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一株耐酸野生葛藤（./0’$’&$ *()$#$）根瘤菌的筛选
与耐酸机理初步研究

辜建平，张 磊"，魏世清，张 琴，方德华
（西南大学资源环境学院 重庆 !$$/0"）

摘 要：从重庆市北碚区缙云山酸性黄壤（FG!H"）上生长的葛藤根瘤中分离到一株耐酸葛藤根瘤菌 IJ’%.，能在
FG!H’的 KL)培养基上正常生长，而一般根瘤菌最适生长 FG值为 "H& ( /H&，说明 IJ’%.为一株耐酸葛藤根瘤菌。
通过质子通量试验发现，与不耐酸的菌株相比，IJ’%.的细胞膜能阻止过量的 GM进入细胞，表明 IJ’%.具有某种能
力使之在低酸性环境下不受伤害。在耐酸性试验中，IJ’%.在加氯霉素的强酸性（FG’H%）KL)培养液中表现出来
的耐酸性被氯霉素抑制，推测胞内特异蛋白质的诱导合成是 IJ’%.具有耐酸性的原因。
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葛藤（!"#$%$&% ’()%*%）又名葛，俗称野葛，属豆科葛属一
种多年生落叶藤本植物，其分布极广［0］，适应性极强，对土壤

要求不严，无论中性和微酸性土壤都能生长［#］，与其共生的

根瘤菌也能在不同酸性土壤中被分离。O4;;455和 J?*+>54P
（0..’）发现，与中性土壤相比，从酸性土壤中分离出的根瘤
菌具有更强的耐酸能力［’］。因此，从生长于酸性土壤的葛藤

根瘤中，有望分离到耐酸的葛藤根瘤菌。

国内外对微生物耐酸机制的研究比较深入，其机制主要

包括细胞膜组分的改变，如膜蛋白、膜脂肪酸等。1>4Q<554等
（0.."）对 +,-.#$&-.&% -(’& R0&/：G/的 SF?T因子进行研究发现，
酸性诱导可以增强其生长期的耐酸性［!］。U<4S8D（0...）对 + B
-(’& R0&/：G/进行了耐酸及酸性诱导的试验，膜组成蛋白的
双向凝胶电泳结果表明，酸性诱导使细胞中两种蛋白的表达

增加，而另外五种蛋白的表达被抑制［&］。V8<W8等（#$$’）鉴定
了 + B -(’& 细胞中由酸性环境（FG X &H$）诱导的一个 8,S（)=<W
,>?=Y JZ)）基因，该基因所编码的蛋白质 ),S的功能虽还不
清楚，但对 + B -(’& 耐受 FG!H&的酸性环境而言是必需的，且
经过诱导后的 + B -(’& 能耐受 FG#H$的酸性环境［"］。除以上
几种耐酸机制的研究外，70 7$ 6)3I酶对细胞内 FG值的调节

作用、大分子的保护和[或修复、胞内碱性物质的产生、细胞
液浓度等机制也在研究中［/］。本试验通过筛选酸性土壤中

的葛藤根瘤菌，在酸性条件下的生长变化、外界低 FG值环境
对其耐酸特性的影响以及对培养环境的反作用等几个方面

的研究，旨在找到葛藤根瘤菌耐酸特性的证据，并探讨葛藤

根瘤菌耐酸的机理，为其他豆科根瘤的耐酸机理研究提供参

考。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：IJ’%"、IJ’%/、IJ’%%、IJ’%.分离自重庆市北碚
区缙云山国家森林生态保护区（海拔 "&$;）酸性（FG!H"）黄壤
中的葛藤根瘤；IJ#0（酸敏感的葛藤根瘤菌）为本实验室分离
保存。

!"!"# 培养基：菌株培养使用改良 KL)培养基（分离根瘤菌
时加入 0$;\ $H!]刚果红液）；回接复证实验使用无氮培养
液；FG值均用 0]G15和 0]Z8RG调节。
!"!"$ 主要试剂和仪器：酵母粉（K48,- 49-S8=-）、琼脂粉为
^DW<8分装，氯霉素为 T<+;8公司分装，其余试剂为国产分析
纯。根瘤菌用 R5P;F*,（V)ZR_）镜检。
!"# 菌株的分离与纯化
选取个大、粉红色新鲜根瘤，置 .&]乙醇中浸泡 ’$,；转

入 $H0]G+15# 溶液中浸泡 &;<D；无菌水冲洗 & ( "次，用灭菌

扁头镊子将根瘤压碎，挑取根瘤中间组织接!KL) 试管斜
面，置 #%‘恒温培养。采用在刚果红 KL)培养基反复划线，
结合镜检，将具有典型根瘤菌菌体特征者接入斜面培养基保

存。

菌落纯化后进行回接复证实验。复证时回接葛藤，用无

氮培养液进行盆栽试验，各菌株接种处理及 1U分设 ’次重
复，人工温室（#& ( #%‘）培养，每日光照 0# ( 0!>，0& ( #&W后
观察结瘤情况。

!"$ 菌株生长曲线测定
将已活化的斜面菌苔用无菌水洗出并振荡均匀，吸取



!"#$接种于 %&"#$ 培养液中，设 % 个重复；放入摇床振荡
（!’(，)""*+#,-）培养。每 %"#,- 用 .!! 分光光度仪（波长
/""-#）测定一次培养液的吸光度；至吸光度有明显升高时每
)&#,-测定一次吸光度，同时在对数期开始后每隔 !0测定活
菌数，计算代时（公式如下）［’］。生长曲线用 1,2*34356 7829:软
件绘制。

! ; )
%<%（:="# > :=""）

其中：?" @对数期开始时的细菌数；?6@对数期 6时细菌数；A@
代时。

!"# 质子通量试验及诱导 $%&试验（’()*)+ ,-./ 01102 0+3
$453 *)-6(0+46 (617)+16 01102）
借鉴 B9-C9*等（)D’/）［D］的方法和 $9E9*等（)DD&）［)"］进行

质子通量试验及诱导 FGH试验。将 IH%’D、IH!)经活化后在
中性培养液中振荡培养至指数期中期，经离心、洗涤收集活

细胞 ) J %=（湿重），转入 &"#$ "<)#3:+$的 KL:溶液中制成菌
悬液，水浴中保温（!’ M )(）并搅拌。用 NO仪测定其酸度，
待 NO值稳定 !#,-以上，迅速加入 "<"&#3:+$的 OL:，将 NO值
调至 %<P M "<)，并在 )&#,-之内，每 %"4记录一次 NO值，重复
%次。同样，将中性培养液培养至指数期中期的两种菌悬液，
经离心、洗涤收集活细胞 ) J %=，转入酸性（NO&<!）培养液中
振荡培养 )0，然后重复上述冲击方法并测定 NO值变化，计算
质子通量率。同时测定不同菌株两种处理前后的 LQR值，计
算存活率。

!"8 氯霉素对 ’&9:;的耐酸性影响试验
将 IH%’D在中性培养液中培养至指数期中期，按 &S的

接种量加入到 P 种不同处理的培养液中，它们分别是：! T
?LU（-9V6*W: L0:3*W#N09-,23:U）：中性培养液中加入氯霉素，使
最终浓度为 &"=+$；# T FLU（W2,C L0:3*W#N09-,23:U）：酸性培养
液（NO%<’）中加入氯霉素，使最终浓度为 &"=+$；$ T FL>：酸

性培养液（NO%<’）不加氯霉素；% T ?L>：中性培养液不加氯

霉素。每处理 %个重复，!’ M )(、)""*+#,-、振荡培养 !’&#,-，
间隔一定时间活菌计数（LQR+#$）。
!"< 统计分析
采用 XIY %<")统计软件进行方差分析。

= 结果和讨论

="! 菌株相关形态特征描述及回接试验
选择酸性黄壤上的葛藤根瘤作为分离对象，经过多次在

酸性刚果红 Z1F培养基平板上的分离、纯化，得到葛藤根瘤
菌纯菌株。回接复证试验和接种后葛藤植株生物产量的结

果见表 )。以接种 IH%’D菌株的效果最好：其根鲜重、植株鲜
重分别比 LK提高 &."S和 &//S，植株鲜重和根鲜重的 Q值
分别为 )P<"’、/<)"，差异达到极显著的水平［Q"<")（)!，).）;

%<P&］。由此说明，IH%’D菌株不仅能高效地与葛藤根系形成
根瘤，而且以有效根瘤居多；可见该菌株与葛藤之间能形成

较好的共生固氮体系。

表 ! 不同根瘤菌菌株回接葛藤的结果比较与根鲜重和结瘤情况
GW[:9 ) G09 98N9*,#9-6 35 $%&’(’)( *+,(#( ,-32V:W69C [E C,559*9-6 *0,\3[,V# 46*W,-4

H0,\3[,V#
46*W,-

F]9*W=9 Q^
35 *3364+=

F]9*W=9 Q^ 35
N:W-6 [,3#W44+=

?3CV:W6,3-
HW69+S

F]9*W=9 ?3T 35
-3CV:94 N9* N:W-6

Q^ 35 -3CV:94 N9*
N:W-6+=

IH%’D "</.%" F !<%!’/ F ’)<’! % "<"P.)

IH%D" "</!!P F )<&)P% B &’<%% ) "<"!’/

IH%’. "<P’.% F )<P’P" B /"<"" ) "<"%""

IH%’/ "<P/!% FB )<P/") B /!<&" ) "<"!D’

IH%’’ "<PP)) FB )<!D)’ B ..<.’ % "<"%P)

LK "<"D./ B "<%&)’ L !"<"" "<P "<""&&
?36W6,3-：Q^ _W4 5*940 _9,=06 W-C F #9W-6 4,=-,5,2W-29 35 C,559*9-29 _,60&; "<")<

="= 酸性培养液对 ’&9:;菌株生长曲线的影响

图 ! 酸性和中性环境中 ’&9:;菌株生长曲线的差异
Q,=T) G09 C,559*9-6 =*3_60 2V*]94 35 46*W,- IH%’D ,- W2,C,2 W-C -9V69*

9-],*3-#9-6 T

按照 )<%方法，测定酸性和中性环境中 IH%’D菌株生长
的差异。其中，中性环境测定时间为 %"0，酸性环境的测定
时间为 /"0，所得到的生长曲线见图 )。在中性 Z1F培养液

中，IH%’D 菌株的生长代时为 )%"#,-；酸性培养液中 IH%’D
耐酸菌株经过 P"0漫长的准备，步入了对数期，并且其对数
期与中性培养液中菌株的对数期时间很接近，在 NOP<& 的
Z1F培养液中，代时为 )"P#,-。
="9 ’&9:;菌株的生长对培养液 7>值的影响
采用酸度仪测定 IH%’D 菌株生长的培养液 NO值变化

（图 !）。在 NOP<& Z1F 酸性培养液接入 IH%’D 菌株，培养
P"0后 NO值达到 P<’，仅比未接菌前的 NO值升高了 "<%，属
于 NO值变化“平缓期”。之后经历了 NO值的“上升期”（P" J
&"0，NOP<’ J .<!）和“下降期”（&"0后，NO.<! J P<’）。而在中
性环境中，培养液的 NO值始终处于中性。
="# 耐酸菌株 ’&9:; 和酸敏感菌株 ’&=!酸诱导结果比较
按照 )<P方法对 IH%’D进行质子通量试验及诱导 FGH

P&/ AR ‘,W-@N,-= &# (* T +-.#( /).’+,)+*+0).( 1)2).(（!""/）P/（P）



图 ! "#$%&菌株的生长对培养液 ’(值的影
!"#$% &’’()* +’ ,-./0 #1+2*3 *+ *3( 45 6789( +’ :(;"9:$
试验。图 .<=表明，无论是否诱导，,-%> 酸敏感菌株 45值
在 >?:"@内变化很小；图 .<A表明，未经诱导处理的 ,-%>菌
株质子通量率在 %:"@达到最大值 .BCB/@:+8 5D E（:#·:"@），
第 F:"@开始，未诱导处理质子通量率低于诱导处理的质子
通量率。而经诱导处理的 ,-%>菌株质子通量率始终保持在

>GCG@:+8 5D E（:#·:"@）左右。上述结果说明，,-%>菌株通过
45HC%的 IJ=培养液诱导，其细胞膜可以提高对 5D 毒害的

防御能力，但不能完全阻止 5D 进入细胞，只能减缓 5D 进入

细胞膜的速率。这一特性与 K7";7等（%GG.）在肠道微生物上
的研究结果相似。

图 .<=显示，在加入 5L8溶液后，经诱导和未诱导处理的
,-./0菌悬液 45值在 >?:"@内没有发生明显变化。在图 .<=
中，菌株 ,-./0的两条曲线几乎平行。而图 .<A中，经诱导和
不诱导处理的 ,-./0菌株细胞的质子通量率在大部分时段内
几乎为零。由此说明，,-./0耐酸菌株对诱导并不敏感。
图 .<L可以更直接地反映诱导处理效果，,-./0耐酸菌

株的存活率并不会因诱导与否而发生明显变化。而 ,-%>酸
敏感菌株经诱导后的存活率从 GC%HM增加到 H.C..M。由此
可见，酸性诱导的确可以提高 ,-%> 酸敏感菌株对 5D 毒害

的抵御能力，这与图 .中的 =、A两图所反映的结果一致。

图 $ 诱导处理下菌株的耐酸性变化
!"#$. N3( )37@#( +’ 7)"; 1(O"O*7@)( +’ O*17"@O "@;9)(; PQ 7)";$ =：45 6789( )37@#( +’ ,-./0（!）7@; ,-%>（"）@+@<"@;9)(; ，,-./0（!）7@; ,-%>

（#）"@;9)(;$ A：,1+*+@ ’89R 7))9:987*"+@（@:+8 5D E（:#·:"@））671"7*"+@ +’ ,-./0 7@; ,-%>$ L：N3( O916"678 17*(（O916"678 )(88O M）+’ ,-./0 7@;

,-%>$

!)* 氯霉素对 "#$%&的耐酸性有显著影响
氯霉素能与 HGS亚基结合，抑制肽酰基转移酶，从而抑

制肽链的延伸，干扰蛋白质合成［>>］。图 ?显示，TLD 和 TLU

的 8+#L!V曲线几乎重合且呈水平线，说明在 %/H:"@内中性
IJ=培养液 ,-./0活菌数的变化不受氯霉素的影响。=LD

和 =LU 的 8+#L!V曲线的变化显示在远低于自然生境 45值
环境下 ,-./0耐酸能力的丧失过程。氯霉素对 ,-./0 的耐
酸性影响进行多重比较，酸性 IJ=培养液中加入氯霉素，极
显著抑制了耐酸 ,-./0 的生长。这一试验结果说明，,-./0
耐酸菌株在远低于自然环境酸度范围条件下，其细胞膜已无

法保护细胞，菌体细胞开始衰亡。而在同样酸度的 IJ=培
养液中加入氯霉素后，,-./0耐酸菌株会提前丧失其耐酸性。
由此推测，在 45.C/的 IJ=培养液中，氯霉素通过抑制蛋白
质合成的作用，加速了 ,-./0耐酸菌株细胞衰亡的过程。
综上所述，从野生耐酸葛藤根瘤中分离、筛选到的能与

葛藤（!"#$%$&% ’()%*%）形成高效固氮体系的 ,-./0 耐酸根瘤
菌菌株，具有较强的耐酸能力，并且这种特性来自于对酸性

土壤的长期适应，这一点可以从酸性诱导试验看出。另外，

图 + 抑制蛋白质合成后 "#$%&的耐酸性试验结果
!"#$ ? -(O98* +’ 7)";<1(O"O*7@)( +’ ,-./0 7’*(1 1(O*17"@"@# 41+*("@<

OQ@*3(O"W"@#$" $ T(9*(1 :(;"9:，L38+17:43(@")+8 D（TLD，#）；# $

=)"; :(;"9:（45.C/），L38+17:43(@")+8 D（=LD，"）；$ $ =)";

:(;"9:（45.C/），L38+17:43(@")+8 U（=LU，!）；% $ T(9*(1 :(;"9:，

L38+17:43(@")+8 U（ TLU，!）$

通过生长曲线的测定以及氯霉素对其耐酸性的影响结果可

以推测，,-./0是利用细胞膜对 5D 运输进行控制，从而产生

了较强的耐酸性；这种耐酸性只在酸性环境中出现，并且受

蛋白质合成的影响。
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