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核盘菌侵染对拟南芥表皮蜡质结构及化学组成的影响

倪摇 郁*,宋摇 超,王小清
(西南大学农学与生物科技学院,重庆摇 400716)

摘要:以野生型拟南芥与蜡质突变体 cer1、cer4 为试验材料,通过研究核盘菌胁迫对拟南芥茎表皮蜡质结构及组分含量的影响,
揭示核盘菌侵染与表皮蜡质的关系。 扫描电镜结果显示,野生型拟南芥蜡质晶体以垂直于表面的杆状、块状结构为主;突变体

cer1 晶体类型以水平的松针状、块状结构为主;突变体 cer4 蜡质晶体以垂直片层结构为主。 核盘菌胁迫下,拟南芥蜡质晶体结

构及分布形态发生变化。 蜡质层结构在核盘菌胁迫下表现为:杆状、松针状蜡质晶体减少—蜡质晶体熔融—表皮“囊状凸

起冶—表皮膜层破裂。 这些结构变化有利于病菌突破角质层屏障而侵入到植株体内。 色质谱分析结果显示:与野生型相比,
cer1 突变体烷、次级醇、酮类显著减少;cer4 突变体表现为一级醇含量减少。 接种核盘菌后,野生型拟南芥与蜡质突变体一级醇

类显著增加(cer1 增加不显著);烷类、次级醇类、酮类含量与蜡质总量均显著减少,表明蜡质前体物质在受到核盘菌胁迫后更多

地通过酰基还原途径生成一级醇,从而减少了由脱羰基途径所生成的蜡质组分。 核盘菌通过改变表皮蜡质晶体结构与化学组

分分泌量来促进侵染。
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Effects of Sclerotinia sclerotiorum on the morphology and chemical constituents of
epicuticular wax in Arabidopsis thaliana stems
NI Yu*, SONG Chao, WANG Xiaoqing
College of Agronomy and Biotechnology, Southwest University, Chongqing 400716, China

Abstract: Epicuticular waxes form the outermost layer over the membrane and are visible on Arabidopsis inflorescence stem
surfaces as a bluish鄄white colored coating. In the current study, the effects of Sclerotinia sclerotiorum on epicuticular wax
morphology and constituents in Arabidopsis thaliana stems were analyzed, aiming to elucidate the relationship between
fungal invasion and plant epicuticular wax. Wax mutants cer1 ( the contents of alkanes, secondary alcohols, and ketones
reduced significantly), cer4 (the contents of primary alcohols reduced significantly), and one wild type of A. thaliana were
selected as experimental materials. Scanning electron microscope technology was used to investigate the changes of
crystalloid structure. Gas chromatography and mass spectrometry technology was used to measure the amounts of total wax
and wax constituents. The results showed that wax morphology of A. thaliana wild type was composed primarily of vertical
rods and plates, that of wax mutant cer1 was composed primarily of horizontal needles and plates and the density and size of
crystalloids reduced. Wax mutant cer4 had a very high density of vertically oriented ( relative to the horizontal cuticle
surface) plate鄄like waxes. The infection of S. sclerotiorum altered the crystalloid morphology of epicuticular wax in stems.
The changing pattern of wax crystalloid morphology under S. sclerotiorum infection might be as follows, decrease of “ rod
crystalloids 鄄 fusion of wax crystalloids into epidermis 鄄 surface protuberances 鄄 epidermis cracks. These changes of wax
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crystalloid morphology enabled S. sclerotiorum break through the cuticle barrier and infect plant. Infection also altered the
secretion amounts of wax constituents. After inoculation with S. sclerotiorum, the content of primary alcohols in wild type
and wax mutants increased significantly except cer1, while the content of alkanes, secondary alcohols, ketones and total wax
decreased significantly. This suggested that more wax precursors converted to primary alcohol from acyl reduction pathway
under S. sclerotiorum stress, resulting a decrease of wax amounts from decarbonylation pathway. The S. sclerotiorum
promoted it忆s penetration to epidermis by altering the crystalloid morphology and constituents of plant epicuticular wax.

Key Words: Arabidopsis thaliana; epicuticular wax; Sclerotinia sclerotiorum; crystalloid morphology; wax mutants

摇 摇 植物表皮蜡质是指覆盖在植物表皮细胞外的一

层由亲脂性化合物构成的疏水层,一般呈绿灰色、灰
白色霜状[1]。 作为植物与环境的第一接触面,具有

特殊微晶体形态以及复杂化学组分的表皮蜡质可有

效地协调植物与环境的关系。 前人研究表明,植物

蜡质具有很好的生态学功能[2鄄4],例如,阻止植物组

织的非气孔性水分散失、防止植物被有害光线损伤、
保护植物避免某些昆虫的蚕食等功能。 蜡质的物理

和化学属性是其生态学功能得以实现的基础。 在面

对病原菌等生物环境因子胁迫时,一些植物叶片及

水果表皮蜡质层的厚度和三维晶体结构可有效抵御

真菌病原物的入侵[5鄄6]。 植物表皮蜡质的含量及化

学组成与植株抗病性的强弱密切相关[7鄄11],表皮蜡

质也因此被认为是抵御病原物的第一道屏障[12]。
叶表面特性影响叶片润湿性、孢子萌发管方向及病

菌从气孔侵入[13]。 大麦(Hordeum vulgare)叶表皮蜡

质诱导了布氏白粉菌(Blumeria graminis)附着胞的

分化,而非寄主植物叶蜡的诱导效果则很小;大麦叶

蜡组分 C26醛是诱导布氏白粉菌(Blumeria graminis)

附着胞分化的主要因子[14]。 智利大麦 (Hordeum
chilense)、东部白松(Pinus strobus)等叶片气孔被角

质层蜡质覆盖后,阻止了病原菌从气孔侵入[13,15]。
玫瑰抗黑斑病的强弱与叶表皮蜡质中的烷和脂类物

质有关[9];拟南芥蜡质突变体 sma4 / lacs2 由于角质

层膜透性的改变使得植株体内抗真菌物质可以更快

地释放到植物表面而表现出对灰霉菌 ( Botrytis
cinerea)的抗性增强[16]。 这些研究通过对植物蜡质

特性的分析不同程度地解释了表皮蜡质影响真菌侵

染的作用机制,但真菌病原物侵染对植物表皮蜡质

物理结构及化学组成的影响还不清楚。 近年来,随
着植物化学、分子遗传学等相关学科的发展和渗透,
植物蜡质的研究也得到进一步深入,其生态学功能

也得到重新评估。 拟南芥作为研究遗传学和分子生

物学的一种模式植物,具有典型的角质层结构及组

分。 其角质层结构主要由 3 层组成:最外层的蜡质

层(EW)、真角质层(CP)和角化层(CL) [3]。 蜡质主

要由可溶性的超长链脂肪酸、烷烃、一级醇、二级醇、
脂肪醛、酮类、酯类等组成,并具有特定的晶体形态。
因此拟南芥也常被用作角质层蜡质研究的模式

材料。
核盘菌(Sclerotinia sclerotiorum)是世界上破坏性

最强的植物病原物之一,引起的菌核病是导致许多

作物减产的主要病害。 实验室前期研究工作发现 S.
sclerotiorum 侵染甘蓝型油菜(Brassica napus L.)后,
抗性品种表皮蜡质中的烷类、醛类显著增加[17]。 为

了揭示病原物侵染对植物表皮蜡质的影响机制以及

如何突破表皮蜡质这一屏障,本试验以拟南芥野生

型以及蜡质缺失突变体 cer1、cer4 为试验材料,从蜡

质的晶体形态以及化学组分的变化来分析植物蜡质

在 S. sclerotiorum 胁迫下的表现,以期进一步阐明植

物表皮蜡质与病原物的互作机制,为生产实践中通

过改变植物表面特征而改良植物抗病性提供理论

依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 试验材料

哥伦比亚野生型(Col鄄 0) 拟南芥种子为西南大

学植物生理生化研究室保存,表皮蜡质突变体 cer1
(蜡质中烷、次级醇、酮含量减少)、cer4(蜡质中一级

醇含量减少)种子均购于拟南芥资源中心(ABRC,
USA)。 将蛭石、珍珠岩和有机土按 1颐1颐1 的比例混

匀后装入花盆(直径 7 cm伊高度 8 cm),将低温春化

后的种子播在花盆中,每盆 4 株,然后用塑料薄膜覆

盖 5 d 以利于出苗。 试验材料放置在人工气候培养
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箱中培养,光照强度为 125 mmol m-2 s-1,温度为 21
益 / 23 益(黑夜 /白天),光照每天 16 h,空气湿度为

75%。 待 植 株 生 长 至 5—6 周 时 进 行 核 盘 菌

(Sclerotinia sclerotiorum)接种,以不接种为对照。
1.2摇 核盘菌培养及接种方法

核盘菌菌核分离自油菜病株,经表面消毒后在

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)上培养。 病菌培养

参考臧宪朋等[18] 方法,先活化核盘菌菌,即从核盘

菌平板菌落外缘用灭菌的打孔器切取直径为 6 mm
的菌丝块,移至新 PDA 培养基平板中央,在 25 益培

养箱内活化培养 2 d,然后以同样方法再次转接到新

的 PDA 平板上培养,3 d 后从菌落边缘新生的菌丝

中用灭菌的打孔器取直径为 6 mm 的菌丝块,按 10
块 / 100 mL 加入到 PDA 液体培养基中,在 25 益、
150—200 r / min 下振荡培养 4—6 d,待培养基中充

满细小菌丝时,用组织匀浆机粉碎,制成菌丝悬浮液

并将浓度调至 OD600值为 1.0,进行喷雾接种。 接种

后调节空气湿度大于 90%培养拟南芥植株,接种 72
h 后取样进行蜡质结构及组分分析。 以喷施不含核

盘菌的 PDA 液体培养基为对照。
1.3摇 表皮蜡质结构的扫描电镜观察

在预试验及相关文献报道[1] 中,拟南芥叶片在

电镜观察下无明显蜡质晶体结构,且蜡质含量远远

低于茎秆,因此本试验所用材料除特殊说明外均为

拟南芥茎秆。 分别取对照与接种处理的拟南芥植

株,将其干燥后剪取中部 1 cm 长茎段,贴于电镜载

物台上,进行离子溅射镀金后在扫描电镜(S3000鄄N,
Hitachi)下观察、拍照。 每处理 3 个重复。
1.4摇 表皮蜡质的提取

分别从对照与接种处理材料莲座叶根部剪下拟

南芥茎杆,去茎生叶及种荚。 将整株茎秆放入含有

10 mL 氯仿的试管中浸提 30 s,以提取表面蜡质,氯
仿中加入 C16烷作为内部标准。 氮吹仪吹干浸提液,
在 100 益下用 80 滋L BSTFA 衍生 20 min,再经氮气

吹干后,溶于 200 滋L 正己烷中,进行色谱鄄质谱分析。
每 3 株茎秆为一个重复用于提取表面蜡质,每处理 3
个重复。
1.5摇 表皮蜡质组分及含量的 GC鄄MS 分析

拟南芥表皮蜡质组成及含量利用气相色谱鄄质
谱联用仪(GCMS鄄QP2010 plus)进行分析测定。 程序

升温方式:初温 80 益,保持 2 min;每分钟 15 益升温

至 260 益,保持 10 min。 然后每分钟 10 益 升温至

320 益,保持 5 min。 基于 FID 峰值量化蜡质,根据内

部标准物(C16烷)的浓度计算各蜡质组分含量。 蜡

质含量用单位面积上的微克数(滋g / cm2)进行表示。
茎杆面积测定采用数字化扫描仪(EPSON V750)和
WinFOLIA 专 业 叶 片 图 像 分 析 系 统 ( Regent
Instrument Inc, Canada)进行分析并记录。
1.6摇 数据分析

采用 SPSS13.0 软件分析接种核盘菌对拟南芥

茎表皮蜡质组分含量的影响。 显著水平为 P<0.05
(LSD 检验)。

2摇 结果与分析

2.1摇 拟南芥对核盘菌的感病性

将核盘菌喷雾接种 24 h 后,拟南芥野生型及各

突变体材料叶片、茎秆不同程度地变褐,其中 cer4 突

变体发病较轻。 喷雾接种 72 h 后,所试材料均整株

发病而呈现枯黄。
2.2摇 核盘菌胁迫下拟南芥蜡质晶体结构的变化

拟南芥茎秆表面分布有不同类型的蜡质晶体。
扫描电镜显示,野生型(WT)拟南芥蜡质晶体分布密

度高,晶体类型以垂直于表面的杆状、块状结构为主

(图 1a,b)。 接种核盘菌后,野生型拟南芥杆状蜡质

晶体显著减少,蜡质晶体呈现出似融入表皮的趋势,
晶体边界模糊,表皮凹凸不平,呈“囊状凸起冶;部分

区域表皮呈“撕裂冶 状(图 1c—f)。 表皮蜡质突变体

cer1 与野生型相比,蜡质晶体分布密度显著减少,体
积变小,晶体类型以水平的松针状、块状结构为主

(图 2a,b)。 接种处理后,突变体 cer1 茎秆表面可观

察到纵横交错的菌丝(图 2c),松针状结构显著减少

或消失,其余蜡质晶体边缘变得模糊,晶体结构呈现

出与野生型接种处理后相似的变化,部分区域表皮

呈“囊状凸起冶或“撕裂冶 状(图 2d—f)。 突变体 cer4
蜡质晶体表现出与野生型完全不同的结构,晶体类

型以垂直片层结构为主(图 3a,b)。 接种处理后,突
变体 cer4 晶体分布密度减少,部分区域垂直片层结

构消失,表皮凹凸不平,呈“囊状凸起冶(图 3c—e)。
2.3摇 核盘菌胁迫下拟南芥表皮蜡质组分的变化

本试验中,拟南芥被检测到的表皮蜡质组分主

要有一级醇类、醛类、酸类、烷类、次级醇类及酮类,
其 中烷类在蜡质总量中所占的比重最高( 34%—
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图 1摇 核盘菌胁迫下野生型(WT)拟南芥茎表皮蜡质晶体结构的变化

Fig.1摇 Effects of Sclerotinia sclerotiorum on crystalloid structures of epicuticular wax in stems of Arabidopsis thaliana wild type
a、c 标尺= 50滋m,b、d、e、f 标尺= 10滋m;其中 d、e、f 是接种处理中出现的不同蜡质形态

图 2摇 核盘菌胁迫下拟南芥 cer1 突变体茎表皮蜡质晶体结构的变化

Fig.2摇 Effects of Sclerotinia sclerotiorum on crystalloid structures of epicuticular wax in stems of Arabidopsis thaliana mutants cer1
a、c 标尺= 50滋m,b、d、e、f 标尺= 10滋m;其中 d、e、f 是接种处理中出现的不同蜡质形态

58%)。 与野生型相比,cer1 突变体表皮蜡质中醛、
烷、次级醇和酮含量以及蜡质总量均显著减少;cer4
突变体表皮蜡质中一级醇水平显著下降。 接种核盘

菌后,野生型拟南芥与蜡质突变体 cer1、cer4 一级醇

含量分别增加了 152%、54%和 883%,其中野生型与

突变体 cer4 一级醇类增加显著。 各材料蜡质组分中

烷类、次级醇类、酮类含量与蜡质总量在接种核盘菌

后均显著减少,烷类分别减少了 35% (WT)、48%
(cer1)、33%(cer4)。 接种核盘菌后,酸类减少( cer1、
WT)或无显著变化( cer4);醛类含量变化在各材料

中不一致(图 4)。
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图 3摇 核盘菌胁迫下拟南芥 cer4 突变体茎表皮蜡质晶体结构的变化

Fig.3摇 Effects of Sclerotinia sclerotiorum on crystalloid structures of epicuticular wax in stems of Arabidopsis thaliana mutants cer4
a、c 标尺= 50滋m,b、d、e 标尺= 10滋m;其中 d、e 是接种处理中出现的不同蜡质形态

图 4摇 接种核盘菌对拟南芥表皮蜡质组分含量及蜡质总量的影响

Fig.4摇 Effects of Sclerotinia sclerotiorum on contents of wax constituents and total wax in stems of Arabidopsis wild type and mutants
数据柱上不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
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3摇 讨论

前人研究表明,蜡质具有特殊的微晶体形态以

及复杂的化学组分,这是其生态学功能得以实现的

基础,也为植物适应不同生境提供了保证[19]。 外界

非生物因素能够影响植物表皮蜡质。 柑桔在乙烯的

诱导下表皮蜡质含量增加,蜡质结构发生变化[20]。
紫花苜蓿叶表蜡质结构在低空气湿度和水分胁迫下

发生了不同程度的熔融变化[21]。 拟南芥茎秆表面

分布有不同类型的蜡质晶体,例如,野生型拟南芥垂

直于表面的杆状、块状晶体结构,突变体 cer1 的水平

松针状、块状结构,突变体 cer4 的垂直片状结构。 本

研究表明生物因素也会影响植物表皮蜡质的特性。
在核盘菌胁迫下,野生型拟南芥与蜡质突变体 cer1
分别表现出杆状、松针状蜡质晶体显著减少;野生型

与突变体 cer1、cer4 部分区域蜡质晶体均表现出熔入

表皮趋势,表皮凹凸不平而呈现出“囊状凸起冶现象,
其中野生型与突变体 cer1 表皮膜层在这些“囊状凸

起冶的某些区域呈“撕裂冶状。 综合拟南芥野生型与

突变体的这些蜡质结构变化,暗示了蜡质结构在病

菌胁迫下的变化模式可能为:杆状等晶体减少,蜡质

晶体熔融,表皮膜层“囊状凸起冶,最终表皮膜层破

裂。 核盘菌在附着胞形成后依靠巨大膨压机械地穿

透角质层及表皮细胞壁,而病菌一旦突破角质层及

表皮细胞后,很快以分枝生长,遍布表皮及叶肉细

胞[22]。 核盘菌胁迫下拟南芥表皮蜡质晶体的减少

以及表皮膜层的破裂将更有利于病菌侵入到植株

体内。
有研究报道,拟南芥抗病基因 PR1 的表达与叶

表皮蜡质层中部分蜡质组分密切相关[23]。 紫花苜

蓿(Medicago truncatula)抗锈菌突变体 irg1 与野生型

相比,其叶片下表皮蜡质晶体结构缺失,疏水性减

少,蜡质组分中 C30一级醇减少了 90%以上,而 C29、

C31烷则显著增加[24]。 白粉菌(Erysiphe. pisi)在豌豆

(Psium sativum)叶片近轴端的出芽率高于远轴端,
蜡质组分分析结果表明,其叶片近轴端蜡质组分一

级醇含量较高,而远轴端组分以烷类为主[25]。 本试

验中,野生型拟南芥中一级醇含量(0.582 滋g / cm2)
占自身蜡质总量的 2.057%,突变体 cer1 和 cer4 一级

醇含量(0.399,0.096 ug / cm2)分别占其自身蜡质总

量的 13.3%和 0.51%。 一级醇含量最低的 cer4 突变

体在核盘菌胁迫下除部分区域表皮“囊状冶凸起外,
晶体类型无显著变化,也无表皮破裂现象。 这部分

地解释了突变体 cer4 在接种早期相对较慢的发病进

程。 cer1 突变体以及野生型拟南芥较高的一级醇含

量可能与其受到核盘菌胁迫后表皮膜层的破裂有

关。 拟南芥各材料中烷类、次级醇类、酮类含量与蜡

质总量在接种核盘菌后均显著减少,这与扫描电镜

观察到的蜡质晶体在受到病菌胁迫后减少的趋势相

符合。 蜡质组分的变化说明核盘菌侵染对表皮蜡质

的影响不仅仅是对结构的物理作用,同时在蜡质代

谢层面也受到影响。 而野生型拟南芥与蜡质突变体

在接种后一级醇类含量的普遍增加是否与核盘菌侵

染有关、以及蜡质化学组分的变化与晶体结构的相

应关系还有待进一步研究。
在包括拟南芥在内的大多数植物中, 角质层蜡

质生物合成主要通过脱羰基途径与酰基还原途径进

行。 在拟南芥中, 醛、次级醇、烷、酮等约 80%的蜡

质组分通过脱羰基途径产生,而一级醇、酯类等约

20%的蜡质组分由酰基还原途径产生[26]。 本研究

中,拟南芥在受到病害胁迫后烷类、次级醇、酮类含

量的减少以及一级醇含量的普遍增加暗示了蜡质前

体物质在受到病害胁迫后更多地通过酰基还原途径

生成一级醇,从而减少了由脱羰基途径所生成的蜡

质组分。 由于烷类物质在拟南芥蜡质总量中所占的

比重最高(34%—58%),因此即使一级醇含量增加,
蜡质总量也因为烷类的减少而呈减少趋势。 研究结

果显示,生物逆境下拟南芥植株蜡质化学组分的变

化可能是由于不利环境因子的作用改变了蜡质合成

途径,从而影响了蜡质组分的分泌量。

4摇 结论

核盘菌侵染能改变植物表皮蜡质的晶体结构及

化学组分的分泌量,并以此来促进对表皮层的侵入。
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