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摘 要 通过发光光度仪和 � � � � 法定量 测定荧光假单胞菌 � �� �� ���  ! �� � �� ��

��  ! �� �� ��
�

�� ���
,

简称 � �� �� �在液培和土壤 中的发光情况及其数量
,

发现 � �� �� 在液培

和土壤 中的发光动力学曲线相似
,

达到稳定发光强度的时间均在加人反应底物癸醛后约 � 分

钟
。

� �� �� 在液培中的发光强度与生物量呈正相关
。

土壤中 � �� �� 的发光量既与活菌数有

关
,

也 与土壤条件有关
。

土著微生物对 � �� �� 的发光量
、

发光潜势和存活性有很大影响
。

本项

研究表明
,

在一般情况下发光强度定量法既可对样品中标记微生物的生理活性进行原位快速

测定
,

又可对其群体数量进行间接定量
。

这种方法具有选择性强
、

灵敏度高
、

稳定而又经济的

优点
,

对于跟踪和 回收释放至环境中的靶细菌具有重要的应用价值
。

关键词 荧光假单胞菌
,

发光检测
,

液体培养
,

土壤微宇宙
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有益遗传修饰微生物 ��� �� �� ��� � �
� ��  ��� �� �� �� �� �� 

�� �
,

简称 � � � � 的释放能

更好地促进作物生长
、

生物固氮
、

污染物的生物降解及病虫害的生物 防治
。

但在其大规模

释放以前
,

根据有关规定�� 
,

必须对其进行严格的风险评估 ��� � �� �� � �� �� � 即生物安全性

评价
,

以避免可能引起的生态性灾难
。

而要进行此类评价
,

必须突破传统方法 的限制
,

将

靶细菌 �即 � � � � �与环境 中的同类 土著细菌分开
,

才能达到特异性检测 的要求 �� 
。

近年

来
,

随着微生物分子生态学的诞生与发展
、

跟踪引人 自然环境中的微生物的遗传标记系统

的不断建立
,

人们评估释放 � � � � 安全性 的能力 也大大提 高
。

在许多应用于跟踪检测

� � � � 的方法中�� ��
,

以生物发光为基础的检测技术已引起了人们的广泛兴趣
。

如采用发

光酶基因 �� ��� �跟踪植物体内的病原菌
,

检测豆科植物根瘤 中的根瘤菌
,

测量定殖在作物

根圈的促生细菌
,

以及回收引人土壤 中的各种细菌 �� “�
,

其主要优点是发光酶基因在 土壤

微生物中无背景干扰
,

选择性强
,

检测方法多样
。
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����� � � �� � ���
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�� 
� ��� � �� �� � ��� �� �� �

,

简 称 �
�� �� 一 荧 光 假 单 胞 ���

� �
�� �

� � � �

刀�� �� �� ��  ! � �� 的细菌荧光酶基因 �� �� � �� 标记菌株 � �� � � ! ∀ 的发光强度和群体数量

及其相互关系
。

这项工作也是为今后进一步开展根圈微生物分子生态学的研究提供基础
。

� 材料与方法

� � 实验材料

供试菌株
�

乃
� �

�� � �
� � 、

�� 
� � !  ∀ !

荧光假单胞菌 ��� � � 
,

本文作者提供
�

�� �协� � � �
,

链霉素 �� �� �
,

��卜� � � �
�

�� ��� �本文中简称 � ���� �
,

为携有 ��� 一��� � � 标记系统的

培养基
�

�� 培养基�� 
,

��� 培养液叭 抗生素
�

卡那霉素 �� � ��
,

供试土壤
�

供试土壤及其基本农化性状和机械组成分别见表 �和

表 �
。

表 � 土壤的基本农化性状
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质地
’,

T
e X t ll 此

砂质壤土

粘土

l) 根据美国质地分类制确定[l
’
]o

L Z 实验方法

1
,

2

.

1 A
M

PN

法[l
‘〕 检测发光菌落时

,

在培养皿盖内加人 1% 癸醛 5闪
,

人暗室观察
。

菌落发光视为

阳性
。

根据所得数量指标查
“

M P N 法 5次重复测数统计表
” ,

再按 M PN 结果换算方法将所得数据换算为

菌落形成单位 (Col on y Fo rm ing LJni t
,

简称 C FLJ
,

即一定体积或重量的样品能够在检测平板上形成的

待测菌落数)
。

1

.

2. 2
X

16
LZ
发光动力学曲线的测定 液培中 X 16 LZ 发光动力学曲线的测定

:
取 10 闪 X 16LZ 新鲜培

养液于 sml K B培养液中
,

28 ℃ 150
rpm

摇床培养2小时
,

以无菌 0
.
1%
Mg
SO 、 ·

7 乓O 作 10 倍稀释;取合适

稀释度之 菌液 lm l于测试管内
,

加人 200,0 癸醛 5卜1
,

上机 (L朋
1251 lum i

no
me try

system ,

p h

arm

ac i
a

L td

.

) 即刻开始测定发光强度
。

每隔 5分钟测定 1次
,

如此连续测定
,

直至读数不再改变为止
。

测定条件
:

温 度 25 ℃
,

连 续 搅 拌
,

每 积 分 10 秒 读 一 次数
,

连续 3次
,

取其 平 均值 作 为 发光 强 度
。

以 无 菌

0
.

lo/o M gs q
·

7H

Z

O 溶液为对照
。

表示单位
:
发光度 L

~
ne sce nc e (m V / m l)o

土壤中 X 16L Z 发光动力学曲线的测定
:
分别取灰潮土和黄棕壤各 5只于 20 ml 带盖玻璃瓶中

,

加人
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1
.
om l合适稀释度之菌液于瓶内

,

与土充分混匀
,

构成 2 种不同的土壤微宇宙
。

称取 0
.
59 含菌土于测试管

中
,

加人无菌 0
.
1% 吨Sq

·

7 H
2

0
1

.

0
ml
及 20 % 癸醛 5闪于试管中

,

上机即刻开始测定发光强度
,

测定条件

同上
。

以 不 加菌 液但 加有 无菌 0
.
1% M gs q

·

7 乓0 1
.
0ml 的 土壤悬 液为 对照

。

表 示单位
:
发光 度

L
um
inescenee(m V / g 土)

。

1

.

2

.

3 X
1

6
L 2 发光强度检出 下限 的测定 液培中 X 16 LZ 检出下限的测定

:
取前述摇床培养液之系列

稀释液各 lml 于测试管中
,

加人 20 % 癸醛 5闪于测试管内
,

4 分钟后上机测定发光强度
。

对照处理和测定

条件同上
。

测定结束后
,

即刻以 A M PN 法测定发光度数其明显大于对照的稀释液中的发光细菌数
。

土壤中 x l6LZ检出下限的测定
:
取前述 x 16L2 之系列稀释液各 lml 分别加人盛有 5g 土的20 ml 带

盖玻璃 瓶中
,

充分混 匀
,

构成 土壤微 宇宙
。

然后
,

从瓶 中称取 0
.
59 含菌 土 于 测 试管 中

,

加人

0
.
lo/o M gsq

·

7 乓0 1
.
om l及 20 % 癸醛

5闪于测试管中
,

4 分钟后上机开始测定发光强度
,

对照处理和测

定条件同 上
。

测定结束后
,

即刻以 A M P N 法测定发光强度读数其显著高于对照的土壤中的发光细菌数
。

1

.

2

.

4 液培中 X 16LZ发光强度与生物量关系的测定 取一环 X 16L 2 之斜面菌苔接人盛有 10 0m 1K B 培

养液的 250 ml 三角瓶中
,

28
℃摇床培养 (200 rp

lll
)一夜

。

取 50 闪该培养物接人盛有 5而 拙 培养液以瓶

中 (共 36 瓶 )
,

28
℃

,

2

00 甲m 摇床培养
,

然后每小时取样一次
,

每次取出 3 瓶
,

测定发光强度和 600 nm
波长

处细胞光密度 (O 既00
,

7
21 型分光光度计)

。

( 1) 发光潜势的测定
:
在接种了上述 10

“ ’
稀释菌液且放置过夜的 2种土壤微宇宙中

,

分别称取 0
.
59

土样于测试管内
,

再加人 lm l含有 10m g / m l柠檬酸钠的 2 x 523 培养基
,

28
℃

,

2
00

rp m 摇床培养
。

自开

始培养时取样
,

每隔 20 分钟 1次
,

共 7 次
。

每次从 2 种微宇宙中分别取出 3 瓶测发光强度
。

( 2)
X

1
6

L 2 在不同存放期微宇宙中发光强度与活菌数的测定
:
为测定贮存 时间对土壤微宇宙中

X 16L2 的存活及发光强度的影响
,

将前述 10
一 ’
稀释度菌液接人2 种土壤微宇宙中

。

将微宇宙置于 28 ℃存

放
,

每隔 7 天从 2 种微宇宙中各取出 3 瓶测发光强度和活菌数
,

取样共计 7 次
。

2 结果与分析

2.1 x 16L2的发光动力学曲线
选取 10

一 4

稀释度菌悬液和 10
一 ’

菌悬液接种土壤
,

测定 Pf. X 16 L Z 在加人发光酶的反应

�助�毛/AuJ侧报耗罗
。。巴.。的。u[日n闷曰国

底物

—
癸醛后

,

在不同时间的发光强度
。

测定

结果如图 1所示
。

从 图 1可以看出
,

在加人底物

后
,

X 1 6 L 2 不论是 在菌悬液 中还是 在 土壤 中
,

7

分钟后
,

其发光强度均已达到稳定水平
。

因此
,

为节约测定时间
,

可在加人底物后 4 分钟上机
,

待第 !支测试管到达测定位置时
,

刚好 7 分钟
,

这时开始读数
,

即可读取较为稳定的发光值
。

但

土壤类型对最大发光强度有很大影 响
,

如 X 16L2

在黄棕壤 (粘土)中的最大发光强度显著小于灰

潮土 (沙土)中的
。

引起这种差异的直接原因是 2

种 土壤 中 X 16 LZ 的数量不 同 (灰潮 土
:2. 2 x l护

C
FU
/ g

,

黄棕壤
: 7. 0 x 10℃FU

/ g)
。

而接种量

口尸.
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一
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.冲. .
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图 1 X 16 LZ 在液培和 土壤中的

发光动力学曲线
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原本相 同的 2 种土壤 中
,

其含菌量何以发生了这样大 的变化
,

究竟是酸度的影响
,

还是质

地的作用? 尚待进一步研究
。

2. 2 x 1 6 L 2 发光强度的检出下限

通过测定不同稀释度菌悬液及其接种土壤中 X 16 LZ 的发光强度
,

结合 A M P N 发光菌

落计数 (图 2) 和统计检验
,

可以确定 X 16 L Z 在菌悬液和土壤 中发光强度的最低检出限
。

检

测与统计分析结果见表 3
。

表 3 菌悬液与土壤中X 16L 2发光强度的检出下限

Table 3 Th
e dete etion l一m i t

o
f l

tun
i
n o u s

i
n te n s

ity
o
f X 1 6 L Z i

n
th
e

d il
u
te

s u s
pe

n s
i
o n

an
d

5 0
11
5

样 品 含 菌 数 平 均 值 变异范围 t 值 切。

S 批n Ple
Nu
m be

r of ce lls M
e
an V ari ati

o n rallg e

C F t力(m l
·

g
) L/ (

m l

·

g
)

(
C V %

)
t

v a
l
u e

0

.

1
% M

g S
O4

·

7 H
Z
O 5 3 8 8 2 刀4 4石04

10
一 9

菌悬液 54 80 0 3 4 1 46

一。
一 吕

菌悬液 5 8
.
198 4刀5 13 乡l

*率

灰潮土+ 0
.
2% M gso ; 5名4 8 1

.
99

+ 一。
一6菌悬液 22 5

.
9 76 33 0 0 , 7

+ 一。
一5

菌悬液 220 7刀 18 1
.
6 一 12 万0

率 *

黄棕壤 + 0
.
1% M gso ; 5

.
9 86 1

.
40

+ 10 一 , 菌悬液 7 6
.
168 1名7 2 2 0

+ 10
一4

菌悬液 70 7名82 4 3 0 9
.
17
**

l) 指发光度对数值之平均值

从表 3 可知
,

菌悬液 中 X 16 L Z 的检出下限为 SC F tj / ml
,

黄棕壤和灰潮土中的检 出下

限分别为 70 和 220c Fu
·

g
一 ’

土
。

2 种土壤 中检出下限的差别暗示土壤条件 (如酸度和质

地)对 X 16 LZ 的发光活性具有一定的影 响
。

将各级稀释液及其所接种土壤的发光强度测

定值减去各 自的对照发光测定值 (本底值)后
,

取 以 10 为底 的对数得 lg L
,

再将其与含菌量

(C Fu ) 的对数 值 lg
C Fu 作 图

,

并计 算 回 归方程
。

菌 悬液
、

黄 棕壤 和 灰潮 土 的分别 为
:

lg C
FU
= 1
.
o 263lg L + 0

.
6 10 3

,

(

r =
0

.

9 9 2 3 ”
,

r o
.
。,

=
o

·

9
1 7

)

;

l
g

C

FU

=

o

·

9
5

4 l
g L

+

1

.

5 5 6
5

,

(

r =
0

.

9 9 7

’ ‘ ,
r 。{, ,

= 0

.

9 9 )
;

19 C

FU

=
l

.

0 5 0 l l g L +
2

.

2 3 3 9

,

(

r =
o

·

9 9 5 8 “
,

r o
.
。,

�切�一已/fl�Q掘扭织

明�一公Q

4 9 7 3 3 5 2 石5 1 3 4 0 4 5
一

0

.

7 4

L g 发光度 m V /m
l(g)

L g Lum ineseenee

X 16 L 2 发光强度与群体数量的相互关系

的闷2缪图

R g
.
2 掩l

ationshiP betw een th e lum ineseenc e and

e ee]] num be r of X 16LZ in th e sam Pl
es

= 0
.
9 59)

。

图 2 表 明发光强度 与样 品含菌量之间存

在显著的线性关系
。

根据回归方程和外推法
,

还可计算 出 3 种样 品中发光标记细菌在理论

上 的最低检 出限
,

如菌悬液
、

黄棕壤和灰潮土

中标记菌株数量的最低检出限分别为 4
、

36 和

17 1C F U / m l(g)
,

检测 出的发光度均有效
。

此外
,

X 16
LZ 在土壤 中的检测灵敏度较之

菌悬液中的低 1一 2 个数量级
,

其原因主要与土

壤颗粒对光子 的遮盖和 对发光菌细胞 的吸附

导致发光消失有关
。

而检测灵敏度在 2 种土壤

中的差异高达 1个数量级
,

可能与土壤酸度和机械组成有关
。

土壤颗粒越小 (如粘粒)
,

对

光子的遮盖作用会越小
。

此外
,

过高的 pH 值也可能影响标记菌株 的发光活性
。
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2. 3 液体培养中 Pf.
X 16 L Z 发光强度与生物量的关系

采用批量培养法测定 了 X 16L 2 的发光强度和生物量
。

将所测数据经 109
1。
转换后

,

分

别与测定时间 (小时
,

h) 作图 (图 3)
。

从图 3 可以看出 X 16 LZ 发光强度 (L) 的变化曲线与其

生长曲线基本同步
,

这表明液体培养时 X 16 LZ 的发光强度可反映其生物量
。

而且据此计

算 出的 lg L 与 lgO D 值 之 间 的 回 归方 程 lgL = o
.
97 lg O D + 6

.
07 (r = 0

.
9692 ”

,
r 。。1 =

0

.

7 3 5)

,

也说明它们之间存在显著的线性关系
。
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图 3 液体培养中 X 16L2 发光强度与生物量 (光密度 )的变化曲线

R g
.
3 Changes in l

unu
ne seenee of X 16LZ w ith o助00 i

n th e liqul d eultu re

2. 4 土壤微宇宙中 X 16L 2 的发光潜势

发光潜势 (P
ote ntial l

umi
neseenee)是由 Me

ikle 等{
‘’
]于 1994 年提出的借以评估引人细

菌在液培和土壤微宇宙中饥饿一段时间后
,

经补充营养重又恢复生命活性的能力
,

而这种

能力 的大小对于释放至环境中的遗传改

良微生物的养分竞争
、

存活和繁殖 至关

重要
。

土壤微宇宙 中 X 16 L Z 发光潜势的

测定 结 果如 图 4 所示
。

2 种 微 宇 宙 中
,

X 16
LZ
在复活培养 2小 时后 的发光强度

均趋于稳定
,

这与 M ei kl e等报道 的结果

基本一致
。

但 2 种微宇宙相 比
,

无菌土壤

微宇宙中 X 16 L Z 恢复至最强活性时所需

时间为 40 分钟
;在有菌微宇宙 中

,

它达到

最强活性的时间则为 80 分钟
,

而且
,

它在

开始恢复活性时的发光度也远远低于无

菌土壤微 宇宙 中的
,

这 种差异在 随后 的

培养过程中变得更加 明显
。
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图 4
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4

X 16LZ在无菌和有菌土壤微宇宙中

的发光潜势
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non一 s te ri le 5 0
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o
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m
, C F‘军 0 5】11 5

2. 5 贮存时间对土壤微宇宙中 X 16 L 2 发光强度与活菌数的影响

从图 5 可以看出
,

当贮存时间达到 49 天时
,

2 种土壤微宇宙中 X 16 L Z 的活菌数分别下
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图 5 存放时间对灭菌和未 灭菌土壤微宇宙中

X 16L2 活菌数和发光强度的影响

Chan g
es in viable eell n

um be
r
an d lum

ineseence

of X 16LZ in ste rile and non--
ste rile 5011

mi
cro cosm s during th e pe ri

od of 51‘兀 k

降了 1
,

3
5 和 3个对数单位

;有菌土

壤微宇宙中 X 16 LZ 的发光强度在

贮存 时间达 7 天时即从开始存放

时的 3
.
2 8 19 单位降至 0

.
88 19 单位

,

至 49 天时 已 下 降到 0
.
5 1 19 单位

。

而无菌土壤微宇 宙中 X 16L 2 之发

光强度减 少的程度却 不到一个数

量级
。

图 5 还表明
:
与无菌土壤微

宇宙相 比
,

X 16
L Z 的活菌数和发光

强度 不但在有 菌土壤 微宇宙中的

下降速度快
,

而且在 2 种土壤微宇

宙间的差别也很大
。

这说明在贮

存过程中
,

土著微生物对引人菌株

X 16 L 2 之活菌数和发光强度也有

显著影响
。

3 讨 论

已有许多方法用于跟踪 lux 基因标记遗传改 良细菌在环境 中的释放
,

但国际上应用得

最为普遍 的还是发光菌落计数
、

x 一射线胶片 自显影
、

C C D 照相机拍照与发光强度的测

量 11’〕
。

本项工作中
,

从土壤 中回收 x 16L 2 时
,

只需在培养平板上加人 1% 癸醛 5闪
,

即可凭

肉眼在暗室中检出该菌株形成的发光菌落
。

而且
,

结合 A M PN 法
,

理论上讲
,

检 出下 限可

达 4c
Fu
/ g 土

。

此外
,

在检测释放至环境中的 G M M
s 时

,

这种方法较之常规的选择平板

法 (如抗性 )还具有更好的选择性
。

国外的大量研究结果也表明[
‘4

,
‘’〕:采用发光光度法检测

样品中微 生物的群体活性并用 以反映样品中该种生物 的生物量和数量
,

较之现有的其它

方法如脱氢酶活性测定法具有更多的优点
:
¹ 检测方法简单快速

,

取样后 5 分钟内即可得

出结果
,

而且不必进一步培养
;º 不需要昂贵的化学试剂

;» 不需从土壤 中提取 目标细胞
,

多个样品可同步检测
;¼ 更重要 的是发光光度法测量的只是生物发光酶基 因标记群体的

活性
。

本项研究结果指出
:
发光光度法在检测样品中标记微生物的活性并反映其群体数

量方 面
,

确实具有经济
、

快速
、

稳定
、

选择性强的优点
。

而且
,

检测灵敏度很高
,

菌悬液 中的

检测下限可达 SC F U / m l
,

在黄棕壤和灰潮土中的检测下限则分别为
:
70 和 22o C F t〕/ g

。

因此
,

在评估包括遗传改良菌株在内的一些细菌接种物在土壤和植物根圈中的活性时
,

生

物发光光度法仍不失为一种非常合适的方法
。

本项研究结果还充分证实了土壤 中的土著

微生物对 X 16 LZ 的发光强度亦即细胞活性或活菌数有显著影响
。
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