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摘要　用营养液培养大豆 7周 ,研究两种氮源条件下 ,磷对大豆结瘤固氮的影响 。在本试验的各取

样时期 ,随营养液中磷水平的增加 ,生物固氮植株的根瘤数增加较多 ,尤其是处理后第 6周 ,磷对根

瘤形成的影响最大。磷对硝态氮处理根瘤数的影响不大 ,但本试验条件下 ,在 16μmol /L 磷水平 ,

根瘤数较多 。硝态氮处理根瘤数远没有生物固氮处理多 ,表现出氮素对大豆结瘤的抑制作用 ,导致

根瘤固定的氮量减少 。因此 ,硝态氮植株体内含氮量随磷水平的增加而降低 ,而生物固氮植株增

加。生物固氮处理根中 N /P 与根瘤数之间存在显著的负相关关系 , r=- 0. 5816* ,硝态氮处理根

中 N /P 与根瘤数之间不相关。
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　　磷在豆科作物生长发育及与根瘤菌的共生固氮

中起着重要的作用[ 1] ,一方面 ,磷是构成作物体多种

重要有机化合物的组成成分 ,另一方面 ,磷是固氮酶

的结构物质和酶促反应中的能源。作物根以正磷酸

盐(H2 PO 4 - 、HPO4 2 - 和 PO 4 3 - )形式 , 主要是

H 2PO 4 - 从土壤中吸收磷素营养[ 2] 。但是 ,世界上

绝大多数农业土壤缺磷 ,我国农田中约 2 /3的土壤

严重缺磷
[ 3]
。这主要是因为在酸性土壤中磷酸盐与

铁铝氧化物结合;碱性条件下与碳酸钙结合形成难

溶态磷[ 4 , 5] , 植物不能吸收利用 ,出现土壤磷素的

“遗传学缺乏”现象[ 3] 。缺磷成为豆科作物生长发育

和结瘤固氮的重要限制因子 ,尤其在根瘤的能量代

谢过程中 ,磷素发挥着非常重要的作用[ 6] ,磷在大豆

结瘤固氮中的作用非常复杂 ,至今仍是国内外研究

磷素营养过程的一个重要而且复杂的难题。

豆科作物 -根瘤菌是根际微生态系统中一类特

殊的作物 -微生物共生体 ,豆科作物 - 根瘤菌的这

种共生固氮过程受多种环境因素影响 ,其中生长介

质中的氮素对生物固氮过程的影响较大 。硝态氮是

影响豆科作物共生固氮的重要因素 ,较高的硝态氮

影响根瘤皮层内 O 2 的扩散 ,最终导致根瘤呼吸速

率和固氮酶活性降低
[ 8]
,同时又会抑制豆科作物结

瘤信号物质类黄酮的合成和积累 ,从而抑制根瘤菌

与豆科作物间的识别和侵染[ 9] 。生长介质中不同形

态氮源对大豆结瘤固氮的影响和硝态氮对花生结瘤

固氮的影响已有报道[ 7 , 10] 。硝酸根离子抑制共生固

氮(Streeter , 1988),但是很难确定共生固氮的哪一

个过程受到影响。生物量在根和根瘤中的分布也受

硝酸根的影响 ,这方面的报道较多
[ 11 - 13]

。本文利用

水培技术 ,以硝态氮(NO 3 - N)和生物固氮(N2)为两

种形态氮源 ,研究大豆结瘤固氮对缺磷的适应性反

应机制 ,揭示大豆根瘤生长和植株氮磷含量对缺磷

的反应 。

1　材料与方法
1. 1　试验设计

供试大豆品种为黑农 35。试验设 2 种形态氮

源和 4个磷水平的 8 个处理 , 3次重复 ,随机排列。

两种形态氮分别为生物固氮和硝态氮 。移栽时生物

固氮的处理接种根瘤菌合丰 25 , 根瘤菌密度

105cell /L ,4天后再接一次根瘤菌悬液 ,以后换为无

根瘤菌营养液;硝态氮处理 ,移栽后第二周开始加入
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1mmol /LCa(NO3)2 。以 KH 2PO 4 为磷源 ,4个磷水

平分别为 1 , 4 ,16和 50μmol /L。

1. 2　大豆培养

大豆种子用 70%乙醇灭菌 ,以无菌水冲洗 7 ～ 8

次 ,放入带有 5 ～ 7 mm 孔径的塑料板上 ,然 后放入

盛有 1 mmol /L CaCl2和 5 μmol /LH 3BO3 , pH 为

5. 0 ～ 5. 5 的塑料桶中 ,桶中液面恰好浸没种子一

半。25 ～ 30℃条件下 ,避光催芽 , 待主根长 4 ～ 5

cm ,须根尚未长出时 ,移栽 ,6 株 /盆 ,用脱脂棉将豆

苗固定住 ,24小时连续通气供氧。整个试验过程都

用蒸馏水 。将 5L 蒸馏水放入 5L 盆中 。一定容积

的营养液加入单个盆中 , 营养液组成(μmol /L),

K2 SO 4 , 600;MgSO 4 . 7H 2O ,200;CaCl2 . 2H 2O ,600;

H 3BO 3 , 5;ZnSO4 . 7H2O , 0. 75;MnSO 4 . H2O , 1;

CoSO 4 . 7H 2O , 0. 2;CuSO 4 . 5H2O , 0. 2;Na2MoO 4 .

H 2O ,0. 03;Fe - NaEDTA ,10。移栽后每周更换营

养液 2次 ,每天用 0. 01mol /L HCI 或 0. 01mol /L

NaOH 调营养液 pH 为 5. 0 - 6. 0 。

1. 3　分析测定方法

磷处理后第 4周开始取样 ,每隔 7天取样一次 ,

直到第 7周 。每次取样时 ,将整株大豆用 0. 1mol /L

的 HCl蘸洗一次 ,再用蒸馏水洗两次。然后 ,将植

株分为地上 、根和根瘤三部分 ,分别测定鲜重 、干重 、

根瘤数。再将所有的部分在105℃杀青 30min ,调至

80℃烘干 ,备用氮磷分析 。全氮用凯氏定氮仪测定 ,

磷用钼锑抗比色法测定(鲁如坤 ,2000)[ 14] 。

2　结果与分析

2. 1　根瘤数

生物固氮的处理 ,处理后第 4周 ,磷对根瘤数的

影响较小(图 1)。从第 5周开始 ,磷对大豆结瘤的

促进作用增大 ,尤其是处理后的第 6 周 ,根瘤数在

P3水平达到最大 , P3 比 P2 处理根瘤数增加了

64. 7%。处理后第 7周 ,根瘤数与磷水平呈显著正

相关(r =0. 9771
**
),根瘤数在 P4水平比 P1增加

了 88. 7%,但仍不如第 6 周 P3处理根瘤数多 。可

见 ,本试验的磷水平条件下 , 50μmol /L P 仍未满足

大豆根瘤形成对磷的需求 。硝态氮处理 , 4 次取样

的结果均表现出 ,P3水平根瘤数最多。在 4个取样

时期 ,P3处理比 P1 、P2和 P4 处理根瘤数分别增加

了 537. 5%、264. 3%、30. 8%;66. 7%、61. 8%、

71. 9%;96. 6%、 159. 1%、 29. 5%和 134. 8%、

92. 9%、1. 9%。表明 ,在硝态氮处理中 , P3 水平已

满足大豆结瘤对磷素的需求 ,磷水平再增加 ,对大豆

结瘤反而有抑制作用。各个取样时期 ,生物固氮处

理的根瘤数明显比硝态氮处理多 ,最大根瘤数相差

95个 /株。本试验的结果充分体现了硝态氮对结瘤

的抑制作用 ,且磷水平越高抑制作用越大 。

图 1　磷对根瘤数的影响

Fig. 1　The effect of P on nodule numbe r

2. 2　磷对含氮量的影响

磷处理后第 4 周 ,生物固氮处理植株地上部含

氮量随磷水平的增加逐渐增加(图 2),从 P1到 P3

水平 ,增加了 44. 6%。5周后 ,大豆地上部含氮量受

磷的影响较小。处理后第 7周 ,增加 P 促进大豆根

瘤生长 ,固氮能力增强 ,因此 ,高磷水平时 ,地上部含

氮量略有增加 ,地上部生长随之加快 。比较而言 ,在

所有取样时期 ,随磷水平的增加 ,硝态氮处理植株含

氮量都逐渐降低。处理后第 4 周 ,地上部含氮量降

低的程度最大 ,从 P1 到 P3 水平 , 含氮量降低了

26. 9%。表明 ,硝态氮处理由于有充足的氮素供应 ,

随 P 水平的增加 ,促进植株生长 ,消耗体内氮素导

致前期含氮量降低得较明显 ,而在后期 ,由于植株生

长需氮量增加 ,营养液中供给的氮量并没有增加 ,生

长受到限制 ,体内含氮量降低的程度变小 。

2. 3　磷对氮磷比的影响

从图 3和图 4可看出 ,大豆地上部和根中的 N /

P 具有明显的规律性。在所有取样时期 ,生物固氮

处理地上部和根中的 N /P 都随着磷水平的增加而

降低 ,而硝态氮处理地上部 N /P 在 P2水平达到最

大 ,根中 N /P 在 P1水平达最大。比较而言 ,生物固

氮处理植株体内的 N /P 随时间变化没有明显的规

律性 ,而硝态氮处理随时间延长 N /P 增加 ,地上部

和根中的最大 N /P 分别比第一周增加了 90. 8%、

94. 9%和 167. 7%;245%、212%和 211%。
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2. 4　根中 N /P 与结瘤的关系

生物固氮处理根中的 N /P 与根瘤数间存在显

著的负相关关系 , r=0. 5816*(图 5),而硝态氮处理

根中的 N /P 与根瘤数之间没有明显的关系(图 6)。

该结果表明 ,对大豆 - 根瘤菌的共生体系 ,根中的

N /P 直接影响着根瘤的形成 ,而硝态氮处理根中的

N /P 对根瘤形成的影响不大 。

3　讨论

磷元素可以刺激根瘤菌繁殖 ,促使根瘤菌鞭毛

运动 ,有利于根瘤菌接近和侵入根毛 ,形成根瘤[ 15] 。

因此 ,本试验条件下 ,高磷处理的根瘤数明显较高

(图 1)。而磷供应不足会导致氮素缺乏 ,出现缺氮
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症状 ,本试验的生物固氮处理比硝态氮处理叶色黄 ,

但随着生物固氮处理根瘤的形成 、发育和具有了固

氮活性 ,叶色逐渐恢复。磷的另外一个作用是促进

大豆体内蛋白质的合成 ,在高磷水平 ,生物固氮处理

的含氮量并不比低磷处理的高 ,这是因为根瘤固定

的氮一部分被宿主吸收利用合成了蛋白质 ,防止了

可溶性氮化合物积累 ,同时使固氮过程处于活跃状

态 ,保证了稳定的固氮能力 。如果植株体内的含氮

量过高将抑制固氮过程 ,所以 ,生物固氮处理根中的

N /P 与根瘤数存在显著的负相关关系 ,进而影响固

氮能力。但硝态氮处理的根瘤数明显比生物固氮处

理的少 ,增加营养液中磷水平 ,对根瘤形成的影响并

不十分明显 ,根中的 N /P 也与根瘤数不相关。硝酸

根离子抑制共生固氮[ 16] ,但是很难确定共生固氮的

那一个过程受到影响 。可能是固氮酶活性 ,或作物

生长 ,或保持根瘤的生长过程受到影响 。而且 ,硝态

氮还原的中间产物 NO 2
-
对根瘤的着生和膨大不

利 ,并且对固氮酶呈现不可逆的抑制
[ 17]

。

参　考　文　献

1　Carrol P , Van ce. Phosphorus acquisit ion an d u se:cri tical adapta-

t ions by plants for securing a n on renew able resource[ J] . New

Phy tologis t , 2003 , 157:423 - 447.

2　Raghotham a K G. Phosph ate acquisit ion[ J] . An nual Review of

plan t Physiology and Plan t Molecular Biology , 1999 , 50:665 -

693.

3　吴平 ,印莉萍 ,张立平 ,等.植物营养分子生理学[ M ] .北京:科学

出版社 , 2001 , 103 - 105.

4　Matar A , Tonent J , Ryan J. Soil and fert ilizer phospho ru s and

crop respon ses in th e d ry land Medi terranean zone[ J] . Advances

in S oi l S cien ce , 1992 , 18:81 - 146.

5　Comerford N B. Soil p hosphoru s bioavailabili ty[ M] . In:Lyn ch

JP Deikm an J , eds. Ph osphoru s in plant biology:regu latory

roles in m olecu lar , cel lular , organic , and ecosy stem p roces ses

[ J] . Rockvill e , MD , USA:American S ociety of Plant Physiolo-

gy , 1998 , 136- 147.

6　Tong-Min S a , Is rael D W . Energy Status and Funct ioning of

phosphorus-def icient soybean nodules[ J] . Plant Phy siol , 1997 ,

97:928- 935.

7　左元梅 ,刘永秀 ,张福所. NO 3 -态氮对花生结瘤与固氮作用的影

响[ J] .生态学报 , 2003 , 4:21- 26.

8　Vadez V , Rodier F , Pay re H , Drevon J J. Nodule perm eabilit y to

O 2 and nit rogenase - lin ked respi ration in b ean genoty pes varying

in the tolerance of N 2 fi xation to P deficien cy[ J] . Plant Physiolo-

gy and Biochemist ry , 1996 , 34:871- 878.

9　Dak ora D F. A fun ctional relat ionship between legheamoglobin

and nit rogenase based on n ovel measurem ents of the proteins in

legume root nodu le[ J] . Annal of Botany Canpany , 1995 , 15:49 -

54.

10 刘莉 ,周俊初 ,陈华葵. 不同形态的氮对大豆结瘤和固氮的影响

[ J] .中国农业科学 , 1998 , 31(4):87- 89.

11 Atkins C A , Pate J S , Griff iths G J ,White S T. Economy of car-

bon and nit rogen in nodulated and nonnodulated (NO3 - g row n)

cow pea (Vigna unguicu lata L. Walp)[ J] . Plan t Phy siology , 1980 ,

66:978- 983.

12 Pate J S , Layzell D B , Atkins C A. Economy of carbon and ni t ro-

gen in a nodulated and non nodulated (NO3 - grown) legume[ J] .

Plant Physiology , 1979 , 64:1083 - 1088.

13 Ryle G J A , Pow ell C E , Gordon A J . T he respi ratory cost s of ni-

t rogen fixat ion in soybean , cow pea and w hi te clover. II. Com-

pari son of nit rogen fixation an d the u tiliz at ion of combined ni t ro-

gen[ J] . Journal of Experimental Botany , 1979b , 30:145 - 153.

14 鲁如坤.土壤农业化学分析方法[ M ] . 北京:中国农业科技出版

社 , 2000 , 312- 314.

15 董钻.大豆产量生理[ M] .北京:中国农业出版社 , 1999 , 97- 98.

16 S t reeter J. In hibit ion of legume nodule fu nct ion and N 2 f ixation

by nit rate[ J] . CRC C ri t Rev Plant S ci. , 1988 , 7:1 - 23.

17 Francesco G , Kerat in H. Local and sy stemic ef fects of ph osphorus

and ni t rogen on nodulat ion and n odu le fun ction in Alnus incana

[ J] . J ou rnal of E xperim an tal Botany , 2003 , 54:2757- 2767.

EFFECTSOF P DEFICINCYON NODULATION AND FUNCTION IN SOYBEAN

UNDER TWO DIFFERENT N SOURCES
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Abstract　Soybean , grow n in solution culture for 7 w eeks , had been used to study the ef fect of P on nodu-

lation under tw o ni tro gen sources. A t all harvest time , nodule number of ni tro gen fixation increased w ith P

supply in so lut ion further increased , especially , at 6th w eek , nodule number reached a maximum. In con-

t rast , that of ni t rate t reatment w as less than that of nit rogen fixation t reatment , but (下转第 258页)
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究得出以下结论:使豆浆变质的主要腐败微生物为

三种细菌 ,未检出酵母和霉菌 ,其中 ,三种细菌均为

革兰氏阴性菌;对三种细菌所产生的腐败气味进行

感官评定发现 , 2号细菌是变质豆浆产生酸败味的

主要原因 。对最难被 121℃高温灭菌杀灭及最难被

Nisin抑制的 1号细菌研究表明 ,该细菌的杀灭效果

受灭菌时间和 Nisin 添加量的影响 ,其中灭菌时间

的影响大于 Nisin添加量 , 121℃灭菌 30min ,并且添

加 300mg /kg 可使该细菌在豆浆中 37℃下被抑制

30d ,但不能超过 45d 。

为了优化工业化豆浆的保质方法 ,降低规模化

生产豆浆的成本 ,同时尽可能多地保留豆浆中的营

养成分 ,需要对所分离的腐败细菌进行鉴定 ,并研究

它们在豆浆中的生理生化特性 ,本研究小组的下一

阶段应尝试利用分子生物学手段快速 、准确地鉴定

所本次实验所分离的腐败细菌 ,并进一步改进杀灭

这些细菌的杀菌方式 。
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RESEARCH ON SEPARATION AND STERILIZATION CONDITION

OF PUTRID MICROORGANISMS IN TRANSMNTATIVE SOYMILK

Wang Liping　Chen Yourong　Qi Fenlan

(College o f Food Science and Technology , S hanghai Fisheries Universi ty , S hanghai 200090)

Abstract　In this paper , putrid microo rganisms w ere separated f rom five t ransmutative commercial soy

milk samples. The result indicated that putrid microo rganism we re mainly consisted o f three bacteria , no

yeast and mould w ere detected. With re-steri lized soy milk as medium , by means of L9(3
2
) or thogonal ex-

periment , sterilization condit ion for the st rongest capaci ty strain of the three separated bacteria w as deter-

mined:121℃ fo r 30min , 300mg /kg Nisin. With the de terminated sterilization method , when soy milk

stored for 30 day s under 37℃, no bacterium was de tected , but the amount of bacterium exceeded 100 cfu /

mL on the 45th day.

Key words　Soy milk;Putrid microo rganism;Orthogonal experiment;Sterilization condi tion
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nodule number reach a max imum at 16μmol /L P . These suggested that nit rate inhibi ted soybean nodula-

tion so that nit rogen fixed decreased. Therefo re , nit rogen concentration of plant in nit rate t rea tment de-

creased wi th P further increased , but that of ni trog en fixation is opposi te. The ration of N and P in ro ots of

nit rog en fix ation t reatment had a significant relationship , r=- 0. 5816
*
, but that o f nit rate t reatment w as

no t co rrelated.

Key words　Phosphorus;Nitrog en;Nodulation;Soybean
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