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摘  要：【背景】联合固氮菌由于不具有宿主专一性，在土壤、叶际中广泛存在，对生态系统

氮素供应有着重要贡献，它还可以通过分泌生长激素等间接作用促进植物生长，可作为重要的

农业生产菌剂。土壤接种剂由于受土著微生物的竞争和土壤抑菌物质等的影响，接种效果不稳

定，难以推广使用。相比于土壤环境，叶际生境相对简单且表面积巨大，进行叶际接种是固氮

菌剂推广应用的一个新思路。【目的】优化联合固氮菌菌株 W12 接种添加剂，制备液体接种剂

并研究其在玉米叶际的定殖效果。【方法】对菌株 W12 进行菌落 PCR 测序，构建系统发育树

并确定分类地位。分别在培养液中添加不同浓度梯度的羧甲基纤维素(Carboxymethyl cellulose，

CMC)和甘油(Glycerol，Gly)，测量菌株 W12 生长曲线和固氮酶活性，优化添加剂浓度并制备

液体接种剂，对接种剂的有效保存时间进行检测。将接种剂喷洒到玉米叶际，测量其对玉米产量

和植株含氮量的影响，并通过低氮培养基进行回收计数。【结果】固氮菌菌株 W12 的 16S rRNA

基因序列与变栖克雷伯氏菌(Klebsiella variicola)的相似性高达 99%，在培养液中添加 CMC 和

甘油对菌株 W12 的生长无明显促进和抑制效果，但均提高了固氮酶活性。添加甘油制备的接

种剂在盆栽和大田玉米叶面喷施后，在玉米生长末期叶际回收到的 W12 类似菌分别为  

4.3×105 CFU/g 叶片和 1.7×105 CFU/g 叶片，显著高于未接种的处理；而且大田玉米籽粒、茎部

和叶片的含氮量高于不接种的对照处理。经过 90 d 贮藏后，4 °C 保存的接种剂剩余活菌数均

高于 1.0×108 CFU/mL。【结论】羧甲基纤维素和甘油的添加不仅有利于固氮菌液体接种剂在叶

片的附着，并能显著提高联合固氮菌菌株 W12 的固氮酶活性，低温冷藏可保证液体接种剂的

有效活菌数；液体接种剂在玉米叶际喷施后，菌株 W12 能够成功定殖，并显著提高玉米植株

和籽粒含氮量。研究结果为固氮菌叶面接种剂的制备和应用，以及实现农业氮肥减施保产的目

标提供了借鉴意义。 
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Abstract: [Background] Associative nitrogen-fixing bacteria are non-host specific, and widely 
distributed in soil and phyllosphere environments, playing an important role in nitrogen supply for 
ecosystem. They also can promote plant growth indirectly via producing hormone for host plants or 
protecting plant from disease attacking, therein have great potential for agriculture application. 
However, the application of microbial inoculant into soil is limited owing to the unstable efficiency 
in field, due to the competition from indigenous microorganisms and inhibition effect of soils. 
Compared to soil habitat, phyllosphere is relatively simple and constitute large areas. Foliar 
application of associative nitrogen fixing bacterial inoculant provides an alternative way instead of 
soil application in agriculture. [Objective] To optimize the liquid inoculant of an associative 
nitrogen-fixing bacteria strain W12 by adding different additives, and to track its colonization on the 
phyllosphere of maize after foliar application. [Methods] Firstly, the 16S rRNA and nifH gene of 
strain W12 were sequenced to identify its taxonomy. The effects of carboxymethyl cellulose (CMC) 
and glycerol (Gly) used as liquid inoculant additives on the growth and nitrogenase activity of strain 
W12 were evaluated in liquid culture and the liquid inoculant was prepared based on the optimized 
condition, and then the colonization of strain W12 on the phyllosphere of maize after spraying of 
liquid inoculant were estimated by plate counting on a low-nitrogen agar. After harvest, the grain 
yield and nitrogen content of grain, stem and leaf of maize in field were measured. Meanwhile, we 
also inspected the shelf life of inoculant under different storage conditions. [Results] The phylogeny 
analysis based on 16S rRNA and nifH gene both suggested that strain W12 is closely related to the 
species Klebsiella variicola. CMC and glycerol addition in liquid media showed no significant 
influence on the growth of strain W12, but remarkably improved the nitrogenase activity by 3.7 and 
24.2 times, respectively. After the foliar application of liquid inoculant via leaf spraying, the 
recovered strain W12-similar colonies on low-nitrogen media were up to 1.7×105 and 4.3×105 CFU/g 
leaf from maize phyllosphere in pot and field experiments, significantly higher than the control 
without inoculation, while the nitrogen content of grain, stem and leaf of maize in inoculation 
treatment were higher than those treatments without inoculation. The number of viable strain W12 
decreased over the storage time while storage at 4 °C maintained much higher viable bacteria than at 
room temperature, with the viable bacteria number more than 1.0×108 CFU/mL after storage at 4 °C 
for 90 days. [Conclusion] CMC and glycerol used as additives of liquid inoculant are favorable for 
bacteria adhesion on leaves and could remarkably improve nitrogenase activity of strain W12. 
Storage at 4 °C can sustain long shelf life of strain W12 liquid inoculation, compared with room 
temperature. After foliar application in field, strain W12 could successfully colonize in the 
phyllosphere and inoculation significantly improved the nitrogen content of maize grain and plant. 
Our results exhibit new insights on the preparation and application of foliar inoculant, and set a good 
example for field application of nitrogen fixing bacteria to reduce the nitrogen fertilizer application 
and stabilize crop yield. 

Keywords: Associative nitrogen fixation, Additive, Liquid inoculant, Leaf colonization 
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氮素是陆地生态系统中最重要且限制作物生

长的元素之一[1]。近 20 多年来，伴随着产量的提

高，我国农业氮肥年投入比 1990年增加了 44%，

达 2 362 万 t[2]，但我国主要粮食作物的氮肥平均

利用率只有约 28%−41%[3]，每年因挥发、淋洗、

径流等原因造成的氮肥流失量约占施用量的 40%

以上[4]。过量的氮肥投入不仅造成土壤酸化和水体

富营养化，还会产生氮氧化物加剧全球变暖，造成

一系列的生态环境问题[3,5-7]。为此，国家“十三五”

规划制定了氮肥总量调控并推进绿色发展的目标，

以期能够提高氮肥利用率并避免造成环境污染。 

自然状况下，大气氮素可以通过氮沉降和生

物固氮作用进入陆地生态系统[8]，其中生物固氮占

自然氮输入的 97%[9]。根据固氮微生物与植物的关

系，生物固氮可分为共生固氮、自生固氮和联合固

氮，后二者统称非共生固氮(Non-symbiotic nitrogen 

fixation)。与共生固氮菌具有宿主专一性相比，非

共生固氮菌的宿主范围较广，在自然生态系统中广

泛存在，且能够与小麦、玉米等禾本科植物联合固

氮，对生态系统的氮素供应起着重要作用[10]。此

外，非共生固氮菌还可以通过分泌生长激素、促进

溶磷和秸秆降解、增强抗病性和抗逆境等间接作用

促进植物生长[11]，一直作为重要的根际促生菌被应

用于农业生产。但固氮菌接种剂接种到土壤后，由

于受土著微生物的竞争、土壤抑制物质和环境条件

的变化等影响，接种的固氮菌很难找到合适的生态

位，使得接种效果并不稳定，难以推广使用[12-13]。 

叶际是植物叶片表面组成的生境，也泛指叶、

茎、花、果等植物的地上部，是微生物包括细菌、

真菌、酵母和原生动物等栖居的重要场所[14-16]，其

中细菌丰度最高可达 106−107 cells/(cm2·leaf)[15]。

据估计，地球上叶片表面积大约是地球表面积的   

2倍[17]，由于叶际生境巨大，定殖在叶际的微生物

对宿主植物抵御病害、生长促进和固氮，甚至生态

系统氮输入等方面均有重要影响[18-19]。已有研究表

明，叶附生固氮微生物是热带雨林中有效氮的重要

来源，对于全球氮循环有重要意义[20-22]。同时，相

比于土壤环境，叶际生境相对简单[15]，将固氮菌

接种剂接种到叶际，使其在叶际定殖以提高植物固

氮效率，这将是固氮菌剂推广应用的一个新思路。

研究适宜固氮菌生长和叶际定殖的接种剂或添加

剂，及其在叶际上的生长定殖将为固氮菌剂在叶际

的应用提供参考信息。 

作为具有粘附和保水性能但无生物毒性的化

合物，羧甲基纤维素(CMC)和甘油(Gly)常被用于

接种剂中以增强其使用效果[23-24]，作为液体接种剂

的添加剂有望促进菌体在叶面的附着和定殖。因

此，本研究以实验室前期筛选到的一株有较高固氮

酶活性的菌株 W12 为研究对象，考察了不同浓度

羧甲基纤维素(CMC)和甘油(Gly)对菌株 W12生长

曲线和固氮酶活性的影响。在此基础上，选择对菌

株 W12 生长无影响但能促进固氮活性的添加剂浓

度制成液体接种剂，并考察了不同贮藏方式下接种

剂有效活菌数随时间的变化。在此基础上，研究了

温室和野外条件下叶面喷施接种剂后菌株 W12 在

玉米叶际的定殖情况和接种剂对宿主植物的促进

生长效应，以探索固氮菌叶际接种的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及培养条件 

供试菌株为分离自棉花根际的变栖克雷伯氏菌

(Klebsiella variicola)菌株W12，−80 °C长期保存，

使用前于改良的 Döbereiner 低氮培养基[25]上活化

后挑取单菌落。该培养基不加蛋白胨为无氮培养

基，加 0.2 g/L蛋白胨为低氮培养基，在该低氮固体

培养基上培养 24 h后，菌株W12形成直径约 2 mm

大的半透明菌落，在无氮培养基上需 48 h左右形成

类似大小的菌落。为方便快速制备接种剂和进行回

收计数，本研究均采用低氮培养基进行培养。 

1.2  主要试剂和仪器 

PBS磷酸缓冲液(g/L)：KH2PO4 0.27，Na2HPO4 

1.42，NaCl 8.0，KCl 0.2，调节 pH至 7.2。PCR仪，

Eppendorf 公司；紫外可见分光光度计，北京普析

通用仪器有限责任公司；气相色谱仪，Agilent 
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Technologies 有限公司；连续流动分析仪，SEAL

公司；凯氏定氮仪，北京三品科创仪器有限公司。 

1.3  菌株 W12 的 16S rRNA 和 nifH 基因的扩增

和测序 

分别以细菌通用引物 27F/1492R 和固氮菌 nifH

基因特异引物 IGK3/DVV对菌株W12的 16S rRNA

和 nifH基因进行 PCR扩增[26-27]。16S rRNA基因

的 PCR条件为：94 °C 10 min；94 °C 1 min，55 °C 

1 min，72 °C 1.5 min，35个循环；72 °C 10 min。nifH

基因的 PCR条件为：95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 

30 s，72 °C 30 s，40个循环；72 °C 5 min。PCR扩

增产物经琼脂糖凝胶电泳后进行切胶回收纯化，纯

化后送去测序。将测序结果进行 BLAST分析，选取

部分相似性较高的序列用MEGA 7.0进行多重比较

分析并通过邻近法(Neighbor-Joining method)建立系

统发育树，自展值为 1 000。 

1.4  液体接种剂的配方优化 

为提高液体接种剂的叶面粘附能力，选取 2 种

具有粘附性和表面活性的物质作为添加剂。将含

0.1%、0.3%、0.5%羧甲基纤维素(CMC)和含 1%、

2%、3%甘油的低氮培养液分装到 50 mL离心管中，

每管 10 mL，同时设置不含添加剂和含添加剂不

接种的对照组，每组 3个重复。按 2%接种量接种

活化的菌液，接种后于 30 °C 条件下恒温静置培

养[25] (之前的研究表明该菌株在静置条件下比摇

床培养生长更好)，分别在 6、12、24、36、48和

72 h 后用分光光度计在 400 nm 波长下测量光密

度值(OD400)，以未接种的不同浓度 CMC或甘油处

理的低氮培养液为空白参比。 

乙炔还原法测定固氮酶活性。将含 0.1%、

0.3%、0.5% CMC 和含 1%、2%、3%甘油的低氮

培养液分装于 250 mL厌氧瓶中，每瓶 20 mL，设

置空白对照组，每组 3 个重复。按 2%接种量接种

活化的菌液，在 30 °C培养 48 h后将瓶塞换成不透

气的橡胶塞，从瓶内抽出 20 mL气体，再注入 20 mL

乙炔。继续培养 48 h后，从培养瓶中抽取气样，用

气相色谱仪进行检测，记录乙烯峰面积，根据乙烯

峰面积与乙烯浓度的标准曲线计算乙烯的浓度。 

1.5  接种剂的贮藏方式和有效时间 

基于 1.4 的实验结果，选择对菌株 W12 生长

没有抑制作用且固氮酶活性较高的添加剂浓度，将

不含添加剂的培养液接种菌株 W12 培养 48 h 后  

6 000 r/min离心 20 min，收集菌体并悬浮于含添加

剂的 PBS 缓冲液中制成接种剂，浓缩体积为原来

的一半，并设置不含添加剂的接种剂对照。对接种

剂进行不同贮藏方式和有效时间的试验：(1) 25 °C

条件下保存不含添加剂的接种剂；(2) 4 °C条件下

保存不含添加剂的接种剂；(3) 4 °C 条件下保存含

0.3% CMC的接种剂；(4) 4 °C条件下保存含 2%甘

油的接种剂。分别在 0、7、15、30、60、90 d对保

存的液体接种剂进行稀释涂平板计数。每个处理设

置 3组重复。 

1.6  玉米盆栽试验和叶际固氮菌回收 

用于玉米盆栽试验的土壤分别采自河南许昌

和湖南祁阳，对应的土壤类型为潮土(Fluvo-aquic 

soil)和酸性红壤(Red soil)。土壤基本性质是：

潮土 pH 为 7.18，氨态氮和硝态氮浓度分别为

5.51 mg/kg和 27.14 mg/kg；红壤的 pH为 4.43，氨态

氮和硝态氮浓度分别为 7.33 mg/kg和 44.44 mg/kg。

盆栽试验过程：称取每盆土干重约 2 kg，播种后保

持盆栽内足够的水分，每隔一段时间测定其株高。

盆栽不施底肥且玉米生长期内不施肥。分别在三叶

期和大喇叭口期将接种剂以无菌 PBS 缓冲液稀释

10倍后对玉米叶面进行喷施，并添加 CMC或甘油

使稀释后的接种剂与原接种剂含有相同的添加剂

浓度。设置 5个处理：(1) 不接菌；(2) 喷含 0.3% 

CMC的接种剂；(3) 喷含 2%甘油的接种剂；(4) 只

喷含 0.3% CMC的 PBS溶液；(5) 只喷含 2%甘油

的 PBS 溶液。每个处理设置 3 盆重复。玉米生长

130 d后，采集叶片和少量茎部组织，剪碎混匀后

每盆选取约 5 g置于 100 mL灭菌的 PBS缓冲液中，

200 r/min条件下振摇 5 min，然后超声波振荡 5 min，

使微生物与叶片充分分离[18,28]，并在低氮培养基上

进行稀释涂平板计数。 
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1.7  大田玉米试验 

为全面考察固氮菌叶面接种在大田的试验效

果，在位于河南许昌的潮土上进行田间接种试验。

试验始于 2016年春，设置了 5个处理，分别为：

(1) 不施氮肥(CK)；(2) 当地习惯用肥(N)；(3) 当

地习惯用肥量减 20%氮量(80% N)；(4) 当地习惯

用肥量减 20%氮量并喷固氮菌接种剂基质(含 2%

甘油的生理盐水溶液) (80% N+Gly)；(5) 当地习惯用

肥量减 20%氮量并喷固氮菌接种剂(80% N+W12)。

试验小区的大小为 24 m2，每个处理设置 3个重复

小区，小区处理随机排列。分别在玉米四叶期和大

喇叭口期时将接种剂用生理盐水稀释 10倍后对玉

米叶面进行喷施。在第 1次喷施 1、30、70 d后采

集植株中部的叶片，按照 1.6中的方法用低氮培养

基回收固氮菌。在玉米收获时用凯氏定氮法测定

玉米叶片、茎和籽粒的含氮量，并计算玉米产量。

将获得的数据使用 SPSS 18.0进行统计分析，显著

性差异通过单因素方差分析获得，图表制作使用

Origin Pro8.0。 

2  结果与分析 

2.1  菌株系统发育分析 

对菌株W12 16S rRNA基因及 nifH基因测序

和聚类分析显示(图 1)，该菌株与变栖克雷伯氏菌

(Klebsiella variicola)的 16S rRNA基因序列相似性

达 99%，与 nifH基因相似性达 97%，可以确定该菌

株为变栖克雷伯氏菌。变栖克雷伯氏菌为 2004年

定义的新种，属于肠杆菌科(Enterobacteriaceae)克

雷伯氏菌属(Klebsiella)，具有固氮能力，在植物组

织中大量存在[29]。我们之前的研究也表明，该菌

株对环境因子的适应性较强，并具有较高的生长速

率和固氮酶活性[25]。 

2.2  添加剂和贮藏条件优化 

2.2.1  不同浓度添加剂对菌株 W12 生长曲线和固

氮酶活性的影响 

添加不同浓度 CMC 和甘油培养条件下，菌株

W12 的生长曲线如图 2A 所示，在低氮培养液中，

含添加剂的菌株W12生长曲线与对照组类似，在很

短的时间内进入对数生长期，且稳定期持续时间较

长。在生长稳定期后(24 h后)添加 CMC的处理中菌

体 OD400值较对照相比有增加的趋势，而添加 2%和

3%甘油的处理组与对照相比 OD400 值有一定程度

降低，但总体来说差异不显著，表明添加 CMC 和

甘油对菌株W12的生长无明显促进或抑制作用。 

添加不同浓度 CMC和甘油培养后，菌株W12

的平均固氮酶活性分别提高了 3.7倍和 24.2倍。除

0.1% CMC处理组外，其他处理组与对照组都有显

著性差异，且添加甘油处理组的平均固氮酶活性达

61 083 nmol C2H4/mL菌液，显著高于 CMC的处理

组(9 264 nmol C2H4/mL) (P<0.05)，表现出极 

 

      
 

图 1  基于 16S rRNA 基因(A)和 nifH 基因(B)构建的菌株系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic trees of strain W12 based on 16S rRNA gene (A) and nifH gene (B) 
注：括号内的序号为菌株 GenBank登录号; 分支点上的数字为自展值，即 1 000次重复抽样聚到一起的百分比，低于 50的未显

示; 标尺代表系统发育树分支距离单位. 
Note: Numbers in brackets represent GenBank accession numbers; The number of the nodes means the bootstrap value, representing the 
percentage of occurrence in 1 000 replications, the value lower than 50 has been deleted; The scale bar means branch distance unit of 
phylogenetic tree. 
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图 2  添加剂对菌株 W12 生长曲线(A)和固氮酶活性(B)的影响 
Figure 2  Impacts of CMC and glycerol addition on the growth curve (A) and nitrogenase activity (B) of strain W12 in liquid media 

 
高的促进效果(图 2B)。综合以上 2 个因素，分别

选择 0.3% CMC和 2.0%甘油作为最终的添加剂浓

度用于后续试验。 

2.2.2  接种剂贮藏时间的检验 

液体培养的菌液经离心浓缩制备成接种剂后，

贮存于不同温度条件下，分别在 0、7、15、30、

60、90 d以低氮培养基进行活菌计数，结果如图 3

所示。接种剂经过 90 d的贮藏后，4种保存方式

剩余的活菌数都大量减少。在 4 °C条件下保存的

3个处理组剩余活菌数都高于 1.0×108 CFU/mL，而

25 °C条件下约为 1.7×107 CFU/mL。同时，4 °C和

4 °C添加 2%甘油处理组剩余活菌数显著高于 4 °C 
 

 
图 3  不同贮藏方式下固氮菌接种剂的保存期限 
Figure 3  The shelf life of inoculant stored at different 
conditions 

添加 0.3% CMC处理组(P<0.05)。因此贮藏温度是

影响接种剂剩余活菌数的主要因素，低温(4 °C)或

添加 2.0%甘油后低温贮藏可以最大限度地延长接

种剂有效期。 

2.3  固氮菌接种剂在盆栽玉米叶际的定殖 

以潮土和酸性红壤对玉米进行盆栽种植，并在

三叶期和大喇叭口期进行接种剂喷施，在距离最后

一次喷施 40 d (玉米生长 130 d) 后，利用低氮培养

基对叶际微生物进行平板稀释计数，结果如图4所示。

在低氮培养基上培养 1−2 d后，菌株W12能形成表面

光滑有凸起的圆形菌落，半透明，直径约 2−5 mm，

在平板上回收到的其他细菌菌落直径小于 1 mm 且

呈乳白色，根据此特征可将菌株W12与其他叶际微

生物区分。从图 4A可知，菌株W12能够在叶际成

功定殖，在玉米生长至 130 d时仍能检测到相当数量

的菌落，且数量远远高于其他处理组和对照组，达

到 4.3×105 CFU/g叶片，而未接种菌株W12的处理

组在低氮培养基上也能回收到少量和菌株W12具有

相似特征的菌落。接种菌株W12的处理中回收到的

W12类似菌约占所有可培养固氮菌的 31.41%，成为

叶际的优势固氮菌种；而未接种的处理组，W12 类

似菌只占玉米叶际可培养固氮菌的 2.49%。接种剂喷

施后，处理组的株高与对照组相比虽然有增加的趋

势，但是统计性检验不显著。 
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图 4  菌株 W12 在盆栽玉米叶际的定殖密度(A)与所占比例(B) 
Figure 4  The amount of W12-similar bacteria recovered from maize leaves (A) and its proportion among all culturable 
bacteria (B) on the phyllosphere in pot experiment 
 

2.4  接种剂在大田玉米叶际的定殖及其对产量

与植株含氮量的影响 

在河南许昌潮土上进行大田试验结果表明，

在接种剂喷施次日，喷施固氮菌处理的玉米叶片

回收到的 W12 类似菌密度可达 6.8×106 CFU/g 叶

片；在 30 d后，其密度下降至 8.2×104 CFU/g叶片，

显著低于喷施初始时的密度(图 5A)。接种剂喷施

70 d后，低氮培养基上回收到的W12类似菌和其

他菌显著高于喷施 30 d后回收到的数量，分别为

1.7×105 CFU/g叶片和 1.4×106 CFU/g叶片(图 5B)。 

无论是 30 d还是 70 d，喷施固氮菌处理中回收到

的W12类似菌显著高于无W12菌剂喷施的处理，

在未喷施 W12处理中分别为 1.9×103 CFU/g叶片

和 5.5×104 CFU/g叶片，而同一采样时期不同处理

回收到的其他菌数量之间没有显著差异(图 5B)。 

对玉米收获时产量和植株不同部位含氮量的

测定结果表明，常规施肥的处理产量达 12.4 t/hm2，

稍高于其他减氮和未施氮的处理(11.0−11.6 t/hm2)，

但不同处理产量的差异不显著(图 6A)。由图 6B可

知，接种 W12 的处理中玉米籽粒和茎部的含氮量 
 

 
图 5  大田喷施接种剂不同时间后 W12 在叶际的定殖数量 
Figure 5  The amount of W12-similar bacteria recovered from maize phyllosphere after application in field 
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图 6  大田玉米产量(A)与植株不同部位含氮量(B) 
Figure 6  The grain yield (A) and nitrogen content (B) in different parts of maize in field 

 
分别为 6.0 g/kg和 16.0 g/kg，显著高于其他减氮处

理 (80% N 和 80% N+Gly)；叶片的含氮量为     

5.5 g/kg，与其他处理相比虽然有所增加，但是未

达到显著性水平。同时，接种 W12 的处理与常规

施肥的处理相比，籽粒含氮量之间没有显著性差

异，而茎部和叶片的含氮量高于常规施肥的处理。 

3  讨论与结论 

3.1  供试添加剂对接种菌生长和固氮酶活性的

影响 

接种剂是具有生物活性的制剂，为了保持足够

的接种浓度，常需要选择合适的添加剂为细菌提供

适宜的微环境和物理防护[13]。添加剂通常可以提

高接种剂的粘度、稳定性、表面活性、功效和分散

性[13]。羧甲基纤维素(CMC)是一种非离子型的水溶

性纤维素，较易获得且价格较低，常被用作添加剂

和粘附剂[13,30]。甘油因具有粘性和吸水性，能够

保护细胞免于干燥，常用于接种剂中以延长保存

时间[13,23,31]。因此，我们选择 CMC和甘油作为固

氮菌的备选添加剂，实验结果表明这 2种添加剂都

可以显著提高菌株W12的固氮酶活性。 

乙炔还原法是测量微生物固氮酶活性常用的

方法，其测得的结果是一种累积效应。一方面，添

加剂可能会刺激固氮基因的表达，使得固氮酶数量

增加；另一方面，活细胞数量的积累同样可以增加

固氮酶的数量。一般认为，固氮微生物能够利用添

加的碳源，从而提高其固氮酶活性[32-33]。CMC 和

甘油也是一种碳源，但本文中所用添加剂对菌株

W12 固氮酶活性提高的原因仍然需要进一步的实

验验证。类似地，Aeron 等 [34]在接种剂中添加

CMC，结果表明 CMC能提高接种植物的固氮酶活

性并且增加植物的结瘤数量，说明 CMC具有生物

刺激作用；Elegba等[35]利用 CMC作为粘合剂也得

出了类似的结论。Gibson 等[36]通过在不同培养基

中培养根瘤菌(Rhizobium sp.)菌株 32H1，发现添加

甘油可以使其固氮酶活性持续更长的时间。这些结

论与本文的研究结果说明CMC和甘油可以作为添

加剂用于接种剂中以提高接种剂的使用功效，但

CMC 和甘油促进固氮菌酶活的分子机制还不清

楚，将来需要从基因表达水平层面深入研究。 

3.2  液体接种剂的贮藏条件 

接种剂在不同条件下的保存实验结果显示，温

度是影响接种剂剩余活菌数的主要因素，4 °C 低

温条件下更有利于接种剂的贮藏，这与许多研究结

果相一致 [37-39]。《农用微生物菌剂》质量标准

(GB20287-2006)中要求液体接种剂的有效活菌数

不低于 2.0×108 CFU/mL，保质期不少于 3个月[40]。
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本研究中不添加甘油或添加 2%甘油处理组在 4 °C

保存 90 d 后，活菌数仍达(4.0−6.0)×108 CFU/mL

接种剂，符合国家标准。此外，在 4 °C条件下，

在接种剂中加 2.0%甘油和不含甘油的对照处理活

菌数无显著差异，而添加 0.3% CMC 处理组在前

30 天内能使接种剂的剩余活菌数保持在较高的水

平，显著高于其他 3个处理组和对照组，但随着保

存时间的延长，该处理中剩余活菌数低于 4 °C对

照和加 2.0%甘油的处理，说明添加 CMC 不利于

接种剂长期保存，加甘油与否对接种剂保存也无特

别影响。 

接种剂的贮藏时间是接种剂实际应用的主要

挑战之一[13]。目前，液体接种剂的保存方法主要

有低温和添加剂等，提高接种剂中微生物浓度也可

以延长其有效时间[13]。例如，Singleton 等[41]通过

添加甘油等制备液体接种剂，提高了根瘤菌的生长

速率和接种剂的贮藏时间。此外，接种剂在运输和

使用过程中环境条件变化剧烈，容易造成有效活菌

数的减少，因此，液体接种剂的运输条件(如温度

条件)需要更多的关注[13]。 

3.3  菌株 W12 在叶际的定殖和应用效果 

为了验证固氮菌接种剂在叶际的定殖能力和

应用效果，我们分别进行了盆栽和大田试验。在叶

面喷施接种后，盆栽和大田玉米叶际回收到的

W12 类似菌在所有可培养固氮菌中分别占 31.4%

和 15.1%，已经成为玉米叶际固氮菌的优势种。表

明菌株 W12 经过一段时间后在叶际成功定殖。未

接种的对照处理组叶际回收到的 W12 类似菌数量

显著低于接种处理组，但仍然存在一定数量，可能

是在接种剂喷施过程中造成污染或由于环境因素

的作用而使菌株 W12 移到了未接种的玉米植株

上。此外，虽然从叶际分离的 W12 类似菌具有与

菌株 W12 相同的培养特征，但不能完全肯定其就

是菌株W12，因此W12菌株特异性引物和检测方

法的建立，是下一步需要进行的工作。 

接种剂处理后的大田玉米籽粒和茎部的含氮

量显著高于其他减氮处理，表明接种剂能够提高植

物的氮素营养供应，但是玉米产量增加的统计性效

应不显著，这与许多其他的接种剂试验结果类似。

张英等[42]的研究表明，对小白菜接种联合固氮菌

后，小白菜的产量有增加的趋势，但多数生长指标

与对照组相比并未达到显著性差异；方萍等[43]应

用固氮螺菌(Azosprillum brasilense) NO40 在水稻

上进行接种试验，接种后水稻株高、秸秆干重及叶

绿素含量等都有增加，但水稻的增产效果未达到显

著水平。这可能主要由于土壤条件的异质性、环境

条件的变化、土著微生物的竞争以及土壤氮素水

平、氧气含量等因素影响了菌株的接种效果[12-13]，

尤其土壤结合态氮的含量增加会显著抑制固氮菌

酶活，使细菌固氮能力降低[12]。目前农田氮肥投

入普遍存在过量现象[44]，以至于固氮菌的促生效

果不明显。我们在大田中进行的试验结果也发现，

由于前期投入的肥料过多，即使一季不施氮肥(CK

处理)或进行减氮处理(80% N)，对作物的产量影响

都不大，因此，对固氮菌剂的应用效果评估仍需要

进行长期观测。同时，叶际也可能存在大量其他固

氮微生物对氮素固定和促进植物生长产生作用，因

此将来需要结合运用同位素示踪和微生物分子生

态学技术手段，区分接种剂和叶际土著固氮菌对植

物氮素输入的相对贡献，以综合考察固氮菌剂叶面

应用推广的可行性，并探讨促进其应用效果的技术

和方法。 
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