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　　摘要：为了解ＡＭ真菌联合柠檬酸对紫云英生长发育及生理特性的影响，通过接种Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓｍｏｓｓｅａｅ和联合施
加柠檬酸进行紫云英温室盆栽试验，测定紫云英幼苗植株形态、根系发育、养分吸收、抗氧化酶活性、渗透调节系统等

指标。结果表明，ＡＭＦ联合柠檬酸的组别相较于ＣＫ组株高、分枝数和生物量均显著增加（Ｐ＜０．０５）。在不同柠檬酸
浓度下，接菌后的紫云英比 ＣＫ组的根冠比和根系活力均显著提升，４ｍｍｏｌ／Ｌ浓度组的根冠比提升了 ５１．９％、
２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度组的根系活力提升了１．３４倍；单独施加柠檬酸可显著增加紫云英磷含量和叶绿素含量，接菌之后进一
步提升二者的含量，在接菌且柠檬酸浓度为 ４ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，磷含量和叶绿素含量较 ＣＫ组分别增加 ９２．２％、
４８２％；ＡＭＦ联合柠檬酸可显著促进紫云英抗氧化酶活性：在柠檬酸浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ条件下的超氧化物歧化酶活性
最佳，达３７８．３８Ｕ／ｇ；在柠檬酸浓度为４ｍｍｏｌ／Ｌ条件下的过氧化物酶和过氧化氢酶活性最佳，分别达到１６１７．５０、
１８３４．８９Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ）；在相同柠檬酸浓度下，联合处理组与单施柠檬酸组相比，进一步显著增加紫云英可溶性糖和可
溶性蛋白含量且显著降低丙二醛含量。综上，ＡＭ真菌联合柠檬酸可以通过促进根系发育和养分吸收，进而提高紫云
英幼苗生理代谢水平，对紫云英幼苗生长具有一定协同作用。
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　　丛枝菌根真菌（ａｒｃｕｓｂｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｕｉ，
ＡＭＦ）是土壤真菌的重要成员。它属于菌物界球菌
门球菌纲，是一类最古老的、专性活体营养共生菌。

地球约 ９０％的陆生植物都可与丛枝菌根真菌共

生［１－２］。ＡＭＦ如同在土壤和植物之间形成了一座
营养互通的桥梁———碳水化合物与矿质养分交

换［３］。ＡＭＦ通过共生在植物根皮层细胞中获取植
物提供的碳水化合物，作为回报，ＡＭＦ根外菌丝帮
助植物吸收土壤中的矿质养分（如氮和磷）输送到

植物根部，从而促进宿主植物的生长［４－５］。在可持

续农业生产中，利用ＡＭＦ菌根生物技术可以改善植
物的生长状况与生态环境［６］、提高农作物产量［７］

等，ＡＭＦ与植物的互作研究已经成为生态农业研究
的热点且受到广泛关注。柠檬酸（ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ）别称
枸杞酸，学名３－羧基－３－羧基戊二酸。在农业植
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物研究方面，柠檬酸作为绿色环保的低分子量有机

酸，在土壤中作为载体增强土壤矿物溶解性和营养

元素有效性。使菌根植物能够吸收非菌根植物无

法活化的氮、磷形式从而提高宿主植物的抗逆性和

生物量［８－９］。近年来，部分学者认为，柠檬酸能够通

过螯合作用和酸溶解作用促进植物吸收土壤中的

有效磷（主要为 Ｈ２ＰＯ
－
４、ＨＰＯ

２－
４ 和 ＰＯ

３－
４ ）。宋金凤

等认为，适宜浓度的柠檬酸能促进暗棕壤中磷的活

化，使落叶松和水曲柳幼苗吸收充足的养分，提升

植物生长参数和营养价值［１０］。刘路路等认为，柠檬

酸在土壤中可调节有益土壤微生物（如 ＡＭ真菌和
根瘤菌）的群体布局和数量；可改变重金属的形态，

提高植物根际土壤环境；可增加活性有机物质，促

进玉米作物生长［１１］。房福力等认为，外源施加柠檬

酸可以减少化肥使用量，从而保护生态环境，还可

以提高农作物番茄产量和经济效益［１２］。所以探究

外源添加柠檬酸对植物矿质营养吸收与化肥的作

用具有重要意义。紫云英（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｓｉｎｉｃｓ）别称红
花草、翘摇，是豆科黄芪属越年生草本植物。紫云

英是南方稻区最主要的覆盖作物，在长江流域广泛

种植［１３］。紫云英在稻田种植后，丰富的土壤微生物

类群利于土壤有机质的循环转化，翻压后还可以促

进土壤碳、氮、磷、钾等元素的释放。它兼具强大的

固氮作用，可以改善土壤理化性状和肥力，优化土

壤生态环境，使农作物的质量与经济效益大幅提

升［１４－１５］。紫云英的经济发展前景广阔，可以用作蔬

菜牧草和蜜源植物，用于研制抗氧化和抗癌保健药

品［１６－１７］，还可以应用于绿肥施田与观景旅游为一体

的系统［１８］。因此，传统覆盖作物紫云英作为本试验

的宿主具有一定的研究价值，紫云英在根际共生微

生物与绿色有机酸的联合处理下生理响应如何？

是否经生物 －化学联合处理紫云英通过其生理响
应能够反映出协同效应？本研究在生物与化学联

合应用的生态农业方面具有一定的意义。因此，本

研究采用温室盆栽试验，设置 ＡＭＦ和柠檬酸浓度２
个环境处理因素，接种菌种为摩西斗管囊霉

（Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓｍｏｓｓｅａｅ），探究丛枝菌根真菌联合柠
檬酸对覆盖作物紫云英生长及生理指标的影响。

旨在改善农田生态环境，为绿色农业可持续发展提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验设计
以紫云英作为宿主植物。土壤基质为自然风

干的土壤、河沙与草炭在１２１℃、０．１ＭＰａ灭菌２ｈ，
连续灭菌３次。将灭菌后的土壤、河沙、草炭放入已
灭菌的花盆中，按照１∶１∶１比例混合均匀后作为
供试基质待用。菌剂：供试菌种为摩西斗管囊霉

（Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓｍｏｓｓｅａｅ），由北京农林科学院植物营
养与资源环境研究所提供。

将紫云英种子浸入 ９５％（体积分数）的乙醇
５ｍｉｎ，再以 ５％（体积分数）ＮａＣｌＯ表面消毒
１０ｍｉｎ，无菌水洗涤４～５次，之后将种子栽种至装
有土壤基质的花盆中，每盆播撒５～６粒，再用２～
３ｃｍ的土壤基质覆盖。不接种 ＡＭＦ处理组每盆放
入土壤基质５００ｇ；接种ＡＭＦ处理组每盆放入土壤基
质４８０ｇ，菌剂土壤２０ｇ。每隔２ｄ浇水１次，每隔７ｄ
施用 Ｈｏａｇｌａｎｄ完全培养液。试验设０、２、４、６ｍｍｏｌ／Ｌ
外施柠檬酸水平（以 ＣＡ０、ＣＡ２、ＣＡ４、ＣＡ６表示），各
施ＣＡ水平下设不接种与接种处理组别，（ＣＫ、ＣＡ２、
ＣＡ４、ＣＡ６和 ＣＡ０＋ＡＭ、ＣＡ２＋ＡＭ、ＣＡ４＋ＡＭ、
ＣＡ６＋ＡＭ）共８个处理，每种处理１０次重复。

温室试验于２０２２年６月１日在安徽师范大学
生命科学学院植物恒温气候室进行。待植株生长

２０ｄ后，６月 ２１日开始施加外源柠檬酸溶液：在
ＣＡ２、ＣＡ４、ＣＡ６接菌与不接菌组植物根际施加
１００ｍＬ相应浓度梯度的柠檬酸溶液，ＣＫ和 ＣＡ０＋
ＡＭ组施加等量的蒸馏水。期间每隔２ｄ浇１次柠
檬酸溶液，为期 １０ｄ的外源处理。待植株生长到
７２ｄ收获，将收获的紫云英幼苗用蒸馏水清洗干
净，先利用液氮速冻处理然后置于 －８０℃冰箱存
放，以便用于生长发育与生理生化指标的测定。

１．２　测定项目与方法
１．２．１　根系发育测定　根冠比：将根及地上部鲜样
置于恒温箱内，１０５℃下杀青３０ｍｉｎ，７０℃下烘干至
恒质量，称量根系和地上部干质量，计算根冠比。

根系活力：采用氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）法测定根
系活力［１９］。

１．２．２　叶片养分测定　磷含量测定：采用钼蓝
法［１９］测定植株中磷元素含量。叶绿素含量测定：采

用丙酮提取法［１９］提取植物叶片中的叶绿体色素。

１．２．３　抗氧化系统和渗透调节物质测定　酶活性
与渗透调节物质测定方法参照《植物生理学实

验》［１９］。采用氮蓝四唑法测定超氧化物歧化酶

（ＳＯＤ）活性，愈创木酚氧化法测定过氧化物酶
（ＰＯＤ）活性，紫外吸收法测定过氧化氢酶（ＣＡＴ）活
性，采用苯酚法测定可溶性糖含量，采用考马斯亮
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蓝法测定可溶性蛋白含量。

１．２．４　丙二醛含量测定　采用硫代巴比妥酸法［１９］

测定丙二醛（ＭＤＡ）的含量。
１．３　数据统计分析

所有指标均重复测定３次，结果以平均值 ±标
准误差表示。采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６对数据进行
汇总、整理与计算，ＳＰＳＳ２０．０软件进行显著性分
析、单因素方差分析和多重检验；采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ软
件进行相关图表制作。

２　结果与分析

２．１　ＡＭＦ联合不同浓度柠檬酸对幼苗生长及菌根
侵染影响

通过双因素交互分析，发现ＡＭＦ与柠檬酸联合
处理均能够显著影响紫云英的株高、分枝数（Ｐ＜

００５）。在单施柠檬酸的情况下，各浓度与 ＣＫ组相
比，除单施柠檬酸ＣＡ２组地上部鲜质量差异不显著
（Ｐ＞０．０５）外，其余组别对植株的生物量均具有显
著促进作用（Ｐ＜０．０５）。在接菌与联合处理下，与
ＣＫ组相比，ＣＡ０＋ＡＭ、ＣＡ２＋ＡＭ、ＣＡ４＋ＡＭ、ＣＡ６＋
ＡＭ的地上部鲜质量分别提高 ２１．７％、３９．５％、
６７８％、２７．６％，地上部干质量分别提高 ２０．０％、
６１．０％、７６．５％、５９．１％。ＣＡ４＋ＡＭ组的地下部鲜
质量和地下部干质量提高效果最佳，与 ＣＫ组相比
分别提高１．０９、１．７６倍（表１）。
　　由图１可知，同时接种ＡＭＦ和添加外源柠檬酸
处理下的紫云英生长状况整体要优于 ＣＫ处理，单
独接菌组也优于 ＣＫ组。且在同一柠檬酸浓度下，
联合处理组比单施柠檬酸组促进紫云英生长发育

的效果更优。

表１　ＡＭＦ联合不同浓度柠檬酸对紫云英幼苗株高、分枝数及生物量的影响

处理
株高

（ｃｍ）
分枝数

（个）

地上部 地下部

鲜质量（ｇ） 干质量（ｇ） 鲜质量（ｇ） 干质量 （ｇ）

ＣＡ０ １１．１３±０．２１ａ １７．３３±１．５２ａ ５．１６±０．１２ａ ０．６７±０．０３ａ ４．２２±０．１６ａ ０．３４±０．０２ａ

ＣＡ０＋ＡＭＦ １２．８３±０．２５ｂ ２４．６７±２．０８ｂｃ ６．２８±０．１７ｂｃ ０．８０±０．０６ｂｃ ５．０６±０．０７ｂ ０．４３±０．０３ｂ

ＣＡ２ １３．８７±０．２９ｃ ２１．３３±２．００ａｂ ５．８３±０．１８ａｂ ０．７９±０．０７ｂｃ ５．０５±０．０７ｂ ０．４４±０．０３ｂ

ＣＡ２＋ＡＭＦ １４．６７±０．３５ｄ ３０．６７±２．０８ｄ ７．２０±０．２２ｄｅ １．０７±０．０２ｄ ７．２９±０．０３ｄ ０．７６±０．０４ｅ

ＣＡ４ １４．１０±０．３ｃｄ ２５．３３±１．５２ｃ ７．５６±０．５９ｅ ０．９２±０．０３ｃ ７．６０±０．２８ｄ ０．６７±０．０４ｄ

ＣＡ４＋ＡＭＦ １４．６０±０．４４ｄ ３４．６７±１．５２ｅ ８．６５±０．４５ｆ １．１８±０．０５ｄ ８．８４±０．０８ｅ ０．９３±０．０５ｆ

ＣＡ６ １２．８３±０．３１ｂ ２４．３３±２．６４ｂｃ ５．６５±０．４０ｂ ０．７７±０．０８ｂ ６．３７±０．１８ｃ ０．４７±０．０２ｃ

ＣＡ６＋ＡＭＦ １３．５３±０．６５ｃ ２６．００±１．００ｃ ６．５８±０．２２ｃｄ １．０６±０．０７ｄ ６．５９±０．３２ｃ ０．６９±０．０４ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

　　ＡＭ菌根共生体是 ＡＭＦ与宿主植物之间亲和
力的象征，从接种ＡＭＦ的紫云英幼苗根系中可以看

到，菌丝进入根部皮层细胞后在细胞内或细胞间延

伸和生长发育；在细胞中形成连续分枝的丛枝结
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构，行使真菌与植物间的营养交换功能；在细胞内

或细胞间形成泡囊结构，泡囊是ＡＭＦ的营养储存器
官（图２）。接种摩西斗管囊霉可以较好地侵染紫云
英幼苗根系，与植物有良好的营养共生关系。

２．２　ＡＭＦ联合不同浓度外源柠檬酸对幼苗根系发
育影响

植物根系是植物重要的营养吸收器官，根的发

育和活力水平对地上部的生长发育和植株产量有

重要影响，根系的生长指标主要包括根长、根冠比、

根系活力等。由图３可知，与ＣＫ组相比，除单独接
菌组与单施柠檬酸的 ＣＡ２和 ＣＡ６组根冠比差异不
显著（Ｐ＞０．０５），其余组别根长、根冠比和根系活力
均具有显著促进作用（Ｐ＜０．０５）。在相同柠檬酸浓
度下，联合处理组的根系发育指标均优于单施柠檬

酸组。联合处理组与 ＣＫ组相比，ＣＡ２＋ＡＭ、ＣＡ４＋
ＡＭ、ＣＡ６＋ＡＭ组根冠比分别增加３６．５％、５１．９％、
２５．０％；联合处理组中幼苗根系活力也具有显著促
进作用，与ＣＫ组相比，ＣＡ２＋ＡＭ组根系活力达到
０．４１１ｍｇ／（ｇ·ｈ）。２ｍｍｏｌ／Ｌ和４ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的
柠檬酸联合接种ＡＭＦ处理可以有效促进根系发育，
而较高浓度（６ｍｍｏｌ／Ｌ）柠檬酸促进作用减弱，也间
接抑制了ＡＭＦ对幼苗根系发育的促进作用（图３）。

２．３　ＡＭＦ联合不同浓度外源柠檬酸对幼苗营养合
成的影响

植物磷含量和叶绿素含量是评价植物营养状

况与光合作用强弱的重要指标。在单施柠檬酸的

情况下，与ＣＫ组相比，各浓度组别的磷含量和叶绿
素含量均具有显著促进作用（Ｐ＜０．０５），各浓度组
别的磷含量分别增加２０．４％、６９．１％、５７．６％；叶绿
素分别增加 １３．１％、２８．１％、１５．３％。在相同柠檬
酸浓度下，联合处理与单施柠檬酸组相比进一步显

著增加了幼苗的磷含量和叶绿素含量，且４ｍｍｏｌ／Ｌ
浓度的柠檬酸联合接种 ＡＭＦ处理组较 ＣＫ组的促
进作用最明显，其磷含量达３０．１１ｍｇ／ｇ，叶绿素含
量达２３．２１ｍｇ／ｇ（图４）。
２．４　ＡＭＦ联合不同浓度外源柠檬酸对幼苗抗氧化
系统和渗透调节物质的影响

ＳＯＤ、ＰＯＤ和ＣＡＴ作为抗氧化酶共同保卫植物
细胞的完整性，维持活性氧的相对平衡。与 ＣＫ组
相比，除单接菌组的ＳＯＤ活性与ＣＡ６组的ＰＯＤ活
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性差异不显著（Ｐ＞０．０５），其他各组别的 ＳＯＤ、
ＰＯＤ、ＣＡＴ活性均具有显著促进作用（Ｐ＜０．０５）。
在相同柠檬酸浓度下，联合处理与单施柠檬酸组相

比，除６ｍｍｏｌ／Ｌ组的 ＳＯＤ活性与 ＣＡＴ活性差异不
显著，２ｍｍｏｌ／Ｌ和４ｍｍｏｌ／Ｌ组的３种抗氧化酶活
性和６ｍｍｏｌ／Ｌ组的ＰＯＤ活性均有显著提升。联合
处理组与ＣＫ组相比，３个浓度组别的 ＳＯＤ活性分
别提高４５．８％、４１．０％、１１．１％；联合处理下的 ＰＯＤ
活性和ＣＡＴ活性与ＣＫ组相比也具有显著促进作用
（Ｐ＜０．０５），３个浓度组别的 ＰＯＤ活性分别提高
８６．６％、１１７．１％、８０．５．％；３个浓度组别的 ＣＡＴ酶
活性分别提高１２５．３％、１９８．７％、４２．１％（图５）。

可溶性糖与可溶性蛋白是植物细胞中重要的

渗透调节物质，其含量多少与植物细胞代谢调节能

力强弱呈正相关。在单施柠檬酸的情况下，与 ＣＫ
组相比，各浓度组别的可溶性糖与可溶性蛋白含量

均具有显著促进作用（Ｐ＜０．０５）。在相同柠檬酸浓
度下，联合处理组的可溶性糖和可溶性蛋白含量均

显著高于单施柠檬酸组。联合处理组与 ＣＫ组相
比，各浓度组别的可溶性糖含量分别提高９８．０％、
１７２．３％、１２９．３％，其中 ＣＡ４＋ＡＭ 组含量达
１２．０３ｍｇ／ｇ；各浓度组别的可溶性蛋白含量分别提
高１８９．２％、１９０．０％、５０．１％，其中 ＣＡ４＋ＡＭ组可

溶性蛋白含量达６４．５２ｍｇ／ｇ（图５）。
膜脂过氧化水平可以由丙二醛（ＭＤＡ）含量的

高低表示，因为 ＭＤＡ是膜脂过氧化产物之一。在
单施柠檬酸的情况下，与 ＣＫ组相比，各浓度组别
ＭＤＡ含量均显著降低（Ｐ＜０．０５）。在相同柠檬酸
浓度下，联合处理组的丙二醛含量均显著低于单施

柠檬酸组。接菌后各处理组的 ＭＤＡ含量随着施加
柠檬酸的浓度递增进一步降低。其中 ＣＡ４＋ＡＭ和
ＣＡ６＋ＡＭ组差异不大，二者 ＭＤＡ含量分别为
０３７、０．３４μｍｏｌ／ｇ（图５）。

３　讨论

３．１　ＡＭＦ联合不同浓度柠檬酸对紫云英幼苗生长
发育和养分吸收的影响

ＡＭ真菌与自然界的大多数植物均可良好共
生［２０－２３］，大多数植物生长过程中对外源有机酸相对

敏感［２４－２６］，本试验结果进一步证实了前人的研究结

论。本研究在紫云英苗期生长发育过程中，单施外

源柠檬酸可以提高生物量和促进根部发育，且中等

柠檬酸浓度对紫云英的根部发育促进作用最强，较

低或过高浓度柠檬酸起到的促进作用会相对较弱，

说明外源柠檬酸会影响植物的生长发育，并存在适

宜浓度的阈值，这与王鸿燕等对马蔺的研究结
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果［２７］、陈佳等对栝楼的研究结果［２８］一致。ＡＭＦ与
柠檬酸联合处理下，更加显著促进植株根部发育和

养分吸收，可能是 ＡＭ真菌调节土壤水分梯度和根
际环境来改变紫云英的根构型和细胞壁伸长，促进

其生长发育［２９］，进而促进柠檬酸的利用，同时适当

浓度的柠檬酸可以改善植物根部生长发育与细胞

环境，还可以促进ＡＭＦ与根部的共生发育与营养水
平的提升。因此，接种ＡＭＦ与适宜浓度的柠檬酸有
助于塑造良好的根系结构，提高根系活力，促进根

系吸收磷元素和矿质营养，促进植物进行光合作

用，从而增加其叶绿素含量。

３．２　ＡＭＦ联合不同浓度柠檬酸对紫云英幼苗抗氧
化酶活性和渗透调节物质的影响

植物生长过程中不可避免地受到各种逆境胁

迫，植物体内抗氧化酶系统和渗透调节物质对体内

清除活性氧自由基及维持细胞稳态具有重要作

用［３０］。本研究单施外源柠檬酸可以提高紫云英幼

苗抗氧化酶活性并增加可溶性糖和可溶性蛋白的

含量。但高浓度柠檬酸促进作用会相对减弱，可能

是由于过高浓度柠檬酸会与土壤中的金属离子产

生过度螯合作用对植物逐渐产生不利影响［３１］；同一

柠檬酸浓度下，单施柠檬酸低于ＡＭＦ与柠檬酸联合
处理，二者联合使用更加显著提高植株抗氧化酶系

统活性并增加渗透调节物质。Ｋｌｉｎｓｕｋｏｎ等认为，
ＡＭＦ的定殖可以提高桉树幼苗的耐盐能力［３２］；李

娇娇 在 不 同 干 旱 条 件 下，发 现 ２种 ＡＭＦ
（Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓｍｏｓｓｅａｅ和 Ｇｌｏｍｕｓｅｔｕｎｉｃａｔｕｍ）均可以
不同程度地提高梨树幼苗渗透调节及抗氧化能力，

调节植物内源激素平衡［３３］；Ｃｅｓａｒｏ等也发现 ＡＭ菌
根共生体会促进番茄根系有益分泌物和渗透调节

物质的增加［３４］。本研究结果对上述研究成果也进

行了验证，可见接种ＡＭＦ与适宜的柠檬酸浓度具有
一定协同作用，有助于植物抗氧化系统的完善和营

养价值的提升。

４　结论

综上，ＡＭＦ联合适宜浓度柠檬酸可在一定程度
上促进覆盖作物紫云英的生长发育并提高其生理

生化指标。因此，ＡＭＦ与该绿色有机酸联合可以考
虑作为一种新兴生态环保菌剂施用于紫云英生长

时期的农田中，待其翻压后间接影响农作物生长和

产量，充分呼应生态农业的理念，也响应农业生产

与环境保护同步发展的号召。
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