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不同地理种源丹参根系分泌物的 ＧＣ－ＭＳ比较分析
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　　摘要：为了阐明丹参根系分泌行为与遗传和环境的关系，以不同地理（四川省、山东省、河南省）种源丹参组培苗
和根段材料，分别进行无菌和沙土培养。并利用ＧＣ－ＭＳ技术对丹参根系分泌物进行组分分析，从组培和盆栽丹参根
系分泌物中分别检测出１９种、３６种物质，其中组培丹参根系分泌物以酚类、酯类为主。各种源丹参根系分泌物中有
其特殊的成分，但所有分泌物中均含有十六烷棕榈酸、硬脂酸油醇酯、松油醇等，只是含量不同。土培条件下，根系分

泌物中烃类、醇类、醛类在种类及含量上均有所增加，而酚类、酯类明显减少，尤其是酚类物质，增加２种酸类、２种甾
醇类和１种萘胺、２种酰胺类组分，但未检出组培丹参根系分泌物中的１种酮类和３种脂肪胺类物质。研究表明，丹参
根系分泌物的组成和相对含量受遗传和环境的影响，其中有机酸、甾醇类和酰胺类是环境胁迫下的主要分泌物，本研

究结果将为提高丹参根际土壤养分高效利用提供一定参考。
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通信作者：严铸云，教授，博士生导师，主要从事道地药材品质形成与

调控研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｄｔｃｍｙａｎ＠１２６．ｃｏｍ。

　　根系分泌物是植物与环境相互作用的媒介，在植物间、植 物与微生物间的相互作用中具重要的生态学意义［１］，其组成

受遗传和环境的双重调控，在植物根系化感作用及根际营养

调控中起着重要作用［２－３］。研究表明三七［４］、人参［５］、西洋

参［６］、地黄［７］、苍术［８］等的根系分泌物具化感作用。丹参

（ＳａｌｖｉａｍｉｈｉｏｒｒｈｉｚａＢｇｅ．）是多地栽培的药用植物，其中四川、
河南、山东是丹参药材的道地产区［９］。已有研究表明，丹参

虽具广泛的土壤适应性，但不同产地丹参的有效成分和无机

元素含量差异明显，并与遗传特性及土壤因子相关［１０－１３］。本

—１０３—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１期



试验以四川省、河南省、山东省种源丹参为试验材料，研究不

同遗传背景丹参在ＭＳ培养基和盆栽过程中根系分泌物的差
异，旨在为深入研究丹参根系分泌物产生机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
丹参种源于２０１２年１２月分别采自四川中江石泉乡、山

东临沂吕匣镇，河南方城拐河镇３个不同产区，根段繁殖，翌
年开花后，经鉴定均为唇形科植物丹参。沙土盆栽，完整挖出

植株根系，剥取距离根表０～４ｍｍ内的土壤约２００ｇ，置阴凉
处自然风干，研磨，过６０目筛备用［１４］。

组培苗取上述盆栽植物作外植体，经组织培养获取丛生

芽，于 １／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ（含蔗糖
１．５％，琼脂０．８％，ｐＨ值５．８～６．０），温度（２５±２）℃，光照
度约 ５０００ｌｘ，光照时间１１ｈ／ｄ条件下培养５０ｄ后，取其根
部的培养基备用［１５－１６］。

１．２　试剂与仪器
仪器：ＡｇｉｌｅｎｔＧＣ６８９０／ＭＳＤ５９７３气相色谱－质谱联用仪；

ＪＡ５００３型电子天平（上海良平仪器仪表有限公司）；ＫＱ５２００
超声仪（昆山市超声仪器厂有限公司）；ＲＥ５２０３旋转蒸发仪
（上海亚荣生化仪器厂）；ＴＤＺ５－ＷＳ台式低速离心机（湖南
湘仪实验室仪器开发有限公司）。

试剂：乙酸乙酯（分析纯）（成都科龙试剂化工厂，批号

２０１３０７１８），二 氯 甲 烷 （成 都 科 龙 试 剂 化 工 厂，批 号
２０１３０９３００１），甲醇（分析纯）（成都科龙试剂化工厂，批号
２０１１０４１５），无水硫酸钠（分析纯）（成都科龙试剂化工厂，批
号２０１３０７０５）。
１．３　试验方法
１．３．１　培养基中根系分泌物的提取　选取长势一致的丹参
组培苗（山东），剥离其根部附近的培养基，等分成３份，分别
置于圆底烧瓶中，一份加入２００ｍＬ蒸馏水及１００ｍＬ乙酸乙酯
于９０℃加热融化后回流提取３０ｍｉｎ；另一份加入相同的溶剂
后于１００Ｗ、４０℃超声提取３０ｍｉｎ，放置冷却后，分别分离乙
酸乙酯层，将琼脂层重新转入原烧瓶中，用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ将
ｐＨ值调至９，各加入１００ｍＬ乙酸乙酯，分别以上述同样的方
法提取３０ｍｉｎ，合并各样品２次乙酸乙酯提取液；最后一份培
养基中加入２００ｍＬ甲醇，于１００Ｗ，４０℃超声提取４５ｍｉｎ，以
５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离上清液；将３份提取液用无水硫
酸钠脱水后，于３５℃减压浓缩至干，以二氯甲烷溶解并定容
至１ｍＬ，用于ＧＣ－ＭＳ分析，确定提取方案。以最佳方法分
别制备山东、四川、河南丹参组培苗根系分泌物供试液。并以

未使用过的ＭＳ培养基制备空白供试液。
１．３．２　根际土壤浸提液的制备　分别称取３种丹参根际土
各约５０ｇ，置５００ｍＬ锥形瓶中，按１∶５比例加入蒸馏水，于
３０℃超声提取３０ｍｉｎ，离心，上清液用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值
至４，以等体积的乙酸乙酯萃取２次，分离乙酸乙酯层，水相
用 １ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至９，再用等体积乙酸乙酯萃取
２次，合并２次所得乙酸乙酯萃取液，用无水硫酸钠脱水后，于
３５℃ 减压浓缩至干，以二氯甲烷溶解并定容至１ｍＬ，作供试
品溶液［１４，１７－２０］。并从加入蒸馏水开始同时制备空白供试液。

１．３．３　根系分泌物的ＧＣ－ＭＳ测定　提取的根系分泌物用

气相色谱 －质谱联用仪（ＡｇｉｌｅｎｔＧＣ６８９０／ＭＳＤ５９７３）进行分
析。色谱条件：色谱柱ｄｂ－３５：（３０ｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）；
载气：Ｈｅ；分流比：２∶１；柱恒流：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１μＬ；进
样口温度：２６０℃。升温程序：组培根分泌物的程序升温条
件：初始温度６０℃，以１０℃／ｍｉｎ升温到３００℃，保持１６ｍｉｎ；
土培根分泌物程序升温条件：初始温度１００℃，以５℃／ｍｉｎ
升温到１５０℃，再以３℃／ｍｉｎ升温到２７０℃，然后以５℃／ｍｉｎ
升温到３００℃，保持１０ｍｉｎ。质谱条件：电离方式：ＥＩ，电子能
量：７０ｅＶ，离子源温度：２３０℃；四极杆温度：１５０℃；质量扫描
范围：２０～５００ａｍｕ；采集方式：ＳＣＡＮ扫描。

２　结果与分析

２．１　组培苗根系分泌物的提取方法
按“１．３．３”节中的ＧＣ－ＭＳ条件对３种不同提取方法得

到的丹参组培苗根系分泌物进行分析，并扣除空白试液，得其

总离子流图（图１）。由图１可见，３种提取液中均能检测出
丹参组培根系分泌物，但从其所含组分的种类及含量上比较，

乙酸乙酯回流提取法（Ｓ１）检测出的组分最多，各组分含量更
高；其次是乙酸乙酯超声提取法（Ｓ２）；而甲醇超声提取法
（Ｓ３）检测出的组分最少。因此，确定乙酸乙酯回流提取法
（Ｓ１）用于本试验丹参组培苗根系分泌物的样品制备方法。

２．２　丹参组培苗根系分泌物的组成分析
按“１．３．３”节中的ＧＣ－ＭＳ条件对３个不同地理种源丹

参组培苗根系分泌物进行分析，并扣除相应的空白试液，得到

其总离子流图（图２）；对各成分的质谱图进行计算机质谱库
（ＮＩＳＴ０８）检索及人工解析，确定化合物结构，根据质谱离子
流图的峰面积，应用峰面积归一化法确定各化合物的相对含

量。３个不同种源的丹参组培苗根系分泌物共鉴定了１９种
成分，主要包括７大类成分，均以酯、酚类成分最为丰富，相对
含量较高，其次分别是烃、醇、胺类（表１）。但各类组分的组
成和含量有所不同，其中山东组培苗根系分泌物中酯类成分

最为丰富，占总检出量的２８．０２％，其次是酚类（２２．７８％），主
要以４－乙烯基－２－甲氧基苯酚、硬脂酸油醇酯、十六烷棕
榈酸等酚、酯类成分为主，含量高达４１．４８％。十六烷棕榈酸
成分在山东种源的组培苗根际含量较高，约为河南和四川的

２倍，而邻苯二甲酸二甲酯则相反，在河南省和四川省种源组
培丹参根际含量为山东的２倍左右，硬脂酸油醇酯为山东省
和四川省组培苗根系分泌物共有组分，但在山东种源组培丹

参根际中的含量约为四川的３倍。２－（４－甲基－３－环己烯
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基）－２－丙醇（松油醇）为山东和河南根际培养基的共有组
分，含量相近。而河南省、四川省组培苗根系分泌物中均以酚

类成分含量最大，分别高达２５．１１％、２５．５３％；其次是酯类成
分，相对含量分别为１５．１４％、２１．２３％，均以４－乙烯基－２－
甲氧基苯酚、邻苯二甲酸二甲酯、６，１０，１４－三甲基－２－十五
烷酮、二十六烷、Ｎ，Ｎ－二甲基苄胺等组分含量较高，９－十八
碳烯酰胺仅存在于河南和四川根际培养基中，而正十五烷为

河南省特有组分，但含量较低。

２．３　土培丹参根系分泌物的组成分析
按“１．３．３”节中的ＧＣ－ＭＳ条件对３个产地丹参沙土盆

栽苗根系分泌物进行分析，并扣除相应的空白试液值，得到其

表１　不同地理种源丹参组培苗根系分泌物组分分析

序号
时间

（ｍｉｎ） 化合物名称 分子式
相对含量（％）

山东省 河南省 四川省

１ ６．０１ 苯酚 Ｃ６Ｈ５ＯＨ ３．４１ ３．８５ ４．３６
２ ６．１９ 苯甲醛 Ｃ７Ｈ６Ｏ ２．９０ ２．３６ ２．６２
３ ６．３７ Ｎ，Ｎ－二甲基苄胺 Ｃ９Ｈ１３Ｎ ４．９７ ４．６９ ５．１６
４ ７．０８ 苯甲醇 Ｃ７Ｈ８Ｏ ２．７６ ２．５８ ２．４３
５ ９．３５ ２－（４－甲基－３－环己烯基）－２－丙醇（松油醇） Ｃ７Ｈ１２Ｏ ２．３４ ３．２７ —

６ １０．０７ ２－苯氧基乙醇 Ｃ８Ｈ１０Ｏ２ ４．７５ ５．９６ ５．５３
７ １０．７２ ４－乙烯基－２－甲氧基苯酚 Ｃ９Ｈ１０Ｏ２ １９．３７ ２１．２６ ２１．１７
８ １１．４１ 十五烷 Ｃ１５Ｈ３２ — １．８３ —

９ １１．７６ 十二烷基二甲基叔胺 Ｃ１４Ｈ３１Ｎ ３．７４ ２．７２ ３．６５
１０ １３．０５ 邻苯二甲酸二甲酯 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ ４．２３ １０．３８ １１．７２
１１ １７．１６ 十七烷 Ｃ１７Ｈ３６ ３．８８ ２．８５ ３．７７
１２ １７．６１ ６，１０，１４－三甲基－２－十五烷酮 Ｃ１８Ｈ３６Ｏ ６．５２ ９．７３ ８．６９
１３ １９．１３ Ｎ－甲基－Ｎ－十四烷基苄胺 Ｃ２２Ｈ３９Ｎ ２．４７ ２．１２ １．３８
１４ １９．２９ 二十二烷 Ｃ２２Ｈ４６ ３．３２ ３．７３ ３．２１
１５ ２１．５６ 二十六烷 Ｃ２５Ｈ５２ ５．４２ ５．２８ ６．３４
１６ ２３．４９ 邻苯二甲酸二（２－乙基）己酯 Ｃ２４Ｈ３８Ｏ４ １．６８ ２．０３ １．７４
１７ ２５．８５ ９－十八碳烯酰胺 Ｃ１８Ｈ３４ＮＯ — ２．６５ ２．２９
１８ ２８．８９ 十六烷棕榈酸 Ｃ３２Ｈ６４Ｏ２ １０．６２ ２．７３ ３．４９
１９ ３３．６５ 硬脂酸油醇酯 Ｃ３６Ｈ７０Ｏ２ １１．４９ — ４．２８
分离化合物数 １９ ２２ ２０
鉴定化合物数 １７ １８ １７
百分含量（％） ９３．８７ ９０．０２ ９１．８３

总离子流图（图３）；对各化学成分质谱图进行计算机质谱库
（ＮＩＳＴ０８）检索及人工解析，确定化合物结构，根据质谱离子
流图的峰面积，应用峰面积归一化法确定各化合物的相对含

量（表２）。
　　从沙土盆栽丹参的根际土壤浸提液中共鉴定出３５种物
质（表２），其中山东丹参根际土壤浸提液中鉴定出２４种成
分，占总检出成分的 ８４．５４％；河南丹参鉴定出 ３０种，占
８６．１１％；四川丹参鉴定出３４种化合物，占８８．５７％。３种丹
参的盆栽根际土壤浸提液中均包括烃、醇、酯、酚、醛、酸、酰

胺、胺类成分，其中烃类成分最丰富，含量最高，主要为１５～
２９个碳原子的直链烷烃，其中长链的烷烃（如二十六烷、二十
九烷）为优势组分，与杨先国等的报道［１５］相似。而正十八烷、

正十九烷、环氧十六烷和稠环芳烃惹烯为四川丹参特有的根

系分泌物组分，但含量均较低；正十五烷为河南丹参根系分泌

物中特有组分，这与其组培苗根系分泌物相同；１－十六烯为
山东和四川丹参共有的根系分泌成分。其次分别是酯类、醇

类、酸类及酰胺类，酯类成分主要为苯甲酸酯类衍生物，其中

邻苯二甲酸二丁酯、邻苯二甲酸正丁异辛酯在３种源丹参根
系分泌物含量较高，而邻苯二甲酸二甲酯、己二酸二辛酯仅在

河南和四川丹参中检出，且含量均较低；３种丹参根系分泌物
中都含有３种有机酸，均以棕榈酸含量最高；而酰胺、酚类成
分中芥酸酰胺、油酸酰胺两烯酸酰胺及苯酚为三者共有组分，

且含量较高，９－十八碳烯酰胺、２，６－二叔丁基对甲酚仅在河
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表２　不同地理种源丹参土培苗根系分泌物的组分分析

序号
时间

（ｔ／ｍｉｎ） 化合物名称 分子式
相对含量（％）

山东省 河南省 四川省

１ ３．５７ 苯酚 Ｃ６Ｈ５ＯＨ ２．０４ ７．７ ４．５１
２ ７．６６ 苯甲醛 Ｃ７Ｈ６Ｏ ２．７０ ２．０２ １．７３
３ １０．４８ 十五烷 Ｃ１５Ｈ３２ — ０．４５ —

４ １３．５ ２，６－二叔丁基对甲酚 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ — ２．４７ ４．８０
５ １４．９１ 邻苯二甲酸二甲酯 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ — １．３４ １．４２
６ １５．１２ １－十六烯 Ｃ１６Ｈ３２ ０．４７ — １．４５
７ １８．０９ ２，６，１０，１４－四甲基十六烷 Ｃ２０Ｈ４２ １．７６ ０．７８ １．６４
８ １８．４５ 十八烷 Ｃ１８Ｈ３８ — — １．５２
９ ２１．４４ 十九烷 Ｃ１９Ｈ４０ — — ０．８３
１０ ２１．９２ ２－氧代十八烷酸甲酯 Ｃ１９Ｈ３６Ｏ３ ２．２６ ２．４２ １．４４
１１ ２４．４７ 二十烷 Ｃ２０Ｈ４２ ２．３５ ２．３３ ２．１６
１２ ２５．５６ ７－十六碳烯醛 Ｃ１６Ｈ３０Ｏ ２．８８ ２．６９ １．８４
１３ ２６．１５ 十六酸（棕榈酸） Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ５．７９ ４．２８ ４．７８
１４ ２６．３１ 邻苯二甲酸正丁异辛酯 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ４ ４．７０ ４．３５ ３．９６
１５ ２７．８７ ３－甲氧基壬酸 Ｃ１０Ｈ１９Ｏ３ ２．７５ １．４７ １．６９
１６ ２９．０４ 邻苯二甲酸丁基十一烷基酯 Ｃ２３Ｈ３６Ｏ４ １．９４ １．６３ １．２４
１７ ２９．６５ 邻苯二甲酸二丁酯 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ４ ６．１５ ３．７９ １．８１
１８ ３０．４１ 二十二烷 Ｃ２２Ｈ４６ ２．４３ １．７４ １．９０
１９ ３２．３８ Ｅ－３－十九碳三烯－５，１４－二醇 Ｃ１９Ｈ３４Ｏ２ ４．４７ ３．１１ ２．０５
２０ ３２．９ １，２－环氧十六烷 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ — — １．２７
２１ ３３．２８ 二十三烷 Ｃ２３Ｈ４８ ２．３８ １．１５ １．７８
２２ ３５．６ ２－己基－１－庚醇 Ｃ１６Ｈ３４Ｏ ３．８８ ３．７２ ２．２５
２３ ３６．０６ 二十四烷 Ｃ２４Ｈ５０ ４．６５ １．６０ １．０３
２４ ３８．２９ 惹烯 Ｃ１８Ｈ１８ — — ０．５８
２５ ３９．２３ 己二酸二辛酯 Ｃ２２Ｈ４２Ｏ４ — ０．３４ ０．５０
２６ ４０．７ 油酸酰胺 Ｃ１８Ｈ３５ＮＯ ２．６２ ５．４７ ７．２５
２７ ４１．３５ Ｎ－苯基－２－萘胺 Ｃ１６Ｈ１３Ｎ ２．５６ １．０７ １．１４
２８ ４１．５６ 二十六烷 Ｃ２６Ｈ５４ ５．５６ ５．４３ ５．０３
２９ ４３．８７ 二十七烷 Ｃ２７Ｈ５６ ４．５８ ０．６７ ０．８５
３０ ４４．３３ （Ｚ，Ｚ）－２，１３－十八碳二烯－１－醇 Ｃ１８Ｈ３４Ｏ ５．４４ ４．６２ ４．３７
３１ ４４．５５ ９－十八碳烯酰胺 Ｃ１８Ｈ３４ＮＯ — ３．６５ ２．５３
３２ ４４．６５ 二十九烷 Ｃ２９Ｈ６０ ３．７８ ３．７３ ４．５６
３３ ５０．９９ 芥酸酰胺 Ｃ２２Ｈ４３ＮＯ ６．４０ ７．０５ ７．１０
３４ ５８．５５ 豆甾醇 Ｃ２９Ｈ４８Ｏ — １．８２ １．７４
３５ ５９．０８ 植物甾醇 Ｃ２９Ｈ５０Ｏ — ３．２２ ６．４４
分离化合物数 ３２ ３７ ３９
鉴定化合物数 ２４ ３０ ３４
百分含量（％） ８４．５４ ８６．１１ ８８．５７

南和四川丹参根系分泌物中检出，其余成分相对含量较低。

此外，河南省和四川省丹参根系分泌物中均检出了豆甾醇和

植物甾醇，而山东丹参根系分泌物中未见此类成分。

２．４　组培和土培丹参根系分泌物的比较
组培和土培丹参的根系分泌物中均以烃类、醇类、酯类最

丰富，含量较大。除苯酚、苯甲醛、９－十八碳烯酰胺及部分直
链烷烃（十五烷、二十二烷、二十六烷）外，其他类型的根系分

泌物成分差异较大。从化合物种类来看，组培丹参根系分泌

物中特有１种酮类（６，１０，１４－三甲基－２－十五烷酮）和３种
脂肪胺类（Ｎ，Ｎ－二甲基苄胺、十二烷基二甲基叔胺、Ｎ－甲
基－Ｎ－十四烷基苄胺）成分，且相对含量较大；而土培丹参
根系分泌物中未检出酮类，增加了 ２种有机酸（棕榈酸、
３－甲氧基壬酸）、２种酰胺（油酸酰胺、芥酸酰胺）和２种甾醇

类（豆甾醇、植物甾醇），且含量较高。从各组分含量变化上，

根系分泌物中烃类、醇类、醛类的种类及含量，土培较组培丹

参均有所增加，而酚类、酯类组分土培较组培明显减小，尤以

酚类物质最明显。

３　讨论

植物根系分泌物的研究方法种类繁多，但各有不足，原因

在于植物根系分泌物含量较少，收集困难，组分复杂难以分

离、纯化。目前，已发现的植物根系分泌物主要包括烃类、酚

酸及其衍生物类、醛酮类、萜类、生物碱类等，其复杂的种类和

结构决定了其作用途径的多样性［２１］。本试验采用无菌组培

法和盆栽土培法培养不同种源丹参，比较分析了不同种源丹

参在组培和土培条件下根系分泌物组成的差异。结果发现，
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丹参的根际分泌行为与遗传和环境密切相关。无菌全营养组

培条件下，以酯、酚类为主，但不同种源丹参还存在一些特有

组分，这些主动分泌的物质其生物学意义有待进一步研究。

沙土培养下，丹参根系分泌物增加了有机酸、酰胺及甾醇类成

分，原因是植物在逆境胁迫条件下，导致植物生理代谢障碍或

组织损伤，使植物主动或被动向根际环境释放各种化学物质，

增加根分泌物数量和种类以适应环境胁迫。其中有机酸的增

加，与文献报道营养胁迫下植物会分泌有机酸以活化根际养

分结果［２－３］一致，而酰胺及甾醇类与植物根际养分吸收的关

系未见相关报道。

植物根分泌物组分复杂，其种类、数量与植物的种类、发

育阶段、营养状况、根际微生态环境及生长环境等有密切关

系［２１］，植物通过代谢产生的根分泌物，一部分作为化感物质

影响植物的生长，如已有研究报道称植物根系分泌的二十九

烷（油菜）［２２］、十六酸（苍术）［８］、植醇、１－氯十六烷、二十烷
（重茬大豆）［２３］、十六烷（橡树）［２４］、十九烷（桉树）［２５］、邻苯

二甲酸丁酯十一烷基酯（大蒜）［２６］等对植物生长起着一定程

度的抑制作用。另一部分主要用来适应不良环境，如植物缺

磷时，植物根系可通过有机酸、质子或磷酸水解酶分泌量增

加，大大提高根际土壤中难溶性养分的溶解度，从而提高养分

的有效性，改善植物缺磷状态［２７－２８］。本试验发现丹参在土培

条件下，根系分泌物中新增有机酸、酰胺及甾醇类成分，且烃

类、醇类、醛类组分含量均有所增加，其生态学意义有待进一

步研究。
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