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摘要：【目的】分析丛枝菌根（N:O9=A9+<: *,A8::4?J+<，N*）真菌珠状巨孢囊霉（.&+$/0(’$ 1$’+$’&#$）*NFF #(--#!
孢子伴生细菌的定殖情况，明确其生态位点，以及为进一步分析其种群生态或功能提供信息。【方法】以载

体 60FC（KP6I@95%）对 $ 株珠状巨孢囊霉 *NFF#(--#! 孢子伴生细菌进行绿色荧光蛋白（QFR）标记，并通过荧

光显微镜和平板计数的方法研究标记菌株对真菌宿主的定殖位点和不同条件下的定殖数量动态。【结果】

对粘状芽孢杆菌（23$-&)$"&**4/ =66>）*-$-%-$I% 和 *-$%%((I$、芽孢杆菌（5$"&**4/ =6>）*-$%%((I%- 和短小芽孢

杆菌（5’36&)$"&**4/ =6>）*-$%%((I%( 成功进行了 QFR 标记，其均具有较好的质粒稳定性，且与出发株的基本性

状一致，适合短期内进行环境定殖研究。所有菌株均能定殖珠状巨孢囊霉 *NFF #(--#! 孢子壁，而 *-$%%((I
$ 和 *-$%%((I%( 还能够定殖其菌丝；不同 6S 值条件下，各菌株定殖珠状巨孢囊霉 *NFF #(--#! 孢子的数量

动态均为先上升后下降，6S 值对各菌株的定殖数量有不同的影响；各 QFR 菌株对低活力的珠状巨孢囊霉孢

子定殖数量高于高活力的孢子，且对高活力孢子的定殖数量动态不同。【结论】分离的珠状巨孢囊霉孢子伴

生细菌能够重新定殖其孢子，菌株的定殖能力受其特性及外界因子的影响，为进一步分析 N* 真菌伴生细菌

的种群生态及功能提供了信息。
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丛枝菌根（N:O9=A9+<: *,A8::4?J+<，N*）真菌是一

类与 C-U以上的陆生植物形成互惠共生关系的土

壤真菌。N* 真菌能够积极协助宿主植物吸收矿质

营养（尤其是 R），和抵抗各种生物（土传病菌等）和

非生物（盐、重金属等）胁迫，其对于维持农业生态系

统平衡具有十分重要的意义［% ’ (］。在 N* 真菌的菌

体（孢子和菌丝）表面或内部分布着一些细菌类群，

这些细菌可以称之为 N* 真菌伴生细菌［)］。由于伴

生细菌可能对 N* 真菌的生命活动或功能具有重要

的意义，N* 真菌伴生细菌也逐步成为 研 究 的 热

点［! ’ $］。微生物的生态定殖是环境微生物学研究的

重要内容。N* 真菌伴生细菌对其真菌宿主的定殖

能力如何，易受哪些因素影响等，明确这些问题对于

揭示细菌与 N* 真菌的互作本质，以及掌握其中的



生态规律具有重要的意义。国外，研究者开展了部

分土壤细菌对 !" 真菌菌丝的定殖的研究，发现不

同种类的细菌对真菌的定殖能力各不相同［#］。细菌

对 !" 真菌孢子具有怎样的定殖情况，目前未见相

关报 道。前 期 的 研 究 中，我 们 从 珠 状 巨 孢 囊 霉

（!"#$%&’($ )$(#$("*$）"!$$ %&’’%( 孢子上分离到一

批伴生细菌，其中有些菌株对其真菌宿主具有积极

的意义（数据发表中）。本文以绿色荧光蛋白（)*++,
-./0*+12+,3 4*03+5,，)$6）标记技术对部分伴生细菌进

行了标记，并对其生态定殖作了相关的分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 载体和菌株：!47$8 载体（ #+&,)-*.，/"%*0("$
)’1’23*’#010% 4*0903+* 645*）［8］保存于大肠埃希氏杆

菌（61*0(’7$2*0( 2’5"）:";’< 中，由瑞典农业大学微生

物学系 :=,110, 教授惠赠。"!" 真菌：珠状巨孢囊

霉（!"#$%&’($ )$(#$("*$）"!$$ %&’’%(（源自日本农林

渔业部遗传资源库）由广东省菌种保藏与应用重点

实验室以等体积比的砂土混合物为基质和白三叶草

（8("+’5"-) (0&01% >?）为宿主植物进行纯系扩繁、保

存。#细菌菌株：从珠状巨孢囊霉（! ? )$(#$("*$）

"!$$ %&’’%( 孢子表面分离的伴生细菌 @ 株，分别

为 粘 状 芽 孢 杆 菌（ 90$1"7$2"55-% 144?）"’@’;’@A;、

"’@;;&&A& 和 "’@;;&&A@，芽 孢 杆 菌（ :$2"55-% 144?）
"’@;;&&A( 和 "’@;;&&A;’，以 及 短 小 芽 孢 杆 菌

（:(0;"7$2"55-% 14?）"’@;;&&A;&。

!"!"# 培养基：)B 培养基和 CDE 培养液参照文献

［< F ;’］配制。

!"!"$ 主 要 试 剂 和 仪 器：电 脉 冲 转 化 仪 (G’8
8’%H’’%（I44+,J0*-）、荧光显微镜（>+52=）、K$A; 型三

用紫外分析仪（上海宝山顾村电光仪器厂）、L7MNA;’
柱式 O7! 胶回收试剂盒（上海生物工程有限公司）、

红霉素（I*P3Q*09P25,，IR）（!9*+120），其他生化试剂

为国产分析纯。

!"# 目标菌株的 %&’ 标记

!"#"! 感受态细胞的制备：参照文献［;; F ;&］中的

方法进行。

!"#"# 电击转化：无菌的 ’H; 29 电击杯冰上预冷

;’ 95,。;’’$> 感受态细胞，加入 ;$> 纯化的 47$8
（约 GH($S），轻轻混匀，冰上放置 % 95,。将混合液

轻轻注入备好的电击杯中，并放入电脉冲转化仪。

调节电脉冲转化仪参数，8 T ;@ UVW29，% 91，电击。

立即加入 ;W% 强度的 CDE 培养液 ; 9>，轻轻混匀。

冰上放置 % 95, 后，移入无菌的试管中，并加入 ;W%
强度的 CDE 培养液 G 9>，G’X、;8’ *W95,、振荡培养

G Q。取菌液 &’’$> 涂板含 ;’$SW9> 红霉素（IR）的

)B 平板，G’X倒置培养 ; T & J。观察、统计转化子。

!"#"$ 转 化 子 筛 选 及 其 稳 定 性 测 定：于 紫 外 光

（G@% ,9）下检测转化平板，挑取产生强烈荧光（绿色

或偏紫色）的转化子，编号、转管保存。选定的转化

子经液体扩大培养，收集的菌体经 ;’ 9SW9> 溶菌酶

处理后，碱裂解法［;G］提取质粒，并用 EY!B 法［;;］纯

化。获得的质粒 O7! 用 :$)Z%进行酶切分析。

含有 #H# U[ 质粒 O7! 的转化子即为阳性转化子。

质粒 稳 定 性 测 定。目 标 菌 以 ;\ 量 接 种 到

;’’ 9> )B 培养液中，G’X、&’’ *W95, 振荡培养。每

隔; Q取 ;’’$> 菌液测定其 DO@’’ 的吸光度，共测

定 ;( 次。以时间为横坐标，生长量为纵坐标作生长

曲线，计算指数生长期 DO 值增加 ; 倍所需的时间，

得出目标菌株代时。取转化子接种到 ;’’ 9> )B 液

体培养基（不含 IR）中，G’X、&’’ *W95, 振荡培养，定

时（根据菌株的对数期）转接菌体至新的 )B（不含

IR）液体培养，使菌体始终处于对数期生长。连续

转接培养，使菌体生长 &’ T ;’’ 代，取菌液适当稀释

并涂布含 IR 和不含 IR 的 )B 平板、培养，比较两种

平板上菌落数的差异，以及在 G@% ,9 的紫外光下检

测检查荧光菌落占总菌落数的比例。计算出质粒的

稳定率。

!"#"( 标记株与出发株性状的比较：比较标记菌株

与出发菌株在菌落生长性状（生长速率与培养形态）

上的差异。

!"$ %&’ 标记株的定殖

!"$"! 对 珠 状 巨 孢 囊 霉（ ! ? )$(#$("*$ ）"!$$
%&’’%(孢子和菌丝的定殖：取表面消毒的真菌孢子

;’ 粒，浸入 ;’’$> )$6 标记菌液（约 % ] ;’# E$LW9>，

无菌水配制）中 ;’ 95,，将孢子移入垫有无菌滤纸的

培养皿（& @’ 99）中，并加 & 9> 无菌水保湿，&@X培

养。待 孢 子 萌 发 后（约 ( J），取 孢 子 及 菌 丝，用

;’’$>无菌水漂洗 G 次后，置于荧光显微镜（(%’ T
(#’ ,9 激发波长）下检测菌体的定殖情况。设清水

E^，各种样品至少进行 G 次重复试验。

!"$"# 不同 4Z 值条件下标记株的定殖：未经表面

消毒的珠状巨孢囊霉（ ! ? )$(#$("*$）"!$$ %&’’%(

8;@ >5=,SU/, >0,S +3 =. ? W<2*$ ="2(’7"’5’#"2$ >"1"2$（&’’<）(<（%）



健康孢子 !" 粒为一组，装入 #$!%&’ () 管中，"$! &’
无菌水漂洗，共进行 * 次，备用。

用 +, 为 !$! 和 -$" 的 )./ 缓冲液（#0! 强度），

分别将预先培养的 12) 标记菌配成悬液，浓度约

3 4 #"5 6270&’。将 真 菌 孢 子 浸 入 对 应 的 菌 悬 液

（!""!’）中 #! &89，移入垫有滤纸的培养皿（" 5"
&&）中，各加入对应的 )./ 缓冲液（#0! 强度）#$3
&’，35:培养。分别于 "$! ;、# <、* <、! <、- <后，随

机取出 #" 粒孢子悬浮于 #""!’ 无菌生理盐水（#$!%
&’ () 管盛装）。孢子经 *""!’ 无菌生理盐水漂洗

# 次后，以无菌研棒充分压碎孢子，=""" >0&89 斡旋 !
&89，稀释涂布法（含 (? 的 1. 平板）测定菌落数量，

紫外光下（*5! 9&）统计荧光菌落数。各处理 * 次重

复。比较各 +, 值下标记株的数量动态。数据间的

显著性分析采用 ’/@ 法（! A "$"!）进行（下同）。

!"#"# 不同活力孢子的标记株定殖：取已扩繁珠状

巨孢囊霉（" B #$%&$%’($）CD22 !3""!= 的蛭石基质

各 *" &’，盛装于培养皿（" E" &&）中。用无菌水配

制标记菌悬液（浓度约 3 4 #"- 6270&’），并取 3" &’
均匀浇入基质中，35:培育。分别于 # <、* <、! <、- <、

E < 湿筛法［#=］从基质中获取奶白色和褐色的孢子各

#"粒，分别作为高活力和低活力孢子。前期试验表

明，前者的萌发活力显著高于后者。同上，以稀释涂

布法对孢子样品中的目标菌体进行菌落计数。各处

理 * 次重复。分析不同活力孢子的目标菌定殖动态。

$ 结果和分析

$"! 电转化及转化子筛选、鉴定

对 5 株目标菌进行 +F2G 的电击转化，电击参数

#" HI 0J&、! &K 适合所有菌株。经过抗性筛选以及

*5! 9& 紫外线下的荧光检测，所有菌株均能够得到

发出明亮的绿色到偏紫色荧光的转化子。其中粘状

芽孢杆菌（!$)*’+$,’--./ K++B）C"5"#"5%#、C"5##33%3
和 C"5##33%5 转化效率（指表达 12) 的转化子）较

高，可达 #"= 6270!L @FD，而芽孢杆菌（0$,’--./ K++B）
C"5##33%=、C"5##33%#" 和短小芽孢杆菌（0%)1’+$,’--./
K+B）C"5##33%#3 的转化效率较低，仅 #"3 6270!L @FD。

图 ! 各出发菌株及其标记株在 #%& ’( )* 下（!和"）

的检测

28LB# M>8L89NO PNJQR>8NO KQ>N89K N9< Q;R8> 12)%QNLLR< KQ>N89K S9<R> *5!
9& 7T O8L;Q B D%2： M>8L89NO KQ>N89K UV C"5"#"5%#， C"5##33%3，

C"5##33%=，C"5##33%5，C"5##33%#"，N9< C"5##33%#3，>RK+RJQ8IROW；
N%V：12)%QNLLR< KQ>N89K UV D QU 2，>RK+RJQ8IROWB

各菌株挑选 = X ! 个荧光强烈的转化子转接培

养，进一步以 *5! 9& 紫外灯检测其 12) 的表达。结

果所有转化子都能表达 12)，发出强烈荧光（图 #）。

转化子的质粒提取与酶切鉴定，表明所有转化子含

有的质粒与对照 +F2G 分子量同等，进一步验证了

所获得转化子为表达 &23%&SQ# 的阳性转化子。

$"$ 标记株的质粒稳定性测定

各标记株分别记为 C"5"#"5%#1、C"5##33%31、

C"5##33%=1、C"5##33%51、C"5##33%#"1 和 C"5##33%
#31。在无选择压力下经过 3" X #"" 代的生长，标记

株的质粒稳定性各不相同。其中，菌株 C"5"#"5%
#1、C"5##33%51、C"5##3%#"1 和 C"5##33%#31 具 有

较好的质粒稳定性，#"" 代生长后，稳定率仍达 G"Y
以上（表 #），可进行后续试验。

表 ! 不同代数生长后 +,-标记株的质粒稳定率（.）

ZNPOR # )ONK&8< KQNP8O8QW >NQR UV 12)%QNLLR< KQ>N89K NVQR> <8VVR>R9Q L>U[Q; LR9R>NQ8U9（Y）

1R9R>NQ8U9K
/Q>N89K

C"5"#"5%#1 C"5##33%31 C"5##33%=1 C"5##33%51 C"5##33%#"1 C"5##33%#31

3" EE -" 53 EG EE EE

!" E! *! #* E= E* E!

#"" G= \ \ G* G- E"

$"# 标记株与出发株的性状比较

所有出发株菌落在可见光下呈灰白色，而各标

记株在可见光下的菌落均呈浅绿色。标记株的其他

培养性状或形态与出发株一致。
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!"# 标记株对珠状巨孢囊霉（! $ "#$%#$&’#）%&’’
(!))(# 孢子和菌丝的定殖

! 株 "#$ 标 记 株（%&’&(&’)("、%&’((**)’"、

%&’((**)(&"、%&’((**)(*"）分别接种 ! + "#$%#$&’#
孢子，, - 后均有孢子萌发。荧光显微镜镜检结果表

明，孢子壁有明显的自发荧光，一定程度上影响了目

标菌体的观察，但除 ./ 外，各处理的孢子壁表面均

能够检测到亮绿色的荧光菌体。对菌丝进行检测，

仅能够检测到 %&’((**)’" 和 %&’((**)(*" 的少量

菌体与 ! + "#$%#$&’# 菌丝粘附。

!"( 不同 *+ 值下标记株的定殖动态

在 01 ,2, 和 32& 的条件下，检测了 "#$ 菌株定

殖珠状巨孢囊霉（! + "#$%#$&’#）%4## ,*&&,! 孢子

的数量动态情况。从图 * 可知，! 个菌株均呈现为

先升后降的趋势。在处理后 &2, 5 到 ( - 的时期内，

存在一个大幅度（约 * 个数量级）的上升，之后开始

逐渐下降。01 值对各菌株定殖数量的影响不同。

&2, 5 时，%&’&(&’)(" 在 01 32& 条件下的定殖数量

显著高于 01 ,2, 的处理，之后两 01 处理无显著性

差异。%&’((**)’" 则为初始时，01 ,2, 下的数量显

著高于 01 32&，之后相反。%&’((**)(&" 的情况与

%&’((**)’" 相反，为初始时高 01 下定殖数量显著

高，之后低 01 下数量显著高（( - 时两者数量差异

不明显）。01 值对 %&’((**)(*" 的定殖数量无明显

影响，各时期检测，两处理的数量差异不显著，但第

6 - 除外（低 01 的数量高）。

图 ! 不同 *+ 下 ,’- 标记株定殖珠状巨孢囊霉（! $ "#$%#$&’#）%&’’ (!))(# 孢子的数量动态

#78+* 95: 0;0<=>?7;@ -A@>B7C ;D "#$)?>88:- E?F>7@E C;=;@7G:- ;@ ! + "#$%#$&’# E0;F:E <@-:F -7DD:F:@? 01+ 4：%&’&(&’)("；H：%&’((**)’"；.：

%&’((**)(&"；I：%&’((**)(*"+

!". 不同活力孢子的标记株定殖动态

从图 6 可以看出，所有 "#$ 菌株对低活力的珠

状巨孢囊霉（! + "#$%#$&’#）%4## ,*&&,! 孢子定殖

数量显著高于高活力孢子（约 ( 个数量级以上）。对

低活力孢子的定殖，%&’&()(" 和 %&’((**)’" 表现

为开始时数量低，然后升高并处于相对平稳的状态，

%&’((**)(&" 和 %&’((**)(*" 则一直处于相对平稳

的数量状态。对高活力孢子的定殖，%&’((**)’" 一

直表现为数量逐步上升，其他菌株均为先上升后下

降。到第 3 - 时，%&’((**)(&" 仅能检测到很少量的

菌体，而 %&’&(&’)(" 和 %&’((**)(*" 分别在第 J -
和第 3 - 已经不能检测到（图 6）。

/ 讨论

分析伴生细菌对 4% 真菌宿主的定殖情况具有

重要的意义。4F?<FEE;@ 等通过溴脱氧尿苷技术从土

&*’ K7>@8L<@ K;@8 :? >= + M()’# *&)$+,&+-+%&)# .&/&)#（*&&J）!J（,）

Absent Image
File: 0



图 ! 不同活力珠状巨孢囊霉（! " "#$%#$&’#）#$%% &’((&) 孢子的 *%+ 标记株定殖数量动态

!"#$% &’( )*)+,-."*/ 01/-2"3 *4 5!67.-##(0 8.9-"/8 3*,*/":(0 */ ,*;7<".-,".1 *9 ’"#’7<".-,".1 ! $ "#$%#$&’# 8)*9(8$ =：

>?@?A?@7A5；B：>?@AACC7@5；D：>?@AACC7A?5；E：>?@AACC7AC5$

壤捕获到一株腊状芽孢杆菌（(#)&**+, )-$-+,）F=A，并

以绿色荧光蛋白基因（ %./）标记技术直接观察到其

与球囊霉（ !*0"+, 1+,,&&）菌丝紧密联系在一起［AG］。

本文 选 取 了 珠 状 巨 孢 囊 霉（ ! $ "#$%#$&’#）>=!!
GC??GH 孢 子 伴 生 细 菌 的 常 见 类 群 粘 状 芽 孢 杆 菌

（2-#3&4#)&**+,）、芽孢杆菌（(#)&**+,）和短小芽孢杆菌

（($-5&4#)&**+,）的部分菌株进行了 5!6 标记。质粒

)I!J 含有 %./7"+’A 基因和来自单核增生李斯特氏

菌（6&,’-$&# "030)7’0%-3-,）的强启动子 61*’，适合对革

兰氏阳性菌株进行标记和进行环境示踪研究［J，A?］。

本文以电转化的方法将 )I!J 导入所有待标记的菌

株中，并有效表达了 5!6。环状的质粒导入菌体后，

可能存在质粒不稳定的情况。通过质粒稳定测定，

表明 其 中 H 个 出 发 菌 的 标 记 株（>?@?A?@7A5、

>?@AACC7@5、>?@AACC7A?5、>?@AACC7AC5）具有较好

的质粒稳定性（表 A）。它们适合作为短期内环境定

殖研究的标记菌。

平板共培养条件下，能够检测到 H 个标记株定

殖到珠状巨孢囊霉（! $ "#$%#$&’#）>=!! GC??GH 的

孢子 壁 上，其 中 C 个 菌 株（>?@AACC7@5、>?@AACC7

AC5）能够定殖于真菌菌丝表面。显然，不同细菌菌

株对真菌宿主的定殖能力有所差异。&*,K-/0(9 等研

究了不同类群的土壤细菌对球囊霉（ !*0"+, 8)$）
H%C?G 和根内球囊霉（!*0"+, &3’$#$#1&)-,）>LDMH%ANH
菌丝的黏附能力［O］。他们发现各个菌株对 => 真菌

菌丝的定殖能力相距甚大，其中节杆菌（8$’9$04#)’-$
)9*0$0/9-30*&)+,）=@5 不能定殖到菌丝，粘状芽孢杆菌

（2#-3&4#)&**+, 4$#,&*-3,&,）6BAOO 对活力菌丝的定殖能

力强 于 非 活 力 菌 丝，而 腊 状 芽 孢 杆 菌（ (#)&**+,
)-$-+,）F=A 和 粘 状 芽 孢 杆 菌（ 2#-3&4#)&**+, /-0$&#-）

BE@C 对无活力的菌丝定殖能力强于活力菌丝。这

应该与各个菌株的生理特性或营养特性有关。同

时，有研究已经表明胞外多糖（P6Q）对巴西固氮螺

菌（ 8:0,/&$&**+" 4$#,&*-3,- ）和 根 瘤 菌（ ;9&:04&+"
*-%+"&30,#$+"）黏 附 => 真 菌 菌 体 具 有 重 要 的 意

义［A@］。

本文通过平板计数的方法，研究了 5!6 标记株

对珠状巨孢囊霉（! $ "#$%#$&’#）>=!! GC??GH 孢子

定殖的数量动态。不同 )R 条件的研究发现，各菌

株的定殖动态均呈现为先上升后逐渐降低的趋势，

AC@龙良鲲等：丛枝菌根真菌珠状巨孢囊霉孢子伴生细菌的绿色荧光蛋白标记及定殖分析 $ S微生物学报（C??N）HN（G）



且 !" 对各菌株定殖数量有不同的影响，有的菌株

在高 !"（# $ %）下的定殖数量高，有的菌株在低 !"
（&’&）下的定殖数量高，有的则不受影响。显然不同

细菌菌株具有不同的 !" 适应性，在不同 !" 的自然

环境中，() 真菌孢子上应该会定殖不同种群结构

的细菌。同时，研究了 *+, 菌株对不同活力 () 真

菌孢子的定殖情况。() 真菌孢子在形成过程中，

其色泽通常随发育进程而加深［-］。本试验中所用的

珠状巨孢囊霉的新生孢子为乳白色（高活力），成熟

孢子为浅黄色，衰老孢子则为黄褐色（低活力）。结

果发现，所有菌株定殖低活力孢子的数量远高于高

活力的孢子，原因可能是低活力的孢子在湿润的条

件下容易衰败，并释放其内部的营养物质，容易使菌

体大量繁殖。各细菌菌株对高活力孢子的定殖动

态，除 )%.//--0.* 一直是逐步上升的趋势外，其他

菌株在后期均难以检测到。可能是这些菌株的定殖

能力较低，或者菌株在基质环境下丢失了标记性状。

本文证实了分离获得的 () 真菌伴生细菌能够重新

定殖到真菌菌体上，且其定殖数量受到细菌菌株自

身的特性和某些环境因素的影响。然而，这些细菌

定殖 () 真菌的内在作用机制还不清楚，进一步研

究相关问题将有助于揭示 () 真菌伴生细菌的生态

学功能。
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