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摘要>水稻化感品种能从根系分泌释放化感作用物质3长期以来3酚酸类物质被认为是水稻根分泌的主要化感物质3但这一结论

常常被质疑E利用连续循环和直接树脂吸收两种方法采集典型的水稻化感品种_,76!###幼苗的根分泌物3并用液相色谱q质谱

8*&qr-=联用技术鉴定了根分泌物中的非酚酸类物质E结果显示3水稻 _,76!###幼苗根系能分泌释放 #C甲氧基羟基肟酸s羟

基肟酸s7C异丙基C<C乙酰氧基环己烯酮C6s<3#3"tC三羟基C7t3<tC二甲氧基黄酮s二萜内酯 %和二萜内酯 A:个非酚酸类化合

物E经液相色谱8[_*&=定量分析3这些化合物在水稻生长 6$P的根分泌物中的浓度为 <D6BuF01q*E进一步的生测结果显示3
这些化合物在其释放的浓度范围能对稻田常见的稗草和异型莎草有抑制活性3尤其是这些化合物的等摩尔混合物的抑草活性

增加3同时水稻根分泌物的抑草活性与土壤载体显著相关E表明羟基肟酸s环己烯酮s黄酮和二萜内酯四类非酚酸类物质是水稻

的主要化感物质3这与近期愈来愈多的研究结果一致E
关键词>水稻;化感作用;根分泌物;非酚酸类化感物质;抑草活性;液相色谱q质谱
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化感作用是植物通过合成并释放特定的化学物质而实现的qdrH这样化感物质是这一研究领域的中心问题s许多作物及相应

的品种具有化感作用qirH揭示并充分利用作物的化感作用功能可以为生态安全条件下的农田杂草控制开拓一条新的途径s水稻

h[<B\;>;]7̂;k是主要粮食作物之一H因而水稻化感作用及相应的化感物质一直被广泛地关注和研究qgtlrs水稻主要是通过根

系分泌释放化感作用物质qlrH长期以来一直认为水稻根系分泌物中的羟基苯甲酸u香草酸u香豆酸和阿魏酸等酚酸类物质是主

要的化感物质qotderH但这一结论常常被质疑s主要的原因是几乎所有的作物都能从根系分泌这些酚酸H而且水稻根分泌的酚酸

在田间也达不到显示化感效应所需的浓度qddrs近年H愈来愈多的研究显示qvHditdjrH水稻能从根系分泌释放黄酮u二萜内酯u羟基

肟酸和环己烯酮等其它类型的化感物质s这些化感物质对水稻杂草有较高的抑制活性H但它们在水稻根分泌物中的含量较低H
采用常规的方法往往难以捕获鉴定s本文主要报道用液相色谱b质谱h‘abcQk联用技术鉴定水稻根分泌物中非酚酸类化感物

质的方法H并评价这些物质在释放浓度范围对稻田常见稗草h4567895w:9;5<=>?@;::7k和异型莎草hABCD<=>E7FFD9<G7>k的抑制活

性H同时就相关问题展开讨论s

x 材料与方法

xyx 实验材料与仪器

受试水稻选用国内外公认的化感材料 ONgdilllqdtdmrH其种子来源于美国 zQ{p?p|Q种质资源库_稗草和异型莎草种子从

稻田中采集_黄酮u二萜内酯u环己烯酮和羟基肟酸按文献qvHdlHdor方法从 ONgdilll幼苗叶中分离提取_高效液相色谱h}O‘ak为

惠普公司 }O?ddee型_液相色谱b质谱h‘abcQk联用仪为 ~!"!2%"公司的 PQnleee型_微固相萃取柱h反相 adoQ’.?O%!k和

"p{?o高分子树脂分别购自 #%&’0,和 p)#0!$(公司s

xy$ 水稻根分泌物的采集

水稻根分泌物用连续循环和直接树脂吸收两种方法采集H两种方法均操作 g次H每次代表 d个重复s

xy$yx 连续循环树脂吸收qdfr 该方法主要采用连续根分泌物捕集系统ha*"&!"/*/,|**&%J/#%&’,P0%..!"2QK,&’-H

a|%PQkH将 v株均匀根长和苗高的 g叶期 ONgdilll幼苗移栽于 a|%PQ的培养盆中H培养盆和盛有 }*%2)%"#营养液的盆中

间连接一个装填"p{?o树脂的柱hi$-&ie$-ks开动循环泵H水稻幼苗在a|%PQ中培养 de#s实验结束时H取下"p{?o柱H先

后用蒸馏水和甲醇淋洗H甲醇淋洗液低温减压除去溶剂H得根分泌物s

xy$y$ 直接树脂吸收 在烧杯hf$-&l$-k中装入 "p{?o树脂ud--*)b‘的 c’,?P0!,缓冲液h.}vyvk和 eyv--*)b‘的

a%Q’j溶液H溶液和树脂总体积控制在 gee-)sv株长势均匀的 g叶期ONgdilll幼苗移栽至烧杯中H烧杯放入培养箱在 iv(d)
和 di(光照条件下生长sde#后从烧杯中的树脂取出水稻幼苗H并仔细清除树脂中的水稻根组织H然后烧杯中的树脂和溶液倒

入 v$-&ie$-的玻璃柱中s待柱中溶液流尽后H先用蒸馏水洗柱H再用甲醇淋洗H甲醇淋洗液低温减压除去溶剂H得根分泌物s

xy* 水稻根系分泌物中化感物质分析

按+dyi,方法采集的水稻根系分泌物均分别用 de-)ve-的甲醇水溶液溶解H抽滤后的滤液加入反相 adoQ’.?O%!微固相

萃取柱中s萃取柱先后用水和甲醇hv-)&g-)k淋洗H合并的甲醇淋洗液用氮气浓缩至 d-)备测 }O‘a和 ‘abcQs
水稻根分泌物中非酚酸类化感物质首先在 ‘abcQ仪上进行定性分析s测定条件如下Z色谱柱为 ado反相柱h}K.’0,!)

div"-&j"-Hv.-*)b‘kH色谱流动相为 oe-乙腈和 ie-的 d-乙酸水溶液的混合溶剂H流速为 eyv-)b-!"H紫外检测波长

gie"-s质谱采用大气压化学电离hp&-*,.(’0!$O0’,,/0’a(’-!$%)N*"!/%&!*"HpOaNk方式H氮作为碰撞气体s质谱滞留时间为

vee-,H持续时间 de-!"H停顿时间 v-!"s所有测试均在负离子质谱模式下进行H并采用多重反应监测方式hc/)&!.)’|’%$&!*"

c*"!&*0!"2c*#’Hc|ck检测相关的离子s
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图 ! 水稻根分泌物的 "#$%&谱图

’()*! #+,-./0-),/.1-2"#$%&2-,,(34,--04567/041

表 8 水稻根分泌物中非酚类化感物质的浓度 9:.-;$"<

=>?@A8 =BACDECAEFG>FHDEDIEDEJKBAED@HC>@@A@DCBALHC>@MIGDLGHCA

GDDFANOP>FAM9:.-;$"<
化感物质

Q;;4;-3+4.(3/;

连续循环吸收

#RST&

直接吸收

U(,430/71-,V0(-W

XY甲氧基羟基肟酸
XY%40+-5Z7,-5/.(3/3(7

[\!] *̂_/ _\‘]!*!a

羟基肟酸 bZ7,-5/.(3/3(7 c\‘] *̂c/ !!\d]!*Xa
环已烯酮 #Z3;-+454W-W4e f\X] *̂_/ c\g] *̂Xa
黄酮 ’;/h-W4ee X\g]!*!/ !d\‘]!*‘a
二萜内酯 i%-.(;/30-W4i !d\_]!*X/ !g\X]‘*_a
二萜内酯 Q%-.(;/30-W4Q !̂\c]![/ ![\c]‘*da
根分泌物 R--04567/041
9.)$[V;/W01<

!̂_\!]‘!/ !X!\c]d‘a

edY异丙基Y[Y乙酰氧基环已烯酮Y!jdY(1-V,-VZ;Y[Y/340-5Z3Z3;-+45Y

4W4Y‘Y-W4Y!kee [jXjflY三羟基Yd j[ Y二甲氧基黄酮j[jXjf Y

0,(+Z7,-5ZYd j[ Y7(.40+-5Z;2;h-W4k同行数据不同字母表示在

\̂̂[水平下显著 U/0/m(0+7(224,4W0;4004,.4/W7(224,4W0/0 \̂̂[

;4h4;

水稻根分泌物中非酚酸类化感物的定量分析采用内标法在 bn"#仪上进行obn"#测定条件与 "#$%&测定时的色谱条件

基本相同j只是流动相流速增加至 !\[.;$.(Wo化感物质的量从预先设定的各自物质的浓度和色谱峰面积的标准曲线中换算o

8\p 生物活性测定

水稻根分泌物及其中鉴定的黄酮q二萜内酯q环己烯酮和

羟基肟酸分别对稻田两个常见的稗草和异型莎草进行生物活

性测定o测定分别在培养皿和盆栽两种条件下进行o

8\p\8 培养皿生物活性测定r!fs 在直径 _3.的培养皿底部

垫入一层滤纸j然后加入设定浓度的水稻根分泌物或各种鉴

定的化感物质水溶液j另设只加蒸馏水的培养皿为对照o预先

萌发的受试稗草或异型莎草种子j以每皿 [̂ 粒均匀播入培养

皿中j培养皿放入培养箱在 ‘[]!t和 !‘+光照条件下生长

X7o收获各培养皿中的幼苗在 ĝtj!‘+条件下干燥后称取干

重o

8\p\u 盆栽生物活性测定r!Xj‘̂s [̂ 粒稗草或异型莎草种子

均匀播入含 ![̂)水稻土的盆9[3.vX3.<中j待出苗后j每盆

间苗至 !̂ 株j并向盆中施入设定浓度的水稻根分泌物或各种

鉴定的化感物质水溶液j对照则只加蒸馏水o盆放入培养箱在

‘[]!t和 !‘+光照条件下生长 !f7o幼苗收获后j从根苗分界

处剪切j地上部在 ĝtj‘f+条件下干燥后称取干重o
两种条件下的生测均针对不同的受试杂草和处理溶液设

置 d个重复j抑制率为在相同条件下处理相对于对照幼苗干

重的百分数o
所有数据均用 &n&&!̂\̂ 软件进行统计分析o

u 结果与分析

u\8 水稻根分泌物中的非酚酸类化感物质

"#$%&结果显示9图 !<j水稻化感品种 nwd!‘XXX幼苗根

分泌物出现 c个可辩的色谱峰j经双质谱聚集jc个色谱峰的

负离子质谱的最大荷质比9%$x<分别为y峰 !j‘!̂k峰 ‘j!ĝk
峰 dj!_[k峰 fjd‘_k峰 [jd‘_k峰 cjd!do这些分别是羟基肟酸q
环己烯酮q黄酮和二萜内酯的r%Ybsz分子离子峰j进一步分

析这些色谱峰的其它离子碎片j推断 c个色谱峰代表的化合

物分别为峰 !jXY甲氧基羟基肟酸9#_b_{[|j}‘!!<q峰 ‘j羟

基肟酸9#gbX{f|j}!g!<q峰 djdY异丙基Y[Y乙酰氧基环己烯

酮Y!9#!!b!c{dj}!_c<q峰 fj[jXjflY三羟基Ydlj[lY二甲氧基黄

酮9#!Xb!f{Xj}dd̂<q峰 [j%-.(;/30-W4i9#‘̂b‘c{fj}dd̂<和

峰 cj%-.(;/30-W4Q9#‘̂b‘c{dj}d!f<j它们的结构式见图 ‘o
虽然水稻的这些次生物质能从根部释放到环境中j但它

们的释放浓度必须达到能启动对稻田杂草有抑制活性的水

平j才能是主要的化感作用物质o这样j本研究进一步借助

bn"#方法j对水稻根分泌释放的这些化合物进行定量分析o
结果表明j这些化合物在水稻根分泌 !̂7后j释放的浓度在 [

~!_:.-;$"范围内j而且直接树脂吸收方法比 #RST&方法

采集得到更多的水稻根分泌物及这些非酚酸类化合物9表 !<o

u\u 水稻根分泌物中非酚酸类化感物质的活性

水稻nwd!‘XXX幼苗能从根系释放一定浓度的非酚酸类的

黄酮q羟基肟酸q环己烯酮和二萜内酯j这些物质只有在释放
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图 ! 水稻根分泌物中非酚类化感物质的结构

"#$%! &’()*’)(+,-./-/012+/-3#*433+3-*2+5#*43,.(-5(#*+(--’+6)74’+,

图 8 水稻根分泌物在不同生测条件下对稗草和异型莎草的抑制性

"#$%8 9/2#:#’#-/-.(#*+(--’+6)74’+,-/;%<=>?0@ABBC4/7D%

ECFFG=HC?)/7+(7#..+(+/’:#-4,,4I,

的浓度范围内能对稻田杂草有抑制活性J才有可能在田间显示

化感效应K生测结果表明J这些化合物在所释放的浓度范围都不

同程度地抑制稗草和异型莎草的生长J尤其是它们等摩尔混合

物的抑制活性显著增强L表 !MK有趣的是J这些物质在盆栽土壤

生测条件下的抑制活性明显低于培养皿条件下的生测L表 !MJ这

应与土壤降低了这些化感物质的有效浓度有关K进一步实验发

现J包含这些化感物质的水稻根分泌物在培养皿生测条件下抑

制活性较低J但在盆栽土壤生测条件下的抑制活性显著增强

L图 8MK很显然J这与盆栽生测条件下的土壤载体有关K在培养皿

生测条件下J根分泌物中的营养物质可以较长时间存在J而在土

壤生测条件下J这些营养物质可以在土壤微生物及其它生物和

非生物因子的作用下消耗或降解J这样导致它们对化感物质的

拮抗作用降低而使化感物质能对杂草表现抑制性K

表 N 水稻根分泌物的非酚类化感物质对稗草和异型莎草的抑制性LOM

PQRSTN UVWXRXYXZVZ[VZV\]WTVSX̂QSSTSẐWT_X̂QS‘[aZ_aX̂TaZZYTbcdQYT‘ZVe%fghi\jkllmQVdn%omppqgrmiLOM

化感物质

s33+3-*2+5#*43
浓度t

u-/*+/’(4’#-/Lv5-3wxM

稗草 ;y<=>?0@ABBC 异型莎草 D%ECFFG=HC?
培养皿

z+’(#7#,2

盆栽

z-’*)3’)(+

培养皿

z+’(#7#,2

盆栽

z-’*)3’)(+

{0甲氧基羟基肟酸 {0|+’2-6I7(-645#*4*#7 } }y!~!y{4 8y8~!y}: {y"~#y}* }y{~#y$4
羟基肟酸 %I7(-645#*4*#7 #! "y8~#y#4 }y#~#y!4: $y#~#y8* &y"~!y’*
环已烯酮 uI*3-2+6+/-/+ } 8y}~!y"4 !y!~!y’: !y!~!y{: !y!~!y":
黄酮 "34(-/+ #! #}y$~!y!4 ##y$~#y&: #$y8~!y"* #}y$~!y$4
二萜内酯 )|-5#34*’-/+) #} #$y$~8y#4 #’y"~!y}: #}y&~8y#: ##y&~!y’*
二萜内酯 s|-5#34*’-/+s #} !{y#~8y’4 !!y$~8y#: !!y"~8y!: #$y’~!y{:
等摩尔混合物tt*+)#5-34(5#6’)(+ #! ’{y!~&y#4 ’!y$~}y84 8$y8~}y&4: 88y}~!y&:

t以表 #中各化感物质释放的浓度范围为基准 )4,+7-/’2+*-/*+/’(4’#-/,-.+4*2433+3-*2+5#*43(+3+4,+7.(-5(#*+(--’+6)74’+,-/’4:3+

#,tt "个化感物质均为!v5-3wx浓度的混合物L总浓度#!v5-3wxM-2+5#6’)(+-."433+3-*2+5#*43,.#’2!v5-3wxL4’-’43-.#!v5-3wxM,

其它标注同表 #下标 /’2+((+54(0,.+(+’2+,45+4,’4:3+#.--’/-’+,

1 讨论

本研究显示水稻化感材料 z98#!{{{幼苗能从根系分泌释放对稻田杂草有抑制活性浓度的非酚酸类黄酮2环己烯酮2羟基

肟酸和二萜内酯物质J这些化合物均已被报道存在于部分水稻品种的茎叶或种壳中3#{J!#4J最近发现其中一些能从水稻化感品
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种根系分泌释放!"#$%#$&#$’()本研究进一步确证这些化合物均可从水稻根系分泌释放#表明它们是潜在的化感作用物质)这一结

果和近期关于酚酸不是水稻主要化感作用物质的结果一致!"#$$*$&#$’()长期以来酚酸一直被认为在化感作用中起重要作用!%+(#
国内外也有大量关于酚酸是作物化感或自毒作用的主要物质的报道#虽然水稻根系释放酚酸#但它们释放的浓度并不能达到对

稻田杂草抑制的浓度!$$(#许多关于水稻或其它作物根系分泌酚酸对杂草的抑制活性的结果都是在人为设定浓度下的生测结

果#很少有定量的研究)水稻和其它作物根系分泌的酚酸也许在与土壤金属离子及根际微生物作用等方面起作用#但不应是产

生化感效应的主要因子!$,()最新的研究显示#就活体水稻根分泌途径而言#释放的酚酸对化感效应几乎没有价值#但水稻植株

腐解产生的酚酸在化感作用中占有中心位置#而且水稻植株腐解释放的酚酸种类和浓度与水稻是否为化感品种无关#而与水稻

品种木质素的含量和组成有关#这表明水稻#包括其它作物腐解释放的酚酸主要来源于木质素)
本研究也显示水稻幼苗 -./$%’’’根系分泌物及非酚酸类化感物质的浓度与采集方法相关#这不奇怪#目前国内外尚没有

权威可靠的根分泌物采集方法#尤其是如何从活体植物根系采集分泌物并及时捕获鉴定其中的微量活性物质还没有突破性进

展)本研究采用连续循环和直接树脂吸收方法采集水稻根分泌物及用01234联用技术鉴定化感物质的方法也有其局限性)就

01234联用技术而言!%’(#因目前液相色谱仪大多采用紫外监测器#这样将许多不能显示紫外吸收的有机物#如糖及饱和有机

物排除在外#因而液相色谱仪上显示的色谱峰并不能代表所测样品的全部化学成份)尤其是 01234的质谱解析需要较强的专

业背景#而且目前的 01234并不象 512346气相色谱2质谱7那样有质谱库供参考#这就更增加了难度)但对作物根分泌物研

究来说#01234仍是最合适的仪器)前期大量采用 51234联用技术研究作物根分泌物#因根分泌物是亲水性且不易挥发#

51234的结果总是被质疑#即使采用衍生化的方法增加根分泌物中化学成份的挥发性来测定 51234#但可以想象#在强酸碱

和高温条件下根分泌物中活性的有机物结构差不多已面目全非了)因此#01234目前虽然难度较大#且费用也较高#但却是水

稻或其它作物根分泌物化学成份鉴定难以替代的仪器)
本研究还发现水稻根分泌物对稻田杂草的抑制活性与土壤载体相关#事实上#水稻根分泌物中含有各种次生物质#除了上

述的非酚酸类化感物质#还含有大量的糖8氨基酸8细胞分裂素和酚酸等!%%*%"(#其中糖和氨基酸都是营养物质#它们的存在可以

拮抗水稻根分泌物中的化感物质对杂草的抑制作用)这表明水稻根分泌物中的化感物质需要与土壤的生物和非生物因子发生

作用才能显示化感效应)因此#要确定水稻或其它作物的化感作用物质#不仅要证明它们能够以抑制活性浓度释放到环境#而要

考虑它们与土壤等环境因子的作用)这样#相关水稻释放化感物质的机制和与土壤因子的作用关系需要进一步的研究)
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