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豌豆根系中分泌物质的分离鉴定及其化感效应的研究
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摘要: 本文实验采用GC-MS分析法对豌豆组培苗、土培苗重茬两代的根系分泌物进行鉴定。实验结果表明, 
能被二氯甲烷提取的豌豆根系分泌物有醇类、脂类、醛类、苯类、烃类等。用不同浓度的豌豆化感物质2,4-
二叔丁基苯酚(2,4-DB)和2,6-二叔丁基对甲酚(2,6-DM)处理豌豆、绿豆、小麦和玉米4种作物种子, 进行萌发

和幼苗生长的化感效应研究。结果表明, 0~2 mmol·L-1 2,4-DB和2,6-DM处理对豌豆和绿豆种子萌发呈促进作

用, 而3~5 mmol·L-1 2,4-DB和2,6-DM处理则呈抑制的作用。随浓度的增大, 2种化感物质对小麦和玉米种子萌

发的抑制作用逐渐增强。对于豆科作物豌豆和绿豆, 2,4-DB对绿豆萌发时根系的抑制作用较强; 而对于禾本科

作物玉米和小麦, 则2,4-DB 对小麦萌发时根系的抑制作用最强。

关键词: GC-MS; 组培苗; 豌豆; 根系分泌物; 化感效应

豌豆属豆科豌豆属, 一年生或越年生的矮生

或攀缘草本植物(宗绪晓等2009)。是我国和全世

界重要的粮食作物。

随着豌豆生产的产业化、规模化发展, 豌豆

的连作障碍问题日趋严重。许多研究证实自毒作

用是导致作物产生连作障碍的主要原因之一, 由
于大豆自毒作用造成的连茬减产 ,  幅度可达

15%~25% (胡江春和王书锦1996)。自毒作用即化

感作用, 化感作用是指一种植物或微生物(供体)向
环境释放某些化学物质而影响其他有机体包括植

物、微生物和动物(受体)的生长和发育的化学生

态学现象 ,  包括促进和抑制两方面作用(Anaya 
1999; Hierro和Callaway 2003; Inderjit 2001)。研究

表明, 酚类物质对某些土壤微生物的生长有抑制

作用。吴凤芝和王伟(1999)研究大棚黄瓜连作障

碍时发现, 随着连作年限增加, 有害微生物增加, 
这可能与黄瓜分泌的酚酸物质的积累有关。Mur-
ray等(1996)研究认为, 酚酸能抑制微生物产生气体

与挥发性脂肪酸作用, 并减少微生物对其生长介

质的消耗。许艳丽等(1995)在连、轮作大豆土壤

微生物生态分布特征与大豆根部病虫害关系的研

究中发现, 重茬使得微生物的数量和组成发生改

变, 即重茬土壤中微生物和细菌的数量明显低于

正茬土壤, 而真菌数量则高于正茬土壤, 细菌/真菌

的比值变小, 放线菌的数量没有明显变化。一些

研究也证实了豌豆栽培残液的生长抑制作用, 但
至今仍缺少有关由根系分泌物引起的自毒作用的

直接证据, 更未能从中分离鉴定出抑制物质(陈玉

玲等1999; 喻景权和松井佳久1999)。有关豌豆

根系分泌物及其在豌豆连作障碍中的作用等问

题仍鲜有报道, 因此本文采用GC-MS分析法对豌

豆根系分泌物的二氯甲烷提取物进行了鉴定和分

析, 并对其化感物质进行了初步的生物学效应研

究, 以期为解决豌豆连作障碍问题的研究提供理

论依据。

1  材料与方法

1.1  实验材料

以甘肃省农业科学院作物研究所提供的豌豆

(Pisum sativum L.)品种‘陇碗一号’、玉米(Zea mays 
L.)品种‘长征706’、小麦(Triticum aestivum L.) ‘西
农979’和绿豆(Vigna radiate L.) ‘吉绿3号’为实验材

料。实验中采用的沙子均是经过流水冲洗, 再用

无菌水冲洗, 高温烘干杀菌至恒重。培养基质采

用MS培养基、只加琼脂的培养基和土样3种, 土样

取自甘肃省兰州市永登县上川镇重茬种植过2次
‘陇碗一号’的土样。在获取豌豆分泌物时, 土培苗

采用的是‘陇碗一号’的种子苗, 组培苗直接采用实

验室保存的‘陇碗一号’无菌试管苗。
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1.2  实验方法

本实验于2015年03月至2016年12月在甘肃农

业大学植物细胞工程实验室进行。

1.2.1  土培苗的种植

豌豆土培苗种植于直径为12 cm的营养钵中, 
将外形未受损害的豌豆种子, 用5%的84消毒液消

毒15 min后, 用无菌水冲洗2~3次, 分别种植于从永

登县上川镇取的种植过2茬豌豆的土壤中, 设3个
重复, 观察土培苗的生长状态, 并作记录。

1.2.2  豌豆组培苗的重茬培养

第1茬培养基是将豌豆无菌种子种植在灭菌

过的只含琼脂的培养基中, 生长7 d后, 将未污染的

豌豆种子苗接种到只含琼脂的培养基和MS培养基

中生长1个周期(90 d), 收取豌豆根部以上部分。将

新配置的只含琼脂的培养基和MS培养基灭菌后分

别加入到豌豆种子苗生长1个周期后的培养基中, 
冷却后对豌豆进行第1次重茬培养, 再经过1个周

期后用同样的方法进行第2次重茬培养, 获得豌豆

重茬2次的培养基。

1.2.3  豌豆根系分泌物的提取

分别取重茬2次的只加琼脂的培养基和MS培
养基, 在三角瓶中加入100 mL蒸馏水, 在室温下震

荡1 h, 过滤后得到的水溶液即为根系分泌物。

土培苗收集豌豆根系周围2 cm的土壤, 自然

风干, 研磨至80目, 称取10 g的样品, 加入100 mL蒸
馏水, 室温下震荡1 h后, 过滤得到的水溶液, 即豌

豆的根系分泌物。

1.3  豌豆幼苗根系分泌物的GC-MS鉴定

将豌豆的根系分泌物用分析纯二氯甲烷萃取

后浓缩, 再用色谱纯二氯甲烷溶解定容至10 mL, 
取样1 mL, 后用0.02 μm的滤膜过膜上样。检测仪

器为岛津GC-MS-QP2010。采用电子轰击源, 轰击

电压70 eV, 扫描范围M/Z30-500, 扫描速度0.4 s, 扫
全程。毛细管柱: SE-54 (30 m×0.32 μm×0.25 mm), 
离子源温度200°C, 进样口温度250°C, 柱温50°C (保
持3 min), 以6°C·min-1程序升温至250°C (保持5 
min)。载气为He, 流量l mL·min-1, 不分流进样, 进样

量为1 μL。溶剂延迟时间3.0 min。人工分析并与

NIST05谱库核对, 确定各组分物质结构及名称。

1.4  2,4-DB和2,6-DM的化感效应实验

根据GC-MS检测出的豌豆幼苗根系基质中

的物质, 并从中筛选出2,4-DB和2,6-DM 2种化感物

质。分别设置6个浓度(0、1、2、3、4和5 mmol·L-1)
的2,4-DB和2,6-DM (实验试剂2,4-DB和2,6-DM均

来自上海源叶生物科技有线公司)对豌豆、玉米、

小麦和绿豆进行发芽及幼苗生长实验。实验选取

颗粒饱满、均匀的种子, 用5%的84消毒液消毒15 
min后, 用无菌水冲洗2~3次。将处理好的种子放入

直径为15 cm且底部铺有纱布和滤纸的培养皿中, 每
个培养皿36粒种子, 3次重复。发芽率(%)=发芽7 d全
部正常发芽的种子数/供试种子数×100。发芽势

(%)=发芽3 d的正常发芽粒数/供试种子数×100。
将处理好的种子种植于直径为15 cm、添加

300 g灭菌后沙子的培养皿中, 在沙子中加入不同

浓度的试剂, 之后每隔12 h往每个培养皿中加入20 
mL无菌水, 不再加入实验试剂; 对照组只加无菌

水。培养温度为(24±2)°C, 光照时间为24 h。每个

培养皿18粒种子, 设3次重复。于20 d测定4种作物

的地下部分和地上部分重量, 并观察在6个浓度梯

度下4种作物根系生长的状态。

1.5  数据处理

用Excel软件处理数据和绘图, SPSS 19.0软件

进行统计分析, 用Duncan’s新复极差法进行差异显

著性检验(P<0.05)。

2  实验结果

2.1 豌豆重茬2次后不同基质中根系分泌物的GC- 
MS分析

据报道, 植物通过初级代谢和次生代谢产生

的根系分泌物有糖、氨基酸、酚、酶及生长刺激

物质等(罗永清和赵学勇2012)。
GC-MS检测结果表明, 在只含琼脂的培养基

中的豌豆根系分泌物质最多, 为70种; 而MS培养

基和土样的次之, 分别为56种和54种。这说明了

后两种培养基质中原来含有的物质可能对豌豆根

系分泌出的物质具有分解和中和的作用。在检测

出的物质中, 烷类占的比例最大(表1)。
从表1可以看出, 2,4-DB和2,6-DM化感物质是

由豌豆根系分泌生产。如果是土壤中的微生物分

泌产生, 那么在只含琼脂的培养基和MS培养基中

就不应该有这两种物质, 而上述三种基质均检测

出2,4-DB和2,6-DM。

研究表明, 酚酸类物质对核酸以及蛋白质合

成的影响是其影响植物生长的机制之一(Bazira-
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表1  三种不同培养基质中的豌豆根系分泌物分析

Table 1  Analysis of root exudates of pea in 3 different culture substrates

                  根系分泌物中的化合物                                                          只加琼脂的培养基                     MS培养基                           土样

烷类 3,3-二甲基已烷 + + +
 1-碘壬烷 + + +
 壬烷 + + +
 4-甲基辛烷 + + +
 4,4-二甲基庚烷 + + +
 2,3,4-三甲基正己烷 + + +
 2,3,4-三甲基正己烷 + + +
 2,4-二甲基庚烷 + + +
 3-甲基-3-乙基庚烷 + + +
 十一烷 + + +
 十二烷 + + +
 四十四烷 + + +
 二甲基二甲氧基硅烷 + + -
烯类 苯乙烯 + + +
 1-十二烯 + + +
醇类 1-十一醇 + + -
 2-丁基-1-辛醇 + + +
 己基癸醇 + - +
酚类 2,4-二叔丁基酚 + + +
 2,5-二叔丁基酚 - + +
 2,6-二叔丁基对甲酚 + + +
 2,6-二叔丁基苯酚 + + +
醛类 2,4-二甲基苯甲醛 + + +
 3,4-二甲基苯甲醛 + + +
 2-乙基苯甲醛 - + +
其他 癸醚 + + +
 盐酸 + - +
 氪 + + -

　　“+”表示已测出, “-”表示未测出。

makenga等2011; 孙海燕和王炎2012), 周宝利等

(2013)在研究番茄时发现2,4-DB对番茄的生长有

低促高抑的作用, 而2,6-DM的化感作用报道甚

少。所以, 本文选用2,4-DB和2,6-DM两种物质对

豌豆、绿豆、小麦和玉米进行实验。

2.2  化感物质2,4-DB和2,6-DM对不同作物种子萌

发和幼苗生长的影响

种子发芽和幼苗生长发育测定是研究根系分

泌物对植物作用最直接的方法, 目前在国内外化

感领域得到广泛应用。

2.2.1  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对豌豆和绿豆

种子萌发和根冠比的影响

由图1和2可以看出, 低浓度的2,4-DB和2,6-
DM对豌豆和绿豆的发芽势、发芽率呈现促进作

用, 而高浓度的呈现抑制作用。豌豆种子的发芽

势和发芽率均在2,4-DB浓度为2 mmol·L-1和2,6-
DM浓度为3 mmol·L-1时达到峰值, 且2,4-DB的抑

制作用总体大于2,6-DM。2,4-DB和2,6-DM处理下

绿豆种子的萌发趋势相近, 2,4-DB的促进作用略高

于2,6-DM。

2,4-DB处理下豌豆的根冠比呈现先上升后下

降的趋势, 在浓度2 mmol·L-1时达到峰值; 而2,6-
DM处理下根冠比变化比较平稳。绿豆的根冠比

在2,4-DB处理下急剧下降; 在2,6-DM处理下呈现

先上升后下降的变化。这说明2,4-DB和2,6-DM对

不同植物根系的作用差异较大。

2.2.2  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对豌豆和绿豆

根系生长的影响

通过图3和4对比看出, 2,4-DB对根系的抑制作

用强于2,6-DM。随着2,4-DB浓度的增加, 豌豆和绿
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图3  不同浓度2,4-DB和2,6-DM对豌豆根系生长的影响

Fig.3  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2, 6-DM on the root growth of pea
CK: 浓度为0 mmol·L-1; T1~T5: 浓度为1~5 mol·L-1。下图同此。

豆的根系总体表现为侧根变少、根系变粗, 且逐渐

呈现褐化现象。2,6-DM对豌豆和绿豆根系的作用

表现为随着浓度的增加, 侧根变粗, 数量增加, 之后

又逐渐减少。当2,6-DM浓度到达3 mmol·L-1时, 豌

图1  不同浓度2,4-DB和2,6-DM对豌豆种子萌发和根冠比的影响

Fig.1  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on seed germination and root-shoot ratio of pea

图2  不同浓度2,4-DB和2,6-DM对绿豆种子萌发和根冠比的影响

Fig.2  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2, 6-DM on the seed germination and root-shoot ratio of mung bean
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豆的侧根数量最多。不同浓度的2,4-DB和2,6-DM
对碗豆和绿豆根系的影响差别较大。这两种化感

物质对绿豆侧根条数的抑制作用明显强于豌豆。

2.2.3  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对小麦和玉米

种子萌发和根冠比的影响

由图5和6可以看出, 随着浓度的增大, 2,4-DB
与2,6-DM对小麦、玉米的发芽势和发芽率表现出

抑制作用, 2种化感物质之间差异不明显。随着

2,4-DB浓度的增大, 小麦和玉米的根冠比逐渐增

大, 结合图7和8来看, 2,4-DB不仅抑制小麦和玉米

根系的生长, 对其地上部的抑制作用还要强于根

系。在2,6-DM处理下, 小麦和玉米的根冠比都是

先增大后减小, 在2,6-DM为4 mmol·L-1后小麦根冠

比保持不变。

2.2.4  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对小麦和玉米

根系生长的影响

从图7可以看出, 随着化感物质浓度的增大, 

对小麦根系的抑制作用增强, 表现为根系变短变

粗。当浓度达5 mmol·L-1时, 2,4-DB处理的小麦种

子不能生根; 而同浓度2,6-DM处理下的小麦种子

还有少量较短的粗根系。

由图8可以看出, 2种化感物质对玉米种子根

系的抑制作用也随浓度的增大而增强, 其中, 当
2,4-DB浓度达2 mmol·L-1时种子很难生根; 而2,6-
DM浓度达5 mmol·L-1时, 才基本抑制了种子萌发

生根。就2种作物而言, 2,4-DB对玉米的抑制作用强

于小麦; 而2,6-DM在低浓度(1~3 mmol·L-1)时可使玉

米发生大量的侧根, 而对小麦来说, 2 mmol·L-1低

浓度处理已基本抑制了侧根的发生。

3  讨论

化感作用是多种化感物质协同作用的结果(高
承芳等2009), 其含量少, 且易挥发或易发生化学反

应, 因此, 在检测方法上有较高的要求。周宝利等

图4  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对绿豆根系生长的影响

Fig.4  The effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on the root growth of mung bean

图5  不同浓度2,4-DB和2,6-DM对小麦种子萌发和根冠比的影响

Fig.5  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on seed germination and root-shoot ratio of wheat
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(2013)在对番茄的研究中发现2,4-DB对番茄幼苗

的生长呈现“低促高抑”的作用, 而2,6-DM对植物

的化感作用仍鲜见报道(周艳丽和程智慧2012)。
本实验中, 2种化感物质对4种作物种子萌发

的生理效应表现不仅相同, 2,4-DB和2,6-DM在浓

度为0~2 mmol·L-1时促进豌豆和绿豆种子萌发, 而
3~5 mmol·L-1则呈抑制作用, 这与柴强和黄高宝

(2003)化感物质对植物的作用表现为“低促高抑”

图7  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对小麦根系生长的影响

Fig.7  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on wheat root growth system

图8  不同浓度的2,4-DB和2,6-DM对玉米根系生长的影响

Fig.8  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on maize root growth system

图6  不同浓度2,4-DB和2,6-DM对玉米种子萌发和根冠比的影响

Fig.6  Effects of different concentrations of 2,4-DB and 2,6-DM on seed germination and root-shoot ratio of maize
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的结论一致。而对于小麦和玉米种子的萌发, 则
随2种化感物质浓度的增大, 抑制作用逐渐增强。

对于豆科作物豌豆和绿豆, 2,4-DB对绿豆萌发的根

系抑制作用较强; 而对于禾本科作物玉米和小麦, 
则2,4-DB对小麦萌发的根系抑制作用最强, 这表

明小麦和绿豆的根系对化感物质2,4-DB较2,6-DM
和其他二种作物敏感, 因而在农业生产中, 对连作

限制栽培作物的化感物质, 应进行分类系统的鉴

定和分析, 以确定限制作物生长的主效因子, 分析

限制生长的内在机理, 从而针对性地提出解决限

制栽培的可能措施。

解决豌豆连作障碍的问题, 还需要大量的实

验来研究抑制豌豆有害根系分泌物质的产生或分

解豌豆有害根系分泌物的方法。本实验通过组培

和土培的方式研究豌豆的化感物质, 光照、温度

和水分保持一致, 避免了自然条件下各种因素的

干扰, 能较好反映豌豆的化感效应。在自然条件

下, 化感作用极为复杂, 除了要受到温度、水分、

养分和太阳辐射等环境因子错综复杂的影响外

(Uribe-Carvajal等2008), 植株间竞争效应也会对化

感作用表现出重要影响(Bais等2003)。因此化感效

应的研究应将大田调控与实验的离体微观调控相

结合, 以进一步阐释农业生产中化感效应的真实

机理。

植物次生代谢产生的根系分泌物主要用来适

应不良环境, 且根系分泌物中包含很多化感物质

(李杨瑞等1993; 吴辉和郑师章1992; 刘素萍和扬之

为1998), 而这些物质间往往能够产生累加效应

(Einhelling 1996; 柴强和黄高宝2004)。目前对化

感作用的有害性研究较多, 而对其有益性的研究

较少(鹏少鳞和邵华2001)。因此, 急需加强对植物

化感作用有益性的研究, 以进一步阐明通过植物

间合理的轮作倒茬与品种配制, 降低植物重茬自

毒作用的内在机理。
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Isolation, identification and biological effects of allelochemicals from 
the root exudates of pea
ZHANG Yun1,#, MA Shao-Ying1,#, LU Xu1, CHAI Qiang2, ZHANG Xu-Cheng3, LI Sheng1,2,*

1College of Life Science and Technology, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China,
Gansu Provincial Key Lab of Aridland Crop Science, Lanzhou 730070, China,
3Institute of Dryland Agriculture, Gansu Academy of Agricultural Science, Lanzhou 730070, China

Abstract: The GC-MS analysis method was used to identify the root exudates in two generations of pea tissue 
culture seedling and soil culture seedling. The experimental results showed that the root exudates of pea which 
could be extracted by dichloromethane had alcohols, lipids, aldehydes, benzene, hydrocarbons and so on. The 
seeds of pea, mung bean, wheat and corn were treated by different concentrations of 2,4-di-tert-butylphenol 
(2,4-DB) and 2,6-di-tert-butyl-p-cresol (2,6-DM) to study their allelopathic effects on germination and seedling 
growth. The results showed that the treatments of 0–2 mmol L-1 2,4-DB and 2,6-DM promoted the germination 
of pea and mung bean seeds, while the treatments of 3–5 mmol L-1 2,4-DB and 2,6-DM inhibited them. With 
the increase of concentrations, the inhibitory effect of two allelochemicals on the germination of wheat and corn 
seeds gradually increased. For leguminous crops pea and mung bean, 2,4-DB had a strong inhibition on the root 
of mung bean during germination, while for graminaceous crop corn and wheat, the 2,4-DB had the strongest 
inhibitory effect on the root during the germination of wheat.
Key words: GC-MS; tissue culture seedling; pea; root exudates; allelopathic effects
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