
华北农学报 9 9 1 3
,

8 ( 4 ): 1 1 1一 1 1 4

A e t a A g ri e u l t u r a e B o r e a il 一S in ic a

非豆科作物结瘤固氮的途径
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摘 要 非 豆 科 作物 结 瘤 的 方法 包 括
:
酶

一
P E G 法

,

杂 交 突变 法
,

改组 n o d D 法 和

R hi oz bi a P ar as p o ni a 法
。

利用这些方法均能使非豆科植物结生根瘤
,

但这些根瘤均不能固氮
。

本研究选用毛尊田著及其根瘤菌为材料
,

能使小麦结瘤固氮
。

同时提出将豆科植物 D N A 以大片

段为单位通过花粉管途径转入非豆科作物
,

回接该豆科植物根瘤菌
,

使其在转化植株上进行定向

突变
,

从而获得结瘤固氮工程植株和有效的窍变菌株
。

关键词 非豆科作物 结瘤固氮 分子育种 根瘤菌定向突变

根瘤菌与豆科植物共生固氮为农业生产提供了主要的生物氮源
。

长期以来
,

农业科学家

们希望能够将根瘤菌的这种固氮能力转移到水稻
、

小麦等非豆科作物上
。

近二十年来
,

许多

实验室的研究人 员对该项工作进行 了种种努力
,

80 年代末
,

非豆科植物结瘤研究取得较快

进展
。

本文对近几年来这方面的工作进行了分析
,

针对面临的困难提出了应采取的方案
。

1 根瘤菌对非豆科作物结瘤

非豆科作物结瘤工作所遇到的一个严重障碍
,

就是根瘤菌对豆科植物寄主的专一性 问

题
。

根瘤菌的结瘤基因与寄主植物的基因相互调控着根瘤的发生
,

从而使根瘤菌与寄主植物

具有专一性识别体系 〔 `〕 。

这种体 系阻碍 了根瘤菌侵入非豆科植物根细胞形成根瘤
。

因此
,

要使非豆科作物结瘤
,

便需打破这个障碍
。

L l 酶解法 〔 6,7 〕 :
1 989 年

,

英国诺丁汉大学研究小组人员利用纤维素酶和果胶酶对水稻幼

苗根部进行处理
,

降解了部分细胞壁
,

然后将根瘤菌与这些处理过的水稻根共同培养
,

同时

加入 P E G
,

使水稻根上形成的根瘤达 1%
。

研究发现不同水稻品种对这种处理得到的结果

不同
,

其 中 R
.

el g u m ni o s a r u脚 b v
.

t r l’. of l i i能使台北 17 7 (水稻 ) 结瘤率达到 7%
。

经检测这

种根瘤没有固氮活性
。

该法的明显缺点就是这种操作在大田完成是困难的
。

另外根瘤获得率很低
,

根瘤的结构

与豆科植物根瘤也有很大差别
,

根瘤细胞形状不规则
,

根瘤内具有较大的空腔
,

根瘤菌会使

部分细胞降解或死亡
。
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1
.

2杂交诱变法 〔 3〕 :

金国华利用豆科植物田著为父本
,

水稻为母本进行远缘杂交
,

获得少

量杂交的水稻种子
。

然后利用田普根瘤 菌回接杂交的水稻种子
,

并得到极少的根瘤
。

从这些

根瘤 中分离得到根瘤菌 R r , 再将 R ; 回接普通水稻幼苗
,

从而获得根瘤
。

中国科学院植物

研究所研究人 员对上述水稻根瘤进行 了细胞学
一

与遗传学分析发现
,

根瘤结构与 豆科植物相

似
,

并且发现根瘤菌的结瘤基因和 固氮基因得到表达
,

但同样没有固氮活性
` ” 〕 。

该法的优点是大 田操作方便
。

但发现大部分根瘤原基进一步发育发生败育
,

仅有少数进

一步发育形成较好的根瘤
。

我们认为可能是适当的植物激素缺乏而 导致的结果 ( 王洪隆等
,

待发表资料 )
。

1
.

3 组建工程株法
:

澳大利亚国 立大学 的研究小组 〔月 将 R
.

el gu m l’n os ar o m bv
.

lrl
、

bfl ii

A N U 8 4 3 的 n o d o 基因进行改造组建得到工程株 A N U 5 3 6
。

A N U 5 3 6 能够在 C a l r o s e ( 水

稻品种 ) 上形成根瘤
,

但结瘤率仅有 .0 25 %
。

我们也曾提出改造
n o d D 组建工程株去侵染

非豆科植物结瘤
,

并认为是 一个极有希望的途径 〔’ 〕 。

通过筛选和进一步重组
n o d D 或其

它 n o d 基因
,

可望得到结瘤率较 高的工程菌株
。

1
.

4 2, 4一 D 法 〔月〕 :

聂延富利用 2, 4一 D 刺激小麦等植物根系
,

与根瘤菌共同培养也获得 了

瘤状物
。

这种瘤状物一般是从侧根原基发生的
,

即 2
,

4 一
D 刺激 了侧根原基发生 r 分裂

。

同

时细 菌进入植物细胞
。

因此
,

这种方法在大田里操作往往会有土壤 里其它细菌侵入
, 2,4

一

D

浓度掌握不好
,

往往抑制植物根系生长
。

1
.

5 R h i子o b i um p a r a s p o n i a 法 〔8〕 :

利用 R h iz o b i u m p a r a s p o n i u m R p 50 1和 B r a d y r h i z o b , u n l

C P 2 8 3接种非豆科作物可使之结瘤
。

尽管 上述方法均使非豆科作物得到不同程度的根瘤
,

但没有任何一个试验显示这些根瘤

具有固戴活性
。

2 结瘤和固氮的多条途径

豆科植物根瘤的厌氧环境是固氮酶活性作用的保证
,

而非豆科作物根瘤却没有这种仄氧

环境
,

原因是其没有植物血红蛋 白的表达
。

因此
,

解决这一问题是非 喊科作物固氮的方向

.2 叉 寻找特殊 的根瘤菌
:

陈 廷 伟 〔 5 〕 选 用 了在 有氧 环 境 能 表 达 固氮 活 性 的 毛尊 田 普

(
`

贷`
ba

n ai or st ar at ) 根瘤菌 O R s 5 71 作为菌种
,

通过 2, 4一 D 诱导在小麦 上形成根瘤
。

通过

检测
,

发现小麦根瘤具有固氮活性
。

这在非 豆科植物固氮方面提供 了一个良好开端
,

因此
,

选择具有很强的屏氧能 力的根瘤菌处理非豆科作物结瘤
,

对于非 豆科作物固氮具有重要意

义
。

.2 2 分子育种一根瘤菌定向突变法 〔” 〕 :

我们通过对 当今非豆科植物的研究
,

提出 一个分 介

育种的方法
,

使水稻结瘤和 固氮
。

该方法是通过水稻花粉管将大片段豆科植物 D N A 转移到

水稻 中
,

然后再利用这种植物的根瘤菌回接这种转化的种子幼苗
,

以进行筛选
。

.2 2
.

1 筛选高效结瘤的根瘤菌突变种
。

豆科植物 D N A 转移到水稻中
,

使这种转化的水稻种

子中含有田著的遗传信息
,

增加 了这种转化种子幼苗与根瘤菌的亲和能力
,

同时提供
一

r
一 个

根瘤菌与水稻遗传物质相互作用的机会
,

菌体内的缺陷型基因 ( 如缺陷 与水稻物质相 互识别

的结瘤基因 ) 在 卜述环境 中会优先突变成功能性旅因 ( 能与水稻物质 识别的结瘤基因 )
,

这



4 期 「洪隆等
:

非 喊科作物结瘤 固氮的途径 日 3

种突变过程可能是菌体 内时常发生 单链 DN A缓慢突变
,

并
`

比发生在 m R N A 转录期
。

在这

种情况 下
,

D N A 修 复缓漫
,

最终完成修 复工作
。

m R N A 转 录突变产生某种或几种蛋 自

(如能与水稻物质相互作用的蛋白 )
,

这种蛋 白通过反转录修复 D N A
,

而后细胞才能生 长
,

D N A 再复制 下去
,

从而产生 了突变体
。

这与细菌指 导方向性突变假说相符合
。

这种突变体

会在转化幼苗上结瘤
,

这个过程是突变体的稳定过程
,

从根瘤分离 出根瘤菌
,

再回接 普通水

稻
,

从而得到根瘤
。

2
.

2
.

2 筛选 固氮
_

〔程植株与根瘤菌
。

检测转化幼 苗根瘤的固氮宇而胜
,

因为大片段 D N A 转移

有可能使豆血红蛋白基因转人水稻并表达
,

如转化幼苗根瘤具有固氮活性
,

那么
,

将这株植

物进行无性繁殖 〔” 〕 ,

并分离根瘤菌
,

将无性繁殖的植株接种这种根瘤菌
,

从而获得能够结

瘤固氮的 五程水稻株系
。

选用毛粤田普为材料可能会更好
。
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