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固氮菌 ＫｏｓａｋｏｎｉａｒａｄｉｃｉｎｃｉｔａｎｓＧＸＧＬ－４Ａ对
玉米和水稻的促生作用及其根际定殖动态

程杰杰，殷超凡，萨尔山别克·热阿合曼，孙帅欣，陈云鹏
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　　摘要：在前期固氮菌分离、筛选、鉴定的工作基础上，得到固氮菌株 ＫｏｓａｋｏｎｉａｒａｄｉｃｉｎｃｉｔａｎｓＧＸＧＬ－４Ａ（简称
ＧＸＧＬ－４Ａ，下同），测定其在ＬＢ液体培养基（有氮）、Ａ１５液体培养基（无氮）中的生长曲线发现，ＧＸＧＬ－４Ａ在ＬＢ液
体培养基中生长迅速，在 Ａ１５液体培养基中也能生长，但生长缓慢。在玉米、水稻生长过程中施用不同浓度的
ＧＸＧＬ－４Ａ，通过测定其鲜质量、株高、根长、根鲜质量等生物量指标证实，ＧＸＧＬ－４Ａ对玉米和水稻的生长有显著促
生作用，且该促生作用在一定范围内随ＧＸＧＬ－４Ａ浓度的增加而增强。设置封闭系统（灭菌土）和开放系统（非灭菌
土）２个处理，将ＧＸＧＬ－４Ａ释放至玉米根际土壤中，通过抗生素抗性标记法和平板分离计数法测定 ＧＸＧＬ－４Ａ的种
群消长动态，结果显示，在监测的１５ｄ内，灭菌土和非灭菌土中的固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ数量均呈现先增加后减少的变化
趋势，且在接菌后１ｄ达到峰值，灭菌土内的固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ数量高于非灭菌土，ＧＸＧＬ－４Ａ在根际土壤中的生长
优势明显。
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通信作者：陈云鹏，副教授，主要研究方向为微生物基因工程、分子植
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　　氮元素作为构成蛋白质和核酸的重要元素，对动植物及
微生物都有非常重要的意义。土壤氮素在作物氮素供应上占

有重要地位，通过向耕地中增施氮肥来提高作物产量是农业

生产上的重要措施［１］。空气中虽然存在大量的氮气，但不能

直接被植物吸收利用，只有转化为硝酸盐、亚硝酸盐等化合物

后才能被植物吸收。生物固氮即固氮微生物将大气中的氮气

还原成氨的过程，是自然界氮循环的主要环节［２］。当前氮肥

的主要来源是化工生产，化学氮肥的使用曾为我国农作物的

增产作出了突出贡献［３－４］，但同时产生很多环境问题，造成农

业点源污染和面源污染［５－７］。

由于氮素化肥的生产伴随着能源的消耗和日趋严重的环

境污染等问题，因此生物固氮研究日益受到各国政府的重视。

目前发现的具有生物固氮能力的微生物多为细菌，有１００多
个属，占细胞系统发育分支的１／２以上［８］。不同固氮菌的固

氮能力差异比较明显，即使是同种固氮菌在不同的环境条件
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下或在不同的宿主内也会表现出固氮能力的差异［９］。虽然

固氮菌的固氮能力差异较大，但均能在一定程度上促进植物

的生长，提高农作物的产量［１０］。

本研究测定固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ在 ＬＢ液体培养基（有
氮）、Ａ１５液体培养基（无氮）中的生长曲线；以玉米、水稻为
试验对象，在其生长过程中施用不同浓度的ＧＸＧＬ－４Ａ，通过
测定玉米、水稻的鲜质量、株高、根长、根鲜质量等指标，并进行

数理统计分析发现，ＧＸＧＬ－４Ａ对水稻和玉米的生长具有促生
作用，且该促生作用在一定范围内随 ＧＸＧＬ－４Ａ浓度的增大
而增强；对ＧＸＧＬ－４Ａ在玉米根际土壤中的消长动态进行监
测，获得其在玉米根际土壤中的消长动态变化情况，可为固氮

菌固氮机制的进一步研究及微生物菌肥的开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　固氮菌ＫｏｓａｋｏｎｉａｒａｄｉｃｉｎｃｉｔａｎｓＧＸＧＬ－４Ａ
（简称ＧＸＧＬ－４Ａ）分离自广西桂林的玉米根部，为革兰氏阴
性菌，有荚膜，能泌铵和胞外多糖类黏性物质，菌体大小约为

１．５μｍ×０．５μｍ。菌体呈杆状，具端生鞭毛。
载体质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）携带有卡那霉素抗性基因（ｋａｎｒ）

标记，由笔者所在实验室余传金惠赠。

１．１．２　种子　玉米种子先玉３３５（非抗旱品种）和宁玉７２１
（抗旱品种）均购自青上农业科技（吉林）有限公司，水稻种子

ＣＢＢ２３由上海交通大学农业与生物学院陈功友教授实验室
馈赠。

１．１．３　主要试剂及仪器　２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、６×
Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒及ＳａｎＰｒｅｐ柱
式质粒ＤＮＡ小量抽提试剂盒，均购自生工生物工程（上海）
股份有限公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，购自天根生化科技（北京）有限
公司；Ｇｏｌｄｖｉｅｗ核酸染料，购自上海少辛生物科技有限公司；
卡那霉素（Ｋａｎ），购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；其他试剂均为国产
分析纯。

ＬｅｉｃａＤＭ２５００荧光显微镜（莱卡微系统公司）；ＢＳＷ－２００Ｂ
台式恒温摇床（上海启步生物科技有限公司）；ＺＤＰ－２１２０电
热恒温培养箱（上海智城分析仪器制造有限公司）；Ｍｉｎｉｓｐｉｎ

离心机、ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ生物分光光度计（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；超净工作台（上海智城分析仪器制造有限公
司）。

１．２　方法
１．２．１　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ生长曲线测定　以体积分数１％
的接种量将固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ接入 ＬＢ液体培养基（有氮）
中，每隔１ｈ用分光光度计测量１次菌液在６００ｎｍ处的吸光
度并进行记录。以相同接种量将固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ接入Ａ１５
液体培养基（无氮）中，８ｈ后以相同方法测量菌液在６００ｎｍ
处的吸光度并进行记录，以后每隔３ｈ进行１次测量。
１．２．２　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ促生作用研究
１．２．２．１　种子消毒与催芽　将种子在水中浸泡４ｈ后，用蒸
馏水彻底冲洗干净，然后移至７５％乙醇中处理２ｍｉｎ，用无菌水
清洗２次后，用５％ ＮａＣｌＯ溶液浸泡５ｍｉｎ，再用无菌水清洗２
次。将消毒的玉米和水稻种子用纱布包起来后置于 ２８℃ 恒
温培养箱中培养至出芽，出芽标准为胚根与种子等长。

１．２．２．２　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ的培养　将固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ
以１％接种量接种到 ＬＢ液体培养基中，于 ３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
的条件下振荡培养约４ｈ（Ｄ６００ｎｍ约为１．０），然后在离心机中
以８０００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，用无菌水洗涤菌体沉淀２
次后，再用无菌水将其依次稀释为１０４、１０６、１０８ＣＦＵ／ｍＬ等３
个浓度梯度，备用。

１．２．２．３　玉米、水稻种植与接种处理　将发芽的玉米种子植
入塑料花盆（内径２０ｃｍ、高２０ｃｍ），出苗期每隔２４ｈ于同一
时间（１２：００）浇水１次，观察记录出苗情况。将大小长势基
本一致的玉米、水稻幼苗分别移栽到相同规格的塑料花盆内，

设置对照组（ＣＫ）和３个浓度梯度（１０４、１０６、１０８ＣＦＵ／ｍＬ）试
验组，３次重复。移栽２ｄ（展出１或２张真叶）后，试验组每
隔３ｄ对幼苗茎基部施加１次固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ（１ｍＬ／株），
对照组加等量无菌水，共计接种７次，培养期间每天１２：００浇
１次水，以保持土壤湿润。
１．２．２．４　数据采集与分析　接种后３０ｄ，测量每株玉米、水
稻的鲜质量、株高、根长、根鲜质量，试验数据通过 Ｅｘｃｅｌ和
ＳＰＳＳ进行分析处理。
１．２．３　根际定殖动态研究
１．２．３．１　固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ卡那霉素抗性标记　将带有
ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒的大肠杆菌以体积分数１％的接种量接入
ＬＢ液体培养基中，于 ３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养约
１２ｈ，然后用试剂盒提取质粒。将提取好的质粒用电击转化
法转入固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ中，将转化菌液涂布于 ＬＢ固体培
养基（含５０μｇ／ｍＬＫａｎ）平板上，置于３７℃恒温培养箱内过
夜培养，然后挑取阳性转化子。

１．２．３．２　土壤处理　采集大田熟土６００ｇ，称取其中的３００ｇ
平铺于托盘内，置于１２０℃恒温箱内干热灭菌５ｈ，待土壤自
然冷却后装入无菌袋内备用；剩余土壤不进行灭菌处理，而是

直接装入无菌袋内备用。

１．２．３．３　种子消毒与催芽　种子消毒与催芽方法同
“１．２．２．１”节。种子出芽后，播种于含５０ｇ灭菌土的塑料采
样罐（高１０ｃｍ，内径６ｃｍ）内，即为封闭系统处理；播种于含
５０ｇ非灭菌土的塑料采样罐内，即为开放系统处理。每罐播
３粒种子，设３次重复。
１．２．３．４　标记菌ＧＸＧＬ－４Ａ的培养及在玉米根际土壤的释
放　待种子破土后，采用灌根法接种固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ。标
记菌于含有 ５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ液体培养基中，在
３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２４ｈ后，取５ｍＬ用无菌水稀释
至 ５０ｍＬ（接种浓度１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ），用移液器缓慢地释放
至玉米幼苗的根际土壤中。

１．２．３．５　消长动态监测　分别于释放后１、３、６、９、１２、１５ｄ
取３罐幼苗根际土壤各１ｇ，加入到９ｍＬ无菌水中涡旋振荡
１５ｍｉｎ，即为１０－１稀释度，根据含菌量用无菌水进行梯度稀
释，取稀释后菌液２００μＬ涂布于含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的
ＬＢ平板上，并置于３７℃恒温培养箱内进行过夜培养。统计
每个培养皿的菌落数，计算平均１ｇ根际土壤的含菌量。试
验时以释放后１ｈ回收的细菌数量为初始接种量。
１．２．３．６　数据采集与分析　试验数据通过 Ｅｘｃｅｌ和 ＳＰＳＳ进
行分析与处理。
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２　结果与分析

２．１　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ生长曲线分析
由图１、图２可知，固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ在 ＬＢ液体培养基

（富氮）、Ａ１５液体培养基（无氮）中均能生长，但生长速度不
同。在ＬＢ液体培养基（富氮）中生长迅速，接种后约１ｈ即进
入对数生长期，并在测定时间内其 Ｄ６００ｎｍ一直增大；而在 Ａ１５
液体培养基（无氮）中细菌生长缓慢，接种后约１０ｈ才进入对
数生长期，约２０ｈ达到生长最大值，之后其 Ｄ６００ｎｍ逐渐减小。
据此可知，在营养较丰富的条件下，固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ生长迅
猛，而在无氮条件下，固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ虽也能生长，但增殖
缓慢，这一结果表明，氮营养水平对固氮菌的生长至关重要。

２．２　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ促生作用分析
由表１至表３、图３至图９可知，试验组玉米先玉３３５、宁

玉７２１及水稻ＣＢＢ２３植株的株高、根长、根鲜质量、植株鲜质
量等指标与对照组植株整体上差异明显，固氮菌 ＧＸＧＬ－４Ａ
对水稻ＣＢＢ２３的促生效果较２个供试玉米品种更好。
２．３　固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ根际消长动态分析

从图１０可以看出，接种后１～１５ｄ均可以从玉米植株根
际土壤中检测到标记菌，在封闭系统与开放系统内，玉米根际

土壤的标记菌数量变化趋势基本一致，均先增加后减少，并且

均在释放 １ｄ后达到最大值；在相同的接种浓度（１×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ）下，封闭系统内标记菌 ＧＸＧＬ－４Ａ的数量明显
高于开放系统，其原因可能是灭菌土内的微生物数量较少，接

种后，固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ迅速占据玉米根际土壤生态位而成

表１　不同处理下玉米品种先玉３３５的生物量

处理浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
先玉３３５生物量

株高（ｃｍ） 根长（ｃｍ） 根鲜质量（ｇ） 植株鲜质量（ｇ）
０（ＣＫ） ５８．１±１．５０１Ｂｂ ２７．８±１．０３５ＡＢｂ ６．５±０．０７０Ａａ ２８．９±１．８６２ＡＢａｂ
１０４ ５８．６±１．７２４Ｂｂ ３４．６±２．０４６Ａａ ９．１±０．１３４Ａａ ３３．６±１．３４１Ａａ
１０６ ６１．１±０．４５０ＡＢｂ ２５．２±１．３７８Ｂｂ ８．７±０．８９３Ａａ ２３．６±０．７４５Ｂｂ
１０８ ６８．３±２．９５８Ａａ ２５．１±１．３０１Ｂｂ ７．９±０．５１９Ａａ ２８．７±１．７９０ＡＢａｂ

　　注：同列数据后不同大、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平上差异显著。下表同。

表２　不同处理下玉米品种宁玉７２１的生物量

处理浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
宁玉７２１生物量

株高（ｃｍ） 根长（ｃｍ） 根鲜质量（ｇ） 植株鲜质量（ｇ）
０（ＣＫ） ６０．６±２．５７６Ａａ ２５．４±２．３２５Ｂｂ ４．７±０．３２５Ａａｂ ２１．９±２．４９４Ａａｂ
１０４ ６７．２±２．９７８Ａａ ２７．５±０．２３１ＡＢｂ ５．６±０．０５３Ａａ ２７．８±１．５１６Ａａ
１０６ ６７．８±２．９３８Ａａ ２５．８±１．５３８ＡＢｂ ４．８±０．０６６Ａａｂ ２１．３±１．０１５Ａａｂ
１０８ ５９．６±２．４８６Ａａ ３４．０±０．３００Ａａ ４．２±０．４２２Ａｂ １９．５±１．１３６Ａｂ

表３　不同处理下水稻品种ＣＢＢ２３的生物量

处理浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
ＣＢＢ２３生物量

株高（ｃｍ） 根长（ｃｍ） 根鲜质量（ｇ） 植株鲜质量（ｇ）
０（ＣＫ） ３１．８±０．３５１Ｂｃ １４．２±１．０３３Ｂｂ ２．２±０．３５４Ａａ ４．１±０．６８２ＡＢｂｃ
１０４ ３１．４±０．７６４Ｂｃ ２０．９±０．４３７Ａａ １．４±０．１６２Ａｂ ２．９±０．１９８Ｂｃ
１０６ ３５．２±０．７７５Ａｂ ２１．５±０．７１７Ａａ ３．４±０．６３３Ａａ ６．４±０．９１３Ａａｂ
１０８ ３７．３±０．１３３Ａａ １９．９±１．１８７Ａａ ３．７±０．５４６Ａａ ６．６±０．６１８Ａａ

为优势种群，而在自然土内微生物群落非常复杂，接种后，固

氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ与土壤中的原始微生物进行生态位竞争，导
致接种后标记菌数量低于灭菌土。

３　讨论与结论

微生物的固氮作用在农业增产中具有十分重要的意义。

本研究表明，固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ在营养较丰富的条件下生长
迅速，在无氮条件下也可通过自身固氮作用利用空气中的氮

气维持自身生长，它对玉米和水稻生长具有显著促生作用，整

体上来看，施加固氮菌后的供试植株在株高、根长、根鲜质量

及植株鲜质量等方面较对照植株生物量明显提高。在一定浓

度范围内，其促生作用随菌液浓度的增加而增强，尤其是根系
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表现最为明显，固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ能在根际土壤中迅速定殖
并成为优势种群，推断其促生作用主要是通过根部定殖来实

现的。

先前已有一些关于植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，简称ＰＧＰＲ）的研究，主要集中在ＰＧＰＲ
菌株的筛选、入侵机制以及促生机制等方面［１１－１３］，研究结果

表明，ＰＧＰＲ可通过固氮、解磷及产生植物生长调节剂等方式
来促进植物生长［１４－１７］。对固氮菌的定殖观测表明，固氮醋酸

杆菌能从根尖和侧根发生的周围侵染植物［１８］，而固氮螺菌能
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在根表与皮层之间的周质空间内定殖［１９］。虽然固氮菌所固

定的氮素供给植物的很少，但细菌死亡后释放的有机氮能逐

步被植物吸收利用，此外，固氮菌可以分泌许多有机酸使植物

根际ｐＨ值下降，使难溶性矿物质变得易溶，从而促进植物根
系对各种营养物质的吸收，进而间接促进植物生长［２０－２１］。

本研究聚焦于固氮菌ＧＸＧＬ－４Ａ的固氮促生作用，在后
续研究中，将借助现代分子生物学技术进一步探究其固氮促

生机制并对其进行遗传改造，使其具有更强的适应能力和固

氮能力，甚至开发成可施性生物肥料，应用前景广阔。
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Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，１９９９，２０６：２０５－
２１１．　

［１９］ＯｋｏｎＹ，ＫａｐｕｌｎｉｋＹ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＡｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ－
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｒｏｏｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，１９８６，９０：３－１６．

［２０］ＢａｓｈａｎＹ，ＳｉｎｇｈＭ，ＬｅｖａｎｏｎｙＨ．ＣｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ
ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅＣｄｔｏｇｒｏｗｔｈｏｆｔｏｍａｔｏｓｅｅｄｌｉｎｇｓｉｓｎｏｔｔｈｒｏｕｇｈｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｆｉｘａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９８９，６７：２４２９－２４３４．

［２１］ＢｒｅｍｅｒＥ，ＪａｎｚｅｎＨＨ，ＧｉｌｂｅｒｔｓｏｎＣ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅａｇａｉｎｓｔａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ
Ｎ２ｆｉｘａｔｉｏｎａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＮｓｏｕｒｃｅｉｎｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｗｈｅａｔｐｌｏｔｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，１９９５，１７５：１３－１９．
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