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摘要: 合理间作可以促进豆科植物结瘤, 促进与之间作作物氮素的固定和利用。柚皮素作为能被根瘤菌识别的重要根系分

泌物质, 在豆科作物根瘤的形成过程中具有十分重要的作用, 但施氮量和根系分隔方式对间作蚕豆根系分泌柚皮素的变化

尚不清楚。本文通过盆栽和水培试验, 采用尼龙分隔(MB)、塑料分隔(PB)、无分隔(NB)三种分隔方式, 研究了小麦蚕豆间

作在不同氮水平条件下, 蚕豆根系柚皮素分泌量及分泌速率。结果表明, 低氮条件下, 与塑料分隔(PB)相比, 尼龙分隔(MB)
柚皮素分泌量提高了34.1%, 分泌速率提高了31.1%；无分隔(NB)柚皮素分泌量提高了54.6%, 分泌速率无明显差异。推荐

施氮条件下, 尼龙分隔(MB)和无分隔(NB)柚皮素的分泌量提高了67%和24.6%, 不同根系分隔方式对蚕豆柚皮素的分泌速

率没有明显影响。高氮条件下, 三种分隔方式间差异不显著, 但分泌速率较低氮和推荐施氮条件明显减小。总之, 施氮和

间作根系分隔方式能影响蚕豆植物根系柚皮素的分泌。

关键词: 氮; 分隔方式; 蚕豆; 柚皮素

近年来, 为了满足迅速膨胀人口的粮食需要, 
农业生产追求高产、再高产的目标(Li等2013b)。
间套作作为我国传统农业的精髓, 具有充分利用

资源和大幅度增加产量的特点(冯晓敏等2015)。
豆科禾本科间作体系作为最传统的间作模式之一

(吴娜等2015), 利用了生物固氮的优点, 是一种稳

产、高产、高效、可持续的种植体系(肖靖秀等

2014)。
适量使用氮肥可以使豆科与非豆科间作体系

优势增加(Corre-Hellou等2007)。如小麦蚕豆间作

体系, 适量供氮条件下, 间作小麦随供氮量的提高

产量不断增加(Tosti和Guiducci 2010), 这是因为禾

本科竞争能力强于豆科, 吸收到更多的土壤无机

氮肥, 促进了自身的生长。但施氮也是有一定限

度的, 不可以无休止的增加, 过量的施氮使蚕豆的

产量相对下降(Fan等2006)。由于豆科本身具有固

氮能力, 过多的氮素只能引起营养体的增长, 造成

氮素的分配失衡, 影响根瘤菌的固氮活性, 对产量

产生负效应(Waddington等2007)。因此氮肥的施

用就相当重要。

最新研究表明, 豆科禾本科间作系统根系分

泌物尤其黄酮类物质在豆科作物结瘤固氮中发挥

着重要作用(Novák等2002)。柚皮素作为一种二氢

黄酮类化合物 ,  在抗菌、抗氧化、抗癌、抗病

毒、抗衰老、保护肝功能以及类雌激素等方面具

有重要作用(季鹏等2015; 刘晓燕等2008; Haug-
gaard-Nielsen等2009)。已有研究表明, 将柚皮素、

橙皮素和槲皮素等黄酮类物质分别加入到豌豆的

培养体系中, 发现高浓度(10~100 µg·mL-1)柚皮素

促进了豌豆根毛的卷曲变形, 即早期的结瘤响应

(Li等2007), 说明柚皮素在豌豆结瘤过程中发挥着

重要作用, 并且是促进豌豆等豆类作物结瘤响应

的重要成分之一。结瘤固氮作用受到间作种植模

式和施氮量的影响, 柚皮素作为诱导根瘤菌结瘤

的重要黄酮类物质, 氮肥施用量对柚皮素的分泌

具有哪些影响目前还不清楚。已有研究表明, 根
系的互作程度可以改变间作作物磷的吸收(张雷昌

等2015), 间作种植模式下根系不同交互作用是否

对根系分泌黄酮也有影响目前尚不清楚。因此, 
本试验以豆科与禾本科间作种植模式下的小麦//
蚕豆作为研究对象, 探究间作种植模式下根系分

隔方式和施氮量对柚皮素分泌的影响不仅有利于

深入认识合理间作增产的本质, 对阐明豆科禾本

科间作提高养分利用效率、提高农田生态系统生

产力和稳定性具有重要意义。

材料与方法

1  供试材料

盆栽试验种植土取自云南农业大学后山红壤, 
基本理化性质为: 碱解氮68 mg·kg-1, 速效磷16 
mg·kg-1, 速效钾137 mg·kg-1, pH 6.08, 有机质28.07 
mg·kg-1。土壤磨碎过5 mm筛子, 混匀, 每盆装土10 
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kg, 装盆时基肥与土混匀。水培试验培养液采用

莫拉德配方表(mol·L-1):  K2SO4 0.75×10-3、MgSO4 

0.65×10-3、KCl 0.1×10-3、Ca(NO3)2 2.0×10-3、

KH2PO4 0.25×10-3、H3BO3 1×10-5、MnSO4 1×10-6、

CuSO4 1×10-7、ZnSO4 1×10-6、(NH4)6Mo7O24 5×10-6

和Fe-EDTA 1×10-4。 
作物供试品种为小麦‘云麦42’ (Tricum aes-

tivum L. cv. Yunmai 42), 蚕豆‘玉溪大粒豆’ (Vicia 
faba L. cv. Yuxi bean), 种子由云南省农业科学研究

院粮食作物研究所提供。

2  试验方法

2.1  试验设计

小麦蚕豆间作试验采用土培和溶液培养模式

完成。试验设计为两因素试验, A为根系分隔方式, 
设小麦//蚕豆尼龙分隔(mesh barrier, MB, 尼龙网孔

径为300目, 保证水分养分通过, 根系间无交互作

用), 小麦//蚕豆塑料分隔(polythene barrier, PB, 根
系无交互作用), 小麦//蚕豆无分隔(no barrier, NB, 
根系完全交互作用)三种根系分隔方式(图1); B为

氮肥施用水平, 设低氮、推荐施氮和高氮三种氮

素供应水平。盆栽试验所用盆钵大小为238 mm× 
320 mm, 每盆装土10 kg; 所用氮肥品种为尿素, 正
常氮肥施用量为150 mg·kg-1; 磷肥品种为过磷酸

钙, 施用量为100 mg·kg-1; 钾肥为硫酸钾, 施用量为

100 mg·kg-1。磷钾肥全部作为基肥一次性施入; 氮
肥1/2为基肥, 1/2为追肥, 并于拔节期追施。氮肥

追施时仅施用于间作处理的小麦一侧, 蚕豆均不

施用追肥。液体培养试验所用容器为容积3 L的

PVC桶, 营养液内时刻保持通氧气, 且每3天更换一

次, 保持pH值在6.8~6.95范围内, 氮肥供应为浓度

2.0×10-3 mol·L-1 Ca(NO)3溶液, 其中, 试验所有低氮

处理均为推荐施氮量的一半, 高氮处理为推荐施

氮量的1.5倍。土培和液体培养试验均为9个处理, 
每个处理4次重复, 采样3次, 共计108桶。

2.2  幼苗培养与样品收集

种子在发芽前用自来水浮选去除瘪粒, 剩下

饱满种子, 用饱和CaSO4溶液浸润30 cm×20 cm滤

纸, 将种子(小粒)分布于湿润滤纸上(滤纸卷成筒

状), 用不透光的黑塑料布遮盖, 在20~25°C下放置

发芽。种子萌发至2片子叶展开时, 将均匀一致的

幼苗取出, 小心用水冲洗后移栽。水培试验大粒

种子在移栽时去胚乳。每盆移栽的幼苗为间作4
株蚕豆、8株小麦, 土培试验为间作6株蚕豆、12
株小麦, 分2行种植。

分别于出苗后60、95和131 d采集植株样品, 
收取根系分泌物, 测定作物生物量, 并烘干后称

重。根系分泌物收集方法: 将植株从培养容器中

小心取出, 先用自来水反复冲洗植株根, 后用蒸馏

水冲洗3次, 冲洗后放入5%浓度百里酚溶液中浸泡

3 min, 取出后放入装有500 mL 0.005 mol·L-1 CaCl2

溶液的收集袋中, 将袋子放入原生长容器中, 用锡

箔纸将收集瓶包裹, 在补光灯照射下, 通气收集根

系分泌物 2 h, 收集后将植株取出, 收集液整理后存

放在–20°C冰箱冷冻备用(Neumann和Römheld 
2007; 董艳等2015)。将植株样品分为根茎叶称鲜

重后烘干杀青, 烘干后称重。

图1 小麦蚕豆间作不同根系分隔示意图

Fig.1 Schematic diagram of different root barriers in wheat and faba bean intercropping system
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2.3  样品处理与测定

将收集的根系分泌物解冻后用滤纸过滤, 分
别用200、100、50 mL乙酸乙酯萃取过滤液3次, 
将3次萃取液混匀后倒入旋转蒸发仪中蒸发浓缩, 
浓缩液用甲醇冲洗并定容至10 mL备用。将准备

好的10 mL样品过0.45 μm滤膜后放入HPLC中测

定柚皮素的含量。

色谱柱为Synergi 4u Hydro-RP 80A (250 
mm×4.6 mm ID), 测定流动相A为色谱纯甲醇, B为
超纯水 ,  洗脱条件为 :  A 30%~40% (5 min)→ 
40%~60% (10 min)→60%~90% (25 min)→90% (29 
min)→90%~30% (34 min)→30% (37 min)→停止洗

脱(37 min)。液相色谱测定条件: 波长270 nm、柱

温30°C、流速 0.9 mL·min-1, 在选定的色谱条件下, 

得到柚皮素(10 μg·mL-1)的混合标准品及待测样品

的色谱图(图2)。柚皮素的检测限为0.01 μg·mL-1。

根据保留时间来确定柚皮素, 通过外标法计算出

柚皮素的含量。

2.4  数据处理与分析

分泌速率的计算公式为单位时间(h)单位鲜根

(g)分泌的柚皮素含量, 采用Microsoft Excel 2003软
件对数据进行处理和绘图, 采用SPSS 17.0统计分

析软件对数据进行差异显著性检验(LSD法, α= 
0.05)。

实验结果

1  施氮和根系不同分隔方式对蚕豆根重的影响

由表1可以看出, 蚕豆根重受到氮肥施用水平

图2 柚皮素色谱图

Fig.2 Chromatograms of naringenin
1: 柚皮素(naringenin); 2: 染料木素(genistein); 3: 橙皮素(hesperitin)。

表1 不同处理对蚕豆根重的影响

Table 1 Effect of different treatments on weight of faba bean root

g·株-1

时间/d 处理
                                     水培              盆栽   

  低氮 推荐施氮 高氮 平均值 低氮 推荐施氮 高氮 平均值

   60 NB 0.32a 0.40a 0.47a 0.40A 0.40a 0.48a 0.56a 0.48A

 MB 0.14b 0.32b 0.38b 0.28B 0.26b 0.29b 0.33b 0.29B

 PB 0.15b 0.25c 0.31c 0.23B 0.22b 0.37b 0.40b 0.33B

 平均值 0.20a 0.32b 0.39c  0.29a 0.38b 0.43c 

   95 NB 1.15a 1.58a 1.69a 1.47A 1.31a 1.46a 1.62a 1.46A

 MB 0.78b 1.14b 1.21b 1.05B 1.02b 1.08c 1.16c 1.08B

 PB 0.79b 1.00c 1.11c 0.97B 0.94c 1.23b 1.31b 1.16B

 平均值 0.91a 1.24b 1.34b  1.09a 1.26b 1.36b 

  131 NB 3.79a 4.41a 4.62a 4.27A 3.87a 4.17a 4.48a 4.17A

 MB 3.31b 3.79b 4.04b 3.72B 3.53b 3.66b 3.81b 3.67B

 PB 3.08c 3.51c 3.73c 3.44B 3.12c 3.86b 3.96b 3.65B

 平均值 3.40a 3.90b 4.13c  3.51a 3.90b 4.08b 

        不同小写字母表示同一生育期内相同氮水平不同一分隔方式下0.05水平下差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示对应变量平均值间

0.05水平下差异显著(P<0.05)。表2同此。
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和根系分隔方式的影响, 施氮量越高, 根重越重, 
无分隔蚕豆根重高于塑料和尼龙分隔。无论土培

还是水培种植模式下, 蚕豆根重随施氮量增加逐

渐增加, 但增加量随生长天数增加而逐渐减少。

液体培养方式下, 植株生长60、95和131 d时, 随施

氮量增加, 蚕豆根重分别增加47.8%、22.4%和

10.4%, 土培条件下, 蚕豆根重分别增加23.4%、

12.3%和8.2%。相同氮水平条件下, 蚕豆根重无分

隔远大于尼龙和塑料分隔, 蚕豆生长60、95和131 d
时, 无分隔分别高于尼龙分隔61.3%、38.2%和

14.4%, 无分隔分别高于塑料分隔64.5%、39.5%和

19.6%, 但尼龙分隔和塑料分隔之间差异不大。说

明蚕豆根重同时受到氮肥施用水平和根系分隔方

式的影响, 同时说明, 根系之间交互作用越大对蚕

豆根系生长的影响越大。

2  施氮和根系不同分隔方式对蚕豆根系分泌柚皮

素的影响

图3表明, 施氮水平与根系分隔方式对柚皮素

分泌均有影响, 相同氮水平下, 尼龙分隔柚皮素分

泌数量和速率均高于塑料分隔。盆栽试验中, 相
比于氮肥施用量, 根系分隔方式对小麦//蚕豆体系

柚皮素分泌量影响更明显。相同根系分隔方式下, 
蚕豆柚皮素分泌量随生育期逐渐减少。同一生育

期内, 不同分隔方式条件下, 尼龙分隔和无分隔方

式蚕豆根系柚皮素分泌量高于塑料分隔, 尤其蚕

豆开花期(60 d)时, 低氮条件下, 无分隔和尼龙分隔

分别高于塑料分隔54.6%和34.1%, 推荐氮肥用量

条件下, 无分隔和尼龙分隔高于塑料分隔67%和

24.6%; 蚕豆结荚(95 d)和鼓粒期(131 d), 不同分隔

方式间差异不显著, 根系之间有相互作用(无分

隔、尼龙分隔)时更能促进蚕豆柚皮素的分泌, 同
时说明蚕豆开花期(60 d)间作根系不同分隔方式对

柚皮素分泌影响较大。高氮条件下, 不同根系分

隔方式间柚皮素分泌差异不显著。液体培养试验

具有相同的趋势。

3  施氮和根系不同分隔方式对蚕豆根系柚皮素分

泌速率的影响

表2表明, 蚕豆根系分泌柚皮素的速率随施氮

图3 不同处理对蚕豆根系分泌柚皮素的影响

Fig.3 Effect of different treatments on naringenin secretion in faba bean root 
A~C分别为盆栽试验中低氮、推荐施氮和高氮水平下不同分隔方式蚕豆柚皮素分泌量, D~F分别为液体培养试验中低氮、推荐施氮

和高氮水平下不同分隔方式蚕豆柚皮素分泌量, 不同字母表示相同氮水平条件0.05水平下差异显著(P<0.05)。 
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量的增加逐渐减小, 尤其在作物生长前期(60 d)差
异明显。盆栽试验中, 蚕豆生长60 d时, 低氮处理

蚕豆根系柚皮素分泌速率分别高于推荐氮肥用量

和高氮用量3.6和21.1倍, 水培试验分别高于推荐

氮肥用量和高氮用量0.6和2.1倍, 说明养分胁迫条

件会促进蚕豆柚皮素分泌速率增加。蚕豆柚皮素

的分泌速率还受到根系分隔方式的影响, 同样在

蚕豆生长60 d时差异最显著。试验中, 低氮条件下, 
与塑料分隔和无分隔相比, 尼龙分隔柚皮素的分

泌速率分别提高了31.1%和41.8%, 推荐施氮和过

量施肥条件下, 不同根系分隔方式对蚕豆柚皮素

的分泌速率没有明显影响。这可能一方面由于养

分胁迫条件下, 诱导根系产生大量的分泌物, 另一

方面根系间有相互作用时, 邻近植物的根系会影

响作物的生长和根系柚皮素的分泌。

讨　　论

本研究中, 土培和水培作物根系分泌物的收

集均采用取出植株样品后放入收集液中定时采集, 
样品采集过程中会存在一定人为的影响因素, 故
两个试验结果存在一定偏差, 但目前的研究尚未

有更为精准的根系分泌物收集方法, 在今后的根

际研究中, 应采用更为准确的根系分泌物采样方

法, 以便更好地进行根际研究。

试验研究表明, 蚕豆根重随施氮量增加而增

加, 但增加幅度随生长天数逐渐减少, 试验中, 结
荚(95 d)和鼓粒期(131 d), 常规施氮和高氮蚕豆根

重无明显差异, 说明高氮并没有促进蚕豆根系生

长的作用。高氮环境下, 作物受到过量养分的负

荷, 产生“氮阻遏”现象, 可见, 间作蚕豆生长并不需

施用大量氮肥(Xiao等2004)。试验结果还表明, 相
比于尼龙和塑料分隔, 根系无分隔条件下蚕豆根

重明显增加, 说明根系交互作用程度会影响蚕豆

根系的生长。这可能是由于根系交互作用, 使作

物根系接触面积不同, 影响两种间作作物根系互

相生长。塑料分隔时, 其地下部生长模式相当于

单作, 作物根系之间没有质流扩散作用引起的水

分养分吸收竞争性, 也缺乏促进根系生长的动力

和机制。尼龙分隔根系时, 地下部具有半交互作

用, 水分养分可以透过尼龙网相互流动, 根系之间

没有交互影响, 根重量整体会有增加, 说明小麦蚕

豆间作在只有水分养分交互作用的条件下, 在一

定程度上也有利于蚕豆根系的生长(Li等2012), 但
与塑料分隔相比并没有明显差异。作物之间具有

完全交互作用时(无分隔), 根系之间的表皮接触面

积增加, 促使地下部的生长。也可能是由于两种

作物根系有交互作用时根系分泌物进一步促进根

系生长(Lian等2002), 目前机理还不清楚, 需要下

一步的研究和验证。

与小麦间作, 蚕豆柚皮素分泌量并不会随施

表2 不同处理对蚕豆根系柚皮素分泌速率的影响

Table 2 Effects of different treatments on naringenin secretion rate in faba bean root    

μg·g-1·h-1

时间/d 处理
                                      水培              盆栽   

  低氮 推荐施氮 高氮 平均值 低氮 推荐施氮 高氮 平均值

    60 NB 1.82c 0.62a 0.14a 0.86B 0.59b 0.49a 0.21a 0.43A

 MB 3.64a 0.57b 0.11a 1.44A 0.80a 0.42b 0.24a 0.49A

 PB 2.62b 0.58b 0.13a 1.11A 0.56b 0.36c 0.18a 0.37B

 平均值	 2.69a 0.59b 0.13c 	 0.65a 0.42b 0.21c 

    95 NB 0.23b 0.10a 0.10b 0.14A 0.09a 0.13ab 0.09b 0.10A

 MB 0.40a 0.12a 0.15a 0.22A 0.10a 0.16a 0.15a 0.14A

 PB 0.28b 0.07a 0.18a 0.18A 0.11a 0.10b 0.11b 0.11A

 平均值	 0.30a 0.10b 0.14b 	 0.10a 0.13a 0.12a 

  131 NB 0.02b 0.01a 0.02a 0.02A 0.02a 0.03a 0.02a 0.02A

 MB 0.05a 0.03a 0.02a 0.03A 0.02a 0.03a 0.03a 0.03A

 PB 0.04ab 0.02a 0.05a 0.04A 0.01a 0.03a 0.02a 0.02A

 平均值	 0.04a 0.02a 0.03a 	 0.02a 0.03a 0.02a 
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氮量的增加而增加, 与之相反, 低氮条件下, 柚皮

素分泌量和分泌速率最高, 这是由于养分胁迫条

件下, 间作体系竞争氮素更加激烈, 为了更多的固

定氮素(Li等2016), 作为结瘤的信号物质, 柚皮素

分泌量随之上升。但这些现象主要在作物生长前

期(Li等2013a), 氮素已经被固定后, 固氮的信号物

质的分泌量受氮水平的影响较小(Wang等2012)。
不同根系分隔方式条件下, 尼龙分隔的柚皮素分

泌量和分泌速率总是大于塑料分隔, 这是因为根

系间养分的相互作用促进了作物根系分泌物的产

生(Zhang和Li 2003), 且主要是在蚕豆生长前期和

非高氮水平下作用明显。但同样具有养分互相流

通的无分隔方式柚皮素分泌量最大, 分泌速率并

没有达到最大, 相比于柚皮素的分泌, 根重增加更

多, 这也可能是因为无分隔条件下, 蚕豆根系分泌

柚皮素的同时, 与之具有交互作用的小麦分泌物

分解了蚕豆分泌的柚皮素(Maj等2010), 但具体机

理尚不清楚, 需要进一步研究。

相比液体培养和其他培养方式, 土培试验更

能模拟蚕豆的生长真实环境, 但液体培养试验能

相对减少采样过程中的偶然误差, 故将土培和液

体培养试验结果相比较, 相互验证。本研究明确

了氮素施用水平和不同根系分隔方式均对柚皮素

的分泌产生作用, 而这种作用可能是影响蚕豆结

瘤固氮的因素之一。当然, 黄酮的种类很多, 其他

对结瘤固氮过程有影响的黄酮类物质是否也受到

氮素施用水平和种植模式的影响, 仍值得进一步

研究。
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Effects of nitrogen application rate on the naringenin exudation from inter-
cropped faba bean’s roots in different separation patterns
LIU Ying-Chao, XIAO Jing-Xiu, TANG Li, ZHENG Yi*

College of Resources and Environmental Science, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, China

Abstract: Rational intercropping can promote nodulation of legumes and facilitate the fixation and utilization 
of nitrogen between crops. As an important root secreted material that identified by rhizobium, naringenin plays 
a very important role in the formation of root nodules of legumes, but how to nitrogen levels affect naringenin, 
it is not clear. By pot and water cultural experiments of wheat//faba bean, used mesh barrier (MB), polythene 
barrier (PB), and no barrier (NB) separation patterns, secretion and secretion rate of naringenin of faba bean 
were studied at different nitrogen levels in wheat and faba bean intercropping system. The results showed that, 
under the condition of nitrogen deficiency, compared with PB, secretion of naringenin in MB system was in-
creased by 34.1%, and secretion rate increased by 31.1%; in NB system, secretion of naringenin was increased 
by 54.6%, but there was no significant change in secretion rate. Under the condition of nitrogen adequate, se-
cretion of naringenin in MB and NB system were increased by 67% and 24.6%, while secretion rate were not 
obviously affected in different separation systems. Under the condition of high nitrogen, the differences among 
three separation patterns are not significant, but the secretion rates were decreased significantly compared to de-
ficiency and adequate nitrogen obviously. In short, nitrogen fertilizer and roots separation in intercropping sys-
tem could change the secretion of naringenin secreted by faba bean.
Key words: nitrogen; root barriers; faba bean; naringenin
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