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摘要： 采用种子萌发法对浙江天目山柳杉 Cryptomeria fortunei 凋落物的自毒作用进行了研究， 以探究这种凋落物的自毒
作用对柳杉天然更新障碍的影响。 结果表明， 柳杉凋落物及其表层土壤浸提液在质量体积比为 1 ∶ 10 时， 对柳杉种子
萌发具有抑制作用。 随着浸提液比例的降低（1 ∶ 100）， 抑制作用减弱， 甚至消失（1 ∶ 250）。 自毒作用强度为未分解凋
落物＞半分解凋落物＞表层土壤。 而且未分解凋落物浸提液的化感作用强度随着样品含水率的增大而增强。 通过高效
液相色谱仪测定发现， 柳杉凋落物和表层土壤中均含有酚酸类化感物质阿魏酸、 肉桂酸和对羟基苯甲酸， 而且未分解

凋落物中的这 3 种物质的含量均是最高的。 综合推测， 这 3 种化感物质主要来自于未分解的柳杉凋落物。 图 2 表 4 参
22
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Autotoxicity of Cryptomeria fortunei litter
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Abstract： To determine the influence of autotoxicity on natural regeneration of Cryptomeria fortunei， seed
germination in water extract of C. fortunei litter was researched with treatments of 1 ∶ 10， 1 ∶ 100， 1 ∶ 200，
and 1 ∶ 250 （litter water extract volume: distilled water volume）. Results showed that the high extract con-
centration （1 ∶ 10） restrained C. fortunei seed germination. Restraint intensity declined as the concentration
decreased with a restraint intensity order of： undecomposed litter ＞ semi-decomposed litter ＞ soil. High
performance liquid chromatograph （HPLC） was used to analyze autotoxins components of ferulic acid
（FA）， cinnamic acid （CA）， and β-hydroxybenzoic acid （β-HA）. Also， autotoxin content identified in un-
decomposed litter was greater than semi-decomposed litter and soil combined. Thus， undecomposed litter
was the primary source of released autotoxins. ［Ch， 2 fig. 4 tab. 22 ref.］
Key words： forest biology； Cryptomeria fortunei； litter； autotoxicity； phenolic acid； natural regeneration

自毒作用已被证实是影响森林更新的重要生化因素之一 ［1－4 ］。 目前， 对于森林自毒作用的研究主
要集中于北方森林， 对南方森林的研究较少。 在对南方森林进行调查的过程中， 作者发现， 柳杉
Cryptomeria fortunei 林的天然更新状况与受自毒作用影响的北方针叶林的更新状况非常相似： 天然更
新成功率几乎为 0， 仅林窗中偶有发生 ［5］。 这是否意味着柳杉林同样也遭受着自毒作用的困扰呢？ 柳
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杉不仅是中国南方主要用材树种之一， 也是中国特有树种。 尤其是浙江天目山国家级自然保护区的柳
杉林， 历史悠久， 植株高大， 形成了世界罕见的大柳杉群落， 其中胸径超过 50 cm 的柳杉达 2 032
株， 占总数的 37%， 天目山因此也获得了 “大树华盖闻九州” 的美誉。 因此， 对柳杉林的自毒作用进
行研究， 并选择天目山柳杉林作为试验地， 对南方森林的天然更新研究和柳杉这一珍贵树种遗传基因
的保护都有着重要意义。 前期调查发现， 天目山柳杉种子主要落在其枯枝落叶层和腐殖质层 ［6］。 凋落
物又是自毒物质的主要来源之一 ［7－8］。 因此， 从柳杉凋落物的自毒作用入手进行探索。 柳杉球果成熟
时间为 10 - 11 月， 种子萌发为翌年的 3 - 4 月。 这一期间是化感物质对种子产生影响的重要阶段，
所以本研究选择 2006 年 10月至 2007年 4月为研究时间。

1 材料与技术路线
1.1 试验材料与仪器
在天目山柳杉林中按文献［9］的方法取样。 取样后混合带部分回实验室冷藏备用。 收集样品分 3

个部分： 未分解凋落物、 半分解凋落物和表层土壤 （0 ~ 5 cm）。 在相同样地中， 以同样方法收集 1
次·月－1。 收集时间为 2006 年 10月至 2007年 4月。
柳杉种子采自浙江天目山国家级自然保护区， 4 ℃冰箱中保存。
仪器： Waters 600E 高效液相色谱仪， 恒温培养箱。
试剂： 阿魏酸， 肉桂酸， 对羟基苯甲酸对照品。

1.2 样品含水率测定
采回的样品取部分称量， 然后放入烘箱中 80 ℃烘至恒质量， 再称量［9］， 计算含水率， 计算公式：

绝干含水率 ＝ （湿质量 － 绝干质量）/ 绝干质量 × 100 %［10］。
1.3 浸提液和培养液的制备
1.3.1 浸提液制备 ［11］ 将未分解凋落物、 半分解凋落物和表层土壤的鲜样用蒸馏水浸泡 48 h， 过滤。
水浸液母液质量体积比例为 1 ∶ 10 ， 即相当于 1 g 烘干样加 10 mL 水。 取部分滤液用蒸馏水稀释获得
1 ∶ 100， 1 ∶ 200 和 1 ∶ 250 比例的稀释液。 各比例的浸提液置于冰箱中备用， 使用前在 0.5 Pa 下用高
压灭菌锅消毒 30 min， 放置冷却再用。
1.3.2 培养液制备 称取肉桂酸对照品用蒸馏水配制成 20 mg·L-1的待用母液， 分别稀释成 10.0， 5.0
和 0.5 mg·L-1的溶液。 阿魏酸、 对羟基苯甲酸溶液配制方法同肉桂酸。
1.4 种子活力状况测定
将消毒过的柳杉种子置于垫有滤纸的培养皿中， 放置种子 100粒·皿－1， 设 3 个重复。 加入相应提

取液 5 mL·皿－1， 置于培养箱中培养， 对照用蒸馏水。 培养条件： 空气相对湿度为 60 %， 温度 23 ~
27 ℃， 无光照。 发芽器皿均在 105 ℃条件下消毒 2 h。 安置发芽的当天为第 1 天， 以后加相应溶液
0.5 mL·d－1， 以种子周围不出现水膜为宜。 第 12 天统计种子发芽势， 第 20 天统计种子发芽率 ［12］。 以
浸提液对种子发芽势和发芽率的影响为标准， 衡量浸提液化感强度。
1.5 数据统计分析
对各浸提液化感强度进行比较时， 其统计假设检验和方差分析均以敏感指数 （IR， response index）

进行。 敏感指数为 Williamson［13］提出的衡量化感效应的敏感指数， 当 IR＞0 时表示浸提液对种子萌发
具有促进作用， IR＜0时表示浸提液对种子萌发有抑制作用。 敏感指数的绝对值代表作用强度的大小。
计算公式为： IR = 1 － C/T（T≥C）； IR = TC（T≤C）。 其中 IR为敏感指数， C 为对照值， 是以蒸馏水培
养的种子发芽势或发芽率平均值。 T为处理值， 是以浸提液培养的种子发芽势或发芽率平均值。
1.6 高效液相色谱法测定条件
参照 Lodih［14］的方法， 并作适当修改， 提取、 分离凋落物中的酸性组分。 测定条件如下。 色谱柱：

反相 symmetry C18柱； 流动相： 乙腈 ∶ 体积分数 0.5 %乙酸水 = 43 ∶ 57； 柱温： 室温； 流速： 1 mL·
min－1； 检测器： 2996 型紫外检测器； 检测波长： 280 nm， 进样量 10 μL。 比较样品与标准溶液的保留
时间， 确定其所含主要化感物质的种类， 并计算含量。
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1.7 生物测定
生物测定的前期处理及数据处理方法同 1.4 节。 第 20 天统计胚根， 胚轴长。 以培养液对种子胚

根长和胚轴长的影响为标准衡量培养液化感强度， 数据分析均以 IR值进行， 具体方法同 1.5节。
酶提取液的制备： 将发芽种子先用流水冲洗， 再用去离子水冲洗， 滤纸吸干浮水。 称取 0.5 g 左

右置于预冷的研钵中， 先加入 20 mL 预冷的提取介质 50 mmol·L-1 pH 7.8 的磷酸缓冲液（含 10.0 g·L－1

聚乙烯吡咯烷酮）充分研磨成匀浆， 然后用 20 mL 提取介质冲洗研钵至 50 mL 离心管中， 于 4 ℃下 1
万 r·min－1离心 20 min， 上清液即为酶提取液， 在 0 ~ 4 ℃下保存备用。
采用氮蓝四唑法测定柳杉种子中的超氧化物歧化酶（SOD）的活性［15］。
采用硫代巴比妥酸（TBA）法测定柳杉种子中丙二醛（MDA）质量分数［15］。

2 结果与分析
2.1 凋落物浸提液对柳杉种子萌发的影响
由表 1 ~ 2可知， 柳杉未分解凋落物、 半分解凋落物和表层土壤的高质量浓度浸提液（1 ∶ 10）对

柳杉种子的发芽率和发芽势均有抑制作用。 抑制强度随着比例降低而减弱， 甚至消失（1 ∶ 250）。 抑制
作用从当年的 10月至翌年 4月， 即柳杉种子下落到萌发结束这段时间一直存在。

未分解凋落物、 半分解凋落物和表层土壤的浸提液（1 ∶ 10）对柳杉种子发芽率的平均化感强度分
别为－ 0.326， － 0.230 和－ 0.212； 对发芽势的平均化感强度分别为－ 0.417， － 0.307 和－ 0.251。 可见，
未分解凋落物浸提液的自毒作用强度最大， 半分解凋落物其次， 表层土壤最小。 柳杉每年都会产生相
当数量的凋落物［16］。 初步推测： 未分解凋落物释放的化感物质是柳杉林下化感物质的主要来源。 位于
最上层的未分解凋落物通过降水淋溶等作用释放出来， 再经重力等作用下渗到未分解凋落物和表层土
壤中。 为证实这一点， 本研究对柳杉凋落物中的自毒物质的种类和含量进行了鉴定。
从结果还可以发现， 当年 11 月和翌年 4 月的抑制作用最强， 而其他月份变化幅度不大。 研究表

明， 温度、 降水等是影响自毒强度的重要外因［17］。
2.2 凋落物自毒作用强度与含水率的关系
为探究当年 11 月和翌年 4 月自毒强度较其他月份高的原因， 对凋落物含水率与自毒强度关系进

表 1 凋落物浸提液对种子发芽率化感效应的影响
Table 1 Effect of extract on alleolpathy of seed germination rate

层次 比例 10 11 12 1 2 3 4 月

未分解凋落物

1 ∶ 10 － 0.175** － 0.561** － 0.268** － 0.269** － 0.280** － 0.267** － 0.463**

1 ∶ 100 － 0.032 － 0.283** 0.011 － 0.097 － 0.072 － 0.046 － 0.124*

1 ∶ 200 0.013 0.038 0.091 － 0.037 0.119* － 0.067 0.113*

半分解凋落物

1 ∶ 10 － 0.132* － 0.305** － 0.187** － 0.181** － 0.231** － 0.294** － 0.283**

1 ∶ 100 － 0.042 － 0.114* － 0.055 － 0.024 － 0.126* － 0.029 － 0.075

1 ∶ 200 － 0.012 0.039 － 0.020 0.115* 0.104 0.143* 0.100

表层土壤

（0 ~ 5 cm）

1 ∶ 10 － 0.214** － 0.270** － 0.230** － 0.201** － 0.202** － 0.172** － 0.193**

1 ∶ 100 － 0.043 － 0.091 － 0.094 0.015 － 0.076 0.002 － 0.028

1 ∶ 200 0.058 0.005 － 0.064 － 0.028 0.085 0.027 0.105

1 ∶ 250 0.005 0.001 0.008 － 0.008 0.005 －0.004 0.010

1 ∶ 250 0.000 － 0.001 － 0.002 0.004 0.000 0.006 0.002

1 ∶ 250 0.002 - 0.051 0.001 － 0.004 0.002 0.005 0.015

说明： *P＜0.05， **P＜0.01， 表中数据为同一处理的平均值。
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行了研究。 已知各浸提液在 1 ∶ 10下对柳杉种子发芽率和发芽势影响最显著。 综合考虑， 只对该比例
浸提液的自毒作用强度与含水率进行相关性分析。 结果表明（图 1）， 未分解凋落物浸提液对柳杉种子
发芽率、 发芽势的抑制强度随着样品含水率的增加而增强。 相关系数分别为- 0.993 4 和- 0.930 4。
这与前人研究结果一致［17］。
半分解凋落物和林下表层土壤浸提液自毒作用强度与其含水率相关性并不显著， 也就是说这 2 层

的有效自毒物质含量并不会随着水分的增加而增加。 表 1 ~ 2 表明， 凋落物自毒作用强度随着层次的
下降而减小。 可以进一步推测： 凋落物和表层土壤中的自毒物质来自于未分解凋落物。

2.3 凋落物中自毒物质的鉴定
为进一步证明柳杉凋落物对其种子萌发的自毒作用， 同时确定未分解凋落物是自毒物质的主要来

源， 本研究对其中的自毒物质进行了鉴定。 预试验发现， 柳杉凋落物中的酸性组分对种子的自毒作用
最强。 研究表明， 酚酸类化合物是目前发现的自毒物质中最重要的种类之一， 它不仅是导致农作物、
果园连茬障碍的重要因子 ［18］， 也是影响森林尤其是针叶林自我更新关键生化因素 ［1，19－20］。 所以， 从酸

表 2 凋落物浸提液对种子发芽势化感效应的影响
Table 2 Effect of extract on allelopathy seed germination vigor

层次 比例 10 11 12 1 2 3 4 月

未分解凋落物

1 ∶ 10 － 0.367** － 0.603** － 0.353** － 0.337** － 0.403** － 0.371** － 0.485**

1 ∶ 100 － 0.265** － 0.273** － 0.175 － 0.202* － 0.250** － 0.154 － 0.256**

1 ∶ 200 0.078 － 0.117 － 0.100 － 0.059 － 0.135 － 0.050 － 0.172

半分解凋落物

1 ∶ 10 － 0.235* － 0.500** － 0.242** － 0.242** － 0.291** － 0.272** － 0.369**

1 ∶ 100 － 0.188* － 0.238* － 0.167 － 0.196* － 0.180 － 0.174 － 0.307**

1 ∶ 200 0.076 － 0.111 － 0.058 － 0.108 － 0.116 0.050 － 0.189*

表层土壤

（0 ~ 5 cm）

1 ∶ 10 － 0.224* － 0.343** － 0.272** － 0.214* － 0.191* － 0.197* － 0.319**

1 ∶ 100 0.160 － 0.192* － 0.104 － 0.168 － 0.108 － 0.163 － 0.172

1 ∶ 200 0.101 － 0.087 － 0.053 － 0.100 0.019 0.019 － 0.104

1 ∶ 250 0.063 － 0.011 0.005 － 0.066 － 0.007 0.004 － 0.612

1 ∶ 250 0.010 － 0.015 － 0.001 － 0.039 － 0.041 0.041 － 0.055

1 ∶ 250 0.003 － 0.013 － 0.009 0.003 － 0.056 0.001 － 0.086

说明： *P＜0.05， **P＜0.01， 表中数据为同一处理的平均值。

图 1 各层凋落物含水率与化感强度的相关性
Figure 1 Correlation of water content and autotoxicity
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性组分入手， 鉴定柳杉凋落物中的自毒物质。 已
发现的具有自毒作用的有机酸类生物活性物质有

上百种， 如果对每一种物质进行检测不现实。 根
据前人研究结果， 本研究选择了阿魏酸、 肉桂酸
和对羟基苯甲酸这 3 种具有代表性的酚酸作为检
测对象。
高效液相鉴定结果表明， 柳杉未分解凋落物、

半分解凋落物和表层土壤混合物 （为简化试验，
将半分解凋落物和表层土壤样品混合进行处理）中
均含有阿魏酸、 肉桂酸和对羟基苯甲酸 （表 3）。
另外， 通过测定可知， 未分解凋落物中阿魏酸、
肉桂酸和对羟基苯甲酸质量分数分别为0.182，
0.103和0.356 mg·g－1； 半分解凋落物和表层土壤混
合 物 中 3 种 物 质 质 量 分 数 分 别 为 0.149，
0.067 和 0.145 mg·g－1。 由此可见， 3 种物质在未
分解凋落物中的质量分数均大于其他 2 层。 综合
第一、 二部分试验， 推断未分解凋落物是这 3 种
酚酸类化感物质的主要来源。
2.4 培养液对柳杉种子萌发的效应
2.4.1 培养液对柳杉种子萌发的形态效应 肉桂
酸等酚酸类物质虽然已被证实是影响多种植物的

生长自毒物质 ［21］， 但是自毒物质具有高度选择性
和专一性 ［1］， 即肉桂酸等柳杉凋落物的自毒物质
还需试验加以证明， 所以将肉桂酸等单品配制成不同质量浓度溶液培养柳杉种子， 进行生物测定。 从
表 4中可以看出， 在质量浓度为 20.00 mg·L-1时， 3种酚酸对柳杉种子胚根生长均具有显著抑制作用，
阿魏酸和对羟基苯甲酸对柳杉种子胚轴生长具有显著抑制作用。 随着质量浓度降低， 抑制作用强度
降低。
2.4.2 培养液对柳杉种子萌发的生理效应 超氧化物歧化酶是植物体内防御活性氧伤害的保护酶之
一， 具有高效清除超氧自由基的作用。 丙二醛是植物膜脂过氧化作用的主要产物之一， 其质量摩尔浓
度可以作为植物在逆境胁迫下伤害程度的指标。 质量摩尔浓度增加说明膜脂过氧化作用增强， 质

表 3 凋落物化感物质的鉴定
Table 3 Autotoxicities analysis in Cryptomeria fortunei litter

检测样品
保留时间/min

肉桂酸 阿魏酸 对羟基苯甲酸

对照 3.435 4.733 3.482

未分解凋落物 3.424 4.487 3.301

半分解凋落物和表

层土壤混合物
3.371 4.562 3.544

表 4 培养液对种子胚根长和胚轴长的效应
Table 4 Effects of culture solution on seed germination

类别 质量浓度/（mg·L－1） 肉桂酸 阿魏酸 对羟基苯甲酸

胚根

0.500 － 0.023 0.032 － 0.007

5.000 0.061 － 0.128 － 0.167

10.000 － 0.171 － 0.339** － 0.371**

胚轴

0.500 － 0.025 － 0.012 － 0.158

5.000 0.146 － 0.206* － 0.425**

10.000 － 0.106 － 0.442** － 0.598**

20.000 － 0.169 － 0.614** － 0.765**

20.000 － 0.217* － 0.463** － 0.539**

说明： *P＜0.05， **P＜0.01， 表中数据为同一处理的平均值。

图 2 培养液对种子生理活性的效应
Figure 2 Effects of culture solution on seed physiological activity

* 表示处理组与对照组之间在 P＜0.05 水平差异显著
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膜透性增大 ［22］。 根据图 2可知， 3种物质对柳杉种子萌发时的生理状况具有显著影响。 其作用趋势和
对种子胚根、 胚轴的影响一致， 即高质量浓度的培养液增大细胞质膜的通透性， 降低超氧化物歧化酶
的活性， 从而抑制种子的胚根和胚轴的生长。 随着质量浓度降低， 作用减弱。

3 结论
本研究在柳杉种子成熟到萌发这一时期进行了连续试验， 发现柳杉凋落物多对其种子萌发具有自

毒作用， 而且这一作用是长期存在的。 柳杉凋落物中存在酚酸类化感物质阿魏酸、 肉桂酸和对羟基苯
甲酸。 未分解凋落物是这 3种化感物质的主要来源。
自毒作用产生的影响在整个柳杉天然更新中所占的比例究竟有多大， 还需要更多的试验加以证

实。 如果自毒作用是柳杉天然更新的关键因素之一， 那如何消除凋落物的自毒作用影响也将是一个新
的命题。
此外， 由于自毒物质主要是由柳杉未分解凋落物产生的， 经雨水浸泡释放出来后， 在重力的作用

下必定会在半分解凋落物层和土壤层汇集。 但是， 本研究发现随着层次的下降自毒作用强度反而减
弱， 这是否是因为这 2 层中的微生物发挥作用， 将这些有毒物质分解为无毒物质了呢？ 如果是这样，
那到底是那种微生物在发挥作用？ 这些都有待开展进一步的研究。
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