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华癸中慢生根瘤菌接种数量对紫云英结瘤固氮的影响
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摘要 为探究接种华癸中慢生根瘤菌活菌数与紫云英植株结瘤固氮之间的关系，采用种子表面接种和植株

根部接种 2种方式，以液体菌剂为接种剂，通过无菌沙培系统，确定紫云英结瘤固氮所需接种根瘤菌的最低活菌

数。结果显示，每粒种子表面接种根瘤菌数量达到 102 CFU时，植株叶片开始由黄变绿，地上部鲜质量和株高较

更低接种量处理显著增加；同时紫云英植株根部发育出具有固氮活性的根瘤，表现出良好的促生效果。对植株

根部接种时，单株紫云英仅需满足 101 CFU的接种量，即可开始结瘤固氮。无论选择哪种方式接种，单个紫云英

植株接种根瘤菌数量达 103 CFU时，其结瘤固氮作用、生物量和植株长势均明显优于低接种量组，继续增加接种

量后，共生固氮表型趋于稳定。为充分保障根瘤菌接种剂在田间应用后的结瘤固氮作用，综合考虑菌剂施用的

经济有效以及土壤条件的复杂性，确定紫云英单株接种 103 CFU 根瘤菌为华癸中慢生根瘤菌接种的最低活

菌数。
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紫云英（Astragalus sinicus L.）是我国稻田主要

的冬季绿肥，通过共生固氮作用可以减少化肥氮的

施用［1］和缓解土壤氮素流失［2］。每压青 2 000 kg 紫

云英鲜草， 可少施尿素 10~12 kg， 增加 375~600 
kg/hm2稻谷［3］。同时还能增加土壤养分含量［4］和改

变土壤微生物群落［5］，进一步提高土壤肥力［6］，对改

善稻田的生态环境［7］具有重要意义。紫云英除用作

绿肥外， 还能直接用青贮紫云英作饲料［8］提高养殖

经济效益以及替代除草剂用来防治农田杂草［9］。根

瘤菌能与紫云英植株共生形成独特的植物器官—根

瘤。人工施用根瘤菌有利于紫云英生长［10］、增加结

瘤数量［11］、提高共生固氮效率。在秋季播种时，施用

根瘤菌促进紫云英快速生长［12］，保障幼苗形成健壮

的根系来确保紫云英安全越冬［13］，有助于提高田间

产量［14］。

长期以来，人们一直在研究豆科植物根瘤菌接

种量对根瘤形成的影响［15］。种子接种是将根瘤菌引

入豆科植物根际的有效策略，其接种效果受到接种

根瘤菌活菌数量的直接影响［16］。此过程中需要综合

考虑环境因素［17］、接种技术［18］以及接种过程中根瘤

菌活力的丧失等因素，确定所需根瘤菌数量的最低

标准［19］。目前大多数关于接种量的研究都集中在大

豆［20］ 及苜蓿［21］，关于紫云英接种量的研究较少。

本研究以液体菌剂为接种剂，分别选择紫云英

种子表面接种和植株根部接种 2种方式接种华癸中

慢生根瘤菌，通过无菌沙培盆栽试验，探究紫云英植

株接种华癸中慢生根瘤菌活菌数与结瘤固氮之间的

关系，确定紫云英植株结瘤固氮所需最低活菌数，旨

在为紫云英接种根瘤菌的田间应用提供科学依据和

指导。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试紫云英品种为弋江，供试根瘤菌菌株为华

癸中慢生根瘤菌（Mesorhizobium huakuii）7653R （Str
抗性），由华中农业大学农业微生物资源发掘与利用

全国重点实验室保存。
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1.2　试验方法

1）紫云英种子处理。挑选个大饱满的紫云英种

子置于 PA 瓶中，浸入 75% 乙醇 5 min，倒去乙醇，再

以 5% NaClO 表面消毒 10 min，无菌水洗涤 8~10
次，弃去无菌水。将一部分种子置于超净台吹干，保

持表面干燥；另取一部分种子平铺于水琼脂平板，倒

置于植物培养箱中等待发芽。

2）根瘤菌接种液准备。将−80 ℃保藏的华癸中

慢生根瘤菌 7653R菌株在TY固体培养基划线活化，

挑取单菌落于TY液体培养基中，28 ℃、220 r/min培

养 48 h，得到种子液。随后以 4% 接种量接种于 TY
液体培养基中，继续于 28 ℃、220 r/min 培养 48 h，得
到根瘤菌接种液。

3）根瘤菌接种。为确定紫云英植株结瘤固氮所

需的最低活菌数，设置紫云英种子表面接种不同数

量级根瘤菌的5个试验组和1个对照组（CK），各处理

依次为 105、104、103、102、101 CFU/seed 和 0（CK）。

将上述制备好的根瘤菌接种液使用无菌水进行 10倍

梯度稀释，然后分别取 0.5 mL 菌液与 10 g洗净的紫

云英种子进行拌种，适度阴干后种植。同时取样测

定 5个数量级处理种子表面的根瘤菌活菌数。经平

板计数法测定，最终各处理单颗紫云英种子表面接

种根瘤菌活菌数分别为8.8×105、9.9×104、6.8×103、

8.2×102、7.2×101 CFU。对照组（CK）不接种，种子

表面根瘤菌活菌数为0。
同上，设置紫云英植株根部接种不同数量级根

瘤菌的5个试验组和1个对照组（CK），各处理依次为

105、104、103、102、101 CFU/plant 和 0（CK）。将培养

好的根瘤菌菌液进行活菌总数计数后，使用无菌水

依次 10倍梯度稀释，分别取 1 mL菌液接种于紫云英

植株根部。各处理单个植株根部接种根瘤菌活菌数

分别为 6.2×105、6.2×104、6.2×103、6.2×102、6.2×
101、0 CFU。

4）双层钵沙石盆栽。提前准备玻璃瓶、塑料小

杯（底部打孔）、棉线及洗净的沙子，121 ℃、60 min灭

菌处理。将无氮营养液提前倒入玻璃瓶中，放入带

棉线的塑料小杯，使棉线浸入营养液中，于杯子中加

满细沙，报纸封口。随后将双层钵于 121 ℃ 灭菌 30 
min。冷却后，用消毒后的小刀划开报纸，根据紫云

英种子表面接种要求，将接种根瘤菌的紫云英种子

种植于双层钵中（每钵种植 2颗紫云英种子），置于温

室（18 h光照/8 h暗期，温度控制 23 ℃）生长。35 d后

收获植株。根据紫云英植株根部接种要求，将已经

发芽的紫云英植株栽培进沙石中（每钵种植 1株紫云

英植株）置于温室（18 h 光照/6 h 暗期，温度控制

23 ℃）生长，待植株长出第 1片真叶，取 1 mL菌液接

种于紫云英植株根部， 28 d后收获植株。

1.3　测定指标与方法

1）地上部鲜质量。将整株植物由根茎结合部位

剪开，取地上部分称取鲜质量。

2）株高。将整株植物由根茎结合部位剪开，取

地上部分量取高度。

3）固氮酶活性。将植物根系放入酶活瓶中打入

2 mL 乙炔气体，倒置于 28 ℃培养箱中反应 2 h 后抽

取 100 μL 反应气体于气相色谱仪检测。国产 GC-
4000 系列气相色谱仪的工作条件：汽化室温度

105 ℃，层析室温 65 ℃：检测室温 105 ℃，色谱柱载气

为N2，流量 25 mL/min，火焰检测气体为H2，压力 0.8 
kg/cm2，助燃气体 1.6 kg/cm2。检测时，用微量进样

器吸取气体样品 50~100 μL，乙烯在色谱柱的保留

时间为1.5~2.5 min。
4）根瘤质量与根瘤数量。测完固氮酶活性后，

将植物根系从酶活性测试瓶取出，吸干水分，摘下根

瘤，进行计数、称质量。

1.4　数据分析

采用 GraphPad Prism 统计软件对紫云英植株的

地上部鲜质量、株高、根瘤数量、根瘤质量、固氮酶活

性等指标进行 ANOVA 方差分析，采用 Graph Pad 
Prism软件和Adobe illustrator 2021制作图表。

2　结果与分析

2.1　种子表面不同接种量对紫云英地上部生物量

的影响

由图 1 可见，随着紫云英种子表面接种量的增

加，植物鲜质量呈现上升趋势。不接根瘤菌和接种

量为 101 CFU/seed处理中，紫云英植株叶片发黄，表

现出明显缺氮的症状，同时植株长势较弱、植株矮

小。当接种量达到 102 CFU/seed，与 CK（不接种根

瘤菌）和接种 101 CFU/seed处理相比，紫云英植株叶

片由黄变绿，表现出明显的促生效果（图1A）；植株地

上部分鲜质量和株高较接种量为 101 CFU/seed处理

分别增加了210%（图 1B）和 16%（图 1C）。继续增大

种子表面接种量到 103 CFU/seed，紫云英植株地上

部鲜质量显著增加，为接种量为 102  CFU/seed 处理

的 1.52倍，单颗紫云英植株地上部鲜质量接近 0.5 g。
同时，株高也为接种量为 102  CFU/seed 处理的 1.32
倍，株高平均为6.12 cm。继续增大接种量后，紫云英

植株地上部分整体趋于稳定，地上部鲜质量以及株

高并无显著增加。
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2.2　种子表面不同接种量对紫云英结瘤固氮作用

的影响

由图 2可见，当紫云英种子表面根瘤菌接种量小

于 102  CFU/seed，紫云英植株未形成根瘤，与未接种

根瘤菌处理相比并无差异。种子表面接种量达到

102  CFU/seed，紫云英植株开始结瘤，植物根瘤呈现

粉红色，开始共生固氮（图 2A）。当接种量增加到

103  CFU/seed，较接种量为 102  CFU/seed，共生表型

发生显著变化，根瘤数量增加了 49.3%（图 2B）、根瘤

质量增加了 45.8%（图2C），固氮酶活性增加了 116%
（图 2D）。当接种量增加到 104 CFU/seed，地下表型

均未发生显著变化。直至继续增加接种量达到 105 
CFU/seed，根瘤数量、根瘤质量才轻微增加，整体趋

于稳定。

2.3　植株根部不同接种量对紫云英物地上部生物

量的影响

由图 3可见，随着单株紫云英植株根瘤菌接种量

的增加，植株鲜质量、株高均呈现显著增加趋势。不

接种根瘤菌处理（CK）的紫云英植株叶片发黄、长势

矮小，表现出明显缺氮的症状。当接种根瘤菌后，即

使接种量仅满足 101  CFU/plant，与 CK（不接种根瘤

菌）相比，紫云英植株叶片由黄变绿，但紫云英植株

的地上部鲜质量以及株高并无差异。随着接种量的

继续增加到 102 CFU/plant，紫云英植株地上部长势

开始变好（图 3A），植株地上部鲜质量和株高也分别

增 加（图 3B、C）。 接 种 量 继 续 增 加 达 到 103 
CFU/plant，植株地上部鲜质量较 CK 及接种量为

101 、102  CFU/plant 处理分别增加了 253%、174%、

19.3%。紫云英植株株高也呈相同趋势。随后继续

增大接种量，地上部鲜质量以及株高均略有增加。

2.4　植株根部不同接种量对紫云英结瘤固氮作用

的影响

当紫云英植株根部直接接种根瘤菌后，即使接

种量仅为 101 CFU/plant，紫云英植株也可以形成少

量根瘤（图 4A），开始共生固氮。继续增大单株根瘤

菌接种量，根瘤数量（图 4B）、根瘤质量（图 4C）以及

A：不同接种量紫云英植株长势； B：地上部鲜质量； C：株高。*表示在不同接种量之间存在显著差异（*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<
0.001；****：P<0.000 1），误差线表示平均值±标准差。下同。A：Plant growth under different inoculation quantites； B：Ground fresh 
weight； C：Plant height of the ground part. Asterisks denote significant differences in different inoculation quantites（*：P<0.05；**：P<0.01；
***：P<0.001；****：P<0.000 1）.Error bars represent means ±SD.The same as follows.

图1 紫云英植株地上部分长势及生物量表型统计（种子表面接种）

Fig.1 Statistical analysis of growth and biomass phenotypes of the above-ground parts 
of A. sinicus （seed surface inoculations）
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A：不同接种量紫云英植株地下部分长势； B：单株根瘤数量； C：单株根瘤质量； D：固氮酶活性。A：The growth of the underground part 
of the plant under different inoculation quantites ； B：Number of nodules per plant； C：Nodule weight  per plant； D：Nitrogenase activity.

图2 紫云英植株地下部分长势及结瘤固氮活性（种子表面接种）

Fig. 2 Analysis of the growth of underground parts and nodule formation and nitrogen fixation activity
 in A. sinicus （seed surface inoculations）

A：不同接种量紫云英植株长势； B：地上部鲜质量； C：株高。A：Plant growth under different inoculation quantites； B：Ground fresh 
weight； C：Height of the ground part.

图3 紫云英植株地上部分长势及生物量表型统计（植株根部接种）

Fig. 3 Statistical analysis of growth and biomass phenotypes of the above-ground parts 
of A. sinicus （root inoculation of plants）
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固氮酶活性（图 4D）均继续增加，促生效果更加明

显。当接种量增加到 103 CFU/plant，相较于接种

量为 101、102 CFU/plant 处理，根瘤数量分别增加

了 406%、87.6%。继续增加单株根瘤菌接种量，紫

云英单株根瘤数量及质量稍微增加，整体趋于

稳定。

3　讨 论

接种根瘤菌可以显著促进豆科植物的结瘤固氮

及生长，减少对化学肥料使用的依赖［22］。根瘤菌只

有与植物的根毛直接接触，通过根毛卷曲进入植物

根部，形成足够数量的根瘤［23］才能进行充分的共生

固氮并表现出稳定的促生效应，把空气中的分子态

氮转变为植物可利用的铵态氮。根瘤菌移动性差且

抵御环境胁迫能力差［24］，所以直接将根瘤菌接种于

种子表面或植株根部均是接种根瘤菌的有效策略。

根瘤菌随着植物根部的发育，有效地定殖于根部。

种子表面接种和根部接种是最常用的根瘤菌接

种方式，该方法操作简单，接种效率高。但接种后的

田间效果不很稳定［25］，可能由于根瘤菌活菌接种量

过低以及根瘤菌受到环境胁迫失活，有时导致共生

效果达不到预期。

本研究发现在对紫云英种子表面接种时，需要

在紫云英种子表面接种 102 CFU/seed华癸中慢生根

瘤菌，紫云英植株才会结瘤，开始共生固氮，植株叶

片由黄变绿。当接种量继续增加时，植物地上部鲜

质量、根瘤数量、根瘤质量和固氮酶活均呈现上升趋

势。而在植株根部接种时，单株紫云英植株接种量

仅需要满足 101 CFU/plant即可结出少量根瘤。2种

接种方式下，当紫云英单株接种根瘤菌 103 CFU时，

相较于接种 101 CFU、102 CFU，紫云英植株的地上

生物量和结瘤数量及固氮酶活性均极显著地增加，

表现出良好的促生效果。但继续增大根瘤菌的接种

量，共生固氮和长势表型趋于稳定。综合分析，本研

究确定紫云英单株最低接种根瘤菌数量为 103 CFU/
plant。

在一定接种量范围内，增加根瘤菌接种量能显

著提高紫云英接种华癸中慢生根瘤菌的效率，促生

效果也显著提高。因此，在农业生产中，施用紫云英

根瘤菌菌剂时，需要综合考虑具体施用方式及施用

量，达到最好的接种效果。即对紫云英植株接种华

癸中慢生根瘤菌时，单株需接种有效根瘤菌不少于

103 CFU，方能达到最有效的促生效果。在田间实际

使用根瘤菌菌剂时，需综合考虑到土著根瘤菌的竞

争以及自然土壤条件的复杂性，可能还需要适当增

大紫云英的根瘤菌剂接种量。

A：不同接种量紫云英植株地下部分长势； B：单株根瘤数量； C：单株根瘤质量； D：固氮酶活性。A：The growth of the underground part 
of the plant under different inoculation quantites； B：Number of nodules per plant； C：Nodule weight per plant； D：Nitrogenase activity.

图4 紫云英植株地下部分长势及结瘤固氮活性测定分析（植株根部接种）

Fig. 4 Analysis of the growth of underground parts and nodule formation and nitrogen fixation activity 
in A. sinicus （root inoculation of plants）
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Effects of inoculation quantity of Mesorhizobium huakuii on nodule 
formation and nitrogen fixation in Astragalus sinicus

WANG Delu1,ZHENG Luyao1,YANG Guoping2,CHEN Dasong1,LIN Hui1,XIE Fuli1,LI Youguo1

1.National Key Laboratory of Agricultural Microbiology，
Huazhong Agricultural University， Wuhan 430070， China；

2.Ningxia Wufeng Agricultural Technology Co.， Ltd.， Yinchuan 750021， China

Abstract Two inoculation methods including seed surface and root inoculations were used to study 
the effects of inoculation quantity of viable rhizobia Mesorhizobium huakuii on the nodule formation and ni⁃
trogen fixation in Astragalus sinicus. The minimum inoculation quantity of rhizobia required for the nodule 
formation and nitrogen fixation in A. sinicus was determined with a sterile sand-pot experiment system us⁃
ing liquid bacterial agents as inoculants. The results showed that the plant leaves started to turn from yellow 
to green， and the fresh weight and plant height aboveground significantly increased compared to that in 
treatments with lower inoculation quantity when the rhizobia concentration inoculated on the seed surface 
reached 10² CFU/seed. Meanwhile， nitrogen-fixing nodules developed on the roots of the A. sinicus 
plants， having a positive effect on promoting growth. When the plant root was inoculated， a single A. sini⁃
cus plant required only an inoculation quantity of 101 CFU/plant to initiate the nodule formation and nitro⁃
gen fixation. When the quantity of rhizobia inoculated on a single A. sinicus plant reached 103 CFU， its nod⁃
ule formation and nitrogen fixation， biomass， and plant growth was significantly better than that in treat⁃
ments with low inoculation quantity. Further increasing the inoculation quantity stabilized the symbiotic ni⁃
trogen fixation. 103 CFU/plant was determined to be the minimum inoculation quantity of M. huakuii rhizo⁃
bia on A. sinicus to fully ensure the nodule formation and nitrogen fixation of rhizobia inoculants after appli⁃
cation in the field， and take the economic effectiveness of inoculant application and the complexity of soil 
conditions into account.

Keywords Astragalus sinicus； Mesorhizobium huakuii； inoculation quantity； nodule formation； ni⁃
trogen fixation
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