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软腐病菌胁迫下甘薯生理生化响应及转录组分析
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摘 要  为明确软腐病害生理机制，提高甘薯贮藏期的品质，以浙江地区甘薯主要鲜食品种‘心香’为试验材料，对

其病菌侵染前后的生理生化响应和转录组学进行分析。结果表明：1）软腐病侵染后，甘薯抗氧化酶和细胞壁降解

酶活性显著提高，超微结构显示甘薯细胞结构受到严重破坏。2）甘薯软腐病侵染过程中有 12 205 个基因发生显著

变化，其中 7 505 个上调表达，4 700 个下调表达；GO 类目中，差异表达基因（DEGs）被富集到细胞器、膜等细胞部

位，代谢过程、生物活性和相应刺激反应等生物过程，催化活性等分子功能。KEGG 注释分析可知，DEGs 显著富集

在苯丙烷代谢、碳代谢、淀粉蔗糖代谢、氨基酸生物合成、柠檬酸循环和激素信号转导次生代谢产物的生物合成中。

本研究为进一步甘薯抗病相关基因功能的研究和抗病机理的解析提供了理论参考。
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Physiological and biochemical responses and transcriptome 
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Abstract In order to clarify the physiological mechanism of soft rot disease and improve the quality of sweet 

potato during storage， the physiological and biochemical responses and transcriptomics of “Xinxiang”， the 

major fresh eating variety of sweet potato in Zhejiang， were analyzed before and after disease infection.  The 

results showed that： 1） After infection with soft rot disease， the activities of antioxidant enzymes and cell wall-

degrading enzymes in sweet potato significantly increased， and the ultrastructure analysis showed severe 

damage to the cell structure.  2） During the process of sweet potato soft rot disease infection， 12 205 genes 

showed significant changes， among which， 7 505 displayed upregulated expression and 4 700 displayed 

downregulated expression； In the GO category， different expression genes were enriched in organelles， 

membranes and other cellular components， metabolic processes， biological activities， response to corresponding 

stimuli and catalytic activities in molecular functions.  KEGG annotation analysis revealed that DEGs were 

significantly enriched in phenylpropane metabolism， carbon metabolism， starch and sucrose metabolism， 

amino acid biosynthesis， citric acid cycle， hormone signaling transduction and biosynthesis of secondary 

metabolites.  This study provided a theoretical reference for further research on the gene function related to 
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sweet potato disease resistance and the elucidation of disease resistance mechanisms.

Keywords sweet potato； soft rot； ultrastructure； transcriptome

甘 薯 （Ipomoea batatas L. ） 为 旋 花 科

（Convolvulaceae）植物，又被称为地瓜、红薯和番薯

等，是一种高产、适应性强的粮食和经济作物［1］。

2018 年，中国甘薯总种植面积为 2. 38×106 hm2，占

世界种植面积的 29%，总产量占世界的 57%，均居

世界首位［2］。

甘薯主要以块根为利用对象，新鲜薯块皮薄肉

嫩、组织脆弱、水分含量高、呼吸代谢旺盛，容易出现

碰伤、受涝或受冻等症状，导致贮藏中发生病害［3］。

软腐病是甘薯采后最主要的真菌性病害之一［4］，其病

原菌为匍枝根霉菌（Rhizopus stolonifer）［5］。甘薯感

染病菌后，组织软腐，呈水浸状，破皮后，流出带有

酸臭味的黄褐色汁液；随着侵染时间的延长，最终

干缩成硬块［6］，该病严重影响了甘薯的贮藏品质和应

用价值。目前，关于甘薯软腐病抗性有关的报道大多

集中在种质资源鉴定［7］、抗病指标筛选［8］、抗性评价［8］

和防控技术［9-10］等方面，缺乏对其生化代谢和抗病分

子机理的研究。甘薯是六倍体作物，遗传背景复杂，

与拟南芥和水稻等模式植物相比，其抗病理论基础研

究相对滞后。挖掘抗病基因，并对其进行筛选鉴定，

是当前提高作物抗病性的重要手段之一。

植物病原菌入侵宿主是一个复杂的动态变化

过程，引起植物免疫应答的重要基因表达和代谢途

径变化是人们关注的焦点［11-12］。转录组分析为一种

高效、快速、准确且低成本的研究手段，在研究植物

与病原菌的相互作用机制和探索重要的抗病基因

等方面被广泛应用［13-18］。然而，对甘薯软腐病菌胁

迫的生理生化响应和转录组基因筛选尚未进行系

统研究。本研究拟以病菌侵染前后的薯块为材料，

测定抗氧化酶和细胞壁降解酶等指标；并通过转录

组测序，分析响应病菌侵染后显著变化的基因，筛

选与抗病信号关联的生物代谢途径，以期为甘薯抗

病相关基因功能的研究和抗病机理的解析提供理

论参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

供试材料为甘薯品种‘心香’，为感病品种，是

浙江省优质早熟鲜食甘薯。选取健康、大小均匀的

薯块清洗干净，自然风干后，用 75% 的酒精杀菌消

毒，风干备用。于 24~26 ℃培养匍枝根霉菌于 PDA
平板备用。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　病原菌接种及取样

每个薯块选中央部位切取 3 片，薯片厚度约为

8 mm，采用菌碟法［6］在薯片中央接种直径约 6 mm
的软腐病菌，放置在湿润的纱布上保持培养湿度；

之后置于 26 ℃培养箱中培养，分别于 24 和 48 h 后

将平板取出，将未接种病菌的甘薯作为对照。设置

3 个生物学重复，使用液氮速冻样品，置于−80 ℃冰

箱中保存备用。样品委托安诺优达医学检验有限

公司进行测序。

1. 2. 2　抗氧化酶和丙二醛含量测定

根 据 Rao 等［19］ 的 方 法 测 定 过 氧 化 物 酶

（Peroxidase，POD）活 性 ，超 氧 化 物 歧 化 酶

（Superoxide dismutase，SOD）活性参考 Oberley［20］的

方法测定，丙二醛（Malondialdehyde，MDA）含量采

用 Hodges等［21］的方法测定。

1. 2. 3　细胞壁降解酶测定

多聚半乳糖醛酸酶（Polygalacturonase，PG）、纤

维素酶（Cellulase，Cx）活性采用 3，5-二硝基水杨酸

（DNS）比色法测定［22］，β-半乳糖苷酶（β-galactosidase，
β-Gal）参照 Phetsirikoon 等［23］方法并稍作修改。测

定半纤维素酶（Hemicellulase，HCL）时，在试管中加

入玉米木聚糖溶液 1. 5 mL，酶液 0. 5 mL，在 50 ℃条

件 下 恒 温 静 置 30 min；取 出 后 立 即 加 入 1. 5 mL 
DNS 溶液终止反应，煮沸 5 min；冷却后加入蒸馏水

定容至 25 mL，混匀，于 540 nm 处测定吸光度值。

1. 2. 4　扫描电镜观察

取样后，将样品放置在 2. 5% 戊二醛中于 4 ℃
冰箱固定过夜，固定后样品用 0. 1 mol/L 磷酸缓冲

液（PBS，pH 7. 4）漂洗 3 次，每次漂洗 15 min；再用

体积分数为 30%、50%、80% 和 90% 乙醇各脱水

1 次，100% 乙醇脱水 2 次，每次脱水 10 min；然后用

体积分数为 50%、70%、90% 和 95% 的叔丁醇各置

换 1 次，100% 叔丁醇置换 2 次，每次置换 10 min。
完成后将样品放入冻干机中干燥 2 d，利用 TB-5 型

离子溅射仪镀金膜以增加样品的导电性 ，采用

3400N 扫描电子显微镜对样品进行观察、拍照和

记录。
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1. 2. 5　cDNA 文库构建和转录组测序

将置于−80 ℃保存的样品在液氮中快速研磨，

用 TIANGEN 多糖多酚植物试剂盒提取甘薯块根

RNA。 采 用 安 捷 伦 2100 RNA Nano 6000 Assay 
Kit 来 检 测 甘 薯 RNA 完 整 性 ；检 测 合 格 后 构 建

cDNA 文库，应用 Illumina 平台进行测序，测序程序

为 PE150。
1. 2. 6　测序数据处理

使用 Trinity 组装出全长度的转录序列，过滤掉

原始测序数据（Raw data），组装拼接获得高质量的

数据（Clean data）。去除冗余后，获取 Unigenes，与
甘薯参考基因组（http：//public-genomes-ngs. molgen.
mpg. de/Sweet Potato）进行比对，用 BLAST 将其与

PFAM、eggNOG、GO、KEGG、NT、Prot、KO 和 Nr
数据库比对，进行基因功能注释。

差异表达基因筛选：用 FPKM 值（每千个碱基

的转录每百万映射读取的片段数）［24］计算基因表达

量，以 |log2Ratio|≥1 和 Q＜0. 05 为标准，筛选差异表

达显著基因。

差异表达基因 GO 注释：Gene Ontology（简称

GO）是一套动态更新的标准术语，一般使用 GO 来

统一描述生物体内基因和基因产物的特性，使用超

几何方法来检验寻找差异表达基因显著富集的

条目。

KEGG 富集分析：以 Pathway 为单位、Q＜0. 05
为标准，利用超几何方法对各 KEGG 路径进行检

验，寻找差异表达基因的显著性富集［25］。

1. 2. 7　实时定量 PCR
采用实时荧光定量 PCR 验证差异表达关键基

因。提取甘薯块根总 RNA，用 PrimeScript RT 试剂

盒合成第一链 cDNA（Takara）。以 β -Actin 基因作

为内参基因，用 Premier 5. 0 软件设计引物（表 1），引
物由擎科生物有限公司合成。每个基因 3 次重复，

采用 2−∆∆Ct法计算各基因的表达量。

表 1　差异表达基因 qRT-PCR引物序列

Table 1　Primers of differentially expressed genes for qRT-PCR

基因名称

Gene name

内参基因

阳离子过氧化物酶基因

双 功 能 酰 基 CoA 和 CoA 邻 位 羟 化 酶

基因

胰蛋白酶抑制剂基因

热应激转录因子基因

多聚半乳糖醛酸酶基因

过氧化物酶体脂肪酸 β 氧化基因

细胞色素基因

花椒毒素 5-羟化酶基因

酰基活化酶 I 基因

ID

TRINITY_DN14966_c1_g1

TRINITY_DN9539_c3_g1

TRINITY_DN17753_c1_g1

TRINITY_DN22322_c0_g1

TRINITY_DN10327_c0_g1

TRINITY_DN24138_c1_g2

TRINITY_DN21648_c0_g2

TRINITY_DN16966_c0_g1

TRINITY_DN18007_c0_g2

引物序列（5'-3'）
Primer sequence （5'-3'）

AGCAGCATGAAGATTAAGGTTGTAGCAC

TGGAAAATTAGAAGCACTTCCTGTGAAC

AGGTGGTTGACGACGCTAAG

TCAGCACAACCGAATCACGA

GTCTGTACGTGCGCAAACTG

CGCGATGTTCGATGCTCTTG

GGAGAAGAAGGCAACCCAGG

ATCACAAACCGTTGGGCAGT

TCACTTGTACGACGCGGAAT

TTACTACGGCTCAACCAGCC

GGTCCCTGCAATTCCCAGAA

CCACCCACTCACTTGCATCT

TCTTGACTGGCATTGGTGGC

AGGTCAACTGAAGAATCTGGCA

TACAACCAACGACAGAGCCC

GCCCAAACATGGCGTAGTTG

ACGTGGGTACTAGCCGTACT

CCCATCTGTCTTTGCCGACT

TCTCTCAGTCCGGAATCGGT

GACAGCACCTGTCATTGGGA
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1. 3　数据处理

采用 Microsoft Excel 2010 进行数据统计处理，

运用 IBM SPSS Statistics 21. 0 进行方差单因素分

析，利用 GraphPad Prism 8. 0 进行作图。

2　结果与分析

2. 1　甘薯对病菌胁迫的生理生化响应

2. 1. 1　甘薯块根接种软腐病菌的表型差异

甘薯块根被侵染 24 h 后，薯片中央出现明显的

发病症状；48 h 后，已发生严重软腐（图 1）。对病菌

直径进行测量发现，与对照相比，在病菌侵染 48 h
后，病斑直径达到 3 cm 以上，薯片受病菌侵染软腐

症状严重。根据薯片侵染情况，本试验未进行 72 h
处理与测定。

2. 1. 2　软腐病菌对甘薯抗氧化能力的影响

POD 在高等植物中广泛存在，通过催化 SOD
的分解以清除自由基产生的过氧化物和 H2O2

［26］。

如图 2（a）和（b）所示，病菌胁迫处理后，抗氧化酶

POD 和 SOD 活性随侵染时间的延长而上升，并且

时间越长，差异越明显。MDA 含量随侵染时间的

延长也逐渐升高，48 h 侵染处理显著高于对照组

（图 2（c））。

2. 1. 3　软腐病菌对细胞壁降解酶的影响

多聚半乳糖醛酸酶、纤维素酶、半纤维素酶和 β-
半乳糖苷酶活性随侵染时间的增加而升高（图 3（a）~
（d）），侵染后细胞壁降解酶活性的差异程度呈上升

趋势。其中 β-半乳糖苷酶的变化最为显著，活性由

0. 21 上升至 2. 93 μg/（min·g）。
2. 1. 4　甘薯显微结构变化

薯片被病菌侵染后，其微观结构发生改变。未

被侵染病菌的薯片组织排列整齐，细胞结构正常，

孔洞大小均匀、分布有序，淀粉颗粒饱满；在较大的

孔洞中，小孔洞呈簇状分布。随着侵染时间的延

长，甘薯块根的显微结构存在显著差异（图 4（a）和

（d））。侵染 24 h 后，甘薯表面结构发生一定程度的

塌陷，淀粉颗粒形态发生变化，开始逐渐溶解，维管

束分布较为杂乱（图 4（b）和（e））。侵染 48 h 后，植

物组织出现严重病变，破损的组织表面可见，淀粉

粒严重溶解，并观察到分生孢子定植在薯片表皮组

织中。随着侵染时间延长，薯片组织代谢发生紊

乱，细胞逐渐死亡（图 4（c）和（f））。
2. 2　甘薯对病菌胁迫的转录组学分析

2. 2. 1　RNA 检测分析

基于上述生理生化结果，选择病菌侵染 48 h 的

样品作为进一步转录组学分析的最佳时间。检测

结果显示，RNA 完整指数≥7. 9，OD260/280 均≥2. 0，

图 1　甘薯块根接种软腐病菌后的表型鉴定

Fig. 1　Phenotypic identification of sweet potato root 
after inoculation with soft rot bacteria

不同小写字母表示差异显著（P<0. 05）。下同。

Different lowercase letters represent statistically significant differences（P<0. 05）. The same below.
图 2　软腐病菌对甘薯抗氧化指标的影响

Fig. 2　Effects of soft rot on antioxidant indexes of sweet potato
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25 S/15 S≥1. 2，浓度均为 597~1 040 ng/mL，表明

提取的 RNA 质量完好，达到了文库构建和转录组

测序标准。

2. 2. 2　Unigene 功能注释

为了更直观的了解注释结果，对注释到 Uniprot、
NR 和 NT 的基因进行统计，获得了 70 788 条带有注

解基因数据。其中 RNAMMER 数据库的注释信息

最少，仅有 8 条；NT 数据库注释信息最多，高达

66 889条，占总数的 94. 492%（表 2）。
2. 2. 3　差异表达基因的筛选

转录组分析结果显示，与对照相比，病菌侵染

后的甘薯块根中共有 12 205 个差异表达基因，其中

图 3　软腐病菌对甘薯细胞壁降解酶的影响

Fig. 3　Effect of soft rot on cell wall degrading enzymes of sweet potato

（a）、（b）和（c）为侵染 0、24 和 48 h 的甘薯中心组织（×250）；（d）、（e）和（f）分别为（a）、（b）和（c）中红色框放大部位（×1 000）。
（a）， （b） and （c） are the central tissues of sweet potato infected for 0， 24 and 48 h （×250）， respectively； （d）， （e） and （f） represent the enlarged 

areas of the red boxes in （a）， （b） and （c） （×1 000）， respectively.
图 4　软腐病菌的甘薯显微结构变化

Fig. 4　Microstructural changes of sweet potato from soft rot
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7 505 个基因上调表达，4 700 个基因下调表达；差异

表达基因主要以上调表达为主，上调基因数量比下

调基因多 59. 6%。

2. 2. 4　差异表达基因分析

差异表达基因多数有特定的功能，能够编码蛋

白质或酶，根据差异倍数上调或下调高于 5 倍以上

选取主要 DEGs。如上调表达基因 TRINITY_DN1

4966_c1_g1 编码阳离子过氧化物酶，TRINITY_DN

9539_c3_g1 编码双功能酰基 CoA 和 CoA 邻位羟化

酶，TRINITYDN_24138_c1_g2 编码过氧化物酶体

脂 肪 酸 β -氧 化 多 功 能 类 蛋 白 ；下 调 表 达 基 因

TRINITY_DN21648_c0_g2 编 码 细 胞 色 素 ，

TRINITY_DN22000_c1_g1 编码类枯草杆菌蛋白

酶，TRINITY_DN22322_c0_g1 编码热应激转录因

子（表 3）。这些蛋白质和酶在抵御病菌侵染方面发

挥重要作用。

2. 2. 5　差异表达基因 GO 功能富集分析

GO 功能富集可分为 3 个大类，53 个功能组

（图 5）。在细胞组分、生物过程和分子功能这 3 大类

中，富集到最多的功能组是细胞组分部分（6 166 个）

和分子结合功能（5 296个），生物细胞过程（5 243个）

和代谢过程（4 710个），分子催化活性（4 523个）和细

胞器（3 422个）。在前 16个 GO terms中，细胞组分和

生物过程各占 38%，分子功能占 24%。 6 166 个

DEGs被富集到细胞器和膜等部位，5 243个 DEGs被
富集到细胞过程、代谢过程、生物活性和相应刺激反

应等生物过程，5 296 个 DEGs 被富集到结合、催化

和转运体活性等分子功能。

2. 2. 6　差异表达基因 KEGG 代谢通路显著性富集

分析

通过 KEGG 对甘薯各通路进行注释分析（图 6）
可知，DEGs 主要分布在 23 条代谢通路中，977 个

DEGs 显著富集在苯丙烷代谢、碳代谢、苯丙氨酸、

酪氨酸色氨酸生物合成、柠檬酸循环（TCA 循环）、

淀粉蔗糖代谢和激素信号转导次生代谢产物的生

物合成中（表 4）。
2. 2. 7　差异表达基因的 qRT-PCR 验证

为验证转录组数据的可靠性，随机选取 9 个

DEGs，其中包括 5 个上调表达基因 TRINITY_DN1

8007_c0_g2、TRINITY_DN14966_c1_g1、TRINITY_

DN9539_c3_g1、 TRINITY_DN17753_c1_g1 和

TRINITY_DN24138_c1_g1，4 个 下 调 表 达 基 因

TRINITY_DN10327_c0_g1、TRINITY_DN21648_c0_

g2、TRINITY_DN16966_c0_g1 和 TRINITY_DN22

322_c0_g1，以 β-Actin 为内参，进行 qRT-PCR 验证。

结果显示，选定基因在病菌胁迫下的表达趋势与

表 2　Unigene功能注释汇总表

Table 2　Summary of unigene functional annotations

功能注释数据库

Functional annotation 
database

PFAM
eggNOG
BLASTP
RNAMMER
GO
BLASTX
Map
NT
Prot
KO
NR
SingnalP
TmHMM
Total-anno
Total-unigene

注释到物种的基因数/个
The number of genes annotated 

to the species
19 605
23 489
21 190

8
30 028
30 217

7 302
66 889
27 603
11 434
43 180

1 693
5 389

70 788
70 788

注释到物种的基因数目的比例/%
The proportion of the number of genes 

annotated to the species
27. 695
33. 182
29. 934

0. 011
42. 420
42. 687
10. 315
94. 492
38. 994
16. 152
60. 999

2. 392
7. 613

100. 000
100. 000
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表 3　甘薯响应匍枝根霉菌的主要差异表达基因

Table 3　Major differentially expressed genes in sweetpotato in response to phytophthora creepingis

基因编号

Gene ID

TRINITY_DN14966_c1_g1

TRINITY_DN15806_c0_g1

TRINITY_DN9539_c3_g1

TRINITY_DN19358_c2_g2

TRINITY_DN15589_c1_g2

TRINITY_DN24138_c1_g2

TRINITY_DN7524_c0_g1

TRINITY_DN21648_c0_g2

TRINITY_DN10327_c0_g1

TRINITY_DN22000_c1_g1

TRINITY_DN22322_c0_g1

TRINITY_DN15920_c0_g1

差异表达

Differential
expression

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Down

Down

Down

Down

Down

Down

差异倍数

Fold
change

17. 01 016 280

14. 19 680 349

13. 15 660 034

12. 92 506 773

12. 26 298 715

12. 08 140 215

−9. 59 204 138

−9. 59 056 888

−9. 24 974 239

−8. 43 144 420

−7. 66 265 138

−7. 71 079 190

功能注释

Functional annotation

编码阳离子过氧化物酶

编码线粒体糖精脱氢酶样氧化还原酶

编码双功能酰基 CoA 和 CoA 邻位羟化酶

编码托品酮还原酶

编码水杨酸甲酯羧甲基转移酶

编码过氧化物酶体脂肪酸 β -氧化多功能类蛋白

编码重金属相关异戊烯化植物蛋白

编码细胞色素合成酶

编码多聚半乳糖醛酸酶

编码类枯草杆菌蛋白酶

编码热应激转录因子

编码细胞色素 b561 合成酶和 DOMON 结构域蛋白

图 5　基于转录组测序数据的差异表达基因 GO功能分类

Fig. 5　GO functional classification of differentially expressed genes based on transcriptome sequencing data
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RNA-seq 的检测结果一致（图 7），表明转录组测序

获得的数据可靠。

3　讨 论

3. 1　甘薯对软腐病菌的生化响应和细胞超微结构

变化

植物响应病原菌的侵染及自身防御机制是复

杂的新陈代谢过程，病原物侵入及扩展的生理反应

以酶的催化来实现。甘薯受到软腐病菌胁迫后，逐

渐发生软腐，SOD 和 POD 等作为防御酶，能够保护

细胞不受损伤［27］。本研究中，SOD 和 POD 活性随

着侵染时间的延长而增加，这与病菌胁迫西瓜［28］、

香蕉［29］的研究结果一致。MDA 是膜脂质过氧化的

最终产物，含量可作为逆境胁迫的重要指标［30］。甘

薯 MDA 含量随着软腐病菌侵染时间的延长而增

加，这可能是因为软腐病菌侵染后活性氧快速积

累，对细胞膜造成损伤，引起膜质过氧化，产生大量

的 MDA，进一步破坏细胞膜结构，扰乱植物细胞的

图 6　KEGG 富集通路Q值分布图

Fig. 6　Distribution of Q-values of KEGG-enriched pathways
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图 7　甘薯响应病菌侵染的 DEGs的 qRT-PCR验证

Fig. 7　qRT-PCR validation of DEGs in sweetpotato in response to pathogen infection

表 4　响应匍枝根霉菌侵染的差异基因的 KEGG 通路

Table 4　KEGG pathway of differential genes in response to creeping root mold infestation

KEGG 通路

KEGG pathway
苯丙烷代谢

碳代谢

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成

次生代谢产物的生物合成

倍半萜和三萜生物合成

胱甘肽代谢

核糖体

淀粉和蔗糖代谢

戊糖磷酸途径

玉米素生物合成

光合生物中的碳固定

角质、木栓质和蜡质生物合成

吲哚生物碱生物合成

酪氨酸代谢

单萜类生物合成

柠檬烯和蒎烯降解

萜类骨架生物合成

丙酮酸代谢

柠檬酸循环（TCA 循环）

氰基氨基酸代谢

烟酸和烟酰胺代谢

激素信号转导

氨基酸的生物合成

P 值

P value
0. 000 000 009
0. 000 008 274
0. 000 012 102
0. 000 037 860
0. 000 048 127
0. 000 130 468
0. 000 237 704
0. 000 652 951
0. 001 658 127
0. 001 903 723
0. 002 820 124
0. 003 124 025
0. 003 124 025
0. 002 888 213
0. 003 935 653
0. 004 868 413
0. 004 990 783
0. 005 855 017
0. 007 533 616
0. 006 966 804
0. 006 956 255
0. 007 433 427
0. 008 369 238

Q 值

Q value
0. 000 000 424
0. 000 283 381
0. 000 331 604
0. 000 864 475
0. 000 941 906
0. 002 234 256
0. 003 618 384
0. 008 945 429
0. 020 651 216
0. 021 734 176
0. 026 749 464
0. 026 749 464
0. 026 749 464
0. 026 749 464
0. 031 716 731
0. 035 986 171
0. 035 986 171
0. 040 106 865
0. 043 004 389
0. 043 004 389
0. 043 004 389
0. 043 004 389
0. 045 863 422

上调/个
Up-regulated

57
96
29
9

13
31
71
29
19
14
17
7
9

16
18
4

19
28
28
16
14
51
83

下调/个
Down-regulated

9
27
8
4
3

10
51
34
9
5

11
5
3
5
5
1
6

16
4
5
3

52
23

通路 Map

map00400
map01200
map00400
map00999
map00909
map00480
map03010
map00500
map00030
map00908
map00710
map00073
map00901
map00350
map00902
map00903
map00900
map00620
map00020
map00460
map00760
map04075
map01230
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生化平衡［31］。

细胞壁降解酶是许多植物病原真菌的致病因

子［32］，病原菌在感知到与寄主接触的信号后，刺激

菌体产生侵染结构，通过分泌细胞壁降解酶等蛋白

来穿透寄主植物细胞壁，从而建立寄生关系［33］。根

据底物的不同，可分为半纤维素酶、纤维素酶和果

胶酶（Pectic enzyme）等，这些酶会降解果胶和纤维

素等植物多糖成分，破坏和分解寄主细胞壁，为病

原菌提供营养并促进其侵入和扩展寄主组织，引起

植物果实组织软化等腐烂现象。本研究中细胞壁

降解酶的活性随着侵染时间的延长而增加，表明其

参与了病斑的扩展［34］。植物细胞壁由胞间层、初生

壁和次生壁组成，胞间层的主要成分为果胶，初生

壁和次生壁的主要成分为纤维素。因此推测在本

研究中 PG 能降解果胶是因为能够催化果胶分子的

多聚 α-（1，4）-聚半乳糖醛酸水解酶，而 Cx 和 HCL
则主要降解次生壁。

电子显微镜技术在植物病理学研究中发挥着

重要作用［35］。借助电子显微镜可以深入了解真菌

与植物之间的互作过程，包括侵染方式和致病机理

等。此外，从细胞水平出发，也可以进一步研究菌

株对植物细胞超微结构的影响。病原菌侵入寄主

的方式一般分为伤口、气孔和直接侵入 3 种，本研究

中软腐病菌侵染甘薯的主要方式是从伤口侵入，侵

染后甘薯出现病害。超微结构显示甘薯组织受到

极大破坏，说明软腐病菌是甘薯的强致病菌，在病

菌侵染条件下，淀粉粒溶解，表明在病菌繁殖过程

中利用淀粉物质作为能源进行生长繁殖。本研究

为深入探究病菌与甘薯互作的致病机制提供了有

价值的细胞学资料。

3. 2　甘薯抵御软腐病菌的转录组分析

利用高通量测序技术进行转录组分析来揭示

植物代谢途径和调控机制等是当前研究的热点。

利用该技术对许多物种如党参［36］、番茄［37］等进行了

转录组测序和功能注释，一些重要的功能基因已经

被发现和利用。本研究通过转录组分析，共获得

70 788 条基因数据和 12 205 个差异表达基因，其中

61. 4% 基因（7 505个）上调，38. 6% 基因（4 700个）下

调，上调表达基因数量显著高于下调数量，表明为了

抵御软腐病病菌的入侵，更多基因被诱导表达。

大部分上调表达基因编码过氧化物酶，过氧化

物酶体参与与病原真菌生长发育相关的多种代谢

过程，如乙醛酸循环［38］、甘油积累、脂肪酸 β-氧化和

黑色素（Melanin）生物合成等［39］。Kimura 等［40］报道

首次阐明了过氧化物酶体和植物病原菌致病性的

关联。上调表达基因 TRINITY_DN24138_c1_g2
编码过氧化物酶体脂肪酸 β-氧化多功能类蛋白，表

明真菌侵染期间脂肪酸代谢旺盛，敲除催化脂肪酸

β-氧化所需的多功能基因，突变体菌株致病力下

降［41］。 还 发 现 与 抗 病 相 关 的 下 调 表 达 基 因 ，如

TRINITY_DN1022_c0_g3 编码类枯草杆菌蛋白酶

家族，有研究显示类枯草杆菌蛋白酶在病原物侵染

后被特异性诱导并参与宿主植物细胞程序性死亡，

同时在病原物识别和信号转导过程中发挥重要作

用［42］。TRINITY_DN22322_c0_g1 编码热应激转录

因子，已有报道显示众多热激蛋白参与调控植物抗

逆和防卫反应［43］。TRINITY_DN8995_c1_g2 编码

半胱氨酸蛋白酶抑制剂，多种植物的蛋白酶抑制剂

具有抗病虫功能［44］。据此推测甘薯块根可能根据

病菌胁迫的特点，通过上调表达具有针对性的抗性

基因，同时下调表达广谱抗性基因来响应病菌的

胁迫。

3. 3　差异基因 KEGG 代谢通路分析

苯丙烷类物质合成和植物对生物胁迫的抗性

相关，该类物质在植物响应生物和非生物刺激中都

发挥作用，并被报道在植物抵抗虫害方面也发挥关

键作用［45-46］。苯丙烷生物合成途径生成酚类和木质

素，这些物质对植物生长发育和抵抗病菌胁迫具有

重要作用。本研究对 KEGG 代谢通路分析发现，

23 条通路中的大部分差异表达基因在病菌胁迫下

上调表达，初步推测在甘薯染病初期抵抗病原菌入

侵过程中该途径合成的几种相关物质发挥了重要

作用，接下来可以对这些物质进行代谢检测来进行

更深入的筛选和判断。而苯丙氨酸、色氨酸和酪氨

酸等的生物合成参与了氨基酸的代谢或合成，在这

些途径中，75% 以上的差异基因被诱导上调表达，

从而加速了相应氨基酸的合成，为抗病蛋白和酶的

合成提供了充足的原料［47］。糖酵解是所有生物体

中分解葡萄糖代谢的必经阶段，淀粉和蔗糖的代谢

将淀粉蔗糖转化为葡萄糖，因此，可以推测软腐病

菌可能利用甘薯中淀粉等营养物质实现增殖，从而

实现进一步侵染［48］。

在植物抗病的过程中，植物激素信号转导代谢

途径也发挥重要的功能。茉莉酸（JA）在植物抗病
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性上的应用一直是学者们的关注热点，茉莉酸类物

质可以提高植物对病菌胁迫的抗性，这与甘薯蔓割

病 抗 性 受 JA 信 号 途 径 正 向 调 控 的 研 究 结 果 一

致［49］。本研究发现，植物信号转导途径中差异表达

基因在病菌胁迫下也大量富集，表明植物激素对甘

薯抗病性具有重要的调控作用。

4　结 论

本研究表明，甘薯通过提高抗氧化防御系统中

酶的活性来抵御软腐病，从细胞学角度初步明确病

菌入侵甘薯的途径为伤口入侵并利用淀粉物质作

为能源进行生长繁殖。转录组分析中富集程度最

大的合成通路为苯丙烷生物合成。本研究也鉴定

了一些抗性相关基因，后续可以对关键基因克隆，

分析基因表达的调控网络和蛋白质功能，进一步解

析甘薯响应软腐病病菌侵染的分子机制。
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