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基于 HPLC对野生杜鹃林区土壤酚酸类
物质的鉴定与评价
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摘要:采用高效液相色谱测定百里杜鹃林区野生杜鹃林下枯落物层( L层) 、腐殖质层( H层) 及土壤层( S 层) 中
的化感物质，并评价其分布规律。结果表明，3 种杜鹃林下枯落物层和腐殖层中的化感物质含量均明显高于土
壤层，不同种类的杜鹃林下化感物质差异较大，其中 L层以没食子酸、绿原酸和阿魏酸含量最高，H 层以阿魏酸
和绿原酸含量最高。
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Identification and evaluation of soil phenolic acids in wild
rhododendron based on HPLC
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Abstract: The allelochemicals in the litter layer ( L) ，humus layer ( H) and soil layer ( S) in the Bai-
li Ｒhododendron National Forest Park were determined by HPLC，and their distribution was evaluated．
The results showed that the contents of allelochemicals in the litter layer and humus layer of the three
species of rhododendrons were significantly higher than those of in soil layer，and the allelochemicals of
rhododendron under different species varied greatly． The content of gallic acid，chlorogenic acid and
ferulic acid were the highest allelochemicals in L layer; And the content of ferulic acid and chlorogenic
acid were the highest allelochemicals in H layer．
Key words: rhododendron forest; phenolic acids; allelochemical; HPLC

0 引言

化感作用是指植物在生长过程中，通过植物、

微生物或残体分解产生的化学物质，对该种植物或

周围植物( 包括微生物) 产生间接或直接的有害或

有利的作用。而植物化感物质则是指供体植物通
过茎叶挥发、淋溶、凋落物分解等途径向环境中释
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放化学物质，从而促进或抑制周围植物及自身的生

长和发育。绝大多数化感物质是植物( 含微生物)
的次生代谢物质，且植物化感物质有酚类、类萜和
含氮化合物以及聚乙炔和香豆素类次生物质有机

化合物的各个类型，而酚酸类物质是自然界中普遍

存在的主要化感物质［1-2］，它们在抑制种子萌发、杂
草生长和群落更新起着重要作用，已有大量的文献

报道［3-6］通过在农作物生产、森林经营等领域中对
酚酸类物质进行了深入研究。
贵州西北部的百里杜鹃国家森林公园是迄今

为止世界上野生杜鹃林面积最大、分布最集中的地
区［7］。森林公园内，杜鹃林的种子结实量大，但林
下及林窗中的新生幼苗极少，天然更新出现障碍。
目前的研究更多关注了物理因子对林木种子萌发、
幼苗生长的影响［8-11］，而对化学因子尤其是化感作

用的研究较少。本实验评价了野生杜鹃林下枯落
物层、腐殖层和土壤层中的酚酸类化感物质，以期
掌握野生杜鹃林区中土壤状况，为群落更新困难等

问题在理论上和实践上提供科学依据。

1 实验部分

1. 1 研究区概况
百里杜鹃国家森林公园位于贵州省西北部，海

拔在 1 060 ～ 2 200 m 之间，地下位置: 105°52' ～
106°03'E，27°10' ～ 27°20'N。年平均温度 11. 8 ℃，
年平均积温( 4 000 ～ 4 200 ) ℃，最冷月( 1 月) 均温
为 5 ℃，最热月( 7 月) 均温 21 ℃，极端最高温度
32 ℃，极端最低温度为 － 9. 3 ℃。年降水量 1 000
～ 1 100 mm，全年雨日多达 220. 5 d，春夏降水量占
70%，水热同季。阴天多，晴天少，云雾多，全年日
照时数仅 1 335. 5 h，林区年平均相对湿度为 84%，
4 月份平均相对湿度最小，只有 79%，12 月份平均
相对湿度为 89%，冬湿春干［12］。森林公园内形成
冠层的主要优势群落树种为迷人杜鹃( Ｒhododen-
dron agastum Balf. f. et W. W. Smith) 、马缨杜鹃
( Ｒhododendron delavayi Franch. ) 和露珠杜鹃( Ｒho-
dodendron irroratum Franch. ) 。试验材料采集于
2016 年 1 月，分别采集迷人杜鹃、马缨杜鹃和露珠
杜鹃林下的枯落物层( L 层) 、腐殖质层( H 层) 及
土壤层( S层) 样品。其中，枯落物层包括未分解的
落叶、枯枝等; 腐殖质层包括半分解和已分解的腐
殖质; 土壤层指表层土壤。所有样品剔除石块，实
验室内阴干待用。
1. 2 试剂与材料
甲醇( 色谱纯) ; 抗坏血酸( 分析纯) ; 乙腈( 色

谱纯) ; 甲酸( 色谱纯) ; 没食子酸、咖啡酸、原儿茶
酸、绿原酸、芦丁、槲皮素、丁香酸和阿魏酸等 8 种
物质的标准品均购于 Sigma 公司，级别为色谱纯;
实验用水均为超纯水。
1. 3 样品前处理
枯落物层、腐殖层和土壤层中的酚酸类化感物

质的提取，通过加入甲醇有机溶剂超声提取样品中

感化物质。具体操作过程为: 称取样品约 10 g 于
150 mL锥形瓶中，加入 80%甲醇 100 mL，0. 2 g 抗
坏血酸，70 ℃超声提取 1 h，取出后迅速放入冰浴
中，冰浴 10 min 后，过滤，将滤液用旋转蒸发仪在
30 ℃下旋干，用甲醇少量多次清洗烧瓶，将溶液全
部转至 5 mL 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，经
0. 45 μm有机滤膜过滤，取 10 μL注入液相色谱仪
检测，测定 3 次求平均。
1. 4 色谱条件
日本岛津 LC-20A 高效液相色谱仪( HPLC) ，

检测色谱柱为 ODS-sp C18 Column ( 4. 6 mm × 250
mm，5 μm) ，流动相为乙腈∶ 0. 1%甲酸水溶液 = 3∶
7，流速为 0. 8 mL /min，进样量为 10 μL，检测波长
275 nm，柱温 35 ℃，二极管阵列检测器。样品中没
食子酸、咖啡酸、原儿茶酸、绿原酸、芦丁、槲皮素、
丁香酸和阿魏酸等 8 种化感物质，分别采用标准品
色谱保留时间定性，以峰面积进行定量。
1. 5 数据处理
数据采用 z-score 标准化，即根据原始数据的

均值和标准差进行标准化，经过处理后的数据符合

标准正态分布，均值为 0，标准差为 1，转化函数为:

z = x － μ
σ

其中，x为某一具体分数，μ为平均数，σ为标准差。
标准化后的数据采用 Ｒ软件( 版本: Ｒi 386) 进

行聚类分析，采用 SPSS 18. 0 和 Qrigin 8. 0 分别进
行标准差计算和绘图。

2 结果与讨论

2. 1 马缨杜鹃不同土壤层的化感物质分析
马缨杜鹃林下腐殖质层和土壤层中未检测到

槲皮素，其它的化感物质在各层次中出现不同的变

化。其中，没食子酸和咖啡酸含量随土壤深度的增
加呈先降低后升高的趋势，在 S 层中有所积累; 原
儿茶酸、绿原酸、丁香酸和阿魏酸含量则随着土壤
深度的增加呈先升高后降低的趋势，在 H 层中得
到积累; 芦丁含量随土壤深度的增加呈逐渐降低的
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趋势。阿魏酸是马缨杜鹃林下 L 层的主要化感物
质，绿原酸和阿魏酸是 H 层、S 层的主要化感物质
( 图 1) 。由于化感物质在自然界中存在的复杂性，
自然条件下的研究结果更具有生态学意义［13］。研
究认为优势树种产生的化感物质不断积累，是导致

林下物种单一的主要原因［14-15］。

图 1 马缨杜鹃林下不同层次中的化感物质
Fig． 1 The allelochemicals in different layers of
Ｒhododendron delavayi Balf. f. et W. W. Smith

2. 2 迷人杜鹃林下不同层次中的化感物质分析
迷人杜鹃林下各层次中的没食子酸、绿原酸、

丁香酸、槲皮素的含量表现为随土壤深度的增加呈
逐渐降低的趋势; 原儿茶酸和阿魏酸则表现为随土

壤深度的增加呈先升高后降低趋势，含量在 H 层
中得到积累; 咖啡酸和芦丁含量在各层次中变化不

大。迷人杜鹃 L层的主要化感物质为没食子酸和
阿魏酸，H层的主要化感物质为阿魏酸( 图 2) 。酚
酸类物质是影响微生物群落的重要因子之一，研究

土壤酚酸的变化规律及其与微生物的关系，有助于

揭示群落更新、连作障碍的机制［16-18］。

图 2 迷人杜鹃不同层次中的化感物质
Fig. 2 The allelochemicals in different layers

Ｒhododendron agastum Franch.

2. 3 露珠杜鹃林下不同层次中的化感物质分析
露珠杜鹃林下各层次中没食子酸、绿原酸、丁香

酸含量表现为随土壤深度的增加呈逐渐降低的趋

势;原儿茶酸、咖啡酸、阿魏酸和芦丁则表现为随土
壤深度的增加呈先升高后降低趋势，含量在 H层中
得到积累。没食子酸和绿原酸是露珠杜鹃 L层的主
要化感物质;阿魏酸是露珠杜鹃 H层和 S 层的主要
化感物质( 图 3) 。露珠杜鹃 3 个层次中的主要化感
物质均为酚酸类物质，其中以 L层中含量最高，说明
枯落物层是群落内化感物质的主要来源［19］。

图 3 露珠杜鹃林下不同层次中的化感物质
Fig. 3 The allelochemicals in different layers of

Ｒhododendron agastum Franch

2. 4 3 种杜鹃林 3 个层次中化感物质的聚类分析
采用 z-score 标准化后，调取 Ｒ 软件的 gplots

程序包，生成聚类热图( 图 4) 。热图是对实验数据
分布情况进行分析的直观可视化方法，可用来进行

实验数据的质量控制和差异数据的具像化展示。
从图 4 中可以得到: 露珠杜鹃和迷人杜鹃的 H 层
聚为一类，马缨杜鹃、露珠杜鹃和迷人杜鹃的 S 层
聚为一类，马缨杜鹃的 L层、S层和 H层聚为一类，
这表明在实验中得出的数据是可靠和符合逻辑的。
聚类热图横向各个分解层的聚类树显示，各个

分解层分为 3 类: 第一类为露珠杜鹃的 L 层，主要
特征是 L层的绿原酸和没食子酸明显高于各层次
的平均值( 根据数据归一化公式，数据处理中的平

均值为 0，热图中显示为黑色，下同) ; 第二类为露
珠杜鹃和迷人杜鹃的 H 层，主要特征是 H 层中的
阿魏酸明显高于各层次的平均值; 其它层次归为第

三类。纵向各化感物质的聚类树显示，8 种化感物
质也可以分为 3 类: 第一类为阿魏酸，主要特征是
除露珠杜鹃 L层外其它各层的阿魏酸均明显高于
平均值; 第二类为没食子酸和绿原酸，主要特征是

露珠杜鹃、迷人杜鹃 L层及迷人杜鹃 S层的没食子
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酸和绿原酸含量高于所在层的平均值; 其它的化感

物质归为第三类( 图 4) 。

注: X1 ～ X8 分别代表没食子酸、原儿茶酸、绿原酸、
咖啡酸、丁香酸、芦丁、阿魏酸、槲皮素。

图 4 基于化感物质的杜鹃林下 3 个层次的聚类热图
Fig． 4 The cluster heat map of allelochemicals

in three layers of Ｒhododendron forests

3 结论

本实验从贵州百里杜鹃林区的马缨杜鹃、迷人
杜鹃和露珠杜鹃 3 大群落入手，采用高效液相色谱
分析了 3 个杜鹃林下枯落物层( L 层) 、腐殖质层
( H层) 和土壤层( S 层) 中没食子酸、咖啡酸、原儿
茶酸、绿原酸、芦丁、槲皮素、丁香酸和阿魏酸等 8
种化感物质，并通过聚类热图对 3 种不同杜鹃林区
3 种不同层次中的化感物质进行分析。结果表明，
3 种杜鹃林下 L层和 H 层中的化感物质含量均明
显高于 S层; 不同种类的杜鹃林下化感物质差异较
大，其中 L层以没食子酸、绿原酸和阿魏酸含量最
高，H层以阿魏酸和绿原酸含量最高。该分析结果
揭示了百里杜鹃林区林地土壤状况，并为林区的管

理和天然林更新提供基础和理论指导。
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