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　　摘要：拟研究巨菌草内生固氮菌变栖克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｖａｒｉｉｃｏｌａ）与解磷菌胶质芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ）的相互作用，将以上２种菌分别纯培养和混合培养，测定其菌体数量、全氮含量和溶磷量，制备变栖克雷
伯氏菌单菌株固氮菌肥和多菌株固氮菌肥，并研究２种菌肥对玉米盆栽的促生作用。结果表明，与纯培养相比，２种
菌混合培养时全氮量和固氮菌数均有不同程度的增长，而溶磷量和解磷菌数较纯培养时有所下降；当按１∶１比例接
种时，混合培养的协同作用最好；所制备的２种菌的混合菌肥符合国家行业相关标准，其有效活菌数、有效期和对玉米
盆栽的促生性能均优于单菌株固氮菌肥。因此，多菌株复合菌肥具有更好的应用前景。
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　　生物固氮菌肥近年来在小麦、玉米、水稻等农作物种植中
已开始被广泛使用，相对于传统化学氮肥，微生物固氮菌肥效

率高、污染小，是一种环境友好型生物肥料，对改良土壤环境、

提高作物产量均有重要的经济和社会效益［１］。固氮菌肥有

仅含固氮菌的单菌株制剂和固氮菌与解磷菌、解钾菌联合的

多菌株制剂。相关试验结果表明，无论是单菌株制剂还是多

菌株制剂，均对作物生长有一定的促进作用，但多菌株制剂的

施用效果一般要强于单菌株制剂。原因可能是多菌株制剂中

不同类型的微生物可以互相提供生长基质和养分，如一些固

氮菌对解磷细菌的解磷作用也十分有利，而一些解磷菌生理

代谢物质能促进固氮菌的生长［２］。目前所报道的固氮菌肥

多采用联合固氮菌，如棕色固氮菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｖｉｎｅｌａｎｄｉｉ）、圆
褐固氮菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ）、阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
ｃｌｏａｃａｅ）等，但关于变栖克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｖａｒｉｉｃｏｌａ）固氮
菌肥的报道较少［３］。此外，多年来研究者对固氮菌、解磷菌

混合菌肥的应用效果说法不一，存在较大争议，需要进一步探

讨［４－５］。因此，本研究以从巨菌草中分离得到的主要固氮菌

群变栖克雷伯氏菌为固氮菌株，选择适宜的解磷菌混合培养，

研究两者间的相互作用，并据此制备固氮菌、解磷菌混合菌

肥，研究对作物的促生作用，以期为今后微生物固氮菌肥的规

模化生产和应用提供依据，使固氮菌肥在农业生产上实现

“以氮促磷、以磷增氮”的良好效果。

１　材料与方法

１．１　菌株与玉米种子
固氮菌：变栖克雷伯氏菌，分离自巨菌草成熟期根部，由

笔者所在实验室保存。解磷菌：胶质芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ），对无机磷有较强的分解能力，由笔者所在实
验室保存。玉米种子品种：仲玉９８８，从当地市场购买。菌肥
配制原料：巨菌草，选用拔节期或成熟期的茎、叶部分，粉碎后

低温烘干，过１００目筛；菌草食（药）用菌菌糟，选用无木屑，
仅用菌草栽培的食（药）用菌菌糟，低温烘干、粉碎，过１００目
筛；营养液，配方为红糖３～５ｇ、硫酸镁０．０５～０．１５ｇ、过磷酸
钙１～２ｇ、水１００ｍＬ。
１．２　培养基

Ａｓｈｂｙ无氮培养基配方：甘露醇１０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４０．２ｇ／Ｌ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ０．２ｇ／Ｌ，ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０．１ｇ／Ｌ，
ＣａＣＯ３５．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２；磷细菌培养的有机磷培养基
配方：葡萄糖１０ｇ，硫酸铵０．５ｇ／Ｌ，酵母浸粉０．５ｇ／Ｌ，氯化钠
０．３ｇ／Ｌ，氯化钾 ０．３ｇ／Ｌ，硫酸镁 ０．３ｇ／Ｌ，硫酸亚铁
０．０３ｇ／Ｌ，硫酸锰０．０３ｇ／Ｌ，卵磷脂０．２ｇ／Ｌ，碳酸钙１．０ｇ／Ｌ，
ｐＨ值７．０～７．２，固体平板添加琼脂２０ｇ／Ｌ；磷细菌培养的无
机磷培养基配方：葡萄糖 １０ｇ／Ｌ，磷酸钙 ５ｇ／Ｌ，硫酸铵
０．５ｇ／Ｌ，酵母浸粉０．５ｇ／Ｌ，氯化钠０．３ｇ／Ｌ，氯化钾０．３ｇ／Ｌ，
硫酸镁 ０．３ｇ／Ｌ，硫酸亚铁０．０３ｇ／Ｌ，硫酸锰０．０３ｇ／Ｌ，ｐＨ值
７．０～７．２，固体平板添加琼脂２０ｇ／Ｌ；固氮菌、接磷细菌混合
培养的无氮培养基配方：蔗糖７．５ｇ／Ｌ，磷酸二氢钠２．０ｇ／Ｌ，
硫酸镁 ０．５ｇ／Ｌ，氯化钠 ０．５ｇ／Ｌ，碳酸钙 ０．１ｇ／Ｌ，氯化铁
０００５ｇ／Ｌ，磷灰石２．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２；ＬＢ培养基配方：
胰蛋白胨 １０ｇ／Ｌ，酵母提取物 ５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值
７．０～７．２。　
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１．３　方法
１．３．１　巨菌草内生固氮菌变栖克雷伯氏菌解磷能力判定　
将变栖克雷伯氏菌在无氮液体培养基中培养至对数生长期的

菌液进行梯度稀释后，分别涂布到有机磷和无机磷固体平板

中，测定变栖克雷伯氏菌单菌落在２种培养基中的溶磷圈直
径（ｍｍ）；另取对数生长期的菌液，按１％的量分别接入有机
磷、无机磷液体培养基中，于３０℃、１５０～１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
至对数生长期，测定２种培养基中的溶磷量（μｇ／ｍＬ）。分析
变栖克雷伯氏菌的解磷能力，并以此为依据选择适合的解磷

菌混合培养。溶磷量的测定采用钼酸铵比色法［６］。

１．３．２　变栖克雷伯氏菌与所选解磷菌的互作研究　（１）单
菌培养：将变栖克雷伯氏菌与解磷菌分别接种至无氮液体培

养基中，于３０℃、１５０～１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数生长期，取
一定体积的培养液，消煮测定全氮含量；另取适量培养液于

４０００ｒ／ｍｉｎ离心８～１０ｍｉｎ，取上清，测其溶磷量；同时采用
稀释涂平板法分别测定各培养液中变栖克雷伯氏菌和解磷菌

的数量。全氮含量测定采用凯氏定氮法［７］，溶磷量的测定采

用钼酸铵比色法。（２）混合培养：将纯培养至对数生长期的
变栖克雷伯氏菌与解磷菌菌悬液分别按体积比 １∶０．５、
１∶１、０．５∶１３种比例接种到１００ｍＬ无氮液体培养基中（培
养瓶容量２５０ｍＬ），于 ３０℃、１５０～１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对
数生长期，按纯培养方法计算全氮含量、溶磷量和菌体数量，

选择最优比例用以制备混合菌肥。

１．３．３　变栖克雷伯氏菌单菌菌肥和混合菌肥的制备　为了
提高变栖克雷伯氏菌的存活率，本试验采用巨菌草作为载体

制备固氮菌肥，菌肥菌株的分离和载体均来自同一物质。将

活化后的变栖克雷伯氏菌和上述试验选择的最优比例的混合

菌液分别接种到 １００ｍＬＬＢ液体培养基中（培养瓶容量
２５０ｍＬ），于３０℃、１５０～１８０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养至对数生长
期。分别取１５０～２００ｍＬ菌液和６５０～７５０ｇ巨菌草、２５０～
３５０ｇ菌草食（药）用菌菌糟和１００～１５０ｍＬ营养液混合装入
带呼吸阀的聚乙烯薄膜发酵袋中，在 ２５～３２℃下发酵５～
１０ｄ，若发酵物料明显变软、颜色变深，则发酵结束，按 ＮＹ
４１１—２０００《固氮菌肥料》检测制备的单菌株制剂和多菌株
制剂［８］。

１．３．４　变栖克雷伯氏菌单菌和混合菌肥的肥效试验　将所
制备的变栖克雷伯氏菌单菌株和多菌株制剂分别进行玉米盆

栽的肥效试验。共分为４组，分别为对照组１（仅为普通泥
土）、对照组２（普通泥土加同等比例的菌草、菌糟，不含混合
菌液）、试验组１（普通泥土加５％固氮菌单菌株制剂）、试验
组２（普通泥土加５％多菌株制剂）。挑选刚冒牙尖、大小基

本一致的玉米种子，播种于塑料杯中，每杯播种１粒，每组播
种２０杯，培养１０～１５ｄ，统计各组玉米出苗的时间、出苗率、
根长和株高，对比２种菌肥肥效［９］。

２　结果与分析

２．１　变栖克雷伯氏菌解磷能力的测定
如表１所示，变栖克雷伯氏菌在有机磷培养基中的溶磷

圈直径和溶磷量均明显高于无机磷培养基，表明变栖克雷伯

氏菌具有较强的降解有机磷的能力，但其降解无机磷的能力

较弱。因此，选择笔者所在实验室保存的对无机磷具有较强

降解能力的胶质芽孢杆菌与其混合培养，以弥补变栖克雷伯

氏菌无机磷解磷能力的不足。由表１还可以看出，胶质芽孢
杆菌不仅具有较强的降解无机磷的能力，还具有一定降解有

机磷的能力。

表１　变栖克雷伯氏菌解磷能力测定结果

菌株

溶磷圈直径（ｍｍ） 溶磷量（μｇ／ｍＬ）

无机磷

培养基

有机磷

培养基

无机磷

培养基

有机磷

培养基

变栖克雷伯氏菌 ０．６±０．１ １２．８±２．３ ２．３±０．２ ９０．４±１．９
胶质芽孢杆菌　 ２６．３±４．５ ５．６±０．３ ２２３．５±６．３ １６．５±０．６

２．２　变栖克雷伯氏菌与胶质芽孢杆菌的互作研究
由表２可知，未接种的无氮培养基对磷有一定的溶解作

用；在变栖克雷伯氏菌纯培养体系中，氮含量增加，溶磷量减

少，表明变栖克雷伯氏菌具有固氮能力，但解磷能力较差；在

胶质芽孢杆菌纯培养体系中，溶磷量增加，同时产生了少量

氮，表明胶质芽孢杆菌解磷能力较强，也具有一定的固氮能

力。与变栖克雷伯氏菌和胶质芽孢杆菌纯培养体系相比，２
种菌按不同比例接种的混合培养体系的全氮含量和固氮菌数

均有不同程度的增长，而溶磷量和解磷菌数有一定的下降。

结果表明，在混合培养体系中，胶质芽孢杆菌可能分泌了某种

代谢产物对变栖克雷伯氏菌生长具有促进作用，使固氮菌数

量增多，全氮含量增加；而变栖克雷伯氏菌的代谢产物可能对

胶质芽孢杆菌有一定抑制作用，加上混合培养体系中对营养

物质的竞争造成了胶质芽孢杆菌数量减少，溶磷量也随之减

少。此外，变栖克雷伯氏菌和胶质芽孢杆菌的大量生长，需要

利用部分可溶性磷来构建细胞成分，这也造成胶质芽孢杆菌

数量降低。２种菌不同比例的接种试验表明，当变栖克雷伯
氏菌和胶质芽孢杆菌接种比例为１∶１时，体系中固氮菌数和
全氮含量最高，在此比例下，体系中解磷菌数量和溶磷量较

高，因此综合分析后，选择变栖克雷伯氏菌与胶质芽孢杆菌最

优接种比例为１∶１。

表２　变栖克雷伯氏菌与胶质芽孢杆菌的相互作用

体系
全氮含量

（μｇ／ｍＬ）
溶磷量

（μｇ／ｍＬ）
固氮菌数

（×１０８ＣＦＵ／ｇ）
解磷菌数

（×１０８ＣＦＵ／ｇ）
ＣＫ ０ １１０．９±２．６ ０ ０
变栖克雷伯氏菌纯培养 ３．３±０．４ ８２．９±１．３ ２．４±０．２ ０
胶质芽孢杆菌纯培养 １．２±０．３ １８９．６±６．３ ０ ３８．６±０．９
２种菌混合培养（１∶０．５） ３．８±０．２ １３８．２±１．８ ２．７±０．３ ２３．４±０．６
２种菌混合培养（１∶１） ４．５±０．４ １５１．３±１．２ ２．８±０．３ ２７．３±０．８
２种菌混合培养（０．５∶１） ３．５±０．１ １６３．６±１．３ ２．６±０．２ ３２．６±１．４
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２．３　变栖克雷伯氏菌单菌株制剂和多菌株制剂的性能测定
表３结果表明：变栖克雷伯氏菌单菌株制剂和多菌株制

剂各性能指标均符合 ＮＹ４１１—２０００《固氮菌肥料》。但多菌
株制剂有效活菌数更多、杂菌率更低、有机质含量更高、保存

有效期更长，这可能是由于多菌株制剂含有胶质芽孢杆菌，其

生长速度更快，使总有效活菌数更高，有机质含量增加，其他

杂菌更不易生长，从而延长了保质期。

表３　所制备的菌肥与行业标准的比较

项目 外观、气味
水分含量

（％） ｐＨ值 细度

（％）
有效活菌数

（ＣＦＵ／ｇ）
杂菌率

（％）
有机质含量

（％）
有效期

（月）

单菌株制剂 棕褐色粉状，较为湿润、松散，无异臭味 ３４．２ ６．８３ １０．２ ４．２×１０８ １２．９ ３１．２ ６
多菌株制剂 黑褐色粉状，湿润、松散，无异臭味 ３４．９ ６．７６ １０．３ ７．６×１０８ ３．２ ４３．６ １０

ＮＹ４１１—２０００
《固氮菌肥料》

黑褐色或褐色粉状，湿润、松散，无异臭味 ２５．０～３５．０ ６．０～７．５ ２０ １．０×１０８ １５．０ ６

　　注：细度指过孔径为０．１８ｍｍ标准筛的筛余物所占比例。

２．４　变栖克雷伯氏菌单菌株制剂和多菌株制剂的肥效试验
表４结果表明，与对照组相比，２种菌肥对玉米均有一定

的促生效果，但多菌株制剂组（试验组２）的促生效果明显优
于单菌株制剂组（试验组１），其出苗时间减少了８．９３％，出
苗率、根长增量、株高增量分别提高了 １１．１１％、１６．９２％、
２８７７％。多菌株制剂中解磷菌的添加对作物的生长起到了
一定促生作用，这可能是由于解磷菌的添加有利于固氮菌生

长和增加全氮含量，从而促进作物生长，这与“２．２”节的试验
结果一致。

表４　所制备的单菌株和多菌株制剂对玉米的促生试验结果

组别
出苗时间

（ｄ）
出苗率

（％）
根长增量

（ｃｍ）
株高增量

（ｃｍ）

对照组１ ８．１±０．５ ７０ ２．５±０．３ ７．１±０．６
对照组２ ６．３±０．６ ８５ ４．７±０．４ １０．２±１．０
试验组１ ５．６±０．３ ９０ ６．５±０．５ １４．６±０．８
试验组２ ５．１±０．２ １００ ７．６±０．４ １８．８±０．６

３　结论与讨论

变栖克雷伯氏菌属于肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）克雷
伯氏菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ），是根系联合固氮微生物的一种［１０］。笔

者所在实验室前期工作已证实，变栖克雷伯氏菌在巨菌草中

丰度最高、含量最为丰富，为最主要的内生固氮菌群，并已在

巨菌草成熟期的根部分离得到。变栖克雷伯氏菌具有较强的

固氮作用，同时也具有一定的降解有机磷、分泌吲哚乙酸

（ＩＡＡ）和产铁载体的能力，是固氮菌肥开发的优良种质资
源［１１］。但近年来，实践证明单菌株制剂的固氮菌菌肥易失

活、保质期短，其生产施用受到了一定限制［１２］。因此，本试验

研究了变栖克雷伯氏菌与对无机磷有较强降解能力的胶质芽

孢杆菌的相互作用，以期能提高变栖克雷伯氏菌固氮菌肥的

总菌数，增加有效活菌数，延长有效期。试验结果表明，与２
种菌纯培养体系相比，混合培养时体系中全氮含量和固氮菌

数均有不同程度的增长，而溶磷量和解磷菌数有一定的下降；

当２种菌按１∶１比例接种时，混合培养的协同作用最好。试
验所制备的多菌株制剂符合行业相关标准，其有效活菌数、有

效期和对玉米盆栽的促生性能均优于单菌株制剂，具有更好

的应用前景。

固定菌和解磷菌是微生物菌肥中常添加的２种微生物菌

剂，研究表明，多菌株的混合培养有利于互相提供营养，消除

不利因素，发挥有益的代谢协同作用［１３］。本试验结果表明，

在固氮菌肥中添加解磷菌可以促进固氮菌生长，提高体系中

的全氮含量，有利于作物生长，证实了多菌株制剂的促生效果

确实优于单菌株制剂，多菌株复合菌肥的技术值得深入探讨

和推广应用［１４］。
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