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摘� 要: 以 15 年实生木麻黄根系水浸液作为他感作用物, 采用水培方法研究木麻黄自身他感作用物对木麻黄苗

木活性氧代谢的影响。结果表明, 在木麻黄自身他感作用下, 木麻黄苗木叶片活性氧代谢失衡, 活性氧大量积

累。具体表现在: 细胞膜透性增强, 膜的结构和功能受到破坏, 电解质增强, 内溶物外渗增加; 丙二醛 ( MDA )

含量增加, 膜质过氧化程度加剧; 叶细胞中超氧阴离子自由基 O-
2 产生的速率和 H2O 2含量增加, 活性氧产生和

清除平衡被打破, 细胞内活性氧大量累积; 活性氧酶促消除系统失衡, 超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化氢酶

( CAT )、谷胱苷肽还原酶 ( GR) 和过氧化物酶 ( POD) 活性下降, 细胞清除 O -
2 和 H 2O2的能力减弱。
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Effect of self�allelopathy on AOS of Casuarina equisetif olia forst Seedling
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Abstract: Effect o f self�allelopathy on AOS of Casuar ina equisetif olia For st seedling was studied using a nutr itio nal

cultivation method� The w ater ext ract of the r oot s fr om 15�year C� equis etif o lia Fo rst was used fo r the self�allelop�

athy� The results indicated that the AOS lost its or ig ina l balance, and that the AOS g reatly accumulated in C� equi�

setif olia For st under self�allelopathy� T he permeability of plasma membrane increased, w hile t he membrane str uc�

tur e and function w ere damaged; the MDA content and the membrane lipid per ox idation incr eased; the O -
2 genera�

tion rate and H 2O2 in leaf cells incr eased; the AOS became imbalanced; AOS accumulated gr eatly in leaf cells; the

AOS defense system was damaged; the activ ities of SOD, CAT , GR and POD decreased; and, the ability o f cells in

clearing O-
2 and H 2O2was diminishing.
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� � 植物体内活性氧的产生和消除在正常情况下处

于平衡状态, 植物细胞不会受到伤害。国内外研究

表明, 在一些他感物质作用下, 植物体内活性氧的

平衡会遭到破坏而有利于活性氧的产生和积累, 引

发和加剧细胞膜脂过氧化, 细胞中的活性氧清除能

力下降, 从而对细胞膜造成伤害, 最终抑制植物生

长
[ 1- 5]
。木麻黄是我国东南沿海地区主要的防护林

树种, 已有的研究表明, 木麻黄可产生他感物质引

起自身生长量下降, 从而导致更新衰退[ 6- 8]。目前

对于木麻黄所产生的他感物质对其活性氧代谢影响

的研究尚处于空白, 为此, 笔者开展了这方面的研

究, 以阐明木麻黄在自身他感物质作用下的生理生

化反应机制。

1 � 材料与方法

1� 1 � 采样地基本情况
� � 采样地设在福建省惠安赤湖林场, 属于南亚热

带海洋性季风气候, 年平均气温 19� 8 � , 最高气
温 35� 0 � , 最低气温 1� 0 � , 无霜期 320 d, 年降

水量 1 029 mm, 适宜木麻黄生长。该场从 20世纪

60年代开始引种木麻黄。采样点位于该场赤湖工

区 15年生由实生苗造林的木麻黄 ( Casuar ina eq�
uiset if olia For st� ) 林分中, 林地距离潮水线 500

m, 土壤为风积沙土, 土层厚, 肥力较低。采样林

分现保留密度 2 750 株 � hm
- 2

, 平均树高 9� 6 m,

平均胸径 8� 9 cm。
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1� 2 � 试验材料
� � 供体: 从上述木麻黄林分中采集木根部平均离

地面 30 cm 范围的细根, 带回室内放在阴凉处自然

干燥至恒重, 待用。

� � 受体: 由福清三山苗圃提供的 5个月生的木麻

黄实生裸根苗, 苗木平均高 30� 2 cm , 平均地径

2� 95 mm。

1� 3 � 方法
1� 3� 1 � 根浸液制备 � 将木麻黄根系剪碎, 然后用

相当于根系5倍重的蒸馏水浸泡 48 h, 浸提液浓度

定为 1� 5, 然后用滤纸过滤, 滤液装在塑料桶中

并放入冰箱低温保存。

1� 3� 2 � 苗木培养和处理 � 将长势尽可能一致的 5

个月生的木麻黄实生苗转入 Heiw it 营养液中恢复

培养 1个月, 然后在营养液中加入浸提液, 各培养

液中浸提液浓度设为 1 � 5、1 � 10、1 � 20、1 �
40, 以不加浸提液为对照 ( CK) , 采取随机设计,

3次重复。试验用的容器为外壁漆黑的小塑料桶,

每桶 3株, 每桶装培养液 4 L, 每 15 d更换 1次培

养液, 每次更换等量的 Hew itt 营养成分, 每天通

气 1 h。

1� 3� 3 � 测定样品的采集 � 浸提液处理苗木 2 个月

后采样, 采样在早晨 8: 00左右进行, 叶样取小苗

中上部叶片, 根样取须根 2~ 4 cm。

1� 3� 4 � 测定方法
1� 3� 4� 1 � 细胞膜透性 � 取供试苗木的叶片测定细
胞膜透性, 测定方法按照 �植物生理学实验指导�
步骤进行, 用 DDS- 11A 电导仪测定, 以相对电

导率表示, 相对电导率 ( % ) = (处理电导率/煮

沸电导率) � 100% [ 9]
。

1� 3� 4� 2 � 酶液提取 � 称取叶样 1� 0 g, 分次加入

pH 为 7� 8 的 62� 5 mmol � L - 1 PBS (含 1% PVP)

5� 0 mL , 于冰浴上匀浆, 在在 15 000 g、4 � 下离

心 20 min, 上清液用于酶活性及 MDA 含量的测

定。酶液中蛋白质含量用 Bradford 方法测定 [ 10] ,

以牛血清蛋白质作标准曲线。

1� 3� 4� 3 � MDA 含量测定 � 参照刘祖祺等 [ 11]
的方

法进行。取酶液 2� 0 mL, 加入 2� 0 mL 10% TCA

(含 0� 5% T BA ) 混匀, 沸水浴 15 min 后快速冷

却, 4 000 rpm 离心 20 min, 以 10%T CA 为参比,

上清液在 532 nm 和 600 nm 处测定 OD值。

1� 3� 4� 4 � H 2O 2含量的测定 � 参照 Pat terson等 [ 12]

的方法。叶片加入冷丙酮提取, 取 1 mL 提取液加

0� 1 mL 20%T iCl4的浓盐酸溶液、0� 2 mL 浓氨水。

生成的过氧化氢- Ti复合物用 3 000 rpm 离心 10

m in, 沉淀再用丙酮悬浮液洗涤 5次, 以减少色素

干扰, 最后将沉淀溶于3 mL 1 mmo l � L - 1
硫酸中,

410 nm 波长下测定光吸收, 根据 H 2 O 2标准曲线,

计算 H 2O 2含量 (�mol � g - 1FW)。

1� 3� 4� 5 � O -
2 含量的测定 � 参照王爱国 [ 13]的方法。

取 0� 5 g叶片, 加 4 mL 62� 5 mmo l � L - 1 PBS (含

1% PVP, pH 7� 8) 于冰浴上匀浆, 4 000 g 离心

20 m in, 取 1 mL 上清液进行羟胺氧化反应, 最后

加等体积 (约 3 mL) 乙醚分层, 取粉红色水相测

OD530 , 以 NaNO 2作标准曲线。由 NO
-
2 � 2 得到

( O
-
2 ) , 根据样品和羟胺反应的时间和样品中蛋白

质含量, 计算出 O
-
2 产生的速率, 以 �mol � mg

- 1

protein � min
- 1
。

1� 3� 4� 6 � 细胞保护酶活性的测定 � � SOD 活性的

测定按 Giannoplit is[ 14] 等的方法进行。3 mL 反应

液中含 1� 5 �mol � L
- 1
核黄素, 13 mmo l � L

- 1
蛋

氨酸, 63 �mol � L - 1 NTB(氮蓝四唑) , 50 mmo l �

L - 1pH 7� 8 PBS, 加入适量酶液后, 在 4 000 lx 下

光照 30 min, 560 nm 下测定光吸收, 以抑制 NTB

光化还原 50%的酶量作为 1个酶单位。

� � � CAT 活性的测定参照 Klapheck 等 [ 15] 的方

法。测定系统含 50 mmo l� L
- 1

PBS ( pH 7� 0)、15

mmol � L - 1H 2 O 2及 0� 05 mL 酶液, 总反应体积 3

mL, 加入 H 2 O 2开始反应, 在 240 nm 处测定

OD240值。

� � � GR活性的测定参照 Dhindsa[ 16] 的方法。3

mL 反应液中含 0� 1 mmo l � L - 1 PBS ( pH7� 0)、1

mmol � L
- 1

GSSG (氧化型谷胱苷肽)、1 mmo l �
L - 1 EDTA、0� 1 mmo l � L - 1 NADPH 及 0� 025~
0� 050 mL 酶液, 加入酶液开始反应, 在 340 nm

处测定 OD340值。

� � �POD 活性的测定参照刘祖祺
[ 11]
的方法进

行。取适量酶液 (用 PBS 代替酶作空白) 加 3 mL

反应混合液 ( 100 mmol � L- 1 pH 为 7� 0的 PBS、

20 mmol � L
- 1
愈创木酚) , 混匀, 25 � 温育 5 min,

加 20 �L H 2 O 2启动反应, 于 470 nm 波长处扫描,

扫描曲线斜率为酶反应速率, 以每分钟 OD470增加

0� 01为 1 个酶活单位 ( n ) , 酶活性以 n � mg
- 1

protein � min- 1表示。

2 � 结果与分析

2� 1 � 自身他感作用物对木麻黄苗木叶片细胞膜透
性的影响

� � 细胞质膜是植物活细胞与外界环境之间隔离的

屏障, 也是植物细胞和外界环境进行物质交换和能
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量传递的界面, 各种不良环境因素对细胞的影响往

往首先作用于这层主要由磷脂和蛋白质所构成的生

物膜。磷脂中不饱和脂肪酸的含量极高, 易被活性

氧抽提而发生均裂。膜脂过氧化是细胞膜磷脂中不

饱和脂肪酸中所发生的一系列活性氧反应, 其产物

丙二醛 ( MDA ) 含量是反映脂质过氧化强弱的重

要指标。脂质过氧化加剧将导致细胞质膜结构和功

能受损, 电解质外渗增强。从图 1可知, 自身他感

作用下, 木麻黄叶细胞质膜透性增大, 而且随他感

作用物质浓度升高, 质膜透性增强的幅度提高。根

浸液浓度在 1�40~ 1 � 20之间时, 相对电导率与

对照相比增加了 25� 7% ~ 62� 0% , 而当根浸液浓

度在 1� 10~ 1� 5时, 相对电导率进一步增大, 与

对照相比增加了 127� 6% ~ 178� 0%。可见, 在他

感物质作用下, 木麻黄叶细胞质膜的结构和稳定性

遭受破坏, 质膜对物质的选择功能降低, 细胞内外

电解质失去平衡, 内溶物外渗增加。

图 1� 自身他感作用物对木麻黄叶片细胞膜透性的影响

Fig� 1 � Effect of self�allelochemicals on permeability of plas�

ma Membrane in casuarinas leaves

2� 2 � 自身他感作用物对木麻黄苗木叶片丙二醛
( MDA) 含量的影响

� � 植物叶片中丙二醛 ( MDA) 含量是表征细胞

膜脂过氧化程度的重要指标, 丙二醛含量增加说明

膜脂过氧化作用增强, 质膜透性增大。从图 2 看

出, 随木麻黄根浸液浓度增大, 木麻黄苗木中

MDA 含量增加, 与对照相比, 叶中 MDA 含量增

加了 67� 8% ~ 248� 1%。可见, 木麻黄根系浸提液

导致木麻黄苗木细胞膜脂过氧化强度加大, 加速了

蛋白酶对叶片中蛋白质的降解, 提高了质膜透性。

2� 3 � 自身他感作用物对木麻黄苗木叶中 O -
2 产生

速率和 H 2O 2含量的影响

� � 植物体内活性氧系指含氧且性质活泼, 氧化能

图 2� 自身他感作用物对木麻黄叶 MDA 含量的影响

Fig� 2 � Effect of self�allelochemicals on content of MDA in

casuarinas leaves

力很强的物质, 主要有超氧阳离子自由基 ( O
-
2 )、

过氧化氢 ( H 2 O 2 )、单线态氧 ( O2 ) 和羟自由基

( OH ) 等。O
-
2 是分子氧在树木细胞内进行单电子

还原的结果, 可以直接启动膜脂过氧化, 测定他感

作用下 O -
2 产生的速率可反映植物细胞内活性氧的

累积状况。从图 3看出,他感作用下,木麻黄叶片中

O -
2 产生的速率加快, 与对照相比增加了 68� 1% ~

508� 8% , 可见, 他感作用物导致木麻黄叶片的

O
-
2 迅速增加, 引起膜脂过氧化加剧。过氧化氢

( H 2 O2 ) 是 O
-
2 通过反应衍生而来的, 可以间接地

启动膜脂过氧化, 从图 4可知, 随他感作用物浓度

增加, H2 O2含量增加。与对照相比, 木麻黄叶中

H 2O 2含量增加了 36� 8% ~ 219� 4%。他感作用下
木麻黄苗木叶中 H 2 O2含量增加幅度小于 O-

2 产生

速率的幅度, 由此也说明他感作用物质引起膜脂过

氧化的主要原因是 O-
2 迅速增加。

图 3� 自身他感作用物对木麻黄叶 O-
2 产生速率的影响

Fig� 3 � Effect of self allelochemicals on net rate of O-
2 in

casuarinas leaves

2� 4 � 自身他感作用物对木麻黄苗木叶片活性氧酶
促消除系统中的保护酶活性的影响

� � 植物体在长期的生长进化过程中, 为抵制膜脂

过氧化对细胞膜造成伤害, 在体内会形成一套自我

防御体系, 主要由超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧
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图 4� 自身他感作用物对木麻黄叶 H 2O 2含量的影响

Fig� 4� Ef fect of self allelochemicals on H2 O2 content in

casuarinas leaves

化氢酶 ( CAT)、谷胱苷肽还原酶 ( GR) 和过氧

化物酶 ( POD) 等组成, 起着消除细胞内活性氧

和维持活性氧的动态平衡等重要作用。在自身他感

作用下, 木麻黄叶中活性氧酶促消除系统中的保护

酶活性发生变化。

2� 4� 1 � 自身他感物质对木麻黄叶片 SOD活性的影

响 � SOD对消除树木叶片细胞中 O -
2 自由基, 抵御

细胞膜脂过氧化起重要作用。从图 5看出, 在自身

他感作用下, 木麻黄叶片 SOD 活性下降, 而且随

他感作用物浓度升高, SOD 下降幅度增大。当根

浸液浓度为 1�40~ 1 �20时, SOD与对照相比下

降了 7� 2%~ 14� 4%, 下降幅度较小; 当根浸液浓

度为 1 �10~ 1 � 5时, SOD活性下降了 38� 9% ~

64� 6%, 下降幅度迅速增加。可见, 自身他感作用

物质抑制了木麻黄 SOD 活性, 阻碍了 SOD合成,

随着他感作用物质浓度升高, 木麻黄叶中 O-
2 自由

基清除能力不断减弱, 细胞膜脂过氧化程度加剧。

图 5 � 自身他感作用物对木麻黄叶 SOD 活性的影响

Fig� 5 � Effect of self allelochemicals on SOD activity in cas�

uarinas leaves

2� 4� 2 � 自身他感作用物质对 CAT 活性的影响 �

植物体中 CAT 起着分解 H 2O 2的功能, CAT 活性

下降将引起 H 2 O 2大量积累, 从而加剧细胞膜脂过

氧化程度。从图 6看出, 自身他感作用下, 木麻黄

叶中 CAT 活性降低, 并且随他感作用物浓度增

加, CAT 活性下降幅度增大。根浸液浓度在 1 �

40~ 1� 20时, CAT 活性降低了 17� 6%~ 28� 3%,

当根浸液浓度为 1 � 10~ 1 � 5时, CA T 活性降低

了 48� 5% ~ 66� 8%, 下降幅度大大增加。可见,

自身他感物质引起木麻黄 CA T 活性迅速下降, 导

致 H 2 O2消除能力和对细胞膜的修复能力减弱。

图 6� 自身他感作用物对木麻黄叶 CAT 活性的影响

Fig� 6 � Ef fect of self allelochemicals on CAT activity in cas�

uarinas leaves

2� 4� 3 � 自身他感物质对 POD及 GR活性的影响 �

POD和 GR是植物体内消除 H 2O 2的主要酶类。从

图 7和图 8 看出, 在自身他感作用下, 木麻黄中

POD和 GR活性下降, 并且随他感作用物质增加,

POD和 GR活性下降幅度增大。根浸液浓度在 1�

40~ 1� 5范围, 木麻黄中 POD活性与对照相比下

降了 9� 2% ~ 35� 6% , GR 活性下降了 18� 3% ~

42� 0%。可见, 木麻黄在自身他感作用下, POD

和 GR活性不断降低, 导致其消除H 2 O2能力减弱,

引起 H 2O 2在木麻黄中大量累积, 膜脂过氧化程度

加剧。因此, 木麻黄在自身他感作用下细胞膜受到

严重伤害。

3 � 结论和讨论

� � 自身他感作用下, 木麻黄叶细胞膜透性增强,

膜的稳定性降低。各试验处理木麻黄苗木叶细胞膜

相对电导率与对照相比增加了 25� 7% ~ 178� 0%,

他感作用物浓度越高, 质膜透性越大。说明木麻黄

在自身他感作用下叶细胞膜结构受到破坏, 质膜对

物质的选择功能降低, 细胞内外电解质失衡, 内溶

物外渗。

� � 丙二醛 ( MDA) 为膜脂过氧化产物, 是表征

细胞膜脂过氧化程度的重要指标。木麻黄叶在自身

他感作用下 MDA 含量增加, 而且他感物质浓度越

高, M DA 含量增加幅度越大, 与对照相比, 木麻

111第 1期 林武星: 自身他感作用物对木麻黄苗木活性氧代谢影响



图 7� 自身他感作用物对木麻黄叶 POD活性的影响

Fig� 7 � Effect of self allelochemicals on POD activity in

casuarinas leaves

图 8 � 自身他感作用物对木麻黄叶 GR活性的影响

Fig� 8� Effect of self allelochemicals on GR activity in casu�

arinas leaves

黄叶中MDA含量增加了 67� 8% ~ 248� 1%。说明
木麻黄自身他感作用促进细胞膜脂过氧化, 而且他

感作用物浓度越高, 膜脂过氧化程度越严重。膜脂

过氧化引起膜系统结构和功能的破坏, 膜透性增

强。

� � 木麻黄自身他感作用下膜脂过氧化是由超氧
阴离子自由基 O -

2 、过氧化氢 ( H 2 O2 ) 等活性氧

在叶细胞内大量积累引起。木麻黄在自身他感作用

下 O-
2 产生速率与对照相比增加了 68� 1% ~

508� 8%, H 2O 2含量增加了 36� 8% ~ 219� 4%。可
见, 木麻黄在自身他感作用下活性氧的产生和清除

平衡被打破, 细胞内活性氧大量累积。这些活性氧

可直接抽提细胞膜主要构成成分磷脂中不饱和脂肪

酸, 从而导致膜脂过氧化, 增强细胞膜的透性。

� � 引起木麻黄苗木叶中 O
-
2 和 H 2O 2活性氧积累

和膜脂过氧化加剧的另一个原因是他感作用物质破

坏了细胞保护酶和抗氧化物质系统的协调性, 使活

性氧防御系统失衡, 从而导致活性氧的累积和细胞

膜的伤害。植物体在生长过程中, 为抵制膜脂过氧

化对细胞膜造成伤害, 在体内会形成一套自我防御

体系, 主要由超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化氢

酶 ( CAT)、谷胱苷肽还原酶 ( GR) 和过氧化物

酶 ( POD) 等组成的细胞酶促防御系统, 起着消

除细胞内活性氧和维持活性氧的动态平衡等重要作

用。SOD具有清除植物叶片细胞中 O
-
2 自由基, 抵

制膜脂过氧化, 保护质膜不受伤害的功能。木麻黄

在自身他感作用下 SOD 活性下降, 与对照相比

SOD活性下降了 7� 2% ~ 64� 6%。可见, 木麻黄他

感作用下 O
-
2 消除能力减弱。CAT、POD和 GR均

为植物体内起消除 H 2 O2的酶类, 负责把 H 2 O2变

为 H 2 O, 使活性氧保持在低水平上。木麻黄自身

他感作用下 CAT、POD 和 GR 活性均下降, 与对

照相比, CAT、POD 和 GR 活性分别下降了

17� 6% ~ 66� 8%、9� 2% ~ 35� 6% 和 19� 3% ~

42� 0% , 说明木麻黄在自身他感作用下对 H 2 O 2消

除能力减弱, 引起 H 2 O2大量积累, 膜质过氧化程

度加剧, 细胞膜受到严重伤害。
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