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摘 要：为探寻香豆素的化感抑草作用机理，并贴近实际生产，本试验采用温室盆栽法研究了不同浓度香豆素处理对多

花黑麦草（Lolium multiflorum）幼苗生长和叶片超微结构的影响。结果显示：各浓度处理下香豆素均可显著抑制多花黑麦

草的生长和生物量的积累，且浓度越高，抑制作用越强；叶绿素 a、叶绿素 b和总叶绿素含量均随香豆素浓度的升高而显

著降低；与对照相比，500 mg/kg浓度处理下，叶片相对电导率、丙二醛（MDA）含量均显著增加，过氧化物酶（POD）、过氧化氢

酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）活性均显著增强；香豆素破坏了多花黑麦草叶片细胞的超微结构，出现叶绿体变形、中央

大液泡裂解、淀粉粒增多变大的现象，50 mg/kg浓度对多花黑麦草影响程度较轻，500 mg/kg浓度下细胞器几乎完全降解。
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Effects of Coumarin on Seedlings Growth and Leaf Ultrastructure of Lolium
multiflorum
XU Jun, WANG Jingyi, WU Caixia*
(College of Animal Science and Technology, Yangzhou University, Yangzhou 225009, China)
Abstract：In order to explore the allelopathic mechanism of coumarin and be closed to the actual production, this ex⁃
periment used greenhouse potting method treated with different concentrations of coumarin to study the effects of
coumarin on the growth and ultrastructure of Lolium multiflorum seedlings. The results showed that coumarin could
significantly inhibit the growth and biomass accumulation of Lolium multiflorum at different concentrations, and
higher concentration resulting in stronger inhibition. With the higher concentration of coumarin, the content of chlo⁃
rophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll were significantly decreased. Compared with the control, the relative
conductivity and malondialdehyde(MDA) content of the leaves were significantly increased, Peroxidase(POD), cata⁃
lase(CAT) and superoxide dismutase(SOD) activities were significantly enhanced under the treatment of 500 mg/kg.
Coumarin destroyed the ultrastructure of Lolium multiflorum leaf cells which led to chloroplast deformation, central
vacuolar lysis and increasing starch granules. Coumarin affected little under the concentration of 50 mg/kg while un⁃
der the concentration of 500 mg/kg the organelles were almost completely degraded.
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面对化学除草剂对自然生态系统带来的毁

坏，我国提出了到 2020年实现化肥和农药零增长

的计划。生物除草剂作为新时代的绿色农药，为

缓解化学农药造成的环境问题提供了新方向。目

前，以化感物质为先导结构研制绿色新型生物除

草剂已成为研究的热点 [1]。前人的研究表明，化
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感物质如酚类、萜类、有机酸等能够有效阻碍其

他植物种群的衍生和发展 [2-4]，与传统化学除草剂

相比，化感物质具有环境兼容性好、选择性强、经

济效益高等优点 [5-6]。因此，利用植物化感作用开

发生物除草剂是未来进行生物防治的重点内容之

一。Lei等 [7]以 4-羟基氨基酸为母体结构合成出

了 3-苯甲酰基-4-羟基苯并噻嗪二氧系列新型除

草剂，该除草剂对稗草 (Echinochloa crusgalli)、油菜

(Brassica campestris)等杂草的生长具有显著的抑制

效果。Zhao等 [8]评估了苯并噻嗪衍生物的抑草活

性，结果显示该物质可有效抑制稻田中稗草 (E.
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crusgalli)、千金子 (Leptochloa chinensis)等主要杂草

的生长。由此可见，利用化感物质开发新一代生

物除草剂具有广阔的应用前景。

黄花草木樨 (Melilotus officinalis)具有很强的化

感抑草作用，对其水浸提液进行分离和鉴定发现

其主效化感物质为香豆素 [9-11]。香豆素是植物次

生代谢产物，易在植物体内产生活性氧自由基，

具有较强的抑草活性 [12]。在众多化感抑草活性物

质中，香豆素具有分子量小、合成简单、生物利用

度高等优点，且香豆素半衰期短，在土壤中不会

产生富集从而对周遭植物和环境产生负面影

响 [13]。因此，香豆素可作为新型生物除草剂的开

发来源。多花黑麦草 (Lolium multiflorum)为一年生

或越年生草本植物，是冬季作物田里的恶性杂草

之一，近年来，国内外有众多研究以多花黑麦草

为受体植物进行新型除草剂的研发工作 [14-15]。

目前关于香豆素对植物化感作用大多停留在

实验室内的生物检测，为了更贴近生产实践，本

试验采用盆栽法，对多花黑麦草幼苗在不同浓度

香豆素处理下的生长生理指标进行测定并对叶片

内部超微结构变化进行观察分析，以期为利用香

豆素合成新型生物除草剂提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

香豆素（C9H6O2）购于 SIGMA 公司（纯度 ≥
99%，编号：C4261-50G）。多花黑麦草种子购于百

绿集团。盆栽土壤为扬州大学试验田的 0~20 cm表
层耕作土壤，塑料花盆直径25 cm、高16.5 cm。
1.2 试验方法

设置香豆素处理浓度 0、50、200、500 mg/kg
(香豆素质量/风干土质量)，每个处理三次重复，其

中 0 mg/kg浓度为对照组。将 100粒多花黑麦草

种子播于花盆中，每盆风干土质量为 3.5 kg，生长

两周后均匀浇灌不同浓度香豆素溶液，在处理 21

d时进行采样测定。

1.3 测定指标及方法

1.3.1 形态指标测定

采样时每盆随机取出 10株，先用直尺测定其

株高和根长（精确到 0.1 cm），再用电子分析天平

分别测定地上和地下部分的鲜重（精确到 0.000 1
g），置于 105 ℃烘箱杀青 30 min后 70 ℃烘干至恒

重，测定干重。

1.3.2 生理指标测定

总叶绿素含量采用 95%乙醇浸泡法测定 [16]。

电导率、丙二醛（MDA）含量参照李莎莎等 [17]的方

法，抗氧化酶（SOD、CAT、POD）的活性均采用南

京建成生物工程研究所提供的试剂盒进行测定，

每个处理三次重复。

1.3.3 透射电镜的样品制备及操作

将鲜样切割成 1 mm ×1 mm ×1 mm大小并立

即放入预先配好的戊二醛固定液中进行固定，待观

察样品沉底后随即放入 4 ℃冰箱继续固定 48 h。
取出后用磷酸盐缓冲液 (0.1 mol/L，pH=7.2)冲洗 3
次，15 min/次，以 1%锇酸固定 4 h，再使用磷酸盐

缓冲液 (0.1 mol/L，pH=7.2)冲洗 3次，15 min/次，乙

醇梯度脱水 (30%、50%、70%、80%、90%、100%)，
15 min/次，用常规树脂进行包埋，切片，再用醋酸

铀、枸椽酸铅进行双重染色，最后在 Phillips Tec⁃
nai 12 TEM (荷兰)透射电镜下观察，照相。

1.4 数据处理与分析

采用 SPSS 22.0和 Excel 2016软件对数据进行

分析和作图。

2 结果与分析

2.1 香豆素对多花黑麦草幼苗生长特性的影响

由表 1可知，香豆素处理下，多花黑麦草的株

高、根长、地上部鲜干重、根鲜干重均随香豆素浓

度的升高而降低，且各处理组与对照组均存在显

著性差异(P<0.05)，其中各处理组株高与对照相比

表1 香豆素对多花黑麦草生长特性的影响

指标

株高（cm）
根长（cm）

地上部鲜重（g）
地上部干重（g）
根鲜重（g）
根干重（g）

注：同行不同小写字母表示 0.05水平上差异显著

浓度(mg/kg)
0

30.98±0.50a
10.95±0.63a
5.97±0.11a
0.89±0.04a
2.36±0.03a
0.53±0.02a

50
26.21±0.66b
7.76±0.27b
5.04±0.08b
0.65±0.02b
1.38±0.01b
0.40±0.02b

200
21.58±0.62c
7.37±0.40c
3.50±0.04c
0.46±0.01c
0.93±0.03c
0.18±0.01c

500
17.33±0.37d
6.91±0.32d
2.81±0.09d
0.45±0.02c
0.70±0.02d
0.12±0.01d
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分别下降了 15.40%、30.34%、44.06%；根长分别下降

了 29.13%、32.69%、36.89%；地上部鲜重分别下降了

15.58%、41.37%、52.93%；地上部干重分别下降了

26.97%、48.31%、49.44%；根 鲜 重 分 别 下 降 了

41.53%、60.60%、70.34%；根 干 重 分 别 下 降 了

24.53%、66.04%、77.36%。由此可知，香豆素对多花

黑麦草根系的抑制作用大于对地上部的抑制作用。

2.2 香豆素处理对多花黑麦草幼苗叶绿素含量

的影响

叶绿素含量高低反映植物光合能力的强弱，

由图 1可知，多花黑麦草叶绿素 a、叶绿素 b以及

总叶绿素含量均随香豆素浓度的升高而降低，且

各处理组与对照组均存在显著性差异(P<0.05)，当
香豆素浓度为 500 mg/kg时，叶绿素 a、叶绿素 b以
及总叶绿素与对照相比分别下降了 29.33%、
40.00%、32.63%，由此可见，香豆素对叶绿素 b的
抑制作用大于叶绿素 a。

2.3 香豆素处理对多花黑麦草幼苗电导率和

MDA含量的影响

电导率和MDA含量升高会加剧膜的损伤，由

图 2可知，随着香豆素浓度的升高，多花黑麦草相

对电导率及MDA含量呈上升趋势，其中相对电导

率 200 mg/kg、500 mg/kg浓度处理组与对照组相比
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图2 香豆素对多花黑麦草电导率和MDA含量的影响

分别显著提高了 111.22%、667.66%(P<0.05)，MDA
含量 500 mg/kg浓度处理组与对照组相比显著增

加了 149.81%，其他各组与对照相比均差异不显

著(P>0.05)。
2.4 香豆素处理对多花黑麦草幼苗抗氧化酶系

统的影响

POD、CAT、SOD对植物清除植物体内活性氧

具有重要作用，由图 3可知，香豆素处理下，各浓

度处理组与对照相比 POD、CAT、SOD活性均有所

提高，其中 POD、SOD活性随香豆素浓度的增加呈

上升趋势，50 mg/kg浓度处理下CAT、SOD活性与对

照相比差异不显著(P>0.05)，200 mg/kg、500 mg/kg浓
度处理组与对照相比酶活性均显著增加(P<0.05)。
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图3 香豆素对多花黑麦草POD、CAT、SOD酶活性的影响

2.5 香豆素处理对多花黑麦草叶片超微结构的

影响

由图 4可知，与对照相比，50 mg/kg浓度处理

下叶绿体呈梭形和椭圆形，嗜锇颗粒数量较少，

细胞壁平滑，细胞形态规则，可见 50 mg/kg浓度对

多花黑麦草的影响程度较轻；200 mg/kg浓度处理
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组中叶绿体发生肿胀，嗜锇颗粒数量增多，叶片

细胞淀粉粒显著高于对照和 50 mg/kg浓度处理

组，叶绿体基质片层结构发生变化，数量减少且

叶绿体结构由梭形或椭圆形变成了圆球形，推测

该浓度下多花黑麦草无法通过调节自行恢复；

500 mg/kg浓度处理组降解程度更高，细胞器几乎

完全降解，可见该浓度对多花黑麦草造成了灭生

性的伤害。

3 结论与讨论

逆境条件下，植物体会发生形态特征改变 [18]、

生长延缓 [19]、地上生物量减少 [20]等现象。本试验

研究发现，香豆素对多花黑麦草地上和地下部均

具有很强的抑制作用，随着处理浓度的升高抑制

作用增强，且香豆素对多花黑麦草根系的抑制作

用大于对地上部，该结果与刘成等 [21]的研究结果

相似，分析原因可能是由于根系部位与香豆素直

接接触，化感胁迫下，根系伸长细胞的生理结构

遭到破坏，从而抑制了根系的生长。

化感胁迫下，植物细胞会发生膜脂过氧化作

用，细胞膜破裂，细胞液外渗，导致电导率升高。

膜脂过氧化的最终产物之一是 MDA，因此常将

MDA含量作为判断植物细胞膜受损程度的指标。

本试验结果发现，随着香豆素浓度的升高多花黑

麦草幼苗的电导率值和MDA含量均呈升高趋势，

可见多花黑麦草的细胞膜系统遭到了香豆素的破

坏，这与 Garsaball等 [22]，Li等 [23]的试验结果一致。

CAT、POD和 SOD是抗氧化系统中重要的活性氧

清除酶，本试验研究发现，香豆素各浓度处理组

与对照相比 POD、CAT、SOD活性均有所提高，可

见在香豆素处理下，多花黑麦草启动了植株内的

抗氧化系统进行防御。其中 POD、SOD活性随香

豆素浓度的增加呈上升趋势，CAT活性随着处理

浓度的增加呈先升高后降低趋势，原因可能是

500 mg/kg浓度下幼苗叶片MDA含量过高，打破了

植物体内活性氧产生和消除的动态平衡，超出了

抗氧化酶系统所能耐受的范围，从而引起 CAT活
性降低。

光合作用是生态系统中物质传递和能量流动

的重要环节，叶绿素含量和叶绿体结构的完整性

是判断植物光合能力强弱的重要指标 [24-25]，香豆

素处理下，多花黑麦草体内的叶绿素含量显著降

低。产生这种结果可能有以下 2个原因：一是香

豆素处理下叶绿素酶活性增强，叶绿素分解加

剧；二是香豆素使得植物体产生氧化胁迫，产生

大量氧自由基，破坏叶绿体分子结构，进而使其

光合性能衰弱。淀粉是植物光合作用的重要产

物，叶片中的淀粉通过植物呼吸作用被分解为单

糖或双糖从而转运到各个组织器官中，但过量积

累的淀粉会破坏叶绿体正常结构，从而引起叶片

老化 [26]。透射电镜结果显示，50 mg/kg浓度处理

下，香豆素对叶绿体影响程度较低，叶绿体基质

片层结构良好且规则，叶绿体具有正常结构，但

与对照相比，淀粉粒数量变多；200 mg/kg浓度下，

嗜锇颗粒数量增多，叶片细胞淀粉粒显著高于对

照和 50 mg/kg浓度处理组，叶绿体基质片层结构

发生变化，数量减少且叶绿体结构由梭形或椭圆

形变成了圆球形；500 mg/kg浓度下中央大液泡裂

解，叶绿体结构完全解体，这与孙岩等 [27]进行的盐
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图4 香豆素对多花黑麦草叶片超微结构的影响
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胁迫试验研究结果相似。

综上可知，香豆素会抑制多花黑麦草的生长

发育，打破生理平衡并破坏叶绿体细胞超微结

构，且其作用效果随浓度的升高而加强，50 mg/kg
浓度处理下多花黑麦草可通过增强保护酶活性抵

御胁迫伤害，此时叶绿体细胞结构完整，可见该

浓度对多花黑麦草产生的化感胁迫程度较轻。

500 mg/kg浓度处理下多花黑麦草超微结构完全

被破坏，直至死亡。
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