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摘要： 入侵植物土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）对农作物具有强烈的化感作用，而受体根边缘细胞（Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ，
ＲＢＣｓ）能够快速对化感胁迫作出响应，短时间内在根尖外层形成保护层维护根尖正常代谢。 为了探究这一效应的分子机制，以
玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ．）为研究对象，利用长度测量方法和高效液相色谱法分别测定了土荆芥挥发物及其主要成分 α⁃萜品烯胁迫

下，保留和移除 ＲＢＣｓ 组玉米根尖长度和生长素含量变化，同时利用石蜡切片结合显微技术观察根尖内部结构变化。 最后利用

转录组测序技术分析该过程对生长素的整体影响。 结果表明，在土荆芥挥发物作用下，与对照组相比，根边缘细胞数量减少，活
性降低，随着处理时间延长、处理浓度增加抑制效果越加明显，土荆芥挥发物及其主要成分 α⁃萜品烯对玉米根边缘细胞的化感

综合效应指数表现为土荆芥挥发性物质（０．１９１）＞α⁃萜品烯（０．１７２）；移除根边缘细胞后，受体植物根冠严重受损，根尖生长素含

量降低，根尖内部成熟区细胞变小，导致根尖长度缩短。 α⁃萜品烯作用下根尖内皮层和中柱鞘细胞层明显加厚。 转录组学结果

显示，受化感物质胁迫影响，生长素合成、运输和信号转导过程相关基因表达受到影响。 挥发物处理诱导 ＩＡＡ 合成基因

ＹＵＣＣＡ、ＴＡＲ２ 上调，去除 ＲＢＣｓ 后极性运输相关的 ＰＩＮ 家族基因上调，ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ、ＧＨ３ｓ 等信号转导负调控基因上调，减少了 ＩＡＡ
在根尖积累和抑制 ＩＡＡ 功能。 上述结果表明，土荆芥挥发物胁迫下，ＲＢＣｓ 响应胁迫导致自身活性降低和细胞数量减少，同时参

与调节 ＩＡＡ 极性运输和信号转导基因表达过程，通过维持 ＩＡＡ 正常极性运输和信号转导过程，在调节玉米根尖发育和响应化

感胁迫之间达成平衡。
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ｐｏｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ， ＲＢＣｓ ａｃｈｉｅｖｅ ａ ｂａｌａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍａｉｚｅ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ
ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ； ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ； Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ； ｍａｉｚｅ； ａｕｘｉｎ

生长素（ＩＡＡ）是植物生长和形态建成的关键调控因子，从胚胎发育到器官形成，再到环境响应，ＩＡＡ 都发

挥着不可或缺的作用［１］。 根尖作为根系生命活动最活跃的部分，ＩＡＡ 在根尖的分布浓度最大［２］。 ＩＡＡ 能够在

受体中发挥调节生长和构建防御双重作用。 释放化感物质是入侵物种在入侵地快速定植和大量繁殖的主要

策略。 化感物质最终以多种方式进入土壤，通过诱导 ＩＡＡ 合成和运输基因差异表达调节受体 ＩＡＡ 含量和分

布，从而影响根系的生长和发育。 土荆芥 （Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．） 是原产中南美洲的外来入侵植

物［３—４］，是我国西南地区玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ．）种植区的主要恶性杂草。 它能够合成和释放以 α⁃萜品烯为主效

成分的挥发性物质［５—８］，这些挥发性物质具有强烈的毒性作用，通过增强活性氧（ＲＯＳ）的产生来降低抗氧化

酶系统，进一步降低根尖氧化应激能力，抑制受体根的生长［９］。 然而，ＲＯＳ 对受体根系生长的调节与 ＩＡＡ 息

息相关［１０］。 因此，ＩＡＡ 是胁迫条件下调控根发育和构建防御的关键因素之一。
根边缘细胞（Ｒｏｏｔ Ｂｏｒｄｅｒ Ｂｅｌｌｓ，ＲＢＣｓ）是由根冠的实质细胞分化产生的一种特定的、代谢活跃的细胞群。

能够像动物中性粒细胞一样，通过分泌多糖、蛋白质和有机化合物等物质包裹自身并在根系和土壤环境间构

筑一道生物屏障［１１—１２］，用于阻滞土壤中有害微生物［１３］、重金属［１４—１５］ 和化感物质等［１６］ 对受体根尖的损害。
本实验室前期的研究发现，ＲＢＣｓ 的存在会上调根尖抗逆物质合成、抗氧化酶和非酶抗氧化系统（类黄酮和谷

胱甘肽） 和根部疏水性物质等相关信号通路，同时提高茉莉酸的表达［１７］。 当化感物质干扰植物根尖时，ＲＢＣｓ
最先响应化感胁迫，同时内源性 ＩＡＡ 含量也会发生变化［１８］，ＲＢＣｓ 和 ＩＡＡ 在响应化感胁迫过程中具有相关

性。 然而，ＲＢＣｓ 在响应化感胁迫过程中是否参与调节 ＩＡＡ 信号转导过程还尚不清楚。 因此，本研究以玉米

作为受体，应用 ＲＢＣｓ 去除试验，整合显微技术、生理生化技术和转录组分析技术，解析受体 ＲＢＣｓ 应答土荆芥

化感胁迫保护根尖的机制，为揭示土荆芥化感作用机制和为化感胁迫防治提供理论依据。
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１　 材料和方法

１．１　 材料

供试材料土荆芥植株于 ２０２０ 年 １１ 月采自四川省成都市简阳市（Ｎ２９°３６′２６″ Ｅ１０４°３４′５３″），采集时处于

生殖期，长势良好，采摘后阴干备用；受体植物玉米种子（郑单 ９５８）购于寿光佳禾种业；α⁃萜品烯（＞９０％）标准

品购自成都市锐可思生化试剂公司。
１．２　 土荆芥挥发物提取

将阴干土荆芥材料剪成 ０．５—２ ｃｍ 的小段，参照 Ｓｉｎｇｈ 等［１９］的水蒸气蒸馏法提取土荆芥挥发物。 将土荆

芥材料蒸馏 ４ ｈ，得到淡黄色有香味的挥发物水合物，加入无水 Ｎａ２ＳＯ４脱水，置于 ４℃冰箱保存备用。
１．３　 材料培养和试验设计

１．３．１　 材料培养

选取颗粒饱满、大小均匀、无虫斑的玉米种子，消毒后置于培养箱，２５℃黑暗中浸种 ２４ ｈ，平铺在萌发盘

中，２５℃培养箱暗培养 ２４ ｈ 至种子露白。 采用纯琼脂培养基悬空气法［１６］，将露白种子倒插入琼脂当中，每瓶

１０ 粒，置于 ２５℃培养箱暗培养 １２ ｈ 后进行试验。
１．３．２　 ＲＢＣｓ 数量和活性试验

根据黄素等人［８］的研究设置挥发物（Ｖ）和 α⁃萜品烯（Ｔ）两个处理组，每组设置 ３ 个处理梯度，挥发物的

处理浓度分别为 ６．２５、１２．５０ μＬ ／ Ｌ 和 ２５．００ μＬ ／ Ｌ（记为 Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３），根据 Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３ 中 α⁃萜品烯的相对含量

设定 α⁃萜品烯的处理浓度，分别为 ３．１２５、６．２５５ μＬ ／ Ｌ 和 １２．５１０ μＬ ／ Ｌ（记为 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３）。 分别将不同浓度的

挥发物和 α⁃萜品烯滴加在培养瓶的瓶盖上，以不滴加挥发性物质的处理作为对照（ＣＫ），旋紧瓶盖，倒置放在

托盘上，置于 ２５℃培养箱中暗培养，分别处理 ６、１２ ｈ 和 ２４ ｈ，每处理重复 ３ 次。 处理结束后测定 ＲＢＣｓ 的活性

和数量。
１．３．３　 ＲＢＣｓ 移除试验

根据 Ｂｒｉｇｈａｍ 等［２０］的方法略有改动，从处理 ０ ｈ 开始，每隔 ６ ｈ 将玉米根尖浸泡入蒸馏水 ３０ ｓ，再用湿润

滤纸擦去残留 ＲＢＣｓ 获得去除 ＲＢＣｓ 的根尖，以保留 ＲＢＣｓ 为对照，其中保留 ＲＢＣｓ 为 Ｗ 组，去除 ＲＢＣｓ 为 Ｎ
组。 处理组浓度与 １．３．２ 一致。 Ｖ２ 和 Ｔ２ 浓度处理 ２４ ｈ 玉米根尖效果明显，因此被用于石蜡切片、ＩＡＡ 含量

检测和转录组分析实验。 保留和去除 ＲＢＣｓ 的对照组分别记为 ＺＣＫＷ 和 ＺＣＫＮ；挥发物 Ｖ２ 浓度处理组保留

和去除 ＲＢＣｓ 的对照组分别记为 ＺＶＷ 和 ＺＶＮ；α⁃萜品烯 Ｔ２ 浓度处理组保留和去除 ＲＢＣｓ 的对照组分别记为

ＺＴＷ 和 ＺＴＮ。
１．４　 参数测定

１．４．１　 ＲＢＣｓ 数量和活性检测

处理结束后，每处理随机选取玉米根尖 ５ 个，切取根尖长度 ５ ｍｍ 部分，放入装有 ２００ μＬ 蒸馏水的 ＥＰ
管，涡旋震荡 １—２ ｍｉｎ，将细胞悬液转移到新的离心管中，加入 １００ μＬ ０．４％台盼蓝染色，取 １０ μＬ 悬液利用细

胞计数板计数；取 ２０ μＬ 滴加到载玻片用于 ＲＢＣｓ 活性检测，蓝色为死细胞，无色为活细胞，计算 ＲＢＣｓ 存活

率，计算公式为：

根边缘细胞存活率＝ 活细胞
死细胞＋活细胞

×１００％

１．４．２　 植物根长测定

处理结束后，用直尺测量各处理组的玉米根长。
１．４．３　 根尖解剖结构观察

根尖解剖结构的观察采用常规石蜡切片法［２１］，经过 ＦＡＡ 固定、脱水、透明、浸蜡和包埋，切片等步骤，番
红和固绿染色后显微镜（ＤＭ３０００， Ｌｅｉｃａ Ｃｏｒｐ， Ｇｅｒｍａｎｙ）观察根尖结构。

３　 １２ 期 　 　 　 陈李　 等：玉米根边缘细胞通过维持 ＩＡＡ 表达响应土荆芥化感胁迫的机制 　
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１．４．４　 ＩＡＡ 含量测定

提取方法：称取约 ０．３ ｇ 样本，加入 １ ｍＬ 预冷的提取液（甲醇：水：乙酸 ＝ ８０：２０：１），４℃浸提过夜，８０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎ，离心后取上清，４０℃氮吹至不含有机相，加入 ０．５ ｍＬ 石油醚萃取脱色 ３ 次，弃去上层醚相，加入

饱和柠檬酸水溶液调节 ｐＨ 至 ２．８，乙酸乙酯萃取三次合并有机相，氮吹至干，加入 ０．５ ｍＬ 甲醇涡旋震荡溶解，
过滤后待测。

ＨＰＬＣ 液相条件：Ｒｉｇｏｌ Ｌ３０００ 高效液相色谱仪，Ｓｅｐａｘ⁃Ｃ１８（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），流动相：超纯水、甲醇

和乙酸混合液（超纯水∶甲醇∶乙酸＝ ３００∶２００∶３）。 设置进样量 １０ μＬ，流速 ０．８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３５℃，走样时间为

４０ ｍｉｎ，激发波长 ２７５ ｎｍ，发射波长 ３４５ ｎｍ。
１．４．５　 转录组学分析

处理结束后，将各处理组材料用 ｄｄＨ２Ｏ 清洗 ３ 次，再用 ７５％乙醇消毒，快速切取根尖 １—１．５ ｃｍ 部分，装

入冻存管，液氮速冻后放入－８０℃冰箱保存，送上海中科新生命生物科技有限公司进行转录组学分析。 所得

数据筛选后进行 ＫＥＧＧ 富集分析。
１．４．６　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）分析

在玉米不同处理组分析结果中随机挑选基因 ＰＹＬ７ 和 ＦＥＡ４ 验证转录组准确性。 参照孙德权［２２］ 使用

Ｔｒｉｚｏｌ 法提取根尖 ＲＮＡ。 利用 ＮＣＢＩ 网站［Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｔｏｏｌ （ｎｉｈ．ｇｏｖ）］设计引物（表 １），使用美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
生命医学公司的 ＭｉｎｉＯｐｔｉｃｏｎＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ （Ｖ ３．１） （ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）
进行实时定量 ＰＣＲ。 ｓｔｒｅｓｓ１ 基因作为玉米内参基因［２３］。 采用 ２－ΔΔＣｔ法分析差异表达情况。 每个处理包括 ３ 个

生物重复，每个样本包括 ３ 个技术重复。

表 １　 用于 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 研究的引物及其序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因编号
Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物（５′⁃３′）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ （５′⁃３′）

反向引物（５′⁃３′）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′⁃３′）

Ｚｍ００００１ｄ０２８７９３ ＰＹＬ７ ＧＴＣＡＡＧＴＧＣＡＡＣＣＴＣＣＡＧＴＣ ＴＡＣＡＡＡＣＡＣＧＣＡＴＣＣＣＴＣＣＴ

Ｚｍ００００１ｄ０３７３１７ ＦＥＡ４ ＡＧＧＧＡＴＣＡＣＡＡＧＧＣＧＣＡＧＡ ＣＴＣＣＴＧＣＴＣＡＡＧＡＴＧＧＧＡＣＡ

Ｚｍ００００１ｄ０１０１５９ ｓｔｒｅｓｓ１ ＧＡＴＴＣＣＴＧＧＧＡＴＴＧＣＣＧＡＴ ＴＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＡＡＡＧＴＧＣＴＧＡＧ

　 　 ＰＹＬ７：类吡咯菌素抗性脱落酸受体 ｐｙｒａｂａｃｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ⁃ｌｉｋｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ；ＦＥＡ４：簇生穗 ４ ｆａｓｃｉａｔｅｄ ｅａｒ４

１．５　 数据分析

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据统计和表格制作，ＳＰＳＳ １９．００ 软件进行单因素方差分析和相关性

分析。
根据 Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ［２４］的化感作用敏感指数 ＲＩ 用于衡量化感作用强度。

ＲＩ＝ １－ Ｃ
Ｔ
，（Ｔ≥Ｃ）

ＲＩ＝ Ｔ
Ｃ
－１，（Ｔ＜Ｃ）

式中，Ｃ 为对照值，Ｔ 为处理值，ＲＩ＜ ０ 表示抑制效应，ＲＩ＞ ０ 表示促进效应，其绝对值表示化感作用强度大小，
化感作用综合效应（ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔｓ，ＳＥ）为 ＲＩ 的算术平均值。

２　 结果与分析

２．１　 土荆芥挥发物对玉米 ＲＢＣｓ 的影响

土荆芥挥发物和 α⁃萜品烯对玉米 ＲＢＣｓ 数量和活性的影响如图 １ 所示，高浓度挥发物（Ｖ３）处理 ６ ｈ、１２ ｈ
和 ２４ ｈ 时，处理组 ＲＢＣｓ 数量分别是对照组的 ０．７５ 倍、０．７１ 倍和 ０．５７ 倍。 高浓度 α⁃萜品烯（Ｔ３）处理 ６ ｈ、１２
ｈ 和 ２４ ｈ 时，处理组 ＲＢＣｓ 数量分别是对照组的 ０．７９ 倍、０．５３ 倍和 ０．６ 倍。 由此可见，土荆芥挥发物抑制
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ＲＢＣｓ 产生，高浓度挥发性物质随着培养时间的增加对 ＲＢＣｓ 产生的抑制逐渐加强。 土荆芥挥发物和 α⁃萜品

烯对 ＲＢＣｓ 活性的影响与数量变化基本一致，高浓度挥发物（Ｖ３）处理 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时，处理组 ＲＢＣｓ 活性

分别是对照组的 ０．７１２ 倍、０．７１２ 倍和 ０．７０９ 倍。 高浓度 α⁃萜品烯（Ｔ３）处理 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时，处理组 ＲＢＣｓ
活性分别是对照组的 ０．８７７ 倍、０．７６１ 倍和 ０．７１０ 倍。 低浓度 α⁃萜品烯处理组与对照组 ＲＢＣｓ 活性在处理早期

差异不明显。 这说明在低浓度化感胁迫作用下，依赖于 ＲＢＣｓ 的保护作用和持续释放的特性，根尖能够对胁

迫做出及时响应。 比较分析化感综合效应指数，土荆芥挥发性物质与 α⁃萜品烯对玉米 ＲＢＣｓ 数量和活性的影

响为：土荆芥挥发性物质（０．１９１）＞α⁃萜品烯（０．１７２）。 说明土荆芥挥发物对 ＲＢＣｓ 具有强烈化感毒性作用，且
表现剂量和时间双重效应。

图 １　 土荆芥挥发物和 α⁃萜品烯胁迫下玉米 ＲＢＣｓ数量和活性变化

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ａｎｄ α ⁃ｔｅｒｐｅｎｅ

ＲＢＣｓ：根边缘细胞 Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ；ＣＫ：对照组；Ｖ１：挥发物的处理浓度为 ６．２５ μＬ ／ Ｌ；Ｖ２：挥发物的处理浓度为 １２．５０ μＬ ／ Ｌ；Ｖ３：挥发物的处

理浓度为 ２５．００ μＬ ／ Ｌ；Ｔ１：α⁃萜品烯处理浓度为 ３．１２５ μＬ ／ Ｌ；Ｔ２：α⁃萜品烯处理浓度为 ６．２５５ μＬ ／ Ｌ；Ｔ３：α⁃萜品烯处理浓度为 １２．５１０ μＬ ／ Ｌ；不

同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．２　 土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ 对玉米根生长的影响

如图 ２ 所示，土荆芥挥发物和 α⁃萜品烯对受体根生长具有抑制效应，三种浓度的挥发物处理组（Ｖ１，Ｖ２，
Ｖ３）培养 ２４ ｈ 后根长分别是对照组的 ０．７９０ 倍、０．５５６ 倍和 ０．３５８ 倍，去除 ＲＢＣｓ 后，根尖长度分别是对照组的

０．４４２ 倍、０．３４１ 倍和 ０．２８２ 倍。 高浓度挥发物处理组（Ｖ３）处理 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时，根长分别是对照组的

０．６６６ 倍、０．３９７ 倍 和 ０．３５８ 倍，去除 ＲＢＣｓ 后，根尖长度分别是对照组的 ０．６１４ 倍、０．３３６ 倍和 ０．２８２ 倍。 高浓

度 α⁃萜品烯（Ｔ３）处理 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ 时，处理组根尖长度分别是对照组的 ０．５１４ 倍、０．４１７ 倍和 ０．５２５ 倍。
说明土荆芥化感胁迫抑制玉米根尖生长，ＲＢＣｓ 的存在能够缓解土荆芥化感胁迫对玉米根尖的损害。 另外，非
胁迫条件下去除 ＲＢＣｓ 处理组根长是对照组的 ０．７９４ 倍，表明 ＲＢＣｓ 在根尖生长发育中发挥着不可或缺的

作用。
２．３　 土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ 对受体根结构的影响

ＲＢＣｓ 在土荆芥挥发物作用下对根结构的影响如图 ３ 所示，相较于对照组各处理组根尖结构均受到影响。
正常条件下移除 ＲＢＣｓ 后根尖原形成层发育受损，根尖细胞变小，根冠受损且分生区前移。 土荆芥挥发物处

５　 １２ 期 　 　 　 陈李　 等：玉米根边缘细胞通过维持 ＩＡＡ 表达响应土荆芥化感胁迫的机制 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

图 ２　 土荆芥挥发性物质胁迫下 ＲＢＣｓ对玉米根长的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｍａｔｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

∗表示显著，用∗∗表示极显著

理导致成熟区细胞变小，伸长区变短，根冠受损。 α⁃萜品烯处理后去除 ＲＢＣｓ，根尖中柱外层的内皮层和中柱

鞘细胞层明显加厚。 表明 ＲＢＣｓ 的存在缓解了土荆芥化感胁迫，保证了根尖结构的完整性和正常发育。 同时

ＲＢＣｓ 具有参与调节根尖组织分化缓解胁迫的潜力。

图 ３　 土荆芥挥发物胁迫下玉米根解剖图

Ｆｉｇ．３　 Ｔｉｓｓｕｅ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｉｌ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ＺＣＫＷ：保留 ＲＢＣｓ 的对照组；ＺＣＫＮ：去除 ＲＢＣｓ 的对照组；ＺＶＷ：保留 ＲＢＣｓ 的挥发物 Ｖ２ 浓度处理组；ＺＶＮ：去除 ＲＢＣｓ 的挥发物 Ｖ２ 浓度处

理组；ＺＴＷ：保留 ＲＢＣｓ 的 α⁃萜品烯 Ｔ２ 浓度处理组；ＺＴＮ：去除 ＲＢＣｓ 的 α⁃萜品烯 Ｔ２ 浓度处理组

２．４　 土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ 对植物根尖 ＩＡＡ 含量的影响

胁迫条件下不同处理组根尖 ＩＡＡ 含量变化结果如图 ４ 所示，挥发物胁迫诱导玉米根尖 ＩＡＡ 积累，移除

ＲＢＣｓ 处理组相较于对应保留 ＲＢＣｓ 处理组 ＩＡＡ 含量降低。 表明高化感毒性作用的胁迫诱导 ＩＡＡ 在根尖积

累，移除 ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 含量具有影响。 结合根生长和结构变化分析表明，土荆芥化感胁迫造成的根生长抑制

可能与 ＩＡＡ 的运输和信号转导相关。
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图 ４　 土荆芥挥发性物质胁迫下 ＲＢＣｓ对根尖激素含量的影响

　 Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｕｎｄｅｒ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ＩＡＡ：生长素

２．５　 土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ 对根尖 ＩＡＡ 相关基因的影响

２．５．１　 ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 合成基因表达的影响

利用转录组分析土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ 对

ＩＡＡ 相关基因的影响，其中 ＩＡＡ 合成相关基因差异表达

情况如图 ５ 所示，去除 ＲＢＣｓ 处理组（ＺＣＫＮ）相较于对

照组（ＺＣＫＷ）ＩＡＡ 合成基因 ＴＡＡ１ （Ｚｍ００００１ｄ０３９６９１）、
ＴＤＣ１（Ｚｍ００００１ｄ０４８７５８）和 ＡＭＩ１（Ｚｍ００００１ｄ００６８８６）下
调，说明在非胁迫条件下 ＲＢＣｓ 的存在促进了 ＩＡＡ 合

成；土荆芥挥发物处理（ＺＶＷ， ＺＴＷ）诱导 ＩＡＡ 合成基

因 ＹＵＣＣＡ１１ （ Ｚｍ００００１ｄ０４７６７０ ） 和 ＴＡＲ２
（Ｚｍ００００１ｄ０３９６９１）等基因上调，土荆芥挥发物处理下

移除 ＲＢＣｓ 处理组 （ ＺＶＮ） 相较于保留 ＲＢＣｓ 处理组

（ ＺＶＷ ） ＡＬＤＨ （ Ｚｍ００００１ｄ００４７３１ ）、 ＹＵＣＣＡ５
（ Ｚｍ００００１ｄ０１９５２７ ）、 ＹＵＣＣＡ２ （ Ｚｍ００００１ｄ０１１７６４ ） 和

ＴＤＣ１（Ｚｍ００００１ｄ０３３０２４）等基因上调。 说明土荆芥挥

发物能够诱导 ＩＡＡ 合成基因上调，在不同环境条件下 ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 合成的调节存在差异。

图 ５　 土荆芥挥发物作用下 ＩＡＡ 合成途径及相关基因热图

Ｆｉｇ．５　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ＩＡＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

２．５．２　 ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 转运基因表达的影响

进一步分析 ＩＡＡ 转运基因在不同处理组的表达情况（图 ６），结果显示，去除 ＲＢＣｓ 处理组（ＺＣＫＮ）ＰＩＮ１
蛋白基因（Ｚｍ００００１ｄ０４４８１２）相较于对照组（ＺＣＫＷ）上调；土荆芥挥发物处理条件下去除 ＲＢＣｓ 处理组（ＺＶＮ）
相较于挥发物处理组（ＺＶＷ）ＰＩＮ１（Ｚｍ００００１ｄ０４４８１２）、ＰＩＮ１０（Ｚｍ００００１ｄ０４４０８３）、ＰＩＮ８（Ｚｍ００００１ｄ０４３６６０）等
基因均 上 调； α⁃萜 品 烯 处 理 后 去 除 ＲＢＣｓ 处 理 组 （ ＺＴＮ ） 相 较 于 α⁃萜 品 烯 处 理 组 （ ＺＴＷ） ＰＩＮ１
（Ｚｍ００００１ｄ０４４８１２）、ＰＩＮ４（Ｚｍ００００１ｄ０５２４４２）等基因上调，说明 ＲＢＣｓ 参与调节 ＩＡＡ 转运基因的表达，当去除

ＲＢＣｓ 后 ＩＡＡ 运输被诱导。
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　 图 ６　 土荆芥挥发物作用下 ＲＢＣｓ对根尖 ＩＡＡ 极性运输相关基因

的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＢＣｓ ｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｕｘｉｎ ｐｏｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ

ｉｎ ｒｏｏｔ ｔｉｐｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

２．５．３　 ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 信号转导基因表达的影响

ＲＢＣｓ 对 ＩＡＡ 信号转导途径相关基因表达的影响

情况如图 ７ 所示，去除 ＲＢＣｓ、挥发物和 α⁃萜品烯处理

组相较于对照组根尖中 ＩＡＡ 信号转导相关的 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ
（ Ｚｍ００００１ｄ０２１２７９ ）、 ＡＲＦｓ （ Ｚｍ００００１ｄ０５０７８１、
Ｚｍ００００１ｄ００１９４５）、ＧＨ３ｓ （ Ｚｍ００００１ｄ０３９３４６） 和 ＳＡＵＲｓ
（Ｚｍ００００１ｄ００１９６４、Ｚｍ００００１ｄ０２６３０８）等基因下调。 挥

发物和 α⁃萜品烯处理下移除 ＲＢＣｓ 处理组相对于保留

ＲＢＣｓ 处 理 组 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ （ Ｚｍ００００１ｄ０４３５１５ ）、 ＧＨ３ｓ
（Ｚｍ００００１ｄ０４３３５０） 和 ＳＡＵＲｓ （ Ｚｍ００００１ｄ０１７３９７） 基因

出现上调，表明土荆芥化感胁迫影响 ＩＡＡ 信号转导，胁
迫条件下去除 ＲＢＣｓ 诱导 ＩＡＡ 信号转导相关基因表达。
但在不同环境条件下 ＲＢＣｓ 发挥的功能有所差异。

为了验证玉米根尖转录组分析结果的准确性，随机

挑选了 ＰＹＬ７ 和 ＦＥＡ４ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。 将 ＲＮＡ⁃
Ｓｅｑ 结果和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果进行比较，发现两种方式检

测的基因表达情况基本一致（图 ８）。 说明转录组结果

真实可靠。

图 ７　 土荆芥挥发物作用下 ＩＡＡ 信号转导途径及相关基因热图

Ｆｉｇ．７　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

ＡＵＸ ／ ＩＡＡ：生长素响应蛋白；ＴＩＲ１：转运抑制响应蛋白 １；ＡＲＦ：生长素响应因子；ＤＮＡ：脱氧核糖核酸；ＧＨ３：吲哚⁃３⁃乙酸⁃酰胺合成酶；ＳＡＵＲ：

生长素响应蛋白

３　 讨论

３．１　 ＲＢＣｓ 在土荆芥挥发物胁迫下保护根尖生长

植物根尖是根系生命活动最活跃的位置，当根尖受到损伤时，植物的整体发育将受到抑制［２５—２７］。 为了应
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对土壤环境中各种胁迫，ＲＢＣｓ 被分化并可以分泌多糖、蛋白质和有机化合物等在根尖和土壤环境之间形成一

道有机屏障，将各种胁迫物质阻滞在根尖外部［１７，２８］。 当受体根尖感知化感胁迫，ＲＢＣｓ 释放被诱导，细胞外分

泌物增加，从而缓解胁迫对根尖的损害。 当低浓度土荆芥挥发物短时间处理玉米根尖时，ＲＢＣｓ 量达到对照组

的 ２．９５ 倍［２９］。 本研究结果表明，土荆芥挥发物持续胁迫植物根尖 ６ ｈ，ＲＢＣｓ 的数量和活性均受到影响，并且

随着胁迫浓度和时间的增加，ＲＢＣｓ 数量减少、活性持续下降。 由此可见，土荆芥挥发物对 ＲＢＣｓ 的产生表现

出低浓度短时期促进和高浓度长时期抑制的效果。 尽管 ＲＢＣｓ 会不断分化释放，但面对高浓度长时期的胁

迫，对根尖的保护是有限的。 因此它可能参与调动根尖内部活动以响应高强度胁迫。

图 ８　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析验证土荆芥化感胁迫下玉米激素相关基因的表达

Ｆｉｇ．８　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｏｒｍｏｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ：转录组测序技术；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ：实时荧光定量 ＰＣＲ

当植物受到土荆芥化感物质胁迫时，受体 ＲＢＣｓ 数量减少和活性降低，根系生长进一步受到影响。 玉米

根毛弯曲缠结，数量减少甚至消失，小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ．）、油菜（Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ ｖａｒ． ｏｌｅｉｆｅｒａ ＤＣ．）和莴苣

（Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ Ｌ．）等受体幼根生长也受到不同程度的损害，影响根系的吸收作用［３０—３２］。 我们的研究发现，去
除 ＲＢＣｓ 后根长度为保留 ＲＢＣｓ 的 ０．７９４ 倍；高浓度胁迫条件下，去除 ＲＢＣｓ 后根长度为保留 ＲＢＣｓ 的 ０．７８８
倍。 说明 ＲＢＣｓ 层的结构完整性是维持根尖生长的关键。 进一步分析胁迫条件下根尖结构变化发现，移除

ＲＢＣｓ 后根尖原形成层发育受损，根尖细胞变小，根冠受损且分生区前移。 表明移除 ＲＢＣｓ 后根尖的正常发育

和结构完整性受到影响。 另外，α⁃萜品烯处理后去除 ＲＢＣｓ，根尖中柱外层的内皮层和中柱鞘细胞层明显加

厚。 说明 ＲＢＣｓ 一方面缓解了化感胁迫对根尖的损伤，另一方面诱导了根尖结构变化以应对胁迫。 根尖生长

和结构变化受到多种植物激素的调节，其中 ＩＡＡ 发挥着主要作用［３３］。
３．２　 ＲＢＣｓ 在土荆芥挥发物作用下调节 ＩＡＡ 的分子机制

植物激素是植物生长发育过程中起关键作用的化学物质，在植物生长、生理代谢、适应环境变化等方面发

挥重要作用［３４］。 根尖是根系生长最活跃的部位，其中分生区是合成 ＩＡＡ 的主要部位［３５］。 一些非生物胁迫可

以诱导 ＩＡＡ 浓度增加，化感物质同样影响受体植物内 ＩＡＡ 相关基因的表达［３６—３７］。 在植物体内，ＩＡＡ 合成主

要包括吲哚⁃ ３ ⁃丙酮酸（ＩＰｙＡ）途径、吲哚⁃３ ⁃乙醛肟（ＩＡＯｘ）和吲哚⁃ ３ ⁃乙酰胺（ＩＡＭ）的途径。 其中 ＩＰｙＡ 途径

被确定为主要合成路线。 在该途径中，色氨酸首先在色氨酸转氨酶（ＴＡＡ）和 ＴＡＡ 相关蛋白（ＴＡＲ）的作用下

转化为 ＩＰｙＡ，随后 ＩＰｙＡ 在 ＹＵＣＣＡ（ＹＵＣ）家族的黄素单加氧酶催化下转化为 ＩＡＡ［３８］。 当 ＩＡＡ 合成后极性运

输被触发，由此形成的 ＩＡＡ 不均匀分布可以诱导受体胚胎发育、侧根启动等过程［３９］。 研究发现，胁迫诱导 ＩＡＡ
转运蛋白 ＡＵＸ１ 和 ＰＩＮ１ ／ ２ 发生改变，而 ＩＡＡ 的极性运输可能减少了 ＩＡＡ 在根系的积累［４０］。 本研究发现，在非

胁迫条件下去除 ＲＢＣｓ，玉米根尖 ＩＡＡ 合成基因下调，对应 ＩＡＡ 含量降低；土荆芥挥发物胁迫诱导玉米根尖 ＩＡＡ

９　 １２ 期 　 　 　 陈李　 等：玉米根边缘细胞通过维持 ＩＡＡ 表达响应土荆芥化感胁迫的机制 　
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合成基因上调，促进 ＩＡＡ 在根尖的积累，进一步去除 ＲＢＣｓ 后根尖 ＩＡＡ 合成基因上调，但 ＩＡＡ 极性运输相关的

ＰＩＮ１ 基因上调，说明 ＲＢＣｓ 可以通过调节 ＰＩＮ 家族基因的表达参与调控 ＩＡＡ 极性运输，减少 ＩＡＡ 在根尖的积累。
因此，正常条件下 ＲＢＣｓ 的存在维持了 ＩＡＡ 合成和运输，土荆芥化感胁迫诱导根尖 ＩＡＡ 积累，ＲＢＣｓ 的存在维持

了 ＩＡＡ 的正常运输，使根尖积累大量的 ＩＡＡ 并作用到受胁迫的根尖，调控受体对胁迫的响应。
ＩＡＡ 在根尖被合成后，被受体蛋白感知，ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ 发生多泛素化和降解，解除其对 ＩＡＡ 应答因子

（ＡＲＦｓ）的抑制，开启 ＩＡＡ 下游的响应［４１—４２］。 ＧＨ３ 基因编码的酰基酰胺合成酶，可以催化 ＩＡＡ 与氨基酸的结

合，并且 ＧＨ３ 亚组 ２ 可以使拟南芥中的 ＩＡＡ 失活［４３］，影响 ＩＡＡ 的功能。 本研究结果显示，移除 ＲＢＣｓ 处理组、
挥发物处理组和 α⁃萜品烯处理诱导 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ、ＡＲＦｓ、ＧＨ３ｓ 和 ＳＡＵＲｓ 下调。 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ、ＧＨ３ｓ 基因下调均促进

了 ＩＡＡ 功能，但玉米根尖生长并未得到促进。 一方面，可能受到 ＩＡＡ 极性运输的影响；另一方面，ＩＡＡ 发挥功

能也受到其他激素的影响，如赤霉素通过促进 ＩＡＡ 极性运输使形成层干细胞有限特化形成木质部的子细

胞［４１］。 因此这可能是因为 ＩＡＡ 运输受抑制或多激素协同作用造成的。 挥发物和 α⁃萜品烯处理下移除 ＲＢＣｓ
处理诱导 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ、ＧＨ３ｓ 和 ＳＡＵＲｓ 基因上调。 其中 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ 基因表达上调，通过抑制 ＡＲＦｓ 基因而影响

ＩＡＡ 反应，ＧＨ３ 基因上调促进了 ＩＡＡ 与氨基酸结合而失活［４４—４５］。 说明 ＲＢＣｓ 能够参与调节 ＩＡＡ 信号转导，胁
迫条件下通过诱导 ＩＡＡ 信号转导负调控基因下调，增加了根尖对胁迫的响应能力。 另外，ＳＡＵＲ 基因上调抑

制 ＰＰ２Ｃ．Ｄ 磷酸酶的活性，使得磷酸化的 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰ 酶的数量增加，质外体酸化，细胞壁松弛，最终引起细胞扩张

和根生长［４４—４５］。 ＲＢＣｓ 是一种受基因调控的能够持续产生的具有保护功能的细胞类群［４６］，而土荆芥挥发性

物质胁迫下移除 ＲＢＣｓ 后导致 ＳＡＵＲｓ 基因上调。 这表明 ＳＡＵＲｓ 基因可能参与了胁迫条件下 ＲＢＣｓ 的产生和

释放，以应对化感胁迫。

４　 结论

土荆芥释放的化感物质有强烈的化感毒性作用，能够减少玉米 ＲＢＣｓ 数量，降低活性，抑制根生长发育。
在此过程中，ＲＢＣｓ 发挥重要保护作用。 移除 ＲＢＣｓ 后化感胁迫对根尖形成更剧烈的影响，造成根尖原形成层

受损，根尖细胞变小，植物激素 ＩＡＡ 含量降低。 胁迫条件下去除 ＲＢＣｓ 诱导 ＩＡＡ 极性运输相关的 ＰＩＮ 家族基

因表达，调节 ＩＡＡ 在根尖的积累，ＩＡＡ 信号转导基因 ＡＵＸ ／ ＩＡＡｓ、ＧＨ３ｓ 和 ＳＡＵＲｓ 上调抑制 ＩＡＡ 功能，说明胁迫

条件下 ＲＢＣｓ 的存在维持了 ＩＡＡ 的正常极性运输和信号转导过程，保证根系生长的同时响应化感胁迫。
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