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发光酶基因标记的华癸根瘤菌 ���� ���

在紫云英根圈的定殖动态
’

王 平 冯新梅 李阜棣
�华中农业大学微生物学系

,

武汉 �������

摘 要 在土壤一盒栽
、

盆栽微宇宙系统 �肠�

�� �� � �中和 田间条件下
,

研究了发光酶

基因��� 尤刁� �标记的华癸根瘤菌 �� � !∀# 在紫云英根圈的定殖动态
、

分布范围及结瘤情况
�

在

盒栽系统中
,

�� �� �� � 的定殖密度在紫云英出苗 � 天后达到最高水平 ��� �� ��� � ��  克根 �

�� �� 为�� �� �� ��蒯�� 阴�的缩写�
,

然后开始下降
,

并保持在一个相对稳定的水平 ��� 天后又

有所回升
,

且能散布至种子下方 �� � � 处的根段部位
。

盆栽条件下 的定殖动态与盒栽系统中

的相似
,

紫云英播种 � 天后
,

��� � �� � 可达最高定殖水平 ��� �� ��� � �� �株根系�
,

随后开始缓

慢下降
,

直至 �� 天 时仍维持在一个相对稳定水平
。

�� �� �� � 在 田间条件的定殖动态则不 同
,

播种后 �� 天时定殖密度达到最大值 ��
�

�� ��� � ��  克根�
,

�� 天后降到最低值 �� �� ��� � �� �

克根�
,

然后 又开始上升
,

��� 天时为 �
�

�� ��� � �� �克根
,

甚至在地上部植株收割后 加 天仍可

维持在 �
�

�� ��� ��� �克根
。

接种该菌株可显著提高紫云英的生物学产量
�

关妞词 发光酶标记基因
,

华癸根瘤菌 ��� � ���
,

紫云英根圈
,

定殖动态

中圈分类号 �� ��
�

�
十

�

在现阶段国内外出现的众多微生物肥料中
,

豆科根瘤菌肥料是应用最早
、

效果最为肯

定和稳定的微生物肥料川
,

曾在我国农业
、

草业生产 中发挥 了重要作用�� 
。

但由于应用过

程中的一些关键性问题
,

如根瘤菌竞争结瘤机制 尚未阐明等
,

而影响了人们对提高接种效

果的技术的进一步改进�� 
�

根瘤菌竞争结瘤的过程实质上是一个发生在植物根圈的十分复杂的生物学和生态学

过程
,

首先是共生伙伴的相互识别
,

然后是感染和根瘤的形成
。

相互识别的过程又包括了

两个阶段
,

即根瘤菌在根表面的定殖及其在根和根毛表面的粘附
。

而根瘤菌在根表面的

定 殖 过 程 是 与 根 瘤 菌 感 染
、

共 生 两 个 阶 段 密 切 相 关 的 最 初 阶段

—
腐生 阶 段

�� �� �� ���  !∀ ��� 
� �

,

对其竞争结瘤至关重要�’,
’〕

�

引人根瘤菌和土著根瘤菌之间
、

根瘤菌

同其他土壤微生物之间的竟争能力在很大程度上决定于根瘤菌在植物根圈的定殖水平
、

定殖动态
。

有效根瘤的分布与根瘤菌的散布范围也密切相关
�

因此
,

关于根瘤菌在豆科植

物根圈的定殖动态及其根圈适应性与竞争结瘤的关系的研究现已成为根瘤菌分子生态学

研究的前沿课题�� 
。

�

欧盟合作项目 ��� ��
�

� 几习�刃�� �� 及国家自然科学基金 ���  !!∀�� 资助
,

�� 届毕业生柯永杰同学鑫加 了部分

工作
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本室多年的研究结果表明发光酶基 因用于细菌根圈定殖的研究十分灵敏
、

可靠而且

方便卜
’��

。

因此
,

本项研究 采用发光酶基 因 ���
�月� �标记检测技术

,

研究 了华癸根瘤菌

��� �� �� �� � ��  ��
� ��   ! ∀# �� �� 在土壤 一盒栽

、

盆栽系统中及 田间条件下在紫云英根圈

的定殖动态和分布范围
,

为提高根瘤菌肥料的应用效果提供理论指导
�

� 材料和方法

� � 供试菌株

带有发光酶基因标记的华癸根瘤菌 �� �� �� 
,

系本室分离自江苏省武进县田 间紫云英根瘤上并标

记�, ’
,

���
�

� � 供试培养基
、

供试土坡和萦云英种子

参见文献 ����
。

��� 根盒 �� � � � � ��� 的装配与表面灭菌

参见文献 【��
�

��� 接种物的制备和拌种

参见文献 ��  
。

�
�

� 根盒
—

土坡徽宇宙的建立

将已调节好水分含量 �约 �� � �但未灭菌的黄棕城 �取自华中农业大学科研试验场�
,

按每盒 ���� 分

别装人根盒
�

将经过菌液拌种的紫云英种子 �接种量为 �
�

��� � � � �� �粒种子�按每盒 � 粒等距离播人土

表
,

种子上再盖一层厚约 �� � 的土
。

自紫云英出苗后第 � 天开始按无菌操作规程取样
,

取样时从种子下

方根部开始
,

每 �� � 根长为一段
�

其他处理方法参见文献 ��  
�

然后用 �� 双抗 �伪
� � 为� �培养基测定

发光菌落数�� �】
�

�� 盆栽系统的建立

参见文献 【川
�

紫云英种子初始接种量为 �� �� ��� � ��  颗种子
�

待紫云英出苗后 � 天开始取样
�

取样方法
�

自塑料钵中小合取出整株根系
,

抖掉附着在根上的土粒
,

称根重
,

测发光菌落数�� ��
�

�� 田间小区试验

�
�

�
�

� 接种物的制备 将活化好的 ���� �� � 接一环于 �� �而 � � � 培养液中
,

�℃
、

��� � ·

而� 一 ’
�分

培养 � 天
�

按 �� � 草炭接 �而 菌液的 比例接人 ��� � � ! 菌液
,

拌匀后测定草炭中的发光菌落数�� � ,

为

�� ��  ! �� �� �� 草炭
�

同时采用按 �� � 草炭接 � � �无菌 � � � 培养液制作的混合物作为对照用接种剂
�

�
�

�� 种子拌菌 紫云英种子经 � �� 酒精和 �
�

�� �� �
�
表面灭 菌后催芽

�

出芽后
,

按 ��� � 种子加

�� �� 接种剂拌种
,

并检侧每颗种子上携带的菌数��
��

,

结果为 �� �� ��� � ��  顺种子
。

对照处理则按相同比

例将种子与对照用接种剂拌匀 �� � �

�
�

�� � 小区的设� 选用华中农业大学科研试验场内试验地一块 �经 � 田� 法紫云英结瘤实验检测
,

田

间土城中无土著华癸根瘤菌�
�

犁翻后平整
、

开沟
,

南北向排列
�

每个小区的面积为 �
�

�� � ��
�

将经过革

炭拌种的紫云英种子均匀撤播于每个小区内
,

播种量为 ���� �小区
,

接菌和对照处理均设 � 个重复
�

自

紫云英出苗后第 �� 天开始取样
,

每个小区多点取样
�

取样时
,

将植株和根系一起采挖
,

一部分去掉根上

的土后
,

称根重
,

测发光菌落数��叭将另一部分根系用自来水冲洗干净
,

用吸水纸吸干水
,

称地上
、

地下部

鲜重
、

数总根瘤数
,

并计总株数
,

计算每株地上部鲜重
、

总鲜重及每株根瘤数
�
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发光酶基因标记的华癸根瘤菌���� �� �在紫云英根圈的定殖动态 ���

��� 统计分析

两个平均值之间的 比较采用 �检验法
�

� 结果与分析

�
�

� 华癸根瘤菌 � ��� �� � 在盒栽系统中的定殖动态
、

分布范围及结瘤情况

紫云英不同生长时期根部分段取样结果 �如表 �� 表明
�

紫云英出苗 � 天后
,

��� � ��� 在

裹 � 华癸根启菌��� � �� �在盒栽系统中的定殖动态及其在策云英根部的分布
’�

� 自���

�� 介� � � �� � �动 � �  ! ��

己 �一� �� �� ��
� � � �
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I’ac ke ts are

nod ul e num 晚
rs

紫云英种子下方 0一 4 cm 根段上达到最高定殖密度
。

随着植物的生长
,

定殖密度逐渐下降
,

�任目合长减七之
。甘匕合�目召.老,习吕�6

�减毕、‘。兮O侧栩翻侧-,工v娇sr

峨理\暇理饭

日.棍诊.宕匹”习习Z

但到 58 天时又有所回升
。

随着根的

伸长
,

JS
S A 1 6 L 向根下部扩散

,

但与

根的伸长并不同步
,

当植物生长到

58 天时可以扩散到根下 22
cm 处

。

紫 云英 出苗后 14 天 时
,

种子下方

0一 4 c m 根段上开始出现根瘤
,

随

后
,

根瘤越来越多
,

但 主要集 中在

0~ 8 cm 根段上
,

与该部位 Js5 A 16 L

的定殖密度最高相一致
。

2. 2 华癸根瘤菌 JSS A 16 L 在盆栽

系统中的定殖动态及结瘤情况

以全根系作为取样单位
,

不同

时间取样检测的结果如图 1所示
。

从图 1可 以看出
:
紫云英 出苗 3 天

后 Js 5A 16 L 在紫云英根 圈中的定

殖密度达到最大值
,

然后开始缓慢

下 降
,

直至植株生长到 35 天时仍

,,

哪哪
一

………
生长时间 (天)

G拍w 山 ti m e (da y )

图1 盆栽系统中华癸根瘤菌JSSA 16L在紫云英

根际的定殖动态和结瘤情况
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图2 田间条件下Js5 A 16L在紫云英根圈

的定殖动态
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r
此 field eonditions

保持在相对稳定水平
;
紫云英生长到第 10 天

时
,

主根上有根瘤出现
,

32 天后根瘤大 量产

生
,

但主要集中在侧根上
。

2. 3 田间土坡中华癸根摘菌 JSS A 16 L 在续云

英根圈的定殖动态

田 间条件下 JSSA 16L 在紫云英根圈的定

殖动态如图 2
.
从 图 2 可以看出

:
在紫云英出

苗后第 30 天
,

Js 5 A 16 L 的定殖密度达到 7. 03

lo g c细 克根
,

接着开始下降
,

90 天时降至最

低 点 (5
.
24 log

c
阿 克根 )

,

然后又开始上 升
,

到 16 0 天收割地上部植株时达 7
.
87 10 9 cfu /

克根
,

即使在 收割植株 20 天后仍维持在相对

稳定的水平(7
.
89 log c细 克根)

。

2.
4 田间条件下 JS SA 16 L 对紫云英生长的影响

不同时间取样结果如表 2所示
.
由于田间无土著华癸根瘤菌存在

,

因此在紫云英生长

早期
,

接种 Js 5A 16L 可显著地促进地上部生长
,

90 天
、

1
20 天时每株植物结瘤数也显著高

于对照
。

但到后期
,

由于对照也感染了 Js5 A 16L
,

因此
,

至 150 天时每株植物结瘤数没有显

著性差异
。

裹2 田间条件下JSS A 16 L对策云英生长的影响

Table 2 Effeets of inoc ul ati on of A伦so rh御b
jum huaku ‘

1 J S S A 1 6 L o n

the
g ro

w th
o
f
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tr 叮
a
lUS
s仇fcu s

u n d er th e fi e ld e o n di ti o ns

生长时间 地上部鲜重(g/ 株) 总鲜重(g/ 株) 根瘤数/株

(淞。w th ti
me (山y) Fre

sh w eigh t of shoo t (g/pl an t) To tal fre
sh w eight of 口an t (g /plan t) N 目川es /pl an t

C o n tr o】
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1
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0
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0
.
1 29 a

1
.
76 6 a
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120150

注
:‘

t’测脸
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同栏内同一行数字后两个不同字母表示差异极显著(P< 0. OS)

“
r
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l
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ed 勿 the di ffe 比
n t le比rs me ans

signi fi e朗t di ffe 正飞
e (P< 0

.
05)

3 讨 论

田间条件下
,

J S S A 1 6 L 在紫云英根圈的定殖水平与荧光假单胞菌在小麦根圈的定殖

水平相 比I8.
’]

,

其定殖密度高
、

维持的时间长
、

散布的范围广
,

这可能正是共生固氮菌肥料

的应用效果比非共生菌肥料的应用效果要稳定的原因
.

盒栽试验和田间试验结果均表明
,

即使在紫云英的生长后期
,

J S S A 1 6 L 的定殖密度也

还会上升
,

而荧光假单胞菌作为植物根圈的常住菌
,

在植物的生长后期几乎检测不到[8]
,

这一方面说明了根瘤菌与豆科植物共生关系的优越性
,

同时
,

也反映出根圈共生细菌 (根

瘤菌)与荧光假单胞菌这样的互生菌在利用根圈分泌物能力方面生理生化特征的不同
.
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盒栽试验中的结瘤情况表明
,

J S S A 16 L 所结根瘤主要集中在种子下方 O一 s
cm 根段范

围
,

与其在此根段部位的定殖密度一直很高密切相关
,

从而说明了根瘤菌在豆科植物根圈

的定殖水平对其结瘤能力具有重要影响
。

由于在本项田间试验的一开始没有检测出土著根瘤菌
,

因此无法 比较 Js5 A 16L 与 土

著根瘤菌的竟争结瘤能力
,

但从它的定殖动态及其结瘤促生情况可以看出
,

该菌株具有很

强 的 与 其他 土壤 微 生 物竞争 的 能 力
,

亦 即具 有 很 强 的 根 圈适 应 性 (黝20
5
户ere

c
om pe

te nc e)
.

本项研究还再次证明发光酶基 因可以准确快速地跟踪引人菌株在田间土壤条件下的

动态变化与存活性
。

参 考 文 献

M ulo雌oy K et al
.
B 一o fe 由llz ers : ag ro n

omi

c
an d

e nv一ro
nm

e n
tal im 脚cts and eeonorm

es,

In

:

S i l l

v a

D A

e
t

a

l

e

d

,
B i

o te c

hn

o
l 吧y

:
Ec
onom 一e

an
d S oc

一
al A

s
pe
c ts 一l

s s u e s
Fo

r

De

v e
l
o
Pi
n
g C

o
un tn

e s
.

C an
l
b ri d g

e
U ni

v 已rs i ty

P 代5 5
,

1 9 9 4

:

5 5 一6 9
.

荆玉祥
.
生物 固氮及其菌肥 (葛诚 主编)

,

微生物肥料 的生 产应 用及其发展
.
北京

:
中国农业科技出版社

,

份%
.

26一 3 2

薛景珍
.
对生物肥料的发展和应用中存在问题 的探讨(葛诚主编 )

,

微生物肥 料的生产应用及其发展
.
北京

:
中

国农业科技 出版社
,

1 9 9 6

.

55
一60

众
ser H H et al. Rlljzob一ai e c o

l
o
g y

正u l
d te e

h
n o

l呢y
.
In : E B I山ne 舔tti

ng, J
r

.

e
d

.

5
0

1 1 碱
ero bial a olo吕y一

APPI一e
ati

o
ns

一n
A g

n e
ul tu

ral an d E
n v

iro
nm

e n园 M anagem ent
.
M 峨
el 晓kk

er, In e
.

,

1 9 9 3

.

2 0 5 一 2 2 6

H a ld y R W F, Ea g le shazn A R J
.

a
o lo g y an d 昭rieultu lal 叩pl

leations of ni tro g
e
n-- fi
xing syste m s: overv iew ,

众: Igo r A
.
Ti k kh

o n o v ic h e t a l e d s
.
两tro g

en R xati on : F und翻m e n tal s
an d A 即li

eations, 竹沉 eedi ngs of the

lothlnte
rna
tio
nal co

ngre ss on 两tro g
en R xa‘on

.
幻uw er A cad em ie 入b一1

5比rs
,

1 9 9 5

.

6 1 9 一6 2 0

口C 肛a e r a l
.
称
cent develo阳

ents In bioteehnology an d the 因te ntial im pac t on ru tr ogen fi xaoon 一n

the
n
e
ld
.

,n : I g ro A
.

Ti kh
o no v 一e

h
e t a

l
e
d
s ,

N i
tro

g e n
R

x a ti o n :
F

u n
d 田的e n tal

s a n d A PP I一e a ti o ns

.

幻uw er Ac 司
em ic

PU blishe rs
,

1 9 9 5

.

6 2 3 一 6 2 8

王平等
.
小麦根圈荧光假单胞菌的发光酶基因标记

.
华中农业大学学报

,

1 9
97

.

1 6 ( 3)

:

2
20
一 2 25

王平等
.
发光酶基因标记的荧光假单胞菌 X 16L 2 在小麦根 圈的定殖动态

.
微生物学报

,

2 0
00

( 在印刷中)

柏建玲
,

王平等
.
利用发光酶基因标记技术跟踪棉花根 圈中的绿针假单胞菌 PLg L

.
微生物学报

.1999 ,

39 ( l)

:

4 3 一4 9

王平等
.
发光酶荃 因标记荧光假单胞菌 X 16LZ 的发光研究

.
土壤学报

,

19
98

,

3 5
( 4)

:

5
45
一5 52

王平
,

冯新梅等
.
华癸根瘤菌 Js5 A 16 的发光酶基因标记及其检测

.
中国土壤学会第九届全国会员代表大会学

术论文集
.
华中农业大学学报

.1999
,

( 增刊)
:13 5一 14 0

王平等
.
华癸根瘤菌在非豆科植物根 圈定殖能力的研究

.
华中农业大学学报

,

19 99

.

1 8 ( 3)

:

2 38 ~ 2 引

l0ll



土 壤 学 报 38 卷

C L O N IZ A T IO N O F 几汪活刃吸石口Z O B I肋讨 H U 刁了C “ J S S A 16 L

M A R K E D W IT H L 之伪洲B ‘石刊百万 IN T H E R H IZ O S P H E R E O F

月S T R 月心刁L 之15 5 即叮C 以夕

W an g R ng

(D‘p a r 仍.e 月t of
几fi ( ro b io lo那

,

Fe

n
g 为

n-rnei Li FUesd i

Hu
azh ong 奄rieultural饰i

versi印,

肋h
an 430070)

S um m ary

C oloni zati on de nsity of 人轰尹s o r h
izo

b i
u
m h

u a
ku i i J S S A 1 6 L m a r k e d w i th l

u 兀刁B g en e s

o n th e

roo
t o f As

介
ag
a
l
u s s in ic u s re ac h

e
d to

the
m ax im

tim
(7
.
8 8 log

e何9 roo t)
in

rhi
zobo x一011 而eroc

osm 2 day s afte
r seed Plan te d

,

th
e n

re d
uc

e
d

an
d k

e
P t i

n a s

tab

l
e

l
e v e

l
fo

r a
l

o n
g ti

me

.

A
fte

r
5 8 d ay

s
,

i
t

ro

s e

uP

a
l i ttl

e
,

an
d al

s o
th

e s
t面
n eoul d

di spe rs ed to th e Plac e of 22em fro m
seed to ro ot tiP

.
The coloni zati o

n
dy
n
洲
es in

pe t--soil而croc
osm 15 51而lar w ith th o

se in rhi
zo
bo
x一5 0 11 而eroc

osm
.
U nder the field

eondi tions
,

h

ow

e v e r, it re ac h e d to th e m ax i m
um ( 7

.
0 3 l o g e彻9 ro ot) 30 days af t

er

seed Plan ted
,

a
f t

e

rw

a r
d de

e
l i

n e
d to

the
而ni m um (5

.
24 log e细9 roo t)

90 day s late r,

the
n be g an to 9 0

uP to 7
.
8 9 10 9 e fu / 9

roo
t 2 0 d ay s a

fte
r

Pl an t h a rv e s te d
.

In oc ul ati on

o f J S S A 16 L str ai n e o ul d i n e re as e th e P lan t b i
om

as s o f As
介叮
alus sin ieus in a l

arg
e

SCal e
.

K ey w ords lu别B, 几企s o rh izo b i
u m h u a加11 JSSA 16

,

As

介叮
alu s sin ieus

,

R

o o
t

e o

l

o

ni

z a

ti

o n
,

N
ed

ul
a

ti
o n


