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基于 LCＧMS 技术的代谢组学方法研究
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摘要　为探寻根肿菌侵染拟南芥后期寄主代谢的生物标志物,将罹患根肿病的油菜根切块进行组织培养,

获得较为纯化的、单一的根肿菌接种体,与拟南芥种子在１/２MS培养基上共培养,利用液相色谱Ｇ质谱联用(LCＧ
MS)技术的非靶向代谢组学方法分析根肿菌侵染后期拟南芥根部代谢物差异.组织培养结果表明,根肿菌可以

在愈伤组织中生长和繁殖;共培养结果显示４５d后拟南芥侧根尖端肿大,显微观察显示根肿菌能完成侵染循

环;代谢组数据PCA和PLSＧDA分析结果显示试验组(接种根肿菌)和对照组(未接种根肿菌)明显分离;OPLSＧ
DA分析和t检验结果表明重要的差异代谢物包括油菜素内酯、类黄酮、木质素、萜类、甾体皂苷和磷脂等物质.

提示这些物质可能在根肿菌侵染后期时拟南芥与根肿菌的相互作用中起重要作用.
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　　芸薹根肿菌(Plasmodiophorabrassicae)属于

原生动物界、根肿菌门,危害１００多种十字花科植

物,由其引起的根肿病是一种世界性土传病害,国内

常年有近３２０万~４００万hm２的十字花科作物受根

肿菌侵染,造成严重的损失[１].根肿菌具有生存繁

殖能力和传染性强、传播速度快、传播途径多、危害

重等特点[２],其休眠孢子在土壤中的半衰期可达

３~６a[３],这给该病害的防治带来极大困难.目前,
多从检疫、选用抗病品种、轮作、消毒、移植天气等方

面进行根肿病综合防治[４].研究寄主与根肿菌的互

作机制和发现新的抗病相关生物标志物对选育抗病

品种和根肿病防治具有重要意义.
在寄主与根肿菌互作过程中,寄主植物对根肿

菌侵染的应答反应从基因的表达变化开始,到基因

转录翻译为蛋白,蛋白酶催化代谢反应引起代谢物

的变化,代谢物则直接参与寄主抗病防御反应中的

能量调度补充(如糖类)、物理防御层的加强(如木质

素)、抑菌(如硫代葡萄糖苷[５Ｇ６]、植保素[７])、免疫信

号传导(如水杨酸、茉莉酸、乙烯等)[８Ｇ１１]等过程,或

者为根肿菌所“劫持”成为其生长繁殖的营养来源

(寄主细胞的糖类和氨基酸为其提供碳源和氮源)和
干扰寄主正常生命活动、为自身创造有利生存环境

的“武器”(如生长素[１２Ｇ１５]、细胞分裂素[５,１２,１６Ｇ１８]、油菜

素内酯[１９Ｇ２１]等激素与根部肿大组织形成相关),最终

引起寄主外在表型的变化.因而,代谢物是根肿菌

与寄主分子互作的最终体现,决定着是寄主防御成

功、根肿菌侵染失败抑或相反.
目前,关于寄主Ｇ根肿菌互作系统的代谢物变化

的数据大多是基于转录组和蛋白质组数据进行分析

和研究得到的,完全采用代谢组学方法进行的研究

不多.基于代谢组学方法,Soledade等[７]发现遭到

根肿菌侵染后的油菜根组织代谢提取物中植保素及

其他抗菌物质的含量显著上升,而 Wagner等[２２]则

发现初级代谢中的氨基酸代谢与寄主的抗感性具有

密切关系.
由于根肿菌是活体专性寄生病原菌,缺乏有效

的体外纯培养体系,研究人员大多采用盆栽营养土

培养植物,再向土壤中加入从腐烂的感病根组织中
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提取的根肿菌孢子液的方法进行根肿侵染实验[２３],
由于孢子提取液中含有大量杂质和杂菌,且无法完

全去除,因此很难排除杂菌和杂质对实验结果的干

扰.本研究采用组织培养的方法获得较为纯净的接

种材料,并在１/２MS(Murashige&Skoog)培养基

上对拟南芥进行培养和接种,有效避免了杂菌干扰

问题,然后通过基于 LCＧMS技术的代谢组学方法

分析了根肿菌侵染对拟南芥代谢的影响,以期找到

一些重要的生物标志物,为寄主与根肿菌的互作机

制和根肿菌防治方法研究提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

试剂:葡萄糖(分析纯,国药集团),蔗糖(分析

纯,国药集团),Gelrite凝胶(荷兰 Duchefa),MuＧ
rashige&Skoog培养基(M５１９,美国 PhytoTechＧ
nologyLaboratories),次氯酸钠溶液(国药集团),

８４消毒液,氯胺 T,乙醇(分析纯,国药集团),尼罗

红染料,甲醇(色谱纯,国药集团).
仪器:光照培养箱(HP４００GS,武汉瑞华),荧光

显微镜(Nikon),超高效液相色谱Ｇ串联四极杆Ｇ飞行

时间质谱仪(UPLCＧQＧTOF,XevoG２ＧXSQTof,美
国 Waters),真空冷冻干燥仪,离心机(Eppendorf),
氮吹仪(MD２００Ｇ２型,杭州奥盛),超声波细胞粉粹

机(ScientzＧⅡD型,宁波新芝).
1.2　培养基、供试菌株和植物

LB培养基:蛋白胨 １０g、酵母粉 ５g、NaCl
１０g,加水溶解并定容至１L,加入１５g琼脂粉即

LA培养基.

PDA培养基:去皮马铃薯２００g,加水煮沸,滤
出液加入２０g葡萄糖、１５g琼脂粉,溶解后加水定

容至１L.

MS培养基:Murashige& Skoog培养基干粉

４．４３g,蔗糖３０g,Gelrite凝胶４g,溶解后加水定容

至１L,调pH５．８.

１/２MS培养基:Murashige&Skoog培养基干

粉２．２１５g,蔗糖８g,Gelrite凝胶４g,溶解后加水定

容至１L,调pH５．８.
以上培养基皆１２℃湿热高压灭菌３０min后

使用.
根肿菌的休眠孢子来自湖北省枝江市发病油菜

根的单孢分离物,Williams１号生理小种.
拟南芥(Arabidopsisthaliana)为野生型 CoＧ

lumbiaＧ０.
1.3　罹病油菜根的组织培养

将罹病油菜根用自来水冲洗干净后,１００％乙醇

表面消毒１min,３０％ ８４消毒液(含１．４％有效氯)
消毒２０min,无菌水漂洗３遍后去掉表皮并切成小

块;小块用１００％乙醇浸泡１min,再用２％氯胺 T
消毒１０~２０min,无菌水冲洗３次,置于 MS培养基

(含０．０５％头孢霉素)中２１℃下暗培养.３~４周

后,未被污染的小块转移至不含抗生素的 MS培养

基.观察愈伤组织形成情况,将较大的愈伤组织切

成数块置于新培养基中扩大培养.
1.4　“无杂菌”根肿菌孢子液的制备

组培得到的较大的愈伤组织作为孢子液制备材

料,将０．２g左右的愈伤组织置于研钵中加入３mL
无菌水捣碎后用４层擦净纸过滤,滤出的孢子液各

取１００μL 涂布于 PDA 培养基和 LA 培养基上

２０℃培养,另吸取１００μL置于 LB培养基３７℃摇

培.经过三重检测均无杂菌长出的孢子液稀释至

１０７个/mL用来接种拟南芥.
1.5　拟南芥培养及根肿菌接种

拟南芥种子用１０％次氯酸钠溶液消毒１０min
后用无菌水漂洗 ３ 遍,种子中加入 “无 杂 菌”的

１０７个/mL的根肿菌孢子液,吸取适量种子和根肿菌

孢子的混合液在１/２MS培养基上(含０．０５％头孢

霉素)涂布成一条线,培养皿用医用透气纸胶带封口

后竖直置于培养箱中培养,培养箱条件设置为白天

２２℃、晚上２０℃,光照周期为光１６h暗８h.对照

组中根肿菌孢子液用无菌水代替.
1.6　根肿菌的显微观察

将罹病油菜根切块组织培养形成的愈伤组织切

下,切成薄片后用尼罗红染料(０．１mg/mL 丙酮溶

液)染色３~５min,无菌水中将表面染料漂洗干净,
荧光显微镜下观察.接种根肿菌后的拟南芥根部不

用切片直接进尼罗红染色观察.
1.7　代谢物样品的制备

３个培养皿的拟南芥根部合并为１个样品,试
验组和对照组各设置４个生物学重复.用冰水浴将

拟南芥根系表面附着的培养基冲洗干净,液氮速冻

后真空冷冻干燥４８h;将冷冻干燥后的根样研磨成

粉末并称量,按１mg∶２５μL的比例加入－２０℃预

冷的５０％甲醇溶液,涡旋１min后,用超声波细胞

破碎机以４０kHz的频率、超声１s停２s循环冰浴

超声１５ min,４℃、１３０００r/ min条件下离心１５

１３
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min,收集上清;重复提取３次,并将３次上清液合

并;提取液经过０．２２μm 细菌过滤器过滤后用氮吹

仪浓缩至干,再按１mg∶１０μL的比例加入５０％
甲醇复溶,－８０℃下保存,待LCＧMS分析.
1.8　LCＧMS 条件

色谱条件:色谱柱为 WatersUPLCC１８色谱柱

(１００mm×２．１mm,３．５μm),柱温４５℃;流动相A
为０．１％ (V/V)甲酸超纯水溶液,流动相B为乙腈;
线性梯度洗脱程序为９９％ A、１％ B开始洗脱,２５
min内 B 增加到２５％,接着１０ min内 B 增加到

４０％,再 接 下 来 １０ min 内 B 增 加 到 ９０％,维 持

２min后３min内恢复为９９％ A、１％B,总分析时间

为５０min.
质谱条件:电喷雾离子源(ESI),采用正离子模

式采集数据;毛细管电压１kV;锥孔电压３０V;离
子源温度１００℃;脱溶剂气温度４００℃;脱溶剂气流

量８００L/h;质量扫描范围:m/z１００~１２００;扫描

时间０．２s,扫描频率５０Hz.
1.9　数据分析

用xcms对原始质谱数据进行预处理,包括谱

峰提取、滤噪、样本间峰匹配、保留时间校正和缺失

峰补齐等,再用 CAMERA 进行加合物峰、同位素

峰、碎片峰的注释.采用 SIMCA１３．０(Umetrics,

Umea,Sweden)软件进行PCA、PLSＧDA和 OPLSＧ
DA多变量统计分析,用SＧplot、VIP结合t检验来

筛选差异代谢物.通过准分子离子质荷比信息计算

精确分子质量,再结合同位素丰度模式、氮规律和不

饱和度计算等方法推断出差异代谢物的分子式,由
分子式 及 二 级 质 谱 信 息 在 Metlin、kegg、KNApＧ
SAcK等公共数据库中搜索可能的结构,结合文献

报道对差异代谢物进行定性.

2　结果与分析

2.1　罹病油菜根愈伤组织中根肿菌形态观察

罹病油菜根在 MS培养基上培养７d后即可见

到颗粒状愈伤组织细胞从小块边缘生出,１４d后白

色愈伤组织细胞连接成片附着在小块表面(图１).
培养２５d后,将新生的愈伤组织切片后进行显微观

察,发现次级原生质团充斥于愈伤组织细胞,原生质

团有大有小,有的原生质团中可见分隔和小的孢子,
说明原生质团处于分化中,直到发育成熟释放出休

眠孢子(图２).

　A:罹病油菜根组织切块;BＧE:罹病油菜根形成的愈伤组织;图中标尺为１mm.A:Sectionsofsurfacesterilizedgall;BＧE:ExtenＧ

sivecallus．Scalebar＝１mm．

图１　罹病油菜根愈伤组织的形成

Fig．１　Photographsofdevelopingcallusofinfectedclubroottissues

2.2　根肿菌在 MS 培养基上侵染拟南芥的结果

观察

　　拟南芥种子和根肿菌孢子在１/２MS培养基上

共培养４５d后,与对照相比,接种根肿菌后的拟南

芥根部生长受阻,主根和侧根弯曲,侧根变短且尖端

肿大(图３).尼罗红染色后,荧光显微镜下观察结

果显示,在１/２MS培养基上,根肿菌可以完成完整

的侵染循环和生活史(图４).

2.3　根肿菌侵染引起拟南芥代谢的差异分析

对接种根肿菌的试验组和不接种根肿菌的对照

组的拟南芥根部代谢物样品进行 UPLCＧMS分析,
图５为正离子模式下典型的基峰离子流图,原始质

谱数据经过xcms预处理后检测到１６６５９个峰(由
保留时间和质荷比值组成的数据对表示).

将xcms提取出的数据矩阵进行单变量和多变

量统计分析,通过t检验,在变化倍数(FC)≥２和

２３
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P≤０．０５水平上检测出３２６个差异代谢物,其中试验

组相对于对照组有３０５个上调(图６中右侧红点)、２１
个下调(图６中左侧红点).主成分分析(PCA)的二

维得分图(图７)显示,试验组和对照组样本在整体分

布上有分离趋势,说明根肿菌侵染对拟南芥代谢产

生了影响.第一和第二主成分对 X 累积解释率

R２X(cum)＝０．６６２,累积交叉有效性Q２X(cum)＝
０．２０３,说明PCA模型的稳定性还不够高.

　A:尼罗红染色后,荧光显微镜下观察到根肿菌的次级原生质团;B:分化中的次级原生质团(箭头);C:次级原生质团分化形成休眠

孢子(箭头).A:Secondaryplasmodia(yellowfluorescence,stainedwithNileRed)werefullofcalluscells;B:Secondaryplasmodia
(arrows);C:Restingspores(arrows)werereleasedfromplasmodia．

图２　罹病油菜根愈伤组织中根肿菌的发育形态

Fig．２　DevelopmentofP．brassicaeinthecalluscellsgeneratedfromtheinfectedclubroottissues

　P．brassicae:接种根肿菌的拟南芥;Mock:未接种根肿菌的对照组拟南芥.P．brassicae:A．thalianainfectedwithP．brassicae;Mock:

A．thalianawithoutinoculationwithP．brassicae．

图３　根肿菌在１/２MS培养基上对拟南芥的侵染效果

Fig．３　ArabidopsisplantswereinfectedwithP．brassicaeon１/２MSmediumplates

３３
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　A:根毛吸附阶段;B:初级原生质团形成;C:初级原生质团分化形成游动孢子囊;D:次级游动孢子从游动孢子囊中释放并塞满根

毛;E:次级游动孢子侵染皮层细胞;F:次级原生质团形成;G:次级原生质团分裂形成大量未成熟休眠孢子使细胞膨大;H:根部形成

肿瘤.A:Roothairadsorption;B:Formationofprimaryplasmodia;C:Plasmodiacleaveintozoosporangia;D:Rootsarefilledwith

secondaryzoosporesreleasedfromzoosporangia;E:Secondaryzoosporespenetraterootcortexcells;F:FormationofsecondaryplasＧ

modia(SP);G:ProliferationanddivisionofSPcausehypertrophiccellsfulfilledwithimmaturerestingspores;H:Gallformationon

Arabidopsisroots．

图４　尼罗红染色观察１/２MS培养基上根肿菌对拟南芥的不同侵染阶段

Fig．４　DifferentdevelopmentstageofP．brassicaeinfectedArabidopsisrootson１/２MSmediumwithNileRedstaining

图５　试验组(蓝色)和对照组(红色)样品的基峰离子流图

Fig．５　BasepeakioncurrentchromatogramsofA．thalianaroots
oftreatmentgroup(blue)andmockgroup(red)
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图６　差异代谢物的火山图

Fig．６　Volcanoplotofdifferentially
expressedmetabolites(DEMs)

图７　试验组和对照组PCA分析的得分图

Fig．７　PCAscoreplotoftreatmentgroup(circles)

andmockgroup(triangles)

　　为了进一步探讨由根肿菌引起的拟南芥的代谢

变化,找到潜在的生物标志物,采用有监督的模式识

别方法———偏最小二乘判别分析(PLSＧDA)和正交

偏最小二乘判别分析(OPLSＧDA)对代谢组数据重

新进行建模.与 PCA 相比,PLSＧDA 和 OPLSＧDA
能够将样品分类信息用于建模,从而放大组间差异,
得到更好的分类效果.此外,OPLSＧDA 还能够剔

除掉与分类无关的变量,减少噪音干扰,使重要变量

得到凸显,有利于标志代谢物的识别,OPLS建模需

要以PLS模型通过验证为基础.
图８为PLSＧDA分析的得分图,对照组和试验

组分离趋势明显.运用交叉验证法(crossvalidaＧ
tion)对PLSＧDA 模型进行验证(表１),前３个主成

分的交叉有效性Q２均大于临界值０．０９７５,累计值

Q２(cum)达到０．８８５,且３个成分对X 和Y 的累积

解释能力R２X(cum)和R２Y(cum)分别为０．７３６和

０．９９４,说明模型的稳定性和可预测能力以及对数据

的拟合度较好,满足 OPLSＧDA的建模要求.

图８　试验组和对照组PLSＧDA分析的得分图

Fig．８　PLSＧDAscoreplotoftreatment

groupandmockgroup

表１　PLSＧDA模型的验证

Table１　ValidationofPLSＧDAmodel

成分 Components R２ R２X(cum) R２Y R２Y(cum) Q２ Q２临界值 Q２criticalvalue Q２(cum)

PC１

PC２

PC３

０．３５５

０．３０３

０．０７８

０．３５５

０．６５８

０．７３６

０．７５７

０．２０６

０．０３１

０．７５７

０．９６３

０．９９４

０．３１７

０．７１９

０．４００

０．０９７５

０．０９７５

０．０９７５

０．３１７

０．８０８

０．８８５

　　对代谢组数据进行 OPLSＧDA 分析,前３个

有效主成分的R２X(cum)＝０．８３１,R２Y(cum)＝
０．９９６,Q２(cum)＝０．９１,表 明 模 型 质 量 较 好.
图９为 OPLSＧDA 的得分图,试验组和对照组 明

显分开.在该模型基础上,通过SＧplot、VIP(variＧ
ableimportanceintheprojection)分析来筛选根肿

菌引起 的 差 异 变 量.一 般 VIP 越 大、SＧplot(图

１０)中位于上下两翼距离原点越远的变量对分类

的贡献越大.

　　 通 过 设 置 筛 选 条 件:VIP ＞１,且 SＧplot中

|w(P１)|≥０．０５、|p(corr)１|≥０．５,t检验中差异

倍数大于２、P≤０．０５,共筛选出３４个重要的差异

代谢物.利用代谢物的精确分子质量和二级质谱信

息在公共数据库中搜索比对,鉴定出的物质(含量在

试验组样本中均显著上调)包括类黄酮、油菜素内

酯、木质素、甾体皂苷、萜、倍半萜等,此外还有５种

磷脂类物质(表２).
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图９　试验组和对照组OPLSＧDA分析的得分图

Fig．９　OPLSＧDAscoreplotoftreatmentgroup
(circles)andmockgroup(triangles)

图１０　OPLSＧDA的SＧplot图

(黑色三角形为重要的潜在生物标志物)

Fig．１０　SＧplotforOPLSＧDA(Theblacktriangles
indicateimportantcandidatebiomarkers)

表２　部分重要差异代谢物的鉴定结果

Table２　IdentificationofpartialimportantDEMs

代谢物

Metabolite
保留时间/min
Retentiontime

质荷比

m/z [M]＋

分子式

Formula
鉴定结果

Identification
M５１９T２５０８ ４１．８００ ４９５．３４６２６ C２８H４８O７ 油菜素内酯 Brassinosteroid
M４３８T２０９６ ３４．９３９ ４３５．１８９０６ C２６H２８O６ 类黄酮 Flavonoid
M４３７T２０９６ ３４．９３８ ４１３．１９６２６ C２４H３０O６ 木质素 Lignan
M４７９T２４８７ ４１．４５６ ４５５．３５１２６ C３０H４８O３ 萜类 Triterpenoid
M３０１T２３５３_２ ３９．２１４ ２７７．１４４２６ C１６H２２O４ 倍半萜 Sesquiterpenoid
M５１９T２６９４ ４４．９０６ ５１７．２８５０６ C２９H４２O８ 甾体皂苷 Steroidalglycosides
M７０１T１０２５ １７．０８６ ６７７．４９５２６ C３６H７１O９P 磷脂酰甘油 Phosphatidylglycerol
M８１６T１１２９ １８．８１１ ８１３．６４１０６ C４７H９１O８P 磷脂酸 Phosphatidicacid
M５８０T２５０８_９ ４１．７９４ ５７８．３６００６ C２８H５４NO９P 磷脂酰丝氨酸 Phosphatidylserine
M７０２T１０２５ １７．０８８ ７００．４８８０６ C３８H７２NO８P 磷脂酰乙醇胺 Phosphatidylethanolamine
M５８８T８９０_２ １４．８２９ ５６４．４１１２６ C２９H６０NO７P 磷脂酰胆碱 Phosphatidylcholine

3　讨　论

根肿菌能够刺激寄主细胞产生生长素、细胞分

裂素等植物激素,因此,在不添加外源激素的情况

下,油菜患根肿病的肿大根部组织能够在 MS培养

基上进行组织培养,长出愈伤组织,根肿菌能够随着

愈伤组织的形成而进行繁殖[２３Ｇ２４].因此,将根肿菌

和寄主通过组织培养的方式进行共培养可以作为一

种有效的根肿菌“体外”培养体系,进而获得较为纯

净、单一的根肿菌接种材料.本研究将组织培养获

得的组织块提取根肿菌孢子后,又对孢子液进行杂

菌检测,接种则采用根肿菌孢子和拟南芥种子的混

合液涂布 MS培养基共培养的方式,既避免了先培

养后接种中极易引入的外部污染,又能对杂菌的滋

生情况进行监控,以实现根肿菌的“无杂菌”接种,确
保实验结果的可靠性.组织培养和侵染实验结果显

示,根肿菌在愈伤组织能够进行繁殖,在 MS培养基

上根肿菌对拟南芥可以完成侵染循环,证明本研究

采用的根肿菌“无杂菌”接种体系的有效性.

拟南芥种子和根肿菌孢子在 MS培养基上共培

养４５d后,LCＧMS分析鉴定出的差异代谢物主要

包括油菜素内酯、类黄酮、木质素、萜类、甾体皂苷和

磷脂类物质.油菜素内酯是一种甾醇类激素,与细

胞伸长、细胞分裂、细胞分化、衰老、繁殖、光形态建

成、应激反应等生理生化过程有关,还能与生长素等

其他激素发生协同交互作用[２１Ｇ２２].已有报道表明受

根肿菌侵染后寄主根部油菜素内酯合成相关基因显

著上调表达[２１],本试验进一步证实油菜素内酯可能

参与感病寄主根部肿瘤的形成与发展;类黄酮源自

与植物防卫相关的苯丙素代谢途径,是植物中与应

激和免疫反应相关的一类次级代谢产物,还涉及丛

枝菌根和根瘤菌与寄主的识别互作[２５Ｇ２６].有研究表

明,类黄酮可能作为生长素转运的一种调节因子间

接参与根部肿瘤的形成[３].本试验中,根肿菌处于

侵染后期使寄主细胞肿大阶段,因此,类黄酮可能更

多起到促进生长素在肿大细胞中积累的作用;木质

素、萜类和皂苷类物质都与抗病相关[２６],说明根肿

菌侵染晚期,拟南芥依然有较强的抗病反应.
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值得注意的是,筛选出的差异代谢物中,磷脂类

物质较多.一方面这些磷脂类物质可能直接来自于

根肿菌,参与根肿菌膜结构和脂滴的形成.据报道

根肿菌休眠孢子中含有大量脂滴,脂滴的核心是由

甘油三酯(TAG)等中性脂肪组成,核心外有一层单

层磷脂分子及各种蛋白包裹,磷酸甘油酯则参与下

游甘油三酯的合成[２７];另一方面,众多证据显示植

物中磷脂等脂质类物质不仅仅是构成细胞膜结构的

简单初级代谢产物,更重要的是当细胞受到生物和

非生物胁迫时,磷脂、糖脂、自由脂肪酸及其相关脂

水解酶和合成酶通过改变脂代谢物积累、产生脂信

号分子、促进初级代谢产物向次级代谢产物转化等

方式参与各种防御反应[２８],因此,磷脂类物质也可

能参与寄主对根肿病的抗病反应.
本试验采用一种“无杂菌”接种体系并结合LCＧ

MS代谢组学分析技术研究了根肿菌侵染对拟南芥

代谢的影响,所鉴定出的差异代谢物如油菜素内酯、
类黄酮等进一步验证了前期报道中从基因和蛋白层

面得到的结果,同时发现磷脂类物质可能广泛参与

到寄主与根肿菌的相互作用中.后期将通过脂质组

学(lipidomics)分析技术对寄主受根肿菌侵染后的

脂代谢网络的变化进行进一步研究,探讨磷脂等脂

类物质在其中的重要生物学意义并找到关键的脂生

物标志物,为寄主与根肿菌的互作机制研究提供理

论依据.
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MetabolicchangesofArabidopsisthalianainfectedwith
PlasmodiophorabrassicaebasedonLCＧMSanalysis

HEZhangchao　GAOZhixiao　BIKai　ZHAOYing　CHENGJiasen
XIEJiatao　FUYanping　JIANGDaohong　CHENTao

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity/

TheProvincialKeyLabofPlantPathologyofHubeiProvince,Collegeof
PlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheaimofthepresentstudywastofindsomeimportantmetabolicbiomarkersofArabiＧ
dopsisthalianarootsinfectedwithPlasmodiophorabrassicaeatthelateinfectionstage．P．brassicae
sporeswereextractedfromcallusculturesofclubrootgallsections,coＧculturedwithA．thalianaseeds
on１/２MSmediumandthenafter４５dmetabolicchangesoftheA．thalianarootswereanalyzedbyliqＧ
uidchromatographyＧmassspectrometry(LCＧMS)technique．TheresultsshowedthatP．brassicaecould
growanddevelopincallus,andaftercoＧculturedwithA．thalianafor４５d,microscopicobservation
showedthatthepathogenshadacompletelifecycleonthemedium．Multivariatestatisticalmethodsof
PCAandPLSＧDAsuggestedthatthemetabolitiesofexperimentalgroup(inoculatedwithP．brassicae)

andcontrolgroup(uninoculatedwithP．brassicae)differentiallyexpressed．TheresultsofOPLSＧDA
andtＧtestshowedthatthemetabolitesofflavonoids,lignans,terpenoids,steroidalglycosides,brassiＧ
nosteroidsandphospholipidsweresignificantlyincreasedduringP．brassicaeinfection,suggestingtheir
potentialimportantrolesininteractionbetweenA．thalianaandP．brassicaeatthelatestageofinfecＧ
tion．

Keywords　Plasmodiophorabrassicae;Arabidopsisthaliana;callusculture;metabolicchange;

LCＧMS
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