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甘草种子水浸液对其种子萌发
及 ＧｕＳＱＳ１ 和 ＧｕｂＡＳ 基因表达的影响

张豆豆　 梁新华　 王　 俊
(宁夏大学生命科学院ꎬ宁夏 银川　 ７５００２１)

摘　 要:为探讨甘草种子是否存在化感自毒作用ꎬ以甘草种子为试验材料ꎬ采用常规萌发试验和实时荧光

定量 ＰＣＲ 方法ꎬ研究 １０ｇ􀅰Ｌ － １浓度的甘草种子水浸液对其种子萌发率、ＧｕＳＱＳ１ 基因和 ＧｕｂＡＳ 基因表达

的影响ꎮ 结果表明:甘草种子具有较强的化感自毒作用ꎮ １０ｇ􀅰Ｌ － １甘草种子水浸液处理下甘草种子的萌

发率为 ６２％ ꎬ极显著低于对照处理(７６％ )ꎻ该处理极显著抑制了 ＧｕｂＡＳ 基因的表达ꎬ但对 ＧｕＳＱＳ１ 基因

的表达却具有显著促进作用ꎮ 该研究结果可为人工调控栽培甘草质量提供一定参考ꎮ
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　 　 甘草(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ. )是中国传统大

宗药材之一ꎮ 甘草含甘草酸、甘草黄酮、甘草多糖及生

物碱类物质[１ － ３]ꎬ其中甘草酸的含量是评价甘草药材

及成药质量的最主要依据[４]ꎮ 甘草酸的合成途径为

甲羟戊酸途径[５]ꎬ位于合成途径中的 ２ 种酶———鲨烯

合成酶(ｓｑｕａｌｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＳＱＳ１)与 β － 香树脂醇合成

酶(β － ａｍｙｒｉｎꎬβ － ＡＳ)是甘草酸合成代谢的 ２ 种关键

酶[６]ꎬ它们一定程度上决定着甘草酸在植物体内含量

的高低ꎮ 目前ꎬ这 ２ 种关键酶基因的表达与相关影响

因子的研究已成为甘草酸生物合成研究领域的热点ꎮ
植物化感作用一直是相关领域科研工作者研究的

热点ꎬ近年来以根及根状茎入药的药用植物化感作用

的研究越来越多[７ － １２]ꎮ 化感作用既包括不同物种间

的化感作用ꎬ也包括植物作用于同物种或者其自身的

化感作用ꎮ 随着人工甘草种植年限的延长ꎬ虽然其有

效药用成分含量提高ꎬ但病虫害发生严重ꎬ推测可能与

甘草也存在化感自毒作用有关[１３]ꎮ 因此ꎬ本研究以一

定浓度甘草种子水浸液处理甘草种子ꎬ研究其对自身

种子萌发及萌发期种子中 ２ 种甘草酸生物合成关键酶

基因 ＧｕＳＱＳ１ 和 ＧｕｂＡＳ 表达的影响ꎬ旨在为深入研究

甘草是否存在自毒作用及甘草人工栽培种植提供依

据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料

乌拉尔甘草种子ꎬ购自宁夏盐池县科学技术局ꎮ
１􀆰 ２　 甘草种子水浸液的制备

挑选颗粒饱满、大小均匀的甘草种子ꎬ准确称取

５􀆰 ０００ｇꎬ蒸馏水冲洗除尘ꎬ７５％ 的乙醇浸泡消毒 ３ ~
５ｍｉｎꎬ去离子水洗至无乙醇气味ꎬ加入 ５００ｍＬ 去离子

水ꎬ封口膜封口后置于 ４℃冰箱ꎬ静置 ４８ｈ 后取出ꎬ滤
液经 ０􀆰 ４５μｍ 微孔滤膜过滤ꎬ得试验用浓度的甘草种

子水浸液(１０ｇ􀅰Ｌ － １)ꎬ４℃冰箱保存备用ꎮ
１􀆰 ３　 甘草种子发芽试验

挑选 ４００ 粒颗粒饱满、大小基本均匀一致的甘草

种子ꎬ蒸馏水冲洗除尘ꎬ加入适量 ７５％乙醇浸泡消毒 ３
~ ５ｍｉｎꎬ去离子水洗至无乙醇气味ꎬ浓硫酸烧种破除甘

草种皮对其种子萌发的抑制作用ꎬ具体方法如下:用量

筒小心量取 ３０ｍＬ 浓硫酸(９８％ )ꎬ加入盛有 ４００ 粒甘

草种子的烧杯中ꎬ玻璃棒搅拌ꎬ使所有甘草种子能够均

匀接触浓硫酸ꎬ待甘草种子表面出现数量较多且分布

较为均一的黑色小点ꎬ将其倾倒入盛有大量蒸馏水的

干净容器中ꎬ冲洗 ４ ~ ５ 次后ꎬ加入去离子水ꎬ室温浸泡

８２



　 １ 期 甘草种子水浸液对其种子萌发及 ＧｕＳＱＳ１ 和 ＧｕｂＡＳ 基因表达的影响

８ｈ 至甘草种子充分吸胀ꎮ
甘草种子萌发试验:将上述 ４００ 粒充分吸胀的

甘草种子按每皿 ５０ 粒ꎬ随机分至 ８ 个经高温高压灭

菌的铺有双层滤纸的培养皿中ꎬ 其中 ４ 皿为蒸馏水

处理(ＣＫ)ꎬ４ 皿为甘草种子水浸液(１０ｇ􀅰Ｌ － １ )处理

(处理组)ꎬ将所有培养皿置于 ２５℃ 的恒温培养箱

(ＨＨ. Ｄ１１ 型ꎬ上海市跃进医疗器械一厂) 中培养ꎮ
每天定时给各培养皿添加相应蒸馏水和甘草种子水

浸液各 ２ｍＬꎮ 逐天统计各皿的萌发数量ꎬ并随机取

样ꎬ保存于 － ８０℃冰箱中ꎬ用于实时荧光定量 ＰＣＲ 的

ＲＮＡ 的提取ꎮ 萌发 ７ｄ 后计算各处理的萌发率和萌

发速度ꎮ
１􀆰 ４　 化感效应指数的计算

生物测定结果参照 Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ 等[１４] 的方法计算

化感作用效应指数 ＲＩ:

ＲＩ ＝
１ － Ｃ / ＴꎬＴ≥Ｃ
Ｔ / Ｃ － １ꎬＴ < Ｃ{

　 　 式中ꎬＣ 为对照值ꎬＴ 为处理值ꎮ ＲＩ 为化感作用效

应指数ꎬＲＩ > ０ 表示促进作用ꎬＲＩ < ０ 表示抑制作用ꎬ绝
对值的大小与作用强度一致ꎮ 萌发率的 ＲＩ 值根据所

统计的种子萌发数求得ꎻ而萌发速度的 ＲＩ 值根据

Ｌｅａｔｈｅｒ 等[１５]的发芽速度指数( Ｉ)求得ꎬ种子萌发速度

用发芽速度指数( Ｉ)来表示:Ｉ ＝ ２ × (１０ × Ｘ１ ＋ ９ × Ｘ２
＋ 􀆺􀆺 ＋３ × Ｘ８ ＋ ２ × Ｘ９ ＋ Ｘ１０)ꎮ Ｘ 表示每隔 ２４ ｈ 的

发芽数ꎬＸ１ ＝ ２４ ｈ 时记录的发芽数ꎬＸ２ ＝ ４８ ｈ 记录的

发芽数ꎬ其余依次类推ꎮ
１􀆰 ５　 综合化感效应评价

为综合比较供体材料间的化感作用强度ꎬ参照马

瑞君等[１６]的方法ꎬ用综合化感效应指数(Ｍ)表示ꎬ即
对萌发率和萌发速度的 ＲＩ 值采取相加平均法进行再

处理ꎬＭ > ０ 为促进ꎬＭ < ０ 为抑制ꎬ绝对值的大小与作

用强度一致ꎮ
１􀆰 ６　 甘草种子 ＲＮＡ 的提取、反转录以及实时荧光定

量 ＰＣＲ
１􀆰 ６􀆰 １　 ＲＮＡ 的提取———试剂盒法　 所用试剂盒为大

连宝生物公司出品的 ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｋｉｔｓꎬ货号 ９７６９ꎮ 具体步骤参照说明书进行ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ２　 反转录 　 在无 ＲＮａｓｅ 的已冷却处理过的

０􀆰 ５ｍＬ 无菌离心管中依次加入模板 ＲＮＡ ２􀆰 ０μＬꎬＯｌｉｇｏ
ｄ(Ｔ) ３􀆰 ０μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ０μＬꎬ轻轻混匀该体系ꎬ７０℃ꎬ保
温 １０ｍｉｎꎻ迅速转入冰浴ꎬ３ｍｉｎꎮ 再依次向离心管中加

入下列试剂:５ × ＲＴ Ｂｕｆｆｅｒ ４􀆰 ０μＬꎬｄＮＴＰ １􀆰 ０μＬꎬ反转

录酶 ０􀆰 ８μＬꎬＲａｓｉｎ(ＲＲＩ) ０􀆰 ５μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １３􀆰 ７μＬꎬ至终

体积 ２０􀆰 ０μＬꎮ 轻轻混匀该体系ꎬ４２℃ꎬ保温 ６０ｍｉｎꎻ然

后再放置于 ７０℃ꎬ保温 １５ｍｉｎꎬ将离心管置于冰浴上终

止反应ꎬ － ２０℃保存备用ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ３　 引物的设计与合成　 于 ＮＣＢＩ 查找 ＧｕＳＱＳ１ 基

因 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 为: ＡＭ１８２３２９ )、 ＧｕｂＡＳ 基 因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为: ＡＢ０３７２０３􀆰 １ ) 及 Ｇｕａｃｔｉｎ 基因

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为:ＥＵ１９０９７２)ꎬＢｉｏＸＭ２􀆰 ６ 及 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计特异引物ꎮ 其中 Ａｃｔｉｎ 基因引物

序列为:ＧｕａｃｔｉｎＦ: ５′ － ＣＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＡＴＧＣＣＡＧＴＧ －
３′ꎬＧｕａｃｔｉｎＲ:５′ － ＧＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＴＧＴＣＡＣＧＧ －３′ꎮ 扩

增片段长度: ２２９ｂｐꎮ 角鲨烯合成酶基因引物序列为:
ＧｕＳＱＳ１Ｆ: ５′ － ＧＧＴＣＡＣＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＴＴＧＣ － ３′ꎬ
ＧｕＳＱＳ１Ｒ: ５′ － ＴＡＡＣＴＡＣＡＣＣＴＣＣＧＡＡＧＡＣＴ －３′ꎮ 扩

增片段长度: １５７ｂｐꎻβ －香树脂醇合成酶引物序列为:
ＧｕｂＡＳＦ: ５′ － ＡＣＡＧＡＧＡＧＡＧＧＡＴＧＧＴＧＧＡＴ － ３′ꎬ
ＧｕｂＡＳＲ: ５′ － ＧＣＣＡＡＴＣＡＣＣＣＴＣＴＴＣＣＡＡＴ －３′ꎮ 扩增

片段长度:２０９ｂｐꎮ 以上各引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

反应体系为:
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ:１０􀆰 ０μＬꎬ５′ Ｐｒｉｍｅｒ:０􀆰 ８μＬꎬ３′Ｐｒｉｍｅｒ:

０􀆰 ８μＬꎬ 模 板 ｃＤＮＡ: １􀆰 ０μＬꎬ ｄｄＨ２Ｏ: ７􀆰 ４μＬꎬ 总 计:
２０􀆰 ０μＬ

制备好的检测样本同时上机ꎬ反应程序如下:
ＧｕＳＱＳ１ 基因: ９４℃预变性 ３ｍｉｎꎻ ９４℃变性 ３０ｓꎬ

５４℃退火 ３０ｓꎬ７２℃延伸 ３０ｓꎬ共 ３２ 个循环ꎻ最后 ７２℃
延伸 ５ｍｉｎꎮ

ＧｕｂＡＳ 基因: ９４℃ 预变性 ３ｍｉｎꎻ ９４℃ 变性 ３０ｓꎬ
５５℃退火 ３０ｓꎬ７２℃延伸 ３０ｓꎬ共 ３２ 个循环ꎻ最后 ７２℃
延伸 ５ｍｉｎꎮ

ＧｕＡｃｔｉｎ 基因: ９４℃ 预变性 ３ｍｉｎꎻ ９４℃ 变性 ３０ｓꎬ
５４℃退火 ３０ｓꎬ７２℃延伸 ３０ｓꎬ共 ２６ 个循环ꎻ最后 ７２℃
延伸 ５ｍｉｎꎮ

实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线图和熔解曲线图

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线图

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｂｙ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｆｌｕｒｏｓｃｅｎｔ ＰＣＲ

９２
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注:从左到右依次为 ＧｕａｃｔｉｎꎬＧｕｂＡＳꎬＧｕＳＱＳ１ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ:ＧｕａｃｔｉｎꎬＧｕｂＡＳꎬＧｕＳＱＳ１.

图 ２　 熔解曲线图

Ｆｉｇ. ２　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｂｙ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｆｌｕｒｏｓｃｅｎｔ ＰＣＲ

１􀆰 ７　 数据分析与处理

所有试验数据利用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＤＰＳ ８􀆰 ０１ 软件对其

进行处理分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 甘草种子水浸液对甘草种子萌发的影响

由图 ３ 可知ꎬ蒸馏水对照组与水浸液处理组的甘草

种子萌发数在处理间差异达到极显著水平(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ
１０ｇ􀅰Ｌ －１甘草种子水浸液处理的甘草种子萌发数极显著

低于 ＣＫ 组ꎬ说明甘草种子自身水浸液对其种子的萌发

存在一定程度的抑制作用ꎮ
不同萌发天数间的统计结果表明ꎬ萌发第 ４ 天、

第 ５ 天、第 ６ 天及第 ７ 天时无论是 ＣＫ 组还是处理

组ꎬ甘草种子萌发数都极显著高于相应培养处理条

件下萌发第 ２ 天和第 ３ 天的ꎬ而 ２ 个不同条件下萌发

第 ２ 天和第 ３ 天的甘草种子萌发数又极显著高于萌

发第 １ 天的ꎮ 说明ꎬ随着萌发天数的延长ꎬ甘草种子

萌发数会快速增多ꎬ尤以第 ２ 天为一个转折期ꎬ第 ２
天后ꎬ无论是处理组还是 ＣＫ 组ꎬ甘草种子的萌发数

都有极显著的上升ꎬ至第 ４ 天后ꎬ维持在一平稳水

平ꎮ 虽然处理组甘草种子的萌发数一直略低于 ＣＫ
组ꎬ但至萌发第 ４ 天时ꎬ其萌发数量也上升至较高水

平ꎬ说明 １０ｇ􀅰Ｌ － １水浸液对甘草种子萌发的抑制作用

主要体现在萌发初期ꎬ随萌发天数延长ꎬ其抑制作用

减弱ꎮ
进一步对甘草种子水浸液化感效应指数进行分

析ꎬ发现甘草种子水浸液能够抑制其自身种子的萌发

注:图中各天的萌发数以同一处理 ３ 次重复的算术平均

数表示ꎻ不同大写字母表示在 ０􀆰 ０１ 水平差异极显著ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｓ ｔｈｅ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ａｔ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄａｙｓ ｏｆ

ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ.

图 ３　 甘草种子水浸液对甘草种子萌发的影响

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ
Ｆｉｓｃｈ. ｓｅｅｄｓ ｏｎ ｉｔｓ ｓｅｅｄｓ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

(ＲＩ < ０)ꎬ具体表现在对种子萌发速率(ＲＩＧＩ)的抑制作

用强于对种子萌发数量(ＲＩＧＲ)的抑制ꎮ 由综合化感效

应指数(Ｍ)可知ꎬ甘草种子水浸液能够抑制甘草种子

的萌发(Ｍ < ０)(表 ２)ꎮ
２􀆰 ２　 甘草种子水浸液对 ＧｕＳＱＳ１ 基因表达的影响

由图 ４ 可知ꎬ处理组甘草种子中 ＧｕＳＱＳ１ 基因的

相对表达量在处理初期明显高于相应时段 ＣＫ 组ꎬ尤
其在处理第 １ 天和第 ３ 天出现 ２ 个相对表达量高峰分

０３



　 １ 期 甘草种子水浸液对其种子萌发及 ＧｕＳＱＳ１ 和 ＧｕｂＡＳ 基因表达的影响

　 　 　 表 ２　 甘草种子水浸液对甘草种子萌发的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉａ
ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ. ｓｅｅｄｓ ｏｎ ｉｔｓ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｅｘ

ＣＫ 组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

处理组
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

ＧＲ / ％ ７６ ± ２２ａ ６２ ± ２４ｂ

ＲＩＧＲ － － ０􀆰 ０５２

ＲＩＧＩ － － ０􀆰 ２２

Ｍ － － ０􀆰 １４

　 　 注:Ｍ 以萌发率和萌发速度指数的 ＲＩ 值的相加平均数表示ꎮ 小写

英文字母表示不同处理间的差异显著性ꎮ 对照组和对照组数据相比用

“ － ”表示ꎬ无实际意义ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ ｉｓ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｍ ｏｆ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ

ｉｎｄｅｘＲＩ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０􀆰 ０５

ｌｅｖｅｌ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ. ‘ － ’: Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ｏｗｎ ｄａｔａꎬ ｎｏ ｍｅａｎｉｎｇ.

别为 ２７􀆰 ９２ 和 ３５􀆰 ４２ꎬ是相应时间 ＣＫ 组的 １５０􀆰 ８５％和

１７０􀆰 ５９％ )ꎬ第 ４ 天时 ＧｕＳＱＳ１ 基因的相对表达量

(１０􀆰 ７５)也高于 ＣＫ 组(４􀆰 ６４)ꎬ是 ＣＫ 的 １３１􀆰 ６８％ ꎬ但
从萌发第 ５ 天起处理组甘草种子 ＧｕＳＱＳ１ 基因的相对

表达量持续处于极低水平ꎬ低于 ＣＫ 组ꎮ
统计分析结果表明ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ处理组能够显著

提高甘草种子自身 ＧｕＳＱＳ１ 基因的表达ꎻ就处理天数

而言ꎬＧｕＳＱＳ１ 基因在甘草种子萌发过程中的表达高峰

期处于萌发第 １ ~第 ３ 天ꎻ就互作效应而言ꎬ处理组第

３ 天的甘草种子 ＧｕＳＱＳ１ 基因的相对表达量极显著高

于其他ꎬ初步说明 １０ｇ􀅰Ｌ － １的甘草种子水浸液这一浓

度适宜的处理时间为 ３ｄꎬ此浓度持续作用 ３ｄ 时ꎬ可以

大幅提高甘草种子中与甘草酸合成相关的 ＧｕＳＱＳ１ 基

因的表达ꎮ

图 ４　 甘草种子水浸液对 ＧｕＳＱＳ１ 基因表达的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ
Ｆｉｓｃｈ. ｓｅｅｄｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｕＳＱＳ１ ｇｅｎｅ

２􀆰 ３　 甘草种子水浸液对 ＧｕｂＡＳ 基因表达的影响

由图 ５ 可知ꎬ处理组甘草种子中 ＧｕｂＡＳ 基因的

表达与相同处理条件下 ＧｕＳＱＳ１ 基因的表达情况不

同ꎮ
首先ꎬ在整个种子萌发期中ꎬ无论是处理组还是

ＣＫ 组ꎬＧｕｂＡＳ 基因的相对表达量均表现为萌发第 ２ 天

升高ꎬ第 ４ 天下降ꎬ之后一直维持在低水平表达ꎮ 其

次ꎬ只有第 ４ 天时ꎬ处理组的甘草种子中 ＧｕｂＡＳ 基因的

相对表达量(９２􀆰 ４１)高于同时段 ＣＫ 组(７６􀆰 ４６)ꎬ增加

了 ２０􀆰 ８６％ (图 ５)ꎮ

图 ５　 甘草种子水浸液对于 ＧｕｂＡＳ 基因表达的影响

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ
Ｆｉｓｃｈ. ｓｅｅｄｓ ｏｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｕｂＡＳ ｇｅｎｅ

统计分析结果表明ꎬ处理组 ＧｕｂＡＳ 基因的相对表

达量极显著低于 ＣＫꎬ说明这一浓度甘草种子水浸液能

够抑制其自身种子中与甘草酸生物合成的 ＧｕｂＡＳ 基

因的表达ꎻ就处理天数而言ꎬ处理第 ３ 天时的 ＧｕｂＡＳ 基

因的相对表达量极显著高于第 ２ 天、第 ４ 天及第 １ 天、
第 ５ 天、第 ６ 天和第 ７ 天ꎬ说明 ＧｕｂＡＳ 基因在甘草种子

萌发过程中的表达高峰期可能处于萌发第 ２ ~ 第 ４
天ꎬ特别是萌发第 ２ 天ꎻ就处理与处理时间的互作效应

而言ꎬＣＫ 组萌发第 ２ 的 ＧｕｂＡＳ 基因的相对表达量极显

著高于其他各组合ꎬ初步说明浓度为 １０ｇ􀅰Ｌ － １ 甘草种

子自身水浸液对甘草酸生物合成途径中相对于

ＧｕＳＱＳ１ 基因处于其下游的 ＧｕｂＡＳ 基因的表达呈现出

明显的抑制作用ꎮ

３　 讨论

化感自毒作用在植物界广泛存在ꎬ如常见农作物

花生[１７ － １８]、大豆[１９]、棉花[２０ － ２２]、大蒜[２３]、马铃薯[２４]、

１３
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辣椒[２５]等ꎬ根茎类药用植物如人参[２６ － ２７]、丹参[２８]、地
黄[２９]、当归[３０ － ３１]、贝母[３２] 和三七[３３] 等均具有明显的

化感自毒作用ꎬ生产实践中将这种作用及其后果统称

为连作障碍ꎮ 目前ꎬ化感效应评价以测定种子萌发及

生长、生物量积累及根部形态和生理生化指标等为主ꎬ
其中测定种子萌发情况的报道较多[３４ － ３５]ꎮ 本研究结

果也表明ꎬ１０ｇ􀅰Ｌ － １甘草种子水浸液对其自身的萌发具

有较强的抑制作用ꎮ
甘草种子水浸液能极显著抑制甘草种子的萌发ꎬ

属典型的化感自毒现象ꎮ 化感物质对植物的作用具有

浓度效应ꎮ 已有研究证实三七鲜根水浸液对小麦幼苗

及一些品种玉米生长有明显的抑制作用ꎬ随水浸液浓

度增加ꎬ抑制作用增强[３３]ꎮ 另有研究报道ꎬ玉米秸秆

腐解液对盆栽玉米的土壤相关酶活性有一定促进作

用ꎬ但随处理天数延长ꎬ促进作用逐渐减弱ꎬ该腐解液

对玉米幼苗根系活力的影响随腐解液浓度升高呈现先

升后降的变化趋势ꎬ而且随玉米苗龄的不断增大其促

进作用逐渐减弱[３６]ꎮ 这些研究结果为开展不同浓度

甘草种子、甘草植株各部分的水浸液对其自身植株或

对其他后茬粮食作物如小麦、玉米化感作用的研究提

供了新的研究思路ꎮ
甘草中最主要的药用成分为甘草酸ꎮ 笔者在甘草

种子化感自毒作用的萌发实验的基础上ꎬ初步研究了

１０ｇ􀅰Ｌ － １甘草种子水浸液对甘草酸生物合成途径中 ２
种关键酶基因(ＧｕＳＱＳ１ 基因和 ＧｕｂＡＳ 基因)表达的影

响ꎬ证实了这一浓度甘草种子水浸液能极显著抑制甘

草种子萌发过程中 ＧｕｂＡＳ 基因的表达ꎬ显著促进

ＧｕＳＱＳ１ 基因的表达ꎮ 在甘草酸生物合成代谢途径中ꎬ
角鲨烯(ｓｑｕａｌｅｎｅ)处在 β － 香树脂醇(β － Ａｍｙｒｉｎ)的

上游[５]ꎬ１０ｇ􀅰Ｌ － １的甘草种子水浸液显著促进 ＧｕＳＱＳ１
基因表达量的增加ꎬ说明在此处理条件下ꎬ能促进角鲨

烯大量合成ꎬ进而保证下游各种以角鲨烯为底物的次

生代谢产物的合成ꎬ但 ＧｕｂＡＳ 基因在 １０ｇ􀅰Ｌ － １的甘草

种子水浸液的处理下相对表达量减少则意味着在此浓

度处理条件下 β － 香树脂醇类物质减少ꎬ最终将会影

响甘草酸的生物合成ꎮ 一定浓度的 Ｚｎ、Ｍｎ、Ｍｏ 对甘草

幼苗根中 ＧｕＳＱＳ１ 基因和 ＧｕｂＡＳ 基因的表达具有显

著的促进作用[３７] ꎬ１０ － ４ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ＭｅＪＡ 和 ＡＢＡ 外源处

理可以迅速显著地提高甘草幼苗根中 ＧｕＳＱＳ１ 基因

和 ＧｕｂＡＳ 基因的表达[３８] ꎮ 但本试验中 １０ｇ􀅰Ｌ － １的甘

草种子水浸液处理却表现出了与上述研究结果不同

的一面ꎬ研究对象同为乌拉尔甘草ꎬ但不同物质对甘

草酸生物合成关键酶的调控作用表现不同ꎬ说明它

们的作用机制不同ꎬ因此在提高人工栽培甘草质量

的研究中ꎬ借助现代分子生物学技术手段ꎬ有选择

地、有针对性的对甘草酸生物合成途径中的关键酶

基因尤其是处在下游的一些关键酶基因进行人为定

向调控ꎬ应是提高栽培甘草中甘草酸含量的更直接、
更科学有效的手段之一ꎮ

４　 结论

本研究发现ꎬ浓度为 １０ｇ􀅰Ｌ － １ 的甘草种子水浸液

对其自身种子的萌发具有较强的抑制作用ꎬ能极显著

抑制 ＧｕｂＡＳ 基因的表达ꎬ但却显著促进了 ＧｕＳＱＳ１ 基

因的表达ꎮ 说明甘草种子存在一定程度的化感自毒作

用ꎮ 但 １０ｇ􀅰Ｌ － １浓度甘草种子水浸液对 ２ 种甘草酸生

物合成关键酶基因表达的影响不尽相同ꎬ推测可能与

这一浓度水浸液及水浸液中化感物质的种类和含量有

一定关系ꎬ其作用机制还需进一步深入研究探索ꎮ
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