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玉米小斑病叶片生化变化的红外光谱分析
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摘要　利用红外光谱技术分析感染小斑病的玉米叶片,获取了染病玉米叶片的分子结构信息,研究结果表明真菌

病原体对叶片中的蛋白质结构有一定的影响.二维相关红外光谱分析结果显示,健康玉米叶片中蛋白质二级结构

的βＧ折叠构象随着玉米叶片的生长代谢发生变化,而染病玉米叶片中发生变化的是βＧ转角构象.二维相关红外光

谱可以揭示真菌病原体入侵时玉米叶片分子结构的变化情况,为玉米病害的防治提供参考.
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１　引　　言

玉米小斑病又称为南方叶枯病,是全球各玉米

生产区常见的一种严重病害.由致病真菌玉蜀黍双

极蠕孢菌引起,感染该病的玉米品种在首次染病年

减产约１０％,重复发病年减产高达２０％~３０％,该
病 害 对 玉 米 的 产 量 和 品 质 有 着 重 要 的 影 响[１].

１９６０年后,随着感染玉米小斑病自交系的引进和不

断地推广,该病在我国快速蔓延,目前覆盖了全国几

乎所有的玉米产区[２].该致病真菌侵入玉米叶片时

产生大量毒素,扰乱叶片的正常代谢,破坏叶片的光

合作用,导致一些酶的活性受到影响,因而叶片所含

的纤维素、粗蛋白质等会发生变化[３].研究发生病

害时叶片的生化指标变化是目前玉米病害研究领域

的一个研究重点.傅里叶变换红外(FTIR)光谱技

术具有灵敏、便捷等优点,可以快速检测混合体系中
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相关组分的变化[４Ｇ６].二维相关红外(２DＧIR)光谱

技术是基于一定外部扰动条件获得一系列红外光

谱,并进行二维相关分析,得出混合体系中相关组分

或基团对外部扰动的响应情况.２DＧIR较FTIR具

有分辨率更高、对重叠峰信息的提取更加准确等优

点,已经应用于聚合物研究、中药品质检测、食品安

全等方面[７Ｇ９].目前FTIR光谱技术已经应用于植

物病害的诊断和鉴别,但采用２DＧIR光谱技术对植

物真菌性病害的研究报道较少[１０Ｇ１２].前期本课题组

曾经开展过玉米南方锈病的FTIR光谱分析[１３],但
尚未开展过２DＧIR光谱在玉米病害中的研究.玉

米叶片是一个由叶绿素、纤维素、蛋白质等构成的复

杂混合体系,在不同的健康生长时期或感染时期,叶
片中各种化学物质有着各自的代谢特征.本研究使

用FTIR光谱技术获得玉米叶片感染小斑病不同阶

段的时间系列光谱,然后通过２DＧIR光谱技术得到

玉米叶片小斑病发病过程的２DＧIR光谱,同时对比

健康玉米叶片的２DＧIR光谱,揭示玉米小斑病真菌

病原体侵染叶片过程中叶片生化指标的变化,为该

病害的防治提供参考.

２　实验部分

２．１　样品收集与处理

本研究中的杂交玉米品种为会单４号(云南曲

辰种业有限公司),大棚中正常种植.在拔节期(展
开叶片为７~８个)选取长势一致的３８株玉米,并均

分为两组.一组为接种致病真菌实验组,另外一组

为健康对照组,两组玉米种植地相距７m.两组玉

米在相同的土壤、温度、湿度等条件下生长.将玉米

小斑病致病真菌孢子配置成悬液,用喷雾器将悬液

均匀的喷洒在实验组玉米的叶片上,并用塑料罩保

湿４８h,同时对照组玉米植株仅喷蒸馏水.接种５d
后,染病玉米叶片开始出现零星的病斑,未出现病斑

的植株从实验组剔除.接种７d后开始从实验组和

对照组的相同叶层(顶部往下第３叶层)采集叶片样

本,以后每间隔２d均在该叶层采集１次染病和健

康的叶片样本.采集时将整片玉米叶切下,用蒸馏

水多次冲洗待测.采样直到染病叶片８０％以上的

面积枯 萎 结 束,共 获 得１３组 样 品,即 健 康 叶 片

１３片,染病叶片１３片.

２．２　光谱测试与数据处理

采用 ThermoNicolet生 产 的 AvatarFTＧIR
３６０型光谱仪来获取染病和健康玉米叶片的FTIR
光谱,分 辨 率 为 ４cm－１,扫 描 范 围 为 ４０００~

４００cm－１.测试时取少量干燥粉碎的玉米叶片放入

玛瑙研钵磨细,加入KBr研磨均匀,然后压片测定.
每个样品重复取样３次,分别进行测试,３次测试的

光谱相关系数均大于０．９９,因此用３次测试的平均

光谱作为该样本的测试光谱.实验过程中利用差谱

技术扣除背景干扰.为了避免每次测量时压片的厚

度不一致、样品浓度不同等因素的干扰,对所得光谱

进行归一化处理.光谱数据预处理使用Omnic８．０
软件,二维相关分析计算使用日本关西学院大学

DaisukeAdachi开发的Pocha软件.

３　分析与讨论

３．１　健康玉米叶片与染病玉米叶片的FTIR光谱

分析

FTIR光谱技术具有便捷、无损等优点,能快速

对玉米叶片所含化学成分进行定性分析.接种中期

(接种致病真菌孢子第１５d),染病和同时期健康玉

米叶片的FTIR光谱见图１,由于玉米叶片含有大

量的纤维素,因此增加纤维素的FTIR光谱作为对

照.在４０００~１７００cm－１范围内出现的吸收峰归属

为 O—H 和 N—H 的 混 合 叠 加 吸 收 峰

(３３８０cm－１)、亚甲基非对称伸缩振动(２９２２cm－１)
和对称伸缩振动(２８５３cm－１)、C＝O 伸 缩 振 动

(１７２６cm－１)[１４].对比健康玉米叶片和感染的玉米

叶片吸收光谱发现,两者吸收峰的频率位置和相对

吸收强度几乎一致,没有差异.健康玉米叶片和感

染玉米叶片在特征区和指纹区,明显出现蛋白质和

纤维素的特征吸收峰.１６４６,１５６３,１２５１cm－１分别

来源于酰胺I、酰胺Ⅱ和酰胺Ⅲ的振动吸收[１５],它
们在健康叶片中均明显呈现,但在感染玉米小斑病

的叶片中,没有呈现明显的酰胺Ⅱ肩峰,反而在

１５１６cm－１呈现肩峰.１３８７cm－１的吸收峰来自甲

基的对称伸缩振动[１６],２９５９cm－１的肩峰也佐证了

甲基的对称伸缩振动.１４５５cm－１的肩峰归属为纤

维素中羟基的弯曲振动[１７].图１中,将健康和感染

叶片FTIR光谱与纤维素的FTIR光谱作对比,发
现健康和感染叶片的纤维素吸收峰位置基本一致,
主要出现在１１５９,１１１２,１０６１cm－１频率位置附近.
在甲基、亚甲基和纤维素的特征峰上,健康和染病叶

片的光谱没有明显差异,吸收峰位置基本一致,只是

相对强度略有不同.整体对比健康叶片和小斑病真

菌病原体感染叶片的FTIR光谱,差异主要出现在酰

胺I和酰胺Ⅱ的吸收峰上.由此说明小斑病真菌病原

体的侵蚀对玉米叶片中的蛋白质结构有一定影响.
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图１ FTIR光谱

Fig敭１ FTIRspectra

３．２　酰胺I带和酰胺Ⅱ带的２DＧIR光谱研究

小斑病真菌病原体侵蚀玉米叶片所释放的毒素

对叶片的影响是一个缓慢的过程,叶片从发现感染

到枯死叶片面积占比为８０％大约需要３０d.染病

玉米叶片FTIR光谱中的酰胺I(１６４６cm－１)和酰

胺Ⅱ (１５６３cm－１)的吸收峰形状变化可初步反映

出:致病真菌释放的毒素导致蛋白质二级结构发生

了改变.在酰胺I带和酰胺Ⅱ带叠加范围内,染病

玉米叶片从出现病斑到８０％以上面积枯萎这一逐

步发病过程的FTIR光谱和同时期对照的健康玉米

叶片的FTIR光谱的变化情况见图２.为了进一步

深入研究蛋白质结构的变化,对酰胺I带和酰胺Ⅱ
带的叠加范围(１９００~１４８０cm－１)进行二维相关分

析,进一步研究感染过程中蛋白质的结构变化.

图２ 随采样时间变化的FTIR光谱.(a)健康玉米叶片;(b)染病玉米叶片

Fig敭２ FTIRspectraunderdifferentsamplecollectiontime敭 a Normalcornleaf  b infectedcornleaf

　　２DＧIR光谱技术雏形最初由Noda在１９８９年提

出,１９９３年Noda再次对相关理论进行完善修正,扩
展为广义２DＧIR光谱,２DＧIR光谱的详细理论参见

文献[１８].目前获得２DＧIR光谱常见的外扰方法

是采用温度变化进行外扰,但本研究中采用叶片生

长代谢引起叶片所含化学物质含量的变化作为外

扰,避免温度过高对叶片中生化物质结构的破坏.
健康和感染玉米叶片的２DＧIR光谱分别见图３和

图４.底部投影图中,２DＧIR光谱用等高线图表示,
阴影区表示呈负相关强度.同步相关谱中对角线上

的峰称为自相关峰,反映的是该处吸收峰的强度对

外扰有明显的变化.自相关峰越强,说明对外界的

响应越激烈.在健康玉米叶片２DＧIR的同步相关

谱中,自相关峰出现在１７２６,１６４３,１６１２,１５５７cm－１

处,而染病玉米叶片２DＧIR的同步相关谱中,却出

现在１７２６,１６７７,１６４１,１５７２cm－１处.健康玉米叶

片中自相关峰的强度关系为A１５５７＞A１７２６＞A１６４３＞
A１６１２,感 染 玉 米 叶 片 中 自 相 关 峰 的 强 度 关 系 为

A１５７２＞A１６７７＞A１７２６＞A１６４１.两者同步相关谱中,自
相关峰在强度和位置均发生明显变化.１７２６cm－１

处是酯类物质的C＝O伸缩振动[１４],该自相关峰在

健康叶片中较强,说明C＝O随健康植株的生长发

生明显变化,见图３(a).但在受到感染时,该自相

关峰对感染时间的响应变弱,见图４(a).这说明玉

黍双极蠕孢菌真菌病原体侵入叶片时,对叶片中酯

类物质的合成起到了阻碍作用,导致酯类物质含量

不随植株的生长而变化.对比图１中吸收峰,纤维

素在１６４２cm－１出现吸收峰,在玉米叶片中纤维素

的含量远大于粗蛋白,因此健康和染病玉米叶片同

步谱中,１６４３cm－１和１６４１cm－１附近出现的自相关

峰可能来自纤维素,两者强度基本一致.健康玉米

叶片在１６１２cm－１出现蛋白质二级结构中βＧ折叠的

自相关峰,而感染的玉米叶片在１６７７cm－１处出现

βＧ转角振动的自相关峰[１９].该处自相关峰的出现

说明:在健康玉米叶片中随着植株生长时间推移,蛋
白质二级结构中βＧ折叠结构发生变化;而玉米叶片

染病后,随着感染时间的推移,蛋白质二级结构中

βＧ转角结构发生变化.２DＧIR光谱反映出小斑病真

菌病原体侵染玉米叶片时,蛋白质二级结构将发生

改变,从而显示出抗真菌活性.目前２DＧIR光谱对

混合体系中的蛋白质二级结构分析已经得到广泛的

认可和应用[２０Ｇ２１],２DＧIR光谱分析得出的这一结论
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图３ 健康玉米叶片的２DＧIR光谱.(a)同步相关谱;(b)异步相关谱

Fig敭３ ２DＧIRspectraofhealthycornleaf敭 a Synchronouscorrelationspectrum  b asynchronouscorrelationspectrum

图４ 染病玉米叶片的２DＧIR光谱.(a)同步相关谱;(b)异步相关谱

Fig敭４ ２DＧIRspectraofinfectedcornleaf敭 a Synchronouscorrelationspectrum  b asynchronouscorrelationspectrum

与国外学者通过基因分析得出玉米小斑病抗病活性

蛋白的报道类似[２２].
健康玉米叶片的２DＧIR光谱中,同步相关谱交

叉峰峰强度用Φ１(ν１,ν２)表示,异步相关谱交叉峰

峰强度用 Ψ１(ν１,ν２)表示.感染叶片２DＧIR光谱

中,同步相关谱交叉峰峰强度用Φ２(ν１,ν２)表示,异
步相关谱交叉峰峰强度用 Ψ２(ν１,ν２)表示.根据

Noda解谱规则[１８],Φ１(１７２６,１６４３)＜０,Φ１(１７２６,

１６１２)＞０,Φ１(１７２６,１５５７)＜０,Ψ１(１７２６,１５５７)＞
０,表 明 随 着 植 株 的 生 长,健 康 叶 片 的 光 谱 中

１７２６cm－１ 吸 收 峰 的 强 度 变 化 与 １６４３cm－１、

１５５７cm－１ 吸 收 峰 的 强 度 变 化 呈 负 相 关,与

１６１２cm－１ 呈 正 相 关.并 且 在 时 间 顺 序 上,

１７２６cm－１峰强度的变化晚于１５５７cm－１峰强度的

变化.对于感染叶片的２DＧIR光谱,变化较明显的

是Φ２(１６７７,１５７２)＜０、Ψ２(１６７７,１５７２)＞０,说明在

感染期内,１６７７cm－１峰的强度与１５７２cm－１峰的强

度呈负相关.并且在时间顺序上,１６７７cm－１峰的

变化 晚 于 １５７２cm－１.Φ２ (１６９３,１５６５)＜０,

Ψ２(１６９３,１５６５)＞０,表明１６９３cm－１峰的变化晚于

１５６５cm－１峰.对比健康与染病玉米叶片的异步相

关谱,进一步表明染病玉米叶片分子结构的变化规

律与健康玉米叶片不同.

４　结　　论

采用FTIR光谱技术分析健康玉米叶片和小斑

病真菌病原体玉黍双极蠕孢菌感染的玉米叶片.在

健康玉米叶片的FTIR谱中,１５６５cm－１处出现酰胺

Ⅱ带吸收的肩峰,但在感染叶片的FTIR谱中,酰胺

Ⅱ带变弱,几乎被酰胺I带重叠覆盖;在１５１６cm－１

位置感染叶片出现肩峰,但在健康叶片中未出现.

FTIR的分析表明真菌病原体侵入玉米叶片,对玉

米叶片中的蛋白质结构产生影响.对蛋白质的特征

吸收带及酰胺I带、酰胺Ⅱ带(１９００~１４８０cm－１)进
行二维相关分析,获得该范围内的２DＧIR光谱.健

康玉米叶片的２DＧIR光谱表明:随着植株的生长代

谢,羰基的特征吸收峰的强度与１６４３,１５５７cm－１峰

的强度呈负相关,和蛋白质二级结构βＧ折叠吸收峰

的强 度 呈 正 相 关,羰 基 吸 收 峰 强 度 的 变 化 晚 于

１５５７cm－１峰.但在感染叶片２DＧIR光谱的同步相

关谱中可以看出,羰基吸收峰在感染时间内变化极

缓慢,说明真菌病原体侵入叶片时,对叶片中酯类物

质的合成起到了阻碍作用,导致羰基自相关峰较弱.

２DＧIR光谱还显示蛋白质二级结构中的β转角结构

对真菌病原体侵染的响应较为明显.通过FTIR结

合２DＧIR光谱研究玉米小斑病侵染过程中玉米叶
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片的生化变化,对玉米病害研究具有参考价值.
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