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摘要：铝胁迫下不同耐铝型植物有机酸分泌存在显著差异，有机酸主要在三羧酸循环途径中产生，但目前有机酸分泌差异与

有机酸代谢关系还不是很清楚。以耐铝型小麦 Triticum aestivum L.品种 ET8和铝敏感型小麦品种 ES8为材料，研究了铝胁迫
对不同耐铝小麦品种根内源苹果酸含量及磷酸烯醇式丙酮酸脱氢酶(PEPC)，柠檬酸合成酶(CS)和苹果酸脱氢酶(MDH)等酶活
性的影响。结果表明：铝处理(0、25、50、100 μmol·L-1)对内源苹果酸含量无显著影响，相同处理条件下 ET8和 ES8间亦无
显著差异，分别为每根尖(0.48±0.01)、(0.46±0.03)、(0.57±0.02)、(0.52±0.02) nmol和(0.45±0.02)、(0.51±0.09)、(0.51±0.11)、
(0.54±0.04) nmol；同无铝处理相比，50或 100 μmol·L-1铝处理显著促进 ET8和 ES8根尖细胞 PEPC活性升高，但各铝浓度
处理对 CS和MDH活性无显著影响；相同处理条件下 ET8和 ES8根尖细胞 PEPC, CS和MDH 3种酶活性均无显著差异。
综上所述，铝胁迫下不同耐铝小麦品种根苹果酸分泌差异与内源苹果酸含量及有机酸代谢无关。 
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有机酸不仅参与植物体的有机物代谢，而且广
泛参与植物与环境间的相互作用。如有机酸可以增
强植物抗重金属胁迫能力[1-2]，提高植物抗养分胁迫
能力[3-4]，并调控植物根-土界面[5]及植物-微生物的
相互作用等[6]。植物通过根分泌有机酸与Al3+形成
稳定络合物，阻止铝进入根尖细胞，减轻铝毒害，
增强植物抗铝胁迫能力已被广泛认可。植物体内有
机酸主要来源于三羧酸循环，因此铝胁迫下有机酸
分泌与有机酸代谢间关系的研究对了解植物抗铝
机理具有一定意义。目前，根据根系有机酸分泌对
铝胁迫响应时间的不同将植物有机酸分泌模式分
为两类[7]：①无延迟的快速释放(模式 )Ⅰ ，即铝胁
迫与有机酸分泌几乎没有时间间隔(15~30 min)，以
小麦Triticum aestivum L.、荞麦Fagopyrum Mill.为代
表植物。  ② 延迟释放(模式 )Ⅱ ，以玉米Zea Mays L.
为代表，对铝胁迫反应有明显滞后期，在铝胁迫数
小时后才有明显的柠檬酸分泌。研究表明植物有机
酸分泌时间上的差异主要在于模式Ⅰ植物可以通
过根尖细胞质膜上阴离子通道直接快速分泌有机
酸到根际，而模式Ⅱ植物则存在着新基因的转录，
新蛋白的合成或已有蛋白活性的提高等过程。如
Rangel等[8]研究表明扁豆Phaseolus vulgaris (模式Ⅱ

植物)在铝胁迫前期(前4 h)柠檬酸分泌量很少，但4 
h后有机酸代谢关键酶柠檬酸合成酶(CS)活性显著

升高，并伴随着柠檬酸分泌量的持续增加。相同铝
处理条件下耐铝品种大豆Glycine max根尖细胞CS
活性显著高于铝敏感品种[9]。不同植物，甚至同种
植物间耐铝性存在显著差异，因此通过比较不同耐
铝品种的耐铝差异，对了解植物耐铝机理，筛选耐
铝品种，解决酸性土壤的铝胁迫问题，提高作物产
量具有十分重要的意义。本研究将铝胁迫下有机酸
分泌与根尖细胞有机酸代谢相关酶活性变化相联
系，旨在比较研究两耐铝小麦品种铝胁迫下根内源
苹果酸含量及有机酸代谢关键酶活性变化，探讨不
同耐铝小麦品种苹果酸分泌差异机理。 
1  材料与方法 
1.1  植物试验材料 

小麦 Triticum aestivum L. 耐铝型品种ET8、铝
敏感型品种ES8，由日本冈山大学提供。 
1.2  试验材料培养 

种子经φ=0.5 % NaClO表面消毒20 min，用去离
子水冲洗5次，25 ℃避光浸种12 h，然后转移到垫
有浸湿滤纸的玻璃培养皿上，25 ℃暗中催芽24 h。
将露白的种子转移到0.5 mmol·L-1 CaCl2培养液中培
养4 d，每天定时更换溶液。人工气候室培养幼苗，
生长条件为：昼/夜循环14/10 h，温度25 / 20 ℃ ℃，
光照230 µmol·m-2·s-1。处理前将0.5 mmol·L-1 CaCl2

培养液调至pH 4.5，平衡12 h。 
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1.3  测定项目及方法 

4 d后，挑选15株长势均一的小麦幼苗作为试材
进行处理。本试验共设2个处理组，所有处理组培
养液中均含0.5 mmol·L-1 CaCl2。每个处理组均含有
只含0.5 mmol·L-1 CaCl2的空白处理，培养液最终pH
均为4.5，处理时间均为24 h。每个处理重复3次。 
1.3.1  Al处理对苹果酸分泌，内源苹果酸含量及磷

酸烯醇式丙酮酸脱氢酶(PEPC)、柠檬酸合成酶(CS)

和苹果酸脱氢酶(MDH)活性的影响 

处理组1包括4个处理，分别为：0、25、50和100 
µmol·L-1 Al处理。处理后收集处理液用于测定苹果酸
分泌速率，切取根尖0~10 mm，-80 ℃保存，用于内
源苹果酸含量，PEPC、CS和MDH活性的测定。 
1.3.2  阴离子通道抑制剂蒽-9羧酸(A9C)和尼氟灭

酸(NIF)对铝诱导的苹果酸分泌及内源苹果酸含量

的影响 

处理组2包括6个处理，处理方式见表1。 
处理后收集处理液用于测定苹果酸分泌速率，

切取根尖0～10 mm，-80 ℃保存，用于内源苹果酸
含量测定。 
1.4  苹果酸的收集和测定 

外源苹果酸收集参照Zhao等[10]，内源苹果酸收
集参照Hayes等[11]，苹果酸测定参照Delhaize等[12]。
PEPC、CS和MDH等酶活性测定参照Hayes等[11]。 
1.5  数据处理 

Microsoft Excel 2003软件进行数据处理及制
图，用DPSv7.05统计分析软件进行单因素方差分析
(one-way ANOVA)，所有结果均用LSD法检验
p<0.05水平上的差异显著性。 
2  结果与分析 
2.1  铝处理对小麦根苹果酸分泌的影响 

不同浓度铝(0、25、50和100 μmol·L-1)处理24 h，
ET8和ES8根苹果酸分泌速率如图1所示。ET8和ES8
根苹果酸分泌速率均随铝浓度的升高而显著升高，
相同处理条件下ET8苹果酸分泌速率显著高于ES8。
每 根 尖 ET8 和 ES8 苹果 酸 分 泌 速 率 分 别 为
(0.07±0.00)、(0.22±0.01)、(0.29±0.00)、(0.39±0.01) 
nmol·h-1和(0.07±0.01)、(0.12±0.01)、(0.15±0.00)、
(0.22±0.00) nmol·h-1，说明铝处理显著诱导小麦ET8
和ES8根苹果酸的分泌，ET8苹果酸分泌速率显著高
于ES8。 
2.2  铝处理对小麦根内源苹果酸含量的影响 

不同浓度铝(0，25，50 和100 μmol·L-1)处理24 

h，ET8和ES8根内源苹果酸含量如图2所示。ET8和
ES8根内源苹果酸含量在不同浓度铝处理下无显著
变化，相同处理条件下ET8和ES8间也无显著差异。
ET8 和 ES8 每 根 尖 内 源 苹 果 酸 含 量 分 别 为
(0.48±0.01)、(0.46±0.03)、(0.57±0.01)、(0.52±0.02) 
nmol 和 (0.45±0.02) 、 (0.5±0.09) 、 (0.5±0.11) 、
(0.54±0.04) nmol，说明铝处理对小麦内源苹果酸含
量无显著影响，ET8和ES8根尖内源苹果酸含量无显
著差异。 

2.3  铝处理对根尖细胞 PEPC、CS 和 MDH 等酶

活性影响 

铝处理对小麦根尖细胞三羧酸循环关键酶
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图2  不同浓度铝处理对小麦根内源苹果酸含量的影响 

 (不同小写字母表示P <0.05水平上差异显著) 
Fig. 2  Effects of Al on endogenous malic acid content  

          (Small letter mean significant difference at P <0.05) 
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图1  不同浓度铝处理24 h对小麦根苹果酸分泌影响 

   (不同小写字母表示P <0.05水平上差异显著) 
Fig. 1  Dose-response of Al-induced malic acid secretion from wheat root 

(Small letter mean significant difference at P <0.05) 

表1  阴离子通道抑制剂对小麦根的处理方式 

Table 1  Treatment of anion channel inhibitors on wheat root 

处理组2 ⑴ ⑵ ⑶ ⑷ ⑸ ⑹ 

处理方式/ (μmol·L-1) 空白 (0) A9C (5) Al (50)+A9C (5) NIF (5) Al (50)+NIF (5) Al (50) 
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PEPC、CS和MDH活性的影响如图 3所示。图 3A
为铝处理对 ET8和 ES8小麦根尖细胞 PEPC活性的
影响。同无铝处理相比，25 μmol·L-1铝处理对 ET8
或 ES8根尖细胞该酶活性无显著影响，但 50或 100 
μmol·L-1 铝处理后该酶活性显著升高。虽然 PEPC
活性表现出随铝浓度的升高而升高的变化趋势，但
相同处理条件下 ET8和 ES8间无显著差异。各处理
下 ET8和 ES8根尖细胞 PEPC活性分别为每 mg蛋
白 (0.06±0.00)，(0.05±0.00)，(0.07±0.00)，(0.08±0.01) 
U和(0.06±0.00)，(0.06±0.01)，(0.07±0.01)，(0.07±0.00) 
U。说明高浓度铝处理可以诱导小麦根尖细胞 PEPC
活性的升高，但 ET8和 ES8间无显著差异。 
图 3B 为铝处理对 ET8 和 ES8 小麦根尖细胞

CS活性影响。结果表明，CS活性不受铝处理影响，
各浓度铝处理该酶活性无显著差异，ET8和 ES8间
也无显著差异。各处理下ET8和ES8根尖细胞MDH
活性分别为每 mg 蛋白 (0.005±0.000)、 (0.006± 
0.001)、(0.005±0.001)、(0.006±0.001) U 和(0.005± 
000)、(0.005±0.000)、(0.006±0.001)、(0.006±0.000) 
U。表明铝处理对小麦根尖细胞 CS 活性无显著影
响，ET8和 ES8间也无显著差异。 
图 3C 为铝处理对 ET8 和 ES8 小麦根尖细胞

MDH活性影响。由图可见，虽经不同浓度铝处理，
但 ET8和 ES8根尖细胞MDH活性未表现出显著变
化，ET8 和 ES8 间也无显著差异。各处理下 ET8
和 ES8 根尖细胞 MDH 活性分别为每 mg 蛋白 
(68.17±9.16) 、 (64.01±6.83) 、 (65.24±4.39) 、
(74.04±8.56) U和(67.73±1.45)、(59.43±7.76)、(62.74 

±5.57)、(76.16±3.20) U。说明铝处理对 ET8和 ES8
根尖细胞 MDH活性无显著影响，两品种间无显著
差异。 
2.4  阴离子通道抑制剂对小麦根内源苹果酸含量

的影响 

阴离子通道抑制剂对苹果酸分泌速率及根尖
内源苹果酸含量影响如表2所示。同空白处理相比，
阴 离 子 通 道 抑 制 剂 A9C(5 μmol·L-1) 或 NIF(5 
μmol·L-1)单独处理对小麦根苹果酸分泌速率无显著
影响，但阴离子通道抑制剂可显著抑制铝处理(50 
μmol·L-1)下小麦根苹果酸的分泌，ET8(或ES8)经
A9C或NIF和铝共处理后，其苹果酸分泌速率分别
为铝单独处理的67.9%和39.3% (31.3%和31.3%)。阴
离子通道抑制剂对小麦内源苹果酸含量影响的研
究表明，同空白处理相比，A9C (5 μmol·L-1)或NIF (5 
μmol·L-1)单独处理对小麦根内源苹果酸含量无显著
影响；同铝单独处理相比，阴离子通道抑制剂和铝
共处理对内源苹果酸含量也无显著影响。说明虽然
阴离子通道抑制剂显著抑制小麦苹果酸分泌，但对
内源苹果酸含量却无显著影响。 
3  讨论 
铝胁迫下植物通过根分泌有机酸抵御铝毒害

是许多植物重要外部抗铝机制之一。如铝胁迫下小
麦可专一性的分泌苹果酸，且分泌速率随铝处理浓
度的升高而显著升高[13]，同Li等[13]研究结果一致，
本试验中铝处理显著促进小麦根苹果酸的分泌，相
同处理条件下ET8根苹果酸分泌速率显著高于ES8，
说明ET8耐铝性显著高于ES8。 

表2  阴离子通道抑制剂对小麦根外源苹果酸分泌速率及内源苹果酸含量的影响 

Table 2  Effect of anion channel inhibitors A9C or NIF on malic acid secretion and endogenous malic acid content of wheat 
(Small letter mean significant difference at P <0.05) 

 品种 空白 A9C5 Al50+A9C5 NIF5 Al50+NIF5 Al50 

ET8 0.06±0.00 e 0.07±0.01 e 0.19±0.01 b 0.08±0.01 e 0.11±0.01 d 0.28±0.00 a 外源 

ES8 0.05±0.00 e 0.08±0.00 e 0.05±0.00 e 0.07±0.00 e 0.05±0.00 e 0.16±0.01c 

ET8 0.54±0.00 ab 0.57±0.01 ab 0.49±0.00 ab 0.58±0.01 ab 0.61±0.00 a 0.55±0.16 ab 内源 

ES8 0.42±0.05 b 0.41±0.07 b 0.58±0.05 ab 0.49±0.07 ab 0.52±0.03 ab 0.49±0.03 ab 
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图 3  铝处理对小麦根尖细胞有机酸代谢关键酶 PEPC (A), CS (B)及MDH (C)活性的影响 

Fig.3  Effects of Al treatment on activity of enzymes PEPC (A), CS (B) and MDH(C) on organic acid metabolism in wheat root apices 
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铝胁迫下植物主要通过根尖细胞分泌有机酸，
因此对根尖细胞内有机酸含量变化的研究有助于
揭示不同耐铝品种有机酸分泌差异机理。目前，广
大科研工作者已对多种不同耐铝植物铝胁迫下根
尖内源有机酸含量变化进行了研究。如Rangel等[8]

研究表明，耐铝型扁豆在铝胁迫的前4 h，即便在其
内源柠檬酸含量很高的情况下，柠檬酸分泌量依然
很低，4 h后柠檬酸分泌量才显著增加，并伴随内源
柠檬酸含量的降低。对铝胁迫下不同耐铝型小麦品
种研究表明，虽然耐铝型品种苹果酸分泌量是铝敏
感型品种的5~10倍，两品种内源苹果酸含量却无显
著差异[12]。但对大豆的研究结果则与上述结果相
反。铝处理可以显著增加大豆内源苹果酸和柠檬酸
含量[14]。本研究中铝处理显著促进ET8和ES8根苹
果酸的分泌(图1)，但对小麦根尖内源苹果酸含量无
显著影响(图2)，该结果与Delhaize等[12]一致。说明
内源苹果酸含量可以保持在稳定状态，并足以维持
铝胁迫下苹果酸分泌的供应，无需累积过多苹果
酸。有机酸主要通过根尖细胞质膜上阴离子通道分
泌到根外，而阴离子通道抑制剂能够抑制有机酸向
根外转运，本试验中阴离子通道抑制剂显著抑制铝
胁迫下ET8和ES8根苹果酸的分泌，与杨野等[15]研
究结果一致(表2)。虽然阴离子通道抑制剂能够阻止
铝胁迫下苹果酸的外流但却并未造成根尖内源苹
果酸的累积，进一步说明根尖细胞可以维持稳定的
苹果酸含量。 
有机酸主要在三羧酸循环途径中产生。因此对

铝胁迫下三羧酸循环的研究有助于了解不同耐铝
品种苹果酸分泌差异机理。三羧酸循环关键酶通常
包括：PEPC、CS和MDH等酶。有研究表明铝胁迫
下多种三羧酸循环关键酶活性会发生改变。如铝胁
迫可以增加大豆[16]及扁豆[17]根尖细胞CS活性，降
低扁豆异柠檬酸脱氢酶活性[8]，从而增加柠檬酸分
泌。此外，通过转基因方法改变有机酸代谢关键酶
活性也可改变植物有机酸分泌状况。如Deng 等[18]

将耐铝柑橘Citrus junos Yuzu CS基因(CjCS)转录到
烟草Nicotiana tabacum L.细胞中，发现转基因后的
烟草根尖细胞CS表达量及活性显著高于野生型，内
源有机酸含量及有机酸分泌量显著增加，耐铝性显
著提高。将拟南芥Arabidopsis thaliana L.或烟草柠
檬酸合成酶高效基因转入到苜蓿Medicago Sativa L.
后显著促进苜蓿柠檬酸的分泌，增强抗铝性[19]。但
与铝胁迫下不同植物内源有机酸含量变化存在的
差异相似，根尖有机酸代谢关键酶活性的变化同样
存在很大差异。如铝胁迫对小麦根尖PEPC及MDH
活性无显著影响。Hayes 和Ma等[20]研究也认为铝
胁迫诱导的三倍体小黑麦有机酸的分泌同根尖细

胞内有机酸代谢无关。本试验中，虽然ET8和ES8
根尖细胞PEPC活性在高浓度铝处理下均显著升高，
但两品种间无显著差异，ET8和ES8间CS活性及
MDH活性也无显著差异(图3)，说明铝胁迫下不同
耐铝型小麦根苹果酸分泌差异与有机酸代谢无关。 
4  结论 
本试验表明铝胁迫下不同耐铝型小麦品种内

源苹果酸含量及有机酸代谢关键酶活性均无显著
差异，说明铝胁迫下苹果酸分泌差异与内源苹果酸
含量及有机酸代谢无关。进一步说明不同耐铝型小
麦品种根苹果酸分泌差异与根尖细胞质膜上阴离
子通道对苹果酸转运能力差异有关。 
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The relationship between malic acid secretion differences and organic 
acid metabolism of wheat with different Al-tolerant levels 
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Abstract: There are significant differences of organic acid secretion among species that with different Al-tolerant levels under Al 

stress. Organic acid is produced during the tricarboxylic acid cycle pathway. However, the relationship between organic acid secre-

tion differences and organic acid metabolism are still needed to be identified. This experiment was performed by two wheat (Tritium 

aestivum L.) cultivars, ET8 (Al-resistant) and ES8 (Al-sensitive). Effects of Al on endogenous malic acid content, activities 

of phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), citrate synthase (CS) and malate dehydrogenase (MDH) were studied. Results were as 

fellows: the contents of endogenous malic acid were not affected by Al (0, 25, 50, and 100 μmol·L-1), and there were no differences 

between ET8 and ES8 when they received same treatment. The endogenous malic acid contents were (0.48±0.01), (0.46±0.03), 

(0.57±0.02), (0.52±0.02) nmol·root apex-1 and (0.45±0.02), (0.51±0.09), (0.51±0.1), (0.54±0.04) nmol·root apex-1, respectively of 

ET8 and ES8. Compared with Al free treatment, activities of PEPC were increased significantly under Al (50 or 100 μmol·L-1) treat-

ment, but not CS or MDH. The activities of PEPC (or CS, MDH) of ET8 and ES8 were close to each other under the same treatment. 

In conclusion, the malic acid secretion differences of different Al-tolerant wheat were independent on the endogenous malic acid 

content and the organic acid metabolism. 

Key words: wheat; Al-toxicity; organic acid metabolism 
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