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高粱分泌硝化抑制物对羟基苯丙酸 
与质子泵的关系研究*

周金泉　张明超　魏志军　胡　军　朱毅勇†

（南京农业大学资源与环境科学学院，南京  210095）

摘　要　　硝化作用是导致农田氮素损失的一个重要原因，自然界中一些植物根系能分泌抑制土

壤氨氧化细菌的物质，统称为生物硝化抑制剂。高粱根系分泌的对羟基苯丙酸（简称MHPP），具有

很好的抑制效果。为了研究MHPP的分泌机制，本实验用铵态氮与硝态氮两种不同氮素形态水培高粱

幼苗，在一定时间内收集根系分泌物。将根系分泌物通过高效液相色谱法（HPLC）测定其中的MHPP

含量，通过微量滴定法测定氢离子含量。同时，将根系采样后，用两相法分离根系细胞膜，测定质子

泵活性。结果表明，在铵态氮营养下，高粱分泌MHPP的速率在3.52 μmol g-1 d-1左右，而硝态氮营养

下几乎不分泌MHPP。在铵态氮营养下，根系分泌氢离子的速率为16.49 μmol g-1 d-1，而硝态氮营养下

没有氢离子的分泌。而且，随着根系分泌物收集液中铵离子浓度的增加，也促进了根系分泌MHPP和

氢离子的速率。因此，铵态氮营养促进了根系分泌MHPP。进一步研究发现，虽然在表观上MHPP的分

泌受氮素形态影响，但是在这一过程中MHPP分泌与氢离子的分泌速率是偶合的。而细胞分泌氢离子

是由细胞膜上质子泵活性决定的。因此，本实验结果发现，MHPP的分泌实质上是通过根系细胞膜质

子泵活性来调控的：在没有氮源的情况下，只要通过壳梭孢菌素（Fusicoccin）或钒酸盐（Vanadate）

改变质子泵活性就可以影响MHPP的分泌。所有实验数据的统计结果发现，MHPP分泌与质子分泌之间

的比例大约为1∶4，且相关系数r=0.98。因此，铵态氮营养下高粱根系大量分泌生物硝化抑制剂MHPP

在一定程度上是由于铵离子的吸收刺激了质子泵活性提高所引起的，这也是防止根际铵态氮被氧化、

提高氮素利用率的一个重要生理机制。

关键词　　高粱；生物硝化抑制剂；细胞膜质子泵

中图分类号　　S143.1+6　　　文献标识码　　A

我国农业生产中大量施用氮肥以确保产量［1-2］，

在增产的同时也导致氮素的大量损失，其中的一个

重要的原因是铵态氮肥在土壤中被氧化为硝态氮而

随水淋失［3］，或通过反硝化作用成为氧化亚氮等

气体［4-5］。因此，对环境也造成了巨大的负荷［6］。

硝化抑制剂可以抑制铵态氮的氧化来提高氮肥

利用率［7-9］，如德国巴斯夫公司的3，4-二甲基吡

唑磷酸盐［10-11］（3，4-dimethylpyrazole phosphate 

D M P P ） ， 美 国 陶 氏 化 工 的 伴 能 （ N i t r a p y r i n 

NP） ［12 -13］等。但是考虑到其本身的高额成本、

以及可能对环境潜在的影响，因此国内外科学家

也在寻找天然的由植物合成并分泌的具有抑制土

壤 中 硝 化 作 用 的 物 质 ， 统 称 为 生 物 硝 化 抑 制 剂

（Biological nitrification  inhibitor，BNI）［14-15］，

例如一些非饱和自由脂肪酸、亚油酸和α-亚麻酸

等。在农作物中，高粱根系能分泌高效的抑制硝化

作用的物质，其中一个水溶性的分子经鉴定为3-

（4-羟苯基）丙酸，别名对羟基苯丙酸，英文为
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methyl 3-（4-hydroxyphenyl）propionate，缩写为

MHPP［16-17］，如图1所示。

从前期的研究来看，高粱根系分泌物的粗提物

对亚硝化细菌起抑制作用的总活性与铵硝营养以及

细胞膜上的质子泵活性有关［18-19］。考虑到 MHPP

本身是一种弱的有机酸，而通常情况下植物细胞质

pH 均在中性偏碱的范围，因此有机酸在这种 pH

条件下要解离成阴离子［20］。而阴离子大都是通过

细胞膜上的离子通道进行运输的，受细胞膜电位的

影响，而细胞膜电位主要是通过细胞膜上的质子

泵将 H+ 泵出细胞形成的质子浓度梯度建立的［21］。

因此，我们认为铵态氮之所以引起 MHPP 的分泌，

而硝态氮却不能产生类似的结果，可能与两种不同

氮素营养的吸收与同化有关。由于铵态氮营养下根

系细胞中铵的同化会产生大量的氢离子［22］（图 2），

这些氢离子需要被一些生理作用所抵消，如果无法

消耗就要排出细胞，在这个过程中会引起质子泵活

性的升高，使细胞膜电位超极化，从而引进一些离

子通道的打开，促进某些阴离子的大量分泌［23］。

相反，硝态氮可以直接运输到地上部分后被还原，

而且硝酸还原的过程不会产生氢离子，并且还要消

耗氢离子［22］。因此，铵态氮营养下质子泵活性被

诱导升高，可能是导致 MHPP 大量分泌的主要原因。

图1　MHPP的分子结构图

Fig. 1　Molecular structure of MHPP

图2　铵硝营养的吸收与同化对质子泵和MHPP分泌影响的示意图

Fig. 2　Schematic description of the effect of ammonium and nitrate uptake and assimilation on plasma membrane H+ ATPase activity 

and MHPP exudation from root cells

因此，本实验对高粱根系细胞膜质子泵（又

称H+-ATPase）活性进行了测定，同时分析了高粱

根系分泌氢离子和MHPP的速率，以验证质子泵与

MHPP分泌的关系。

1　材料与方法

1.1　植物培养

试 验 所 用 作 物 为 高 粱 （ S o r g h u m  b i c o l o r 

L .），首先于30℃发芽，露白以后在温室中进行

栽培。从第一叶展开时，开始对高粱进行全铵或

全硝培养。营养液配方为（mg L-1）：KH2PO4，

3 8 . 3 1 ； K 2S O 4， 3 1 . 0 2 ； C a C l 2· 2 H 2O ， 1 0 . 5 ；

MgSO4·7H2O，36.93；Fe-EDTA，15.1；H3BO3，

0.57；CuSO 4·5H 2O，0.078；MnSO 4·6H 2O，

2.35；Na2MoO4·2H2O，0.126；ZnSO4·7H2O，

0.220［16］。氮源根据实验处理分别用0.5 mmol L-1

（NH4）2SO4和Ca（NO3）2。培养3周后，将根系

从营养液中取出，用相应的收集液冲洗3次，每6

株高粱苗为一组，在相应的溶液中培养24 h后用于

MHPP和氢离子含量的检测，同时采取根系样品用

于分离细胞膜，测定细胞膜H+-ATPase活性。试验
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设置4个重复组，试验重复3次进行。

1.2　实验设计

处理一：分别用0.5 mmol L-1（NH4）2SO4和Ca

（NO3）2作为氮源培养高粱，不调营养液的pH。

处理时将根系置于1 L 0.5 mmol L-1（NH4）2SO4或

Ca（NO3）2溶液中通气培养一天，收集根系分泌

物，溶液收集后先用NaOH滴定，测定氢离子分泌

量，然后将所有溶液浓缩蒸干后用高效液相色谱法

（HPLC）测定其中MHPP含量。根系称取一部分

用于细胞膜分离，测定细胞膜H+-ATPase活性。

处理二：高粱用0.5 mmol L-1（NH4）2SO4培养

后，将根系分别置于1 L不同浓度的（NH4）2SO4溶

液中，氮浓度为0、0.1、0.5、1.0 mmol L-1，培养

一天后用于测定上述指标。

处理三：高粱用0.5 mmol L-1（NH4）2SO4培

养，处理时将根系置于1 L 0.5 mmol L-1（NH4）2SO4

溶液中作为对照，其他处理分别加入刺激根系细胞

分泌氢离子的壳梭孢菌素（Fusicoccin）0.5 μmol 

L-1和1 μmol L-1，以及抑制根系分泌氢离子的钒

酸盐（Vanadate）0.1 mmol L-1和0.5 mmol L-1［23］。 

培养一天后用于测定上述指标。 

1.3　分析方法

将上述收集到的根系分泌物溶液先用1 mmol 

L-1 NaOH滴定至pH7，空白收集液为对照，两者

消耗的OH -之差即为根系分泌的氢离子总量。滴

定 后 的 溶 液 在 4 0  ℃ 经 旋 转 蒸 发 浓 缩 后 ， 溶 解 于

20 ml甲醇，再次于35 ℃旋转蒸发后，用2 ml乙腈

溶解，经微孔滤膜过滤后，HPLC进行分析，C 18

柱，10%～30%线性梯度流动相乙腈进行洗脱，

检测波长为280 nm。3-（4-羟苯基）丙酸标准品

propionate 3-（4-hydroxyphenyl）propionic acid由

Sigma公司购买。 

高粱根系细胞膜分离方法参照 Yan 等［24］的方

法。根系加入 4 倍体积研磨液，在冰浴中研磨后

过滤，11 500×g 下离心 10 min，弃沉淀。上清液

于 87 000×g 下离心 35 min，弃上清液，沉淀用 6 

ml BTP 缓冲液悬浮后加入右旋糖酐（DextranT500，

Sigma） 和 聚 乙 二 醇（PEG23350，Sigma） 的 水 溶

液中混匀。720×g 下依次离心 23、15 min，每次

离心结束将上相转移到新的两相系统中混匀，再离

心，最后用 BTP 缓冲液稀释 6 倍，151 200×g 下

离心 40 min 收集膜蛋白，用 1 ～ 2 ml BTP 缓冲液

溶解，- 80 ℃以下保存。所用离心机为 BECKMAN 

COUL-TER OptimaTM L-80 XP，转头为 SW32 Ti。

测定H+-ATPase水解活性参照Yan等［24］的方

法。在相同条件下，以失活的膜蛋白为空白，根据

单位时间内每1 mg膜蛋白水解产生的无机磷的量作

为活性单位。

2　结　果

2.1　 铵硝营养对高粱根系分泌MHPP和氢离子及

细胞膜质子泵活性的影响

将高粱在不同的氮源下培养后发现，铵态氮营

养下的高粱根系大量分泌生物硝化抑制物MHPP，

而硝态氮营养下的高粱根系几乎没有分泌MHPP

（图3A）。同时，测定根系分泌氢离子速率时也

发现，铵态氮营养下高粱根系分泌氢离子，而硝态

氮营养下的高粱根系并未分泌氢离子（图3B）。

通过分离不同氮素营养下的高粱根系细胞膜，并

测定质子泵活性可以看出，铵态氮营养下的根系

细胞膜质子泵活性是硝态氮营养下的3倍左右（图

3 C ） 。 由 图 3 可 知 ， 根 系 分 泌 M H P P 在 不 同 氮 素

形 态 营 养 下 与 质 子 的 分 泌 情 况 相 似 （ 图 3 A 、 图

3B）。虽然质膜质子泵活性在硝态氮培养下较铵

态氮培养下要低得多（图3C），但是说明根系实

际上还是分泌氢离子的，由于硝态氮吸收时要有质

子陪伴进入细胞，因此在实际测定中无法测定到质

子的净分泌量（图3B）。从上述结果可以看出，

高粱根系细胞膜质子泵的活性决定了质子分泌的多

少，同时也与根系分泌MHPP有着一定的相关性。

2.2　 不同浓度铵态氮对高粱根系质子泵活性及根

系分泌物MHPP的影响

为了进一步揭示质子泵活性在铵态氮营养下

与根系分泌MHPP之间的相互关系，本实验将高粱

分别置于不同铵态氮浓度的培养液中，一天之后发

现，随着溶液中铵离子浓度的升高，质子泵的活性

也不断增强（图4A），同时氢离子的分泌速率也

不断增加（图4B），与此相一致，MHPP的分泌速

率也随着铵离子浓度的升高而增加（图4C）。这

说明，质子泵的活性在铵态氮营养下受到诱导而升

高，进而促进了MHPP的分泌。

2.3　 质子泵活性变化对高粱根系分泌物MHPP的

影响

为了排除氮素营养对其他生理反应的诱导而

引起的对MHPP分泌的影响，本实验在培养液中
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去除了氮素营养，直接利用对质子泵具有激活作

用的壳梭孢菌素（Fusicocc in）和抑制剂钒酸盐

（ V a n a d a t e ） 来 处 理 高 粱 根 系 。 结 果 发 现 ， 0 . 5 

µmol L-1和1.0 µmol L-1壳梭孢菌素能提高质子泵

的活性达到2倍左右，而0.1 mmol L-1和0.5 mmol 

L-1钒酸盐则导致质子泵活性降低了50%左右（图

5A）。相应的，质子的分泌（图5B）和MHPP的分

泌（图5C）也产生了类似的变化。

2.4　 质子泵活性与高粱根系分泌质子和MHPP的

关系

将以上所有数据进行统计后做图，可以看出

氢离子分泌与MHPP分泌之间存在着显著的线性相

图3　铵硝营养对高粱根系分泌MHPP（A）和氢离子（B）及细胞膜质子泵活性（C）的影响

Fig. 3　Effects of ammonium and nitrate N on release of MHPP（A）and H+（B）and PM H+-ATPase activity（C）

图4　不同浓度铵态氮对高粱根系细胞膜质子泵活性（A）、氢离子（B）和MHPP分泌速率（C）的影响

Fig. 4　Effect of ammonium N on PM H+-ATPase activity（A），and release rate of H+（B）and MHPP（C）relative to concentration
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关性，说明MHPP的分泌与氢离子的分泌是相伴随

的，氢离子很可能是这种有机酸阴离子分泌时的伴

随阳离子，以维持跨膜运输过程中的电荷平衡。进

一步分析表明，质子泵活性不仅直接与氢离子的分

泌相关（图6C），同时也与MHPP的分泌具有相关

性（图6B）。

3　讨　论

有关生物硝化抑制剂的研究在十多年前就有报

道［25］，并且还发现在铵态氮营养下能够刺激根系

分泌大量的生物硝化抑制物［26］。我们的前期研究

也测定到，质子泵的活性变化与根系分泌的总的生

注：CK：空白对照，0.5F：0.5 μmol L-1壳梭孢菌素，1.0F：1.0 μmol L-1壳梭孢菌素，0.1V：0.1 mmol L-1钒酸盐，0.5V：0.5

mmol L-1钒酸盐 Note：CK：Control，0.5F：0.5 μmol L-1 Fusicoccin，1.0F：1.0 μmol L-1 Fusicoccin，0.1V：0.1 mmol L-1 

Vanadate，0.5V：0.5 mmol L-1 Vanadate

图5　改变质子泵活性（A）对高粱根系分泌氢离子（B）和MHPP（C）的影响

Fig. 5　Effect of PM H+-ATPase activity（A）on release of H+（B）and MHPP（C）from sorghum roots

图6　氢离子分泌与MHPP分泌（A）、质子泵活性与MHPP分泌（B）及氢离子分泌（C）的关系

Fig. 6　Relationships of H+ release with MHPP exudation（A），and of PM H+-ATPase activity with MHPP exudation（B）and H+ 

release（C）
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物硝化抑制物活性之间存在着一定的联系，但是由

于测定总的硝化抑制物的过程是通过抑制土壤硝化

细菌的培养试验进行的，因此无法证明两者之间的

直接关系［18］。本实验通过直接测定具有硝化抑制

功能的物质MHPP的分泌量，并结合根系分泌的氢

离子量来验证，保证了测定结果之间在数量上的相

关性。

从实验结果来看，质子泵的活性在铵态氮营

养下要明显高于硝态氮，这与铵和硝态氮的吸收

方式有关（图2），同时也与这两种氮素形态在细

胞内的同化过程有关（图2）。因此，在铵态氮营

养下根系质子泵提高是一种必然的现象，这在其他

作物中也有发现［27-28］。在铵态氮营养下，质子泵

活性的提高，可以促进一些阴离子的分泌，从本实

验的结果来看，MHPP的分泌在铵态氮营养下明显

较硝态氮营养下要多（图3），而且当铵态氮的浓

度提高后，高粱根系分泌的MHPP的量也提高（图

4）。这就意味着，铵态氮的吸收提高了质子泵的

活性，进而促进了MHPP的分泌（图3，图4）。本

实验还发现，即使没有氮素营养，通过一系列化学

促进剂（如壳梭孢菌素）和抑制剂（如钒酸盐）可

以改变质子泵的活性，也会改变根系分泌MHPP的

量（图5），这就直接证明了质子泵是调控MHPP

的主要原因。

最后通过将上述实验中的测定结果进行统计，

进一步发现了质子泵及其分泌的氢离子与MHPP

之间的线性关系（图6），从而证明了质子泵调控

MHPP的直接作用。

当然，也需要注意到，高粱分泌的对羟基苯丙

酸（MHPP）在植物体内合成前体为L-苯丙氨酸，

而L-苯丙氨酸解氨酶在这一过程中需要发挥重要

的作用［29］。植株体内氨或铵的含量对L-苯丙氨酸

解氨酶也起着一定的调节作用［30-31］，因此在铵态

氮营养下，高粱可以合成大量的生物硝化抑制剂，

这也是其分泌一个必要条件。但是在铵硝营养下相

关的生理机理还不清楚，因此在这方面还需要进行

更加深入的研究。

4　结　论

综上所述，高粱分泌生物硝化抑制剂——对羟

基苯丙酸（MHPP）在不同铵硝营养下的差异主要

是通过铵硝营养改变了根系质子泵活性后导致的，

这也是高粱根系防止根际铵态氮氧化、提高氮素利

用率的一个重要生理机制。

致　谢　 感谢日本国际农林水产研究中心

Subbarao研究员提供的测试方法。
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RELATIONSHIP BETWEEN EXUDATION OF NITRIFICATION INHIBITOR MHPP AND 
PLASMA MEMBRANE PROTON PUMP OF SORGHUM ROOT

Zhou Jinquan　Zhang Mingchao　Wei Zhijun　Hu Jun　Zhu Yiyong†

（College of Resources and Environmental Sciences，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China）

Abstract　Nitrification is  an important biochemical process in the soil，and a cause of  soil nitrogen 

loss. In nature，some  plant species can  exude from their roots some substances that may inhibit the activity 

of soil  ammonia oxidizing bacteria. This kind of nitrification inhibitory substances is generally referred 

to as biological nitrification  inhibitor（BNI）.  Sorghum  is such a plant species that exudes from its roots 

methyl hydroxy phenyl propionate  （MHPP），which has great inhibitory effect on soil nitrification. To 

explore  underlying mechanism of sorghum roots exuding MHPP，sorghum seedlings were cultivated in 

hydroponic systems using ammonium and nitrate，separately. Root exudates were collected  after a given 

period of time for analysis of MHPP content with a High Performance Liquid Chromatograph（HPLC）and 

hydrion content with the micro-titration method. After the collection of root exudates，Sorghum roots were 

also collected for isolation of plasma membrane of root cells with the two phase method for determination of 

H+ ATPase activity. Results  show that in the hydroponic system with ammonium sorghum roots exuded MHPP 

at a rate of about 3.52 μmol g-1 root FW d-1 and proton at a rate of 16.49 μmol g-1 d-1，while in the other，

they did almost zero. And in the former，sorghum roots exuded，while in the latter they did almost neither. 

Moreover，with increasing concentration of ammonium in the hydroponic medium，roots exudation of MHPP 

and proton increased in rate，too. So，it is obvious that ammonium nitrogen promotes release of MHPP 

from sorghum roots. However，it was found in further study that although apparently the release of  MHPP 

from sorghum roots was affected by form of nitrogen，the exudation of MHPP was always correlated to that 

of hydrions in the process，and root cells exuding proton depended on activity of the plasma membrane H+ 

pump. It was also found in the study that MHPP release from sorghum roots was actually regulated  by plasma 

membrane H+ ATPase activity. In the absence of nitrogen sources， it is feasible to use fusicoccin or vanadate 

to affect proton pump activity and hence release of MHPP from sorghum roots. Statistic analysis of all the data 

acquired in the experiment shows that the release of MHPP and proton was nearly at a ratio of 1∶4 and their 

correlation coefficient r was 0.98. Therefore，it can be held that in the hydroponic system using ammonium 

nitrogen the secretion of a large volume of MHPP from sorghum roots is to a certain extent induced by enhanced 

plasma membrane H+ ATPase activity resulting from  absorption of ammonium ion，which can be deemed as 

an important  physiological mechanism that can be used to prevent ammonium oxidation in rhizosphere and 

improve nitrogen utilization efficiency.

Key words　Sorghum； Nitrification inhibitor；Plasma membrane H+ ATPase
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