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铝胁迫下常绿杨根系有机酸和氨基酸的分泌(
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（1. 厦门大学环境与生态学院 福建 厦门361102；2. 泉州师范学院资源与环境学院 福建 泉州 362000）
摘 要：以常绿杨A-61/186为实验材料，探讨铝胁迫下常绿杨根系分泌物pH值及根系分泌有机酸和氨基酸的响应，为杨树抗铝机制的研究提供方向。结果表明，随着铝胁迫程度的加剧，常绿杨根系分泌物pH逐渐降低，铝胁迫下常绿杨根系分泌多种有机酸和氨基酸，但氨基酸含量远低于有机酸，这表明铝胁迫下根系分泌物中氨基酸所起的生态作用可能与有机酸不同，有机酸主要通过与铝离子结合或者改变铝离子的存在形态而减轻铝毒害，由于含量的微量性，氨基酸更多的是以营养作用为主，对铝离子的解毒作用为辅。铝胁迫下常绿杨根系分泌物组成成分和分泌量的变化减弱了铝对常绿杨的毒性，这是常绿杨应对铝胁迫的一种自我保护机制。
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杨树（Populus spp.）是我国北方和长江中下游地区广泛栽培的造林树种，具有生长速度快并能在短轮伐期内提供大量木材的特性，普遍认为杨树适合北方温带和北亚热带地区种植，南方发展杨树的意义不大。 但是，不少地处热带和亚热带的国家如印度、南非、澳大利亚、巴基斯坦、阿富汗、伊朗、伊拉克、黎巴嫩、阿根廷和巴西等，都有适合当地的杨树品种，杨树栽培占有一定地位[1]。A-61/186（Populus×euramericana cv. A-61/186）是1987年中国林科院林业研究所郑世锴研究员从巴基斯坦引进的3个半常绿-常绿杨树无性系之一，3个无性系的共同特点是容易繁殖、适应性强、造林成活率高、生长快、材质好，适于营造用材林和“四旁”绿化。它们能适应我国南方气候，冬季不落叶或半落叶，生长时间长，在国内统称为常绿杨[2]。但由于缺乏杨树定向培育、规模生产以及我国南方主要木材生产区对杨树这一树种的认识不足等原因，在以后的造林过程中均未形成大规模种植。近年来，面对我国木材供需矛盾和南方用材树种如速生桉的单一种植等带来的各个突出问题，人们开始重新认识杨树，杨树的栽培区逐渐向南扩展，新的南方型杨树栽培区种植品系也不断涌现[3,4]。

我国南方土壤酸化问题日趋严重，由土壤酸化带来的植物铝毒害问题也尤为突出，许多重要的南方用材树种遭受铝毒害状况及其响应铝胁迫的机制均有报道[5-8]。目前关于杨树铝胁迫的研究较少且主要集中在不同无性系之间的耐铝性对比上[9,10]，关于杨树抗铝机制的研究还未见报道。为探究富铁铝化的酸性土壤是否会对杨树在亚热带地区的种植产生一定影响，本课题组前期以杨树A-61/186作为供试对象，研究了酸性条件下铝对常绿杨生长及生理特性的影响，结果表明铝胁迫会对A-61/186生理生态特性产生影响[11-14]。另一方面，根系分泌物被认为是植物解铝毒的重要机制之一，其中根系分泌低分子量有机酸螯合铝的研究，在植物耐铝研究工作中最为成熟，几乎涵盖了所有作物不同品种间耐铝性的差别，同时揭示了植物内外部解毒机制的问题[12,13]，但关于铝胁迫下植物分泌物中低分子量氨基酸的作用还存在不明之处[14]。本研究对不同浓度铝胁迫下常绿杨根系分泌物中氨基酸和有机酸的种类及数量变化进行研究，探讨铝胁迫下根系分泌氨基酸和有机酸在解铝毒作用方面是否存在相加、协同或者相互拮抗的关系，为杨树对铝胁迫的抗逆性机制提供研究方向。
1材料与方法

1.1材 料

剪取约15 cm长的常绿杨（Populus× euramericana cv.A-61/186 ）一年生插条，扦插在白色泡沫箱内，箱内盛18 L培养液，用一泡沫浮于培养液面作为插条的固定支持物，每盆扦插6株，随机排列，共24盆，用空气泵昼夜连续通气；扦插后先用自来水培养20 d，生根后挑选生长状况一致的苗木分装18盆，每盆3株，共6个铝浓度处理，每个处理重复3次，用Hoagland全素营养液培养，分别加入不同浓度的AlCl3·6H2O，参照对其他植物生理生态特征产生影响的铝浓度[12,17,18]，并结合本项目的预实验结果，设置培养液中的对照组及铝处理浓度依次为：0（K0）、0.074（K1）、0.222（K2）、0.370（K3）、0.518（K4）、0.666（K5）mmol·L–1，用稀盐酸调整pH值为4.8。在玻璃阳光大棚进行培养实验，自然温度和光照，每7天更换一次培养液，培养90 d后进行相关指标的测定。

1.2根系分泌物的测定

将胁迫植株移出培养箱，先用自来水冲洗，再用超纯水清洗，冲洗干净的植株浸入800 mL已加入微生物抑制剂（百里酚）的营养液中，培养6 h后取出植株，再用超纯水淋洗苗木根部，共得到约1 L的根系分泌物。将收集的根系分泌物液用0.45 μm滤膜进行抽滤，在旋转蒸发仪40 ℃、0.1 KPa负压下旋蒸滤液至5 mL，再过0.22 μm滤膜[19,20]。用PHS-4CT型数字显示精密台式酸度计测定pH值；采用反相高效液相色谱法在Waters 2695型高效液相色谱仪上进行有机酸成分及含量的测定[21,22]；用日立835－50型氨基酸自动分析仪测定氨基酸含量及种类。

1.3数据处理及统计分析

采用SPSS 18.0进行相关性分析和显著性检验，用Sigmaplot 12.5制图。
2结果与分析

2.1铝胁迫下常绿杨根系分泌物的pH值变化
如图1所示：常绿杨根系分泌物为中性偏碱性，在无铝胁迫时，pH值为8.17，随着铝胁迫浓度的增高pH值逐渐减小，但均没有低于7；在铝胁迫最大浓度K5时，pH值为7.30。无铝胁迫与铝胁迫下pH值均存在显著差异，K1与K2间、K3与K4间差异不显著，最高浓度K5胁迫下的pH值与其它浓度下pH值均差异显著，说明铝胁迫下常绿杨根系分泌物pH值会变小，根系分泌物pH值变化和铝胁迫浓度存在相关性（r=-0.901，p＝0.007<0.01)。
[image: image3]不同小写字母表示差异显著。
图1铝胁迫下常绿杨根系分泌物pH值变化

Fig. 1 The pH value of evergreen poplar root exudates under aluminum stress
2.2 铝胁迫下常绿杨根系分泌有机酸的含量
参考目前已有检测的根系分泌物中常见有机酸种类[16,24]，对铝胁迫下常绿杨根系分泌物中的马来酸、草酸、酒石酸、苹果酸、柠檬酸、琥珀酸、乳酸、乙酸、甲酸、丁酸等10种有机酸进行了测定。测定结果如图2所示，部分有机酸只在无铝胁迫的分泌物中检出，只有5种有机酸在无铝胁迫和铝胁迫情况下均有分泌，草酸和柠檬酸的含量随着铝胁迫浓度的升高而升高，琥珀酸和乳酸的浓度从K0到K2持续上升，最大值出现在胁迫浓度为K2时，之后随着胁迫浓度加大而下降，乙酸的含量只在低浓度下检测到。草酸和柠檬酸的含量与铝处理浓度呈显著正相关（草酸r=-0.998，p＝0.000<0.01；柠檬酸r=-0.918，p＝0.005<0.01)，琥珀酸与铝处理浓度呈现负相关（r=-0.343，p＝0.253），[image: image4]乳酸与铝处理浓度的关联性较弱（r=-0.097，p＝0.428）。

图2 铝胁迫下常绿杨根系分泌物中有机酸含量

Fig. 2 The content of organic acid species in evergreen poplar root exudates under aluminum stress
[image: image5]各浓度有机酸分泌总量趋势如图3所示，铝胁迫下常绿杨根系有机酸分泌量随着胁迫程度的加剧而增大，与胁迫浓度呈现正相关性，是杨树应对铝胁迫的一种响应机制。

图3不同铝浓度下常绿杨根系分泌有机酸总量

Fig. 3 The variation tendency of organic acid in evergreen poplar root exudates under aluminum stress

从有机酸分泌量随铝胁迫浓度的变化分布图来看（图4），草酸分泌量最大，在有机酸中所占比例随着胁迫浓度的升高而升高，在K4、K5浓度胁迫下均超过了50%；乳酸和琥珀酸所占比例随着胁迫浓度的升高而减小；柠檬酸所占比例随着胁迫浓度的升高而增大，尤其在浓度超过K1后增长明显；乙酸在无铝胁迫K0、较低浓度K1下分别占到16.41和16.48，在K2胁迫下占到8.00%，K2胁迫所占比例小于K0和K1，在K3至K5无分泌。
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图4不同铝浓度下常绿杨根系分泌有机酸含量比例

Fig. 4 The content ratio of organic acid in evergreen poplar root exudates under aluminum stress
2.3 铝胁迫下常绿杨根系分泌氨基酸的含量
常绿杨根系分泌物共检出了17种氨基酸，分别是天门冬氨酸（Asp）、苏氨酸（Thr）、丝氨酸（Ser）、谷氨酸（Glu）、甘氨酸（Gly）、丙氨酸（Ala）、半胱氨酸（Cys）、缬草氨酸（Oxa）、甲硫氨酸（Met）、异亮氨酸（Lle）、亮氨酸（Leu）、酪氨酸（Tyr）、苯丙氨酸（Phe）、赖氨酸（Asp）、组氨酸（His）、精氨酸（Arg）、脯氨酸（Pro）。从图5可以看出，常绿杨根系分泌的17种氨基酸随着铝胁迫浓度的变化呈现四种不同的变化趋势：1）在胁迫初期随着铝浓度的增大而增大，在K2时达到峰值，K3~K5持续下降，主要有天门冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸、谷氨酸、丙氨酸、赖氨酸、精氨酸7种；2）在胁迫初期随着铝胁迫浓度的增大而增大，在K2~K4保持平台高值，K5时下降，有甘氨酸、缬草氨酸、组氨酸3种；3）在胁迫初期随着铝胁迫浓度的增大而增大，在胁迫浓度K4时达到最大，在最高浓度K5胁迫下有所下降，有半胱氨酸、甲硫氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸5种；4）随着铝胁迫浓度的增大持续增大，在K4~K5时增长趋于平缓，有酪氨酸和脯氨酸2种。从中可以看出，常绿杨根系分泌物中不同氨基酸响应铝胁迫的方式不同，在杨树响应铝胁迫机制中所起的作用可能不同。
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不同小写字母表示差异显著。
图5 常绿杨根系分泌各类氨基酸含量随铝浓度的变化

Fig. 5 The content of amino acid species in evergreen poplar root exudates under aluminum stress

[image: image6]从不同铝浓度下氨基酸分布总量的变化趋势来看（图6），氨基酸的分泌量从K0到K2不断增大，到达K2后，增长趋势趋于平缓，K2、K3、K4之间无明显差异，但当浓度增大到K5时，氨基酸的分泌量开始下降，因此，低浓度铝胁迫下，杨树分泌氨基酸来减轻铝毒害，但铝胁迫程度过高后氨基酸分泌会受阻。 

图6不同铝浓度下常绿杨根系分泌氨基酸总量
Fig. 6  The variation tendency of amino acid in evergreen poplar root exudates under aluminum stress
3结论与讨论

3.1铝胁迫下根系pH值对铝存在形态的影响

在铝胁迫作用下植物根尖容易富集铝，从而对植物产生毒害，并进一步影响植物根系的生长[25]。但铝毒害作用程度与铝的存在形态密切相关，铝的化学形态随着环境条件不同有所差别，在碱性条件下，单体羟基铝发生聚合反应呈现一系列聚合羟基形态；在中性条件下，铝则形成了Al(OH)3固体；碱性和中性条件下的铝对生物毒性较小，但在酸性条件下，铝以Al3+、Al(OH)2+和Al(OH) 2+形式存在，这些形态的铝对植物毒害作用很大[26]。从根系分泌物的pH值来看，常绿杨根系分泌物为中性偏碱性，这一pH值环境下铝多以聚合羟基形态和固体形态存在，这在一定程度上减轻了铝对常绿杨的毒性，随着铝胁迫程度的增大，pH值逐渐减小，铝胁迫下根系分泌更多的酸性物质使pH值降低。因此根系pH值降低可能是常绿杨响应铝胁迫的一种抗逆机制。
3.2铝胁迫下根系分泌有机酸的解毒作用

铝胁迫下植物根系分泌的低分子量有机酸与铝螯合形成植物难以吸收对植物无毒害的复合体，因而达到植物体外抗铝毒害的目的[15,27]，根系分泌有机酸的种类主要有柠檬酸、苹果酸、草酸等。在常绿杨根系分泌物中测出的有机酸种类有草酸、柠檬酸、琥珀酸、乳酸、乙酸5种。草酸和柠檬酸的含量较大且与铝胁迫浓度呈现正相关性，琥珀酸和乳酸在低浓度胁迫下分泌量较大，随着胁迫浓度加大分泌受阻，含量下降，乙酸的含量只在低浓度胁迫下检测到；此外，各胁迫浓度下有机酸分泌量总和随着胁迫程度的加剧而增大，与胁迫浓度呈现正相关性。因此，杨树与其它植物对铝的胁迫有着相同的解毒机制，即通过分泌有机酸与铝离子结合或者改变铝离子的存在形态，以减轻铝毒害对植物根系的伤害。从本研究所测得的几种有机酸来看，草酸和柠檬酸在常绿杨抗铝性作用中占有很大的比重，铝胁迫下杨树根系分泌物中更多有机酸种类还需要进一步测定。 

3.3铝胁迫下根系分泌氨基酸对抗逆性的贡献

常绿杨根系分泌物共检出了17种氨基酸，随着铝胁迫浓度的变化呈现4种变化趋势，有7种在浓度为K2（0.222 mmol·L–1）时达到最大，此后持续下降；3种在K2~K4（0.222~0.518mmol·L–1）保持高值平台，最大浓度K5（0.666 mmol·L–1）时下降；5种在胁迫浓度K4时达到最大，最高浓度K5胁迫下有所下降；2种在K4~K5时达到高值。这4种趋势说明了根系分泌物中不同氨基酸响应铝胁迫的机理不同，第一种变化类型为低浓度铝胁迫下分泌就会受阻的类群；第二种、第三种为较高浓度铝胁迫下分泌才会受阻的类群，第四种为在高浓度铝胁迫下持续分泌的类群，因此，铝胁迫下常绿杨根系分泌物中不同氨基酸对铝胁迫的抗逆性贡献不同。17种氨基酸在无铝胁迫常绿杨根系中均有分泌，说明这17种氨基酸均不是常绿杨响应铝胁迫而产生的特异性分泌物，比较而言，在较低浓度铝胁迫下分泌就受阻的氨基酸对铝胁迫的抗逆性较高浓度铝胁迫下分泌才会受阻的弱。从不同铝浓度下氨基酸分布总量的变化趋势来看，氨基酸的分泌量在低浓度铝胁迫下不断增大，胁迫浓度较高时趋于稳定直到开始下降，但胁迫浓度最大时的分泌量均大于无铝胁迫时的分泌量，因此，常绿杨根系分泌氨基酸也是常绿杨响应铝胁迫的抗逆性机制之一。铝胁迫下氨基酸与植物铝毒关系的研究还不深入，铝胁迫下植物根系分泌的许多氨基酸是否具有解铝毒的作用尚无定论[17]。当植物遭受逆境胁迫时，根系分泌物会改变土壤中难溶性养分的形态以有利于植物吸收并调节根际微生物活性，是植物应对逆境的机制之一[28]。氨基酸是土壤有机氮的重要组成部分，是土壤中微生物的重要营养来源，微生物以氨基酸为原料合成调节和刺激植物生长的生长调节剂[29]，反过来，微生物的代谢产物又会对氨基酸的分泌产生影响[30]。因此，铝胁迫下常绿杨根系分泌的氨基酸一方面可能与铝离子形成稳定的螯合物复合体，降低其活性，另一方面可能通过影响根际微生物的种类数量及生理活性等，间接地在植物抗铝毒的过程中起营养补充的作用，这一机制需要在进一步的研究工作中探讨论证。

3.4铝胁迫下常绿杨根系分泌有机酸和氨基酸的关系

根系分泌物会影响铝在植物根部的化学形态，铝的增加也会改变根系分泌物的分泌量和组成成分，铝胁迫下根系分泌物组成成分或分泌量的变化可减弱铝对植物的毒性，从而减轻植物受毒害的程度，这是植物在逆境胁迫下的一种自我保护机制[31]。草本植物，尤其是一些农作物，如大豆、玉米、小麦等存在根系分泌有机酸应对铝胁迫的机制[32-34]，木本植物根系分泌有机酸的研究主要集中为少数喜酸性植物如龙眼、，茶树等[24,35-37]，铝胁迫下龙眼根系分泌物中柠檬酸、苹果酸、草酸的含量随铝胁迫浓度的增大而增大[24]；草酸、苹果酸和柠檬酸是铝胁迫下茶树根系分泌的3种主要有机酸[37]；铝胁迫下马尾松幼苗根系草酸和苹果酸的分泌量随铝胁迫浓度的增大而增大[36]。铝胁迫下根系分泌氨基酸的研究较少，铝胁迫下龙眼根系分泌氨基酸的量在≤0.185 mmol·L–1 铝处理时增加，分泌氨基酸的种类在≤0.074 mmol·L–1铝处理时增加，根系分泌的氨基酸数量和种类都随铝胁迫浓度的增大而减少[24]；中低铝质量浓度下，大豆根系分泌的氨基酸随铝质量浓度的增大而增加，高铝浓度下，氨基酸的种类减少，各种氨基酸分泌量变化不一致[39]。对比以上研究可以看出，铝胁迫下常绿杨根系分泌有机酸和氨基酸的种类与变化趋势与其它植物相似，但因为不同研究植物培养的介质不一样、处理时间不一样以及最后计算单位不同，使得不同植物根系分泌物绝对含量之间的可比性较差。在本研究中，随着铝胁迫浓度的变化，根系分泌有机酸的总量在27.42~84.20 µg/mL之间，分泌氨基酸的总量在4.85~12.84 µg/mL之间，氨基酸含量远低于有机酸的含量，其它植物的研究中氨基酸含量也是远低于有机酸，这表明铝胁迫下根系分泌物中氨基酸所起的生态作用可能与有机酸不同，有机酸主要通过与铝离子结合或者改变铝离子的存在形态而减轻铝毒害，由于含量的微量性，氨基酸更多的是以营养作用为主，对铝离子的解毒作用为辅，进一步的研究可以考虑铝胁迫下常绿杨体内氨基酸变化规律，与体外根系分泌氨基酸相结合来阐明铝胁迫下氨基酸在抗铝过程中所起的作用机制。此外，常绿杨根系生物量随着铝胁迫浓度的降低而下降[12]，在生物量持续降低的情况下，有机酸和氨基酸的分泌量和分泌种类呈现不同的变化规律，这进一步说明了铝胁迫下常绿杨根系有机酸和氨基酸的分泌是一种铝响应机制。

杨树普遍适合种植在中性偏碱性土壤上[2]，从本研究的结果来看，根系碱性环境及根系分泌的有机酸和氨基酸减弱了铝对植物的毒害，常绿杨存在通过根系分泌物减轻铝毒害的作用机制，可以通过加入外源有机酸或者氨基酸来进一步探讨其作用机理，常绿杨对铝胁迫的外部排斥机制和内部耐受机制也还需要进一步明确。
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Root Secretion of Organic Acids and Amino acids of Evergreen Poplar Under Aluminum Stress

QIAN Lianwen1,2, LI Qingbiao1, SUN Jingwei2, FENG Ying2

(1.  College of the Environment & Ecology, Xiamen University, Xiamen 361102, China;

2. College of Resources and Environment Science, Quanzhou Normal University, Quanzhou 362000, China)

Abstract: Aluminum stress tests were conducted in hydroponic solution using evergreen poplar A-61/186, The pH values, multiple amino acid and organic acid species in root exudates were measured. The study can provide guidance for the resistance mechanism of poplar to aluminum stress. The results showed that the pH value of the secretion of evergreen poplar decreased with the increase of aluminum stress, and various organic acids and amino acids were secreted under the stress of aluminum. The content of amino acids is much lower than that of organic acids. The ecological effects of amino acids in root secretions may differ from organic acids. Organic acids are mainly used to reduce aluminum toxicity by binding to aluminum ions or changing the presence of aluminum ions. Amino acids may be more nutritive, and the detoxification of aluminum ions can be used as a supplement. The change of the composition and quantity of root secretions and the polymorphic aluminium in the low toxicity of plants can reduce the toxicity of aluminum to evergreen poplar, thereby reducing the toxicity of evergreen poplar. This is a self-protection mechanism of evergreen poplar response to aluminum stress.

Key words: evergreen poplar; aluminum stress; root exudate; organic acids; amino acids
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