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摘　 要: 为探究根肿菌胁迫对菘蓝生物碱及其合成关键酶基因表达的影响ꎬ该研究对根肿菌侵染后 ０、７、
１４、２１ ｄ 的菘蓝进行病情形态分级、组织学观察、生理生化指标测定以及转录组学和代谢组学分析ꎮ 结果表

明:(１)接菌后 ０、７、１４、２１ ｄ 菘蓝根部分别发展为 ０ 级、１ 级、３ 级、５ 级的肿根ꎬ并且 ７ ｄ 是皮层入侵的关键

时间点ꎮ (２)接种根肿菌 １４ ｄ 后ꎬ菘蓝叶内可溶性蛋白、丙二醛的含量ꎬ超氧化物歧化酶、过氧化物酶、多酚

氧化酶、过氧化氢酶的活性与同时间对照组比较显著提高ꎬ并随着接菌时间的延长呈增加的趋势ꎮ (３)代谢

组学一共检测到 １６１ 种生物碱ꎬ其中吲哚类生物碱数量较多ꎻ与未接菌相比ꎬ菘蓝接菌后 ７、１４、２１ ｄ 分别存

在 １６ 种、１７ 种、３９ 种差异代谢物且各组差异代谢物多富集在生物碱和氨基酸代谢通路ꎮ (４)转录组测序结

果显示ꎬ与未接菌相比ꎬ菘蓝接菌后 ７、１４、２１ ｄ 分别存在 ２ ４３９ 个、２５６ 个、６ ４３７ 个差异表达基因ꎬ这 ３ 组共

同富集到 １１ 个生物碱相关的代谢通路ꎻ与未接菌相比ꎬ接菌后 ７、１４、２１ ｄ 有 ９ 个基因(编码 ４ 种酶 ＴＨＳ、
ＴＡＴ、ＹＵＣＣＡ、ＡＬＤＨ)表达量均上升ꎮ 该研究结果揭示了芸薹根肿菌与菘蓝之间的互作机制ꎬ探究了芸薹根

肿菌对吲哚生物碱合成及其关键酶基因的影响ꎬ为后期菘蓝根肿病抗性基因及生物碱次生代谢途径的研究
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　 　 菘蓝( Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ)ꎬ十字花科菘蓝属的二

年生植物ꎬ全国各地均有栽培ꎬ具有很大的经济价

值和药用价值ꎬ其干燥根、叶为清热解毒的代表药

板蓝根和大青叶(Ｗｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 菘蓝中的

主要生物活性成分为生物碱ꎬ具有抗病毒、抗菌及

免疫调节的药理作用ꎬ其中吲哚类生物碱的药理

活性报道最多ꎬ已经证实靛蓝、靛玉红、表告依春、
５￣羟基吲哚、吲哚￣３￣甲醛和色胺酮具有抗病毒、抗
肿瘤、白细胞抑制及抑菌活性( Ｓｉｎｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ杨立国等ꎬ２０２１)ꎮ «中华人民共

和国药典»规定板蓝根和大青叶药材及其制剂质

量控制的重要指标分别是表告依春和靛玉红(国

家药典委员会ꎬ２０２０)ꎮ
十字花科根肿病俗称大根病ꎬ其病原为芸薹

根肿菌(Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ)ꎬ是一种土传病

害ꎬ专门寄生在菘蓝等十字花科作物(白菜、油菜、
萝卜、芥菜)的根部ꎬ通常先侵入根毛ꎬ再产生次级

游动孢子并入侵皮层组织ꎬ致使皮层细胞增大ꎬ挤
压变形ꎬ侵染后期细胞内会产生休眠孢子ꎬ在此过

程中植株根部肿大呈瘤状且生长发育迟缓、凋萎

下垂ꎮ 根肿菌侵染也会诱导寄主抗性响应ꎬ如产

生大量的氧自由基ꎬ促使膜脂过氧化ꎬ破坏细胞膜

的结构ꎬ而过氧化氢酶( ｃａｔａｌａｓｅꎬＣＡＴ)、多酚氧化

酶( ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅꎬ ＰＰＯ)、 超 氧 化 物 歧 化 酶

( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ ) 和 过 氧 化 物 酶

(ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＰＯＤ)等防御酶主要参与活性氧的消

除ꎬ维持细胞膜稳定性(Ｑｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２２ꎻ王公达等ꎬ２０２２)ꎮ 秦六月(２０２１)研究

表明抗病大白菜 ＤＨ４０Ｒ 中的 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ 活

性和可溶性蛋白含量在根肿菌侵染 ８ ｄ 时明显升

高ꎬ强烈抵抗根肿菌侵染ꎻ朱红芳等(２０１５)研究表

明在初期筛选抗根肿病的品种时ꎬ将可溶性糖、可
溶性蛋白和丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬ ＭＤＡ)作为

主要指标ꎻ郭珍(２０１８)研究发现 ＣＡＴ 与油菜抗病

性相关ꎬＳＯＤ、ＰＯＤ 与油菜抗病性呈正相关ꎮ
目前ꎬ对十字花科植物感染根肿菌的相关研

究主要还是集中在芸薹属植物ꎬ对拟南芥的研究

较少ꎬ菘蓝感染根肿菌的防御机制以及体内代谢

变化的研究几乎没有报道ꎮ 因此ꎬ迫切需要探究

菘蓝与根肿菌之间的互作机制ꎬ以及根肿菌对菘

蓝有效成分积累的影响ꎮ 本研究以接菌后 ０、７、
１４、２１ ｄ 的菘蓝为研究对象ꎬ采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量

测序技术和超高效液相色谱－串联质谱技术ꎬ通过

病情形态分级、组织学观察、生理生化指标测定以

及转录代谢分析ꎬ拟探讨以下问题:(１)根肿菌侵

染菘蓝的动态过程ꎻ(２)菘蓝抗根肿病的生理防御

机制ꎻ(３)根肿菌胁迫对菘蓝生物碱类化合物合成

机制的影响ꎮ 本研究为深入挖掘菘蓝抗根肿病功

能基因及次生代谢物合成途径等分子研究奠定

基础ꎮ

２８９ 广　 西　 植　 物 ４４ 卷



１　 材料与方法

１.１ 材料

供试菌株和菘蓝品种:菌株采自昆明市盘龙

区阿子营乡的大白菜发病根瘤ꎬ经云南省农业科

学院鉴定为 ４ 号生理小种(Ｗｉｌｌｉａｍｓ 鉴定系统)ꎮ
实验所需小叶菘蓝种子由云南省农业科学院园艺

作物研究所的十字花科课题组张丽琴老师提供并

鉴定ꎮ
试剂及仪器:台盼蓝溶液( ＳＩＧＭＡ)、甲醛－醋

酸－乙醇固定液(５０％)ꎻ牛血清蛋白、核黄素、愈创

木酚、２－硫代巴比妥酸ꎬ北京索莱宝科技有限公

司ꎻ邻苯二酚、三氯乙酸溶液、Ｌ￣甲硫氨酸ꎬ上海麦

克林 生 化 科 技 有 限 公 司ꎻ 氯 化 硝 基 四 氮 唑 蓝

(ＮＢＴ)、乙二胺四乙酸 ＥＤＴＡꎬ德国 Ｂｉｏｆｒｏｘｘ 生物试

剂ꎻ过氧化氢 ( ３０％)ꎬ云南景锐科技有限公司ꎮ
Ｎｉｋｏｎ 数码显微镜ꎬ血球计数板ꎬ育苗盘ꎬ普析 ＴＵ￣
１８１０ 紫外可见分光光度计ꎬ超低温冷冻离心机ꎬ光
照培养箱ꎬ台式鼓风干燥箱ꎬ电热恒温水浴锅ꎬ千
分之一电子天平ꎬ托盘天平ꎬ冷冻冰箱等ꎮ
１.２ 实验处理

将冷冻的大白菜发病根瘤置于室温解冻ꎬ采
用杨佩文等(２００２)的方法提取根肿菌休眠孢子ꎬ
血球计数板测定根肿菌孢子悬浮液的浓度ꎬ稀释

成 ５×１０７ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１的病原菌菌液备用ꎮ 小叶菘

蓝于 ７２ 孔育苗盘中栽培ꎬ１ 个穴播种 ３ 颗种子ꎬ待
其长出 ２ ~ ３ 对真叶后间苗ꎬ注射法进行根肿菌

(１×１０７ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１的休眠孢子)接种ꎬ用 １０ ｍＬ 注

射器吸取菌液ꎬ将菌液缓慢注射到实验苗根部ꎬ每
株 ２ ｍＬ 菌液ꎮ 分别在接种根肿菌后 ０、７、１４、２１ ｄ
采集 正 常 生 长 ( ＢＬＧ￣ＣＫ１、 ＢＬＧ￣ＣＫ２、 ＢＬＧ￣ＣＫ３、
ＢＬＧ￣ＣＫ４)和接种根肿菌( ＢＬＧ￣Ｓ１、ＢＬＧ￣Ｓ２、ＢＬＧ￣
Ｓ３、ＢＬＧ￣Ｓ４)的小叶菘蓝根部(根及根茎)和叶子

(Ｌａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ３ 个生物学重复ꎬ并液氮冷冻ꎬ
－８０ ℃ 储存ꎮ
１.３ 方法

１.３.１ 病情形态分级和组织学观察 　 病情分级参

照农业部公益性行业科研专项(２０１００３０２９)制定

的标准(杨华等ꎬ２０１４)ꎮ 接种根肿菌后根据病情

形态分级每 ２４ ｈ 观察根肿情况并取小叶菘蓝根部

进行组织学观察ꎬ连续观察 ２１ ｄꎮ 将小叶菘蓝根

部洗干净ꎬ取地下 １ ~ ２ ｃｍ 于 ＦＡＡ 固定液中至少

固定 ２４ ｈꎻ再将组织从 ＦＡＡ 固定液中取出并切成

薄片ꎻ于台盼蓝染液中染色 ２ ｍｉｎꎬ染色后用去离

子水(ｄｄＨ２Ｏ)洗去残留的染液ꎬ清洗 ２ ~ ３ 次ꎻ染上

色的根组织薄片放在载玻片上进行显微观察ꎮ
１.３.２ 生理指标的测定 　 小叶菘蓝叶片生理指标

的测定主要参照高俊凤(２００６)和王文龙(２０１４)
的方法ꎬ具体如下:(１)硫代巴比妥酸显色法检测

ＭＤＡꎻ(２)考马斯亮蓝 Ｇ￣２５０ 染色法检测可溶性蛋

白ꎻ(３)愈创木酚比色法检测 ＰＯＤꎻ(４)氮蓝四唑

光还原法检测 ＳＯＤꎻ( ５) 邻苯二酚法检测 ＰＰＯꎻ
(６)紫外分光光度法检测 ＣＡＴꎮ
１.３.３ ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 测定

１.３.３.１ 样品制备　 将小叶菘蓝的根及根茎放置于

冻干机( Ｓｃｉｅｎｔｚ￣１００Ｆ)中真空冷冻干燥后研磨ꎻ称
取 ５０ ｍｇ 的粉末ꎬ加入 ７０％ 甲醇(１.２ ｍＬ)ꎬ３０ ｍｉｎ
涡旋 １ 次(每次 ３０ ｓꎬ共 ６ 次)ꎻ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎬ离
心 ３ ｍｉｎ 后ꎬ０.２２ μｍ 微孔滤膜将上清液过滤在进

样瓶中ꎬ用于后续实验ꎮ
１.３.３.２ 色谱质谱条件　 ＥｘｉｏｎＬＣＴＭ ＡＤ 超高效液相

色谱 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｃｉｅｘ. ｃｏｍ. ｃｎ / )ꎬ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
４５００ ＱＴＲＡＰ 串联质谱 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｃｉｅｘ. ｃｏｍ. ｃｎ / )ꎮ
液相色谱条件:色谱柱为 ＳＢ￣Ｃ１８(１.８ μｍꎬ２.１ ｍｍ ×
１００ ｍｍꎬＡｇｉｌｅｎｔ)ꎻ０.１％甲酸的超纯水(Ａ)与 ０.１％
甲酸乙腈(Ｂ)为流动相ꎬ流速为 ０.３５ ｍＬ􀅰ｍｉｎ￣１ꎻ
洗脱梯度(Ｂ 相比例)为 ０.００ ｍｉｎꎬ５％ꎬ９.００ ｍｉｎ 内

线性增加至 ９５％ꎬ并维持在 ９５％ １ ｍｉｎꎬ１０. ００ ~
１１.１０ ｍｉｎꎬ９５％ ~ ５％ꎬ１１.１０ ~ １４.００ ｍｉｎꎬ５％ꎻ进样

量 ４ μＬꎻ柱温为 ４０ ℃ꎮ 质谱条件:电喷雾离子源ꎻ
电压为＋５ ５００ / －４ ５００ Ｖꎻ温度为 ５５０ ℃ꎻ离子源

气体 Ｉ、气体Ⅱ及气帘气分别设置为 ５０、６０、２５ ｐｓｉꎻ
碰撞诱导电离参数设置为高ꎮ

ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型中的 ＶＩＰ 值结合差异倍数值

ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 来筛选差异代谢物ꎮ 筛选标准:符合

ＶＩＰ ≥ １、ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ≥ １.５ 和 ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ≤ ０.６７
的代谢物具有显著差异ꎮ
１.３.４ ＲＮＡ 提取和文库构建 　 ＲＮＡ 提取与测序由

武汉迈维代谢有限公司完成ꎮ 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 的

ＮＥＢＮｅｘｔ® ＵｌｔｒａＴＭ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 试剂盒提

取 ｔｏｔａｌ ＲＮＡꎮ 琼脂糖凝胶电泳和 Ｎａｎｏ Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
分光光度计检测 ＲＮＡ 完整性和纯度ꎮ 最终达标

的样品用于构建小叶菘蓝 ｃＤＮＡ 文库ꎮ
１.３.５ 转录组测序、分析及注释 　 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 对

小叶菘蓝根及根茎转录组文库进行高通量测序ꎮ

３８９５ 期 赵淑丽等: 根肿菌侵染下菘蓝生物碱合成机制



通过 ＣＡＳＡＶＡ 碱基识别将原始的图像数据转化为

原始数据( ｒａｗ ｄａｔａ)ꎬ经数据评估、过滤除杂及冗

余处理等质控获得高质量序列 ( ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)ꎬ
Ｔｒｉｎｉｔｙ 组 装 并 层 次 聚 类 后 得 Ｕｎｉｇｅｎｅꎮ 使 用

ＤＩＡＭＯＮＤ ＢＬＡＳＴＸ 与 ＨＭＭＥＲ 软件将 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序

列 与 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ ( ＧＯ )、 ＴｒＥＭＢＬ、 Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ(ＫＥＧＧ)、Ｓｗｉｓｓ￣
Ｐｒｏｔ、ｅｕＫａｒｙｏｔｉｃ Ｏｒｔｈｏｌｏｇ Ｇｒｏｕｐｓ(ＫＯＧ)、ＮＲ、Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｆａｍｉｌｙ( Ｐｆａｍ)数据库进行比对ꎬ得到基因功能信

息ꎮ 用 ＤＥＧＳｅｑ Ｒ 包 鉴 定 差 异 表 达 基 因

(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)ꎬ规定同时符

合错误发现率 ( ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎬＦＤＲ) < ０. ０５ꎬ
｜ ｌｏｇ２差异倍数( ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅꎬＦＣ) ｜ ≥１ 的基因确定

为差异表达的基因并对其进行功能富集分析ꎮ
１.３.６ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析　 植物 ＲＮＡ 提取同 １.３.４ 节ꎮ
根据转录组数据结果中的 ＦＰＫＭ 值筛选 １３ 个差

异基因ꎬ采用 Ｍｏｎａｄ 试剂盒合成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ
为模板、菘蓝 Ａｃｔｉｎ 基因(Ｑｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)为内参进

行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验ꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 设计引物

(表 １)以及 ＡＢＩ ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 分析ꎮ 扩增程序:９５ ℃ꎬ２ ｍｉｎ 预变性ꎻ９５ ℃ꎬ
５ ｓ 变性ꎻ６０ ℃ꎬ３０ ｓ 退火 /延伸(４０ 个循环)ꎻ熔解

曲线为从 ６５ ℃ 升至 ９５ ℃ꎬ每升温 ０.５ ℃ 采集 １
次荧光信号ꎮ 每个样品均设置 ３ 个重复ꎬ使用

２－ΔΔＣｔ法进行实时荧光定量 ＰＣＲ 结果的计算ꎮ 将

实验结果数据表示为平均值 ±标准差ꎬ并采用

Ｇｒａｐｈｐａｄ 软件对各组数据进行 Ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５
表示差异有统计学意义ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 病情形态分级和组织学观察

由图 １ 和图 ２ 可知ꎬ接菌后 ０ ｄ 根部发育正常

无肿瘤ꎬ病情指数为 ０ 级且组织学观察发现细胞

排列整齐(图 １:Ｅꎻ图 ２:Ａ)ꎻ接菌后 ７ ｄ 根部开始

出现肿大症状ꎬ病情指数为 １ 级ꎬ组织学观察发现

皮层细胞明显增大ꎬ挤压变形(图 １:Ｆꎻ图 ２:Ｃ)ꎻ接
菌后 １４ ｄ 主根肿块直径小于茎基部直径的 ２ 倍ꎬ
病情指数为 ３ 级ꎬ同时次级游动孢子遍布皮层细

胞并开始入侵维管柱(图 １:Ｇꎻ图 ２:Ｅ)ꎻ接菌后 ２１
ｄ 根部出现较大肿瘤ꎬ其直径是茎基部直径的 ２ ~ ３
倍ꎬ判定病情指数为 ５ 级ꎬ同时次级游动孢子遍布

皮层和维管柱(图 １:Ｈꎻ图 ２:Ｆ)ꎮ 这从表观到细

胞层次展示了根肿菌侵染植株的整个发病过程ꎬ
同时也说明了根肿菌人工接种的可行性ꎮ
２.２ 生理生化指标测定

由图 ３ 可知ꎬ接菌处理的可溶性蛋白、ＭＤＡ 含

量和防御酶 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＰＰＯ、ＣＡＴ 的活性随接菌时

间的延长呈不断上升的趋势ꎻ接菌后 ７ ~ ２１ ｄꎬ实验

组的 ＣＡＴ、ＳＯＤ 活性均显著高于相应对照组(Ｐ<
０.０５)ꎻ接菌后 １４ ~ ２１ ｄꎬ实验组的可溶性蛋白、
ＭＤＡ 含量以及 ＰＯＤ、ＰＰＯ 活性均显著高于对照组

(Ｐ<０.０５)ꎮ 这说明菘蓝为抵抗根肿菌侵染自身做

出了防御反应ꎮ
２.３ 代谢组分析

２.３.１ 样品检测及 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分析　 本实验对 ７ 组样

本[ＢＬＧ￣ＣＫ１(Ｓ１)、ＢＬＧ￣ＣＫ２、ＢＬＧ￣ＣＫ３、ＢＬＧ￣ＣＫ４、
ＢＬＧ￣Ｓ２、ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣Ｓ４]进行代谢研究ꎮ 基于检

测平台和自建数据库共检测到 １６１ 种生物碱ꎬ其他

类生物碱数量最多ꎬ占总生物碱的 ５３％ꎬ其次是吲

哚类生物碱占总生物碱的 ３２％(图 ４)ꎮ 由图 ５ 可

知ꎬ正交偏最小二乘判别分析 ( ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ￣ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＯＰＬＳ￣ＤＡ)结果显

示各组样品均能得到明显分离ꎬ并且 ＢＬＧ￣ＣＫ３ 和

ＢＬＧ￣Ｓ３ 的分离距离最大ꎬＢＬＧ￣ＣＫ４ 和 ＢＬＧ￣Ｓ４ 次

之ꎬ说明接菌 １４ ｄ 时根肿菌对菘蓝代谢影响最大ꎮ
２.３.２ 差异代谢物筛选　 进一步对接菌后 ７、１４、２１
ｄ 的菘蓝差异代谢物进行分析ꎬ发现 ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ２ 有 １６ 种差异代谢物ꎬ６ 个上调ꎬ１０ 个下调ꎻ
ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ 有 １７ 种差异代谢物ꎬ９ 个上

调ꎬ８ 个下调ꎻＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 有 ３９ 种差异代

谢物ꎬ３２ 个上调ꎬ７ 个下调ꎻＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ 有

１９ 个差异代谢物ꎬ３ 个上调ꎬ１６ 个下调ꎻＢＧ￣Ｓ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４ 有 ４５ 个差异代谢物ꎬ１９ 个上调ꎬ２６ 个下

调ꎻＢＧ￣Ｓ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 有 ３４ 个差异代谢物ꎬ１４ 个上

调ꎬ２０ 个下调(表 ２)ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ将 ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ２、ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４
这 ３ 组差异代谢物取交集后发现共有 ５ 个差异代

谢物ꎬ分别为环芸薹宁、ｉｓａｔｉｎｄｏｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ Ｂ、５ꎬ６￣
二羟基吲哚￣５￣Ｏ￣β￣葡萄糖苷、泛酰巯基乙胺和对

香豆酰亚精胺ꎬ其中前 ３ 种为吲哚类生物碱ꎮ 将

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４、ＢＬＧ￣Ｓ３ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４ 这 ３ 组差异代谢物取交集后发现共有 ２ 个

差 异 代 谢 物ꎬ 分 别 是 吲 哚 类 生 物 碱

ｉｓａｔｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉｃａｎｉｎｅ Ｂ 和喹啉类生物碱 ２￣氧￣３ꎬ４￣二
氢￣１Ｈ￣喹啉￣３￣羧酸ꎮ
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表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

基因 ＩＤ
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物(５′￣３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (５′￣３′)

反向引物(５′￣３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (５′￣３′)

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣１６８８５.９ ＧＨ３ ＴＴＣＧＣＴＴＣＡＧＧＴＡＴＧＧＴＣＣＧ ＡＣＣＡＴＡＧＣＣＡＣＣＧＡＧＴＴＴＣＧ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２２７０４.８ Ｂ￣ＡＲＲ ＧＴＡＡＧＡＧＧＡＣＴＣＧＧＡＴＣＧＧＣ ＣＣＧＴＣＴＣＴＧＣＴＣＴＧＴＴＧＣＡＴ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２２７１９.０ ＴＧＡ ＧＡＧＧＧＴＴＴＣＧＴＣＣＡＴＣＣＧＡＧ ＧＧＡＣＴＣＧＴＴＣＡＣＣＧＣＡＴＣＡＡ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２７５３５.０ ＳＡＵＲ ＡＣＡＡＣＡＧＣＡＡＡＣＡＡＧＧＧＡＴＣＡ ＧＧＣＡＡＧＧＧＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＴＡ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２８２８７.０ ＡＨＫ ＴＣＡＴＣＴＣＣＡＧＣＡＡＣＧＣＴＣＡＡ ＣＴＣＴＧＣＡＣＡＡＡＣＣＡＣＴＴＣＣＧ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３７９５３.０ ＰＰ２Ｃ ＣＣＴＧＡＣＧＴＧＴＣＣＴＡＴＣＧＡＣＧ ＴＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡＡＣＴＣＣＧＣＡＣ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３５２７８.２ ＰＰ２Ｃ ＣＧＧＴＣＴＴＴＧＧＧＡＣＧＴＴＧＴＣＴ ＡＣＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＡＣＧＣＴＴＴＡ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３４９８１.０ ＡＵＸ / ＩＡＡ ＣＴＣＣＧＧＴＴＣＧＴＴＣＧＴＴＣＡＧＡ ＴＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＴＡＧＧＣＴＣＧ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３７７８０.０ ＰＹＲ / ＰＹＬ ＴＣＧＧＴＧＡＴＣＣＴＧＡＡＡＴＣＧＧＣ ＡＣＣＧＡＧＴＡＴＧＴＧＴＴＣＧＴＣＧＴ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３７９１６.２ ＡＢＦ ＧＣＴＴＣＧＧＴＴＣＡＣＣＡＡＣＡＴＣＧ ＡＧＡＡＧＡＧＡＧＣＣＧＴＧＧＴＧＡＧＴ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６９９４.３ ＴＨＳ ＣＣＧＡＧＧＣＧＴＣＴＡＧＴＴＴＧＧＴＣ ＣＡＧＧＡＧＡＣＧＡＴＡＧＡＧＣＣＧＡＣ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１２９.３ ＴＨＳ ＡＴＡＴＧＧＣＧＧＴＧＡＣＧＣＴＣＡＧ ＣＧＧＴＴＣＧＣＴＴＣＴＣＣＣＡＴＡＴＣＡ

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２４３６２.０ ＴＨＳ ＡＴＴＧＧＡＴＧＧＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＧＴ ＧＴＧＡＴＣＴＴＧＣＡＧＡＣＧＣＡＴＣＣ

内参基因 Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ Ａｃｔｉｎ ＧＣＴＣＡＣＧＧＡＡＧＣＡＣＣＴ ＣＧＡＣＣＡＣＴＡＧＣＧＴＡＡＡＧＴ

图 １　 接菌后 ０、７、１４、２１ ｄ 的菘蓝病情形态分级
Ｆｉｇ. １　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｅｓ ｏｆ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ０ꎬ ７ꎬ １４ꎬ ２１ ｄ

２.３.３ 差异代谢物 ＫＥＧＧ 富集分析 　 由图 ７ 可知ꎬ
各组别富集在代谢通路( ｋｏ０１１００)上的差异代谢

物最多且生物碱和氨基酸相关的代谢通路变化明

显ꎻ ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２、 ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３、
ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 这 ３ 组都富集在托烷、哌啶和

吡啶生物碱生物合成途径( ｋｏ００９６０) ꎻ除了 ＢＬＧ￣
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Ａ. 接菌后 ０ ｄ 菘蓝横截面组织学观察ꎻ Ｂ. 接菌后 ４ ｄ 菘蓝横截面组织学观察ꎻ Ｃ. 接菌后 ７ ｄ 菘蓝横截面组织学观察ꎻ Ｄ. 接菌后 １１ ｄ
菘蓝横截面组织学观察ꎻ Ｅ. 接菌后 １４ ｄ 菘蓝横截面组织学观察ꎻ Ｆ. 接菌后 ２１ ｄ 菘蓝横截面组织学观察ꎮ 箭头指向发病部位ꎮ
Ａ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ０ ｄꎻ Ｂ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ.
ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｄꎻ Ｃ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ. ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ７ ｄꎻ Ｄ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ. ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ １１ ｄꎻ Ｅ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ. ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｆｏｒ １４ ｄꎻ Ｆ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉ. ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｏｒ ２１ ｄ. Ｔｈｅ ａｒｒｏｗｓ ｐｏｉｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ.

图 ２　 根肿菌侵染后菘蓝组织学观察
Ｆｉｇ. ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ

∗、∗∗、∗∗∗分别表示同一时间点在 Ｐ<０.０５、Ｐ<０.０１、Ｐ<０.００１ 水平上实验组与对照组相比差异显著ꎮ
∗ꎬ ∗∗ꎬ ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔ ａｔ Ｐ<
０.０５ꎬ Ｐ<０.０１ꎬ Ｐ<０.００１ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 接种根肿菌后不同时间菘蓝叶生理生化指标测定
Ｆｉｇ. ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ
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图 ４　 代谢物类别分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｌａｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

图 ５　 接种根肿菌后 ７、１４、２１ ｄ 及其相应
对照组的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 得分图

Ｆｉｇ. ５　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ ｓｃｏｒｅ ｍａｐ ａｔ ７ꎬ １４ꎬ ２１ ｄ ａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｌａｓｍｏｄｉｏｐｈｏｒａ ｂｒａｓｓｉｃａｅ

ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ꎬ 其 他 组 都 在 色 氨 酸 代 谢 途 径

(ｋｏ００３８０)上富集ꎬ色氨酸合成途径是吲哚类生物

碱合成的前体途径ꎮ
２.４ ＲＮＡ￣ｓｅｑ 分析

２.４.１ 转录组数据组装和质量分析 　 为进一步挖

掘根肿菌胁迫下菘蓝生物碱积累机制ꎬ对菘蓝 ２１
个样本进行转录组测序和分析得到１ ２００ ９７４ ７８６
条原始序列和 １ １７１ ８０８ ２１０ 个高质量序列ꎬ共获

得 １７５.７７ Ｇｂ 的有效数据ꎻ各样本有效数据均达到

７ ＧｂꎬＱ２０(Ｑｐｈｒｅｄ 值不低于 ２０ 的碱基数占总碱基

数的百分比) 碱基百分比均在 ９７％ 以上ꎬ Ｑ３０
(Ｑｐｈｒｅｄ 值不低于 ３０ 的碱基数占总碱基数的百分

比)碱基百分比均在 ９２％以上ꎻＧＣ 含量(Ｇ 和 Ｃ 占

总碱基数量的百分比)为 ４７.０％ ~ ４７.６９％ꎮ Ｔｒｉｎｉｔｙ
拼接得到 ８３ ７７５ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ平均长度为１ ７０８ ｂｐꎬ
最长达到 １６ ５２３ ｂｐꎬ最短为 ２０１ ｂｐꎬＮ５０ 为 ２ ３６７
ｂｐꎮ Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度分布图 (图 ８) 显示ꎬ ５１ ７９９条

(６１.８３％) Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度超过 １ ０００ ｂｐꎬ２５ ８７４条

(３０.８９％)Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度超过 ２ ０００ ｂｐꎮ 这说明转

录组数据质量较高ꎬ可进行后续分析ꎮ
２.４.２ Ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能注释 　 用 ＮＲ、ＴｒＥＭＢＬ、ＧＯ、
Ｓｗｉｓｓ￣Ｐｒｏｔ、ＫＯＧ、ＫＥＧＧ、Ｐｆａｍ 共 ７ 个数据库进行

Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释ꎬ分别成功注释 ６９ ３５０ ( ８２. ７８％)、
７０ ２８１ ( ８３. ８９％)、 ６０ ５３８ ( ７２. ２６％)、 ５４ ６９６
(６５.２９％)、４４ ６２０ ( ５３. ２６％)、５５ ２７１ ( ６５. ９８％)、
５５ ３８７(６６.１１％)个基因ꎬ至少在一个数据库注释

成功的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 有 ７２ ９６５ 条(８７.１％)ꎮ 样本间基

因表达水平的相关性分析表明样本在一组中具有

较高的一致性ꎬ确保了后面分析结果的可靠性ꎮ
在本研究中ꎬ共有 ６０ ５３８ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 得到了 ＧＯ

注释ꎮ 总体分为 ３ 大类:一是分子功能ꎬ主要富集条

目有催化活性(３０ ７５８ 条)和结合(３６ ０８４ 条)ꎻ二是

细胞组分ꎬ细胞解剖实体 Ｕｎｉｇｅｎｅ 数量最多(５１ ８０７
条)ꎻ三是生物过程ꎬＵｎｉｇｅｎｅ 富集较多的类别有细

胞过程(４０ ５０４ 条)、刺激响应(１８ ４７４ 条)、代谢过

程(３２ ２２９ 条)、生物调控(１６ ６０６ 条)(图 ９)ꎮ
由图 １０ 可知ꎬ本次共有 ２５ 个不同功能且种类

齐全的类群ꎬ包含大多数 的 生 命 活 动ꎮ 其 中ꎬ
１０ １０２条被富集到一般功能预测ꎬ是 ＫＯＧ 类群中

Ｕｎｉｇｅｎｅ 数量最多的ꎻ其次是翻译后修饰、蛋白反

转和伴侣ꎬ４ ９３２ 条ꎻ注释到信号转导机制的较少ꎬ
也有 ４ ４６１ 个基因ꎬ其他功能类群的基因丰度也不

尽相同ꎮ
２.４.３ 差异表达基因的筛选与功能分析 　 菘蓝接

菌后 ７、１４、２１ ｄ 与同时间对照组比较分别有２ ４３９
个、２５６ 个、６ ４３７ 个差异表达基因ꎬ结果表明菘蓝

在根肿菌侵染后基因表达发生显著变化ꎮ 其中ꎬ
２１ ｄ 的 ＤＥＧｓ 最多ꎬ说明根肿菌侵染后期菘蓝基因

表达发生剧烈变化ꎻ这 ３ 组共有 １７ 个差异表达基

因ꎬ其中 ９ 个上调ꎬ８ 个下调ꎮ 接菌后 ７、１４、２１ ｄ
的实验组随着接菌时间的延长ꎬ差异基因数目在

不断增加ꎬ其对根肿菌的响应更加剧烈(表 ３)ꎮ
对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 富集分析ꎬ根据细胞组成、

分子功能和生物代谢对基因进行分类ꎬ共有９ ８０５
个 ＤＥＧｓ 被富集到这 ３ 个 ＧＯ 类别中ꎮ 细胞组成

过程中细胞解剖实体的 ＤＥＧｓ 位居第一ꎻ 细胞过
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表 ２　 差异代谢物数量统计
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｕｎｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

比对组
Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｇｒｏｕｐ

总数
Ｔｏｔａｌ

上调
Ｕｐ

下调
Ｄｏｗｎ

ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２ １６ ６ １０

ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ １７ ９ ８

ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ３９ ３２ ７

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ １９ ３ １６

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ４５ １９ ２６

ＢＬＧ￣Ｓ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ３４ １４ ２０

程、刺激响应和代谢过程是 ＤＥＧｓ 在生物过程中富

集较多的 ３ 个功能ꎻ结合和催化活性是 ＤＥＧｓ 在分

子功能中的主要功能(表 ４)ꎮ
由于菘蓝中的主要活性成分为生物碱ꎬ而氨

基酸是生物碱合成的基础ꎬ因此主要分析氨基酸

和生物碱相关的代谢通路ꎮ 为更清楚地了解所关

注的生物碱类化合物与差异基因在通路上是否存

在相 关 性ꎬ对 ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２、 ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 这 ３ 组差异表达基因

进行 ＫＥＧＧ 富集分析(表 ５)ꎮ 由表 ５ 可知ꎬ３ 组共

图 ６　 差异代谢物韦恩图
Ｆｉｇ. ６　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

表 ３　 差异表达基因数量统计
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

比对组
Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｇｒｏｕｐ

总数
Ｔｏｔａｌ

上调
Ｕｐ

下调
Ｄｏｗｎ

ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２ ２ ４３９ １ ２９８ １ １４１

ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ ２５６ １１６ ９５

ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ６ ４３７ ５ ８３８ ５９９

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３ ２ ４５１ １ １７４ １ ２７７

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ８ ７５２ ６ ４９４ ２ ２５６

ＢＬＧ￣Ｓ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ ６ ２１３ ５ ３４０ ８５３

同富集在 １１ 个生物碱相关的代谢通路上ꎬ其中色

氨酸代谢途径富集的差异表达基因数量较多ꎮ
２.５ 生物碱合成途径相关基因挖掘

本研究重点对吲哚类生物碱合成途径及相关

基因进行挖掘ꎮ 由图 １１ 可知ꎬ分支酸可在邻氨基

苯甲酸合酶( ａｎｔｈｒａｎｉｌａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＡＳ)、色氨酸合

成酶( ｔｒｙｔｏｐｈａｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｓｕｂｕｎｉｔꎬＴＳＡ)等酶的反应

下合成吲哚ꎬ最后经过一系列反应合成色氨酸ꎮ
色氨酸脱羧酶(Ｌ￣ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＴＤＣ)是
至关重要的酶ꎬ色氨酸可在其催化下生成色胺ꎬ并
在黄素单加氧酶( ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ
ＹＵＣＣＡ)的催化作用下生成吲哚￣３￣乙酸ꎻ色胺也

可在 细 胞 色 素 Ｐ４５０ 单 加 氧 酶 ( ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ ５￣
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎬ ＣＹＰ７１Ｐ１ )、 醛 脱 氢 酶 ( ａｌｄｅｈｙｄｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＡＬＤＨ)和 ５￣羟色胺￣Ｏ￣甲基转移酶

(ａｃｅｔｙｌｓｅｒｏｔｏｎｉｎ￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＡＳＭＴ)的催化

下合成 ５￣甲氧基吲哚￣３￣乙酸ꎮ
本研究从所有的 ＤＥＧｓ 中筛选到 １８ 个基因ꎬ

分别编码吲哚生物碱合成途径的 ５ 种关键酶(ＡＳ、
ＴＳＡ、ＴＤＣ、ＹＵＣＣＡ、ＡＬＤＨ) (图 １２:Ａ)ꎬ另外 １８ 个

基因编码异喹啉类生物碱合成途径的 ２ 种关键酶ꎬ
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图 ７　 差异代谢物 ＫＥＧＧ 代谢通路富集散点分析图
Ｆｉｇ. ７　 ＫＥＧＧ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｃａｔｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

即蒂巴因合成酶( ｔｈｅｂａｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＴＨＳ)和酪氨酸

氨基转移酶 ( ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＴＡＴ) ( 图

１２:Ｂ)ꎮ 与未接菌相比ꎬ接菌后 ７、１４、２１ ｄ 基因表

达量均上调的一共有 ９ 个 ＤＥＧｓ:３ 个编码 ＴＨＳ 的

基 因 ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２４３６２. ０、 Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６９９４. ３、 Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
３６１２９.３)ꎬ２ 个编码 ＴＡＴ 的基因(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３１７３０.０、
Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２８０４０.６)ꎬ２ 个编码 ＹＵＣＣＡ 的基因(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣

３６１９２.０、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１９２.１)ꎬ２ 个编码 ＡＬＤＨ 的基因

(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３２３８１.０、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２８３９５.０)ꎮ
２.６ 差异表达基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

为验 证 转 录 组 数 据 的 准 确 性ꎬ 选 择 ＴＨＳ
(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２４３６２.０、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６９９４.３、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１２９.３)ꎬ
ＡＵＸ / ＩＡＡ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３４９８１. ０ )ꎬ ＧＨ３ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
１６８８５ .９) ꎬ ＳＡＵＲ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２７５３５ .０) ꎬ ＰＹＲ / ＰＹＬ
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图 ８　 菘蓝转录组 Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度分布图
Ｆｉｇ. ８　 Ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ ｉｎ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ

(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３７７８０.０)ꎬＰＰ２Ｃ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３５２７８. ２、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
３７９５３.０)ꎬＡＢＦ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３７９１６.２)ꎬＢ￣ＡＲＲ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
２２７０４. ８ )ꎬ ＴＧＡ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２２７１９. ０ )ꎬ ＡＨＫ ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣
２８２８７.０)进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证(图 １３:Ａ)ꎮ 结果表

明ꎬ上述酶基因在 ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２、ＢＬＧ￣ＣＫ３
ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 中的表达趋势与

ＲＮＡ￣ｓｅｑ 结果一致(Ｐ<０.０５)(图 １３:Ｂ)ꎬ证明测序

结果真实可靠ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 根肿菌侵染对菘蓝根部的影响

Ｗｅｉ 等(２０２１)研究表明ꎬ感染根肿菌的植株

其根部会不断膨大ꎬ直至变成大小形状不一的肿

瘤ꎬ 并且根部细胞会因为次级游动孢子的入侵而

表 ４　 差异表达基因数及功能注释
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

功能注释
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

总数
Ｔｏｔａｌ

比对组
Ｃｏｎｔｒａｓｔ ｇｒｏｕｐ

ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ２

ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ３

ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ３

ＢＬＧ￣Ｓ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４

ＢＬＧ￣Ｓ３ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４

细胞组成
Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

细胞解剖实体
Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ

ｅｎｔｉｔｙ

１６ ９７３ １ ８７１ １８１ ３ ８２１ １ ８４５ ５ ５８４ ３ ６７１

包含蛋白复合物
Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｃｏｍｐｌｅｘ

３ ４８８ １６８ １８ １ ０４２ １３１ １ １３７ ９９２

生物过程
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

细胞过程
Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ

１３ ６８８ １ ４１５ １４０ ３ ２４４ １ ３３８ ４ ４６３ ３ ０８８

代谢过程
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ

１０ ６９２ １ １０７ １０５ ２ ５６１ １ ０３４ ３ ４８２ ２ ４０３

刺激响应
Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ

６ ４９５ ８５２ ９３ １ ３０１ ８５０ ２ １３９ １ ２６０

生物调节
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

５ ６２１ ６９３ ６３ １ １６９ ６９４ １ ８５６ １ １４６

生物过程的调节
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ

５ ０５４ ６２９ ５７ １ ０４６ ６２８ １ ６７２ １ ０２２

分子功能
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

结合
Ｂｉｎｄｉｎｇ

１１ ９１２ １ ３００ １２１ ２ ７０３ １ ２３７ ３ ９３１ ２ ６２０

催化活性
Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

１０ ３２９ １ １１３ １６６ ２ ３１５ １ １２１ ３ ３９５ ２ ２１９

转运体活性
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

１ ３４８ １６３ ２３ ２６５ １７２ ４６３ ２６２

转录调节活性
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ

１ ０５８ １８７ １４ １６０ １７３ ３７０ １５４
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表 ５　 生物碱合成相关通路 ＫＥＧＧ 富集
Ｔａｂｌｅ ５　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｌｋａｌｏｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｋｏ￣ＩＤ ＫＥＧＧ 通路名称
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｎａｍｅ

差异表达基因数量
ＤＥＧｓ ｃｏｕｎｔ

ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ２

ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ３

ＢＬＧ￣ＣＫ４ ｖｓ
ＢＬＧ￣Ｓ４

ｋｏ００９５０ 异喹啉生物碱生物合成
Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

５ ２ ８

ｋｏ００９６０ 托烷ꎬ哌啶和吡啶生物碱生物合成
Ｔｒｏｐａｎｅꎬｐｉｐｅｒｉｄｉｎｅ ａｎｄ ｐｙｒｉｄｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

４ １ ８

ｋｏ００３６０ 苯丙氨酸代谢
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

５ １ ８

ｋｏ００３５０ 酪氨酸代谢
Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

６ ２ １８

ｋｏ００３８０ 色氨酸代谢
Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

６ ２ ２５

ｋｏ００３００ 赖氨酸生物合成
Ｌｙｓｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

１ ０ ５

ｋｏ００３３０ 精氨酸和脯氨酸代谢
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

１４ １ ２４

ｋｏ００４００ 苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸生物合成
Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅꎬ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

１０ １ １８

ｋｏ００２２０ 精氨酸生物合成
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

１１ １ １８

ｋｏ００９０１ 吲哚生物碱生物合成
Ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

０ ０ ３

ｋｏ００９９６ 各种生物碱生物合成
Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

０ ０ １

挤压变形、体积增大ꎮ 通常植株根部的肿大程度

能反映其病情指数ꎬ根部细胞的变化情况能反映

根肿菌的整个侵染过程ꎮ 本研究连续 ２１ ｄ 对根肿

菌侵染菘蓝的过程进行实时动态观察ꎬ发现接菌

后 ０、７、１４、２１ ｄ 菘蓝病情指数不断增加ꎬ分别为 ０
级、１ 级、３ 级、５ 级ꎻ组织学观察发现在接种后 ７ ~
１４ ｄ 根肿菌能快速侵染菘蓝根部细胞ꎬ为侵染高

峰期ꎬ这与谢琪等 ( ２０２２) 的研究结果一致ꎮ 而

Ｗｅｉ 等(２０２１)的研究在根肿菌侵染时间上与本研

究结果有所出入ꎬ考虑到这可能与所研究的寄主

和侵染条件不同有关ꎮ 此外ꎬ本研究采取病情形

态分级结合组织学观察的方法ꎬ有利于从整体上

观察根肿菌侵染状况ꎬ不仅为深入研究其他专性

寄生病原菌作参照ꎬ也为后期生化指标、转录组学

和代谢组学取样时间提供了理论依据ꎮ
３.２ 菘蓝响应根肿菌侵染生理生化指标的变化

根肿菌侵染下ꎬ菘蓝植株自身会做出一系列

的应激反应ꎬ这与 Ｗａｎｇ 等(２０２０)的研究结果一

致ꎮ 本研究通过对接菌后 ０、７、１４、２１ ｄ 菘蓝的生

理生化指标进行测定ꎬ发现可溶性蛋白和丙二醛

含量在根肿菌处理后 １４ ｄ 和 ２１ ｄ 与未接菌相比

含量均显著增加ꎬ说明根肿菌侵染后期ꎬ植物受到

的伤害程度更严重ꎻ根肿菌处理下菘蓝抗氧化酶

ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ、ＰＰＯ 活性变化趋势均不断上升ꎬ
说明菘蓝通过增加抗氧化酶活性来抵御根肿菌对

植物的伤害ꎻＣＡＴ、ＳＯＤ 活性在接菌后 ７ ｄ 开始存

在明显差异ꎬ但 ＰＯＤ、ＰＰＯ 活性于 １４ ｄ 出现显著

的差异ꎬ说明 ＰＯＤ 和 ＰＰＯ 发挥作用相比较于前两

种防御酶 ＳＯＤ、ＣＡＴ 来说存在滞后性ꎮ 这与郑翠

明等(１９９９)的相关报道一致ꎮ
３.３ 根肿菌侵染对菘蓝生物碱合成的影响

菘蓝作为我国的大宗药材ꎬ其吲哚类生物碱

表 告 依 春 具 有 丰 富 的 药 理 活 性ꎮ 长 春 花

(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ) ( 林 颖 等ꎬ ２０２０ )、 罗 芙 木

(Ｒａｕｖｏｌｆｉ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ ) ( Ｄｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ )、 钩 藤

(Ｕｎｃａｒｉａ ｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａ) (刘扬等ꎬ２０２１)等植物已

成为吲哚类生物碱合成研究的模式植物ꎬ菘蓝中

吲哚生物碱代谢途径复杂多样ꎬ其中色氨酸代谢

１９９５ 期 赵淑丽等: 根肿菌侵染下菘蓝生物碱合成机制



１. 细胞过程(４０ ５０４)ꎻ ２. 代谢过程(３２ ２２９)ꎻ ３. 刺激响应(１８ ４７４)ꎻ ４. 生物调节(１６ ６０６)ꎻ ５. 生物过程的调节(１４ ９８８)ꎻ ６. 发
展过程(９ １７７)ꎻ ７. 多细胞生物过程(８ ７１４)ꎻ ８. 定位(７ ４９９)ꎻ ９. 信号(５ ６９４)ꎻ １０. 复制(５ ４４５)ꎻ １１. 生殖过程(５ ４１５)ꎻ １２. 种
间相互作用的生物过程(４ ７８０)ꎻ １３. 生物过程的负调控(３ ８３４)ꎻ １４. 积极调节生物过程(３ ７１３)ꎻ １５. 生长(２ ０３２)ꎻ １６. 免疫系
统过程(１ ３８２)ꎻ １７. 多生物过程(１ ３１９)ꎻ １８. 节律过程(５７０)ꎻ １９. 解毒(２３２)ꎻ ２０. 运动(１６２)ꎻ ２１. 生物黏附(１００)ꎻ ２２. 种内
相互作用的生物过程(６４)ꎻ ２３. 氮利用率(４６)ꎻ ２４. 碳利用率(３５)ꎻ ２５. 色素沉积(１４)ꎻ ２６. 硫利用率(１)ꎻ ２７. 碳水化合物利用
率(１)ꎻ ２８. 细胞解剖实体(５１ ８０７)ꎻ ２９. 包含蛋白复合物(９ ４５８)ꎻ ３０. 结合(３６ ０８４)ꎻ ３１. 催化活性(３０ ７５８)ꎻ ３２. 转运体活性
(４ １８３)ꎻ ３３. 转录调节活性(３ ２６６)ꎻ ３４. 结构分子活性(２ １２８)ꎻ ３５. 分子功能调节(１ ７４７)ꎻ ３６. 分子转导活性(７４８)ꎻ ３７. 翻译
调节活性(６３９)ꎻ ３８. 抗氧化活性(４７０)ꎻ ３９. 分子载体活性(２１３)ꎻ ４０. 分子衔接活性(２０９)ꎻ ４１. 蛋白折叠伴侣(１２１)ꎻ ４２. 蛋白
质标签(７６)ꎻ ４３. 一般起始因子活性(５９)ꎻ ４４. 小分子传感器活性(４２)ꎻ ４５. 营养库活动(４０)ꎻ ４６. 毒素活性(５)ꎮ
１. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ (４０ ５０４)ꎻ ２. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ (３２ ２２９)ꎻ ３. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌｕｓ (１８ ４７４)ꎻ ４. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ (１６ ６０６)ꎻ ５.
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ (１４ ９８８)ꎻ ６. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ (９ １７７)ꎻ ７. Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ (８ ７１４)ꎻ ８. Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
(７ ４９９)ꎻ ９. Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ (５ ６９４)ꎻ １０. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ (５ ４４５)ꎻ １１. Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓ (５ ４１５)ꎻ １２. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ (４ ７８０)ꎻ １３. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ (３ ８３４)ꎻ １４. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ
(３ ７１３)ꎻ １５. Ｇｒｏｗｔｈ (２ ０３２)ꎻ １６. Ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｐｒｏｃｅｓｓ (１ ３８２)ꎻ １７. Ｍｕｌｔｉ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｐｒｏｃｅｓｓ (１ ３１９)ꎻ １８. Ｒｈｙｔｈｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ (５７０)ꎻ
１９. Ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ (２３２)ꎻ ２０. Ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ (１６２)ꎻ ２１. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ (１００)ꎻ ２２. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｉｎｔｒａｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ (６４)ꎻ ２３. Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (４６)ꎻ ２４. Ｃａｒｂｏｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (３５)ꎻ ２５. Ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ (１４)ꎻ ２６. Ｓｕｌｆｕｒ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (１)ꎻ
２７. Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ (１)ꎻ ２８. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｅｎｔｉｔｙ (５１ ８０７)ꎻ ２９. Ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ (９ ４５８)ꎻ ３０. Ｂｉｎｄｉｎｇ (３６ ０８４)ꎻ
３１. Ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ (３０ ７５８)ꎻ ３２. Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (４ １８３)ꎻ ３３. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (３ ２６６)ꎻ ３４. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
(２ １２８)ꎻ ３５. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ (１ ７４７)ꎻ ３６. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (７４８)ꎻ ３７. Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (６３９)ꎻ
３８. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ (４７０)ꎻ ３９. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃａｒｒｉｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (２１３)ꎻ ４０. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｄａｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (２０９)ꎻ ４１. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｌｄｉｎｇ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ
(１２１)ꎻ ４２. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔａｇ (７６)ꎻ ４３. Ｇｅｎｅｒａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (５９)ꎻ ４４. Ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｓｅｎｓｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (４２)ꎻ ４５. Ｎｕｔｒｉｅｎｔ
ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ (４０)ꎻ ４６. Ｔｏｘｉｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ (５).

图 ９　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 注释分布
Ｆｉｇ. ９　 ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ

是吲哚类生物碱合成的前体途径( Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 目前ꎬ关于菘蓝中吲哚生物碱的合成机

制、关键酶、多种基因功能的研究鲜见报道ꎬ并且

有研究表明逆境胁迫能影响活性成分生物碱的积

累(唐晓清等ꎬ２０１６ꎻＪａｚａｙｅｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ 因此ꎬ
有必要深入研究根肿菌胁迫下菘蓝吲哚类生物碱

合成的分子机制ꎮ
代谢组学通过对接菌前后 ７、１４、２１ ｄ 菘蓝根

次级代谢产物生物碱进行 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 分析ꎬ发现不

管是接菌处理(接菌和不接菌)ꎬ还是取样时间不

同ꎬ代谢物都存在差异且次级代谢物以吲哚类生

物碱居多ꎮ 差异代谢物 ＫＥＧＧ 富集分析表明各组

多富集在氨基酸代谢途径尤其是色氨酸代谢ꎬ说
明根肿菌侵染影响生物碱类化合物合成ꎮ 进一步

对 ＢＬＧ￣ＣＫ２ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ２、ＢＬＧ￣ＣＫ３ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ３、ＢＬＧ￣
ＣＫ４ ｖｓ ＢＬＧ￣Ｓ４ 这 ３ 个组别的差异表达基因进行

ＫＥＧＧ 代谢通路富集分析ꎬ筛选出了 １１ 条与生物

碱合成相关的代谢通路ꎬ 其中色氨酸合成相关的
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Ａ. ＲＮＡ 加工和修饰 ( ２ ０２３)ꎻ Ｂ. 染色体结构和动力学
(７１５)ꎻ Ｃ. 能量生成和转换(１ ８７５)ꎻ Ｄ. 细胞周期调控、细
胞分裂和染色体分离 ( １ ２６９)ꎻ Ｅ. 氨基酸运输和代谢
(１ ９０５)ꎻ Ｆ. 核苷酸运输和代谢(４７５)ꎻ Ｇ. 碳水化合物运
输和代谢(２ ３３５)ꎻ Ｈ. 辅酶运输和代谢(５２０)ꎻ Ｉ. 脂质运输
和代谢(１ ８９７)ꎻ Ｊ. 翻译、核糖体结构和生物合成(３ ２１４)ꎻ
Ｋ. 转录(２ ６８６)ꎻ Ｌ. 重复、重组和修饰(１ ６４３)ꎻ Ｍ. 细胞
壁、细胞膜和包膜生物发生 ( ６４２)ꎻ Ｎ. 细胞运动 ( ２４)ꎻ
Ｏ. 翻译后修饰、蛋白反转和伴侣(４ ９３２)ꎻ Ｐ. 无机离子运
输和代谢(１ ２８８)ꎻ Ｑ. 次生代谢物的生物合成、运输和分
解代谢(１ ５５９)ꎻ Ｒ. 一般功能预测(１０ １０２)ꎻ Ｓ. 功能未知
(２ ４５０)ꎻ Ｔ. 信号转导机制(４ ４６１)ꎻ Ｕ. 细胞内转运、分泌
和小泡运输(２ ０９６)ꎻ Ｖ. 防卫机制(３５７)ꎻ Ｗ. 胞外结构
(１０４)ꎻ Ｙ. 核结构(１３８)ꎻ Ｚ. 细胞构架(１ １３５)ꎮ
Ａ. ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ( ２ ０２３)ꎻ Ｂ. Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓ ( ７１５ )ꎻ Ｃ. Ｅｎｅｒｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ( １ ８７５ )ꎻ Ｄ. Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎꎬ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇ (１ ２６９)ꎻ Ｅ. Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ( １ ９０５)ꎻ Ｆ. Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
(４７５)ꎻ Ｇ. Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ( ２ ３３５)ꎻ
Ｈ. Ｃｏｅｎｚｙｍｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ (５２０)ꎻ Ｉ. Ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ (１ ８９７)ꎻ Ｊ. Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎꎬ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ (３ ２１４)ꎻ Ｋ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ (２ ６８６)ꎻ Ｌ. Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ ( １ ６４３)ꎻ Ｍ. Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ / ｍｅｍｂｒａｎｅ /
ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ( ６４２ )ꎻ Ｎ. Ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｌｉｔｙ ( ２４ )ꎻ Ｏ.
Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒꎬ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ
(４ ９３２)ꎻ Ｐ. Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ (１ ２８８)ꎻ
Ｑ. Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ
(１ ５５９)ꎻ Ｒ. Ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ (１０ １０２)ꎻ Ｓ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｕｎｋｎｏｗｎ (２ ４５０)ꎻ Ｔ. Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ (４ ４６１)ꎻ
Ｕ. Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇꎬ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ (２
０９６)ꎻ Ｖ. Ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ (３５７)ꎻ Ｗ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
(１０４)ꎻ Ｙ. Ｎｕｃｌｅａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ (１３８)ꎻ Ｚ. Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ (１ １３５).

图 １０　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＫＯＧ 分类
Ｆｉｇ. １０　 ＫＯＧ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕｎｉｇｅｎｅ

图 １１　 吲哚类生物碱生物合成途径
Ｆｉｇ. １１　 Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｉｎｄｏｌｅ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

差异表达基因数量较多ꎮ 在此基础上转录加代谢

联合分析共挖掘到 １８ 个差异表达基因参与吲哚

生物碱合成途径上游的 ５ 种关键酶 ＡＳ、ＴＳＡ、ＴＤＣ、
ＹＵＣＣＡ、ＡＬＤＨꎬ其中 ＹＵＣＣＡ 和 ＡＬＤＨ 这 ２ 个关键

酶的位置上存在差异表达基因上调的情况且上调

显著ꎮ 本研究发现ꎬ与未接菌相比ꎬ接菌后 ＹＵＣＣＡ
基因 ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１９２. ０、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１９２. １) 表达量均

升高ꎬ这与 Ｃａｏ 等(２０１９)的研究结果一致ꎬ都呈现

出对生物胁迫的耐受性ꎻ但随着根肿菌侵染时间

的不断延长ꎬＹＵＣＣＡ 基因的表达量先升高再降低ꎬ
这可能是植物自身对逆境胁迫做出的应激反应ꎻ
ＡＬＤＨ(Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３２３８１.０、Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２８３９５.０) 基因在接

菌后相对比于未接菌ꎬ其表达量上调ꎬ这是因为醛

脱氢酶基因家族可以氧化有毒醛类物质ꎬ降低脂

质过氧化ꎬ提高植物对逆境的耐受性( Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２２ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 由于缺乏根肿菌胁迫

下菘蓝的全基因组ꎬ无法对吲哚类生物碱合成通

路中的全部基因进行注释分析ꎬ因此对下游完整

的吲哚类生物碱合成通路研究造成困难ꎮ 为此ꎬ
后期可通过全基因测序和质谱分析进一步探索完

整的吲哚生物碱合成通路ꎮ
另外ꎬ 我们还发现了编码 ２ 种关键酶的 １８ 个

差异表达基因均在异喹啉生物碱合成通路中被注
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颜色代表基因在样品中的表达量 ＦＰＫＭ 标准化处理后的值ꎮ
Ｃｏｌｏｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ａｆｔｅｒ ＦＰＫＭ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ.

图 １２　 生物碱合成相关基因表达量分析
Ｆｉｇ. １２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｏ ａｌｋａｌｏｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

释ꎮ 目前 ＴＨＳ 酶的相关报道较少ꎬ但已经确定是

病程相关蛋白 ＰＲ￣１０ 超家族成员之一 ( Ｏｚｂｅｒ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２３)ꎮ 本研究结果显示编码 ＴＨＳ 的 ３ 个差

异表 达 基 因 ( Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２４３６２. ０、 Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６９９４. ３、
Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３６１２９.３ )在根肿菌侵染后其表达量都会升

高ꎬ并且在 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证中也具有相同的表达趋

势ꎬ说明 ＴＨＳ 酶与抗根肿病密切相关ꎬ后期可着重

分析 ＴＨＳ 酶的功能ꎮ 酪氨酸是异喹啉生物碱合成

的前体ꎬ其中酪氨酸氨基转移酶( ＴＡＴ)能催化酪

氨酸 合 成 ４￣羟 基 苯 丙 酮 酸ꎬ 现 已 在 拟 南 芥

( Ｌｏｐｕｋｈｉｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ )、 丹 参 ( Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００８)、紫苏(吕晓玲等ꎬ２０１２)等植物成功分离克

隆了 ＴＡＴ 基因ꎬ并发现植物激素水杨酸和脱落酸

处理后可在转录水平上诱导该基因的表达ꎮ 本研

究结果也发现编码 ＴＡＴ 的基因 Ｃｌｕｓｔｅｒ￣３１７３０.０ 和

Ｃｌｕｓｔｅｒ￣２８０４０.６ 在根肿菌胁迫后表达量上升ꎬ说明

ＴＡＴ 酶在胁迫中发挥重要作用ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验结果表明ꎬ在根肿菌胁迫下ꎬ３

个时间点菘蓝实验组与对照组相比ꎬＴＨＳ(薛京ꎬ
２０２０)、ＡＵＸ / ＩＡＡ ( Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )、 ＧＨ３ ( Ｌｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０２２)、ＳＡＵＲ(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)、ＰＹＲ / ＰＹＬ(Ｋｉｍ

ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)、ＰＰ２Ｃ(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、ＡＢＦ(陈乃

钰等ꎬ２０２１)、Ｂ￣ＡＲＲ( Ｆａｌｃｏｎｉｅｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)、ＴＧＡ
(Ｑｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２ )、 ＡＨＫ ( Ｃｅｒｂａｎｔｅｚ￣Ｂｕｅｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)这些基因表达量都上调且随着根肿菌侵入

时间的延长ꎬ同一基因其表达量不断降低ꎬ准确反

映了根肿菌胁迫下大多数基因在菘蓝中的表达

模式ꎮ
综上所述ꎬ对根肿菌侵染的菘蓝进行转录组

测序和代谢组分析ꎬ极大地丰富了根肿菌胁迫下

菘蓝的生物学信息ꎬ挖掘了参与吲哚类生物碱和

异喹啉类生物碱合成的关键基因ꎬ探讨了这些关

键基因在应对逆境胁迫下的表达规律ꎬ为后续深

入研究这些基因的功能、解析根肿菌胁迫下菘蓝

生物碱的积累机制奠定基础ꎮ
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