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根瘤菌在寄主细胞内的分化及存活性

曹燕珍 周俊初 陈华癸
( 华中农学院土壤化学系

, 武汉 )

摘 要

本文证明在快生型紫云英
、

首稽
、

三叶草和君子根瘤菌的成熟根瘤内的类菌体组

织细胞中
,

根瘤细菌有两种形态
,

一种为已分化发育的类菌体
,

一般呈棒状
、

T 状或

Y 状
,

即通常认为活跃 固氮的形态
,

它们不能生长繁殖 ;另一种为未经分化的杆状菌
,

与在培养基 上生长的形态一样
,

它们能够生长繁殖
.

在慢生型的大豆根瘤含菌组织中
,

类菌体形态分化不 明显
,

菌体的形状大小同在

培养基上生长的类似
,

它们绝大多数都是能够生长繁殖的
.

通常将能否进行繁殖作为细菌细胞的生存界限
.

先前 ( lA m on
, 1 9 3 3 年 ) 认为豆类植物

根瘤中的类菌体是不能繁殖的山
,

即失去 了存活性
.

eB r g en se n
( 19 6 8 年 ) 报告说大豆根瘤的含

菌细胞中的类菌体只有 0
.

02 多 能在甘露醇酵母洋菜 ( RM Y )上生长繁殖 2[J
.

uS ott
n 等 ( 19 7 7 年 )

发现羽扇豆根瘤的类菌体的繁殖能力随瘤龄而变化
,

并认为其繁殖能力依赖于培养基渗透压

的保护作用
〔习

.

sT ien 等 ( 1 9 7 7 年 )发现不同年龄的大豆和菜豆根瘤中的类菌体几乎 1 00 务具有

活力
〔们

.

G er ss ho ff 等人 ( 19 7 7 年 ) 的研究结果表明
,

三叶草根瘤的类菌体在渗透压保护下有

60 一 90 % 能繁殖
〔5 , .

G er ss ho ff 和 Rolf
e
( 19 7 8年 ) 报道说大豆根瘤类菌体在一定的试验条件

下能繁殖 6LJ
.

他们的实验表明大豆根瘤内的类菌体只有在含高浓度甘露醇的培养基 (B
+
Man )

上能够繁殖
.

但高浓度甘露醇的作用是否起了渗透保护作用
,

不能肯定
.

因为在处理过程中

菌体经过等渗液 ( P D B ) 或水都不能影响菌体繁殖能力
.

这些研究者们都把根瘤中的含菌细

胞内所有的细菌个体全部看做是类菌体
,

而不论它们表现为什么形态
.

在第四次国际生物固

氮会议上
,

aP kn h us t ( 1 9 8 0 年 )建议
, “ 只把存在于成熟的

,

有固氮活性的含菌植物细胞中的细

菌称为类菌体
,

以避免混乱
” 71[

.

明确地表达了这种观念
.

本文介绍根瘤菌在寄主细胞内的分化及存活性研究工作
,

对含菌细胞中细菌的形态分化

及繁殖能力提供了直接的验证
.

一
、

材 料 和 方 法

1
.

豆类
一

根瘤菌共生体

本实验采用了 5 种豆科植物及相应的根瘤菌 (表 l ; 其中快生型根瘤菌为紫云英
、

首信
、

三

叶草和答子
,

慢生型根瘤菌为大豆 )
.

本文 19 82 年 8 月 25 日收到
, 19 8 3年 10 月 , 日收到修改稿

.
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表 1试验豆类
一

根瘤菌共生体

豆 类

英蓓草子紫 豆云

接种菌株

R a1 0 6

M 3

T8

自然感染

S M1 3

叶

首三艺大

表 2培养根瘤菌的培养基成分
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.
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.
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.
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1 0m l

4m l

0
.

0 0 19

0
.

0 05 9

0
.

0 05 9

5
.

09

4m l

5
.

09

4m l

0
.

5 9

0
.

59

4m l

寸 微量元素 : 0
.

5% H
3 B o

3
; 0

.

5% N a :

M o o
4

等量混合液
,

`

* *

R G Y , RM Y , R s Y 均为华农生物固氮研究室培养根瘤菌常用培养基
.

洋菜用量按需要添加
.

2
.

培养基的种类和成分 (表 2 )

3
.

等渗溶液 ( P D B )

e r e s s h o ff 等「5J 用的 PD B ( o
.

2 5 M 甘露醇
, 0

.

2 , 材 山梨醇
,

z om “ K Z
H P o ; ,

Zm 材 e a C 12
,

PH 5
.

5) 等渗溶液
.

一 4
.

结瘤试验

按本研究室的常规洋菜管结瘤和砂培结瘤法 8[] 进行
,

5
.

根瘤含菌细胞原生质体的分离

根瘤按常规方法表面灭菌后
,

转人灭菌 PD B 液 ( 0
.

5 入灼 中
,

切去根瘤前端
,

以排除侵人线

新侵染的细胞
,

然后将剩余根瘤切成 0
.

2 毫米左右的薄片
,

再用 P D B 液洗一次
.

每个根瘤薄

片分别放人容量为 5 毫升的小瓶中 ; 加人用 PD B 液 ( 0
.

5 M ) 配制的 4多 纤维素酶 ( eC n ul ase
“ o N o

一

z u K A ” R一 0 Y a k过 t Bioc 址m i c al s ,

J
a p a n

) 0
.

5 毫升
,

于 3 6℃ 下酶解一小时
,

用吸管将

根瘤薄片吸人放有一滴 P D B 液 ( 0
.

5 M ) 的载玻片上
,

在低倍显微镜下观察
.

用显微镜操作器

和无菌毛细管将单个原生质体吸出移到另一载玻片上
,

并用 PD B 液洗涤几次
,

洗去原生质体
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外可能存在的游离细菌
,

然后将单个原生质体放在相差显微镜下检查
,

确证原生质体外无游离

细菌
.

6
.

从单个含菌原生质体中释放出细菌

将表面无游离细菌的原生质体
,

从 0
.

5 M P D B 液移到 0
.

25 M P D B 中或水中
,

在 2一 3 分钟

内即可观察到原生质体先吸水涨圆
,

随后崩裂
,

原生质体内含的细菌逐渐释放出来
.

7
.

单个原生质体中总菌数的测定

在相差显微镜下用血球计数器测数
.

8
.

单个原生质体中活菌数的测定

在含 1 毫升无菌蒸馏水 (或 1 毫升 0
.

25 M PD B 液 )的 5 毫升无菌小玻璃瓶 (瓶中放 2 粒小

玻珠 )中
,

移人一个原生质体
,

振荡 2一 3 分钟
,

使原生质体破裂
,

释放出所含细菌
.

对此菌悬液

进行平板培养测数
.

9
.

微室培养

从原生质体破裂后释放出的细菌悬液中取一环放在盖玻片上
,

随即加一小滴融化并冷至

55 ℃ 的洋菜培养基 ( B
十 M an 或 R SY )

,

用接种环迅速混匀
,

将盖玻片反扣在凹玻片上
,

用凡

士林密封
,

将此凹玻片放人培养皿 (皿底放湿滤纸保湿 )中
,

28 ℃ 保温培养
,

定位和定时观察微

室培养中菌体的繁殖情况
,

连续观察 8一 10 天
.

10
.

原生质体中大小菌体的过滤分离

用纤维素酶处理快生型根瘤获得大量含类菌体的原生质体
,

待胀破原生质体释放出细菌
,

用灭菌过滤器过滤 (重熔玻璃过滤器 G S ,

孔径 1
.

5一 2
.

5 微米 )
,

将过滤液和未过滤物悬浮液分

别接种在 R SY 平板上培养
,

检查菌落生长情况
.

二
、

试 验 结 果

共观察了根瘤中分离出来的 3
,

0 00 多个单原生质体
.

1
.

成熟的含类菌体原生质体

在 0
.

5 M PD B 液 (等渗液 )中
,

含类菌体原生质体的外形如图 l a (紫云英 )
, l b (三叶草 )

,

z C (大豆 )
.

2
.

含菌原生质体中释放出细菌

将原生质体悬浮在蒸馏水或 0
.

25 材 P D B 液 (低渗压 )中
,

在相差显微镜下
,

可以清晰地观

察到原生质体的膨胀和崩裂情况
,

崩裂后细菌逐步地从原生质体中释放出来
.

在 0
.

25 材 P D B

液中有时需要挤压后
,

原生质体才破裂
.

图 2a
,

2b
,

Z c
显示紫云英根瘤内含菌原生质体胀圆

、

崩裂
,

释放 出细菌 ;图 d2 是释放出来的细菌个体形态
.

图 3 显示大豆根瘤含菌原生质体释放出细菌
.

3
.

快生型根瘤含类菌体原生质体中菌体形态的分化和存活性

从紫云英和其它快生型根瘤的成熟的含类菌体原生质体 中释放出来的细菌在形态上明显

地分为两类
,

一类是大的
、

棒状
、

Y 状或 T 状的类菌体
,

一类是与常用培养基上生长的小杆菌

在大小
、

形态上相同 (图 Zd)
.

测定了单个原生质体中释放出的细菌个体的数 目
.

103 个紫云英根瘤含类菌体原生质体

中平均含细菌细胞数为 2
.

34 万个
.

紫云英的含类体原生质体释放出的细菌接种到 R SY 或





口 .r

第 3期 曹燕珍等 :根瘤菌在寄主细胞内的分化及存活性 2斗l

图 5从紫云英根瘤原生质体甲释放的

细菌中过滤出的小杆菌形成正常菌落

(为正常大小的 1/ 2 )

图 6从大豆根瘤原生质体中释放的细

菌进行微室培养形成的微菌落 约 X 2 4 5

表 3测定从紫云英
、

首信
、

三叶草和酋子根瘤含菌原生质中释放出的菌数

植植 物物 测数方法法 测定的原生质个数数 平均每个原生质体中中 每个原生质体中中
菌菌菌菌菌数 (个 )))活菌数百分比比

紫紫云英英 平板侧数 ***1

; :::
63

。

9990
.

2 7%%%

直直直接测数 ******3 3 2 75
.

55555

首首 楷楷 平板测数数

::::
2 6

.

5550
.

1 1 %%%

直直直接测数数数 2 2 75 5
.

00000

白白三叶草草 平板测数数

{ :::
1 7

.

7770
.

0 9%%%

直直直接测数数数 1 90 5 9
。

00000

地地三叶草草 平板测数数

::::
1 9

。

333 0
.

1 1 %%%

直直直接测数数数 1 73 1 8
。

00000

酋酋 子子 平板测数数

::::
2 9

。

0 999
.

1 2 %%%

直直直接测数数数 23 3 9 7
.

00000

*用 B +Ma n
培养基平板测活菌数

.

* *用血球计数器测总菌数
.

随着紫云英植物不同瘤龄的变化
,

我们发现不同瘤龄的单个原生质体中的活菌数和乙炔

还原活性有明显反相关 (见表 4 )
.

6
.

大豆
一

根瘤菌 (菌株 SM 31 ) 含类菌体细胞中的菌体形态和存活性

大豆根瘤菌和其它慢生型共生体系中的红色的
、

成熟的
、

有固氮功能 的含类菌体细胞中的
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表4 紫云英不同瘤龄的单原生质体中的活菌数和根瘤乙炔还原活性

卜

一
一遭

-

竺 田一一
,

—
卜一兰一一卜一二止- 阵

妇
.

兰互一一 }— 竺一
活 菌 数 1 1` n n 1 1, 4 1 一4弓 l 只 r o

一一二竺竺燮绝望` 一一一 }一止二一一 }

—
}

—
}

—
乙炔还原活性

_

! I n ; 1 7 引 I R 明 I n 职
毫微克分子乙烯 /毫克鲜重 /,J’ 时 { 一 !

` ’

一 ! 一 卜 一

表 5 大豆根瘤含菌原生质体中释放出的菌数

测 数 方 法
测定的原生质体
个 数

平均每个原生质
体含菌数

每个原生质体中活
菌数百分比

平板测数 5 0 9 0 3

8 1%

直接测数 6 2 7 8 1

菌体并没有形态分化
、

全都是杆状细菌
,

大小也和培养基上生长的菌体相似
.

用同样的方法制备原生质体
,

释放出的细菌
,

成活率很高
.

每个原生质体中所含活菌数的

百分比为 81 多(见表 5 )
.

进行微室培养几乎所有细菌都能繁殖形成微菌落 (图 6)
.

表 6 水胀破或 0
.

25 M P D B 胀破对细菌存活性的影响

胀胀胀 破 液液 测定的原生质体数数 活菌数 *** 平均数标准差差
原原原原原生质体体体

三三叶草草 水水 1 000 1 4
.

555 土 6
.

222

00000
.

2 5 M P O BBB 1 000 1月
。

2 555 士 ,
.

333

首首 管管 水水 666 2 0
。

3 777 土 7
.

666

00000
。

2 5 M P D BBB 666 2 7
.

6 2
,,

土 1 1
.

666

*
活菌数用 R S Y 平板培养测定

.

7
.

渗透压保护对类菌体活性的影响

表 6 说明用水或用 0
.

25 M PD B 胀破原生质体时
,

对于每个原生质体内的活细胞数没有不

同的影响
.

表 7 说明培养基渗透压不同
,

并不明显地影响每个原生质体中活细胞的百分数
.

表 7 不同渗透压培养基对细菌存活性的影响

植植 物物 培 养 基基 侧定的原生质体数数 活菌数数 平均数标准差差

原原原原原生质体体体

首首 借借 R S YYY 1222 2 444 土 1 0
.

444

BBBBB + M a nnn 1222 2 2
。

lll 土 9
.

555

大大 豆豆 R S YYY l 222 2 5
.

6 火 10 0 000 士 2 5
,

5 K 10 0 000

BBBBB + M; I nnn
l 222 3斗

。

1 只 10 0 000 士 2 4
.

OK I ODO
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三
、

讨 论

这个在三十年代提出并进行过初步研究的问题 (A im o n
, 1 9 3 3 年 )

,

在七十年代后期又重

新提出
,

并且报道了一些互相矛盾的实验结果和见解
.

首先一个问题是
,

在豆类
一
根瘤菌共生的根瘤中的红色的

、

成熟的
、

有固氮功能的含菌细

胞 (通常认为是含类菌体细胞 )中的细菌有没有分化成为在形态上和功能上有明显区别的细菌

体 ?

aP kn h ur st ( 19 8 0 年 )对于类菌体所下的定义
,

对大豆
一

根瘤菌共生体系而言是适合的
,

但是

根据我们的研究结果
,

对于快生型共生体系是不适合的
.

在这类含菌细胞中的细菌有明显的

形态和功能的分化 ; ( l) 棒状
、

Y 状
、

T 状的大类菌体有固氮功能 (类菌体有固氮功能是早已

验证的
,

见 Mul de r , 1 9 7 5 年叨 )
、

但失去了繁殖能力 ; ( 2 ) 正常的小杆菌保持有繁殖能力
.

也

就是说
,

形态和功能都有明显差别
.

可以认为
,

从根瘤中分离培养根瘤菌
,

实质上是这种小杆

菌的后代
,

对于大豆
一

根瘤菌共生根瘤中含菌细胞中的细菌
,

则并没有这种形态和功能分化
.

第二个问题是
: 从根瘤含菌细胞中取出细菌细胞

,

渗透压保护是不是必须的条件 ? 过去

的结论也是分歧的
.

本文报道的试验表明
,

它并不是必须的条件
,

在大豆
一

根瘤菌共生体中
,

不

论是在水中或 0
.

25 M PD B 中都有 80 务 左右细菌能繁殖
,

并同时是固氮的功能者 ,在快生型细

菌的共生体中
,

小杆菌的繁殖能力也不受水或 0
.

25 M P D B 的影响
.

在衰老的快生型根瘤中
,

通常发现含菌组织形态腐烂
,

其中充满了大量的小杆菌
.

一直认

为这些小杆菌是由大的类菌体转化的
,

是根瘤菌在寄主细胞中的生活史的一个阶段
.

这篇报

道的试验结果表明
,

在衰老的含菌组织 中的大量小杆菌是本来存在于健康的含菌细胞中的小

杆菌的大量繁殖 (衰老的植物细胞实际上提供了根瘤菌腐生生活的条件 ) 结果
,

而不是类菌体

向杆菌的形态转化
.
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