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摘要! 采用培养皿法研究了不同
56

值模拟酸雨% 柳杉
6$574"8+$-& ("$4#%+-

凋落物水浸提液和酸雨浸提液对柳杉种

子萌发和幼苗生长的影响! 并采用气相色谱
$

质谱"

78$9:

&联用技术对柳杉凋落物水浸提液和酸雨浸提液的化学成

分进行了分析' 结果表明$

!

酸雨和凋落物水浸提液处理均降低柳杉种子发芽率和发芽势! 凋落物酸雨浸提液处

理柳杉种子发芽率和发芽势与对照差异显著"

9＜0*02

&! 说明酸雨增强了凋落物对柳杉种子萌发的抑制作用(
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酸

雨处理抑制柳杉幼苗根生长和根芽比! 而
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处理芽生长和生物量则显著减小"

:＜0*02

&)

20 ;

*

<

%!凋落物水浸

提液处理对柳杉幼苗芽和根的生长! 以及生物量和根芽比具有显著的抑制作用"
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&! 凋落物酸雨浸提液处理

抑制作用呈极显著差异"
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分析显示! 柳杉凋落物水浸提液和酸雨浸提液的主要成分是醇类+ 酚

类% 烷烯类和酯类等化合物! 占总量的
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! 凋落物酸雨浸提液中鉴定出新的化合物包括
"

种酮类化合物和
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个

醇类! 占总量的
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( 图
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酸雨对生态系统的危害已成为举世瞩目的重大环境问题$

#

%

# 而中国成为继欧洲和北美之后的第三大

酸雨区 $

!

%

' 研究发现# 酸雨是造成森林衰退的直接原因' 酸雨能够抑制植物种子萌发与幼苗生长 $

("H

%
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I/0F

等$
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%研究发现模拟酸雨对鼠耳芥
/%.0*1$,2*2 &3.4*.(.

种子萌发与根芽生长具有显著的抑制作用& 水

稻
5%+6. 2.&*7.

# 小麦
8%*&*9'- .)2&*7'-

和油菜
:%.22*9. 93*()(2*2 J/0& $4)*#)%.
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种植物对酸雨胁迫强度

与胁迫时间的耐受性存在显著差异$

K"B

%

'

E;2*.

等$
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%研究发现# 赤桉
;'9.4+,&'2 9.-.41'4)(2*2

凋落物对黄

豆树
/40*6*. ,%$9)%.

和银合欢
<)'9.)(. =4.'9.

种子萌发与幼苗生长均有抑制作用& 罗侠等$
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%研究认为#

天山云杉
>*9). 293%)(?*.(.

凋落物提取液对自身种子萌发和幼苗生长具有自毒作用# 并且与提取液浓度

呈正相关' 有关酸雨和凋落物复合作用对种子萌发与幼苗生长影响的报道甚少' 柳杉
!%+,&$-)%*. #$%!

&'()*

为常绿针叶乔木# 属国家一级保护树种# 浙江省临安市天目山国家级自然保护区是世界上最大的

柳杉种群聚集地# 而临安市在
!%%C

年和
!%%K

年的酸雨发生率分别高达
BHD

和
LHD

$

##"#!

%

' 自
!%

世纪
L%

年代初期以来# 天目山的柳杉种群逐渐呈现出衰退的迹象' 针对天目山柳杉林的研究主要集中在柳杉的

病虫害防治$

#("#$

%和蓄积量$

#H"#C

%等方面# 尚缺乏酸雨与柳杉凋落物复合作用对柳杉天然更新影响方面的研

究' 因此# 我们以柳杉为供试树种# 模拟酸雨( 柳杉凋落物水浸提液和
7M $&%

酸雨浸提液对柳杉种子

萌发和幼苗生长的影响# 并采用气相色谱
!

质谱"

NG!OP

!技术分析鉴定了浸提液的化合物成分# 为阐明

天目山柳杉天然更新困难和退化原因提供理论依据'

'

材料和方法

)*)

供试材料

供试柳杉凋落物
!"''

年
'"

月采自天目山国家级自然保护区天然柳杉林# 凋落物带回实验室自然风

干后粉碎# 备用' 柳杉种子由天目山国家级自然保护区管理局提供# 置于
$ #

冰箱中保存'

)*+

研究方法

'&!&'

酸雨溶液的制备 根据浙江省临安市的酸雨监测分析资料及前人配置模拟酸雨的方法# 用浓硫酸

和浓硝酸按摩尔比
$$'

配置母液# 并用蒸馏水分别稀释成
7M (&"

#

7M $&"

和
7M H&C

模拟酸雨溶液'

'&!&!

柳杉凋落物浸提液的制备 准确称取柳杉凋落物干粉
'" A !

份# 置于三角瓶中# 分别加入
'""

2Q

蒸馏水和
7M $&"

模拟酸雨溶液# 在
!H #

条件下浸提
$B ;

# 离心后过滤
!

次# 得到
'"" A

)

Q

"'的浸提

液# 置于
$ #

冰箱中备用' 试验前将母液分别配置成
H A

)

Q

"'和
H" A

)

Q

"'的处理液# 以蒸馏水作对照'

'&!&(

柳杉凋落物浸提液化学成分分析 取
H 2Q

柳杉凋落物酸雨和水浸提液母液加入
! 2Q

乙酸乙酯

萃取# 吸取
' !Q

萃取液进样# 进行
NG!OP

分析'

NG

"

KBL"E

#

EA65*-3 >*+;-,5,A6*) G,27/-1

!条件* 色谱

柱
MI!HOP

"

(" 2 % !H" !2 % "&!H !2

!& 升温程序初始温度
H" #

# 以
!" #

)

26-

"'的速率升至
'B" #

#

保持
! 26-

# 再以
'" #

)

26-

R# 升到
!H% #

# 保持
#% 26-

& 载气为氦气 # 进样口温度
!B% #

'

OP

"

HLKHG

#

EA65*-3 >*+;-,5,A6*) G,27/-1

!条件# 电离方式
ST

& 电子能量
K% *U

& 离子源温度
!(% #

& 四级

杆温度
#H% #

& 传输线温度
!H% #

& 扫描质量范围
!B&$H%

' 通过
VTP> !""B

谱图库兼顾色谱保留时间定

性# 采用峰面积表示物质含量'

'&!&$

柳杉种子萌发与幼苗培养 选取籽粒饱满( 均匀一致的柳杉种子# 用
$" #

的温水浸种
!$ ;

# 再

用质量浓度为
'" A

)

Q

"'的高锰酸钾溶液消毒
'H 26-

后# 用蒸馏水反复冲洗
HWC

次' 取
'""

粒均匀置于

垫有
!

层滤纸的培养皿"直径
'H +2

#

'"H #

条件下消毒
! ;

!中# 并加入
H 2Q

相应浸提液# 对照加蒸馏

水
H 2Q

# 设
(

次重复# 置于事先用乙醇进行消毒处理的恒温培养箱中培养' 培养条件* 光照
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图
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柳杉凋落物浸提液的总离子流图
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""

$ 空气相对湿度为
:6;

& 处理组补充
" 4<

%

2

""相应浓度浸提

液' 对照组补充
" 4<

%

2

""蒸馏水&
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指标测定
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种子萌发的测定 按照
>?)@ "AA:

(国际种子检验规程) #胚根突出种皮的长度为种子长度的一半

即为发芽的种子"' 每天统计种子发芽数& 第
"B

天统计种子发芽势' 第
8C

天统计种子发芽率&

"=!=8

生长指标的测定 发芽实验结束后' 采用刻度尺测量萌发后幼芽与幼根长度' 随机测量
"D

株%处

理""

' 取其平均值即为幼芽与幼根生长& 随机选择
"D

株幼苗' 称鲜质量' 设
!

次重复%处理""

&

!"$

数据统计分析

试验数据采用
?E?? "!=D

软件最小显著差法#

<?F

"多重比较方法进行统计分析& 发芽率和发芽势用

以下公式计算! 发芽率#

0

G

"

H

终发芽种子数
I

供试种子总数
#"DD;

$ 发芽势#

1

G

"

H

第
"B

天发芽种子数
5

供试

种子总数
#"DD;

& 参照
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"K

+的化感效应指数#

2

L

"进行化感效应分析& 当
3!!

时'
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L

H""567
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当
7"!

时'

4

L

H76!""

' 其中
!

为对照值'

7

为处理值&

4

L

＞D

为促进作用'

4

L
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为抑制作用' 绝对值大

小和作用强度一致&

8

结果分析
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柳杉凋落物浸提液的成分及含量分析

通过
GM$N?

分析 ' 在凋落物水浸提液和凋

落物酸雨浸提液#

OP C=D

"中均发现了醇类, 酚类,

烷烯类, 酯类 , 酮类和醛类等化合物#图
"

' 表
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"& 水浸提液中鉴定出
C8

种化合物' 其中醇类化

合物
"A

种' 占总量的
!:=8;

$ 酚类化合物
B

种'

占总量的
"A=9;

$ 烷烯类化合物共
K

种' 占总量的

"B=K;

$ 酯类化合物共
!

种' 占总量的
"!=C;

$ 酮

类化合物
B

种' 占总量的
:=!;

$ 醛类化合物
!

种'

占总量的
8=C;

& 酸雨浸提液中鉴定出
C9

种化合

物' 其中新提取化合物包括
C

种酮类化合物和
8

个醇类' 占了总量的
8=: ;

& 凋落物酸雨浸提液的

总离子流比凋落物水浸提液的强&
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不同处理对柳杉种子萌发的影响

酸雨, 凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液

对柳杉种子萌发的影响具有明显差异#图
8
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OP

B=:

和
OP C=D

酸雨对柳杉种子萌发无显著影响 '

OP !=D

酸雨处理显著降低柳杉种子发芽率#

8＜D=DB

"' 与对照相比降低了
:=A;

$

B %

%

<

""凋落物水浸提液

处理显著降低柳杉种子发芽率#

8＜D=DB

"' 比对照降低了
"B=:;

' 且随着浸提液质量浓度的增大对柳杉种

子发芽率的抑制作用加强$
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""酸雨浸提液处理极显著降低柳杉种子发芽率#

8＜D=D"

"' 与对照相比

降低了
8:=!;

$

OP B=:

酸雨处理对柳杉种子发芽势无显著影响'

OP C=D

酸雨处理显著降低柳杉种子发芽

势#

8＜D=DB

"' 与对照相比降低了
":=9;

&

B %

%

<

""凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液处理均显著降低

柳杉种子发芽势#

8＜D=DB

"' 分别比对照降低了
"K=9;

和
8B=8;

' 且随着浸提液质量浓度的增大对柳杉种

子发芽势的抑制作用加强&

%"#

不同处理对柳杉幼苗生长的影响

OP B=:

和
OP C=D

酸雨处理对柳杉幼苗芽生长无显著影响'

OP !=D

显著抑制柳杉幼苗芽生长#

8＜D=DB

"'

与对照相比降低了
"D=8;

#图
!

"$

B %

%

<

""凋落物水浸提液处理显著抑制柳杉幼苗芽生长#

8＜D=DB

"' 与对

照相比降低了
"!=K;

$

B %

%

<

""酸雨浸提液处理极显著抑制柳杉幼苗芽生长#

8＜D=D"

"' 与对照相比降低

了
"K=";

&

OP B=:

酸雨处理对柳杉幼苗根生长影响不显著'

OP C=D

和
OP !=D

酸雨处理显著抑制柳杉幼

苗根生长#

8＜D=DB

"' 分别比对照降低了
"B=A;

和
"9=9;

&

B %

%

<

""凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液处

%I4$.

!
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说明! "

&

# 表示未检测到物质$

序号
!'()*

化合物 分子式
相对含量

'+

水浸提液 酸浸提液

, -./0

苯酚
123*45 6

0

7

0

8 !./$ ! %.## !.09 ! %.#!

! 0.:"

苯甲醇
;3*<=5 >5?4245 6

/

7

9

8 !.!, ! %.,9 !.:$ ! %.,0

: 0.0- !"

壬烯
","

醇
!"*4*=*","45 6

@

7

,0

8 %./! ! %.%, %./: ! %.%/

$ 0./@

愈创木酚
AB>C45 6

/

7

9

8

!

!.-/ ! %.%: !.-% ! %.:$

- /.$9

香芹酮
?>DE4*3 6

#%

7

#0

8 #.-- ! %.#- #.09 ! %.%@

0 /.-0

脱氢芳樟醇
24FD)3*45 6

,%

7

,0

8 %G/% ! %.%9 %./0 ! %.#$

/ /.0#

邻苯二酚
1=D4?>F3?245 6

0

7

0

8

!

#.-0 ! %.%0 #.#: ! %.%/

9 9.!%

马鞭烯酮
E3D;3*4*3 6

#%

7

#$

8 %.9@ ! %.%$ %.@! ! %.#$

@ 9.-%

香茅醛
?)FD4*355>5 6

#%

7

#9

8 %.$0 ! %.%- %.-% ! %.%@

#% 9.0- !"

甲氧基
"$"

乙烯基苯酚
$"E)*=5AB>)>?45 6

@

7

#%

8

!

%.9% ! %.%0 %.@# ! %.%$

## 9./#

乙基柠檬醛
3F2=5 ?)FD>5 6

##

7

#9

8 %.-% ! %.%! %.$! ! %.%!

#! 9.9/ #H9"

松油二醇
F3D1)* 6

,%

7

!%

8

!

%.$9 ! %.%, %.-, ! %.!,

,: @.%/

蒎烯乙二醇醚
I7J >?F)E>F4D 6

#%

7

#9

8

!

#.!$ ! %.## #.#- ! %.##

#$ @.#9 #H$"

桉叶素
#H$"?)*3453 6

#%

7

#9

8 !.00 ! %.!# !./0 ! %.!/

#- @.!/

顺式氧化胡薄荷酮
?)K"1B53A4*3 4L)M3 6

#%

7

#0

8

!

%./- ! %.%: %./@ ! %.#@

#0 @.--

二氢香芹醇
M)2=MD4?>DE345 6

#%

7

#9

8 %.@% ! %.%0 %.@@ ! %.#$

#/ @.0% $"

松油醇
$"F3D1)*345 6

#%

7

#9

8 #.09 ! %.#! #./! ! %.#$

#9 @./-

丙烯醇
>553F2D454*3 6

@

7

#!

8

!

# %.$# ! %.%$

#@ @.@9

十二烷二酸
M4M3?>*3M)4)? >?)M 6

#$

7

:#

N ,.,/ ! ".,: ".0: ! ".:!

!" ,"."9

异广藿香烷
)K41>F?24B5>*3 6

,-

7

!0

".-@ ! "."0 ".0@ ! "."/

!, ,".-/

环氧化马兜铃烯
>D)KF453*3 314L)M3 6

,-

7

!$

8 ,."@ ! ".,, ".@@ ! ".,!

!! ,".0-

榄香醇
353(45 6

,-

7

!0

8 $ ".$, % "."@

!: ,,.!0

二氢
"!"

紫罗兰酮
M)2=MD4"!")4*4*3 6

,:

7

!!

8 ".@- ! ".": ,.,, ! ".:!

!$ ,,.$$

檀香醇
K>*F>545 6

,-

7

!$

8 ".0! ! "."! ".$0 ! ".,,

!- ,,./"

柠檬烯
"0"

醇特戊酸酯
5)(4*3*"0"45

%

1)E>5>F3 6

,-

7

!$

8

!

,.0: ! ".,, ,.$@ ! ".!!

!0 ,,.9,

甲酸松油酯
F3D1)*=5 O4D(>F3 6

,,

7

,9

8

!

!.,$ ! ".,: ,.@, ! ".,!

!/ ,,.@,

蓝桉醇
A54;B545 6

,-

7

!0

8 ,.:" ! ".,$ ".@" ! ".,,

!9 ,!.,/

柏木烯醇
?3MD3*45 6

,-

7

!$

8 "./9 ! "."! $

!@ ,!.!@

长叶醛
54*A)O453*>5M32=M3 6

,-

7

!$

8 ,.$/ ! ".,: ,.:/ ! ".,!

:" ,!.0"

新郁金二酮
*34?BDM)4*3 6

,-

7

!$

8

!

$ ".$, ! ".":

:, ,!.9$

落叶松醇
5>D)L45 6

!"

7

:$

8

!

0.$9 ! ,.", 0.:" ! ,."9

:! ,!.@@ :"

&十二烯基' 二氢
"!H-"

呋喃二酮
M4M3?3*=5 KB??)*)? >*2=MD)M3 6

,0

7

!0

8

:

$ ".$$ ! ".":

:: ,:.,-

异戊酸香叶酯
A3D>*=5 )K4E>53D>F3 6

,-

7

!0

8

!

,.!9 ! ".:! ,.!/ ! ".!-

:$ ,:.!-

表蓝桉醇
31)A54;B545 6

,-

7

!0

8 ,.,@ ! ".$, ,.", ! "./-

:- ,:.:@

二乙酸
"!"

甲基间苯二酚
!"(3F2=5D3K4D?)*45

%

M)>?3F>F3 6

,,

7

,!

8

$

,!.,0 ! ,.-0 ,!."" !,.0:

:0 ,:.-9 ,"

胺甲基金刚烷
,">M>(>*F>*3(3F2=5>()*3 6

,,

7

,@

N @.@! ! ,.!, @.0- ! ,.,!

:/ ,:./, ""

桉叶醇
""3BM3K(45 6

,-

7

!0

8 0.@- ! ,.", 0.," ! ,."$

:9 ,:./9

喇叭烯醇
53M3*3 >5?4245 6

,-

7

!$

8 ,./9 ! ".-9 ,.0: ! "./:

:@ ,:.9$

柏木烯醇
9"?3MD3*",:"45 6

,-

7

!$

8 ,.$0 ! "./0 ,.,, ! ".0-

$" ,$.,"

愈创木烯
AB>)3*3 6

,-

7

!$

".-/ ! ".$- ".-$ ! "."-

$, ,$.,@

紫堇酮
?4D=(;454*3 6

,-

7

!$

8

!

$ ".$" ! "."$

$! ,$.!$

斯巴醇
K1>F2B53*45 6

,-

7

!$

8 ".0$ ! "."@ ".0! ! ".!,

$: ,$.:!

异长叶烯
)K454*A)O453*3 6

,-

7

!$

!.@, ! ".9, !.9" ! ".,@

表
!

柳杉凋落物水浸提液和酸雨浸提液成分分析

P>;53 , 623()?>5 ?4(14*3*FK 4O >QB>F)? >*M >?)M 3LFD>?FK OD4( 5)FF3D 4O "#$%!&'()*+ ,&)!-./*

$
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表
!

!续"

#$ "$%"&

邻苯二甲酸二丁酯
'()*+,- ./+/0-0+1 2

"3

4

&&

5

#

"67$" ! &%8" "&%89 !"%:9

#3 "$%!!

丁香烷
;-<=0>1 2

"$

4

&3

"7"? ! 873" 87:? ! 87&"

#9 "$7$3

氧化石竹烯
1.<@,;0A,<./,--1>1 2

"$

4

&#

5 87#9 ! 87"! 87#? ! 87"?

#? "$798

水菖蒲酮
B/,<)*><>1 2

"$

4

&#

5 " 87$8 ! 878#

#: "$793

韦得醇
C(''A<- 2

"$

4

&3

5 87:# ! 8789 87?9 ! 878$

## "#7$&

桉油烯醇
B.0+/*-1><- 2

"$

4

&#

5 97#8 ! 879: 97:# ! 87:?

水浸提液 酸浸提液
序号

!DE(>

化合物 分子式
相对含量

FG

图
&

不同处理对柳杉种子萌发的影响

H(I*A1 & JKK1;+B <K '(KK1A1>+ +A10+E1>+B <> +/1 B11' I1AE(>0+(<> <K "#$%!&'()*+ ,&)!-./*

理均显著抑制柳杉幼苗根生长!

0＜8%8$

"# 分别比对照降低了
&&%9G

和
!"%:G

# 并且随着浸提液质量浓度

的增大对柳杉芽和根生长的抑制作用加强$

邹翠翠等% 酸雨与凋落物复合作用对柳杉种子萌发与幼苗生长的影响

说明% &

L

' 表示未检测到物质$

图
!

不同处理对柳杉幼苗生长的影响

H(I*A1 ! JKK1;+B <K '(KK1A1>+ +A10+E1>+B <> B11'(>I IA<C+/ <K 1)$2!&3/)*4 ,&)!-.5*

"#$

不同处理对柳杉幼苗生物量的影响

酸雨( 凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液均显著降低柳杉幼苗生物量!图
#

"$

.4 $M3

酸雨处理显

著降低柳杉幼苗生物量!

0＜878$

"# 与对照相比降低了
:78G

# 且随着
.4

值的降低抑制强度增大)

$ I

*

N

""

$
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年
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月
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日

凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液处理均极显著降低柳杉幼苗生物量!

!＜"&"'

"# 分别比对照降低了

!(&$)

和
*(&+)

# 且随着浸提液质量浓度的增大对柳杉幼苗生物量的抑制作用加强$ 酸雨处理对柳杉幼

苗的根芽比无显著影响$

,% -

%

.

!#凋落物水浸提液和凋落物酸雨浸提液处理均显著抑制柳杉幼苗根芽比

!

!＜%&%,

"# 分别比对照减少了
%&#$

和
%&!*

# 且随着浸提液质量浓度增大对柳杉根芽比的抑制作用加强$

*

讨论与结论

发芽率是反映种子质量优劣的重要指标# 而发芽势反映了种子的活力状况$ 这
!

个指标是反映环境

胁迫对植物种子萌发影响程度的重要指标# 而生长指标可以更直观地显示植物幼苗受环境胁迫的程度$

大量研究&

#+!!#

'表明( 酸雨和化感作用对植物种子萌发过程) 幼苗和根系的生长发育有抑制作用$ 本研究

结果表明( 酸雨和凋落物水浸提液处理使柳杉种子发芽率和发芽势降低# 这可能是由于酸雨制约种子储

藏物质分解) 运输及细胞增殖和新器官的构建&

!!!!$

'

# 而柳杉凋落物中的酚酸等化感物质抑制了种子萌发

时所需的关键酶类&

!,!!/

'

$ 酸雨和凋落物水浸提液处理使柳杉幼苗根生长和芽生长均受到不同程度的抑制

作用# 降低了柳杉幼苗生物量和根芽比$ 这可能是由于酸和化感物质抑制种子保护酶的活性# 破坏了细

胞的正常结构# 造成细胞代谢异常# 影响了胚的正常发育# 加剧植物细胞的质膜过氧化&

!(!!+

'

$ 酸雨和凋

落物复合作用对柳杉种子发芽率和发芽势以及芽生长) 根生长) 根芽比和幼苗生物量的抑制效果比酸雨

和凋落物水浸提液增强# 其原因可能是酸雨增强了凋落物次生代谢物质的释放&

!0

'

# 从而使凋落物化感物

质的种类和数量增多$

本研究表明( 柳杉凋落物水浸提液和酸雨浸提液的主要化学物质为醇类) 酚类) 烷烯类) 酯类) 酮

类和醛类等化合物# 凋落物酸雨浸提液中鉴定出的新提取化感物质包括
$

种酮类化合物和
!

个醇类# 占

了总量的
!&/)

# 与其他植物的化感物质相类似&

*%

'

# 高质量浓度时不仅降低受试植物种子的发芽率和发

芽势# 同时还减少幼苗根生长和芽生长# 降低植物幼苗的生物量$ 大多数化感物质具有广谱性作用机

制# 能够影响生物的许多生理生化过程# 柳杉凋落物水浸提液中以二乙酸
"!"

甲基间苯二酚含量最高#

酸雨浸提液中以邻苯二甲酸二丁酯含量最高# 很可能是影响柳杉凋落物自毒作用的主要化感物质$

综上所述# 本研究证实( 酸雨增强了柳杉凋落物浸提液的化感强度# 加强了柳杉凋落物的自毒作用#

凋落物酸雨浸提液化感物质种类和含量的增加也证明了这点$ 此外# 本研究通过
12"34

分析# 进一步检

测出更多的柳杉凋落物化感物质成分# 对柳杉凋落物自毒作用产生的影响在整个柳杉天然更新中所占的

比例究竟有多大有了更明确的估计# 为酸雨干扰下柳杉凋落物对柳杉天然更新影响机制提供依据$
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