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山豆根根瘤菌的生物学特性及其不同菌株

对山豆根幼苗药用有效成分的影响
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（广西药用植物园／广西药用资源保护与遗传改良重点实验室，广西南宁５３００２３）

　　摘要：对采自广西不同地点的山豆根根瘤菌进行生物学特性研究，并将其分别接种在盆栽山豆根幼苗上，室内培
养１８０ｄ后，测定植株药用有效成分苦参碱、氧化苦参碱含量。结果表明，山豆根根瘤菌为快生型根瘤菌，在 ＹＭＡ培
养基上代谢产酸，大部分菌株的生长温度范围为２５～３５℃，酸碱耐受范围为 ｐＨ值６．０～１０．０，对抗生素卡那霉素
（Ｋｍ）、庆大霉素（Ｇｍ）敏感；不同来源的根瘤菌对山豆根药用有效成分积累的影响不同，与其他菌株相比，来自靖西
县的２株菌ＪＸ２、ＪＸ３对苦参碱、氧化苦参碱的影响达到了显著水平。
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　　山豆根为豆科植物越南槐（ＳｏｐｈｏｒａｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓＧａｇｎｅｐ．）
的干燥根和根茎，主产于广西，别称广豆根。山豆根具有清火

解毒、消肿止痛等功效［１］，其有效成分以苦参碱、氧化苦参碱

为主［２］，具有抗炎、抗心律失常、抗肿瘤等生物活性［３］。野生

山豆根分布地域狭窄，零星生长于石山区石缝中，野生资源已

濒临枯竭［４］。近年来，科技人员已经对山豆根的人工繁殖栽

培进行研究，并取得了一定的成果［５－６］。在山豆根的栽培生

产中，如果能利用豆科植物与根瘤菌的共生固氮效应满足植

物对氮素的需求，对提高药材的质量及发展可持续农业、保护

生态环境都有重要意义。但是目前关于豆科药材的生物固氮

及其结瘤固氮对药材质量影响等相关研究甚少，对山豆根的

研究更是罕见。本试验从研究山豆根根瘤菌生物学特性入

手，进一步研究根瘤菌对山豆根幼苗有效成分积累的影响，以

期为开发利用山豆根根瘤菌资源、提高山豆根原料药材的质

量提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　根瘤菌的采集及分离纯化
分别在广西药用植物园、隆安县、靖西县栽培的山豆根系

上采集新鲜、饱满、个大的根瘤，放入装有无水氯化钙的具塞

试管内，带回实验室进行分离纯化。用自来水将采集的根瘤

冲洗干净，在无菌条件下，用９５％乙醇浸泡１ｍｉｎ后用无菌水
冲洗３次，用０．１％氯化汞浸泡３ｍｉｎ后再用无菌水冲洗４
次，然后置于灭菌的研钵中，用无菌玻棒挤压、破碎根瘤，取汁

液在加有０．０２５ｇ／Ｌ刚果红的ＹＭＡ平板上划线，２８℃恒温培
养至菌落出现，挑选典型单菌落进行连续培养，获得根瘤菌菌

株ＹＹ、ＬＡ１、ＬＡ２、ＪＸ２、ＪＸ３（表１）。
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表１　山豆根根瘤采集地点及所得菌株

采集地点 菌株

广西药用植物园，平地 ＹＹ
广西隆安县，试验平棚内 ＬＡ１
广西隆安县，试验平棚内 ＬＡ２
广西靖西县，山地 ＪＸ２
广西靖西县，山地 ＪＸ３

１．２　生长特性测定
革兰氏染色参照《常见细菌系统鉴定手册》，按常规方法

进行［７］。生长曲线测定：将根瘤菌接种到 ＹＭＡ液体培养基
中，接种后每隔４ｈ用紫外 －可见分光光度计在６００ｍｎ波长
处测定各参试菌株培养液的吸光度，以培养时间为横坐标、吸

光度为纵坐标绘制生长曲线。溴麝香草酚蓝（ＢＴＢ）反应：将
菌种接种于含 ０１％溴麝香草酚蓝的 ＹＭＡ培养基上，于
２８℃ 培养６～１０ｄ，观察颜色变化。
１．３　生理生化特性测定

以ＹＭＡ液体培养基为基本培养基。温度试验设置共设
８个单一温度和１个耐高温处理，单一温度分别设为４、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０℃，耐高温处理先于６０℃处理１０ｍｉｎ，
再置于２８℃摇床中培养５ｄ。酸碱度影响试验：分别设置ｐＨ
值为４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２，共９个梯度。耐盐性试验：分别
设置ＮａＣｌ终浓度为０．１％、０．５％、１．０％、２．０％、３．０％，共５
个梯度。抗生素抗性试验：添加不同浓度氨苄青霉素

（Ａｍｐ）、氯霉素（Ｃｍ）、卡那霉素（Ｋｍ）、庆大霉素（Ｇｍ）、大观
霉素（Ｓｐｅｃ）、链霉素（Ｓｍ）、羧苄青霉素（Ｃｂ）、萘定酮酸
（Ｎｍ）、四环素（Ｔｃ）至 ＹＭＡ液体培养基中。碳源、氮源利用
试验：以去掉碳源的Ｗｈｉｔｅ培养基为基础培养基，分别加入各
种碳源或氮源，使终浓度为１％（质量体积分数），调节 ｐＨ值
至７．０。灭菌后接入供试菌株，以ＹＭＡ液体培养基为阳性对
照，以不加任何碳源的培养基为阴性对照，于 ２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养５ｄ后，显微镜下检测根瘤菌的生长状
况。以上试验均设置３次重复。
１．４　回接试验

培养基质为按１∶１体积混合的水洗河沙、蛭石，１２１℃
高压灭菌１ｈ。山豆根种子来自广西药用植物园科研基地。
先将山豆根种子在６０℃左右热水中浸泡，并让其自然冷却，
吸胀后分别用７５％乙醇、０．１％氯化汞进行表面消毒，在无菌
的水洗河沙中，于２８℃培养至发芽，选取长势一致的植株移
栽至花盆中，花盆用５％高锰酸钾浸泡５～６ｈ后清洗干净。

将供试菌株分别接种到山豆根幼苗根系上作为接种处

理，以不接种根瘤菌为对照处理（ＣＫ），共６个处理，每个处理
种植３盆，每盆１５株。接种方法：移栽山豆根幼苗后，用移液
枪吸取相应的根瘤菌菌液２ｍＬ，注于幼苗根系周围，ＣＫ处理
用等量的无菌水代替。将植株置于日—夜温度周期 ２８℃—
２２℃、光照度３０００ｌｘ的无菌光照培养室内培养。用Ｆａｈｒａｅ
ｕｓ无氮营养液补充营养元素、水分。培养１８０ｄ后取出植株
清洗，统计山豆根幼苗根瘤数量。

１．５　苦参碱与氧化苦参碱的含量测定
测定方法参照２０１０年《中华人民共和国药典》（简称《药

典》）［８］。以苦参碱、氧化苦参碱对照品作为试验对照，按照

《药典》中山豆根测定的方法制备供试液。称取山豆根药材

０．５ｇ，精确加入２０ｍＬ混合溶液（三氯甲烷 ∶甲醇 ∶浓氨水体
积比为４０∶１０∶１）密塞，称质量，放置３０ｍｉｎ，超声处理（功
率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ；再次称质量后用混合溶液补
足质量，摇匀，过滤，精确量取续滤液１０ｍＬ，４０℃减压回收
（使用旋转蒸发仪）至溶剂全部挥尽，在残渣中加入适量甲醇

（色谱纯）溶解，转移至容量瓶中，用甲醇定容至１０ｍＬ，摇匀，
用０．２２μｍ微孔滤膜过滤。另取适量苦参碱、氧化苦参碱对
照品，加入液相流动相（乙腈 ∶异丙醇 ∶３％磷酸溶液体积比
为８０∶５∶１５），使苦参碱含量为２０μｇ／ｍＬ，氧化苦参碱含量
为１５０μｇ／ｍＬ。仪器：高效液相色谱仪 ＶａｒｉａｎＪＣ２Ｘ０５８；色谱
柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ５μＮＨ２１００Ａ，１５０ｍｍ×４．６ｍｍ；柱温：
２５℃；流动相：乙腈 ∶异丙醇 ∶３％磷酸溶液体积比为
８０∶５∶１５；检测波长２１０ｎｍ；液相时间１６ｍｉｎ。
１．６　数据处理方法

采用ＳＰＳＳ１６．０进行数据统计与分析。

２　结果与分析

２．１　山豆根根瘤菌的生长特性
山豆根根瘤菌在ＹＭＡ平板上于２８℃培养３～５ｄ能形

成良好的典型菌落，其菌落呈圆形，透明黏稠，表面光滑，有光

泽，边缘整齐，中心稍有突起。按菌落大小可分为２种类型，
其中ＹＹ、ＬＡ２、ＪＸ３菌落直径为０．６～０．８ｃｍ，ＬＡ１、ＪＸ２菌落
直径为０．２～０．４ｃｍ。ＢＴＢ反应表明，参试的山豆根菌株代
谢产酸；革兰氏染色均为阴性。生长曲线测定结果表明：各菌

株在培养０～４ｈ为迟缓期，４～２４ｈ为对数生长期，２４ｈ后进
入稳定生长期（图１）。由此可见，本研究分离到的根瘤菌具
有快生型根瘤菌的一般特征［９］，初步判定它为快生型根

瘤菌。
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２．２　山豆根根瘤菌的生理生化特性
２．２．１　温度对山豆根根瘤菌生长的影响　山豆根根瘤菌对
不同温度的反应较为一致，对低温的忍耐能力较差，在３０℃
左右生长良好。各菌株对异常温度的耐受性有一定的差异，

来自同一产地的不同根瘤菌株对高温的耐受性也存在着差

异，其中ＹＹ、ＬＡ１、ＪＸ２能耐受短时６０℃的高温（表２）。

表２　不同温度对山豆根根瘤菌生长的影响

菌株

不同温度条件下根瘤菌生长情况

０℃ １０℃ ２０℃ ２５℃ ３０℃ ３５℃ ４０℃ ６０℃＋
２８℃

ＹＹ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＬＡ１ － － － ＋ ＋ ＋ － ＋
ＬＡ２ － － － ＋ ＋ ＋ － －
ＪＸ２ － － － ＋ ＋ ＋ － ＋
ＪＸ３ － － － ＋ ＋ ＋ － －

　　注：“＋”表示生长，“－”表示不生长。表３至表６同。

２．２．２　ｐＨ值对山豆根根瘤菌生长的影响　一般过酸、过碱
的环境条件不利于根瘤菌的生长，山豆根根瘤菌对酸碱的反

应较为一致，在 ｐＨ值为 ６．０～１０．０时均能生长，其中 ＬＡ１、
ＪＸ２、ＪＸ３在ｐＨ值为１１的条件下仍能生长（表３）。由试验结
果可知，山豆根根瘤菌对酸性环境较为敏感，ｐＨ值低于６．０
时菌株不能再生长，但具有较丰富的耐碱种质资源。

２．２．３　ＮａＣｌ含量对山豆根根瘤菌生长的影响　表４表明，
山豆根根瘤菌在无盐条件下能生长，随着 ＮａＣｌ含量的增加，
菌株生长受到抑制，当 ＮａＣｌ含量达到１％及以上时，菌株不
能生长。

表３　ｐＨ值对山豆根根瘤菌生长的影响

菌株
不同ｐＨ值条件下根瘤菌的生长情况

４．０ ５．０ ６．０ ７．０ ８．０ ９．０ １０．０ １１．０ １２．０
ＹＹ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＬＡ１ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＬＡ２ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＪＸ２ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＪＸ３ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

表４　不同含量的ＮａＣｌ对山豆根根瘤菌生长的影响

菌株
不同ＮａＣｌ含量下的根瘤菌生长情况

０％ ０．１％ ０．５％ １．０％ ２．０％ ３．０％
ＹＹ ＋ ＋ ＋ － － －
ＬＡ１ ＋ ＋ ＋ － － －
ＬＡ２ ＋ ＋ ＋ － － －
ＪＸ２ ＋ ＋ ＋ － － －
ＪＸ３ ＋ ＋ ＋ － － －

２．２．４　山豆根根瘤菌对几种抗生素的耐受性　对抗生素的
敏感性是根瘤菌的重要生理生化特性，可以作为分类的指标

之一。表５表明，山豆根根瘤菌株对Ｋｍ、Ｇｍ的耐受性最差，
在低含量（５μｇ／ｍＬ）下均不能生长；对 Ｃｂ表现出抗性，在较
高含量（３００μｇ／ｍＬ）下仍能够生长；在 １００μｇ／ｍＬＣｍ、
１０μｇ／ｍＬＮｍ中都能够生长。此外，菌株间对不同抗生素或
同一抗生素不同浓度的抗性差异较大，即使是来自同一地域

的菌株之间也有部分差异。如来自靖西县的菌 ＪＸ２、ＪＸ３对
Ａｍｐ敏感，相反另外 ２株来自隆安县的 ＬＡ１、ＬＡ２对 Ａｍｐ
（６００μｇ／ｍＬ）表现出抗性，而分离自广西药用植物园的 ＹＹ
菌株能忍耐１００μｇ／ｍＬＡｍｐ。

表５　山豆根根瘤菌对抗生素的抗性

菌株
不同Ａｍｐ含量对根瘤菌的影响 不同Ｃｍ含量对根瘤菌的影响 不同Ｋｍ含量对根瘤菌的影响

１００μｇ／ｍＬ３００μｇ／ｍＬ５００μｇ／ｍＬ６００μｇ／ｍＬ１００μｇ／ｍＬ３００μｇ／ｍＬ５００μｇ／ｍＬ６００μｇ／ｍＬ ５μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ３０μｇ／ｍＬ ４０μｇ／ｍＬ
ＹＹ ＋ － － － ＋ － － － － － － －
ＬＡ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － －
ＬＡ２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － － －
ＪＸ２ － － － － ＋ － － － － － － －
ＪＸ３ － － － － ＋ － － － － － － －

菌株
不同Ｇｍ含量对根瘤菌的影响 不同Ｓｐｃ含量对根瘤菌的影响 不同Ｓｍ含量对根瘤菌的影响

５μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ３０μｇ／ｍＬ ４０μｇ／ｍＬ ５μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ３０μｇ／ｍＬ ４０μｇ／ｍＬ ５μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ３０μｇ／ｍＬ ４０μｇ／ｍＬ
ＹＹ － － － － － － － － － － － －
ＬＡ１ － － － － － － － － － － － －
ＬＡ２ － － － － ＋ － － － － － － －
ＪＸ２ － － － － ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋
ＪＸ３ － － － － ＋ ＋ － － ＋ ＋ － －

菌株
不同Ｃｂ含量对根瘤菌的影响 不同Ｎｍ含量对根瘤菌的影响 不同Ｔｃ含量对根瘤菌的影响

１０μｇ／ｍＬ ５０μｇ／ｍＬ ３００μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ５０μｇ／ｍＬ ３００μｇ／ｍＬ ３０μｇ／ｍＬ １００μｇ／ｍＬ ３００μｇ／ｍＬ
ＹＹ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － －
ＬＡ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － －
ＬＡ２ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ －
ＪＸ２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ －
ＪＸ３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ －

２．２．５　碳源和氮源利用　根瘤菌一般能较好地利用单糖和
双糖，而快生型根瘤菌能利用麦芽糖、乳糖、蔗糖等双糖［１０］。

由表６可知，山豆根根瘤菌均能利用葡萄糖、蔗糖、甘露醇、麦
芽糖、果糖、乳糖，但不能利用乙酸钠、甘氨酸和肌醇。

本试验检测了供试菌株对５种氮源的利用情况，由表６

可见，所有的菌株都能利用蛋白胨和硫酸铵；所有菌株均不能

利用半胱氨酸；除 ＹＹ外，其余菌株均能利用硝酸钾，而且
ＹＹ、ＬＡ１不能利用甘氨酸，说明大部分供试根瘤菌可以利用
无机氮源作为其生长所需氮源。试验结果表明，来源不同的

山豆根根瘤菌对供试碳源、氮源的利用能力比较一致。
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表６　山豆根根瘤菌的碳源、氮源利用情况

菌株
碳源利用情况 氮源利用情况

葡萄糖 乙酸钠 甘氨酸 肌醇 蔗糖 甘露醇 麦芽糖 果糖 乳糖 蛋白胨 硝酸钾 硫酸铵 甘氨酸 半胱氨酸

ＹＹ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － －
ＬＡ１ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＬＡ２ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＪＸ２ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＪＸ３ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

２．３　根瘤菌对山豆根幼苗有效成分的影响
接种根瘤菌能使山豆根幼苗结瘤，不同根瘤菌处理的植

株苦参碱和氧化苦参碱含量是不同的。接种根瘤菌的处理，

其苦参碱、氧化苦参碱含量均比对照有所增加，其中接种来自

靖西县菌株的植株含量显著高于对照及其他大部分处理（表

７）。由结果可见，接种根瘤菌有利于根瘤形成，再通过根瘤
进行生物固氮来积累氮素，从而促进植株有效成分的积累。

表７　根瘤菌对山豆根幼苗有效成分含量的影响

菌株 苦参碱含量（ｍｇ／ｇ） 氧化苦参碱含量（ｍｇ／ｇ）
ＹＹ ０．１２３±０．００３ｂ １．８７７±０．２８２ａｂ
ＬＡ１ ０．１１３±０．０１５ｂ １．６００±０．１７３ｂｃ
ＬＡ２ ０．１２０±０．０００ｂ １．４９３±０．１９１ｂｃ
ＪＸ２ ０．１９０±０．０１７ａ ２．１６７±０．１２０ａ
ＪＸ３ ０．２１０±０．００６ａ ２．４８７±０．０１９ａ
ＣＫ ０．１０５±０．００３ｂ １．２４７±０．０２３ｃ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

药材原料质量是药材生产中亟待解决的问题，许多学者

也在探索解决、评价药材质量的方法［１１－１２］。山豆根人工驯化

获得成功之后，人们总结了山豆根人工栽培的一些技术措

施［５－６］，但是在栽培生产中，药农为了追求产量而多施重施氮

肥，造成病虫害加重、农药残留量升高、硝酸盐含量超标等问

题，严重影响药材质量，这是目前山豆根可持续生产中不可忽

视的问题。生物固氮是豆科植物的一个重要特性，通过生物

固氮可以利用自然界的 Ｎ２改善植株的氮素营养状况，从而
避免盲目施氮肥造成对山豆根等豆科药材质量的不良影响。

因此，筛选出具有优良特性的土著根瘤菌菌株对进一步在生

产上进行接种应用是十分有利的。本试验从山豆根根瘤中获

得５株根瘤菌，它们均具有快生型根瘤菌生长特征和生理生
化特征。

杨亚珍等发现，不同地理来源、同一地理来源、甚至同一

植株不同甘草根瘤菌菌株在个别指标方面存在差异［１３］；黄荣

韶等发现，不同生态环境下采集的鸡骨草根瘤菌在生物学特

性方面具有较大的差异［１４］。本试验结果与这些研究有相似

之处，即来源相同或来源不同的山豆根根瘤菌在对高温忍耐

能力、酸碱环境的适应性、抗生素的敏感性等方面存在差异，

但对酸碱环境的适应性及碳源的利用能力比较一致，推测这

可能与不同的菌株含有的一些特殊基因有关。通过回接试验

发现，人工接种根瘤菌明显促进山豆根根瘤的形成，植株的有

效成分含量大幅度提高，其原因可能是生物碱是含氮化合物，

氮素的供给利用在山豆根生物碱的生物合成和积累中起重要

作用。但是不同来源的山豆根菌株之间对有效成分积累的影

响不同，这是否与采集地的生态环境有关，尚待进一步研究。
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