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　 　 摘要:　 自毒作用是植物连作障碍形成的主要原因之一ꎬ严重影响植物生长和粮食生产ꎮ 前期研究结果表明ꎬ
土壤微生物多样性下降、土传病害加重是枸杞园连作障碍形成的重要原因ꎬ但枸杞残体的自毒作用及其物质基础

目前仍不明确ꎮ 为探讨自毒物质的主要来源ꎬ本研究对比分析了枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ.)叶、茎、根等组织浸提液

对枸杞幼苗生长的影响ꎮ 浓度梯度试验结果表明ꎬ叶片浸提液的抑制效应高于根、老根皮及茎浸提液ꎮ 向无枸杞

种植历史的农田土壤中添加枸杞叶片干粉能够显著抑制枸杞幼苗生长及叶片光合作用ꎬ证实了枸杞叶片具有自毒

作用ꎮ 联合 ＵＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 和 ＧＣ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 技术对生长季末期枸杞叶片进行代谢组分析ꎬ共鉴定出有机酸 １１２ 种、
醇类 ４１ 种、氨基酸 ３７ 种、醛酮类 ２８ 种和糖类 ４８ 种ꎮ 对其中 ２４ 种有机酸及衍生物的分析发现ꎬ２０ 种有机物能够不

同程度抑制枸杞幼苗初生根生长ꎮ 其中水杨酸、邻苯二甲酸、对羟基苯甲酸和香豆素在浓度低至 １０ μｍｏｌ / Ｌ时仍具

显著抑制效应ꎮ ＵＰＬＣ 结果进一步显示ꎬ长期连作导致枸杞园土壤香豆素、水杨酸、苯甲酸、阿魏酸和香豆酸积累ꎮ
此外ꎬ土壤总酚酸含量也随种植年限增加显著增加ꎮ 这些结果表明土壤中枸杞叶片酚酸能够在长期连作下积累并

诱发自毒作用ꎬ这为进一步探索枸杞连作障碍形成机制提供了研究基础ꎮ
关键词:　 枸杞ꎻ 连作障碍ꎻ 自毒物质ꎻ 叶片ꎻ 酚酸
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ａｕｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｒｅａｓｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｂａｒｒｉｅｒｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ
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　 　 宁夏枸杞(Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ.)隶属茄科( Ｓｏ￣
ｌａｎａｃｅａｅ)、枸杞属(Ｌｙｃｉｕｍ)ꎬ兼具经济和生态价值ꎬ
已成为中国西北干旱、半干旱生态脆弱区农民经济

增收和生态保护的特色产业之一[１]ꎮ 然而ꎬ在集约

化、规模化生产的同时ꎬ长期连作导致枸杞产量减

少、品质下降以及病虫害加重等连作障碍[２]ꎬ严重

阻碍了区域农村经济可持续发展ꎮ
目前认为ꎬ土壤理化性质变异、土传病害加重和

自毒作用是植物连作障碍形成的三大主要原因[３]ꎮ
研究发现ꎬ长期种植枸杞会导致土壤氮、磷元素大量

积累ꎬ全盐含量及电导率升高ꎬ诱发土壤 ｐＨ 值下降

和次生盐碱化[４]ꎮ 除土壤微生物 α 多样性降低外ꎬ
土壤理化性质改变驱动了枸杞园土壤及枸杞根际土

壤微生物群落结构变化[５]ꎬ导致镰刀菌属、链格孢

属等病原真菌在枸杞根际和非根际土壤大量富

集[６￣７]ꎮ 一项研究发现ꎬ长期连作导致的土壤理化性

质变化迫使枸杞与其根际土壤细菌群落之间的互作

减弱ꎬ即解偶联[６]ꎮ 由于根际细菌群落在植物生长

和生防过程中发挥重要作用[８]ꎬ因此ꎬ枸杞与根际

细菌的解偶联可能影响了细菌群落的正常功能ꎬ造
成枸杞生长势减弱和土传病害增加[６]ꎮ 此外ꎬ对土

壤线虫群落的分析结果也表明ꎬ连作超过 ９ 年会引

起枸杞园土壤线虫群落多样性下降和致病性线虫群

落丰度增加等负面效应[９]ꎮ 虽然前人对枸杞连作

障碍的土壤微生物生态学机制做了详尽研究ꎬ但在

连作过程中单一型碳源(如枸杞凋落物和根系分泌

物)的输入影响枸杞生长的作用机制尚不明确ꎮ
自毒作用是指植物通过挥发、分泌或凋落物的

形式向环境释放有机物ꎬ抑制自身或同类植物种子

萌发和植株生长的现象ꎬ广泛存在于多年生植物

中[１０]ꎮ 目前ꎬ已从植物组织和根系分泌物中鉴定出

如酚酸、长链脂肪酸、萜类和生物碱等多种自毒物

质[３]ꎮ 其中ꎬ酚酸是植物中最为常见的一类自毒物

质ꎬ其作用已在多种植物中被证实ꎮ 例如ꎬ赵晓玲

等[１１]从枸杞根系分泌物中鉴定出阿魏酸、咖啡酸和

肉桂酸等多种酚酸ꎮ 利用定量构效关系法的分析结

果表明ꎬ这些酚酸均能抑制枸杞种子萌发ꎬ推测这些

物质可能介导了枸杞的自毒作用[１２]ꎮ 在对枸杞叶

片抗氧化机制的研究中发现ꎬ枸杞叶片富含山柰酚、
绿原酸、芦丁和龙胆酸等活性物质[１３]ꎬ这些有机物

能够抑制苹果、苜蓿和玉米等植物生长[１４￣１６]ꎬ推测

叶片可能具有抑制枸杞生长的自毒效应ꎮ 然而ꎬ目
前有关枸杞自毒作用、自毒物质的主要组织来源及

其在连作土壤中的积累情况尚未见报道ꎮ 为探究这

些问题ꎬ本研究通过对比不同枸杞组织浸提液抑制

枸杞幼苗生长的效果ꎬ结合 ＵＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ、ＧＣ￣
ＴＯＦ￣ＭＳ 和 ＵＰＬＣ 等方法分析了生长季末期枸杞叶

片有机物组成及其所含酚酸在枸杞园土壤中的积累

情况ꎬ初步揭示枸杞叶片自毒作用的主要酚酸种类ꎬ
为进一步理解枸杞连作障碍形成机理、探索枸杞可

持续种植模式提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 枸杞组织浸提液制备及自毒作用强度分析

为分析枸杞自毒物质的主要来源ꎬ于 ２０１６ 年

１０ 月中旬在银川市南梁农场采集枸杞叶片、根(直
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径<２ ｍｍ 根系)、茎段和老根皮(直径>１０ ｍｍ 根的

皮)ꎮ 组织材料经阴干、粉碎后各取 ５００ ｇꎬ加入

８０％乙醇ꎬ于室温、避光条件下浸提 ７ ｄꎮ 浸提液过

滤后ꎬ低温蒸干制成浸膏ꎮ 浸膏用少量 Ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ(ＤＭＳＯ)溶解ꎬ取一定量加至 １ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ
培养液ꎬ配置成质量浓度为 １ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、２０
ｍｇ / Ｌ、５０ ｍｇ / Ｌ和 １００ ｍｇ / Ｌ的水培液ꎻ向 １ / ４ Ｈｏａｇ￣
ｌａｎｄ 培养液中加入对应量 ＤＭＳＯ 作为对照培养液ꎮ
选取萌发程度一致的枸杞种子进行水培处理ꎬ于
２５ ℃、１６ ｈ / ８ ｈ 光暗周期下培养 ７ ｄ 后ꎬ测量幼苗初

生根长度ꎮ
１.２　 枸杞落叶对枸杞幼苗生长和光合作用的影响

分析

　 　 为验证枸杞叶片的自毒效应ꎬ首先分析了农田

表层土壤(无枸杞种植历史)中添加叶片对枸杞幼

苗生长的影响ꎮ 土壤样本带回实验室后ꎬ阴干、过 ２
ｍｍ 孔径的网筛ꎬ添加 １０％洗净河沙并充分混匀后ꎬ
分别加入 ０ ｍｇ / ｇ、２ ｍｇ / ｇ、４ ｍｇ / ｇ、８ ｍｇ / ｇ和 １０ ｍｇ / ｇ
枸杞叶片干粉(生长季末期叶片ꎬ阴干后粉碎)ꎬ充
分混匀后装入容积为 １ Ｌ 的花盆ꎮ 加去离子水至

４０％田间最大持水量ꎬ每盆种植萌发一致的枸杞幼

苗 ９ 株ꎮ 于 ２５ ℃、１６ ｈ / ８ ｈ 光暗周期下培养ꎬ期间

补充去离子水ꎮ 培养 ３０ ｄ 后测定幼苗地上部鲜质

量、根系长度和叶片光合作用强度ꎮ 枸杞叶片光合

作用强度利用 ＬＩ６４００ 便携式光合仪进行测定ꎮ 光

合仪参数设置为样本室内气流速率 ５００ μｍｏｌ / ｓꎬ样
品室和参比室 ＣＯ２浓度均为 ４００ μｍｏｌ / ｍｏｌꎬ室内光

照度为 ８００ μｍｏｌ / (ｍ􀅰ｓ)ꎬ叶面积为 ６ ｃｍ２ꎮ
１.３ 　 不同连作年限土壤中枸杞落叶的自毒效应

分析

　 　 为分析叶片在不同连作年限枸杞园土壤中的自

毒效应ꎬ于宁夏银川市南梁农场和石嘴山市惠农区

分别采集连作 ５ 年、１０ 年、２０ 年枸杞地表层(０~ ２０
ｃｍ)土壤ꎬ宁夏银川市南梁农场枸杞连作 ５ 年、１０
年、２０ 年土壤分别记为 Ｎ５、Ｎ１０、Ｎ２０ꎬ石嘴山市惠农

区连作 ５ 年、１０ 年、２０ 年土壤分别记为 Ｈ５、Ｈ１０、
Ｈ２０ꎮ 土壤样本的理化因子及微生物群落信息见前

期研究结果[７]ꎮ 土壤样本带回实验室后去除植物

残体ꎬ过 ２ ｍｍ 孔径的网筛并阴干ꎬ加入 １０％无菌河

沙和 １０ ｍｇ / ｇ枸杞叶片干粉(生长季末期叶片ꎬ阴干

后粉碎)ꎬ充分混匀、装盆ꎮ 添加无菌去离子水至

４０％田间最大持水量ꎬ其中一半土壤种植枸杞幼苗ꎮ

同时ꎬ为进一步探索降解过程对叶片自毒作用的影

响ꎬ将另一半土壤置于 ２５ ℃黑暗中培养ꎬ经 ６０ ｄ 降

解后种植枸杞幼苗ꎮ 幼苗培养条件同材料与方法

１.２ꎮ 培养 ３０ ｄ 后测定幼苗地上部鲜质量ꎮ
１.４　 枸杞叶片代谢组分析

采集生长季末期的枸杞叶片ꎬ冻干后粉碎ꎬ用
ＧＣ￣ＴＯＦ￣ＭＳ 和 ＵＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 分析ꎮ 叶片干粉加

入适量提取剂(甲醇、乙腈、水体积比为２ ∶ ２ ∶ １)ꎬ
于研磨仪振荡萃取 １０ ｍｉｎꎬ加入 ２０ μｌ 核糖醇ꎮ 溶

液经 ４ ℃、１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ将所得上清液

真空干燥ꎮ 干燥有机物经衍生化(ＢＳＴＦＡ)后ꎬ利用

Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０ 气相色谱￣飞行时间质谱联用仪进行检

测[１７]ꎮ 进样量 １ μｌꎬ进样温度 ２８０ ℃ꎻ柱温 ５０ ℃起

始ꎬ１０ ℃ / ｍｉｎ升至 ３１０ ℃ꎬ保持 ８ ｍｉｎꎻ流速为 １􀆰 ０
ｍｌ / ｍｉｎꎮ 数据分析使用 Ｃｈｒｏｍａ ＴＯＦ ４. ３Ｘ 软件和

ＬＥＣＯ Ｆｉｅｈｎ Ｒｔｘ５ 数据库完成ꎮ
ＵＰＬＣ￣ＱＴＯＦ￣ＭＳ 分析采用安捷伦 １２９０ 超高效

液相串联 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ６６００ 高分辨质谱仪系

统完成ꎮ 取叶片干粉ꎬ加入提取剂(甲醇 ∶ 乙腈 ∶
水＝ ２ ∶ ２ ∶ １ꎬ体积比)ꎬ再加入 Ｌ￣２￣氯苯氨酸ꎬ涡旋

混匀后冰水浴超声振荡 １０ ｍｉｎꎬ零下 ２０ ℃静置 １ ｈ
后ꎬ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎻ上清液上机检

测ꎮ 流动 Ａ 相为醋酸铵 (２５ ｍｍｏｌ / Ｌ) 和氨水 (２５
ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬＢ 相为乙腈ꎬ进样量 ２ μｌꎮ 质谱条件参照

Ｉｖａｎｉｓｅｖｉｃ 的方法[１８]ꎮ
１.５　 枸杞叶片不同酚酸自毒效应评价

酚酸标准品溶解于少量 ＤＭＳＯ 后ꎬ用去离子水

配成 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ母液ꎮ 后用 １ / ４ Ｈｏａｇｌａｎｄ 稀释成 １
μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌ和１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ工

作液ꎬ用于水培处理萌发一致的枸杞幼苗ꎮ 幼苗转

至 ２５ ℃、１６ ｈ / ８ ｈ 光暗周期下培养 ７ ｄ 后测定初生

根长度ꎮ
１.６　 土壤总酚酸提取及酚酸含量测定

准确称取 ２５ ｇ 低温冻干土样于三角瓶中ꎬ加入

５０ ｍｌ １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液ꎬ于恒温摇床 １８０ ｒ / ｍｉｎ振
荡过夜ꎮ 次日超声振荡 ３０ ｍｉｎꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１０ ｍｉｎꎬ上清液用 ＨＣｌ 酸化至ｐＨ＝ ２􀆰 ５ꎮ 静置 ２ ｈ 后

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ上清液过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜

后ꎬ直接用于 ＵＰＬＣ 分析和总酚酸含量测定ꎮ ＵＰＬＣ
上机条件参照 Ｌｉ 等[１９] 的方法进行ꎻ总酚酸含量利

用 Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅａｕ 方法[２０]测定ꎮ
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１.７　 数据处理与分析

单因素方差分析采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 完成ꎬ数据的

正态性采用 Ｓｈａｐｒｏ￣Ｗｉｌｋ 检验ꎮ 绘图由 Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软

件完成ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 不同枸杞组织浸提液自毒作用强度

利用不同浓度枸杞叶片、根、茎和老根皮浸

提液水培枸杞幼苗ꎮ 与对照相比ꎬ质量浓度为

１００ ｍｇ / Ｌ时所有组织浸提液均显著抑制枸杞幼

苗初生根根长(Ｐ<０􀆰 ０５) (图 １) ꎮ 随组织浸提液

质量浓度降低ꎬ５０ ｍｇ / Ｌ茎浸提液开始失去抑制

作用ꎬ１０ ｍｇ / Ｌ老根皮和 ２０ ｍｇ / Ｌ根浸提液开始失

去抑制作用(图 １) ꎮ 与对照相比ꎬ１０ ｍｇ / Ｌ枸杞

叶片浸提液仍能够显著抑制枸杞幼苗初生根根

长ꎬ其抑制率达 ２３􀆰 ４％ (Ｐ< ０􀆰 ０５) (图 １Ａ) ꎮ 结

果表明ꎬ枸杞不同组织均有一定自毒效应ꎬ但叶

片的自毒作用最强ꎮ

Ａ:枸杞叶片ꎻＢ:茎ꎻＣ:根ꎻＤ:老根皮ꎮ 不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 枸杞不同组织浸提液对枸杞幼苗初生根生长的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

　 　 为验证枸杞叶片的自毒效应ꎬ向无枸杞种植历

史的大田土壤中添加不同含量枸杞叶片干粉ꎬ通过

盆栽试验分析枸杞叶片对枸杞幼苗生长和光合作用

的影响ꎮ 结果表明ꎬ与对照相比ꎬ添加 ４ ｍｇ / ｇ枸杞

叶片干粉显著抑制幼苗初生根根长和地上部鲜质量

(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ２Ａ、图 ２Ｂ)ꎻ当枸杞叶片干粉含量达

到 ８ ｍｇ / ｇ时ꎬ枸杞幼苗地上部鲜质量仅为对照的

２５􀆰 ０％(图 ２Ｂ)ꎻ１０ ｍｇ / ｇ枸杞叶片干粉处理的幼苗

无法存活(图 ２Ａ、图 ２Ｂ)ꎮ 对光合作用分析发现ꎬ４
ｍｇ / ｇ枸杞叶片干粉显著抑制枸杞幼苗光合作用ꎬ导
致叶片光合效率、气孔导度和蒸腾速率显著降低

(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ２)ꎮ
２.２　 枸杞不同连作年限样地中枸杞叶片的自毒效

应

　 　 对枸杞不同种植年限土壤的研究发现ꎬ除 Ｈ５

外ꎬ连作土壤添加枸杞叶片干粉后ꎬ对枸杞幼苗的生

长表现出抑制效应ꎬ这种抑制作用在 Ｈ１０、Ｎ１０ 中最

为明显(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ３Ａ)ꎮ 添加枸杞叶片干粉后土

壤经 ６０ ｄ 室内培育ꎬ对枸杞幼苗生长的抑制效应减

弱甚至消失ꎬ仅在 Ｎ２０ 土壤中ꎬ与对照相比ꎬ仅添加

枸杞叶片干粉土壤中生长的枸杞幼苗地上部鲜质量

显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ存在抑制效应(图 ３Ｂ)ꎮ 这些

结果表明ꎬ枸杞落叶诱发的自毒作用可以不同程度

加重其连作障碍ꎬ且这种抑制效应经一段时间降解

后可以得到缓解ꎮ
２.３　 枸杞叶片代谢组分析

为解析枸杞叶片中的主要自毒物质成分ꎬ联合

超高效液相色谱￣四极杆￣飞行时间质谱(ＵＰＬＣ￣ＱＴ￣
ＯＦ￣ＭＳ)和气相色谱￣飞行时间质谱(ＧＣ￣ＴＯＦ￣ＭＳ)技
术分析了生长季末期叶片的有机物组成ꎮ 两种方法
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共检出有机物 ６４６ 种ꎬ其中有机酸 １１２ 种、醇类 ４１
种、氨基酸 ３７ 种、醛酮类 ２８ 种、糖类 ４８ 种、其他物

质 １０８ 种ꎬ未知物质 ２７２ 种ꎬ表 １ 列出部分主要有机

酸ꎮ
对所测样本的结果分析发现ꎬ共有 ６４ 种有机酸

在超过 ２ / ３ 的样本中被同时检出(ｎ ＝ ６)ꎬ其中酚酸

类物质共 ３４ 种(表 ２)ꎮ 基于代谢组结果中各有机

酸的检出频率和丰度以及前人关于有机酸自毒效应

的研究结果ꎬ选取了其中 ２４ 种有机酸及其衍生物ꎬ
分析了这些有机物对枸杞幼苗初生根根长的影响ꎮ

结果表明ꎬ在１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ处理浓度下ꎬ２０ 种有机酸

存在显著抑制效应(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ相较于对照ꎬ水杨酸、
４￣羟基苯乙酸、香豆酸、肉桂酸、阿魏酸、高藜芦酸及

苯甲酸对幼苗初生根生长的抑制率大于 ５０％(表
３)ꎮ 随处理浓度降低ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ水杨酸、４￣羟基苯

乙酸、龙胆酸、绿原酸、香豆酸、高藜芦酸、苯甲酸和

香豆素等对初生根生长具有显著抑制效应ꎬ而水杨

酸、邻苯二甲酸、对羟基苯甲酸和香豆素在浓度低至

１０ μｍｏｌ / Ｌ时仍能够显著抑制幼苗初生根生长(Ｐ<
０􀆰 ０５)(表 ３)ꎮ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平显著差异ꎮ
图 ２　 土壤中添加枸杞叶片干粉对枸杞幼苗生长及叶片光合作用的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｄｉｎｇ ｄｒｙ ｐｏｗｄｅｒ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｌｅａｖｅｓ ｔｏ ｓｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

Ａ:添加 １０ ｍｇ / ｇ枸杞叶片干粉未培育ꎻＢ:添加 １０ ｍｇ / ｇ枸杞叶片干粉后培育 ６０ ｄꎮ Ｎ５、Ｎ１０、Ｎ２０:银川市南梁农场连作 ５ 年、１０ 年和 ２０ 年枸

杞园土壤ꎻＨ５、Ｈ１０、Ｈ２０:石嘴山市惠农区连作 ５ 年、１０ 年和 １５ 年枸杞园土壤ꎮ ∗表示差异达 ０.０５ 水平ꎻ∗∗表示差异达 ０.０１ 水平ꎻ∗∗∗表

示差异达 ０.００１ 水平ꎮ
图 ３　 不同连作年限枸杞园土壤中枸杞叶片的抑制效应

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｌｅａｖｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｆｉｅｌｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｙｅａｒｓ

７１２宋燕芳等:枸杞叶片酚酸类物质的自毒作用分析



表 １　 枸杞叶片代谢组结果分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｌｅａｖｅｓ

方法 模式 已知结构 有机酸 醇类 氨基酸 醛酮类 糖类 其他

ＧＣ￣ＭＳ － ３３６ ９９(３０％) ４０(１２％) ３４(１０％) ２６(８％) ４５(１３％) ９２(２７％)

ＬＣ￣ＭＳ 正离子 ４８ １７(３５％) ０(０) ５(１０％) ２(４％) ７(１６％) １７(３５％)
负离子 ５０ １９(３８％) １(２％) ５(１０％) ２(４％) ７(１４％) １６(３２％)

ＧＣ￣ＭＳ:气相色谱￣飞行时间质谱ꎻＬＣ￣ＭＳ:超高效液相色谱￣四极杆￣飞行时间质谱ꎮ

表 ２　 枸杞叶片中主要有机酸

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｉｎ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｌｅａｖｅｓ

名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 测定方法 ＣＡＳ 登记号　 　 名称　 　 　 　 　 　 　 测定方法 ＣＡＳ 登记号　 　 　

乳酸 ＧＣ￣ＭＳ ５０￣２１￣５ 对羟基苯甲酸 ＧＣ￣ＭＳ ９９￣９６￣７

乙醇酸 ＧＣ￣ＭＳ ７９￣１４￣１ ４￣羟基苯乙酸 ＧＣ￣ＭＳ １５６￣３８￣７

草酸 ＧＣ￣ＭＳ １４４￣６２￣７ ２ꎬ４￣二氨基丁酸 ＧＣ￣ＭＳ ３０５￣６２￣４

３￣羟基丙酸 ＧＣ￣ＭＳ ５０３￣６６￣２ 乳清酸 ＧＣ￣ＭＳ ６５￣８６￣１

丙二酸 ＧＣ￣ＭＳ １４１￣８２￣２ 异香兰酸 ＧＣ￣ＭＳ １２１￣３４￣６

２￣羟基戊酸 ＧＣ￣ＭＳ ６１７￣３１￣２ 龙胆酸 ＧＣ￣ＭＳ ４９０￣７９￣９

甲基丙二酸 ＧＣ￣ＭＳ ５１６￣０５￣２ 莽草酸 ＧＣ￣ＭＳ １３８￣５９￣０

顺丁烯二酸 ＧＣ￣ＭＳ １１０￣１６￣７ 柠檬酸 ＧＣ￣ＭＳ ５９４９￣２９￣１

琥珀酸 ＧＣ￣ＭＳ １１０￣１５￣６ ３ꎬ４￣二羟基苯乙酸 ＧＣ￣ＭＳ ９９￣５０￣３

Ｄ￣甘油酸 ＧＣ￣ＭＳ ６０００￣４０￣４ 奎尼酸 ＧＣ￣ＭＳ ７７￣９５￣２

吡啶甲酸 ＧＣ￣ＭＳ ９８￣９８￣６ ３￣(４￣羟基苯基)乳酸 ＧＣ￣ＭＳ ６４８２￣９８￣０

反丁烯二酸 ＧＣ￣ＭＳ １１０￣１７￣８ Ｄ￣半乳糖醛酸 ＧＣ￣ＭＳ ６８５￣７３￣４

柠康酸 ＧＣ￣ＭＳ ４９８￣２３￣７ ４￣羟基肉桂酸 ＧＣ￣ＭＳ ５０１￣９８￣４

２ꎬ３￣二甲基琥珀酸 ＧＣ￣ＭＳ １３５４５￣０４￣５ 泛酸 ＧＣ￣ＭＳ ７９￣８３￣４

戊二酸 ＧＣ￣ＭＳ １１０￣９４￣１ 棕榈酸 ＧＣ￣ＭＳ ５７￣１０￣１３

２￣脱氧季酮酸 ＧＣ￣ＭＳ １５１８￣６１￣２ 阿魏酸 ＧＣ￣ＭＳ １１３５￣２４￣６

３￣氨基异丁酸 ＧＣ￣ＭＳ １４４￣９０￣１ 咖啡酸 ＧＣ￣ＭＳ ３３１￣３９￣５

２￣甲基苹果酸 ＧＣ￣ＭＳ ６２６３￣１０￣８ 十七(烷)酸 ＧＣ￣ＭＳ ５０６￣１２￣７

Ｌ￣苹果酸 ＧＣ￣ＭＳ ９７￣６７￣６ 亚油酸 ＧＣ￣ＭＳ ６０￣３３￣３

水杨酸 ＧＣ￣ＭＳ ６９￣７２￣７ 硬脂酸 ＧＣ￣ＭＳ ５７￣１１￣４

４￣氨基丁酸 ＧＣ￣ＭＳ ５６￣１２￣２ 反式￣芥子酸 ＧＣ￣ＭＳ ５３０￣５９￣６

苏糖酸 ＧＣ￣ＭＳ ７３０６￣９６￣９ 花生酸 ＧＣ￣ＭＳ ５０６￣３０￣９

２￣羟基￣３￣异丙基琥珀酸 ＧＣ￣ＭＳ １６０４８￣８９￣８ 乳糖酸 ＧＣ￣ＭＳ ９６￣８２￣２

３￣苯基乳酸 ＧＣ￣ＭＳ ８２８￣０１￣３ 绿原酸 ＧＣ￣ＭＳ ３２７￣９７￣９

酒石酸 ＧＣ￣ＭＳ １３３￣３７￣９ 香豆素 ＬＣ￣ ＭＳ ９１￣６４￣５

邻苯二甲酸 ＬＣ￣ ＭＳ ８８￣９９￣３ 苯甲酸 ＬＣ￣ＭＳ ６５￣８５￣０

香豆酸 ＬＣ￣ ＭＳ ５０１￣９８￣４ 高藜芦酸 ＬＣ￣ＭＳ ９３￣４０￣３

３￣羟基癸酸 ＬＣ￣ＭＳ １４２９２￣２６￣３ ２￣氧代己二酸 ＬＣ￣ＭＳ ３１８４￣３５￣８

肉豆蔻酸 ＬＣ￣ＭＳ ５４４￣６３￣８ ３￣羟基￣３￣甲基谷氨酸 ＬＣ￣ＭＳ ５０３￣４９￣１

３￣乙酰基￣１１￣酮基￣β￣乳香酸 ＬＣ￣ＭＳ ６７４１６￣６１￣９ ２￣羟基￣４￣甲基戊酸 ＬＣ￣ＭＳ ４９８￣３６￣２

３￣甲氧基￣４￣羟基扁桃酸 ＬＣ￣ＭＳ ５５￣１０￣７ ３ꎬ５￣二羟基￣３￣甲基戊酸 ＬＣ￣ＭＳ １５０￣９７￣０

２￣乙基￣２￣羟基丁酸 ＬＣ￣ＭＳ ３６３９￣２１￣２ 香草酸 ＬＣ￣ＭＳ １２１￣３４￣６
ＧＣ￣ＭＳ:气相色谱￣飞行时间质谱ꎻＬＣ￣ＭＳ:超高效液相色谱￣四极杆￣飞行时间质谱ꎮ
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２.４　 不同连作年限枸杞园土壤酚酸含量变化

对不同连作年限枸杞园表层(０~２０􀆰 ０ ｃｍ)及亚

表层(２０􀆰 １~４０􀆰 ０ ｃｍ)土壤总酚酸的分析发现ꎬ表层

土壤总酚酸含量随连作年限增加显著增加 (图

４Ａ)ꎮ 亚表层土壤的总酚酸含量则成单峰模型ꎬ其
增幅在连作 ９ 年之后逐渐趋于平稳(图 ４Ｂ)ꎮ ＵＰＬＣ
结果表明ꎬ与连作 １ 年相比ꎬ南梁地区连作 ２０ 年枸

杞园表层土壤(Ｎ２０)中阿魏酸、香豆素、苯甲酸和水

杨酸(图 ４Ｃ)以及亚表层土壤中苯甲酸和水杨酸

(图 ４Ｄ)的含量均显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 而惠农地区

连作 ２０ 年土壤(Ｈ２０)表层和亚表层土壤中阿魏酸、
香豆酸和香豆素含量较该地区连作 ５ 年土壤(Ｈ５)
显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且水杨酸在亚表层土壤积累

(图 ４Ｄ)ꎮ

Ａ:不同连作年限枸杞园表层土壤总酚酸含量的变化ꎻＢ:不同连作年限枸杞园亚表层土壤总酚酸含量的变化ꎮ Ｃ:ＵＰＬＣ 分析不同连作年限

枸杞园表层土壤中不同酚酸含量的变化ꎻＤ:ＵＰＬＣ 分析不同连作年限枸杞园亚表层土壤中不同酚酸含量的变化ꎮ Ｎ１、Ｎ２０:银川市南梁农场

种植 １ 年、连作 ２０ 年枸杞土壤ꎻＨ５、Ｈ２０:石嘴山市惠农区连作 ５ 年、２０ 年枸杞土壤ꎮ ＰＡ:邻苯二甲酸ꎻＦＡ:阿魏酸ꎻＣＡ:香豆酸ꎻＣｏｕｍ:香豆

素ꎻＢＡ:苯甲酸ꎻＳＡ:水杨酸ꎮ 同一有机酸不同连作土壤间不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 不同连作年限枸杞园土壤中酚酸的积累规律

Ｆｉｇ.４　 Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ Ｌ. ｆｉｅｌｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｃｒｏｐｐｉｎｇ ｙｅａｒｓ

　 　 为进一步验证多种低浓度酚酸在积累时是否存

在协同效应ꎬ利用香豆素、水杨酸、苯甲酸、阿魏酸和

香豆酸的混合液(每种浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ)处理枸杞

幼苗ꎮ 结果表明ꎬ酚酸混合液处理的幼苗初生根根

长仅为对照的 ７６􀆰 ８％ꎮ 由于这些酚酸在 １ μｍｏｌ / Ｌ
下均不影响枸杞幼苗根的生长(表 ３)ꎬ因此这一结

果说明供试酚酸的抑制效应具有一定加成作用ꎬ在
较低浓度下能够进一步联合抑制枸杞幼苗根的生长

和发育ꎬ暗示长期连作导致的酚酸积累ꎬ即使在低浓

度时可能仍存在自毒作用效应ꎮ

３　 讨 论

３.１　 叶片是枸杞自毒物质的主要来源

对不同枸杞组织浸提液的分析结果表明ꎬ枸杞

叶、根、茎和老根皮均具有一定的自毒效应ꎬ但叶片

浸提液的抑制作用最为明显ꎬ说明落叶是诱导枸杞

自毒作用发生的主要组织来源ꎮ 这一发现与毛竹等

植物中的研究结论类似[２１]ꎮ 对田间条件下枸杞落

叶量的测定结果表明ꎬ２０ 年树龄枸杞树落叶干质量

约为 １９３ ｇ / ｍ２(ＳＤ＝ ３７􀆰 ３ꎬｎ＝ １０)ꎬ相当于向表层土

壤中添加约 ５ ｍｇ / ｇ的风干叶片ꎮ 结合盆栽试验结

果推测ꎬ大树龄枸杞落叶量能够抑制自身根系生长

和发育ꎮ 由于枸杞落叶期与冬灌时间较近ꎬ在土壤

封冻之前ꎬ落叶中的有机物借助灌溉水释放至土壤ꎬ
进而影响枸杞生长ꎮ 这一发现与在田间调查时部分

杞农反应的枸杞园东南角枸杞长势较差的现象一

致ꎮ 由于中国西北地区冬季多西北风ꎬ落叶在枸杞

园东南部坑洼区积累并可能诱发了自毒作用ꎮ

９１２宋燕芳等:枸杞叶片酚酸类物质的自毒作用分析



表 ３　 不同有机酸对枸杞幼苗初生根根长的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

有机酸　 　 　 　
枸杞幼苗初生根相对根长

有机酸浓度为
０ μｍｏｌ / Ｌ

有机酸浓度为
１ μｍｏｌ / Ｌ

有机酸浓度为
１０ μｍｏｌ / Ｌ

有机酸浓度为
１００ μｍｏｌ / Ｌ

有机酸浓度为
１ ０００ μｍｏｌ / Ｌ

乳酸 ９９.５±１３.６ａ １０７.０±１０.１ａ ９８.８±１１.３ａ ９５.１±９.２ａ ８９.６±８.２ａ

甘氨酸 １０２.４±４.１ａ ９４.２±６.０ａｂ ９７.２±７.９ａｂ ９６.９±１１.４ａ ８９.５±７.６ｂ

琥珀酸 １００.０±１１.２ａ ９２.８±８.７ａ ９３.３±９.７ａ ９５.６±１４.９ａ ７０.２±１０.９ｂ

甘醇酸 １００.０±２.０ａ ９４.２±８.９ａ １０１.８±９.１ａ ９６.４±７.１ａ １０１.０±１１.３ａ

反丁烯二酸 １０１.１±１１.０ａ ９４.３±７.９ａ ９１.０±８.３ａ ８６.６±９.５ａ ７７.７±１２.５ｂ

苹果酸 １００.８±５.３ａ ９３.２±７.０ａ ９３.２±１２.２ａ ８６.８±１３.４ｂ ８５.８±９.５ｂ

羟基丁酸 ９７.８±５.４ａ １０３.１±６.９ａ １０１.５±４.６ａ １０３.７±４.０ａ １０１.４±８.５ａ

水杨酸 １０１.７±１１.１ａ ８３.５±１４.２ａｂ ７８.２±１５.１ｂ ５１.１±１５.６ｃ １８.３±８.９ｄ

４￣羟基苯乙酸 １０２.４±４.１ａ ９５.９±７.７ａｂ ９２.５±５.０ａｂ ８９.１±１０.２ｂ ３８.３±２２.１ｃ

龙胆酸 １００.０±７.６ａ ８１.０±１６.８ｂ ９４.７±１１.７ａ ６９.１±４.３ｂｃ ５３.６±５.８ｃ

柠檬酸 １０１.１±１１.０ａ ９５.６±７.６ａ ９３.６±８.０ａ ９２.６±７.４ａ ８０.０±３.９ｂ

邻苯二甲酸 １００.０±７.６ａ ９４.６±５.２ａ ８７.７±８.９ｂ ８９.４±４.８ａｂ ７０.６±４.７ｃ

对羟基苯甲酸 ９７.８±５.４ａｂ １０９.９±６.４ａ ９２.６±９.１ｂ ９５.８±８.１ｂ ８２.３±１７.２ｃ

２ꎬ５￣二羟基苯甲酸 ９７.８±５.４ａ １０２.７±８.０ａ ９７.７±６.７ａ ９４.６±７.１ａ ７４.２±１４.２ｂ

绿原酸 １００.０±６.５ａ １００.１±５.３ａ １０３.８±５.３ａ ８６.９±５.７ｂ ６３.１±８.６ｃ

香豆酸 １０１.１±１１.０ａ ９６.７±６.７ａ ９６.３±５.８ａ ８３.７±９.６ｂ ３４.４±２.４ｃ

香草酸 ９９.５±１０.３ａ ９１.６±１０.０ａ ９４.８±３.４ａ ９１.６±９.０ａ ７０.０±１２.２ｂ

肉桂酸 １０３.７±１４.２ａ ９７.２±１５.６ａ ９３.５±１７.８ａ ９１.９±１９.６ａ ３１.５±１９.６ｂ

阿魏酸 １００.０±４.７ａ １１０.７±１０.０ａ １０３.０±１０.６ａ １０１.６±７.７ａ ４０.３±３.０ｂ

咖啡酸 ９９.５±１３.６ａ ９３.０±１５.２ａｂ ９９.３±１７.３ａ ９３.４±１１.２ａｂ ８３.６±８.７ｂ

高藜芦酸 １０２.２±１１.８ａ ９６.３±１６.４ａ ８８.８±１２.０ａ ６８.７±１２.１ｂ ３８.３±６.２ｃ

奎尼酸 １００.６±７.４ａ ８４.２±１５.６ａ ８９.２±２０.２ａ ８５.４±２０.９ａ ８６.３±９.４ａ

苯甲酸 ９８.５±５.１ａ ９７.０±５.８ａｂ ９６.５±１０.２ａｂ ８３.７±６.３ｂ ４７.２±２０.６ｃ

香豆素 ９８.４±５.４ａ ９０.２±２１.９ａｂ ８２.９±１５.８ｂ ４２.９±２１.２ｃ １５.０±１３.３ｄ
表中为相对根长ꎬ相对根长＝处理 / 对照×１００ꎮ 同一行数据后不同小写字母表示差异达显著水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３.２　 酚酸积累与枸杞连作障碍形成

室内盆栽试验结果表明ꎬ在土壤中施入枸杞叶

片粉末能够显著抑制枸杞幼苗的生长和光合作用ꎮ
鉴于酚酸类有机物种类超过叶片中检出有机酸种类

的 ３０􀆰 ４％ꎬ且其中 ４￣羟基苯乙酸、香豆酸、对羟基苯

甲酸、２ꎬ５￣二羟基苯甲酸、香草酸、肉桂酸、高藜芦

酸、水杨酸、苯甲酸和阿魏酸等已被证实具有自毒效

应[３]ꎬ能够通过诱发植物细胞氧化胁迫、抑制光合

作用等影响不同植物生长[２２]ꎮ 由此推测酚酸类物

质可能在枸杞叶片自毒作用及枸杞连作障碍形成中

发挥着重要作用ꎬ在酚酸抑制效应、土壤总酚酸及酚

酸含量测定等试验中得到了证实ꎮ

　 　 随种植年限增长ꎬ枸杞园土壤中水杨酸、香豆

酸、阿魏酸、苯甲酸和香豆素等酚酸含量均有积累趋

势ꎮ ＵＰＬＣ 结果表明ꎬ水杨酸在连作枸杞地土壤中

积累浓度较低ꎬ而香豆素或香豆酸的浓度则相对较

高ꎮ 其中ꎬ香豆酸在石嘴山市惠农区连作 ２０ 年枸杞

土壤(Ｈ２０) 地表层和亚表层中的含量分别高达

９４􀆰 ９ ｍｇ / ｇ和 ３１􀆰 ０ ｍｇ / ｇ(图 ４)ꎮ 结合水杨酸的有效

抑制浓度明显低于香豆素和香豆酸ꎬ推测这两类有

机物在枸杞叶片自毒作用形成中可能扮演了不同的

角色ꎬ即水杨酸等在叶片落入土壤后立即产生强烈

的自毒效应ꎬ而香豆素和香豆酸则在枸杞叶片自毒

效应甚至连作障碍中产生长期效应ꎬ但这一假设仍
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需通过原位土壤试验进行分析和验证ꎮ
除直接抑制枸杞生长外ꎬ枸杞叶片中的酚酸在

进入土壤后仍可能通过改变微生物群落的结构和功

能ꎬ间接影响枸杞生长ꎮ 例如ꎬ香豆素可以作为信号

分子双向调控植物￣微生物互作ꎬ驱动植物根系微生

物的组装[２３￣２４]ꎻ而水杨酸、苯甲酸和肉桂酸等酚酸

则被证实具有激活镰刀菌属真菌增殖及致病性等功

能[２５￣２６]ꎮ 在长期连作条件下ꎬ落叶等凋落物不仅作

为输入性碳源直接驱动土壤微生物的群落组成ꎬ其
所含酚酸等活性物质也可通过调节特殊微生物群落

功能或活性ꎬ改变枸杞￣土壤微生物互作关系诱发连

作障碍ꎮ 在未来ꎬ结合叶片原位降解、微生物分离与

功能分析等试验ꎬ阐释枸杞叶片及其所含酚酸与枸

杞园土壤微生物群落功能间的关系ꎬ对于进一步揭

示枸杞连作障碍机制尤为重要ꎮ
３.３　 长期连作可能影响枸杞园土壤对凋落物的降

解能力

　 　 经 ６０ ｄ 降解处理后ꎬ枸杞叶片的自毒作用虽然

在连作年限相对较短的土壤中有所减弱ꎬ但其抑制

效应在连作 ２０ 年土壤中仍然存在ꎬ说明当连作年限

达到一定程度ꎬ部分枸杞园土壤微生物对叶片的降

解能力可能受到干扰ꎮ 因此ꎬ长期连作不仅导致自

毒物质积累ꎬ而且可能延长了当季叶片凋落物的自

毒效应周期ꎮ 前期研究结果表明ꎬ长期连作会导致

枸杞园土壤板结、透气性变差、次生盐碱化[２７]、土壤
微生物群落多样性丧失[７] 和代谢功能改变[２８]ꎮ 在

连作条件下ꎬ土壤生物和非生物因素的变化可能对

连作土壤中枸杞凋落物的降解造成负面效应ꎬ导致

自毒物质积累并诱发自毒作用ꎮ 由于去除生长季末

期枸杞落叶需要大型设备并导致种植成本增加ꎬ维
持或提高连作条件下枸杞园土壤对叶片等凋落物的

降解能力ꎬ将成为减轻枸杞自毒作用甚至连作障碍

的有效途径之一ꎮ

４　 结 论

综上ꎬ本研究的试验结果证实叶片具有明显的

自毒效应ꎬ能够显著抑制枸杞幼苗生长和光合作用ꎮ
叶片中的香豆素、水杨酸、苯甲酸、阿魏酸和香豆酸

等酚酸类物质具有较强自毒效应ꎬ能够在长期连作

下积累ꎬ可能在枸杞连作障碍形成中发挥重要作用ꎮ
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