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摘要：植物根系分泌物作为植物与土壤进行物质交换和信息传递的重要载体物质，对植物 微生物种间互作发挥着

重要作用。本文分析了解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０与黄瓜的互作过程，研究了黄瓜根系分泌物的主要成分有机酸及

氨基酸对菌株的趋化作用及菌株的利用情况，通过计数和荧光定量 ＰＣＲ的方式分析了菌株在黄瓜幼苗的根际定殖

情况。结果表明，Ｌ Ｓ６０能够部分利用黄瓜根系分泌物中主要的有机酸（柠檬酸、草酸、琥珀酸和苹果酸）及氨基

酸（谷氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸和色氨酸）成分并且受到这些成分的趋化作用，其中对于苹果酸和谷氨酸的利用情

况及受趋化作用最优。从定殖量及相关基因转录水平差异上分析，菌株具有在黄瓜幼苗根系表面定殖的能力，且

菌株最大定殖量为 １０２×１０５ＣＦＵ／ｇ。
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０　引言

植 物 根 际 促 生 菌 （Ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ

ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ）是指自由生活在土壤或附生于
植物根际的一类促进植物生长及矿质营养吸收和利

用，抑制有害微生物的生防益生菌
［１］
。而 ＰＧＰＲ在



实际应用过程中，会直接受到附生植物根系分泌物

的影响。植物的根系分泌物是调控植物 根际微生

物的关键因素，是研究 ＰＧＰＲ与宿主植物互作影响
与机制的关键

［２］
。

根系分泌物作为植物与土壤进行物质交换和信

息传递的重要载体物质，主要是指植物在生长过程

中，通过根分泌的方式向根周围释放一些无机离子

和有机化合物，这些物质统称为根系分泌物
［３］
。研

究发现，根系分泌物中含有的诸如糖、氨基酸和有机

酸等低分子量物质，对植物 微生物种间互作发挥着

重要作用
［４］
。而对于 ＰＧＰＲ来说，这些成分不但可

以作为其良好的碳源，还常作为信号分子起到趋化

作用，促进其在根际定殖
［５］
。ＤＥ等［６］

发现，荧光假

单胞菌 ＷＣＳ３６５受到番茄根系分泌物中的苹果酸和
柠檬酸的趋化作用，并且根系分泌物会影响菌株鞭

毛的运动性；ＰＥＴＥＲＳ等［７］
研究发现，在缺氮条件

下，豆科植物的根系通过分泌类黄酮来诱导启动根

瘤菌的结瘤基因 ｎｏｄＤ的表达，最终导致根瘤菌成
功侵染根系并形成根瘤；某些 ＰＧＰＲ能够利用植物
根系分泌物的成分作为生物合成的前体，研究表明，

燕麦会在根尖部分泌色氨酸用于 ＰＧＰＲ转化为生长
素（吲哚乙酸），进而促进自身的生长

［８］
。

解淀粉芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）
Ｌ Ｓ６０是一株分离自土壤，具有优良促生抗病特性
的植物根际促生菌

［９］
，应用于植物生防方面具有很

大的潜力。为了更好地理解植物根际促生菌与植物

互作这一复杂过程，本研究分析淀粉芽孢杆菌 Ｌ
Ｓ６０与黄瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）的互作过程。由于
对根际分泌物的趋化和运动性是微生物定殖根际的

前提条件，首先研究黄瓜根系分泌物的主要成分有

机酸及氨基酸对菌株的的趋化作用及菌株的利用情

况。在建立菌株与黄瓜幼苗互作模型后，通过计数

的方式研究菌株在水培黄瓜幼苗根系表面的定殖量

随时间变化的关系，并且通过荧光定量 ＰＣＲ的方式
分析与黄瓜根系互作后菌株和根际定殖、群集运动、

生物被膜形成相关基因转录水平的变化。

１　材料和方法

１１　试验材料
解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０，由中国农业大学食品

科学与营养工程学院应用微生物研究室提供。

黄瓜品种为“中农６号”，由中国农业科学院蔬
菜花卉研究所提供。

１２　菌株受黄瓜根系分泌物成分影响的确定
１２１　有机酸成分对菌株的趋化试验

将 ＡＤＬＥＲ［１０］的方法略作修改，进行菌株对有

机酸趋化作用的定量测定，将不同浓度（５０、１００、
２００μｍｏｌ／Ｌ）的有机酸趋化液（将柠檬酸、草酸、琥
珀酸及苹果酸 ４种有机酸分别溶于 ＰＢＳ缓冲液，用
０２２μｍ的滤膜过滤除菌）取５ｍＬ加入６孔细胞培
养板中。将活菌数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液离心后
重悬在等体积的无菌 ＰＢＳ缓冲液中，将吸有菌悬液
的内径１ｍｍ、长度 ３ｃｍ的无菌毛细管分别放入上
述６孔细胞培养板中，３７℃静置 １ｈ，以不加有机酸
的 ＰＢＳ缓冲液为空白对照，将 ６孔细胞培养板中的
有机酸趋化液进行平板计数。

１２２　菌株对有机酸的利用试验
将活菌数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液以 ０５％的

接种量接种于 ｐＨ值调节为 ５５、浓度 ２００μｍｏｌ／Ｌ
的有 机 酸 （柠 檬 酸、草 酸、琥 珀 酸、苹 果 酸）

Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液［１１］
中，以不加有机酸的 Ｈｏａｇｌａｎｄ

营养液（ｐＨ值 ５５）为空白对照，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
培养 １２、３６ｈ，采用平板计数的方式计算培养液中
的菌数。

１２３　氨基酸成分对菌株的趋化试验
不同质量浓度（５、１０、２０μｇ／ｍＬ）的氨基酸趋化

液（将谷氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸及色氨酸 ４种氨
基酸分别溶于 ＰＢＳ缓冲液，用 ０２２μｍ的滤膜过滤
除菌）分别取５ｍＬ加入 ６孔细胞培养板中，其余步
骤同１２１节。
１２４　菌株对氨基酸的利用试验

将活菌数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液以 ０５％的
接种量接种于 ｐＨ值调节为５５、质量浓度２０μｇ／ｍＬ
的氨基酸（谷氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸、色氨酸）

Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中，其余步骤同１２２节。
１３　菌株与黄瓜幼苗互作模型的建立

参照 ＧＲＡＨＡＭ等［１２］
的方法且适当修改，具体

方法如下：

（１）种子催芽：取黄瓜种子若干，用清水浸泡
２ｈ，７５％乙醇浸泡 １ｍｉｎ，５％次氯酸钠溶液浸泡
１５ｍｉｎ，无菌水冲洗至无刺鼻气味。在灭菌的培养
皿（内垫有无菌水润湿的滤纸）中加入适量的无菌

水，每皿放置约４０粒消毒种子，室温（２０℃）放置１ｈ
后转至暗处，２８℃培养４８ｈ。

（２）将催芽后的种子播种于装有灭菌无土栽培
基质（蛭石与珍珠岩体积比为 １∶１）的穴盘中，置于
２８℃光照培养箱（１６ｈ光照，８ｈ黑暗），每隔 ２４ｈ用
２倍稀释的 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液灌根，直至长出第 １片
真叶（播种后约１４ｄ）。

（３）将穴盘取出，在每孔中加入过量的无菌水，
小心拔出黄瓜幼苗，尽量不破坏幼苗的根系，用无菌

水洗净根表面的基质，每２０棵黄瓜苗根系浸入添加
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５０μｇ／ｍＬ利福平的２００ｍＬ灭菌水中，２ｈ后用无菌
水洗净根系。

（４）将活菌数约为 １０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液离心后
重悬在等体积的 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中，吸取 ５ｍＬ加
入含有 ４５ｍＬＨｏａｇｌａｎｄ营养液的 ５０ｍＬ锥形瓶中，
每瓶加入５棵处理好的黄瓜苗，用无菌脱脂棉封口
及固定黄瓜苗。将锥形瓶用锡纸包好（植物根系需

避光生长），在 ２８℃光照培养箱（１６ｈ光照，８ｈ黑
暗）中培养。

１４　菌株在水培黄瓜幼苗根系表面定殖量测定
按不同培养时间（６、１２、１８、２４、３６、４８ｈ）将黄瓜

幼苗根系移出，用无菌水冲洗掉根系表面的菌株后，

切取 １ｇ根系置于 ９ｍＬ无菌生理盐水中，涡旋
１ｍｉｎ，平板计数。
１５　菌株定殖相关基因转录水平差异
１５１　细菌总核糖核酸的提取及反转录

按不同培养时间（０２５、０５、１、２、４、６、８ｈ）将植
物根系移除后，将菌液低温离心，弃上清液后加入液

氮研 磨，采 用 ＴＲＩｚｏｌ法 提 取 细 菌 总 核 糖 核 酸
（ＲＮＡ）［１３］。将提取后的 ＲＮＡ进行反转录，反应体
系为：ＲＮＡ ５μｇ，Ｒａｎｄｏｍ Ｐｒｉｍｅｒ１μＬ，５×ＲＴ
ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ４μＬ，ＴＵＲＥｓｃｒｉｐｔＨ Ｒｔａｓｅ０８μＬ，加
ＤＥＰＣ水至总反应体系为 ２０μＬ。反应条件：２５℃，
１０ｍｉｎ；４２℃，３０ｍｉｎ；６５℃，１５ｍｉｎ。
１５２　实时荧光定量 ＰＣＲ

根据菌株与根际定殖、群集运动、生物被膜形成

相关功能的共１７个基因设计扩增引物（表 １），采用
２０μＬ反应体系对基因相关转录水平进行实时荧光
定量 ＰＣＲ检测，其中 ＳＹＢＲ（２×）ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１０μＬ，上下游引物各 １μＬ，模板为 １μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７μＬ。反应条件为：９５℃，３０ｓ；９５℃，５ｓ；６２℃，３０ｓ；
４０个循环。数据分析参考 ＭＯＲＩＳＳＥＴ等［１４］

的方

法。

２　结果与分析

２１　菌株受黄瓜根系分泌物成分的影响
２１１　有机酸成分对菌株的趋化试验

由图１可知，柠檬酸、草酸、琥珀酸及苹果酸 ４
种有机酸对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０均具有正趋化
作用，整体来看，有机酸对于 Ｌ Ｓ６０的趋化作用都
较为微弱，且趋化作用对有机酸的浓度有较强的依

赖性。其中，苹果酸对 Ｌ Ｓ６０的趋化作用最强，以
浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ时为最佳；而草酸和柠檬酸对菌
株的趋化作用相对较弱。

２１２　菌株对有机酸的利用试验
由图２可知，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０能够利用

表 １　与根际定殖、群集运动、生物被膜形成相关

基因引物序列

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒｏｏｔ

ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ｓｗａｒｍｉｎｇｍｏｔｉｌｉｔｙａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

目的基因 碱基序列（５→３）
扩增片段

长度／ｂｐ

１６Ｓ（管家

基因）

上游：ＴＴＣＡＡＡＴＡＧＧＧＣＧＧＣＡＣＣＴＴ

下游：ＣＴＧＣＡＣＴＣＡＡＧＴＴＣＣＣＣＡＧＴ
２０１

ｓａｃＢ
上游：ＧＧＡＣＴＧＧＡＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＡＧ

下游：ＧＴＴＧＧＣＧＴＣＧＡＡＣＴＴＡＴＣＧＣ
２１６

ｙｃｄＨ
上游：ＴＣＧＧＴＣＧＡＡＣＣＣＣＡＴＧＡＴＴＧ

下游：ＴＣＣＧＡＡＣＣＴＴＣＧＡＧＣＡＡＧＴＣ
１８５

ｙｆｉＱ
上游：ＣＧＧＴＴＧＡＴＧＣＡＴＴＴＣＧＧＡＣＣ

下游：ＣＴＧＡＡＡＣＧＡＡＴＣＣＧＧＣＴＣＣＴ
２１３

ｓｆｐ
上游：ＧＣＣＣＧＧＡＧＴＧＧＧＡＡＡＴＧＴＴＡ

下游：ＧＣＣＧＧＣＧＣＴＴＴＴＡＣＣＡＴＡＡＧ
１８３

ｙｃｚＥ
上游：ＧＴＴＡＡＡＧＣＣＡＣＧＡＴＧＡＣＣＧＣ

下游：ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＴＴＧＡＴＧＣＧＣＴＧ
１９４

ｓｒｆＡＡ
上游：ＣＧＧＡＣＧＧＴＧＴＣＡＧＴＡＣＡＣＡＡ

下游：ＴＣＴＧＴＴＴＧＡＣＧＧＡＣＧＣＡＴＣＡ
２０７

ｃｏｍＰ
上游：ＣＧＴＣＴＣＣＣＧＧＧＴＣＡＴＣＡＡＡＡ

下游：ＡＡＡＧＣＡＧＣＧＴＴＣＧＧＡＴＴＴＧＧ
１９０

ｅｆｐ
上游：ＴＣＧＧＣＡＧＴＴＣＡＡＴＡＣＣＧＡＧＣ

下游：ＣＣＧＴＧＣＡＧＧＴＧＡＡＡＡＡＧＴＣＧ
２１８

ｓｗｒＢ
上游：ＡＡＡＣＡＣＣＣＴＴＧＣＡＧＣＧＴＴＴＣ

下游：ＴＴＣＧＴＣＡＣＴＴＴＣＡＧＣＣＣＧＴＴ
１９０

ｓｗｒＡ
上游：ＴＧＣＴＴＣＧＣＡＣＡＣＴＣＴＴＣＡＴＴＧ

下游：ＡＧＡＧＧＧＣＡＡＧＴＡＴＴＧＴＧＣＧＴ
１８４

ｓｐｏ０Ａ
上游：ＧＡＴＴＴＴＴＣＣＧＣＴＴＣＧＧＣＴＣＣ

下游：ＣＡＴＣＡＴＧＣＴＧＡＣＧＧＣＡＴＴＣＧ
２０９

ｓｉｇＨ
上游：ＴＧＴＴＧＧＧＧＡＴＡＧＴＧＡＴＧＣＧＴ

下游：ＴＧＣＧＧＴＡＡＴＡＡＴＣＴＧＧＣＧＧＧ
２２０

ｓｉｎＲ
上游：ＡＡＡＧＣＴＧＧＧＧＴＡＧＣＧＡＡＧＴＣ

下游：ＴＧＴＣＡＴＣＧＣＡＴＣＧＣＧＡＡＣＴＡ
１９５

ｅｐｓＡ
上游：ＧＣＡＣＡＡＣＣＧＧＧＣＴＴＴＴＣＡＴＴ

下游：ＡＧＣＡＧＴＴＧＴＡＡＣＧＣＴＧＧＴＧＡ
１８２

ｙｑｘＭ
上游：ＴＣＣＡＧＴＣＡＧＡＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣ

下游：ＧＣＴＴＣＡＧＴＣＴＣＣＣＧＧＴＴＣＡＡ
１９２

ｓｉｐＷ
上游：ＡＧＣＡＧＧＴＴＣＣＣＧＴＣＣＴＴＴＴＴ

下游：ＧＣＣＡＴＣＴＴＣＧＧＣＴＡＴＡＣＧＣＴ
２００

ｔａｓＡ
上游：ＣＧＧＡＡＣＴＣＣＧＴＣＧＴＡＣＴＣＡＧ

下游：ＴＣＧＧＴＡＡＡＧＡＡＧＧＧＧＧＣＡＡＣ
２０９

苹果酸作为唯一的碳源进行生长，在培养 ３６ｈ时，
活菌数依然保持上升趋势。而 Ｌ Ｓ６０利用其他 ３
种有机酸的效果并不明显，虽然活菌数都高于空白

对照，但仍为下降趋势。

２１３　氨基酸成分对菌株的趋化试验
由图 ３可知，谷氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸和色

氨酸４种氨基酸对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０均具有
正趋化作用，整体来看，氨基酸对于 Ｌ Ｓ６０的趋化
作用都较为微弱，且趋化作用对氨基酸的浓度有较
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图 １　有机酸对 Ｌ Ｓ６０的趋化作用

Ｆｉｇ．１　ＣｈｅｍｏｔａｘｉｓｔｏｗａｒｄｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｆｒｏｍＬ Ｓ６０
　

图 ２　Ｌ Ｓ６０对有机酸的利用

Ｆｉｇ．２　ＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓｂｙＬ Ｓ６０
　
强的依赖性。其中，谷氨酸对 Ｌ Ｓ６０的趋化作用最

图 ３　氨基酸对 Ｌ Ｓ６０的趋化作用

Ｆｉｇ．３　ＣｈｅｍｏｔａｘｉｓｔｏｗａｒｄａｍｉｎｏａｃｉｄｆｒｏｍＬ Ｓ６０

强，而其他３种氨基酸的趋化作用相对较弱。

２１４　菌株对氨基酸的利用试验
由图４可知，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０对于４种

氨基酸的利用效果并不明显，虽然活菌数都高于空

白对照，但仍为下降趋势。其中，Ｌ Ｓ６０对谷氨酸
的利用情况最优，在培养 １２ｈ及 ３６ｈ时，添加谷氨
酸的培养液中活菌数显著大于空白对照及其他种类

的氨基酸。

２２　菌株在水培黄瓜幼苗根系表面的定殖量
由图５可知，Ｌ Ｓ６０具有在黄瓜幼苗根系表面

定殖的能力，且根据定殖菌数随时间变化的趋势，在

菌株与黄瓜幼苗根际共培养初期，定殖量随时间的
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图 ４　Ｌ Ｓ６０对氨基酸的利用

Ｆｉｇ．４　ＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｂｙＬ Ｓ６０
　
增长而变大，而在共培养 １８ｈ时，菌株定殖量达到
最大，Ｌ Ｓ６０的定殖量为 １０２×１０５ＣＦＵ／ｇ。而共
培养１８ｈ后，菌株的定殖量随时间的增长而逐渐变
小。

图 ５　菌株在黄瓜根系表面的定殖量

Ｆｉｇ．５　ＶｉａｂｌｅｃｏｕｎｔｏｆＬ Ｓ６０ｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇｃｕｃｕｍｂｅｒｒｏｏｔ
　
２３　菌株定殖相关基因转录水平差异
２３１　表面黏附相关基因转录水平差异

Ｌ Ｓ６０与黄瓜幼苗根系互作不同时间后，
ｓａｃＢ、ｙｃｄＨ及 ｙｆｉＱ３个基因的转录水平差异见图 ６。
整体来看，３个与表面黏附相关基因转录水平表达
上调，尤其是在互作 ４ｈ左右，表达显著上调，因此
认为菌株在黄瓜幼苗根系有黏附现象的发生。

图 ６　Ｌ Ｓ６０在不同处理时间 ｓａｃＢ、ｙｃｄＨ及 ｙｆｉＱ基因

转录水平差异

Ｆｉｇ．６　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓａｃＢ，ｙｃｄＨａｎｄｙｆｉＱｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓｏｆＬ Ｓ６０ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
　

２３２　表面活性素合成相关基因转录水平差异
Ｌ Ｓ６０与黄瓜幼苗根系互作不同时间后的ｓｆｐ、

ｙｃｚＥ、ｓｒｆＡＡ及 ｃｏｍＰ４个基因的转录水平差异见

图７。整体来看，除 ｙｃｚＥ在处理 ６ｈ后表达下调外，
其他基因在处理不同时间时整体都表达上调，尤其

是在互作 ０２５～０５ｈ左右，４个基因表达显著上
调，因此认为菌株在与黄瓜幼苗根系接触的过程中

会分泌表面活性素。

图 ７　Ｌ Ｓ６０在不同处理时间 ｓｆｐ、ｙｃｚＥ、ｓｒｆＡＡ及 ｃｏｍＰ

基因转录水平差异

Ｆｉｇ．７　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓｆｐ，ｙｃｚＥ，ｓｒｆＡＡａｎｄｃｏｍＰｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓｏｆＬ Ｓ６０ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
　

２３３　群集运动相关基因转录水平差异

Ｌ Ｓ６０与黄瓜幼苗根系互作不同时间后的
ｅｆｐ、ｓｗｒＢ及 ｓｗｒＡ３个基因的转录水平差异见图 ８。
整体来看，３个基因随着处理时间的增加表达水平
由上调逐渐转变为下调，因此认为菌株与黄瓜幼苗

根系接触初期群集运动能力较强，而后期菌株逐渐

黏附在植物根系，形成了生物被膜。

图 ８　Ｌ Ｓ６０在不同处理时间 ｅｆｐ、ｓｗｒＢ及 ｓｗｒＡ基因转录

水平差异

Ｆｉｇ．８　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｅｆｐ，ｓｗｒＢａｎｄｓｗｒＡｇｅｎｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ

ｌｅｖｅｌｓｏｆＬ Ｓ６０ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
　

２３４　生物被膜合成相关基因转录水平差异

Ｌ Ｓ６０与黄瓜幼苗根系互作不同时间后的
ｓｐｏ０Ａ、ｓｉｇＨ、ｓｉｎＲ、ｅｐｓＡ、ｙｑｘＭ、ｓｉｐＷ及 ｔａｓＡ７个基因的

转录水平差异见图９。整体来看，ｓｐｏ０Ａ、ｓｉｇＨ及 ｓｉｎＲ
为生物被膜形成过程中的全局调控因子，ｓｐｏ０Ａ、
ｓｉｇＨ表达出现先下调后上调的趋势，而 ｓｉｎＲ表达出
现逐渐下调的趋势；在处理时间 ８ｈ左右，ｅｐｓＡ的表
达水平上调并不明显，而 ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子
表达均上调，因此认为菌株与黄瓜幼苗根系互作过

程中能够形成生物被膜。

２６２ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１９年



图 ９　Ｌ Ｓ６０在不同处理时间 ｓｐｏ０Ａ、ｓｉｇＨ、ｓｉｎＲ、ｅｐｓＡ、ｙｑｘＭ、ｓｉｐＷ及 ｔａｓＡ基因转录水平差异

Ｆｉｇ．９　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓｐｏ０Ａ，ｓｉｇＨ，ｓｉｎＲ，ｅｐｓＡ，ｙｑｘＭ，ｓｉｐＷａｎｄｔａｓＡｇｅｎｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌｓｏｆＬ Ｓ６０ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
　

３　讨论

３１　菌株受黄瓜根系分泌物成分的影响
一般来说，根系分泌物被认为是影响根际微生

物行为和分布的重要因素，由于它们中不同的组分

会在根系的不同部位呈现不同的浓度分布，进而导

致对不同组分有趋化性及偏好性的微生物会呈现出

不同的趋化性与定殖行为
［１５］
。ＲＵＤＲＡＰＰＡ等［１６］

发

现拟南芥受病原菌侵染后分泌的苹果酸可以诱导根

际促生菌（枯草芽孢杆菌）定殖；ＬＩＮＧ等［１７］
研究发

现苹果酸和柠檬酸可以促进多粘类芽孢杆菌 ＳＱＲ
２１在西瓜根际的定殖。ＨＥＩＮＲＩＣＨ等［１８］

研究了小

麦根分泌物对其根际细菌 Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｉｕｍｌｉｐｏｆｅｒｕｍ的
趋化作用，认为根系分泌物中的氨基酸组分是一种

正趋化物质；乐毅全等
［１９］
研究发现假单胞菌 Ｎｏ５

对凤眼莲根系分泌物中的亮氨酸、丝氨酸、缬氨酸具

有正趋化性。

ＫＡＭＩＬＯＶＡ等［２０］
的研究发现，黄瓜根系分泌物

中含量最多的４种有机酸为柠檬酸、草酸、琥珀酸和
苹果酸，因此本试验研究这 ４种主要有机酸对菌株
的趋化作用及菌株的利用情况。结果显示，这 ４种
有机酸菌对 Ｌ Ｓ６０均具有正趋化作用，且苹果酸的
趋化作用最强。而菌株对除苹果酸外其他３种有机
酸的利用效果并不明显，这可能是由于培养液中有

机酸浓度较低，营养成分不足以让菌株生长，只能减

缓其死亡的速度。

ＫＩＭＡＮＩ等［２１］
研究发现，黄瓜根系分泌物中含

量最多的３种氨基酸为谷氨酸、苯丙氨酸和半胱氨
酸。而色氨酸是植物生长素吲哚乙酸（ＩＡＡ）的前
体，对于植物的生长发育起到重要的作用，因此本试

验研究这 ４种氨基酸对菌株的趋化作用。结果显
示，４种氨基酸对 Ｌ Ｓ６０均具有正趋化作用，且谷
氨酸的趋化作用最强。而菌株对于４种氨基酸的利
用效果均并不明显，虽然活菌数都高于空白对照，但

仍为下降趋势，这可能是由于培养液中氨基酸浓度

较低，营养成分不足以让菌株生长，只能减缓其死亡

的速度。

本试验结果显示，解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０对黄
瓜根系分泌的 ４种有机酸及氨基酸具有正趋化作
用，并且能够分别利用其中部分有机酸和氨基酸，这

为菌株能够在黄瓜幼苗根系定殖提供了有力的理论

依据。此外，根系分泌物具体成分在植物 微生物互

作方面的详细机制目前尚未明了，有待进一步研究。

３２　菌株在黄瓜幼苗根系定殖情况
本试验采用水培黄瓜幼苗的方式建立了解淀粉

芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０与黄瓜根系互作的模型，首先通过
计数的方式考察了菌株在黄瓜幼苗根系的定殖情

况。虽然在共培养１８ｈ时达到了最大定殖量，但随
着时间的延长，菌株的定殖量降低较大。这可能是

由于在模型建立的初始，菌株能够利用黄瓜根系分

泌出的营养物质生存，但由于营养物质有限，水培营

养液中又没有菌株可利用的能源，导致菌株由于环

境恶劣的原因转变成芽孢休眠状态，进而导致根际

定殖量的下降。而刘健等
［２２］
也发现了类似的情况，

巨大芽孢杆菌在小麦根际定殖量也会随着时间的延

长而降低。

本试验通过荧光定量 ＰＣＲ的方式研究了与黄
瓜互作菌株定殖相关１７个基因转录水平的差异，为
了方便讨论，将这１７个基因分为 ４类：①ｓａｃＢ、ｙｃｄＨ
及 ｙｆｉＱ３个基因均与细菌在根系的表面黏附过程相
关，ｓａｃＢ表达果聚糖蔗糖酶（胞外），产物果聚糖与
细菌的根系粘附定殖相关

［２３］
；ｙｃｄＨ表达高亲和性

Ｚｎ２＋ＡＢＣ运输脂蛋白，与细菌在根系的表面粘附过
程相关

［２４］
；ｙｆｉＱ表达细菌的表面粘附蛋白［２４］

。

②ｓｆｐ、ｙｃｚＥ、ｓｒｆＡＡ及 ｃｏｍＰ４个基因均与表面活性素
合成过程相关，ｓｆｐ表达脂肽和聚酮化合物（主要抗
菌物质）合成必须的磷酸泛酰巯基乙胺基转移

酶
［２５－２６］

；ｙｃｚＥ表达影响脂肽和聚酮化合物合成的跨
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膜蛋白
［２５－２６］

；ｓｒｆＡＢＣＤ表达 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ（表面活性素）
合成酶

［２５］
，其中 ｓｒｆＡＡ为 ｓｒｆＡＢＣＤ基因簇中的关键

基因；ｃｏｍＰ表达 ＣｏｍＸ传感器激酶，调控 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ
的合成

［２６］
。③ｅｆｐ、ｓｗｒＢ及 ｓｗｒＡ３个基因均与表面

活性 素 合 成 过 程 相 关，ｅｆｐ表 达 延 伸 因 子 Ｐ
（ＥｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＰ）类似蛋白，为细菌群集运动所
必需的蛋白

［２７］
；ｓｗｒＡ和 ｓｗｒＢ表达群集运动所必需

的蛋白（Ｓｗａｒｍｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）［２７］。④ｓｐｏ０Ａ、ｓｉｇＨ、ｓｉｎＲ、
ｅｐｓＡ、ｙｑｘＭ、ｓｉｐＷ及 ｔａｓＡ７个基因均与生物被膜的合
成过程相关，ｓｐｏ０Ａ表达产孢的全局调控因子，在生
物被膜形成的初始阶段起着重要的作用

［２８］
；ｓｉｇＨ表

达 ＲＮＡ聚合酶相关的调控因子 σＨ因子（Ｓｉｇｍａ
ｆａｃｔｏｒＨ），在芽孢生成阶段调控 ｓｐｏ０Ａ启动转录，但
不影响生物被膜的起始，对生物被膜中辐射状结构

的生长发挥了重要的作用
［２８－２９］

；ｓｉｎＲ表达生物被膜
形成的全局调控因子，负调控生物被膜的形成

［３０］
；

ｅｐｓＡ Ｏ表达胞外多糖生物合成操纵子，为合成生
物被膜所必需

［３１］
，其中 ｅｐｓＡ为 ｅｐｓＡ Ｏ基因簇中的

关键基因；ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子表达合成生物
被膜基质的主要蛋白，ｙｑｘＭ能够合成脂蛋白，ｓｉｐＷ
表达Ⅰ型信号肽酶，ｔａｓＡ表达芽孢外壁形成的相关
蛋白

［３２］
。其中，磷酸化的 Ｓｐｏ０Ａ会促进下游 ｓｉｎＩ基

因的表达，ｓｉｎＩ为 ｓｉｎＲ的对抗物，ｓｉｎＩ会解除 ｓｉｎＲ对
ｅｐｓＡ Ｏ和 ｙｑｘＭ ｓｉｐＷ ｔａｓＡ操纵子的抑制作用，进
而正向调控生物被膜的形成。此外，表面活性素作

为一种自我诱导剂也能够促进 ｙｑｘＭ基因的表达，
促进生物被膜的形成。

将 Ｌ Ｓ６０与黄瓜幼苗根系互作不同时间后，４
类与菌株定殖相关的基因转录水平具有较为显著的

差异变化：①ｓａｃＢ、ｙｃｄＨ及 ｙｆｉＱ３个基因在不同处理
时间都表达上调，尤其是在互作 ４ｈ左右表达显著
上调，可能是由于菌株在与黄瓜幼苗根系接触一段

时间后，黏附相关的蛋白才会大量表达。②除 ｙｃｚＥ
在处理６ｈ后表达下调外，ｓｆｐ、ｓｒｆＡＡ及 ｃｏｍＰ３个基
因在处理不同时间时整体都表达上调，尤其是在互

作０２５～０５ｈ左右，４个基因表达显著上调，可能
是由于表面活性素在菌株与黄瓜幼苗根系接触初期

发挥作用，因此相关基因的表达水平在接触初期会

呈现显著的上调。③ｅｆｐ、ｓｗｒＢ及 ｓｗｒＡ３个基因随着
处理时间的增加表达水平由上调逐渐转变为下调，

可能是由于菌株与黄瓜幼苗根系接触初期其根系分

泌物中的信号分子对菌株由趋化作用，菌株的群集

运动能力较强，基因表达水平上调；而随着处理时间

的增加，菌株逐渐黏附在植物根系，形成生物被膜，

运动能力下降，基因水平表达下调。④ｓｐｏ０Ａ、ｓｉｇＨ
表达出现先下调后上调的趋势，而 ｓｉｎＲ表达出现逐
渐下调的趋势。３个全局调控因子表达水平的不同
步可能是由于对照组（０ｈ）菌株没有与植物根系接
触，环境相比于同根系共培养的菌株更为恶劣，刺激

菌株产孢，因而导致初始对照组的 ｓｐｏ０Ａ表达水平
上调；而随着处理时间的增加，菌株逐渐在黄瓜根系

黏附，开始形成生物被膜，因此表达水平下调。在处

理时间８ｈ左右，ｓｉｎＲ表达下调，ｅｐｓＡ Ｏ及 ｙｑｘＭ
ｓｉｐＷ ｔａｓＡ这两个操纵子表达均上调。但 ｅｐｓＡ的表
达水平上调并不明显，可能是处理时间较短造成的，

此时 ｅｐｓＡ Ｏ中其他基因可能参与了调控。根据这
４类基因的转录水平差异，从分子的水平上检测出
了菌株在与黄瓜幼苗根系互作的过程中，发生了根

际定殖的现象。

本试验采用水培黄瓜幼苗的方式建立的解淀粉

芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０与黄瓜根系互作的模型，虽然具有
易于收集菌体、菌株及黄瓜幼苗受其他外界条件干

扰小的优点，且从短期培养结果上来看也比较接

近菌株的定殖行为，但长期培养时其厌氧的水培

环境不利于好氧微生物的生命活动，因此建立更

为真实的模拟菌株与植物根系互作模型问题还有

待解决。

４　结束语

通过对解淀粉芽孢杆菌 Ｌ Ｓ６０与黄瓜互作过
程的研究，确定了菌株能够部分利用黄瓜根系分泌

物的主要成分有机酸（柠檬酸、草酸、琥珀酸和苹果

酸）及氨基酸（谷氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸和色氨

酸）成分，且受到这些成分的趋化作用，其中对于苹

果酸和谷氨酸的利用情况及受趋化作用最优。在建

立了菌株与黄瓜幼苗互作模型后，通过计数的方式

研究了菌株在水培黄瓜幼苗根系表面的定殖量随时

间变化的关系，并且通过荧光定量 ＰＣＲ的方式，从
与黄瓜根系互作后菌株与根际定殖、群集运动、生物

被膜形成相关基因转录水平差异上分析，菌株具有

在黄瓜幼苗根系表面定殖的能力，且菌株最大定殖

量为１０２×１０５ＣＦＵ／ｇ。
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