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花生根瘤菌高效菌株的筛选
及固氮效应的研究
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摘 要 ：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 ，已 经 筛 选 出 优 良 菌 株 及 菌 种 与 寄 主 之 间 的 最 佳 组 合 ，达 到 人 工 接 种 增 产 的 目 的 。为 验

证 优 良 菌 株 的 增 产 稳 定 性 ，我 们 连 续 进 行 了 盆 栽 试 验 与 田 间 试 验 。结 果 表 明 ，优 选 菌 株 具 有

一 定 的 稳 定 性 ， 盆 栽 试 验 与 田 间 试 验 具 有 增 产 一 致 性 。 而 且 $ 种 优 良 菌 株 中 两 种 或 两 种 以

上 组 合 接 种 效 果 更 佳 ，这 为 引 进 优 良 菌 种 、组 合 接 菌 提 供 了 理 论 依 据 。
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有关我省大豆种植老区土著大豆根瘤菌的生态学特性及接种效果， 我 们 已 经 进 行

了较为深入的研究，取得了一些研究成果。而花生现作为我国主要的油、粮两用作物，是

营养比较全面的植物性食品 ,#-，年产达 # &&& 多万 .。花生根瘤菌也如同大豆/大豆根瘤

菌共生体系一样，通过有效的共生固氮作用，可提供花生生育期中所需氮素的 # 0 * 左右
,*-。但这种共生固氮作用并不能完全保证发挥最大效果，往往是新种植花生的土壤中不

含有效的根瘤菌或者含量很少，土壤中无效的根瘤菌在花生根部结瘤，其固氮效率很

低。人工接种优良菌种可以保证形成大量有效根瘤，充分发挥共生固氮作用 ,$-。我国早在

1& 年代末就开始了花生根瘤菌的选育研究工作，国内多家单位在菌种的筛选、保藏条

件、菌剂生产工艺和田间应用条件等方面进行了大量的研究 ,1-。结果表明，花生根瘤菌有

着比大豆根瘤菌更强的抗旱能力，具有一定的发展潜力。

! 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

供试土壤：沙壤土，234!&、全氮 &!#115、碱 解 氮 ##&!* 67 0 87、全 磷 "9*:)’&!&*45、速

效磷"9*:)’#*!#& 67 0 87、全钾 #!;&5和速效钾"<*:’#&&!$& 67 0 87。

供试作物：花生"小四粒红’。
供试菌株：&&;、#1=/$、*%11、*%;=、*%)% 和硅酸盐细菌。

试验处理：试验设 #$ 个处理，1 次重复，共 )* 个盆，随机排列。#! 阴性对照>?&9<；
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!"阴性对照#$%&；’"阳性对照 (()#$%&；*" +*,-’#$%&；." !/**#减氮 !(0#%&；/" !/**#
$%&；," !/./#$%&；1" !/),#$%&；)" !/**#!/./#$%&；+(" !/**#硅 酸 盐 细 菌#$%&；++"
!/**#$(%&；+!" !/**#$%(&；+’" !/**#$%(&(。

以上各处理 $、%、& 用量水平一致，$(、%(、&( 指氮、磷、钾用量为零。

盆栽采用 !+ 234!* 23 的盆钵，. 月 !( 日播种，每盆播 ’ 粒5’ 穴6，花生出第 ’ 片叶

后定苗，每盆留 + 株。每一粒种子的接种量为 +(, 活细胞。

播种 )( 7 后进行收获，同时进行结瘤数、瘤 干 重 、株 高 和 植 株 地 上 部 干 重 及 植 株 全

氮的测定。

!"# 不同花生根瘤菌对花生生育性状及产量影响的田间试验

供试土壤：沙壤土5理化性状同上6。
供试作物：花生5小四粒红6。
供试菌株：(()、+*,-’、!/**、!/),、!/./ 和硅酸盐细菌。

试验处理：试验设 +’ 个处 理 ，* 次 重 复 ，随 机 区 组 排 列 ，小 区 面 积 !( 3!，共 .! 个 小

区 ，总 面 积 + (*( 3!。+" 阴 性 对 照#$(%&；!" 阴 性 对 照#$%&；’" 阳 性 对 照 (()#$%&；*"
+*,-’#$%&；." !/**#减 氮 !(0#%&；/" !/**#$%&；," !/./#$%&；1" !/),#$%&；)" !/**#
!/./#$%&；+(" !/**#硅酸盐细菌#$%&；++" !/**#$(%&；+!" !/**#$%(&；+’" !/**#$%(&(。

其中 $、%、& 用量水平一致，$(、%(、&( 指该用量为零。

. 月 +/ 日 播 种 ，菌 剂 拌 种 5每 小 区 +. 86，拌 种 前 加 入 极 少 量 的 钼 酸 铵 和 !0羧 甲 基

纤维素钠适量体积，花生为点播。

!"$ 优选菌株 #%&&、#%’%、#%() 生理生化特性鉴定

采用一般细菌常用鉴定方法 9.，/: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

固氮酶活性测定条件：气相色谱仪日立 +/’ 型，用氢焰检测器，+ 3 长不锈钢螺旋柱

! 根，内装 ;<=-.(! 型担体，载气是 $!，柱温 /(>，汽化室温度 )(>。气体流速为 $! .(
3? @ 3AB、C! ’( 3? @ 3AB；空 气 ’((D*(( 3? @ 3AB。 出 峰 时 间 ：乙 烯 为 *( E、乙 炔 为 .( E、纸

速为 +(4’( 33 @ 3AB。

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及产量影响的分析

不同花生根瘤菌对花生生育性状影响调查与测定结果列于表 +、’。

从表 + 盆栽试验结果看出，无论结瘤数、瘤干重，还是地上部植株干重、植株全氮产

量都因处理不同而不尽相同。结瘤数、地上部植株干重、植株全氮产量最高均为处理 +!
5不施磷肥，接种 !/**6，其次为处理 +’5不施磷钾 接种 !/**6。对地上部每株植株干重进

行方差分析，结果见表 !。结果表明，处理间差异极显著，重复间差异不显著。?F< 法进行

多 重 比 较 G表 现 最 好 为 的 处 理 +!5!/**#$&6，除 了 与 处 理 .5!/**6相 比 差 异 显 著 ，与 处 理

+’ 相 比 差 异 不 显 著 外 5!/**#$6，与 其 它 +( 个 处 理 相 比 ，植 株 干 重 都 达 到 了 差 异 极 显 著

水平。
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从表 ! 的田间试验结果看出，接种不同花生根瘤菌对花生生育性状 影 响 是 不 一 样

的，地上部植株干重、植株全氮产量以及固氮量最高的为处理 "!#$%&&’()。而且从中可

以看出，由于共生固氮作用固定的氮量占植株全氮量的比率都 在 "%*$+以 上 ，说 明 固 氮

效果是比较明显的。

花生成熟后，, 月 "- 日 进 行 收 获 ，每 一 小 区 单 打 单 收 测 产 ，同 时 每 一 处 理 随 机 取 样

". 株进行考种，结果见表 &。从表 & 中可以看出，花生接种花生根瘤菌对有效荚果数、百

粒重、种子含 ( 量以及花生产量都明显好于阴性对照与施肥不接菌对照。其中表现最好

表 ! 不同菌株接种花生对其生育性状的影响盆栽试验结果

处理
株高 结瘤数 瘤干重 地上部植株干重 地上部植株全氮 植株全氮产量 固氮量 固氮量占植株

#/0) #个 1 株) #2 1 株) #2 1 株) #(+) #2 1 株) #2 1 株) 全氮比率#+)

" $&*- %-*3 .*", $*3 .*.3" $ .*"$4 .
$ $%*3 &4*4 .*$. 3*4 .*.&" . .*$!- 4
! !.*" 44*3 .*$$ 3*4 .*.&" 3 .*$&. - .*..$ , "*$
& $!*4 &,*! .*!- 3*4 .*.&! . .*$&, & .*."" % &*-
3 $3*. %%*! .*$" 3*$ .*.&- % .*$&- 3 .*.., - !*,
% !"*4 3.*4 .*&$ 4*! .*.&" - .*!&% " .*".4 ! !"*!
- $-*3 "3-*4 .*&. 3*, .*.3! ! .*!"& & .*.-% % $&*&
4 $%*% ,%*! .*33 &*% .*.&! % .*$.. %
, $%*- $."*4 .*&3 3*$ .*.&% , .*$&! , .*..% " $*3
". $4*3 ".%*. .*!- %*" .*.3& " .*!!. . .*.,$ $ $-*,
"" $&*. "",*3 .*&% !*& .*.&" ! .*"&. &
"$ $-*! $&&*4 .*&- ""*! .*.!, " .*&&" 4 .*$.& . &%*$
"! !$*% $&"*3 .*&3 ,*- .*.!4 - .*!-3 & .*"!% - !%*-

注：表中结瘤数、瘤干重、地上部植株干重和地上部植株全氮为 ! 次重复平均数。

表 " 不同花生根瘤菌对花生植株干重影响方差分析结果

5678/9 :* ;<70 =;* 5> ?9@A* 5> ; B@CD6

;@/C68 "$ $-%*! $!*. 3*.EE
B9F ! .*% .*$ .*.
G8868 !% "&,*. &*"
H6C@I 3" &$%*.

J5:#.*.3)K$*,，J5:#.*.")K!*,

表 # 不同菌株接种花生对其生育性状的影响田间试验结果

处理
株高 结瘤数 瘤干重 地上部植株干重 地上部植株全氮 植株全氮产量 固氮量 固氮量占植株

#/0) #个 1 株) #2 1 株) #2 1 株) #(+) #2 1 株) #2 1 株) 全氮比率#+)

" !%*3 $$"*. .*$" "-*4 .*.33 . .*,-, .
$ !,*! $-$*. .*$" $!*, .*.&! $ "*.!$ 3
! !%*$ !"&*% .*$3 $3*$ .*.&4 , "*$!$ ! .*",, 4 "%*$
& !4*! !.&*. .*!, $3*- .*.3$ . "*!!! 4 .*!." ! $$*%
3 !"*, $4-*3 .*!. $&*! .*.3& % "*!$% 4 .*$,& ! $$*$
% &.*" !!%*& .*&- $%*, .*.&, 4 "*!!, % .*!.- " $$*,
- !-*. $44*. .*&% $3*, .*.3$ . "*!&% 4 .*!"& ! $!*!
4 !4*" !".*& .*3. $%*! .*.3" . "*!&" ! .*!.4 4 $!*.
, !,*3 !&$*. .*&- $&*! .*.33 - "*!3! 3 .*!$" . $!*-
". !4*$ !$$*. .*&& $,*4 .*.&4 " "*&!! ! .*&.. 4 $-*,
"" !&*. $-%*. .*&$ $3*. .*.3- % "*&&. . .*&.- 3 $4*!
"$ !%*3 $,.*. .*&% $%*- .*.&, - "*!$- . .*$,& 3 $$*$
"! !%*" !!"*, .*&, !"*- .*.&3 - "*&&% & .*&"! , $4*%

注：表中结瘤数、瘤干重、地上部植株干重和地上部植株全氮为 & 次重复平均数。
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的 是 处 理 !"#$%&&’()，固 氮 量 为 *+,,- " ./ 0 小 区 ，占 种 子 全 氮 量 的 *1+!2，其 次 表 现 较

好 的 为 处 理 %#$%&&’(34)和 处 理 !$#$%&&’(4)，固 氮 量 分 别 占 种 子 全 氮 量 的 ",+52和

&$+*2，体现了生物固氮的价值。同时也说明了钾素在花生产量因素中具有一定的增产

作用，这一结果与姜学玲 6-7的研究结果是一致的。也有人认为，花生的栽培，在施用 (、3、

4 的基础上，施用钼肥可增产 $128$!26,7，这可能是钼元素与固氮酶的组成有关。另外

也有关于花生根瘤菌与稀土混合施用增产的报道 657，这方面的研究有待于进一步深入。

对产量进行了方差分析#表 *)。结果表明，处理间差异极显 著 ，重 复 间 差 异 不 显 著 。

用 9:; 法 进 行 多 重 比 较 ，处 理 !"、处 理 !$ 和 处 理 % 较 阴 性 对 照 产 量 差 异 极 显 著 ，处 理

!"、处 理 % 较 施 肥 不 接 菌 产 量 差 异 极 显 著 ，较 115 产 量 差 异 显 著 ，较 !&-<" 产 量 差 异 不

显著。上述结果表明，不同花生根瘤菌对花生生育性状及产量的影响是不同的。但盆栽

试验和田间试验结果基本上是一致的。这就是说，无论从每株结瘤数、瘤干重、每株植株

干重、每株全氮产 量 ，还 是 有 效 荚 果 数 和 百 粒 重 等 产 量 指 标 来 看 ，接 种 $%&& 或 者 $%&&’
$%*% 菌株表现比较突出，是生产上推广应用的优选菌株。

!"! 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 %1 = 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

表 # 不同花生根瘤菌对花生产量的影响田间试验结果

处理
有效荚果数 百粒重 种子含氮量 产量 产量 增产率

#个 0 株) #/) #(2) #./ 0 $1 >$) #./ 0 ?>$) #2)

! -+1 $5+11 $+1"! - $+", ! !51+11
$ ,+$ "1+1% $+&"! - $+&! ! $1&+,1 !+$%
" !$+* "%+,% $+,-% & $+&* ! $!1+1* $+5*
& !%+1 &!+%$ "+!*! - $+*" ! $%&+5* %+"1
* 5+- "&+%- $+,1* 1 $+&$ ! $!1+1* !+%5
% -+, "5+*& "+*!& $ $+-" ! "*1+11 !&+-!
- !*+& "1+-* $+55, - $+&" ! $!*+11 $+!!
, !-+% &1+%% "+1-! $ $+%1 ! $5,+** 5+$*
5 !&+$ ",+!" "+%!& $ $+*, ! $51+11 ,+&!
!1 !$+1 &1+-, "+,1& $ $+%, ! ""5+5* !$+%!
!! !-+& &1+&$ "+1*1 " $+&- ! $"&+5* "+-,
!$ !%+1 &"+-1 "+5,, 1 $+-$ ! "%1+1* !&+"1
!" !,+% &*+%1 &+$*% & $+-% ! ",1+11 !*+5-

表 $ 不同花生根瘤菌对花生产量影响方差分析结果

:@ABCD ;+ EFA> GE+ :H IDJK+ :H E LJMN@

EJCM@B !$ 1+,5% 1+1-& $+%,&OO
LDP " 1+1$5 1+115 1+"*5
QBB@B "% !+11! 1+1$-
R@MJS *! !+5$-

9:;#1+1*)T1+$"5，9:;#1+1!)T1+"$1
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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 持 水 量 为 田 间 持 水 量 的 %#&’
(#&、)*%+#’,+- 利于固氮作用等。详细的机理有待于进一步研究和探讨。

!"# 优选菌株 !$%%、!$&$ 和 !$’( 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 -%0,
均为革兰氏阴性菌，不产生 12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。-%.. 具有快生型根瘤菌的主要特征，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 3+4+3 反应中产酸，在石蕊牛乳中产酸，并

表 $ 优选花生根瘤菌主要生理生化特性鉴定结果

项 目
菌 种

-%0, -%/% -%..
革兰氏染色 2 2 2
12酮基乳糖 2 2 2
3+ 4+ 3 反应 碱 碱 酸

菌体大小 "+1- ’ -+(5 "+.#( ’ .+-5 -+# ’ -+/5
#+% ’ #+0 !6 #+, ’ #+( !6 "+# ’ "+"-0 !6

聚荡直径7869 #+-/ #+-/ #+-#
肉汁蛋白胨 2 2 2
耐盐性 #+- 6:; < = #+1 6:; < = #+- 6:; < =
石蕊牛乳 稍碱 稍碱 酸7有乳清带9
柠檬酸利用 2 2 2
抗链霉素 "# !> 2 2 2

"## !> 2 2 2
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续表 $

碳源种类
生长情况 )* 变化

-%0, -%/% -%.. -%0, -%/% -%..
琥珀酸 不生长 不生长 生长 2 2 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 不长 产碱 产碱 2
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 )* / ’ 0 / ’ "# / ’ "#+/
代时 , ( .



形 成 乳 清 带 ；耐 !" 为 #$%&’#，耐 &’( )*+ , - 的 ./0+；生 长 速 率 快 ，繁 殖 一 代 一 般 为 ($1
2；在含糖培养基上产酸。34#4 和 3456 为慢生型根瘤菌，在石蕊牛乳中稍产碱，不形成乳

清带；耐 &’3$&’( )*+ , - 的 ./0+，耐 !" 为 #$%&；繁殖速率相对较慢，繁殖一代一般为 7$
%& 2；在含糖培养基上产碱。对碳源的利用，除 3411 不利用菊糖，34#4 和 3456 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。

! 结 论

筛 选 出 优 良 菌 种 3411、34#4 和 3456， 并 对 其 进 行 生 理 生 化 特 性 鉴 定 。 结 果 表 明 ，

3411 为快生型根瘤菌，表现出相对 较 强 的 固 氮 酶 活 性 ，34#4 和 3456 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。在第 8 报中报道的对吕花 %
号花生品种来说，表现较好的是接种 3411934#4 组合，在每株结瘤数、瘤干重、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 和 共 生 固 氮 酶 活 性 等 生 理 指 标 方 面 ，

明显优于其它处理。而对小四粒红来说，表现较好的处理为 341193456 组合。说明花生:
花生根瘤菌之间也存在“互接种族”现象，在生产上应用时要经过试验，不能盲目接种。

速效氮肥适量少施，有利于花生: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 %&;9磷钾肥对小四粒红花生品种表现较为突出。

优选菌株具有一定的稳定性，盆栽试验与田间试验具有增产一致性，而且 ( 种优 良

菌株中两种或两种以上组合接种效果更佳，这为引进优良菌种、组合接菌提供了理论

依据。
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