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摘要　为探究细胞微丝骨架在玉米抗纹枯病侵染过程中的作用，采用微丝骨架解聚剂ＬａｔＢ预处理玉米离体叶片后

接种立枯丝核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻ＡＧ１ＩＡ，显微观察病原菌的侵染过程，并检测活性氧（ＲＯＳ）、细胞坏死及抗病基

因（犘犚１、犣犿犇犚犈犅２犃）表达等抗病反应情况。结果显示，与未经ＬａｔＢ预处理相比，ＬａｔＢ预处理加快了犚．狊狅犾犪狀犻侵染

后玉米病斑的形成，并影响了侵染结构的发育；在侵染后期，ＬａｔＢ促进了犚．狊狅犾犪狀犻诱导的玉米叶片中ＲＯＳ积累、

细胞坏死反应和犘犚１基因表达；溶剂ＤＭＳＯ预处理与未经ＬａｔＢ预处理的结果类似，表明ＤＭＳＯ对本试验的影

响较小。研究表明，细胞微丝骨架不仅参与玉米抗犚．狊狅犾犪狀犻的侵入，而且通过调控ＲＯＳ、犘犚１基因表达，细胞死

亡等抗病信号提高玉米抗病防御能力。本研究为进一步研究细胞微丝骨架在玉米对纹枯病的抗病机理中的作用

提供了重要参考。
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　　玉米犣犲犪犿犪狔狊Ｌ．是世界三大谷类作物之一，

既作为主要的食、饲兼用作物，也是重要的工业及能

源原料，对国家的粮食安全起着举足轻重的作用［１］。

玉米纹枯病（ｂａｎｄｅｄｌｅａｆａｎｄｓｈｅａｔｈｂｌｉｇｈｔ，ＢＬＳＢ）

是国内外玉米产区广泛发生、且危害严重的土传病

害之一［２］。在我国，玉米纹枯病菌以立枯丝核菌



２０１８

犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻Ｋüｈｎ融合菌群ＡＧ１ＩＡ为优势

病原菌，其具有土传性、寄主范围广、适应性强和高

致病性等特点［３４］。近年来，由于我国高投入、单一

化大面积的玉米种植模式，导致玉米纹枯病发生日

趋严重，成为我国各玉米产区的主要病害之一［１］，严

重影响玉米产量。选育和利用抗病玉米品种是防治

玉米纹枯病最经济、有效的途径［２］，然而，国内外关

于玉米抗纹枯病机制有待深入研究。细胞微丝骨架

（ａｃｔｉｎｆｉｌａｍｅｎｔｓ）是植物细胞骨架的重要组成结构，

其在生物体内行使多种生理功能，同时也参与植物

抗病防御过程［５６］。研究表明，细胞微丝骨架的动态

变化参与了病原菌侵染点细胞壁乳突形成相关物质

的运输［６］、保卫细胞中Ｋ＋离子通道的开闭
［７］、ＮＯ

诱导的气孔关闭［８］、活性氧积累（ＲＯＳ）、细胞坏死反

应及抗病相关基因的表达等抗病防御相关反应［６］。

目前，关于细胞微丝骨架在玉米抗纹枯病侵染过程

中的作用机制研究较少。

本研究通过细胞微丝骨架解聚剂ＬａｔＢ预处理

后接种玉米纹枯病致病菌立枯丝核菌犚．狊狅犾犪狀犻

ＡＧ１ＩＡ，观察玉米叶片病斑扩展及犚．狊狅犾犪狀犻侵染

结构发育情况，检测叶片中活性氧（ＲＯＳ）积累、细胞

坏死及抗病基因（犘犚１、犣犿犇犚犈犅２犃）表达等抗病防

御反应情况，旨在初步探明细胞微丝骨架在玉米对

纹枯病抗病过程中的作用，为玉米抗病育种及纹枯

病防治提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试品种及菌株

供试玉米品种为‘登海６０５’，购自山东登海种

业股份有限公司，为常规品种，经抗性鉴定对纹枯病

表现为中抗；立枯丝核菌犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻Ｋüｈｎ

融合群菌株ＡＧ１ＩＡ由四川农业大学植物病理系实

验室提供。

１．２　试剂及仪器

主要试剂：微丝骨架解聚剂ｌａｔｒｕｎｃｕｌｉｎＢ（ＬａｔＢ），

购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；反转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ购自

宝生物工程（大连）有限公司；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取

试剂盒、犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、核酸

染料等均购自天根生化科技有限公司；二氨基联苯

胺ＤＡＢ（３，３ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）、台盼蓝（Ｔｒｙｐａｎ

Ｂｌｕｅ）、ＤＭＳＯ（二甲基亚砜）、琼脂糖、考马斯亮蓝、

甲醇、三氯乙醇、甘油及其余常规试剂购自成都博大

泰克生物公司。引物合成由上海生工生物工程技术

服务有限公司完成。

主要仪器：５４２４Ｒ型台式高速冷冻离心机、Ｕｎｉ

ｖｅｒｓａｌＨｏｏｄＩＩ凝胶成像仪、Ｃ１０００ＰＣＲ扩增仪，购

自美国ＢｉｏＲａｄ公司；Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００超微量分光

光度计，购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＤＹＹ６Ｃ

型凝胶电泳仪，购自北京六一仪器厂；ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ

８０ｉ显微镜购自日本Ｎｉｋｏｎ公司；ＧＸＭ型智能光照

培养箱，购自宁波江南仪器厂，以上仪器均由四川农

业大学植物病理实验室提供。

１．３　试验方法

１．３．１　玉米盆栽苗培育

将玉米种子用７５％乙醇处理１ｍｉｎ，然后用

０．１％的次氯酸钠处理２０ｓ，蒸馏水冲洗３～５次，将

消毒好的玉米种子置于培养皿中经无菌水浸润灭菌

滤纸上，于生长温度２２～２８℃、相对湿度７５％的恒

温箱中培养催芽，１ｄ后取出移栽于装有灭菌基质土

的直径１０ｃｍ的花盆中，当玉米长至５～６片叶时进

行接种处理。

１．３．２　病原菌活化及接种

将ＡＧ１ＩＡ菌株接入马铃薯葡萄糖琼脂平板培

养基（ＰＤＡ，马铃薯２００ｇ，葡萄糖１０ｇ，琼脂１０ｇ，水

１０００ｍＬ），置于２５～２８℃恒温下扩大培养３ｄ，至

长满整个培养皿待用。

将玉米叶片剪成长４ｃｍ、宽２ｃｍ的叶段，置于

垫有灭菌滤纸的培养皿中保湿。参照ＨｅｎｔｙＲｉｄｉｌｌａ

等［９］的使用浓度，将微丝骨架解聚剂ｌａｔｒｕｎｃｕｌｉｎＢ

（ＬａｔＢ）先用ＤＭＳＯ（二甲基亚砜）配制成２ｍｏｌ／Ｌ的

母液，再用蒸馏水稀释至２ｍｍｏｌ／Ｌ作为工作浓度，

以确保ＤＭＳＯ浓度小于０．１％，不影响ＬａｔＢ的作用

效果。采用无针头注射器将２０μＬＬａｔＢ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）

注入玉米叶肉细胞中，３０ｍｉｎ后接种ＡＧ１ＩＡ菌饼

于注射部位作为处理样品，以注射等体积ＤＭＳＯ和

灭菌蒸馏水后接种ＡＧ１ＩＡ的叶片为对照，每个处

理重复３次，试验进行３次。接种后置于２５℃保湿

培养过夜，并于接种后不同时间点（０、６、１２、２４、４８ｈ

和７２ｈ）收集材料，用于病原菌侵染结构观察及抗病

相关反应检测。

１．３．３　玉米纹枯病菌侵染结构的观察

于接种后不同时间点（０、６、１２、２４、４８ｈ和７２ｈ）

取接种叶段材料，用脱色液（无水乙醇∶甘油∶无菌水，
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体积比为１５∶１∶４）沸水浴脱色１ｈ至透明，然后用考

马斯亮蓝染色液（０．１５％三氯乙酸水溶液∶０．６％考马

斯亮蓝Ｒ２５０甲醇溶液，体积比１∶１）染色１０ｍｉｎ，最

后用自来水漂洗３～５次至染液洗净。制片，并在显

微镜（ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ８０ｉ）下观察病原菌侵染结构发育。

１．３．４　活性氧测定

活性氧（ＲＯＳ）的检测采用二氨基联苯胺ＤＡＢ

（３，３ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）染色法
［１０］。取接种后不同

时间段的玉米叶片，蒸馏水洗净后置于１５ｍＬ离心

管中，加入适量ＤＡＢ染液（１ｍｇ／ｍＬ，ｐＨ５．８）至完

全浸没叶片，用真空抽滤泵抽滤５ｍｉｎ后置于２８℃

避光保存８ｈ，随后取出离心管光照１ｈ至红棕色斑

点显现。弃掉各管染液，用无菌水漂洗３次洗去浮

色，加入脱色液（无水乙醇∶甘油∶水，体积比

１５∶１∶４），沸水浴直至叶片绿色完全褪去，重复１次，

重新加入脱色液，置于４℃冰箱内保存。拍照后，采

用ＩｍａｇｅＪ软件统计染色面积占总叶片面积的百分

比，并在显微镜下观察细胞ＲＯＳ产生情况。

１．３．５　细胞坏死观察

叶片细胞坏死采用台盼蓝染色法［１０］进行检测。

取接种后不同时间段的玉米叶片，蒸馏水洗净后置

于培养皿中，加入适量台盼蓝染液（乳酸∶水饱和酚∶

甘油∶１ｍｇ／ｍＬ台盼蓝，体积比１∶１∶１∶１）至完全浸

没叶片，２８℃下放置４ｈ。随后取出叶片，用无菌水

漂洗３次，洗去浮色后放入１５ｍＬ离心管中，加入脱

色液（无水乙醇∶甘油∶水，体积比１５∶１∶４），并沸水浴

直至叶片绿色完全褪去，弃掉各管液体重新加入脱色

液，置于４℃冰箱内保存并拍照记录，计算染色面积

占叶片总面积的百分比，用以评价细胞坏死情况。

１．３．６　抗病相关基因表达检测

在接种后０、６、１２、２４、４８和７２ｈ后分别取处理

叶片２００ｍｇ，无菌水洗净，灭菌纸擦干后加入液氮

进行研磨，参照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒操作手册提取总

ＲＮＡ。用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光度计检测

ＲＮＡ的质量。采用反转录试剂盒获得ｃＤＮＡ，反应

体系包括：１μＬＯｌｉｇｏｄＴ１８Ｐｒｉｍｅｒ、１０μＬ２×ＴＳ

ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ、１μＬＦｒａｃｓＳｃｒｉｐｔＲＴ／ＲＩＥｎｚｙｍｅ

Ｍｉｘ、ｇＲＮＡＲｅｍｏｖｅｒ，用ＲＮａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ补足至

２０μＬ，反应条件为：４２℃，３０ｍｉｎ；８５℃，５ｍｉｎ；４℃，

保存。反转录获得的ｃＤＮＡ用ｄｄＨ２Ｏ按１∶２０（Ｖ／

Ｖ）稀释后待用。ＰＣＲ扩增体系为：１２．５μＬ２×犜犪狇

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、９．５μＬ灭菌ｄｄＨ２Ｏ、１μＬＰｒｉｍｅｒ

Ｆ、１μＬＰｒｉｍｅｒＲ、１μＬｃＤＮＡ。引物序列分别为：１８Ｓ

ｒＲＮＡ（Ｆ：５′ＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＡＡＣＧＡＧＡＣＣ３′和

Ｒ：５′ＣＡＣＧＡＴＧＡＡＡＴＴＴＣＣＣＡＡＧＡＴ３′）
［８］，犘犚１

（Ｆ：５′ＡＧＧＣＴＣＧＣＧＴＧＣＣＴＣＣＴＡＧＣＴＣＴＧＧ３′

和Ｒ：５′ＧＧＡＧＴＣＧＣＧＣＣＡＣＡＣＡＣＣＴＧＣＧＴＧ３′）
［８］，

犣犿犇犚犈犅２犃 （Ｆ：５′ＧＴＡＴＣＴＴＧＡＴＧＡＧＣＴＧＧＧＡＴ

ＴＣＧＡＧ３′和 Ｒ：５′ＧＴＧＡＡＧＣＡＡＡＣＣＣＡＧＴＴＣＣＣ

３′）
［１１］。扩增条件为：９４℃ 变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５８℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，循环４０次，７２℃延伸

５ｍｉｎ，４℃保持。ＰＣＲ扩增产物通过２％琼脂糖凝

胶进行电泳检测，并采用凝胶成像仪进行拍照。

１．３．７　统计分析

用ＳＰＳＳ２２．０进行数据分析，采用狋测验对经

两种不同接种处理的玉米叶片中ＲＯＳ、细胞坏死反

应、菌丝体量进行差异显著性分析，显著水平为５％，

并使用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件制图。

２　结果与分析

２．１　犔犪狋犅预处理对玉米叶片发病情况的影响

采用犚．狊狅犾犪狀犻ＡＧ１ＩＡ接种玉米离体叶片后观察

病斑扩展情况。结果如图１所示，在接种后０～６ｈ，

ＬａｔＢ预处理、ＤＭＳＯ溶剂处理以及未经预处理的玉

米叶片均未出现病斑。ＬａｔＢ预处理３０ｍｉｎ后接种

的玉米叶片在接种菌后１２ｈ开始出现水渍状小病

斑，且病斑处褪绿变黄；２４～４８ｈ时，病斑扩大且出

现明显坏死；７２ｈ时，叶片上出现典型的纹枯病危害

后的云纹状坏死病斑。未预处理的玉米叶片在接种

后２４ｈ开始出现水渍状小病斑；接菌后４８ｈ时，出

现不同程度的、较多的病斑；随着病斑的扩展，７２ｈ

时玉米叶片均出现较为明显的纹枯病水渍状云纹病

斑。与未预处理叶片相似，ＤＭＳＯ预处理后接种的玉

米叶片在２４ｈ开始出现零星水渍状褪绿变黄斑，到

４８ｈ后病斑面积开始快速扩散，到７２ｈ时叶片表面

均匀出现云纹状纹枯病典型症状。结果表明ＬａｔＢ

预处理加快了玉米离体叶片上病斑的出现，加速了

玉米对犚．狊狅犾犪狀犻的抗性反应。

２．２　犔犪狋犅预处理对纹枯病菌侵染结构的影响

采用考马斯亮蓝对接种后不同时间点病原菌侵

染结构进行染色，结果如图２所示。未经ＬａｔＢ预处

理的叶片（图２，１ａ～１ｆ），在接种后６ｈ时，菌丝伸长，并

出现初级分枝（图２，１ａ）；接种１２ｈ时，在初级分枝上出

现许多短粗状的侧枝（图２，１ｂ）；随后的２４～４８ｈ，侧枝

顶端膨大形成裂瓣状的附着胞（图２，１ｃ），且附着胞下

形成侵染钉可直接侵入寄主表皮细胞（图２，１ｄ），也

可通过气孔侵入（图２，１ｅ）；接种７２ｈ时，大量侧枝及

附着胞相互聚集在一起（图２，１ｆ）。溶剂ＤＭＳＯ预处
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理后接种病菌结果显示，菌丝在接种后６ｈ不断伸

长（图２，２ａ）；１２ｈ时菌丝产生初级分枝，并且从气

孔侵入玉米叶片（图２，２ｂ）；接种２４ｈ时，菌丝侧枝

顶端开始形成瓣状附着胞（图２，２ｃ）；接种４８ｈ时，

附着胞下产生侵入钉（图２，２ｅ），菌丝变粗变短，分

枝间距缩短（图２，２ｄ）；接种７２ｈ时，大量附着胞开

始串生或簇生在一起，形成巨大的瓣状复合体（图

２，２ｆ）。经ＬａｔＢ预处理３０ｍｉｎ后接种病原菌６ｈ

时，菌丝顶端开始膨大（图２，３ａ）；１２ｈ时，出现初级

分枝，且初级分枝顶端膨大呈球形（图２，３ｂ）；接种

２４ｈ时，初级分枝上出现马蹄型侵染垫，且能观察到

侵入钉侵染玉米表皮细胞（图２，３ｃ）；接种４８ｈ，菌

丝体继续分枝，大量马蹄形侵染垫形成（图２，３ｄ），

且在气孔处聚集大量菌丝体（图２，３ｅ）；７２ｈ时，垫

状侵染结构及病原菌菌丝体均大量增加且聚集在一

起（图２，３ｆ）。结果表明ＬａｔＢ预处理对犚．狊狅犾犪狀犻

ＡＧ１ＩＡ侵染结构在玉米叶片上的发育有影响，有

利于病原菌的迅速入侵。

图１　不同接种处理后玉米叶片病斑扩展情况

犉犻犵．１　犇犻狊犲犪狊犲犾犲狊犻狅狀犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犳狋犲狉犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犫狔犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻犃犌１犐犃狑犻狋犺狅狉

狑犻狋犺狅狌狋犔犪狋犅狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋狅狀犿犪犻狕犲犾犲犪狏犲狊

２．３　犔犪狋犅预处理对接种后玉米叶片细胞内活性氧

积累的影响

　　经ＬａｔＢ预处理，接种犚．狊狅犾犪狀犻后不同时间点取

玉米叶片用ＤＡＢ染色，以ＤＭＳＯ预处理及未预处理

作为对照，对ＲＯＳ积累面积百分比进行统计，如图３所

示，接种后６～１２ｈＲＯＳ开始积累，ＬａｔＢ预处理与未

处理的叶片ＲＯＳ积累量相当；接种后２４ｈ，ＲＯＳ积累

量开始逐渐增加，经ＬａｔＢ预处理的叶片中ＲＯＳ积累

量显著高于未处理的叶片；接种后４８ｈ，ＲＯＳ积累量

达到峰值，且经ＬａｔＢ预处理的叶片中的ＲＯＳ积累量

是未经ＬａｔＢ处理的２倍，随后接种７２ｈ后ＲＯＳ积累

量有所降低。随着病原菌侵入，在２４～７２ｈ，在相同

时间点经ＬａｔＢ预处理的叶片中ＲＯＳ积累量始终显

著高于未经ＬａｔＢ处理的叶片；其中，在使用溶剂ＤＭ

ＳＯ处理后，在０～２４ｈ时，活性氧的积累量都很低，当

处理４８ｈ后，活性氧的积累量显著快速增加，基本与
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未用ＬａｔＢ预处理的活性氧的积累量相同，但远低于经

过ＬａｔＢ预处理组（图３）。结果表明细胞微丝骨架解聚

剂ＬａｔＢ预处理可提高犚．狊狅犾犪狀犻ＡＧ１ＩＡ诱导的玉米

叶片中ＲＯＳ的积累量。

图２　不同预处理后犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻犃犌１犐犃侵染结构显微观察

犉犻犵．２　犕犻犮狉狅狊犮狅狆狔狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻犃犌１犐犃犻狀犳犲犮狋犻狅狌狊狊狋狉狌犮狋狌狉犲犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狉犲狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狅狀犿犪犻狕犲犾犲犪狏犲狊
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图３　不同接种处理后玉米叶片活性氧产生面积百分比

犉犻犵．３　犚犗犛狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀犿犪犻狕犲犾犲犪狏犲狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻犃犌１犐犃

２．４　犔犪狋犅预处理对接种后玉米叶片细胞坏死情况

的影响

　　经ＬａｔＢ预处理，接种犚．狊狅犾犪狀犻后不同时间点

玉米叶片的细胞死亡情况采用台盼蓝染色法进行检

测，以ＤＭＳＯ预处理及未预处理作为对照，统计叶

片坏死斑面积百分比，结果如图４所示。在接种０ｈ

时，各处理均无明显细胞死亡出现；接种后６～１２ｈ，

三种处理均有细胞死亡产生，未处理与ＤＭＳＯ预处

理细胞死亡差异不显著，但ＬａｔＢ预处理的叶片细胞

死亡面积显著增加；接种后２４～４８ｈ，未处理和

ＤＭＳＯ预处理玉米叶片蓝色坏死斑开始大量出现，

但在相同时间内其坏死斑面积较经ＬａｔＢ预处理略

高；接种后７２ｈ，各处理叶片经ＬａｔＢ预处理的叶片

和未处理的叶片中细胞坏死面积相当。结果表明细

胞微丝骨架解聚剂ＬａｔＢ处理后导致玉米叶片细胞微

丝骨架解聚，在犚．狊狅犾犪狀犻ＡＧ１ＩＡ侵染前期，玉米叶

片细胞大量死亡，以提高寄主的防御功能，减少自身

受到损害。

２．５　犔犪狋犅预处理对接种后玉米叶片抗病相关基因

表达的影响

　　为了检测ＬａｔＢ预处理对病原菌犚．狊狅犾犪狀犻ＡＧ１

ＩＡ接种后玉米叶片抗病相关基因的表达情况，本试

验选择了病程相关蛋白犘犚１和玉米转录因子犣犿

犇犚犈犅２犃两个基因，以１８ＳｒＲＮＡ作为内参持家基

因，采用半定量ＲＴＰＣＲ，在接种后不同时间点检测

其表达水平，结果如图５所示：ＤＭＳＯ预处理、ＬａｔＢ

预处理以及未经ＬａｔＢ预处理的玉米叶片中持家基

因１８ＳｒＲＮＡ在接种后不同时间点的表达量基本相

同，说明提取获得的玉米叶片总 ＲＮＡ 稳定。在

ＬａｔＢ预处理３０ｍｉｎ后接种犚．狊狅犾犪狀犻的玉米叶片

中，犘犚１在接种１２ｈ被诱导表达，２４ｈ被抑制，随

后４８ｈ表达量最大，７２ｈ表达量明显降低；而在未

经ＬａｔＢ预处理的玉米叶片中，犘犚１在接种后４８ｈ

表达量显著增加，其他时间与０ｈ相比，变化不明

显。犣犿犇犚犈犅２犃基因在两种处理中的表达量在

ＬａｔＢ预处理的玉米叶片中于接种后１２ｈ有所升高，

其他时间点变化不明显，而在未经ＬａｔＢ预处理的玉

米叶片以及使用溶剂ＤＭＳＯ预处理的玉米叶片中

各时间点均无特别显著变化。结果表明，细胞骨架

解聚剂ＬａｔＢ预处理对转录因子犣犿犇犚犈犅２犃的影

响较小，但可强烈诱导水杨酸（ＳＡ）途径相关的

犘犚１基因表达，可能与ＳＡ参与到玉米抗纹枯病防

御机制有关。

图４　不同接种处理后玉米叶片细胞坏死情况

犉犻犵．４　犖犲犮狉狅狋犻犮犮犲犾犾犪狉犲犪狊狅犳犿犪犻狕犲犾犲犪狏犲狊犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻犃犌１犐犃

３　讨论

植物在与病原菌长期共进化互作过程中形成了

一套十分复杂、精密的防御机制，细胞微丝骨架作为

细胞骨架的重要组成结构，在植物抵御病原菌侵染

过程时常发生解聚与聚合，在病原菌侵入及扩展过

程中均发挥了重要作用［６，１２］。本试验通过微丝骨架

解聚剂预处理玉米叶片后接种纹枯病菌犚．狊狅犾犪狀犻

ＡＧ１ＩＡ，对病原菌侵染结构发育情况及玉米抗病相

关反应检测，初步明确了细胞微丝骨架在玉米抗纹

枯病菌侵染中的作用。
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图５　抗病基因的半定量犚犜犘犆犚扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测

犉犻犵．５　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾狊犳狅狉狊犲犿犻狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犚犜犘犆犚狅犳犱犲犳犲狀狊犲犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

　　大量研究表明，细胞微丝骨架是植物抵御病原

菌侵入的重要方式［１２］。病原菌侵染后微丝骨架可

在侵染点附近聚集，呈放射状排列，参与寄主细胞质

内抗病相关物质及蛋白运输到病原菌侵染位点的过

程［６］。ＨｅｎｔｙＲｉｄｉｌｌａ及其团队研究表明，受丁香假单

胞杆菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．狋狅犿犪狋狅ＤＣ３０００、农

杆菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊和稻瘟病菌犕犪犵

狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪侵染１ｈ后均能观察到细胞微丝骨

架聚集。采用细胞松弛素或者微丝骨架解聚剂

ＬａｔＢ处理则病原菌成功侵染
［９，１４１５］。最近研究发

现，细胞微丝骨架参与了大豆对病毒病的抗性，微丝

骨架解聚有利于大豆花叶病毒病的发生［１６］。本试

验中，立枯丝核菌犚．狊狅犾犪狀犻为兼性寄生菌，该菌常

以侵染垫或裂片状附着胞侵染寄主，或者不产生专

门的侵染结构，而由菌丝顶端直接穿透植物表面或

从自然孔口（主要是气孔）及伤口侵入。本试验采用

细胞微丝骨架解聚剂ＬａｔＢ处理离体玉米叶片３０

ｍｉｎ后接种犚．狊狅犾犪狀犻，观察到病原菌菌丝分枝后迅

速形成马蹄状侵染垫，并发育成侵入钉直接穿透表

皮细胞完成侵入（图２，３ｃ），在接种后６～１２ｈ迅速

出现病斑；而在未经ＬａｔＢ预处理的玉米叶片上，犚．

狊狅犾犪狀犻菌丝则出现较多侧枝后才形成短粗分瓣状的

附着胞及侵入钉，或者延伸至气孔处进行侵入（图

２，１ｃ），在接种后２４ｈ出现病斑（图４），表明细胞微

丝骨架参与了寄主抵抗病原菌侵入的过程，ＬａｔＢ预

处理导致微丝骨架解聚，破坏了依赖于微丝骨架的

玉米叶片抗侵入结构，而有利于病原菌的菌丝快速

发育成马蹄状侵染垫，其与多分支的裂瓣状附着胞

相比能更迅速侵入寄主，并建立寄生关系。这一结

果从Ｍａｒｓｈａｌｌ等
［１７］的试验也得到证实，即纹枯病菌

在水稻感病品种叶鞘表面形成大量的侵染垫，而抗

病品种上则不形成侵染垫，只形成裂瓣状的附着胞。

已有研究发现，细胞微丝骨架不仅对侵染点附

近原生质凝集和乳突积累有影响，还参与调控植物

的抗病防御反应，如活性氧（ＲＯＳ）积累、细胞死亡及

抗病基因的表达［１８２０］。采用微丝骨架解聚剂ｃｙ

ｔｏｃｈａｌａｓｉｎＡ处理后发现，白粉菌诱导的黄瓜叶片中

过敏性细胞坏死、Ｈ２Ｏ２ 的产生及乳突的形成均明

显受抑，表明微丝骨架解聚可促进小麦白粉菌的侵

染［１４，２１］。采用细胞松弛素Ｄ处理，能够显著降低小

麦 白粉菌互作［２２］、小麦 叶锈病菌互作［２３］、马铃薯

晚疫病菌互作［２４］中寄主叶片细胞坏死的产生。与

前人研究结果不同，本试验中，ＬａｔＢ预处理后接种

病原菌，ＲＯＳ在接种后２４ｈ大量积累，推测可能与

微丝骨架解聚能够诱导寄主抗病信号有关，从而抑

制病原菌的扩展。此外，本试验还发现，ＬａｔＢ预处

理提高犚．狊狅犾犪狀犻诱导的水杨酸抗病信号相关的

犘犚１基因大量表达，表明在玉米纹枯病抗病反应

中，细胞微丝骨架的作用与水杨酸途径有关，这一结

果与Ｍａｔｏｕｋｏｖá等
［２５］的研究结果相似。

此外，本试验为排除溶剂ＤＭＳＯ对细胞微丝骨

架解聚剂ＬａｔＢ效果的影响，补充设置了溶剂ＤＭＳＯ

预处理对照，结果表明，ＤＭＳＯ预处理后接种犚．狊狅

犾犪狀犻的玉米叶片上菌丝及其他侵染结构发育、叶片

活性氧的积累量、细胞坏死以及抗病相关基因与未

经ＬａｔＢ预处理组结果相似，表明溶剂ＤＭＳＯ在本

次试验中对试验结果的影响可以忽略。

综上，本试验通过组织细胞染色法及抗病基因表

达检测，初步明确了细胞微丝骨架可影响病原菌在玉

米叶片上的发育及侵入过程，也参与了玉米抗病防御

相关的ＲＯＳ、细胞死亡及抗病基因表达水平，这为深

入研究玉米对纹枯病抗病机理奠定了一定基础。然

而，玉米纹枯病作为一种世界性的玉米病害难题，由

于犚．狊狅犾犪狀犻在室内人工培养条件下很难产孢，因此试

验采用菌饼接种法，可能导致对病原菌侵染结构发育

的观察较实际情况晚。此外，本研究采用细胞微丝骨
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架解聚剂间接研究了其在玉米纹枯病抗病机制中的

作用。为了更清楚直观地观察犚．狊狅犾犪狀犻接种后玉米

叶片微丝骨架结构的动态变化，目前本课题组正尝试

通过免疫荧光蛋白标记纹枯病菌和细胞微丝骨架，从

而实现激光共聚焦显微镜实时观察纹枯病菌与玉米

互作过程中微丝骨架的动态变化。
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