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　　摘要：氮是植物生长过程中不可或缺的元素，目前人们主要采用化学方法生产氮肥，但是这种方法存在很多缺陷。
固氮菌（ｎｉｔｒｏｇｅｎ－ｆｉｘｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ）作为一种有机营养型细菌，由于其具有严格好氧的特点，每年都可以固定得到１亿 ｔ
以上的氮肥，在解决氮素来源问题上显示出了巨大的潜力。旨在以葡萄糖为唯一碳源，以江苏师范大学的校园土壤为

研究对象，在Ａｓｈｂｙ培养基上进行固氮菌的分离。结果表明，从江苏师范大学校园土壤中共分离得到２株固氮菌，分
别命名为菌株６１０、６１１；根据革兰氏染色和生理生化分析结果，菌株６１０、６１１均为革兰氏阴性菌，菌株６１０生长的最适
温度为 ３５℃，最适ｐＨ值为７，菌株６１１生长的最适温度为３０℃，最适ｐＨ值为８。２株菌株的１６ＳｒＤＮＡ测序结果显
示，菌株６１０与Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｉｃｕｓ（硝基酚类节杆菌）的相似度为９９．４９％，菌株６１１与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｕｌｖａ（黄褐
假单胞菌）的相似度为９８．９５％。试验结果为今后高效生产固氮菌生物肥料提供了参考。
　　关键词：固氮菌；分离；鉴定；硝基酚类节杆菌；黄褐假单胞菌
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）１６－０２９８－０４

收稿日期：２０１９－０８－０５
基金项目：江苏师范大学科研创 新计划 校立 项目 （编 号：

２０１９ＸＫＴ４０２）。
作者简介：陆依琳（１９９６—），女，江苏南通人，硕士研究生，主要从事
环境微生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１９８５３７６９４０＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：彭　学，博士，教授，主要从事环境微生物学研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｐｅｎｇｘｕｅｉｎｃｈｉｎａ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　植物在生长过程中对氮素的需求量极大，因为
氮是组成氨基酸的基本元素，而氨基酸则是构成蛋

白质的基本单位。氮气（Ｎ２）体积约占空气总体积
的８０％，且氮在空气中主要以游离状态存在，而生
物体只能吸收利用化合态氮，因此需要依靠某些微

生物体内的固氮酶来固定空气中游离的氮［１］。

１９７２年，巴西的 Ｄｏｂｅｒｅｉｎｅ在研究禾本科植物根际
时发现了具有固氮作用的固氮菌，它能利用体内的

固氮酶把空气中植物无法吸收的氮气转化成氨态氮，

并将其固定为植物可以直接利用的氮肥，该发现立即

吸引了众多科研工作者的目光，他们因此对固氮菌展

开了各方面的研究并获得了令人满意的成果［２］。

固氮菌主要有自生固氮菌、共生固氮菌和联合

固氮菌３种类型。目前，人们对固氮菌的研究主要
集中在固氮菌形态学、细胞学和生理生化特征等几

个方面，有些科学家则致力于研究适合固氮菌生长

的营养条件、生长方式等。固氮菌除了具有基本的

固氮功能外，还能产生维生素、生长素，进而促进农

作物的生长发育，改善农作物质量［３］。Ｋｕｍａｒ等通
过设计许多试验研究固氮菌对谷物的作用，结果表

明，固氮菌在多数情况下都能提高谷物的产量［４］。

固氮菌肥与化学肥料相比，具有安全环保的生态效

益，施用固氮菌肥可以节约大量原料，并在一定程

度上避免对环境造成污染［５］。不断加强土壤固氮

菌的筛选、改良、驯化等应用研究，对于减少化学肥

料的使用量、促进农业的绿色可持续发展、优化土

壤质量等具有重大意义。目前，通过基因工程技术

将固氮基因转移至植物体内从而使植物能够发挥

固氮作用已经成为一项世界性的热点课题。许多

国家的科学家都热衷于运用现代生物技术进行固

氮菌的固氮机制和转移微生物固氮能力等方面的

研究，并取得了不错的成果，展现出用固氮菌进行

生物固氮的良好前景［６］。

本试验以从江苏师范大学校园环境中分离纯

化得到的固氮菌为研究对象，探究其生理生化特

性，以期为后续生产高质量的固氮菌肥提供基本的

理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用材料为江苏师范大学校园内土壤。

１．２　试剂
ＫＨ２ＰＯ４（上海生工，纯度≥９９．０％），ＭｇＳＯ４·
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７Ｈ２Ｏ（上海生工，纯度≥９９．０％），ＮａＣｌ（上海生工，
纯度≥９９．５％），ＣａＳＯ４·２Ｈ２Ｏ（北京寰宇科创生物
科技发展有限公司，纯度≥９９．０％），ＣａＣＯ３（上海生
工，纯度≥９９．０％），葡萄糖（上海生工，纯度≥
９９５％），琼脂（上海生工），ＬＢ肉汤（上海生工），草
酸铵结晶紫（上海生工），番红（上海生工），无水乙

醇（上海生工，纯度≥９９．７％），碘液（上海生工），
９５％乙醇（用无水乙醇配制），细菌基因组抽提试剂
盒（宝日医生物技术有限公司），琼脂糖（宝日医生

物技术有限公司），５０×ＴＡＥ（自配），１×ＴＡＥ（自
配），ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（宝日医生物技术有限公司），ＤＮＡ
ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（宝日医生物技术有限公司），Ｇｏｌｄ
Ｖｉｅｗ（宝日医生物技术有限公司），１６ＳｒＤＮＡ扩增试
剂盒（宝日医生物技术有限公司）等。

１．３　菌株分离
以葡萄糖为唯一碳源，在 Ａｓｈｂｙ培养基［７］上分

离菌株。首先在液体培养基中进行富集培养，然后

经平板涂布、三区划线之后，获得固氮菌的单菌落。

将菌液与８０％甘油水溶液按１∶１体积比混合后保
存于 －８０℃ 冰箱中。
１．４　菌种的鉴定
１．４．１　革兰氏染色　对菌株进行革兰氏染色［８］，

并在显微镜下观察鉴定。若菌落呈紫色，则为革兰

氏阳性菌；若呈红色，则为革兰氏阴性菌。

１．４．２　１６ＳｒＤＮＡ测定　用试剂盒提取固氮菌的全
基因组ＤＮＡ，并以此为模板进行１６ＳｒＤＮＡ扩增［９］。

ＰＣＲ反应体系见表１，混匀后放入 ＰＣＲ仪中进
行扩增，ＰＣＲ程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变
性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０次循环；
７２℃保温１０ｍｉｎ。ＰＣＲ结束后，取２μＬ反应液与
２μＬＤＮＡ ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，并以 ３μＬＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ作为对照进行琼脂糖凝胶电泳，检测 ＰＣＲ扩
增是否成功。扩增成功后将ＰＣＲ反应液纯化，然后
送到至生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．５　最适温度的筛选
在３ｍＬＬＢ液体试管中过夜培养固氮菌，转移

１００μＬ菌液于１００ｍＬＬＢ液体培养基中，设３个锥
形瓶为１组平行，将各组同时放入转速为１８０ｒ／ｍｉｎ
的摇床中，并设置不同的温度梯度，５ｈ后测
定Ｄ６００ｎｍ

［１０］。

１．６　最适ｐＨ值的筛选
在３ｍＬＬＢ液体试管中过夜培养固氮菌，转移

１００μＬ菌液于１００ｍＬ具有不同ｐＨ值梯度的ＬＢ液

表１　ＰＣＲ反应体系

反应物
体积

（μＬ）

１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ ５

ｄＮＴＰｍｉｘ ５

ＭｇＣｌ２ ４

Ｐｒｉｍｅｒ（２７Ｆ） ３

Ｐｒｉｍｅｒ（１４９２Ｒ） ３

模板ＤＮＡ ２

ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．２

ｄｄＨ２Ｏ 加至５０μＬ

体培养基中，以３个锥形瓶为１组平行，将各组同时
放入 转 速 为 １８０ｒ／ｍｉｎ的 摇 床 中，５ｈ后 测
定Ｄ６００ｎｍ

［１１］。

１．７　生理生化反应
在３ｍＬＬＢ液体试管中过夜培养固氮菌。取１

套生理生化管，用砂条割开后，在每根生理生化管

中均滴入３滴菌液，置于转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇
床中，２４ｈ后观察各管反应前后的颜色变化。
１．８　数据分析

在最适温度和最适 ｐＨ值的筛选试验中，先对
每组３个平行样取平均值，再根据平均值用 Ｅｘｃｅｌ
作出柱形图。

２　结果与分析

２．１　２株菌株的形态特征
以江苏师范大学的校园土壤为样品，在以葡萄

糖为唯一碳源的Ａｓｈｂｙ培养基上培养并筛选得到２
株固氮菌，分别命名为菌株６１０、菌株６１１。其中菌
株６１０的菌落形态为圆形、无色透明、边缘整齐、表
面光滑、湿润凸起，而菌株６１１的菌落形态为卵圆
形、较小、呈乳白色、表面湿润、边缘较整齐、中间隆

起、含有菌丝。如图１、图２所示，经革兰氏染色并
在油镜下观察发现，菌株６１０为短棒状，菌株６１１为
圆球状，两者都呈“８”字形，且呈现红色，进一步证
明本研究分离的固氮菌属于革兰氏阴性菌，如图１、
图２所示。
２．２　菌株６１０、６１１的１６ＳｒＤＮＡ电泳结果

以提取得到的菌株 ６１０、６１１的全基因组 ＤＮＡ
为模板，以２７Ｆ、１４９２Ｒ为引物，对２株固氮菌的１６Ｓ
ｒＤＮＡ基因进行扩增。由图３可以看出，所得条带大
约在 １５００ｂｐ处，且单一明亮。
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２．３　菌株 ６１０、６１１的测序结果及系统进化树的
构建

将菌株６１０、６１１的１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ反应液纯化
后送至生工生物工程（上海）股份有限公司测序，获

得对应序列，再将测序结果提交到模式菌株数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／ｅｚｔａｘｏｎ／ｉｄｅｎｔｉｆｙ）中，检

索与所测菌株序列相近的已知菌株，并用 ＭＥＧＡ
７０软件绘制系统进化树。由图４可以看出，菌株
６１０与Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｉｃｕｓ（硝基酚类节杆菌）
的相似性最高，相似度为 ９９．４９％；菌株 ６１１与
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｕｌｖａ（黄褐假单胞菌）最为相似，相似
度为９８．９５％。

２．４　菌株６１０、６１１最适生长温度的筛选
温度对菌株生长的影响较大。由图５所示，当

温度为１５～３５℃时，随着温度的上升，菌株６１０的
Ｄ６００ｎｍ也不断升高，到３５℃时达到最大值；当温度超

过３５℃后，随着温度的继续升高，Ｄ６００ｎｍ反而开始下
降。因此可见，菌株６１０的最适生长温度是 ３５℃。
菌株６１１在３０℃时的Ｄ６００ｎｍ明显高于其他组，因而
菌株６１１的最适生长温度为３０℃。

—００３— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１６期



２．５　菌株６１０、６１１生长最适ｐＨ值的筛选
由图６可以看出，菌株６１０可以在ｐＨ值为３～

１１的条件下生长，且在ｐＨ值为７时生长得最好，因

此菌株６１０生长的最适 ｐＨ值为７；而菌株６１１在
ｐＨ值为 ８时的 Ｄ６００ｎｍ明显高于其他组，因此菌株
６１１生长的最适ｐＨ值为８。
２．６　菌株６１０、６１１的部分生理生化特征

用微量生化反应管对固氮菌菌株６１０、６１１的部
分生理生化特征进行分析，将培养好的菌液注入用

砂条割开的生理生化管中培养２４ｈ，观察其颜色变
化。由表２可以看出，菌株６１０仅能利用部分多糖
物质，如果糖、蔗糖、Ｄ－核糖等，同时能利用一些氨
基酸和有机酸，如赖氨酸、鸟氨酸、精氨酸、丙二酸

盐等。而菌株６１１能利用大部分多糖物质，如果糖、
蔗糖、麦芽糖、棉籽糖、山梨糖、鼠李糖等，同时能利

用赖氨酸、鸟氨酸、精氨酸等氨基酸；此外，菌株６１１
可以利用部分有机酸，如尿素、丙二酸盐等。

表２　菌株６１０、６１１的部分生理生化特征

底物
反应结果

菌株６１０ 菌株６１１

果糖 ＋ ＋

乳糖 － －

蔗糖 ＋ ＋

Ｄ－核糖 ＋ －

麦芽糖 － ＋

棉籽糖 － ＋

山梨糖 － ＋

鼠李糖 － ＋

甘露醇 － ＋

赖氨酸 ＋ ＋

鸟氨酸 ＋ ＋

精氨酸 ＋ ＋

尿素 － ＋

七叶苷 － －

硫化氢 － －

丙二酸盐 ＋ ＋

ＯＮＰＧ（２－硝基苯－β－Ｄ－半乳糖苷） － －

　　注：＋表示可降解，－表示不可降解。

３　讨论

关于从土壤中分离固氮菌的报道已经有很多。

本试验从江苏师范大学校园土壤中成功分离出２株
固氮菌，经鉴定，这２株菌均为革兰氏阴性菌，其中
菌株６１０生长的最适温度为３５℃，最适ｐＨ值为７；
菌株６１１生长的最适温度为３０℃，最适ｐＨ值为８。
对２株菌株的１６ＳｒＤＮＡ测序结果进行分析可知，菌
株 ６１０与 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｉｃｕｓ的相似度为
９９４９％，菌株６１１与Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｕｌｖａ的相似度为
９８．９５％。固氮菌的研究发展对农、林、牧、环境保护
及能源利用等有着十分重大的理论和实际意义，然

而目前科研人员进行的生物固氮研究主要集中在

共生固氮菌如根瘤菌上，关于其他类型固氮菌的基

础研究水平还需提高。

本试验对固氮菌进行了分离与鉴定，仅完成了

基础的筛菌试验，若要进一步研究固氮菌，还需对

其固氨酶的活性进行检测，确定有无固氮活性及其

活性大小［１２］。随着生物科学技术的发展，基因工程
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技术已被广泛应用，科研人员正在研究用基因工程

技术将固氮基因转移从而使植物提高固氮效率，同

时也在建构新的固氮微生物，开辟新的研究方向，发

展前景非常广阔［１３］。
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近２６年和田绿洲人口对 ＬＵＬＣ时空
变化分析及其生态响应

梁田田，张永福，夏　楠，赵　娟，伊木然江·阿卜来提
（新疆大学资源与环境科学学院／新疆大学绿洲生态教育部重点实验室，新疆乌鲁木齐８３００４６）

　　摘要：研究人口对于绿洲地区土地利用与覆盖（ＬＵＬＣ）变化的驱动作用对研究全球环境变化具有重要意义。对
１９９２年和２０１７年的人口数据及影像文件进行处理，采用相关性分析、支持向量机等方法研究人口对研究区 ＬＵＬＣ变
化的影响。结果表明：（１）２６年间，和田绿洲的人口明显增加。（２）和田绿洲 ＬＵＬＣ变化明显，建设用地扩张明显，沙
地面积增加，水体、未利用地、裸地面积均呈现减少趋势。（３）人口变化对和田绿洲ＬＵＬＣ变化的驱动作用包括直接驱
动和间接驱动２种。直接驱动表现为建设用地向南扩张的趋势。间接驱动表现为草地、沙地、水体面积等的变化。
（４）２６年间，和田绿洲生态服务价值降低，其生态环境有一定恶化的趋势，当地相关部门需加以治理。
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　　全球环境变化引起的一系列环境问题已然成
为人类面临的严重威胁。随着全球环境变化程度

的加剧和人类活动范围的扩大，土地利用与覆盖

（ｌａｎｄｕｓｅａｎｄｌａｎｄｃｏｖｅｒ，ＬＵＬＣ）在时间及空间尺度

上都发生了剧烈变化，这种变化会对地球表层的生

态系统产生直接影响，最终危及人类本身［１－２］。由

于ＬＵＬＣ变化快且变化程度剧烈，人们已经逐渐认
识到ＬＵＬＣ变化的重要性，并展开了一系列深入研
究。作为新疆典型绿洲区域，和田绿洲的资源十分

有限，而绿洲人口及经济压力却越来越大，使得资

源与需求之间产生了矛盾［３］。

国内外学者在不同时空尺度上对 ＬＵＬＣ的变化
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