
广 西 植 物 Guihaia 27(4)：633— 637 2007年 7月 

低 pH条件对紫花苜蓿结瘤的影响及机制初探 

杨 敏l，2，玉永雄3，黎晓峰l*，顾明华 ，陈秀虎2，张维琚 
(1．广西大学 农学院，南宁 530005；2．清远职业技术学院 生物系 ，广东 

清远 511510；3．西南大学 动物科学学院，重庆 400716) 

摘 要：探讨了低 pH条件下紫花苜蓿根毛变形和结瘤受到的影响及其机制。结果表明，在低 pH条件下，初 

生根伸长和根瘤菌 OD6oo值显著下降，根共生结瘤受到明显抑制。在接种根瘤菌、不加 NF的条件下，pH5．0、 

pH4．7、pH4．5、pH4．2处理的根毛变形率分别比对照(pH6．5)减少了44．1 、56．4 、60．0 和69．0 ；在加 

入NF、不接种根瘤菌的情况下，低pH(4．5)处理，根毛的变形也比对照(pH6．5)减少了45．9 。结果暗示，低 

pH条件下苜蓿结瘤初期的结瘤信号传导受阻，这可能是导致酸性条件下苜蓿结瘤减少的重要原因之一。 
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Preliminary study on the effect of low pH on 

the nodulation of Medicago sativa and 

corresponded mechanisms 
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Abstract：Effects of low pH on root hair deformation(RHD)and nodulation in Medicago sati~a were investigated and 

corresponded mechanisms was also discussed in present study．It was showed that primary root elongation，the 0D6oo 

of Rhizobium meliloti．and symbiotic nodulation of roots were obviously decreased at low pH．At pH5．0，pH4．7， 

pH4．5，pH4．2，the rate of RHD was less 44．1 ，56．4 ，60．O and 69．0H respectively than that at pH6．5 in the 

presence of R．meliloti．Moreover，in the presence of NF RHD was also less 45．9 at pH4．5 than that at pH6．5． 

These results implied that the nodulation signal transduction of Medicago sativa at initial stages of symbiotic nodula— 

tion was inhibited at low pH，which might be an important cause resulted in the reduction of nodulation in Medicago 

sativa at acidity conditions． 

Key words；low pH；nodulation；signal transduction；root hair deformation(RHD)；Medicago satlva(alfalfa) 

紫花苜蓿(Medicago sativa)是优质、高产的多 

年生豆科牧草，被誉为“牧草之王”，具有很高的营养 

价值。通过转基因苜蓿来生产工业酶，应用前景也 

十分广阔(Austin-phillips等，1994)。但是在实际 

生产中，苜蓿的生长、发育受到矿质元素(张健等， 

2002；刘美艳等，2004)、微生物 (刘 明志，2005)和 
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pH值等多种因素的影响。pH值高于 6．2，才能保 

持住土壤中的钙、镁、钾等矿质元素，共生细菌才能 

正常固氮(Stout，l994)；土壤 pH值低于 5．7，苜蓿 

产量会随着 pH 值 的下 降而迅速下降 (Mahler， 

2002)。而酸性土壤占到世界可耕地面积的 4O 9，6， 
一 些是自然呈酸性的，也有一些是随着季节的变化 

呈酸性的，包括过度地使用了一些肥料。由于苜蓿 

对土壤酸性非常敏感，土壤酸度大大限制了苜蓿的 

栽培种植和利用(Don，2002)，影响南方地区的大面 

积种植。 

紫花苜蓿在酸性土壤中的生长表现已有相关研 

究报道(郭彦军等，2006)，但较系统地研究低 pH条 

件对苜蓿结瘤的影响机制国内外尚未见报道。为探 

讨苜蓿对酸性土壤的适应性及低 pH抑制共生结瘤 

机理，本文以紫花苜蓿为材料，研究了低 pH对苜蓿 

根伸长、结瘤、根毛变形、根瘤菌生长的影响，初步分 

析了低pH抑制苜蓿结瘤的机制。 

1 材料与方法 

1．1试验地点和时间 

试验在广西大学农业资源与环境实验室及温室 

内进行；2002年 7月 2 El开始至2004年 2月 10 El 

结束，记录截至 2004年 3月 10 El。 

1．2试验材料 

(1)紫花苜蓿品种：艾菲尼特(Medicago sativa 

cv．Ivynate)，购自山西牧草种子公司。(2)根瘤菌菌 

株(Rhizobium meliloti，Strain ASW_1 of R．meliloti)： 

由西南大学牧草与草食家畜重点实验室提供。 

1．3试验方法 

1．3．1幼苗的准备 依次用 75 (v／v)的乙醇和 

0．1 (g／v)升汞对种子浸泡消毒 5 min和 15 rain， 

无菌水漂洗 8～lO次置于 0．1 (g／v)的水琼脂平 

板上，在 25℃恒温箱中黑暗倒置培养 36 h。 

1．3．2低 pH值对初生根生长影响的处理 将苜蓿 

幼苗植入经过消毒的有孑L塑料板上，幼根浸入于 0．5 

mmol·L- CaC1z溶液中，在人工气候箱中培养 1 d 

后，选取根长 3 cm左右的幼苗，置于 pH 6．5和 pH 

4．5的处理液中培养 24 h。处理培养前后，分别测定 

幼根长度，两次测定之差为根伸长量。人工气候箱环 

境参数为：25℃，相对湿度 7O ～8O ，光照强度约 

54 btmol·m- ·s- ，光周期：昼 l2 h／夜 12 h。 

1．3．3不同PH下根瘤菌生长情况的观察 R．7ne— 

liloti菌种活化 l d后，各取 l mL接种于 YM液体 

培养基中(体积均为 50 mL，pH值分别为 7．0、6．5、 

5．0、4．7和4．5)，28℃、l50 r／min振荡培养，每隔 6 

h或 12 h后，测其 OD6。。值 ( =600 nm，用 UV— 

MINI一1240 220VE型岛津紫外分光光度计测定)。 

1．3．4根瘤数和地上部生物产量的观测 移植前期 

准备的幼苗于内盛经消毒的珍珠岩的培养杯中，培养 

杯的底部浸入到 1／5剂量的 Fahraeus无氮营养液 

(pH6．5)中使营养液的深度达到培养杯高度的 2／3 

(Fahraeus无氮营养液中含 NazHPO4 150 mg·L- 、 

MgSO,·7H2O 120 mg·L 、KH2PO,100 mg·L 、 

Cac12100 mg·L- 、柠檬酸铁 5 mg·L- 、H3B 2．86 

mg·L- 、MnSO,·HzO 2．08 mg·L- 、ZnSO4·7H2O 

0．22 mg · L- 、CuSO, · 5H2O 0．08 rng · L- 、 

Na2MnO4 0．11 mg·L- )。苗 龄达 到 8 d时，以 

pH6．5的Fahraeus无氮营养液为对照，pH4．5作为 

处理，同时接种苜蓿根瘤菌，使溶液中根瘤菌数量达 

到2×lO 个菌 ·mL- 。处理 3 d后更新处理溶液，并 

再次接种。连续处理两次后用经消毒、pH为 6．5的 

Fahraeus无氮营养液培养，培养液隔天更换。处理 5O 

d后，观测植株根瘤数，称取地上部重量。 

1．3．5结瘤因子(Nod factors，以下简称 NF)的制备 

参照杨国平等(1996)的试验方法并略为改动：将 

水相 NF粗提物在旋转蒸发器 内减压蒸干后用 

pH4．5的无菌 Milli-Q超纯水溶解，l×lO Pa下灭 

菌 10 min，置-20℃冰箱中保存备用。 

1．3．6根毛变形率的观测 将处理液的pH分别调 

节至 6．5、5．0、4．7、4．5和 4．2。处理液以Fahraeus 

无氮营养液作为基本培养液，并接种根瘤菌(2×10 

个菌 ·mL- )。处理 2 d后，在显微镜下观测根毛变 

形率。 

将苜蓿幼根浸入到 pH4．5和 pH6．5的 0．5 

mmol·L- CaC1z溶液中，3 d后观测根毛变形率。 

处理溶液在处理前经灭菌处理，不接种根瘤菌，但加 

入按 1．3．5准备好的 NF，各处理溶液中NF的加入 

量相同，以不加入 NF的处理为对照。 

1．3．7统计检验 以上试验重复两次以上，各处理 

均设 3个以上重复，邓肯新复级差法进行多重比较。 

2 结果与分析 

2．1低 pII对苜蓿初生根伸长的影响 

将根长约为 3 cm的初生根浸入 pH4．5的 1／5 
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剂量的Fahraeus无氮营养液中，pH6．5为对照。处 

理 24 h后观测各处理初生根伸长量。经 pH4．5处 

理24 h后，初生根的伸长被抑制了28．6 。多重比 

较结果显示，pH6．5与 pH4．5条件下苜蓿初生根的 

伸长表现出极显著差异。可见，苜蓿初生根生长具 

有比较明显的酸敏感性，低 pH抑制苜蓿初生根伸 

长(表 1)。 

表 l 低 pH对苜蓿初生根伸长的影响 

Table 1 Primary root elongation of 

alfalfa at different pH value 

pH值 pH value 根伸长量 Root elongation(cm) 

6．5 16．92士1．18 A 

4．5 12．08士0．90 B 

注：表中数据为平均值士标准差，3个重复，每个重复含 15个观测 

值。A、B、C、D表示达到 1 的极显著水平，相同字母表示差异不显 

著，下同。 

Note：Data indicates means士 SE，3 repetitions，15 data per repeti— 

tion．A，B，C，D means significant at 1 levels，same letter means no 

significance．The same below． 

2．2不同pH条件下苜蓿根瘤菌的生长 

豆科植物共生固氮的前提之一就是在植物的生 

长环境中根瘤菌能正常生长，根瘤菌达到一定的数 

量才能对宿主植物维持较高的侵染力。在其他元素 

供应充足、氮素水平低的酸性土壤环境中，豆科植物 

的结瘤及生长在很大程度上依赖于土壤中根瘤菌的 

生长情况和数量的多少(Elkins等，1976)。根瘤菌 

的存在不仅导致信号分子量的增加，而且可提高信 

号分子的活性。此外，根瘤菌对植物信号分子也有 

修饰、分解的作用，并能产生有生物活性 的物质 

(Rao等，1995)，有的对 nod基因表达有强抑制作用 

(Cooper等，1995)。苜蓿根瘤菌适宜的 pH在 6．5 
～ 7．5之间，最适的生长 pH为 6．8～7．2。图 1是 

不同pH的 YM液体培养基培养 R．meliloti 24 h 

后，R．meliloti菌悬液的 OD600值。 

图1表明，在不同酸度的YM液体培养基上接种 

R．rneliloti 24 h后，根瘤菌的生长表现出极显著的差 

异。以pH7．0为对照，在 pH6．5、pH5．0、pH4．7和 

pH4．5条 件下，根瘤 菌 的 OD6。。值 分 别 下降 了 

23．6 、95．2 、96．8 和 97．O 。这表明低 pH(pH 

<5．O)对 R．meliloti的生长有很强的抑制作用。 

2．3低 pH对苜蓿共生结瘤的影响 

在苜蓿出苗后 8 d，幼苗长出第一对真叶后，以 

pH6．5处理为对照，将幼苗培养液 (1／5剂量的 

Fahraeus无 氮营养 液)的 pH 调 至 4．5，同时接种 

R．meliloti。连续处理 2次共 6 d后，换为 1个剂量 

0-8 

0-6 

0．4 
。  

0-2 

0 

7．O 6．5 5．0 4．7 4．5 

0H 

图 1 接种 24 h不同pH条件下苜蓿根瘤菌的生长 

Fig．1 Growth of R．meliloti at different 

pH value inoculated 24 h 

的Fahraeus无氮营养液继续培养。50 d后植株结 

瘤数量及地上部生物产量见表 2。表 2表明，低 pH 

抑制苜蓿结瘤和植株生长。与对照处理(pH6．5)比 

较，pH4．5处理后，苜蓿结瘤总数减少了 16．9 。 

在 Fahraeus无氮营养液培养条件下，植株地上部分 

鲜重也相应降低了 15．3 。 

表 2 低 pH对苜蓿结瘤及生长影响 (50 d) 

Table 2 Effect of low pH on the nodulation and 

growth of alfalfa after inoculated 50 d 

pH值 pH value 6．5 4．5 

总瘤数(个 ·株一 ) 
Total nodules(nodules·plant- ) 

地上部分鲜重(mg·株 ) 
FW of aerial parts(mg·plant- ) 

9．3士0．2 A 7．7士0．2 B 

118．3士2．3 A 98．5士1．1 B 

2．4低 pH对根毛变形的影响 

植株对酸度最敏感的时期几乎与根毛变形的时 

期相一致，或稍早一些(Djordjevic等，1987)。根瘤 

菌与豆科植物形成固氮根瘤是一个复杂的过程，在 

形态学上宿主植物对根瘤菌入侵最早的反应是根毛 

的卷曲。其中，豆科植物与根瘤菌共生互作过程中 

的信号识别是一种双向的信号分子交换过程(李庆 

逵，1983)。接种根瘤菌条件下，如果根瘤菌与其宿 

主植物间无应答反应，宿主根毛是直的(图2：a)，而 

被根瘤菌侵染的宿主根毛出现弯曲(图 2：b、图 2： 

c)、分枝(图2：d)等变形现象(图2)。 

将 Fahraeus无氮 营养液酸度 分别调节 为 

PH6．5、pH5．0、PH4．7、PH4．5和 PH4．2，植入苜蓿 

幼苗，同时接种 R．meliloti，处理 24 h后观察苜蓿 

根毛变形率(表 3)。 

由表 3可知，接种 R．meliloti条件下，pH5．0、 

pH4．7、pH4．5、pH4．2处理 24 h后，苜蓿根毛变形 
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受到极显著的抑制，根毛变形率分别比对照(pH6．5) 

减少了 44．1 、56．4 、60．O 和 69．O 。这表明 

R．meliloti侵染苜蓿根时，根瘤菌在与宿主植物进 

行相互识别的过程极显著地受到低 pH抑制。 

图 2 不同处理下苜蓿根毛的变形情况 (×160) 

Fig．2 Root hair deformation in different 

treatment on alfalfa(×1 60) 

a．对照；b，c．根毛弯曲；d．根毛分枝． 

a．CK；b，c．Root hair contorted；d．Root hair branched． 

表3 接种根瘤菌不同pH对苜蓿根毛变形的影响 

Table 3 The effect of different pH at root hair 

deformation inoculated R．meliloti 

pH值 pH value 根毛变形率 Root hair deformation( ) 

6．5 

5．0 

4．7 

4．5 

4．2 

36．24士2．71 A 

20．26士1．59 B 

15．80士 1．19 C 

14．48士1．23 CD 

11．22士1．22 D 

表 4 

Table 4 

低 pH对苜蓿根毛变形的影响 

Root hair deformation at low pH 

pH值 
pH value 

根毛变形率 Rate of RHD( ) 

NF(+) NF(～) 

从植物根部分泌出的类黄酮化合物，诱导根瘤 

菌结瘤基因的表达，结果产生一种叫做 NF的脂寡 

糖的合成和分泌(Truchet等，1991)。在没有根瘤 

菌存在的情况下，NF可使对应的宿主植物出现根 

毛分枝、弯曲及膨胀等变形现象，即根毛变形试验 

(root hair deformation assay，简称 Had试验)(Pe— 

ters等，1986)。纯化的苜蓿根瘤菌 NF在极低浓度 

就可使 苜蓿 出现 Had表 型 (D6nari6等，1993； 

Schultze等，1994；Long，l996；Downie等，l999)。 

杨国平等研究发现，NF只需与根毛接触 4 h左右， 

即能诱导根毛变形(杨国平等，1996)。NF是根瘤 

菌引起寄主根毛变形的结瘤信号，高浓度的 NF甚 

至可以诱导寄主根系形成空的根瘤(Stokkermans 

等，1994)。本研究发现，在苜蓿种子分泌物诱导下 

根瘤菌合成和分泌的 NF可以诱导苜蓿根毛发生变 

形(图2)。表 4结果显示，在加入 NF的情况下，低 

pH(4．5)对苜蓿根毛的变形具有极显著的抑制作 

用，根毛变形率减少了 45．9 ；而在不添加 NF也 

不接种 R．meliloti的情况下，根毛变形率很低(表 

4)。低 pH(4．5)对苜蓿根毛变形无显著影响，说明 

缺乏结瘤信号诱导条件下低 pH本身并不抑制苜蓿 

根毛的变形。 

3 讨论与结论 

豆科植物的共生结瘤受到多种因素的影响(慈恩 

等，2005)。研究表明，低 pH抑制苜蓿根系的结瘤 

(表 2)，这与 Vargas和 Graham在沙培条件下 pH对 

菜豆根瘤菌竞争结瘤能力影响的研究结果一致(Vat— 

gas等，1989)。低 pH抑制共生固氮结瘤是多因素共 

同作用的一系列因果关系，表现为一系列根系的生理 

和形态学上的应答反应(杨国平等，1996；Spaink等， 

1991)。在苜蓿根系周围有根瘤菌存在的情况下，根 

部分泌出的类黄酮化合物，诱导根瘤菌结瘤基因的表 

达，产生NF。NF是根瘤菌引起寄主根毛变形的结瘤 

信号，在 NF的作用下，根瘤菌侵染苜蓿根系，导致苜 

蓿根毛变形——结瘤初期的应答反应。可见，根系结 

瘤的过程实质上就是根瘤菌与苜蓿根系问相互作用 

的结瘤信号诱导、传导和应答反应过程。在根瘤菌与 

苜蓿根系间相互作用过程中，无论哪一环节受到抑 

制，都可能会阻碍苜蓿根系结瘤。 

在低 pH条件下影响紫花苜蓿结瘤的因素：首 

先，根系生长受阻(表 1)抑制了苜蓿的结瘤(表 2)。 

苜蓿根系生长受阻使其吸收水分、养分的能力下降， 

光合作用降低，影响了结瘤过程中植物向根瘤菌提供 

糖类和 ATP能量，从而减弱了根系的结瘤能力。第 

二，根瘤菌生长受阻，导致结瘤信号分子数量的减少 

和活性的降低；影响信号分子的修饰、分解，降低产生 

有生物活性的物质(Rao等，1995)的能力，根瘤菌侵 

染根系能力降低，nod基因的表达受到的抑制等 

(Cooper等，1995)，从而影响苜蓿的结瘤。Hohenberg 

等(1984)和Munns(1970)也报道土壤的酸性条件抑 
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制根瘤菌在土壤中的存活率，从而减少植物的结瘤。 

第三，根瘤菌与根系之间的相互作用过程受阻。结瘤 

过程中任何妨碍二者间交流的因素均可能导致结瘤 

过程受阻。根毛变形是根毛对根瘤菌入侵和 NF诱 

导植物共生结瘤初期的应答反应，根毛变形受阻，势 

必影响苜蓿的结瘤。低 pH条件下，接种根瘤菌或添 

加 NF粗提物情况下，苜蓿根毛变形都受到低 pH的 

抑制(表 3、4)，致使苜蓿结瘤受阻。而在不接种根瘤 

菌也无 NF存在的情况下，低 pH对苜蓿根毛变形无 

显著影响(表 4)，这说明缺乏结瘤信号诱导条件下低 

pH本身并不抑制苜蓿根毛的变形。可见，低 pH抑 

制了根毛对结瘤信号的感应，在低 pH胁迫下，结瘤 

信号传递受阻，根毛变形受到阻碍并最终抑制了苜蓿 

的结瘤。 

当然，本研究仅侧重于低 pH对结瘤信号的传 

导方面做了初步的探讨，苜蓿结瘤的影响机制还有 

很多，在今后的研究中进一步深入。 
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