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水稻与根际微生物互作关系ꎮ ( Ｔｅｌ) １８２９１６９９３６２ꎻ ( Ｅ￣
ｍａｉｌ)ａｍｙ１３３２５３＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为研究根际微生物与水稻的互作关系ꎬ本研究利用培养法ꎬ对陕西南部水稻￣油菜轮作制种植方式下

的 ３ 个采样点(汉滨、城固、宁强)的 ２ 个水稻品种(Ｋ 优 ０８２、先丰优 ９０１)在 ３ 个生长时期(五叶期、分蘖期、孕穗

期)的根际细菌进行了分离ꎬ并对其多样性变化趋势进行分析ꎮ 结果表明ꎬ汉滨和城固地区 Ｋ 优 ０８２ 的根际细菌菌

落数大于先丰优 ９０１ꎬ宁强地区则相反ꎻ本研究共分离得到的细菌属于 ４ 个门(拟杆菌门、放线菌门、变形菌门和厚

壁菌门)ꎬ其中ꎬ厚壁菌门为优势菌种ꎻ 在所有样本中共分离到 ２６ 个属的细菌ꎬ枯草芽孢杆菌属细菌占总菌数的
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　 　 植物根际微生物是根际微生态系统的重要组成

部分ꎬ能够直接影响土壤物理结构ꎬ对土壤肥力、植
物营养转化起决定性作用ꎬ是衡量土壤肥力的重要

指标[１￣２]ꎮ 对农作物根际微生物结构组成、空间分

布、多样性变化趋势的分析ꎬ有助于从微生物角度改

善土壤环境和土壤结构ꎬ对进一步研究根际微生物

２５５



与农作物的互作关系ꎬ提高陕南农作物产量和质量

具有重要的理论和实践意义ꎮ
目前ꎬ人们对小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)、玉米

(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌｉｎｎ.)等作物的根际微生物多样性进行

了许多研究ꎬ均发现根际微生物多样性与作物的生

长发育密切相关[３￣４]ꎮ 例如ꎬ胡桂萍等[５] 针对水稻

内生菌和根际微生物群落多样性进行共同研究发

现ꎬ不同水稻品种其根际微生物群落多样性具有显

著差异ꎻ借助根际微生物群落多样性的平台ꎬ刘波

等[６]进行新的微生物分离方法的研究ꎬ这为从不同

发育时期分离不同微生物ꎬ并对其功能研究提供了

新的思路ꎻ张仕颖等[７] 利用丁草胺污染对水稻及水

稻根际微生物区系作用的试验阐明了外界影响能够

对水稻根际微生物群落特征有显著影响ꎬ这也反应

了在“根际微生物￣土壤￣作物”这个微生态系统中ꎬ
根际微生物的变化能够直接关联作物的生长发育ꎻ
化感水稻根际微生物的生物学特性研究[８]ꎬ可以使

我们了解特定水稻品种的根际微生物的生态学特

性ꎮ 这些研究结果都证明ꎬ水稻根际微生物与水稻

生长发育密切相关ꎬ根际微生物多样性与作物的生

长发育存在紧密的互作和联系[９￣１０]ꎮ
陕西南部地区是陕西省水稻的主产区ꎬ也是中

国重要的水稻主产区[１１]ꎬ该地区的水稻种植方式属

于轮作制[１２]ꎮ 前人研究还未涉及到陕南这一具有

油菜￣水稻轮作制耕种体系的根际微生物多样性分

析ꎬ本研究旨在利用培养法研究陕南水稻￣油菜轮作

区的 ２ 个水稻品种在其五叶期、 分蘖期、 孕穗

期[１３￣１４]的根际细菌多样性组成ꎬ拟从土壤细菌层面

探讨水稻生长发育与根际细菌之间的关系ꎬ为进一

步指导实际生产提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 采样地及水稻概况

本试验在陕西南部地区水稻主要种植区汉滨、
城固和宁强[１５￣１６]进行ꎬ这 ３ 个采样地气候分别属于

亚热带大陆性季风气候、北亚热带湿润季风区和暖

温带山地湿润季风气候ꎬ降水集中在 ９ 月ꎬ经度分别

为 １０９°０１′ Ｅ、１０７°１３′ Ｅ、１０５°６０′ Ｅꎬ纬度分别为 ３２°
４２′Ｎ、３２°７５′Ｎ、３２°５５′Ｎꎬ海拔高度分别为 ２６０ ｍ、４８０
ｍ、８２０ ｍꎬ供试土壤均为潴育性水稻土ꎬ灌溉水源均

为河水ꎬ使用肥料均为尿素、复合肥 (Ｎ ∶ Ｐ ∶ Ｋ＝
１５ ∶ １５ ∶ １５ꎬ质量比)ꎮ 前茬作物为油菜ꎮ

水稻 Ｋ 优 ０８２ 为平原地区主栽品种[１６]ꎬ３ 个采

样地产量分别是１０ ０６２.０ ｋｇ / ｈｍ２、１０ ２０７.５ ｋｇ / ｈｍ２、
９ １００.５ ｋｇ / ｈｍ２ꎬ千粒质量分别为 ３１􀆰 ９ ｇ、３１􀆰 ２ ｇ、
３１􀆰 ６ ｇꎬ单株有效穗数分别为 １７􀆰 ３、１６􀆰 ７、１６􀆰 ９ꎬ每穗

粒数分别为 １８０􀆰 ８、 １６０􀆰 ６、 １６１􀆰 ４ꎬ结实率分别为

８４􀆰 ３％、８５􀆰 ８％、８２􀆰 ６％ꎮ 先丰优 ９０１ 为山区地区主

栽水稻品种[１７]ꎬ ３ 个采样地产量分别是 ９ ７６２.０
ｋｇ / ｈｍ２、９ ９０６.０ ｋｇ / ｈｍ２、９ ２５２.０ ｋｇ / ｈｍ２ꎬ千粒质量

分别为 ２９􀆰 ７ ｇ、２９􀆰 ２ ｇ、２９􀆰 ４ ｇꎬ单株有效穗数分别为

１８􀆰 １、１７􀆰 ４、１６􀆰 ２ꎬ每穗粒数分别为 １８２􀆰 ５、 １７０􀆰 ０、
１６９􀆰 １ꎬ水稻结实率分别为 ８６􀆰 ９％、８４􀆰 ７％、８０􀆰 ７％ꎮ
１.２　 水稻根际采集时间及采集方法

采集土样时间为 ２０１５ 年 ４ 月至 ８ 月ꎬ具体采样

时间见表 １ꎮ 采用五点采样法进行根际样品采集ꎬ
将水稻根系从土壤中挖出ꎬ用抖落法[１７] 抖掉与根系

松散结合的土体ꎬ然后将土壤连带植物组织包裹带

回实验室后进行充分混匀ꎬ过 ２ ｍｍ 筛ꎮ

表 １　 采样时间表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｃｈｅｄｕｌｅ

采样地点 播种
(年￣月￣日)

插秧
(年￣月￣日)

五叶期
(年￣月￣日)

分蘖期
(年￣月￣日)

孕穗期
(年￣月￣日)

汉滨 ２０１５￣０４￣０１ ２０１５￣０５￣１３ ２０１５￣０５￣２５ ２０１５￣０７￣０２ ２０１５￣０７￣２４

城固 ２０１５￣０４￣１０ ２０１５￣０５￣２９ ２０１５￣０６￣０５ ２０１５￣０７￣０７ ２０１５￣０７￣２６

宁强 ２０１５￣０４￣１７ ２０１５￣０５￣２７ ２０１５￣０６￣０７ ２０１５￣０７￣０９ ２０１５￣０７￣２５

１.３ 根际微生物的分离计数及纯培养

称取 １０ ｇ 水稻根际放入装有 １００ ｍｌ 无菌水的

三角瓶中ꎬ１５０ ｒ / ｍｉｎ振荡 １０ ｍｉｎꎬ吸取 ５ ｍｌ 至装 ４５
ｍｌ 有无菌水的三角瓶中ꎬ制成１ ∶ １００ 的稀释液ꎬ再

依次制备成 １０－１、１０－２、１０－３梯度稀释液ꎮ 吸取各稀

释液 １００ ｍｌ 至牛肉膏蛋白胨培养基的培养皿中ꎬ涂
布均匀ꎬ３７ ℃培养 １４~１８ ｈꎮ 每个稀释梯度做 ３ 个

重复ꎮ 利用菌落计数器对每一个平板上的土壤细菌
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进行单菌落计数ꎬ计算分离出来的土壤中的细菌

数[１８]ꎮ
菌落数 ＝ 菌落平均数 ×稀释倍数 /干土质量 ×

１００％
１.４　 细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的扩增及序列分析

用天根细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒将细菌基

因组 ＤＮＡ 提取后ꎬ用通用引物 ２７Ｆ(５′￣ＡＧＡＧＴＴＴ￣
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′) 和 １４９２Ｒ ( ５′￣ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ￣
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ￣３′) 进 行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 序 列 扩 增ꎮ
ＰＣＲ 反应体系(５０􀆰 ００ μｌ)为:１０×Ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ００ μｌ、２􀆰 ５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄｎｔｐ ５􀆰 ００ μｌ、上下游引物各 ２􀆰 ００ μｌ、模板

１􀆰 ００ μｌ、Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２５ μｌꎬ加水至 ５０􀆰 ００ μｌꎮ ＰＣＲ 反

应条件为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５５ ℃
退火 ３０ ｓ、７２ ℃ 延伸 ９０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ５
ｍｉｎꎬ终止 ＰＣＲ 反应ꎮ 采用 ０.８％琼脂糖对 ＰＣＲ 扩增

产物进行电泳检测ꎬ并送上海英骏测序公司测序ꎮ
测序完成后ꎬ对所有菌株进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

测定ꎮ 测序结果利用 ＢＬＡＳＴ 软件(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃ￣
ｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

的序列进行比对分析ꎬ初步确定分离得到菌的种属ꎮ
１.５　 系统发育树的构建

选取同源性最高且有效发表的菌株序列ꎬ利用

ＭＥＧＡ５. １ 软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ. ｎｅｔ /
ｍｅｇａ５.１.ｈｔｍｌ)进行分析ꎬ用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 按照最大同源

性的原则进行排序ꎬ采用 Ｋｉｍｕｒａ￣２ 计算核苷酸差异

值ꎬ最后用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ) [１９]构建

系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 水稻根际细菌的数量变化

对 ３ 个地区根际细菌菌落数的统计(图 １)发

现ꎬ在溶液稀释 １０ 倍和 １００ 倍的条件下ꎬ汉滨和城

固地区 Ｋ 优 ０８２ 的根际细菌菌落数大于先丰优

９０１ꎬ宁强地区则相反ꎮ 这可能是由于平原主栽品种

Ｋ 优 ０８２ 在平原地区(汉滨和城固)生长状态更好ꎬ
与根际微生物互作关系更强ꎬ能够被分离得到更多

的细菌ꎬ而山地主栽品种先丰优 ９０１ 则在山地(宁
强)地区更有生长优势ꎮ 这说明ꎬ水稻品种及地理

位置对水稻根际细菌数量有显著影响ꎬ这与黄柳琴

等[２０]、厉桂香等[２１] 的研究结果较为一致ꎮ 稀释

１ ０００倍的土壤溶液中可培养的细菌数量均较小ꎬ不
能进行比较和分析ꎮ

分析曲线变化可以发现ꎬ在五叶期的 １０ 倍和

１００ 倍根际土壤稀释液中分离得到了较多的细菌菌

落ꎬ且其数量较其他两个时期有显著差异ꎮ 这一现

象均出现在 ３ 个采样地的 ２ 个水稻品种根际土壤细

菌分离过程中ꎮ 可以初步推断ꎬ水稻可能在五叶期

与微生物互作更为紧密ꎬ分蘖期次之ꎬ孕穗期最差ꎮ
这可能与水稻生长特性相关ꎬ随着水稻的生长发育ꎬ
土壤含水量逐渐升高ꎬ导致细菌数量下降[２２]ꎮ

图 １　 细菌菌落数变化趋势图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｔｅｎｄｅｎｃｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｙ

２.２　 水稻根际土壤细菌组成

对分离获得具有明显差异的单菌落进行 ＤＮＡ
提取及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增ꎬ每个采样地的每个水稻品

种 ３ 个时期的根际细菌单菌落均筛选出 ７０ 株细菌ꎮ

从图 ２ 中可以看出ꎬ提取的 ＤＮＡ 较为完整ꎬ扩增后

得到约为１ ５００ ｂｐ 的细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 条带ꎬ可保证后

续测序结果的完整性ꎮ
　 　 每个采样地的每个品种在每个时期均成功进行
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了 ６２ 个测序ꎬ通过对测序结果的分析发现ꎬ水稻根际

中共检测出 ４ 个门ꎬ分别为拟杆菌门(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、
放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)
和厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)ꎮ 其中ꎬ厚壁菌门为优势菌

种ꎬ在每个采样点所占比例均超过 ７０％ꎬ在汉滨采样

地的水稻分蘖期先丰优 ９０１ 的根际细菌均属于厚壁

菌门ꎮ 从图 ３ 中还可以发现ꎬ随着水稻的生长发育ꎬ
厚壁菌门所占比例也逐渐上升ꎬ在分蘖期达到最高

峰ꎬ又在孕穗期下降ꎮ 变形菌门在所有的五叶期和孕

穗期的根际中均能发现ꎮ

Ａ 图和 Ｂ 图中 Ｍ 代表 Ｍａｋｅｒꎬ用来指示条带长度ꎬ为康为世纪的 １００ ｂｐ ｌａｄｄｅｒꎬ货号为 ＣＷ０６３６Ｍꎮ Ａ 图中 １~ ６ 代表 ６ 个不同的细菌菌液提

取出来的基因组 ＤＮＡꎬＢ 图中 １~６ 代表 ６ 个细菌基因组 ＤＮＡ 经过 ＰＣＲ 扩增出来的 １６Ｓ ＤＮＡ 条带ꎮ
图 ２　 水稻根际细菌基因组 ＤＮＡ 提取(Ａ)及细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增图(Ｂ)
Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＤＮＡ(Ａ) ａｎｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ(Ｂ) ｏｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｏｒｍ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

ａ:Ｋ 优 ０８２￣五叶期ꎻｂ:先丰优 ９０１￣五叶期ꎻｃ:Ｋ 优 ０８２￣分蘖期ꎻｄ:先丰优 ９０１￣分蘖期ꎻｅ:Ｋ 优 ０８２￣孕穗期ꎻｆ:先丰优 ９０１￣孕穗期ꎮ
图 ３　 水稻根际细菌组成

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

　 　 进一步从属的角度分析ꎬ从图 ４ 中可以看出:首
先ꎬ在分析的所有根际样本中ꎬ共有 ２６ 个属ꎬ１ ~ ２６
分别为芽孢杆菌属 ( Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.)、 假单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)、葡萄球菌属(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.)、
节杆菌属 ( Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)、根瘤菌属 ( Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｓｐ.)、产碱杆菌属(Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ ｓｐ.)、肠杆菌属(Ｅｎｔｅｒ￣
ｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)、 泛菌属 ( Ｐａｎｔｏｅｕ ｓｐ.)、 不动 杆 菌 属

(Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅ ｓｐ.)、短杆菌属(Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.)、嗜
冷杆菌属(Ｐｓｙｃｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)、鞘氨醇菌属(Ｓｐｈｉｎｇｏｂ￣
ａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.)、 Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｖａｒｉａｎｓ、弗拉托氏菌属

(Ｆｒａｔｅｕｒｉａ ｓｐ.)、 Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ、 黄 单 胞 菌 属 ( Ｘａｎ￣

ｔｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ.)、巴斯德菌属(Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｓｐ.)、噬氢菌

属(Ｈｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａ ａｔｙｐｉｃａ)、梭菌属 (Ｆｕｓｉｆｏｒｍｉｓ)、
Ｔｅｒｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ、丛毛单胞菌属(ｃｏｍａｍｏｎａｓ ｓｐ.)、寡养单

胞菌属(Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ)、土壤杆菌属(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉ￣
ｕｍ ｓｐ.)、阪崎肠杆菌属(Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.)、气单胞菌

属(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ.) 和嗜氮根瘤菌属 ( Ａｚｏｒｈｉｚｏｐｈｉｌｕｓ
ｓｐ.)ꎮ 其中ꎬ枯草芽孢杆菌属为优势菌ꎬ其在除汉滨

地区 Ｋ 优 ０８２ 的五叶期根际样本(枯草芽孢杆菌属

细菌占总菌数的 ６４􀆰 ５２％)以外的所有根际样本中

所占比例均超过 ８０􀆰 ００％ꎬ最高甚至达到 ９８􀆰 ３９％
(宁强采样地的 Ｋ 优 ０８２ 在孕穗期的根际样本)ꎮ
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其次ꎬ３ 个采样地的 ２ 个水稻品种在五叶期的

根际样本中细菌丰度最好ꎬ这一结论也与本研究关

于细菌计数及细菌组成分布的结论一致ꎮ 因此ꎬ五
叶期水稻与土壤及根际微生物互作最为显著ꎮ
２.３　 系统进化树的构建

根据测序结果对所有分离得到的细菌进行了统

一归类ꎬ对获得的细菌 ＤＮＡ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中的序列进行比对ꎬ选择一些与测定序列同源性较高

的抑制种序列作为参考序列ꎬ构建系统发育树ꎮ 结果

(图 ５)表明ꎬ在所有土壤样本中ꎬ共得到 ６６ 个不同的

细菌种ꎬ枯草芽孢杆菌属为优势细菌类群ꎮ

图 ４　 ３ 个采样地不同水稻生长时期根际细菌多样性变化趋势

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｔｒｅｎｄｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｉｃｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄ
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图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的水稻根际细菌系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ

３　 讨 论

本研究主要针对西北水稻主产地———陕西南部

地区ꎬ对不同生长发育时期ꎬ２ 个水稻品种的根际微

生物组成进行了分析ꎮ 结果表明ꎬ从所有根际样本

中共分离得到了 ２６ 个属的细菌ꎬ分别划归于 ４ 个
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门ꎮ 其中厚壁菌门的细菌占大多数ꎬ芽孢杆菌属为

优势属ꎮ 本研究数据对构建陕南土壤微生物数据库

提供了基础试验数据ꎮ 同时ꎬ试验还发现了一些其

他具有一定研究价值的菌属ꎬ比如前人研究较少ꎬ具
有良好抗盐效果的 Ｔｅｒｒｉｂａｃｉｌｌｕｓ 属[２３]ꎬ将会在后续

研究中继续进行探索ꎮ
本研究还对不同生长阶段的细菌多样性变化趋

势进行分析ꎬ结果发现ꎬ２ 个水稻品种根际细菌均在

五叶期的多样性最强ꎬ随后逐渐降低ꎬ但分蘖期和孕

穗期差异不大ꎮ 这说明ꎬ与分蘖期和孕穗期相比ꎬ五
叶期水稻与根际细菌互作更为频繁ꎮ 这就意味着ꎬ
在下一步研究轮作制状态下水稻与根际微生物互作

关系时选择五叶期更为合适ꎮ
本研究仅采用牛肉膏蛋白胨单一培养基分别对

水稻根际细菌进行分离研究ꎬ初步揭示了陕南油菜￣
水稻轮作制下ꎬ水稻根际特有生境中微生物种群的

组成特征ꎬ但仍然存在一定的局限性ꎮ 有必要采用

不依赖纯培的分子生物学方法ꎬ以获取更全面的水

稻根际微生物多样性信息ꎮ
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