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摘   要：【目的】除根瘤菌外，豆科植物根瘤中还存在着大量的非根瘤菌，它们存在的意义及其

潜在的生态学功能还不清楚，尤其是它们与根瘤菌间的互作机制更需揭示。【方法】以从陕北旱

区野生白刺花根瘤中分离得到的根瘤菌和非根瘤菌为研究对象，采用共培养、二分隔平板实验和

单独培养的方法，于正常培养条件下从白刺花根瘤中筛选出有互作效应的菌株，测定其对 pH 和

NaCl 的耐受性以及对各种氮源的利用情况，并通过根瘤菌的菌落直径、生长曲线和多糖产量来表

征其互作效应，进一步探明互作菌株在盐碱和营养胁迫条件下互作效应转变的机制。【结果】在

盐碱胁迫下，非根瘤菌 Pseudomonas oryzihabitans BT-147 和 Priestia aryabhattai BT-59 对

Rhizobium azibense BT-170 互作效果由正常培养条件下的抑制转变为促生，与对照组相比试验组

R. azibense BT-170 菌落直径分别增加了 0.803 mm 和 1.034 mm。Bacillus siamensis BT-9-1 在正常

培养条件下抑制 Mesorhizobium metallidurans YC-39 的生长，而在盐碱胁迫下表现为促生作用，

与对照组相比试验组 M. metallidurans YC-39 菌落直径增加了 1.019 mm，多糖产量由 1.088 µg/mL
增加到 2.555 µg/mL。在以谷氨酸作为唯一氮源时，Pseudomonas oryzihabitans BT-147 和 Priestia 
aryabhattai BT-59 对 R. azibense BT-170 的互作效果转变为促生作用，R. azibense BT-170 试验组与

对照组菌落直径差分别达到 1.348 mm 和 2.196 mm，其多糖产量从对照组的 0.559 µg/mL 分别增
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加到 0.821 µg/mL 和 3.341 µg/mL。【结论】在盐碱和氮源的胁迫下，非根瘤菌 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 和 Priestia aryabhattai BT-59 对 R. azibense BT-170 互作效果由正常培养条件下

的抑制转变为促生，并显著提高了 R. azibense BT-170 多糖的产量(P<0.05)，不同培养条件下根瘤菌

与非根瘤菌互作模式的转变，提高了根瘤菌的抗逆性，扩大了根瘤菌可利用氮源的范围，揭示了

非根瘤菌在根瘤微生态中所发挥的作用，并从体外简化了根瘤微生态中复杂的相互作用。 

关键词：根瘤菌；非根瘤菌；互作模式；胞外多糖  
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Abstract: [Objective] In addition to rhizobia, non-rhizobia have been simultaneously isolated from 
the same root nodules, and the existence of non-rhizobia in root nodules of Fabaceae plants was a 
universal phenomenon. Their colonization meaning and potential ecological functions have been 
unknown so far. Moreover, the real relationships between rhizobia and non-rhizobia remain unclear. 
Therefore, the interactions and mechanism of their co-evolution should be investigated intensively and 
further studied. This paper was designed to reveal the interactions between rhizobia and non-rhizobia in 
root nodule microbiome of Sophora davidii and to further explore the shift in the interaction pattern 
between them under different culture conditions. [Methods] The rhizobia and non-rhizobia isolated 
from the root nodules of wild Sophora davidii in arid areas of Northern Shaanxi Province was taken as 
the subjects. The interacting strains were screened based on co-culture, two-compartment culture and 
pure culture, and were investigated for the tolerance to pH and NaCl and the utilization of various 
nitrogen sources. The colony diameter, growth curve and polysaccharide production of the rhizobia 
were used to evaluate the interaction effects, so as to further explore the transformation mechanism 
underlying the interaction effects of strains under saline-alkali and nutritional stresses. [Results] Under 
saline-alkali stress, the interaction effects of the non-rhizobia Pseudomonas oryzihabitans BT-147 and 
Priestia aryabhattai BT-59 on Rhizobium azibense BT-170 changed from inhibition under normal 
culture conditions to promotion. The colony diameter of R. azibense BT-170 increased by 0.803 mm 
and 1.034 mm, respectively in test groups as compared with the condition in control group. When 
Bacillus siamensis BT-9-1 was co-cultured with Mesorhizobium metallidurans YC-39 under 
saline-alkali stress, the interaction pattern changed to promotion from inhibition under normal culture 
conditions. Compared with control group, the test group had increased colony diameter of M. 
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metallidurans YC-39 by 1.019 mm, and the exopolysaccharide production rose from 1.088 μg/mL to 
2.555 µg/mL. When Glutamic acid was used as the only nitrogen source, the non-rhizobia Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 and Priestia aryabhattai BT-59 had promotion effects on R. azibense BT-170, 
and the difference in colony diameter of R. azibense BT-170 between test group and control group 
reached 1.348 mm and 2.196 mm, respectively. The exopolysaccharides yield of R. azibense BT-170 
increased from 0.559 μg/mL in control group to 0.821 μg/mL and 3.341 µg/mL, respectively. 
[Conclusion] Under saline-alkali and nitrogen source stresses, the interaction effects of the 
non-rhizobia Pseudomonas oryzihabitans BT-147 and Priestia aryabhattai BT-59 on R. azibense 
BT-170 changed to promotion from inhibition under normal culture conditions and enhanced the 
exopolysaccharides production of R. azibense BT-170 (P<0.05). The shift in the interaction pattern 
between rhizobia and non-rhizobia under different culture conditions improved the stress resistance of 
rhizobia and expanded the range of nitrogen sources available to rhizobia, revealing the role of 
non-rhizobia in root nodule microbiome and simplifying the complex interactions in root nodule 
microbiome in vitro. 

Keywords: rhizobia; non-rhizobia; interaction; exopolysaccharides 
 

根瘤菌是革兰氏阴性细菌，广泛分布于土

壤中，可侵染豆科植物根部形成根瘤，与豆科

植物共生固氮，为植物提供氮源[1–2]。在研究根

瘤微生态细菌群落组成中，普遍发现豆科植物

根瘤内除根瘤菌外，其中还存在着大量的非根

瘤内生细菌(non-rhizobia endophyte，NRE)[3]，包

括 Rahnella、Bacillus、Enterobacter、Pantoea、
Agrobacterium 、 Pseudomonas 、 Burkholderia 、

Herbaspirillum 、 Paenibacillus 、 Klebsiella 、

Endobacter、Chryseobacterium、Stenotrophomonas、
Azospirillum、Gluconacetobacter、Variovorax、
Arthrobacter、Micromonospora、Hyphomicrobium
等。根瘤内的这些非根瘤菌将根瘤作为其栖息

和繁殖场所，同时，对宿主植物发挥着广泛的

有益效应[4–6]。  
根瘤中大量的微生物形成了复杂的群落，

负责重要的生态功能。组学的方法为我们提供

了有关植物和土壤等相关微生物群落的组成、

多样性、代谢潜力和生态位的丰富信息[7]。然

而，为了全面了解微生物的功能和它们在环境

中的相互作用，我们必须观察到从体内的整个

群落到体外的单个微生物[8]。由于根瘤相对封

闭的微环境以及物种的多样性与复杂性，给原

位探究整个根瘤微生态带来了相当大的挑战。

因此将微生物群落还原为一些小的群落或成对

的相互作用，可以进行详细的机制研究。这种

简化也是在实验室研究分离的微生物和理解自

然微生物群落集体活动之间的重要联系[9]。 
目前许多研究开始考虑细菌的群落环境，

研究了不同物种共培养时，细菌行为的改变和

次级代谢产物的产生。微生物共培养，即在同

一封闭环境中培养 2 种或 2 种以上微生物[10]。

共培养的方法已经应用于研究不同的问题，例

如阐明共生现象[11]、调查人类微生物群落的相

互作用[12]，以及诱导一些新化合物的产生[13]等。 
先前的研究表明，当不同的生物体在一起

培养时，会发生明显的代谢变化。这意味着微

生物相互作用调节了次生代谢产物的生物合成

途径[14]。而共培养被证明是一种收获具有明显

生物活性代谢产物的有效方法，它能触发“隐蔽
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的”天然产物的生物合成途径。例如当革兰氏阳

性放线菌天蓝色链霉菌与其他放线菌 [15]或真 
菌[16]共培养时，它产生许多化合物，包括次生

代谢物和铁载体，这些在单一培养中并没有被

检测到，并且通常是特定相互作用所独有的[17]。

综上所述，微生物的共培养导致不同形态的相

互作用模式，在共培养的微生物菌株中，各种

沉默基因都得到了表达。这一现象突出了微生

物共培养诱导次生代谢物产生的潜力，可能导

致发现新的化学物质[13]。 
而培养条件的改变影响微生物的次生代谢

产物(代谢表达)，对于微生物共培养的相互作用

模式的转变也起到了主导作用[18]。变化的参数

主要包括光[19]、pH 值、温度和氧气供应，以及

碳、氮、磷的来源和 NaCl 浓度[18]等。而共培养条

件下的相互作用模式大致可分为互利共生[20]、竞

争和保持中性等[21]。 
从生化角度来看，所有这些相互作用现象

的特征是诱导具有生物活性的代谢产物或毒素

等。而这些代谢产物大致可分为 2 大类，第一

类 为 挥 发 性 有 机 化 合 物 (volatile organic 
compounds，VOCs)[22–23]，第二类为扩散性有机

化合物[13]。 
而目前共培养的研究方法主要应用于研究

链霉菌与真菌[16]、放线菌与真菌[24]之间的相互

作用，以期产生新的抗生素类天然活性药物，亦

或是用于研究土壤远源物种之间的相互作用[25]。

而基于共培养去简化根瘤微生态中根瘤菌与非

根瘤菌之间的相互作用以及根瘤微生态中群落

的构建却鲜有报道。并且对根瘤微生态中的这

些非根瘤菌的研究也主要集中在多样性、对植

物的促生特性等方面，而对其在根瘤微生态中

所发挥的生态作用，以及对根瘤微生态中群落

的构建，尤其是它们与根瘤菌之间的互作关系

及其机制还需要深入研究。尽管国内外学者在

非根瘤菌方面开展了一些研究[26–28]，但是，它

们与根瘤菌间的协同进化关系尚未明确。因此，

目前关于这一课题的研究基本上还处于初期的

探索阶段，很多问题尚未得到充分的阐明。 
白刺花[Sophora davidii (Franch.) Skeels]别

名狼牙刺、苦刺、马蹄针，属豆科槐属，为我

国的原产植物。作为陕北乡土豆科固氮灌木，

其根系发达，耐干旱、瘠薄，可生长于因长期

土壤侵蚀而形成的破碎地形、黄土侵蚀坡面和

黄土峭壁等严酷的生境中。在干旱区植物群落

演替、物种多样性维持及土壤改良与防治水土

流失等方面有着重要的生态学价值，是陕北干

旱区主要分布的旱生灌丛优势种和陕北“退耕

还林工程”的主要植被之一。而且与草本植物相

比较，固氮灌木可显著增加土壤中有效氮和磷

含量等，所以白刺花是干旱区生态恢复中的先

锋植物和最佳的候选者[29]。 
以白刺花根瘤菌与非根瘤菌为研究材料，

采用共培养、二分隔平板实验和单独培养的方

法，于正常培养条件下从白刺花根瘤中筛选出

有互作效应的菌株，测定其对 pH 和 NaCl 的耐

受性以及对各种氮源的利用情况，并通过根瘤

菌的菌落直径、生长曲线和多糖产量来表征其

互作效应，进一步探究互作菌株在盐碱和营养

胁迫条件下互作效应的转变，为进一步研究胁

迫条件下根瘤菌与非根瘤菌在代谢水平上的互

养关系奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株 

供试菌株为实验室前期分离自陕北旱区野

生白刺花的根瘤，将采集到的根瘤进行表面消

毒，95%乙醇溶液处理 2.5 min，0.2% HgCl2 溶

液消毒 5 min，无菌水冲洗 5 次，取最后一次冲

洗的无菌水 30 μL 于 PYG 与 YMA 培养基上进
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行涂布，为对照组，确保表面消毒彻底，分离

到的细菌均为根瘤内生细菌。用无菌刀片将消

毒根瘤切为两半，将根瘤切面在 PYG 与 YMA
培养基表面划线，挑取单菌落进行纯化。共分

离到非根瘤菌 193 株，隶属于 51 个属，根瘤菌

3 株，分别为 Pararhizobium giardinii BT-196-1、
Rhizobium azibense BT-170 和 Mesorhizobium 
metallidurans YC-39，以上菌株均在–80 °C 冷冻

保藏在 20%甘油中。 

1.2  菌种活化及种子液的制备 
将保存在–80 °C 冰箱的菌株于平板划线，

28 °C 培养，连续划线培养 3 次，使菌株处于最

佳生长状态。挑取活化后的根瘤菌接种于 YMA
培养基上，非根瘤菌接种于 PYG 培养基上，

28 °C 培养 4 d 后用无菌水冲脱菌体，分别接种

在 YMA、PYG 液体培养基中，28 °C、180 r/min
培养 3 d，然后 4 °C、12 000 r/min 离心 20 min，
收集菌体，使用 ddH2O 调节菌体 OD600=1.00，   
备用。 

用于培养根瘤菌的 YMA 培养基配方为

(g/L)：甘露醇 10，酵母粉 3，MgSO4·7H2O 0.2，
NaCl 0.1，K2HPO4 0.25，KH2PO4 0.25，pH 7.0，
121 °C 灭菌 20 min，配制固体时需另加入 15– 
20 g 琼脂粉。 

用于培养非根瘤菌的 PYG 培养基配方为

(g/L)：蛋白胨 5，酵母粉 0.2，葡萄糖 5，牛肉

膏 3，NaCl 0.5，MgSO4·7H2O 1.5，pH 7.2，121 °C
灭菌 20 min，配制固体时需另加入 15–20 g 琼脂粉。 

1.3  互作菌株的筛选 
1.3.1  共同培养条件下菌株互作 

使用平板对峙法对有互作效果的菌株进行

筛选[30]，首先将根瘤菌接种在 YMA 固体培养

基中间位置，然后在距离根瘤菌 1.5 cm 和 1.0 cm
处接种非根瘤菌，28 °C 培养 7 d 后，使用讯数

全自动菌落分析仪测量根瘤菌菌落直径，以接

种在培养基边缘的根瘤菌为对照，计算根瘤菌

菌落直径的差值，如差值为正，则认为非根瘤菌

对根瘤菌的生长起促进作用，反之为抑制作用，

以上试验种子液接种量均为 2 μL，OD600=1.00，
设置 3 个平行对照。 

共同培养下，菌株的互作效果以根瘤菌的

生长曲线进行评价。将共同培养条件下有互作

效果的根瘤菌和非根瘤菌的种子液 1.0 mL 共同

接种 YMA 液体培养基中，28 °C、180 r/min

培养 3 d 后，将菌液在 4 °C、12 000 r/min 离心

10 min，保留上清液，然后使用 0.1 μm 水系滤

膜过滤上清液，并按照 1:1 (V:V)的比例添加至

新的 YMA 液体培养中，最后接种 1.0 mL 根瘤

菌种子液，28 °C、180 r/min 条件下培养，每隔

3 h 取 5.0 mL 菌液测定 OD600 吸光值，绘制菌

株生长曲线，以未添加共培养滤液为对照，以

上试验设置 3 个平行对照。 
1.3.2  非根瘤菌产 VOCs 的鉴定以及对根瘤菌

生长的影响 
利用二分隔平板培养根瘤菌与非根瘤菌[30]，

将 2.0 μL 根瘤菌菌悬液点接于左室，取 20 μL
非根瘤菌菌悬液涂布于右室，以右室不涂布非

根瘤菌菌悬液的平板为对照，试验组设置 3 个

平行对照，平板于 28 °C 培养 4–7 d 后，测量根

瘤菌菌落直径，计算根瘤菌试验组与对照组菌

落直径的差值，如差值为正，则认为非根瘤菌

产生了对根瘤菌生长有促进作用的 VOCs，差

值为负则产生对根瘤菌生长有抑制作用的

VOCs，如果根瘤菌试验组与对照组菌落直径没

有差别，则认为两者之间没有影响。 
1.3.3  非根瘤菌单独培养条件下对根瘤菌生长

的影响 
在 YMA 固体培养基放置 0.1 μm 水系混合

纤维微孔无菌滤膜，然后在滤膜中间位置接种

2.0 μL 非根瘤菌种子液，28 °C 培养 3 d 后，除
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去滤膜，在接种根瘤菌的位置接种 2.0 μL 非根

瘤菌，28 °C 培养 7 d 后测量根瘤菌菌落直径，

以接种在培养基边缘的根瘤菌为对照，计算根

瘤菌菌落直径的差值，评价互作效果，以上试

验设置 3 个平行对照[18]。 
非根瘤菌单独培养条件下对根瘤菌生长的

影响以根瘤菌的生长曲线进行评价，具体方法

参照 1.3.1，其中在 YMA 液体培养基中添加的

滤液为仅接种非根瘤菌的滤液。 

1.4  胁迫条件下菌株的互作 
1.4.1  胁迫条件确定 

对菌株盐碱耐受性和氮源利用进行测试，

耐受盐度设置为 0%、0.5%、1%、2%、3%、4%、

5%、6%，pH 梯度依次设置为 4、5、6、7、8、
9、10、11，盐碱胁迫条件为：非根瘤菌的生长

不受抑制，但根瘤菌的生长会显著受到抑制时

的 pH 和盐度；测试的氮源为酵母粉、硝酸钠、

硫酸铵、硝酸铵、尿素、硝酸钾、磷酸二氢氨、

氯化铵、酸水解酪蛋白、L-色氨酸、甘氨酸、

L-半胱氨酸、L-苯丙氨酸、L-谷氨酸和 L-赖氨酸

15 种氮源，各测试氮源终浓度为 3 g/L，营养缺

乏条件为：在该种氮源下，非根瘤菌生长不受

抑制，但是根瘤菌的生长显著受到抑制。 
1.4.2  胁迫条件下菌株互作 

将 YMA 培养基的初始条件调节至 1.4.1 所

确定的盐碱条件的氮源，其余步骤同 1.3.1。 
1.5  互作体系中根瘤菌多糖含量测定 

对正常和胁迫条件下具有互作的体系中根

瘤菌的多糖含量进行测定，以评价其互作效果。

胞外多糖采用苯酚-硫酸法进行测定[31]。胞外多

糖提取参考王路瑶等[32]的方法。 
1.6  数据处理 

使用 GraphPad prism 8.0.2 软件进行数据统

计和绘图，并进行单因素方差分析，如果 P<0.05
认为具有显著性差异，使用 R语言中“pheatmap”
程序包绘制热图。 

2  结果与分析 
2.1  正常培养条件下根瘤菌与非根瘤菌的

相互作用 
2.1.1  共培养条件下根瘤菌与非根瘤菌的相互

作用 
将193株非根瘤菌与3株根瘤菌Pararhizobium 

giardinii BT-196-1、Rhizobium azibense BT-170、
Mesorhizobium metallidurans YC-39，在 YMA
培养基上共培养，结果表明 193 株非根瘤菌中，

与 3 株根瘤菌存在相互作用的共 15 株，隶属于

10 个属，其余菌株则对根瘤菌的生长不产生影响。

存在相互作用的 15 株非根瘤菌中，对 P. giardinii 
BT-196-1 的生长起到促进作用的共 6 株菌，抑

制作用的共 5 株菌；对 R. azibense BT-170 生长

起到促进作用的共 6 株菌，抑制作用的共 4 株

菌；对 M. metallidurans YC-39 生长起到促进作

用的共 4 株菌，抑制作用的共 9 株菌(图 1)。 
2.1.2  二分隔培养条件下非根瘤菌对根瘤菌生

长的影响 
通过二分隔平板实验，从 193 株非根瘤菌中

筛选得到 3 株产 VOCs 的非根瘤菌，并且对根瘤

菌的生长存在促进或者抑制的效果。Streptomyces 
xanthophaeus BT-91-2 和 Nocardia brasiliensis 
BT-123-2 对 M. metallidurans YC-39 的生长表现

出抑制作用，与对照组相比 M. metallidurans 
YC-39 试验组菌落直径分别减少了 1.00 mm 和

0.80 mm。Microbacterium oxydans YC-30 对 M. 
metallidurans YC-39 的生长表现出促进的作用，

与对照组相比 M. metallidurans YC-39 试验组菌

落直径增加了 1.60 mm (图 2A)，与正常条件下共

培养互作效果保持一致。S. xanthophaeus BT-91-2
和N. brasiliensis BT-123-2对P. giardinii BT-196-1
的生长表现出促进的作用(图 2B)，与对照组相比

P. giardinii BT-196-1 试验组菌落直径分别增加了

1.66 mm 和 0.78 mm，与正常条件下共培养互作
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效果保持一致。S. xanthophaeus BT-91-2 和 N. 
brasiliensis BT-123-2对R. azibense BT-170的生长

表现出促进的作用，与对照组相比 R. azibense 
BT-170 试验组菌落直径分别增加了 0.76 mm 和

0.75 mm，但促生作用主要发生在生长的后期，

可能与 VOCs 的积累有关(图 2C)，与正常条件下

共培养互作效果保持一致。M. oxydans YC-30 与

P. giardinii BT-196-1、R. azibense BT-170 共培养

时，对二者的生长都表现出抑制作用，但利用二

分隔平板培养时却对 2 株根瘤菌的生长没有产生

影响。与正常条件下共培养相比，当 M. oxydans 
YC-30与M. metallidurans YC-39在二分隔平板上

培养时，M. metallidurans YC-39 试验组(1.5 cm 处)
与对照组菌落直径差显著减小。N. brasiliensis 
BT-123-2 与 R. azibense BT-170 在二分隔平板上

培养时，其试验组(1.5 cm 处)与对照组菌落直径

差显著减小(P<0.05)。这可能是由于在共培养时，

根瘤菌与非根瘤菌之间通过代谢产物的交换从

而影响彼此，而在二分隔平板培养时，二者之间

没有代谢产物的交换。 
 

 
 
图 1  共培养条件下，根瘤菌与非根瘤菌接种距离为 1.0 cm 和 1.5 cm 时，根瘤菌与对照组菌落直径差

值所构建热图 
Figure 1  The heat map constructed by the difference in diameter of rhizobia and control group when the 
inoculation distance between rhizobia and NRE under co-culture is 1.0 cm and 1.5 cm. 
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图 2  二分隔培养条件下根瘤菌与非根瘤菌的互作  
Figure 2  Interaction between rhizobia and NRE in two-compartment plate. A: change of colony diameter of 
M. metallidurans YC-39 on two-compartment plate culture with S. xanthophaeus BT-91-2, N. brasiliensis 
BT-123-2 and M. xydans YC-30; B: change of colony diameter of P. giardinii BT-196-1 on two-compartment 
plate culture with S. xanthophaeus BT-91-2 and N. brasiliensis BT-123-2; C: change of colony diameter of R. 
azibense BT-170 on two-compartment plate culture with BT-91-2 and N. brasiliensis BT-123-2; D: M. 
metallidurans YC-39 were co-culture with S. xanthophaeus BT-91-2, N. brasiliensis BT-123-2 and M. xydans 
YC-30 on two-compartment plate; E: comparison of colony diameter difference between rizobium test group 
(1.5 cm distances) and control group under co-culture and two-compartment plate culture conditions (Welch 
t-test, P<0.05). 
 
2.1.3  单独培养条件下非根瘤菌对根瘤菌生长

的影响 
通过二分隔平板实验，从 15 株有互作效应

的非根瘤菌中筛选出 3 株产 VOCs 的非根瘤菌，

并且这 3 株非根瘤菌所产生的 VOCs 对根瘤菌

的生长存在影响，鉴于 VOCs 收集较难和不可

控性，因此选择剩余的 12 株非根瘤菌进行单独

培养，探究非根瘤菌在单独培养条件下的代谢 

产物对根瘤菌生长的影响。 
利用单独培养条件下根瘤菌试验组与对照

组菌落直径之差构建热图(图 3)，结果显示，有

4 株非根瘤菌对 P. giardinii BT-196-1 的生长表

现出抑制作用；有 2 株非根瘤菌对 P. giardinii 
BT-196-1 的生长表现出促进作用。有 2 株非根

瘤菌对 R. azibense BT-170 的生长表现出抑制作

用；有 5 株非根瘤菌对 R. azibense BT-170 的生
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长表现出促进作用。有 4 株非根瘤菌对 M. 
metallidurans YC-39 的生长表现出抑制作用；

有 3 株非根瘤菌对 M. metallidurans YC-39 的生

长 表 现 出 促 进 作 用 。 此 外 ， Brevibacillus 
formosus 2-DP 对 3 株根瘤菌的生长均表现出显

著的抑制，且根瘤菌试验组与对照组菌落直径

差分别达到 15.34、5.37、5.14 mm，并且通过

延长培养时间，试验组根瘤菌菌落直径不发生

明显增长(图 3B)。 
通过比较非根瘤菌单独培养与共培养在距 

 

 
 

图 3  非根瘤菌单独培养条件下的互作  
Figure 3  Interaction under pure culture conditions of NRE. A: construct a heatmap based on the difference 
between the colony diameter of the rhizobia test group and the control group under pure culture; B: the effect 
of NRE pure culture conditions on the growth of rhizobia, the left side of the plate is the control group, and 
the right side is the test group; C: comparison of the colony diameter difference between the rhizobia test 
group (1.5 cm distances) and the control group under the conditions of pure culture and co-culture with 
rhizobia (Welch t-test, P<0.05). 
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离非根瘤菌 1.5 cm 处根瘤菌试验组与对照组菌

落直径之差(图 3C)。其中 Variovorax paradoxus 
BT-53、Variovorax ureilyticus BT-68 与 P. giardinii 
BT-196-1 的互作效果由共培养的促生作用转变为

单独培养条件下的抑制作用。Pseudarthrobacter 
polychromogenes BT-6-1-1 与 P. giardinii 
BT-196-1 的互作效果由共培养的抑制作用转变

为单独培养条件下的促生作用。B. formosus 
2-DP、Bacillus cereus BT-42-1 与 R. azibense 
BT-170 的互作效果由共培养的促生作用转变为

单独培养条件下的抑制作用。Priestia aryabhattai 

BT-59、Pseudomonas oryzihabitans BT-147 与 R. 
azibense BT-170 的互作效果由共培养的抑制作

用转变为单独培养条件下的促生作用。Bacillus 
siamensis BT-9-1 与 M. metallidurans YC-39 的互

作效果由共培养的抑制作用转变为单独培养条

件下的促生作用。其余非根瘤菌与根瘤菌的互作

效果在两种培养方式下保持一致(图 3C，图 4)。 
上述结果为在正常条件下的互作模式，通过

比较共培养、二分隔平板实验和单独培养条件下

非根瘤菌对根瘤菌生长的影响，试验从 15 株对根

瘤菌生长存在促生或抑制效果的非根瘤菌中，筛 

 
 

图 4  根瘤菌生长曲线  
Figure 4  Rhizobium growth curves in red for control rhizobia, in blue for rhizobia growth curves under 
co-culture conditions and in yellow for rhizobia growth curves under NRE alone. A: M. metallidurans YC-39; 
B: R. azibense BT-170; C: P. giardinii BT-196-1. 
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选得到 10 株与根瘤菌在平板上共培养存在相互

作用的非根瘤菌，这些非根瘤菌不产生对根瘤菌

生长存在影响的 VOCs，并且其在与根瘤菌共培

养和单独培养时，与根瘤菌的互作模式发生了转

变，这种互作模式的转变可能是由于在共培养条

件下，根瘤菌与非根瘤菌的代谢产物发生了改

变。因此，试验选择这 10 株非根瘤菌探究其在

胁迫环境下与根瘤菌互作模式的转变。 

2.2  胁迫条件下根瘤菌与非根瘤菌的相互作用 
2.2.1  盐碱胁迫下根瘤菌与非根瘤菌的相互作用 

(1) 盐碱胁迫条件的确定 
三株根瘤菌对 pH 的耐受范围较广，在 pH 

5–10 都可生长，其中 P. giardinii BT-196-1 最适

pH 为 5，R. azibense BT-170、M. metallidurans
最适 pH 均为 6。但 3 株根瘤菌对盐度的耐受范

围较窄，在测试到的盐度内只在 NaCl 浓度为

0%和 0.5%时生长，在 NaCl 浓度为 0%时，生

长较好，而在 NaCl 浓度为 0.5%时可以生长但

是生长较差。在 NaCl 浓度为 1%、2%、3%、

4%、5%、6%的条件下 3 株根瘤菌均不能正常

生长。而 10 株非根瘤菌对 pH 和 NaCl 浓度的

耐受范围较广(图 6)。根据根瘤菌与非根瘤菌对

pH 和 NaCl 浓度的耐受范围，选择 pH 为 8.5、
NaCl 浓度为 0.5%为盐碱胁迫条件，在此条件下

根瘤菌的生长受到显著抑制。 
(2) 盐碱胁迫下的互作 
在盐碱条件下，P. giardinii BT-196-1 与非

根瘤菌 P .  polychromogenes BT-6-1-1、V . 
ureilyticus BT-68、V. paradoxus BT-53、B. cereus 
BT-42-1、B. formosus 2-DP 共培养都没有表现 

 

 
 
图 5  基于 16S rRNA 基因序列构建系统发育进化树  
Figure 5  The phylogenetic tree of the NRE based on 16S rRNA gene sequence. Blue indicates that NRE 
exhibit a pro-growth effect on the growth of rhizobia, red indicates inhibition, white indicates no interaction 
between the two, and yellow indicates interaction between NRE and rhizobia. 
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图 6  根瘤菌与非根瘤菌在不同盐浓度和 pH 条件下的生长情况 
Figure 6  Growth of rhizobia and NRE under different salt concentration and pH conditions. 

 

出明显的互作，但 B. formosus 2-DP 在与其他 2
株根瘤菌共培养时，对 2 株根瘤菌的生长都表现

出明显的抑制作用。此外非根瘤菌 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147、Priestia aryabhattai BT-59
对 R. azibense BT-170 的生长表现出促进作用，结

果与在正常条件下共培养的作用效果相反。B. 
siamensis BT-9-1 在盐碱条件下对 M. metallidurans 
YC-39 表现出促生作用，结果与在正常条件下共

培养的作用效果相反。并且，B. siamensis BT-9-1
与 M. metallidurans YC-39 在盐碱条件下共培养

时，不仅促进了 M. metallidurans YC-39 的生长，

且与对照组相比显著提高了 M. metallidurans 
YC-39 多糖的产量(P<0.001) (图 7)。 
2.2.2  氮源胁迫下根瘤菌与非根瘤菌的相互作用 

(1) 氮源胁迫条件的确定 
以无氮源培养基为阴性对照，其他氮源与

其进行显著性分析。在测试的 15 中氮源中 3 株

根瘤菌的最适氮源均为酵母粉，且 3 株根瘤菌

均不能利用谷氨酸、半胱氨酸、甘氨酸和尿素。

总体来看，3 株根瘤菌对有机氮源的利用率高

于无机氮源。在有机氮源中，对氨基酸类的氮

源利用率低；在无机氮源中， P. giardinii 
BT-196-1 对硝态氮的利用率高于铵态氮，而 R. 
azibense BT-170、M. metallidurans YC-39 对铵

态氮的利用率高于硝态氮(图 8A)。而非根瘤菌

中 Priestia aryabhattai BT-59、Pseudarthrobacter 
polychromogenes BT-6-1-1、V. paradoxus BT-53、
V. ureilyticus BT-68、Pseudomonas oryzihabitans 
BT-147 对氮源的利用较广，且 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 、 Priestia aryabhattai 
BT-59 均能够利用根瘤菌所不能利用的谷氨

酸、半胱氨酸、甘氨酸和尿素做为唯一氮源生

长(图 8B)。因此选择谷氨酸、半胱氨酸、甘氨

酸和尿素做为唯一氮源，研究 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 、 Priestia aryabhattai 
BT-59 与 3 株根瘤菌的相互作用。 
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图 7  根瘤菌与非根瘤菌在盐碱条件下的互作  
Figure 7  Interaction between rhizobia and NRE under saline-alkali conditions. A: colony diameter of 
rhizobia at 1.5 cm and 1.0 cm away from non-rhizobium under saline-alkali conditions; B: co-cultivation of 
rhizobia and NRE under saline-alkali conditions and control conditions; C: comparison of the production of 
EPS when M. metallidurans YC-39 and Bacillus siamensis BT-9-1 were co-cultured under saline-alkali 
conditions and under control conditions. Asterisks (*, ** and ***) indicate significant difference from the control 
(Welch t-test, P<0.05, P<0.01 and P<0.001). D: comparison of the colony diameter difference between the 
rhizobia test group (1.5 cm distances) and the control group under saline-alkali conditions and normal conditions. 
 

(2) 氮源胁迫下的互作 
结果表明，在以半胱氨酸、甘氨酸和尿素作

为 唯 一 氮 源 的 条 件 下 ， Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 、 Priestia aryabhattai 
BT-59 与 3 株根瘤菌不发生相互作用，即对 3 株

根瘤菌的生长不存在促生或抑制的效果。但以谷

氨酸作为唯一氮源的条件下， Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 、 Priestia aryabhattai 

BT-59 不仅对 R. azibense BT-170 表现出促生作

用，并且与对照组相比试验组多糖产量显著增

加，分别增加了 0.262 μg/mL 和 2.782 μg/mL 
(P<0.05)。且与正常条件下共培养相比，在以谷

氨 酸 作 为 唯 一 氮 源 的 条 件 下 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 、 Priestia aryabhattai 
BT-59与R. azibense BT-170之间的互作效果均由

抑制转变为促生(图 9)。 
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图 8  根瘤菌与非根瘤菌对不同氮源的利用 
Figure 8  Utilization of different nitrogen sources by rhizobia and NRE. Asterisks (*, ** and ***) indicate 
significant difference from the without N (Welch t-test, P<0.05, P<0.01 and P<0.001). 
 

3  讨论 
非根瘤菌将植物根瘤作为其栖息和繁殖场

所，对宿主植物有着广泛的有益效应，包括对

宿主植物的促生作用[5,33]、固氮作用[34]、铁载体

介导的互作[35]、提高宿主植物的抗逆能力[34]，

并对多种植物病原菌有生物防治作用。不仅如

此，这些非根瘤菌可直接与根瘤菌相互作用，

影响根瘤菌的生长与定殖进而影响植物的固氮

作用。如 Han 等[36]通过非根瘤菌与根瘤菌的相

互作用和结瘤试验表明，Bacillus cereus 分别特

异性地促进和抑制了中华根瘤菌和慢生根瘤菌

的生长，缓解了盐碱条件对中华根瘤菌结瘤的

影响，并影响了其在根瘤中的定殖。 
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图 9  以谷氨酸为唯一氮源条件下的互作 
Figure 9  Interaction with glutamic acid as the sole nitrogen source. A: colony diameter of rhizobia with 
Glutamic acid as the sole nitrogen source; B: the EPS production of R. azibense BT-170 when co-cultured 
with NRE with glutamic acid as the sole nitrogen source. Asterisks (*, ** and ***) indicate significant 
difference from the control (Welch t-test, P<0.05, P<0.01 and P<0.001); C: Interaction of rhizobia and NRE 
using glutamic acid and yeast powder as nitrogen sources. 
 

在本研究中，Pseudomonas oryzihabitans 
BT-147、Priestia aryabhattai BT-59 在盐碱条件

下与 R. azibense BT-170 共培养时，互作模式由

正常培养条件下的抑制作用转变为促生作用；

而 当 非 根 瘤 菌 B. siamensis BT-9-1 与 M. 
metallidurans YC-39 在盐碱条件下共培养时，

非根瘤菌明显促进了 M. metallidurans YC-39 多

糖的产生。研究表明，胞外多糖(EPS)在根瘤菌

共生中发挥着主要的作用，EPS 产生的调控，

经常与 nod 因子调控相关联[37]，在根感染和根

瘤菌入侵中起到信号作用。并且 EPS 的产生可

以减少菌体与宿主细胞的直接接触，减弱宿主

植物的防御反应，促进根瘤菌的侵染以及转移

和定殖[38]。与正常培养条件相比较，这种互作

模式的转变，使得根瘤菌可以对抗不利环境，

有利于根瘤菌在植物体内的定殖，促进植物的

结瘤固氮。 
此外一些非根瘤菌能够产生对根瘤菌有促

生作用的 VOCs 并且能够诱导 nod-D 的依赖性

表达[20]。而在本研究中，M. oxydans YC-30 与

M. metallidurans YC-39 在二分隔平板共培养

时，对 M. metallidurans YC-39 表现出促生的效

果，可能是产生了某种对根瘤菌生长有促进作

用 的 挥 发 性 有 机 物 。 而 S. xanthophaeus 
BT-91-2、N. brasiliensis BT-123-2 在与根瘤菌共

培养时，对根瘤菌的生长都表现出抑制作用。

下一步可对挥发性物质进行分离鉴定，利用

q-PCR 对根瘤菌 nod 基因的表达进行检测。 
能够广泛地利用氮源是根瘤菌适应各种土

壤环境的重要生存能力指标[39]。相比非根瘤菌，

根瘤菌对氮源的利用范围较窄，因此，提高根

瘤菌对不同氮源的利用范围和能力，能够提高

豆科植物与根瘤菌共生体系的固氮能力和固氮

量。在本试验中，Pseudomonas oryzihabitans 
BT-147 、 Priestia aryabhattai BT-59 与 R. 
azibense BT-170 的共培养使得根瘤菌能够更好

地利用原本不能利用的谷氨酸，且与对照组相

比，试验组的多糖含量明显升高。与正常培养

条件相比较，这种互作模式的转变，可以进一

步扩大根瘤菌可利用的氮源。 
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在本研究中，将根瘤菌与非根瘤菌之间的

互作效应，分为促生作用、抑制作用与保持中

性。通过比较不同培养条件下根瘤菌与非根瘤

菌的互作，我们发现抑制作用占据了大部分，

且抑制的相互作用往往更多出现在与根瘤菌亲

缘关系较远的菌属(图 5)。这可能与不同的菌株

在根瘤微生态中占据不同的生态位导致的，亲

缘关系较远的菌株存在着不同的进化意义与方

向，因而在营养有限的环境下将产生激烈的竞

争，研究表明基于竞争的筛选有利于建立保护

性的微生物群落[21]，这使得根瘤微生态在波动

的土壤环境中得以保持稳定。而促生作用的菌

株多出现在亲缘关系较近的菌属，在亲缘关系

较近的菌株中也存在着部分抑制作用，但这种

抑制作用并不是进化意义上真正的竞争，因为

亲缘关系较近的菌株通常具有相同的进化意义

和方向，而在这种情况下进化理论预测进化会

倾向于有利于群体的表型，从而减少营养物质

的竞争[40]。生态位的竞争对于细菌调控网络的

形成和功能有着广泛的影响，这也为我们在实

验室研究分离的细菌来研究自然微生物群落的

构建机制建立了联系。 

微生物已经被证明可以生物合成多种分

子，但基因组测序的最新进展表明，这些微生

物有可能产生结构更多样化的次生代谢产物。

因此，许多微生物基因簇在标准的实验室生长

条件下可能是沉默的，而这些次生代谢产物的

产生取决于生长或培养条件。本研究中，在正

常条件下共培养和单独培养根瘤菌与非根瘤

菌，二者之间的互作模式发生了转化，而这种

转化可能就是由于在共培养的条件下，根瘤菌

与非根瘤菌之间发生了物质交换，在代谢上形

成互养关系，亦或是在共培养的条件下诱导产

生了新的化合物。因此改变培养基和营养物质

以模拟不同的环境，从而诱导产生不同的代谢

物可能是导致不同培养条件下根瘤菌与非根瘤

菌互作模式转变的关键因素。 

因此，要深入研究这些相互作用，就需要

对生物体的次生代谢产物组成有准确的了解。

在某些情况下，诱导代谢产物发生显著的改变

时，可以使用简单的方法，如薄层色谱(TLC)
或高效液相色谱(HPLC)[41]，很容易被监测到。

在其他情况下，当没有观察到显著的代谢产物

改变时，需要使用包含高级数据挖掘的代谢组

学方法[42]。因此，下一步我们将对不同培养条

件下的根瘤菌和非根瘤菌使用代谢组、转录组

进行分析，以期揭示不同培养条件下根瘤菌与

非根瘤菌互作模式转变的机制。 

4  结论 
本研究通过在不同的培养条件下，共培养

和单独培养白刺花根瘤菌与非根瘤菌，探究了

不同培养条件下根瘤菌与非根瘤菌相互作用模

式的转变。结果表明，在正常培养条件下大多

数的非根瘤菌对根瘤菌的生长起到抑制作用，

且抑制作用往往出现在与根瘤菌亲缘关系较远

的菌株，而促生作用出现在与其亲缘关系较近

的菌属。研究获得 3 株产 VOCs 的非根瘤菌，

其中 N. brasiliensis BT-123-2 和 S. xanthophaeus 
BT-91-2 对 M. metallidurans YC-39 的生长起到

抑制作用，M. oxydans YC-30 对 M. metallidurans 
YC-39 的生长起到促进的作用。与正常培养条

件下的共培养相比，在盐碱和以谷氨酸作为唯一

氮 源 的 条 件 下 非 根 瘤 菌 Pseudomonas 
oryzihabitans BT-147 和 Priestia aryabhattai 
BT-59 对 R. azibense BT-170 的生长都从抑制转

变为促生作用，且提高了其多糖产量。这种互

作模式的转变提高了根瘤菌的抗逆性，扩大了

根瘤菌可利用氮源的范围。 
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