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青稞根际优良联合固氮菌的筛选及鉴定

何建清ꎬ张格杰ꎬ赵伟进ꎬ王孝先
(西藏农牧学院生物技术中心ꎬ西藏 林芝 ８６００００)

摘　 要:为筛选获得对青稞具有促生性能的联合固氮菌ꎬ从西藏不同地区青稞根际采集土壤样品ꎬ以 Ａｓｈｂｙ 无氮

培养基进行菌株分离ꎬ利用凯氏定氮法测定分离物的固氮量ꎬ通过培养皿纸上萌发法测定其对青稞种子萌发和幼苗

生长的影响ꎬ根据菌株形态、理化特性和 １６ＳｒＤＮＡ 序列分析进行固氮菌株的鉴定ꎮ 结果表明:从西藏高寒地区青稞根

际分离获得的 ７２ 株联合固氮菌ꎬ和 ＣＫ 相比ꎬ氮增量为 ０.３０~２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ其中有 １０ 个菌株的固氮量较高ꎬ氮增量为

１７.０１~２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 种子萌发和幼苗生长试验表明:１０ 株菌中 ６ 株菌的综合促生效果较好ꎬ即菌株２０－２、２２－５、２３－
３、２６－１、３５－２ 和 ３９－５ꎮ 和 ＣＫ 相比ꎬ种子萌发率提高了－７.１４％ ~ ２５.００％ꎬ茎粗提高了１.５３％ ~ １３.７４％ꎬ株高提高了

－９.５２％~７.６０％ꎬ根长提高了 ９.４１％~３８.０９％ꎬ须根数提高了－１１.２６％~１２.５７％ꎬ鲜重提高了－４.９７％~５７.７３％ꎮ 经过多相

分类鉴定ꎬ这 ６ 株菌分属于根瘤菌属、类芽孢杆菌属、无色杆菌属和假单胞菌属ꎮ
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ｆ.)起源于西藏ꎬ是藏族人民的主粮[１]ꎮ 青稞富含多

种氨基酸、维生素等营养成分ꎬ集保健和营养于一

身ꎮ 近年来ꎬ随着消费观念的转变ꎬ青稞这种天然
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绿色谷物越来越受大众青睐[２]ꎮ ２０１０ 年西藏青稞

种植面积 １９.７４ 万 ~ ２１.３ 万 ｈｍ２ꎬ总产量 ６１.２ 万 ~
６３.６ 万 ｔꎬ占整个粮食总播面积的 ６６.９％和总产的

６４.７％ꎬ其栽培措施受到了广泛的关注ꎮ 提高青稞

产量的关键肥料为氮肥[３]ꎮ 然而ꎬ５０％以上氮肥由

于挥发作用、脱氮作用和淋失ꎬ造成严重的能源浪

费和环境问题[４]ꎮ 为避免造成环境污染ꎬ施用生物

菌肥是首选[５]ꎮ
联合固氮是自由生活的固氮菌定殖于植物根

表、近根土壤或部分侵入植物根皮层组织或维管中

形成的特殊固氮作用[６]ꎮ 研究表明ꎬ联合固氮菌广

泛存在于非豆科植物的根际、根表和根皮层中[７]ꎮ
联合固氮菌除了能为宿主提供氮素以外ꎬ还同时具

有溶磷、分泌生长素、增强植株抗病性、抗逆境等多

方面的促进植物生长的作用[８]ꎮ 用这类菌研制的

生物肥料具有成本低、持续效果好、增产稳定、非再

生能源消耗少及对环境、食品安全等特点ꎮ 同时ꎬ
可以改善土壤结构ꎬ提高土壤有机质含量ꎬ改良盐

碱地ꎬ保障农牧业的可持续发展[９]ꎮ 近年来ꎬ人们

对非豆科植物与根系联合的特殊固氮菌展开了广

泛研究ꎮ 禾本科作物是对氮肥最具依赖性的作物ꎬ
利用联合固氮细菌在禾本科植物根部的固氮作用ꎬ
在一定程度上可减少化学肥料的使用ꎮ 至今报道

具联合固氮能力的禾本科植物至少有 ４０ 属 １００
种[１０]ꎬ前人对水稻、小麦、玉米、燕麦、高粱和甘蔗等

禾本科植物根际联合固氮菌的促生效应进行了较

深入研究ꎮ 张堃等[１１] 从燕麦和盐碱地小麦根际筛

选的优良联合固氮菌对青稞主根长度(乳熟期)、地
下生物量(完熟期)、粗蛋白含量(抽穗期、灌浆期和

乳熟期)、子粒产量均有显著的促进作用ꎮ 但不同

生境和植物ꎬ固氮菌的种类和特性不同ꎬ因此ꎬ从特

定生境和植物根际分离获得高效固氮菌株以研制

适合不同生境和植物的专用生物菌肥具有十分重

要的意义ꎮ 西藏青稞主产区 ９０％以上为干旱和半

干旱地ꎬ土壤保水、保肥能力差ꎬ化肥利用率很低ꎮ
因此ꎬ充分发挥青稞地生态系统中联合固氮菌的固

氮促生潜力ꎬ对提高西藏青稞的生产能力ꎬ保护和

改善青稞的生态环境ꎬ促进西藏青稞产业的可持续

发展具有重要的经济和社会意义ꎮ 本研究旨在从

西藏不同地区青稞根际分离筛选具有促生作用的

联合固氮菌ꎬ为利用生物固氮在青稞生产上实现节

肥减耗、加强青稞生态系统的良性循环提供科学基

础和技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 根际土样的采集　 于 ２０１８ 年 ４—６ 月采集西

藏林芝、米林、朗县、山南、拉萨、日喀则等地青稞的

根系土壤 ２５ 份ꎬ采集根际土样时先去除表层的落叶

及枯草ꎬ将整个植株带根系小心挖出ꎬ轻轻抖落根

系上的大块土壤ꎬ用刮刀轻轻刮下黏附于根系表面

约 ２ ｍｍ 土壤ꎬ分别将采集到的根际土样装入无菌

纸袋ꎬ并在袋上标注ꎬ带回实验室立即处理ꎮ
１.１.２　 培养基 　 本文所用的 Ａｓｈｂｙ 无氮培养基和

ＬＢ 培养基参考相关文献[１２]配制ꎮ
１.１.３　 青稞种子 　 本文所用的青稞种子为隆子县

六棱黑青稞ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 根际联合固氮菌株的分离 　 采用稀释平板

分离法ꎮ 称取附着于青稞根上的土 １０ ｇ 放入 ９０ ｍＬ
无菌水中ꎬ２８℃恒温、超声器超声 １０ ｍｉｎ 分散微生

物细胞ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ即得 １０－１稀释液ꎬ各取 １００ μＬ
涂在 Ａｓｈｂｙ 平板上ꎬ在 ２８℃培养 ５~７ ｄ 至长出单菌

落ꎮ 用接种环挑取不同单菌落ꎬ在 Ａｓｈｂｙ 平板上划

线纯化 ３ 次得到单一菌落ꎮ 将纯化后的单菌落接种

于 ＬＢ 平板上ꎬ４℃存放ꎬ备用ꎻ另取纯化的单菌落接

种于 ＬＢ 液体培养至对数生长期ꎬ取一定量的菌液

与甘油混合ꎬ－８０℃冰箱长期保存ꎮ
１.２.２　 菌株固氮能力的测定 　 采用微量凯氏定氮

法测定菌株的固氮量[１３]ꎮ 菌株活化后在 Ａｓｈｂｙ 无

氮液体培养基上生长ꎬ每个菌株取 １ ｍＬ 菌液加入装

有 ５０ ｍＬ Ａｓｈｂｙ 无氮液体培养基的三角瓶中ꎬ置于

２８℃ꎬ１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇床上培养 １０ ｄꎬＡｓｈｂｙ 无氮培

养液作为对照ꎮ 培养结束后ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心

３０ ｍｉｎꎬ上清液利用微量凯氏定氮法测定各处理的

氮含量ꎮ 含氮量根据以下公式进行计算:
氮含量(ｍｇ􀅰Ｌ－１)＝ [(Ｖ１－Ｖ２)×１４×１０００] / Ｖ

式中ꎬＶ１ 为样品滴定时用去的标准盐酸溶液体积

(ｍＬ)ꎻＶ２ 为空白滴定时用去的标准盐酸溶液体积

(ｍＬ)ꎻ１４ 为每毫摩尔氮的毫克数ꎻＶ 为菌株取液量

(ｍＬ)ꎮ
１.２.３　 固氮菌浸种 　 选择固定氮量较强菌株进行

种子萌发和幼苗生长试验ꎮ 在 ３０℃条件下ꎬ将固氮

菌株振荡培养 ７ ｄ 备用ꎮ 选取千粒重为 ４０~５０ ｇꎬ外
观丰满的同一批青稞种子ꎮ 首先用 ７５％乙醇消毒

２０ ｓꎬ然后用 １０％ ＮａＣｌＯ 浸泡 １０ ｍｉｎꎬ浸泡后立即用

无菌水冲洗 ４ ~ ６ 遍ꎮ 将消毒的青稞种子分别浸入

菌液中ꎬ２５℃吸附 １ ｈꎬ于无菌操作台上风干后ꎬ转置
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于垫有润湿滤纸的无菌培养皿内ꎬ每皿 ５０ 粒ꎬ２５℃
黑暗培养 ７ ｄꎮ 以不接菌的培养液做对照ꎮ 培养结

束后ꎬ根据文献[１４] 计算发芽率、发芽势、发芽指数ꎮ
用直尺量取各幼苗茎粗、株高、根长ꎬ计数侧根数ꎮ
１.２.４　 固氮菌株生理生化和细胞形态特征测定 　
按照东秀珠方法[１５]ꎬ对筛选的联合固氮菌株进行生

理生化特性分析ꎬ菌体特征包括革兰氏染色、芽孢

染色和菌体大小等指标的测定ꎮ
１.２.５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定与系统学分析　 培养固

氮菌ꎬ提取细胞总 ＤＮＡ 作为基因扩增模板ꎮ 利用细

菌 １６Ｓ 通用引物 ２７ｆ: ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ￣
ＣＡＧ－３′ꎬ１４９２ｒ: ５－ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′扩增细菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因[１６]ꎮ ＰＣＲ 扩增产物

进行 １.２％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ ＰＣＲ 产物回收和

纯化直接送测序公司测序ꎬ序列拼接及相似性分析

使用系统进化分析采用软件 ＭＥＧＡ５.１ 邻接法构建

系统发育树ꎮ 基因比对通过美国国家生物技术信

息中心 ＮＣＢＩ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ . ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ .
ｇｏｖ) 在线完成ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菌种分离与纯化结果

采用无氮 Ａｓｈｂｙ 平板表面涂抹法进行联合固氮

菌的分离ꎬ每份样品 ３ 个重复ꎬ２８℃ 恒温培养 ５ ~ ７
ｄꎬ挑选菌落光滑、大且粘稠的菌株接种到 ＬＢ 平板

上进行纯化ꎬ结果表明ꎬ从 ２５ 份青稞根须样品中经

反复分离纯化出 ７２ 株联合固氮菌ꎮ
２.２　 菌株固氮能力的测定

利用微量凯氏定氮法测定固氮菌株的固定氮

量ꎬ发现菌株间的固氮能力存在显著差异ꎮ 和 ＣＫ
相比ꎬ７２ 株菌的氮增量为 ０.３３ ~ ２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 其

中 １０ 个菌株表现较强的固氮能力(表 １)ꎬ培养 ７ ｄ 氮

增量为 １７.０１~２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 菌株 ２４－２ 的固氮量

最高ꎬ氮增量为 ２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ其次为菌株 ２３－３ꎬ氮
表 １　 部分联合固氮菌株的氮增量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｏｍｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

供试菌株
Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎ

氮增量 / ( ｍｇ􀅰Ｌ－１)
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

供试菌株
Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｔｒａｉｎ

氮增量 / ( ｍｇ􀅰Ｌ－１)
Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｎｃｒｅｍｅｎｔ

２０－２ １７.１２±０.１６ｄ ２４－２ ２６.０７±０.０６ａ
２１－１ ２１.５８±０.４０ｃ ２６－１ １７.０１±０.０１ｄ
２２－５ １７.２６±０.３７ｄ ３５－２ ２１.４４±０.１７ｃ
２３－２ １７.１１±０.１５ｄ ３９－５ １７.１３±０.１８ｄ
２３－３ ２３.０５±０.０５ｂ ４０－４ ２１.５１±０.０７ｃ

　 　 注:不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

增量为 ２３.０５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ位于第三的是菌株 ２１－１、
３５－２和 ４０－４ꎬ氮增量分别为 ２１.５８、２１.４４ ｍｇ􀅰Ｌ－１和

２１.５１ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ其余菌株的氮增量均在 １７ ｍｇ􀅰Ｌ－１

以上ꎮ
２.３　 联合固氮菌对青稞种子萌发和幼苗的影响

２.３.１　 联合固氮菌对青稞种子萌发的影响 　 选择

表 １ 中 １０ 株菌进行种子萌发试验(表 ２)ꎬ结果表

明:各供试固氮菌株对青稞种子发芽率影响不同ꎬ
和 ＣＫ 相比ꎬ１０ 株菌的发芽率增加幅度为－７.１４％ ~
２５.００％ꎮ 大多数菌株 (如 ２０－２、 ２４－２、２６－１、３５－２
和 ４０－４ 等 )对青稞种子萌发有明显促进作用ꎬ其
中菌株 ２０－２ 的效果最好ꎬ萌发率达 ８７.５０％ꎬ较 ＣＫ
提高了 ２５.００％ꎬ其次是菌株 ２６－１ 和 ４０－４ꎬ萌发率

均为 ８５.０％ꎬ和 ＣＫ 相比ꎬ发芽率提高了 ２１.４３％ꎮ 发

芽势、发芽指数和发芽率趋势一致ꎮ
２.３.２　 联合固氮菌对青稞幼苗生长的影响 　 接种

固氮菌对青稞幼苗生长影响测定结果 (表 ３)表明:
供试菌株对青稞茎粗均有促进作用ꎬ且差异显著(Ｐ
<０.０５)ꎮ 效果最好的是菌株 ２３－２ꎬ和 ＣＫ 相比ꎬ茎
粗增加了 １８.３２％ꎻ大部分菌株(２１－１、２３－２、２３－３、

表 ２　 联合固氮菌浸种对青稞种子萌发的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏａｋｉｎｇ ｓｅｅｄｓ ｗｉｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

发芽率 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

发芽势 / ％
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

发芽指数
Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

２０－２ ８７.５０±０.０８ａ ７５.００±０.０１ａｂ １７.９０±０.７３ａ
２１－１ ６５.００±０.０５ｄ ６２.５０±０.０７ｂ １４.８４±１.４１ｃ
２４－２ ８２.５０±０.０２ａｂｃ ７０.００±０.０１ａｂ １６.５４±０.２９ｂ
２２－５ ７７.５０±０.１７ ａｂｃｄ ７５.００±０.０２ａｂ １６.５７±２.６２ｂ
２３－２ ７２.５０±０.２５ ａｂｃｄ ６５.００±０.００ｂｃ １６.１７±０.６７ｂ
２３－３ ６７.５０±０.１７ｃｄ ６０.００±０.０１ｃ １３.９０±２.４７ｃ
２６－１ ８５.００±０.０５ａｂ ８２.５０±０.０２ａ １７.５５±０.８８ａ
３５－２ ８０.００±０.１０ａｂｃｄ ６０.００±０.００ｃ １６.１０±１.０３ｂ
３９－５ ６５.００±０.００ｄ ６０.００±０.０５ｃ １４.５９±０.４１ｃ
４０－４ ８５.００±０.０５ａｂ ７２.５０±０.０２ａｂ １６.５７±０.３２ｂ
ＣＫ ７０.００±０.００ｂｃｄ ６５.００±０.００ｂｃ １４.６８±０.２４ｃ

表 ３　 联合固氮菌浸种对青稞幼苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｏａｋｉｎｇ ｓｅｅｄｓ ｗｉｔｈ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

茎粗 / ｍｍ
Ｓｔｅｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ

株高 / ｃｍ
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

根长 / ｃｍ
Ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

须根数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｆｉｂｒｏｕｓ ｒｏｏｔｓ

２０－２ １.４５±０.０４ｃｄ １０.８３±０.１１ｅ ７.４４±０.２０ｇ ６.００±０.１７ａ
２１－１ １.５３±０.０４ａｂ １２.３８±０.２１ｂ ９.０６±０.０９ｃ ５.４３±０.１５ａ
２４－２ １.４６±０.０４ｃｄ １１.４８±０.１２ｃ ８.６６±０.２３ｄ ５.５７±０.０６ｂ
２２－５ １.４３±０.０３ｄ １１.２６±０.２３ｃｄ ７.９９±０.２１ｆ ４.７３±０.１２ｂｃ
２３－２ １.５５±０.０３ａ １２.１３±０.３２ｂ １０.３７±０.３１ａ ６.００±０.１ｂｃｄ
２３－３ １.４９±０.０２ｂｃ １２.３５±０.３３ｂ ９.１１±０.１０ｂｃ ５.４０±０.１ｂｃｄｅ
２６－１ １.４６±０.０４ｃｄ １０.８９±０.１９ｄｅ ８.３８±０.１４ｄｅ ５.５±０.１７ｂｃｄｅ
３５－２ １.４１±０.０２ｄｅ １２.２６±０.１２ｂ ８.４９±０.０９ｄ ５.６３±０.１５ｃｄｅ
３９－５ １.３３±０.０３ｆｇ １２.８８±０.３９ａ ９.３９±０.２５ｂ ５.５３±０.１２ｄｅ
４０－４ １.３７±０.０４ｅｆ １０.７２±０.１１ｅ ６.８１±０.０７ｈ ５.３３±０.０６ｅ
ＣＫ １.３１±０.０３ｇ １１.９７±０.２１ｂ ６.８０±０.１４ｈ ５.３３±０.１５ｅ
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３５－２、３９－５)对青稞株高生长有明显的促进作用ꎬ最
高者达 １２.８８ ｃｍꎬ比对照增加了 ７.６０％ꎻ供试菌株均

可促进青稞根长生长ꎬ最高者达 １０.３７ ｃｍꎬ比对照增

加了 ５２.５０％ꎻ菌株中除 ２２－５ 和 ４０－４ 外ꎬ均可促进

须根数的增加ꎮ
２.４　 联合固氮菌对青稞幼苗生物量的影响

由表 ４ 可知ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ菌株 ２０ － ２、２１ － １、
２２－５、２３－３、２６－１、３５－２ 可显著增加青稞的鲜重和

根重ꎬ分别较 ＣＫ 增加 ２０.４４％和 ３７.８９％、８.５６％和

１４.５４％、５７. ７３％和 ７４. ９０％、１１０. ５０％和 １３７. ４４％、
３９.７８％和 ５９.９１％、２２.９３％和 ４４.９３％ꎻ菌株 ２１－１、
２２－５、２３－３、２６－１ 和 ４０－４ 能显著增加芽的重量ꎬ与
ＣＫ 相比ꎬ分别增加了 １. ５０％、 ３４. ５９％、 ６７. ６７％、
１１.２８％和 １５.０４％ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ只有菌株 ２３－３ 能

显著增加青稞幼苗干重ꎮ
２.５　 固氮菌株的形态及生理生化特征

综合表 １、２、３、４ 结果ꎬ选取 ６ 株综合性能较好

的固氮菌进行形态观察和生理生化特征测试(表

５)ꎬ测试结果表明ꎬ６ 个菌株均为杆状细菌ꎬ除菌株

２２－５ 为芽孢细菌和革兰氏阳性菌(Ｇ＋ )外ꎬ其余 ５
株菌均为不产芽孢ꎬ革兰氏阴性菌(Ｇ－)ꎮ 理化特性

试验结果表明ꎬ６ 株菌对接触酶反应、Ｖ－Ｐ 试验、Ｄ－
葡萄糖产酸反应和 Ｄ－甘露醇反应结果均为阳性ꎻ氧
化酶反应、明胶液化、产Ｈ２Ｓ和淀粉水解反应均为阴

性ꎻ牛奶胨化和硝酸还原酶只有菌株 ２０ － ２ 反应

阳性ꎮ
２.６　 固氮菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增及系统

发育分析

　 　 获得 ６ 株菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ片段大小均位于

１ ５００ ｂｐ 左右ꎮ 在 ＮＣＢＩ 数据库中搜索与其具有较

高相似性的参比菌株ꎬ构建系统发育图谱(图 １)ꎮ
结合细菌的生理生化特征(见表 ５)ꎬ确定本研究分

离筛选出的固氮菌为:菌株 ３５－２ 和 ３９－５ 属于根瘤

菌属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、菌株 ２２－５ 属于类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉ￣
ｂａｃｉｌｌｕｓ、菌株 ２３－３ 属于无色杆菌属 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ、菌
株 ２０－２ 和 ２６－１ 属于假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎮ

表 ４　 联合固氮菌对青稞幼苗生物量的影响 / (ｇ􀅰１０ 株－１)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ / (ｇ􀅰１０ｐｌａｎｔ－１)

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

鲜重
Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

根鲜重
Ｒｏｏｔ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

芽鲜重
Ｓｈｏｏｔ ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ

干重
Ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

根干重
Ｒｏｏｔ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

芽干重
Ｓｈｏｏｔ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ

２０－２ ４.３６±０.０５ｅ ３.１３±０.０４ １.２５±０.０１ｆ ０.８６±０.０５ｂ ０.５１±０.０１ｄ ０.４０±０.０１ｂ
２１－１ ３.９３±０.０５ｆ ２.６０±０.０１ １.３５±０.０４ｅ ０.５３±０.０１ｇ ０.５１±０.０１ｄ ０.１９±０.０１ｇ
２４－２ ３.３５±０.０６ｉ ２.４５±０.０１ ０.９８±０.０４ｈ ０.４４±０.０１ｈ ０.３１±０.０１ｆ ０.１３±０.００ｈ
２２－５ ５.７１±０.０１ｂ ３.９７±０.０４ １.７９±０.０４ｂ ０.７３±０.０４ｄ ０.５６±０.０１ｂ ０.１９±０.０２ｇ
２３－２ ２.９５±０.０１ｋ ２.１０±０.０１ ０.８４±０.０４ｉ ０.３８±０.０１ｉ ０.１９±０.００ｇ ０.１８±０.００ｇ
２３－３ ７.６２±０.０１ａ ５.３９±０.０１ ２.２３±０.０１ａ １.２７±０.０３ａ ０.６８±０.０１ａ ０.６２±０.０１ａ
２６－１ ５.０６±０.０２ｃ ３.６３±０.０２ １.４８±０.０２ｄ ０.８１±０.０１ｃ ０.５５±０.００ｂ ０.２５±０.０１ｆ
３５－２ ４.４５±０.０２ｄ ３.２９±０.０１ １.１９±０.０１ｇ ０.６６±０.０１ｅ ０.３８±０.０１ｅ ０.３０±０.０１ｅ
３９－５ ３.４４±０.０３ｈ ２.２３±０.０１ １.２３±０.０４ｆｇ ０.６１±０.０１ｆ ０.３０±０.０１ｆ ０.３２±０.０１ｄ
４０－４ ３.１５±０.０１ｊ １.６６±０.０３ １.５３±０.０４ｃ ０.８５±０.０１ｂｃ ０.５４±０.０１ｃ ０.３２±０.００ｄ
ＣＫ ３.６２±０.０３ｇ ２.２７±０.０４ １.３３±０.０３ｅ ０.８７±０.０２ｂ ０.５２±０.０１ｄ ０.３６±０.００ｃ

表 ５　 ６ 株筛选菌株的理化特性

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２０－２ ２２－５ ２３－３ ２６－１ ３５－２ ３９－５
菌体形状 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ 杆状 Ｒｏｄ 杆状 Ｒｏｄ 杆状 Ｒｏｄ 杆状 Ｒｏｄ 杆状 Ｒｏｄ 杆状 Ｒｏｄ

菌体大小 Ｓｔｒａｉｎ ｓｉｚｅ / μｍ １.０×(３.０－４.０) １.０×(２.５－５.０) １.０×(２.０－５.０) １.０×(２.０－４.０) ０.９×(１.２－４.０) ０.８×(１.３－３.０)
革兰氏染色 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ Ｇ－ Ｇ＋ Ｇ－ Ｇ－ Ｇ－ Ｇ－

芽孢 Ｓｐｏｒｅ ｆｏｒｍｉｎｇ — ＋ — — — —
接触酶 Ｃａｔａｌａｓｅ ｔｅｓｔ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

氧化酶 Ｏｘｉｄａｓｅ — — — — — —
Ｖ－Ｐ 试验 Ｖ－Ｐ ｔｅｓｔ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋

Ｄ－葡萄糖产酸 Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ ａｃｉｄ ｙｉｅｌｄ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－甘露醇 Ｄ－ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

明胶液化 Ｓｔａｒｃｈ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ — — — — — —
产 Ｈ２Ｓ Ｈ２Ｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ — — — — — —
牛奶胨化 Ｍｉｌｋ ｐｅｐｔｏｎｅ ＋ — — — — —

硝酸还原酶 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＋ — — — — —
淀粉水解 Ｓｔａｒｃｈ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ － － － － － －

　 　 注:“＋”表示生化反应或革兰氏染色为阳性ꎻ“－”表示生化反应或革兰氏染色为阴性ꎮ
Ｎｏｔｅ: “＋” ｄｅｎｏｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｏｒ ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ)ꎻ “－” ｄｅｎｏｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｏｒ ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ) .
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图 １　 联合固氮菌的系统发育图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

３　 讨论与结论

从鉴定结果看ꎬ西藏高寒地区青稞根际固氮菌

类群有根瘤菌属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ、无色杆菌属 Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ 和假单胞菌属

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ４ 个属ꎬ其优势种群为根瘤菌属 Ｒｈｉｚｏ￣
ｂｉｕｍ 和假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎮ 相对于其他生境

和植物ꎬ该地区青稞根际固氮菌的种类较为单一ꎬ
这可能与植物种类及其生存环境有关ꎬ与采样时

间、样品保存时间与方式及所用培养基种类等也有

关[１７]ꎮ 此外ꎬ本研究中从青稞根际分离到了固氮根

瘤菌ꎮ 研究表明ꎬ根瘤菌不但可以与豆科植物共

生ꎬ而且可以在土壤中长期以腐生菌的状态存

在[１８]ꎮ 大量研究已经证实ꎬ根瘤菌可以作为植物根

际促生菌ꎬ对禾本科等植物产生促生作用[１９]ꎮ 这种

促生作用的形成ꎬ可以通过在非豆科植物根圈定殖

或者作为内生菌在根内定殖ꎮ 该领域的拓展ꎬ显著

扩大了根瘤菌的作用范围ꎬ对农业的可持续发展具

有重要的现实意义ꎮ
在联合固氮研究中ꎬ菌株对宿主植物生长的影

响及其固氮量是研究者们关注的核心问题ꎮ 乙炔

还原法( ＡＲＡ)虽可通过对固氮酶活性测定来确认

联合固氮作用存在与否及固氮酶活性强弱ꎬ但不能

直接而准确获得固氮量ꎬ因此ꎬ很少用于固氮量计

算 [２０]ꎮ 目前在固氮研究中ꎬ最经典的测定技术是

凯氏定氮法[２１]ꎮ 本研究用凯氏定氮法筛选出了 ６
株具有较好促进青稞种子萌发和幼苗生长的菌株ꎬ
关于这些菌株对青稞生长的大田促生效能、生态安

全性以及最佳发酵条件等有待进一步研究ꎮ
本研究从西藏高寒地区青稞根际分离获得的

７２ 株联合固氮菌ꎬ氮增量为 ０.３０ ~ ２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ
其中有 １０ 个菌株的氮增量达 １７.０ ｍｇ􀅰Ｌ－１以上ꎬ尤
以菌株 ２４－２ 的氮增量最高ꎬ为 ２６.０７ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ其次

为菌株 ２３－３ꎬ氮增量为 ２３.０５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ位于第三的

是菌株 ２１－１、３５－２ 和 ４０－４ꎬ氮增量分别为 ２１.５８、
２１.４４ ｍｇ􀅰Ｌ－１和 ２１.５１ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 通过菌株对青稞

种子萌发率、茎粗、株高、根长、须根数和生物量等

促生性看ꎬ菌株 ２０－２、２２－５、２３－３、２６－１、３５－２ 和

３９－５等均表现出良好的促生效应ꎬ其中菌株 ２０－２
能显著提高青稞的发芽率ꎬ较 ＣＫ 提高了 ２５.００％ꎬ
菌株 ２３－３ 能显著增加青稞的茎粗、株高、根长、须
根数和生物量ꎬ 较 ＣＫ 提高了 １３. ７４％、 ３.１７％、
３３.９７％、１.３１％和 １１０.５０％ꎬ将这两株菌进行组合ꎬ
有望研制出优良的青稞复合固氮菌肥ꎮ

(下转第 １９２ 页)
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