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摘 要 为进一步诠释枣黑顶病发病机理,本研究使用Illumina高通量测序技术对自然发病枣果(ZJINF)、

氢氧化钙处理枣果(ZJPRE)及健康枣果(ZJCON)进行分析,拟从转录组水平探明枣果黑顶病发生的分子机

理。基因功能注释(GO)分析结果表明,ZJINFvsZJCON中的差异表达基因主要体现在钙离子结合、钙依赖

磷脂结合、金属离子体内平衡、防御反应等生物学功能上,导致枣果对外界不良环境的抗性减弱。代谢通路

(KEGG)富集分析显示:植物-病原体互作、内质网蛋白质加工、吞噬体等代谢通路富集程度较高。ZJINFvs
ZJCON中,CALR、CRT被抑制低表达;而喷施氢氧化钙之后,枣果的CALR、CRT两种钙蛋白表达水平均与

健康枣果无显著差异。表明CALR、CRT在黑顶病的抗病过程中可能有着重要的作用。
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  枣(Zizyphusjujuba),为 鼠 李 科(Rham-
naceae)枣属(ZizyphusMill.)植物,是中国特有

经济树种。但近年来在山西晋中红枣产区(主栽

品种为‘壶瓶枣’)发生的枣黑顶病,导致枣果近成

熟期顶部发黑,果味苦涩,难以食用。该病害在枣

果近成熟期发病严重,极大地降低了枣果的经济

价值,在一定程度上制约了枣产业的发展[1]。
前期试验通过对发病区枣果、枣叶、大气氟含

量进行测定,发现枣黑顶病的发病率与大气氟浓

度、枣果、枣叶氟含量之间均密切相关。初步认

为:氟污染是诱发病害发生的一个诱因[1]。进一

步研究表明,喷施钙剂提高了枣果内SOD、POD、

CAT酶活性,有效减缓枣黑顶病的发生,推测该

病害的发生可能与钙离子浓度减少有一定关

系[2]。通过细胞化学定位观察枣黑顶病果实中钙

离子时发现,健康枣果皮细胞中含有较多的Ca2+

沉淀颗粒且沿细胞壁均匀分布,果肉细胞中也有

少数Ca2+沉淀颗粒;而发病枣果果肉细胞器逐渐

被降解,枣果实很难观察到Ca2+沉淀颗粒[3]。近

年来利用转录组测序方法研究果树病害的致病机

理广为报道,如余贤美等[4]发现6个基因(CD-

PK26、WRKY26、ADP/ATPcarrier、TUBA、

CTSF、RGA4)可以作为苹果苦痘病防治的关键

基因;张舒怡等[5]、李玲等[6]通过转录组测序技术

则发现MYB、C2H2 可作为今后研究枣疯病发生

的分子机理的关键基因。枣树基因组测序的完成

为系统、深入地挖掘枣树功能基因,揭示优良性状

的分子机制提供了重要基础条件。本研究基于前

期的试验研究,利用转录组测序技术对发病枣果、
喷施氢氧化钙溶液的枣果以及健康枣果进行枣果

组织转录组测序分析,初探枣果黑顶病可能的发

病机理,为进一步防治该病害提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验地来源

试验所需的壶瓶枣果采自山西省农业科学院

果树研究所国家果树种质枣品种资源圃。研究材

料为‘壶瓶枣’,树龄10a左右,结实量适中。

1.2 试验方法

于2017年7月15日枣黑顶病易发病期,对
同一枣树出现黑顶病症状枣果喷施氢氧化钙溶

液,质 量 浓 度 为 0.011g/L[2],喷 施 频 率 为



2d/次,时间为6:00,处理20d后采集形态近似

枣果3颗(ZJPRE)。同时分别采集自然发病枣果

(ZJINF)及健康枣果(ZJCON)3颗作为对照组。
每个处理进行3次生物学重复。共采集样品27
个,送至北京诺禾致源生物科技有限公司进行转

录组测序。

1.3 数据处理方法

测序得到大量的原始数据(RawData),去除

RawData中的接 头 序 列、引 物 序 列 及 低 质 量

Reads,得到cleanreads。根据碱基质量值 Q30、

GC含量来判断数据质量。采用DESeq软件进行

差异表达分析(padj<0.05),筛选得到差异表达

基因(DEG),将获得的差异表达基因进行功能

(GO)分析和代谢通路(KEGG)分析。

2 结果与分析

2.1 测序数据质量控制

本试验通过测序获得的转录组数据 Q30>
92.5%,远大于85%,与参考基因组(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA _

001835785.1#/st)的 比 对 效 率 为73.65%~
75.18%,可以满足后续的分析要求。

2.2 差异表达基因分析

差异表达基因分析表明,自然发病枣果与健

康枣果(ZJINFvsZJCON)中,有差异表达基因

13898个,其中7146个基因上调表达,6752个

基因下调表达;氢氧化钙处理枣果与健康枣果

(ZJPREvsZJCON)中,有差异表达基因5477个,
其中2990个上调表达,2487个下调表达(图1)。

  蓝色圆点表示无显著性差异的基因,红色圆点表示有显著性差异的上调基因,绿色圆点表示有显著性差异的下调基因

Bluedotsindicatenosignificantdifferencesense,thereddotsindicatesignificantdifferenceup-regulatedgenes,thegreendotsindi-

catesignificantdifferencedown-regulatedgenes

图1 不同组间差异表达基因火山图

Fig.1 VolcanoplotofDEGsbetweendifferentgroups
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2.3 差异表达基因GO分析

本试验中,将所有基因映射到GO数据库,共
有24946个基因匹配到信息。在 ZJINFvsZJ-
CON中,有10805个 基 因 差 异 表 达,上 调 有

5687个,下调有5118个。富集的GO条目主要

归纳于85个生物学过程、37个细胞组分、31个分

子功能。富集程度较高的前20位如表1所示。
其中,在生物学过程中以细胞内稳态(cellularho-
meostasis)、细胞氧化还原内稳态(cellredoxho-
meostasis)、谷氨酰胺族氨基酸代谢过程(gluta-
minefamilyaminoacidmetabolicprocess)、离子

跨膜运输(iontransmembranetransport)、金属离

子内稳态(metalionhomeostasis)、细胞钙离子稳

态(cellularcalciumionhomeostasis)为主(表1),
在细胞组分中以细胞(cell)、细胞部分(cellpart)、
细胞组分(cellularcomponent)、细胞膜(mem-
brane)为主,在分子功能中以泛素蛋白连接酶活

性(ubiquitinproteinligaseactivity)、类泛素蛋白

连接酶活性(ubiquitin-likeproteinligaseactivi-
ty)、锌离子结合(zincionbinding)、钙依赖磷脂

结合(calcium-dependentphospholipidbinding)、
钙离子结合(calciumionbinding)为主(表1)。

表1 ZJINFvsZJCON差异基因GO富集结果

Table1 GOenrichmentofDEGsinZJINFvsZJCON

GO编号
GOaccession

描述
Description

类别
Termtype

校正后的P-value
CorrectedP-value

GO:0005575 细胞组分Cellularcomponent CC 0.0000000000000087657

GO:0005623 细胞Cell CC 0.0000000001704

GO:0044464 细胞部分Cellpart CC 0.0000000001704

GO:0019725 细胞内稳态Cellularhomeostasis BP 0.0000014474

GO:0045454 细胞氧化还原内稳态Cellredoxhomeostasis BP 0.000036384

GO:0004842 泛素蛋白转移酶活性Ubiquitin-proteintransferaseactivity MF 0.000041956

GO:0061630 泛素蛋白连接酶活性Ubiquitinproteinligaseactivity MF 0.00060558

GO:0061659 类泛素蛋白连接酶活性Ubiquitin-likeproteinligaseactivity MF 0.00060558

GO:0016020 细胞膜 Membrane CC 0.0019444

GO:0009607 生物刺激反应Responsetobioticstimulus BP 0.0027864

GO:0008270 锌离子结合Zincionbinding MF 0.0033646

GO:0009064 谷氨酰胺族氨基酸代谢过程
Glutaminefamilyaminoacidmetabolicprocess BP 0.0035855

GO:0006952 防御反应Defenseresponse BP 0.0095154

GO:0042592 稳态作用 Homeostaticprocess BP 0.016563

GO:0034220 离子跨膜运输Iontransmembranetransport BP 0.03634

GO:0009084 谷氨酰胺族氨基酸生物合成过程
Glutaminefamilyaminoacidbiosyntheticprocess BP 0.041329

GO:0055065 金属离子内稳态 Metalionhomeostasis BP 0.049194

GO:0005544 钙依赖磷脂结合Calcium-dependentphospholipidbinding BP 0.085099

GO:0005509 钙离子结合Calciumionbinding MF 0.09734

GO:0006874 细胞钙离子稳态Cellularcalciumionhomeostasis MF 0.17087

注:BP.生物学过程;CC.细胞组分;MF.分子功能。

Note:BP.Biologicalprocess;CC.Cellularcomponent;MF.Molecularfunction.

  在ZJPREvsZJCON中,有4362个差异表

达基因,其中2400个基因上调表达,1962个基

因下调表达。富集的GO条目主要包含52个生

物学过程、22个细胞组分、11个分子功能。富集

程度较高的20个基因如表2所示。其中,在生物

学过程中以防御反应(defenseresponse)、细胞内

稳态(cellularhomeostasis)、生物刺激反应(re-
sponsetobioticstimulus)、生物调节(biological
regulation)为主,在细胞组分中以细胞(cell)、细
胞器(organelle)、核糖体(ribosome)为主,在分子

功能上以氧化还原酶活性(oxidoreductaseactivi-
ty)、核糖体结构组成(structuralconstituentof

·909·6期 陈 欣等:基于转录组测序的枣黑顶病发病机理初探



ribosome)为主(表2)。
表2 ZJPREvsZJCON差异基因GO富集结果

Table2 GOfunctionofDEGsinZJPREvsZJCON

GO编号
GOaccession

描述
Description

类别
Termtype

校正后的P-value
CorrectedP-value

GO:0005623 细胞Cell CC 0.00000000000085185

GO:0043226 细胞器Organelle CC 0.000000000081949

GO:0005575 细胞组分Cellularcomponent CC 0.0000000021716

GO:0005737 细胞质Cytoplasm CC 0.00000020854

GO:0005840 核糖体Ribosome CC 0.000052162

GO:0003735 核糖体结构组成Structuralconstituentofribosome MF 0.000077403

GO:0010467 基因表达Geneexpression BP 0.00042078

GO:0003723 RNA结合RNAbinding MF 0.00067185

GO:0043244 蛋白质复合物分解的调节
Regulationofproteincomplexdisassembly BP 0.0052237

GO:0006952 防御反应Defenseresponse BP 0.0066875

GO:0016491 氧化还原酶活性Oxidoreductaseactivity MF 0.007115

GO:0019725 细胞内稳态Cellularhomeostasis BP 0.015064

GO:0009607 生物刺激反应Responsetobioticstimulus BP 0.024302

GO:0009620 对真菌的反应Responsetofungus BP 0.024302

GO:0050832 对真菌的防御反应Defenseresponsetofungus BP 0.024302

GO:0034250 细胞酰胺代谢过程的正调控
Positiveregulationofcellularamidemetabolicprocess BP 0.024302

GO:0043243 蛋白质复合物分解的正调控
Positiveregulationofproteincomplexdisassembly BP 0.024302

GO:0050789 生物过程调节Regulationofbiologicalprocess BP 0.029633

GO:0006412 翻译Translation BP 0.029633

GO:0065007 生物调节Biologicalregulation BP 0.043767

注:BP.生物学过程;CC.细胞组分;MF.分子功能。

Note:BP.biologicalprocess;CC.cellularcomponent;MF.molecularfunction.

2.4 差异表达基因KEGG代谢途径分析

在ZJINFvsZJCON中,差异表达基因共涉

及了127条代谢通路,其中氨基酸的生物合成

(biosynthesisofaminoacids)、碳 代 谢(carbon
metabolism)、吞噬体(phagosome)、植物-病原

体互作(plant-pathogeninteraction)4条代谢通路

上富集的基因数目居多。在ZJPREvsZJCON
中,差异表达基因共涉及126条代谢通路,其中碳

代谢、氨基酸的生物合成、核蛋白体(ribosome)这

3条代谢通路上富集的基因数目居多(表3)。植

物-病原体互作、吞噬体、内质网上的蛋白质加工

这3条代谢通路的富集程度较高。

2.4.1 枣果植物-病原体互作代谢通路 植物-
病原体互作代谢通路中涉及到很多与发病相关的

重要信息。代谢通路进一步分析结果表明:在

ZJINFvsZJCON 中,该代谢通 路 涉 及101个

DEGs,其中74个DEGs上调,27个DEGs下调。
其中CNGCs(环核苷酸门控离子通道)处有7个

DEGs上调表达,2个DEGs下调表达;CDPK(钙
依赖蛋白激酶)处涉及9个DEGs上调表达,2个

DEGs下调表达。在ZJPREvsZJCON中,该代

谢通路涉及了41个DEGs,其中28个DEGs上

调,13个 DEGs下调。其中 CNGCs处有4个

DEGs上调表达;CDPK处涉及4个DEGs上调

表达。

2.4.2 枣果吞噬体代谢通路 在枣果吞噬体代

谢通路中,涉及到2种与钙相关的蛋白存在差异

表达。代 谢 通 路 图 进 一 步 分 析 结 果 表 明:在

ZJINFvsZJCON中,总共有67个DEGs,其中上

调48个,下调19个。在CALR(calreticulin,钙
网蛋白)处有2个DEGs上调表达,1个DEG下

调表达;在内质网分子伴侣calnexin处有1个
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DEG上调表达。在ZJPREvsZJCON中,总共有

28个DEGs,其中上调16个,下调12个。CALR
表达正常;在calnexin处有1个DEGs下调表达。

表3 各对比中与病害相关的代谢通路信息

Table3 Pathwayinformationrelatedto
diseaseineachgroup

组别
Group

代谢通路名称
Pathway

ZJINFvsZJCON 氨基酸的生物合成
Biosynthesisofaminoacids

碳代谢
Carbonmetabolism

吞噬体
Phagosome

植物-病原体互作
Plant-pathogeninteraction

ZJPREvsZJCON 氨基酸的生物合成
Biosynthesisofaminoacids

碳代谢
Carbonmetabolism

核蛋白体
Ribosome

2.4.3 枣果内质网蛋白质加工代谢通路 喷钙

处理之后,CNX(钙联蛋白)、CRT(钙网蛋白)这2
个蛋白趋于正常表达,且归属于内质网蛋白质加

工代谢通路。在ZJINFvsZJCON中,该代谢通

路总共有154个DEGs,其中上调有124个,下调

有30个。其中CNX处有1个DEG上调表达;

CRT处有2个DEGs上调表达,1个DEG下调表

达。在ZJPREvsZJCON中,该代谢通路涉及到

86个DEGs,47个上调表达,39个下调表达。其

中 CNX 处有1个 DEG 下调 表 达,CRT 表 达

正常。

3 讨 论

枣果黑顶病严重降低了枣果的经济价值,制
约了山西红枣区枣产业的发展,但其发病机理仍

不明确。前期研究发现,在枣黑顶病发病较严重

的枣园,喷施氢氧化钙溶液,枣黑顶病的发病率和

发病 程 度 均 有 所 减 缓,发 病 率 由 71% 降 为

40.6%,病情指数由4.1降为2.6[7]。Ca2+ 在植

物体内运输,很难运送至果实部位;因此,细胞内

Ca2+浓度变化会直接影响植物生长发育以及果

实品质[8]。研究表明,CaCl2 处理对菠萝黑腐

病[9]、芒果软鼻病[10]、苹果苦痘病[11]的防控均有

一定的效果。钙对果实衰老与生理病害的发生有

一定的抑制作用,其重要原因在于钙既是膜的稳

定剂,可以维持和保护质膜的结构;钙又可以作为

细胞的第二信使,调控许多种重要的生理生化防

御反 应,维 持 细 胞 的 正 常 生 理 功 能[8]。在 黄

瓜[12]、番茄[13]中均发现外源Ca2+ 可以促进抗氧

化酶活性的协调变化,提高细胞中膜的选择性吸

收能力;直接调节植物抗病基因的表达[14-15],增加

植物对病虫害的抗性。本试验中ZJINF与ZJ-
CON对比发现,差异表达基因功能体现在泛素蛋

白连接酶活性、类泛素蛋白连接酶活性、生物刺激

反应、防御反应、钙离子稳态、钙依赖磷脂结合、钙
离子结合上;而ZJPRE与ZJCON对比发现,差
异表达基因功能体现在防御反应、生物刺激反应

上,与钙相关的功能未被富集。可能是外源喷施

氢氧化钙之后,枣果发病部位钙离子浓度升高,从
而提高了枣果对黑顶病的抗性[2-3,7],因此枣果外

观正常,未呈现发病状态。
植物-病原互作因子在植物病害发生及其对

生物或非生物胁迫应激反应中发挥重要作用。余

贤美等[4]研究苹果苦痘病发现,植物-病原体互

作这条通路上富集到了与发病相关的蛋白。本研

究发 现,ZJINFvsZJCON 差 异 表 达 基 因 的

KEGG富集在植物-病原体、内质网上的蛋白质加

工、吞噬体3条代谢通路上,且富集程度较高。喷

施氢氧化钙处理之后,这3条代谢通路涉及的差

异表达基因数目也明显下降。这3条代谢通路

上,CNGCs、CDPK、CNX、CRT、CALR、calnexin
这些蛋白与植物抗病性有关。CNGCs对钙离子

有很强的非选择性,主要参与植物对特异刺激的

免疫反应,并发挥防御反应、植物发育和离子平衡

等生物学功能[16-17];CDPK是一类植物钙离子传

感蛋白,在转录、代谢、运输及其对生物和非生物

胁迫 等 过 程 中 发 挥 着 极 为 重 要 的 作 用[18-19]。

CALR及calnexin两种钙结合分子伴侣同样在植

物应对不良环境的抗逆方面具有突出作用;在烟

草[20]和拟南芥[21]中,CNX和CRT是内质网内的

重要的分子伴侣,两者是同源蛋白,同时具有高度

保守性,在结构、功能上具有很大的相似性,参与

维持植物体内钙离子稳态平衡,还参与了植物生

长发育及抗逆过程[22]。CNX、CRT还参与蛋白

质的加 工 折 叠,可 能 影 响 农 作 物 的 产 量 及 品

质[22]。本试验中,喷施氢氧化钙处理之后枣果的

CALR、CRT两种钙蛋白表达水平均与健康枣果

无显著差异,枣果外观接近于正常枣果,进一步说

明喷钙提高了枣果抗病性,对病害具有一定的防

治效果。

·119·6期 陈 欣等:基于转录组测序的枣黑顶病发病机理初探



4 结 论

本研究通过对自然发病组(ZJINF)、氢氧化

钙处理组(ZJPRE)、对照组(ZJCON)3种处理下

的枣果进行转录组测序分析,发现氢氧化钙处理

枣果之后,枣果外观接近于正常枣果;CALR、

CRT两种蛋白的表达量有趋于正常的趋势。基

于此,本研究认为枣黑顶病的发生可能与CALR、

CRT两种钙相关蛋白的表达有关系。该结论为

今后更好地研究枣黑顶病提供依据。
致谢:感谢山西省农业科学院果树研究所国

家果树种质枣品种资源圃为本试验提供样地。
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APreliminaryStudyonPathogenesisofJujube
BlackTipDiseaseBasedonRNA-seq

CHENXin1,DENGCaiping1,NIUYaqi1,WANGShengji1andJIAJuqing2
(1.CollegeofForestry,ShanxiAgriculturalUniversity,TaiguShanxi 030801,China;

2.CollegeofAgriculture,ShanxiAgriculturalUniversity,TaiguShanxi 030801,China)

Abstract Jujubeblacktipdiseaseseriouslyreducestheeconomicvalueofjujubefruitandrestrictsthe
developmentofjujubeindustry,butitspathogenesisisstillunclear.Inordertoexplorethemolecular
mechanismofjujubeblacktipdisease,Illuminahigh-throughputsequencingwasusedtoanalyzethe
transcriptomeofjujubefruitswhichwereinfectednaturallyblacktipdisease(ZJINF)andtreatedwith
calciumhydroxide(ZJPRE)aswellashealthyjujubefruits(ZJCON).GOanalysisshowedthatthe
deferentiallyexpressedgenesbetweenZJINFandZJCONweremainlyenrichedinthebiologicalfunc-
tionsofcalciumionbinding,calcium-dependentphospholipidbinding,metalionhomeostasisandde-
fenseresponse,suggestingreducedresistanceofjujubefruittoadverseenvironment.KEGGanalysis
showedthatplant-pathogeninteraction,endoplasmicreticulumproteinprocessing,phagocytesand
othermetabolicpathwayswerespecificallyenriched.TheexpressionofCALRandCRTwasinhibited
inZJINFvsZJCON.However,therewasnosignificantdifferencebetweenhealthyjujubefruitsand
fruitssprayedwithcalciumhydroxide.TheresultsshowedthatCALRandCRTmayplayanimpor-
tantroleintheresistancetoblacktipdisease,andthisstudywillprovidetheoreticalbasicforfurther
interpretationofthepathogenesisofjujubeblacktipdisease.
Keywords Hupingjujube;RNA-seq;Blacktipdisease;Pathogenesis;Diferentiallyexpressedgene.
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