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摘要：研究目的在于了解转基因生防菌 "!$%（&’(()"!）对番茄根围菌群代谢能力和群落结构的影响。实验中使用
了两种互为补充的方法，即单一碳源利用测试（*’*+）和 ,%-’.(’%，对分别以 "!$%（&’(()"!）悬液、"!$%悬液和无
菌水蘸根处理的番茄植株根围菌群进行比较。*’*+菌落计数的聚类分析表明，"!$%（&’(()"!）和 "!$%处理的根
围菌重复之间相似性好，水处理的相似性差。主成分分析也得到了相同的结果。,%-’.(’%聚类结果表明，/!种碳
源，其中 $种水处理和 "!$%处理聚为一类。实验为生防菌与植物的互作提供一些依据，为根围菌群结构研究提供
一些新的思路。
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根围因为直接受到植物根系的影响，因此拥有

截然不同的微环境。同时，根围还是有益、有害微

生物及宿主植物间相互作用的环境［/］，因此根围菌

群在植物健康和生态系统中起着重要的作用。植

物本身会有选择地改变土壤中根围菌群的组成和

多样性［3］。植物的物种和品种是根围菌群结构产生

的主要原因，然而植物根所分泌的化学组分同样也

被认为是一个很重要的原因。

现代生物技术的长足进步使得许多转基因生

防菌可以应用于生产实践，但是，这些转基因微生
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物与其它微生物以及植物之间的相互作用并没有

得到验证，它们是否会改变根围菌群和生态系统，

或者更进一步地说，是否会对人们的生活产生影

响？!"#$%等［&］曾经指出对于转基因微生物的研究
不仅应该包括对转基因微生物的评测，而且还应该

包括对其在环境中营养互作的研究。现在，更多的

研究致力于开发一种新的、可行的方法来评测植

物、转基因微生物和根围菌群的相互作用，以使生

物防治机制成为一种可持续农业中的防病害机制。

从番茄植株上分离到的成团乏菌（ !"#$%&"
"’’(%)&*"#+）&’()，因其对病菌的拮抗、竞争而具有
一定的生防作用。将携带梨火疫欧文氏菌（,*-.#."
")/(%0%*"）1*2 基因簇的质粒 *+,,-&’ 转入 &’()获
得多功能生防菌 &’()（*+,,-&’）［-］。此工程菌不仅
拥有对病菌的拮抗作用，而且可以产生诱导植物过

敏反应的 ./0*12 蛋白，从而提高植物自身的抗性，
更令人惊奇的是它还可以促进植物生长。

单一碳源利用测试（3"$%45/06"243"705% 781$19/81"2
8%383，:+:;）通过菌群对不同碳源的代谢能力来区
别群落间的变化。以往的研究证明 <’ 种［=］甚至 >
种［?］碳源便可以确定微生物代谢能力的变化。肠

杆菌基因间重复共有序列（@)A+序列）分布于革兰
氏阴性菌基因组的基因间区域［B］，许多与植物有关

的细菌中亦含有此序列。它们分布在细菌基因组

上的不同位点并以不同的距离分隔，存在菌株和种

属水平上的差异。因此以 @)A+序列为引物，进行
反向 ,+)，使其被分隔的 !CD序列大量的扩增，以
此作为不同细菌的 !CD标记决定细菌基因型。这
种方法也可用于混合菌群落结构的研究。

本研究综合使用了 :+:; 和 @)A+4,+) 方法对
分别以 &’()（*+,,-&’）悬液、&’()悬液和无菌水蘸
根的番茄根围菌群进行分析。希望以此对转基因

生防菌、非转基因生防菌与其它根围菌和宿主植物

之间的互作关系作进一步探讨，并为转基因生防菌

在实际应用中的安全性问题提供一些依据。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 蘸根用菌悬液：&’()为本室分离的 !"#$%&"
"’’(%)&*"#+，&’()（*+,,-&’）为本室构建的生防工程
菌。分别在 EF 液体培养基中 &’G过夜培养至

34?’’ H IJ’ K IJ<，-’’’0LM12离心 I’ M12收集菌体，

重悬于等体积的无菌水中。

!"!"# 植物种子：市售番茄品种，早魁。
!"!"$ 培养基：牛肉膏蛋白胨培养基用以总菌量计
数；无碳源培养基（31MM"23 5180/8% /N/0）［(］用作 :+:;
的空白对照；十种单碳源培养基为无碳源培养基中

分别加入淀粉（=’ NLE）、蔗糖（=’ NLE）、麦芽糖（=’
NLE）、果糖（=’ NLE）、葡萄糖（=’ NLE）、山梨醇（<’ NLE）、
琥珀酸钠（<’ NLE）、草酸钠（<’ NLE）、谷氨酰胺（I’
NLE）、丝氨酸（I’ NLE）。其中淀粉、蔗糖、麦芽糖、琥珀
酸钠、草酸钠采用高压灭菌，其余采用过滤除菌。

!"# 方法
!"#"! 番茄植株培养：将种子种于装有未灭菌大田
土的花盆中置于培养室，培养温度 I(G K <=G，日
光照 I? O。待植株长出 &片真叶后将其分成 &组，
每组分别以 &’()（*+,,-&’）悬液、&’()悬液和无菌
水蘸根，然后将它们分别种在 &个相同的花盆中，并
以如上所述的条件继续培养一个月。每种处理作 &
个重复。

!"#"# 根围菌群的提取与培养：将植株连根挖出，
把根部浸入无菌生理盐水中，除去附在根上的土，

取出放于无菌滤纸上，吸干溶液。无菌操作将直径

小于或等于 I MM的侧根剪成约 I 5M的小段，称取
’J= N放于 &’’ ME三角瓶中，加入 I’’ ME无菌 C/,,
（’JIP）溶液和 B’粒玻璃珠，<’’ 0LM12振荡 <’ M12，
以此作为根围菌原液。用 C/,, 溶液进行 I’ 倍稀
释。取 I’’!E 稀释样品分别涂布于牛肉膏蛋白胨、
无碳源和十种单碳源培养基平板上，<(G培养 I周，
计数直径大于或等于 < MM的菌落。
!"#"$ 微生物 !CD的提取：用 I’ ME无菌水将平
板上的菌落洗入试管中，旋涡混匀。取 I ME菌悬液
提取 !CD［>］，作为 ,+)模板。
!"#"% @)A+4,+)引物及扩增条件：引物，@)A+A) =Q
DRSRDDS+R++RSSSSDRR+D+ &Q @)A+< =Q
DDSRDDSRSD+RSSSSRSDS+S &Q。
扩增体系为 <=!E，包括 I’ T 缓冲液 <J=!E；

UN+$< IJ=!E（<= MM"$LE）；VCR,3 <!E（<J= MM"$L

E）；引物各 IJ=!E（I<J= *M"$）；R/W酶 IJ= ;及模板
(’ 2N。
扩增条件：预变性 >=G B M12，降温至 B=G加入

5"6酶；变性 >-G I’ 3、><G -’ 3，退火 ->G (3、
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!"# "$%&，延伸 ’(# ") *、’+# ! $%&，共进行 ,!个
循环，最后 ’+ #延伸 ") $%&，(#保存。
!"#"$ 统计分析：用 -.--对菌落计数结果进行聚
类分析（ /01*234 5&506*%*）和主成分分析（74%&/%750
/8$78&3&2* 5&506*%*）。 9:;<=.<: 指 纹 图 谱 用
>30?84@、-.--进行分析，得到聚类图（A3&A48B45$）。

# 结果与分析

#"! 菌落计数结果
分别取 "))!C ")D +和 ")D ,稀释样品涂布牛肉

膏蛋白胨培养基平板，取 "))!C ")D "和 ")D +稀释样

品涂布无碳源和单碳源平板，为减小误差，每个浓

度都涂 ,个平板作为重复，于 +E# 培养 ’ A，记录直
径大于或等于 + $$的菌落。
从表 "牛肉膏蛋白胨平板的菌落计数结果看，

,)E:（7<..(,)）和 ,)E:蘸根处理，根表微生物稍有
增加，但增加不多。

表 ! 根表微生物平板回收结果（平均值 %标准差）

培养基
培养基上的菌落数（ F ")! /G1HB）

无菌水 ,)E: ,)E:（7<..(,)）

葡萄糖 ,I+) J "I"" +I’, J )I+, ’I"’ J )I"!

果 糖 ’I+’ J )I+" EIK’ J )I!) +I() J )I")

蔗 糖 KI’) J )I!) ,I+) J )I+K KIK, J )I)K

淀 粉 !I!) J )I(K +IE) J )I+) +IL’ J )I"+

麦芽糖 ’I+) J )I,) !I’, J )IKE !IK, J )I"!

草酸钠 )IL’ J )I+" ,IL, J )I+" +I), J )I)K

丝氨酸 !IE’ J )IK) EIE’ J )I,! +IE, J )I"+

山梨醇 KI+, J )IE’ KI"’ J )I’! (I") J )I")

琥珀酸钠 +I", J )IE" (IE’ J )I," LI() J )I+)

谷氨酰胺 LI", J )I() !I!) J )I") LI+) J )I+)

牛肉膏蛋白胨 ’EI,, J !IKL ’LI,, J ,I)K E+IK’ J +I!+

#"# 代谢能力的聚类分析及主成分分析
用 -.-- 软件系统对上述 ,组样品的数据进行

聚类分析，绘制树形图（图 "）。,种处理的结果各聚
一类，其中 ,)E: 处理和水处理的差距相对小些；
,)E:（7<..(,)）和 ,)E:处理的重复性都很好，而水
处理的重复性较差。对数据作主成分分析，所得结

果（图 +）与聚类分析的结果吻合。
#"& ’()提取方法和 *+,-./-+的稳定性
因为样品由混合的根围菌群组成，所以取完全

培养基平板上回收的菌液，提取 MNO 进行 9:;<=

.<:，产物用 "I+P的琼脂糖凝胶电泳检测。重复 ,
次，以此验证 MNO提取和 9:;<=.<:的重复性和可
靠性。图 ,结果显示，,次重复得到的图谱一致，证
明实验中所用的方法是可靠的。

图 " 根围菌群 -<-Q的聚类分析图
" R , 水蘸根样品的 ,个重复，( R K ,)E:蘸根样品的 ,个重复，’

R L ,)E:（7<..(,)）蘸根样品的 ,个重复

图 + 根围菌群 -<-Q的主成分分析
" R , 水蘸根样品的 ,个重复，( R K ,)E:蘸根样品的 ,个重复，’

R L ,)E:（7<..(,)）蘸根样品的 ,个重复

图 , MNO重复样品的 .<:图谱
" "@S 05AA34，+ .<:对照，, R ! 水蘸根样品，K R E ,)E:蘸根样品，

L R "" ,)E:（7<..(,)）蘸根样品

#"0 *+,-./-+指纹图谱及聚类分析
提取十种单碳源培养基平板上回收的细菌混

合液 MNO，进行 9:;<=.<:，图谱显示菌群的基因型
受到了根围效应和单碳源选择效应的综合影响（图

(）。
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图 ! "#$%&’%#指纹图谱
谱图中的 (、)道分别为 ( *+ ,-../0和阴性对照，（-）1 2 3葡萄糖，4 2 5山梨醇，6 2 ((谷氨酸，（+）1 2 3麦芽糖，4 2 5果糖，（7）1 2 3草酸钠，

4 2 5 琥珀酸钠，6 2 (( 丝氨酸，（.）1 2 3淀粉，4 2 5蔗糖，每一组碳源的第 (道为蘸 185#悬液样品，第 )道为蘸 185#（9%’’!18）悬液样品，第

1道为蘸无菌水样品。

分别对每种单碳源培养基上不同处理的 "#$%&
’%#图谱进行聚类分析（图 3），结果显示，除淀粉、
草酸钠外，其余八种单碳源培养基上，185#

（9%’’!18）处理的群落结构与另两种的差异较大，
185#和水处理的聚为一类。

图 3 "#$%&’%#聚类图
( 水蘸根样品，) 185#蘸根样品，1 185#（9%’’ !18）蘸根样品

! 讨论

本实验利用 :%:;方法结合聚类分析和主成分
分析，对不同处理后番茄根围菌群的代谢能力进行

评价。185#（9%’’!18）和 185#菌液蘸根，相当于在
根围中施入了数千万的 ! < "##$%&’(")*，它们与土
壤中的微生物、植物经过 (个月的互作，形成一种动

态平衡，虽然总菌量未成倍提高，但减小了根围菌群

重复间的差异。1 种处理聚为 1 类，说明 185# 和
185#（9%’’!18）对根围菌均有不同程度的影响，但
所起的作用是不同的。

对 1种处理的根围菌，每种单碳源培养基上的
菌群进行 "#$%&’%#，依此了解利用相同碳源的菌群
结构之间的差别。聚类结果显示，185#（9%’’!18）
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蘸根的样品与 !"#$的样品在大多数的单碳源培养
基上有所不同。这一结果提示，!"#$（%&’’(!"）和
!"#$ 所 起 的 作 用 不 是 完 全 相 同 的。 !"#$
（%&’’(!"）和 !"#$同样都有对某些病菌的竞争和拮
抗作用，这是由于 ! ) "##$%&’(")* 本身的特性，但
!"#$不具有使植物产生过敏反应、诱导植物提高抗
性的能力；!"#$（%&’’(!"）产生并分泌 *+,%-.蛋白，
刺激植物产生过敏反应，通过信号传导，启动了植物

的防卫系统，改变了植物的生理生化反应，从而改变

了根部分泌物，引起根围菌群落结构的改变。

实验中，只将平板上直径大于或等于 / 00的
菌落计数。这是因为在没有加入任何碳源的平板上

也可以长出很多菌落，但这些菌落都比较小（直径小

于 100）。这种现象可能是由于无碳源培养基中有
微量来自琼脂、空气或根围样品的有机碳源。

2+,3+.4和 5-336［1"］也曾指出根围样品中的有机物会
干扰接下来的培养实验。

植物的根围可以认为是一个微小的生态群落，

但这种生态群落不能用研究宏观生态群落的方法来

研究。研究宏观生态系统时所使用的多度、优势度、

种群密度等指标在这种微小的体系中都是不易测定

的。本实验所用的 7&78方法中，每一种碳源相当
一个指标，对一个特定的菌群，这一指标是特定的，

这种指标越多，越能准确体现菌群的特点。本实验

将培养的方法与分子生物学的方法结合起来，并且

利用数学的统计方法对结果进行了量化，能够定量

地反映细菌群落的差别，在微生物生态学上具有一

定的意义。

该方法不足之处在于未对不可培养的菌群进行

检测、分析。今后实验可收集根围菌，不经培养，直

接提取 9:;，进行 ’&$图谱分析，获得更多信息。
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