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摘  要: 三亚珊瑚礁自然保护区部分珊瑚礁退化后逐渐演替为以泰来藻(Thalassia hemprichii)为

优势种的海草床群落, 采用选择性无氮培养基从泰来藻植株的根际, 分离得到一株固氮菌, 编号

为 G33-1, 经形态学、生理生化鉴定和 16S rDNA 及固氮基因 nifH 的序列分析, 初步鉴定为成团泛

菌(Pantoea agglomerans)。该菌为革兰氏阴性菌, 以周生鞭毛运动, 呈直杆状, 菌落圆形, 半透明

乳白色, 比较湿润, 有光泽, 直径约 1 mm, 低凸, 光滑, 边缘比较整齐。最适培养条件为: 氯化钠

浓度 25‰, 生长温度为 37°C, 起始 pH 值为 8。与成团泛菌标准菌株(ATCC27155TM)相比较, 在碳

源利用、精氨酸双水解、苯丙氨酸脱胺酶、鸟氨酸脱胺酶、以及生长温度和盐度等方面都具有较

高的相似性, 以 16S rDNA 为基础构建的系统进化树分析结果, 表明其与成团泛菌属 Pantoea ag-

glomerans WAB1870 进化距离最近, 相似性大于 99%。此外, 利用乙炔还原法对固氮活性进行测

定, 其具有较高的固氮活性, 达 299.16 nmol C2H2/(mL·h)。 
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Abstract: A strain capable of growth at high rates under nitrogen fixation conditions was isolated from 
the root of the seagrass (Thalassia hemprichii), which appeared after the degradation of coral reefs in 
Sanya natural reserves. The bacterium was identified as Pantoea agglomerans, which was also called 
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Enterobacter agglomerans, on the basis of its morphology, physiological and biochemical characteris-
tics, and the sequence analysis of 16S rDNA and the nitrogenase structural gene nifH. It was identified 
as a gram-negative, smooth, low raised, straight-rodded bacterium, which formed translucent colony 
with diameter of about 1 mm on the solid agar medium. Compared with the standard strain of the spe-
cies Pantoea agglomerans (ATCC27155TM), there were high similarity in the carbon sources utility, 
hydrolysis and the optimal growth temperature and salinity. It could use a series of hydrocarbons as 
carbon sources, such as D-glucose, L-arabinose, sucrose, raffinose, maltose, rhamnose, D-xylose, 
D-mannitol, cellobiose, micronesia disaccharide. The results of the arginine dihydrolase, phenylalanine 
deaminase, lysine decarboxylation, ornithine deaminase were negative. The optimal growth tempera-
ture, pH and salinity were 37°C, 8 and 25‰, respectively. It could also grow at 40°C and pH was 10 but 
could not grow at zero salinity. Phylogenetic analysis of the 16S rDNA gene sequences (EU841417) 
showed more than 99% similarities to that from other recognized Pantoea agglomerans. The nitrogen 
fixation rate of G33-1 was 299.16 nmol C2H2/(mL·h). 

Keywords: Coral reef-seagrass ecosystem, Nitrogen fixing bacterium, 16S rDNA, nifH  

珊瑚礁、海草与红树林并称为三大典型海洋近

岸生态系统, 均以丰富的生物多样性和极高生产力

著称。珊瑚礁生态系统仅占海洋面积的 0.2%, 但是

在其上面生活的海洋生物占总数的 1/4, 从而被誉

为“海洋中的热带雨林”, 其具有重要的生态功能 , 
如防岸护堤、保护环境、提供海产品、药品、建筑

和工业原材料[1]。海草是唯一可以在水下开花的被

子植物, 其构成的海草床生态系统可以改善水的透

明度和水质, 具备抗波浪与海潮的能力, 保护海岸, 
为一些海洋生物提供生存场所和食物[2−6]。海草叶面

和根际附着有大量的固氮微生物, 如蓝藻类、异养

细菌类、光合细菌类 , 可以通过将空气中的氮气 
(N2)转化为可被生物体利用的氮素 , 将“新”氮源引

入该生态系统, 并同时促进碳的光合固定, 形成新

生产力, 从而在一定程度上缓解了氮素对于初级生

产力的限制, 对海洋的氮、碳等生源元素的生物地

球化学循环和海洋生产力的形成和持续发展有重要

意义[2]。王汉奎等[7]发现三亚湾海域氮素含量较低, 
并且在夏秋季节会出现氮限制, 但是该季节的生态

系统仍然具有较高初级生产力水平, 由此可见生物

固氮在这区域起着重要的作用。关于三亚湾珊瑚礁-
海草床生态系固氮蓝藻的分离、鉴定以及固氮活性

的研究已有研究报道 [8−9], 但是针对该生态系统的

固氮细菌的分离和鉴定的尚未有研究。 
本研究以我国海南三亚湾鹿回头珊瑚礁-海草

复 合 生 态 系 统 中 的 海 草 泰 来 藻 (Thalassia hem-
prichii)为研究对象，采用无氮培养基分离得到了一

株具有较高固氮酶活性的菌株 G33-1, 并进行了相

关的的鉴定工作 , 如形态学、生理生化鉴定、16S 

rDNA 以及固氮基因 nif H 的序列分析等, 初步鉴定

为成团泛菌(Pantoea agglomerans), 也叫成团肠杆

菌 (Enterobacter agglomerans), 成团泛菌最早是从

水稻、种子、水果、土壤等中由 Beijerink 等人分离

出来的[10−11], 早在 1888 年就有了对此菌的描述, 被

命 名 为 成 团 肠 杆 菌 (Enterobacter agglomerans)[12], 
后于 1989 年改名为 Pantoea agglomerans, 该菌为

国内首次在珊瑚礁-海草床生态系统中分离出[13]。 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 
1.1.1  样品采集: 样品采集时间为 2008 年 4 月, 采

样地点为中国海南省三亚市三亚湾珊瑚礁保护区珊

瑚退化后生长的海草(18.25°N, 109.50°E), 主要海草

种类为泰来藻(Thalassia hemprichii), 低潮时用无菌

小铲进行取样, 将海草整株植物以及根系周围的沉

积物和附着生物一并装入灭菌的封口聚乙烯袋中 , 

并将每个样品进行分类、编号, 带回实验室立即低

温保存(−20°C)。 
1.1.2  培养基 : 选 择 性 固 氮 培 养 基 参 考 Smith 

GW[14], 并将培养基成分进行了改良 : NaCl 25 g, 
KCl 0.56 g, MgSO4·7H2O 4.8 g, MgCl2·6H2O 4.0 g, 
K2HPO4 0.01 g, FeSO4·7H2O 0.001 g, Tris 0.48 g, 蛋

白胨 4.0 g, 酵母提取物 2.0 g, 甘油 2.0 mL, 蒸馏水

1 L, 终 pH 为 8.2。固体培养基中加入 2%的 Agar, 

其中液体培养基采用 0.22 µm 抽滤法灭菌法 , 固

体培养基采用高温高压蒸汽灭菌法(1×105 Pa 灭菌
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25 min)。 
LB 液体培养基, 将其培养基成分进行了改良: 

蛋白胨 10 g, 酵母提取物 5 g, NaCl 25 g, 蒸馏水 1 L, 
固体培养基固体培养基中加入 2%的琼脂。 

1.2  菌株的分离筛选 
取海草样品的根际(即叶鞘以及根状茎), 用灭

过菌的剪刀剪成 2 cm 左右的小块, 放入被稀释成

10−4、10−5、10−6 三个稀释度的选择性固氮液体培养

基中, 进行 30°C、180 r/min, 恒温 48 h 的加富培养

后, 从中吸取 200 µL 平板涂布法转移至固体培养

基上培养(每个梯度 3 个重复), 于 30°C 进行培养。

48 h 培养后, 选择典型的单一菌落做进一步纯化, 

直至获得纯种。将纯化的菌接种至斜面培养基上培

养, 用于固氮酶活性的检测。 

1.3  固氮酶活性能力测定  
菌株 G33-1 的纯培养物的固氮活性测定参照

Dong JD 和 Capone DG[9,15−16], 其中乙炔还原的乙

炔量与固定氮气的比例采用 : C2H4/N2 = 4:1 进行

换算 [16−17]。具体方法 : 将斜面保存的纯菌株接种

于 10 mL 液体改良培养基内 , 于 30°C 摇床振荡培

养 72 h 测定 OD480, 进行统一调整, 分别取 1 mL 于

灭菌的 5 mL 小瓶中, 盖上橡皮塞。瓶盖边缘以石蜡

封口。用注射器将 1 mL 的乙炔注入，在同样条件下

培养 24 h, 然后取其中 40 μL 反应后气体 , 采用气

相 色 谱 仪 测 固 氮 菌 的 乙 炔 还 原 活 性 (Acetylene- 

reducing activity, ARA)。乙炔还原活性计算方法参见

文献[18]: 
ARA[nmol/(mL·h)] = Vst × Cst × Asa × Vtu /  

Vsa / Ast / h / 22.4 
其中, Vst 是注入标准气的体积(mL), Cst 是标准

气的浓度, Vtu 是所用试管体积(mL), Asa 是样品乙烯

峰的面积(cm2), Vsa 是样品注入体积(mL), Ast 是标

准气峰面积(cm2), h 是培养时间。 

1.4  最适培养条件 
1.4.1  盐度: 将菌液移种到含氯化钠为 0‰、5‰、

10‰、15‰、20‰、25‰、30‰、33‰、40‰的基

本培养基培养, 每隔 6 h 取样, 测 OD480。 

1.4.2  温度: 移种后, 置于 4°C、10°C、15°C、20°C、

25°C、30°C、37°C 和 40°C 恒温箱静置培养 , 每隔

6 h 取样, 测 OD480。 

1.4.3  起始 pH 值: 移种到起始 pH 值为 4.0、5.0、

6.5、7.0、7.5、8.0、9.0、10.0 的基本培养基培养, 每

隔 6 h 取样, 测 OD480。 

1.5  革兰氏染色和生理生化鉴定 
革兰氏染色, 用光学显微镜观察细菌的形态和

大小, 30°C 培养, 观察 18−24 h 菌龄的菌落形态。生

理生化鉴定方法具体见参考文献[19]。 

1.6  DNA 提取、扩增以及测序 
DNA 模板提取 : 将细菌接种于 LB 液体培养

基中 , 37°C、200 r/min 振荡培养过夜 , 取 1.5 mL
培养物 8000 r/min 离心收集菌体 , 重悬于 1 mL TE 
(pH 8.0), 用 SDS-溶菌酶联合裂解, 高盐沉淀法去

除蛋白质和多糖, 再用乙醇沉淀提取总 DNA。细菌

16S rDNA 全序列采用通用引物 27F/1492R[20], 固氮

基因 nifH 特定的引物 PolF/PolR 进行 PCR 扩增[21], 
扩增程序如下: 94°C 5 min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 
72°C 30 s, 30 个循环; 72°C 10 min。取 2 µL PCR 产

物, 1%琼脂糖电泳进行产物检测。 
序列测序和分析: 16S rDNA 扩增产物经纯化

后 , 送 交 测 序 公 司 (拓 谱 )测 序 , 将 所 得 到 序 列 利

EditSeq 软件处理 , 利用 BLAST 软件将测定得到

的基因序列与 GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)数

据 库 进 行 序 列 比 对 分 析 , 获 取 相 近 典 型 菌 株 的

16S rDNA 基 因 序 列 , 然 后 利 用 BIOEDIT 中 的

ClustalW 对序列进行排列, 利用 MEGA 中的邻接法

(Neighbor-joining)建立 16S rDNA 基因的系统发育

树 , 进行系统发育分析 , 各枝上的数字是 1000 次

Bootstrap 重抽样分析的支持百分比[22−24]。 

2  结果与分析 

2.1  菌的分离与形态学特征 
该菌为革兰氏阴性菌, 以周生鞭毛运动, 呈直

杆状 , 菌落圆形 , 半透明乳白色 , 比较湿润 , 有光

泽, 直径约 1 mm, 低凸, 光滑, 边缘比较整齐。 

2.2  生理生化初步鉴定结果 
将菌株 G33-1 的生理生化鉴定结果与成团肠杆

菌标准菌株 ATCC27155TM 进行了比较。通过表 1 可

以看出, 该 G33-1 菌株的生理生化特征为: 不产生

吲哚, V-P 阳性, 明胶液化阴性, 精氨酸双水解酶, 

苯丙氨酸脱氨酶, 赖氨酸脱羧基, 鸟氨酸脱氨酶都

为阴性, 氧化酶阴性, 接触酶阳性, V-P 测定反应为

阳性。可以利用的碳源: D-葡萄糖, L-阿拉伯糖, L-

阿拉伯醇, 蔗糖, 棉籽糖, 麦芽糖, 鼠李糖, D-木糖, 

D-甘露醇, 纤维二糖, 密二糖等, 可以利用柠檬酸
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表 1  成团肠杆菌标准菌株和 G33-1 的生理生化特征 
Table 1  The physiological and biochemical characteristics of strains of Pantoea agglomerans and G33-1 

特征 
Characteristices 

成团肠杆菌标准菌株(ATCC 27155 TM) 
Stand strain of Pantoea agglomerans 

(ATCC 27155 TM) 

菌株 G33-1 
Strain G33-1 

吲哚产生 Indole production − − 

甲基红 Methyl red − ND 

伏-普二氏反应 Voges-Proskauer reaction + + 

柠檬酸盐 Citrate + − 

硫化氢 Hydrogen sulfide − − 

脲酶 Christensen’s − + 

苯丙氨酸脱氨酶 Phenylalanine deaminase − + 

赖氨酸脱酸酶 Lysopine dehydrogenase − − 

精氨酸双水解酶 Arginine dihydrolase − + 

鸟氨酸脱羧酶 Ornithine decarboxylase − − 

运动性 Motility + + 

明胶液化 Gelatin liquefaction + − 

氰化钾 KCN − ND 

丙二酸盐利用 Saline malonate + + 

D-葡萄糖产酸 D-glucose: Acid + + 

D-葡萄糖产气 D-glucose: Gas − − 

乳糖 Lactose − − 

蔗糖 Sucrose + + 

卫矛醇 Galactitol − − 

水杨苷 Salicin + − 

D-木糖 D-Xylose + + 

D-阿东醇 D-Aribitol − − 

D-山梨醇 D-Sorbitol − − 

L-阿拉伯糖 L-Arabinitol + + 

棉籽糖 Raffinose + − 

麦芽糖 Maltose + + 

L-鼠李糖 L-rhamnose + + 

纤维二糖 Cellobiose ND + 

密二糖 Melibiose ND + 

D-阿拉伯糖醇 D-Arabite ND + 

DNA 酶 DNase − − 

氧化酶 Oxidases − − 

邻硝基酚 β-D-半乳糖昔水解 ONPG hydrolysis + + 

D-甘露糖 D-mannose + − 

酒石酸盐利用 Tartrate utilization − − 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + + 

色素: 黄色 Pigment: yellow + − 

有机酸: 柠檬酸 Organic acid: Citric acid − ND 

注: +: ≥90%菌株为阳性; −: ≥90%菌株为阴性; ND: 未测定. 

Note: +: Denotes more than 90% of bacteria was positive; −: Denotes more than 90% of bacteria was negative; ND: Not determined. 
 
盐和丙二酸盐, 可以利用的有机酸为柠檬酸, DNA

结果阴性, 该菌的最适生长盐度 25‰, 盐度为 0‰
时不能生长, 最适生长 pH 为 8, pH 为 10 时亦能生

长, 最适生长温度为 37°C, 温度为 40°C 时能够生

长, 根据常见细菌系统鉴定手册鉴定, 该菌为成团

泛菌(Pantoea agglomerans)[18]。 
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图 1  菌株 G33-1 电泳图 
Fig. 1  The Gel electrophoresis figure of G33-1 
 
2.3  固氮酶活性测定和固氮基因 nifH 分析 

通过分析乙炔峰图和公式计算推导得出, 菌株

G33-1 乙炔还原速率为 299.16 nmol C2H2/(mL·h)。分

析 OD 值测定结果 , 表明此时的溶液中细菌数为

1.3 × 108 cells/mL。菌 株 G33-1 的 基 因 组 DNA、

16S rDNA、nifH 如图 1 中 1、2、3 所示, 其中 nifH

条带长度约为 350 bp, 为固氮酶的编码基因, 从而

更加确定了该菌的固氮能力, 此结果与形态学和生

理生化结果较为一致。 

2.4  系统发育分析 
菌株 G33-1 的 16S rDNA 和 nifH 序列结果已经

提 交 到 NCBI 的 GenBank 数 据 库 中 , 得 到 的

Acession numbers 分别是 EU841417 和 FJ875969。通

过 G33-1 的 16S rDNA 序列以及 GenBank 里相近序

列所建立的系统进化树(图 2), 显示该菌株与成团泛

菌属 Pantoea agglomerans WAB1870 (AM184212), 

相似度大于 99%, 这与形态和生理生化的鉴定结果

具有一致性。 

 

图 2  菌株 G33-1 及其相关菌株的 16S rDNA 序列分析系统进化聚类图 
Fig. 2  Phylogenetic analysis of G33-1 based on the 16S rDNA sequences of related species showing the position of strain 

among its phylogenetic neighbours 
注: 括号内数字为 GenBank 登录号; 分支数表示 1000 次 Bootstrap 重抽样分析的支持百分比; 0.02%表示差异值. 
Note: The number in the bracket denotes the GenBank accession number; The value in the branch stand for the Bootstrap value. Bar: 0.02% 
sequence divergence. 

 

3  结论与讨论 

本研究是国内首次针对海草床-珊瑚礁固氮菌

进 行 研 究 , 分 离 得 到 具 有 较 高 固 氮 活 性 的 菌 株

G33-1, 并进行了形态、生理生化特性测定以及分子

生物学方法鉴定, 根据常见细菌系统鉴定手册, 该

菌为成团泛菌(Pantoea agglomerans)。该菌为革兰氏

阴性菌, 以周生鞭毛运动, 呈直杆状, 菌落圆形, 半

透明乳白色, 比较湿润, 有光泽, 直径约 1 mm, 低

凸, 光滑, 边缘比较整齐, 能在无氮培养基上生长良

好, 且能扩增出固氮基因 nifH, 16S rDNA 分析进一

步对该菌鉴定进行了验证。该菌的生理生化特征为: 

不产生吲哚 , 明胶液化阴性 , 精氨酸双水解酶 , 苯

丙氨酸脱氨酶, 赖氨酸脱羧基, 鸟氨酸脱氨酶都为

阴性, 氧化酶阴性, 接触酶阳性, V-P 测定反应为阳

性, 可以利用多种糖和有机酸, DNA 酶阴性, 该菌

的最适生长盐度 25‰, 该菌的最适生长盐度 25‰, 

盐度为 0‰时不能生长, 能在全海水的盐度环境中生

长(25‰), 最适生长 pH 为 8, 而 pH 为 10 时能生长, 

最适生长温度为 37°C, 温度为 40°C 时仍能生长, 也

是在珊瑚礁-海草床复合生态系统中首次发现, 具有

较高的固氮活性, 高达 299.16 nmol C2H2/(mL·h), 它
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在该生态系统中的氮素和营养物质的循环以及整个

海草群落的演替和持续发展中起着重要作用。 

生物固氮作用在海草床生态系统的氮素来源中

占有较大的比例, 已有研究表明泰来藻固氮效率高

达 l700 kg N/(hm2·a), 以 针 叶 藻  (Syringodium 
isoetifolium)为优势的海藻生态群落, 在海草叶表寄

生的固氮生物固氮量占总固氮量的 5%, 而与针叶

藻根际根子联系共生的固氮量占 8%, 固氮海洋植

物的所需求的 8%−l6%来自于当季的生物固氮作

用, 其在该生态系统中的氮循环中是比较重要的环

节[7,25]。由于对于海草床重要性缺乏认识, 一些区域

的海草床的生境受到明显的威胁, 如修建虾塘与海

水养殖围网捕鱼与底网拖鱼毒虾、电虾、炸鱼及挖

贝和耙螺等人为污染与开挖航道等, 使得海草的大

面积减少, 直接导致了海草生态系统中的生物的多

样性减少, 最终结果可能会导致沿海生态系统的崩

溃。对海草的保护和研究工作已经得到了全球的重

视, 全球范围内已召开了 6 次关于海草的会议, 美

国、澳大利亚以及地中海沿岸国家专门为海草研究

立项 , 我国由国务院委托国家海洋局在中国海域

划分了 15 个海洋生态脆弱区和生态敏感观察区, 其

中就有海南岛东海岸和广西北海的两个海草生态

监控保护区 [26]。 
有关报道表明, 阴沟肠杆菌的发酵液中含有够

产生促进植物生长的吲哚乙酸(IAA), 并且用其来

处理水稻的叶片能够提高其对水稻白叶枯病的抗病

能力, 结合阴沟肠杆菌的特性以及 IAA 能够在植物

的生长发育中起着重要的调控作用, 其在农业生产

上已经得到了广泛的应用[27]。所以, 将该海草床生

态系统中分离得到的固氮菌 G33-1 用于海草固氮菌

肥的研制, 对海草生态系统的恢复和保护工作具有

一定的推动作用。 
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