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三叶鬼针草对蚕豆根尖遗传毒性的研究

杜凤移, 于树华, 马丹炜*, 张苗苗
四川师范大学生命科学学院, 四川 成都 610066；四川师范大学细胞生物学研究室，四川 成都 610066
摘要：化感作用是外来植物成功入侵和快速扩散的机制之一，为了探讨入侵植物三叶鬼针草（Bidens pilosa L.）的化感作用机制，运用蚕豆根尖微核技术和植物切片技术, 研究了不同质量浓度的三叶鬼针草水浸提液对蚕豆（Vicia faba  L.）根尖细胞的遗传损伤和对根生长的影响。结果表明，三叶鬼针草水浸提液对蚕豆根尖细胞有丝分裂及生长产生不同程度的抑制和损伤，具有明显的遗传毒性。水浸提液对蚕豆根尖的影响存在显著的时间效应和质量浓度效应。经切片测量统计，水浸提液促进了成熟区细胞平周分裂，使根尖细胞层数增加；同时显著地抑制了细胞伸长，使根尖缩短，整体表现为使根尖加粗变短。三叶鬼针草水浸提液抑制了细胞有丝分裂的正常进行，并随着水浸提液质量分数的升高，分裂期细胞数目下降，微核率逐渐升高。本研究结果表明三叶鬼针草水溶性化感物质对植物的遗传稳定性及细胞形态结构具有一定的影响，三叶鬼针草的化感作用可能是其成功入侵的机制之一。
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三叶鬼针草(Bidens pilosa L.)为双子叶植物纲菊目菊科鬼针草属(Bidens L.)的一年生草本植物[1]，原产美洲，瘦果冠毛芒状具倒刺，可能附着于人畜和货物带入我国，由于其强烈的入侵性，目前已广泛分布于我国，是重要的旱地杂草。外来种入侵生态系统后，不断向环境中释放化感物质，抑制了邻近植物的生长，严重威胁到当地的生物多样性[2]，破坏生态平衡，给经济发展造成巨大的损失，因此入侵植物的化感作用越来越受到人们的重视。三叶鬼针草的生物入侵和化感作用虽有一定的研究[3]，但关于三叶鬼针草化感作用对植物细胞有丝分裂和细胞形态影响的研究则未见报道。本研究首次采用蚕豆根尖微核技术，研究了三叶鬼针草对蚕豆根尖有丝分裂的影响，并通过切片观察，初步探索三叶鬼针草化感作用(allelopathy)的机理，为深入研究三叶鬼针草化感作用机制提供了理论依据。
1  材料与方法
1.1  实验材料  
供体植物三叶鬼针草于2006年4月采于四川省成都市龙泉驿区的荒野。受体植物成胡14#蚕豆（Vicia faba L.）购于四川省简阳市良种场。
1.2  研究方法

1.2.1  水浸提液的制备
    选取发育良好三叶鬼针草植株,洗净风干后粉碎,称取干样150 g, 加入1 L蒸馏水后水浴振荡24 h，将浸提液过0.45 μm微孔滤膜以获得不含微生物的滤液。再将滤液在30 ℃旋转蒸发器中减压浓缩,定容至1500 mL，即为制成即得质量浓度为0.1 g·mL-1的原液。
1.2.2  试验方法
按照国家环保总局《水和废水监测分析方法》中“蚕豆根尖微核试验”的方法略有改动[3]。选择饱满、大小均匀的蚕豆种子，经w=0.5%次氯酸钠消毒0.5 h后，蒸馏水冲洗数次（3～5次），用蒸馏水在24 ℃恒温下浸种，每12 h换水1次，2 d后选取根尖至2 cm且长势一致的蚕豆放入盛有等量洗净灭菌砂子的培养皿中，每个培养皿20粒，并分别加入0.025 g·mL-1、0.05 g·mL-1、0.075 g·mL-1和0.1 g·mL-1 三叶鬼针草水浸提液40 mL，以蒸馏水作对照。每个处理重复3 次。在24 ℃、80% 湿度、14 h/d光照的条件下继续培养2 d后，每隔24 h从每个处理浓度中抽出20颗蚕豆种子，用蒸馏水浸洗3次，每次3 min，然后移至湿砂中于24 ℃恒温箱中恢复培养24 h后，连续3 d 测定根长。

1.2.3  植物切片
    取各处理组和对照组蚕豆根尖，用FAA固定，参照制石蜡切片，测量成熟区皮层细胞的长和宽[5]。

1.2.4  根尖细胞染色与制片
将蚕豆根尖用卡诺氏固定液(无水乙醇∶冰醋酸= 3∶1, 体积比 ) 固定24 h, 置体积分数为70%的乙醇中于4 ℃冰箱中保存。常规制片, 用改良石炭酸品红染液染色压片镜检。每个处理观察10个根尖，每个根尖约1 000个细胞，记录分生区细胞总数和分裂期的细胞数以及带有微核的细胞数。Nicon E200摄影显微镜拍照。有丝分裂指数用根尖中分裂期细胞占根尖细胞总数的百分率表示；微核率用根尖分生区间期细胞出现微核的千分率表示。化感效应敏感指数（RI）计算方法参照Williamson[6]等的方法：
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式中，C为对照值，T为处理值，RI为化感作用效应(RI>0为促进，RI<0为抑制，绝对值的大小与作用强度一致)。
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图1　三叶鬼针草水浸提液对蚕豆根长的影响
Fig. 1  The effect of the aqueous extracts of Bidens pilosa L on Vicia faba  root length

1.3  数据处理

采用SPSS13.0软件进行双因素方差分析和Duncan’s多重比较，用Origin7.0绘图。
2  结果与分析

2.1  三叶鬼针草对蚕豆根长的影响

由图1可见，水浸提液对蚕豆根的生长具有抑制效应，并随着质量浓度的升高和时间的延长呈现出增强的趋势。在24 h内各质量浓度处理下，蚕豆根长变化不明显。0.025 g·mL-1和0.05 g·mL-1水浸提液对蚕豆根伸长生长有轻微的促进作用，0.075 g·mL-1和0.1 g·mL-1水浸提液略有抑制作用；经过48 h和72 h的处理，各浓度的水浸提液均显著抑制了蚕

豆的根长。根据观察，在水浸提液作用下，蚕豆根尖出现明显的受害症状：根加粗而呈黄褐色，这种症状随质量浓度升高而加剧，最终导致根变黄甚至变黑。说明长时间和高质量浓度水浸提液处理都能致使根尖显著变短。

2.2  三叶鬼针草对蚕豆根尖成熟区细胞的影响
各处理组的蚕豆根尖横切面皮层、中柱鞘细胞都明显小于对照，且细胞排列紧密，径向细胞层数增加，纵切面的细胞纵向长度明显变短(下页图2)。在外形上表现为使根尖变短增粗，与“2.1”节的研究结果一致。0.025 g·mL-1水浸提液对蚕豆横切细胞的长度和纵切细胞的宽度无显著影响；0.05～0.1 g·mL-1水浸提液对蚕豆横切细胞的长度和纵切细胞的宽度的影响达到显著程度(P<0.05) (表1)，表明三叶鬼针草的水溶性化感物质显著抑制了成熟区细胞的生长。
表1  三叶鬼针草对蚕豆根尖成熟区纵、横切面皮层细胞大小的影响1）
Table 1  The effect of Bidens pilosa L. on cell size of vertical and transverse sections of Vicia faba  root hair zone
	水浸提液

质量浓度/(g·mL-1)
	横切
	
	纵切

	
	长(径向)
	宽(切向)
	
	高(纵向)
	宽(切向)

	0.000
	26.25±1.80a
	25.11±0.48a
	
	47.74±0.58a
	23.78±0.41a

	0.025
	24.70±0.42a
	23.68±0.49b
	
	45.22±0.74b
	22.93±0.47a

	0.050
	21.33±1.04b
	21.30±1.10c
	
	39.35±0.92c
	18.34±0.76b

	0.075
	20.20±1.21bc
	18.38±0.86d
	
	36.82±2.02d
	16.09±0.38c

	0.100
	18.37±0.93c
	16.27±0.81e
	
	31.87±1.67e
	14.46±0.51d


1）表中数据为平均值±标准差 同列数据后缀小写字母不同表示0.05水平上处理间差异显著(P < 0.05) ;下同。
2.3  三叶鬼针草对蚕豆根尖细胞有丝分裂指数的影响
水浸提液对蚕豆根尖细胞有丝分裂指数有显著抑制作用，随浓度的升高和处理时间的延长有丝分裂指数逐渐降低（表2）。经双因素方差分析，处理浓度和处理时间F值分别为12.12和15.53，均对有丝分裂产生极显著差异。经检验处理24 h后，各处理组蚕豆根尖的有丝分裂指数无显著差异。处理48 h后，仅0.1 g·mL-1水浸提液对有丝分裂指数的影
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图2  蚕豆根尖成熟区横切（上）与纵切(下)图(100×)
Fig. 2  Transverse (upper) and vertical (down) sections of Vicia faba root hair zone
A: 对照；B: 0.1 mg·L-1水浸提液处理

响达到显著程度。处理72 h后，随着水浸提液浓度的增高, 蚕豆根尖细胞有丝分裂指数随之降低，与对照组相比，各处理组差异显著。说明在处理48～72 h后, 水浸提液的浓度越高, 对蚕豆根尖细胞有丝分裂的抑制作用越强。

2.4  三叶鬼针草对蚕豆根尖细胞微核率的影响  
表2  三叶鬼针草对蚕豆根尖细胞有丝分裂指数的影响（RI）1)
Table 2  The effect of the aqueous extracts of Bidens pilosa L. on mitotic index of Vicia faba  root tip cells（RI）
	水浸提液

质量浓度/(g·mL-1)
	有丝分裂指数
	
	F值

	
	24 h
	
	48 h
	
	72 h
	
	

	
	测量值
	RI
	
	测量值
	RI
	
	测量值
	RI
	
	时间
	质量浓度

	0.000 
	6.91a 
	0.00 
	
	7.13a 
	0.00 
	
	6.92a 
	0.00 
	
	15.532)
	12.122)

	0.025 
	6.83a 
	-0.04
	
	6.40ab
	-0.11
	
	5.63b
	-0.21
	
	
	

	0.050 
	6.41a 
	-0.11
	
	6.11ab
	-0.17
	
	5.13bc
	-0.33
	
	
	

	0.075 
	6.12a 
	-0.16
	
	5.75ab
	-0.24
	
	4.48cd
	-0.52
	
	
	

	0.100 
	5.94a 
	-0.19
	
	5.25b
	-0.36
	
	3.55d
	-0.92
	
	
	


1) F0.01(2,14)= 6.51, F0.01(4,14)=5.04 ; 2) P<0.01
表3  三叶鬼针草水浸提液对蚕豆根尖细胞微核率的影响（RI）1)
Table 2  The effect of the aqueous extracts of Bidens pilosa L. on the micronucleus frequency of Vicia faba root tip cells （RI）
	水浸提液

质量浓度/(g·mL-1)
	24 h
	
	48 h
	
	72 h
	
	F值

	
	微核率
	RI
	
	微核率
	RI
	
	微核率
	RI
	
	时间
	浓度

	0.000 
	6.54a 
	0.00 
	
	6.53b
	0.00 
	
	6.59c 
	0.00 
	
	19.762）
	11.332）

	0.025 
	6.33a 
	-0.03
	
	7.02ab
	0.07
	
	8.13c 
	0.19
	
	
	

	0.050 
	7.27a 
	0.10
	
	7.43ab
	0.12
	
	10.84b
	0.39
	
	
	

	0.075 
	7.67a 
	0.15
	
	8.21ab
	0.21
	
	11.44b
	0.42
	
	
	

	0.100 
	8.26a 
	0.21
	
	9.20a 
	0.29
	
	14.33a 
	0.54
	
	
	


1) F0.01(2,14)= 6.51, F0.01(4,14)=5.04 ; 2) P<0.01
    研究表明，三叶鬼针草水浸提液能诱发蚕豆根尖细胞产生微核。表3显示，24 h内微核率变化不明显。但是经48～72 h处理后，不同质量浓度的水浸提液均能导致蚕豆根尖细胞微核率上升(表3）。说明在较的短时间内水浸提液对微核率无显著影响。当时间超过一定范围, 处理浓度越大诱导作用越大。观察表明，在水浸提液诱导蚕豆根尖细胞微核率增加的同时，会导致染色体畸变率的增加, 包括染色体桥、落后染色体以及染色体断片等增多(图3)。水浸提液对有丝分裂指数的RI值为0～-0.92，对微核的RI值为-0.03～0.54，说明水浸提液显著抑制了蚕豆根尖有丝分裂，且对有丝分裂指数的影响大于对微核率的影响。
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图3  三叶鬼针草水浸提液诱导的蚕豆根尖细胞染色体畸变
Fig. 3  The aberrant chromosomes of Vicia faba root tip cells induced by the aqueous extracts of Bidens pilosa L

3  讨论
3.1  三叶鬼针草对蚕豆根尖有丝分裂的影响

化感物质可以抑制有丝分裂过程中的纺锤丝的形成，从而抑制细胞分裂。化感物质还可以通过抑制细胞壁中的多糖类物质（如纤维素）的合成，而抑制细胞的伸长，同时使根加粗[6]。Bais等[7]研究证明，在细胞和亚细胞水平上斑点矢车菊的化感物质在入侵过程中的起重要作用。这一研究结果被认

为是证明化感作用作为外来植物入侵机制的最有力的证据[8]。说明化感物质在植物细胞的生长调节中起着重要的作用，能够显著地影响其周围植物细胞的生长。本研究结果表明，三叶鬼针草水浸提液诱导蚕豆根尖变短加粗，颜色变黄甚至变黑；水浸提液显著抑制了有丝分裂，导致细胞微核率升高，这在细胞水平上解释了蚕豆根尖变短加粗的现象。说明三叶鬼针草的化感作用对周围植物具有一定的遗传损伤作用，微核主要由染色体断片和滞后染色体形成。水浸提液导致微核率上升，表明三叶鬼针草水溶性化感物质可能干扰了DNA损伤的正常修复，断片在分裂后期无法向极运动。此外水溶性化感物质可能破坏了纺锤丝的结构与功能，形成滞后染色体。断片和滞后染色体在子核重建时，形成了游离于主核的微核。实验中出现的染色体断片、染色体桥、滞后染色体、染色体粘连、三极分裂等异常现象，均反映了三叶鬼针草水溶性化感物质对周围植物遗传物质的损伤效应。由此推测三叶鬼针草的化感作用可能是其成功入侵和快速扩散的机制之一。

3.2  研究方法的可行性

在自然环境中，入侵杂草的成功入侵、快速扩散以及对其周围植物的抑制作用等都与化感作用密切相关。许多研究证明，水溶性化感物质主要通过雨水和雾滴等的淋溶而进入土壤发生化感作用。当化感物质在土壤中积累到一定量后，就会抑制植物种子萌发和幼苗生长[10-12]，从而影响生态系统的种类组成、结构与功能.这些水溶性化合物很可能与化感作用有关[13-14]，因此本文采用水浸提的方法研究化感作用。

蚕豆根尖微核监测技术是一种环境致突变性的检测手段，被广泛应用于各种污染物的遗传毒性检测[15]，美国国家环保局也建议在环境致突变性检测中使用该方法[16]。目前微核检测技术多用于污染物对环境污染的评价，对入侵植物化感作用方面的检测还未见报道。本研究结果表明，水溶性化感物质对植物的遗传稳定性及细胞形态结构具有一定的影响，造成了不可逆的遗传损伤效应，有丝分裂指数、微核率均与水溶性化感物质的浓度成正相关，表明蚕豆根尖细胞对化感物质反应灵敏、可靠性强，同时取材简便，不受季节和气候条件等限制，因此，蚕豆根尖微核监测技术在研究入侵植物的化感作用方面具有较好的应用前景。

4  结论

    三叶鬼针草水溶性化感物质对蚕豆的遗传稳定性及细胞形态结构具有一定的影响，造成了受体植物不可逆的遗传损伤效应，有丝分裂指数、微核率均与水溶性化感物质的质量浓度和作用时间呈正相关。由此推测三叶鬼针草的化感作用是其成功入侵的机制之一。
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The genetic toxicity of Bidens pilosa L. to Vicia faba root tip cells
DU Fengyi, YU Shuhua, MA Danwei, ZHANG Miaomiao

College of Life Science, Sichuan Normal University, Chengdu 610066, China; 
Cell Biology Laboratory, Sichuan Normal University, Chengdu 610066, China
Abstract: Allelopathy is one of the mechanisms which invasive alien species invade successfully and spread rapidly. In order to explore the allelopathic mechanism of an invasive plant, Bidens pilosa L., genetic toxicity induced by the aqueous extracts of different quality concentration of B. pilosa was studied using micronucleus test technique of Vicia faba root tip cells and the paraffin section technique. The results showed that the aqueous extracts of B. pilosa produced genetic toxicity and could inhibit mitosis and cell growth of V. fara root tip cells. The mitotic indexes decreased and the micronucleus frequency increased with the increase of quality concentration and prolonging of action time. There were aberrant chromosomes of Vicia faba root tip cells such as micronucleus, chromosome bridge, chromosome break, chromosome lag, chromosome conglutination and three pole divide. Root tip generally became shorter and thicker because the aqueous extracts of B. pilosa could accelerate periclinal divisions and increased cell layers of the maturation zone and inhibit cell elongation. The present research showed water-solubility allelopathic substance in B. pilosa L. had the effect on genetic stability and cell shape of plant and allelopathy of B. pilosa L. was one of the invasive mechanisms.
Key words：Bidens pilosa L; allelopathy; mitosis; genetic toxicity
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