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固氮芽孢杆菌 N3 的筛选鉴定及其对二月兰的促生效果
① 

魏志敏，孙  斌，方  成，代子雯，刘满强，焦加国，胡  锋，李辉信，徐  莉* 

(南京农业大学资源与环境科学学院，南京  210095) 

摘  要：从山东泰安农田土壤中筛选获得 1 株固氮能力强的菌株 N3，通过形态观察、生理生化特征以及 16S rDNA 基因序列分析，

确定为巨大芽孢杆菌属(Bacillus megaterium)，该菌株固氮酶活性达 C2H4 28.33 nmol/(h·ml)。温室条件下进行二月兰盆栽试验，设置

不接菌对照(CK)、接种巨大芽孢杆菌 N3、接种产吲哚乙酸(IAA)菌 CDL29 和复合接种菌株 N3+CDL29 四个处理，探讨了接种不同

植物促生菌对二月兰的促生效果。结果表明：接种植物促生菌均促进二月兰的生长，且单一接种固氮菌株 N3 的促生效果最好，其

显著提高二月兰地上部氮、磷和地下部氮、钾的含量，相比对照，增幅分别为 33.03%、55.56% 和 29.87%、51.11%，其他处理也

有提高二月兰养分含量的趋势，但并不显著；单一接种菌株 N3，土壤有机质、全氮和速效养分含量显著提高；接种植物促生菌均

提高土壤微生物生物量碳(MBC)和氮(MBN)的含量，单一接种固氮菌株 N3 提升效果最佳，接种产 IAA 菌株 CDL29 和复合接种次

之。此外，接种固氮菌株 N3 能够显著提升土壤固氮酶活性，接种菌株 CDL29 对土壤固氮酶活性没有显著影响。因此，单一接种

固氮菌株 N3 在促进二月兰生长、养分含量提高及土壤理化和生物学性质改良上都具有显著的效果。 
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Isolation and Characterization of Bacillus Nitrogen-Fixing Bacteria and Its Growth- 
Promotion on Orychophragmus violaceus 
WEI Zhimin, SUN Bin, FANG Cheng, DAI Ziwen, LIU Manqiang, JIAO Jiaguo, HU Feng, LI Huixin, XU Li* 
(College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

Abstract: A strain N3 with strong nitrogen fixation ability was selected from the farmland soil in Taian, Shandong Province and 

was identified as Bacillus megaterium based on the morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA 

gene sequences analysis. Its nitrogenase activity was up to C2H4 28.33 nmol/(h·ml). Four treatments were set to explore the 

inoculation effect of different plant growth-promoting bacterium on the growth of Orychophragmus violaceus, including single or 

double inoculation of strain N3 or IAA (indole-3-acetic acid)-producing stain Pantoea agglomerans CDL29, plant without any 

inoculation set as the control treatment (CK). The pot experiment of Orychophragmus violaceus was conducted under greenhouse 

conditions. The results showed that all plant growth-promoting bacteria promoted the growth of Orychophragmus violaceus, and 

the treatment with single inoculation of nitrogen-fixing strain N3 was the best. At the same time, nitrogen and phosphorus 

contents in the shoots of Orychophragmus violaceus, nitrogen and potassium contents in the roots of Orychophragmus violaceus 

were significantly increased by the single inoculation of nitrogen-fixing strain N3, which were increased by 33.03%, 55.56% and 

29.87%, 51.11% respectively compared with CK. Other treatments also promoted nutrient contents in Orychophragmus violaceus, 

but the trends were not statistic significant. The contents of soil organic matter, total nitrogen and available nutrients were 

significantly increased by single inoculation of nitrogen-fixing strain N3. The contents of soil microbial carbon(MBC) and 

microbial nitrogen(MBN) were increased by the inoculation of different plant probiotics, single inoculation of nitrogen-fixing 

strain N3 had the best effect, followed by the single inoculation of IAA-producing stain CDL29 and compound inoculation. In 

addition, inoculation of nitrogen-fixing strain N3 significantly increased soil nitrogenase activity, while inoculation of CDL29 had 
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no significant effect on soil nitrogenase activity. As a conclusion, the single inoculation of nitrogen-fixing strain N3 could 

significantly promote the growth, nutrient contents in Orychophragmus violaceus, and also improve the physicochemical and 

biological properties of the soil. 

Key words: Plant growth-promoting bacterium; Nitrogen fixation; IAA; Orychophragmus violaceus 
 

二月兰 (Orychophragmus violaceus)是十字花

科植物，具有观赏和绿化的价值，是北方地区不可

多得的早春观花、冬季观绿的地被植物。它还是一

种实用性冬绿肥[1]，盛花期含有丰富的氮、磷、钾

等矿质元素，翻压可以提高土壤有机碳含量，促进

土壤微生物的活性，有利于保持土壤肥力 [2-3]，还

能提高主作物的产量和品质[4]。绿肥生物量是发挥

其地面覆盖、土壤残留氮素截获、土壤固碳和养分

循环等农田生态服务功能的重要基础。研究表明施

用氮肥可以显著提高二月兰的鲜草产量、养分累积

量和籽粒产量 [5-6]。但现在大部分氮的施入是通过

施加化肥，对土壤、作物和环境都会带来一系列的

危害 [7]。有研究表明通过接种植物促生菌 (PGPB)

可以提高植株生物量[8-10]和养分含量[11]，并对土壤

有一定的改良作用[12]。植物促生菌是在一定条件下

有利于植物生长的自由生活在土壤、根际、根表、

叶际的细菌[13]。它们的促生机制包括固氮、解磷、

产生植物激素等 [14-15]。 

土壤供氮能力是绿肥作物生长的重要限制因子，

特别对于非豆科绿肥作物，其生长所需氮素主要来源

于土壤残留无机氮和土壤矿化氮，因此提高土壤氮水

平很重要。土壤中有一些固氮微生物可以通过生命活

动，将空气中游离态的氮素直接转变为含氮化合物，

除供自身生长发育外，部分以无机状态或简单的有机

氮化物分泌于体外，供植物吸收利用[16]。由于植物能

够调控土壤周围有益微生物的数量和活性[17]，植物根

际土壤中微生物具有更多功能多样性，因此，可从根

际土壤中分离和选育功能各异的有益微生物[18-19]，比

较不同功能微生物或者混合培养物对植物生长的促

进效应。 

目前植物促生菌接种绿肥作物的报道较少，不同

功能微生物的复合接种更少，而且除生物量外，绿肥

养分含量及对土壤性质的影响很少被关注。因此，本

文尝试从根际土壤中分离筛选高效固氮菌，结合实验

室保存的产吲哚乙酸(IAA)菌株，在温室盆栽条件下

研究单一和复合接种植物促生菌对绿肥作物——二

月兰的促生效果，以及对其养分含量和土壤性质改良

方面的影响，以为绿肥作物二月兰专用菌剂的生产和

应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1.1.1  土壤样品来源及前期处理    采自山东泰安

综合试验站(117°0′27″ E，35°59′55″ N)种植花生的 0 ~ 

20 cm 土样，土壤类型为棕壤褐土。挑除新鲜土样中

的根系、蚯蚓、小石块等，土壤经风干、粉碎、过 2 

mm 筛，备用。土壤有机质、NH+ 
4 -N、NO– 

3 -N、全氮

含量和 pH分别为 25.77 g/kg、1.84 mg/kg、5.84 mg/kg、

1.4 g/kg 和 7.19。 

1.1.2  培养基    LB 培养基：蛋白胨 10 g，酵母提

取物 5 g，氯化钠 10 g，pH 7.0 ~ 7.2。Ashby 无氮培

养基：葡萄糖 10 g，KH2PO4 0.2 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，

NaCl 0.2 g，CaCO3 5 g，CaSO4·2H2O 0.1 g，pH 6.8 ~ 

7.0。无机盐培养基：(NH4)2SO4 2 g，NaH2PO4 0.5 g，

K2HPO4 0.5 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，CaCl2·2H2O 0.1 g，

pH 7.0 ~ 7.2。各培养基配置时均用蒸馏水定容至

1 000 ml，121℃灭菌 20 min，固体培养基在此配方

基础上加 18 g 琼脂。 

1.1.3  供试菌株    为比较筛选菌株的固氮能力和

产 IAA 能力，选择本实验室已筛选获得的成团泛菌

CDL29[20](Pantoea agglomerans) 、 附 着 剑 菌 R[21] 

(Ensifer adhaerens)以及购自中国农业微生物菌种保

藏 管 理 中 心 的 固 氮 微 生 物 圆 褐 固 氮 菌 YH[22] 

(Azotobacter chroococcum，菌株编号为 ACCC10006)、

巴西固氮螺菌 B[23](Azospirillam brasilense，菌株编号

为 ACCC10104)进行对比。 

1.2  固氮菌的筛选及功能测定 

称取 10 g 土样，将其置于装有适量玻璃珠和 90 

ml 无菌水的 250 ml 三角瓶中，30℃、180 r/min 振荡

20 min，静置 10 min，得到土壤悬浮液。采用梯度稀

释法稀释至 10–6 后，吸取 0.1 ml 涂布在 Ashby 固体

培养基上，平板置于 30℃恒温箱中倒置培养 24 h 后，

将不同类型典型单个菌落挑出，经平板多次纯化后，

4℃保存在 Ashby 固体培养基斜面待用。 

固氮酶活性的测定：采用乙炔还原法[24]。将筛

选的固氮菌及对比菌株分别接入 LB 液体培养基中，

培养 24 h 后用离心法收集菌细胞；再用无氮液体培

养基重悬菌体，制成 108 CFU/ml 的固氮菌悬液，作
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为待接种菌液；接种制好的固氮菌悬液于装有 2 ml

无氮液体培养基的青霉素小瓶中，30℃培养 24 h；用

密封性好的注射器先从培养有菌的青霉素小瓶抽取

1 ml 空气，再注入 1 ml 乙炔，用胶布密封针眼；继

续培养 24 h，取 100 μl 气样在气相色谱仪上测定乙烯

峰值。 

采用 Agilent 7890A 气相色谱仪进行测定，其工

作条件设置为：前进样口温度 200℃，前检测器(FID)

温度 250℃，分离比 5∶1，载体流速 1 ml/min，氢气

流速 30 ml/min，空气流速 300 ml/min，尾吹气(氮气)

流速 26 ml/min；柱温为梯度升温：32 ℃保持 1 min，

32 ~ 70℃升温速度为 30 /min℃ ，70℃保持 5 min，70 

~ 160 ℃升温速度为 10 /min℃ ，160 ℃保持 15 min。

乙 炔 还 原 活 性 计 算 公 式 为 ： 乙 炔 还 原 活 性

ARA(C2H4，nmol/(h·ml))=(实际 C2H4 × 峰面积标注气

含量 × 青霉素瓶容积)/(标准气峰面积 × 进样量 × 

培养时间× 样品量)。 

产 IAA 功能测定：将分离纯化后的细菌及对比

菌株，接种于含有 L-色氨酸(100 mg/L)的 LB 液体培

养基中，180 r/min、30℃条件下摇床培养 1 d。吸取

2 ml 菌液于离心管，10 000 r/min 离心 10 min，取 1.5 

ml 上清液并加入等体积 Salkowski 比色液(50 ml 35% 

HClO4 + 1 ml 0.5 mol/L FeCl3)于 5 ml 离心管中，避光

静置 30 min，测定其 OD530 值。对照标准曲线计算单

位体积发酵液中 IAA 的含量。标准曲线的绘制采用

分析纯的 IAA 梯度稀释制备。 

1.3  N3 菌株的生理生化及 16S rDNA 序列分析 

1.3.1  形态及生理生化特征测定    接种固氮菌 N3

于 Ashby 固体培养基平板上，观察菌落、菌体形态[25]。

参考《常见细菌系统鉴定手册》和《微生物学实验》

测定相关生理生化特征[26]。 

1.3.2  16S rDNA 测序与系统学分析    常规方法

培养菌株，SDS-CTAB 法提取细菌基因组总 DNA，

作为扩增模板，采用 16S rDNA 通用引物 27f(5'- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 1492r(5'-TAC-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3')进行 16S rDNA 的

PCR 扩增，扩增片段长度为 1.5 kb。PCR 反应条件：

94℃预变性 5 min，进入热循环，94 ℃变性 30 s，52℃

退火 30 s，72℃延伸 10 min，共 30 个循环。DNA 测

序由南京思普金生物科技有限公司完成，再将所得序

列在 NCBI 进行比对，使用 MEGA 5.1 软件以 NJ 法

建立系统发育树。 

1.4  二月兰温室促生试验 

1.4.1  试验设计    将筛选出的固氮能力强的菌株

N3 和产 IAA 能力强的菌株 CDL29 分别接种于 LB 液

体培养基，30℃、180 r/min 摇床培养 24 h 后，在无

菌条件下将菌液倒入已灭菌的离心管中，8 000 r/min

离心 5 min，去掉上清液，再用无菌水重悬菌体，制

成菌悬液。 

取山东泰安种植花生的土壤 3 kg 装盆，每盆种

植 15 颗二月兰，二月兰种子首先用 3% 双氧水进行

表面消毒 20 min，再用无菌水冲洗。菌液接种量按

108 CFU/g 土接入，复合处理中两株菌比例为 1∶1，

对照为接种等量无菌水，每个处理设 4 个重复，控制

含水量至田间最大持水量的 80%。种植 4 个月后，每

盆采集长势一致的二月兰 3 株测定生物量、养分含量

和根系形态及活力指标，同时采集土壤样品，测定土

壤养分含量、微生物生物量碳和氮(MBC、MBN)含

量及固氮酶活性。 

1.4.2  指标测定    植株根系指标测定：根系扫描仪

(LA1600+scanner，Canada)扫描二月兰根系形态，获

取根系图像(Winrhizo2003b，Canada)进行相关根系指

标分析。二月兰根系活力测定采用 TTC 法。 

植株养分含量测定：H2SO4-H2O2 消煮法，植株

氮含量采用凯氏定氮法，磷含量采用钼蓝比色法，钾

含量采用火焰光度计法。 

土壤理化和生物学性质测定：pH 采用无 CO2 水

浸提 pH 计法(土水质量比 1∶2.5)测定；有机质含量

采用重铬酸钾容量法测定；全氮含量采用半微量开氏

法测定；全磷含量采用 HClO4-H2SO4 法测定；有效

磷含量采用 0.5 mol/L NaHCO3 法测定；速效钾含量

采用 NH4OAc 浸提，火焰光度计法测定；土壤 NH4
+-N、

NO– 
3 -N 采用 2 mol/L KCl 溶液浸提，流动分析仪

( SEAL Auto Analyzer3，德国) 测定；土壤 MBC、MBN

采用氯仿熏蒸-硫酸钾浸提法，K2CrO7 外加热法测定

MBC 含量，半微量凯氏定氮法测定 MBN 含量。 

土壤固氮酶活性测定；采用乙炔还原法，取盆栽

土样 15 g 于 100 ml 血清瓶中，加入 0.1 mol/L 葡萄糖

液 2 ml，摇匀，塞上异丁基胶塞，加铝盖密封。用注

射器从瓶中抽出 5 ml 空气再注入等体积乙炔气体，

密封针眼，28℃培养 2 d。培养结束后，取 500 μl 气

样在气相色谱仪上测定乙烯峰值(测定仪器和参数设

置与菌株固氮酶活性测定一致)。乙炔还原活性计算

公式为： 

乙炔还原活性 A R A ( C 2 H 4，μm o l / ( h · g ) ) = 

6

1 1

760 22.4 10

T x y z
K

T m t


    

  

式中： k 为乙烯峰高/乙炔峰高；T 为绝对温度；x
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为测定时的气温；y 为测定时的大气压；760 为标准

大气压(汞柱)；z 为注入乙炔的量(ml)；22.4 为 1 g 分

子气体在绝对温度和标准大气压下的体积；m 为测定

样品的干重(g)，t 为注入乙炔后的反应时间(h)。 

1.5  数据处理 

利用 Microsoft Excel 2007 软件处理数据，并运

用 SPSS 20.0 对数据进行单因素方差分析，对其显著

性差异(P<0.05)用 LSD 和 Duncan’s 检验法进行多重

比较。 

2  结果与分析 

2.1  固氮菌的筛选及功能测定 

本研究从供试土壤中分离得到 3 株具有固氮能

力的菌株，分别命名为 N1、N2、N3。对菌株固氮酶

活性和产 IAA 能力进行测定，结果如图 1 所示，菌株

N3固氮能力最强，固氮酶活性达C2H4 28.33 nmol/(h·ml)，

与其他菌株间差异达到显著水平。菌株成团泛菌

(CDL29)产 IAA 能力最强，培养 24 h 时 IAA 产生量

达 15.76 mg/L。 

 

(图中不同小写字母表示不同菌株固氮酶活性或产 IAA 

能力差异显著(P<0.05)) 

图 1  菌株的固氮酶活性和产 IAA 能力比较 
Fig. 1  Comparison of nitrogenase activities and IAA production 

capacities of different strains 

 

2.2  固氮菌 N3 的鉴定 

2.2.1  形态及生理生化特征测定    筛选出的固氮

菌株 N3，如图 2 所示，在无氮培养基上形成的菌落

较小，为白色隆起，边缘整齐，表面光滑湿润，不

透明，不规则杆状排列。该菌生理生化特性是：革

兰氏阳性，兼性好氧，化能异氧，接触酶阳性，VP

试验阴性，淀粉水解阳性，明胶水解阳性，硝酸盐

还原阴性。 

2.2.2  16S rDNA 序列分析及菌种初步鉴定    经

16S r DNA 序列分析和 NCBI 数据库在线比对，结果

显示，N3 与 Bacillus megaterium 的同源性达 100%，

序列登入号为 MK391574。用 MEGA 5.1 软件以 NJ

法建立系统发育树(图 3)，N3 与 Bacillus megaterium 

(MF187637.1)同源性最高，结合形态以及生理生化特征

鉴定菌株 N3 为巨大芽孢杆菌属(Bacillus megaterium)。 

 

图 2  菌株 N3 的菌落形态特征 
Fig. 2  Colony morphology of strain N3 

 

2.3  植物促生菌接种二月兰温室促生试验 

2.3.1  接种植物促生菌对二月兰生长的影响    由

表 1 可知，与 CK 相比，各接种植物促生菌处理二月

兰地上部和地下部鲜重、株高和茎粗都增加，表明接

种植物促生菌能促进二月兰的生长。接种菌株 N3 处

理二月兰地上部和地下部鲜重、株高和茎粗显著增加

且数值最大，说明接种固氮菌株 N3 处理对二月兰的

促生效果好于接种产 IAA 菌株 CDL29 处理和复合菌

株接种处理。 

二月兰接种植物促生菌后，根系生长发育指标：

根系总长、表面积、体积以及根尖数都有显著性提高，

特别是 N3 处理，接种固氮菌株 N3 后二月兰根系总

长、表面积、体积、根尖数较 CK 分别提高 1.27 倍、

1.28 倍、1.48 倍、1.11 倍(表 1)。 

此外，接种植物促生菌能显著提高二月兰根系活力，

其中以接种固氮菌株 N3 处理最高，达 0.16 mg/(g·h)，但

接种菌株 CDL29 处理和复合接种 N3+CDL29 处理间

没有显著差异(图 4)。 

由表 2 可知，与 CK 相比，各接种植物促生菌处

理二月兰植株地上和地下部氮、磷、钾养分含量有所

增加，表明接种植物促生菌对二月兰植株的养分含量

有一定的积累作用。单一接种固氮菌株 N3 处理能显

著提高二月兰地上部氮、磷和地下部氮、钾的含量，

相比 CK，增幅分别为 33.03%、55.56% 和 29.87%、

51.11%。单一接种产 IAA 菌株 CDL29 处理以及复合接

种处理也有促进二月兰养分含量的趋势，但并不显著。 
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(标尺代表每 100 个核苷酸中有 5 个核苷酸替代) 

图 3  基于菌株 N3 和相关菌株的 16S rDNA 序列采用邻接法建立的系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic established by neighbor-joining method, based on 16S rDNA sequences of N3 and related strains 

表 1  不同处理对二月兰生长发育的影响 
Table 1  Root growth and development of Orychophragmus violaceus under different treatments 

处理 地上部鲜重(g/株) 地下部鲜重(g/株) 株高(cm) 茎粗(mm) 根系总长(cm) 根表面积(cm2) 根体积(cm3) 根尖数(个) 

CK 2.35 ± 0.09 c 0.44 ± 0.13 c 10.87 ± 1.05 c 2.95 ± 0.20 c 63.40 ± 2.32 c 15.57 ± 0.17 c 0.42 ± 0.01 b 157.57 ± 6.66 d

N3 7.70 ± 0.87 a 1.01 ± 0.36 a 16.97 ± 1.80 a 5.62 ± 0.33 a 144.43 ± 8.46 a 35.51 ± 1.07 a 1.04 ± 0.21 a 333.33 ± 12.10 a

CDL29 2.73 ± 0.31 c 1.10 ± 0.20 a 14.33 ± 1.13 b 3.87 ± 0.56 b 101.99 ± 2.43 b 23.86 ± 1.03 b 0.50 ± 0.01 b 203.00 ± 10.82 c

N3+CDL29 5.18 ± 1.34 b 0.65 ± 0.13 b 14.03 ± 0.29 b 3.90 ± 0.58 b 105.61 ± 0.74 b 25.83 ± 0.50 b 0.53 ± 0.02 b 224.00 ± 3.00 b

注：同列不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05)，下同。 
 

 

(图中不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05 水平显著，下同) 

图 4  不同处理对二月兰根系活力的影响 
Fig. 4  Root activities of Orychophragmus violaceus under different 

treatments 

2.3.2  接种植物促生菌对二月兰盆栽土性质的影响    由

表3 可知，接种植物促生菌对土壤 pH 影响不大，但

能够提高土壤有机质、全氮、全磷和速效养分含量。

单一接种固氮菌株 N3 处理能显著提高土壤全氮、

NH+ 
4 -N 和 NO– 

3 -N 含量，较 CK 分别提高了 0.21 倍、

1.21 倍和 1.01 倍。 

接种植物促生菌均有效提高土壤 MBC 和 MBN

含量，单一接种固氮菌株 N3 处理提升效果最佳，土

壤 MBC 和 MBN 含量达 272.93 μg/g 和 91.55 μg/g(图

5)，复合菌株接种处理土壤 MBC 和 MBN 提升效果

不如单一接种处理。 

表 2  不同处理对二月兰植株养分含量的影响(g/kg) 
Table 2  Nutrient contents in Orychophragmus violaceus under different treatments 

地上部 地下部 处理 

N P K N P K 

CK 33.00 ± 6.80 b 4.50 ± 0.50 b 28.80 ± 2.10 a 38.50 ± 4.00 b 5.50 ± 1.20 a 13.50 ± 2.00 b 

N3 43.90 ± 2.10 a 7.00 ± 0.90 a 38.00 ± 6.80 a 50.00 ± 7.70 a 6.40 ± 1.10 a 20.4 ± 2.80 a 

CDL29 33.20 ± 0.40 b 4.80 ± 1.20 b 30.20 ± 9.40 a 40.70 ± 1.20 ab 5.70 ± 0.70 a 17.30 ± 1.40 a 

N3+CDL29 35.00 ± 2.60 ab 5.30 ± 1.30 b 32.50 ± 5.00 a 41.60 ± 6.00 ab 5.70 ± 0.20 a 17.30 ± 2.80 a 

表 3  接种植物促生菌对土壤理化性质的影响 
Table 3  Effects of inoculation with plant probiotics on soil physical and chemical properties 

处理 pH 有机质(g/kg) 全氮(g/kg) 全磷(g/kg) NH+ 
4 -N(mg/kg) NO– 

3 -N(mg/kg) 有效磷(mg/kg) 速效钾(mg/kg)

CK 7.7 ± 0.02 a 27.75 ± 2.61 b 1.53 ± 0.05 b 0.86 ± 0.03 b 2.01 ± 0.07 c 5.97 ± 0.44 c 38.52 ± 1.78 c 155.09 ± 9.01 b

N3 7.54 ± 0.04 a 34.11 ± 1.32 a 1.85 ± 0.06 a 0.90 ± 0.01 a 4.44 ± 0.28 a 11.98 ± 0.86 a 48.90 ± 1.23 a 188.20 ± 6.25 a

CDL29 7.66 ± 0.07 a 27.81 ± 0.86 b 1.59 ± 0.01 b 0.87 ± 0.02 ab 2.15 ± 0.04 bc 6.18 ± 0.52 c 43.23 ± 1.21 b 160.40 ± 5.14 b

N3+CDL29 7.64 ± 0.02 a 28.45 ± 0.35 b 1.60 ± 0.01 b 0.87 ± 0.01 ab 2.36 ± 0.10 b 7.25 ± 0.25 b 43.78 ± 1.78 b 162.50 ± 2.76 b
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图 5  不同处理对土壤 MBC 和 MBN 含量的影响 
Fig. 5  Soil MBC and MBN contents under different treatments 

 

由图 6 可知，与 CK 相比，单一接种产 IAA 菌

株 CDL29 处理并不影响土壤固氮酶活性，而单一接

种固氮菌株 N3 处理能够显著提高土壤固氮酶活性，

达 C2H4 44.97 nmol/(g·h)，与 CK 相比提升了 1.35 倍。 

 

图 6  不同处理对土壤固氮酶活性影响 
Fig. 6  Soil nitrogenase activities under different treatments 

 

3  讨论 

接种植物促生菌对二月兰有一定的促生作用，且

不同植物促生菌对二月兰的促生效果不同，接种固氮

菌株 N3 对二月兰的促生效果好于产 IAA 菌株

CDL29 和复合菌株接种处理，较不接菌处理二月兰

地上部鲜重、株高和植株地上部氮、磷、钾养分含量

分别显著提高了 227.66%、56.12%、33.03%、55.56% 

和 31.94%。这与本实验室徐文思等[27]筛选获得的产

IAA 菌株 JX15 和姜瑛等 [28]筛选的固氮解磷菌株

JX14 接种花生盆栽试验结果“产 IAA 菌和固氮菌对

花生具有很好的促生作用，能够显著促进花生生物量

和株高的增加，且两者对花生的促生效果不同”一致。

由于土壤供氮是绿肥作物生长的重要限制因子，特别

对于非豆科植物二月兰，接种固氮菌株对土壤固氮微

生物发挥重要的作用[29]。 

接种植物促生菌对二月兰根系生长发育有较好

的促生作用，根系总长、表面积、体积以及根尖数和

根系活力都显著增加，且二月兰植株地上和地下部

氮、磷、钾含量都有增加的趋势。李冰等[30]研究表

明，小麦幼苗接种植物根际促生菌后，对小麦根的

总长度、总表面积、根尖数有明显促生作用，且这

些指标与小麦根干重、株高和茎干重显著相关。郑

文波等[31]研究表明，接种产 IAA、解磷菌株 ZH5 能

提高花生根系的根长、根表面积、根体积和根尖数，

说明菌株 ZH5 对花生根系生长发育有较好的促进作

用，进而提高花生植株全磷养分含量。根的生长情况

和活力水平直接影响地上部的生长和营养状况及产

量水平。接种植物促生菌处理二月兰根系具有更多的

分支并且更长更粗，增加了对养分的接触面。此外，

根系活力的增加促进了二月兰对土壤中营养元素的

吸收，进而提高了其地上部鲜重、株高以及氮、磷、

钾养分含量。 

土壤微生物作为土壤生态系统的重要组成部分，

其量的变化是评价土壤肥力高低的重要依据[32]。土

壤固氮酶活性在一定程度上能够反映土壤固氮微生

物固氮酶作用能力及强弱。接种固氮菌株 N3，能提

高土壤脲酶活性，并且可以提高细菌总代谢活性[33]，

通过固氮作用，将空气中游离态的氮素直接转变为含

氮化合物[34]，能显著提高土壤全氮、NH+ 
4 -N 和 NO– 

3 -N

含量。王慧桥等[35]研究表明，不同自生固氮菌均能

提高玉米土壤有效氮含量，活化的养分更有利于二月

兰的生长和吸收利用。本试验表明，接种植物促生菌

对土壤 pH 影响不大，但能够提高土壤有机质、全磷、

有效磷和速效钾含量。接种植物促生菌均有效提高土

壤 MBC 和 MBN 的含量，接种固氮菌株 N3 处理提

升效果最佳，这与固氮菌株 N3 分离筛选于本试验所

用土壤，属于土著微生物，相比产 IAA 菌株 CDL29

具有更好的适应性，更有利于功能的发挥有关。复合

接种相比单一接种可能存在资源的竞争，从而提升效

果不如单一接种处理。接种固氮菌株 N3 后，土壤固

氮酶活性最高，这与固氮菌株 N3 有较强的固氮酶活

性直接相关，同时土著固氮菌株 N3 的强适应能力及

定殖能力也是原因之一。 

4  结论 

本试验筛选出了 1 株固氮能力较强的菌株 N3，

固氮酶活性达 C2H4 28.33 nmol/(h·ml)，通过细菌形态

和生理生化特征以及 16S rDNA 基因序列分析，鉴定

为巨大芽孢杆菌属(Bacillus megaterium)。将该菌接种

于二月兰能有效促进其生物量的增加、根系发育，提

高二月兰氮、磷、钾养分的积累，同时有效提高土壤
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速效养分、有机质、MBC 和 MBN 含量及固氮酶活

性。接种产 IAA 菌 CDL29 同样能够促进二月兰生长，

但在二月兰养分积累和土壤性质改良效果上不如接

种固氮菌 N3。复合接种两株菌效果低于单一菌株处

理，可见菌株之间的竞争可能会影响效果的发挥。 
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