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摘  要: 从两个甘蔗品种 GT11 和 RB86-7515 表面灭菌的茎中分离到两株具有固氮活性的菌株, 
分别编号为 B11S 和 B8S。利用 16S rRNA 序列分析对其进行鉴定, 并对两个菌株的生物学特性进

行了比较。结果表明：B11S 菌株与 Stenotrophomonas maltophili 菌株处在同一个分支, 其序列与

多个 Stenotrophomonas maltophili 菌株的序列相似性都达到 98%以上, 菌株 B8S 与多个土壤杆菌属

细菌的序列相似性达到 100%; 两个菌株在温度 31°C、pH 为 6 左右时生长量最高; 温度 31°C、pH
为 6.5~7.0 时固氮酶活性最高; 相同浓度的蔗糖生长量大于葡萄糖, 且表达固氮酶活性也最强; 添
加一定量的氮素有利于细菌生长和固氮酶活性的表达, 但随着 N 含量的增加, 抑制作用越来越 
明显。 
关键词: 甘蔗, 内生菌, 16S rRNA, 生长特性 

The 16S rRNA Gene Sequences and Growth  
Characteristics of Two Nitrogen Fixing Endo- 
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Abstract: Two N2-fixing isolates, B11S and B8S, were obtained from the surface-sterilized stalks of sugar-
cane variety GT11and RB86-7515 which were bred in Guangxi, China and introduced from Brazil, respec-
tively. Both isolates showed acetylene reduction in nitrogen free media. Classification of both B11S and B8S 
was made on the basis of 16S rRNA sequence analysis, and the biological characteristics of the two isolates 
were studied. The 16S rRNA sequence of the isolate B11S had a 98.5% sequence similarity to those of many 
Stenotrophomonas maltophili and the 16S rRNA sequence of the isolate B8S had a 100% similarity to that of 
Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter). For both growth and nitrogenase activity of the iso-
lates, the optimum temperature was about 31°C. The optimum pH was about 6.0 for their growth but 6.5~7.0 
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their nitrogenase activity. The two strains propagated more quickly and showed higher nitrogenase activity 
with the increase of carbon concentration in the culture media, and the effect of sucrose was better than that 
of the glucose. The growth and nitrogenase activity could be detected when the two strains were cultured in 
the media containing different concentration NH4

+ and NO3
−, and they grew better and showed higher nitro-

genase activity under suitable nitrogen contents, but the growth of the two isolates was hindered more and 
more strongly with the increasing of the nitrogen content. 

Keywords: Sugarcane, Endophytic nitrogen fixation bacteria, 16S rRNA, Growth trait

甘蔗是许多热带地区的重要作物, 它不仅是最
重要的糖料作物, 也是最重要的能源作物和重要的
饲料作物。随着全球石油和煤炭资源的不断枯竭 , 
甘蔗越来越受到许多国家的青睐, 如何降低甘蔗的
生产成本, 是各国科学家普遍关注的焦点。巴西有
上百年的甘蔗种植史, 连续多年在低氮情况下种植
甘蔗, 其产量仍可达到 180 t/hm2[1]。这种异常活跃

的生物固氮不可能完全从根际群落得到, 暗示其存
在不同于以往的高效生物固氮系统。有研究报道：

甘蔗可以通过Gluconacetobacter diazotrophicus的生
物固氮获得大部分自身需求的氮素[2,3]。 

目前报道的联合共生固氮微生物主要有：圆褐

固氮菌(Azotobacter chroococcum)、棕色固氮菌(A. 

vineland) 、 拜 氏 菌 (Beijerinckia) 、 固 氮 螺 菌

(Azospirillum)、德克斯氏菌 (Derxia)、芽孢梭菌

(Clostridium)、肠杆菌(Enterobactr)、多粘芽孢杆菌

(Bacilus polymyxa)和固氮醋酸杆菌 (Acetobacter  

diazotrophicus)等[4], 但从甘蔗组织内分离到的细菌

大 多 属 于 Gluconacetobacter diazotrophicus 、

Herbaspirillum rubrisubalbicans和H. seropedicae[5]。

因此, 寻找具有高固氮活性的菌株, 丰富甘蔗的内

生固氮菌种类, 具有重要的意义。 

本试验以广西本地品种 GT11 和从巴西引进的

甘蔗品种 RB86-7515 为材料, 从其茎中分离具有乙

炔还原的内生菌株, 利用 16S rRNA 基因对其进行

鉴定, 并研究了不同培养条件对该菌的生长和固氮

酶活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株的分离与培养 
按照邢永秀等方法[6]。 

1.2  培养基 
培养基配方：sucrose 100 g/L、NaCl 0.2 g/L、 

MgSO4 0.2 g/L、CaCO3 1 g/L、Na2MoO4  0.005 g/L。

固体培养基加入 15 g琼脂。 

1.3  固氮酶活性的测定 
按照邢永秀等方法[6]。 

1.4  两个菌株的 16S rDNA 扩增和基因序列测定 
采用单菌落裂解法制备模板DNA。用于 16S 

rDNA扩增的PCR反应引物按照文献[2]设计, 由上
海生物工程公司合成。PCR反应体系(50 µL)为：
ddH2O 36 µL、10×buffer 5 µL、2.5 mmol/L dNTPs  
4 µL、10 µmoL/L引物各 2 µL、提取的细菌总DNA 1 
µL、PyrobestTM DNA Polymerase 0.15 µL。PCR反应
条件为：95°C 4 min; 94°C 30 s, 56°C 40 s, 72°C  
2 min, 30个循环; 72°C 6 min。PCR产物纯化按照试
剂盒说明进行, 测序由大连保生物工程公司完成。
将测定的序列用Blast软件与GenBank中已知的 16S 
rRNA 序列进行同源性比较。用 DNAMAN4.0 软件
进行系统发育树分析。 

1.5  不同温度对菌株 B8S 与 B11S 生长的影响 
将浓度为 108~109 CFU/mL的菌液 0.1 mL接种

于装有 5 mL上述培养基的小瓶内 , 分别培养于
7°C、10°C、13°C、16°C、19°C、22°C、25°C、28°C、
31°C、34°C、37°C和 40°C系列培养箱内, 2 d后测定
待测菌株的OD600, 以OD600表示该菌株的生长量(下
同), 每个处理重复 3次。 

1.6  不同 pH 对菌株 B8S 与 B11S 生长的影响 
用灭菌的 1 mol/L NaOH或HCl将上述培养基分

别调节成pH 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和
9.0, 每个小瓶分装 5 mL后接入 0.1 mL菌悬浮液, 置
于 30°C、120 r/min的摇床上培养 , 2 d后测定其
OD600。 

1.7  不同葡萄糖和蔗糖浓度对菌株 B8S 与 B11S
生长和固氮酶活性的影响 

将上述培养基中的蔗糖去掉作为基本培养基 , 
每个三角瓶分装 50 mL 后, 分别加入过滤灭菌的
30% 葡萄糖母液与蔗糖母液 , 使其终浓度分别为 
1%、5 %、10 %和 15 %, 然后接入 0.1 mL菌悬浮液, 
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置于 30°C、120 r/min的摇床上培养, 2 d后测定固氮
酶活性和OD600。每个处理 3次重复。 

1.8  不同硝酸钾和氯化铵浓度对菌株B8S与B11S
生长和固氮酶活性的影响 

以上述培养基为基本培养基 ,  三角瓶分装 
50 mL后, 分别加入灭菌的 100 g/L硝酸钾和氯化铵
母液, 使其终浓度分别为 0 g/L、2 g/L、4 g/L、6 g/L
和 10 g/L。接入 0.1 mL 菌悬浮液, 置于 30°C、 
120 r/min的摇床上培养 , 2 d后测定固氮酶活性和
OD600。每个处理 3次重复。 

2  结果与分析 

2.1  两个菌株的固氮酶活性检测 
乙炔还原法是检测固氮酶活性的一个重要方法, 

本实验中两个菌株的固氮酶活性都很高 , 尤其是
B11S菌株的该酶活性多达 1456.23 nmol C2H4/(h⋅mL) 
(表 1)。 
 

表 1  两个甘蔗茎分离菌株的固氮酶活性 
Table 1  The nitrogenase activity of the two isolates 

from sugarcane stalk 

菌株 
Isolate 

固氮酶活性 
Nitrogenase activity[nmol C2H4/(h⋅mL)] 

B8S 309±11.86 

B11S 1456.23±127.53 
 

2.2  两个菌株的 16S rRNA 基因序列分析 
16S rRNA 基因是目前应用于细菌系统发育分

析中使用最多的一个指标。在本试验中对菌株 B11S
与 B8S的 16S rRNA基因进行扩增、测序后进行同
源性分析, 结果如下：菌株 B11S的 16S rRNA基因
片段长度为 1455 bp, 在 GenBank 中的登录号为
DQ141193; 菌株 B8S的 16S rRNA基因片段长度为
1403 bp, 在 GenBank中的登录号为 AY850392。采
用 DNAMAN4.0 和 GenBank 中的 Blast 工具, 分别
将两个菌株的 16S rRNA基因序列与 GenBank中已
登录的部分菌株的 16S rRNA序列进行相似性比较, 
结果发现：B11S菌株与 Stenotrophomonas maltophili
菌株处在同一个分支 , 其序列与多个 Stenotropho- 
monas maltophili菌株的序列相似性都达到 98%以上, 
因此我们将菌株 B11S 归在 Stenotrophomonas mal-
tophili。菌株 B8S的 16S rRNA序列与菌株 Agroba- 
cterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) 
(AY513492、AY513491和 AY568505)、Agrobacterium 

tumefaciens(AJ389907、AJ389908和 AJ130719)的相
似性高达 100%, 表明菌株 B8S 是土壤杆菌属的一
个种。两个分离菌株的系统进化树状图分别见图 1
和图 2。 
 

 
 
图 1  利用 DNAMAN4.0 分析软件绘制的 Stenotropho- 
monas maltophili 系统发育树状图 
Fig. 1  Phylogenetic tree showed the relationship of strain 
B11S with the other strains in GenBank 
 

2.3  不同温度和不同 pH 对菌株 B8S与 B11S生长

和固氮酶活性的影响 
从图 3 至图 6 可以看出：两个菌株的温度生长

范围为 10°C~40°C, 适宜生长温度在 31°C 左右; 高
于 40°C, 两个菌株均不生长。两个菌株生长的最适
pH值为 6.0左右。菌株 B8S在 pH 3时几乎不生长, 
但在 pH 9 时仍可生长; 菌株 B11S 在 pH 值低于 3
时仍可生长, 但在 pH 9 时不生长。不同温度和 pH
对两个菌株的固氮酶活性影响趋势相同, 都在温度
31°C左右、pH 6.5~7.0时固氮酶活性最高。 

2.4  不同葡萄糖和蔗糖浓度对菌株 B8S 与 B11S
固氮酶活性和生长的影响 

不同浓度的葡萄糖和蔗糖对两个菌株生长和固

氮酶活性的测定结果如图 7、图 8所示。B8S和 B11S
都可以利用蔗糖和葡萄糖并表达固氮酶活性, 在所
试验浓度范围内 , 随着葡萄糖和蔗糖浓度的增大 , 
两个菌株的固氮酶活性都升高; 两个菌株的生长量
都是在 10 %蔗糖和葡萄糖时最大, 且相同浓度的蔗
糖生长量大于葡萄糖的生长量, 相同浓度的蔗糖培
养条件下, B8S 的生长量大于 B11S, 生长量较大的
菌株 B8S, 其表达的固氮酶活性也较高。 
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图 2  利用 DNAMAN4.0 分析软件绘制的土壤农杆菌的系统发育树状图 
Fig. 2  Phylogenetic tree showed the relationship of strain B8S with the other strains in GenBank 

 

 
 
图 3  不同温度对菌株 B8S 与 B11S 生长的影响   
Fig. 3  Effect of different temperature on growth of the 
strains B8S and B11S 
 

 
 

图 4  不同 pH 对菌株 B8S 与 B11S 生长的影响 
Fig. 4  Effect of different pH on growth of the strains B8S 
and B11S 
 
2.5  不同硝酸钾和氯化铵浓度对菌株B8S与B11S
生长和固氮酶活性的影响 

在不同氯化铵和硝酸钾浓度下 , B8S菌株和
B11S菌株的生长量及固氮酶活性的结果如图 9和图
10 所示。从图可知, 培养液中NH4

+ 浓度和NO3
−浓

度在 0 g/L~4 g/L 范围内, 两个菌株的生长量随着

NH4
+ 浓度和NO3

−浓度的增大而增大 ; 继续增大两
种氮源的浓度, 两个菌株的生长量都下降, 添加硝
酸钾更有利于两个菌株的固氮酶活性表达。 

 

 
 
图 5  不同 pH 对菌株 B8S 与 B11S 固氮酶活性的影响 
Fig. 5  Effect of different pH on nitrogenase activity of the 
strains B8S and B11S 
 

 
 
图 6  不同温度对菌株 B8S 与 B11S 固氮酶活性的影响 
Fig. 6  Effect of different temperature on nitrogenase ac-
tivity of the strains B8S and B11S 
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图 7  不同葡萄糖和蔗糖浓度对菌株 B8S 与 B11S 固氮酶

活性的影响 
Fig. 7  Effect of different concentrations of glucose and 
sucrose on nitrogenase activity of the strains B8S and B11S 
 

 
 

图 8  不同葡萄糖和蔗糖浓度对菌株 B8S 和 B11S 生长的

影响 
Fig. 8  Effect of different concentrations of glucose and 
sucrose on growth of the strains B8S and B11S 
 

 
 
图 9  不同浓度的硝酸钾和氯化铵对菌株 B8S 与 B11S 固

氮酶活性的影响 
Fig. 9  The effect of different concentrations of  ammo-
nium chloride and potassium nitrate on nitrogenase activi-
ties of the strains B8S and B11S 
 

3  讨论 

rRNA 是所有生物的基本要素之一, 16S rRNA  

 
 
图 10  不同硝酸钾和氯化铵浓度对菌株 B8S 与 B11S 生

长的影响 
Fig. 10  The effect of different concentrations of ammo-
nium chloride and potassium nitrate on growth of the 
strains B8S and B11S 

 
基因稳定存在于所有生物的细胞中并执行相同的功

能, 在生物进化史中分子序列变化缓慢, 能跨越整
个生命的进化过程。因此, 16S rRNA基因常被用于
不同生物群的分类鉴定。本试验应用 16S rRNA对两
个菌株进行序列分析的结果表明 , 菌株B11S属于
Stenotrophomonas maltophili, 菌株B8S属于土壤杆
菌属。试验中分离所得到的两个菌株, 都是在检查
灭菌彻底的前提下得到的, 由于其具有较高的固氮
酶活性, 因此是两株内生固氮细菌。内生固氮细菌
是目前研究的热点之一, 土壤杆菌具有固氮能力的
报道还较少, Malik等[7]和杨海莲[8]等报道根癌土壤

杆菌具有固氮酶活性, 但关于嗜麦芽假单胞菌的报
道大多是在医学方面 [9,10], 而在甘蔗体内分离到嗜
麦芽假单胞菌, 并且证明具有固氮酶活性本试验还
是第一次报道, 本研究结果丰富了甘蔗内生细菌的
种类。 

联合固氮是生物固氮研究的热点之一, 由于乙
炔还原法具有灵敏度高、操作简单等优点, 是目前
应用最为广泛的方法。Deslippe[11] 等利用该法研究
了模拟气象条件变化对加拿大北极区固氮生物群体

结构和活性的影响。Munusamy Govindarajan[12]等利

用该法从印度不同的甘蔗品种的根和茎内筛选出 4
个高固氮能力的内生菌。不同固氮微生物要求的生

长和固氮的环境不同, 如拜叶林克氏菌要求偏酸性
环境才能生长和固氮, 生脂固氮螺菌生长的最适pH
为 6.8~7.8, 醋酸杆菌的生长和固氮最适pH为 5.5 左
右[13]。本试验所得菌株的生长特性研究表明, 两株
菌株的pH范围不完全相同, B8S可适应一定碱性环
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境, 而B11S可适应一定的酸性环境。不同温度和pH
对两个菌株的固氮酶活性影响趋势相同, 两个菌株
的生长特性没有很大差异, 试验所得结论为两个细
菌的培养和应用提供了一定的参考依据。 

碳源是细菌生长与代谢的必备因子, 也是启动
固氮细菌进行固氮的能源, 不同浓度的碳源对固氮
细菌的生长和固氮酶活性都有一定的影响[14−16]。本

试验表明两个菌株利用葡萄糖的能力不同, 但蔗糖
更有利于供试菌株的生长, 这可能与甘蔗体内的微
环境有关。氮素对细菌生长和固氮酶活性的影响与

菌株的种类有关。Noel等[16]报道, 铵离子浓度对细
菌的生长和固氮酶活性的表达影响较大。

Muthukumarasamy等 [17,18]报道：氮肥使用量对草螺

菌的生长和固氮的影响都不大, 但却严重抑制醋酸
杆菌的生长和固氮能力。本试验也发现在适宜浓度

的范围内, 两个菌株的生长量都是随着NH4
+ 浓度和

NO3
−浓度的增大而增大, NH4

+更有利于菌株的生长; 
当继续增大供试氮源的浓度时, 两个菌株的生长量
都下降。这一结果与Stephan等 [19]报道的对菌株

Gluconobacter diazotrophicus的试验结果相一致, 这
也许是固氮细菌的共性, 即大量氮肥的使用对固氮
微生物生物固氮作用有抑制作用。本文报道的B8S
与B11S菌株具有一定的潜在应用价值, 因此有必要
进行进一步的深入研究。 
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