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大豆一根瘤菌共生固氮体系

研究的某些新进展

窦 新 田

(黑龙江省农业科学院土壤肥料研究所 )

提 要

本文简述了目前关于大豆一根瘤菌共生固氮体系研究的某些新进展
。
其中

包括侵染的分子识别
,

根瘤菌氢酶
,

根瘤菌自生固氮
,

根瘤菌与植物细胞离体

固氮
,

根瘤菌与宿主的关系
,

质粒与固氮基因转移等
。

自从 18 88 年荷兰 M
·

W
·

B` j o ir cn k 首次从豆科作物的根瘤中分离出根瘤菌以来
,

世界各 国对 豆 科 作 物 与根瘤菌的共生固氮研究日趋深人
。

特别是近二十年 来
,
生

物固氧研究异常活跃
,

进展迅速
。

其研究内容涉及固氮生物学
、

固氟生物化学
、

固氮化

学和固氮遗传学等领域
。

其研究又分别在生态学水平
、

细胞水平和分子水平上进行
。

在豆科作物共生固氨研究中
,

大豆一根瘤菌共生固氮体系历来受到重 视
。

近 46 年

来
,
世界大豆生产增长了名倍

, 1 98 0年播种面积已达吞阳 。万公顷 (F A O, 1。名0)
。

美国玲阳

年与 l邪。年相比
,

大豆播种面积扩大了63 倍多以 3〕
。

近年
,
由于世界各国普遍面

’

临 着

能源
、

粮食
、

人口和环境等何题的困扰
,

所以对豆科作物固 氮寄 于 了 很 大希 望
。

据

B盯 us 和 H ar d y ( 9L 75 ) 估算断〕,
全世界收获的农产品每年从土壤中带走约 i1

,
000 万

吨氮
,

其中工业氮肥最多能提供 4, 50 仓万吨氮
,

而且氮肥利用率不超 过 50 %
,

另外 约
.

9
,

00 。万吨氮是由生物氮提供的 , 其中豆科作物固氮为 3
, 6 00 万吨

。

可见
,

豆科作物共生

固氮在农业生产上的重要意义
。

目前
,

各国正积极扩大以大豆为主的豆科作物面积
,

以增加土壤中生物氮数量 , 另
·

一方面进行大豆一根瘤菌共生固氮体系的生理
、

生化
、

生态
、

和遗传等研究
,

以提高大

豆与根瘤菌共生固氮的能力
。

1
.

怪染的分子识别

许多试验证明 了根瘤菌具有专一性
。

这就是
:
不同的根瘤菌只能侵染特定的豆科植

物
。

有的根瘤菌可以侵染一种豆科作物
,

有的可以侵染多种豆科植物
。

例灿 从大豆根

瘤中分离出来的根瘤菌只能在大豆上形成根瘤
,

而不能和豌豆
、

紫云英等其它豆科作物
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结瘤
。

1 9 7 4年
,

B O h l o ol 和 S c h m id e
认为

:
大豆与根瘤菌这种专一侵染性是通过分 子 识

别的
。

这种识别是靠大豆根部分泌的外源凝集素 ( L e o t i o s
) 和根瘤菌表面的 糖 类 (如

脂多糖
、

荚膜多糖等 ) 之间进行专一结合而侵染结瘤的〔32 〕
。

他们应用直接镜检 技术
,

观察了大豆外源凝集素与大豆根瘤菌之间的反应
。

试验结果说明
,

所有同大豆外源凝集

素结合的根瘤菌全是大豆根瘤菌
,

而其它根瘤菌则是负反应
。

用萤光素异硫氰酸盐标记

大豆外源凝集素
,

结果在 25 株根瘤菌中只与 2 株大豆根瘤菌结合
,

而不同其它不使大豆

形成根瘤的 23 株根瘤菌结合
。

这些试验说明
,

大豆的外源凝集素在大豆与根瘤菌专一性

之间具有重要作用
。

D a z z 。 和 H u b b e H ( 1 9 7 5 ) 对大豆外源凝集素的研究也得到了类似的结果 〔33
、

34 〕
。

B vh va en
s w ar i 等 ( 1 9 7 7) 试验说明

,

22 个被试的大豆根瘤菌有 15 个菌系可与大豆外源

凝集素结合 〔31 〕。

植物分泌的外源凝集素是一种特殊的蛋 白质
。

只有与这种蛋 白质结合的菌系才可能

结瘤固氮
,

反之
,

不能与之结合的菌系
,

就不能结瘤
。

处于根瘤菌受体位置的有胞外多糖和脂多糖
,

它们对特定的凝集素有亲 和 力 〔钓 。

加拿大 A r y a K
.

B al 等用大豆凝集素处理根瘤菌
,

发现大豆外源凝集素有第一和第二

受体位置
,

第一位置在荚膜部分
,

第二受体位置位于细胞壁脂多糖处
。

他们提出假说认

为
:
荚膜受体对细菌附着在根毛上起作用

,

而寄主的特性和分子认别由细胞壁多脂糖受

体传递
。

关于大豆根瘤菌分子识别的研究
,

不仅对大豆一根瘤菌共生固氮体系研究中具有重

要意义
,

而且有可能将根瘤菌结瘤 固氮特性扩大到非豆科作物上
。

M ia
e r
等 ( 19 78 ) 把

结合于外源凝集素的大豆根瘤菌细胞表面受体的合成控制基因转移给棕色固氮菌
,

结果

可使不固氮的棕色固氮菌固氮
。

外源凝集素在豆科植物结瘤中引起了广泛注意
,

但是对于在根上作为辨认识别的问

题及它们在根瘤和寄主间作为侵染特性的分子基础方面尚有不同的观点
,

对受体点的位

置也有不同看法
。

2
.

根瘤菌氮酶

在生物 固氮体系中
,

固氮酶在催化固氮作用时
,

还进行氢的释放
,

称为需 A T P 的

放氢作用
。

产生氢气是 固氮酶有固氮作用的标志
。

这种现象
,

是固氮过程中不可避免的

一种附带反应
。

根据 W in t e r
和 B ur

r is ( 1 9 6 8 ) 报导阁
,

固氮酶产生 10 分子的氢 气 必

需消耗 4 个 A T P (三磷酸腺普 ) 和 2 个电子
。

首着和 白三叶草 等豆科植物在固氮过程

中产生氢气约消耗其总固氮作用中 25 一35 % 的能量
,

大豆则消耗 26 写
。

据估计
,

美国一

年种植的大豆因放氢作用所耗去的能量
,

相当于 3 , 。0 。亿立方叹的天然气能量
。

1 9 7 6年
,

E v a
sn 及其同事首先发现

,

具有氢酶的根瘤菌能再循环利用 固氮过程 中所

放出的氢
,

作为还原氮素或胺的 H
斗

及
“ 一 ,

可用下式表示 ;
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剂
。

固氮醚

—
争 士」空

/ \

氢酶
嘴一一一 -一

怒
/

N牙

、
N H冬

H
、 +。
一竺垦三蚁 N ;工、

/

g
万 :

:氢酶不仅可吸收氢气也可释放氢气
,

所以它的催化反应是可逆性龄 ;

西固氮擎尽熊
释放

,
·

不能吸拉利用氢气
,

它的催化反应是不可逆的
。

氢酶是一种含有金尽界素的蛋卑
质

, : 它不仅食有铁
,

也含有铂。 氢酶催化产生氢气酌作用不需要 人 T P 的参与
,

.

但是可
鲜二氧化碳所抑制

。

大豆根瘤菌的氢酶需要在固氮时放出的氢作为诱导物
,

.

今丰和环漳
因子也能影响氢酶的作用

。

据试验
,

大豆根瘤菌中控制氢酶的基因是在攀本雄质拉再气

因此
,

.

: 可攀通过基因转移;餐氢酷基因转移到没有氢酶忿报瘤菌上
。
此外

,
.

氢酶在娜氮作

用 中徐 了 有回收利用诚的功能外
,

还有保护固氮酶活性和控制固氨酶活性 的双 重作

用 〔1 3〕。

,
,

令“
“
等提占 无氢酶的根瘤菌固氮时放氢

,

投介约为迢复酶总 能 量的
、

32%
,

而

有氢酶的放氢只项失 .1 封百
。
工。了了年

,

他翁拟大豆 人
” 。 k “ 义实验材料

, ,

发现用有氢酶的

握,留菌接种
, :

其固氮量和大豆产量比无氢酶的很瘤菌接种分别增加胜%和叔%
。 _

恤们认
为

,

在选育大豆根瘤剪时
,

除注意选育固氮酶话性强的菌种外
,

,

还应将氢酶括性鲍高低
作为选种的一项指坛

。 、

一
一据认为

,
大约有 2“托的大豆根瘤菌菌株含有 氢 酶 〔`了〕。 A

·

H
·

G 场胆乎
.

提 出
_ , ;

蕉
快生型和慢生型的很瘤菌中都有氢酶存在

。

D
·

.S T
·

L `似 等从美国 7” 个 不界脾汽
的大幕根瘤申分离的根瘤菌

, 有 7。线以上无氢酶
,

说瞬台然界大部分的根瘤菌
一

没有 氢

酶 〔了〕。

乙士乙̀ 根窗菌百生固氮
、

.

二:
、

多年来
、 :由于没能使生长在豆释寄主植物外的根瘤菌固氮

,

人们普通认为气推瘤菌
在非共生状态下不具备固氮的全部墓因组

,

只有与豆科植物共生底
、

山策气丰纂外尽瘤菌
所需的遗传信息以后

,
根瘤菌才能 合成固氮酶而固氮

。

这种看法由于在退疹史发攀了夏
血红阮

,

而得到了支持
,

,

如为豆血红阮是由豆科植物和棍瘤菌共兄合成灼
。

豆血红阮的

血红素部分是由根瘤菌提供灼
,

而蛋自部分则由豆科核份决定的
。

1“ 7 5年
,

懊大利亚 s “ C w cr
“
f t 和 G `b“ 。 “ ,

加拿大 C h `a1 几乎同琴岑本矛呼豆族根
瘤菌的一个菌系

,

貂 H I, 当靠近掉物愈伤组织时
,

表现有固氨活 {么 芦次乓示
、

岑馒瘤
菌育自生固

.

氛的可局合胜、 就在同年
,

一

国际上有五
,

性脸室
,
分别报导了某些多豆孕豌

豆
、

_ .

蔽豆等根瘤菌菌系
,

能在完会脱离植物组织的纯培养条件下表现出固氟活性: 林西
打破了根瘤菌不能自生固氟的传统概念

。

K “
汉

“ ` 成功地采用了以蛋 白水解产物为氮源
,
由较少的其它成份

:

组成的液体培
.

养
基

,
.

抓出了大再根瘤菌的固氮酶活性
。

所有成功地表现叔瘤蕊白生固妹能力
,

的堵养基
,

都含有少量化合态氮
,

同时补加一些三熟敌拍环的中间产物邸幻
。

化合态氮可利用硝酸盐
、

铁、 谷酸胺
、

谷氨酸盐
、

天冬氨酸
、

丙氨酸
、

壳氨酸或蛋
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白水解产物
。
下列碳源组合等的一种

:
pJ e’ 拉伯粉或半乳糖 + 珑拍酸盐

;
延胡索盐或丙酮

酸称
;
木搪

、

阿拉伯墉或半乳粘十蔗糖 , 蔗馆 + 唬拍酸盐 ; 葡萄馆酸盐 + 甘露醉 , 阿拉

伯搪或甘油 + 貌拍酸盐 , 葡萄糖十珑拍酸盐
。

一 据报道
,

·

自生根瘤菌形成的固氮酶其活性水平与离体的类菌体 相 似 ,
.

甩 16N :
实 验

发现
,
固定的氮有洲疡以上被自生大豆根瘤菌所输出卿飞

根瘤菌自生固氮的发现说明根瘤菌具有固氮作用的全部基因组
。

因此 ,
`

官今雏象其
它固氮微生物那样可议进行固氮基因转移

。

此外
,

的理论和现实意义
。

4
,

.

根疹菌与植物细月忽离体固氛
,

对研究共生固氮的遗传学也县亨季薯

一 姗啤
,

H “

1st 恤 等必〕用大豆根瘤菌感染离体的大豆根进行组织培养
,

发现布参
伤组织内产生类似在大豆根瘤中出现的侵入线

。
.

“
侵人线” 穿过细胞团的细胞何隙

,

在
“ 侵入线” 中可以看到根瘤菌

,

板瘤菌总是从
“
侵人线

”
的末端进水植物细岛 在植吻

细胞进行繁殖
,

并以其菌体完全取代了植物细胞内含物
。

对细胞周氮酶活性测定表明
: r

`

固氮酶活性同根瘤菌的侵人程度成正相关
。

这项工作经稗三年其它学者的试验
,

、
_

都成渔
地得到重复邝的

。

P hil l担 ,

(19 扭 ) 测到了其它根瘤菌与大豆细胞的固氮
, :

特别是乙
侣

种鼓
`

豆 根浪菌
32 IH 得到的效果更明显

。

它与大豆细胞离体固氮时得到比正常大豆根瘤菌共生体 更 高

速率的乙炔还原作用
。

而或豆族的 3 2H I
,

有很广的宿主范队 它筷梦多寿、带奔科 植物

上都能形成根瘤
。 _

.

二
、

二 :
二

一

:
;

大豆根瘤菌与大豆细胞离体固氮说明
,

根瘤菌具有合成固氮酶的遗传信息的证姆
,

、

这否定了根瘤菌固氟基因部分是编码在宿主基因组中的理论
,

.

而宣主植恤细脚只产生一
种利于根瘤菌生长的护散因子

。

此外
,

根瘤菌与植物离体共生固氮对研究和控制根瘤薛
的侵染的共生的发展过程

,

提供了新的途径
。

用根瘤菌感染非豆科植物进行组织培养时
,

发现这些根瘤菌能与植物细鲍琢卒表
生固氮联系

。

用根瘤菌感染不同侵染族的豆科作物也获得了类似 效 果
。
例机

`

寥夕矜年
D , ” ` 等将大豆根瘤菌引人碗豆叶片原生质体中

,

弃新的灿胞中
,

产舆了我典
,

,

巷有
.

共
炔还原能力

。

为什么根瘤菌能 与非豆科物细胞离体固氮呢全这可能因为寄主细卿产牛的

扩散倾勿质 , 对根瘤菌白勺固氨过程没有抑制作用
。

如果利用镇物原李琢体培养
.

技水熟有可
能扩大根瘤菌的接种谱

, 使非豆科作物接瘤固氮、

卜 大豆根瘤菌与宿主的关系

近年许多研究都证明
,

大豆宿主对根瘤菌的生长和发育
、

固氛等都有一定影吻
:

此
,

在选育根瘤菌和进行根瘤菌按种时都要考虑大豆一根瘤菌之间的最佳联合效应少
棋
〕。

首先
,

大豆的光合作用
一

对根瘤菌的固氮具有重要作甩
,
因为大多叹光合作用

二

提供攀瘤
菌固氮时所必须的碳源

。

因此
,

任何影响光合作用的因子都有可能影响根瘤草的固
:

氧作

脸 例如
,

生长在加富三倍二氧化碳条片下的大豆
,

山于二氰化碳加富食氢瑞呆像发合饵
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用加强
,

而大豆的固氮能力从 75 公斤 /公顷提高到 4 2 5公斤 /公顷
。

美国培育的
“
绿 叶 黄

英
”
的大豆品种

,

使大豆光合作用延长
,

从而使根瘤菌的固氮能力维持到鼓粒期甚至更

长
。

美国农业部试验表明 〔3。〕 ,

大豆遗传型对大豆根瘤菌菌株有选择性
。

某些菌株在某

些品种的根瘤内较多
,

而在其它品种的根瘤中则较少
。

亲缘关系密切的品种其根瘤内的

大豆根瘤菌相类似
。

某些大豆遗传型的专化性决定着某些根瘤菌菌株占优势
,

这表明可

利用选定的大豆品种来改变土壤根瘤菌类型的成分
。

在一些组合中
,

大豆一根瘤菌组合

的相互作用的范围从完全不结瘤到不同类型和程度的固氮作用的结瘤
。

因此
,

在大豆育

种中同时应考虑选育与之对应的根瘤菌菌种
,

即所谓的大豆一根瘤菌最佳组合
。

D
.

F
.

W eb
e r
指出

,

控制大豆植株根瘤形成有三种遗传基因
,

jR l

—
隐性基因

,

它决定某些大豆品种不形成根 瘤 的 能 力 ; jR Z

— 独立的显性基因
,

它决定无效 根 瘤

的形成 , R j 3一一独立基因
,

它决定根瘤接种的无效性
。

为提高大豆根 瘤菌 的 接 种效
果

,

D
e衬 n 以 28 〕首先选出了与当地土著根瘤菌不能共生固氮的新的大豆基因型

,

并进一

步在这个基国型的几万个单株中
,

找到了能与高效根瘤菌共生的单株
。

从而选育出不为

当地土著根瘤菌侵染的大豆一根瘤菌共生固氮体系
。

6
.

质粒和固氮基因转移

质粒 ( lP
a s o id ) 是细菌染色体外很小的一圈双螺旋环状 D N A

,

它是一个能独 立

进行自我复制的单位
。

质粒很小
,

只有染色体大小的 .0 1一 1。%
,

质粒可 以 容 易地 从

细菌中提取出来
,

转移到另一种细菌中去
。

因此
,

质粒是当前基因转移重要 的 运 载工

具
。

质粒在细菌中广泛存在
。

近年有不少报道证明根瘤菌也具有质粒
,
质粒上带有控制

·

共生固氮方面的基因
。

基因包括
:
寄主范围

、

根瘤形成
、

固氮作用
、

氢酶
、

根毛吸附
、

英膜形成等
。

J
.

P en ar ie 等研究工作报导
,
根瘤菌细胞内的质粒带有 300 个以 上 的 基

因
,
控制共生固氮过程中的各个阶段〔氏农 .14 场

、

幼
、

29 〕 。

M
.

A
.

C ol e
和 G

.

H
.

E lk “ n 19 7 3年在大豆根瘤菌中发 现 R 质粒
。

根瘤菌的氢

酶是由细菌细胞中的氢酶基因所控制
。

美国 M ic h “ e
( A

·

C
“
nt

r d l等认为大豆根瘤菌

中控制氢酶的基因是在较大的质粒上
。

根瘤菌的质粒与结瘤有关
。

5
.

H语 a s ih (1 96 7) 曾用盯咤橙消除三叶草根瘤 菌 的

质粒
,
可使根瘤菌失去结瘤能力

。

L
,

K
.

D u o i c a n
等 ( 1 9了6 ) 认为控制固氮作用 的 固

氮基因操纵子是定位于质粒 中
,

但 也有人认为根瘤菌的固氮墓因是定位于染色体上
。

质粒携带的基因比较容易转移
。

如果将带有固氮基因 ( in f) 的质粒进行人工重组
,

有可能把固氮基因转移给不能固氮的微生物或者植物
,

或者获得固氮力强的特异菌种
。

1 97 4年爱尔兰的 L
,

K
.

D u 成 。 a n
等第一次将三叶草很瘤菌的固氮基因转移给 不 固

氮的产气克氏杆菌
,

重组体获得有固氮能力
。

这是第一次利用质粒重组方法将根瘤菌的

固氮基因转移给不同属的细菌中
。

西德 H。 。
ke H en en

c
ke 将大豆根瘤菌带有固氮基 因

的质粒详行重组
,

在大肠杆菌上鉴定出质粒的重新组合
。
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