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Abstract:
 

Total
 

nitrogen
 

content,
 

total
 

nitrogen
 

isotope
 

( δ15 N),
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

concentration
 

in
 

leaf
 

of
 

Phragmites
 

australis
 

(Cav.)
 

Trin.
 

ex
 

Steud.
 

under
 

flooding
 

for
 

0-11
 

d
 

were
 

studied.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

flooding
 

days,
 

there
 

is
 

no
 

significant
 

variation
 

in
 

total
 

nitrogen
 

content
 

in
 

leaf
 

of
 

P.
 

australis,
 

δ15 N
 

value
 

shows
 

a
 

gradual
 

tend
 

to
 

be
 

negative,
 

and
 

concentrations
 

of
 

total
 

free
 

amino
 

acids,
 

Ser,
 

Asp,
 

and
 

Asn
 

first
 

increase
 

and
 

then
 

decrease.
 

Under
 

flooding
 

for
 

1
 

d,
 

δ15 N
 

value
 

decreases
 

obviously
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

concentration
 

increases
 

obviously
 

compared
 

with
 

those
 

under
 

flooding
 

for
 

0
 

d.
 

It
 

is
 

indicated
 

that
 

δ15 N
 

value
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

concentration
 

are
 

good
 

indicators
 

of
 

P.
 

australis
 

under
 

flooding
 

condition.
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　 　 湿地植物经常受到周期性或永久性的水淹胁迫[1] 。 长期

水淹会导致植物根系缺氧,限制植物的生长和发育[2-3] 。 芦

苇〔Phragmites
 

australis
 

(Cav.)
 

Trin.
 

ex
 

Steud.〕因适应力强、生
产力高而广泛分布在湿地中[4] 。 水淹条件下,芦苇会形成大

量通气组织[5] 以及高且少的茎节[6] 。
植物组织中总氮同位素(δ15 N)被用于示踪植物在不同环

境湿度下氮代谢变化[7] 。 游离氨基酸作为植物中重要的初级

氮代谢产物[8] ,其浓度可以指示植物是否受到环境压力[9] ,且
游离氨基酸浓度对环境压力的响应较总氮含量更灵敏[10] 。
Hsu 等[11] 的研究结果表明:洋蒲桃 〔 Syzygium

 

samarangense
 

(Blume)
 

Merr.
 

et
 

L.
 

M.
 

Perry〕叶片中总游离氨基酸浓度在

水淹 14
 

d 后升高了 26%,而其总氮含量在水淹 35
 

d 后才出现

显著变化。
本研究以鄱阳湖典型湿地植物芦苇为研究对象,分析芦

苇叶片中总氮含量、δ15 N 值及游离氨基酸浓度对水淹时间的

响应,以期明确水淹条件下芦苇叶片各指标的变化趋势,为鄱

阳湖湿地植物保护提供科学支持。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

供试芦苇于 2016 年 4 月采自江西省鄱阳湖南矶湿地国

家级自然保护区(北纬 28°54′、东经 116°15′)。 将只保留根部

的芦苇样品栽植于塑料盆(长 70
 

cm、宽 40
 

cm、高 27
 

cm)中,
栽培土壤为原植物生长土壤。 定期浇水维持植物正常生长。
2 个月后,将长势相对一致的芦苇样品移栽到 PVC 管(直径

15
 

cm、高 30
 

cm)中,管内装 15
 

cm 深的原植物生长土壤,每管

1 株,2 周后,置于水箱(长 120
 

cm、宽 100
 

cm、高 96
 

cm)中进

行水淹(自来水)实验。 每天补充水箱内水量以保证水面淹

没植株顶端。 水淹实验在东华理工大学户外实验地进行。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 实验设计　 设置水淹 0(未淹水)、1、4 和 11
 

d 共 4 个

处理,每个处理 5 株,视为 5 次重复。 实验完成后采集植物样

品置于干净的自封袋中,立即带回实验室。
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1. 2. 2　 样品前处理　 采集的芦苇叶片用超纯水反复冲洗,彻
底去除叶片表面的颗粒物和尘土,然后于 75

 

℃ 烘干 48
 

h,磨
碎,过 200 目筛,干燥保存。 取样品 0. 1

 

g,用液氮磨碎后,加
入 2

 

mL 超纯水超声(180
 

W)提取 5
 

min,于 1
 

000
 

r·min-1 、
5

 

℃离心 5
 

min,取上清液。 使用 Dowex
 

50WX8
 

H+ 阳离子交

换树脂(美国 Sigma-Aldrich 公司)纯化氨基酸。
1. 2. 3　 总氮含量和总氮同位素(δ15 N)的测定　 取 1. 5

 

mg 上

述样品,采用 EA-IRMS〔FLASH
 

2000 元素分析仪,253
 

Plus 同

位素比值质谱仪(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司)〕测定其

总氮含量及 δ15 N 值。 采用购自国际原子能机构的咖啡因

(IAEA- 600,δ15 N 值为+ 1‰)、硫酸铵( IAEA - N - 2,δ15 N 值

为+20. 3‰)和谷氨酸( USGS41a,δ15 N 值为+ 47. 6‰) 标准品

对测定值进行校正,样品重复测量精度小于 0. 2‰。
δ15 N 标准物质为大气氮,样品中 δ15 N = 〔(R样品 / R标准 ) -

1〕 × 1
 

000‰。 式中,R样品 和 R标准 分别为样品和标准品中15 N
和14 N 自然丰度比。 总氮含量和 δ15 N 值测定均在江西省大气

污染成因与控制重点实验室完成。
1. 2. 4　 游离氨基酸浓度的测定　 20 种氨基酸混合标准溶液

硅烷化衍生后[12] ,采用 GC -MS〔 TRACE
 

GC1310 气相色谱,
ISQ

 

QD 单四极杆质谱(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司)〕进
行测定,结合氨基酸 NIST 标准质谱图,仅列出存在显著差异

的丝氨酸( Ser)、天冬氨酸( Asp)和天冬酰胺( Asn)的保留时

间及特征离子(表 1)。 取 1
 

μL 游离氨基酸硅烷化衍生产物

进行 GC-MS 分析。 通过与标准品对比,结合氨基酸 NIST 标

准质谱图,对样品中 Ser、 Asp 和 Asn 进行定性分析。 选用

1
 

nmol·L-1
 

γ-氨基丁酸为内标,以游离氨基酸峰面积与 γ-

氨基丁酸峰面积比为横坐标(x),以游离氨基酸浓度为纵坐标

(y)进行回归分析,得到线性回归方程及 R2 值(表 1),检测精

度小于 0. 01‰。

表 1　 游离氨基酸衍生物特征
Table

 

1　 Characteristics
 

of
 

free
 

amino
 

acid
 

derivatives

氨基酸
Amino

 

acid

保留
时间 / min
Retention

time

线性回归方程1)

Linear
 

regression
 

equation1)
R2

主要离子碎片
Main

 

ion
 

fragments

丝氨酸 Ser 37. 1 y= 0. 795
 

3x-0. 033
 

7 0. 990
 

3 73,362,390,288
天冬氨酸 Asp 40. 0 y= 0. 869

 

8x-0. 035
 

7 0. 993
 

8 73,75,302,57
天冬酰胺 Asn 42. 1 y= 1. 001

 

7x-0. 009
 

3 0. 996
 

7 73,417,75,147

　 1)
 

x:
 

游离氨基酸峰面积与 γ-氨基丁酸峰面积比 Ratio
 

of
 

peak
 

area
 

of
 

free
 

amino
 

acid
 

to
 

peak
 

area
 

of
 

γ-aminobutyric
 

acid;
 

y:
 

游离氨基酸
浓度 Free

 

amino
 

acid
 

concentration.

1. 3　 数据处理与分析

采用 SPSS
 

23. 0 软件处理数据,采用 Tukey 检验进行多重

比较。

2　 结果和分析

实验结果(表 2)表明:水淹 0~ 11
 

d,芦苇叶片中总氮含量

无显著变化。 水淹 11
 

d,芦苇叶片中总氮同位素( δ15 N)较水

淹 0
 

d 显著(P<0. 05)偏负。 随着水淹天数的增加,芦苇叶片

中总游离氨基酸、丝氨酸( Ser)、天冬氨酸( Asp)和天冬酰胺

(Asn)浓度均呈先升高后降低的趋势,其中,水淹 4 和 11
 

d,总
游离氨基酸、Ser、Asp 和 Asn 浓度较水淹 1

 

d 显著下降。

表 2　 水淹条件下芦苇叶片中总氮含量、总氮同位素和游离氨基酸浓度的比较(􀭺X±SD) 1)

Table
 

2　 Comparison
 

on
 

total
 

nitrogen
 

content,
 

total
 

nitrogen
 

isotope,
 

and
 

free
 

amino
 

acid
 

concentration
 

in
 

leaf
 

of
 

Phragmites
 

australis
 

(Cav.)
 

Trin.
 

ex
 

Steud.
 

under
 

flooding
 

condition
 

(􀭺X±SD) 1)

水淹天数 / d
Flooding

 

days
总氮含量 / %

Total
 

nitrogen
 

content
总氮同位素 / ‰

Total
 

nitrogen
 

isotope

浓度 / (μmol·g-1 ) 　 Concentration

总游离氨基酸
Total

 

free
 

amino
 

acids
丝氨酸

Ser
天冬氨酸

Asp
天冬酰胺

Asn
0 2. 35±0. 88a +(2. 08±0. 74)a 20. 03±9. 23ab 1. 59±0. 69b 2. 22±1. 04ab 2. 33±2. 17ab
1 2. 09±0. 31a +(1. 43±0. 47)ab 27. 66±1. 93a 3. 09±0. 48a 3. 34±0. 30a 4. 07±1. 72a
4 2. 11±0. 17a +(1. 03±0. 18)ab 10. 42±7. 66bc 0. 85±0. 83b 1. 37±1. 27b 0. 64±0. 92b

11 2. 26±0. 10a +(0. 98±0. 51)b 6. 05±3. 32c 0. 57±0. 39b 0. 85±0. 35b 0. 39±0. 27b

　 1)
 

同列中不同小写字母表示差异显著(P<0. 05)
 

Different
 

lowercases
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

the
 

significant
 

(P<0. 05)
 

difference.

3　 讨论和结论

氮同位素已被广泛用于了解植物在不同环境压力下(如

干旱、水淹和营养限制等)的氮代谢机制研究[13] 。 本研究中,
随水淹时间的延长,芦苇叶片中总氮同位素逐渐偏负,这可能

与高含水量土壤中微生物活性降低及净硝化作用受到限制有

关[14] ,说明芦苇叶片中总氮同位素能响应环境水分变化。 但

植物组织不同代谢过程中产生的总氮同位素分馏差异很

大[13] ,植物中总氮同位素会掩盖植物代谢产物不同单体间的

氮同位素差异[15] 。
游离氨基酸的通量变化可以响应环境压力(水淹) 的变

化[16] 。 芦苇叶片中总氮含量在水淹 0~ 11
 

d 无显著变化,而总

游离氨基酸浓度在水淹 4 和 11
 

d 后较水淹 1
 

d 显著下降,可能

由于植物中厌氧诱导酶的生物合成对氨基酸的需求增加[17] ,
也可能由于水淹条件下植物对硝酸盐的吸收下降加剧根部呼

801
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等:
 

芦苇叶片中总氮同位素及游离氨基酸浓度对水淹的响应

吸作用减弱,导致能量(ATP)减少,造成从环境中获得的氮素

被植物同化为氨基酸的过程受到影响[11] 。
植物为了适应外界环境的改变会快速做出应激反应。 本

研究中,芦苇叶片中丝氨酸(Ser)浓度在水淹 1
 

d 后显著上升,
该结果与 Koppitz 等[18] 对经历洪水后芦苇的研究结果保持一

致。 推测可能由于水淹条件下,氧气浓度急剧下降,植物对碳

水化合物需求的增加导致糖酵解代谢加快[5] ,中间产物 3-磷

酸甘油酸盐积累,进而通过转氨作用造成 Ser 积累[19] 。 水淹

4 和 11
 

d 后,芦苇叶片中 Ser 浓度显著降低,一方面与水淹条

件下厌氧诱导酶的生物合成对氨基酸的需求增加有关[17] ,另
一方面可能与 Ser 被用于合成其他氨基酸及蛋白质有关[19] 。

天冬氨酸(Asp)和天冬酰胺( Asn)是高等植物氮运输中

储存和运输化合物的主要氨基酸[5] 。 本研究中,水淹 4
 

d 后,
芦苇叶片中 Asp 和 Asn 浓度显著下降,与水淹 21

 

d 后象牙花

(Erythrina
 

speciosa
 

Andr.) [20] 的变化趋势相似,可能是因为缺

氧会减少碳流入三羧酸( TCA)循环,导致与 TCA 循环有关的

酶活性下降,使 TCA 循环受限,从而造成植物组织中与 TCA
循环有关的氨基酸浓度下降[21] 。

综上所述,芦苇叶片中总氮同位素和游离氨基酸浓度对

水淹的响应较总氮含量更灵敏,是指示芦苇受到环境压力(水

淹)的良好指标。
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