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　 　 摘要:　 羊肚菌白霉病是由长孢假单隔孢(Ｐｓｅｕｄｏｄｉｐｌｏöｓｐｏｒａ ｌｏｎｇｉｓｐｏｒａ)侵染引起的羊肚菌常见病害ꎬ常导致羊

肚菌产量减少和品质降低ꎮ 为明确长孢假单隔孢对羊肚菌的致病机理ꎬ挖掘羊肚菌响应白霉病病原菌侵染的关键

基因ꎬ本研究通过转录组测序技术对白霉病病原菌侵染前(Ｍ１)与侵染 ３ ｄ(Ｍ２)和侵染 ５ ｄ(Ｍ３)的差异表达基因进

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并对关键基因进行克隆验证ꎮ 结果表明ꎬ侵染

前与侵染 ３ ｄ 比较组、侵染前与侵染 ５ ｄ 比较组分别筛选出差异表达基因１ ００８个和２ ９５５个ꎬ羊肚菌中更多基因随

侵染时间延长被诱导表达ꎮ 根据 ＧＯ 分类结果ꎬ侵染前与侵染 ３ ｄ 比较组差异表达基因主要富集在 ＤＮＡ 整合、
ＤＮＡ 代谢过程等生物学功能ꎬ侵染前与侵染 ５ ｄ 比较组差异表达基因主要富集在碳水化合物代谢过程、膜部分及

氧化还原过程等生物学功能ꎮ 随着侵染时间延长ꎬ羊肚菌抗氧化能力及物质代谢活动显著增强ꎮ 根据 ＫＥＧＧ 信号

通路富集分析结果ꎬ侵染前与侵染 ５ ｄ 比较组差异表达基因在次级代谢产物的生物合成、半乳糖代谢、氨基酸的生

物合成、糖酵解 /糖异生、丝裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)信号通路￣酵母等通路中的富集程度较高ꎬ这些通路可能与

羊肚菌响应白霉病菌侵染密切相关ꎮ 长孢假单隔孢侵染能激活羊肚菌高渗甘油￣ＭＡＰＫ(ＨＯＧ￣ＭＡＰＫ)信号通路ꎬ编
码 Ｓｔｅ１１、Ｓｓｋ２ 和 Ｓｓｋ２２、ＨＯＧ１ 基因表达量上调ꎬ细胞通过积累甘油来维持渗透压平衡ꎮ 糖酵解途径中ꎬ磷酸甘油醛

脱氢酶基因、磷酸甘油酸激酶基因、磷酸甘油酸变位酶基因、烯醇化酶基因、丙酮酸激酶基因等多个基因表达水平

下调ꎬ表明白霉病病原菌侵染能抑制丙酮酸生成ꎬ进而影响羊肚菌生长发育ꎮ 克隆获得的 ＭＡＰＫ 信号通路基因 Ｍｓ￣
ｈｏｇ１ ｃＤＮＡ 序列全长１ ０５０ ｂｐꎬＭＳＨＯＧ１ 蛋白与真菌 ＨＯＧ１ 蛋白家族有较高的同源性ꎬ且与真菌 ＨＯＧ１ 同源蛋白都

具有“ＴＧＹ”双重磷酸化位点ꎮ 本研究结果为羊肚菌抗病育种提供了理论基础ꎮ
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ｅｓｃｕｌｅｎｔａ. Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅ Ｍｓｈｏｇ１ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃｌｏｎｉｎｇ ｗａｓ １ ０５０ ｂｐ. Ｔｈｅ
ＭＳＨＯＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ＨＯＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙꎬ ａｎｄ ｈａｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ “ＴＧＹ” ｄｏｕｂｌｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ￣
ｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ａｓ ｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ＨＯＧ１ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ｍ. ｅｓｃｕｌｅｎｔａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅꎻ ｗｈｉｔｅ ｍｏｌｄꎻ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ

　 　 羊肚菌(Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ)又称羊肚菜、羊蜂

窝蛾子等ꎬ主要生长在林地草丛中ꎬ在世界范围内分

布广泛ꎮ 作为一种珍稀食用菌ꎬ羊肚菌富含多糖、氨
基酸及不饱和脂肪酸等物质ꎬ具有独特的口感与丰

富的营养成分ꎬ还具有抗肿瘤、抗病毒、抗疲劳、保
肝、保肾及调节机体免疫功能和血脂等多种功效ꎬ深
受广大消费者的青睐[１￣３]ꎮ 近年来ꎬ随着市场需求的

日益增长ꎬ以及生产羊肚菌所需劳动强度低、周期短

及营养价值高的特点ꎬ羊肚菌的人工栽培规模不断

扩大ꎮ 但羊肚菌生长过程中ꎬ常面临高温、高湿以及

病原菌侵袭等多种逆境胁迫ꎬ这些因素严重制约羊

肚菌的产量与品质[４￣５]ꎮ 其中ꎬ羊肚菌白霉病是羊肚

菌子实体时期由长孢假单隔孢 (Ｐｓｅｕｄｏｄｉｐｌｏöｓｐｏｒａ
ｌｏｎｇｉｓｐｏｒａ)等病原菌侵染形成的常见病害[６￣７]ꎮ 羊

肚菌白霉病病原菌以土壤为重要传播媒介ꎬ通过菌

丝、孢子或农事操作在田间扩散ꎬ在重茬地或高温高

湿环境下扩散迅速ꎮ 羊肚菌白霉病已成为限制羊肚

菌产业、规模化发展的关键瓶颈ꎬ但截至目前ꎬ羊肚

菌白霉病仍没有有效的防治措施ꎮ
转录组学通过检测特定条件下细胞内所有转录

本(ｍＲＮＡ 等)的种类与丰度ꎬ从而反映基因表达的动

态变化ꎬ为揭示病害侵染过程中的分子机制、宿主防

御响应及病原菌致病策略提供关键技术支撑ꎮ 目前ꎬ
该技术被广泛应用于双孢蘑菇、羊肚菌等多种食用菌

病害研究ꎮ Ｙｕ 等[８] 研究发现ꎬ长毛拟青霉病原菌侵

染六妹羊肚菌后ꎬ从长毛拟青霉和羊肚菌中分别鉴定

出 ４６０ 个差异表达基因和 ３１３ 个差异表达基因ꎬ其中

长毛拟青霉中 β￣葡聚糖酶、甘露聚糖酶等碳水化合物

活性酶(ＣＡＺｙｍｅｓ)以及枯草杆菌蛋白酶家族基因均

呈现上调表达ꎬ六妹羊肚菌中几丁质识别蛋白、咖啡

因诱导死亡蛋白及假定凋亡诱导蛋白相关基因表达

上调ꎬ而细胞周期蛋白基因表达下调ꎮ Ｗａｎｇ 等[９] 研

究发现ꎬ长孢假单隔孢侵染六妹羊肚菌后ꎬ六妹羊肚

菌中差异表达基因在氧化还原酶活性相关、过氧化物

酶体、脂质转运与代谢、细胞壁组装以及细胞膜整合

成分等相关通路中显著富集ꎬ其中 ＰＲＸ１、ＳＯＤ２、ｃａｔＢ、
ＧＡＳ４、ＦＥＴ３、ｐｔｒ２、ＯＲＦ９、ＰＸＭＰ２ 和 Ｈｘｔ１ 等基因在六

妹羊肚菌的抗病响应中发挥关键调控作用ꎮ Ｃｈｅｎ
等[１０]研究发现ꎬ长毛拟青霉病原菌侵染羊肚菌后ꎬ长
毛拟青霉基因组中 ２４ 个基因表达量上调ꎬ２５ 个基因
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表达量下调ꎻ上调基因包括白喉酰胺生物合成基因、
醛还原酶基因、还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(磷酸)
[ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ]￣水合物差向异构酶基因等ꎮ Ｙａｎｇ 等[１１]

的研究结果表明ꎬ在羊肚菌红脚病形成过程中ꎬ差异

表达基因显著富集于酪氨酸代谢、核黄素代谢及甘油

磷脂代谢通路ꎮ Ｙａｎｇ 等[１２] 利用转录组技术ꎬ筛选出

１０ 个双孢蘑菇抵御托拉斯假单胞杆菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｔｏｌａａｓｉｉ)侵染的核心基因ꎮ Ｂａｉｌｅｙ 等[１３] 研究发现ꎬ双
孢蘑菇受到真菌菌生轮枝孢(Ｌｅｃａｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｆｕｎｇｉｃｏｌａ)
侵染时ꎬ与细胞壁增强、抗病防御反应、能量代谢及抗

氧化相关的基因均显著上调表达ꎮ
近年来ꎬＨＯＧ 基因及其介导的丝裂原活化蛋白

激酶(ＭＡＰＫ)信号通路在真菌生长发育调控、非生物

胁迫应答、病原真菌致病力调控及细胞周期调控等过

程中的作用得到了初步研究ꎮ 许机分等[１４] 研究指

出ꎬ高渗甘油￣ＭＡＰＫ(ＨＯＧ￣ＭＡＰＫ)信号通路是真菌适

应环境与维持自身生理稳态的关键通路之一ꎮ 吴雪

兰等[１５]的研究结果表明ꎬＨＯＧ￣ＭＡＰＫ 信号通路与斑

玉蕈菌丝增殖生长和子实体形成有关ꎮ 解凡等[１６]研

究发现ꎬ氨基酸、核糖体和类固醇生物合成及氮类物

质代谢等通路在肺形侧耳响应低温胁迫的过程中发

挥重要作用ꎬ低温处理下 ＨＯＧ￣ＭＡＰＫ 通路上的多数

基因过表达ꎬ且表达量显著高于常温对照ꎮ 徐岩

岩[１７]的研究结果表明ꎬ托拉斯假单胞杆菌弱毒菌株

可诱导平菇产生水杨酸ꎬ且平菇子实体中 ＨＯＧ 基因

表达量显著升高ꎬ进而增强平菇对细菌性褐斑病病原

菌的抗病性ꎮ Ｘｉａ 等[１８] 研究发现ꎬＦｖＨｏｇ１、ＦｖＰｂｓ２、
ＦｖＳｓｋ２ 基因缺失会导致轮枝镰孢菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｖｅｒｔｉｃｉｌ￣
ｌｉｏｉｄｅｓ)分生孢子形成缺陷、对 Ｃａ２＋的敏感性显著增

强、伏马菌素 ＦＢ１ 合成量减少ꎬ进而造成轮枝镰孢菌

致病力降低ꎮ
鉴于长孢假单隔孢侵染羊肚菌的机制尚不明确ꎬ

本研究利用转录组学技术对羊肚菌感染长孢假单隔

孢病原菌后 ３ ｄ 及 ５ ｄ 子实体中差异表达基因进行分

析ꎬ筛选长孢假单隔孢病原菌侵染不同时间的差异表

达基因ꎬ挖掘响应白霉病原菌侵染的相关候选基因ꎬ
为全面地理解羊肚菌响应白霉病原菌侵染的分子机

制及进一步选育抗病羊肚菌品种提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理

本研究使用的羊肚菌子实体ꎬ采集于连云港市

农业科学院的玉带河试验基地ꎮ 长孢假单隔孢病原

菌ꎬ是从发病的羊肚菌子实体中分离获得的ꎬ其分类

地位已通过形态学和分子生物学技术得到鉴定[１９]ꎮ
本试验选取羊肚菌子实体的子囊果部分作为研究对

象ꎬ将长孢假单隔孢纯培养物接种至马铃薯葡萄糖

琼脂(ＰＤＡ)培养基ꎬ于 ２５ ℃培养箱中培养 ７ ｄꎬ取
适量无菌水冲洗培养基表面孢子制成每 １ ｍＬ
１×１０５个孢子的菌液ꎬ备用ꎮ 当羊肚菌子囊果长度至

３~４ ｃｍ 时ꎬ用接种针划破健康羊肚菌子囊果造成伤

口ꎬ取０.５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 规格的无菌滤纸充分蘸取制

备好的孢子液ꎬ贴附于伤口处完成接种ꎬ接种前

(Ｍ１ꎬ未受病原菌侵染)、接种 ３ ｄ(Ｍ２ꎬ侵染 ３ ｄ)、接
种 ５ ｄ(Ｍ３ꎬ侵染 ５ ｄ)分别采集子囊果伤口周围组

织ꎬ用液氮速冻后于－８０ ℃保存ꎬ用于转录组分析ꎮ
每次取样设 ３ 次重复ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 制备、测序文库构建及高通量测序

按照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品)
说明书进行所有羊肚菌样本的总 ＲＮＡ 提取ꎬ并利用

１％琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ 是否存在污染及降

解情况ꎮ 检测合格后使用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ２１００
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 生物分析仪(美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公
司产品)检测羊肚菌样本总 ＲＮＡ 浓度和纯度ꎮ 将

检测合格的样品委托北京诺禾致源科技股份有限公

司构建 ｃＤＮＡ 文库ꎬ并利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ２５００ 平

台(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司产品)进行高通量测序ꎬ获取

不同样本羊肚菌转录组数据ꎮ
１.３　 序列比对和新基因预测

对测序获得的原始数据进行过滤筛选ꎬ得到高

质量数据(Ｃｌｅａｎ ｄａｔａ)ꎮ 使用 ＨＩＳＡＴ２ｖ２.０.５ 软件将

高质量数据(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄ)与六妹羊肚菌(Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｓｅｘｔｅｌａｔａ) 参考基因组数据( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ)进行序列比对ꎮ 采用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ １.３.３ｂ 软件

进行新基因预测[２０]ꎮ
１.４　 差异表达基因分析

采用 ＤＥＳｅｑ２ 软件进行不同处理差异表达基因

分析[２１]ꎬ差异表达基因筛选阈值为 Ｐａｄｊ(多重假设检

验校正后的 Ｐ 值)<０􀆰 ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ (ＦＣ 为差异倍

数)>１ꎮ 针对筛选得到的差异表达基因ꎬ利用 Ｃｌｕｓ￣
ｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ(３.８.１)软件开展基因本体(ＧＯ)功能富集

分析ꎬ并对 ＫＥＧＧ 通路中的差异表达基因进行统计

富集ꎬ从而筛选出羊肚菌响应白霉病侵染过程相关

的差异表达基因ꎮ

１４２１苏文英等:羊肚菌响应白霉病菌侵染的转录组分析及关键基因克隆



１.５　 响应白霉病侵染的羊肚菌差异表达基因实时

荧光 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)验证

　 　 为验证 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 结果的可靠性ꎬ本研究选取 １０
个羊肚菌响应白霉病侵染过程中差异表达的基因ꎬ
进行实时定量聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)验证ꎬ１０
个差异表达基因 ＰＣＲ 引物见表 １ꎬ内参基因为 １８Ｓ
ＲＮＡꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系为 ２０􀆰 ０ μＬꎬ包括 ＳＧＥｘｃｅｌ

ＦａｓｔＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ １０􀆰 ０ μＬꎬ１０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ正向引物和

１０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ反向引物各 ０􀆰 ４ μＬꎬｃＤＮＡ １００􀆰 ０ ｎｇꎬ用
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０􀆰 ０ μＬꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应程序为 ９５
℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 ４５ ｓꎬ循
环 ４５ 次ꎮ ＰＣＲ 反应体系的配制需在冰上操作ꎮ 采

用 ２－△△Ｃｔ法计算目的基因的相对表达量ꎮ

表 １　 ｑＰＣＲ 反应所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

基因编号 基因名称　 　 　 　 正向序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 反向序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　

６８３２８６８５ １８Ｓ ＲＮＡ ＧＣＡＡＧＡＡＣＡＡＣＴＴＣＡＡＧＣＣＧ ＧＧＴＣＴＴＡＴＴＣＴＴＣＣＧＣＡＣＡＡＡＣ

６８３３４９００ ＳＯＤ ＣＣＣＧＣＡＡＡＧＣＡＣＡＡＣＴＧＡ ＴＴＡＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＴＧＧＡＡＣＧＡ

６８３２８６２６ ＰＧＭ１ ＧＡＣＣＣＴＡＣＧＧＴＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴ ＧＡＧＡＧＴＧＧＧＣＡＴＡＧＧＴＧＡＧＧＴ

６８３３０８０９ Ｈｏｇ１ ＣＡＧＴＣＧＣＴＴＣＣＡＡＡＧＡＧＧＧ ＴＣＧＧＴＧＧＧＡＴＣＧＴＧＡＴＡＧＧ

６８３２５１２０ ａｒｏＥ ＧＧＡＧＡＡＧＴＴＴＧＡＧＡＧＧＧＣＴＧＡ ＧＴＡＴＣＧＧＣＴＴＴＧＧＧＴＧＧＴＣＴ

６８３２８９７４ Ａｎｋ ＣＴＣＧＣＴＡＣＡＣＣＴＡＣＧＣＣＡＣＴ ＧＣＴＣＡＣＡＴＴＴＣＣＣＡＣＣＣＴＴＡＧ

６８３３４７７９ ＴＹＲ ＣＴＴＣＣＡＡＧＧＣＧＴＣＣＡＴＡＧＣ ＡＧＴＣＡＡＴＣＡＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴ

６８３２４９８７ ＧａｌＤ ＣＴＴＧＧＣＧＴＣＣＣＴＡＴＴＴＡＣＴＣＧ ＴＣＣＴＣＧＧＴＴＧＣＧＴＴＣＡＴＴＴ

６８３３２９７５ ＧＬＡ ＣＣＡＴＣＣＣＧＣＣＧＡＧＴＴＣＴＡＴ ＴＣＧＴＡＣＴＴＣＴＴＴＣＣＣＧＣＣＴＴ

６８３２８６４１ ＧＡＬＴ ＣＡＣＡＡＡＧＧＧＣＡＡＧＴＧＣＴＡＣＧ ＧＧＴＣＣＡＧＧＴＧＴＴＧＡＴＴＡＴＣＧＧ

６８３２４５８０ ＴＲＰ ＧＧＡＡＴＡＣＣＧＣＴＣＴＴＡＣＴＡＣＣＣＡ ＴＣＡＣＧＣＴＴＧＡＧＣＣＡＧＡＴＧＴＴ

１.６　 关键基因克隆分析

羊肚菌 Ｍｓｈｏｇ１(６８３３０８０９)基因来源于羊肚菌

转录组数据库ꎬ 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计特异

性引物(表 １)ꎮ 以羊肚菌 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用设计

好的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增完成后ꎬ采用

琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 产物进行检测ꎬ以观察是否

出现预期大小的条带ꎮ 利用凝胶回收试剂盒(杭州

爱思进生物技术有限公司产品)回收产物ꎮ 将回收

的产物纯化后连接至 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 载体(北京全式金

生物技术有限公司产品)ꎬ连接产物用大肠杆菌转

化ꎮ 将转化产物均匀涂布于平板上ꎬ于 ３７ ℃恒温培

养箱中培养 １６ ｈꎬ随后挑取单菌落接种至 ５ ｍＬ 含

１００ μｇ / ｍＬ氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基ꎬ在 ２００
ｒ / ｍｉｎ、３７ ℃ 条件下振荡培养１２~ １６ ｈꎬ至菌液 ６００
ｎｍ 吸光度(ＯＤ６００)达０.６~ ０􀆰 ８ꎮ 进一步对重组克隆

载体开展菌液 ＰＣＲ 鉴定ꎬ并送至生工生物工程(上
海)股份有限公司进行测序ꎬ将测序结果与羊肚菌

转录组数据进行比对ꎬ并利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件与

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线工具对其基因结构特征进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 转录组测序数据组装与统计

羊肚菌转录组测序结果如表 ２ 所示ꎮ ９ 个羊肚

菌样本平均每个样本获得４４ ６１１ ５０１条原始测序数

据(Ｒａｗ ｒｅａｄｓ)ꎬ经质控过滤后ꎬ平均每个样本得到

４３ ０６１ ７３７条高质量有效数据(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎮ 通过

与羊肚菌参考基因组比对ꎬ比对率均达 ９３􀆰 ９０％及

以上ꎬ说明测序数据与参考基因组具有较好的匹配

度ꎬ可以进行后续分析ꎮ ９ 个样本平均有效碱基数

约为 ６􀆰 ４６ ＧꎬＱ２０(质量值≥２０ 的碱基所占百分比)
为９７.１３％~ ９７􀆰 ６８％ꎬＱ３０(质量值≥３０ 的碱基所占

百分比) 为 ９２.６３％~ ９３􀆰 ９４％ꎬ Ｇ ＋ Ｃ 碱基含量为

５０.５５％~５１􀆰 ５８％ꎮ 各样本 Ｑ２０ 和 Ｑ３０ 值均处于较

高水平ꎬ表明测序错误率较低ꎬ数据可靠性高ꎮ Ｇ＋Ｃ
碱基含量分布在合理范围内ꎬ符合真核生物基因组

特征ꎮ
２.２　 不同样品间基因表达水平相关性分析

不同样本基因表达水平相关性分析表 ３ 所示ꎮ
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Ｍ１ 处理 ３ 个样本间的相关系数为０.９６３~ ０􀆰 ９７７ꎻＭ２
处理 ３ 个样本间的相关系数为０.９６３~ ０􀆰 ９７９ꎻＭ３ 处

理 ３ 个样本间的相关系数为０.９３８~０􀆰 ９５８ꎬ说明不同

处理的 ３ 个样本的生物学重复一致性良好ꎬ试验操

作稳定ꎬ数据可信度高ꎮ
２.３　 差异表达基因分析

Ｍ１ 与 Ｍ２ 比较组、Ｍ１ 与 Ｍ３ 比较组共鉴定出

３ ９６３个差异表达显著的基因ꎮ 其中ꎬＭ２ 与 Ｍ１ 比

较组差异表达基因数量１ ００８个ꎬ其中在 Ｍ２ 样本中

表达上调基因数量 ７７２ 个ꎬ下调表达基因数量 ２３６
个ꎬ而 Ｍ３ 与 Ｍ１ 比较组差异表达基因数量２ ９５５个ꎬ
其中在 Ｍ３ 样本中表达上调基因数量１ ６０１个ꎬ下调

表达基因数量１ ３５４个ꎬ说明随着白霉病病菌入侵时

间的增加ꎬ羊肚菌中更多基因被诱导表达(表 ４)ꎮ

表 ２　 羊肚菌转录组数据质量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｑｕａｌｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ

样本
原始测序数据

(条)
原始碱基数

(Ｇ)
高质量数据

(条)
有效碱基数

(Ｇ)
比对率
(％)

Ｑ２０
(％)

Ｑ３０
(％)

Ｇ＋Ｃ 含量
(％)

Ｍ１＿１ ４４ ８６８ ５７６ ６.７３ ４３ ６００ ６４４ ６.５４ ９５.１５ ９７.６７ ９３.９４ ５１.５８

Ｍ１＿２ ４７ ３０４ ５４６ ７.１０ ４５ ５８７ ９９０ ６.８４ ９４.８１ ９７.１３ ９２.６３ ５１.２９

Ｍ１＿３ ４０ ４７８ ０８４ ６.０７ ３９ ３８９ ７０８ ５.９１ ９４.９８ ９７.５１ ９３.４８ ５１.１２

Ｍ２＿１ ４６ ９６５ ９５４ ７.０４ ４５ ６６１ ３８０ ６.８５ ９５.３２ ９７.５４ ９３.５３ ５１.１１

Ｍ２＿２ ４５ ０５０ ９５６ ６.７６ ４３ ５８９ ４１４ ６.５４ ９５.２５ ９７.５９ ９３.６４ ５１.１４

Ｍ２＿３ ４３ ０３６ ２０６ ６.４６ ４１ ４３７ ７２６ ６.２２ ９５.４８ ９７.５９ ９３.５７ ５０.５５

Ｍ３＿１ ４５ ２４４ ４６８ ６.７９ ４１ ８０８ ２８４ ６.２７ ９４.０２ ９７.５４ ９３.５９ ５１.１３

Ｍ３＿２ ４５ ３２５ １８０ ６.８０ ４４ １８４ ３３０ ６.６３ ９３.９０ ９７.６１ ９３.６９ ５１.１２

Ｍ３＿３ ４３ ２２９ ５４２ ６.４８ ４２ ２９６ １６０ ６.３４ ９４.１７ ９７.６８ ９３.９１ ５１.４４
Ｍ１＿１、Ｍ１＿２、Ｍ１＿３ 为长孢假单隔孢侵染前对照样本ꎻＭ２＿１、Ｍ２＿２、Ｍ２＿３ 为长孢假单隔孢侵染 ３ ｄ 样本ꎻＭ３＿１、Ｍ３＿２、Ｍ３＿３ 为长孢假单隔孢侵
染 ５ ｄ 样本ꎮ Ｑ２０:测序碱基质量值达到 ２０ 以上的碱基数目占原始数据的百分比ꎻＱ３０:测序碱基质量值达到 ３０ 以上的碱基数目占原始数据的
百分比ꎮ

表 ３　 样本数据相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄａｔａ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ

样本 Ｍ１＿１ Ｍ１＿２ Ｍ１＿３ Ｍ２＿１ Ｍ２＿２ Ｍ２＿３ Ｍ３＿１ Ｍ３＿２ Ｍ３＿３

Ｍ１＿１ １.０００ ０.９７４ ０.９６３ ０.９２６ ０.９１６ ０.９４１ ０.８７３ ０.８６３ ０.８７８

Ｍ１＿２ ０.９７４ １.０００ ０.９７７ ０.９３４ ０.９２７ ０.９４３ ０.８７１ ０.８５６ ０.８７０

Ｍ１＿３ ０.９６３ ０.９７７ １.０００ ０.９４６ ０.９４３ ０.９４７ ０.８８１ ０.８６８ ０.８７４

Ｍ２＿１ ０.９２６ ０.９３４ ０.９４６ １.０００ ０.９７９ ０.９６７ ０.９２５ ０.９１９ ０.９１９

Ｍ２＿２ ０.９１６ ０.９２７ ０.９４３ ０.９７９ １.０００ ０.９６３ ０.９１５ ０.９１４ ０.９０８

Ｍ２＿３ ０.９４１ ０.９４３ ０.９４７ ０.９６７ ０.９６３ １.０００ ０.９１９ ０.９１５ ０.９１５

Ｍ３＿１ ０.８７３ ０.８７１ ０.８８１ ０.９２５ ０.９１５ ０.９１９ １.０００ ０.９５８ ０.９５１

Ｍ３＿２ ０.８６３ ０.８５６ ０.８６８ ０.９１９ ０.９１４ ０.９１５ ０.９５８ １.０００ ０.９３８

Ｍ３＿３ ０.８７８ ０.８７０ ０.８７４ ０.９１９ ０.９０８ ０.９１５ ０.９５１ ０.９３８ １.０００
Ｍ１＿１、Ｍ１＿２、Ｍ１＿３、Ｍ２＿１、Ｍ２＿２、Ｍ２＿３、Ｍ３＿１、Ｍ３＿２、Ｍ３＿３ 见表 ２ 注ꎮ

表 ４　 不同比较组差异表达基因数量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍ￣
ｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

比较组
总差异表达基因

数量(个)
上调基因数量

(个)
下调基因数量

(个)

Ｍ２ 与 Ｍ１ １ ００８ ７７２ ２３６

Ｍ３ 与 Ｍ１ ２ ９５５ １ ６０１ １ ３５４

Ｍ１:接种前样本ꎻＭ２:长孢假单隔孢侵染 ３ ｄ 样本ꎻＭ３:长孢假单隔
孢侵染 ５ ｄ 样本ꎮ

２.４　 羊肚菌受白霉病菌侵染不同时期差异表达基

因 ＧＯ 功能注释分析

　 　 Ｍ２ 与 Ｍ１ 比较组共注释到 ３１２ 个差异表达基

因ꎬ分别有 １２４ 个、１５６ 个、３２ 个差异表达基因注释

到生物过程(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、分子功能(Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ＭＦ)、 细胞组分 ( Ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ
ＣＣ)ꎬ其中差异表达基因富集前 ５ 的生物学功能为

ＤＮＡ 整合、ＤＮＡ 代谢过程、膜部分、膜的积分组分以
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及膜的固有成分等(图 １Ａ)ꎮ Ｍ３ 与 Ｍ１ 比较组共注

释到１ １１７个差异表达基因ꎬ分别有 ４１０ 个、５６０ 个、
１４７ 个差异表达基因注释到生物过程、分子功能和

细胞组分(图 １Ｂ)ꎮ 差异表达基因富集前 ５ 的生物

学功能为碳水化合物代谢过程、氧化还原过程、膜部

分、膜的积分组分、膜的固有成分ꎮ 由此可见ꎬ随着

侵染时间延长ꎬ羊肚菌的抗氧化能力及物质代谢活

动显著增强ꎮ

Ｐａｄｊ:检验校正后的 Ｐ 值ꎮ Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 见表 ４ 注ꎮ 柱上数字表示差异表达基因数量ꎮ

图 １　 不同比较组差异表达基因的基因本体(ＧＯ)分类

Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ) ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

２.５　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析结果

Ｍ２ 与 Ｍ１ 比较组中共有 ４５ 个差异表达基因被

注释到 ４５ 条 ＫＥＧＧ 代谢通路中ꎻＭ３ 与 Ｍ１ 比较组

中共有 ２３４ 个基因被注释到 ８０ 条 ＫＥＧＧ 代谢通路

中ꎮ Ｍ１ 与 Ｍ２、Ｍ１ 与 Ｍ３ 比较组中差异表达基因富

集程度排名前 ２０ 位的代谢通路如图 ２ 所示ꎮ 从图

中可以看出ꎬＭ２ 与 Ｍ１ 比较组差异表达基因主要富

集在次级代谢产物的生物合成、氨基酸的生物合成、
半乳糖代谢、淀粉和蔗糖代谢、甘油磷脂代谢等代谢

通路(图 ２Ａ)ꎻＭ３ 与 Ｍ１ 比较组差异表达基因主要

富集在次级代谢产物的生物合成、氨基酸的生物合

成、碳代谢、糖酵解 /糖异生、ＭＡＰＫ 信号通路￣酵母

等代谢通路(图 ２Ｂ)ꎬ这些通路可能与羊肚菌响应白

霉病菌侵染密切相关ꎮ
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Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 见表 ４ 注ꎮ ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶ꎻＡＧＥ￣ＲＡＧＥ:晚期糖基化终末产物￣晚期糖基化终末产物受体ꎮ
图 ２　 不同比较组差异表达基因 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析

Ｆｉｇ.２　 ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｇｒｏｕｐｓ

２.６　 抗病通路分析

羊肚菌响应白霉病菌侵染的抗病通路 ＭＡＰＫ
级联途径和糖酵解途径分别如图 ３ 和图 ４ 所示ꎮ
Ｍ３ 与 Ｍ１ 比较组 ＭＡＰＫ 级联途径中共鉴定出 １１ 个

差异表达基因(图 ３)ꎬ其中长孢假单隔孢侵染 ５ ｄ
处理(Ｍ３)中 ６ 个差异表达基因表达量上调ꎬ５ 个差

异表达基因表达量下调ꎬＨＯＧ￣ＭＡＰＫ 合成通路中编

码 ｓｔｅ１１ ( ６８３２３６９８、 ６８３２９９９１ )、 Ｓｓｋ２ 和 Ｓｓｋ２２
(６８３２６０２２)、ＨＯＧ１(６８３３０８０９)的基因均上调表达ꎮ

Ｍ２ 与 Ｍ１ 比较组、Ｍ３ 与 Ｍ１ 比较组糖酵解 /糖异生

途径中共鉴定出 １２ 个差异表达基因ꎬ随着侵染时间

增加ꎬ 除 磷 酸 烯 醇 丙 酮 酸 羧 激 酶 ( ＰＥＰＣＫ )
(６８３２２３１８)表达量上调外ꎬ其余差异表达基因表达

量均下调ꎮ 其中 ５ 个显著下调差异表达基因参与糖

酵解 第 ２ 阶 段ꎬ 包 括 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶

(６８３３３０９４)、磷酸甘油酸激酶(６８３２９２３３)、磷酸甘

油酸变位酶(６８３２８６２６)、烯醇化酶(６８３３２５２０)、丙
酮酸激酶(６８３２４７８０)(图 ４)ꎮ
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Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 见表 ４ 注ꎮ ＦＰＫＭ:每百万比对片段中每千碱基长度

的转录本片段数ꎮ
图 ３　 白霉病病原菌侵染羊肚菌过程中丝裂原活化蛋白激酶

(ＭＡＰＫ)级联途径差异表达基因及其表达水平变化

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＭＡＰＫ) ｃａｓｃａｄｅ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ｂｙ
ｗｈｉｔｅ ｍｏｌｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ

２.７　 差异表达基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

差异 表 达 基 因 ＳＯＤ、 ＰＧＭ￣１、 Ｍｓｈｏｇ１、 ａｒｏＥ、
ＡＮＫ、ＴＹＲ、ＧａｌＤ、ＧＬＡ、ＧＡＬＴ、ＴＲＰ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结

果如图 ５ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结

果和 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序结果具有较高的一致性ꎬ这表明

本研究得到的转录组测序结果准确可靠ꎬ能够真实

体现白霉病菌侵染过程中羊肚菌子实体中基因表达

水平变化ꎮ
２.８　 Ｍｓｈｏｇ１ 的基因克隆和基因结构特征分析

　 　 基于 ＤＮＡＭＡＮ 软件与 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 在线工具预

测得出ꎬＭｓｈｏｇ１ 基因包含一段长度为１ ０５０ ｂｐ 的完

整开放阅读框(ＯＲＦ)ꎮ 针对预测得到的 ＯＲＦ 设计

特异性引物ꎬ经 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增获得目标片段ꎬ并将其

重组至 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体中ꎮ 重组载体的 ＰＣＲ 验证结

果如图 ６Ａ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ实际获得的序

列与预测结果基本一致ꎮ
ＢＬＡＳＴｐ 同源性比对结果表明ꎬ所获基因属于

ＨＯＧ１ 家族丝裂原活化蛋白激酶基因(图 ６Ｂ)ꎬ因
此ꎬ将该基因命名为 Ｍｓｈｏｇ１ꎮ

ＭＳＨＯＧ１ 蛋白与巨大平盘菌(Ｄｉｓｃｉｎａ ｇｉｇａｓ)、松露

Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３ 见表 ４ 注ꎮ ＦＰＫＭ 见图 ３ 注ꎮ
图 ４　 白霉病病原菌侵染羊肚菌过程中糖酵解途径差异表达基

因及其表达水平变化

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｏｒｃｈｅｌｌａ
ｅｓｃｕｌｅｎｔａ ｂｙ ｗｈｉｔｅ ｍｏｌｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ

(Ｔｕｂｅｒ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、刺孢盘菌(Ｐｅｚｉｚａ ｅｃｈｉｎｏｓｐｏｒａ)、意大利

白块菌(Ｔｕｂｅｒ ｍａｇｎａｔｕｍ)等真菌 ＨＯＧ１ 蛋白氨基酸序

列比对结果如图 ６Ｃ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＭＳＨＯＧ１
蛋白与真菌 ＨＯＧ１ 蛋白家族有较高的同源性ꎮ ＭＳ￣
ＨＯＧ１ 蛋 白 与 Ｄｉｓｃｉｎａ ｇｉｇａｓ 真 菌 ＨＯＧ１ 蛋 白

(ＫＡＬ０６３８１５７.１)的相似度为 ９９􀆰 ７１％ꎬ 与松露 ＨＯＧ１ 蛋

白(ＣＵＳ１０３０１􀆰 １)的相似度为 ９７􀆰 ９９％ꎬ与意大利白块菌

ＨＯＧ１ 蛋白(ＰＷＷ７３１５２􀆰 １)的相似度分别为 ９７􀆰 ７０％ꎬ
与刺孢盘菌 ＨＯＧ１ 蛋白的相似度(ＫＡＩ５７８５０３１􀆰 １)相似

度分别为 ９７􀆰 ４２％ꎬ且上述 ＨＯＧ１ 蛋白均具有的“ＴＧＹ”
双重磷酸化位点ꎮ

３　 讨 论

病虫害等生物胁迫会引发食用菌复杂的防御机

制ꎬ从而引起相关基因表达水平的变化[２２]ꎮ 本研究通

过转录组分析ꎬ揭示了羊肚菌在受到白霉病菌侵染时ꎬ
ＭＡＰＫ 级联途径、糖酵解等途径差异基因的表达变化ꎬ
为解析羊肚菌响应白霉病菌侵染提供了重要线索ꎮ
３.１ 　 促分裂原活化蛋白激酶 (Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ) 级联途径

　 　 ＭＡＰＫ 级联途径广泛存在于各类生物体中ꎬ其
在进化过程中展现出高度的保守性ꎬ该通路与植物
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ＦＰＫＭ 见图 ３ 注ꎮ
图 ５　 部分差异表达基因的转录组测序与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果比较

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＲＮＡ￣ｓｅｑ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

的生长发育和逆境胁迫响应密切相关[２３]ꎮ Ｈｏｈｍ￣
ａｎｎ[２４]研究发现ꎬ啤酒酵母中至少存在 ＦＵＳ３、ＫＳＳｌ、
ＨＯＧ１、ＭＰＫ１、ＳＭＫ１ 等 ５ 种 ＭＡＰＫ 信号途径ꎬ这些

信号通路能接受不同的胞外刺激ꎬ分别调控细胞壁

结构完整性、酵母的配接反应、孢子分化、菌丝生长

以及高渗透压条件下甘油形成过程ꎮ 其中ꎬＨＯＧ￣
ＭＡＰＫ 信号通路是酵母应对高渗透压应激的关键信

号通路ꎬ对于高渗透压环境下酵母细胞维持细胞内
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Ａ:Ｍ:ＤＬ２０００ Ｍａｋｅｒꎻ１、２:Ｍｓｈｏｇ１ 基因ꎻＢ:ＢＬＡＳＴｐ 同源性比对结果ꎻ Ｃ:氨基酸序列比对结果ꎬ数据表示氨基酸序列位置ꎻ ∗∗∗:“ＴＧＹ”双重

磷酸化位点ꎻＡＴＰ:三磷酸腺苷ꎻＫＩＭ:激酶相互作用基序ꎮ
图 ６　 Ｍｓｈｏｇ１ 基因结构特征分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｍｓｈｏｇ１

外的渗透压平衡是必不可少的ꎬ其核心作用是通过

激酶级联反应传递应激信号ꎬ使细胞适应环境变化ꎮ
ＨＯＧ￣ＭＡＰＫ 信号通路的核心组分是 Ｈｏｇ１ꎬ该通路

主要由 Ｈｏｇ１(ＭＡＰＫ)、Ｐｂｓ２(ＭＡＰＫＫ)以及 Ｓｔｅ１１、
Ｓｓｋ２ 和 Ｓｓｋ２２( Ｓｓｋ２ 的同工蛋白) ３ 个 ＭＡＰＫＫＫ 组

成ꎮ 该信号通路在上游分为 Ｓｔｅ１１ 和 Ｓｓｋ２ / Ｓｓｋ２２ 两

支ꎬ并在 Ｐｂｓ２ 处汇合[２５]ꎮ 本研究结果表明ꎬ白霉病

菌侵 染 羊 肚 菌 ５ ｄ 时ꎬ 编 码 Ｓｔｅ１１ ( ６８３２３６９８、
６８３２９９９１ )、 Ｓｓｋ２ 和 Ｓｓｋ２２ ( ６８３２６０２２ )、 ＨＯＧ１
(６８３３０８０９)的基因上调表达ꎮ 因此ꎬ白霉病菌侵染

羊肚菌 ５ ｄ 时ꎬＨＯＧ￣ＭＡＰＫ 信号通路被激活ꎬ羊肚

菌子实体细胞通过合成并积累大量的甘油ꎬ以应对
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外界渗透压的变化ꎬ进而维持正常生理代谢ꎮ Ｈｏｇ１
基因作为该通路的核心组分ꎬ推测其在羊肚菌响应

白霉病菌侵染的过程中发挥关键作用ꎮ
此外ꎬ本研究克隆获得羊肚菌 Ｈｏｇ１ 类型 ＭＡＰＫ

基因 Ｍｓｈｏｇ１ꎬ通过基因结构鉴定发现其属于 ＰＫｃ￣
ｌｉｋｅ 基因家族ꎬＭｓｈｏｇ１ 蛋白的开放阅读框(ＯＲＦ)为
１ ０５０ ｂｐꎬ其与其他 ＨＯＧ１ 同源蛋白具有相似的

“ＴＧＹ”双重磷酸化位点ꎮ “ＴＧＹ”活性域是逆境胁

迫激活的 ＭＡＰＫ 蛋白激酶中的关键功能区域ꎬ在细

胞应对环境压力的信号转导中起重要作用[２６￣２７]ꎮ
３.２　 糖酵解(Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ)

糖酵解是细胞能量代谢的核心途径ꎬ由其产生

的丙酮酸在糖代谢、脂代谢与氨基酸代谢之间扮演

着关键枢纽的角色[２８]ꎮ 糖酵解过程包括 １０ 个生化

反应ꎬ分为 ２ 个阶段:前 ５ 个生化反应为第 １ 阶段ꎬ
后 ５ 个生化反应为第 ２ 阶段ꎬ是产生 ＡＴＰ 的储能阶

段[２９]ꎮ 丙酮酸作为生物代谢途径的重要中间产物ꎬ
在代谢过程中起着枢纽作用ꎬ作为糖酵解的最终生

成物质ꎬ不仅搭建起糖酵解与三羧酸循环之间的桥

梁ꎬ还是蛋白质、脂肪和碳水化合物降解等代谢过程

中不可或缺的中间分子ꎮ 生物体中好氧呼吸、厌氧

发酵等诸多产能代谢过程ꎬ都需要先形成丙酮酸ꎬ随
后才能进入特定代谢途径ꎮ 细胞内部的各类代谢路

径更是通过丙酮酸实现相互关联ꎬ由此可见丙酮酸

在生物体内的重要地位[３０]ꎮ 王倩等[３１] 研究发现ꎬ
双孢蘑菇耐高温菌株 Ａ１５￣ＴＨ 菌丝生长速度高于工

厂化菌株 Ａ１５ꎬ并且在高温胁迫下己糖激酶和丙酮

酸激酶活性增加ꎬ表明糖酵解途径加快ꎮ Ｙａｎ 等[３２]

研究发现ꎬ热胁迫会促进平菇体内不饱和脂肪酸与

核苷酸降解ꎬ氨基酸含量和维生素含量提高ꎬ糖酵解

过程与三羧酸循环过程加速ꎬ进而影响平菇菌丝的

代谢活动ꎮ 本研究在糖酵解 /糖异生途径中共筛选

出 １２ 个差异表达基因ꎬ除磷酸烯醇丙酮酸羧激酶

ＰＥＰＣＫ(６８３２２３１８)表达量上调外ꎬ其余差异表达基

因表达量均下调ꎮ 这说明白霉病病原菌侵染能抑制

羊肚菌中丙酮酸生成ꎬ进而导致羊肚菌生长和发育

过程受到抑制ꎮ 因此ꎬ糖酵解途径在羊肚菌维持生

长代谢与逆境抗性方面发挥了重要作用ꎮ

４　 结 论

本研究采用高通量测序技术对羊肚菌感染长孢

假单隔孢前及感染后 ３ ｄ 和 ５ ｄ 的转录组数据进行

检测分析ꎬ发现差异表达基因主要参与 ＤＮＡ 整合、
代谢过程、氧化还原反应等生物过程ꎬ以及糖酵解、
ＭＡＰＫ 信号通路等关键代谢通路ꎮ 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
对随机选取的差异表达基因进行验证ꎬ其表达趋势

与 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 测序结果一致ꎬ说明本研究转录组数据

可靠ꎮ 进一步对候选关键基因 Ｍｓｈｏｇ１ 进行克隆和

序列分析ꎬ确认了其结构特征ꎬＭｓｈｏｇ１ 蛋白与其他

真菌 ＨＯＧ１ 蛋白的相似度均在 ９７􀆰 ００％以上ꎬ且具有

“ＴＧＹ”双重磷酸化位点ꎮ
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