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　　摘要：为探索贮藏方法对紫花苜蓿种子内生根瘤菌传代能力的影响，将青色荧光蛋白标记根瘤菌

ｇｎ５ｆ（内源）和１２５３１ｆ（外源）接种于结荚期甘农５号紫花苜蓿。收获的种子，在２５℃＋自然湿度（Ｓ１）、

２５℃＋硅胶干燥（Ｓ２）、４℃＋冰箱冷藏湿度（Ｓ３）和－４℃＋冰箱冷冻湿度（Ｓ４）条件下贮藏３年，然后播

种于大田，次代植株苗期进行内生根瘤菌传代能力和传代有效性检测，以无菌水浇灌苜蓿植株后收获的

种子为对照。结果表明：标记根瘤菌ｇｎ５ｆ和１２５３１ｆ均可通过种子传代到次代植株。Ｓ１贮藏条件下，

ｇｎ５ｆ在次代植株根、茎、叶的定殖数量显著高于其他处理（犘＜０．０５），次代植株苗期单株结瘤数、单株根

瘤重、根瘤等级、固氮酶活性、单株叶片数、株高、根长、地上部分鲜重、地上部分干重、根鲜重、根干重较

ＣＫ分别增加了３７．００％、１１８３．５４％、４７．５２％、２３９０９．０７％、３８．７２％、４０．６３％、３３．８２％、６８．１１％、１３７．

７３％、２２３．７０％、６００．００％。Ｓ２贮藏条件下，１２５３１ｆ在次代植株根部定殖数量最高，为５６０．６３ｃｆｕ／ｇ，次

代植株苗期单株结瘤数、根瘤直径、根瘤等级、固氮酶活性、单株叶片数、株高、根长、地上部分鲜重、地上

部分干重、根鲜重、根干重较ＣＫ分别增加了３７．９０％、２１．３３％、２７．０１％、２８８．２１％、４１．２２％、３９．４０％、

３６．０４％、７２．３７％、１４４．５８％、２８４．０５％、８７２．０４％。适宜的贮藏方法有利于提高种子内生根瘤菌的传代

能力和传代有效性，但因根瘤菌株种类和来源而异。ｇｎ５ｆ内生种子在Ｓ１条件下贮藏、１２５３１ｆ内生种子

在Ｓ２条件下贮藏分别有助于ｇｎ５ｆ和１２５３１ｆ传代到次代植株并高效结瘤固氮，促进次代植株生长；且

Ｓ２条件贮藏的１２５３１ｆ内生种子形成的次代植株结瘤指标和生长指标显著优于Ｓ１条件贮藏的ｇｎ５ｆ内

生种子形成的次代植株。
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　　紫花苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪）是世界上种植面积

最广的豆科牧草，由于其适应性广、产草量高、且富含

蛋白质、维生素和矿物质等营养，被誉为“牧草之

王”［１］。它与根瘤菌共生形成根瘤，能固定大气中的

氮，进而提高产量。紫花苜蓿与根瘤菌的结合方式既

有外部侵染方式，也有内生方式，既有共生促生方式，

也有联合促生方式，二者的结合方式与促生效应或共

生效应关系密切，这是紫花苜蓿与根瘤菌共生育种的

研究热点。苜蓿根瘤菌以内生菌形式存在时，可以合

成化合物促进植物生长、提高植物对水分和营养的吸

收、联合固氮、提高植物的抗逆性［２］。根瘤菌内生于紫

花苜蓿种子，可运移并定殖于苜蓿根、茎、叶、种子等组

织［３］，通过种子内生根瘤菌传代结瘤和固氮促生，这是

共生系统可持续性的表现形式。苗阳阳［４］对苜蓿添加
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适宜浓度的外源物质如硼、赤霉素、苦参碱并接种荧光

标记根瘤菌株，可以促使根瘤菌侵染昔蓿根系进入其

内部，在苜蓿植株体内运移并定殖，最后运移到成熟种

子中。种子内生菌可以协助寄主植物抗菌［５］，提高植

物抗旱能力［６］。种子内生根瘤菌能否传代至次代植株

并结瘤固氮，对于种子内生根瘤菌的有效利用和在植

物代际间的功能延续具有重要意义。

研究表明植物内生微生物也可垂直传代［７］，Ａｄａｍ

等［８］研究发现南瓜（犆狌犮狌狉犫犻狋犪犿狅狊犮犺犪狋犪）种子内生微

生物可以垂直传播到下一代植物。Ｌｉｕ等
［１０］报道了在

水稻（犗狉狔狕犪狊犪狋犻狏犪）和玉米（犣犲犪犿犪狔狊）中特定的内生

菌可以进行多代传代，ＪｏｈｎｓｔｏｎＭｏｎｊｅ等
［１１］使用绿色

荧光蛋白对内生菌进行标记，证明了内生菌是从玉米

种子进入根和根际土壤，再运移到植物的其他组织，赵

霞［１２］对水稻种子内生细菌来源测定发现水稻植株内

生菌存在代际间传代。

紫花苜蓿的主要繁殖方式为种子繁殖，种子质量

直接影响到牧草产量［１３］，温度、湿度是影响种子质量

的关键因素，也影响着种子内生菌的数量及生命

力［１４］。李春杰等［１５］研究发现，随着贮藏温度的升高，

苜蓿种子携带真菌检出率逐渐增高，张远兵等［１６］发现

冰箱内湿藏后的牡丹（犘犪犲狅狀犻犪狊狌犳犳狉狌狋犻犮狅狊犪）种子萌

发率最高，孔祥辉等［１７］发现韭菜（犃犾犾犻狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿）

种子经过硅胶干燥处理后可以延长贮藏寿命。苜蓿种

子内生根瘤菌在不同温度及水分条件下，是否可以保

存活性并传代，目前鲜见报道。因此，本研究以不同贮

藏方式的内生青色荧光蛋白（ＧＦＰ）标记根瘤菌的紫花

苜蓿种子为试验材料，通过对内生根瘤菌种子次代植

株体内ＧＦＰ根瘤菌分布和定殖数量研究，明确苜蓿种

子内生根瘤菌传代能力和结瘤有效性，并筛选出有利

于提高种子内生根瘤菌传代能力和传代有效性的最佳

贮藏方法，为揭示优良根瘤菌在苜蓿种子代际间的延

续提供依据，也为紫花苜蓿－根瘤菌共生育种奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　试验材料

种子来源：苗阳阳［４］于２０１４年在草业生态系统教

育部重点实验室牧草实训基地生长４ａ的甘农５号紫

花苜蓿（犕犲犱犻犮犪犵狅狊犪狋犻狏犪ｃｖ．ＧａｎｎｏｎｇＮｏ．５），通过结

荚期以根部直接浇灌的接种方法接种青色荧光蛋白

（ＧＦＰ）标 记 的 根 瘤 菌 株 犈狀狊犻犳犲狉犿犲犾犻犾狅狋犻 ＬＺｇｎ５ｆ

（ｇｎ５ｆ）和根瘤菌株犈狀狊犻犳犲狉．犿犲犾犻犾狅狋犻１２５３１ｆ（１２５３１ｆ）获

得两种内生根瘤菌种子，室内风干两个月后进行贮

藏［１８］。以无菌水浇灌苜蓿植株后收获的种子为对照。

ｇｎ５ｆ的原始菌株犈．犿犲犾犻犾狅狋犻ＬＺｇｎ５分离自甘农５

号紫花苜蓿种子的内源根瘤菌，为快生型产酸根瘤菌；

１２５３１ｆ原始菌株犈．犿犲犾犻犾狅狋犻１２５３１购自中国科学院微

生物保藏中心—分离自非本苜蓿植株体内的外源根瘤

菌，为慢生型产碱中华根瘤菌，通过三亲本杂交法构建

荧光标记根瘤菌。

培养基：ＹＭＡ 刚果红培养基（１Ｌ）：０．５ｇＫ２

ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，０．２ｇＭａＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．１ｇＮａＣｌ，１０

ｇ甘露醇，１ｇ酵母粉，１０ｍＬ０．２５ｇ／１００ｍＬ刚果红

溶液，１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ 值７．０，固体培养基加琼

脂１５ｇ／Ｌ。

营养液：Ｈｏａｇｌａｎｄ有氮营养液和 Ｈｏａｇｌａｎｄ无氮

营养液，以１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液或１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶

液调节营养液ｐＨ值＝７．０±０．１。

１．２　试验方法

１．２．１　种子贮藏　将分别含ｇｎ５ｆ和１２５３１ｆ的甘农５

号紫花苜蓿种子和对照种子于２０１４年１１月－２０１７

年１１月进行预处理，具体方法为：采用信封包装，２５

℃＋自然湿度（相对湿度为４５％—６５％）（Ｓ１）、２５℃＋

硅胶干燥（每一个月更换一次硅胶）（Ｓ２）、４℃＋冰箱

冷藏湿度（Ｓ３）和－４℃＋冰箱冷冻湿度（Ｓ４）下贮

藏［１８］。

１．２．２　苜蓿幼苗培养　在草业生态系统教育部重点

实验室沙培法栽培苜蓿幼苗［１９］。严格控制生长条件

与试验条件，区组内差异视为试验误差。分别选取贮

藏后健康饱满、大小一致的紫花苜蓿ｇｎ５ｆ内生种子、

１２５３１ｆ内生种子和对照种子，在无菌操作台内碘伏消

毒２ｍｉｎ并用无菌水清洗４次后用无菌滤纸吸干水

分。蛭石、细沙洗净烘干，灭菌（１２１℃，灭菌２６ｍｉｎ）３

次后，蛭石∶细沙＝１∶１装入直径３０ｃｍ、高３０ｃｍ、容

积２１Ｌ的花盆内，花盆栽入土中２０ｃｍ深。每盆播种

５０粒已消毒的种子，表面覆盖干沙２ｃｍ左右。每花

盆内加Ｈｏａｇｌａｎｄ有氮营养液１次，发芽前浇无菌水补

充水分。发芽后每１５天浇 Ｈｏａｇｌａｎｄ无氮营养液１

次，期间浇无菌水补充水分，４５ｄ收获苜蓿植株（植株

相对高度约１８ｃｍ）。
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１．３　测定指标及方法

１．３．１　苜蓿植株体内荧光标记根瘤菌的检测　每处

理每个重复随机取３株幼苗，根、茎、叶分离，分别称取

１ｇ置于无菌三角瓶中，在超净工作台内用医用碘伏浸

没各部分震荡消毒２ｍｉｎ后，用无菌水冲洗，直至冲洗

液澄清透明无泡沫。将表面消毒的植物组织在固体培

养基上放置３０ｍｉｎ后取出，培养基置于２８℃下培养

４８ｈ，未长出菌落表明植物组织表面已彻底消毒
［２０］，

将消毒后的各个组织放到无菌研钵中，加无菌水２

ｍＬ，充分研磨后，将研磨液倒入５ｍＬ无菌离心管中，

４０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，吸取０．２ｍＬ上清液涂布于

含刚果红的ＹＭＡ固体培养基中（根部吸取上清液后，

用无菌水配置成１０－１、１０－２、１０－３稀释液），２８℃培养

４８ｈ
［２１］。培养结束后，黑暗条件下用手提式紫外灯

（波长３３６ｎｍ）观察并记录发青色的荧光标记根瘤菌

落数，换算出每克植物组织中荧光标记根瘤菌数

量［２２］。

１．３．２　结瘤能力检测　每处理每个重复随机取１０株

幼苗（根系完整），蒸馏水冲洗根系周围细沙、蛭石，无

菌滤纸吸干水分。

（１）测定苜蓿幼苗的单株结瘤数；（２）测定苜蓿幼

苗的单株有效根瘤重，使用灭菌的手术刀，将每株幼苗

的所有根瘤沿根瘤与根系连接处切下，放在滤纸上吸

干表面水分后称重［２３］；（３）苜蓿幼苗的根瘤直径测量：

游标卡尺；（４）根瘤等级：根瘤等级划分参考５分制计

分法［２４］：１分：中空无内容物的死亡根瘤；２分：横切面

呈灰白色的无效根瘤；３分：直径小于０．５ｍｍ的粉色

根瘤；４分：直径０．５～１ｍｍ的粉色根瘤；５分：直径大

于１ｍｍ的粉色根瘤；（５）固氮酶活性：采用乙炔还原

法［２５］。切下根瘤，称取鲜重，放置８ｍＬ青霉素瓶中，

盖紧瓶塞并密封，使用微量注射器抽取０．８ｍＬ空气，

并注入０．８ｍＬ乙炔气体，反应２ｈ。然后使用１００μＬ

微量注射器吸取５０μＬ瓶内气体注入气象色谱仪
［２６］。

Ｃ２Ｈ４水平（μｍｏｌ／（ｇ·ｈ））＝

犆×犺狓×犞
犺狊×１０００×２２．４×狋×犿

［２６］

；

犆：标准Ｃ２Ｈ４浓度（ｎｍｏｌ／ｍＬ）；犺狓：样品峰面积；

犞：反应气体体积（ｍＬ）；犺狊：标准Ｃ２Ｈ４峰面积２２．４（乙

烯的物质的量）；狋：反应时间（ｈ）；犿：瘤重（ｇ）。

１．３．３　生长指标　每处理每个重复随机取４株幼苗

（根系完整），蒸馏水冲洗根系周围细沙、蛭石，无菌滤

纸吸干水分，测定生长指标。

（１）单株叶片数（复叶）；（２）株高、根长测量：直尺；

（３）地上生物量：天平称取地上鲜重；然后放于烘箱中

１０５℃烘２０ｍｉｎ，随后８０℃烘至恒重，称其干重；（４）

地下生物量：同（３）。

１．４　数据处理

数据结果采用ＳＰＳＳ２０．０进行方差分析，Ｄｕｎｃａｎ

法多重比较，利用Ｒ语言做相关性分析，ＥＸＣＥＬ２０１６

制图。

２　结果与分析

２．１　贮藏方法对苜蓿种子内生根瘤菌传代定殖的

影响

不同贮藏处理下，次代植株各组织部位中可不同

程度检测到ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ根瘤菌。苜蓿种子内生根瘤

菌可传代至次代植株中（图１）。

ｇｎ５ｆ在Ｓ１、Ｓ３、Ｓ４贮藏处理的植株根部可检测

到，且Ｓ１贮藏处理较Ｓ３、Ｓ４贮藏处理根瘤菌数量分别

增加了３０８．８８％和７８．０７％（犘＜０．０５），而Ｓ２贮藏处

理未检测到（图１Ａ）。１２５３１ｆ在Ｓ１、Ｓ２、Ｓ４贮藏处理

的植株根部可检测到，且Ｓ２处理根部定殖数量最大，

为５６０．６３ｃｆｕ／ｇ，显著高于Ｓ１和Ｓ４（犘＜０．０５），分别

提高了１１７．２３％，２８４．６０％；Ｓ３贮藏处理根部未检测

到１２５３１ｆ。ＣＫ处理根部均未检测到ｇｎ５ｆ和１２５３１ｆ

（图１Ａ）。

次代植株茎部标记根瘤菌定殖情况为，ｇｎ５ｆ在

Ｓ１、Ｓ３、Ｓ４贮藏处理植株茎部可检测到，Ｓ１贮藏处理

茎部定殖数量最多，为３０３．０３ｃｆｕ／ｇ，分别高于Ｓ３、Ｓ４

贮藏处理１１７．１１％和３６．００％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在

Ｓ１、Ｓ４贮藏处理植株茎部检测到，Ｓ１贮藏处理的定殖

数量最大，为３６．１３ｃｆｕ／ｇ，高于 Ｓ４２９４．３３％（犘＜

０．０５）。标记根瘤菌ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ在ＣＫ和Ｓ２贮藏处

理植株茎部未检测到（图１Ｂ）。

次代植株叶部标记根瘤菌定殖情况为ｇｎ５ｆ在

Ｓ１、Ｓ２贮藏处理植株叶部可检测到，Ｓ１贮藏处理叶部

定殖数量最大，为１１．１０ｃｆｕ／ｇ，显著高于Ｓ２贮藏处理

１２７．４６％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４贮藏处理

植株叶部可检测到，Ｓ４贮藏处理１２５３１ｆ定殖数量最

多，为２５．２７ｃｆｕ／ｇ，较Ｓ２、Ｓ３贮藏处理分析增加了

１７．９７％和４１０．５０％（犘＜０．０５），但Ｓ１贮藏处理未检

测到。ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ在ＣＫ叶部均未检测到（图１Ｃ）。

０２ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２２）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４２Ｎｏ．２



根据以上分析，ｇｎ５ｆ在Ｓ１处理各部位数量均最

高，１２５３１ｆ在Ｓ２处理根部数量最高，两个菌株在次代

植株中的内生部位和定殖数量受到种子贮藏条件的影

响。在各贮藏处理下，次代植株两个菌株内生部位从

根、茎到叶，根瘤菌数量均呈递减趋势，且根部＞＞茎

部＞＞叶部。

图１　不同贮藏方法下苜蓿内生荧光标记菌株犵狀５犳、１２５３１犳在次代植株根、茎、叶内的定殖数量

犉犻犵．１　犆狅犾狅狀犻狕犪狋犻狅狀狀狌犿犫犲狉狅犳犪犾犳犪犾犳犪犲狀犱狅狆犺狔狋犻犮犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋狆狉狅狋犲犻狀犾犪犫犲犾犲犱狊狋狉犪犻狀狊犵狀５犳犪狀犱１２５３１犳犻狀狋犺犲狉狅狅狋狊，狊狋犲犿狊

犪狀犱犾犲犪狏犲狊狅犳狋犺犲狀犲狓狋犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狆犾犪狀狋狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋狅狉犪犵犲犿犲狋犺狅犱狊

注：图内数据为平均值±标准误，不同小写字母表示同一菌株不同贮藏条件下差异显著（犘＜０．０５）

２．２　贮藏方法对次代植株结瘤有效性的影响

各贮藏处理下，不同程度增加ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ在次

代植株上的结瘤能力（图２）。Ｓ１贮藏处理次代ｇｎ５ｆ

单株结瘤数最高，为１２．３３个，较ＣＫ高３７％。Ｓ３贮

藏处理单株结瘤数为８．６７个，较ＣＫ高８．３８％。Ｓ２、

Ｓ４贮藏处理单株结瘤数分别为６．３３个和６个，较ＣＫ

分别减少了３４．５２％、２７．９７％（犘＜０．０５）。Ｓ２处理

１２５３１ｆ单株结瘤数最高，为 １３．３３ 个，较 ＣＫ 高

３７．９０％（犘＜０．０５）。Ｓ１、Ｓ４贮藏处理单株结瘤数分别

为７个和５个，较ＣＫ分别减少了２２．２２％、３９．９８％；

Ｓ３贮藏处理单株结瘤数为１０．６７个，高于 ＣＫ３３．

３８％（犘＜０．０５）（图２Ａ）。

Ｓ１贮藏处理ｇｎ５ｆ单株有效根瘤重最高，为０．１０１

４ｇ，较ＣＫ增加了１１８３．５４％（犘＜０．０５）。Ｓ２贮藏处

理单株有效根瘤重为０．０１６９ｇ，较 ＣＫ 减少了３．

９８％。Ｓ３、Ｓ４贮藏处理单株有效根瘤重分别为０．０３７６

ｇ和０．０１４５ｇ，较ＣＫ分别增加了３５３．０１％、６２．９２％

（犘＜０．０５）。Ｓ３贮藏处理１２５３１ｆ单株有效根瘤重最

大，为０．０２８ｇ，较ＣＫ增加了２３７．３５％（犘＜０．０５）。

Ｓ１、Ｓ２贮藏处理单株有效根瘤重分别为０．０１４５ｇ和

０．０２２０ｇ，分别高于ＣＫ８３．５４％、２５％（图２Ｂ）。

４个贮藏处理下，ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ根瘤直径均高于

ＣＫ。ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ均在Ｓ２贮藏处理根瘤直径最高，分

别为 ２．１６ ｍｍ 和 １．８２ ｍｍ，较 ＣＫ 分别增加了

４４．００％和２１．３３％（犘＜０．０５）（图２Ｃ）。

Ｓ１贮藏处理ｇｎ５ｆ根瘤等级最高，为５，显著高于

ＣＫ和同菌株其他贮藏处理（犘＜０．０５）。Ｓ２贮藏处理

根瘤等级为３，较ＣＫ减少了２５．００％。Ｓ２贮藏处理

１２５３１ｆ根瘤等级最大，为５，较ＣＫ增加了２５．００％（犘

＜０．０５）；Ｓ１ 贮 藏 处 理 根 瘤 等 级 为 ４，高 于 ＣＫ

３３．３３％；Ｓ４贮藏处理根瘤等级为２，较 ＣＫ 减少了

３３．３３％（犘＜０．００５）（图２Ｄ）。

　　Ｓ１贮藏处理ｇｎ５ｆ固氮酶活性最强，为６０．４６

μｍｏｌ／（ｇ·ｈ），显著高于ＣＫ（犘＜０．０５）。Ｓ３、Ｓ４处理

固氮酶活性有不同程度提升，且Ｓ２贮藏处理１２５３１ｆ

固氮酶活性最强，为１２６．４４μｍｏｌ／（ｇ·ｈ）。Ｓ１、Ｓ４贮

藏处理固氮酶活性为０．０３４３μｍｏｌ／（ｇ·ｈ）、０．１６２１

μｍｏｌ／（ｇ·ｈ），较ＣＫ分别减少了８６．３８％、４４．６８％；
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Ｓ３贮藏处理固氮酶活性为８１．６７μｍｏｌ／（ｇ·ｈ）（犘＜

０．０５）（图２Ｅ）。

２．３　不同贮藏方法种子内生根瘤菌对次代植株生长

的促进效应

Ｓ１、Ｓ３贮藏处理次代植株ｇｎ５ｆ单株叶片数分别

为１４．３３和１１．００，分别高于ＣＫ３８．７２％、１７．９０％（犘

＜０．０５）。Ｓ２、Ｓ４贮藏处理单株叶片数和ＣＫ一样，分

别为１１．３３和９．６７。Ｓ２、Ｓ３贮藏处理１２５３１ｆ单株叶

片数分别为１６．００和１１．６７，分别高于ＣＫ４１．２２％、

２５．０８％（犘＜０．０５）。Ｓ１、Ｓ４贮藏处理单株叶片数为

１１．３３和１１，分别高于ＣＫ９．６７％、１３．７５％（图３Ａ）。

４个贮藏处理下，次代植株的株高均高于 ＣＫ。

ｇｎ５ｆ在Ｓ１贮藏处理株高最大，为１９．５２ｃｍ，较ＣＫ增

加了４０．６３％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏处理株高

最大，为１９．８５ｃｍ，较ＣＫ增加３９．４０％（犘＜０．０５）（图

３Ｂ）。

４个贮藏处理下，次代植株根长均高于ＣＫ。ｇｎ５ｆ

在Ｓ１贮藏处理根长最高，为１５．４３ｃｍ（犘＜０．０５），较

ＣＫ增加了３３．８２％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏处

理根长最大，为１７．２３ｃｍ，较ＣＫ增加３６．０４％（犘＜

０．０５）（图３Ｃ）。

内生根瘤菌对次代植株苗期的生物量积累有不同

程度的促进作用，Ｓ１贮藏处理次代植株ｇｎ５ｆ地上鲜

重最高，为０．４９３４ｇ，较ＣＫ高６８．１１％（犘＜０．０５）。

Ｓ２贮藏处理地上鲜重为０．２８７１ｇ，较 ＣＫ 减少了

３．６３％；Ｓ３、Ｓ４贮藏处理地上鲜重分别为０．３６１２ｇ、

图２　不同贮藏方法下内生犵狀５犳、１２５３１犳种子的次代苜蓿幼苗单株结瘤数、单株根瘤重、

根瘤直径、根瘤等级、固氮酶活性

犉犻犵．２　犖狅犱狌犾犲狀狌犿犫犲狉，犖狅犱狌犾犲狑犲犻犵犺狋，犖狅犱狌犾犲犱犻犪犿犲狋犲狉，犖狅犱狌犾犲犵狉犪犱犲，犖犻狋狉狅犵犲狀犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犪犾犳犪犾犳犪狊犲犲犱犾犻狀犵狊犳狅狉犿犲犱

犳狉狅犿犵狀５犳犪狀犱１２５３１犳犮狅犾狅狀犻狕犲犱狊犲犲犱狊狊狋狅狉犲犱狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊

２２ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２２）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４２Ｎｏ．２



图３　在不同贮藏方法下内生犵狀５犳、１２５３１犳种子的次代苜蓿幼苗单株叶片数、株高、根长

犉犻犵．３　犔犲犪犳狀狌犿犫犲狉狆犲狉狆犾犪狀狋，狆犾犪狀狋犺犲犻犵犺狋犪狀犱狉狅狅狋犾犲狀犵狋犺狅犳犪犾犳犪犾犳犪狊犲犲犱犾犻狀犵狊犳狅狉犿犲犱犳狉狅犿犵狀５犳犪狀犱１２５３１犳犮狅犾狅狀犻狕犲犱

狊犲犲犱狊狊狋狅狉犲犱狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊

０．２８３７ｇ，较ＣＫ分别高３９．８９％、９．７１％。４种贮藏处

理下１２５３１ｆ地上鲜重均高于ＣＫ，在Ｓ２贮藏处理地上

鲜重最高，为０．５１３５ｇ，较ＣＫ提高了７２．３７％（犘＜０．

０５）（表１）。

４个贮藏处理下，次代植株地上干重均高于ＣＫ。

ｇｎ５ｆ在Ｓ１贮藏处理地上干重最高，为０．１４０５ｇ，较

ＣＫ增加了１３７．７３％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏

处理下地上干重最高，为０．１３９９ｇ，较 ＣＫ 增加了

１４４．５８％（犘＜０．０５）。

４个贮藏处理下，次代植株根鲜重均高于 ＣＫ。

ｇｎ５ｆ在Ｓ１贮藏处理根鲜重最高，为０．４１７９ｇ，较ＣＫ

增加了２２３．７０％（犘＜０．０５）。１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏处理

根鲜重最高，为０．３５８７ｇ，较ＣＫ增加了２８４．０５％（犘

＜０．０５）。

表１　不同贮藏方法下次代植株苗期的生物量

犜犪犫犾犲１　犛犲犲犱犾犻狀犵犫犻狅犿犪狊狊狅犳狀犲狓狋犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狆犾犪狀狋狊狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋狅狉犪犵犲犿犲狋犺狅犱狊

菌株
地上鲜重／

（ｇ·株
－１）

地上干重／

（ｇ·株
－１）

根鲜重／

（ｇ·株
－１）

根干重／

（ｇ·株
－１）

ＣＫ Ｓ１ ０．２９３５±０．００６４ｄ ０．０５９１±０．００４１ｃｄ ０．１２９１±０．０２４９ｃ ０．０１４８±０．００３６ｂ

Ｓ２ ０．２９７９±０．００６１ｄ ０．０５７２±０．００７２ｃｄ ０．０９３４±０．０１４６ｃ ０．０１９３±０．００１４ｂ

Ｓ３ ０．２５８２±０．００５８ｅ ０．０４０７±０．０００９ｄ ０．１１２４±０．０２２５ｃ ０．０１±０．００２ｂ

Ｓ４ ０．２５８６±０．００４ｅ ０．０４０３±０．０００４ｄ ０．０８４７±０．００１７ｃ ０．００７４±０．０００１ｂ

ｇｎ５ｆ Ｓ１ ０．４９３４±０．００６４ａ ０．１４０５±０．００６ａ ０．４１７９±０．１３０６ａ ０．１０３６±０．０４１１ａ

Ｓ２ ０．２８７１±０．００３２ｄｅ ０．０６９３±０．００１８ｂｃ ０．１４５８±０．０３９２ｃ ０．０２７６±０．０１ｂ

Ｓ３ ０．３６１２±０．００３７ｃ ０．０７３１±０．００４４ｂｃ ０．１８８７±０．０２４６ｂｃ ０．０３２１±０．０１４３ｂ

Ｓ４ ０．２８３７±０．０３３８ｄｅ ０．０５８４±０．００６ｃｄ ０．１４６６±０．０１８９ｃ ０．０１９４±０．００４７ｂ

１２５３１ｆ Ｓ１ ０．４１６９±０．００２４ｂ ０．０７３７±０．００４６ｂｃ ０．１９８３±０．０４８２ｂｃ ０．０３６１±０．００７９ｂ

Ｓ２ ０．５１３５±０．００３８ａ ０．１３９９±０．０１２７ａ ０．３５８７±０．０９４５ａｂ ０．０９０４±０．０２６５ａ

Ｓ３ ０．３３８７±０．００５７ｃ ０．０６９７±０．００７５ｂｃ ０．１４１±０．０３７５ｃ ０．０１８４±０．００６１ｂ

Ｓ４ ０．３７１４±０．００２ｃ ０．０７９６±０．００５ｂ ０．２５０４±０．０６５７ａｂｃ ０．０４２６±０．００４８ｂ

　　注：图内数据为平均值±标准误，不同小写字母表示同一贮藏条件下不同菌株的差异性显著（犘＜０．０５）
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　　４种贮藏处理下ｇｎ５ｆ根干重均高于ＣＫ，在Ｓ１贮

藏处理根干重最高，为０．１０３６ｇ，较ＣＫ增加了６００．

００％（犘＜０．０５）。Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４贮藏处理根干重分别为

０．０２７６ｇ、０．０３２１ｇ、０．０１９４ｇ，较ＣＫ分别增加了１９６．

７７％、２２１．００％、１６２．１６％。１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏处理根

干重最高，为０．０９０４ｇ，较ＣＫ增加了８７２．０４％（犘＜

０．０５）。

２．４　次代植株传代根瘤菌结瘤有效性与生长效应的

相关性分析

对不同贮藏处理下的次代植株根系结瘤有效性、

生长效应进行相关性分析表明，单株结瘤数与根瘤等

级、固氮酶活性、单株叶片数、株高、根长均呈极显著正

相关（犘＜０．０１），相关系数达到７０％以上，与地上鲜

重、地上干重呈正相关（犘＜０．０５）；根瘤等级和固氮酶

活性都与单株叶片数、株高、根长、地上干重呈极显著

正相关（犘＜０．０１）（图４）。单株叶片数和根长与单株

有效根瘤重、根瘤直径不相关外，与其他９个指标间亦

呈极显著正相关（犘＜０．０１），相关系数达到７５％以上。

株高与根瘤直径不相关外，与单株有效根瘤重呈正相

关（犘＜０．０５），与其他９个指标间亦呈极显著正相关

图４　贮藏方法对次代植株苗期根系结瘤能力、

幼苗生长能力的相关性分析

犉犻犵．４　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊狋狅狉犪犵犲犿犲狋犺狅犱狊狅狀狉狅狅狋

狀狅犱狌犾犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔犪狀犱狊犲犲犱犾犻狀犵犵狉狅狑狋犺狅犳狀犲狓狋

犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狆犾犪狀狋狊

注：表示显著相关（犘＜０．０５）；表示极显著相关（犘

＜０．０１）；犡１：单株有效根瘤重；犡２：单株结瘤数；犡３：根瘤直

径；犡４：根瘤等级；犡５：固氮酶活性；犡６：单株叶片数；犡７：株

高；犡８：根长；犡９：地上鲜重；犡１０：地上干重；犡１１：根鲜重；犡１２：

根干重

（犘＜０．０１）；地上鲜重与单株叶片数、株高、根长、地上

干重、根鲜重、根干重呈极显著正相关（犘＜０．０１），相

关系数达到８０％以上（图４）。根瘤直径与其他１１个

指标之间的相关性较低。

３　讨论

内生根瘤菌是能与宿主植物互利共生的有益细

菌，可以合成化合物促进植物生长、提高植物对水分和

营养的吸收、联合固氮、提高植物的抗逆性［２７］。种子

是下一代植株内生根瘤菌的重要来源，但是种子内生

根瘤菌的来源并不明确。而在本研究中，将具有荧光

标记根瘤菌的种子作为试验材料，有利于更深入地研

究内生根瘤菌的传代能力和传代有效性，同时避免了

其他来源内生根瘤菌的干扰。此外，本研究采用不同

贮藏方法的内生根瘤菌种子，可筛选出适宜优良苜蓿

－根瘤菌共生体的贮藏条件。

本研究在次代植株苗期的各部位均可检测到

ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ，说明种子内生根瘤菌可以传代至次代植

株中。张彩文［２８］在研究中发现，水稻亲代种子内生菌

可在植株生长发育过程中传播到根、茎组织并最终传

播到子代种子内，即种子内生菌可以进行垂直传播，与

本试验结果一致。张淑卿［２９］标记菌迁移试验发现的

根瘤菌自根向茎顶部的运移通道是存在的，标记根瘤

菌在运移通道中的分布是不连续的，在部分通道组织

内能只能选择性允许标记菌通过，不能长期定殖。本

试验中不同贮藏条件的种子内生根瘤菌虽均可以传代

至次代植株中，但两种菌株在根部定殖数量高于茎、叶

部，且ｇｎ５ｆ在Ｓ１贮藏处理根、茎、叶部定殖数量显著

高于其他贮藏处理；１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏处理根部定殖

数量显著高于其他贮藏处理，个别贮藏条件下的次代

植株苗期根、茎、叶部未检测到标记根瘤菌，可能是茎、

叶部位标记根瘤菌测定不表现，这都证实了其研究

结果。

ｇｎ５ｆ和１２５３１ｆ在次代植株苗期的定殖数量有差

异，ｇｎ５ｆ在 Ｓ１贮藏条件次代植株中的数量最多，

１２５３１ｆ在Ｓ２贮藏条件次代植株中的数量最多。可能

是由于两种菌株来源不同，对于甘农５号紫花苜蓿来

说，ｇｎ５ｆ原始菌株ｇｎ５为内源菌株，是快生型根瘤菌，

１２５３１ｆ原始菌株１２５３１为外源菌株，是慢生型根瘤菌，

两种菌株的遗传性状差异较大；其次可能是种子贮藏

方法不同导致内生根瘤菌在次代植株传代能力不同。

４２ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２２）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４２Ｎｏ．２



温度影响细菌的生理生化代谢途径，Ｈｏｃｈ等
［３０］研究

发现当温度低于１２℃时，微生物的生长速率与温度成

正相关，在适宜温度下，细菌繁殖快，更容易存活，温度

过低后微生物生长出现逆境，表现为微生物数量较低

等，祁娟［３１］的研究表明在－１６～２０℃苜蓿种子内生根

瘤菌存在着低温临界点，低于此温度临界点，苜蓿种子

内生根瘤菌生长会受阻，本试验也证实了这一点。适

宜的贮藏温度内生根瘤菌适合存活可以顺利传代，而

低温对微生物生长的抑制作用较大，从而导致－５℃

下内生根瘤菌数量较少［３２］。适宜的温度下微生物才

能生长繁殖，过高或过低的温度均不利于微生物的生

长和繁殖，这就可能造成不同温度贮藏下的次代植株

苗期内生根瘤菌数量差异较大。

不适宜的贮藏温度可能会导致种子中的内生菌致

死［３３］，在种子贮存过程中，内生菌的活性的降低先于

种子活力的降低［３４］，与种子的活力相比，内生菌的活

性更容易受温度、湿度等外部条件的影响，其活力比种

子活力低［３５－３６］。苗阳阳［１８］在研究２５℃、２５℃硅胶干

燥、－４℃和４℃贮藏方法下次代种子内生根瘤菌数

量时，其数量和本试验中次代植株内生根瘤菌数量有

差异，或因内生根瘤菌在苜蓿种子中的定殖数量可能

会随着贮藏时间及条件的变化而降低，也可能是因为

内生根瘤菌存在于种子中但是未表现出来或在贮藏过

程中次代种子内生根瘤菌进行再一次的增殖或衰减。

接种根瘤菌可有效促进紫花苜蓿早结瘤，提高其

产量和品质［３７］，本试验内生根瘤菌种子的次代植株结

瘤竞争能力高于ＣＫ，两个内生根瘤菌菌株均可提高

次代植株苗期的结瘤有效性和生长效应，任安芝等［３８］

也证明种子内生菌可以有效提高幼苗根长和苗高、生

物量积累等，祁娟［３１］将苜蓿种子内生根瘤菌分离纯化

后回接的试管苗的结瘤指标、生物量均得到提高。本

试验表明不同贮藏方法的种子内生根瘤菌可以高效传

代，根瘤菌传代后依然可以增加苜蓿植株生物量。但

内生根瘤菌能否在苜蓿植株生殖生长期稳定生存，并

保持良好的促生效果，是否可以继续传代至第三代种

子中有待继续研究。

４　结论

适宜的贮藏方法有利于提高种子内生根瘤菌的传

代能力和传代有效性，在４种贮藏条件下，苜蓿种子内

生根瘤菌均可传代至次代植株苗期各部位，ｇｎ５ｆ内生

种子适宜Ｓ１贮藏，可高效传代到次代植株共生结瘤，

固氮促生；１２５３１ｆ内生种子适宜Ｓ２贮藏，可高效传代

到次代植株共生结瘤，固氮促生。在各贮藏条件下，均

可不同程度提高ｇｎ５ｆ、１２５３１ｆ次代植株苗期的单株叶

片数、株高、根长、生物量；ｇｎ５ｆ内生种子在Ｓ１贮藏，

可提高次代植株苗期的单株结瘤数、单株根瘤重、根瘤

直径、根瘤等级；１２５３１ｆ内生种子在Ｓ２贮藏，可提高

种子植株苗期的单株结瘤数、单株根瘤重、根瘤直径、

根瘤等级、固氮酶活性；两种菌株稳定传代到下一代植

株时均有向繁殖器官运移定殖的明显趋势。
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