
报瘤菌共生是固氮的遗传学研究(… )

马 庆 生

(广西农学院分子边传学研究室 )

j良痛菌是一种重要的固氮微生物， 由于它

和植物形成独特的共生关系 ， 所以可固定较大

量的氮， 据估 ì:1 每年由于根瘤由共主!二 JVí 固定的

氮运可达 139 XI 0 6 吨之多 ， 约 占 地球上正个

固氮总量的阳份之一。在农业七根瘤由共生固

氮也是一个芷耍的氮素来源。

根瘤菌可以在豆科植物上形成根蝠 ， 同时

也可以在非豆科植物~ Parasponia rugosa 上形成

根柑[i] ， 它们可以分成快生类型， 如 z 豌豆根

瘤菌， 菜豆根瘤菌、 三叶草根瘤菌和茵蓓根瘤

茵f ; 1'IJ'I;曼生类型?如:羽扇豆根瘤菌、 大豆根

瘤阳 、 此外证;有一个杂台类群，它包括了所有

其它的根j茵茵手中，快生和慢生的划分不是绝对

的， 大豆根瘤菌是典型的慢生型根瘤菌，但从

大豆根涵巾也分离到了快生型大豆根瘤菌 [ 2 J 。

根瘤 l苟的斗守主专一性是一个重要的分类依

据， 但完全依据寄主专一性来分类并不理想，

在某些情况下， 同一根瘤菌种可以在好几种寄

主植物上形成根瘤 ， 'W多豌豆根瘤菌可以在来

豆上成:窟 ， 但这种瘤是无效瘤，它并不固氮，

奇主植协的遗传基因可以影响根瘤茵的1守主专

一性， )人欧洲栽培豌豆 ，*:1分 离到的豌豆根j自由、

通常可以在豌豆 ( Pisum sativum)上结瘤， 但却

不能在问面 j干豌豆上结瘤， 而j从土耳其分离到

的一个战豆根瘤茵茵株 TOM 却可 以同时在问

富汗豌豆和欧洲栽培豌豆上结瘤。

一般认为根瘤菌只有在共!:t.状态[1才才能固

氮 ， 1975 年有三个实验室 同时发现慢生根瘤

菌在肖休培养 H才也可以固氮[3 ] ， 这表明根础菌

携fij:有合成 l剖氮酶的全部基因。 然而在离休条

件下 l/S反快生2:1根恼陆il ，'ij 氮 I{I 尝试 );[1 - ' :1王战;~1

成功。

根瘤菌丰n寄主植物之间的相互作用是一个

复杂的过程， 虽然对这过程已有了不少研究，

但对整个过程的了解仍然相当肤浅。 当豆科种

子在含有合适根瘤[茵的土壤中萌发时， 根瘤 |虽

引起寄主植物的第一个可儿的效应是根毛卷曲

或分枝， 由此而产生一种"由把拐棍"(Shcphe

rd's crook)的结构 ， 这种结构以乎特别易于受

根瘤菌侵人。为了 ì5íí. F归根瘤菌侵入根毛这一过

程， 已经有许多假说来解释这一相互作川的基

础。从根?茵茵方 Tfíi ìj:j:大多数研究fk巾在根痛商

胞夕|、多惦 (Ex tracell ular Polysacch ari des) 的 }JX

分和连接方式上， 而有些人认为根瘤菌JJ旨多精

(lipopolysaccharides) 结均上比)j包外多糖更具

多样化， 根瘤菌胞夕l、多糖和脂多糖都被认为是

根瘤菌识别寄主时起作用 J'J9结柏物质。从植物

方面讲，有人提出植物可分泌一种外源凝集京

( h:cti l1) [ 4 J ， 能起到附着边按根毛表面 和根瘤

菌表面的作用 ， 但对这种凝集京的实际作用仍

有相当争 议。

根瘤菌在:侵入寄主，恨部后， 开始被局限在

侵入线 ( Infection thl'cads ) 内， 侵入线)~)]问根毛

细胞基部生长。 一定时间后 ， 根的部分皮层细

胞受到~îlJ i段时转变为分生坦织细胞，由于这部

分分生细胞的分裂而最终导致瘤的形成， 根瘤

I是i从侵入线末端释放出来)~逐步分化为类国体

(Bacteroids ) ，在瘤 l书只有分化为类国体的根瘤

菌才具有固氮作用。

根?窑菌遗传的早期研究

恨;由菌研究巴布'好几十年力Ij止 9 {B.根瑞菌

:ì:lì:. 1专学的f!j r元:h以不j 乡仨 liJ (, !J , 1'( t; 1-，q:.代初
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根?在I$j形式战传的研究职得了进展， 用祭典的

化学说)~ )j ìL -,,]" !二}{1 : 1HJ自由 rþl制到营养缺陷型

突变。 P ， 不相容群的质粒被证实可以转移到

根痛菌1=.11 ， Haas 等 [G .1用质粒 R 68 、 4 5 在很瘤

商中建立了转移染色体遗传标记的基因按合转

移体系，nJ类 {~(方法在豌豆根瘤茵和酋宿根:庸

菌中 1M作了环状染色体连锁网， 此外 Johnston

等 [ 6 ]发现用 R 68 、 45 转移根瘤菌质粒时， 豌豆

根瘤菌、三叶草根瘤菌和菜豆根瘤菌染色体之

间可有重组发生，用此办法他们获得了带有根

瘤茵染色体边传标记的 R' 质粒。

在根瘤r'bi l.:~1发展一个思想转化体系的努

力一直没有成功， 但有人报道了根瘤yr'Î染色休

遗传标记的传导 ， Buch anan- Wollaston [7 J筛选

到一株普遍性转导噬因体 RL 38 ， 它可在豌豆

根瘤菌和三叶草根启茵之间进行转导， 在茵荷

根瘤商中也白报道了一株专一性转导电22盲目二

16- 30 

早期研究中筛选到的根痛菌突变体大多为

营养快归到突变和抗药性突变， 这些突变与根

;前国共生 !l'ij 织功能之间并没有直接关系，但他

们在染色体上的位置却很容易通过连锁囚的制

作而耐克下来，也有一些人进一步对上边突变

进行研究以期发现它们与根瘤茵共生固氮能力

之间的关系 ， 在这类研究中也确实发现了-些

同时是共生固氮功能缺陷的双重突变 ， 然而这

种性质的研究并没有从本质上揭示根瘤菌-寄

主槛物共生的内在联系 ， 这是因为 ( 1) 在有些

情况下所看到的遗传多效现象 (例如一个根瘤

菌营养缺陷型突变又是不固氮突变 〉 可能是由

于乡基因突变所致， (2) 对于营养缺陷型突变

来讲很难区分所观察到的共生固氮能力上的缺

陷是由于该突变菌株不能合成某种物质， 还是

由?在根瘤中的根瘤菌从植物中得不到适当的

营养供应所致。

早期的研究在根瘤菌共生固氮能力方面并

没有获得很有价值的结果， 但在研究中初步建

立丁根瘤在l遗传研究体系 ， 另外在进行根瘤菌

基因转移中 ， 有人曾把豌豆根瘤菌的染色体

DNA 一段一段斡移到三叶草根FZ!!当 中， 去n始终

没有发现含有结瘤基因的片段 ， J主从侧面提示

豌豆根瘤茵的结瘤基因可能不在染缸休七。

根 1费留遗传研究的延期工作

近几年根瘤菌遗传研究进展十分迅速，有

关结瘤、固氮能力的基因已相继在豌豆根瘤菌、

茵荷根瘤1!;;1 和三叶草根瘤菌中找到并已克隆:tlj

大肠杆菌载体上， 这三种根瘤茵的结:瘤、国氨

基因群的遗传图也业已完成，这些进展是由于

下面几个因素造成的。

1. 在快生型根瘤菌 中有关共生固氮能力

的基因被证实在质粒上。

许 多革兰氏 阴性 细菌的民投可以用

Helinsk i 等问 的方法进行提取， 但这种方法用

来提取根瘤茵分子量较大的共价闭合环状

DNA (ccc DNA ) 却是不适用的， 19 7 7 年 Nuti

等问首先报道了提取根瘤菌大质粒的方法，自

此以后又有人报道了好多种改良的方法，用这

些方法在一些快生型中R瘤茵中发现了许多分子

量不等的大质和:。

早在 1 96 7 年 Higashi [10] 把三叶草根瘤菌

K1 02 和菜豆耗}~ r~:~1菌 110 在液体培养中棍合 ， 30 

分钟后加入专门感染三叶草根瘤菌的i应菌休，

以裂解混合培养中的三叶草根癌菌， 他发现经

这样处理后的混合菌液可以在三口十草上形成根

瘤， 这表明寄主专一性可以从三叶草根瘤菌转

移到菜豆根瘤菌中去， 于是他推论根瘤茵中至

少一些与共生固氮有关的基因可能不在染色体

上。随后 Johnston 等 [11 ]通过根瘤菌质粒转移，

第一次证实了上述推论，他把一条带;有产细菌

素 (Bacteriocin ) 基 因的质粒 pRL1 lI 从院豆根痛

菌转移到三叶革和菜豆根瘤菌受体菌株中去，

结果发现在豌豆上结;面的能力也随着转移了 ，

这表明质粒 pRLlll 还至少带有眼约瘤有关的基

因， 现在已有许多证据表明在根瘤 fæi 中(至少

在快生罢!根瘤菌中〉…些大质粒带有结瘤和固

氨基因， 这些证据是z

a . 在一些根瘤菌中可以得到不结瘤的突

变体， 在这些突变体中结瘤能力的缺陷总是跟
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某一大质粒的丢失或缺失相关联[12 J 。

b. 在一些根瘤菌菌株中某些大质粒是可

自身转移的， 当 把这种质粒转移到结瘤或固氮

能力有缺陷的菌株去时， 后者的缺陷可以由此

得到纠正[ll] ， 在有 的条件下根瘤菌大质粒可

以转移到寄主专一性不同的菌株， 甚至转移到

土壤根癌杆菌(f\grobacteriu~)中去， 而该大质

粒所携带的寄主专一性也随着转移。 在这些情

况下，通过琼脂糖凝胶电泳检查， 在那些转移

接合子 (Transconjugant) 中， 都可发现新获得

了一条大质粒。

c . 在固氮微生物中，固氮酶结构基因

ni f KDH 的 DNA 碱基顺序是十分相似的 [ 1 3 ] ，

用 肺 炎克氏杆 菌 (Klebsiella pneu~oniae ) 的

时fKDH DNA 做探针(Probe) ，通过 DNA 分子

原位杂交 ，发现根瘤菌中具有同源序列的 DNA

在一些大质粒上[l4] ， 这至少证明在根瘤菌中 ，

固氮酶结构基因是在大质粒上。

d . Krol 等 [ 1 5 J 分别从 豌豆根 瘤茵茵株

PRE 和相应的类菌体分 离 mRNA ，通过 DNA

RNA 分子杂交发现只有一条大质粒的 DNA在

类菌体状态时强烈表达， 这表明这条大质粒可

能带有与共生固氮有关的信息。

(待续〉

满江红(Azolla imbricαtα)叶片组织的环状细胞的发现

宋云 左宝王ζ 匡廷云段续川

(中国科学院植物研究所光合作用研究室〉

满江红 (f\zolla)又各红萍、 绿萍，是漂浮

水生厥类植物， 满江红科， 满江红属。它与满

江红鱼腥藻 ( f\nabaena azollae)共生，具有光合、

固氮、 放氢等功能。近年来， 对它的研究受到

了越来越多人的关注， 目前已成为研究的活跃

领域。 关于满江红的形态特征、 显微和亚显微

结构 的研 究前 人做了许多工作: Sircar 

(1 935) [ IJ Kawamatu (1 965) 川、 Peters 等

(1978 ) 川、 Hill (1 97 7)川 、 Neumüller( 1981) [ 町

等人都进行了比较细致的观察。 可以说， 满江

红的结构基本上是清楚的。但是，他们的研究

主要用的是各种切片的方法， 看到的是细胞的

某一局部， 未能看到完整细胞的整体。 .因此迄

今为止， 尚未见到一张关于满江红的整体叶肉

细胞的照片 ，对其叶肉细胞的全貌尚知之不多。

我们采用了细胞分离制片 的方法 [6 ， 7J 对满江红

的整体细胞进行了初步观察， 报道如下z

材料和方法

1. 所用材料 为复瓦状满江红 ( Azolla imbricata 

Roxb N akai) ， 是我国 自然分布的。 在无菌 条件下将

茎尖接种子液体培养基上， 在光强 6600 Lux ， 温度

26士 1 "C下， 培养三周。

2 . 采用了 段续)11 (1 959)[6] 、 (96 2)川的细胞分

离制片技术 ， 在光学显微镜下进行了观察和显微照像。

结果和讨论

细胞分离制片法 [ 6 ， 7 J是早在六十年代我们

试验室用来研究鳞茎植物和小麦叶片细胞的一

种方法，现在已成为我们研究工作中观察整体

细胞的一种常规方法。 方法简单， 药品易得，

它克服了传统的石腊切片的繁琐 、 不能看到细

胞整体和禾本科植物中硅细胞干扰的弊病。我

们把这一方法首次应用于观察藏类满江红的整

体细胞，结果表明是成功的。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



第 7 卷第 1 期 细胞生物 学杂志 15 

在满江红叶片组织的分离制片中，可以看

到表皮细胞(阁版 : 6 、 7)被分离下来;满江红

鱼腥藻也被分离出来，并可以清楚地看到它们

具有异型胞和营养胞(图版: 5)。看来叶腔膜

已破，而藻被释放出来 (满江红鱼腥藻生活在

满江红背叶片的基部的共生腔中，共生腔由叶

腔膜包围)。从分离的整体叶肉细胞看 ，发现它

们具有两种类型z 一种是与普通绿色植物的一

样， 具有叶绿体的叶肉细胞z 另-种是细胞中

间有一个直达对面的1同 ， 就像市场上出售的面

包圈 (dough-nut) ， 我 们称它为环状叶肉细胞

(Annular mesophyll cell) (图版: 1 、 2 、 3 、

4 )。以下把这种细胞 简称为 AM 细胞 (AM

ceIl) 0 AM 细胞中含有丰富的叶绿体，且这里

的叶绿体比非环状叶肉细胞中的饱满，通过变

化显微镜的焦距可以看到洞的四壁含有致密物

质(图版: 1) 。这种细胞迄今尚未见报道，是一

个值得探讨的问题。

Seto 和 Nasu (1 97 5) [8 ] 报导过细满江红

(A . filiculoides lamark) 的气孔有两个保卫细

胞，而羽叶满江红(即复瓦状满江红)只有一个。

气孔的保卫细胞是由表皮细胞特化而成，细胞

内没有发育完好的叶绿休。一般认为表皮细胞

没有发育完好的叶绿体，只有少数发育不成熟

小的质体。 我们所观察的表皮细胞和气孔的保

卫细胞(图版: 6, 7) 与以上所说是一致的。气

孔只有一个保卫细胞。 而我们看到的另)种环

状细胞(图版: 1 、 2 、 3 、 4 ) 是叶肉细胞，

其中含有丰富的发育完好的叶绿体。这种细胞

大约占总叶肉细胞的 15 %左右 ， 可见这个比例

是很可观的。那么， 这种特殊结构的 AM 细胞

的功能是什么呢?推测它可为细胞增加表面积 ，

有利于物质的交换，提高代谢强度。 AM 细胞

内壁的致密物质可能是由于代谢旺盛和频繁的

物质交换而沉积的同化 物。但这仅系推测，

AM 细胞的功能究竟如何还有待进一步研究。
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小鼠 B 细胞的不同分化阶段对淋巴

细胞杂交瘤形成的影响

1. 从脾细胞中去除抗原特异性 B 细胞及前浆细胞后对阳性

杂交瘤形成率的影响

沈因良刘尔翔吴安然

(中国医学科学院基础医学研究所 世界卫生组织免疫研究和培训合作中心)

自开创小鼠淋巴细胞杂交瘤技术以来川关

于 B 细胞的哪一个分化阶段参与融合并形成具

有分泌抗体功能的杂交瘤，至今没有定论。由

于 B 细胞分化各个阶段尚无统一标准， 同时由

免疫母细胞转变成浆细胞的过程中尚有多种形

态表现[2]，从而给统一认识带来困难。本文拟
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