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封面图说: 滇金丝猴是我国特有的世界珍稀动物之一,属国家一级重点保护物种。 仅生活在滇藏交界处的高寒云冷杉林中,是
我国川、滇、黔三种金丝猴中唯一具有和人类一样美丽红唇的金丝猴。 手中的松萝是它最喜爱的食物之一。

彩图提供: 陈建伟教授　 国家林业局　 E-mail: cites. chenjw@ 163. com
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土荆芥挥发油对蚕豆根尖细胞的化感潜力

胡琬君1,马丹炜1,2,*, 王亚男1,2,张 摇 红1,2,李摇 群1,2

(1. 四川师范大学生命科学学院, 成都摇 610101;2. 四川师范大学细胞生物学研究室,成都摇 610101)

摘要:化感作用是外来植物成功入侵的机制之一。 以蚕豆根尖为材料,采用 DNA Ladder 分析技术和蚕豆根尖微核技术,分析了

入侵植物土荆芥挥发油经土壤载体诱导的细胞凋亡以及对细胞的遗传损伤。 结果表明:(1)经挥发油处理 24 h 和 48 h,低剂量

(<5 滋L)挥发油对蚕豆根的生长与根尖细胞有丝分裂具有显著的促进作用,但随着处理剂量增大(>5 滋L)和处理时间延长,根

的生长与细胞有丝分裂过程明显受到抑制。 (2)挥发油具有诱导染色体畸变的效应,根尖细胞微核率随处理剂量增加和时间

延长而增大,但当挥发油剂量大于 15 滋L,这种诱导效应降低。 (3)通过 DNA Ladder 分析,经挥发油处理后根尖细胞发生了凋

亡,其中 24 h 处理组 DNA 未发生特异性降解,当剂量大于 15 滋L 处理 48 h 和剂量大于 10 滋L 处理 72 h 后,DNA 开始发生特异

性降解,形成 DNA Ladder,表明随着挥发油剂量增大和作用时间延长,细胞凋亡过程加剧。 研究结果表明土荆芥释放的挥发性

化感物质能以土壤为载体对根细胞产生影响。
关键词:土荆芥;挥发油;根尖细胞;遗传损伤;细胞凋亡;化感作用

Allelopathicpotential of volatile oil from Chenopodium ambrosioides L. on root tip
cells of Vicia faba
HU Wanjun1, MA Danwei1,2 *, WANG Yanan1,2, ZHANG Hong1,2, LI Qun1,2

1. College of Life Science, Sichuan Normal University, Chengdu 610101, China

2. Cell Biology Laboratory, Sichuan Normal University, Chengdu 610101, China

Abstract: Chenopodium ambrosioides L. , one of the aromatic herbaceous species of the Chenopodium genus, native to
tropical America, has become major invasive plant in China. It was first recorded in Tamsui, Taipei County in 1864. Since
then, it has spread extremely rapidly, now it can be found in Shandong, Shanxi, Zhejiang, Jiangxi, Fujian, Taiwan,
Guangdong, Hainan, Hunan, Hubei, Guizhou, Yunnan, Sichuan Provinces, the Guangxi Zhuang Autonomous Region,
Beijing, shanghai, Chongqing and Hongkong cities, posing threat to local biodiversity and economics. It is extremely
difficult to control or eradicate C. ambrosioides. Allelopathy is one of the mechanisms by which invasive alien species
invade successfully. Invasive plant may release allelochemicals into the environment by leaching, root exudation,
volatilization, residue decomposition and other processes. Allelopathy of these allelochemicals could be achieved by soil
media. The volatile oil from C. ambrosioides was extracted by steam distillation, and genetic toxicity and apoptosis of root
tip cells of V. faba induced by volatile oil in soil were investigated using V. faba root tip micronucleus assays and DNA
ladder analysis technique. The resulted showed that lower dose (5 滋L) volatile oil promoted root growth and mitosis of root
tip cells of V. faba, but root growth and mitotic indexes were inhibited with the increase of dose (>5 滋L) and prolonging of
action time. The aberrant chromosomes of V. faba root tip cells such as micronucleus, chromosome bridge, chromosome
break, chromosome lag, chromosome conglutination, chromosome loop and multi鄄pole divide induced by the volatile oil in
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soil were observed. The volatile oil from C. ambrosioides was shown to induce increased micronucleus frequency of root tip
cells, but this increased effect gradually decreased along with the increasing dose of volatile oil. DNA ladder analysis of root
tip cells revealed that volatile oil can induce apoptosis, in a dose鄄and time鄄dependent manner. The progressive delineation
of fragmented DNA was coincident with the appearance of DNA ladder was observed after being exposed to >15 滋L volatile
oil for 48 h and >15 滋L volatile oil for 72 h. These results suggested that the volatile oil from C. ambrosioides was shown to
be with significant allelopathic potential on root cells mediated by soil.

Key Words: Chenopodium ambrosioides L. ; volatile oil; root tip cells; genetic damage; apoptosis; allelopathy

土荆芥(Chenopodium ambrosioides L. )为藜科藜属 1 年生或多年生芳香性草本植物,原产热带美洲,通过

人类活动裹挟进入我国,1864 年在台北淡水首次采集到标本,现广泛分布于我国南方各省和北方部分省市,
通常生长在路边、河岸等处的荒地以及农田中,在长江流域经常是杂草群落的优势种或建群种,种群数量大,
对生长环境要求不严,极易扩散[1],常常排挤入侵地的其他植物,威胁当地的生物多样性,2010 年 1 月被列入

《中国第二批外来入侵物种名单》(环发[2010]4 号)。 越来越多的证据表明,外来植物在新生境中为了争取

更多的资源和空间,使其成为优势种群,往往通过雨雾淋溶、自然挥发、根系分泌和植株分解等途径不断向周

围环境释放化感物质,抑制周围植物的生长发育[2鄄5],植物不论通过何种途径释放化感物质最终都将进入土

壤,影响周围植株的根系生长[5],进而影响整个植株的生长。 关于土荆芥的化感作用的研究大多集中在对周

围植物种子萌发和幼苗生长的影响方面[6鄄8],而有关土荆芥挥发油通过淋溶途径进入土壤后对其他植物根尖

细胞的影响尚未见到相关研究报道。 蚕豆根尖微核技术是检测细胞遗传损伤的一种有效方法,以其高效、敏
感、简便的优点被广泛应用于环境中的致畸变和致突变化合物的检测[9]。 本研究运用蚕豆根尖微核技术和

DNA Ladder 分析技术,用不同剂量的土荆芥挥发油以不同时间处理蚕豆根尖,通过检测蚕豆根尖有丝分裂指

数、细胞微核率、染色体畸变以及 DNA Ladder 分析,揭示了土荆芥挥发油在细胞水平上的化感作用,并为深入

了解土荆芥的化感作用机制和入侵机制提供理论基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

供体植物土荆芥植株采自四川师范大学周边荒地,受体植物蚕豆种子购至成都市种子市场(成胡 14#)。
实验所用土壤采至四川师范大学生命科学学院实验地的表层浮土,自然风干后过 1 mm 土壤筛备用。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 土荆芥挥发油的提取

土荆芥挥发油的提取参照孟庆会等[10]的方法,挥发油中的水分用无水 CaCl2除去,得到淡黄色的挥发油,

该挥发油具有浓烈的芳香味。
1. 2. 2摇 材料培养及处理

选择饱满、健康无损伤的蚕豆种子,用蒸馏水漂洗 2 次,用 0. 5% KMnO4浸泡 10 min,洗净后用蒸馏水浸

种 24 h,其间每 12 h 换水 1 次。 将充分吸胀的蚕豆均匀置于铺有湿润纱布的洁净磁盘中,其上再覆盖一层湿

润纱布,放入(25依1)益的培养箱中避光培养至种子露白。 将露白种子移至直径为 9 cm 的培养皿中,每个培

养皿放置 5 粒种子,覆盖土壤。 分别将 5、10、15、20 滋L 土荆芥挥发油加入 15 mL 蒸馏水中,用漩涡振荡器混

匀,均匀浇于土壤上,盖上培养皿盖,置于(25依1) 益下,分别避光培养 24、48、72 h,每测定指标每处理重复 5
次,以蒸馏水作对照。
1. 2. 3摇 根长的测定

处理结束后,测定根长。
1. 2. 4摇 有丝分裂指数、微核率和染色体畸变的测定

选取根长萌发至 0. 5 cm 的种子按照 1. 2. 2 的方式进行处理,将处理结束后的种子用蒸馏水浸洗 3 次,每
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次 3 min,移至 25 益恒温箱中恢复培养 24 h 后切取长度为 1 cm 左右,用 Carnoy 固定液固定 24 h,70%乙醇 4
益保存备用。 取固定根尖用 1 mol / L HCl 60 益进行解离,用 Schiff 试剂进行染色,压片,镜检[11]。 每个根尖计

数 1000 个细胞,每处理计 5 个根尖。 Nikon E200 摄影显微镜拍照。 有丝分裂指数用根尖中分裂期细胞占根

尖细胞总数的百分率表示;微核率用根尖分生区间期细胞出现微核的千分率表示。
1. 2. 5摇 根尖 DNA 的提取与分析

采用 CTAB 法[12]提取经挥发油处理过的蚕豆根尖细胞 DNA。 以 DNA marker 域作参照,用 w / v = 1. 5%
琼脂糖凝胶电泳(0. 5伊TBE),电压 6 V / cm,电泳时间 2 h,EB 染色,凝胶成像系统照相。
1. 3摇 数据统计

利用 Excel 2003 和 SPSS 18. 0 对数据进行分析。
2摇 结果与分析
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图 1摇 土荆芥挥发油对蚕豆根尖生长的影响

摇 Fig. 1摇 Effect of essential oil from Chenopodium ambrosioides on

root tip growth of Vicia faba

同一时间处理组内不同小写字母代表处理间差异显著(P<0. 05)

2. 1摇 土荆芥挥发油对蚕豆根长的影响

根据图 1 可知,除了在 5 滋L 土荆芥挥发油处理 24
h 和 48 h 后,蚕豆幼根长度显著大于对照组(P<0. 05)
外,其余处理组蚕豆幼根生长均受到显著抑制 (P <
0郾 05),这种抑制效应表现为剂量效应和时间效应。 其

中 20 滋L 土荆芥挥发油处理组处理 72 h 后,蚕豆根长

仅为对照组根长的 11. 7% 。 形态学观察表明,在土荆

芥挥发油处理下,蚕豆根尖表现出明显的受害症状,如
根加粗、褐化,这种症状随剂量增大和时间的延长而加

剧, 最终幼根变黑、烂根。
2. 2摇 土荆芥挥发油对蚕豆根尖细胞有丝分裂的影响

在土荆芥挥发油处理下,蚕豆根尖细胞的有丝分裂

过程明显受到影响,处于分裂前期的细胞较多。 由表 1
可以看出,在低剂量(臆5 滋L)挥发油处理 24 h 和 48 h
后,蚕豆根尖细胞有丝分裂指数显著提高(P<0. 05),但
是处理 72 h 后有丝分裂指数明显下降(P<0. 05)。 当

挥发油剂量大于 5 滋L 时,与对照相比,随着挥发油剂量

增大和处理时间延长,蚕豆根尖细胞有丝分裂指数明显下降。 有丝分裂过程中,前期、中期、后期和末期的有

丝分裂指数也整体表现出类似的结果。 统计各处理组 M 期各时相细胞数发现,前期细胞所占比例较大,但随

着处理剂量增大和处理时间延长,前期细胞数量逐渐减少,当用 20 滋L 挥发油处理 72 h 后,前期细胞数为 5
滋L 挥发油处理 24 h 前期细胞数量的 76. 34% 。
2. 3摇 土荆芥挥发油诱导的染色体畸变

2. 3. 1摇 染色体畸变

经土荆芥挥发油处理后的蚕豆根尖细胞出现了各种染色体畸变(图 2):间期主要呈现的畸变效应为间期

微核;前期表现为前期微核、断片;中期表现为中期微核及游离染色体断片;后期表现为染色体的多极分裂、游
离染色体断片及染色体分离滞后;末期表现出染色体粘连、断片、末期染色体环化、分离滞后等。
2. 3. 2摇 土荆芥挥发油对蚕豆根尖细胞微核率的影响

土荆芥挥发油诱导了较高频率的微核,各处理组的微核率均显著高于对照组,在一定范围内表现出时间

效应和剂量效应(表 2)。 15 滋L 挥发油处理 72 h,微核率达到最大。 20 滋L 挥发油处理组的微核率虽然小于

15 滋L 处理组的微核率,但依然显著高于对照组。
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表 1摇 土荆芥挥发油对蚕豆根尖细胞有丝分裂的影响

Table 1摇 Effect of essential oil from Chenopodium ambrosioides on mitosis of Vicia faba root tip cells

时间
Times / h

挥发油剂量
Dose of

essential oil / 滋L

有丝分裂指数 Mitotic index (字依sd) / %

总有丝分裂指数
Mitotic index

前期
Mitotic prophase

中期
Mitotic metaphase

后期
Mitotic anaphase

末期
Mitotic final鄄phase

24 CK 9. 5467依0. 105 a 6. 7390 依0. 129 a 0. 8916依0. 065 a 0. 9418依0. 098 a 0. 9743依0. 066 a

5 11. 9101依0. 588 b 8. 3442 依0. 377 b 1. 2982依0. 066 b 1. 0504依0. 165 a 1. 2173依0. 123 b

10 8. 3127依0. 093 c 5. 4925 依0. 130 c 0. 9069依0. 097 a 0. 9400依0. 093 a 0. 9733依0. 149 a

15 7. 7849依0. 085 d 5. 0740 依0. 136 d 0. 9485依0. 100 a 0. 9807依0. 101 a 0. 7817依0. 095 c

20 7. 0316依0. 091 e 4. 5604 依0. 121 e 0. 9955依0. 136 a 0. 9781依0. 103 a 0. 4977依0. 060 d

48 CK 9. 4817依0. 149 a 6. 3717依0. 210 a 0. 9428依0. 106 a 0. 9760依0. 119 a 1. 1912依0. 067 a

5 11. 0952依0. 171 b 7. 2161依0. 192 b 1. 7100依0. 348 b 1. 2469依0. 112 b 0. 9222依0. 135 b

10 7. 4892依0. 082 c 4. 8560依0. 119 c 0. 9212依0. 100 a 0. 8064依0. 105 c 0. 9056依0. 062 b

15 6. 5833依0. 057 d 3. 8074依0. 080 d 0. 9307依0. 104 a 0. 9473依0. 091 b 0. 8978依0. 123 b

20 5. 5825依0. 072 e 3. 2307依0. 146 e 0. 9278依0. 072 a 0. 7117依0. 088 c 0. 7122依0. 094 c

72 CK 9. 5044依0. 113 a 6. 3589依0. 167 a 1. 0986依0. 137 ab 1. 0985依0. 069 a 0. 9485依0. 137 a

5 8. 9780依0. 156 b 5. 8046依0. 192 b 1. 1405依0. 105 b 0. 9257依0. 107 b 1. 1072依0. 086 b

10 6. 7442依0. 066 c 3. 8207依0. 133 c 0. 9968依0. 085 abc 0. 9632依0. 092 b 0. 9635依0. 095 a

15 5. 5630依0. 043 d 3. 0262依0. 104 d 0. 9649依0. 131 ac 0. 8841依0. 078 b 0. 7063依0. 079 c

20 4. 5447依0. 093 e 2. 4306依0. 095 e 0. 9155依0. 082 c 0. 5827依0. 059 c 0. 6159依0. 095 c

摇 摇 不同字母代表不同剂量处理组间 0. 05 水平上的差异(P<0. 05)

表 2摇 土荆芥挥发油对蚕豆根尖细胞微核率的影响

Table 2摇 The effect of essential oil effects from Chenopodium ambrosioides on the micronucleus frequency of Vicia faba root tip cells

挥发油剂量
Dose of essential oil / 滋L

微核率 Micronucleus frequency(MCN译依sd)

24 h 48 h 72 h

CK 2. 29依0. 42 a 2. 48依0. 52 a 2. 08依0. 48 a

5 5. 10依0. 53 b 7. 92依1. 08 b 5. 50依0. 59 b

10 6. 19依0. 43 c 9. 38依1. 05 c 6. 54依0. 50 c

15 10. 02依0. 77 d 11. 41依0. 42 d 12. 86依0. 80 d

20 5. 83依0. 68 bc 6. 67依0. 68 e 7. 71依0. 79 e

2. 4摇 土荆芥挥发油诱导的细胞凋亡

经不同剂量挥发油处理后,蚕豆根尖细胞出现不同程度的凋亡(图 3)。 可以明显看出,不同剂量挥发油

处理 24 h 后,根尖细胞未发生凋亡,随时间的延长,用 15 滋L /皿 挥发油处理 48 h 后开始出现 DNA Ladders 说

明此时细胞已经开始凋亡;当处理时间达到 72 h 时,10 滋L /皿 的剂量便有 DNA Ladders 呈现,且条带的清晰

度呈现剂量效应关系。
3摇 讨论

3. 1摇 土荆芥挥发油对植物根生长的影响

本研究结果表明,土荆芥挥发油对蚕豆的生长和有丝分裂过程具有明显的化感效应。 用土荆芥挥发油处

理蚕豆根尖 24 h 和 48 h 后,低剂量挥发油(5 滋L /皿)明显促进了蚕豆幼根的生长,但是随着处理时间延长和

挥发油剂量增加,促进效应减弱,最终表现为抑制蚕豆幼根生长,如处理 72 h 后根的生长显著受到抑制,幼根

变黑、变粗,这与 Hajjouji 等的研究一致[13]。 表明在低剂量处理时,蚕豆根的生长受到某种外界信号的刺激启

动了自身了“应急响应冶,细胞内各种酶类的活性及表达量均在原有水平上有所提高[14],以应对这种负面因

素,使得细胞活性增强。 可能是由于长时间处于胁迫状态,超出了细胞的耐受力,从而导致抑制根的伸长。
在土荆芥挥发油作用下,根尖分生区细胞的有丝分裂指数变化也和根长的变化表现出相似的结果,低剂

量土荆芥挥发油具有促进蚕豆根尖细胞的有丝分裂,随着处理剂量增大和处理时间延长,细胞有丝分裂指数
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图 2摇 土荆芥挥发油诱导蚕豆根尖细胞染色体畸变

Fig. 2摇 The aberrant chromosomes ofVicia faba root tip cells induced by of essential oil from Chenopodium ambrosioides

a. 间期微核,b. 中期微核,c. 前期断片,d. 纺锤体多极分裂,e. 后期断片,f. 末期断片与粘连,g. 末期断片,h. 末期环,i. 末期游离环

24h 48h 72h

MMM

图 3摇 土荆芥挥发油处理后蚕豆根尖细胞总 DNA 的电泳图

Fig. 3摇 Electrophoretic pattern of total DNA ofVicia faba root tip cells treated with s essential oil from Chenopodium ambrosioide

下降。 通过统计有丝分裂各时相的细胞数发现,绝大多数细胞处于有丝分裂前期,但随着处理剂量增大,前期

细胞比例逐渐减少。 这在一定程度上说明土荆芥挥发油抑制了纺锤体微管蛋白的装配,使细胞分裂被阻滞在

前期,而随着处理剂量增大,土荆芥的细胞毒性增大,伤害到间期细胞,导致细胞分裂不能进入前期。
3. 2摇 土荆芥挥发油的细胞毒性

微核(micronucleus)产生是在细胞受到外界因素(诱变剂、致畸致突变剂)胁迫的情况下,染色体出现断

裂或者纺锤丝形成受阻,在有丝分裂数后期和末期,滞后的染色体或染色体断片无法分配到两个子细胞中,最
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终形成游离于主核的小核(微核) [15]。 本研究表明,经不同剂量土荆芥挥发油处理后,蚕豆根尖细胞出现多

种类型的染色体畸变,微核率显著高于对照,在一定范围内呈现剂量效应和时间效应,当处理剂量为 15 滋L
时,微核率达到最大值,这一结果与钱晓薇等[16] 和 Wu 等[17] 报道的结果类似。 土荆芥挥发油可以导致 DNA
复制和修复受阻,在 S 期或 G2期产生的片段或单条染色体在分裂期无法分配到子细胞中,进而使微核数增

加,随着处理时间延长和剂量增大,挥发油可能导致了不可逆的细胞伤害,使细胞无法进入 M 期,分裂处于缓

慢甚至停滞状态,从而又表现为 M 期微核数减少。 通过核酸电泳结果显示,随着处理剂量增大和处理时间延

长,根尖分生区细胞 DNA 发生特异性降解,出现梯状谱带(DNA ladder),表明土荆芥挥发油具有诱导细胞凋

亡的效应。
造成微核数增多和细胞凋亡的因素很多,其中氧化胁迫也能够造成细胞微核数的增加[18] 和细胞凋

亡[19鄄21]。 在本研究中,土荆芥挥发油诱导了较高的微核率和细胞凋亡,可能与土荆芥挥发油作用下蚕豆根尖

细胞中活性氧的积累有关,但有关土荆芥挥发油引起的氧化损伤尚待进一步研究证实。
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