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摘 要：为了探讨白三叶草生物固氮与土壤水分供应和菌种基因型的关系，采用温室盆栽试验方法，对 9 个基因型的三叶草根瘤菌

固氮效率和与土壤含水量的关系进行了研究。结果发现，根瘤菌接种后，白三叶草叶片含氮量明显增加，有 3 个基因型的根瘤菌接

种植株后叶片氮含量达到对照的 3 倍以上，据此可根据根瘤菌的基因型来预测其固氮效率，共生固氮效率与根瘤菌基因型的关系

较与分离宿主的关系更加密切。在中度干旱胁迫下，白三叶草植株地上部生物量积累所受影响较地下部所受影响更大，在白三叶草

与根瘤菌共生体系建立过程中，当根瘤菌固定的氮素可以满足植株生长需要时，干旱胁迫可能成为生长的限制因子。
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Abstract：The interactions between white clover（Trifolium repens L.）and Rhizobium strains were tested in order to identify the effectiveness
of biological nitrogen fixation in relation to water supply, as well as the possibility to predict strain effectiveness according to genotype. Nine
Rhizobium strains of R. trifolii were isolated from Trifolium repens L. and Trifolium fragiferum L. from different areas in southern China.
White clover（cv Reventel）was planted in pots, nodulated with the nine strains, and grown in a greenhouse with the same amount of irriga－
tion water. Foliage was harvested 8 and 12 weeks after sowing. Significant increases in foliar nitrogen, up to three-fold those of the control,
were observed in plants inoculated with the three most effective strains. It was possible to predict the effectiveness of a rhizobial strain from its
genotype. Symbiotic nitrogen fixation was more related to the genotype of the rhizobial strain than to host-specific. Once nitrogen was no
longer a limiting factor, foliar biomass of all treatments was growing rapidly, leading to increased depletion of soil water. After cyclic moderate
drought stress, white clover foliar biomass accumulation was more affected than foliar nitrogen content. The feedback of drought stress on foliar
growth may be a new limiting factor when nitrogen demand is met satisfied in plants with the clover-Rhizobium interactions by N2 fixation.
Keywords：symbiosis nitrogen fixation; drought stress; white clover; Rhizobium

在根瘤菌-豆科植物共生体中，生物固氮过程涉

及到的豆科作物和根瘤菌，两者都可作为农业可再生

资源，用以提供植物营养和补充土壤氮素平衡，从而

部分或全部替代人工氮肥的投入[1-2]。与籽粒豆科作物

相比，豆科牧草的固氮能力更强[3]。白三叶草（Trifoli－

um repens L.）是农业生产上重要的豆科牧草之一。把

白三叶草种植于禾谷类作物的行间，对禾谷类作物生

产可能有潜在的氮素优势[4]。白三叶草在混合草场也

具有广泛应用，来自于大气的氮素占白三叶草总含氮

量的 85%以上[3，5]。
在白三叶草-根瘤菌共生系统中，不同基因型根

瘤菌菌种影响植株的氮素积累和大气源氮素所占的

比例。大量研究发现不同基因型根瘤菌菌种影响固氮

效率。例如 Pryor 等[6]，采用 20 个不同类型大豆根瘤
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菌接种同一个大豆品种，植株总氮中来自大气氮素的

比例（Ndfa）从最低 38%到最高 78%[3，7]。
根瘤菌-豆科作物的相互作用取决于宿主植物自

身的性状，尤其是结瘤亲和性[8]和对限制结瘤环境因

子的敏感程度[2，9]。在干旱和半干旱地区，缺水常成为

限制结瘤的环境因子。因此，筛选根瘤菌株的固氮效

率和对干旱胁迫的耐受性具有重要意义。
Hardarson[3]建议，筛选根瘤菌资源时，首先应该

从大量的根瘤菌群，如 50~100 个菌株进行初步筛选。
这些菌株可以分离自同一豆科作物物种，也可以来自

不同物种但可交叉接种的其他豆科作物，而且这些菌

株最好来自不同的采集地区。筛选的第二步是在第一

步获得的高效固氮菌中再一次筛选适合本土壤特性

和具有较强竞争力的根瘤菌株[3]。然而，由于筛选的第

一步需要大量工作（50~100 个菌株，每个菌株至少 3
个重复），要找出固氮效率高的菌株需要消耗较多的

资金和时间。另外，土壤温度、湿度、pH、化学组成等

环境因素也影响生物固氮[3]；而且土壤固有微生物也

和新加入的菌株存在竞争关系。这样，为了降低要筛

选菌株的数量，减少筛选时间，有必要探讨简便有效

的高效固氮菌株筛选方法。如 Hardarson 等[10]提出，可

直接应用豆科作物接种不同根瘤菌株后，把产量作为

根瘤菌竞争力大小的鉴定指标。而且，在田间土壤栽

培条件下，新接种根瘤菌对土著菌株的竞争力就体现

在接瘤和固氮能力方面。由此，我们的试验设计基于

以下假设：（1）在相同的水分供应条件下，某个（几个）

根瘤菌菌株与白三叶草共生的生物固氮能力最强，包

括与土著菌的竞争力最强；（2）通过根瘤菌的基因型

近似程度可以预测其固氮活性的近似程度；（3）干旱

胁迫影响生物固氮。
基于上述假设，设计了两个试验。一是白三叶草

土壤水分胁迫的确定，二是干旱胁迫与根瘤菌基因型

双因素对白三叶草固氮能力的影响。

1 材料与方法

1.1 土壤

栽培所用的土壤为砂质壤土，采自北京市南郊实

验地（39°48'N，116°16 'E）的耕作层。栽培土壤成分的

63.4%为砂粒（20~2 000 μm），27.8%为壤质（2~20 μm），

8.8%为粘粒（<2 μm）。土壤理化性状如下：pH（CaCl2）
为 7.8，EC 为 0.23 mS·cm-3，容重 0.81 g·cm-3，全氮含

量 0.94 g·kg-1，有机质含量 20.4 g·kg-1，速效氮含量

26.6 mg·kg -1，P2O5 含 量 44.0 mg·kg -1，K2O 含 量 260

mg·kg-1。土壤采回后过 2 mm 筛。
1.2 试验 1：白三叶草干旱胁迫耐受性

试验所用白三叶草品种为瑞文德和海发，均为来

自丹麦的商业种子，以瑞文德为主，海发在鉴定三叶

草干旱胁迫耐受性时用作参照品种。播种时把两个品

种分别播于含 200 g 土（干土）的小盆中，设置土壤水

分含量为田间最大持水量的 45%、55%、65%、75%、
85% 5 个处理，即土壤含水量分别为 17%、21%、25%、
29%和 33%，每日用称重法补充各盆水量。每处理重

复 4 次。每盆播种 40 粒种子，幼苗出齐后分别留定

20 棵，苗间距约 2 cm。各处理每盆播种 20 粒三叶草

种子，苗龄 7 d 时统计发芽率，21 d 时测定各处理植

株生物量。
1.3 试验 2：根瘤菌种的固氮效率

试验用采自中国南部不同地区的白三叶草，和可

以使白三叶草结瘤的采自红三叶草的根瘤菌菌种（表

1），已经根据 16S rDNA 检测对其进行鉴定结果分为两

种类型（表 1）。菌种培养于 YMA 平板培养基上，30℃
条件下 4 d 后用 0.6%的 NaCl 溶液洗下，接种于 3 周

大的白三叶草盆栽幼苗上，接种量不低于每株 109。
试验所用的白三叶草（品种为瑞文德），所用土壤

及性状与试验 1 相同。采用不施氮肥的土壤栽培方法

确定根瘤菌的固氮效率。试验应用圆形栽培盆，装入

表 1 试验用根瘤菌特点

Table 1 Characteristics of the tested Rhizobium strains

宿主
Host

采集地
Isolated area

（Province in
China）

分类
Taxon

基因型分类
（16SrDNA）
Genotype

（16SrDNA）

对照/Control - - - -

BAU61374 Trifolium
repens

四川省
Sichuan Rhizobium Ⅱ

BAU43054 Trifolium
fragiferum

湖北省
Hubei Rhizobium Ⅱ

BAU43041 Trifolium
fragiferum

湖北省
Hubei Rhizobium Ⅱ

BAU33133 Trifolium
repens

江西省
Jiangxi Rhizobium Ⅱ

BAU43201 Trifolium
repens

湖北省
Hubei Bradyrhizobium Ⅱ

BAU23170 Trifolium
fragiferum

安徽省
Anhui Bradyrhizobium Ⅰ

BAU43196 Trifolium
repens

湖北省
Hubei Bradyrhizobium Ⅰ

BAU23210 Trifolium
repens

安徽省
Anhui Bradyrhizobium Ⅰ

BAU43112 Trifolium
fragiferum

湖北省
Hubei Sinorhizobium Ⅱ
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折合 1 500 g 干土的新鲜土壤。每盆播种 50 粒种子，

幼苗出齐后留定 30 株，苗间距约 2 cm。幼苗发芽 3
周后，每盆接种一种根瘤菌（表 1），放置于昼夜温度

分别为 25~32℃和 15~18℃、自然光周期条件下的温

室中生长。
试验过程中，采用相同水量进行灌溉。根据室内

温度和土壤水分散失量，每隔 2~5 d 进行一次灌溉。
播种后第 8 周和第 12 周分别进行了两次收获，每次

收获测定三叶草叶片生物量，叶片氮含量（浓度），叶

片氮产量（生物量×N%），并根据收获后土壤鲜重和烘

干重（105℃烘干 24 h）计算土壤含水量。收获后统计

植株根系结瘤数。
1.4 统计分析

采用 SAS8.1（SAS 研究中心，美国）进行数据统计

分析，干旱胁迫试验和根瘤菌种试验各处理差异显著

性应用双因素方差分析，处理平均值应用最小显著差

数法（LSD）进行多重比较（P=0.05）。相关性采用 stu－
dents-T 检验、线性回归方法计算，回归系数和置信限

根据各处理平均值分析。三叶草发芽率和幼苗生物量应

用双因素方差分析，LSD（P=0.05）方法进行多重比较。

2 结果与讨论

2.1 干旱胁迫的界定

试验 1 的结果表明，土壤含水量对白三叶草种子

发芽率和植株生物量积累有很大影响，土壤含水量在

21%~25%（相当于田间持水量的 55%~65%）时，最有

利于种子发芽和幼苗生长，而土壤含水量在 17%以下

或 29%以上则限制种子萌发和幼苗生长（表 2）。土壤

水分在田间持水量的 60%以下能够满足植株生长需

要，而在田间持水量 45%以下则会对植株造成干旱胁

迫。试验 2 也证实了这一结果。
2.2 根瘤菌种固氮效率

试验 2 的数据证明，几乎所有接种的根瘤菌种都

有利于白三叶草（品种为瑞文德）叶部氮素积累（表

3）。根据接菌后各处理的叶片含氮量和总氮素积累

量，可把被测定的 9 个根瘤菌种按照固氮能力的大小

分为 3 组：（1）BAU61374，BAU43041，BAU43054；（2）
BAU33133，BAU43201，BAU23170；（3）BAU43196，

BAU23210，BAU43112。其中，第 1 组的固氮能力最

强；第 2 组其次；第 3 组根瘤菌接种植株后对叶片氮

含量和产量仅有细微影响，其固氮能力与土著菌相

似。据此，甚至可把土著菌类归为第 3 组（表 3）。
试验结果发现，在不施肥的土壤中种植白三叶

草，尤其是在第一次收获时，植株叶片氮含量和叶片生

物量积累之间关系密切（图 1a）。Boller 与 Nosberger[11]

曾经用 15N 同位素方法研究了不同基因型根瘤菌对

生物固氮的影响，也发现处理间来自空气的氮素比例

（%Ndfa）差异显著，而且所固定 N 素直接影响植株干

物质积累。试验中每盆土壤所含全部氮素为1 410
mg，其中矿化氮含量为 39.9 mg（见材料与方法）。若

盆栽条件下植物可利用氮素占总土壤全氮的 5%[12]，

则每盆白三叶草可利用的矿质氮量为 110 mg，而试

验发现每盆三叶草植株仅叶片的氮素积累就高达

430~610 mg。
接种高效固氮的菌株，白三叶草植株叶片氮含量

几乎是接种固氮效率较低菌种和土著菌的 2 倍。这证

实了 Hardarson 等[3]不同基因型根瘤菌种的固氮效率

范围为 38%~76%的研究结果。而且，固氮效率最高的

3 个菌种分离自不同的宿主，其中 BAU61374 来自白

三叶草的根瘤，而 BAU43041 和 BAU43054 分离自红

三叶草根瘤，但它们的基因型却十分相似（表 1）。这

说明植株叶片氮素积累和含氮量与菌种基因型关系

密切，而与宿主却没有明显的关系（表 2、3）。第二次

收获时氮素在叶片中的积累与第一次有同样的趋势，

但差异不显著。
一般认为，土著菌较商业生产的根瘤菌种对当地

环境具有更好的适应性[2]，而我们的盆栽试验发现，接

种的外源根瘤菌（采自中国南部的不同地区，表 1）有

一半以上能提高白三叶草叶片含氮量。虽然人工接种

根瘤菌的竞争和生存能力还需在大田条件下进一步

进行鉴定，但无疑根瘤菌基因型是发挥豆科作物共生

表 2 白三叶草干旱胁迫的界定

Table 2 Drought stress identification in white clover

处理
Treatments

发芽率/%
Seed Germination

Rate

地上部产量
/mg·pot-1

Foliage/mg·pot-1

单株地上部生物量
/mg·plant-1

Foliage/mg·plant-1

土壤含水量
Soil water
content

瑞文达
Rivendel

海发
Haifa

瑞文达
Rivendel

海发
Haifa

瑞文达
Rivendel

海发
Haifa

18% 31.9ab 5.6b 21.0b 113.0b 21.0 19.5

22% 53.7a 45.8a 154.3a 174.3ab 16.8 21.7

26% 58.3a 45.8a 172.0a 284.3a 21.5 25.4

30% 38.9a 20.8b 52.3b 109.5b 15.2 20.6

34% 13.3b 10.0b - - - -

注：数据后不同字母表示达到显著性差异 ANOVA LSD（P=0.05）水

平。
Note:Values in columns followed by the different letter mean differ sig－

nificantly at P=0.05 by ANOVA LSD test.
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表 3 根瘤菌基因型对白三叶草生物固氮的影响

Table 3 Effectiveness of biological nitrogen fixation of the tested strains

固氮潜力的重要保障，也是农业生长的自然资源之一。
2.3 干旱胁迫影响

第一次收获时，白三叶草植株叶片生物量与叶片

含氮量呈现正相关关系，在 P=0.05 条件下，相关系数

为 R2=0.69（图 1a）。但在第二次收获时，二者已不具

有显著的相关关系（图 1b）。相对而言，叶片含氮量与

土壤湿度的相关性（R2=17%，P=0.05）较与根瘤菌基

因型更大（图 2a）。叶片氮素积累与土壤含水量的关

系呈线性对数相关关系（R2=0.53，P=0.05，图 2a，b，

c）。而且叶片生物量也与土壤含水量呈正相关关系

（R2=0.44，P=0.05）。
本试验中，第一次收获至第二次收获之间的 4 周

处于 6 月份，气温较高，白三叶草植株生物量积累迅

速。两次收获时叶片氮含量基本相同（表 3）。而第一

次收获时植株叶片生物量和含氮量之间的相关系数

达 0.69，第二次收获时没有显著相关关系。因此可以

认为在第一次收获以后，氮素不再是植物生长的限制

因子。在土壤氮不是植株生长限制因子的条件下，接

种不同类型根瘤菌对植株生物量没有明显影响[3]。
植物生物量的积累可能受多种因素影响，尤其是

植物快速生长阶段的土壤水分供应。本试验数据表

明，当三叶草植株生物量积累不断增加时，由于盆钵

生长的局限性，土壤水分逐渐成为植株的生长限制因

图 1 前期收获（a）和后期收获（b）地上部氮素含量

与生物产量之间的关系

Figure 1（a）Early harvest and（b）later harvest foliage biomass
related to foliage nitrogen concentration.（P<0.05, n=10）

160

120

80

40

0
3210 4

地
上

部
生

物
量

Fo
lia

ge
bi
om

as
s/m

g ·
pl
an
t-1

a

R2=0.69

800

600

400

200

0
3210 4

地
上

部
生

物
量

Fo
lia

ge
bi
om

as
s/m

g ·
pl
an
t-1

b

地上部含氮量/%
N% of foliage

李志芳等：白三叶草/根瘤菌共生固氮潜力及干旱限制因素

注：数据后不同字母表示达到显著性差异 ANOVA LSD（*P=0.05, **P=0.001）水平。
Note:Values in columns followed by the different letter means differ significantly at（*P=0.05, **P=0.001）by ANOVA LSD test.

含氮量/%
N concentration/%

地上部生物量/mg·plant-1
Foliage biomass/mg·plant-1

地上部氮素积累/mg·plant-1
Foliage N yield/mg·plant-1

收获时期/周 Harvesting time/weeks 收获时期/周 Harvesting time/weeks 收获时期/周 Harvesting time/weeks

8 12 8 12 8 12

对照 1.69d 2.65bc 95ab 603 1.36d 15.96ab

BAU61374 3.55a 3.09a 125ab 594 4.49a 18.35ab

BAU43054 3.33ab 3.00ab 125ab 594 4.49a 18.35ab

BAU43041 3.24ab 2.99ab 135a 682 4.38a 20.38a

BAU33133 3.20ab 2.67bc 126ab 504 4.02ab 13.42b

BAU43201 2.86bc 2.85abc 115ab 636 3.21ab 18.10ab

BAU23170 2.8bc 2.75abc 105ab 628 2.97abc 17.29ab

BAU43196 3.03ab 2.56c 100ab 565 3.00abc 14.46ab

BAU23210 2.27dc 2.62c 105ab 571 2.45bcd 14.98ab

根瘤菌基因型 strains 0.45* 124.98 3.94*

收获时期 harvest time 0.20 56.02** 1.77**

BAU43112

LSD0.05 根瘤菌基因型×
收获时期 strains×harvest

1.69d

0.68*

2.83abc

0.34*

85b

43.10*

639

228.38

1.59cd

1.59*

18.06ab

6.96*
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图 2 土壤含水量对地上部含氮量、生物量和氮素积累的影响

Figure 2 Soil water content affects foliage nitrogen concentration,
biomass, and nitrogen yield of white clover.（P<0.05, n=10）

子（图 2a，b，c）。试验中每 2 d 进行 1 次补水，植株干

旱胁迫受土壤水分损失的影响。在这种情况下，干旱

胁迫可能在干湿交替之间循环性地短期发生。众多研

究发现，干旱胁迫影响整个植株的生理过程，导致固

氮酶活性降低和光合作用下降[13-14]。干旱胁迫下，反映

苜蓿的光合速率的 CjCi 和光通量密度（PPFD）等指标

均有所降低，而光呼吸和暗呼吸则相对升高[15]。干旱

胁迫可能抑制植株羧化反应，从而影响光合作用。因

此干旱可能是最重要的生长限制因子[15]。
本试验中，土壤湿度与叶片氮含量的相关性仅为

17%，而与植株生物量积累的相关性则为 44%。这表

明植株生物量积累比叶片氮含量更容易受土壤含水

量的影响。而且，叶片含氮量与叶片生物量之间没有

明显关系，表明土壤干旱胁迫较根瘤菌菌株对植株生

长的影响更大。叶片氮素积累是叶片生物量与氮含量

的乘积来计算的。土壤含水量对叶片氮素积累的相关

性为 53%（图 2c），但二者之间呈对数相关而不是线

性相关关系。土壤含水量在 17%以下时，叶片总氮素

积累会随土壤含水量的增加而提高；而当土壤含水量

在 19%以上时，二者之间不具有线性相关关系。这与

试验一发现的土壤含水量在 17%以下时植株会发生

干旱胁迫的结果相吻合。
2.4 生物固氮限制因子

第 1 次收获时，不同根瘤菌种的固氮效率有很大差

异，但接着 4 周后的第 2 次收获时，接种不同种类根瘤

菌种处理间植株叶片生物量、氮素积累没有显著差异

（图 1），叶片氮含量也没有显著差异（表 3）。两次收获之

间，尽管叶片含氮量增加甚微，植株生物量积累却十分

迅速，从 111.6 mg·株-1 增加至 600.8 mg·株-1（表 3）。
显然，干旱胁迫影响植株生物固氮和生物量积

累。根瘤形成之后，土壤干旱会导致 N2 生物固定量降

低，当根瘤附近土壤湿度降低至某一田间持水量并持

续降低时，N2 固定几乎停止。Kirda 等[16]曾报道水分胁

迫不会导致固氮能力的明显降低。在本试验中，叶片

氮含量受水分胁迫的影响较小，在植株最后收获时与

叶片生物量没有显著相关性。对此，一种原因可能是

植物在遭受水分胁迫过程中，通过“植株-根瘤菌”共
生体固定的大气氮素可以满足植物的氮营养需求，植

株生长过程中两次取样（收获）时叶片氮含量之间没

有明显差异也证明了这一点。另一种原因可能是，根

瘤固氮活性对干旱胁迫影响的敏感性低于白三叶草

植株的生长。
然而，另一份研究结论认为，相对于植株根和茎

叶的生长代谢，根瘤的形成、生长和固氮活性对水分

胁迫更为敏感，土壤水分胁迫对植株氮素固定的影响

更为显著[17-18]。但是，如果氮素营养不是限制因子，干

旱胁迫可能对植株比对根瘤的影响更大。第 2 次收获

时叶片氮素积累是第 1 次收获时的 5 倍（表3），这

样的叶片氮素积累可能是根瘤已有氮素的转移，或者

更有可能来自灌溉与干旱胁迫交替间隙的植株氮素

固定。Engin 和 Sprent[19]报道，在盆栽条件下对白三叶

草施以中度水分胁迫，氮素固定在水分胁迫反复发生

时，根瘤会有失水和重新吸水的两个过程交替，并会

产生新的根瘤分生组织[14]。另据报道，中度水分胁迫

条件下，氮素的重新固定通常发生于根瘤和叶片重新

吸水后的 2~4 d 内[14，19-20]。在我们的研究中，每隔 2 d
进行土壤水分补充，在三叶草生长过程中，土壤湿度

会逐渐减小直到干旱。叶片积累的氮素可能来自于间

歇性干旱胁迫中根瘤的氮素固定。
如前所述，土壤湿度与植株叶片氮含量的相关性

仅为 17%，对叶片生物量的相关性却为 44%，因此，

土壤水分可能通过影响叶片生物量积累而影响了叶
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片氮素积累。可见，当氮素不是植株生长限制因子时，

植株生物量积累和叶片氮含量之间没有显著关系。另

外，在和根瘤菌种建立共生体时，宿主植物要在多种

同时存在的菌株中选择，在评价根瘤菌种对水分胁迫

的敏感性时，还应该考虑其与宿主植物间复杂的相互

选择关系[21]。不同基因型根瘤菌菌种中，有些可能对

水分胁迫更为敏感，有些根瘤菌种类型在结瘤、固氮

和促进宿主生物量积累时，可能较其他类型对干旱胁

迫更具有适应性。
在白三叶草-根瘤菌共生体系中，宿主和根瘤菌

对干旱胁迫具有不同的反应。尽管这种共生关系是很

强的，但显然宿主和细菌各自作为独立的生存体，仍

具有不同的生态习性。在宿主生长过程中，土壤水分

逐渐亏缺，影响根瘤菌生存与繁殖和功能发挥，进而

影响生物固氮。盆栽试验中的干旱胁迫较田间试验更

易发生，这是由于在氮素不再是限制因子条件下，共

生体系具有较高的蒸发蒸腾量，植株迅速生长时土壤

水分含量很快降低。

3 结论

试验发现，首先，不同基因型根瘤菌菌种与白三

叶草共生，其生物固氮效率存在显著差异。其次，对于

分离自同属不同种 （如文章中的白三叶草和红三叶

草）但可以交叉接种的根瘤菌菌株，其固氮效率的近

似程度取决于基因的近似程度，而不是由它们的宿主

来源决定。再次，在白三叶草-根瘤菌共生体建立后，

生物固氮提供了植株氮素需求，促进了植株生物量的

快速积累。但经过一段时间的固氮作用后，由于植株

生长迅速，对水分需求增加，共生体中白三叶草生长

和根瘤菌功能发挥的限制因子由氮素转变为水分。只

有在氮素成为限制因子时，植物的生长才会受到根瘤

的固氮能力的影响。
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