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摘要?.)8";.是环境介质中影响豆科植物共生固氮的重要因素F通过土培方法研究了 .)8";.对花生根瘤

生长发育和固氮功能的影响3结果表明3随着 .)8";.施用量的增加3花生根瘤原基u根瘤数和根瘤干重明

显降低F当 .)8";.施用量为 B$u<$$GRvwR8<时花生单株和单位根瘤固氮酶活性升高3而施用 .)8";.为

<B$u!$$GRvwR8<时花生的固氮酶活性较低F结果分析表明3环境介质中较高浓度的 .)8";.可能是通过

影响根瘤菌;花生间的识别侵染3从而抑制根瘤原基形成并导致可见根瘤的数量减少C花生根瘤生长发育

主要受环境中 .)8";.浓度和其根系含氮量的影响3而与植株吸氮量关系不大F
关键词?.)8";.C花生C根瘤形成C固氮酶活性
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豆科植物;根瘤菌是根际微生态系统中一类特殊的植物;微生物共生体3根瘤菌能有效地固氮3不仅可

满足自身对氮素营养的需求3又能供寄主植物利用3根瘤菌通过固氮可为豆科作物提供其所需的
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的氮素!同时豆科作物也为根瘤菌提供了适宜的生活环境和生长发育所需要的能源"在自然界#生物固氮

量的 $%&是由根瘤菌与豆科植物共生固氮完成的’(#)*"全球豆科作物的种植面积约为 )+,亿 -.)#其中豆

科作物共生固氮量每年为 /+,01+12(%/万 3氮’/#1*"456/ 是环境介质中影响豆科植物共生固氮的重要

因素#较高的 456/ 既能够影响根瘤皮层内 5)的扩散#最终导致根瘤呼吸速率和固氮酶活性下降#同时又

会抑制豆科作物信号物质类黄酮的合成和累积#从而抑制根瘤菌与豆科作物间的识别和侵染’,07*"因此#环

境介质中 456/ 含量在豆科作物的共生固氮中占有极其重要的地位"
花生是华北地区重要的油料作物"然而#花生缺铁黄化现象在石灰性土壤地区极其普遍#是花生高产8

稳产的主要限制因子之一"黄淮海平原广泛实行的玉米9花生间作制度对改善花生的铁营养具有非常明显

的效果’$*"在多种豆科作物中#缺铁可抑制豆科作物结瘤#使固氮酶活性显著降低#从而影响产量和品

质’:#(%*#可以推测#在玉米花生间作体系中#一方面#玉米可通过竞争花生根际氮而对花生固氮产生影响#另

一方面#玉米可通过改善花生铁营养而影响花生固氮#为此#本研究首先通过土培试验#探讨了环境介质中

456/ 浓度的变化对花生根瘤发生8发育和固氮性能的影响#旨在了解铁营养和和硝态氮对花生根瘤发生8
发育和固氮性能影响的本质差异#为进一步研究玉米9花生间作体系中氮竞争对花生共生固氮的影响提供

理论和技术依据"

; 材料与方法

;+; 供试土壤和供试植物

试验在中国农业大学植物营养系温室中进行#供试土壤为北京大兴县石灰性砂壤土#其基本理化性状

有机质含量 %+/:&#全氮 %+%)7&#速效磷<5=>?@ABC/+:.DEFD6(#速效钾<4G15HIAJCK%+1.DEFD6(#
有效铁<LMBHAN?C1+,).DEFD6(#OG<PQP=)C$+/#碳酸钙<PQP5/C$+/)&"供试植物为花生#品种为海

花 (号"

;+R 试验设计与植物培养

试验处理设 ,个 4水平#456/A4施用量以 .DEFD6(计#分别为 %8,%8(%%8(,%8)%%#每个处理重复 /
次#各处理其它底肥相同并以 .DEFD6(计#分别为 J(%%<J)S51C8B(,%<JG)B51C8TD,%<TDS51C8PU,

<PUS51E,G)5C8V@,<V@S51E7G)5C8N?(%<WLMHAN?C"将风干土壤过 )+,..筛#将肥料与土壤充分混

匀后按容重 (+/DEI.6/装入瓷盆#每盆装土 $FD"将花生种子用 (%&G)5)在暗处消毒浸泡 /%.X@后用水

冲洗#在滤纸上浸入饱和 PQS51溶液催芽#然后将催芽后的花生种子置于 (%$个9.=6(的花生根瘤菌 /)%(
菌液中接种 (-后播种#每盆种植 ,株花生#花生生长 K%Y后收获#每盆取 /株用于乙炔还原力和养分含量

的测定#另外两株用于根瘤原基的观察"

;+Z 样品测定

;+Z+; 根瘤原基点观察 将收获的花生根系#首先用自来水水冲洗干净#然后再用无菌水清洗并置于

([/的乙醇9乙酸溶液中#在 1\冰箱内保持数月固定"用 ()(\9(%.X@高压灭菌的 (%&J5G溶液浸洗固

定好的花生根系#直至根系棕色消失并变白"老的根系还要在 ,&4Q5P=溶液中浸泡 (%0)%.X@#使其完全

变白#漂白的根系用灭菌的去离子水冲洗#并在 (&的 GP=溶液中浸泡 ,.X@#随后取出根系再用灭菌的去

离子水冲洗数次#最后在 %+(&亮绿<P/7G/14)4Q)5:S/C溶液中染色 (%0/%.X@#取出置于灭菌去离子水中

过夜脱色#在解剖镜下观察根瘤原基#并计数’((*"

;+Z+R 乙炔还原力测定 获取花生根系#立即放于干净自制的 K,%.=密闭容器中#然后注入高纯乙炔气

,%.=#在 ),\无光条件下反应 (-后#抽取 %+,.=待测气体#用日本岛津公司生产的气相色谱 ]PA(1̂

<N_LC测定乙烯释放量"测定条件如下‘柱温 $%\#进样口温度 (%%\#检测器温度 (,%\#载气流量 ,%FBQ#
氢气流量 ,%FBQ#空气流量 ,%FBQ"

;+Z+Z 植株全铁全氮含量的测定 花生植株分为地上部8地下部和根瘤分别收获后#样品经过 K%\烘干

后进行测定"全铁含量的测定‘称取一定量磨碎混匀的烘干植物样品#在马福炉中于 ,,%\下灰化 70$-#
灰分用 ([/%GP=溶解#用原子吸收分光光度计测定"全氮含量的测定‘浓 G)S51AG)5)消煮#凯氏法定氮

法’()*"
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! 结果与分析

!"# $%&’ 对花生结瘤的影响

!"#"# 根瘤原基 如图 (所示)花生根瘤原基数量随着 $%&’*$施用量的增加而减少)二者呈显著负相关

关系+与对照相比)各处理花生根瘤原基数目分别降低 ’’,-..,-./,和 /(,)该结果表明)$%&’*$对花

生根瘤原基形成影响较大+

!"#"! 总根瘤数-根瘤重量和平均根瘤重 花生总根瘤数和根瘤重量都随着 $%&’*$施用量的增加而减

少)并呈显著负相关0图 (1+与对照相比)各处理花生根瘤数分别下降 22,-3/,-.4,和 55,)根瘤干重分

别下降 4’,-3/,-.5,和 /6,+花生总根瘤数与根瘤原基数量之间存在显著正相关0图 61)但各处理间平

均根瘤重变化不大0图 ’1+

图 ( 不同氮肥施用量对花生根瘤原基-根瘤数和根瘤干重的影响

789:( ;<<=>?@A<$%&’*$ABBACDE=8B8?8FE@)BACDE=BDGH=IFBCBACDE=CIJK=89L?A<M=FBD?

!"! $%&’ 对花生各部位铁含量的影响

如表 (所示)当$%&’*$施用量分别为 4N-(NNG9OP9&(时)花生地上部铁含量和吸铁量以及整株吸铁
量都提高+与对照相比)地上部含铁量分别提高 ’"5,和 (N"3,)地上部吸铁量分别提高 (’"3,和 66"6,Q
整株吸铁量分别提高 (3"N,和 (N"4,+而$%&’*$施用量分别为 (4N-6NNG9OP9&(时)花生地上部含铁量
和吸铁量以及整株吸铁量又开始降低)与对照相比)地上部含铁量分别下降 /"’,和 (("/,)地上部吸铁
量分别下降 5"2,和 (3"N,Q整株吸铁量分别下降 (("N,和 (5"’,+
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但不同施氮量对花生地下部和根瘤含铁量影响不大!表 "#$而地下部吸铁量以施用 %&’()%为 *+,-

./-’"为最高$其它各处理间变化不大0而根瘤吸铁量则随施氮量增加呈明显下降趋势$与对照相比各处

理分别降低 1+2314234(2和 5*26

图 ( %&’()%施用量对花生平均根瘤重的影响

78-9( :;;<=>?;%&’()%@AAB8=@>8?C?CDEFG<8-H>?;
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图 J 花生根瘤数与根瘤原基之间的相关关系
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表 N OP’QRO对花生各部位铁含量和吸铁量的影响

STUVWN XYYWZ[\YOP’QRO\] _̂\]Z\]ZW][_T[̂\]T]‘ _̂\]ab[TcŴ][dWbT_[e\YbWT]a[

施氮量

f@><?;%&’()%
@AAB8=@>8?C
!,-./-’"#

含铁量

gE?C=?C=<C>E@>8?C!,-./-’"#
吸铁量

gE?CIA>@/<!h-A<EAB@C>#
地上部

iH??>

地下部

f??>

根瘤

%?DIB<

地上部

iH??>

地下部

f??>

根瘤

%?DIB<

整株

jBBAB@C>

+ ((59kl(k9m@ 5+49Jl(59(@ 4++l5+9"@ 4449*l(k@L J*J95l*+9mL "m9*l*9J@ m(k95lk4@L
*+ (*+9kl4k91@ m5k9klk*94@ *m(9"l*m95@ 5*591l"*(@L (J+9"l*95@ ""95lJ9kL "+km9Jl"1m@
"++ (5(94l"m9J@ k4k94l"4(9(@ 51+94lk19+@ k"19*lm4@ J"J9(l(+9*L "+94l"9kL= "+(591lk+@
"*+ (+49*lJ(9m@ k4*95l((95@ 5""9ml"+(9+@4"+9JlkJ@L J"594l(191L 59JlJ91L= k(19mlm*L
J++ Jm59*l4m91@ k519(l"(k9m@ 4+k9*l5(9k@ **m94l"JJL J+J9*l("9kL 19mlJ95= 5459+lmkL

noQ %&’( 对花生根瘤固氮酶活性的影响

单株花生固氮酶活性和单位根瘤固氮酶活性随着施氮量增加先升高而后又迅速下降!图 1$图 *#6当

施用的 %&’()%为 *+,-./-’"时$单株固氮酶活性和单位根瘤固氮酶活性最高$与对照相比分别提高

(52和 "5526pIC=@CqM多重比较结果表明$当施用%&’()%分别为 *+3"++,-./-’"时$%&’( 对花生单株

固氮酶活性影响不大$而施用 %&’()%分别为 "*+3J++,-./-’"时则影响较大$花生单株固氮酶活性明显

降低0当施 %&’()%分别为 *+3"++,-./-’"时花生单位根瘤固氮酶活性明显提高$而当施用的 %&’()%分

别为 "*+3J++,-./-’"时$花生单位根瘤固氮酶活性虽有下降趋势$但变化不明显6

nor %&’( 对花生各部位氮含量和吸氮量及其同根瘤生长发育关系的影响

施用 %&’()%对花生各部位氮含量和吸氮量的影响如表 J所示6pIC=@CqM多重比较结果表明$生长

4+D后花生地上部含氮量以及地上部吸氮量3地下部吸氮量和植株总的吸氮量在各处理间差异不明显$然

而花生地下部含氮量则在各处理间差异明显6与对照相比$各处理花生地下部含氮量分别提高 "*23(+23

J+2和 (k26与花生根瘤原基进行相关性分析结果表明!图 4#$花生单株根瘤原基数目与其地上部含氮量

和总吸氮量关系不密切$而与地下部含氮量呈显著负相关6

nos %&’( 对花生生长的影响

图 5结果表明$对于花生地上部而言$施氮量为 +t"++,-./-’"范围内$随着施氮量增加植株生长较

好$但随着施氮量进一步增加至 "*+3J++,-./-’"时$植株生物量有下降的趋势0而对于花生根系生长则
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随着 !"#$%!施用量的增加呈下降趋势&这基本与花生固氮酶活性随施氮量的变化相一致&表明过高的施

氮量能够抑制花生的固氮酶活性&从而抑制了花生的生长’

图 ( !"#$%!施用量对花生单位根瘤固氮酶活性的影响

)*+,( -../012.!"#$%!2345/0*6760/187/3/9/:;01*23

2.5/63;132:;7/

图 < !"#$%!施用量对单株花生固氮酶活性的影响

)*+,< -../012.!"#$%!231216760/187/3/9/:;01*232.

5/95/63;1

表 = 花生各部位氮含量和吸氮量

>?@AB= CDEFGEFGBFHD?HIEF?FJIDEFKLH?MBENLB?FKH

施氮量

!"$%!
OP+QR+#ST

含氮量 !0230/31961*23O+UR+T 吸氮量 !;516R/OP+5/957631T
地上部

VW221

地下部

X221

地上部

VW221

地下部

X221

整株

Y7757631

Z [\,(\]S,Z$6 Ŝ,\̂][,S0 ((,(S]_,[[6 \,<[][,S(6 ‘[,̂$]SZ,$[6
(Z [_,Ŝ]Z,[̂6 [[,_(]S,‘(a0 ‘S,(Z]S[,S[6 \,S(]S,‘$6 ‘_,‘(]S$,\<6
SZZ [\,\(]Z,S\6 [(,‘‘]Z,\_6a (\,<Z](,<̂6 ‘,_‘]S,<(6 ‘<,[‘]‘,$S6
S(Z [\,[[]S,‘_6 [$,_[]Z,$̂a <_,<[]‘,Z(6 ‘,_$]Z,\S6 ((,[‘]‘,<\6
[ZZ [\,$S]Z,̂(6 [\,<S][,__6 (Z,Z[]<,([6 \,Z[]S,\S6 (\,Z<][,_S6

图 ‘ 花生地上部和地下部氮含量及单株吸氮量与根瘤原基之间的关系

)*+,‘ X/761*232.4W2210230/31961*23&92210230/31961*2363:!;516R/5/957631b*1W32:;7/*3*1*6742.5/63;1

c 讨论

一般对于依靠共生固氮的豆科作物而言&根际环境中硝态氮含量较低将更有利于刺激作物通过共生

固氮作用而固定更多的大气氮’因为硝态氮浓度过高&既影响根瘤皮层内 "[的扩散&最终导致根瘤呼吸速

率和固氮酶活性下降&又会抑制豆科作物体内信号物质类黄酮的合成和累积&从而抑制根瘤菌与豆科作物

间的识别和侵染d(e\f’本研究结果表明&随着施用 !"#$%!的增加&花生根瘤原基数量和根瘤数明显降低

O图 ST&两者间有极显著的正相关O图 [T&说明环境中较高浓度的 !"#$%!能抑制根瘤菌对花生的侵染&而

导致根瘤原基数量降低&进而使花生根瘤数量明显的减少’关于花生植株体内的氮含量对花生根瘤的影响

则较为复杂&花生根瘤原基和地下部含氮量之间存在显著的负相关O图 ‘T&表明根瘤发生主要受介质

!"#$%!浓度和地下部含氮量的影响&而与地上部含氮量和植株吸氮量关系不大’
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图 ! 施用量对花生地上部和根系生长的影响

"#$%! &’’()*+’,-*(+’./012.-334#)-*#+5+56,78(#$9*+’:9++*-56,++*+’3(-5;*
施用不同形态的氮肥对植物吸收和利用铁的影响较大<一般而言<当施用 ./012.时由于植物吸收

./01 而促使根系 /=0分泌的增加<从而提高了植物根际的 3=值<导致根际铁的生物有效性降低而影响

植物的铁营养状况>?1@A在本研究中<当施用低量的./012.BCDE?DDF$GH$I时<对花生的铁营养状况影响不

大J而当施用高量的 ./012.B?CDEKDDF$GH$I时<虽然植株总吸铁量和根瘤吸铁量明显减少B表 ?I<但是地

下部和根瘤含铁量则变化不大<单位根瘤固氮酶活性变化也不大B图 CI<而且有研究表明环境介质中低铁

浓度并不影响根瘤原基数量>??@<因此<该结果表明较高的 ./01 降低花生根际铁有效性和减少植株吸铁量

不是影响根瘤发生和固氮功能的主要因素A

./012.是环境介质中影响豆科植物共生固氮的重要因素A它主要影响根瘤的呼吸速率和固氮酶活

性<其原因是 ./01 使根瘤皮层内 /K扩散阻抗力提高<致使根瘤侵染区细胞 /K浓度降低<类菌体呼吸和固

氮氧供应不足<因而导致根瘤呼吸速率和固氮酶活性降低>?LM?N@<因此<./012.对植物单株固氮酶活性和

单位根瘤固氮酶活性影响比较复杂A在本试验中当施用低量 ./012.BCDE?DDF$GH$土I时<花生单株固氮

酶活性和单位根瘤固氮酶活性提高<而施用的 ./012.B?CDEKDDF$GH$土I量较高时<花生单株固氮酶活性

和单位根瘤固氮酶活性则明显地降低B图 L<CI<其主要原因可能是尽管施用了低量的 ./012.也能够降低

花生的根瘤数和根瘤干重<但是由于该施用量的 ./012.能够促进花生植株的生长发育<促使更多的光合

产物向根瘤运移<因而间接促进了已有的花生根瘤的生长发育<从而提高了单位根瘤固氮酶活性<随之单

株固氮酶活性也相应升高J而施用高量的 ./012.不但能使根瘤数和根瘤干重降低<而且过高的 ./012.
可能抑制根瘤菌对豆科植物的侵染和影响了根瘤的正常结构>?!<?O@<进而也降低了花生单位根瘤固氮酶活

性<同时也抑制了单株花生的固氮活性A
综上所述<./012.主要是通过影响根瘤菌2花生间的侵染<减少根瘤原基和根瘤的形成<进而影响花

生根瘤固氮的A在玉米G花生这一典型的豆科2禾本科间作系统中<玉米不仅通过竞争吸收花生根际土壤氮

而对其共生固氮产生影响<而且还可以通过改善花生铁营养对花生固氮产生影响<但是二者对花生共生固

氮的各自作用如何<还有待于深入研究A对上述问题的研究不仅可进一步丰富根际微生态系统中植物间相

互作用的机制<充分挖掘和利用植物间互惠作用的自身潜力<为高效利用环境资源提供科学的理论依据J
而且也为探讨玉米花生间作的适宜配比<更为科学合理调控禾本科G豆科作物间作体系中氮肥的投入<充

分发挥豆科作物自身固氮潜力提供技术途径A

PQRQSQTUQVW

>?@ =#,:)9XY%Z([(4+3F(5*-4\#+4+$7+’4($;F(5+6;4-*#+5%] _̂‘abcde%<?ffK<?KKWK??MK1!%
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1N!L期 左元梅等W./01 态氮对花生结瘤与固氮作用的影响
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