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摘要 :实验选用紫花苜蓿体内的 4 种化感物质包括阿魏酸、香豆素、香草酸、香豆酸 ,以 10 - 3 、10 - 4 、10 - 5 mol·L - 1和 10 - 6 mol·L - 1

四个浓度 ,采用培养皿试纸法和沙培法进行苜蓿种子萌发及幼苗生长试验 ,研究了苜蓿种子萌发和幼苗生长以及抗氧化保护性

酶活性的变化 ,并就生物量、种子萌发和酶活性等三大指标的敏感性进行了讨论。结果表明 ,4 种化感物质对苜蓿种子萌发及

幼苗生长有明显的影响作用 ,这种影响效应与化感物质的种类及浓度显著相关。其中 ,10 - 3 mol·L - 1的 4 种化感物质均表现出

对苜蓿种子萌发有显著的抑制作用 ,阿魏酸、香豆素和香草酸达到了极显著的抑制效果。当浓度为 10 - 3 mol·L - 1时 ,除香豆酸

外 ,其它 3 种化感物质均表现出对幼苗体内超氧化物歧化酶 (SOD) 、过氧化物酶 (POD) 、过氧化氢酶 (CAT) 和抗坏血酸酶 (APX)

活性有显著的抑制作用 ,同时使幼苗体内丙二醛 (MDA)的含量显著增加 ;随着浓度的降低 ,化感物质抑制作用减弱 ;当浓度降低

为 10 - 6 mol·L - 1时 ,阿魏酸、香豆素、香草酸则表现出了对上述各种酶活性的轻微促进作用。阿魏酸表现出的化感效应最强 ,香

豆素、香草酸次之 ,香豆酸最弱。发芽指标受化感物质的影响最敏感、其次是生物量指标 ,而酶活性指标相对较弱。
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Effects of phenolic acids on seed germination and seedling antioxidant enzyme

activity of alfalfa
SONGLiang

1 ,2
, PAN Kai2Wen

1 , 3
, WANG Jin2Chuang

1
, MA Yu2Hong

3 　(11 Chengdu Institute of Biology , Chinese Academy of

Sciences , Chengdu 610041 , China ; 21 Graduate School of Chinese Academy of Sciences , Beijing 100039 , China ; 31 Aba academy of Science and Technology ,

Wenchuan 623000 , China) . Acta Ecologica Sinica ,2006 ,26( 10) :3393～3403.

Abstract :The perennial alfalfa ( Medicago sativa) is presently used as a forage crop or cover plant to reduce soil erosion caused by

wind and water and improve soil quality by nitrogen fixation in many regions of China. But when alfalfa is planted continuously in

the same field , its yield will decrease. This is considered to be caused by alfalfa autotoxicity. Allelopathy is one of the important

factors which reduce the production of alfalfa. It was reported that some allelochemicals in alfalfa could inhibit seed germination

and seedling growth and change root morphology , but the antioxidant enzyme of alfalfa autotoxicity remains largely unknown.

According to previous studies , extracts of alfalfa roots , fresh leaves , and litter include phenolics such as vanillic and ferulic

acid , p2hydroxybenzoic , o2coumaric , and p2coumaric acid. Ferulic acid , coumarin , vanillic acid and p2coumaric acid were used
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to test their allelopathic effect on germination , growth and physiological characteristics of alfalfa in this study. The four

allelochemicals were dissolved in distilled water to concentrations of 10 - 3 mol·L - 1 , from which , solutions of 10 - 4 , 10 - 5 , 10 - 6

mol·L - 1 were prepared by adding distilled water. The distilled water was used as control . The objective of our research was to test

the alteration of antioxidant defense system by using sand culture method. So as to better understand the allelopathic action

mechanism of different allelochemicals.

The results showed that the four allelochemicals had significant allelopathic effects on seed germination , seedling growth and

the activity of antioxidant enzyme , and that the physiological activities were significantly related with the concentration of the

allelochemical. The seed germination of alfalfa was significantly inhibited under the treatment of 10- 3 mol·L - 1 of the four

allelochemicals. Ferulic acid , coumarin and vanillic acid at 10 - 3 mol·L - 1 significantly reduced the activities of superoxide

dismutase , catalase , peroxidase and ascorbate peroxidase , while the content of MDA in alfalfa seedling was significantly

increased. However , ferulic acid , coumarin and vanillic acid could increase the activities of antioxidant enzyme at 10- 6 mol·L - 1 .

In generally , the synthetic allelopathic effects of the four allelochemicals on the growth and antioxidant enzymes activities of

seedling ranked , from the strongest to the weakest , in the order of ferulic acid , coumarin , vanillic acid andρ2coumaric acid.

Key words :allelopathy ; allelochemicals ; alfalfa ; seed germination ; antioxidant enzyme

　　苜蓿 ( Medicago sativa)是一种优良的多年生豆科牧草和培肥植物 ,在我国很多地区广泛种植。在生产实

践中发现 ,苜蓿连作出现重茬障碍 ,生产力逐渐下降[1 ]
,研究表明这主要与苜蓿的自毒效应有关[2 ,3 ] 。

Chung 通过使用 7 种苜蓿品种的组织浸提液分别对自身进行处理 ,研究苜蓿自体毒素的作用 ,发现随着

处理浓度增加到 40 % ,各受试苜蓿种子的萌发率显著降低 ,而且不同苜蓿品种的自我抑制程度不同 ,其中先

锋 5427 品种的发芽受到的抑制最大 ,发芽率仅为 517 % ,品种 Dawn 受到的抑制最小 ,发芽率 45 %。该研究表

明不同苜蓿品种对自体毒素化合物的忍耐强弱不同 ,这为选择耐自体毒素的品种提供了依据[4～7 ] 。Read 在苜

蓿自毒实验的生物检测中也发现 :种过苜蓿的土壤以及苜蓿秸秆的浸提液能够显著抑制苜蓿种子的萌发 ,而

且与未处理相比 ,处理苜蓿幼苗的根长显著变短 ,整株干重也显著下降[8 ] 。苜蓿的浸提液除了使苜蓿的萌发

率降低外 ,还可以使苜蓿幼苗的畸化率显著增加 ,幼株变矮 ,侧根数目与对照相比也具有显著性的差异[9 ,10 ]
,

其中根部的各项指标与其它指标相比更敏感 ,10
- 3 、10

- 6
mol·L

- 1的单一化感物质 (香豆素、香豆酸) 及 115g·

L
- 1 、015 g·L - 1的组织浸提液对苜蓿幼苗根部均有强烈的抑制作用。

酚酸类物质现在被公认为化感物质 ,苜蓿体内也含有大量的酚酸类物质 ,如 :香豆素、邻香豆酸、羟基肉桂

酸、阿魏酸等[10 ] 。Miller 和 Abdul 等研究表明 :阿魏酸和苜蓿素等化感物质能显著抑制幼苗生长 ,而且使自身

的发芽率下降[11 ,12 ] 。Chon 等对苜蓿幼苗施用香豆素、肉桂酸、香豆酸等单一酚酸类化感物质 ,发现单一化感

物质除了使苜蓿的根、茎变短变小外 ,还使根部细胞仅发生横向生长 ,无纵向生长。其中 ,香豆素与其它酚酸

类化感物质相比 ,表现出的化感作用最强烈 ,不同浓度的香豆素 (10 - 3～10 - 6 mol·L - 1 ) 都能显著抑制苜蓿幼苗

的生长 ,通过电镜观察还发现根尖的维管束形态分化异常 ,细胞发生明显分化 ,影响了根部皮层细胞生长分裂

方式[10 ] ,其作用强度还明显强于浸提液对苜蓿幼苗根尖生长分化的影响效应。可见 ,以前的研究大多集中在

酚酸类物质对苜蓿化感物质的生测、受试苜蓿形态显微结构等方面 ,而对生理生化尤其是抗氧化酶活性等的

研究较少。

此外 ,植物化感作用研究中所采用的生物检测指标很多 ,包括通过采用种子萌发的各项参数 (如萌发率、

萌发时间、萌发指数等) [1 ,2 ]
,植株生物量和作物根部的形态学指标 (如地上、地下干重、鲜重、株高、根尖的显微

观察等) [9 ,10 ]
,植株生理生化指标 (如抗氧化物保护酶活性 ,细胞膜受损程度 ,ATP 酶、磷酸化酶、吲哚乙酸氧化

酶等各种代谢酶活性等) [13 ]来评价化感作用效应。就目前已发表的文献而言 ,以用种子萌发参数来评价化感

效应的最多 ,其次是用植物生长指标 (如生物量、株高) ,而通过用解剖结构和生理生化指标来评价化感作用的

文献相对较少。各种评价指标的测定所需要的物力、人力和财力是不一样的 ,所以 ,筛选简单、快速、价廉而又

能够全面地评价化感物质作用效应的生物检测指标具有一定的现实和科学意义。但是 ,尚未见有关化感作用
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研究中生物检测评价指标筛选的文献报道。

因此 ,本实验选用 4 种酚酸类物质阿魏酸 ( Ferulic acid) 、香豆素 (Coumarin) 、香草酸 (Vanillic acid) 、香豆酸

(ρ2coumaric acid)处理苜蓿种子及幼苗 ,研究化感物质对苜蓿种子萌发以及幼苗体内抗氧化物酶活性和细胞膜

受损程度的影响作用 ,从生理生化尤其是抗氧化酶活性等角度 ,比较这四种酚酸类化感物质的化感效应强度 ,

为进一步揭示苜蓿自毒作用产生的机制提供新的资料和依据。同时 ,对本文生物检测的各项指标的敏感性进

行筛选评价 ,为植物化感作用研究中有关经济、全面、高效、合理的生物检测评价指标的选用提供参考。

1 　材料与方法

111 　实验材料

4种化感物质阿魏酸、香豆素、香草酸、香豆酸均为分析纯 ,购于 sigma 公司 ,受试作物为紫花苜蓿

( Medicago sativa)中的皇后 (alfaqeen)品种。

112 　化感物质处理液的配制

将阿魏酸、香草酸、香豆素、香豆酸用蒸馏水溶于容量瓶中配成 10
- 3

mol·L
- 1的母液 ,然后将母液分别配

制成 10 - 3 、10 - 4 、10 - 5 、10 - 6 mol·L - 1的处理液 ,实验前配制 ,蒸馏水作对照处理。化感物质类型及浓度梯度的

设置是根据 Chon 等在苜蓿的化感作用研究中通过高效液相色谱 ( HPLC) 测定苜蓿体内化感物质的类型、实际

浓度、以及土壤中这些物质含量的常规变化范围等因素综合确定[10 ,14 ] 。

113 　实验方法

11311 　苜蓿种子萌发实验 　用 01525 g·L
- 1次氯酸钠对苜蓿种子消毒 15 min ,然后用蒸馏水冲洗 4 次 ,每次

3min。将每 50 粒种子放入有两层滤纸 15cm 的培养皿中 ,每个处理一组 ,共 17 个处理 (4 种类型化感物质 ,每

种类型 4 个浓度梯度 ,蒸馏水处理作为对照) 。种子置于人工智能气候箱中培养 ,条件为 :24 ℃下 ,14h 光周期 ;

22 ℃下 ,10h 暗周期 ;光强 400μmol photo. nsm
- 2·s

- 1 [15 ] 。种子放入以后将培养皿盖上盖 ,不同处理每天分别添

加 2ml 各浓度化感物质溶液或蒸馏水 ,实验重复 3 次[10 ] 。

记录种子每天萌发的数量 (以胚根突破种皮为准) ,根据文献报道[7 ,10 ] 和作者前期实验结果 ,确定 6d 后结

束萌发实验 ,统计种子发芽指数、半数萌发时间及最终萌发率[16 ] :

(1)发芽指数 ( Gi)

Gi = ∑GtΠDt

　　式中 , Gt 为在 t 日内的发芽数 , Dt 为相应的发芽日数。

(2)半数萌发时间 　种子萌发一半需要的时间 (d)

(3)最终萌发率 ( %)

最终萌发率 ( %) = (发芽终止时全部正常发芽的种子Π供试种子数) ×100 %

11312 　苜蓿幼苗生长实验 　先加入 5ml 蒸馏水湿润滤纸 ,将消毒过的苜蓿种子置于垫有滤纸的培养皿中 ,放

入人工气候箱中萌发 4～5d 后 ,用消过毒的镊子将刚刚萌发的种子挑出 (以胚根突破种皮为准) ,采用国际上

常用的沙培法进行培养[17 ] 。在每盘培养皿 (直径 15cm) 中 ,先放入 50g 洗净的石英沙 ,然后放置 15 粒催芽种

子 ,处理液的类型和浓度与 11311 种子萌发实验的相同 ,每个培养皿中分别加入 4 种类型 4 个浓度梯度处理

液 5ml ,蒸馏水作为对照处理 ,每个处理 3 次重复 ,然后将培养皿放入人工智能气候箱中进行生长实验。人工

气候箱培养条件同 11311[10 ] ,以后每隔 1d 各补充相应处理液 2ml。10d 以后实验结束 ,收取活的苜蓿幼苗 ,测

量单株地上和地下鲜重 ,取幼苗测定叶片中各种抗氧化物酶活性及丙二醛含量 ,实验重复 3 次。

超氧化物歧化酶 (SOD)活性参照 Giannopolitis 等的方法[18 ]
,抗坏血酸过氧化物酶 (APX) 活性参照 Nakano

等的方法[19 ]
,过氧化氢酶 (CAT)活性参照 Cakmak 等的方法[20 ]

,过氧化物酶 ( POD) 参照李合生等的方法[21 ]
,丙

二醛 (MDA)含量参照 Gossett 等的方法进行测定[22 ] 。

114 　数据处理

采用 SPSS(1010)统计软件进行单因素方差、LSD、相关性和偏相关分析。
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2 　结果与分析

211 　化感物质对苜蓿种子萌发的影响

4 种化感物质均对苜蓿种子的萌发产生化感效应。在 4 种化感物质的最高浓度即 10
- 3

mol·L
- 1下 ,苜蓿

种子的最终萌发率与对照相比显著降低 ( p < 0105) ,其中阿魏酸、香豆素及香草酸表现出极显著的抑制作用

( p < 0101) ,阿魏酸、香豆素、香草酸和香豆酸分别使苜蓿种子的最终萌发率降低了 64 %、47 %、51 %、16 %。随

着化感物质浓度的降低 ,抑制作用逐渐减弱 ,但当浓度降低到 10
- 6

mol·L
- 1时 ,阿魏酸、香豆素及香草酸又表

现出对苜蓿种子萌发的显著促进作用 ( p < 0105) ,分别使萌发率增加了 17 %、13 %、14 % ,而香豆酸在 10
- 6

mol·L - 1时对苜蓿种子萌发无明显的影响 (表 1) 。

4 种化感物质在 10
- 3

mol·L - 1时均显著降低种子萌发速率 ,推迟种子半数萌发时间 ,其中阿魏酸、香豆素

及香草酸使苜蓿种子在实验结束时也没有达到半数萌发状态 ,仅有香豆酸处理在 415d 时达到半数萌发 ,与对

照相比 ,显著后延 ( p < 0105) 。化感物质对发芽指数和半数萌发时间的影响趋势与最终萌发率的变化趋势相

同 ,当浓度较高时表现出抑制 ,浓度较低时表现出促进 ,如阿魏酸、香豆素、香草酸在 10 - 6 mol·L - 1时分别使苜

蓿种子的萌发速率增加了 2013 %、1711 %、1713 % ,香豆酸的则影响不显著。

综上所述 ,4 种化感物质均对苜蓿种子的萌发表现出了化感效应 ,大体上包括推迟萌发时间、抑制和促进

萌发等。一般来说 ,在 10
- 3

mol·L - 1时表现出较强的化感抑制效应 ,达到显著或极显著水平 ,随着化感物质浓

度的降低 ,化感作用的强度也逐渐减弱 ,如在浓度为 10
- 5

mol·L - 1时 ,化感物质基本上不表现出化感效应 ,而当

浓度为 10
- 6

mol·L - 1时 ,部分化感物质则在一定程度上表现出对苜蓿种子萌发的促进作用 (表 1) 。

表 1 　化感物质对苜蓿种子萌发的影响

Table 1 　Effects of allelochemicals on the seed germination of alfalfa

处理
Treatment

浓度 Concentration

(mol·L - 1)
发芽指数

Germination index
半数萌发时间

Time of half germination (d)
最终萌发率

Final germination ( %)

10 - 3 13185 ±0169F — 27133 ±0196E

阿魏酸 10 - 4 38112 ±0190D 217 ±0112C 68167 ±1101C

Ferulic acid 10 - 5 43130 ±0185D 214 ±0113DE 80167 ±1104B

10 - 6 50143 ±1153A 212 ±0110E 90100 ±1112A

10 - 3 1817 ±1141F — 40167 ±1103D

香豆素 10 - 4 36172 ±1171E 312 ±0113B 67133 ±1105C

Coumarin 10 - 5 41103 ±2116D 216 ±0115DF 76100 ±1127B

10 - 6 49110 ±1114AC 214 ±0108DE 86167 ±1105A

10 - 3 17137 ±1104DF — 37133 ±1113D

香草酸 10 - 4 35125 ±1142E 315 ±0110A 70100 ±0195C

Vanilic acid 10 - 5 42122 ±0174D 215 ±0115DE 78100 ±1102B

10 - 6 49117 ±1165A 213 ±0112EF 87133 ±1116A

10 - 3 30112 ±1103E 415 ±0115A 64100 ±1104C

香豆酸 10 - 4 41107 ±1119D 219 ±0111C 73133 ±0193B

Coumaric acid 10 - 5 39132 ±0163D 217 ±0110C 72100 ±1112BC

10 - 6 45133 ±1128B 215 ±0112DE 78100 ±1102B

CK 0 41193 ±1116D 213 ±0115EF 76167 ±1103B

　　表中数据为平均值±SD( n = 3) ,不同的字母表示浓度间显著性差异 ,通过 LSD 检验获得 ,Datas are mean values ±SD( n = 3) , Different letters

indicate significant differences between concentrations for each of the measure parameters , using LSD tests.

212 　化感物质对苜蓿幼苗鲜重的影响
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与对照相比 ,10
- 3

mol·L - 1浓度的 4 种化感物质均显著降低苜蓿地下生物量 ( p < 0101) ,其中 ,阿魏酸降低

幅度最大 ,为 3318 % ;香豆素、香草酸和香豆酸分别降低了 2413 %、2710 %和 2517 %。除香豆酸外 ,另外 3 种化

感物质在 10
- 4

mol·L - 1时也显著降低苜蓿幼苗地下生物量 ( p < 0105) ,与对照相比 ,分别降低了 2116 %、1419 %

和 2013 % ,同样是阿魏酸表现出的化感抑制效应最强。此外 ,10
- 6

mol·L
- 1的阿魏酸、香豆素和香草酸还表现

出对苜蓿幼苗地下生物量的显著促进作用 ( p < 0105) ,分别增加了 2013 %、2413 %和 2116 %(表 2) 。

图 1 　化感物质对苜蓿幼苗叶片中 POD 活性的影响

Fig. 1 　Effect of allelochemicals on activity of POD in alfalfa seedling leaves

表 2 　化感物质对苜蓿幼苗生物量的影响

Table 2 　Effects of allelochemicals on the biomass of alfalfa seedling

处理
Treatment

浓度
Concentration

(mol·L - 1)

单株地下鲜重
Belowground FW
per plant (mg)

单株地上鲜重
Aboveground FW

per plant (mg)

10 - 3 0149 ±01150D 0172 ±01156D

阿魏酸 10 - 4 0158 ±01040C 0181 ±01068C 3

Ferulic acid 10 - 5 0174 ±01035B 1107 ±01040A

10 - 6 0189 ±01035A 1106 ±01115A

10 - 3 0156 ±01101CD 0185 ±01060C

香豆素 10 - 4 0163 ±01010C 1105 ±01057A

Coumarin 10 - 5 0174 ±01032B 1106 ±01075A

10 - 6 0192 ±01070A 1103 ±01101A

10 - 3 0154 ±01116D 0198 ±01061B

香草酸 10 - 4 0159 ±01068C 0198 ±01050B

Vanilic acid 10 - 5 0173 ±01015B 1103 ±01075A

10 - 6 0190 ±01075A 1107 ±01085A

10 - 3 0155 ±01101CD 0198 ±01061B

香豆酸 10 - 4 0174 ±01010B 0199 ±01056A

Coumaric acid 10 - 5 0173 ±01032B 1106 ±01075A

10 - 6 0178 ±01070B 1105 ±01101A

CK 0 0174 ±01026B 0199 ±01023AB

　　表中数据为平均值±SD( n = 3) ,不同的字母表示浓度间显著性

差异 ,通过LSD 检验获得 ,Datas are mean values ±SD( n = 3) , Different

letters indicate significant differences between concentrations for each of the

measure parameters , using LSD tests

地上生物量的变化趋势则不如地下生物量明显 ,仅有 10 - 3 mol·L - 1 和 10 - 4 mol·L - 1 的阿魏酸以及 10 - 3

mol·L - 1的香豆素显著抑制苜蓿幼苗地上生物量 ( p <

0105) ,分别降低了 2713 %、1812 %和 1411 % ,其它种

类和浓度的化感物质既没有表现出显著的抑制效应

也没有表现出显著的促进作用。

植物幼苗的鲜重是表征其生物量的一个常用指

标 ,且对外界环境胁迫较为敏感 ,因而被用作生物测

定的指标[23 ] 。化感物质处理苜蓿幼苗后 ,随浓度的增

加 ,幼苗的地上及地下鲜重与对照相比逐渐降低。总

体而言 ,与地上生物量相比 ,地下生物量对化感物质

更为敏感 ,化感物质在高浓度时表现出抑制效应 ,在

低浓度时为促进作用。

213 　化感物质对苜蓿幼苗体内抗氧化物酶活性影响

21311 　对苜蓿幼苗体内过氧化物酶 ( POD) 活性影响

　低浓度及高浓度的阿魏酸对苜蓿幼苗叶片中 POD

活性都表现出明显的影响效应 ,其中 10
- 3

mol·L
- 1和

10
- 4

mol·L - 1的阿魏酸对 POD 活性产生了极显著的抑

制作用 ( p < 0101) ,POD 活性与对照相比分别下降了

3511 %和 2615 % ,10 - 6 mol·L - 1 的阿魏酸表现出显著

的促进作用 ( p < 0105) , POD 活性增加了 1512 % (图

1) 。香豆素对 POD 活性表现出显著抑制 ( p < 0101) ,

其中 10
- 3

mol ·L
- 1 香豆素使 POD 降低最大 , 为

3418 % ,其余两个浓度的香豆素分别使 POD 降低了

2118 %、3013 % ,但 10
- 6

mol·L
- 1 的香豆素与对照相

比 ,对 POD 的影响不显著。10 - 3 mol·L - 1 的香草酸表

现出极显著的抑制作用 ,而在 10 - 5 mol·L - 1的低浓度

处理时则表现出明显的促进作用。仅有 10
- 3

mol·L
- 1

的香豆酸表现出明显的抑制作用 ,而其余浓度的香草

酸均无明显的化感效应。

21312 　对苜蓿幼苗体内超氧化物歧化酶 (SOD) 活性

的影响 　化感物质对苜蓿幼苗体内的 SOD 活性的促

进作用表现得更为明显 (图 2) 。其中 ,阿魏酸和香豆

素在 10
- 5

mol·L
- 1 时 ,对 SOD 活性的促进作用最大 ,

与对照相比分别增加了 8712 %、8618 % ,差异极显著

( p < 0101) 。此外 ,香草酸在 10
- 4

mol·L
- 1 、香豆酸在

10
- 3

mol·L - 1和 10
- 4

molL
- 1时 ,都表现出了促进作用 ,
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图 2 　化感物质对苜蓿幼苗叶片中 SOD 活性的影响

Fig. 2 　Effect of allelochemicals on activity of SOD in alfalfa seedling leaves

其中香豆酸在 10
- 4

mol·L
- 1时 ,促进作用达到极显著的

水平 ( p < 0101) 。

随着化感物质浓度的增加 ,SOD 活性逐渐降低 ,化

感物质表现出对其活性的抑制作用。10
- 3

mol·L
- 1的阿

魏酸、香豆素和香草酸都表现出明显的抑制作用 ;与对

照相比 ,SOD 活性依次降低了 8719 %、3312 %和 2514 %

(图 2) 。

10
- 6

mol·L
- 1 浓度的 4 种化感物质以及 10

- 5
mol·

L
- 1的香草酸、香豆酸对 SOD 活性未表现出明显的化感

效应 ,这有可能是施用的化感物质的浓度未达到苜蓿幼

苗启动应激机制所需阈值的原因所致。

21313 　对苜蓿幼苗体内过氧化氢酶 (CAT) 活性的影响

　不同类型及浓度的化感物质对苜蓿幼苗叶片中 CAT

活性的化感效应仅有阿魏酸 10
- 3

mol·L - 1以及香草酸 10
- 5

mol·L - 1对其影响达到显著水平 ( p < 0105) ,而其余

类型及浓度的化感物质未表现出明显的作用 (图 3) 。其中 ,10 - 3 mol·L - 1的阿魏酸表现出抑制作用 ,与对照相

比 ,CAT活性降低了 3715 % ;10 - 5 mol·L - 1的香草酸表现出促进作用 ,与对照相比 ,CAT活性增加了 1211 %。

21314 　对苜蓿幼苗体内抗坏血酸酶 (APX)活性的影响 　APX 活性在阿魏酸、香豆素、香草酸 10
- 4 mol·L - 1和

10
- 3

mol·L - 1两个浓度下与对照相比都显著降低 ( p < 0105) ,在香豆酸 10
- 3

mol·L - 1的浓度下明显降低 ,香豆素

在 10
- 4

mol·L - 1下 ,使 APX活性降低最多 ,达到 3519 %(图 4) 。

图 3 　化感物质对苜蓿幼苗叶片中 CAT活性的影响

Fig. 3 　Effect of allelochemicals on activity of CAT in alfalfa seedling leaves

图 4 　化感物质对苜蓿幼苗叶片中 APX活性的影响

Fig. 4 　Effect of allelochemicals on activity of APX in alfalfa seedling leaves

　　在不同处理方式中 ,仅有香豆素的 10
- 6

mol·L - 1浓度的处理使 APX活性显著增加 ,增加了 4916 % ,其它类

型及浓度的化感物质与对照相比没有表现出显著的化感效应 (图 4) 。

214 　对苜蓿幼苗叶片中丙二醛 (MDA)含量的影响

苜蓿幼苗的叶片在化感物质的有些浓度的处理下 ,膜脂过氧化明显加重 (图 5) ( p < 0101) 。苜蓿叶片中

MDA 含量在阿魏酸、香豆素、香草酸和香豆酸 10
- 3

mol·L - 1下 ,急剧增加 ,显示苜蓿在此时受到的伤害最大 ,与

对照相比差异极显著 ( p < 0101) ,分别增加了 16219 %、10719 %、10810 %和 2214 %。此外 ,10
- 6

mol·L
- 1阿魏酸

以及 10
- 4

mol·L - 1使苜蓿幼苗叶片中 MDA 含量出现明显减少 ,与对照比分别减少了 2417 %和 2017 %(图 5) 。

215 　生物检测评价指标的筛选分析
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图 5 　化感物质对叶片中 MDA 含量的影响 ( p < 0105)

Fig. 5 　Effect of allelochemicals on the content of MDA in alfalfa seedling

leaves

21511 　单项敏感指标的筛选评价 　结合单因素的方差

分析和 LSD 多重比较的结果 (表 1、表 2、图 1～图 5) 可

以看出 :

(1)生理指标 　在香豆酸的作用下 ,各生理指标按

敏感大小排序为 POD > SOD > MDA > APX > CAT;在香

草酸的作用下 ,各生理指标按敏感大小排序为 SOD >

APX > MDA > POD > CAT;在香豆素的作用下 ,各生理指

标按敏感大小排序为 APX > POD > SOD > MDA > CAT;

在阿魏酸的作用下 ,各生理指标按敏感大小排序为

MDA > SOD > POD > APX > CAT。

(2) 生物量指标 　在香豆酸、香草酸、香豆素、阿魏

酸的分别作用下 ,生物量的敏感指标都排列为 :地下生

物量 > 总生物量 > 地上生物量。

(3) 种子发芽指标 　在香豆酸、香草酸、香豆素、阿

魏酸的分别作用下 ,种子发芽的敏感指标都排列为 :最

终萌发率、发芽指数 > 半数萌发时间。

21512 　综合敏感指标的筛选评价 　上述分析给出了每类指标中的敏感指标 ,此处同样采用单因素方差分析

和LSD 多重比较的方法 ,根据其敏感程度来综合排列各类因子 (表 1～表 2、图 1～图 5) 。

在香豆酸的作用下 ,各种指标按敏感大小排序为 :发芽指数 > 最终萌发率、半数萌发时间、SOD、POD > 地

下生物量、总生物量、MDA、APX > CAT、地上生物量 ;在香草酸的作用下 ,各种指标按敏感大小排序为 :发芽指

数、地下生物量 > 最终萌发率、总生物量 > 半数萌发时间、APX、SOD > MDA、POD、CAT、地上生物量 ;在香豆素

的作用下 ,各种指标按敏感大小排序为 :发芽指数、最终萌发率、地下生物量 > APX、SOD、POD、总生物量、地

上生物量、半数萌发时间 > MDA、CAT;在阿魏酸的作用下 ,各种指标按敏感大小排序为 :发芽指数、最终萌发

率、地下生物量、MDA > SOD、POD > 半数萌发时间、总生物量、地上生物量、APX > CAT。上述结果表明 :尽管

化感物质的种类不同 ,但种子萌发阶段的指标如发芽指数、最终萌发率是最敏感的 ,其次 ,总体而言是生物量

指标如地下生物量等 ,再次是植物体内酶活性指标如 SOD 等。

3 　讨论

311 　酚酸类化感物质对苜蓿种子萌发及植株生物量的影响

4 种化感物质对苜蓿种子萌发均表现出“高浓度抑制 ,低浓度促进”的效应。随着化感物质浓度的降低 ,

苜蓿种子萌发时间逐渐缩短 ,萌发速率加快 ,种子最终萌发率也显著提高 ( p < 0105) 。其原因可能是化感物质

影响了种子萌发所需要的关键酶类以及细胞分裂[15 ,24 ]
,如磷酸化酶、纤维素酶等 ,使种子萌发过程中缺乏必须

的能量以及合成代谢所需的中间产物 ,从而降低种子活力 ,抑制其萌发。此外 ,化感物质能够改变萌发时种皮

的渗透性以及种子的吸水作用 ,使种子内部物质的渗透大量增加 ,这些渗透物质可能会刺激真菌病原体的生

长 ,从而造成烂种 ,导致不能萌发[25 ] 。

Chon 等研究发现 ,相对于地上部分 ,根部对化感物质的反应更敏感[10 ]
,本实验显示 ,4 种化感物质对幼苗

前期生长的影响作用主要表现为对幼根活动的抑制 ,而对地上部分的作用相对不明显 (表 2) 。这与早期的实

验结果一致[10 ,26 ] ,出现这种现象的原因是因为根为直接接触、吸收化感物质的器官 ,更容易受到伤害 ,而地上

部分靠根部吸收营养物质满足需要 ,只有当根受害达到一定程度 ,水分和养分不能正常供给时 ,地上部分才表

现出受害症状。同时 ,这种抑制效应也与化感物质的浓度相关 ,即随化感物质浓度的增加 ,抑制作用的强度也

增大 ,国内外同行也得到了相同的结果[27 ,28 ] 。

312 　酚酸类化感物质对苜蓿幼苗体内保护酶活性及生物膜系统的影响
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Roshchina 等对高等作物 (如大豆、小麦、生菜、莴苣等)的化感作用研究指出 ,对羟基苯甲酸、香草酸、丁香

酸、阿魏酸等多酚类化合物会破坏膜的功能。他认为这与化感物质抑制受体植物 SOD 和 CAT酶活性 ,导致体

内活性氧增多 ,造成膜质过氧化 ,从而破坏膜的结构有关[29 ] 。实验中部分较低浓度的化感物质使保护性酶活

性显著升高 ( p < 0105) (图 1～图 4) ,这与林文雄等发现水稻叶片浸提液明显抑制杂草体内保护性酶活性的结

论不同 ,这可能是由于实验中化感物质类型以及化感物质施用量不同造成的 ,同时实验受体的不同也有可能

是引起实验结果有差异的重要原因。苜蓿幼苗体内酶活性的升高可能是其受到化感胁迫后 ,因体内过氧化产

物增多而启动的一种应激机制[30 ]
,即氧化胁迫诱导了苜蓿体内抗氧化能力的增加。但是 ,这种适应性的反应

只能够在一定受害程度内发挥作用 ,当苜蓿体内氧化产物累积到一定水平时 ,各种酶不能正常发挥作用 ,导致

酶活性下降 ,这与本文中部分较高浓度化感物质处理能够显著抑制保护酶活性的实验结果一致 (图 1～图 4) 。

当保护性酶活性显著降低时 ( p < 0105) ,不能有效清除苜蓿幼苗在化感胁迫下生成的自由基 ,使其内部 O
·-
2

的增加速率大于保护性酶清除 O
·-
2 的速率 ;同时 ,随着 O

·-
2 在体内的累积 ,植物受害逐渐加重 ,又会使各种保

护性酶随之失活 ,从而出现一系列的连锁效应[31～34 ] 。

MDA 是生物膜系统脂质过氧化产物之一 ,其含量高低指示脂质过氧化强度和膜系统的伤害程度[35 ] ,化感

胁迫下 ,O·-
2 含量的增加使幼苗受害严重 ,体内 MDA 含量也因此增加 ,而 SOD 等保护性酶的活性也因为 O·-

2

含量的变化而改变。本实验中幼苗体内 MDA 含量的分析结果与各种保护性酶活性的分析结果相吻合。当各

种保护性酶的活性较高时 ,MDA 含量就低 ,苜蓿幼苗受害程度轻 ,反之 ,MDA 含量就高 ,苜蓿幼苗伤害增强 (图

1～图 5) 。

313 　不同酚酸类化感物质作用特点的差异

4 种化感活性物质虽然都表现出化感效应 ,但其作用强度有所不同。根据种子萌发、生物量以及保护性

酶活性的综合结果显示 ,阿魏酸化感效应最强 ,香豆素、香草酸次之 ,香豆酸最弱。这与 Chon 等在苜蓿化感作

用研究中所得出的香豆素的作用效应强于香豆酸的作用效应的结论相同[10 ]
,且苜蓿幼苗根尖在 10

- 3
mol·L

- 1

的香豆素下 ,其维管束显著膨胀 ,作用效果明显强于苜蓿浸提液对自身幼苗的作用 ,但由于与本文所选实验参

数有差别 ,一个侧重于组织形态 ,本文侧重于抗氧化物酶活性等生理特征 ,因此 ,两者实验结论的比较仅能在

一定程度上说明问题。但 Yu 等在黄瓜的自毒试验中却发现阿魏酸等单一化感物质在 10
- 4

mol·L
- 1时不仅未

表现出对黄瓜幼苗的毒害作用 ,而且在一定程度上还促进了黄瓜幼苗体内各种保护性酶 (SOD、POD) 的活性 ,

其中阿魏酸对各酶活性促进较大 ,而香豆酸对细胞膜的破坏较显著[36 ] ,这与本文所得的阿魏酸化感效应最

强 ,香豆酸化感效应最弱的结论不同 ,这有可能是因为在实验中虽然选用的实验参数相同但是由于受试物种

及处理浓度不同 ,不同物种体内的这些指标对单一化感物质的反应不同所造成。因此可以看出 ,评价不同化

感物质的作用潜力大小通常与选用指标的敏感性以及受试物种相关 ,不同的指标或受试物种有可能会得出不

同的结论 ,故为了正确认识不同化感物质的作用潜力以及它们的作用方式 ,还需要更进一步地研究。

而对于不同化感物质之间的作用强度的差异可能是不同的化感物质针对生物膜上的靶位点不同造成

的[37 ]
,化感物质通过受体将不同化感胁迫信息传送到植物体内 ,从而引起植物形态、离子吸收、激素平衡、细

胞分裂、保护酶活性等生理过程的改变[13 ,38 ] ,其作用方式的差异可能是造成 4 种化感物质表现出不同化感效

应强度的原因。

314 　生物检测评价指标的筛选分析

31411 　单项敏感性指标的筛选评价 　结合单因素方差分析和 LSD 多重比较的结果 ,根据受试植物各生物检

测指标对酚酸类物质种类及其浓度的敏感性来筛选敏感指标 (表 1～表 2、图 1～图 5) 。分析结果表明 :

(1)在所用到的几种化感物质中 ,受试植物的生物量和种子发芽指标的敏感性都是一致的 ,并未因化感物

质的种类的不同 ,其敏感性排序随其发生变化。

(2)对酶活性而言 ,各种酶活性指标的敏感性排序因化感物质种类的不同而有所差异 ,这有可能是因不同

化感物质对不同保护性酶的作用方式的不同 ,作用于受体作物后产生不同的胁迫信息 ,从而导致了不同酶活
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性在不同化感物质作用下所表现出的差异[13 ,38 ]
,但总的来说 SOD、POD 是受试植物在 4 种化感物质分别作用

下 ,较为敏感的生理指标。

31412 　综合敏感性指标的筛选评价 　上述单项敏感指标的筛选分析了每类指标中的敏感指标 ,通过采用相

关分析方法 ,对上述指标进行典型相关分析 ,根据其敏感程度来综合排列各类因子 (表 1～表 2、图 1～图 5) 。

除了 SOD 和 APX不显著相关外 ,其余的各指标都两两显著相关。在偏相关分析中 ,如果控制化感物质种

类 ,那么 ,总生物量、地下生物量、地上生物量、发芽指数、SOD 等指标受化感物质的浓度的影响较为敏感 ;如果

控制化感物质浓度 ,那么 ,CAT、SOD、POD、地上生物量等指标受化感物质种类的影响显著敏感。所以 ,在植物

化感效应生物检测研究中 ,应根据研究条件和目的来确定检测指标。就本文的研究结果而言 ,发芽指标的检

测是一种快速、高效、方便、低价的检测指标 ,生物量检测也较为简单、方便、有效。只有深层次的系统研究才

需要配合一些生理指标如 SOD 等的检测 ,以希望获得更好的效果 ,阐释其作用机理。

315 　结语

(1)产生自毒性化合物的特性是苜蓿的遗传特性 ,不同品种间差别较大 ,开展相关品种选育工作 ,可以避

免因连作而产生的自毒现象。通过对化感作用机制、遗传规律的研究 ,使用遗传控制、基因转移等技术 ,将化

感特征转移到需要的植物上 ,使该植物获得抗虫、抗病、抗害的能力 ,这将是有关化感作用的更深层次的研究。

同时 ,由于某些地区长时间种植单一品种的苜蓿 ,需要引进优良品种进行更新换代 ,如何在较短时间内成功建

植 ,或者与其他单一种植的作物进行轮作、套作 ,以避免连作障碍的产生将具有现实的意义。

(2)本文通过室内模拟实验 ,研究了阿魏酸等 4 种化感物质对苜蓿种子萌发、幼苗生长以及抗氧化酶活性

的影响 ,这与野外实际情况还有较大的差异 ,因为在自然条件下 ,化感物质在土壤中要转移、转化和被微生物

降解 ,可能会改变化感强度[39～41 ] 。因此 ,设计合理的野外实验对于进一步正确理解苜蓿的自毒机制将具有更

重要的意义。

(3)本文就选择生物检测指标从敏感性角度进行了一些讨论 ,并筛选出了一些敏感指标 ,这些指标为植物

化感研究中生物检测的指标选择提供了参考 ,但这些指标的敏感性在其它不同受试植物以及不同化感物质种

类的实验和研究中是否具有同样的规律有待进一步研究。
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