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差异光周期下野牛草相连分株
内源激素的日节律
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２．青岛农业大学园林与林学院,山东 青岛２６６１０９)

摘要:为了分析野牛草(Buchloedactyloides)相连克隆分株在差异光周期下内源激素的变化,利用酶联免疫吸附测定法

(ELISA)对野牛草相连克隆分株在相反光照条件下的植物内源激素生长素(IAA)、赤霉素(GA)、脱落酸(ABA)、玉米

素核苷(ZR)含量进行了测定,探讨植物内源激素在生物节律调控过程中的作用机理.结果表明,野牛草内源激素

IAA、GA、ABA及ZR含量在一天内呈现节律性变化规律,同时,在差异光周期下,野牛草相连克隆分株叶片的内源激

素水平趋向于同步化,并且倾向于内源生物节律较强的分株.其中,差异光周期处理１周后,在全光照条件下,野牛草

克隆分株在断开状态时,叶片中IAA、GA、ABA 及ZR含量在２４h内基本呈现相反的变化趋势,而野牛草克隆分株叶

片中IAA、GA、ABA及ZR含量在２４h内的变化趋于一致.
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Abstract:InordertounderstandtheendogenoushormonaldifferencesinBuchloedactyloidesconnectedramets
underdifferentphotoperiods,thelevelsoffourendogenoushormones[indoleＧ３Ｇaceticacid(IAA),gibberellin
(GA),abscisicacid(ABA)andzeatin(ZR)]inbuffalograssleavesweredeterminedusingELISA．Theresults
indicatedthatIAA,GA,ABAandZRlevelsofbuffalograssrevealrhythmicvariationsonadailybasis,while
theendogenoushormonelevelsofbuffalograssrametstendtobesynchronizedevenunderdifferentphotoperiＧ
ods．Afteroneweekofdifferentphotoperiodtreatments,undercontinuouslightconditions,IAA,GA,ABA
andZRcontentindisconnectedrametsofbuffalograssleavesbasicallyshowedtheoppositetrendwithin２４h,

however,IAA,GA,ABAandZRcontentinconnectedrametsofbuffalograssleavesweresynchronization
trendwithin２４h．
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　　生物钟是生物体内部的“计时”系统,驱动着生物

体的生命活动以约２４h的周期节律性振荡.作为生

物体的内源性调节机制,生物钟调控生物体内部的生

物学过程与外界周期性的昼夜交替相互协调[１].生物

钟在很大程度上取决于每天的光/暗振荡,即授时因子

(zeitgeber,ZT).迄 今 为 止,生 物 钟 至 少 进 化 了 ４
次[２],因此它提供了一种选择性的优势,使得生物体能

够预测环境的节律性变化,增强了对环境的适应性.
植物生物钟通过门控(clockＧdependentgating)机

制预测黎明和黄昏信号以及环境中的其它日变化,从
而最大限度地提高了代谢效率[３Ｇ５],同时植物生物钟系

统通过控制基因表达、激素调控、气孔开放和光周期现

象等的节律性振荡[６Ｇ７],实时监测周围的环境,使其进

化出广泛感知周围环境响应的机制,从而增加了植物

对不断变化的外界条件的适应性.植物激素是一类简

单小分子有机化合物,对植物的生长发育具有重要的

调节作用.同时,植物对环境因子的响应也主要依赖

激素调控网络.这些植物激素主要包括细胞分裂素

(CTK)、生长素(IAA)、脱落酸(ABA)、赤霉素(GA)
等[８Ｇ９],前人的研究发现,采用赤霉素(GA３)、吲哚丙酸

(IBA)等 激 素 可 打 破 纳 罗 克 非 洲 狗 尾 草 (Setaria
sphacelatacv．Narok)种子休眠,促进种子萌发和幼

苗生长[１０].并且激素引发作用还可以有效改善种子

的萌发状态,提高植物的抗逆性[１１].单个激素能调节

多个生物学过程,同样,多个激素之间也存在着交互作

用,如光照信号的交替能够改变CTK、ABA、GA 等的

水平,从而导致一系列生理响应.在整个植物的生长

发育过程中,生物钟介导很多植物激素发挥作用[１２Ｇ１３],
其中生物钟调节生长素的运输和响应[１４],而 CTK、

IAA和 ABA在昼夜交替的条件下发生不同水平的积

累[１５].研究表明,拟南芥(Arabidopsisthaliana)生物

钟基因 PIF４(phytochromeＧinteractingfactor４)和

PIF５ 调节了几种生长素诱导基因的表达,而这一过

程则依赖光周期发生[１６].GA 受光线和生物钟的调

控[１７Ｇ１８],光照直接调节 GA 的生物合成[１９],同时在植

物的光形态建成、细胞延伸等过程中发挥作用[２０].有

证据表明,ABA信号途径也受到植物内源生物节律的

调控[４Ｇ５,１３],而光照则直接诱导 ABA 的降解[２１].激素

突变体中玉米素核苷(ZR)水平的下降表明光对细胞

分裂素的积累具有积极的作用[２２],在大麦(Hordeum
vulgare)[２３]和胡萝卜(Daucuscarota)[２４]中也发现细

胞分裂素呈现昼夜波动现象.由此可见,生物钟在激

素调节通路中发挥着重要作用,反之,植物激素信号网

络则反作用于生物钟,将不同的代谢信号和外界环境

信号传递给内源生物钟系统[１３,２５Ｇ２８],进而形成一个复

杂的调控网络.
野牛草(Buchloedactyloides)为禾本科野牛草属

植物,原产于北美大平原的半干旱地区,具有极强的抗

逆性和再生能力,广泛用于水土保持及园林绿化,同
时,野牛草是一种典型的匍匐茎克隆植物,通过其克隆

生长形成大量的匍匐茎和相对独立的同基因型克隆分

株,实现地面均匀覆盖,且相连克隆分株间通过节间子

的连接,实现了水分、矿质营养、能量等的传递与共享,
即生理整合[２９Ｇ３０].因此,本研究拟以野牛草相连克隆

分株为材料,研究差异光周期下野牛草相连克隆分株

内源激素的变化规律,以期证明内源激素在生物节律

调控过程中的作用,为进一步揭示克隆分株间生理整

合作用及生物节律调控机理提供依据.

１　材料与方法

１．１　试验材料

试验于中国林业科学研究院林业研究所的光照培

养箱中进行.野牛草幼苗来自于一粒种子萌发后产生

的无性繁殖群体,保证了所用试验材料基因型完全相

同.从中选取长势基本一致的相连克隆分株,移栽于

装有基质(草炭土中加入适量鸡粪)的营养钵内(直径

为７cm,高度为８cm),相连克隆分株分别种植于两个

钵内,中间由节间子相连,在光照培养箱中培养.培养

条件为:光照/黑暗＝１２h/１２h,白天和夜晚的温度分

别为２５℃/２０℃,湿度为７０％,培养箱室内光照强度

约为２００μmol(m２s)－１.每隔３d每钵浇水５０
mL,保证其正常生长.预培养４周,当相连克隆分株

生长状态一致时,进行差异光周期处理.

１．２　光周期处理

培养４周后的野牛草相连克隆分株进行差异光周

期处理,野牛草相连克隆分株标记为 O(O 分株 Old
ranet)和 Y(Y 分株 Young),试验设置为连接组和断

开组(图１).连接组野牛草 O 和 Y 分株通过节间子

相连,O分株光周期设置为光照/黑暗＝１２h/１２h,Y
分株光周期设置为黑暗/光照＝１２h/１２h(恰好与 O
分株相反),断开组 O和 Y分株光周期设置同连接组,
但 O 和 Y 分株间的节间子被剪断,光照培养箱的温

度、湿度和光照强度同前文１．１所示.连接组和断开

组样本经过７d的光周期处理后进行３d全光照条件

(２４h光照)稳定培养,为了保证取样条件的一致,随
后在全光照条件下４８h内每隔４h取叶片,取样时间

分别为０８:００、１２:００、１６:００、２０:００,次日００:００、次日

０４:００,次日 ０８:００、次日 １２:００、次日 １６:００、次 日

８４８１
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２０:００,第３天００:００、第３天０４:００、第３天０８:００,所
有样本液氮速冻后保存于－８０℃备用.

１．３　激素提取

取０．２g新鲜野牛草叶片[若取样后材料不能马

上测定,用液氮速冻后保存于－２０℃,加２mL样品提

取液,提取液为５０mmolL－１、pH７．８的磷酸缓冲

(PBS)溶液,内含１％的聚乙烯吡咯烷酮(PVP)],在冰

浴下研磨成匀浆,转入１０mL试管,再用２mL提取液

分次将研钵冲洗干净,一并转入试管中,摇匀后放置在

４℃冰箱提取４h,在３０００rmin－１离心１５min,取

上清液.沉淀中加１mL提取液,搅匀,置４℃下再提

取１h,离心,合并上清液并记录体积,残渣弃去;上清

液过CＧ１８ 固相萃取柱.具体步骤是:８０％ 甲醇 (１
mL)平衡柱→上样→收集样品→移开样品后用１００％
甲醇(５mL)洗柱→１００％乙醚(５mL)洗柱→１００％甲

醇(５mL)洗柱→循环;将过柱后的样品转入５mL塑

料离心管中,真空浓缩干燥或用氮气吹干,除去提取液

中的甲醇,用样品稀释液定容[样品稀释液为５００mL
PBS中加０．５ mL TweenＧ２０,０．５g明胶(稍加热溶

解)].

图１　野牛草不同光暗周期处理示意图

Fig．１　SchematicdiagramofBuchloedactyloidesunderdifferentphotoperiods

１．４　指标测定及方法

运用酶联免疫吸附测定法(ELISA)测定IAA、

GA、ABA及ZR共４种植物内源激素的含量,试剂盒

由中国农业大学提供,具体测试方法参照试剂盒说明

书进行.每个样品重复测定３次.内源激素的测定结

果采用Logit曲线方法进行计算.采用Excel２００７与

SigmaPlot１０．０程序对数据进行处理并绘制数据图.
应用SPSS软件对数据进行单因素方差分析(ANOＧ
VA),利用Duncan多重比较对差异显著性进行分析,

P＜０．０５表示差异显著.

２　结果

２．１　野牛草内源IAA含量的变化

差异光周期处理下,野牛草克隆分株中IAA含量

的变化如图２所示,断开组中(图２A),经过１周的正

置光周期(光照/黑暗＝１２h/１２h)处理后,O 分株中

IAA含量在第１个２４h周期内呈现近余弦的波形,在
第２个２４h周期内呈现近正弦的波形,并分别在测定

第１天的２４:００和测定第２天的１６:００时达到波峰,
含量分别为６１．５０和６１．８６ngg－１,而经过４周的倒

置光周期(黑暗/光照＝１２h/１２h)处理后,Y 分株中

IAA含量整体的变化趋势与 O 分株是相反的,在第１
个２４h周期内呈现近正弦的波形,在第２个２４h周期

内呈现近余弦的波形,并分别在测定第１天的２４:００
和测定第２天的１２:００时降到波谷,含量分别为４２．８７
和４３．７３ngg－１;在连接组中(图２B),相连克隆分株

分别经过相反的光周期处理后(即 O分株处于正置光

周期,Y分株处于反置光周期),O分株IAA含量变化

呈现近余弦的波形,并在测定第１天的０８:００、测定第

１天的２０:００和测定第２天的１２:００时达到波峰,含
量为７９．３１、７８．４９和７４．６５ngg－１,Y分株IAA含量

在２４h内的整体变化与 O 分株趋于基本一致,IAA
含量变化也是呈现近余弦的波形,并在测定第１天的

０８:００、测定第１天的２４:００和测定第２天的１２:００时

达到波峰,分别为７７．１１、７６．４３和７５．７９ngg－１.差

异光周期处理对断开组与连接组中的 O 分株与 Y 分

９４８１
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株的叶片IAA含量均有显著影响(P＜０．０５).

２．２　野牛草内源ABA含量变化

差异光周期处理下,野牛草克隆分株中 ABA 含

量的变化如图３所示,断开组中(图３A),经过４周的

正置光周期(光照/黑暗＝１２h/１２h)处理后,O 分株

中 ABA含量在２４h周期内基本呈现近余弦的波形,
并分别在测定第１天的０８:００和测定第２天的０４:００、

２０:００时达到波峰,含量分别为 ８．１０、６．８０ 和 ６．４３
ngg－１,而经过４周的倒置光周期(黑暗/光照＝１２
h/１２h)处理后,Y分株中 ABA 含量整体的变化趋势

与 O分株是相反的,在２４h周期内呈现近正弦的波

形,并分别在测定第１天的１２:００、第２天的０４:００和

２０:００时降到波谷,含量分别为 ４．５７、５．７１ 和 ４．７４
ngg－１;在连接组中(图３B),相连克隆分株分别经过

相反的光周期处理后(即 O 分株处于正置光周期,Y
分株处于反置光周期),O 分株 ABA 含量变化呈现近

正弦的波形,并在测定第１天的１６:００、测定第２天的

０４:００和１６:００时达到波峰,含量分别为１１．１６、１１．５６
和１２．７０ngg－１,Y分株ABA含量在２４h内的整体

变化与 O分株趋于基本一致,ABA 含量变化也是呈

现近正弦的波形,并在测定第１天的１６:００、测定第２
天的０４:００和２０:００时达到波峰,分别为１１．０９、１１．２５
和１３．０５ngg－１.差异光周期处理对断开组与连接

组中的 O分株与 Y 分株的叶片 ABA 含量均有显著

影响(P＜０．０５).

２．３　野牛草内源GA含量变化

　　差异光周期处理下,野牛草克隆分株中 GA 含量

的变化如图４所示,断开组中(图４A),经过４周的正

图２　差异光周期下野牛草克隆分株生长素IAA含量的日变化

Fig．２　DiurnalchangesonIAAcontentofBuchloedactyloidesunderdifferentphotoperiodtreatments
注:A图为断开组(断开克隆分株),B图为连接组(相连克隆分株).下同.

Note:A,disconnectededramets;B,connectedramets;similarlyforthefollowingfigures．

图３　差异光周期下野牛草克隆分株脱落酸ABA含量的日变化

Fig．３　DiurnalchangesonABAcontentofBuchloedactyloidesunderdifferentphotoperiodtreatments
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置光周期(光照/黑暗＝１２h/１２h)处理后,O 分株中

GA含量在２４h内呈现近正弦的波形,并在测定第１
天的１６:００和测定第２天的２０:００时达到波峰,含量

分别为１１．０４和１１．０７ngg－１,而经过４周的倒置光

周期(黑暗/光照＝１２h/１２h)处理后,Y 分株中 GA
含量整体的变化趋势与 O分株是相反的,２４h内基本

上呈现近余弦的波形,并在测定第１天的１６:００和测

定第２天的１２:００时降到波谷,含量为８．６４和９．４７
ngg－１;而在连接组中(图４B),相连克隆分株分别经

过相反的光周期处理后(即 O分株处于正置光周期,Y
分株处于反置光周期),O分株 GA含量变化呈现近正

弦的波形,并在测定第１天的１６:００和测定第２天的

１６:００时达到波峰,含量分别为９．１６和９．８９ngg－１,

Y分株 GA含量在２４h内的整体变化与 O 分株趋于

基本一致,GA含量变化也是呈现近正弦的波形,并在

测定第１天的２０:００和测定第２天的２０:００时达到波

峰,分别为９．５８和１１．８０ngg－１.差异光周期处理

对断开组与连接组中的 O 分株与 Y 分株的叶片 GA
含量均有显著影响(P＜０．０５).

２．４　野牛草内源ZR含量变化

差异光周期处理下,野牛草克隆分株中ZR 含量

的变化如图５所示,断开组中(图５A),经过４周的正

置光周期(光照/黑暗＝１２h/１２h)处理后,O 分株中

ZR含量在第１个２４h周期内呈现近正弦的波形,在
第２个２４h周期内呈现近余弦的波形,并分别在测定

第１天的１２:００和第２天的０４:００、２０:００时达到波

峰,含量分别为１０．５６、１０．８６和９．４９ngg－１,而经过

４周的倒置光周期(黑暗/光照＝１２h/１２h)处理后,Y
分株中ZR含量整体的变化趋势与 O 分株是相反的,
在第１个２４h周期内呈现近余弦的波形,在第２个２４h

图４　差异光周期下野牛草克隆分株赤霉素GA含量的日变化

Fig．４　DiurnalchangesonGAcontentofBuchloedactyloidesunderdifferentphotoperiodtreatments

图５　差异光周期下野牛草克隆分株玉米素核苷(ZR)含量的日变化

Fig．５　DiurnalchangesonZRcontentofBuchloedactyloidesunderdifferentphotoperiodtreatments
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周期内呈现近正弦的波形,并分别在测定第１天的

１２:００、测定第２天的１６:００和测定第３天的０８:００降

到波谷,含量分别为７．１１、７．６２和７．７５ngg－１;在连接

组中(图５B),相连克隆分株分别经过相反的光周期处

理后(即 O分株处于正置光周期,Y分株处于反置光周

期),O分株ZR含量变化呈现近正弦的波形,并在测定

第１天的２０:００和测定第２天的１６:００时达到波峰,含
量为１４．４５和１４．９０ngg－１,Y分株ZR含量在２４h内

的整体变化与 O分株趋于基本一致,ZR含量变化也是

呈现近正弦的波形,并在测定第１天的１６:００和测定第

２天 的 ２０:００ 时 达 到 波 峰,分 别 为１３．７６和 １４．８２
ngg－１.差异光周期处理对断开组与连接组中 O分

株与Y分株叶片ZR含量均有显著影响(P＜０．０５).

３　讨论与结论

各种不同的环境因子,如光照条件、温度、非生物

逆境等,调节了一系列植物内源激素,反之,这些激素

广泛参与了植物的生理过程,确保了植物对变化的环

境条件的最大适应性[９].本研究发现:１)野牛草内源

激素在一天内呈现节律性变化规律;２)断开组的野牛

草克隆分株分别在正置光周期(光照/黑暗＝１２h/１２
h)和反置光周期(黑暗/光照＝１２h/１２h)下,内源激

素的变化呈现相反的趋势;３)连接组的野牛草分株分

别在正置光周期和反置光周期下,内源激素的变化呈

现同步化趋势;４)野牛草相连克隆分株内源激素在同

步化过程中,除 ABA 外,IAA、GA 和ZR的变化趋势

都倾向于 O分株,可以推测,由于 O 分株的光周期与

预培养阶段是完全一致的,因此在差异光周期处理阶

段,O分株的内源生物节律被进一步强化,而 Y 分株

处于和预培养阶段完全相反的光周期条件,Y 分株内

部的已经稳定的生物节律在一定程度上被弱化,因此,
在相连分株存在生理整合的前提下,相连分株的节律

最终会趋于节律更加强化的 O分株.
此外,研究中还发现,ABA 的峰值基本上位于光

周期的黑暗阶段(图３),这与Tallman[３]的研究结果一

致,他认为 ABA 在黑暗中合成是为了保证气孔处于

关闭状态,从而确保植物在夜间能最大程度复水(reＧ
hydration);相反,在光照开始后,ABA 浓度大幅度下

降,这表明 ABA 分解代谢过程被激活[３１];IAA 在中

午 左 右 达 到 峰 值 (图 ２),这 点 与 Pavlová 和

Knekule[３２]在红叶藜(Chenopodiumrubrum)中发现

的结果基本一致;同时,本研究显示,ZR 的峰值出现

在白天(图５),而细胞分裂素在白天浓度较高是由于

根中细胞分裂素的合成作用[３３],白天细胞分裂素促进

叶片的细胞分裂以及调节气孔导度,也作为一个信号

分子,传递到植物的其它部分(如开花诱导)[３４],或者

诱导细胞分裂素响应基因的表达[３５],而这些基因的丰

度在白天表达量最高,同时呈现节律性振荡[３６].然

而,植物在黑暗条件下,呼吸作用加强,翟晓朦等[３７]发

现,CO２ 浓度越高,秋眠型苜蓿(Medicagosativa)叶
片中内源IAA、GA３ 含量越高,而 ABA含量越低.

本研究结果表明,野牛草中IAA、ABA、GA和ZR
的表达水平在一天内并非维持在一个恒定的水平,而
是呈现节律性振荡;同时,在差异光周期条件下,野牛

草相连克隆分株间IAA、ABA、GA和ZR 的表达水平

趋于同步化,并且倾向于内源生物节律较强的分株.
因此,植物内源激素与植物生长发育的日变化密切相

关,并且对植物生物节律具有一定的调节作用.
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２０１７年８月国际市场主要畜产品与饲料价格分析
８月国际饲料价格和畜产品价格普遍出现下跌.
一、除苜蓿粉价格与７月持平外,其它饲料价格普遍出现下跌.

８月份美国苜蓿粉市场价格为２０６．００USDt－１,与７月持平,其余饲料价格普遍出现下跌.玉米、大豆、高
粱、豆粕、菜籽、豆粉和棉籽饼市场分别平均价格为１３９．９７、３４５．５１、１２９．００、３２８．８５、３８６．０１、２８７．５８和２２６．０３
USDt－１,环比分别下跌６．３３％、５．６９％、１５．１８％、８．１８％、７．９８％、８．３５％和３．９１％,其中,下跌幅度最大为高粱,
下跌１５．１７％;棉籽饼下跌幅度最小,为３．９１％.

二、除育牛奶、羊肉和羊羔肉市场平均价格出现上涨外,其它畜产品价格出现下跌.

８月份美国牛奶和新西兰羊肉、羊羔肉市场平均价格分别为０．３３、３．５５和５．９８USDkg－１,涨幅依次为

０．４６％、０．３５％和６．３５％.而瘦肉猪、育肥牛、牛肉、欧盟鸡肉和猪肉市场价格出现下跌,分别为１．６３、３．１７、４．６７、２．４１
和１．３６USDkg－１,其中欧盟猪肉价格跌幅最大,为２４．３６％,其它依次环比下跌１８．１５％、４．１１％、３．２０％和０．５６％.

图１　２０１７年８月国际市场主要饲料与畜产品价格

数据来源:国际市场商品价格网http://price．mofcom．gov．cn/;中国农业信息http://www．agri．gov．cn/;鸡肉http://www．indexmundi．com/;羊肉

http://interest．co．nz/rural;牛肉http://www．thebeefsite．com/;猪肉http://www．thepigsite．com/;货币汇率 http://qq．ip１３８．com/hl．asp.

(兰州大学草地农业科技学院　杨春涛 整理)
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