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大豆结瘤固氮的分子生理研究
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摘　要：有关豆科作物共生固氮的研究已有 １７０ａ的历史。而豆科结瘤固氮的分子生理研究，仅仅是最近 ３０ａ的事

情。从影响大豆结瘤固氮的生理因子角度，评述了豆科作物的结瘤自动调控机制，进一步在分子水平上阐述了生长

素、硝态氮、黄酮类等生理调控物质对大豆结瘤固氮的影响。生长素调节根瘤菌侵染位点和根瘤形成后的生长；可通

过控制结瘤的角度来减少土壤硝态氮对大豆结瘤固氮能力的抑制；黄酮类物质在根瘤发育和结瘤基因诱导中起重要

作用；乙烯抑制结瘤信号的前期过程，调整根瘤形成的空间分布。详细、系统地从作物微生物之间关系出发，研究引

起豆科作物根瘤形成和固氮系统的整体信号传导、蛋白和代谢过程，是未来大豆共生固氮分子生理研究应该注重的

方向。
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　　从 １８３８年 Ｂｏｕｓｓｉｎｇａｕｌｔ证实豆科作物能够固

氮，１８８６年德国科学家 Ｈｅｌｌｒｉｅｇｅｌ和 Ｗｉｆａｒｔｈ明确表

明豆科作物固氮由微生物所驱动
［１］
，到 ２０世纪末

固氮酶化合物结构特征被证实，１７０ａ以来，科学家

们围绕生物固氮这一领域，开展了大量的相关研

究，有关固氮的研究工作已经有了质的飞跃。目

前，现代分子生物学研究技术的发展已逐步深入到

共生固氮的分子遗传学研究领域，从分子生物学角

度研究豆科作物固氮机制已成为共生固氮领域研

究的热点和未来研究的必然方向。由于生物固氮

过程非常复杂，涉及很多豆类作物。该文以大豆为

主要对象，重点阐述影响大豆结瘤固氮过程的一些

关键因素与基因调控的关系的研究成果和未来发

展趋势。

１　结瘤自动调控机制

根瘤形成是需要大量能量的过程，因此豆科作

物将反过来调控根瘤的形成，这种负反馈调节系统

被称为结瘤自动调节
［２－３］

。豆科作物结瘤过程所存

在的这种自动调节机制或反馈抑制调节，在根和地

上部之间存在着长距离信号，早期形成的根瘤将抑

制随后根瘤的形成
［２，４－５］

。因此，作物能够调控结

瘤水平和根瘤形成与整体生长发育之间的平衡。

这种寄主作物结瘤调节机制最早是在红三叶草上

发现的，Ｎｕｔｍａｎ［６］去除红三叶草先期形成的根瘤或

根尖，促进根瘤形成。ＣａｅｔａｎｏＡｎｏｌｌｅｓ等［１］
通过调

整硝态氮供给水平发现大豆对根瘤也具有调控机

制。豆科作物在表现结瘤自动调节机制时，新形成

的根瘤并不是新根瘤菌侵染的结果。对大豆进行
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解剖学研究认为，根瘤菌的早期发展被停滞，通过

自动反馈调节机制，休眠的已侵染根瘤菌又重新发

挥功能
［７－８］

。对超结瘤大豆
［９］
和豌豆

［１０］
根瘤自动

调节受体激酶进行基因克隆，结果表明被公认的转

换膜富亮氨酸的受体激酶（ＬＲＲ）是结瘤自动调节
信号途径中的关键调节酶。通用结瘤基因 ＡＢＣ
（ＮｏｄＡＢＣ）负责合成结瘤因子的寡糖骨架，这在所
有的根瘤菌中都是相同的；专一性的寄主结瘤基因

（ｈｏｓｔｓｐｅｃｉｆｉｃｎｏｄｇｅｎｅｓ，ｈｓｎ）负责添加修饰基因，为
结瘤因子提供宿主专一性，广宿主范围的根瘤菌能

产生多种结瘤因子，其基本结构相同，但取代基不

同
［１１］
。即便如此，必须由寄主作物和根瘤菌的特殊

基因联合表达来调控根瘤生长。

Ｄｅｌｖｅｓ等［１２］
将超结瘤大豆品种与野生品种进

行嫁接，结果表明对根瘤数量的控制主要是地上部

而不是根系，因此，可以推测根瘤菌侵染后侵染信

号的形成是由地上部传导到根系。研究认为，叶片

接收到侵染信号后，传到根系控制过量结瘤形

成
［２－３］

。最近的研究发现，ＨＡＲ１（Ｈｙｐｅｒｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ
ａｎｄＡｂｅｒｒａｎｔＲｏｏｔ，超结瘤和畸形根）和 ＧｍＮＡＲＫ
（Ｇ．ｍａｘＮｏｄｕｌｅＡｕｔｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎＲｅｃｅｐｔｏｒＫｉｎａｓｅ，大
豆根瘤自动调控接受激酶）在根瘤自动调节中起着

非常重要的作用，它们标记一个富含亮氨酸重复

（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ）的类接受体激酶蛋白（ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅｐｒｏｔｅｉｎ）［９－１０，１３］，这与地上部表皮分生组
织中的 ＣＬＶ１是同源基因，控制着细胞分裂。Ｉｔｏ
等

［１４］
利用由 Ｗｉｌｌｉａｎｓ亲本分离出来的超结瘤突变

体 ＮＯＤ１３和 ＮＯＤ３７进行试验，发现开始叶片伸
展受到抑制，但是却有较高的叶片生长速率。为了

从细胞水平比较超结瘤突变体叶片表现型，Ｉｔｏ
等

［１５］
利用光学显微镜观察大豆第 １片三出复叶亚

表层栅栏组织细胞，结果表明超结瘤突变体完全展

开叶片较小是因为叶片细胞数量较少，而不是单个

细胞体积减小的缘故。同时推测与根瘤自动调节

相关的信号可能不是结瘤所特有的，也可能是植物

正常生长的一部分
［１６－１７］

。另外，叶片长势的差异

也不是光合产物分配的差异引起的，因为直到根瘤

出现，根瘤原基和未接菌根系光合产物的分配没有

差异
［１８］
。目前对于超结瘤大豆突变体非共生体系

条件下地上部的表现型还不清楚。

２　生长素

一些特殊的根瘤菌信号分子，即结瘤因子，诱

导根瘤的形成过程，而这些结瘤因子主要是对作物

信号分子的反应而相应地分泌出来的
［１９］
。由植物

根系分泌的信号分子主要是类黄酮和异类黄

酮
［２０－２１］

。据报道植物的类黄酮和异类黄酮直接受

吲哚乙酸分布情况调控，这是一种天然的植物生长

素。植物可以通过调控体内吲哚乙酸水平来调节

根瘤菌结瘤因子对根瘤形成的驱动
［２２－２３］

。生长素

由植物的地上部合成，然后向根尖转移，在植物体

内的分布并不均一，正在分裂、延长和有重力及光

趋向性的细胞中浓度最高
［２４］
，甚至植物木质部薄壁

组织的上下层细胞中的含量都有较大的梯度差异。

利用生长素对大豆启动子 ＧＨ３进行调控研究，结果
发现如果组织中生长素浓度较高，ＧＨ３启动子处于
活性状态

［２５］
，而且该启动子对生长素浓度变化反应

较快
［１９，２６－２７］

。在根瘤形成早期，生长素向上调控根

瘤菌侵染位点，向下调节根瘤形成后的生长过程，

但在成熟根瘤中没有这种现象
［１９］
。根系外皮层生

长素水平增加的位置可能是有限结瘤作物根瘤原

基最先分裂的位点。在无限结瘤的豆科作物上，极

性生长素转运抑制调节生长素水平是根瘤形成的

关键环节，是否在有限结瘤的豆科作物上，生长素

对根瘤原基形成的作用有所不同呢？Ｌｏｈａｒ等［２８］
进

行嫁接试验，结果表明有限和无限结瘤豆科作物可

以利用不同的信号来启动结瘤。正像大豆具有“生

长素起爆假说”
［２９］
一样，最近对蒺藜苜蓿 Ｍ．ｔｒｕｎ

ｃａｔｕｌａ研究发现高水平的生长素是维持结瘤所必需
的

［３０］
。目前还不清楚生长素运输和分布之间的关

系，但是接种 Ｍ．ｌｏｔｉ（百脉根中慢生根瘤菌）后的第
１个根表皮细胞分裂时，伴随着接种结瘤因子后生
长素运输增强的现象。尽管如此，生长素在结瘤信

号传递和调控过程中的确切机制还不十分清楚。

为了进一步了解清楚生长素的分布，下一步可以考

虑分析作物进行向地性处理后，生长素的分布以及

接种根瘤菌和结瘤因子后，生长素的分布方式
［３１］
。

３　硝态氮

共生固定的氮、矿质土壤氮和肥料氮是满足高

产大豆氮素需求的主要来源
［３２］
。然而，土壤溶液中

的硝态氮浓度和根瘤中的共生固氮过程具有相互

拮抗作用。如果豆科作物对氮素的需求超过土壤

供氮能力时，将能够固定大量的氮素，近 １０ａ来报
道的固氮量（０～４５０ｋｇ·ｈｍ－２

）和固氮比例（０～
７５％，通过固氮作用获得氮的比例）几乎保持不
变

［３３］
。大豆在适宜环境和低氮土壤条件下生长能

固定大量的氮。尽管已发现通过基因手段可以提

高豆科作物的产量，但是对于大豆来讲，提高固氮

比例是提高大豆产量的一个很好的途径
［３２］
。在土

壤硝态氮含量较高时，大豆利用适量或大量的土壤

氮，导致固氮比例和总固氮量都随之降低。土壤硝
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态氮对大豆结瘤和固氮量的抑制也降低了大豆产

量
［３４］
。

为了减少土壤中硝态氮对大豆固氮比例和固

氮量的限制，研究者从作物基因型的角度出发，将

共生耐硝态氮的品种与商用品种杂交，培育高固氮

能力的大豆品种或品系。结果发现超结瘤突变体

在５或５．５ｍｍｏｌ·Ｌ１硝态氮条件下，结瘤量和固氮
酶活性分别为野生型的１０～２０倍，但总生物产量降
低了３０％ ～４０％，根生长也受到了限制。Ｏｈｙａｍａ
等

［３５］
随后研究认为，正是由于根系生长受到了限

制，降低了突变体大豆根系吸收硝态氮的能力。但

也有些相反的结果，Ｚｈａｏ等［３６］
在温室内进行试验，

在供给充足氮条件下，回交的超结瘤品系 ＰＳ５５和
野生品种生长得一样好，认为 ＰＳ５５根系生长受到
限制和减少产量很可能是对高水平结瘤的生理反

应，而不是基因突变或其它突变影响的结果
［３７］
。此

外，突变体早期固氮能力提高不能维持到生殖生长

后期。据考证，还没有人将超结瘤、限制根系生长

和减少产量完全准确地分开。关于超结瘤品系未

来的走向，研究者认为超结瘤和极端超结瘤大豆品

系的结合将会使大豆产量潜力和固氮优势得以提

高
［３６，３８］

。截至目前，超结瘤品系材料还没有真正地

被投放到市场，最后的成功决定于提高产量、抗病

性能等因素
［３２］
。

另一方面研究者从控制结瘤的角度来减少土

壤硝态氮对大豆固氮比例和固氮量的限制。早在

１９８５年 Ｐｕｌｖｅｒ等［３９］
利用嫁接试验提出，利用范宿

主结瘤的大豆可以提高大豆固氮能力。后来国际

热带农业研究机构（ＩＩＴＡ）的一些研究者也成功地
获得了相似的结论

［４０］
。土壤中大量天然存在的根

瘤菌，有很多是结瘤低效的或结瘤数量很少。通过

鉴定出一些大豆基因型，可以选择性利用土壤中高

效根瘤菌株
［４１－４２］

。还有一种相关的方法，利用受

特殊根瘤菌株或根瘤菌血清限制结瘤的大豆品种

来选择土壤中高效结瘤的土著根瘤菌
［４３－４４］

。

尽管氮素对结瘤的抑制作用在 １００ａ前就已经
被研究者们发现，然而迄今为止，其中所包含的确

切机制还不十分清楚
［４５］
。对大豆进行不同氮水平

处理后，测定类黄酮含量和结瘤能力之间的关系，

发现在固氮开始前，供氮水平和大豆根系类黄酮

（染料木黄酮和大豆黄酮）含量呈负相关关系
［４５］
。

供氮减少大豆根系类黄酮含量，这可能在可利用氮

对大豆根瘤生长的影响中起一部份作用。而对耐

硝态氮的共生体和超结瘤突变体上的相关关系进

行研究发现，根瘤自动调节机制与硝态氮的交叉信

号可能控制根瘤数量。

４　类黄酮／异类黄酮

共生固氮系统中共生体间相互信号传递和识

别受化学信号物质调控，主要是根系分泌的特殊的

类黄酮类化合物。适宜的根瘤菌类菌体能够识别

这些类黄酮化合物，诱导结瘤基因
［４６－４７］

。结瘤基

因产物是一些酶类，合成专一性的脂壳多糖信号分

子（结瘤信号），能够被寄主作物识别，激活一系列

功能性根瘤器官形成
［４８－４９］

。

大豆体内的异类黄酮（包括染料木黄酮和大豆

黄酮）被认为是根瘤菌结瘤基因表达的主要诱导

剂
［５０－５２］

，同时能够加强根瘤菌对植物抗毒素防御

化合物的抗性
［５３］
。对大豆根系进行生物化学分析，

发现根瘤菌处理后的大豆根系异类黄酮水平增

加
［５４］
，在超结瘤大豆突变体中也检测到较高的异类

黄酮含量，表明大豆根系异类黄酮含量受结瘤信号

途径所调控
［５５］
。当根瘤菌侵染作物根系以后，内源

类黄酮对结瘤起着关键的作用，而外缘类黄酮永远

起不到这样的作用
［４７］
。关于作物体内的异类黄酮

的作用有二种观点，一种认为在根瘤原基形成位点

附近细胞中有异类黄酮化合物积累，表明异类黄酮

促进生长素积累，导致根瘤器官发育
［２２，４０］

。另一种

观点认为异类黄酮在根中细菌结瘤基因诱导中起

重要作用。通过 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）诱导异类黄酮合
成酶稳定化，减少转基因组合大豆植株根毛中异类

黄酮水平，结瘤数也将严重减少。奇怪的是加入外

缘异类黄酮后根中含有稳定的异类黄酮合成酶的

根系结瘤量并没有显著增加
［４６］
。在大豆结瘤过程

中，异类黄酮作为根中结瘤基因的诱导物质是必需

的，决定着结瘤程度，但对生长素运转的作用并未

表现出必需性
［４６］
。进一步的研究发现，类黄酮对生

长素运转的抑制调控作用在有限结瘤和无限结瘤

的豆科作物上有所不同，在有限结瘤型豆科作物，

如大豆和豇豆，对大豆根系进行 ＲＮＡｉ处理，诱导异
类黄酮合成酶稳定，结果表明异类黄酮对大豆体内

生长素的运转有抑制作用
［４７］
。对野生型大豆幼苗

供给染料木黄酮，同样抑制生长素的运输
［４６］
。此

外，利用放射性的生长素 ３ＨＩＡＡ进行示踪试验，结
果在根瘤菌侵染根系的位点上没有检测到类黄酮

对该点生长素运输的抑制，因此，对于有限结瘤型

的大豆结瘤过程中，异类黄酮对根瘤菌侵染位点生

长素运输的抑制作用并不是必需的。在无限结瘤

的豆科作物上，如羽扇豆，类似的一些试验恰好获

得了相反的结论。

Ｚｈａｎｇ和 Ｓｍｉｔｈ［５６５７］研究了胁迫环境对豆科作
物与根瘤菌结瘤信号合成的抑制作用，发现在胁迫
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环境条件下，异类黄酮积累量减少可能是豆科作物

结瘤和固氮的一个重要限制因子。

目前的研究主要侧重于为异类黄酮在大豆结

瘤中的必要性提供证据，证明根中异类黄酮的作

用
［４６］
。尤其还没有利用基因研究领域方面的研究

结果来证实类黄酮在结瘤过程中的明确作用，这可

能是因为改变豆科作物类黄酮数量和轮廓的线性

图具有一定的技术挑战
［４７］
。

５　乙烯

根瘤的自动调节机制主要限制根的结瘤区，根

瘤的形成受到一些独立过程，包括敏感区荷尔蒙乙

烯的控制。研究表明，乙烯处理减少多种豆科作物

根瘤形成
［５８－６０］

。相反的，乙烯接收和合成抑制剂

促进结瘤过程
［６０－６２］

。而在大豆上，乙稀的作用有

些不同，这可能是因为基因型不同对乙烯的敏感度

有差异的缘故。尽管关于乙烯对结瘤影响的确切

机制还不十分清楚，但是一些证据表明，乙烯能够

抑制结瘤信号的前期过程
［６３］
。乙烯在根系中提供

一些位置信息，因此，调整根瘤形成的空间分布
［６４］
。

６　调控结瘤和固氮过程的基因

进行基因克隆发现，根瘤形成过程中的这些表

现型是由各不相同而又彼此联系的分子网络调

控
［６４］
。根瘤菌侵染豆科作物根系，发出的信号由膜

接受器上的 ＬｙｓＭｔｙｐｅ接收蛋白激酶作为结瘤因子
受体

［６５－６６］
，随后是 ＮＢＳＬＲＲｒｅｃｅｐｔｏｒ激酶，分别为

ＬｊＮＯＲＫ，ＭｓＳＹＭＲＫ，ＭｔＤＭＩ２ｏｒＰｓＳＹＭ１９［６７－７０］。
接下来是根瘤菌驱动信号的接收过程，主要是通过

细胞核、细胞质和质粒膜间的通道完成
［７１－７３］

，引起

细胞溶质中 Ｃａ２＋浓度达到峰值［６３，６９，７４－７７］
。最后通

过传导因子完成根瘤菌的侵染过程。侵入根系的

根瘤菌通过寄主作物根际接收类菌体信号，诱导结

瘤基因序列，调控脂壳寡糖（ｌｉｐｏｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅ）结瘤因子（ＮＦ）形成［６４］

。正是这些结瘤因子诱

导前期生理、分子和生长反应，促进根瘤形成
［７８７９］

。

ＮＦ是根瘤形成过程中的关键信号分子，结瘤能力
也受到 ＮＦ信号传导途径的调节。固氮因子接受激
酶基因（ＮＦＲ１）（ｎｏｄｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅｇｅｎｅ）和
ＮＦＲ５是长信号接收器，直接与脂几丁质结瘤信号
相互作用

［８０］
。对非侵染基因，即 ＤＭＩ１和 ＤＭＩ２基

因进行克隆，发现它们分别编码一个假设的阳离子

通道和一种富亮氨酸的受体激酶
［６７］
。事实上，

ＤＭＩ２突变体表现出共生体信号的缺失，这表明
ＤＭＩ２基因除了在根瘤菌侵染和结瘤信号识别中的

作用外，可能还有其它的功能
［８０］
。在这一工作中，

也发现了 ＬＹＫ３和 ＬＹＪＫ４在侵染线发展中的作用，
随着一些结瘤信号被识别，ＬｙｓＭＲＬＫｓ的功能是识
别下游基因，可能通过一个分支途径受 ＬｙｓＭＲＬＫｓ
调控，但这可能也存在着一些猜测

［８０］
。最近又将

ＤＭＩ３基因进行克隆，表明其编码钙蛋白激酶（ｃａｌｃｉ
ｕｍｃａｌｍｏｄｕｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ）［７７］，ＤＭＩ３被认为对结瘤
信号诱导的钙峰值信号起作用

［６９］
。卷毛蛋白

（ＨＬＣ）控制微管组织和诱导根毛卷曲［８１］
，多瘤侵染

（ＬＩＮ）（ｌｕｍｐｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ）可能对结瘤信号途径的起
始阶段起到从基因下游开始的作用

［６７］
。有关互惠

共生固氮体系的形成，结瘤过程和固氮酶活性的信

号传输以及基因调控理论的研究，参见 Ｋｉｎｋｅｍａ
等

［６４］
和 Ｃｈｅｎｇ［１］的报道。
利用模型作物进行结瘤基因分析，已经为理解

结瘤信号识别和以后的信号传递提供了帮助。然

而，以上研究大部分还是保持在从基因下游构建侵

染线及特殊的根瘤结构分子过程上，而且，有关作

物微生物之间的研究，在整体信号传导、蛋白和代
谢的数据还处于起始阶段。研究的目标应该是更

详细系统地理解引起豆科作物根瘤形成的那些令

人不解的复杂过程
［８０］
。这将对深入理解共生固氮

机制，有效利用空气中的氮素、减少化肥氮的投入，

提高大豆产量有着极其重要的理论意义。
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