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摘要　对 21株相思根瘤菌和 2株大豆根瘤菌菌株进行 NaCl、 ( N H4 )2 SO4、 pH值、高温和低温的耐受性实验 ,其中

耐 ( NH4 )2 SO4的实验分别进行了相思根瘤菌在含 ( N H4 )2 SO4的平板上的耐受性和在浓度为 100mol /L、 300mol /

L、 500mo l /L、 600mol / L的 ( NH4 )2 SO4中的结瘤试验。参试菌株均经过回接实验培养和镜检 ,培养基均为 YM A。
结果表明 ,相思根瘤菌均能耐受的盐浓度为 0. 5% ～ 2. 0% ,能在 37℃和 p H值为 6～ 9的条件下生长。在抗生素抗

性方面 ,相思根瘤菌普遍抗氨卞青霉素 ,而对卡那霉素和链霉素敏感。相思根瘤菌的耐盐、耐高温和耐氨能力强
于慢生大豆根瘤菌。
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Abstract　 Tw enty one strains of Rhizobium sp. Acacia and tw o strains of soybean rhizobium were

examined for tolerance to the st resses of NaCl, N H
+
4 , acid, alkali, high temperature and low

tempera ture. The results showed that Rhizobum sp. Acacia st rains can g row under wide range of
tempera ture and pH. The Rhizobum sp. The tolerances of Acacia st rains to NaCl, high temperature

and NH
+
4 are higher than soybean rhizobium and peanut rhizobium strains.

Key words　 Rhizobium sp. Acacia , salt tolerance, g row th temperature, pH value tolerance,

antibiotic resistance, ammonia tolerance

　　相思属 ( Acacia)树种是能与根瘤菌共生固氮的

豆科树种 , 其固氮能力为每年 10～ 32 kg ( N )  

hm
- 1 [1 ]
。近年来 , 我国从澳大利亚等国引进和种植的

相思树树种主要有马占相思 ( A.mangium Willd. )、

大叶相思 ( A. auriculae formis Benth )、 厚荚相思

( A. crassicarpa Benth )、 黑木相思 ( A.melanox ylon

R. Br. ) 和灰木相思 ( A. implexa Benth) 等 , 由于这

些相思树种生长迅速 ,有耐贫瘠和一定的耐寒能力等

特性 , 使之在我国热带和亚热带地区越来越受到重

视
[2 ]
。特别是厚荚相思、大叶相思还可以耐盐碱、贫瘠

和抗风 , 是沿海沙滩营造防护林的理想树种。由于我

国南方种植相思树的地区土壤贫瘠 ,该树种在自然状

态下表现出结瘤迟 , 结瘤少或不结瘤。为了促进其在

贫瘠的土壤条件下快速地生长和提高其固氮能力等 ,

已有分离和接种黑木相思、 灰木相思根瘤菌的报

道
[ 3]
,我们已分离纯化和筛选了高效结瘤固氮的马占

相思、大叶相思和厚荚相思根瘤菌菌株 ,并种植了人

工接种试验林 (有待发表 )。本文对从马占相思、厚荚

相思、大叶相思分离的、已纯化的相思根瘤菌进行耐

盐、 温度、 酸碱及氨等抗逆性的初步研究 , 以了解相

思根瘤菌的生物多样性 ,为今后进行分子遗传学研究

打基础 ; 同时为筛选有实际应用前景的高效共生固

氮、抗逆性强的菌株以及进一步用生物技术改造菌株

提供依据。

1　材料与方法

1. 1　菌株和培养基

　　对 21株从马占相思、厚荚相思、大叶相思分离的、

经过回接实验的相思根瘤菌菌株和 2株大豆根瘤菌菌

株 (表 1)进行 NaCl、 ( N H4 ) 2 SO4、不同 pH值、 高温

和低温的耐受性实验 ,其中耐 ( N H4 ) 2 SO4的实验分别

进行了相思根瘤菌在含 ( N H4 ) 2 SO4的平板上的耐受

性和不同浓度 ( N H4 ) 2 SO4中进行结瘤试验。参试菌
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表 1　参试菌株

Tabl e 1　 Strains used in this test

菌株 St rains 宿主品种 Host 来源 Origin

Sinorhizobium . f red ii
U SDA205

大豆
Glycine so ja

美国
U SA

B rad yrhizobium. japonicum 22
～ 10

大豆
Glycine so ja

黑龙江
Hei long jiang, China

R. sp. ( A. mangium)
M Z9904, M Z9908, M Z9913, MZ9917,
M Z9918, M Z9919

马占相思
A .mangium

广西钦州市
Qin zh ou Guangxi, China

R. sp. ( A. crassicarpa)
HJ2001, HJ2002, HJ2003, HJ2004, HJ2007,
HJ2008, HJ2010, HJ2011

厚荚相思
A. crassiccarpa

广西南宁市
Nanning Guangxi, China

R. sp. ( A. auriculaeformis ) DY2004, DY2007, DY2008, DY2011,
DY2012, DY2015, DY2020

大叶相思
A. aux iculaef ormis

广西南宁市
Nanning Guangxi, China

株均经过回接实验、 镜检。所用培养基均为 YMA。

1. 2　耐盐试验

　　将试验菌株进行活化培养 , 将培养的 10
8
～

10
9
cuf /ml菌液接种到添加 NaCl的平板上 , NaCl的

终浓度分别是 0. 5% 、 1. 0% 、 2. 0%、 4. 0% ( W /

V )
[ 4～ 6] , 28℃培养观察 3～ 5 d。每个浓度重复 4次。

1. 3　生长温度试验

　　 ( 1)直接将菌株分别置于气温为 8℃、 28℃、 37℃、

43℃的环境下培养生长 ; ( 2)分别将菌株在 55℃下处

理 20min和 65℃下处理 10min后移到适宜条件下培

养生长
[7 ]
。每个处理重复 4次 ,其中 8℃、 37℃、 43℃及

55℃处理 20 min和 65℃处理 10 min的试验观察 15 d。

1. 4　 pH值耐受试验

　　用 HCl或 NaOH调节培养基的 pH值为 4. 0、

5. 0、 6. 0、 7. 0、 8. 0、 9. 0、 10. 0、 11. 0、 12. 0, 其

中 pH值为 4. 0和 5. 0以液体培养基进行测试 ,菌株的

生长情况用测定 OD600的方法检测
[5, 6 ]。

1. 5　抗生素抗性试验

　　检测参试菌株的 Sm (链霉素 )、 Km (卡那霉

素 )、 Tc (四环素 )、 Cm (氯霉素 )、 Am (氨卞青霉

素 ) 抗生素的抗性 , 使用终浓度分别是 Sm 250μg /

m l、 Km 50μg /ml、 Tc 15μg /ml、 Cm 100μg /ml、 Am

50μg /m l。

1. 6　耐氨试验

　　 ( 1) 在平板上的耐氨生长试验 , 即将菌接种在

终浓度分别为 100 mmol /L、 300 mmol /L、 500 mmol /

L、 600 mmol /L、 800 mmol /L和 1000 mmol /L的

( N H4 ) 2 SO4。

　　 ( 2) 分别配制 250 ml /瓶的 NH+4终浓度为 1. 4

mmol /L、 2. 8 mmol /L和 4. 2 mmol /L的豆科植物培

养基
[6 ]
, 每瓶种 3株大叶相思 , 接种 1 ml参试菌株菌

液。

　　每个处理重复 3次 , 2个月后观察植株结瘤情况。

2　结果与分析

2. 1　耐盐性和生长温度耐性

　　相思根瘤菌菌株普遍都能耐受 0. 5%～ 1. 0%的

NaCl, NaCl为 2. 0%时 , 大部分菌株能微弱生长 (表

2)。参试的 23株菌株都能在 37℃条件下生长 ,有 2株能

在 8℃下生长 , 4株能在 43℃下生长 (表 2) , 与根瘤菌

生长的最适温度 25～ 30℃ [7 ]相比 , 相思根瘤

表 2　相思根瘤菌菌株在不同浓度 NaCl和生长温度下的生长

情况

Table 2　 The growth of the strains under the dif ferent

concentration of NaCl and the diff erent temperation

菌株
St rains

耐盐性 Sa lt to lerance 生长温度耐性 The heat resistant

0. 5% 1. 0% 2. 0% 4. 0% 8℃ 37℃ 43℃
55℃
20min

65℃
10min

B. R.
japonicum
22～ 10

 + - - - + - - -

S. fredii
USDA205

  + - -  -   

R . sp.
(A .man-
gium )

MZ9904   + - -  -   

MZ9908   + - -  -   

MZ9913    - -  - -  

MZ9917   + - -  - - -

MZ9918   + - -  - + -

MZ9919   + - -  - + -

R . sp.
(A . auricul-
aef orm is)

DY2004   + - -  -  -

DY2007   + - -  - - -

DY2008   - - -  - -  

DY2011  - + - - + - - -

DY2012  + + - - + - + -

DY2015   + - -  -  -

DY2020   + - -  - - -

R . sp.
(A . cra-
ssicarpa)

H J2001   + - -  -   

HJ2002    - +    -

HJ2003   + -     -

HJ2004   + - -  -  -

HJ2007  + - - -  + - -

HJ2008  + - - - + - - -

HJ2010  + + - -  + + -

HJ2011 + + - + - + - - -

　　- 未见生长 ; + 微弱生长 ;  生长良好 ;  与正对照生长的完全一样 .

　　- N o g rowth; + Weak growth;  Good g rowth;  The same as the postive

co trol.
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菌对温度适应范围较宽。参试的根瘤菌在 55℃处理 20

min以后移到 28℃条件下培养 ,其中快生大豆根瘤菌

USDA205和 8株相思根瘤菌能够较好的生长 , 有 4株

微弱生长 , 而慢生大豆根瘤菌 22～ 10和 9株相思根瘤

菌不能生长 ; 65℃处理 10 min后有快生大豆根瘤菌

USDA205和 5株相思根瘤菌能够生长 ,说明有的菌株

耐热性较高
[5 ]
。而无芽孢或孢子的微生物一般在 60℃

处理 2～ 3 min能全部被杀死
[5 ]
。根瘤菌在 60℃处理 5

min即全部被杀死
[5, 7 ]
。

2. 2　耐酸碱性

　　相思根瘤菌在 pH值为 6、 7、 8、 9的条件下都能

生长良好 , 其中有 11株菌株 ( DY2004、 DY2007、

DY2008、 DY2015、 DY2020、 HJ2002、 HJ2003、

HJ2007、 HJ2008、 HJ2010、 HJ2011)可以在 pH值为

5的液体培养基中生长 , 与文献 [8] 报道的相符。23

株菌株在 pH值为 4的液体培养基中均不能生长。与

根瘤菌生长的最适 pH值为 6～ 7, 有的根瘤菌在 pH

值为 4～ 10能生长 [4, 5, 7 ]的报道相比 , 相思根瘤菌生长

的适应 pH值范围较宽。

2. 3　抗生素的抗性

　　从表 3可以看出 , 参试菌株均能抗 Amp, 多数相

表 3　相思根瘤菌对抗生素的抗性

Tabl e 3　 The resistance of antibiotics

菌株 Strains Sm Km Cm Amp Tc

B . japonicum 22～ 10 - -    
S. f redii U SDA205  - +  -

R . sp. (A .mangium )

M Z9904 - - -  -

M Z9908 + - -  -

M Z9913 - -   -

M Z9917 - -   -

M Z9918 + - -  -

M Z9919 + - +  -
R . sp. (A . auriculae f ormis)

DY2004 - -   -

DY2007 - -   -

DY2008 - - -  -

DY2011 - - +  +

DY2012 - -    

DY2015 - -   -

DY2020 - -   -

R . sp. (A . crassicar pa)

HJ2001 - -    

HJ2002 - -    

HJ2003 - -   +

HJ2004 - -    

HJ2007 - -    

HJ2008 - -    

HJ2010 - -    

HJ2011 - - + +  +

思根瘤菌能够抗 Cm。生长快的显示出对 Tc敏感 ,而

一些生长慢的菌株表现对 Tc抗性。所有菌株均对

Km敏感。

2. 4　耐氨性

　　从表 4看 , 相思根瘤菌菌株大部分能在含 100

mmol /L和 300 mmol /L ( N H4 ) 2 SO4的 YMA培养基

条件下生长或微弱生长 , 但在 500 mmol /L的情况下

只有 8个菌株微弱生长 , 其他的菌株均不能生长。在

600 mmol /L的情况下只有 5个菌株微弱生长。另一方

面 ,当 NH
+
4浓度达到 75× 10- 6时 ,所有相思根瘤菌菌

株均能在其寄主相思品种上结瘤 , 与文献 [6] 的报

道不一致 , 说明相思根瘤菌的耐氨能力较强。
表 4　相思根瘤菌菌株在不同浓度 (NH4 )2SO4的生长情况

Table 4　 The growth of the strains under the dif ferent

concentration of (NH4 ) 2SO4

菌株 St rains

耐氨性 Tolerance of ( NH4) 2 SO4

100
( mmol /L)

300
( mm ol /L)

500
( mmol /L)

600
( mmol /L)

B . japonicum 22～ 10 + + - -

S. f redii U SDA205 + - - -

R. sp. ( A. mang ium )

M Z9904 + + - -

M Z9908 + + - -

M Z9913 + + - -

M Z9917 + + - -

M Z9918 + + - -

M Z9919 + + - -

R. sp. ( A. aur iculaef ormis)

DY2004  + - -

DY2007  + + -

DY2008  + + -

DY2011 + + - -

DY2012 + + - -

DY2015  + + +

DY2020  + + +

R. sp. ( A. crassicarpa)

HJ2001  + - -

HJ2002  + + +

HJ2003  + + +

HJ2004  + + -

HJ2007 + + - -

HJ2008 + + - -

HJ2010 + + - -

HJ2011 + + + +

3　结束语

　　本研究对相思根瘤菌进行的抗逆性分析 ,得出相

思根瘤菌均能耐受较高的盐浓度 , 一般在 0. 5%～

2. 0% , 而慢生大豆根瘤菌和花生根瘤菌耐盐的一般

(下转第 324页 Continue on page 324) 　　
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高的分级分别为: < 46 mg /kg、 46～ 90 mg /kg和>

90 mg /kg;壤土土壤速效钾临界值 51. 4 mg /kg ,甘蔗

产量 ( y ) 与土壤速效钾含量 (x ) 函数关系: y =

12653. 2+ 1154. 3x - 3. 4x
2
, r = 0. 803(> r0. 01 =

0. 641) ; 土壤速效钾含量低、 中和高的分级分别为:

< 52 mg /kg、 52～ 110 mg /kg和 > 110 mg /kg。粘土

土壤速效钾临界值 60mg /kg,甘蔗产量 ( y )与土壤速

效钾含量 (x )函数关系: y = 57904. 8 - 311. 1x +

6. 6x
2
, r = 0. 853(> r 0. 01 = 0. 354) ,土壤速效钾含量

低、 中和高分级分别为: < 60 mg /kg、 60～ 120 mg /

kg和> 120 mg /kg。

　　 ( 3)甘蔗施钾量在 150～ 300 kg /hm2范围内 , 甘

蔗产量随施钾量增加而增加 ;当施钾量达 450 kg /hm
2

时 , 出现甘蔗施钾效益递减。
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浓度为 0. 1% NaCl[5 ]。相思根瘤菌生长的温度和 pH

值范围较宽 ,能在 37℃和 pH值为 6～ 9的条件下生

长。在抗生素抗性方面 ,相思根瘤菌普遍抗氨卞青霉

素 ,而对卡那霉素和链霉素敏感。
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