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　 　 摘要：　 为了研究大豆亲和性根际促生菌（ＰＧＰＲ）菌株在大豆根际的定殖及其对大豆生长发育的影响，采用电

转化法将 ｌｕｘＡＢ 基因转入对大豆凝集素（ＳＢＡ）具有亲和性的 ＰＧＰＲ 菌株 ＤＷ１２ 中。 将标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 接种于大豆

品种中黄 ６０６ 根际，以 ＳＢＡ 非亲和的 ＰＧＰＲ 菌株 Ｐ３４⁃Ｌ 作对照，考察 ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆根际定殖的时空特征，检测菌株

的定殖对大豆生长以及根系发育的影响。 结果表明，ＤＷ１２⁃Ｌ 可长期定居于大豆根际，并随根系的生长在新的根段

根际吸附定殖，而 Ｐ３４⁃Ｌ 在大豆根际不能稳定存活；ＤＷ１２⁃Ｌ 显著促进大豆地上部和地下部生物量的积累以及根系

的发育，Ｐ３４⁃Ｌ 在大豆生长 ３０ ｄ 时由于不能定殖于根际而无显著促生效果。 与大豆凝集素具有亲和性的 ＰＧＰＲ 菌株

ＤＷ１２⁃Ｌ 可定殖于大豆根际并促进大豆生长，定殖能力的强弱是决定菌株能否发挥促生功能的关键。
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　 　 植物⁃根际微生物⁃土壤⁃环境协同作用形成稳定

的根际生态系统［１⁃４］，其中植物与其根际微生物在

生长、营养、代谢等诸方面相互作用、相互影响。 植

物的根系分泌物影响根际微生物的生态分布与菌群

组成，同时根际微生物又刺激并调控宿主植物的生

长和发育［２，５⁃１１］。 化肥的施用使作物稳定增产，然而

过量施用化肥会导致肥料利用率低、资源浪费，并造

成环境污染［１２］，研发并应用微生物肥料成为改变传

统施肥模式的重要措施之一。
植物根际促生菌 （ Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉ⁃

ｚｏｂａｃｔｅｒｉａ， ＰＧＰＲ）是生存于植物根际，能促进植物

生长和营养吸收，防治植物病害的一类有益微生

物［１３］，可制成微生物肥料，降低化肥使用量，减轻环

境污染［１４］。 ＰＧＰＲ 具有良好的促生能力，但其发挥

功效的前提是能稳定吸附并长期定殖于植物根际。
具备根际定殖能力是 ＰＧＰＲ 菌株可被应用的前提和

基础［１５］。 微生物在植物根部的定殖涉及二者间相

互识别过程，相互识别的先导物质是植物分泌的凝

集素［１６⁃１８］和细菌的胞外多糖等成分［１９⁃２２］。 凝集素

可作为媒介将细菌定位于植物根部，再启动后续系

列反应，介导细菌成功定殖［１６⁃１８，２２］。 研究 ＰＧＰＲ 在

根际的存活和定殖需要有能在含有大量土著性微生

物的土壤环境中易于追踪目标菌株的方法。 ｌｕｘＡＢ
基因标记技术已被应用于复杂土壤环境中目标微生

物的研究。 Ｆｌｅｍｍｉｎｇ 等［２３］ 用 ｌｕｘＡＢ 标记铜绿假单

胞菌 ＵＧ２Ｌ，研究其在有油污染和无油污染两种土

壤中的存活情况。 Ｚｈｕ 等［２４］采用 ｌｕｘＡＢ 基因标记台

湾嗜铜菌 Ｘ１ 菌株，追踪菌株在不同类型土壤中的

存活情况，测定菌株降解土壤中残留农药毒死蜱的

能力。 Ｔａｎｇ 等［２５］ 将 ｌｕｘＡＢ 基因导入荧光假单胞菌

Ｘ１６ 细胞中，检测 Ｘ１ 菌株在土壤中的存活情况。
关于 ＰＧＰＲ 促生作用的研究大多集中于其对植

物干物质的积累，尚需详细研究 ＰＧＰＲ 在植物根部的

定殖与根系发育的关系。 大豆是世界上最主要的油

料作物，在中国广泛种植［２６］。 已有关于大豆与其促

生菌的研究多集中于其和根瘤菌的共生关系中，而对

大豆根际内广泛存在的大量非共生关系的有益微生

物研究十分有限。 本研究选用本实验室（安徽农业大

学生命科学学院微生物学实验室）前期从大豆根际筛

选的与大豆凝集素（Ｓｏｙｂｅａｎ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ， ＳＢＡ）具有亲

和性的 ＰＧＰＲ 菌株为材料，用发光酶 ｌｕｘＡＢ 基因标记

菌株，并以 ＳＢＡ 非亲和的 ＰＧＰＲ 菌株为对照，研究亲

和性菌株在大豆根际的定殖能力及其对大豆生长和

根系发育的影响，探索大豆凝集素在 ＰＧＰＲ 与大豆的

识别及介导菌株在大豆根际成功定殖过程中的作用，
为 ＰＧＰＲ 与植物的互作关系研究提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

大肠杆菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＷＡ８０３ （ ｐＴＲ１０２：
ｌｕｘＡＢ， ｋａｎ，ｔｅｔ）菌株，由南京农业大学生命科学学

院提供。 肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ．）ＤＷ１２ 菌株，为本

实验室采用解磷培养基从大豆品种中黄 ６０６ 根际分

离获得的 ＰＧＰＲ 菌株，该菌株可与大豆凝集素结合，
与大豆凝集素具有亲和性。 对照菌株假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） Ｐ３４⁃Ｌ 菌株，为在本实验室前期

分离筛选获得的 ＰＧＰＲ 菌株假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．）Ｐ３４ 中导入质粒 ｐＴＲ１０２： ｌｕｘＡＢ⁃ｋａｎ⁃ｔｅｔ 构建获

得的标记菌株，该菌株可与小麦凝集素结合，与小麦

凝集素具有亲和性，可定殖于小麦根际，促进其生

长［２７］，但与大豆凝集素无亲和性。 大豆 （ Ｇｌｙｃｉｎｅ
ｍａｘ）品种中黄 ６０６ 是由中国农科院作物科学研究

所选育的高蛋白大豆品种。
１．２　 试验方法

１．２．１　 细菌和感受态细胞的培养 　 采用 ＬＢ 培养

基［２８］培养细菌，采用 ＳＯＣ［２９］ 液体培养基培养复苏

的感受态细胞。
１．２．２　 ＤＷ１２ 菌株的 ｌｕｘＡＢ 基因标记　 采用质粒提取

试剂盒提取大肠杆菌 ＷＡ８０３ 质粒。 将 ＤＷ１２ 菌株于

２８ ℃、１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １３～１６ ｈ 至 ＯＤ６００为 ０．６，４ ℃、
６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，去上清液，加入冰浴的超纯

水，离心洗涤 ２ 次，再用冰浴的 １０％甘油洗涤 １ 次，离
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心收集菌体，加入 ２ ｍｌ １０％甘油制备 ＤＷ１２ 感受态细

胞。 采用电转化方法［２８，３０］将质粒 ｐＴＲ１０２：ｌｕｘＡＢ⁃ｋａｎ⁃
ｔｅｔ 转入 ＤＷ１２ 菌株中，将含有转化子的菌液涂布于

含有卡那霉素（ｋａｎ）和四环素（ｔｅｔ）的 ＬＢ 固体培养基

平板上，待培养长出菌落后在培养皿盖内部滴加 １０％
癸醛，筛选发光菌落即为转化子。 将转化子进行

１６ＳｒＲＮＡ 测序比对，并采用提取质粒和多次转接［２７］

的方法，测定转化子遗传稳定性。
１．２．３　 标记菌株与出发菌株的促生特性比较 　 分

别测定出发菌株 ＤＷ１２ 与标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 的溶磷

能力和产 ＩＡＡ 能力 ２ 项促生长特性指标，判断外源

质粒 ｐＴＲ１０２ 的导入对菌株促生长能力是否产生影

响。 其中菌株溶磷能力采用钼蓝比色法［３１］ 测定，产
ＩＡＡ 能力采用 Ｓａｌｋｏｗｓｋｉ 比色法［３２］测定。
１．２．４　 标记菌株定殖与根系发育指标测定 　 采用

韦兵等的根袋设计［３３］ 测定标记菌株的定殖与根系

发育情况。 收纳盒规格：长×宽×高 ＝ ５２ ｃｍ×４０ ｃｍ×
３１ ｃｍ。 大豆催芽：将大豆种子置于无菌水中浸泡 １
ｈ 后转移至铺有 ４ 层湿润纱布的平皿中，在大豆种

子上再铺上湿润的 ４ 层纱布，置于 ２８ ℃培养箱中，
每天适当补水保湿，４８ ｈ 后挑选根长 ２ ～ ３ ｍｍ 的发

芽大豆种子备用。 接种：分别将 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ
菌株接种于装有 ＬＢ 液态培养基的三角瓶中，于 ２８
℃、１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养约 ２４ ｈ 至 ＯＤ６８０ ＝ ０􀆰 ８，将发

芽的大豆种子浸泡于菌液中，浸种 ３０ ｍｉｎ 后播种于

装有 ２５０ ｇ 黄褐土的根袋内。 每个根袋内种 １ 颗大

豆种子，并于播种时在大豆种子附近土壤施加 １ ｍｌ
相应菌液。 另取催芽后浸泡于无菌 ＬＢ 液体培养基

中 ３０ ｍｉｎ 的大豆种子，于播种时在大豆种子附近土

壤施加 １ ｍｌ ＬＢ 液体培养基，作为对照。 每个处理 ３
个重复。 大豆栽培及取样：将根袋插入装满黄褐土

的收纳盒中，每个收纳盒装 ６ 个根袋。 白天 ２８ ℃
（１６ ｈ）、夜晚 ２２ ℃ （８ ｈ）阳光温室中培养，光照度

１ ２００ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ），分别于培养 １０ ｄ、１５ ｄ、２０ ｄ、
２５ ｄ、３０ ｄ、３５ ｄ 时取样分析。 取样时，轻轻抖落根

系上附着的大块土粒，将根系自上而下每隔 ２ ｃｍ 切

成等距离的根段，各根段分别置于装有无菌水的三

角瓶中［２７］，２８ ℃、１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡 １ ｈ 后再斡旋

振荡 ２ ｍｉｎ。 将样品适当稀释并涂于含有 ｋａｎ 和 ｔｅｔ
的 ＬＢ 固体培养基平板上，２８ ℃培养 ２～３ ｄ，待长出

菌落后在平皿盖内部滴加 １０％癸醛，于黑暗处计数

发光菌落数，计算各根段根际存活的标记菌株数量。

同时，采用根系扫描仪扫描各处理大豆根系，检测根

系总长度、根系总表面积、根系总投影面积、根尖数、
分叉数和交叉数 ６ 项根系发育指标，并测定大豆根

系鲜、干质量和茎叶鲜、干质量 ４ 项大豆生长指标。
１．３　 数据处理

采用 ＳＰＳＳ１７．０ 软件统计分析数据，采用 Ｅｘｃｅｌ
２００７ 软件制作图表。

２　 结果与分析

２．１　 ＰＧＰＲ 标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 的遗传稳定性

在培养皿盖内部滴加 １０％癸醛后，ＤＷ１２⁃Ｌ 菌

落在黑暗处发荧光，说明外源质粒 ｐＴＲ１０２ 已成功

导入。 将 ＤＷ１２⁃Ｌ 分别涂布于加有 ５０ μｇ ／ ｍｌ ｋａｎ 和

５０ μｇ ／ ｍｌ ｔｅｔ 的 ＬＢ 固体培养基平板和不加抗生素

的 ＬＢ 固体培养基平板上连续传代培养，发现 １０ 代

后平板上菌落发光率仍达 １００％，说明质粒 ｐＴＲ１０２
在 ＤＷ１２⁃Ｌ 中能稳定遗传（图 １）。

图 １　 ＰＧＰＲ 标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 荧光菌落

Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｔｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏ⁃
ｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ （ＰＧＰＲ） ｓｔｒａｉｎ ＤＷ１２⁃Ｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓ

２．２　 ＰＧＰＲ 标记菌株与出发菌株促生长特性比较

溶磷能力和产 ＩＡＡ 能力是检测 ＰＧＰＲ 促生长

特性的重要指标。 由表 １ 可见，标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ
在这 ２ 项促生长特性上和出发菌株 ＤＷ１２ 无显著差

异，表明外源质粒的导入对菌株的促生长特性未产

生影响，标记菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 可用于追踪菌株的定殖

动态及研究其对大豆生长的影响。

表 １　 ＰＧＰＲ 出发菌株与标记菌株的促生长特性

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｌａｂｅｌｅｄ
ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＰＧＰＲ

菌株 溶磷能力（μｇ ／ ｍｌ） 产 ＩＡＡ 能力（μｇ ／ ｍｌ）

ＤＷ１２ １５８．８１±６．５４ ４２．７５±３．６３

ＤＷ１２⁃Ｌ １５９．０３±７．０９ ４２．８１±２．８５
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２．３　 Ｐ３４⁃Ｌ 菌株和 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株在大豆根际的定

殖动态和分布规律

　 　 从表 ２ 可见，对照假单胞菌 Ｐ３４⁃Ｌ 菌株和

ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株在大豆根际定殖水平存在差异。 刚接

种时，大豆的根长仅 ２～３ ｍｍ，此时标记菌株只存在

于 ２～３ ｍｍ 根段根际；生长 １０ ｄ 时，大豆根长已超

过 ８ ｃｍ，Ｐ３４⁃Ｌ 与 ＤＷ１２⁃Ｌ 随着大豆根系的生长和

延伸繁殖至新根段根际，并在各根段根际均具有较

高密度；大豆生长 １５ ｄ 时，两菌株在不同根段根际

也均有分布，但与大豆凝集素亲和的菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ
具有较高的菌群密度，其在大豆各根段根际分布数

量约为大豆凝集素非亲和性菌株 Ｐ３４⁃Ｌ 的 １０ 倍；大
豆生长 ２０ ｄ 时，两菌株在各根段根际分布数量差异

更显著，ＤＷ１２⁃Ｌ 数量为 Ｐ３４⁃Ｌ 的 １１ ～ ２９０ 倍；大豆

生长 ２５ ｄ 时，Ｐ３４⁃Ｌ 在 ０～２ ｃｍ 根段根际已无分布；
大豆生长 ３０ ｄ 以后，Ｐ３４⁃Ｌ 在各根段根际均无分布，
而 ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆生长 ３５ ｄ 后在各根段根际依然

保持较高的定殖水平，０～２􀆰 ０ ｃｍ、２􀆰 １～４􀆰 ０ ｃｍ、４􀆰 １～
６􀆰 ０ ｃｍ、６􀆰 １～８􀆰 ０ ｃｍ 和＞８􀆰 ０ ｃｍ ５ 个根段根际处的定

殖密度分别达 ２．４×１０５ ＣＦＵ ／ ｇ、９．３×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ、１．３×
１０５ ＣＦＵ ／ ｇ、１．９×１０５ ＣＦＵ ／ ｇ 和 １．５×１０５ ＣＦＵ ／ ｇ。 比较

ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆生长不同时期各根段根际的存活情

况，发现大豆生长 １５ ｄ 时 ＤＷ１２⁃Ｌ 在＞４􀆰 ０ ｃｍ 根段根

际处的分布数量上升，大豆生长 ２０ ｄ 时在各根段根

际分布数量均有所上升，说明该菌株可利用大豆根际

提供的养分和环境进行生长繁殖；大豆生长 ２５ ｄ 后，
ＤＷ１２⁃Ｌ 在各根段根际处的定殖密度均有所降低，这
可能是由于土壤中其他土著微生物与标记菌株竞争

营养与有利位点，消耗了土壤中的养分。 同时，土壤

温度、土壤含水量等因素也是影响菌株定殖密度减少

的原因。 上述研究结果说明与大豆凝集素具有亲和

性的 ＰＧＰＲ 菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆根际可以长期稳定

的存活，且随大豆根的生长在新的根段根际附着、
繁殖。

表 ２　 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株在大豆品种中黄 ６０６ 不同根段根际的定殖数量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ３４⁃Ｌ ａｎｄ ＤＷ１２⁃Ｌ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｏｔ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ６０６）

时间
（ｄ） 菌株

定殖数量（ＣＦＵ ／ ｇ）

０～２􀆰 ０ ｃｍ ２􀆰 １～４􀆰 ０ ｃｍ ４􀆰 １～６􀆰 ０ ｃｍ ６􀆰 １～８􀆰 ０ ｃｍ ＞８􀆰 ０ ｃｍ

１０ Ｐ３４⁃Ｌ ２．１×１０４±３．２×１０３ ２．７×１０４±１．４×１０３ ２．４×１０４±２．６×１０３ ２．９×１０４±２．２×１０３ ３．１×１０４±１．６×１０３

ＤＷ１２⁃Ｌ ７．３×１０５±５．５×１０４ ３．９×１０５±３．１×１０４ ３．８×１０４±２．３×１０３ ４．１×１０４±４．７×１０２ ５．２×１０４±３．４×１０３

１５ Ｐ３４⁃Ｌ ２．２×１０４±１．９×１０３ ３．１×１０４±２．８×１０３ ３．６×１０４±３．０×１０３ ２．８×１０４±２．３×１０３ ３．６×１０４±２．５×１０３

ＤＷ１２⁃Ｌ ４．８×１０５±３．７×１０４ ２．４×１０５±１．７×１０４ ２．８×１０５±２．７×１０４ ３．９×１０５±１．６×１０４ ４．２×１０５±３．０×１０４

２０ Ｐ３４⁃Ｌ １．０×１０４±１．４×１０３ １．２×１０４±１．１×１０３ ３．５×１０４±３．０×１０３ １．６×１０４±９．３×１０２ ３．３×１０４±２．１×１０３

ＤＷ１２⁃Ｌ ２．９×１０６±１．２×１０５ ６．１×１０６±３．６×１０５ ３．９×１０５±１．８×１０４ ４．２×１０６±３．３×１０５ ５．８×１０６±２．４×１０５

２５ Ｐ３４⁃Ｌ ０ ３．０×１０５±１．２×１０４ １．１×１０５±８．３×１０３ ３．０×１０４±２．６×１０３ １．２×１０５±７．５×１０３

ＤＷ１２⁃Ｌ ３．０×１０５±１．４×１０４ ３．１×１０５±２．１×１０４ １．３×１０５±１．０×１０４ ２．９×１０６±１．３×１０５ １．９×１０６±５．７×１０４

３０ Ｐ３４⁃Ｌ ０ ０ ０ ０ ０

ＤＷ１２⁃Ｌ ３．０×１０５±２．２×１０４ ３．１×１０５±１．３×１０４ １．３×１０５±３．７×１０３ １．９×１０５±１．１×１０４ １．７×１０４±１．２×１０３

３５ Ｐ３４⁃Ｌ ０ ０ ０ ０ ０

ＤＷ１２⁃Ｌ ２．４×１０５±２．０×１０４ ９．３×１０４±４．９×１０３ １．３×１０５±７．２×１０３ １．９×１０５±１．２×１０４ １．５×１０５±１．１×１０４

２．４　 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株对大豆地上部和地下

部生长的影响

　 　 分别于大豆生长 １０ ｄ、２０ ｄ 和 ３０ ｄ 时采样测定

大豆植株地上部鲜质量、地上部干质量、根系鲜质量

和根系干质量 ４ 项生长指标，分析 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ
对大豆生长的影响（表 ３）。 由表 ３ 可以看出，大豆

生长 １０ ｄ 时，两菌株对大豆地上部鲜质量、根系鲜

质量和根系干质量均有显著的促进作用（Ｐ＜０􀆰 ０５），
其中对根系干质量的促进作用达极显著水平（Ｐ＜
０􀆰 ０１），ＤＷ１２⁃Ｌ 对地上部干质量的促进作用达显著

水平，两菌株间对大豆生长指标的影响无显著差异；
大豆生长 ２０ ｄ 时，两菌株处理的大豆植株在地上部
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鲜质量、地上部干质量和根系干质量上比未施菌的

对照植株均有显著增加，其中两菌株对地上部鲜质

量的促进作用均达极显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＤＷ１２⁃Ｌ
对根系鲜质量的促进作用达显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
两菌株间对大豆地上部鲜质量、地上部干质量的影

响无显著差异，但 ＤＷ１２⁃Ｌ 对大豆根系鲜质量和根

系干质量的促进作用较 Ｐ３４⁃Ｌ 显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 大

豆生长 ３０ ｄ 时，ＤＷ１２⁃Ｌ 处理的植株地上部鲜质量、
根系鲜质量和根系干质量较未施菌的对照分别增加

２１􀆰 ６％、７７􀆰 ８％和 ７５􀆰 ０％，达显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５），其
中对根系鲜质量和根系干质量的促进作用达极显著

水平（Ｐ＜０􀆰 ０１），而 Ｐ３４⁃Ｌ 处理对 ４ 项指标均无显著

促进作用。 上述结果表明菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 对大豆的生

长具有优良的促生效果。

表 ３　 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株对大豆品种中黄 ６０６ 生长的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ３４⁃Ｌ ａｎｄ ＤＷ１２⁃Ｌ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ６０６） ｇｒｏｗｔｈ

时间（ｄ） 样品 地上部鲜质量（ｇ） 地上部干质量（ｇ） 根系鲜质量（ｇ） 根系干质量（ｇ）

１０ ＣＫ ０．８３７±０．１２１ｂ ０．１３３±０．００６ｂ ０．２５７±０．０５２ｂ ０．００９±０．００１Ｂ

Ｐ３４⁃Ｌ １．１５７±０．１４６ａ ０．１７７±０．０２５ ａｂ ０．４０３±０．０３８ａ ０．０２０±０．００１Ａ

ＤＷ１２⁃Ｌ １．２２７±０．１５６ａ ０．１９７±０．０３１ａ ０．３９７±０．０７８ａ ０．０１７±０．００４Ａ

２０ ＣＫ １．３６７±０．１４０Ｂ ０．１７０±０．０１０ｂ ０．６８３±０．０８５ｂ ０．０４１±０．００３ｃ

Ｐ３４⁃Ｌ ２．０４３±０．３６８Ａ ０．２４７±０．０４２ａ ０．７９０±０．０２９ｂ ０．０４８±０．００２ｂ

ＤＷ１２⁃Ｌ ２．２１０±０．３９２Ａ ０．２７７±０．０１７ａ ０．９３７±０．０４０ａ ０．０５７±０．００４ａ

３０ ＣＫ ２．０７０±０．２１４ｂ ０．２７３±０．０３２ａ ０．８４７±０．００２Ｂ ０．０５２±０．００２Ｂ

Ｐ３４⁃Ｌ ２．１２７±０．１１０ｂ ０．２８３±０．０２１ａ ０．９５３±０．０４１Ｂ ０．０５７±０．００４Ｂ

ＤＷ１２⁃Ｌ ２．５１７±０．２１０ａ ０．３３３±０．０４５ａ １．５０６±０．１２２Ａ ０．０９１±０．００１Ａ

ＣＫ：未施菌的大豆植株； Ｐ３４⁃Ｌ：接种 Ｐ３４⁃Ｌ 的大豆植株； ＤＷ１２⁃Ｌ：接种 ＤＷ１２⁃Ｌ 的大豆植株。 同列数值后不同小写字母表示处理间差异达显
著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示处理间差异达极显著水平（Ｐ ＜０．０１）。

２．５　 Ｐ３４⁃Ｌ和 ＤＷ１２⁃Ｌ菌株对大豆根系发育的影响

接种 ＤＷ１２⁃Ｌ 的大豆植株与未施菌的对照相比

侧根增多，具有更发达的根系 （图 ２），表明菌株

ＤＷ１２⁃Ｌ 可显著促进大豆根系的发育。 大豆根系发

育关键指标的测定结果表明：Ｐ３４⁃Ｌ 在大豆生长 １０
ｄ 时显著提高根系发育的各项指标，其中对根系总

投影面积、根系总表面积、根尖数、分叉数的促进达

极显著水平，在大豆生长 ２０ ｄ 时极显著促进总投影

面积、根系总表面积、分叉数、交叉数的增加，但在

３０ ｄ 时未见显著促进效果。 而 ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆生长

１０～３０ ｄ 时均可显著促进根系 ６ 项指标的增加，大
豆生长 ３０ ｄ 时 ＤＷ１２⁃Ｌ 处理的大豆根系各指标分

别较未施菌的对照增加 ４１􀆰 ２１％、１０􀆰 ３９％、４８􀆰 ０９％、
５２􀆰 ３７％、７４􀆰 ９９％和 ９８􀆰 ６４％，其中在根尖数、分叉数

和交叉数指标上差异达极显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０１） （表
４）。

ＣＫ１、ＣＫ２：对照；ＤＷ１２⁃Ｌ⁃１、ＤＷ１２⁃Ｌ⁃２、ＤＷ１２⁃Ｌ⁃３：接种 ＤＷ１２⁃Ｌ 的大豆植株。
图 ２　 接种菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ ３０ ｄ 后大豆品种中黄 ６０６ 的根系形态

Ｆｉｇ．２　 Ｒｏｏｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ６０６） ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＷ１２⁃Ｌ ｆｏｒ ３０ ｄ
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表 ４　 Ｐ３４⁃Ｌ 和 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株对大豆品种中黄 ６０６ 根系发育的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ３４⁃Ｌ ａｎｄ ＤＷ１２⁃Ｌ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ （Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ６０６） ｒｏｏｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

时间
（ｄ） 接种菌株

总根长
（ｃｍ）

总投影面积
（ｃｍ２）

根系总表面积
（ｃｍ２） 根尖数 分叉数 交叉数

１０ ＣＫ ４４．９５±３．５０ｂ ２．７９±０．０６Ｂ ８．２３±０．８８Ｂ ３２．６２±０．３３Ｂ ４８．００±２．００Ｃ ４．６７±０．５８ｃ

Ｐ３４⁃Ｌ ９３．８１±６．０９ａ ５．８２±０．６４Ａ １８．６０±０．０４Ａ ９０．４８±１６．１８Ａ １３３．００±３．００Ｂ ８．６７±１．５３ｂ

ＤＷ１２⁃Ｌ ８７．７３±０．７６ａ ６．４４±０．６８Ａ ２０．５０±２．６９Ａ ８６．６２±２．７８Ａ １５６．５３±１．３６Ａ １２．００±１．００ａ

２０ ＣＫ ４１０．１０±６８．６７ｂ １７．７８±１．４５Ｃ ５５．８６±４．３７Ｃ ５６４．７７±１８．６６Ｂ ９８５．００±１４７．６５Ｃ １６４．００±７．８１Ｃ

Ｐ３４⁃Ｌ ５５１．４８±８７．０１ａｂ ２４．４６±６．３７ＡＢ ７０．１８±４．９０Ｂ ５８１．８１±２０．２１Ｂ １５５９．００±１３０．５０Ｂ ２３７．３３±３．２２Ｂ

ＤＷ１２⁃Ｌ ６６２．０１±８．６７ａ ３０．１８±１．６８Ａ ９４．８０±３．７６Ａ ９１３．００±４１．８０Ａ ２１０６．００±１２５．８６Ａ ３００．３３±１９．５０Ａ

３０ ＣＫ ５８０．８６±２８．６５ｂ ２０．９５±２．０７ｂ ６６．４８±６．２８ｂ ６１８．６７±５５．４１Ｂ １２９０．３３±９４．１６Ｂ ２９４．３３±３０．０９Ｂ

Ｐ３４⁃Ｌ ６１５．３７±６５．７８ｂ ２４．１８±０．２６ｂ ７５．９７±３．２５ｂ ６９３．００±６５．５１Ｂ １４８０．３３±１６２．６２Ｂ ２７７．６７±８．９６Ｂ

ＤＷ１２⁃Ｌ ８２０．２４±１３２．２１ａ ３１．３４±３．８７ａ ９８．４５±１２．１５ａ ９４２．６７±６４．３６Ａ ２２５８．００±７３．６３Ａ ５８４．６７±１６．６５Ａ
ＣＫ：未施菌的大豆植株； Ｐ３４⁃Ｌ：接种 Ｐ３４⁃Ｌ 的大豆植株； ＤＷ１２⁃Ｌ：接种 ＤＷ１２⁃Ｌ 的大豆植株。 同列数值后不同小写字母表示处理间差异达显
著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母表示处理间差异达极显著水平（Ｐ ＜０．０１）。

３　 讨　 论

具有根际定殖能力是 ＰＧＰＲ 菌株可被应用的基

础［１５］。 菌株具备定殖能力不仅是指菌株可存活于

植物根际，还需要能随着宿主植物根系的生长而迁

移繁殖。 Ｍｉｒｚａｅｉ 等［３４］ 研究了固氮菌对茴香的促生

效果及其在茴香根际的定殖能力，结果表明，施用固

氮菌可显著提高茴香的产量，氮素的施加对固氮菌

的定殖能力产生影响。 Ｂａｌ 等［３５］ 将分离获得的产

ＡＣＣ 脱氨酶的 ＰＧＰＲ 菌株施用于水稻，发现这些菌

株可显著增加水稻根长、茎长、茎质量、发芽率和叶

绿素含量。 赵青云等［３６］ 将 ＰＧＰＧ 菌株 Ｙ⁃ＩＶＩ 及利

用该菌株生产的有机肥施加于香草兰，发现 Ｙ⁃ＩＶＩ
可促进香草兰的生长，且有机肥的施加提高了菌株

定殖能力。 这些研究侧重于 ＰＧＰＲ 的促生效果和在

作物根际的定殖方面，均没有将菌株的定殖能力和

促进根系发育联系在一起。 本研究结果表明，发光

酶 ｌｕｘＡＢ 基因标记的 ＤＷ１２⁃Ｌ 菌株与大豆具有亲和

性，可在大豆根际定殖存活，并随着大豆根系的生长

和延伸在新的根段根际定殖，可促进大豆根系的发

育和干物质的积累。 ＤＷ１２⁃Ｌ 能在大豆根际长期定

殖存活，说明该菌株可适应大豆根际环境，具有大豆

根际定殖能力，在长期定殖的基础上发挥其解磷促

生能力，将土壤中难溶态磷溶解为可溶态磷供大豆

吸收利用，同时产生大豆生长所需的生长激素，促进

大豆根系的生长发育，增加根尖数和根面积等。 根

尖数是影响植物吸收水分和矿质元素的重要因

素［３７］。 ＤＷ１２⁃Ｌ 极显著增加根尖数、分叉数和交叉

数，说明该菌株可更好地促进大豆吸收水分和营养，
进而促进大豆根系发育，提高大豆干物质的积累。

细菌和植物之间具有亲和性，能相互识别是细

菌成功定殖植物根际的前提。 已有大量研究结果证

实豆科植物的凝集素在豆科植物及根瘤菌的识别和

共生关系的建立中起关键性作用［１６⁃１８，２０，３８］。 大豆凝

集素处理后的根瘤菌在大豆根部的吸附量显著提

高，进而促进侵染结瘤过程［３９］。 豌豆根瘤菌可感染

成功转入豌豆凝集素基因的三叶草植株，并使之结

瘤［２０］。 近年来也有研究者报道凝集素在 ＰＧＰＲ 与

植物的亲和识别和介导 ＰＧＰＲ 定殖过程中的作用。
Ｙｅｇｏｒｅｎｋｏｖａ 等［４０］ 报道小麦凝集素与 ＰＧＰＲ 表面多

糖的识别和结合可介导巴西固氮螺菌在小麦根际的

定殖。 Ａｎｔｏｎｙｕｋ 等［４１］ 发现小麦凝集素在固氮螺菌

与小麦的信号交流中起作用。 本研究结果也表明与

大豆凝集素具有亲和性的 ＰＧＰＲ 菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 能够

定殖于大豆根际，进而发挥其促生功能，而与大豆凝

集素不具亲和性的 ＰＧＰＲ 菌株 Ｐ３４⁃Ｌ 不能在大豆根

际定居存活，促生效果小。 Ｐ３４⁃Ｌ 是与小麦凝集素

具有亲和性的促生菌株，在前期的研究中已证明该

菌株可定殖于小麦根际，促进小麦生长和根系发

育［２７］。 该菌株在小麦根际表现出强定殖能力，而本

试验结果表明该菌株在大豆根际无法长期定居存

活。 本研究结果表明凝集素可能在 ＰＧＰＲ 与植物的

识别及介导菌株的定殖过程中起重要作用。
具备根际定殖能力是 ＰＧＰＲ 发挥促生功效的前
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提，然而目前很多生产应用领域使用的微生物肥料

菌株只是实验室保藏的普通 ＰＧＰＲ 菌株，虽然菌株

本身具有促生性能，但没有被证明与作物具有特异

亲和性，是否可以在目标作物根部定殖存活。 这种

理论的缺乏制约了 ＰＧＰＲ 类菌剂的研发和应用，表
现在应用领域就是生物肥料使用效果难以稳定、应
用徘徊不前、市场忽冷忽热。 本研究为研发应用于

大豆的生物肥料生产提供了理论指导，并为大豆专

用微生物肥料生产提供了一株潜在的优良菌株。
综上所述，具有根际定殖能力的大豆亲和性

ＰＧＰＲ 菌株能在大豆根际长期存活，并产生有益于

大豆生长的代谢产物，刺激大豆根系发育，进而促进

植株的营养吸收，促进大豆生长。 本试验评价分析

了大豆亲和性菌株 ＤＷ１２⁃Ｌ 在大豆根际定殖与植株

生长和根系发育之间的关系，初步揭示了大豆

ＰＧＰＲ 菌株的促生机理。 ＰＧＰＲ 对植物的促生机理

复杂，涉及微生物与植物的识别、互作以及根际微环

境等各种因素，本研究结果为进一步探讨亲和性菌

株与大豆之间的互作关系和菌株的促生机理，以及

开发可应用于生产的大豆特异性高效 ＰＧＰＲ 菌剂

（生物肥料）奠定了基础。
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