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摘   要：【背景】昆虫病原真菌对寄主的侵染是一个十分复杂的过程，是多基因共同作用的结果。

玫烟色棒束孢(Isaria fumosorosea) IFCF01 菌株对小菜蛾具有很高的致病力，然而有关玫烟色棒束

孢对小菜蛾致病的相关基因少见报道。【目的】筛选玫烟色棒束孢侵染小菜蛾相关基因，为更好地利

用玫烟色棒束孢防治小菜蛾提供基因靶点。【方法】采用第二代高通量测序技术 RNA-Seq，对玫烟

色棒束孢侵染小菜蛾 2–3 龄幼虫 4、8、12、16、24、30、36 h 的虫菌混合样品(处理组)及纯培养玫

烟色棒束孢(对照组)进行测序分析并筛选差异表达基因，结合生物信息学方法分析差异基因涉及的

功能模块和信号通路。【结果】玫烟色棒束孢侵染小菜蛾混合样品与纯培养玫烟色棒束孢对照组对比

分析共获得 28 384 个差异基因，其中显著差异表达基因 274 个，上调表达 118 个，下调表达 156 个。

筛选获得的显著差异表达基因，特别是上调表达基因可能与玫烟色棒束孢对小菜蛾的侵染有关。GO

二级分类显示，差异表达基因能够注释到 36 个 GO 条目中，包含 18 个生物学过程、9 个细胞组分

和 9 个分子功能。KEGG 通路分析显示共有 171 个差异表达基因(differentially expressed gene，DEG)

注释到 132 个通路中，其中有 66 个 DEG 显著富集在 14 个通路中。这些显著差异表达基因中大部

分为玫烟色棒束孢侵染过程中潜在致病毒力相关基因。【结论】本研究为筛选玫烟色棒束孢侵染小

菜蛾致病相关基因提供重要数据库，也为阐明玫烟色棒束孢对小菜蛾的侵染机制提供基础。 
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Abstract: [Background] The infection of entomopathogenic fungi is a complex process resulted from 

the joint action of multiple genes. The Isaria fumosorosea isolate IFCF01 has high pathogenicity to 

Plutella xylostella. However, there are few reports on the genes related to the pathogenicity of        

I. fumosorosea to P. xylostella. [Objective] This study aims to explore the genes related to the infection 

of I. fumosorosea to P. xylostella, so as to reveal the pathogenic mechanism of I. fumosorosea and 

provide reference for the application of I. fumosorosea in the control of P. xylostella. [Methods] We 

performed high-throughput RNA sequencing to compare the transcriptomes of I. fumosorosea pure 

culture (control group) and the mixed samples of 2nd–3rd instar larvae of P. xylostella infected by     

I. fumosorosea for 4, 8, 12, 16, 24, 30, and 36 h (treatment group) and mined the differentially expressed 

genes (DEGs) between the two groups. The functional modules and signaling pathways involving the 

DEGs were analyzed by bioinformatics method. [Results] A total of 28 384 DEGs were screened out, 

including 274 significant DEGs (118 up-regulated and 156 down-regulated ones). The significant DEGs 

screened out in this study, especially the up-regulated ones, were related to the infection. We conducted 

GO annotation to analyze the DEGs and found 36 GO terms, which included 18 biological processes,   

9 cellular components, and 9 molecular functions. There were 171 DEGs enriched in 132 KEGG 

pathways, of which 66 DEGs were significantly enriched in 14 pathways. Further analysis showed that 

many DEGs were virulence-associated genes during the infection. [Conclusion] The findings generated 

from this study provide a bioinformatic database for screening the pathogenic genes related to the 

infection of I. fumososea in P. xylostella and lays a theoretical foundation for elucidating the mechanism 

of I. fumosorosea infecting P. xylostella. 

Keywords: Isaria fumosorosea; Plutella xylostella; infection-related genes; transcriptome 

小 菜 蛾 (Plutella xylostella L.) 属 鳞 翅 目

(Lepidoptera)菜蛾科(Plutellidae)，主要危害卷心

菜、花椰菜、油菜籽等十字花科蔬菜，对作物

的整个生长期均可造成危害，被认为是世界上

十字花科蔬菜最具毁灭性的害虫 [1-2]。截至目

前，人们花费了很大力气对小菜蛾进行综合治理，

然而现阶段对其防治还是以化学防治为主[3]。

据报道，小菜蛾已经对几乎所有田间使用的杀

虫剂产生了抗性，包括苏云金芽孢杆菌(Bacillus 

thuringiensis)内毒素[4]。化学农药的不适当及大

量使用，不仅杀死了小菜蛾的自然天敌，造成

环境的污染，最终还导致了害虫抗药性选择性
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压力上升。抗药性的产生及随之带来的环境污

染问题使得国内外越来越多的学者开始寻求更

有效的生物防治方法。 

虫生真菌作为一类重要的微生物杀虫剂，

已被广泛应用于农林害虫的防治。玫烟色棒束

孢(Isaria fumosorosea)作为一类常见的昆虫病

原真菌，其寄主范围广，已记载的有 46 个科的

昆虫，包括小菜蛾、烟粉虱 (Bemisia tabaci 

Gennadius) 和 麦 双 尾 蚜 (Diuraphis noxia 

Mordvilko)等一些重要农业害虫。随着国内外学

者对其生物学、生化及应用方面研究的不断增

多[5-9]，利用该菌来防治小菜蛾越来越受到人们

的重视。黄宇利用 DNA 步移方法扩增了玫烟色

棒束孢 Ifcdp1 基因的 DNA 和 cDNA 全长，并

利用基因敲除方法研究了该基因的功能，通过

研究 Ifcdp1 基因敲除株和野生型菌株对小菜蛾

的致病力发现，Ifcdp1 基因敲除株对小菜蛾的

致病力增强[10]。对玫烟色棒束孢 Pr1 酶与毒力

的关系及对小菜蛾幼虫血细胞凋亡影响的研究

发现，Pr1 酶活力与菌株致病力成正相关，Pr1

蛋白酶基因表达量与 Pr1 酶活之间成正比；同

时发现小菜蛾 3、4 龄幼虫经玫烟色棒束孢菌株

904 处理后，各龄期幼虫的血细胞均出现了不

同程度的细胞凋亡[11]。么瑞娜则利用酵母双杂

交技术构建了由小菜蛾诱导的玫烟色棒束孢酵

母双杂交 cDNA 文库，以小菜蛾 serpin 基因编

码的蛋白为诱饵，从 cDNA 文库中获得与 Serpin

蛋白相互作用蛋白的编码序列，为后续玫烟色

棒束孢与小菜蛾的互作研究奠定了基础[8]。然

而昆虫病原菌的致病机理是一个十分复杂的过

程，是受多基因控制的结果。近年来，随着高

通量测序技术的发展，越来越多昆虫病原真菌

的致病相关基因被挖掘。采用新一代 Solexa 高

通量测序技术对纯培养的球孢白僵菌及球孢白

僵菌侵染小菜蛾 48 h 的虫菌混合样品分别进行

转录组测序，经分析共获得显著差异表达基因

716 个，进一步深入分析获得了多个球孢白僵

菌侵染过程中与毒力相关的基因[12]。Wang 等采

用家蚕(Bombyx mori)表皮提取液对分离于家蚕

的球孢白僵菌进行培养，并利用 RNA 测序技术

对家蚕早期基因表达进行分析，共鉴定到     

2 108 个上调表达基因和 1 115 个下调表达基

因；进一步分析发现大部分差异基因参与代谢

过程、催化活性及次级代谢产物的生物合成，

也有一部分参与了营养吸收、宿主的防御和黏

附[13]。诱导蝗绿僵菌 24 h 后发现，在附着胞形

成和生长期，大量与翻译和翻译后修饰相关的

基因高水平表达，另有 8 个与细胞壁合成通路

相关的重要基因高水平表达，同时发现大量与

脂类代谢相关基因表达水平明显提高[14]。 

截至目前，关于玫烟色棒束孢与小菜蛾的

互作研究，更多的是关于小菜蛾免疫应答相关

机理方面的研究，而关于玫烟色棒束孢对小菜

蛾致病关键基因及其调控网络的研究少见报

道。本研究的玫烟色棒束孢菌株对小菜蛾具有很

强的致病力，其对小菜蛾 2 龄幼虫的致死 LT50仅

为 1.66 d，致死终浓度 LC50 为 1.17×104 孢子/mL，

致死速度之快至今国内外罕见报道[15]。基于此，

本研究利用 RNA-Seq技术对纯培养玫烟色棒束

孢菌株及侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢混合样品

进行表达谱测序和差异表达基因分析，寻找玫

烟色棒束孢致病相关基因，以期为更好地利用

该菌防治害虫提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及昆虫 

玫烟色棒束孢(Isaria fumosorosea)野生型

菌株 IFCF01 最初分离于自然染菌的家白蚁

(Coptotermes formosanus)虫体[15]，菌种保存于

华南农业大学植物保护学院生物防治研究室
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−80 °C 冰箱。菌株于铺有玻璃纸的 PDA 平板上

培养，置于(25±1) °C，相对湿度≥90%，光:暗

周期 L:D 为 14 h:10 h 条件下培养 10 d 后，用

0.05%吐温-80 无菌水洗下孢子，并用磁力搅拌

器搅拌约 10 min 后，经三层灭菌的纱布过滤以

除去菌丝，获得孢子悬浮液，并用血球计数板

计数调整至所需的孢子浓度。 

小菜蛾采集自广州岑村菜地甘蓝苗上，在

室内于温度(25±1) °C、相对湿度(60%±5%)及

L:D 为 14 h:10 h 条件下，用甘蓝苗继代饲养 5 代

以上，选取个体大小、活力基本一致的 2−3 龄

幼虫进行试验。 

1.2  表达谱测序样品的制备 
以浓度为 1×108 个孢子/mL 的孢子悬浮液

作为供试菌液对小菜蛾进行处理。采用浸虫法，

将 2−3 龄小菜蛾幼虫挑入上述浓度的孢子悬浮

液 10 s 后，将幼虫置于灭菌的滤纸上除去多余

的水分，然后将小菜蛾置于新鲜的甘蓝叶片上，

一并放入铺有湿滤纸(直径为 18 cm)的玻璃培

养皿中，培养皿用保鲜膜封口以保湿，封口的

保鲜膜用针扎孔保持通风透气。接种后将幼虫

放置于(25±1) °C、光周期 L:D 为 14 h:10 h 的人

工智能培养箱中饲养。每重复 25 头小菜蛾幼

虫，每处理 4 个重复。分别收集菌处理小菜蛾

后 4、8、12、16、24、30、36 h 的样品，经液

氮速冻后保存于−80 °C 冰箱中。每个样品收集

12 头幼虫。分别提取上述 7 个样品的 RNA，然

后将各个样品 RNA 等量混合，合并为一个含不

同染菌时间点的小菜蛾总 RNA 样品(处理组)，

用于表达谱文库的构建。以纯培养玫烟色棒束

孢 IFCF01 菌株为对照(对照组)。本试验取样时间

的选择是根据雷妍圆等关于玫烟色棒束孢对小

菜蛾侵染过程的透射电镜观察基础上进行的[16]。 

1.3  总 RNA 提取、cDNA 文库构建及测序 
采用 TRIzol 法试剂抽提样品总 RNA。用

Agilent 2100 生物分析仪检测总 RNA 的 RIN 值

及 28S:18S。利用 oligo(dT)磁珠分离出 mRNA

并用缓冲液洗脱，然后通过 Fragmentation buffer

对获得的 mRNA 进行段化处理，向段化后的

mRNA 加入六碱基随机引物(random hexamers 

primer) 合 成 cDNA 第 一 链 ， 加 入 DNA 

polymerase I、RNase H 和缓冲液合成 cDNA 第

二链，用 QiaQuick PCR 试剂盒对 cDNA 双链进

行纯化，纯化后的 cDNA 双链黏性末端加 A 并

在连接酶作用下连接测序接头；连接产物经琼

脂糖凝胶电泳后用试剂盒进行纯化回收，配制

PCR 反应体系扩增连接产物，完成文库构建。

合成的 cDNA 样品送往深圳华大基因公司测

序，采用 Illumina HiSeq 2000 系统进行测序，

每个样品 1 个 Line 的测序量。 

1.4  原始数据处理 
对原始数据进行去除接头序列、含 N 序列

及低质量 read 后，获得可用于后续数据分析的

clean data，最后将 2 个测序样本中的 clean read

与小菜蛾基因组数据 (http://gigadb.org/dataset/ 

100078)进行比对，避免样品中含有小菜蛾基因

序列，获得玫烟色棒束孢纯的 UniGene 序列。 

1.5  UniGene 与参考序列比对 
将处理组获得的 clean read 与玫烟色棒束

孢转录组数据(该数据保存于 NCBI 数据库中，

检索号为 SRR13236723)及小菜蛾基因组数据

(http://gigadb.org/dataset/100078)进行比对(避免

样品中含有小菜蛾基因序列，获得玫烟色棒束

孢与小菜蛾互作期玫烟色棒束孢纯的表达谱信

息)，产生注释。对照组获得的 clean read 与玫

烟色棒束孢转录组数据比对，产生注释。最后

统计 clean read 比对到参考基因(玫烟色棒束孢

转录组)上的比例。 

1.6  基因表达量及显著差异表达基因筛选 

分别计算对照组(纯培养玫烟色棒束孢菌
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株)和处理组(侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢 )这  

2 个样品中基因的表达量，并对样本间的基因

表达情况进行差异分析。采用 RPKM 法(reads 

per kilobase transcriptome per million mapped 
reads)计算基因表达量[17]，计算公式如下： 

6

3

10
RPKM=

/10

C

NL
 

假设目标基因 A 的表达量为：RPKM(A)，C 为

唯一比对到基因 A 的 clean read 数，N 为唯一

比对到参考基因的总 clean read 数，L 为基因 A

的总碱基数目。采用 edgeR 进行差异分析[18]，

对差异检验的 P 值做多重检验校正，P 值的阈

值通过控制 false discovery rate (FDR)来决定，

FDR 值越小，则差异倍数越大，表明差异越

显著。以 FDR≤0.001 且差异倍数不低于 2 倍

(Log2 ratio≥1)的标准进行显著差异表达基因

(differentially expressed gene，DEG)的筛选。 

1.7  GO 和 KEGG 富集分析 
将显著差异表达基因比对到 GO 和 KEGG

数据库。使用 Blast2GO 对所有显著差异表达基

因进行 GO 功能注释，使用 WEGO 软件[19]对显

著差异表达基因在生物学过程、分子功能及细

胞组分 3 个方面的功能和作用方式进行 GO 分

类；并用 KEGG 数据库对基因涉及的通路进行

预测，取 Q value≤0.05 的通路为差异表达基因显

著富集的通路，以此来判断差异表达基因参与的

主要生化代谢通路和信号转导途径。 

2  结果与分析 

2.1  测序结果分析 
从纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢菌

株分别获得 11 906 434 个和 12 599 166 个 raw 

read (图 1)。去除含有接头的、含 N 及低质量的

read 后，分别得到 11 631 931 个 clean read 和

12 346 987 个 clean read，分别占各样品总 clean 

read 的 97.69%和 98.00%，测序质量较高，达到

信息分析要求。 

将 2 个测序样本中的 clean read 与小菜蛾基

因组数据 (http://gigadb.org/dataset/100078)进行

比对，去除样品中可能含有的小菜蛾带来的物

种序列污染，分别获得纯培养和侵染小菜蛾的

玫烟色棒束孢非冗余的 clean read，接着使用比

对软件 SOAP2[20]将处理组和对照组的 clean 

read 分别比对到玫烟色棒束孢转录组数据

(NCBI 检索号为 SRR13236723)，纯培养玫烟色

棒束孢有 10 763 155 条比对上参考基因，占

clean read 数的 92.53%，其中有 80.28%的 clean 

read (9 337 635 条)能够完美地比对，有 71.62%

的 clean read (8 330 969 条)唯一比对上参考基因；

侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢样品有 44 653 条

clean read 比对上参考基因，占 0.36% clean read

数，有 20 830 条 clean read 能够完美地比对，占

0.17%，唯一比对上参考基因的有 39 042 条，占

所有 clean read 的 0.32% (表 1)。在所有匹配的

序列中，有 99.58%的真菌序列来源于纯培养的

玫烟色棒束孢菌株，0.42%的真菌序列来源于侵

染小菜蛾的玫烟色棒束孢混合样品。该结果也

说明了玫烟色棒束孢侵染小菜蛾 36 h 以内的各

个时间点，其尚处于侵染早期阶段，因此菌丝

孢子生物量在混合样品中所占比例非常少。 

2.2  测序质量及基因覆盖度分析 

将对照组和处理组测序获得的 raw read 进

行数据处理，在纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色

棒束孢样品中只含接头的序列分别为 66 169 条

(0.56%)和 64 196 条(0.51%)；含 N 的序列均为

3 194 条(0.03%)；质量低的序列分别为 205 140 条

(1.72%)和 184 658 条(1.47%)；对照组和处理组

中分别有 97.69%和 97.99%的数据可用于后续

分析(图 1)。 
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表 1  纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢的 RNA-Seq 测序结果 
Table 1  RNA-Seq sequencing metrics from transcriptomes of pure culture of Isaria fumosorosea and the 
mixture sample of Plutella xylostella infected by I. fumasorosea 

度量标准 Metric 对照组 The control group 处理组 The treatment group 

Reads 总数 Total reads 11 631 931 12 346 987 

碱基对总数 Total base pairs 569 964 619 60 5002 363 

符合设定条件的 Reads 总数 Total mapped reads 10 763 155 (92.53%) 44 653 (0.36%) 

完美匹配 Perfect match 9 337 635 (80.28%) 20 830 (0.17%) 

唯一匹配 Unique match 8 330 969 (71.62%) 39 042 (0.32%) 

注：对照组：纯培养的玫烟色棒束孢；处理组：玫烟色棒束孢侵染小菜蛾的混合样品 

Note: The control group: pure culture of I. fumosorosea; The treatment group: the mixture sample of Plutella xylostella 
infected by I. fumasorosea (the same as follow). 

 

 
 

图 1  纯培养玫烟色棒束孢(A)和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢(B)的测序质量评估图 
Figure 1  Classification of raw read of pure culture Isaria fumosorosea (A) and the mixture sample of 
Plutella xylostella infected by I. fumasorosea (B). 
 

基因测序覆盖度是指每个基因被 read 覆盖

的百分比，其值等于基因中 unique mapping read

覆盖的碱基数与基因所有碱基数的比值。在对

照组样品中，基因覆盖度在 90%−100%之间的

read 最多，为 9 796 条，约占 35%；其次在

80%−90%之间，为 3 024 条，约占 11%；基因

覆盖度在 0%−10%之间的 read 数为 2 643 条，

占 9%。在处理组中，基因覆盖度在 0%−10%的

read 最多，为 3 339 条，占 64%，而覆盖度在

90%−100%之间的 read最少，只有 6条，占 0.1%。

该结果也说明了处理组中真菌生物量占很少比

例，该样品中尚有很多序列区域未通过测序获

得(图 2)。 

2.3  显著差异表达基因的筛选 
根据转录组分析共得到 28 384 个表达差异

基因，其中显著差异表达有 274 个(FDR≤0.001

和 Log2 ratio≥1)，上调表达基因 118 个，下调表

达基因 156 个(图 3)。 
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图 2  纯培养玫烟色棒束孢(A)及其侵染小菜蛾混

合样本(B)的基因覆盖度统计 
Figure 2  Distribution of gene coverage of pure 
culture Isaria fumosorosea (A) and the mixture sample 
of Plutella xylostella infected by I. fumasorosea (B). 

 
 

图 3  纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢转录

组中的差异表达基因数量 
Figure 3  Number of differentially expressed genes 
between transcriptome of pure culture Isaria 
fumosorosea and the mixture sample of Plutella 
xylostella infected by Ilutella fumasorosea. 

 

2.4  差异表达基因的 GO 功能显著性富集

分析 
对差异表达基因进行 GO 功能注释分析。

结果表明，DEG 分布于 36 个 GO 条目中，包

括 9 个细胞组分、9 个分子功能和 17 个生物学

过程。DEG 功能主要集中在生物学过程本体的

细 胞 过程 (cellular process) 、 单 一 生 物过程

(single-organism process)、代谢过程 (metabolic 

process)、生物过程调节(regulation of biological 

process)，细胞组分本体的细胞(cell)及细胞部件

(cell part)、膜(membrane)、膜部件(membrane part)，

以及分子功能本体的催化活性(catalytic activity)和

结合(binding)等 GO term 下。DEG 在细胞过程、

代谢过程、结合和催化活性分别有 57、70、57

和 58 个基因，表明玫烟色棒束孢通过调节各种

途径来破坏寄主昆虫的免疫系统(表 2)。 

2.5  差异表达基因的通路显著性富集分析 
将玫烟色棒束孢侵染小菜蛾显著差异表达

基因进行 KEGG 通路富集分析。结果表明，一

共有 171 个 DEG 注释到 132 个通路中，其中 
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表 2  纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢转录组中差异表达基因 GO 二级分类 
Table 2  GO secondary classification of differentially expressed genes between pure culture of Isaria 
fumosorosea and the mixture sample of Plutella xylostella infected by I. fumosorosea 

GO 条目 

GO term 

差异表达基因数量 

Number of DEG 

生物学过程 Biological process  

生物调节 Biological regulation 15 

细胞组成、组织或生物发生 Cellular component organization or biogenesis 11 

细胞过程 Cellular process 57 

发展历程 Developmental process 17 

建立本地化 Establishment of localization 20 

本土化 Localization 20 

代谢过程 Metabolic process 70 

多生物体过程 Multi-organism process 3 

多细胞生物突 Multicellular organismal process 13 

生物过程负调节 Negative regulation of biological process 2 

生物过程正调节 Positive regulation of biological process 1 

生物过程调节 Regulation of biological process 15 

生殖 Reproduction 4 

生殖过程 Reproductive process 4 

对刺激反应 Response to stimulus 11 

信号传递 Signaling 3 

单-生物过程 Single-organism process 38 

细胞组分 Cellular component  

细胞 Cell 31 

细胞部件 Cell part 31 

细胞外区 Extracellular region 1 

高分子复合物 Macromolecular complex 15 

膜 Membrane 22 

膜部件 Membrane part 17 

膜的封闭腔 Membrane-enclosed lumen 3 

细胞器 Organelle 22 

细胞器部分 Organelle part 13 

分子功能 Molecular function  

抗氧化活性 Antioxidant activity 2 

结合 Binding 57 

催化活性 Catalytic activity 58 

酶调节活性 Enzyme regulator activity 1 

活动分子传感器 Molecular transducer activity 1 

核酸结合转录因子活性 Nucleic acid binding transcription factor activity 1 

受体活性 Receptor activity 1 

结构分子活性 Structural molecule activity 8 

转运活性 Transporter activity 8 
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有 66 个 DEG 显著富集在 14 个通路中(Q≤0.05)。

进一步分析表明，这些显著性富集通路主要包

括 淀 粉 和 蔗 糖 代 谢 (starch and sucrose 

metabolism)、氨基糖和核苷酸糖代谢 (amino 

sugar and nucleotide sugar metabolism)、附着

(focal adhesion)、结合(tight junction)、吞噬体

(phagosome)和致病性大肠杆菌感染(pathogenic 

Escherichia coli infection)等，它们含有的显著

差异表达基因数在 5–45 个之间。玫烟色棒束孢

在侵染过程中，差异表达基因主要富集在淀粉

和蔗糖代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢及致病性

大肠杆菌感染这 3 个通路中。此外，这 3 个通

路中下调表达基因多于上调表达基因，注释到

淀粉和蔗糖代谢途径的 45 个差异基因中有 34 个

显著下调；注释到氨基糖和核苷酸糖代谢途径

的 19 个差异基因中有 13 个显著下调；而注释

到致病性大肠杆菌感染通路的 10 个差异基因

中有 8 个下调。其余的代谢通路上调基因数目

多于下调基因数目(表 3)。 

2.6  差异表达基因中与侵染相关的基因分析 
在侵染相关差异表达基因中，钙调蛋白、

V 类几丁质酶、丝氨酸蛋白酶、细胞表面蛋白、

肽酶、蔗糖转运蛋白、疏水蛋白 2 等存在最明

显的差异表达，表达量差异倍数均>5 倍，其中

钙调蛋白的表达差异倍数最大，达 15.3 倍；细

胞膜外蛋白、锌依赖水解酶、细胞外富含丝氨

酸苏氨酸的蛋白质、丝氨酸蛋白酶、亲环素 A、

磷脂酰肌醇转移蛋白 CSR1、亲环素 B、III 类

几丁质酶、GPI 锚定富含丝氨酸的蛋白质等次

之，表达差异倍数在 2–5 倍之间；蓖麻毒素

B-related 凝集素和疏水蛋白也存在差异表达，

只是表达量差异倍数较低(表 4)。综上所述，说

明这些基因可能与玫烟色棒束孢对小菜蛾的侵

染毒力相关。 

 
表 3  纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢转录组中差异表达基因显著富集的 KEGG 通路(Q≤0.05) 
Table 3  Significantly enriched KEGG pathway (Q≤0.05) of differentially expressed genes in the 
transcriptomes of pure culture, Isaria fumosorosea and the mixture samples of Plutella xylostella infected by 
I. fumosorosea 

序号 

No. 

KEGG 通路 

KEGG pathway 

上调基因 

Up-regulated 

DEG 

下调基因 

Down-regulated 

DEG 

Q 值 

Q-value 

通路 ID 

Pathway 

ID 

1 Starch and sucrose metabolism 11 34 1.18E–05 ko00500 

2 Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) 5 0 1.18E–05 ko05412 

3 Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) 5 0 1.18E–05 ko05410 

4 Phototransduction-fly 5 0 4.50E–05 ko04745 

5 Dilated cardiomyopathy 5 0 4.50E–05 ko05414 

6 Influenza A 7 2 1.05E–04 ko05164 

7 Leukocyte transendothelial migration 5 0 1.36E–03 ko04670 

8 Focal adhesion 5 0 2.15E–03 ko04510 

9 Tight junction 7 0 2.15E–03 ko04530 

10 Vibrio cholerae infection 5 0 8.42E–03 ko05110 

11 Viral myocarditis 7 0 8.42E–03 ko05416 

12 Phagosome 7 0 8.49E–03 ko04145 

13 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 6 13 4.94E–02 ko00520 

14 Pathogenic Escherichia coli infection 2 8 4.94E–02 ko05130 
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表 4  纯培养和侵染小菜蛾的玫烟色棒束孢转录组中部分与侵染及毒力相关的差异表达基因 
Table 4  Genes associated with infection and virulence in DEGs of pure culture of Isaria fumosorosea and 
the mixture sample of Plutella xylostella infected by I. fumosorosea 

序号 

No. 

基因 Genes 表达量差异倍数 

Log2 ratio 

(tre-group/con-group) 

上下调控 

Up-down- 

regulation 

P 值 

P-value 

FDR 

1 钙调蛋白 Calmodulin 15.288 469 7 Up 4.42E–12 1.09E–09

2 V 类几丁质酶 Class V chitinase  8.737 313 5 Up 9.20E–11 2.04E–08

3 丝氨酸蛋白酶 Serine protease 6.567 388 5 Up 8.54E–09 1.56E–06

4 细胞表面蛋白 Cell surface protein 6.251 886 7 Up 7.55E–10 1.52E–07

5 肽酶 S8 Peptidase S8 5.544 668 5 Up 3.02E–11 7.20E–09

6 蔗糖转运蛋白 Sucrose transporter 5.378 232 4 Up 1.23E–29 6.35E–27

7 疏水蛋白 2 Hydrophobin 2 5.256 186 9 Up 5.48E–30 2.94E–27

8 细胞膜外蛋白 Extracellular membrane protein 4.527 860 2 Up 3.25E–06 3.83E–04

9 锌依赖水解酶 Zn-dependent hydrolase 4.213 751 6 Up 8.68E–06 9.05E–04

10 胞外丝氨酸苏氨酸富集蛋白 

Extracellular serine-threonine rich protein 

3.627 395 8 Up 4.50E–23 1.88E–20

11 丝氨酸蛋白酶 Serine protease 3.006 920 6 Up 6.31E–08 9.90E–06

12 亲环素 A Cyclophilin A 2.965 463 5 Up 3.89E–63 2.76E–60

13 磷脂酰肌醇转移蛋白 CSR1 

Phosphatidylinositol transfer protein CSR1 

2.627 047 7 Up 2.24E–12 5.62E–10

14 亲环素 B Cyclophilin B 2.381 438 1 Up 3.49E–25 1.62E–22

15 III 类几丁质酶 ChiA1 Class III chitinase ChiA1 2.124 708 3 Up 3.41E–06 3.95E–04

16 GPI 锚定富含丝氨酸的蛋白质 

GPI anchored serine-rich protein 

2.075 475 1 Up 1.04E–36 6.05E–34

17 蓖麻毒素 B 凝集素 Ricin B-related lectin 1.831 689 0 Up 2.06E–06 2.52E–04

18 疏水蛋白 Hydrophobin 1.624 874 0 Up 3.92E–08 6.33E–06

19 WSC 结构域蛋白 WSC domain-containing protein 3.152 351 0 UP 2.18E–08 3.67E–06

20 WSC 结构域蛋白 WSC domain-containing protein –2.190 329 8 Down 5.48E–11 1.27E–08

21 WSC 结构域蛋白 WSC domain-containing protein –2.171 579 4 Down 2.60E–06 3.12E–04

22 己糖激酶 1 Hexokinase-1 –13.409 887 62 Down 8.52E–06 8.92E–04

 

3  讨论与结论 

本研究中玫烟色棒束孢 IFCF01 对小菜蛾

的致病力速度之快至今罕见报道。当用菌液浓

度为 1×108 个孢子/mL 处理小菜蛾时，通过透

视电镜观察，发现接种后 4 h 分生孢子已经附

着于体表，接种后 8–16 h 时菌丝穿透表皮，

至 24 h 时菌体在血腔内增殖，至 36 h 时寄主

的器官和组织趋于解体。体内大量繁殖产生的 

菌丝开始向体外生长[16]。上述研究表明，玫烟

色棒束孢 IFCF01 从侵染至寄主死亡的时间比

较短，在这一过程中菌丝在整个侵染虫体中所

占生物量极少。考虑到玫烟色棒束孢的侵染机

制在不同时间点的转换和致病相关基因的表达

特征，本研究在获得玫烟色棒束孢转录组数据

基础上，利用 RNA-Seq 技术测定玫烟色棒束孢

侵染小菜蛾不同阶段混合样品的表达谱，并与

纯培养的玫烟色棒束孢表达谱进行比对，筛选
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与玫烟色棒束孢侵染小菜蛾过程中相关差异表

达基因。 

通过对照组和处理组差异表达基因分析，

共获得 28 384 个差异表达基因，表明真菌侵染

寄主过程中需要调控大量基因的表达来完成；

进一步对差异表达基因进行显著性差异分析，

共获得 274 个显著差异表达基因，其中上调表

达基因 118 个，下调表达基因 156 个。为进一

步分析这些显著差异表达基因的功能，使用

WEGO 软件对显著差异表达基因进行 GO 功能

分类，274 个基因分为 36 个不同功能组，属于

3 个 GO 域(生物学过程、细胞组分、分子功能)。

深入分析发现，基因主要富集到细胞过程、代

谢过程、结合和催化活性这几个 GO 条目下，

分别有 57、70、57 和 58 个基因。同时采用 KEGG

分析方法对 DEG 进行功能通路分析，发现有

171 个 DEG 分布在 132 个通路中，含有 14 个

显著富集通路(Q≤0.05)，其中淀粉和蔗糖代谢、

氨基糖和核苷酸糖代谢这 2 个途径包含的差异

基因最多，分别为 45 个和 19 个差异基因。已

有研究表明，这 2 条代谢途径是真菌生长不可

或缺的能量来源途径[21]，提示这可能是玫烟色

棒束孢在侵染寄主过程中为快速吸收能量物质

而采取的一种策略。 

本研究发现，在玫烟色棒束孢侵染小菜蛾

过程中钙调蛋白(calmodulin，CaM)基因显著上

调表达。CaM 作为真核生物中重要的 Ca2+信使，

参与细胞内多种 Ca2+依赖的生理过程，包括信

号传导、生长发育、次生代谢及细胞周期调控

等[22-23]。研究发现，球孢白僵菌中的白僵菌素

合成酶 BbBEAS 在 Ca2+作用下与 CaM 形成稳

定的复合物，白僵菌素合成酶还可通过与 CaM

直接相互作用，在 CaM 介导的信号转导和白僵

菌素的生物合成中发挥作用，推测 CaM 与

BbBEAS 结合可能诱导相互作用蛋白的构象变

化，从而影响球孢白僵菌的酶活性[23]。在真核

生物中，CaM 在调节细胞对环境变化的反应中

具有重要作用[24-26]。研究表明，在各种胁迫刺激

包括热、盐和 H2O2 作用下，CaM 均抑制了球孢

白僵菌蛋氨酸合成酶 BbMetE 的活性[27]。研究发

现，对白色念珠菌 CaM 基因 F92+或 F89+1F41+

定点突变后抑制了重组菌株形态的正常发生和

DNA 合成，推断白色念珠菌 CaM 的 C 端球状

结构中的 3 个苯丙氨酸尤其是第 92 位苯丙氨酸

在白色念珠菌的致病性中具有重要作用[28]。刘

锐等通过构建灵芝 CaM 沉默转化子来研究 CaM

基因在灵芝生长发育及次生代谢过程中的功能，

结果表明，沉默 CaM 基因后菌丝生长速率与野

生型菌株(WT)相比降低 40%，灵芝酸含量降低

约 34%，说明 CaM 在灵芝生长及次生代谢过程

中具有重要作用[29]。本研究中 CaM 基因在玫烟

色棒束孢侵染小菜蛾过程中表达量显著增加，

CaM 基因在玫烟色棒束孢致病过程中的作用是

否与其和真菌的某些合成酶相互作用有关，或

与真菌侵染小菜蛾的代谢调控、细胞增殖及信

号传导等过程有关，具体原因有待进一步研究。 

KEGG 分析结果还发现，真菌侵染小菜蛾

的显著差异表达基因中包含了与真菌毒力相关的

基因。如几丁质酶基因，几丁质酶已被证明在虫

生真菌侵染寄主体表过程中发挥重要作用[30-31]。

李茂业测定分析了虫生真菌菌株对褐飞虱成虫

毒力及其几丁质酶活性的关系，结果表明菌株

毒力与其几丁质酶活性成正相关[32]。然而本研

究发现，玫烟色棒束孢侵染小菜蛾过程中几丁

质酶基因显著上调表达，说明几丁质酶在玫烟

色棒束孢侵染小菜蛾过程中的作用不容忽视，

真菌极有可能通过产生过量几丁质酶来破坏昆

虫体壁成分。 

此外，分析还发现胞外蛋白酶在这一时期

过量产生，蛋白酶被认为在虫生真菌破坏寄主
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过程中发挥重要作用，其活性高低可作为判断

真菌菌株毒力高低的重要依据[12]。胞外蛋白酶

是调节特定蛋白质合成和删除错误折叠蛋白的

一个重要机制，其与细胞周期、分化、信号转

导和免疫应答等多种细胞功能有关。已有研究

发现超量表达胞外蛋白酶基因可使金龟子绿僵

菌(Metarhizium anisopliae)对寄主昆虫的致死时

间缩短 25%[33]。研究发现过量表达昆虫血腔中

的表皮降解蛋白酶有助于降解寄主的免疫蛋白

和脱毒蛋白，从而降低寄主的免疫能力，缩短

杀死寄主的时间[34]。本研究发现丝氨酸蛋白酶

在玫烟色棒束孢侵染小菜蛾过程中显著上调表

达，提示该胞外蛋白酶在玫烟色棒束孢侵染寄

主过程中发挥重要作用。 

已有研究报道，疏水蛋白在真菌侵染寄主

过程中同样发挥重要作用。疏水蛋白是一类在

真菌中分布广泛、功能多样的蛋白，在包括致

病等许多重要的过程中发挥着重要的作用。通

过基因敲除技术对球孢白僵菌的 2 个疏水蛋白

基因 HYD1 和 HYD2 进行了功能研究，结果表

明，HYD1 是球孢白僵菌的毒力因子，是形成

其孢子表面疏水杆层的主要结构蛋白，但该蛋

白对寄主体表的粘附不起作用；而 HYD2 主要

参与对寄主体表的粘附作用，有助于 HYD1 在

球孢白僵菌孢子表面形成完整的疏水杆层结

构，但该蛋白与球孢白僵菌的毒力无关[35]。本

研究发现疏水蛋白基因在真菌侵染小菜蛾过程

中显著上调表达，说明该疏水蛋白基因在玫烟

色棒束孢侵染寄主过程可能发挥重要作用，但

其具体功能有待进一步研究。 

虫生真菌对寄主的致病是一个复杂的过

程，是受多条通路、多个基因控制的结果。据

报道，真菌在侵染寄主过程中，在其降解昆虫

体壁时释放出大量氨基酸和糖类，为了充分利

用这些物质作为能量来源，虫生真菌会表达一

类转运蛋白来完成这些能量物质的运输。然而

本研究发现参与碳水化合物运输的蔗糖转运

蛋白，其在玫烟色棒束孢侵染小菜蛾过程中显

著上调，提示该基因有可能参与玫烟色棒束孢

对小菜蛾的致病过程，其具体功能有待进一步

探讨。 

Water-soluble carbohydrate (WSC)结构域是

一类具有碳水化合物结合功能的区域[36]。目前已

在真菌、病毒、细菌及哺乳动物中发现了超过

80 种 WSC 结构域蛋白(WSC domain-containing 

proteins)[37]。陈颖 [38]利用生物信息学方法在已

注释的球孢白僵菌的基因组中找到了 13 个包

含 WSC 结构域的蛋白，作者通过构建各 WSC

蛋白的单基因缺失突变株及多表型分析发现，

13 个 WSC 结构域蛋白对维持细胞壁的完整性

和细胞功能十分重要；其中，Wscl、Wsc2 和

Wsc4 主要影响真菌的生长，Wsc3 和 Wsc4 主

要参与调控产孢，Wsc2–5 和 Wsc8 对球孢白僵

菌的耐高温能力具有重要作用；通过毒力测定

发现，除部分敲除株经体壁侵染的毒力下降外，

所有敲除菌株经血腔注射侵染测验其毒力并未

受到显著影响，说明 WSC 结构域蛋白在球孢白

僵菌入侵寄主体壁的过程中主要发挥生物学作

用。研究表明大多数 WSC 蛋白还参与调控抗氧

化、抗杀菌剂以及耐碱性环境的胁迫反应。本

研究在玫烟色棒束孢侵染小菜蛾的差异表达基

因中，获得 3 条 WSC 结构域蛋白基因，其中     

1 条显著上调表达，2 条基因均下调表达。推测

WSC 结构域蛋白基因在玫烟色棒束孢侵染小

菜蛾过程中可能发挥多种重要的生物学作用，

具体功能有待进一步研究。 

另外，参与信号传导、调节细胞凋亡及催

化蛋白质折叠的亲环素蛋白、次生代谢物质蓖

麻毒素 B 凝集素，参与膜泡转运、参与胞吐作

用的磷脂酰肌醇转移蛋白以及参与酶解蛋白质
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产物的肽酶及细胞膜外蛋白、胞外丝氨酸苏氨

酸富集蛋白等潜在致病相关基因均显著上调

表达，但它们的功能均有待进一步研究。此外，

本研究中所有显著差异表达基因具体在玫烟

色棒束孢侵染小菜蛾过程中的哪个时间点表

达、表达量如何等均有待采用 qPCR 技术进一

步验证。 

本 次 转 录 组 测 序 ， 我 们 从 处 理 组 的      

12 346 987 条 M 序列中，仅鉴定到约 4.5 万个

序列，约占全部序列的 0.36%，这个比例说明

玫烟色棒束孢 IFCF01 在其侵染小菜蛾的整个

混合样本中所占的生物量极少，同时也说明玫

烟色棒束孢侵染小菜蛾过程还处于一个早期阶

段。类似的研究[39]也发现，在稻瘟菌接种水稻  

24 h 时的研究中，该研究在 31 025 个 SAGE 标

签中只鉴定到 17 个来源于稻瘟菌的序列，约占

全部序列数的 0.55%；另外，在稻瘟菌侵染水

稻 36 h 的混合样品中，经转录组测序后，也只

检测到约占全部序列 2.7%的稻瘟病菌序列。上

述研究说明，病原菌在侵染寄主早期，由于病

原菌本身生物量所占的比例极少，而且截至目

前尚无一种方法可以有效地分离真菌侵染寄主

时混合样品中的病原真菌，进而对其进行单独

测序。然而活体寄生的病原真菌是研究真菌致

病机理的理想试验材料，这已在多种病原真菌

侵染寄主时的基因表达研究中得到证明[40-41]，

但由于活体取材的转录本大部分来源于寄主，

病原真菌的转录本只占病原菌-寄主混合转录

本的很少一部分，有可能由于基因丰度不足而

造成部分重要基因序列信息的遗漏。 

以往报道的对虫生真菌致病分子机理研究

中，有研究者采用在液体培养基中添加昆虫表

皮或血淋巴的方法模拟寄主昆虫的生理环境，

诱导虫生真菌侵染过程中的基因表达[42-43]，而

液体培养环境与自然状态下寄主的体表环境存

在较大的差别，其基因表达也会存在一定差别。

另有研究者采用模拟病原菌在自然状态下侵染

寄主表皮时的基因表达情况，对绿僵菌侵染宿

主昆虫体表时的基因表达情况进行研究，通过

构建其全长均一化的 cDNA 文库，经 EST 序列

测定与分析，共获得了 4 739 条单一基因序列，

其中 80%序列是采用其他方法未发现过的绿僵

菌基因序列，说明该方法比较真实地反映了绿

僵菌侵染宿主昆虫体表时的基因表达情况。以

上结果说明，液体诱导的培养基并不能真实模

拟绿僵菌侵染寄主体表时的环境条件，而模拟

菌体在自然状态下侵染寄主表皮的方法也不能

完全反映活体寄生的病原真菌基因的表达情况。

基于此，以离体培养(用含小菜蛾幼虫表皮/血淋

巴的液体培养基培养、用小菜蛾幼虫表皮模拟

活体培养)的玫烟色棒束孢对小菜蛾致病过程

中基因的表达情况有待进一步研究，以更全面

地反映玫烟色棒束孢侵染小菜蛾过程中基因的

表达情况。 

本研究对高毒力玫烟色棒束孢菌株侵染小

菜蛾不同时间混合样品进行转录组测序分析，

获得了一些参与昆虫体壁降解、营养物质的转

运、调控碳水化合物代谢、信号传导途径、次

生代谢物合成等与真菌侵染及致病相关的基

因。研究结果为后续玫烟色棒束孢毒力基因的

挖掘、基因表达动态及功能基因验证提供了候

选目标。此外，我们还获得了一些未见报道的

可能与侵染相关的基因，这些基因在真菌侵染

寄主过程中的作用有待进一步研究。 
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