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罗汉松 !"#"$%&’() *%$&"’+,--()（.+(/0 )）1 ) 1"/是裸子植物亚门罗汉松科一种，在我国主产长江以
南各省，为用材及园林绿化的优良树种，种子和根可入药。关于罗汉松根际微生物的研究，梁秀棠［%］、花

晓梅［"］曾报道其根与菌根真菌共生形成外生或内生菌根。国外有学者发现，几种其它的罗汉松科植物

! ) /(0234/() 等具有结瘤固氮现象［1 ; :］，但对其与细菌共生形成根瘤以及根瘤内生细菌的分离鉴定至今
国内外尚未见报道。作者在广西的南宁、桂林、扶绥及广东的佛山等地进行野外调查，证明罗汉松在自

然界中普遍具有结瘤现象。现将 %33:年 %"月在广西南宁市郊采集的罗汉松根瘤样品进行分离鉴定。

! 材料和方法

!"! 样品采集与菌种分离
从树龄约 %1年生的罗汉松连体侧根上采集结瘤量多的细根，自来水冲洗干净后，部分用于电子显

微镜镜检，用 2#<乙醇对其余根瘤进行表面消毒 %=>?，再用 $7%<的 @AB(消毒 #=>? ; :=>?。将根瘤连同
细根置于灭过菌的研钵中研磨，加少量无菌水，研匀后加盖静置，澄清片刻。取上清液用划线法接种于

CD9培养基上，在 "EF ; 1$F下培养 %周［2］，获得细菌 G@H3:$%。
!"# 菌种的纯化与鉴定
将 G@H3:$%菌菌落进行平板划线分离，再重复稀释分离 "次，后用刚果红平板划线分离。接种斜

面，进行革兰氏染色，光学显微镜及电子显微镜镜检。然后进行生理生化特性反应［E］，以区别土壤农杆

菌［2］。

!$#$! 细菌形态观察：用革兰氏染色和鞭毛银盐染色法。
!$#$# 刚果红吸色："EF培养一周观察结果。
!$#$% I)J) I反应：在加入 $7#<溴麝香草酚蓝 CD9培养基上接种一周后观察结果。
!$#$& 淀粉水解、明胶水解、石蕊5牛奶反应、碳源利用、氮源利用：均按常规方法，一周后测定结果。
!$#$’ 温度实验：分别在 3F、%"F、%2F、"$F、1$F、13F和 !%F处理。
!$#$( 电子显微镜扫描：日本产 KLD5%"$$LMNH透射电子显微镜扫描瘤体外观，检测细胞剖面及 "!O培
养物。

以上实验均设 #个以上重复和空白对照。
!"% 回接试验
采用试管封闭式水培法［3］。选用 "7#+= P "$+=的试管，取 K.?Q.?培养液［3］或土壤浸出液（新鲜黄心

土：自来水 %R%浸 "S，取上清液，%$层纱布过滤）适量装入试管中，3ETUV %"%F高压灭菌 "#=>?。



从树上采集新鲜罗汉松种子，自来水冲洗后阴干表面水珠，用 !"#乙醇消毒 $%&’ ( )%&’，再用 *+,#
的 -./0消毒 1%&’ ( ,*%&’；用灭菌的滤纸作桥，在超净工作台上，将种子接入盛有培养液的试管中，同时
接入 2-345*,菌液，置培养室中萌芽、生长，不定时观察结果。

67’87’培养液用于从母树上分离所得菌种 2-345*, 的回接，土壤浸出液同时用于 2-345*, 菌和
2-34!*,菌（盆栽回接法回接结瘤幼苗分离所得菌株）的回接，约每 $个月在超净工作台上加入灭菌的土
壤浸出液。

回接与对照各 )* ( 9*株。
!"# 互接种试验
!$#$! 与豆科植物互接：采用试管封闭式水培法将 2-345*,菌接入大豆、花生、绿豆、豌豆、豆角、木豆、
银合欢、台湾相思、大叶相思、黄槐和勒籽树等豆科植物幼苗根部。

!$#$% 与同科属植物互接：采用试管封闭式水培法，将 2-345*,菌接种到与罗汉松同一科属的植物竹柏
幼苗根部，另将竹柏根瘤内生细菌（关于该菌的分离鉴定另文报道）接种罗汉松幼苗。

!$#$& 与不同科属植物互接：采用泥土盆栽法接种马尾松播种苗，即将黄心土分装于小牛皮纸袋，41:;<
,$,=灭菌 ,>，放置 $9>后再重复灭菌 ,次，待冷却后，倾于经 *+,#高锰酸钾表面消毒的小花盆中。每
盆播经消毒的马尾松种子 ,**粒，对照与接种处理各 $个重复。
!"’ 固氮酶活性测定
采用日本产 ?/@4A气相色谱仪，用乙炔还原法测定纯培养体及回接结瘤幼苗的固氮酶活性［4］。
纯培养体固氮酶活性测定方法：参照湖北省微生物研究所生物固氮组方法［,,］，用点接法将纯培养

体接种于已灭菌的盛有 ,*%2固体无氮培养基的 ,**%2血清瓶内，塞胶塞，在 $1=下培养 91>后，接常规
方法测定由乙炔还原成乙烯的数量，设不接菌种为对照，三个重复。

回接结瘤幼苗的固氮酶活性测定方法：将用试管封闭式水培法回接结瘤的幼苗置于已灭菌的

,**%2血清瓶内，每瓶 "株，塞上胶塞，注入 ,$#乙炔 ,%2，在 $1=下培养 9>后，按常规方法测定由乙炔
还原成乙烯的数量；用同法培养不接菌种无瘤的幼苗为对照，三个重复。

图 ! 根瘤表面形态

% 结果

%"! 培养性状和形态特征
从罗汉松根瘤上分离到的内生细菌经纯化后，在平板

上生长 $ B，菌落圆形，边缘整齐，表面凸起，呈半透明且多
粘质，有光泽，直径约 $%% ( 9%%；在光学显微镜下观察，
该菌为短杆状细菌，革兰氏染色阴性；电子显微镜检测可

见，瘤体扫描表面有不规则凸起，瘤径约 ,+*%% ( ,C "%%
（图 ,），瘤体解剖有细菌溢出，侵染细胞中有类菌体（版图

!@,）。类菌体大多呈圆杆状，无分枝，类菌体外有明显类
菌体膜包围（版图!@$）。$* > 培养物镜检有鞭毛，无芽
孢，并可见聚"@羟基丁酸颗粒（版图!@)）。
%"% 部分生理生化特征
%$%$! 生理生化特性：该菌在 DEA培养基上第一天内生长
少，第 $天开始大量生长，继续培养时产生丰富的半透明胞外多糖。其部分生理生化特性见表 ,。
%$%$% 温度试验：该菌在 4=不生长，在 ,$= ( ,!=生长较差，在 $*= ( )4=生长良好，但在 9,=即死
亡。

%$%$& 碳源和氮源试验：在供试的 4种糖中，蔗糖、葡萄糖、鼠李糖、甘露糖、麦芽糖和果糖能被该菌利
用，其中在甘露糖和麦芽糖中生长最好。不产气；在半乳糖、乳糖、木糖中生长差或不生长。能利用硝酸
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钾、尿素、丝氨酸、精氨酸，而在甘氨酸、蛋白胨、色氨酸、硫酸铵、酪氨酸中生长不良或不生长。

!"!"# 乙炔还原反应：测出纯培养体及回接结瘤幼苗具固氮酶活性，详见表 !。
表 $ 罗汉松根瘤内生细菌 %&’()*$部分生理生化特性

项 目 特 征

刚果红试验 不吸色

"# $# "反应 微变黄，产酸

石蕊%牛乳反应 还原、微产酸、有血清环

淀粉水解反应 不水解

明胶水解反应 不水解

表 ! 纯培养体及回接结瘤幼苗的固氮酶活力

样品

乙炔还原活性&（!’()*!+,·瓶
- .·/- .）

重复 . 重复 ! 重复 0 空白

纯培养体 .1234 4536 4231 5

结瘤幼苗 !431 .731 .131 .63.

!+, 回接试验
8+9715.回接可使罗汉松幼苗结瘤（图 !）。在试管封闭式水培法中，从种子萌芽到出现第一个瘤约

需 1个月时间，回接 .年检查结瘤率为 !431:。
回接幼苗所结瘤的形态与自然结瘤植株一致。经对盆栽法回接结瘤幼苗根瘤内生细菌进行分离鉴

定得 8+9725.菌，其生理生化特性与 8+9715.菌一致；再经试管封闭式水培法回接罗汉松幼苗，也获得
了形态一致的结瘤植株。

图 ! 在封闭试管中回接结瘤（-）

和在花盆中的回接结瘤（.）

图 , %&’()*$菌接种竹柏幼苗结瘤（-）以及竹

柏内生菌接种罗汉松幼苗结瘤（.）

!+# 互接种试验
在与豆科植物互接种试验中，培养 ! ; 1个月，所接豆科植物均不能有效结瘤。
用 8+9715.菌接种于竹柏幼苗，约 4个月时开始结瘤（图 0%<）；用竹柏根瘤内生细菌 8+9745.接种

于在试管中培养半年的罗汉松幼苗，约 ,个月时开始出现瘤结构，其表观形态与自然结瘤的罗汉松植株
及竹柏植株的一致（图 0%"），结瘤率达 ,5:。
与亲缘关系较远的马尾松幼苗接种，试验结果见表 0。该试验结果表明，马尾松人工接种罗汉松根

瘤内生细菌，可促使少量结瘤（图 ,），并对苗木生长具的一定的促进作用。
表 , 马尾松人工接种罗汉松根瘤内生细菌的侵染结瘤及苗木生长情况

处理 结瘤率&（个&株） 结瘤量 苗木平均高&=’ 干重&（>&株）
接种 134 730 234 5315
对照 535 535 13! 53,,
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图 ! 马尾松幼苗接种 "#$%&’(结瘤

) 讨论

根据前述试验结果，罗汉松根瘤内生细菌 !"#$%&’具有豆
科植物根瘤菌的一般特征并具固氮酶活性［’&］，可与土壤农杆

菌区分，但是，它又不能与供试的 ’’种豆科植物结瘤，表现出
与豆科植物根瘤菌的远缘关系。因此，该菌是否是一个新的

结瘤细菌分类单元，其分类地位有待深入研究。

罗汉松幼苗与竹柏根瘤内生细菌互接种能结瘤，为进一

步确认某些裸子植物与细菌共生结瘤是一种自然的正常的共

生现象提供科学依据。由于裸子植物是全球性的主要用材树

种，此共生现象值得进一步的发掘和探讨。

马尾松是我国南方的主要用材树种，又由于其耐贫瘠和

干旱，生命力强而被誉为造林先锋树种，但幼年生长缓慢。本

次互接种试验结果表明，人工接种罗汉松根瘤内生细菌能对

马尾松幼苗根系产生某种刺激而形成瘤状结构，促进马尾松

幼苗的生长，从而预示罗汉松根瘤内生细菌在林业生产中具

有良好的应用前景。
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