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基于WGCNA的刺葡萄抗白腐病关键基因的发掘

谭西北，李 鹏，孙 磊，樊秀彩，刘崇怀，姜建福，张 颖*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】葡萄白腐病是危害最严重的病害之一，不同的葡萄种质对白腐病的抗性存在差异。在前期的研究中筛

选到了 1份抗病种质刺葡萄 0941，该种质为中国野生葡萄，具有耐湿热、抗病性强的特点。旨在通过转录组测序和

WGCNA筛选，挖掘刺葡萄抗白腐病关键基因。【方法】以抗病的刺葡萄0941（Vd）和感病的欧亚种美人指（Vv）为试材，

通过室内接菌，设置0 h、24 h、48 h三个时间点，研究病原菌诱导下感病和抗病种质的基因表达差异，筛选出抗病基因，

并利用qRT-PCR进行验证。【结果】根据|Log2Fold Change|≥2和p≤0.05的筛选条件，在0 h、24 h、48 h抗病品种刺葡萄

和感病品种美人指之间筛选到差异表达基因分别有5266、4725、4653个。其中上调基因数分别为1737、1788、1727个，

下调基因数为3529、2937、2926个；进一步对这些差异基因进行GO和KEGG富集分析，发现了具有防御反应、跨膜运

输和一些植物激素信号转导等功能的基因或者通路。为了明确不同品种葡萄果实抗病之间的调控网络，进行了

WGCNA分析，得到7个基因模块，筛选出2个与抗病高度相关的关键的模块并且通过hub基因分析明确模块内基因

的互作网络关系，鉴定出2个类黄酮代谢相关基因、2个植物激素信号转导相关基因以及2个hub基因，并且通过荧光

定量验证其表达情况与转录组数据一致。【结论】获得了刺葡萄与美人指响应白腐病侵染的差异表达基因，并显著富集

在防御反应、跨膜运输和一些植物激素信号转导等通路，筛选出6个抗病候选基因，包括F3’5’H、EIN和MYB等。
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Discovery of key genes for White Rot resistance in Vitis davidii based on
WGCNA
TAN Xibei, LI Peng, SUN Lei, FAN Xiucai, LIU Chonghuai, JIANG Jianfu, ZHANG Ying*

(Zhengzhou Fruit Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450009, Henan, China)

Abstract:【Objective】White-rot [Coniella diplodiella (Speg.) Petrk & Sydow.] of grapes is one of the

most dangerous diseases, and different grapevine germplasm differs in their resistance to white-rot. In

the previous study, the disease- resistant germplasm of Vitis davidii 0941 was screened, which was a

wild type of grape in China with the characteristics of heat and humidity tolerance and good disease re-

sistance. In this study, we screened the key genes of resistance to white rot in V. davidii by transcrip-

tome sequencing and WGCNA.【Methods】The disease-resistant V. davidii 0941 (Vd) and the disease-

susceptible V. vinifera‘Manicure Finger’(Vv) were used as test materials to study the differences in

gene expression between disease-susceptible and disease-resistant germplasm resources under pathogen

induction conditions by inoculation indoors at three time points of 0 h, 24 h and 48 h. The disease resis-

tance genes were screened and validated using qRT- PCR.【Results】According to the p≤ 0.05 and

|Log2Fold Change| ≥ 2, the 5266, 4725 and 4653 differentially expressed genes were screened 0 h, 24 h,

and 48 h with the resistant cultivar (Vd) and susceptible cultivar (Vv). Among them, the numbers of up-

regulated genes were 1737, 1788 and 1727, and the numbers of down-regulated genes were 3529, 2937

and 2926, respectively. Further, these differential genes were enriched by GO (Gene Ontology) and
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KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) pathway analysis. Some defense responses were

observed, such as transmembrane transport, some plant hormone signal transduction and other functions

or pathways. In cellular components, the membranes, cells, cell parts, etc. had a high degree of enrich-

ment, and in biological processes, the defense reactions, transmembrane transport, metabolic processes,

cellular processes, etc. had a high degree of enrichment. In molecular functions, there was a high degree

of enrichment in transcriptional regulatory activity and catalytic activity, and the results indicated that

these functions played an important role in the defense response of V. davidii and white rot pathogens.

By analyzing KEGG analysis, it showed that the up-regulated differential genes were mainly enriched

in flavonoid biosynthesis, flavonoid and flavonol biosynthesis, phenylpropane biosynthesis and stil-

bene, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis, α-linolenic acid metabolism, linoleic acid metabolism,

and other metabolic pathways, while the down-regulated genes were mainly enriched in the plant-patho-

gen interaction, flavonoid biosynthesis, phenylpropane biosynthesis, plant hormone signal transduction

and mitogen-activated protein kinase (MAPK). In signaling pathways, there were ABC transport, phe-

nylalanine metabolism, amino sugar, and nucleotide sugar metabolism, diterpene biosynthesis, DNA

replication, and other pathways. In addition, those genes and acids were also found, icluding phenylala-

nine ammonia- lyase gene PAL (Vitvi00g01431 and Vitvi16g01503), tetracoumarate CoA ligase gene

4CL (Vitvi16g00139), chalcone synthase CHS (Vitvi16g00990 and Vitvi16g01480), shikimic acid, quin-

ic acid and hydroxycinnamic acid. The expression levels of five or seven genes of acyltransferase HCT

(Vitvi11g00735) and flavonol synthase FLS (Vitvi08g01575) were much higher in the resistant cultivar

Vd. The expression levels of astragalus synthase STS (Vitvi16g01465 and Vitvi16g01466) showed an up-

ward trend in both grape and after pathogen induction, and the expression level in Vv was higher than

that in Vd. In addition, In the process of grapevine induction by white rot pathogen, important defense-

related signal pathways such as auxin, cytokinin, gibberellin, abscisic acid, brassinosteroid, jasmonic ac-

id, and salicylic acid were enriched in plant hormone signal transduction pathway. The expression of

AP2/ERF (Vitvi05g01073) was 60 times higher in the Vv than that in the Vd 24 hours after inoculation,

and 35 times higher in the Vv than that in the Vd 48 hours after inoculation. The expression of MYB

(Vitvi02g01019), which was involved in the secondary metabolic pathway of phenyl propane in plants,

was 100 times higher in Vd than in Vv 24 hours after inoculation, and 40 times higher in Vd than in Vv

48 hours after inoculation. According to the correlation analysis between the trend of gene expression

modules and resistance traits, Pearson correlation coefficient (r>0.5) and significance p value (p<0.05)

were used as screening conditions for MEyellow, MEblack and MEgreen. MEblack module was posi-

tively correlated with disease resistance at Vd0h, Vd24h and Vd48h, and MEyellow module was posi-

tively correlated with disease resistance at Vd48h. KEGG enrichment analysis of differentially ex-

pressed genes in the two disease-resistant related modules showed that the enrichment pathways mainly

focused on flavonoid biosynthesis, MAPK signaling pathway, phenylpropane biosynthesis, and plant in-

teraction. The top 150 genes with the highest connectivity in MEyellow and MEblack modules were se-

lected as the core hub genes of the module, among which there were 13 candidate transcription factors.

In the MEblcak module, 4 transcription factors (MYB, 2; EIN and TCP, 1) were associated with plant de-

fense responses, among which MYB4-Like (Vitvi17g00232) had the highest number of DEGs with a to-

tal of 104; and these genes were mainly associated with plant metabolic reactions, such as phenylalanine

biosynthesis, tryptophan metabolism, glycolysis, ubiquitin-mediated proteolysis, etc. In the MEyellow

module, 9 transcription factors (MYB, 3; ERF, 3; bHLH, 2; bZIP, 1) were associated with plant defense

responses, and the number of DEGs associated with MYB108 (Vitvi04g00076) was 134, the functional
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葡萄在我国具有悠久的栽培历史，因其具有丰

富的营养物质和较高的经济价值，深受广大民众的

喜爱。近年来，随着葡萄栽培面积和产量的持续增

长，病害造成的损失也逐年增加，其中葡萄白腐病是

危害最严重的病害之一。该病是由白腐垫壳孢[Co-

niella diplodiella (Speg.) Petrk & Sydow.]引起的真菌

性病害[1]，19世纪在意大利首次报道，我国最早发现

于1899年，目前主要发生在我国东北、华北、西北和

华东北部地区，植株感病后，叶片边缘出现水渍状病

斑，慢慢侵染到叶片中部，呈现出不太明显的同心轮

纹状的褐色病斑；葡萄果粒逐渐变褐变软，发病后期

整个果穗腐烂，造成大面积减产[2-3]。目前在农业生

产上主要是化学药剂防治葡萄白腐病，化学防治法

虽然效果好、见效快，但是长期用药，不仅增加成本、

降低果实品质，而且还会存在农药残留，严重危害环

境及食品安全。

不同葡萄种质对白腐病的抗性存在差异。欧亚

种对白腐病的抗性较差，东亚种群的葡萄抗病性较

强[4]。中国是葡萄属植物重要的起源地之一，基本

包括了所有的东亚种群，野生葡萄种质资源丰富[5]，

利用野生种质资源导入异质抗性基因是解决栽培品

种抗性基因贫乏的有效途径。我国的刺葡萄对包括

白腐病在内的多种真菌性病害都具有很强的抗

性[6-7]，是葡萄白腐病抗性研究的良好材料。因此，解

析葡萄抗病机制、挖掘抗性基因、培育具有较强抗病

性的葡萄品种尤为重要。

转录组测序已被广泛用于解析拟南芥、番茄、葡

萄和其他植物的抗病机制；研究结果能够提供植物

在病原菌侵染下应答的信号通路和相关基因表达的

信息。陈哲等[8]利用转录组测序分析，发现草莓受

到炭疽病病原菌侵染后能够影响类黄酮生物合成和

植物激素信号传导等通路中关键基因的表达水平，

并鉴定出了 19个感病相关的差异表达基因。暹罗

芽孢杆菌提高了贮藏杧果果实的抗病性，Jiang等[9]

利用暹罗芽孢杆菌的诱导机制，建立了杧果果实样

品在贮藏期间的比较转录组分析，部分基因（JAZ、

BAK1和PR1）被暹罗芽孢杆菌处理上调，引发应激

反应，并诱导酚类抗性物质的合成，从而提高杧果果

实的抗病性。其次，一些基因（WRKY22、HSP90、

CNGCs、SOD、PAL、4CL、CHS和HCT）如过氧化物

酶体、苯丙素、黄酮类和姜酚生物合成，在杧果果实

中上调，从而增强系统的抗病能力，刺激免疫反应。

姜长岳[10]以毛葡萄丹凤-2叶片为材料接种白粉菌进

行转录组测序，从MYB家族中筛选出抗病相关转录

因子VqMYB154，发现转录因子VqMYB154具有正

向调控3个芪合酶靶基因表达以增强植物抗病性的

功能。Jiao等[11]通过转录组分析中国野生葡萄对白

粉病的抗病机制，发现感病品种湖南一号下调基因

比例明显高于山-24，而上调基因主要与防御反应和

抗病代谢物的生物合成相关，同时发现12号和13号

染色体上的NLR基因对白粉菌最敏感，其中许多基

因在易感种质的所有感染阶段始终下调。Liu等[12]

利用转录组测序分析，从河岸葡萄中筛选了与抗病

性相关的转录因子ERF、MYB、WRKY和 bHLH，确

定了 197个候选基因，可能参与霜霉病菌引起的防

御反应，其中有 5 个基因富含亮氨酸重复序列

（LRR）。沈才琦等[13]通过对感炭疽病欧亚种里扎马

特和抗炭疽病刺葡萄黑珍珠的杂交后代中感炭疽病

annotation of these genes was found to be related to a variety of plant hormones, such as auxin, ethyl-

ene, salicylic acid and jasmonic acid, as well as redox reactions and flavonoid biosynthesis. In order to

clarify the regulatory network between the disease resistances of different grape varieties, the WGCNA

(Weighted Gene Co-expression Network Analyses) analysis was carried out to screen out some key mod-

ules and identify them through hub genes. The interaction network relationship among genes in the mod-

ule was analyzed to identify the hub genes. Two flavonoid metabolism-related genes, two flavonoid me-

tabolism-related genes and two hub genes were screened out by differential gene expression analysis,

GO enrichment analysis, KEGG pathway analysis and WGCNA analysis, and their expression was veri-

fied by the fluorescence quantitative analysis.【Conclusion】Differentially expressed genes in response

to white rot infestation were obtained from V. davidii and V. vinifera‘Manicure Finger’, and were signifi-

cantly enriched in defence response, transmembrane transport and some phytohormone signalling path-

ways, and six candidate genes were screened for disease resistance, including F3'5'H, EIN and MYB, etc.

Key words: Grape; Disease resistance; Transcriptome; Gene mining; WGCNA analysis
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7-2-6株系和抗炭疽病7-1-8株系进行转录组测序分

析，发现葡萄响应胶孢炭疽菌侵染的差异表达基因，

显著富集在植物与病原体相互作用、类黄酮生物合

成和MAPK信号途径等 3个通路，并筛选出 8个抗

病候选基因，包括MLO蛋白及WRKY、ERF转录因

子等。转录组分析已广泛用于发掘植物响应病病原

菌胁迫的调控因子，这为研究刺葡萄抗病机制提供

了理论依据。笔者在本研究中对白腐病病原菌侵染

前后的感病欧亚种美人指和抗病中国野生刺葡萄的

果实进行转录组测序分析，通过转录组分析已经鉴定

了几个可能在抗葡萄白腐病中起关键作用的基因。

1 材料和方法

1.1 试验材料

以抗白腐病刺葡萄 0941和感白腐病欧亚种美

人指转色期的果实为试验材料，材料采自于国家葡

萄种质资源圃（郑州）。

在葡萄果实的果柄处接种直径 1 cm的白腐病

原菌菌块，每组接种18粒葡萄，保湿并置于28 ℃恒

温箱中培养，同时在果实果柄处接种无菌水作为对

照。分别在接菌0 h、24 h、48 h收集去除感染部分后

的果实，每组均设置 3个生物学重复。采用多糖多

酚植物总RNA提取试剂盒（华越洋，货号0416-50），

参照说明书提取样品总RNA，置于-80 ℃超低温冰

箱保存备用。

1.2 文库构建及测序

总RNA质量检测合格后，通过深圳华大基因科

技服务有限公司进行转录组测序。对得到的原始数

据进行质控，去除低质量的 reads获得的高质量的质

控数据，并储存于格式为 fastq的数据文件中。以葡

萄基因组 12 ×（https://urgi.versailles.inra.fr/Species/

Vitis）为参考基因组进行比对。利用HISAT2软件将

得到的 clean reads比对参考基因组进行组装。使用

RSEM软件计算基因表达水平，然后转换成 FPKM

（每千碱基转录序列的预期片段数/百万碱基对测

序）值。使用对比工具 Bowtie2 将 clean reads 与参

考基因组进行比对以统计基因比对率，比对率都在

90%以上。利用组装的转录本与 GO 数据库、

KEGG数据库、NR数据库、Swiss-Prot数据库、Pfam

数据库、COG数据库以及KOG数据库进行基因功

能注释。

1.3 差异表达基因筛选和富集分析

比对品种间基因的表达情况，筛选差异表达的

部分进一步富集分析。使用DESeq2软件进行差异

基因的筛选，将 |log2FoldChange|≥2、p≤0.05 的基因

作为显著的差异表达基因，对筛选出的差异基因进

行GO功能富集和KEGG通路分析，以获得差异表

达基因的主要生物学功能及主要生化代谢途径。

1.4 WGCNA分析

通过WGCNA分析进一步探究差异表达基因之

间的调控网络，旨在鉴定相关基因模块及模块内的

hub基因。对每个基因模块进行评估，检验每个模

块中基因的相关性，利用 Cytoscape 3.8.0计算每个

基因的相关性，鉴定每个模块内的 hub基因。通过

计算每个模块的特征基因值，检验各个基因白腐病

之间的相关性。此外，为了进一步探究模块中基因

的功能，利用R包（ClusterProfiler）进行GO和KEGG

富集分析。

1.5 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）分析

为验证 RNA-seq 测序检测到 DEGs，本研究基

于分析挑取 9个差异表达基因进行 qRT-PCR分析。

使用Primer3plus在线网站（https://www.primer3plus.

com/index.html）设计引物，并由上海生工生物公司

进行合成，引物具体信息见表 1。然后用 Fasting-

King RT Kit（With gDNA）反转录试剂盒（天根）将

RNA 反转录为 cDNA。每个样本 3 个重复，使用

表 1 RT-qPCR 所用引物

Table 1 Primers for RT-qPCR

基因 ID Gene ID

Vitvi04g00076
Vitvi17g00232
Vitvi02g00510
Vitvi06g01183
Vitvi01g01745
Vitvi07g02070
Vitvi06g01036
Vitvi01g02263
Vitvi05g01069

正向引物（5’-3’）Forward sequence (5’-3’)

TTGGGTTCTGGCAATTAGGC
AAGTTGCCTCGCTTTAGGTC
TTGGCAGAAGCAAAGAAGCC
ACATTAAAGCACTCCTCCTGAATTT
TTTTGCTTGCAGGCATCCTC
TCCGCAGTGTCAAATGTTCC
TGGAAAGCGTTTTCGTTCGG
CCTGTCGATGAGGGACAGTT
TGGGCATGTAATCATACACAAGG

反向引物（5’-3’）Reverse sequence (5’-3’)

AGCTTGGATTGCTTGCCATC
CTTCGTTGCGGCAAAAGTTG
AAGAATTGGGCCCATTTCCC
CCGGCTCCTTCCAATCACTT
TCCCAATTGGTTTAGGGGGAAG
AAGTTTGCAGCGGAGATACG
CAACATGACCCACAATCACCAC
GGATCAACCGCTATTATCTTGCC
GGGAGAGCCGTTTGAGAAAAC
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FastStart Essential DNA Green Master试剂盒按照其

说明在 ABI-7300 系统进行 qRT-PCR 分析，反应程

序：94 ℃ 30 s；94 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40个循环。以

VvEF1-α为内参基因 [14]，用 2- ΔΔCT 公式计算相对表

达量。

2 结果与分析

2.1 转录组测序质量分析

转录组测序后对原始数据进行过滤，一共得到

798.77百万条高质量的过滤序列，共产生119.82 Gb

过滤碱基，每个样本的Q30均大于92%，清洁读数率

都在96%以上。转录组测序结果与葡萄参考基因组

的比对率高，测序质量好，可用于后续分析（表 2）。

对各组重复之间进行相关性分析，每组样品之间

的相关系数均高于0.8（图1），以确保试验结果的可

靠性。

2.2 差异表达基因筛选

筛选|log2FoldChange|≥2、p≤0.05的基因作为显

著差异表达基因，在0 h、24 h、48 h抗病品种刺葡萄

（Vd）和感病品种美人指（Vv）之间的差异表达基因

Vd 0 h、Vd 24 h、Vd 48 h 分别为刺葡萄接种白腐菌 0 h、24 h、48 h 的样本。Vv 代表美人指，Vd 代表刺葡萄。

Vd 0 h、Vd 24 h and Vd48h are samples of Vitis davidii inoculated with white rot fungus for 0 h, 24 h and 48 h, respectively. Vv stands for Vitis vi-

nifera Manicure Finger and Vd stands for Vitis davidii.

图 1 各组重复之间的相关性分析

Fig. 1 Correlation analysis among groups of repetitions

表 2 参试样品的转录组数据的质量

Table 2 Quality of the transcriptome data of each sample

样本名称

Sample ID

Vd0h-1

Vd0h-2

Vd0h-3

Vd24h-1

Vd24h-2

Vd24h-3
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Vv0h-2

Vv0h-3

Vv24h-1

Vv24h-2

Vv24h-3
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Vv48h-2

Vv48h-3

总计Total

原始序列

（百万条）

Raw
reads/M

47.33

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

45.57

822.02

过滤序列

（百万条）

Clean
reads/M

45.46

44.05

44.31

44.29

44.19

44.15

44.36

44.21

44.52

44.84
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44.21
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44.13

44.12
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过滤碱基
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6.65
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6.68
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6.73

6.72
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6.63

6.61

6.6

6.62

6.62

119.82
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%
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93.7

93.25

93.31

93.41

93.61

93.19

93.43

93.17

92.95

92.86
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93.59

93.71

清洁读数率

Clean reads
ratio/%
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97.35

97.02
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Up Down Total

Vd0h-Vv0h 1737 3529 5266
 Vd24h-Vv24h 1788 2937 4725
 Vd48h-Vv48h 1727 2926 4653

person Vd0h-Vv0h Vd24h-Vv24h Vd48h-Vv48h

Up 1737 1788 1727

Down 3529 2937 2926

Total 5266 4725 4653

1737 1788 1727

3529
2937 2926

5266
4725 4653
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3000

4000
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6000

Vd0h-Vv0h  Vd24h-Vv24h  Vd48h-Vv48h

数
量

Up Down Total

分别有5266、4725、4653个（图2-A）。其中上调基因

数分别为 1737、1788、1727 个，下调基因数分别为

3529、2937、2926个。在抗病品种和感病品种之间

的差异表达基因均是下调基因数目远大于上调基因

数目，且 24 h 和 48 h 较 0 h 下调基因数目大幅减

少，3 个时期对比组共有差异表达基因有 2684 个

（图 2-B）。

2.3 GO、KEGG功能注释及富集分析

将筛选出来的所有时期的差异表达基因进行

GO富集分析，结果分为3类，分别为生物学过程、细

胞组分和分子功能。结果仅展示出富集程度最为显

著的前20条的代谢途径（图3）。在膜、细胞、细胞部

分等组分中具有较高程度的富集，在生物学过程中

防御反应、跨膜运输、代谢过程、细胞过程等具有较

高程度的富集，在分子功能中转录调节活性和催

化活性等具有较高程度的富集，结果表明这些功

能在刺葡萄、美人指与白腐病的防御反应中发挥

着重要作用。

对刺葡萄和美人指之间的差异表达基因进行

KEGG代谢通路富集分析，取富集最为显著的前20

个通路进行分析（图 4）。通过KEGG分析，表明上

调差异基因主要富集在类黄酮生物合成、黄酮和黄

图 3 差异表达基因 GO 富集分析

Fig. 3 GO enrichment analysis of DEGs
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图 2 抗病品种和感病品种间 DEGs 数目统计及韦恩图

Fig. 2 Statistics of DEGs between resistant and susceptible varieties
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酮醇生物合成、苯丙烷生物合成、芪类和二芳基庚

烷类及姜酚生物合成、α-亚麻酸代谢、亚油酸代谢等

代谢途径中，而下调差异基因主要富集在植物与病原

菌的相互作用、类黄酮生物合成、苯丙烷生物合成、植

物激素信号和丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号

转导途径、ABC运输、苯丙氨酸代谢、氨基糖和核苷

酸糖代谢、二萜生物合成、DNA复制等通路中。

2.4 刺葡萄抗白腐病的相关差异表达基因

刺葡萄和美人指接种白腐病病原菌 0 h、24 h、

48 h后进行转录组分析，从KEGG富集的通路中选

择白腐病病原菌诱导后表达差异较大的基因，作为

重要的差异表达基因。差异表达基因主要来自次生

代谢和植物激素信号转导两个通路。

葡萄果实接种白腐病病原菌后，与苯丙烷、类黄

酮、黄酮和黄酮醇生物合成等次生代谢途径的相关

基因在24 h和48 h均受到诱导而产生表达差异。图

5展示了0 h、24 h和48 h中苯丙烷、类黄酮、黄酮和黄

酮醇生物合成途径相关的差异表达基因（differential-

ly expressed genes，DEGs）及其转录水平。其中苯丙

氨酸解氨酶 PAL（Vitvi00g01431、Vitvi16g01503）、四

香豆酸酯CoA连接酶 4CL（Vitvi16g00139）、查耳酮

合成酶CHS（Vitvi16g00990、Vitvi16g01480）、莽草酸/

奎宁酸羟基肉桂酰转移酶HCT（Vitvi11g00735）、黄酮

醇合酶FLS（Vitvi08g01575）这7个基因在受到白腐病

原菌诱导48 h后，在抗病品种刺葡萄中的表达量远

高于感病品种美人指。芪合酶STS（Vitvi16g01465、

Vitvi16g01466）的表达量在受到病原菌诱导后，在刺

葡萄和美人指中均呈现上升趋势，且美人指中的表

达量高于刺葡萄。

白腐病病原菌侵染葡萄果实时，植物激素信号

转导途径中生长素、细胞分裂素、赤霉素、脱落酸、油

菜素甾醇、茉莉酸和水杨酸等重要防御相关的信号

通路均发生富集，82个差异表达基因显著富集于植

物激素信号转导途径（图 6），39 个 DEGs（TCH4，4

个；AUXIAA，1 个；CH3，2 个；TF，1 个；JAZ，2 个；

SAUR，16 个；PR1，2 个；MYC2，1 个；ETR；2 个；

TIR，1 个）在刺葡萄中的表达水平明显高于美人

指。其中，水杨酸信号途径下游基因 PR1（Vit-

vi03g00860）和茉莉酸信号途径下游基因MYC2（Vit-

vi02g00231）在刺葡萄接菌处理后表达上调，且PR1

（Vitvi03g00860）在接菌 48 h表达水平很高，最高上

调 1000 倍（0.27＜FPKM＜1100），MYC2（Vit-

vi02g00231）在接菌 0 h 和 24 h 表达水平无明显变

化，但在 48 h上调 10倍（0＜FPKM＜13）；茉莉酸信

号途径下游基因 JAZ（Vitvi01g02293）在刺葡萄接菌

24 h下调表达 3倍，而后上调 100倍；乙烯信号途径

上游基因ETR（Vitvi05g00684）在刺葡萄和美人指接

菌后都上调。

2.5 接菌处理后转录因子的表达模式

DEGs中转录因子有 344个，属于 39个转录因

子家族，主要包含 40个AP2/ERF、66个MYB、22个

WRKY、35 个 bHLH、24 个 NAC、16 个 LBD、16 个

C2H2、11个HD-ZIP等（图7）。在接菌处理后，其中

10个转录因子在美人指中的表达量明显高于刺葡

图 4 差异表达基因 KEGG 富集分析

Fig. 4 KEGG enrichment analysis of DEGs
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A. 热图表示所有与通路相关 DEGs 的表达水平，由各样本的 FPKM 值进行 log2 转换生成并按行进行标准化；B. 通路图中的红色字体表示

各通路上注释到的 DEGs。下同。

A. The heat map indicates the expression levels of all pathway-related DEGs, generated by log2 transformation of the FPKM values for each sam-

ple and standardize by rows; B. The red font in the pathway map indicates the DEGs annotated on each pathway. The same below.

图 5 苯丙烷、类黄酮、黄酮和黄酮醇生物合成通路及其相关 DEGs 的表达分析

Fig. 5 Phenylpropane, flavonoids, Flavone and flavonol biosynthetic pathways and the expression levels of related DEGs
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萄，例如AP2/ERF（Vitvi05g01073）在接菌 24 h美人

指中的表达量是刺葡萄的60倍，在接菌48 h美人指

的表达量是刺葡萄的 35倍。16个转录因子在刺葡

萄中的表达量显著高于美人指，例如参与植物苯丙

烷类次生代谢途径的MYB（Vitvi02g01019）在接菌

24 h刺葡萄中的表达量是美人指的 100倍，在接菌

48 h刺葡萄的表达量是美人指的40倍。8个转录因

子在受到白腐病原菌的诱导后的刺葡萄和美人指中

表达模式相反，例如响应激素信号转导的AP2/ERF

（Vitvi16g01438）在接菌 24 h 刺葡萄中表达上调 12

倍，而在美人指中下调表达 10倍；在接菌 48 h刺葡

萄中表达下调表达10倍，而美人指上调3倍。

2.6 WGCNA分析鉴定刺葡萄抗病的关键基因

经过滤 FPKM＜1 的基因，4085 个差异基因用

A. DEGs 富集到的植物激素信号通路图，红色模块表示上调的基因，绿色模块表示下调的基因，黄色表示没有变化的基因；B. 热图表示与植

物激素信号转导相关 DEGs 的表达水平。

A. Map of plant hormone signaling pathways enriched by DEGs, red modules indicate up-regulated genes, green modules indicate down-regulated

genes and yellow indicate genes with no change; B. Heat map indicating expression levels of DEGs associated with plant hormone signaling.

图 6 植物激素信号转导通路及其相关 DEGs 的表达分析

Fig. 6 Phytohormone signal transduction pathway and the expression analysis of related DEGs
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B

图 6（续） Fig. 6 (Continued)

图 7 转录因子家族在各个样本的表达谱

Fig. 7 Relative expression profiles of transcription factor family in each sample
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于构建加权基因共表达网络。通过计算 18个样本

表达水平的相关系数聚类分析，样本间聚类良好，

未出现离群样本。根据差异基因的 FPKM值进行

相关度分析并聚类，相关度较高的基因被分配到同

一个模块中，图中聚类树的不同分支代表不同的基

因共表达模块，不同颜色代表不同的模块，共划分

为7个模块，并绘制基因共表达网络热图（图8）。根

据基因表达模块的趋势与抗病性状的相关性分析，

以皮尔逊相关系数（r＞0.5）和显著性 p 值的大小

（p＜0.05）为筛选条件 MEyellow、MEblack、ME-

green模块与抗病性状呈显著正相关，其中MEblack

模块在Vd0h、Vd24h、Vd48h与抗病性状呈显著正相

关，MEyellow模块在Vd48h与抗病性状呈显著正相

关。对这两个抗病相关模块中的差异表达基因进

行KEGG富集分析，其富集的通路主要集中在类黄

酮生物合成、MAPK信号途径、苯丙烷生物合成、植

物相互作用（图9）。

选取 Meyellow、MEblack 模块内连通度最高

的前 150个基因作为模块的 hub基因，其中候选转

MEyellow

MEblack

MEgreen
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MEblue

MEgrey60

Vd0h Vd24h Vd48h Vv0h Vv24h Vv48h
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图 8 模块与表型的相关性分析

Fig. 8 Correlation analysis between modules and

phenotypes

图 9 Black（A）和 Yellow（B）模块 KEGG 富集气泡图

Fig. 9 KEGG enriched bubble diagram of Black (A) and Yellow (B) module

A

B

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Rich ratio

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Rich ratio

Flavone and flavonol biosynthesis

Flavonoid biosynthesis

Glutathione metabolism

Tryptophan metabolism

Plant-pathogen interaction

Tropane，piperidine and pyridine alkaloi biosynthesis

Flavonoid biosynthesis，

Circadian rhythm-plant

Stilbenoid , diarylheptanoid and gingerol biosynthesi

alpha-Linolenic acid metabolism

MAPK signaling pathway-plant

Linoleic acid metabolism

Phenylalanine metabolism

Phenylpropanoid biosynthesis

Tyrosine metabolism

Cysteine and methionine metabolism

Glycine , serine and threonine metabolism

Lysine biosynthesis

Qvalue
0

0.05

0.10

0.15

0.20

Gene number
6

11
15

20

24

Qvalue
0

0.05

0.10

0.15

0.20

Gene number
2
8

15
21

27

谭西北，等：基于WGCNA的刺葡萄抗白腐病关键基因的发掘 663



果 树 学 报 第40卷

录因子共有 13 个，并通过 WGCNA 预测与它们可

能存在互作关系的 DEGs，利用 Cytoscape 软件进

行可视化分析（图 10）。在 MEblcak 模块中有 4 个

转录因子（MYB，2个；EIN和 TCP，各 1个）与植物

防御反应有关，其中与MYB4-Like（Vitvi17g00232）

相关 DEGs 的数量最多，共有 104 个；这些基因主

图 10 Black（A）和 Yellow（B）模块内抗病相关核心转录因子的基因共表达网络

Fig. 10 Gene co-expression network of disease resistance related core transcription factors in Black (A)

and Yellow (B) modules
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要与植物的代谢反应有关，如苯丙氨酸生物合成、

色氨酸代谢、糖酵解、泛素介导的蛋白水解等。在

MEyellow 模块中有 9 个转录因子（MYB，3 个；

ERF，3 个；bHLH，2 个；bZIP，1 个）与植物防御反

应有关，其中 MYB1R1（Vitvi04g00076）有相关性

的 DEGs 数量为 134 个，这些基因的功能注释发

现与多种植物激素有关，如生长素、乙烯、水杨酸

和茉莉酸，还和氧化还原反应、类黄酮生物合成

等有关。

通过KEGG富集分析、转录因子家族分析以及

WGCNA中与抗病性相关联的模块，结合基因注释，

筛选出 6 个与抗病相关的候选基因，分别是 Vit-

vi01g02263（FAOMT）、Vitvi06g01183（F3’5’H）、Vit-

vi06g01036（EIN3）、Vitvi04g00076（MYB1R1）、Vit-

vi17g00232（MYB4）和Vitvi07g02070（ERF098）。

2.7 DEGs的RT-qPCR

为了验证RNA-Seq数据的可靠性，从DEGs中

选择9个基因，包括2个类黄酮代谢相关的DEGs、2

个植物激素信号转导相关的DEGs、2个共表达模块

筛选到的关键基因和 3 个随机挑选的 DEGs，通过

RT-qPCR方法分析了这些基因在刺葡萄和美人指受

白腐病病原菌侵染后的表达量变化，荧光定量显示

以上基因在接种病菌前后的相对表达量与转录组数

据一致，这说明转录组数据是可靠的（图11）。其中

FAOMT、F3’5H、EIN3、MYB4的表达量在所有时期

中刺葡萄均明显高于美人指；MYB1R1、ERF098在

接菌 48 h后，在刺葡萄中的表达量较其他时期和美

人指中的均有显著提升。

图 11 差异表达基因 qRT-PCR 鉴定

Fig. 11 DEGs were identified by qRT-PCR

3 讨 论

本研究中，利用RNA-Seq技术对接种白腐病原

菌后不同时间点的抗病和感病葡萄叶片进行转录组

测序，在 0 h、24 h和 48 h三个时期两者之间分别筛

得差异基因5266、4725和4653个。当白腐病病原菌

侵染葡萄果实后，多个代谢通路的基因表达发生改

变，其中次生代谢物可能积极参与葡萄抗病反应。

苯丙烷代谢物对植物的发育和生存至关重要，

苯丙烷代谢物的生物合成和多样性可通过加氧酶、

氧化还原酶、连接酶和转移酶等一系列酶来实现，这

些酶通过酰基化、甲基化、糖基化和羟基化对代谢物

的基本骨架进行化学修饰[15]。苯丙氨酸由莽草酸途

径产生，苯丙类化合物是类黄酮、异黄酮和孜然芹素

等多种酚类化合物的前体，研究发现苯丙氨酸在植

物体内积累，能显著降低植物对病原菌的敏感

性[16]。苯丙氨酸解氨酶（PAL）是苯丙烷代谢途径中

的关键酶，能够将苯丙氨酸转为肉桂酸，是催化苯丙

烷类次级代谢的第一步反应，起到枢纽的作用 [17]。

PAL参与花色苷、植物保护素、酚类代谢等物质的合

成，该基因在大多数植物中是以多基因家族存在，

PAL基因家族成员调控的代谢途径也各有差异。有

研究表明，植物中PAL活性降低时，抵抗外界干扰的

能力下降[18]。肉桂酸4-羟基化酶（C4H）为通用的苯
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丙氨酸途径限速酶，参与苯丙烷代谢途径第二步催

化反应，起到承上启下的作用。该酶能提高自身的

活性，来抵抗外界的环境胁迫。C4H将反式肉桂酸

催化为 β-香豆酸，通过 4-香豆酰辅酶A连接酶转化

为香豆酞辅酶A，为下游类黄酮、木质素等次级代谢

途径提供前体物质[19]。PAL催化苯丙烷代谢合成途

径中的第一步反应产生的物质与C4H催化生成 4-

香豆酸。PAL与C4H这两个酶通常情况下均以协

同的方式进行表达，来控制黄酮物质的合成，但通常

情况下，C4H的活性比PAL的活性低很多[20]。在本

试验中PAL（Vitvi16g01503）、4CL（Vitvi16g00139）基

因在受到病原菌诱导48 h后，其在抗病品种刺葡萄

中的表达量远高于美人指。在植物体内 PAL作为

苯丙烷类代谢定速酶，与植物的抗病性有重要关

系。已报道在金针菇感染异型葡枝霉菌之后 PAL

活性明显增强[21]，β-1,3-葡寡糖10倍诱抗剂处理后的

葡萄叶片苯丙氨酸解氨酶（PAL）活性增强，说明处

理之后提高了体内防御酶和抗病相关蛋白活性，进

而诱导植株产生系统抗病性[22]，以上结果表明PAL

与植物的抗病性呈现正相关关系。

类黄酮代谢途径是苯丙烷代谢途径通过查尔酮

合成酶（CHS）延伸的另一个重要分支，类黄酮代谢

途径广泛存在于各种植物体内，类黄酮化合物是类

黄酮代谢途径中产生的大量次生代谢物质，大自然

中类黄酮化合物一般分为六大类：黄酮、黄酮醇、黄

烷酮、黄烷醇、花色素、异黄酮[23]。在植物中，叶片和

花等器官的类黄酮化合物含量比较高，类黄酮化合

物作为次生代谢物质在植物中可以作为植物和微生

物之间的关键信号物质发挥植物防御素的功能，在

植物中有很强的抗病抑菌作用。CHS可以通过催

化形成不同的类黄酮化合物来提高植物的抗病能

力，也可通过改变植保素、黄酮素、抗氧化酶SOD和

POD 等的积累以及防御酶的活性来提高防御能

力[24-27]。研究表明，在番茄和苹果中过表达CHS能

够增强对病原菌等环境胁迫的抗性[28-29]。抗枯萎病

的棉花品种中CHS表达量明显上调后，类黄酮的含

量提高从而增强其对枯萎病的抗性[30]。此外，郭泽

西[31]已经证明抗性品种中查尔酮合成酶基因CHSI

的表达量比感病品种高，过表达CHSl能够提高感病

葡萄品种对灰霉病和霜霉病的抗性。在本研究中发

现接种白腐病病原菌诱导48 h后，在抗病品种刺葡

萄中的表达量远高于感病品种美人指，这与前人的

研究一致。同时笔者通过加权共表达网络分析发现

的两个候选基因：F3’5’H和FAOMT，均是类黄酮代

谢途径中的关键基因，且FAOMT是F3’5’H的下游

基因[32]，二者在刺葡萄中的表达量均明显高于美人

指。类黄酮代谢通路由结构基因和调节基因共同控

制，调节基因包括MYB、bHLH等转录因子[33]，此前

发现MYB4能够控制肉桂酸4-羟化酶（C4H）的负表

达。笔者发现类黄酮代谢途径中的关键基因和转录

因子在抗病品种刺葡萄和感病品种美人指中表现出

明显的差异，因此，在刺葡萄响应白腐病病原菌侵染

时，类黄酮物质可能起到重要作用。

此外，EIN3和ERF098是模块中筛选出刺葡萄

响应白腐病侵染的关键基因，转录因子EIN3是乙烯

信号转导途径中的调控因子，可激活乙烯反应因子

（ERF）[34]。本研究中乙烯信号途径下游基因 EIN3

的表达水平在处理不同时间点中刺葡萄均高于美人

指，而EIN3下游基因ERF098在 48 h抗病品种刺葡

萄中的表达量明显高于其他时间和感病品种美人

指，而在刺葡萄中 48 h的表达量明显上升这可能与

反应时间有关。由此可知，乙烯可能在刺葡萄抗白

腐病反应的激素信号转导中发挥了重要作用。
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