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缺磷白羽扇豆根系分泌物收集方法的比较研究
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　　[摘　要 ]　用高效液相色谱法研究了根系分泌物原位收集法和溶液培养收集法在分析缺磷白羽扇豆 (L up i2
nus a lbus L. ) 幼苗根系分泌有机酸时的优劣性, 同时分析了相应根组织、木质部伤流液和韧皮部汁液中有机酸的

种类和数量。结果表明: 2 种收集方法所获得的有机酸种类和数量并不完全相同。原位收集法能获得白羽扇豆不同

根段分泌有机酸的状况, 即排根主要分泌苹果酸、柠檬酸和反丁烯二酸, 根尖主要分泌苹果酸、乳酸、反丁烯二酸,

且所反映的有机酸分泌状况与相应根组织以及木质部伤流液中有机酸的种类和变化趋势基本一致。溶液培养收集

法可获得白羽扇豆整个根系分泌有机酸的状况, 在其根系收集液中含有酒石酸、苹果酸、乳酸、顺丁烯二酸、柠檬

酸、反丁烯二酸, 但该方法在根系分泌物的收集过程中不可避免地引入了去离子水对根系的胁迫作用, 增加了微生

物的污染环节。
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　　由于根际是一个复杂的微生态环境, 根系分泌

物种类繁多, 数量差异大, 既有简单的被动泄漏又有

主动的分泌过程, 再加上根系微生物和土壤溶液的

作用影响, 所以给根系分泌物的研究带来了极大困

难。对根系分泌物的研究已有 100 多年的历史, 微量

有机物质的提取、分离和鉴定技术已取得了较大的

进展, 但要获得植物根系分泌物的真实情况依然十

分困难。M a 等[1 ]和 Shen [2 ]用收集根洗液的方法分

析根系分泌物, 该法能反映整个根系的分泌状况, 但

不能反映根系具体部位的分泌特征, 所获得的分泌

物成分复杂, 不便于比较研究。T ang [3 ]应用吸附树

脂膜的方法研究根系分泌物中的化感物质, 但此方

法不适于从土培试验中提取根系分泌物, 也不适于

根系分泌物的定位分析。本试验以白羽扇豆为材料,

在液体培养条件下分别采用溶液培养收集法和滤纸

片原位收集法获取白羽扇豆根系分泌物, 同时收集

其相应根组织及茎伤流液, 通过用高效液相色谱法

分析根系分泌物、相应根组织及茎伤流液中有机酸

的种类和数量, 以确定白羽扇豆根系分泌有机酸的

真实状况, 并对 2 种收集方法在根系分泌物研究中

的优劣性予以比较。

1　材料与方法

1. 1　材料培养

　　挑选大小一致的白羽扇豆 (L up inus a lbus L.

cv. Am iga, Suedw estdeu tsche Saatzuch t, R asta t,

Germ any ) 种子, 在体积分数 10% H 2O 2 中浸泡 30

m in 进行表面消毒, 而后用清水洗净, 置于用饱和

CaSO 4 溶液浸泡过的纱布上催芽。待种子露白后, 播

入用CaSO 4 溶液浸泡过的石英砂中。等到两片子叶

完全展开后, 移入通气的营养液中。幼苗分缺磷处理

和供磷对照 2 组。在缺磷处理的第 17 天进行根系分

泌物的收集。

幼苗在人工培养室中生长, 营养液 pH 为 6. 2,

每 3 d 更换 1 次, 生长期间维持温度 18～ 26 ℃, 光

照时间为 14 höd, 光照强度为 18 000～ 21 000 lx。营

养液组成参见文献[ 4 ]。

1. 2　白羽扇豆根系分泌物的收集及根组织中有机

酸的提取

1. 2. 1　原位收集法　在白羽扇豆缺磷培养的第 17

天, 分别用滤纸片原位收集法收集根尖和排根组织

分泌的有机酸, 同时切取相应的根尖 (1 cm ) 和排根

组织 (0. 5 cm )各 0. 1 g 在液氮中保存。根尖和根组

织样品在测定前加 1 mL 50 mL öL 磷酸溶液匀浆,

12 000 röm in 离心 10 m in, 取上清液, 稀释 10 倍后

分析有机酸的种类和数量。

原位收集法[5 ]具体操作程序: 准备直径为 5 mm

的层析滤纸片若干, 用甲醇清洗 3 次, 再用重蒸水清

洗 3 次, 在无菌条件下晾干备用。收集时从缺磷处理
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和供磷对照中各挑选 5 株生长一致的幼苗, 先将植

物根系在去离子水中清洗数次, 以除去表面的营养

液, 然后将根系平放于铺有湿滤纸的瓷盘中, 在每个

植株上选取生长相近的 5 个二级侧根的根尖和排根

为收集部位, 在有机酸收集部位 (根尖、排根组织)的

下方垫上 2 cm ×2 cm 的塑料胶片, 然后再在收集部

位根组织的上下方各放 1 个预先处理好的层析滤纸

片。其余根段用营养液浸湿的滤纸片覆盖。最后用

黑塑料布将整个根系罩住, 在光照下收集 2 h。收集

完后, 将每个植株不同部位的滤纸片放入 2. 5 mL

Ependo rf 管中, 每 10 个滤纸片加 300 ΛL 重蒸水放

入液氮中保存。测定前将其溶解, 12 000 röm in 离心

10 m in, 取上清液用以H PL C 分析。

1. 2. 2　溶液培养收集法　白羽扇豆在缺磷条件下

培养到第 17 天时, 用收集根洗液的方法收集根系分

泌物。以盆为单位 (5 株ö盆) , 首先将植株根系在去

离子水中漂洗数次, 然后将植株放入盛有 500 mL

蒸馏水 (加少量的微生物抑制剂) 的小盆中, 所选器

皿和 500 mL 蒸馏水可以使水能够浸没整个根系,

植株在光照下收集 2 h。收集完后, 将收集液在旋转

蒸发仪上浓缩至干。浓缩温度 30 ℃。然后用 10 mL

蒸馏水分 3 次冲洗, 每冲洗 1 次, 用超声波振荡使其

充分溶解, 从而得到浓缩的根系分泌物收集液。浓缩

液在 12 000 röm in 冷冻离心 10 m in, 取上清液用以

分析有机酸的种类和数量。

1. 3　白羽扇豆木质部和韧皮部汁液的收集

白羽扇豆在缺磷条件下培养到第 17 天时, 收集

木质部伤流液及韧皮部汁液。木质部伤流液的收集

采用薛应龙[6 ]的方法, 在早晨 8: 00～ 10: 00 收集 2

h。韧皮部汁液收集采用 K ing 等[7 ]的方法。木质部

伤流液和韧皮部汁液在 H PL C 测定前均稀释 10

倍。

1. 4　有机酸的H PL C 分析

有机酸分离条件见文献[ 8 ]。有机酸标准样品的

配制: 分别称取草酸 5. 0 m g, 苹果酸 10. 0 m g, 乳酸

0. 01 mL , 乙酸 0. 02 mL , 柠檬酸 10. 0 m g, 丁二酸

20. 0 m g, 反丁烯二酸 1. 0 m g, 顺丁烯二酸 1. 0 m g,

用 pH 2. 25 的H 3PO 42KH 2PO 4 缓冲溶液溶解于 100

mL 的容量瓶中。取各自的母液进行混合, 反丁烯二

酸和顺丁烯二酸稀释 100 倍, 其余各酸均稀释 10 倍

作为有机酸标准溶液。在每次样品测定前, 均用此溶

液作标准曲线。每测定 10 个样品加测 1 次标准样

品。对于不易确定的有机酸吸收峰, 用以上单个标准

样品做内标法鉴定, 或用改变流动相 pH 值和流速

的方法进一步确认。

2　结果与分析

2. 1　溶液培养收集法收集的白羽扇豆根系分泌有

机酸的种类和数量

用溶液培养收集法收集白羽扇豆根系分泌有机

酸的结果表明: 白羽扇豆根系分泌的有机酸主要为

酒石酸、苹果酸、乳酸、顺丁烯二酸、柠檬酸和反丁烯

二酸。缺磷处理白羽扇豆的根系除分泌以上几种有

机酸外, 还分泌丁二酸。从分泌量来看, 缺磷处理白

羽扇豆根系分泌物中乳酸和柠檬酸的量均高于供磷

对照 (图 1)。

图 1　溶液培养收集法收集的白羽扇豆

全根系分泌有机酸的种类和数量

A. 有机酸标准样品; B. 缺磷培养; C. 供磷培养;

1. 草酸; 2. 酒石酸; 3. 苹果酸; 4. 乳酸; 5. 乙酸;

6. 顺丁烯二酸; 7. 柠檬酸; 8. 丁二酸; 9. 反丁烯二酸

F ig. 1　T he k inds and quan tit ies of o rgan ic

acids exuded from the w ho le roo t system after

the w h ite lup ine had been stressed by pho spho rus

deficiency fo r 17 days

A. T he standard samp le; B. T he samp le w ithou t P

supp lied; C. T he samp le w ith P supp lied

1. O xalic acid; 2. T artaric acid; 3. M alic acid;

4. L actic acid; 5. A cetic acid; 6. M aleic acid;

7. C itric acid; 8. Succin ic acid; 9. Fum aric acid
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2. 2　原位收集法收集的白羽扇豆根尖和排根分泌

有机酸的种类和数量

用原位收集法分别收集白羽扇豆根尖和排根区

分泌的有机酸, 其分析结果 (图 2) 表明: 缺磷处理白

羽扇豆的排根主要分泌柠檬酸、苹果酸和反丁烯二

酸, 且柠檬酸和反丁烯二酸的分泌量明显高于对应

供磷植株排根的分泌量。缺磷处理白羽扇豆的根尖

主要分泌苹果酸、乳酸、反丁烯二酸, 且分泌量均明

显高于对应供磷植株根尖相应有机酸的分泌量。

图 2　原位收集法收集的白羽扇豆
根尖和排根分泌有机酸的种类和数量

A. 缺磷排根; B. 供磷排根; C. 缺磷根尖; D. 供磷根尖
3. 苹果酸; 4. 乳酸; 7. 柠檬酸; 9. 反丁烯二酸

F ig. 2　T he k inds and quan tit ies of o rgan ic
acids exuded from the roo t t ip s and the segm ents
of p ro teo id roo ts after the w h ite lup ine had been

stressed by pho spho rus deficiency fo r 17 days
A. T he p ro teo id roo ts w ithou t P supp lied;

B. T he p ro teo id roo ts w ith P supp lied;
C. T he roo t tip s w ithou t P supp lied;

D. T he roo t tip s w ith P supp lied
3. M alic acid; 4. L actic acid;

7. C itric acid; 9. Fum aric acid

图 3　白羽扇豆培养 17 d 时根系不同组织中
有机酸的种类和数量

A. 缺磷排根; B. 供磷排根; C. 缺磷根尖; D. 供磷根尖
3. 苹果酸; 4. 乳酸; 7. 柠檬酸; 9. 反丁烯二酸

F ig. 3　T he k inds and quan tit ies of o rgan ic acids
in the roo t system of the w h ite lup ine in
deficien t pho spho rus cu ltu re fo r 17 days

A. T he p ro teo id roo ts w ithou t P supp lied;
B. T he p ro teo id roo ts w ith P supp lied;

C. T he roo t tip s w ithou t P supp lied;
D. T he roo t tip s w ith P supp lied

3. M alic acid; 4. L actic acid;
7. C itric acid; 9. Fum aric acid

　
　

2. 3　白羽扇豆根尖和排根组织中有机酸的种类和

数量

对白羽扇豆根组织中有机酸的分析结果 (图 3)

表明, 排根组织中的有机酸主要为乳酸、苹果酸、柠

檬酸和反丁烯二酸, 且缺磷处理的白羽扇豆排根组

织中苹果酸和柠檬酸的含量均高于供磷处理。白羽

扇豆根尖和排根中有机酸种类基本相同, 但缺磷处

理白羽扇豆根尖的苹果酸和反丁烯二酸的含量均高

于其供磷对照。

2. 4　白羽扇豆木质部伤流液及韧皮部汁液中有机

酸的种类和数量

在缺磷处理到第 17 天时, 白羽扇豆木质部伤流

液中含有大量的苹果酸、柠檬酸和反丁烯二酸, 且其

含量均明显高于供磷处理。白羽扇豆韧皮部汁液中

共检测出 6 种未知物, 但除苹果酸外, 其余 5 种均为

未知 (图 4)。
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图 4　白羽扇豆韧皮部汁液和木质部
伤流液中有机酸的种类和数量

A. 缺磷韧皮部汁液; B. 供磷韧皮部汁液;
C. 缺磷木质部汁液; D. 供磷木质部汁液

3. 苹果酸; 7. 柠檬酸; 9. 反丁烯二酸
F ig. 4　T he k inds and quan tit ies of o rgan ic acids
in w h ite lup ine xylem exudates and ph loem sap

A. T he ph loem sap w ithou t P supp lied;
B. T he ph loem sap w ith P supp lied;

C. T he xylem exudates w ithou t P supp lied;
D. T he xylem exudates w ith P supp lied

3. M alic acid; 7. C itric acid; 9. Fum aric acid

3　讨　论

本研究结果表明, 用原位收集法和溶液培养收

集法所收集的缺磷白羽扇豆根系所分泌的有机酸种

类差别很大。用溶液培养收集法所收集的有机酸主

要为乳酸、顺丁烯二酸、柠檬酸和丁二酸, 而用原位

收集法所收集的白羽扇豆根尖、排根分泌的有机酸

则以苹果酸、柠檬酸和反丁烯二酸为主。就根系分泌

物中有机酸的来源讲, 根外分泌的有机酸主要来自

根细胞内三羧酸循环中形成的有机酸。Keith 等[9 ]

证明, 光合作用所固定的碳 0. 1%～ 10% 在 24 h 内

以根系分泌物的形式释放到根际。P rik ryl 等[10 ]认

为, 小麦根系分泌物的释放和根的生长状况密切相

关, 一旦根系停止生长, 几乎没有根系分泌物的产

生。根系分泌物量的多少还与植物的代谢强弱密切

相关, 白天光合作用强, 代谢旺盛, 根系分泌物的量

也多。因此, 根系分泌物中的有机酸也应该能在相应

的根组织细胞中检测到。本研究结果表明, 在白羽扇

豆的排根组织和根尖细胞中含有苹果酸、柠檬酸、乳

酸和反丁烯二酸, 不含有酒石酸、顺丁烯二酸和丁二

酸。由此可见, 用原位收集法收集的有机酸种类与根

组织中的有机酸基本相同。另外, 由于植物根系在向

根外分泌有机酸的同时, 根组织中的部分有机酸会

随蒸腾进入木质部。所以, 根系分泌的有机酸种类应

与木质部伤流液中有机酸的种类相一致。本试验中

白羽扇豆木质部伤流液中有机酸为苹果酸、柠檬酸

和反丁烯二酸, 与原位收集法收集的有机酸种类相

一致。以上两个方面说明原位收集法能准确反映白

羽扇豆不同根段分泌有机酸的真实情况, 即缺磷条

件下白羽扇豆根系分泌的有机酸为苹果酸、柠檬酸

和反丁烯二酸。

从溶液培养收集法的整个收集过程来看, 具有

操作简单方便, 能反映整个根系有机酸的变化状况

等优点。不足之处在于不能作局部取样分析, 收集时

间较长, 影响有机酸成分的环节较多, 在浓缩过程中

大分子质量的有机酸可能分解, 小分子质量的有机

酸可能挥发。另外, 收集时间长使微生物的分解作用

增强。而原位收集法则可以作局部收集, 收集时间

短, 污染环节少。因此, 从有机酸的分析结果来看, 原

位收集法的分析结果更接近于根系分泌的真实情

况, 不足之处在于扰动了根系原有的生长状态。
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Com para t ive stud ies on m ethods of co llect ing roo t

exuda tes from pho spho ru s deficien t w h ite lup in

TIAN Zhong-m in1, QIN Fang- l ing2,W ANG Bo1

(1 S chool of L if e S cience and T echnology , X iπan J iaotong U niversity , X iπan, S haanx i 710049, Ch ina;

2 D ep artm en t of Chem istry and Chem ica l E ng ineering , X iπan S h iy ou U niversity , X iπan, S haanx i 710065, Ch ina)

Abstract: T he advan tages of d ifferen t roo t exudates co llect ing m ethods w ere invest iga ted via analysis

of H PL C. T he seedlings of w h ite lup in w ere cu ltu red in the pho spho ru s deficien t nu trien t so lu t ion and the

o rgan ic acids in the co rresponding roo t t issue w ere also invest iga ted w hen roo t exudates w ere co llected in

o rder to determ ine the real k inds and quan t it ies of o rgan ic acids in the roo t exudates. T he resu lts show ed

the k inds and quan t it ies of o rgan ic acids co llected by the tw o m ethods w ere no t iden t ica l. T he m ethods of

localized co llect ion of roo t exudat ion can acqu ire the rea l k inds and quan t it ies of o rgan ic acids excreted from

the roo t and can determ ine the real site w here the o rgan ic acids w ere excreted. T he o rgan ic acids excreted

from the p ro teo id w ere m alic acid, cit ric acid and fum aric acid, and the roo t t ip s excreted m alic acid, lact ic

acid and fum aric acid. T he k inds and tendency of o rgan ic acids in the roo t exudates acco rd w ith tho se in the

xylem exudat ion and co rresponding roo t t issues. T he m ethod of bath ing roo t system is advan tageou s to de2
term ine the to ta l quan t it ies of o rgan ic acids, w h ich include tartaric acid,m alic acid, lact ic acid, m aleic acid,

cit ric acid, succin ic acid, fum aric acid, bu t it can no t avo id the st ress of co llect ing so lu t ion and rh izo sphere

m icro2o rgan ism po llu t ion.

Key words: L up inus a lbus L. ; o rgan ic acids; localized co llect ion; bath ing roo t system ; H PL C
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