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摘 要 采用改进的根系分泌物循环收集系统收集花生根系分泌物，利用气相色谱 /质谱
联用仪( GC-MS) 鉴定其结构，并研究了花生根系分泌物对花生青枯病原菌的化感作用。结
果表明，花生根系分泌物中主要含有丙三醇、苯甲酸、3，5-二甲基苯甲醛、苯乙酮、硬脂酸、
棕榈酸和乳酸等 7 种物质。7 种根系分泌物中只有苯乙酮在浓度低于 0． 1 g·L－1

时，对花
生青枯病原菌生长才有明显的促进作用。同时还发现，苯乙酮浓度超过 0． 1 g L－1

后对花生

青枯病原菌有显著的抑制作用。这一结论为利用苯乙酮调控花生青枯病害的发生提供了
可靠的依据。
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花生是红壤丘陵区主要经济作物和油料作物

( 刘毅等，2009 ) ，由于该地区适种旱地作物种类较
少，且花生地冬季常休闲，因此花生连作重茬现象较

为普遍( 王明珠和陈学南，2005 ) 。然而，长期连作
导致花生生长受抑、产量降低、品质下降 ( Sorensen
et al．，2005;吴正锋等，2006;万书波等，2007) ，花生
连作障碍已成为制约红壤花生持续优质高产和稳产

的一大重要因素。王小兵等 ( 2010 ) 利用红壤连作

花生长期定位实验基地研究发现，连作花生青枯病

发生严重。花生连作多年后，其产量与结荚期花生
青枯病发病率呈极显著负相关 ( 王小兵等，2011 ) ，
连作花生青枯病发生严重是红壤花生连作障碍的突

出表现。
在连作条件下，作物病害发生受到来自土壤、微

生物和植物等诸多因子的影响，其中，植物根系分泌

物的化感作用已受到越来越多研究者的重视( Kong
et al．，2008; Li et al．，2010; Senarathne et al．，2010;
Gil et al．，2011 ) 。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，
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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( Perez ＆ Oremeno-Nunez，
1991) 。红壤丘陵地区连作花生青枯病害发生严重
是否与花生根系分泌物的化感作用有关，目前尚不

明了。本研究采用改进的连续性根分泌物收集系统
法装置( CRETS) 提取花生根系分泌物，就其对花生
青枯病原菌( Ralstonia solanacearum) 的化感作用进
行了研究，为认识红壤丘陵地区花生连作障碍机制

提供了科学依据。

1 材料与方法

1. 1 花生品种和微生物菌株
供试花生品种为赣花 5 号。花生青枯病原菌从

中科院红壤生态实验站红壤旱地连作花生试验基地

花生病株中分离。
1. 2 花生根系分泌物循环收集装置的所需材料
底部带 Teflon 塞的玻璃瓶 ( 规格 10 cm × 15

cm) 、蠕动泵( BT100-1L) 购自江苏滨海正红塑料厂，
管路采用 Toflen( 特氟龙) 材料; 树脂柱: 层析柱，规
格为 20 mm×250 mm; 生长介质: 石英砂为白色，且
无其他杂色，其粒径为 0. 5 ～ 1. 0 mm，玻璃珠粒径为
5 mm;石英砂和玻璃珠比例为 1 ∶ 1。
1. 3 灭菌处理
实验所用基质石英砂在使用之前先用 2 ml·L－1

的 HCl浸泡 24 h，再用 10% HCl浸泡 1周，然后用自
来水冲洗至无氯离子为止，再用去离子水冲洗至 pH
稳定，装入不锈钢托盘中;实验用玻璃珠用去离子水

洗净，在烘箱中经 170 ℃干热灭菌 2 h;底部带 Teflon
塞的玻璃瓶于 121 ℃条件下湿热灭菌 20 min。
1. 4 树脂处理
大量研究表明，根系分泌物中最常见的化感物

质是低分子的有机酸、酚类和内萜类化合物 ( 张辉
等，2010) 。而利用吸附树脂如 XAD-4 收集未受干
扰的根所产生的分泌物，再用甲醇洗脱树脂中吸附

的物质，进而测定根分泌物对受体的生物活性和对

根分泌物进行分离和鉴定，该方法已得到广泛的应

用( Hao et al．，2007) 。本实验中 XAD-4 树脂购自美
国 Sigma公司，使用前先将新购树脂用去离子水冲
洗多次后，再通过索氏提取器用丙酮、乙腈、乙醚 3
种溶剂分别连续抽提 24 h 以除掉杂质 ( 刘苹等，
2009) 。将洗净的树脂用湿法装入树脂柱 ( 柱直径
20 mm，高度 200 mm，装柱高度 190 mm，树脂用量为
175 ml) ，用约为柱床体积 10 ～ 15 倍的去离子水将

残存的甲醇洗去;树脂柱底部用适量的玻璃棉塞好，

外部用铝箔包好遮光管柱内树脂顶部也应塞好一定

量的玻璃棉。
1. 5 花生苗培养及其根系分泌物的收集
花生种子在使用之前先用 75%乙醇表面消毒 1

min，然后用无菌水冲洗 3 ～ 5 次，再用 0. 1%的 HgCl
溶液消毒 5 min，无菌水冲洗 3 ～ 5 次后，最后置于
25 ℃的恒温箱中萌发。2 d后挑选长势一致的花生
幼苗，定植于根系分泌物循环收集系统中，用 1 /10
Hoagland营养液浇灌，此实验在人工气候室进行，光
照 16 h( 25 ℃ ) ，黑暗 8 h( 16 ℃ ) ，湿度为 60%。在
幼苗生长至 10 d 时( 3 ～ 4 片叶子) ，将树脂柱连接
到根分泌物连续收集系统中，保持 pH 5. 8，电导率
2. 2 mS·cm－1。培养液流速为 5 ml·min－1，每天补

充失去的水分，连续收集 5 d，取下树脂柱，立即用
12 倍柱床体积的去离子水清洗层析柱中的营养液
成分，再用 15 倍柱床体积玻器蒸馏的甲醇洗脱根分
泌物。将收集的总洗脱液于 45 ℃条件下减压浓缩
至干( 用冷冻干燥机除去甲醇) ，最后用 10 ml 去离
子水( 30 ml超纯水) 溶解根分泌物，过 0. 45 μm膜，
置于－20 ℃的冰箱内储存备用。空白对照为收集装
置中不移栽花生，其余的步骤一样。
1. 6 花生根系分泌物的 GC-MS分析
为检测根系分泌物中的不易挥发成分，在 GC-

MS分析前，将根系分泌物进行硅烷化处理。方法是
根系分泌物浓缩至干后，加入 2 ml CH2Cl2溶解，取 1
ml冷冻干燥，在冻干的样品中加入 250 μl硅烷化试
剂( BSTFA，Sigma) ，加盖密封，在 75 ℃ ～ 80 ℃水浴
中衍生 1 h。
花生根系分泌物硅烷化后采用气相色谱 /质谱

联用仪 ( GC-MS ) 分析。机型为 Agilent 7890GC-
5975MSD( 配用 CTC自动进样器) 。色谱条件:初温
80 ℃ ( 保持 1 min) ，以 30 ℃·min－1

程序升至 200
℃，再以 6 ℃ min－1

程序升至 250 ℃ ( 保持 5 min) ，
再以 30 ℃·min－1

程序升至 270 ℃ ( 保持 5 min) 。
其他操作参数设置具体为: 进样口温度为 260 ℃，
GC与 MS 的接口温度为 280 ℃，载气为 He，采用
50 ∶ 1分流进样模式，流量为 1. 2 ml·min－1，进样量

为 1. 0 μl，采用非脉冲进样方式。人工分析并与标
准图谱核对，确定各组分物质结构及名称。
1. 7 花生根分泌物中苯乙酮对花生青枯病原菌的
化感作用

称取苯乙酮 0. 375 g，用纯净水配制成 15
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g·L－1
的母液。调 pH 为 7. 0 后配制成浓度为

0. 15、1. 5、3. 0、7. 5、15 g·L－1
序列梯度溶液，经过滤

灭菌后，从苯乙酮梯度溶液中吸取 1 ml 分别加入到
盛有 30 ml培养液三角瓶内，使培养液中苯乙酮的
浓度分别为 0、0. 005、0. 05、0. 1、0. 25、0. 5 g·L－1。
花生青枯病原菌在 YGPA平板培养 3 d 后用三角棒
刮下溶于 2 ml无菌水中，每三角瓶接 10 μl菌悬液，
200 r·min－1，30 ℃培养，18 h 后测定吸光度，每个
处理 4 次重复。苯乙酮化感作用所用的培养基为 5
g·L－1
葡萄糖和 0. 5 g·L－1

氯化铵加入红壤浸提液

( 土水比 1 ∶ 1. 5) ，调至 pH 为 7. 0 后高温灭菌( 121
℃，20 min) 。花生青枯病原菌所用培养基为 YGPA
培养基:葡萄糖 10 g;蛋白胨 5 g;酵母提取物 5 g; pH
7. 2。

2 结果与分析

2. 1 花生根系分泌物循环收集装置运行
如何准确定量收集根系分泌物是研究根系分泌

物与土传病害关系的必要前提条件。目前多采用水
培 ( Shen et al．，2001 ) 、基质培 ( Hoffland et al．，
1989) 、放射性检测法( C14

标记) ( McDougall ＆ Rovi-
ra，1970) 、吸附剂薄膜( Shen et al．，2005) 、连续性根
分泌物( Tang ＆ Young，1982) 、微透析技术( microdi-
alysis) ( 梁文举等，2005) 等收集方法。其中，连续性
根分泌物收集系统法 ( CRETS ) 最早由 Tang 和
Young( 1982) 提出，利用连续性根分泌物收集系统
从无干扰的根系统中收集并有效地提取了根分泌的

化感物质，具有及时性、稳定性和选择性等优点。越
来越多的研究者以此为基础设计了多种根系分泌物

循环收集装置( 贾黎明等，2003; 廖继佩等，2003; 王
占义等，2010) 。本装置( 图 1) 在前人研究基础上做
了如下的改进: 1 ) 本研究装置中导管均为 Teflon。
Teflon高性能特种涂料是以聚四氟乙烯为基体树脂
的氟涂料，具有化学惰性，从而避免了装置在收集根

系分泌物过程中受到过多的其他污染; 2) 以前的装
置中水循环的动力是由小型空气压缩机所产生的，

其缺点是易将空气中杂质以及微生物带入循环系统

中其缺点是易将空气中杂质以及微生物带入循环系

统中。本研究中将小型空气压缩机改为蠕动泵，其
作用能够使循环系统成为密闭系统，尽量减少了循

环水与外部接触，所用材料包括营养液以及纯净水

均灭菌处理。

图 1 花生根系分泌物循环收集装置示意图
Fig． 1 Cycling collection device of peanut root exudates

2. 2 花生根系分泌物的鉴定
在幼苗生长至 10 d 时( 3 ～ 4 片叶子) ，将树脂

柱连接到根分泌物连续收集系统中，连续收集 5 d
后取下树脂柱。对甲醇洗脱的花生根系分泌物进行
气相色谱 /质谱联用仪 ( GC-MS) 分析 ( 图 2 ) 。图 2
中 15. 3 min出现了较强的峰，与是空白对照的色谱
图( 图 3) 一致。其质谱图中出现了 m/z 149、167、
279 等邻苯二甲酸酯类特征峰( 张银华等，1995) ，经
过与质谱库比对，确定为邻苯二甲酸二异丁酯。由
于该化合物是塑料工业中广泛使用的增塑剂，但在

使塑料软化的同时，会逐渐从塑料中释放出来，进入

环境。
在上机前利用 BSTFA 对样品进行硅烷化，m/z

73 是三甲基硅的碎片，也是硅烷化样品的特征碎
片。若质谱图中出现系列 CnH2n+1峰，则化合物可能

含长链烷基。若出现或部分出现 m/z 77、66、65、
51、40、39 等弱的碎片离子蜂，表明化合物含有苯
基。若 m/z 91 或 105 为基峰或强峰，表明化合物含
有苄基或苯甲酰基。若质谱图中基峰或强峰出现在
质荷比的中部，而其他碎片离子峰少，则化合物可能

由两部分结构较稳定，其间由容易断裂的弱键相连。
根据以上特征离子碎片，然后与质谱标准图谱比对，

判断出以下几种物质( 表 1) 。
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图 2 花生根系分泌物气相色谱图
Fig． 2 GAS-chromatogram of peanut root exudates

图 3 空白对照的气相色谱图
Fig． 3 GAS-chromatogram of CK

表 1 鉴定出的花生根系分泌物
Table 1 Identification of peanut root exudates
序号 保留时间

( min)
相对含量
( % )

花生根系分泌物

1 3. 596 10. 15 乳酸

2 3. 711 2. 95 苯乙酮

3 4. 421 10. 15 3，5-二甲基苯甲醛

4 4. 495 2. 52 苯甲酸

5 4. 579 3. 57 丙三醇

6 9. 457 9. 81 棕榈酸

7 11. 500 9. 42 硬脂酸

2. 3 花生根系分泌物对花生青枯病原菌的化感
作用

将 YGPA培养液中 C 源由葡萄糖改为等量分
泌物培养花生青枯病原菌，摇瓶培养 18 h 后测定吸
光度见表 2。结果表明，苯乙酮对花生青枯病原菌
有化感促进作用，因此利用苯乙酮进一步进行试验。
2. 4 苯乙酮对花生青枯病原菌的化感作用
利用含有不同浓度苯乙酮培养液培养花生青枯

病原菌 18 h后，对花生青枯病原菌生长的影响见图
3。由图 3 可以看出，苯乙酮浓度≤0. 1 g·L－1

时，随

着苯乙酮的浓度的增加，对花生青枯病原菌的促进

作用逐渐增强，在 0. 1 g·L－1
时青枯菌量达到最高，

与对照有显著差异( P＜0. 05) 。而苯乙酮浓度高于
0. 1 g·L－1

时对花生青枯菌有显著抑制作用 ( P ＜
0. 05) 。

3 讨 论

根系分泌物的原位研究方法一直是根际微域环

境研究的前沿和难点。根系分泌物在收集过程中受
微生物的影响较大，Uselman 等( 2000) 报道，根系分
泌物中能被迅速降解的占60%。前人所研制的连
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表 2 花生根系分泌物的吸光度
Table 2 Absorbance of peanut root exudates on Ralstonia solanacearum
碳源 葡萄糖 苯甲酸 乳酸 3，5-二甲

基苯甲醛
丙三醇 棕榈酸 硬脂酸 苯乙酮

OD600 0. 030 0. 021 0. 012 0. 013 0. 024 0. 015 0. 012 0. 068

图 4 苯乙酮对花生青枯病原菌的影响
Fig． 4 Effect of acetophenone on Ralstonia solanacearum

续收集系统对保持系统无菌运行考虑得较少，无法

保证收集的根系分泌物是否已被微生物降解或转化

( Tang ＆ Young，1982; Hao et al．，2007 ) 。本试验从
多方面改进连续收集系统，尽可能避免外源杂质以

及微生物对系统的影响。在收集根系分泌物时，可
适当延长根系分泌物的收集时间，提高根系分泌物

的收集量，这为研究根系分泌物提供了方法上的保

障。
本试验采用 XAD-4 树脂作为花生根系分泌物

的吸附介质，通过 GC-MS 鉴定根系分泌物组成，但
限于检测仪器的灵敏程度，一些含量较低的根系分

泌物仍无法鉴定。本试验中检测到 7 种物质都是峰
值较大的一些脂肪酸、脂类物质，而可能有一些分泌
量较小，但毒性较强的化感物质并没有被检测出来。
另外，本实验中所鉴定的 7 种物质是在与 GC-MS 标
准图谱核对相似度极高，并通过精通有机分子结构

专家鉴定得出的，还有一些相似度较低的根系分泌

物组分，需要在分离纯化基础上，利用 NMR( 核磁共
振) 等手段进行鉴定。
根际微生物除受土壤环境条件的影响外，最重

要的还是取决于根系分泌物。刘苹等 ( 2009 ) 研究
发现，花生根系分泌物的中性、酸性和碱性组分对根
腐镰刀菌菌丝的生长均存在一定的化感促进作用，

对固氮菌的生长存在一定的化感抑制作用，并随添

加浓度的增加化感作用增强。本研究结果表明，花
生根系分泌物中苯乙酮的积累对花生青枯病原菌有

化感作用，很可能是导致红壤地区连作花生青枯病

害发生严重的主要原因之一。本研究同时还发现，
苯乙酮浓度超过 0. 1 g·L－1

后对花生青枯病原菌产

生抑制作用。在测定土壤中苯乙酮浓度的基础上，
这一结论为利用苯乙酮调控花生青枯病害发生的方

法提供了可靠的依据。
根系分泌物只是土壤中化感物质的来源之一，

植物通过根茬腐解、茎叶淋洗等途径也可以向环境
释放化感物质( Hyder et al．，2002) 。另外，土壤中
微生物的代谢活动也会释放化感物质。因此，必须
对其作进一步的测试分析，并研究各成分对花生青

枯病原菌生长发育和入侵的影响，以揭示其发生的

机理。
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