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外源激素对紫花苜蓿种子内生根瘤菌增殖
及幼苗生长的影响

杜媛媛，康文娟*，师尚礼*，韩宜霖，何富强
（甘肃农业大学草业学院，草业生态系统教育部重点实验室，中-美草地畜牧业可持续发展研究中心，甘肃  兰州  730070）

摘要：紫花苜蓿根瘤的形成发育及幼苗生长受到多重植物激素的调控。激素对外源根瘤菌的增殖和促生效应已有

研究，但激素对内生根瘤菌的增殖及促生效应研究较少。因此，筛选出对根瘤菌 SM12531f生长有促进作用的 3-吲

哚乙酸、6-苄氨基嘌呤和 28-高油菜素内酯的浓度，然后用这 3 种浓度分别浸泡含有青色荧光蛋白标记的内生根瘤菌

SM12531f 的苜蓿种子并种植，分析外源激素对苜蓿植株组织中内生根瘤菌数量、植株结瘤及植株生长的影响。结

果表明，3-吲哚乙酸、6-苄氨基嘌呤和 28-高油菜素内酯这 3 种激素的最适浓度分别为 14 mg·L-1、18 mg·L-1和 2. 97 
mg·L-1。幼苗期对植株内生根瘤菌增殖、结瘤及生长有益的是 6-苄氨基嘌呤和 28-高油菜素内酯，且前者的促进效

果更明显，前者内生根瘤菌在根部的定殖数量最多，在稀释 100 倍时定殖数量为 1167 cfu·g-1、地上鲜重为 1. 99 g·
株-1。同样在分枝期对植株有益的是 6-苄氨基嘌呤，且内生根瘤菌在根部研磨液稀释 100 倍时定殖数量为 833 cfu·
g-1、地上鲜重为 5. 03 g·株-1。因此，对苜蓿内生根瘤菌增殖及苜蓿生长最适的激素是 18 mg·L-1的 6-苄氨基嘌呤，

该发现对精准利用种子内生根瘤菌的结瘤固氮效应提供理论依据，为紫花苜蓿-根瘤菌共生育种奠定了基础。
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Abstract： The formation， development， and seedling growth of alfalfa nodules are regulated by multiple plant 
hormones.  The proliferation and growth promoting effects of hormones on exogenous rhizobia have been studied， 
but there is relatively little research on the proliferation and growth promoting effects of hormones on endogenous 
rhizobia.  To address this knowledge gap， three concentrations of 3-indoleacetic acid （IAA）， 6-benzylaminopurine 
（6-BA）， and 28-homobrassinolide （HBR）， which promote the growth of rhizobium SM12531f， were evaluated.  
Alfalfa seeds containing cyan fluorescent protein labeled endophytic rhizobia SM12531f were soaked in solutions of 
one of these three concentrations， and planted.  The effects of the exogenous hormones on the number of endophytic 
rhizobia in alfalfa plant tissue， plant nodulation， and plant growth were analyzed.  The results showed that the 
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optimal concentrations for promotional activity of these three hormones were 14 mg·L-1 for IAA， 18 mg·L-1 for 6-

BA， and 2. 97 mg·L-1 for HBR.  During the seedling stage， 6-BA and HBR were beneficial for the proliferation， 
nodulation， and growth of endophytic rhizobia in plants， and the former had a more significant growth promotion 
effect.  The hormone 6-BA resulted in the highest number of endophytic rhizobia colonizing in the roots， with a colony 
density of 1167 cfu·g-1 at a dilution of 100 times and aboveground fresh weight of 1. 99 g·plant-1.  6-BA was also 
beneficial to plants during the branching stage.  The endophytic rhizobia formed 833 cfu·g-1 in plants with an 
aboveground fresh weight of 5. 03 g·plant-1， when diluted 100 times in a ground root solution.  Therefore， in these test 
conditions， the most suitable hormone for promoting proliferation and growth of alfalfa endophytic rhizobia was 6-BA at 
18 mg·L-1 concentrration.  These results provide a theoretical basis for the precise utilization of the nodulation nitrogen 
fixation effect of endophytic rhizobia in seeds， and lays a foundation for the symbiotic breeding of alfalfa rhizobia.
Key words： endophytic rhizobia； proliferation； promoting growth； auxin； cytokinin； brassinosteroid

紫花苜蓿（Medicago sativa）是多年生豆科牧草，被称为“牧草之王”，拥有众多优良特性。固氮肥田是紫花苜

蓿众多优良特性之一，在生产高蛋白质含量牧草的同时肥沃土地，在农业可持续发展和土地可持续利用方面具有

重要意义［1］。氮素是植物赖以生存和生长发育必不可少的营养元素［2］。自然界中的生物固氮是指固氮微生物将

大气中的游离态氮固定转化为含氮化合物，成为植物所能吸收的氮［3-4］。生物固氮主要有 3 种类型：共生固氮、自

生固氮和联合固氮。在共生固氮中，一种广泛分布在土壤中的为根瘤菌，它可与植物共生形成根瘤，将大气中的

无机氮固定转化为可被植物吸收利用的化合态氮，减少植物生长对土壤氮素的依赖［5］。研究发现根瘤菌还可以

通过内生菌的形式与谷类植物产生有益的联合，提高产量［6］。研究发现，根瘤菌在苜蓿植株体内的数量分布及其

运移动态在时间维度上表现为，授粉后花内各组织根瘤菌数量迅速增加，结荚期根和荚果皮内的根瘤菌数量明显

高于其他时期，种子成熟后大部分根瘤菌存在于种皮内［7］。祁娟［8］发现苜蓿种子里含有内生根瘤菌，其具有溶解

有机磷、分泌生长素、增强固氮酶活性、增加植株含氮量以及提高植株产量的功能。

外源物质的添加对内生根瘤菌的数量和苜蓿生长也存在不同程度的影响，如硼、苦参碱、赤霉素、磷酸二氢钾

和黄腐酸等。其中适宜浓度硼、苦参碱和赤霉素均可促进幼苗体内根瘤菌的运移及定殖，且三者可提高幼苗单株

结瘤数、根瘤重，增加幼苗的生物量。张运婷等［9］和苗阳阳［10］研究发现添加适宜浓度磷酸二氢钾和黄腐酸接种苜

蓿可促进根瘤菌在苜蓿植株体内运移及定殖，且外源磷酸二氢钾和黄腐酸与相应标记根瘤菌混合接种可促进苜

蓿幼苗生长。

豆科植物根瘤的形成和发育受到多种植物激素的调控，各种激素在根瘤发育的不同阶段相互协调共同调控

根瘤的形成和发育，其作用既有正向的又有负向的［11］。生长素和细胞分裂素在植物生长发育过程中是必不可少

的，它具有诱导和刺激细胞的分裂分化从而影响植物各器官生长的作用［12］，并且生长素在根瘤发育的不同阶段积

累，在表皮中，生长素可促进侵染进程，细胞分裂素会抑制侵染进程，两者之间存在着微妙平衡的拮抗作用，而这

两种激素都对根瘤器官形成过程中细胞分裂的启动和维持产生积极影响［13］。张淑卿［14］研究发现吲哚乙酸能够提

高外源根瘤菌在紫花苜蓿茎内的定殖数量，但降低了内生根瘤菌在茎和子叶中的定殖数量。

细胞分裂素具有促进细胞分裂、促进种子发芽，提高坐果率以及增加产量的作用［15］；刘尧［16］研究发现，细胞分

裂素对豆科植物根瘤菌的增殖具有促进作用，且豆科植物中，细胞分裂素是根瘤器官发生和根毛侵染的中心调节

因子，对皮层细胞的分裂以及根瘤原基的形成起正向调节作用［17］。

油菜素内固醇（brassinosteroid， BR）在植物生长发育中起到重要的调节功能，其中包括促进细胞分裂分化、

细胞生长和花粉管发育［18］。BR 对根瘤发育的影响是复杂的，既有积极影响又有消极影响。油菜素类固醇生物合

成基因突变导致的 BR 缺乏会引起番茄（Lycopersicon esculentum）、水稻（Oryza sativa）和豌豆（Pisum sativum）突

变体中的根瘤菌定殖数量减少；豌豆的嫁接研究表明，BR 可能通过枝条衍生信号影响结瘤。无论根系中 BR 的

产生如何，在枝条系统中 BR 生物合成减少的植物比具有野生型芽系统的植物产生的根瘤更少［19］。
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综上所述，目前对根瘤菌的增殖以及促生效应起促进作用的激素类物质有细胞分裂素和生长素。油菜素内

固醇对于根瘤菌的增殖以及促生效应既有积极影响又有消极影响。但有关生长素和细胞分裂素的研究大多是围

绕外源根瘤菌而展开的，以内生根瘤菌为主题的相对较少，关于油菜素内固醇对内生根瘤菌的影响不太确定。因

此，进行生长素、细胞分裂素和油菜素内固醇对内生根瘤菌的增殖以及促生效应影响的研究很有必要，可为精准

利用种子内生根瘤菌的结瘤固氮效应提供理论依据，为紫花苜蓿-根瘤菌共生育种奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　供试菌株　  供试青色荧光蛋白（cyan fluorescent protein， CFP）标记的中华根瘤菌株 Sinorhizobium 

meliloti12531f（SM12531f），其原始菌株为 Ensifer meliloti 12531（购自中国科学院微生物保藏中心，分离自非甘农

5 号紫花苜蓿植株体内的外源根瘤菌），现保存于甘肃农业大学草业生态系统教育部重点实验室［10］。

1. 1. 2　供试激素　  所用激素为 3-吲哚乙酸（生长素）、6-苄氨基嘌呤（细胞分裂素）及 28-高油菜素内酯（油菜素

内固醇），均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

1. 1. 3　供试种子　  参试种子为含有荧光标记内生根瘤菌 SM12531f的第 3 代种子。该种子的初代经实验室前

期将标记根瘤菌 SM12531f导入苜蓿植株中收获［10］，在 25 ℃+自然湿度、25 ℃+硅胶干燥、4 ℃+冰箱冷藏湿度和

-4 ℃+冰箱冷冻湿度这 4 种贮藏条件下贮藏 3 年后，将初代种子播种并获得了次代种子。4 种贮藏条件处理下

的次代种子内生根瘤菌均有传代能力和传代有效性，相比无菌水处理（不含内生根瘤菌）的种子在结瘤、固氮、生

长及生物量方面均有所提高［20］。次代种子再次播种，于 2022 年 8 月收获了内含荧光标记内生根瘤菌 SM12531f
的第 3 代紫花苜蓿种子，命名为 A. GN5+R. 12531f［9］。通过荧光标记内生根瘤菌的检测，结果表明第 3 代种子中

含有的荧光标记内生根瘤菌 SM12531f数量为 15~20 cfu·seed-1。

1. 1. 4　供试培养基以及培养液　  TY 固体培养基：胰岛蛋白胨 5. 0 g·L-1，酵母粉 3. 0 g·L-1，CaCl2·6H2O 1. 3 
g·L-1，琼脂 16. 0 g·L-1，蒸馏水 1000 mL，pH=7. 0［21］。

TY 液 体 培 养 基 ：胰 岛 蛋 白 胨 5. 0 g·L-1，酵 母 粉 3. 0 g·L-1，CaCl2·6H2O 1. 3 g·L-1，蒸 馏 水 1000 mL，

pH=7. 0［21］。

YMA 固体培养基：K2HPO4·3H2O 0. 5 g·L-1，MgSO4·7H2O 0. 2 g·L-1，NaCl 0. 1 g·L-1，甘露醇 10 g·L-1，酵

母粉 1 g·L-1，浓度 2. 5 g·L-1的刚果红溶液 10 mL·L-1，琼脂 15 g·L-1，蒸馏水 1000 mL，pH=7. 0［22］。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　同浓度外源激素溶液配制　  将 2 mg 的 28-高油菜素内酯、5 mg 的 3-吲哚乙酸及 5 mg 的 6-苄氨基嘌呤

分别置于无菌三角瓶中，用少量酒精进行溶解并用无菌滤膜（直径 0. 22 μm）过滤 3 次，之后定容至 10 mL 配置为

母液，然后运用激素母液配置成所需浓度，如下所示：

3-吲哚乙酸浓度设 10、12、14、16 和 18 mg·L-15 个处理，以蒸馏水接种为对照［23］；

6-苄氨基嘌呤浓度为 12、14、16、18 和 20 mg·L-1，以蒸馏水接种为对照［23］；

28-高油菜素内酯浓度为 0. 98、1. 48、1. 98、2. 47 和 2. 97 mg·L-1，以蒸馏水接种为对照［24］。

1. 2. 2　根瘤菌株的活化　  把保存在-80 ℃下甘油中荧光标记的根瘤菌株 SM12531f 取出，将其接入 TY 固体

平板培养基中进行活化培养，之后挑取单菌落转入 TY 液体培养基，置于转速 120 r·min-1，温度 28 ℃的摇床中培

养，直至 OD600nm=1×109 cfu·mL-1［25］。

1. 2. 3　适宜荧光标记根瘤菌生长的激素浓度测定　  将配置好的 3 种激素按设置的浓度分别加入 40 mL 的菌

液中，置于转速 120 r·min-1、温度 28 ℃的摇床中培养。分别在第 1、3、5、7 天测各处理菌液中的活菌数［10］，选出最

适宜内生根瘤菌 SM12531f生长的激素浓度，其中以不添加激素的菌液为对照。

1. 2. 4　激素处理及苜蓿植株培养　  试验在 2023 年 5 月于甘肃农业大学温室内进行。将内含青色荧光标记内

生根瘤菌的紫花苜蓿种子置于已灭菌的 50 mL 三角瓶内，碘伏（购自兰州博域生物科技有限责任公司，有效碘含

量 0. 45%~0. 55%）浸泡 3 min，无菌水清洗 4 次，每次 1 min。以上操作均在无菌操作台内进行。
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将 消 毒 后 的 种 子 分 别 浸 泡 在 适 宜 浓 度 的 3- 吲 哚 乙 酸（3-indoleacetic acid， 3-IAA）、6- 苄 氨 基 嘌 呤（6-

benzyladenine， 6-BA）和 28-高油菜素内酯（28-homobrassinolide， HBR）处理液中 2 h，以蒸馏水（CK）为对照  ［23］。

把营养土装入 75% 乙醇消毒且杯底扎有网眼的塑料杯（直径 6. 0 cm，高 7. 5 cm， 400 g·杯-1），将其放入水培

盒中（长 31 cm，宽 19 cm，高 10. 5 cm）。每杯播种 20 粒已处理的种子，待苜蓿幼苗长出真叶后，每杯定苗 15 株，每

个处理重复 6 次。幼苗生长过程中用无菌蒸馏水补充水分，直至幼苗期及分枝期。

1. 2. 5　测定指标与方法　  荧光标记内生根瘤菌的检测方法。取样组织为幼苗期（生长第 30 天）和分枝期（生

长至 45 d）的根、茎、叶。

每个处理各重复随机取 3 株植株，分离根、茎、叶并分别称取 1 g，置于无菌 50 mL 三角瓶中，在超净工作台内

用医用碘伏浸没各部分振荡消毒 2 min 后，用无菌水冲洗 4 次直至冲洗液澄清透明无泡沫。将表面消毒的植物组

织各面在固体培养基上放置 30 min 后取出，培养基置于 28 ℃培养 48 h，未长出菌落表明植物组织表面已彻底消

毒，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 2 mL 已灭菌的离心管中，

8000 r·min-1离心 20 min，吸取 0. 2 mL 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 48 h。培养结束后，黑暗条件下用手提式紫外灯（WFH-204B，波长

336 nm）观察并记录发青色的荧光标记根瘤菌落数，换算出每 g 植物组织中荧光标记根瘤菌数量［19］。

根瘤性状测定。在幼苗期和分枝期，各处理随机取 5 株（保持根系完整），小心清洗根系周围营养土，测定其

单株结瘤数、单株根瘤重、根瘤直径、根瘤等级。根瘤等级划分参考 5 分值计分法：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. 5 mm 的粉色根瘤；4 分：直径处于 0. 5~1. 0 mm 之间的粉

色根瘤；5 分：直径≥1 mm 的粉色根瘤［26］。

固氮能力测定。固氮酶活性：采用乙炔还原法测定固氮酶活性［27］，切下根瘤，称取鲜重，放置 8 mL 青霉素瓶

中，盖紧瓶塞并密封，使用微量注射器抽取 0. 8 mL 空气，并注入 0. 8 mL 乙炔气体，反应 2 h。然后使用 10 μL 微量

注射器吸取 10 μL 瓶内气体注入气相色谱仪（Agilent 7890B）。

 C2 H 4水平 ( μmol·g-1·h-1 )= C × hx × V
hs × 1000 × 22. 4 × t × m × 106

式中：C 代表标准 C2H4 浓度（nmol·mL-1），hx 代表样品峰面积，V：反应气体体积（mL），hs：标准 C2H4 峰面积，

22. 4：乙烯的物质的量，t：反应时间（h），m：瘤重（g）。

豆血红蛋白含量：参照王树起等［28］和左元梅等［29］的方法，取一定量的新鲜根瘤，在 4 ℃的磷酸缓冲溶液（0. 1 
mol·L-1，pH 6. 8）中研磨成匀浆，磷酸缓冲溶液的量为根瘤体积的 4 倍左右，4 ℃离心 15 min，取上层清液离心 20 
min，再取上清液，在波长 540 nm 条件下用双光束紫外可见分光光度计 TU-1901 比色测定吸光值。

生物量测定。在幼苗期和分枝期时，每个处理每个重复随机选取 5 株，称取地上和地下鲜重（滤纸吸干表面

水分）和干重（烘箱中 105 ℃杀青 20 min，而后 80 ℃烘干至恒重）［30］，并进行根长、株高的测量以及单株叶片数（复

叶）的测定。

1. 3　数据处理

通过  Microsoft Office 2019 软件整理、计算数据并用 Prism 8 软件作图，利用  SPSS 25. 0 （IBM Corporation，
美国）软件针对外源激素对内生根瘤菌增殖、根瘤的固氮性能及植株生物量的影响进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度外源激素对外源荧光标记根瘤菌 SM12531f 生长的影响

2. 1. 1　3-吲哚乙酸　  适宜的 3-吲哚乙酸浓度对外源标记根瘤菌 SM12531f 具有促进作用（图 1）。处理第 1 天

时，18 mg·L-1的 3-吲哚乙酸对根瘤菌 SM12531f生长的促进作用最强（OD600nm=1. 364），其次为 14 mg·L-1的 3-吲

哚乙酸（OD600nm=1. 325），两种处理分别较未经激素处理的对照提高了 35. 47% 和 33. 69%，差异显著（P<0. 05）；

在第 3 天（OD600nm=1. 520）、第 5 天（OD600nm=1. 530）和第 7 天（OD600nm=1. 522）时 14 mg·L-1的 3-吲哚乙酸对根瘤

菌 SM12531f 生长的促进作用均显著高于对照（P<0. 05），分别较对照提高了 71. 26%、81. 68% 和 86. 90%。因
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此，筛选出促进根瘤菌 SM12531f 生长的最适 3-吲哚

乙酸浓度为 14 mg·L-1。

2. 1. 2　6-苄氨基嘌呤　  图 2 所示，适宜浓度的 6-苄

氨基嘌呤对根瘤菌 SM12531f 具有促生作用。18 mg·
L-16-苄氨基嘌呤在第 1（OD600nm=1. 403）、3（OD600nm=
1. 628）、5（OD600nm=1. 700）及 7 天（OD600nm=1. 703）对

SM12531f的生长促进作用均最强，显著高于未添加 6-

苄氨基嘌呤处理（P<0. 05），且分别比对照组提高了

41. 49%、83. 47%、101. 82% 和 109. 13%。 因 此 ，18 
mg·L-1 的 6-苄氨基嘌呤最适根瘤菌 SM12531f 的生

长。

2. 1. 3　28-高油菜素内酯　  图 3 所示，适宜浓度的

28-高油菜素内酯对根瘤菌 SM12531f 具有促生作用。

2. 97 mg·L-1 28-高油菜素内酯分别在第 1（OD600nm=
1. 326）、3（OD600nm=1. 536）、5（OD600nm=1. 599）及 7 天

（OD600nm=1. 584）对 SM12531f 的生长促进作用均最

强，显著高于未添加 28-高油菜素内酯处理组（P<
0. 05），且 分 别 比 对 照 组 提 高 了 33. 73%、73. 06%、

89. 79% 和 94. 56%。因此，2. 97 mg·L-1 的 28-高油菜

素内酯最适根瘤菌 SM12531f的生长。

2. 2　外源激素对苜蓿植株内生根瘤菌 SM12531f 及

其生长的影响

2. 2. 1　外源激素对苜蓿体内标记内生根瘤菌的影

响　  将含有标记内生根瘤菌 SM12531f 的种子用最

适浓度的 3 种外源激素处理，植株幼苗期和分枝期各

组织内的 SM12531f数量分别如图 4 和图 5 所示。

幼苗期时（图 4A），6-苄氨基嘌呤（8. 33 cfu·g-1）

及 28-高油菜素内酯（1. 67 cfu·g-1）处理组的标记内生

根 瘤 菌 在 植 株 叶 片 内 的 数 量 显 著 高 于 对 照（P<
0. 05），而 3-吲哚乙酸处理组与对照组的叶部未检测

到标记内生根瘤菌 SM12531f。分枝期时（图 5A），6-

苄氨基嘌呤、3-吲哚乙酸以及对照组的叶部 SM12531f
的数量差异不显著（P>0. 05），而在 28-高油菜素内酯

处理组的叶部未检测到内生根瘤菌。

由图 4B 可知，幼苗期 28-高油菜素内酯处理组的

标记内生根瘤菌在植株茎中的数量（46. 67 cfu·g-1）显

著高于对照（1. 67 cfu·g-1）、3-吲哚乙酸处理组（6. 67 
cfu·g-1）及 6-苄氨基嘌呤处理组（8. 33 cfu·g-1）（P<
0. 05），分别提高了 96. 43%、85. 71% 和 82. 14%；6-苄

氨基嘌呤处理组及 3-吲哚乙酸处理组的标记内生根

瘤菌在茎中的含量与对照差异不显著。分枝期时 6-

图 1　3-吲哚乙酸处理对 SM12531f增殖的影响

Fig. 1　Effect of 3-indoleacetic acid treatment on the proliferation 
of SM12531f
图例为菌株名称 + 添加浓度，不同小写字母间表示差异显著（P<
0.05），为同一检测时间的测定值（平均值 ± 标准差），下同。 The 
legend shows the name of the strain and the concentration added， the 
difference between different lowercase letters is significant （P<0.05）， 
and the measured values at the same testing time （mean±standard 
deviation）， the same below.

图 2　6-苄氨基嘌呤对 SM12531f增殖的影响

Fig. 2　Effect of 6-benzylaminopurine on the proliferation of 
SM12531f

图 3　28-高油菜素内酯对 SM12531f增殖的影响

Fig. 3　 Effect of 28-homobrassinolide on the proliferation of 
SM12531f
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苄氨基嘌呤处理组的标记内生根瘤菌数量（53. 33 cfu·g-1）显著高于对照组（5. 00 cfu·g-1）、3-吲哚乙酸（33. 33 
cfu·g-1）及 28-高 油 菜 素 内 酯（6. 67 cfu·g-1）处 理 组（P<0. 05），分 别 提 高 了 90. 62%，37. 50% 以 及 87. 49%
（图 5B）。

在植株幼苗期时，根部研磨液稀释 10 倍的情况下，激素 28-高油菜素内酯处理组（750. 00 cfu·g-1）的标记内生

根瘤菌在植株根部的含量显著高于对照（125. 00 cfu·g-1）、激素 3-吲哚乙酸处理组（200. 00 cfu·g-1）以及 6-苄氨基

嘌呤处理组（366. 67 cfu·g-1）（P<0. 05），分别提高了 83. 33%、73. 33% 和 51. 11%；在根部研磨液稀释 100 倍的情

况下，激素 6-苄氨基嘌呤处理组（1166. 67 cfu·g-1）显著高于 3-吲哚乙酸处理组（333. 33 cfu·g-1）（P<0. 05），并且

提高了 71. 43%，与对照组（833. 33 cfu·g-1）和 28-高油菜素内酯组（666. 67 cfu·g-1）差异不显著（P>0. 05）；在根

部研磨液稀释 1000 倍的情况下，激素 6-苄氨基嘌呤处理组（5000. 00 cfu·g-1）以及 28-高油菜素内酯处理组

（5000. 00 cfu·g-1）显著高于对照组（3333. 33 cfu·g-1）和 3-吲哚乙酸处理组（0 cfu·g-1）（P<0. 05），并且激素 6-苄

氨基嘌呤处理组以及 28-高油菜素内酯处理组相较于对照组均提高了 33. 33%（图 4C）。

如图 5C 所示，在植株分枝期根部研磨液稀释 10 倍的情况下，3-吲哚乙酸（383. 33 cfu·g-1）以及 6-苄氨基嘌呤

（383. 33 cfu·g-1）处理组的标记内生根瘤菌数量显著高于对照组（100. 00 cfu·g-1）（P<0. 05），均提高了 73. 91%，

与 28-高油菜素内酯处理组差异不显著；根部研磨液稀释 100 倍的情况下，对照组与处理组均差异不显著（P>
0. 05），但 6-苄氨基嘌呤处理组的标记内生根瘤菌数量最多，为 833. 34 cfu·g-1；在根部研磨液稀释 1000 倍的情况

下，对照组与处理组均差异不显著（P>0. 05），但其中 6-苄氨基嘌呤以及 3-吲哚乙酸处理组的标记内生根瘤菌数

量高于对照组以及 28-高油菜素内酯处理组，其中 6-苄氨基嘌呤以及 3-吲哚乙酸处理组的数量均为 3333. 33 
cfu·g-1。

综上所述，6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株体内的标记内生根瘤菌 SM12531f具有更持久的促进作用。

图 4　幼苗期苜蓿植株组织内标记内生根瘤菌数量

Fig. 4　Number of endophytic rhizobia labeled in alfalfa plant tissues at seedling stage
不同小写字母表示同一菌株不同激素处理下差异显著（P<0.05），下同。The different lowercase letters indicate significant differences in the same 
strain under different hormone treatments （P<0.05）， the same below.

图 5　分枝期苜蓿植株组织内标记内生根瘤菌数量

Fig. 5　Number of endophytic rhizobia labeled in alfalfa plant tissues at the branching stage
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2. 2. 2　外源激素对苜蓿植株根瘤特性的影响　  图 6 所示，幼苗期 3-吲哚乙酸处理组未结根瘤，因此该处理组

的单株结瘤数、单株根瘤重、根瘤直径、根瘤等级、固氮酶活性及豆血红蛋白含量均为 0。
由图 6A 可知，与对照相比，6-苄氨基嘌呤和 28-高油菜素内酯对单株根瘤数无显著影响（P>0. 05）；6-苄氨基

嘌呤处理组的单株根瘤重（5. 00×10-3 g·株-1）显著高于对照组（3. 90×10-3 g·株-1）与 28-高油菜素内酯处理组

（2. 50×10-3 g·株-1）（P<0. 05），分别提高了 22. 00% 和 50. 00%（图 6B）。

由图 6C，D 所示， 6-苄氨基嘌呤及 28-高油菜素内酯处理组对根瘤直径及根瘤等级的影响不显著（P>0. 05）。

分析图 6E 可以得出激素 6-苄氨基嘌呤处理组的固氮酶活性（5. 00×10-4 μmol·g-1·h-1）显著高于对照组

（1. 51×10-4 μmol·g-1·h-1）及 28- 高 油 菜 素 内 酯 处 理 组（1. 07×10-4 μmol·g-1·h-1）（P<0. 05），分 别 提 高 了

69. 78% 和 78. 53%；同样地（图 6F），6-苄氨基嘌呤处理组的豆血红蛋白含量（0. 43 mg·g-1）显著高于对照组

（0. 18 mg·g-1）与 28-高油菜素内酯处理组（0. 29 mg·g-1）（P<0. 05），分别提高了 57. 51% 和 31. 95%。

因此，在苜蓿植株幼苗期，激素 6-苄氨基嘌呤对植株的结瘤能力有积极影响。

由图 7A 可知，分枝期对照组、6-苄氨基嘌呤处理组以及 28-高油菜素内酯处理组的单株结瘤数均显著高于 3-

吲哚乙酸处理组（2. 00 结瘤数·株-1）（P<0. 05），分别提高了 60. 00% 和 53. 81%；如图 7B 所示，对照组的单株根

瘤重（10. 5×10-3 g·株-1）显著高于各处理组（P<0. 05），较 3-吲哚乙酸处理组、6-苄氨基嘌呤处理组及 28-高油菜

素内酯处理组分别提高了 37. 50%、55. 77% 和 68. 27%。

由图 7C 可知，对照组的根瘤直径（1. 37 mm）显著高于各处理组（P<0. 05），较 3-吲哚乙酸处理组、6-苄氨基

嘌呤处理组及 28-高油菜素内酯处理组分别提高了 24. 21%、35. 77% 和 37. 22%；而在根瘤等级方面（图 7D），处

理组与对照组差异均不显著（P>0. 05）。

激素 3-吲哚乙酸处理组的固氮酶活性（13. 44×10-4 μmol·g-1·h-1）显著高于对照组（8. 11×10-4 μmol·g-1·

h-1）、6-苄氨基嘌呤处理组（7. 67×10-4 μmol·g-1·h-1）及激素 28-高油菜素内酯处理组（9. 59×10-4 μmol·g-1·h-1）

（P<0. 05），分别提高了 39. 55%、42. 85% 和 28. 52%（图 7E）；在豆血红蛋白含量中（图 7F），6-苄氨基嘌呤处理组

（6. 20 mg·g-1）显著高于对照组（4. 03 mg·g-1）、3-吲哚乙酸处理组（5. 70 mg·g-1）与 28-高油菜素内酯处理组

（5. 29 mg·g-1）（P<0. 05），分别提高了 35. 00%、8. 06% 和 14. 68%。

图 6　幼苗期苜蓿植株的结瘤能力

Fig. 6　Nodulation capacity of alfalfa plants at seedling stage
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因此，分枝期时，外源激素的添加在固氮酶活性方面 3-吲哚乙酸具有促进作用；在豆血红蛋白含量中处理组

均有促进作用，其中 6-苄氨基嘌呤促进效果最为明显。

综上所述，激素 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株的结瘤能力能够产生积极影响。

2. 2. 3　外源激素对苜蓿植株生物量的影响　  由表 1 可知，幼苗期时，6-苄氨基嘌呤处理组的地上鲜重（1. 99 g·
株-1）显著高于激素 3-吲哚乙酸处理组（1. 62 g·株-1）（P<0. 05），显著提高了 22. 84%，与对照组及激素 28-高油菜

素内酯处理组差异不显著；在地上干重中， 6-苄氨基嘌呤处理组（0. 31 g·株-1）显著高于对照组（0. 23 g·株-1）

（P<0. 05），显著提高了 34. 78%，与激素 3-吲哚乙酸处理组及 28-高油菜素内酯处理组差异不显著；激素 28-高油

菜素内酯处理组的地下鲜重（1. 40 g·株-1）显著高于其他处理组（P<0. 05），较对照组、3-吲哚乙酸处理组及 6-苄

氨基嘌呤处理组分别提高了 68. 67%、105. 88% 和 91. 78%；在地下干重中，激素 28-高油菜素内酯处理组（0. 16 
g·株-1）显著高于其他组（P<0. 05），较对照组、3-吲哚乙酸处理组及 6-苄氨基嘌呤处理组分别提高了 166. 67%、

166. 67% 及 128. 57%。

由表 2 可知，分枝期时，6-苄氨基嘌呤处理组（5. 03 g·株-1）的地上鲜重显著高于 3-吲哚乙酸处理组（2. 06 g·
株-1）以及 28-高油菜素内酯处理组（2. 97 g·株-1）（P<0. 05），分别显著提高了 144. 17% 和 69. 36%；在地上干重

中，同样  6-苄氨基嘌呤处理组（0. 95 g·株-1）显著高于 3-吲哚乙酸处理组（0. 39 g·株-1）以及 28-高油菜素内酯处理

图 7　分枝期苜蓿植株的结瘤能力

Fig. 7　Nodulation capacity of alfalfa plants at branching stage

表 1　幼苗期不同激素对苜蓿植株地上、地下干鲜重的影响

Table 1　The effect of different hormones on the aboveground and belowground dry and fresh weight of alfalfa plants during the 
seedling stage （g·plant-1）

处理

Treatment

CK

3-IAA

6-BA

HBR

地上鲜重

Aboveground fresh weight

1. 73±0. 08ab

1. 62±0. 21b

1. 99±0. 23a

1. 66±0. 15ab

地上干重

Aboveground dry weight

0. 23±0. 00b

0. 29±0. 05ab

0. 31±0. 02a

0. 29±0. 03ab

地下鲜重

Underground fresh weight

0. 83±0. 01b

0. 68±0. 01d

0. 73±0. 01c

1. 40±0. 00a

地下干重

Underground dry weight

0. 06±0. 00c

0. 06±0. 00c

0. 07±0. 01b

0. 16±0. 01a

注： 数据为平均值±标准误，同列不同小写字母表示差异显著（P<0. 05）。CK：对照；3-IAA：3-吲哚乙酸；6-BA：6-苄氨基嘌呤；HBR：28-高油菜素内

酯。下同。

Note： The values in the Table are mean±standard error， different letters in the same column indicate significant differences （P<0. 05）.  CK：Control 
group； 3-IAA： 3-indoleacetic acid； 6-BA： 6-benzyladenine； HBR： 28-homobrassinolide.  The same below.
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组（0. 51 g·株-1）（P<0. 05），分 别 显 著 提 高 了

143. 59% 及 86. 27%；激素 6-苄氨基嘌呤处理组的

地下鲜重（3. 91 g·株-1）显著高于其他处理组（P<
0. 05），较对照组、3-吲哚乙酸处理组及 28-高油菜素

内 酯 处 理 组 分 别 提 高 了 67. 81%、228. 57% 和

78. 53%；在地下干重中，对照组与其他处理组差异

不显著（P>0. 05）。

在苜蓿植株幼苗期，激素 6-苄氨基嘌呤处理组

的 单 株 叶 片 数（20. 00）显 著 高 于 对 照 组（16. 00）
（P<0. 05），显著提高了 25. 00%，与激素 3-吲哚乙

酸处理组以及 28-高油菜素内酯处理组差异不显著

（P>0. 05）；激 素 6- 苄 氨 基 嘌 呤 处 理 组 的 株 高

（32. 62 cm）显 著 高 于 激 素 3- 吲 哚 乙 酸 处 理 组

（29. 02 cm）（P<0. 05），显著提高了 12. 41%，与对

照组和 28-高油菜素内酯处理组差异不显著（P>
0. 05）；在根长中，激素 6-苄氨基嘌呤处理组（18. 80 
cm）、28-高油菜素内酯处理组（18. 50 cm）以及对照

组（19. 10 cm）均显著高于激素 3-吲哚乙酸处理组

（14. 80 cm）（P<0. 05），分别提高 27. 02%、25. 00%
和 29. 05%（表 3）。

在苜蓿植株分枝期， 6-苄氨基嘌呤（53. 33）以及 28-高油菜素内酯处理组（62. 67）的单株叶片数与对照组

（64. 00）差异不显著（P>0. 05），而 3-吲哚乙酸处理组（33. 67）显著低于对照组（P<0. 05），降低了 47. 39%；在株

高以及根长方面，对照组与处理组差异不显著（P>0. 05，表 4）。

综上所述，激素 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株的生长具有促进作用。

3　讨论

植物激素控制植物的生长发育。最常见的植物激素有生长素、细胞分裂素、赤霉素等，它们在植物整个生活

史中既可独立发挥作用又能互相协同作用［31］。植物激素不但控制植物的生长发育过程，同样还调节根瘤的

形成［11］。

生长素的准确定位、运输以及积累在植物器官形成过程中起重要作用［32］，含有生长素生物合成酶基因的根瘤

菌侵染过的豆科植物能产生较多数目的根瘤［33］，且生长素对根瘤的发育阶段以及植株需要生长素的位置有要

求［34］。张淑卿［14］研究发现吲哚乙酸能够提高外源根瘤菌在紫花苜蓿茎内的定殖数量，但降低内生根瘤菌在植株

表 2　分枝期不同激素对苜蓿植株地上、地下干鲜重的影响

Table 2　Effects of different hormones during branching stage on dry and fresh weight of alfalfa plants above and below ground 
（g·plant-1）

处理

Treatment

CK

3-IAA

6-BA

HBR

地上干重

Aboveground dry weight

0. 80±0. 09ab

0. 39±0. 10c

0. 95±0. 19a

0. 51±0. 20bc

地上鲜重

Aboveground fresh weight

4. 28±0. 47ab

2. 06±0. 48c

5. 03±1. 20a

2. 97±1. 04bc

地下鲜重

Underground fresh weight

2. 33±1. 00b

1. 19±0. 19c

3. 91±0. 20a

2. 19±0. 14b

地下干重

Underground dry weight

0. 36±0. 13a

0. 21±0. 12a

0. 46±0. 23a

0. 29±0. 12a

表 3　幼苗期不同激素对苜蓿植株单株叶片数、株高以及根长的

影响

Table 3　Effects of different hormones at seedling stage on leaf 
number， plant height and root length of alfalfa plant

处理

Treatment

CK

3-IAA

6-BA

HBR

单株叶片数

Leaf number per plant

16. 00±2. 00b

19. 00±1. 73ab

20. 00±1. 73a

19. 33±1. 53ab

株高

Plant height （cm）

31. 66±2. 15ab

29. 02±3. 21b

32. 62±2. 31a

29. 64±1. 09ab

根长

Root length （cm）

19. 10±0. 30a

14. 80±1. 10b

18. 80±0. 80a

18. 50±0. 70a

表 4　分枝期不同激素对苜蓿植株单株叶片数、株高以及根长的

影响

Table 4　 Effects of different hormones at branching stage on 
leaf number， plant height and root length of alfalfa plant

处理

Treatment

CK

3-IAA

6-BA

HBR

单株叶片数

Leaf number per plant

64. 00±21. 28a

33. 67±5. 13b

53. 33±9. 24ab

62. 67±2. 08a

株高

Plant height （cm）

32. 46±2. 51a

35. 04±2. 05a

35. 52±5. 81a

34. 10±3. 90a

根长

Root length （cm）

19. 13±0. 95a

19. 23±3. 02a

20. 13±0. 67a

20. 20±3. 45a
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中的定殖数量。本研究发现 3-吲哚乙酸并未对内生根瘤菌在苜蓿植株组织中的增殖起到积极作用，从而导致 3-

吲哚乙酸未对内生根瘤菌种子育成幼苗的结瘤性能起到积极作用，与张淑卿［14］的研究结果一致。并且生长素影

响细胞分裂素的产生，也影响植株的生长和伸长［35］，在本研究中生长素并未对苜蓿植株的地上地下鲜重、地上地

下干重、单株叶片数、株高以及根长方面起促进作用，其原因可能为 3-吲哚乙酸未对内生根瘤菌的增殖起到积极

作用，进一步使苜蓿植株的固氮性能减弱，从而导致 3-吲哚乙酸未对苜蓿植株的生长起到促进作用。

刘尧［16］研究发现，细胞分裂素对豆科植物根瘤菌的增殖具有促进作用，并且细胞分裂素是根瘤器官发生所必

需的，根瘤形成的一个主要下游目标是诱导细胞分裂素的合成、运输和信号传导［36］。Nandwal等［37］研究发现细胞

分裂素对豌豆的固氮能力具有促进作用，高浓度的细胞分裂素处理下根瘤数量减少，低浓度时根瘤数量增加。因

此可以说明根瘤对细胞分裂素的需求具有一定的浓度范围［38］。本研究发现适宜浓度的 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株

的结瘤能力具有积极作用，这与 Mens等［38］的研究结果相似。且适宜浓度的细胞分裂素可明显提高紫花苜蓿的粗

蛋白、粗纤维、叶绿素含量及其产量［39］，本研究中，适宜浓度的 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株的地上地下鲜重、地上地

下干重、单株叶片数、株高以及根长方面具有促进作用，其原因为适宜浓度的细胞分裂素可促进种子的萌发、芽的

分化、茎的伸长以及根的生长等［40］。

油菜素内酯对根瘤发育的影响是复杂的，既有积极影响又有消极影响［19］。有研究表明用不同浓度的 28-高油

菜素内酯浸种后，小扁豆（Polygala tatarinowii）的根瘤数减少，与此相反，用 24-表油菜素内酯处理豌豆种子，可

导致根瘤数量、根瘤鲜重和干重以及固氮酶活性的增加，说明不同种类不同浓度的油菜素内固醇对不同植物产生

不同的影响［39］。本研究发现 28-高油菜素内酯在幼苗期和分枝期对苜蓿植株的结瘤性能并未起到促进作用，与  
Ferguson 等［34］的研究结果相似。适宜浓度的油菜素内固醇可以快速有效地影响苜蓿的生长，在提高产量、改善生

长性状等方面有重要意义［41］，但在本研究中 28-高油菜素内酯在地上地下鲜重、地上地下干重、单株叶片数、株高

以及根长方面的促进作用低于 6-苄氨基嘌呤，其原因可能为 28-高油菜素内酯对内生根瘤菌的增殖作用低于 6-苄

氨基嘌呤，进一步使苜蓿植株的固氮性能减弱，从而导致 28-高油菜素内酯对苜蓿植株生长的促进作用不及 6-苄

氨基嘌呤。

研究发现，外源添加适宜浓度的硼、赤霉素以及苦参碱对内生荧光标记根瘤菌由根系向下部茎以及下部叶运

移及定殖具有积极作用，并且有利于外源添加的荧光标记根瘤菌由根系向下部茎、下部叶、上部茎和上部叶内的

定殖［10］。本研究中激素 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株体内的标记内生根瘤菌 SM12531f 具有促生作用，而 28-高油菜

素内酯只在苜蓿植株的幼苗期、3-吲哚乙酸只在分枝期对苜蓿植株的内生根瘤菌 SM12531f起作用；在幼苗期，激

素 6-苄氨基嘌呤对苜蓿植株的结瘤能力有积极影响，在分枝期，6-苄氨基嘌呤对根瘤的豆血红蛋白起到积极作

用，而 28-高油菜素内酯和 3-吲哚乙酸并未对苜蓿植株的结瘤能力起到促进作用。苗阳阳［10］研究发现，添加适宜

浓度的硼、赤霉素和苦参碱对苜蓿幼苗的地上鲜重、地上干重、地下鲜重以及地下干重具有促进作用。本研究中，

3 种外源激素在苜蓿植株生物量方面，6-苄氨基嘌呤的促进效果最为明显。因此，对于苜蓿植株内生根瘤菌有益

的外源物质中包含适宜浓度的细胞分裂素。

4　结论

在幼苗期 2. 97 mg·L-1的 28-高油菜素内酯对紫花苜蓿植株标记内生根瘤菌 SM12531f 增殖以及苜蓿结瘤、

固氮和生长有益，但促进效果低于 18 mg·L-1的 6-苄氨基嘌呤；且幼苗期和分枝期对紫花苜蓿植株标记内生根瘤

菌 SM12531f 增殖以及苜蓿结瘤、固氮和生长均有益的激素为浓度 18 mg·L-1的 6-苄氨基嘌呤。因此，在幼苗期

和分枝期对苜蓿内生根瘤菌增殖以及苜蓿生长最适的是 18 mg·L-1的 6-苄氨基嘌呤。
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