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摘  要     应用水培的方法采集油菜根系分泌物;采用高效液相色谱测定出油菜根系分泌物中所含的16种氨基酸；使用烧杯法和平板趋化法进行趋化性试验,分别测定枯草芽孢杆菌Tu-100对16种氨基酸、油菜根系和油菜菌核的趋化性。结果表明Tu-100仅对组氨酸、脯氨酸、精氨酸、天门冬氨酸和谷氨酸等5种氨基酸有趋化性，其中组氨酸的趋化性最强；Tu-100对油菜根系和油菜菌核也有趋化性，对油菜根系的趋化性要大于油菜菌核。
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有运动能力的细菌，其膜表面存在各种具有专一性的化学受体，细菌可以通过它们检测到胞外环境中化学物质浓度的变化，并通过胞内的信号传递系统将感应到的化学信息转变成细胞内的信号，进而由这种信号控制细菌鞭毛的运动方向，产生相对应的趋化性运动[1]。趋化性是微生物的一种定向移动，是其适应环境变化而生存的一种基本属性，它使微生物具有寻找食源和逃避毒性环境的能力，因而在生存上具有竞争优势。有运动能力的微生物对多种化学物质的浓度梯度产生趋向或逃避响应的行为即趋化性(Chemotaxis)[2]。自Pfeffer实验发现细菌的趋化性以来[3]，人们已经从理论和实验方面对细菌趋化性进行了一系列的研究，取得了许多重要的结果。细菌的趋化性在许多研究领域中具有重要意义，国内外的研究表明[4-6]，在生物除污、土壤环境保护与监测、土壤修复以及微生物采油等领域已取得不同程度的进展。
目前利用趋化性对植物促生根际细菌(PGPR)的促生生防作用机理的研究不多见。根部是分离、筛选PGPR菌株的重要部位，PGPR菌株成功定殖根表是其发挥作用的关键，当环境中营养物质存在一定浓度梯度时，细菌出于适应环境的本能而表现出趋化性[7]，Roberts等[8]研究认为趋化性有助于Enterobacter cloacae在黄瓜根际的定殖。微生物在根部定殖已成为衡量各种微生物─植物系统的一个重要参数，成为揭示有益微生物的根际生态学特征、提高根际适应性和增产效果必不可少的研究内容[9]。本研究进行了枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根系分泌物所含氨基酸的趋化性研究。这将为进一步研究根际选择效应的机理和改进植物促生根际细菌的应用方法提供试验依据，同时为将来进一步研究植物促生根际细菌在改善油菜营养供应和土传病害生物防治等方面的研究奠定一定的基础。
1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 供试菌株    枯草芽孢杆菌Tu-100由农业部油料作物生物学重点开放实验室从油菜品种“中油821”根际分离得到，它对油菜的生长有一定的促生作用，同时对油菜菌核病也有一定的防治效果。
1.2.1 供试品种    油菜品种为“中双11号”由中国农业科学院油料作物研究所油菜育种研究室提供。
1.2 方法

1.2.1 油菜根系分泌物的采集    用0.1%HgCl2浸泡油菜种子 3 min，进行种子表面消毒，用无菌水洗涤7次，在25℃条件下催芽，48h后，将根长 2～3cm 油菜芽转移到500ml装有霍格兰氏营养液[10] (使用前，121℃灭菌20min)的三角瓶中(每个三角瓶上种1株油菜)，重复3次。在22℃、光照周期为12h、光照强度150µmolm-2s-1条件下培养30d。将生长30d的油菜苗取出，3个三角瓶中余下的溶液在5000rmin-1下离心5min，将上清液冷冻真空干燥，浓缩到1ml，在-20℃下保藏备用。
1.2.2 油菜根的采集    将水培生长30d的油菜苗上的完整根系剪下，60℃干燥、备用。
1.2.3 油菜菌核的采集    在油菜收获后，选择被油菜菌核病侵害的油菜茎杆，用小刀撇开茎杆,从中采集油菜菌核，放入尼龙网袋风干、室温条件下保藏备用。
1.2.4 油菜根系分泌物所含氨基酸的测定    采用高效液相色谱(HPLC)测定。色谱条件为：色谱柱，Diamonsil C18 (150mm×4.6mm,5µm)。流动相，A：NaAc缓冲溶液0.233 mol L-1，pH4.95，B:乙腈水溶液。波长，248 nm。流速，1.0 mL min-1。柱温，37℃，进样量，10 µl。用HPLC测定氨基酸需要衍生，并用荧光检测器荧光[11]。测定出的各种氨基酸的含量分别除3，得到的结果为每种氨基酸µg 株-1。
1.2.5 油菜根和油菜菌核的趋化性测定    采用烧杯法[9]。先将枯草芽孢杆菌Tu-100菌株在LB培养基（蛋白胨10g，酵母粉5g，NaCl 5g，蒸馏水1000ml，固体培养基加1.8%琼脂粉)培养液中摇床培养(28℃、160 rmin-1)12h，再以10%的接种量接种至LB培养液中，摇匀，继续培养12h。取菌液离心(6000 rmin-1)5min，菌体用生理盐水悬浮，振荡器振动1 min使其均匀，此悬浮液含菌量为≥1×108个ml-1，将该悬浮液用生理盐水稀释到≥1×106个ml-1，备用。

将直径为 1 cm 的透析袋在生理盐水中煮沸 2 min，下部封口，加入1.0g油菜根或油菜菌核，上部封口，固定在200ml烧杯中央，烧杯中加有200ml生理盐水，透析袋外侧与烧杯内侧间距为3cm，烧杯中加入 1 ml菌悬液并混合均匀，28℃静止60 min。自透析袋外侧和烧杯内侧分别取 l ml菌悬液，用生理盐水稀释10倍，取100µl涂LB平板，28℃培养48h，计菌落数。
透析袋外侧菌数与烧杯内侧的菌数之比为趋化值(Che)。在透析袋中加入1.0ml生理盐水代替油菜根或油菜菌核，这时Che=1，以此为CK；Che>1时，所测样品为趋引剂；Che<1时，所测样品为趋避剂[9]。以上CK和处理各重复3次。
1.2.6 菌株对特定物质的趋化性测定    采用平板趋化法。菌体的培养同本文1.2.5节所述。将培养好的菌液 1.0 ml 经6000 r min-1离心5 min，生理盐水洗2次，加入1.0 ml的生理盐水混匀，制成菌体悬浮液备用。采用游动平板法测定，即在含0.15%琼脂的平板上(10 mmol L-1 KH2PO4, 1 mmol L-1 (NH4)2SO4, 5 mol L-1 MgSO4,0.6% NaCl, 无碳源)，距离中心3 cm处加入从油菜根系分泌物所测定到的氨基酸作为碳源(浓度为0.1 mol L-1，加入量为10 µl)，或在距离中心2 cm处放入油菜根或菌核，同时在平板中心接种经处理备用的枯草芽孢杆菌Tu-100，接种量为10 µl，每个处理设5次重复。培养皿平板仅含0.15%的琼脂，带有鞭毛的细菌能在上移动。28℃条件下，72 h内连续观察枯草芽孢杆菌Tu-100向各种氨基酸和油菜根或菌核移动距离。

2 结 果
2.1 油菜根系分泌物氨基酸含量
油菜根系分泌物氨基酸测定结果如表1所示。

表1 油菜根系分泌物的氨基酸含量
Table 1  Content of amino acids in root exudates of oilseed rape
	氨基酸 Amino acids
	含量 Content (µg株-1)

	天门冬 氨酸Aspartic 
	6.6

	谷氨酸 Glutamic 
	13.1

	丝氨酸 Serine
	 0.5

	甘氨酸 Glycine 
	2.4

	组氨酸 Histidine
	7.5

	精氨酸 Arginine
	5.0

	苏氨酸 Threonine
	9.5

	丙氨酸 Alanine
	7.9

	脯氨酸 Proline
	8.1

	酪氨酸 Tyrosine
	1.1

	缬氨酸 Valine
	1.3

	蛋氨酸 Methionine
	1.5

	异亮氨酸 Isoleucine
	6.3

	亮氨酸 Leucine
	5.4

	苯丙氨酸 Phenylalanine
	4.2

	赖氨酸 Lysine 
	6.1

	总和 Total
	86.5


   从表1可看出，油菜根系分泌物所测定到的16种氨基酸中，谷氨酸含量最高13.1µg株-1，丝氨酸含量最低0.5µg株-1。
2.2 枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根和油菜菌核的趋化性
在28℃条件下，烧杯法测得枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根和油菜菌核的趋化值都大于1，为正趋化性（表2），从表2可以得出CK的趋化值Che平均值为1.01，油菜根的趋化值Che平均值为1.85，油菜菌核的趋化值Che平均值为1.21，油菜根的趋化性要大于油菜菌核，差异显著。采用平板法测定菌株对油菜根和菌核的趋化性，在48h观察枯草芽孢杆菌Tu-100向油菜根和菌核移动距离分别为1.1和0.7cm (表3、图1和图2)。这同烧杯法的结果是一致的，即油菜根的趋化性要大于油菜菌核，差异显著。

表2 枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根和菌核的趋化性（烧杯法）
Table 2  Chemotaxis of Bacillus subtilis Tu-100 toward oilseed rape root and 
sclerotia with the beaker method
	处理
Treatments
	烧杯内侧(个•皿-1) Inner wall of the beaker (cell•Petri dish-1)
	
	透析袋外侧(个•皿-1) 

Outer surface of the dialysis 

bag (cell•Petri dish-1)
	
	趋化值
Chemotaxis value

	
	重复Repeat
	平均 Average
	
	重复Repeat
	平均 Average
	
	重复Repeat
	平均 Average

	
	1
	2
	3
	
	
	1
	2
	3
	
	
	1
	2
	3
	

	油菜根
Rape root
	70
	31
	28
	43.0
	
	96
	72
	52
	73.3
	
	1.37
	2.32
	1.86
	1.85 a

	油菜菌核
Sclerotia
	30
	21
	42
	31.0
	
	36
	28
	46
	37.7
	
	1.20
	1.33
	1.10
	1.21 b

	CK
	60
	57
	27
	48.0
	
	61
	55
	28
	48.0
	
	1.02
	0.96
	1.04
	 1.01 c


表3 枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根和菌核的趋化性（平板法，48h）
Table 3  Chemotaxis of Bacillus subtilis Tu-100 toward oilseed rape root and sclerotia with the Petri dish method in 48h
	处理

Treatments
	移动距离Motion distance(cm)

	
	重复Repeat
	平均 Average

	
	1 
	2
	3
	4
	5
	

	油菜根

Rape root
	1.0
	1.2
	1.1
	1.2
	1.0
	1.1 a

	油菜菌核

Sclerotia
	0.8
	0.7
	0.6
	0.6
	0.8
	0.7 b
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图1 枯草芽孢杆菌Tu-100向油菜根移动的状态(48h)   

Fig.1 Bacillus subtilis Tu-100 moving toward oilseed rape root in 48h
[image: image2.emf]
图2 枯草芽孢杆菌Tu-100向油菜菌核移动的状态(48h)

Fig.2 Bacillus subtilis Tu-100 moving toward sclerotia in 48h
图1和图2的标尺：0.8 cm 
The size bar represents 0.8 cm in Fig 3 and Fig 4

2.3 枯草芽孢杆菌Tu-100对氨基酸的趋化性
   在28℃条件下，用平板法测定菌株对氨基酸的趋化性，48和72h观察枯草芽孢杆菌Tu-100向各种氨基酸移动距离，结果见表4。在48h时观察到枯草芽孢杆菌Tu-100向谷氨酸移动的状态(图3)，在72h时观察到枯草芽孢杆菌Tu-100向组氨酸移动的状态(图4)。谷氨酸在油菜根系分泌物中含量最高(13.1µg株-1)，但趋化性最好的为组氨酸，72h能平均移动3.06 cm，对脯氨酸、精氨酸、天门冬氨酸和谷氨酸也表现出不同程度的趋化性(表4)，对其它11种氨基酸没有表现出趋化性。
表4 枯草芽孢杆菌Tu-100对氨基酸的趋化性（平板法）
Table 4  Chemotaxis of Bacillus subtilis Tu-100 toward amino acids with the Petri dish method
	氨基酸

Amino acids
	移动距离 Motion distance (cm)

	
	48h
	
	72h

	
	重复Repeat
	平均 Average
	
	重复Repeat
	平均 Average

	
	1
	2
	3
	4
	5
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	

	天门冬氨酸Aspartic
	0.6
	0.9
	0.8
	0.7
	0.8
	0.76 c
	
	1.1
	1.0
	1.1
	1.2
	1.1
	1.10 d

	谷氨酸Glutamic
	0.6
	0.7
	0.8
	0.7
	0.7
	0.70 c
	
	1.0
	0.9
	0.8
	1.2
	1.1
	1.00 d

	组氨酸Histidine
	1.0
	1.3
	1.1
	1.2
	1.2
	1.16 a
	
	3.2
	3.1
	2.8
	3.0
	3.2
	3.06 a

	精氨酸Arginine
	0.6
	0.8
	0.7
	0.7
	0.6
	0.68 c
	
	2.1
	2.1
	2.0
	2.2
	2.1
	2.10 c

	脯氨酸Proline
	0.8
	0.8
	1.0
	0.9
	1.1
	0.92 b
	
	2.8
	2.7
	2.8
	3.0
	2.8
	2.82 b
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图3 枯草芽孢杆菌Tu-100向谷氨酸移动的状态（48h）   
Fig.3 Bacillus subtilis Tu-100 moving toward glutamic acid in 48h

图3的标尺：0.5 cm
The size bar represents 0.5 cm in Fig 3 
[image: image4.jpg]



图4 枯草芽孢杆菌Tu-100向组氨酸移动的状态（72h）

Fig.4 Bacillus subtilis Tu-100 moving toward histidine acid in 72h

图4的标尺： 0.67 cm 
The size bar represents 0.67 cm in Fig 4
3 结果与讨论
在本研究油菜根系分泌物所测定出的17种氨基酸中，枯草芽孢杆菌Tu-100仅对5种氨基酸有趋化性，趋化性的强弱依次为组氨酸>脯氨酸>精氨酸>天门冬氨酸和谷氨酸。氨基酸作为碳源滴加入培养皿平板之后，有微量氨基酸将向四周扩散，加上Tu-100鞭毛的运动，从而形成了趋化性。有些氨基酸不能形成趋化性，可能是由于Tu-100不能利用它们。在有趋化性的5种氨基酸中，强弱不一，可能与它们扩散的程度或是Tu-100对它们的利用率有关，这有待深入研究。同时Tu-100对油菜根也有趋化性，因根中可能含有以上5种氨基酸或其它某些碳源，这对于植物促生根际细菌(PGPR)菌株枯草芽孢杆菌Tu-100能在油菜根际定殖和促生作用提供了依据。枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜菌核的趋化性，将有助于枯草芽孢杆菌Tu-100在油菜菌核上定殖，这对能否对油菜菌核的萌发产生抑制作用，从而达到生物防治的目的，要进行更深入的探究。通过烧杯法和平板法都证明枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根的趋化性要大于油菜菌核，这可能是油菜菌核自身为休眠状，不产生分泌物，仅仅靠菌核表面所带有的微量碳源，如氨基酸、有机酸等，到底是何种物质在起作用有待进一步研究。
不同菌株在不同植物和土壤环境等条件下沿根散布的机制各异，不一定是某一种机制始终起决定作用，每一种因素的相对作用可能决定于包括根生长速率、土壤质地、水分特征在内的各种变异因子及引入细菌的生长速率、运动性、趋化性和细胞表面性质等[12]。Gamliel & Katam 研究认为[13]趋化性有助于荧光假单胞杆菌在根际的定殖。关于引入细菌沿根分布的机制，Bowen & Rovira提出了四种可能的方式，即细菌的运动性、生长根的带动作用、向下水流的作用和转运作用[14]。趋化性有正、负之分，正趋化性有助于其对营养基质的定殖，负趋化性有助于避开不利的微生态环境。细菌菌株的趋化性是针对某些特殊物质的，并不是完全由营养需求引起，在土壤中引入趋化物，有助于PGPR菌株在根表和根际土壤中的定殖[9]。枯草芽孢杆菌Tu-100对油菜根和油菜菌核都有趋化性，这将为进一步研究油菜根际对PGPR菌株的选择效应与细菌趋化行为的相关性，并为探查根际选择效应和生物防治土传病害的机理提供试验依据。
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Chemotaxis of Bacillus subtilis Tu-100 toward amino acids in root exudates of oilseed rape 
Hu Xiaojia  Yu Changbing  Li Yinshui  Liu Shengyi  Liao Xing†
(Oil Crops Research Institute of the Chinese Academy of Agricultural Sciences, Key Laboratory of Oil Crops Biology of the Ministry of Agriculture, Wuhan 430062, China)
Abstract    Root exudates of oilseed rape were collected from the plants in water culture, and determined to contain 16 kinds of amino acids with high performance liquid chromatography (HPLC). Chemotaxis of Bacillus subtilis Tu-100 toward the 16 amino acids, oilseed rape roots and sclerotia, were determined separately with the beaker method and petri dish method. Results show that Tu-100 displayed obvioous chemotaxis toward histidine, proline, arginine, aspartic acid and glutamic acid only, and histidine in particular, and toward oilseed rape roots and sclerotia as well; more obvious toward the former than the latter.
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