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基于 GC-MS 代谢组学分析间作玉米下地黄根际土壤中
挥发性有机物特征
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［摘要］ 目的：分析地黄-玉米间作模式下地黄根际土壤挥发性有机物特征，筛选间作玉米下地黄根际土壤中特殊的信号

物质，为地黄连作障碍中化感物质的研究提供依据。方法：本实验以 7~10 月份玉米间作及地黄单作模式下的地黄根际土壤为

研究对象，利用气相色谱-质谱法（GC-MS）分析其乙酸乙酯部位中的挥发性有机物，并应用 SIMCA 14.1 对数据进行主成分分

析（PCA），聚类分析（HCA）及正交偏最小二乘法 -判别分析（OPLS-DA）处理，筛选 2 种模式下挥发性有机物中潜在的差异成

分。结果：间作及单作模式下地黄根际土壤中的挥发性有机物种类主要为烃类、醇类、酯类、酮类、酰胺类、酸类等物质，其中间

作模式下烃类、酯类、酰胺类成分的平均相对质量分数分别为 58.46%，32.15%，5.42%，而单作模式下则分别为 37.27%，

36.11%，21.13%；PCA 与 HCA 分析结果表明间作与单作两种模式下根际土壤乙酸乙酯部位的挥发性有机物特征可以明显地

被分为两类；基于 OPLS-DA 分析的潜在差异成分筛选结果表明，从两种模式下的根际土壤中筛选到邻苯二甲酸二丁酯，（Z）-

9-油酸酰胺，间苯二甲酸二辛酯，邻苯二甲酸（2-丙基戊基）二酯，正二十六烷，二十八烷，正二十一烷等差异达到显著水平的几

种挥发性有机物。结论：地黄-玉米间作模式对地黄根际土壤中的挥发性有机物有一定的影响，筛选到的几种差异成分对地黄

生长及质量特征的影响还有待于进一步研究。
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Analysis of Volatile Organic Compounds in Rhizosphere Soil of Rehmannia glutinosa

Under Intercropping Zea mays Based on GC-MS Metabonomics
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［Abstract］ Objective：To explore the composition characteristics of rhizosphere soil under Rehmannia

glutinosa-Zea mays intercropping model，and screen out special signal substances in rhizosphere soil of

R. glutinosa under intercropping Z. mays，so as to provide the basis for the study of allelopathic substances in

continuous cropping obstacle of R. glutinosa. Method： In this experiment，rhizosphere soils of R. glutinosa
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under Z. mays intercropping and R. glutinosa single cropping models in July，August，September and October

were taken as the research objects，and the volatile organic compounds in ethyl acetate fraction were analyzed by

gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）. Principal component analysis（PCA），hierachical cluster

analysis（HCA）and orthogonal partial least squares discriminant analysis（OPLS-DA）analysis were performed

on the data by SIMCA 14.1 to screen out potential differences in volatile organic compounds between the two

models. Result： The types of volatile organic compounds in intercropping and single cropping models were

mainly hydrocarbons，alcohols，esters，ketones，amides，acids and other substances. Specifically，the average

relative contents of hydrocarbons，esters and amides in intercropping model were 58.46%，32.15% and 5.42%

respectively，while the relative contents of hydrocarbons，esters and amides in single cropping model were

37.27%，36.11% and 21.13%. The results of PCA and HCA showed that the characteristics of volatile organic

compounds in the ethyl acetate fraction of rhizosphere soil under intercropping and single cropping models could

be clearly divided into two categories，the screening results of potential differential components based on OPLS-

DA analysis indicated that various components，such as dibutyl phthalate，（Z）-9-oleamide，β -caryophyllene，

dioctyl iso-phthalate， phthalate（2-propylamyl） diester， n-hexadecane，octodecane， n-heneicosane， were

screened from rhizosphere soil under the two models. Conclusion：The R. glutinosa-Z. mays intercropping model

has certain effects on the volatile organic compounds in the rhizosphere soil of R. glutinosa，and the effect of the

selected components on the growth and quality characteristics of R. glutinosa still need to be further studied.

［Key words］ intercropping pattern； Rehmannia glutinosa； Zea mays； rhizosphere soil； gas

chromatography-mass spectrometry（GC-MS）；volatile organic compounds

地黄（Rehmannia glutinosa）为玄参科地黄属多

年生草本植物，以块根入药，其性凉，味甘、苦，具有

滋阴补肾、养血补血、凉血的功效［1］，是著名“四大怀

药”之一，但地黄在生产中存在着严重的连作障碍，

已经成为限制地黄产业健康发展的瓶颈。目前国

内外学者围绕连作障碍产生机制等问题分别从地

黄植株响应时期［2］、分子机制［3-5］、化感物质［6-8］、根际

微生物［9-10］等方面进行了大量的研究，发现地黄的

连作障碍是多种因素作用导致根际微生态环境发

生变化的一种复杂现象。近年来研究发现通过地

黄 -大蒜［11］、玉米 -丹参［12］、大蒜 -黄瓜［13］间作等种植

模式可以明显改善地黄、丹参、黄瓜等植物的连作

障碍。前期研究发现，间作玉米后可明显降低由于

涝害引起的单作地黄死亡的现象，而且怀地黄产区

的药农在长期种植地黄的过程中，发现在种植过地

黄的土壤中种植玉米等可以改善地黄的连作障碍，

这些经验表明间作情况下玉米可能与地黄通过根

际互作影响了地黄的微生态环境，使其趋于健康的

生长状态。植物与植物根际的相互作用要依赖于

合适的化学信号，挥发性有机物（VOCs）作为根际

土壤一类特殊的信号物质，具有低相对分子质量、

低沸点、高蒸气压、弱极性、亲脂性的特点［14］，具有

能够长距离传播、介导有机体间非直接接触的相互

作用和低浓度即可被感知等优势，在长距离的根际

互作中起着重要作用。而且挥发性有机物作为根

际微生态环境的重要组成部分，在改变微生物的种

群结构方面起着重要作用［15-16］。

玉米和地黄作为怀药产区重要的粮食和药材

来源，如果可以发现间作玉米条件下有利于促进地

黄生长的根际化学信号物质，并将其应用于地黄的

生产中，将有力推动怀地黄产业的健康发展，目前

玉米 -地黄间作模式下地黄根际土壤中 VOCs 的特

征研究还未见报道。根际土壤中 VOCs 的提取一般

采用乙酸乙酯和正己烷等有机溶剂进行萃取，其中

以乙酸乙酯为溶剂浸提的有机成分的总量和种类

较多，而气相色谱 -质谱法（GC-MS）的代谢组学是

目前检测该信号物质常用的技术。本研究利用 GC-

MS 结合多元统计分析方法对玉米-地黄间作及地黄

单作 2 种模式下地黄生育期内根际土壤中乙酸乙酯

部位 VOCs 进行分析，筛选间作玉米下在地黄根际

土壤中产生的有利于地黄生长的特殊信号物质，从

化学生态学角度初步阐明玉米对地黄生长的促进

作用，为地黄连作障碍的缓解提供理论依据。

1 材料

7000-7980A 型 气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 仪（美 国

Agilent）；ZHPL-200 型立式振荡培养箱（天津市莱

玻特瑞仪器设备有限公司）；101-3AB 型电热鼓风干

燥箱（天津泰斯特）；AL204 型 1/1 万分析天平（梅特
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勒 -托利多仪器上海有限公司）；KQ-700DB 型数控

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，40 kHz，

700 W）。乙酸乙酯（分析纯，天津市致远化学试剂

有限公司）；乙酸乙酯（色谱纯，山东禹王和天下新

材料有限公司）。
样地位于河南省焦作市武陟县北郭乡百疗怀

药有限公司实验基地，北纬 35°12′，东经 113°41′，

该地区气候条件属暖温带大陆性季风气候，年平均

气温 14.4 ℃，年降水量 577.1 mm，无霜期 211 d。以

当地地黄品种“金九”作为研究对象，考虑到边际效

应、坡度、肥力差异等因素，间作处理的旁边设置空

白对照（即金九地黄单作模式）。地黄、玉米分别于

4 月 16 号，5 月 11 号种植，地黄株距 20 cm，地黄 -玉

米间作行数比例为 6∶2，间作及地黄单作均设置 3 次

重复，每个小区面积为 6 m×6 m，实验期间的管理按

照当地常规操作进行。分别在种植地黄后 7，8，9，

10 月份取样，沿着地黄植株根系周围挖开土壤取出

完整地黄根系土壤，轻轻抖动去掉在根系附着的较

松散土壤，后抖动收集与根附着紧密的土壤为根际

土壤，每次取样 10~15 株，将其根际土壤充分混合均

匀后阴干、研磨，过 60 目筛，置干燥器中备用。玉米

于 8 月 15 号采收。土壤样品信息及编号分别为 S-7

（单作-7 月），I-7（间作-7 月），S-8（单作-8 月），I-8（间

作 -8 月），S-9（单作 -9 月），I-9（间作 -9 月），S-10（单

作-10 月），I-10（间作-10 月）。
2 方法

2.1 供试品溶液的制备 称取地黄根际土壤约

20.00 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入乙酸

乙酯 25 mL，30 ℃摇床 1 h，静置 24 h，超声 1 h，放冷

至室温，30 ℃浓缩至 2 mL，过 0.45 µm 微孔滤膜，即

得供试品溶液。

2.2 VOCs 的 GC-MS 分析条件 采用 DB-5MS 色

谱柱（0.25 mm×30 m，0.10 μm）；载气 He 和 N2；离子

源温度 230 ℃；乙酸乙酯部位：进样口温度 250 ℃；
流速 1.0 mL·min-1；程序升温，50 ℃保持 2 min，以

10 ℃·min-1 升温到 130 ℃并保持 4 min，5 ℃·min-1

升 温 到 150 ℃ 并 保 持 1 min，4 ℃·min-1 升 温 到

210 ℃并保持 4 min，5 ℃·min-1升温到 250 ℃并保持

5 min。进样量 5 μL，不分流；电离方式电子轰击

（EI），电子能量 70 eV；溶剂延迟时间 9 min；质量扫

描范围 m/z 40～450；采集方式 SCAN 扫描。应用

NIST 质谱检索数据库，通过计算机检索系统进行未

知物的鉴定。

2.3 数据统计分析 用面积归一化法计算地黄根

际土壤乙酸乙酯部位 VOCs 的总离子流图中各组分

的相对含量，各成分的质谱图通过质谱谱库检索、

人工图谱解析、文献核对等多种方法进行综合分析

鉴定。利用 Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis

软件以峰面积比大于 0.001 为标准对峰进行过滤，

以色谱峰谷间连线为基线对峰进行积分，根据保留

时间将峰进行对齐，采用内标归一化处理数据。利

用 SIMCA 14.1 统计软件对归一化后的数据进行多

元统计分析，首先，进行主成分分析（PCA）与聚类分

析（HCA），确定 2 种模式下根际土壤间乙酸乙酯部

位 VOCs 是否存在差异；其次，利用 Pareto 标度化预

处 理 ，对 其 进 行 正 交 偏 最 小 二 乘 法 - 判 别 分 析

（OPLS-DA），进一步分析模式间的化学成分差异，

并输出得分图和置换检验图；最后，对变量投影重

要性（VIP）值>1 的成分进行 t 检验计算 P，筛选 VIP

值>1 且 P<0.05 的成分为差异物质。

3 结果与分析

3.1 两种模式下地黄根际土壤乙酸乙酯部位 VOCs

种类及含量分析 GC-MS 分析表明 2 种模式下地

黄根际土壤乙酸乙酯部位共检测到 35 种 VOCs，其

中烃类 11 个、酯类 13 个、酮类 5 个、酸类 1 个、醇类 3

个、酰胺类 2个。间作模式下根际土壤中烃类、酯类、

酰胺类成分的平均相对质量分数分别为 58.46%，

32.15%，5.42%，而单作模式下 3类成分的平均相对质

量分数分别为 37.27%，36.11%，21.13%，其中烃类和

酰胺类成分在 2种模式下的相对含量差异较大。

2 种模式下地黄根际土壤中相对含量较高的几

种主要 VOCs 含量特征分析表明，间作模式下正二

十一烷、二十八烷、正二十四烷、间苯二甲酸二辛酯

相对含量整体上高于单作模式，而邻苯二甲酸二丁

酯，（Z）-9-油酸酰胺，邻苯二甲酸（2-丙基戊基）二酯

的相对含量则低于单作模式。见图 1，表 1。

图 1 地黄根际土壤乙酸乙酯部位 VOCs的 GC-MS总离子流

Fig. 1 GC-MS total ion flow chart of VOCs in ethyl acetate of

rhizosphere soil of Rehmannia glutinosa
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3.2 2 种模式下地黄根际土壤样品 VOCs的 PCA

为了分析间作玉米后对地黄根际土壤 VOCs 特征的

影响，对两种模式下地黄根际土壤乙酸乙酯部位

VOCs 归 一 化 后 的 数 据 进 行 主 成 分 分 析 ，利 用

Outlier 剔除异常样本，建立无监督的 PCA 模型，并

基于 Word 算法对根际土壤样品进行 HCA，见图 2。

PCA 得分图中每个点代表一个根际土壤样品，

椭圆为 95% 置信区间，由结果可知所有样品均位于

可信区间内，两种模式各自聚为一类；HCA 处理中

纵坐标表示样品点间的距离，横坐标代表样品编

表 1 2种模式下地黄根际土壤乙酸乙酯部位 VOCs种类及相对含量

Table 1 Types and relative contents of VOCs in ethyl acetate fraction of rhizosphere soil of Rehmannia glutinosa under two modes

峰号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

tR/min

11.733

12.566

19.304

19.475

22.080

22.433

22.619

23.113

23.393

23.618

24.186

24.450

24.573

24.769

25.361

25.841

26.017

26.345

26.556

27.286

29.220

29.666

31.923

33.270

34.073

35.038

36.468

39.391

39.827

41.869

43.955

44.45

45.052

45.772

47.614

化合物

β-石竹烯

4-羟基-2-丁酮

甲氧基乙酸葵酯

草酸-6-乙基辛-3-基异己基酯

正十九烷

6-甲基-2-十三烷酮

4-甲基-十八烷

植酮

对-苯甲酸-2-乙基己基酯

6，10，14-三甲基-2-十五烷酮

邻苯二甲酸-庚-4-基异丁基酯

14-氯-1-十四醇

（Z）-9-十八烯酸-苯甲酯

7，9-二叔丁基-1-氧杂螺（4，5）癸-6，9-二烯-2，8-二酮

邻苯二甲酸十一烷基丁酯

邻苯二甲酸二丁酯

十六烷酸甲酯

油酸

1-甲基二十四烷

2，6，10-三甲基十四烷

2-（十八氧基）-乙醇

正二十一烷

二十八烷

2-甲基二十二烷

正二十六烷

（Z）-9-油酸酰胺

正二十四烷

1，2-苯二甲酸-异十二烷基辛酯

邻苯二甲酸（2-丙基戊基）二酯

7-甲基-8-十四烯-1-醇乙酸酯

1-三十七烷醇

间苯二甲酸二辛酯

（Z）-13-芥酸酰胺

邻苯二甲酸二异壬酯

正二十七烷

分子式

C15H24

C4H8O2

C13H2603

C18H34O4

C19H40

C14H28O

C19H40

C18H36O

C16H24O2

C18H36O

C19H28O4

C14H29ClO

C25H40O2

C17H24O3

C23H36O4

C16H22O4

C17H34O2

C18H34O2

C25H52

C17H36

C20H42O2

C121H44

C28H58

C23H48

C26H54

C18H35NO

C24H50

C26H42O4

C24H38O4

C17H32O2

C37H76O

C24H38O4

C22H43NO

C26H42O4

C27H56

间作模式相对质量分数/%

I-7

0.32

0.05

0.97

-
0.22

-
1.01

0.47

1.50

-
0.36

0.47

0.12

0.22

0.34

9.27

0.21

-
-

1.10

0.87

4.85

10.06

0.44

15.44

2.99

10.85

2.43

7.60

0.77

1.14

20.27

1.17

1.86

2.62

I-8

0.25

0.05

0.68

-
0.10

0.05

0.91

0.37

1.46

-
0.56

0.59

-
-

0.29

10.92

0.50

-
-

0.97

1.10

3.81

8.16

0.25

13.57

3.48

9.66

4.00

6.64

0.90

1.33

23.18

0.85

3.35

1.99

I-9

0.30

0.03

-
0.12

0.24

0.08

-
0.52

0.73

0.09

-
0.33

-
0.22

0.19

1.90

-
0.24

0.09

1.57

0.90

7.33

17.11

-
27.21

4.35

19.69

4.34

2.55

1.63

1.53

2.50

0.82

0.93

2.45

I-10

0.23

-
-

0.07

0.22

-
-

0.38

0.94

0.19

0.13

0.88

0.21

0.24

0.21

2.08

0.13

0.45

0.19

1.76

1.80

7.04

15.58

0.32

25.65

5.69

18.39

7.20

2.09

1.71

1.18

0.17

2.35

0.60

1.88

单作模式相对质量分数/%

S-7

1.36

0.25

0.02

0.47

0.52

0.15

0.07

0.06

0.46

0.23

0.27

1.55

0.15

0.61

0.18

55.51

0.19

0.02

0.34

0.06

0.40

0.67

1.64

0.20

4.53

2.98

3.75

1.84

1.42

3.83

0.19

0.87

11.31

0.82

3.09

S-8

2.23

0.31

0.10

-
0.32

0.16

0.15

0.10

3.28

0.30

0.55

1.68

0.11

0.40

0.16

2.43

0.62

0.18

-
0.09

0.78

1.08

4.11

0.39

16.89

10.29

-
3.91

5.59

7.69

1.14

1.42

31.27

0.91

1.33

S-9

2.64

0.36

0.24

0.20

0.82

0.11

0.00

0.15

-
0.30

0.52

0.87

0.09

0.39

0.22

2.18

0.16

1.44

0.04

-
1.44

0.98

6.61

-
25.24

15.64

18.40

4.22

8.11

1.26

1.40

1.42

0.77

2.25

1.53

S-10

3.34

0.42

-
1.60

0.99

0.21

0.16

0.24

0.16

0.31

0.53

2.47

0.35

1.05

0.25

4.20

0.55

0.01

0.51

0.13

1.18

2.10

5.66

0.16

20.14

12.26

14.75

10.41

6.28

2.19

1.08

1.85

-
2.39

2.07
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号，与 PCA 处理的样品编号一致，当样品间距离>

91.050 1 时，间作模式与单作模式各自分为两类。

PCA 与 HCA 处理结果一致性表明，间作与单作 2 种

模式下地黄根际土壤 VOCs 特征存在差异，可以明

显的区分开来。

3.3 2 种模式下地黄根际土壤样品 VOCs 的 OPLS-

DA 为排除 2 种模式对根际土壤 VOCs 的组内干

扰，进一步分析 2 种模式之间的差异性，对间作及单

作 两 种 模 式 组 的 地 黄 根 际 土 壤 VOCs 特 征 进 行

OPLS-DA，见图 3。由得分图可知，2 种模式各自分

布在两个不同的象限，说明在排除了组内干扰的情

况下，2 种模式间地黄根际土壤 VOCs 特征存在差

异。为避免建立的 OPLS-DA 模型出现过度拟合而

影 响 分 析 结 果 的 准 确 性 ，笔 者 利 用 200 次

Permutations test 分别进行置换检验，结果显示置换

后的 R2，Q2值均高于原始的 R2，Q2值，表明所建模型

可靠，未出现过拟合现象。

3.4 2 种模式下地黄根际土壤 VOCs 潜在差异成分

的筛选 PCA，HCA 及 OPLS-DA 结果表明，2 种模

式下地黄根际土壤中 VOCs 特征具有明显差异，其

中间作模式下 7 月和 8 月份的样品比较接近，9 月和

10 月份的比较接近，而单作模式下 7 月与 8 月份明

显被分为两类，9 月与 10 月份则比较接近。为了分

析间作模式下玉米对地黄根际土壤 VOCs 的影响，

以 2 种模式下地黄与玉米处于间作期的 7 月份根际

土壤为对象，利用建立的 OPLS-DA 模型筛选间作

组与单作组中 VIP 值>1 的 VOCs 成分，并进行 t检验

计算其 P，选择 VIP 值>1 且 P<0.05 的物质为潜在的

差异成分，见表 2，图 4。结果表明，间作组与单作组

地黄根际土壤在 OPLS-DA 模型中共得到 8 个 VIP

值>1 的成分，其中 7 个成分在 2 种模式下的差异达

到显著水平。间作模式下根际土壤中的邻苯二甲

酸二丁酯和（Z）-13-芥酸酰胺含量显著下降，其中邻

苯二甲酸二丁酯的差异达极显著水平；间苯二甲酸

二辛酯、邻苯二甲酸（2-丙基戊基）二酯、正二十六

烷、二十八烷、正二十一烷等则升高，达显著水平；
正二十四烷的含量变化较大，但未达显著水平。

4 讨论

植物连作障碍的产生可能是在化感物质的介

导下，土壤微生态环境失衡而引起的植物中毒现

象［17］。根际土壤中的 VOCs 包含了大量的根系分泌

1，2.S-7；3，4.S-8；5，6.S-9；7，8.S-10；9，10.I-7；11，12.I-8；13，14.I-9；
15，16.I-10（图 3 同）
图 2 2 种模式下地黄根际土壤乙酸乙酯部位 VOCs 的 PCA 得分

（A）和 HCA（B）
Fig. 2 PCA score（A）and HCA cluster analysis（B）of VOCs in

ethyl acetate fraction of rhizosphere soil of Rehmannia glutinosa

under two modes

图 3 2种模式下地黄根际土壤乙酸乙酯部位 VOCs的 OPLS-DA 得

分（A）和置换检验（B）
Fig. 3 OPLS-DA score and replacement test of VOCs in ethyl

acetate fraction of rhizosphere soil of Rehmannia glutinosa under

two modes
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物和微生物代谢产物，是植物-植物、植物-微生物之

间发生根际互作的重要信号物质，这类物质可以显

著影响植物生长［18-20］，是筛选植物化感物质的重要

来源。本研究根据怀地黄种植过程中存在的问题

和药农的种植经验，利用 GC-MS 和多元统计学分析

方法对间作玉米下地黄根际土壤的 VOCs 特征进行

分析，共筛选出包含烃类、酯类、酰胺类等在内的 8

个可能引起土壤 VOCs 变化的潜在差异成分，其中

的二十八烷、二十一烷、二十六烷等烷烃类物质几

乎存在于所有高等植物的根系分泌物中，他们在传

递生物信息方面起着重要作用，而且多数物质在不

同植物化感物质的研究文献中曾被多次报道过，属

于典型化感物质［21］。本研究结果显示，间作玉米下

地黄根际土壤中某些烃类物质的含量显著升高。

这些物质的变化是否与间作模式下地黄植株受玉

米影响有关，他们对地黄生长及质量特征形成有何

影响，均需进一步的研究。

土壤 VOCs 的特征受植物生长环境、植物发育

时期等多种因素的影响，7 月份玉米和地黄均处于

生长旺盛期，间作情况下 2 种植物的根际互作程度

较强，因此根际信号物质的特征表现明显。本研究

结果发现，间作玉米后明显改变了地黄不同生育时

期根际土壤 VOCs 的特征，使处于间作期的 7 月份，

8 月份根际土壤 VOCs特征趋于一致性，而单作地黄

则由于受地黄本身生长发育的特点，7 月份和 8 月份

根际土壤 VOCs 的特征则明显不同，因此间作期玉

米对地黄根际土壤 VOCs 的特征具有明显的影响。

通过对 7 月份间作与单作 2 种模式下地黄根际土壤

中 VOCs 的特征进行分析发现，邻苯二甲酸二丁酯

是该时期间作与单作 2 种模式下差异较大的成分，

间作模式下邻苯二甲酸二丁酯的含量与单作相比

明显降低，而且差异达到极显著水平。文献研究表

明邻苯二甲酸二丁酯在马铃薯［22］、辣椒［23］和百合［24］

等多数作物上已经被广泛报道为自毒物质，能显著

抑制马铃薯的生长，对辣椒生理代谢有“低促高抑”

作用。那么邻苯二甲酸二丁酯来源于根系分泌物

还是微生物代谢物，间作模式下地黄根际土壤邻苯

二甲酸二丁酯的含量下降是否是由于受间作作物

玉米的影响发生降解或转换，该物质对地黄生长有

何作用及其与地黄连作障碍的关系都有待于进一

步研究。
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