族 ＡＡＡ 结构域

ＣＦＩＭＧ＿００７７１４ＲＡ００００１ １７.４７ ７３.００ １１７.０９ 假定蛋白 ＣＦＯ＿ｇ５１９５(悬铃木长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００３８７４ＲＡ ３５.９２ ７６.１６ １０７.８９ ６￣磷酸葡萄糖酸磷酸酶(悬铃木长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００４３０８ＲＡ ４.５３ １０６.６７ １０７.２９ 假定蛋白 ＳＡＰ１０＿ＣＤＳ１０００２(阿氏丝孢酵母)

ｇｙｇ￣１＿１ ２４.００ ６８.２４ ９９.０９ 糖原￣１(悬铃木长喙壳菌)

ＰＥＲ ３９.９３ ６９.６８ ８０.０５ 木质素酶 ＬＧ５(悬铃木长喙壳菌)

ｌｏｘ ２９.０８ ７０.１５ ７７.８９ Ｌ￣氨基酸氧化酶(悬铃木长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００４１４２ＲＡ ３２.４８ ５７.０７ ６５.６８ 假定蛋白 ＣＦＯ＿ｇ３５８１(悬铃木长喙壳菌)

ＣＦＩＭＧ＿００５０３２ＲＡ ４６.９０ ４８.７８ ６１.９１ ｇｐｉ 锚定蛋白质(淡紫紫孢菌)

ＦＥＴ３＿０ １２.６２ ５１.９９ ５６.６３ 铁转运多铜氧化酶 ＦＥＴ３

ｇａａＣ ３０.６７ ４９.２１ ５４.３６ 二氢吡啶甲酸合成酶家族蛋白质(克拉维格罗斯曼尼亚
菌 ｋｗ１４０７)

ｐｌｙＡ ２４.２７ ３９.５６ ４０.６４ 糖原￣１(悬铃木长喙壳菌)
Ｒ１~Ｒ４ 见表 １ 注ꎮ

　 　 本研究筛选出致病关键基因共 ２０ 个ꎬ除了上述

讨论的果胶裂解酶基因之外ꎬ还涉及与转座酶相关

基因、ＣＦ￣ＩＰＯ 蛋白基因、ＭＦＳ 单羧酸转运蛋白基因、
核糖核酸酶 Ｚ１ 基因、维西考林还原酶基因、ＡＴＰ 酶

家族基因、６￣磷酸葡萄糖酸磷酸酶基因、糖原￣１ 基

因、木质素酶 ＬＧ５ 基因、Ｌ￣氨基酸氧化酶基因、铁转

运多铜氧化酶 ＦＥＴ３ 基因、二氢吡啶甲酸合成酶家

族蛋白质基因ꎬ这些关键基因在长喙壳菌侵染甘薯

的过程中均是持续显著高表达ꎬ特别是与转座酶相

关基因和 ＣＦ￣ＩＰＯ 蛋白基因在接种第 ７ ｄ 上调表达

超过１ ０００倍ꎬ有可能是非常关键的致病基因ꎬ后续

将进一步明确其功能ꎮ

４　 结 论

本研究对长喙壳菌侵染的甘薯块根进行转录组

测序和分析ꎬ发现长喙壳菌接种至薯块后不同时间

的 ＤＥＧｓꎬ通过 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 通路富集

分析ꎬ初步明确了长喙壳菌侵染甘薯的致病分子调
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控网络ꎻ同时筛选出与接种当天相比表达量高于

１􀆰 ００、持续上调表达并且差异表达倍数在 ４０ 倍以上

的关键致病基因 ２０ 个ꎮ 后续将进一步结合通路和

基因注释ꎬ对关键致病基因进行分子克隆和功能研

究ꎬ并对相应的蛋白质功能以及调控网络进行深入

研究ꎬ从而明确其致病分子机制ꎮ
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