
收稿日期: 2006- 04- 26
基金项目:国家自然科学基金( 30560031) ;内蒙古自然科学基金资助项目( 200208020302)
作者简介:郑红丽( 1966- )女,内蒙古土默特左旗人,副教授,在读博士研究生,主要从事农业微生物研究
通讯作者:樊明寿( 1965- ) ,男,内蒙古四子王旗人,教授,主要从事植物营养和植物生理研究工作。

羊草根际固氮菌的分离及其生长条件的研究

郑红丽
1
,庞保平

1
,樊明寿

1
,刘双平

2

(1� 内蒙古农业大学 农学院,内蒙古呼和浩特 � 010019; 2� 内蒙古巴彦淖尔市植保植检站,内蒙古 临河 � 015000)

� � 摘要:为了获得禾本科牧草羊草根际土壤固氮菌分布的基本情况及优势菌株, 于羊草生长旺盛季节,在内蒙古锡

林郭勒天然草地的羊草根际土壤、原土体以及羊草根内进行了固氮细菌的分离,并统计了数量分布。通过分离和筛

选共获得 14个固氮菌株, 这些固氮菌的分布表现为离根系越近, 土壤中固氮菌的数量越多。从 14个固氮菌株中筛选

出4 个固氮能力相对较强的菌株, 对其进行了形态观察以及碳源、pH 值、温度等生长条件的研究,结果表明, 在供试的

碳源中, 4个菌株能很好地利用蔗糖和葡萄糖,但不能利用纤维素; 适宜生长的 pH 范围为 7~ 8; 适宜生长的温度范围

为25~ 35� , 其中分离自原土体土壤的 2个菌株耐受温度变化的能力相对较强。
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Isolation of Nitrogen Fixing Bacteria from Rhizosphere of Leymus chinensis

and Investigation on their Growth Conditions
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Abstract: In order to get basic knowledge about abundance and distribution of N fixing bacteria in rhizosphere of

Leymus chinensis in grassland, isolation of N fixing bacteria was conducted in midseason of Leymus chinensis growth in

Xilinguole grassland of Inner Mongolia by culturing hydraulic extraction of soil and root samples in Doberiner� s cultural

media.The results showed that 14 strains of N fixing bacteria exist in the bulk soil, rhizosphere and roots of Leymus chi-

nensis plants. Number of the N fixing bacteria in soil decreases gradually apart from Leymus chinensis plant roots. 4 strains

of nitrogen-fixing bacteria with greater N fixing capacity from 14 strains, Yc1 andYc2 isolated from roots and Tr1 and Tr11

isolated from soil, were selected by comparing their nitrogenase activities for morphological observation and investigation

of their growth condit ion.The results about growth condit ion of 4 strains of bacteria showed that they all can use sucrose

and glucose very well, while they can not use cellulose at all. The best temperature for the 4 strains of bacteria growth is

25- 35 � , and the two strains isolated from soil are more tolerant to both low temperature and high temperature than the

ones from plant roots. Suitable pH is 7- 8 for growth of the strains of N fixing bacteria.

Key words:Nitrogen- fixing bacteria; Isolation; Morphological characteristics; Growth condition

� � 自1886年 BeiJerinck首次分离共生固氮的根瘤

菌起,各种固氮微生物相继被分离鉴定,至今已发现

的固氮微生物 80余属。一般认为自然界生物固氮

可以分为共生固氮、自生固氮和联合固氮三种类型,

也有人简单地将固氮类型分为两种, 即共生固氮和

非共生固氮
[ 1- 3]

。不管哪一种观点都认为豆科植物

的共生固氮是生物固氮的主体[ 4]。关于豆科植物与

根瘤菌的结瘤机制、固氮能力、固氮机理、菌剂开发

应用以及结瘤固氮在天然草地的生态作用等方面国

内外均有大量的研究。对于非共生固氮, 由于细菌

固氮不能直接被植物利用, 90%以上的固定氮素需

在细菌死后才可被植物间接利用
[ 5- 7]

,而经常被忽
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略。近些年来,国内外对甘蔗、水稻等作物的非共生

固氮对植物氮素营养的贡献正在引起广泛的关

注
[ 8- 10]

,但关于草地非共生固氮的研究一直未受到

足够重视。然而即使在极地以及沙漠等特殊环境也

存在着活跃的非共生固氮
[ 11- 13]

。因此非共生固氮

在草地氮素营养中的地位不容忽视。内蒙古天然草

地植被以禾本科牧草占优势,约为62. 8 %, 莎草科

占14. 5 %, 菊科占6. 8 % ,豆科只占5. 7 %, 其他科

占10. 2 % [ 14]。虽然不同地区植被组成有所不同,

但总的趋势是豆科植物特别是豆科牧草在草原生态

系统中占的比重很小,由此看来,在天然草地生态系

统中,不仅要关注豆科植物的共生固氮,更应该关注

非共生固氮。研究阐明非共生固氮在天然草地生态

系统氮素循环中的贡献, 量化非共生固氮在氮素收

支中的份额,对于充分发挥草地生产潜力,合理制定

草场载畜量具有重要指导意义。

羊草( Leymus chinensis )为禾本科赖草属多年生

根茎疏丛状草本,常与其他植物伴生,形成以羊草为

主的地带性植被。羊草极耐寒冷, 其营养价值高, 适

口性好,是锡林郭勒草原重要牧草之一。然而,羊草

根际或羊草体内是否存在非共生固氮菌, 固氮能力

如何? 目前我们知之甚少。本试验从锡林郭勒天然

草地和羊草根际土壤分离固氮细菌, 并观察研究其

生长特性、固氮能力和影响其生长的环境因素,以期

为进一步研究非共生固氮在天然草地生态系统氮素

循环中的贡献以及固氮菌的开发利用奠定基础。

1 � 材料和方法

1. 1 � 取样

土样于 2005年 7 月采自于内蒙古锡林浩特市

天然草原。锡林浩特市位于内蒙古中东部, 海拔

1 000m 以上, 年降水量 350 mm 左右, 年平均气温

0�4 � ,土壤以栗钙土为主, pH 值在 8以上。在锡林

浩特市东和西 10 km 范围内选取 2个样区, 每个样

区内每隔 1 km选取 1个样点,共 8个样点。分别取

距离羊草根系 10 cm 以外的土壤和羊草根系周围 2

cm 范围内土壤连同羊草根系一同带回实验室供分

析,各样点样品混合处理后用于分离固氮细菌。

1. 2 � 培养基
细菌分离采用Doberiner� s无氮培养基,生长条件

研究采用LB培养基和液体Doberiner� s 无氮培养基。

1. 3 � 方法

1. 3. 1 � 固氮细菌的分离 � 自由土体中固氮细菌的

分离:土壤中固氮细菌的分离采用稀释平板分离法。

准确称取无植被自由土体土壤10 g, 放入装有 90 mL

无菌水的三角瓶, 充分震荡, 作为原液。取装有 9

mL 无菌水的试管 6 只, 依次编号为 10
- 1
, 10

- 2
,

10- 3, 10- 4, 10- 5, 10- 6, 从原液移取上清液 1 mL, 注

入 10- 1号无菌水中,轻轻振荡成 10- 1的菌悬液, 然

后再从10- 1的菌悬液移取上清液1 mL,注入10- 2号

无菌水中,依此一直将菌悬液稀释到 10- 6。然后分

别从 10- 3, 10- 4, 10- 5, 10- 6梯度中取 0. 1 mL菌悬液

在 Doberiner� s无氮培养基上涂平板,每个梯度重复

3皿,置于 28 � 培养箱中培养 5 d, 采用平板计数法

统计土壤中固氮菌的数量, 计算公式: 土样含菌数

(个/g) = 同一稀释度每皿菌落平均数 �稀释倍数 �

10。然后将菌株纯化保存备用。

根际土壤中固氮细菌的分离: 采用抖土法羊草

根系充分抖动,使附着在根表的土壤抖落于塑料布

内,混匀后准确称取 10 g 放入装有 90 mL 无菌水的

三角瓶,充分振荡, 作为原液, 固氮菌的分离方法同

上。

根体内固氮细菌的分离:将羊草根部用自来水反

复冲洗后,浸入75%乙醇 5 min,再用 0. 1%HgCl表面

消毒5 min,剪成 1~ 2 mm 长的小段放入盛有 10 mL

无菌水的试管中, 充分振荡, 吸取 0. 1 mL 浸泡液在

Doberiner� s无氮培养基上涂平板。重复 3次。待长

出菌落并经纯化后转接于斜面培养基上,保存备用。

1. 3. 2� 形态学特征观察 � 形态学特征观察包括芽

孢、荚膜、革兰氏染色反应、菌体大小以及菌落特征的

观察,均按常规方法进行。

1. 3. 3 � 培养条件对固氮菌生长的影响
1. 3. 3. 1 � pH 值对固氮菌生长情况的影响 � 以液体

Doberiner� s 培养基为基础, 通过 1 mmol/ L H2SO4和

NaOH 调节培养基 pH 值, 分别制备 pH 值为 5, 6, 7,

8, 9, 10的6种培养基。在这6种培养基中分别接种

供试菌株, 重复 3次, 28 � 下培养 4 d, 在 540 nm 波

长下测定吸光值。

1. 3. 3. 2 � 碳源对固氮菌生长情况的影响 � 以 LB培养

基为基础,在 500 mL 培养基中,分别用蔗糖、乳糖、淀

粉、纤维素替换葡萄糖,共制备成 5种培养基。其中蔗

糖、乳糖、淀粉、纤维素和葡萄糖各 5 g。在这5种培养

基上采用涂抹法分别接种供试菌株, 28� 下培养,每隔

24 h观察 1次,观察5 d,测量菌落直径,重复3次。

1. 3. 3. 3 � 温度对固氮菌生长情况的影响 � 将供试
菌种接于 LB 培养基, 设置 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,

45 � 8个温度条件进行培养, 重复 3次, 培养 4 d时

观察菌落大小。

1. 3. 4 � 固氮菌固氮活性的测定 � 将待测固氮菌接

种于 50 mL 三角瓶内的 Doberiner� s无氮培养基, 并
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于28 � 条件下培养 48 h后, 将瓶口封口膜改用橡胶

塞密封,用无菌注射器抽出 5 mL 的气体, 注入 5 mL

C2H2 气体反应 72 h。然后, 用注射器抽取瓶内气体

注入气相色谱仪,测定乙烯产生的量,并用乙烯生成

量表示固氮酶活性大小, 其中反应体系中乙烯浓度

按下式计算:

N =
hxCV

24. 9hst
,其中, hx :样品峰值; hs: 标准 C2H4

峰值; C:标准 C2H4浓度( nmol/ mL) ; V:培养容器体积

(mL) ; 24. 9: 常数, t :样品培养时间( h) ; N: 产生的

C2H4浓度( nmol/ ( h�mL) )。

2 � 结果与分析

2. 1 � 固氮细菌的分布和固氮活性

采用平板计数法统计试验土壤的固氮菌数如表1。

由于平板菌落计数法要求用于计数的每一稀释度重复

间的菌落数相差不能悬殊,且数量应在 30~ 300个菌落

/培养皿,因此,对根际土样选择 10- 4稀释度用于计算

菌数,自由土体土样选择10- 2稀释度。据此,根际土样

含固氮菌菌数(个/ g) = 76. 7 � 104 � 10= 7. 7 � 106个,每
克自由土体土样含固氮菌菌数(个/ g) = 81. 7 � 102� 10

= 8. 17� 104。可见, 羊草根际土壤中固氮菌数量远大

于自由土体,是自由土体中固氮菌数的102倍。

表1� 羊草根际土壤的固氮菌数

Tab�1� Number of N fixing bacteria in rhizosphere soil of Leymus chinensis and bulk soil

土样
Soil samples

土样稀释度 Dilution degree

10- 2 10- 3 10- 4 10- 5 10- 6

根际 1 - 326 68 4 0

Rhizosphere 2 - 345 74 3 0

3 - 361 88 7 0

平均数 - 344( 0.05) 76. 7( 0. 13) 4. 7(0. 45)

土体 1 62 10 4 0 0

Soil 2 94 12 4 1 0

3 89 18 6 0 0

平均数 81. 7( 0.21) 13.3( 0. 31) 4. 7( 0. 24) 0. 3(1. 73) -

� 注:括号内数字为相应平均数的变异系数CV

� Note: Data in parentheses is coefficient of variemce

表2� 菌株固氮活性的测定(乙炔还原法)

Tab�2� Nitrogenase activities of N fixing bacteria strains isolated

from soil and roots of Leymus chinensis

nmol/ ( h�mL)

菌株
Strains

固氮酶活性
Activity of nitrogenase

菌株
Strains

固氮酶活性
Activity of nitrogenase

Tr1 146. 90 Yc1 164. 10
Tr2 72. 62 Yc2 49. 12
Tr3 28. 71 Yc3 49�12
Tr4 59. 82

Tr5 43. 49
Tr6 100. 10
Tr7 84. 40
Tr8 29. 70
Tr9 53. 05
Tr10 51. 10
Tr11 128. 00

� � 经初步分离,得到了14个固氮菌株,其中从羊草根

际和土体土壤分离到 11个, 分别命名为Tr1, Tr2��
Tr11,根体内得到 3个,分别命名为Yc1, Yc2, Yc3。进一

步采用乙炔还原法测定了分离到的 14株固氮菌的固

氮活性,结果见表 2。根据各菌株固氮活性和生长速

度,筛选出4个固氮能力相对较的菌株(表 3)进行进一

步的观察和研究。

2. 2� 形态学特征

对筛选出的 4个固氮活性较大的菌株(图1)进行

了形态观察,相关描述和形态学指标列入表 3。菌落特

征见图2。

表3� 菌株及菌落形态学特征描述
Tab�3� Morphological description of the 4 strains of N fixing bacteria selected and their colonies

菌株
Strains

形态
Morphology

菌体大小/ m
Size of strains

革兰氏染色
Gram staining

荚膜
Capsule

芽孢
Spore

菌落特征
Characters of cotony

Tr 1
初期短杆状,
后期球状 0. 68~ 0. 87� 1.65~ 2. 91 G- 有 无

有无初期质地均匀,不透明,后期粘
稠且变为褐色,周围出现褶皱

Tr 11 球杆状 0. 29~ 0. 49� 1.07~ 1. 26 G- 有 无
生长初期质地均匀, 透明,后期变
浑浊

Yc1 长杆状 0. 51~ 0. 65� 0. 84~ 1. 11 G- 无 无
生长初期菌落质地均匀、不粘稠、
透明;后期菌落变浑浊

Yc2 长杆状 0. 88~ 1. 11� 3. 60~ 4. 10 G- 有 无
生长初期菌落相对较大、透明; 后
期菌落粘稠且有些浑浊
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a�Tr1; b�Tr11 ; c�Yc1; d�Yc2

图 2 � 菌落形态

Fig�2 � Characteristics of N fixing bacteria colonies

2. 3 � 不同碳源对固氮菌生长的影响

图3是关于 4个菌株在含有不同碳源培养基上

的生长繁殖情况。在供试的碳源中, 4个菌株对蔗

糖和葡萄糖的利用均较好,即在以蔗糖和葡萄糖为

碳源的培养基中, 菌株的菌落较大。从图 3还可清

晰地看出, 4 个菌株在以纤维素为碳源的培养基上

均不能很好地生长,意味着它们都不能利用纤维素。

除菌株 Tr11外, 其他菌株对淀粉的利用能力也较差,

而且在乳糖培养基中的生长较在蔗糖或葡萄糖培养

基中的生长慢。

2. 4 � 温度对菌株生长的影响
由表 4 可知: Yc1, Yc2, Tr1, Tr11 4 个菌株在

25~ 35 � 之间都能良好生长。但其耐受高温和低温

的能力却不一致。Tr1, Tr11在 15 � 的低温和 45 � 高

温下均能生长, 适宜生长的温度范围相对较宽。

Yc1,Yc2在低于 20 � 的温度条件下则不能生长, 仅

在25~ 40 � 才能生长, Yc2 在 45 � 条件下有微弱生

长。从土壤中分离得到的Tr1, Tr11之所以耐受高温和

低温的能力较强,可能与长期适应土壤环境有关, 因

土壤温度变化较植物体温度变化相对剧烈。

a�Tr1; b�Tr11; c�Yc1; d�Yc2
图 3� 碳源对不同菌株生长的影响

Fig�3� Influence of carbon resources on growth of N fixing bacteria

2. 5 � pH对固氮菌生长的影响

图4为4个菌株在不同pH 介质中的生长情况,

从该图可清晰地看出 pH 对 4个菌株生长的影响是

很明显的。在 pH< 6 的情况下, 菌株几乎没有生

长, pH> 6时,生长速度逐渐加快, pH= 7~ 8时各菌

株的生长最快。而 pH> 8 时, 菌株生长又开始减

弱。pH> 9时,从土壤中分离到的 2 个菌株的生长

几乎停止。说明 Yc1, Yc2, Tr1, Tr11 4 个菌株适宜在

偏碱性的介质中生长,这可能也与长期适应生存环

境有关, 因内蒙古草原地处我国北方, 土壤多为石灰

性土壤, pH较高。

3 � 讨论

本研究表明, 在羊草生长的锡林郭勒草原土壤

中存在着较为丰富的固氮菌资源, 而且离羊草根系

越近,其土壤中的固氮菌数量越大。按照普遍的观
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表 4 � 温度对菌株生长的影响

Tab�4� Influence of temperature on growth of strains

of N fixing bacteria

温度/ �
Temperature

Yc1 Yc2 Tr1 Tr11

10 - - - -

15 - - + +

20 + + + +

25 + + + + + + + + + +

30 + + + + + + + + + + +

35 + + + + + + + + + + +

40 + + + + + +

45 + - + +

� � 注: � + + + �长得好 � + + �中度生长 � + � 微弱生长 � - �不能

生长

� Note: + + + Grow well; + + Grow mediumly + Grow slightly; - No

growth

图 4� 介质 pH对不同菌株生长的影响

Fig�4 � Influence of media pH on growth of N fixing bacteria

点[ 15] ,这些固氮菌应属于自生固氮菌一类。由于自

生固氮菌不与植物形成共生关系,直接利用土壤中

的碳源,因此,土壤中自生固氮菌的数量可以反映土

壤C源或有机质的丰富程度。该研究取样时间为 7

月,是一年中水热条件最好的时期,水分和温度不是

固氮菌生长繁殖的限制因素, 因此,不难推断锡林郭

勒天然草地有机质含量或 C 源不足是远离羊草根

系土壤固氮菌少的原因, 是固氮菌群落发展的重要

限制因素。同时也可看出, 羊草根系的分泌物数量

较大, 为根际固氮菌生长提供了相对较为充足的 C

源,以致在根际土壤固氮菌数量是远离根系土壤的

102倍。尽管人工草地目前普遍使用化学氮肥以提

高草地产草量, 但对于大面积的天然草地,人工施用

化学氮肥目前难以实现, 因此,生物固氮仍然是草地

氮素的重要来源。又由于内蒙古草原豆科植物较

少,刘书润报道内蒙古锡林郭勒草原约由 629 种植

物组成,其中豆科植物只占 5. 7% , 针毛、洋草等是

优势种
[ 14]
。因此,挖掘草地自生固氮的潜力应成为

草地氮素营养的重要研究内容。本研究结果提示,

要提高草地自生固氮菌的数量, 增加土壤的 C 源是

重要环节,否则挖掘固氮潜力将成为空谈。

本研究还发现羊草根内存在联合固氮菌。有研

究报道联合固氮菌固定的氮, 至少有 5% 进入植

物[ 15, 16] .在水稻、甘蔗、玉米等禾本科植物上的一些

研究表明,这种联合固氮菌可增加植株的生物产量

和籽粒产量
[ 17, 18]

, 虽然有人认为这种效应是固氮菌

的促生作用( PGPR) ,但不排除有改善植株氮素营养

的作用[ 19]。用15N稀释法研究的结果表明, 感染内

生固氮菌的甘蔗可由生物固氮获得总氮量 60%的

氮素[ 20, 21]。由于羊草是多年生牧草, 不同于一年生

水稻、甘蔗、玉米等作物, 即使体内固氮菌所固定的

氮素当年不能被植物利用, 当菌体死亡后仍可被植

物在下一个生长季利用。因此, 研究植株体内这种

联合固氮菌在羊草氮素营养中的贡献显得更具有实

际意义, 而且今后的研究要着眼其长期效应。

4个菌株在以蔗糖和葡萄糖为碳源的培养基上

生长较好,而在以纤维素为碳源的培养基上均不能

很好生长。说明羊草根际的固氮菌只能利用可溶性

的低分子碳水化合物。因此, 固氮菌的开发利用离

不开其他微生物分解大分子碳水化合物提供可溶性

碳源。

本研究还阐明了羊草根际固氮菌的适宜生长温

度范围和 pH 值, 为利用这些固氮菌提供了重要信

息。
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