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不同土壤提取物对人参种子生长的化感效应
及其化学组成
李勇1，黄小芳1，丁万隆1*，张锐1,2
1. 中国医学科学院北京协和医学院药用植物研究所，北京 100193；2. 华中科技大学同济药学院，湖北 武汉 430030
摘要：采用甲醇提取法提取新林地土、人参根际土以及栽培人参（Panax ginseng）、西洋参（Panax quinquefolius）的老参地土。每种土壤提取物设6个质量浓度梯度，以研究不同土壤提取物在特定质量浓度下对人参种子胚根和胚轴生长的化感效应，每种处理设3次重复。试验结果表明，与对照相比，人参根际土提取物对人参种子生长的化感效应最强，老参地土提取物对人参种子生长的化感效应次之，新林地土提取物对人参种子生长的化感效应最弱。经GC-MS分析，分别从6种土壤提取物中检测到14～25种数量不等的化合物组分，其中苯胺类物质、酚酸及其衍生物被报道在其它植物上有化感活性，可能参与对人参种子的生理性毒害作用。
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人参（Panax ginseng C. A. Mey.）是我国传统名贵中药材，素有“百草之王”的美誉。人参具有极强的忌连作特性，栽参后的田地（俗称老参地）10～20年内无法重复利用，只能开垦新林地栽种人参，这不仅造成了我国有限土地资源的极大浪费，同时也给当地生态环境造成毁灭性的破坏；另外，人参为多年生草本植物，一般5～6年收获，目前多采取“三三制”或“二四制”生产。即使是新林地土栽参，植株长势减弱，产量、品质及抗病能力明显降低等问题在人参生长后期仍十分突出，连作障碍已成为制约人参的大规模、规范化种植的瓶颈。
多年来，国内外学者从土壤结构、营养状况、土壤理化特性、根际微生物区系等角度对人参连作障碍的形成及作用机理开展了广泛而深入的研究，但一直没能得出一种较为合理的解释[1,2]。近年来，随着生态学的建立和发展，人们开始从一种全新的角度研究植物连作障碍问题，并相继从不同植物根际土壤、根系分泌物、组织提取物中鉴定出多种化感物质，它们对邻近植物或自身的生长有抑制作用[3-6]。深入研究发现，这些化感物质多是植物在胁迫环境下产生的次生代谢物，它们能够影响植物体内的多种代谢途径，进而使植物表现化感效应[7,8]。因此，深入研究化感物质及其作用机理对于揭示植物连作障碍形成机制具有十分重要的意义。

有鉴于此，本文从人参赖以生存的土壤入手，研究新林地土、老参地土及人参根际土等不同类型土壤提取物对人参种子生长的化感效应，并通过GC-MS分析，明确不同土壤样品提取物的化学组成及化感物质的有无，为今后阐明人参连作障碍的形成及作用机理提供有重要参考价值的理论依据。
1  材料与方法

1.1  土壤样品及人参种子
供试土壤样品包括吉林省抚松县万良镇人参种植基地的新林地土（处理A）、老参地土（处理B）、人参根际土（处理C）以及中国医学科学院药用植物研究所（后简称”药植所”）的新林地土（处理D）、种植人参（处理E）、西洋参（处理F）的老参地土。为了确保试验数据的准确性，上述土壤样品均通过多点取样获得。

经过后熟处理的人参种子购自吉林省抚松县万良镇。人参种子先用自来水冲洗干净，再用1000倍的50%多菌灵可湿性粉剂处理15 min，自来水反复冲洗多次，在25 ℃恒温保湿培养24 h，从中选择发芽整齐、颗粒饱满的种子开展化感效应研究。

1.2  实验方法

1.2.1  化感效应测定
自然风干的土壤样品研细后过60目筛，参考陈长宝等[3,4]的甲醇提取法，用250 mL甲醇提取60 g土壤样品。提取液经旋转蒸发仪55 ℃减压浓缩，定容至5 mL。每种土壤提取物设6个质量浓度，分别取50、100、150、200、250和300 μL提取物至事先灭菌的Ø5 cm塑料培养皿（铺有3层吸水滤纸）中，待甲醇挥干后，每皿加入2.5 mL无菌水，使培养液中不同土壤的质量浓度分别为0.24、0.48、0.72、0.96、1.20和1.44 g·mL-1。以加纯甲醇（分析纯）作为对照，每个处理3次重复。每皿均匀摆放5粒灭菌处理的人参种子，在25 ℃恒温、黑暗环境下保湿培养7 d，测量人参种子胚根和胚轴长度，分析不同土壤甲醇提取物对人参种子生长的化感效应。
1.2.2  土壤提取物的GC-MS分析
分别取少量土壤提取物于1.5 mL离心管，通风橱中挥干甲醇。加入足量无水CaCl2，75 ℃放置1 h使提取物彻底干燥。每份样品加入250 μL硅烷化试剂（BSTFA∶吡啶 = 5∶1），75 ℃衍生化1.5 h。在中国农业大学理学院分析测试中心用GC6890N-MS5973型气质联用仪测定土壤提取物化学组分。电子轰击（EI）源，轰击电压为70 eV，扫描范围为M/Z30，扫描速度为0.4 s扫全程。载气为氦气，流量为1 mL·min-1，进样量为1 (L。毛细管柱为HP-5ms（30 m×0.25 mm×0.25 μm），进样口温度为280 ℃。测定程序：初始柱温60 ℃，保持1 min；以10 ℃·min-1升温至180 ℃，保持1 min；再以15 ℃·min-1升温至280 ℃，保持15 min。最后，根据NIST05质谱数据库分析不同土壤提取物化学组分。
1.2.3  数据分析
利用SPSS 10.0软件对统计数据进行单因素方差分析，不同处理组间的差异显著性用LSD法分析。
2  结果与分析
2.1  土壤提取物对人参种子生长的化感效应
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图1  不同土壤提取物对人参种子胚根生长的化感效应
Fig. 1  allelopathic effects of soil extracts on the radicles growth of ginseng seeds
根据试验统计结果，对照组种子胚根长度均值为11.33 mm，胚轴长度均值为14.07 mm。与对照相比，6种土壤提取物均对人参种子胚根和胚轴的生长有不同程度的抑制作用。
不同土壤提取物对萌芽人参种子胚根生长的抑制率方差分析结果显示，处理B、C、E、F中提取物对人参种子胚根生长的抑制作用显著，且抑制率随提取物质量浓度的不同而存在显著差异。根据L-S-D分析结果：在处理B中，当提取物质量浓度从0.24 g·mL-1增至0.48 g·mL-1时，抑制作用明显增强（p<0.05），继续增加提取物质量浓度，抑制作用变化不显著（p>0.05）。在处理C中，当提取物质量浓度从0.24 g·mL-1增至0.48 g·mL-1时，抑制作用明显减弱（p<0.05），继续增大提取物质量浓度至0.72 g·mL-1，抑制作用降低不明显（p>0.05）；当提取物质量浓度继续增大至0.96 g·mL-1，抑制作用又明显降低（p<0.05）；继续增大提取物质量浓度至1.20 g·mL-1和1.44 g·mL-1时，对人参种子生长的抑制作用显著增强（p<0.05），胚根坏死。在处理E中，当提取物质量浓度从0.24 g·mL-1增至0.48 g·mL-1时，抑制作用增强，但不显著（p>0.05）；当提取物质量浓度增至0.72 g·mL-1时，抑制作用明显减弱（p<0.05）；继续增大提取物质量浓度，抑制作用又基本恢复到初始水平。在处理F中，当提取物质量浓度从0.24 g·mL-1增至0.48 g·mL-1时，抑制作用显著减弱（p<0.05），当提取物质量浓度增至0.72 g·mL-1时，抑制作用进一步增强；继续增大提取物质量浓度，抑制作用又明显降低（p<0.05）（图1）。
不同土壤甲醇提取物对萌芽人参种子胚轴生长的抑制率方差分析结果表明，处理B、C、E、F中提取物对人参种子胚轴生长的抑制作用较显著，且抑制率随提取物质量浓度的不同而存在显著差异。根据L-S-D分析结果：在处理B中，当提取物质量浓度从0.24 g·mL-1增至0.48 g·mL-1时，抑制作用明显减弱（p<0.05）； 当增大提取物质量浓度至0.72 g·mL-1时，抑制作用又恢复到初始水平；继续增加提取物质量浓度，抑制作用又减弱，但差异不显著（p>0.05）。在处理C中，抑制作用随提取物质量浓度的增加不断增强，当提取物质量浓度增至1.20 g·mL-1和1.44 g·mL-1时，人参种子胚轴的生长受到显著抑制（p<0.05），胚轴坏死。在处理E中，

当提取物的质量浓度介于0.24 g·mL-1和0.96 g·mL-1之间时，抑制作用呈逐渐降低的趋势；继续增大提取物质量浓度，抑制作用明显增强（p<0.05）。在处理F中，当提取物的质量浓度介于0.24 g·mL-1和0.96 g·mL-1之间时，抑制作用呈逐渐降低的趋势；继续增大提取物质量浓度，抑制作用又逐渐增强，浓度到1.44 g·mL-1时抑制作用显著增强（p<0.05）（图2）。
2.2  土壤提取物中主要化学成分分析
硅烷化处理的不同土壤提取物样品经GC-MS分析，得到不同土壤提取物的气相色谱图。比较发现，含量较高的化合物在不同土壤提取物中均存在，含量较低的化合物在不同土壤提取物间有差异（图3）。
经GC-MS分析，分别从取自抚松的新林地土、老参地土、人参根际土以及药植所新林地土、老参地土和西洋参地土壤样品中鉴定出14～25种数量不等的化合物，包括：醇类、有机酸类、酚酸类、酯类、烷烃类以及少量杂环类化合物等（表1）。
3  讨论
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图2  不同土壤提取物对人参种子胚轴生长的化感效应
Fig. 2  allelopathic effects of soil extracts on the hypocotyls growth of ginseng seeds
连作障碍严重制约人参、西洋参等强忌连作植物的规范化种植。迄今，人们随多角度对人参连作障碍机理进行了研究，但均未得到一种较为合理的科学解释。近年来，化感作用研究的建立和发展，为揭示人参连作障碍机理开辟了新思路。研究发现，化感物质可以影响细胞膜通透性、细胞超微结构、矿质离子吸收、内源激素以及光合、呼吸、代谢等过程的多种酶类，从而表现对种子及植物生长、发育的化感效应[9-18]。在人参化感作用研究领域，陈长宝等[19]研究人参根际土壤提取物对人参种子萌发的化感作用发现，人参根际土壤中含有促进人参病害发生和抑制人参生长的化感性物质。韩东等[20,21]从西洋参种子中分离到化感物质邻苯二酚和二苯胺。王玉萍等[22]从西洋参根系分泌物中发现N-苯基-奈胺类化感物质。上述化感物质的发现对于揭示人参连作障碍形成及作用机理具有十分重要的参考价值。
研究还发现，无论是用新林地土还是老参地土提取物处理人参种子，胚根和胚轴长度均低于对照水平，但不同土壤提取物处理对人参种子胚根和胚轴生长的化感效应存在明显差异，具体表现为：人参根际土>老参地土>新林地土。进一步对土壤提取物的GC-MS分析结果显示，不同土壤提取物中含量较高的化合物组分基本相似；含量较低的化合物组分在不同土壤样品中的含量表现为：人参根际土>老参地土>新林地土；此外，在某些土壤提取物中还发现苯胺、苯酚及酚酸类物质。综合不同土壤提取物对人参种子生长的化感效应及其化学组成分析结果我们推测，化感物质在不同土壤提取物中的普遍存在与不同处理人参种子生长指标低于对照有关，不同土壤提取物中化感物质种类及含量的不同与不同处理对人参种子的化感效应的显著差异有关。但是，化感物质究竟通过何种方式影响人参种子和幼苗的生长发育以及不同化感物质是否存在协同作用关系目前尚不清楚，还有待深入研究。
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图3  不同土壤提取物的GC-MS图谱
Fig. 3  soil extracts analyzed by GC-MS

(A：抚松新林地土；B：抚松老参地土；C：抚松人参根际土；D：药植所新林地土；E：药植所人参地土；F：药植所西洋参地土。)
4  结论

(1)  化感效应研究结果表明，人参根际土壤甲醇提取物对人参种子生长的毒害作用最强烈，其次是种植人参、西洋参的老参地土壤提取物，新林地土对人参种子生长的毒害作用不明显。
(2)  GC-MS分析结果表明，新林地土、老参地土和人参根际土中含量较高的化合物组分基本相同，主要是脂肪酸类、醇类、烷烃类物质；而含量较低的化合物主要是苯酚类、酚酸及其衍生物和苯胺类物质，其中大多是公认的化感物质。
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Allelopathic effects of soil extracts on the growth of 
ginseng seeds and its chemical composition
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Abstract: Methanol extract method was used to extract new forestry soil, ginseng (Panax ginseng) rhizosphere soil, ginseng- and American ginseng (Panax quinquefolius)-cultivated soils. For each soil extract, six concentrations were used to study the allelopathic effects on the radicles and hypocotyls growth of ginseng seeds with three replicates. Results indicated that, compared with CK, the allelopathic effect of ginseng rhizosphere soils extract on the radicles and hypocotyls growth of ginseng seeds was the strongest, ginseng- and American ginseng-cultivated soils extracts were in the mediate, and extracts of new forestry soils were minor. GC-MS analysis results showed that, fourteen to twenty five components were detected from six soil extracts, respectively. Phenylamine, phenolic acid and its derivatives detected were reported have allelopathic activity on other plants, and which were presumed concern with the physiological autotoxicity on ginseng seeds in this study.
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