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提 要 采用细菌转化和杂交的方法，成功地将全套发光酶基因标记系统/0&)12345678引

入绿针假单胞菌（!"#$%&’&()"*+,&-&-).+/"）,-%，得到稳定的发光标记菌,-%-。采用发光菌

落平板计数法和9)射线胶片自显影法，通过盆栽试验和盒裁试验，研究了发光标记菌,-%-
在棉花根圈的定殖动态和分布规律。盆栽试验结果表明，在灭菌土盆栽中，播种后:;左右

,-%-在棉花根圈的定殖水平达最高（$<(=(’%>?2／@根土），播种后A:;左右趋向稳定，,-%-
数量为(<&=(’*>?2／@根土；未灭菌土盆载中，播种后+;左右,-%-的定殖水平达最高（(<(
=(’%>?2／@根土），.:;左右趋向稳定，菌数为(<.=(’*>?2／@根土。盒栽试验结果表明，,-%-
可从种子向根尖方向扩散，但并不与根的伸长生长同步，播种后$:;，灭菌土盒栽中,-%-可

扩散至种子下方(*<’>B以内，而未灭菌土盒栽中,-%-扩散至((<’>B以内。在棉花根尖区

域均未检测到,-%-。
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八十年代以来，在土壤微生物学的研究领域内，关 于 植 物 促 生 根 圈 细 菌（,1E0F
GH"IFJ)KH"B"FL0@MJLN"OE>FPHLE，简称,G,M）的研究已形成一个热点。,G,M对植物的促

生作用可直接来自它们产生的活性物质，也可来自其产生的抑制病原微生物的物质，间接

地起促生作用［(，*］。但不论是何种作用，其成功的根部定殖必不可少。,G,M在植物根部

的定殖与活动规律受到很多因素的影响，有非生物因素（如水势、温度、KQ等）和生物因素

（宿主植物、细菌本身特性等）［$］。由于传统的研究方法难以将引入的,G,M菌株与同类

土著性细菌分开，以致研究结果准确性不高。

随着分子生物学技术的发展，跟踪释放到自然环境中的微生物和遗传物质的效果也

得到了大大提高。免疫学方法、核酸探针技术虽然能准确检测释放到环境中的特殊微生

物群，但不能区别死、活细胞，且费时费力［.］。外源分子标记技术则克服了这些缺点，标

记基因种类很多，其中发光酶基因标记技术因其灵敏度高、选择性强、重复性强、快速且能

原位检测等优点，近年来在微生物生态学中应用最普遍［:!&］。本项研究采用全套发光酶

基因（12345678）标记技术，将/0&)12345678标记系统引入目标细菌，结合使用9)射线

胶片自显影和发光菌落平板计数法，研究,G,M菌株!"#$%&’&()"*+,&-&-).+/",-%在棉

花根圈的定殖动态和分布规律，为,G,M的应用提供依据。

$%卷 (期

(%%%年*月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
R"1#$%
SPOH2EHT

!"#(

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
(%%%



! 材料和方法

!!! 供试菌种与材料

!!!!! 供体菌和辅助菌：大肠杆菌!"#$%&"#$%&（’()*+,-.），质粒’()*+,-.为质粒

’()*+,-含/01启动子、234操纵子的衍生质粒，’()*+,-含转座子56+7289:;<=>、具有

)?/［-!&］；大肠杆菌!"#$%&)$+7$（’#@A+$-$），’#@A+$-$含3BB56+、具有C?/等［&］。

以上两菌株由美国加州大学C/DE2FG教授赠送。

!!!!" 绿针假单胞菌（’()*+$,$-.(#/%$0$0.1/&(）HI&：系本项研究从棉花根圈分离得

到。

!!!!# 培养基：#C培养基［&］，*=培养基［$%］，I=培养基［$$］。

!!!!$ 抗生素及其使用浓度：卡那霉素（*?），$%%"J／?2，链霉素（)?），$%%"J／?2，庆大霉

素（C?），$K"J／?2。以上抗生素粉剂均购自)0J?3公司。

!!!!% 用于质粒提取和细胞转化的溶液和试剂：均按文献［$$］制备。

!&" 发光酶基因标记系统（’()*+,-./012）向受体菌的转移

参照文献［&］和［$$］介绍的方法进行。

!!# 灭菌土和不灭菌土盒栽试验

!!$ 取样及发光标记菌株测定方法

参照文献［,］介绍的方法进行。

!!$!! 分段和整根系测数：参照文献［$,］介绍的方法进行。

!!$!" L7射线胶片自显影法记录发光标记菌株在棉花根系上的分布：将根盒打开，小心

取出整个棉花根系，按原样摆放在含有)?的*=平板上（$K4?培养皿或大方盘），,-M培

养$N!,%O，在暗室中将L7射线胶片压在培养皿或大方盘背面，曝光适当时间后，冲洗L7
射线胶片，观察发光菌在根系上的分布。

!!% 灭菌土和不灭菌土盆栽试验

接种物、棉种的准备及接种方法同盒栽试验。

取菜园土打散，加水拌匀，装钵，装量为PQJ／钵，$,NM湿热灭菌,O，冷却后浇无菌水

保湿K!+R后播种，每钵播入N粒出芽棉种。苗出齐后，定苗P株／钵，自然光照培养，定

期浇水和(D3J236R营养液。

不灭菌土盆栽试验则采用未灭菌菜园土装钵后，直接播种，方法同上。

" 结果和讨论

"&! ’()*+,-./012向345的转移

将长有菌落的双抗选择性平板（#CS)?SQ?）置暗室中观察，记录发光菌落。

’#@A+$-$!56+7289:;<=>的转移频率约为$%T+／受体。挑取发光菌落，在不加抗生素

的#C平板上，连续转接培养U次，检查后得到稳定发光的标记菌株HI&I。发光标记菌

株HI&I兼具供体菌和受体菌所具有的抗性（)?/、*?/），产水溶性黄绿色素，且在固体培

养基中（*=或#C）形成绿色针状晶体。这说明发光标记菌株HI&I确为HI&的56+7
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!"#$%&’(转座诱变菌株。经发光酶基因稳定性试验及发光标记菌)*+*和亲本菌株

)*+的比较，证实发光酶基因!"#$%&’(稳定，且其引入并未明显改变亲本菌株的基本性状。

!"! #$%$在棉花根圈的定殖动态和分布规律

图, )*+*在棉花根圈定殖的动态变化

-./0, %1234.5637.38.92:9;)*+*59!92.<.2/
.28=>5988927=.<9:?=>7>

!0!0& 盆栽系统中)*+*在棉花根圈定

殖的数量变化：利用@’AB4平板测定

)*+*在棉花 根 圈 的 定 殖 密 度 和 动 态 变

化，但测数时只计入发光菌落。)*+*在

根圈的定殖情况如图,。接种)*+*后即

开始增殖（最初接种量为,CDE,FG5;"／颗

棉籽），在灭菌土盆栽条件下，定殖在棉花

根圈的)*+*数量在接种后HI左右达最

高（JC,E,F+5;"／/根土），KHI左右趋向稳

定，数量为,CLE,FM5;"／/根土；在未灭菌

土盆栽条件下，)*+*的定殖数量则在GI
左右时达最高（,C,E,F+5;"／/根土），DHI
左右即开始趋向稳定，为,CDE,FM5;"／/
根土。未灭菌条件下达到增殖高峰的时间

迟于灭菌条件下的，且最大定殖数量也低于灭菌条件下的，其原因可能与土著微生物对养

分和定殖空间的竞争有关。

!0!0! 根盒N土壤微宇宙中)*+*在棉花根圈的定殖与分布：通过测定@’AB4平板上

的发光菌落数获得分段测数结果（表,）和整根系测数结果（表M）。图版O所示则为PN射

线胶片自显影记录的)*+*在棉花根系上的分布情况。

由表,及图版ON&可知，在根盒N未灭菌土微宇宙中，棉花生长,DI时，在长,K54的

根上，只能在种子以下约K54范围内检测到)*+*，定殖数量为MCGHE,FH5;"／/根土；M,I
时，在长,HCK54的根上，种子以下,,54范围内可检测到)*+*，M+!JHI时，在种子以下

,M54区域根圈内可检测到)*+*；由表,及图版ON’则可知，在根盒N未灭菌土微宇宙中，

棉花生长,DI时，在种子以下DC,54同样可检测到)*+*，M,I时，约在种子以下+C,54内

可检测到)*+*，M+!JHI时，种子以下,,54内仍可检测到。但在根尖区域均未检测到

)*+*。将测数结果与PN射线胶片自显影结果相比，两种方法得到的结果基本一致。

表M所列整根系测数结果表明，)*+*在棉花根圈的定殖数量随时间延长而减少，在

根盒N灭菌土微宇宙中，从,DI的JCLE,FH5;"／/根土减少至JHI的,C,E,FD5;"／/根土；

在根盒N未灭菌土微宇宙中，从,DI的KCJE,FK5;"／/根土减少至JHI的DCDE,FM5;"／/根

土。这一规律与前面盆栽试验的结果一致。比较未灭菌和灭菌N根盒微宇宙中)*+*的

定值状况，可以看出未灭菌条件下)*+*的定殖数量也少于灭菌条件下的。

由图版O还可看出，)*+*主要是沿主根和垂直方向的侧根向根尖扩散的，在这些根

上定殖的菌数较多，在侧根上，则只在基部（即侧根与主根交叉部位）检测到)*+*。在根

尖部位也未检测到发光菌)*+*。由此可见，)*+*是从种子向根尖方向扩散的，但并不

与根的伸长同步，而是迟于根的伸长生长。这与@!">?;>!［,J］和’9Q>7:等［,D］所得结果一致。
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表! 根盒"土壤微宇宙中棉花根部各区段定殖的#$%$数量!

&’()*! #+,-)’./+01+2#$%$3+)+0/4*5/03+..+067/4+1,7*6*+2

5/22*6*0.6++.1*3./+01/067/4+(+8"1+/)9/36+3+191

样品

编号

:’9,)*
;+<

生长天数

=6+>.7
./9*／5

主根长

?’/06++.
)*0@.7／39

样品重量

:’9,)*>*/@7.／@
#$%$数量;-9(*6+2#$%$

32-／@6++."1+/)
上

-,,*6
中

9*5/’0
下

)+>*6
上

-,,*6
中

9*5/’0
下

)+>*6
ABC! !D !EFG !FHD HF%I HFJG H H H
A! !D !GFH !F!I !FH! HFKH IFKJL!HJ H H
AI I! !JFG !FIH IFEE !F!E EFM%L!HG DFIL!HD H
AE I% !KFH !FGH !FJ! !FI! IFKHL!HG IFJL!HE H
AD EJ !KFG !FMJ IFD! !FGI GFEHL!HD !FDL!HE H
NBC! !D !EFH HFJD HFJJ HFGG H H H
N! !D !IFG !FI% !F!G HFJK DFGL!HG H H
NI I! !JFG IFMG !FEH HFJD IFML!HD JF%L!HI H
NE I% IHFH IFDH IFIH HFI! EFKL!HE IFEL!HI H
ND EJ IHFH IFJG IF!I HF%I MF%L!HE !FML!HI H
! !）根系分段是从茎基部到根尖由上至下平均分E段；I）样品重量为根土混合物的鲜重；E）表中每一数据均由

D株样品所测结果平均所得；D）样品编号中带有“A”的为灭菌土盒栽中所得样品，带有“N”的为未灭菌土盒栽中所得样品。

! !）&7*6++.>’1’O*6’@*)P5/O/5*5/0.+.76**1*3./+0126+9.7*1.*9(’1*.+.7*6++../,；

I）:’9,)*>*/@7.>’1.7*>*/@7.+226*176++.>/.7’57*6*0.1+/)；

E）QO*6P5’.-9/0.7*&’()*>’1.7*9*’03’)3-)’.*526+92+-61’9,)*1；

D）:’9,)*;+<>/.7A>’1.7*1’9,)*3+))*3.*526+967/4+(+83+0.’/0*51.*6/)/4*51+/)，’05N>’126+967/4+(+83+0"

.’/0*50+0"1.*6/)/4*51+/)<
表I 根盒"土壤微宇宙中#$%$在棉花整根系上的定殖数量!

&’()*I #+,-)’./+01+2#$%$3+)+0/4*5/0.7*>7+)*6++.67/4+1,7*6*+2

3+..+0/0.7*67/4+(+8"1+/)9/36+3+191

样品编号

:’9,)*;+<

生长天数

=6+>.7
./9*／5

主根长

?’/06++.)*0@.7／39
样品重量

:’9,)*>*/@7.／@

#$%$菌数

;-9(*6+2#$%$
32-／@6++."1+/)

ABCI !D" !EFH !FKD H
AG !D !EFK IF!I EFML!HJ

AJ I! !%FD EFDH IFEL!HG

AM I% IHFH EFGI EFML!HD

AK EJ IHFH EFG% !F!L!HD

NBCI !D !EFH !FGK H
NG !D !EFG IFJH GFEL!HG

NJ I! !JFG IF%G GFDL!HD

NM I% IHFH EFJH JFKL!HE

NK EJ IHFH EFMH DFDL!HI

! !）样品重量为根土混合物的鲜重；I）表中每一数据均由D株样品所测结果平均所得；E）样品编号中带有“A”

的为灭菌土盒栽中所得样品，带有“N”的为未灭菌土盒栽中所得样品。

! !）:’9,)*>*/@7.>’1.7*>*/@7.+226*176++.>/.7’57*6*0.1+/)；

I）QO*6P5’.-9/0.7*&’()*>’1.7*9*’03’)3-)’.*526+92+-61’9,)*1；E）:’9,)*;+<>/.7A>’1.7*1’9,)*3+))*3.*5

26+967/4+(+83+0.’/0*51.*6/)/4*51+/)，’05N>’126+967/4+(+83+0.’/0*50+0"1.*6/)/4*51+/)<

欲改进#=#R的应用技术，提高应用效果，首先要了解所用之菌在土壤中的动态，即

它们的存活性、繁殖性、适应性与扩散性。本项研究发现，土著性微生物对引入之标记细
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菌的定殖有影响。但不论是在土壤灭菌条件下还是未灭菌条件下，!"#"定殖数量的变

化都是先快速增殖然后迅速下降，并保持一个较低的相对稳定状态。这表明根圈微环境

有一定的自我平衡能力。

我们在研究过程中还发现。土壤水分对所引入之细菌的定殖动态有较大影响。

$%&’()［*+］的研究表明：在田间试验中，引入的细菌可散布至种子以下*,-(.深处，大雨之

后随种子引入的细菌可快速向更深的土层扩散。在本项根盒/土壤微宇宙中，如果土壤含

水过饱和以致形成水流，所接细菌会随水流快速扩散。而若将土壤含水量始终控制在

+-0!1-0范围内，播种后2+3左右，所接细菌则仅扩散至种子以下*45-(.以内。所以

在研究施入土壤的细菌定殖动态时应尽量减少水份的影响。

整个研究也表明，发光酶基因作为标记基因，在微生物分子生态学中的应用不但十分

可靠而且非常灵敏。
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1A*期 柏建玲等：利用发光酶基因标记技术跟踪棉花根圈中的绿针假单胞菌!"#"
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图 版 说 明
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在灭菌（P）和未灭菌（Q）根盒7土壤微宇宙中’()(随棉花生长时间的延长在根部的分布状态!O%!"#%*3"%.&

./’()(.&#.."!-1"%.&!$"0%//-#-&"><$!-!./1."".&4#.9"<%&!"-#%5-（P）$&0&.&!"-#%5-（Q）#<%=.*.67!.%5,%7
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! 每组图（如P7$）中D为棉花根系分布图，G为?7射线胶片自显影记录的’()(在棉花根部的分布。
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（P）：D）DM0（主根长DJCF1,，’()(扩散至种子以下JCF1,以内）；*）GD0 （主根长DHCJ1,，’()(扩散

至种子以下DDCF1,以内）；1）BH0（主根长DLCJ1,，’()(扩散至种子以下DGCF1,以内）:
（Q）：$）G)0（主根长GFCF1,，’()(扩散至种子以下DFCB1,以内）；*）BH0 （主根长GFCF1,，’()(扩散

至种子以下DDCF1,以内）。

（P）：$）DM0（;<-’()(0%!"#%*3"-0".JCF1,./#.."/#.,"<-!--09<-&"<-,$%&#.."9$!DJCF1,%&5-&4"<）；

*）GD0（;<-’()(0%!"#%*3"-0".DDCF1,./#.."/#.,"<-!--09<-&"<-,$%&#.."9$!DHCJ1,%&5-&4"<）；1）

BH0（;<-’()(0%!"#%*3"-0".DGCF1,./#.."/#.,"<-!--09<-&"<-,$%&#.."9$!DLCJ1,%&5-&4"<）:
（Q）：$）G)0（;<-’()(0%!"#%*3"-0".DFCF1,./#.."/#.,"<-!--09<-&"<-,$%&#.."9$!GF1,%&5-&4"<）；*）

BH0（;<-’()(0%!"#%*3"-0".DDCF1,./#.."/#.,"<-!--09<-&"<-,$%&#.."9$!GF1,%&5-&4"<）:
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