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土壤因子对发光酶基因标记的荧光假单胞菌1)’2#
在小麦根圈定殖的影响!

王 平 胡正嘉 李阜棣

（华中农业大学农业部农业微生物重点实验室 武汉 *!%%$%）

摘 要：采用发光酶基因（!"#$%）标记检测技术研究了根盒土壤微宇宙（3.45/4/63）中土壤灭

菌、土壤含水量和土壤类型对荧光假单胞菌（&’(")*+,*+-’.!"*/(’0(+’，简称78）19’2#在小麦

根圈定殖的影响。研究结果表明，灭菌土壤中78·19’2#在小麦根圈的定殖水平较不灭菌土

壤中的高。土壤类型对78·19’2#的定殖水平有较大影响，在黄棕壤中的定殖水平显著高于

灰潮土中的。土壤含水量对定殖情况的影响与土壤类型有关，当土壤含水量为:%;田间持

水量（<.=9>4/?@=?@6，简称<&）时，在黄棕壤中，78·19’2#主要定殖在种子下方*43以内的根

段上，但仍可散布至+43处，而在灰潮土中，78·19’2#只能散布至种子下方*43以内；在黄棕

壤中，土壤含水量为’%;<&和$:;<&时，78·19’2#的定殖水平显著高于在:%;<&条件下

的，不但能散布至种子下方+43处，而且定殖水平可达!A%B)%#48C·D()根，在灰潮土中，不同

土壤含水量之间78·19’2#的定殖水平差异不大，但78·19’2#的散布范围不一，在’%;<&和

$:;<&条件下，78·19’2#可散布至种子下方+43处，而在:%;<&下则不能。
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在荧光假单胞菌群植物促长根圈细菌（79G?@0H5/I@-075/3/@.?DJ-.K/LG4@=5.G，简称

7H7J）制剂的商品化过程中，与其它7H7J制剂所存在的问题一样，迄今仍有两大难题

没有解决［)］：一是田间接种效果不稳定，且随土壤类型的不同而有很大差异；二是播种前

种子上所接菌株的存活量难以达到要求。国外大量研究结果表明，引入细菌在植物根圈

的定殖能力和散布范围与土壤类型（质地、容重等）、土壤条件（如水分、温度、酸度）等密切

相关［#］。因此，为了模清小麦7H7J菌株78·19’2#的有效使用条件，以提高其根圈适应

性，充分发挥其促长防病的应用潜力，本项研究采用发光酶基因（!"#$%）标记检测技术研

究了根盒土壤微宇宙（3.45/4/63）中土壤灭菌、土壤含水量、土壤类型对78·19’2#在小麦

根圈定殖的影响。

! 材料和方法

)A) 供试菌种

带有发光酶基因标记的荧光假单胞菌（&’(")*,*+-’.!"*/(’0(+’，简称78）19’2#，抗卡

那霉素和链霉素（M35，N@55），系本实验室从冬小麦根圈分离并标记［!］。
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!"# 培养基与试剂

!"#"! 培养基：!"培养基［#］，$%培养基，马丁—孟加拉红真菌培养基，"／&牛肉膏蛋白

胨培养基［’］。

!"#"# 试剂及其使用浓度：链霉素（!()）：’*!+／,-；卡那霉素（$,）："**!+／,-；".羧甲

基纤维素—磷酸盐缓冲液（/012*）：种子丸衣化吸附剂。

!"$ 供试土壤

两种供试土壤及其基本农化性状和机械组成分别参见文献［3］。

!"% 供试小麦品种

供试小麦品种为44""，购自华中农业大学种子室。

!"& 接种物的制备及种子丸衣化［’］

!"( 根盒（)567898:）的装配与表面消毒［)］

!"’ 灭菌和不灭菌根盒—土壤微宇宙的建立

将已调好水含量（约&*.）并经间歇湿热灭菌（土壤装于塑料袋中，"&";间隔&#5灭

菌一次，共灭两次，每次"5）或未灭菌的灰潮土，按每盒1**+分别装入根盒。接种与播种

方式、管理措施均与文献［4］相同。待小麦主根尖达根盒底部后，取出根盒，卸下可拆的一

面玻璃，按无菌操作规程先取下一株麦苗的整个根系于无菌培养皿内，再将另&株麦苗的

根系自上而下分为<（*##=,）、%（##4=,）、>（!4=,）三段，以无菌镊子和剪刀自下而上

（避免交叉污染）分别采取各部位根段转入对应的之无菌培养皿内，抖掉附着在根上的土

粒后，计根段数并称重。将称重后之根系和不同部位之根段分别转入盛有&*,-无菌

*?".@+!A#·10&A和玻珠的三角瓶内，涡旋振荡’,6B，再进行十倍系列稀释（样品原液

稀释度为*次方）。以双抗选择性!"培养基及<@CD法［E］测定样品中的发光菌落形成

单位。样品原液也点接平板。对于只有在点接原液的平板上长出发光菌落样品不作定量

计数，但视为定性检测结果阳性，即有发光菌定殖。发光强度的检测方法参见文献［3］。

!") 不同土壤类型和含水量之根盒—土壤微宇宙的建立

分别将两种供试土壤（不灭菌的灰潮土和黄棕壤）的含水量调节到’*.（F>）、3*.
F>、1’.F>。以烘干土为基准，装盒用黄棕壤的最终含水量分别为"E?#.、&G?G.和

&E?".，灰潮土的则为"1?".、&*?’.、&’?1.。装土量：黄棕壤为每盒E**+，灰潮土为每

盒4**+。接种量为每粒&?’H"*3=IJ。根系自上而下分为<（*##=,）、%（##4=,）、>（4#
"&=,）和K（!"&=,）四段，其它方法同上。

!"* 统计分析

对于“发光强度（)LMN(6OLPM6+5(PJB6(，简称)MJ）”的测定结果，先扣除对照处理的发光本

底值，再进行常用对数转换。对于“菌落形成单位（=8M8BQPI8),6B+PJB6(，简称=IJ）”的测定

结果，因对照处理中均无发光菌检出，故直接进行对数转换。然后，取各自平均值。两个

平均值之间的比较采用“(”检验法，多个平均值之间的比较（方差分析）则采用KJB=NB法。

# 结果

&?" 土壤灭菌与否对CI·RM3-&在小麦根圈定殖的影响

小麦播种后第"#S取样测定CI·RM3-&在小麦根圈的定殖密度（即群体数量），结果见
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表!。

表! 土壤灭菌对"#·$%&’(在小麦根圈定殖的影响

"#$%&! ’((&)*+,(+,-%+*&.-%-/#*-,0,0.,,*),%,0-/#*-,0,(12&#*$34(·5%678

9,,*%&0:*2／); %,:.%<／:9,,* %,:)(<／:9,,*

=（>!?） @A?>#! 8A6B#
C=（>!?） ?AD@$ ?A8E$
F（?!B） @A8># 8A6!#
CF（?!B） ?A8D$ @AD@$
G（"B） 8A@H# —

CG（"B） 8AH@# —

I @A@!# @A@?#
CI HA!>$ 6AH@$

C：J&#0++*&.-%-/&K.2-/,$,LM+,-%;-).,),+;+；I：J&#0++#;N%-0:<0-*-+12,%&.,,*+3+*&;；

—：J&#0+0,%<;-0&+)&0*$#)*&.-#K&*&)*&K(.,;,.-:-0#%+#;N%&+<+N&0+-,0；

!：O-((&.&0*%&**&.+#(*&.*2&K#*#+;&#0++-:0-(-)#0*K-((&.&0)&（!#>">!）（#*&+*）A

从表!可以看出，土壤灭菌与否对4(·5%678在小麦根圈的定殖能力有很大影响。就

整个根系而言，无论是发光强度还是发光标记菌的数量，灭菌土壤中的均显著高于不灭菌

土壤中的。就=（>!?);）、F（?!B);）两段而言，情况也是如此。而且，不论是在灭菌土

壤中，还是在不灭菌土壤中，根系的发光强度都表现出从上到下逐渐减弱的趋势，菌数也

呈逐渐下降的趋势，而G段内（B!!6);）没有检出发光菌数。这说明在没有渗漏水的情

况下，4(·5%678在有菌和无菌两种土壤微宇宙中均只能沿根散布至种子下方B);处。

()( 土壤类型和水分对微宇宙中4(·5%&7(根圈定殖能力和散布范围的影响

在三种不同土壤水分含量的情况下，分别在灰潮土和黄棕壤微宇宙中考察了4(·

5%678在小麦根圈的定殖能力和散布范围。播种@6K后取样检测，取样时，各处理根盒—

土壤微宇宙中，灰潮土（GGC）在H>PQG、6>PQG和DHPQG下的含水量分别为BRHP、

!8RDP、!HRDP，黄棕壤（SFC）在H>PQG、6>PQG和DHPQG下的含水量的分别为!?P、

!BRHDP和8!R6P。分别检测好气性细菌总数、真菌和4(·5%678在小麦根系各根段的定

殖水平，所得结果列于表8。

表( 不同土壤类型和水分含量的微宇宙中根圈微生物的群体数量分布（单位：%,:)(<·:T!根）

"#$%&8 U<;$&.+#0KK-+*.-$<*-,0,(;-).,,.:#0-+;+-012&#*.2-/,+N2&.&-0.2-/,$,LM+,-%;-).,),+;+

1-*2K-((&.&0*+,-%*3N&#0K1#*&.),0*&0*（<0-*：%,:)(<／:.,,*）

J-).,$%&
C,-%

*3N&

H>PQG 6>PQG DHPQG
9,,*+&:;&0*／); 9,,*+&:;&0*／); 9,,*+&:;&0*／);

= F G O = F G O = F G O
4(·5%678 SFC 8AH?=! V T T @A@!#=8A@D$ T T @A?H=#8A?B$ T T

GGC !AE@F T T T !A?8F V T T !A@BF V T T
",*#%#&.,M SFC! HA?D#=HAH!#=?AD?$=?AB8$= HAB?#=6A!H#=?AEE$=?ADH$= HAE8#=HA?6#=?AED$=?AE!$=
$#)*&.-# GGC!! HAH?#=HA!6#=?A6>$=?AHE$= HA8@#FHA@@#F?A@>$F?A@B$= HA!8#FHA!B#=?A?@$=?A@E$=
Q<0:- SFC 8ABD#=8A6B#=8AH8#=8ADB#= ?A8@#=?AH6#=?A>>#=8AE>$= @ABE#=?A86#=?A>6#=8AHH$=

GGC 8A@H#=!AEH#$F!A6>$F!A6D$F 8A8@#F!ABB#$F!AB8$F!AD?$F 8A!HF8A8!#F!AE6#$F!A6!$=

SFC：黄棕壤；GGC：灰潮土

!O-((&.&0*%-**%&%&**&.+#(*&.*2&K#*#-0&#)2.,1;&#0++-:0-(-)#*-,0K-((&.&0)&（N#>A>!）（O<0)#0’+*&+*）

!!O-((&.&0*)#N-*#%%&**&.+#(*&.*1,K#*#-0&#)2;-).,$-#%),%<;0;&#0++-:0-(-)#*-,0K-((&.&0)&（!#>A>!）（#*&+*）
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从表!可知：（"）引入菌株#$·%&’(!在三种水分条件下在小麦根圈的定殖水平，黄棕

壤中的都显著高于灰潮土中的，且能散布至种子下方)*+处；在灰潮土中，虽然在’,-
./和01-./两种条件下也能散布至种子下方根段)*+处，但定殖水平在定量检出限以

下。在黄棕壤中，土壤水分只有1,-./时，#$·%&’(!主要定殖在种子下方,!2*+以内

的根段上，但仍可散布至)*+以内的根段处；而在灰潮土中，#$·%&’(!不能散布至2*+以

外的根段部位。在黄棕壤中，当土壤水分分别为’,-./和01-./时，#$·%&’(!的定殖

水平高于1,-./时的，其散布范围可达)*+处，且在2!)*+根段上的定殖水平可达

34,5",!*$6·78"根；在灰潮土中，#$·%&’(!虽然也能散布至)*+处，但仍主要定殖在,!
2*+的根段内，在2!)*+范围内，只达到了定性检测水平；（!）在三种水分条件下，两种

土壤微宇宙中，定殖在小麦根圈的“好气性细菌总数”在根系不同部位的定殖状况均表现

为9、:两段的显著高于/、;两段的；（3）定殖在小麦根圈的真菌，在不同水分条件下的情

况有所差异。如在1,-./条件下，在黄棕壤中，各根段部位定殖的真菌数量非常接近；

在灰潮土中，则表现为9段的显著高于/、;两段的；在’,-./和01-./条件下，真菌

在灰潮土中小麦根圈不同部位的定殖情况与1,-./条件下的一致。但在黄棕壤中的情

况略有不同，在’,-./条件下，真菌在9、:、/三段的定殖水平均显著高于;段的；而在

01-./条件下，真菌只在9、:二段的定殖水平与;段的有显著差异。

!"# 土壤类型和水分对小麦根系内微生物整体定殖水平的影响

通过采取小麦全根系，且以一个全根系为一个样本单位，分别测定好气性细菌总数、

真菌和#$·%&’(!在根系内的整体定殖水平，所得结果如表3所示。从表3可以看出，#$·

%&’(!的整体定殖水平在灰潮土中的三种水分条件下均无显著差异，但在黄棕壤中以

’,-./条件下的定殖水平最高，与其它条件下的相比，达到了显著性差异。此外，定殖在

小麦全根系内的好气性细菌总数在两种土壤微宇宙间的差异非常显著，灰潮土中的显著

高于黄棕壤中的，但在各自土壤中不同水分条件下的差异不显著。小麦全根系内，真菌的

整体定殖水平，除了在黄棕壤中01-./水分条件下与其它水分条件相比有显著差异外，

其余均无显著差异。

表# 不同土壤类型和水分条件下小麦全根系内微生物的群体数量（&<7*$6·全根系8"）

=>?&@3 #<A6&>BC<DECF@<$+C*G<<G7>DCE+ECDBH@IH<&@G<<BEJEB@+<$IH@>B6DK@GKC$$@G@DB

E<C&*<DKCBC<DE（&<7*$6／IH<&@G<<BEJEB@+）

LC*G<<G7>DCE+
M:N //N

1,-./ ’,-./ 01-./ 1,-./ ’,-./ 01-./
#$·%&’(! "O)1">! 3O!0? !O!0> !O"2> "OP,> "OP,>

=<B>&>@G<Q?>*B@GC> 1O"2>? 2OP3>? 2O’P> 1O’0* 1O2’* 1O)2*
.6D7C !O!3> !O!!> 3O!2? !O",> !O,2> !O,1>

!;C$$@G@DB&CBB&@&@BB@GECD@>*HG<I+@>DEEC7DC$C*>DBKC$$@G@D*@（!",O,"）（;6D*>D’EB@EB）

M:N：黄棕壤；//N：灰潮土

# 讨论
本研究表明，土壤类型和土壤水分对土著微生物和引入菌株在小麦根圈的定殖数量

均有显著影响。对土著细菌而言，土壤类型对其在每个根段部位的定殖水平没有影响，但

对于土著真菌和引入菌株而言，土壤类型对其在小麦根系各部位的定殖水平均有重要作
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用。土壤水分含量过少对引入菌株定殖水平和散布范围的负面影响较大，在黄棕壤中，土

壤水分含量为!"#!$%#&’时，有利于()·*+!,-在小麦根圈的散布和定殖。但在灰潮

土中，水分含量对()·*+!,-在根部的定殖水平影响不大，造成这种差异的原因可能与土

壤质地有关。

与灭菌土壤相比，自然土壤中引入细菌的根部定殖受到了很大程度的限制。这说明

来自土著微生物区系的拮抗作用和竞争作用是影响引入细菌能否在根圈成功定殖的主要

因素之一。有报道表明土壤中原生动物的捕食作用［.］及噬菌体引起的细胞溃溶［/"］会引

起某些荧光假单胞菌株的根部定殖密度下降。因此，我们在筛选(0(1菌株时，应尽量

选择那些对土著微生物有一定抗性的菌株。

据报道，适合于荧光假单胞菌菌群根部定殖的合适土壤基质势范围为2/345!
/6"345［//］。当土壤含水量高时，水分充满大量土壤孔隙导致氧气不足；反之，细菌的运动

性，细胞张力和养分的扩散性会下降。也有人认为土壤水分含量主要影响细菌根部定殖

的群体水平，而灌水方式主要影响细菌沿根的分布［/-］。本项研究表明，土壤水分对()·

*+!,-在小麦根圈的定殖水平和散布范围也有一定影响，但依土壤类型而异。

与土壤类型密切相关的土壤质地既影响引入细菌的被动传送，也影响其根部定殖。

有报道表明细菌在质地较轻的土壤中的运动距离要比在质地较重的土壤中的大，在根部

的定殖水平也要高［/7］。但要证实土壤质地对荧光假单胞菌定殖能力的确切影响并非易

事。因为，与土壤类型有关的其它一些因素如土壤酸度也可能导致差异。在本项研究中，

土壤类型不但对引入菌株()·*+!,-在小麦根圈的分布范围有一定影响，而且对其定殖水

平也有很大作用，如()·*+!,-在黄棕壤中小麦根圈的定殖水平显著高于灰潮土中的。

引入细菌在植物根圈的定殖及其散布范围会受到根尖和真菌菌丝的被动传送，随渗

漏水的被动转移及其本身运动性的多重影响。而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，酸度，水分特征在内的各种变异因子及引入细菌本身的特性如生

长速率、运动性、趋化性和细胞表面性质等。因此，要揭示土壤因子对(0(1菌株根圈定

殖的影响还有很多艰苦复杂的工作需要我们去做。
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