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摘要：【目的】以结瘤豆科植物紫花苜蓿根际土壤为研究材料，筛选具有 P22脱氨酶活力的氢氧化细菌，探索
氢氧化细菌植物促生作用机制。【方法】利用持续通 Q+ 的气体循环培养体系、矿质盐固体培养基，分离、培

养氢氧化细菌，观察菌株形态并测定生理生化特征；01. (R/P序列分析法构建系统发育树；采用薄层层析法
筛选 P22脱氨酶阳性菌株，茚三酮显色法测定 P22脱氨酶活力。【结果】分离的 #G株细菌中有 A株菌氧化
氢和自养生长能力较强，初步确定为氢氧化细菌，从中筛选出 0 株 P22 脱氨酶阳性菌株 S&4BG。菌株
S&4BG的形态特征、生理生化特征与恶臭假单胞菌（./012(3(-$/ 41#&2$）的特征基本一致；01. (R/P 序列
（TE:U’:V登录号为 JWA,GG!!）在系统发育树中与恶臭假单胞菌同属一个类群，序列同源性 ""X。鉴定菌株
S&4BG为恶臭假单胞菌，其 P22脱氨酶活力为 ,O1G0 W3!L。【结论】采用气体循环培养体系分离氢氧化细
菌，克服了传统配气法的局限。P22脱氨酶阳性菌株的筛选，为深入研究氢氧化细菌作为植物根际促生菌
的菌株特性和促生机制提供理论依据。
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豆科作物的轮作、间作效益多被认为是来自豆

科作物根部的残留氮的作用，而新近的研究表明氮

肥并不能完全取代豆科作物的轮作效果，大约 G$X
的增产效应还不能用已有的理论来解释［0］。董忠民

等［+ % $］通过对豆科植物根瘤固氮过程中放氢作用的

研究和根际微生物的分析，提出了不含吸氢酶

（S>5*895 W65’VE QYN(8LE:’<E，QWZ%）的根瘤菌在固氮

过程中释放的 Q+ 能够促进根际氢氧化细菌的生长

并进一步促进植物生长的理论，即“氢肥理论”［#］。

氢氧化细菌属于植物根际促生菌（Z;’:5 T(8K5*B
Z(8?85>:L [*>\8]’)5E(>’，ZTZ[），对农作物的增产具有

重要作用，其研究价值已引起国际研究者的重视［1］。

植物中 0B氨基环丙烷B0B羧酸（0B’?>:8)Y);86(86’:EB0B
)’(]8IY;>) ’)>N，P22）是乙烯合成的前体物质，许多
ZTZ[可诱导产生 P22脱氨酶，分解 P22为丁酮酸
和氨［G］，P22 水平的降低导致了植物中乙烯含量的
减少，从而促进幼苗的生长［A］。

但是，豆科植物根际土壤中氢氧化细菌不易分

离，种群特征和系统发育研究尚不完善，相关报道较

少［A］。本研究采用气体循环培养体系［"］从结瘤紫花

苜蓿（%02&"$+( /$#&5$）根际土壤分离出氢氧化细菌。
本文报道了该菌株的分离、鉴定和 P22脱氨酶的酶



活力，为进一步探讨氢氧化细菌的分类地位，种群特

征及植物促生机制提供重要理论依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 土样：按常规方法采集于陕西乾县新阳乡生
长旺盛的 !"#$结瘤紫花苜蓿［%&］根际土壤。

!"!"# 主要试剂和仪器：’((购自上海瀚鸿化工科
技有限公司；茚三酮购自上海科丰化学试剂有限公

司；)!*+,-%%-. 型双层全温度恒温摇床购自上海
智城分析仪器制造有限公司；!/012 (3 --4型高速
冷冻离心机购自日本 !56’(!5公司；7-% 分光光度
计购自上海第三分析仪器厂；89:,-&&&9;型电子显
微镜购自日本 89<=公司。
!"!"$ 培养基：:>’ 培养基参照文献［?］配制。
:>’改良培养基 ’((含量为 &@A BC=。
!"# 菌株分离及筛选
!"#"! 氢氧化细菌的富集、分离、纯化：气体循环培
养体系［?］通过电解水的方式产生 !-，形成流速为

-D& 0=C0/E，含 !- 量为 F@%G H %&$ F I -@F- H %&$ J

0KLC=的混合气体，富集土壤中的氢氧化细菌。富集
培养 %个月后，将土壤稀释液涂布于 :>’培养基，
通入与富集土壤时相同的混合气体分离纯化氢氧化

细菌。

!"#"# 氧化氢能力的测定：向已纯化的氢氧化细菌
斜面试管通入 !- 浓度为 -@F- H %&$ J 0KLC=的混合

气体，气相色谱仪［?］检测密闭条件下培养 JM后的吸
氢值，即 !- 浓度减少量，以此判断该菌株是否具有

氧化氢能力以及氧化氢能力的大小。

!"#"$ ’((脱氨酶阳性菌株筛选：取一环氢氧化细
菌，接种到 :>’改良培养基中，并同时接种到不含
’(( 的 :>’ 改良培养基中作为对照组。以无菌
’((液体培养基和无菌不含 ’((的液体培养基为
空白对照，%-& NC0/E，J& O培养 7 M。%FFJ& H B，F O
离心 J& P，取上清液在硅胶板上点样。展开剂：正丁
醇,乙酸,蒸馏水（QCQCQ）R 7ASA S%&；显色剂：&@AT的
茚三酮溶液；展层时间：-@A U；显色温度：%&& O；显
色时间：-& 0/E。
!"$ 菌种鉴定
!"$"! 菌体形态观察及生理生化实验：选取 ’((
脱氨酶阳性菌株 *:V,7，参照文献［%%,%-］方法观察
菌体形态并测定生理生化特征。

!"$"# %G> NWX’ 序列测定：菌株 *:V,7 的 %G>

NWX’扩增及序列测定由大连 61Y131公司完成。
!"$"$ 系统发育树的构建：将菌株 *:V,7 的 %G>
NWX’序列通过 X(.5网站录入，与已知的序列对比
并分析同源性。利用 WX’>6’3（:ZB’L/BE）将序列进
行对位排列，并手工适当校正。:94’J@%分子进化
遗传分析软件分析碱基组成、4(含量，并以 Y/0[N1,
-参数计算遗传距离，采用 X\邻近法构建系统进化
树。

!"% &’’脱氨酶的酶活力测定
!"%"! 标准曲线的绘制：参照文献［%J］的方法绘制
标准曲线。

!"%"# 酶活力测定：将菌株 *:V,7 接到含 &@A BC
=’((的 :>’改良培养基，%-& NC0/E，J& O培养 -F U。
培养液 %FFJ& H B，F O离心 J& P，取上清液，煮沸 A 0/E
灭活酶。茚三酮比色法［%J］（同 %@F@%）测定 ’((脱氨
酶活力。本实验 ’(( 脱氨酶的单位酶活定义为
J& O，]!7@-时，每分钟消耗 %!B ’((的活力。

# 结果

#"! 氢氧化细菌的富集、分离和纯化
按上述方法，在 :>’固体培养基上培养 7 M后

获得单菌落，对单菌落进一步纯化，从富集的土壤中

共分离纯化出 J7株细菌。
#"# 具有氧化 (# 能力菌株的筛选

检测菌株的氧化 !- 能力（表 %），有 D株菌的吸
氢值大于 -@FF H %&$ F 0KLC=，占测定菌株总数的
-A@?JT，初步确定为氢氧化细菌；其中菌株 *:V,7
和 ^:4,A的吸氢值大于 %-@-D H %&$ F 0KLC=，有较强
的氧化氢能力［?］，而菌株 *:V,7 的氧化氢能力最
强，达 %?@?& H %&$ F 0KLC=。

表 ! 菌株氧化 (# 能力测定结果
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#：G@&G H %& $ F 0KLC= I D@?J H %& $ F 0KLC=；$：%-@-D H %& $ F 0KLC= I
%J@DJ H %& $ F 0KLC=；"：!%D@A? H %& $ F 0KLC=d
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!"# $%%脱氨酶阳性菌株筛选
由 !株氢氧化细菌薄层层析结果（图 "）可见，

菌株 #$%&’的上清液没有检测到 ())这种非蛋白
氨基酸的存在，而其它菌株培养后的上清液均有

())显色反应，表明只有菌株 #$%&’ 能产生 ())
脱氨酶并能分解利用 ())，其它菌株不能产生 ())
脱氨酶，故筛选出菌株 #$%&’进行鉴定。

图 & ’株氢氧化细菌的薄层层析结果
*+,-" ./0 1/+2 34506 7/689418,64:/5 60;<31; 8= ! ;164+2; 4=106 ,68>+2, ’?- "@ A142?46? ;49:30；B@ #$%&’；C@ #$%&’ >+1/8<1 ())；D@ *$E&C；F@ *$E&

C >+1/8<1 ())；G@ *$E&F；’@ *$E&F >+1/8<1 ())；!@ #$%&!；H@ #$%&! >+1/8<1 ())；"I@ JK&#$%；""@ JK&#$% >+1/8<1 ())；"B@ #$E&!；"C@

#$E&! >+1/8<1 ())；"D@ *$%&C；"F@ *$%&C >+1/8<1 ())；"G@ #$E&’；"’@ #$E&’ >+1/8<1 ())；"!@L342M-

!"( 菌株)*+,-的鉴定
!"("& 形态和生理生化特征：菌株 #$%&’ 为短杆
状（图 B），大小约 I@FBF!9 N I@’G!9 O I@!D!9 N
"@!I!9，一端丛生鞭毛，革兰氏染色阴性。在 $A(
半固体培养基上 CI P培养 ’ ? 可形成 "@F 99 菌
落，呈圆形、边缘不整齐，白色，表面光滑。生理生化

特征见表 B。

图 ! 菌株)*+,-透射电镜下的形态（!.... /）
*+,- B $86:/838,+743 7/4647106 8= ;164+2 #$%&’ <2?06 1642;9+;;+82

03071682 9+768;78:0（BIIII O）-

表 ! 菌株)*+,-生理生化特征
.4Q30 B R/5;+838,+743 7/4647106+;1+7; 8= ;16!! 4+2 #$%&’

)/4647106+;1+7; S0;<31; )/4647106+;1+7; S0!! ;<31;

!!TU+?4;0 V E0341+2 3+W<0=471+82 X

!
!!!

)41434;0 V Y+16410 60?<71+82 V
TU+?41+Z0 =06902141+82 8=
,3<78;0 X .65:18:/42 ?049+24;0

10;1!!

V

!![-R 10;1 X \2?830 :68?<71+82 X

!!$-S 10;1 X ]604;0 10;1 X
^5?6835;+; 8= ;1467/ V B̂A ,020641+82 10;1+2,!! X

!!)033<38;0 ?0789:8;+2, X J&R/02534342+24;0 X
];0 8= 7+16410 V (6,+2+20 ?+/5?6834;0 V

!"("! "GA 6KY( 序列分析："GA 6KY( 片段长度为
"DF" Q:，E) 含 量 FC@!_，E02L42M 登 录 号 为
‘]!I’’DD。以菌株 #$%&’ "GA 6KY(序列为基础构
建的系统发育树（Ya树）（图 C），树状图谱分为 C 个
系统发育分支。#$%&’ 菌株与假单胞菌属在系统
发育树上位于相同的发育分支，且与恶臭假单胞菌

的同源性在 HH_，同时结合菌体形态和生理生化特
征，鉴 定 菌 株 #$%&’ 为 恶 臭 假 单 胞 菌［"D X "F］

（!"#$%&’&()" *$+,%)）。
!"0 菌株)*+,-的 $%%脱氨酶活力
按上述酶活力检测方法，测得样品 F’I 29处的

吸光值为 I@D，根据标准曲线的回归方程 - b
I@II"". V I@IB’"，SB b I@HHF!，该菌株的 ()) 脱氨
酶消耗 ())的浓度为 "G"!,c9J，计算其酶活力为
I@G’" ]c!,。
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图 ! 以菌株"#$%& ’() *+,-序列为基础的系统发育树
!"#$% &’()*#+,"- ./++ 012+3 *, 45640789/1:+,. *9 4;< /=>? 2+@A+,-+2 *9 2./1", BCD8EF >A:0+/2 1. +1-’ 0/1,-’ 7*",.2 ",3"-1.+ .’+ 7+/-+,.1#+ 2A77*/.+3
0( 0**.2./17 012+3 *, 4GGG /+21:7)+3 31.1 2+.2$ ?9.+/ +1-’ 01-.+/"1) ,1:+，.’+ H+,I1,J 1--+22"*, ,A:0+/2 1/+ 2’*K+3 ", 71/+,.’+2+2$ I1/，GFG4
2A02.".A."*,2 7+/ ,A-)+*."3+$

! 讨论
氢氧化细菌作为植物根际土壤中一个特殊的生

理类群，其促进作物生长的研究才刚刚起步。&H&L
的促生作用机制可能是由于细菌产生的 ?MM脱氨
酶能够调节乙烯的合成，从而对植物生长造成影

响［4;］。N1-*02*, 等［4E］已证明恶臭假单胞菌含有 ?MM
脱氨酶，能够水解乙烯的生物合成前体 ?MM，阻止乙
烯的产生，促进根的伸长。特别是在播种后的几天

内，这类细菌促进根的伸长作用能增强幼苗的成活

率。O*,.P+12等［4Q］同样证实了恶臭假单胞菌含有
?MM脱氨酶而促进植物生长，并进一步讨论了相关
酶学性质。沈萍［4R］等对细菌菌株 SH%T的产酶条件
和酶活影响因素进行了研究，用 I/139*/3 比色法所
测定的酶活力最大维持在 GF55T UV:#左右。
本研究采用气体循环培养体系，以一个全新的

角度从紫花苜蓿根际分离出氢氧化细菌，并筛选出

?MM脱氨酶阳性菌株 BCD8E。鉴定结果显示该菌
株为恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)），与前人报
道的 ?MM脱氨酶阳性菌株相比，菌株 BCD8E 属于
氢氧化细菌类群，具有较大耗氢作用，其 ?MM脱氨
酶活力达 GF;E4 UV!#，酶活力提高了近 4GGG 倍，具
有更强的植物促生作用。菌株 BCD8E是一株具有
较高研究价值的菌株，不仅能够丰富现有理论对氢

氧化细菌分类地位的划分，更为氢氧化细菌作为

&H&L的促生机制研究提供实验依据。
“氢肥理论”的提出使越来越多的研究人员日益

关注 OU&—豆科植物根际土壤中的氢氧化细菌，筛
选具有植物促生作用的氢氧化细菌并深入探讨其作

为 &H&L的种群结构和促生机制的研究仍是今后工
作的重点。
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