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土荆芥挥发物化感胁迫对 ３ 种农作物根边缘细胞释放
的干扰效应
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摘要：当受到入侵植物土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ）化感胁迫时，受体会通过增加根边缘细胞数量的方式来缓解胁迫对根

系的伤害。 为了探究这一效应的分子生态过程，以玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）和苦荞麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ）作为受

体植物，采用显微技术和转录组学技术，研究了在土荆芥挥发油及其主要成分 α－萜品烯胁迫下，受体根边缘细胞产生和释放及

相关基因表达水平的变化。 结果表明：在土荆芥挥发物作用下，与对照相比，根边缘细胞数量增加，但随着处理时间延长、处理

浓度增加，促进效应减弱甚至消失；随着挥发物浓度升高，根边缘细胞的弯曲度先增加后减少，而平均长度则整体变短。 α－萜
品烯的化感综合效应为挥发油的 ０．７６ 倍，不同受体根边缘细胞释放对土荆芥挥发物的敏感性表现为玉米＞苦荞麦＞大豆；转录

组学结果显示，受到化感胁迫时，受体根尖细胞内与根边缘细胞释放相关的木质素合成、果胶降解 ／合成、以及细胞壁成分重塑

等相关基因均发生变化。 研究结果表明，土荆芥挥发物胁迫下，受体幼根上调细胞壁重塑和根边缘细胞释放相关基因的表达，
使根边缘细胞与根冠的黏附能力下降，从而促进根边缘细胞释放以保护根尖免遭伤害，但这种防御效应随着胁迫强度增大逐渐

减弱。 外来种（玉米）对土荆芥挥发物的应激反应大于本地种（大豆、苦荞麦）。
关键词：土荆芥；化感胁迫；根边缘细胞；释放；基因表达
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ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， １４６ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ）， １９８６ （７５７ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ， １２２９ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ）， ａｎｄ ３０１５ （１７５９ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ，
１２５６ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｉｎ ｔｈｅ α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｉｇｎｉｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｐｅｃｔｉｎ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ／ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌ ｒｅｌｅａｓｅ ｗｅｒｅ
ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｃｅｌｌｓ ｗｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｓｔｒｅｓｓ． Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｌｏｗ⁃ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｃｏｒｎ， ｓｏｙｂｅａｎ， ａｎｄ
ｂｕｃｋｗｈｅａｔ ａｒｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ． Ｔｈｉｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｒｏｏｔｓ， ｓｐｅｅｄｓ ｕｐ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｄｄｌｅ ｌａｙｅｒ ｐｅｃｔｉｎ， ｓｈｏｒｔｅｎｓ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＲＢＣｓ， ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｃｕｒｖａｔｕｒｅ ｏｆ ＲＢＣｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＲＢＣｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｃａｐ， ａｎｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｅｘｐｅｄｉｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＲＢＣｓ ｔｏ ｄｅａｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ． Ａｓ
ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒｉｓｅｓ， ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＲＢＣｓ ａｒｅ ｈｉｎｄｅｒｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｆｅｎｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｇａｉｎｓｔ
ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｅｓ． Ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｔｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｒｎ ｔｏ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ Ｃ． ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｉｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｆａｓｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｂｕｃｋｗｈｅａｔ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ； ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ ｓｔｒｅｓｓ； ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ； ｒｅｌｅａｓｅ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

根边缘细胞（Ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ，ＲＢＣｓ）又称为根冠脱落细胞，指从根冠表面脱落下来并聚集在根部周围的

一群特化细胞，它们在根和根周围环境之间构筑了一道化学、物理和生物的屏障，具有类似于动物中性粒细胞

的防御功能，在植物抵御生物和非生物胁迫中起着重要的作用［１］。 遭受逆境胁迫时，植物可释放更多的根边

缘细胞［２—３］，这些细胞向胞外分泌阿拉伯半乳糖蛋白（Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＡＧＰｓ）等物质［４］，使胞外黏胶

层增厚，扩大胞外诱捕网，以螯合外源重金属、化感物质或阻止致病性细菌侵入［５—６］。 Ｍｒａｖｅｃ 等［５］ 的研究表

明了根边缘细胞释放涉及微妙而又复杂的细胞壁微调，在根边缘细胞释放时，细胞拉长和弯曲使细胞壁变薄，
同时产生的弯曲有利于减少其与脱离层细胞的接触面积。 细胞壁的组成成分细胞壁糖蛋白在新细胞的形成

和组装中至关重要，其形成是细胞正常分裂产生的最初步骤，根边缘细胞的正确产生和释放也对细胞壁的相

关基因进行了特异性的调节表达［７］。 果胶甲基脂酶（Ｐｅｃｔｉｎ ｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＰＭＥ）能降解细胞壁中间层的粘性

物质，有利于根边缘细胞的释放，从而能调控受体根边缘细胞数量变化［８］。 这些是调控根边缘细胞成熟和释

放的关键。
植物入侵是造成当前生态系统破坏和生物多样性丧失的最主要原因之一。 农业生态系统的群落结构相

５８９　 ２ 期 　 　 　 谢雨思　 等：土荆芥挥发物化感胁迫对 ３ 种农作物根边缘细胞释放的干扰效应 　
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对于自然生态系统更为简单，主要由一种或两种优势的农作物构成，多样性较低，更容易受到外来物种的入

侵［９］。 新武器假说（ｎｏｖｅｌ ｗｅａｐｏｎｓ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ， ＮＷＨ）认为，外来植物向引入环境中释放其自身特有的化学物

质，新型化学物质对植株、天敌以及土壤性质影响与原生地不同，对本地植物有较强的抑制作用，促进外来植

物的入侵成功［１０］，这些外来植物释放的化学物质即化感物质（ａｌｌｅｌｏｃｈｅｍｉｃａｌ）可以通过根系分泌、残株分解、
雨雾淋溶和挥发等途径向环境释放，抑制周围植物生长发育［１１—１３］。 无论通过哪一种途径释放的化感物质最

终都会进入土壤，在作用于受体植物根系之前，必须突破根边缘细胞这道防线［１４］。 土荆芥（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ
ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ Ｌ．）是藜科（Ａｍａｒａｎｔｈａｃｅａｅ）藜属（Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ）一年生或多年生草本植物，原产中南美洲［１５］。 目

前已威胁到中国大部分地区的生态安全，属于中国重点管控的外来入侵植物［１６］，是我国西南地区玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓ）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ）和苦荞麦（Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ）等农田生态系统的主要恶性杂草。 已有证据表明，
化感作用是土荆芥成功入侵的主要机制之一，而挥发途径是其化感作用的主要方式［１７］。 土荆芥全株富含挥

发油，目前已经从不同入侵地的土荆芥挥发油中鉴定出 ２０ 多种化合物，共有成分 α⁃萜品烯是土荆芥化感作

用的主效物质［１８—１９］。 本项目组前期研究发现，土荆芥挥发性化感物质具有强烈的细胞毒性，会诱导受体植物

的细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 水平升高［８］，抗氧化酶基因表达下调，抗氧化酶活性［２０］，细胞膜破裂，细胞器被破坏，粗
面内质网肿胀，细胞出现明显的氧化损伤和遗传损伤，细胞活性降低甚至凋亡［２１］。 另一方面，受体根边缘细

胞能在一定范围内缓解土荆芥化感胁迫，主要表现为增加根边缘细胞的数量和黏胶层厚度来抵抗胁迫［２２］。
同时，根边缘细胞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，提高茉莉酸的表达，在生长和防御中寻找平衡，缓解了土荆芥化感胁迫［２３］。 此

外，随着土荆芥挥发性化感物质浓度升高，受体植物的根边缘细胞内产生并持续增加自噬小泡，通过自噬形式

以维持自身的活性［２４］。 然而迄今尚不清楚，受体植物如何调控根边缘细胞的成熟和释放，进而抵御土荆芥化

感胁迫的？ 本研究以原产于美洲的玉米以及原产于中国的大豆和苦荞麦作为受体，采用悬空气培养法和根边

缘细胞移除试验，运用显微技术和转录组学技术，分析了土荆芥挥发油及其主效化感物质 α⁃萜品烯对受体根

边缘细胞成熟、释放的影响及其机制，旨在进一步诠释土荆芥化感作用的分子生态过程和入侵机制，为“新武

器假说”提供新的分子证据，同时为防治土荆芥进一步蔓延、维护我国农业生态安全提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

供试材料土荆芥植株于 ２０１９ 年 １１ 月采自四川省成都市简阳市（３０°３８′７″Ｎ，１０４°３４′５５″Ｅ），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）和大豆种子（铁豆 ８０）分别购于寿光佳禾种业和成都市锦江区丰之籽种业

有限公司，苦荞麦种子购自四川省凉山彝族自治州冕宁县。
试验所用标准品 α⁃萜品烯购于上海 Ａｌａｄｄｉｎ⁃阿拉丁试剂公司（≥ ９０％）。

１．２　 挥发油制备及成分分析

挥发油的制备：将土荆芥材料剪成 １—２ ｃｍ 的小段，参照 Ｒａｄｗａｎ 等［２５］ 的水蒸气蒸馏法略有改进提取土

荆芥挥发油。 将土荆芥材料蒸馏 ３ ｈ，得到淡黄色的挥发油水合物，加入无水 Ｎａ２ＳＯ４脱水，置于 ４℃冰箱保存

备用。
α⁃萜品烯相对含量的测定：采用 Ａｇｌｉｅｎｔ ７８９０Ｂ ／ ７０００ｃ 气相色谱⁃质谱联用法（ＧＣ⁃ＭＳ）测定土荆芥挥发油

中 α⁃萜品烯的相对含量。 选用 ＤＢ⁃５ｍｓ（规格为 ６０ ｍ×０．２５ ｍｍ×０．２５ μｍ）毛细管色谱柱；恒流模式，载气为

９９．９９９％氦气，流量为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；升温程序为初始温度 ８０℃，保持 ２ ｍｉｎ，以 ５℃ ／ ｍｉｎ 升至 ２００℃，再以 ２０ ℃ ／
ｍｉｎ 升至 ２６０℃；进样口温度 ２５０℃；采用 １０∶１ 分流比进样，进样体积为 １ μＬ，采用峰面积归一化法测算［２６］，计
算土荆芥挥发油中 α⁃萜品烯的相对百分活性。 并以此结果设定 α⁃萜品烯的处理浓度。
１．３　 材料培养和试验处理

材料培养：配制 ０．７％纯琼脂培养基，分装到玻璃培养瓶中（高 ９０ ｍｍ，直径 ６８ ｍｍ），每瓶 ３０ ｍＬ，１２１℃ 灭

６８９ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４５ 卷　
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菌 ２０ ｍｉｎ，备用；选取大小一致、健康的玉米、大豆、苦荞麦种子，０．５％ ＫＭｎＯ４消毒 １０ ｍｉｎ 后，用蒸馏水冲洗至

液体无色，将种子置于相对湿度 ７０％，２５℃ 培养箱中暗处浸种（玉米 ２４ ｈ，大豆 ８ ｈ，苦荞麦 ２４ ｈ），使其充分吸

胀后，铺于垫有湿润纱布的托盘中催芽，待种子露白后，将胚根朝外插入纯琼脂培养基中，其中，玉米 １０ 颗 ／
瓶，大豆 ５ 颗 ／瓶，苦荞麦 １５ 颗 ／瓶，旋紧瓶盖，置于相对湿度 ７０％，２５℃ 培养箱中暗培养，中悬空气法倒置培

养。 １２ ｈ 后，参照 Ｈｕｓｋｅｙ 等［２７］的方法略有改动去除根边缘细胞，即将根尖浸入蒸馏水 ２ ｍｉｎ，使根边缘细胞

及其胞外分泌物从根上散开，进一步用纱布轻轻将其刮除获得移除根边缘细胞的根尖，再将这些露白种子根

尖朝外插入纯琼脂培养基。 设置挥发油（Ｖ）和 α⁃萜品烯（Ｔ）２ 个处理组，每组设置 ３ 个处理梯度，挥发油的处

理浓度分别为 ６．２５ μＬ ／ Ｌ、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

含量设定其处理浓度，分别为 ３．１２５ μＬ ／ Ｌ、６．２５５ μＬ ／ Ｌ 和 １２．５１０ μＬ ／ Ｌ（记为 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３）。
１．４　 根边缘细胞数量、长度和弯曲度的测定

分别将 ５ μＬ 不同浓度的挥发油和 α⁃萜品烯处理液滴加在培养瓶的瓶盖上，以不滴加挥发物的处理作为

对照（ＣＫ），旋紧瓶盖并倒置放在托盘上，置于相对湿度 ７０％，２５℃ 培养箱中暗培养，分别处理 ２ ｈ、４ ｈ 和 ６ ｈ。
根边缘细胞数量测定：分别剪取处理 ２ ｈ、４ ｈ 和 ６ ｈ 后的 ５ ｍｍ 根尖，置于装有 １００ μＬ 蒸馏水的离心管中

（玉米 ５ 根 ／管；大豆 ３ 根 ／管；苦荞麦 １０ 根 ／管），漩涡震荡仪震荡 ６０ ｓ 左右，用镊子取出根尖，制成细胞悬液，
再向细胞悬液中加入 １００ μＬ ０．４％ 的台盼蓝染液，混合均匀后染色 ３ ｍｉｎ 后，取台盼蓝染色后的细胞悬液

１０ μＬ滴加在细胞计数板上，混匀后盖上盖玻片，在 Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜明场下观测并计数。 每个

处理重复 ３ 次。
根边缘细胞长度和弯曲度测定：分别剪取处理 ６ ｈ 后的 ５ ｍｍ 根尖，置于装有 ２００ μＬ 蒸馏水的离心管中

（玉米 ５ 根 ／管；大豆 ３ 根 ／管；苦荞麦 １０ 根 ／管），漩涡震荡仪震荡 ６０ ｓ 左右，用镊子取出根尖，制成细胞悬液，在
Ｎｉｋｏｎ ＥＣＬＩＰＳＥ ５５ｉ 荧光显微镜明场下拍照，用 ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量根边缘细胞的长度和弯曲度。 每处理分别统计

２００ 个细胞，根据统计所得数据计算不同长度和弯曲度的根边缘细胞所占比例（％）。 每个处理重复 ３ 次。
１．５ 　 根尖转录组学分析和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证

１．５．１　 转录组学分析

分别将 ５ μＬ 的 Ｖ２ 和 Ｔ２ 处理液滴加在培养瓶的瓶盖上，以不滴加挥发物的处理为对照（ＣＫ）。 旋紧瓶

盖并倒置放在托盘上，置于相对湿度 ７０％，２５℃ 培养箱中暗培养持续处理 ２４ ｈ。 根边缘细胞形成是一个连续

再生的过程，必须间隔一定时间去除根边缘细胞及其胞外分泌物，才能保证无根边缘细胞及其胞外分泌物组

材料的可靠性，转录组结果的可信性，因此按照 １．３ 方法每隔 ６ ｈ 除去 １ 次根边缘细胞及其胞外分泌物。 各处

理组的编号见表 １。 处理结束后，用 ｄｄＨ２Ｏ 清洗根尖 ３ 次，再用 ７５％ 乙醇消毒后，将根尖迅速置于液氮中速

冻送送上海中科新生命生物科技有限公司进行转录组学分析。

表 １　 根边缘细胞移除试验处理组编号一览表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｆｏｒ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｒｅｍｏｖａｌ ｔｅｓｔ

受体植物
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ （ＣＫ）

挥发油
Ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｉｌ（Ｖ）

α⁃萜品烯
α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ（Ｔ）

对比组
Ｃｏｍｐａｒｅｄ

玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ（Ｚ） ＺＣＫ ＺＶ ＺＴ ＺＣＫ ｖｓ ＺＴ

ＺＣＫ ｖｓ ＺＶ

大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ（Ｇ） ＧＣＫ ＧＶ ＧＴ ＧＣＫ ｖｓ ＧＴ

ＧＣＫ ｖｓ ＧＶ

苦荞麦 Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ（Ｆ） ＦＣＫ ＦＶ ＦＴ ＦＣＫ ｖｓ ＦＴ

ＦＣＫ ｖｓ ＦＶ

用标准提取法从 Ｔｒｉｚｏｌ 液中提取根尖总 ＲＮＡ，ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ􀳏 分光光度计（加利福尼亚州，美国）检测

ＲＮＡ 纯度，ＲＮＡ Ｎａｎｏ ６０００ 检测试剂盒（Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 系统，安捷伦技术，ＣＡ，美国）评估 ＲＮＡ 完整性。 具

７８９　 ２ 期 　 　 　 谢雨思　 等：土荆芥挥发物化感胁迫对 ３ 种农作物根边缘细胞释放的干扰效应 　
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有高于 ８．０ ＲＩＮ（ ＲＮＡ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｎｕｍｂｅｒ） 值的 ＲＮＡ 用于测序文库构建，随后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００ 平台上进行

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（ｖ ２．０．５）将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 与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 Ｒ 包 Ｐｈｅａｔｍａｐ 对 ＦＰＫＭ ＞５ 的

差异基因聚类分析。 使用 ＤＥＳｅｑ２（１．１６．１）进行差异基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，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。
１．５．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）

在玉米、大豆和苦荞麦不同处理组对比中，分别挑选出与植物细胞壁糖蛋白代谢和果胶代谢信号通路相

关的 １７、１２ 和 ３３ 个差异表达基因，以验证转录组的准确性。 参照 Ｒａｓｏｏｌ 等［２８］的方法略有改动，即使用 Ｔｒｉｚｏｌ
法提取根尖 ＲＮＡ。 使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩ 反转录试剂盒（诺唯赞，南京，中国）将 ２ μｇ ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 在 ＭｉｎｉＯｐｔｉｃｏｎＴＭ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＵＳＡ），Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ （Ｖ ３．１）实时序

列检测系统中使用 ２×ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 混合物试剂盒（诺唯赞，南京，中国）在 ｑＴＯＷＥＲ３ Ｓｅｒｉｅｓ 实

时 ＰＣＲ 平台进行实时定量 ＰＣＲ。 Ａｃｔｉｎ⁃１ 基因、β⁃Ａｃｔｉｎ 基因和 ＦｔＨ３ 基因分别作为玉米、大豆和苦荞麦的内参

基因［２９—３１］，采用 ２－ΔΔＣｔ法分析差异表达情况。 利用 ＮＣＢＩ 网站（Ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｔｏｏｌ （ｎｉｈ．ｇｏｖ））设计引物，由擎

科生物科技股份有限公司合成引物，每个处理包括 ３ 个生物重复，每个样本包括 ３ 个技术重复。
１．６　 数据统计与分析

计算Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ 和 Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ［３２］的化感作用响应指数（Ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｅｘ，ＲＩ），用于衡量化感作用

强度。

ＲＩ ＝ １ － Ｃ
Ｔ
，　 　 Ｔ ≥ Ｃ( ) （１）

ＲＩ ＝ Ｔ
Ｃ

－ １，　 　 Ｔ ＜ Ｃ( ) （２）

式中，Ｃ 为对照组（ＣＫ）的算数平均值，Ｔ 为不同处理组的算数平均值，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 ｅｆｆｅｃｔ，ＳＥ）为 ＲＩ 的算术平均值［３３］。
试验数据用 ＳＰＳＳ ２５．０ 进行单因素重复测量方差分析（Ｏｎｅ⁃Ｗａｙ Ｒｅｐｅａｔｅｄ Ｍｅａｓｕｒｅｓ ＡＮＯＶＡ）和多重比较

（ＬＳＤ）分析，采用 Ｔｕｋｅｙ 法进行差异显著性检验。 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 作图。

２　 结果与分析

２．１　 土荆芥挥发物对受体根边缘细胞的影响

２．１．１　 对根边缘细胞数量的影响

土荆芥挥发物对受体根边缘细胞数量的影响表现为时间和浓度双重效应（图 １），低浓度挥发物促进根边

缘细胞产生，高浓度则抑制作用。 Ｖ１ 处理 ２ ｈ 时，玉米、大豆和苦荞麦的根边缘细胞数量挥发油处理组分别

是对照组的 ２．９５ 倍、１．７１ 倍和 １．３０ 倍；Ｖ３ 处理 ６ ｈ 时，处理组分别是对照组的 ０．４８ 倍、０．６４ 倍和 ０．５３ 倍。 Ｔ１
处理 ２ ｈ 时，α⁃萜品烯处理组分别是对照的 ２．５０ 倍、２．０３ 倍和 １．８４ 倍；Ｔ３ 处理 ６ ｈ 时，处理组分别是对照组的

０．８４ 倍、１．１３ 倍和 ０．８８ 倍。 由此可见，随着处理时间的延长，根边缘细胞数量增长速率减缓，最后甚至低于对

照组细胞数量。 在土荆芥挥发物作用早期，受体植物产生应激反应，通过释放较多的根边缘细胞以应对土荆

芥化感胁迫，但随着时间胁迫程度加深，这种缓解效应受到抑制，因此土荆芥挥发油和 α⁃萜品烯对 ３ 种受体

根边缘细胞数量的促进作用仅仅是短暂效应。

８８９ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４５ 卷　
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图 １　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体根边缘细胞数量的变化

Ｆｉｇ．１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

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

ｃｅｌｌｓ；不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

图 ２　 土荆芥挥发物对 ３ 种受体根边缘细胞长度的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｅｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ａｔ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ｎｓ 表示不显著，∗表示相对于对照组 Ｐ ＜０．０５，∗∗ 表示相对于对照组 Ｐ ＜０．０１，∗∗∗ 表示相对于对照组 Ｐ ＜０．００１

２．１．２　 土荆芥挥发物对受体根边缘细胞长度的影响

与对照相比，土荆芥挥发油和 α⁃萜品烯作用下 ３ 种受体根边缘细胞长度变短，并表现为浓度依赖效应

（图 ２）。 挥发油处理组中玉米、大豆和苦荞麦根边缘细胞的平均长度分别是对照组的 ０．９５ 倍、０．９９ 倍和 ０．８９
倍；α⁃萜品烯处理组中玉米根边缘细胞的平均长度变化整体不明显，大豆和苦荞麦的细胞平均长度分别是对

照组的 ０．９７ 倍和 ０．９３ 倍。 在低浓度（Ｖ１，Ｔ１）处理组中，挥发油处理组中玉米、大豆和苦荞麦细胞长度大于

９８９　 ２ 期 　 　 　 谢雨思　 等：土荆芥挥发物化感胁迫对 ３ 种农作物根边缘细胞释放的干扰效应 　
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１００ μｍ 的根边缘细胞数量分别是对照组的 ０．３５ 倍、１．２１ 倍和 ０．９０ 倍，α⁃萜品烯处理组中大豆和苦荞麦长度

大于 １００ μｍ 的根边缘细胞数量分别是对照组的 ０．９１ 倍和 ０．８８ 倍。 在高浓度（Ｖ３、Ｔ３）处理组中，挥发油作用

下玉米根边缘细胞的长度均小于 １００ μｍ，大豆和苦荞麦的细胞长度大于 １００ μｍ 的根边缘细胞数量分别是对

照组的 ０．８２ 倍和 ０．６２ 倍。 α⁃萜品烯处理组中大豆和苦荞麦的细胞长度大于 １００ μｍ 的根边缘细胞数量分别

是对照组的 ０．８５ 倍和 ０．８２ 倍。 根边缘细胞长度越长，与根冠外层细胞的附着力越大。 因此，本研究结果表

明，土荆芥挥发物处理降低了根边缘细胞与根冠的粘附力，促进了根边缘细胞的释放。

图 ３　 土荆芥挥发物对 ３ 种受体根边缘细胞弯曲度的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｖａｔｕｒｅ ｏｆ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

２．１．３　 土荆芥挥发油对受体根边缘细胞弯曲度的影响

土荆芥挥发油和 α⁃萜品烯对 ３ 种受体根边缘细胞弯曲度均有影响（图 ３），整体表现为低浓度增加弯曲度

而高浓度降低弯曲度。 在土荆芥挥发油和 α⁃萜品烯胁迫下，在低浓度（Ｖ１、Ｔ１）和中浓度处理组（Ｖ２、Ｔ２）中受

体根边缘细胞弯曲度大于对照，而在高浓度处理组则小于对照组。 Ｖ３ 处理组中玉米、大豆和苦荞麦中细胞弯

曲度大于 ３０°的根边缘细胞数量分别为对照组的 ０．０３ 倍、０．３８ 倍和 ０．３７ 倍，Ｔ３ 处理组中根边缘细胞弯曲度变

化不明显。 根边缘细胞的弯曲度越大有效附着面积越小，根边缘细胞越容易释放出来。 因此，上述结果表明，
低强度的土荆芥挥发物胁迫时，可激活了受体根边缘细胞的释放机制，但随着胁迫强度加大，根尖释放根边缘
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细胞的过程受到抑制。
２．１．４　 ３ 种受体植物根边缘细胞释放过程对土荆芥挥发物敏感性比较

综合土荆芥挥发物对 ３ 种受体植物化感潜力发现（表 ２），挥发油对根边缘细胞的影响具有浓度效应，低
浓度处理（０．２７７）和中浓度（０．２４５）的化感综合指数小于高浓度处理组（０．５０７）；两种挥发物对根边缘细胞产

生和释放的影响表现为挥发油（０．３４３）＞α⁃萜品烯（０．２６２）；３ 种受体植物根边缘细胞释放对土荆芥挥发物的

敏感程度由大到小依次为玉米（０．３４２） ＞苦荞麦（０．２８６） ＞大豆（０．２７９）。 根边缘细胞的快速释放则是伴随着

根边缘细胞的长度缩短和弯曲度变大，以减少与根冠外层细胞的接触面积。 本研究结果表明在土荆芥挥发物

胁迫下，在补充根边缘细胞加固防御功能方面，外地种玉米的反应速度要远快于本地种大豆和苦荞麦。

表 ２　 土荆芥挥发物对三种受体植物化感效应的比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｌａｎｔｓ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

化感效应指数 Ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｅ（ＲＩ）
玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ 大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ 苦荞麦 Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ

Ｎ Ｌ Ｃ Ｎ Ｌ Ｃ Ｎ Ｌ Ｃ

综合效应
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｅｆｆｅｃｔ

挥发油浓度 Ｖ１ ０．３８９ ０．３０８ ０．４９３ ０．１２２ ０．３１２ ０．２５９ ０．０３６ ０．２０６ ０．３７０ ０．２７７ ０．３４３
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ２ ０．０４３ ０．２１２ ０．２９５ ０．１５６ ０．２３０ ０．３０１ ０．３３１ ０．３０８ ０．３２５ ０．２４５
ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｉｌ ／ （μＬ ／ Ｌ） Ｖ３ ０．５２４ ０．５６８ ０．８５０ ０．３５８ ０．３１７ ０．５８８ ０．４６７ ０．２５４ ０．６４０ ０．５０７
α⁃萜品烯浓度 Ｔ１ ０．２２７ ０．２７１ ０．３７３ ０．２７９ ０．２１８ ０．３５８ ０．１１０ ０．２２１ ０．４４６ ０．２７８ ０．２６２
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ２ ０．１８３ ０．０５３ ０．５４５ ０．２２８ ０．１７９ ０．４４８ ０．１５４ ０．２６８ ０．３９０ ０．２７２
α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ／ （μＬ ／ Ｌ） Ｔ３ ０．１５５ ０．０５７ ０．６０５ ０．１１７ ０．２９６ ０．２６３ ０．１２０ ０．２５４ ０．２５４ ０．２３６
综合效应 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ ０．３４２ ０．２７９ ０．２８６

　 　 Ｎ：根边缘细胞的数量 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＲＢＣｓ；Ｌ：根边缘细胞的长度 Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＲＢＣｓ ；Ｃ：根边缘细胞的弯曲度 Ｃｕｒｖａｔｕｒｅ ｏｆ ＲＢＣｓ；Ｖ１： 挥发油的处理浓度为 ６．２５ μＬ ／ Ｌ；

Ｖ２： 挥发油的处理浓度为 １２．５０ μＬ ／ Ｌ； Ｖ３： 挥发油的处理浓度为 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

２．２　 土荆芥挥发物作用下受体植物根转录组学分析结果

２．２．１　 土荆芥挥发物作用下受体植物根差异表达基因的筛选与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证结果

为了降低基因长度和测序深度对基因表达量的干扰，将苦荞麦、大豆和玉米的 ｒｅａｄｓ 数转换成 ＦＰＫＭ 值，
使用 ｌｏｇ１０（ＦＰＫＭ＋１）值进行样本之间相关性分析，检验试验的可靠性和样本选择是否合理，结果表明相同处

理的 ３ 个生物学重复具有相似的基因表达情况（图 ４）；进一步使用 ｈｃｌｕｓｔ 函数对样本进行聚类分析发现，相
同处理的生物学重复具有较强的相关性，且同一物种的 ＣＫ、Ｖ 和 Ｔ 处理分别聚在不同分支里，表明挥发油和

α⁃萜品烯对根部的基因表达模式具有一定影响（图 ５）。 通过分析，土荆芥挥发油处理下，从苦荞麦、大豆和玉

米的幼根分别鉴定出 ２５０６、４６１ 个和 ４２２２ 个差异表达基因，其中下调基因分别为 １５２４、２０９ 个和 １７４６ 个，上调基

因分别为 ９８２、２５２ 个和 ２４７６ 个。 α⁃萜品烯处理下，苦荞麦、大豆和玉米的幼根中分别鉴定出 ２９１、１９８６ 个和 ３０１５
个差异表达基因，其中下调基因分别为 １４５、７５７ 和 １７５９ 个，上调基因分别为 １４６、１２２９ 个和 １２５６ 个。

为了验证受体幼根转录组分析结果的准确性（图 ６），在玉米、大豆和苦荞麦不同处理组对比中分别挑选

出与植物细胞壁糖蛋白代谢和果胶代谢信号通路相关的 １７、１２ 个和 ３３ 个差异表达基因进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析。
通过 ＦＰＫＭ 和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对这些基因的相对表达水平进行了比较，结果如图 ６ 所示，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果与转录

组所得结果基本一致，说明转录组数据可靠。
２．２．２　 土荆芥挥发物作用下受体幼根差异基因富集的 ＫＥＧＧ 通路

挥发油处理组中，苦荞麦、大豆和玉米的差异基因显著富集（Ｐ＜０．０５）的 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 分别有 １６、９ 个和

１４ 个。 苦荞麦的苯丙素生物合成、谷胱甘肽代谢和类黄酮生物合成等生物过程被显著富集；大豆的次级代谢

产物生物合成、昼夜节律⁃植物和类黄酮生物合成等生物过程被显著富集；玉米的苯丙素生物合成、次级代谢

产物生物合成等生物过程被显著富集。 其中玉米素生物合成和苯丙素生物合成在 ３ 个受体中都显著富集

（图 ７）。 α⁃萜品烯处理组中，苦荞麦、大豆和玉米的差异基因显著富集（Ｐ＜０．０５）的 ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 分别有 ８、
２５ 个和 １３ 个。 苦荞麦的苯丙素生物合成、谷胱甘肽代谢和氧化磷酸化等生物过程被显著富集；大豆的次级
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图 ４　 土荆芥挥发物胁迫下 ３ 个受体根 ｌｏｇ１０（ＦＰＫＭ＋１）的基因整体表达水平

Ｆｉｇ．４　 Ｏｖｅｒａｌｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｏｇ１０ （ ＦＰＫＭ ＋ １） ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ
ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ　
ＦＰＫＭ： 每百万映射片段中外显子每千碱基的 Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ Ｐｅｒ Ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ ｐｅｒ Ｍｉｌｌｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｍａｐｐｅｄ；片段数 ＦＣＫ： 对照组的苦荞麦；ＦＴ：
α⁃萜品烯处理的苦荞麦；ＦＶ： 挥发油处理的苦荞麦；ＧＣＫ： 对照组的大豆；ＧＴ： α⁃萜品烯处理的大豆；ＧＶ： 挥发油处理的大豆；ＺＣＫ： 对照组

的玉米；ＺＴ： α⁃萜品烯处理的玉米；ＺＶ： 挥发油处理的玉米

图 ５　 土荆芥挥发物胁迫下 ３ 个受体根的基因表达量聚类分析

Ｆｉｇ．５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

代谢产物生物合成等生物过程被显著富集；玉米中苯丙素生物合成、次级代谢产物生物合成等生物过程被显

著富集。 其中，在 ２ 个挥发物处理组的 ３ 个受体幼根中苯丙素生物合成都显著富集（图 ７）。 上述结果可见，
在 ２ 种挥发物作用下，３ 个受体受影响的信号通路具有差异性，但也存在诸多共性。
２．２．３　 土荆芥挥发物作用下受体根边缘细胞释放相关基因的差异表达

根边缘细胞从根冠外层释放出来，涉及细胞壁的重塑和细胞壁中间层果胶的降解等过程。 转录组分析表

明，土荆芥挥发物作用下，３ 种受体调控这些过程的基因表达发生了显著变化。 纤维素、木质素、果胶等是细

胞壁的关键成分，３ 种受体均显著富集到苯丙素生物合成通路（图 ８），该通路中苯丙氨酸解氨酶（ｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ
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图 ６　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体幼根细胞与根边缘细胞释放相关信号通路差异表达基因的 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ．６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｏｏｔ ｂｏｒｄｅｒ ｃｅｌｌｓ ｒｅｌｅａｓｅ ｉｎ ｙｏｕｎｇ ｒｏｏｔｓ

ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ： 实时荧光定量聚合酶链式反应 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ

ａｍｍｏｎｉａ⁃ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ）、４⁃香豆酸辅酶 Ａ 连接酶（４⁃ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ｃｏｅｎｚｙｍｅ ａ ｌｉｇａｓｅ，４ＣＬ）、肉桂酰辅酶 Ａ 还原酶

（ｃｉｎｎａｍｏｙｌ⁃ｃｏａ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ＣＣＲ ）、 肉 桂 醇 脱 氢 酶 （ ｃｉｎｎａｍｙｌ⁃ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＣＡＤ ）、 过 氧 化 物 酶

（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）、阿魏酸⁃ ５⁃羟化酶（ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ５Ｈ）等与木质素代谢有关。 果胶合成信号通

路与果胶在细胞壁及其中间层的生理代谢动态平衡有关，在土荆芥挥发物作用下，与该通路相关的己糖激酶

（ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ，ＨＫ）、磷酸葡萄糖变位酶（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｍｕｔａｓｅ，ＰＧＭ）、α⁃ １．４⁃半乳糖醛糖基转移酶（ ａｌｐｈａ⁃ １，４⁃
ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ａ４ＧＡＬＴ）等基因发生较大变化（图 ９）。 此外，差异表达的基因还包括编码纤维素合成酶

（ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＣｅｓＡ）、内葡聚糖酶（ｅｎｄｏｇｌｕｃａｎａｓｅｓ， ＥＧｓ）和 β⁃葡萄糖苷酶（ｂｅｔａ⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ， ＢＧＬｓ）等，
这些酶与细胞壁多糖生物合成、伸展蛋白和纤维素代谢有关（图 １１），由此可见土荆芥挥发物显著影响受体幼

根细胞壁物质的生物合成过程，导致细胞壁发生重塑。
ＫＥＧＧ 分析表明，土荆芥挥发物胁迫后从受体幼根中富集到果胶降解通路的差异表达基因（图 １０），与果

胶降解有关的 ＰＭＥ、果胶裂解酶（ｐｅｃｔｉｎ ｌｙａｓｅ，ＰＬｓ）以及内切聚半乳糖醛酸酶（ｅｎｄｏ⁃ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧｓ）等
基因表达发生变化，玉米、大豆和苦荞麦的幼根中与果胶降解相关的差异表达基因分别有 １１、１８ 个和 ３ 个，玉
米编码 ＰＭＥ 和降解半乳糖醛酸聚糖（ｈｏｍｏｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｎ， ＨＧ）的 ＰＧｓ 的关键基因均被激活；大豆编码 ＰＭＥ 和

ＰＧｓ 的关键基因被激活；苦荞麦编码 ＰＧｓ、 ＰＬｓ 和半乳聚糖 １，４⁃α⁃半乳糖醛酸酶 （ ｇａｌａｃｔｕｒａｎ １，４⁃ａｌｐｈａ⁃
ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｄａｓｅ， ｅｘｏ⁃Ｐｇａ）关键基因均被激活。 不同受体反应有所差异，玉米和大豆可能通过加速中间层的果

胶降解，降低细胞间粘性，加速根边缘细胞的释放，而苦荞麦的果胶降解过程被显著抑制。

３　 讨论

３．１　 土荆芥挥发物化感胁迫干扰了受体根边缘细胞的产生和释放

作为植物根系尤其是根尖部位的重要保护结构，根边缘细胞及其胞外黏胶层可螯合胁迫物质，从而保护

根尖免遭外界胁迫的影响［３４］。 化感作用对根边缘细胞的释放具有一定的影响，邻苯二甲酸胁迫时，花生根边

缘细胞数量显著增加［３５］，在一定条件下，土荆芥挥发油胁迫处理豌豆根边缘细胞数量也会明显增加［２２］。 本

研究结果表明，在受到轻度的土荆芥挥发物胁迫时，３ 种受体根边缘细胞数量增多，但随着处理时间延长和挥

发物浓度升高，这种促进效应减弱，甚至导致根边缘细胞数量低于对照。 根边缘细胞的释放受根边缘细胞和

根冠外层细胞之间的附着力影响，根边缘细胞的长度与有效附着面积呈正比，而弯曲度则呈反比［１９］。 本研究

发现，土荆芥挥发物导致 ３ 种受体根边缘细胞的长度整体缩短，降低了根边缘细胞与根冠外层细胞之间的接

触面积，使其附着力降低；另一方面，３ 种受体根边缘细胞的弯曲度随着土荆芥挥发物处理浓度的升高先增加

后减小，表明在低强度化感胁迫下受体通过降低根边缘细胞与根冠外层细胞的黏附性，加速根边缘细胞的释

放。 但随着胁迫强度增大，通过释放更多根边缘细胞抵御胁迫的行为受到抑制。 上述结果表明，土荆芥挥发
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图 ７　 土荆芥挥发物胁迫下 ３ 种受体根差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集通路图

Ｆｉｇ．７　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ＫＥＧＧ： 京都基因与基因组百科全书 Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ；Ｖ 代表土荆芥挥发油处理，Ｔ 代表 α⁃萜品烯处理

物胁迫改变了根边缘细胞的长度和弯曲度，从而干扰了根边缘细胞从根冠释放的过程，进而影响了根边缘细

胞的数量。 在 ３ 种受体植物中，外来种玉米对土荆芥化感胁迫的应激反应明显大于本地种大豆和苦荞麦，其
防御功能更为灵敏。 整体来看，挥发油胁迫对根边缘细胞释放的影响明显大于 α⁃萜品烯，其原因与挥发油复

杂的成分及其这些成分的协同作用有关。
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图 ８　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体根尖差异基因的木质素生物合成途径和 ＦＰＫＭ 值热图
Ｆｉｇ．８　 Ｌｉｇｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ
ＰＯＤ： 过氧化物酶；ＣＡＤ：肉桂醇脱氢酶；ＣＣＲ：肉桂酰辅酶 Ａ 还原酶；Ｃ４Ｈ：肉桂酸 ４⁃羟化酶；４ＣＬ： ４⁃香豆酸辅酶 Ａ 连接酶； ＰＡＬ：苯丙氨酸
解氨酶； ＧｈＨＣＴ： 羟基肉桂酰辅酶 Ａ：莽草酸 ／ 奎宁酸羟基肉桂酰转移酶； ＣＳＥ： 胱硫醚⁃γ⁃裂解酶； Ｃ３′Ｈ： 香豆酸 ３⁃羟化酶； ＣＯＭＴ： 儿茶酚⁃
Ｏ⁃甲基转移酶； ＣＣｏＡＯＭＴ： 咖啡酰辅酶 Ａ Ｏ⁃甲基转移酶； Ｆ５Ｈ： 阿魏酸⁃５⁃羟化酶； ＣＡＬＤＨ： 肉桂醇脱氢酶，红色框表示上调的差异基因，绿
色框表示下调的差异基因、黄色框表示上调和下调的差异基因，空白框表示未改变的差异基因
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图 ９　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体根尖差异基因的果胶合成途径和 ＦＰＫＭ 值热图

Ｆｉｇ．９　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｅｃｔｉｎ ａｎｄ Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ

ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ＨＫ： 己糖激酶； ＰＧＭ： 磷酸葡萄糖变位酶； ＵＧＥ： ＵＤＰ⁃葡萄糖 ４⁃差向异构；Ａ４ＧＡＬＴ：α⁃１．４⁃半乳糖醛糖基转移酶

３．２　 土荆芥化感胁迫影响受体植物根边缘细胞释放的分子机制

作为一种类似于动物细胞中性粒细胞的“保卫细胞” ［６］，根边缘细胞已被证实在受到低强度胁迫时可加

速产生、释放以应对外界胁迫［２］。 根边缘细胞的成熟和释放是植物根系多种代谢途径和生物过程共同作用

的结果，其中细胞壁形成细胞间的界面，在细胞黏附和分离中发挥重要作用［３６］。 本研究通过转录组学揭示，
土荆芥挥发物胁迫导致受体幼根所产生的许多差异表达基因与细胞壁密切相关，主要集中在细胞壁组织、细
胞壁生物发生、纤维素分解过程等方面，尤其在挥发油处理组表现更为明显，而细胞壁形成和果胶降解在根边

缘细胞的产生、释放和成熟中起着至关重要的作用。 玉米、大豆和苦荞麦的幼根其参与细胞壁物质代谢的差

异表达基因及其转录产物中，伸展蛋白在细胞板中形成带正电荷的支架，可在胞质分裂时进一步形成细胞壁

物质有序沉积的模板［３７］；甘露聚糖（Ｅｎｄｏ⁃１，４⁃β⁃ｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ）是细胞壁物质半纤维素的关键成分［３８］，其产生

与构建细胞壁有关；类成束阿拉伯半乳聚糖蛋白（Ｆａｓｃｉｃｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＦＬＡｓ）与其他纤维素、
半纤维素和果胶等相互作用，参与细胞壁的构建［３９］。 可见在受到土荆芥挥发物化感胁迫时，受体通过加速产

生 ＦＬＡｓ 和 ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ 等蛋白和提高纤维素酶等酶的活性，改变细胞壁的结构并加速根边缘细胞的形成。 中间

层富含果胶多糖尤其是同型半乳糖醛酸聚糖（ＨＧ） ［４０］，当 ＨＧ 的合成受阻会导致拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
Ｌ．）的类根边缘细胞组织发生改变［４１］。 根边缘细胞的分离需要 ＰＭＥ 对 ＨＧ 进行合成后脱甲基酯化［４２］。 本研

究结果表明，土荆芥化感胁迫下 ３ 种受体幼根的果胶降解代谢通路中的差异表达基因明显增多，玉米幼根共

有 １１ 个差异表达基因与果胶降解途径有关，编码 ＰＭＥ 和降解 ＨＧ 的内切多聚半乳糖醛酸酶 （ Ｅｎｄｏ⁃
ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ， ＰＧｓ）的关键基因均被激活；大豆幼根共有 １８ 个差异表达基因与果胶降解途径有关，编码

ＰＭＥ 和 ＰＧｓ 的关键基因被激活；苦荞麦幼根共有 ３ 个差异表达基因与果胶降解途径有关，其中编码 ＰＧｓ、果
胶裂解酶（Ｐｅｃｔａｔｅ ｌｙａｓｅ， ＰＬｓ）和半乳聚糖 １，４⁃α⁃半乳糖醛酸酶（Ｇａｌａｃｔｕｒａｎ １，４⁃ａｌｐｈａ⁃ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｄａｓｅ， ｅｘｏ⁃
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图 １０　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体根尖差异基因的果胶降解途径和 ＦＰＫＭ 值热图

Ｆｉｇ．１０　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｅｃｔｉｎ ａｎｄ Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ

ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｏｆ Ｃｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ ａｍｂｒｏｓｉｏｉｄｅｓ

ＰＭＥ：果胶甲基脂酶； ＰＧｓ：内切聚半乳糖醛酸酶； ＰＬｓ：果胶裂解酶； ｅｘｏ⁃Ｐｇａ：半乳聚糖 １，４⁃α⁃半乳糖醛酸酶

Ｐｇａ）关键基因均被激活。 表明在土荆芥挥发物胁迫下 ３ 种受体幼根改变基因表达模式，提高 ＰＭＥ 等代谢酶

的活性，加速降解中间层中的 ＨＧ 和果胶等黏附成分，促进根边缘细胞的释放来应对化感胁迫。 但随着处理

时间的延长，根边缘细胞的防御功能被削弱，导致根生长受阻。
木质素是细胞壁的关键成分，高木质化的细胞壁有利于植物抵抗胁迫。 前人研究表明，干扰其他植物的

苯丙素代谢通路是外来物种入侵新生境的机制之一，而苯丙素合成通路涉及了木质素代谢过程［４３］。 根边缘

细胞能提高木质素合成基因表达水平来抵抗化感胁迫，如在化感物质 ４⁃ＨＢＡ 胁迫下，葡萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ．）的
根边缘细胞提高木质素合成［４４］。 本研究结果表明，土荆芥挥发物胁迫下，３ 种受体幼根中都显著富集的苯丙

素生物合成通路，其中涉及的木质素代谢过程与细胞壁的关键成分有关，包括 ＰＡＬ、４ＣＬ、ＣＣＲ、ＣＡＤ、ＰＯＤ、
Ｆ５Ｈ 等，说明了土荆芥化感胁迫干扰了受体的木质素代谢过程。 与大豆和苦荞麦相比，玉米幼根中差异表达

基因的变化存在“滞后性”特征。 其中，和细胞壁形成以及细胞壁多糖代谢相关的蛋白质差异表达基因的变

化，同样具有显著的滞后性。 大豆参与该过程的相关基因上调幅度远远超出玉米，并且参与果胶降解的关键

酶基因在大豆中的表达水平明显高于玉米中的表达水平。 上述结果表明外来种玉米比本地种（大豆和苦荞

麦）对土荆芥挥发物化感胁迫的耐受性更高，推测可能是玉米和土荆芥均原产于美洲，在土荆芥传入中国、威
胁本地农作物（如大豆、苦荞麦）生存空间前，玉米与土荆芥长期共存过程中，已经形成了激活苯丙素合成通

路来产生更多抗逆性物质应对土荆芥化感胁迫的机制，但是具体机制有待进一步证实。

４　 结论

在土荆芥挥发物强度较低的化感胁迫下，玉米、大豆和苦荞麦的应激信号通路被激活，与木质素合成、果
胶降解 ／合成以及细胞壁成分重塑等相关的信号通路基因呈现出差异表达，致使幼根重塑细胞壁，并加快中间

层果胶的降解，缩短根边缘细胞的长度、增大根边缘细胞的弯曲度，以此降低根边缘细胞与根冠的粘附力，进
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图 １１　 土荆芥挥发物作用下 ３ 种受体根尖细胞壁代谢的差异基因 ＦＰＫＭ 表达热图

Ｆｉｇ．１１　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＦＰＫＭ ｖａｌｕｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｍａｔｅｒｉａｌ ｉｎ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ
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而加速根边缘细胞的释放，以应对土荆芥化感胁迫。 然而，这一过程只是暂时的，随着胁迫强度的增大，根边

缘细胞的产生和释放受阻，受体对化感胁迫的防御功能下降。 不同受体根边缘细胞的产生和释放对于土荆芥

挥发物的敏感程度存在差异。 外来种玉米对土荆芥化感胁迫的应激反应远快于本地种大豆和苦荞麦。
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