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　　摘要：以紫云英为受试植物，研究不同浓度外源化感物质阿魏酸（１０－７、１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ）对紫云英幼
苗形态、根际土壤的微生物数量、土壤酶活性以及土壤养分含量的影响。结果表明：阿魏酸对紫云英幼苗生长的形态

指标均表现出“低浓度促进、高浓度抑制”的效应；随着阿魏酸浓度的增加，５种所测土壤酶活性全部呈下降趋势，所有
微生物数量均呈递减趋势，土壤中的有机质含量、有效磷含量、速效钾含量和铵态氮含量均呈递减的趋势，而硝态氮则

呈递增的趋势；并且土壤酶与土壤微生物数量均呈极显著正相关；土壤酶活性、细菌、真菌及放线菌数量与土壤有机

质、有效磷、速效钾及铵态氮含量均呈极显著正相关；而硝态氮含量则与土壤酶活性、细菌、真菌及放线菌数量呈极显

著负相关。
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　　紫云英（ＡｓｔｒａｇａｌｕｓｓｉｎｉｃｕｓＬ．）别称翘摇、红花草草子，为
豆科黄芪属二年生草本植物。紫云英原产中国，主要用作绿

肥，也是一种优质的豆科牧草、蜜源作物和观赏植物，根、种子

及全草又可入药，有祛风明目、健脾益气、解毒止痛之效［１］。

紫云英可作为饲草料青饲或调制成干草，适口性好，各类家畜

均喜食，而且营养价值高，可作为家畜的优质青绿饲料和蛋白

质补充饲料，喂猪效果更好。每年可收割２～３次，在播种量
为３０ｋｇ／ｈｍ２的情况下，鲜草产量最高为２．７万 ｋｇ／ｈｍ２［２］。
在种植紫云英牧草的生产实践中发现，紫云英存在连作障碍，

会导致生产力下降。

阿魏酸属于化感物质酚类物质及其衍生物类物质。化感

物质进入土壤后，植物根际微生态系统将发生复杂的变

化［３］。而有关外源纯化感物质对土壤酶活性、土壤养分和微

生物数量影响的相关研究相对较少。目前，有关阿魏酸对紫

云英化感作用的研究尚未见报道。因此，本试验研究不同浓

度化感物质阿魏酸对紫云英幼苗形态指标、根际土微生物数

量、土壤酶活性及土壤养分含量的影响，旨在揭示紫云英根

际微生物区系和土壤酶活性的变化规律，为解决紫云英连

作障碍及地力衰退等问题以及制定科学管理措施提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
化感物质阿魏酸购于 Ｓｉｇｍａ公司，受试植物紫云英种子

购于四川省农业科学院。

１．２　阿魏酸处理液的配制
将阿魏酸用蒸馏水溶于容量瓶中，配成１０－３ｍｏｌ／Ｌ的母

液，然后将母液分别稀释成１０－４、１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ的溶
液［４］。试验时即用即配，用蒸馏水作为对照处理。

１．３　试验设计
２０１３年４月上旬取盆培土（土壤取自成都农业科技职业

学院校外实训基地），取回后先过２遍２ｃｍ筛，筛去较大的石
块及粗枝等，再过细筛，用３５０ｇ４５％敌磺钠可湿性粉剂进行
土壤消毒处理，然后将土混匀，最后随机装盆。每盆土均装至

花盆（上口径２８ｃｍ，深２５ｃｍ）的２／３处，每盆装土１０ｋｇ，于
２０１３年４月１５日播紫云英种子１０粒。

待紫云英幼苗生长１个月后，于２０１３年５月１５日挑选
长势一致的壮苗进行处理。采用不同浓度的阿魏酸（１０－７、
１０－６、１０－５、１０－４、１０－３ｍｏｌ／Ｌ）溶液４０ｍＬ浇灌紫云英幼苗，每
个处理重复 ４次，用等量的蒸馏水处理作为对照（即
０ｍｏｌ／Ｌ）。此后每隔１０ｄ浇４０ｍＬ水浸液处理幼苗，３０ｄ后
即２０１３年６月１５日测定紫云英幼苗的形态指标，测定完形
态指标用土钻钻取大约３００ｇ深度２０ｃｍ的紫云英幼苗根际
土，轻轻抖动后仍然粘在紫云英幼苗根系上的土壤用于根际

微生物数量的测定，装袋、封口并作好标签，立即带回实验室

进行分析处理［５］。

１．５　指标测定方法
１．５．１　紫云英形态指标测定方法　紫云英幼苗株高、每株分
枝数、幼苗干质量主要用卷尺和电子天平进行测定，叶面积使
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用便携式活体叶面积仪（型号：ＹＭＪ１）进行测定。
１．５．２　土壤酶活性测定方法　各土壤酶活性的测定均参照
关松荫的方法［６］。土壤反硝化酶活性采用硝态氮剩余量法；

纤维素酶活性采用硝基水杨酸比色法；蛋白酶、蔗糖酶、多酚

氧化酶活性采用比色法。

１．５．３　土壤微生物分析　土壤微生物采用平板涂抹法［７］测

定，细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，真菌采用马丁氏培养基，

放线菌采用改良的高氏一号培养基。

１．５．４　土壤养分分析　土壤养分按照土壤农业化学分析方
法［８］进行测定。

１．６　数据处理
采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行单因素方差、ＬＳＤ和相关

性分析（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗形态指标的影响
由表 １可以看出，与对照相比，低浓度的阿魏酸

（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）促进了紫云英幼苗的４个形态指标，其中，株高
较对照显著提高了 ９．９３％，叶面积较对照显著增加了
１６．７９％；而每株分枝数、幼苗干质量与对照差异不显著。随
后，随着阿魏酸浓度的增加，紫云英幼苗的４个形态指标均不
同程度地受到抑制。其中，１０－４ｍｏｌ／Ｌ阿魏酸处理下的紫云
英幼苗每株分枝数较对照显著受到抑制，较对照减少了

２０００％；而株高、叶面积和幼苗干质量均在阿魏酸浓度达到
１０－６ｍｏｌ／Ｌ时就显著受到抑制，分别较对照减少了１４．１８％、

表１　不同阿魏酸浓度对紫云英幼苗形态指标的影响

阿魏酸浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）

形态指标

株高

（ｃｍ）
分枝数

（个／株）
叶面积

（ｍｍ２）
幼苗干质量

（ｍｇ）

ＣＫ（０） １４．１±０．３ｂ １０±０ａ１２２．７０±２．７３ｂ ７８．４３±２．９８ａ
１０－７ １５．５±０．５ａ １１±０ａ１４３．３０±３．０１ａ ８３．０３±０．７８ａ
１０－６ １２．１±０．３ｃ １０±０ａ１０１．１３±６．３３ｃ ６７．７７±３．０１ｂ
１０－５ １１．６±０．１ｃ ９±０ａ ８９．１７±１．８５ｄ ５８．５３±０．５２ｃ
１０－４ １０．１±０．２ｄ ８±０ｂ ６７．３７±１．８９ｅ ４０．３３±５．１５ｄ
１０－３ ８．７±０．４ｅ ５±０ｃ ６２．４３±０．６７ｅ ２４．６７±２．０９ｅ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下
表同。

１７．５８％和１３．５９％。
２．２　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际土壤酶的影响

不同浓度的外源化感物质阿魏酸对所测定的５种紫云英
幼苗根际土壤酶活性均产生了不同程度的影响，所有土壤酶

活性均有随着外源化感物质阿魏酸浓度的增加而呈递减的趋

势（表２）。当阿魏酸浓度仅为１０－７ｍｏｌ／Ｌ时，反硝化酶和纤
维素酶活性较对照显著受到抑制，分别较对照降低了

２４７８％和１４９４％；多酚氧化酶活性在阿魏酸浓度达到
１０－６ｍｏｌ／Ｌ时较对照显著受到抑制，降低了１２．０７％；蔗糖酶
活性在阿魏酸浓度达到１０－５ｍｏｌ／Ｌ时较对照显著受到抑制，
降低了１４．１５％；而蛋白酶活性在阿魏酸浓度最大１０－３ｍｏｌ／Ｌ
时才较对照显著受到抑制，降低了２１．３３％。

表２　不同阿魏酸浓度对紫云英苗期根际土壤酶活性的影响

阿魏酸浓

度（ｍｏｌ／Ｌ）
反硝化酶［ＮＨ３－Ｎ，
ｍｇ／（ｇ·２４ｈ）］

蛋白酶［氨基酸，

ｍｇ／（ｇ·２４ｈ）］
蔗糖酶［葡萄糖，

ｍｇ／（ｇ·２４ｈ）］
多酚氧化酶［没食子酸，

ｍｇ／（ｇ·２ｈ）］
纤维素酶［葡萄糖，

ｍｇ／（ｇ·２４ｈ）］

ＣＫ（０） ４．６０±０．１１ａ ０．７５±０．０４ａ ４．１０±０．０６ａ ０．１７４±０．００６ａ ０．８７±０．０６ａ
１０－７ ３．４６±０．４０ｂ ０．７３±０．０２ａ ３．９７±０．０１ａ ０．１６２±０．００５ａｂ ０．７４±０．０１ｂ
１０－６ ２．８８±０．１８ｃ ０．７１±０．０４ａ ３．８１±０．０７ａｂ ０．１５３±０．０１１ｂｃ ０．５１±０．０１ｃ
１０－５ ２．５４±０．０４ｃ ０．６９±０．０１ａｂ ３．５２±０．２１ｂｃ ０．１４０±０．００５ｃｄ ０．４５±０．０１ｃ
１０－４ １．８４±０．０５ｄ ０．６５±０．０２ａｂ ３．３８±０．１３ｃ ０．１３６±０．００３ｃｄ ０．３０±０．０３ｄ
１０－３ １．１５±０．０３ｅ ０．５９±０．０６ｂ ２．５１±０．０４ｄ ０．１２５±０．００３ｄ ０．２３±０．０２ｄ

２．３　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际微生物的影响
由图１可知，不同浓度的阿魏酸不同程度地影响了土壤

中的细菌、真菌和放线菌的数量，随着阿魏酸浓度的增加，紫

云英幼苗根际土壤中细菌、真菌和放线菌的数量均呈减少的

趋势。

　　与对照相比，阿魏酸浓度在１０－７ｍｏｌ／Ｌ时，细菌数量、真
菌数量、放线菌数量分别显著降低了 ３１．７４％、３９．８２％和
３６．１３％。并且，当阿魏酸浓度达到最大１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，紫云
英幼苗根际土壤内真菌的数量为零。

２．４　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际土壤养分的
影响

随着阿魏酸浓度的增加，紫云英幼苗根际土壤中的有机

质含量、有效磷含量、速效钾含量和铵态氮含量均呈递减的趋

势，而硝态氮则呈递增的趋势（表３）。
有机质含量在阿魏酸浓度达到１０－５ｍｏｌ／Ｌ时才与对照

达到显著性差异水平，较对照降低了４．９８％；而有效磷含量
则在阿魏酸浓度最低１０－７ｍｏｌ／Ｌ时就与对照达到了显著性

差异水平，较对照降低了８．１０％；速效钾和铵态氮分别在阿
魏酸浓度达到１０－５ｍｏｌ／Ｌ和１０－６ｍｏｌ／Ｌ时与对照达到显著
性差异水平，分别较对照降低了４．４２％和７．００％；而阿魏酸
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表３　不同阿魏酸浓度对紫云英苗期根际土壤养分的影响

阿魏酸浓度

（ｍｏｌ／Ｌ）
有机质

（ｇ／ｋｇ）
有效磷

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾

（ｍｇ／ｋｇ）
铵态氮

（ｍｇ／ｋｇ）
硝态氮

（ｍｇ／ｋｇ）

ＣＫ（０） ５４．２±０．２ａ １２．２２±０．２６ａ １０９．７３±１．６７ａ ２０１．５２±５．１９ａ １２４．４２±８．２２ｅ
１０－７ ５３．４±０．５ａｂ １１．２３±０．１４ｂ １０７．６４±０．６１ａｂ １９３．０５±３．３６ａｂ １４３．０１±５．７９ｄ
１０－６ ５２．６±０．０ａｂ １１．１７±０．３４ｂ １０６．４８±１．０２ａｂ １８７．４１±３．７５ｃ １６１．３９±３．４６ｃｄ
１０－５ ５１．５±０．９ｂ １０．７９±０．２７ｂｃ １０４．８８±０．２０ｂｃ １７０．３０±５．８８ｄ １７６．９２±４．４３ｃ
１０－４ ４８．３±０．８ｃ １０．５５±０．１ｂｃ １０１．９０±１．４８ｃｄ １４５．４６±４．４０ｅ １８９．０５±１．９９ｂ
１０－３ ３８．７±１．２ｄ １０．１３±０．３５ｃ ９９．７８±０．４１ｄ １３４．８５±２．８２ｆ ２１０．０８±６．１７ａ

　　注：表中数值为平均值±标准差（ｎ＝３），数值后的字母表示进行ＬＳＤ多重比较时在ａ＝０．０５水平上的差异显著性，同一列中具不同字母
表示差异显著。

浓度在１０－７ｍｏｌ／Ｌ时就较对照显著增加了土壤中硝态氮的
含量，较对照增加了 １４．９４％，当阿魏酸浓度达到最大
１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，土壤中硝态氮的含量为对照的１．６９倍。
２．５　阿魏酸处理下紫云英幼苗根际土壤微生物数量与土壤
酶活性的相关关系

由表４可知，土壤酶均与土壤微生物数量呈极显著正相
关关系。其中，反硝化酶与真菌的相关系数最大，为０．９５７。

表４　土壤微生物数量与土壤酶活性的相关关系

微生物
相关系数

反硝化酶 蛋白酶 蔗糖酶 多酚氧化酶 纤维素酶

细菌 ０．９０５ ０．６３７ ０．７７５ ０．８３３ ０．９４６

真菌 ０．９５７ ０．６９５ ０．８１３ ０．８３９ ０．９４０

放线菌 ０．９３２ ０．６３８ ０．７２８ ０．８３４ ０．９４０

　　注：“”表示在０．０１水平上显著相关；“”表示在０．０５水平
上显著相关。

２．６　阿魏酸处理下土壤酶、土壤微生物数量与土壤养分含量
的相互关系

阿魏酸处理后的紫云英幼苗根际土壤酶、微生物数量与

养分含量存在相关关系（表５）。土壤酶活性、细菌、真菌及放
线菌数量与土壤有机质、有效磷、速效钾及铵态氮含量均呈极

显著正相关；而硝态氮含量则与土壤酶活性、细菌、真菌及放

线菌数量呈极显著负相关。

表５　土壤酶、土壤微生物数量与土壤养分含量的相关关系

土壤因子
相关系数

有机质 有效磷 速效钾 铵态氮 硝态氮

反硝化酶 ０．８０８ ０．８６５ ０．８５４ ０．９０９ －０．９２０

蛋白酶 ０．７４０ ０．６２７ ０．７５８ ０．７０９ －０．６１１

蔗糖酶 ０．９２８ ０．７１３ ０．８２８ ０．９１０ －０．８７３

多酚氧化酶 ０．７２８ ０．７４８ ０．７３３ ０．８６４ －０．８６６

纤维素酶 ０．７７１ ０．８０８ ０．８１５ ０．９１９ －０．９６７

细菌 ０．７１７ ０．８１５ ０．８５３ ０．８６０ －０．９１７

真菌 ０．７５９ ０．８５０ ０．８７６ ０．９０２ －０．９３１

放线菌 ０．６４２ ０．８３６ ０．８１４ ０．７９９ －０．９００

　　注：“”表示在０．０１水平上显著相关；“”表示在０．０５水平
上显著相关。

３　结论与讨论

３．１　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗形态指标的影响
阿魏酸对紫云英幼苗生长的形态指标均表现出“低浓度

促进、高浓度抑制”的效应。这一研究结果与叶文斌等的研

究结果［９］相一致，只是阿魏酸所设置的浓度有所不同而已。

３．２　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际土壤酶的影响
阿魏酸对土壤反硝化酶活性和纤维素酶活性的抑制作用

最强（表２），原因是在阿魏酸浓度最低的时候就较对照显著
抑制了其活性，这一研究结果与黄益宗等的研究结果［１０］一

致。阿魏酸对其他３种土壤酶也产生了不同程度的影响（表
２），而此结果与李春龙的研究结果［１１］恰恰相反，可能与外源

化感物质的种类、受试植物的种类不同有关。

３．３　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际微生物的影响
随着阿魏酸浓度的增加，其幼苗根际细菌、真菌和放线菌

的数量均呈递减的趋势，并且低浓度的阿魏酸就已经显著地

抑制了土壤微生物的数量（图１）。说明阿魏酸引起了紫云英
根际微生物区系组成的定向改变，破坏了根际微生物的平衡。

这一研究结果与周宝利等的研究结果［１２］有所不同，研究发现

棕榈酸降低了茄子根际土壤中真菌的数量及其组成比例，增

加了茄子根际土壤中细菌和放线菌的数量及其组成比例，这

可能归因于化感物质和受试植物的种类不同。

３．４　外源化感物质阿魏酸对紫云英幼苗根际土壤养分的
影响

本研究表明随着阿魏酸浓度的增加，土壤中有机质的含

量、土壤有效磷含量、速效钾含量和铵态氮含量降低了（表

３）。这一结果与李春龙的研究结果［１１］相一致，可能归于阿魏

酸起始浓度设置得太高，直接降低了土壤中某些养分的含量。

此外，随阿魏酸浓度的增加显著加剧了土壤中硝态氮含量的

积累（表３）。表明阿魏酸抑制了ＮＯ３
－向ＮＨ４

＋的转化，这可

能与土壤含水量饱和有关［１３］。

３．５　阿魏酸处理下紫云英幼苗根际土壤微生物、土壤酶、土
壤养分的相关关系

本研究表明阿魏酸处理下，紫云英幼苗根际土壤酶均与

土壤微生物数量呈极显著正相关关系（表４）；土壤酶活性、细
菌、真菌及放线菌数量与土壤有机质、有效磷、速效钾及铵态

氮含量均呈极显著正相关；而硝态氮含量则与土壤酶活性、细

菌、真菌及放线菌数量呈极显著负相关（表５）。这说明外源
化感物质阿魏酸的处理影响了紫云英的生长过程，改变了土

壤微生物区系，进而影响土壤酶活性和土壤养分的有效性，使

得土壤环境条件向着不利于紫云英植株的生长方向演变。同

时也证实了Ａｏｎ和Ｃｏｌａｎｅｒｉ的理论即特定的土壤酶活性与细
菌、真菌等类群密切相关［１４］。
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　　柚皮是丰富廉价的果实废弃物，其中除了含有丰富的芳
香油、果胶、色素外，还有经济价值很高的橙皮苷、柚皮苷、新

橙皮苷等生物类黄酮物质［１］，柚皮中的黄酮具有抗氧化、抗

菌、抗突变、抗肿瘤等多种作用，广泛用于医药、食品及美容等

行业［２］。传统的提取方法多为溶剂提取法，但提取时间长、

产品活性及纯度低。而酶法提取技术与微波联合提取法在许

多方面发挥着独特的优势。其中酶法提取条件温和、能耗低、

无污染［３］，但提取速度慢。微波辅助提取是利用微波场的特

性和优点来强化天然产物有效物质浸出的提取方法。它具有

提取效率高、消耗溶剂少、提取时间短等优点［４］。因此，采用

微波联合酶法提取技术，可以在低温环境下加速胞内物质溶

出，节省提取时间、加快反应速率和提高产率。

目前，关于利用微波联合酶法提取柚皮黄酮的研究报道

还不多见。本研究以柚皮为原料，采用微波联合酶法联用技

术提取柚皮黄酮，并利用正交试验对提取工艺进行优化，以获

取最佳的提取工艺。

１　材料与方法

１．１　材料
柚皮从水果市场购得；纤维素酶，诺维信（中国）生物技

术有限公司；芸香苷标准样品（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；无水乙醇、
亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠等均为分析纯。

ＦＨ１０２微型植物试样粉碎机（湖北省黄骅市齐家务科学
仪器厂）；ＳＨＺ－８２数显水浴恒温振荡器（江苏科兴电器有限
公司）；ＭＡＳ－Ⅱ型常压微波合成／萃取反应工作站（上海新
仪微波化学科技有限公司）；傅立叶变换红外光谱仪（Ｖａｒｉａｎ
２０００，中国）。
１．２　方法
１．２．１　柚皮预处理　用蒸馏水将柚皮洗净后放入鼓风干燥
箱，在８０℃恒温干燥３ｈ，再用微型植物试样粉碎机破碎至
６０目。取柚皮粉末３．０ｇ，按１∶１８的料液比后置于常压微波
合成／萃取反应工作站，在设定的功率下处理一段时间后冷却
至４０℃，得到预处理液。
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