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根边缘细胞缓解土荆芥淋溶途径化感作用对苦荞麦代
谢扰动的机制

龚意豫，谢媛怡，李玖一，马丹炜∗

四川师范大学生命科学学院，成都　 ６１０１０１

摘要：土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ）可通过淋溶途径的化感作用抑制周围植物的种子萌发和幼苗生长，而根边缘细胞（Ｒｏｏｔ
ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ， ＲＢＣｓ）对此具有缓解效应。 为探讨这一效应的分子机制，以苦荞麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ）为研究对象，测定了在土

荆芥水浸提液处理前及处理后，保留 ＲＢＣ 组和移除 ＲＢＣ 组根尖活性氧（ＲＯＳ）、超氧阴离子（Ｏ－
２ ）和丙二醛（ＭＤＡ）含量以及抗

氧化酶［超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）］活性的差异。 再利用转录组测序分析上述处理对其

代谢通路的影响，并进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证。 结果表明：土荆芥水浸提液处理后，苦荞麦根尖 ＲＯＳ、Ｏ－
２ 和 ＭＤＡ 的含量以及抗氧化

酶（ＰＯＤ 和 ＣＡＴ）活性明显提高，且 ＲＢＣ 移除组升高更多。 通路分析表明，土荆芥水浸提液处理后，移除和保留 ＲＢＣｓ 组的苯丙

素合成、α⁃亚麻酸代谢、类黄酮合成和谷胱甘肽代谢通路都显著发生改变。 其中，苯丙素合成通路以抑制为主，且移除 ＲＢＣｓ 后

受到抑制的程度更低；α⁃亚麻酸代谢通路中的甾酯水解酶（ｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ＴＧＬ４）和磷脂酶 Ａ１（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ１， ＤＡＤ１）
的表达量大幅上调，而在移除 ＲＢＣｓ 组则未见变化，ＴＧＬ４ 和 ＤＡＤ１ 负责将磷脂酰胆碱催化形成 α⁃亚麻酸，为抑制植物生长并提

高抗性的茉莉酸（ＪＡ）提供丰富的底物。 此外，与根部疏水性有关的角质、木栓质和蜡合成通路只在移除 ＲＢＣｓ 组显著改变。 上

述结果表明，根边缘细胞通过影响根尖抗逆物质合成（苯丙素通路）、抗氧化酶和非酶抗氧化系统（类黄酮和谷胱甘肽）和根部

疏水性等方面，以及提高茉莉酸（ＪＡ）的表达，在生长和防御中寻找平衡，缓解土荆芥水溶性物质化感胁迫；土荆芥水溶性物质

成分复杂，具体哪一种成分在其化感作用中扮演主效作用，尚待进一步研究确证。
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ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｓｙｓｔｅｍｓ （ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）， ｗｈｉｌｅ ａｌｓｏ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡ． Ｔｈｉｓ， ｉｎ ｔｕｒｎ， ｈｅｌｐｓ
ｍｉｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｐｌａｙｓ ａ ｍａｊｏｒ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｔｏ ｂｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｒｅｓｅａｒｃｈ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ； ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ； Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ； ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ； ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ　

苦荞麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ）比普通荞麦具有更显著的抗氧化、抗炎和抗肿瘤作用，其体内芦丁含量约

是普通荞麦的 ５ 倍，酚类物质含量是普通荞麦的 ５０ 倍以上［１—２］。 苦荞麦目前主要分布在亚洲、美洲和欧洲，
全球苦荞麦产量不断增长［３］。 近年来，苦荞麦在中国的种植面积逐年扩大，但苦荞麦农田生态系统深受恶性

杂草的危害。 土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ）原产于热带美洲，是一种世界性的恶性杂草，已经扩散至中

国华东、中南、西南等省份的农田生态系统中［４］，与苦荞麦存在空间、阳光、水分、营养物质的竞争关系。 化感

作用被认为是外来物种成功入侵新生境，快速适应和扩散的重要因素之一［５］。 土荆芥在扩张过程中，通过挥

发、淋溶、分泌、腐解等方式向外界释放化感物质［６］，水溶性化感物质容易在雨水冲淋下进入土壤，受体植物

根部首当其冲受到其化感胁迫。 因此，揭示土荆芥水溶性化感物质化感效应的分子机制，对了解苦荞麦抵御

其化感胁迫的机制具有重要意义。 目前对土荆芥挥发物研究较多［７—９］，土荆芥挥发物属于脂溶性化感物质，
与水溶性化感物质的穿膜机制不同，由此推测二者的化感潜力和化感机制可能并不完全相同。 植物的存活取

决于根尖感知土壤中的水和其他养分并向其移动的能力，根尖分生组织分裂活动旺盛，最易受到外界环境影

响，由根冠释放的根边缘细胞（ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ，ＲＢＣｓ）形成一个根细胞外屏障充当抵御生物和非生物胁迫的

第一道防线［１０—１１］，但 ＲＢＣｓ 是否缓解土荆芥水溶性化感物质的胁迫及其机制尚不清楚。 基于此问题，本研究

以土荆芥水浸提液为供体，测定保留根边缘细胞组和移除根边缘细胞组中苦荞麦根长、根尖细胞活性、ＲＯＳ、
Ｏ－

２、ＭＤＡ 和抗氧化酶活性的改变，运用 ｍＲＮＡ－ｓｅｑ 技术研究了两个比较组中苦荞麦根尖潜在响应化感胁迫的

共同代谢通路和差异代谢通路，以及共同代谢通路中的关键基因在两个比较组中的表达模式差异，并进行

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证基因的表达变化。 旨在解析土荆芥水溶性化感物质化感作用的分子生态过程，揭示苦荞麦

ＲＢＣｓ 对土荆芥水溶性化感物质抵御的分子机制，为“新武器”假说提供理论依据。

８３４２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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１　 试验材料与方法

１．１　 材料

苦荞麦种子和土荆芥均采集自四川省凉山彝族自治州冕宁县，采集地地理坐标 Ｅ１０１°５５′５３．０４″，Ｎ２８°１９′１４．１７″，
海拔 １９８０ ｍ，年降水量 １１５０ ｍｍ，年最高温度 ２０℃，年最低温度 １０℃；挑选出大小一致、颗粒饱满的苦荞麦种

子，０．５％ ＫＭｎＯ４灭菌 ２０ ｍｉｎ 后，蒸馏水中吸胀 ２４ ｈ 备用；生殖期土荆芥地上部分采集于苦荞麦开花时期的农

田，在自然条件下阴干，剪成 ２—３ ｃｍ 小段备用。
１．２　 土荆芥水浸液制备和成分分析

１．２．１　 水浸提液制备

将 ３０ ｇ 土荆芥材料用 ３００ ｍＬ 蒸馏水（１∶１０）浸泡在锥形瓶中，置于 ２５℃和 １３０ ｒ ／ ｍｉｎ 下摇床振荡 ４８ ｈ
后，用 ４ 层纱布过滤 ２ 次，抽滤 ２ 次，得到 ０．１０ ｇ ／ ｍＬ 的水浸提物母液。 试验时用蒸馏水稀释成 ０．０１、０．０２、
０．０３、０．０４ ｇ ／ ｍｌ 和 ０．０５ ｇ ／ ｍｌ 作为处理液。
１．２．２　 水浸液成分测定

将 １．２．１ 制备的杂草水浸提物母液用 ０．４５ μｍ 的滤膜过滤，在旋转蒸发仪上 ６０℃的水浴中进行减压旋

干，并用冷冻干燥仪去除水分后分为两组：
第 １ 组：用甲醇萃取，取 １．５ ｍＬ 水浸提物置于烧杯中，加入 ８ ｍＬ 甲醇溶液，倒入分液漏斗中，摇晃静置分

层，下层浑浊液从下口放出，上层萃取液从上口倒出，再在下层浑浊液中加入 ６ ｍＬ 甲醇溶液再次倒入分液漏

斗，二次萃取，重复上述步骤，总计萃取 ３ 次。 将 ３ 次萃取液置于 ６０℃的水浴锅中进行减压旋干。 旋干后向

圆底烧瓶中加入 ２ ｍＬ 甲醇溶液溶解转移到试剂瓶中备用。
第 ２ 组：用乙酸乙酯和正丁醇萃取，实验操作步骤与第 １ 组相同。 在乙酸乙酯 ３ 次萃取液中，加入 ８ ｍＬ

正丁醇溶液重复上述步骤，萃取 ３ 次，３ 次所得的萃取液置于 ６０℃的水浴锅中进行减压旋干。 旋干后向圆底

烧瓶中加入 ２ ｍＬ 正丁醇溶液溶解转移到试剂瓶中备用。
用气相色谱⁃质谱联用仪（ＧＣ－ＭＳ 安捷伦 ７８９０Ｂ）检测土荆芥水浸提物成分。 色谱柱为 ＨＰ⁃ ５ＭＳ 毛细管

柱，载气为氦气（９９．９９％），柱流量为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，压力 ２８．８ ｋＰａ，进样口温度为 ２５０℃，分流比为 ５０∶１。 起始温度

５０℃，保持 １ ｍｉｎ，升温速率为以 ５℃ ／ ｍｉｎ，升温到 ２３０℃保持 ５ ｍｉｎ，再以 ８℃ ／ ｍｉｎ 的升温速率，升温到 ２８０℃，
然后保持至成分完成分析。 ＥＩ 源：电子能量 ７０ ｅＶ，接口温度 ２８０℃，离子源温度 ２３０℃，四极杆温度 １８０℃，溶
剂延迟 ２．５ ｍｉｎ，全扫描采集模式，质量范围 ｍ ／ ｚ ５０—５５０ ａｍｕ，扫描间隔 ０．５ ｓ，倍增器电压 １２００ Ｖ。 通过面积

归一法对鉴定样品进行分析，检索数据库为 ＮＩＳＴ ０８ ＭＳ ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ ＡＭＤＩＳ。
１．３　 种子萌发和幼根生长试验

种子萌发试验：在铺有两层滤纸的培养皿中均匀放入 ３０ 粒吸胀的苦荞麦种子，分别用 ５ ｍＬ 不同浓度

（０．０１、０．０２、０．０３、０．０４ ｇ ／ ｍＬ 和 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ）的土荆芥水浸提液处理，以 ５ ｍＬ 蒸馏水处理作为对照组，之后每

６ ｈ向培养皿中补充适量蒸馏水以保持处理液体积恒定，每处理重复 ５ 次。 所有处理置于 ２５℃培养箱中暗培

养。 连续 ５ ｄ 记录萌发数，计算发芽率（ＧＲ）：ＧＲ ＝ ｎ ／ Ｎ × １００％，式中，ｎ 为发芽数，Ｎ 为种子总数。
幼根生长试验：每个培养皿中均匀放入 １０ 粒种子，按照种子萌发试验处理，第 ５ ｄ 测量根长，计算根长抑

制率（ ＩＰ）：ＩＰ ＝ ［１－（ＬＥ ／ ＬＣ）］×１００％，式中，ＬＥ为处理组的根长，ＬＣ为对照组的根长。
０．０５ ｇ ／ ｍＬ 的水浸提液处理下根生长抑制率和根形态变化最大，后续试验使用该浓度的水浸提液处理。

１．４　 根边缘细胞移除试验

１．４．１　 试验设计

配制 ０．８％纯琼脂培养基，分装到玻璃培养瓶中（高 ９０ ｍｍ，直径 ６８ ｍｍ）中，每瓶 ３０ ｍＬ，１２１℃ 灭菌

２０ ｍｉｎ，备用。 将苦荞麦种子铺在垫有湿润纱布的瓷盘中置于 ２５℃培养箱中，待种子露白后，将胚根朝外插入

纯琼脂培养基中，旋紧瓶盖，在 ２５℃暗培养箱中悬空气法倒置培养［１２］。 当根长为 ５ ｍｍ 时，随机分为 ２ 组，第

９３４２　 ６ 期 　 　 　 龚意豫　 等：根边缘细胞缓解土荆芥淋溶途径化感作用对苦荞麦代谢扰动的机制 　
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１ 组向根部每隔 ２ ｈ 喷施 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 土荆芥水浸提液，以蒸馏水为对照，持续处理 ２４ ｈ；第 ２ 组参照 Ｂｒｉｇｈａｍ
等［１３］的方法略有改动，即每隔 ２ ｈ 将根尖浸入蒸馏水 ２ ｍｉｎ，再用湿润滤纸轻轻拭去可能残留的 ＲＢＣｓ 后，显
微镜下检查根尖去除 ＲＢＣｓ 的情况，获得移除根边缘细胞的根尖，其他操作与第 １ 组一致。 保留 ＲＢＣｓ 和移除

ＲＢＣｓ 的对照组分别记为 ＣＫＷ 和 ＣＫＮ，处理组分别记为 ＣＡＷ 和 ＣＡＮ，每处理 ３ 个重复。 处理结束后，用
ｄｄＨ２Ｏ２清洗 ３ 次，再用 ７５％乙醇消毒，分为两部分，一部分用于测定指标参数，另一部分迅速在液氮中速冻送

样进行转录组学分析。
１．４．２　 根长及根尖活性测定

根长的测定：用直尺测量各组的苦荞麦根长。
根尖活性测定：将各组根尖置于载玻片上，用 ＡＯ ／ ＥＢ 染液避光染色 ２ ｍｉｎ，在 Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显

微镜下观察并拍照。
１．４．３　 ＲＯＳ、Ｏ－

２ 和 ＭＤＡ 测定

ＲＯＳ 原位观察及含量测定：将根尖用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ２′，７′⁃二氯荧光素二乙酸酯（ＤＣＦＨ⁃ＤＡ），３７℃避光染

色 ３０ ｍｉｎ［１４］，再用 ＰＢＳ 缓冲液将根尖残留的 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 洗净，在 Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜的蓝色激发光

下观察并拍照，用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏｐｌｕｓ ６．０ 测定每个根尖 ＲＯＳ 的染色强度。 每处理重复 ５ 次。
Ｏ－

２ 原位观察及含量测定：将根尖用 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的硝基蓝四唑（ＮＢＴ）染色 １５ ｍｉｎ 后，用蒸馏水洗净根尖残

留染液［１５］，在 Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜明场下观察并拍照，用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏｐｌｕｓ ６．０ 定量根尖 Ｏ－
２ 的染色强

度。 每处理重复 ５ 次。
ＭＤＡ 含量测定：每处理称取长度为 ５ ｍｍ 苦荞麦根尖约 ０．１ ｇ，加入 ２ ｍＬ ＴＣＡ（三氯乙酸）和少量石英砂，

研磨至匀浆，再加入 ４ ｍＬ ＴＣＡ 进一步研磨，在 ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，上清液为 ＭＤＡ 提取液。 采用硫代巴

比妥酸（ＴＢＡ）法测定 ＭＤＡ 含量［１６］。 每处理重复 ５ 次。
１．４．４　 抗氧化酶活性测定

处理结束后，用蒸馏水洗净根上的残留处理液，剪取 ５ ｍｍ 长的苦荞麦根尖，每处理称取 ０．５ ｇ。 加 ５ ｍＬ
预冷 ＰＢＳ 缓冲液在冰浴上研磨，在 ４℃ 条件下 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，上清液为粗酶液。 采用氮蓝四唑

（ＮＢＴ）光化还原法测定超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性［１７］；愈创木酚法测定过氧化物酶

（Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）活性［１８］；比色法测定过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）活性［１９］。 每处理重复 ５ 次。
１．４．５　 转录组学分析

ＲＮＡ 提取、建库测序：将 １２ 个苦荞麦根样品（ＣＡＷ １⁃３，ＣＡＮ １⁃３，ＣＫＷ １⁃３，ＣＫＮ １⁃３）用于 ＲＮＡ 测序。 用

标准提取法从 Ｔｒｉｚｏｌ 液中提取苦荞麦根尖总 ＲＮＡ，检测 ＲＮＡ 的质量和浓度合格后，用带有 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）的磁珠

富集 ｍＲＮＡ。 随后加入 ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 将 ｍＲＮＡ 随机打断。 以 ｍＲＮＡ 为模板，用六碱基随机引物（ｒａｎｄｏｍ
ｈｅｘａｍｅｒｓ）合成 ｃＤＮＡ 第一链，然后加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩ 合成 ｃＤＮＡ 第二链，随后利用

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化双链 ｃＤＮＡ。 纯化的双链 ｃＤＮＡ 再进行末端修复、加 Ａ 尾并连接测序接头，然后用

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 进行片段大小选择，最后进行 ＰＣＲ 富集得到最终的 ｃＤＮＡ 文库。 在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００ 平

台上对 １２ 个文库进行测序得到 ｒａｗ ｒｅａｄｓ，对 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 进行过滤质控得到 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。
与参考基因组比对及差异基因的筛选：使用 Ｈｉｓａｔ２（ｖ２．０．５）将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与苦荞麦高质量参考基因组进

行比对，使用 Ｆｅａｔｕｒｅ Ｃｏｕｎｔｓ ｖ１．５．０－ｐ３ 来计算每个基因在各样本中的表达量 ＦＰＫＭ 值，使用 ＤＥＳｅｑ２（１．１６．１）
进行差异基因（ＤＥＧｓ）表达分析，将 ｐａｄｊ＜０．０５ ＆ ｜ ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ ｜ ＞１ 作为差异显著性标准。

功能标注和分类：使用 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ． ｏｒｇ）网站确定 ＤＥＧｓ 相关的生物过

程、分子功能和细胞组分信息。 使用 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ，ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｋｅｇｇ．ｊｐ）确
定 ＤＥＧｓ 参与的生物学通路。 使用 Ｒ 包 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 软件对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析。

以上由上海中科新生命生物科技有限公司完成。
实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）：取各组的根尖，使用植物 ＲＮＡ 提取试剂盒（翌圣，上海）提取 ＲＮＡ。 使用 ５ Ｘ
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ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（诺唯赞，南京）和 ２ μｇ ＲＮＡ 进行逆转录。 所得 ｃＤＮＡ 用于 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ。 使用 ＮＣＢＩ 网
址设计查尔酮酶（ＣＨＳ）、脂氧合酶（ＬＯＸ２Ｓ）、丙二烯氧化物合酶（ＡＯＳ）、丙二烯氧化物环化酶（ＡＯＣ） 、谷胱甘

肽转移酶（ＧＳＴ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＰＸ）和谷胱甘肽还原酶（ＧＳＲ）等的特异性引物序列（表 １）。 在 ＣＦＸ
Ｃｏｎｎｅｃｔ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍｑ ＰＣＲ 仪器中设置扩增过程：９５℃预变性 ３０ ｓ；随后 ９５℃变性 １０ ｓ、６０℃退火 ３０ ｓ；此
步骤循环 ４０ 次。 且将样品储存在 ４℃下。 将 ＦｔＨ３ 基因作为参照。 使用 ２－ΔΔＣＴ 法计算所选基因的相对表

达水平。

表 １　 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ

基因 Ｇｅｎｅ 正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＡＯＣ ＧＧＧＡＣＣＧＴＴＡＴＧＡＧＧＣＴＧＴＴ ＴＴＧＴＡＣＧＧＡＴＡＣＧＣＣＡＣＧＴＴ

ＡＯＳ１ ＡＴＴＣＴＧＣＧＣＧＴＴＴＣＧＴＣＣＴＡ ＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＴＣＡＣＣＧＡＣＡＣ

ＡＯＳ２ ＧＡＧＡＡＴＴＧＧＧＧＣＧＡＧＴＴＧＧＡ ＡＧＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＧＧＴＣＣＡＧ

ＣＡＤ ＣＡＣＡＴＧＧＣＣＧＴＣＡＡＧＴＴＴＧＧ ＡＴＣＡＧＣＣＣＣＡＡＧＣＡＡＡＧＴＧＡ

ＣＣＲ ＡＣＧＣＴＴＧＣＡＧＧＣＣＴＴＡＣＡＴＡ ＴＴＧＴＡＴＧＧＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＧＧ

ＣＨＳ１ ＴＴＧＧＡＴＣＧＡＡＡＴＧＧＣＡＣＣＧＡ ＴＣＡＡＧＴＣＧＧＴＣＡＴＧＴＧＧＴＣＧ

ＣＨＳ２ ＴＣＡＡＧＴＣＧＧＴＣＡＴＧＴＧＧＴＣＧ ＴＴＧＧＡＴＣＧＡＡＡＴＧＧＣＡＣＣＧＡ

ＣＹＰ７３Ａ１ ＴＣＣＴＣＣＣＡＣＣＴＡＡＣＣＣＧＡＴＴ ＣＧＣＡＡＡＡＧＡＣＧＴＧＣＴＣＣＡＡＡ

ＣＹＰ７３Ａ２ ＡＴＴＣＡＡＣＧＣＣＣＴＡＡＧＣＣＧＡＡ ＧＧＣＧＣＧＴＡＴＧＧＴＴＧＡＧＧＡＴＡ

ＤＡＤ１ ＣＡＣＴＣＣＡＴＡＣＡＣＧＴＧＧＣＡＧＴ ＴＧＧＣＡＧＡＴＧＧＧＣＡＡＣＡＧＴＡＧ

ＦＡＲ ＡＧＴＴＣＴＧＡＣＣＧＴＧＡＡＴＣＣＧＴ ＡＴＧＧＴＧＴＣＧＡＡＣＡＡＣＣＡＡＣＧ

ＧＰＸ ＣＡＡＡＴＣＧＡＧＣＡＡＡＧＧＣＧＧＡＣ ＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＧＧＡＡＧＴＴＧＴＧ

ＧＳＲ ＣＡＡＴＡＧＣＡＣＣＣＡＴＡＣＣＡＣＧＣ ＣＧＴＧＣＴＧＴＧＡＴＴＴＴＴＧＧＧＧＧ

ＧＳＴ２ ＴＡＣＡＡＣＣＣＣＧＣＧＡＴＴＴＣＡＣＡ ＧＡＧＧＣＡＡＴＧＴＡＧＡＴＣＣＧＣＣＡ

ＧＳＴ３ ＡＴＣＡＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＣＧＣＴＴＴ ＣＧＡＡＧＣＴＣＣＡＣＴＣＧＣＴＧＴＴＡ

ＨＨＴ１ ＧＡＧＣＴＣＧＧＡＣＧＴＧＴＴＴＧＡＧＡ ＴＡＧＣＡＧＣＣＡＴＧＧＡＧＴＴＣＧＴＣ

ＬＯＸ２Ｓ ＴＧＣＣＣＣＴＴＡＴＧＴＧＴＣＣＧＡＴＧ ＡＧＣＧＣＣＧＧＡＧＴＡＡＣＴＴＧＡＴＧ

ＴＧＬ４ ＡＡＴＣＴＣＣＴＣＴＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴ ＴＴＣＡＣＡＣＧＧＴＴＴＴＣＧＧＴＴＧＣ

ＦｔＨ３ ＧＡＡＡＴＴＣＧＣＡＡＧＴＡＣＣＡＧＡＡＧＡＧ ＣＣＡＡＣＡＡＧＧＴＡＴＧＣＣＴＣＡＧＣ

１．５　 统计与分析

使用 Ｒ（ｖ．４．１．３）对种子发芽率、根长、根长抑制率、ＲＯＳ、Ｏ－
２、ＭＤＡ 含量和抗氧化酶活性进行 ｔ⁃检验，使用

Ｒ 包 Ｐｈｅａｔｍａｐ 对 ＦＰＫＭ＞５ 的差异基因聚类分析，使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 对 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果是否

相符，进行线性回归分析。

２　 结果与分析

２．１　 土荆芥水浸提液的成分

土荆芥水浸提物经过甲醇、乙酸乙酯、正丁醇萃取后，分别检测到 ２９ 种、６８ 种、１９ 种物质。 表 ２ 列出了部分相

对含量大于 １％的物质。
２．２　 土荆芥水浸提液对苦荞麦种子萌发和生长的抑制效应

苦荞麦种子发芽率随着土荆芥水浸提液浓度的升高而降低（图 １）。 其中，０．０１ ｇ ／ ｍＬ 水浸提液几乎对苦

荞麦的发芽率没有影响。 其余处理浓度均显著抑制了苦荞麦的种子萌发（Ｐ＜０．０５），当土荆芥水浸提液浓度

达到 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 时，苦荞麦种子发芽率最低（３８．６７％）；在不同浓度土荆芥水浸提液作用下，苦荞麦根均受到

不同程度的损伤，出现变粗、变黄甚至腐烂的现象，且随着水浸提液浓度升高，苦荞麦根长变短，与对照存在显

著差异（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。 其中 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 的水浸提液对苦荞麦发芽和根长的抑制作用最大，故后续试验使用

１４４２　 ６ 期 　 　 　 龚意豫　 等：根边缘细胞缓解土荆芥淋溶途径化感作用对苦荞麦代谢扰动的机制 　
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０．０５ ｇ ／ ｍＬ 的土荆芥水浸提液。

表 ２　 土荆芥水浸提液在三种不同溶剂中的相对含量 ／ ％

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｅｎｔ （％） ｏｆ Ａｑｕｅｏｕｓ Ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎ Ｔｈｒｅｅ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｓｏｌｖｅｎｔｓ

甲醛溶剂
Ｍｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ

乙酸乙酯溶剂
Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ

正丁醇溶剂
Ｎ⁃ｂｕｔｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ

４⁃羟基⁃ ４⁃甲基环己酮（２５．１１） ４⁃羟基⁃ ４⁃甲基环己酮（１７．００） 丁酸丁酯（２７．２４）

反式阿卡利多乙二醇（１５．２８） ２⁃氨基⁃ ３，５⁃二氢⁃ ４Ｈ⁃咪唑⁃ ４⁃酮（１３．０２） 丁酸异丁酯（２４．５７）

２，５⁃二甲基⁃ ３⁃己炔⁃ ２，５⁃二醇（８．６９） ２⁃壬酮邻甲基肟（１２．０８） 异丁酸辛酯（１０．８３）

反式⁃ ２，３⁃环氧癸烷（５．２３） ７⁃甲基⁃ ５⁃辛烯⁃ ４⁃酮（１０．４８） ２，５⁃二甲氧基⁃ ２，５⁃二氢呋喃（６．９３）

山梨酸（３．８１） 反式阿卡利多乙二醇（９．４１） ４⁃羟基⁃ ４⁃甲基环己酮（５．８６）

硼烷⁃三甲胺络合物（３．０７） 己酸 ４⁃十六烷基酯（６．８０） 丙烷 ２⁃甲基⁃ １，１⁃双（２⁃甲基丙氧基）（４．１８）

丙酮二甲腙（２．４４） 异薄荷醇（６．１６） 异丁酸丁酯（３．１２）

８⁃溴⁃ ２⁃氧代八氢唑啉（１．８１） （３⁃氧代⁃ １⁃丁烯基）⁃ ４⁃羟基⁃ ３，５，６⁃三甲基⁃
２⁃环己烯⁃ １⁃酮（３．５６） ５⁃丁基二氢⁃ ４⁃甲基⁃ ２（３Ｈ）⁃呋喃酮（２．６９）

八氢⁃ ８ａ⁃羟基⁃（２Ｈ）⁃萘酮（１．５７） ２⁃甲基戊酸酐（１．８５） ２⁃壬酮，邻甲基肟（２．５１）

１，１，３⁃三甲基⁃ １⁃硅环⁃ ３⁃戊烯（１．１５） ２⁃（１⁃丙烯⁃ ２⁃基）噻吩（１．３７） 反式阿卡利多乙二醇（１．６７）

图 １　 土荆芥水浸提液对苦荞麦种子发芽的影响

　 Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｅｅｄｓ

图 ２　 土荆芥水浸提液对苦荞麦种子根长的影响

　 Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｏｎ ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｓｅｅｄｓ

在 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 土荆芥水浸提液作用下，保留 ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＷ 相比 ＣＫＷ，其根长抑制率是 ５４．９６％，去除

ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＮ 相比 ＣＫＮ 的根长抑制率是 ６９．４９％，可见去除 ＲＢＣｓ 后苦荞麦根长生长对土荆芥化感胁迫更

加敏感（图 ３）。 根据根尖细胞 ＡＯ ／ ＥＢ 染色观察（图 ４）发现，苦荞麦根尖细胞活性表现为 ＣＫＷ＞ＣＫＮ，ＣＡＷ＞
ＣＡＮ。 与保留 ＲＢＣｓ 的苦荞麦根尖相比，在土荆芥水浸提液作用下，移除 ＲＢＣｓ 的苦荞麦根尖活性更低，表明

ＲＢＣｓ 对苦荞麦根尖具有一定的保护作用。
２．３　 土荆芥水浸提液作用下根边缘细胞对苦荞麦根尖抗氧化系统的影响

在 ０．０５ ｇ ／ ｍＬ 土荆芥水浸提液胁迫下，保留 ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＷ 的 ＲＯＳ、Ｏ－
２、ＭＤＡ 水平分别是 ＣＫＷ 的 １．３０、

１．５９ 倍和 ４．０１ 倍，去除 ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＮ 的 ＲＯＳ、Ｏ－
２、ＭＤＡ 水平是 ＣＫＮ 的 １．４０、１．８５ 倍和 ５．１２ 倍。 在保留

ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＷ 的 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 水平分别是 ＣＫＷ 的 ２．５６、３．１０ 倍和 １．８８ 倍，去除 ＲＢＣｓ 组中 ＣＡＮ 的 ＳＯＤ、
ＰＯＤ、ＣＡＴ 水平是 ＣＫＮ 的 １．８３、３．４７ 倍和 ２．４２ 倍（图 ５—１０）。 表明土荆芥水浸提液干扰了苦荞麦根尖的抗氧

化系统，移除 ＲＢＣｓ 后受扰动程度更大。
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图 ３　 土荆芥水浸提液作用下根边缘细胞对苦荞麦根长的影响

　 Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ

ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

＋ＲＢＣｓ：保留根边缘细胞；－ＲＢＣｓ：去除根边缘细胞，ＣＫＷ 和 ＣＡＷ

分别为保留根边缘细胞处理组的对照和处理，ＣＫＮ 和 ＣＡＮ 分别

表示移除根边缘细胞处理组的对照和处理

２．４　 转录组学分析结果

２．４．１　 ＲＮＡ 测序

通过 ＲＮＡ 测序分析在土荆芥水浸提液处理下苦荞

麦根尖转录组变化。 从 １２ 个文库中获得了 ８０３２４２４２４
ｒａｗ ｒｅａｄｓ，其中去除 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 中的接头序列、过滤掉低

质量 ｒｅａｄｓ 和 Ｎ 后，ＣＡＷ、ＣＡＮ、ＣＫＷ、ＣＫＮ 获得平均

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 分别为 ６２６８８６７１、 ６００４０２７８、 ７７９３１３７３ 和

６２１７６３２０。 所有样本中平均 Ｑ３０（每位碱基测序错误率

为 １ ／ １０００）超过 ９３％。 使用 ＨＩＳＡＴ２ 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
与参考基因组进行序列比对，ＣＡＷ、ＣＡＮ、ＣＫＷ 和 ＣＫＮ
平均有 ９４．７０％、９５．００％、９４．２３％和 ９４．１７％的 ｒｅａｄｓ 匹配

到参考基因组。
２．４．２　 土荆芥水浸提液作用下根边缘细胞对苦荞麦根

尖表达谱的影响

仅使用 ＦＰＫＭ＞５ 的基因进行 ｌｏｇ２ 换算后，使用 Ｒ
包 Ｐｈｅａｔｍａｐ 聚类分析 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 和 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ
组内的基因表达关系（图 １１），两个组内的处理和对照

之间差异很大。 转录本与参考基因组匹配得到 ３６６６３
个基因，筛选出各比较组中满足 ｜ ｌｏｇ２ ＦＣ ｜ ＞ １ 且 Ｐ ａｄｊ ＜
０．０５的差异基因用于后续的一系列分析。 ＣＡ 和 ＣＫ 之

　 图 ４　 土荆芥水浸提液作用下根边缘细胞对根尖细胞活性的影响

　 Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ

Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

间转录本丰度的比较显示 ４５７９ 个基因在 ＣＡＷ＿ｖｓ ＿
ＣＫＷ 组中差异表达，其中 ２６０７ 个基因上调，１９７２ 个基

因下调；ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 组中有 ９４５ 个基因差异表达，其
中 ２７３ 个基因被上调，６７２ 个基因被下调。 土荆芥水浸

提液处理后，有 ４９３ 个基因在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 和 ＣＡＮ＿ｖｓ
＿ＣＫＮ 中均差异表达。 表明这些基因在苦荞麦响应化

感物质胁迫时发挥重要作用。
２．４．３　 土荆芥水浸提液特异诱导差异基因富集的

ＫＥＧＧ 通路

为了鉴定苦荞麦 ＲＢＣｓ 缓解土荆芥化感胁迫的关

键信号通路，使用 ＫＥＧＧ 数据库对 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 与

ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 两组分析。 保留 ＲＢＣｓ 组中共有 ５７７ 个差异基因分别富集在苯丙素生物合成、谷胱甘肽代谢、
植物激素信号转导、细胞色素 ｐ４５０ 对异生素代谢、色氨酸代谢、淀粉和蔗糖代谢等 ２８ 条代谢通路中。 移除

ＲＢＣｓ 组中共有 ２００ 个差异基因分别富集在苯丙素生物合成、细胞色素 ｐ４５０ 对异生素代谢、谷胱甘肽代谢、类
黄酮生物合成、α⁃亚麻酸代谢等 １４ 条代谢通路中。 其中，苯丙素生物合成、谷胱甘肽代谢、细胞色素 ｐ４５０ 对

异生素代谢、二萜生物合成、芪类、二芳基庚烷类和姜酚的生物合成、类黄酮生物合成和 α⁃亚麻酸代谢等 ７ 条

通路在保留 ／去除 ＲＢＣｓ 组中都显著富集（图 １２—１３）。 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 与 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 两组各通路具体差异

基因数目见（表 ３）。
（１）苯丙素生物合成

土荆芥水浸提液干扰了苦荞麦的苯丙素生物合成途径。 在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中，参与该通路的基因有 ５３
个，其中 ３７ 个下调，１６ 个上调；在 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中，参与该通路的基因有 ２２ 个，其中 １１ 个下调，１１ 个上调。
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可见 ＲＢＣｓ 存在时，苦荞麦能调控更多苯丙素合成通路的基因以响应土荆芥化感胁迫，但是大部分基因表达

被下调。 苯丙素生物合成起始于苯丙氨酸解氨酶（ ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ， ＰＡＬ）、肉桂酸 ４⁃羟化酶

（ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， Ｃ４Ｈ）和 ４⁃香豆酰辅酶 ａ 连接酶（４⁃ｃｏｕｍａｒａｔｅ⁃ＣｏＡ ｌｉｇａｓｅ， ４ＣＬ）催化的 ３ 个反应。
ＰＡＬ 在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 和 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 两组中差异都不显著（Ｐ ＞ ０．０５）；Ｃ４Ｈ 在两组中均差异表达（Ｐ＜
０．０５），处理组分别降低为对照组的 ０．５２ 倍和 ０．５８ 倍；４ＣＬ 在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中出现差异表达而在 ＣＡＮ＿ｖｓ＿
ＣＫＮ 中差异不具显著性，其中 ４ＣＬ１、４ＣＬ２ 表达量在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中处理组分别为对照组的 １．５１ 倍和 ０．５８
倍（图 １４）。 苯丙素生物合成途径会产生大量次生代谢产物，如黄酮类，二萜类，芪类、二芳基庚烷类和姜酚

等，在土荆芥水浸提液作用下，苦荞麦合成这些物质的基因也出现了不同程度的差异表达。

图 ５　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 ＲＯＳ 含量的变化

　 Ｆｉｇ．５　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

ＲＯＳ：ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，活性氧

图 ６　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 Ｏ－
２ 含量的变化

　 Ｆｉｇ．６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｏ－
２ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

Ｏ－
２ ：超氧阴离子

图 ７　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 ＭＤＡ 含量的变化

　 Ｆｉｇ．７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＭＤＡ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

ＭＤＡ：丙二醛 Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ

图 ８　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 ＳＯＤ 活性的变化

　 Ｆｉｇ．８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

ＳＯＤ：超氧化物歧化酶 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
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图 ９　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 ＰＯＤ 活性的变化

　 Ｆｉｇ．９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＰＯＤ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

ＰＯＤ：过氧化物酶 Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

图 １０　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦幼根 ＣＡＴ 活性的变化

　 Ｆｉｇ．１０　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＣＡＴ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　

ＣＡＴ：过氧化氢酶 Ｃａｔａｌａｓｅ

　 图 １１　 土荆芥水浸提液处理下苦荞麦根差异表达基因的层次聚

类图

Ｆｉｇ．１１　 Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ

ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

颜色键表示 ＦＰＫＭ 标准化的 ｌｏｇ２⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ 计数

在苯丙素合成途径提供一系列酚酸物质的基础上，
查尔酮酶（ ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＣＨＳ）的合成标志着黄酮

类合成途径的开始。 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中，处理组 ＣＨＳ 的

表达下降到 ０．２１ 倍。 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中，处理组 ＣＨＳ 的

表达上调 １．１５ 倍；芪类、二芳基庚烷类和姜酚合成通路

的起始酶反式肉桂酸 ４⁃单加氧酶 （ ｔｒａｎｓ⁃ｃｉｎｎａｍａｔｅ ４⁃
ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＣＹＰ７３Ａ）在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ、ＣＡＮ＿ｖｓ＿
ＣＫＮ 中的表达量分别降低到对照组的 ０．０８ 倍和 ０．４８
倍（图 １４）。

（２）α⁃亚麻酸代谢

图 １４ 显示，在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中，处理组的甾酯水

解酶 （ ｓｔｅｒｙｌ ｅｓｔｅｒ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ， ＴＧＬ４ ） 和 磷 脂 酶 Ａ１
（ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ａ１， ＤＡＤ１）的表达量相比对照分别上调

了 ２．２９ 倍和 ７．８０ 倍，而在 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中则无显著变

化。 此外，由脂氧合酶（ ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ， ＬＯＸ２Ｓ）、丙二烯

氧化物合酶（ｈｙｄｒｏｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，ＡＯＳ）、丙二烯氧

化物环化酶（ ａｌｌｅｎｅ ｏｘｉｄｅ ｃｙｃｌａｓｅ， ＡＯＣ）和 １２⁃氧代⁃植
物二烯酸还原酶 （ １２⁃ｏｘｏｐｈｙｔｏｄｉｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＯＰＲ３）催化的连续反应在茉莉酸合成途径中发挥至关

重要的作用，这些基因在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 和 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中表达量都出现动态变化。
（３）谷胱甘肽代谢和细胞色素 ｐ４５０ 对异生素的代谢

ＫＥＧＧ 通路富集分析和基因功能注释表明，谷胱甘肽代谢和细胞色素 Ｐ４５０ 对异生素代谢通路中的部分

基因被土荆芥水浸液诱导差异表达。 在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 中，编码谷胱甘肽转移酶（ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
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ＧＳＴ）的大部分基因（１０ 个上调，３ 个下调）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ， ＧＰＸ）都是表达显著

上调，而谷胱甘肽还原酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＧＳＲ）表达显著下调；在 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中，编码 ＧＳＴ 的 ９ 个基

因显著上调（图 １５）。 ＧＰＸ 和 ＧＳＲ 基因的表达分别上升和下降意味着一部分还原态的谷胱甘肽（ＧＳＨ）被转

化为氧化态的谷胱甘肽（ＧＳＳＧ）。 在细胞色素 Ｐ４５０ 对异生素代谢通路中，ＧＳＴ 也同样发挥着重要作用，它的

表达情况与谷胱甘肽代谢通路中一致。

表 ３　 土荆芥水浸提液作用下 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 与 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 两组各通路具体差异基因数目

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ（ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ ａｎｄ ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ）ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ

Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

代谢通路
Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ

保留根边缘细胞组
ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ

去除根边缘细胞组
ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ

Ｐ 差异表达基因数
Ｎｕｂｍｅｒ ｏｆ ＤＥＧｓ Ｐ 差异表达基因数

Ｎｕｂｍｅｒ ｏｆ ＤＥＧｓ

谷胱甘肽代谢 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １．６０×１０－４ ２１ ５．２１×１０－５ １０

细胞色素 ｐ４５０ 对异生素代谢
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｐ４５０ ４．９９×１０－４ １５ ８．８７×１０－６ ９

苯丙素生物合成 Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ９．１７×１０－１１ ５３ ４．３９×１０－９ ２２

黄酮类生物合成 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １．６５×１０－２ １２ ５．６３×１０－４ ７

芪类、二芳基庚烷类和姜酚生物合成
Ｓｔｉｌｂｅｎｏｉｄ，ｄｉａｒｙｌｈｅｐａｔ⁃ａｎｏｉｄ ａｎｄ ｇｉｎｇｅｒｏｌ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ４．３２×１０－３ １０ ３．０２×１０－４４ ６

二萜类生物合成 Ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ４．８５×１０－３ ５ ２．８９×１０－３ ３

α⁃亚麻酸代谢 Ａｌｐｈａ⁃Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａ⁃ｂｏｌｉｓｍ ４．５１×１０－２ １４ ９．０９×１０－４ ８

　 　 ＣＫＷ 和 ＣＡＷ 分别为保留根边缘细胞处理组的对照和处理，ＣＫＮ 和 ＣＡＮ 分别表示移除根边缘细胞处理组的对照和处理

　 图 １２　 土荆芥水浸提液作用下 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 组苦荞麦根差异

表达基因的 ＫＥＧＧ 富集通路图

Ｆｉｇ．１２　 ＫＥＧＧ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ（ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ）

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

Ｐｖａｌｕｅ：多重假设检验中的 ｐ 值

　 图 １３　 土荆芥水浸提液作用下 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 组苦荞麦根差异表

达基因的 ＫＥＧＧ 富集通路图

Ｆｉｇ．１３　 ＫＥＧＧ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ（ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ）

ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

（４）去除 ＲＢＣｓ 组特特异富集通路

苯丙素、黄酮类、芪类、二芳基庚烷类和姜酚的生物合成，谷胱甘肽、细胞色素 Ｐ４５０ 和 α⁃亚麻酸代谢等通

路在苦荞麦受到化感胁迫时被诱导，在保留 ＲＢＣｓ 组和移除 ＲＢＣｓ 组都出现动态变化，且这些通路中的部分关

６４４２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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图 １４　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦根共同通路的关键基因表达量在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 与 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中的变化

Ｆｉｇ．１４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ

ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎ ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ ａｎｄ ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ

４ＣＬ：４⁃香豆酰辅酶 ａ 连接酶；Ｃ４Ｈ：肉桂酸 ４⁃羟化酶；ＣＨＳ：查尔酮酶； ＴＧＬ４：甾酯水解酶；ＤＡＤ１：磷脂酶 Ａ１； ＣＹＰ７３Ａ：反式肉桂酸 ４⁃单加氧

酶；Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：苯丙素生物合成；Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：类黄酮生物合成；Ｄｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：二萜类生物合成；α

Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：α 亚麻酸代谢；Ｓｔｉｌｂｅｎｏｉｄ，ｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄ ａｎｄ ｇｉｎｇｅｒｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：芪类、二芳基庚烷类和姜酚类生物合成

键基因在两组间差异表达显著；角质、木栓质和蜡生物合成途径只在移除 ＲＢＣｓ 组（ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ）中特异富

集，调控该通路的 ω⁃羟基棕榈酸酯 Ｏ⁃阿魏酰基转移酶（ｏｍｅｇａ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐａｌｍｉｔａｔｅ Ｏ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌ ｔｒａｎｓ⁃ｆｅｒａｓｅ， ＨＨＴ１）
和醇形成脂肪酰基⁃ＣｏＡ 还原酶（ａｌｃｏｈｏｌ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｆａｔｔｙ ａｃｙｌ⁃ＣｏＡ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＦＡＲ）的表达量分别下降到对照组的

０．４８ 倍和 ０．３５ 倍。
２．４．４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证结果

使用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据的准确性和再现性，通过 １８ 个与苯丙素合成通路、α⁃亚麻酸代谢通路、
谷胱甘肽代谢与细胞色素 ｐ４５０ 对异生素的代谢等通路有关的差异表达基因（ＤＥＧｓ）进行验证。 使用线性回

归分析检查 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测定的转录本丰度之间的相关性。 结果显示 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 之间的

基因表达比率呈现显著正相关，表明本研究中 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据是可靠的（图 １５）。

３　 讨论

３．１　 根边缘细胞缓解了土荆芥淋溶途径化感胁迫对苦荞麦的影响

ＲＯＳ 爆发和氧化应激被诱导是植物应对各种化感物质胁迫的普遍反应，ＲＯＳ 代谢的改变被认为是化感

物质的一种间接作用模式［２０］。 本研究结果表明，土荆芥水浸提液抑制苦荞麦的种子萌发和根长，其中以 ０．０５
ｇ ／ ｍＬ 水浸提液的抑制率最大。 在此浓度的水浸提液处理下，去除 ＲＢＣｓ 组中根长抑制率（６９．４９％）高于保留

ＲＢＣｓ 组中根长抑制率（５４．９６％），反映 ＲＢＣｓ 的存在缓解了土荆芥水浸提液对苦荞麦根生长的抑制效应。 根

尖细胞 ＡＯ ／ ＥＢ 染色观察发现，苦荞麦根尖细胞活性表现为保留 ＲＢＣｓ 组高于去除 ＲＢＣｓ 组，表明 ＲＢＣｓ 能一

定程度缓解土荆芥水浸提液的细胞毒性。 与保留 ＲＢＣｓ 组相比，除去根边缘细胞后，苦荞麦幼根 ＲＯＳ、Ｏ－
２ 和

ＭＤＡ 水平、抗氧化酶（ＰＯＤ、ＣＡＴ）活性明显增高。 说明土荆芥水溶性化感物质诱导苦荞麦根尖活性氧爆发，
干扰了抗氧化酶活性，导致细胞出现氧化损伤，氧化损伤标志物 ＭＤＡ 含量升高，而根边缘细胞的存在，在一

定程度上缓解了由化感胁迫诱导的氧化损伤。 本研究在土荆芥水浸提物的甲醇、乙酸乙酯、正丁醇萃取物中

分别检测到 ２９ 种、６８ 种、１９ 种物质，表明土荆芥水溶性物质较为丰富，具体哪一种物质在土荆芥化感作用诱

导的氧化损伤中扮演主效成分，尚待后续研究进一步确证。

７４４２　 ６ 期 　 　 　 龚意豫　 等：根边缘细胞缓解土荆芥淋溶途径化感作用对苦荞麦代谢扰动的机制 　
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GSR

G6PD

GGT1-5

GPX

GST

RX

GSHGSSG

NADPH NADP+

R-S-Glutathione

L-Cys-glu

FtPinG0000533200.01  潜在的谷胱甘肽S-转移酶
FtPinG0008531400.01  谷胱甘肽S-转移酶F13
FtPinG0003132700.01  GST_C结构域蛋白
FtPinG0000533500.01  谷胱甘肽S-转移酶U45
FtPinG0005710800.01  S-结晶蛋白
FtPinG0003428200.01  潜在蛋白CDL15_Pgr000609
FtPinG0001180500.01  谷胱甘肽S-转移酶T1
FtPinG0003132100.01  GST_C 结构域蛋白
FtPinG0006370400.01  潜在的谷胱甘肽S-转移酶
FtPinG0008836700.01  谷胱甘肽S-转移酶T1
FtPinG0008457600.01  类谷胱甘肽S-转移酶
FtPinG0007994500.01  谷胱甘肽S-转移酶F13 

FtPinG0000610400.01  葡萄糖-6-磷酸脱氢酶  
FtPinG0004004100.01  葡萄糖-6-磷酸1-脱氢酶

FtPinG0008831200.01  谷胱甘肽过氧化物酶

FtPinG0009568800.01  
谷氨酰转肽酶FtPinG0007438000.01  

谷胱甘肽二硫还原酶

CAW_vs_CKW CAN_vs_CKN 3 2 1 0 1 2
Z-score标准化的表达量

图 １５　 土荆芥水浸提液作用下苦荞麦根参与谷胱甘肽代谢通路的差异基因在 ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ 和 ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ 中的表达

Ｆｉｇ．１５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒｏｏｔ ｏｆ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｑｕｅｏｕｓ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｎ ＣＡＷ＿ｖｓ＿ＣＫＷ ａｎｄ ＣＡＮ＿ｖｓ＿ＣＫＮ

Ｌ⁃ｃｙｓ⁃ｇｌｕ：Ｌ⁃半胱氨酸甘氨酸；ＧＧＴ１⁃５：谷胱甘肽水解酶；ＧＳＳＧ：氧化谷胱甘肽；ＧＳＲ：谷胱甘肽还原酶；ＧＳＨ：谷胱甘肽；ＧＳＴ：谷胱甘肽 Ｓ⁃转移

酶；Ｒ⁃Ｓ⁃Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ：Ｒ⁃Ｓ⁃谷胱甘肽；ＮＡＤＰＨ：还原烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸酯；Ｇ６ＰＤ：葡萄糖⁃６⁃磷酸 １⁃脱氢酶；ＮＡＤＰ＋：烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸酯；ＧＰＸ：谷胱甘肽过氧化物酶；基于 Ｚ⁃ｓｃｏｒｅ 对相对表达水平进行归一化，并在从低（蓝色）到高（红色） 的颜色梯度上显示，空白

键表示非差异基因

　 图 １６　 土荆芥水浸液处理后苦荞麦根中差异表达基因的 ｑＲＴ⁃

ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ．１６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ ｒｏｏｔｓ

ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

３．２　 根边缘细胞缓解土荆芥水溶性化感物质对苦荞麦

的代谢扰动

根边缘细胞在根尖和土壤之间构筑了一道防线，当
植物受到外界环境胁迫时，无疑可以确保植物维持正常

的代谢调控功能。 本研究结果表明，在土荆芥水浸液作

用下，保留 ＲＢＣｓ 组的总差异基因、上调基因和下调基

因数目是移除 ＲＢＣｓ 组的 ３⁃１０ 倍，保留 ＲＢＣｓ 组的差异

基因富集通路是移除 ＲＢＣｓ 组的 ２ 倍。 说明 ＲＢＣｓ 存在

时，苦荞麦对土荆芥水浸提液胁迫的反应更为积极，能
够调动更多的基因参与多种生物学途径以应对化感胁

迫。 响应化感物质胁迫的受体植物基因不仅与初级代

谢有关，而且与次生代谢物的生物合成密切相关［２１］，在
本研究中富集出的通路也大多与之相关。 例如，在保留

ＲＢＣｓ 组中，响应化感胁迫的初级代谢通路有色氨酸代谢、淀粉和蔗糖代谢、脂肪酸生物合成、缬氨酸、亮氨酸

和异亮氨酸降解等。 在两个处理组中共有 ７ 条富集通路涉及次生代谢物的生物合成，但是这些通路在两组中

的表达模式均不相同，表明 ＲＢＣｓ 对这些通路表达模式具有一定影响。 苯丙素生物合成是一个复杂的次级代

谢途径，涉及众多基因家族，如苯丙氨酸解氨酶（ ＰＡＬ）、肉桂酸⁃ ４⁃羟化酶（ Ｃ４Ｈ）、４⁃香豆酰⁃ＣｏＡ 连接酶

（４ＣＬ），操纵这些关键基因的表达可以调节苯丙素的生物合成，这些基因也可能在调节植物种子萌发和种子

８４４２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４４ 卷　
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发育中发挥潜在作用［２２—２３］。 化感作用也可通过抑制这条通路影响到受体种子萌发，例如，鸦胆子［Ｂｒｕｃｅａ
ｊａｖａｎｉｃａ（Ｌ．）］的主要活性物质能通过抑制苯丙素生物合成途径抑制鬼针草（Ｂｉｄｅｎｓ ｐｉｌｏｓａＬ．）种子的萌发［２４］。
本研究中，保留 ＲＢＣｓ 组的苯丙素通路中下调基因占到该通路 ＤＥＧｓ 的 ７０％左右，该通路中的一个关键起始酶

Ｃ４Ｈ 的表达显著下调，并且该通路的下游次生代谢产物关键酶表达也出现显著下调，如黄酮类合成标志酶

ＣＨＳ、芪类、二芳基庚烷类和姜酚合成通路的起始酶 ＣＹＰ７３Ａ。 在移除 ＲＢＣｓ 组中下调基因占到该通路 ＤＥＧｓ
的 ５０％，Ｃ４Ｈ、ＣＨＳ 表达倍数也相比保留 ＲＢＣｓ 组高。 这些结果反映出土荆芥水溶性化感物质会抑制苯丙素

生物合成通路以及下游的部分次生代谢物合成，从而抑制苦荞麦种子萌发；移除 ＲＢＣｓ 组的苯丙素通路抑制

程度较低，推测可能在失去 ＲＢＣｓ 保护后苦荞麦根依赖苯丙素合成通路增加抗逆性物质的合成。 在化感胁迫

这一不利条件下，植物在生长或防御之间做出抉择，有限资源的转移会发生在生命活动的所有层面，包括参与

细胞转录、翻译和蛋白质分泌的机制，以及将碳（Ｃ）和氮（Ｎ）优先用于防御化合物的合成［２５］。 本研究中，在土

荆芥水溶性化感物质作用下，与保留 ＲＢＣｓ 组相比，移除 ＲＢＣｓ 组的苦荞麦根生长受抑制程度加剧，苯丙素生

物合成通路受抑制程度较低，类黄酮生物合成通路更活跃，这些结果反映出失去 ＲＢＣｓ 保护后，苦荞麦以牺牲

生长为代价合成更多的抗逆次生代谢物。 在这些抗逆次生代谢物中，黄酮类化合物最主要的特征是抗氧化作

用，比抗坏血酸的抗氧化作用高很多［２６］。 植物遭受各种胁迫刺激会产生 ＲＯＳ 诱导氧化损伤，而黄酮类化合

物可上调抗氧化酶系统或抑制与 ＲＯＳ 产生有关的酶进而抑制和清除 ＲＯＳ，并与脂质螯合稳定膜结构，防止自

由基扩散并阻止膜脂质过氧化［２７—２８］，同时还能调节生长素的极性运输［２９］。 此外，逆境胁迫诱导芪类、二芳基

庚烷类和姜酚合成通路的响应［３０—３１］，本研究结果与此相似。
ＴＧＬ４ 和 ＤＡＤ１ 是 α⁃亚麻酸代谢的起始酶，负责将磷脂酰胆碱催化形成 α⁃亚麻酸，为合成茉莉酸（ＪＡ）提

供丰富的底物，ＪＡ 具有抑制植物生长并提高抗性的功能［３２］。 本研究结果表明，土荆芥水浸提液作用下，苦荞

麦根尖保留 ＲＢＣｓ 组相比移除 ＲＢＣｓ 组这两个基因的表达水平较高。 生长和防御对于植物来说都至关重要，
可见 ＲＢＣｓ 能通过 ＪＡ 的高表达帮助根尖在生长和防御中寻找平衡。

植物体内中存在类似于动物肝脏与解毒相关的谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）和细胞色素 Ｐ４５０ 酶（ＣＹＰ），ＧＳＴ
可被一系列外源物质诱导而表达增强，这可能是响应这些外源物质造成的细胞损伤和氧化应激［３３］。 本研究

中，保留 ＲＢＣｓ 组的谷胱甘肽代谢通路中 ＧＰＸ 基因表达上调会将更多的 ＧＳＨ 转化为 ＧＳＳＧ，ＧＳＲ 基因表达下

调又进一步抑制 ＧＳＳＧ 转化为 ＧＳＨ，而移除 ＲＢＣｓ 组中的 ＧＰＸ 和 ＧＳＲ 表达无显著变化，即移除 ＲＢＣｓ 的苦荞

麦根中 ＧＳＨ 合成更加活跃，ＧＳＴ 基因表达也是显著上调的。 表明苦荞麦的谷胱甘肽系统对土荆芥水溶性化

感物质具有解毒作用，ＧＳＨ 和土荆芥水溶性化感物质很可能在 ＧＳＴ 催化下形成复合物，随后该复合物在 ＡＢＣ
转运蛋白作用下从胞质中迅速转运至液泡从而减弱了化感物质的毒害；此外，ＧＳＨ 具有强抗氧化能力，可防

止 ＤＮＡ 损伤和脂质过氧化，ＧＳＴ 还参与类黄酮在细胞内的结合与稳定［３４—３５］。 ＲＢＣｓ 是根尖的物理化学和生

物屏障，上述研究结果表明失去 ＲＢＣｓ 保护屏障的苦荞麦根尖，由于直接暴露在土荆芥水溶性化感物质的毒

害下，使其解毒酶系统更加忙碌。
本研究中，角质、木栓质和蜡生物合成途径只特异富集在移除 ＲＢＣｓ 组并且被显著抑制。 角质与蜡非共

价结合在细胞壁表面形成疏水角质层，有研究报道根冠和侧根表面存在角质层，其保护和屏障功能与地上器

官的标准角质层相似，与木栓质一样能限制水分移动，表皮蜡也被认为是一种抵抗生物和非生物胁迫的化合

物［３６—３７］。 根冠角质层、木栓质和蜡的减少，意味着疏水性下降以及抗性降低，这或许有利于水溶性的化感物

质进入根尖细胞。 推测 ＲＢＣｓ 的存在可能与根冠角质层和木栓质的完整性存在一定关系，但是具体机制有待

进一步研究。

４　 结论

土荆芥水溶性化感物质对苦荞麦的种子萌发和幼根生长具有显著抑制效应，导致苦荞麦根尖活性降低，
抗氧化系统紊乱，活性氧积累，膜脂过氧化程度加剧。 移除根边缘细胞后，这些受伤害程度加剧，表明根边缘

９４４２　 ６ 期 　 　 　 龚意豫　 等：根边缘细胞缓解土荆芥淋溶途径化感作用对苦荞麦代谢扰动的机制 　
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细胞对土荆芥淋溶途径化感胁迫具有缓解效应。
在土荆芥水溶性化感物质作用下，苦荞麦根尖苯丙素合成通路及其下游部分次生代谢物合成通路被抑

制，而这些通路大多与抗逆性有关，表明土荆芥水溶性化感物质减弱了苦荞麦的抗逆性。 去除 ＲＢＣｓ 后这些

抗逆性相关通路受抑制程度相对较小，此时苦荞麦将有限的 Ｃ 和 Ｎ 用于合成更多的抗逆次生代谢物，更多发

挥 ＧＳＨ 和 ＧＳＴ 解毒功能，借助于非酶类抗氧化系统（类黄酮和 ＧＳＨ）和抗氧化酶系统（ＰＯＤ、ＣＡＴ）应对土荆

芥水溶性化感物质造成的氧化损伤；保留 ＲＢＣｓ 的根尖中很可能是通过 ＪＡ 的高表达，在生长和防御中寻找平

衡。 此外，ＲＢＣｓ 也影响了根冠角质和木栓质等抗逆性物质的合成。
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