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摘 要 采用基因标记技术和常规方法跟踪巨大芽孢杆菌 A6( gusA)在缩影系统油菜根际的定殖情

况。A6( gusA)菌在油菜不同根段部位的定殖密度表现从上到下逐渐递减的现象。随着接种后时间的延长而

逐渐下降。在根段 8cm 以外的根区几乎检测不到接种菌。在油菜播种后 3d, 定殖密度可达最高水平( 8 7

105 cfu g- 1根) , 然后急速下降, 30d后保持相对稳定的较低水平( 2 2 102 cfu g - 1根)。在促生试验中, 表现在

不同程度上增加植株干重、全氮、全磷和全钾的含量。
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在植物 微生物 土壤三元关系中, 根际微生

物作为土壤和植物的中介与桥梁,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。进入 60年代后,许多研究人

员发现在植物根际还存在着一些对植物生长有促生

和保护作用的其他微生物, 而这些能够直接或间接

促进植物生长的根际细菌统称为植物促生根际细菌

( Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR)。在根际

生态系统中, 不同植物的根系及其分泌物不仅为

PGPR提供了栖息场所和能源物质, 而且把植物营

养遗传特性与根际促生菌( PGPR)的生存及其对宿

主植物营养状况的调控巧妙的结合在一起[ 1, 2]。

PGPR主要是通过提高养分的有效性和促进植物对

养分的吸收、改善植物营养状况以及防治作物病害

等[ 3, 4] ,达到促进植物生长的目的。到目前为止,人

们只顾及单一因素, 及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、植物种类及其株龄与细菌在根际生存能力

相互关系进行综合考察[ 5]。由于 PGPR应用效果的

不稳定性, 近 30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
[ 6, 7]
。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 10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[ 8]。本研究采用基因标记技术、缩影系统[ 9]

并结合常规的分析方法, 研究植物促生根际细

菌 巨大芽孢杆菌 ( Bacillus megaterium A6 gusA)

在油菜根际的定殖动态。

1 材料与方法

1 1 供试土壤和品种

供试土壤取自本所试验农场的灰潮土,其基本

农化性状为全氮 0 819 g kg
- 1
, 碱解氮106 mg kg

- 1
, 速

效磷 23 5 mg kg- 1, 速效钾 79 mg kg- 1, 有机质

12 8 g kg- 1, 土壤 pH (水浸)为 7 2。

供试油菜品种为中油 119, 由武汉中油阳光种

业科技有限责任公司提供。其硫甙和芥酸的含量分

别为 30 mol g- 1和 1%。

1 2 接种物的制备及种子丸衣化

挑1环活化的促生菌 A6( gusA) (卡那霉素 50

g ml- 1)菌苔置于盛有 100 ml LB 液体培养基[ 10]的
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250 ml三角瓶内, 28 , 150 r min
- 1
摇床培养 48 h。

取培养液于3 500 r min- 1离心15 min,去上清液。将

沉淀物加入0 1%MgSO4 7H2O缓冲液 10 ml, 涡旋振

荡打散菌体后, 转入无菌的 50 ml三角瓶中, 作为丸

衣化的接种菌。

种子丸衣法按文献[ 11]描述的方法进行。

对无菌缩影系统试验的油菜籽作表面灭菌,而

对于有菌缩影系统的油菜籽未作表面灭菌。

1 3 土壤缩影系统的建立

将灰潮土调节水分含量约 20% , 按 700 g 瓶
- 1

分别装入瓶内, 装至距开口端 2 cm 处为止, 再经高

温灭菌处理。所用瓶为罐头瓶,高 18 cm,直径7 cm,

使用时用黑纸罩住瓶 4周。

将经过丸衣化接种(接种量为 6 3 108 cfu g- 1

种子)的油菜籽按每瓶 1粒播入土表,再盖一层厚约

0 5 cm的土。用无菌塑料压膜纸包住瓶口并用绳

扎紧, 置 28 培养室催芽。待油菜萌发露出土表

后,移至室外,利用自然光照和温度培养。用剪刀在

对应油菜部位将封口纸剪十字形小口, 以便油菜苗

伸出瓶口正常生长。

待油菜主根尖伸长接近瓶底时(约 2周) , 将玻

璃瓶小心弄破, 按无菌操作取下油菜苗的整个根系

于无菌培养皿内,同时将另一油菜苗的根系自上而

下分为 A、B、C三等分, 抖掉附着在根上的土粒后,

以无菌摄子和剪刀自下而上分别采取各部位根段并

转入对应编号的无菌培养皿内, 计根段数并称重。

将称重后的根系和不同部位的根段分别转入盛有

20 ml 0 1%MgSO4 7H2O 溶液和数颗玻璃珠的三角

瓶内, 涡旋高速振荡 30 min,再行 10倍系列稀释(盛

有样品的悬液为原液,即稀释度为零次方)。用含有

卡拉霉素( 50 g ml- 1)的 LB固体培养基按 MPN法

测定细菌数量[ 12]。试验设 3次重复。

gusA基因的检测, 按文献 [ 13] 描述的方法进

行,其侵染部位为蓝色。

1 4 土壤缩影中 A6( gusA)在油菜根际的定殖动态

实验

自油菜出苗 3 d 后开始按无菌操作规程取样,

以后每隔 3 d取样 1次。取样方法: 从子叶下方开

始,抖掉附着在根上的土粒后,以每 2 cm 根长为一

段剪取,将相同部位的根段收集在 1个无菌培养皿

内;每个部位的根段样品由 3 株油菜苗根系的同一

部位组成;计每个部位的根段数并称重。之后的处

理同样采用MPN法测定细菌数量。

1 5 促生盆栽试验

采用常规土培法。播种丸衣化的油菜籽, 其含

菌量为 1 108 cfu g- 1种子。设空白对照 1个, 每个

处理重复 3次。

2 结果与分析

2 1 A6( gusA)在油菜根际的定殖部位和数量

油菜出芽 2周后取样测定结果表明,不论是在

灭菌土壤缩影还是不灭菌土壤缩影中,根系不同部

位的侵染点数都表现为从上到下逐渐大幅减少, 菌

数也是逐渐下降的趋势,甚至在 C 段内( 8~ 12 cm)

未能检出 A6( gusA) , 表 1。土壤灭菌与不灭菌, 对

A6( gusA)在油菜根际的定殖能力有很大的影响。就

A、B两段而言(分别属于根部 0~ 4 cm 和 4~ 8 cm

处) ,无论是侵染数量还是菌群数量,灭菌土壤均明

显高于不灭菌土壤。

表 1 A6(gusA)在油菜根际的定殖影和数量

Table 1 Effect of soil sterilizat ion on colonizat ion of A6(gusA) in roots of

oilseed rape ( cfu g- 1 root )

根段

Root segment

根长( cm)

Root length

gusA基因测定

gusA gene expressed

定殖密度

Coloniztion density

( cfu g- 1 root )

A 0~ 4 + + 3 6 103

SA 0~ 4 + + + 8 7 105

B 4~ 8 + 5 3 10

SB 4~ 8 + + 2 2 102

C 8~ 12 0

SC 8~ 12 0

注: S表示灭菌土壤缩影; + 表示蓝色的深浅; 表中数据均为 4

个样品测定结果的平均值 Note: S means sterilized soil; + means blue of

diff erent shades; data are average of 4 replicat ions

2 2 A6( gusA)在油菜根际的定殖动态

油菜播种 3 d后开始定期检测 A6( gusA)在各根

段部位的定殖数量。从表 2 可以看出,通过种子部

位接种的 A6( gusA)在油菜根部的定殖分布表现为

根尖部位定殖数量最小,离根尖越远的根段部位 A6

( gusA)的定殖数量越多; 随着接种后时间延长, 定

殖数量逐渐下降, 然后维持在一个较低的水平。A6

( gusA)在油菜播种后 3 d即可在 4 cm以内的根段部

位达到最高定殖水平( 8 7 105 cfu g- 1根) , 然后随

着根的生长开始下降。油菜生长到12 d时, 6~ 8 cm

根段部位的菌群已降至定量检出限以下, 油菜生长
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至18天时,定殖在 2~ 4 cm根段部位上的菌数也降

至检出限以下, 直至油菜生长 1个月时,定殖在 0~

2 cm根段部位内的菌数降至 2 2 10
2
cfu g

- 1
根。

表 2 土壤缩影中 A6( gusA)在油菜根际的定殖动态

Table 2 A6( gusA) colonization in roots of oilseed rape in rhizosphere-soil

microcosms ( cfu g- 1 root )

播后取样时间

Sampling days

after sowing( d)

根长 Root length

0~ 2 cm 2~ 4 cm 4~ 6 cm 6~ 8 cm 8~ 12 cm

3

6

9

12

15

18

30

6 2 105

7 1 104

8 5 103

3 7 103

4 5 102

3 4 102

2 2 102

8 7 105

2 3 104

3 3 102

1 8 102

2 4 10

0

0

2 6 102

1 7 102

1 2 10

0

0

0

3 5 10

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2 3 土壤缩影中 A6( gusA)在油菜根际的定殖能力

和散布范围

两周以后分别检测好气性细菌总数、真菌和 A6

(gusA)在油菜根系各根段部位根际的定殖水平,所

得结果列于表 3。从表 3可知, 引入菌株 A6( gusA)

能散布至油菜根部 8 cm以内的根段部位,A6( gusA)

菌的数量表现 A 段高于 B 段, B 段高于 C段, 定殖

在油菜根际的好气性细菌总数的分布规律也呈离根

尖越远密度越小, 真菌定殖趋势也相似。

表 3 土壤缩影中根际微生物的群体数量

Table 3 Microbial populat ion in soil microcosms ( cfu g- 1 root)

微生物

Microorganism

根长 Root length

0~ 4 cm 4~ 8 cm 8~ 12 cm

好气性细菌总数

Total aerobacteria

8 9 107 3 6 106 4 3 105

真菌 Fungus

A6(gusA)

2 7 104

4 5 102

1 8 103

1 7 10

8 3 102

0

2 4 在盆栽试验中 A6( gusA)的促生效果

在盆栽试验中 A6( gusA)表现出一定的促生作

用,植株干重、全氮和全钾上比对照分别增加

4 1%、13 9% 和 2 3%, 在全磷上比对 照增加

18 4% ,达到显著差异水平(表 4)。

表 4 A6 对油菜的促生作用

Table 4 Growth promoting effect of bacterial strain A6( gusA) on rape seedling

处理

Treatment

干重

Dry weight

(g plant- 1)

增加

Increase

( % )

全氮

Total N

(mg plant- 1)

增加

Increase

( % )

全磷

Total P

(mg plant- 1)

增加

Increase

( % )

全钾

Total K

( mg plant- 1)

增加

Increase

( % )

A6 4 05 a 4 1 97 85 a 13 9 16 33 a 18 4 131 96 a 2 3

CK 3 89 ab 85 89 ab 13 79 b 128 95 ab

注: a 和 b表示 SSR0 05的显著差异Note: a and b express SSR0 05 markedness difference

3 小 结

本研究结果表明,在灰潮土缩影中,油菜播种后

3天A6( gusA)在油菜根际的定殖密度可达最高水平

( 8 7 10
5
cfu g

- 1
根) ,然后急速下降,在油菜播种半

个月后的生长时间里, 下降趋势缓慢, 基本处于

102 cfu g- 1 根水平的相对稳定状态。这一动态变化

过程与Kloepper[ 14]报道的结果基本一致。A6( gusA)

在不同根段部位的定殖密度具有从上到下逐级递减

的规律,表明接种菌在根层的上部区域定殖, 很难随

着根生长向下移动并繁殖, 而根的功能活跃区恰恰

在根冠区域。在促生试验中, 表现在不同程度上增

加植株干重、全氮、全磷和全钾的含量。这一结果揭

示了该菌促进油菜生长及其利用的可能性。

微生物分子生态学就是运用分子生物等新技术

在分子水平上研究自然或人工引入的微生物群体与

生态环境的相互关系,包括释放遗传改良微生物可

能带来的生态影响。现在, 人们试图通过分子生态

学的研究途径阐明植物促生根际细菌菌株在植物根

圈的活动规律、作用机理、与宿主植物的识别机制、

与病原菌的相互关系、土壤环境因子的影响等, 为提

高植物促生根际细菌的促生和生防效果提供依据和

指导。我们采用Gus基因标记的方法对土壤缩影中

的标记菌株在油菜根圈的定殖动态、散布范围及其

与土壤环境的相互关系进行了初步的研究。对于跟

踪和原位研究引入菌株在生态环境中的群体动态及

其生命活动规律, 基因标记技术是一种十分理想的

方法,而且灵敏度高、检测速度快, 为增强其根际竞

争力和生存力提供依据, 并建立起一套具有分子生
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物学特征的研究微生物生态学的新方法。为进一步

开展植物促生根际细菌在油菜营养供给平衡和生防

等方面的研究工作奠定了一定的基础。
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BACILLUS MEGATERIUM A6 ( gusA) COLONIZATION IN ROOTS

AND ITS GROWTH PROMOTING EFFECT ON RAPESEED

Hu Xiaojia Jiang Mulan Zhang Yinbo

( Oil Crop Research Institute, CAAS and Key Lab of Genetics Improvement of Oil Crops, Wuhan 430062, China)

Abstract Bacillus megaterium A6( gusA) colonization in roots of rapeseed in rhizosphere microcosms was invest igated

by means of gene labeling technique and traditional technique. Rape seeds were inoculated with A6( gusA) , an effective strain of

bacteria in promoting growth of rape seedlings. Results indicated that A6( gusA) population decreased with the roots going down-

wards and with the time after inoculation. Populations of A6( gusA) were not detectable on roots more than 8 cm apart from the

hypocotyl base. The populat ion density of A6( gusA) on roots reached the maximum of 8. 7 105 cfu g- 1 root 3 days after sow-

ing, and then declined rapidly till 30 days when it leveled off at 2. 2 102 cfu g- 1 root in rhizosphere microcosms. The result

showed A6( gusA) could increased dry weight of the plant and content of total N, total P and total K in the plant.

Key words Bacillus megaterium; Rapeseed; Colonization
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