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� � 在植物 ! 微生物 ! 土壤三元关系中, 根际微生

物作为土壤和植物中介与桥梁,是最为活跃的因素,

其活动规律对于土壤肥力、植物营养和植物病害都

有举足轻重的作用
[ 1, 2]
。植物促生细菌( Plant growth

promoting rhizobacteria, PGPR) 在植物的根际普遍存

在,应用某些优良菌株促进植物生长的试验也获得

了不少好的结果,但这些试验多在人工控制的条件

下进行,真正应用于大田生产的效果却很不稳定或

无效果。其原因在于接种的细菌未能在植物根际存

活或继续生长繁殖。到目前为止,人们只顾及单一

因素, 即通过增加在种子上的接种量来增加 PGPR

在根际的定殖。而未对土壤特征、环境条件、植物种

类及其品种品质与细菌在根际生存能力相互关系进

行综合考察[ 3]。由于 PGPR 应用效果的不稳定性,

近二十年来,在国内外的商品化进程中受到很大程

度的限制。造成不稳定性的主要原因是环境因子影

响植物促生根际细菌在植物根际的定殖, 定殖不成

功就不能有效地发挥其作用
[ 4, 5]
。因此, 植物促生

根际细菌在植物根际的定殖微生态研究是近十多年

来人们关注的重点。但在十多年以前, 人们在跟踪

和回收引入菌株时, 一直无法将其与同类土著细菌

分开, 因而对于引入菌株能否在植物根部或土壤中

存活、繁殖并发挥作用知之甚少。随着分子生物学

的发展, 特别是基因标记技术的建立与应用,为植物

根际细菌定殖微生态学的研究提供了有效手

段[ 6, 7]。本研究以 Lac Z为报告基因的质粒 pXLGD4

为供体, 采用电极转化法标记植物促生根际细菌~

枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis Tu�100) ,所得菌株Tu�
100( pXLGD4)用作试验。在不同油菜品种的根部接

种Tu�100( pXLGD4)加或不加类黄酮,通过Tu�100在
油菜侧根细胞缝隙间移殖内生( LRCs) ,观察 Tu�100
( pXLGD4)的侵染频率以及明确类黄酮所起的作用

等,为今后进一步深入地研究植物促生根际细菌与

油菜的相互关系和细菌肥料在油菜上的应用奠定基

础。

1 � 材料与方法

1�1 � 供试菌株
� � 枯草芽孢杆菌 Tu�100,以 Lac Z 为报告基因的

质粒 pXLGD4为供体, 采用电极转化法[ 8]标记 Tu�
100,得到Tu�100( pXLGD4) , 来自中国农业科学院油
料作物研究所农业部油料作物遗传改良重点实

验室。

1�2 � 油菜品种
甘蓝型油菜(表1)。
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表 1� 供试油菜品种及来源

品种 硫代葡萄糖甙 芥酸 来源

中油 821 高 高 中国农业科学院油料作物研究所

Askari 高 高 英国诺丁汉大学生命科学系

四川 4678 高 低 中国农业科学院油料作物研究所

浙江 5110 高 低 中国农业科学院油料作物研究所

Industry 低 高 英国诺丁汉大学生命科学系

Almea 低 高 英国诺丁汉大学生命科学系

中双 4号 低 低 中国农业科学院油料作物研究所

Express 低 低 英国诺丁汉大学生命科学系

1�3 � 类黄酮
黄烷酮(Naringenin) ,购自美国西克玛化学公司。

1�4 � 油菜种子的处理、培养、加黄烷酮及接种 Tu�
100( pXLGD4)

种子用0�1%HgCl2进行常规表面灭菌 3 min,无

菌水洗涤 7次,将种子移到无菌的含有滤纸和无菌

水的培养皿中, 在 26 ∀ 下催芽, 待种子萌发后将其
转入到 25 mm # 180 mm 的试管中, 试管含有 20 ml

半固体植物营养培养基[ 9] ;加黄烷酮的试管, 黄烷酮

配成原液加入, 其浓度达到 5 # 10- 5 mol L- 1
; Tu�100

(pXLGD4)的接种量为 200 �l ( 1 # 108cfu ml- 1)。将

含有幼苗的试管置于 24 ∀ 光照室培养,光照强度为

3 200 lx, 光照 12 h、黑暗 12 h。

1�5 � 试验设置
16个处理分别为: ( 1) 中油 821 接种 Tu�100

( pXLGD4) ; ( 2)中油 821接种 Tu�100( pXLGD4)加黄
烷酮; ( 3) Askari接种Tu�100( pXLGD4) ; ( 4) Askari接
种Tu�100( pXLGD4) 加黄烷酮; ( 5) 四川 4678 接种

Tu�100 ( pXLGD4 ) ; ( 6 ) 四 川 4678 接 种 Tu�100
( pXLGD4)加黄烷酮; ( 7)浙江5110接种Tu�100( pXL�
GD4) ; ( 8) 浙江 5110 接种 Tu�100( pXLGD4) 加黄烷
酮; ( 9) Industry 接种 Tu�100( pXLGD4) ; ( 10) Industry
接种 Tu�100( pXLGD4)加黄烷酮; ( 11) Almea 接种

Tu�100( pXLGD4) ; ( 12) Almea 接种 Tu�100( pXLGD4)
加黄烷酮; ( 13) 中双 4 号接种 Tu�100 ( pXLGD4) ;
( 14)中双 4号接种 Tu�100 ( pXLGD4) 加黄烷酮;

( 15)Express接种 Tu�100( pXLGD4) ; ( 16) Express接种
Tu�100( pXLGD4)加黄烷酮。每个处理 24个重复。

1�6 � Lac Z基因的检测及显微镜观察

在油菜生长 16 d后, 将油菜根部剪下, 放入用

二甲基甲酰胺溶液配制的含 2% X�gal ( 5�溴�4�氯�3�
吲哚���半乳糖苷)溶液中, 过夜观察。通过组织化
学染色,及 Lac Z 基因所产生的 ��半乳糖苷与 X�gal
起蓝色反应, 使得 Tu�100( pXLGD4)在侧根两侧(入

侵处)形成蓝色, 即侧根细胞缝隙间并移植内生

( LRCs)。侵染不同品种油菜侧根细胞缝隙间并移

植内生的百分数( LRCs)为被侵染的侧根数( L)除以

侧根总数(T ) , 即 LRCs = L/T # 100%。将根部蓝色
部分切下,采用 Epon 812环氧树脂包埋、切片、甲基

胺蓝染色、光学显微镜观察及照相[ 10]。

2 � 结果与分析

2�1 � Tu�100(pXLGD4)在油菜中的定殖及其影响因素

� � 油菜生长 16d后, 通过光学显微镜观察显示, 在

质粒 pXLGD4上的Lac Z 与 X�gal产生反应, 形成深
蓝色, Tu�100( pXLGD4)是从根缝隙侵入的。根部接
种Tu�100( pXLGD4)以及加或不加黄烷酮,枯草芽孢

杆菌均能从侧根缝隙侵入, 并沿着细胞间隙向内延

伸,从外皮层至内皮层细胞间均有枯草芽孢杆菌的

分布, 图 1a 显示出中油 821接种 Tu�100( pXLGD4)
加黄烷酮, Tu�100( pXLGD4)存在于细胞间隙, 图 1b

为中油 821 仅接种 Tu�100( pXLGD4) , 使得 Tu�100
(pXLGD4)不能进入细胞间隙。中油 281 是高硫甙

高芥酸型油菜,结合图 2分析可得出,芥酸对 Tu�100
( pXLGD4)在油菜侧根细胞间隙定殖的影响不明显,

硫甙明显抑制 Tu�100( pXLGD4)在油菜侧根细胞间
隙定殖,黄烷酮能够解除硫甙对Tu�100( pXLGD4)侵
染的阻碍。

2�2 � Tu�100( pXLGD4)侵染油菜根系的 LRCs

Tu�100( pXLGD4)侵染不同油菜品种侧根细胞
缝隙间并移植内生( LRCs) 的百分率是不同的 (图

2)。从图 2可以看出高硫甙、高芥酸和高硫甙、低芥

酸两类品系,仅接种 Tu�100( pXLGD4)不加黄烷酮的
LRCs比率分别为 8�1%、10�6%、13�2%和 11�8%,

而接种Tu�100( pXLGD4)同时加黄烷酮的 LRCs比率

分别为 47�3%、53�7%、45�5%和 50�3% , 即分别增

加 40个百分点左右。但在低硫甙、高芥酸和低硫

甙、低芥酸两类品系中, 接种 Tu�100( pXLGD4)加黄
烷酮的处理较仅仅接种 Tu�100( pXLGD4)的处理增
加约 10个百分点。
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a 加黄烷酮; b 不加黄烷酮

图 1 � 黄烷酮对中油 821侧根细胞缝隙间Tu�100( pXLGD4)定殖的影响(照片放大倍数为 1000)

图 2 � 油菜品种接种Tu�100( pXLGD4)加或不加黄烷酮的 LRCs 百分率( 1� 中油 281; 2�Askari; 3� 四川 4678;

4� 浙江 5110; 5�Industry; 6�Alema; 7� 中双 4号; 8� Express)

� � 从枯草芽孢杆菌加或不加黄烷酮侵染不同的油

菜品种所得 LRCs 百分率的结果, 可以看出硫甙对

枯草芽孢杆菌的入侵有抑制作用,而芥酸作用不明

显。硫甙是一类天然物质, 它广泛存在于十字花科

植物中。植物中的硫甙与其共存的一种芥子酶,在

适宜的条件下, 相互作用产生的某些水解产物是导

致产生毒性、特殊气味的原因[ 11]。一般来说硫甙大

量存在于油菜的种子和根、茎、叶中
[ 12]
。硫甙水解

所产生的两类主要化合物为异硫氰酸酯和恶唑烷

酮。是否二种或其中的一种对枯草芽孢杆菌有抑制

作用,或者是黄烷酮对芥子酶有抑制作用, 有待进一

步研究。
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