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耐铝根瘤菌的筛选及耐性菌株特性的研究

李秀平１，２，王瑞鹏１，年　海１，牟英辉１

（１国家大豆品种改良中心 广东分中心／华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２；
２广东农工商职业技术学院，广东 广州 ５１０５０７）

摘要：【目的】对我国南方地区的野生大豆根瘤菌进行耐铝的筛选，以期建立一套耐铝根瘤菌筛选和鉴定体系，为南

方大豆区接种高效耐铝菌株奠定基础．【方法】利用菌株活化培养法分离来自湖南各县和广州地区酸性土壤中的野
生大豆根瘤菌株，通过分光光度计进行耐铝检测，研究耐性菌株的生长特性以及接种后对栽培大豆的生长和结瘤

的影响．【结果和结论】菌株Ｗ２０能在铝浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１的培养基上正常生长，而其他菌株的生长则受到较
大抑制．菌株Ｗ２０的最适生长酸度为ｐＨ６０，致死酸度为ｐＨ４０．通过质子通量试验发现，Ｗ２０的细胞膜能阻止过
量的Ｈ＋进入细胞．在Ａｌ３＋浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，华夏３号接种Ｗ２０菌株后地上和地下部分生物量分别比对照
增加了６０９％和 １４８％；瘤数和瘤质量分别提高了 ６６％和 ２０９％；地上和地下部分铵态氮含量分别比对照高
２５７％和９４％．

关键词：根瘤菌；酸铝胁迫；质子通量；铵态氮含量

中图分类号：Ｓ５６５．１　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１００１４１１Ｘ（２０１４）０４００５００６

ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒＡｌｔｏｌｅｒａｎｔｒｈｉｚｏｂｉｕｍａｎｄａｓｔｕｄｙｏｎｉｔｓｃｈａｒａｃｔｅｒｓ

ＬＩＸｉｕｐｉｎｇ１，２，ＷＡＮＧＲｕｉｐｅｎｇ１，ＮＩＡＮＨａｉ１，ＭＵＹｉｎｇｈｕｉ１

（１ＧｕａｎｇｄｏｎｇＳｕｂｃｅｎｔｅｒｏｆＮａｔｉｏｎａｌＳｏｙｂｅａｎＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔＣｅｎｔｅｒ／ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ；２ＧｕａｎｇｄｏｎｇＡＩＢＰｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃＣｏｌｌｅｇｅ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０５０７，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】ＴｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｌｕｍｉｎｉｕｍｓｔｒａｉｎｓｏｆｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｒｈｉｚｏｂｉａｉｎＳｏｕｔｈｅｒｎＣｈｉｎａｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄｔｏｓｅｔｕｐａｓｙｓｔｅｍｏｆｉｓｏｌａｔｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇａｌｕｍｉｎｕｍｔｏｌｅｒａｎｔｒｈｉｚｏｂｉｕｍ，ａｎｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｔｈｅ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｏｃｕｌａｎｔｆｏｒｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｉｎｇａｒｅａｓｉｎＳｏｕｔｈＣｈｉｎａ．【Ｍｅｔｈｏｄ】Ｔｈｅｎｏｄｕｌｅｓｏｆｗｉｌｄ
ｓｏｙｂｅａｎｗｈｉｃｈｇｒｅｗｉｎＨｕｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅａｎｄＧｕａｎｇｚｈｏｕａｒｅａｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｏｆｓｔｒａｉｎｓａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆａｌｕｍｉｎｕｍｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ．Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｓｔｉｃｓｏｆａｌｕｍｉｎｕｍｔｏｌｅｒａｎｔｒｈｉｚｏｂｉｕｍｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｗｅｒｅｅｘｐｌｏｒｅｄｂｙｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇｗｉｔｈａｌｕｍｉｎｕｍｔｏｌｅｒａｎｔｓｔｒａｉｎｓ．【Ｒｅ
ｓｕｌｔａｎｄｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｒｈｉｚｏｂｉｕｍｃｏｕｌｄｇｒｏｗｗｉｔｈ２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋

ｄｉｓｔｉｎｃｔｆｒｏｍｔｈｅｏｔｈｅｒｓｔｒａｉｎｓ，ｓｈｏｗｉｎｇｓｏｍｅｓｐｅｃｉａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏａｌｕｍｉｎｕｍ．ＴｈｅｂｏｕｎｄａｒｙｐＨ
ｔｈａｔＷ２０ｃｏｕｌｄｎｏｔｓｕｒｖｉｖｅｗａｓ４０，ｗｈｉｌｅｔｈｅｆａｖｏｒｉｔｅｐＨｗａｓ６０．ＩｎｔｈｅＰｒｏｔｏｎｆｌｕｘａｓｓａｙ，Ｗ２０ｈａｄ
ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｔｏｐｒｅｖｅｎｔｍｏｒｅＨ＋ｆｒｏｍｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｃｙｔｏｍｅｍｂｒａｎｅｔｈａｎＷ１４，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｍａｋｅＷ２０ａ
ｖｏｉｄｓｏｍｅｄａｍａｇｅｃａｕｓｅｄｂｙＨ＋．Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｒｈｉｚｏｂｉｕｍｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅ
ｓｏｙｂｅａｎｂｉｏｍａｓｓ，ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ＮｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＡｌ３＋ ｗｉｔｈａｌｕｍｉｎｕｍａｄｄｉｔｉｏｎ．Ｔｈｅ
ｓｈｏｏｔａｎｄｒｏｏｔｂｉｏｍａｓｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ６０９％ ａｎｄ１４８％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｎｏｄｕｌｅｎｕｍ



ｂｅｒａｎｄｎｏｄｕｌｅｗｅｉｇｈｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ６６％ ａｎｄ２０９％ ｗｉｔｈｔｈｅｒｈｉｚｏｂｉｕｍｏｆＷ２０ｓｔｒａｉｎｉｎｏｃｕｌａｎｔｓａｔ２００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＭｅａｎｗｈｉｌｅＮＨ４Ｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｈｏｏｔａｎｄｒｏｏｔｗａｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙ２５．７％
ａｎｄ９．４％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ；ａｃｉｄａｎｄａｌｕｍｉｎｕｍｔｏｌｅｒａｎｔ；ｐｒｏｔｏｎｆｌｕｘａｓｓａｙ；ＮＨ４Ｎｃｏｎｔｅｎｔ

　　我国南方酸性土壤的总面积为２０３×１０７ｈｍ２，
约占全国土地面积的２１％［１］．化肥的大量施用以及
酸雨的侵蚀，加剧了土壤酸化的过程［２］．酸性土壤
中，Ａｌ３＋的毒害作用最为明显．研究发现我国南方酸
铝土壤中大豆土著菌的数量都处于一个较低的水

平，铝通过作用于细胞影响微生物的物质和能量代

谢，抑制微生物的生长和发育［３４］．细胞膜是 Ａｌ３＋的
作用位点，但其结合与毒害的作用方式目前还没有

定论［５６］．Ａｌ３＋可以通过影响细胞膜的流动性而发挥
其毒害作用［７］．Ａｌ３＋能引起敏感菌细胞膜中低有序
质膜区含量降低；在Ａｌ３＋诱导条件下，抗性细菌细胞
膜中低有序质膜区含量增加，增强了细胞膜流动

性［８９］．Ｚｈｅｎｇ等［１０］研究发现将真菌酿酒酵母菌 Ｓａｃ
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ暴露于高浓度铝的条件下，可通
过活性氧类物质（ＲＯＳ）激活细胞程序性死亡（ＰＣＤ）
诱导细胞死亡［１１］．酸铝对慢生根瘤菌在培养基中生
长的限制作用更为明显．

Ｗｏｏｄ和 Ｃｏｏｐｅｒ［１２］研究表明，当 ｐＨ为５５时，
三叶草根瘤菌的２株菌 ＨＰ３和 ＢＥＬ１１９２增殖速率
相同；ｐＨ４５时 ＢＥＬ１１９２增殖缓慢；ｐＨ小于 ４５
时，菌株ＨＰ３基本不长．在 ｐＨ为４５的液体培养基
中，Ａｌ３＋浓度达到５０μｍｏｌ·Ｌ－１时，ＢＥＬ１１９２菌体数
量急剧下降，而ｐＨ５５时５０μｍｏｌ·Ｌ－１的Ａｌ３＋就使
ＨＰ３的菌体数量急剧下降．５０μｍｏｌ·Ｌ－１的 Ａｌ３＋对
菌株ＨＰ３对数生长期的毒害作用比延滞期大［１２］．
Ｊｏｈｎｓｏｎ等［１３］的研究结果表明，适当浓度的Ａｌ３＋能刺
激敏感菌株 ＤＮＡ的合成，抗性菌株 ＤＮＡ的合成几
乎不受Ａｌ３＋的影响．野生大豆作为栽培大豆的祖先，
其基因型的多样性与抗逆能力均好于栽培大豆，接

种根瘤菌后对作物的生物量和固氮能力都有明显的

提高［１４］．本研究通过对野生大豆根瘤菌进行耐酸铝
筛选，筛选出耐性菌株，并对酸铝胁迫下菌株的生长

特性和接种后的效果进行分析，为南方大豆生产提

供有利条件奠定基础．

１　材料与方法
１．１　供试材料

大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ品种为华夏 ３号．菌株 Ｗ３、
Ｗ１１、Ｗ２０、Ｗ２３来自湖南各县酸性土壤中的野生大

豆根瘤，Ｃｌ分离自广州地区酸性土壤中的栽培大豆
根瘤，Ｃ２分离自广州地区含镉土壤中的栽培大豆根
瘤，Ｃ５为模式菌株ＵＳＤＡ１１０，Ｗ１４为铝敏感菌株，分
离自湖南龙秀．菌株活化培养采用 ＹＭＡ（Ｙｅａｓｔｍａｎ
ｎｉｔｏｌａｇａｒ）培养基．
１．２　菌株的耐酸铝筛选

菌株活化培养后，分别接种于铝浓度为０（对照）、
２５、５０、１００、２００μｍｏｌ·Ｌ－１的 ＹＭＡ液体培养基中
（ｐＨ４５、Ｖ为１０ｍＬ），置恒温振荡器中（２８±１）℃、
１８０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，３ｄ后分光光度计测量Ｄ６００ｎｍ
（用ＵＶＭＩＮＩ１２４０２２０ＶＥ型岛津紫外分光光度计测
定）．每个处理３个重复，并记录ｐＨ．
１．３　致死ｐＨ和质子通量测定

致死 ｐＨ：将耐性菌株 Ｗ２０分别转接到 ｐＨ为
３０、４０、４５、５０、６０和 ７．０的 ＹＭＡ液体培养基
中，培养和测定方法同１２，记录ｐＨ．

质子通量：将待测菌种在中性培养液中振荡培

养至指数期中期，经离心、洗涤收集活细胞 １～３ｇ
（湿质量），转入５０ｍＬ０１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＫＣｌ溶液中
制成菌悬液，水浴中保温［（２８±１）℃］并搅拌．用ｐＨ
仪测定其酸度，待 ｐＨ稳定 ２ｍｉｎ以上，迅速加入
００５ｍｏｌ·Ｌ－１的ＨＣｌ，将ｐＨ调至４０±０１，并在１５
ｍｉｎ之内每３０ｓ记录１次 ｐＨ，重复３次．同样，将中
性培养液培养至指数期中期的２种菌悬液经离心、
洗涤收集活细胞１～３ｇ，转入 ｐＨ５２的培养液中振
荡培养１ｈ，然后重复上述冲击方法并测定ｐＨ变化，
计算质子通量．
１．４　回接试验

大豆种子处理：挑选籽粒饱满的大豆种子数粒，

先在φ为９５％的乙醇溶液中处理３ｍｉｎ，取出后用无
菌水冲洗５～６次，放入 φ为１０％的 Ｈ２Ｏ２溶液浸泡
１ｍｉｎ，取出后用无菌水冲洗 ５～６次，然后埋于经
１２０℃高温灭菌３０ｍｉｎ的沙子中，保持一定的湿度，
在２８℃的培养箱中培养４８ｈ．

菌液培养：用接种环在试管中挑１环根瘤菌到
ＴＹ液体培养基中，用胶塞塞好后，放在摇床上培养
至对数生长期（约３～４ｄ），培养温度为２８℃．

水培箱的制备：将试验用的塑料桶洗净，并用 φ
为０１％的ＨＣｌ溶液浸泡２４ｈ，用自来水冲洗２次，
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再用去离子水冲洗１次，晾干，每桶装入约５ｍＬ营
养液，并用过滤灭菌的ＡｌＣｌ３母液调配成试验所需的
含铝营养液．

接种处理：将已催芽的种子放到培养皿中用菌

液浸泡１５ｍｉｎ，用灭菌棉花固定在带孔的泡沫板上．
移苗后，将水培苗放在光照培养箱（光照度 ２００
ｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１、光照时间１２ｈ）中培养，生长期间定
期补充营养液．

２　结果与分析

２．１　耐铝菌株的筛选

酸铝筛选的结果表明，２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋的胁
迫对多数菌株的生长有较为明显的抑制作用，抑制

程度最大的菌株为Ｗ１１与 Ｗ２３，其相对生长量分别
为１５６％与１２８％，其余菌株的生长在该浓度下也
受到不同程度的抑制，仅有菌株 Ｗ２０的生长情况较
好，在２００μｍｏｌ·Ｌ－１高铝浓度胁迫下其生长量仍能
达到对照（无Ａｌ３＋处理）的９０％，说明菌株Ｗ２０耐铝

毒的能力要强于其他菌株（表 １）．菌株 Ｗ２０的 ｐＨ
随铝浓度的增加变化幅度小于其他菌株，除 １００
μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋处理外，在其他浓度的铝处理下，菌
株Ｗ２０培养基的 ｐＨ都显著高于其他培养基，接近
中性值（表２）．

表１　不同浓度铝处理下各菌株的相对生长量１）

Ｔａｂ．１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
Ａｌ３＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ％

菌株
ｃ（Ａｌ３＋）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

２５ ５０ １００ ２００
Ｗ２０ ９８．８ １２０．０ ９１．６ ９０．５
Ｃ１ ９４．９ ９１．８ ８３．１ ６３．３
Ｗ３ ９８．０ ８５．８ ７７．１ ６０．８
Ｃ２ １２４．２ １１６．８ ６４．４ ５７．０
Ｃ５ １１０．９ １０３．１ １１０．８ ５２．９
Ｗ１１ ７２．０ ７０．３ ５４．２ １５．６
Ｗ２３ ５４．２ ４７．５ １２．１ １２．８

　１）相对生长量 ＝铝胁迫处理后菌株生长个数／无 Ａｌ３＋处
理菌株生长个数×１００％．

表２　不同浓度铝处理下各菌株培养基的ｐＨ１）

Ｔａｂ．２　ｐＨｖａｌｕｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｍｅｄｉｕｍｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡｌ３＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

菌株
ｃ（Ａｌ３＋）／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

０ ２５ ５０ １００ ２００
Ｗ２０ ６．９６±０．０３ａ ６．９５±０．０１ａ ６．８８±０．０２ａ ６．８６±０．０１ａ ６．９３±０．０４ａ

Ｃ５ ６．７４±０．０２ｂ ６．７３±０．０３ｂ ６．７５±０．０１ｂ ６．６４±０．００ａ ６．５０±０．０５ｂ

Ｃ１ ６．７０±０．０３ｂ ６．８１±０．０５ｂ ６．８０±０．０９ａｂ ６．８１±０．０１ａ ６．４６±０．０５ｂ

Ｗ３ ６．３７±０．０４ｃｄ ６．４５±０．０４ｃ ６．４０±０．０３ｃ ６．３２±０．２３ｂ ６．２２±０．１９ｃ

Ｃ２ ６．４７±０．０６ｃ ６．４６±０．０４ｃ ６．３４±０．０６ｃ ６．３５±０．０５ｂ ６．１６±０．００ｃ

Ｗ１１ ６．１９±０．０１ｅ ６．１６±０．０３ｄ ５．９１±０．０２ｄ ５．９９±０．０１ｃ ５．９８±０．０１ｄ

Ｗ２３ ６．２７±０．０２ｄｅ ６．０２±０．０１ｅ ５．８７±０．０１ｄ ５．２６±０．０１ｃ ４．８４±０．０１ｅ

　１）同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞０．０５，ＬＳＤ法）．

２．２　致死ｐＨ的测定
ｐＨ为４０、４５、５０、６０和７０时菌株 Ｗ２０的

Ｄ６００ｎｍ分别为００１、１０６、１４１、１６７和１５６．在 ｐＨ≤
４０时，菌株 Ｗ２０的 Ｄ６００ｎｍ几乎不变，说明在该酸度
下菌株停止生长，其致死ｐＨ为４０；在ｐＨ≥４５时，
菌株 Ｗ２０均能正常生长，且 Ｄ６００ｎｍ ＞１０；当 ｐＨ≥
６０，菌悬液的Ｄ６００ｎｍ＞１．５，同时，菌株Ｗ２０在ｐＨ为
６０环境中的生长情况要好于在７０的情况下．

２．３　铝毒对菌株生长的影响

图１所示，在４８ｈ之内菌株 Ｗ２０生长缓慢，处
理与对照之间没有明显差别，５４ｈ以后，Ａｌ３＋的毒害
作用开始显现，对照组的生长速度高于处理组．在浓
度为１００μｍｏｌ·Ｌ－１的Ａｌ３＋处理下，菌株的生长速度
差异不大，受铝毒影响差别不明显．当 Ａｌ３＋达到２００

μｍｏｌ·Ｌ－１时，菌株的生长受到影响，６６ｈ后，毒害作
用明显加强．

图１　Ｗ２０在不同铝浓度下的生长曲线

Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＷ２０ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡｌ３＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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２．４　耐性菌株 Ｗ２０与敏感菌株 Ｗ１４质子通量的
变化

　　未经酸处理的菌株Ｗ１４质子通量在６ｍｉｎ达到
最大值３２０ｎｍｏｌ·ｍｇ－１· ｍｉｎ－１，经过酸处理后其
最大峰值为 ２８６ｎｍｏｌ·ｍｇ－１· ｍｉｎ－１，出现在 ５
ｍｉｎ，并且在其后的时间段，质子通量几乎均小于未
经处理的菌株．经诱导和不诱导处理的 Ｗ２０菌株细
胞的质子通量在大部分时段内几乎为０，Ｗ２０耐酸菌
株对酸诱导并不敏感（图２）．
２．５　铝毒对大豆生物量的影响

在Ａｌ３＋浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，华夏３号接种

根瘤菌的地上部分生物量比未接种菌株的均降低；

接种根瘤菌后，生物量的积累要高于对照．接种 Ｗ２０
的植株在无Ａｌ３＋条件下以及２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋胁迫
下，其生物量均高于接种其他菌株的植株，在 Ａｌ３＋浓
度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，接种Ｗ２０的植株生物量比ＣＫ
增加了６０９％（图３Ａ）．在无Ａｌ３＋条件下，华夏３号地
下部分的生物量接菌处理的均要高于对照．接种Ｗ２０
的植株地下部分的生物量在２００μｍｏｌ·Ｌ－１Ａｌ３＋胁迫
下比未接种植株的高１４８％；接种Ｗ１４的植株地下部
分的生物量在Ａｌ３＋浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，比对照
低８７％（图３Ｂ）．

图２　酸处理和未经酸处理的菌株Ｗ２０与Ｗ１４的质子通量
Ｆｉｇ．２　ＰｒｏｔｏｎｆｌｕｘａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＷ２０ａｎｄＷ１４ｕｎｄｅｒａｃｉｄａｎｄｎｏａｃｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

各图中相同浓度不同柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，ＬＳＤ法）．

图３　铝处理后接种根瘤菌对华夏３号生物量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈｉｚｏｂｉｕｍｏｎｂｉｏｍａｓｓｏｆＨｕａｘｉａ３ｕｎｄｅｒＡｌ３＋ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．６　铝毒对大豆结瘤的影响

在无Ａｌ３＋和铝胁迫下，Ｗ２０菌株处理的华夏３
号的结瘤个数均高于其他菌株处理，在 Ａｌ３＋浓度为
２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，接种Ｗ２０的结瘤数比对照增加了

６６％，瘤质量增加了２０９％．敏感菌株Ｗ１４在Ａｌ３＋浓
度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时接种后结瘤数接近于对照，瘤
质量比对照增加５８％（图４）．
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２．７　铝毒对大豆中铵态氮含量的影响
接种Ｃ５、Ｗ２０、Ｗ１４菌后，华夏３号地上部分铵

态氮的质量分数均高于对照，其中耐性菌株 Ｗ２０在
Ａｌ３＋浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ－１时接种后的铵态氮质量

分数比对照高２５７％．铝胁迫下地下部分铵态氮的
质量分数普遍低于无 Ａｌ３＋条件，在 Ａｌ３＋浓度为２００
μｍｏｌ·Ｌ－１时，接种 Ｗ２０菌株后地下部的铵态氮质
量分数比对照增加了９４％（图５）．

相同浓度不同柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，ＬＳＤ法）．

图４　铝处理后接种根瘤菌对华夏３号结瘤的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈｉｚｏｂｉｕｍｏｎｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＨｕａｘｉａ３ｕｎｄｅｒＡｌ３＋ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

各图中相同浓度不同柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，ＬＳＤ法）．

图５　铝处理后接种根瘤菌对华夏３号氮含量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｒｈｉｚｏｂｉｕｍｏｎＮＨ４
＋ＮｃｏｎｔｅｎｔｏｆＨｕａｘｉａ３ｕｎｄｅｒＡｌ３＋ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨论与结论
本研究对实验室长期保存的７株根瘤菌的耐酸

铝能力进行了研究，其中４株分离自野生大豆，３株分
离自栽培大豆．研究结果表明，大部分的菌株都能在浓
度０～２００μｍｏｌ·Ｌ－１的铝胁迫下生长，随着铝浓度的
升高，菌株的生长受到抑制．在２００μｍｏｌ·Ｌ－１铝处理
时，多数根瘤菌的生长量受到明显抑制，仅有Ｗ２０的
生长受到影响的程度较低，因此，我们筛选出具有耐

铝特性的菌株Ｗ２０．在酸性条件下（ｐＨ＜５），铝主要
以Ａ１３＋的形式存在，这种形态的铝对生物的危害最
为明显．Ｉｌｌｍｅｒ和 Ｓｃｈｉｎｎｅｒ［１５］认为 Ａｌ３＋和 ＡＴＰ形成
稳定的复合物，并且抑制了细胞内的能量流动，尤其

对质膜上的ＡＴＰａｓｅ的影响尤为明显．本研究结果表
明，Ａｌ３＋对菌株的生长影响始于４８ｈ，说明Ａｌ３＋影响
菌株Ｗ２０的代谢活动．

在酸性条件下，细胞内的 ｐＨ下降程度越低，胞

内的可溶性铝含量也会降低，可溶性铝与核酸的磷

酸基团相结合被抑制，进而影响细胞的分裂［１６］．有研
究表明耐酸与耐铝特性可能存在一定的相关性，在

耐酸的根瘤菌资源中，可能存在耐铝性强的菌

株［１７２０］．本研究结果表明，菌株 Ｗ２０经过酸诱导后
具有较强的抵御 Ｈ＋的能力，而菌株 Ｗ１４在经过酸
诱导后对Ｈ＋的抵御能力明显地降低，这可能是因为
细胞膜在受到酸处理后抗拒Ｈ＋能力不同引起的．在
酸性２００μｍｏｌ·Ｌ－１铝胁迫条件下接种菌株Ｗ２０明
显地提高了华夏３号大豆地上部、地下部的生物量，增
加了结瘤数量，促进了植株体内氮的含量．本研究通过
对野生大豆根瘤菌进行耐酸铝筛选，筛选出耐性菌株

Ｗ２０，并对其在酸铝胁迫下的菌株生长特性和接种后
的效果进行了分析，为华南酸铝性红壤地区种植大豆

高产技术提供了理论基础和试验依据．
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