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摘要：［目的］研究马尾松抗松材线虫病相关基因，为解析马尾松抗性机理和高抗马尾松早期选择提供理论依

据。［方法］对高抗和易感２种马尾松基因型接种松材线虫，在接种后第１、１５和３０天取样进行转录组高通量测
序，通过对高抗和易感马尾松差异基因识别以及富集分析，以筛选与抗松材线虫病相关的组成型差异基因。［结

果］对高抗和易感马尾松接种松材线虫后的转录组进行比较，在接种后第１、１５和３０天分别获得２８６６、６７９和
１６５７个差异基因，且在接种松材线虫后不同时间点间，共有差异基因相对较少。对差异基因进行ＧＯ富集分析，
结果显示：在接种后第１、１５和３０天，最显著的生物学进程是氧化还原过程，而ＧＯ项刺激反应、转录调节以及
香叶基二磷酸代谢过程也显著富集。对这几类ＧＯ项相关基因进一步分析，发现接种后３个时间点 ＧＯ项刺激
反应中共包括２６个Ｒ基因，除了２个Ｒ基因外，其它Ｒ基因表达皆为组成型，在接种松材线虫和对照间差异不
显著，而ＧＯ项转录调节中仅２个差异基因被ｎｒ注释为ＥＲＦ转录因子，其余为未知基因。接种松材线虫后，ＥＲＦ
转录因子在高抗马尾松上的表达量始终高于易感马尾松上的表达量，且在接种松材线虫和对照间表达量变化不

显著，也为组成型基因表达。ＧＯ项香叶基二磷酸代谢过程中，ＧＧＰＰＳ３个基因也在高抗马尾松上具有更高表达
量，为组成型基因表达。这些基因中ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ基因（ｃ６５７８５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）、ＥＲＦ转录因子（ｃ７８０７３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）和
３个ＧＧＰＰＳ基因在高抗马尾松中表达量较高，而在易感马尾松中表达量较低，甚至为０，可作为开发分子标记的
候选基因用于鉴定抗性马尾松。［结论］高抗和易感马尾松在接种松材线虫后第１天其表达量差异达到显著水
平的基因最多，其中，ＬＲＲ基因、ＥＲＦ转录因子和ＧＧＰＰＳ与马尾松的抗性相关，部分ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ基因、ＥＲＦ转
录因子和ＧＧＰＰＳ有望被开发为鉴定高抗马尾松的分子标记。
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　　马尾松（ＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａＬａｍｂ．）速生、耐干旱
瘠薄、适应性强，是我国南方荒山造林的先锋树种，

在一些立地条件较差的山地，马尾松甚至是唯一可

造林的本土树种。由松材线虫（Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓｘｙ
ｌｏｐｈｉｌｕｓ（ＳｔｅｉｎｅｒｅｔＢｕｈｒｅｒ）Ｎｉｃｋｌｅ，ＰＷＮ）引起的松
树萎蔫病是一种毁灭性森林病害，其中，马尾松为松

材线虫主要危害对象之一。马尾松群体中存在抗病

基因型，利用抗病品种防治松材线虫病为最经济、有

效的途径之一，现已在安徽、浙江等地选育出一批抗

性较高的马尾松家系和无性系［１］，但对其抗性机理

并不完全清楚。

植物抗性基因（Ｒ基因）是其对病虫害防御反应
的主要基因，其中，富含亮氨酸重复序列（ＬＲＲｓ）是
植物Ｒ基因编码蛋白最重要的结构特征之一，ＮＢＳ
ＬＲＲ、ＬＲＲＳＴＫ类是 Ｒ基因中的两类［２］。在植物与

线虫互作过程中，ＮＢＳＬＲＲ类是植物抗病基因中数
量最多的一类［３］。依据ＮＢＳ在Ｎ端的不同结构，又
主要分为 ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ和 ＣＣＮＢＳＬＲＲ两种类型。
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Ｈｓ１ｐｒｏ１是从甜菜（ＢｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓＬ．）中获得的第１个
Ｒ基因［４］。之后，在马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）
和樱桃（ＣｅｒａｓｕｓｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｕｓＬｉｎｄｌ．）中发现的 Ｒ基
因编码蛋白皆具有核苷酸结合位点和富亮氨酸重复

序列（ＮＢＳＬＲＲ）结构，其中，Ｇｐａ２、Ｍｉ１．２、Ｍｉ９和
ＨｅｒｏＡ编码蛋白属于 Ｎ端为卷曲螺旋结构域（ＣＣ
ＮＢＳＬＲＲ）结构类别的抗性蛋白，而Ｍａ和Ｇｒｏ１４编
码蛋白属于Ｎ端为Ｔｏｌｌ／白细胞介素受体（ＴＩＲＮＢＳ
ＬＲＲ）结构类别的抗性蛋白。ＣＣＮＢＳＬＲＲ与 ＴＩＲ
ＮＢＳＬＲＲ这两类抗性基因在应对病原菌侵染时发挥
着不同的功能［５］。基因不受时期、部位以及环境影

响均可较稳定表达即为组成型基因。在这些植物抗

性基因中，基因组成型表达对抗性起重要作用。如

ＣＣＮＢＳＬＲＲ亚家族中组成型表达基因 ＲＧＣ２６０在
向日葵（ＨｅｌｉａｎｔｈｕｓａｎｎｕｕｓＬ．）抗锈病过程中发挥重
要作用［６］。转录因子ＣＢＦ１的组成型表达可增强冷
敏感植物的抗寒性［７］。感染柑桔黄龙病菌（Ｃａｎｄｉ
ｄａｔｕｓＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒｓｐｐ．）后，组成型表达基因 ＰｔＣＤＲ２
和ＰｔＣＤＲ８在抗黄龙病柑桔（ＰｏｎｃｉｒｕｓｔｒｉｆｏｌｉａｔｅＬ．）中
表达丰度较高［８］。

目前，在松树对松材线虫病的抗性机制研究上

进展相对较慢，仅发现一些抗性相关物质或基因。

如ＭｅｎéｎｄｅｚＧｕｔｉéｒｒｅｚ等对不同抗性的几种松树进
行研究，发现组成型氮、多酚和磷在对松材线虫病抗

性较强的火炬松（Ｐ．ｔａｅｄａＬ．）和地中海松（Ｐ．
ｈａｌｅｐｅｎｓｉｓＬ．）木质部中的含量高于易感病的赤松
（Ｐ．ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓＬ．）［９］，松类内酚类、单宁、黄酮和木
质素含量高不利于松材线虫的繁殖生长［１０］。在分

子水平上发现与活性氧、木质素、萜类和乙烯等合

成相关的基因与抗松材线虫病关系密切［１１１４］。本

研究组已利用转录组高通量测序技术发现编码扩

展蛋白、萜类合酶和活性氧等基因在接种松材线虫

前后表达量发生显著的变化［１５］，且在高抗与易感

马尾松间表达量差异也达到显著水平，但这种表达

量的差异为诱导型，在不接种情况下，无法利用这

些基因对高抗马尾松进行早期鉴定。本试验在前

期研究基础上，着重于研究和识别高抗和易感马尾

松间与抗松材线虫病相关的组成型表达基因，为解

析马尾松抗性机理和高抗马尾松早期选择提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料来源
试验材料来自安徽省林业科学研究院４年生马

尾松无性系试验林。根据前期该院对试验林内无性

系测定的抗性指数，于２０１７年７月中旬，选择高抗
无性系‘休宁 ５’和易感无性系‘黄山 １’各 １８株。
供试松材线虫为高致病性株系‘广株３Ｂ’和‘全４’
混合株系，于灰葡萄孢菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）菌落上纯
培养，保存于４℃冰箱中备用。
１．２　实验方法
１．２．１　松材线虫悬浊液制备　将灰葡萄孢菌接种
于ＰＤＡ平板上，于 ２８℃培养箱中培养５ｄ。待菌落
长成后将松材线虫接种于该菌落中，２８℃培养直至
菌落完全被松材线虫取食，进一步用贝尔曼漏斗法

分离松材线虫，１２ｈ后收集于 １０ｍＬ离心管中，
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去除上清液。将各离心
管中的松材线虫汇集并混匀，最终制备成每微升含

有５０条松材线虫的悬浊液。
１．２．２　松材线虫接种马尾松　在高抗无性系与易
感无性系中，分别选取９株接种松材线虫悬浊液，９
株接种蒸馏水作为对照。参考Ｌｉｕ等处理方法［１６］进

行接种与样品采集。所取样品包括高抗马尾松和易

感马尾松２个基因型，接种松材线虫和接种蒸馏水２
个处理，接种后第１、１５和３０天 ３个取样时间点，３
个生物学重复，共计３６个样品。
１．３　马尾松ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成

采用植物 ＲＮＡ试剂盒 ＲＮ３８ＥＡＳＹＳｐｉｎｐｌｕｓ
（ＡｉｄｌａｂＢｉｏｔｅｃｈ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ）分别提取接种后１、
１５、３０ｄ各样本 ＲＮＡ。利用 ＵｌｔｒａｓｐｅｃＴＭ２１００Ｐｒｏ
ＵＶ检测 ＲＮＡ的浓度，１％琼脂糖凝胶电泳检测
ＲＮＡ纯度以及完整性。选择 ＲＮＡ浓度≥４００ｎｇ·
μＬ－１、ＯＤ２６０／２８０为１．８ ２．２、ＯＤ２６０／２３０＞２．０、ＲＩＮ≥
８．０作为高质量ＲＮＡ。
１．４　马尾松转录组组装和测序

马尾松无参考基因组，为获得全面的转录组数

据，首先将３６份高质量ＲＮＡ等质量混合，利用 Ｉｌｌｕ
ｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ２０００测序平台进行转录组测序。同
时对３６个样品进行表达谱测序，并使用Ｂｏｗｔｉｅ方法
将３６份样品中高质量读长（ｒｅａｄｓ）比对到转录组
上，获取各样本中所有基因的表达量。

２
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１．５　高抗与易感马尾松差异基因识别及 ＧＯ富集
分析

　　转录组和表达谱数据已提交至ＮＣＢＩ，登录号为
ＳＲＰ１０３５６２。利用ＢｅｎｊａｍｉｎｉＨｏｃｈｂｅｒｇ方法进行Ｐ值
校正，获得差异基因。采用ＧＯｓｅｑＲ对差异基因进行
ＧＯ富集分析，Ｐ值≤０．０５的ＧＯｔｅｒｍ为显著富集。
１．６　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）分析

使用Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件对候选基因设计引物，采用
ＡＢＩ７３００实时荧光定量 ＰＣＲ系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）对候选基因表达情况进行 ｑＲＴＰＣＲ
检测，以验证转录组测序结果。反应总体系为 ２０
μＬ，包括０．４μＬＲＯＸ染料，２μＬｃＤＮＡ，０．４μＬ引
物和 １０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ。ＰＣＲ程序为
９５℃预变性１０ｓ，９５℃变性５ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃
延伸３０ｓ，共４０个循环。３次生物学重复，３次技术
重复。利用ＥＦ１α作为参考基因对候选基因表达量
进行标准化，并根据２－ΔΔＣＴ方法计算候选基因的相
对表达水平。

２　结果与分析

２．１　高抗与易感马尾松接种松材线虫后在转录组
上的差异

　　根据前期预实验结果发现，接种松材线虫后第
１５天马尾松顶稍略显萎蔫，接种后第３０天针叶开
始变黄。故本研究选取不接种松材线虫、接种松材

线虫后第１、１５和３０天时的材料进行转录组测序。
以马尾松３６个样本茎段等量混合 ＲＮＡ为材料进行
二代转录组测序，共获得８０３４０个 ｕｎｉｇｅｎｅｓ，平均长
度为６７５ｂｐ，Ｎ５０值分别为１６３４ｂｐ和１２４５ｂｐ。其
中，１４９９４ｕｎｉｇｅｎｅｓ（１８．６６％）大于１ｋｂ。将高抗与
易感马尾松的表达谱进行比较（将易感马尾松作为

对照），在接种松材线虫后第１、１５和３０天分别获得
的差异基因为２８６６、６７９和１６５７个，其中，在高抗
马尾松上具有较高表达量的基因数分别为 １４３８、
５０８和７５７个（图１）。进一步分析结果显示，这些差
异基因在不同接种时间的共有基因相对较少（图

２）。如在接种松材线虫后第１天获得的差异基因中
有１８８６个差异基因是特有的，仅有１５３个差异基因
出现在接种后第１５天和第３０天。
２．２　高抗与易感马尾松间差异基因ＧＯ富集分析

对高抗与易感马尾松接种松材线虫后３个时间

注：Ｒ１／Ｓ１，接种第 １天时高抗与易感马尾松间的差异基因；

Ｒ１５／Ｓ１５，接种第１５天时高抗与易感马尾松间的差异基因；Ｒ３０／

Ｓ３０，接种第３０天时高抗与易感马尾松间的差异基因。下同。

Ｎｏｔｅｓ：Ｒ１／Ｓ１，ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．

ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ１ｄａｙａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；Ｒ１５／Ｓ１５，Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ

ｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ１５ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａ

ｔｉｏｎ；Ｒ３０／Ｓ３０，ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．

ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图１　高抗与易感马尾松在不同接种时间点的差异基因数

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｆ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

图２　马尾松在不同接种时间点的共有差异基因

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｍｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｏｆＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

点的差异基因进行ＧＯ富集分析，其中，将在生物过
程（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组成（Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子功能（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）中
最显著的前１０位 ＧＯ项列于表１ ３。结果显示：
在ＢＰ类别中（表１），接种后１、１５和３０ｄ最显著富
集的ＧＯ项皆为氧化－还原过程，其次为跨膜转运。
另外ＧＯ项刺激反应、转录调节以及香叶基二磷酸
代谢过程也较显著。在 ＣＣ类别中，接种后１、１５和
３０ｄ显著富集的前 １０位 ＧＯ项，尽管排序略有不
同，但类目相同（表２），其中，最显著的 ＧＯ项为膜

３
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表１　高抗与易感马尾松接种松材线虫后在不同时间点差异基因的ＧＯ富集分析（ＢＰ）

Ｔａｂｌｅ１　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ（ＢＰ）

基因本体编号

ＧＯＩＤ
类别Ｔｅｒｍ

差异基因ＧＯ富集 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

接种后１ｄ
１ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后１５ｄ
１５ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后３０ｄ
３０ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ＧＯ：００５５１１４ 氧化－还原过程 Ｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ ２．８０Ｅ－１１ ４．８０Ｅ－１１ ３．５０Ｅ－１０

ＧＯ：００５５０８５ 跨膜转运 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ ２．３０Ｅ－０５ ４．８０Ｅ－０５ １．１０Ｅ－０５

ＧＯ：０００８１５２ 代谢过程 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ８．９０Ｅ－０５ － －

ＧＯ：００４２０２６ 蛋白质重折叠 Ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｆｏｌｄｉｎｇ ９．７０Ｅ－０５ － －

ＧＯ：０００６８８６ 胞内蛋白转运 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ ０．０００３２ ０．０００３５ －

ＧＯ：０００９７２５ 激素应答 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｈｏｒｍｏｎｅ ０．０００４６ ０．０００４９ －

ＧＯ：００５０８９６ 刺激反应 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｉｍｕｌｕｓ ０．０００５０ ０．０００３０ ０．０００４９

ＧＯ：０００６９５０ 胁迫应答 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｒｅｓｓ ０．０００９７ ０．００１１１ ０．０００９３

ＧＯ：０００６３５５ 转录调节 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｄ ０．００１２５ ０．００１８５ ０．００１２５

ＧＯ：００３３３８３ 香叶基二磷酸代谢过程 Ｇｅｒａｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ ０．００１５７ ０．００１４６ ０．０００５６

ＧＯ：０００６４６８ 蛋白质磷酸化 Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ － ０．０００１８ ０．０００１７

ＧＯ：０００６７４９ 谷胱甘肽代谢过程 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ － ０．０００４２ －

ＧＯ：０００６０９７ 乙醛酸循环 Ｇｌｙｏｘｙｌａｔｅｃｙｃｌｅ － －

ＧＯ：００３０４３５ 孢子形成 Ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆａｃｅｌｌｕｌａｒｓｐｏｒｅ － －

ＧＯ：０００６８８６ 胞内蛋白转运 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔ － － ０．０００３１

ＧＯ：０００９２６６ 温度刺激应答 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｔｉｍｕｌｕｓ － － ０．００２３２

ＧＯ：０００６４６４ 细胞蛋白质修饰过程 Ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ － － ０．００２７９

表２　高抗与易感马尾松接种松材线虫后在不同时间点差异基因的ＧＯ富集分析（ＣＣ）
Ｔａｂｌｅ２　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ（ＣＣ）

基因本体编号

ＧＯＩＤ
类别 Ｔｅｒｍ

差异基因ＧＯ富集 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

接种后１ｄ
１ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后１５ｄ
１５ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后３０ｄ
３０ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ＧＯ：００１６０２１ 膜整体构成 Ｉｎｔｅｇｒａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｍｅｍｂｒａｎｅ ３．６０Ｅ－２４ １．２０Ｅ－２１ ３．５０Ｅ－１７

ＧＯ：０００５８８６ 质膜 Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ ５．９０Ｅ－１１ ２．９０Ｅ－１１ ３．６０Ｅ－１１

ＧＯ：０００９５０７ 叶绿体 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ １．１０Ｅ－０９ ３．６０Ｅ－１０ ６．００Ｅ－１０

ＧＯ：０００５８２９ 细胞质基质 Ｃｙｔｏｓｏｌ ３．３０Ｅ－０７ ３．１０Ｅ－０７ ２．９０Ｅ－０７

ＧＯ：０００９５７０ 叶绿体基质 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓｔｒｏｍａ ２．２０Ｅ－０５ １．７０Ｅ－０５ １．８０Ｅ－０５

ＧＯ：００４４４６４ 细胞组分 Ｃｅｌｌｐａｒｔ ４．８０Ｅ－０５ ０．０００１２ ９．９０Ｅ－０５

ＧＯ：０００５７７３ 液泡 Ｖａｃｕｏｌｅ ６．４０Ｅ－０５ ５．４０Ｅ－０５ ５．８０Ｅ－０５

ＧＯ：０００５７６８ 核内体 Ｅｎｄｏｓｏｍｅ ９．６０Ｅ－０５ ６．１０Ｅ－０５ ７．３０Ｅ－０５

ＧＯ：０００９９４１ 叶绿体被膜 Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｅｎｖｅｌｏｐｅ ０．０００１６ ３．１０Ｅ－０５ ０．０００１４

ＧＯ：０００５８４０ 核糖体 Ｒｉｂｏｓｏｍｅ ０．０００２１ １．５０Ｅ－０６ ２．００Ｅ－０５

整体构成 （ＧＯ：００１６０２１），其次为质膜 （ＧＯ：
０００５８８６）。在ＭＦ类别中，接种后１、１５和３０ｄ最显
著富集的前３位 ＧＯ项相同，分别为氧化还原酶活
性（ＧＯ：００１６４９１）、蛋白结合（ＧＯ：０００５５１５）和 ＤＮＡ
特异序列结合（ＧＯ：００００９８１）。
２．２．１　Ｒ基因在高抗与易感马尾松间的表达差异
　为更好地了解ＧＯ项刺激反应参与马尾松抗松材

线虫病的方式，对相关差异基因进行进一步分析。

结果显示：在该ＧＯ项中包含２６个 Ｒ基因。在接种
后第１天，与刺激反应 ＧＯ项相关的差异基因共７１
个，其中，Ｒ基因２５个；接种后第１５天，与刺激反应
ＧＯ项相关的差异基因共１７个，其中，Ｒ基因４个；
接种后第３０天，与刺激反应 ＧＯ项相关的差异基因
共４７个，其中，Ｒ基因１４个。在这些Ｒ基因中，除１

４
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表３　高抗与易感马尾松接种松材线虫后在不同时间点差异基因的ＧＯ富集分析（ＭＦ）
Ｔａｂｌｅ３　ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ（ＭＦ）

基因本体编号

ＧＯＩＤ
类别 Ｔｅｒｍ

差异基因ＧＯ富集 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｓＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

接种后１ｄ
１ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后１５ｄ
１５ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

接种后３０ｄ
３０ｄＡｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ＧＯ：００１６４９１ 氧化还原酶活性 Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２．１０Ｅ－１０ ８．８０Ｅ－０９ ５．５０Ｅ－０８

ＧＯ：０００５５１５ 蛋白结合 Ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ １．９０Ｅ－０７ ５．００Ｅ－０８ ２．００Ｅ－０７

ＧＯ：００００９８１ ＤＮＡ特异序列结合 ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ １．８０Ｅ－０５ ４．１０Ｅ－０６ １．４０Ｅ－０５

ＧＯ：０００３８２４ 催化活性 Ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ ４．６０Ｅ－０５ ０．０００１４ ０．０００１９

ＧＯ：０００５４８８ 结合 Ｂｉｎｄｉｎｇ ５．００Ｅ－０５ － －

ＧＯ：０００４７２１ 磷蛋白质磷酸蛋白活性 Ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ０．０００１４ － ７．６０Ｅ－０５

ＧＯ：００１０１８１ ＦＭＮ结合 ＦＭＮｂｉｎｄｉｎｇ ０．０００２６ ５．６０Ｅ－０５ ０．０００１７

ＧＯ：０００８８７４ 葡萄糖酸５脱氢酶活性 Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ５ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ０．０００４９ － －

ＧＯ：００１６８３２ 醛裂解酶活性 Ａｌｄｅｈｙｄｅｌｙａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ ０．０００５３ － －

ＧＯ：０００４５９１ 酮戊二酸脱氢酶 Ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ０．０００６２ ０．０００１８ ０．０００３

ＧＯ：０００４７３８ 丙酮酸脱氢酶活性 Ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ － ０．０００１４ ０．０００２９

ＧＯ：０００４３７５ 甘胺酸脱氢酶 Ｇｌｙｃｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ － ０．０００２３ ０．０００３７

ＧＯ：００５１２８７ ＮＡＤ结合 ＮＡＤｂｉｎｄｉｎｇ － ０．０００３９

ＧＯ：００１６７５８ 转移酶活性 Ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ － ０．０００５５ ０．０００５８

个ＮＢＳ－ＬＲＲ基因（ｃ７６９７６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）和１个编码
受体丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶基因（ｃ７１８４５．ｇｒａｐｈ＿
ｃ０）在易感马尾松接种松材线虫后表达量显著发生
变化外（以接种蒸馏水作为对照），其它基因不论在

高抗还是易感马尾松中（表４），接种松材线虫后表
达量变化皆未达显著水平（Ｐ＜０．０５），意味着这些
基因的表达差异为组成型，即不论接种与否对这些

基因的表达影响不大。

这些Ｒ基因中，ＮＢＳＬＲＲ基因在易感马尾松上
皆有高的表达量，而受体丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶和
ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ基因表达量变化趋势不完全一致，除１
个受体丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶基因（ｃ６３６１２．ｇｒａｐｈ
＿ｃ０）和１个 ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ基因（ｃ６５７８５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）
外，其余基因在易感马尾松中表达量仍高于高抗马

尾松中的表达量。值得注意的是，ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ基
因（ｃ６５７８５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）仅在高抗马尾松中表达，而在
易感马尾松中不论接种与否，在接种后任一时间表

达量皆为０，表明该基因可能具有开发为鉴定高抗
马尾松分子标记的潜力。

２．２．２　转录因子在抗松材线虫病中的调节作用　
差异基因ＧＯ富集分析发现：ＧＯ项转录调节生物过
程在３个时间点皆达到显著水平。ＧＯ项转录调节
共包括４１个基因，经 ｎｒ注释有３９个为未知基因，
剩余的２个为 ＥＲＦ（Ｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｆａｃｔｏｒ）转录
因子，其中，ＥＲＦ转录因子（ｃ７８０７３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）在高

抗马尾松中的表达量始终显著高于易感马尾松中的

表达量（图３），但不论高抗还是易感马尾松，在接种
松材线虫与接种蒸馏水间差异不显著，因此可认为

该基因的表达也为组成型。由于该基因在易感马尾

松中的表达量极低，约为０，因此该基因也具有开发
为检测高抗马尾松分子标记的潜力。而另一个ＥＲＦ
转录因子（ｃ６５６３３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０），在接种松材线虫后第
１天和第１５天，在高抗马尾松或易感马尾松上基因
表达量受松材线虫的影响。如接种松材线虫第 １
天，该基因在高抗马尾松上的表达量较对照（接种蒸

馏水）显著升高；但在接种松材线虫后第３０天，高抗
马尾松和易感马尾松中该基因在接松材线虫与接种

蒸馏水间表达量差异皆不显著。同时结果还显示：３
个时间点不论接种松材线虫与否，ＥＲＦ转录因子
（ｃ６５６３３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）在高抗马尾松上的表达量皆高
于易感马尾松。由此推测，ＥＲＦ转录因子（ｃ７８０７３．
ｇｒａｐｈ＿ｃ０、ｃ６５６３３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）在马尾松抗松材线虫病
中可能起正调控作用。

２．２．３　萜类合成相关基因在抗松材线虫病中的调
节作用　ＧＯ项香叶基二磷酸代谢过程在３个时间
点也达到显著水平，其中，接种松材线虫后，在高抗

与易感马尾松间共发现 １３个萜类合成相关基因。
这１３个差异基因中编码（－）－β蒎烯合酶、（＋）
－α蒎烯合酶、（－）－柠檬烯合酶、长叶烯合酶和
δ芹子烯合酶的基因表达量在接种松材线虫和接

５
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表４　Ｒ基因在高抗和易感马尾松间的差异表达
Ｔａｂｌｅ４　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＲｇｅｎｅｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ

类别 Ｔｅｒｍ 基因编号 Ｇｅｎｅ＿ＩＤ
基因表达量 Ｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ／ＲＰＫＭ

ＲＩ１ ＳＩ１ ＲＩ１５ ＳＩ１５ ＲＩ３０ ＳＩ３０

受体丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
ＬＲＲｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅｓｅｒｉｎｅ／
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

ｃ６３６１２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １１．１４ ０．７８ １０．８０ ０．６７ １５．６５ ０．３８
ｃ７５６３２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２５．２１ ７５．２１ － － ８．９９ ４３．５５
ｃ７４９３４．ｇｒａｐｈ＿ｃ１ ９．４９ ３１．０４ － － １１．００ ４３．８１
ｃ７８６３８．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １．１８ １１．５７ － － ０．３０ ９．７１
ｃ７２３３０．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．５５ １０．９２ － － １．３４ ５．３７
ｃ５２０８９．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ０．６１ ５．３８ － － － －
ｃ７７３２１．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １５．０１ ３４．６４ － － － －
ｃ７７２１２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ５．２６ １３．３９ － － － －
ｃ７６４４６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ７．２１ ２２．５６ － － － －
ｃ６４８４４．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １．１０ ５．５１ － － － －
ｃ７１８４５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ５．２１ ４０．０５ － － － －
ｃ７２９２２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ － － － － １７．８５ ６０．４４

ＮＢＳＬＲＲ蛋白
ＮＢＳＬＲＲｐｒｏｔｅｉｎ

ｃ７９１６２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ０．００ ５．５６ ０．６５ ５．８２ － －
ｃ４９３１８．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ０．４０ ５．２５ ０．９０ ４．８３ ０．１９ ５．２２
ｃ６６１３３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １０．５０ ３０．３３ － － １２．５３ ３０．９２
ｃ７３８９６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．４８ ８．３１ － － ３．３２ ９．２５
ｃ７６９７６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １１．１３ ４０．３９ － － ９．５７ ２９．２９
ｃ７６６６２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．６３ ７．３１ － － － －
ｃ６２４７３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １．７２ ７．５５ － － － －

ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ蛋白
ＴＩＲＮＢＳＬＲＲｐｒｏｔｅｉｎ

ｃ６５７８５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．６８ ０．００ － － ２．７１ ０．００
ｃ７３３３４．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ０．６０ ５１．２９ ４．１９ １６．９８ ０．６０ ２２．６０
ｃ５３６１０．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．４４ ７．５１ － － ２．２０ ７．６７
ｃ７６６０２．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ １．９５ ４．４６ － － １．９３ ３．２１
ｃ６５６７１．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ０．００ ３．３４ － － ０．００ ４．８４
ｃ７５８０４．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ２．８８ ８．０１ － － － －
ｃ６６０９６．ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ４．１０ ２３．６３ － － － －

　　注：ＲＩ１，高抗马尾松接种松材线虫后第１天的基因表达；Ｓ１，易感马尾松接种松材线虫后第１天的基因表达；ＲＩ１５，高抗马尾松接种松材线
虫后第１５天的基因表达；ＳＩ１５，易感马尾松接种松材线虫后第１５天的基因表达；ＲＩ３０，高抗马尾松接种松材线虫后第３０天的基因表达；ＳＩ３０，易
感马尾松接种松材线虫后第３０天的基因表达。

Ｎｏｔｅｓ：ＲＩ１，ＧｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ１ｄａｙａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；ＳＩ１，ＧｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ１ｄａｙ
ａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；ＲＩ１５，ＧｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ１５ｄａｙａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；ＳＩ１５，ＧｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓ
ｓｏｎｉａｎａａｔ１５ｄａｙｓａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；ＲＩ３０，ＧｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ３０ｄａｙａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ；ＳＩ３０，Ｇｅｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａａｔ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒＰＷＮｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．

注：ＲＩ，高抗马尾松接种松材线虫；ＲＷ高抗马尾松接种蒸馏水；ＳＩ，易感马尾松接种松材线虫；ＳＷ，易感马尾松接种蒸馏水。不同小
写字母表示不同处理基因表达量差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。
Ｎｏｔｅｓ：ＲＩ，ＲｅｓｉｓｔａｎｔＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｉｎｏｃｕｌａｔｅｄＢ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ；ＲＷ，ＲｅｓｉｓｔａｎｔＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗａｔｅｒ；ＳＩ，ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉ
ａｎａｉｎｏｃｕｌａｔｅｄＢ．ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ；ＳＷ，ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗａｔｅｒ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｇｅｎｅｓ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ．

图３　两个转录因子在高抗和易感马尾松上的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅＰ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ
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第５期 刘　彬，等：基于高通量转录组测序筛选马尾松抗松材线虫病相关基因

种蒸馏水处理间差异显著，意味着松材线虫会诱导

这些基因的表达量发生显著变化；而编码 ＧＧＰＰＳ的
３个基因（ｃ３３３６０．ｇｒａｐｈ＿ｃ０、ｃ３３９４３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０和
ｃ５８５４９．ｇｒａｐｈ＿ｃ０），不论接种松材线虫与否，３个时

间点在高抗与易感马尾松间的表达量差异皆达极显

著水平（图４），表明这种表达差异也为组成型，推测
ＧＧＰＰＳ在抵御松材线虫病的过程中起重要作用。

图４　３个ＧＧＰＰＳ基因在高抗和易感马尾松上的表达差异
Ｆｉｇ．４　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅＧＧＰＰＳｇｅｎｅｓｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ

Ｐ．ｍａｓｓｏｎｉａｎａ２．３实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）验证

　　为了验证转录组测序结果的可靠性，对接种松
材线虫后高抗与易感马尾松间的４１个差异基因（包
括２６个 ＬＲＲ抗性基因、２个转录因子和１３个萜类
相关基因）进行 ｑＲＴＰＣＲ验证。结果显示：所有基
因ｑＲＴＰＣＲ结果表达趋势与转录组测序结果一致，
相关系数为０．９３５８，达极显著水平，表明转录组测
序结果较可靠。

图５　４１个差异基因在转录组测序结果与实时定量
ＰＣＲ结果的相关性

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆ４１ｕｎｉｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｑＰＣＲａｎｄＲＮＡｓｅｑ

３　讨论
本研究发现，编码 ＮＢＳＬＲＲ蛋白及 ＴＩＲＮＢＳ

ＬＲＲ蛋白的组成型基因表达量在高抗马尾松与易感
马尾松间差异显著。Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等［１７］分离出一个

ＮＢＳＬＲＲ抗性功能基因ＴＹＮＢＳ１，在西红柿（Ｌｙｃｏｐｅｒ
ｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍＭｉｌｌ．）防御黄叶卷叶病中至关重要。
Ｇｒａｎｄ等［１８］研究表明，组成型 ＨＳＦ２３和 ＣａＭＢＰ基
因在水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）抗稻瘟病中起正向调节
作用。Ｗｅｎ等［１９］在拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ
（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）和烟草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）中构建
野生华东葡萄（ＶｉｔｉｓｐｓｅｕｄｏｒｅｔｉｃｕｌａｔａＷ．Ｔ．Ｗａｎｇ）
ＶＩＲＮＢＳＡＲＣＬＲＲ基因的组成型异源过表达增强了
对植物病原性真菌和细菌的抗性。王猛［２０］利用抑

制消减杂交技术分析了松材线虫诱导后马尾松针叶

中基因的表达情况，也提出ＮＢＳＬＲＲ蛋白等组成型
基因在抗松材线虫病过程中发挥了作用。这些结果

表明，ＮＢＳＬＲＲ组成型基因参与了马尾松对松材线
虫病的防御过程；但本研究发现，接种后 １、１５和
３０ｄ，大部分 ＮＢＳＬＲＲ及 ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ组成型基因

７
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在易感马尾松上表达量更高。Ｓａｇｉ等［２１］在研究鹰

嘴豆（ＣｉｃｅｒａｒｉｅｔｉｎｕｍＬｉｎｎ．）抵御叶枯病过程中也发
现，在早期大多数ＮＢＳＬＲＲ基因在易感鹰嘴豆中的
表达量高于高抗鹰嘴豆。关于 ＬＲＲＲＬＫｓ的作用机
制，目前普遍认为植物利用 ＬＲＲＲＬＫｓ蛋白激活
ＭＡＰＫ信号途径，从而启动下游的防御反应，如诱发
ＰＲ、ＧＳＴ等蛋白表达［２２］。本研究发现，ＬＲＲＲＬＫｓ
蛋白激酶基因与 ＮＢＳＬＲＲ组成型基因表达量的调
节方向一致，皆表现出在易感马尾松上表达量更高。

ＮＢＳＬＲＲ及 ＴＩＲＮＢＳＬＲＲ组成型基因在易感马尾
松上高表达反而使马尾松感病，具体原因有待进一

步研究。

乙烯响应因子（ＥＲＦ）是一个很大的转录因子家
族，可参与植物对生物或非生物的胁迫响应。如

ＥＲＦ１０９的过量表达可增强植物对氧化胁迫的抗性，
也可减缓细胞程序性死亡的速度和提高植物对盐的

耐受力［２３］。ＢｅｒｒｏｃａｌＬｏｂｏ等［２４］发现，拟南芥中

ＥＲＦ１的组成型表达即可增强其对尖孢镰刀菌（Ｆｕ
ｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＳｃｈｌ．）的抗性，且接种尖孢镰刀菌
后ＥＲＦ１表达量将上调。Ｓｈｉｎ等报道，接种线虫后，
日本红松（ＰｉｎｕｓｋｏｒａｉｅｎｓｉｓＬ．）中００１＿０６Ｂ０９（ＡＰ２／
ＥＲＦ转录因子）组成型表达量上调［２５］。本研究发

现，ＥＲＦ在高抗马尾松上的表达量高于易感马尾松
上的表达量，ＥＲＦ转录因子可能在马尾松抵御松材
线虫病中起重要调节作用。

已有研究认为，针叶树种中二萜是主要的防御

化合物，松脂对病虫害的防御主要由松节油的化学

毒害和二萜的物理阻碍形成，即二萜通过氧化聚合

封闭伤口，以防御虫和病菌继续侵入［２６－２９］，其中，二

萜由甲基赤藓醇磷酸途径（ＭＥＰｐａｔｈｗａｙ）合成，ＧＧ
ＰＰＳ为异戊基转移酶［３０］，而ＧＧＰＰＳ表达量与松脂产
量相关，ＧＧＰＰＳ表达量高的马尾松松脂产量也较
高［１５］。松脂产量则与针叶树种对病虫害的抗性密

切相关［３１］，ＧＧＰＰＳ可能参与了对病虫害胁迫的抗性
反应。本研究也发现，ＧＧＰＰＳ在高抗马尾松上的表
达量始终远高于易感马尾松上的表达量，由此推测，

ＧＧＰＰＳ可能在马尾松抵御松材线虫病的进程中起
正调节作用。本研究组后续将对 ＬＲＲ基因、乙烯响
应因子（ＥＲＦ）和ＧＧＰＰＳ等基因进行深入研究。

４　结论
本研究通过表达谱分析揭示，接种松材线虫后

第１天高抗与易感马尾松间差异基因最多，这些差

异基因主要富集在生物学进程中的氧化 －还原过
程、跨膜转运、刺激反应、转录调节以及香叶基二磷

酸代谢过程等 ＧＯ项上，其中，ＬＲＲ基因、ＥＲＦ转录
因子和 ＧＧＰＰＳ可能与马尾松的抗性相关，ＴＩＲＮＢＳ
ＬＲＲ基因（ｃ６５７８５．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）、乙烯响应转录因子
（ｃ７８０７３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）、ＧＧＰＰＳ基因（ｃ３３３６０．ｇｒａｐｈ＿ｃ０、
ｃ３３９４３．ｇｒａｐｈ＿ｃ０和 ｃ５８５４９．ｇｒａｐｈ＿ｃ０）为组成型表
达基因，具有被用于开发鉴定高抗马尾松分子标记

的潜力。
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