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高效固氮花生根瘤菌株的筛选
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（河北大学生命科学学院／河北省微生物多样性研究与应用重点实验室，河北保定０７１００２）

　　摘要：以采自河北省保定市涞水县的花生根瘤为原材料，进行花生根瘤的采集、菌株分离纯化和回接试验，通过研
究接种不同根瘤菌菌株对天府３号花生生长的影响，成功筛选出可与该种花生高效固氮的优良菌株。研究结果表明：
接种Ｈｂｕ０７４００５菌株效果最佳，花生植株干质量较对照组提高５２．２９％，其结瘤数、果穗数、植株株高等指标也明显优
于对照组及其他处理，分别较对照提高 ２３５．５６％、１１２．００％、３１．３１％；菌株 Ｈｂｕ０７４０１２、Ｈｂｕ０７４００４的表现仅次于
Ｈｂｕ０７４００５，干质量分别较对照提高４３．１３％、３５．８８％。由结果可以看出，菌株 Ｈｂｕ０７４００５可显著提高天府３号花生
的生产性状，是较为优良的花生高效共生固氮菌株。研究结果为高效固氮根瘤菌在花生农业生产中的应用奠定理论

基础，具有一定的现实生产意义。
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　　花生（Ａｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａ）别称落花生、番豆、地豆、长生果，
属豆科落花生属，为１年生草本植物，是中国主要的油粮两用
作物。２０１２年，中国花生播种面积为４７０万ｈｍ２，产量居油料
作物首位，占世界花生产量的４０．８％［１］。花生富含蛋白质、

脂肪等多种营养成分，且供给相对均衡，是目前较为理想的种

植作物，具有良好的经济价值和药用价值［２］。花生果仁通常

用作食用油提取的原材料，花生油脂在纺织、印染工业上可用

作乳化剂、润滑剂，为工业生产提供便利［３］。相关研究证实，

花生根茎中含有丰富的白藜芦醇［４－５］。白藜芦醇是一种良好

的植物抗菌素，具有抗氧化、抗肿瘤、保护心血管的作用，被喻

为继紫杉醇之后又一新的绿色抗癌药物［６－７］。目前，白藜芦

醇的产量远不能满足医药市场的需求，开发花生根茎白藜芦

醇生产产业具有重大的医药用价值和深远的社会意义。我国

花生多种植在辽东半岛、山东半岛、东南沿海地区以及黄河、

长江流域的部分地区。与其他常规作物相比，花生具有强抗

逆、耐瘠薄、适应性强、生产效益高的特点。在能源短缺和环

境危机日益严峻的社会背景下，花生壳、花生枝条等自然状态

下的生物质可以通过生物转换和热化学交换制备焦油、焦炭、

液态燃料等，即可用作能源，又可作为化工原料。相关研究报

道，１ｔ花生油下脚料可以转化为近１ｔ的生物柴油，这种利用
花生油下脚料转化的生物柴油与传统柴油相比不含对人体有

害的硫和苯，燃烧后污染物排放量减少５０％，是一种绿色、清
洁、可再生的能源［８］。因此，花生作为一种生物质新能源必

将得到更快更好的发展［９］。近年来，许多国家在扩大豆科植

物的生产面积，但在实际生产中过分依赖化学合成肥料，使得

土壤中氮磷单一养分过高，造成土壤板结，土壤养分失调［１０］。

并且化肥施用会导致土壤和水污染等一系列环境问题的产

生。在化肥零增加的政策下，如何提高作物产量并保良土壤
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是我们面临的一个重要课题。

根瘤菌与豆科植物共生是生物固氮作用最强的体系，所

固定的氮约占生物固氮总量的６５％［１１－１２］。然而豆科植物与

根瘤菌共生具有较强的专一性，新种植的土壤中有效根瘤菌

的数量往往很少，固氮效率低，必须接种高效固氮根瘤菌才会

显示固氮生长优势［１３］，因此，人工接种优良菌株可以充分发

挥固氮作用，提高作物产量［１４－１５］。豆科植物与根瘤菌共生固

氮优良组合筛选一直是生物固氮研究领域中的热点［１６－１８］。

有关花生根瘤菌的研究表明，不同自然环境中的花生根瘤菌

遗传多样性差异明显［１９－２０］，花生根瘤菌菌种的多样性，为花

生的增产提供了理想丰度的菌种资源库。我国目前对于豆科

植物根瘤菌应用的研究很多［２１－２３］，对花生根瘤菌的研究也已

卓见成效。周平贞等对我国各省接种花生根瘤菌的增产作用

进行了分析总结，其平均增产率可达１３．４％，其中接种冻干
菌剂与草炭菌剂分别可增产３８．０％、４５．４％［２４］。近年来，吴

海燕等已经筛选出了适合吉林省、四川省花生品种的优良菌

株［２５－２６］。目前，河北省优良花生根瘤菌选育的研究报道较

少，刘杰等分析表明，河北地区花生根瘤菌具有更大的多样

性［２７］。本研究以采自河北省保定市涞水县花生根瘤为试验

材料，通过分离纯化得到根瘤菌纯培养物，进行回接试验，筛

选并保存生产性状优良的根瘤菌菌株，为实现花生增产、减少

土壤污染、培肥地力、改善生态环境奠定了理论基础，并具有

一定的生产价值和社会意义。

１　材料与方法

１．１　样品采集及分离
以河北省保定市涞水县娄村满族乡为采集地点，进行天

府３号花生根瘤的采集。
选取饱满根瘤若干，无菌水冲洗干净后用９５％乙醇浸泡

处理５ｍｉｎ，５％ ＮａＣｌＯ浸泡处理 １ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗
５～６次，以充分洗去残留的消毒液；将消毒后的根瘤置于无
菌培养皿中，用无菌竹签压破根瘤，使根瘤内容物流出，用接

种环蘸取根瘤汁液在ＹＭＡ固体平板上划线，置于２８℃恒温
箱中培养５～７ｄ，直至长出单菌落。从平板上挑选圆形、光滑
有光泽、边缘整齐、稍有突起的具有典型根瘤菌菌落形态特征

的单菌落，革兰氏染色镜检。选取革兰氏染色阴性、细胞形态

杆状的培养物进行纯化。纯化后接种于ＹＭＡ斜面，４℃存放
备用，并转接于含２０％甘油的 ＹＭＡ液体培养基中，－８０℃
保存。　
１．２　高效菌株的土壤筛选
１．２．１　土壤　采用沧州黄骅盐碱土，并添加１０％沙作为土
壤基质。将土壤压碎去杂，按照盐碱土 ∶沙＝９∶１的比例充
分混匀，称取１．０ｋｇ置于种植花盆中，种植前适量浇水，保持
土壤湿润。

１．２．２　种子催芽　选用天府３号花生品种，取光滑饱满、粒
大的花生种子。将种子依次用９５％乙醇浸泡处理５ｍｉｎ，５％
ＮａＣｌＯ浸泡处理１ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗５～７次进行消毒。
将消毒后的种子均匀置于垫有湿润滤纸的１５０ｍｍ直径培养
皿中，２６～３０℃黑暗避光生长。
１．２．３　接种与培养　待芽长至１ｃｍ左右，挑选长势好的发
芽花生，每５个１组放入灭菌培养皿中，加入２ｍＬ菌液，侵染

３０ｍｉｎ后植入花盆进行土壤筛选试验，用塑料薄膜封闭盆口
（待幼苗长出时将薄膜划开）。每个处理设５个重复，以不接
菌为空白对照。将接种后的花生转入２８℃、光照时间１２ｈ
的温室，随机排列放置，根据花盆失水状况定期浇水。

１．２．４　作物生长指标的采集　培养至４０ｄ可观察到植物开
花，培养至８５ｄ时开始观测结果，观测项目包括植株株高、结
瘤数、果穗数及地上部分干质量（以第１张叶叶痕处为划分
标准，植物样品先在烘箱中于１０５℃杀青２ｈ，然后于６５℃烘
干至恒质量）。筛选出性能优良的菌株继续回接２～３次，得
到重复性好的稳定菌株。

１．３　培养基及试剂
ＹＭＡ固体培养基：ＫＨ２ＰＯ４０．２５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．２５ｇ，ＮａＣｌ

０．１ｇ，甘露醇１０ｇ，酵母粉０．８ｇ，琼脂１４ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．２ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值６．５～７．０。试剂：革兰氏染液、无菌
水、９５％乙醇、５％ ＮａＣｌＯ。
１．４　数据处理与统计分析

数据通过 ＳＰＳＳ１３．０进行单因素方差分析，在满足方差
分析的情况下，利用Ｔｕｋｅｙ检验进行多重比较，确定各因子水
平内部不同水平平均值之间的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　根瘤菌的分离与培养
通过对根瘤样品的分离、纯化，共得到花生根瘤菌菌株

１９株，从表１可以看出，接种根瘤菌菌株对花生植株株高、干
质量、结瘤数、果穗数均有显著影响，这可能是花生接种根瘤

菌后，与其匹配的菌株提高了花生的氮素营养水平，从而为花

生后期的生长发育和产量提高打下基础。

表１　根瘤菌菌株对花生植株生长性状影响的方差分析结果

变量
菌株

Ｆ值 Ｐ值
植株株高 ２．９２５ ＜０．０５
干质量 １．９３６ ＜０．０５
根瘤数 ７．１０８ ＜０．０５
果穗数 １．８５８ ＜０．０５

２．２　根瘤菌对花生生长及产量的影响
花生接种根瘤菌８５ｄ后收获，测定植株株高、干质量、结

瘤数、果穗数等。通过对接种不同根瘤菌菌株的作物进行单

因素方差分析，通过均值分析，获得花生植株干质量、结瘤数、

株高等生长性状（表２）。
从表２可以看出，接种不同的根瘤菌均能增加花生植株

株高及干质量，说明施用根瘤菌肥能明显促进花生的营养生

长［２８］，增加其生物量及干物质积累量。不同的菌株对花生的

促进作用存在差别，说明根瘤菌与植物之间共生固氮存在一

定的匹配性。所有供试菌株中，对干质量影响较大的菌株依

次顺序为Ｈｂｕ０７４００５、Ｈｂｕ０７４０１２、Ｈｂｕ０７４００４，分别比对照高
５２．２９％、４３．１３％、３５．８８％，且这３株菌株均与对照组差异显
著。接种不同根瘤菌对花生植株株高也表现出促进作用，与

对照相比，试验组花生株高均有不同程度的增加。影响较大

的菌株依次为 Ｈｂｕ０７４０１７、Ｈｂｕ０７４００５、Ｈｂｕ０７４０１４，分别较对
照提高 ３１．６５％、３１．３１％、２９．５９％，其中菌株 Ｈｂｕ０７４００５、
Ｈｂｕ０７４０１７与其他多数菌株差异显著。对结瘤数影响较大的
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表２　不同菌株接种天府３号对其生长及产量性状的影响

编号
植株干质量

（ｇ）
根瘤数

（个）

植株株高

（ｃｍ）
果穗数

（个）

Ｈｂｕ０７４００１ ２．９７±０．１７ｂｃｄ ３２．４±４．８４ｂｃｄ ３２．２２±２．５３ａｂｃ ９．４±１．２１ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４００２ ２．９９±０．３３ｂｃｄ ２５．０±１．７９ｃｄｅ ２９．８２±１．３３ａｂｃｄ ８．８±０．６６ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４００３ ２．７４±０．１７ｃｄ ２４．６±１．７８ｃｄｅ ２６．２８±０．６８ｄ ５．２±０．４９ｄ
Ｈｂｕ０７４００４ ３．５６±０．２２ａｂｃ ２５．０±３．３０ｃｄｅ ３２．６６±１．７３ａｂｃ １２．０±２．０２ａ
Ｈｂｕ０７４００５ ３．９９±０．１３ａ ６０．４±７．４６ａ ３４．３５±２．５４ａ １０．６±１．２１ａｂｃ
Ｈｂｕ０７４００６ ２．９５±０．２７ｂｃｄ ３４．６±５．１３ｂｃ ２９．７６±１．７９ａｂｃｄ ９．０±１．９５ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４００７ ３．１４±０．０８ａｂｃｄ ３３．６±６．３８ｂｃ ２８．００±１．４１ｃｄ ５．８±１．６６ｃｄ
Ｈｂｕ０７４００８ ２．８２±０．２８ｃｄ ２０．６±２．４０ｃｄｅ ２８．３０±１．６２ｃｄ ６．４±１．０３ｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４００９ ２．７３±０．３１ｃｄ １２．８±２．２７ｅ ２７．０２±１．６０ｄ ７．８±１．９６ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１０ ３．１４±０．４３ａｂｃｄ １９．０±３．０２ｄｅ ３１．１２±１．３０ａｂｃｄ ７．８±１．５３ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１１ ２．６３±０．２２ｄ ３３．８±５．３４ｂｃ ２８．８２±１．９９ｃｄ ７．４±１．５４ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１２ ３．７５±０．１８ａｂ ４４．４±３．８０ｂ ２９．９４±０．６９ａｂｃｄ ９．２±３．１７ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１３ ３．１８±０．１７ａｂｃｄ ２４．０±２．２４ｃｄｅ ２８．０６±１．２２ｃｄ ８．４±１．３６ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１４ ３．５２±０．４７ａｂｃｄ ３３．０±４．０１ｂｃ ３３．９０±１．２５ａｂ ６．４±０．８１ｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１５ ２．７２±０．２９ｃｄ ２２．６±２．１６ｃｄｅ ２９．８４±１．３７ａｂｃｄ ５．６±１．３６ｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１６ ３．０３±０．２６ｂｃｄ ３２．０±３．６９ｂｃｄ ２９．４０±０．５３ｂｃｄ １１．４±１．６３ａｂ
Ｈｂｕ０７４０１７ ３．０６±０．１８ｂｃｄ ４３．６±７．１３ｂ ３４．４４±１．４５ａ ５．６±１．６３ｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１８ ３．０１±０．３５ｂｃｄ １６．６±３．８８ｅ ２８．７４±０．８２ｃｄ ６．８±１．７７ａｂｃｄ
Ｈｂｕ０７４０１９ ２．９５±０．３２ｂｃｄ ３３．６±３．８３ｂｃ ２８．５４±１．１７ｃｄ ５．４±０．８７ｃｄ
ＣＫ ２．６２±０．１５ｄ １８．０±２．７６ｅ ２６．１６±１．４３ｄ ５．０±０．７１ｄ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

菌株依次为Ｈｂｕ０７４００５、Ｈｂｕ０７４０１２、Ｈｂｕ０７４０１７，分别较对照
组提高２３５．５６％、１４６．６７％、１４２．２２％。　
　　接种根瘤菌的处理组果穗数均较对照有不同程度的增
加。且接种不同的花生根瘤菌对花生产量性状的影响不同，

相互间差异较大。接种表现较好的处理为 Ｈｂｕ０７４００４，果穗
平均为 １２．０个，较对照组提高 １４０．０％；接种菌株
Ｈｂｕ０７４００５、Ｈｂｕ０７４０１２的花生果穗数分别较对照组提高
１１２．０％、８４．０％。表明接种根瘤菌可以明显提高豆科作物花
生的产量和品质。

对接种表现较好的处理进行植株干质量方差分析，结果

见图１。综合各项指标分析，所有处理中以菌株 Ｈｂｕ０７４００５
总体效果最好，其次为菌株 Ｈｂｕ０７４０１２、Ｈｂｕ０７４００４。菌株
Ｈｂｕ０７４０１７的结瘤数、株高增加显著，但其干质量却仅比对照
增加１６．７９％，原因有待分析。

２．３　接种根瘤菌Ｈｂｕ０７４００５对花生生长状况的影响
花生接种根瘤菌 Ｈｂｕ０７４００５后，植株茎秆粗壮，分蘖数

多，生长旺盛，产量性状也有明显的提高（图２）。对照组中，

花生植株茎秆稍细，长势较弱，果穗数也低于试验组。

３　讨论与结论

花生是我国主要的油、粮两用作物，在我国广泛种植。花

生是豆科植物，豆科植物的大面积栽培需要人工接种根瘤菌。

陈文新提到，在一个地区，如果从未种植过或５年以上没有种
过某种豆科植物，土壤中很难有与该种豆科植物相匹配的土

著根瘤菌［１３］。因此在少施氮肥的条件下，如果没有有效的共

生根瘤菌进行结瘤固氮给植物提供营养，植物很难在该地实

现高产，因此对高效固氮根瘤菌株的筛选具有重要意义。

　　本研究筛选了 ３株优良的根瘤菌菌株 Ｈｂｕ０７４００５、
Ｈｂｕ０７４０１２、Ｈｂｕ０７４００４，其干质量及其他生长指标都较为理
想。具有最大结瘤数的菌株 Ｈｂｕ０７４００５同时具有最大干质
量，在其他处理中干质量与结瘤数呈正相关。说明接种合适

的根瘤菌能够显著提高花生的结瘤能力，增加植株的生物量

和含氮量，对花生生长发育具有明显的促进作用和增产效应，

林国林等研究也证明了这一点［２９］。刘晓云等研究表明，来源

相同的菌株接种后测试指标差异很大，表明土著菌经过筛选

后是可以得到高效菌株的［３０］；钟文文等也已利用分子标记技

术从土著菌中成功筛选出与盛世苜蓿相匹配的高效苜蓿根瘤

菌菌株［３１］。

研究中发现，接种菌株 Ｈｂｕ０７４００４后，植株干质量及株
高较对照明显增加，但结瘤数提升并不显著，说明仅依靠结瘤

数指标不能准确判断菌株固氮能力的高低，结瘤是一个耗能

的过程，结瘤数过多会给植物增加一定的负担。此外，接种菌

株Ｈｂｕ０７４０１７后花生地上部分生长旺盛，株高、分蘖数较对
照有显著差异，根部结瘤数比较显著，但植物的干质量贡献较

其他指标低，果穗数也较少并且发育不成熟。因此筛选高效

菌株，结瘤数可作为一个参考指标。
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　　综合考虑各项指标，菌株 Ｈｂｕ０７４００５对天府３号花生具
有较高的固氮效率，可明显促进其生长发育，可作为进行天府

３号花生种植时匹配的根瘤菌菌株。
本研究选用盐碱土作为土壤基质。河北地区盐碱耕地较

多，其中绝大多数属于中、低产田，若能被充分利用，将是非常

宝贵的土壤资源。在盐碱地区种植豆科作物，可通过豆科植

物与根瘤菌共生作用，使植物获得生长所需的大部分氮素，同

时可以增加土壤中微生物的丰富度，明显改善土壤的营养状

况。本研究应用盐碱土筛选所获得的高效菌株，可用于盐碱

地的花生种植栽培，具有较好的现实意义。
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