
 

阿魏酸诱导蚕豆枯萎病发生及根系组织
结构损伤的化感效应
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摘要: 【目的】酚酸类化合物是多种农作物根际土壤中常见的自毒物质，化感自毒物质与土传病害发生密切相

关。研究阿魏酸对枯萎病发生的促进效应及机理，为阐明连作自毒物质–病原菌–寄主抗病性互作效应提供参

考。【方法】采用水培试验研究阿魏酸对蚕豆幼苗生长和枯萎病发生的影响。在蚕豆幼苗长至 4～6 片真叶时，

将其移入 2 L Hoagland 营养液中进行培养，其中阿魏酸浓度分别为 0、50、100、200 mg/L。待阿魏酸处理 2 天
后，加入 25 mL 1 × 106 cfu/mL 的尖孢镰刀菌孢子悬浮液。继续培养 40 天后，取样调查植株生长状况和枯萎病

发病率。利用显微镜观察蚕豆根系细胞组织结构的变化，通过室内培养试验研究尖孢镰刀菌菌丝生长和致病力

对阿魏酸胁迫的响应。【结果】与无添加阿魏酸 (0 mg/L) 处理相比，添加阿魏酸处理显著抑制蚕豆幼苗的生

长，且阿魏酸浓度越高抑制作用越强。本试验条件下，阿魏酸处理显著提高蚕豆枯萎病发病率

300.0%～500.0%，显著增加病情指数 113.3%～1666.7%，发病率和病情指数均在阿魏酸处理浓度 200 mg/L 下达

到最大值。阿魏酸处理抑制尖孢镰刀菌的菌丝生长，显著提高尖孢镰刀菌产生的果胶酶、纤维素酶、淀粉酶和

蛋白酶活性 44.8%～59.0%、78.2%～145.6%、975.6%～2435.4% 和 165.1%～622.9%；显著提高枯萎酸含量

107.6%～236.2%。阿魏酸胁迫下，蚕豆根系表皮细胞扭曲变形，木质部导管变细，导管壁增厚，胶状物和内含

物充满整个细胞，阻碍营养物质和水分的正常运输，进而加速蚕豆枯萎死亡。【结论】阿魏酸胁迫虽然抑制尖

孢镰刀菌的菌丝生长，但显著提高蚕豆根系细胞壁降解酶活性和枯萎酸含量，进而增加尖孢镰刀菌致病力，加

速根系细胞组织结构损伤，促进尖孢镰刀菌侵入蚕豆根系，加剧枯萎病发生和危害。阿魏酸在蚕豆连作障碍中

扮演着初始诱因的角色。
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Abstract: 【Objectives】Phenolic acid compounds are common autotoxin in rhizosphere soils of crops, and the
allelopathic autotoxins play a key role in soil sickness and soil-borne disease. The aim of this study was to
evaluate the role of ferulic acid (FA) in Fusarium oxysporum f. sp. fabae (FOF)-infected faba bean roots, reveal
the mechanism of continuous autotoxins promoting the occurrence of soil-borne diseases.【Methods】Effects of
ferulic acid on the growth of faba bean seeding and Fusarium wilt occurrence were studied using hydroponics
method. Faba bean seedlings of 4–6 open leaves were cultured in 2 L Hoagland nutrient solution with ferulic
acid concentrations of 0, 50, 100 and 200 mg/L, respectively. After 2 days’ culture, 25 mL of FOF suspension (1
× 106 cfu/mL) were incubated into the solution. Continuously cultured for another 40 days, faba bean samples
were collected for investigation of faba bean growth and Fusarium wilt incidence. Faba bean roots tissue structure
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changes were observed using microscope. The effects of FA on growth and pathogenicity of FOF in vivo were
also examined.【Results】Compared to the 0 mg/L, the FA treatment significantly reduced the growth of faba
bean seedlings, the higher the treatment concentration, the stronger the inhibition; in addition, FA treatments
increased the incidences of Fusarium wilt by 300.0%–500.0% and the disease index by 113.3%–1666.7%, with
the maxima at FA concentration of 200 mg/L. The FA inhibited the mycelium growth of FOF, but significantly
increased the activities of pectinase, cellulase, amylase and protease secreted by FOF, with increase ranges of
44.8%–59.0%, 78.2%–145.6%, 975.6%–2435.4% and 165.1%–622.9%, respectively, and significantly
stimulated fusaric acid secretion of FOF by 107.6%–236.2%. Under FA stress, the epidermal cells of faba bean
roots were distorted, the xylem vessels became thinner, and the duct wall thickened. The whole cells were fully
filled with jelly and inclusions, hindering the normal transportation of nutrients and water, thus accelerating the
death of the faba beans.【Conclusions】FA inhibits the growth of FOF, but stimulates the mycotoxin
production and the activities of pathogenesis-related hydrolytic enzymes (pectinase, cellulase, amylase and
protease), which is related to the damage of root tissue structure and benefit the invasion of FOF, and accelerate
the incidence of Fusarium wilt consequently. Therefore, FA could be involved in plant–pathogen allelopathy as
a stimulator.
Key words: ferulic acid; Fusarium wilt of faba bean; Fusarium oxysporum f. sp. fabae; cell wall degrading

enzymes; root tissue structure

 

蚕豆是重要的食用豆类作物之一，富含蛋白

质，作为粮食、蔬菜和饲料在世界各国广泛种植。

中国是世界上蚕豆种植面积最大、总产量最高的国

家，干蚕豆产量占世界总产的 36.7%[1]。蚕豆是典型

的忌连作作物，近年来随着蚕豆生产的不断发展，

主产区的连作障碍非常普遍且日益严重，造成蚕豆

生长矮小、瘦弱、病害加重、结荚少、产量低，已

成为制约我国蚕豆可持续发展的重要因子[2]。引起蚕

豆连作障碍的原因有很多种，但最主要的还是土壤

中病原物积累而导致的土传枯萎病加重，该病在中

国蚕豆主产区非常普遍，云南为枯萎病发生最严重

的省份[2]。

蚕豆枯萎病由尖孢镰刀菌蚕豆专化型 (Fuarium
oxysporum f. sp. fabae，FOF) 病菌侵染，造成根系腐

烂、茎基部坏死直至植株萎蔫死亡[3]。蚕豆枯萎病发

生是 FOF 致病因子及蚕豆防御反应相互斗争的结

果。FOF 趋化生长附着根表面，穿过根部细胞壁并

定居于根皮层，通过堵塞寄主作物维管束组织或分

泌毒素等导致寄主发病严重[4]。FOF 的致病能力与多

种致病因子相关，其中细胞壁降解酶   (ce l l  wal l
degrading enzymes，CWDEs) 和毒素是其重要致病因

子，且在病原菌侵染过程中协同作用[5]。

酚酸类化合物是多种农作物根系土壤中常见的

自毒物质，由其导致的自毒作用日益制约着现代农

业增产增收[6]。尽管土传枯萎病的严重发生是蚕豆连

作障碍发生的直接原因，但化感自毒物质绝非简单

的辅助因素。姜伟涛等[7]的研究表明，串珠镰孢菌和

根皮苷组合处理显著抑制了‘平邑甜茶’幼苗的生

长，说明根皮苷和串珠镰孢菌共同作用加重了苹果

连作障碍现象。自毒物质不仅影响病菌生长和孢子

萌发，而且还在作物根部与病原菌的互作中扮演着

重要的角色，被认为是导致作物连作障碍发生的主

导因素[8]。Wu 等[9-10]的研究表明，黄瓜连作自毒物质

肉桂酸、苯甲酸等不但能促进尖孢镰刀菌生长，而

且在尖孢镰刀菌培养基中加入肉桂酸、苯甲酸等

后，毒素  (镰刀菌酸) 产量增加，果胶酶、纤维素

酶、淀粉酶等细胞壁降解酶活性也相应增强。表明

自毒物质促进病原菌产生细胞壁降解酶及毒素可能

是其促使土传病严重发生的重要途径。同时连作化

感自毒物质还进一步破坏植物细胞，干扰植物自身

的生理生化及防卫系统，破坏植物对病原菌的抵御

能力，加重连作障碍的发生[11]。如用三七连作自毒物

质 Rg1 处理三七根系后，根系细胞变形、细胞壁增

厚，根系中细胞壁主要组成成分 (纤维素和果胶) 降
解，导致细胞结构被破坏，从而促进根腐病菌的

侵染[11]。

云南农业大学资源与环境学院间套作与病害控

制课题组在前期田间试验中发现，蚕豆连作导致土

传枯萎病严重发生，同时在连作根际土壤中检测到

7 种酚酸类化感物质 (对羟基苯甲酸、香草酸、丁香

酸、阿魏酸、苯甲酸、水杨酸和肉桂酸)，其中阿魏

酸是含量较高的主要化感物质之一[12]。然而，在阿魏
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酸和 FOF 共同存在条件下，阿魏酸对 FOF 生长及其

致病力的化感效应还未见报道，有关蚕豆根系组织

结构对阿魏酸和 FOF 双重胁迫的响应尚不清楚。因

此，本研究通过室内培养实验，研究阿魏酸对

FOF 生长、产酶和产毒的影响，通过盆栽水培试验

探讨蚕豆根系组织结构变化与枯萎病发生的关系，

旨在揭示化感自毒物质在蚕豆连作障碍形成中的作

用机理。

1    材料与方法

1.1    试验材料

供试蚕豆 (Vicia faba L.) 品种为‘89–147’，购

于云南省农业科学院。

尖孢镰刀菌蚕豆专化型 (FOF)，由云南农业大学

资源与环境学院土壤微生物实验室从蚕豆连作土壤

中筛选并保存。在马铃薯葡萄糖琼脂培养基[13](PDA)
上培养，于 28℃ 培养箱中恒温培养 7 天后，将

PDA 上培养 7 天的尖孢镰刀菌菌落用无菌水冲洗，

经 4 层纱布过滤收集孢子并稀释成浓度为 ≤ 1 × 106

cfu/mL的孢子悬液。

1.2    试验设计

阿魏酸处理设 4 个外源添加浓度 (0、50、100、
200 mg/L)，以 0 mg/L 为对照，使用等量的 Hoagland
营养液[13]代替，每个处理 4次重复，共计 16盆。

盆栽试验于 2018 年 10 月至 12 月在云南农业大

学资源与环境学院温室大棚内进行。挑选大小一

致，种皮完整的蚕豆种子，用 10% 的 H2O2 浸泡 30
min，再用去离子水清洗干净，置于 25℃ 恒温培养

箱中，发芽后播种在 Hoagland 营养液浸透的无菌石

英砂中培养。当蚕豆幼苗长至 4～6 片真叶时，将其

移入 2 L Hoagland 营养液中进行水培，其中阿魏酸

浓度分别为 0、50、100、200 mg/L。每盆种植 6 株

蚕豆，24 h 通气泵通气。待阿魏酸处理 2 天后，在

该水培容器中加入 25 mL 1 × 106 cfu/mL 的尖孢镰刀

菌孢子悬浮液。每周更换新的 Hoagland 营养液和阿

魏酸溶液。

1.3    蚕豆幼苗生长参数测定和枯萎病调查

蚕豆幼苗经阿魏酸处理 40 天后，每个重复取

3 株长势一致的蚕豆植株测定叶片数、最大叶长、最

大叶宽、株高、主根长、地上部干重和根干重，最

终计算平均值。在测定蚕豆幼苗生长参数的同时调

查枯萎病发生情况，每处理调查 4 盆，每盆调查

6 株，每处理调查 24 株。按 5 级分类标准进行枯萎

病调查并计算发病率和病情指数[13]。

发病率=发病株数/调查总株数 × 100%
病情指数=Σ(各级病株数 × 相应级值)/(最高级

值 × 调查总株数) × 100

1.4    尖孢镰刀菌菌丝测定

在 PDA 培养基中分别加入阿魏酸使终浓度为

0、50、100、200 mg/L，倒入 8.5 cm 培养皿冷却。

用直径 0.9 cm 的打孔器打取生长一致、培养基厚度

均匀的等龄尖孢镰刀菌菌饼接种至培养皿中心，

28℃ 培养 6 天，于 2～6 天采用十字交叉法测量菌落

直径大小，每个处理重复 3 次，最终取平均值。各

处理组对尖孢镰刀菌的化感效应用化感效应指数 [14]

(RI) 表示，用 C表示对照值、T表示处理值。当 T ≥
C 时，RI = 1 − C/T；当 T < C 时，RI = T/C –1。当

RI > 0时，表现为促进作用；当 RI < 0时，表现为抑

制作用。

1.5    尖孢镰刀菌细胞壁降解酶制备与酶活性测定

产酶培养基：使用 PDA 合成培养基并添加

1% 的诱导底物 (果胶、纤维素、可溶性淀粉、酪蛋

白) 制备产酶培养基。将 25 mL 产酶培养基加入 100
mL 烧瓶中，接种直径 9 mm 菌龄 7 天的菌块，并在

28℃、200 r/min 环境下培养 7 天。将收集的培养液

以 4000 r/min 离心 10min，取上清液，使用孔径为

0.45 μm 滤膜过滤，得到的滤液即为粗提液，将其保

存在 4℃ 下待测。

果胶酶、纤维素酶、淀粉酶活性测定参照曹春

蕾等 [ 1 5 ]的方法进行。果胶酶以 1 min 被水解生成

1 μmol 半乳糖醛酸量定义为 1 个酶活性单位；纤维

素酶以 1 min 产生 1 μmol 葡萄糖所需要的酶量定义

为 1个酶活性单位；淀粉酶以 1 min释放 1 μmol葡萄

糖所需要的酶量定义为 1 个酶活性单位。蛋白酶活

性测定参照陈钰泉等[16]的方法进行：1 个酶活性单位

定义为 1 min水解酪蛋白产生 1 μg酪氨酸需要的酶量。

1.6    尖孢镰刀菌毒素（枯萎酸）提取和测定

产毒培养基采用改良 Richard 液体培养基配方[17]

配制。将 125 mL 培养液倒入 250 mL 三角瓶，接种

直径 9  mm 的 7 天龄菌块，每瓶接 8 片，并在

28℃、180 r/min 环境下培养 15 天。收集的培养液

5000 r/min 离心 10 min 后取上清液，使用孔径为

0.45 μm 的滤膜过滤，将上清液在 ≤ 40℃ 干燥压缩

后加入等体积乙酸乙酯，震荡 2 min，室温下放置沉

淀 30 min，将收集的有机相在 4000 r/min 离心 10
min，于 40℃ 干燥上清液，后将干燥物于 5 mL 乙酸
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乙酯中溶解，在 269 nm 测定吸光度，每个处理重复

3次，取平均值。

1.7    蚕豆根部切片的制备和观察

阿魏酸处理 40 天后进行采样，采样时将蚕豆根

部在流水下冲洗干净，自根尖起每隔 1～2 cm 取

样，取样长度约 5 mm。按王宁等[18]的方法制作石蜡

切片，依次将切片放入二甲苯Ⅰ 20 min，二甲苯Ⅱ

20 min，无水乙醇Ⅰ  5 min，无水乙醇Ⅱ  5 min，
75%酒精 5 min后，用自来水进行冲洗，再放入番红

染液 1～2 h。自来水稍洗，去掉多余染料，50%、

70%、80% 梯度酒精进行脱色，再放入固绿染液中

30～60 s，无水乙醇三缸浸洗、脱水，最后将切片放

入正丁醇、二甲苯透明 5 min，将切片从二甲苯中拿

出来稍晾干，进行中性树胶封片后，用显微镜

(Nikon Eclipse CI) 进行观察。

1.8    数据处理

采用WPS 2019软件进行数据处理，用 SPSS 20.0
软件邓肯法进行单因素方差分析 (P < 0.05)。

2    结果与分析

2.1    阿魏酸处理对蚕豆幼苗生长和枯萎病发生的

影响

2.1.1  阿魏酸处理对蚕豆幼苗生长的影响　　如表 1
所示，阿魏酸不同浓度处理对蚕豆幼苗生长具有显

著影响 (P < 0.05)。随处理浓度增加，蚕豆幼苗生长

参数 (单株叶片数、最大叶长、最大叶宽、株高等)
均显著降低。与对照 (0 mg/L) 相比，50、100、200
mg/L 阿魏酸处理显著降低蚕豆幼苗最大叶长 22.0%、

25.9% 和 30.1%，平均降低 26.0%；显著降低最大叶

宽 22.1%、27.7% 和 39.5%，平均降低 29.7%；显著

降低主根长 11.3%、16.6% 和 21.6%，平均降低

16.5%；显著降低根干重 9.8%、21.1% 和 41.4%，平

均降低 24.1%。阿魏酸 100 和 200 mg/L 浓度处理显

著降低蚕豆幼苗株高 11.8%和 23.9%，显著降低根冠

比 22.7% 和 38.6%；50 mg/L 处理对株高和根冠比无

显著性影响。200 mg/L 阿魏酸处理显著降低单株叶

片数 14.5%，而 50 和 100 mg/L 处理对单株叶片数均

无显著影响。这表明阿魏酸处理对蚕豆幼苗各生长

参数均存在不同程度的抑制作用，且阿魏酸浓度越

高，抑制效应越强。

2.1.2  阿魏酸处理对蚕豆枯萎病发生的影响　　从表 2
可知，随阿魏酸浓度增加，蚕豆枯萎病发病率和病

情指数均显著增加 (P < 0.05)。与对照 (0 mg/L) 相
比，100 和 200 mg/L 浓度处理显著增加发病率

300.0% 和 500.0%，而 50 mg/L 浓度阿魏酸处理对发

病率无显著影响。50、100 和 200 mg/L 浓度处理显

著增加病情指数 113.3%、566.7% 和 1666.7%，表明

阿魏酸胁迫加剧蚕豆枯萎病的发生，且阿魏酸处理

浓度越高，发病越严重。

2.2    阿魏酸对尖孢镰刀菌菌丝生长的影响

表 3 显示，与对照 (0 mg/L) 相比，50、100 和

200 mg/L 阿魏酸处理显著降低菌落直径 18.3%～

22 .9%  (2 天 )、22 .6%～26 .7%  (3 天 )、8 .4%～

13.1% (4 天 )、10.7%～13.6% (5 天 )、16.1%～

20.5% (6 天)，且各培养天数内化感指数 (RI) 均为负

值，阿魏酸浓度 200 mg/L 处理的抑制效果最强。说

明阿魏酸抑制尖孢镰刀菌菌丝生长，且随其浓度和

处理时间的增加，抑制效果越明显。

2.3    阿魏酸对尖孢镰刀菌致病力的影响

2.3.1  阿魏酸对尖孢镰刀菌产酶的影响　　随阿魏酸

处理浓度增加，细胞壁水解酶活性均显著增加 (P <

表 1   不同浓度阿魏酸处理对蚕豆幼苗生长的影响

Table 1   Effects of different ferulic acid concentrations on the growth of faba bean seeding

阿魏酸浓度

Ferulic acid
concentration

(mg/L)

单株叶片数

Leaf number
per plant

最大叶长

Max. leaf
length
(cm)

最大叶宽

Max. leaf
width
(cm)

株高

Height
(cm)

主根长

Main root
length
(cm)

地上部干重

Shoot dry weight
(g)

根干重

Root dry
weight
(g)

根冠比

Root/shoot
ratio

    0 18.4 ± 0.2 a 6.1 ± 0.1 a 3.9 ± 0.1 a 37.9 ± 0.9 a 14.0 ± 0.9 a 1.0 ± 0.1 a 0.4 ± 0.0 a 0.4 ± 0.0 a

  50 17.5 ± 1.4 a 4.8 ± 0.1 b 3.1 ± 0.2 b 37.3 ± 1.2 a 12.4 ± 0.5 b 1.0 ± 0.1 a 0.4 ± 0.0 b 0.4 ± 0.0 a

100   17.3 ± 0.6 ab   4.6 ± 0.1 bc 2.8 ± 0.1 c 33.4 ± 1.6 b 11.6 ± 1.1 b 1.0 ± 0.1 a 0.4 ± 0.0 c 0.3 ± 0.0 b

200 15.7 ± 0.6 b 4.3 ± 0.3 c 2.4 ± 0.0 d 28.8 ± 1.4 c 10.9 ± 0.5 b 1.0 ± 0.0 a 0.3 ± 0.0 d 0.3 ± 0.0 c

        注（Note）：数据为平均值  ± 标准差  Data in the table are means ± SD; 同列数据后不同字母表示处理间差异显著  (P  < 0.05) Values
followed by different letters in a column mean significant difference among treatments (P < 0.05).
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0.05)。与对照 (0 mg/L) 相比，50、100 和 200 mg/L
阿魏酸处理果胶酶活性分别显著增加 5 5 . 4%、

44.8% 和 59.0%，平均增加 53.0%；纤维素酶活性分

别显著增加 78.2%、134.9% 和 145.6%，平均增加

1 1 9 . 6%；淀粉酶活性分别显著增加 9 7 5 . 6%、

1802.3% 和 2435.4%，平均增加 1737.8%；蛋白酶活

性分别显著增加 165.1%、359.6% 和 622.9%，平均

增加 382.5%。说明阿魏酸促进尖孢镰刀菌产生细胞

壁水解酶，在 200 mg/L 浓度下化感促进效应均达到

最强，且阿魏酸对细胞壁降解酶活性的促进效应表

现为淀粉酶 > 蛋白酶 > 纤维素酶 > 果胶酶 (图 1)。
2.3.2  阿魏酸对尖孢镰刀菌产毒的影响　　阿魏酸处

理显著增加尖孢镰刀菌分泌的枯萎酸含量   (P   <
0.05)。与对照   (0  mg/L)  相比，50、100 和 200
mg/L 阿魏酸处理显著增加枯萎酸含量 107.6%、

171.5% 和 236.2%，平均增加 171.6% (图 2)。表明阿

魏酸对尖孢镰刀菌产毒具有促进作用，枯萎酸含量

随阿魏酸处理浓度增加而提高。
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图 1   不同浓度阿魏酸处理尖孢镰刀菌分泌的细胞壁降解酶活性

Fig. 1   Activities of cell wall degrading enzymes secreted by Fusarium oxysporum f. sp. fabae under different
ferulic acid concentrations

[注（Note）：柱上或线上不同字母表示不同阿魏酸浓度处理间差异显著

Different letters above the bars or line mean significant difference among treatments (P < 0.05).]

表 2   不同浓度阿魏酸处理对蚕豆枯萎病发病率

和病情指数的影响

Table 2   Fusarium wilt incidence and index of faba
bean affected by ferulic acid concentrations

阿魏酸浓度 (mg/L)
Ferulic acid concentration

发病率 (%)
Incidence

病情指数

Disease index

    0   16.7 ± 0.0 c   3.3 ± 0.0 c

  50   27.8 ± 9.6 c   7.1 ± 2.7 b

100     66.7 ± 16.7 b 22.2 ± 8.4 b

200 100.0 ± 0.0 a   58.9 ± 10.7 a

      注（Note）：数据为平均值 ± 标准差 Data in the table are means
± SD; 同列数据后不同字母表示处理间差异显著 (P < 0.05) Values
followed by different letters in a column mean significant difference
among treatments (P < 0.05).

表 3   不同阿魏酸处理浓度下不同培养天数尖孢镰刀菌落直径和化感指数

Table 3   Colony diameter and response index of Fusarium oxysporum f. sp. fabae affected by different ferulic acid
concentrations in different incubation days

阿魏酸浓度

Ferulic acid
concentration

(mg/L)

2 d 3 d 4 d 5 d 6 d

CD (mm) RI CD (mm) RI CD (mm) RI CD (mm) RI CD (mm) RI

    0 4.9 ± 0.4 a 6.4 ± 0.3 a 6.3 ± 0.2 a 6.8 ± 0.3 a 7.6 ± 0.3 a

  50 4.0 ± 0.1 b –0.2 ± 0.1 a 4.9 ± 0.1 b –0.2 ± 0.1 a 5.8 ± 0.1 b –0.1 ± 0.0 a 6.1 ± 0.1 b –0.1 ± 0.0 a 6.4 ± 0.1 b –0.2 ± 0.0 a

100 3.9 ± 0.2 b –0.2 ± 0.1 a 4.8 ± 0.1 b –0.2 ± 0.0 a 5.5 ± 0.1 c –0.1 ± 0.0 a 5.9 ± 0.1 b –0.1 ± 0.0 a   6.2 ± 0.1 bc –0.2 ± 0.0 a

200 3.8 ± 0.1 b –0.2 ± 0.1 a 4.7 ± 0.1 b –0.3 ± 0.0 a 5.5 ± 0.1 c –0.1 ± 0.0 a 5.9 ± 0.1 b –0.1 ± 0.0 a 6.1 ± 0.1 c –0.2 ± 0.0 a

      注（Note）：CD—菌落直径 Colony diameter; RI—化感指数 Response index. 数据为平均值 ± 标准差 Data in the table are means ± SD; 同
列数据后不同字母表示处理间差异显著 (P < 0.05) Values followed by different letters in a column mean significant difference among treatments
(P < 0.05).
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2.4    阿魏酸对蚕豆根系组织结构的化感效应

2.4.1  阿魏酸处理对蚕豆根系皮层细胞的影响　　阿

魏酸处理对蚕豆根系皮层细胞的影响如图 3 所示。

0 mg/L 浓度下，中皮层细胞轻微变形，排列有序，

无增厚现象；50 mg/L 浓度下，表皮细胞轻微变形，

细胞壁出现明显增厚现象，细胞中出现少量的内含

物和胶状物；100 mg/L 浓度下，细胞壁破裂，细胞

中的内含物和胶状物增多；200 mg/L 浓度下，细胞

变形严重，层次错乱不清，内含物和胶状物充满整

个细胞，外层细胞壁破裂程度明显重于内层。表明

阿魏酸胁迫加重蚕豆根系皮层细胞变形，且在 200
mg/L浓度下效果最明显。

2.4.2  阿魏酸处理对蚕豆根系木质部导管的影响　　

如图 4 所示，蚕豆根系木质部导管横切面形状规则，

呈圆形或椭圆形，且与中柱薄壁细胞紧密相连，无

间隙。阿魏酸 0 mg/L 浓度处理，少量导管变细，并

出现少量的胶状物；50 mg/L 浓度处理，导管变细程

度加重，内含物和胶状物明显增多；100  mg /L
浓度处理，导管被内含物和胶状物堵塞严重，出现

导管壁增厚现象；200 mg/L 浓度处理，所有导管均

已破裂，层次模糊，内含物和胶状物充满整个细胞。

3    讨论

3.1    阿魏酸对蚕豆幼苗生长和枯萎病发生的影响

作物专一化和规模化的种植，导致农田土壤连

阿魏酸浓度 Ferulic acid concentration (mg/L)
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图 2   不同浓度阿魏酸处理尖孢镰刀菌分泌的枯萎酸含量

Fig. 2   The contents of fusaric acid secreted by Fusarium
oxysporum f. sp. fabae affected by different ferulic acid

concentrations in liquid culture
[注（Note）：柱上不同字母表示处理间差异显著  (P  < 0.05)
Different letters above the bars mean significant difference among
treatments (P < 0.05).]
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图 3   不同浓度阿魏酸处理对蚕豆根系表皮细胞的影响

Fig. 3   Epidermal cell of faba bean roots under different ferulic acid concentrations
[注（Note）：Hc—健康细胞 Health cell; Xcw—增厚细胞壁 Xylem cell wall; Je—胶状物 Jelly cell; In—内含物 Inclusion;

Dc—变形细胞 Deformed cell; Bc—破碎细胞 Broken cell.]
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图 4   不同浓度阿魏酸处理下蚕豆根系导管结构

Fig. 4   Vessel structure of faba bean roots under different ferulic acid concentrations
[注（Note）：V—健康导管 Health vessel; Tv—变细的导管 Thinning vessel; XVW—增厚的导管壁 Xylem vessel wall;

Je—胶状物 Jelly cell; In—内含物 Inclusion; Bc—破碎细胞 Broken cell.]
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作障碍问题日趋严重，成为制约现代农业可持续发

展的主要障碍之一[6]。连作障碍是作物与土壤综合作

用的结果，其中植物自毒作用被认为是导致连作障

碍的重要诱因之一[6]。研究者已经从多种作物中分离

到多种酚酸类自毒物质，主要包括对羟基苯甲酸、

肉桂酸、苯甲酸、阿魏酸、水杨酸、香草酸等[8, 12, 19-20]。

在连作蚕豆根际土壤和根系分泌物中也检测到多种

酚酸类物质存在[12, 21]。研究表明，酚酸类物质积累到

一定浓度会对蚕豆生长造成严重的危害[21]。生物量是

表征植物生长状况的一项基本参数，生物量的大小

对植物生长发育的影响至关重要[22]。黄玉茜等[23]的研

究发现，花生连作化感自毒物质香草酸对幼苗生长

存在一定的抑制作用，且该抑制作用具有一定的浓

度效应，其中幼苗主根长和单株干重均随香草酸浓

度增加而降低，即其具有显著的自毒效应。本研究

中，阿魏酸处理显著降低蚕豆幼苗的最大叶长、最

大叶宽、单株叶片数和株高，说明阿魏酸胁迫可显

著抑制蚕豆幼苗地上部的生长 (表 1)。焦晓林等[24]的

研究也发现，添加 p-香豆酸后西洋参植株展叶推

迟，添加浓度高时约 85% 叶片不能完全展开，叶片

生长受到严重抑制。

在作物生长期间，化感物质要发挥作用首先要

被作物吸收，根系是最先被影响到的器官，其受到

的影响也会较其他部分更加显著[13]。土壤中积累的酚

酸类物质首先对作物地下部的生长发育产生抑制作

用，如苹果连作自毒物质根皮苷对平邑甜茶幼苗伤

害最大，根鲜重仅为对照的 42.3%[25]。本研究中，阿

魏酸不同浓度处理显著降低蚕豆幼苗主根长

11.3%～21.6% 和根干重 9.8%～41.4%(表 1)，根系指

标的下降将导致根系对养分吸收能力的降低，最终

使地下部干物质积累量减少，进而加剧连作障碍发生 。
大量研究表明，自毒物质不仅抑制作物生长，

而且会加剧病害的发生，尤其是土传病害的暴发流

行。水杨酸、没食子酸、苯甲酸、3-苯基丙酸和肉桂

酸是人参根系分泌的主要化感自毒物质，这 5 种酚

酸类物质的存在会增加人参锈腐病的发病率，加重

人参连作障碍[19]。田给林[26]的研究表明，草莓苗期高

浓度的阿魏酸胁迫能增加草莓被尖孢镰刀菌侵染的

风险。丁香酸、阿魏酸、肉桂酸、苯甲酸与尖孢镰

刀菌协同作用比较明显，供试酸浓度越高，甜瓜枯

萎病发生越严重[27]。枯萎病是蚕豆连作障碍中最重要

的土传病害之一，其发生和传播受到土壤中积累的

酚酸类自毒物质的影响[13]。本研究中，接种尖孢镰刀

菌 (FOF) 条件下，蚕豆枯萎病的发病率和病情指数

均随阿魏酸处理浓度增加而显著增加，表明蚕豆连

作障碍的发生及加重是化感自毒物质和土传病害共

同作用的结果。

3.2    阿魏酸对尖孢镰刀菌的化感效应

植物通过地上部淋溶、根系分泌和残茬腐解等

途径释放化感物质进入土壤，而酚酸类物质是研究

最为广泛的一类自毒物质[26]。酚酸类自毒物质对土传

病害发生的助长效应，直接表现为对病原菌的刺激

作用。酚酸类物质对人参锈腐病发生严重度的大小

取决于酚酸在土壤中的浓度大小，在适宜浓度下对

人参锈腐病菌的刺激作用会增加人参的患病几率[14]。

本研究结果表明，阿魏酸 50 mg/L 处理显著抑制尖

孢镰刀菌菌丝生长，其浓度越高抑制效果越明显。

在黄瓜枯萎病研究中也发现了相似的结果，即低于

50 mg/L 的酚酸类物质 (香草酸、对羟基苯甲酸和阿

魏酸) 外源处理 42 h 后，对黄瓜枯萎病菌菌丝生长有

轻微的刺激作用，但无显著影响；供试酸浓度高于

50 mg/L 时出现抑制菌丝生长的现象[28]。Tian 等[29]对

草莓炭疽病、冠腐病的研究发现，不同浓度阿魏酸

(0、50、100、200、400、800 mg/L) 处理条件下，

100 mg/L 浓度处理时炭疽病、冠腐病菌菌丝生长被

显著抑制，随阿魏酸处理浓度增加，抑制作用增

强。本研究中尽管阿魏酸处理显著抑制尖孢镰刀菌

菌丝生长 (表 3)，但水培试验结果发现阿魏酸胁迫促

进枯萎病发生 (表 2)，表明阿魏酸可能通过增加枯萎

病菌的致病力 (产酶和产毒) 而促进枯萎病发生。

在寄主植物与病原微生物互作中，病原菌入侵

过程产生的细胞壁降解酶和毒素等物质能够促进病

原菌快速入侵寄主且在寄主中生存和繁殖[30]。细胞壁

是病原菌入侵寄主植物的第一道防线，病原菌入侵

寄主植物时，通常会分泌出一系列细胞壁水解酶 (纤
维素酶、果胶酶、蛋白酶和淀粉酶等) 对寄主细胞壁

进行降解[31]。细胞壁的降解不仅为病原菌侵入提供有

利的条件，还可以从细胞内释放出多糖等营养物质

供病原菌生长[31]。陈晓林等[32]研究发现，苹果树腐烂

病菌在活体外和寄主体内均能分泌一系列的细胞壁

降解酶 (木聚糖酶、纤维素酶、多聚半乳糖醛酸酶

等)，且细胞壁降解酶活性与其致病力呈正相关关

系。Wu 等[33]对百合枯萎病的研究发现，在尖孢镰刀

菌培养基中加入邻苯二甲酸后显著增加了果胶酶和

纤维素酶活性。

本研究中，阿魏酸处理显著增加尖孢镰刀菌产

生的果胶酶、纤维素酶、淀粉酶和蛋白酶活性，且
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阿魏酸胁迫下尖孢镰刀菌分泌的细胞壁降解酶以淀

粉酶活性最强，说明淀粉酶是尖孢镰刀菌分泌的主

要细胞壁降解酶，作用于细胞内分解胞内的淀粉；

尖孢镰刀菌分泌的蛋白酶、纤维素酶和果胶酶活性

次之，能够降解细胞壁中的纤维素、果胶和蛋白

质，有利于病原菌的进一步入侵。本研究结果暗示

了阿魏酸胁迫下蚕豆根系细胞壁的降解是由多种酶

共同决定的，不同酶作用部位不同，最终多种酶协

同作用，使尖孢镰刀菌更加快速的侵入蚕豆根系。

苹果树腐烂病菌在活体外和寄主体内分泌的细胞壁

降解酶均以木聚糖酶活性最高，纤维素酶活性最

低[32]，与本研究结果不同，原因可能是不同的病原菌

作用于不同的寄主植物导致分泌的细胞壁降解酶

不同。

在成功侵入寄主体内之后，病原菌下一步的致

病策略通常是分泌毒素来调控植物的生理生化过

程，使其向有利于病原菌生长繁殖的方向改变[30]。枯

萎酸的产量与尖孢镰刀菌毒性呈显著正相关关系，

且在发病植株中枯萎酸含量与植株的发病程度也呈

正相关[34]。枯萎酸的致萎作用是因为细胞膜系统是其

主要作用位点之一，植物根系细胞膜被枯萎酸破

坏，使植物体内的代谢功能紊乱，防卫机能丧失，

根系活力下降，造成植株地上部缺水萎焉[35]。本研究

中，阿魏酸处理显著增加枯萎酸含量 107.6%～236.2%
(图 2)，从而提高尖孢镰刀菌的致病力。表明细胞壁

降解酶和枯萎酸协同作用，促进尖孢镰刀菌进入寄

主体内并产生更多的毒素和细胞壁降解酶，进而加

速蚕豆枯萎死亡进程。

植物通过改变细胞结构和细胞器功能来应对外

界环境的压力，研究逆境胁迫下植物细胞结构的变

化，可以为植物损伤和抗逆机制研究提供细胞学依

据。植物细胞组织结构分析结果是研究植物化感作

用最直接的实验证据之一[36]。大量研究表明，在病原

物或病原菌入侵后，植物为了阻止病原菌的进一步

扩展，在细胞或组织结构上发生一系列变化来抵御

外界的不良胁迫，例如在维管束中产生胼胝质、侵

填体、胶质等物质，从而堵塞部分导管，达到阻止

病原菌向上运输的作用[37-38]。齐永志等[39]研究发现，

连作自毒物质对羟基苯甲酸胁迫下，草莓根系表皮

细胞、皮层细胞、中柱鞘细胞、薄壁细胞和导管中

的尖孢镰刀菌感染率均显著提高，且各层细胞结构

完整性、排列紧密度和细胞间轮廓清晰度也均明显

降低，草莓根系组织结构受损严重，枯萎病发生明

显加重。

本研究结果显示，阿魏酸胁迫下，蚕豆根系皮

层细胞和导管细胞均出现不同程度损伤，且随阿魏

酸浓度增加，皮层细胞由最初的排列整齐有序到细

胞变形扭曲，错乱不清；导管细胞逐渐变小，导管

壁增厚，内含物和胶状物充满整个细胞堵塞导管 (图 3、
图 4)。原因可能是阿魏酸胁迫促进尖孢镰刀菌产生

高活性的细胞壁降解酶，使蚕豆根系细胞壁降解，

细胞结构变形扭曲、破裂，加速尖孢镰刀菌进入根

系并继续分泌细胞壁降解酶和枯萎酸，蚕豆为了阻

止镰刀菌进一步侵入，在根系形成大量的木质素和

胼胝质沉积，使木质部导管壁增厚，内含物和胶状

物堵塞导管，形成一个临时的应激防御系统[37]。夏启

中等[38]研究发现，胼胝质是一类多糖聚合物，在病原

菌侵入寄主植物后，通常形成胼胝质沉积，使细胞

壁加厚或形成乳突以阻碍病原菌的进一步侵染。但

随阿魏酸胁迫浓度增加，细胞防御系统崩溃，大量

的胶状物和内含物充满整个细胞，造成木质部导管

的严重堵塞，进而阻止营养物质和水分的运输[40]，加

速蚕豆枯萎死亡进程。在花生根系分泌物中也发现

低浓度的苯乙酮对花生青枯病菌生长有促进作用，

青枯病菌入侵花生后在导管中产生大量胞外多糖等

胶状物质，造成导管堵塞，阻碍水分和养分的运

输，从而导致花生植株凋萎，逐渐死亡[41]。

4    结论

自毒物质阿魏酸处理显著抑制蚕豆幼苗生长，

同时显著促进尖孢镰刀菌分泌细胞壁降解酶和枯萎

酸，加剧对蚕豆根系皮层细胞的损伤和导管堵塞，

降低蚕豆的组织结构抗性，为尖孢镰刀菌侵染创造

有利条件，最终促进蚕豆枯萎病的发生和危害。这

表明自毒物质和土传病菌双重胁迫是加重蚕豆连作

障碍的重要原因。
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