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　　摘要：通过对地黄生长过程中乙烯合成及转运途径的干扰，减轻地黄化感自毒作用的效果，为消减地黄连作障碍
提供理论依据和技术支持。在地黄重茬地块选取６个小区，分别以乙烯合成抑制剂氨氧乙酸（ＡＯＡＡ）、乙烯受体抑制
剂１－甲基环丙烯（１－ＭＰＣ）的３个浓度进行处理，并选取正茬、重茬地黄作为对照，根据地黄的死亡率、生长指标、相
对电导率、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、根系活力等指标探讨阻断植株体内乙烯释放对连作地黄生长的影响。结果表
明，经乙烯抑制剂１－ＭＣＰ、ＡＯＡＡ处理的地黄植株，与重茬对照植株相比死亡率明显降低、相对电导率减小、超氧化物
歧化酶活性增加、根系活力增加、植株生长状况得到改善。乙烯抑制剂１－ＭＣＰ、ＡＯＡＡ对地黄生长过程中乙烯的合成
途径造成干扰，从而减轻地黄连作障碍。
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　　连作障碍即重茬问题，已严重影响我国药用植物的生产
及产业化进程，据统计，药用植物中约７０％的根类药材在生
产中均存在连作障碍［１］。地黄（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬ．）为玄
参科多年生草本植物，是我国著名的“四大怀药”之一，也是

根类药材中连作障碍最为严重的典型代表之一。地黄种植１
年之后需隔８～１０年方可再种，连作时可表现为植株生长不
良，块根不能正常膨大，产量、品质明显下降，甚至绝收［２］。

为探究地黄连作障碍的产生原因和机理，通过土壤环境监测、

植株生理生化指标测定、正茬及重茬地黄 ｃＤＮＡ差异转录组
文库的构建、响应地黄连作障碍关键基因和特定 ｍｉＲＮＡｓ的
筛选鉴定，基本确定了“化感物质→钙信号传导途径→乙烯
产生→染色质修饰→基因表达抑制→ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质合成
受阻→植物伤害表现”，这可能为地黄体内涉及连作毒害信
号的感知、传导、响应、效应的“毒害机理”［３－８］。

前期研究证明，钙信号系统与乙烯合成系统的关键基因

在连作地黄中均得到了高水平表达［９］。通过研究钙信号调

控对地黄连作障碍的影响，探索地黄连作障碍的消减技术。

结果表明，经ＩＰ３抑制剂、钙释放通道抑制剂处理后，钙信号
响应元件的ＣＢＬ、ＣＢＰ、ＣＩＢＰ、ＰＬＣ等关键基因的表达均显著
下调；对不同处理植株表型的调查也表明，钙阻断后的植株生

物量显著高于未被阻断的对照植株［１０］。目前，基于植物钙信

号调节的化学调控大多处于理论研究阶段。乙烯是一种重要

的内源性植物激素，具有生物活性和复杂的生物学功能，并调

节植物生长发育和许多生理生化过程，也被认为是一种胁迫

应答激素，其合成及信号传导途径已在很多植物中被证

实［１１－１２］。利用乙烯抑制剂对抗植物早熟，从而延长存放时

间，已被广泛应用于果蔬、花卉保鲜行业［１３－１５］。本研究利用

乙烯抑制剂控制连作地黄生长过程中乙烯的释放，从而切断

化感自毒物质的信号传导过程，以减轻地黄连作障碍。

为证明关于连作障碍“毒害机理”的推断，探明干扰乙烯

合成及释放途径对连作地黄生长的影响，以连作地黄为试验

材料，外援施加乙烯合成抑制剂氨氧乙酸（ＡＯＡＡ）、乙烯受体
抑制剂１－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ），从而控制重茬地黄体内乙
烯的含量，测定受试地黄的产量、死亡率、相对电导率、超氧化

物歧化酶（ＳＯＤ）活性、根系活力等指标，以期阐明地黄连作
障碍的作用机理，为消减技术体系的建立提供理论依据和技

术支持。

１　材料与方法

１．１　试材与试剂
供试地黄品种为温８５－５；块根繁殖材料芦头（种栽）由

温县农业科学研究所提供，经河南农业大学高致明教授鉴定

为地黄（ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬ．）。氨氧乙酸（ＡＯＡＡ）购自西
安永泰生物科技有限公司，１－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ）购自兰
州嘉诚生物技术有限公司。

１．２　试验方法
试验于２０１３年４—１０月在温县农业科学研究所试验田

内进行。供试块根大小一致、部位相同，种植前经多菌灵浸种

处理。于地黄种植后 ７０ｄ开始试验，ＡＯＡＡ浓度设 １．００、
０．５０、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ，分别进行灌根；１－ＭＣＰ浓度设 ０．２０、
０１０、０．０５ｇ／Ｌ，于塑料棚内熏蒸处理１２ｈ，为防止高温期密
闭伤害，熏蒸处理于傍晚至翌日清晨进行。每个浓度选择２０
株地黄进行处理，每隔１周处理１次，共处理６次，另设正茬、
重茬地黄作为对照。每次处理前调查受试地黄的死亡率，并

测定其地上部直径作为生长指标。从首次处理后１周开始，
测定受试地黄叶片的 ＳＯＤ活性和相对电导率。于最后１次
处理结束后１周进行采收。
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１．３　测定项目
每次处理前，记录地黄地上部直径、死亡植株数量，并测

定其ＳＯＤ活性和相对电导率。ＳＯＤ活性的测定参照文献
［１６］，并进行改良；相对电导率的测定参照文献［１７］。以上
生理指标每个处理取样１０株，剪取地黄植株地上部分进行测
定，重复测定３次。于最后一次处理结束后１周进行采收，采
收时测定地黄的根系活力、地上部分鲜质量、地下部分鲜质

量。根系活力的测定参照郑坚等的方法［１８］，重复３次。
采用ＩＢＭＳＰＳＳ１９．０软件对试验数据进行处理分析。

２　结果与分析

２．１　乙烯抑制剂对连作地黄死亡率及生长指标的影响
由图１可知，乙烯抑制剂处理对连作地黄的死亡率影响

较大，采收时死亡率为 ０．２５ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞０．０５ｇ／Ｌ１－
ＭＣＰ＞重茬 ＞０．５０ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞１．００ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞
０２０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ＞０．１０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ＞正茬。１．００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ处理的植株，前期死亡率高于未经处理的重茬地黄，第
４次处理前死亡率已低于重茬地黄；０．５０ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ处理
的植株，前期死亡率接近于重茬地黄，第４次处理后死亡率开
始低于重茬地黄；０．１０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ处理的植株，前期死亡率
接近于重茬地黄，第３次处理后死亡率开始低于重茬地黄；
０２０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ处理的植株，死亡率始终低于重茬地黄，表
明１－ＭＣＰ处理对抑制连作地黄乙烯释放具有更好、更快的
效果。然而，在０．２５ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ、０．０５ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ处理
组，第１次施药后１周的死亡率高于重茬地黄，且整个生长期
的死亡率均高于重茬地黄，至采收时死亡率达１００％。可见，
低浓度乙烯抑制剂不能减缓地黄的连作障碍，反而在一定程

度上增加其连作发病率，这与广泛存在于生物生长发育过程

中的Ｈｏｒｍｅｓｉｓ效应相吻合。Ｈｏｒｍｅｓｉｓ效应别称小剂量刺激效
应，即很多化合物在不同浓度时出现的“低促高抑”现象［１９］。

试验结果表明，施加低浓度乙烯抑制剂反而刺激了受试地黄

乙烯的释放，致使连作地黄的死亡率增加。

　　由图２可知，乙烯抑制剂对受试地黄地上部直径的影响
较小，不同浓度、类型的乙烯抑制剂均可在一定程度上提高受

试地黄的地上部直径，且各浓度１－ＭＣＰ的处理效果优于同
等浓度的ＡＯＡＡ，但远未达到正茬地黄的水平，且与重茬地黄
的地上部直径差异不显著。正茬地黄、重茬地黄的地上部直

径最高值分别出现于８月２３日、８月１６日，而经乙烯抑制剂
处理的受试地黄，其地上部直径最高值的出现日期与正茬地

黄一致或更晚。可见，重茬地黄存在早衰现象，而乙烯抑制剂

可在一定程度上能缓解早衰。

　　乙烯抑制剂对受试地黄的地上、地下鲜质量影响较大，其
块根鲜质量依次为正茬 ＞１．００ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞０．２０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ＞０．５０ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞０．１０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ＞重茬（表
１）。经１．００ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ处理的受试地黄，其存活植株的
地下块根鲜质量平均值为１００．５ｇ，几乎达到正茬地黄的水
平，与重茬地黄差异极显著，连作障碍消减率达６２．８％；其次
为０．２０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ处理组，其平均地下块根鲜质量为
５４．１ｇ，与重茬地黄差异显著，连作障碍消减率达３２．５％。

表１　乙烯抑制剂对连作地黄地上、地下鲜质量的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝１０） ｇ　

指标
０．２０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．１０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．０５ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

１．００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ 正茬 重茬

地上鲜质量（ｇ） ８．３±２．３ １２．１±３．３ — ４２．２±６．８ ５．０±１．３ — ２８．０±４．３ １６．７±４．９
地下鲜质量（ｇ） ５４．１±８．９ ２８．２±７．３ — １００．５±１０．６ ３８．５±３．１ — １０５．３±９．２ ２５．５±６．９

　　注：、分别表示跟重茬相比在０．０５、０．０１水平下差异显著；“—”表示测量时已全部死亡。下表同。

２．２　乙烯抑制剂对连作地黄ＳＯＤ活性的影响
ＳＯＤ活性的高低代表植物抵御逆境能力的大小。由表２

可知，正茬和经过处理的受试地黄的 ＳＯＤ活性均呈先增强、
后减弱、再增强的趋势。于首次施用乙烯抑制剂后１周进行
第１次测量，经处理的受试地黄ＳＯＤ活性均大幅高于重茬地
黄，并接近或高于正茬地黄，此趋势保持至８月９日（第２次
施用后１周）；之后，所有受试地黄的 ＳＯＤ活性均显著降低，
且同期正茬、重茬地黄的 ＳＯＤ活性均有所降低，死亡率持续

上升，此期恰为地黄生育期中各种病害的高发期。８月３０日
之后，正茬和经高浓度、中浓度乙烯抑制剂处理的受试地黄，

其ＳＯＤ活性又增强至正常水平。试验结果表明，乙烯抑制剂
ＡＯＡＡ、１－ＭＣＰ处理能够切断植株对化感自毒物质的响应程
序，增强ＳＯＤ活性，从而减轻地黄连作障碍。
２．３　乙烯抑制剂对连作地黄细胞膜透性的影响
　　细胞膜透性的增加与很多逆境因素有关，其数值的大小
标志着逆境的强弱，也标志着植株的抗逆能力。在本试验中，
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表２　乙烯抑制剂对连作地黄超氧化物歧化酶的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３） Ｕ／ｇ　

日期

（月－日）
０．２０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．１０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．０５ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

１．００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ 正茬 重茬

０８－０２ ３３８．６±３２．４ ３２７．８±４１．３ ３２６．７±２３．４ ３２５．６±３４．２ ３２９．０±３５．６ ３６３．４±２９．５ ３４６．７±３４．９ ２７３．４±２７．０
０８－０９ ３６９．５±２４．７ ３３５．０±４５．２ ３１４．０±３４．８ ３２９．３±３２．６ ３３０．２±３２．９ ３３５．１±４３．５ ３４５．４±３３．４ ２６７．２±２８．９
０８－１６ ２２１．２±２３．１ ２３３．６±２７．４ ２７９．６±３４．５ ２４３．１±２３．３ ２２０．９±２３．４ — ２７３．７±３２．６ ２３８．３±３５．６
０８－２３ ２４２．５±２９．６ ２９６．５±２６．７ ２９７．３±２８．０ ２５１．３±３２．６ ２３４．３±３３．１ — ２８０．８±３１．７ ２４０．４±２９．５
０８－３０ ３２６．２±３６．３ ３３３．９±４６．４ ２０４．１±２３．８ ３２８．０±３４．４ ３０８．０±３４．０ — ３２７．４±４３．５ ２８０．８±３０．１
０９－０６ ３０９．３±２１．４ ３２６．１±３７．１ — ３０７．３±３４．５ ３２４．７±３２．６ — ３４０．７±３３．３ ２７１．２±２０．９

地黄的细胞膜透性由叶片的相对电导率表示。由表３可知，
正茬地黄相对电导率的变化趋势为先降低后升高再降低，于

８月９日开始升高，至８月１６日出现１个高峰期，相对电导率
达到６９．１％，但在８月２３日很快回落至２５．８％，表明此期间
是地黄生长过程中逆境最严重的时期，但胁迫时间较短，伤害

较小，地黄尚可恢复至正常水平。经０．２０、０．１０ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ
处理的受试地黄植株，其相对电导率的变化趋势与正茬地黄

相似，受试植株的电导率于８月１６日达到高峰值后可较快恢
复至正常水平。而经ＡＯＡＡ处理的受试地黄，其相对电导率
的变化趋势更接近于重茬地黄，恢复能力相对较慢。重茬地

黄的相对电导率最高值出现于８月１６日，达到７９．７％，但其
相对电导率在整个生长过程中均处于较高水平，始终高于正

茬地黄，表明重茬地黄不仅受到生长过程中短暂的温度、干湿

度、病虫害等环境胁迫，而始终处于逆境胁迫的环境中。

表３　乙烯抑制剂对连作地黄相对电导率的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３） ％　

日期

（月－日）

相对电导率（％）

０．２０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．１０ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

０．０５ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ

１．００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ 正茬 重茬

０８－０２ ５１．４±２．３ ４３．５±８．９ ５３．１±６．５ ４３．２±５．８ ５０．６±８．９ ４７．１±４．６ ３９．６±７．６ ４５．４±３．５
０８－０９ ６６．１±４．６ ５３．９±６．５ ３４．０±６．４ ２７．２±４．５ ３２．０±６．３ ４３．５±８．４ ５７．４±７．６ ４５．０±５．７
０８－１６ ７６．０±８．８ ８０．８±１０．３ ６９．０±７．８ ５０．１±５．９ ７１．１±９．７ — ６９．１±６．３ ７９．７±５．８
０８－２３ ３６．６±５．９ ３２．７±４．８ ２４．２±５．５ ４７．０±８．４ ５０．６±５．８ — ２５．８±４．３ ４５．７±７．５
０８－３０ ３０．９±６．７ ３２．０±６．９ ４７．２±７．８ ３０．２±８．７ ３６．６±７．９ — ２５．１±４．５ ４０．２±７．２
０９－０６ ３９．７±５．６ ３８．０±７．８ — ３７．４±９．９ ３９．０±６．８ — ３０．６±９．５ ５７．１±９．６

２．４　乙烯抑制剂对连作地黄根系活力的影响
前期研究结果表明，地黄根区土壤中潜在的化感物质抑

制了地黄根系的生长，使根系呼吸作用减弱、脱氢酶活性减

弱，根系活力越小则地黄连作障碍越严重［２０］。在本试验中，

正茬地黄的根系活力明显高于重茬地黄，根系活力值依次为

正茬 ＞１．０ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞０．２ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ＞０．１ｇ／Ｌ
１－ＭＣＰ＞０．５ｍｍｏｌ／ＬＡＯＡＡ＞重茬。施用乙烯抑制剂可提
高连作地黄的根系活力，经 ０．２ｇ／Ｌ１－ＭＣＰ、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＯＡＡ处理的连作地黄根系活力值分别提高至 １．４５７、
１．４２５μｇ／（ｇ·ｈ），接近正茬水平（表４）。

表４　乙烯抑制剂对连作地黄根系活力的影响

乙烯抑制剂 浓度 根系活力［μｇ／（ｇ·ｈ）］
１－ＭＣＰ ０．２０ｇ／Ｌ １．４５７±０．２６５

０．１０ｇ／Ｌ １．２８３±０．１９３
０．０５ｇ／Ｌ —

ＡＯＡＡ １．００ｍｍｏｌ／Ｌ １．４２５±０．２３７
０．５０ｍｍｏｌ／Ｌ １．１０４±０．１９４
０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ —

正茬 １．５６１±０．２１１
重茬 ０．９６８±０．２０６

３　结论与讨论

在连作过程中，地黄对化感自毒物质具有感知、传导、响

应、效应几个关键阶段，化感物质所引起的基因和蛋白的异常

表达是地黄连作障碍的根本原因。前期研究发现，乙烯前体

ＳＡＭ合成酶１Ｚ７１、ＡＣＣ氧化酶 １Ｖ３８在重茬地黄中显著上
调，两者均在根部高水平表达，且高峰期出现在块根膨大期，

由此推测这２种酶均是产生乙烯的关键酶，而乙烯可能是引
起地黄连作障碍的直接原因［９］。本研究通过试验证明，施用

乙烯阻断剂１－ＭＣＰ、ＡＯＡＡ可增加地黄的抗逆性，减轻地黄
连作障碍。

目前，生产中主要采用３种方式进行乙烯调控。利用乙
烯清除剂，通过吸收乙烯气体从而降低环境中乙烯的浓度；利

用乙烯合成抑制剂，从乙烯生物合成过程 Ｓ－腺苷蛋氨酸
（ＳＡＭ）－氨基环丙烷羧酸（ＡＣＣ）－乙烯（Ｅｔｈ）中的２个关键
步骤来抑制合成；利用乙烯作用抑制剂竞争植物体内的受体，

通过其与乙烯受体可逆或不可逆地结合，阻碍乙烯与受体的

正常结合，进而抑制其所诱导的生理生化过程［２１］。由于连作

地黄主要是化感自毒物质引起的内源乙烯增加，本研究选取

乙烯合成抑制剂 ＡＯＡＡ、乙烯受体抑制剂１－ＭＣＰ对乙烯进
行调控。结果表明，低浓度的 １－ＭＣＰ（０．０５ｇ／Ｌ）、ＡＯＡＡ
（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）处理可增加地黄的连作障碍；中、高浓度的
１－ＭＣＰ（０．１０～０．２０ｇ／Ｌ）、ＡＯＡＡ（０．５０～１．００ｍｍｏｌ／Ｌ）处
理对地黄的连作障碍具有一定的消减效应，作用效果随施加

浓度的增加而逐渐增强。

虽然ＡＯＡＡ可减少植物内源乙烯的释放，但对环境中的
乙烯却无能为力，因此在实际生产中具有一定的局限性。

１－ＭＣＰ是近年来发现的一种新型乙烯受体抑制剂，通过与
乙烯受体的不可逆结合抑制内源乙烯的生理效应，并抑制外

源乙烯对内源乙烯的诱导作用，目前已作为 ＳＴＳ的替代品在
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国内外大规模使用［１３－１５］。本试验中，经１－ＭＣＰ处理的受试
植株在成活率、地上部直径、叶片ＳＯＤ活性、相对电导率等方
面的作用效果均优于ＡＯＡＡ处理，但其地下块根生物量却明
显低于ＡＯＡＡ处理，这可能与化感自毒物质的作用部位及方
式有关。前期试验中，根据乙烯合成关键酶的表达水平、表达

部位推断，连作地黄根部产生的乙烯通过维管组织运送至地

上部，从而表现出相应毒害作用并引起早衰现象［９］。在本试

验中，ＡＯＡＡ处理直接作用于植株根部，而１－ＭＣＰ在自然状
态下为气态，需在密闭空间中使用，因此１－ＭＣＰ处理采用熏
蒸方式，更多作用于植株地上部分；ＡＯＡＡ处理直接抑制乙烯
形成的源头，而１－ＭＣＰ处理主要针对转运后的结果。

药用植物的连作障碍极为复杂，且土壤因成分复杂被研

究者称为“黑匣子”，消除连作障碍并对其进行调控绝非易

事。本研究证实，通过干扰地黄生长过程中乙烯的合成途径，

能够阻碍化感自毒物质的信号传导，进而抑制特异基因的不

正常表达，减轻化感自毒物质对植物的毒害作用，消减地黄连

作障碍。在抑制地黄乙烯的合成及转运途径方面仅进行了探

索性研究，尚需对施用方式、施用时间、作用浓度进行深入研

究，以便将此方法大规模应用于生产中。随着对地黄连作障

碍分子机理研究的深入，利用转基因技术培养出抑制乙烯合

成的地黄品种，在基因水平上阻断化感自毒物质的作用，有可

能成为更简单的方式。
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器苗根系活力探讨［Ｊ］．浙江农业科学，２００８（１）：３９－４２．

［１９］郭兰萍，张小波，杨　光，等．Ｈｏｒｍｅｓｉｓ及其在药用植物生产中
的应用［Ｊ］．中国中药杂志，２０１１，３６（５）：５２５－５２９．

［２０］尹文佳，杜家方，李　娟，等．连作对地黄生长的障碍效应及机
制研究［Ｊ］．中国中药杂志，２００９，３４（１）：１８－２１．

［２１］林青青．乙烯在鲜切花中的致衰机理与调控研究进展［Ｊ］．绿
色大世界·绿色科技，２０１０（８）：
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（上接第２００页）
２５ｍｍｏｌ／ＬＣａ（ＮＯ３）２；以上３处理对茄子种子的引发效果优
于Ｔ１处理的效果；而 Ｔ１处理的引发效果优于 Ｔ７处理
１５０ｍｇ／ＬＧＡ３＋１５％ＰＥＧ、Ｔ５处理１５０ｍｇ／ＬＧＡ３＋４５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２、Ｔ２处理１５０ｍｇ／ＬＧＡ３＋０．１ｍｍｏｌ／ＬＳＡ等。
　　笔者的前期研究结果表明，Ｔ３、Ｔ４２种引发剂对西安绿
茄种子的引发效果较好［７］，西安绿茄为陈种子，在２０℃条件
下，引发４ｄ；此次试验中，Ｔ３、Ｔ４２组合对黑又亮紫长茄的引
发效果较好；２次研究综合表明，１５０ｍｇ／ＬＧＡ３＋１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＮＯ３组合是比较合适的茄子种子引发剂。
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