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摘要: 干湿交替(AWD)是水稻(Oryza sativa)种植过程中常用的水分管理措施, 该措施有利于提高根系氧化力, 并促进大量根

表红棕色铁膜的形成。然而, AWD诱导根表红棕色铁膜形成的根层机制并不清楚。本文利用简易AWD装置, 采用砂-液联

合培养, 研究了AWD诱导水稻根表红棕色铁膜形成的机制。AWD强度试验表明, 落干和淹水均为12 h时, 水稻根系活力和

根表铁膜形成量最高。在此基础上, 随着AWD次数的增加, 根表铁膜含量逐渐增加。根系灭活试验表明, 水稻活根的根系

活力为805.0~958.5 μg·g-1 (DW)·h-1, 根表铁膜含量为15.1~18.0 g·kg-1 (DW), 而灭活根系没有根系活力, 也无根表红棕色铁膜

形成。H2O2促进剂氨基三唑(AT)和清除剂二甲基硫脲(DMTU)试验表明, 与对照相比, AT处理的水稻根系H2O2含量、根系

活力和根表铁膜含量分别增加了31.8%、20.1%和26.7%, 而DMTU处理的水稻根系H2O2含量、根系活力和根表铁膜含量分

别降低了27.2%、19.8%和18.4%。AWD 3次和5次处理与AWD 0次相比, 水稻根系H2O2含量分别增加了29.1%和35.6%, 根
系活力分别增加了11.8%和16.8%。根层试验表明, 在0~48 h的根表铁膜诱导过程中, AWD 5次处理与AWD 0次相比, 水稻

根际氧化还原电位(Eh)最大增加了9.3%, 根际溶液中Fe2+
浓度最大降低了49.6%; 相应地, 以Fe3+

形态在根表沉积的铁膜最大

增加了110.1%。上述结果表明, AWD通过诱导根系H2O2的累积, 提高根系活力和根际Eh, 促进根际Fe2+
氧化成Fe3+, 从而在

水稻根表形成红棕色铁膜。
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干湿交替(alternate wetting and drying, AWD)
灌溉在水稻(Oryza sativa)生产过程中扮演着重要

作用, 如调节水稻根际土壤水分和氧气的平衡(张
静等2014),  提高土壤的氧化还原电位(Xiao等
2015); 改变营养元素的形态及其生物有效性(Nor-
ton等2017; Fageria等2011); 改善微生物的群落结

构(包丽君和贾仲君2017); 加速水稻土有机碳的有

氧矿化(Wang等2017; 张梦瑶等2017; Harrison-Kirk
等2013); 减少稻田温室气体如CH4和N2O的排放, 
降低全球变暖潜力值45%~90% (Linquist等2015); 
提高水分利用率20%~60% (Carrijo等2017; Xiao等
2015)。此外, 大量研究表明, AWD灌溉能提高水

稻根系活力、生长速率、有效分蘖数、细胞分裂

数、光合速率、关键酶的活性和水稻籽粒的灌浆

速率(王婷婷等2017; Xue等2013; 蔡永萍等2000), 
增加茎杆壁的厚度, 提高水稻抗倒伏能力(郭相平

等2013), 从而增加稻谷产量。因此, AWD灌溉已成

为水稻生产过程中常见的管理模式(Liang等2016)。
根表红棕色铁膜是水生植物适应逆境胁迫的

一道天然屏障(傅友强等2010)。前人研究表明, 根
表红棕色铁膜能够通过吸附和共沉淀等作用固定

重金属如Cd、Pb和As, 减少其向地上部运输(Liu
等2015; Du等2013; Wang等2013)。此外, 根表铁膜

具有吸附营养元素如Ca、Cu、Zn、P的功能, 增加

其对营养元素的吸收和利用(Jiang等2009)。因此, 

根表铁膜形成机制的研究对阻隔重金属毒害及促

进营养元素吸收具有重要意义。在稻田AWD灌溉

过程中, 水稻根表易形成红棕色铁膜已是普遍存

在的现象(于晓莉等2016)。然而, AWD灌溉如何诱

导水稻根表红棕色铁膜形成, 其根层诱导的理论

机理尚不清楚。

众所周知, 根表铁膜的形成是由较强的氧化

力和根际较多的Fe2+浓度共同作用的结果。根际

环境中的Fe2+主要跟稻田氧化还原电位(Liu等
2013)或微生物(Guo和Cutright 2015; 张天娇等

2014)的活动有关, 而根系氧化力是植物自身生理

生化过程强弱的一种体现。AWD既能影响根际

Fe2+浓度, 又能影响根系氧化力。为了将问题简化

并分离其影响因素, 本文利用砂-液联合培养装置

(即简易AWD装置)进行AWD处理, 培养出不同根

系氧化力的水稻幼苗, 然后将其转移到浓度一致

的低磷高铁营养液(能够快速诱导形成红棕色铁

膜)中, 探索水稻根系及根际在根表红棕色铁膜形

成过程中的生理生化变化情况。该研究从理论上

为AWD灌溉处理诱导水稻根表红棕色铁膜形成的

机理提供科学依据。
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材料与方法

1  植株培养

供试材料为对AWD响应敏感的水稻(Oryza 
sativa L.)品种‘华航丝苗’。水稻种子通过浮选法去

除不饱满的稻粒, 然后于恒温培养箱中30°C下催

芽, 3 d后转移到1/2剂量的完全营养液(配方如下

段)中。培养4 d后, 水稻幼苗用海绵固定基部, 移
植于1倍剂量完全营养液的10 L塑料箱中, 每个塑

料箱移植48株。三叶一心时, 转移于装有3 kg石英

砂的AWD装置中(图1)。每个AWD装置栽种4株水

稻苗, 用完全营养液进行培养, 淹水状态时始终保

持水面在石英砂表面以上2~3 cm的位置。7 d换一

次营养液。上述所有溶液pH都用盐酸或氢氧化钠

调到5.5。

完全营养液配方是在Yoshida等(1976)的基

础上稍做修改, 具体为: 0.429 mmol·L-1 NH4NO3、

1 mmol·L-1 Ca(NO3)2、1.667 mmol·L-1 MgSO4、1 
mmol·L-1 KH2PO4、0.513 mmol·L-1 K2SO4、50 
μmol·L-1 Fe(III)-EDTA、9.1 μmol·L-1 MnSO4、0.15 
μmol·L -1 ZnSO4、0.16 μmol·L -1 CuSO4、0.52 
μmol·L-1 (NH4)4MoO4、19 μmol·L-1 H3BO3。

AWD装置是由大小两个塑料盆和一个塑料

垫组成, 石英砂装在小盆中。落干处理时, 塑料垫

放入大盆内, 将小盆垫高, 使小盆底部脱离液面, 
小盆石英砂中的营养液就会从底部圆孔流入大盆, 
并贮存于大盆中, 实现了水稻落干过程。淹水处

理时, 将塑料垫从大盆中拿出, 使小盆浸入装有营

养液的大盆中, 实现淹水过程。如此往复1次, 称
为1个AWD周期。该装置的优点是: (1)能够人为实

图1  AWD装置

Fig.1  AWD device
A: 淹水状态; B: 落干状态; C: 水稻幼苗; D: 带有6个小孔的小盆, 内装有3种不同规格的石英砂, 分别为>2 mm、1~2 mm和<1 mm, 按

质量比1:2:2掺混, 移栽前分别用稀盐酸浸泡1周, 后用自来水反复清洗到pH 5.5; E: 塑料垫, 用于落干处理时挺起小盆D, 使得小盆中的水流

到大盆F中; F: 无孔的大盆。
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现定时定量AWD过程; (2)营养液养分不会损失; 
(3)方法简单、可操作性强。

2  试验设计

为了更准确地探讨AWD对水稻根表红棕色铁

膜形成的根层诱导机制, 本文将AWD处理与红棕

色铁膜形成过程分开, 即水稻幼苗在盛有完全营养

液的AWD装置中连续淹水培养, 2周后按试验要求

进行AWD处理。处理完后, 将水稻幼苗从装置中

取出, 用去离子水清洗2次, 随后转入盛有磷铁比为

1:6的水稻营养液的定植杯(0.5 L)中; 磷铁比(磷酸

根与亚铁离子物质的量浓度比值)为1:6的营养液是

在1/2剂量的完全营养液基础上完成的: 将KH2PO4

浓度改成0.05 mmol·L -1、K2SO4浓度改为0.357 
mmol·L-1, 补充0.3 mmol·L-1 FeSO4, 使得磷铁比为

1/6, 其他组分不变(傅友强等2014)。培养2 d, 研究

AWD处理后的水稻根系及根际生理生化等指标。

共设置4个试验。

试验一: 为了明确AWD对水稻根表铁膜的影

响, 设置了AWD强度和次数试验。AWD强度试验: 
以小时作为AWD的时间单位, 共处理1 d。用n和m
分别表示落干和淹水的时间, 即AWD=n/m, 表示在

24 h时间内, n (h)落干, m (h)淹水。设置5个处理, 
0/24: 表示落干0 h, 淹水24 h; 6/18: 落干6 h, 淹水18 
h; 12/12: 落干12 h, 淹水12 h; 18/6: 落干18 h, 淹水6 
h; 24/0: 落干24 h, 淹水0 h。处理完后测定根系活

力并进行磷铁比处理。AWD次数试验: 以上述最

适AWD强度即落干12 h和淹水12 h作为一个AWD
周期, 设置了3个处理: AWD0: 干湿交替处理0次循

环(对照); AWD3: 干湿交替处理3次循环; AWD5: 
干湿交替处理5次循环。处理完后进行根系活

力、氧化性物质的测定, 同时进行磷铁比处理, 测
定根表铁膜含量。

试验二: 为了探讨根际氧化还原电位、pH
值、Fe2+浓度、根表Fe3+是否响应了根表铁膜的形

成过程 ,  水稻幼苗在磷铁比处理后0、6、12、
18、24、48 h进行取样分析, 测定上述指标。

试验三: 为了探讨铁膜形成是否为生物介导

过程, 设置了离体灭活试验。首先, 将水稻幼苗在

AWD装置中进行AWD0和AWD5处理。然后, 将各

水稻幼苗地上部去除, 只留下根系, 即为AWD0和
AWD5处理。将AWD5处理好的一部分根系放入

沸水中煮5~10 min, 使根系灭活(inactivation, i), 即
AWD5(i)处理。最后将AWD0、AWD5和AWD5(i)
这3个处理的离体根系进行根系活力的测定和磷

铁比处理。

试验四: 抑制剂试验。为了弄清楚H2O2是否

诱导水稻根表铁膜的形成, 设置了2个抑制剂试验。

抑制剂试验1: 为了探讨H2O2是否参与根表铁膜形

成过程, 设置了如下3个处理。AWD: 对照处理; 
AWD+DMTU: 外源添加5 mmol·L-1二甲基硫脲

(dimethylthiourea, DMTU; H2O2清除剂)处理; AWD+ 
AT: 外源添加1 mmol·L-1氨基三唑[aminotriazole, 
AT; 过氧化氢酶(catalase, CAT)抑制剂, 显著增加

H2O2的累积]处理。处理后测定CAT活性、H2O2含

量; 同时进行磷铁比处理, 测定根表铁膜含量。抑

制剂试验2: 为了进一步验证H2O2是否调节根表铁

膜的形成, 设置了如下处理。首先将AWD处理后

的一部分水稻幼苗进行1 mmol·L-1 AT预处理6 h。
接着, AT预处理好的水稻幼苗分为3组进行如下处

理, 即第一组为对照处理, 第二组为外源添加100 
U·mL-1 CAT处理, 第三组为外源添加5 mmol·L-1 
DMTU处理。最后, 与未预处理的水稻幼苗同时进

行磷铁比处理, 测定根表铁膜含量。

3  试验方法

3.1  根表铁膜的测定

水稻根表铁膜含量采用保险粉-柠檬酸三钠-
碳酸氢钠(sodium dithionite-trisodium citrate-sodium 
bicarbonate, DCB)法稍加修改进行提取(Taylor等
1983), 即水稻根系用去离子水冲洗干净, 放入150 mL
的三角瓶中, 加入0.03 mol·L-1 40 mL Na3C6H5O7、

0.1 mol·L-1 5 mL NaHCO3及1 g Na2S2O4, 25°C下于

150 r·min-1的摇床上振荡3 h, 随后溶液转移至100 
mL容量瓶中定容。DCB浸提液中的铁用原子吸收

分光光度计(日立Z-5300, 日本)测定。根表铁膜含

量(厚度)采用g·kg-1 (DW)表示。

3.2  根系活力的测定

定性观察: 处理好的水稻根系用去离子水冲

洗3次, 然后浸入到50 μg·mL-1 α-萘胺溶液中, 黑暗

静置24 h, 随后拍照观察。根系活力的定量测定根据

Ramasamy等(1997)的方法, 利用1 g干根系振荡1 h
所得的α-萘胺氧化量来表示根系活力, 单位为μg·g-1 
(DW)·h-1。
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3.3  CAT活性的测定

取约0.2 g的根系进行粗酶液的提取(Amako等
1994), 用2 mL 50 mmol·L-1预冷的磷酸缓冲液(pH 
7.8), 内含2%聚乙基吡咯烷酮(polyvinyl pyrolidone, 
PVPP)、1 mmol·L-1乙二胺四乙酸(ethylene diamine 
tetraacetic acid, EDTA)、1mmol·L-1抗坏血酸和5 
mmol·L-1 MgCl2, 于4°C下12 000×g离心20 min。可

溶性蛋白的测定采用Bradford (1976)的方法。CAT活
性测定为采用紫外分光光度计测定240 nm处H2O2

的下降速率, 具体参照Kato和Shimizu (1987)的
方法。

3.4  根系H2O2含量的测定

H2O2的定量采用四氯化钛(TiCl4)法(Tsai等
2004), 于412 nm波长下比色测定。

3.5  H2O2荧光染色

剪取水稻根系 (60~70 mm)转入到含有50 
μmol·L-1 二氯荧光素二乙酸酯(dichlorodihydrofluo-
rescein diacetate, H2DCFDA; H2O2荧光探针)的2-吗
啉乙磺酸[2-(4-morpholino) ethanesulfonic acid, 
MES]-KCl溶液 (10 mmol·L-1 MES、50 mmol·L-1 
KCl、100 mmol·L-1 CaCl2, pH 6.15)中, 25°C避光培

养15 min。用荧光显微镜拍照。

3.6  Fe3+染色方法

选取有代表性的水稻新生根(约100~130 mm), 
将水稻根系浸入现配的等量4% (V/V) HCl和4% (m/
V)亚铁氰化钾混合染色液中, 抽真空15 min。根系

染液用水冲洗, 直接拍照。根系横切面Fe3+染色, 
用刀片对上述染色好的根系(切距根基部10~25 mm
的根段)进行徒手切片, 在荧光显微镜下观察, 拍照

(Yokosho等2009)。
3.7  氧化还原电位、pH值和Fe2+的测定

用氧化还原电位仪测定根际氧化还原电位(oxi- 
dation reduction potential, Eh), 用pH计测定溶液中

的酸碱度。溶液中的Fe2+采用乙二胺四乙酸-二磺

酸二苯基邻菲罗啉二钠(ethylenediamine tetra-acetic 
acid disodium-bathophenanthroline disulfonate, EDTA- 
BPDS)混合络合剂显色法进行测定(傅友强等2011; 
Montás-Ramírez等2003)。
4  统计分析

本试验所有数据使用SPSS 13.0软件, 采用

Tukey (P<0.05)法进行单重比较, 根据所得数据平

均值和标准误, 用OriginPro 9.0软件作图, 并用不同

字母表示不同处理间差异显著水平。

实验结果

1  不同AWD强度处理的根系活力和根表铁膜含量

AWD强度影响根系活力和根表铁膜含量(图
2)。根系α-萘胺染色越深, 表明根系活力越强。从α-
萘胺染色程度可知(图2-A), 随着AWD强度的增加, 
水稻α-萘胺染色程度呈先增加后降低的趋势。其

中, AWD强度为12/12时, 水稻根系α-萘胺染色最

深, 表明根系活力最强。根系活力的定量结果与α-
萘胺染色结果相一致(图2-C)。将不同AWD强度

处理的水稻幼苗放入相同的低磷铁比溶液中, 让
其快速形成根表红棕色铁膜, 结果发现, 活力强的

水稻根系, 其根表红棕色铁膜也多(图2-B)。DCB
浸提法测定的根表铁膜含量与根系活力的趋势相

一致(图2-D), 表明了根表铁膜的形成与根系活力

有关。在本试验条件下, 确定了12/12 (12 h落干和

12 h淹水)为水稻根系活力最强和根表铁膜含量最

多的AWD处理强度(即适度AWD), 该试验为后续

研究奠定了工作基础。

2  不同AWD次数处理的根表铁膜含量

以最适AWD强度(12/12)为基础, 开展了不同

AWD次数对根表铁膜含量的研究。从图3-A可知, 
随着AWD次数的增加, 根表红棕色铁膜明显增加, 
单条水稻根系基部及根尖红棕色铁膜覆盖程度也

获得上述研究结果(图3-C~H)。同时, 根表铁膜的定

量结果表明, AWD 3次和5次处理与对照处理(AWD 
0次处理)相比, 水稻根表铁膜含量分别增加了16.8%
和51.0% (图3-B)。
3  AWD条件下正常和灭活根系活力和根表铁膜含

量

为了进一步确定根系活力是根表铁膜形成的

主要原因, 本研究进行了灭活根系的试验。从图4
可知, AWD 5次处理明显增强了根系对α-萘胺的氧

化, 根表红棕色铁膜的颜色加深(图4-A、B、D、

E); 将根系灭活后, 观察不到α-萘胺的染色(图4-C), 
也观察不到根表覆盖的红棕色铁膜(图4-F), 表明

根表铁膜的形成是生物介导过程。根系活力和根表

铁膜的定量结果表明, 活的根系其活力为805.0~958.5 
μg·g-1 (DW)·h-1, 根表铁膜浓度为15.1~18.0 g·kg-1 
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图3  不同AWD次数对根表铁膜浓度的影响

Fig.3  Effects of AWD times on iron plaque concentration on root surface of rice seedlings
A: 根表铁膜; B: 根表铁膜浓度; C~E: 分别为各处理根系基部铁膜; F~H: 分别为各处理根尖铁膜。

图2  不同AWD强度对根系活力和根表铁膜浓度的影响

Fig.2  Effect of AWD intensity on root activity and iron plaque concentration on root surface of rice seedlings
A: 根系活力定性染色; B: 根系基部铁膜图; C: 根系活力; D: 根表铁膜浓度。图中0/24、6/18、12/12、18/6、24/0分别表示不同的AWD

强度(n/m)处理, 其中n为干旱时间(h), m为淹水时间(h)。同一图中各柱形上用不同小写字母标识表示处理间差异显著(P<0.05), 图3~7同。
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(DW); 而死根没有根系活力和根表红棕色铁膜浓

度(图4-G和H)。
4  抑制剂处理对根系CAT活性、H2O2含量、根系

活力和根表铁膜浓度的影响

为了探讨根系内H2O2是否影响根表铁膜的形

成, 我们开展了H2O2促进剂AT (CAT抑制剂, 增加

H2O2含量)和H2O2清除剂DMTU (清除H2O2)试验, 
结果发现(图5), AT处理显著降低根系内CAT活性, 
提高H2O2含量。AT处理与对照相比, 根系内CAT活
性显著下降了94.8%, 根系内H2O2含量、根系活力和

根表铁膜浓度分别增加了31.8%、22.8%和26.7%。

DMTU处理与对照处理相比, 根系内的H2O2含量、

根系活力和根表铁膜浓度分别降低了27.2%、19.8%
和18.4%。同时我们发现, DMTU处理的CAT活性

也相应下降, 可能与H2O2含量减少有关。

5  不同H2O2清除剂对根表铁膜的影响

为了进一步验证根系内源H2O2是否影响根表

铁膜的形成, 首先, 对水稻进行AT预处理6 h, 以提

高根系内的H2O2含量。然后, 进行CAT (H2O2分解

酶)和DMTU (H2O2清除剂)两种H2O2清除剂处理, 
观察和测定根表铁膜浓度。从图5可知, AT处理能

增加H2O2积累, DMTU处理能清除H2O2, CAT是
H2O2的分解酶。本试验结果表明, 单独AT预处理

确实提高根表铁膜含量, 而AT预处理后, 加入CAT

图4  正常根系与灭活根系活力与根表铁膜浓度

Fig.4  Activities of normal and inactivated roots and iron plaque concentrations on root surfaces of rice seedlings
A~C: 根系活力的定性染色; D~F: 根系铁膜; G: 根系活力; H: 根表铁膜浓度。图中标尺都为2 mm。
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图5  DMTU与AT处理对水稻根系CAT活性、H2O2含量、根系活力和根表铁膜浓度的影响

Fig.5  Effects of DMTU and AT treatments on CAT activity, H2O2 content, root activity and iron plaque concentration on root 
surface of rice seedlings

A: 根系内源CAT活性; B: 根系H2O2含量; C: 根系活力; D: 根表铁膜浓度。图中AWD为干湿交替处理, AWD+DMTU为AWD处理后的

水稻幼苗进行5 mmol·L-1 DMTU处理, AWD+AT为AWD处理后的水稻幼苗进行1 mmol·L-1 AT处理。

图6  不同H2O2清除剂对根表铁膜形成的影响

Fig.6  Effect of different scavengers of H2O2 on formation of iron plaque on root surface
A: 不同处理下根表铁膜; B: 不同处理下根基部铁膜; C: 不同处理下根尖铁膜; D: 根表铁膜浓度。图中a表示对照, b表示只进行1 

mmol·L-1 AT预处理6 h, c表示进行1 mmol·L-1 AT预处理6 h后再进行外源100 U·mL-1 CAT处理, d表示进行1 mmol·L-1 AT预处理6 h后再进行

外源5 mmol·L-1 DMTU处理。D下方的+表示添加抑制剂处理, −表示不添加抑制剂处理。
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和DMTU处理都能明显降低根表铁膜含量(图6)。
这些研究结果进一步证明根系H2O2是影响根表红

棕色铁膜形成的重要因子。

6  不同AWD次数对水稻根系活力和H2O2累积的

影响

在前期的研究工作中, 笔者发现根系内H2O2累

积是根系氧化力提升的重要原因(傅友强等2013)。
Siddiqui等(2015)研究发现, 干旱胁迫能够诱导

大量的H2O2在根系累积, 推测最适宜的AWD强度

(12/12)处理可能会产生H2O2。H2DCFDA是H2O2

的一种荧光染料 ,  能够指示H2O2在组织中的分

布。因此, 我们进行了组织化学染色定位试验, 结
果发现, AWD0和AWD5处理下水稻根系表面都能

够检测到点状或条状的H2O2荧光, AWD5处理水稻

根系具有较多的H2O2荧光(图7-A和B)。该现象可

能与H2O2是小分子物质, 能够通过水孔蛋白向外

分泌, 或参与细胞壁合成等有关。其次, 我们也对

根系内H2O2含量和根系活力进行了研究。从图7-C
和D可知, 随着AWD次数的增加, 根系内H2O2含量

和根系活力逐渐增加(图7)。AWD处理3次和5次

与对照处理相比, 水稻根系内H2O2含量分别增加

29.1%和35.6% (图7-C), 根系活力分别增加11.8%
和16.8% (图7-D)。
7  铁膜形成过程中Eh、pH、Fe2+浓度、根表Fe3+

沉淀和铁膜的变化

为了探讨水稻根系是如何将Fe2+氧化形成根表

红棕色铁膜, 我们开展了根层Eh、pH、Fe2+浓度、

根表Fe3+和根表铁膜的动态变化研究, 结果发现(图
8), 随着处理时间的延长, AWD0和AWD5处理都能

降低溶液中的pH (从5.53下降到3.43)、提升溶液

中Eh (从314.2 mV上升到529.5 mV), 降低溶液中

Fe2+浓度(从310.6 μmol·L-1下降到31.5 μmol·L-1), 促
进根表Fe3+的沉淀, 从而促进根表红棕色铁膜的形

成。在处理0~48 h内, AWD5处理与AWD0相比, 根
层pH最大下降了13.5%, Eh最大增加了9.3%, Fe2+浓

度最大降低了49.6%, 相应增加了根表Fe3+的沉淀, 
根表铁膜含量最大增加了110.1%。

8  H2O2、根系活力、Fe3+及根表铁膜的组织细胞

定位

为进一步明确H2O2、根系活力、Fe3+及根表

图7  不同AWD次数对水稻根系活力和H2O2含量的影响

Fig.7  Effects of AWD times on root activity and hydrogen peroxide content of rice roots
A和B: H2O2的组织化学染色定位; C: H2O2含量; D: 根系活力。
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图8  溶液中Eh、pH、Fe2+浓度以及根表Fe3+沉淀和根表铁膜浓度的变化情况

Fig.8  Changes in Eh, pH, Fe2+ concentration of medium solution and Fe3+ precipitate and iron plaque concentration on root surface 
of rice seedlings

A和D: AWD0和AWD5处理过程中的根表铁膜变化; B和E: AWD0和AWD5处理过程中的根基部铁膜变化; C和F: AWD0和AWD5处理

过程中的根表Fe3+沉淀变化; G: 溶液中Eh随时间的变化; H: 溶液中pH随时间的变化; I: 溶液中Fe2+浓度随时间的变化; J: 根表铁膜浓度随时

间的变化。同一图中各数据点用不同小写字母标识表示数据间差异显著(P<0.05)。

铁膜是否在细胞空间结构水平上一致, 我们开展

了化学组织定位研究。如图9所示, 与AWD0相比, 
AWD5处理明显增加了H2O2在水稻根系厚壁细胞、

表皮和外表皮细胞的累积, 其中厚壁细胞中H2O2

累积最多(图9-A和E)。而根系活力(α-萘胺氧化)染

色主要累积在外表皮和表皮细胞间隙(图9-B和F)。
上述结果表现出α-萘胺氧化染色位置与H2O2染色

位置存在明显差异, 可能原因是α-萘胺处理浓度较

小(50 μg·mL-1), 很难扩散并通过致密的表皮细胞; 
其次, 较强的H2O2分泌也会促使α-萘胺在外表皮和
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表皮细胞间隙氧化。有趣的是, α-萘胺的氧化(图
9-B和F)、Fe3+的沉淀(图9-C和G)和红棕色根表铁

膜(图9-D和H)的染色位置完全吻合, 这些组织染色

定位结果从细胞空间结构上说明了H2O2提升根系

氧化力, 促进Fe3+氧化, 在根系表皮细胞(最外1、2
层细胞)形成红棕色铁膜的合理性。

讨　　论

大量研究表明, AWD处理能够改善根系形态

及生理指标, 如增加根系总根数、根半径、根表

面积、根长密度, 增加根系总吸收面积和活性吸收

面积, 提高根系活力和相关酶活性, 提高植株对养

分的吸收利用等(Chu等2014; 秦华东等2013; Zhang
等2009)。有研究表明, AWD有适度和重度AWD之

分, 当土壤落干到水势−15 kPa时复水为适度AWD
灌溉, 该灌溉处理能提高叶面光合速率、氧化酶活

性和根系氧化力, 增加根系吸收表面积、根系活

跃吸收表面积和根系中玉米素加玉米素核苷及吲

哚-3-乙酸含量。而土壤落干到水势−30 kPa时复水

为重度AWD灌溉, 该灌溉处理对水稻的生长造成

严重的干旱胁迫, 影响水稻根系氧化力及籽粒产

量(付景等2014)。徐国伟等(2017)研究发现, 土壤

水势达−20 kPa时复水能够增加土壤酶的活性, 提
高土壤中微生物数量和根系分泌的有机酸总量, 
此时灌溉处理确定为轻度干湿交替; 而当土壤水

势达−40 kPa时复水, 土壤酶活性、微生物数量和

有机酸含量与轻度干湿交替的结果相反, 该灌溉

处理定义为重度干湿交替。Zain等(2014)研究发

现, 随着AWD强度(间隔10、15、20、25、30 d灌
溉)的增加, 水稻分蘖数、总生物量和千粒重显著

降低, 导致水稻减产。间隔5 d的干湿交替处理(最
佳AWD)能够改善根系或非根际土壤理化性质和

微生物群落结构, 提高植物根系自身的形态结构

和生理水平 ,  促进水稻根系的生长和产量的提

高。因此, AWD的强度对水稻根系生长与产量扮

演着重要作用。我们的研究结果表明, 在本试验

条件下, 轻度AWD强度(从0/24到12/12处理)明显

提高水稻根系活力, 重度AWD强度(从18/6到24/0
处理)降低水稻根系活力(图2), AWD强度为12 h落
干和12 h淹水(即12/12处理)时, 根系活力和根表铁

膜形成量最大。在此基础上 ,  我们进行了不同

AWD次数试验, 结果发现, 根系活力随着AWD次

数的增加而增加(图7)。因此, 在我们的试验条件

下, 通过不同AWD强度和AWD次数试验确定并筛

选出一种适度的AWD处理。该适度AWD能够增

加水稻根系活力, 并不会对水稻造成过重的干旱

胁迫。

H2O2是逆境胁迫条件下最常见的氧化性物质

和信号物质(Talbi等2015; Qian等2015), 只有当

H2O2达到一定水平后 ,  才会启动其他酶系统如

CAT、抗坏血酸过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶等

将过量的H2O2清除(Li等2015; Apel和Hirt2004), 从

图9  H2O2、根系活力、Fe3+沉淀和根表铁膜的组织细胞定位

Fig.9  Histochemical localization of H2O2, root activity, Fe3+ precipitate and formation of iron plaque on rice root surface
A和E: H2O2染色; B和F: 根系活力染色; C和G: Fe3+染色; D和H: 根表红棕色铁膜。其中, A、B、C和D为AWD0处理; E、F、G和H为

AWD5处理。
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而维持根系一定的H2O2水平。有研究表明, 盐胁

迫条件下, 耐性植物品种根系会累积大量的H2O2 
(Zhang等2014)。Passaia等(2013)研究也发现, 适度

干旱胁迫能诱导某些基因(如OsGPX基因)下调表

达, 增加根系H2O2的累积。AWD是适度干旱胁迫

和复水循环交替进行的一种常规的稻田管理模式, 
有利于提高根系氧化性物质和抗氧化酶活性, 抵
抗生物或非生物胁迫(Yang等2012)。本研究猜测, 
适度AWD处理增加水稻根系活力可能与根系H2O2

含量增加有关。因此, 我们对AWD次数处理条件

下水稻根系活力与H2O2含量进行测定, 结果发现, 
随着AWD次数的增加, 根系H2O2水平呈现递增的

趋势, 并与根系活力的变化趋势表现一致(图7)。
为了证明AWD能够分泌H2O2, 我们利用H2O2的荧

光染料H2DCFDA对水稻根系进行组织化学染

色。结果发现, 根系表面能够检测到大量点状或

条状的H2O2荧光(图7)。为了证明H2O2是提升根系

氧化力促进根表铁膜形成的重要物质, 我们进行

了不同抑制剂试验。结果发现, AT (CAT抑制剂, 
增加H2O2含量)处理显著降低了根系CAT活性, 增
加根系H2O2含量和根系活力, 诱导更多根表红棕

色铁膜的形成; DMTU (H2O2清除剂)处理减少了根

系H2O2含量和根系活力, 形成较少的根表红棕色

铁膜(图5)。通过AT预处理后再进行不同方式H2O2

清除剂(CAT、DMTU)处理也获得相同的结果(图
6), 进一步证明了H2O2是根系活力的重要组成部

分, 对根表红棕色铁膜的形成扮演着重要作用。

Liu等(2013)研究发现, Fe2+的添加伴随着Eh的

上升和根际pH值的下降, 可能与根系释放的氧化

性物质将根际周围的Fe2+氧化, 同时产生H+有关

(Xiao等2015)。Yang等(2012)研究发现, 介质溶液

中pH的下降、Eh的上升易发生氧化还原反应, 具
有较高根系氧化力的水稻品种易形成更多的根表

铁膜(Wu等2015; Cheng等2014)。本试验也发现, 
在根表铁膜形成过程中, Eh明显上升和根际pH值

明显下降(图8), 在根系表面累积了大量Fe3+, 形成

更多的根表红棕色铁膜(图8)。AWD处理促进了

根系H2O2的累积(图7), 能够诱导更多的根表铁膜

的形成(图5和6)。因此, 根系铁膜的形成是根系

H2O2产生的结果。根据前面的试验结果, 我们分析

了根表铁膜形成的可能化学方程式: 2Fe2++H2O2+ 

4H2O=2Fe(OH)3+4H+, 该方程式说明了H2O2在根表

铁膜形成过程中的氧化作用。为了验证上述试验

结果, 我们还进行了体外低浓度H2O2滴定Fe2+的试

验, 结果立即出现红棕色铁的氧化物沉淀, 并伴随

H+的释放(傅友强等2013), 这进一步证明了该方程

式的可信度。最后, 我们对H2O2、根系活力、Fe3+

累积和根表红棕色铁膜进行了组织细胞定位(图9), 
结果也发现, AWD诱导了根系H2O2在厚壁细胞的

累积和向表皮细胞和外表皮细胞分散, 增强了根

系活力, 促进根表Fe2+的氧化形成更多的Fe3+, 从而

增加根表红棕色铁膜含量。
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Root-based mechanism of stimulated formation of reddish-brown iron plaque 
on rice root surface by moderate alternate wetting and drying
FU You-Qiang1,2, SHEN Hong2,*, YANG Xu-Jian2

1Rice Research Institute, Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Guangzhou 510640, China; 2College of Natural Resources 
and Environment, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China

Abstract: Alternate wetting and drying (AWD) is a common water management in rice (Oryza sativa) planta-
tion, which contributes the elevation of root oxidation capacity, and induces the formation of reddish-brown 
iron plaque on root surface. However, the mechanism remains unclear in root layers. In this study, we investi-
gated how AWD induced the formation of reddish-brown iron plaque by using quartz-sand combining nutrient 
solution culture and a simplified AWD device. Results from different AWD intensities indicate the most iron 
plaque and highest root activity were occurred when cycles of 12-h alternate wetting and 12-h drying were per-
formed. On this basis, iron plaque on root surface was increased gradually with the increase of AWD times. The 
root inactivation experiment showed that normal roots had the activity of 805–958.5 μg·g-1 (DW)·h-1 and iron 
plaque of 15.1–18.0 g·kg-1 (DW) on root surface, while dead roots had no activity and reddish-brown iron 
plaque. 3-amino-1,2,4-triazole (AT), a H2O2 promoter, increased H2O2 content, root activity, and iron plaque by 
31.8%, 20.1% and 26.7%, while H2O2 content, root activity, and iron plaque were reduced by 27.2%, 19.8% and 
18.4% in response to dimethylthiourea (DMTU, a H2O2 scavenger) treatment. The contents of endogenous H2O2 
in roots with 3 and 5 times AWD were 29.1% and 35.6% higher, respectively, than that with 0 time AWD. The 
corresponding values were 11.8% and 16.8%, respectively, for root activity. During the induction of iron plaque 
for 0–48 h in the rhizosphere of rice seedlings, oxidation reduction potential (Eh) was increased maximally by 
9.3% with 5 times AWD in comparison to 0 time AWD treatment, the concentration of Fe2+ was decreased max-
imally by 49.6%, and iron plaque on root surface was increased maximally by 110.1%. Based on the above, our 
results suggest that AWD treatment induces the formation of reddish-brown iron plaque on root surface by en-
hancing accumulation of endogenous H2O2 and root activity, as well as elevating rhizosphere Eh value and oxi-
dation of Fe2+ into Fe3+.
Key words: alternate wetting and drying; root layer; hydrogen peroxide; reddish-brown iron plaque; rice
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