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摘要：根系分泌物在养分活化、改善环境胁迫方面具有重要作用，很多科技工作者对根系分泌物的研究表现出极大兴趣，取得了一系列进展。但土壤栽培条件下，根系分泌物收集是一个难点。本文介绍了一种新型根系分泌物的收集装置与收集方法。该装置由根系生长箱和分泌物收集箱组成，植物在生长箱土壤中生长，通过定向引导作用，根系从生长箱穿过琼脂层进入收集箱中生长，待收集箱内积累一定根系后，通过淋洗收集箱内的介质，实现根系分泌物收集。研究发现，利用该装置收集分泌物，植物总根尖数的90%分布在收集箱。外源有机酸加样回收率可达70%以上。土壤栽培条件下，随生长时期延长，大豆有机酸分泌量逐渐增加，苹果酸分泌量高于柠檬酸。而且土壤栽培条件下大豆柠檬酸和苹果酸分泌量是溶液栽培时的11.4和6.7倍。上述研究表明，该装置可以用于土壤栽培条件下根系有机酸的分泌研究。
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根系分泌物是指植物正常生长过程中向外界环境中释放的一系列化学物质，如质子、低分子量有机酸、氨基酸、酚酸、可溶性蛋白质、可溶性糖、粘胶质、细胞脱落物等[1,2]。根系分泌物对于植物缓解外界胁迫、促进养分有效性以及土壤与植物之间的物质交流等具有重要作用。然而，要了解根系分泌物的功能，必须先得到根系分泌物。关于根系分泌物的溶液收集法，已有大量研究工作进行了报道，即把根系浸在水溶液或营养液中培养一段时间，收集根系培养液，即为根系分泌物。Tang和Young设计了一种循环水根系分泌物收集系统，让植物根系生长在营养液中，定期循环营养液，洗脱根系，分泌物随水流动，在XAD树脂中连续富集，然后收集树脂，洗脱树脂，即得根系分泌物[3]。以此装置为基础，廖继佩等[4]和贾黎明等[5]设计了一种新型连续根分泌物收集装置，其原理与Tang和Young设计的装置相同。不同之处，后者是植物根系生长在河砂、石英砂和鹅卵石混合基质中，定期用水循环洗脱根系，根系淋洗液循环，并在树脂管中富集，洗脱树脂，得到根系分泌物。这些方法能对根系分泌物进行快速连续收集，且简单方便，具有一定的实用性。然而，根系分泌物在收集过程中，植物根系处于淹水条件下，根系生长阻力小，这与土壤栽培条件下根系分泌真实情况相差较大。Dessureault-Rompre等设计了一种带有真空微吸管的根管，用于原位抽提根际土壤溶液[6]，与吴龙华等介绍的一种新型原位土壤溶液采集装置相似，可以收集根际土壤溶液，该方法取样方便，采样空间小；但存在取样易损伤根系、重复性不好等缺点[7]。申建波探讨了土培条件下根系分泌物的滤纸收集法，将根系生长的一个侧面用活动有机玻璃板遮住，根系可紧靠有机玻璃板壁生长。定期打开有机玻璃板，可观察到根系生长。根据根系生长部位，盖上层析吸附滤纸，根系分泌物被滤纸吸附，定期收获，并洗脱滤纸，即可得到根系分泌物。该方法可以提取到根系分泌物，取样部位灵活、且不损伤根系。但该操作过程要频繁地打开根箱，对根系生长存在扰动[8]。张玉凤等[9]和田中民等[10]尝试了琼脂膜法和层析法收集根系分泌物的方法。通过研究发现：琼脂膜对根系分泌物吸附能力大；与溶液收集方法相比，该方法更能反映植物根系的自然分泌状况，但存在琼脂膜或层析滤纸在根系表面容易失水、琼脂膜或滤纸吸附容量小等缺点。总体上讲，植物根系分泌物的收集方法还不成熟，很多方面值得进一步研究。在前人工作的基础上，我们设计了一套土壤栽培条件下植物根系分泌物的收集装置及其收集方法。该装置已经申请国家发明专利，专利公开号为CN1963437，下面加以详细介绍。

1  材料与方法

1.1 根系分泌物收集装置

下面以收集大豆有机酸分泌为例，说明根系分泌物收集装置的操作方法。一种新型根系分泌物收集装置由植物根系生长箱、分泌物收集箱、树脂富集管及导管吹气系统四部分组成，如图1。其原理是：植物先在根系生长箱的土壤中生长，借助重力作用和斜面有机玻璃板壁对根系的定向引导，根系将穿越琼脂，进入根系分泌物收集箱。根系在收集箱中累积一定生物量后，通过淋洗根系分泌物收集箱中的收集介质，根系分泌物将在树脂管中富积，定期洗脱树脂，从而实现根系分泌物的收集。由图1可见，植物根系生长箱由以下部件组成：1、供试植物；2、供试土壤；3、琼脂；4、斜面有机玻璃板；5、出水孔；6、开关。根系生长箱体积为3升。植物种子可以直接播种于生长箱的土壤中，也可以将植物幼苗移栽到生长箱的土壤中。根系分泌物收集箱主要下部件组成：8、海棉条；9、玻璃珠/石英砂混合物；10、孔径为100目的尼龙网；11、带孔橡皮瓶塞。石英砂/玻璃珠混合物是根系分泌物的吸附介质，为惰性材料，其体积比为1：1。因石英砂/玻璃珠混合物吸附作用远小于土壤，适宜用本文的根系分泌物收集。收集箱与生长箱之间设置有琼脂层，用来分隔土壤与石英砂/玻璃珠混合物，可以避免土壤颗粒、土壤溶液进入收集箱，污染收集介质与根系分泌物。带孔尼龙网主要用于防止石英砂泄漏。带孔橡皮瓶塞用于不同部件的有效连接，密封，不能漏水。树脂富集管是化学性质情性的硬质玻璃管，其体积为120毫升，内部装有XAD-4吸附树脂，重量为60克，能吸附100株植物（根系干重小于1g/株）24小时分泌的化合物。注意不同型号的树脂，其吸附容量有明显差异。导管吹气系统由硬质玻璃细管（12）组成，部件13为导管吹气口，导管吹气口外接一个吹气泵，其功率为120瓦。吹气泵工作时间，一般以每小时工作10分钟为宜。收集根系分泌物时，通过吹气系统推动液体循环流动，不断洗脱收集箱内的根系分泌物，使根系分泌物树脂中富积。
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图1 一种植物根系分泌物的收集装置。1、供试植物；2、土壤；3、琼脂；4、斜面有机玻璃板；5、出水孔；6、开关；7、XAD-4树脂；8、海绵条；9、石英砂与玻璃珠混合物；10、尼龙网（防石英砂泄漏）；11、带孔瓶塞 ；12、玻璃管；13、吹气口。
Fig. 1  A device for collecting root exudates from plant roots. 1. test plants; 2. soil; 3. agar; 4. lucite plates; 5. weep holes; 6. switch; 7. XAD-4 resin; 8. sponge; 9. mixture of quartz and glass beads; 10. nylon mesh; 11. bottle cork; 12. glass tube; 13. blow port.

1.2 土壤、琼脂及石英砂/玻璃珠混合物的准备与装箱

试验用土先晒干，后研磨，过2 mm筛，即可用于装入根系分泌物收集装置的生长箱中。石英砂/玻璃珠先用自来水、稀盐酸溶液（0.1%）清洗，然后用去离子水清洗，待淋洗液pH值6时，将石英砂/玻璃珠混合物灭菌、烘干备用。将准备好的石英砂/玻璃珠混合物填充于收集箱中，称为处理1；将准备好的石英砂/玻璃珠混合物用柠檬酸溶液浸泡，然后用去离子水清洗，至淋洗物柠檬酸含量忽略不计，然后填充于收集箱中，称为处理2。待各种材料准备后，开始装入生长箱或收集箱中。保持装置正立，取洗净消毒的石英砂和玻璃珠混合物（石英砂4 kg，玻璃珠4 kg，各称取两份，共4份，分别装入左、右两侧根系分泌物收集箱中。当装入高度与生长箱底部打孔处接近时，用塑料隔板挡住生长箱和收集箱之间的小孔。在生长箱一侧，灌入半凝固态的琼脂胶，用于堵塞两箱之间的小孔。待琼脂胶凝固后，取已处理土壤2 kg，称取2份，缓慢装入左右两侧的生长箱，然后分别用水润湿一天，待幼苗移植。

1.3 植物材料的培育

将供试植物种子用3%的H2O2消毒后，清水洗净，直接播种于河砂中萌发。对于大豆来说，萌发3天后可得到幼苗。选取大小一致的幼苗，转移到生长箱内土壤中生长，种植2行，每行5-6棵。采用常规土壤盆栽方法管理，整体装置水分含量，用称重法控制。由于刚移栽幼苗，最初一周内，每天向土壤灌水500 mL，随后换成1/2 Hoagland营养液。在收集箱上层，用吸水海棉覆盖石英砂与玻璃珠混合物，保证收集箱内的湿度不变，整体装置采用锡箔纸包被折光。植物根系生长状况可通过装置内侧壁的观察，可以看到根系的生长情况。

1.4 根系分泌物的收集

当大豆植株在生长箱中生长3周后，可以从收集箱内侧底部观察到根系从生长箱穿插琼脂膜，进入收集箱。原则上，从这时起，即可进行根系分泌物的收集。收集分泌物时，先用去离子水清洗收集箱内的石英砂和玻璃珠混合物，并检测洗脱物成分，直到洗脱物各种养分离子（如：K+、NO3-、Cl-、SO42-等）含量很低，或忽略不计时，可进行根系处理，如进行缺磷、铝毒、盐害等。处理完毕后，开始收集根系分泌物。收集时，通过吹气系统推动液体循环流动，使根系分泌物在树脂中富积，取出树脂进行洗脱，即得到根系分泌物。根系分泌物测定采用DX-120离子色谱仪，测定低分子量有机酸的有效条件如下： AS11 -HC分析柱，ASRS电导抑制器，CDM-3电导检测器，淋洗液流量1.20ml/min，柱温是室温，淋洗液采用15 mM NaOH，系统柱压3000psi，基线电导率3.0mv为宜。

2  结果
2 .1 大豆根系在收集装置中的生长情况
图2A和2B为生长3周的大豆根系在生长箱和收集箱内的分布；图2C为收获时把收集箱内的砂子用水冲洗掉后，根系在生长箱及收集箱的侧面分布情况。研究发现，生长3周后，大豆根系总干重的30%分布在收集箱内，70%分布在生长箱内。大豆总根尖数的90%分布在收集箱内。由于根系分泌物主要由根尖分泌，因此，收集箱内收集的分泌物可以代表整个植株的分泌情况。



2. 2 有机酸回收率的测定
为明确土壤栽培条件下，根系有机酸分泌的实际数量，必须了解收集箱内收集介质（石英砂/玻璃珠混合物）对有机酸的吸附。石英砂/玻璃珠混合物经过处理1、处理2后，用于根系分泌物的收集。图3为土壤栽培条件下，收集介质对外源加入有机酸吸收情况。发现，处理1（未经柠檬酸浸泡）时，收集介质对有机酸有明显的吸附作用。有机酸回收率较低，其中柠檬酸回收率为29%，苹果酸的回收率为37.5%。当收集介质经过柠檬酸处理，即处理2后，有机酸回收率显著提高，柠檬酸和苹果酸的回收率分别达到72.5%和81%。尽管有机酸加样回收率未达到90%以上，由于石英砂/玻璃珠混合物化学性质稳定，而且取材方便、易于清洗等，本试验采用该混合物质作为收集介质。选择合适的基质作为收集介质仍需要进一步研究。
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2.3 土壤栽培条件下，大豆有机酸的分泌
利用根系分泌物收集装置，研究了大豆在土壤栽培条件下根系苹果酸和柠檬酸的分泌（图4）。结果发现，土壤栽培条件下，大豆根系柠檬酸和苹果酸分泌量随生长时间的延长而增加，苹果酸分泌量明显高于柠檬酸，至生长第35天时，有机酸分泌量达到最大值（图4A）。图4B比较了土壤栽培与溶液培养条件下，大豆有机酸分泌。当大豆生长3周时，土壤栽培条件下，大豆柠檬酸和苹果酸分泌量分别是溶液培养时的11.4和6.7倍（图4B），表明土壤栽培条件下根系分泌作用强于溶液栽培。
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3  讨论
3.1 收集箱收集介质的选择
收集箱内介质的填充结构，最初设计按照Van Genuchten提出的保水模型来填充[11]。这一保水模型从上到下包括了5层：细粒砂层(0.32-0.43 mm)、细/中砂层(0.32-0.63 mm)、中粒砂层(0.43-0.63mm)、中/粗粒砂层(0.43-0.85 mm)和粗粒砂层(0.63-0.85 mm)。在这种结构下，整个砂层的持水能力和透气性能较好。本研究试着选用这一模式作为收集箱内介质的填充结构，由于石英砂对根系分泌物有强烈吸附作用，本研究了采用粒径为0.5-1 mm的石英砂与玻璃珠的混合物，二者等体积均匀混合构成了收集箱内的填充介质。通过适当增加灌水次数，保证收集箱内的含水量。后续工作将继续研究Van Genuchten保水模型在根系分泌物收集方面的应用。
3.2 装置无菌状态的保持

由于根系分泌物极易受微生物的降解，收集过程中应尽量减少微生物干扰。本试验所用土壤、石英砂/玻璃珠均进行灭菌处理，其它装置也用酒精消毒。由于作物生长系统在开放体系中，实际操作中很难避免细菌、真菌等微生物的污染。为降低微生物活性，在收集过程中使用微生物抑制剂，可减少微生物对根系分泌物的分解作用。

3.3 收集装置的应用范围
由于根系分泌物包括质子、低分子量有机酸、氨基酸、酚酸等多种细胞次生代谢产物，因此，对根系分泌物的研究应用根据实验目的，有选择地、针对某一类化合物进行研究。本根系分泌物收集装置理论上可以对溶于水的根系分泌物实现收集。通过改变富集管内离子交换树脂的种类，收集不同类型的分泌物。例如：利用强酸性732型阳离子交换树脂分离多种氨基酸；利用阳离子交换树脂（Amberlite IR-120H+型）分离麦根酸类物质[12]；利用731型阴离子交换树脂（Dowex 138型）分离低分子量有机酸如柠檬酸和苹果酸等。本收集装置专注土壤栽培条件下，根系低分子量有机酸的收集（图1）。结果发现，利用该装置收集有机酸，有机酸加样回收率达70%以上，其中，苹果酸回收率达81%。这很可能是柠檬酸浸泡处理将收集介质中柠檬酸吸附位点平衡，这样，外源加入柠檬酸或苹果酸被介质吸附减少，故有机酸回收率增加。尽管有机酸加样回收率没有90%以上，利用该装置研究土壤栽培条件下根系有机酸分泌仍具有一定指导作用。相信随着根系分泌物收集装置的不断完善，该装置在根系分泌物的研究中发挥越来越大的作用。
3.4 溶液培养收集与土壤栽培收集
溶液培养收集条件下，作物根系处于淹水环境中，通气状况明显不如土壤栽培条件。而且溶液栽培条件下，养分均一供应，易导致根系分泌作用减弱。土壤栽培条件下，根际范围十分狭小，根系对根际养分离子浓度变化非常敏感，而且根系生长时，受到机械阻力大，因此，土壤栽培条件下根系分泌作用不同于溶液栽培条件。Gregory等研究发现，根系分泌物种类、数量及酶活性在原位与溶液收集情况下差异较大[13]。土壤栽培条件下，根系分泌物在土壤中扩散系数小，可以导致根系分泌物在根际的积累。而溶液培养时，则不会造成根系分泌物的累积。土壤栽培条件下，由于根系受到机械阻力大于溶液栽培，因此，根系分泌物中的边缘细胞、粘胶体、糖、微生素等化合物多于溶液栽培[14, 15]。利用根系分泌物原位收集装置，解决了溶液栽培条件下的淹水问题。该方法收集的根系分泌物与田间栽培条件下根系的真实分泌情况较为接近。相信这一装置的介绍，对该根系分泌物领域的研究有一定的推动作用。
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A New Type of Device and Method for Collecting 

Plant Root Exudates
WANG Zhan-Yi1, 2  PAN Ning1  LUO Qian1  SHEN Hong*1   

（1Lab of Root Layer Control, College of Resources and Environment, South China Agricultural University，Guangzhou，510642; 2Research Center for Eco-Enviromental Sciences，Chinese Academy of Sciences, Beijing 100085）
Abstract  As root exudates play an important role in mobilization of soil nutrients and mitigation of environmental stress, many scientists show great interests in root exudates, and have achieved some progresses in the research of those substances. However, it is still not an easy job to collect root exudates from plants growing in soil. Here, a new type of device and method is introduced for collecting root exudates from plants growing in soil. The device consists of a culture box and a collection box. During growth the plant in the culture box, affected by the oriented guidance technique, extends its roots through the agar medium into the collection box. When a certain amount of plant roots develop in the collection box, the medium in the box is leached for collection of root exudates. In this experiment, soybean was planted and cultured for 3 weeks. By then, more than 90% of the total root tips and 30% of the total root biomass were distributed in the collection box. In-situ recovery rate of organic acids reached over 70% in this system., it was found that secretion of organic acids from the roots of soybean under soil culture increased with its growth period. Soybean roots secreted more malate than citrate. Secretion of citrate and malate under soil culture were 11.4 and 6.7 times as much as under solution culture, respectively. The above findings suggest that this device is applicable to collecting organic acids secreted from plant roots under soil culture.
Key words  Root exudates; Collection device; Collection method.
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图3  收集装置中有机酸加样回收率。处理1指收集介质（石英砂/玻璃珠混合物）经稀盐酸浸泡、清洗、灭菌后直接使用；处理2指上述过程后，再用柠檬酸浸泡，然后清洗至柠檬酸忽略不计，用于收集分泌物。


Fig. 3  Recovery rate of organic acids in the collection device. Treatment 1: The collection medium has been soaked in dilute hydrochloric acid, rinsed and sterilized; and Treatment 2: In addition to the preparation in Treatment 1, the collection medium is soaked in citric acid and rinsed till the residue of citric acid is negligible before it is used to collect root exudates in the experiment.  
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图4  大豆根系有机酸分泌量。A：土壤栽培条件；B：不同栽培方式。


Fig. 4  Secretion of organic acids from soybean roots. A: Under soil culture; B: Under different culture patterns
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图2  大豆根系在分泌物收集装置中生长与分布。A：在生长箱内的根系；B：在收集箱内的根系；C：石英砂/玻璃珠洗净后，根系在收集装置中分布的侧面图。


Fig.2  Growth and distribution of soybean roots in the device for collecting of root exudates. A. Roots in the culture box; B: Roots in the collection box; C: Side view of roots in the device after quartz and glass beads were washed out.
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