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摘 要：本研究从水稻根际土壤中筛选高效固氮菌，通过乙炔还原法选出一株固氮能力较强的菌株 G3，其固氮酶活性为

1.875 µmol·ml-1·h-1。通过革兰氏染色和形态观察发现，G3为革兰氏阴性菌。对 G3的最适培养条件进行研究，结果表

明：G3生长的最适温度是 35℃；最适生长 pH是 7；1%的 NaCl为 G3的最佳生长浓度；当铵离子浓度达到 1 mmol/L时，能够

很好地生长。
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Isolation and Studies of Optimum Growth Condition of Nitrogen Fixation Bac⁃
teria in Rice
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Abstract：High efficiency nitrogen fixation bacteria were isolated from rice soil. The most effective strain G3 was se⁃
lected (1.875 µmol·ml-1·h-1) by acetylene reduction method. Based on the morphological characters, G3 strain was
gram negative bacteria. The optimal growth of G3 was studied. The experimental results showed that the optimal tem⁃
perature and pH were 35℃ and 7, respectively. The optimal concentration of NaCl was 1%, and optimal NH4

+ was 1
mmol/L.
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随着化学肥料的大量施用，土壤板结、土壤微

生物群落结构发生变化。化肥中所含的一些重金

属元素会对人体健康产生危害，从而引发食品安

全问题和环境污染问题 [1]。然而化肥的有效利用

率还不到 50%，导致大量化肥流失到江河湖泊中

造成水体污染 [2]。作为植物主要营养元素之一的

氮素，自然界中以分子态氮的形式存在，而植物

只能利用化合态氮，固氮微生物能够固定大气中

的氮素从而被植物利用。生物每年在温和条件下

的固氮量约有 1亿 t，大约是工业固氮量的两倍以

上。生物菌肥的出现可以减少化学肥料的用量，

避免环境污染，同时还可以提高农作物的产量和

质量 [3]。由于生物菌肥中含有多种非病原微生

物，因此在生长繁殖过程中能够抑制作物病原菌

的生长，从而提高作物的抗逆性 [4-5]。

我国是水稻的种植和食用大国，氮素对水稻
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的影响非常大，仅次于水 [6]，氮肥的费用约占总成

本的 4.5%[7]。因此，筛选一株适合黑龙江当地气

候和土壤环境的高效固氮菌，对提高我省水稻生

产能力，保护和改善生态环境，促进我省水稻产

业的可持续发展具有重要的经济和社会效益。本

研究从水稻根际分离具有固氮能力的高效菌株，

并进行培养条件的研究，为水稻接种固氮菌剂和

微生物菌肥的开发提供优良的菌株和技术支持。

1 材料与方法

1.1 土壤样品采集

土壤样品于 2017年 6月采自黑龙江省牡丹江

市宁安水稻田，采样深度在 0～20 cm，用灭菌塑

封袋装好带回实验室。

1.2 水稻根际固氮菌株的分离

称取土壤样品 10 g，装入 250 mL的锥形瓶中，

加入适量玻璃珠和 100 mL无菌水，静置浸泡 20
min后，在恒温摇床中 200 r/min振荡 30 min，形成

菌悬液母液，然后依次稀释，得到 10-1、10-2、10-3、
10-4、10-5、10-6、10-7稀释度的样品溶液。取各稀释

东北农业科学 2018，43（4）：53-56
Journal of Northeast Agricultural Sciences DOI: 10.16423/j.cnki.1003-8701.2018.04.013

葛江丽等：水稻根际固氮菌分离及最适培养条件研究



54 东 北 农 业 科 学 43卷

浓度的菌悬液 100µL涂布在阿须贝无氮固体平板

培养基上，37℃恒温生化培养箱培养 7 d。再从平

板培养基上挑取长出的单菌落，采用平板划线法

在阿须贝无氮固体培养基中进行纯化培养，将纯

化菌株接种到 LB斜面培养基上，于冰箱中 4℃保

存。

1.3 固氮酶活性测定

挑取纯化的固氮菌株接种到 LB液体培养基

中，于恒温摇床中 37℃ 200 r/min振荡培养 5 d。
取 5 mL菌悬液在血清瓶中 28℃培养 48 h，然后换

成胶塞封闭小瓶。用注射器从瓶中抽出 1 mL空
气，再向瓶中注入等量乙炔，28℃条件下反应 48
h。然后用微量进样器从反应瓶中抽取混合气体

0.2 mL，注入气相色谱仪中检测乙炔的生成量。根

据下列公式计算固氮酶活性：N（µmol·mL-1·h-1）=[样
品峰值×标准乙炔浓度（µmol·mL-1）×培养容器体

积（mL）]/[标准乙炔峰值 ×样品培养时间（h）×
24.9]。
1.4 菌落形态学鉴定

将筛选出来的固氮能力最强的菌株接种在阿

须贝无氮固体平板上培养，观察其菌落的形状、

大小、颜色、透明度、边缘特征等。然后用接种环

挑取单菌落进行革兰氏染色。

1.5 培养条件研究

将固氮菌接种到 LB液体培养基中，37℃ 200
r/min振荡培养 5 d。
1.5.1 温度对菌株生长的影响

将菌种接种到阿须贝无氮液体培养基中，分

别置于 20℃、25℃、30℃、35℃、40℃、45℃、48℃、

50℃、55℃、60℃，200 r/min振荡培养 5 d，然后紫外

分光光度计测定菌悬液的OD600吸光值。

1.5.2 pH 对菌株生长的影响

将菌种接种到 pH 4、5、6、7、8、9、10、11的阿

须贝无氮液体培养基中，37℃ 200 r/min振荡培养

5 d，然后紫外分光光度计测定菌悬液的 OD600吸
光值。

1.5.3 渗透压对菌株生长的影响

将菌种接种到 NaCl 浓度 0%、1%、2%、3%、
4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%、11%的阿须贝无

氮液体培养基中，37℃ 200 r/min振荡培养 5 d，然
后紫外分光光度计测定菌悬液的OD600吸光值。

1.5.4 铵离子浓度对菌株生长的影响

将菌种接种到 NH4Cl浓度 0 mmol/L、0.5 mmol/
L、1.0 mmol/L、1.5 mmol/L、2.0 mmol/L的阿须贝无

氮液体培养基中，37℃ 200 r/min振荡培养 5 d，然

后紫外分光光度计测定菌悬液的OD600吸光值。

2 结果与分析

2.1 水稻根际固氮菌的筛选

从水稻根际土壤中共分离得到 10株固氮菌，

通过测定固氮酶活性筛选出 1株固氮能力较强的

菌株，编号为 G3（表 1）。其培养液的固氮酶活性

为 1.875 µmol·mL-1·h-1。

2.2 菌株的形态鉴定

筛选得到的菌株在阿须贝无氮平板培养基上

菌落形态见图 1，白色，不透明，边缘光滑。菌体

为杆状，大小为（1～4）µm×（0.1～1）µm，为革兰

表1 筛选菌株的固氮酶活性

菌株

G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9
G10

固氮酶活性（µmol·mL-1·h-1）
0.639
0.585
1.875
0.732
0.426
0.834
0.347
0.095
0.173
0.479

 

图1 G3在阿须贝无氮平板培养基上菌落形态

 

图2 G3在显微镜下的形态
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氏阴性菌（图 2）。
2.3 菌株培养条件优化

2.3.1 不同温度对固氮菌生长的影响

由图 3可见，温度在 35℃时，生长量最高。在

20～35℃之间时，生长量不断增加；而当温度超过

35℃时，生长量开始下降，直到温度达到 60℃时，

菌株停止生长。说明 G3的生长温度范围较广，为

20～55℃；最适生长温度是 35℃。

2.3.2 不同 pH 对固氮菌生长的影响

从图 4可知，菌株可以生长的 pH范围较大。

在 PH为 4时，菌株开始生长；当 pH大于 9时，菌

株生长量较低。而当 pH是 7时，菌株的生长量最

大。所以，G3的最适生长 pH是 7，生长 pH范围是

4～9，表明G3对酸碱性环境的适应性很广。

2.3.3 不同渗透压对固氮菌生长的影响

从图 5中可以看出，NaCl浓度在 0%～1%时，

生长量随着 NaCl浓度的增加而增加，NaCl浓度到

1%时达到最大生长量，当浓度超过 1%时生长量

开始下降，大于 5%时生长量极低。因此，G3的生

长NaCl范围是 0%～5%。
2.3.4 不同铵离子浓度对固氮菌生长的影响

如图 6所示，铵离子浓度在 0～1 mmol/L范围

内时，G3的生长量呈上升趋势；当铵离子浓度超

过 1 mmol/L时，生长量开始下降。G3的极限铵离

子浓度是 0～1.5 mmol/L，最适生长铵离子浓度是

1 mmol/L。

3 结论与讨论

由于联合固氮菌的主要宿主是粮食作物（水

稻、玉米、小麦），所以研究联合固氮菌与植物之

间的相互关系就成为人们关注的热点 [8]。胡文哲

从野生稻分离获得 34株联合固氮菌，分别属于黄

杆菌属、克雷伯氏菌属、假单胞菌属、伯克霍尔德

菌属、固氮螺菌属 [9]。张洪彬从甘蔗茎秆和土壤

中分离筛选了 35株固氮菌，鉴定表明所有菌株归

属于节细菌属、芽孢杆菌属、克雷伯氏菌属、草螺

菌属、鞘氨醇单胞菌属、解鸟氨酸拉乌尔菌属、泛

菌属、劳尔特氏菌属、甘蔗肠杆菌属 9个属，其中

G1固氮酶活性最高，达 1 111.36 nmol/(mL·h) [10]。
吕翻洋从 6个玉米样品中共分离到 171株可在无

氮培养基上生长的耐热菌及内生菌 [11]。袁梅等从

8个湖南水稻植株样品中分离到 19株内生固氮

菌 [12]。谭泽文等以广西梧县药用野生稻为材料，

共分离得到 27株内生固氮菌 [13]。笔者也从黑龙
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图3 G3在不同温度下的生长情况

图4 G3在不同pH值下的生长情况

 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4 5 6 7 8 9 10 11 12

吸
光
值
（
O
D
6
0
0
）

pH

 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

吸
光

值
（
O
D
6
0
0
）

NaCl浓度（%）

图5 G3在不同NaCl浓度下的生长情况

 
-0.5

0

0.5

1

1.5

2

0 0.5 1 1.5 2 2.5

吸
光

值
（
O
D
6
0
0
）

NH4
+浓度（mmol·L-1）

图6 G3在不同铵离子浓度下的生长情况



56 东 北 农 业 科 学 43卷

江当地的水稻田中分离到 10株高效的固氮菌株，

利用乙炔还原法测定其还原酶最终筛选出 1株固

氮能力最强的菌株 G3（1.875 µmol·mL-1·h-1）。接

下来将对其进行扩大培养，并与其他根际促生菌

一起制成固氮微生物肥料，研究其对水稻等农作

物生长的影响。

笔者对 G3的培养条件进行研究，其生长温度

范围为 20～55℃，最适生长温度是 35℃；生长 pH
范围是 4～9，最适生长 pH是 7；生长 NaCl浓度范

围是 0%～5%，最佳生长 NaCl浓度是 1%；极限铵

离子浓度是 0～1.5 mmol/L，最适生长铵离子浓度

是 1 mmol/L。结果表明，固氮菌株 G3对环境因子

的适应性较广，对酸性和碱性的生长环境都有一

定的适应能力，当 NaCl浓度达到 1%的较高渗透

压环境下仍能旺盛地生长。铵能抑制固氮酶的活

性，因此固氮菌的耐铵能力是评价固氮菌性能的

一个重要指标。一般土壤中铵态氮的含量是 10
～15 mg/kg，而 G3在铵离子浓度达到 1 mmol/L（相

当于 18 mg/L）时能够旺盛生长。因此，G3在土壤

中可以很好地发挥固氮作用。总之，固氮菌 G3有
很好的应用前景，笔者还将在菌肥开发方面做进

一步的研究工作。
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