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摘 要：弗兰克氏菌是一种能与非豆科植物共生形成根瘤并实现生物固氮的放线菌，因其生长周期、营养方式以及生理

生化特性等原因，导致分离培养中难以获得纯培养菌株，使其研究进展缓慢，而探索新型培养基与新的分离方法有望成

为新的出路。本文对弗兰克氏菌的共生固氮与分离培养的研究现状进行较详细的综述，以期为进一步探究提供参考。
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Research Progress on Symbiotic Nitrogen Fixation and Isolation Culture of
Frankia
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Abstract：Frankia is is an actinomycete that can symbiotically form nodules with non-legumes and achieve biologi⁃
cal nitrogen fixation. Due to its growth cycle, nutritional mode and physiological and biochemical characteristics, it
is difficult to obtain pure culture strains in isolation and culture, which makes its research progress slow. Therefore,
it is expected to explore new medium and new separation method. The study found that exploring new media and
new separation methods is expected to be a new outlet. In this paper, the research status of symbiotic nitrogen fixa⁃
tion and isolation culture of Frankia is reviewed in detail, in order to provide reference for further research.
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1 弗兰克氏菌的研究历史与分类

1.1 弗兰克氏菌研究历史

国外对弗兰克氏菌的研究较早，在 1829年就

有关于桤木结瘤的报道 [1]。1902年 Shibata认为杨

梅根瘤内生菌—弗兰克氏菌是放线菌，之后，学

界对此众说纷纭。直至 1964年 Becking用透射电

镜观察欧洲桤木的根瘤内生菌，发现其为原核分

枝菌并将其归于放线菌 [2]，并于 1970年正式命名

该微生物为弗兰克氏菌 ,在放线菌目中设弗兰克

氏菌科（Frankiaceae）和弗兰克氏菌属（Frankia）[3]，

同时根据其细胞壁成分及与宿主共生的专一情况

分为 10个种，F. alin为典型种（Becking）。在 Bond
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等的倡议下，国际生物学规划 IBP自 1967～1976
年对全世界的木本双子叶植物结瘤资源开展调

查 ,最终统计有 8科，24属，200多种木本双子叶植

物与之共生结瘤 [4]。弗兰克氏菌通过独特的泡囊

结构与放线菌结瘤植物进行共生固氮，弗兰克氏

菌与宿主植物所形成的共生固氮体系在自然状态

下固定大气中氮素，改善土壤肥力，增强宿主植物

抗逆性，促进植物在贫瘠地区的生长，在三北地区

的土壤改良、防风固沙、保持水土、改善生态环境等

一系列工程中起着巨大作用[3-4]。

国内对弗兰克氏菌与放线菌结瘤植物研究起

步较晚。1977年，中国科学院植物生理研究所曾

探究放线菌结瘤植物木麻黄、胡颓子的固氮能

力；1978年，中国科学院林业土壤研究所在全国

范围内开展弗兰克氏菌宿主植物的资源调查，表

明我国放线菌结瘤植物种类丰富，有 5科 6属 44
种 [5]。巧合的是，时至今日统计的宿主植物全部

为非豆科木本植物的乔木或灌木，尚未发现单子

叶草本植物具备与放线菌结瘤共生固氮的功能。
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自 1964年对弗兰克氏菌进行命名后的十四

年间，对弗兰克氏菌的研究进展一直十分缓慢，

大部分研究重心在资源调查与形态描述等宏观层

面。 1978 年 Callaham 等 [6]运用酶解法从香蕨木

(Compotina pergrina)根瘤中分离到弗兰克氏菌菌

株，并成功地完成回接实验 [7]后，弗兰克氏菌的研

究才获得突破性进展，而各国科研工作者相继从

很多弗兰克氏菌宿主植物中获得弗兰克氏菌纯培

养菌株，但目前在回接方面还有亟待处理的难

题，一部分菌株分离成功后再回接到原宿主，并

未得到侵染成功的植株；还有一部分菌株可以通

过回接来感染不同于宿主植物所在科属的植物。

1978～2019年各国科学家对弗兰克氏菌形态特

征、细胞化学组成、生理类型、生物学特性、分子

鉴定、系统发育、遗传与多样性等各个方面进行

广泛研究并取得巨大进展，但目前因其生长周

期、营养方式以及生理生化特性等原因使得研究

进展相对缓慢，而且因为一些技术难题，使研究

在整体上处于瓶颈期。

1.2 弗兰克氏菌的分类

弗兰克氏菌的鉴定比较复杂，目前研究进展

尚未满足确定的分类标准，所以当前世界公认弗

兰克氏菌只分类到属，没有确切的种名。 1970
年，Becking根据弗兰克氏菌与宿主植物的关系将

其划分为 10个种，但因弗兰克氏菌对宿主的非专

一性导致的交叉侵染能力不同使得该分类方法没

有被认可 [8]。研究发现，即使从同一株放线菌结

瘤宿主植物上分离出的两种不同菌株，其形态特

征、生理生化特性等存在明显差异。20世纪 90年
代随着对弗兰克氏菌的广泛研究，李志真等就同

工酶类型、脂肪酸含量、不同菌株形态、血清型、

生理生化、细胞结构等差异分别进行探讨，以通

过结果差异、现象不同和反应类型等进行分类 [8]。

以期可以将弗兰克氏菌从属定到种，但因菌株材

料有限，难以证明其可靠性。

随着中性理论的提出、核酸演化速率的精准

计算、分子钟的广泛应用和分子生物学的飞速发

展，近二十年对定种问题的研究逐渐趋向于微观

领域。合理运用 DNA-DNA杂交、免培养技术、

16SrRNA高变区探针、高通量测序、特异性蛋白图

谱及 rm和 nif基因序列分析、DNA限制性片段长

度多样性（RELP）随机扩增 DNA 片段多态性

（RAPD）等方法，对弗兰克氏菌的研究提高到一

个新的水平，对分类到种的研究具有推动性。

依据 Lechevalier判断标准，有如下定义标准

为弗兰克氏菌的形态特征观察与初步鉴定提供借

鉴：（1）分离出的菌株可以在宿主植物上诱发形

成有效或无效根瘤，并能从根瘤中重新分离到纯

培养；（2）可以在液体培养基中产生不动孢子的

孢囊，有时可以形成泡囊 [8]；（3）自由生活还不清

楚有侵染能力或固氮能力的放线菌，只要具有上

述 (2)的形态特征，也可作为弗兰克氏菌进行研

究。

2 弗兰克氏菌的形态特征与培养特征

2.1 弗兰克氏菌的形态特征

弗兰克氏菌的纯培养过程中，其经典形态结

构为菌丝、孢囊、泡囊，特殊结构为串珠状菌丝 [9]。

（1）菌丝：植物体外培养环境下呈分枝状，粗

细不均，波曲程度各有差异，菌丝有横隔，直径 0.2
～1.5 μm[10]，电镜下观察可见细胞壁分为内外两

层 [11]。在模式菌株 CpIl的菌丝外，还包有多层外

膜 [12]。（2）孢囊：随着菌丝的生长，在末端或菌丝的

中间膨大或纵横分裂形成含有孢子的多室孢子

囊 [13]。在不同培养基上，孢囊数量各不相同，没有

统一规律。孢子形状多样，孢囊大小不一。根据

菌的年龄及营养情况不同，孢子囊的数量以及孢

子数量不同。孢子壁厚，无鞭毛，不能游动,有 2～
3层膜状结构。弗兰克氏菌有可能在根瘤中形成

孢囊，根据根瘤中有无孢子生殖，将弗兰克氏菌

定义为 Sp+或者 Sp-[14]。（3）泡囊：泡囊呈球形，着生

在菌丝顶端或短小的泡囊柄上，圆形，直径为 0.5
～2.0 μm,为弗兰克氏菌的固氮场所，在缺少 N元
素的情况下形成，是固氮酶的固氮场所 [15-16]。泡

囊的典型特征是外面有膜，这层膜由多层类固醇

和霍烷类构成 [17],可能用于帮助平衡固氮酶周围

的氧压力 ,而且包膜是连续的，比菌丝的隔膜还

细。在被感染的植物细胞中，泡囊的形状大小、

在泡囊中隔膜的出现和消失以及囊泡的空间分布

是不同的，这主要是由宿主所决定的 [18]。泡囊就

是固氮酶的所在位置 [19],但是在木麻黄和异木麻

黄属的固氮酶是存在于菌丝上的。据研究，培养

基成分的差异对泡囊的影响比较小 [8]。（4）串珠状

菌丝：这个结构与弗兰克氏菌逆境生存与繁衍有

密切关系。孢子细胞组成的宽营养菌丝被分割成

多层后形成串珠状结构。李志真等在木麻黄中发

现长短不一的由菌丝形成的串珠状孢子，还可以

在末端看到椭圆形结构 [8]，在胡颓子根瘤 [20-21]中也

发现这种结构。在某些马桑根瘤内生菌纯培养中

还发现在串珠状菌丝的顶端或中间有一个与鱼腥
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藻中的异形胞相似，比串珠细胞大得多、呈椭圆

形或短柱形的结构，但是对于其功能的研究目前

尚未有太多进展 [22]。

2.2 弗兰克氏菌培养特征

弗兰克氏菌是一类生长缓慢、用液体培养基

培养和保存的微好氧放线菌。一般来讲，弗兰克

氏菌的菌丝体常有的液体培养特征是在培养器的

底端附着程度差别较大，菌落形态多呈絮状、颗

粒状、圆球状、少数呈片状。一些菌株可以在固

体培养基上生长，一般 2～3周才能看见菌落，一

些菌落可生长半年以上 [23]，菌落致密 ,有光泽 ,无气

生菌丝。在固体培养基中，菌落外形不一、直径

普遍较大、与培养基结合紧密、颜色多为白色，不

易挑取。气生菌丝形态各异、质地坚实 [24]，在不同

培养基上生长的直径不同，从 1～2 mm至 4～5
mm不等。无色、橙黄色、嫩红色、深灰色、深棕

色、蓝绿色等都是菌丝体在液体培养基或固体培

养基上的表达颜色，有一些菌株还可产生可溶性

色素：黄、绿、棕、红、黑等 [25]。研究发现，菌株种

类、培养基成分、培养时间、培养方式等研究变量

与表达颜色、分泌色素的不同有着密切联系。

3 弗兰克氏菌的分离与保存技术

3.1 弗兰克氏菌株的分离技术

导致弗兰克氏菌研究进展缓慢的主要因素是

难以获得纯培养菌株，分析原因如下：（1）弗兰克

氏菌在人工培养环境下生长缓慢，需半个月到一

个月方可长成。（2）人工培养基难以满足根瘤内

生菌营养方式与要求的转变。（3）环境中其他微

生物的侵染、污染等。（4）根瘤内部产生酚类化合

物干扰内生菌生存 [26-28]。对此，在最初分离时 Cal⁃
labam等采用酶解法首次从香蕨木的根瘤中分离

出放线菌常规培养后又成功回接到寄主幼苗根

系，得到回接成功的原宿主植株，而且运用乙炔

还原法通过气相色谱仪检测到乙烯的产生量很

高，绝大部分乙炔被还原。而从再感染的菌株中

分离出同一放线菌并对其进行免疫学检验与超微

观察，证明 Callabam等所分离菌株具有感染性。

此后在 Callabam等基础上发展起来的培养方法逐

渐多样化，包括糖梯度离心法(Baker)、系列稀释法

(Diem)、分 级 过 滤 法 (Benson)、根 瘤 切 片 法

(Lalonde)、根瘤匀浆法 (黄家彬)和土壤直接分离法

(Baker)等共 6种方法。其中根瘤切片法与根瘤匀

浆法因其简便性与高效快捷而成为现今进行弗兰

克氏菌分离最为常用方法 [29-36]。当运用根瘤切片

与根瘤匀浆法时，因瘤瓣形态结构复杂，在表面

消毒无法彻底进行而易导致杂菌感染，秦敏等针

对性提出运用改进的根瘤切片法 [37]，即在经典根

瘤切片法的基础上，将表面消毒并清洗过的小瘤

瓣转瓶至 LB培养基进行 8 d培养，再选取未染杂

菌的瘤瓣进行切片培养，该方法具有分离速度

快、污染率降低、方便检查表面灭菌是否彻底、工

作量减少、仪器药品简单、操作简便、成功率高、

效果显著等优点。

随着对酶解法研究的深入，人们发现影响分

离培养成败的关键因素是合理选用表面消毒剂和

消毒时间，而对根瘤切片进行的酶处理只是有利

于内生菌从宿主细胞中释放出来。根据目前全球

各研究所分离情况可知，当前的弗兰克氏菌仍然

是生长极其缓慢的，需要一年多才有较好的观察

特征，这样的生长速度无法满足基础研究需求，

更无法满足未来田间试验与广泛应用，因此加快

分离菌株的生长速度成为亟待解决的问题。为解

决此问题，在分离和生长培养基中一般要额外添

加特殊促生长因子，譬如从赤杨皮根周围的油脂

提取出来的三萜烯、龙脑香醇酮或类黄酮 [38]，也可

在液体培养基中添加赤杨皮种子提取物加快弗兰

克氏菌的生长速度 [39]。陈冠雄等提出一种新型培

养基即 PCY培养基，该培养基主要组成成分为马

铃薯、胡萝卜与酵母膏 [40]，具有成分简单、容易获

取、药品低廉、培养效果好等优势，对未来弗兰克

氏菌剂的广泛应用有一定的借鉴意义。

Bassi等将吉兰糖胶作为一种胶凝剂和特定

的蛋白胨而制成的一种新型固体培养基，在培养

3 d后可用肉眼观察到弗兰克氏菌 HFPCc13的衍

生物。综上可知选择正确的培养基对弗兰克氏菌

的分离可起到事半功倍的效应 [41]，但因放线菌结

瘤植物的不同、地理生态环境的不同等因素影

响，哪种培养基更适合分离弗兰克氏菌株并进行

纯培养，目前业界内并无统一说法。就培养基状

态而言，一般认为弗兰克氏菌在液体培养基上的

生长效果优于固体培养基。研究表明，25～33 ℃
是弗兰克氏菌适宜生长温度，而 30 ℃左右是最适

温度，当低于 20 ℃或高于 37 ℃时弗兰克氏菌的生

长则会受到抑制。pH为 6.5～7.5的培养基对弗

兰克氏菌而言是适宜的，而 pH为中性时对弗兰克

氏菌的生长最理想，偏酸或偏碱的培养条件时弗

兰克氏菌的生长会受到抑制。

3.2 弗兰克氏菌的保存技术

到目前为止，已从木麻黄、杨梅、沙棘等诸多
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放线菌结瘤植物中得到弗兰克氏菌的纯培养菌

株，但是弗兰克氏菌生长速度缓慢，对分离条件

要求较高，且容易感染杂菌，因此如何妥善保存

现有菌株显得尤为重要。苏岩凤等 [29]通过比较无

氮液体保藏法、有氮液体保藏法、冷冻干燥保藏

法和砂管保藏法等 4种方法，发现无氮液体保藏

法的菌株菌体细胞生长速度快、固氮活性强、有

侵染结瘤能力，且简单易行，保存时间久，实际应

用性强。康丽华等 [42]研究木麻黄弗兰克氏菌 3种
菌剂类型（海藻酸钙胶囊菌剂、草炭菌剂和蛭石

菌剂）、2种保藏温度（4 ℃冰箱和室温条件下）及

不同保藏时间（保藏 3、6、9、12、24个月）对苗木接

种效果的影响，发现不同的保藏方法影响菌剂的

接种效果。不同的菌株适应不同的保藏方法，目

前尚无统一规律，需要实际验证方可明确，也有

分析认为其保藏方法与弗兰克氏菌孢子形态有相

关性。在保藏时间方面，发现随着保藏时间的延

长，侵染效力呈现明显的下降状态，但是不同菌

株对应的不同保藏菌剂的下降趋势与开始下降时

间存在不成规律的较大差异，这也为日后弗兰克

氏菌剂的开发、保存与长途运输等提供了借鉴 [43]。

总体而言，不同的菌株因其生物学特性或遗传因

素影响，在选择保存菌剂、保存方法与保存时间

时应灵活应对。

4 总结与展望

根据固氮菌与宿主和环境的关系可将生物固

氮分为自生固氮作用、联合固氮作用与共生固氮

作用，而以根瘤菌主导的豆科植物共生固氮体

系、以弗兰克氏菌与丛枝菌根为主的非豆科共生

固氮体系与固氮蓝细菌主导的蓝藻共生体系共同

组成共生固氮作用 [44-45]。通过对弗兰克氏菌分

离、纯培养、形态结构特征与培养特征进行初步

鉴定，展开针对非豆科植物共生体系的研究。

从根毛细胞侵染与根部薄壁细胞间隙侵入是

弗兰克氏菌侵染宿主植物进行结瘤最常见的两种

方式。例如，在弗兰克氏菌共生体系中木麻黄科

植物与弗兰克氏菌结瘤是通过侵入根毛细胞内的

感染方式结瘤，在胡颓子科中，早期的结瘤起始

很可能通过从根毛表皮细胞间侵入形成根瘤。

（1）根毛侵染。弗兰克氏菌附着在根毛表面，

引起根毛形态发生变化导致菌丝容易穿过细胞壁

进入细胞形成内生菌。植物在感受到放线菌入侵

后会发生应答反应，产生分泌物形成荚膜结构覆

盖菌丝表面进而扩展到整个皮层细胞，皮层薄壁

细胞经过分裂生长最后形成根瘤。随着菌丝体的

不断生长，会激活中柱鞘细胞形成内源初生根瘤

原基，再发育成根瘤分生组织，最后形成完整的

根瘤。（2）细胞间侵入。这种侵染方式常见于胡

颓子科，因胡颓子科根毛较少，弗兰克氏菌穿入

细胞间，在侵染过程中不使根毛变形。弗兰克氏

菌附着在根毛表面后侵染角质层，菌丝在表皮细

胞间侵入细胞间隙，在中柱鞘形成初生根瘤原

基，当穿破根部细胞表皮后进而产生荚膜转为内

生菌，最终形成根瘤组织。

弗兰克氏菌与非豆科植物共生结瘤固氮具有

以下特征：（1）专一性不强。弗兰克氏菌与宿主

的共生关系没有根瘤菌与豆科植物间那么严格，

宿主间的亲缘关系远近不同，与根瘤菌与豆科植

物共生固氮对比明显 [46]；（2）容易交叉感染。弗兰

克氏菌不仅可以侵染原宿主，而且可以侵染宿主

以外的不同科、属、种的植物，其侵染范围相对根

瘤菌较为广泛 [47]；（3）固氮机理独特。弗兰克氏菌

具有一种特殊的固氮结构—泡囊，泡囊内含有高

固氮活性的固氮酶，泡囊呈近圆形或椭圆形，位

于菌丝顶端，同时泡囊也有多重片层状结构，这

是一种防氧保护屏障 [48]；（4）弗兰克氏菌内存在质

粒，这为基因工程奠定了良好的物质基础 [49]。

我国对弗兰克氏菌的研究取得一定进展，但

弗兰克氏菌独特的结构特性与生理特性导致的分

离培养困难问题亟待解决，探索新型培养基与新

的分离方法有望成为新的出路。同时对于菌株保

存的研究应当与材料学等领域相结合，探索出一

种应用性强的菌株保存方法，这对日后菌剂的开

发与大规模应用具有积极意义。随着分子生物学

的发展，从系统发育的角度或许可以解释弗兰克

氏菌的一些生理特性，由此逆向应用并解决其生

长缓慢的问题。
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