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Box--Behnken 响应面法优化达乌里胡枝子
根瘤菌代谢产物的前处理方法
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摘要：豆科植物-根瘤菌共生体在氮循环中至关重要，其根系代谢产物显著影响结瘤过程。达乌里胡枝子（Lespe⁃

deza daurica）根瘤菌代谢产物前处理检测方法尚未进行系统优化。通过优化前处理（超声温度 A 及时间 B、衍生温

度 C 及时间 D），提高其代谢产物提取效率。采用单因素试验筛选检测条件范围，再采用四因素三水平 Box-
Behnken 响应面法优化设计（超声温度 30~40℃、超声时间 7~11 min、衍生时间 20~100 min、衍生温度 50~90℃），

建立二次回归模型确定最优条件并验证其可靠性。单因素试验确定检测条件：超声温度 35℃、超声时间 9 min、衍
生温度 70℃、衍生时间 60 min；响应面模型（R2=0. 9035）显示一次项 A、C，交互项 CD 和二次项 A2、C2、D2对结果影

响极显著（P<0. 01），交互项 AD 影响显著（P<0. 05）。优化后共检测到代谢产物 145 个，较优化前提高了

198. 60%，误差 3. 5%；方法学验证：内标物质L-2-氯-苯丙氨酸的峰面积RSD为 8. 2%（n=6），信噪比（S∶N）=9. 9∶1，符
合代谢组学检测要求。确定达乌里胡枝子根瘤菌代谢产物检测前处理方法，为其提取与检测提供技术依据。
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Abstract：The symbiont formed by legumes and rhizobia plays a crucial role in the nitrogen cycle， and root exu⁃
dates significantly affect the nodulation process.  The pretreatment and detection methods for metabolites of rhi⁃
zobia from Lespedeza daurica have not been systematically optimized.  In this study， the extraction efficiency of 
rhizobial metabolites was improved by optimizing pretreatment conditions， including ultrasonic temperature 
（A）， ultrasonic time （B）， derivatization temperature （C）， and derivatization time （D）.  Single-factor experi⁃
ments were used to determine the ranges of detection conditions， followed by a four-factor， three-level Box-
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Behnken response surface methodology （ultrasonic temperature： 30-40℃ ultrasonic time： 7-11 min derivatiza⁃
tion time： 20-100 min derivatization temperature： 50-90℃ ） for optimization design.  A quadratic regression 
model was established to determine the optimal conditions and verify their reliability.  The optimal conditions 
determined by single-factor experiments were ultrasonic temperature 35℃， ultrasonic time 9 min， derivatization 
temperature 70℃， and derivatization time 60 min.  The response surface model （R²=0. 9035） showed that the 
linear terms A and C， the interaction term CD， and the quadratic terms A²， C²， and D² had extremely signifi⁃
cant effects on the results （P<0. 01）， while the interaction term AD had a significant effect （P<0. 05）.  After 
optimization， 145 metabolites were detected， representing an increase of 198. 60% compared with the pre-opti⁃
mization level， with an error of 3. 5%.  Methodological validation showed that the peak area RSD of the internal 
standard L-2-chloro-phenylalanine was 8. 2% （n=6）， and the signal-to-noise ratio （S∶N） was 9. 9∶1， which 
met the requirements for metabolomic detection.  This study established a pretreatment method for the detection 
of metabolites from rhizobia of Lespedeza daurica， providing a technical basis for their extraction and analysis.
Key words：Lespedeza daurica；Metabolites of Rhizobia；Optimization of pretreatment methods

豆科植物与根瘤菌（Rhizobium）共生体是自然

界中固氮能力最强的系统，其年固氮量约为 2. 59×
107 t，占 地 球 陆 地 生 态 系 统 生 物 固 氮 总 量 的

29. 4%，在全球氮循环中发挥着不可替代的作用［1］。

这一共生体系的发生由宿主植物与根瘤菌协同调

控，作用期间会产生类黄酮、生长素、细胞分裂素等

多种代谢产物。这些物质不仅是共生信号传递的

核心载体［2］——如类黄酮可诱导根瘤菌合成结瘤因

子，启动根瘤形成——还通过浓度调控（如生长素

的适宜水平）直接影响根瘤的发育与功能［3］。达乌

里胡枝子（Lespedeza daurica）作为豆科胡枝子属多

年生半灌木，广泛分布于我国东北、华北至西南地

区，因其在干旱、寒冷、贫瘠生境中具有强适应性，

在草地生态修复与可持续农业中可作为关键牧

草［4］，其抗逆性与根瘤菌的共生固氮能力密切相

关［5］。但目前针对该物种与根瘤菌互作的代谢产物

研究较匮乏，代谢产物的检测方法尚未得到系统优

化，其共生机制解析与活性物质开发难以推进。

代谢组学技术是揭示共生代谢调控的重要工

具，其中气相色谱-质谱联用（GC-MS）因高灵敏度

和对挥发性化合物的高适配性，在微生物代谢物检

测中具有重要作用［6-7］。然而，代谢产物的提取效率

与检测灵敏度受超声温度、衍生化时间等条件显著

影响，且不同样本的最优参数间存在差异，需对其

进行针对性优化［8］。响应面分析法（Response sur⁃
face methodology， RSM）是通过构建二次回归模

型，可在较少试验次数内解析多因素及其交互作用

对结果的影响，精准预测最优条件，克服了传统单

因素试验忽略交互作用的缺陷，已成功应用于植物

与微生物代谢产物的前处理方法中［9］。本研究基于

已有研究基础以达乌里胡枝子根瘤分离的华氏新

根瘤菌 TG64（Neorhizobium huautlense）为对象，首

先通过单因素试验筛选超声温度、超声时间、衍生

温度及衍生时间的检测范围，再结合 Box-Behnken
设计优化 GC-MS 检测条件，旨在确定根瘤菌代谢

产物高效检测体系的前处理方法，为达乌里胡枝子

与根瘤菌的共生机制与代谢活性物质开发提供技

术支持。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

供试植物为‘晋农 1 号’达乌里胡枝子，由山西

农业大学草业学院提供；供试菌株为华氏新根瘤菌

TG64（Neorhizobium huautlense），由山西农业大学

草业学院微生物实验室提供。

1. 2　培养基

酵 母 蛋 白 胨（Tryptone yeast， TY）液 体 培 养

基［10］：胰蛋白胨 5. 00 g、酵母粉 3. 00 g、CaCl2·2H2O 
0. 70 g、pH 6. 8~7. 2、蒸馏水 1000 mL。

酵母甘露醇（Yeast mannitol agar， YMA）琼脂

培 养 基［11］：甘 露 醇 10 g、K2HPO4 0. 25 g、KH2PO4 
0. 25 g、MgSO4·7H2O 0. 20 g、NaCl 0. 10 g、酵母粉

3 g、琼脂 18 g、蒸馏水 1000 mL、pH 值 6. 8~7. 0。

1. 3　菌种活化及菌悬液制备

将供试菌株从 -80℃ 低温冰箱取出后，置于

37℃水浴中热激 2 min，使其快速复苏。用无菌接种

环将复苏菌株划线接种在 YMA 培养基上，28℃恒

温培养 24 h。挑取单菌落接种在 TY 液体培养基

中，28℃、180 r·min-1恒温振荡培养 24 h。
取 10 mL 上 述 培 养 液 ，置 于 离 心 机 上 4℃ 、

10 000 r·min-1 离心 10 min，倒去上清液，用无菌水
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冲洗 3 次，收集菌体。向获得的菌体中加入 5 mL 无

菌水，充分混匀，调节 OD600为 0. 5，备用。

1. 4　样品采集与处理

将 OD600=0. 5 的根瘤菌菌液接入盆栽达乌里

胡枝子中，培养一月后进行采样。检测仪器为气相

色 谱 -质 谱 联 用 仪（GC-MS）（GC MS-5977B，美

国），方法参考文献［11-12］进行检测。

称取 90 mg 样品，放入 1. 50 mL 的离心管中，依

次加入两颗小钢珠，540 μL 的冷甲醇和 60 μL 内标

（L-2-氯 -苯丙氨酸，0. 3 mg·mL-1，甲醇配置），在

-80℃冰箱中放置 2 min。在研磨机中以 60 Hz 研

磨 10 min，然后取出离心管放入超声仪 35℃超声

9 min。将超声后的样品进行离心，于 4℃，12 000 
r·min-1离心 15 min。取 500 μL 上清液，转入离心管

自然风干，备用。向离心管中加入 200 μL 的甲氧胺

盐酸吡啶溶液（15 mg·mL-1），快速混匀至完全溶

解，37℃恒温箱放置 1. 5 h 后取出。再加入 200 μL
的 BSTFA（含 1%TMCS）衍生试剂和 40 μL 正己

烷，70℃烘箱中放置 1 h。甲氧胺盐酸吡啶溶液用于

将 羰 基 化 合 物 转 化 为 肟 类 衍 生 物 ，BSTFA（含

1%TMCS）用于硅烷化衍生，增强极性代谢物（如

糖类、氨基酸）的挥发性，以适配 GC-MS 检测；衍生

化效率通过平行试验验证，确保目标物衍生转化率

>90%。过 0. 45 μm 的滤膜过滤到进样小瓶中，待

上机检测。

分析仪器为 Agilent-8890 气相色谱质谱联用仪

（Agilent，USA）以及弱极性 HP-5 ms 毛细管色谱柱

（30 m×250 μm I. D. ）。衍生化后提取物经过自动

进样，以 1 μL 体积用无分流模式注入仪器系统进行

分析，样品进入质谱检测前经过弱极性的 HP-5ms
毛细管柱进行分离。载气为高纯氦气，载气流速

1. 0 mL·min-1，程 序 升 温 ：8℃·min-1，60~125℃ ；

4℃·min-1，125~210℃；5℃·min-1，210~270℃；10℃·min-1，

270~305℃ ，305℃ 维 持 3 min。 进 样 口 的 温 度 为

260℃，EI 源温度为 260℃，电子能量为 70 eV。质量

扫描范围：m·z-1 50~600，延迟 5 min 开始采集，采

集速度为 20 谱·s-1。

1. 5　根瘤菌代谢产物测定单因素条件筛选试验

超声温度设置 30，35，40，45，50℃五个处理，超

声时间设置 7，8，9，10，11 min 五个处理，衍生时间

设置 20，40，60，80，100 min 五个处理，衍生温度设

置 50，60，70，80，90℃五个处理，测定代谢产物的产

量以确定单因素代谢产物提取的检测条件。每个

处理设 3 次重复。

1. 6　根瘤菌代谢产物测定条件的优化试验

在单因素试验的基础上，将超声温度（A）、超声

时间（B）、衍生时间（C）及衍生温度（D）为响应因

素，代谢产物产量为（Y）响应值，采用 Box-Benhken
设计 4 因素 3 水平的响应面试验对检测条件进行优

化（表 1）。

1. 7　根瘤菌代谢产物测定优化条件的验证

筛选出最优组合及预测值在 100 以上的组合，

进行重复验证试验，每个组合设置 3 次重复，使用

1. 4 的方法测定根瘤菌代谢产物的实际含量，结果

以平均值±标准差表示。取同一批次样品，按优化

后的方法重复处理 6 次，计算内标物质 L-2-氯-苯丙

氨 酸 峰 面 积 的 相 对 标 准 偏 差（Relative standard 
deviation，RSD）。同时以空白样品为对照，计算内

标物质的 S∶N 值。

1. 8　数据分析

采用 Excel 2019 进行数据汇总和整理，Design-
Expert 11. 0 软件对 Box-Behnken 的试验结果进行

分析，用 SPSS 26. 0 统计分析软件进行单因素方差

分析（One-way ANOVA），其结果以平均值±标准

差表示。采用 Xcalibur 4. 2 软件进行谱图分析，峰识

别参数：信噪比（S∶N）≥3，峰宽≥0. 1 min；基线校

正采用线性校正法；代谢产物定性通过 NIST 2020
质谱库匹配（匹配度≥80%）。

表 1　达乌里胡枝子根瘤菌代谢产物检测的响应面优化

试验因素与水平

Table 1　Response surface optimization experiment factors and 
levels for detecting metabolites of Lespedeza dahurica rhizobia

因素 Factor

A 超声温度  Ultrasonic temperature/℃
B 超声时间  Ultrasonic time/min
C 衍生时间  Derivation time/min

D 衍生温度  Derivation temperature/℃

水平 Level
-1
30
7

20
50

0
35
9

60
70

1
40
11

100
90

注：-1，0，1 是编码水平，代表该因素的最低水平（下限），中间

水平（中心点），最高水平（上限）

Note： -1， 0， 1 are coding levels， representing the lowest level 
（lower limit）， the intermediate level （center point）， and the highest 
level （upper limit） of the factor， respectively
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2　结果与分析

2. 1　单因素检测条件对根瘤菌代谢产物检测数量的影响

超声温度 35℃的根瘤菌代谢产物检测数量最

多，为 130 个，分别比超声温度 30℃，40℃，45℃和

50℃ 的 代 谢 产 物 检 测 数 量 显 著 增 加 了 27. 48%，

11. 79%，19. 78% 和 34. 15%（图 1a）。 超 声 时 间

9 min 时，代谢产物数量最多，为 127 个，分别比超声

时 间 7 min，8 min，10 min 和 11 min 显 著 增 加 了

109. 33%，20. 95%，5. 54% 和 4. 67%（图 1b）。衍生

时间为 60 min 最佳，代谢产物检测数量为 94 个，显

著高于其他处理的检测数量（P<0. 05）。衍生温度

70℃时，代谢产物数量最多，为 93 个，分别比衍生温

度 50℃ ，60℃ ，80℃ 和 90℃ 显 著 增 加 了 91. 67%，

39. 99%，24. 99%和48. 92%（图1c）。衍生时间60 min
时，代谢产物数量最多，分别比衍生时间 20 min，
40 min，80 min 和 100 min 显 著 增 加 了 195. 77%，

51. 10%，81. 29% 和 84. 86%（图 1d）。

2. 2　Box--Behnken 响应面法优化检测条件对根瘤菌

代谢产物检测数量的影响

应用 Box-Benhken 响应面法对四个检测条件

（超声温度 A、超声时间 B、衍生时间 C、衍生温度 D）

交互进行优化，得出根瘤菌代谢产物检测数量见表

2、表 3。

图 1　超声温度、超声时间、衍生温度及衍生时间对根瘤菌代谢产物检测数量的影响

Fig. 1　The number of metabolites under different ultrasonic temperature， ultrasonic time， derivative temperature and derivative time
注：图 a 为超声温度试验结果，图 b 为超声时间试验结果，图 c 为衍生温度试验结果，图 d 为衍生时间试验结果；不同小写字母表示组间差异显

著（P<0. 05）；柱状图为平均值±标准偏差

Note： a represents the results of the ultrasonic temperature test， b represents the results of the ultrasonic time test， c represents the results of the 
derivative temperature test， and d represents the results of the derivative time test； different lowercase letters indicate significant differences 
between groups （P<0. 05）； the bar graph shows the mean±standard deviation
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通过多元回归分析，得到检测数量与检测条件

的二阶多项式方程：

代谢产物检测个数 Y=145. 4000-13. 0833A-
4. 4167B-7. 4167C-3. 0833D+4. 7500AB-6. 7500AC+
9. 7500AD-7. 7500BC+8. 2500BD+14. 7500CD-
34. 9917A²-9. 2417B²-12. 2417C²-31. 9917D²。

若响应面方程模型的 P<0. 0001（极显著），表

明建模成功；失拟值 P=0. 8704>0. 05（不显著），表

明试验误差较小；决定系数 R2=0. 9035，表明模型

中 90. 35% 的试验数据可由模型解释；变异系数

（CV）为 7. 30%，表明试验中误差小。一次项 A，C，

交互项 CD 和二次项 A2，C2，D2对试验结果具有极显

著影响（P<0. 01），交互项 AD 对试验结果影响显著

（P<0. 05），其余项对试验结果影响不显著。由 F
值得出，提取方法中影响根瘤菌代谢产物检测的因

素顺序为超声温度>衍生时间>超声时间>衍生

温度。

使用 Design-Expert 11. 0 绘制三维响应面图和

等高线图，发现响应面均有向下的开口，交互作用

较明显（图 2-7）。

2. 3　Box-Benhken 响应面法优化检测条件的验证

为验证模型方程的拟合度以及单因素条件组

合 是 否 为 最 适 条 件 ，从 Box-Behnken 响 应 面 法

（BBD）设计的 29 组试验中选取 9 组（试验号 3，4，6，
13，18，23，24，25，26）具有代表性的数据作为验证

对象，应用 Design-Expert 11. 0 软件的“模型诊断”

模块进行分析。筛选依据如下：9 组试验覆盖 BBD
设计的关键区域，包括 2 个中心点（试验 18，23）、3
个因素交互临界点（试验 3，6，13）和 4 个边界条件点

表 2　响应曲面设计及根瘤菌代谢产物检测结果

Table 2　Response surface design and detection results of metabolites from rhizobia
试验号

Test No.
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

A：超声温度

Ultrasonic temperature/℃
35
35
35
35
35
35
30
40
35
35
35
40
35
40
35
35
30
35
40
35
35
40
30
30
30
35
30
35
40

B：超声时间

Ultrasonic time/min
9

11
9
7

11
9
9
7
9
9
7

11
7
9
9
9
9
7
9
9
9
9
9
9
7

11
11
11
9

C：衍生时间

Derivation time/min
100
60
20
60

100
60

100
60
60
60
60
60

100
20
60
60
60
20
60
20

100
60
60
20
60
20
60
60

100

D：衍生温度

Derivation temperature/℃
90
50
50
50
70
70
70
70
70
70
90
70
70
70
70
70
90
70
90
90
50
50
50
70
70
70
70
90
70

代谢产物检测个数

Number of metabolites detected/个
103
91

133
115
104
127
108
94

150
150
100
96

131
101
150
150
82

125
63
92
85
52

110
111
120
129
103
109
71

注：试验号 9，10，15，16 为中心点重复试验（n=4），验证模型稳定性

Note： Test No.  9， 10， 15 and 16 are center point repeated tests （n=4） to verify the stability of the model
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（试验 4，24，25，26），可全面验证二次回归模型在不

同因素水平组合下的预测准确性，同时包含超声温

度 30℃（低温）、40℃（高温），衍生时间 20 min（短时

间）、100 min（长时间）等极端条件，可验证优化工艺

的抗干扰能力。9 组验证结果分别为：130±3. 06，

111±3. 79， 123±3. 79， 128±3. 00， 121±3. 46，
106±3. 51，109±2. 65，115±4. 58，124±4. 58。最

优条件通过响应面法确定，同时用于试验验证和基

于模型方程预测响应值。实际试验得到的最大提

取率为 146±4. 04（n=3），验证了最优的单因素条

表 3　响应面试验结果方差分析

Table 3　Analysis of variance of response surface test results
方差来源  Variance source

模型

A
B
C
D

AB
AC
AD
BC
BD
CD
A2

B2

C2

D2

残差 Residual
失拟项 Anomalistic term

纯误差 Pure error
总离差 Total deviation

R2

变异系数  Coefficient of variation

平方和  Sum of squares
17 406.56

2054.08
234.08
660.08
114.08

90.25
182.25
380.25
240.25
272.25
870.25

7942.16
554.00
972.05

6638.70
882.2
459
423.2

18 288.76
0.9035
7.3%

自由度  Degree of freedom
14
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

14
10
4

28

均方根误差  Root mean square error
1243.33
2054.08

234.08
660.08
114.08

90.25
182.25
380.25
240.25
272.25
870.25

7942.16
554.00
972.05

6638.70
63.01
45.9

105.8

F值  F value
19.73
32.60

3.71
10.48

1.81
1.43
2.89
6.03
3.81
4.32

13.81
126.04

8.79
15.43

105.35

0.4338

P值  P value
<0.0001**

<0.0001**

0.0745
0.0060**

0.1998
0.2513
0.1111
0.0277
0.0712
0.0565
0.0023**

<0.0001**

0.0102
0.0015**

<0.0001**

0.8704

注：**表示差异极显著（P<0. 01）
Note： ** indicates significant difference （P<0. 01）

图 2　超声温度和超声时间对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 2　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction between ultrasonic temperature and 

ultrasonic time on the number of metabolites
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件组合在一起也是最优的（表 4），实验值与预测值

无显著差异，说明该响应模型能有效反映预期的优

化效果，该模型具有良好的适用性和准确性。

为保证方法的可靠性，取同一批次样品，按优化

后的方法重复处理 6 次，计算内标物质 L-2-氯-苯丙

氨酸峰面积的 RSD。同时以空白样品为对照，计算

内标物质的 S∶N 值。得到的 RSD 为 8. 2%（n=6），
小于 10%，信噪比为 9. 9∶1（表 5），满足 GC-MS 代

谢组学检测对精密度和灵敏度的要求。

3　讨论与结论

关于豆科植物与根瘤菌互作的代谢产物已有

较深入研究［2］，但胡枝子属植物相关研究较少，这为

本次针对达乌里胡枝子根瘤菌的研究留下了探索

空间。刘巧利［13］从苦马豆根瘤菌中检出黄酮类、生

物碱类等多种复杂次生代谢产物，表明该根瘤菌具

备合成此类化合物的潜在途径，根瘤菌次生代谢产

物多样性可能与宿主种类相关。赵亮［14］发现黄芪

根瘤内生菌的次生代谢产物以黄酮及其苷类、甾体

图 3　超声温度和衍生时间对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 3　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction between ultrasonic temperature and 

derivation time on the number of metabolites

图 4　超声温度和衍生温度对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 4　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction between ultrasonic temperature and 

derivative temperature on the number of metabolites
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及皂苷类等成分为主，进一步佐证了根瘤菌与宿主

在次生代谢产物上存在一定相关性。刘淑霞［15］研

究发现，盐胁迫下根瘤菌 SD101 与紫花苜蓿表现出

高度匹配亲和，该菌可侵入紫花苜蓿根毛以形成共

生结瘤固氮关系，揭示了根瘤菌代谢特征与其共生

结瘤功能的关联。上述研究均表明，根瘤菌次生代

谢产物组成既受宿主植物种类影响，也与其共生固

氮功能密切相关，为本研究解析达乌里胡枝子根瘤

菌代谢产物特征提供了参考依据。

目前针对达乌里胡枝子根瘤菌代谢产物的研

究较少，同时对其代谢产物的检测方法也较缺乏。

因此本试验参考郭云［12］基于 GC-MS 非靶向代谢组

学的豆科植物分析方法，对超声（温度、时间）与衍

生（温度、时间）条件进行优化，确定检测达乌里胡

枝子根瘤菌代谢产物的最适 GC-MS 条件为：超声

35℃ 9 min、衍生 70℃ 60 min，可为后续该植物代谢

产物提取研究奠定基础。

王 威 等［16］和 张 丽 媛 等［17］分 别 研 究 鹰 嘴 豆

（Cicer arietinum L. ）、绿 豆（Vigna radiata （L. ） 

Wilczek）的代谢产物提取工艺，发现最适衍生条件

图 5　超声时间和衍生时间对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 5　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction between ultrasonic time and 

derivation time on the number of metabolites

图 6　超声时间和衍生温度对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 6　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction between ultrasonic time and 

derivative temperature on the number of metabolites
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为 70℃ 60 min，与本试验结果一致，证明该条件是

检测豆科植物代谢产物的较适衍生参数，可有效提

取多种目标代谢产物。但胡九龙［18］研究大豆代谢产

物时，衍生时间为 20 min（较本研究少 40 min），推测

差异与样本选择相关——达乌里胡枝子与根瘤菌

互作可能产生大量高极性、大分子的糖类、氨基酸

图 7　衍生时间和衍生温度对代谢产物检测数量交互影响的三维曲面（a）和相应等高线图（b）
Fig. 7　Three dimensional surface （a） and corresponding contour map （b） of the interaction of derivative time and derivative tem ⁃

perature on the number of metabolites

表 4　最优条件下代谢产物检测数量的预测值与实验值

Table 4　Predicted and experimental values of the detected number of metabolites under optimal conditions

最优条件  Optimal conditions

超声温度

Ultrasonic temperature/℃
35
35
35
35
35
30
30
30
35
35

超声时间

Ultrasonic time/min
9
7
9
7
7
9
9
7

11
9

衍生时间

Derivation time/min
20
60
60

100
20
60
20
60
20
70

衍生温度

Derivation temperature/℃
50
50
70
70
70
50
70
70
70
60

代谢产物检测个数

Number of metabolites detected
试验值

Test value
130±3.06
111±3.79
123±3.79
128±3.00
121±3.46
106±3.51
109±2.65
115±4.58
124±4.58
146±4.04

预测值

Predicted value
129
110
122
127
120
105
108
114
123
152

表 5　内标物质的峰面积、峰高、基线噪声峰高以及信噪比

Table 5　Peak area， peak height， baseline noise peak height and signal-to-noise ratio of internal standard substances
试验号

Test No.
1
2
3
4
5
6

CK

内标峰面积

Internal standard peak area
2 492 409.8
2 526 934.2
2 676 592.2
2 545 216.9
2 575 200.2
2 616 228.7

-

峰高

Peak height
1.0×10⁶ Counts
1.0×10⁶ Counts
2.0×10⁶ Counts
1.0×10⁶ Counts
1.0×10⁶ Counts
1.8×10⁶ Counts
1.0×10⁶ Counts

基线噪声峰高

Baseline noise peak height
0.1×10⁶ Counts
0.1×10⁶ Counts
0.2×10⁶ Counts
0.1×10⁶ Counts
0.1×10⁶ Counts
0.2×10⁶ Counts
0.1×10⁶ Counts

信噪比（S∶N）

Signal to noise ratio (S∶N)

10:1
10:1
10:1
10:1
10:1

9:1
10:1
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类和脂肪酸类化合物，导致衍生时间延长。对比王

玲［19］的禾本科植物研究与周春娜等［20］的菊科植物

研究后发现，后两者采用的衍生温度更低，因为禾

本科和菊科次生代谢物相对简单、干扰物质少，低

温可有效避免衍生化试剂与杂质发生副反应，如多

糖在高温下可能焦化［21］。而豆科植物含氮次生代

谢物更复杂、干扰成分更多，需升温以提升衍生化

效率及产物稳定性，因其细胞壁含较多纤维素、木

质素，提取物易混入多酚（如单宁）、多糖、蛋白

质［22］，这些物质可能吸附衍生试剂或与目标物竞争

反应，高温可增强反应效率，该差异也体现植物化

学多样性对分析化学条件的直接影响。

超声辅助提取因其高效、低成本的特点，广泛

用于微生物代谢产物研究［23］。王永徐等［8］发现甘薯

叶多酚提取中超声温度对热敏感化合物稳定性影

响显著，最佳范围为 30~40℃。本试验超声温度达

35℃时达乌里胡枝子根瘤菌代谢产物检测量最高，

超此温度因类黄酮等降解而下降，与刘佳［24］（人参

组织）、郭云［12］（豆科药用植物）研究一致。超声可

通过空化效应破碎细胞、释放胞内目标物（如脂肪

酸、萜类）［25］，但长时间或高强度超声会引发局部高

温（致热敏感化合物分解）及细胞碎片增多（干扰衍

生反应），故需控制超声时间与功率。本试验超声

时间较郭云［12］显著缩短，推测这一差异与达乌里胡

枝子  - 根瘤菌共生体中存在较多的热不稳定代谢产

物相关，过长时间易引发局部高温导致此类化合物

降解，故需通过缩短超声时间以保障其稳定性。

前处理方法的科学性与稳定性是 GC-MS 代谢

组学研究的前提，其核心目标是最大化保留目标代

谢物、减少基质干扰并保证检测重复性［26］。内标物

质作为贯穿前处理全流程的“参照标准”，其峰面积

稳定性直接反映超声提取、衍生化、离心等步骤的

操作一致性及仪器检测稳定性［27］。代安娜等［28］选

择 L-2-氯-苯丙氨酸作为内标物，该物质具有化学

性质稳定、衍生化效率高，在样品中无本底干扰等

优势，可精准评价前处理方法的可靠性。

本试验通过单因素试验及 Box-Behnken 分析，

得出根瘤菌代谢产物检测数量的影响排序为：超声

温度>衍生时间>超声时间>衍生温度。检测最

优条件为：超声温度为 35℃、超声时间为 9 min、衍生

时间为 60 min、衍生温度为 70℃。代谢产物检测数

量达到了 145 个，比优化前增长了 198. 60%。内标

物质 L-2-氯 -苯丙氨酸的峰面积 RSD=8. 2%（n=

6）、S∶N=9. 9∶1。该方法的建立为达乌里胡枝子与

根瘤菌共生机制解析、活性代谢产物筛选提供了可

靠技术支撑。
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