
植物保护学报 Journal of Plant Protection，2018，45（2）：290-298 DOI：10.13802/j.cnki.zwbhxb.2018.2017196

基金项目：重庆市“十三五”社会事业与民生保障科技创新专项（cstc2015shms-ztzx80011，cstc2015shms-ztzx80009），重庆市农委榨菜产业技术

体系创新团队建设项目

* 通信作者（Author for correspondence），E-mail：chenguokang@.swu.edu.cn

收稿日期：2017-08-22

根肿菌侵染油菜抗感病品种早期防御酶活性
及转录组分析

郭 珍 1 葛 波 1 韩美丽 1 陶伟林 2 胡 燕 2 陈国康 1*

（1. 西南大学植物保护学院，重庆 400716；2. 重庆市农业科学院蔬菜花卉研究所，重庆 401329）

摘要：为探究抗病和感病2种油菜品种抗病机理及基因表达差异，通过水培法观测油菜抗病品种

6M80和感病品种中双11号接种根肿菌后的根毛侵染，利用紫外分光光度法和RNA-Seq技术分别

测定根部防御酶的活性及所有的转录序列。结果表明，接菌后3~15 d 油菜品种6M80的根毛侵染

率显著低于油菜品种中双 11 号，其根内过氧化氢酶（catalase，CAT）、超氧化物歧化酶（superoxide

dismutase，SOD）、过氧化物酶（peroxidase，POD）活性在接菌后第 12 天达到峰值，且显著高于油菜

品种中双 11 号，分别为 382.50、2 044.44 和 3 342.22 U · g-1 · min-1。与未接菌相比，油菜抗病品种

6M80和感病品种中双11号接菌后第3、6、9、12天共分别存在6 607个和2 499个差异表达基因（dif-

ferentially expressed genes，DEGs）。功能注释结果表明，大多数DEGs参与信号传导、生物代谢、转

录过程及防御机制。油菜品种6M80和中双11号中分别存在82个和53个防御酶相关的DEGs。研

究表明，根肿菌侵染油菜抗病品种早期防御酶活性较高，其相关差异表达基因参与木质素生物合成

和过氧化氢代谢，并在抗根肿病过程中发挥着重要作用。
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Abstract: For the purpose to analyze resistance mechanism and differentially expressed genes (DEGs)

of clubroot-resistant (6M80) and -susceptible (Zhongshuang 11, ZS11) of canola (Brassica napus) by

Plasmodiophora brassicae, the incidence of root-hair infected in two varieties was measured after inoc-

ulation under solution culture conditions. Furthermore, the activities of defensive enzymes and a global

transcriptome profiling of the roots of clubroot-resistant (6M80) and - susceptible (ZS11) of Canola

were performed, respectively, by ultraviolet spectrophotometry and RNA-Seq. The results showed the

infected rate on root-hair of 6M80 by P. brassicae was significantly lower than those of ZS11 at 3-15 d

after inoculation. The activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD)

in 6M80 reached the peak at 12 d after inoculation and were significantly higher than ZS11, and they were

382.50, 2 044.44, 3 342.22 U · g-1 · min-1, respectively. Compared with uninoculated treatment, the total



of DEGs at three, six, nine and 12 days after inoculated were 6 607 and 2 499 in 6M80 and ZS11. Func-

tional annotation showed that most of the DEGs were involved in signal transduction, metabolism, trans-

portation, and defense. Cultivars 6M80 and ZS11 of canola had 82 and 53 DEGs of defense-related en-

zymes respectively. The above studies suggested that defensive enzyme activity was higher, and DEGs

of defense-related enzymes was involved in lignin biosynthesis and hydrogen peroxide metabolism in

clubroot-resistance of canola by P. brassicae during early infection. These metabolism pathways played

much important role in clubroot resistance.
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由芸薹根肿菌Plasmodiophora brassicae Woron.

引起的十字花科根肿病是重要的世界性土传病害，

最早发现于欧洲（Howard et al.，2010），在我国最早

在台湾省发现，目前已扩散至华南、华北、东北、西南

及西北地区（Diederichsen，2006），严重影响十字花

科油料、蔬菜及其它作物产量（Arne et al.，2015），目

前选育抗病品种成为防治该病的有效方法之一。

芸薹根肿菌是一种土传的专性寄生菌，其生活

史主要分3个阶段，即休眠孢子囊、根毛侵染和皮层

侵染、无性短循环（杨晓琴等，2015），关于寄主对根

肿菌抗病性的研究，不同的学者采用不同的研究方

法，Rahman et al.（2011）采用较传统的方法即温室盆

栽及田间调查，朱红丽等（2015）则通过温室盆栽试

验结合根毛侵染率和皮层侵染面积及实时荧光定量

PCR 技术评价植物的抗病性。寄主抗性在生理生

化水平上主要与防御酶、水杨酸、茉莉酸和乙烯的代

谢活性密切相关（Balamuralikrishnan et al.，2005），

其中防御酶主要包括过氧化氢酶（catalase，CAT）、

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）和过

氧化物酶（peroxidase，POD）等。朱红丽（2016）研究

表明CAT和SOD与白菜抗性密切相关，黄芸（2014）

研究表明根内激素与抗病性也有一定的关系。随着

分子生物学技术的发展及应用，RNA-Seq技术在生

物体基因差异表达研究中也得到广泛应用（Novaes

et al.，2008；Alagna et al.，2009），国内外学者利用该

技术揭示生物体内特定时间和具体组织所表达的全

部基因模式，如Chu et al.（2014）研究表明，相对于感

病品种，白菜抗病品种接种根肿菌 15 d后，与茉莉

酸、乙烯信号途径和新陈代谢活性相关的基因上调，

但是参与水杨酸新陈代谢和信号途径的相关基因表

达量未增加。Chen et al.（2016）利用RNA-Seq技术

对白菜抗病品种进行转录组测序及分析，发现在抗

病和感病品种之间存在 151个与病菌-寄主互作相

关的差异基因。

由于传统方法对抗病性的研究只停留在宏观水

平，且油菜根肿病的抗病机理目前还不明确，本研究

通过紫外分光光度法测定油菜抗病品种和感病品种

苗期接种根肿菌前后油菜根内防御酶的活性变化，

比较防御酶与寄主抗病性的差异，并通过RNA-Seq

技术测定分析油菜抗感品种根部防御酶相关差异表

达基因，以期进一步探索抗病机理及与抗病相关的

基因，为油菜抗病育种提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和油菜品种：菌株采自重庆市涪陵

区根肿病较重的榨菜上，鉴定为 4 号生理小种，置

于-20℃备用。油菜感病品种中双 11号（病情指数

为 46.0）、油菜抗病品种 6M80（病情指数为 8.5），种

子由西南大学油菜工程研究中心提供。

试剂及仪器：愈创木酚，上海谱振生物科技有限

公司；氯化硝基氮蓝四唑（NBT），上海源叶生物科技

有限公司；核黄素，成都市科龙化工试剂厂；邻苯二

酚、过氧化氢，上海国药集团化学试剂有限公司；

RNAprep pure植物总RNA提取试剂盒，天根生化科

技（北京）有限公司。Neubauer血球计数板，上海光

学仪器厂；精密pH仪，成都世纪方舟科技有限公司；

DK-8D恒温水浴锅，上海齐欣科学仪器有限公司；

GT16-2高速冷冻离心机，上海京工实业有限公司；

ScanDrop250 生化分光光度计，德国耶拿分析仪器

股份有限公司；DYY-6C型电泳仪，北京六一生物科

技有限公司；2100生物分析仪，安捷伦科技（中国）

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 孢子悬浮液的制备及接种

将冷藏于-20℃冰箱的榨菜根肿置于室温中解

冻腐烂24 h后去掉木质部，称取40 g加适量的无菌

水用组织搅拌机搅成匀浆，纱布过滤2次，制备孢子

悬浮液备用，利用水培法（Lou et al，2014）将孢子悬

浮液接种催芽4 d的油菜幼苗。将幼苗夹在有小口
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的直径为 15 mm、厚度为 2 mm的圆泡沫上，置于经

过遮光处理的 10 mL离心管内，每管加入 10 mL孢

子悬浮液，对照组加 10 mL 无菌水，分别于接种 3、

5、7、9、11、13、15 d后采集油菜根部置于储备液中保

存备用，于接种3、6、9、12 d后采集油菜根部置于-80℃

冰箱备用，于接种3、6、9、12、15 d后采集油菜根部用

于防御酶测定。

1.2.2 根毛侵染率的显微统计

采集接种根肿菌3、5、7、9、11、13、15 d后的适量

油菜，取其根部，用蒸馏水冲洗 3~4次，用固定液固

定后再用蒸馏水反复冲洗，然后用荧光桃红进行染

色，30~40 min后置于显微镜下观察并记录根毛侵染

数，每棵观察100根根毛，3个生物学重复，并计算根

毛侵染率。根毛侵染率=根毛侵染数/100×100%。

1.2.3 酶粗液的提取及活性测定

油菜根内 POD、CAT、SOD 酶液提取及测定参

照高俊凤（2006）方法，并有所改动，即首先采集各个

处理的油菜幼苗根部剪碎，称取 0.4 g，将缓冲液体

积增加0.5倍进行酶粗液的提取及测定。每个样品

重复测定3 次，取平均值。

1.2.4 RNA抽提、cDNA文库构建、质检及测序

按照RNAprep pure植物总RNA提取试剂盒操

作说明提取油菜根总RNA，并用 1%琼脂葡萄糖凝

胶电泳、分光光度计及生物分析仪质量检测，为消除

人为干扰，每个时间（0、3、6、9和12 d）设3个生物学

重复。

用带有Oligo（dT）的磁珠富集真核生物mRNA

加入Fragmentation Buffer将mRNA进行随机打断，

以mRNA为模板合成第一条 cDNA链和第二条 cD-

NA 链，最后通过纯化、末端修复及 PCR 富集得到

cDNA 文库。使用 Qubit2.0 和 Agilent 2100 对文库

进行检测，用Q-PCR对文库进行准确定量（文库有

效浓度＞2 nmol）。检测合格后，10个文库用 Illumi-

naHiSeq平台进行测序。

1.2.5 RNA-Seq分析、数据分析及注释

通过RNA-seq技术分析油菜抗病品种6M80和

感病品种中双11号接种根肿菌0、3、6、9和12 d后在

转录水平上的差异。从 10 个 cDNA 文库中总共得

到379 841 406条 clean reads，共有112.71 Gb。10个

文库序列的CG%均在46%以上，且Q30碱基百分比

在 89.17%以上，大约有 71%的 reads序列可以比对

到参考基因组（http://www.genoscope.cns.fr /brassi-

canapus/data/），表明所得数据满足进一步分析的需要。

利用TopHat2（Kim et al.，2013）将 clean reads与

参考基因组即油菜中双 11号基因组进行序列比对

（http://www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/data/），然

后再通过基因功能分类数据库（GO 数据库）（Ash-

burner et al.，2000）、基因产物在细胞中的代谢途径

的数据库（KEGG 数据库）（Kanehisa et al.，2004）等

数据库进行基因注释。

1.3 数据分析

采用 Excel 2007 和 SPSS 19.0 软件进行数据分

析，应用最小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 接种根肿菌后2个油菜品种的根毛侵染率

接种根肿菌后油菜抗病品种6M80和感病品种

中双11号的根毛侵染率均呈先增长后降低的趋势，

接菌后3~15 d为根肿菌主要侵染期，仅在接菌后第

11天，处于下降期的油菜感病品种中双11号的根毛

侵染率与油菜抗病品种 6M80的峰值接近，其它接

种时间油菜抗病品种6M80的根毛侵染率均显著低

于感病品种中双11号（P<0.05，图1）。

图1接种根肿菌后不同接种时间2个油菜品种的根毛侵染率

Fig. 1 The root-hair infection rate of two varieties of canola at

different time during Plasmodiophora brassicae infection

图中数据为平均数±标准误。同色柱不同字母表示经

LSD 法检验在 P<0.05 水平差异显著。Data are mean±SE.

Different letters on the same color bars indicate significant dif-

ference at P<0.05 level by LSD test.

2.2 侵染前后油菜根部防御酶酶活性的变化

接种6 d后，油菜抗病品种6M80根内CAT活性

为 38.77 U · g-1 · min-1，显著低于对照组（P<0.05），而

感病品种中双 11号中CAT活性显著高于对照组且

达到峰值（P<0.05），为 172.50 U · g-1 · min-1。接种根

肿菌9、12 d后，油菜感病品种中双11号和抗病品种

6M80 根内 CAT 活性显著高于对照组（P<0.05），且

接种12 d后油菜抗病品种6M80根内的CAT活性出

现峰值，为382.50 U·g-1·min-1，且显著高于油菜感病

品种中双11号（P<0.05，表1）。
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接种根肿菌后，油菜抗病品种 6M80根内 SOD

活性均高于感病品种中双 11号。接种 6 d后，油菜

抗病品种 6M80 和感病品种中双 11 号根内 SOD 的

活性均出现增长趋势，分别为 1 350.43U·g-1 ·min-1

和 1 360.38 U · g-1 · min-1，两者之间差异不显著但均

显著高于对照组（P<0.05）。接种 12 d后，抗病品种

6M80根内的SOD活性出现峰值，为2 044.44 U·g-1·min-1

且显著高于油菜感病品种中双11号（P<0.05，表1）。

接种根肿菌3、9、12 d后，油菜感病品种中双11

号和抗病品种6M80根内POD的活性显著高于对照

组（P<0.05）。接种3 d后油菜感病品种中双11号根

内POD的活性最高，为1 933.33 U·g-1·min-1，显著低

于油菜抗病品种6M80的POD活性2 933.33 U·g-1·min-1

（P<0.05）。接种根肿菌12 d后，油菜抗病品种6M80

根内的POD活性出现峰值（3 342.22 U·g-1 ·min-1）且

与油菜感病品种中双11号差异显著（P<0.05，表1）。

表1 接种根肿菌后不同时间不同处理的2个油菜品种根部的防御酶活性

Table 1 Defensive enzyme activities at root of two varieties canola of different treatments infected

by Plasmodiophora brassicae in different time

处理Treatment

ZS11CK

ZS11+RS

6M80CK

6M80+RS

处理Treatment

ZS11CK

ZS11+RS

6M80CK

6M80+RS

处理Treatment

ZS11CK

ZS11+RS

6M80CK

6M80+RS

CAT活性CAT activity（U·g-1·min-1）

3 d

32.50±0.87 c

48.33±0.87 a

16.67±0.45 d

44.77±0.73 b

SOD活性SOD activity（U·g-1·min-1）

3 d

648.65±50.21 d

981.81±70.12 c

1 068.75±60.54 b

1 290.00±80.06 a

POD 活性POD activity（U·g-1·min-1）

3 d

973.33±61.10 c

1 933.33±23.09 b

2 173.33±388.50 b

2 933.33±61.10 a

6 d

48.33±0.48 b

172.50±3.29 a

50.00±2.65 b

38.77±2.00 c

6 d

1 000.00±70.01 c

1 350.43±80.32 a

1 179.49±50.45 b

1 360.38±80.58 a

6 d

200.00±46.19 c

240.00±40.00 c

840.00±80.00 a

520.00±105.83 b

9 d

125.00±2.65 b

170.00±5.00 a

58.33±0.86 d

82.50±4.33 c

9 d

400.00±100.53 b

178.96±50.47 c

130.00±60.58 c

1 200.00±140.43 a

9 d

675.56±111.02 c

1 475.56±125.01 b

1 440.00±187.30 b

1 991.11±160.00 a

12 d

86.67±0.77 d

125.00±1.73 c

142.50±1.00 b

382.50±3.46 a

12 d

776.67±100.58 b

685.71±100.34 c

640.00±70.53 c

2 044.44±80.43 a

12 d

444.44±187.30 b

960.00±373.33 b

853.33±431.09 b

3 342.22±93.38 a

15 d

91.67±1.64 a

66.70±0.82 c

79.17±0.57 b

66.80±0.31 c

15 d

90.57±50.43 d

601.48±30.54 c

926.98±80.67 b

1 024.44±70.43 a

15 d

466.67±83.27 b

493.33±83.27 b

812.33±23.09 a

813.33±23.09 a

表中数据为平均数±标准误。同列不同字母表示经 LSD 法检验在 P<0.05 水平差异显著。ZS11CK、ZS11+RS、6M80、

6M80+RS分别表示油菜品种中双11号对照、油菜品种中双11号被根肿菌休眠孢子侵染、油菜品种6M80对照、油菜品种6M80

被根肿菌休眠孢子侵染。Data are mean±SE. Different letters in the same column indicate significant difference at P＜0.05 level by

LSD test. ZS11CK，ZS11+RS，6M80，6M80+RS indicate control group of Zhongshuang 11 of canola，Zhongshuang 11 of canola

infected rest spores of P. brassicae，control group of 6M80 of canola，6M80 of canola infected rest spores of P. brassicae.

2.3 防御酶相关的差异表达基因分析

2.3.1 差异表达基因（DEGs）的筛选

抗病品种6M80未接菌和接菌后共存在6 607个

差异表达基因，其中接种根肿菌 3、6、9和 12 d后共

同的差异表达基因是2 099个（图2-A）；感病品种中

双11号未接菌与接菌之间共存在2 499个差异表达

基因，其中接种根肿菌 3、6、9和 12 d后共同的差异

表达基因是126个（图2-B）。

图2 不同接种天数后油菜抗病品种6M80（A）和感病品种中双11号（B）的差异表达基因数

Fig. 2 Number of differentially expressed genes at different time of 6M80 resistant canola（A）and

Zhongshuang 11 susceptible canola（B）after inoculation
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2.3.2 差异表达基因（DEGs）的注释

在GO 数据库中，抗病品种6M80和感病品种中

双11号中分别有2 228和6 015个DEGs被富集注释

到 3个GO分类，分别是细胞组成、分子功能和生物

代谢。抗病品种6M80和感病品种中双11号在细胞

组成分类中DEGs富集数目最多的功能是细胞和细

胞组分。结合和催化反应是DEGs在分子功能分类

中的主要功能。生物代谢分类中DEGs富集数目最

多的前3个功能是细胞过程、代谢过程、单有机体过

程（图3）。

图3 油菜抗病品种6M80（A）和感病品种中双11号（B）DEGs的GO功能注释

Fig. 3 GO assignment of DEGs in 6M80 resistant canola（A）and Zhongshuang 11 susceptible canola（B）

在KEGG数据库中，抗病品种6M80有2 553个

EDGs被注释到120条代谢通路中，而感病品种中双

11号中有899个EDGs被注释到100条代谢通路中。

抗病品种 6M80中代谢途径核糖体富集的DEGs数
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目最多，其次是苯丙素的生物合成及甘氨酸的生物 代谢（图4）。

图4 油菜抗病品种6M80（A）和感病品种中双11号（B）中DEGs富集较多的前25个KEGG途径

Fig. 4 25 top KEGG pathway of 6M80（A）and Zhongshuang 11（B）of canola

2.3.3 与过氧化氢代谢及木质素合成相关的基因

KEGG数据库分析表明，CAT和SOD相关基因

参与过氧化氢代谢，POD相关基因参与木质素生物

合成。品种6M80中分别与CAT、SOD、POD相关的

差异基因有 7、3、72 个，品种中双 11 号中分别与

CAT、SOD、POD相关的差异基因有2、1、50个（图5）。
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图5 油菜抗病品种6M80（A）和感病品种中双11号（B）DEGs中与防御酶相关基因热图

Fig. 5 Heat maps of defense enzyme related genes in DEGs of 6M80 resistant canola（A）and Zhongshuang 11 susceptible canola（B）

接种6 d后，油菜抗病接种6M80中与CAT相关

的基因（CAT1、CAT2、CAT3）相对于未接种（接种0 d

后）下调，而感病品种中双 11号中与CAT相关的基

因（CAT2、CAT3）上调。接种 3 d后，油菜抗病品种

6M80和感病品种中双 11中与SOD相关的基因（铜

伴侣SOD、Cu/Zn-SOD）均上调，但是接种9 d后，2个

品种中与SOD和CAT相关的基因均下调。接种后，

油菜抗病品种6M80中与POD相关的基因（POD27、

POD2、POD30、POD64、POD44等）在每个时间点均

上调，但是感病品种中双 11号在接种 6 d后与POD
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相关的基因（POD27、POD2、PODC3、POD57、POD71

等）下调。表明油菜抗病品种 6M80接种根肿菌前

期与SOD相关的基因上调而与CAT相关的基因下

调，但是油菜感病品种中双11号接种根肿菌前期与

CAT和SOD相关的基因均上调。接种根肿菌后油

菜抗病品种 6M80中与POD相关的基因均上调，但

是感病品种中双11号接种根肿菌6 d后与POD相关

的基因下调。

3 讨论

本研究观测了2个不同油菜抗性品种对根肿菌

的根毛侵染所表现出的差异。试验结果显示，抗病

品种6M80的根毛侵染率显著低于感病品种中双11号，

且 2个品种的根毛侵染动态均呈近正态分布，表明

接菌后3~15 d为根肿菌主要侵染期，该结果与朱红

丽等（2015）研究结果相一致，这为后续防御酶和转

录组分析提供了条件。

本试验测定结果表明，根肿菌侵染后，不同抗性

品种间的CAT活性存在显著差异，且侵染前期感病

品种SOD活性变化幅度较大，而在侵染后抗病品种

SOD活性均较高，抗病品种根内POD活性增加比感

病品种迅速，这与已有的相关报道一致（潘哲超等，

2008；程洁，2013）。CAT参与植物的抗病反应且发

挥重要的作用（Polidoros et al.，2001；Dat et al.，

2003）。本研究发现植物防御酶中与CAT和SOD相

关的基因主要参与植物体内过氧化氢的代谢，接种

根肿菌6 d后，油菜抗病品种6M80中CAT活性下降

同时与CAT相关的基因下调，而中双11中CAT的活

性增加且与CAT相关的基因上调，但是接种9 d后，

6M80 中 CAT 活性增加但是与 CAT 相关的基因下

调，这可能与 MAPK 信号调控有关（Zhang et al.，

2006）。SOD相关基因表达量的改变可以增强植株

病害的抵抗力（Viczián et al.，2014）。接种根肿菌3 d

后，油菜感病品种中双 11号和抗病品种 6M80根内

SOD活性均增加，同时2个品种中与SOD相关的基

因均上调，说明SOD在过氧化氢代谢中具有重要作

用。接种12 d后6M80中SOD活性达到峰值但是与

SOD 相关的基因下调，该结果可能与 AP2、NAC、

GRAS、MYB 和 C3H 等转录因子调控有关（Jin et al.，

2013；Shafi et al.，2015；Xu et al.，2015）。

POD 与活性氧的清除、激素生物合成、木质素

生物合成和光合作用有关（王铮，2007）。本研究结

果显示植物体内与POD相关的基因主要参与植物

木质素的合成。接种根肿菌3、9、12 d后，油菜抗病

品种 6M80 和感病品种中双 11 号中 POD 的活性相

对于对照组均增加，同时与POD相关的基因也均上

调。这可能是病原菌侵染寄主后激发了体内与

POD相关的基因转录表达，从而促进合成木质素、

植保素等抑菌物质，增强寄主的抗病性（杨玉锋，

2006），但是接种 6 d后，油菜感病品种中双 11号中

POD相关的基因下调，这与 Siemens et al.（2006）在

拟南芥Arabidopsis thaliana中的结果相一致。

根肿菌侵染后，不同油菜抗性品种间的 POD、

CAT 和 SOD防御酶活性存在明显差异，可以作为抗

性筛选的辅助指标（朱红丽等，2015）。防御酶相关

的基因与寄主抗病性之间存在一定相关性，其中

CAT 和 SOD 在过氧化氢代谢中发挥着重要作用，

POD在抑菌物质木质素的合成代谢中发挥着重要

作用。本试验只探讨了寄主抗病机制中防御酶活性

及防御酶相关的基因的作用，而寄主抗病机制其它

途径及相关基因还需进一步研究。
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