
 

低磷环境下接种丛枝菌根真菌促进紫花苜蓿生长
和磷素吸收的机理
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摘要: 【目的】磷极易被土壤吸附和固定，导致土壤中磷有效性较低。研究接种丛枝菌根真菌 (arbuscular
mycorrhizal fungi, AMF) 和低磷处理两者交互对紫花苜蓿生长和磷吸收的影响，为提高碱性土壤中磷肥利用率提

供理论依据。【方法】以黄绵土和紫花苜蓿 (Medicago sativa) 为试验材料进行盆栽试验。在施磷 0、5、20
mg/kg (P0、P5、P20) 3个水平下，分别设接种和不接种丛枝菌根 Glomus mosseae BGC YN02 (+AMF、–AMF) 处
理。植物生长 120 天后测定植株生物量、磷吸收量、AMF 侵染率以及根际和非根际土壤的 pH、土壤碱性磷酸

酶活性、土壤有效磷含量、土壤微生物生物量磷，分析根际有机酸的组成与含量。【结果】+AMF 处理中植物

根系被 AMF 侵染，且施磷水平对侵染率没有显著影响；施磷和+AMF 处理显著提高了植株地上部、地下部生

物量以及磷含量，其中 P20+AMF 处理生物量和磷含量最高；根际有机酸总量随施磷水平上升而显著降低，

但+AMF 处理有机酸总量高于–AMF 处理，其中柠檬酸和乙酸含量的变化较为明显；施磷和+AMF 显著降低土

壤碱性磷酸酶活性，增加土壤有效磷含量和微生物生物量磷，且低磷环境 (P0、P5) 下根际土壤碱性磷酸酶活性

和微生物生物量磷均显著高于非根际土；P20 处理显著降低磷利用效率和磷肥利用率，+AMF 处理显著提高磷

肥利用率。【结论】碱性土壤 (黄绵土) 中，AMF 和紫花苜蓿根系能建立较好的共生关系，低施磷水平 (施磷

量 ≤ 20 mg/kg) 对 AMF 侵染率没有显著影响。施磷和接种 AMF 均可以显著促进紫花苜蓿生长和磷吸收。低磷

环境下，接种 AMF 可以扩大植物根系吸收范围，同时增强根际土壤碱性磷酸酶活性，促进根系分泌有机酸，

特别是乙酸和柠檬酸，从而提高磷肥利用率。
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Abstract: 【Objectives】Phosphorus (P) is easily adsorbed and fixed by soil, resulting in low P availability in
soil. This research investigated the interactive effects of AMF and low levels of P fertilizer on alfalfa growth and
P-uptake to identify optimal methods for increasing P efficiency in alkaline soil.【Methods】A pot experiment
was conducted using loessial soil and alfalfa (Medicago sativa) as test materials. The soil was treated with
different P levels (0, 5 and 20 mg/kg, code as P0, P5, P20), and with AMF inoculation (20 g/L Glomus mosseae
BGC YN02; +AMF) or without (–AMF). After 120 days of plant growth, the growth indices of alfalfa, P
concentrations in alfalfa tissues, pH values, alkaline phosphatase activities, available P contents, and microbial
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biomass P in the rhizosphere and non-rhizosphere soil were analyzed. The composition and concentration of
rhizosphere organic acids were also measured.【Results】In +AMF treatments, alfalfa roots were colonized by
mycorrhiza, but P application rate had no significant effect on AMF root colonization. Both P application and
AMF colonization significantly increased the dry mass and P concentrations of shoots and roots. The plant dry
mass and P concentration in P20+AMF treatment were significantly higher than in the other treatments. The total
amount of rhizosphere organic acids, especially citrate and acetate, in +AMF treatments decreased with increase in
P application rate, but they were still significantly higher than those in −AMF treatments. Phosphorus and AMF
application significantly decreased soil alkaline phosphatase activity, but increased soil available-P and microbial
biomass P contents. Alkaline phosphatase activity and microbial biomass P in rhizosphere were significantly
higher than in non-rhizosphere. P20 trentment significantly decreased P-uptake efficiency and P-utilization
efficiency, and +AMF significantly increased P-uptake efficiency.【Conclusions】AMF has a good symbiotic
relationship with alfalfa roots in alkaline loessial soil. Low level of P application (≤ 20 mg/kg) has no significant
effect on AMF root colonization. Both P application and AMF colonization could significantly stimulate the
growth and P uptake of alfalfa. In low available P soil, inoculating AMF could broaden absorption area of root,
increase alkaline phosphatase activity in rhizosphere and secretion of organic acids (especially citrate and acetate),
and increase P-uptake efficiency.
Key words: alkaline phosphatase activity; alfalfa; loessial soil; P-utilization efficiency; root exudates;

arbuscular mycorrhizal fungal

 

磷是植物生长发育所需的营养元素之一，土壤

缺磷制约了大多数作物的生长。土壤中的无机磷容

易被铁铝氧化物和氢氧化物以及钙离子等金属阳离

子紧密吸附形成难溶化合物，导致土壤有效磷含量

较低，抑制作物生长[1-2]。在传统农业生产中，农民

经常通过大量施用磷肥来提高作物产量，然而 70%～

90% 的磷肥不能被作物直接吸收利用[3]。世界上使用

的磷肥主要是从不可再生的矿产资源中提取，过量

施用磷肥不仅导致磷矿的储量逐渐枯竭，还会引起

水体富营养化等生态环境问题[4]。为了缓解磷矿资源

紧张，促进农业可持续发展，提高磷肥利用率至关

重要[5-7]。

根际土壤微生物与植物相互作用能有效提高土

壤养分利用率，促进植物养分吸收[8-9]。丛枝菌根真

菌 (arbuscular mycorrhizal fungi, AMF) 能在大多数陆

地植物根系中定殖并形成共生体，有助于植物生

长、营养吸收，增强植物抗逆性[10]。AMF 产生广泛

的菌丝网络能够探索更大的土壤范围，从而帮助寄

主植物获得水分和养分，特别是磷[11-13]。在低磷环境

下，接种 AMF 的植物根系通过增强特异性磷酸酶活

性分泌更多的有机酸，进而活化土壤难溶性磷酸

盐，有效促进植物生长和磷吸收[14-15]。

紫花苜蓿 (Medicago sativa) 是一种多年生优质蛋

白草料，是黄土高原农业生态系统的重要组成部

分。黄土高原地区大多数土壤的有效磷含量低于

10 mg/kg，土壤缺磷制约了该地主要栽培牧草紫花苜

蓿优质高产[16]。紫花苜蓿对磷肥敏感，适度施磷能显

著促进其生长，提高其产量和品质[17]，但过量施磷不

利于其正常生长发育[18]。AMF 对豆科植物具有较好

的侵染性，接种 AMF 可以促进紫花苜蓿生长发育，

改善其品质。本研究采用盆栽试验，研究施磷和接

种 AMF 对紫花苜蓿生长和根际生物学过程的影响，

以期为黄土高原地区苜蓿增产和提高磷肥利用率提

供参考。

1    材料与方法

1.1    试验材料

供试紫花苜蓿品种‘金皇后’是美国新培育的

优质品种，根系发达，抗旱、抗寒性极强，是同休

眠级苜蓿品种中产量和消化率较高的优良品种。供

试 AMF 菌种为 Glomus mosseae BGC YN02，由北京

农林科学院植物营养与资源研究所提供。

供试土壤为黄绵土，采自陕西省安塞县黄土高

原中部 (36°30′N、108°5′E) 0—20 cm 耕层，其土壤

砂粒  45%、粉粒 42%、粘粒 13%，pH (土∶水=
1∶5) 8.7，全钾、全氮、全磷和有效磷分别为 16.4、
95.7、49.3 和 3.8 mg/kg，有机质 2.8 mg/kg。土壤风

干后，研磨过 2 mm 筛后高压蒸汽灭菌 (115 kPa，
120ºC) 2 h，备用。
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1.2    试验设计

试验于 2018 年 5—9 月在中国科学院水利部水

土保持研究所的温室内进行。采用底部密封的非透

明 PVC 管作为实验容器，每盆装 4 kg 灭菌土，添

加 N 150 mg/kg 和 K 100 mg/kg 作为基肥。试验采用

施磷和接种 AMF 双因素随机区组设计，共 6 个处

理，每个处理 4 个重复。3 个施磷水平分别为 P 0、
5、20 mg/kg (分别表示为 P0、P5、P20)；接菌处理

(+AMF) 土壤中混入 20 g AMF 菌剂，不接菌处理

(–AMF) 土壤中加入 20 mL AMF 菌剂过滤液 [AMF
菌剂通过 11 mm 滤纸 (Whatman, England) 的蒸馏水

滤液 ]，并混入 20 g 高温 (115 kPa, 120ºC) 灭菌后的

AMF菌剂。

紫花苜蓿种子在 30% (v∶v) H2O2 溶液中浸泡消

毒 5 min，用去离子水反复冲洗干净，放入湿润的滤

纸上置于 25ºC 恒温培养箱内发芽 2 天，每盆播种

20 粒，两周后选长势良好大小一致的幼苗间苗

10 株。种植期间，定期称重浇水，使土壤含水量大

约保持在 60%田间持水量。

1.3    样品采集与分析

植物生长 120 天后分别收获每盆植物的地上部

和地下部，轻轻摇动根系以清除多余的土壤，附着

在根部的土壤为根际土[6]，盆内剩余土壤充分混匀后

为非根际土。将根际土和非根际土各自分为两部分

保存，一部分风干用于测定土壤有效磷含量和土壤

pH，另一部分保存在 4℃ 环境下，用于测定碱性磷

酸酶活性和微生物生物量磷。鲜根称取约 1 g 用于根

际有机酸测定，剩余部分冲洗干净后取少许用于

AMF 侵染率测定，剩余部分和地上部分别装入牛皮

纸袋，60℃ 烘干至恒重，称取干重后粉碎用于植物

磷含量测定。

AMF 侵染率的测定参考 Phillips 等[19]方法进行染

色，参考 Giovannetti 等[20]方法计算，具体如下：称

取约 0.5 g 鲜根放入 10% (w∶v) KOH 溶液中，90°C
水浴加热 40 min，用水冲洗干净后，加入 2% (v∶v)
HCl 酸化，放入 0.05% (w∶v) 台盼蓝中染色。将每

个样品剪成 1 cm 左右的根段，随机抽取 15 根，分

别装在 3 个载玻片上用光学显微镜观察。AMF 侵染

率在显微镜下使用网格线相交法计算。

植物地上部和地下部磷含量采用 HNO3-HClO4

(体积比为 4∶1) 消煮—钼锑抗比色法测定[21]。根际

有机酸含量采用 0.2 mmol/L CaCl2 浸提—高效液相色

谱法测定[22-23]。土壤 pH 采用去 CO2 水 (土∶水=1∶5)

浸提—pH 计测定[21]。土壤有效磷含量采用 0.5 mol/L
NaHCO3 浸提—钼锑抗比色法测定[21]。土壤微生物量

磷采用氯仿熏蒸萃取法测定[21]。土壤碱性磷酸酶活性

采用磷酸苯二钠比色法测定[24]。

磷利用效率：植物干重除以植物磷累积量的

商值[2]。

磷肥利用率：施磷处理与不施磷处理植物磷累

积量的差值除以施磷肥量[2]。

1.4    数据分析

用 Microsoft Excel 2016 进行数据处理，用 SPSS
20.0 (Tukey-test，P < 0.05) 进行方差分析和一般线性

模型分析，所有图形均用 Origin 2019绘制。

2    结果与分析

2.1    植株生物量和 AMF 侵染状况

由表 1 可知，紫花苜蓿地上部和地下部生物量

随着磷施用量的增加而增加，同一磷水平下，+AMF
处理均高于–AMF 处理。+AMF 处理植物根冠比随

着磷施用水平的上升而下降，且低于相同磷水平下

–AMF 处理。+AMF 处理紫花苜蓿根系均被 AMF 侵

染，不同施磷水平对 AMF侵染率没有显著影响。

2.2    植株磷含量

由图 1 可知，地上部和地下部磷含量均随着磷

施加水平上升而显著增加，P5 和 P0 处理间差异较

小，P20 处理显著升高。植株磷总含量随磷施加水平

上升而显著增加，P20 处理显著高于 P0 处理；在同

一磷水平下，+AMF 处理均高于–AMF 处理。与接

菌相比，施磷水平对植株磷总含量的影响更显著。

2.3    根际羧酸盐含量和土壤 pH

如图 2 所示，接菌和施磷对根际羧酸盐 (包括草

酸盐、柠檬酸盐、乙酸盐、丙二酸盐、苹果酸盐和

酒石酸盐) 总含量均有显著影响，其中+AMF 处理显

著高于同一磷水平的–AMF 处理   (1 .2～2.7 倍 )。
在+AMF 处理中，羧酸盐总含量随施磷水平上升而

显著下降，P0 处理是 P5 处理的 1.4 倍、是 P20 处理

的 1.9 倍。在–AMF 处理中，施磷水平对羧酸盐总含

量没有显著影响。土壤 pH 随施磷水平上升而下降，

根际土低于非根际土；在同一磷水平下，+AMF 处

理根际 pH均低于–AMF处理。

2.4    土壤碱性磷酸酶活性、有效磷含量和微生物

生物量磷

如图 3 所示，土壤碱性磷酸酶活性随着磷施加
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表 1   不同施磷水平和 AMF 处理紫花苜蓿植株生物量、根冠比和 AMF 菌根侵染率

Table 1   Dry biomass, root/shoot ratio and AMF root colonization of alfalfa under different phosphorus application
rates with and without AMF inoculation

处理

Treatment
地上部干重 (g/pot)
Shoot dry mass

地下部干重 (g/pot)
Root dry mass

根冠比

Root/shoot ratio
AMF侵染率 (%)

AMF root colonization

+AMF P0 2.63 ± 0.42 2.32 ± 0.34 0.79 ± 0.13 56 ± 12

P5 3.20 ± 0.52 2.56 ± 0.31 0.70 ± 0.19 45 ± 14

P20 3.59 ± 0.72 3.87 ± 1.48 0.66 ± 0.21 49 ± 18

–AMF P0 2.25 ± 0.54 1.97 ± 0.15 1.07 ± 0.14

P5 2.94 ± 0.59 2.29 ± 0.27 0.77 ± 0.05

P20 3.32 ± 0.83 3.15 ± 1.42 0.87 ± 0.26

显著性分析 (P值) Significance by two-way ANOVA analysis (P value)

AMF 0.052 0.365 0.006 –

P 0.003 0.012 0.036 0.654

AMF × P 0.865 0.947 0.376 –
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图 1   不同施磷水平和 AMF 处理下紫花苜蓿植株磷含量

Fig. 1   Plant P content of alfalfa under different phosphorus application rates with and without AMF inoculation
[注（Note）：柱上不同小写字母表示处理间差异显著 ( P < 0.05)

Lowercase letters above the bars indicate significant difference among treatments (P < 0.05).]
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图 2   黄绵土不同施磷水平和 AMF 处理紫花苜蓿根际土壤羧酸盐含量和 pH

Fig. 2   Rhizosphere carboxylates and soil pH of alfalfa under different phosphorus application rates with
and without AMF inoculation in loessial soil
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水平上升而显著下降。除 P20 处理外，其余处理根

际碱性磷酸酶活性均显著高于非根际碱性磷酸酶活

性。如图 4 所示，土壤微生物生物量磷随着磷施加

水平上升而增加；同一磷水平下根际土微生物生物

量磷显著高于非根际土，+AMF 处理高于–AMF 处

理。土壤有效磷含量随磷施加水平上升而显著上

升，相同磷水平下根际土的有效磷含量显著低于非

根际土。接菌对土壤有效磷含量没有显著影响。

2.5    磷利用效率和磷肥利用率

如图 5 所示，P20 处理的磷利用效率均显著低

于 P0 处理。施磷和接种 AMF 对磷肥利用率均有显

著影响，磷肥利用率随着磷施加水平上升而显著下

降，且同一磷水平下+AMF 处理显著高于–AMF 处

理。如图 6 所示，磷利用效率和根际土壤碱性磷酸

酶活性、乙酸盐以及柠檬酸盐含量均呈显著正相关。

3    讨论

本试验研究了不同施磷水平下接种 AMF 对紫花

苜蓿生长、磷吸收的影响及根际响应机制 (如根系分

泌物以及根际土壤理化性质的变化)。结果表明，施

磷和接种 AMF 提高了紫花苜蓿植株生物量和磷累积

量，其中接种 AMF 可能是由于植物生长速度加快以

及外部菌丝能更有效地捕获土壤磷[3]。Smith 等[25]研

究表明，土壤中磷的有效性是影响菌根共生的重要

因素。一般而言，低磷土壤中 AMF定殖率较高，高

磷水平会抑制其孢子的发育[26]。本试验结果显示，不

同磷水平下 AMF 定殖率没有显著变化，且均达到一

个较高的水平   (> 45%)，说明在这 3 种磷水平下

AMF 和植物根系均能建立较好的共生关系。AMF 与

植物根系建立共生关系后，可以通过菌丝来吸收土

壤中的磷以及其他营养元素并转运到寄主植物体

内，从而促进植物生长[25]。以往的研究结果表明，接
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图 3   不同施磷水平和 AMF 处理土壤碱性磷酸酶活性

Fig. 3   Soil alkaline phosphatase activity under different
phosphorus application rates with and

without AMF inoculation
[ 注（Note）：柱上不同小写、大写字母分别表示根际土、非根

际土的处理间差异显著 (P < 0.05) Different lowercase and capital
letters above the bars indicate significant difference among treatments
in rhizosphere and non-rhizosphere soils (P < 0.05); *—表示同一处理

根际和非根际土之间差异显著  (P  < 0.05) Mean significantly
different between rhizosphere and non-rhizosphere soil in the same
treatment (P < 0.05).]
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图 4   不同施磷水平和 AMF 处理土壤微生物生物量磷和有效磷含量

Fig. 4   Soil microbial biomass P and available P content under different phosphorus application rates
with and without AMF inoculation

[ 注（Note）：柱上不同小写、大写字母分别表示根际土、非根际土的处理间差异显著 (P < 0.05) Different lowercase and capital letters
above the bars indicate significant difference among treatments in rhizosphere and non-rhizosphere soils (P < 0.05); *—表示同一处理根际和非根

际土之间差异显著 (P < 0.05) Mean significantly different between rhizosphere and non-rhizosphere soil in the same treatment (P < 0.05).]
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种 AMF 可以与施磷达到同样的效果[27-28]。AMF 菌丝

直径比植物根直径小约 10 倍，可以延伸到植物根系

形成的枯竭区外并及时捕获磷酸盐[26]，尤其是在低磷

环境中更有利于菌根形成 [ 2 9 ]。缺磷刺激了植物与

AMF 的共生关系，植物通过根外菌丝增加了对根系

消耗区以外不稳定土壤无机磷库的利用[14,28,30]。

根际互作 (包括植物根系分泌物和土壤微生物真

菌、细菌的互作) 对植物调动和获取更多的养分至关

重要[31]。接种 AMF 可通过影响植物根系分泌物如磷

酸酶活性和有机酸的组成和量来活化土壤难溶性磷

酸盐，提高磷利用率。研究表明，增加土壤磷的有

效性会减少根际土壤羧酸盐的含量[13,26]。随着施磷量

的增加，根际碱性磷酸酶活性减弱，苜蓿根系释放

的羧酸盐含量也显著降低。Ryan 等[8]研究表明高磷

土壤中由于根际羧酸盐的减少，接种 AMF 对植物磷

含量的影响可能较小，甚至可能是负值；而低磷环

境中接种 AMF 能刺激植物根系向周围土壤释放更多

的分泌物。羧酸盐特别是柠檬酸盐的释放，被认为

是最有效的磷动员方式 [32]。本试验结果显示，接种

AMF 能有效促进根系有机酸分泌，特别是乙酸和柠

檬酸以活化难溶性磷酸盐。与此同时，接种 AMF 处

理显著降低土壤 pH，通过诱导质子渗出来降低根际

pH，产生柠檬酸使之与铁铝离子螯合，释放铁铝结

合态磷，同时促进根系分泌磷酸酶来水解有机磷，

从而提高磷利用率[33-34]。

在 P20 处理中，接种和不接种 AMF 处理根际羧

酸盐含量差值显著小于 P0 处理。研究表明，接种

AMF 仅在适宜土壤磷含量范围内促进植物生长，高

于此范围接种与否效果相同，低于该范围植物通过

羧酸盐调节使土壤磷更为有效 [ 3 5 ]。另一方面，
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图 5   不同施磷水平和 AMF 处理磷利用效率和磷肥利用率

Fig. 5   P-utilization efficiency and P-uptake efficiency under different phosphorus application rates
with and without AMF inoculation

[ 注（Note）：柱上不同小写、大写字母分别表示 P5、P20 处理下+AMF 和-AMF 处理间差异显著 (P < 0.05) Different lowercase and capital
letters above the bars indicate significant difference between +AMF and -AMF treatments in P5 and P20 soils, repectively (P < 0.05); *—表示同一

AMF 处理中 P5 和 P20 处理间差异显著 (P < 0.05) Mean significantly different between P5 and P20 treatments in the same AMF treatment (P <
0.05).]
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图 6   磷利用效率和根际土壤碱性磷酸酶活性、乙酸盐及柠檬酸盐含量的线性关系

Fig. 6   The linear relationship of P-utilization efficiency with the alkaline phosphatase activity
in rhizosphere soil, acetate and citrate content
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AMF 诱导根系分泌物成分和量发生变化导致根际微

生物群落结构发生改变，也决定了酶合成的潜力[36-37]。

本试验结果也表明，接种 AMF 处理土壤微生物生物

量磷增加，其中根际土显著高于非根际土。土壤微

生物生物量磷是土壤中重要的活性磷库，根际土壤

微生物生物量磷增加表明接种 AMF 可提高根际活性

磷供应能力。此外，土壤碱性磷酸酶活性的差异也

可通过土壤微生物生物量的增加和微生物群落结构

的变化来解释[38-39]。结果表明，施磷和接种 AMF 对

根际碱性磷酸酶活性有显著影响，低磷环境下 (P0、
P5) 接种 AMF 后根际碱性磷酸酶活性增强且显著高

于非根际土，并和磷利用率呈显著正相关。较高的

磷酸酶活性表明，在磷有效性较低的土壤中，植物

倾向于从有机磷组分中获取磷[40]。

4    结论

在黄绵土中，AMF 和紫花苜蓿根系能建立较好

的共生关系。低施磷水平 (施磷量 ≤ 20 mg/kg) 对
AMF 侵染率没有显著影响。施磷和接种 AMF 均可

以显著促进紫花苜蓿生长和磷吸收。低磷环境下，

接种 AMF 可以扩大植物根系吸收范围，同时增强根

际土壤碱性磷酸酶活性，促进根系分泌有机酸，特

别是乙酸和柠檬酸，从而活化土壤难溶性磷酸盐，

提高磷肥利用率。
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