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封面图说: 岳阳附近的水源涵养林及水系鸟瞰———水源涵养林对于调节径流,减缓水、旱灾害,合理开发利用水资源具有重要

的生态意义。 洞庭湖为我国第二大淡水湖,南纳湘、资、沅、澧四水,北由岳阳城陵矶注入长江,是长江上最重要的水

量调节湖泊。 因此,湖周的水源涵养林建设对于恢复洞庭湖调节长江中游地区洪水的功能,加强湖区生物多样性的

保护是最为重要的举措之一。 对现有防护林采取人为干扰的调控措施,改善林分空间结构,将有利于促进森林生态

系统的正向演替,为最大程度恢复洞庭湖水源林生态功能和健康经营提供重要支撑。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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一株柠条内生解磷菌的分离鉴定及
实时荧光定量 PCR 检测

张丽珍1,*,冯利利2,蒙秋霞3,牛摇 宇4,牛摇 伟5,樊晶晶1,鹿摇 茸1

(1. 山西大学生命科学学院, 太原摇 030006; 2. 山西大学生物技术研究所, 太原摇 030006;

3. 山西省农业科学院环境与资源研究所, 太原摇 030006; 4. 山西省农业科学院农业资源与经济研究所, 太原摇 030006;

5. 山西省农业科学院, 太原摇 030006)

摘要:结合形态观察与 16S rDNA 序列测定对柠条根系内分离筛选得到的解磷细菌 C9 进行鉴定,Blast 比对结果表明 C9 为泛菌

(Pantoea vagans)。 在无机磷液体培养基培养条件下,用钼锑抗比色法研究它的解磷能力。 结果表明,随着时间的延长,培养液

中速效磷含量逐渐增加到 4. 45mg / L,溶液 pH 可降至 4. 2。 进一步利用实时荧光定量 PCR 检测柠条根系中、柠条根际土壤与柠

条根围土壤中该细菌存在的相对基因拷贝数,结果发现该基因在 3 种样品中的数量为:柠条根系>柠条根际土壤>柠条根围土

壤,表明泛菌解磷细菌能聚集生长在柠条根系内,随着与根系接触距离的增加而呈逐级递减趋势。
关键词:柠条;内生菌;解磷能力;实时荧光定量 PCR

Isolation,identification,real鄄time PCR investigation of an endophytic phosphate鄄
solubilizing bacteria from Caragana korshinskii Kom. roots
ZHANG Lizhen1,*, FENG Lili2,MENG Qiuxia3,NIU Yu4, NIU Wei5,FAN Jingjing1,LU Rong1

1 College of Life Science, Shanxi University, Taiyuan 030006, China
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Abstract: The microbiota colonizing the rhizophere ( immediately surrounding the root) and the endophytic microbiota
(within the root) contribute to plant growth, productivity and phytoremediation. The microbiota inhibiting the rhizosphere
can both benefit and undermine the plant health, whereas mutualistic andophytic microbiota may provide physiologically
accessible nutrients and phytohormones to improve the plant growth, or help the plant withstand salt and drought. In this
study, one phosphate鄄solubilizing bacterium C9 was isolated from within the root system of Caragana Korshinskii Kom. It
was identificated by morphology and 16S rDNA sequencing. Using BLAST software, C9 was identified as Pantoea. The
phosphate鄄solubilizing capacity of C9 was assayed by molydenum鄄antimony鄄D鄄iso鄄ascorbic鄄acid鄄colorimetry (MADAC) in
inorganic phosphorus liquid culture. The results showed that the available phosphorus content in culture increased to
4郾 45mg / L and the pH value dropped to 4. 22. These data indicate that the strain C9 from Caragana Korshinskii Kom. root
system is able to utilize the insoluble phosphate and transform insoluble phosphorus into available form for the plants. At the
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same time, the possible relationship among pH level and phosphate dissolving ability was discussed. Futhermore, real鄄time
PCR method was developed for quantifying gene copy number of C9 in roots and soil. PCR results demonstrated that the
copy number of C9 follows the sequence of Caragana Korshinskii Kom. root > rhizosphere soil > soil around rhizosphere.
Results indicate that Caragana Korshinskii Kom. exertspositive effects on the existent environment of C9 and helps improve
salinity鄄alkalinity ecological environment gradually.

Key Words: Caragana korshinskii Kom. ; endophytic bacteria; phosphate solubilization; real鄄time PCR.

磷是植物生长发育必需的矿质元素之一,以多种方式参与植物体内的光合作用和生理生化过程,对促进

植物的生长发育和新陈代谢具有重要的作用。 一般农田土壤中全磷含量很高,但是有效磷含量很低[1]。 解

磷微生物产生的植酸酶、核酸酶和磷酸酶等加速了植酸、核酸、磷脂等含磷有机化合物的分解,促进了磷素释

放,可以提高植物磷素营养;解磷微生物分泌的有机酸与 Ca鄄P、Fe鄄P 和 A1鄄P 等进行螯合[2],使难溶磷转化成

为有效磷。 因此,利用微生物解磷作用弥补土壤磷素营养的不足,成为当前的一个研究热点。
紧贴根部定殖的根际菌和根系内的内生菌对植物的生长、生物量累积、碳汇、生物修复等功能发挥着重要

作用[3鄄5]。 内生菌存在于植物的根茎叶果实和种子中,在长期生物进化过程中与宿主植物形成了互利共生,
相互作用的关系。 根际微生物可能促进植物的生长也可能损坏植物的健康。 研究人员关于根际微生物对土

壤养分的分解和转化作用以及促进植物生长和对植物病害的生防作用的研究较为深入[6鄄7]。 与植物互利共

生的内生菌通过提供可利用的养分和生长激素来促进植物生长,帮助植物抵御高温、高盐和干旱等逆境胁迫。
现有研究认为内生菌可通过自身的代谢产物或借助于信号传导作用对植物体施加影响[8]。 M佗rquez 等[9] 研

究发现内生真菌能提高植物抗逆能力。 目前关于植物内生解磷菌的报道还不多见。 因此寻找发现并进一步

探索植物内生解磷细菌在磷素循环吸收利用中的作用具有重要意义。
柠条是锦鸡儿属植物栽培种的通称,为豆科灌木类植物,具有抗盐碱、抗旱、耐寒、耐瘠薄等特点。 本实验

研究材料来源于山西大同,该地区土壤质地板结,环境条件恶劣,柠条在该地区的盐碱滩地改良中发挥了重要

作用[10]。 前期研究[16]发现柠条根围土壤分离获得的黑曲霉具有解磷能力,本文进一步探讨柠条根系内生细

菌的解磷能力,为全面理解柠条增加贫瘠土壤环境的养分来源途径,具有重要意义。
实时荧光定量技术作为一种核酸定量的手段,以其高灵敏性、高特异性、高精确度、实时性、污染少等优点

在微生物生态学中逐渐得到广泛的应用[11]。 本文采用 Real鄄time PCR 法对柠条根系组织及柠条根际土壤与

柠条根围土壤中的特定解磷细菌存在的相对基因拷贝数进行相对定量检测,确定具有解磷生物学功能的泛菌

属细菌的丰度,为探讨柠条内生解磷菌在盐碱土壤中的存在状态及在土壤生物改良中发挥的作用提供理论

依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 材料

柠条根系组织及土壤取自山西大同盆地的毛皂试验站柠条林。 样品采集于 2009 年 9 月份,将柠条根样

品装入保鲜袋,放入冰盒带回 4益保藏。
无机磷培养基组份[12]:葡萄糖 10g,(NH4) 2SO4 0. 5 g,MgSO4·7H2O 0. 3g,NaCl 0. 3 g,KCl 0. 3g,FeSO4·

7H2O 0. 03 g,MnSO4·7H2O 0. 03 g,Ca3(PO4) 2 5 g,蒸馏水 1000 mL,pH7. 0—7. 5,121 益灭菌 30 min,固体培

养基中加入 20g / L 琼脂。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 柠条根系内生解磷细菌的分离和筛选

将柠条的主根和须根在自来水下冲洗干净,吸干表面的水分后,先使用 75%的酒精冲洗 1min,然后用无
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菌水冲洗,重复 3 次后用灭菌的滤纸吸干,最后剪成小段,放入研钵,加入适量的蒸馏水后用力研碎,系列稀释

后涂布到无机磷固体培养基上,37益,培养 5d,选择在无机培养基出现透明圈的菌株进行纯化后接至斜面

保存。
1. 2. 2摇 16S rDNA 序列测定

细菌基因组 DNA 提取:将保藏的 C9 菌株在 LB 培养基上活化后,接种于无机磷固体培养基上培养 3—
5d,按照试剂盒操作步骤提取基因组 DNA,取样进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测,所得产物-20益保存备用。

16S rDNA 序列分析参照 Toru Shigematsu[13]等的方法进行。 引物采用原核微生物 16S rDNA 序列通用引

物:引物 A (5忆鄄AGTTTGATCCTGGCTCA鄄3忆),引物 B (5忆鄄ATCCTTGTTACGACTTGA鄄3忆)。 PCR 扩增条件为:
95益预变性 5min,94益下变性 30s,55益退火 30s,72益延伸 1min,循环 30 次,72益延伸 10min。 产物的纯化用

TAKARA 琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行。 PCR 产物经 pGEM鄄T Easy 载体连接到 JM109 感受态细胞上。
挑取阳性克隆子,依据质粒提取试剂盒说明抽提重组质粒 DNA。

测序送华大基因公司进行。
1. 2. 3摇 柠条根系内生解磷细菌的解磷能力测定

对柠条根内生解磷细菌进行无机磷液体培养基培养,将加 Ca3(PO4) 2 的液体培养基 50mL 分装于 100mL

的三角瓶中,121益,灭菌 30min。 将 C9 制成菌悬液,调节浓度约为 107 个 / mL,取 1mL 接种,37益160r / min,摇
床培养,每隔 12h 周期取样,3 个重复,采用钼锑钪比色法测定解磷能力。

图 1摇 内生解磷细菌 C9 的解磷效果

摇 Fig. 1 摇 Colonial morphology of the endogenous phosphate -

solubilizing bacteria C9

1. 2. 4摇 实时荧光定量 PCR 检测

目的菌株 C9 的荧光定量 PCR 引物由上海生工生物工程技术服务有限公司设计并合成:引物 F(5忆鄄
GTTCCCTTGAGGAGTGGCTTC鄄3忆),引物 R(5忆鄄CGAATTAAACCACATGCTCCAC鄄3忆)。

柠条根系 DNA 提取,柠条根际土壤和柠条根围土壤总基因组 DNA 提取利用 Omega 总基因组 DNA 抽提

试剂盒。 将提取的 cDNA 稀释为 100ng / 滋L,取 2滋L 作为荧光定量 PCR 模板,荧光定量 PCR 的反应体系为:
SybrGreen qPCR Master Mix12. 5滋L,引物 F (10滋mol / L)0. 5滋L,引物 R (10滋mol / L)0. 5滋L,ddH209. 5滋L,样品

cDNA2滋L,总体积为 25滋L。 PCR 的反应程序设为:95益 预变性 10min,95益 变性 15s,60益 退火 1min,循环

40 次。
2摇 结果

2. 1摇 内生解磷细菌的分离

无机磷固体培养基上分离筛选到的 C9 菌株为白

色、表面光滑、半透明,边缘整齐。 可以溶解培养基中的

不溶性磷酸钙,菌落周围成透明圈(图 1),据此初步确

定该菌株具有一定的解磷能力。
2. 2摇 16S rDNA 序列测定

提取 C9 菌株的基因组 DNA,进行 PCR 扩增,
1郾 0%琼脂糖凝胶电泳检测(图 2)。 割胶回收目的基因

片段后,将纯化后的产物与 pGEM鄄T Easy 载体连接,蓝
白斑筛选得到重组克隆子,提取重组质粒,电泳检测连

接效果,将目的质粒送至华大基因进行序列测定,将序

列结果与 NCBI 数据库中已知序列进行 BLAST 比对分

析,具体结果为:所获得的片段序列长度为 1532 bp,该
片段与 Pantoea vagans 有 99%的同源性,初步将其判断

为泛菌(Pantoea vagans)。
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图 2摇 内生解磷细菌 C9 的 PCR 扩增结果

摇 Fig. 2 摇 PCR amplification of the endogenous phosphate鄄

solubilizing bacterias C9

2. 3摇 内生解磷细菌的解磷能力

解磷标准曲线方程为 y = 0. 5245x -0. 0178,R2 =
0郾 99,可以根据吸光度值来测定磷含量。

内生细菌 C9 的溶磷趋势是先升而后逐渐趋于平

稳,其 pH 值是先降后有波动最后趋于平稳。 分析发

现,随着其解磷能力的提高,pH 先降后升,当解磷能力

最后趋于平稳的时候,pH 也趋于平稳。 C9 菌株的解磷

能力最高可达 4. 45mg / L,其溶液 pH 可降至最低值为

4. 2(图 3)。

图 3摇 C9 的解磷曲线和溶液 pH

Fig. 3摇 Phosphate solubilization capacity and pH of C9

2. 4摇 荧光定量检测结果

利用实时荧光定量 PCR 对具有解磷功能细菌 C9
基因的检测显示,C9 在柠条根内的平均基因拷贝数为

9139883 个,在柠条根际土壤中是 721399. 7 个,在柠条

根围土中是 142815. 5 个(图 4)。 由图 4 可以看出,目
的基因在柠条根中的含量最多,远远大于其在柠条根系

土壤和多年生柠条根围土壤中的含量,并且呈递减趋

势,从而可以说明,本文中所得目的菌株在柠条根系内

可以大量繁殖生长,并形成一定的规模体系。
3摇 讨论

解磷微生物的分离与研究覆盖了多个类群,包括细

菌[14],真菌[15鄄16]。 本文研究的这株解磷细菌分离自柠

条根系内部。 内生菌作为植物的共生体,对植物的生长

发育和功能效应有一定的潜在影响。 研究认为[17鄄18]植物内生菌可以通过溶磷能力而促进植物在逆境中的生

长。 植物内生菌可以通过调节细胞渗透压,改变气孔响应机制,调节根的形态和长短,影响氮素累积和代谢过

程,增加矿物质的吸收等机制来促进植物的生长[19]。 本研究获得的这株解磷细菌在实验室离体条件下具有

较强的解磷能力。 在自然生态条件下,内生解磷细菌能否促进柠条吸收磷元素,以及如何促进都需要进一步

的研究探索。 Son[20]等从大豆根际分离得到的解磷泛菌,其可溶性磷含量可达 900 mg / L。 Chung[21]等从朝鲜

农作物根际分离到的解磷泛菌,其可溶性磷含量为 113. 7 mg / L。 姚庆智[22]等人从油松菌根根际筛选出的优

良解磷细菌可使培养基中可溶性磷增量达 591. 82 mg / L。 解磷能力均强于本研究获得的 C9,这可能需要进一
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图 4摇 不同样品中 C9 基因实时荧光定量 PCR 结果

Fig. 4摇 Real time PCR of C9 in different samples

步从柠条根系的生存环境和生理功能来探究它们的差异,
并从定殖能力和田间实际解磷效果来比较它们的应用

潜力。
解磷 菌 的 解 磷 机 制 是 多 样 的, Rashid 等[23] 和

Ponmurugan 等人[24]对此作过探讨。 其中解磷菌通过产生

有机酸来溶解难溶磷是最常见的一种机制。 本文通过对

C9 菌株解磷能力的研究发现该菌株的解磷能力与菌株生

长过程中酸性物质的产生有关。 C9 菌株影响培养基质中

有机酸的产生能力,进而影响培养基 pH 大小,最终影响难

溶性磷酸盐的溶解量。
Fenchel[27]认为可以单纯从栖息的生境来理解微生物的分布。 植物根系生活在植物鄄土壤鄄微生物组成的

生态系统中。 根系内生菌在植物体内的定殖是一个主动过程,其长期生活在根系内的特殊环境中并与宿主协

同进化,可以通过自身的代谢产物或借助于信号转导对植物体产生作用。 在植物代谢过程中有部分物质以根

系分泌物的形式释放到根系根际,根系分泌物为土壤微生物提供大量的营养和能源物质,因而根际微生物的

种类和数量均高于非根际土壤,而且代谢活性也比非根际微生物高[26]。 本研究应用实时荧光定量 PCR 定量

检测了柠条内生菌株 C9 在柠条根系内及柠条根际和根围土壤中的数量。 结果显示柠条根系内部含量远远

大于根际和根围的数量,随着与根系接触距离的增加而呈逐级递减趋势。 Hallmann[28] 等人的研究表明根际

微生物群落能通过渗透作用与寄主相互作用从而影响寄主体内的内生菌组成,部分微生物甚至能进入寄主体

内成为暂时的内生菌。 内生菌如何从根内扩散到柠条根际土壤再到柠条根围土壤,需要进一步通过标记技术

来跟踪研究内生菌的生态行为。 从泛菌 C9 的数量变化来看,表明植物内生菌在植物鄄土壤反馈机制中扮演着

重要的角色。 其本身又具有解磷能力,在一定程度上可以驱动对盐碱土壤的改良,为理解柠条改良盐碱土壤

提供了理论依据。 柠条内生菌株 C9 如何逐级定殖到周围土壤环境,发挥改善盐碱生态环境的作用将是下一

步研究的方向。
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