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研究报告

泓森槐可培养内生固氮细菌多样性与潜在促生长特性评价 

付思远 1  席雨晴 1  赵鹏菲 1  梁永健 1  宋旭 1  常华瑜 1  彭桂香*2  谭志远*1 
1 华南农业大学农学院  广东 广州  510642  
2 华南农业大学资源环境学院  广东 广州  510642 

摘  要：【背景】泓森槐为豆科刺槐属的速生型落叶乔木，生长快，营养需求多。目前对于泓森槐内

生固氮细菌的研究鲜有报道。【目的】研究泓森槐可培养内生固氮细菌的多样性及潜在促生长特性。

【方法】从表面消毒的泓森槐根、茎、叶及根瘤中进行内生固氮细菌的分离纯化，采用 IS-PCR 指

纹图谱技术将分离得到的菌株进行聚类，对各类群代表菌株进行 16S rRNA 基因系统发育分析、生

理生化试验、固氮酶活性测定、促生长特性试验。【结果】从泓森槐中分离出 56 株细菌，聚为        

10 个类群，分别为 Paenibacillus sabinae、Klebsiella michiganensis、Kosakonia radicincitans、Kosakonia 

pseudosacchari、Mesorhizobium erdmanii、Mesorhizobium huakuii、Mesorhizobium silamurunense、

Pseudomonas geniculata、Burkholderia territorii 和 Devosia riboflavina，其中 5 个类群为联合固氮菌、

3 个类群为共生固氮菌、2 个类群为非固氮菌，表明泓森槐组织内生固氮细菌具有丰富的多样性。促

生特性试验表明 7 个类群具溶磷能力、6 个类群具解钾能力、6 个类群具有产生长素能力、6 个类群

具产铁载体能力、2 个类群具有产蛋白酶能力。【结论】泓森槐组织内生固氮细菌具有遗传多样性与

促生长特性，其在农业微生物菌肥开发利用方面具有潜在价值。 

关键词：泓森槐，内生菌，固氮菌，促生长特性 
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Abstract: [Background] Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’ is a fast-growing deciduous tree of Robinia in 
Leguminosae. Endophytic diazotrophic bacteria of Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’ is being researched 
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little nowadays. [Objective] We studied the diversity and growth promoting characteristics of the 
culturable endophytic diazotrophic bacteria isolated from Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’. [Methods] 
Strains were isolated and purified from surface sterilized roots, stems, leaves and root nodules of Robinia 
pseudoacacia ‘Hongsen’, the isolates were clustered by using IS-PCR finger-printing, nitrogenase activity 
of the representative strain of each group was measured, we also conducted phylogenetic analysis of 16S 
rRNA gene, physiological and biochemical tests and growth promoting experiments of the representative 
strains. [Results] A total of 56 strains were isolated from Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’, belonging to 
ten groups: Paenibacillus sabinae, Klebsiella michiganens, Kosakonia radicincitans, Kosakonia 
pseudosacchari, Mesorhizobium erdmanii, Mesorhizobium huakuii, Mesorhizobium silamurunense, 
Pseudomonas geniculate, Burkholderia territorii and Devosia riboflavina, in which 5 groups were 
associative nitrogen-fixing bacteria, 3 groups were symbiotic nitrogen-fixing bacteria, 2 groups had not the 
nitrogen-fixing ability, which showed the rich diversity of endophytic diazotrophic bacteria of Robinia 
pseudoacacia ‘Hongsen’. Growth promoting experiments showed that 7 groups had the function of 
phosphorus solubility, 6 potassium solubility, 6 auxin secretion, 6 siderophore production, and 2 proteases 
production. [Conclusion] Endophytic diazotrophic bacteria isolated from Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’ 
have abundant genetic diversity and growth promoting characteristics, which have potential value in 
exploitation and utilization of agricultural microbial fertilizer. 

Keywords: Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’, Endophyte, Nitrogen-fixing bacteria, Growth-promoting 
characteristics 

氮素是植物生长过程中主要的营养元素，土壤

中可利用的氮素不足以最大程度地提升作物产  

量[1]。长期使用氮肥会导致土壤肥力下降，污染环

境，然而生物固氮可以为植物提供氮素，提升土壤

肥力，由于生物固氮潜在的经济与环境重要性，已

经吸引了很多学者的研究[2-5]。在自然条件下，一

些植物能够与不同种类的微生物建立对彼此有益

的共生关系；植物与微生物之间的固氮关系分为共

生固氮和联合固氮[4]。研究者除了从豆科植物的根

瘤中分离了各种各样的根瘤菌外，还从非豆科植物

的根茎叶中分离了很多固氮细菌；植物为固氮微生

物提供了丰富且多样的生态位[3]。植物内生固氮菌

是指在植物整个或部分生命周期定殖于植物健康

组织中与宿主植物进行联合固氮的一类宿主微生

物[4]。内生固氮菌的固氮作用不需要与植物形成特

异化的结构，可以在植物的各种营养器官内进行固

氮作用，满足自身生长需求的同时又为宿主植物提

供氮源，而且产生的某些代谢产物促进植物生   

长[5]。根瘤菌是与豆科植物建立共生关系并有效固

氮的革兰氏阴性细菌[6]。根瘤是根瘤菌侵染豆科植

物根部而形成的并能够进行生物固氮的共生组织，

大多数根瘤菌在体外固氮作用很弱或不能固氮[7]。 

泓森槐是豆科、刺槐属的一类优良速生用材树

种，抗干旱，对养分需求量大，根系有根瘤，可以

有效改善土壤肥力，兼具经济与生态价值。选取速

生的泓森槐作为研究材料，从泓森槐根、茎、叶及

根瘤分离可培养内生固氮细菌，探讨其内生固氮细

菌多样性和氮素来源，对于生物菌肥的制备具有

意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

由广西南宁绿水青山公司提供泓森槐(Robinia 

pseudoacacia ‘Hongsen’)树苗，种植在华南农业大

学农场。采用 DN 无氮培养基[8]和改良 YMA 低氮

培养基进行菌株的分离纯化。 

改良 YMA 低氮固体培养基(g/L)：甘露醇 10.0，

K2HPO4·H2O 0.5 ， NaCl 0.1 ， 酵 母 粉 0.2 ，

MgSO4·7H2O 0.2，CaCO3 3.0，pH 7.2，琼脂 20.0。 

1.2  主要试剂和仪器  

2×Taq PCR Mix、DNA Marker，生工生物工程
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(上海)股份有限公司；3-吲哚乙酸，合肥博美生物

公司。凝胶成像系统、PCR 仪，Bio-Rad 公司；气

相色谱仪，北京北分天普仪器技术有限公司；可见

分光光度计，上海美普达仪器有限公司。 

1.3  根、茎、叶内生固氮菌株的分离与纯化 

将泓森槐的根、茎、叶分别用无菌剪刀剪成   

3 cm 的小段，无菌水清洗表面灰尘，用 70%酒精

浸泡 5 min，无菌水清洗一遍，用 0.1%升汞浸泡   

5 min，表面消毒后，用无菌水洗涤 10 次，每次

10 min，最后一次洗涤的无菌水涂布在 LB 平板上

作为对照，确定是否消毒彻底。把消毒后的根、茎、

叶两端各剪去 1 cm，用无菌剪刀剪成约 0.5 cm 小

段，无菌研磨器分别按压根、茎、叶，用无菌镊子

将根、茎、叶分别接种于半固体 DN 无氮培养基中，

待长出菌膜测定固氮酶活性后，用平板划线法与稀

释涂平板法在 DN 无氮培养基上进行分离纯化，直

至获得纯化菌株，用 20%甘油−80 °C 保存菌株。 

1.4  根瘤内生固氮菌株的分离纯化 

挑取泓森槐成熟根瘤，先用无菌水冲洗干净，

再用 70%酒精浸泡 5 min，无菌水清洗一遍，用

0.1%升汞浸泡 3 min，之后无菌水振荡洗涤 10 次，

每次 10 min，最后一次洗涤的无菌水涂布在 LB 平

板上作为对照，确定是否消毒彻底。用无菌镊子夹

破表面消毒的根瘤，放入 1.5 mL 装有无菌水的离心

管中让根瘤内部菌体充分进入无菌水中，振荡混匀

后 10 倍稀释 3 次，吸取 3 个梯度的菌液各 50 μL，

使用涂布平板法将其涂于 YMA 低氮固体培养基

上，每个梯度 3 个重复，待平板长出单菌落，挑取

单菌落用平板划线法进行分离纯化至菌株纯化，用

20%甘油−80 °C 保存菌株。 

1.5  IS-PCR 指纹图谱分析 

采用(Insertion sequence-based PCR，IS-PCR)

指纹图谱方法[9]，选用单引物 J3 (5′-GCTCAGGTC 

AGGTGGCCTGG-3′)，PCR 反应体系与反应条件

参考文献[10]，PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

后，6%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行条带分离，

GIS 紫外凝胶成像系统拍照并进行聚类结果分析。 

1.6  16S rRNA 基因序列分析 

16S rRNA 基因扩增采用引物 27F (5′-AGAG 

TTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTAC 

CTTGTTACGACTT-3′)。PCR 反应体系与反应条件

参考文献[11]，扩增产物送天一辉远生物科技有限

公司测序。所得序列在 EzBioCloud 与 NCBI 数据库

进行 BLAST 比对，寻找具有较高相似性的 16S rRNA

基因序列，采用 MEGA 7.0 软件进行多序列比对，

用临近法构建系统发育树，确定其系统发育地位。 

1.7  固氮酶活性测定 

将各类群代表菌株活化待生长至对数生长期，

制成 OD600 为 1.0 的菌悬液，取 10 μL 菌液接种于   

3 mL 半固体 DN 无氮培养基的 8 mL 试管中，剩余

空气体积 5 mL，反口胶塞密封。37 °C 培养，待长

出菌膜后，向试管中注入剩余空气体积 1/100 的

100%乙炔气体(使最终浓度为 1%)，相同条件下培

养 24 h 后用气相色谱分析乙炔和乙烯含量，设置

阴性和阳性对照。按以下公式计算固氮酶活性，单

位：nmol-C2H4/(mL·h)。 

EA=(58.0×103×Se×T×Pe)/(Sb×Te×P×t×V) 
式中，Se：乙烯峰面积；T：开氏绝对温度 (T=  

273.13 K)；Pe：实验条件下的大气压强；Sb：乙

炔峰面积；Te：实验条件下温度(K)；P：绝对大气

压强(Pa)；t：培养时间(h)；V：容器体积(mL)。 

1.8  固氮酶 nifH 基因与结瘤 nodA 基因扩增 

采用引物 Zehr-F (5′-TGYGAYCCNAARGCN 

GA-3′)与 Zehr-R (5′-NDGCCATCATYTCNCC-3′)进

行 PCR 反应扩增 nifH 基因。采用引物 nodA-F (5′-T 

GCRGTGGAARNTRNNCTGGGAAA-3′)与 nodA-R 

(5′-GGNCCGTCRTCRAASGTCARGAT-3′，其中 D：

A、G 或 T；N：A、C、G 或 T；Y：C 或 T；R：

A 或 G)进行 PCR 反应扩增 nodA 基因。PCR 反应

体系和反应条件参考文献[12]。若菌株在体外检测

有固氮酶活性，而且具有固氮酶 nifH 基因，不存

在结瘤 nodA 基因，则菌株为联合固氮菌；若菌株

在体外不具固氮酶活性，而且同时存在固氮酶 nifH

基因与结瘤 nodA 基因，则菌株为共生固氮菌。 
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1.9  菌株生理生化试验 

革兰氏染色、过氧化氢酶试验、甲基红试验、

乙酰甲基甲醇(V-P)试验、明胶液化试验、硝酸盐

还原试验等参照赵斌与何绍江合著的《微生物学

实验教程》[13]。 

1.10  菌株的促生特性 

解钾能力定性试验：将供试菌株点接在钾长石

培养基[4]平板上，每个平板 3 个重复，30 °C 恒温

培养 7 d 后，拍照记录实验结果[4]。 

可溶性磷定量测定：各供试菌株采用钼锑抗比

色法测定发酵液中可溶性磷的含量[14]。 

产 铁 载 体 功 能 验 证 ： 将 供 试 菌 株 接 种 于

MSA-CAS 液体培养基[11]中，37 °C、130 r/min 培

养 5 d 后观察各样品培养液颜色变化，颜色从蓝绿

色变为粉红色、红色、紫红色、紫色即为阳性反应，

否则为阴性反应。 

菌株产生长素含量测定：采用 Salkowski 测

定菌株培养液中生长素的含量，具体方法参照文

献[15]。 

产蛋白酶定性试验：采用脱脂奶粉琼脂固体培

养基(A 组分：脱脂奶粉 35.0 g，500 mL 蒸馏水；

B 组分：琼脂 20.0 g，500 mL 蒸馏水。将 A、B     

两个组分分开灭菌，待冷却至 60 °C 混合倒平板)，

将供试菌株点接在培养基中央，培养 5 d 后，有透

明圈即是能产生蛋白酶的菌株。 

2  结果与分析 

2.1  泓森槐根、茎、叶及根瘤内生固氮细菌的

分离与纯化 

从泓森槐根瘤及根、茎、叶中共分离了 56 株

菌株，详细结果见表 1。根中分离了 15 株，茎中    

4 株，根瘤中 37 株，叶中未分离到。 

2.2  IS-PCR 指纹图谱聚类分析 

通过 IS-PCR 指纹图谱聚类分析，由图 1 可以

看出不同类群的指纹图谱聚类结果有明显差异。 

56 株菌被分为 10 个类群。类群  (H11Ⅰ ，H12，H13，

H14，H15，H16，H17，H18)，类群  (H21Ⅱ ，H22， 

表 1  泓森槐植株组织分离所得菌株统计表 
Table 1  Strains isolated from Robinia pseudoacacia ‘Hongsen’ 
类群
Cluster

菌株号
Strain No.

分离部位 
Origin

培养基
Culture medium

I H11 根 Root DN 
 H12 根 Root DN 
 H13 根 Root DN 
 H14 根 Root DN 
 H15 根 Root DN 
 H16 根瘤 Root nodule YMA 
 H17 根瘤 Root nodule YMA 
 H18 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅱ H21 茎 Stem DN 
 H22 茎 Stem DN 
 H23 茎 Stem DN 
 H24 茎 Stem DN 
Ⅲ H31 根 Root DN 
 H32 根 Root DN 
 H33 根瘤 Root nodule YMA 
 H34 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅳ H41 根 Root DN 
 H42 根 Root DN 
 H43 根瘤 Root nodule YMA 
 H44 根瘤 Root nodule YMA 
 H45 根瘤 Root nodule YMA 
 H46 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅴ H51 根瘤 Root nodule YMA 
 H52 根瘤 Root nodule YMA 
 H53 根瘤 Root nodule YMA 
 H54 根瘤 Root nodule YMA 
 H55 根瘤 Root nodule YMA 
 H56 根瘤 Root nodule YMA 
 H57 根瘤 Root nodule YMA 
 H58 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅵ H61 根瘤 Root nodule YMA 
 H62 根瘤 Root nodule YMA 
 H63 根瘤 Root nodule YMA 
 H64 根瘤 Root nodule YMA 
 H65 根瘤 Root nodule YMA 
 H66 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅶ H71 根瘤 Root nodule YMA 
 H72 根瘤 Root nodule YMA 
 H73 根瘤 Root nodule YMA 
 H74 根瘤 Root nodule YMA 
 H75 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅷ H81 根瘤 Root nodule YMA 
 H82 根瘤 Root nodule YMA 
 H83 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅸ H91 根 Root DN 
 H92 根 Root DN 
 H93 根 Root DN 
 H94 根瘤 Root nodule YMA 
 H95 根瘤 Root nodule YMA 
 H96 根瘤 Root nodule YMA 
 H97 根瘤 Root nodule YMA 
Ⅹ H101 根 Root DN 
 H102 根 Root DN 
 H103 根 Root DN 
 H104 根瘤 Root nodule YMA 
 H105 根瘤 Root nodule YMA 
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图 1  56 株菌株的 IS-PCR 指纹图谱电泳图 
Figure 1  IS-PCR finger printing patterns of the 56 strains 
注：M：DL2000 分子量标准. 

Note: M: DL2000 DNA Marker. 

 

H23，H24)，类群  (H31Ⅲ ，H32，H33，H34)，类

群  (H41Ⅳ ，H42，H43，H44，H45，H46)，类群

 (H51Ⅴ ，H52，H53，H54，H55，H56，H57，H58)，

类群Ⅵ (H61，H62，H63，H64，H65，H66)，类

群  (H71Ⅶ ，H72，H73，H74，H75)，类群  (H81Ⅷ ，

H82，H83)，类群  (H91Ⅸ ，H92，H93，H94，H95，

H96，H97)，类群  (H101Ⅹ ，H102，H103，H104，

H105)。 

2.3  菌株 16S rRNA 基因序列比对及系统发育

分析 

通过 IS-PCR 指纹图谱聚类结果，每个类群

选出一株具有代表性的菌株进行 16S rRNA 基因

的 PCR 扩增及测序，测序结果用 DNAStar 软件

进 行 序 列 拼 接 与 矫 正 ， 将 所 得 序 列 提 交 至

GenBank，登录号分别为 H11 (MN841793)、H21 

(MN841790)、H31 (MN841788)、H41 (MN841789)、
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H51 (MN841797) 、 H61 (MN841796) 、 H71 

(MN841795)、H81 (MN841792)、H91 (MN841791)、

H101 (MN841794)，通过 EzBioCloud 数据库与

NCBI 数据库对比得到相似性最高菌株。对比结果

如表 2 所示，类群Ⅰ与类芽孢杆菌属(Paenibacillus 

sabinae T27T)相似性 98.6%，类群Ⅱ与克雷伯氏菌

属(Klebsiella michiganensis W14T)相似性 100%，类

群Ⅲ与卡萨克尼亚氏菌属(Kosakonia radicincitans 

DSM16656T)相似性 99.8%，类群Ⅳ与卡萨克尼亚

氏菌属(Kosakonia pseudosacchari JM387T)相似性

99.4%，类群Ⅴ与中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium 

erdmanii USDA3471T)相似性 100%，类群Ⅵ与中慢

生根瘤菌属(Mesorhizobium huakuii IAM14158T)相

似 性 99.8% ， 类 群 Ⅶ 与 中 慢 生 根 瘤 菌 属

(Mesorhizobium silamurunense CCBAU01550T) 相

似性 100%，类群Ⅷ与假单胞菌属(Pseudomonas 

geniculata ATCC19374T)相似性 100%。类群Ⅸ与伯

克霍尔德菌属(Burkholderia territorii LMG28158T)

相似性 99.8%。类群Ⅹ与德沃斯氏菌属(Devosia 

riboflavina IFO13584T)相似性 100%。用各类群代

表菌株的 16S rRNA 基因序列与其相似菌株的 16S 

rRNA 基因序列构建系统发育树，如图 2 所示，各

类群代表菌株皆与其最相近菌株聚在了一个分支

上，展现出了泓森槐植株组织内生固氮细菌的系统

发育关系。 

2.4  代表菌株的固氮酶活性测定 

对各个类群的代表菌株进行3次体外固氮酶活性

测定，取平均值，结果如表 3 所示。菌株 H11、H21、

H31、H41、H101 在体外具有固氮酶活性。菌株 H11

的固氮酶活性最高达到 450.6 nmol-C2H4/(mL·h)，

菌株 H101 的固氮酶活性最低。 

2.5  固氮酶 nifH 基因与结瘤 nodA 基因扩增 

挑选各类群代表菌株进行固氮酶 nifH 基因和

结瘤 nodA 基因的扩增。结果如图 3 所示，nifH 基

因扩增结果表示代表菌株 H11、H21、H31、H41、

H51、H61、H71、H101 均能扩增出一条约 360 bp 

 
表 2  代表菌株 16S rRNA 基因序列比对结果 
Table 2  Comparison result with the 16S rRNA gene sequences of all representative strains 
类群 

Group 

代表菌株 

Representative strain 

最高相似性菌株 

Similarity with known species 

相似性 

Similarity (%) 
Ⅰ H11 类芽孢杆菌 T27T 

Paenibacillus sabinae T27T 

98.6 

Ⅱ H21 克雷伯氏菌 W14T 

Klebsiella michiganensis W14T 

100 

Ⅲ H31 卡萨克尼亚氏菌 DSM16656T 

Kosakonia radicincitans DSM16656T 

99.8 

Ⅳ H41 卡萨克尼亚氏菌 JM387T 

Kosakonia pseudosacchari JM387T 

99.4 

Ⅴ H51 中慢生根瘤菌 USDA3471T 

Mesorhizobium erdmanii USDA3471T 

100 

Ⅵ H61 华葵中慢生根瘤菌 IAM14158T 

Mesorhizobium huakuii IAM14158T 

99.8 

Ⅶ H71 黄河中慢生根瘤菌 CCBAU01550T 

Mesorhizobium silamurunense CCBAU01550T 

100 

Ⅷ H81 弯曲假单胞菌 ATCC19374T 

Pseudomonas geniculata ATCC19374T 

100 

Ⅸ H91 伯克霍尔德菌 LMG28158T 

Burkholderia territorii LMG28158T 

99.8 

Ⅹ H101 核黄素德沃斯氏菌 IFO13584T 

Devosia riboflavina IFO13584T 

100 
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图 2  代表菌株基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of all representative strains 
注：建树方法为邻接法；括号内为菌株 16S rRNA 基因在 GenBank 中的登录号；节点处的数字为 Bootstrap 值；标尺代表 0.02 的

核酸差异. 

Note: Constructed using the neighbour-joining method; The GenBank accession numbers are given in parentheses; Numbers at nodes are 
bootstrap values; Bars indicate 0.02 nucleotide divergence. 

 
表 3  菌株的固氮酶活性 
Table 3  Nitrogenase activity of strains 
菌株号 

Strain No. 

固氮酶活性 

Nitrogenase activity (nmol-C2H4/(mL·h)) 

H11 450.6 

H21 171.1 

H31 364.2 

H41 310.3 

H101 68.7 

 
 

图 3  部分菌株固氮酶 nifH 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 3  PCR products of the nitrogenase nifH gene of 
related strains 
注：M：DL2000 分子量标准. 

Note: M: DL2000 DNA Marker. 
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的条带，表明这些菌株具有固氮酶 nifH 基因。如

图 4 所示，nodA 基因扩增结果显示仅有 H51、H61、

H71 扩增出一条 660 bp 左右的条带，表明 H51、

H61、H71 具有结瘤 nodA 基因。综合固氮酶 nifH

基因、结瘤 nodA 基因扩增结果及体外固氮酶活性

测定结果，表明 H11、H21、H31、H41、H101 为

联合固氮菌，H51、H61、H71 为共生固氮菌，H81、

H91 为非固氮菌。 

2.6  代表菌株的生理生化鉴定 

各个类群代表菌株生理生化实验见表 4，H21、

H31、H41、H51、H61、H71、H81、H91、H101

与它们的最相似菌株生理生化实验结果[16-23]一致，

H11 与其最相似菌株生理生化结果[24]有差异。 

2.7  菌株的促生长特性 

对各类群代表菌株进行产铁载体能力试验、

可溶性磷定量测定、解钾定性试验、产蛋白酶定

性试验、产生长素定量试验。结果如表 5 所示，

表明菌株 H11、H21、H31、H41、H71、H91 具

有解钾能力(图 5A)，菌株 H21、H31、H41、H81、

H91、H101 具有产铁载体能力(图 5B)，菌株 H21、

H31、H41、H71、H81、H91、H101 具有溶磷能

力，H91 的溶磷能力最强达 78.5 mg/L。菌株 H81、

H91 具有产蛋白酶能力(图 5C)，菌株 H21、H51、

H61、H71、H81、H101 具有产生长素的能力。 

 

 
 
图 4  部分菌株结瘤 nodA 基因 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 4  PCR products of the nodulation nodA gene of 
related strains 
注：M：DL2000 分子量标准. 

Note: M: DL2000 DNA Marker. 

表 4  代表菌株生理生化试验 
Table 4  Physiological and biochemical properties of the 
representative strains 

项目 

Items 

H11 H21H31H41 H51 H61 H71 H81 H91 H101

革兰氏染色 

Gram stain 

+ − − − − − − − − − 

甲基红试验 

Methylred 

− − + − − − − − + + 

乙酰甲基甲醇 

试验 

V-P reactions 

− + + − + + − − − − 

过氧化氢酶试验

Catalase 

+ + + + + + + + + + 

硝酸盐还原试验

Nitrate reduction

+ + + + − − − + − + 

明胶液化试验 

Gelatin 

liquefaction 

− − − − − − − + + − 

脲酶试验 

Urease 

− − + − + + − + − + 

吲哚生成 

Indole production

− + − − + + + + − + 

注：+：阳性反应；−：阴性反应.    

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

 
表 5  菌株的促生长特性 
Table 5  Growth promoting characteristics of strains 

项目 

Items 

H11 H21 H31H41 H51 H61 H71 H81 H91 H101

可溶性磷含量

Soluble P 

content (mg/L)

0.0 22.4 14.217.6 0.0 0.0 28.7 8.91 78.5 52.3

生长素 

IAA (mg/L) 

0.0 10.6 0.0 0.0 1.75 2.58 2.61 6.84 0.0 15.6

产铁载体 

Siderophore 

production 

− + + + − − − + + + 

产蛋白酶 

Proteinase 

production 

− − − − − − − + + − 

解钾能力 

Potassium 

dissolving 

+ + + + − − + − + − 

注：+：阳性反应；−：阴性反应.    

Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 5  部分代表菌株促生长特性效果图 
Figure 5  The results of growth promoting characteristics of related strains 
注：A：解钾效果图；B：产铁载体能力图；C：菌株 H81 和 H91 产蛋白酶能力图. 

Note: A: The results of dissolving potassium; B: Siderophore production; C: Protease production of strains H81 and H91. 
 

3  讨论 

本研究以泓森槐根、茎、叶及根瘤为材料，共

分离得到 56 株菌株。DNA 指纹图谱聚类分析是当

代学者常用的细菌聚类分析方法，可信性高，其中

J3 引物的多态性较好[25-26]。采用 IS-PCR 指纹图谱

法做聚类分析，将 56 株细菌分为 10 个类群，7 个

属 10 个种，其中 5 个类群为联合固氮菌，3 个类

群为共生固氮菌，2 个类群为非固氮菌，反映了泓

森槐内生固氮细菌具有丰富的遗传多样性。 

本文分离的固氮类芽孢杆菌 H11 与 Ma 等[24]

发现的固氮类芽孢杆菌属新种 T27T 的 16S rRNA

基因序列相似性最高为 98.6%，但生理生化指标有

一定差异。刘丽辉等[4]从落地生根中分离出类芽孢

杆菌属的内生固氮菌，与 H11 是不同种。何建清

等[27]从砂生槐根瘤内也分离到了具有促生效果的

固氮类芽孢杆菌，表明固氮类芽孢杆菌属在多种植

物组织中存在。本研究从泓森槐茎中分离的菌株

H21 兼具解钾、溶磷、产生长素、产铁载体、联合

固氮多种促生长特性。孙峰[28]从芒草中分离到具

有多种促生长特性的克雷伯氏菌株。毛晓洁[29]从

玉米中也分离到与 H21 同种的克雷伯氏菌株，并

对其促生长特性进行了研究，表明 H21 是具有多

种促生长特性的内生固氮菌。Kosakonia 属的菌株

多数具有固氮能力，对植物有促生作用[30]。菌株

H31 与 H41 同属于 Kosakonia 属，具有高固氮酶活

性，兼具解钾、溶磷、产铁载体功能。段如雁[31]

通过高通量测序技术分析了不同地区花榈木根瘤

内细菌的多样性，表明 Kosakonia 属在根瘤中聚

集较多。Sun 等[32]在玉米根际发现了具有联合固

氮促生功能的 Kosakonia 菌株，测定固氮酶活性为    

232.94 nmol-C2H4/(mL·h)，并成功在荧光显微镜下

观察到了菌株在黄瓜根中的定殖，菌株 H31 与之

相 似 性 最 高 ， 但 具 有 更 高 的 固 氮 酶 活 性 为    

364.2 nmol-C2H4/(mL·h)。Kämpfer 等[17]首次从玉米

根中分离的内生固氮菌新种 JM387T 与菌株 H41 相

似性最高。本研究中的菌株 H51、H61、H71 为中

慢生根瘤菌的 3 个种，在泓森槐根瘤中分离得到，

扩增出了它们的固氮酶 nifH 基因和结瘤 nodA 基

因，从分子水平上验证了它们为共生固氮菌。然而

泓森槐作为刺槐的亚种，在选择根瘤固氮方面二者

可能具有相似性。刘振山[33]从西北地区刺槐根瘤

中分离出根瘤菌属、中慢生根瘤菌属和中华根瘤菌

属 3 个属，表明中慢生根瘤菌为优势种群。冀玉良  

等[34]从陕西商洛地区刺槐根瘤内分离根瘤菌 68 株，

各类群代表菌株皆与中慢生根瘤菌属聚在一个分

支，表明陕西商洛地区刺槐主要选择与中慢生根瘤
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菌结瘤，结合本研究结果表明泓森槐与刺槐都优先

选择中慢生根瘤菌结瘤。此外，冀玉良[35]从刺槐

分离的部分根瘤菌具有溶磷和分泌生长素的能力，

本文中 H51、H61、H71 具有产生长素能力，H71

具备溶磷与解钾能力，表明刺槐与泓森槐在其根瘤

菌促生长特性上具有相似性。菌株 H81 为弯曲假

单胞菌，为非固氮菌，具有溶磷、产生长素、产铁

载体、产蛋白酶等促生长特性。李艳星等[36]在块

根类作物中也分离到弯曲假单胞菌，顾沛雯等[37]

从豆科植物苦豆子的根中也发现了具有抑菌活性

的弯曲假单胞菌，Gopalakrishnan 等[38]从鹰嘴豆根

瘤中分离出具有植物促生功能的弯曲假单胞菌，说

明弯曲假单胞菌是广泛存在于植株组织中的促生

菌株。菌株 H91 无固氮功能，具解钾、产铁载体、

产蛋白酶能力且溶磷能力很强，孙峰[28]从芒草中

分离到与 H91 相同具有促生功能的伯克霍尔德内

生菌。保朱寿能[39]从紫茎泽兰根中分离内生固氮

菌，其报道的能够在无氮培养基中生长的德沃斯氏

菌与 H101 为同种菌，本文进一步用乙炔还原法测

定了 H101 的固氮酶活性为 68.7 nmol-C2H4/(mL·h)。

Rivas 等[40]发现德沃斯氏属中有能够使豆科植物

结瘤的菌种，而且 nodD 基因序列与热带根瘤菌的

亲缘关系很近，本文中的德沃斯氏菌 H101 是联合

固氮菌而非共生固氮菌。在自然界的固氮体系中，

共生固氮主要存在于豆科植物与根瘤菌、非豆科植

物与弗兰克氏放线菌形成的根瘤及蓝细菌与红萍

或某些地衣形成的两大类共生体[41]。联合固氮菌

在自然界中的存在较共生固氮菌更为广泛，管芩澜 

等[42]从乐山不同地区不同豆科植物中分离了 52 株

联合固氮菌并测定了固氮酶活性。本文研究材料泓

森槐为抗旱、速生且需大量营养的豆科植物，研究

结果表明泓森槐组织中具有多种固氮菌，体现出泓

森槐氮素营养来源的多样性。对于分离得到的 3 种

中慢生根瘤菌 H51、H61、H71，因泓森槐的种子

难以获得及时间原因，我们没有进行回接试验验证

它们的结瘤能力及测定回接所得根瘤的固氮能力。

此外，植株内生固氮细菌的组成受植株所生长的时

期、环境、季节等多种因素影响[43-45]。本研究因时

间和条件限制仅采集了幼龄期的泓森槐根、茎、叶

及根瘤进行可培养内生固氮细菌的分离，后续实验

还可以利用高通量测序与生物信息学技术在不同

时期、不同生长环境下进行不可培养的内生固氮菌

菌群的探究，以期全面了解泓森槐组织内生固氮菌

的群落组成。 

4  结论 

从泓森槐根、茎、叶及根瘤分离的可培养内生

固氮细菌具有丰富的多样性及促生长特性。菌株

H11 为类芽孢杆菌属，固氮酶活性为本研究中最

高，具有解钾能力且类芽孢杆菌具芽孢，适应环境

的能力强；H31 与 H41 为卡萨克尼亚氏菌，具有

高固氮酶活性、溶磷解钾、产铁载体能力；H51、

H61、H71 为中慢生根瘤菌属，具有固氮酶 nifH

基因和结瘤 nodA 基因。各类群菌株具备固氮、产

铁载体、产生长素、溶磷、解钾、产蛋白酶等潜

在促生长特性，可以作为潜在的工程菌株进一步

研究和利用，这为生物肥料制备提供了菌种资源

与理论基础。 
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