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水苏糖对地黄根际土壤微生物失衡的影响
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摘 要：目的通过水苏糖铵盐培养液对土壤细菌生长的影响，证明水苏糖对土壤细菌具有“筛选作用”。方法采

用比浊法，在初始菌悬液浓度一致的前提下，每2 h于600 am处测定菌悬液的吸光度值并绘制生长曲线，以定量

分析水苏糖对土壤细菌生长的影响情况。结果 大多数土壤细菌不能很好地利用水苏糖，仅少数土壤细菌在水苏

糖培养液中生长良好。结论大多数土壤细菌不能很好地利用水苏糖作为其能源物质，因此可能造成根际细菌的

种类和数量大幅下降，仅少数可较好利用水苏糖的土壤细菌活动旺盛，这些能够良好利用水苏糖的土壤细菌有可

能作为“优势菌”大量繁殖，从而造成地黄根部土壤微生物失衡。
’
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Effect of stachyose on microbiotic disequilibrium in rhizospheric soil

of Rehmannia glutinosa
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Abstract：Objective To testify the screening function of stachyose on soil bacteria by investigating

the bacterial culture in ammonium stachyose medium．Methods The turbidimetry was used to determine

the absorbance of microbial suspension at 600 nm per 2 h under the same initial concentration of the

microbial suspension and to draw their growth curves．Results Most of soil bacteria utilized stachyose

ineffectively，while only a few of them grown well in ammonium stachyose medium．Conclusion Since the

major soil bacteria can not take stachyose fully as their energy resources，the species and quantity of

rhizobacteria may decrease largely and only a few that utilized stachyose better can develop vigorously．

Those rhizobateria with better utilization of stachyose may multiply SO rapidly as potentiaI ones in the

rhizosphere of Rehmannia glutinosa that the disequilibrium of soil microorganism appears．
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地黄是我国大宗常用中药材之一，为玄参科植

物地黄Rehmannia glutinosa Libosch的新鲜或干

燥块根。在地黄栽培中病毒病和连作障碍是造成地

黄大幅度减产和质量变劣的两个主要原因。近年来，

实现了地黄脱毒苗的工厂化生产，病毒病已经不再

是地黄生产的主要威胁因素，而连作障碍则远未解

决。地黄主产区普遍存在连作现象，其连作障碍主要

表现在病害加重、块根细小、产量下滑、质量不稳、种

植效益低下等。目前，有关药用植物连作障碍的研究

尚鲜有报道，从农作物连作的研究现状看，连作障碍

是一个极其复杂的问题，涉及土壤养分、土壤理化性

状、病害、根际微生物、根系分泌物等多个方面[1~4]。

笔者在借鉴农作物连作障碍研究成果的基础上，首次

从根际微生态失衡的角度来开展地黄连作障碍研究。

水苏糖是地黄块根中积累的主要糖类物质，其

一方面可通过根系分泌或泄漏进人根际土壤，另一

方面也可通过根系脱落物、残根和／或通过雨水淋洗

而进入土壤。推测能利用水苏糖作为碳源的微生物

将在土壤中占据优势，而不能利用者则在根际生存

竞争中处于劣势，由于水苏糖的存在而导致土壤中
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微生物种类和数量的失衡，并迸一步影响下一季地

黄的生长。本实验对土壤细菌进行了分离纯化，观察

了水苏糖对每个细菌分离物生长的影响，以期验证

水苏糖是否导致土壤细菌失衡。

1材料与方法

1．1 土样的采集：所采集土壤类型为黄河冲积物发

育而成的黄潮土，2005年11月取自济南黄河北岸

大桥庄正常耕作大田土，现种植作物为小麦。土壤样

品的采集采用对角线三点取样法，每个采样点取土

面积为32 cm2(长×宽=8 cm×4 cm)，并用无菌铁

铲采集O～20 cm土壤层。所采土样装入无菌塑料

袋，储存于4℃冰箱中。

1．2土壤细菌的分离、纯化与简单鉴别口]：准确称

取土样10 g，放入装有90 mL无菌水并放有玻璃珠

的250 mL三角瓶中，置恒温摇床上振荡2 h，即得

1×10_1土壤稀释液。将此土壤混悬液依次稀释至

1×10一，以涂抹平板培养法将土壤稀释液接种至牛

肉膏蛋白胨培养基平板上，置28℃恒温培养箱中

培养48 h。从培养平板中挑取菌落特征不同的单个

转接，确认为单一细菌分离物，根据菌落形态、颜色、

含水程度等培养特征，以及细菌大小、形状、革兰染

色等显微特征，对细菌分离物逐一编号，甘油管法保

存备用。

1．3水苏糖对土壤细菌生长的影响：选有代表性的

细菌分离物40个。对照组采用葡萄糖铵盐培养液，

实验组采用以水苏糖等量置换葡萄糖而得的水苏糖

铵盐培养液。培养前以未接菌的水苏糖铵盐培养液

为空白对照，在600 rlm处将各组初始菌悬液吸光

度值调整为0．033士0．003。以1 cm玻璃比色池作

为培养容器，每池加入接菌培养液2 mL，以无菌棉

塞封口，置恒温摇床(28℃，180 r／rain)培养，每组

设3个重复。每2 h测定1次菌悬液的吸光度，连续

测定20"-'24 h。
‘

2结果

2．1 土壤细菌的简单鉴别：对所得40个细菌分离

物的培养特征进行观察，结果见表1。大多数供试土

壤细菌的表面形状为圆形，湿润，颜色以乳黄色为

主，少数细菌还可产生色素。经革兰染色，发现供试

菌落，转接到新鲜牛肉膏蛋白胨培养基中。连续3次 土壤细菌主要为G一杆菌。

表1 土壤细菌分离物单菌落的培养特征及显微观察结果

Table 1 Monocolonial cultural characteristics and microscopic observation of soil bacteria

编号 颜色 透明程度 革兰染色 编号 颜色 透明程度 革兰染色

2 乳黄 稍透明 G+，杆菌 4 乳黄 稍透明 G一，杆菌

6 乳黄 稍透硬 G一，杆菌 7 乳黄 稍透明 G一，杆菌

8 乳黄 稍透明 G一，杆菌 9 乳黄 稍透明 G一，芽孢梭菌

11 乳黄 透明 G一，杆菌 12 乳黄 稍透明 G一，杆菌

13 乳黄 透明 G一，杆菌 14 乳黄 透明 G一，杆菌

16 浅黄 透明 G一，杆菌 18 乳黄 稍透明 G一，芽孢梭菌

19 乳黄 透明 G一，杆菌 20 乳黄 稍透明 G一，杆菌

22 橘黄 透明 G一，杆菌 23 乳白 稍透明 G+。球菌

24 黄 稍透明 G+，杆菌 z5 鲜黄 透明 G一，杆菌

26 乳黄 稍透明 G一，球菌 27 橘黄 透明 G一，球菌

28 黄 稍透明 G一，杆菌 29 白 稍透明 G一，杆菌

30 乳黄 稍透明 G一，耔菌 3l 乳黄 透明 G一，杆菌

32 乳黄 稍透明 G一，杆菌 33 乳黄 稍透明 G一，杆菌

34 乳黄 稍透明 G一，杼菌 35 浅棕红 透明 G一，杆菌

36 浅朱红 透明 G一，杆菌 37 橘红，分泌色素 稍透明 G一，杆菌

38 乳黄 稍透明 G一，杆菌 39 乳黄 稍透明 G一，杆菌

40 浅黄 稍透明 G+，杆菌 41 浅棕红 透明 G一，杆菌

42 乳白 稍透明 G一，抒茜 43 浅棕红 稍透明 G一，杆菌

44 乳黄 稍透明 G一，杆菌 46 乳黄 透明 G一，杆菌

48 乳黄 透明 G一，杆菌 49 乳黄 稍透明 G一，杆菌

2．2水苏糖对土壤细菌生长的影响：以培养时间为

横坐标，以吸光度值为纵坐标绘制细菌生长曲线。从

生长曲线可以看出，0～4 h时细菌生长处于迟缓

期，4～14 h时为对数增长期，14～24 h则进入稳定

期。典型的几个细菌分离物的生长曲线见图1。根据

稳定期内实验组与对照组菌悬液终时吸光度均值的

比值(A水苏糖：A葡奄糖)，即利用率的不同，将土壤细

菌分离物对水苏糖的利用情况可分为4种类型。第

1种类型：在葡萄糖铵盐和水苏糖铵盐培养液中均

不能生长或生长不良，如分离物23、25、27；第2种

类型：在葡萄糖铵盐培养液中能生长良好，而在水苏

糖铰盐培养液中生长不良，如分离物6、7、14、1 9
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图1 典型土壤细菌分离物在葡萄糖或水苏糖铵盐

培养液中的生长曲线

Fig．1 Growth curve of typical soil bacteria in ammonium

dextrose medium or ammonium stachyose medium

等；第3种类型：在葡萄糖铵盐培养液中能良好地生

长，而在水苏糖铵盐培养液中能适度生长，如分离物

4、8、35、38等；第4种类型：在葡萄糖铵盐培养液和

水苏糖铵盐培养液中均生长良好，如分离物24、33、

40、49等。测量结果见表2。

3讨论

土壤微生物是土壤中活的有机体，是最活跃的

土壤肥力因子之一，而在“根际”这一特殊生态环境

中，土壤微生物的生长及代谢活动更加旺盛。这是由

于植物根系不断地向生长介质中分泌大量的有机物

质，其主要是一些低相对分子质量的糖类、氨基酸和

有机酸‘6‘，为根际微生物提供了丰富的营养和能源

表2在葡萄糖或水苏糖铵盐培养液中生长的供试土壤细菌菌最液．A值
’

Table 2 Absorbance of soil bacterial suspension obtained from ammonium dextrose medium Or ammonium stachyose medium

编号 A禾菇糖 A葡萄糖 利用率／％ 所属类型 编号 4水苏糖 ^蕾蕾- 利用率／％ 所属类型

2 0．534 0．858 62．24 I 4 1．041 1．649 63．13 l

6 0．556 1．497 37．14 Ⅱ 7 0．451 1．632 27．63 I

8 0．876 1．561 56．12 I 9 0．597 1．712 34．87 I

11 0．675 1．554 43．44 Ⅱ 12 0．660 1．501 43．97 I

13 0．559 1．536 36．39 Ⅱ 14 0，438 1．541 28．42 I

16 0．576 1．477 39．00 Ⅱ 18 0．634 1．740 36．44 l

19 0．237 1．673 14．17 Ⅱ 20 1．005 1．649 60．95 I

22 0．056 0．534 10．49 Ⅱ 23 0．472 0．358 * I

24 1．202 1．294 92．89 Ⅳ 25 0．049 0．134 * I

26 0．356 0．541 65．80 I 27 0．268 0．Z78 * I

28 0．538 0．809 66．50 I 29 l，012 1。414 71．57 Ⅳ

30 0．544 1．410 38．58 I 31 0．405 1．487 27．23 I

32 0．460 1．644 27．98 I 33 1．410 I．519 92．82 Ⅳ

34 0．517 1．427 36．23 I 35 0．926 1．583 58．50 I

36 0．47l 1．581 29．79 I 37 0．254 1．591 15．98 I

38 1．015 1．529 66．38 I 39 0．549 1．601 34．29 I

40 1．166 1．645 70．88 |V 41 0．527 1．655 31．84 I

42 0．633 1．863 33．98 I 43 0．522 1，257 41．53 I

44 1．08t 1．780 60．90 I 46 0．716 1，581 45．29 I

48 0．558 1．480 37．70 I 49 1．002 1．221 82．06 N

*细菌分离物在两种培养液中均不生长或生长不良，未计算利用翠

*soil bacteria can not grow Or not grow better in these two cultural media，SO availability wa@not calculated

物质，能够利用这些有机物质的微生物将生长旺盛， 液中生长曲线的测定，发现大多数土壤细菌不能很

并逐渐成为根际的优势菌群，而不能利用者则会因 好地利用水苏糖，因此可能造成地黄根部细菌的种

营养及能源物质的缺乏而处于劣势，甚至衰退死亡。 类和数量大幅下降，仅少数可较好利用水苏糖的土

在优势菌群中，当有害的根际细菌(DRB)大量繁 壤细菌活动旺盛，这些能够良好利用水苏糖的土壤

殖，就会侵染植物，抑制植物生长，并造成连作条件 细菌有可能作为根际“优势菌”大量繁殖，从而造成

下病害加剧的恶果。除了个别例外，DRB抑制植物 地黄根际土壤微生物失衡。当连作时，由于根系分泌

生长呈现DRB密度越大，生长抑制作用就越强的 物、土壤微生物及土壤养分等多种因素相互作用，造

税，俘“。。 成地黄根际的微生态体系失衡，进而可能导致连作

在地黄生长的过程中，水苏糖一方面可以通过

根系分沁或泄漏进入根际土壤，另一方面也可通过

根系脱落物、残根和／或通过雨水淋洗而进入土壤。

这部分水苏糖能为可利用它的微生物提供能源，促

进其生长繁殖。通过对实验细菌在水苏糖铵盐培养

障碍。地黄根际“优势菌”对地黄生长有何影响，与连

作障碍之间有何关系还有待进一步研究。

References：

Eli]Zou L。Yuan X Y，Li L，et a1．Effects of continuous

cropping on soil microbes on soybean roots[J]．L，Microbiol

8

6

4

2

O

8

6

4

2

O

L

L

l

l

1

O

O

0

O

O



·1874· 中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第12期2007年12月

[23

[3]

[4]

(微生物学杂志)，Z005，25(2)：27—30．

Li C G，Li X M，Wan愈J G．Effect of soybean continuous

cropping on bulk and rhizosphere soil microbial community

function[J]．Acta Ecol Sin(生态学报)，2006，26(4)：

1145—1149．

Pan YQ．Simply discuss about the impediment factors of

reducing production and the comprehensive treatment of

soybean planted continuously[J]．Chin Agn沦Sci Bull(中国

农学通报)，2006，22(1)：147—148．

Hong C Q，Nie Y L．Effects of root exudates on plant

nutrition[J]．Ecol Environ(生态环境)，2003，12(4)：508—

5儿．

[5] Microbiological Department， Institute of Soil Science，

Chinese Academy of Sciences．Research Method of Soil

Microorganism(土壤微生物研究法)[M]．Beijing：Science

Press，1985．

[6]XieWK，Wang X Q，Li B，et a1．Study of plant root

excreta口]．Shandong Forest Sci Technot(山东林业科技)，

2005(5)：63—67．

[7]Nehl D B，Allen S J，Brown J F．Deleterious rhizosphere

bacteria：an integrating perspective[J]．Ap#i Soil Ecol，

1996，5：1-20． 。

影响桦褐孔菌培养菌丝体水解鞣质积累的因素

杨士钊，郑维发+

(徐州师范大学江苏省药用植物生物技术重点实验室，江苏徐州 221116)

摘要：目的探索影响人工培养条件下桦褐孔菌菌丝体水解鞣质积累的因素。方法 以菌丝体干质量和水解鞣

质的量为指标，对不同碳源、氮源、pH以及不同金属离子作用下的菌丝体干质量和水解鞣质的量进行测定。结果

最适合桦褐孔菌积累水解鞣质的碳、氮源是葡萄糖和蛋白胨，最佳pH是5．5。Cu”在0．8 mmol／L，Co”在1．6

mmol／L，Zn2+在1．6 mmol／L，Mn抖在1 mmol／L，NH4+在4 mmol／L时都能明显地促进水解鞣质的合成。结论

以葡萄糖和蛋白胨为碳、氮源，pH为5．5的培养基有利于桦褐孔菌水解鞣质的积累。Cu”，Co”，Zn”，Mn2+添

加到上述培养基中是进一步提高培养产物水解鞣质积累的有效手段。

关键词：桦褐孔菌；水解鞣质；深层发酵
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Factors affecting accumulation of hydrolysable tannins in cultured mycelia

of Inonotus obl幻UU$
YANG Shi—zhao．ZHENG Wei—fa

(Key Laboratory for Biotechnology on Medicinal Plants of Jiangsu Province’

Xuzhou Normal University，Xuzhou 221116，China)

Abstract：Objective To study the factors affecting the accumulation of hydrolysable tannins in

cultured mycelia of Inonotus obliquus．Methods Taking dry weight of mycelia and hydrolysable tannin

content as index，different carbon and nitrogen sources，pH 1evels，and metal ions were evaluated for the

accumulation of hydrolysable tannins in the submerged culture of I．obliquus．Results The optimal carbon

and nitrogen sources were glucose and peptone．Optimal initial pH value was 5．5．The accumulation of

hydrolysable tannins was greatly enhanced in the medium with the presence of Cu2+at 0．8 mmol／L．C02+

and Zn2+at 1．6 mmol／L，Mn2+at 1 mmol／L，and NH4+at 4 mmol／L when compared to the contr01．

Conclusion The accumulation of hydrolysable tannins is maximized in the medium containing glucose and

peptone with pH value at 5．5．Supplementation of Cu2+，C02+，Zn2+，and Mn2+into the medium is an

effective method for further increasing the accumulation of hydrolysable tannins in cultured mycelia of I。

obliquus．

Key words：Inonotus obliquus(Fr．)Pilat；hydrolysable tannins；depth fermentation
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