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一种多品种玉米脂溶性根系分泌物同步收集体系的构建及在

生物硝化抑制剂研究中的应用
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摘  要：本文以玉米为例，设计了一种多品种玉米脂溶性根系分泌物同步收集的新体系。新收集体系包括一种新的玉米培养装置和

相应的收集方法。培养装置主体由固持板和储水箱构成，玉米在固持板内部竖直生长，由板内部湿润滤纸提供水分。待板内玉米培

养至 12 d 后通过二氯甲烷浸泡根部 2 d 的方法来收集其根系分泌物。研究发现，相比于传统水培收集体系，利用新收集体系能同时

收集 300 株玉米苗期脂溶性根系分泌物，收集试剂改变后不仅显著提高根系分泌物的生物硝化抑制(BNI)活性，而且还大幅节省了

收集空间 88%、营养液用量 99% 以及人力 94%。通过该新收集体系同步收集的我国 10 个典型玉米品种脂溶性根系分泌物均有显

著的 BNI 活性，平均达 55%，且超过半数品种抑制率超过 50%。不同玉米品种间也表现出明显的差异，其中先玉 335 和郑单 958

抑制率均超过 75%，吉单 33、金玉 188、瑞普 909 和北育 851 抑制率在 30% ~ 40% 左右，两个批次收集的试验结果重复性好。上

述结果表明，本新收集体系可用于多品种玉米等旱作作物脂溶性根系分泌物的同步收集，并有望应用于玉米 BNIs 的鉴定及 BNI 遗

传位点解析等研究中。 
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Construction of Synchronous Collection System for Hydrophobic Root Exudates from 
Multiple Maize Varieties and Its Application in BNI Research 
HOU Yu1, 2, LU Yufang1, 2*, SHI Weiming1, 2, LI Guangjie1, 2 
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing  
211135, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

Abstract: This study took maize as an example and designed a new system for synchronous collection of hydrophobic root exudates 

from multiple varieties of maize. The new collection system includes a new maize cultivation device and corresponding collection 

methods. The main body of the cultivation device consists of a fixed plate and a water storage tank. Maize grows vertically inside the 

fixing plate, and moisture is provided by the moist filter paper inside the plate. The root exudates of maize in the board are collected by 

rinsing or soaking the roots after 12 days of cultivation. Compared to the traditional hydroponic collection methods, this new 

synchronous collection system can not only significantly improve the biological nitrification inhibition (BNI) activity of root exudates, 

but also significantly save 88% of collection space, 99% of nutrient solution usage, and 94% of manpower. The root exudates of 10 

typical maize varieties collected synchronously through this system showed significant BNI activity, with an average of 55%, and more 

than half of the varieties had an inhibition rate of over 50%. There were also significant differences among different corn varieties, with 

the inhibition rates of Xianyu 335 and Zhengdan 958 exceeding 75%, while Jidan 33, Jinyu 188, Ruipu 909 and Beiyu 851 had inhibition 

of around 30% – 40%. The experimental results of two batches had good reproducibility. These results indicated that the new system can 

be used for synchronous collection of hydrophobic root exudates from multiple varieties of dryland crops, and can be applied in the 

identification of maize BNIs and analysis of BNI genetic locus. 
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玉米是我国重要的粮食作物，氮素是玉米最重要

营养元素之一，合理施氮能有效提高玉米的产量和品

质[1]。然而，部分氮肥通过氨挥发、硝化和反硝化作

用、淋洗和径流等途径损失到环境中[2]，导致氮肥利

用率降低[3-4]。其中，硝化作用和反硝化作用造成的

氮素损失在农业生产中的占比较高[5]。施用化学合

成硝化抑制剂(SNIs)是抑制硝化过程的常用手段之

一[6-7]。研究表明，SNIs 能控制玉米氮素损失和提高

产量与品质[8-9]，减少土壤酸化[10]。但目前 SNIs 种类

较少，还存在影响环境质量与食品安全等风险[11]。 

生物硝化抑制剂(BNIs)是一类由植物本身分泌，能

抑制硝化作用的物质[12]。相比于 SNIs 而言对环境更加

友好[13]，它是现代农业中提高氮肥利用率和减少环境

污染的新策略[13-14]。因此，玉米 BNIs 的研究对于推进

玉米化肥减施增效与农业绿色发展具有重要意义。根系

分泌的 BNIs 分为水溶性和脂溶性两类[15]。水溶性 BNIs

容易随溶液流失，而脂溶性 BNIs 移动性弱，主要在根

表附近起作用，更为稳定[16]。同时，脂溶性分泌物往

往能作为化学信号，在植物养分吸收、抗病、抗逆等方

面起到“四两拨千斤”的作用[17-18]，对于玉米总硝化活

性抑制(BNI)贡献达一半[19]。 

植物品种之间由于基因组不同，根系分泌物的生

物活性存在较大差异。多品种植物根系分泌物同步收

集是植物–微生物互作领域的技术基础，也是一大难

点。一方面，可以通过多品种分泌物活性比较，筛选

高活性品种进行后续物质鉴定[20-21]。另外，还可以结

合其他指标进行全基因组关联分析，寻求植物根系调

控的关键遗传位点[22-24]。然而，目前常用的传统水培

收集体系在进行多品种根系分泌物收集时存在培育周

期长、占地面积大、收集效率低、多批次误差大等不

足[25-26]。Dessureault-Rompré 等[27]和王占义等[28]对其

做出了一定的改进，但仍很难在小空间内实现大量品

种(超过 10 个品种)同时收集，更无法满足几十或上百

个植物品种根系分泌物活性对比研究的试验需求。 

综上，本研究旨在设计一种同时/同步收集多品

种玉米苗期脂溶性根系分泌物的收集体系(以下简称

新收集体系)，比较该新收集体系与传统水培收集体

系的收集效率差异，并检测不同玉米品种根系分泌物

中生物硝化抑制活性，为后续玉米源新的 BNIs 物质

挖掘和玉米 BNI 分泌的遗传位点研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  新型多品种根系分泌物同步收集体系 

本新收集体系包括培养装置和收集方法。如图 1

所示，培养装置由固持板、储水箱和活动卡扣 3 部分

构成。其原理和操作步骤是：植物种子先在培养皿中

萌发，之后放入固持板中由板内滤纸夹住继续生长，

借助重力作用和黑色有机玻璃板内壁使其根系能够

竖直生长。待植物在固持板内生长到一定生物量后

(大概 12 d)，通过合适的有机溶剂对其根表进行淋洗

或浸泡等收集方法达到脂溶性根系分泌物收集的目

的。由图 1 可见，固持板由进出水孔、支撑凸槽、内

部卡扣、滤纸 4 个部分组成。固持板的规格为

30 cm×30 cm×1 cm，板体采用黑色有机玻璃制作，可

以保证植物根系在避光条件下引导其竖直生长。固持

板两片为一组，由板内卡扣嵌合后接近竖直(85°左

右)放置，由于玉米苗期主要营养由种子供给，所以

采取 200 mmol/L CaCl2 溶液作为培养液以维持其渗

透压平衡。培养过程中纯水液面不超过进出水孔上

端。滤纸为快速定性滤纸，板内壁采用滤纸包被植物

种子，并利用滤纸的吸水能力向植物种子和培育过程

中的植物根系提供水分。储水箱规格为 35 cm× 

50 cm×10 cm，内部可同时放置 20 组固持板，其规格

可随试验所需组数灵活调整。活动卡扣主要用来保证

固持板嵌合紧密。当玉米植株在固持板内生长 12 d

后，可以发现部分玉米根系长至进出水口处。此时即

可进行根系分泌物的收集：拆卸固持板，取出板内滤

纸包被的植物根系，去除顶部受光照作用的红根部分 

 

(1.固持板；2.储水箱；3.活动卡扣；4.进出水孔；5.支撑凸槽；6.内部卡扣；7.滤纸) 

图 1  新型玉米培养装置 
Fig. 1  New corn cultivation device 
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和下端进出水口以下被营养液没过部分，称取 10 g

剩余根系，用 250 mL 二氯甲烷对其根部剩余部分浸

泡 2 d 收集其脂溶性根系分泌物。将收集的二氯甲烷

冲洗液或浸泡液经过旋转蒸发仪(Eyela，N-1100D- 

WD，日本)在 40 ℃下蒸干后加入 2 mL 甲醇溶解提

取，经过 0.22 μm 孔径有机相滤膜过滤后重新用甲醇

定容至 2 mL 即可进行保存或使用。定容后的甲醇溶

液称之为新收集体系甲醇提取液。 

1.2  传统水培收集体系 

水培收集体系同样选择纯水作为培养液，其主

要操作步骤为：使用纯水润湿过的海绵将萌发的植

物种子固定在周转箱(0.2 m×0.3 m)顶部带孔有机

玻璃板中，向周转箱内加纯水至液面接触种子。每

两天更换一次纯水。待玉米植株累计生长 12 d 后，

选择长势相近的玉米植株 6 ~ 8 株转移至 1 L 装满

纯水的烧杯中避光培养 2 d，收集培养后的水溶液

经 0.22 μm 孔径水相滤膜过滤，经由旋转蒸发仪

(Eyela，N-1100D-WD，日本)在 40 ℃下蒸干后加

入 2 mL 甲醇溶解提取。该甲醇溶液称之为水培甲

醇提取液。 

1.3  植物材料的选取与培育 

选取 6 个我国东北地区玉米主栽品种吉单 33、

1908D、海禾 116、翔旺 9、北育 851、先亚 983，以

及 4 个全国主栽品种金玉 188、瑞普 909、郑单 958、

先玉 335，共 10 个品种玉米种子作为植物材料。将

供试玉米种子洗去包衣后用 5% 次氯酸钠溶液消毒，

加入纯水没过种子浸泡 1 d 使其充分吸水。第二天将

吸饱水的种子转至培养皿中萌发。1 d 后，选取大小

一致的萌发种子平铺于湿润滤纸凸槽处，每组固持板

15 ~ 20 颗。将固持板组装好后竖直放置于储水箱中

并加入纯水，每两天更换储水箱中纯水并保持其液面

始终高于出水孔口。水培体系中，将萌发后的种子通

过海绵包被移入周转箱中培养，每箱培养植株 15 ~ 

20 株，每两天更换一次纯水。 

1.4  培育前装置的准备 

储水箱、固持板组件和活动卡扣先后用自来水和

纯水进行冲洗，待其自然晾干后用 75% 乙醇进行表

面消毒，之后和滤纸一起进行高温灭菌处理。灭菌后

的滤纸由营养液浸润后铺于固持板内壁，等待植物种

子萌发后进行移植。水培体系的培养箱和海绵同样进

行高温灭菌处理。 

1.5  根系分泌物生物硝化抑制活性的测定 

根系分泌物 BNI 活性的测定参考 Sun 等[21]的方

法。欧洲亚硝化单胞菌 Nitrosomonas europaea(NBRC 

14298 = ATCC 19718)购于日本技术评价研究所生物

资源中心(Biological Resource Center，NITE，日本)。

菌株活化和培养采用该菌种库推荐的 HEPES 培养

基，培养基成分如下(1 L)：(NH4)2SO4 2.5 g，KH2PO4 

0.5 g，HEPES 11.92 g，NaHCO3 0.5 g，MgSO4•7H2O 

100 mg，CaCl2•2H2O 5 mg，Fe-EDTA 75 mg，pH 7.8 ~ 

8.0。取培养一周的菌液，将其离心后重新悬浮于新

鲜的 HEPES 培养基中至菌液 OD600≈0.67。之后对重

悬菌液进行 NO2
– 检测，方法参考改进的 Griess 法[29]，

具体操作如下：向 2 mL 离心管中加入 10 μL 根系分

泌物甲醇溶解液，用氮气将甲醇吹干后加入 5 μL 二

甲基亚砜(DMSO)进行溶解，依次加入 195 μL 无菌水

和 300 μL 重悬菌液，置于 25 ℃ 黑暗条件下水浴培

养 2 h。向培养后的离心管中加入 20 μL 0.1 mol/L 烯

丙基硫脲以终止亚硝化反应。取反应后的混合液

300 μL 于 10 mL 试管中并加水稀释至 5 mL，加入

1 mL 对氨基苯磺酸溶液并摇匀，静置 5 min 左右加

入 1 mL 盐酸 N-(1-萘基)-乙二胺溶液，摇匀后加水定

容至 10 mL。放置 10 min 左右待其完全显色后，以

去离子水为参比，测定其 540 nm 波长处吸光值，以

同样处理测定 NO2
–-N 标准曲线，得到在玉米根系分

泌物作用下体系内产生的 NO2
–，并通过公式：亚硝化

抑制率 (%)=(1–样品 NO2
– 生成量 /空白 NO2

– 生成

量)×100，计算不同品种玉米脂溶性根系分泌物的生

物硝化抑制率。 

2  结果与分析  

2.1  两种收集体系下玉米根系分泌物硝化抑制效

率的对比 

选取玉米品种郑单 958，测定其在新收集体系与

传统水培收集体系下玉米根系分泌物 BNI 活性情况。

图 2A 和图 2B 分别为新收集体系和传统水培收集体

系获得的根系分泌物的硝化抑制率剂量效应曲线。结

果表明，传统水培体系下，水培甲醇提取液在 80 μL

时有 20% 左右硝化抑制率，样品抑制率达到

50%(ED50)的剂量为 125 μL，随着样品量的增加，其

硝化抑制率可以达到 80%。对于新收集体系收集到的

根系分泌物，其也表现出明显的硝化抑制能力。在新

收集体系培养下，新收集体系甲醇提取液在 2 μL 时

有 20% 左右硝化抑制率，ED50 的剂量为 2.5 μL，随

着样品量的增加，其硝化抑制率同样可以达到 80%。

同传统水培体系相比较，相同体积下，新收集体系获

得的根系分泌物硝化抑制效果显著高于传统水培收

集体系。 
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图 2  多品种同步收集体系 (A) 和传统水培体系(B)下郑单 958 根系分泌物的硝化抑制率曲线 
Fig. 2  Nitrification inhibition rate curves of root exudates of Zhengdan 958 under multi variety synchronous collection system (A) and 

hydroponic system (B) 

 

2.2  两种收集体系下的玉米根系生长和根系分泌

物收集效率对比 

图 3A 和图 3B 分别为玉米在固持板滤纸上和水

溶液中根系生长 12 d 的情况。新收集体系中玉米根

系较发达，生物量较多，且长势统一；传统水培体系

中的玉米根系较短，且长势不一。因此，相比于传统

水培体系，新收集体系培养的玉米根系能更好地满足

多品种活性试验的比较。 

 

图 3  玉米根系在多品种同步收集体系(A)和传统水培体系(B)下的生长情况 
Fig. 3  Root growth of maize under multi variety synchronous collection system (A) and hydroponic system cultivation (B)  

 
为明确两种收集体系的玉米培养效率参数，采用

新收集体系和传统水培分别培养 300株郑单 958玉米

种子。表 1 为两种体系培养下所需资源和效率的对

比。在收集空间方面，传统水培体系需要 1.26 m2，

新收集体系仅占用 0.15 m2，节省了 88%。在营养液

用量上，培养期间传统水培体系需用水 1 680 L，而

新收集体系仅用 18 L，节省了 99% 的水量。而且，

新收集体系还能节省前处理时间和人力约 94%。除了 

表 1  多品种同步收集体系与传统水培体系下玉米根系分泌物收集效率对比(300 株苗) 
Table 1  Collection efficiencies of maize root exudates under hydroponic and new device systems 

参数指标 传统水培收集 多品种同步收集 效率变化 

培养种子所需面积(m2) 1.26(0.3×0.2×21) 0.15(0.3×0.5) 省空间 88% 

营养液用量(L) 1 680(10×8×21) 18(6×3) 省水 99% 

前处理所需时间(h) 24 3 

实验人员数 2 1 

省时间、人力 94% 

硝化抑制率 ED50 剂量(μL) 2.5 125 省样品 98% 

注：传统水培体系培养种子所需面积为 0.3 m×0.2 m 规格的周转箱 21 个共 1.26 m2，多品种同步收集体系为 0.3 m×0.5 m 规格的

储水箱 1 个共 0.15 m2。传统水培体系营养液用量为 21 个培养箱，每个需要营养液 10 L，更换 8 次营养液，共计 1 680 L；多品种同步

收集体系为 1 个储水箱更换 6 次，每次需要 3 L 营养液，共计 18 L。 
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收集效率的提高，新收集体系收集样品的 BNI 活性

也显著高于传统水培收集法，在 50% 硝化抑制率条

件下能节省 98% 的分泌物样品。综上所述，相比于

传统水培体系，新收集体系能够在获得更适用于本试

验的玉米根系的前提下，还能够有更高的收集效率，

因此，新收集体系收集根系分泌物效率显著高于传统

水培收集体系。 

2.3  新收集体系收集获得的玉米多品种根系分泌

物 BNI 活性 

为探究在新收集体系下不同玉米品种根系分

泌物活性的差异，对 10 个典型玉米品种根系分泌

物进行了两个批次的收集，并分别测定了 BNI 活性

(图 4)。在第一批次中，10 个品种根系分泌物 BNI

活性为 26.2% ~ 88.6%，6 个品种抑制率超过 50%，

平均达 58.5%。其中，先玉 335 和郑单 958 超过 80%，

吉单 33、金玉 188、瑞普 909 和北育 851 的硝化抑

制率分别为 42.1%、40.1%、27.7% 和 26.9%。在

第二批次中，10 个品种根系分泌物 BNI 活性为

29.4% ~ 78.7%，5 个品种抑制率超过 50%，平均达

51.6%。其中，先玉 335 和郑单 958 依旧最高达 75% 

以上，吉单 33、金玉 188、瑞普 909 和北育 851 分

别为 29.4%、36.1%、32.4% 和 32.0%。因此，10

个玉米品种根系分泌物均有较高的 BNI 活性，不同

品种间表现出明显的差异，且两个批次间各品种

BNI 活性数据相对标准偏差(RSD)均在 10% 左右，

重复性较好。 

 

(A. 第一批次试验；B. 第二批次试验) 

图 4  多品种同步收集体系收集的不同玉米品种根系分泌物的硝化抑制率对比 
Fig. 4  Nitrification inhibition rates of root exudates collected from different maize varieties using a multi variety synchronous collection system  

 

3  讨论 

本研究重点关注了玉米脂溶性根系分泌物 BNI

活性，原因之一是由于脂溶性根系分泌物 BNI 活性

几乎占玉米总体 BNI 活性的一半[19]；其次是以往的

研究主要关注水溶性根系分泌物，对脂溶性根系分泌

物的研究较少，部分原因可能跟缺乏适宜的收集系统

有关。研究结果发现利用新收集体系获得的玉米脂溶

性根系分泌物 BNI 活性显著优于传统水培体系。这

可能是因为传统水培体系在培育植物过程中，旱作植

物根系处在淹水条件下通气效果不佳，会抑制玉米的

根系生长与代谢能力[30]，进而影响根系分泌物 BNI

活性；而本新收集体系使用黑色有机玻璃板加湿润滤

纸包被植物根系，能更好地模拟旱作玉米在土壤环境

下的生长条件[31]。此外，新收集体系收集的脂溶性

根系分泌物不易随溶液扩散，主要积累在根表[16]， 

收集的根系分泌物量相比于水培体系可能更多。目

前研究报道的根系分泌物中脂溶性有机物相比于亲

水性分泌物能更多地作为信号物质参与到根际物质

能量交流中，起到促进植物生长、抵抗外界胁迫的

作用[18，32-34]；而传统水培收集法得到的分泌物相比

新收集体系收集的分泌物其脂溶性物质比例更小，可

能会有更少的部分参与硝化抑制过程，从而造成分泌

物整体 BNI 活性较低[19]。其次新体系在收集过程中

的试剂二氯甲烷服务于脂溶性根系分泌物，这与传统

水培收集法的收集试剂不同，这可能也会造成新体系

整体收集效率的提高。尽管新体系收集的物质目前被

认为大部分是根系分泌物，但不能完全排除根内物质

溶解出来。由于脂溶性根系分泌物的研究历程较短，

现有技术还不能精确区分收集物质的来源，具体有待

今后进一步研究。 
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在玉米品种选择方面，挑选的 6 个品种来自我国

玉米主产区东北地区(吉单 33、1908D、海禾 116、翔

旺 9、北育 851、先亚 983)。为增加品种数量和扩大

研究范围，还加入了金玉 188、瑞普 909、郑单 958、

先玉 335 共 4 个全国主栽品种。本研究中 10 个玉米

品种根系分泌物均有约 50% 的硝化抑制能力，这比

不同水稻品种 BNI 均值略高[20-21]。品种间的抑制效

率有较大差距，先玉 335、郑单 958 与先亚 983 3 个

品种 BNI 活性最高，它们也是典型的玉米氮高效品

种[35]。这与水稻根系 BNI 活性与氮吸收效率正相关

结果一致[21]，表明与水稻类似，玉米 BNI 活性与玉

米氮素利用率可能也是紧密连锁，但这一假设还需通

过测定不同品种玉米氮吸收效率来进一步验证。本研

究基于 Okata 等[36-37]在单一甜玉米品种根系分泌物

中发现了 BNI 活性的基础上，从多品种角度丰富了

这一结论，同时还进一步明确了玉米品种间 BNI 活

性差异，为筛选我国自己的典型高 BNI 活性玉米品

种、特定新型的玉米源 BNIs 物质以及作物 BNI 遗传

位点等研究奠定了基础。 

除了分泌物活性的提高，本新收集体系中固持板

之间相对独立，体积小，在培养过程中占地面积较少，

且能节省大量水资源；在收集过程中，前处理操作简

单、耗时短；固持板规格统一，不同品种玉米能够获

取均一水分和光照，长势一致，使试验结果更可靠。

而且，本新收集体系在多品种同时收集上相较传统水

培体系等优势较大，效率提高显著，其优势将随着品

种数增加越发明显。两个批次不同玉米品种根系分泌

物 BNI 活性结果重复性好，效果稳定，表明该新型

玉米多品种根系分泌物同步收集体系能较好地应用

于我国玉米 BNIs 研究，还有望在其他旱作植物 BNI

研究中发挥作用，为未来基于作物群体 BNI 活性和

BNIs分泌的遗传位点研究提供技术支撑。目前 Petroli

等[19]从多个 CIMMYT 亚热带玉米品种中初步明确

了调控玉米 BNI 活性的关键遗传位点。由于本新收

集体系能够快速高效收集多品种根系分泌物，今后在

根系分泌物介导的作物抗逆、抗病与土壤健康等领域

也有望有较好的应用前景。 

4  结论 

本研究设计了一种多品种玉米苗期脂溶性根系

分泌物同步收集体系，该体系操作简单，培养装置制

作方便。相比于传统水培收集体系，能节省大量的人

力物力和空间时间资源，且玉米根系生长更好，分泌

物样品利用率与 BNI 活性明显提高。 

基于该新收集体系，发现 10 个我国典型玉米品

种根系分泌物均具有可观的 BNI 活性，其中先玉

335、郑单 958、先亚 983 是主要的高 BNI 活性玉米

品种。不同玉米品种间 BNI 活性差异显著，两批次

试验数据重复性好。综上，本新收集体系可应用到多

品种玉米根系分泌物同步收集试验中，为我国玉米源

BNIs 物质鉴定与 BNI 遗传位点解析奠定了基础，同

时还有望应用于其他旱作植物多品种根系分泌物研

究中。 
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