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摘 要

从山 蚂蝗属植物分离到 � 株根瘤菌并鉴定为慢生型
�

该类菌在酵母浸出物一甘露醇 �� �� �培

养基上产碱
、

代时 � 小时以上
�

这些根瘤菌不 能利用蔗搪
、

苹果酸和柠檬酸
,

大部分菌不能利用无机

氮源
�

所试根瘤菌耐盐能力差
,

生长 � � 范围窄 ��� �一 ��
,

�� � 生长最旺盛
�

这些菌种对所试 � 种抗

生素敏感
,

其中 � � � �
�

� � � �
�

� � � �
�

� � � � 和 �� � � 对所试抗生素均无抗性
,

所有根瘤菌在

�即� � � �结晶紫条件下仍能生长
�

关键词
�

山蚂蝗属
�
根瘤菌

�

代时
�
酵母浸出物一甘露醇培养基

中图法分类号
�

� � ��

� 前
�

生,
� �】 ,� �二�

山蚂蝗属植物主要生长在热带及亚热带地 区
�

� �� � 〔
认为山蚂蝗属植物的根瘤菌为慢生

型
、

寄主范围广但经常结无效瘤
�

黄文芳等
〔’〕报道了山蚂蝗属旋扭 山绿豆根瘤菌的生物学特

性一般工作者在进行根瘤菌营养生理及外界条件对根瘤菌生长影响等研究时
,

多采用固体培

养基来观察根瘤菌生长状况
�

本工作以从鼎湖山分离的山蚂蝗属植物的根瘤菌为材料
,

通过液

体培养来定量观察根瘤菌的生长状况
,

对其生物学特性进行了研究
�

� 材料和方法

�
�

� 菌种来源

异果山绿豆 ���
�� 心�’� � �� 

�
�
��

“� �根瘤菌 � � � �
、

异叶山绿豆 ��
�

�� ��� ��
��� � � �根瘤

菌 �� �  
、

排钱草 ��
�

� � ��入� �� � � �根瘤菌 � � � �
、

毛排钱草 ��
�

��� ��
� � �根瘤菌 � � � �

、

大叶

山绿豆 ��
�

� � �岁
��� � � �根瘤菌 �� � �

、

拿身草 ��
�

。� � � � �� � �根瘤菌 � � � �
、

葫芦茶 ��
�

�� 乡

收 稿 日期
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�



叮� �� � � �根瘤菌 � � � �
、

显脉山绿豆 ��
�

� � ��� � ‘�� �“ , � �根瘤 菌 � � � � 及糙毛假地豆 ��
�

, �召�� � �

。�� �
� 。

厂

�� �� 。
“ � �根瘤菌 � � � �均 由作者从山蚂蝗属植物根瘤分离

�

旋扭山绿豆 ��
�

�� ! ��
�

�� ‘�,� �根瘤菌 � � � �� 由本实验室提性
�

大豆根瘤菌 � �  ! � �� 一 �
、

��  � �� 一 � 由中国农科院土

肥所赠送
�

�
�

� 山蚂蝗属植物根瘤菌的获取

� � �  年 � 月
�

在广东鼎湖山从 � 种山蚂蝗属植物分别采集健壮根瘤
�

经表面灭菌
,

划线分

离纯化得单菌落
�

然后进行 回接试验
,

待形成根瘤后
�

再次分离纯化
�

并用乙炔还原法测定根瘤

固氮酶活性
�

�
�

� 代时测定及酸碱反应

参考曹燕珍
仁‘

一

等的方法
�

�
�

� 碳源利用

以去掉甘露醇的 � � � 液体培养基为基本培养基
,

分别加入各种碳源使其终浓度为 ��

�� � � �
�

灭菌后分装各试管 ��  
,

用各菌悬液接种
,

并 以不接种不加碳源为对照
,

��
’

� 摇床培

养 ����� � � �� �
,

� 天后用 � �� 分光尤度计测光密度值
�

�
�

� 氮源利用

将 � � � 培养基中酵母粉分别用不同氮源代替
,

氮源物质浓度均为 �
�

� � �� � � �
,

灭菌后

分装各试管 �� �
,

以不接菌和不加氮源为对照
,

摇床培养
,

� 天用后分光光度计测光密度值
�

�
�

� 耐盐试验

改变 �� � 培养基中氯化钠含量
,

分别调至 。
�

��
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

� � 。 � �
,

摇床培养
,

用分光

光度计测定光密度值
�

�
�

� � � 对根瘤菌生长的影响

采用 �� � 培养基
,

灭菌后用 �一 �� 型酸度计调节一系列 � � 梯度
,

分装试管进行摇床培

养
,

� 天后用分光光度计测定光密度值
�

�
�

� 抗生素本底抗性及结晶紫的抑菌作用

将各种试剂分别加入至 已定量并 已冷却至 � � � 的 �� � 培养基中混匀
,

各种试剂保持如

下浓度 伽 � � � ��
�

结晶紫 � �
、

� �
、

�� � �青霉素 � �
、

� � �
、

� � � � 庆大霉素 �
�

�
、

� �
、

�� � 链霉 素 �
、

��
、

�。�卡那霉素 �
、

�。
、

� �
�

将供试菌菌悬液接种于平板上
,

各菌均设 � 次重复
,

以未加以上试剂作

对照
,

�� ℃ 培养 � 天观察结果
�

� 结果与分析

通过初次分离纯化及回接以后的再次分离纯化
,

从 山蚂蝗属 � 株植物根瘤中得到 � 株根

瘤菌
,

共生状态下固氮酶活性 �单位
� � � �� ��
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创门的生物学特性如下
:

2
.
1 代时及酸碱反应

结果见表 1
.
T ri ni ck 〔‘1认为快生型根瘤菌代时在 4 小时以下

,

在 Y E M 培养基上产酸
;而慢
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生型根瘤菌代时在 6 小时以上
.
在 Y E M 培养基上产碱

.
本实验结果表明山蚂蝗属植物根瘤菌

代时均在 6 小时 以上
,

代谢产碱
.
为慢生型根瘤菌

.

2
.
2 碳源利用

结果见表 2
.
G raham ‘5 ’

认为快生型根瘤菌利用碳源范围比慢生型广
,

El k
a n L ‘」

等进一步报

道快生型根瘤菌能利用蔗糖
、

麦芽糖
、

乳糖等双糖
.
而慢生型不能利用

.
本实验结果表明所试根

瘤菌均不能利用苹果酸
、

柠檬酸和蔗糖
.
利用乳糖能力较差

.
半乳糖

、

甘露醇是优良碳源 (特别

是甘露醇 )
.

2
.
3 氮源利用

周俊初
”二
报导根瘤菌能利用有机氮和无机氮

,

但在氮源只含无机氮的培养基中一般生长

不太好
.
本实验用 5种不同氮源进行试验

,

结果 (见表 3) 表明山蚂蝗属植物根瘤菌大多数不能

利用无机氮源 N H
;C l

、

N
a

N O

。 ,

均能利用有机氮源 (其 中酵母汁为优良氮源)
.

2
.
4 耐盐性

结果见表 4
.
山蚂蝗属植物根瘤菌耐盐能力非常差

,

除 M X D 6 外均不能耐 0
.
Zm ol /L 盐浓

度
,

其中 M X D 2
.
M X D 4

.
M X D 7和 M X D g 在盐浓度为 0

.
05m ol/L 条件下不能生长

.

2
.
5 pH 对根瘤菌生长的影响

结果见表 5
.
所试菌种均不能在 pH 4

.
p H 10 条件下生长

.
山蚂蝗属植物根瘤菌在 pH 6 条件

下生长最旺盛
,

这与代谢产碱相适应
,

大部分在 pH S 条件下不能生长
,

表明其抗碱能力极差
.

而快生型大豆根瘤菌 191 一 4 在 pH g 条件下生长最旺盛
,

这与代谢产酸有关
.

2
.
6 抗生素本底抗性及结晶紫的抑菌作用

结果见表 6
.
根瘤菌对各种抗生素的 自然抗性水平是可以作为菌种间存在差异的标记

,

在

细微的识别鉴定上是有用处的
.
实验结果表明山蚂蝗属植物根瘤菌对所试抗生素较敏感

.
其中

M X D 2
.
M x D 3

.
M X D S

.
M X D 7 和 M x D g 对所试抗生素均无抗性

.
结 晶紫有抑菌作用

,

对革兰

氏阳性菌的抑菌作用尤为 明显
.
本实验结果表明当结晶紫浓度 为 10拜g / m L 时

,

根瘤菌仍能生

长
,

但据报道在此浓度下
,

革兰氏阳性菌不能生长
[日、 .

表 1 代时及酸碱反应 (起始 pH 7
.
45 )

菌种

M X D I M X D Z M XD 3 M X D 4 M X D S M X D 6 M X D 7 M X D S M XD g

代时(小时) 6
.
9 7

·

6

.

6 6

-

7 天后 pH 7. 90 7 .85 12 8.05 7.75 7
.
8 0



表 2 碳源利用(培养 7天 后的的光密度值 )

碳源
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0
.
9 7 1

.
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1
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表 3 氮源利用(培养 7天后的光密度值)

菌种

M X D I M X D Z M X D 3 M X D 4 M X D S M X D 6 M X D 7 M X D S M X D g C B627

N H ;C l

N aN O

1.08

0. 55 0
.
43

谷氨酸钠

0

U

0
.
70

2
.
8

0.9牛

0
.
5 6

1
.
0 5

0

0
.
5 3

1
.
5

0
。

2 8

1 0 0

.

6 5 4 0 0

.

7 0

醉母汁 0
.
76 4.3 0

.
90 3.10 35

蛋 白陈 0
.
60 0

.
85 0. 11 30 0.55

0

0

0 .4 8

1
.78

0
.
88

0
.
46

l0

0.47

0

0

()
.
57

1
.
20

0
.
95

表 4 耐盐性(培养 7天后的光密度值)

N aCI浓度(m ol/L )

正常
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* 表示 Y E M 培养基中所含氛化浓度(0
.
。。1 7 m d 压)
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表 5 pH 对根瘤菌生长的影响 (培养 7 天后的光密度值)

p玉I 值
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表 6 抗生素本底抗性及结晶紫的抑菌作用

菌株

M X D I M X D Z M X D 3 卜I X D 4 M X D S M X D 6 M X D 7 M X D S M X D g C B 6 2 7

+

十 + 十

+

50
100剐

青霉素

7 、

5 +

l 5 十 十

庆太连素

30

+ +

l0 +

卡那谁素

20

十 +

+

510
链称索

+ + + + + 十

十

++00
,二口‘

结晶紫

100

“

十
”

表示生长 ;
“
一

”

表示无生长

2 9



讨 论

山蚂蝗属植物根瘤菌在 Y E M 培养基上产碱
、

代时在 6 小时以上
,

属慢生型根瘤菌
.
这些

根瘤菌耐盐能力差
、

p H 生 长范围窄(pH S 一 吕)
、

对抗生素敏感
.

结晶紫是一种有抑菌作用的染料
.
当其浓度为 1。拜g 八n L 时

.
革兰 氏阳性菌不能生长而根

瘤菌仍 能生长
.
因此在分离根瘤菌时

,

除了将根瘤用 乙醇和升汞进行表面灭 菌外
,

还可以在

Y E M 培养基 中加入 10ug /ml 的结晶紫
,

从而避免分离过程中革兰氏阳性菌的污染
.

本工作在做碳源利用
、

氮源利用
、

耐盐性及 p H 对生长影响等实验时
,

采用 Y E M 液体培养

基培养根瘤菌并通过测定光密度值来表示根瘤菌生长量
.
作者认为如此做有以下特点

:
首先实

验结果定量化
,

其次可避免固体培养基中琼脂所含杂质对根瘤菌营养生理实验带来的干扰
,

从

而增加了实验结果的可靠性
.

参考文献

Date R A
.
In :V ineent J M

,

W h i t
n e

y A 5
a n

d B 哭
e
J
.
E x p l

o it in g :h
e L e g u m

e 一 R hizob ium S yrn b iosis T rop ieal

A g ri e ultu re
.
C o llege of T rop ieal A g rie ultu re M isc ellan eo us P ub lieatio n 14 5

.
De
part m en t of A g ron o m y an d

50 11 Sc i
enee ,

U
n

i
v e r s

i
t y o

f H
a

w
a

i i

.

1 9 7 7
,

2 9 3 一 31 1

黄文芳等
.
旋扭山绿豆快生型根瘤菌 DI 51 菌株的研究

.
华南师范大学学报(自然科学版)

,
1

99
1

,

( 2 )

:

45 一

50

曹燕珍等
.
快生型 根瘤菌的研究 I

:
快生型大豆根瘤菌的分离及其生理生化性状

.
华中农业大学学报

,

1 9 8 6
,

5 ( 2 )
:

1 4 9 一 15 6

T ri n iek M J
.
In
:B ro gh ton W J

.
N itrog

e n F ixation
.
V o lu m e 2

.
R h izob iu m

.
C larend on p ress

.
O x fo rd

.
1982 ,

7 6 一 1 47

G ra卜am P H an d P arker C A
.
众
agnos ti

e feature in the eharacterization ofthe rco
t一n

od

u
l
e

b
a e t e r i

。 o
f l

e

四m
e.

P lant and 50 11
. 1964 ,

2 0

:

3 8 3 一 3 96

E lka n G H an d K uy en d ull L D
.
In
:
B rog h ton W J

.
N itrogen F ixation

.
V olu m e 2

.
R 卜izo biu m

.
C laren d on

P ress
.
O 又

fo
r
d

.
1 9 8 2

,
1 4 7 一 1 66

周俊初
、

曹燕珍
.
快生型根瘤菌营养生理的研究

.
华中农业大学学报

,
1 9

87

,

( 3 )
:

44
一 57

武汉大学
、

复且大学生物系徽生物学教研究编
.
徽生物学

.
北京

:
人民教育出版社

,

1 9 7 9

,

1 37 一 1 38
.



口刀IU M S P P
.

J i
n g y t, a n x

i
a o

M
o

X i m
u

(
De

p t
.

o
f B i

o
l
o

g y
,

匀
uth C hina N orm alU niversity ,

G
u a n

g
z

h
o u

5 1 0 6 3 1 P R C )

A b
s

t
r 自C t

N i
n e

R h i
z o
b i
u
m

s tr a in s w e re i
s o
l
a t
ed f

ro
m D

e s
m 心l’u m

sp P
. a n d id en tified as slo w

一

g
r o

w i
n g

R h i
zo b i

a
.

T h
e
y p

r o
d
u e e

d
a
l k

a
l i i

n
y
e a s t e x t r a e t

m
a n n

i
t o

l ( Y E M ) m
e
d i

u
m

a n
d

t
h

e
g
e n e r a t

i
o n t

i m
e

w
a s

m
o r e t

h
a n s

i
x

h
o u r s

.

T h
e s e

R h i
z o

b i
a e o u

l d
n o t u t

i l i
: e

i
n o r

g
a n

i
e

m i
t r o g

e n s o u r e e s
.

A l l

R h i zo b i
a

h
a
d p

o o r t o
l
e r o n e e t o s a

l
t

.

T h
e
y w

e r e e a
p
a
b l

e o
f g

r o
w t

h
a t p H

v a
l
u e s

b
e t w

ee

n
5

a n
d s

a n
d g

r e
w w

e
l l

a t p H 6

.

R h i zo b i
a o

f D
e s

m 心iu m
spp
.
w ere sensitive to four antibioties and M X D Z

,

M X D 3

,

M X D 7
a n

d M X D g w
e r e n o t r e s

i
s t a n t t o a n

y
a n t

i b i
o t i

e s
.

T h
e s e

R h i
z o

b i
a e o u

l d gr

o
w

a t 1 0

拼g / m l
e r y s ta l

v io l
e t

.

K
e y w o r d s

:

De
s
m 心i

u
砚 ;R h izo b ia ;g en era tio n tim e ;y e a st e x traet m a n n ito l m e d iu m

3 1


