
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2018, 58(5): 817-829  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20170295  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：中国科学院战略性先导科技专项 A (XDA13020300，XDA11020305)；国家自然科学基金(41276113，41276114，
41406191 ， 41676163) ；广东省公益研究与能力建设专项资金 (2015A020216016) ；国家 “863 计划 ”(2012AA092104 ，

2013AA092901，2013AA092902)；广东省科技计划项目(2014B030301064)；国家重点研发计划(2017YFC0506301)；海南海岸带

生态系统修复生物固氮菌剂的关键技术研究(XH201415) 
*通信作者。E-mail：dongjunde@vip.163.com 
收稿日期：2017-06-12；修回日期：2017-08-31；网络出版日期：2017-11-14 

海洋固氮菌和解磷菌的分离鉴定及发酵条件优化 
王聪 1,2，凌娟 1，张燕英 1,3，林丽云 1,2，曾思泉 1,2，周卫国 1,2，林显程 1,2，尹浩 1，
董俊德 1,3* 
1 中国科学院南海海洋研究所，中国科学院热带海洋生物资源与生态重点实验室，广东 广州  510260 
2 中国科学院大学，北京  100049 
3 中国科学院海南热带海洋生物重点实验站，海南 三亚  572000 

 

摘要：【目的】从西沙喜盐草根际沉积物中分离纯化得到具有高效固氮能力及解磷能力的菌株。优化其

发酵培养条件，研究其制备海洋微生物菌剂的可能性。【方法】从形态学特征、生理生化、16S rDNA
及功能基因水平进行鉴定，通过乙炔还原法、钼锑抗显色法检测菌株的固氮酶活性和解磷能力，单因素

法和响应面法优化其发酵培养条件，溶血试验和急性毒性实验鉴定菌株的安全性。【结果】结果表明，

菌株 AZ16 属于星箭头菌(Sagittula stellate)，革兰氏阴性菌，选择性固氮培养基中菌落呈黄圆形黏稠状，

固氮酶活性达 34.63 nmol C2H2/(mL·h) ，最适生长条件为：盐度 25‰、pH 7.5、温度 33 °C、接种量 5.0%；

菌株 XT37 为海洋芽孢杆菌(Bacillus sp.)，革兰氏阳性菌，选择性固氮培养基中菌落呈深黄色圆形褶皱，

植酸酶活性达 239.49 μg/L，最适合生长条件为：盐度 25‰、pH 6.7、温度 28 °C、接种量 5.0%。溶血

实验和急性毒性实验证明两株菌属实际无毒级别。【结论】两株菌具有高效的固氮解磷功能，以及抗高

盐、强碱等环境的能力，安全无毒，因此有潜力应用于多功能混合微生物菌剂的研制。 
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海草床生态系统不仅生长着大量的动植物，

也附寄生许多微生物[1]。海洋固氮原核生物能够转

化大气中的 N 元素为铵化合物，进入海洋生态系

统[2]。生物固氮可以直接将空气中的氮气直接转化

为植物可利用的氨，供植物生长之需。据估计，

每年地球陆地生态系统由生物固氮作用固定的氮
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量约为 90×106–130×106 t 纯氮[3]，而在贫营养的海

洋生态系统，由原核生物主导的生物固氮是海洋

氮元素的主要来源。生物固氮酶由铁蛋白(固氮酶

还原酶)和钼铁蛋白(固氮酶)组成[4]。其中由 nifH

基因编码的铁蛋白是目前唯一已知的具有钼铁蛋

白还原功能的蛋白[5]。因此 nifH 已经被广泛应用

于从功能基因水平对固氮菌的鉴定。在具有固氮

酶活性的浮游植物、蓝藻、原核生物等均能扩增

出 nifH 基因[6–8]。解磷微生物能够降解环境中难溶

解的矿物，从而帮助植物更好地吸收营养元素，

对磷元素的代谢利用和在生态系统中循环有促进

作用。这些植物促生菌在植物吸收 N、P、K 等营

养元素过程中起着重要的作用，减少了化学肥料

在农业中的使用[9]。因此可以利用功能微生物制成

微生物菌肥和功能缓释剂帮助海草的生长发育。 

目前国内外对利用 PGPB 发酵生产微生物菌

剂并运用于陆地农作物的研究趋于成熟。Suarez

等在生长在高盐浓度下的大麦接种PGPB-E19T发

现，E19T 可以促进大麦在高盐土壤中生长[10]。德

国研究者 Egamberdiyeva 在玉米上接种产碱假单

胞菌(Pseudomonas alcaligenes)、芽孢杆菌(Bacillus)，

在钙质土壤中以未接种作对照，发现能够显著提

高玉米芽和根的 N、P 含量 16%–85%[11]。然而，

国内外对 PGPB 应用于海洋生态系统的研究还在

起步阶段。Kathiresan 等比较了芽孢杆菌(Bacillus)

和固氮菌(Azotobacter)施用于红树林幼苗，根的增

长率分别为 171.6%和 123.9%[12]。张晓君等优化了

红树林促生菌剂，并应用于木榄和秋茄幼苗，对

茎高、茎径、根干重、叶干重、茎干重、总干重

都有不同程度的增加[13]。 

发酵条件优化主要有发酵培养基的优化和发

酵培养因素的优化两方面。陈凯等用正交实验优

化了巨大芽孢杆菌的发酵培养基，显著提高了菌

种数[14]。本文从西沙海域岛屿喜盐草的根际沉积

物中，通过 Ashby 无氮培养基和改良 PSM 解磷培

养基培养，筛选分离到具有高效固氮能力的菌株

AZ16 以及高效降解有机磷植酸钠的菌株 XT37，

在生理生化水平，利用 16S rDNA 及固氮 nifH 基

因分析，进行鉴定。通过单因素实验和响应面实验

(response surface methods，RSM)优化发酵条件，

并制成固、液型混合菌剂进行保存、定期检测，

用于后期生态效应实验。 

1  材料和方法 

1.1  沉积物样品采集、前处理  

喜盐草根际沉积物采集于西沙永兴岛近海岸

(16°50ꞌ32"N，112°20ꞌ41"E)。取 0.2 g 土壤样品于

18 mL 的无菌海水中，稀释 10−2、10−3 倍平板涂布

于选择性固氮培养基和改良 PSM 有机磷培养基

中，培养 6 d 后放 4 °C 冰箱保存。 

1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：用于菌种活化和保藏。蛋白胨

10，酵母提取物 5，NaCl 25，固体培养基加入 16 g

琼脂。 

选择性海草固氮培养基(g/L)：用于固氮菌的

初筛。FeSO4·7H2O 0.001，KCl 0.56，MgCl2·6H2O 

4.00，NaCl 25.00，MgSO4·7H2O 4.80，K2HPO4 0.01，

Tris 0.48，蛋白胨 4.00，酵母提取物 2.00，甘油

2.00，pH 8.10，固体培养基加入 16.00 g 琼脂[15]。 

无氮培养基(Ashby, g/L)：用于固氮菌株的复

筛， CaCO3 5.0 ，甘露醇 5.0 ， KH2PO4 0.2 ，

MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 5.0，CaSO4 0.1，陈海水

0.5，去离子 0.5，pH 7.0[16]。 
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改良选择性解磷培养基(PSM, g/L)：用于解磷

菌株的筛选，D-葡萄糖 15.00，NH4NO3 5.00，CaCl2 

2.00，KCl 0.50，MgSO4·7H2O 0.50，FeSO4·7H2O 

0.01，MnSO4·7H2O 0.01，植酸钠 4.00 (单独灭菌)，

NaCl 25.00，pH 8.15，固体培养基加入 16.00 g

琼脂[16]。 

初始发酵培养基(g/L)：玉米粉 10，黄豆粉 5，

NaCl 25。 

1.3  菌种的筛选、纯化及生理生化鉴定 

将选择性培养基生长的单菌落和 PSM 培养基

中出现透明菌落的单菌落，分别在 Ashby 培养基

和 PSM 培养基上平板划线，培养 1 周后，再次平

板划线，直至获得纯培养物。最后接种到 LB 固体

培养基上进行保存。对得到的固氮菌株 AZ16 和

溶解有机磷菌株 XT37 革兰氏染色，通过试剂盒

进行生理生化鉴定。 

1.4  菌株 DNA 提取、PCR 扩增 16S rDNA 和 nifH

基因 

用 OMEGA Bacterial DNA Kit 提取纯化后菌

株 DNA，PCR 扩增 16S rDNA。25 μL PCR 反应

体系：rTaq 酶 12.5 μL，Primer 1492R (5′-AGA 
GTTTGATCCTGGCTCAG-3′)/27F (5′-TACGGCTA 
CCTTGTTACGACTT-3′)各 0.5 μL，DNA 1.0 μL，

无菌水 10.0 μL，BSA 0.5 μL。使用型号 S100 PCR

仪，全序列扩增条件为：95 °C 2 min；95 °C 15 s，

56 °C 30 s，72 °C 1.5 min，32 个循环；72 °C      

10 min，16 °C。25 μL nifH 基因扩增体系为：Ex Taq

酶 12.5 μL，Primer F/R 各 0.5 μL，DNA 1.0 μL，无

菌水 10.5 μL。序列扩增条件：95 °C 2 min，1 个循

环；95 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个循

环；72 °C 10 min，1 个循环；4 °C。PCR 扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳检测，将扩增产物送华大

基因测序，所得测序结果在 NCBI 进行 BLAST 对

比。在序列对比的基础上使用 MEGA 4.1 软件的

邻接法构建系统进化树。 

1.5  固氮活性检测和植酸酶活性检测 

根据 Dong 等的乙炔还原法对菌株固氮酶活

性进行测定[17]。28 °C 培养 8 h 后，取 50 μL 瓶内

空气在 GC112A 气相色谱仪检测乙烯峰的面积，

根据标准曲线计算得到菌株的固氮能力。 

钼蓝比色法测定菌株植酸酶的活性[18]。装有

100 mL PSM 培养基的 250 mL 三角瓶中接种 1 mL

活化 24 h 后的 AZ16 菌液，28 °C、180 r/min 下培

养 5 d，对照为接种 1%无菌水的 PSM 培养基，检

测植酸酶的酶活性。 

1.6  菌株生长曲线的测定 

将活化后的 AZ16、XT37 菌液分别按 1%接种

量接种于装有 100 mL 选择性海草固氮培养基的

250 mL 三角瓶中，隔 4 h 取 200 μL 菌液测量

OD600，重复 3 次。 

1.7  单因素菌株培养条件研究 

1.7.1  初始 pH 对菌株生长的影响：配制 100 mL 

pH 为 5、6、7、8、9 (±0.02)的选择性海草固氮

培养基于 250 mL 三角瓶中，按 1%接种量分别接

种活化 24 h 后的 AZ16 和 XT37 菌液，28 °C、  

180 r/min 下振荡培养 48 h，3 个重复，Gen5 酶标

仪测量 OD600。 

1.7.2  温度对菌株生长的影响：配制 100 mL、pH 

7 (±0.02)的选择性海草固氮培养基于 250 mL 三角瓶

中，分别接种 1%活化 24 h 后的 AZ16 和 XT37 菌液，

在转数 180 r/min，温度分别为 20、24、28、32、36、

40 °C 下振荡培养 48 h，3 个重复，测量 OD600。 

1.7.3  NaCl 浓度对菌株生长的影响：配制 pH 7 
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(±0.02) NaCl 浓度分别 1‰、5‰、15‰、25‰、35‰

的选择性海草固氮培养基 100 mL 于 250 mL 三角

瓶中，分别接种 1%活化 24 h 后的 AZ16 和 XT37

菌液，3 个重复，在 180 r/min、28 °C 下振荡培

养 48 h，测量 OD600。 

1.7.4  不同无机盐对菌株生长的影响：在装有 pH 

7 (±0.02)初始发酵培养基 100 mL 的 250 mL 三角

瓶中，分别加入 CaCO3、KH2PO4、MgSO4·7H2O、

KCl、MgCl2·6H2O、MgSO4·7H2O、K2HPO4 各 

0.200 g、FeSO4·7H2O 0.005 g，按 1%接种量分别

接种活化 24 h 后的 AZ16 和 XT37 菌液，180 r/min、

28 °C 下振荡培养 48 h，取 100 μL 无菌水稀释 10−9

后，平板涂布，28 °C 恒温培养箱培养 3 d 后计数。

以不加无机盐为对照，重复 3 次。 

1.7.5  接种量对菌株生长的影响：配制 pH 7 

(±0.02)的选择性海草固氮培养基 100 mL 于 250 mL

三角瓶中，按 1%、3%、5%、7%、9%接种量分别

接种活化 24 h 的后 AZ16 和 XT37 菌液，3 个重复，

在 180 r/min、28 °C 下振荡培养 48 h，测量 OD600。 

1.8  响应面实验优化菌株培养条件 

根据单因素实验，利用 Design-Expert8.0.6

软件中 Box-Behnken Design 方法对 pH、温度、

接种量进行优化。利用优化后的发酵培养基配方

进行验证实验，重复 3 次，数据处理软件使用

SPSS19。 

1.9  菌种安全性评价 

委托广东省微生物分析检测中心，根据《食品安

全国家标准急性经口毒性试验》(GB 15193.3-2014)，

对菌株进行急性毒性实验，其中给予小鼠最大使

用浓度和最大灌胃体积，剂量设计为 19.3 g/kg·BW。

根据《微生物肥料生物安全通用技术准则》(NY/T 

1109-2006)对菌株进行溶血实验。 

2  结果和分析 

2.1  菌株的形态学特征与生理生化鉴定 

通过选择培养基分离纯化四代后，得到具有

高效固氮能力的单菌落 AZ16 及高效降解植酸酶

活性的单菌落 XT37。AZ16 形态学特征描述为：

球状菌、乳白色、菌落圆形且小、表面光滑、粘

稠、革兰氏阴性菌。XT37 形态学特征描述为：杆

状菌、灰白色、菌落圆形且大、表面褶皱、干燥、

革兰氏阳性菌。根据《常见细菌鉴定手册》[19]革

兰氏阳性好养和兼性厌氧球菌及产芽孢杆菌鉴定

方法，选取一些特征性生理生化指标鉴定，结果

如表 1。 
 

表 1.  两株菌株生理生化特征 
Table 1.  The physiological and biochemical 
characteristics of two strains 

Characteristics AZ16 XT37
Indole production − − 
Oxidases + + 
Amylase − + 
Voges-Proskauer reaction + − 
Gelatin liquefaction − − 

Lysopine dehydrogenase + + 

Ornithine decarboxylase + + 

D-glucose + + 

D-mannitol − + 

Maltose + + 

Sucrose − + 

Galactose + + 

Acetamide + + 

Carbamide + − 

Nitrate reduction − − 

Nitrate gas production − − 

+: indicates that the strain reaction is positive; −: indicates that 
the strain reaction is negative.   
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菌株 AZ16 能够利用 D-葡萄糖、麦芽糖、半

乳糖，不能利用蔗糖、D-甘露醇，无淀粉酶。能

利用乙酰胺和尿素，氧化酶活性高，V-P 反应为阳

性。菌株 XT37 能利用 D-葡萄糖、甘露醇、麦芽

糖、蔗糖、半乳糖、淀粉，对糖类无选择特异性。

两株菌均能产生赖氨酸脱羧酶和鸟氨酸脱羧酶，

且不能产生吲哚及利用硝酸盐产气。 

2.2  菌株 16S rDNA 系统发育分析及 nifH 功能基

因扩增 

通过生理生化鉴定和 BLAST 在线比对，AZ16

属于箭头菌属(Sagittula)，与一株珊瑚礁来源的

Sagittula stellate E-37T 相似度达 99.04%[20]。XT37

属于芽孢杆菌属(Bacillus)，与 Bacillus aryabhattai 

B8W22 相似度达 100%。选取与 AZ16 和 XT37 菌

株同源性相近菌株的 16S rDNA 序列构建系统发

育进化树(图 1)。所得固氮菌 AZ16 的 nifH 功能基因

序列长为 359 bp (图 2)，与固氮螺菌(Azospirillum sp. 

TSH81w)的 nifH 基因相似度为 89%。 

2.3  固氮酶活性、解磷酶活性检测 

注入 50 μL 乙炔气体后得到峰面积为 382.6 μV/s，

计算后得到固氮能力为 34.63 nmol C2H2/(mL·h)。

PSM 培养基振荡培养 5 d 后测得培养基中的无机

磷含量是 239.49 μg/L。 

2.4  不同培养基中菌株生长曲线测定 

图 3-A 和图 3-B 表示AZ16 和XT37 在选择性海

草固氮培养基中的生长曲线。其中，XT37 在接种后

8 h 开始进入生长对数期，接种 24 h 后达到稳定，菌

种浓度缓慢的下降最终趋于稳定。AZ16 在接种 10 h

之后进入生长对数期，同样在 24 h 之后达到稳定。

在 LB 培养基中，XT37 在 8 h 之后进入生长对数期，

26 h 后进入稳定期，与在选择性海草固氮培养基中

差异不大。AZ16 在 LB 培养基中，接种 20 h 之后进

入对数期，28 h 之后达到稳定期，开始进入衰亡期。

相比在 LB 培养基中的生长，AZ16 在选择性海草固

氮培养基中进入对数期快，且达到稳定后的菌浓度

高。XT37 在两种培养基中生长情况差异不大。 

 

 
 

图 1.  菌株 16S rDNA 系统发育进化树 
Figure 1.  Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences of AZ16 and XT37. Numbers above branches 
indicate bootstrap support (>50%) from 1000 replicates and are given in the following order: neighbor joining 
parsimony. Scale represents the expected number of substitutions per site. The objective strains are in bold font.  
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图 2.  菌株 AZ16 的 nifH 基因电泳图    
Figure 2.  Gel-electrophoresis of nifH gene in strain 
AZ16. 
 

2.5  单因素实验研究因子对菌株生长的影响 

2.5.1  培养条件对菌株生长的影响：图 4-A 表示初

始 pH 对菌株浓度的影响。左侧坐标轴表示 AZ16

的OD600，右侧坐标轴表示XT37的OD600。其中XT37

在偏酸性的环境中生长较好，当 pH 为 5 时，在同等

条件下，XT37 菌浓度最高。当 pH 高于 8 或者小于

5 时，XT37 的菌液浓度开始急剧下降。AZ16 在 pH

为 7 时，菌液的浓度达到最大。当 pH 高于 8 或者

小于 7 时，AZ16 的菌浓度开始急剧下降。由于海洋

特殊的弱碱性环境，AZ16 在海洋中的适应能力可能

更强。温度对菌株生长的影响如图 4-B 所示，两种

菌对温度的响应都类似服从于二次方的模型。AZ16

和 XT37 分别在 28 °C、32 °C 达到最大活菌浓度。

当温度高于 36 °C 或低于 24 °C，AZ16 生长趋于停

滞，而 XT37 保持一定的菌种活性。图 4-C 表示 NaCl

浓度对菌株生长的影响，在 NaCl 浓度为 1‰时，

AZ16 和 XT37 生长状况影响较大，其中 XT37 几乎

不生长，这与菌株筛选于海草根际沉积物相吻合。 
 

 
 

图 3.  海草固氮培养基和 LB 培养基中菌株的生长曲线 
Figure 3.  The growth curve of two strains in different mediums. A and B showed the growth cure of AZ16 and 
XT37 in seawater nitrogen fixing medium respectively; C and D represents the growth curve of AZ16 and XT37 in 
LB medium respectively. *: The beginning of stationary phase. 
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图 4.  培养条件对菌株生长的影响 
Figure 4.  Effects of culture conditions on the growth of strains. A: Effects of pH on the growth of strains; B:   
Effect of fermentation temperature on the growth of strains; C: Effects of inocula size on the growth of strains; D: 
Effects of concentration of sodium chloride on the growth of strains. 
 
分别用 LSD 法对 AZ16 与 XT37 进行嵌套设计方差

分析发现，AZ16 模型 P=0.000<0.05 有效，两两比

较后，盐度 25‰与其他盐度均具有显著差异性

(P<0.05)，且对菌株生长效果最好。XT37 模型

(P=0.000<0.05)有效，浓度为 25‰与 35‰之间

P=0.069>0.05，无显著差异，但与其他各组均具有

显著差异性，且 NaCl 浓度为 5‰时，效果最佳。考

虑到海洋具有高盐浓度的特殊性，因此培养基最终

的 NaCl 浓度选取 25‰。接种量对菌株生长的影响

如图 4-D 所示，当接种量为 5%时，AZ16 的菌液浓

度 OD600达到最高 0.855，与其他各接种量差异显著

(P<0.05)，且效果最佳。当接种量超过 3%时，XT37

的菌液浓度无显著差异性。因此，接种 5%对 AZ16

生长最好，接种 3%对 XT37 的发酵培养最佳。 

2.5.2  不同无机盐对菌株生长的影响：不同种类

的无机盐对 AZ16 与 XT37 菌株生长的影响如图 5

所示。其中，在相同条件下加入 CaCO3 后，AZ16

的活菌数量增长 12 倍。可能的原因是加入 CaCO3

后，缓冲了菌株生长过程中所产生的酸，因此有

利于 AZ16 生长。XT37 更适合酸性的环境下生

长，因此加入同量的 CaCO3 降低了 XT37 活菌数

量。低浓度的 FeSO4·7H2O 能促进 AZ16 的生长。

XT37 在不加无机盐的情况下生长最好，也间接

说明 XT37 抗逆能力强，适应范围广。因此，加

入 0.2%的 CaCO3 能促进 AZ16 生长，而在培养

XT37 的过程中不需要添加其他无机盐。 
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图 5.  不同无机盐对菌株生长的影响 
Figure 5.  Effects of different kinds of inorganic salts 
on the growth of strains. 

2.6  响应面实验优化菌株培养条件 

根据单因素实验结果，选取对菌株生长影响

较大的 pH、温度(T)、接种量(IS)对 AZ16 和 XT37

发酵培养条件进行优化，共设计 17 组实验，重复

3 次，实验结果如下。方差分析结果表明，AZ16

模型有效(P=0.0052<0.05)： 
OD600=−15.04013+0.2× T+3.05637× pH+0.44356× 

IS−4.12654E-003× T× pH−1.04861E-003× T× 
IS−6.72588E-004× pH× IS−2.60413E-003× 
T2−0.19747× pH2−0.041269× IS2 

根据回归方程作出了 AZ16 与 XT37 相同数据

的响应面立体分析图，即 3D 曲面图与等高线图，

分别如图 6、7 所示。 

根据模型推测，当初始 pH 7.49、温度(T) 

32.65 °C、接种量 4.90%时，AZ16 菌液的 OD600

可达到 0.6876。以此培养条件，接入活化 24 h 后

的 AZ16 菌液，培养 48 h 后测得菌液的 OD600 为

0.724，略高于预测值。 

   

   
图 6.  优化 AZ16 等高线图和响应面立体分析图 

Figure 6.  Contour map and response surface analysis map of AZ16 strain. 



王聪等 | 微生物学报, 2018, 58(5) 825 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

   

 

 
 

图 7.  优化 XT37 等高线图和响应面立体分析图 
Figure 7.  Contour map and response surface analysis map of XT37 strain. 

 
方差分析结果表明，XT37 模型差异显著

(P=0.0193<0.05)： 

OD600=−16.13695+0.94565×T+0.97933× pH+ 
0.16923× IS+0.020242 × T× pH–3.34954E-003× T× 
IS−7.40000E-003× pH × IS−0.018620× T2−0.11158× 
pH2+4.22840E-003× IS2 

根据模型推测，当初始 pH 6.82、温度(T) 

28.65 °C、接种量 5%时，XT37 菌液的 OD600 可达

到 1.33615，实际 OD600 为 1.2876，略小于预测值。 

2.7  菌株的安全性评价结果 

急性毒性实验 16 d 后，实验小鼠未见明显中毒

体征，无动物死亡。因此根据急性毒性剂量分级标

准判定，AZ16 与 XT37 属实际无毒级别。溶血实验

也表明，AZ16 与 XT37 均不能引起溶血反应。 

3  讨论 

目前，国内外学者报道的植物根际的 PGPR

菌主要有 14 个属：无色杆菌属(Achromobacter)、

节 杆 菌 属 (Arthrobacter) 、 固 氮 螺 旋 菌 属

(Azospirillum)、芽孢杆菌属(Bacillus)、类芽孢杆

菌属(Paenibacillus)、伯克氏菌属(Burkholderia)、

金 黄 杆 菌 属 (Chry-seobacterium) 、 肠 杆 菌 属

(Enterobacter)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、克雷

伯 氏 杆 菌 属 (Klebsiella) 、 草 螺 旋 菌 属

(Herbaspirillum)、泛生菌属(Pantoea)、假单胞菌

属(Pseudomonas)、根瘤菌属(Rhizobium)等[21]。张

丽红等 [22]在中国南海底泥中分离得到了一株固

氮类芽孢杆菌，证明了可培养芽孢杆菌在海洋中
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确实存在。本实验从海洋喜盐草的根际沉积物

中，筛选、分离得到一株具有高效固氮能力的菌

株 AZ16，生理生化特征及 16S rDNA 初步鉴定为

星箭头菌 (Sagittula stellate)，与陆地生态系统

PGPR 菌种类不一致。其生理生化检测结果与从

珊瑚礁分离得到的 Sagittula stellate E-37T 也存

在一些差异[20]，AZ16 能在厌氧的条件下生长，

且不能利用甘露醇，这可能是培养基的成分不

同造成。陆地生态系统中，产植酸酶细菌研究

最多的是芽孢杆菌属(Bacillus)[23]。黄达明等从

土壤作物根际筛选分离出的一株解无机磷能力

较强的溶磷菌株，通过优化后其解磷能力达到

791.84 μg/mL[24]。本实验从海洋沉积物中分离筛

选的降解植酸芽孢杆菌 XT37，降解植酸的能力

达到 239.49 μg/L，抗逆性强，不产生溶血反应，

具有良好的海草微生物菌剂应用前景。菌株

XT37 较其他真菌解植酸能力低的原因可能是在

生长的过程中产生的酸或其他代谢物或与其他

生物共同导致了植酸的降解。因此海洋细菌降解

植酸机理仍需进一步研究。尽管 PGPR 能显著促

进一些农作物、蔬菜、经济作物等的生长 [25–26]，

但自生固氮菌 AZ16 与解植酸芽孢杆菌 XT37 是

否对海草具有实际的生态效应，需要进一步的实

验证明。 

优化微生物培养条件，不仅可以了解微生物

培养过程中的特性，还能够提高微生物的活菌率

和功能酶活性。侯佳奇等通过响应曲面法建立了

耐高温功能复合菌剂解磷条件的二次多项数学模

型，对复合菌剂培养的 5 个因素进行优化，证明

接种量影响最大[27]。Khoshayand 通过响应面实验

发现温度、葡萄糖和烟酸对 Lactobacillus case 菌

的生长具有显著影响[28]。本实验以选择性海草固

氮培养基为基础，单因素实验优化 AZ16 和 XT37

的培养 pH、温度、盐浓度、接种量，利用

Design-Expert 8.0.6 软件中 Box-Behnken Design 方

法，对菌株培养过程的初始 pH、温度、接种量进

行响应面优化。结果得到 AZ16 与 XT37 数学模型

显著(P<0.05)，并推测对 AZ16 与 XT37 影响最大

的是温度和 pH。其中单因素实验表明，培养基中

加入 CaCO3 对固氮菌 AZ16 影响显著，其有效活

菌数较未加入 CaCO3 增加 24.5 倍，与 Pera 研究钙

对真菌的影响不一致[29]。目前的研究结果表明钙

离子参与了细菌对温度、盐、渗透压的早期感应，

以及运动性、趋化性、细胞分裂、基因表达和细

胞分化等多种生命过程[30]。然而，CaCO3 对 AZ16

的影响机制以及不同浓度的无机盐对细菌的影响

仍需要进一步的研究。 

海草床生态系统对海岸带区域具有重要作

用，不仅可以为海洋生物提供重要的栖息地和食

物来源，而且在全球 C、N、P 循环中具有重要作

用[31]。据 2006 年的一项调查研究显示，过去 20 年

内，由于自然因素和人为因素的威胁，世界上有

记录的海草床中，大约 18% (33000 km2)已消失[32]。

因此探索一种安全有效的方法促进海草的生长显

得十分紧迫。尽管在农业上，微生物菌肥对植物

生长促进的研究很多，但利用功能菌株促进海洋

植物生长的研究并不多见。本文从海草根际沉积

物中筛选分离到具有固氮和解磷功能的菌株，具

有抗逆能力强、生态安全性好等特征，有潜力应

用于生产海洋微生物菌肥。由于海洋环境的特殊

性，利用微生物菌肥促进海草的生长也存在一定

的困难。但是利用有益微生物帮助海草的生长和

恢复，为保护海草床生态系统提供新的思路和 

途径。 
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Isolation, characterization and culture optimization of 
nitrogen-fixing and phosphate-solubilizing bacteria from 
rhizosphere sediments of Halophila ovalis 

Cong Wang1,2, Juan Ling1, Yanying Zhang1,3, Liyun Lin1,2, Siquan Zeng1,2,  
Weiguo Zhou1,2, Xiancheng Lin1,2, Hao Yin1, Junde Dong1,3* 
1 Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources and Ecology, South China Sea Institute of Oceanology, Chinese Academy 
of Sciences, Guangzhou 510260, Guangdong Province, China 
2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 
3 Tropical Marine Biological Research Station in Hainan, Chinese Academy of Sciences, Sanya 572000, Hainan Province, China 

Abstract: [Objective] We isolated and purified a nitrogen-fixing bacterium AZ16 and a phosphate-solubilizing 
bacterium XT37 from the sediment of Halophila ovalis in Xisha, China. Furthermore, we optimized their culture 
conditions and explored their potential for solid microbial agents. [Methods] The strains were identified by 
morphological, biochemical and molecular characteristics. The nitrogenase and phosphate solubilizing activities 
were measured by acetylene reduction method and molybdenum antimony anti-coloring method. The fermentation 
conditions were optimized by single factor method and response surface method. Safety of the strains was 
identified by hemolysis test and acute toxicity experiment. [Results] Strain AZ16 is a gram-negative bacterium, 
belonging to Sagittula stellate, producing yellow, round, sticky colonies on the selective nitrogen fixation medium. 
The maximum nitrogenase activity was 34.63 nmol C2H2/(mL·h). The optimum growth conditions were as follows: 
salt content 2.5%, pH 7.5, fermentation temperature 33 °C, inocula concentration 5.0%. Strain XT37 showed 
closest resemblance with Bacillus sp., gram-positive bacteria, developed yellow, round, plicated in the selective 
nitrogen fixation medium. And the phytase activity was 239.5 μg/L. The optimum conditions were as follows: salt 
content 2.5%, pH 6.7, fermentation temperature 28 °C, inocula concentration 5.0%. Hemolysis tests and acute 
toxicity experiments proved that the two strains were in the actual non-toxic level. [Conclusion] Nitrogen-fixing 
bacterium AZ16 and phosphate-solubilizing bacterium XT37 can resist high salt concentration and can also survive 
under alkaline condition, hence these strains have the potential for multi-functional mixed microbial agents. 

Keywords: nitrogen-fixing bacteria, phosphate-solubilizing bacteria, optimization of conditions, seagrass, 
microbial agents 
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