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摘要: 为明确辣椒(Capsicum annuum L.)根系分泌的潜在化感物质对生菜幼苗抗氧化特性及矿质养分吸收的影响, 分别采

用5、10、15、20和25 μg·mL-1
的N-苯基-2-萘胺(P2NA)和邻苯二甲酸(PA)与Hoagland营养液混合胁迫处理生菜幼苗, 测定

抗氧化酶活性、渗透调节物质浓度和矿质养分含量, 以期丰富辣椒根系分泌物化感机制研究。结果表明: 与营养液对照比

较, P2NA、PA, 以及两者的混合处理在0~15 μg·mL-1
浓度范围内, 超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶

(POD)活性增强, 谷胱甘肽(GSH)和游离脯氨酸(Fpro)含量增加, 活性氧自由基(ROS)和丙二醛(MDA)含量降低; 处理浓度达

到20 μg·mL-1
以上, ROS含量增加, 抗氧化酶系活性和GSH含量显著降低, 膜脂过氧化程度提高; 潜在化感物质作用下, 生菜

幼苗的抗坏血酸氧化酶(AAO)活性降低, 氮、磷、钾大量元素积累量均不同程度降低, 钙和镁含量随着处理浓度增加先升

后降, 峰值处理浓度分别为10和15 μg·mL-1
。10 μg·mL-1

的P2NA和PA处理最适于生菜幼苗抗逆能力的提高, 浓度>15 
μg·mL-1

则因ROS积累, 尤其是过氧化氢(H2O2)积累, 造成膜脂过氧化程度加强, 细胞渗透调节能力和矿质营养吸收能力降

低, 且P2NA的潜在化感作用强于PA, 可能两者具有一定的互作效应。
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1937年德国科学家Molish首次提出了化感作

用一词以来, 国外学者在这一领域的研究日益活

跃, 我国自二十世纪九十年代开始植物化感作用

研究(彭少麟和邵华2001)。植物分泌的化感物质

一般认为是次生代谢产物, 包括酚类(Herro和Call-
away 2003)、酯类(别聪聪等2012)、酸类(耿广东

等2008)等物质。这些化感物质除自毒作用外(Yu
和Matsui 1997), 还会干扰矿质营养吸收和高级代

谢过程, 从而影响其他作物的正常生长和发育(Lyu
和Blum 1990; Batish等2007; 耿小娟等2009)。落叶

松根系分泌物的研究表明, 增加土壤碳氮代谢酶

系活性促进植物营养物质吸收, 是化感作用的重

要途径(Yang等2010); 沙芥的水浸提取液通过降低

抗氧化系列酶系活性而抑制白菜生长(鲍红春等

2015); 辣椒分泌的疑似化感物质邻苯二甲酸二异

丁酯和邻苯二甲酸二丁酯降低生菜叶片谷胱甘肽

含量, 而抗氧化系列酶系的活性则随着化感物质

浓度而先增后降(孙海燕和王炎2012)。N-苯基-2-
萘胺(N-phenyl-2-naphthylamine, P2NA)和邻苯二

甲酸(phthalic acid, PA)是辣椒根系分泌的两种潜在

化感物质(Sun和Wang 2013)。P2NA是一种应用广

泛的抗氧化制剂, 特别是应用于橡胶工业, 其代谢

产物2-萘胺为一种致癌物质(Weiss等2013)。藻类

细胞对P2NA极为敏感 ,  当浓度>0.5 mg·L -1时 , 
φP0、RC/CS0、PIABS等叶绿素荧光诱导动力学参

数均显著降低, 过氧化氢酶、过氧化物酶等抗氧

化酶活性增强, 减少P2NA损伤(Weiss等2013)。青

菜叶片的抗坏血酸氧化酶(ascorbic acid oxidase, 
AAO)随着P2NA处理浓度的增加而降低, 当浓度< 
2.5 mg·L-1谷胱甘肽(glutathione, GSH)含量和谷胱

甘肽还原酶(glutathione reductase, GR)活性先增后

降, 浓度>0.5 mg·L-1青菜的株高和生物量均显著降

低(薛延丰等2013)。PA是另一种被证实的化感物

质, 其浓度超过0.1 mmol·L-1时莴苣的过氧化物酶

(peroxidase, POD)活性降低, 过氧化氢酶(catalase, 
CAT)和钙泵(Ca2+-ATPase)活性先升后降, 丙二醛

(malonaldehyde, MDA)含量逐渐增加, 细胞膜受损

(耿广东等2008)。本研究以化感作用模式植物生

菜为受体(Sun和Wang 2013), 研究了辣椒分泌的潜

在化感物质P2NA和PA对生菜的抗氧化酶系统及

矿质营养吸收的影响, 对其化感机制进行探讨, 以
期为蔬菜生产中生防制剂的开发、应用, 及轮作

倒茬的设计提供参考。

材料与方法

1  试验材料与设计

将取自黑龙江省农科院大庆分院的生菜(Lactuca 
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sativa var. ramosa)种子, 用10%的双氧水溶液漂洗

30 min, 再用蒸馏水反复冲洗5次, 然后将种子均匀

放在铺有两层滤纸的发芽盒中, 在培养箱中30°C
培养15 d, 选取整齐一致的幼苗转移到自制的循环

水培系统中, 处理间幼苗数量和溶液体积一致, 每
天18 h光照、6 h黑暗条件下1/2Hoagland营养液培

养20 d, 营养液pH 6.5、电导率0.5 µS·cm-1, 每10 d
更换一次培养液。

将培养20 d后的生菜幼苗, 分别用溶有不同剂

量P2NA、PA, 以及两者混合(P2NA:PA=3:2, 辣椒

根系分泌物中实际测定比例约为3:2, 代号PNP)的
Hoagland营养液胁迫培养7 d, P2NA、PA和PNP
的处理浓度为0、5、10、15、20和25 μg·mL-1, 3次
重复。

2  测定项目与方法

2.1  测定项目

胁迫7 d后, 用镊子和剪刀取生菜幼苗叶片鲜

样, 用千分之一电子天平称量后用液氮速冻, –80°C 
条件下保存; 剩余叶片在100°C条件下烘箱杀青30 
min, 然后80°C条件下烘干至恒重, 带有干燥剂的

抽真空容器保存。

2.2  测定方法

在室温21~23°C条件下, 采用郭伟和王庆祥

(2011)的方法测定超氧阴离子自由基(reactive oxygen 
species, ROS)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)、
游离脯氨酸(free proline, Fpro)含量, 以及过氧化氢

酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)活性。高俊凤(2006)方
法测定抗坏血酸氧化酶(AAO)活性。

称取烘干粉碎的叶片试样(0.500±0.002) g, 置
于消煮管中, 先加入2 mL蒸馏水润湿, 再加入5 mL
硫酸, 摇匀, 将样品消化成清亮的蓝绿色溶液时, 
再继续消煮10 min, 冷却后将消煮液全部转移至50 
mL容量瓶中, 蒸馏水定容。用凯氏定氮仪测定全

氮的含量; 钒钼黄比色方法测定全磷的含量。

称取烘干粉碎的叶片试样(0.500±0.002) g, 放
入坩埚中, 放在电炉上预灰化至样品为灰白色, 将
坩埚放入550°C高温炉中灼烧8 h, 冷却至室温后用

5 mL 3 mol·L-1的盐酸润洗灰分并转移至50 mL容
量瓶中, 然后用1 mol·L-1的盐酸定容至刻度, 用原

子吸收分光光度计测定钾、钙、镁的含量。

3  数据处理与统计分析

所有的数据采用Excel 2007进行方差分析处理, 
结果以三次测量的算术平均值表示, Duncan’s进行

显著性差异检验(P<0.05); 图表采用Excel 2007
绘制。

实验结果

1  潜在化感物质对生菜幼苗抗氧化系统的影响

逆境生长的植物器官中ROS和MDA含量会显

著提高, 潜在化感物质P2NA、PA和PNP处理下, 
生菜叶片的ROS和MDA含量随着浓度的增加先降

低再升高(图1和图2); 含量最低的为10 μg·mL-1处

理; 浓度超过20 μg·mL-1生菜叶片中ROS含量显

著增加; MDA含量最高的为25 μg·mL-1处理; 但
P2NA、PA和PNP处理间的ROS和MDA含量差异

不显著。

图1  潜在化感物质对生菜叶片活性氧自由基含量的影响

Fig.1  Effects of potential allelochemicals on superoxide anion  
content in lettuce leaves

图2  潜在化感物质对生菜叶片丙二醛含量的影响

Fig.2  Effects of potential allelochemicals on malondialdehyde 
content in lettuce leaves
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25 μg·mL-1潜在化感物质作用下, P2NA处理

ROS含量增加的幅度>100%; PA处理>35%, PNP处
理>80% (图1); 而P2NA、PA处理的MDA含量增加

的幅度>20%, PNP处理>60% (图2)。可见, P2NA
处理对ROS积累的效应大于PA处理, 而P2NA和PA
的混合处理导致更高的MDA含量。

ROS积累将诱导其清除酶系活性的增强, 由
图3可知, 随着潜在化感物质P2NA、PA处理浓度

的增加, 生菜叶片SOD活性先增加后降低, 峰值浓

度处理为10 μg·mL-1; 其中, PA处理的SOD活性均

高于P2NA的相应处理, 且高于CK; 而PNP处理的

SOD活性没有改变。结合ROS含量变化可知, 0~15 
μg·mL-1的P2NA和PA处理下生菜叶片的SOD活性

较高, 缓解了ROS对细胞膜的氧化危害, 而处理浓

度超过20 μg·mL-1则严重降低了SOD对ROS的清除

能力。

植物体内适量的过氧化氢将诱导一系列防御

机制以保护植物细胞免受氧化胁迫, 而过量的过

氧化氢则导致细胞膜过氧化损伤。潜在化感物质

作用下(图4), 生菜叶片CAT活性随处理浓度增加

先增加后降低, 峰值处理浓度为10 μg·mL-1, 与潜在

化感物质处理下的SOD活性变化规律相似; 但与

SOD不同, 各潜在化感物质处理的CAT活性表现为

PNP>P2NA>PA; 且当处理的浓度>20 μg·mL-1时, 
CAT活性明显低于对照。

作为酶促防御系统的关键酶, POD的活性随

着潜在化感物质浓度的增加先增高(图5), 在20 
μg·mL-1处理降低后再度升高; 其活性的峰值浓度为

15 μg·mL-1处理; P2NA处理的POD活性最高, PA处

理的POD活性最低, PNP处理介于两者之间; P2NA、

PA和PNP各浓度处理的POD活性均高于对照。

由图6可知, 潜在化感物质作用下, AAO受到

抑制, 随着处理浓度的增加AAO活性降低, 处理浓

度>15 μg·mL-1降低幅度加大; 各处理间AAO活性

表现为PNP>P2NA>PA。

GSH既参与植物叶片的衰老机制, 也是细胞的

重要渗透调节物质。由图7可知, 潜在化感物质浓

度0~15 μg·mL-1的范围内, 随处理浓度的增加生菜叶

片中GSH的含量逐渐增加, 15 μg·mL-1的P2NA、

PA、PNP处理的GSH含量分别较对照增加了

69.7%、75.1%和79.4%; 处理浓度大于15 μg·mL-1 

GSH含量显著降低, 略低于对照; 其中, PNP处理的

GSH含量最高, PA处理次之, P2NA处理含量最低。

随潜在化感物质浓度的增加, 叶片Fpro含量

图3  潜在化感物质对生菜叶片超氧化物歧化酶活性的影响

Fig.3  Effects of potential allelochemicals on superoxide dis-
mutase activity in lettuce leaves

图4  潜在化感物质对生菜叶片过氧化氢酶活性的影响

Fig.4  Effects of potential allelochemicals on catalase activity 
in lettuce leaves

图5  潜在化感物质对生菜叶片过氧化物酶活性的影响 
Fig.5  Effects of potential allelochemicals on peroxidase  

activity in lettuce leaves 
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逐渐增加(图8), 在0~15 μg·mL-1范围内, PA处理

的Fpro含量略高于P2NA处理, 且高于对照13.4%~ 
32.8%; 处理浓度>15 μg·mL-1, P2NA处理的Fpro含
量急剧增加, 高于对照90%以上, PNP处理的脯氨

酸含量变化规律与PA处理相同, 高于对照35.3%~ 
57.9%。

2  潜在化感物质对生菜幼苗矿质元素吸收的影响

由图9可知, 潜在化感物质处理下生菜幼苗含

氮、磷、钾的总含量降低, 且处理浓度越高降低

幅度越大; P2NA、PA在0~15 μg·mL-1范围内, 随着

处理浓度的增加植株氮含量逐渐降低, 分别较对

照降低4.4%~19.3%和15.6%~31.5%, PNP则显著降

低了22.3%~51.0%; 当处理浓度>15 μg·mL-1, 植株

氮含量有所增加, 但P2NA、PA、PNP处理的含氮

量仍低于对照8.5%、28.9%和39.0%。

生菜植株磷含量变化与氮含量相似; 在0~15 
μg·mL-1范围内, 随着P2NA、PA、PNP处理浓度的增

加, 植株磷含量逐渐降低了8.8%~28.7%、22.2%~ 
38.1%、20.1%~38.1%, 而后小幅度升高; PA处理降

低的幅度大于P2NA处理, 而PNP处理的磷含量与

PA处理相似(图9)。
与氮、磷的吸收积累不同, 随着潜在化感物

质P2NA浓度的增加, 生菜植株钾含量(图9)逐渐降

低了12.7%~26.9%; 而PA在0~15 μg·mL-1范围内, 随

图6  潜在化感物质对生菜叶片抗坏血酸氧化酶活性的影响

 Fig.6  Effects of potential allelochemicals on ascor-
bic acid oxidase in lettuce leaves

图7  潜在化感物质对生菜叶片谷胱甘肽含量的影响 
Fig.7  Effects of potential allelochemicals on glutathione con-

tent in lettuce leaves

图8  潜在化感物质对生菜叶片脯氨酸含量的影响

Fig.8  Effects of potential allelochemicals on proline content 
in lettuce leaves

图9  潜在化感物质对生菜植株氮、磷、钾含量的影响

Fig.9  Effects of potential allelochemicals on nitrogen, phosphorus and potassium content in lettuce plant
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处理浓度的增加钾含量逐渐增加了4.9%~11.1%, 
浓度高于15 μg·mL-1钾含量增幅变小, 但仍高于对

照; PNP>10 μg·mL-1钾含量逐渐降低, 且PNP相应

的钾含量介于P2NA、PA处理之间。

由图10和11可知, 潜在化感物质PA促进了生

菜植株钙和镁离子的积累, 随着处理浓度的增加钙

和镁含量先增加再降低, 钙和镁含量的峰值处理分

别为10和15 μg·mL-1, 增加幅度分别为15.5%~38.6%
和18.2%~40.6%; 0~15 μg·mL-1的P2NA处理下钙和

镁含量高于对照11.7%~21.9%、2.3%~6.5%, P2NA
浓度>15 μg·mL-1处理的钙和镁含量低于对照。

构(Piquery等2000); 同时, 作为信号分子激发植物

抗病机制和过氧化损伤(Medhy 1994; de Rio等
1998), 诱导叶片衰老(Piquery等2000)。SOD和

CAT是重要的清除ROS的诱导酶系, ROS的积累导

致酶活性的增强, 潜在化感物质浓度为10 μg·mL-1

时SOD和CAT活性出现峰值, 浓度>10 μg·mL-1活性

下降但仍高于对照, 浓度>20 μg·mL-1 CAT活性低

于对照。同时, 作为叶绿体中清除H2O2的关键酶, 
AAO的活性在潜在化感物质P2NA、PA的作用下

显著降低, 严重影响了H2O2的清除。可见, H2O2的

积累可能是造成SOD–CAT系统活性受到反馈抑制

的重要原因。这与Piquery等(2000)、Li等(2016)的
研究结果相似, 即H2O2的积累是造成植物叶片抗

氧化系统整体活性降低的重要原因, 它会引起细

胞膜突起, 形成大量液泡, 最终导致细胞的空洞化

死亡(别聪聪等2012)。
依靠合成更多的酚类大分子物质增加细胞的

渗透调节能力, 是生物逆境下植物自我调节的又

一重要途径(Batish等2007; Saberi等2011)。高浓度

的化感物质抑制种子萌发和幼苗生长, 而低浓度

化感物质作用较小(Reigosa等1999; Wu等2009), 化
感物质对作物的影响具有浓度和他感的双重效应

(Wu等2009)。潜在化感物质浓度<20 μg·mL-1时生

菜叶片的ROS含量较对照小幅降低, Fpro含量增加

不显著; 但当处理浓度达到20 μg·mL-1以上ROS含
量显著提高, Fpro含量也显著提高, MDA含量激

增。可见, 生菜幼苗对细胞渗透性的保护机制, 在
化感物质浓度<20 μg·mL-1时主要是依靠抗氧化酶

系统对ROS的清除; 而>20 μg·mL-1时, 主要依靠合

成脯氨酸等小分子物质的渗透调节 ,  这可能是

H2O2诱导氮代谢过程产生更多渗透调节物质的直

接结果(Saberi等2011; Wang等2016), 化感物质改变

了正常的植物激素合成过程 (Holappa和Blum 
1991), 诱导衰老, 相应也将激发植物的渗透调节机

制(Holappa和Blum 1991; Batish等2007)。
化感物质引起的营养吸收障碍直接导致干物

质积累的降低, 而前者与叶片的光合碳代谢活性

降低高度相关, 研究发现P2NA处理后PSII有活性

的反应中心减少, 电子传递受到阻碍, 光合效率下

降(耿小娟等2009)。抑制叶绿素合成, 触发活性氧

的生成机制, 从而导致膜脂质过氧化水平明显上

讨　　论

逆境条件下ROS的大量积累是造成植物衰老

的最重要因子(Medhy 1994; Wang等2016), H2O2作

为一种ROS本身将造成膜脂过氧化, 破坏蛋白质结

图10  潜在化感物质对生菜植株钙含量的影响

Fig.10  Effects of potential allelochemicals on calcium content 
in lettuce plant

图11  潜在化感物质对生菜植株镁含量的影响

 Fig.11  Effects of potential allelochemicals on magnesium 
content in lettuce plant
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升, 破坏细胞的完整性是P2NA的重要化感机制(刘
瑞等2015)。潜在化感物质作用下生菜幼苗表现为

大量营养元素的吸收障碍, 大量元素(氮、磷、钾)
含量整体下降6.5%~19.5% (其中, P2NA处理降低

10.7%~25.2%, PA处理降低3.8%~8.7%), 而处理浓

度<15 μg·mL-1时钙、镁吸收增加, 钙、镁离子浓

度的增加与钾离子吸收高度相关(表1), 同时镁含

量与谷胱甘肽合成显著正相关, 可见, 潜在化感物

质作用下, 维持细胞膜的完整性与渗透平衡是系

统抗性提高的重要表现。研究发现, 当PA处理胁

迫程度较低时, Ca2+-ATPase活性增加, 积极调节

Ca2+浓度, 使Ca2+信使维持正常的信号传导功能(耿
广东等2008), 成为逆境条件下稳定膜结构的重要

机制之一(Sanchez-Moreiras和Reigosa 2005)。本研

究结果表明潜在化感物质对细胞膜完整性的影响

主要体现在处理浓度上, 当处理浓度达到25 μg·mL-1

时 ,  P2NA和PA处理的MDA含量较对照增加了

27.0%和41.8%, 而PNP处理显著增加了到66.5%, 
虽然化感物质间差异并不显著, 但P2NA和PA混合

处理对膜脂过氧化的作用似乎强于两者单独作用。

表1  抗氧化系统指标与矿质元素吸收指标间相关分析

Table 1  Analysis of correlation between antioxidant system and micro nutrient content

　                    浓度                活性氧自由基           过氧化氢酶         抗坏血酸氧化酶             钙含量 镁含量

活性氧自由基   0.547*   1.000 –0.220 –0.369 –0.490 –0.452
丙二醛    0.524*   0.500* –0.112 –0.399 –0.309 –0.245
抗坏血酸氧化酶 –0.771* –0.369   0.513*   1.000 –0.148 –0.138
谷胱甘肽 –0.032 –0.196   0.211 –0.075   0.420   0.502*

脯氨酸   0.778*   0.609* –0.188 –0.584* –0.349 –0.359
氮含量 –0.502*   0.008 –0.161   0.306 –0.273 –0.408
磷含量 –0.600* –0.024 –0.032   0.511* –0.326 –0.372
钾含量 –0.377 –0.372 –0.074   0.105   0.506*   0.650*

钙含量 –0.190 –0.490   0.182 –0.148   1.000   0.789*
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Effect of N-phenyl-2-naphthylamine and phthalic acid on antioxidant system 
and mineral nutrient uptake of lettuce
GUO Wei1, SUN Hai-Yan2,*, WANG Yan3

1Key Laboratory of Crop Germplasm Improvement and Cultivation in Cold Regions, College of Agronomy, 2Test Centre, Heilong-
jiang Bayi Agricultural University, Daqing, Heilongjiang 163319, China; 3Academy of Fundamental and Interdisciplinary Scienc-
es, Harbin Institute of Technology, Harbin 150001, China

Abstract: To evaluate effects of potential allelochemicals from hot pepper (Capsicum annuum L.) root exu-
dates on antioxidant ability and mineral nutrient uptake of lettuce, N-phenyl-2-naphthylamine (P2NA) and 
phthalic acid (PA) were mixed to Hoagland nutrient solution with 5, 10, 15, 20 and 25 μg·mL-1 for growth of 
lettuce under stress. Leaves of lettuce were sampled and determined about activities of antioxidant enzyme sys-
tem, concentrations of osmotic regulation substances, and contents of mineral nutrient elements in order to ex-
plore allelopathic mechanism of root exudates of hot pepper. The results of present study showed that P2NA, 
PA and mixture solution with 0–15 μg·mL-1 enhanced activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 
and peroxidase (POD) compared to control, increased contents of glutathione (GSH) and free proline (Fpro), 
which reduced contents of reactive oxygen species (ROS) and methane dicarboxylic aldehyde (MDA). The lev-
els of membrane lipid peroxide of lettuce were improved by high concentration (>20 μg·mL-1) because of in-
creasing of ROS content, which were caused by decreasing of activities of anti-oxidative enzymes and GSH 
content. Phenomenon was observed which lettuce seedlings exposed to potential allelochemicals had lower ac-
tivity of ascorbic acid oxidase (AAO), lower content of nitrogen, phosphorus and potassium, and abundance 
content of calcium and magnesium. The distribution of calcium and magnesium contents appeared single peak 
curve with peak value of 10 or 15 μg·mL-1. As optimum concentration of P2NA or PA, 10 μg·mL-1 was recom-
mended to apply to lettuce for enhancing adversity ability. However, the high concentration exceeded 15 
μg·mL-1 of P2NA or PA resulted in the accumulation of ROS, especially the accumulation of hydrogen peroxide 
(H2O2), thus cased membrane lipid peroxide, osmotic loss and nutrition absorption barrier. P2NA was inconclu-
sively deduced have better potential allelopathy than PA, and allelopathic interaction could be showed between 
P2NA and PA. 
Key words: hot pepper; root exudates; allelopathy; lettuce; antioxidant; plant nutrient
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