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丛枝菌根真菌和根瘤菌对白三叶氮同化的影响
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摘　 要: 为揭示丛枝菌根真菌(ＡＭＦ)和根瘤菌在白三叶氮(Ｎ)同化中的作用ꎬ该研究对白三叶进行单一或

联合接种隐类球囊霉(Ｐａｒａｇｌｏｍｕｓ ｏｃｃｕｌｔｕｍ)和三叶草根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ)ꎬ分析其对白三叶的生长、光
合作用、叶片 Ｎ 和氨基酸含量以及 Ｎ 同化相关酶活性的影响ꎮ 结果表明:(１)单一接种 ＡＭＦ 或根瘤菌以及

联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显著增加了白三叶的株高、匍匐茎长度、叶片数、地上部生物量、总生物量、叶绿

素 ｂ 和总叶绿素含量、稳态光量子效率和叶片 Ｎ 含量ꎬ这种增强效应是联合接种>单一 ＡＭＦ>单一根瘤菌>
未接种处理ꎮ (２)联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌显著增加了白三叶叶片中丙氨酸、精氨酸、天冬酰胺、天冬氨酸、
谷氨酰胺、谷氨酸和组氨酸的含量ꎬ显著提升了叶片 Ｎ 同化相关酶如硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、谷氨酰胺

合成酶、谷氨酸合成酶、谷氨酸脱氢酶、天冬酰胺合成酶和天冬氨酸转氨酶的活性ꎬ显著促进 ＡＭＦ 对白三叶

根系的侵染ꎮ 综上认为ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌通过激活 Ｎ 同化相关酶活性有效促进 Ｎ 同化ꎬ产生更多氨

基酸ꎬ进一步促进白三叶植株生长ꎻ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌具有协同作用ꎬ有效促进了白三叶的 Ｎ 同化ꎮ
关键词: 丛枝菌根真菌ꎬ 根瘤菌ꎬ 白三叶ꎬ 氮(Ｎ)同化ꎬ 氨基酸
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(Ｐ)等元素的吸收ꎮ ＡＭＦ 帮助宿主植物吸收土壤

中不同形态的 Ｎ 素ꎬ铵态氮(ＮＨ４
＋)是 ＡＭＦ 根外菌

丝主要的吸收形式(Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ ＡＭＦ 增加宿

主植物游离氨基酸等氮源的积累ꎬ其菌丝对植物 Ｎ
的贡献率达 ７４％ (张良和杨春雪ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ
ＡＭＦ 对宿主植物 Ｎ 的吸收至关重要ꎮ 根瘤菌

(ｒｈｉｚｏｂｉａ)是土壤中常见的革兰氏阴性细菌ꎬ在豆科

作物根毛中定殖形成根瘤ꎬ从而建立共生体系ꎬ进
行生物固氮ꎬ帮助植物获取 Ｎ ( Ｍａｓｓｏｎ￣Ｂｏｉｖｉｎ ＆
Ｓａｃｈｓꎬ ２０１８)ꎮ Ｒｅｎ 等(２０１９)研究表明ꎬ与单一接

种相比ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌更能促进豆科作物

生物固氮ꎬ提高 Ｎ 的水平ꎬ同时提高土壤铀清除率ꎬ
呈现出更高的植物修复效率ꎮ 而 ＡＭＦ 和根瘤菌联

合接种则抑制了豌豆和绿豆对 Ｎ 的吸收(Ｓａｘｅｎａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ １９９７ꎻ Ｂｌｉｌｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 上述研究结果表明

ＡＭＦ 和根瘤菌联合接种对宿主 Ｎ 的吸收是非常复

杂的ꎬ尚需要进一步研究ꎬ特别是两者结合能否促

进豆科作物如白三叶(Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ)的 Ｎ 同化ꎬ
目前还不清楚ꎮ

植株从土壤中获取的主要是硝态氮(ＮＯ３
－)和

铵态氮(ＮＨ４
＋)等无机氮ꎬ只有将这些无机氮同化

成如氨基酸、蛋白质等有机氮后才能为植物所利

用ꎬ而同化过程需要多种酶的参与ꎮ 植物吸收的

ＮＯ３
－在硝酸还原酶(ＮＲ)作用下首先被还原成亚

硝态氮(ＮＯ２
－)ꎬ之后在亚硝酸还原酶(ＮｉＲ)作用

下转化为 ＮＨ４
＋( Ｓｅｒｒａｌｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ ＮＨ４

＋在谷

氨酰胺合成酶(ＧＳ)和 ＡＴＰ 的共同作用下ꎬ生成谷

氨酰胺(Ｇｌｎ)ꎬ再通过谷氨酸合成酶(ＧＯＧＡＴ)催

化成谷氨酸(Ｇｌｕ)ꎮ 通过 ＧＳ / ＧＯＧＡＴ 途径同化生

成有机氮ꎬ此途径同化植株内 ＮＨ４
＋ 量达 ９５％

(Ｈｉｒｅｌ ＆ Ｇａｄａｌꎬ １９８０)ꎮ 谷氨酸脱氢酶(ＧＤＨ)是

ＧＳ / ＧＯＧＡＴ 途径的补充途径ꎬ只有当植株中 ＮＨ４
＋

浓 度 过 高 时 ＧＤＨ 才 进 行 作 用ꎬ 催 化 合 成 Ｇｌｕ
(Ｈｏｄｇｅｓꎬ ２００２)ꎮ 而天冬氨酸转氨酶(ＡＳＴ)和丙

氨酸转氨酶( ＡＬＴ) 是将 ＧＳ / ＧＯＧＡＴ 途径形成的

Ｇｌｕ 转化成天冬氨酸(Ａｓｐ)和丙氨酸(Ａｌａ)ꎮ 天冬

酰胺(Ａｓｎ)是植株韧皮部运输的主要有机 Ｎ 形式

之一ꎬ其合成受天冬酰胺合成酶(ＡＳ)的影响(薛

迎斌ꎬ２０１８)ꎮ 目前ꎬ还不清楚 ＡＭＦ 和根瘤菌联合

接种对宿主 Ｎ 同化产物水平的影响ꎮ
白三叶为多年生豆科牧草ꎬ对根瘤菌和 ＡＭＦ 有

良好亲和性ꎬ具有匍匐生长、扩张能力强、再生速度

快和粗蛋白含量较高等特点ꎬ是绿地建设的主要草

种ꎬ也是廉价优质的牧草(赵桂琴等ꎬ２００４)ꎮ 本研

究通过对白三叶进行单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤

菌ꎬ分析其对白三叶生长、光合作用、Ｎ 含量、氨基酸

组分及 Ｎ 同化相关酶活性的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

白三叶种子购自湖北省种子站ꎮ 根据 Ｘｉｅ 等

４１２１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



(２０２０)的前期研究结果ꎬ选用 ＡＭＦ 菌种为隐类球

囊霉(Ｐａｒａｇｌｏｍｕｓ ｏｃｃｕｌｔｕｍ)ꎬ由中国丛枝菌根真菌

种质资源库(ＢＧＣ)提供ꎻ经白三叶盆栽扩繁 ３ 个

月后ꎬ由长江大学根系生物学研究所通过孢子密

度测定ꎬ确定每克 ＡＭＦ 菌种内含 ２０ 个孢子ꎮ 供试

三叶草根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ)由中国农业微生

物菌种保藏管理中心提供ꎬ经酵母甘露醇液体培

养基活化、单菌落培养ꎮ 挑取单菌落置于 ４０ ｍＬ
液体培养基中ꎬ在 ２２０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１、２８ ℃下培养 １８ ｈꎮ
取 １ ｍＬ 菌液置于 ２０ ｍＬ 液体培养基中ꎬ在 ２２０ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１、２８ ℃下继续培养 ３ ｈꎬ随后 ８ ０００ ×ｇ离心 ２
ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用无菌水制菌悬液至浓度为 ４.２７×
１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１(ＯＤ６００为 ０.３)ꎮ

栽培基质为土和沙ꎬ比例为 ３ / １(Ｖ / Ｖ)ꎬ经过

高温灭菌(０.１１ ＭＰａꎬ１２１ ℃ꎬ２ ｈ)使沙和土中的土

著真菌孢子失活ꎮ 试验用土采自长江大学落叶果

树基地ꎬ试验用沙为直径< ４ ｍｍ 的河沙ꎮ 试验用

塑料盆的规格为上口径 １５ ｃｍ、下口径 １０ ｃｍ、高
１２ ｃｍꎬ装 １.３ ｋｇ 基质ꎮ
１.２ 试验设计

共设 置 ４ 个 处 理ꎬ 分 别 为 未 接 种 对 照

(ｃｏｎｔｒｏｌ)、接种根瘤菌( ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｒｈ)、接种

ＡＭＦ( ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ)、联合接种 ＡＭＦ 和根

瘤菌( ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ Ｒｈ)ꎮ 每个处理有

８ 个重复ꎬ随机排列ꎬ共 ３２ 盆ꎮ
１.３ 植物培养

在将白三叶播种前ꎬ用 ９５％乙醇和 ０.５２５％次

氯酸钠分别对种子进行表面消毒 ５ ｍｉｎꎬ用无菌水

清洗 ５ 次ꎬ之后按照 ３０ 粒种子 /盆ꎬ播种在装有栽

培基质的塑料盆中ꎬ３ 周后间苗至 １２ 棵 /盆ꎮ 播种

的时候进行接种处理ꎬ其中单接种根瘤菌处理是

每盆接种 １０ ｍＬ 三叶草根瘤菌菌悬液ꎬ并且所播

种子预先在三叶草根瘤菌菌悬液浸泡 ３０ ｍｉｎꎻ单
接种 ＡＭＦ 处理是将 １００ ｇ 隐类球囊霉菌种混于栽

培基质中ꎻ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌处理是将 １００ ｇ
隐类球囊霉菌种混于栽培基质ꎬ并且所播种子预

先在三叶草根瘤菌菌悬液浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ之后将 １０
ｍＬ 三叶草根瘤菌菌悬液接种到栽培基质中ꎻ未接

种对照是混入等量灭菌的隐类球囊霉菌种和三叶

草根瘤菌菌悬液ꎬ并且种子同样浸泡在灭菌后的

三叶草根瘤菌菌悬液中 ３０ ｍｉｎꎮ 处理后的植物生

长在一个环境可控的生长室内培养ꎬ光照强度为

９００ ｌｘꎬ温度为 ２８ ℃ / ２３ ℃ (白天 /黑夜)ꎬ空气相

对湿度为 ６８％ꎮ 定期更换塑料盆位置以避免环境

差异影响试验结果ꎮ 植物培养期间未添加其他养

分ꎬ每日 １７:００ 浇水 １００ ｍＬꎬ培养 １２ 周后结束

试验ꎮ
１.４ 植株生长及生理指标测定

收获时植株分成地上部与地下部ꎬ人工测定

生长指标ꎬ即植株株高、叶片数、匍匐茎长度和生

物量ꎮ 采用 ＦｌｕｏｒＣａｍ 叶绿素荧光成像仪进行活体

测定叶绿素荧光参数ꎮ
根系 菌 根 真 菌 侵 染 测 定 采 取 Ｐｈｉｌｌｉｐｓ 和

Ｈａｙｍａｎ(１９７０)的方法ꎬ菌根真菌侵染率为 ＡＭＦ 侵

染的根段长度与观察的总根段长度的百分比ꎮ 叶

绿素含量测定采用王学奎(２０１６)的方法ꎮ 叶片 Ｎ
含量测定ꎬ将叶片消化后采用间断化学分析仪

(Ａｕｔｏｃｈｅｍ １２００)分析ꎮ 叶片氨基酸组分经过乙

腈 水 超 声 提 取、 离 心 和 微 孔 滤 膜 过 滤

(Ｌｉｙａｎａａｒａｃｈｉｃｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ之后在高效液相色

谱－ 质谱联用 ( Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＬＣ￣２０ＡＤＸＲ 和 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｓｃｉｅｘ Ｑ￣ｔｒａｐ ５５００ 质谱仪)上分析ꎮ

叶片硝酸还原酶活性测定采用磺胺比色法

(Ｃｅｒｖｉｌｌａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)ꎮ 亚硝酸还原酶活性测定参

照 Ｏｇａｗａ 等(１９９９)的方法ꎮ 谷氨酸合成酶测定依

据 Ｓｉｎｇｈ 和 Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ(１９８６)的方法ꎮ 采用刘淑云

等(２００７)的方法测定谷氨酸脱氢酶活性ꎮ 天冬酰

胺合成酶活性测定参照 Ｓｈｉｆｒｉｎ 等(１９７４)的方法ꎮ
丙氨酸转氨酶和天冬氨酸转氨酶活性测定依据梁

成刚等(２０１３)的方法ꎮ 谷氨酰胺合成酶测定参照

Ｈｕｓｔｅｄ 等(２００２)的方法稍作修改ꎬ即称取 ０.２ ｇ 新

鲜样品ꎬ加入 ３ ｍＬ ５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液

(０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｔｒｉｓ、２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＳＯ４、２ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１二硫苏糖醇和 ４０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１蔗糖)研磨成浆ꎬ４
℃下１０ ０００ ×ｇ离心 １５ ｍｉｎꎻ取 ０.７ ｍＬ 上清液ꎬ加
入 １.６ ｍＬ 反应液(８０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＭｇＳＯ４、２０ ｍｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ Ｌ￣Ｎａ￣谷氨酸盐和 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｌ￣半胱氨酸)以
及 ０.７ ｍＬ ＡＴＰ 溶液ꎬ混匀后置于 ３７ ℃ 下保温 ３０
ｍｉｎꎬ加入 １ ｍＬ 显色剂( ０. ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 三氯乙酸、
０.３７ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＦｅＣｌ３和 ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ)ꎬ摇匀ꎬ显
色 １０ ｍｉｎ 后ꎬ于 ５ ０００ ×ｇ离心 １０ ｍｉｎ 后取其上清

液ꎬ在 ５４０ ｎｍ 下测定吸光值ꎮ
１.５ 数据统计分析

使用 ＳＡＳ® 软件(９. １. ３ｖ) ( ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ Ｉｎｃ.ꎬ
Ｃａｒｙꎬ ＮＣꎬ ＵＳＡ)进行方差分析ꎬ采用邓肯新复极

差法进行多重比较ꎮ
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２　 结果与分析

２.１ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对 ＡＭＦ 侵染

白三叶根系的影响

未接种 ＡＭＦ 的植株根系未发现菌根真菌侵

染ꎬ而接种 ＡＭＦ 的植株根系可见菌根结构(图 １)ꎬ
其中单接种 ＡＭＦ 的白三叶菌根真菌侵染率为

(７７.９±７.９)％ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌的植株根

系菌根真菌侵染率为(９２.８±５.８)％ꎬ表明接种根

瘤菌促进了 ＡＭＦ 对白三叶根系的侵染ꎮ
２.２ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶生长

的影响

接种处理均促进了白三叶的生长(表 １)ꎮ 与

不接种对照相比ꎬ单接种根瘤菌显著提高了株高、
匍匐茎长度、叶片数、地上部生物量以及总生物

量ꎬ分别提高了 ９. ３％、４９. ４％、１４. ５％、１９. ９％ 和

１８.２％ꎬ而对地下部生物量无显著影响ꎻ单接种

ＡＭＦ 与联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显著提高了白

三叶的株高、匍匐茎长度、叶片数、地上部生物量、
地下部生物量和总生物量ꎬ单接种 ＡＭＦ 分别提高

了 １２.１％、４８.７％、３４.７％、３２.９％、２２.６％和 ３１.０％ꎬ
联合 接 种 ＡＭＦ 和 根 瘤 菌 分 别 提 高 了 ２２. ５％、
２０２.６％、５４.９％、７４.１％、３０.２％和 ６６.３％ꎮ 可见ꎬ联
合接种对植株生长的促进作用明显优于单接种ꎬ
单接种 ＡＭＦ 对植株生长的促进效果在叶片数和生

物量上要优于单接种根瘤菌ꎮ
２.３ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶绿

素含量的影响

如图 ２ 所示ꎬ与不接种处理相比ꎬ单接种根瘤

菌处理显著提高了叶绿素 ｂ 和总叶绿素含量ꎬ分
别提高了 ４２.５％和 ２０.８％ꎬ而对叶绿素 ａ 无显著影

响ꎮ 单接种 ＡＭＦ 与联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显

著提高了叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总叶绿素的含量ꎬ
单接种 ＡＭＦ 分别提高了 ３０.４％、７２.６％、３８.３％ꎬ联
合接 种 ＡＭＦ 和 根 瘤 菌 分 别 提 高 了 ４１. ６％、
１０２.６％、５３.１％ꎮ 可见ꎬ联合接种对叶绿素含量的

促进效应明显优于单接种根瘤菌或 ＡＭＦꎮ
２.４ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶绿

素荧光参数的影响

由图 ３:Ａ－Ｃ 可知ꎬ与不接种对照相比ꎬ单接种

ＡＭＦ 或根瘤菌对叶片最大光量子效率(ＱＹ＿ｍａｘ)
均无显著影响ꎬ而联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌的处理

中 ＱＹ＿ｍａｘ 显著提高了 ３１.４％ꎮ 可见ꎬ单接种根瘤

菌、单接种 ＡＭＦ 与联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显著

提高了叶片稳态光量子效率(ＱＹ＿Ｌｓｓ)ꎬ显著降低

了叶片稳态非光化荧光淬灭(ＮＰＱ＿Ｌｓｓ)ꎮ
２.５ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片

Ｎ 含量的影响

与不接种相比ꎬ单接种根瘤菌、单接种 ＡＭＦ 以

及联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌的白三叶叶片 Ｎ 含量

分别显著提高了 ９. ６％、１８. ８％和 ３０. ３％ (图 ４)ꎮ
可见ꎬ联合接种对叶片 Ｎ 含量的增强效果要显著

高于单一接种根瘤菌或 ＡＭＦꎮ
２.６ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片

氨基酸含量的影响

与未接种相比ꎬ单接种根瘤菌显著提高了叶

片的 Ａｌａ、Ｇｌｎ 含量ꎬ分别提高了 ２７.５％、３８.８％ꎬ显
著降低了 Ｏｒｎ 含量 (降低了 ４８. ３％)ꎬ而对 Ａｒｇ、
Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ 和 Ｈｉｓ 含量无显著影响ꎻ单接种 ＡＭＦ
以及联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显著提高了白三叶

叶片的 Ａｌａ、Ａｒｇ、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｎ、Ｇｌｕ、Ｈｉｓ 含量ꎬ单接

种 ＡＭＦ 分 别 提 高 了 ８０. ８％、 １０４. ５％、 １１５. ４％、
３４.１％、９９.５％、６４.７％、１０３.１％ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和

根瘤 菌 分 别 提 高 了 ９８. ９％、 ２２７. ０％、 １１４. ４％、
５６.８％、１０１. ４％、４５. ５％、１５４. ７％ꎬ均显著降低了

Ｏｒｎ 含量ꎬ分别降低了 ２８. ６％、３９. ５％ (表 ２)ꎮ 可

见ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片氨基酸

含量的促进效果更显著ꎮ
２.７ 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片

Ｎ 同化相关酶活性的影响

与未接种处理相比ꎬ单接种根瘤菌显著提高

了叶片的 ＧＳ、ＧＯＧＡＴ、ＧＤＨ、ＡＳ、ＡＳＴ 活性ꎬ分别提

高 ２５.０％、１３. ６％、２５. ５％、２６. ９％、３６. ０％ꎻ单接种

ＡＭＦ 显著提高了叶片的 ＮＲ、ＮｉＲ、ＧＯＧＡＴ、ＧＤＨ、
ＡＳ、ＡＳＴ 活性ꎬ分别提高了 ２９.３％、３３.６％、３３.７％、
２６.０％、４４.１％、３６.８％ꎻ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌处

理显著提高了叶片的 ＮＲ、ＮｉＲ、ＧＳ、ＧＯＧＡＴ、ＧＤＨ、
ＡＳ、ＡＳＴ 活性ꎬ分别提高了 ６４.３％、８５.５％、３９.８％、
５８.１％、５１.７％、６８.２％、５７.１％(表 ３)ꎮ 可见ꎬ联合

接种对 Ｎ 同化相关酶活性的提升效果要明显高于

单一接种ꎮ

３　 讨论与结论

本研究中ꎬ 根瘤菌的接种显著促进了 ＡＭＦ 对
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图 １　 ＡＭＦ 对白三叶草根系的侵染
Ｆｉｇ. １　 Ｒｏｏｔ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ ｂｙ ＡＭＦ

白三叶根系的侵染ꎬ表明根瘤菌引入有利于根系

丛枝菌根的形成ꎬ其原因是根瘤菌通过固氮满足

ＡＭＦ 对 Ｎ 的需求ꎬ有利于根系 ＡＭＦ 的建立(Ｘａｖｉｅｒ ＆
Ｇｅｒｍｉｄａꎬ ２００３)ꎮ 此外ꎬ根瘤菌提高了豆科植物体

内的 Ｎ 水平ꎬ为了其维持体内 Ｎ 和 Ｐ 的平衡ꎬ豆科

植物的固 Ｎ 效率在很大程度上取决于 Ｐ 的供应ꎬ
而 ＡＭＦ 有利于促进植株对 Ｐ 的吸收ꎮ 因此ꎬ豆科

植物会提供给 ＡＭＦ 足够多的 Ｃ 供应ꎬ促进根系菌

根的形成 ( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ进而有利于 Ｐ 的

吸收ꎮ
本研究中ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶

生长的促进效果显著高于单一接种ꎬ 表明 ＡＭＦ 和

表 １　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶生长的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株高
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

( ｃｍ)

匍匐茎长度
Ｓｔｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ

( ｃｍ)

叶片数
Ｌｅａｆ ｎｕｍｂｅｒ

生物量 Ｂｉｏｍａｓｓ ( ｇꎬ ＦＷ)

地上部 Ｓｈｏｏｔ 地下部 Ｒｏｏｔ 总 Ｔｏｔａｌ

未接种对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

２２.７５±２.０５ｃ ２.１５±０.５６ｃ １１±１ｄ ２.１８±０.１９ｄ ０.４８±０.０８ｃ ２.６６±０.１９ｄ

接种根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｒｈ

２４.８８±１.５５ｂ ３.２１±０.３１ｂ １２±１ｃ ２.６２±０.２２ｃ ０.５３±０.０５ｂｃ ３.１５±０.２２ｃ

接种 ＡＭＦ
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ

２５.５０±２.２０ｂ ３.１９±０.３１ｂ １４±１ｂ ２.９０±０.２４ｂ ０.５８±０.０４ａｂ ３.４９±０.２７ｂ

接种 ＡＭＦ 和根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ Ｒｈ

２７.８８±２.１０ａ ６.５０±０.４８ａ １６±２ａ ３.８０±０.３２ａ ０.６２±０.０５ａ ４.４２±０.３２ａ

　 注: 同一列不同字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ Ｒｈ. 根瘤菌ꎻ ＡＭＦ. 丛枝菌根真菌ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｒｈ. Ｒｈｉｚｏｂｉａꎻ ＡＭＦ. Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ
ｆｕｎｇｉ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

不同字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
(Ｐ<０.０５).

图 ２　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶
叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总叶绿素含量的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｌｅａｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａꎬ ｂꎬ ａｎｄ

ｔｏｔａｌ ｃｈｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ

根瘤菌产生了协同效应共同促进植物生长ꎬ这与

Ｔａｌａａｔ 和 Ａｂｄａｌｌａｈ(２００８)在蚕豆上的研究结果一

致ꎮ 根瘤菌和 ＡＭＦ 对白三叶生长的协同作用原因

是根瘤菌的引入既促进了植株固 Ｎ 效率和固 Ｎ 总

量ꎬ又促进了白三叶根系中 ＡＭＦ 的侵染率ꎬ促使

白三叶植株根系和 ＡＭＦ 的生长更好ꎬ进一步扩大

植株根系和根外菌丝对水分和养分的吸收面积ꎮ
本研究中ꎬ单一接种 ＡＭＦ 和根瘤菌均显著增

加了叶绿素 ｂ 及总叶绿素的含量ꎬ并且联合接种

ＡＭＦ 和根瘤菌进一步增强了这种效应ꎮ 此外ꎬ联
合接种的白三叶植株的 ＱＹ＿ｍａｘ 和 ＱＹ＿Ｌｓｓ 参数

显著高于未接种植株ꎬ而 ＮＰＱ＿Ｌｓｓ 参数显著低于

未接种植株ꎮ ＱＹ＿ｍａｘ 和 ＱＹ＿Ｌｓｓ 是光合性能的敏

感指标ꎬＮＰＱ＿Ｌｓｓ 是过多的激发能以热能形式散

发的参数(黄小辉等ꎬ２０２２)ꎮ 联合接种 ＡＭＦ 和根

瘤菌ꎬ一方面提高植株叶片光能转化的效率以及

反应中心电子传递活性ꎬ 另一方面抑制植株光能
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Ａ. 最大光量子效率ꎻ Ｂ. 稳态光量子效率ꎻ Ｃ. 稳态非光化荧光淬灭ꎻ ａ. 未接种对照ꎻ ｂ. 接种根瘤菌ꎻ ｃ. 接种 ＡＭＦꎻ ｄ. 接种 ＡＭＦ
和根瘤菌ꎮ
Ａ. ＱＹ＿ｍａｘꎻ Ｂ. ＱＹ＿ｌｅｓｓꎻ Ｃ. ＮＰＱ＿Ｌｅｓｓꎻ ａ. Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ｂ. Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｒｈꎻ ｃ. Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦꎻ ｄ. Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ Ｒｈ.

图 ３　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶绿素荧光参数的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｌｅａｆ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ
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图 ４　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对
白三叶叶片 Ｎ 含量的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｌｅａｆ Ｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ

以热量散失ꎬ保障了白三叶植株光合产物最大效

率的积累ꎮ 因此ꎬ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌的植株

拥有较高的光合能力ꎬ而植株积累大量的光合产

物为植物根系、ＡＭＦ 和根瘤菌生长提供了保障ꎮ
本研究中ꎬ单接种根瘤菌或 ＡＭＦ 均显著增加

白三叶叶片 Ｎ 含量ꎬ联合接种植株叶片 Ｎ 含量显

著高于单接种ꎮ 事实上ꎬ豆科植物的固 Ｎ 效率与

Ｐ 的供应密切相关ꎬＰ 是根瘤菌固 Ｎ 反应所需 ＡＴＰ
酶合成的重要元素ꎬ 豆科植物根瘤的形成也需要

Ｐꎬ而 ＡＭＦ 庞大的根外菌丝结构有利于 Ｐ 的获取ꎮ
因此ꎬＡＭＦ 在根瘤菌与植株建立友好共生过程中

提供根瘤形成所需的 Ｐꎬ共同提高植株共生固氮水

平(Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎮ Ａｒｇ 是 ＡＭＦ 菌丝中氨基酸

运输的主要类型ꎬ其含量占菌丝氨基酸总量的

９０％(金海如ꎬ２００８)ꎮ 因此ꎬＡｒｇ 对菌根 Ｎ 的转移

起到重要作用ꎮ 本研究证实接种 ＡＭＦ 显著提高了

表 ２　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片氨基酸含量的影响 (单位: μｇ􀅰ｇ ￣１)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｌｅａｆ

ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ (Ｕｎｉｔ: μｇ􀅰ｇ ￣１)

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

未接种对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

接种根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｒｈ

接种 ＡＭＦ
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ

接种 ＡＭＦ 和根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ Ｒｈ

丙氨酸 Ａｌａ ４１.９２±１.９４ｄ ５３.４５±１.０３ｃ ７５.８１±０.８９ｂ ８３.４０±１.００ａ

精氨酸 Ａｒｇ ２２.３７±１.５５ｃ ２５.９１±２.３４ｃ ４５.７４±２.８７ｂ ７３.１４±１.８４ａ

天冬酰胺 Ａｓｎ ４５４.６５±２１.５８ｂ ６９２.０３±１４.８０ｂ ９７９.３０±３０.３４ａ ９７４.７７±２.１５ａ

天冬氨酸 Ａｓｐ １４５.７３±５.４６ｃ １４９.６１±７.５４ｃ １９５.４５±２.６９ｂ ２２８.５６±８.６５ａ

谷氨酰胺 Ｇｌｎ ３３.３４±０.４３ｃ ４６.２９±１.９１ｂ ６６.５２±２.０７ａ ６７.１５±０.５９ａ

谷氨酸 Ｇｌｕ ３１８.７４±８.９２ｃ ３２６.９５±５.３５ｃ ５２５.１６±１９.１２ａ ４６３.９２±８.６２ｂ

组氨酸 Ｈｉｓ ９.０３±０.７１ｃ １０.７０±１.１５ｃ １８.３４±０.６３ｂ ２３.００±３.６７ａ

鸟氨酸 Ｏｒｎ ２.３８±０.０８ａ １.２３±０.０１ｄ １.７０±０.０４ｂ １.４４±０.０４ｃ

　 注: 同一行不同字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｉｎｅ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

Ａｒｇ 含量ꎮ Ａｒｇ 是生成信使分子如多胺的前体ꎬ可
以促进细胞分裂(杨洪强和高华军ꎬ２００７)ꎮ 联合

接种植株中的 Ａｒｇ 含量显著高于单接种和未接种

的植株ꎬ这与刁亚南等(２０１４)在绿豆上接种 ＡＭ
真菌和根瘤菌的结果一致ꎮ 这表明 ＡＭＦ 和根瘤菌

的协同作用显著增加了 Ａｒｇ 含量ꎬ共同促进植株地

上部细胞分裂ꎬ进一步促进植株生长ꎮ Ａｓｎ 是根瘤

向共生植株输送 Ｎ 化合物的主要形式(薛迎斌ꎬ
２０１８)ꎮ 因此ꎬ单接种根瘤菌比单接种 ＡＭＦ 更加

显著提高 Ａｓｎ 的含量ꎻ联合接种 ＡＭＦ 和根瘤处理

具有协同作用ꎬ显著提高了白三叶叶片氨基酸的

含量ꎬ说明此处理方式有利于促进 Ｎ 的同化ꎮ
本研究中ꎬ接种 ＡＭＦ 显著增加白三叶叶片 ＮＲ

和 ＮｉＲ 的活性ꎬ而接种根瘤菌对 ＮＲ 和 ＮｉＲ 的活性

无影响ꎬ表明 ＡＭＦ 接种有利于白三叶由 ＮＯ３
－ 向

ＮＨ４
＋转变ꎬ这与田超等(２０２０)在苜蓿上的研究结

果一致ꎮ 此外ꎬ联合接种根瘤菌和 ＡＭＦ 的处理进

一步增强了单一接种 ＡＭＦ 对 ＮＲ 和 ＮｉＲ 活性的刺

激效果ꎬ表明两种微生物协同地增强了菌根植物

叶片 ＮＯ３
－向 ＮＨ４

＋转变的速率ꎮ 单一或联合接种
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表 ３　 单一或联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌对白三叶叶片 Ｎ 同化相关酶活性的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｂｉａ (Ｒｈ) ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆ ｌｅａｆ Ｎ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｃｌｏｖｅｒ

Ｎ 同化相关酶活性
Ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｎ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｚｙｍｅｓ

未接种对照
Ｃｏｎｔｒｏｌ

接种根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｒｈ

接种 ＡＭＦ
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＡＭＦ

接种 ＡＭＦ 和根瘤菌
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＡＭＦ ａｎｄ Ｒｈ

硝酸还原酶
ＮＲ (μｇ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ＦＷ)

１２.８９±０.５２ｃ １３.５６±０.５３ｃ １６.６７±１.００ｂ ２１.１９±０.３８ａ

亚硝酸还原酶
ＮｉＲ (μｇ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ＦＷ)

１６.２１±０.６２ｃ １７.２５±０.６７ｃ ２１.６６±１.１３ｂ ３０.０７±０.６１ａ

谷氨酰胺合成酶
ＧＳ (Ａ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ ＦＷ)

９.７９±０.８６ｂ １２.２４±０.７３ａ ９.２４±０.９３ｂ １３.６９±１.１３ａ

谷氨酸合成酶
ＧＯＧＡＴ (μｍｏｌ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ＦＷ)

６１.８０±０.８４ｄ ７０.２２±０.７７ｃ ８２.６５±１.８７ｂ ９７.７３±１.８２ａ

谷氨酸脱氢酶
ＧＤＨ (μｍｏｌ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ＦＷ)

１２.２９±０.３３ｃ １５.４２±０.１２ｂ １５.４８±０.２０ｂ １８.６５±０.４２ａ

天冬酰胺合成酶
ＡＳ (μｍｏｌ􀅰ｇ ￣１􀅰ｈ ￣１ＦＷ )

２２０.８６±４.９５ｄ ２８０.１７±６.１２ｃ ３１８.２１±８.３５ｂ ３７１.５３±２.３８ａ

天冬氨酸转氨酶
ＡＳＴ (μｍｏｌ􀅰ｇ ￣１􀅰ｍｉｎ ￣１ＦＷ)

８.２５±０.２０ｃ １１.２２±０.３４ｂ １１.２９±０.１６ｂ １２.９６±０.１１ａ

丙氨酸转氨酶
ＡＬＴ (μｍｏｌ􀅰ｇ ￣１􀅰ｍｉｎ ￣１ＦＷ)

３.７０±０.０２ａｂ ３.６２±０.９３ｂ ４.１１±０.１５ａｂ ４.５９±０.０４ａ

根瘤菌和 ＡＭＦ 均提高了白三叶叶片的 ＧＯＧＡＴ、
ＧＤＨ、ＧＳ 活性ꎬ这说明单一或联合接种根瘤菌和

ＡＭＦ 通过调控 ＧＳ / ＧＯＧＡＴ 和 ＧＤＨ 途径中的酶活性

不同程度地促进 Ｎ 同化合成氨基酸ꎬ其中联合接种

的作用效果更明显ꎬ而接种根瘤菌在促进 ＮＨ４
＋转化

为 Ｇｌｎ 上比接种 ＡＭＦ 效果显著ꎮ 本研究中单一和

联合接种根瘤菌和 ＡＭＦ 均显著促进白三叶叶片的

ＡＳ 和 ＡＳＴ 活性ꎬ从而促进 Ａｓｎ 和 Ａｓｐ 的积累ꎮ 这

表明联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌有效地激活了 Ｎ 同化

相关酶的活性ꎬ提升了生成氨基酸的含量ꎮ
联合接种 ＡＭＦ 和根瘤菌具有协同效应ꎬ有效

促进白三叶的植株生长、显著提高植株光合作用

水平、叶片 Ｎ 含量ꎬ同时显著增加了白三叶叶片中

丙氨酸、精氨酸、天冬酰胺、天冬氨酸、谷氨酰胺、
谷氨酸和组氨酸的含量ꎬ显著提升了叶片 Ｎ 同化

相关酶ꎬ如硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、谷氨酰胺

合成酶、谷氨酸合成酶、谷氨酸脱氢酶、天冬酰胺

合成酶和天冬氨酸转氨酶的活性ꎬ并显著促进

ＡＭＦ 对白三叶根系的侵染ꎮ 这说明 ＡＭＦ 和根瘤

菌的协同作用有效地促进了白三叶的 Ｎ 同化ꎮ
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