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摘   要：【目的】固氮菌和氨化细菌是氮循环产生生物有效氮的关键起始环节，直接影响了外来

入侵植物的生长速度和扩散进程。然而，关于典型入侵植物薇甘菊根际可培养固氮菌和氨化细菌

的研究尚未见报道，这在很大程度上制约了我们对薇甘菊根际高效的氮素转化机制的深刻理解。

【方法】采用传统平板涂布培养法对野外采集的薇甘菊根际土壤中的可培养固氮菌和氨化细菌进

行了分离鉴定，并进行了接种验证实验。【结果】结果表明，入侵植物薇甘菊根际土壤中的固氮

菌和氨化细菌的菌群密度显著高于两个本地伴生植物(火炭母和鸡屎藤)，其固氮效率及有机氮矿

化效率也优于 2 个本地种；系统发育分析表明：薇甘菊根际的固氮菌菌株归类于 5 个属，分别为

伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)、肠杆菌属(Enterobacter)、植物杆菌属(Phytobacter)、新肠杆菌

属(Kosakonia)和根瘤菌属(Rhizobium)；氨化细菌归类于 7 个属，分别为沙雷氏菌属(Serratia)、不

动杆菌属(Acinetobacter)、假单胞菌属(Pseudomonas)、博德特氏菌属(Bordetella)、寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas)、苍白杆菌属(Ochrobactrum)和金黄杆菌属(Chryseobacterium)；其中伯克霍尔

德氏菌属与根瘤菌属是薇甘菊根际的优势固氮菌，沙雷氏菌属是薇甘菊根际的优势氨化细菌。此

外，温室盆栽接种试验表明薇甘菊根际土壤的可培养固氮菌和氨化细菌对其幼苗生长具有显著的

促进效应，其中根瘤菌属菌株 YHAzMm-21 和苍白杆菌属菌株 YHAmMm-14 的促生效果最佳，有

望开发为微生物菌肥或工程微生物。【结论】薇甘菊根际可培养固氮菌和氨化细菌的菌群密度及
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其转化效率均优于本地种，并能促进自身生长。该研究明确了薇甘菊根际可培养菌群在氮循环中

的贡献，并为筛选高效氮循环功能菌株提供了理想材料。 

关键词：薇甘菊；可培养微生物；固氮菌；氨化细菌；促生作用  

Isolation, identification and growth-promoting effects of 
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Abstract: [Objective] Nitrogen-fixing bacteria and ammonifying bacteria are the key initial links of 
nitrogen cycle to produce bioavailable nitrogen, which directly affect the growth and spread of invasive 
alien plants. However, the culturable nitrogen-fixing bacteria and ammonifying bacteria in the 
rhizosphere of typical invasive plant Mikania micrantha H.B.K. have been rarely reported, which 
restricts our understanding of the efficient nitrogen transformation mechanism therein. [Methods] The 
culturable nitrogen-fixing bacteria and ammonifying bacteria in the rhizosphere soil of M. micrantha 
were isolated and purified by traditional culture method, and the inoculation experiment was carried out 
for verification. [Results] The density and nitrogen transformation rate of nitrogen-fixing bacteria and 
ammonifying bacteria and their nitrogen fixation efficiency and organic nitrogen mineralization 
efficiency were all higher than those of two co-occurring native competitors, Persicaria chinensis and 
Paederia scandens. Phylogenetic tree indicated that the nitrogen-fixing bacterial strains in the 
rhizosphere of M. micrantha were classified into five genera, including Burkholderia, Enterobacter, 
Phytobacter, Kosakonia and Rhizobium, and ammonifying bacterial strains fell into seven genera, 
including Serratia, Acinetobacter, Pseudomonas, Bordetella, Stenotrophomonas, Ochrobactrum and 
Chryseobacterium. Both Burkholderia and Rhizobium of the nitrogen-fixing bacteria and Serratia of the 
ammonifying bacteria were the dominant functional bacteria of M. micrantha. The greenhouse pot 
experiments of inoculation with the culturable functional strains demonstrated that the two groups of 
bacteria significantly promoted the growth of M. micrantha seedlings. Amongst them Rhizobium 
YHAzMm-21 of nitrogen-fixing bacteria and Ochrobactrum YHAmMm-14 of ammonifying bacteria 
had the best growth-promoting effects, which were expected to be developed into microbial fertilizers 
or engineering microorganisms. [Conclusion] The density and nitrogen transformation efficiency of the 
culturable nitrogen-fixing bacteria and ammonifying bacteria in the rhizosphere soil of M. micrantha 
outweighed those of the native species, which promoted the plant growth. These results clarified the 
contribution of the culturable flora in the rhizosphere soil of M. micrantha to nitrogen cycle, and 
provided an ideal material for screening functional strains with high nitrogen cycle rates. 

Keywords: Mikania micrantha; culturable microorganisms; nitrogen-fixing bacteria; ammonifying 
bacteria; growth-promoting effects 
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土壤氮循环作为陆地生态系统养分循环的

重要组成部分，决定了氮单质和含氮化合物之间

的相互转换，在维持全球生态系统健康与平衡等

方面起着至关重要的作用[1]。目前，外来入侵植

物影响土壤氮循环的研究主要集中于通过比较

外来植物与本地植物对土壤总氮含量、无机氮含

量、固氮速率、氨化速率、硝化速率和反硝化速

率影响的差异，以及对比研究外来入侵植物与本

地植物的凋落物分解与养分释放的差异，进而阐

述外来入侵植物对土壤氮循环的影响[2−7]。多数

研究认为，植物入侵加速了氮单质和有机氮的转

化过程，凋落物分解加快，提高了氮的可利用性，

植物入侵对土壤的影响正在形成一种正反馈调

节效应[7−11]。 
氮是植物生长所必需的生命元素，通常植物

在生长发育过程中吸收的氮要高于其他矿质元

素，因而氮常成为限制植物生长的主要元素[1]。

土壤氮素的最初来源是通过固氮微生物的固氮

作用(nitrogen fixation)，将大气中的氮气转化成

氨，从而驱动了氮养分循环。而有机氮必须在微

生物的活动下逐渐矿化后，才能被植物利用。其

中氨化作用(ammonification，在氨化细菌的作用

下将有机氮转化为铵态氮)是矿化过程的第一

步，其在矿化过程中产生的铵态氮是进一步进行

硝化作用产生硝态氮的反应底物和唯一氮源[1,12]。

因 此 ， 固 氮 菌 (nitrogen fixers) 和 氨 化 细 菌

(ammonifying bacteria)是氮循环产生生物有效氮

(铵态氮和硝态氮)的关键起始环节，直接决定了

氮素养分的可利用效率，从而影响了外来入侵植

物的生长速度和扩散进程。此外，固氮菌和氨化

细菌均具有多种促生作用，如分解蛋白质、解磷、

解钾、产植物激素以及促进植物生长等[13−18]。

鉴于合成氮肥的高生产成本、高环境污染以及低

利用效率(约 33%)[19]，加强对入侵植物固氮菌和

氨化细菌的促生作用及其综合应用的研究将有

助于我们选育优良氮功能菌株配制微生物菌肥

或研制工程微生物处理种子以减少或消除对合

成肥料的依赖[20−21]。 

薇甘菊(Mikania micrantha H.B.K.)是我国华

南地区危害最为严重的外来入侵杂草，生长极其

迅速，有“一分钟一英里杂草”之称[22−23]。采用氮

循环功能菌的特征引物对薇甘菊根际土壤微生

物进行 16S rDNA 基因扩增测序，我们发现薇甘

菊入侵后通过富集氮循环微生物提高了氮养分

的可利用性，氮循环菌的物种多样性和功能是薇

甘菊在与本地植物的养分竞争中获胜的重要原

因[11]。但有关薇甘菊根际可培养氮循环功能菌群

的研究还比较有限，未见有薇甘菊根际可培养固

氮菌和氨化细菌的报道。因此，本研究通过分析

薇甘菊根际可培养固氮菌和氨化细菌的菌群密

度及其转化效率，试图进一步阐释薇甘菊根际高

效的氮素转化机制；并通过对固氮菌和氨化细菌

进行分离、纯化和分子鉴定，选用高效菌株进行

了接种实验，以期为薇甘菊的综合利用(如微生物

菌肥的菌株选育或研制工程微生物)提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  野外样地概况及取样方法 
野外样地位于广东省广州市从化太平镇东

方夏湾拿流溪河河岸绿道内侧荔枝林附近

(23º26ʹ2ʹʹ N, 113º28ʹ9ʹʹ E)。该地区属亚热带季风

气候，年平均降水量为 2 176.3 mm，年平均气温

为 21.2 °C，年平均日照时数 1 175.0 h[24]。在该

地区选取薇甘菊单优种群(覆盖度 80%–90%)作
为样地，样地面积约 300 m2，外形不规则。在

样地中间采用“S”形路线选择 5 株薇甘菊，每株

间隔 3–4 m。取样时小心挖取薇甘菊的完整根

系，采用“抖根法”采集根际土壤，将附在根系上

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 
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的土用毛刷刷下来，装袋、封口并做好标签。野

外调查结果和我们的前期研究发现，本地植物火

炭母[Persicaria chinensis (L.) H. Gross]和鸡矢藤

[Paederia scandens (Lour.) Merr.]常与薇甘菊伴

生，具有相同的生态位，但在生物量及其长势方

面通常处于劣势，根际有效氮含量显著低于薇甘

菊[11]。为了进一步考察薇甘菊根际可培养微生物

是否也占有优势，我们同时采集了本地植物火炭

母和鸡矢藤的根际土壤作为对照，取样方法同薇

甘菊。所有操作均使用无菌工具进行。土样采集

后置于冰盒并在当天返回实验室过 2 mm 土筛，

然后分别密封冷藏于 4 °C 冰箱内保存，于 1 周

内开始微生物培养。 

1.2  固氮菌与氨化细菌的分离与纯化 
固氮菌的分离纯化：分别取薇甘菊、火炭母

和鸡矢藤的根际土壤各 5 g 与 45 mL 富集培养液

( 配方： 15 g 蔗糖、 0.8 g KH2PO4 、 0.2 g 

MgSO4·7H2O、0.2 g NaCl、1.0 g CaCO3、现配

10%质量分数的钼酸钠、硼酸、硫酸锰、硫酸亚

铁的水溶液各 1 mL、1 L 超纯水，pH 6.5–7.0)[25]

置于 150 mL 锥形瓶中于摇床振荡培养 7 d 后制

成土壤悬液，然后取 5 mL 上述土壤悬液用    

45 mL 灭菌水稀释成 10−1、10−2、10−3、10−4、10−5、

10−6 备用。培养所用的培养基为海博生物公司合

成的无氮培养基成品(配方：10 g 甘露醇、0.2 g 

KH2PO4、0.2 g CaSO4·2H2O、5.0 g CaCO3、0.2 g 

NaCl、0.2 g MgSO4·7H2O、20 g 琼脂、1 L 超纯

水，pH 7.0–7.2)。称取该药品 35.8 g，加热溶解

于 1 L 超纯水中，分装，113 °C 高压灭菌 30 min，

待培养基冷却到40–50 °C后加入1 mL的50 mol/L

制霉菌素以抑制霉菌的生长，然后选取稀释度为

10−5 和 10−6 土壤悬液进行平板涂布，涂布后置于

培养箱(RXZ 智能型，宁波江南仪器厂)中黑暗培

养(培养条件为温度 28 °C，湿度 65%)，5–10 d

后计数。挑取在涂布过程中得到的形态和大小不

一致的固氮菌继续在上述的无氮培养基上连续

划线 3 次，最后得到的单菌落就是分离纯化的固

氮菌。 

氨化细菌的分离纯化：分别取薇甘菊、火炭

母和鸡矢藤的根际土壤各 5 g 与 45 mL 灭菌水制

备成土壤悬液，然后取 5 mL 上述土壤悬液用  

45 mL 灭菌水稀释成 10−1、10−2、10−3、10−4 备用。

采用氨化细菌培养基进行培养[26]，具体操作为：

在 1 L 超纯水中分别加入 5 g 蛋白胨、0.5 g 

KH2PO4、0.5 g K2HPO4、0.5 g MgSO4·7H2O 和

20 g 琼脂，pH 7.0，分装，121 °C 高压灭菌     

30 min，待培养基冷却到 40–50 °C 后加入 1 mL

的 50 mol/L 制霉菌素以抑制霉菌的生长，备用。

然后选择稀释度为 10−3 或 10−4 土壤悬液进行平

板涂布，涂布后置于培养箱(RXZ 智能型，宁波

江南仪器厂 )中黑暗培养 (培养条件为温度

28 °C，湿度 65%)，3–7 d 后计数。挑取在涂布

过程中得到的形态和大小不一致的氨化细菌继

续在上述氨化细菌培养基上连续划线 3 次，最后

得到的单菌落就是分离纯化的氨化细菌。 

1.3  固氮菌固氮效率与氨化细菌氨化效率

的测定 
选取上述分离纯化得到的固氮菌的每个单

菌落分别加入盛有 25 mL 阿须贝培养液(配方：

10 g 甘露醇、0.2 g KH2PO4、0.1 g CaSO4·2H2O、

5.0 g CaCO3、0.2 g NaCl、0.2 g MgSO4·7H2O、    
1 L 超纯水，pH 6.8–7.0，121 °C 高压灭菌 30 min)
的 150 mL 锥形瓶中，置于摇床振荡培养     
(150 r/min，28 °C)[26]。7 d 后，将菌悬液置于台

式低速离心机(4–5，上海托莫斯科学仪器有限公

司)中去除菌体(5 000 r/min 离心 10 min)，取剩余

的上清液用 TOC 分析仪(LI-8 100A，German 
Elementar Company)测定总氮(total nitrogen，TN)
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浓度。空白对照为未加菌的阿须贝培养液，以增

加的 TN 浓度大小来判断该固氮菌固氮效率的

大小[27]。 
选取上述分离纯化得到的氨化细菌的每个

单菌落分别加入盛有 25 mL 氨化细菌培养液(配
方：5 g 蛋白胨、0.5 g KH2PO4、0.5 g K2HPO4、

0.5 g MgSO4·7H2O、1 L 超纯水，pH 7.0)的 150 mL
锥形瓶中，置于摇床培养(150 r/min，28 °C)。7 d
后，将菌悬液置于台式低速离心机(4–5, 上海托

莫斯科学仪器有限公司)中去除菌体(5 000 r/min
离心 10 min)，取剩余的上清液用流式分析仪

(Proxima，Alliance instruments，France)测定铵

态氮(NH4
+-N)浓度。空白对照为未加菌的氨化细

菌培养液，以增加的 NH4
+-N 浓度大小来判断该

氨化细菌氨化效率的大小[28]。 

1.4  固氮菌与氨化细菌的系统发育分析 
固氮菌与氨化细菌的测序工作由上海派森

诺生物科技股份有限公司完成。试验采用细菌

基因组 DNA 提取试剂盒(天根生化科技北京有

限公司 )提取纯化后的单菌落菌株的基因组

DNA，然后采用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 
CTGGCTCAG-3′)和 1 492R (5′-CTACGGCTAC 
CTTGTTACGA-3′)进行 PCR 扩增。反应体系为

(25.0 μL)：基因组 DNA (5 ng/μL) 1.0 μL，5×Q5 
Reaction Buffer 5.0 μL，Q5 聚合酶 0.25 μL， 
5×Q5 High GC Enhancer 5.0 μL ， dNTPs      
(10 mmol/L) 2.0 μL ， 27F 引物 (10 μmol/L)     
1.0 μL，1492R 引物(10 μmol/L) 1.0 μL，ddH2O 
8.75 μL。扩增程序为：98 °C 3 min；98 °C    
30 s，56 °C 30 s，72 °C 90 s，26 个循环；72 °C 
5 min 反应完成之后取 3 μL 进行 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，以确认 PCR 扩增片段。PCR 产物用

AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒回收，最后取各

个 菌 种 纯 化 后 的 PCR 产 物 使 用 测 序 仪

ABI3730-XL (Applied Biosystems，USA)进行

DNA 测序。所得序列(已上传至 GenBank 数据

库，固氮细菌：PRJNA766784 和氨化细菌：

PRJNA766792)使用 EzBioCloud 数据库进行

BLAST 同源性搜索，并用核糖体在线归类系统

进行属水平的归类；然后在该数据库中下载已

经被鉴定到种的相似性最高的序列，通过多重

比对后运用软件 MEGA 5.0 通过 neighbor-joining
的方法构建系统发育树来表示菌种的进化历程

和亲缘关系，从而得到各菌株在分类学上的分

类地位。 

1.5  固氮菌与氨化细菌对薇甘菊幼苗生长

的影响 
将薇甘菊种子置于 1%次氯酸钠中浸泡 15 min，

再用无菌水洗涤 3 次，放在已铺有 2 层滤纸的培

养皿上，在培养箱(RXZ 智能型，宁波江南仪器

厂 )中连续培养 3 d，培养条件为昼 /夜温度

30 °C/23 °C，湿度 65%，光照和黑暗各 12 h。然

后将已萌发的种子转移至盛有无菌营养土

(121 °C 高压灭菌 30 min)的育苗盘中，置于培养

箱(RXZ 智能型，宁波江南仪器厂)中连续培养   
4 个月，培养条件为昼/夜温度 30 °C/23 °C，湿

度 65%，光照和黑暗各 12 h。选取高约 10 cm 长

势一致的健康薇甘菊幼苗备用。 
选取已经过菌种鉴定且固氮效率或氨化效

率较高的 7 个菌株进行接种。其中 3 株固氮菌分

别是：根瘤菌属 Rhizobium-YHAzMm-21 [固氮效

率为(80.73±4.39) TN mg/L]、伯克霍尔德氏菌属

Burkholderia-YHAzMm-22 [固氮效率为(57.53± 
1.03) TN mg/L]和根瘤菌属 Rhizobium-YHAzMm- 
28 [固氮效率为(55.73±1.24) TN mg/L]；4 株氨化

细菌分别是寡养单胞菌属 Stenotrophomonas- 
YHAmMm-13 [氨化效率为 (110.31±3.7) NH4

+-  
N mg/L]、苍白杆菌属 Ochrobactrum-YHAmMm- 
14 [氨化效率为(153.34±4.68) NH4

+-N mg/L]、假

单胞菌属 Pseudomonas-YHAmMm-19 [氨化效率
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为 (105.47±7.15) NH4
+-N mg/L]和不动杆菌属

Acinetobacter-YHAmMm-24 [ 氨 化 效 率 为

(113.94±1.15) NH4
+-N mg/L]。将固氮菌和氨化

细菌分别置于盛有阿须贝培养液和氨化细菌培养

液的三角瓶中培养。在摇床中培养(150 r/min、
28 °C) 12 h，收集菌液后于 5 000 r/min 进行离

心，离心时间为 15 min，倒去上清液，加入无

菌水并重新悬浮菌体，再离心，洗去培养液；

然后用紫外分光光度计(UV-2450，日本岛津)
测上述菌液的 OD600 值，接着将上述菌液用无

菌水稀释至 OD600 为 0.5，即得到菌液中的菌 
群密度约 108 CFU/mL 的固氮菌或氨化细菌富

集液[29]。 
将上述培养好的薇甘菊幼苗移栽至盛有蛭

石的塑料杯(直径 9 cm、高 15 cm)中进行培养。

蛭石为无菌干燥蛭石(121 °C 湿热灭菌 20 min)，
每杯盛放 150 g，每杯种一株薇甘菊。另外添加

5 g 无菌胰蛋白胨(紫外灭菌 30 min)作为氨化细

菌分解作用的有机氮源以用于测定氨化作用，用

于测定固氮菌固氮作用的培养基则不添加胰蛋

白胨。吸取 5 mL 固氮菌或氨化细菌菌液添加于

靠近薇甘菊幼苗根部的蛭石中，以不添加菌液作

为对照，然后各自加 40 mL 缺氮的霍格兰营养

液[30]，每个处理 3 或 5 个重复。将上述材料置

于温室中，于自然条件下培养 1 个月，每隔 2 d
添加 40 mL 缺氮的霍格兰营养液。培养 1 个月

后，收获薇甘菊根、茎、叶生物量，测量主根的

最长根长和株高，各部分生物量于烘箱中 70 °C
烘至恒重。 

1.6  数据的统计与分析 
采用 SPSS 18.0 软件(SPSS Inc.，USA)进行

统计分析。对试验各样品的土壤微生物菌群密

度以及植物的主根长、主茎长和生物量等指标

进行单因素方差分析，采用 Duncan 法进行多重

比 较 ， 图 表 中 以 不 同 字 母 表 示 差 异 显 著

(P<0.05)。使用 Origin 8.5 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  可培养固氮菌与氨化细菌菌群密度及

氮转化效率 
薇甘菊根际土壤中可培养固氮菌和氨化细

菌的菌群密度均显著高于 2 个本地伴生种(图 1)。
此外，分别从薇甘菊、火炭母和鸡矢藤的根  
际土壤中分离纯化得到 28、6 和 0 株固氮菌 

 

 
 

图 1  薇甘菊及其两个伴生种根际土壤中可培养固氮菌(A)和氨化细菌(B)的菌群密度(AV±SE, n=5) 
Figure 1  Density of cultural nitrogen-fixing bacteria (A) and ammonifying bacteria (B) in the soil of M. 
micrantha rhizosphere and its two companions (AV±SE, n=5). Mm: M. micrantha; Pc: P. chinensis; Ps: P. 
scandens. Different letters above bar plots indicate significant differences (Duncan-test, P<0.05).  
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(共 37 株)，通过测算这些固氮菌培养液中增加

的 TN 含量可以看出薇甘菊根际土壤可培养固

氮菌具有更强的固氮效率(表 1)。另外，分别从

薇甘菊、火炭母、鸡矢藤的根际土壤中分离纯

化得到 46、8和 4株氨化细菌，通过测算这些氨

化细菌培养液中增加的 NH4
+-N 含量可以看出薇

甘菊根际土壤可培养的氨化细菌具有更强的氨

化效率(表 1)。 

2.2  薇甘菊根际可培养固氮菌与氨化细菌

的系统发育分析 
选取来自薇甘菊根际土壤中的 28 株固氮菌

和 22 株氨化效率较高的氨化细菌进行菌种鉴定

和测序，共得到 22 株固氮菌和 19 株氨化细菌的

序列。通过相似性比对得出，薇甘菊根际 22 株

固氮菌归类于 5 个属(图 2)，分别是根瘤菌属

(Rhizobium) 9株、伯克霍尔德氏菌属(Burkholderia)  
 

表 1  可培养固氮菌的固氮效率和氨化细菌的氨化效率(n=3) 
Table 1  Nitrogen fixation efficiency of cultural nitrogen-fixing bacteria and ammoniaficaion efficiency of 
cultural ammonifying bacteria (n=3) 

Soil samples 
TN/(mg/L)   NH4

+-N/(mg/L)  
20–40 40–60 60–80 80–100 Total 0–50 50–100 100–150 150–200 Total 

M. micrantha 23 4 0 1 28 0 24 20 2 46 
P. chinensis 5 0 1 0 6 0 6 2 0 8 
P. scandens 0 0 0 0 0 1 3 0 0 4 
 

 
图 2  固氮菌的系统发育分析图 
Figure 2  Phylogenetic tree chart of nitrogen-fixing bacteria. Numbers at each branch point indicated the 
percentage supported by bootstrap values based on 1 000 replications. GenBank accession numbers were shown 
in the parentheses. Bar: 0.02 sequence divergence. 
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.

8 株、肠杆菌属(Enterobacter) 1 株、植物杆菌属

(Phytobacter) 1 株和新肠杆菌属(Kosakonia) 3
株；其中根瘤菌属和伯克霍尔德氏菌属是这些固

氮菌的优势属，分别占了 40.91%和 36.36%。薇

甘菊根际土壤 19 株氨化细菌共归类到 7 个属 
(图 3)，分别是沙雷氏菌属(Serratia) 9 株、寡养

单胞菌属(Stenotrophomonas) 3 株、苍白杆菌属

(Ochrobactrum) 3 株、不动杆菌属(Acinetobacter) 
1 株、假单胞菌属(Pseudomonas) 1 株、博德特氏

菌 属 (Bordetella) 1 株 以 及 金 黄 杆 菌 属

(Chryseobacterium) 1 株；其中沙雷氏菌属是这

些氨化细菌的优势属，占 47.37%。 
 

 
 

图 3  氨化细菌的系统发育分析图 
Figure 3  Phylogenetic tree chart of ammonifying bacteria. Numbers at each branch point indicated the 
percentage supported by bootstrap values based on 1 000 replications. GenBank accession numbers were shown 
in the parentheses. Bar: 0.02 sequence divergence. 
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2.3  薇甘菊根际固氮菌与氨化细菌对薇甘

菊幼苗的促生效应 
接种实验结果表明，3 株固氮菌菌株和 4 株氨

化细菌菌株均对薇甘菊幼苗具有较强的促生作用

(图 4)。除主根长没有显著变化外，接种固氮菌(根
瘤 菌 属 YHAzMm-21 、 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 属

YHAzMm-22 和根瘤菌属 YHAzMm-28)后，与不

接种相比，薇甘菊幼苗的主茎长和生物量(包括

根、茎、叶、地上部分和整株)均显著增加，特别

是主茎长和茎生物量的增加幅度最大，为未接种

的 2.24–3.65 倍；其中接种固氮菌根瘤菌属

YHAzMm-21 的促生效果最显著(表 2)。此外，接

种氨化细菌(寡养单胞菌属 YHAmMm-13、苍白杆

菌属 YHAmMm-14、假单胞菌属 YHAmMm-19 和

不动杆菌属 YHAmMm-24)后薇甘菊幼苗的所有

生长指标均显著增加，增加幅度为 0.15–2.15 倍；

其中接种氨化细菌YHAmMm-14的促生效果最显

著，各生长指标的增加幅度为 1.01–1.65 倍(表 2)。 
 

 
 
 

图 4  固氮菌(A)和氨化细菌(B)对薇甘菊幼苗的促生效应(n=6) 
Figure 4  Positive effect of nitrogen-fixing bacteria (A) and ammonifying bacteria (B) on M. micrantha 
seedlings growth (n=6). 

 

表 2  固氮菌和氨化细菌对薇甘菊幼苗生长的影响(AV±SE, n=5) 
Table 2  Effect of nitrogen-fixing bacteria and ammonifying bacteria on the growth of M. micrantha seedlings 
(AV±SE, n=5) 
Microflora The main root 

length/cm 
Main stem 
length/cm 

Root 
biomass/mg 

Stem  
biomass/mg 

Leaf  
biomass/mg 

Aboveground 
biomass/mg 

Total biomass 
/mg 

Nitrogen- 
fixing  
bacteria 

CK 27.96±1.56a 9.12±0.55c 109.40±3.66c 25.00±2.61c 93.80±3.67c 118.80±5.34d 228.20±8.53c 
YHAzMm-21 26.66±1.79a 29.52±1.15b 210.40±9.63a 114.40±6.14a 205.80±21.98a 320.20±23.38a 530.60±31.30a 
YHAzMm-22 25.20±1.70a 42.42±4.18a 148.60±8.28b 109.80±5.62a 158.00±10.47b 267.80±9.20b 416.40±17.13b 
YHAzMm-28 28.56±2.04a 39.90±2.15a 148.20±3.98b 77.20±1.62b 144.40±9.44b 221.60±8.93c 369.80±11.51b 

Ammonifying 
bacteria 

CK 6.30±0.42c 40.53±2.15c 89.00±5.51d 187.00±8.19c 380.00±20.23e 567.00±26.65e 656.00±29.44e 
YHAmMm-13 11.10±0.55b 127.63±13.32a 148.33±7.17c 412.67±12.84a 682.00±20.65c 1094.67±23.21c 1243.00±27.39c 
YHAmMm-14 13.60±0.51a 81.27±3.55b 235.67±9.70a 435.33±14.38a 863.67±5.04a 1299.00±16.64a 1534.67±26.34a 
YHAmMm-19 12.33±1.18ab 68.87±1.98b 196.67±7.51b 432.00±13.53a 763.67±16.95b 1195.67±22.66b 1392.33±17.91b 
YHAmMm-24 11.33±0.23b 73.80±6.87b 156.33±4.33c 295.00±6.08b 436.67±7.31d 731.67±12.72d 888.00±9.07d 

Data with different letters in the same column within the same microflora indicate significant difference (Duncan-test, P<0.05). 
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3  讨论 

3.1  薇甘菊根际土壤固氮菌和氨化细菌的

菌群密度及其转化效率 
外来植物对土壤氮循环及氮有效性的影响

是其成功入侵或进一步扩张的重要原因[31]。通

过整合 107 篇相关研究文献发现，与未入侵区域

相比，外来植物入侵地土壤的 TN、NH4
+-N、

NO3
−-N、无机氮与微生物生物量氮均显著增

加，且增幅为 (50±14)%–(470±115)%[31]。我们

最新的研究表明，入侵植物薇甘菊根际土壤中

的 NH4
+-N 含量和 NO3

−-N 含量显著高于 2 个本

地植物(鸡屎藤和火炭母)，其氮循环速率也显

著高于本地种和薇甘菊未入侵土壤，其主要原

因是土壤中微生物活性和数量的增加[11]。本研

究发现，与本地植物(鸡屎藤和火炭母)相比，

入侵植物薇甘菊根际土壤中可培养的固氮菌和

氨化细菌菌群密度显著增加(图 1)，并具有较高

的固氮效率和氨化效率(表 1)，这为可培养菌群

在氮循环中的贡献提供了依据。这些结果表明，

薇甘菊成功入侵后通过富集固氮细菌和氨化细

菌，将空气中的游离氮以及土壤中固持的有机

氮转化成植物可直接吸收利用的有效氮，可能

是薇甘菊在与本地植物的养分竞争中获胜的重

要原因[11,32]。 

3.2  薇甘菊根际土壤固氮菌和氨化细菌的

促生效应 
植物根际促生菌 (plant growth-promoting 

rhizobacteria，PGPR)是指定殖在植物根际并且

接种后能够促进植物生长的一类细菌总称，具有

活化养分和分泌植物激素等能力[33]。有研究表

明，PGPR 在各种植物根系中广泛分布，且约有

20 多个属具备防病促生的生态潜能，例如假单

胞菌属 (Pseudomonas) 、伯克霍尔德氏菌属

(Burkholderia)、芽孢杆菌属(Bacilllus)、慢生根

瘤菌属(Bradyrhizobium)、根瘤菌属(Rhizobium)
和沙雷氏菌属(Serratia)等等[34]。本研究中系统发

育分析表明，薇甘菊根际的固氮菌共归类于伯克

霍尔德氏菌属、肠杆菌属、植物杆菌属、新肠杆

菌属和根瘤菌属这 5 个属，并且伯克霍尔德氏菌

属与根瘤菌属是优势属，约共占了 80% (图 2)。
大多数研究表明，伯克霍尔德氏菌属、植物杆  
菌属、新肠杆菌属和根瘤菌属均具有固氮能   
力[16,18,35−37]，对植物生长具有促进作用，如促进

拟南芥、玉米和水稻的生长[38−41]。而本研究的

接种试验也证明了分离自薇甘菊根际土壤的伯

克霍尔德氏菌属(1 株)与根瘤菌属(2 株)均对薇

甘菊幼苗生长具有显著的促进效应(图 4，表 2)。
这与 Lu 等[15]研究发现接种伯克霍尔德氏菌属的

菌株 Burkholderia pyrrocinia 后植物的生长和固

氮效率显著提高以及段佳丽等[42]研究表明放射

型根瘤菌 Rhizobium radiobacter可能有益于丹参

(Salvia miltiorrhiza Bge.)的生长和抗病虫能力的

结果相一致。并且本试验中分离到的根瘤菌属菌

株 YHAzMm-21 的促生效果最好，有望开发成

为可施性微生物菌肥。 
本研究的系统发育树还显示，分离自薇甘菊

根际的氨化细菌归类到沙雷氏菌属、不动杆菌

属、假单胞菌属、博德特氏菌属、寡养单胞菌属、

苍白杆菌属及金黄杆菌属这 7 个属(图 3)。这些

菌属大部分具有 PGPR 所具备的促生特性，如溶

磷、抗菌、固氮、抗镉和降解有机物等[19−20,42−46]，

能够促进植物生长[47−48]。例如 Dastager 等研究

发现，从森林土壤中分离得到的沙雷氏菌属的菌

株 Serratia nematodiphila 具有多种植物促生特

性(如能溶解磷酸盐、促进根系的生长发育和促

进养分吸收等)[13]。本试验中挑取的 4 株分别来

自不动杆菌属、假单胞菌属、寡养单胞菌属和苍

白杆菌属的氨化细菌菌株均显著促进了薇甘菊

幼苗的生长(图 4，表 2)。这与王样庭等和 Pascon 
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等研究发现不动杆菌属中的菌株 Acinetobacter 
indicus 和 Acinetobacter variabilis 具有解磷、分

解有机物和促进植物生长的能力一致[49−50]。值得

注意的是，氨化细菌的苍白杆菌属 YHAmMm-14
在进行试验的 4 个菌株中促生效果最佳，有望开

发为微生物菌肥。 
总的来说，与本地伴生植物相比，入侵植物

薇甘菊根际土壤具有更高的氮循环功能菌(固氮

菌和氨化细菌)菌群密度和较高的氮转化效率。

其次，分离自薇甘菊根际土壤的固氮菌和氨化细

菌对其幼苗生长具有显著的促进效应，其中固氮

菌的伯克霍尔德氏菌属与根瘤菌属和氨化细菌

的沙雷氏菌属是促进薇甘菊生长的优势菌属。最

重要的是，我们分离出 2 株促生效果最佳的菌

株：根瘤菌属菌株 YHAzMm-21 和苍白杆菌属

菌株 YHAmMm-14。该结果为薇甘菊的综合利

用(如微生物菌肥的菌株选育或研制工程微生物)
提供了新的思路。 
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