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摘要! 通过回接结瘤后定期制作半薄% 超薄切片! 在光学和电子显微镜下观察研究了分离自浙江省短枝木麻黄
6&"

3#&$-%& +7#-3+4-("'-&

根瘤的
(

株
8$&%9-&

菌的侵染过程& 结果表明$

8$&%9-&

菌从根毛细胞侵入后向内部的皮层细胞

延伸! 受
8$&%9-&

菌侵入的刺激! 侵染的根毛细胞产生大量电子云密度不等的沉积物& 沉积物包裹
8$&%9-&

菌继续

向内侵染! 形成 '侵染线( 穿越细胞壁进入邻近细胞! 最终到达根瘤& 根瘤产生的时间程序为 $ 接种
$ +

后

8$&%9-&

菌已侵染根部细胞) 接种
!( +

后形成了根瘤原基)

!# +

后根瘤原基的部分薄壁细胞被
8$&%9-&

菌侵染后!

转变为前根瘤) 接种
(, +

后前根瘤进一步生长发育伸长! 突出皮层后形成新根瘤并最终发育成成熟瘤&

8$&%9-&

菌

的整个侵染过程为$

8$&%9-&

菌侵染
!

形成 '侵染线(

!

形成 '界面质(

!

穿壁
!

繁殖
!

泡囊
!

孢子& 根瘤的发育

可概括为$ 根瘤原基
!

前根瘤
!

成熟瘤& 图
%

参
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木麻黄
!"#$"%&'" &''(

作为重要的共生营养型树种! 在防风固沙" 防海浪侵蚀以及海岸带生态系统

的恢复中发挥重要的作用 #

#!!

$

% 放线菌
(%"')&"

属是木麻黄重要的共生固氮菌! 因它在固定氮素" 培肥

地力" 提高植物生长势和土壤生态修复等方面的独特优势! 自从分离" 获得纯培养以来一直是人们研究

的目标之一#

$!)

$

% 目前!

*%"')&"

菌的分离和纯培养技术已较为成熟! 并成功地建立起基因组提取和目标

基因扩增的分子技术体系#

*!+

$

% 近年来结瘤基因和结瘤程序逐渐成为研究热点% 如
,-./0/

等#

1

$将组培技

术引入到
*%"')&"

菌结瘤的研究中! 利用室内组织培养研究了木麻黄在不同基质培养基中的长势和结瘤

数量%

234567

#

#%

$利用荧光显微镜观察了
*%"')&"

菌侵染欧洲桤木
+,'$# -,$.&'/#"

根部的早期过程%

89-

等 #

##

$利用超薄切片技术研究了
01"'/.2$ &''(

与
*%"')&"

菌的早期互作和侵染过程% 张小民等 #

#!

$报道了

*%"')&"

菌"沙棘 3&44/42"1 %2"5'/&61#

共生体系的侵染和结瘤过程% 但迄今为止关于自然条件下
(%"')&"

菌在木麻黄根部共生结瘤程序一直未有报道% 浙江省岛屿星罗棋布! 海岸线漫长! 拥有丰富的木麻黄和

(%"')&"

菌资源% 作者于
!%%+!!%#%

年就省内丰富的木麻黄共生固氮
(%"')&"

菌进行广泛的收集! 选取其

中固氮效果较好的
!

株作为供试菌株! 通过定期制作根瘤切片和显微观察还原了外界环境下
(%"')&"

菌

在木麻黄根部的侵染" 结瘤过程! 以期为菌株的实际开发利用提供理论依据%

#

材料与方法

!"!

供试菌株和苗木

供试
!

个
(%"')&"

菌株为作者
!%%+!!%#%

年分离自浙江省短枝木麻黄
0"#$"%&'" 17$&#1.&8/,&"

上的根

瘤! 经验证具有良好的固氮活性! 分别编号为
:;<##$

和
:;<#1!

#

#$!#=

$

% 供试苗木为短枝木麻黄! 购自

浙江宁波永丰园林绿化公司! 苗高
#) 3>

%

!"#

回接结瘤

实验于
!"??

年
$!*

月在浙江农林大学生物测试中心温室内进行% 把供试幼苗移栽至直径
!" 3>

的

塑料营养钵中! 营养钵中混配体积比
?#?

的沙土和基质! 浇水以使幼苗及时复壮!

?

周后待幼苗成功定

植后用于后续试验% 供试
!

株
(%"')&"

菌株经
@AB

培养基#

?)

$

!+ $

静置培养
=

周后用于回接接种试验% 菌

液离心后收集沉淀! 轻微匀浆后以蒸馏水制备成菌悬液! 用无菌注射器吸
) >8

菌悬液注射到苗木根系

周围土壤!

?

株
(%"')&"

菌接
*"

株苗! 以无菌蒸馏水为对照! 该试验隔
!" C

重复
?

次! 共
$

次! 以验

证其重复性% 接种后隔
$ C

随机选取木麻黄幼苗! 以流水轻轻冲洗取其完整幼根观察结瘤情况! 并就结

瘤部位" 结瘤数量进行统计! 将已产生的根瘤分别制作超薄和半薄切片! 进行电镜和光镜观察% 温室环

境控制为白天
!+ $

! 夜晚
!) $

! 光周期
?= DE#% D

! 空气相对湿度
F" G

%

!"$

显微观察

将上述根瘤用无菌去离子水冲洗干净后切成大小为
#H% >>

$ 的样品! 立即放入
=%I% J

&

KJ

L#戊二醛固

定液'用
%I! >MN

&

8

!?磷酸缓冲液配制!

'O F(!

(中
?! D

! 磷酸缓冲液清洗
$

次'

!" >97

&次L?

(! 再经
!"(" J

&

KJ

L?饿

酸固定
= D

! 然后用蒸馏水冲洗
$

次 '

!" >97

&次 !?

(! 用乙醇逐级脱水并用环氧丙烷过渡
!

次! 然

后用环氧树脂包埋! 超薄切片机切片! 切片厚度约
1" 7>

! 铅盐染色!

P42"?!$"

型生物用透射电子显

微镜观察" 摄影% 半薄切片的制作是将包埋好的样品切成
"(* !>

半薄切片! 在万能显微镜下观察拍片%

!

结果与分析

#"!

根部的结瘤情况

接种
(%"')&"

菌的木麻黄根部根毛与未接菌的对照相比未发现肉眼可见的变化% 接种
!= C

后! 根部

开始出现近球形根瘤! 根瘤较小! 随着时间延长! 根瘤逐渐增大" 数量逐步增加! 到
=) C

左右根瘤数

目达到最大! 并不再增加% 此时整个根系的根瘤大小不一! 较大根瘤直径为
= >>

! 小的
? >>

左右%

根瘤主要集中在由主根发起的新鲜" 细小侧根上% 侧根呈毛发状! 多在毛发状的侧根中间形成根瘤! 初

期根瘤极小! 在侧根中央略突起! 逐渐成近球形! 透明! 后随着根瘤长大! 逐渐成白色根瘤! 接着颜色

加深! 略呈褐色% 此外! 根部的根瘤常可聚集生长! 使得结瘤处根部呈念珠状! 少数在端部产生根瘤!

使得根端部呈球形! 或者明显加粗! 根瘤表面光滑! 与其他部位相比根毛稀少! 如图
?

%

#"# !"#$%&'

菌的侵染过程

接种
$ C

后! 不同菌株接种的木麻黄根部细胞的正常结构都没有发生改变% 接种
* C

后! 光学显微

*F"
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菌侵染木麻黄与其共生结瘤程序

图
*

木麻黄根瘤 !

+

" 早期幼嫩根瘤#

,

" 呈念珠状根瘤$

$)-.%/ 0 1223 '24.5/6 7%24.8/4 9: !"#$"%&'" ()$&#(*&+,-&"
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9&9:
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#

,

!

9/&4!6;&7/ '24.5/6

$

图
<

接种
= 4

后根组织纵截面超薄

切片%黑色为侵染细胞&

>"""

$)-.%/< ?2'-)3.4)'&5 6/83)2' 2@ %223 2@ !"#$"%&'"

()$&#(*&+,-&" = 4 &@3/% )'28.5&3)2'

%

3;/

4&%(/' 8/556 A/%/ )'@/83/4

&

>"""

$

镜观察显示
.%"'/&"

菌已开始侵染根部细胞%图
<

$& 被侵染的根毛代谢十分活跃& 胞质内含有丰富的核

糖体' 高尔基体' 线粒体' 质体' 内质网' 微管等以及酚类物质& 并被侵染的根毛发生了代谢方向上的

改变& 从侵染位点
#

侧可以看到
B

根毛初生壁内侧迅速增厚& 形成了很多不规则的电子密度中等的沉积

物"图
!

() 在电镜切片上可以明显看到& 由于内生壁的局部加厚而形成一个管状结构& 这个管状结构将

菌体包裹起来& 形成 *侵染线+) 随着菌体在侵染线内的继续侵入& 在菌体黏液层外很快又被这些新形

成的沉积物所包裹& 这些沉积物形成了菌体最外层新的保护结构& 而且随菌体继续侵染& 沉积物在菌体

外进一步加厚) 这层菌体外的特殊保护结构& 就是 *界面质+%

)'3/%@&8)&5 C&3%)D

& 图
>

$) 当侵染菌体接触

并进入根毛皮层细胞前& 侵染线前方的皮层细胞早已开始膨大& 转变为传递细胞) 传递细胞极度增大&

并在侵染点
<

侧细胞内壁增生& 沉积物增多%图
=

$) 接种
0< 4

后从透射电镜切片还可以看到& 中柱形成

层细胞形成了根瘤原基)

0# 4

后根瘤原基部分薄壁细胞被
.%"'/&"

菌侵染后& 转变为前根瘤%图
E

$& 薄

壁细胞中可见明显的菌丝, 泡囊和孢子%图
F

$- 前根瘤进一步生长发育伸长& 突出皮层后形成新根瘤并

最终发育成成熟瘤%接种
<> 4

后(-

.%"'/&"

菌整个侵染过程可总结为!

.%"'/&"

菌侵染
!

侵染线
!

形成

*界面质+

!

穿壁
!

繁殖
!

泡囊
!

孢子- 根瘤中的整个生活史为! 根瘤原基
!

前根瘤
!

成熟瘤- 且在根

瘤由小及大的过程中& 切片组织发现木麻黄根系细胞壁出现沉积物& 且有逐步增多的趋势& 细胞壁随之

加厚%图
G

(-

图
! .%"'/&"

菌侵入根毛后 '

根毛细胞内形成大量不

规则 ( 电子密度中等的

沉积物%

! HI""

&

$)-.%/ ! 1223 ;&)% 8/556 7%24.8/4 &9.'4&'3

)%%/-.5&% /5/83%2' 4/'6/ 4/726)3

&@3/% )'@/83/4 9:.%"'/&"

%

!""""

(

图
>

菌体外的特殊保护结

构)*+界面质,%

<" """"

$

$)-.%/ > J67/8)&5 7%23/83)2' 63%.83.%/

!

*

)'3/%@&8)&5 C&3%)D

+

7&8(&-)'-

.%"'/&" 63%&)'6

%

<" """"

(

图
#

根毛细胞内大量的线粒

体及菌体的孢子

$)-.%/ # +9.'4&'3 C)328;2'4%)&6 &'4

.%"'/&" 672%/6 )' %223 ;&)%

8/556
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菌与木本植物共生结瘤后产生裂瓣状根瘤! 有时数个根瘤同时发生! 从而最终形成成熟的

瘤簇" 在本研究中木麻黄形成的根瘤均为圆形! 根瘤较小! 有时呈串珠状! 结果证实了土质不同形成的

根瘤的形态和数量不同的报道" 例如! 刘强等 #

&'

$发现土壤的比重% 容量% 孔隙影响木麻黄的结瘤数量%

分布和形态" 土壤颗粒越细% 质地越硬! 孔隙就越小! 通气性就越差! 根系难以延伸! 不利于根瘤形成

且根瘤较小" 在本实验中因混配了大量的沙土! 最终多数根瘤产生在土壤
(!#% )*

的土层中! 且呈串

珠状! 个体小! 数量多!

!

个菌株表现出一致性" 研究还发现! 根瘤产生的时间不具有同一性! 第
&

个

真正根瘤产生于接种后第
!+

天! 在第
$'

天的追踪取样时发现! 同一根系出现发育程度不同的根瘤! 且

新出现根瘤多数出现在幼嫩新发出侧根上" 可推断! 利用土壤根圈接种! 与
!"'$%&'

菌最先接触的根系

最易早期发生应答反应继而结瘤! 而后! 新产生的根系在延伸的过程中与存在于土壤中的菌丝再行接触

形成次期根瘤" 此外! 本实验中在盆钵的固定空间根瘤到达一定数量后不再增加! 或增加缓慢" 原因可

能是根瘤数目在一定空间达到饱和! 或者所产生根瘤已帮助宿主获得足够氮源从而抑制了新的根瘤产生"

!"'$%&'

菌侵染木麻黄是从根毛开始的! 通过化学的信号传导造成根毛变形然后进入表皮和皮层细

胞#

&,-#.

$

" 但在本研究中! 因木麻黄产生的根毛稀少且在根表生长不连续! 未观察到有明显的根毛变形现象!

究其原因也可能是本研究以
$ /

为固定时间间隔取样错过根毛变形观察的最佳时期"

012345/4

和
6122

#

!%

$

也通过定期制作超薄切片对
!"'$%&'!(&)*'"&' +"&$,"-&)

的结瘤进行了监测! 但其结瘤的进程提前于我们的

研究结果" 这或许暗示
!"'$%&'

菌与不同的寄主结瘤的时间程序不同! 除了寄主的因素外! 菌株的结瘤

特性! 土壤的质地% 肥力条件可能都将是影响结瘤进程的因素! 有待进一步研究" 我们的研究发现! 在

!"'$%&'

菌还在木麻黄根部皮层细胞侵染繁殖时! 内部中柱鞘就受到刺激开始定向地快速分裂! 最终形

成根瘤原基! 与前人的研究具有一致性" 据此可推测! 在
!"'$%&'

菌与宿主的共生关系中存在着某种信

号转导! 但至今对于信号转导的机制没有相关报道! 这将是
!"'$%&'

菌结瘤的另一研究热点"

图
.

随着
!"'$%&'

菌侵入根系细胞壁出现沉积物并有加厚趋势 !

7

" 早期细胞壁#

8

" 中期细胞壁#

9

" 晚期细胞壁$
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图
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体积增大& 沉积物增多的

传递细胞
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图
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M
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菌的

菌丝和泡囊 '图中白色圆
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