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封面图说: 泥炭藓大多生长在多水、寒冷和贫营养的生境,同时有少数的草本、矮小灌木也生长在其中,但优势植物仍然是泥炭藓

属植物。 泥炭藓植物植株死后逐渐堆积形成泥炭。 经过若干年的生长演变,形成了大片的泥炭藓沼泽。 这种沼泽地

有黑黑的泥炭、绿绿的草甸和亮晶晶的斑块状水面相间相衬,远远看去就像大地铺上了锦绣地毯一样美丽壮观。
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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芘对黑麦草根系几种低分子量有机分泌物的影响

谢晓梅1,廖摇 敏2,3,*,杨摇 静2,3

(1. 浙江大学环境与资源学院实验教学中心,杭州摇 310058;2. 浙江大学环境与资源学院资源科学系,杭州摇 310058;

3. 浙江省亚热带土壤与植物营养重点研究实验室,杭州摇 310058)

摘要:植物根系释放分泌物与有机污染物的植物修复机制密切相关,研究具有有机污染物修复潜力植物在污染胁迫条件下的根

系分泌物特征有助于揭示其修复机制。 以多环芳烃修复研究中常用的黑麦草为材料(Lolium perenne L. )为材料,在营养液栽培

方式下研究了在芘胁迫处理下,黑麦草根系几种低分子量有机物分泌特征。 结果表明,黑麦草对芘具有较强的耐受能力,芘胁

迫处理下,生物量无显著变化。 黑麦草根系分泌的低分子量有机酸主要为草酸。 3、6 mg / L 和 9 mg / L 芘胁迫处理下,低分子量

有机酸的组成无明显变化,但含量随芘胁迫处理浓度上升而显著增加(P<0. 05);总糖分泌量随着芘胁迫处理浓度升高而呈现

先略微上升后下降的趋势,相对高峰值出现在芘胁迫处理浓度 3 mg / L,但差异不显著;氨基酸分泌总量随着芘胁迫处理浓度的

增加而显著增多,芘胁迫浓度在 3、6 mg / L 和 9 mg / L 时,根系氨基酸的分泌总量分别是空白的 1. 37、2. 02 倍和 2. 65 倍,但根系

分泌的氨基酸组成无明显变化,19 种常见氨基酸分泌的数量变化情况却不相同,分泌量总体均随着芘胁迫处理浓度的提高而

增加,其中苏氨酸、丝氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、亮氨酸、组氨酸和鸟氨酸的分泌量显著增多,差异显著(P<0郾 05)。
关键词:芘;黑麦草; 根系分泌物

Effects of pyrene on low molecule weight organic compounds in the root exudates
of ryegrass (Lolium perenne L. )
XIE Xiaomei1, LIAO Min2,3,*, YANG Jing2,3

1 The Center of Experiment Teaching, College of Environmental and Resource Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China
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Abstract: Polycyclic aromatic hydrocarbons ( PAHs) is one kind of persistent organic pollutants in environment, some
previous researches have indicated plant could facilitate the dissipation of PAHs in contaminated soil. Phytoremediation is
an important measure to remove organic pollutants from contaminated soil, and the root secretion of plant is considered to be
closely related to the mechanisms of phytoremediation to organic pollutants. It is in favor of revealing the mechanisms of
remediation by studying the characteristics of root exudates of plant with phytoremediation potential under the stress of
pollutant. In the present research, pyrene and ryegrass (Lolium perenne L. ) which has been testified to be tolerant to PAHs
dtress were selected as studied objects. A solution culture experiment with series of pyrene concentration was conducted to
investigate the effects of pyrene on low molecule weight organic compounds in the root exudates of ryegrass (Lolium perenne
L. ) . The series concentration of pyrene in culture solution were designed as 0 mg / L, 3 mg / L, 6 mg / L and 9 mg / L. The
results showed that, ryegrass had stronger tolerance to pyrene stress and grew well in culture solution spiked with 9 mg / L
pyrene. Despite the biomass raised appreciably at relative low pyrene concentrations treatment (<3 mg / L) and reduced at
relative high pyrene concentrations treatments ( >3 mg / L), no significant changes of ryegrass biomass were found in all
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pyrene stress treatment (P<0. 05). At the pyrene spiked levels of 3 mg / L, 6 mg / L and 9 mg / L pyrene stress, the organic
acids, including oxlic acid, lactic acid and malic acid, were found in the root exudates of ryegrass, such component of
organic acid in root exudates of ryegrass was stabilization in all pyrene stress treatment, but oxlic acid was the main
composition of organic acid in root exudates of ryegrass, with a percentage greater than 97% , and its content increased
significantly with the increase of pyrene spiked level (P<0. 05). Compared with control treatment (0 mg / L), oxlic acid
content in root exudates of ryegrass increased from 24. 6 mg / kg to 53. 7 mg / kg in 9 mg / L pyrene treatment. The content of
carbohydrate in root exudates of ryegrass raised appreciably at relative low pyrene spiked level (<3 mg / L) and reduced at
relative high pyrene spiked level (>3 mg / L), the highest carbohydrate content in root exudates took on 3 mg / L pyrene
treatment, but the differences of carbohydrate content in root exudates were insignificant in all pyrene treatments (P <
0郾 05). Total amount of amino acids secreted increased significantly with the pyrene concentration increase, which were
1郾 37, 2. 02 and 2. 65 times than that of control treatment (0 mg / L) under 3 mg / L, 6 mg / L and 9 mg / L pyrene treatment,
respectively. Data also indicated that 19 types of familiar amino acids were found in root exudates of ryegrass and the
component of amino acids in root exudates of ryegrass was stabilization under all pyrene stress treatments, but the each
content of 19 types of amino acids examined was different in those root exudates under the stress of different pyrene
concentration. The contents of all amino acid in those root exudates was increased with the pyrene concentration increase,
especially, the contents secreted of threonine, serine, proline, glycine, alanine, histidine and ornithine increased
significantly among 19 types of amino acids and the differences were significantly among different treatments with different
pyrene concentration (P<0. 05).

Key Words: pyrene; ryegrass; root exudates

多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons,PAHs)是一类环境中普遍存在的典型的持久性有机污染物。
PAHs 有显著的致癌致畸变效应,严重影响人类健康和生态环境,受到社会的广泛关注,16 种 PAHs 被美国国

家环保署列为优先控制污染物黑名单[1]。 水溶性差、辛醇分配系数高,常被吸附于土壤颗粒上,土壤就成为环

境中多环芳烃的储库和中转站[2]。 土壤环境中 PAHs 的迁移规律、生态效应、污染的修复治理等已成为污染

土壤修复研究领域的热点[3鄄5]。
已有的研究表明植物的存在能够加快土壤中 PAHs 的去除[6鄄9],植物修复已成 PAHs 污染土壤治理的重

要手段之一。 但是由于 PAHs 的高疏水性,植物直接吸收和积累作用在 PAHs 污染的修复中作用并不大[10],
而是根系分泌物发挥了巨大的作用,根系分泌物所营造的根际微域环境是有机污染物有效性和毒性得以快速

消减的重要原因[6, 11]。 研究表明,根际环境中伴随植物根系生长而主动释放的根系分泌物为根际微生物提供

营养,增强微生物活性和提高微生物多样性,促进根际微生物对 PAHs 的降解[3, 12鄄14]。 因此探明植物根系分泌

物释放对 PAHs 胁迫响应的生理生态特征,对于研究植物修复中根际微生物的种群分布变化及其促进 PAHs
降解的机理具有重要意义。 目前对根分泌物影响 PAHs 降解的研究集中于根系分泌物提高土壤微生物活性、
促进根际微生物降解 PAHs 方面,相对而言有关 PAHs 胁迫下植物根系分泌物组成及数量上的生理生态变化

的研究却较少。
芘是 PAHs 中 4 个苯环的代表物,在环境中广泛存在,是检测 PAHs 污染的指示物,因此,本研究选取芘作

为 PAHs 的代表物,以 PAHs 修复研究中常用的黑麦草为材料研究了 PAHs 迫下植物根系低分子量有机分泌

物的变化特征,为进一步深入探讨 PAHs 的植物根际修复机理提供依据。
1摇 材料和方法

1. 1摇 供试材料

供试药品芘(Pyrene,纯度>98% ),为 Aldrich 公司产品。 供试植物为多年生黑麦草(Lolium perenne L. )。
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1. 2摇 水培试验

用 3%过氧化氢溶液对黑麦草种子消毒 20 min,蒸馏水冲洗干净后于烧杯中浸泡吸胀 24 h,转入培养皿

中催芽,催芽后的种子放入温室中育苗,预培养 15 d 左右,选择长势一致的植株转入烧杯中。 移苗后的植株先

用蒸馏水缓苗 2 d,并测定其生物量。 然后更换为半量 Hogland 营养液,培养 3 d 后,将营养液更换为含系列浓

度芘的半量 Hogland 营养液,进行芘胁迫处理。 系列浓度芘的半量 Hogland 营养液配置如下:现将芘先用丙酮

溶解成母液,然后将母液按比例加入配好的半量 Hogland 营养液中,使培养液中芘的质量浓度分别为 0、3、6、9
mg / L,同时将培养液中丙酮的质量百分数调节到 0. 1%以及 pH 值调节至 5. 5,并在超声波清洗仪中处理 2 h,
使液体得到充分的混匀,处理时保持水浴温度低于 40 益。 为排除助溶剂丙酮对植物的影响,胁迫试验中另设

只含有 0. 1%丙酮的培养液对照和纯培养液对照,试验中发现含有 0. 1%丙酮的培养液基本没有对黑麦草生

长产生影响。 每只水培试验烧杯内盛装 300 mL 培养液,烧杯用锡纸包裹避光以防止芘的光降解。 每天补充营

养液维持液面高度。
1. 3摇 根系分泌物的收集

根系分泌物采用溶液培养法收集[15]。 即,幼苗经胁迫处理 6 d 后,由胁迫液中移出,用超纯水洗去根表

面吸附的物质,同时小心去除胚乳,不要伤根,然后吸去根表面的水份,将根浸入装有 5 mL 超纯水的试管中,
每管放 10 株苗,用锡纸包裹试管,保证根部避光,在玻璃温室中,于光照条件下收集根系分泌物,2 h 后,取出

植株,定容至 5 mL,过 0. 45 mm 膜后保存于冷冻室内,用于测定根系分泌物中常见的低分子量有机酸、总糖、
氨基酸组分的含量[16]。 收集完分泌物的植株在超纯水中洗净,分割根部和地上部分,分别用于生物量测定。
1. 4摇 幼苗生物量以及根系分泌物组分含量测定

幼苗生物量分为根部和地上部分,生物量测定采用烘干法[17]。
收集到的根系分泌物溶液过 0. 45 mm 膜后,直接进行相关分析,根系分泌物中低分子量有机酸分析采用

HPLC 进行分析[18],仪器为 Agilent 1100 色谱仪,XB鄄C18 色谱柱,紫外检测器,检测波长为 210 nm,流动相为

0. 025 mol / L 的 H3PO4 鄄KH2PO4缓冲液(pH 2. 3),流速为 0. 7 mL / min,进样量为 20 滋L,柱温 30 益。 根系分泌

物中总糖含量采用蒽酮比色法[19]。 根系分泌物中氨基酸组成采用日立 L鄄8900 型氨基酸自动分析仪进行

测定[20]。
1. 5摇 数据处理

每组处理设 3 个重复,实验数据基本处理采用 Microsoft Excel 2003。 处理组间的差异显著性采用 LSD 法

用数据处理软件 SPSS 11. 5 进行方差分析。
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图 1摇 芘胁迫对黑麦草生物量的影响

摇 Fig. 1摇 Effects of pyrene stress on the biomass of Lolium perenne

L. 摇

图中相同字母代表 P<0. 05 水平差异不显著;图柱线I为误差线

2摇 结果与分析

2. 1摇 芘胁迫对黑麦草生物量的影响

经测定,胁迫处理前黑麦草每株的生物量茎叶为

(0. 0257依0. 0023) g /株,根为(0. 0051依0. 0012) g /株。
图 1 是黑麦草经过芘胁迫处理 6 d 后,不同芘浓度处理

下的植株生物量,与胁迫处理前相比,6 d 胁迫试验后各

处理的植株生物量变化增加显著,如空白的生物量增加

了近 40% (茎叶为 ( 0. 0361 依 0. 0033 ) g /株, 根为

(0郾 0083依0. 0011) g /株)。 胁迫试验中观察发现,黑麦

草在所用芘胁迫浓度下,除了生物量略有变化,无其他

表观受害症状,显示出较强的耐受能力。 由图 1 可知,
根和地上部分生物量随升高而发生的变化趋势相同,均
表现为芘胁迫浓度<3 mg / L 时,根和地上部分生物量随

芘胁迫浓度升高而升高,之后相应的根和地上部分生物
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量随芘胁迫浓度升高而略有减少。 在 3 mg / L 芘处理时,黑麦草根和地上部分的干物质量均达到最大,但试验

条件下黑麦草的生物量与对照相比总体无显著差异(P<0. 05),即使在最高芘胁迫浓度 9 mg / L 下。
2. 2摇 芘胁迫对黑麦草根系分泌低分子量有机酸的影响

为了解黑麦草根系分泌物中有机酸组成,本研究采用根系分泌物中有机酸的常用方法 HPLC 法,采用以

草酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、乙酸、顺丁烯二酸、柠檬酸、反丁烯二酸 8 种分子量相对小且在植物根系分泌物中

常见的有机酸作为标样[16],对黑麦草根系分泌物中的低分子量有机酸进行组分定性。 经过与标样比对,发现

黑麦草的根系分泌物低分子量有机酸组分主要由草酸、乳酸和苹果酸组成,其中,草酸是其主要成分,草酸的

质量百分含量超过了总有机酸的 97% ,并且在各芘浓度胁迫处理下,根系分泌低分子量有机酸的组成基本不

变。 鉴此,本研究以草酸作为根系分泌的低分子量有机酸代表,定量分析了不同芘浓度胁迫下草酸分泌量的

变化,结果见图 2。 由图 2 可知,随着芘胁迫浓度的增加,黑麦草根系分泌的草酸量逐渐增加,变化显著(P<
0郾 05)。 草酸分泌量从 0 mg / L 芘胁迫处理时的 24. 6 mg / kg 升高至 9 mg / L 芘胁迫处理时的 53. 7 mg / kg,差异

显著(P<0. 05)。
2. 3摇 芘胁迫对黑麦草根系分泌总糖的影响

图 3 是芘胁迫对黑麦草根系总糖分泌的影响,由图 3 可看出,芘胁迫下,黑麦草根系分泌物中总糖含量随

芘胁迫浓度变化趋势呈现出与有机酸不同的变化趋势,但与黑麦草生物量变化趋势一致。 即总糖分泌量在芘

胁迫浓度<3 mg / L,总糖分泌量随芘胁迫浓度升高而略微升高,之后相应的总糖分泌量随芘胁迫浓度升高而

逐渐减少。 在 3 mg / L 芘处理时,黑麦草根系总糖分泌量达到相对最大。 但是试验条件下,与对照组黑麦草根

系总糖分泌量相比,芘胁迫浓度在 3 mg / L、6 mg / L 和 9 mg / L 时,根系总糖分泌量差异不显著(P>0. 05)。
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图 2摇 芘胁迫对黑麦草草酸分泌的影响

摇 Fig. 2 摇 Effect of pyrene stress on the amount of oxalic acid
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图 3摇 芘胁迫对黑麦草总糖分泌的影响

摇 Fig. 3 摇 Effect of pyrene stress on the amount of carbohydrate

excreted by Lolium perenne L. root

相同字母代表 P<0. 05 水平差异不显著;图柱线I为误差线

2. 4摇 黑麦草根系分泌的氨基酸

由表 1 可以发现,在不同质量浓度芘处理下,黑麦草根系氨基酸的分泌总量与草酸分泌量的变化趋势类

似,即氨基酸分泌总量随着芘胁迫浓度的增加而显著增多(P<0. 05),芘胁迫浓度在 3、6 mg / L 和 9 mg / L 时,
根系氨基酸的分泌总量分别是空白(无芘处理)的 1. 37、2. 02 倍和 2. 65 倍(表 1),可见芘胁迫处理浓度增加

促进了黑麦草根系氨基酸的分泌。 对常见的 19 种氨基酸组分分析结果显示,芘胁迫处理浓度变化对黑麦草

根系分泌的氨基酸组成无影响,但对具体的不同氨基酸成分的分泌量影响明显,且对不同氨基酸组分分泌量

的影响各不相同(表 1)。 同时由表 1 可知,苏氨酸、丝氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、亮氨酸、组氨酸和鸟氨酸

的分泌量随着芘胁迫处理浓度的增大显著增多,分泌量在 4 个处理之间的差异显著(P<0. 05)。 其他 11 种氨
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基酸的分泌量随着芘胁迫处理浓度的提高而总体增加,但存在波动,不同处理之间分泌量的差异性也存在波

动(P>0. 05),但与对照相比,芘胁迫处理浓度为 9 mg / L 时,黑麦草根系这 11 种氨基酸分泌量大大增加,且分

泌量间存在差异显著(P<0. 05)(表 1)。 综合上述结果,说明黑麦草根系分泌氨基酸的活动显著受到芘胁迫

处理的影响。

表 1摇 芘对黑麦草根系分泌氨基酸的影响

Table 1摇 Effect of pyrene stress on amino acid excreted by Lolium perenne L. root / (mg / kg)

氨基酸
Amino acid

芘胁迫处理 Pyrene stress treatment

0 3 6 9

天门冬氨酸 15. 37依1. 12b 15. 47依1. 34b 24. 31依1. 78a 30. 95依2. 53c

苏氨酸 7. 36依0. 43a 19. 76依1. 77c 31. 05依2. 34b 39. 52依3. 74d

丝氨酸 34. 84依2. 89c 70. 91依5. 32a 111. 44依8. 31d 141. 83依9. 23b

谷氨酸 12. 24依1. 03a 13. 38依0. 89a 21. 02依1. 85c 26. 75依1. 51b

脯氨酸 11. 53依1. 19a 14. 81依0. 77b 23. 28依1. 43c 29. 63依1. 37d

甘氨酸 3. 40依0. 14c 6. 70依0. 23a 10. 53依0. 45d 13. 41依0. 79b

丙氨酸 4. 10依0. 21d 18. 15依0. 94b 28. 51依1. 65c 36. 29依1. 85a

胱氨酸 13. 98依0. 97c 5. 97依0. 21a 8. 26依0. 53a 11. 93依1. 32b

缬氨酸 14. 03依1. 17a 15. 76依1. 21a 21. 82依0. 79c 31. 51依1. 77d

甲硫氨酸 5. 47依0. 63a 4. 11依0. 37c 5. 68依0. 43a 8. 21依0. 46b

异亮氨酸 7. 60依0. 67d 6. 82依0. 51d 9. 45依0. 78c 13. 64依1. 14a

亮氨酸 4. 45依0. 46a 5. 88依0. 42b 8. 15依0. 61c 11. 77依0. 73d

酪氨酸 3. 32依0. 29a 3. 46依0. 25a 4. 27依0. 31d 6. 05依0. 27c

苯丙氨酸 10. 8依0. 87b 9. 60依0. 36b 11. 86依0. 88a 16. 81依1. 34c

赖氨酸 3. 59依0. 27a 3. 02依0. 17c 3. 74依0. 13a 5. 29依0. 33b

组氨酸 2. 78依0. 33d 3. 2依0. 15c 3. 95依0. 29a 5. 59依0. 65b

精氨酸 4. 07依0. 51c 3. 69依0. 21b 3. 93依0. 41b 5. 42依0. 47a

酌鄄氨基丁酸 12. 51依1. 02a 15. 00依1. 03c 15. 83依1. 17c 21. 92依2. 21b

鸟氨酸 1. 44依0. 11d 1. 53依0. 13b 1. 61依0. 16a 2. 23依0. 23c

总量 172. 87依14. 31a 237. 22依16. 28b 348. 66依24. 31c 458. 73依31. 94d

摇 摇 同一行不同字母代表 P<0. 05 水平差异显著; 依表示标准偏差

3摇 讨论

植物根系分泌物中低分子量有机分泌物(包括有机酸、糖类以及氨基酸)是其重要组成部分,这些低分子

有机分泌物的释放为植物根际微生物提供了大量容易被利用的有机碳,有利于微生物的生长和形成特殊的区

系,这一特征往往使得根系分泌物所营造的根际微域环境有利于有机污染物的快速消减[6, 11]。
许多研究发现,植物在受到一定有害物质毒害时,根系分泌物组成成分的浓度会发生变化,增加根系分泌

物中部分组分的产生和累积[21鄄23],这主要是植物对有害物质毒害的应激反应,通过增加根系分泌物调节根际

微域环境,使得根际微域环境利于有害物质的分解[24鄄27]。 本研究发现,随着有机物芘胁迫处理浓度的提高,黑
麦草根系分泌物中有机酸、氨基酸的分泌会显著增加(图 2,表 1)。 其中草酸分泌量从 0 mg / L 芘处理时的

24. 6 mg / kg 升高至 9 mg / L 芘处理时的 53. 7 mg / kg(图 2),差异显著(P<0. 05);芘胁迫浓度在 3、6 mg / L 和 9
mg / L 时,根系氨基酸的分泌总量分别是空白(无芘处理)的 1. 37、2. 02 倍和 2. 65 倍(表 1)。 这可能是,黑麦

草为了提高自身对芘胁迫的适应性,通过根系分泌的有机酸和氨基酸的增加、提高土壤中芘的生物有效性,从
而有利于帮助根际微生物对芘的清除。 这一结果与许超和夏北成研究芘对玉米根系分泌氨基酸影响的结果

一致[24],相似结果在万大娟等人关于多氯代有机污染物胁迫下植物(黑麦草和大豆)根系分泌物的变化以及

张玲和王焕校关于镉胁迫下小麦根系分泌物变化的研究中得到证实[23,25]。 同时在一定芘胁迫处理浓度范围

内,芘胁迫也可以略微促进黑麦草根系低分子量分泌物糖类的分泌(图 3)。 即总糖分泌量在芘胁迫浓度<3
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mg / L 时,总糖分泌量随芘胁迫浓度升高而略微升高,之后相应的总糖分泌量随芘胁迫浓度升高而逐渐减少。
相似的结果在万大娟等人关于多氯代有机污染物胁迫下植物(黑麦草和大豆)根系分泌物的变化的研究中得

到证实[25],其变化主要取决于污染物胁迫对植株生长趋势的影响[25]。
此外已有研究表明,根系分泌物促进根际有机污染物的清除的途径主要有:(1)根系分泌的酶直接参与

有机污染物降解[26];(2)根系分泌物能为根际微生物提供充足的营养,增加根际微生物的数量、提高微生物降

解活性,从而有利于降解根际的有机污染物[26];(3)根系分泌物,特别是根系分泌的有机酸还可以改变土壤特

性、提高有机污染物的生物有效性,从而有利于帮助根际微生物对有机污染物的清除[27]。 因此,从本研究结

果看,作为根系分泌物的主要组分低分子有机酸和氨基酸随着有机物芘胁迫处理浓度的提高而显著增加,由
此可以推测,黑麦草根系的这两类分泌物的变化不仅可对根际微生物产生积极影响,而且可对有机污染物芘

在土壤中的吸附鄄解吸附平衡产生重要的影响,从而有利于土壤中芘的消除。
4摇 结论

(1)黑麦草对芘具有较强的耐受能力,培养液中芘浓度达到 9 mg / L 时仍生长良好,生物量无显著变化。
(2)黑麦草根系低分子量有机酸的分泌总量随芘胁迫处理浓度升高而显著上升,但有机酸组成无明显变

化。 而试验条件下,即芘胁迫浓度在 3、6 mg / L 和 9 mg / L 时,根系总糖分泌量随着芘胁迫处理浓度升高而呈

现先略微上升后下降的趋势,但分泌量差异不显著。
(3)黑麦草根系氨基酸分泌总量随着芘胁迫处理浓度的增加而显著增多,芘胁迫浓度在 3、6 mg / L 和 9

mg / L 时,根系氨基酸的分泌总量分别是空白的 1. 37、2. 02 倍和 2. 65 倍。 但根系分泌的氨基酸组成无明显变

化,19 种氨基酸分泌数量的变化情况却不相同,分泌量总体均随着芘胁迫处理浓度的提高而增加,其中苏氨

酸、丝氨酸、脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸、亮氨酸、组氨酸和鸟氨酸的分泌量显著增多,差异显著(P<0. 05)。
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