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花生根瘤菌高效菌株的筛选

及固氮效应的研究
!"花生根瘤菌高效菌株的筛选及固氮效应的盆栽试验

吴海燕，孙淑荣，刘春光，张桂芝

#吉林省农业科学院土壤肥料研究所，吉林 公主岭 $%&$’’(

摘 要：以吉林省扶余县三井子镇沙壤土为供试土壤，通过对花生根瘤菌的采集、菌株

的分离、纯化和原寄主品种的回接等盆栽试验，筛选出适合吉林省不同花生品种的优良菌

株 #)&**、)&+&、)&,-(及其组合 #)&**.)&+&、)&**.)&,-(，并对其进行生理生化特性鉴定。结果
表明，)&** 为快生型根瘤菌，表现出相对较强的固氮酶活性，)&+&、)&,- 为慢生型根瘤菌，也
具有较强的固氮活性。修正了花生根瘤菌无快生型或快生型固氮活性低的传统说法。同时

这 % 种优良菌株中两种或两种以上组合接种效果更佳，是生产上推广应用的优选菌株，这
为引进优良菌种和组合接菌提供了理论依据。
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通过对花生根瘤菌的采集、菌株的分离和纯化以及对原寄主品种的回接等盆栽试

验，选择长势、瘤数、瘤重和固氮酶活性以及产量等表现优异的菌株为优良高效菌株，筛

选出菌种与寄主之间的最佳组合，达到人工接种增产的目的，从而为合理施用氮素化肥

又能充分利用固氮作用达到高产提供依据。

! 材料与方法
!+! 不同花生根瘤菌对花生生育性状影响的盆栽试验
供试地点：试验地点设在扶余县三井子镇，供试土壤为沙壤土。耕层混合土壤样品

的理化性状为：123"’、全氮 ’"$**4、碱解氮 $$’") 56 7 86、全磷 #9):+(’"’)34、速效磷
#9):+($)"$’ 56 7 86、全钾 $",’4和速效钾#;):($’’"%’ 56 7 86。
供试作物：花生#吕花 $ 号、小 * 粒红(。
供试菌株：’’,、9<9=、硅酸盐细菌、$*->%、)&**、)&,-、)&+&、)&3,、)-+)。
试验处理：$"0.阴性对照#不接种(；)"0.阳性对照 #’’,(；%"0.阳性对照 #$*->%(；*"0.

)&**；+"0.)&,-；&"0.)&+&；-"0.)&3,；3"0.)-+)；,"0.)&**.)&+&；$’"0.)&**.硅酸盐细
菌；$$"0.)&**.9<9=；$)"0.硅酸盐细菌；$%"0.9<9=；$*"0.?9;；$+"0.减 $’4?.9;；
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!"#$%阴性对照&不接种’；!(#$%阳性对照&))*’；!+#$%阳性对照&!,(-.’；!*#$%/",,；/)#$%
/"*(；/!#$%/"0"；//#$%/"+*；/.#$%/(0/；/,#$%/",,%/"*(；/0#$%/",,%硅酸盐细菌；/"#
$%/",,%1213；/(#$%硅酸盐细菌；/+#$%1213；/*#$%415；.)#$%减 !)64%15。
试验用两个花生品种 &7 为吕花 ! 号、$ 为小 , 粒红 ’，设 .) 个处理，, 次重复，共

!/) 个盆，随机排列放置。各个处理磷钾用量一致，处理 !0、.) 为减氮 !)6，其余处理氮
肥用量相同。

盆栽采用 /! 89:/, 89 的盆钵，( 月 !( 日播种，每盆播 . 粒&. 穴’，花生出第 . 片叶
后定苗，每盆留 ! 株。
播种 ") ; 后 &* 月 !( 日 ’进行收获，同时进行结瘤数、固氮酶活性、瘤干重和植株地

上部干重的测定。

!"# 优选菌株 #$%%、#$&$、#$’( 生理生化特性鉴定
采用一般细菌常用鉴定方法 <!，/=进行。

!") 花生生育期间根瘤菌固氮酶活性的测定和固氮量的估测
固氮酶活性的测定：在不同生育期挖取以根系为中心的 .) 89. 土柱 . 株，将带瘤根

系冲洗干净，立刻放入 ")) 9> 三角瓶中，置换入 !)6乙炔，/+?保温培养 !#0 @，用气相
色谱仪测定乙炔乙烯量。用纯乙烯标准曲线计算。

固氮量估测：结瘤花生的氮素来源为土壤、肥料和固定的氮，不结瘤花生的氮素来

源为土壤和肥料供应，因此用结瘤花生植株全氮减去不结瘤花生植株全氮可得花生根

瘤菌的固氮量。

! 结果与讨论
#"! 优选菌株对花生生育性状影响结果比较分析

* 月 !( 日收获供试的两种花生，其生育性状调查与测定结果列于表 ! 和表 .。

从表 ! 结果看出，用全国各地筛选的花生根瘤菌对我省主要花生品种进行接种，无
论结瘤数、瘤干重和固氮酶活性，还是地上部植株干重，都因菌种不同而不尽相同。在吕

花 ! 号花生品种上，表现最好的是 /",,%/"0" 组合，其次为接种 /",, 菌株。我们对植株

表 ! 不同菌株接种吕花 !号对其生育性状的影响

处 理
结瘤数 瘤干重 地上部植株 固氮酶活性较对照增加率&6’ 固氮酶活性

&个 A株’ &B A株’ 干重&B A株’ 阴性对照 ))* !,(-. &C9DE F/G, 9B鲜瘤 9HC’

! 阴性对照 !",#) )#!+ +#)0 .)#) )#/"
/ 阳性对照 ))* !)(#. )#!. "#/) )#/)
. 阳性对照 !,(-. !.+#+ )#// !)#). ,/#. +0#) )#.(
, /",, .,"#+ )#,. !.#00 !"!#0 /,)#) +.#+ )#"+
0 /"*( !+(#) )#!* +#". !!#0 ,0#) )#/*
" /"0" /0,#+ )#/+ (#.. /)#) )#/,
( /"+* *"#) )#!, "#"0 !0#) )#/.
+ /(0/ /")#+ )#/. !)#". 0.#+ !))#) +#! )#,)
* /",,%/"0" .//#+ )#.0 !0#.. /))#) /*)#) !!)#+ )#(+
!) /",,%硅酸盐细菌 /,0#0 )#/) !/#)+ +)#+ !.0#) /(#) )#,(
!! /",,%1213 /")#+ )#/0 !/#!) +,#" !,)#) /*#( )#,+
!/ 硅酸盐细菌 !*/#+ )#/0 (#+0 .#+ .0#) )#/(
!. 1213 !/"#0 )#!+ (#*. /0#) )#/0
!, 常规 415 !+(#0 )#/. +#0. !0#, 0)#) )#.)
!0 减 !)64%15 /!"#0 )#.! !/#(+ +,#" !,)#) /*#( )#,+

注：表中结瘤数、瘤干重、地上部植株干重为 , 次重复平均数&表 . 同’。
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地上部分植株干重进行了方差分析，其结果见表 !。表 ! 结果表明，处理间差异极显著，
重复间差异不显著。用 "#$ 法多重比较，!%&&、!%&&’!%(% 植株干重分别与阴性对照、阳
性对照)**+、,&-./0相比差异达极显著。说明，在吕花 , 号花生品种上以 !%&&’!%(% 组合
接菌表现较为突出。

对瘤干重与固氮酶活性进行相关分析，结果表明，瘤干重与固氮酶活性间具有一定

的相关性，瘤干重越重，固氮作用越强。而且结瘤数与固氮酶活性也有一定的关系，张宏

等人的研究也阐述了这一规律 1/，&2。

从表 / 可以看出，在小 & 粒红花生品种上，接种表现较好的处理为减氮 ,*3’磷钾
肥，说明在适当范围内少施氮肥，十分有利于花生的生长发育。罗文熹、于国华等人的研

究也阐述了这一结论，他们认为氮素化肥能抑制根瘤数目的增加和固氮酶活性的表达，

其抑制程度与氮肥用量呈正相关，抑制时间发生在生育前期 1(2。但氮素化肥的施用有利

于生殖生长的进行，对产量增加作用很明显 1%2。表现次好的为 !%&&’!%+-。我们对植株干
重进行了方差分析 4结果见表 &。结果表明 4处理间差异极显著，重复间差异不显著。用
"#$ 法进行多重比较，减氮 ,*3’磷钾肥和 !%&&’!%+- 处理的植株干重与其它处理差异
达极显著，说明对小 & 粒红花生品种来说，除减氮 ,*3处理以外，接种 !%&&’!%+- 的组
合效果比较良好。

表 ! 花生根瘤苗接种吕花 "号效果方差分析结果
#56789 $ : ;<6= >; : #? @9AB : #? ; CADE5
;A8D57 ,& &!-:+% /*:(% ,!:&,FF
C9G / !:-! *:+* *:/%
H7757 &! ,*/:&* !:&%
I5DAJ (+ (/&:*+

"#$)*:*(0K!:!/ "#$)*:*,0K!:++

表 # 不同菌株接种小 $粒红对其生育性状的影响

处 理
结瘤数 瘤干重 地上部植株 固氮酶活性较对照增加率)30 固氮酶活性

)个 L株0 )M L株0 干重)M L株0 阴性对照 **+ ,&-./ )B=5J N!O& =M鲜瘤 =EB0
,% 阴性对照 ,+P:P *:,% P:+( *:!P
,- 阳性对照 **+ ,&(:P *:,- %:!* *:!-
,P 阳性对照 ,&-./ ,!*:/ *:,! (:+* *:!(
,+ !%&& !*-:/ *:,- -:,* -:, ,,:, !*:* *:/*
!* !%+- !!%:/ *:!- -:,* -:, ,,:, !*:* *:/*
!, !%(% ,((:/ *:!* -:*( *:!-
!! !%P+ ,/*:* *:,( %:(( /:% -:& ,%:* *:!+
!/ !-(! !*!:P *:,+ -:+P /(:- &*:- (!:* *:/P
!& !%&&’!%+- !/*:* *:!, +:,P &!:+ &P:! %*:* *:&*
!( !%&&’硅酸盐细菌 !&(:( *:!* &:(, *:,(
!% !%&&’QRQC ,P%:P *:,P %:%% /!:, /-:* &P:* *:/-
!- 硅酸盐细菌 ,&/:* *:,P (:(/ &:* *:!%
!P QRQC ,+/:/ *:!( -:-/ /:% -:& ,%:* *:!+
!+ 常规 SQT ,-P:P *:!( -:!/ *:!,
/* 减 ,*3S’QT !((:( *:/* ,,:!/ *:!,

表 $ 花生根瘤苗接种小 $粒红效果方差分析结果
#56789 $ : ;<6= >; : #? @9AB : #? ; CADE5
;A8D57 ,& ,&+:PP ,*:-* ,P:&,FF
C9G / *:!& *:*P *:,&
H7757 &! !&:&, *:(P
I5DAJ (+ ,-&:(&

"#$)*:*(0K,:*P "#$)*:*,0K!:++
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研究结果表明，不同花生根瘤菌对不同品种的花生生长发育影响不尽相同。对吕花

! 号来说，表现较好的是 "#$$%"#&# 组合。对小 $ 粒红来说，表现较好的为 "#$$%"#’( 组
合。而且从花生生育期观察，接种这两组根瘤菌，不但色深、叶茂和植株高大粗壮，而且

主根瘤多，瘤体大。同时发现在众多的处理中，减氮 !)*%磷钾对小 $ 粒红品种表现十分
突出，说明适当少施氮肥，有利于花生的生长发育。通过盆栽试验，从众多花生根瘤菌中

筛选出优良菌种 "#$$、"#&# 和 "#’(，特别是其中两种菌的组合效果更佳，这为以后进一
步深入到大田试验示范打下了良好的基础。

!"! 优选菌株 !#$$、!#%#、!#&’ 生理生化特性鉴定

采用一般细菌常用鉴定方法进行鉴定，结果见表 &。结果表明，"#$$、"#&# 和 "#’(
均为革兰氏阴性菌，不产生 +,酮基乳糖，不利用柠檬酸盐在肉汁蛋白胨中不生长。菌体
圆形或卵圆形，比大豆根瘤菌小。"#$$ 具有快生型根瘤的主要特征，并且具有较高的固
氮活性。而以往的研究认为，花生根瘤菌无快生型，或者说即使有快生型固氮活性也很

低。本项研究结果填补了这方面的空白。在 -./.- 反应中产酸，在石蕊牛乳中产酸，并形
成乳清带；耐 01 为 &.)2!).&，耐 ).+ 345 6 7 的 89:5；生长速率快，繁殖一代一般为 +2$
;，在含糖培养基上产酸。"#&#、"#’( 为慢生型根瘤菌，在石蕊牛乳中稍产碱不形成乳清
带；耐 )."2).+ 345 6 7 的 89:5，耐 01 为 &2!)；繁殖速率相对较慢，繁殖一代一般为 <2!)

表 % 优选花生根瘤菌主要生理生化特性鉴定结果

项 目
菌 种

"#’( "#&# "#$$

革兰氏染色 , , ,
+,酮基乳糖 , , ,
-. /. -反应 碱 碱 碱

菌体大小 !.+",".< = ).#,).’ !3 !.$)<,$." = ).(,).< !3 ".),".& = !.),!.!"’ !3
聚荡直径>?3@ )."& )."& ).")
肉汁蛋白胨 , , ,
耐盐性 )." 345 6 7 ).+ 345 6 7 )." 345 6 7
石蕊牛乳 稍碱 稍碱 酸>有乳清带@
柠檬酸利用 , , ,
抗链霉素 !) !A , , ,

!)) !A , , ,

续表 %

碳源种类
生长情况 01变化

"#’( "#&# "#$$ "#’( "#&# "#$$

琥珀酸 不生长 不生长 生长 , , 产酸

蔗糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

果糖 生长 生长 生长 中性偏碱 中性偏碱 产酸

甘油 生长 生长 生长 中性偏碱 中性偏碱 产酸

纤维二糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

木糖 生长 生长 生长 产酸 产酸 产酸

鼠李糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

半乳糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

麦芽糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

菊糖 生长 生长 生长 产碱 产碱 ,
糊精 生长 生长 生长 产碱 产碱 产酸

阿拉伯糖 生长 生长 生长 中性 中性 产酸

回接结瘤 % % %
耐 01 & 2 ’ & 2 !) & 2 !).&
代时 ( < $
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!；在含糖培养基上产碱。对碳源的利用，除 "#$$ 不利用菊糖，"#%#、"#&’ 不利用琥珀酸
外，对所试验的其它单糖、双糖及有机酸均能很好地利用，表明了它们有广泛的碳源利

用能力。

!"# 花生根瘤菌共生固氮增产机理初探
研究结果表明，花生生育期间根瘤的形成苗期较少，随着植株的不断生长(根瘤数目

和瘤重不断增加，一直到开花盛期达到最高峰。根瘤数目的增加主要是侧根上根瘤数目

的增加。因此侧根上的根瘤是很重要的，而且根瘤数是在开花盛期大量增加的。因此要

求接种的菌株必须在根际占优势 #) * 以上，不然不能形成大量的根瘤，也不能获得较
好的接种增产效果。

共生固氮活性的动态变化苗期较低，随着花生生长而逐渐增加，到开花盛期达到高

峰，然后开始下降。这一规律同结瘤特性是一致的，说明花生根瘤菌只有在寄主植物形

成有效根瘤后才能进行固氮，否则固氮作用很微弱。有关固氮机理研究报道比较少，罗

葆兴等曾经探索了不结瘤花生品系在实际生产中的利用问题，指出花生接种根瘤菌是

一项提高产量的经济有效的措施，但必须注意研究根瘤菌的专化性、有效性和竞争性，

真正发挥根瘤菌固氮的增效作用+’,。但影响固氮作用的因素不是单方面的，根瘤菌共生

固氮活性也不是绝对的，改善条件有可能提前固氮活性高峰，延长固氮活性的时期，从

而提高花生产量。有研究认为，影响花生根瘤菌固氮作用的因素有光合作用强度、土壤

水分和湿度、土壤酸碱度、土壤化合态氮以及其它矿质元素和微量元素等 +-,。他们认为有

利于光合作用的因素都利于固氮作用的进行，土壤含水量为田间持水量的 #)./-).、
01#2)/’2" 利于固氮作用等。详细的机理有待于进一步研究和探讨。

! 结 论
筛选出优良菌种 "#$$、"#%# 和 "#&’，并对其进行生理生化特性鉴定。结果表明，

"#$$ 为快生型根瘤菌，表现出相对较强的固氮酶活性，"#%#、"#&’ 为慢生型根瘤菌，修
正了花生根瘤菌无快生型或者快生型固氮酶活性低的传统观点。

不同花生根瘤菌对不同品种的花生生长发育影响不同。对吕花 3 号花生品种来说，
表现较好的是接种 "#$$4"#%# 组合，在每株结瘤数、瘤干重和地上部植株干重等各项生
育指标以及地上部植株全氮含量、共生固氮酶活性等生理指标方面，明显优于其它处

理。而对小 $ 粒红来说，表现较好的处理为 "#$$4"#&’ 组合。说明花生5花生根瘤菌之间
也存在“互接种族”现象，在生产上应用时要有充分的试验，不能盲目接种。

速效氮肥适量少施，有利于花生5花生根瘤菌的共生固氮作用，促进花生生长发育。
在众多处理中，减氮 3).4磷钾肥对小 $ 粒红花生品种表现较为突出。
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