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　 　 摘要:　 通过土培盆栽试验ꎬ研究了叶面接种褐球固氮菌(Ａｃ６３)在全红苋菜(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ.)和小白菜

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.)叶际的定殖与促生效果ꎬ评估了在贫 /富氮土培养且不 /喷施接种 Ａｃ６３ 处理下作物地上部生

物量、叶绿素 ａ 和 ｂ 含量及叶片总氮含量的变化ꎬ设计了 Ａｃ６３ 的 ｎｉｆＤ 基因特异性引物并通过 ｑＰＣＲ 分析其在叶际

的丰度ꎮ 结果表明ꎬ接种 Ａｃ６３ 明显促进了贫氮土培养的全红苋菜地上部生物量、叶绿素 ａ、ｂ 含量及叶片总氮含量

增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但对富氮土培养的全红苋菜仅促进叶绿素 ａ 含量增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ接种 Ａｃ６３ 对贫 /富氮土培养的小

白菜均无明显作用(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ ｑＰＣＲ 结果显示 Ａｃ６３ 能定殖于全红苋菜叶际而不能定殖于小白菜叶际ꎻ此外土壤

速效氮可能通过增加叶片氮含量在一定程度上抑制了 Ａｃ６３ 在全红苋菜的定殖数量及促生作用ꎮ 说明固氮菌 Ａｃ６３
的叶际定殖具有作物选择性ꎬ对于能够定殖的作物具有良好固氮效果ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ (Ａｃ６３) ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ａｎｄ
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ. ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ａ ｐｏｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｂｉｏｍａｓｓꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ａｎｄ ｂ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｎｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ￣ｐｏｏｒ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｒｉｃｈ ｓｏｉｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｐｒａｙｉｎｇ Ａｃ６３. Ｔｈｅ ｎｉｆＤ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ Ａｃ６３ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｔｈｅ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｂｉｏｍａｓｓꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ａｎｄ ｂ ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｐｏｏｒ
ｓｏｉｌ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｉｔ ｏｎｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｒｉｃｈ ｓｏｉｌ (Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｂ. ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ. ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｐｏｏｒ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｒｉｃｈ ｓｏｉｌ

(Ｐ> ０. ０５). Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ Ａｃ６３ ｃｏｕｌｄ
ｃｏｌｏｎｉｚｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ ｏｆ Ａ. ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｔｈｅ
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ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ Ａｃ６３ ｈａｓ ｃｒｏｐ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｒｏｐ ｔｈａｔ
ｃａｎ ｂｅ ｃｏｌｏｎｉｚｅｄ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍꎻ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅꎻ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎꎻ ｑＰＣＲ

　 　 氮素在作物产量和品质形成中起着重要作用ꎬ
但过度施氮会造成农田土壤板结、水体富营养化等

环境问题[１￣２]ꎮ 生物固氮能为陆地生态系统提供每

年 １９５ Ｔｇ 的氮输入ꎬ其中约 ３２ Ｔｇ 进入农业系统[３]ꎮ
微生物肥料是代替化学氮肥的有效手段ꎬ非共生固

氮菌是微生物肥料的重要组成部分ꎬ这类固氮菌能

定殖在小麦和玉米等非豆科作物根际ꎬ从而促进作

物的生长[４]ꎮ 其主要接种方式为根际灌施ꎬ但复杂

的土壤环境及菌株间竞争可能影响非共生固氮菌的

根际定殖效果ꎬ在一定程度上制约了非共生固氮菌

菌剂的推广应用[５]ꎮ
相比于土壤环境ꎬ叶际生理环境及菌群结构相

对简单ꎮ 有研究者发现叶际微生物能为宿主植物提

供１０％~ ２５％的氮[６]ꎮ 在叶面接种固氮菌 Ａｚｏｓｐｒｉｌ￣
ｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ 能显著增加油菜、玉米和小麦的产

量[７￣８]ꎮ 在叶面接种固氮菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｖａｒｉｉｃｏｌａ Ｗ１２
能增加玉米茎叶的氮含量[９]ꎮ 在叶面喷施接种非

共生固氮菌并实现叶际定殖可能是微生物肥料推广

应用的新思路ꎮ 非共生固氮菌 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｒｏｏｃｏｃ￣
ｃｕｍ 具有较强的固氮和分泌植物生长激素的能力ꎬ
其广泛分布于水稻、小麦和棉花等作物的叶际[１０]ꎮ
另外南方常见的高营养价值蔬菜苋菜(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ
ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ.)和小白菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.)需要通

过大量施用氮肥实现高产ꎬ但过量的氮肥会使这 ２
种作物的成品率下降及硝酸盐累积[１１￣１３]ꎬ目前还没

有在这 ２ 种作物的叶际接种固氮菌的定殖研究ꎮ
目前测定叶际定殖菌株数量的方法主要为平板

涂布法[９ꎬ１４]ꎬ操作过程繁琐且费时ꎬ若叶际原生菌株

与目标菌株形态相近则可能会造成计数准确度较

低ꎮ 而实时荧光定量( ｑＰＣＲ)法具有反应快速、特
异性强和灵敏度高的优点ꎬ被广泛应用于细菌定殖

数量的检测[１５]ꎮ 建立叶际细菌 ｑＰＣＲ 测定方法有

望能快速、稳定地评估其在叶际的定殖情况ꎮ
本研究选择菌株 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ ＣＩＣＣ

２２６６３(Ａｃ６３)作为研究对象ꎬ建立使用 ｑＰＣＲ 测定

Ａｃ６３ 在作物叶际中定殖数量的方法ꎬ通过盆栽试验

评估叶面接种 Ａｃ６３ 对贫氮土或富氮土栽培下苋菜

和小白菜的促生效果ꎬ以期能够为农作物的氮肥施

用减量化提供理论指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

褐球固氮菌 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ ２２６６３(Ａｃ６３)购于

中国工业微生物菌种保藏管理中心(ＣＩＣＣ)ꎬ可用作

固氮菌肥ꎬ菌株保存于 ４ ℃冰箱中备用ꎮ 用于 Ａｃ６３
培养的固氮培养基(液体)成分包括:酵母提取物

０􀆰 ５０ ｇ、甘露醇 ２０􀆰 ００ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ２０ ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４

０􀆰 ８０ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２０ ｇ、 ＣａＳＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 １０
ｇ、ＦｅＣｌ３ ０􀆰 ０２ ｇ、Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０２ ｇ、去离子水 １
Ｌꎮ 选取全红苋菜(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ.)及小白菜

(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.)为供试作物ꎬ种子购于江苏

欢乐谷种业ꎮ
１.２　 Ａｃ６３ 在作物叶际定殖数量测定方法的建立

１.２.１　 引物设计　 采用 ｑＰＣＲ 方法测定 Ａｃ６３ 在叶

际的定殖ꎮ Ａｃ６３ 通过固氮酶将 Ｎ２ 转化为铵ꎬｎｉｆＤ
基因编码 Ａｃ６３ 的固氮酶钼铁蛋白的 α 链[１６]ꎬ因此

基因的特异性序列可作为 ＰＣＲ 扩增的靶标ꎬ通过

ｑＰＣＲ 特异性地评估 Ａｃ６３ 在叶际的定殖数量ꎮ 在

ＮＣＢＩ 中下载 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ 的 ｎｉｆＤ 基因的序列及

与该序列相似度高但属于不同菌株的 ２０ 组 ｎｉｆＤ 基

因的序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ７ 进行序列同源性比对ꎬ使用

Ｏｌｉｇｏ７ 软件根据比对得到的特异性序列设计特异性

引物ꎮ
１.２.２　 引物特异性的验证 　 为确保所设计的引物

仅能评估作物叶际 Ａｃ６３ 定殖数量ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 进

行引物 ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 验证以确保引物特异性ꎮ 对

Ａｃ６３ 进行 ＰＣＲ 验证:按照基因组提取试剂盒说明

书提取 Ａｃ６３ 基因组 ＤＮＡꎬ然后使用 Ａｃ６３ ｎｉｆＤ 基因

的特异引物对基因组进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 体系

(２５ μｌ):１２􀆰 ５ μｌ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ ２×(ＴＡＫＡ￣
ＲＡꎬＪＡＰＡＮ)ꎬ１􀆰 ０ μｌ 正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１􀆰 ０ μｌ
反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１􀆰 ０ μｌ ＤＮＡ 模板ꎬ９􀆰 ５ μｌ
ＤＥＰＣ 水ꎮ ＰＣＲ 扩增条件:９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退

火 ５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 通过琼脂糖凝

胶电泳确认扩增条带与预计产物大小相符ꎬ送上海

生工公司进行测序及 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ确认特异性引物
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扩增的片段序列与设计序列相符ꎮ
１.２.３　 引物扩增效率的验证　 采用 Ａｃ６３ 的 ｎｉｆＤ 基

因特异引物对含有 Ａｃ６３ ｎｉｆＤ 基因片段的标准质粒

(通过对 Ａｃ６３ 的基因组进行 ＰＣＲ 并克隆得到)进

行 ｑＰＣＲ 以检测引物的扩增效率ꎮ ｑＰＣＲ 体系(２０
μｌ): １０ μｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍｉｘ ( ２０８０５４ꎬ ＱＩＡ￣
ＧＥＮ)ꎬ１ μｌ 正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１ μｌ 反向引物

(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬＤＮＡ(５０ ｎｇ) １ μｌꎬＤＥＰＣ 水 ８ μｌꎮ
ｑＰＣＲ 程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ５５ ℃
退火 １０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ５ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ随后以 ０􀆰 １
℃ / ｓ的速度从 ６５ ℃升至 ９５ ℃ꎮ 通过绘制熔解曲线

和扩增曲线评估引物的扩增效率及特异性ꎬ将满足

条件的引物作为测定 Ａｃ６３ 叶际定殖数量的 ｑＰＣＲ
引物ꎮ
１.３　 土培盆栽试验

１.３.１　 供试土壤的采集与前处理 　 用于盆栽试验

的土壤采自广州市番禺区暨南大学南校区校内０~
２５ ｃｍ 表层土ꎮ 土壤的理化性质如下:ｐＨ ５􀆰 ５２ꎬ氨
氮 １􀆰 ９８ ｍｇ / ｋｇ、硝态氮 １􀆰 ２６ ｍｇ / ｋｇꎬ速效磷 ２􀆰 ５４
ｍｇ / ｋｇꎬ速效钾 ６６􀆰 １０ ｍｇ / ｋｇꎮ 新鲜土壤在阴凉处自

然风干 ７ ｄꎬ随后挑除大块石和植物残体ꎬ将土壤过

２􀆰 ０ ｍｍ(１０ 目)筛备用ꎮ
１.３.２　 试验条件及处理　 试验设置的处理包括:每
１ ｋｇ 供试土壤以水溶液的形式施入 ＫＣｌ ９５􀆰 ４ ｍｇ(相
当于钾 ５０ ｍｇ)同时掺加过磷酸钙(含磷 １２％)８３３􀆰 ３
ｍｇ(相当于磷 １００ ｍｇ)并混匀ꎬ该处理条件下的土壤

称为贫氮土ꎻ每 １ ｋｇ 贫氮土再以水溶液的形式施入

ＮＨ４ＮＯ３ ５７􀆰 １ ｍｇ(相当于氮 ２０ ｍｇ)ꎬ该处理条件下

的土壤称为富氮土ꎮ 选取全红苋菜(简称 Ａ)和小

白菜(简称 Ｘ)作为供试作物ꎮ 每种作物分别设置 ４
种处理:贫氮土培养ꎬ不接种 Ａｃ６３(简称 Ｃ)和喷施

接种 Ａｃ６３(简称 Ｐ)ꎻ富氮土培养ꎬ不接种 Ａｃ６３(简
称 Ｎ)或喷施接种 Ａｃ６３(简称 ＮＰ)ꎮ 各处理表示方

式以作物简称＋肥料处理简称命名ꎬ如 ＡＰ 代表全红

苋菜在贫氮土培养并喷施接种 Ａｃ６３ꎮ 每种处理均

设置 ３ 个花盆作为重复(共２×４×３＝ ２４ 盆)ꎮ
种子消毒及育苗:作物的种子在 ７０％乙醇中表

面消毒 ３０ ｓꎬ再在 ２％次氯酸钠中消毒 ３ ｍｉｎꎬ然后用

无菌水洗涤 ４ 次ꎮ 消毒后的种子播种在含有未灭菌

贫氮土的育苗板中ꎬ放置在白光 １６ ｈ / ｄ和(２８±２ )
℃的培养箱中育苗 １４ ｄꎬ每天适当补水保湿ꎮ 将长

势相近的幼苗移栽至装有 １􀆰 ５ ｋｇ 未灭菌的贫 /富氮

土的塑料花盆(直径 ２０ ｃｍ)内ꎬ每盆移栽 ８ 株ꎮ
盆栽试验于 ２０１８ 年 ５ 月至 ７ 月在广州市番禺

区暨南大学南校区的温室内进行(日均气温为２７~
３３ ℃)ꎮ 在移栽后每天进行浇水保湿ꎬ第 ５ ｄ、１０ ｄ、
１５ ｄ 和 ３０ ｄ 使用 ５ ｍｌ 雾化喷壶对每组需要接种

Ａｃ６３ 的处理组(Ｐ 和 ＮＰ 处理组)的作物叶面喷施

Ａｃ６３ 叶面接种剂 ５ ｍｌ(每盆接种约 １􀆰 ６ ｍｌ)ꎬ不接种

的处理组(Ｃ 和 Ｎ 处理组)用 ５ ｍｌ 无菌水代替ꎮ 接

种时土壤表面用铝箔覆盖ꎬ以避免接种剂进入土壤ꎮ
Ａｃ６３ 叶面接种剂( >１０９ ＣＦＵ / ｍｌ)通过如下方式制

备:Ａｃ６３ 接种固氮培养基(液体)后以 ２８ ℃ꎬ１８０
ｒ / ｍｉｎ培养 １６ ｈꎬ经６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 后重悬于

等体积无菌水中制成ꎮ
１.３.３　 作物收获与理化性质测定　 作物土培 ４５ ｄ
后收获ꎬ分别剪取作物的根、茎和叶ꎬ称量同一盆内

８ 株作物的茎叶总质量作为地上部鲜质量ꎮ 采用

Ａｒｎｏｎ 光度法测定作物叶片中叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ
含量[１７]ꎮ 采用国标 ＬＹＴ１２６９—１９９９ 的方法测定叶

片总氮含量ꎮ 需要进行 Ａｃ６３ 定殖数量测定的叶片

用液氮速冻并迅速转移至－８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１.３.４　 作物叶际菌株 Ａｃ６３ 定殖数量的评估　 将叶

片从－８０ ℃冰箱中取出并在液氮中研磨成粉末状ꎬ
采用植物总 ＤＮＡ 提取试剂盒(６９１０４ꎬＱＩＡＧＥＮ) 提

取叶片总 ＤＮＡꎮ 通过琼脂糖凝胶电泳法测定 ＤＮＡ
完整性ꎬ采用超微量分光光度计(Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｏｎｅ Ｃꎬ
Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ) 测定 ＤＮＡ 浓度ꎬ并使用

ＤＥＰＣ 水将 ＤＮＡ 稀释至 ５０ ｎｇ / μｌꎮ 将方法 １.２.３ 中

确定的引物用于叶际 ＤＮＡ 的 ｑＰＣＲ 扩增ꎬ扩增体系

及程序同方法 １.２.３ꎮ
１.４　 数据处理

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 和 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行数

据平均值、标准差及方差分析计算ꎻ采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａ￣
ｔｉｓｔｉｃｓ ２２.０ 进行单因素方差分析(Ｔｕｒｋｅｙ 分析)ꎬＰ<
０􀆰 ０５ 被认为组间有显著差异ꎻ采用 Ｔｈｏｎａｒ 等[１８] 的

公式计算标准质粒的拷贝数ꎬ使用 ＣＦＸ ｍａｎａｇｅｒ ３.１
软件进行 ｑＰＣＲ 计算并换算成每 １ ｇ 叶片中 ｎｉｆＤ 基

因的拷贝数ꎬ确保引物或扩增条件达到绝对定量的

标准(０.９<Ｅ<１􀆰 １ꎬＲ２>０􀆰 ９７)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ａｃ６３ 在叶际定殖数量测定方法的建立

为实现对作物叶际 Ａｃ６３ 定殖数量的测定ꎬ根
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据 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ ｎｉｆＤ 基因的特异序列设计了 ２ 对

特异性引物ꎬ引物对的序列分别为 ｎｉｆＤ １Ｆ:５′￣ＴＴＡ￣
ＣＣＣＴＧＡＧＡＡＡＧＣＣＣＧＴ￣３′、ｎｉｆＤ １Ｒ: ５′￣ＣＣＣＴＴＧＧ￣
ＡＡＣＣＧＧＣＧＴＡＡＧ￣３′及 ｎｉｆＤ ２Ｆ:５′￣ＣＣＣＴＧＡＧＡＡＡ￣
ＧＣＣＣＧＴＡＡＡ￣３′、ｎｉｆＤ ２Ｒ: ５′￣ＣＣＣＴＴＧＧＡＡＣＣＧＧＣＧ￣
ＴＡＡ￣３′ꎮ ＢＬＡＳＴ 比对结果显示ꎬ２ 对引物均只能扩

增出 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ 的 ｎｉｆＤ 基因的片段ꎮ 使用 ２ 对

特异性引物对 Ａｃ６３ 的基因组进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ电泳

条带的大小均与设计大小一致ꎬ约为 １５０ ｂｐ(图 １)ꎮ
测序结果验证了 ２ 对引物均能扩增出 Ａｃ６３ 的 ｎｉｆＤ
基因片段ꎬ但仅有 ｎｉｆＤ １Ｆ / ｎｉｆＤ １Ｒ 引物对的扩增效

率(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９ꎬＥ ＝ ９８％)达到了绝对定量的标准ꎮ 这

表明引物对 ｎｉｆＤ １Ｆ / ｎｉｆＤ １Ｒ 及方法 １.２.３ 的扩增条

件可用于测定 Ａｃ６３ 在叶际的定殖数量ꎮ

１:引物为 ｎｉｆＤ １Ｆ / ｎｉｆＤ １Ｒꎻ２:引物为 ｎｉｆＤ ２Ｆ / ｎｉｆＤ ２Ｒꎮ
图 １　 ２ 对特异性引物对 Ａｃ６３ 的 ｎｉｆＤ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｆＤ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ａｃ６３ ｂｙ ｔｗｏ
ｐａｉｒｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

２.２　 叶面喷施接种 Ａｃ６３ 对全红苋菜和小白菜生物

量、叶绿素含量和叶片总氮含量的影响

　 　 如图 ２、图 ３、图 ４ 所示ꎬ在贫氮土中ꎬ喷施接种

Ａｃ６３(ＡＰ 处理)相比于不接种(ＡＣ 处理)能显著增

加全红苋菜的地上部鲜质量、叶绿素 ａ、ｂ 含量和叶

片总氮含量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ在富氮土中ꎬ喷施接种 Ａｃ６３
(ＡＮＰ 处理)相比于不接种(ＡＮ 处理)能显著增加

全红苋菜叶绿素 ａ 含量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而对地上部鲜质

量、叶绿素 ｂ 含量及叶片总氮含量无显著影响(Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ 这说明 Ａｃ６３ 对全红苋菜有促生作用ꎬ但土

壤速效氮的增加会降低 Ａｃ６３ 对全红苋菜的促生效

果ꎮ
　 　 无论在贫氮土或富氮土中ꎬ喷施接种 Ａｃ６３
(ＸＰ、ＸＮＰ 处理)相比于不接种(ＸＣ、ＸＮ 处理)对小

白菜的地上部鲜质量、叶绿素 ａ、ｂ 含量和叶片的总

氮含量的影响均无显著差异 (Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎮ 这说明

Ａｃ６３ 对小白菜无明显促生作用ꎮ
贫氮和富氮土中ꎬ相比于不接种处理ꎬ喷施接种

Ａｃ６３ 后全红苋菜地上部鲜质量、叶绿素 ａ、ｂ 含量和

叶片总氮含量的增长率均比小白菜高ꎮ 这进一步说

明接种 Ａｃ６３ 对全红苋菜的促生作用较小白菜强ꎮ
２.３　 Ａｃ６３ 在全红苋菜和小白菜叶际的定殖情况

由于引物对 ｎｉｆＤ１Ｆ / ｎｉｆＤ１Ｒ 对 Ａｃ６３ 的 ｎｉｆＤ 基

因具有较好的特异性ꎬ故叶际中 ｎｉｆＤ 基因的丰度代

表了 Ａｃ６３ 的定殖数量ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ使用引物对

ｎｉｆＤ１Ｆ / ｎｉｆＤ１Ｒ 进行 ｑＰＣＲ 扩增的结果说明:贫氮土

及富氮土中ꎬ全红苋菜叶面喷施接种 Ａｃ６３ 后叶际

ｎｉｆＤ 基因丰度分别达到 １ ｇ ７.２７×１０５ 拷贝和６.３４×
１０５拷贝ꎬ而小白菜叶面喷施接种 Ａｃ６３ 后叶际 ｎｉｆＤ
基因在贫 /富氮土中均低于检出限ꎮ 说明固氮菌

Ａｃ６３ 能在全红苋菜的叶际定殖ꎬ而不能在小白菜的

叶际定殖ꎬＡｃ６３ 在不同作物叶际定殖存在差异ꎻ另
外在富氮土栽培条件下 Ａｃ６３ 在全红苋菜叶际的定

殖数量比贫氮土栽培条件下低ꎬ这可能是由于全红

苋菜通过吸收土壤速效氮使得叶片中氮含量增加ꎬ
进而抑制了 Ａｃ６３ 的定殖ꎮ

３　 讨 论

叶面接种 Ａｃ６３ 显著提高了贫氮土培养的全红

苋菜叶片总氮含量ꎮ 有报道称固氮菌 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃ￣
ｃｕｍ 利用固氮酶将空气中的 Ｎ２固定为铵[１９]ꎬ在满足

菌体自身氮需求后将多余的铵通过 ｇｌｎＫ￣ａｍｔＢ 操纵

子分泌到胞外[２０]ꎮ Ａｃ６３ 可能是通过固氮并分泌铵

的方式使得全红苋菜叶片总氮含量增加ꎮ
喷施接种 Ａｃ６３ 相比于不接种对全红苋菜有较

显著的促生作用ꎬ而对小白菜无显著的促生作用ꎮ
全红苋菜叶绿素含量及生物量上升的原因可能是叶

片氮的增加促进了叶绿素的合成ꎬ同时叶绿素又是

参与植物光合作用的一种主要色素[２１]ꎬ从而提高了

作物的生物量ꎮ ｑＰＣＲ 测定结果也显示 Ａｃ６３ 能够

在全红苋菜的叶际定殖ꎬ而不能在小白菜的叶际定

殖ꎮ 有报道称菌株与宿主植物的匹配度可能影响叶

面接种固氮菌的定殖和促生效果[２２]ꎮ 最近的研究

结果也表明 Ａｚｏｓｐｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ 叶面接种剂对不同

作物的促生效果及定殖效果存在较大差异[７￣８ꎬ ２３]ꎮ
这说明相比于在小白菜叶际ꎬＡｃ６３ 在全红苋菜叶际

具有更强的环境适应力及微生物竞争力ꎮ
值得注意的是 Ａｃ６３ 为何只在全红苋菜而不在

９３３王燚凡等:褐球固氮菌在全红苋菜和小白菜叶际的定殖及其促生长效应



Ａ:全红苋菜ꎻＸ:小白菜ꎮ Ｃ:贫氮土培养ꎬ不接种 Ａｃ６３ꎻＰ:贫氮土培养ꎬ接种 Ａｃ６３ꎻＮ:富氮土培养ꎬ不接种 Ａｃ６３ꎻＮＰ:富氮土培养ꎬ接种 Ａｃ６３ꎮ
不同小写字母代表不同组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 喷施接种 Ａｃ６３ 对全红苋菜(Ⅰ)和小白菜(Ⅱ)地上部鲜质量及其增长率(Ⅲ)的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｏｎ ｓｈｏｏｔ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. (Ⅰ) ａｎｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ. (Ⅱ) ａｎｄ ｉｔｓ ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ (Ⅲ)

各处理见图 ２ 注ꎮ 不同小写和大写字母分别代表不同组间叶绿素 ａ 和 ｂ 含量差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 喷施接种 Ａｃ６３ 对全红苋菜和小白菜叶片叶绿素含量(Ⅰ)和叶绿素含量增长率(Ⅱ)的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ (Ⅰ) ａｎｄ ｉｔｓ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ (Ⅱ) ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ａｎｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.

各处理见图 ２ 注ꎮ 不同小写字母代表不同组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 喷施接种 Ａｃ６３ 对全红苋菜(Ⅰ)和小白菜(Ⅱ)叶片总氮含量及其增长率(Ⅲ)的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｏｎ ｌｅａｆ ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. (Ⅰ) ａｎｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.(Ⅱ) ａｎｄ ｉｔｓ
ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ (Ⅲ)

小白菜的叶际定殖ꎮ 叶际包括叶片表面及内部ꎬ叶
际细菌首先通过形成生物膜定殖在叶面ꎬ随后部分

细菌能从伤口或气孔侵入叶内实现更稳定的定

殖[２４]ꎮ 细菌形成生物膜是叶际定殖的关键ꎬ如固氮

菌 Ｐ. ｓｔｕｔｚｅｒｉ 通过形成生物膜定殖在叶面[２５]ꎮ 部分

关键的化学物质诱导了生物膜的形成ꎬ如沙拉叶片
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各处理见图 ２ 注ꎮ 不同小写字母代表不同组间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 喷施接种 Ａｃ６３ 对盆栽全红苋菜和小白菜叶片 Ａｃ６３ ｎｉｆＤ

基因丰度的影响

Ｆｉｇ.５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｃ６３ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｎｉｆＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｔｒｉｃｏｌｏｒ Ｌ. ａｎｄ
Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ Ｌ.

的渗出物中转铁蛋白能增强病原菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎ￣
ｔｅｒｉｃａ 的铁载体合成ꎬ并促进菌株生物膜形成从而实

现在沙拉叶面的定殖[２６]ꎮ 推测全红苋菜的叶面可

能存在促进 Ａｃ６３ 生物膜形成的物质ꎬ而小白菜叶

面不存在ꎮ
目前仍不清楚 Ａｃ６３ 是否侵入了叶内ꎮ 有研究

者发现使用绿色荧光表达质粒 ｐＨＣ６０ 标记非共生

固氮菌 Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ(Ａｚｂ１９)后ꎬ菌株只能定殖在

高粱的根表面而不能侵入根内[２７]ꎮ 申红妙等发现

促生菌 ＪＬ４￣ｇｆｐ 在葡萄叶面及叶内均能定殖[１４]ꎮ
Ｐｅｒｅｄｏ 等通过原位荧光杂交技术发现植物促生菌

Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 侵入了拟南芥的叶内并定殖在气孔

的内壁[２８]ꎮ Ａ. ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ 能否侵入叶内未见报

道ꎮ
另外 Ａｃ６３ 在贫氮土栽培的全红苋菜叶际定殖

数量及 Ａｃ６３ 对植物的促生效果显著高于富氮土栽

培的ꎬ这可能由于土壤速效氮被作物吸收使得叶片

氮含量增加ꎬ进而抑制了 Ａｃ６３ 的促生效果及其在

叶际的定殖能力ꎮ 有研究者称施氮会降低甘蔗叶际

内生 固 氮 菌 ｎｉｆＨ 基 因 的 表 达 量[２９]ꎮ Ｆｕｅｎｔｅｓ￣
Ｒａｍｉｒｅｚ 等也发现外源施加土壤速效氮会降低内生

固氮菌 Ｇ. ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ 在甘蔗的定殖数量ꎬ并推测

这是由于植物的生理状态改变造成的[３０]ꎮ 但目前

还没有氮肥对固氮菌叶际定殖调控机制的报道ꎮ 我

们推测苋菜从土壤中吸收了更多的速效氮导致减少

了对 Ａｃ６３ 的定殖依赖ꎮ 外源施加速效氮可能会影

响固氮菌在叶际的定殖和促生能力ꎬ应考虑氮肥与

固氮菌接种剂的配比ꎮ
综上所述ꎬＡｃ６３ 在全红苋菜和小白菜叶际的定

殖能力存在较大差异ꎬＡｃ６３ 能够定殖于全红苋菜叶

际并显著促进其生长ꎬ同时土壤速效氮含量在一定

程度上会影响 Ａｃ６３ 对作物的促生效果ꎮ 研究结果

为减少农业生产中化学氮肥施用量提供了可能性ꎬ
也为发掘固氮菌 Ａｃ６３ 在叶际定殖的机制奠定了基

础ꎮ
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