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羽毛针禾根部内生假单胞菌 ＸＧ１１在小麦上
的定殖动态及促生效应
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（石河子大学生命科学学院，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：为探究荒漠植物羽毛针禾根部内生菌假单胞菌ＸＧ１１的促生作用及其定殖动态，将菌株 ＸＧ１１灌于沙土种
植的小麦根部，通过四环素标记，观察定殖动态；测定接种菌株 ＸＧ１１菌悬液后的小麦株高、丙二醛含量、过氧化物酶

活性等指标，评估菌株ＸＧ１１对小麦植株生长发育的促生作用。抗性标记假单胞菌（ＸＧ１１ＴＣ）能在根际土壤和小麦根
内定殖２８ｄ以上，在小麦叶内定殖１４ｄ左右，菌株定殖量随时间延长而下降。不同部位的定殖量表现为根际土壤 ＞
根＞叶。在沙土种植与水系培养中的定殖趋势不同，土培定殖量高于水培。小麦的发芽率、株高、过氧化物酶活性、丙
二醛含量等指标，均显示菌株能促进植物生长发育。菌株ＸＧ１１在沙土中具有较强的定殖能力和促生性能，能有效提
高植物的抗逆性，可为荒漠治理提供新思路。
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　　荒漠在地球上分布广泛，荒漠化问题会影响人
类的生产生活，危害地球的生态系统。羽毛针禾

（Ｓｔｉｐａｇｒｏｓｔｉｓｐｅｎｎａｔａ）是新疆沙漠上的先锋植物，在
与环境的长期斗争中，形成了抗旱、耐高热严寒、耐

沙埋等沙生适应特性，其根鞘内的微生物及分泌

物，能与根毛共同黏结沙粒，保水固沙。笔者所在

课题组前期在羽毛针禾根部分离获得了１株具有良
好特性的内生假单胞菌 ＸＧ１１。研究羽毛针禾根部
微生物的作用机制，对防治沙漠化和保护生物多样

性等方面有着重要意义。

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）分布广泛，在土壤细菌
群落中占比可高达３４％［１］，定殖能力强，对多种植

物病原菌有较明显的拮抗作用［２］，能够有效促进植

物生长和增产，是一类具有较大应用价值的植物根

际促生菌，常用于植物来提高其抗逆性及增产［３－４］。

其中，荧光假单胞菌应用最广泛。荧光假单胞菌不

仅能抑制多种土传病害病原真菌、卵菌［５］、霉菌［６］

和线虫［７］，甚至通过分泌碱性磷酸酶在内的抗病毒
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蛋白抑制烟草花叶病毒（ＴＭＶ）侵染［８］；还能改善植

物营养促进生长，提高品质，增加产量［５－９］。

植物根际促生菌的作用机制主要包括生物固

氮、磷溶作用、产生铁载体（嗜铁素）、产生促生物

质、诱导抗性系统等［１０］，而且功能菌株在发挥作用

机制时与其属性、植物属性、环境等情况相关。假

单胞菌的诱导抗病性主要表现在提高寄主植株防

御酶活性和影响寄主的次生代谢通路［２］。逆境胁

迫会使植物产生过量的活性氧自由基，同时植物会

启动自身的保护酶系统来调节抗氧化酶、抗氧化剂

活性等生理生化过程，清除活性氧自由基，减轻或

消除其毒害。镉胁迫时，接种铜绿假单胞菌，增强

了水稻抗氧化酶活性，提高了类黄酮和总酚等抗氧

化物质含量，从而缓解逆境胁迫，促进水稻生长［１１］。

荧光假单胞菌 ＦＰ７菌液也能提高根茎组织中过氧
化物酶、过氧化氢酶等防御酶的活性，增强根茎抗

病性，具有促生和增产效果［１２］。

目前，利用功能微生物促生和防治的研究较

多，而促生和防治效果与其在根际的定殖能力有

关，菌株发挥作用的前提和关键就是其在作物根际

建立起一定的种群密度［１３－１４］。研究表明，功能菌株

对２１种抗生素的敏感值与其在土壤中的定殖能力
具有相关性［１５］，这表明采用抗生素法能够定性地探

究菌株的定殖动态。

本研究采用抗生素标记法标记荒漠植物羽毛

针禾根部内生假单胞菌 ＸＧ１１，通过盆栽试验检测
该菌株在小麦植株根部、叶片及根际土壤中的定殖

动态；比较不同培养方式下的定殖规律，同时通过

测定株高、丙二醛含量、过氧化物酶活性等指标，鉴

定该菌株对小麦植株生长发育的促生作用，旨在评

价该菌株的应用潜力，为菌株有效提高植物的抗逆

性提供理论依据，为解决荒漠化问题，改善生态环

境提供新思路。

１　材料与方法

１．１　供试材料
试验时间及地点：本试验于２０２０年在新疆石河

子大学生命科学学院进行。

供试菌株：羽毛针禾根部内生假单胞菌

ＸＧ１１［１６］，该菌株为笔者所在课题组前期研究分离
获得。

受试植株：津农６号小麦，由石河子大学农学院
惠赠。

供试培养基：牛肉膏蛋白胨培养基，ＬＢ培养基，
含四环素、链霉素、罗红霉素等抗生素的 ＬＢ培
养基。

１．２　试验方法
１．２．１　菌株的天然抗药性检测　分别配制含浓度
为２０、５０、１００、２００、３００μｇ／ｍＬ的四环素、链霉素、罗
红霉素的抗性ＬＢ培养基平板，对供试菌株ＸＧ１１进
行天然抗药性检测。取１００μＬ菌悬液（１环原始菌
株溶于２ｍＬ无菌水）均匀涂布在抗性平板上，以无
抗生素的 ＬＢ培养基平板为对照，重复 ３次，于
２８℃ 培养２４ｈ后观察结果，以确定抗生素的标记
种类及浓度。

１．２．２　抗生素标记菌株的筛选及稳定性分析　通
过对菌株的抗药性检测，筛选出四环素作为抗药性

突变体的标记抗生素。逐步诱导菌株能在浓度为

３００μｇ／ｍＬ的四环素抗性平板上稳定生长。将抗性
菌株连续纯化８次后，将其在无抗生素 ＬＢ培养基
平板上连续接种１９次，再接入３００μｇ／ｍＬ四环素
抗性平板，若菌株能够生长，说明获得的抗生素标

记菌株具有良好的抗药稳定性。把稳定性菌株纯

化，保存到 ４℃，备用。
挑取原始菌株和单抗菌株单菌落，分别接入装

有５ｍＬＬＢ培养基的试管中（编号分别为 ０、４、８、
１２、１６、２０、２４ｈ），于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，以
未接菌的ＬＢ培养液为空白对照。按时间取出对应
的试管，４℃冷藏保存，直到取完２４ｈ的样品后，在
６００ｎｍ波长处测定吸光度（Ｄ６００ｎｍ），以时间为横轴、
Ｄ６００ｎｍ为纵轴绘制生长曲线，比较原始菌株和抗性菌
株的生长速率。

１．２．３　抗性菌株在小麦根际的定殖动态　将标记
菌株接种至ＬＢ液体培养基中培养３ｄ，１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集沉淀，配制成Ｄ６００ｎｍ为１．０的菌悬
液，４℃低温保存备用。

挑选籽粒饱满、健康、大小均匀、无霉变的小麦

种子，用无菌水反复清洗３遍，置于无菌的９ｃｍ培
养皿中，加入１５ｍＬ无菌水，于３０℃黑暗培养１６ｈ，
吸取代谢物后，ＣＫ加无菌水４ｍＬ，其他的处理组加
菌悬液４ｍＬ，继续黑暗培养８ｈ，待其露白。

培养皿试验：在铺有滤纸的１１ｃｍ培养皿中，加
３ｍＬ无菌水湿润整张滤纸，挑选１０粒露白发芽的
小麦种子，种植方向、间隔保持一致，重复３次。置
于人工气候培养箱中，在白天２８℃１４ｈ、晚上２２℃
１０ｈ的条件下培养。种下第１天，ＣＫ组、菌悬液组
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都加６ｍＬ无菌水，直到小麦全部发芽，ＣＫ组加
６ｍＬ无菌水，菌悬液组加６ｍＬ菌悬液，此后不加菌
悬液，根据实际情况，适当增加浇水量。于接种第７
天采集根、叶子，用清水清洗，吸水纸吸干后，称取

根与叶组织０．５ｇ，在无菌环境下，用７５％无水乙醇
浸泡３０ｓ，用无菌水清洗３次后，置于无菌研钵中，
加入９ｍＬ无菌水研磨充分，装入１０ｍＬ无菌离心管
振荡３０ｍｉｎ，充分混匀后，静置１０ｍｉｎ后用无菌水
进行梯度稀释［１７］，选择 １０－３、１０－４、１０－５的土样
２００μＬ均匀涂布在含３００μｇ／ｍＬ四环素的ＬＢ培养
基平板上，３７℃培养４８ｈ，记录每皿菌落数，并计算
每克鲜组织中的菌落数（ＣＦＵ／ｇ）。

盆栽试验：在长４．８ｃｍ、宽４．８ｃｍ、高５．０ｃｍ
的无菌种植盘中装入灭过 ２次菌的沙土，种植
１０粒／孔露白发芽的小麦种子，种植方向、深度保持
一致，每个处理重复５次。培养条件同培养皿试验。
于接种 ７、１４、２１、２８ｄ后采集土壤（１．０ｇ）、根
（０．５ｇ）与叶（０．５ｇ），测定菌株的定殖含量，方法同
培养皿试验的菌株定殖测定。

１．２．４　菌株 ＸＧ１１对小麦的促生作用　参照
“１２３”节中的方法制备 Ｄ６００ｎｍ ＝０．３的菌悬液和
萌发小麦种子，并进行小麦盆栽试验。每隔２ｄ浇
灌菌悬液５ｍＬ，根据实际情况，适当增加浇水量。
在幼苗生长７、１４、２１、２８ｄ后采样，测定株高、丙二
醛含量［１８］、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）活性［１９］，

并记录发芽率。

１．３　数据分析
利用Ｅｘｃｅｌ２０１９、ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０２软件进行

数据统计分析并作图，采用单因素方差分析（ｏｎｅ－
ｗａｙＡＮＯＶＡ）和 Ｄｕｎｃｕｎ’ｓ法进行方差分析和多重
比较（Ｐ＜０．０５）。图中数据形式为平均值 ±标准
误差。

２　结果与分析

２．１　菌株天然抗药性筛选结果
由表１可知，羽毛针禾根部内生菌 ＸＧ１１对四

环素、链霉素、罗红霉素均具有天然抗性。在一定

程度上，四环素具有较好的抗药可控性。接种２４ｈ，
菌株可在含低浓度四环素的 ＬＢ培养基平板上生
长，而在较高浓度（２００、３００μｇ／ｍＬ）下不生长。因
此，本研究选用四环素对菌株进行标记。

２．２　标记菌株的稳定性检测
进一步筛选出能耐３００μｇ／ｍＬ四环素的标记

表１　菌株ＸＧ１１的天然抗药性测定结果

抗生素
菌株ＸＧ１１在不同抗生素浓度下的抗性

２０μｇ／ｍＬ ５０μｇ／ｍＬ１００μｇ／ｍＬ２００μｇ／ｍＬ３００μｇ／ｍＬ

四环素 ＋ ＋ ＋ － －

链霉素 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

罗红霉素 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示生长良好，“－”表示不能生长。

菌株。由图１可知，经１９次传代培养后，其仍能在
含抗生素的平板上稳定生长，而且标记菌株

（ＸＧ１１ＴＣ）和原始菌株（ＸＧ１１）的生长曲线趋势一致。
标记菌株生长曲线略低于原始菌株，这可能是在诱变

菌株时，有一定的损耗，但是不影响后续试验的定殖

检测，说明标记菌株具有良好的抗药稳定性。

２．３　标记菌株的定殖动态
利用含３００μｇ／ｍＬ四环素的 ＬＢ培养基平板，

检测菌株ＸＧ１１ＴＣ在小麦根际土壤、根与叶中的定殖
数量及其动态变化规律。由图２可知，随着培养时
间的延长，菌株在根际土壤和叶中的定殖量均呈现

下降的趋势；菌株在小麦根系中的定殖量呈现先降

低后升高的趋势，但是低于起初（７ｄ后）的定殖量。
　　在不同部位定殖具有一定差异。在７ｄ后，叶中
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的定殖量略高于根际土壤和根（２．７０×１０８ＣＦＵ／ｇ＞
２．３３×１０８ＣＦＵ／ｇ＞４．５０×１０７ＣＦＵ／ｇ）；其他时间，
菌株在不同部位中的定殖量呈现出根际土壤 ＞
根＞叶。菌株在土壤和根部能够定殖２８ｄ，此时含
量分别为１．７０×１０６、１．４５×１０６ＣＦＵ／ｇ，而在叶片中
只能定殖１４ｄ。
２．４　２种培养方式下的菌株在小麦根与叶中的定
殖量差异

采用土培（盆栽试验）和水培（培养皿试验）２
种方式培养小麦。在小麦根部与叶片中的 ＸＧ１１ＴＣ

定殖量及其定殖动态不同（图３）。在相同培养时间
（７ｄ）土培方式下根与叶中的ＸＧ１１ＴＣ定殖量远高于
水培方式的定殖量。水培时，菌株ＸＧ１１ＴＣ在根中的

定殖量大于叶中；而土培时，定殖情况则相反，叶中

的定殖量略高于根中。

２．５　菌株对小麦幼苗生长的影响
由图４可知，接种假单胞菌 ＸＧ１１能够促进小

麦发芽、增加株高、提高叶片ＰＯＤ活性，降低丙二醛
含量，对小麦幼苗生长具有促生作用。处理３ｄ后，
菌株 ＸＧ１１处理组和对照组的小麦发芽率一致，此
后，随着培养时间延长，菌株ＸＧ１１处理的小麦发芽
率均高于对照组，且菌株 ＸＧ１１处理组的小麦发芽
率接近１００％。除在１４ｄ后外，菌株 ＸＧ１１处理的
小麦株高均高于对照组。２８ｄ后小麦的株高低于
２１ｄ后，可能是由于干旱胁迫加剧（沙土中利于植
物生长的营养物质耗尽），小麦植株开始死亡。

随着培养时间延长，小麦叶片中丙二醛含量呈

现先升高后降低的趋势。接种菌株ＸＧ１１，在７、２８ｄ
后，小麦叶片的丙二醛含量低于对照组，２８ｄ后的
丙二醛含量高于７ｄ后；１４、２１ｄ后与７、２８ｄ后小麦
叶片的丙二醛含量变化规律相反，菌株ＸＧ１１处理组
丙二醛含量高于对照组；２１ｄ后的丙二醛含量最高，
为０．０３０４μｍｏｌ／ｇ，比ＣＫ高１２％；其次是２８ｄ后的
丙二醛含量，为 ０．０２２２μｍｏｌ／ｇ，比 ＣＫ低５％；７ｄ
后的丙二醛含量最低，为０．０１３３μｍｏｌ／ｇ，比 ＣＫ低
２％（图４）。
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　　随着培养时间延长，接种菌株ＸＧ１１处理组，小
麦叶片ＰＯＤ活性呈现先降低后升高的趋势。在７、
２８ｄ后，小麦叶片ＰＯＤ活性高于对照组，２８ｄ后的
ＰＯＤ活性高于７ｄ后；１４、２１ｄ后与７、２８ｄ后小麦叶
片ＰＯＤ活性变化规律相反，ＰＯＤ活性低于对照组；
２８ｄ后的ＰＯＤ活性最高，为１３８６０Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），比
ＣＫ 高 ２％；１４ ｄ后 的 ＰＯＤ 活 性 最 低，为
８９８０Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），比 ＣＫ低９％；７ｄ后的 ＰＯＤ活
性为９８６０Ｕ／（ｇ·ｍｉｎ），比ＣＫ高４５％（图４）。

３　讨论

植物根际促生菌在实际应用时，效果不稳定。

造成不稳定的因素主要是植物根际促生菌的定殖

能力存在差别［２０］。本试验结果表明，菌株 ＸＧ１１ＴＣ

在不同采集部位的定殖时间和定殖量及变化规律

不同，在根际土壤和植株根内的定殖时间最长，均

在２８ｄ以上，而在叶片中只能够定殖１４ｄ左右，说
明该菌株能在小麦植株体内和土壤中长期有效定

殖。定殖量表现为根际土壤 ＞根 ＞叶，差异显著，
与姚锦爱等的研究结果［１７］一致。菌株 ＸＧ１１ＴＣ接种
至小麦 ２１ｄ内，在根际土壤、小麦根与叶中的定殖
规律一样，均呈现下降趋势，这表明菌株的活性在

降低，从而导致对植株的作用减弱。有研究表明，

枯草芽孢杆菌在胡椒叶片上能够定殖长达２１ｄ，且
定殖量呈现下降趋势［２１］。荧光假单胞菌能在杨树

根际和菌根际长期稳定定殖，定殖规律一样呈现下

降态［２２］。

采用不同的培养方式，菌株ＸＧ１１ＴＣ在小麦根与
叶片中的定殖量差异显著，定殖量表现为土培 ＞水
培，与刘东平等的研究结果［２３］相似。有研究表明，

在进行菌株接种时采用灌根方式优于涂茎方式［１７］。

因此，本研究发现在利用功能菌株 ＸＧ１１提高植物
的抗逆性、抗病能力的最好方式是土壤培养植物，

将菌株菌悬液浇灌到植物根围。

种子发芽率是测试种子萌发能力强弱的一个

指标，为选择优势种子提供理论基础，甚至在逆境

中，种子萌发率的高低与植株后来的生长状况也密

切相关［２４］。菌株ＸＧ１１处理下，小麦发芽率趋近于
１００％，高于对照组，这表明菌株能提高小麦发芽率，
和汤丽斯等的研究结果［２５］一致。

　　植物株高是描述植物形态性状的指标，它能够
直观地表现出植物的生长状况，并且直接影响着植

物的抗逆性和抗倒伏性，甚至严重影响着植物高

产、稳产等状况，也是一个衡量植物长势、健康程度

的重要指标［２６－２７］。在 ７、２１、２８ｄ后，接种菌株
ＸＧ１１的小麦株高均高于对照组，表明菌株ＸＧ１１利
于植物生长。随着培养时间延长，株高降低，可能

是由于干旱胁迫加剧以及土壤养分减少所致，应须

额外补充养分。

丙二醛是植物细胞膜在逆境胁迫下发生膜脂

过氧化的产物，其可以交联脂类、核酸、蛋白质、糖

类等大分子结构物质，从而损害细胞质膜的结构和

功能，能够指示植物受到逆境胁迫的伤害程

度［２８－３０］。丙二醛含量越高，受到迫害越大，抗逆性

越低。本研究结果表明，随着培养时间延长，小麦

叶片的丙二醛含量呈现先升高后降低的趋势，２８ｄ
后的丙二醛含量低于２１ｄ后，这表明随着培养时间
延长，植物受到的干旱胁迫加剧。施加菌株后，在

７、２８ｄ后，叶片丙二醛含量下降，说明菌株通过降
低丙二醛的含量，从而缓解胁迫。

丙二醛含量与抗氧化酶活性呈现负相关，能反

映小麦的品种特性［３１］。本研究发现接种菌株ＸＧ１１
后，小麦叶片ＰＯＤ活性与丙二醛含量变化规律呈现
相反的趋势，即小麦叶片ＰＯＤ活性呈现先降低后升
高的趋势，这可能是由于干旱胁迫加剧，植物体内

产生了过量的活性氧自由基，需要更多的 ＰＯＤ，从
而抵抗逆境对植物的伤害［３２－３３］。有研究表明，低浓

度的硒可提高ＰＯＤ活性，增加青花菜幼苗的抗氧化
能力，保护植物细胞膜稳定性，从而提高植物的抗逆

性［３４］。本试验中在根部接入菌株ＸＧ１１使得小麦的
ＰＯＤ活性增高，提高了植物的耐旱性与之相一致。内
生细菌与氧化应激酶有一定的联系，在盐浓度下番茄

的ＰＯＤ、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、多酚氧化酶（ＰＰＯ）的活
性降低，而经过内生细菌处理后，ＰＯＤ等这些酶活性
提升３倍，并且内生细菌可以像植物生长调节剂一样
作用于植物，从而起到保护植物的作用［３５］。

综上，接种菌株ＸＧ１１，小麦的发芽率、株高、ＰＯＤ
活性均高于对照组（２８ｄ后），丙二醛含量低于对照
组（２８ｄ后），这可能都是由于菌株ＸＧ１１在植物体内
定殖成功，从而提高了植物的抗逆性、促进植物生长，

高毓晗等的研究结果［３６］有力地支撑了此结论。

４　结论

荒漠植物羽毛针禾根部内生菌假单胞菌 ＸＧ１１
能在小麦根部土壤及幼苗组织中定殖，在土壤和根

内定殖时间长达２８ｄ以上，且定殖量表现为根际土
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壤＞根＞叶，土壤盆栽 ＞培养皿水培；能提高小麦
发芽率、株高和ＰＯＤ活性，降低丙二醛含量，从而提
高小麦的抗旱性，促进小麦幼苗的生长发育，是一

株有潜力的促生菌。
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