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苜蓿植株及根际土壤中主要酚酸和香豆素物质含量测定
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摘  要：通过高效液相色谱(HPLC)法测定不同试验地间 18个苜蓿(Medicago sativa L.)品种植株及根际土壤中主

要酚酸和香豆素物质的含量，分析其在不同品种苜蓿植株中的分布特征及不同试验地间差异。经过 ASE 350型加速溶

剂萃取仪萃取苜蓿植株及根际土壤中酚酸类和香豆素物质，萃取液存放于 2oC冰箱，并用 0.45 μm有机滤膜过滤后通

过 HPLC测定自毒物质含量。结果显示，18个苜蓿品种中香豆素、阿魏酸、绿原酸、咖啡酸的含量存在差异，其中香

豆素、绿原酸含量显著高于阿魏酸、咖啡酸含量。各苜蓿品种间单一自毒物质含量差异显著(P<0.05)，香豆素、阿魏

酸、绿原酸和咖啡酸的总含量差异明显。武威试验地酚酸和香豆素物质平均含量比会宁试验地低 4.01%。研究表明：

不同苜蓿品种间香豆素、阿魏酸、绿原酸、咖啡酸物质总含量差异显著；苜蓿植株中香豆素、阿魏酸、绿原酸、咖啡

酸物质总含量与根际土壤中含量差异极显著。 

关键词：加速溶剂萃取法；HPLC；紫花苜蓿；香豆素；酚酸 

中图分类号：S326

紫花苜蓿(Medicago sativa L.)在种植 4年以上会

出现田间密度下降幅度较大、草地生产力也急剧下降

的现象，并且补种和修复也鲜有成功[1–3]。研究证实，

造成这种现象的主要原因是苜蓿自毒性作用[4–6]。苜

蓿自毒性是一种特殊的种内化感作用，即一个种的苜

蓿植株产生的某些次生代谢物通过挥发、淋溶和分泌

等方式对周围苜蓿植株产生有益或有害的影响[7–8]。

通常这些物质会从茎、叶、根部和种子等器官释放到

周围环境中来影响幼苗的根系统，主要表现为抑制幼

苗胚轴细胞伸长和胚根生长、幼苗根系统中某些酶的

活性，进而抑制了苜蓿根部对水分的吸收[9–11]。许多

研究发现，自毒物质并不是某单一物质，而是多种物

质的混合物，且自毒效应是多种物质的综合作用[12]。

自紫花苜蓿中三十烷醇对其他作物具有刺激作用的

文章发表后，关于苜蓿自毒物质的相关研究便在各学

术杂志上陆续报道。Wyman-Simpson 等[13]研究发现，

苜蓿中普遍存在苜蓿酸大豆皂苷 B(soyasapogenol 

glycoside B)，且随着浓度的增大，其化感抑制作用

越强。Birkett 等[14]认为苜蓿皂苷(medicagenic acid 

glycosides)是苜蓿化感作用的主要物质。但 Miller[15]

认为苜蓿皂苷并不是苜蓿自毒物质，对苜蓿自身不能

造成伤害。而后 Miller[16]采用外源添加试验的方法验

证了苜蓿素(medicarpin)和异黄酮类(isoflavonoid)对

苜蓿种子发芽的毒害作用，使发芽率降低至 41%。

Abdul-Rahman 和 Habib[17]研究发现苜蓿植株可以释

放绿原酸(chlorogenic acid)、阿魏酸(ferulic acid)、对

羟基苯甲酸(p-hydroxybenzoic acid)、咖啡酸(caffeic 

acid)等酚酸类物质。Hall和 Henderlong[12]、李占玉

等[18]也有关于酚酸类物质自毒性的研究报道。Chung

等[19]研究苜蓿植株浸提液中酚酸含量及化感效应，

发现绿原酸与苜蓿自毒性密切相关，且自毒效应与浸

提液浓度呈正相关。随着研究的深入，越来越多的自

毒物质被研究者发现并证明了其自毒性，如 Miersch

和 Jiihlke[20]研究发现苜蓿刀豆氨酸也具有自毒效应，

含量高于 1% 时，其自毒效应较强；低于某浓度时，

反而有促进作用。卢成等[21]、李志华等[22]利用液相色

谱方法测定苜蓿中酚酸类、香豆酸、香豆素等自毒物

质的含量，测定结果显示香豆素、咖啡酸的含量较高。

卜伟等[23]、唐玲丽等[24]利用高效液相色谱法测定土壤

中有机物质含量。近年来国内虽有报道关于检测苜蓿
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植株中自毒物质含量的研究，但总体上对于苜蓿自毒

物质含量测定方法方面的研究仍然十分稀少，因此本

研究是在总结前人研究的基础上，进一步对不同品种

苜蓿植株、根际土壤中自毒物质含量的测定，对于更

深入地了解苜蓿自毒效应和苜蓿连作障碍提供依据。  

1  材料与方法 

1.1  采样地概况 

试验材料采样地分别位于甘肃省武威市黄羊镇

(37°55′N，102°40′E，海拔 1 530 m，气候类型属于温带

干旱荒漠气候，年平均温度 7.2℃，年降水量 150 mm

左右，年蒸发量约 2 010 mm，无霜期 154 天，土壤

类型为灌淤土，具备灌溉条件 )和甘肃省会宁县

(3572N，10508E，平均海拔 2 025 m，年均降水量

332.6 mm，年均气温 7.9℃，年均无霜期 155 天，属 

于中温带半干旱气候，土壤类型为灰钙土，很少具备

灌溉条件)。 

于 2011年 4月 10日播种，试验小区采用完全随

机区组设计，每个小区面积 5 m × 3 m，每个品种 4

次重复，小区间隔 0.5 m。采用条播方式，行距 0.4 m，

小区间走道 1 m，试验地周边 1.5 m保护行。 

1.2  材料与试剂 

供试材料编号 A ~ F是取自甘肃省会宁县样地，

G ~ R是取自甘肃省武威市黄羊镇样地。苜蓿材料品

种及来源见表 1。试验中用到的主要试剂：阿魏酸(纯

度≥99.0%)，咖啡酸(纯度≥98.0%)，绿原酸(纯度

≥95.0%)，香豆素(纯度≥99.0%)，均购自美国 Sigma

公司；甲醇(色谱纯)，德国 CNW Technologies 有限

公司；乙酸(分析纯)，国药集团化学试剂有限公司；

其他试剂均为分析纯。 

表 1  供试材料及其来源 
Table 1  Tested materials and their sources 

代号 品种 种子来源 代号 品种 种子来源 

A AmeriStand 201T 美国 J GrandStand 美国 

B Arrowhead II 美国 K HybriForce400 美国 

C Spredor 4 美国 L Lancer 美国 

D AlfaGraze 300R 美国 M Liberator 美国 

E Arapaho II 美国 N Magnum V 美国 

F 陇东苜蓿 中国 O Whitney 美国 

G Boulder 美国 P Select 美国 

H Bullseye 美国 Q 甘农 3号 中国 

I ForageGold 美国 R 新疆大叶 中国 

 

1.3  试验方法 

1.3.1  样品前处理    浸提液提取材料(苜蓿植株及

根际土壤)在 2015 年 5 月 20 日即在苜蓿第一茬分枝

期(4 年龄苜蓿)时刈割采集样本，自封袋收集带回实

验室。采集的苜蓿植株，先晾晒 48 h，然后 37℃条

件下烘干，粉碎机粉碎后收集，2℃ 储存备用；根际

土壤采用抖落法[25–26]收集，采用自然风干的方法风

干后，过直径 2 mm筛子，存放于 2℃冰箱中。天平

准确称取 18 个苜蓿品种的植株(5.00 g)和根际土壤

(20.00 g)样放于萃取池(内口径 2.7 cm × 5.2 cm)中，

放于 ASE 350 型加速溶剂萃取仪中萃取。首先对样

品的萃取条件进行优化，选择的萃取溶剂为 80% 甲

醇，萃取炉的温度调整为 50℃，热平衡时间和静态

萃取时间均为 5 min，溶剂流速为 2.5 ml/min，氮气

吹扫时间为 120 s，循环 2 次，最终萃取液总体积

为 30.0 ml。萃取液保存在 2℃冰箱备用，测定前过

0.45 μm有机滤膜。 

1.3.2  标准溶液的配制    准确称取香豆素、阿魏

酸、绿原酸、咖啡酸 4种物质标准品各 10.00 mg 于 

100.00 ml 容量瓶中，分别用 50% 甲醇(色谱级)溶解

并定容至刻度，配制成 100 mg/L的标准品母液，存

放于棕色试剂瓶中，–20℃ 保存备用。上液相色谱仪

前，用甲醇溶液采用逐级稀释法将标准品母液配制成

一系列浓度的标准品混合溶液(2、5、10、20、40和

80 mg/L)。 

1.4  仪器与设备 

Thermo Fisher ASE 350型加速溶剂萃取仪，美

国 Thermo Scientific 公司；Agilent 1260 Infinity 

HPLC液相色谱仪，美国 Agilent公司；ELGA超纯

水仪 ULTRA，英国 ELGA公司；SCALTEC电子天

平(SBC 22，当量 0.01 mg)，德国 SCALTEC公司；

Spectrum SP-756P 型分光光度计，美国 RGB Spectrum

公司；0.45 µm有机相针式滤器，上海安谱科学仪器

有限公司。 
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1.5  色谱条件 

色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse plus C18分析

柱(4.6 mm × 150 mm，3.0 μm)；流动相：0.3%乙酸水

溶液(A)和甲醇(B)，梯度洗脱，洗脱程序见表 2；流

速：0.50 ml/min；柱温：35℃；进样量为 10.0 µl；波

长扫描范围 190 ~ 400 nm，定量检测波长为 320 nm。 

表 2  流动相配比与洗脱时间 
Table 2  Gradient phase and elution time 

洗脱时间 (min) 流动相 

0 3 8 12 17 20 

0.3% 乙酸溶液(%) 95 80 80 70 25 95 

甲醇(%) 5 20 20 30 75 5 

 
1.6  数据处理与分析 

采用 Excel 2010和 SPSS 19.0软件对数据进行处

理与分析。 

2  结果与分析 

2.1  标准品液相色谱图 

ASE 350 型加速溶剂萃取仪制得苜蓿植株浸提

液和根际土壤浸提液，0.45 μm 有机滤膜过滤后用

HPLC仪，采用表 2 中的方法定量检测 18个苜蓿品 

种植株及根际土壤中 4种自毒物质(香豆素、阿魏酸、

绿原酸、咖啡酸)的含量。通过上述方法和条件测得 4 

种自毒物质标准品色谱图(图 1)。 

2.2  苜蓿植株中自毒物质含量分析 

苜蓿植物中自毒物质高效液相色谱见图 2。图中

显示，4 种自毒物质(绿原酸、咖啡酸、阿魏酸和香

豆素)能够完全分离，说明 1.5 中色谱条件能够达到

分离、测定这 4种自毒物质的目的，且 4种物质定量

检测形成的色谱峰峰型良好，没有干扰峰。 

由表 3 可知，经过 HPLC定量测定并与标准品

对照后，18 个苜蓿品种植株中 4 种自毒物质(香豆

素、阿魏酸、绿原酸、咖啡酸)的含量存在差异。其

中 4种自毒物质总含量最高的品种是 H，总含量最低

的品种为 K，18个品种平均总含量为 462.61 mg/kg，

其中 K 品种 4 种自毒物质总含量仅为 H 品种的

41.7%。其余单一自毒物质含量差异性分析如下。

HPLC 测定 18 个苜蓿品种中香豆素含量最高的是

O，含量最低的为Q，Q品种含量仅为O品种的9.64%，

18个品种平均含量为 183.57 mg/kg，各苜蓿品种间香

豆素含量差异均显著(P<0.05)。阿魏酸含量最高的品

种是 N，含量最低的品种为 D，D 品种含量仅为 N

品种的 15.98%，各品种平均含量为 0.83 mg/kg，且

各品种间阿魏酸含量差异仅有 I和 Q，E和 F，C和

D之间差异不显著，其余品种间差异均显著(P<0.05)。

对于绿原酸，含量最高的品种为 D，含量最低的品种

为 K，K品种含量仅为 D品种的 24.11%，18个品种

平均含量 273.36 mg/kg，各品种间绿原酸含量除了 D

和 R，G、J 和 L，H 和 N，A 和 O，C和 F，E、M

和 Q 之间差异不显著外，其余品种间含量差异均显

著(P<0.05)。咖啡酸含量最高的苜蓿品种为 N，含量

最低的为 C品种，C品种含量仅为 N品种的 2.66%，

18 个品种平均含量为 4.45 mg/kg；且各品种间含量

差异均显著(P<0.05)。 

 

图 1  4 种自毒物质标准品混合溶液高效液相色谱图(320 nm) 
Fig. 1  HPLC Chromatogram of the standards mixing solution containing 4 autotoxins at 320 nm 
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图 2  样品液相色谱图 (320 nm) 
Fig. 2  HPLC Chromatogram of a sample at 320 nm 

表 3  苜蓿植株中自毒物质的含量 
Table 3  Autotoxins contents in alfalfa plant 

自毒物质含量(mg/kg) 品种 

香豆素 阿魏酸 绿原酸 咖啡酸 总含量 

A: AmeriStand 201T 174.44 ± 1.80 i 0.99 ± 0.02 f 296.35 ± 3.35 d 4.08 ± 0.03 g 475.86 

B: Arrowhead II 100.30 ± 2.16 n 0.35 ± 0.02 m 161.22 ± 2.21 j 0.49 ± 0.03 m 262.36 

C: Spredor 4 217.89 ± 2.30 e 0.27 ± 0.01 p 266.24 ± 4.31 f 0.25 ± 0.01 n 484.65 

D: AlfaGraze 300R 187.15 ± 2.82 h 0.31 ± 0.01 op 350.88 ± 3.53 a 2.61 ± 0.05 h 540.94 

E: Arapaho II 163.82 ± 2.46 j 0.53 ± 0.01 jk 251.98 ± 1.51 g 1.35 ± 0.01 k 417.69 

F: 陇东苜蓿 173.73 ± 3.59 i 0.51 ± 0.01 k 267.97 ± 5.42 f 1.87 ± 0.05 i 444.08 

G: Boulder 134.11 ± 2.51 m 0.78 ± 0.00 h 340.04 ± 4.04 b 7.93 ± 0.05 e 482.86 

H: Bullseye 263.26 ± 2.51 b 0.85 ± 0.02 g 306.25 ± 4.02 c 8.59 ± 0.05 c 578.96 

I: ForageGold 230.83 ± 2.53 d 1.07 ± 0.01 e 192.45 ± 2.01 i 8.39 ± 0.11 d 432.74 

J: GrandStand 193.84 ± 0.03 g 0.56 ± 0.02 j 336.62 ± 4.07 b 4.55 ± 0.10 f 535.57 

K: HybriForce400 147.24 ± 2.00 k 0.64 ± 0.01 i 84.59 ± 0.70 k 8.87 ± 0.13 b 241.34 

L: Lancer 234.84 ± 2.52 c 1.39 ± 0.04 c 334.47 ± 3.51 b 1.64 ± 0.02 j 572.01 

M: Liberator 217.61 ± 2.70 e 0.32 ± 0.01 no 255.64 ± 2.52 gh 0.65 ± 0.01 l 474.21 

N: Magnum V 139.67 ± 3.00 l 1.94 ± 0.04 a 306.08 ± 3.72 c 9.40 ± 0.03 a 457.10 

O: Whitney 274.20 ± 3.51 a 0.48 ± 0.01 l 291.37 ± 4.00 d 8.00 ± 0.18 e 574.05 

P: Select 212.11 ± 2.12 f 1.45 ± 0.05 b 278.48 ± 5.51 e 2.66 ± 0.10 h 494.69 

Q: 甘农 3号 26.44 ± 0.16 o 1.09 ± 0.08 e 259.66 ± 4.63 g 4.07 ± 0.05 g 291.26 

R: 新疆大叶 214.83 ± 2.57 ef 1.17 ± 0.03 d 345.92 ± 4.95 a 4.64 ± 0.05 f 566.55 

注：表中同列数据小写字母不同表示不同苜蓿品种间差异达到 P<0.05显著水平，下表同。 

 

2.3  根际土壤中自毒物质含量分析 

由表 4 可知，18个苜蓿品种根际土壤中 4种自

毒物质含量也存在差异。其中根际土壤中自毒物质总

含量最高的品种是 A，而含量最低的为 L 品种，18

个品种平均总含量为 12.33 mg/kg，其中 L品种 4种

自毒物质总含量仅为 A品种的 33.3%。 
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表 4  苜蓿根际土壤中自毒物质含量 
Table 4  Autotoxins contents in alfalfa rhizosphere soil 

自毒物质含量(mg/kg) 品种 

香豆素 阿魏酸 绿原酸 咖啡酸 总含量 

A: AmeriStand 201T 8.07 ± 0.06 a 0.06 ± 0.00 l 9.70 ± 0.06 a 2.47 ± 0.03 c 20.31 

B: Arrowhead II 5.00 ± 0.09 c 0.81 ± 0.01 a 5.64 ± 0.05 c 1.31 ± 0.06 de 12.76 

C: Spredor 4 4.51 ± 0.05 f 0.73 ± 0.04 cd 4.21 ± 0.14 g 2.67 ± 0.07 b 12.13 

D: AlfaGraze 300R 1.80 ± 0.05 g 0.64 ± 0.02 hi 3.22 ± 0.10 i 1.27 ± 0.02 ef 6.93 

E: Arapaho II 4.68 ± 0.05 e 0.74 ± 0.01 cd 5.24 ± 0.08 ef 1.30 ± 0.01 ef 11.96 

F: 陇东苜蓿 4.45 ± 0.06 f 0.66 ± 0.01 gh 4.05 ± 0.05 h 2.70 ± 0.04 ab 11.87 

G: Boulder 1.76 ± 0.03 gh 0.60 ± 0.02 j 3.20 ± 0.08 i 1.27 ± 0.01 ef 6.83 

H: Bullseye 4.76 ± 0.02 d 0.74 ± 0.01 cd 5.30 ± 0.05 de 1.28 ± 0.01 ef 12.08 

I: ForageGold 7.93 ± 0.06 b 0.05 ± 0.00 l 9.54 ± 0.06 b 2.45 ± 0.02 c 19.97 

J: GrandStand 5.02 ± 0.02 c 0.72 ± 0.01 de 5.65 ± 0.02 c 1.18 ± 0.01 h 12.57 

K: HybriForce400 4.47 ± 0.02 f 0.68 ± 0.02 f 4.06 ± 0.02 h 2.69 ± 0.04 b 11.90 

L: Lancer 1.72 ± 0.01 h 0.59 ± 0.00 j 3.19 ± 0.02 i 1.27 ± 0.02 ef 6.77 

M: Liberator 4.67 ± 0.01 e 0.69 ± 0.01 f 5.18 ± 0.01 f 1.25 ± 0.02 ef 11.79 

N: Magnum V 1.79 ± 0.01 g 0.63 ± 0.02 i 3.22 ± 0.02 i 1.28 ± 0.02 ef 6.92 

O: Whitney 4.78 ± 0.05 d 0.78 ± 0.01 b 5.35 ± 0.03 d 1.37 ± 0.02 d 12.29 

P: Select 7.96 ± 0.04 b 0.09 ± 0.00 k 9.59 ± 0.03 b 2.49 ± 0.01 c 20.13 

Q: 甘农 3号 5.05 ± 0.02 c 0.75 ± 0.01 c 5.68 ± 0.06 c 1.20 ± 0.06 gh 12.69 

R: 新疆大叶 4.49 ± 0.03 f 0.71 ± 0.01 ef 4.08 ± 0.05 h 2.75 ± 0.04 a 12.02 

  
表 4中还显示，各种自毒物质的含量差异显著。

如香豆素的含量，最高的为 A品种，含量最低的为 L

品种，L品种含量仅为 A品种的 21.31%，18个品种

平均含量为 4.61 mg/kg，除了 I和 P品种，B和 J品

种，H和 O品种，C、K、F和 R，D和 G品种含量

差异不显著外，其余品种之间含量差异均显著

(P<0.05)。阿魏酸含量最高的品种为 B，最低的为 I

品种，I品种含量仅为 B品种的 6.17%，平均含量为

0.59 mg/kg，除了 C、E、H和 Q，J和 R，K、M和 R，

D和 F，D和 N，G和 L，A和 I品种差异不显著外，

其余品种之间差异均显著(P<0.05)。对于绿原酸，18个

品种中含量最高的品种为 A，含量最低的为 G，G品种

含量仅为 A品种的 32.99%，平均含量为 5.34 mg/kg，

除了 I和 P，B、J和 Q，H和 O，E和 H，E和 M，

D 和 G，L 和 N 含量差异不显著外，其余品种间含

量差异均显著(P<0.05)。咖啡酸含量最高的为 R，最

低的为 J，J 品种含量仅为 R 的 42.91%，平均含量

为 1.79 mg/kg，其差异除了 F 和 R，C 和 K，A、I

和 P，B和 O，D、E、G、H、L、M和 N不显著外，

其余品种间差异均显著(P<0.05)。 

2.4  苜蓿植株与根际土壤中自毒物质含量比较 

由表 3和表 4可知，18个苜蓿品种植株中 4种

自毒物质(香豆素、阿魏酸、绿原酸和咖啡酸)平均

总含量为 462.61 mg/kg，根际土壤中平均总含量为

12.33 mg/kg，根际土壤中含量仅为苜蓿植株中的

2.67%。单一自毒物质含量方面，18个苜蓿品种植株

中香豆素、阿魏酸、绿原酸、咖啡酸的平均含量分别

为 183.57、0.83、273.76和 4.45 mg/kg，根际土壤中 4

种物质平均含量分别为 4.61、0.59、5.34和 1.79 mg/kg，

4 种物质在根际土壤中含量分别为苜蓿植株中含量

的 2.51%、71.08%、1.95% 和 40.22%。上述数据显

示，苜蓿植株中自毒物质总含量远高于根际土壤中含

量，苜蓿植株中单一自毒物质含量也显著高于根际土

壤中含量。  

2.5  采样地差异比较 

对两个采样地之间比较发现，黄羊镇采样地苜

蓿品种自毒物质总含量的平均值为 469.32 mg/kg，比

会宁县采样地(平均值 488.95 mg/kg)低了 4.01%。各

单一自毒物质两个样地间比较，会宁样地阿魏酸、咖

啡酸、绿原酸和香豆素含量分别为 1.13、4.90、289.52

和 180.81 mg/kg，黄羊镇样地 4 种物质含量分别为

0.78、4.22、265.88 和 184.95 mg/kg，数据显示会宁

样地阿魏酸、咖啡酸和绿原酸含量分别比威武样地

高 30.97%、13.88% 和 8.17%，而香豆素含量却低

2.29%。 

2.6 18个苜蓿品种聚类分析 

根据 18个苜蓿品种间 4种自毒物质含量差异进

行 Pearson 聚类分析。由图 3 知，以香豆素、绿原
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酸、咖啡酸、阿魏酸及 4种物质总含量作为聚类变量，

将 18个苜蓿品种分成 4 大类。由右向左第一个竖箭

头线处，将其分成 4大类，第一类为 Q，第二类为 I

和 K，第三类为 O，其余为第四类。第二个竖箭头处，

可将 18个苜蓿品种进一步分成 7小类，即 E、F、C、

P、D、J、A、R、L、M为第一小类，B为第二小类，

H为第三小类，G和 N为第四小类，O为第五小类，

I和 K为第六小类，Q为第七小类。  

 

图 3  18 个苜蓿品种自毒物质含量的聚类分析图  
 Fig. 3  The clustering analysis diagram of autotoxins in 18 alfalfa 

varieties 

3  讨论 

对 18个苜蓿品种分枝期的植株及根际土壤浸提

液中 4 种自毒物质(香豆素、阿魏酸、绿原酸、咖啡

酸)含量进行 HPLC 检测和分析后，发现不同品种间

苜蓿植株和根际土壤中 4种自毒物质含量存在差异，

即自毒物质含量因品种不同而存在差异，这与多数研

究结果一致[21–22, 27–28]。通过聚类分析后，发现苜蓿品

种间自毒物质含量差异大小不一，可将自毒物质含量

相近或差异较小的品种归为一类，方便直观地表述自

毒物质分布特征在品种间的相似程度。 

郑洁等[29]利用超高液相色谱法同时测定柑橘中

主要酚酸和类黄酮物质的含量，建立了快速检测柑橘

中这些物质的方法。张娜等[30]利用 UPLC-MS法测稻

米中酚酸化合物组分及含量，快速、准确地检测出稻

米中酚酸化合物含量，并对其他谷物中酚酸化合物含

量测定及 HPLC 法检测苜蓿植株及根际土壤中酚酸

类及其他自毒物质含量测定提供了参考。邬彩霞等[31]

研究黄花草木犀水浸提液中化感物质的分离与鉴定，

检测到香豆素含量最高，且对黑麦草的抑制作用明

显，推测香豆素是黄花草木樨水提液中主要化感物

质，这也为本研究中 4种自毒物质的筛选提供了理论

支持。周凯等[32]研究菊花不同部位及根际土壤水浸

提液处理对光合作用的自毒效应，发现浸提液可抑制

菊花叶片光合、呼吸速率，对叶片叶绿素含量也有抑

制作用，尤其菊花地上部分水浸提液的抑制作用显

著，这也间接地说明植株地上部分自毒物质含量要高

于地下部分，而根际土壤中的自毒物质主要来源尚不

清楚，这也是本研究想要探讨的问题。董晓宁等[33]

研究多年生黑麦草的化感物质(GC-MS 鉴定)及其抑

草潜力，发现与抑制作用关系密切的物质主要为苯酚

类和酸类物质。张文明等[34]关于连作马铃薯根系分

泌物成分及其自毒效应的研究，表明棕榈酸和邻苯二

甲酸二丁酯是马铃薯根系分泌的主要自毒物质。胡远

彬等[35]研究黄芪水浸提液化感作用，发现“低促高

抑”的化感作用特点。肖靖秀等[36]研究间作小麦蚕

豆不同生长期根际有机酸和酚酸变化发现不同生长

期的有机酸和酚酸含量存在差异。以上研究可见自毒

物质种类繁多，不同种的植物其自毒物质的种类及其

含量均存在差异，而自毒物质对于植物的影响也是多

方面的，包括生理[32, 34]、表型性状[31, 33]等。 

本研究通过HPLC测定苜蓿植株及根际土壤中 4

种自毒物质含量，发现苜蓿植株中总含量显著高于根

际土壤，以 R 品种为例，根际土壤中总含量仅为植

株总含量的 2.1%。研究结果也发现部分品种单一自

毒物质在苜蓿植株中含量低于根际土壤。如阿魏酸，

G品种植株中含量为 0.56 mg/kg，而根际土壤中含量

为 0.74 mg/kg，可见根际土壤中自毒物质含量不仅来

源于苜蓿植株(叶和茎)，还来源于根部，这与 Staman

等[37]、Sene 等[38]、Seal 等[39]的研究结论相一致。另

外，4种自毒物质的自毒性强弱比较，还需要采用外

源添加试验来探讨。 

比较两个采样地自毒物质平均含量(A ~ F 品种

取自甘肃省会宁县样地，G ~ R品种取自甘肃省武威

市黄羊镇样地)，发现会宁采样地苜蓿中自毒物质总

含量平均值高于黄羊镇样地。除了香豆素外，其余单

一自毒物质含量会宁样地均大于黄羊镇样地，比较两

个样地自然条件、土壤类型和灌溉条件后，可能有以

下原因：①会宁样地不具备灌溉条件而黄羊镇样地具

备，黄羊镇样地进入土壤中的自毒物质会因浇灌水的

冲刷渗透作用将自毒物质带入地下深处，而采集的土

样多在地表层(0 ~ 20 cm)，所以 HPLC测定量较小；

②会宁样地土壤为灰钙土，是一种弱淋溶干旱土，而

黄羊镇样地为灌淤土且疏松多孔、淋溶系数大，因此
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通过淋溶的方式将自毒物质转移至土壤下层，因此黄

羊镇样地 HPLC测定量较小。 

4  结论 

18个苜蓿品种中 4种自毒物质(香豆素、阿魏酸、

绿原酸、咖啡酸)含量存在显著差异。4 种自毒物质

在苜蓿植株中总含量远高于根际土壤，但部分品种根

际土壤中某单一自毒物质(如阿魏酸)含量高于植株

中含量。 
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Determination of Coumarins and Major Phenolic Acids in Plant  
and Rhizosphere Soil of Alfalfa (Medicago sativa L.) 

RONG Sichuan1,2, SHI Shangli1,2*, SUN Cancan1 
(1 College of Grassland Science, Gansu Agricultural University, Lanzhou  730070, China; 2 Key Laboratory of Ecosystem of 
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Abstract: To find out the distribution characteristics of major phenolic acids and coumarins in 18 alfalfa (Medicago sativa 

L.) varieties from different testing fields, the contents of these substances in plant and rhizosphere soil were determined by HPLC 

method. The coumarins and major phenolic acids in plant and rhizosphere soil were extracted using ASE 350 accelerated solvent 

extractor, and the extracts were stored at 2℃. After filtered through 0.45 μm organic filtration membrane, the autotoxins contents 

in the extracts were determined by HPLC. Results showed that the contents of coumarin, ferulic acid, chlorogenic acid and caffeic 

acid in 18 alfalfa varieties varied with plant varieties. Among these substances, the contents of coumarin and chlorogenic acid 

were dramatically higher than those of ferulic acid and caffeic acid. The differences of single autotoxin content among varieties 

were significant (P<0.05), and total contents of coumarin, ferulic acid, chlorogenic acid and caffeic acid varied with plant 

varieties as well. In addition, the average contents of phenolic acids and coumarins from Huining testing field were 4.01% higher 

than these from Wuwei testing field. In conclusion, the total contents of coumarin, ferulic acid, chlorogenic acid and caffeic acid 

were significantly different among various alfalfa varieties (P<0.05), and the total contents of these substances in alfalfa plant 

were remarkably different from those in rhizosphere soils. 

Key words: Accelerated solvent extraction (ASE); HPLC; Medicago sativa L.; Coumarins; Phenolic acids 

 


