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+目的,揭示马铃薯根际土壤固氮解磷菌类群)分析其固氮酶活性和溶磷能力)为利用新造地作物根

际促生菌提供依据*+方法,以采自延安市安塞区新造地的马铃薯根际土壤为供试样品)采用
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基因分析马铃薯根际微生物类群组成)以乙炔还原方法测定

其固氮酶活性)以溶菌圈法和钼蓝比色法测定其溶磷能力*+结果,从延安新造地马铃薯根际土壤中分离并筛选到
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株固氮解磷菌均具有固氮和溶磷特性)其固氮酶活性在
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氮酶活性最高)且与其他菌株的固氮酶活性差异显著(
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*+结论,分离纯化得到的
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固氮解磷菌均具有一定的固氮解磷能力)可用于开发马铃薯功能菌肥*
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延安属黄河中游丘陵沟壑区)土壤母质疏松)植

被覆盖率低)由于长期的不合理开发利用)导致土质

退化%水土流失等问题&

&

'

*自退耕还林%还草措施实

施以来)该区域植被覆盖面积明显提高)然而)退耕

过度又导致退耕规模超过了人均耕地需求下限)出

现了人口与耕地不平衡的局面&

$

'

*为缓解这一矛

盾)延安政府大力开展治沟造地)但在使用机械化里

切外垫等方法使新造地面积增长的同时)又致使熟

土被压%土壤结构遭到破坏(并且研究发现)新造地

农田土壤氮和磷含量%土壤酶活性%微生物丰度等均

较低&

ID!

'

*

氮%磷作为植物生长必需的营养元素)对作物生

长具有重要作用)但一般农田土壤中氮%磷的有效供

应量很少)通常通过施肥来满足作物生长的需要*

然而研究表明)化肥施用量的增加会导致化肥利用

率降低(同时)化肥会污染空气%土壤及水体)破坏土

壤结构和微生物多样性)还会降低农产品品质等&

O

'

*

因此)利用土著微生物进行固氮解磷)不仅在为作物

提供营养物质的同时减少了化肥施用量)而且还可

以提高作物产量)改善作物品质)调节作物生长)改

良土壤环境等&

ED&%
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*

马铃薯是延安地区主要的粮食作物之一)能够

适应新造地土壤类型)随着种植面积的不断扩大)其

已成为该地区农业经济发展的重要推动力)在提升

粮食产量和增加农民收入方面起到积极作用&

&&

'

*

因此)本研究从新造地马铃薯根际土壤中分离固氮

解磷微生物)并从中筛选固氮解磷特性较好的有益

功能菌株)以期为延安新造地马铃薯微生物菌肥的

研制提供依据*
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力差*采用蛇型采样法)选
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)混匀后)采用四分
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固氮解磷菌的分离与纯化
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固氮解磷菌固氮解磷能力的测定
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固氮能力测定
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4

5-

表示样

品进样体积)

M]

(

.

51

表示标准乙烯峰面积)

?M

$

(

8

表示培养时间)

2

*

&=!=$

!

解磷能力测定
!

!

&

"将分离纯化得到的固氮

解磷菌接转到无机磷固体培养基上)

$#f

恒温培养

箱中培养
!A

)用游标卡尺测量菌落直径!

3

"和透明

圈直径!

!

")用
!

$

3

值表征其溶磷能力)值越大表

示溶磷能力越强&

&I

'

*!

$

"将供试菌株接种于已灭过

菌的装有
I%M]

无机磷液体培养基的三角瓶中)

I%

f

%

&O%+

$

M:,

振荡培养)分别于培养
&

)

I

)

O

)

"A

时

取样)将样液
!f

%

&%%%%+

$

M:,

离心
&%M:,

)取上

清液采用钼蓝比色法&

'

'测定有效磷含量*设不接种

菌株为空白对照!

Vc

"*

&=O

!

数据处理与分析

利用
@a?4.$%&%

软件进行数据整理和制图)采

用
>U>>&E=%

统计软件对数据进行方差分析和差异

显著性检验)采用
W@R6O=%

软件建立固氮解磷菌

&E>+F06

的系统发育树*

$

!

结果与分析

$=&

!

固氮解磷菌的分离及其形态学特征

通过土壤悬浮液富集培养并进行梯度稀释培养

纯化后)观察菌落形态的差异)从土样中共分离出具

有固氮活性的菌株
I"

株)将这
I"

株菌株分别接种

到无机磷培养基中培养)通过溶菌圈确定具有解磷

功能的菌株)进一步利用固氮解磷交叉试验最终筛

选得到
'

株菌株)其皆具有固氮解磷功能)且菌株生

长良好)各菌株的菌落形态及生长状况如表
&

和图

&

所示*

表
&

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的生长状况和菌落形态

X-S.4&

!

R+)312-,A?).),:-.M)+

L

2).)

C<

)/',:1+)

C

4,/:a:,

C
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L
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L

2-145).*S:.:Q:,

C

S-?14+:-

:5).-14A/+)M

L

)1-1)+2:Q)5

L

24+4

菌株

>1+-:,

菌落形态

V).),:-.M)+

L

2).)

C<

生长状况

R+)3125:1*-1:),

0I&

白色至透明)黏稠)边缘整齐)凸起
b2:141)1+-,5

L

-+4,1

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

L

+)1*S4+-,1 ^^^^

0II

白色)干燥)散点状)扁平
b2:14

)

A+

<

)

5?-114+4A

L

):,1

)

/.-1 ^^^^

0I!
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b2:14

)

A+

<

)

J

-

CC

4A4A

C

45

)

/.-1 ^^^

0!E

黄色)黏稠)边缘整齐)微凸起
i4..)3

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

4MS)55M4,1 ^^^^

UII
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)
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*.-+4A

C
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4MS)55M4,1 ^^^^

UI!

透明)黏稠)边缘整齐)凸起
X+-,5

L

-+4,1

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

L

+)1*S4+-,1 ^^^^

UO$

淡黄色)黏稠)边缘整齐)凸起
8-:,1

<

4..)3

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

L

+)1*S4+-,1 ^^^

GU&

白色)黏稠)边缘整齐)凸起
b2:14

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

L

+)1*S4+-,1 ^^^

GU#

乳白到透明)黏稠)边缘整齐)凸起
W:.K

<

1)1+-,5

L

-+4,1

)

;:5?)*5

)

+4

C

*.-+4A

C

45

)

L

+)1*S4+-,1 ^^^^

!!

注#/

^^^^

0代表长势旺盛!菌落浓%厚%密")/

^^^

0代表长势良好!满足菌落浓%厚%密中的两条"*

0)145

#/

^^^^

0

M4-,5

C

+)3:,

C

;:

C

)+)*5.

<

!

F4,54

)

12:?K-,A,*M4+)*5?).),

<

")/

^^^

0

M4-,5

C

+)3:,

C

34..

!

W441:,

C

124-S);413)
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图
&

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的菌落形态

8:
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=&

!

V).),:-.M)+

L

2).)

C<

)/',:1+)

C

4,/:a:,

C

-,A

L
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2-145).*S:.:Q:,

C

S-?14+:-:5).-14A/+)M

L

)1-1)+2:Q)5

L
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$=$

!

固氮解磷菌的
&E>+F06

序列同源性分析

将
'

株固氮解磷菌的
&E>+F06

基因测序后输

入
0VYH

数据库进行
Y]6>X

比对)结果!表
$

"显

示)

'

株菌分属于不同的菌属)其中与
0I&

基因相似

性最高的菌株为假单胞菌
D$+93#0#/)$)+"9

,

'/#$)

RY6UO

!

&%%\

")菌株
0II

与克雷伯氏菌
>(+@$'+(()

%

/+90#/')+ VTcUD&$&O

的 基 因 相 似 性 最 高

!

&%%\

")

0I!

与红球菌
H&#3#2#229$+"

6

5&"#

%

#('$

Z[D$

!

&%%\

"相似性最高)

0!E

与节杆菌
D)+/)"C

5&"#@)25+"/'5"#

,

9)

R

)2#('29$ Y8DT&'

相似性最高

!

&%%\

")

UII

与芽孢杆菌
F)2'((9$$)

-

+/$'$[_OE

的基因相似度最高!

&%%\

"(

UI!

与贪噬菌
4)"'#C

;#")M5

L

=OOI

相似度最高!

''\

")

UO$

与肠杆菌

>#$)U#/')2#S)/'' U!

菌株的基因相似度最高

!

''\

")

GU&

与副球菌
D)")2#229$5

L

=@08&

相似

度最高!

''\

")

GU#

与芽孢杆菌
F)2'((9$)"

6

)@&)5C

5)'8GTX$O

相似度最高!

''\

"*

采用邻接法构建
'

株固氮解磷菌及其最高相似

性菌株
&E>+F06

基因序列的系统进化发育树)结

果!图
$

"显示)

'

株固氮解磷菌与其
&E>+F06

基因

序列最高相似性菌株位于同一分支)说明它们具有

高度的同源性*

综上所述)本试验从延安新造地马铃薯根际土

壤分离得到
'

株具有固氮解磷功效的菌株)分别归

属于假单胞杆菌属!

D$+93#0#/)$

"%克雷伯氏菌属

!

>(+@$'+(()

"%红球菌属!

H&#3#2#229$

"%节杆菌属

!

D)+/)"5&"#@)25+"

"%芽孢杆菌属!

F)2'((9$

"%贪噬菌

属!

4)"'#;#")M

"%肠杆菌属!

>#$)U#/')

"和副球菌属

!

D)")2#229$

")其中菌株
UII

和
GU#

均属于芽孢杆

菌属*

表
$

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的鉴定结果

X-S.4$

!

HA4,1:/:?-1:),)/',:1+)

C

4,/:a:,

C

-,A

L

2)5

L

2-145).*S:.:Q:,

C

S-?14+:-:5).-14A/+)M

L

)1-1)+2:Q)5

L

24+4

菌株

>1+-:,

登录号

])

C

:,,*MS4+

菌株鉴定

>1+-:,:A4,1:/:?-1:),

菌株

>1+-:,

登录号

])

C

:,,*MS4+

菌株鉴定

>1+-:,:A4,1:/:?-1:),

0I& WZ"$O'&!

假单胞杆菌
D$+93#0#/)$ UI! WZ"I!"O!

贪噬菌
4)"'#;#")M

0II WZ"I!"O%

克雷伯氏菌
>(+@$'+(() UO$ WZ"I!"OO

肠杆菌
>#$)U#/')

0I! WZ"I!"O&

红球菌
H&#3#2#229$ GU& WZ"I!"OE

副球菌
D)")2#229$

0!E WZ"I!"O$

节杆菌
D)+/)"5&"#@)25+" GU# WZ"I!"O"

芽孢杆菌
F)2'((9$

UII WZ"I!"OI

芽孢杆菌
F)2'((9$
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图
$

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的
&E>+F06

系统发育树

8:

C
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!

U2

<
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C

4,41:?1+44451-S.:524AS-54A),&E>+F0654

P
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S-?14+:-:5).-14A/+)M
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)1-1)+2:Q)5

L

24+4

$=I

!

固氮解磷菌的固氮酶活性

图
I

显示)通过筛选得到的
'

株菌均具有固氮

功能)固氮酶活性为
&&=##

+

'O=%#,M).

$

2

)且各菌

株的固氮酶活性存在差异)其中菌株
0I!

的固氮酶

活性最高)达到
'O=%#,M).

$

2

)是菌株
0I&

的
#

倍(

0!E

的固氮酶活性次之)为
"O=O#,M).

$

2

)且菌株

0I!

和
0!E

的固氮酶活性与其他菌株差异显著(菌

株
0I&

与
GU#

的固氮酶活性相当)

0II

%

UII

%

UO$

和
GU&

之间的固氮能力均没有显著差异*

$=!

!

固氮解磷菌的溶磷特性

图
!

表明)

'

株菌在无机磷培养基中培养
!A

后)其
!

$

3

!透明圈直径$菌落直径"值为
&=&$

+

&=#"

)其中菌株
0!E

的
!

$

3

值最大)且与其他菌株

的溶磷能力差异显著(

0I!

与
GU#

的溶磷能力相

当)其余各菌株间的溶磷能力均无显著差异*这说

明
'

株固氮解磷菌均具有溶解不溶性磷的能力)且

菌株之间存在差异*

图柱上标不同小写字母表示差异显著!

D

#

%=%O

"*下同

F://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,A:?-145:

C

,:/:?-,1

A://4+4,?4

!

D

#

%=%O

"

=X245-M4S4.)3

图
I

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的固氮酶活性
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C
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!
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C
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)/',:1+)

C
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C

S-?14+:-:5).-14A/+)M

L
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L

24+4

/

!

$

3

0表示/透明圈直径$菌落直径0

/

!

$

3

0

M4-,5

/

1+-,5

L

-+4,1?:+?.4A:-M414+

$

?).),

<

A:-M414+

0

图
!

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的溶磷能力

8:

C

=!

!

U2)5

L

2-145).*S:.:Q:,

C

-S:.:1

<
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C
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C

S-?14+:-:5).-14A

/+)M

L

)1-1)+2:Q)5

L
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!!

采用钼蓝比色法&

'

'对
'

株菌的溶磷能力进行定

量测定)结果!图
O

"表明)

'

株菌
"A

内的溶磷量呈

持续上升趋势)其中菌株
0!E

的溶磷能力最好)

"A

的累积有效磷含量达到
O!='M

C

$

]

)与其他菌种差

异显著(菌株
0I!

与
GU#

的溶磷能力相当)累积有

效磷含量达到
!#M

C

$

]

(

0II

%

UII

和
GU&

的溶磷能

力基本一致)累积有效磷含量超过
I"M

C

$

]

(与其他

菌种相比)菌株
0I&

和
UI!

的溶磷能力较差*
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图
O

!

从马铃薯根际分离的
'

株固氮解磷菌的有效磷含量

8:

C

=O

!

U2)5

L

2)+*55).*S:.:Q-1:),?-

L

-?:1

<

)/',:1+)

C

4,/:a:,

C

-,A

L

2)5

L

2-14

5).*S:.:Q:,

C

S-?14+:-:5).-14A/+)M

L

)1-1)+2:Q)5

L

24+4

I

!

讨
!

论

已有研究发现)从小麦%玉米%马铃薯等作物根

际分离的固氮菌中)芽孢杆菌属%节杆菌属和假单胞

杆菌属为农作物和经济作物根际常见的功能

菌&

&OD&#

'

*牛艳芳等&

&'

'在白桦根际土壤中分离得到

固氮菌的不同类群)并通过解磷试验发现假单胞杆

菌属和节杆菌属的微生物具备解磷特性*李琼洁

等&

$%

'从玉米根际分离得到一株具有较高固氮活性

的菌株)该菌株还具有较好的泌铵能力)经鉴定)该

菌株属于肠杆菌属*张磊&

$&

'从马铃薯根际分离得

到固氮菌)经鉴定为节杆菌属%假单胞菌属等优势种

群)且具有良好的解磷功能*姜瑛等&

&$

'从灰潮土中

分离得到一株固氮菌)经固氮解磷试验发现)该菌株

具有较强的固氮解磷功能)且可以促进花生对营养

元素的吸收)经鉴定该菌株属于贪噬菌属*门惠芹

等&

$$

'从枸杞根际分离纯化得到固氮菌)且通过试验

验证接种该菌株可以促进植株的生长)鉴定发现该

菌株为红球菌属*本研究从延安新造地马铃薯根际

土壤中分离得到
'

株固氮解磷菌)经
&E>+F06

系

统发 育 分 析)初 步 鉴 定 其 属 于 假 单 胞 杆 菌 属

!

D$+93#0#/)$

"%克雷伯氏菌属!

>(+@$'+(()

"%红球菌

属!

H&#3#2#229$

"%节杆菌属!

D)+/)"5&"#@)25+"

"%芽

孢杆菌属!

F)2'((9$

"%贪噬菌属!

4)"'#;#")M

"%肠杆

菌属!

>#$)U#/')

"和副球菌属!

D)")2#229$

"*

固氮解磷菌在土壤中会直接或间接影响土壤肥

力和地上作物的生长)在丰富土壤微生物多样性的

同时)对土壤修复和作物生长起到积极的促进作用*

此外)固氮解磷菌固定的氮素除供自身生长发育外)

部分以无机状态或简单的有机氮化物分泌到体外(

同时)固氮解磷微生物通过分泌有机酸%质子和多糖

等溶解不溶性磷)以供植物吸收利用)从而减少化肥

的使用量)功能菌的这种特性使其在生产应用中具

有重要意义&

$I

'

*

在自然状态下)马铃薯根际也会存在固氮解磷

菌)但与庞大的根际微生物系统相比)固氮解磷菌的

种群数量相对较少)固氮量也很小(同时)新造地土

壤微生物数量少)生物活性低)土壤肥力和土壤结构

稳定性较差)对这类土壤进行修复的最佳方式就是

施用菌剂)输入活性微生物*研究表明)将高效功能

菌剂应用于生荒地后)土壤生物活性得以显著改善)

对于修复生荒地土壤生态具有重要意义&

$!D$E

'

*本研

究中分离筛选的固氮解磷微生物)种类丰富)打破了

传统菌肥菌种单一的现状)

'

株菌种除具有固氮活

性外)还具有溶磷功能)对于开发专用固氮解磷菌肥

具有重大意义*通过此种方式筛选出的菌种)与特

定作物根系互作性好)对当地土壤环境的适应性也

更强)将分离出的固氮解磷微生物以回接的方式施

于土壤中)可以达到增产和改善土壤环境的效果*

!

!

结
!

论

本研究从延安新造地马铃薯根际土壤中分离纯

化得到
'

株固氮解磷菌)均具有固氮和解磷功能)其

中固氮能力最好的菌株为
0I!

)固氮酶活性为
'O=%#

,M).

$

2

(解磷能力最好的菌株为
0!E

)

"A

累计溶磷

量达到
O!='M
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$
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