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水稻生物硝化抑制剂 1,9-癸二醇的定量方法优化
① 

张晓楠1,2，陆玉芳1，杨  婷1,2，施卫明1* 

(1 中国科学院南京土壤研究所，南京  210008；2 中国科学院大学，北京  100049) 

摘  要：选取水稻生物硝化抑制剂 1,9-癸二醇作为研究对象，对比旋转蒸发法和固相萃取法对该物质的回收率(80.17% 和 82.97%)

及效率，确定固相萃取法为水稻根系分泌物收集液的前处理方法，且该方法具有高效省时的特点。在气相色谱(GC)分析方法的基础

上，对衍生化试剂和衍生化条件进行了优化，结果表明，使用 N,O-双(三甲基硅基)三氟乙酰胺(BSTFA)作为 1,9-癸二醇的衍生化试

剂时，衍生化产物具有较高的响应值；衍生化过程中加入 200 µl BSTFA，在 60 ℃ 条件下反应 30 min 时，1,9-癸二醇经过 GC 方法

得到的分析效果 好；且本方法仪器的日内精密度为 2.18%，日间精密度为 3.01%，线性方程为 y = 34.77x-0.90，r = 0.999 3， 小

检出限为 0.05 µg/ml，此方法可为水稻根系分泌物中生物硝化抑制剂 1,9-癸二醇的定量研究提供参考。 
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Optimized Determination of Biological Nitrification Inhibitor 1,9-decanediol in Rice Root 
Exudates 
ZHANG Xiaonan1,2, LU Yufang1, YANG Ting1,2, SHI Weiming 1* 
(1 Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing  210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, 
Beijing  100049, China) 

Abstract: The optimized pre-treatment and derivatization methods were developed in this study for the determination of 

1,9-decanediol by gas chromatograph in the rice root exudates. Results showed that the C18 SPE column could retain 

1,9-decanediol efficiently and its relative recovery rate (82.97%) had no significant difference with that of the rotary evaporation 

(80.17%). This method is time-saving and fit for concentrating the identified hydrophobic BNI-compound, 1,9-decanediol, in 

large amount of root exudates solutions. In addition, the use of N,O-bis (trimethylsily) trifluoroacetamide (BSTFA, 200 µl) as 

derivatization reagent, together with 30 min heating in the oven at 60 ℃, was found to be the most efficient method for stable 

derivatives and high sensitivity. The linear equation was y=34.77x-0.90 (r = 0.999 3); the 1,9-decanediol detection limit of the 

method was 0.05 µg/ml; and the method exhibited good accuracy (recoveries of 94.42%) and precision (within-day precision of 

2.18% and day-to-day precision of 3.01%) which could provide reference for the subsequent analysis of 1,9-decanediol in rice 

root exudates. 
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为了维持和提高农作物的产量和品质，人类在农

业生态系统中施入大量氮肥。铵态氮肥是氮肥投入的

主要形式，土壤中的 NH4
+ 通过硝化作用转化为硝酸

盐(NO3
-)，易通过淋溶等形式流失进入水体，造成水

体富营养化、地下水硝酸盐污染；NO3
- 还可以通过

反硝化作用转化为 N2、NO 和 N2O 等气体排放，导

致农田氮素大量损失，作物氮素利用效率下降[1-3]。

为了有效抑制农田土壤硝化过程，农业生产中常使用

双氰胺(DCD)、2-氯-6-三氯甲基吡啶(Nitrapyrin)等合

成硝化抑制剂[4-6]，但该类物质具有价格过高、使用

繁琐、易造成地下水污染等局限性[7-8]。 

近年来研究发现，植物根系能够分泌抑制土壤亚

硝化细菌的物质，统称为生物硝化抑制剂(biological 

nitrification inhibitors, BNIs)[9-12]，此类物质具有成本
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低、环境友好等优点。本课题组前期从粮食作物水稻

的根系分泌物中首次鉴定到脂肪醇类化合物 1,9-癸

二醇，该物质在亚硝化细菌培养与土壤培养试验中均

具有可观的硝化抑制能力，并且研究发现该物质分泌

量与水稻的铵吸收效率和铵态氮偏好呈正相关，在提

高作物氮素利用效率、控制农田土壤硝化作用过程中

具有较强的理论研究意义和实际应用价值[13-15]。 

水稻根系分泌 BNI 1,9-癸二醇具有品种差异性，

其分泌量一般在 34 ~ 477 ng/(g·d)，根系分泌物收集

液中该物质含量较低，因此建立一种高效可靠的物质

分离及测定方法对于 1,9-癸二醇的定量十分重要，能

为今后 1,9-癸二醇根系释放特征的研究和 1,9-癸二醇

根系分泌的遗传位点分析提供理论支撑[13-14]。目前，

植物根系 BNI 研究中常采用水培静置收集体系收集

植物的根系分泌物[9-13]，并且收集液体积较大(一般每

个样品体积为 0.5 ~ 1 L)，在研究中面临着大量样品

前处理的问题。常用的样品前处理技术有旋转蒸发
[9-13]和固相萃取(SPE)[16-20]，旋转蒸发法能够快速高效

地处理有机样品，但对于水样中物质的浓缩耗时较

长；而固相萃取法可以高效快速富集水样中目标物

质，并且可同时处理多个大量水样。前人的研究中主

要采用旋转蒸发法对水稻根系分泌物进行前处理，用

于挖掘水稻生物硝化抑制剂及测定小批量样品中

1,9-癸二醇的含量，但该方法对于多品种、大批量根

系分泌物的前处理而言存在着工作量大、耗时长等局

限性，因此本研究对比了两种方法对水样中的 1,9-

癸二醇的富集效率，以期选择一种快速、可靠的根系

分泌物收集液前处理方法。Sun 等[13]采用气相色谱

对 1,9-癸二醇进行定量分析，但由于 1,9-癸二醇挥发

性低、难于气化，所以在气相色谱分析之前，一般会

对该类物质进行甲基硅烷化处理，从而提高此类物质

的挥发性和热稳定性[21-22], 前期试验中 1,9-癸二醇的

衍生化反应采用了常用的硅烷化试剂 BSTFA，添加量

为 500 µl，在 60 ℃条件下反应 120 min，然而研究发

现衍生化试剂的选择[23-24]、衍生化试剂的添加量[25-26]、

衍生化反应的温度和时间[27-29]的不同都会导致衍生

化方法在灵敏度和可靠性方面产生较大差异，因此本

研究通过对比不同衍生化试剂的效率，选择合适的衍

生化试剂，系统优化了衍生化反应的条件，有助于对

水稻根系分泌物中 1,9-癸二醇的定量分析研究。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂材料与仪器 

化学标准品 1,9-癸二醇，定制于公司，常温为黏

稠状液态物质；衍生化试剂 N,O-双(三甲基硅基)

三氟乙酰胺(BSTFA，SUPELCO)和 N,O-双(三甲基

硅 基 ) 三 氟 乙 酰 胺 ( 含 1% 三 甲 基 氯 硅

烷)(BSTFA+1% TMCS，SUPELCO)；有机试剂甲醇、

丙酮、正己烷均为色谱纯，订购于上海安谱实验科

技股份有限公司。 

供试水稻(Oryza sativa L.)为武运粳 7，选育于江

苏省常州市武进区农业科学研究所。 

Agilent7890 气相色谱仪(GC，包括 HP7890 气相

色谱、HP7683 自动进样器)；烘箱(CIMO，DHG- 

9053BS-Ⅲ)；防腐型 12 位氮吹仪(EFAA-DC12-RT，

ANPEL)；旋转蒸发仪(Eyela，N-1100D-WD，Japan)；

12 位固相萃取真空装置 (SBEQ-CG1012，CNW，

Germany)。 

1.2  标准溶液的配制 

用 HPLC 甲醇准确配制 10.00 µg/ml 的 1,9-癸二

醇标准溶液，依次取 0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、

5.00 ml 的标准溶液于 10 ml 容量瓶， 后用 HPLC

甲醇定容，即为 0.10 ~ 5.00 µg/ml 的 1,9-癸二醇标准

使用液。 

1.3  1,9-癸二醇浓缩方法的比较 

取 1 ml 10.00 µg/ml 1,9-癸二醇标准溶液溶解于

1 L 含有 0.10 mmol/L CaCl2 的 Milli-Q 水中，配制成

10.00 µg/L 样品溶液 6 份；将样品分为两组，其中一

组采用旋转蒸发仪在 40 ℃ 蒸干，另一组液体样品用

大容量采样管连接至 12 位固相萃取装置，用 17% 含

碳量的 C18 固相萃取小柱(1 g/ml，CNW)富集样品中

的 1,9-癸二醇，将残余物溶解于 1 ml HPLC 甲醇中，

参照 Sun 等[13]研究中衍生化方法，加入 500 µl 衍生

化试剂 BSTFA，烘箱加热 60 ℃，反应 120 min 后，

产物用 200 µl 正己烷溶解，GC 测定。 

1.4  1,9-癸二醇衍生化试剂的选择及衍生化条件

的优化 

参照 Sun 等[13]的方法，依次取 1 ml 10.00 µg/ml 

1,9-癸二醇标准溶液于不同螺口玻璃试管中，室温下

氮吹至干，加入 500 µl N,O-双(三甲基硅基)三氟乙酰

胺(BSTFA)或者 500 µl N,O-双(三甲基硅基)三氟乙酰

胺(含 1% 三甲基氯硅烷) (BSTFA+1% TMCS)，在 60 

℃ 条件下衍生化反应 120 min，衍生化产物溶解于

200 µl HPLC 正己烷中，GC 测定。 

比较衍生化试剂量、反应时间和反应温度对 1,9-

癸二醇衍生化效果的影响，在以下不同条件下进行衍

生化反应：添加 50、100、200、400、500 µl 衍生化

试剂 BSTFA，衍生化时间烘箱加热 60 ℃，反应 120 
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min；衍生化试剂 BSTFA 加入量为 200 µl，烘箱加

热 60 ℃ 时，衍生化反应时间分别为 30、45、60、

90、120 min；衍生化试剂 BSTFA 加入量为 200 µl，

衍生化时间为 30 min 时，衍生化反应温度分别为烘

箱加热 60 ℃ 和 80 ℃。产物溶解于 200 µl HPLC 正

己烷中，GC 测定。 

1.5  水稻根系分泌物中 1,9-癸二醇的测定 

参照 Sun 等[13]的根系分泌物收集方法，将 30 株

6 周苗龄的水稻置于装有 1 L 0.10 mmol/L CaCl2 收集

液的玻璃烧杯，将另外 30 株 6 周苗龄的水稻置于装

有 1 L 1 mmol/L NH4Cl 和 0.10 mmol/L CaCl2 收集液

的玻璃烧杯，每个处理 3 个重复，静置收集 24 h 后，

采用 12 位固相萃取装置富集根系分泌物收集液中的

1,9-癸二醇，将残余物溶解于甲醇中，按照上述优化

后的衍生化方法处理根系分泌物的甲醇提取物，GC

测定。 

1.6  气相色谱仪测定条件 

气相色谱仪采用装备 FID 检测器的 Agilent 7890

工作站，主要运行参数如下：毛细管色谱柱 HP-5 (25 

m×0.2 mm×0.33 µm)；进样口温度 250 ℃，不分流进

样；初始柱温为 80 ℃，以 20 ℃/min 的速率升至 250 

℃，然后以 6 ℃/min 的速率升至 300 ℃；载气为氦气，

流速为 1.0 ml/min；进样量为 2 µl。 

1.7  数据处理 

GC 数据计算通过 Agilent ChemStation B.04.03

完成；实验数据通过 Microsoft Excel 2010 和 SPSS 

18.0 进行处理和统计分析 (P<0.05)；利用单因素方

差分析(One-way ANOVA)对不同处理间差异显著性

进行检验，然后用 Duncan 法进行多重比较(P<0.05)；

使用 Origin 8.1 绘制图表，图表中数据均为平均值 ± 

标准误。 

2  结果与讨论 

2.1  1,9-癸二醇浓缩方法的选择 

目前常用的植物根系分泌物收集液的前处理方

法是旋转蒸发法去除样品中的水分[9-13]，为了进一步

去除样品中的有可能影响后续 GC 测定分析的无机盐

离子，也有学者将旋转蒸发得到的甲醇样品重新用水

稀释，然后用 C18 固相萃取小柱进行去离子盐处理[30]。

本研究将 1,9-癸二醇标准溶液稀释至 1 L 水溶液中，

然后按照根系分泌物样品前处理过程进行过滤和浓

缩，比较旋转蒸发法和固相萃取法两种前处理方法对

1,9-癸二醇富集效率的影响。表 1 结果表明，旋转蒸

发法和 C18 小柱固相萃取法都能有效保留目标物质

1,9-癸二醇，二者的回收效率分别为 80.17% 和

82.97%，相对标准偏差分别为 3.15% 和 4.02%，两

种前处理方法对于 1,9-癸二醇的富集效果并无显著

性差异。然而对于水相收集液而言，旋转蒸发法将样

品蒸干耗时较长，而固相萃取法能够同时处理多个大

容量液体样品，大大缩短了样品前处理过程，同时能

够减少样品长时间储存导致的实验误差[16-20]。以 1 L

根系分泌物样品为例，旋转蒸发法处理 1 个样品需要

大概 6 h，而在同样的时间，用 12 位固相萃取装置可

以同时处理 12 个样品。因此对于样品中目标物质 1,9-

癸二醇的纯化浓缩，选用 C18 固相萃取法替代旋转蒸

发法能加快实验的进度，可有效加大实验室检测样品

的样品量，提高实验效率[31]。 

表 1  10 µg/ml 1,9-癸二醇标准溶液在不同预处理方法下

的回收率比较(n = 3) 
Table 1  Relative recovery rates (%) of standard solutions (10 µg/ml 

1,9-decanediol) under different pretreatment methods  

预处理方法 浓度(µg/ml) 回收率 (%) 相对标准偏差 (%)

旋转蒸发 7.57 ± 0.24 80.17 ± 2.53 3.15 

SPE 7.83 ± 0.32 82.97 ± 3.34 4.02 

注：SPE：固相萃取，采用 C18 小柱 (17% 含碳量，1 g/6 ml，

CNW)。 

 

2.2  1,9-癸二醇衍生化条件的优化 

由于根系分泌物中 1,9-癸二醇在测定时影响因素

多种多样，故主要从以下几个方面来对其进行优化。、 

2.1.1  衍生化试剂的选择    水稻源硝化抑制物质

1,9-癸二醇是一种脂肪醇类物质，具有两个羟基官能

团，直接进行 GC 分析会导致检测灵敏度和结果的可

靠性降低[32-33]。而衍生化反应能够用较少极性的三甲

基硅烷(TMS)取代活性羟基中的氢原子，从而降低分

析物的极性，提高其挥发性和热稳定性[21-22, 27-28]。在

1,9-癸二醇的衍生化过程中，常用的衍生化试剂为

N,O-双(三甲基硅基)三氟乙酰胺(BSTFA) [13-14]，但有

报道指出将 BSTFA 与 TMCS 按照 99:1 混合能够提高

反应产率[26-27]；因此本试验中采用 BSTFA和 BSTFA+ 

1% TMCS 两种衍生化试剂对 1,9-癸二醇进行甲基硅

烷化处理，GC 测定发现该物质在 6.92 min 出峰，图

1 结果表明，分别用 BSTFA 和 BSTFA+1% TMCS 两

种衍生化试剂对 1,9-癸二醇进行衍生化后，用 BSTFA

作 为 衍 生 化试 剂 时 的 产物 峰 面 积 显著 高 于 用

BSTFA+1% TMCS 作为衍生化试剂时的产物响应值。

说明对于 1,9-癸二醇的衍生化，TMCS 的添加并不能

提高其衍生化效率，故在 1,9-癸二醇的定量分析时选

择 BSTFA 作为衍生化试剂。 
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(图中小写字母不同表示不同处理间差异达 P<0.05 

显著水平，下表同) 

图 1  衍生化试剂 BSTFA 与 BSTFA+1%TMCS 对 
1,9-癸二醇衍生化效果的对比(n = 3) 

Fig. 1  Derivatization abilities for 1,9-decanediol silylated by 
different derivative reagents BSTFA and BSTFA+1% TMCS  

 
2.1.2  1,9-癸二醇衍生化反应条件的优化    除衍

生化试剂的种类，衍生化反应的效果还受到衍生化试剂

量、反应时间以及反应温度等方面因素的影响[23-29]。比

较加入 50、100、200、400、500 μl BSTFA 对 1,9-癸

二醇衍生效果的影响，结果如图 2 所示，添加不同体

积衍生化试剂 BSTFA，1,9-癸二醇的衍生化产物的响

应值有显著差异。其中添加 200 µl BSTFA 时，产物

的峰面积 大；添加 50 和 100 µl 时，响应值较低，

可能是由于衍生化试剂量不足导致了衍生化反应不

完全；而添加 400 和 500 µl BSTFA 时，衍生化产物

的响应值反而降低，可能是由于衍生化试剂过多，结

束反应后氮吹除去多余衍生化试剂的时间过长，造成

了产物部分损失；同时，样品量过大时，成本也是考

虑因素之一，降低衍生化试剂的添加量，能够直接降

低衍生化成本，并且可以获得较好的衍生化效果，因

此，衍生化反应过程中添加 200 µl BSTFA 较合适。 

 

图 2  不同衍生化试剂 BSTFA 添加量对 1,9-癸二醇衍生化

产物响应值的影响(n = 3) 
Fig. 2  Response of trimethylsiyl derivatives of 1,9-decanediol with 

BSTFA under different volumes 

分别向装有标准物质 1,9-癸二醇的螺口试管中加

入 200 μl BSTFA 衍生化反应 30、45、60、90、120 min，

比较 5 个不同的衍生时间对衍生效果的影响。结果如

图 3 所示，1,9-癸二醇的衍生化产物在反应 30 min 时

已经有较高的响应值，而随着反应时间(45、60、90、

120 min)的增加，产物的峰面积并无显著变化。该结果

与雌激素类物质、烟草中的游离糖类、药用植物长春花

中的五环三萜类化合物的衍生化时间一致[21, 27, 34-35]，说

明衍生化反应进行迅速，在 30 min 时已经反应完

全，增加反应时间并不能提高衍生化产物的响应

值。因此，1,9-癸二醇衍生化反应中衍生化时间控

制在 30 min 即可。 

 

图 3  不同衍生化时间对 1,9-癸二醇衍生化产物响应值的

影响(n = 3) 
Fig. 3  Response of trimethylsiyl derivatives of 1,9-decanediol with 

BSTFA under different derivatization time 

 
调节烘箱温度分别至 60 ℃、80 ℃，比较两个衍

生化温度对 1,9-癸二醇标样衍生化效果的影响，图 4

结果表明当反应温度设定为 60 ℃ 时，1,9-癸二醇衍

生化产物的响应值约为 390，而升高反应温度至 80 ℃ 

时，衍生化产物的响应值显著降低至 260 左右，这说

明 80 ℃ 衍生反应可能不完全，产物响应值低，并且

导致柱流失严重，因此过高的温度对于检测效果的提

升并没有太大的效果[22]，该结论与王欣等[21]的研究

一致；此外，值得注意的是本研究中选择烘箱加热的

方法，因为硅烷化试剂及其衍生化产物对湿度极其敏

感，常需要采取密封措施以防止水蒸气致其失活[36]，

而相比于传统的水浴方法，采用烘箱加热的方式能够

有效避免水蒸气的干扰，同时能够提供稳定的热源，

精确调节温度[37]。因此，经过对 1,9-癸二醇衍生化过

程的优化， 终确定其衍生化条件为 200 µl BSTFA，

干燥烘箱 60 ℃ 加热 30 min。 

2.3  仪器的精密度及准确度 

校准曲线：依次取 0 ~ 10.00 µg/ml 的标准样品， 
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图 4  不同衍生化温度对 1,9-癸二醇衍生化产物响应值的

影响(n = 3) 
Fig. 4  Response of trimethylsiyl derivatives of 1,9-decanediol with 

BSTFA under different reaction temperatures 

按 优化条件测定，以 1,9-癸二醇峰面积为纵坐标

(y)，以 1,9-癸二醇浓度为横坐标(x)，进行线性回归，

方程为 y = 34.77x - 0.90，r = 0.999 3。说明 1,9-癸二

醇在所取的浓度范围内其浓度和目标峰面积呈良好

线性关系(表 2)。 

仪器精密度：加标浓度为 10.00 µg/ml，日内和日

间平行测定 6 次加标样[38-39]，目标物质 1,9-癸二醇响应

面积的相对标准偏差(RSD)分别为 2.18% 和 3.01%，

RSD < 5%，结果表明该方法精密度良好(表 2)。 

仪器检出限：3 倍信号噪声比所对应的样品浓

度，并与较低的相近浓度的标样信号值相比较，算得

仪器的检出限为 0.05 µg/ml(表 2)。 

表 2  仪器精密度、检出限及回收率(n = 6) 
Table 2  Instrument precision, detection limit and recovery rate of method 

生物硝化抑制剂 线性方程 相关系数 r 日内精密度 (RSD) 日间精密度(RSD) 检出限(µg/ml) 回收率(%) 

1,9-癸二醇 y=34.77x-0.90 0.999 3 2.18% 3.01% 0.05 94.42±4.71 

 
样品加标回收率：加标量为 10.00 µg/ml，连续

测定 6 个加标样，按上述线性方程算得相应目标物

的测定浓度，得回收率为 94.42%(表 2)，符合有机样

品的分析要求。 

2.4  水稻根系分泌物样品中 1,9-癸二醇的测定 

采用以上试验中优化后的条件富集和测定水稻

根系分泌物中的 1,9-癸二醇的含量，C18 固相萃取柱

可以有效净化和浓缩水稻根系分泌物收集液中的生

物硝化抑制剂 1,9-癸二醇，并且该物质经过 BSTFA

衍生化后在 6.92 min 出现明显响应峰，通过标准曲

线可计算出不加氮处理的样品提取物中 1,9-癸二醇

的浓度约为 0.10 µg/ml，加氮处理的样品提取物中

1,9-癸二醇的浓度约为 0.32 µg/ml，两者之间差异显

著，说明添加 1 mmol/L NH4Cl 能够显著增强根系 1,9-

癸二醇的分泌。该测定结果重复性好, RSD < 5%，说

明该方法适用于测定水稻根系分泌物样品中 1,9-癸

二醇的含量。 

3  结论 

由上述 1,9-癸二醇衍生化优化的试验以及样品

测定结果，确定使用固相萃取法纯化、富集根系分泌

物中的目标物质 1,9-癸二醇，并使用 BSTFA 作为衍

生化试剂，在烘箱 60 ℃ 加热 30 min 进行衍生化反

应，样品经过气相色谱法分析得到的分析效果 好。

本方法的校准曲线、仪器的精密度及检出限均可达到

有机分析的要求，并且该方法操作简便、灵敏度高，

为水稻根系分泌物中 1,9-癸二醇的定量分析提供了
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