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要#为了进一步揭示丛枝菌根!

BC

"真菌促进紫穗槐结瘤数量及提高固氮能力的机制#试验采

用高效液相色谱法!

HIJK

"并结合结瘤因子生物检测法#研究了菌根化紫穗槐苗木根系分泌物对

根瘤菌结瘤因子的诱导效果#以及结瘤因子紫穗槐苗木生长的作用$结果表明#菌根分泌物能够显

著诱导根瘤菌产生结瘤因子#

HIJK

检测图谱
%%E:-

出现的色谱峰物质能够诱导紫穗槐的根毛产

生变形%结瘤因子回接盆栽紫穗槐实生苗结果表明#在灭菌基质上播种的紫穗槐苗木能够产生根瘤

原基并结瘤#且双接种结瘤因子和
BC

真菌处理的紫穗槐苗木产生根瘤原基的数量显著高于单独

接结瘤因子处理的苗木%结瘤因子提高了紫穗槐的菌根侵染率#结瘤因子的量越大#

BC

真菌对紫

穗槐的侵染效果越显著%结瘤因子与
BC

真菌混合接种能显著提高紫穗槐苗木的生物量$

关键词#

BC

真菌%紫穗槐%菌根侵染率%结瘤因子
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丛枝菌根真菌"

43#")-"#--0'0

#是一类土著真

菌!在自然界中分布广泛且历史悠久'该类真菌能

够与大部分高等植物根系建立共生关系并形成丛枝

菌根"

.,M+6F+/.,E

8
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'植物形成

BC

后能够促进根系对养分的吸收(

!

)

!提高植物对

逆境胁迫的抵抗能力(

%(&

)

!对重金属及有机农药污染

的土壤也具有较好的修复能力(

@

)

!从而改善植物的

生长境况'结瘤因子"脂壳寡糖!

JKY6

#被定义为根

瘤菌在豆科植物根系分泌物"类黄酮#作用下分泌合

成的一类多糖类物质(

$

)

!这类物质能够引起宿主植

物根系在形态上发生巨大变化!在根系结瘤过程中

发挥着极为重要的作用(

>

)

'

JKY

不但可以促进豆

科植物根系结瘤固氮!而且对某些非豆科类植物根

系细胞分裂等也同样具有一定的刺激作用(

#"

)

'

紫穗槐"

!"#$

%

&'

(

$)*+,#-'

#在世界范围内广

泛分布!属于木本豆科*紫穗槐属!是一种耐盐碱*耐

寒*耐旱*耐湿*抗风沙*抗逆性极强的多年生落叶丛

生灌木!在荒山坡地*道路旁*河岸*盐碱地均可生

长&同时!紫穗槐具有很高的经济效益!其茎条萌发

力极强!是优良的饲料植物(

##

)

'紫穗槐不但能形成

根瘤!同时还能够丛枝菌根'前期研究结果表明

BC

真菌能够显著提高紫穗槐结瘤数量并提高其固

氮能力(

#!

)

'本研究继续开展
BC

真菌与紫穗槐共

生体根系分泌物对根瘤菌结瘤因子的诱导情况!以

及结瘤因子对紫穗槐的菌根形成*生长情况的影响!

研究结果为进一步揭示
BC

真菌促进紫穗槐结瘤

数量固氮能力的机制提供基础数据'

#

!

材料与方法

!"!

!

材料

供试植株为紫穗槐种子!根瘤菌菌株为紫穗槐

中慢生根瘤菌"

A0-#$&+B;+)"'"#$

%

&'0

#!

BC

真菌

为摩西球囊霉"

43#")-"#--0'0

#'

!"#

!

方法

#=!=#

!

盆栽苗木设计
!

选择饱满的紫穗槐种子!用

温水搓洗
!

"

%

次!再用
ZC-Y'

"浓度
"=%[

#浸泡

%

"

'3

!用清水冲洗干净'在恒温水浴锅"

!A\

#中

清水浸种
#<

'然后淘洗
!

"

%

次!催芽'苗木盆栽

培养基质按花土"

A

#

]

蛭石"

%

#

]

细沙"

!

#比例混匀!

高压灭菌
#3

后!在阴凉处干燥*备用'

盆栽苗木设
!

个处理$

#

#单独接种
BC

真菌处

理"

BC

#$当紫穗槐种子播种
#A<

时施入
BC

真菌

接种物!接种量为盆栽介质体积的
A[

&

!

#非接种处

理"

KZ

#$紫穗槐种子播种
#A<

时加入与单接种

BC

处理等量的灭活
BC

真菌接种物及其滤出液'

每种处理设
#"

个重复'

#=!=!

!

侵染率的测定
!

采用
)=C=I3://:

T

(

#%

)等的

ZYH

脱色
(

酸性品红染色法!玻片镜检测定侵染根

段数'

#=!=%

!

根系分泌物的提取
!

根据紫穗槐侵染率的

实时测定结果!选取紫穗槐出苗
#A<

"菌根侵染率

"[

#和菌根侵染率为
#A[

*

!A[

*

A"[

及
#""[

时期

根系表面土壤各
#""

S

!样品分装在三角瓶中并加入

浓度为
$"[

的乙醇
A""EJ

!在
>"\

水浴下持续加

热
%3

后!采用滤纸抽滤!再用
"=!!

#

E

微孔滤膜过

滤!利用旋转蒸发仪控制温度在
'"\

的条件下对获

得滤液进行蒸发!直至
#"EJ

为止!然后放到冰箱

中保存'同时提取相应时期
KZ

处理苗木的根系分

泌物为对照'

#=!='

!

结瘤因子的提取与制备
!

首先配制一定量

的
^CB

液体培养基!

#!#\

下高压灭菌
%"E:-

!冷

却后接种适量根瘤菌'

!$\

*

#&",

+

E:-

_#摇床上

培养至
CD

值
"=&

"

"=$

!制成种子液'在三角瓶中

装入
%""EJ^CB

液体培养基!同时接入种子液

!=AEJ

!在
!$\#&",

+

E:-

_#摇床上培养
!<

!再向

摇瓶中分别加入
AEJ

前期提取的菌根分泌物和对

照处理根系分泌物!以此作为根瘤菌结瘤因子的诱

导剂!继续摇培至
CD

值
#

"

#=!

'以不加诱导剂作

为对照'用正丁醇对所获得的液体培养基以
%]!

比

例进 行 抽 提
!

次!得 到 的 上 清 液 再 利 用 孔 径 为

"='A

#

E

的滤膜抽滤后!再蒸发至
#EJ

!然后转入

#=AEJ

离心管中!利用
'\

离心机
#!""",

+

E:-

_#

下离心
AE:-

!得到的上清液低温保存过夜!次日再

离心
%E:-

!获得的上清液保存在乙腈中备用'

#=!=A

!

HIJK

检测结瘤因子
!

对检测样品过
K#$

柱"

$

'=&EE`!A"EE

#!然后进行线性梯度洗脱!

对洗脱物进行结瘤因子分析'

HIJK

检测波长为

!#'-E

!流速
#="EJ

+

E:-

_#

!柱温
!A\

!洗脱时间

#3

'

#=!=&

!

结瘤因子的生物检测
!

采用根毛变形试验

方法对结瘤因子的生物活性进行检测(

#'

)

'首先配

制琼脂含量为
#=A[

的溶液!

#!#\

高压灭菌
#AE:-

后倒平板*备用'紫穗槐种子用浓度
#[

的
1.YH

溶液反复淘洗!直至去除种子表皮上的蜡质!随后再

用温水反复冲洗后!放到
![

的
1.YK/

溶液浸泡

!E:-

!再用灭菌蒸馏水再冲洗干净'处理后的种子

A&#

第
%

期 庄
!

倩 等$紫穗槐丛枝菌根"

BC

#根系分泌物诱导根瘤菌结瘤因子及作用研究



放到先前准备好的水琼脂平板内!每个平板放
#"

粒

种子!

!A\

恒温避光培养!种子发芽以后仍要继续培

养
#A<

以上'用灭菌的解剖刀将嫩根部切下放到

载玻片上!并滴加
#

滴结瘤因子检测液!黑暗条件下

!A\

培养
!'3

'随后将载玻片置于显微镜下!滴加

甲基蓝染液进行染色!观察根系的变化'

#=!=@

!

结瘤因子回接紫穗槐
!

取结瘤因子
#"EJ

!

在
'"\

旋转蒸发仪蒸发至干!然后加
#EJ

蒸馏水

溶解并梯度稀释'结瘤因子回接试验设
&

个处理$

#

#单接种
BC

真菌处理"

BC

U

#$按照盆栽培养基质

A[

"

:

%

:

#的量向基质中接种摩西球囊霉接种物!同

时播种预先处理好的紫穗槐的种子&

!

#单接种结瘤

因子"

1*<

#

U

#$盆栽苗木只加入结瘤因子稀释液

#"EJ

&

%

#单接种结瘤因子"

1*<

!

U

#$盆栽苗木只加

入结瘤因子稀释液
!"E

&

'

#双接
BC

真菌和结瘤因

子"

BC

U

1*<

#

U

#$对盆栽紫穗槐加入
BC

真菌接种

物并加入结瘤因子稀释液
#"EJ

&

A

#双接
BC

真菌

和结瘤因子"

BC

U

1*<

!

U

#$对盆栽紫穗槐加入
BC

真菌接种物并加入结瘤因子稀释液
!"EJ

&

&

#非接

种处理"

KZ

#$播种紫穗槐种子的同时加入与单接种

BC

真菌处理等量灭活的
BC

真菌接种物及其滤

出液'每个处理设
%

个重复'

不同处理的盆栽紫穗槐随机摆放在温室内!常

规培养'当苗子生长到第
#"

周时!每个处理随机选

取紫穗槐苗木
#"

株!分别测定苗木菌根侵染率*植

株各项生长指标!以及每株紫穗槐苗木根系上根瘤

原基的数量'

#=!=$

!

数据处理
!

应用
LILL#@="

软件对获得的数

据进行单因素方差分析和
=>D

多重比较"

9

#

"="A

#'

!

!

结果与分析

#"!

!

根系分泌物对根瘤菌结瘤因子诱导

通过
HIJK

检测结果表明!不同处理样品图谱

的各时间段诱导的结瘤因子出峰时间不尽相同!且

同一时间段
BC

处理与
KZ

处理的出峰时间也有所

差异!出峰数量也各不相同'

表
?

!

不同处理紫穗槐在不同时期根系分泌物对根瘤菌

结瘤因子诱导
HIJK

分析出峰数量

R.M/5#

!

R35

T

5.V-+EM5,*0HIJK,5/.25<2*,3:N*M:.-*<0.F2*,

:-<+F5<M

8

<:005,5-2

T

5,:*<6*0!"#$

%

&'

(

$)*+,#-',**2

5P+<.256:-<:005,5-22,5.2E5-26

出峰数量
"[ #"[ !A[ #""[

BC '' %> A& ''

KZ '% '" %! %>

从表
#

可以看出!

BC

处理组诱导的根瘤菌结瘤

因子相较空白对照组来说在侵染率
"[

与
#"[

时期

产生的峰值数量基本相同!但在菌根侵染率在
!A[

时期特异峰最多!产生的差异峰达到
!'

种之多'

对菌根侵染率在
!A[

时期
BC

处理与对照处

理可能为结瘤因子且明显的差异峰进行结瘤因子生

物检测"根毛变形试验#!结果表明!在
%%E:-

出现

的色谱峰能够诱导紫穗槐的根毛产生变形!根毛顶

端膨大"图
#F

#!且呈 ,

a

-字形弯曲"图
#<

#!可以认

为
%%E:-

左右出现的峰为结瘤因子'

注$

.

*

M

为对照&

F

*

<

为产生变形的根毛"

'""̀

#

图
?

!

结瘤因子诱导的根毛变形及对照

7:

S

=#

!

R35<:.

S

,.E*0<50*,E.2:*-3.:,:-<+F5<M

8

-*<+/.2:*-0.F2*,.-<:26F*-2,*/

!!

由于
HIJK

检测的物质量与峰面积呈正比!因

此对
%%E:-

出现的色谱峰进行面积测定'由表
!

可知!紫穗槐苗木形成菌根的不同时期!菌根根系分

泌物对根瘤菌结瘤因子的诱导量都显著高于对照处

理'苗木在生长不同时期根系分泌物诱导根瘤菌产

生结瘤因子的峰面积也有所不同!在菌根侵染率

!A[

与
#""[

时期!无论是
BC

处理还是
KZ

处理

之间不存在显著差异"

9

$

"="A

#!但都显著高于菌

根侵染率
"[

和
#"[

时期"

9

#

"="A

#'

#"#

!

结瘤因子回接紫穗槐苗木的效果

当苗子生长到第
#"

周时!分别测定了不同处理

紫穗槐苗木的菌根侵染率*株高*鲜重以及根瘤原基

&&#

西北林学院学报
%%

卷
!



的数量'从表
%

可以看出!

BC

真菌与结瘤因子混

合处理的紫穗槐苗木菌根侵染率显著高于单接种

BC

真菌处理!且随着结瘤因子浓度的增加!效果越

显著'在没有接种
BC

真菌处理的苗木根系内没

有检测到菌根侵染率!表明苗木培养基质灭菌比较

测底!没有土著
BC

真菌存在'

BC

U

1*<

!

U 处理的

苗木菌根侵染率*株高*鲜重及根瘤原基数量都显著

高于其他处理"

9

#

"="A

#!而
KZ

处理最差'单接

种结瘤因子与对照相比提高了根瘤原基的数量并促

进了苗木的生长!且
1*<

!

U 优于
1*<

#

U

'单接种

BC

真菌也同样促进了苗木的生长!但效果显著低

于双接种"

BC

U

1*<

U

#处理"

9

#

"="A

#'

表
@

!

不同处理根系分泌物诱导根瘤菌产生结瘤因子的峰面积

R.M/5!

!

R35

T

5.V.,5.*0,3:N*M:.-*<+/.2:*-0.F2*,6:-<+F5<M

8

,**25P+<.256:-<:005,5-22,5.2E5-26

峰面积
"[ #"[ !A[ #""[

BC "=%##b"=""$

K.

!="'!b"="'

X.

!=>$Ab"="#!

B.

!=$>Ab"=""!

B.

KZ

"=!>$b"=""&

K.

"=A'$b"="##

XM

"=$@%b"=""@

BM

"=>%$b"=""A

BM

!!

注$表中数据为平均值"

2c%

#&不同大写字母表示同行数据存在显著差异!不同小写字母表示同列数据存在显著差异"

9

#

"="A

#'

表
A

!

结瘤因子回接对紫穗槐苗木的影响结果

R.M/5%

!

R355005F2*0-*<+/.2:*-0.F2*,:-*F+/.2:*-*-!.

(

$)*+,#-'655</:-

S

6

处理 菌根侵染率%

[

株高%

FE

鲜重%

S

根瘤原基的数量%个

KZ " #'='%b"="@

5

"='%b"="$

5

"

BC

U

&$='b#=@

F

#@=@"b"="A

F

"=&#b"="!

F

"

1*<

#

U

" #&=$Ab"="%

<

"=AAb"="@

<

#"=Ab"=@

M

1*<

!

U

"

#@=A'b"="&

F

"=A>b"="&

F

##='b"=%

M

BC

U

1*<

#

U

@A=&b#=!

M

!"=A"b"=">

M

"=@$b"="'

M

#'=$b"=A

.

BC

U

1*<

!

U

$"=!b#=%

.

!!=$#b"=##

.

"=>$b"="%

.

#A='b"=%

.

注$表中数据为平均值"

2c#"

#&不同小写字母表示同列数据存在显著差异"

9

#

"="A

#'

%

!

结论与讨论

BC

真菌能够与紫穗槐根系形成菌根共生体!

侵染率可达
#""[

&紫穗槐菌根侵染率在
!A[

时的

根系分泌物能够有效地诱导根瘤菌产生更多的结瘤

因子&紫穗槐菌根分泌物对根瘤菌诱导出的结瘤因

子能够使紫穗槐根毛顶端膨大形成根瘤原基&结瘤

因子与
BC

真菌混合接种能显著提高紫穗槐苗木

的菌根侵染率*株高*鲜重和根瘤原基的数量!且随

着结瘤因子含量的增加效果越显著'

结瘤因子是在宿主植物根系分泌的类黄酮作用

下!根瘤菌合成并分泌一类多糖信号分子"脂壳寡

糖#'不同根瘤菌能形成
!

"

&"

种的结瘤因子(

#A

)

'

结瘤因子的质与量随着根瘤菌种类的不同而发生改

变并具有种属专一性'结瘤因子的合成决定于结瘤

基因
2#5

的表达!

2#5

基因种类多样!其产物可以合

成结瘤因子(

#&

)

'

2#5

基因的表达起始于根瘤菌感

知类黄酮类物质(

#@

)

'类黄酮类物质能够诱导根瘤

菌
2#5W

调节基因的表达!随后启动
2#5BXK

的表

达'类黄酮与
1*<W

调节蛋白的早期接触会激活

2#5

基因的转录从而合成结瘤因子以产生根瘤原

基'

BC

真菌在与植物形成共生体
(

菌根时!高等植

物分泌的类黄酮物质被公认为共生体形成和发展的

初始信号(

#$

)

'本研究发现紫穗槐菌根侵染率在

!A[

时期的根系分泌物能够有效诱导根瘤菌产生更

多的结瘤因子!但是否与此时紫穗槐分泌更多的类

黄酮物质有关!还有待于进一步研究'

结瘤因子能够使根瘤菌进入根部以及皮层细

胞!并诱导结瘤基因的表达以及细胞分化!引起根瘤

原基的形成(

#>

)

'结瘤因子还被发现能够促进种子

萌发*植物地上部分的生长(

!"

)以及侧根的伸长(

!#

)

'

K=K35-

(

!!

)等发现
1$'5

@

&+B#;+)"

8

'

%

#2+,)"

的结

瘤因子能够加速西红柿的开花结果!并且能够提高

西红柿的产量!同时结瘤因子还能够提升干旱条件

下大豆植株的产量等(

!%

)

'本研究进一步证明了

BC

真菌与结瘤因子混合接种能够显著提高紫穗槐

的生物量和根瘤原基的数量'研究结果对揭示
BC

真菌在生态系统中的作用奠定了一定的理论基础'
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