
 

壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆结瘤固氮的影响
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摘要: 【目的】研究壳聚糖对盐胁迫抑制菜用大豆结瘤固氮的缓解效应，为进一步探讨壳聚糖抗逆机理提供新

的线索。【方法】以蛭石为基质，以菜用大豆‘特早王’–根瘤菌共生体系为研究对象，采用人工气候箱培养，

研究 NaCl 胁迫下壳聚糖对菜用大豆根瘤形成、生物固氮的影响。菌种为与‘特早王’共生匹配性较好的快生

根瘤菌 N18。接种后的植株进行如下 4 个处理：1) 叶面喷施清水，根部浇灌无氮营养液 (CK)；2) 叶面喷施壳聚

糖水溶液，根部浇灌无氮营养液 (CTS)；3) 叶面喷施清水，根部浇灌溶有 NaCl 的无氮营养液 (Cl)；4) 叶面喷施

壳聚糖水溶液，根部浇灌溶有 NaCl 的无氮营养液 (CTS+Cl)。上述各处理施用的水或水溶液均为无菌水配制，

NaCl 处理的浓度为 50 mol/L，CTS 处理的适宜浓度为 200 mg/L。接种 30 天后，将大豆植株取出，用清水将根

部蛭石冲洗干净后，立即测定根瘤固氮酶活性、根瘤数及根瘤鲜重，然后测定根瘤豆血红蛋白含量和根系活

力，最后测植株干重和全氮量。【结果】氯化钠胁迫下，植株干重显著下降，与 CK 相比降幅达 49%，喷施壳

聚糖后 (CTS +Cl)，降低幅度显著减小，但依然显著低于 CK (P < 0.05)。无盐条件下，与 CK 相比，壳聚糖处理

(CTS) 增加植株干重的效果不明显。喷施壳聚糖显著增加了菜用大豆的根瘤数、根瘤鲜重、植株含氮量、根系

活力、豆血红蛋白含量及固氮酶活性 (P < 0.05)。NaCl 胁迫显著抑制了菜用大豆的结瘤固氮作用，其中根瘤

数、根瘤鲜重分别较 CK 下降了 79%、90%，而壳聚糖处理 (CTS+Cl) 使菜用大豆在盐逆境下的结瘤数、根瘤鲜

重、植株全氮含量、根系活力、豆血红蛋白含量及固氮酶活性等均显著回升，增幅分别达对照的 29%、20%、

17%、48%、19%、21%，但均显著低于 CK。【结论】非 NaCl 胁迫下，喷施壳聚糖可以显著促进菜用大豆结

瘤，提高豆血红蛋白含量及固氮酶活性，最终增加植株含氮量。在 NaCl 胁迫下，外源壳聚糖可以显著缓解氯

化钠胁迫导致的对根系活力和结瘤固氮的影响。因此，叶面喷施壳聚糖是促进菜用大豆结瘤固氮和生长的有效

措施。
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Effects of chitosan on nodulation and nitrogen fixation
of vegetable soybean under NaCl stress
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Abstract: 【Objectives】The effect of stimulating growth and tolerance to salt stress of crop through foliar spray
of chitosan was confirmed in this paper.【Methods】Vermiculite culture method was conducted inside plant
growth chamber, vegetable soybean [Glycinemax (L.) Merr.]  ‘Tezaowang’  and the rhizobium N18 were used as
the test materials in the symbiotic system of vegetable soybean-rhizobium. Salt stress was prepared by adding 50
mol/L of NaCl in nitrogen-free nutrient solution and chitosan (CTS) spraying concentration was 200 mg/L in the
treatments. Four treatments were setup including spraying water and no salt stress control (CK), spraying CTS
under no salt stress (CTS); spraying water under salt stress (Cl) and spraying CTS under NaCl stress (CTS +
Cl). After 30 days treatment, the plants were harvested, and the activities of nitrogenase, the number and fresh
weight of nodules were measured immediately. Then the root activity and leghemoglobin content were
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determined, and the plant dry biomass and total N content were tested at last.【Results】Without NaCl stress,
spraying CTS did not increase the dry plant biomass significantly; Under NaCl stress, the fresh biomass was
significantly decreased, and spraying CTS narrowed the decrease significantly but still lower than that in CK (P <
0.05). Without NaCl stress, the nodule number, nodule fresh weight, total N content, root activity, leghemoglobin
content and nitrogenase activity of vegetable soybean were significantly increased by spraying CTS. Under NaCl
stress, the nodulation and nitrogen fixation of vegetable soybean were significantly inhibited, while spraying CTS
significantly increased the nodule umber, nodule fresh weight, total nitrogen content, root activity, leghemoglobin
content and nitrogenase activity of vegetable soybean under salt stress, with the increase of 29%, 20%, 17%, 48%,
19%, 21% of the CK respectively, although they were still significantly lower than CK.【Conclusions】Under
normal condition, spraying chitosan shows significant effect in promoting the nodulation, enhancing the
leghemoglobin content and nitrogenase activity, and increase plant growth as a result. Under NaCl stress, spraying
chitosan could significantly increase the tolerance of crop to salt stress, although could not offset the diverse effect
of salt stress completely. Therefore, foliar application of exogenous chitosan is recommended in the production of
legumes.
Key words: chitosan; vegetable soybean; nodulation and nitrogen fixation; NaCl stress

 

豆科植物发育过程中根与根瘤菌形成根瘤固氮

体，根瘤的共生固氮作用为豆科植物生长提供了重

要的氮素来源，对豆科植物产量和品质的提高具有

重要作用。根瘤菌与豆科植物共生关系的建立是根

瘤菌、植物及环境三方相互作用的结果。豆科植物

结瘤要受到环境因子的限制，环境因子发生改变，

必将影响根瘤菌与豆科植物共生体系的建立。研究

发现，豆科植物与根瘤菌共生关系的建立对土壤盐

分非常敏感。在 50～100 mmol/L NaCl 条件下，大豆

根系根瘤菌侵染率显著下降[1]，在 210 mmol/L NaCl
条件下，蚕豆根系结瘤完全被抑制[2]。

壳聚糖 (CTS) 是甲壳素脱乙酰化后得到的一种

聚氨基葡萄糖，在自然界的合成量仅次于纤维素，

是一种非常廉价、清洁的化学物质，且其能够增强

植株对逆境胁迫的抗性。潘丽芹等[3]的研究发现，壳

聚糖可显著提高 NaCl 胁迫下白三叶草幼苗的株高、

鲜重、干重和根冠比，有效减轻了盐渍伤害。外源

壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆叶绿体内抗坏血酸–
谷胱甘肽 (AsA-GSH) 循环产生了显著的诱导作用，

维持了较强的活性氧清除能力，进而显著提高了其

净光合速率[4-5]。但壳聚糖对盐逆境下豆科植物结瘤

固氮的影响的研究尚鲜有报道。盐逆境下，外源壳

聚糖对豆科植物的结瘤固氮是否产生影响？能否缓

解其对豆科植物结瘤固氮的抑制效应？是当前亟待

探讨的问题。

中国盐碱耕地达 670 万 hm2，居世界第四位 [6]，

且由于不合理的水肥管理，土壤盐渍化和次生盐渍

化呈现继续扩大的趋势，已严重威胁到包括豆科植

物在内的农业生产和生态环境的建设。在生产中，

迫切需要一种简单可行且廉价、清洁的方法使豆科

植物和根瘤菌在盐胁迫下仍能维持良好的共生关

系，提高其结瘤固氮能力，同时，豆科植物–根瘤菌

良好的共生关系也有助于提高植物的耐盐性。菜用

大豆是一种高营养的保健食品，近年来，随着人们

生活水平的提高和膳食结构的改变，其生产和市场

得到迅速发展，露地及保护地栽培面积逐年增加。

为此，本研究拟以菜用大豆–根瘤菌共生体系为试

材，研究壳聚糖对NaCl胁迫下其结瘤固氮的调节作用，

探讨壳聚糖对盐胁迫抑制根瘤菌结瘤固氮的缓解效

应，为进一步揭示壳聚糖抗逆机理提供新的线索。

1    材料与方法

1.1    试材培育及处理

1.1.1  试验材料　　菜用大豆选用当地主栽品种‘特

早王’，根瘤菌种为与其共生匹配性较好的快生根

瘤菌 N18[7](菌种购自黑龙江省科学院微生物研究所)。
1.1.2  试材培育　　挑选种皮无破损、饱满度相近的

种子，先用 95% 乙醇冲洗 30 s，再用 1∶5(次氯酸钠

与无菌水的体积比) 次氯酸钠溶液消毒 3 min，捞出

后播入口径 10 cm、高 10 cm、底部具小孔的硬质塑

料钵中，蛭石作基质，每钵 2粒，每钵定苗 1株。

幼苗 2 片真叶完全展开后接种。将根瘤菌悬浮

液稀释至 OD600 值约为 0.1，用移液枪取摇匀的菌悬

液喷注到幼苗根部周围，每株接种 1 mL[8]，然后再

覆盖一薄层 (1 cm 左右) 蛭石保湿。放入人工气候箱
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中培养，白天光强为 150 μmol/(m2·s)，光周期为 14

h光照/10 h黑暗，昼夜温度保持在 25℃/18℃。

所有实验用具、蛭石高温高压灭菌 20 min。

1.1.3  试验处理　　试验采用基质培养法，设 4 个处

理：1) 叶面喷施清水，根部浇灌无氮营养液 (CK)；

2)  叶面喷施 CTS 水溶液，根部浇灌无氮营养液

(CTS)；3) 叶面喷施清水，根部浇灌溶有 NaCl 的无

氮营养液 (Cl)；4) 叶面喷施 CTS 水溶液，根部浇灌

溶有 NaCl 的无氮营养液 (CTS +Cl)。上述各处理施

用的水或水溶液均为无菌水配制。每处理 7 株，3 次

重复，完全随机排列。CTS 处理的适宜浓度为 200

mg/L[7]，NaCl 处理的适宜浓度 (在此浓度下，菜用大

豆能够生长，同时能够形成根瘤) 为 50 mol/L(预备试

验筛选)。

接种当天进行 CTS 处理，用手持小型喷雾器将

CTS 溶液均匀喷洒在幼苗叶片上，以量足但不下滴

为宜，对照和 Cl 处理喷洒无菌水。CTS 诱导处理

5 天后进行 NaCl 处理，NaCl 溶于 1/4 浓度无氮营养

液，均匀浇入基质中。CK 和 CTS 处理仅浇无氮营

养液。

1.2    测定项目及方法

接种 30 天 (NaCl 处理 25 天) 后，将菜用大豆植

株从塑料钵中取出，用清水将根部蛭石冲洗干净

后，立即测定根瘤固氮酶活性，之后测定根瘤数及

根瘤鲜重，然后进行根瘤豆血红蛋白含量、根系活

力测定，最后将植株烘干后测其干重、全氮含量。

用乙炔还原法[9]测定根瘤固氮酶活性，根瘤豆血

红蛋白含量参照文献[10]中的方法测定，根系活力采用

TTC法[11]测定，植株全氮含量采用凯氏定氮法[11]测定。

1.3    数据处理

应用 SPSS软件对试验数据进行统计分析。

2    结果与分析

2.1    壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆植株生长的

影响

由图 1 可知，NaCl 胁迫下，菜用大豆植株干重

显著下降，较对照 (CK) 的降幅达 49%，而壳聚糖处

理 (CTS+Cl) 显著提高了菜用大豆的生物量，增幅可

达 CK 的 19%，但显著低于 CK。无盐条件下，壳聚

糖处理 (CTS) 与 CK的差异不显著，但显著高于盐胁

迫下壳聚糖处理 (CTS+Cl)。说明 NaCl 胁迫严重抑制

了菜用大豆植株的生长，而壳聚糖处理可显著缓解

其抑制作用，但无盐条件下壳聚糖对菜用大豆植株

生长的诱导作用不显著。

2.2    壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆结瘤固氮的

影响

表 1、图 2 显示，NaCl 胁迫大幅减少了菜用大

豆的根瘤数和根瘤鲜重，降幅分别达 CK 的 79%、

表 1   NaCl 胁迫下壳聚糖处理菜用大豆的结瘤固氮

Table 1   Nodulation and nitrogen fixation of vegetable soybean with chitosan treatments under NaCl stress

处理

Treatment
根瘤数 Nodule number

(No./plant)
根瘤鲜重 Nodule weight

(mg/plant, FW)
植株含氮量 Plant N content

(g/kg)

CK 32.63 ± 1.65 b 232.67 ± 11.17 b 20.63 ± 1.18 b

CTS 42.11 ± 1.74 a 305.67 ± 15.18 a 23.58 ± 1.00 a

Cl   6.90 ± 0.57 d 24.33 ± 1.09 d 14.18 ± 0.49 d

CTS +Cl 16.36 ± 0.79 c 71.33 ± 2.21 c 17.61 ± 2.03 c

          注（Note）：同列数值后不同字母表示处理间差异显著  (P < 0.05)  Values  followed by different  letters  in  the  same column indicate

significant difference among  treatments (P < 0.05).
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图 1   CaCl 胁迫下壳聚糖处理菜用大豆植株干重

Fig. 1   Dry weight of vegetable soybean plants with
chitosan treatments under NaCl stress

[注（Note）：柱上不同字母表示不同处理间差异显著 Different
letters above the bars indicate significant difference among treatments
(P < 0.05).]
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90%，而壳聚糖处理使菜用大豆的结瘤数及根瘤鲜重

均显著回升，增幅分别为 CK 的 29%、20%。无盐条

件下，壳聚糖处理显著提高了菜用大豆的根瘤数和

根瘤鲜重，增幅分别为 CK 的 29%、31%。表明在盐

胁迫和无盐条件下壳聚糖对菜用大豆根瘤的形成均

有显著的促进作用。

菜用大豆植株的含氮量受 NaCl 胁迫伤害而显著

下降，降幅达 CK 的 31%，壳聚糖处理后植株含氮

量显著回升，增幅达 CK 的 17%。无盐条件下，壳

聚糖处理显著提高了菜用大豆植株的含氮量。可见

在盐胁迫和无盐条件下壳聚糖对菜用大豆与根瘤菌

共生固氮均有显著的促进作用 (表 1)。
上述结果表明，壳聚糖通过促进菜用大豆根瘤

的形成及发育，进而促进固氮作用，提高植株含氮量。

2.3    壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆根系活力的

影响

NaCl 胁迫下，菜用大豆根系的发育受到了严重

抑制，致使其根系活力较 CK 显著下降了 62%，而

壳聚糖处理有效促进了盐逆境下根系的生长，使根

系活力回升了 CK 的 48%。无盐条件下，壳聚糖显

著提高了菜用大豆的根系活力，增幅达 CK 的 17%
(P < 0.05)。表明无论在盐胁迫还是无盐条件下，外

源壳聚糖均可诱导提高菜用大豆根系的活力水平 (图 3)，
增强其吸收能力，促进植株生长，为结瘤固氮奠定

良好的物质基础。

2.4    壳聚糖对 NaCl 胁迫下菜用大豆根瘤豆血红

蛋白含量和固氮酶活性的影响

由图 4 可见，菜用大豆根瘤豆血红蛋白的合成

和固氮酶活性在 NaCl 胁迫下均受到了严重抑制，致

使二者较 CK 大幅下降，降幅分别达 34% 和 35%，

而壳聚糖处理有效缓解了盐胁迫对其的抑制作用，

使豆血红蛋白含量和固氮酶活性分别回升了 CK 的

19% 和 21%。无盐条件下，壳聚糖处理显著提高了

菜用大豆根瘤豆血红蛋白含量和固氮酶活性。可

见，壳聚糖对菜用大豆根瘤豆血红蛋白的合成和固

氮酶活性的提高有显著的促进作用，而二者协调变

化是提高根瘤固氮效率的重要保障。

3    讨论

盐渍环境对豆科植物的结瘤固氮会产生严重的

CK CTS Cl CTS+Cl

 
图 2   NaCl 胁迫下壳聚糖处理菜用大豆根系生长及结瘤

Fig. 2   Root growth and nodulation of vegetable soybean with chitosan treatments under NaCl stress
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图 3   不同处理菜用大豆根系活力

Fig. 3   Root activity of vegetable soybean under different
treatments

[注（Note）：柱上不同字母表示不同处理间差异显著 ( P < 0.05)
Different letters above the bars indicate significant difference among
treatments (P < 0.05)]
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阻碍作用。李梅等 [ 12 ]的研究发现，NaCl 浓度大于

100 mmol/L 时，随着浓度的升高，蒺藜苜蓿根瘤数

量不断减少，根瘤不断变小，同时固氮区细胞数量

也相应减少。而王登科等[13]研究发现，NaCl 抑制种

子萌发，减缓根瘤菌的生长，降低根瘤菌的抗氧化

能力，最终限制豆科绿肥作物的早期生长。本研究

中，NaCl 胁迫使菜用大豆根瘤数、根瘤鲜重大幅下

降，最终导致植株含氮量下降，生长受阻 (表 1、图 1)。
这可能与 NaCl 抑制根瘤菌生长，降低根瘤菌的抗氧

化能力有关。然而，NaCl 胁迫使菜用大豆根系生长

受阻[14-15]，侧根短，侧根少 (图 2)，根毛发育不良而

不宜结瘤[16]，可能是导致菜用大豆根瘤少而小的另一

主要原因。壳聚糖处理使盐胁迫下菜用大豆的结瘤

数、根瘤鲜重显著升高，这表明壳聚糖可缓解 NaCl
对根瘤菌生长的抑制作用，提高其抗逆性。同时，

壳聚糖可促进 NaCl 胁迫下菜用大豆根系的生长，使

侧根长及侧根数显著增加 (图 2)，这可能是盐胁迫下

壳聚糖诱导菜用大豆根瘤数、根瘤鲜重增加的重要

原因之一。本研究中壳聚糖诱导 NaCl 胁迫下根系活

力的提高也有力证明了壳聚糖在盐逆境下可改善菜

用大豆根系生长状况，促进营养物质的吸收，进而

改善地上部的生长和营养状况。此外，笔者前期的

研究发现，外源壳聚糖使 NaCl 胁迫下菜用大豆的净

光合速率显著升高[5]。这些结果均显示壳聚糖处理可

为菜用大豆结瘤奠定良好的物质基础。这可能是外源

壳聚糖提高盐胁迫下菜用大豆结瘤能力的另一重要因素。

固氮酶能够将 N2 还原成 NH3，因此其活性高低

可直接反映根瘤类菌体的固氮效率。但根瘤固氮酶

活性的发挥还需要高流量的低氧环境，豆血红蛋白

则在这一过程中发挥着重要作用[17]。豆血红蛋白能够

维持豆科植物根瘤内较低 O2，并能有效地把 O2 传递

给类菌体的含铁血红蛋白，其浓度越高，根瘤的固

氮酶活性也越高[18-19]。本研究中，壳聚糖显著提高了

盐胁迫下菜用大豆根瘤的豆血红蛋白含量及固氮酶

活性 (图 4)，说明壳聚糖可通过提高根瘤豆血红蛋白

含量来保证固氮酶活性发挥对高流量低氧环境的需

求，进而提高固氮酶活性，促进固氮作用有效进

行。这可能是壳聚糖在盐逆境下提高菜用大豆植株

含氮量的一个重要原因。此外，豆科植物的固氮过

程同时也是一个耗能过程，因此，NaCl 胁迫下菜用

大豆植株含氮量的升高也与壳聚糖能够提高根系活

力、增进吸收、提高光合效率[4]密切相关。

豆科植物结瘤是非常复杂的过程，既需要大量

能量，同时还需要特殊的根瘤菌信号分子诱导根瘤

形成。在此过程中，蔗糖[20]、大豆异黄酮[21]、生长素[22]

等对大豆结瘤发挥着重要作用。盐逆境下，壳聚糖

如何调节上述结瘤相关物质代谢及其在根部的积累

进而促进根瘤形成，如何调节氮代谢进而促进氮的

固定，还有待进一步研究。

4    结论

NaCl 胁迫下，外源壳聚糖促进了菜用大豆根瘤

的形成及发育，提高了根瘤的固氮效率，进而促进

了植株的生长，表明壳聚糖对盐逆境抑制菜用大豆

结瘤固氮具有显著的缓解效应，但壳聚糖促进结瘤

固氮的机理还有待进一步研究。
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