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摘要：【目的】壳囊孢属(Cytospora)真菌引起的林木腐烂病和枝枯病，是一类重要的、分布广泛的枝干

病害，可引起重大经济损失和生态破坏。通过全基因组测序和比较基因组学分析，探究不同腐烂病菌的

全基因组特征，分析其与寄主选择和致病性相关的基因或基因家族的差异性，将有助于进一步揭示腐烂

病菌与寄主互作的分子机制，为腐烂病的有效防治提供基础资料。【方法】采用PacBio测序技术对云杉腐

烂病菌Cytospora piceae进行了全基因组测序和组装，并通过比较基因组学方法，从基因组水平探究引起

腐烂病的4种腐烂病菌的基因组的差异，分析其共有的和特有的与致病相关的基因家族。【结果】C. piceae

基因组大小为39.25 Mb，GC含量为51.79%。基于单拷贝直系同源基因构建的系统发育树显示，C. piceae

与Cytospora chrysosperma的进化关系相近，Valsa mali和Valsa pyri则更相近。比较基因组学分析表明，     

4种腐烂病菌均具有重复诱导的点突变(RIP)活性，其中，C. piceae的RIP活性最强。与其他3种腐烂病菌相

似，与木质素降解相关的AA3和AA7家族在C. piceae中显著扩张，但木质素降解关键酶AA5家族均缺失；

C. piceae和C. chrysosperma基因组中果胶降解关键酶GH28和CE8家族基因的数量与V. mali和V. pyri相近。 

4种腐烂病菌都含有较多数量的MFS (major facilitator superfamily)超家族转运蛋白和较少的ABC 

(ATP-binding cassette transporter)超家族转运蛋白，但C. piceae含有更多DHA2、PDR和MDR类转运蛋白。

4种腐烂病菌的分泌蛋白的GO分类分子功能主要集中在水解酶活性，其中V. mali含有最多数量的该类别基

因；而生物学过程则集中在碳水化合物代谢过程、果胶分解过程和氧化还原过程。在次生代谢核心基因

中，C. piceae的PKS基因明显少于V. mali和V. pyri；在C. piceae含有的4个特异性次生代谢基因中，3个为

NRPS基因。【结论】4种腐烂病菌含有的碳水化合物活性酶的种类和数量相似，且都具有较强的果胶降解

能力。不同腐烂病菌的膜转运蛋白中多药转运体的选择性扩增，以及次生代谢核心基因中NRPS类基因的

特异性存在和缺失，表明它们作为重要的致病因子很可能在腐烂病菌寄主选择中发挥了重要的作用。 
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壳囊孢属(Cytospora Ehrenb.)真菌是一类重

要的、分布广泛的腐生真菌、内生真菌及林木病

原真菌，可侵染 80 余种木本植物，并引起林木

腐烂病和枝枯病，发生严重时甚至造成林木死

亡，引起重大经济损失和生态破坏[1]。其中，由

金黄壳囊孢菌(Cytospora chrysosperma Pers. Fr.，

其有性型为 Valsa sordida Nit.)引起的杨树腐烂病

在我国东北、西北、华北等地区大面积发生，造

成枝干腐烂或枯死，严重时整株死亡。据统计，

我国杨树人工林腐烂病的发病率高达 30%–40%，

已成为制约杨树健康生长的一个重要威胁[2]。此

外，金黄壳囊孢菌的寄主范围广泛，能够侵染臭

椿(Ailanthus altissima)、白蜡(Fraxinus chinensis)、

核桃(Juglans regia)、杨属(Populus spp.)、火炬树

(Rhus typhina) 、 柳 属 (Salix spp.) 和 国 槐

(Styphnolobium japonicum)等 7 类不同寄主植物，

引起枝枯病和腐烂病，造成重大林业生产损失[3]。

而由苹果树腐烂病菌 (Valsa mali Miyabe & G. 

Yamada，异名：Cytospora mali Grove)引起的苹

果树腐烂病是危害苹果最严重的病害之一，被称

为苹果树“癌症”，造成树皮大面积腐烂坏死、树

势衰弱、主干枯死等[4]。梨树腐烂病菌(Valsa pyri)

主要侵染梨树。致病性检测和寄主偏好性分析结

果显示，V. mali 和 V. pyri 分别主要侵染苹果树和

梨树。苹果树很可能是 V. mali 和 V. pyri 共有的祖

先寄主，而寄主范围扩大导致 V. pyri 也可以侵染

梨树[5]。2018 年，Pan 等发现一种可引起青海云

杉(Picea crassifolia Kom.)枝枯病的新的病原菌

Cytospora piceae X.L. Fan[6]，基于 ITS、LSU、

ACT、RPB2 和 TEF1-α 等多基因系统发育研究结

果显示，该新种与其他已知 Cytospora 种亲缘关

系较远，且主要寄生在云杉等裸子植物上。 

近年来，对壳囊孢菌引起的林木腐烂病进行

了广泛深入的研究。系统开展了病害侵染循环、

病菌侵染的病理学、病害防治以及相关致病基因

的功能分析、与寄主互作等方面的研究[2,7–10]。研

究表明，壳囊孢菌为弱寄生菌，通常从伤口处侵

入寄主植物，并能在寄主体内潜育很长一段时间

而不表现出病状，一旦树势衰弱就会诱导病害发

生及扩展[11]。作为典型的死体营养型菌，不仅利

用胞壁降解酶和毒素类物质快速杀死寄主细胞

而获取营养，一些效应蛋白、次生代谢合成相关

基因以及分泌蛋白等毒性因子在壳囊孢菌侵染

过程中起重要作用[12]。对苹果腐烂病菌的基因组

学和转录组学分析，明确了其适应性侵染定殖树

皮的分子机制，阐释了果胶代谢途径相关基因和

次生代谢基因对病菌定殖和侵染的关键作用，并

鉴定了多个致病相关基因[13–17]。对梨树腐烂病菌

(V. pyri)的转录组学研究筛选到一个特异性转录因

子(VpFSTF1)，并证实其与致病性密切相关[18]。通

过功能基因分析，证实草酸合成相关代谢基因可

以调控杨树腐烂病菌对渗透胁迫的响应及致病

性等[10]。 

随着高通量测序技术的普及，壳囊孢菌全基

因组序列的测序完成，为加快研究病原菌生物学

和其致病机理奠定了坚实基础。通过比较基因组

学分析，对不同亲缘关系物种的基因组序列进行

比较分析，鉴定特定物种独有的序列，了解不同

物种在基因组结构、基因家族等方面的异同，进

而得到致病相关基因预测与定位、病原菌系统演

化关系等方面的信息，将有助于筛选与寄主选择

和生态适应性相关的适应性突变，进一步明确腐
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烂病菌的致病机制。病原菌的寄主选择及其与寄

主的关系十分复杂。Borah 等(2018)阐述了病原菌

与寄主互作时，寄主特异性选择可能的分子机  

制[19]。近年来，通过病害互作系统特征分析、寄

主特异性的基因表型分析、比较基因组学分析、

比较转录组学和比较蛋白组学来探究寄主选择

的分子机制的研究层出不穷。比较基因组学分析

认为，一些次级代谢产物基因和小分泌蛋白效应

子可能对寄主选择起关键作用[20]。比如次级代谢

关键酶和效应蛋白是两种炭疽菌(Colletotrichum 

graminicola 和 Colletotrichum sublineola)潜在的

寄主特异性因子[21]。对尖孢炭疽菌 C. acutatum  

4 个不同菌株的全基因组序列分析结果显示，基

因含量，尤其是特定基因的扩张和收缩，与不同

菌株的寄主范围密切相关[22]。此外，特定效应蛋

白基因缺失被认为是黑粉菌 Melanopsichium 

pennsylvanicum 经历寄主跳跃、适应新的双子叶

寄主植物的主要原因[23]。但这些基因是否真正起

作用还需进一步功能验证[19,21]。 

目前，杨树腐烂病菌、苹果腐烂病菌和梨树

腐烂病菌已相继完成全基因组序列的组装和注

释[17]。本研究中，对云杉腐烂病菌 C. piceae 进行

了全基因组测序，并与其他 3 种不同的腐烂病菌

(C. chrysosperma，V. mali 和 V. pyri)进行了比较基

因组学分析，探究寄生不同寄主植物上的病原菌

的全基因组特征，分析其基因结构的差异性，阐

明与寄主选择和致病性相关的基因或基因家族

(如植物细胞壁降解酶、膜转运蛋白、分泌蛋白、

效应蛋白和次生代谢产物合成酶等)是否发生特

异性扩张等。本研究结果将为进一步揭示腐烂病

菌致病基因的功能和表达调控机制、制定有效的

腐烂病防治策略奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 

云杉腐烂病菌 C. piceae 菌株由本课题组成

员前期分离培养，并保存在中国林业微生物菌种

保藏管理中心(CFCC 52841)。在 PDA 培养基上

纯化培养。 

1.2  基因组 DNA 的提取及测序 

利用磁珠法通用型基因组 DNA 提取试剂盒

(北京，天根生化科技有限公司) 提取供试菌株的

DNA，具体操作步骤参照产品说明书。利用 Qubit 

荧光定量仪和 Nanodrop 2000 分光光度计(美国，

Thermo Fisher Scientific，Carlsbad)进行 DNA 含

量和纯度测定。 

全基因组测序采用 PacBio Sequel (深圳华大)

平台。Pacbio 测序文库：利用 g-TUBE 随机打断

DNA 样品(1 g)为 10–15 kb 片段，使用建库试剂

盒(SMRTbell Template Prep Kit)进行损伤修复、末

端修复及连接接头，使用 BluePippin Size-Selection 

System 进行目的片段筛选，并通过 AMpure PB

磁珠进行纯化回收；使用损伤修复试剂盒

(SMRTbell Damage Repair Kit)进行二次损伤修复

和磁珠纯化回收，并进行浓度 (Qubit)及大小

(Agilent 2100)的文库质量检测。采用第三代测序

平台 Pacbio Sequel 进行单分子测序，对原始数据

进行评估、过滤后得到高质量的数据用于基因组

组装与质量评估[24–25]。 

1.3  基因组组装 

使用 Canu (canu-1.7)对过滤后的数据进行校

正。使用 SMART denovo v1.0 (主要参数：wtzmo 

-z 10 -Z 16 -U -1 -m 0.1 -A 1000, wtclp d 3 -k 300 
-m 0.1 -FT, wtlay -w 300 -s 200 -m 0.1 -r 0.95 -c 1)
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进行组装，对组装结果利用 BUSCO v2.0 (以真菌

物种的单拷贝同源数据库 fungi_odb9 作为参考

库)[26]评估其准确性和完整性。利用 OcculterCut

检测基因组的 GC 含量分布。使用 RIPCAL[26]分

析重复诱导点突变(RIP)。 

1.4  基因预测与注释 

分别进行基因注释、重复序列注释和非编码

RNA 注释。 

(1) 基于同源预测(homolog)和从头预测(Ab 

initio)相结合的方法，利用 Augustus v3.3 (主要参

数：-genemodel=partial)[27]，SNAP v38926 (默认

参数)[28]，GeneMark v4.33 (默认参数)[29]等软件进

行基因预测。利用 EVidenceModeler v1.1 (EVM) 

(默认参数)[30]将各种策略预测得到的基因集整合

成一个非冗余的、更加完整的基因集，然后将基

因结构预测得到的基因集与 Uniprot[31]、NT、

GO[32]、NR、PFAM[33]、 eggNOG[34]、KEGG[35]

等功能数据库进行比对(设置参数 e<1e-5)，获得

基因组功能注释。 

(2) 对重复序列的预测，同样采取同源预测

和从头预测两种策略。同源预测：基于重复序列

数据库 RepBase[36]，使用 RepeatMasker v1.323 (主

要参数：-e ncbi)[37]和 RepeatProteinMask v1.36 (默

认参数)，预测与已知重复序列相似的序列。从头

预测：使用 RepeatModeler v1.0.8 (主要参数：

-engine ncbi)软件，首先建立 De Novo 重复序列

库，再利用 RepeatMasker 软件进行预测。 

(3) 非编码 RNA 预测：基于 Rfam 数据库[35]

和 miRBase 数据库，并利用 Infenal v1.1 进行

rRNA、snRNA 和 miRNA 预测；使用 tRNAscan-SE 

v1.3.1 (主要参数：-X 20，-z 8)[38]预测基因组中的

tRNA。 

1.5  系统发育分析 

比 较 基 因 组 分 析 中 ， 杨 树 腐 烂 病 菌        

C. chrysosperma 的基因组数据来源于 JGI (https:// 

mycocosm.jgi.doe.gov/Cytch1/Cytch1.home.html) 数

据库，苹果腐烂病菌和梨树腐烂病菌基因组来源于

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/：JUIY01000000

和 JUIZ01000000)。 

通过 Orthofinder[39]进行基因家族鉴定，利用

OrthoMCL[40]鉴定基因组中保守的单拷贝直系同

源基因，通过 MAFFT[41]进行多序列比对，利用

RAxML v.8.2.10[42]软件，基于最大似然法，以

Lollipopaia minuta 作为外群，构建系统发育树。 

1.6  碳水化合物活性酶分析 

利用 BLASTp[43]鉴定和注释 C. piceae和其他

3个腐烂病菌基因组中的CAZymes，并使用 dbCAN

网 站 (http://bcb.unl.edu/dbCAN2/index.php) 的 注

释程序 HMMER 3检索 CAZy (carbohydrate-active 

enzyme)数据库(http://www.cazy.org/)[44–45]。取 E

值小于 1E-05 的结果进行汇总。 

1.7  毒力相关因子的鉴定 

转运蛋白分类数据库(TCDB)包含转运系统

各种分类群的序列、分类、结构、功能和进化信

息[46]。候选转运蛋白通过搜索转运蛋白分类数据

库(TCDB；http://www.tcdb.org/)进行鉴定，E 值

阈值为 1E-05，identity 值>40%[47]。使用 BLASTp

对 PHI-base v. 4.3 (http://www.phi-base.org/)[48]进

行搜索，鉴定候选毒力相关基因。 

1.8  分泌蛋白注释、GO 分类及效应蛋白预测 

利用 SignalP 5.0[49]检测信号肽，然后用

TMHMM 2.0[50]鉴定跨膜蛋白，去除没有信号肽

或有跨膜 domain 的蛋白质，进行分泌蛋白预测。
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利用 Wolf Psort 预测蛋白位置，利用 EffectorP[51]

预测效应蛋白。利用 dcGO：database 和 Inter Pro 

v66.0 进行 GO 功能分类分析。 

1.9  次生代谢基因预测 

利用 AntiSMASH5.0.0[52]鉴定次生代谢生物

合成基因和基因簇，并基于同源分析，通过

BLASTn 分析次生代谢关键酶(参数 1E-5，75%覆

盖度)。 

2  结果和分析 

2.1  云杉腐烂病菌 C. piceae 基因组的测序、组

装及注释 

云杉腐烂病菌全基因组测序数据结果显示，

共获得测 序数据量 8469344 kb ，读长数 为

1006526，读长的平均长度为 8414 bp。组装得到

基因组大小为 39.25 Mb，GC 含量为 51.79%，   

21 个 contigs，N50 值为 2.94 Mb，测序深度为  

210 倍 (表 1)。BUSCO 评估基因组完整度为

99.7%，说明基因组组装的完整性良好。基因组数

据已上传至 NCBI 公共数据库(accession number：

JADMLE000000000)。 

 

表 1.  云杉腐烂病菌基因组的基本特征 

Table 1.  Genome features of C. piceae 
Statistics  C. piceae 

Total length/bp 39248550 

Max contig length/bp 4826502 

Number of contigs 21 

Number>=2000 bp 21 

N50/bp 2935395 

Number of proteins  10835 

Average gene length/bp 1688.96 

Average cds length/bp 1453.52 

Average exons per gene 2.78 

Average exon length/bp 522.01 

Average intron length/bp 132.92 

基因预测结果显示，共预测得到 10835 个基

因，平均长度为 1688.96 bp。将预测得到的基因集

和各种功能数据库进行比对，结果显示，通过蛋

白序列注释到 Uniprot 数据库中的基因有 7217 个

(占总预测基因的 66.61%)，通过核酸序列注释到

Uniprot 数据库中的基因有 7076 个(占总预测基因

的 65.31%)，GO 数据库中共注释到基因 7430 个

(占总预测基因的 68.57%)，KEGG 数据库中共注

释到基因 3421 个(占总预测基因的 31.57%)，NR

数据库中共注释到基因 10682 个(占总预测基因

的 98.59%)，NT 数据库中共注释到基因 3949 个

(占总预测基因的 36.45%)，PFAM 数据库中共注

释到基因 7572 个(占总预测基因的 69.88%)，

eggNOG 数据库中共注释到基因 1840 个(占总预

测基因的 16.98%)。 

对预测得到的基因组的重复序列进行重复

序列类别和子类别的分类，结果显示，C. piceae

基因组包含大量的逆转录转座子特别是长末端

重复序列(LTR)，占基因组的 4.43%，但是包含很

少的 DNA 转座子(表 2)。对非编码 RNA 的注释

结果显示，C. piceae 基因组包含 176 个 tRNAs、

10 个 rRNAs、33 个 snRNAs 和 2 个 miRNAs (表 3)。

这些非编码 RNA 虽不翻译蛋白质，但研究表明

这些 RNA 都具有重要的生物学功能[53–55]。 

基因组测序和组装注释结果表明，云杉腐烂

病菌 C. piceae 的基因组大小略大于 C. chrysosperma 

(36.55 Mb)和 V. pyri (35.73 Mb)的基因组，略小于

V. mali (44.73 Mb)的基因组。预测的编码基因数量

均少于其他 3种腐烂病菌C. chrysosperma (10847)、

V. mali (11284)和 V. pyri (10855)。其基因组的平

均基因长度与 V. mali (1592.0 bp)以及 V. pyri 

(1620.0 bp)相似，平均内含子长度(132.92 bp)略大 
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表 2.  重复序列分类统计表 

Table 2.  Statistics of repeated sequence classification 
Class Length/bp Genome/% 

DNA 178584 0.46 

LINE 338323 0.86 

SINE 705 0.00 

LTR 1740352 4.43 

Unknown 612237 1.56 

Other 593567 1.51 

DNA: DNA transposon; LINE: long interspersed nuclear 
elements; SINE: short interspersed nuclear elements; LTR: 
long terminal repeat; Unknown: repeat sequences that cannot 
be classified by Repeat Masker; Other: repeated sequences 
that can be classified by Repeatable Masker but do not belong 
to the above categories. 

 

表 3.  非编码 RNA 统计结果 

Table 3.  Statistic of non-coding RNA 

Class Type Copy 
Average 
length/bp 

Total 
length/bp 

Genome/
% 

miRNA miRNA 2 94 188 0.00048

tRNA tRNA 176 100.51 17690 0.04507

 18S 7 451.43 3160 0.00805

rRNA 28S 0 0 0 0 

 5.8S 3 141 423 0.00108

 5S 0 0 0 0 

 CD-box 19 104.63 1988 0.00507

snRNA HACA-box 2 198.5 397 0.00101

 Splicing 12 157.42 1889 0.00481

 
于 V. mali (103.0 bp)和 V. pyri (102.0 bp)。云杉腐

烂病菌 C. piceae 基因组的 GC 含量高于 V. mali 

(49.35%)和 V. pyri (51.50%)，其重复序列比例

(8.69%)小于子囊菌平均重复序列比例，也小于

V. mali 基因组的重复序列比例(14.05%)，但大于

V. pyri 的重复序列比例(2.93%)。相比 V. pyri，高

重复序列比例可能导致更大的基因组和更低的

基因密度[17]。 

2.2  比较基因组学分析 

2.2.1  系统发育学分析：系统发育分析结果显

示，V. mali 和 V. pyri 的进化关系很近，但二者

的基因组大小差异却很大。而 C. piceae 和        

C. chrysosperma 的进化关系则相对更近。该结果

与多基因系统发育树结果相似[6] (图 1)。 

2.2.2  GC 含量分布和 RIP 机制：许多富含 AT

区域(AT-rich regions)的植物病原菌的基因组被认

为服从双速进化模型(two-speed)，即基因组由基

因稠密的 GC 平衡(GC-equilibrated)区和基因稀疏

的重复丰富(repeat-rich)区组成[56]。研究表明，相

比其他区域，位于重复丰富区的基因进化迅速，

更容易发生复制、缺失或重组。当病原菌寄生新

的寄主时，重复丰富区富含的大量效应蛋白可适

应寄主的靶蛋白，通过与其互作来抑制植物的免

疫反应，从而成功侵染寄主植物。因此，这些基

因稀疏、重复序列丰富的区域是病原菌基因组适

应性进化的主要区域，可帮助病原菌适应不断变

化的寄主环境[57]。 

重复诱导点突变(RIP，repeat-induced point 

mutation)是真菌特有的防御机制，通过引起突变

导致转座子插入，阻止重复序列富集，降低重复

序列区域的 GC 含量，从而形成 AT-rich 区域。

RIP 可引起 C 突变为 T，G 突变为 A，造成二核

苷酸频率发生显著变化，因此，在 AT-rich 区域，

TpA、ApT、TpT、ApA 的比例更高，反映其 GC 

 

 
 

图 1.  单拷贝直系同源基因的系统发育树 

Figure 1.  Phylogenetic tree based on 4928 
single-copy orthologous genes using RAxML. ML 
bootstrap support values are shown. 
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含量较低。因此，TpA 频率是代表 RIP 活性的   

一个强有力的指标，通常用 RIP 指数即 TpA/ApT

的比率来表示 RIP 活性的强弱，其值越高，代表

RIP 活性越强[58]。 

本研究发现，4 个腐烂病菌的基因组大小差

异与 AT-rich 区的比例呈正相关(表 4)，其中，基

因组最大的 V. mali 的 AT-rich 区比例最高(19%)，

V. pyri 最低(0.805%)。位于 AT-rich 区的基因数量

在物种间差异也很大， V. mali 的基因最多    

(135 个)，V. pyri 最低(0 个)。 

本研究通过分析 AT-rich 区的二核苷酸频率

(图 2)，以明确 AT-rich 区的存在是否由重复诱导

的点突变(RIP)造成。结果显示，RIP 指数 TpA/ApT

在 C. chrysosperma 中为 1.63，在 C. piceae 中为

1.73，在 V. mali 中为 1.62，在 V. pyri 中为 1.40，

说明 4 种真菌中都存在 RIP 机制。 

 
表 4.  Cytospora spp.中 GC 含量分布 

Table 4.  GC content distribution among Cytospora spp. 

Features C. chrysosperma C. piceae V. mali V. pyri 

Genome size/Mb 36.6 39.2 44.7 35.7 

% AT-rich regions 3.99 5.77 19 0.805 

GC peak in AT-rich regions 36 29.2 32.6 21.9 

Genes in AT-rich regions 8 1 135 0 

Gene density in AT-rich regions 5.49 0.442 15.9 0 

Range of GC content in AT-rich regions 0≥40.8 0≥39.3 0≥41.8 0≥27.7 

 

 
 

图 2.  四种真菌中 AT-rich 区的二核苷酸频率与对照序列相比的倍数变化 

Figure 2.  Fold change in dinucleotide abundances for AT-rich regions of four fungi compared to their control 
sequences. 
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2.2.3  碳水化合物活性酶 (carbohydrate-active 

enzymes，CAZymes)：碳水化合物活性酶，即糖

类活性酶，是一类具有多种糖催化活性、与真菌

生长发育和致病性密切相关的蛋白家族。按其功能

分类包括糖苷水解酶(GH)、糖基转移酶(GT)、多糖

裂解酶(PL)、糖酯酶(CE)、辅助活性(AA)和碳水化

合物结合模块(CBM)家族等。比较 4 种腐烂病菌的

碳水化合物活性酶的数量，结果显示，碳水化合物

活性酶的总数量差异并不显著(C. piceae 583 个，

C. chrysosperma 577 个，V. mali 599 个，V. pyri  

590 个)，各个家族的具体数量见表 5。相比于其

他 3 种真菌，C. chrysosperma 拥有较少的 AA 家

族，但其他家族的数量差别不显著。 

碳水化合物活性酶中的 CE、PL、GH 家族，

通常被称为植物细胞壁降解酶 (plant cell wall 

degrading enzyme，PCWDEs)，其在病原菌成功

穿透和侵染宿主的过程中起着非常重要的作用。

此外，许多病原菌还可分泌角质酶以降解植物组

织表面的角质层，来成功侵入寄主植物。但从严

格意义上来讲，角质酶不属于植物细胞壁降解酶。

根据其降解底物的不同，PCWDEs 可进一步细分

为纤维素酶、半纤维素酶、木质素酶和果胶酶。

其中，纤维素酶主要被归类于 GH (6，7，12，45)、

AA9、CBM1 家族，半纤维素酶主要被归类于 CE 

(1，2，3，5，12，15，16)和 GH (10，11，26，

27，31，35，36，43，53，54，93)家族，木质素 

 

表 5.  碳水化合物活性酶的比较 

Table 5.  Comparison of CAZymes  

Species GHs GT CBMs CEs AAs PLs Total

C. piceae 267 92 24 84 100 16 583 

C. chrysosperma 268 96 23 86 89 15 577 

V. mali 267 92 27 89 111 13 599 

V. pyri 268 92 25 90 101 14 590 

酶主要被归类于 AA (1，2，3，4，5，6，7，8)

家族，果胶酶主要被归类于 GH (28，78，95，105)、

PL (1，3，10)和 CE8 家族[17,45,59]。对植物细胞壁

降解酶的数量进行比较分析，结果显示，四种腐

烂病菌中，与纤维素降解相关的酶的数量最少。

除 C. chrysosperma 外，与木质素降解相关的酶的

数量均略多于纤维素酶、半纤维素酶和果胶酶 

(图 3)。进一步对植物细胞壁降解酶进行了聚类分

析，结果显示，C. piceae 与 V. pyri 的聚类关系最

近，说明它们含有相似的植物细胞壁降解酶(图 4)。

在 4 种腐烂病菌中，与木质素降解相关的 AA3 和

AA7 家族显著扩张，分别有 24–38 和 27–32 个编

码基因，它们也是植物细胞壁降解酶类家族中数

量最多的基因家族。但降解木质素的关键酶

—AA5 家族的铜基氧化酶在 4 种腐烂病菌的基因

组中均缺失，可能与腐烂病菌只能侵入树皮和韧皮

部，不能降解木质部有关，该结果与前人研究的结

果一致[17]。此外，C. piceae 中含有 6 个角质酶(CE5

家族)，与其他 3 种腐烂病菌 C. chrysosperma、    

V. mali 以及 V. pyri (均为 7 个)的数量类似。GH28

家族的聚半乳糖醛酸酶在病原菌降解果胶的过程

中，起到至关重要的作用[59]，本研究结果显示，

C. chrysosperma 编码 17 个 GH28 家族基因，其 

 

 
 
图 3.  腐烂病菌的植物细胞壁降解酶的比较 

Figure 3.  Comparison of plant cell wall degrading 
enzymes among Cytospora spp.. 
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图 4.  植物细胞壁降解酶聚类分析 

Figure 4.  Cluster analysis of plant cell wall degrading enzymes. 
 

他 3 种真菌分别编码 15 个，该结果可能与腐烂

病菌具有较强的果胶降解能力相关。 

此外，对预测的不同效应蛋白进行比较分

析，结果显示，C. piceae 中，2 个 GH3 家族和     

1 个 GH109 家族的蛋白属于预测的效应蛋白，  

C. chrysosperma 的 1 个 CE12 和 1 个 GH45 家族

的蛋白被预测为效应蛋白，V. mali 的 1 个 AA3

和 PL3 家族蛋白，以及 V. pyri 的 1 个 GH16 和

PL3 家族蛋白也被预测为假定的效应蛋白(表 6)。

这些预测的不同效应蛋白和编码的碳水化合物

活性酶在数量和种类上的差异，表明不同腐烂病

菌在寄主选择或者不同组织部位的降解是有偏

好性的，也是下一步对不同腐烂病菌与寄主互作

研究中的重点。 
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表 6.  预测为效应蛋白的碳水化合物活性酶基因 

Table 6.  CAZymes predicted as effector proteins 

Species Protein Family 

 evm.model.contig20.84 GH3 

C. piceae evm.model.contig5.214 GH109 

 evm.model.contig7.516 GH3 

C. chrysosperma 
jgi|Cytch1|506968|estExt_fgenesh1_pg.C_310006 CE12 

jgi|Cytch1|493736|fgenesh1_pm.43_#_2 GH45 

V. mali 
KUI65982.1 Versicolorin B synthase [Valsa mali] AA3 

KUI72195.1 Pectate lyase H [Valsa mali] PL3 

V. pyri 
KUI54522.1 putative glycosidase crf1 [Valsa mali var. pyri] GH16 

KUI56461.1 Pectate lyase H [Valsa mali var. pyri] PL3 

 
2.2.4  膜转运蛋白(membrane transporter)：膜

转运蛋白在病原菌和寄主的互作过程中发挥着

重要的作用，可划分为分泌内生性的致病因子(如

寄主专化性和非寄主专化性毒素)和外源性的植

物防御化合物等两大类。主要包含两个家族：

ABC (ATP-binding cassette family)转运蛋白家族

和 MFS (major facilitator superfamily)家族，这两个

家族的转运蛋白在植物病原真菌的致病过程中

起关键作用。比较分析结果显示，C. piceae 基因

组中共含有 829 个转运蛋白，与 C. chrysosperma 

(792)、V. mali (821)和 V. pyri (827)的数量相似。  

四种腐烂病菌都含有较多数量的 MFS 转运蛋白，

但相对更少数量的ABC转运蛋白。近一半的ABC

家族(C. piceae 23 个，C. chrysosperma 18 个，    

V. mali 25 个，V. pyri 22 个)以及三分之一的 MFS

家族(C. piceae 31 个，C. chrysosperma 25 个，    

V. mali 24 个，V. pyri 24 个)的转运蛋白为 PHI 

(pathogen-host interaction database)基因编码蛋白

(表 7)，这一结果同样证实，膜转运蛋白在病原菌

与寄主植物互作的过程中发挥着重要作用。此

外，ABC 和 MFS 超家族中的多药转运体，不仅 

能分泌内源性致病因子如毒素等，同时可保护病

菌免受外源的植物保卫素的伤害，因此，这些多

药转运体对于病原菌的致病性具有重要的作  

用[60–61]。与其他 3 种腐烂病菌相比，C. piceae 含

有更多的 DHA2 (Drug：H+ Antiporter-2)，PDR 

(pleiotropic drug resistance)和 MDR (multidrug 

resistance exporter)类多药转运体，V. mali 则含有

更少的 DHA1 (Drug：H+ Antiporter-1)类多药转运

体(图 5)。因此，我们推测，不同的腐烂病菌可能

适应性地利用不同的抗药相关转运蛋白来抵抗

不同寄主植物产生的抗菌物质。 

 
表 7.  Cytospora spp. ABC家族以及 MFS家族转运蛋

白的数量 

Table 7.  The number of ABC family and MFS 
family transporters among Cytospora spp. 

Species ABC MFS Other Total 

C. piceae 47 (23) 88 (31) 694 829 

C. chrysosperma 36 (18) 78 (25) 683 797 

V. mali 47 (25) 77 (24) 697 821 

V. pyri 44 (22) 82 (24) 701 827 

The numbers in brackets represent the number of proteins 
homology to the PHI database. 
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图 5.  Cytospora spp.膜转运蛋白的比较(家族名称按照 TCDB 数据库的分类标准命名) 

Figure 5.  Comparison of membrane transporters among Cytospora spp. transporter families are represented by 
their family names according to the Transporter Collection Database. 
 

2.2.5  分泌蛋白组的功能：在与寄主互作过程

中，病菌通常分泌大量的致病相关蛋白，其在侵

入寄主、定殖和扩展过程中发挥重要作用。在   

4 个腐烂病菌的基因组中，分别预测到了数量相

似的分泌蛋白(C. chrysosperma 835 个，C. piceae 

713 个，V. mali 783 个，V. pyri 755 个)，分别占

蛋白组总数的 7.7%、6.6%、8.0%和 7.0%。 

功能富集分析显示，每种腐烂病菌的分泌蛋

白中，有多于 36%以上可被 GO 数据库的分子功能

注释(图 6)，其中，水解酶活性(hydrolase activity，

GO:0016787)是 4 种腐烂病菌分泌蛋白中主要的

分子功能(约占总分泌蛋白的 4.7%)。V. mali 含有

最多数量的水解酶活性基因(约 43 个)，而其他   

3 种腐烂病菌含有数量相似的水解酶活性基因 

(C. piceae 34 个、C. chrysosperma 33 个、V. pyri  

34 个)。催化活性(catalytic activity，GO：0003824)

在 4 种腐烂病菌中都存在，占总分泌蛋白的 3.0%。

而注释到该功能活性中的蛋白数量差异显著，其

中，V. mali 和 V. pyri 的蛋白数量较多(分别为    

25 和 26 个)，而 C. chrysosperma 的蛋白数量相对

更少。注释到氧化还原酶活性 (oxidoreductase 

activity，GO：0016491)的分泌蛋白数量约为催化

活性的一半(占分泌蛋白总数的 1.6%)。其中，   

C. chrysosperma 具有该活性的蛋白最少(9 个)。

此外，分泌蛋白在 GO 分类的生物过程，则主要

注释到碳水化合物代谢过程(GO：0005975)、代谢

过程(GO：0008152)、蛋白质水解(GO：0006508)、

菌丝体发育(GO：0043581)、果胶分解过程(GO：

0045490)和氧化还原过程(GO：0055114)，而注释

到GO的细胞组分类别的主要是细胞外区域(GO：

0005576)和内质网(GO：0005783) (图 7)。 

因此，4 种腐烂病菌虽在 GO 的各类别的基

因数量上未显示出显著差异，但其在碳水化合物

代谢过程、果胶分解过程等功能中显著富集，这

与腐烂病菌侵染过程中主要降解植物细胞壁中

的果胶的现象相一致。 
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图 6.  Cytospora spp.分泌蛋白编码基因的 GO 分子功能注释 

Figure 6.  Number of genes encoding secreted proteins in Cytospora species grouped by GO annotation for the 
molecular function domain. The average of all species (average gene>2) is shown. The error bars indicate the 
deviation in number of genes between the species. 
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图 7.  Cytospora spp.分泌蛋白编码基因的 GO 生物学过程(A)和细胞组分(B)注释的基因数 

Figure 7.  Number of genes encoding secreted proteins in Cytospora species grouped by GO annotation for the 
biological process (A) and cellular component (B) domains. The average of all species (average gene>1) is 
shown, error bars indicate the deviation in number of genes between the species. 
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2.2.6  次生代谢相关基因分析：次生代谢产物

(secondary metabolites，SM)对真菌在特定寄主和

部位的定殖具有重要意义。死体营养型病原菌可

产生各类次生代谢类毒素物质，包括聚酮化合物

(polyketides)、多肽类(peptides)、萜烯类(terpenes)

和吲哚类生物碱(indole alkaloids)等来杀死寄主

细胞[62–65]，这些次生代谢产物主要通过 4 种关键

酶合成，分别是：聚酮合成酶(polyketide synthases，

PKS)、非核糖体肽合成酶(nonribosomal peptide 

synthases，NRPS)、萜烯合成酶(terpene synthases，

TS) 和 焦 磷 酸 二 甲 基 转 移 酶 (dimethylallyl 

transferases，DMAT)[66–67]。 

在 C. chrysosperma、C. piceae、V. mali 和 V. pyri

四种腐烂病菌的基因组中分别鉴定到了 59、58、

68 和 71 个次生代谢合成相关核心基因。从表 8

中可看出，PKS 基因是腐烂病菌次生代谢相关基

因中数量最多的一类，此外，V. mali 和 V. pyri 含

有较多数量的 PKS (约 30 个)基因，而 4 种腐烂

病菌的 NRPS (约 20 个)基因的数量差异不显著，

但 V. mali 的 TS 基因显著少于其他 3 种腐烂病菌。 

基于与 C. piceae 中的次生代谢核心基因的

同源性，寻找 4 种腐烂病菌中共有的和特异的基

因(图 8)。结果显示：腐烂病菌共有的次生代谢核

心基因为 32 个，包括 14 个 T1PKS、1 个 T3PKS、

6 个 NRPS、5 个 NRPS-like、5 个 terpenes 和 

 

表 8.  次生代谢合成核心基因 

Table 8.  The core genes involved in the biosynthesis 
of secondary metabolites 

Species PKS NRPS TS Indole Other Total

C. piceae 24 21 11 2 1 59 

C. chrysosperma 25 22 10 0 1 58 

V. mali 30 20 6 2 10 68 

V. pyri 31 15 11 3 11 71 

1 个 other，其中 C. piceae 的 NRPS-like 基因

(evm.model.contig2.1308)为 V. mali 中已研究的

NRPS 基因 VmNRPS12 (VM1G_04745)的同源基

因，VmNRPS12 基因在苹果树腐烂病菌侵染初期

表达量显著提高，敲除该基因则使菌株的致病力

明显下降[14]，同时，在 C. chrysosperma 和 V. pyri

中也存在该基因的同源基因。因此，可推测该基

因与腐烂病菌致病性显著相关。 

此外，在腐烂病菌的次生代谢核心基因中，

NRPS 基因和 TS 基因更具多样性，只有约 52.4%

的 NRPS 基因和 45.5%的 TS 基因为 4 种腐烂病

菌所共有。而 PKS 基因的保守性更强，超过一半

(62.5%)的 PKS 基因在 4 种腐烂病菌中均存在。

同时，一些核心基因仅存在于 C. piceae 中，包括

1 个 PKS 基因(T1PKS：evm.TU.contig11.850)和   

3 个 NRPS 基因(NRPS：evm.TU.contig11.62 和

NRPS-like：evm.TU.contig9.6、evm.TU.contig9.6)，

它们是 C. piceae 的特异性次生代谢基因。据此，

我们推测，次生代谢核心基因与不同腐烂病菌的

寄主选择密切相关，而 NRPS 类毒素，作为一类

重要的致病因子，可能在腐烂病菌的寄主选择中

发挥了重要的作用。 

3  讨论 

本研究利用 PacBio 第三代测序技术对云杉腐

烂病菌C. piceae进行了全基因组测序、组装和注释，

结合其他 3 种已公开的腐烂病菌(C. chrysosperma，

V. mali，V. pyri)的全基因组数据，通过比较基因

组学分析，探究其不同的全基因组特征。结果表

明，C. piceae 的基因组大小大于子囊菌门真菌  

的平均基因组大小(36.91 Mb)[68]，但小于 V. mali 

(44.73 Mb)，略大于 V. pyri (35.73 Mb)基因组大 



3142 Wenxiu Zhou et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(10) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 8.  C. piceae 次生代谢物生物合成关键基因在其他 3 个 Cytospora 物种中的存在/缺失 

Figure 8.  Visualization of the presence/absence of the secondary metabolite biosynthetic key genes of C. piceae 
in three other Cytospora specie. The inner tracks with coloured blocks represent the presence of the secondary 
metabolite biosynthetic key genes for each species. 
 

小 [17,68]。其基因组的平均基因长度与 V. mali 

(1592.0 bp)以及 V. pyri (1620.0 bp)相似，平均内含

子长度 (132.92 bp)略长于 V. mali (103.0 bp)和     

V. pyri (102.0 bp)。该腐烂病菌的重复序列比例远

大于 V. pyri 的重复序列比例(2.93%)，但小于 V. mali 

(14.05%)。因此，更低的重复序列比例可能导致

了 C. piceae 的基因组小于 V. mali。前期研究结果

表明 V. mali 的重复序列包含大量的逆转录转座
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子 LTR 家族，以及很少的 DNA 转座子[17]。本研

究结果发现 C. piceae 基因组的重复序列具有与

其相似的特征。 

重复诱导的点突变(RIP)是真菌针对重复序

列的一种基因组防御机制[69]，RIP 调控产生双速

(two-speed)基因组，很可能在病原菌与寄主互作

过程中起重要作用。研究表明，在 AT-rich 区域

内富含的毒性基因和效应蛋白，可发生快速丢失

或重组，避免被寄主防御体系识别，从而不断产

生新的抗性基因，适应寄主环境变化。其中，具

有寄主跳跃现象的病原菌的 AT-rich 区域的形成，

是其适应寄主环境的适应性变化[70]。本研究中，

4 种腐烂病菌均具有 RIP 活性，其中 C. piceae 的

RIP 活性最强，但 AT-rich 区的比例与其寄主范围

的关系，尚需进行下一步深入分析。 

通过对不同腐烂病菌的碳水化合物活性酶

的数量和功能的比较分析，发现 C. piceae 与其他

3 种腐烂病菌相似，编码的果胶降解酶的数量均

少于木质素降解酶。前期研究表明，V. mali 侵染

苹果后，寄主细胞壁的果胶被大量降解，且大量

的果胶酶基因在侵染过程中显著上调表达 [71]，

因此，其对果胶的强降解能力，可能归因于其编

码基因的高表达以及相关酶的高活性。此外，聚

半乳糖醛酸酶 GH28 家族和果胶酯酶 CE8 对果

胶酶降解起着关键作用，并且在 V. mali 和 V. pyri

的基因组中扩张 [17]。本研究中，C. piceae 和     

C. chrysosperma 基因组中同样含有与 V. mali 和  

V. pyri 相近数量的 GH28 家族基因(15 个和 17 个)

和CE8家族基因(6个和 5个)，这可能说明C. piceae

和 C. chrysosperma 也具有较强的果胶降解能力。

此外，研究表明多数子囊菌中都含有多拷贝的

AA5 基因，而本研究中，4 种腐烂病菌中的木质

素降解关键酶 AA5 家族的缺失，可能与其不能有

效降解木质部相关。四种腐烂病菌的角质酶数量

(约为 7 个)相近，但显著少于半活体型病原菌如

Magnaporthe oryzae (19个)和Fusarium graminearum 

(13 个)[17]，这可能与腐烂病菌只能通过伤口侵入

寄主植物相关。 

转运蛋白在病原菌抵抗寄主防御体系中起

着重要作用[72]。四种腐烂病菌都含有较多 MFS

类转运蛋白和较少的 ABC 类转运蛋白，但是，    

C. piceae 含有更多的 DHA2、PDR 和 MDR 类多

药转运体，V. mali 则含有更少的 DHA1 类多药转

运体。不同腐烂病菌基因组中多药转运体的选择

性扩增表明，其可能适应性地利用抗药相关转运

蛋白对抗不同的寄主植物产生的抗真菌化合物。 

对分泌蛋白的鉴定及 GO 功能注释分析显

示，C. piceae 与其他 3 种腐烂病菌的分泌蛋白具

有相似的蛋白家族及基本特征，其在碳水化合物

代谢过程、果胶分解等功能中显著富集。因此我

们推测，与 V. mali 和 V. pyri 相似，果胶降解对

C. piceae 在寄主植物上的定殖起关键作用。此外，

V. mali 含有最多数量的水解酶活性基因，V. pyri

含有较多数量的催化活性基因，而 C. piceae 含有

最少数量的氧化还原酶基因，这些差异可能反映

了其对不同寄主植物的适应性，后续将对这些差

异分泌蛋白的功能进行进一步验证。 

Yin 等(2015)对 V. mali 和 V. pyri 次生代谢基

因簇的共线性分析发现，其共有的 47 个次生代

谢基因簇中，有 19 个发生显著变异，并推测这

些变异导致了病菌对寄主的偏好性。其中，NRPS

类毒素作为一类重要的致病因子，很可能决定了

腐烂病菌的寄主偏好性。与其他 3 种腐烂病菌相

比，C. piceae 次生代谢核心基因簇中的 NRPS 基
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因比 PKS 基因具有更多变异，而在其特异性的  

4 个次生代谢基因中，3 个均为 NRPS 基因。因

此，次生代谢核心基因在不同物种间的特异性存

在和缺失，表明腐烂病菌可能产生不同的毒性次

生代谢物以帮助它们在不同的寄主植物上定殖，

据此推测次生代谢核心基因与腐烂病菌的寄主

选择性密切相关，而 NRPS 类毒素很可能在腐烂

病菌寄主选择中发挥了重要的作用。 

综上所述，4 种不同腐烂病菌的比较基因组

学分析表明，一些次生代谢基因和分泌效应蛋白

可能对腐烂病菌的寄主选择起关键作用，但仅通

过比较基因组学分析，尚不能完全揭示病原菌对

寄主选择的分子机制。未来，结合转录组学分析

和分子标记技术，将有助于全面筛选病原菌适应特

定寄主的关键基因，并验证其功能。例如，利用新

的技术如 Diversity array technology sequencing 

(DArTseq)，结合高通量测序和遗传图谱分析，探

究与寄主选择相关基因的表达谱[19]，从而明确病

原菌特定寄主选择的表型特征和分子机制，也为

进一步揭示腐烂病菌与寄主互作机制，有效防治

腐烂病奠定基础。 
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Abstract: [Objective] Cytospora canker diseases are among the most important forest diseases, causing devastating 
economic losses and ecological damage. To understand the genome structure and genetic variation of Cytospora 
species with different host range, we performed a high-quality genome sequencing of Cytospora piceae and the 
corresponding comparative genomic analysis. Our study will provide a stepping stone to indicating the molecular 
mechanism of the interaction between Cytospora spp. and their hosts, and controlling the Cytospora canker disease. 
[Methods] The draft genome of Cytospora piceae was sequenced by PacBio sequencing technology, and was 
annotated. The genomic variation, host range determinants and the unique virulence-related gene families of the four 
Cytospora species were analyzed through comparative genomics tools. [Results] The assembled genome size of    
C. piceae was 39.25 Mb, with a GC content of 51.79%. The phylogenetic tree based on single-copy orthologue genes 
showed that C. piceae was closely related to Cytospora chrysosperma, and Valsa mali and Valsa pyri was in the same 
clade. GC content distribution analysis indicated repeat-induced point mutation activity in all Cytospora species, and 
C. piceae had the strongest repeat-induced point mutation activity. The carbohydrate active enzymes of all four 
Cytospora spp. was similar in number. Among plant cell wall degrading enzymes, the auxiliary activity family 3 and  
7 related to lignin degradation expanded significantly, while the auxiliary activity family 5, the key enzymes for lignin 
degradation, was absent in Cytospora spp.. The number of genes in the glycoside hydrolase family 28 and 8 of key 
enzymes for pectin degradation in the C. piceae and C. chrysosperma genome was similar to that of V. mali and     
V. pyri. C. piceae and other three Cytospora species all had more major facilitator superfamily transporters and fewer 
ATP-binding cassette family transporters. In addition, C. piceae contained more Drug: H+ Antiporter-2, Pleiotropic 
Drug Resistance and Multidrug Resistance Exporter transporters, while V. mali contained less Drug: H+ Antiporter-1 
transporters. Gene Ontology functional classification indicated that the genes of all Cytospora species concentrated on 
hydrolase activity, V. mali has the highest number of the genes of this class, and the biological processes were mainly 
related to carbohydrate metabolism, pectin catabolic and oxidation reduction processes. Among the secondary 
metabolism core genes, C. piceae had fewer polyketide synthases genes than V. mali and V. pyri. Among the four    
C. piceae specific secondary metabolites genes, three were nonribosomal peptide synthases genes. [Conclusion] The 
carbohydrate active enzymes of four Cytospora species were similar in number, which showed strong pectin 
degradation ability. A complex pattern of presence or absence of nonribosomal peptide synthases genes in the 
secondary metabolites core genes, and the expanded multidrug transporters of four Cytospora species were observed, 
which indicated that they are likely to play an important role in host selection of Cytospora species. 
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