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封面图说: 相当数量的降雪与低温严寒是冰川发育的主要因素,地球上的冰川除南北两极外,只有在高海拔的寒冷山地才能存

在。 喜马拉雅山造山运动使中国成为了世界上中低纬度冰川最为发育的国家,喜马拉雅山地区雪峰连绵、冰川四

溢,共有现代冰川 17000 多条,是世界冰川发育的中心之一。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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克隆整合提高淹水胁迫下狗牙根根部的

活性氧清除能力

李兆佳1, 2, 喻摇 杰3, 樊大勇1, 谢宗强1,*, 熊高明1,张想英1, 2

(1. 中国科学院植物研究所植被与环境变化国家重点实验室,北京摇 100093;2. 中国科学院研究生院,北京摇 100049;

3. 神农架国家级自然保护区管理局,湖北摇 442421)

摘要:虽然国内外已开展大量关于克隆整合影响植物抗逆生理的研究,但迄今未见克隆整合是否会影响逆境下不同分株清除活

性氧过程的报道。 以河岸带适生克隆植物狗牙根(Cynodon dactylon)为例,研究克隆植物的抗氧化生理响应,检测了狗牙根在

先端淹水 /不淹水、先端与基端匍匐茎连接 /切断两个因素的交互作用下的根部主要抗氧化酶:超氧化岐化酶( Superoxide

dismutase, SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(Ascorbate peroxidase, APX)、过氧化氢酶(Catalase, CAT)的活力以及生物量的变化。 结

果显示,淹水环境中狗牙根先端的生物量和根部 SOD 酶活力在匍匐茎连接处理下显著高于切断处理组,同一处理的生物量以

及根部 APX、CAT 酶活力总体上表现出不同程度的提高趋势;与受淹先端连接的基端分株根部抗氧化酶活力均低于切断处理

组,且 SOD 和 CAT 受连接处理影响显著;淹水和切断处理显著降低先端分株的生物量,但对基端和克隆片段影响不明显。 这表

明淹水胁迫下克隆整合提高了其根部活性氧清除能力,显著改善了先端分株的表现。

关键词:克隆整合;茎切断;淹水胁迫;SOD

Clonal integration enhances the ability to scavenge reactive oxygen species in root
of Cynodon dactylon subjected to submergence
LI Zhaojia1, 2,YU Jie3,FAN Dayong1,XIE Zongqiang1,*,XIONG Gaoming1,ZHANG Xiangying1, 2

1 State Key Laboratory of Vegetation and Environmental Change, Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100093, China
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Abstract: Clonal integration, allowing resource to be shared between ramets, is a unique biological characteristic for clonal
plants. Ramets of stoloniferous and rhizomatous species internally translocate resources from sites of high supply to sites of
high demand via physical connections among them, resulting in enhanced performance of ramets and / or ramet system under
environmental stresses. On the other hand, environmental stresses always induce accumulation of reactive oxygen species
(ROS), which attack membrane integration, deactivate protein function and subsequently interrupt normal metabolism
process. Although there is a large body of knowledge on how clonal integration improves the performance of clonal plants,
its effect on the activity of enzymes responsible for scavenging ROS, remains unknown. Here we investigated the influence
of clonal integration on ROS of Cynodon dactylon,a stoloniferous clonal herb commonly found in riparian areas of reservoirs,
subjected to waterlogging stress. Clonal fragments with 4 ramets were placed in pots divided into 2 chambers. The 2 apical
(relatively younger) ramets of each fragment were submerged in water at depth of 0( control) or 15 cm, with the stolons
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connecting to the basal (relatively older) ramets under normal condition either severed (preventing clonal integration) or
not (allowing integration) . The activities of superoxide dismutase ( SOD), ascorbate peroxidase ( APX) and catalase
(CAT) from root tissue of apical and basal ramets of C. dactylon were measured. Meanwhile, the biomass of apical and
basal ramets after 20 days忆 treatments was also measured to investigate whether clonal integration executed “ enhancing
effect冶 on performance of C. dactylon. Compared to 41. 4% reduction of apical biomass under connection and waterlogging
treatment, severing significantly decreased apical biomass by 58. 8% under waterlogging stress, suggesting that clonal
integration could improved the performance of apical ramets of C. dactylon. However, such effect was not found in terms of
basal biomass. Under waterlogging stress, physical connection greatly increased root SOD activity of apical ramets up to
control level, while disconnection significantly decreased it to 41. 7% of the value of the control treatment. Furthermore,
disconnection combined with waterlogging treatment also drops root APX and CAT activity of apical ramets to some extents.
On the other hand for basal ramets, physical connection induced significant reduction of root SOD and CAT activities to
35郾 8% and 51. 3% of the control level under waterlogging stress. These results illuminated that clonal integration could
ameliorate the balance between regeneration and scavenging of reactive oxygen species under waterlogging stress imposed to
apical ramets, which probably was one of the key biochemical processes responsible for the enhanced performance of clone
plants. To our knowledge, this is the first report that clonal integration affects the activities of SOD, APX, and CAT, the
three key enzymes responsible for scavenging reactive oxygen species which would commonly accumulate and subsequently
interrupt plants忆 normal metabolism under environmental stresses. Therefore, we suggested that clonal integration could not
only adjust anatomic / structural / physiological processes, but also ameliorate the balance between regeneration and
scavenging of reactive oxygen species, to improve the performance of stressed ramets. Furthermore, we also thought that
resource transport between apical and basal ramets was the main mechanism attributed to the variation of ROS scavenging
enzyme activity.

Key Words: clonal integration; stolon severing; submergence; SOD

克隆整合是克隆植物生长的独特生物学特点之一[1]。 克隆植物通过表型可塑性的调节来实现其对资源

的“觅食冶行为,即在未受环境胁迫斑块内,通过分配生物量和调节相应的形态指标来提高其获取富裕资源的

能力,这种现象被称作“克隆分工冶 [2]。 大量研究表明克隆植物的生物学特性有助于处于逆境胁迫下的分株

存活和生长[3鄄5]。 在胁迫条件下,植物细胞内新陈代谢平衡状态受干扰,活性氧大量产生和积累[6],导致氧化

胁迫,进而影响植物生存与生长。 尽管国内外已开展了大量研究,探讨克隆整合对植物抵御逆境能力的影

响[4, 7鄄8],但关注克隆整合影响植物抵御淹水的研究较少[9],且未见从氧化胁迫角度分析克隆整合影响克隆植

物抗逆的生物学机理方面的报道。
长期淹水胁迫常见于河岸带、消落区和湿生生态环境。 长期淹水诱导的低氧胁迫(Hypoxia stress)使植物

体内活性氧含量提高[10],且细胞中会发生一系列变化:(1)能荷状态(Adenylate energy charge)降低,ATP 相对

含量下降;(2)细胞质酸化;(3)代谢从正常的氧化磷酸化转到发酵途径;(4)细胞质 Ca2+浓度提高;(5)还原

势增加;(6)膜透性增加[11],这些因子均可能诱导活性氧的产生。 在长期淹水胁迫下,植物地下部分在没有产

生气生根、通流(through鄄flow)等通气组织的情况下[12],活性氧主要通过酶促方式而不是离子介导的物理化学

反应产生。 这是因为根际的氧气浓度非常低,根细胞活性氧产生的主要部位是线粒体基质电子传递链的

Complex I、泛醌、Complex III 等部位,在高还原势、NAD(P)H / NAD(P) +循环不畅时,电子饱和的线粒体电子

传递链在这 3 个部位电子泄漏到氧分子进而产生活性氧[11, 13]。 此外,高 NAD(P)H 条件下活性氧也可在过

氧化物酶体的电子传递链以及通过黄嘌呤氧化酶催化产生[14]。 氧化胁迫下,植物细胞发展了一系列活性氧

清除机制以调控活性氧浓度,其中超氧化歧化酶(SOD)、抗坏血酸过氧化物酶(APX)和过氧化氢酶(CAT)被
认为是 3 个清除活性氧的关键酶[15]。 SOD 分布于所有细胞器内,对第 1 个产生的活性氧自由基种类———超

3994摇 17 期 摇 摇 摇 李兆佳摇 等:克隆整合提高淹水胁迫下狗牙根根部的活性氧清除能力 摇
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氧阴离子自由基(O -̇
2 )具有高效的清除功能[16];CAT 分布于过氧化小体内,将 SOD 催化的产物 H2O2进一步

裂解为H2O和 O2;APX 也具有裂解H2O2的功能,所不同的是 APX 对H2O2亲和性很高,并且与依赖 NAD(P)H
的抗坏血酸再生循环相耦联[17]。

多年生草本植物狗牙根(Cynodon dactylon)具有克隆生长习性,是河岸带常见适生植物之一,生长期内常

遭受间歇性淹水胁迫。 研究表明,狗牙根通过提高与活性氧清除有关的酶的活性以及控制糖代谢来抵御完全

淹水胁迫[18],但该研究未考虑部分分株淹水胁迫下克隆整合在抵御胁迫中的作用。 考虑到未淹水分株可以

通过连接的匍匐茎输送碳水化合物、水分和矿质营养给受淹分株,从而增加低氧胁迫下呼吸作用底物,提高缺

氧胁迫下细胞的新陈代谢水平,因此可以假设:克隆整合将影响受淹分株的 SOD、CAT、APX 酶活性,从而有利

于细胞内活性氧浓度平衡的维持,并进一步有利于其生存。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验地点

地点位于重庆忠县石宝镇东经 108毅11忆,北纬 30毅25忆,海拔 215 m,属暖湿亚热带山地气候,温热寒凉,四
季分明,雨量充沛,日照充足。 实验期间花盆放置于该实验地,平均气温为 26. 9益,平均相对湿度为 85. 9%
(HOBO,ONSET H08鄄031鄄08,USA)。
1. 2摇 实验材料

狗牙根,C. dactylon (L. ) Pars,禾本科,多年生,具根状茎或匍匐茎,节间长短不等。 秆平卧部分长达

1m,并于节上生根及分枝。 叶舌短小,具小纤毛;叶片条形,宽 1—3 mm。 穗状花序 3—6 枚指状排列于茎顶;
小穗排列于穗轴的一侧,长 2—2. 5 mm,含 1 小花,颖近等长,长 1. 5—2 mm,1 脉成脊,短于外稃;外稃具

3 脉[19]。
1. 3摇 实验设计

针对狗牙根先端分株淹水与否、先端与基端分株间匍匐茎切断与否,采用二因素二水平完全随机设计,4
个处理分别为:茎切断先端不淹水、茎连接先端不淹水、茎切断先端淹水、茎连接先端淹水。 每种处理 3—4 个

重复。 操作细节参见张想英等[20]。
1. 4摇 取样及生物量测定

处理开始于 2009 年 8 月 1 日,结束于 2009 年 8 月 21 日。 期间每周浇 1 次水,浇至未淹端土壤湿透为宜,
保持淹水端淹水深度不变。 淹水结束后,分别调查先端分株(水端)和基端分株(土端)生物量(68益下烘干至

少 48h 后称重)。
1. 5摇 根系取样与粗酶提取

取样时,小心把植株和栽培土从塑料桶中取出,轻柔洗净根上的土,并用蒸馏水冲洗 3 遍。 从先端和基端

各称取根系 0. 2—0. 3g,立即置于液氮中急冻,并于-70益下保存,用于酶活力检测。 酶提取与活力检测方法

在 Jiang 和 Zhang[21]基础上作修改:在预冷的研钵中放入剪碎的根系样本,加入液氮,将样本研磨至粉末,加入

适量粗酶提取液,匀浆液 4益下以伊15000g 离心 20min,上清液为粗酶液。
1. 6摇 SOD(EC 1. 15. 1. 1)活力检测

在盛有 3mL SOD 反应混合液(预热至 25益)的试管中,加入 100滋L 粗酶液。 终浓度分别为 50 mmol / L 磷

酸钾缓冲液(pH7. 8),13 mmol / L 甲硫氨酸,75 滋mol / L NBT,2 滋mol / L 核黄素,0. 1 mmol / L EDTA。 混合后放

在单排透明试管架上,在光照培养箱(25益,12000lx)内照光 10min,迅速测定 OD560。 以加粗酶液但不照光的

反应液为空白、蒸馏水代替粗酶液的照光管做对照。 以抑制 50%反应的酶量为一个 SOD 酶活力单位。
1. 7摇 APX(EC 1. 11. 1. 11)活力检测

2. 5mL APX 反应混合液(预热至 20益)中依次加入 100滋L 粗酶液、0. 4mL H2O2稀释液(预热至 20益)。

终浓度分别为 50mmol / L 磷酸钾缓冲液 ( pH7. 0),0. 1mmol / L EDTA鄄Na2,0. 03mmol / L AsA,0. 06mmol / L
H2O2。 加入H2O2后立即测定 0—5min 内的 OD290值变化,每 30s 记录 1 次读数,计算单位时间内 AsA 减少量
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(AsA 比吸光系数 2郾 8mmol / L / cm)并计算酶活性(1 个酶活定义为 1U = 1滋mol AsA / s 减少量)。 蒸馏水作空

白,对照用蒸馏水代替酶液。
1. 8摇 CAT(EC 1. 11. 1. 6)活力检测

2. 8mL 反应液(预热至 20益)中加入 200滋L 粗酶液,终浓度分别为 50 mmol / L 磷酸钾缓冲液(pH7. 0),10
mmol / L H2O2。 混合后立即测定 0—2min 内的 OD240 值变化,每 30s 记录 1 次读数,计算单位时间内H2O2减

少量(H2O2比吸光系数 39. 4 mmol / L / cm)及酶活性(1 个酶活定义为 1U=1滋mol H2O2 / s 减少量)。 蒸馏水作

空白,对照用蒸馏水代替酶液。
1. 9摇 统计分析方法

数据的统计分析使用 SPSS 13. 0,采用双因素方差分析匍匐茎连接或切断和不同淹水处理对生物量的影

响,用单因素方差分析(One鄄way ANOVA)比较同一指标不同处理之间的差异显著性。
2摇 结果

2. 1摇 先端分株的表现

匍匐茎切断处理(P=0. 001)与淹水胁迫(P<0. 001)下显著降低了狗牙根先端分株的生物量(图 1),其直

接原因是胁迫导致先端分株数量下降,两种处理之间无明显交互作用。 淹水胁迫下,连接处理组生物量下降

41. 4% ,切断处理组下降 58. 8% ,因此克隆整合(与基端分株相连)在一定程度上缓解了植株在生长上所受的

负面影响。

图 1摇 匍匐茎连接或切断的狗牙根先端分株、基端分株和整个克隆片段在不同淹水处理下的生物量

Fig. 1摇 Biomass of the apical, basal and clonal fragments of C. dactylon, with the apical parts non鄄submerged (CK) or submerged

(ASub), connected or disconnected from the basal parts growingunder normal condition

淹水胁迫条件下,切断处理组根部 SOD 酶活力显著下降 58. 3% ,但在连接处理中其活力几乎不受淹水影

响(图 2)。 亦即克隆整合作用下,受胁迫分株的 SOD 酶活力与对照持平,若消除整合作用,酶活力则大幅降

低。 胁迫作用下 APX 与 CAT 活力均下降,与切断处理相比,匍匐茎连接在一定程度上减缓了这种影响,但两

种情况下差异均不显著(图 2)。 这说明克隆整合有利于分株在胁迫环境下维持正常的生理状态。
2. 2摇 基端分株的表现

基端分株各酶活力在生理整合作用下全部低于对照。 与切断处理相比,匍匐茎连接的基端根部 SOD、
CAT、APX 酶活性在淹水胁迫下均不同程度下降,且连接处理对 SOD 和 CAT 活力影响显著,下降幅度分别为

64. 2% ,58. 7% ;而切断处理的基端各酶活力基本没有不同(图 2)。 此外,各处理间的基端生物量亦无显著差

异。 这表明作用于先端分株的胁迫处理通过匍匐茎影响正了常环境中基端分株的活性氧清除过程,但与先端

分株的情况不同,这种影响并未波及分株生长。
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图 2摇 匍匐茎连接或切断的狗牙根先端分株和基端分株在不同淹水处理下的 SOD、APX、CAT 酶活力

Fig. 2摇 Activities of SOD, APX and CAT from root tissues of the apical and basal fragments of C. dactylon, with the apical parts non鄄

submerged (CK) or submerged (ASub), connected or disconnected from the basal parts growing under normal condition

2. 3摇 克隆整体的表现

克隆片段整体的表现与克隆基端相似,生物量在淹水条件下呈现下降趋势,但差异不显著(图 1)。
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3摇 讨论

3. 1摇 克隆整合显著改善淹水胁迫下先端分株的表现

摇 摇 大量研究证据表明克隆整合有助于逆境胁迫下的克隆分株减缓胁迫作用对其生长的负面影响[4, 22]。 本

实验中,无论是否与基端相连,淹水处理均显著降低狗牙根先端分株的生长,其中连接处理组下降幅度较小,
即连接处理的狗牙根先端分株生长显著高于切断处理(图 1)。 这说明克隆整合有利于部分淹水逆境下受胁

迫分株的存活和生长。 此外,连接处理的基端分株生长并未受淹水胁迫的显著影响,表明资源输出没有降低

供体分株的生长,这与一些研究结果相似[4,20,23]。 造成这个现象的可能原因有二:一是输出富余资源对供体

分株的生长影响不显著[24],二是受胁先端对大量同化物的需求刺激基端分株补偿生长[23, 25]。 本实验中克隆

片段的生长并未受克隆整合影响,但张想英等[20]对狗牙根先端淹水处理 30d 后显示克隆整合提高了克隆片

段的生长,造成差异的主要原因可能是实验处理时间不同:本文实验处理时间较短,因此克隆整合引起的先端

分株生长差异未能在克隆片段水平显著体现。
3. 2摇 克隆整合显著影响 SOD 的酶活性,这可能与碳水化合物在分株间的输送有关

相比于切断处理的对照,长期淹水胁迫下切断处理分株根的 SOD、CAT 和 APX 酶活性都出现不同程度下

降(图 2),其中 SOD 酶活性下降显著。 这与一些文献结果相同,如 Yan 等[10] 研究发现淹水胁迫 7d 的玉米叶

片的 SOD 和 APX 酶活性下降,但 SOD 含量上升;淹水导致耐淹植物水稻幼苗的 SOD、CAT、APX 酶活只有对

照的 10%—30% [26鄄27],并且其下降程度与淹水处理时间相关[28];淹水同样也导致不耐淹植物大麦叶片的

SOD 酶活性下降,但 CAT 和 APX 的活性升高[29];淹水导致不耐淹植物小麦根 SOD 酶活性的下降[30]。 但本

研究结果也与其他一些文献研究结果相反,造成这种差异的原因可能与植物的耐淹性[31]、淹水时间长

短[32鄄33]、取样部位(叶、茎、根) [34]、胁迫条件(半淹 /全淹、低氧 /无氧) [35]、以及预处理过程中样品常温下的滞

留时间[36]相关。
在本实验条件下(长期淹水处理、根样品无叶绿体、快速提取样品),SOD 酶活性的显著下降可能与H2O2

积累相关。 淹水胁迫导致的H2O2 积累是一个普遍现象[29, 33, 35],并且高浓度的H2O2 直接抑制 SOD 酶活

性[32, 37]。 H2O2的积累可能与(1)其消除机制受抑;(2)其产生机制受到促进有关[38]。 研究中H2O2是由于清

除不及时而导致积累:(1)实验观察和前期研究结果都没有发现狗牙根在淹水胁迫下明显产生不定根,因此

根际氧气浓度没有提高;(2)低氧气浓度下H2O2的裂解主要是酶促反应[38];(3)裂解H2O2的关键酶 APX、CAT
的活性出现不同程度下降(图 2)。 当然,除 SOD 外还有其他一些酶也能催化产生H2O2,比如:脂(肪)氧合酶、
质膜 NADPH 氧化酶、黄嘌呤氧化酶、胺氧化酶等[39],因此不能完全排除第二种可能性。

一旦受淹水胁迫的先端分株连接上未受淹水胁迫的基端分株,其根 SOD 酶活性显著上升,并且 APX 和

CAT 活性也有不同程度上升(图 2)。 有多种生化机制可以解释连接处理组淹水逆境分株根 SOD 酶活性上升

的现象。 其中一种可能的原因是产生的H2O2得到有效清除,SOD 酶活性因H2O2抑制解除而上升。 同时,除
CAT 以外的其他清除H2O2的关键酶如 APX、GPX(谷胱甘肽过氧化物酶)、MDAR(单脱氢抗坏血酸还原酶)的
酶促过程以及抗氧化物的再生[13]都与 NAD(P)H 的再生能力相关。 好氧生物体内主要通过氧化降解葡萄糖

再生 NAD(P)H,即 NAD(P)H 的再生能力大小与碳水化合物库(也即葡萄糖)尺寸相关。 淹水胁迫导致呼吸

作用底物库的逐渐耗尽,因此 NAD(P) + / NAD(P)H 循环严重受限。 连接条件下受淹胁迫分株可能得到基端

分株的碳同化物的支持(图 1),因此 NAD(P) + / NAD(P)H 的再生循环运转得到很大改善,导致清除H2O2过

程顺畅,从而也显著提高了 SOD 酶活性。 当然,无论生化机制如何,本研究结果表明了克隆整合显著提高了

受淹分株清除氧自由基的能力。
淹水胁迫下分株相连的基端分株根部的 SOD 与 CAT 酶活性显著下降(并且 APX 活性也有一定程度下

降)(图 2),这可能与根细胞内 O -̇
2 、H2O2含量下降相关。 已有研究报道,在土壤营养异质斑块生长的克隆植

物可以提高其在营养较好斑块的根冠比,同时也增强其对营养的主动吸收能力[40鄄41]。 假设本实验中克隆整

合增强了非胁迫条件下狗牙根根系对营养的主动吸收能力,而这种主动吸收能力的提高与根的新陈代谢水平
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的提高相关,将导致 ATP 和 NAD(P)H 循环加快,从而使线粒体将更多电子传递给末端氧化酶以形成更高的

质子梯度(产生 ATP),而其电子在 Complex玉、泛醌、Complex 芋处泄漏给 O2的几率降低,从而降低了 O -̇
2 、

H2O2的积累,诱导了低活性的 SOD、APX 和 CAT。
4摇 展望

本研究结果表明克隆整合有助于处在淹水逆境下的狗牙根分株的生长,并且提高了清除活性氧的 3 个关

键酶(SOD、CAT、APX)的活性,有助于降低活性氧对正常生理过程的负面影响。 然而除了抗氧化酶以外,低
分子抗氧化剂在调节活性氧平衡方面具有重要作用[42],克隆整合对其库大小、还原态 /氧化态比值的影响以

及与此相关的克隆整合信号传导途径都仍未清楚;此外,地上部分的叶片由于同时含有叶绿体和线粒体,克隆

整合对其抵御氧化胁迫的影响可能与根部不同。 本文是关于克隆整合影响植物活性氧清除的首次报道,在阐

明克隆整合增益效应的生物学机制中具有一定理论意义。
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