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要$酚酸类化合物是一类重要的化感物质!广泛存在于农作物等植物体内以及耕作土壤中!与植物的化感效应

以及连作障碍密切相关)该研究以蔬菜类植物莴苣为受体!采用植物细胞和生理学方法!分析酚酸类化感物质绿

原酸抑制莴苣生长的活性效应及其作用机理!以揭示绿原酸介导的化感作用及连作障碍机制)结果显示$"

#

#绿原

酸对莴苣的根长*茎长以及鲜重等生长指标均表现出低浓度"
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和
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#促进*高浓度"
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*
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和
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#抑制的活性作用模式!其在
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"
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及以上浓度时对根长和鲜重具有显著抑制作用!但在各浓度下对莴

苣茎长无显著影响)"

!

#绿原酸处理后!莴苣根尖细胞分裂指数明显下降!随处理浓度的升高!各分裂时期的细胞

比例也显著降低!导致细胞分裂过程受阻)"

%

#较低浓度"

",#

*

#,"

和
#"

"

385

%

=

#绿原酸对莴苣根尖细胞活力无明

显影响!较高浓度绿原酸"

#""

和
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"
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%
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#使莴苣根尖死细胞显著增多!根尖端绝大部分细胞失去活力)"

$

#

>?2

荧光染色显示!与对照相比!低浓度"
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和
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"
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#绿原酸对莴苣根部的活性氧积累无明显影响!当绿

原酸处理浓度大于
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"
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时!随处理浓度升高莴苣根部的活性氧积累明显大量增多)研究表明!绿原酸能够

诱导莴苣体内活性氧产生并积累!从而导致莴苣细胞分裂受阻*细胞活力降低!最终影响莴苣幼苗的生长发育)
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于
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年首次提出植物化感作用的

概念+

#

,

!

Y.9H

在
#'1$

年将其较完善地定义为植物

或微生物通过向环境释放生物活性物质对其它植物

或微生物产生的有利或不利的作用+

!

,

)化感作用广

泛存在于自然界中!与植物入侵*连作障碍等现象密

切相关+

%+$

,

)化感物质是植物发挥其化感效应的物

质基础!它多数为植物的次生代谢产物!其释放主要

通过茎叶挥发*茎叶淋溶*根系分泌以及残体腐解等

$

种途径+

&

,

)化感物质往往能够影响到受体植物生

长发育的多个方面!因此阐释化感物质的活性作用

机理仍是该领域的难点之一+

*+(

,

)

酚酸类化合物是含有酚羟基和羧基的一类代谢

产物!是植物体内普遍存在的重要化感物质之一+

1

,

!

大部分酚酸类物质均具有化感作用+

'

,

!其中由根系

分泌或残体腐解产生的酚酸在连作障碍中起到了直

接或间接的作用+

%

!

#"

,

)绿原酸作为酚酸的一种!多

用于食品添加剂+

##

,

)绿原酸作为一种化感物质!对

植物或其它生物具有多种活性效应+

#!+#&

,

!它能够抑

制萌发所需的关键酶---磷酸化酶+

#*

,

!其活性作用

与生长素*赤霉素*脱落酸等植物激素有关+

#(+#'

,

)本

研究以莴苣为受体植物!在明确绿原酸活性作用效

果的基础上!深入探讨了绿原酸对植物细胞分裂*细

胞活力及活性氧的影响!有助于揭示由绿原酸介导

的化感作用及连作障碍机制)

#

!

材料和方法

<,<

!

实验材料

供试莴苣种子为丰农青笋!购于兰州丰农种业

科技有限公司)绿原酸标准品购于上海迈瑞尔化学

技术有限公司!纯度为
'&̀

)

<,=

!

材料培养与处理

绿原 酸 标 准 品 用
>ZK_

溶 解 配 制 成
#""
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的母液!并依次稀释为
#"

*

#

*
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!组成包括母液在内的
&

个浓度梯度!然后

按
#̀

"

!
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!

#添加到含蒸馏水的
*

孔板中备用"绿

原酸浓度分别为
"

*
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*
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#)莴苣种子放置在湿润的滤纸上!置于恒温恒湿

培养箱"瑞华!

?X#&"?K

#中!

!&a

黑暗条件下萌发

!$G

!选取生长一致的莴苣幼苗转移到上述
*

孔板

中!以相同量的溶剂"

>ZK_

#为对照!每个处理至少

*

株幼苗!相同条件下继续培养
$1G

后!进行相关

指标的观察和测定)

<,>

!

测定指标与方法

<,>,<

!

生长指标
!

绿原酸处理
$1G

后用毫米尺测

量幼苗根长和茎长!用分析天平"

ZHTT5HS+[85H78

!
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#测量幼苗鲜重)
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细胞分裂观察
!

细胞分裂观察参考
W887+

\4H6

等+

!"

,的方法!略有修改)经绿原酸处理的莴

苣幼苗!切取根尖
#93

左右!置于卡诺固定液中
$

a

下固定
!$G

!

&385
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=?N5

中处理
#3.0

!蒸馏水

洗
!

遍!酸性品红溶液中染色
#G

!切取根尖约
#

33

压片!在装配有图像采集装置"
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<

N43

!
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NN>"#$""WXQ

#的倒置显微镜"上海!

%(bQ

#下观察

并拍照)
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细胞活力观察
!

细胞活力观察依照
W887+

\4H6

等+
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,的方法进行)切取莴苣幼苗根尖约
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#的染液中!避光着色
#"3.0

!蒸馏水

冲洗干净!置于载玻片上!在荧光显微镜"
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#下用
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#

$'"03

激发光和
&!"03

发

射光下观察并拍照)
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伊文思蓝吸收检测
!

伊文思蓝"

2U40/

:5MH

#吸收检测参考
Q4\HS

等+

!#

,的方法)切取莴苣

幼苗根尖约
#93

!室温下置于
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#的伊

文思蓝水溶液中染色
#G

!蒸馏水清洗
%"3.0

!去除

根表面染料!然后转移到
&""3=C

!
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二甲基甲酰

胺"

C

!

C+7.3HTG
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5R8S343.7H
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#中!在
!&a

下

提取
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!提取液用紫外可见分光光度计"岛津!
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#测量
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下吸光值)
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活性氧观察
!

活性氧观察参考
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,的方法)

!& a

下!莴苣根在二氢乙锭"
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染色
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#"3.0

!去除多余染料!在荧光显微镜 "
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#下用
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射光下观察并拍照)
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数据处理

所测的数据用
2]9H5!""%

进行数据处理和作

图!采用
KXKK#(,"

软件进行数据显著性分析!用

XG8T8/G8

<

(,"

进行图片处理)

!
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结果与分析
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绿原酸对莴苣幼苗生长的影响

生物活性实验显示!绿原酸对受体植物莴苣幼

苗的根*茎伸长以及幼苗生长均表现出低浓度促进*

高浓度抑制的作用模式"表
#

#)其中!绿原酸对莴

苣主根的生长作用效果最为明显!莴苣的根长在低

浓度处理下"
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#分别比对照"
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浓度下

达到显著水平&而在
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浓度

处理下均低于对照组!特别是在
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和
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"
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的高浓度处理下其主根生长受到了显著的抑制

"表
#

#)与主根生长抑制效应不同!绿原酸对莴苣

茎的生长影响效果不太明显!虽也表现出低浓度促

进*高浓度抑制的作用效果!但均未达到显著水平

"表
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#)鲜重指标反映了莴苣幼苗的整体生长状

况!在
",#

#

#"""

"

385

%

=

处理下幼苗鲜重与其根*

茎长度指标的变化趋势类似!绿原酸影响幅度介于

两者之间!但仅在
#"""

"

385

%

=

的最高试验浓度下

才对莴苣的鲜重抑制达到显著水平"表
#

#)以上结

果表明!在本实验条件下绿原酸主要是通过抑制莴

苣根部伸长来抑制其整体生长状况)所以!下面均

以莴苣根部为研究对象!从细胞分裂*细胞活力以及

活性氧等方面探讨绿原酸对莴苣抑制作用机理)

=,=

!

绿原酸对莴苣根尖细胞分裂的影响

植物个体的生长依赖于细胞数量的增加以及细

胞体积的增大!因此!细胞分裂是植物生长发育的重

要前提!局部细胞的分裂速度反映了器官生长的快

慢)细胞分裂指数是处于分裂期的细胞占所有细胞

的比例!能够直接反映细胞的分裂效率)观察结果

"表
!

#表明!各浓度绿原酸处理条件下均未发现异

常的分裂期细胞!说明绿原酸对莴苣根尖细胞分裂

的过程无明显影响)统计结果显示!在不同浓度"

"

#

#"""

"

385

%

=

#的绿原酸处理下!莴苣根尖细胞的

分裂指数与其主根生长表现出基本一致的变化趋

势!即分裂指数在
",#

"

385

%

=

浓度下有一定的升

高!在
#

和
#"

"

385

%

=

浓度下稍稍降低!而在
#""

和

#"""

"

385

%

=

高浓度下才比对照显著降低"表
!

#)

在各个细胞分裂时期中!处于有丝分裂前期的细胞

所占比例随绿原酸浓度的变化趋势为先升高后降

低!在
",#

"

385

%

=

浓度下显著高于对照!

#

和
#"

"

385

%

=

浓度下与对照基本一致!

#""

"

385

%

=

浓度

下稍低!而在
#"""

"

385

%

=

浓度下比对照显著降

低&处于有丝分裂中期的细胞比例在
"

#

#"

"

385

%

=

表
<

!

绿原酸对莴苣幼苗根长*茎长和鲜重的化感作用

[4:5H#

!

A55H58

<

4TG.9HRRH9T8R9G58S8

J

H0.949.780TGHS88T407/G88T5H0

J

TG407RSH/G6H.

J

GT8R5HTTM9H/HH75.0

J

/

指标

O07H]

浓度
N809H0TS4T.80

%"

"

385

%

=

#

" ",# # #" #"" #"""

根长
Y88T5H0

J

TG

%

93 #,&!d",!1: #,'"d",#&4 #,(!d",%'4: #,$!d",%1:9 #,"1d",%#9 #,"!d",!'9

茎长
KG88T5H0

J

TG

%

93 ",'1d",#&4: #,"&d","&4 #,"&d",#&4 ",'"d",#"4: ",1%d",!$4: ",1!d",#*:

鲜重
ŜH/G6H.

J

GT

%

3

J

(,%%d#,&!4: 1,%%d",'&4 (,(%d#,%#4: *,((d",'*: *,!!d#,(':9 &,%%d#,!'9

!!

注$表中所列数据为平均值
d

标准误差&同指标内不同字母表示处理间在
","&

水平存在显著性差异&下同)

C8TH

$

[GH74T45./TH7.0TGHT4:5H4/3H40dK2,>.RRHSH0T08S3455HTTHS/.0TGH/43H9G4S49THS/.07.94TH7/.

J

0.R.940T7.RRHSH09H/4380

J

TSH4T3H0T/4T","&5HUH5

&

[GH/43H4/:H586,

'&'

&

期
!!!!!!!!!!!!!

王丹丹!等$绿原酸对莴苣生长的化感作用及其机理研究



表
=

!

绿原酸处理后莴苣根尖细胞分裂情况统计

[4:5H!

!

2RRH9T8R9G58S8

J

H0.949.780TGH9H557.U./.808R5HTTM9HS88TT.

<

/

指标

O07H]

浓度
N809H0TS4T.80

%"

"

385

%

=

#

" ",# # #" #"" #"""

有丝分裂指数
Z.T8T.9.07H]

%

e &(,''d(,''4: *#,((d*,((4 &&,!1d&,!1: &$,($d&,($: $",$$d$,$$9 %(,"1d%,"19

前期
XS8

<

G4/H

%

e !',&"d!,&": %&,##d&,##4 !',((d!,((: !1,*(d!,*(: !&,"(d%,%(:9 #',*1d#,*19

中期
ZHT4

<

G4/H

%

e #&,!*d#,!*4 #$,%"d",!'4 #$,#(d#,#(4 #$,((d!,#14 ',"(d",*(:9 #","#d",'&:

后期
A04

<

G4/H

%

e *,#"d#,%14 $,&&d",&&: *,%1d#,%14 &,!#d#,!#4: %,"#d",$#9 %,*%d",!*9

末期
[H58

<

G4/H

%

e (,#!d#,!#4: (,1"d#,"!4 $,'*d",'*:9 *,"1d",1!: %,%"d",%(7 %,((d",$(7

浓度下与对照比变化不大!而在
#""

和
#"""

"

385

%

=

下显著降低&后期和末期细胞比例的变化趋势与

前期类似!在低浓度下与对照一致或稍低!而在高浓

度下"

#""

和
#"""

"

385

%

=

#比对照显著降低"表
!

#)

这些结果表明!绿原酸处理后!莴苣根尖细胞分裂指

数明显下降!各个分裂时期的细胞比例也显著降低!

导致细胞分裂过程受阻)

=,>

!

绿原酸对莴苣根尖细胞活力的影响

植物在受到胁迫时!其细胞活力往往发生变化!

因此!细胞活力是评价有毒物质诱导植物细胞死亡

的重要指标+

!#

,

)本实验采用荧光染料染色以及伊

文思蓝吸收两种方法分别检测了莴苣幼苗在绿原酸

处理后根尖细胞活力的变化情况)

XO

能够使死细

胞着色!而
>̂A

能够使活细胞着色!通过
>̂A

%

XO

双染色!用荧光显微镜可观察受体植物根尖的细胞

活力)结果"图版
$

!

#

#

*

#显示!在处理
!7

后!低

浓度的绿原酸"

",#

*

#

和
#"

"

385

%

=

#对莴苣根尖细

胞活力无明显影响!其染色结果与对照基本一致"图

版
$

!

#

#

$

#&当绿原酸浓度达到
#""

"

385

%

=

时!受

体根尖死细胞能够明显观察到"图版
$

!

&

#&而当绿

原酸的浓度进一步达到
#"""

"

385

%

=

时!莴苣根尖

的死细胞显著增多!尖端绝大部分细胞已失去活力

"图版
$

!

*

#)另外!从图片中还可以发现!在高浓度

绿原酸处理下!莴苣根的发育出现异常!根尖直径变

图
#

!

绿原酸对莴苣根尖伊文思蓝吸收的影响

.̂

J

,#

!

2RRH9T/8R9G58S8

J

H0.949.7802U40/:5MH

M

<

T4\H.05HTTM9HS88T/

大!与对照相比明显膨胀"图版
$

!

*

#)

另外!具有活力的植物细胞能够对外源添加有

害物质产生排斥效应!而失去活力的细胞则无此能

力!因此!利用受体植物对伊文思蓝的吸收可检测植

物细胞的相对活力)结果"图
#

#显示!莴苣幼苗根

尖对伊文思蓝的吸收量在
",#

"

385

%

=

浓度绿原酸

处理下与对照基本一致!而在
#

#

#"""

"

385

%

=

浓

度下比对照显著升高!分别达到对照的
#,#$

*

#,#%

*

#,$1

和
#,($

倍)以上两种细胞活力的检测方法结

果一致!都表明绿原酸在高浓度下对莴苣的根尖细

胞活力有明显的抑制作用)

=,?

!

绿原酸对莴苣根部活性氧的影响

活性氧在植物受到胁迫时会积累!活性氧信号

传递使植物产生一系列生理变化!从而对抗胁迫环

境&同时!活性氧积累也是引起细胞凋亡的重要标

志+

!%

,

)荧光染料
>?2

能够通过颜色特异显示活性

氧积累的细胞+

!!

,

)结果"图版
$

!

(

#

#!

#显示!处理

!7

后!莴苣根部的活性氧随绿原酸浓度的增加也

有一定程度的积累!具体表现为低浓度下"

",#

和
#

"

385

%

=

#与对照组无明显差别"图版
$

!

(

#

'

#!浓度

达到
#"

"

385

%

=

时开始有一定积累"图版
$

!

#"

#!

到
#""

"

385

%

=

时明显增多"图版
$

!

##

#!而在
#"""

"

385

%

=

浓度下活性氧大量积累"图版
$

!

#!

#)

%

!

讨
!

论

经过多年发展!植物化感作用已成为解决农业

可持续发展以及维护植物生态平衡等方面的热点研

究领域+

!$

,

)随着分离分析技术的发展!越来越多的

化感物质被分离鉴定!但化感物质的活性作用机理

研究一直是植物化感作用研究中的难点之一!尤其

植物细胞生物学方面的研究相对较少)酚酸类化合

物即是较早得到鉴定且获得广泛认可的化感物质!

这类植物代谢物广泛存在于粮食作物以及蔬菜等植

物体内与耕种土壤中!与这些植物的化感效应以及

连作障碍都有密切关系+

!&+!*

,

!是一类重要且研究较

"*'

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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多的化感物质)

本试验选用酚酸类中较为常见的一种---绿原

酸为研究对象!以对化感物质敏感的蔬菜类植物莴

苣为受体材料!在明确绿原酸对莴苣生长的化感活

性效应的基础上!采用细胞生物学方法!系统研究了

绿原酸对莴苣细胞分裂*细胞活力以及活性氧方面

的影响)绿原酸对莴苣生长的活性作用表现出低促

高抑的活性作用模式!与大多数化感物质的活性作

用方式相同)绿原酸浓度在达到
#"

"

385

%

=

时对

莴苣幼苗的生长产生抑制效应!而在超过
#""

"

385

%

=

时能够明显抑制莴苣生长)

细胞的有丝分裂是植物生长的前提!绿原酸对

莴苣细胞分裂的影响与其活性效应基本一致!莴苣

幼苗根尖细胞的分裂指数随着绿原酸浓度的不断增

加表现出先升高后降低的变化趋势!特别是处于有

丝分裂前期的细胞比例!也呈现类似的变化规律!这

一结果充分说明绿原酸能够抑制细胞进入分裂期!

从而降低细胞指数!导致根尖细胞分裂速度变慢)

同时!莴苣根尖细胞的活力也在绿原酸浓度达到

#""

"

385

%

=

时明显降低!说明绿原酸对莴苣根尖的

生长产生了明显的胁迫作用)另外!活性氧是植物

遭受胁迫条件的标志产物!绿原酸处理同样使莴苣

根部的活性氧逐渐积累)综合以上研究结果可以初

步推测莴苣在化感物质绿原酸的胁迫作用下!首先

导致了活性氧发生变化!将胁迫信号传递到其它生

命过程!进一步导致莴苣细胞分裂受阻*细胞活力降

低!最终影响受体植物生长发育)

酚酸类化感物质广泛存在于农作物中!与连作

障碍等农业生产过程密切相关!本研究通过对酚酸

类化感物质绿原酸化感作用机理的探索!初步阐释

了绿原酸对受体植物化感作用的细胞生物学机理!

能够为深入探讨农作物连作障碍机制提供参考)
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