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摘要 植物内生和根际细菌 中的一部分可 通过 多种方式促进植物生长
,

是植物促生 细 菌的主要成

员
,

由于它们在植物生长过程中的重要作用而备受人们关注
.

以 非培养 ( c ul t ur --e i n d eP e n
de

n t) 方法 对

植物内生和根际细 菌进行研究已成为植物促生细 菌研究领域 中的一个重要发展趋势
.

文中评 述 了非

培养方法 的优势特点
,

在植物内生和根际细菌研究中的主要应用
,

及研究过程 中应注意的主要问题
.

关键词 非培养方法 植物内生细菌 植物根际细菌

植物内生细菌 ( e n d o p h扣
c ha ct ier a) 和植物根际细

菌 (p lan t r hi oz ha ct e ir a) 是植物微生态系统中的重要组成

部分
,

其中许多细菌能够促进植物生长
,

被称作植物

促生细菌 ( p la n t gr owt 卜 p

omort
i n g b a e t e五a ,

P Gp B )〔
`〕

.

植物促生细菌可通过固氮作用阁
、

分泌植物生长调

节物质川
、

合成铁载体 4j[ 及抑制疾病的发生阁 等方

式促进植物生长
,

在农业生产 中具有很大的应用潜

力
,

因而备受科学工作者的关注
.

在对植物内生和

根际细菌几十年的研究过程 中
,

一直沿用传统 的微

生物培养和分离技术
,

而许多研究 已经证实
,

通过

传统的分离方法鉴定的微生物只占环境微生物总数

的 。
.

1%一 10 % 川
,

远不能满足微生物生态学研究

的需要
.

植物内生和根际细菌同其他环境 中的微生

物一样 由于难以模拟其生长繁殖 的原位条件而大多

不能获得纯培养
.

此外
,

传统的培养和分离技术都

不可避免地偏离植物内生和根 际细菌原来 的生境
,

而且在新的人为培养条件下会改变微生物群落原来

的结构
,

这就使得用传统方法研究植物内生和根际

细菌的种群结构
、

多样性及与宿主之间的相互作用

受到了极大的限制
.

近年来基于 r R N A 基 因分析 的

非培养的分子生物学方法开始应用于植物促生细菌

的研究
,

通过 D N A 水平上的研究
,

直 接探讨植物

内生和根际细菌的种群结构及其与环境的关系
,

在

一定程度上克服了传统培养方法的缺欠
.

目前应用于植 物内生和根 际细菌研究 的非培

养方法基本上都是基于 P C R 的研 究方法
,

起始于

样品总 D N A 的提取
,

然后选择通用的或特异 的引

物进行 P C R 反 应
,

在 此基础 上再进行 各种分 析
.

包括扩增核糖 体 D N A 限制酶 分析 ( A R D A R )川
,

随机扩增多态性 D N A ( R A P D )[
6〕 ,

限制性片段长度

多态性 ( RF L P )闭
,

末 端 限制 性 片段 长 度 多态性

( --T R F L P ) 厂
’ o j

,

变性梯度凝胶 电泳 ( D G G E ) 仁̀
,〕 ,

温

度梯度凝胶电泳 ( T G G E ) 巨̀
2〕及 1 6 5 : D N A 文库构建

等ls[ 〕
.

这些方法的原理在许多文献 中都有详述
,

本

文不再涉及
.

在此我们仅将非培养方法在植物内生

和根际细菌研究 中的应用加以评述
.

1 非培养方法在植物内生细菌研究中的应用

非培养 ( e u l t u r --e i n d e p e n d e n t )方法 应用于植物

内生细菌的研究已成为植物 内生细菌研究的一个新

的发展态势田〕
.

目前主要以 马铃薯
、

玉米
、

小麦
、

柑橘及油菜等少数几种农作物为材料
,

应用非培养
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方法对其内生细菌从 以下几个方面进行了研究
.

1
.

1 群落多样性的研究

植物 内生细 菌是植 物微生 态系统 中的重要 成

员
,

但人们对其多样性 的了解还不够全面
.

目前
,

微生物生态学研究 中使用的非培养方法开始应用于

植物 内生细菌多样性 的研究
,

并从 D N A 水平上证

实植物内生细菌具有丰富的多样性
.

R ie et r
等巨̀ 5〕使

用 1 6 5 r D N A
一

T
一

R F L P 技术
,

分析了两个不 同品种

的马铃薯被胡萝 卜软腐欧文氏菌 ( E限汪
n 边 c ar ot o

vo ar )

感染后内生细菌的种群 多样性
,

结果表 明被感染植

株的内生细菌种群多样性 比对照组有所增加
.

U ed
a

等 16[ 〕通过扩增 in f H 基因分析了水稻根 中固氮细菌

的多样性
,

结果表 明水稻根 中存在 8 个新 的 in f H

类型
.

本研究组通过构建 1 6 5 r D N A 文库的方式对

水稻 ( O r 夕 z a : a t i v a L
. , e v

.

9 0
一

3 )根 内生细菌种群

多样性进行了研究
,

实验结果表明变形细菌为优势

菌群
,

其他 还 含有 低 G C 含 量 的革 兰 氏 阳性 菌
、

C F B 类 群 ( C夕 t o P人a g --a F l e x i b a c t e卜 B a c t e r o i d e s )
、

古菌 ( A cr h ae a ) 等
,

说明水稻 根内生细菌具 有丰富

的多样性 (数据 尚未发表 )
.

在理论上 以非培养方法研究 细菌群落多样性
,

除了可以检测到培养方法得到的内生菌
,

还可以检

测到非可培养的内生菌
.

相对于培养方法
,

非培养

方法得到的群落多样性要丰富许多
,

而培养方法与

非培养方法相互结合可更全面地研究植物 内生细菌

群落多样性
,

并有利 于一 些新 的微生 物资 源 的发

现
.

G ar b e v a
等 巨̀7〕采用 D G G E 技术与平板培养相结

合分析马铃薯内生菌群落多样性
,

D G G E 图谱得到

的序列
,

其 中一部分与分离细菌相一致
,

而一部分

与分离细菌不 同
,

证实了非培养方法可以检测可培

养和 非 可 培 养或 尚未 培养 的 内生 细 菌
.

A ar 句。

等 18[ 〕采用 D G G E 方法和平板分离方法研究柑 橘植

物内 生 细 菌 的 多 样 性 时 也 得 到 了 类 似 的 结 果
.

C h 。 l i u s
等 [` 9〕利用 1 6 S r D N A

一

P C R
一

A R D R A 技术和培

养方法检测了玉米根 内生细菌和古菌的多样性
,

发

现非培养方法得到的微生物种类比培养方法得 到的

种类丰富许多
,

并且有些种是首次在植物根 内发现

的
.

非培养方法 和培养方法 分析内生细菌多样性
,

不仅得到的丰富度有差别
,

而且得到的优势种也不

同
.

K a is e :
等20[ 〕报道使用培养方法和非培养方法检

测油菜根面微生物多样 性
,

实验结果证 明培养方法

和 1 6 5 r D N A 文库 所检 出 的根 面优 势种群 有所差

别
,

培养方法分离的细菌优势类群为变形细菌 p 和

y 亚类
;
克隆文库中主要类群是

a 变形细菌和 C F B

类群
.

此研究结果表明培养方法和非培养方法相结

合可更为全面地研究根面细菌群落多样性
.

微生物生态学研究方法有多种
,

在实际工作 中

往往会多种非培养方法相互结合使用
,

能更好地分

析内生细菌群落的多样性和功能
.

s e s s it s c h 等 lz[ 〕采

用 T
一

R F L P 及 D G G E 两种方法对 3 个品种的马铃薯

的茎
、

根及块茎的内生菌种群进行了研究
,

发现健

康马铃薯植株的内生菌多样性明显高于受胁迫植株
,

许多类群 的细菌都可 以定 殖在 植 物 内部
.

Br io en s

等卿〕采用 D G G E 和荧光原位杂交 ( F IS H )两种方法

分析了水稻根中氨氧化细菌的种群结构
,

结果表明

在根中氨基单加氧酶基因的多样性远远高于根际和

没有种植作物的土壤
.

非培养方研究植物 内生 细菌多是基于 D N A 的

研究
,

而 R e i t e r 等 [ 23〕首次使用 R N A 为基础 的非培

养方法分析了植物 内生细菌
,

这不仅可 了解内生菌

多样性
,

还可掌握细菌在植物体 内的活性状态
.

他

们采 用 1 6 5 r D N A
一

P C R
一

D G G E 和 1 6 5 : R N A
一

R T
-

P C R
一

D G G E 技术分析了马铃薯内生假单胞菌的种群

及代谢活性多样性
,

结果显示了其具有很高的种群

多样性
,

其 中某些种 的 R N A 含量很 高
,

表 明这些

种具有高代谢活性
.

1
.

2 群落动态变化的研究

微 生物多样性 研究 只是微生 物生态 学研究 中

的一个方面
,

研究 在一段 时间 内或环境因素发 生

改变后 微生 物群落中种群 变化是 微生物 生态学 研

究的另一方 面
.

非 培养方法 不仅可 研究植 物 内生

细菌的多样性
,

还可有 效地研 究植物内生细 菌群

落的时空动态变化
.

目前研究较 多 的是不 同土壤

类 型和农用 化学品 的使用 对植物内生 细菌群落动

态 的影 响
.

C o n n
等〔2`〕使用 1 6 S r R N A

一

-T R F L P 技

术研究 了来 自 3 种不 同土壤的小 麦根 内生放线 细

菌 ( A ct 派on ba ct er ia) 多样性
.

发现不 同土壤类型 中生

长 的小麦根 内生放线 菌多样性 有差 别
,

有 机物含

量高的土壤会导致小麦根 内生放线菌 多样 性提高
,
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并提高在植物体 内定殖水平
.

S eg h er s
等哪〕采用巢

式 P CR
一

D G G E 的方法分析 了在长达 2 。 年的 时间

里除草剂的使用对玉 米根 内生菌种群 的影响
,

发

现植物体内的细菌和真菌群落变化较小
,

而内生放

线菌则表现 出较大 的变化
,

表 明农业化学 品不仅

会对土壤微 生物群落产生影 响
,

而且还会 对根 内

生菌群落产生影响
.

1
.

3 为植物内生菌起源提供更丰富的信息

有关植物内生细菌的起源主要有两种假说
,

一

种假说认为植物内生细菌起 源于体外
,

细菌可通过

植物根际
、

气孔及皮孔等 自然孔 口 或伤 口进人植物

体内
; 另一种假说则认为植物内生细菌来源于植物

种子
.

用非培养方法对植物 内生细菌进行研究时
,

获得了不同的结论
.

N o r m a n d e r
等 [2 6〕用 D G G E 技术

分析了大麦植物圈 ( p h y t os p h e r e )细菌的多样性
,

发

现根面细菌群落与散土细菌群落的相似性高于与 内

生菌群落的相似性
,

认为根 面细菌起源于土壤
,

而

许多内生菌是由种子带来的
; 而 S es is t s hc 等l2[ 〕采

用 T
一

R F L P 及 D G G E 两种方法对马铃薯的茎
、

根及

块茎的内生菌种群进行了研究
,

认为相 当一部分内

生细菌起源于宿主植物根际
.

克隆文库的方法研究 了黑麦草和 白三叶的根面土
、

根际土及散土中微生物多样性
.

结果表 明
,

y
一

变形

细菌沿着 由外 向植 物根部呈梯度增加
,

而全噬菌 /

酸杆菌 ( H o l o p h a g a / A c i d o占a c t e r i u 切 ) 类 群则呈 梯

度下降
; D u i n e v e ld 等巨3。

,
3 ’ 习采用 D G G E 研究菊花根

的生长对根际微生物群落的影响时
,

发现散土细菌

群落比根际细菌群落结构更为复杂
; S m a ll a

等 ) 〕采

用 D G G E 技术研究 了草葛
、

油菜
、

和马铃薯根际土

壤及与之相应周围散土的微生物群落结构
,

结果表

明根际细菌群落明显不 同于散土细菌群落
.

诸多报

道都说明植物的根为不同微生物种群创造 了特定的

生境
,

并表明非培养方法 的应用能更真实地反映根

际微生物群落的结构
,

这些研究结果将使 20 世纪

中期提出的
“

根际效应
”
的概念更加完善

.

2 非培养方法对植物根际细菌的研究

非培养方法应用于土壤微生物的研究报道后不

久
,

各国的科研工作者就将注意力转 向了根际微生

物
,

并有大量的文献发表
.

非培养方法对植物根际

细菌的研究主要集中在以下几个方面
:

2
.

1 “

根际效应
”

的概念将更加完善
“
根际效应

”
是指 由于植物根际有丰富的有机

物质存在
,

使 得在这一 范 围内生活 的微 生物在数

量
、

种类和活性 上都不 同于非根际土壤 的微生物
.

根际效应的大小常用根际土和根外散土中微生物数

量的比值 ( R / S 比值 )来表示
.

R / S 比值越大
,

根际

效应越 明显
.

非培养方法应用于根际微生物 的研究

进一步证实 了根际效应
,

并发现 微生物群 落从根

面
、

根际到散土呈现梯度变化
.

K an de l e r
等 27[ 〕利用

D G G E 技术研究了玉米根际微生物群落的组成和功

能
,

发现从根面到距根 2
.

2 m m 处氨氧化细菌 的数

量呈现明显的梯度
,

而没有种植植物的土壤则没有

梯度的变化
; M a r i l l e y 等巨, 8

·
2 ,〕采用构建 1 6 5 r D N A

2
.

2 植物种类对根际细菌群落的影响

植物种 类
、

植物 生长不 同时期及 土壤类 型都

可对根际微生物 群落产生 影响
,

而植 物种类 对微

生物 群 落 的 影 响 最 为 明 显
.

M ar sc h en r
等 s3[ 〕用

D G G E 技术对鹰嘴豆
、

油菜和苏丹草的根际细菌群

落 1 6 5 r D N A 分 析 时
,

发现 植物 种类
、

根 区
、

和

土壤类型都会对其产生影 响
.

M iet hl in g 等哪〕采用

了 C L P P ( e o m m u n i t y le v e l P h y s i o lo g i e a l p r o f i le s )
,

F AM E ( f a t t y a e id m e t h y l e s t e r a n a l y s i s )
,

T G G E 等

3 种方法研究了作物种类
、

土壤来源及接种细菌对

植物根际微生物群落结构的影 响
, 3 种方法均证实

作物的类型是影响微生物群落结构 的最主要因素
,

土壤来源次之
; W i e l a n d 等 [ , s j使用 1 6 S r R N A

一

P C--R

T G G E 技术分析了作物种类
、

土壤类型和作物生长

对散土
、

根际土 壤和根 面的微 生物群 落变化 的影

响
,

结果表明植物类型对与植物联合的生境产生主

要影响
,

而植 物生长 阶段对生境 的影响相对较小
;

M a sr hc en
r 等哪〕用 D G G E 技术研究了白色羽扇豆根

际微生物群落的时空动态变化规律
,

发现非丛生根

的根际细菌群落明显不 同于丛 生根的根 际细菌群

落
,

而丛生根根际细菌群落依据丛生根年龄及植物

年龄的变化而变化 ; Ik e n a g a
等〔 3 , 〕首次使用 1 6 S r D

-

N A
一

P C R
一

R F L P 技术研究 了与水稻不定根相关 的根

际微生物的演替过程
,

结果说明根际微生物群落随

着不定根从幼嫩到成熟而逐渐发生变化
.

早在 20 世纪 70 年代至 90 年代
,

基于传统的微
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生物培养方法
,

已有报道植 物基 因型对其根际定殖

的微生物种群有一定 的相关性 38[ 〕或选 择性田〕
,

当

前非培养方法的应用
,

将有助于深人阐明植物与根

际定殖微生物相互作用的机理
.

2
.

3 土壤营养状况对根际细菌群落的影响

土壤类型是影响植物根际细菌群落结构的又一重

要因素
,

其作用仅次于植物类型
.

Y an g 和 rC
o w le广

。〕

使用 IX 只子E 技术分析了铁缺乏和铁充足的条件下大麦

根部的细菌群落
,

结果表明在铁缺乏和铁充足条件下

大麦根际的细菌群落有很大不同
,

并且根际群落可 因

植物铁营养状况变化引起的根分泌物组成的变化而改

变 ; iP ce n 。
等团〕采用 D G G E 技术分析 了向土壤 中

添加营养物质对根际固氮生物的影响
,

发现短期 内

土壤营养物质的改变并不对根际固氮生物种群产生

明显的影响
,

但面对有效营养的长期变化固氮生物

的组成也具 有潜在 的变 化
; R an ga

r司a n
等呻〕采用

1 6 5 r D N A
一

P C R
一

R F L P 技术研究 了土壤盐度对水稻

根际假单胞菌种群多样性影响
,

发现土壤盐度增加

会导致假单胞菌种群多样性 降低
,

而在有机质丰富

的土壤中
,

可在很大程度上减轻盐胁迫
,

恢复假单

胞菌种群多样性
.

2
.

4 其他生物因素对根际细菌群落的影响

其他生物 因素
,

如 向植 物生 长环境 中接 种 菌

根菌或细菌及细菌 产生 的抗 生素等也会对 根际细

菌种 群产 生影 响
.

B u r k e
等 〔` , 〕采 用 P C R

一

R F I
一

P 技

术研究 了灌木菌根 菌对 盐沼 草根 际固氮微 生物多

样性 的影响
,

结果 表 明灌木 菌根 菌存在 时
,

根际

和散 土 中 in f H 基 因 图谱 类 型 是 不 同 的
.

M ar
-

sc h n e r
等田〕使用 D G G E 技术 评价 了菌根菌定殖 的

玉米的根 面
、

根 际土 壤及非 根 际土壤 中细菌群 落

结构
,

发现接种菌根 菌 的植 物根 际细菌群 落结构

与无菌根菌定殖 的植 物根 际细菌群 落结构差 别很

大 ; M ie ht h n g等 s[’ 〕发 现接种 外来 细 菌后
,

紫 花首

楷根际微生物群 落的 T G G E 图谱在 一定程度 上发

生了改变 ; R o bl et 。
等 [’5 〕采用核糖体

r R N A 基因转

录间区序列 同源性分析 的方法评 价 了抗 生素 的产

生对根际微生 物群落 的影响
,

指 出菜豆接 种产生

三叶草素 的豆根瘤 菌 ( R
.

e t l i ) C E 3 ( p T Z T F X K ) 后

会导致菜豆根际 的三 叶草素敏感 型的
a 一

变形细菌

的多样性显著性减少
.

3 研究中存在的问题

3
.

1 样品 D N A 的提取方法

起始于 D N A 提取并基于 P C R 的非培养方法已广

泛地被应用于环境微生物生态学研究
,

由于 D N A 的

提取是这些方法的第一步
,

因而如何能高效地提取环

境样品中细菌的 D N A 一直是研究的重点之一 非培

养方法在植物内生和根际细菌的研究中也面临着同样

的问题
.

在样品收集和 D N A 提取过程中必须考虑如

下因素
:

1) N A 提取的同时会萃取根际土壤 中的腐殖

质物质及植 物组织中的化合物
,

而这些物质可限制

P c R 反应
,

w il so
n 等嘟〕报道 了环 境复 合物 可限制

P C R ; 在根际土壤和植物组织 中某些细菌密度过低
;

细胞结构不同的细菌同时破壁的最佳时间不同等
.

目

前国内外发展的 D N A 提取方法没有统一的标准
,

不

同的样品还需通过实验确定其最佳 D N A 提取方法
,

iN
e
而 等沁〕已证明土壤细菌群落图谱的不同取决于所

使用的 D N A 提取和纯化方法
.

他们以根际土壤为样

品比较了 5种不同的 1) N A 提取方法和 3 种纯化方法
,

发现用土壤 D N A 抽提试剂盒 (M O
iB

o
aL bo ar t or ies )提

取效果最佳
,

其 〕义子E 图谱表 明可最大量获得细菌

D N A
,

包括高 (〕C 含量的片段
,

并且提取产物不含

P C R 抑制成分
;

iW az dr DN A 纯化系统可高质量地 回

收纯化产物
,

且易于操作
.

我们在以非培养方法研究

水稻根内生细菌时
,

通过 P C R
一

IX 〕G E 方法 比较 了 4

种不同水稻总 D N A 提取方法对其 内生细菌 1〕N A 提

取 的有 效 性
,

发 现 C T AB ( e e t y lt r im e t h y l a m m o in u m

br 。
而 de )法比其他几种方法能更有效地提取水 稻根

内生细菌 1〕N .A

3
.

2 P c R 引物设计的合理性

我们在以 D G G E 技术及细菌 1 6 5 r D N A 文库构

建的非培养方法研 究水稻 内生菌种 群多样 性时发

现
,

以非培养方法研究植物 内生细菌的种群结构的

关键问题是 设计 合理 的 引物
,

以排 除植 物 叶绿 体

D N A 和线粒体 D N A 的干扰
,

这主要是 由于非培养

方法多是基 于 P C R 的分子 生物学 方法
,

而植 物叶

绿体 D N A 和线粒体 D N A 中的 1 6 S r D N A 和细菌的

1 6 5 r D N A 高度同源
,

如果引物设计不合理
,

P C R

产物中就会混有叶绿体 和线粒体 的部分
,

这将 给后

续分析工作带来困难
,

也就不能准确地分析细菌 的
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多样性
.

4结语

由于有益的植物内生和根际细菌对植物生长所

具有的促生作用及在农业生产 中的应用潜力
,

目前

它们已成为植物微生物学科 中重要的研究对象
.

非

培养方法的应用为植物内生和根际细菌多样性的研

究开辟 了一条新的途径
,

使我们可更全面地 了解植

物微生态系统中微生物多样性及其物种组成
.

我们

认为非培养方法的灵活使用
,

并和传统 的培养方法

协同结合
,

将会有助于将植物内生和根 际细菌这一

领域的研究引向深入
.
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