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　　生物固氮种类繁多 ,其中以共生固氮效率较高 ,

固氮量较大 ,但它只能在一种极其精细复杂而又高

度专一的结构-根瘤中进行。在共生固氮中 ,由于

固氮酶的催化 ,根瘤菌能将大气中的分子氮转化为

氨 ,然后输入所在的侵染细胞(寄主细胞),继而合成

有关的固氮产物 。同时 ,侵染细胞又将氧 、水分 、矿

物质 、有机养分和能量供给根瘤菌 ,使其进行正常的

新陈代谢 。因此 ,根瘤菌与侵染细胞处在一种相互

影响 ,相互依赖 ,相互促进 ,相互制约的关系之中 。

由此不难看出 , 豆科根瘤不仅是共生固氮的场所 ,

也是研究寄主细胞与根瘤菌之间相互关系较为理想

的材料。

大豆根部能产生大量的固氮根瘤。虽然它的结

瘤状况和固氮活性常因品种和环境不同而异 ,但结

瘤较多 ,固氮活性较高 ,固氮量较大在豆科根瘤中却

是不争的事实。因此 ,大豆根瘤一直受世人关注 ,为

了进一步阐明它的固氮机理 ,增强固氮效率 ,提高单

位面积产量 ,增加蛋白含量和改善品质 ,许多学者用

不同的方法 ,从不同的角度 ,不同的方面对大豆根瘤

的结构和功能进行了深入而详细的研究[ 1-7] ,已成

为国内外研究最多的豆科根瘤之一 。

大豆根瘤由侵染细胞 、非侵染细胞 、皮层细胞 、

厚壁细胞和维管束等组成[ 8] 。虽然对它进行过大量

研究 ,但主要集中在它的侵染细胞方面 ,而与其同存

于根瘤中心组织中不含根瘤菌的非侵染细胞却一直

未受到足够重视。特别是在国内 ,几乎无人触及这

一领域 ,对它了解不多 ,知之甚少 。早先 ,一般认为

它的产生是随机的 ,在根瘤中最多也只起一种支持

作用。随着研究的深入 ,逐渐认识到除了支持作用

外 ,它还有气体扩散 、物质运输和淀粉筹备等功能。

后来研究发现 ,它甚至还参与了根瘤最后固氮产物

(酰脲)的合成与输出 ,并在其中起了其它细胞无法

取代的关键作用
[ 9]
。

1　气体扩散

在所有的豆科根瘤中 ,至今还未发现一种没有

非侵染细胞的根瘤 ,说明非侵染细胞的存在并不是

偶然的 。在大豆根瘤中 ,由侵染细胞组成的侵染组

织和由非侵染细胞组成的非侵染组织相比 ,两者在

根瘤中心组织中所占的比例悬殊很大 ,前者高达根

瘤中心组织的 78%左右 ,后者仅约占 21 %,其余

1%则为细胞间隙[ 10] 。不仅如此 ,而且它们的细胞

形态结构也不一样 ,前者体积较大 ,细胞质较多 ,细

胞器较丰富 ,只有小液泡。后者体积较小 ,细胞质较

少 ,细胞器相对缺乏 ,而且自始至终都有一个很大的

中央液泡 ,但它不是死细胞 ,而是一种活的细胞
[ 11]
。

非侵染细胞分散在侵染细胞之中 ,由此形成的非侵

染组织呈辐射线分布 ,常有 空气通道位于其中 ,故

非侵染细胞可能具有气体扩散和交换功能
[ 12]
。

豆科固氮根瘤中存在着大量的豆血红蛋白 ,但

一般认为它只存在于侵染细胞中 ,其功能是降低氧

分压 ,保护固氮酶不受破坏[ 13 ～ 15] 。近来研究表明 ,

非侵染细胞中也有这种蛋白[ 16] ,而且还有在抗坏血

酸-谷胱甘肽途径中与氧化还原有关的抗坏血酸氧

化酶和单脱氢还原酶 ,因此非侵染细胞可能还与氧
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的扩散有关[ 17] 。在根瘤皮层细胞内也存在着气体

交换和扩散 ,并具有由环境变化而产生的自我调节

机制 。通过这种机制既可调节根瘤中心组织中氧气

的浓度 , 也可调节其它气体 , 如 N 2 , H 2 , CO 2

等
[ 18 , 19]

。最近查明 ,氧扩散由氧扩散栓(ODB)进行

调节[ 20] 。

侵染细胞与侵染细胞之间的细胞壁上很少有胞

间连丝和质膜孔 ,而在非侵染细胞与非侵染细胞之

间 ,非侵染细胞与侵染细胞之间的细胞壁上却十分

丰富
[ 10 , 22]

。因而根瘤中心组织细胞之间 ,根瘤中心

组织细胞与皮层细胞之间大量气体的 扩散和交换

只能主要由非侵染细胞来完成 。

2　物质运输

大豆根瘤的侵染细胞与非侵染细胞之间的联系

非常密切 ,每个侵染细胞至少与一个非侵染细胞相

连。它们相连的比例虽然在不同的切面上存在着一

定的差异 , 但至少也有 90% , 有时甚至接近

100%[ 10] 。从立体角度观察大豆根瘤表明 ,非侵染

组织总是位于侵染组织之间 ,并以根瘤中心为圆心 ,

形成一个个的面和一条条的线向根瘤四周辐射 ,其

末端与皮层细胞相接 。这些辐射面上或线上的非侵

染细胞不呈圆形 ,而是长而窄 , 其长轴与辐射面和

辐射线的长轴一致。不仅如此 ,而且非侵染细胞与

侵染细胞之间的细胞壁上和非侵染细胞与非侵染细

胞之间的细胞壁上都有丰富的胞间连丝 , 因此非侵

染细胞可能具有物质运输的功能[ 21] 。

众所周知 ,在根瘤发育过程中 ,细胞数量不断增

多 ,体积逐渐变大;细菌数量大量增加 ,体积日趋变

大;根瘤菌在将大气中的分子氮转化为能被植物利

用的化合氮时也需要大量物质(如碳水化合物

等)[ 22] ,因此根瘤在生长发育和固氮过程中有大量

的物质需要运进和运出 。由于胞间连丝是细胞 ,特

别是植物细胞之间进行物质运输的通道 ,而非侵染

细胞与侵染细胞之间的细胞壁上和非侵染细胞与非

侵染细胞之间的细胞壁上又有丰富的胞间连丝 ,故

大豆根瘤中心组织细胞之间的物质运输可能主要通

过非侵染细胞壁上的这些通道来实现的 。加之辐射

面和辐射线上末端的非侵染细胞又与根瘤皮层细胞

相交 ,于是在根瘤中便形成了一个以非侵染细胞为

主体的完善的物质(包括气体)运输体系 。

3　淀粉储备

大豆根瘤细胞中积累着大量的淀粉 ,但在不同

的根瘤 ,甚至同一根瘤不同的细胞中淀粉的含量却

不完全相同 。在中国大豆根瘤侵染细胞中 ,质体中

的淀粉含量非常丰富 ,常常挤压四周的类囊体 ,使其

变成薄薄一层。这些质体的体积很大 ,多呈圆球形。

它们的外面通常有一条由多条普通线粒体融合而成

的巨形线粒体[ 23] 。这些线粒体部分或几乎完全包

围着附近含有大量淀粉的质体 ,形成一种特殊的线

粒体-质体紧密联合。不过这种联合是一种动态结

构 , 随着根瘤的发育 ,质体淀粉逐渐消失 ,这种联合

也就宣告解体 ,故特殊线粒体-质体紧密联合的形

成可能与细胞中淀粉的水解和能量转换有关[ 24] 。

豆科根瘤固氮不仅需要大量的物质 ,而且也需

要大量的能量 。固定一个克分子的氮大约需要 15

个克分子的 A TP , 这些能量主要来自细胞淀粉的

水解[ 25] 。同时 , 豆科根瘤也需要大量的碳水化合

物 ,为固定氮的转移和同化提供碳架 ,每固定 1g 的

氮约需要高达 25g 的碳水化合物[ 26 , 27 ] 。有人甚至

认为 ,糖还具有调节根瘤细胞渗透压 , 促进细胞生

长 ,减轻氮胁迫等作用
[ 28 , 29]

。由此可见 ,作为主要

碳水化合物的淀粉及其水解产物(如糖)对根瘤固氮

是十分必要的[ 30] 。

大豆根瘤非侵染细胞中含有大量的造粉[ 9 , 10] ,

它象其它豆科根瘤一样 ,一般不随根瘤发育而迅速

减少 ,在整个发育过程中变化不大 ,保持着一种相对

稳定的状态[ 31] 。虽然非侵染细胞中的淀粉属于一

种临时贮藏淀粉 ,一般不轻易动用 ,但当根瘤受到外

界环境影响 ,碳水化合物的合成和运输出现不正常

时它就会大量水解 。这种水解需要淀粉水解酶 ,而

在非侵染细胞中确实存在着大量的淀粉水解酶[ 32] 。

非侵染细胞作为根瘤物质和能量的筹备库 ,在保证

根瘤正常生长发育 ,支持根瘤固氮方面均起着重要

作用。

New comb
[ 10]
在研究寒带豆科根瘤时观察到一

种与众不同的奇特现象。他发现 ,这些根瘤的非侵

染细胞中有大量染色较深的脂滴 ,因脂的大量产生

能提高植物的抗寒性[ 11] ,故他推测 ,非侵染细胞可

能与该种根瘤具有高度的耐寒性有关。最近我

们[ 1 2] 在豌豆根瘤非侵染细胞中观察到有许多脂质

体 ,但侵染细胞中却很少见到这种结构 。它们主要

分布在邻近侵染细胞的细胞壁附近 ,而在其它部分

却不多 。它们可单独存在 ,也可多个相聚在一起。

研究表明 ,它们的存在与侵染细胞的发育有关。当

侵染细胞中根瘤菌较少时 ,这种现象比较明显 ,但随
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着根瘤菌数量增多 ,体积的变大 ,固氮活动的增强 ,

非侵染细胞中的脂质体不仅数量减少 ,而且体积也

变得越来越小。由此可见 ,脂质体与造粉体一样 ,可

能也是一种物质贮备 ,也是为了保证侵染细胞生长

发育 ,特别是固氮活动的正常进行 ,因为生长发育和

固氮都需要大量的能量和碳源 。

4　根瘤固氮

4.1　参与根瘤固氮假说的提出

过去一般认为 ,非侵染细胞与根瘤固氮关系不

大 ,这种观点维持了很长一段时间 ,直到上世纪 80

年代前后才开始受到质疑 。

大豆木质部细胞中氮的输出主要是酰脲 、尿囊

素和尿囊酸
[ 33]
。用生化方法定位大豆根瘤细胞中

酰脲 、尿囊素和尿囊酸等合成酶时发现 ,尿酸酶

(uricase)和过氧化物酶(catalase)活性都出现在过

氧化物酶体上 ,尿囊素酶(allantoinase )则出现在来

自内质网的微体上[ 34 , 35] 。New comb等[ 36] 在研究大

豆根瘤的超微结构时观察到 ,非侵染细胞内含有大

量的过氧化物酶体 ,并随根瘤的发育数量不断增多 ,

体积不断变大。根瘤发育成熟时 ,它的数量达到最

多 ,体积达到最大。伴随着过氧化物酶体的增多 ,非

侵染细胞中的管状内质网越来越丰富 ,一些内质网

甚至膨大并形成许多分支 ,组成一个复杂的内质网

网络系统 。侵染细胞中虽然也有过氧化物酶体和管

状内质网 ,但体积很小 ,数量很少 ,而且它们一般不

随根瘤发育的变化而变化。因此他们首次提出 ,非

侵染细胞可能参与了固氮 ,并在酰脲产生方面起了

一个不可取代的关键作用 。大豆根瘤非侵染细胞中

存在着大量的过氧化物酶体不是个别现象 ,在其他

人的研究中也有发现[ 37 , 38] 。非侵染细胞与侵染细

胞中虽然都有过氧化物酶体 ,但彼此差异很大 。统

计表明 ,非侵染细胞每单位体积细胞质中的过氧化

物酶体约为侵染细胞质中过氧化物酶体的60倍 ,并

随管状内质网的增加而增加
[ 39]
。为了进一步了解

根瘤每步固氮反应发生的准确位置 ,除了应用生化

方法了解参与根瘤固氮过程有关酶与细胞器的关

系[ 34 , 40 ～ 42]外 ,许多学者还利用组织化学和细胞化学

技术对大豆根瘤中的尿酸酶
[ 40 ～ 45]

和过氧化物

酶
[ 36 , 37 , 43 ～ 49]

进行细胞和亚细胞定位 ,而且发现它们

都大量存在于非侵染细胞的过氧化物酶体上 。进一

步研究还指出 ,不仅非侵染细胞过氧化物酶体上有

尿酸酶活性 ,而且大豆根瘤皮层细胞的过氧化物酶

体上也有这种酶的活性 ,但它一般只存在紧靠根瘤

中心组织的三层内皮层细胞中 ,其它皮层细胞却没

有或很少有这种酶的活性。于是作者认为 ,这些内

皮层细胞与非侵染细胞一样 ,也具有合成酰脲的功

能 。所以如此 ,其原因可能是根瘤中心组织表面的

某些侵染细胞不与非侵染细胞相连 ,因此它们无法

将固定的氨运输到非侵染细胞 ,只能转入到与此连

接的内皮层细胞中 ,并在其中合成酰脲[ 46] 。一些研

究指出 ,在非侵染细胞中还有其它一些固氮产物的

合成酶
[ 50 , 51]

。

Hanks等[ 42] 经过精心设计 ,从大豆根瘤中分离

出了非侵染和侵染两种不同的细胞 ,并分别测定了

它们中参与酰脲合成的主要酶类 。结果表明 ,大多

数尿酸酶 、过氧化物酶和尿囊素酶都位于非侵染细

胞中 ,而不是存在于侵染细胞内 。在大豆根瘤中 ,根

瘤菌先将空气中的分子氮同化为氨 ,然后转入侵染

细胞 ,但氨的浓度不能太高 ,若超过了侵染细胞合成

氨基酸和蛋白质需要的浓度 ,细胞就会出现氨中毒。

所以根瘤必须要将细胞中多余的氨转化为酰脲 、尿

囊素和尿囊酸等固氮产物 ,而后再运送到植物的地

上部分 ,以满足植物生长发育的需要 。由于合成这

些固氮产物的酶主要是在非侵染细胞中 ,因此酰脲 、

尿囊素和尿囊酸等固氮产物的同化是在非侵染细胞

中进行 。他们的这一研究有力地支持了 New comb

等人[ 36]关于非侵染细胞参与了大豆根瘤固氮中酰

脲合成的观点。

4.2　大豆根瘤固氮的主要过程

在豆科根瘤中 ,固氮产物的输出可能有两种类

型 ,一种是豌豆 、羽扇豆根瘤型 ,输出的固氮产物主

要是酰胺;另一种是大豆 、豇豆根瘤型 ,输出的固氮

产物 主要不是酰胺 ,而是酰脲
[ 51]
。

在大豆豇豆型根瘤中 ,氨的固定要经过一系列

化学反应 ,最后才以酰脲 、尿囊素和尿囊酸等固氮产

物的形式输送到植物的其它部分
[ 52]
。这些根瘤的

固氮由侵染细胞和非侵染细胞共同完成 ,但有明确

的分工 ,相互不能代替。它的固氮过程大致可分为早

期和后期两个阶段 ,前者包括氨的同化与嘌呤的合成 ,

后者涉及嘌呤的氧化和酰脲的产生
[ 53]
。分析发现 ,固

氮酶以及与固氮产物合成有关的某些酶 ,如磷酸-甘

油脂脱氢酶 、天冬氨酸氨基转移酶 、葡萄糖-6-磷酸

脂脱氢酶 、6-磷酸-葡萄糖酸酯水解酶等主要分布在

侵染细胞中。虽然它们在非侵染细胞中也有存在 ,但

含量很少 ,一般只有侵染细胞的1/2至 1/4[ 54, 42] 。

大豆根瘤固氮的这两个阶段是不同的 。第一阶
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段经历的时间较长 ,先是由根瘤菌内的固氮酶将大

气中的分子氮同化为氨。然后再将自由氨转入所在

的侵染细胞中 ,在有关酶的催化下将其生成氨基酸 ,

进而合成嘌呤。随后在细胞液中将嘌呤降解成次黄

嘌呤 ,并在脱氢酶的催化下氧化成尿酸
[ 54]
。上述这

些反应虽然步骤较多 ,各步的反应底物和生成物都

不相同 ,要求的反应条件也不一样 ,但它们有一个共

同特点 ,即这些反应都在侵染细胞中进行。第二阶

段别于第一阶段 ,它只占根瘤固氮活动的一小部分 ,

而且是在非侵染细胞中完成的。研究表明 ,尿酸在

侵染细胞中生成后 ,通过细胞壁上的胞间连丝通道

将其转移到相邻的非侵染细胞中 ,在过氧化物酶体

上由尿酸酶和过氧化氢酶氧化变为尿囊素。尿囊素

再在内质网上经尿囊素酶催化 ,水解为尿囊酸 。最

后尿囊酸被分泌到细胞质中 ,再生成酰脲 ,并以此形

式转移到植物的地上部分[ 55] 。因此 ,酰脲不是由尿

合成 ,而是由嘌呤降解而来。在豆科根瘤中 ,固氮的

最后产物为酰脲(大豆豇豆型)或酰胺(豌豆羽扇豆

型),二者相比 ,前者可能是一种进步 ,因为它在根瘤

输出等量氮时比后者需较少的碳原子[ 9] 。

5　小结

综上所述可见 ,非侵染细胞是大豆根瘤必不可

少的组成部分 ,在其根瘤发育和固氮中起着非常重

要的作用 ,如参与根瘤的气体扩散 ,物质运输 ,淀粉

筹备 ,能量和碳架供应以及最后固氮产物(酰脲)的

合成与输出等等 。因此 ,没有它的存在 ,侵染细胞很

难进行正常的气体和物质交换 ,固氮很难获得足够

的能量和碳架 ,同化后的氨很难转移和合成酰脲。

对非侵染细胞的研究虽然已经取得了巨大进

展 ,但还有一些问题 ,如非侵染细胞的主要功能是否

就是目前知道的这些 ,是否还有新的功能。又如根

瘤固定的氮同化为酰脲 ,在此过程中它们的反应步

骤及其细胞与亚细胞定位是否完全准确等等仍不十

分清楚 ,还需要作进一步的深入研究。其次是要解

决研究的方法问题 ,除进一步改进细胞和亚细胞组

分的分离与纯化技术外 ,应用放射自显影进行追踪

可能是一种较好的选择。
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