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沃柑叶片响应柑橘溃疡病菌侵染的转录组分析
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摘 要：【目的】了解沃柑叶片响应柑橘溃疡病侵染的分子机制及易感品种与柑橘溃疡病菌的互作应答机制，筛选出柑

橘溃疡病菌危害沃柑叶片时的相关应答基因，为抗性育种提供基因基础。【方法】以接种溃疡病菌后0、2、4、6和8 d的

沃柑叶片为试材，利用Novaseq 6000平台进行转录组双向测序，并对数据进行生物信息学相关性分析。【结果】接种无

菌水（CK）后0、2、4、6和8 d获得的Clean reads分别是48 482 127、47 270 288、50 998 549、53 201 972和47 924 731条，

接种柑橘溃疡病菌（JZY）后0、2、4、6和8 d获得的Clean reads分别是51 042 967、49 552 248、46 734 029、47 940 345和

45 371 891条。接种后0、2、4、6和8 d的上调差异表达基因数量分别为1、947、1081、656和2108个，下调差异表达基因

数量分别为1、343、753、303和1908个。在接种后2、4、6和8 d有374个基因均表达差异，其中上调基因为61个，下调

基因为313个。GO功能富集分析结果显示，沃柑叶片响应溃疡病不同时期的差异表达基因，主要集中在生物进程、分

子功能和细胞组分中。KEGG注释分析结果显示，差异表达基因主要参与次生代谢物的生物合成、植物与病原体相互

作用、植物激素信号转导、过氧化物酶体和蛋白质内质网合成等途径。【结论】植物与病原体相互作用、植物激素信号转

导、过氧化物酶体和蛋白质内质网合成4条通路为柑橘感抗病相关的重要代谢通路。研究结果可作为深入研究柑橘

种质资源感抗溃疡病基因和探究柑橘与病原菌互作分子机制的理论提供参考依据。
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Abstract:【Objective】Orah is a hybrid with high yield, good flavor and superior quality. It is sensitive

to citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri. The mechanisms response to the susceptibili-

ty remains unknown. In this study, the transcriptome changes of Orah leaf upon the infection by X. citri

subsp. citri were explored. Therefore, the molecular mechanism of citrus canker occurrence and the in-

teraction between susceptible cultivars and X. citri subsp. citri were studied on Orah leaves. Transcrip-

tome sequencing technology was used to screen the related response genes of citrus canker leaves, pro-

viding a genetic basis for disease resistance breeding.【Methods】Orah leaves with citrus canker were

extracted from the Research Base of Agricultural College of Guangxi University to prepare citrus can-

ker pathogen. Then the leaves with X. citri subsp. citri were inoculated by in vivo injection. The number

of inoculum holes was determined by the size of the leaf until the bacterial suspension covered one side

of the leaf. Centered on the veins of the leaves, one side was inoculated with sterile water as control

(CK), and the other side was inoculated with citrus ulcer pathogen as experimental treatment (JZY).
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Samples were taken at 0, 2, 4, 6 and 8 d after inoculation. Three replicates were set for each treatment.

The control sample (CK) and the treatment sample (JZY) were wrapped in tin foil, treated with liquid

nitrogen and put into the refrigerator at -80 ℃ for later use. DNA was extracted by Biospin bacterial ge-

nomic DNA extraction kit, RNA was extracted by Trizol method, and transcriptome sequencing was

completed by Beijing Novo Biotechnology Co., LTD. Raw data were obtained using the sequencing

platform Novaseq 6000 and clean reads were obtained through quality control. The reference genome

used in this experiment was the sweet orange genome. Sequencing data were analyzed and functional

annotation was performed. HTSeq software was used to analyze gene expression levels. The threshold

of gene expression level was FPKM>1. DESeq was used to standardize clean reads, and then DESeq

software was used for differential expression analysis. FDR was calculated by BH, p value was calculat-

ed by negative binomial distribution, and the screening criterion for differential genes was p value ＜

0.05. On this basis, GOseq software was used to carry out GO enrichment analysis and functional anno-

tation of differential genes based on Geneontology. Usage threshold FDR≤0.05. KOBAS (2.0) was

used for Pathway enrichment analysis, and KEGG database was used to analyze the metabolic path-

ways of the differential genes. Use a threshold: p ＜ 0.05 for correction. Differential genes were classi-

fied according to GO and KEGG data, and differential genes were screened for functional annotation

and metabolic pathway analysis.【Results】The quality of original data was evaluated from two aspects:

basic content and error rate. The original data obtained ranged from 46 538 959 to 54 504 629, of which

about 97% were filtered sequences. Q value was greater than 93%, and the quality of transcriptome se-

quencing met the standard. The obtained data can be used for subsequent analysis. Clean reads were

compared with the sweet orange genome and the comparison rate was about 92%. Clean reads respec-

tively obtained at 0, 2, 4, 6 and 8 d after inoculation with sterile water (CK) were 48 482 127, 47 270 288,

50 998 549, 53 201 972 and 47 924 731. At 0, 2, 4, 6 and 8 d after vaccination by X. citri subsp. citri

(JZY) the clean reads were 51 042 967, 495 248, 46 734 029, 47 940 345, 45 371 891, respectively. At

0, 2, 4, 6 and 8 d after inoculation, the number of differentially expressed up- regulated genes was 1,

947, 1081, 656 and 2108, and the number of differentially expressed down-regulated genes was 1, 343,

753, 303 and 1908, respectively. At 2, 4, 6 and 8 d after inoculation, 374 differential expression genes

were found, including 61 up-regulated genes and 313 down-regulated genes. The results of GO function-

al enrichment analysis showed that citrus canker disease mainly concentrated on biological processes,

molecular functions and cellular components in different periods. There were 374 Differential expres-

sion genes in different periods, among which 169 genes were annotated in biological processes, 48

genes in cell components, and 234 genes in molecular functions. KEGG annotation analysis of JZY_0 h

vs CK_0 h showed that the differential genes were annotated into glutamate metabolism pathway.

KEGG annotation analysis of JZY_2 d vs CK_2 d showed that all differential genes were mainly anno-

tated in the biosynthesis and metabolic pathway of secondary metabolites, and were significantly en-

riched in the biosynthesis of secondary metabolites. KEGG annotation analysis of JZY_4 d vs CK_4 d

showed that all genes were significantly enriched in secondary metabolites, amino sugars and nucleo-

tide sugars metabolism, phenylpropanoid biosynthesis, photosynthesis, and photosynthesis-antenna pro-

tein biosynthesis and metabolism pathways. KEGG annotation analysis of JZY_6 d vs CK_6 d showed

that all differentially expressed genes were enriched in secondary metabolites, phenylpropanoid biosyn-

thesis and photosynthetic biosynthesis and metabolism pathways, while down-regulated genes were en-

riched in photosynthesis and other pathways. KEGG annotation analysis of JZY_8 d vs CK_8 d showed

that all genes were enriched in amino acid biosynthesis, secondary metabolite biosynthesis and metabol-
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沃柑（Orah）是坦普尔橘橙和丹西红橘的杂交品

种，由中国农业科学院柑桔研究所引进，具高产、优

质等特点[1]。近年来，沃柑已成为我国发展速度最

快的晚熟柑橘品种，但对柑橘溃疡病极敏感，感病后

易造成严重减产、品质不佳等不良后果[2]。柑橘溃

疡病（Citrus bacterial canker, CBC）是由地毯草黄单

胞菌柑橘致病变种（Xanthomonas citri subsp. citri，

Xcc）引起的一种世界性检疫性病害，目前对柑橘溃

疡病菌的遗传背景已有大量研究[3]。该病原菌侵入

寄主植物后常定殖于维管束与细胞间隙，通常只侵

染发展到一定阶段的幼嫩组织，侵染后轻则引起落

叶、落果，重则导致植株死亡[4]。目前生产上主要通

过喷施化学药剂和改善栽培措施来防治柑橘溃疡

病，但防治效果不佳，并未从根本上解决问题[5]。利

用植物自身抗病基因培育抗病品种是有效安全地控

制病害的重要措施之一[6]。潘贞珍等[7]在沃柑叶片

结构和生化物质与柑橘溃疡病抗性的相关性方面已

做了一定研究，为抗溃疡病种质资源创新利用和抗

病品种早期选择提供了参考，但对沃柑的具体感病

机制仍不清楚。

利用RNA-Seq技术在转录组水平分析挖掘抗

病基因的研究已在猕猴桃[8]、葡萄[9]、柑橘[10]等果树中

展开。筛选出了一些抗感溃疡病的基因，并探明了

这些基因的功能和作用机制，初步构建了柑橘响应

溃疡病侵染的抗性调控网络。如华中农业大学研究

者利用抗病品种金橘和感病品种甜橙做比较，运用

转录学分析这两个品种对溃疡病菌的差异表达基

因，分别发现了794和1324个差异表达基因，为深入

了解溃疡病的反应提供了信息基础[11]。西南大学和

中国农业科学院柑桔研究所的研究者们对抗感溃疡

病的基因也做了多方面的研究，通过对抗感溃疡病

基因进行基因功能分析和作用机制探明，初步构建

了柑橘响应柑橘溃疡病侵染的抗性调控网络。如：

Zou等[12]以溃疡病易感品种万金城橙为外植体，构

建CsLOB1过表达和RNAi-沉默的转基因植株进行

研究，结果表明溃疡病感病基因CsLOB1是通过调

节细胞壁重塑和植物激素信号通路的细胞增生来促

进感病的。王丽娟等[13]对柑橘溃疡病感病基因Cs-

WRKY22进行基因功能研究，结果表明CsWRKY22

可能受到病原菌、光信号、生长素、赤霉素和脱落酸

等多种信号途径的调控，进而增强柑橘的抗病能

力。Li等[14]对柑橘溃疡病抗性基因CsPrx25进行研

究，结果显示CsPrx25是一个典型的过氧化物酶基

因，可通过调控转基因植株PRX和SOD的活性重建

植株活性氧水平，促进超敏反应，提高植株的溃疡病

抗性。因此，利用转录组技术更好地研究柑橘与病

原菌互作时分子水平上的变化，进而推测其互作机

制并挖掘出相关抗病基因，有助于更好地了解柑橘

溃疡病的抗感机制，促进柑橘抗病育种的发展。

当前采用抗性品种及感病品种作为研究材料来

探明溃疡病侵染后的分子机制已有报道，但针对极

感病品种沃柑的相关研究还未见报道。沃柑是广西

第二大主栽品种，栽培面积约 13.33万 hm2，挖掘重

要的抗感病基因，对沃柑产业健康发展和抗病育种

具有重要意义。笔者在本研究中以极易感病沃柑为

试材，分别对接种后0、2、4、6和8 d的沃柑叶片转录

组表达进行分析，研究了溃疡病菌侵染易感品种沃

柑后不同时间节点下转录组的表达情况，研究结果

为阐明柑橘感病品种溃疡病抗性差异的分子机制提

供了新视角，为柑橘抗溃疡病育种提供基因基础和

ic pathway, carbon fixation, carbon metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, phenylpropanoid biosyn-

thesis and other photosynthetic biological pathways. After of X. citri subsp. citri pathogen inoculation,

Orah differentially expressed genes that were involved in the metabolic pathway were more. Through

the further analysis of enrichment KEGG pathway, four main ways relating to disease defense response

were analyzed: plant-pathogen interaction, plant hormone signaling transduction, peroxisome and pro-

tein processing in endoplasmic reticulum.【Conclusion】Pathways of plant- pathogen interaction, plant

hormone signaling transduction, peroxisome and protein processing in endoplasmic reticulum, all four

ways are important metabolic pathways related to citrus disease resistance, which can be used as the the-

oretical reference basis for deeply studying on the disease resistance gene of citrus germplasm resources

and exploring the molecular mechanism between plants and pathogens.

Key words: Orah; Citrus canker; Inoculation in vitro; Transcriptome; Differential expression gene
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理论参考。

1 材料和方法

1.1 材料

供试材料为 5年生沃柑植株，地点位于广西大

学农学院科研基地。

1.2 柑橘溃疡病菌的分离纯化

摘取有典型柑橘溃疡病病斑的沃柑叶片，用

75%的酒精擦洗干净叶表面，并用无菌水冲洗3次，

擦干。用已灭菌的剪刀剪下1 cm2左右的带病斑的叶

片放入已灭菌的研钵中，加入1 mL的无菌水研磨成

匀浆，将匀浆转入无菌离心管中，4000 r ·min-1离心

1 min，留上清液。用接种环蘸取上清液接种于NA培

养基上，2 d后可见明显菌落，挑取具有典型柑橘溃疡

病病菌菌落特征的单菌落进行多次纯化后保存备用。

1.3 柑橘溃疡病菌的分子生物学鉴定

1.3.1 病原菌DNA的提取 使用Biospin细菌基因

组DNA抽提试剂盒提取病原菌的DNA。

1.3.2 对病原菌进行 16S/23S、gyrB 基因的序列分

析 以提取的病原菌的DNA为模板，用不同的特异

性引物对其进行 PCR扩增。本文所用引物为 Syl-

vain等[15]针对 16S/23S的部分基因设计的 P-X-16S-

Fb/P-X-23S-Rb，高爽等[16]针对gyrB基因设计的引物

对GGS1F/GGS2R（引物详情见表1）。

表 1 PCR 引物表

Table 1 The primer sequence of PCR

目的基因 Purpose gene

16S/23S

gyrB

引物名称 Primer name

P-X-16S-Fb

P-X-23S-Rb

GGSIF

GGS2R

序列 Sequence

5’-GTTCCCGGGCCTTGTACACAC-3’

5’-GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC-3’

5’-CCCTGCTGCTGACCTTCTTCT-3’

5’-GGTTGACCGTGGTTTCCCATA-3’

扩增长度Amplification length/bp

1005

760

PCR反应体系总体积为 25 μL，其中包含上下

引物各 1 μL、2.5 μL 的 10×PCR Buffer 缓冲液（含

Mg2+）、0.5 μL的Taq polymerase、0.5 μL的10 mmol·L-1

dNTP、DNA模板2 μL、其余体积为ddH2O。

对不同的特异性引物对进行PCR扩增结束后，

每份样品取 5 μL产物配 3 μL DNA Marker进行 1%

琼脂糖凝胶电泳检测，观察电泳结果，确认扩增成功

后，将产物送往上海生工测序，将返回序列在NCBI

用BLAST对比分析。

1.4 采样及样本的制备

选取长势良好、树体健壮的沃柑植株统一进行

重剪，待整齐出梢后，以叶脉为中心，采用活体注射

接种法在叶片一侧接种无菌水作为对照（CK），另一

侧接种柑橘溃疡病菌作为试验处理（JZY）。分别于

接种后 0、2、4、6、8 d进行采样，每个样品设 3次重

复，并记录观察发病情况。用无菌水冲洗干净接种

叶片，剪去叶脉，将对照样（CK）和试验处理样

（JZY）分别用锡纸包好，液氮处理后放入-80 ℃保

存。

1.5 RNA提取、文库构建及测序

采用Trizol法提取基因组柑橘总RNA。转录组

的测序工作由北京诺禾致源生物信息科技有限公司

处理完成。质量合格的mRNA经由Oligo(dT)的磁

珠富集，fragmentation buffer打断成短片段，依序合

成 cDNA，经由AMPure XP beads筛选片段、PCR扩

增得到最终文库。使用测序平台Novaseq 6000获得

原始数据，质控后得到clean reads。

1.6 差异表达基因筛选

基因表达水平阈值选用 FPKM>1。clean reads

用DESeq标准化后使用DESeq软件进行差异表达

分析，使用BH计算FDR，负二项分布计算pvalue，差

异基因筛选标准为p值<0.05。

1.7 差异表达基因GO富集分析

通过 GOseq 软件对差异基因进行 GO 富集分

析，并基于 Gene Ontology 对差异基因进行功能注

释。使用阈值：FDR≤0.05。

1.8 差异表达基因KEGG富集分析

使用KOBAS（2.0）进行Pathway富集分析，并基

于KEGG数据库对所得差异基因进行代谢途径分

析。使用阈值：Corrected p-Value<0.05。

1.9 qRT-PCR验证

随机选取两个在接种后 2、4、6和 8 d时均表达

差异的基因，验证其在接种后 2、4、6和 8 d时表达

量，RNA提取方法仍采用Trizol法，使用18srRNA作

为内参基因，采用 2-△CT法，并换算为 log2FC，计算基

因相对表达水平，引物序列见表2。
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2 结果与分析

2.1 病原菌的分离纯化及鉴定

2.1.1 病原菌的分离纯化 从广西大学科研基地采

集病叶，柑橘溃疡病在基地发病状况如图 1-A~B。

稀释分离柑橘溃疡病菌，1 d可见培养基上长出散落

微小菌落，2 d可见颜色大小不一的菌落，从中挑选

出具有典型柑橘溃疡病菌菌落形态的单菌落进行纯

化。柑橘溃疡病菌在 NA 培养基上生长呈现出黄

色、隆起、有光泽、质地黏稠的菌落形态（图1-C）。

表 2 PCR 引物信息

Table 2 The primer sequence of PCR

基因 Gene

XM_006492714.3

XM_006487236.3

引物名称 Primer name

Forward primer-1

Reverse primer-1

Forward primer-2

Reverse primer-2

序列 Sequence

5’-CTGAACGAGTGGAGGCATA-3’

5’-AACCCTTAAAATCCGCAGAAC-3’

5’-AGGAAGCTAGATTTGAACGCAGTGA-3’

5’-AAGCAATCAAGCATTTCAGCCAC-3’

A. 沃柑叶片田间发病症状；B. 沃柑果实田间发病症状；C. 柑橘溃疡病菌在 NA 培养基上培养的菌落形态。

A. Orah canker symptom of leaf in field; B. Orah canker symptoms of fruit in the field; C. Colony morphology of Xanthomonas citri subsp. citri

cultured on NA medium.

图 1 沃柑溃疡病田间症状及分离后菌落形态

Fig. 1 Orah field symptom map of citrus canker

2.1.2 病原菌的分子生物学鉴定 提取出病原菌

的 DNA 后，用 GGS1F/GGS2R、P- X- 16S- Fb/P- X-

23S-Rb 这两对特异性引物来进行 PCR 扩增检测。

电泳结果如图 2，可知待测菌株由引物 GGS1F/

GGS2R扩增出来的片段在750 bp附近，与柑橘溃疡

病菌在该引物下扩增出的条带大小 760 bp 相吻

合。引物P-X-16S-Fb/P-X-23S-Rb扩增出的条带在

1000 bp附近，与柑橘溃疡病菌在该引物下扩增出的

条带大小1005 bp相吻合。可初步判定病原菌为柑

橘溃疡病菌。将PCR产物送上海生工测序，用所得

序列上传 NCBI 的 GenBank 数据库，登录号为

MH276957、MH276956。与公开已知的柑橘溃疡病

菌全长序列进行Blsat比对，同源性达99%。结合特

异性引物PCR扩增电泳结果，可推断分离出来的病

原菌为柑橘溃疡病菌（Xanthomonas citri subsp.

M. DNA Mark；1. GGS1F/GGS2R 引物对；2. P-X-16S-Fb/P-X-23S-

Rb 引物对。

M. DNA Mark; 1. GGS1F/GGS2R Primer pairs; 2. P-X- 16S-Fb/P-

X-23S-Rb Primer pairs.

图 2 不同引物 PCR 扩增电泳

Fig. 2 PCR amplification electrophoresis with different

primers

2000 bp

1000 bp
750 bp

M 1 2

A B C
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citri）。

2.2 转录组数据质量分析

对接种溃疡病菌后 0、2、4、6和 8 d的沃柑叶片

样品进行转录组测序，每个样品3次重复，所得数据

取重复均值后得表3。从碱基含量与错误率等方面

对原始数据进行了质量评估。其中，获得原始数据

在 46 538 959~54 504 629之间，约有 97%为过滤序

列；Q值均大于 93%，转录组测序质量达标，所得数

据可用于后续各类分析。将Clean reads比对到甜橙

基因组上，比对率在 92%左右。各样品的CG含量

表 3 沃柑响应溃疡病不同时段的转录组测序数据质量分析

Table 3 Quality analysis of transcriptome sequencing data treated at indicated post inoculation days of

Xanthomonas citri subsp. citri

样品名称

Sample name

CK_0 d

CK_2 d

CK_4 d

CK_6 d

CK_8 d

JZY_0 d

JZY_2 d

JZY_4 d

JZY_6 d

JZY_8 d

原始序列

Raw reads

49 549 204

48 250 537

52 186 599

54 504 629

491 17 181

52 170 295

50 994 487

48 013 065

49 313 907

46 538 959

过滤序列

Clean reads

48 482 127

47 270 288

50 998 549

53 201 972

47 924 731

51 042 967

49 552 248

46 734 029

47 940 345

45 371 891

比对率

Contrast ratio/%

92.08

92.23

92.44

92.16

92.34

91.79

92.64

92.52

92.29

92.37

碱基错误率

Error rate/%

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

Q20
Q20 content/%

97.88

97.65

97.76

97.66

97.72

97.88

97.70

97.67

97.63

97.63

Q30
Q30 content/%

93.67

93.17

93.33

93.17

93.30

93.63

93.31

93.20

93.16

93.14

CG含量

GC content/%

43.94

43.96

43.79

43.82

43.91

43.92

43.94

43.72

43.71

43.82

约为43%。

2.3 差异表达基因分析

由火山图可知，接种后0 d（图3-A），DEGs总数

达到2个，其中表达水平上调1个，下调1个；接种后

2 d（图3-B），DEGs总数达到1290个，其中表达水平

上调 947个，下调 343个；接种后 4 d（图 3-C），DEGs

总数达到 1834个，其中表达水平上调 1081个，下调

753个；接种后 6 d（图 3-D），DEGs总数达到 959个，

其中表达水平上调 656个，下调 303个；接种后 8 d

（图 3-E），DEGs总数达到 4016个，其中表达水平上

调2108个，下调1908个。

2.4 差异表达基因韦恩图

对 readcount进行标准化后，差异基因筛选标准

采用 p ＜ 0.05。对各组差异基因进行韦恩图分析

（图4），可知共有374个差异基因在接种后2、4、6和

8 d时均差异显著。

2.5 差异表达基因GO功能富集分析

为找出沃柑响应柑橘溃疡病菌的入侵所表达

的差异基因的主要功能，本试验对各样本的转录组

中的差异基因进行了GO功能富集分析，富集分析

结果如图 5所示。JZY_0 h vs CK_0 h的GO功能富

集分析结果显示（图 5-A），仅一个基因富集到分子

功能，涉及条目为蛋白质结合、绑定、分子功能。

JZY_2 d vs CK_2 d 的 GO 功能富集分析结果显示

（图 5-B），差异基因主要注释到生物学过程中的生

物进程、代谢、蛋白质修饰、磷代谢等；分子功能中的

催化活性、转移酶活性、离子结合等。JZY_4 d vs

CK_4 d的GO功能富集分析结果显示（图 5-C），差

异基因主要注释到生物学过程中的生物进程、代谢、

蛋白质修饰、磷酸化作用；细胞组分中的光合膜、光

系统、类囊体；分子功能中的催化活性、转移酶活性、

氧化还原酶活性等。JZY_6 d vs CK_6 d的GO功能

富集分析结果显示（图 5-D），差异基因主要注释到

生物学过程中的生物进程、代谢、磷酸化作用、氧化

还原进程等；细胞组分中的类囊体部分、类囊体、光

合膜；分子功能中的催化活性、氧化还原酶活性、蛋

白激酶活性等。JZY_8 d vs CK_8 d的GO功能富集

分析结果显示（图 5-E），差异基因主要注释到生物

学过程中的生物进程、代谢、单一有机体代谢进程、

氧化还原进程等；细胞组分中的类囊体部分、类囊

体、光合膜；分子功能中的催化活性、氧化还原酶活

性、转移酶活性等。由此可假设在溃疡病侵入后最

先由注释到生物进程的基因开始响应。其中在各个

时期均表达差异的 374个基因共有 169个注释到生

物进程中、48个注释到细胞组分中、234个注释到分

子功能中。
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图 3 差异基因火山图

Fig. 3 Volcano map of differential genes

图 4 差异表达基因维恩图

Fig. 4 Venn diagram of differentially expressed genes
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横坐标为 GO 三个大类的下一层级的 GO term；纵坐标分别为注释到该 term 下（包括该 term 的子 term）的基因个数以及其占具有 GO 注

释的基因数目的比例；3 种不同分类表示 GO term 的三种基本分类（从上到下依次为生物学过程、细胞成分、分子功能）。

The abscissa is Go term at the next level of the three categories of Go; The ordinate is the number of genes annotated to the term (including the sub

term of the term) and its proportion in the number of genes annotated with Go; Three different classifications represent three basic classifications of

goterm (From top to bottom are biological processes, cellular components and molecular functions).

图 5 差异基因 GO 富集柱状图

Fig. 5 Histogram of GO enrichment of differentially expressed genes
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2.6 差异表达基因KEGG注释分析

对所得差异基因进行KEGG注释分析，所得部

分结果如图6所示。JZY_0 h vs CK_0 h的KEGG注

释分析结果显示（图 6-A），差异基因注释到谷氨酸

代谢通路。JZY_2 d vs CK_2 d的KEGG 注释分析

结果显示（图 6-B），所有差异基因主要注释到次生

代谢物的生物合成与代谢途径，且在次生代谢物的

生物合成中显著富集，下调基因显著富集到光合作

用通路，上调基因显著富集到植物与病原体相互作

用通路与次生代谢物的生物合成。JZY_4 d vs CK_4 d

的KEGG注释分析结果显示（图 6-C），所有差异基

因主要显著富集在次生代谢物的生物合成与代谢途

径、氨基糖和核苷酸糖代谢、苯丙素生物合成、光合

作用、光合作用-触角蛋白等，下调基因显著富集到

光合作用、光合作用-触角蛋白等，上调基因显著富

集到次生代谢物的生物合成、类黄酮生物合成、谷胱

甘肽代谢、苯丙氨酸代谢、苯丙素生物合成、植物与

病原体相互作用、二苯乙烯、二芳基庚烷和姜酚的生

圆点所在的位置代表着富集的条目，圆点的大小表示差异基因的数量。

The location of the dots represents the enriched entries, and the size of the dots indicates the number of differential genes.

图 6 差异基因 KEGG 富集图

Fig. 6 KEGG enrichment diagram of differentially expressed genes
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物合成等。JZY_6 d vs CK_6 d的KEGG 注释分析

结果显示（图 6-D），所有差异基因主要显著富集在

次生代谢物的生物合成与代谢途径、苯丙素生物合

成、光合作用，下调基因显著富集到光合作用等通

路，上调基因显著富集到的通路主要与接种4 d上调

基因富集到的通路相同。 JZY_8 d vs CK_8 d 的

KEGG注释分析结果显示（图6-E），所有差异基因主

要显著富集在氨基酸的生物合成、次生代谢物的生

物合成与代谢途径、光合生物的碳固定、碳代谢、糖

酵解/糖异生、苯丙素生物合成等通路；下调基因主

要显著富集在光合作用、光合作用-触角蛋白、卟啉

和叶绿素代谢、乙醛酸和二羧酸的代谢、果糖和甘露

糖代谢、碳代谢、光合生物的碳固定等，上调基因显

著富集到次生代谢物的生物合成、氨基酸的生物合

成、碳代谢、糖酵解/糖异生、苯丙素生物合成。上述结

果表明，各时期差异基因富集到的代谢通路较相似。

2.7 qRT-PCR验证

qRT-PCR验证所得结果如图 7，其变化趋势与

图为采用 qRT-PCR 验证柑橘溃疡病菌侵染沃柑叶片 2 d、4 d、6 d、8 d 基因表达情况，基因（XM_006492714.3）和基因（XM_006487236.3）在

柑橘溃疡病菌侵染后各时期基因表达趋势与转录组测序结果一致。

q-RT-PCR was used to verify the gene expression of 2 d, 4 d, 6 d and 8 d of citrus ulcerative pathogen infected Wogan leaves. The gene expression

trend of XM_006492714.3 and XM_006487236.3 in each period after infection was consistent with the transcriptome sequencing results.

图 7 qRT-PCR 验证

Fig. 7 Verification of qRT-PCR
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2.8 差异表达基因的功能鉴定

通过对KEGG富集通路进一步分析，发现接种

柑橘溃疡病菌后各时期差异表达基因涉及的代谢通

路较多。以下主要对与病害防卫反应相关的四条途

径进行分析，分别是植物病原体相互作用通路、过氧

化物酶体代谢通路、植物激素信号转导途径、蛋白质

内质网合成途径。

2.8.1 植物病原体相互作用通路差异基因分析 钙

依赖蛋白质激酶（CDPK）在接种后的 2、4、6、8 d时

被激活，分别编码了 2条、3条、2条、4条基因（XM_

006489866.2、XM_006475016.3，gene- LOC10260-

8900、XM_006475016.3、XM_0064815- 69.3，gene-

LOC102630231、gene- LOC102608900，XM_006475-

016.3、gene-LOC102630231、XM_0064-86512.3、gene-

LOC102628905），其中基因（XM_006475016.3）在接

种溃疡病后的 2、4、8 d 时均显著上调，基因（gene-

LOC102608900）在接种后的2、6 d时均显著上调；氧

化酶基因家族（RBOH）编码的 2 条基因（XM_

006487593.2、XM_006476418.3）在接种溃疡病后的

2、4、6、8 d时均显著上调。

2.8.2 过氧化物酶体代谢通路差异基因分析 酰辅

酶A氧化酶（ACOX）、过氧化物酶肌氨酸氧化酶抗

体（PIPOX）在接种后8 d被激活，分别编码了1条上

调基因（XM_006464151.3、XM_006483479.3），可推

断其通过调节下游酶活性来降低接种溃疡病后的危

害，从而在沃柑抗感溃疡病上起重要作用。

2.8.3 植物激素信号转导途径差异基因分析 植物

生长素原初反应基因（GH3）在接种后的2、4、8 d时均

编 码 了 相 同 的 1 条 显 著 上 调 基 因（XM_

006486899.3），GH3基因编码的是一类催化生长素

和氨基酸进行偶联的酶，可推测在接种柑橘溃疡病
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菌后GH3基因被激活并参与了沃柑对柑橘溃疡病

的胁迫响应，对沃柑的生长发育及抗感性增强有着

重要作用；AUX/LAA家族编码的基因在生长素响

应基因的表达调控过程中起着核心作用，AUX/LAA

基因在接种后的 4、6、8 d时分别编码了 2、1、4条基

因（XM_006465374.3、XM_006489439.3，XM_0064-

65374.3，XM_006479536.3、XM_006465374.3、XM_

006465637.3、XM_006489439.3），其中基因（XM_

006465374.3）为3个时段共同的显著上调基因；水杨

酸反应相关的标靶基因（PR-1）在沃柑接种柑橘溃

疡病菌后的4、6、8 d分别编码了2、2、3条基因（XM_

006486757.2、XM_006486759.3，XM_006486757.2、

XM_006486759.3 ，XM_025101990.1 、XM_006486-

757.2、XM_006486759.3），其中基因（XM_006486-

757.2、XM_006486759.3）为 3个时段共同的显著上

调基因，推测其在沃柑受到病原物侵染时会大量表

达，会在抗溃疡病下游发挥作用，直接限制病原物的

侵染。

2.8.4 蛋白质内质网合成途径的差异基因分析 热

休克蛋白家族中的HSP70、HSP40基因在接种后的

8 d 时被激活 ，分别编码 1 条上调基因（XM_

015532667.2、XM_006479993.3），糖蛋白糖基转移

酶（UGGT）也在接种后的 8 d时被激活，编码了 1条

上调基因（XM_006470961.3）。推测蛋白质内质网

合成途径被激活并参与了沃柑对溃疡病的抗逆响

应。

3 讨 论

植物在与病原体协同进化过程中会进化出先天

的免疫系统来抵御病原体的感染[17]。植物通过呼吸

爆发氧化酶（RBOH）的活性产生活性氧（ROS），活

性氧可以作为信号分子诱导气孔关闭和系统获得抗

性等其他免疫反应在植物免疫系统的多个层面发挥

着重要作用 [18-19]。钙依赖蛋白质激酶（CDPK）是植

物钙信号传导过程中关键的蛋白激酶，在逆境胁迫

信号传导过程中起到重要作用[20]。本研究发现，沃

柑受到柑橘溃疡病菌的侵染后，CDPK编码的基因

（XM_006475016.3）在接种后的2、4、6、8 d时均显著

上调，其中基因（gene-LOC102608900）在接种溃疡

病 后 的 2、4、8 d 时 均 显 著 上 调 ，基 因（gene-

LOC102608900）在接种后的2、6 d时均显著上调；呼

吸爆发氧化酶（RBOH）编码的 2 条基因（XM_

006487593.2、XM_006476418.3）在接种溃疡病后的

2、4、6、8 d时均显著上调。由此推测，植物病原体相

互作用通路下的差异表达基因，可能通过调控活性

氧合成水平，促进超敏化反应，从而提高对溃疡病的

抗性。

过氧化物酶体（peroxisome）是真核生物中普遍

存在的一类单层膜细胞器，内含多种参与重要代谢

过程的酶类，如脂肪酸 β-氧化、乙醛酸循环、胆固醇

合成、活性氧的生成与降解等[21]。近年来，病原真菌

过氧化物酶体相关基因的功能研究亦获得重大进

展。目前为止，过氧化物酶体在稻瘟病菌、瓜类炭疽

病菌等植物病原真菌致病过程中发挥重要作

用[22-25]。本研究发现，沃柑接种柑橘溃疡病后，酰辅

酶A氧化酶（ACOX）、过氧化物酶体肌氨酸氧化酶

抗体（PIPOX）在接种后8 d被激活，各编码了1条上

调基因（XM_006464151.3、XM_006483479.3），由此

推测，其通过调节下游酶活性来降低接种溃疡病后

的危害，从而在沃柑抗感溃疡病上起到重要作用。

植物激素是可通过参与大量的信号通路调控的

简单低分子化合物，在植物各生理过程中发挥着重

要作用，亦可作为在植物防卫反应中激活植物抗病

反应的关键信号[26]。本研究发现，沃柑接种柑橘溃

疡病后，在植物激素的信号转导途径中初步筛选出

3类主要的差异基因，分别为GH3、AUX/LAA和PR-

1。植物生长素原初反应基因（GH3）在接种后的 2、

4、8 d 时 均 编 码 了 1 条 显 著 上 调 基 因（XM_

006486899.3），GH3基因编码的是一类催化生长素

和氨基酸进行偶联的酶，推测在接种溃疡病后GH3

基因被激活并参与了沃柑对柑橘溃疡病的胁迫响

应，对沃柑的生长发育及抗感性增强有着重要作用；

AUX/LAA家族编码的基因在生长素响应基因的表

达调控过程中起着核心作用，AUX/LAA基因在接

种后的4、6、8 d时分别编码了2条、1条、4条基因，其

中基因（XM_006465374.3）为 3 个时段共同的显著

上调基因；水杨酸反应相关的标靶基因（PR-1）在沃

柑接种溃疡病后的 4、6、8 d分别编码了 2、2、3条基

因 ，其 中 基 因（XM_006486757.2 和 XM_

006486759.3）为 3个时段共同的显著上调基因。由

此推测，在沃柑受到病原物侵染时，植物激素信号转

导途径中抗病反应的关键信号被激活，从而起到了

良好的防卫反应作用，直接限制了病原物的侵染。

内质网由一个连续的膜状细胞网组成的封闭管
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道系统，是蛋白质加工折叠的关键场所[27-28]。本研究

中内质网差异表达基因所对应的表达蛋白主要有热

激蛋白（Hsp20、Hsp40、Hsp70、Hsp90）和结合免疫球

蛋 白（Bip）。 热 激 蛋 白（Hsp20、Hsp40、Hsp70、

Hsp90）在细胞中可以作为“分子伴侣”参与合成中

的多肽反应，使其正确折叠；它还能够帮助新生肽穿

过细胞膜结构，使蛋白质运转到细胞的不同部位发

生作用；在高温等胁迫环境中，热激蛋白可以组织热

变性蛋白的聚集，阻止蛋白的不可逆变性或有利于

蛋白质变性后的复性[29]。BiP蛋白是内质网腔内最

丰富的分子伴侣，它能与进入内质网腔内的新生肽

结合并阻止它们在内置网腔内聚集，能参与内质网

蛋白折叠[30]。完成折叠的糖蛋白的转运是在检测员

UGGT的监控下完成的，正确折叠的糖蛋白会转运

至高尔基体进一步加工，不完全折叠或错误折叠的

蛋白可以被UGGT通过暴露在表面的疏水残基识

别，进行重新折叠；所以UGGT在蛋白质输出内质网

过程中发挥着重要的质量监控作用[31-32]。笔者在本

研究中发现，通过对蛋白质内质网合成通路的差异

基因进一步分析，热休克蛋白家族中的 HSP70 和

HSP40 在接种后 8 d 被激活，各编码 1 条上调基因

（XM_015532667.2 和 XM_006479993.3），糖蛋白糖

基转移酶（UGGT）也在接种后 8 d被激活，编码了 1

条上调基因（XM_006470961.3）。由此推测，在蛋白

质内质网合成通路后期被激活的HSP70、HSP40和

UGGT基因，其响应蛋白质的合成，可以作为抗感溃

疡病的候选基因。

4 结 论

溃疡病菌侵入沃柑叶片后产生了一些复杂的响

应反应，分析筛选得到了在接种2、4、6、8 d后均表达

差异的374个基因，其中上调基因为61个，下调基因

为 313 个。并对差异表达基因进行了 GO 注释和

KEGG 通路富集性分析，得到不同危害时段参与植

物激素信号转导、植物病原体相互作用、过氧化物酶

体、蛋白质内质网合成等途径的多个差异表达基因，

进一步分析这些抗病相关通路和基因，为深入研究

相关基因功能和柑橘抗感溃疡病的机制提供了参

考。
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