
对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花幼苗根系
线粒体功能和根系生长的影响

张国伟　 杨长琴　 刘瑞显
∗　 倪万潮

（江苏省农业科学院经济作物研究所 ／农业部长江下游棉花与油菜重点实验室， 南京 ２１００１４）

摘　 要　 以中国大面积种植的早熟棉中棉所 ５０（ＣＣＲＩ⁃５０）为材料，设置水培试验，研究不同
浓度（０．８、４．０、２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）的对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花苗期根系线粒体活性氧产
生、抗氧化酶活性变化及线粒体特性的影响．结果表明： 对羟基苯甲酸和间苯三酚抑制了棉花
根系生长，降低了根系线粒体超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）
和线粒体膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性，增加了 Ｏ２

－·产生速率和 Ｈ２Ｏ２含量；对羟基苯甲酸和间苯三酚处
理还增大了线粒体细胞通透性转换孔（ＭＰＴＰ）开放程度，降低了线粒体膜流动性和细胞色素

Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 值．０．８ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的对羟基苯甲酸和间苯三酚处理间线粒体功能差异相对较小，４．０ 和
２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对羟基苯甲酸处理对根系生长和线粒体功能的抑制作用高于间苯三酚处
理．总之，对羟基苯甲酸和间苯三酚均抑制了棉苗根系生长和线粒体功能，且浓度越高，抑制
作用越强．对羟基苯甲酸和间苯三酚处理间存在差异，浓度高于 ４．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对羟基苯甲
酸比间苯三酚具有更强的抑制作用．
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　 　 棉花是中国重要的经济作物，在生产中由于连

年种植，连作障碍问题突出，严重影响棉花生产［１－２］ ．
棉田连作障碍是棉花与土壤诸多因素综合作用的外

在表现，其中化感自毒作用是连作障碍的重要原因

之一［３－４］ ．因此，深入研究化感物质对棉花生长的伤

害机理，对解决生产中的连作障碍问题具有重要

意义．
植物自身和秸秆腐解过程中均可以产生化感物

质，对周围其他植物生长产生一定的促进或抑制作

用，但当化感物质积累到一定量时，就会对其自身或

周边植物产生毒害［５－６］ ．如，２０～８０ ｍｇ·ｍＬ－１的棉花

秸秆水浸提液（含有化感物质）显著抑制棉花幼苗

植株生长［７］，１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的香草酸、ｐ⁃香豆酸、咖啡

酸和丁香酸抑制豌豆主根和次生根的生长［８］，土壤

中 １２５ ｍｇ·ｋｇ－１肉桂酸抑制甜茶幼苗根系基础呼吸

速率［９］，４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１根皮苷降低了甜茶根系线粒体

三羧酸循环中相关酶活性［１０］ ．对棉田化感作用的研

究表明，棉花秸秆和农田中的对羟基苯甲酸和间苯

三酚含量较高，是产生自毒作用的主要化感物

质［１１］，进一步研究表明，２００ ｍｇ·Ｌ－１的对羟基苯甲

酸溶液显著降低棉花种子发芽率［３］，而含有 １． ３
ｍｇ·ｋｇ－１间苯三酚的土壤显著抑制平邑甜茶幼苗光

合作用［１２］，但关于这 ２ 种化感物质如何影响棉花根

系生长的生理生化机制目前研究相对较少，且前人

的相关研究多集中在组织和器官水平［７－８，１１－１２］，在细

胞器水平上的研究较少．
植物根系线粒体是物质代谢和能量代谢的主要

场所，也是活性氧（ＲＯＳ）产生的主要来源部位，逆境

胁迫可以诱导植物线粒体产生大量 ＲＯＳ，抗氧化酶

活性和细胞色素 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 均下降，部分线粒体出现变

形、膜模糊、嵴分布不均等，且随着时间的延长，线粒

体受损伤的程度加重，Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性降低，能量代

谢紊乱，最终出现程序性死亡（ＰＣＤ） ［１３］ ．在动物医

学上的研究表明，线粒体膜通透性转换孔（ＭＰＴＰ）
的开放是引起 ＰＣＤ 的重要原因［１４］，ＭＰＴＰ 的过度开

放会导致呼吸链解偶联、线粒体膜电位（Δψ）下降、
ＲＯＳ 增加，细胞基质中 Ｃａ２＋ 外流，以及细胞色素和

凋亡诱导因子的释放等一系列变化［１５］ ．以往在植物

上的研究亦表明，ＮａＣｌ 和镉逆境胁迫均可以影响线

粒体功能，扰乱能量代谢，诱导胞质体 Ｃａ２＋浓度升高

和 ＭＰＴＰ 开放，导致程序性死亡［１６－１７］，但是棉田连

作障碍中化感物质如何影响棉花线粒体功能变化和

根系生长有待深入研究．
本文以我国大面积种植的棉花品种 ＣＣＲＩ⁃５０ 为

材料，深入研究对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根

系线粒体功能和根系生长的影响，以进一步了解棉

田化感物质对棉花根系的伤害机理，为解决连作障

碍提供理论依据．

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料与试验方法

试验于 ２０１５ 年 ３ 月在江苏省农业科学院人工

气候室进行．以大面积种植的棉花品种 ＣＣＲＩ⁃５０ 为

材料，设置水培试验．种子经 ３．０％（ｖ ／ ｖ）的双氧水消

毒 １０ ｍｉｎ 后，用去离子水冲洗 ５ 次，播种于基质中．
待棉株第 ２ 片真叶展开时，选择长势一致的棉花幼

苗移入 ３０ ｃｍ×２０ ｃｍ×１６ ｃｍ（长×宽×高） 的周转箱，
幼苗根茎交界处经海绵包裹后，用聚乙烯泡沫板固

定于塑料盆上，每盆移入 ６ 株幼苗．
根据棉花秸秆浸提液中化感物质含量分析结果

及棉田土壤化感物质浓度和前期试验结果［７，１８］，选
择对羟基苯甲酸和间苯三酚为研究对象，每种物质

均设置 ０．８、４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ３ 个浓度．先用无

水乙醇分别将对羟基苯甲酸和间苯三酚溶解，之后

用纯 Ｈｏａｇｌａｎｄ 营养液将其稀释，使其最终浓度分别

为 ０．８、４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，用 ＨＣｌ 调节 ｐＨ 值为

７．０．将含有 ０．８、４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的对羟基苯甲

酸（Ａ１、Ａ２、Ａ３）和间苯三酚（Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３）的 Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液分别加入周转箱中，每箱 ５．０ Ｌ，以纯 Ｈｏａｇ⁃
ｌａｎｄ 营养液为对照（ＣＫ），３ 次重复．生长室光源为生

物钠灯，光强（４５０±３０） μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，光照时间

１２ ｈ， 昼夜温度（３０±２） ℃ ／ （２５±２）℃ ．每天向培养

容器中加去离子水补充因蒸腾而消耗的水分， 以气

泵 ２４ ｈ 通气．每 ３ ｄ 更换营养液 １ 次，在处理后第 ２０
天取样进行相关指标测定．
１􀆰 ２　 测定内容与方法

１􀆰 ２􀆰 １ 根系生物量、根长、直径和根系活力测定　 在

处理结束时每个重复取 ６ 棵棉株，剪取根系部分用

蒸馏水冲洗，用 Ｗｉｎ⁃ＲＨＩＺＯ 根系形态分析系统分析

根系总长度和平均直径，之后将部分根系烘干测定

根系干质量，部分根系立刻采用 ＴＴＣ 法测定根系活

力［１９］，其余根系用来测定其他生理生化指标．
１􀆰 ２􀆰 ２ 线粒体的提取 　 参照詹洁等［２０］ 的方法提取

根系线粒体，棉花根系用蒸馏水洗净， 剪取 ３．０ ｇ 根

尖于研钵中， 加入线粒体提取液（０．４ ｍｏ１·Ｌ－１蔗

糖，０． ０５ ｍｏ１ · Ｌ－１ ｐＨ ７． ４ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓 冲 液， ｌ
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＥＤＴＡ） ２ ｍＬ，冰浴研成匀浆， １５００ ×ｇ 离

心 １５ ｍｉｎ， 上清液于 １４０００ ×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 沉淀则

２３２ 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２９ 卷



为线粒体， 洗涤 ３ 次， 用线粒体悬浮液（除不加 ＥＤ⁃
ＴＡ 外， 其余同制备液）悬浮，全程低温操作．参照

Ｈｕａｎｇ 等［１７］ 的方法测定线粒体蛋白质含量，之后将

样品管放在冰水浴中保存，测定其他指标前将含线

粒体的溶液轻轻颠倒摇匀．
１􀆰 ２􀆰 ３ 线粒体 Ｏ２

－·生成速率和 Ｈ２Ｏ２含量　 参照 Ｔａｎ

等［２１］的方法测定线粒体 Ｏ２
－·生成速率．参照 Ｚｈｅｎｇ

等［２２］的方法测定 Ｈ２Ｏ２含量，并略有改动，取 １ ｍＬ
线粒体提取液于试管中， 分 别 加 入 １ ｍＬ ０． １
ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ ｐＨ ７．０）和 ２ ｍＬ １ ｍｏｌ·Ｌ １

的 ＫＩ，摇匀，放置 ２０ ｍｉｎ，３９０ ｎｍ 处测定吸光值．
１􀆰 ２􀆰 ４ 线粒体抗氧化酶活性测定　 参照 Ｚｈｅｎｇ 等［２２］

的方法，用 ＮＢＴ 还原法测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）
活性，用愈创木酚法测定过氧化物酶（ＰＯＤ）活性，
用高锰酸钾滴定法测定过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性．
１􀆰 ２􀆰 ５ 线粒体膜通透性转换孔（ＭＰＴＰ）、细胞色素

Ｃｙｔ ｃ ／ ａ、线粒体膜流动性检测 　 ＭＰＴＰ 测定参照

Ｍａｒｃｈｉ 等［２３］的方法．将线粒体提取液充分摇匀，以
单位质量根系的线粒体引起的每分钟吸光度变化表

示 ＭＰＴＰ 开放程度．
细胞色素 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 值的测定参照 Ｔｏｎｓｈｉｎ 等［２４］

的方法，分离的线粒体用 ０．２％（Ｗ ／ Ｖ）ＢＳＡ 悬浮，调
整悬浮液所含线粒体蛋白浓度约为 ０．５ ｍｇ·ｍＬ－１ ．
用紫外分光光度计检测 ５５０ 和 ６３０ ｎｍ 处的吸收值．
两种波长的吸收值之比即为细胞色素比值 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ．

线粒体膜流动性参照姚婷婷等［２５］ 的方法进行．
取 ０．３ ｍＬ 线粒体提取液，加入 ２．８５ ｍＬ ０．３ ｍｏｌ·Ｌ－１

甘露醇和 ６０ μＬ ５ ｍｍｏｌ · Ｌ－１ ８⁃苯胺⁃１⁃萘磺酸

（ＡＮＳ）．１ ｍｉｎ 后用荧光分光光度计测定，温度为室

温（２２ ℃），激发波长 ４００ ｎｍ，发射波长 ４８０ ｎｍ，狭
缝宽度 ５ ｎｍ．以单位质量根系的线粒体引起的荧光

强度表示膜流动性的大小．
１􀆰 ２􀆰 ６ 线粒体膜 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性测定　 参照潘雄波

等［２６］的方法进行测定．
１􀆰 ３　 数据处理

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 数据处理软件分析数据和

制作表格，用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计软件进行方差分析，用
ＬＳＤ 法检验处理间平均值的差异显著性，显著性水

平设置 α＝ ０．０５．

２　 结果与分析

２􀆰 １　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系生物量、
根系形态指标和根系活力的影响

由表１可知，对羟基苯甲酸和间苯三酚处理显

表 １　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系生物量、总根
长、根系平均直径和根系活力的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉ⁃
ｎｏｌ ｏｎ ｂｉｏｍａｓｓ， ｔｏｔａｌ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ， ａｖｅｒａｇｅ ｒｏｏｔ ｄｉａｍｅｔｅｒ
ａｎｄ ｒｏｏｔ ｖｉｇｏｒ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ ｒｏｏｔ
处理
Ｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ

根系生物量
Ｒｏｏｔ

ｂｉｏｍａｓｓ
ｐｅｒ ｐｌａｎｔ

（ｇ）

总根长
Ｔｏｔａｌ ｒｏｏｔ
ｌｅｎｇｔｈ
（ｍｍ）

根系平均
直径

Ａｖｅｒａｇｅ ｒｏｏｔ
ｄｉａｍｅｔｅｒ
（ｍｍ）

根系活力
Ｒｏｏｔ ｖｉｇｏｒ

（μｇ·ｇ－１·
ｈ－１ ＦＭ）

ＣＫ ０．３９４ａ １１６６．３ａ ０．３５ｇ ３４５．７ａ
Ａ１ ０．２７６ｂ ８８４．３ｂ ０．４０ｅ ２６６．４ｂ
Ａ２ ０．１６４ｄ ３７１．６ｄ ０．４８ｃ １６６．２ｄ
Ａ３ ０．１１２ｆ ２９５．６ｅ ０．５２ａ １１６．４ｆ
Ｂ１ ０．２８４ｂ ９０２．３ｂ ０．３８ｆ ２５１．５ｂ
Ｂ２ ０．１７９ｃ ５８２．６ｃ ０．４６ｄ １８５．４ｃ
Ｂ３ ０．１２８ｅ ３８４．２ｄ ０．５０ｂ １３４．３ｅ
ＣＫ： 对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ； Ａ１、Ａ２、Ａ３和 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３分别表示 ０．８、４．０ 和 ２０．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的对羟基苯甲酸和间苯三酚处理 Ａ１， Ａ２， Ａ３ ａｎｄ Ｂ１，
Ｂ２， Ｂ３ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ０．８， ４．０ ａｎｄ ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． 同列不同字母表示差异显
著（Ｐ＜０．０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０．０５ ｌｅｖｅｌ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

著降低了棉花根系生物量、总根长和根系活力，增加

了根系平均直径．２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ １的对羟基苯甲酸

和间苯三酚处理下棉花根系生物量、总根长和根系

活力分别较对照降低 ７１． ５％ 和 ６７．５％、 ７４． ６％ 和

６７．１％、６６．３％和 ６１．２％，而根系平均直径却分别增

加 ４８．５％和 ４０．０％．两种试剂间比较发现，浓度为 ０．８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对羟基苯甲酸处理的根系平均直径高

于间苯三酚处理，其余指标与间苯三酚处理差异不

显著，浓度为 ４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对羟基苯甲

酸处理的根系生物量、总根长和根系活力显著低于

间苯三酚处理，而根系平均直径高于间苯三酚处理．
２􀆰 ２　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体

Ｏ２
－·生成速率和 Ｈ２Ｏ２含量的影响

随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度升高，棉花根

系中 Ｏ２
－· 产生速率和 Ｈ２ Ｏ２ 含量逐渐升高， ２０． ０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１对羟基苯甲酸和间苯三酚处理下，Ｏ２
－·产

生速率和 Ｈ２ Ｏ２ 含量分别较对照升高 １０９． ９％ 和

８７．３％、１９６．２％和 １６３．３％．两种试剂间比较，浓度为

０．８ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 Ｏ２
－·产生速率和 Ｈ２Ｏ２含量差异不

显著，浓度为 ４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸

处理的 Ｏ２
－·产生速率和 Ｈ２Ｏ２含量均显著高于间苯

三酚处理（图 １）．
２􀆰 ３　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体

抗氧化酶活性的影响

由图 ２ 可知，随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度

升高，棉花根系线粒体 ＳＯＤ 活性持续降低，浓度为

０．８ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时两种试剂间 ＳＯＤ 活性差异不显著；
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图 １　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体 Ｏ２
－·生

成速率和 Ｈ２Ｏ２含量的影响
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ ｏｎ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｏ２

－· ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｒｏｏｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａ．
不同小写字母表示不同处理间差异显著（Ｐ＜ ０． ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ
ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｏｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０．０５
ｌｅｖｅｌ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

浓度为 ４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸处理

下 ＳＯＤ 活性显著高于间苯三酚处理．０．８ ｍｏｌ· Ｌ－１

对羟基苯甲酸处理下 ＰＯＤ 活性高于对照，当浓度继

续升高，ＰＯＤ 活性持续降低．间苯三酚处理下 ＰＯＤ
活性则随处理浓度升高而降低，两种试剂间比较，浓
度为 ４．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 ＰＯＤ 活性差异不显著，浓度

为 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸处理下 ＰＯＤ 活

性显著低于间苯三酚处理． 对于 ＣＡＴ 活性， ０． ８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１对羟基苯甲酸和间苯三酚处理即可显著

降低 ＣＡＴ 活性，随着处理浓度继续升高，间苯三酚

处理下 ＣＡＴ 活性持续降低，而对羟基苯甲酸处理下

ＣＡＴ 活性变化较小，在 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度下对羟

基苯甲酸处理下 ＣＡＴ 活性显著高于间苯三酚处理．
２􀆰 ４　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体

膜功能的影响

线粒体悬浮液在 ５４０ ｎｍ 处的吸光度能够反映

ＭＰＴＰ 开放程度的变化，吸光度越低，ＭＰＴＰ 开放程

度越大，过高的 ＭＰＴＰ 开放程度可破坏线粒体功能，
诱导细胞程序性死亡［２３］ ．由图 ３ 可知，随对羟基苯

甲酸和间苯三酚浓度升高，ＭＰＴＰ 开放程度逐渐增

大，两种试剂间比较，浓度为 ０．８ 和 ４．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时

ＭＰＴＰ 差异不显著，浓度为 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基

图 ２　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体抗氧化
酶活性的影响
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ ｏｎ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｒｏｏｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．

苯甲酸处理下 ＭＰＴＰ 开放程度显著高于间苯三酚

处理．
膜流动性的改变可以直接反映膜功能的变

化［２５］ ．随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度升高，膜流

动性基本呈降低趋势，试剂间比较，浓度为 ０．８ 和

４．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸处理下的膜流动性

显著低于间苯三酚处理，浓度为 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时

试剂间差异不显著．
Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 反映线粒体内 Ｃｙｔ ｃ 数量的相对变

化［２４］，随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度升高，
Ｃｙｔ ｃ ／ ａ呈降低趋势，两种试剂间比较，浓度为 ４．０ 和

２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 差异不显著，浓度为 ０．８
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸处理的 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 显著低于

间苯三酚处理．
２􀆰 ５　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性的影响

由图 ４ 可知，随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度

升高，Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性逐渐降低，２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
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对羟基苯甲酸和间苯三酚处理下 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性分

别较对照降低 ７１．９％和 ６０．９％．两种试剂间比较，浓
度为 ０．８ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性差异不显著，
浓度为 ４．０ 和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时对羟基苯甲酸处理

下 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活性显著低于间苯三酚处理．

图 ３　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体 ＭＰＴＰ、
细胞色素 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 和线粒体膜流动性的影响
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ ｏｎ
ＭＰＴＰ， ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｌｕｉｄｉｔｙ ａｎｄ Ｃｙｔ ｃ ／ ａ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｒｏｏｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａ．

图 ４　 对羟基苯甲酸和间苯三酚对棉花根系线粒体 Ｈ＋ ⁃
ＡＴＰａｓｅ活性的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｌｏｒｏｇｌｕｃｉｎｏｌ ｏｎ
Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｒｏｏｔ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．

３　 讨　 　 论

根系是植物吸收水分和矿质营养的主要器官，
其形态和构型在很大程度上决定着植物获取养分的

能力．在非生物逆境胁迫条件下，根系最先感受环境

刺激并通过改变根系形态和分布以适应环境胁迫．
本研究中随对羟基苯甲酸和间苯三酚浓度的升高，
棉花根系生物量、总根长、根系活力持续降低，而根

系平均直径显著增加，这与李坤等［２７］ 用葡萄根系浸

提液（含有化感物质）处理葡萄根系的研究结果一

致，表明根系生理活性受到抑制．线粒体是细胞进行

物质代谢和能量转化的主要细胞器，其完整性对整

个细胞结构与功能的维持起着重要作用，同时也是

氧自由基产生的主要部位，本身极易受氧自由基损

伤［１２］，本研究中，对羟基苯甲酸和间苯三酚处理后

棉花根系线粒体 Ｈ２Ｏ２含量和 Ｏ２
－·生成速率升高，抗

氧化酶活性则呈降低趋势， 这与 Ｂａｚｉｒａｍａｋｅｎｇａ
等［２８］用苯甲酸处理大豆的结果一致，其原因是长时

间高浓度的活性氧抑制了抗氧化酶的合成，或导致

酶失活，最终活性氧清除能力降低，而抗氧化酶活性

降低，又加剧了活性氧累积，对膜系统造成更严重的

氧化损伤．
线粒体通透性转运孔（ＭＰＴＰ）是横跨线粒体内

外膜之间的非选择性高导电性通道，对线粒体膜完

整性具有重要调控作用．ＭＰＴＰ 开放程度越大，线粒

体膜通透性越大，ＭＰＴＰ 在正常生理条件下周期性

开放，维持线粒体内电化学平衡，保持氧化还原通道

的畅通［２９］ ．本研究中对羟基苯甲酸和间苯三酚处理

均促进了 ＭＰＴＰ 开放，表明线粒体膜的完整性遭到

破坏，而膜流动性和 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 下降则表明有较多的

Ｃｙｔ ｃ 经过线粒体膜进入细胞质中，其原因是作为电

子传递链组成成分的 Ｃｙｔ ｃ 松散地结合在线粒体内

膜上，而 Ｃｙｔ ａ 则紧密结合在线粒体内膜上［３０］ ．过量

的活性氧一方面可以将 ＭＰＴＰ 相关蛋白质中的巯基

氧化成二硫键，促使 ＭＰＴＰ 开放，另一方面将线粒体

膜中不饱和脂肪酸氧化，导致膜流动性降低［３１］，而
ＭＰＴＰ 的过度不可逆开放可以引起 Ｃｙｔ ｃ 从线粒体

内膜上脱落下来，进入细胞质，造成 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 降低，同
时，进入细胞质中的 Ｃｙｔ ｃ 可以激活含半胱氨酸的

天冬氨酸蛋白水解酶（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎａｓｅ， ｃａｓｐａｓｅ）， 诱导细胞的程序性死亡［３２］ ．除此

之外，作为呼吸链上的电子传递载体，线粒体 Ｃｙｔ ｃ
的流失亦可造成电子传递受阻，从而产生更多活性

氧，导致 ＭＰＴＰ 进一步开放，这与 Ｃｉｎｉｇｌｉａ 等［３３］报道
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含有化感物质的 ＷＨＷＷ（ｗａｌｎｕｔ ｇｒｅｅｎ ｈｕｓｋ ｗａｓｔｅ
ｗａｔｅｒｓ）抑制玉米根系线粒体功能、导致程序性死亡

的结果一致．
线粒体 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 是膜固有的一种蛋白脂质复

合体，通过水解 ＡＴＰ 释放能量，进行逆浓度梯度的

离子转运，从而保持细胞内外离子浓度的相对稳定，
以维持生物体正常的生理代谢［３４］ ．本试验对羟基苯

甲酸和间苯三酚处理后，线粒体膜上 Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ 活

性下降，说明线粒体内环境失调，膜内离子转运机制

紊乱，这与 Ｈｅｊｌ 等［３５］用含有化感物质的高粱根系分

泌物处理大豆幼苗的结果一致，也与本研究中

ＭＰＴＰ、膜流动性和 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 的变化相吻合．
植物对不同种类化感物质反应存在较大差异，

顾元等［３６］研究表明，同等浓度处理下对羟基苯甲酸

对水稻幼苗根系生长的抑制作用大于阿魏酸，而
Ｊｕｎｇ 等［３７］研究表明，同等浓度阿魏酸对马铃薯根系

生长的抑制作用大于间苯三酚，这与本研究中 ４．０
和 ２０．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１对羟基苯甲酸处理对棉花根系生

长抑制作用大于间苯三酚的结果基本一致，由于实

际大田土壤中对羟基苯甲酸含量也高于间苯三酚含

量（土壤中对羟基苯甲酸和间苯三酚含量分别为

１．５～５．７ ｍｇ·ｋｇ－１和 ０．７～ １．６ ｍｇ·ｋｇ－１） ［１８］，这进一

步说明大田环境中对羟基苯甲酸对作物造成的伤害

大于间苯三酚．此外，在大田生产中，秸秆还田不可

避免地增加土壤化感物质，但是秸秆还田仍有促进

植株生长的效应［３８］，这与本研究中两种化感物质均

抑制根系生长不符，主要是因为本研究仅在水培条

件下开展，而水培条件与大田土壤的化学组成仍存

在较大差异，在土壤中的研究既需要考虑秸秆还田

带来的肥料效应，也要考虑土壤理化性状与生物学

性质对化感物质迁移转化及有效性的影响．本研究

虽然在细胞器水平上解释了对羟基苯甲酸和间苯三

酚对棉花根系的伤害机理，但是仍需进一步开展棉

花连作土壤中对羟基苯甲酸和间苯三酚含量动态变

化的研究，以明确大田环境中两种化感物质对棉花

生长的影响．
综上所述，对羟基苯甲酸和间苯三酚均可抑制

棉花幼苗生长， 诱导活性氧产生， 降低线粒体

Ｈ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ、ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 活性，使 ＭＰＴＰ 开放

程度增大，膜流动性降低，细胞色素 Ｃｙｔ ｃ ／ ａ 值下

降；随着浓度的增加，对棉花根系的损伤加大．对羟

基苯甲酸和间苯三酚处理效果存在差异，浓度高于

４．０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，对羟基苯甲酸比间苯三酚具有更

强的抑制作用．
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