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摘  要：由核盘菌引起的大白菜菌核病是严重危害十字花科蔬菜品质和产量的病害之一。为深入研究菌核病抗病机制

提供候选基因，从分子水平探索核盘菌侵染后大白菜的转录水平变化情况，以抗菌核病自交系 H72 和易感自交系 Y26

为材料，利用转录组测序技术分析抗感材料在接种核盘菌后不同时间的差异基因。结果表明，转录组测序共获得

121.77 Gb 的 clean data，对原始测序数据进行过滤，各样品 clean data 均达 6 Gb 以上，Q20 介于 97.21%~97.99%之间，

平均值为 97.61%，Q30 介于 92.59%~93.98%之间，平均值为 93.20%，表明测序质量较好，可以用于后续分析。接种的

抗感材料在 36、48 h 的共同差异表达基因分别为 13、11 个，去除各接种点共同差异表达的基因，共获得 18 个差异表

达基因。依据基因功能注释，筛选到 11 个防御反应相关基因，其中转录因子 MYB34 上调表达，乙烯响应因子 ERF003

下调表达，ERF003 可能负向调控大白菜菌核病的侵染；生长素早期响应基因 GH3.3、病程相关蛋白 TLP1 均上调表达；

此外，F-box、氨基酸转运酶 ANT1、咖啡酰辅酶 A 氧甲基转移酶 Cco AOMT、天冬氨酸蛋白酶 AED3、热激蛋白 DnaJ 11

均为上调表达，可能参与了大白菜对核盘菌的防御反应；上皮硫特异蛋白基因 ESP 和类钙调磷酸酶 B 蛋白 CBL1 为下

调表达，其在大白菜抗菌核病中的具体功能需进一步分析验证。选择 8 个差异表达基因，利用 qPCR 验证了转录组分

析的可靠性，其中 ERF003、CBL1、GH3.3、MYB34、ANT1、TLP1 基因的表达趋势与转录组测序结果基本一致，研究

结果有助于进一步分析大白菜应答菌核病的抗病分子机制。 
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Abstract: Chinese cabbage Sclerotinia rot is caused by Sclerotinia sclerotiorum, which seriously endangers the yield 

and quality of Chinese cabbage. In this study, the transcription level of resistance genes to the infection of S. scle-
rotiorum were explored at the molecular level and provided candidate genes for further study of disease resistance 

mechanism. The leaves of resistant inbred line H72 and susceptible strain Y26 were inoculated for transcriptome se-
quencing analysis. The results show that a total of 121.77 Gb clean reads were obtained by transcriptome sequencing 

analysis. Filtering the raw sequencing data, the clean reads of each sample were over 6 Gb, Q20 ranged from 97.21% to 
97.99%, and the average percentage was 97.61%, Q30 ranged from 92.59% to 93.98%%, and the average percentage was 

93.20%, indicating that the sequencing quality could be used for subsequent analysis. The number of common differen-
tially expressed genes were 13 and 11 after inoculation for 36 h and 48 h, respectively. After removing the common 

differentially expressed genes at each time point, we obtained 18 differentially expressed genes. Combined with gene 
function annotation, 11 genes involved in defense response. MYB34 transcription factor was up-regulated, while 

ERF003 was down-regulated, which might negatively regulate the infection of S. sclerotiorum. Gretchen hagen 3.3 
(GH3.3), PR proteins (TLP1), F-box, amino acid transporter (ANT1), caffeoyl-CoA O-methyltransferase (Cco AOMT), 
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aspartyl protease (AED3), chaperone protein (DnaJ 11) were up-regulated, which were proposed to response to Chinese 

cabbage pathogen. The expression of epithiospecifier protein (ESP) and calcineurin B-like protein gene (CBL1) were 
down-regulated, and the disease resistance function in Chinese cabbage needs further analysis and verification. A further 

qPCR analysis was used to verify the transcriptome, The expression trends of differentially expressed genes ERF003, 
CBL1, GH3.3, MYB34, ANT1, TLP1 were consistent with that of transcriptome sequencing. These results will be helpful 

for further research the resistance mechanism to S. sclerotiorum. 

Keywords: Chinese cabbage; Sclerotinia sclerotiorum; transcriptome; differentially expressed genes 
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大白菜（Brassica campestris syn. rapa L. ssp. 

pekinensis）原产中国，属于十字花科芸薹属，是

我国栽培面积最大的蔬菜作物之一。大白菜菌核

病是由核盘菌[Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de 

Bary]引起的一种具有土传性的真菌病害，主要危

害叶片和茎秆。近年来大白菜菌核病呈逐年上升

趋势，在福建省，每年 12—4 月为菌核病发病严

重期，少则造成产量损失 10%~30%，严重时可减

产 50%以上[1]。 

菌核病的防治主要以化学防治为主，但是长

期大量使用化学药剂造成土壤污染及食品安全等

问题，培育大白菜抗病品种是应对生态友好型最

有 效 的 办 法 。 近 年 来 ， 基 因 组 学 辅 助 育 种

（genome-assisted breeding, GAB）将基因组学与

高通量表型分析相结合创造新种质，已成为一种

高效的育种模式[2]。 

植物在长期的进化过程中，通过多重防御系

统以抵抗病原菌入侵，在病原菌入侵的情况下，

利用转录组全面分析该时期的全部基因表达情

况，以揭示植物在某一时刻、某个组织中转录水

平上的调控机制[3-4]。本研究以不同抗性大白菜自

交系材料接种核盘菌，进行转录组测序，筛选出

抗病相关差异表达基因，探讨差异表达基因调控

机制，为大白菜应答菌核病的分子机制及抗病品

种的选育提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

前期对 20 个大白菜品种和自交系经幼苗进

行离体叶片菌核病抗性鉴定，筛选出抗性自交系

材料 H72 及感性自交系材料 Y26 作为本研究材

料。大白菜核盘菌菌株从大田分离、鉴定并保存。 

1.2  方法 

1.2.1  植株培养  将自交系材料 H72 与 Y26 种子

用 75%酒精消毒处理 90 s，再用蒸馏水冲洗 2~3

次，置于 22 ℃光照培养箱中催芽 2 d，将露白的

种子点播于穴盘中，在大棚自然条件下生长，基

质由草炭土、椰糠和跖石按 1∶2∶1 混匀而成，

待试验材料长至 2~3 片真叶后接种。 

1.2.2  试验处理  切取活化的核盘菌菌块 5 mm× 

5 mm，将有菌丝的一面接种到叶片中央，以无菌

丝的琼脂块作为空白对照，接种叶片时尽量避开

叶脉，最后喷洒定量无菌水，盖上培养皿，将接

种的叶片水平放置于培养箱中，温度设为 22 ℃，

相对湿度保持在 85%左右。 

收集在 PDA 平板上培养 15 d 的核盘菌，捣

碎并加无菌水，过滤后制成浓度为 1×106 个/mL

的孢子悬浮液，待植株长至 2~3 片叶期，用接种

针刺叶片，将孢子悬浮液均匀喷雾于植株叶片，收

集分别接种 0、36、48 h 的自交系材料 H72 与 Y26

叶片，每个样品 0.5 g，每个处理 3 个重复，经液氮

速冻后于‒80 ℃冰箱保存，用于转录组测序。 

1.2.3  H2O2 检测  DAB（3,3'-diaminobenzidine- 

HCl）染色检测法参照 GUAN 等[5]的方法并加以

改进。将接种 36、48 h 后的大白菜叶片置于 pH

为 3.8 的 1 mg/mL DAB 溶液中，染色 6 h 后于沸

腾的 75%酒精中脱色 8 min，冷却后，于无水乙

醇中室温保存。 

1.2.4  文库构建及转录组测序  总 RNA 提取应

用 Trizol 法（Invitrogen），使用 Agilent 2100 bi-

oanalyzer 检测 RNA 完整性和总量。构建 cDNA

文库，使用 Qubit 2.0 Fluorometer 和 Agilent 2100 

bioanalyzer 对文库进行检测，在 Illumina NovaSeq 

6000 平台进行转录组测序。 

1.2.5  测序原始数据分析  测序获得的图像数据

经 CASAVA 碱基识别转化为原始序列数据（raw 

reads），去除含接头、含 N（无法确定碱基信息）、

低质量 reads 后，获得 clean data，与大白菜参考基

因组（http://brassicadb.org/brad/）进行序列比对。

使用 DESeq2 软件（1.20.0）进行 2 个比较组合之
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间的差异表达分析。使用 Benjamini-Hochberg 方法

调整所得 P 值（P-adjust），以控制错误发现率。差

异表达的阈值设定为 P-adjust≤0.05 & |log2FC|≥4。

根据基因在不同处理时间及抗、感品系中的差异表

达、功能注释和功能富集等表达水平进行分析。 

1.2.6  qPCR 验证  选取 8 个差异表达基因设计

引物，以转录组测序用的 cDNA 为模板，内参基

因为 Actin（表１），用转录组测序同批次采集样

品的 cDNA 为模板，使用荧光定量 PCR 仪（ABI 

QuantStudio 3）进行 qPCR 分析。设 3 次生物学

重复，按照 2-ΔΔCT 算法计算基因的相对表达量。

使用 SPSS 软件分析差异显著性。 
 

表 1  差异表达基因引物序列 
Tab. 1  Premier sequences of differential expression genes 

基因 Gene ID 正向引物（5'‒3'）Forward primer (5'‒3') 反向引物（5'‒3'）Reverse primer (5'‒3') 

Cco AOMT Bra103831219 TTGTGGCTGAGGACGAAGAG AGCGTGACACCATCTCCAAT 

GH3.3 Bra103842426 GCGGATACCAAGACCATACCT CAACGACTCCTCCATTTCAAGAC 

ERF003 Bra103854770 CTCCTCTCCGCTACTCTCAC CTTCACACTTCATCTCCGTTACTC 

MYB34 Bra103855087 ACGAAGTGATCTCCGATATGTCT TCCAAGAACCAAGAAACTCCATC 

CBL1 Bra103860923 TCGGAGGTGGATGAGATTGT GCTGTTGTGGACTACACTGAT 

AED3 Bra103863237 ACTTGGTTGGGATTCGTGTC TCGCCTGAACTCGTCTCTTA 

ANT1 Bra103870301 TGGTAGGACTCGCAGGAATC AGGTGATAGGAAGCAGGTAACA 

TLP1 Bra103871578 GCTTACGACGATGGAACAAGT CTTACGGCTTCAGGCTCAAG 

Actin  AGGCTACACGTTCGGACAAG TGGGGCACTAAACACAGTCA 

 

2  结果与分析 

2.1  H2O2 的累积情况 

利用 DAB 染色检测核盘菌侵染大白菜叶片

过程中的活性氧（ROS）发生水平和 H2O2 累积情

况。结果显示，在接种后 36、48 h，大白菜 H72

的染色区域明显小于 Y26，在 36 h 时已表现出明

显差异（图 1），表明大白菜 H72 的抗性强于 Y26。 

2.2  转录组测序 

转录组测序共获得 121.77 Gb 的 clean data，

对原始测序数据进行过滤，各样品 clean data 均达

到 6 Gb 以上，Q30 碱基百分比在 90%以上，GC

含量达 40%以上（表 2）。 

 

 
 

图 1  大白菜 DAB 染色 
Fig. 1  DAB staining assy of Chinese cabbage lines 

 
2.3  差异表达基因筛选与分析 

在差异表达阈值设定为 P-adjust≤0.05 & 

|log2FC|≥4 的基础上，将抗病 H72 和感病 Y26 材

料分别在接种 36、48 h 后进行比对，抗感病材料

间及抗感病材料内共有差异表达基因分别为 13、

11 个（图 2）。 

2.4  抗病调控关键基因 

从菌核病侵染后抗病材料 H72 和感病材料

Y26 的共有差异表达基因中，筛选到抗病相关的

差异基因 11 个，差异均达显著性水平（P<0.05，

表 3）。 

基因 ESP 为上皮硫特异蛋白（epithiospecifier  
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表 2  菌核病侵染大白菜 H72 和 Y26 的转录组测序结果 
Tab. 2  Transcriptome sequencing results of Chinese cabbage H72 and Y26 infected by S. sclerotiorum 

样品 
Sample 

原始序列数 
Raw reads 

高质量序列数 
Clean reads 

高质量碱基数 
Clean bases/Gb 

错误率 
Error rate/% 

Q20/% Q30/% 
GC 含量 

GC content/%

H72_0h_1 45 571 220 41 309 012 6.20 0.03 97.26 92.63 47.62 

H72_0h_2 45 945 308 45 906 244 6.89 0.03 97.21 92.59 47.21 

H72_0h_3 45 439 372 41 151 114 6.17 0.03 97.47 93.07 47.36 

H72_36h_1 45 372 676 43 134 026 6.47 0.03 97.59 93.13 46.60 

H72_36h_2 45 502 658 42 972 254 6.45 0.03 97.67 93.26 46.79 

H72_36h_3 49 995 234 47 472 566 7.12 0.03 97.82 93.70 46.66 

H72_48h_1 54 471 036 51 518 690 7.73 0.03 97.65 93.20 46.46 

H72_48h_2 47 276 204 45 970 552 6.90 0.03 97.43 92.70 46.54 

H72_48h_3 45 720 156 44 619 012 6.69 0.03 97.51 92.93 46.15 

Y26_0h_1 46 130 210 43 164 448 6.47 0.03 97.65 93.29 46.62 

Y26_0h_2 48 029 348 45 517 864 6.83 0.03 97.60 93.15 47.14 

Y26_0h_3 43 700 630 41 603 362 6.24 0.03 97.63 93.18 46.47 

Y26_36h_1 46 867 256 45 238 728 6.79 0.03 97.81 93.58 46.72 

Y26_36h_2 45 993 650 43 874 240 6.58 0.03 97.62 93.18 46.80 

Y26_36h_3 48 267 870 46 811 112 7.02 0.03 97.67 93.27 46.47 

Y26_48h_1 46 800 618 45 315 150 6.80 0.03 97.56 93.01 46.51 

Y26_48h_2 45 767 588 43 653 070 6.55 0.03 97.99 93.98 46.65 

Y26_48h_3 54 396 578 52 498 574 7.87 0.03 97.89 93.75 46.99 

注：_0h、_36h、_48h 分别表示接种 0、36、48 h。 
Note: _0h, _36h, _48h indicates 0, 36, 48 h of vaccination, respectively.  

 

 
 

_0h、_36h、_48h 分别表示接种 0、36、48 h。 
_0h, _36h, _48h indicates 0, 36, 48 h of vaccination, respectively. 

图 2  抗、感材料差异基因韦恩图 
Fig. 2  Venn map of differentially expressed genes between resistant and susceptible materials 

 
protein）基因，拟南芥中 ESP 基因调节吲哚-3-乙

腈（IACN）的产生，在植物叶片衰老过程中起负

调节的作用[6-7]。Bra103871086（ESP）在 H72 和

Y26 均为下调表达。 

类钙调磷酸酶 B 蛋白基因（CBL1）、天冬氨

酸蛋白酶基因（AED3）、热激蛋白基因（DnaJ 11)

能够调节植物应答生物胁迫和非生物胁迫，在植

物抗逆和次生代谢过程中起重要作用[8-10]。本研

究中 CBL1 表现为下调表达，且在 H72 中的表达

量低于 Y26；AED3、DnaJ 11 为上调表达，且在

H72 中的表达量高于 Y26。 

转录因子 ERF、MYB 参与胁迫信号转导路径，

在响应生物胁迫和非生物胁迫及植物生长发育等

方面起重要作用[11-12]。基因 MYB34 为上调表达，

ERF003 为下调表达。 

F-box、类甜蛋白基因（TLP1）、氨基酸转运

酶基因（ANT1）、生长素原初反应基因（GH3.3）、

咖啡酰辅酶 A 氧甲基转移酶基因（Cco AOMT） 
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表 3  大白菜抗病相关基因的差异表达模式 
Tab. 3  Differential expression patterns of disease resistance related genes in Chinese cabbage 

基因 
Gene 

H72_36h vs 
H72_0h 

Y26_36h vs 
Y26_0h 

H72_48h vs 
H72_0h 

Y26_48h vs 
Y26_0h 

H72_36h vs 
Y26_36h 

H72_48h vs 
Y26_48h 

F‒box +4.91 +4.44  +4.89 +5.32  

ERF003 ‒10.36 ‒4.12 ‒6.66 ‒4.80 ‒6.26 ‒5.29 

ESP ‒5.19 ‒8.37 ‒7.95 ‒6.24 +6.77  

CBL1 ‒5.26 ‒4.13 ‒4.26 ‒3.93 ‒5.28 ‒4.19 

MYB34   +4.36 +9.31 +3.37 +7.36 

TLP1 +5.20 +4.70 +4.12 +6.80 +4.18 +4.09 

ANT1 +4.61 +3.65 +7.03 +5.73 +4.57 +4.12 

GH3.3 +5.71 +5.08 +4.29 +8.91 +4.21 +4.89 

Cco AOMT   +4.19 +4.25 +10.34 ‒7.06 

AED3 +3.05 +3.06 +5.14 +8.32 +3.47 +4.42 

DnaJ 11 +2.55  +4.02 +5.32 +7.27 +8.15 

注：_0h、_36h、_48h 分别表示接种 0、36、48 h。表中数据为差异倍数，差异均显著（P<0.05）；+表示上调，-表示下调。 
Note: _0h, _36h, _48h indicates 0, 36, 48 h of vaccination, respectively. The data in the table are Log2FC, and all data indicate signifi-

cant difference (P<0.05); + indicates positive regulate, - indicates negative regulate. 
 

在 H72 和 Y26 中均上调表达，且在 H72 中的表

达量显著高于 Y26。 

2.5  qPCR 验证 

选择 8 个差异表达基因，应用 qPCR 验证其

在抗、感大白菜材料中的表达情况（图 3）。结果

表明，ERF003、CBL1、AED3 在 2 个材料侵染 36、

48 h 均下调表达，其中 ERF003、CBL1 在 H72 中

的表达量低于 Y26，与转录组结果一致；Cco 

AOMT、GH3.3、MYB34、ANT1、TLP1 在 2 个材 

料侵染 36、48 h 均上调表达，并且在 H72 中的表

达量高于 Y26，转录组分析 Cco AOMT 在病菌侵

染 48 h 的 H72 中的表达量低于 Y26，其他结果与

转录组分析一致。以上分析表明，qPCR 结果与转

录组测序结果基本一致，表明转录组测序结果准

确可靠。 

3  讨论 

本研究选用抗、感菌核病的大白菜品系，利 
 

 
不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference (P<0.05). 

图 3  差异表达基因 qPCR 验证 
Fig. 3  qPCR verification of differentially expressed genes 
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用叶片接种菌核病菌，在转录水平分析 2 种材料

在接种 0、36、48 h 后相关抗病差异基因的表达。

构建了抗病组（H72）与感病组（Y26）大白菜叶

片 cDNA 文库，结果显示，抗、感大白菜自交系

随着菌核病菌侵染时间的延长，高质量序列和差

异表达基因数量均显著增多。对差异表达基因进

行分析，鉴定出 11 个抗病相关基因。 

3.1  转录因子调控大白菜菌核病抗性 

MYB34 是调控芥子油苷代谢通路的 R2R3- 

MYB 转录因子之一，不仅可以提高吲哚族芥子油

苷的含量，而且还可以提高生长素的含量[13-14]。

核盘菌、伏马菌素 B1 侵染拟南芥及在 ABA 和 JA

处理下吲哚-3-甲基芥子油苷显著升高，吲哚类芥

子油苷很可能参与了拟南芥对核盘菌侵染的防

卫反应 [15-16]。本研究中 MYB34 在病菌侵染 48 h

后显著上调，且在 H72 中的表达量显著高于 Y26，

MYB34 表达量增强，可能调控了 ABA、SA、JA

等介导的吲哚类芥子油苷的合成，从而调节植物

的抗逆防御水平。 

ERF003 基因属于 AP2-ERF 类转录因子，ERF

转录因子同乙烯响应元件相结合，通过调节乙烯

的表达，从而参与植物胁迫过程调节植物生长和

发育[17]。拟南芥 AtERF3/4 与下游基因结合时则

发挥抑制子的作用[12]；桃树（Prunus persica）转

录因子 PpERF3 调节 PpNCED2/3 的表达，从而调

节桃子果实的成熟[18]；吕静[19]认为水稻 Os ERF3

正调控对二化螟的抗性而负调控对褐飞虱的抗

性；干旱、盐胁迫处理甘薯后，IbERF3 在根和叶

片中的表达量均显著上升[20]；王峰等[21]推测杂交

杨丝裂原活化蛋白激酶 MAPK6 调控 PtdERF3，

正向调控锈病侵染。本研究中 ERF003 在接种后

36、48 h 均为下调表达，具体如何参与大白菜抗

菌核病还需进一步研究。 

3.2  植物激素信号转导与大白菜菌核病抗性 

生长素（auxin）是植物重要的内源激素，能

够诱导早期响应基因 Aux/IAAs、GH3s 和 SAURs

的表达，从而提高对于胁迫的抵抗能力[22]，生长

素早期响应蛋白 GH3 基因参与调控植物多个生

理过程，及相应生物和非生物胁迫 [23]，水稻

OsGH3.3 能够提高水稻细菌性病害的抗性[24]，本

研究中 GH3.3 在菌核病侵染 36、48 h 后表达量显

著上升，且在 H72 中的表达量显著高于 Y26，推

测 GH3.3 在抗菌核病过程中起着重要作用。 

3.3  病程相关基因介导大白菜菌核病抗性 

类甜蛋白（thaumatin-like proteins, TLPs）属

于病程相关蛋白（PR）家族的 PR-5 亚族，是一

种重要的植物病源防御蛋白。TLP 基因对小麦雪

霉病、水稻纹枯病、油菜菌核病等具有抗性[25-27]，

栗小英等[28]研究表明，TaLr19TLP1 基因受叶锈

菌、脱落酸和水杨酸的诱导，参与小麦抗叶锈防

御反应。TLP1 在菌核病侵染 36、48 h 均上调表

达，且在 H72 中的表达量显著高于 Y26，表明

TLP1 可能参与菌核病的防御反应。 

3.4  其他基因与大白菜菌核病抗性 

ESP 能对黑芥子酶催化的芥子油苷水解产物

的组成起调节作用，芥子油苷及其代谢产物在植

物抵御食草动物、害虫和病原微生物的防卫反应

中发挥重要作用。过表达拟南芥 AtESP 和白菜

BcESP 可以调控芥子油苷的代谢，从而调节植物

的抗虫和抗病防御[29-32]；植物体内参与苯丙烷途

径和水杨酸（SA）途径的基因在木质素生物合成

及植物免疫方面具有重要的作用。咖啡酰辅酶 A

氧甲基转移酶（caffeoyl CoA O-methyltransferase, 

CcoAOMT）是调控木质素合成的关键酶之一，转

基因 CcoAOMT 烟草下调表达，使木质素含量大

幅下降[33]，百合花 LrCCoAOMT 参与调节 SA 信

号水平，使维管束组织中的木质素含量增加并提

高对灰霉病的抗性[34]。转录组分析表明，ESP 在

侵染叶片 36、48 h 后表达量显著降低，CcoAOMT

在接种 48 h 上调表达，而 ESP 和 CcoAOMT 如何

参与大白菜菌核病的抗性需进一步研究。  
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