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甘肃省白龙江流域豆科植物根瘤菌共生固氮研究
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摘　要: 对甘肃省白龙江流域甘南、陇南的大部分地区豆科植物—— 根瘤菌资源进行了调查 ,共采集 21属

45种豆科植物 69份根瘤样品。 从 69份样品中获 63株根瘤菌 ,对其中 44株根瘤以 13种寄主进行了回接

试验 , 31株结瘤 ,结瘤率 70. 5% 。 该区根瘤一般带有粉红色 ,形态比较规则。乙炔还原活力测定结果表明 ,

88. 5%为有效根瘤。不同种根瘤固氮活性相差不大 ,但高于甘肃省其它地区。对豆科植物在蓄水保土 ,改良

土壤状况中的地位进行了讨论。
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Abstract: The total numbers of 69 root nodules which w ere collected dispersed over 21 genera, 45 species of

legumes according to our investigation of rhizobium resources of leguminous plant in Bailong riv er basin, Gansu

province, 63 st rains of root nodule bacteria f rom 69 sam ples w ere isolated. Experiments on 44 stains among 31

w ere inoculated back to 13 species hosts. The shapes of nodules of these plants w ere circular, ellipse or cudgel

w ith pick in colo r. The results of acety lene reduction detection show ed that 88. 5% w ere effectiv e for nit rog en fix-

ation. Activi ties of nit rogen fixation in nodules varied lit tlely and w ere higher than that in other areas of Gansu

province.
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　 　白龙江流域位于东经 102°46′— 104°52′,北纬

33°04′— 35°09′,在甘肃省南部甘南藏族自治洲的迭

部、桌尼、临潭、夏河及陇南地区的文县、武都县境内 ,

该地区地形地貌复杂 ,高差变化剧烈 ,气候属北亚热

带大陆湿润气候 ,一般具有温凉润湿 ,冬寒夏凉的高

山气候特征。土壤类型以山地棕色森林土、山地棕褐

土以及冲积潮土为主。 植物种类繁多 ,基本上属于北

亚热带向暖温带过渡类型 [1 ]。

白龙江流域水土流失严重 ,中游地区更为剧烈 ,

已成为我国 4大泥石流发生区之一
[ 1]

。

水土流失形成的原因主要是地势陡峻、基岩裂

解、植被破坏、大面积陡坡开荒所致。白龙江流域为嘉

陵江上游 ,其森林植被对涵养水源、保持水土、保护草

原及下游农牧业用地的生态环境都具有重要作用。我

们对白龙江流域不同生态环境中的豆科植物根瘤菌

及共生结瘤固氮状况的调查 ,可为开发这一宝贵资源

提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　根瘤的采集与测定

在豆科植物的生长盛期挖掘根瘤 ,将采集的根瘤

冲洗干净 ,选取个大的新鲜根瘤分成三份 ,一份用于

酶活性测定 ,一份就地分离 ,一份装入灭过菌的 CaCl2

小瓶或 50%甘油小瓶带回实验室备用 ,同时编号记

录时间、地点、生态植被、土壤类型、水分条件等。根瘤

固氮活性的测定按上海植物生理研究所固氮室改进

的高峰比法 [ 2]。

1. 2　根瘤菌的分离与纯化

将冲洗干净的根瘤用 7 5% 乙醇及 0. 1% HgCl

消毒后 ,无菌水冲洗若干次后 ,在无菌条件下将根瘤
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压碎 ,挤出汁液 ,接种于 YM A培养基或别列卓娃培

养基 ,置 28℃培养 ,将长出的菌落进行 YM A平板划

线 ,用刚果红 YM A平板倾注法培养 ,挑取单个菌落 ,

进行 G氏染色、镜检
[3 ]

。

1. 3　根瘤菌的回接结瘤试验

选取同一或相近寄主植物种子按不同方法处理

(如硬皮种子用浓硫酸或砂子擦破种皮等方法 ) ,再将

种子进行消毒 ,催芽后 ,接种培养好的根瘤菌 ,小粒种

子以试管琼脂 ,大粒种子以三角瓶 (或广口瓶 )蛭石培

养 ,以少氮或无氮培养液维持营养 ,光照 7 000～

8 000 lx ( 12 h /d) ,并加红光辅助。 日夜温差 5℃～

10℃ ,相对湿度 50% ～ 70% [ 3]。

2　结果与分析

2. 1　结瘤豆科植物及根瘤形态

根瘤是豆科植物根部根瘤菌和植物特异化的共

生结构。它的形成是土壤中根瘤菌和植物之间对抗和

协调统一的结果 ,是豆科植物根系被根瘤菌侵染的结

果。豆科植物结瘤固氮的特点 ,集中于根系的根瘤
[ 4]

。

对白龙江流域不同海拔高度的成县、武都、临潭、

夏河等地豆科植物 21属 45种结瘤情况进行了调查 ,

采集根瘤样品 69份。这些豆科植物均能自然结瘤。白

龙江流域不同地区生态条件不同 ,豆科植物生活习性

也比较多样 ,根瘤具有多种特征 (表 1) ,一般生于山

地草原 ,天然草场和林间湿地的豆科植物 1 a生草本

居多 ,其根瘤也是 1 a生 ,在形态上较为规则 ,一般为

圆形 ,长圆形 ,并带有粉红色 ,而分布于阳坡地带的多

年生豆科乔木、灌木 ,其根瘤形态多为长柱状 ,且多具

分叉 ,其颜色以白色、褐色、黄色者居多 ,着生部位多

居于侧根、须根上 ,主根上很少有瘤 (表 1)。

白龙江流域豆科植物根瘤的形态特征、颜色变化

及着生部位与甘肃其它地区 [5 ]或新疆干旱地区 [5 ]相

比有较大差异。豆科植物的根瘤形态主要与植物有

关 ,同属不同种的豆科植物根瘤形态往往是相似的。

根瘤菌侵染寄主 ,寄主植物或是缺乏感染线或是感染

线分枝不广 ,缺乏永久分生组织 ,则根瘤多呈圆形或

长圆形。

通过感染线来感染寄主 ,寄主植物具有永久分生

组织则根瘤通常是无限生长的 ,一般呈长柱形、棒状

或指状。可见豆科植物根瘤形态涉及到宿主植物的遗

传因子
[ 5]
而与根瘤菌种类关系不大。具有固氮活性的

有效根瘤较大 ,由于豆血红蛋白的存在而呈粉红色。

豆血红蛋白在根瘤中起重要作用 ,它向类菌体提供低

浓度和高流量的氧。这是进行固氮作用的必备条

件 [ 3]。我们在白龙江流域的调查分析结果也证实了这

一点 (表 1)。

表 1　白龙江流域豆科植物结瘤状况

植物名称 (属 ) 种数 根瘤形态 颜　色 大小 /mm 着生部位

黄芪 ( Astragalus ) 5 棒状、指状 粉红色、白色 1～ 3 主根、侧根或须根

锦鸡儿 (Caragana) 1 棒状、长圆形 白色、浅棕色 3～ 7 侧根、须根

银豆 (Falcata) 1 圆 　形 黄　色 1～ 2 主根、侧根

大豆 (Glycine ) 2 圆 　形 黄　色 2～ 4 主根、侧根

岩黄芪 ( Hed ysarum) 1 指状、长圆形 棕色、黄色 2～ 6 侧根、须根

鸡眼草 (Kummerowia) 1 圆 　形 黄　色 1～ 2 侧根、须根

香豌豆 ( Lath yrus) 1 棒状、指状 粉红色 1～ 3 侧根、须根

胡枝子 ( Lespedeza) 3 圆形、长圆形 黄色、棕色 1～ 3 侧根、须根

百脉根 ( Lotus) 2 圆 　形 黄　色 1～ 3 主根、侧根

苜蓿 (Medicago) 3 棒状、指状 粉红色 1～ 3 主根、侧根、须根

草木樨 (Medilotus) 1 指 　状 白色、粉红色 1～ 3 侧　根

红豆草 (Onobrychis) 1 棒状、指状具分叉 粉红色 3～ 12 主根、侧根、丛生

棘豆 (Oxy tropis) 2 圆形、长圆形 粉红色 2～ 4 主根、侧根、须根

菜豆 (Phaseolus) 4 圆 　形 白色、浅黄色 2～ 4 主根、侧根、须根

豌豆 (Pisum ) 1 圆 　形 白色、浅黄色 1～ 3 主根、侧根

刺槐 (Robinia) 1 长圆形 黄　色 2～ 4 侧根、须根

槐属 ( Sophora) 1 长棒状 浅棕色 4～ 7 侧根、须根

三叶草 ( Trif olium ) 3 圆柱状 粉红色或白色 0. 5～ 1 主根、侧根、须根

野豌豆 (Vicia ) 11 长棒状具分叉 粉红色、白色 0. 5～ 1 侧根、须根

豇豆 (Vigna) 1 圆形、长圆形 白色、浅黄色 2～ 7 主根、侧根
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2. 2　根瘤菌的种类

我们从所采集的 21属 45种豆科植物中的 69个

根瘤样品中分离、纯化获得了 63株根瘤菌 ,并对其中

44株已经鉴定的豆科植物根瘤分离物以直立黄芪

( Astragalus adsurgens )、 大豆 (Glycine max )、 杨柴

( Heaysarum mongolicum )、 鸡 眼 草 ( Kummerowia

stipulacea )、 紫花苜蓿 (Medicago sat iva )、 红豆草

(Onchrychis vicii fol ia)、菜豆 ( Phaseolus vulgaris )、豌

豆 (Pisum sativum )、三叶草 ( Tri f olium pratense)、长

柔毛野豌豆 (Vicia v il losa)、蚕豆 (Vicia f aba)、箭舌豌

豆 (Vicia sp. )等 13种原寄主植物或认为是近亲的寄

主植物间进行回接鉴定 ,其中有 31株可以结瘤 ,它们

的回接结率为 70. 5% ,根瘤菌回接实验结果见表 2

所示。

表 2　根瘤菌回接实验结果

回接寄主植物 结瘤菌株 未结瘤菌株

直立黄芪 (Astragalus adsurgens) G130, G141, G112, G117, G147, G149, G152, G135

大豆 (Glycine max ) G124, G142, G105

杨柴 ( H .mongolicum ) G101

鸡眼草 (K . stipulaced ) G126

紫花苜蓿 (M . sativa ) G082, G086, G088, G106

白花草木樨 (M . albus) G098

红豆草 (O . v iciif olia) G096

菜豆 (P . vulgarias) G083, G099, G127, G128 G084, G129

豌豆 (P . sativum ) G136

三叶草 ( T. pratens) G097, G139 G125

长柔毛野豌豆 (V . villosa)
G087, G089, G090, G104, G116, G118,

G123, G133, G134, G141, G146

蚕豆 (V . f aba) G137

箭舌豌豆 (Vicia. sp. ) G120, G131, G145

　　由于根瘤菌按互接种族进行分类存在很多问题 ,

陈文新先生 [6 ]曾在数值分类研究中提到西北地区某

些根瘤菌的分类地位 ,并且用现代化的分类方法确定

了 独 立 的 一 种—— 天 山 根 瘤 菌 (Rhizohium

tianshanense sp. nov ) ,李颖以同期分离的根瘤菌聚类

分析证明未知菌群差异明显 ,故如何确定白龙江流域

根瘤菌的种群地位尚有待进一步探讨。

2. 3　根瘤菌—豆科植物共生固氮活性

对白龙江流域 52份根瘤样品的乙炔还原活力进

行了测定 ,其结果详见表 3,其中 88. 5%为有效根瘤。

各植物根瘤的固氮活性差别较大 ,活性最高者为采于

夏河蒿子沟的 154号样品米口袋状棘豆 ,为 37. 73

μmol/( g· h) ,小于 1μmol /( g· h )者仅占到总数的

34. 6%。

表 3　白龙江流域豆科植物固氮活性

编号 植物名称 采样地点 海拔 /m 生育期
乙炔还原活性 /

(μmol· g- 1· h- 1 )

117 鄂西黄芪 ( Astragalus coroninoides) 文县刘家坪 1 530 结实期 1. 41

130 鄂西黄芪 (A . coroninoides) 文县高楼山 2 040 开花、结实期 0. 27

122 葛氏黄芪 (A . craibianus) 文县刘家坪 1 800 结实期 0. 00

147 黄芪 (Astragalus sp. ) 临潭白家门 2 540 营养期 (花前 ) 4. 16

149 黄芪 (Astragalus sp. ) 临潭店子乡 2 900 营养期 (花前 ) 6. 02

152 黄芪 (Astragalus sp. ) 夏河蒿子沟 2 160 开花期 5. 42

153 矮锦鸡儿 (Car gana pyymaea) 夏河蒿子沟 2 160 开花期 5. 46

129 银豆 (Falcata japonica) 文县高楼山 2 040 营养期 (花前 ) 0. 89

124 大豆 (Glycina max ) 文县刘家坪 1 530 营养期 (花前 ) 19. 64

142 大豆 (Glycina max ) 武都两水 1 410 营养期 (花前 ) 2. 50

105 野大豆 (Glycine soju ) 文县桥头乡 1 400 营养期 (花前 ) 0. 17
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　　续表 3

编号 植物名称 采样地点 海拔 /m 生育期
乙炔还原活性 /

(μmol g- 1  h- 1 )

101 岩黄芪 ( Hed ysarum sp. ) 武都县店沟 950 开花、结实期 0. 17

126 鸡眼草 (Kummerowia stipullucea) 文县范坝乡 650 营养期 (花前 ) 5. 97

120 牧地香豌豆 ( Lathy rus pilosus) 文县刘家坪 1 530 开花期 0. 00

145 牧地香豌豆 ( Lathy rus pilosus) 临潭白家门 2 540 开花期 0. 60

140 绿叶胡枝子 ( Lespedeza buergei ) 文县高楼山 1 720 开花期 0. 50

121 胡枝子 ( Lespedeza. sp. ) 文县刘家坪 1 530 开花期 —

109 达手里胡枝子 ( Lespedeza davurica) 文县高楼山 1 750 营养期 (花前 ) 3. 12

131 百脉根 ( Lotus comiculutus) 文县高楼山 1 720 开花、结实期 0. 11

135 百脉根 ( Lotus comiculutus) 文县高楼山 1 720 开花、结实期 0. 71

119 百脉根 ( Lotus comiculutus) 文县刘家坪 1 530 开花期 0. 00

082 天兰苜蓿 (Medicago lupulina ) 成县旭沙镇 910 营养期 (花前 ) 0. 68

086 野苜蓿 (Medicago f alcate ) 成县南部 910 开花期 8. 29

088 矩镰荚苜蓿 (M . archidusisnicolai ) 成县南部 910 结实期 6. 67

106 野苜蓿 (Medicago f alcate ) 文县桥头乡 1 400 结实期 8. 36

138 天兰苜蓿 (Medicago lupulina ) 文县高楼山 1 720 开花、结实期 0. 86

098 草木樨 (Medilctus suaneolens) 甘泉 1 750 营养期 (花前 ) 1. 06

096 红豆草 (Onobrychis viciif olia ) 甘泉杨家湾 1 750 开花期 0. 31

150 小花棘豆 (Oxy tropis glabra ) 临潭店子乡 2 900 营养期 (花前 ) —

154 米口袋状棘豆 (O . gueldestacatioides) 夏河蒿子沟 2 160 开花期 37. 73

099 红小豆 (Phaseolus calcaratus) 成县城郊 1 750 营养期 (花前 ) 0. 40

083 菜豆 (Phaseolus vulgarisa) 成县抛沙镇 910 开花期 3. 05

084 白豆角 (Phaseolus sp . ) 成县抛沙镇 910 开花期 6. 48

127 菜豆 (Phaseolus vulgarisa) 文县马泉乡 700 开花期 0. 97

128 绿豆 (Phaseolu radiatus) 文县马全乡 700 营养期 (花前 ) 0. 00

136 豌豆 (Pisum satiuum) 文县高楼乡 1 720 开花期 4. 17

102 刺槐 (Rrobina. pseudoaeacia) 武都县甘沟子 820 结实期 0. 00

107 白刺花 ( Sophora viciif olia) 文县桥头乡 1 400 结实期 0. 63

109 红花三叶草 ( Trif olium pratense ) 甘泉杨家湾 1 750 营养期 (花前 ) —

125 白花三叶草 ( Trif ilium repens) 刘家坪 1 300 营养期 (花前 ) 0. 00

139 三叶草 ( Trif olium sp. ) 文县高楼山 1 720 营养期 (花前 ) 252

123 山野豌豆 (Vicia amoena) 文县刘家坪 1 500 开花期 —

090 山野豌豆 (Vicia amoena) 成县小川乡 1 250 营养期 (花前 ) 0. 52

133 窄叶野豌豆 (Vicia angusti f alia ) 文县高楼乡 1720 开花、结实期 1. 34

103 山齿萼野豌豆 (Vicia bungei) 文县桥头乡 1 400 结实期 0. 00

118 广布野豌豆 (Vicia craca) 文县刘家坪 1 530 结实期 —

137 蚕豆 (Vicia f aba) 文县高楼山 1 720 结实期 3. 03

089 硬毛果野豌豆 (Vicia hirsute ) 成县南部 910 结实期 1. 77

091 野豌豆 (Vicia sepium ) 成县小川乡 1 250 营养期 (花前 ) 0. 12

087 救荒野豌豆 (Vicia sativa) 成县南部 910 结实期 1. 39

046 救荒野豌豆 (Vicia sativa) 临潭白家门 2 540 开花期 1. 96

116 救荒野豌豆 (Vicia sativa) 文县刘家坪 1 530 结实期 6. 05

134 救荒野豌豆 (Vicia sativa) 文县高楼山 1 720 营养期 (花期 ) 0. 85

132 野豌豆 (Vicia sp. ) 文县高楼山 1 720 开花、结实期 2. 38

144 野豌豆 (Vicia sp. ) 临潭白家门 2 540 营养期 (花前 ) 18. 28

104 野豌豆 (Vicia sp. ) 文县桥头乡 1 400 结实期 0. 26

085 豇豆 (Vigna sineasis) 成县抛沙镇 910 营养期 (花前 ) 3. 36
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3　结　论

影响豆科植物结瘤固氮的生态因素是十分复杂

的 ,而产生固氮功能是由根瘤菌和寄主植物两方面的

遗传因素所决定。根瘤菌—豆科植物共生固氮是一个

耗能过程。固定 1 kg氮化合物要消耗 10 kg碳水化合

物 ,豆科植物光合作用获得能量约有 5%～ 10%用于

固氮 ,在自然条件下 ,土壤水分、营养元素、光合作用

的差异对植物生长有影响 ,从而同一植物在不同地点

和海拔高度 ,固氮酶活性也不相同。

豆科植物共生固氮可提供豆科植物本身的氮素

和增肥地力 ,是维持土壤持久生长力的一个重要生态

反映 ,是非栽培地区输入土壤系统氮素的主要来源。

白龙江流域这些豆科植物经过长期的自然选择 ,逐步

适应了该区的生态环境 ,可以被根瘤菌侵染且具有固

氮酶活性 ,这无疑是良好的自然资源。深入研究和开

发利用这些自然资源将会使豆科植物在该地区的改

良土壤、防止水土流失、涵养下游水源等方面发挥更

大作用。
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