生态环境 2008, 17(6): 2381-2386                                                         http://www.jeesci.com

Ecology and Environment                                                                E-mail: editor@jeesci.com
2386                                                                 生态环境  第17卷第6期（2008年11月）
罗虹等：铝对荞麦和金荞麦根际土壤微生物及酶活性的影响                                                   2385

铝对荞麦和金荞麦根际土壤微生物及酶活性的影响

罗虹，刘鹏，徐根娣，李倩倩

浙江师范大学化学与生命科学学院，浙江 金华 321004

摘要：以两种耐铝性不同蓼科荞麦属植物荞麦和金荞麦为材料，通过土培盆栽试验，比较研究其根际土壤微生态对铝胁迫反应的差异。结果表明，一定质量分数的Al对荞麦和金荞麦根际土壤细菌具有显著刺激效应，对金荞麦的影响更大，但Al质量分数过高，对细菌的刺激效应明显减弱，甚至产生抑制作用，荞麦和金荞麦根际土壤真菌数量均随着Al质量分数的升高而明显增加，荞麦根际土壤真菌增加幅度更为显著，Al胁迫下二者根际放线菌数量的变化亦表现出一定的差异；Al胁迫下，荞麦和金荞麦根际土壤氨化细菌、硝化细菌、反硝化细菌等氮素生理群微生物的变化趋势亦显示出明显差异，整体上荞麦根际土壤细菌生理群对Al胁迫比金荞麦更敏感；Al胁迫对荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶活性均表现出较弱的抑制效应，但荞麦根际土壤始终维持较金荞麦更高的过氧化氢酶活性，这与荞麦具有更强的耐铝性有一定的关系，荞麦和金荞麦根际土壤转化酶对Al非常敏感，随着铝的加入，其活性显著下降，荞麦和金荞麦根际土壤脲酶活性的变化趋势基本一致，但整体上荞麦根际土壤脲酶活性均明显低于金荞麦，这是否与其耐铝毒特性的差异有关有待于进一步探讨。
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铝是地壳中含量最为丰富的金属元素之一，通常以难溶性的硅酸盐或氧化铝的形式存在，对植物生长不构成危害，但在酸性条件下（pH<5），难溶性的铝会转变成可溶性的铝（主要是Al3+），从而对植物产生毒害。近年来，随着全球范围内酸性沉降的日益严重以及酸性肥料在农业中的大量投入，土壤中的富铝化作用加剧，使得酸性土壤及有关环境中活性铝的数量呈明显增加的趋势[1]，铝毒害已成为酸性土壤中植物生长最主要的限制因素。目前对酸性土壤的治理方法大都投入大，操作难，缺乏可持续性，培育耐铝作物新品种及耐铝性状改良是一条经济有效和可持续发展的途径，因此，了解铝对植物的毒害及揭示植物耐铝机理具有重要的理论和实际意义。近几十年来，人们对植物的耐铝机制作了大量的研究[1-7]，植物抗铝毒机制可概括为外部排斥和内部解毒两方面[1,6]，如耐铝植物可以通过根部分泌一些有机酸、氨基酸和酰胺等在植物根区与铝螯合阻止铝进入细胞[2-3,7]，内部解毒机理如液泡的分隔化、细胞内溶物质的螯合作用及诱导耐铝酶系的形成等[4-5,8]，但是这些抗性机理都有一定的局限性，因而至今没有哪一个机理被广泛认可。这主要是因为植物对铝的抵抗能力的形成相当复杂，遗传学研究证明，耐铝性是由一个或一个以上的主基因和几个微效基因控制的[5]，表明了耐铝性在遗传上的潜在复杂性，而以往对植物铝毒及耐铝方面的研究，取材一般都是单一耐铝植物，极少有耐铝性不同植物的对比研究[9-10]，仅有的报道中[11-12]耐性和非耐性植物之间没有亲缘关系，非常不利于植物耐铝的生理生化及分子生物学机制的全面揭示和优良耐铝基因的挖掘。荞麦Fagopyrum eschlentum Moench和金荞麦Fagopyrum dibotrys (D.Don)Hara.都是蓼科Polygonacease荞麦属Fagopyrum Gaerth的植物，是我国黄土丘陵地区和西北干旱地区广泛种植的粮食作物，具有较高的经济价值和生态学价值，其中荞麦是一种耐铝性很强的铝超积累植物[13-14]。王芳等[15]研究了铝对荞麦和金荞麦根系分泌物的影响，为了较全面地揭示铝对植物的生态效应及其耐铝机理，不仅要关注铝对植株的影响，还应考虑其对根际土壤中生态功能活跃的土壤微生物及其微生物生态的影响。根际是围绕于植物根周围很小的土壤微域，是土壤-根系-微生物三者紧密结合相互影响的场所，作物根际土壤微生物可以通过根际营养状况和植物体内激素含量来改变植物体内生理生化过程，而植物也会通过根系的分泌物对根际微生态系统的组成及功能产生影响。本试验以荞麦和金荞麦为研究材料，探讨铝胁迫对其根际土壤微生物区系结构和土壤酶活性的影响，旨在为进一步揭示铝超积累植物的耐铝机理提供理论基础，为荞麦和金荞麦在酸性红壤地区的广泛栽培提供参考。

1  材料与方法

1.1  试验材料

表1  供试土壤的理化性状

Table 1  Physical and chemical properties of the soil used in the experiment

	pH
	w(有机质)

/(g·kg-1)
	w(速效钾)

/(mg·kg-1)
	w(速效磷)

/(mg·kg-1)
	w(活性铝)

/(g·kg-1)
	w(钙)

/(g·kg-1)
	w(镁)

/(g·kg-1)
	w(锌)

/(g·kg-1)
	w(锰)

/(g·kg-1)
	w(铁)

(g·kg-1)
	w(铜)

(g·kg-1)

	5.67
	18.16
	72.82
	11.00
	0.29
	3.86
	5.30
	0.06
	0.21
	14.94
	0.03


供试材料为荞麦（品种卫东荞2号）和金荞麦（种子采自浙江金华北山）。供试土壤为浙江师范大学植物栽培地的红壤，基本理化性质见表1。


1.2  试验设计

试验采用土培方式进行。选择饱满健壮、大小一致的种子直接播种于供盆栽的聚乙烯塑料盆中，每盆装风干土10.0 kg，播入8~10颗种子，每盆留苗4株。共设5个Al处理质量分数，分别为：T0: 0.73 

g·kg-1，T1: 0.83 g·kg-1，T2: 0.93 g·kg-1，T3: 1.03 g·kg-1和T4: 1.33 g·kg-1（荞麦）或1.13 g·kg-1（金荞麦，处理质量分数过高金荞麦植株死亡），其中土壤活性铝含量背景值为0.29 g·kg-1。每个处理重复3次，Al以Al2(SO4)3·12H2O的形式在播种前2 d溶解施入。播种后55 d，将荞麦和金荞麦植株连根系整株挖出，抖落大块土，收集附在根系上的根际土壤，将土壤混匀，四分法保留约30 g，无菌袋包装，立即进行微生物分离以及酶活性测定。

1.3  测定方法

1.3.1  细菌、真菌、放线菌的测定

细菌、真菌、放线菌数量的测定采用平板培养法[18]，培养基分别为：牛肉膏蛋白胨培养基、马丁氏培养基和改良高氏１号培养基。

1.3.2  细菌生理群的测定

氨化细菌、硝化细菌、反硝化细菌数量的测定均采用M P N稀释法[16]。氨化细菌采用蛋白胨硫酸镁培养基，硝化细菌采用改良Stephenson培养基，反硝化细菌采用柠檬酸钠培养基。

1.3.3  土壤酶活性的测定[17]
表2  铝对荞麦和金荞麦根际土壤细菌，真菌，放线菌数量的影响1)
Table 2  Effects of aluminium stress on the quantity of soil bacteria, actinomyces and fungi of buckwheat and gold buckwheat rhizosphere
	w(铝)/(g·kg-1)
	荞麦
	金荞麦

	
	细菌/106个
	真菌/103个
	放线菌/106个
	细菌/106个
	真菌/103个
	放线菌/106个

	0.73
	8.8±2.71a
	2.98±0.12a
	1.5±0.23a
	6.1±0.3a
	2.38±0.1a
	2.32±0.72a

	0.83
	10.2±0.56b
	4.61±0.48b
	9.8±0.26b
	18.4±0.75b
	2.46±0.52b
	5.78±0.22b

	0.93
	32.9±7.72c
	5.84±0.49c
	10.5±0.35c
	48.1±2.71c
	4.65±0.4c
	9.37±0.15c

	1.03
	37.6±4.71d
	5.69±0.17d
	8.6±0.69d
	45.2±0.80d
	5.05±0.23d
	8.97±0.46d

	1.13

1.33
	6.9±1.31e
	7.8±0.44e
	1.42±0.22a
	26.3±1.3e
	5.34±1.03e
	1.45±0.98e


注：1）表中菌类数量均以每克土计
过氧化氢酶活性的测定采用高锰酸钾滴定法，结果以每g土所消耗的0.1 mmol·L-1的KMnO4的mL数表示，转化酶采用硫代硫酸钠滴定法，结果用每g土所消耗的0.5 mmol·L-1 Na2S2O3的mL数表示,脲酶活性采用苯酚钠比色法，结果以每g土转化生成NH3-N的mg数表示。

1.4  数据统计与分析

所有试验结果以烘干土质量为基础（105 ℃，24 h），利用SPSS10.0 Duncan多重比较来判断处理间显著性差异.

2  结果与分析

2.1  铝对荞麦和金荞麦根际土壤细菌、放线菌和真菌的影响

土壤细菌、放线菌、真菌是土壤生态系统中微生物区系的主要成分，土壤微生物几乎参与土壤中一切生物和生物化学反应，是维持土壤质量的重要组成部分。从表2可以看出，一定质量分数的Al对荞麦和金荞麦根际土壤细菌具有显著刺激效应，对金荞麦的影响更大，根际土壤细菌数量最高时比对照增加了688.52％，荞麦中最高仅比对照增加327.27％，但Al质量分数过高，对细菌的刺激效应明显减弱，甚至产生抑制作用，如T4处理时荞麦根际土壤中仅有78.41％的细菌可以存活。荞麦和金荞麦根际土壤真菌数量均随着Al质量分数的升高而明显增加，荞麦根际土壤真菌增加幅度比金荞麦的更为显著，在T1和T2处理下分别比对照T0增加了54.70％和95.97％，而金荞麦只增加了3.36%和53.36％。铝胁迫下荞麦和金荞麦根际放线菌数量的变化表现出一定的差异，随着Al质量分数的升高放线菌数量显著增加，最大增幅出现在T２处理下，与对照相比，荞麦的最大增幅为600.00%，金荞麦仅为303.88％，随着Al质量分数的进一步升高，对土壤放线菌的促进作用明显减弱，甚至产生抑制作用，对于荞麦，在1.33 g·kg-1时，抑制率仅为5.33％，未达显著水平（P＜0.05），对金荞麦土壤放线菌的抑制达显著水平（P＜0.05），在1.13 g·kg-1时，存活率已下降至62.50％。
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图1  铝对荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶活性的影响

Fig. 1  The effect of aluminium stress on the activity of catalase
2.2  铝对荞麦和金荞麦根际土壤细菌生理群的影响

氨化细菌、硝化细菌、反硝化细菌等氮素生理群微生物的协调作用与土壤氮素的积累形成和转化密切相关，它们的数量反映了土壤有效氮素的供应状况。表3表明，在Al质量分数低于1.03 g·kg-1时，荞麦土壤氨化细菌数量有一定幅度的增加，变化不显著，但当Al质量分数继续升高时，立即表现出强烈的抑制作用，在T4处理下氨化细菌数量比对照下降50%以上，而铝的加入对金荞麦根际土壤氨化细菌几乎没有影响。随着Al质量分数的逐渐升高，金荞麦硝化细菌的数量有极小幅度的增加，未达显著水平，而荞麦根际土壤中硝化细菌的数量随Al质量分数的升高呈现出较为显著的上升趋势，在T3处理时比对照上升了53.85％，Al质量分数过高对硝化细菌将产生抑制作用，T4处理时抑制率达76.92％。荞麦和金荞麦根际土壤反硝化细菌在Al胁迫下的变化趋势表现出明显差异，随着Al质量分数的升高，荞麦根际土壤反硝化细菌数量显著增加，在T3处理时增幅最大为对照的533.33％，Al质量分数过高促进作用明显减弱，数量急剧下降，金荞麦反硝化细菌数量随着Al质量分数的升高呈逐渐上升趋势，差异极其显著。总的来说，荞麦根际土壤细菌生理群对Al胁迫比金荞麦更敏感。

2.3  铝对荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶活性的影响

过氧化氢酶广泛存在于土壤生物体内，它能促进过氧化氢分解而有利于防止过氧化氢在体内的毒害，其活性还与土壤呼吸作用和土壤微生物活动息息相关，在一定程度上反映了土壤生物化学过程的强度。荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶随着Al质量分数的逐渐升高总的变化趋势是略有下降（图1），幅度不大，但金荞麦根际土壤过氧化氢酶比荞麦的更为敏感，随着Al质量分数的升高表现出更为显著的下降趋势，在相同Al质量分数1.03 g·kg-1时，活性下降了10.81％，而荞麦仅下降5.00%。总的来说，Al胁迫对荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶活性均表现出较弱的抑制效应，但无论对照及各Al处理质量分数下荞麦根际土壤过氧化氢酶活性均明显高于金荞麦。植物根际土壤过氧化氢酶主要来自真菌、细菌以及植物根部，过氧化氢酶作为植物保护系统的重要酶，在植物抗铝毒胁迫中有着非常重要的作用，荞麦根际土壤始终维持较金荞麦更高的过氧化氢酶活性，这可能与荞麦具有更强的耐铝性具有一定的联系。

2.4  铝对荞麦和金荞麦根际土壤转化酶活性的影响

    转化酶以蔗糖为底物，直接参与C素循环，对增加土壤中易溶性碳含量有重要的意义，与土壤有机质、N、P含量和微生物数量及土壤呼吸作用有关。图2中可看出，荞麦和金荞麦根际土壤转化酶对Al非常敏感，添加不同质量分数的Al后，立即产生强烈的抑制作用，质量分数越大，抑制率越大，最高时分别达92.73％%和83.33％，极大程度地削弱了土壤中C素营养周转率和能量循环。

2.5  铝对荞麦和金荞麦根际土壤脲酶活性的影响

表3  铝对荞麦和金荞麦根际氨化细菌、硝化细菌和反硝化细菌数量的影响1)
Table 3  Effects of aluminium stress on the quantity of soil ammonifer, nitrobacteria, and denitrobacteria of buckwheat and gold buckwheat rhizosphere

	w(铝)/(g·kg-1)
	荞麦
	金荞麦

	
	氨化细菌/104个
	硝化细菌/104个
	反硝化细菌/104个
	氨化细菌/104个
	硝化细菌/104个
	反硝化细菌/104个

	0.73
	0.17±0.05a
	0.13±0.02a
	0.21±0.04a
	0.2±0.02a
	0.14±0.01a
	0.25±0.03a

	0.83
	0.21±0.03a
	0.14±0.02b
	0.51±0.02b
	0.19±0.04a
	0.18±0.02b
	0.36±0.03b

	0.93
	0.16±0.02a
	0.18±0.03c
	0.86±0.04c
	0.2±0.03a
	0.16±0.02ab
	0.93±0.06c

	1.03
	0.21±0.05a
	0.2±0.02c
	1.12±0.10d
	0.21±0.03a
	0.18±0.02b
	1.05±0.12d

	1.13

1.33
	0.08±0.02b
	0.03±0.03d
	0.39±0.01e
	0.19±0.01a
	0.19±0.02b
	1.16±0.02d


注：1）表中细菌数量均以每克土计
土壤脲酶主要来源于植物和微生物，脲酶直接参与土壤中含N有机化合物的转化，在土壤N素循环过程中起着重要作用，其活性强度常用来表征土壤N素供应强度。图3表明，荞麦和金荞麦根际土壤脲酶活性的变化趋势基本一致。低质量分数的Al对脲酶表现出较弱的刺激作用，0.93 g·kg-1质量分数的Al处理时已产生抑制作用，质量分数越高，抑制率越大，对荞麦的抑制程度大于金荞麦，在T2、T3、T4处理下对荞麦根际土壤脲酶的抑制率为15.79％、20.66％、29.24％，金荞麦的为11.26％、16.40％、24.59％，差异均达显著水平。整体上荞麦根际土壤脲酶活性均明显低于金荞麦，这是否与其生理代谢或耐铝毒特性的差异有关尚有待于进一步探讨。
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图2  铝对荞麦和金荞麦根际土壤转化酶活性的影响

Fig. 2  The effect of aluminium stress on the activity of convertase
3  讨论
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图3  铝对荞麦和金荞麦根际土壤脲酶活性的影响

Fig. 3  The effect of aluminium stress on the activity of urease
根际区是植物体与土壤物质、能量交换场所，植物在整个生长期间进行着活跃的新陈代谢活动，根系不仅从环境中摄取养分和水分，同时也不断地向生长介质中分泌大量的低分子有机化合物（如糖类、有机酸、氨基酸、酚类化合物等），为根际微生物提供大量的营养和能量物质，使土壤微生物的活性和生态分布发生改变。根系的分泌物不仅为根际微生物提供所需的能源，而且不同根系分泌物直接影响着根际微生物的数量和种群结构。植物和微生物都能直接向土壤分泌不同的酶，植物根系还通过刺激土壤微生物的活性作用产生各种酶，从而促进它们对土壤养分的有效利用，可见土壤中各种酶的积累是土壤微生物和植物根系生命活动共同作用的结果。土壤中Al对植物的危害首先表现在根系的变化上，当植物遇到Al胁迫时通过根部分泌的有机酸、氨基酸、酰胺和多肽等根系分泌物成分来缓解Al毒是其重要抗性机制[2-3,7]。研究表明Al胁迫对荞麦和金荞麦根系分泌行为具有不同的影响效应[16]。根系分泌物是根际土壤微生物的主要碳源，根系分泌物的数量和组成直接影响着根际土壤微生物的数量和种群结构，最终影响根际微生态系统的组成和功能，本试验中荞麦和金荞麦根际土壤微生态特征对Al的不同响应，可能与荞麦和金荞麦在Al胁迫下的生理代谢尤其是根系的分泌行为差异相关。

荞麦对Al具有很强的耐受性[13-14]，是铝超积累植物，而金荞麦对Al的耐受性要弱得多[16]，能耐受铝的临界质量分数要比荞麦低得多（待发表）。荞麦在Al胁迫下分泌有机酸如草酸已被认为是一种重要的抗性机制[3,18]，由根系分泌释放出的有机酸能与根际的Al3+结合，形成无毒的螯合物，从而降低Al对荞麦的毒害。另有研究表明植物根际分泌的有机酸对土壤真菌孢子的萌发、生长具有刺激作用，本试验中发现荞麦和金荞麦根际土壤真菌数量随着Al质量分数的升高而增加，与铝对大豆土壤真菌的影响趋势相同[19]，且荞麦比金荞麦的增幅更大，这可能与具有强耐Al性的荞麦根系在Al胁迫下分泌大量有机酸的解毒过程有关，此结果为植物根系分泌有机酸的耐Al毒外部排斥机制提供了新的试验证据。

目前对Al超积累植物耐Al机理的研究引起了国内外普遍关注，但提出的机理大多处于推测之中，仍需要更多的直接证据支持，故至今还没有哪一个机理被广泛认可，主要是因为以往对植物铝毒及耐铝方面的研究多数是针对单一的Al超积累植物，缺少大量与同属或同科非Al超积累植物进行对比的研究，许多结果说服力不足，本文选取同是蓼科荞麦属的植物荞麦和金荞麦作为实验材料，二者具有较为相近的遗传背景和一定的亲缘关系，更有利于揭示植物耐Al机理。目前对植物铝毒及耐铝方面的研究，取材一般都是栽培作物，然而，野生植物在长期的自然选择过程中为了适应日益变化的生境形成了特有的耐性机制，没有人为因素的改造干扰，更有可能保留了较多的耐性遗传基因，为发现挖掘新的耐铝基因提供了较好的素材来源，金荞麦是一种兼具水土保持、饲料、药用价值的野生乡土植物，因此，通过对其及与其同科属的铝超积累植物荞麦的全面系统的对比研究，将是揭示植物耐Al机理的一条有效途径。

4  结论

（1）Al对荞麦和金荞麦根际土壤微生物区系结构有较大影响。一定质量分数的Al对荞麦和金荞麦根际土壤细菌具有显著刺激效应，对金荞麦的影响更大，但Al质量分数过高，对细菌的刺激效应明显减弱，甚至产生抑制作用，荞麦和金荞麦根际土壤真菌数量均随着Al质量分数的升高而明显增加，荞麦根际土壤真菌增加幅度比金荞麦的更为显著。铝胁迫下荞麦和金荞麦根际放线菌数量的变化表现出一定的差异

（2）铝对荞麦和金荞麦根际土壤氮素细菌生理群表现出不同的影响效应。随着Al质量分数的升高，金荞麦根际土壤氨化细菌、硝化细菌的变化不明显，反硝化细菌数量呈上升趋势，差异达显著水平。低质量分数Al对荞麦根际土壤氨化细菌、硝化细菌、反硝化细菌均表现出一定程度的刺激作用，但质量分数过高，氨化细菌、硝化细菌存活率骤然下降，对反硝化细菌的刺激作用亦明显减小。

（3）铝处理对荞麦和金荞麦根际土壤过氧化氢酶、转化酶和脲酶均表现出不同程度的抑制效应，对转化酶和脲酶的抑制作用达显著水平，且无论对照及各Al处理质量分数下荞麦根际土壤过氧化氢酶活性均明显高于金荞麦，整体上荞麦根际土壤脲酶活性均明显低于金荞麦。
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Effects of Al stress on the microflora and enzyme activities of buckwheat
and gold buckwheat rhizosphere soil

Luo Hong, Liu Peng, Xu Gendi, Li Qianqian

College of Chemistry & Life Science, Zhejiang Normal University, Jinhua, Zhejiang 321004, China

Abstract: The influence of Al on the microflora and enzyme activities in the rhizosphere soil of buckwheat and gold buckwheat were studied though pot culture. The results showed that the bacteria and actinomyces in the rhizpsphere soil of both buckwheat and gold buckwheat increased dramatically in some range, but decreased at higher Al3+concentrations. With the increase of Al3+ concentration, the bacteria in the rhizosphere soil of the two plants increased 327.27% and 688.52% respectively, the actinomyces 600.00% and 303.88% respectively. Al showed a more obvious stimulative effect on soil fungi of buckwheat than on that of gold buckwheat. The ammoifier, nitrifier, and denitrifier of buckwheat were more sensitive to the stress of aluminum than those of gold buckwheat. The catalase activity in the rhizosphere soil of both plants decreased slightly under the stress of Al3+, whereas catalase activity in the rhizosphere soil of buckwheat was, comparatively, higher than that of gold buckwheat all the time, which seemed related to the difference of tolerance to Al3+. With the increasing of Al3+ concentration, the invertase activity in the rhizosphere soil of both plants decreased sharply. Al3+ stress showed similar effect on the urease activity, but urease in the rhizosphere soil of the buckwheat was less active than that of gold buckwheat all along. In conclusion, obviously different responses of microflora and enzyme activities to Al3+ stress occurred in the rhizosphere soil, and whether the difference had relation with the difference of tolerance to Al3+ stress remains to probe into further.   
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Fig.2  The effect of aluminium stress on the activity of convertase
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Fig.3  The effect of aluminium stress on the activity of urease
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