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[bookmark: _Hlk171487121][bookmark: _Hlk171487146]摘 要：根际是植物与土壤互作的界面，植物通过根系分泌物影响土壤微生物群落组成，同时根际微生物通过多种机制影响植物的生长和发育。因此，建立一套精准的根系分泌物收集方法及根际土壤样品采集技术，是理解植物根系-土壤界面生态过程的关键环节和前提。然而，土壤栽培条件下，原位的根际土壤和根系分泌物收集是一大技术难题。介绍一种新型原位动态可视化精准收集根际土壤和根系分泌物的装置，包括植物生长区室、根系生长区室、土壤区室和根系分泌物采集装置，该装置通过分区设计，能够实现在根系生长区室原位收集根系分泌物，同时允许在土壤区室原位收集根际土壤；利用定时控制的真空泵和采样系统，实现对根系分泌物的精准、连续采样，并通过窗孔精确采集根际土壤样品。本装置通过巧妙的结构设计可集成根系分泌物和根际土壤原位匹配性收集；根系分泌物收集过程中植物根系扰动小，采样回收率高，准确性高，可为原位动态解析植物根系与微生物的互作机制奠定基础。
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[bookmark: _Hlk212143735][bookmark: _Hlk200973802]Abstract: 【Objective】The rhizosphere is the interface between plants and soil, and plants affect the composition of soil microbial communities by secreting root exudates, while rhizosphere microorganisms can affect plant physiology and development through multiple mechanisms. Therefore, the development of accurate and applicable root exudate and soil sample collection methods are very important in understanding the ecological process of plant root-soil interface. However, the in-situ collection of rhizosphere soil and root exudates remains understudied. 【Method】This paper introduced a novel device for the in-situ dynamic visualization and accurate collection of rhizosphere soil and root exudates. The device comprises a plant growth compartment, a root growth compartment, a soil compartment, and a root exudate sampling system. The device is designed by partitions, planting seeds or seedlings in the plant growth compartment, allowing the root system to extend into the lower root growth compartment through a slit at the bottom. Also, the nylon membrane isolates the soil from the root system to ensure a two-way pure exchange. On the one hand, it allows soil nutrients to infiltrate, ensuring normal plant growth, and on the other hand, it prevents particle contamination. At the same time, a multi-interface connected sampling system is set up to realize the accurate partition collection of root exudates. The sampling process is automated, with a vacuum pump controlled by a solenoid switch and a program to regularly rinse and extract secretions into the sampling bottle. For soil sampling, the depth and distance from the root system are flexibly selected, and the soil quantity is estimated by the sampling tube scale to ensure the accuracy and comprehensiveness of the experimental data. For validation, root exudates of wheat during the grain-filling stage were collected by both the device collection method and the solution collection method. The content of quercetin in the root exudates was determined by high-performance liquid chromatography. A standard curve was prepared using quercetin as the standard substance, and the content of quercetin in the root exudates was calculated. 【Result】This device innovatively integrated the functions of plant growth, root exudates sampling and rhizosphere soil collection. It realized the accurate, in-situ, continuous and dynamic collection of plant root exudates and rhizosphere soil through ingenious design, and the collection range could be accurately concentrated in the root system and the soil environment in the same area, so as to ensure the simultaneous collection of exudates and rhizosphere soil. During collection of root exudates, the content of quercetin obtained by the device collection method was close to that by the solution collection method, and it eliminated the cumbersome operations such as root stripping, supported continuous sampling at multiple time points for the same plant, and significantly improved the research efficiency of individual plants. Moreover, this method ensured the normal growth of plants, and there was no interference with soil components, and provided high accuracy. 【Conclusion】This device, with its comprehensive functions, provides efficient sampling capacity and precise control mechanism, and can serve as a powerful tool in the field of plant physiological ecology, and is conducive for promoting the in-depth development of soil microbiology research.
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[bookmark: OLE_LINK18]根际是受植物根系活动影响形成的微域环境[1]，是植物与土壤互作的界面。根际土壤中富含拟杆菌、变形菌和其他富营养型微生物[2]，植物通过根系分泌物影响土壤微生物群落组成，同时根际微生物通过多种机制影响植物的生长和发育。根系分泌物是指植物正常生长过程中，由根系不同部位向外界环境释放的一系列化学物质，包括氨基酸、糖、酚类和酶类等[3-4]，对根际土壤生态环境中的物质循环具有重要的驱动作用[5]。根系分泌物能提供养分和生长调节物质，从而促进植物生长代谢[6]；还能参与根际土壤中植物组织和微生物群落的调节，影响植物生长和土壤生态，进而增强植物抗逆性[7-8]，在植物生长和生态系统中发挥着重要作用。
[bookmark: OLE_LINK32]根际微生物是与根际相关的微生物的完整集合，通过数亿年的相互作用与共同进化，根际微生物与植物根际之间形成了复杂的关系，例如互利共生、共生、寄生和竞争等[9-[10]11]。根系分泌物与微生物之间存在互作效应，形成植物−微生物的共生网络，这有利于养分循环，提高土壤的肥力。植物根系分泌物通过释放特定的化学信号物质（如酚酸、黄酮类化合物和糖类）主动调控根际微生物的群落组成和功能[12]。例如，拟南芥分泌的芥子油苷衍生物可特异性招募具有硫苷代谢能力的细菌（如假单胞菌属），从而抑制土传病原菌并促进植物健康[13]。水稻中，根系分泌的独脚金内酯不仅吸引丛枝菌根真菌以增强磷吸收，还能诱导根际放线菌分泌抗生素，协同抵御病原菌入侵[14]。此外，在干旱胁迫下，玉米根系分泌的甜菜碱和脯氨酸可富集具有1-氨基环丙烷-1-羧酸（ACC）脱氨酶活性的伯克氏菌属（Burkholderia），通过降低乙烯合成缓解植物胁迫损伤，同时增强土壤持水性[15]。故根系分泌物及根际微生物在调控陆地生态系统根际微环境间的物质、能量和信息交流中具有重要作用[16]。因此，构建准确、适用的根系分泌物收集方法及土壤样品采集方法，是理解植物根系−土壤界面生态过程的关键环节和前提。由于植物根系的生长高度依赖周围土壤环境，且根系形态错乱复杂，在不影响根系生长的同时，避开对根系本身损伤的情况下，实现对根系分泌物及根际土壤的匹配收集存在一定的难度。
鉴于操作便捷性与农业生产实际需求，研究者针对生长周期较短的草本植物，开发出多种室内根系分泌物收集方法。这些方法分为非连续式收集法与连续式收集法两大类。非连续式根系分泌物收集方法主要包括土培收集法、溶液培养收集法及基质培收集法[17]。其中土培收集法是用蒸馏水洗下根际土壤后，通过离心或振动过滤从而获得根系分泌物，但不能完全排除土壤颗粒的影响[18-19]。溶液培养法是将根系放入超纯水中培养一段时间后，收集、浓缩、过滤培养液，用树脂分离营养离子[17]。其液体环境中根系通气性差，且不能准确反映自然条件下植物的生长情况。基质培养法是将植物培养在蛭石和琼脂中，然后将基质浸泡在蒸馏水或有机溶剂中以提取有机物，将得到的液体浓缩、过滤。该方法需要补充额外的营养液以保持基质营养和湿度水平。而现有的连续式根系分泌物收集培养系统一般选用石英砂为培养基质，在外连接收集器直接收集根系分泌物[20]。
为尽量减少植物根系在收集过程中造成的干扰以及土壤颗粒的潜在影响，研究者已发明了一套用于收集根系分泌物的根箱系统[21]。该装置在植物-土壤隔室的底部有一个垂直缝隙，植物根系通过该缝隙向下伸展和生长，然后可使用真空采样系统以采样液冲洗根垫，实现原位收集根系分泌物（图1）。Wei等[22]设计了一种非破坏性连续采样根箱装置，用于从单个番茄植株中收集根际土壤样品，他们以青枯病菌为主要病原菌，动态追踪单个番茄植株在多个生长阶段的根际微生物区系特征，这使得探索初始土壤微生物群落、微生物群落功能和植物病害发展之间的关系成为可能（图2）。
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[bookmark: OLE_LINK36][bookmark: _Hlk207233930][bookmark: _Hlk212142945][bookmark: _Hlk212142906][bookmark: _Hlk207233949]注：该图根据已报道的根系分泌物收集方法[21]重新绘制，对原图的布局、配色和字体进行了统一修改。Note: This figure was redrawn based on the reported methods for collecting root exudates[21], and made uniform modifications to the layout, color scheme, and font of the original image.
图 1原位收集根系分泌物的根箱装置示意图
[bookmark: _Hlk197169314]Fig. 1 Schematic diagram of the rhizobox device for in-situ collection of root exudates
[image: ]
注：a）根箱由一个高度为136 mm、直径为110 mm的三层圆柱体组成。内层（根室）由50 μm尼龙网制成，可防止根进入中间层，外层由4 mm金属网制成，以支撑根茎盒。b）中间采样层由18个单独的尼龙网袋（150 μm尼龙网，高度136 mm，宽度18~21 mm，厚度1~2 mm）组成，其中包含均质灭菌的田间土壤。因此，中间层尼龙网袋中的土壤与植物根系和根系分泌物紧密接触，并被用作根际细菌群落的代理。该图根据Wei等[22]的成果重新绘制，对原图的布局、配色和字体进行了统一修改。Note: a) The rhizobox consisted of a three-layer cylinder with a height of 136 mm and a diameter of 110 mm. The inner layer (root compartment) is made of a 50 μm nylon mesh net, which prevents roots from entering the middle layer, and the outer layer is made of a 4 mm metal mesh to support the rhizobox. b) The middle sampling layer consisted of 18 individual nylon mesh bags (150 μm nylon mesh; height, 136 mm; width, 18 to 21 mm; thickness, 1 to 2 mm) containing homogenized and sterilized field soil. The soil in the nylon mesh bags of the middle layer was thus in close contact with plant roots and root exudates and was used as a proxy of the rhizosphere bacterial community. This figure was redrawn based on the results of Wei et al. [22], and made uniform modifications to the layout, color scheme, and font of the original figure.
图 2非破坏性收集根际土壤的根箱系统示意图
Fig. 2 Schematic diagram of the rhizobox system for non-destructive collection of rhizosphere soil
然而，上述传统的实验方法和已有装置的土壤采集部分与根系分泌物收集部分相互独立，无法实现根际土壤和根系分泌物的匹配性收集，不能实时观察植物-微生物的相互作用，并且缺乏可视化和操控的能力。为解决上述问题，本研究设计了一种原位动态可视化精准收集根际土壤和根系分泌物的装置及其收集方法。新型装置较图 1装置可进行原位根际土壤的收集；较图 2根箱装置可进行原位动态根系分泌物的收集。近期对分泌物进行了收集和检测，并与已有方法和装置进行比较，结果发现利用本装置收集具有以下优点：根系分泌物在收集过程中对植物根系扰动小，采样回收率高，准确性高；可精确采集距根表面不同距离层次的根际土壤，准确、便捷；根系生长情况可直接观测。
该装置已经申请国家实用新型专利，专利授权号为ZL202322715004.5，下面加以详细介绍。
1	材料与方法 
1.1	收集根际土壤和根系分泌物的装置
[bookmark: _Hlk198087276][bookmark: _Hlk198136565][bookmark: _Hlk198136475]一种收集根际土壤和根系分泌物的装置，如图3a和图3b所示，包括植物生长区室、根系生长区室、土壤区室、连通于所述根系生长区室的根系分泌物采样装置以及辅助土壤取样的取样管和辅助器。其中，植物生长区室1侧壁连接有第一灌溉管11，植物生长区室1底部并排设置有根系生长区室2和土壤区室3，植物生长区室1和根系生长区室2之间设置有狭缝12，土壤区室3远离根系生长区室2一侧安装有第二灌溉管15。如图 3c所示，根系生长区室2内壁设置有第一滤膜5（孔径：100 μm），以防止颗粒物或根毛等干扰物质进入和堵塞采样管路，根系生长区室2与土壤区室3之间设置有第二滤膜6（孔径：25 μm），根系生长区室2远离土壤区室3一侧安装根系分泌物采样装置18。如图 3e所示，根系生长区室2与根系分泌物采样装置18相连的外壁分为四个相同区域，每个区域上下对侧设置有接口，上侧的接口为淋洗液入口16，下侧的接口为淋洗液出口17，实现对根系分泌物的分区采样。如图 3d所示，土壤区室3前后壁均匀分布有若干取样孔7，取样孔7上安装有取样盖20，取样孔7分别与淋洗液入口16和淋洗液出口17并列设置，收集范围准确集中于同一区域根系及其所对应的土壤环境，确保分泌物和根际土壤匹配性收集。
[bookmark: _Hlk198087422]如图 3c所示，根系分泌物采样装置18包括真空泵21（GM-0，津腾，天津市津腾实验设备有限公司）、储液瓶13、采样瓶14和连通管4，真空泵21和采样瓶14管路连接，储液瓶13和淋洗液入口16采用连通管4连接，采样瓶14和淋洗液出口17采用连通管4连接，真空泵21由电磁开关和程序自动控制采样时长及间隔，减少了对植物根系的扰动，同时可进行连续取样；根系生长区室2的外壁为透明有机玻璃，根系生长区室2外设置有实时拍摄设备10；土壤区室3外侧设置有土壤取样装置19，如图 3f所示，土壤取样装置19包括取样管9和辅助手柄8，取样管9和辅助手柄8插拔连接。
植物生长区室1顶部为开口，第一灌溉管11和第二灌溉管15分别设置有多个；土壤区室3为可拆卸式，第二灌溉管15设置有两排，上下均匀分布；取样孔7在土壤区室3前后壁上分别设置有8行，每行取样孔7后设置有厘米刻度，代表不同层次的土壤深度，每行取样孔7设置有7个，分别距根系生长区室2一侧2 mm、7 mm处设有根际土样孔；15 mm、30 mm、45 mm、60 mm、75 mm处设有非根际土样孔，每个取样孔7上方设有毫米刻度，代表孔径中心距根系生长区室2的距离；取样管9管壁外设有毫米刻度，取样管9直径小于取样孔7孔径，根据插入深度估计收集土量。
[image: ] 
	[bookmark: _Hlk212144599]注：1、植物生长区室；2、根系生长区室；3、土壤区室；4、连通管；5、第一滤膜；6、第二滤膜；7、取样孔；8、辅助手柄；9、取样管；10、实时拍摄设备；11、第一灌溉管；12、狭缝；13、储液瓶；14、采样瓶；15、第二灌溉管；16、淋洗液入口；17、淋洗液出口；18、根系分泌物采样装置；19、土壤取样装置；20、取样盖；21、真空泵。Note: 1. Plant growth compartment, 2. Root growth compartment, 3. Soil compartment, 4. Connecting tubes, 5. First filter membrane, 6. Second filter membrane, 7. Sampling holes, 8. Auxiliary handles, 9. Sampling tubes, 10. Real-time imaging device, 11. The first irrigation pipe, 12. Slit, 13. Reservoir bottles, 14. Sampling bottles, 15. Second irrigation pipe, 16. Eluent inlet, 17. Eluent outlet, 18. Root exudates sampling device, 19. Soil sampling device, 20. Sampling caps, 21. Vacuum pump.


图 3一种匹配性收集根际土壤和根系分泌物的装置的结构示意图（a）和实物图（b）、根系生长区室和根系分泌物采样装置示意图（c）、植物生长区室和土壤区室的示意图（d）、根系生长区室外壁右视图（e）和土壤取样装置的爆炸图（f）
Fig. 3 Schematic diagram (a) and picture (b) of a device for coordinated collection of rhizosphere soil and root exudates, schematic diagram of the root growth compartment and root exudates sampling device (c), schematic diagram of the plant growth compartment, and soil compartment (d), right side view of the outdoor wall of the root growth compartment (e) and exploded diagram of soil sampling device (f)

1.2	工作原理
使用时，首先在植物生长区室1和土壤区室3填装土壤，将植物种子或幼苗定植于植物生长区室1进行培养，期间，通过植物生长区室1侧壁上的第一灌溉管11为植物输送水分，提供原位生长环境。培养过程中，植物根系通过植物生长区室1底部的狭缝12进入根系生长区室2，在此区室进行根系分泌物的收集。根系生长区室2与土壤区室3之间夹设有第二滤膜6，土壤区室3装有土壤，由于第二滤膜6的阻挡作用，根系无法穿越第二滤膜6进入土壤，土壤颗粒也无法进入根系生长区室2影响根系分泌物的取样，而土壤中的养分和水分可透过第二滤膜6供植物根系利用。根系生长区室2的根系通过夹设于根系生长区室2与土壤区室3之间的第二滤膜6与土壤区室3进行水和溶质的交换，生长形成根垫，位于根系生长区室2外侧的拍摄设备10定时进行拍摄，实时记录根系生长状况及构型。
根系分泌物的收集在根系生长区室2中进行。收集根系分泌物时，由电磁开关和程序控制打开真空泵21开关，每间隔10 min采集根系分泌物一次，每次采样时间为2 min（采样间隔和时间不做要求，可根据实验需要调整）。储液瓶13中的去离子水通过连通管4进入根系生长区室2淋洗根系后，再通过第一滤膜5由连通管4抽入采样瓶14，实现根系分泌物的采样。
土壤样品的收集在土壤区室3中进行。收集非根际土壤时，根据实验需要选择某一深度层次的土壤，接着选择距根垫不同距离处的取样孔7，旋开对应取样孔7的取样盖20，通过辅助手柄8将取样管9垂直插入取样孔7采集土样，根据取样管9上刻度粗略估计收集土样量，之后取出取样管9，去皮称重，倒出土样。收集根际土壤时，可将土壤区室3取下，水平放置使内壁第二滤膜6面朝上，取下第二滤膜6，其上所附着的土壤厚度小于3 mm，为直接与根垫相接触的根际土壤，将土壤抖落，即为根际土壤样品；同时也可通过距离根垫2 mm及4 mm的取样孔7采集根际土壤，其方法与上述非根际土壤的采集方法相同。
	


1.3	土壤的准备与植物培育方法
供试土壤取自河南大学金明校区，自然晾干后研磨，过2 mm标准筛。为了保证植物生长所需营养，实验初期可在土壤区室中预混肥料，后续养分不足可通过灌溉管添加营养液，实现可控的养分输入。栽培前采用60%最大田间持水量对基质进行为期7 d的水分平衡处理。土壤填充的操作流程如下：将土壤区室3取下，水平放置使内壁第二滤膜6面朝上，取下第二滤膜6，用小铁铲逐层填充土壤，每层填充后进行适度压实。组装完成的实验装置固定于定制化支架系统（具体组装流程见视频https://www.bilibili.com/video/BV1mFEHzqEgi/?share_source=copy_web&vd_source=95bc8aefe703cb2ae8343fee61be6678）。
供试小麦种子（品种：周麦26）经3%（w/w）过氧化氢溶液表面灭菌后，使用去离子水彻底冲洗，于珍珠岩基质中进行催芽处理。选择长势均一的健壮幼苗，分别移栽至植物生长区室及对照组盆栽中。已移植小麦幼苗的装置如图 4a所示。幼苗移栽后，自然光下培养，除地上部分外，所有地下装置组件均使用锡箔纸进行避光处理。
1.4	根系分泌物的收集与检测方法
本研究根系分泌物的收集分别用装置收集法和溶液收集法。
装置收集法：预处理阶段将所有收集容器经5%（v/v）硝酸溶液浸泡24 h，用三重去离子水清洗后风干备用。连接根系分泌物收集装置，在小麦灌浆期进行样本采集。每次采样前30 min使用含有微生物抑制剂的去离子水对系统进行预冲洗，冲洗液废弃处理，正式采集时段设定为10:00—16:00。
溶液收集法：在小麦灌浆期，将盆栽中小麦植株完整挖出，剥离根际土壤后使用去离子水充分冲洗根系表面残留物。随后将洁净根系垂直置于250 mL酸洗处理过的烧杯中，注入200 mL去离子水（液面高度低于根茎结合部2 cm），烧杯外壁包裹遮光锡箔纸以避免光干扰，如图 4c所示。收集时段与装置法同步（10:00—16:00），其间保持静态浸提。
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: _Hlk207282308][bookmark: OLE_LINK25][bookmark: _Hlk200293304][bookmark: _Hlk200464139][bookmark: OLE_LINK10]将收集到的根系分泌物用C18固相萃取小柱萃取后，用6 mL乙腈洗脱。使用Termovap样品浓缩器将萃取后的根系分泌物浓缩，浓缩后样品过0.22 μm有机膜后装入2 mL棕色进样瓶，置于-20 ℃冰箱中待测。使用高效液相色谱分析仪（Agilent InfinityLab LC 系统 1260 Infinity II， Agilent公司，美国）测定根系分泌物中槲皮素含量，色谱柱为ZORBAX Eclipse Plus C18色谱柱（4.6 mm× 250 mm，5 μm，美国Agilent公司）。流动相：A为0.4%（v/v）磷酸溶液，B为甲醇，梯度洗脱程序为0~10 min，A/B48: 52（v/v）；10~25 min，A/B65: 35（v/v ）。流速：1.0 mL·min-1；检测波长：210 nm。以槲皮素为标准品制得标准曲线，计算根系分泌物中槲皮素的含量[23]。
	[image: ]


[bookmark: _Ref198238495]图 4小麦生长与收集装置（a）、定时相机拍摄照片（b）和溶液收集法（c）
[bookmark: _Hlk212144651]Fig. 4 Growth of wheat in the experiment and collection device (a), timed camera taking photos (b), and solution collection method (c)
为增强数据可靠性，本研究以大豆为试验材料进行了补充试验，品种为“安豆6263”，分别采用上述两种方法收集根系分泌物，并测定其中大豆苷元的含量。色谱分析条件如下：流动相A为pH 3的磷酸溶液，B为乙腈，梯度洗脱程序（均为体积分数）为：0 min，5% B；0~25 min，B线性升至55%；25~28 min，B由55%快速升至100%；28~29 min内B降至5%；29~31 min，系统平衡。总运行时间为31 min。流速：1.5 mLmin-1；检测波长：236 nm。以大豆苷元为标准品制得标准曲线，计算根系分泌物中大豆苷元的含量[24]。
2	结果与讨论
2.1 装置的高效性与准确性
本装置在根系分泌物回收效率方面与传统方法（如溶液收集法）具有可比性，可通过小麦和大豆两种作物根系分泌物的检测结果综合验证。如表 1所示，采用本研究装置收集法获得的小麦根系分泌物中槲皮素含量为0.011 28 mg，低于溶液收集法的平均值0.015 97 mg；而在大豆实验中（表 2），装置收集法测定值为0.001 75 mg，与溶液收集法（0.001 64 mg）接近（略高）。
[bookmark: _Ref207251430][bookmark: _Ref207251406]表1 不同收集方法中小麦灌浆期根系分泌物中槲皮素的含量
[bookmark: _Hlk212146237]Table 1 Quercetin content in root exudates of wheat at the grain-filling stage collected by different methods 
	样品
Sample
	浓度
[bookmark: OLE_LINK16]Concentration/(mg·L-1)
	[bookmark: OLE_LINK6]槲皮素含量
Quercetin content /mg
	含量平均值
Average value/mg

	装置收集法Device collection method
	2.821
	0.01128
	0.01128

	溶液收集法Solution collection method
	1
	-1.255
	-0.00502
	[bookmark: _Hlk207240685]0.01597

	
	2
	0.924
	0.00369
	

	
	3
	7.064
	0.02825
	


[bookmark: OLE_LINK31]注：样品中1、2、3代表三个重复。溶液收集法-重复1的测定值为负，表明其浓度低于检测限，在计算平均值时已按0值处理。下同。1-3 represent 3 replicates.  Note: The measurement value for the solution collection method - Repeat 1 is negative, indicating that its concentration is below the detection limit, and it has been treated as a value of 0 when calculating the average. The same below.





[bookmark: _Ref207251444]表2 不同收集方法中大豆子叶期根系分泌物中大豆苷元的含量
[bookmark: _Hlk212146575]Table 2 Daidzein content in root exudates of soybean at the cotyledon stage collected by different methods 
	[bookmark: _Hlk211899105]样品
Sample
	浓度
Concentration/(mg·L-1)
	大豆苷元含量
Daidzein content /mg
	含量平均值
Average value/mg

	装置收集法Device collection method
	1
	1.363
	0.002 45
	0.001 75

	
	2
	0.738
	0.001 48
	

	
	3
	0.661
	0.00 132
	

	溶液收集法Solution collection method
	1
	0.679
	0.001 36
	0.001 64

	
	2
	0.805
	0.001 61
	

	
	3
	0.978
	0.001 96
	



[bookmark: _Hlk207284752]装置收集法所测小麦根系分泌物中槲皮素含量偏低，其原因可能包括：首先，溶液收集法将根系离体并置于无菌环境中，分泌物免受土壤微生物降解；而本装置作为一种原位土壤培养方法，根系分泌物在释放后即暴露于包含根际微生物的复杂环境。尽管物理隔离与即时淋洗尽可能降低微生物干扰，但根表附着的微生物对槲皮素的快速利用与降解可能是导致其回收量低于离体溶液收集法的主要原因之一[21]。其次，槲皮素作为酚酸类物质，相较于大豆苷元，可能更易被根表或根际土壤颗粒吸附；此外，小麦根系发达、根毛密布，形成的致密根垫可能在一定程度上阻碍了淋洗液均匀、充分地接触根表，从而降低洗脱效率。相比之下，大豆苷元疏水性较弱，且大豆根系表面蜡质层较厚、根毛稀疏，更利于淋洗，因此装置法与溶液法测定结果较为一致。
综上所述，尽管装置法在测定特定分泌物绝对量时可能存在一定局限，但并不否定装置的价值，反而强调了其在反映真实根际过程方面的独特优势：本装置不破坏根系与土壤间的自然生长状况，也避免传统方法中因频繁取样或根系暴露导致的机械损伤，保证植物根系的完整性，反映了植物在接近自然生长状态下的分泌物释放特征，从而提升了试验数据的准确性。此外，本装置通过优化设计显著简化了操作步骤，实现了更高效率的样本采集。一方面装置收集法避免了传统土培法中根系剥离、反复冲洗等繁琐操作；另一方面，传统非连续式方法（如溶液收集法）需在不同生长阶段进行破坏性取样，单株植物仅能获取单一时段数据。本装置实现了对同一植株分泌物连续、动态的采集，且采样间隔与时长可根据试验需求灵活调整，显著提升了单株植物的研究效率，尤其适用于植物-微生物互作机制的长期动态解析。
2.2 装置的双向性
本装置是一种收集根际土壤和根系分泌物的双向装置，在根系分泌物试验领域开辟了全新赛道。装置包括植物生长区室，所述植物生长区室侧壁连接有第一灌溉管，为植物根系生长提供水分；植物生长区室底部并排设置有根系生长区室和土壤区室，植物生长区室和根系生长区室之间设置有狭缝，供根系延伸进入根系生长区室；根系生长区室内壁设置有第一滤膜，可有效减少土壤颗粒对根系分泌物收集的干扰；根系生长区室与土壤区室之间设置有第二滤膜，用于阻隔根毛、颗粒物等杂质进入采样管路，防止堵塞；还包括在根系生长区室远离土壤区室一侧安装的根系分泌物采样装置，实现样品高效收集。
据调查，现仅有一种实验装置可集成根际土壤样品和根系分泌物的双收集，但现有装置具有相应的局限性，其根系分泌物收集在收集箱石英砂介质中进行，由于受材料吸附的影响，回收率较低；其土壤采集部分与根系分泌物收集部分相互独立，无法实现根际土壤和根系分泌物的匹配性收集；且根系生长在箱体内部，难以观测根系的生长状态[25]。而本装置是一种收集根际土壤和根系分泌物的新型装置，将根系分泌物和根际土壤收集技术巧妙结合，可实现二者的原位双收集，且收集范围可准确集中于同一区域的根系及其所在土壤环境，确保分泌物和根际土壤匹配性收集。
2.3 装置抗土壤干扰性
现有根系分泌物收集技术种类多样，例如水培收集、基质培养收集及土培收集等[17]，但均存在一定的缺陷（表3）。水培收集将根系浸泡于溶液中易导致其通气不良而影响根系生长，且缺少根际微生物释放的信号分子反馈作用[26]；基质培养收集的基质环境与原位根际环境存在差异，需要另外添加营养液来维持养分和湿度[27]；传统土培收集难以排除土壤自身成分，使得收集到的分泌物与真实根系分泌物有很大出入[27]，且目前几乎没有土培装置可在准确收集根系分泌物的同时实现对根系土壤样品的取样，以更加全面地研究和理解植物根系-土壤微环境。
[bookmark: OLE_LINK34]本装置可很好地减少土壤对根系分泌物收集造成的干扰，将植物种子或幼苗定植于植物生长区室中，根系通过区室底部狭缝进入根系生长区室，根系生长区室与土壤区室之间隔有第二滤膜，通过尼龙膜精确区分根/土界面，保持根系正常生长环境，由于滤膜的阻挡作用，土壤微粒无法穿越滤膜进入根系区室，而土壤中的养分和水分可透过滤膜供植物根系利用，从而减少了土壤对根系分泌物收集造成的干扰。尽管根系未完全生长于土壤中，但25 μm第二滤膜设计，其孔径显著大于先前研究中使用的膜（如0.65 μm、0.2 μm），确保了分泌物扩散效率。且植物生长区室的设计允许根-土直接接触，进一步保障了生态真实性[28]。植物生长区室和土壤区室连通有灌溉管，为植物根系生长提供水分。根系生长区室外壁为有机玻璃板，其内紧贴有尼龙滤膜，以防止颗粒物或根毛等干扰物质进入和堵塞采样管路。
2.4 装置的连续性与可控性
本装置设计巧妙，其根系分泌物采样装置配有真空泵，能够实现对采样时间和间隔的控制，对植物根系扰动小，采样效率高；在根系分泌物收集过程中，由电磁开关和程序控制打开真空泵开关，每间隔10 min采样一次，单次采样时间为2 min（采样间隔和时间可根据试验需要调整）。储液瓶中的淋洗液通过连通管进入根系生长区室淋洗根系后，再通过连通管抽入采样瓶，实现根系分泌物的采样。
2.5 装置的精准定位性
对于根际土样的收集，目前多采用田间人工抖土法[29]，这种方法快捷简单，但带有强烈的随机性和粗糙性，且仅能用于研究根际和非根际土壤之间的差异[30]，不能研究距根表面不同距离和层次的土壤特性，无法精确区分根/土界面。本装置根系生长区室外壁为有机玻璃板，玻璃板上分布有多个接口，通过连通管分别与储液瓶和采样瓶相连，以实现对根系分泌物的分区采样；采集土壤样品时，根据试验需要选择某一深度层次的土壤，接着选择距根系不同距离处的取样孔[28]，将取样管垂直插入采集土样，根据取样管上刻度粗略估计收集土样的量，之后取出取样管，去皮称重，倒出土样。实现距根表面不同距离、不同层次土壤的分层精确采集。
2.6 动态监测
装置根系生长区室外侧设有可定时拍摄的设备，实现根系生长状况及构型可视化动态监测，该装置外围设置有挡光壁，以避免光照对植物根系生长的影响，取下后可直接观测根系生长状态，实现动态观测。整体而言，植物根系无损伤原位监测法操作简便，能够快速实现植物根系的长期原位无损伤动态监测，并可同步完成根系分泌物中特定成分的连续收集。
2.7 局限性与应用场景
当前设计虽实现了根际土壤与分泌物的原位匹配收集，但其制造成本集中于真空泵、滤膜组件及精密加工的多区室结构，且尼龙滤膜需定期更换以维持性能，导致维护费用较高。未来可通过开发低成本复合材料替代现有滤膜，合并灌溉与采样管路以简化结构，引入3D打印技术实现复杂内部结构的一体化制造，从而降低成本。技术拓展方面，尽管现有系统支持分泌物的动态收集，但化学分析仍依赖离线检测；未来结合拉曼光谱技术有望实现分泌物成分的实时在线分析，进一步提升研究效率。在适用性上，本装置适用于生长周期短、根系分布集中的草本植物（如小麦、拟南芥）及旱作作物，其狭缝设计可引导根系进入生长区室，实现整个生长周期的动态监测，但对木本植物或深根系物种需调整区室尺寸与灌溉模式。土壤类型方面，装置对砂质土或壤土适配性较好，而高黏土可能因颗粒堵塞滤膜影响养分交换。
[bookmark: OLE_LINK3]2.8 不同收集方法的优缺点
[bookmark: _GoBack]通过对比分析现有的根系分泌物和根际土壤的主要收集方法，本文总结了各自的优缺点（表3）。
表3 根系分泌物和根际土壤不同收集方法的比较
Table 3 Comparison of different collection methods of root exudates and rhizosphere soil
	[bookmark: _Hlk211900245]收集方法
Collection methods
	收集对象
Collection target
	连续性
Continuity
	优点
Advantages
	缺点
Disadvantages

	土培收集法Soil culture collection method
	根系分泌物
	否
	接近于植物的真实生长状况
	破坏性强，且不能完全排除土壤颗粒对根系分泌物的影响

	溶液收集法Solution collection method
	根系分泌物
	否
	操作简便，易于控制环境条件，不受土壤颗粒本身元素对分泌物成分的影响
	根系通气性差，且不能准确反映自然条件下植物的生长情况

	基质收集法Matrix culture collection method
	根系分泌物
	否
	排除土壤成分对根系分泌物的影响
	环境与原位根际环境存在差异，需要另外添加营养液来维持养分和湿度

	抖土法Soil shaking method
	根际土壤
	否
	操作快捷
	随机性强，无法精确分层取样

	原位收集根系分泌物的根箱装置The rhizobox device for in-situ collection of root exudates
	根系分泌物
	是
	非破坏性、原位、连续收集
	无法同步收集根际土壤

	非破坏性收集根际土壤的根箱系统The rhizobox system for non-destructive collection of rhizosphere soil
	根际土壤
	是
	非破坏性、原位、连续收集，可实现土壤分层采样
	无法同步收集根系分泌物

	匹配性收集根际土壤和根系分泌物的装置The device for coordinated collection of rhizosphere soil and root exudates
	根际分泌物和根际土壤
	是
	非破坏性、原位、连续、匹配性收集，支持动态观测
	结构相对复杂，成本较高


3	结 论  
本装置创新性地集成了植物生长、根系分泌物收集与根际土壤分层与梯度距离采样功能于一体，通过巧妙设计实现了对植物根系分泌物和根际土壤的精准、原位、连续及动态收集。装置中的真空泵采样系统能够智能控制采样时长与间隔，最小化对植物根系的干扰，同时确保根系分泌物样本的高效收集。结合尼龙滤膜与尼龙膜的精准分隔技术，不仅有效维护了根系的正常生长环境，还实现了根/土界面的清晰界定。此外，土壤区室的灵活可拆卸结构及精确标定的取样孔，支持对不同层次、不同距离根表面的根际土壤进行高精度取样。综上所述，该装置以其全面的功能、高效的采样能力及精准的控制机制，为植物生理生态学研究领域提供了强有力的工具，有助于推动根际土壤与根系分泌物研究的深入发展。
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