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摘要:【目的】筛选水稻高效内生固氮菌，并对其促生特性进行分析。【方法】从湖南祁阳中国农业科学院红
壤实验站具 30 年长期稻-稻-绿肥轮作定位试验田中采集水稻根并分离内生细菌，通过乙炔还原法测定其固
氮酶活性，筛选出固氮活性较高的菌株，运用 16S rRNA 基因、nifH 基因以及脂肪酸分析确定其发育地位。同
时采用 Salkowski 比色法测定其生长素的分泌能力，CAS 蓝色平板检测法测定产铁载体能力，溶磷圈法测定
溶磷性，对其促生特性进行分析。【结果】共分离获得 48 株内生菌，其中 DX35 固氮酶活性最高，经鉴定属于
Herbaspirillum seropedicae，其固氮酶活性为 181. 21 nmol C2H4 /( mg protein·h )，约是参比菌株 Azotobacter
chroococcum ACCC10006 的 10 倍。另外该菌株还具有一定的分泌铁载体能力和溶磷特性。【结论】DX35 属
于 H． seropedicae，是一种高效内生固氮菌，具有很好的生产应用前景。
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内生菌 ( Endophyte)概念是在 1866 年由 Bary
首先提出的，是指那些在其生活史的一定阶段或全
部阶段生活于健康植物的组织或器官内部的微生
物。它们作为植物微生态系统的天然组分，可通过
多种方式直接或间接对植物产生促生作用，主要方
式有固氮作用、产生次生代谢物，如生长素、铁载体、

溶磷物质等促进植物生长［1 － 3］，因此备受学者关注。
Herbaspirillum seropedicae 作为一株专性内生固氮
菌［4］，国内外对其菌固氮机理的报道已有不少，而
对菌种的促生特性分析目前还未见报道，也未在生
产实际中得到应用。本研究以湖南祁阳具有 30 年

长期稻-稻-绿肥轮作定位试验田间采集水稻根为材
料，筛选出具有高效固氮酶活性的内生固氮菌。采
用基于 16S rRNA 和 nifH 基因为基础的分子生物学
方法和全细胞脂肪酸分析等生化方法对该菌的分类
地位进行鉴定。并针对性地对该菌的溶磷性、产生
长素( IAA)、产铁载体等促生功能进行研究。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试植物:样品取材于湖南祁阳中国农业科
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学院红壤实验站。以该站具有 30 年(1982 － 2012)
长期稻-稻-绿肥轮作定位试验的水稻根为材料。
1. 1. 2 培养基:TSA 合成培养基，R2A 合成培养基，

YMA 培养基(改良固氮酶活测定)［3］，MKB 液体培
养基［5］，PKO 无机磷培养基［6］，蒙金娜有机磷培养
基［7］。
1. 1. 3 参比菌株:固氮酶活性测定参比菌株圆褐固
氮菌 Azotobacter chroococcum ACCC10006 来源于中
国农业微生物菌种保藏中心(ACCC)。
1. 2 内生菌的分离与纯化

采用乙醇-次氯酸钠联合灭菌的方式对水稻根
进行表面灭菌［8］。R2A 平板上 28℃ 培养 2 － 3 d。
选取菌落数较多的平板，依据不同形态选取单菌落，
将纯化后的根内生细菌菌株冷冻干燥法于 4℃保藏
备用。
1. 3 固氮酶活测定

固氮酶活性测定采用乙炔还原法［9 － 10］。在
15 mm × 15 mm螺口试管中加入5 mL改良 YMA 固
氮培养基制成斜面，接种复筛功能菌株，28℃培养
72 h 后换橡胶塞，注入乙炔气体使终浓度为 10%，
继续培养72 h，取100 μL反应气体，用气相色谱仪测
定乙烯生成量。蛋白含量的测定: 用5 mL生理盐水
洗涤、收集上述固氮酶测定后的斜面菌体，加入
3 mL 0. 15 mol /NaOH 煮 沸 5 min，加 入 3 mL
0. 15 mol /L HCl，离心，取上清110 mL加入5 mL考
马斯亮蓝，混合，显色3 min测定595 nm处吸光值。
根据牛血清白蛋白标准曲线计算菌体蛋白。

固氮 酶 活 的 公 式 固 氮 酶 活 性 ［nmol /( mg
protein·h)］ = 1000 × C2H4 ( nmol) /［菌体蛋白量
(mg) ×反应时间(h)］。
1. 4 分泌生长素性能测定

参照 Salkowski 比色法［11］，培养基中需加入色
氨酸。
1. 5 产铁载体能力测定

采用 CAS 法进行铁载体的检测［5］。
1. 6 溶磷性测定

本试验采用无机磷 ［Ca3 ( PO4 ) 2］固体培养基

和有机磷(蛋黄卵磷脂)溶磷圈法进行测定［12］。
1. 7 菌种鉴定
1. 7. 1 16S rRNA 序列扩增与序列分析:采用细菌
通用引物 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')
和 1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')用于菌

株的 16S rDNA 部分片段的扩增。所得产物送北京
宝瑞通公司进行测序，所得序列在 EzTaxon-e server
(http: / / eztaxon-e． ezbiocloud． net /) 中比对，寻找具
有较高同源性的 16S rRNA 序列，初步确定其发育
地位，采用 mega5. 0 软件进行多序列比对，用邻近
法构 建 16S rRNA 系 统 发 育 树，Bootstrap 值 为
1000。
1. 7. 2 功能固氮基因 nifH 的序列扩征与序列分
析:采用已报道过的的固氮基因常用引物 PolF /PolR
( 5'-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3' 和 5'-
ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3')［13］，所得产物送北
京宝瑞通公司进行测序，所得序列在 NCBI 中比对，
寻找具有较高同源性的序列，采用 mega5. 0 软件进
行多序列比对，用邻近法构建系统发育树，Bootstrap
值为 1000。
1. 7. 3 DX35 菌株脂肪酸组成分析:参照 Sasser M
法提取总脂［14］。将收集的菌体进行皂化、甲基化处
理后，萃取上层有机相，用 MIDI 微生物鉴定系统对
DX35 及其近缘菌株 DSM6445T (H． seropedicae)和
DSM12138T ( H． rubrisubalbicans) 进行脂肪酸组成
(GC)分析。

2 结果和分析

2. 1 内生菌分离结果
在表面灭菌的水稻根中分离到 48 株菌落或菌

体形态有差异的菌株。
2. 2 固氮酶活测定结果

固氮酶活性测定通常是在固氮作用的本质上给
予的直接论证，而气相色谱法能够准确测定菌体将
乙炔还原成乙烯的量，进而计算出固氮酶活性。通
过气相色谱法测得 48 株功能菌株和参比菌株 A．
chroococcum ACCC10006 乙烯生成量，其中 DX35 菌
株乙烯生成量最大，峰值最高(图 1)。

通过对乙烯生成量的测定进而计算出固氮酶活
性，对初筛促生功能较好的 48 株内生细菌进行测
定，其 酶 活 性 在 2. 52 － 181. 21 nmol C2H4 /( mg
protein·h) 之间 (表 1 )，参比菌株为圆褐固氮菌
ACCC10006，固氮酶活性为 19. 17 nmolC2H4 /( mg
protein·h)。大部分菌株活性较低，在所测得的数值
中 菌 株 DX35 固 氮 酶 活 性 最 高，为 181. 21
nmolC2H4 /(mg protein·h)。
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图 1． 气相色谱法测得的固氮酶活性图谱
Figure 1． The nitrogenase activity measured by gas chromatography．

A: strain ACCC10006; B: strain DX35．

2. 2 溶磷能力测定
根据已有的研究结果，将具有溶磷能力的菌株

溶磷能力 HD /CD 值范围介于 1. 00 － 2. 00，为溶磷
能力中等菌株［15］。试验菌株 DX35 在培养5 d后菌
落的溶磷圈直径与菌落直径的比值(HD /CD)不再
发生明显变化，测定结果如表 2。可以看出，DX35
菌株能够溶解无机磷，属于溶磷能力中等菌株。

溶解有机磷能力测定结果表明，该菌株在蒙金
娜培养基上均生长良好，培养5 d的菌落直径大小为
0. 20 － 1. 20 cm，但均未形成溶磷圈，HD /CD 值为
1. 00，表明供试菌株不能溶解有机磷。
2. 3 产铁载体能力测定
2. 3. 1 产铁载体定性检测:产生铁载体的菌株表现
为在菌苔周围形成橙红色晕圈，检测结果十分直观。
供试菌株培养 5 天后，发现供试菌株在检测平板上
明显有铁载体产生。
2. 3. 2 产铁载体定量检测:铁载体常用的定量检测
方法是以 A /Ar(Ar 为对照吸光值)比值大小比较各
种菌株产铁载体的能力。A /Ar 比值越小，反映铁载
体的产量越大。DX35 的铁载体定性及定量检测结
果见表 2。依据铁载体测定参考标准:A /Ar:0. 6 －

表 1． 所分离菌株与参比菌株 Azotobacter chroococcum

ACCC10006 的固氮酶活性(nmol C2H4 /(mg protein·h))

Table 1． The nitrogenase activity of the isolates and

comparison of Azotobacter chroococcum(ACCC10006)

strains

nitrogenase
activity /
［nmol C2 H4 /
(mg protein·h)］

strains

nitrogenase
activity /
［nmol C2 H4 /
(mg protein·h)］

DX6 12. 46 ZYY78 21. 43
DX10 6. 24 ZYY88 2. 52
DX11 13. 24 ZYY93 7. 92
DX17 15. 37 ZYY94 8. 61
DX22 6. 19 ZYY98 9. 43
DX35 181. 21 ZYY100 10. 27
DX40 24. 95 ZYY106 11. 99
DX47 16. 19 ZYY107 75. 23
DX50 19. 38 ZYY125 8. 09
DX68 8. 38 ZYY127 3. 68
DX70 13. 28 ZYY136 12. 18
DX73 17. 92 ZYY145 19. 89
DX78 14. 61 ZYY146 8. 99
DX80 8. 46 ZYY147 17. 07
DX87 9. 77 ZYY148 20. 42
ZYY5 9. 03 ZYY149 8. 29
ZYY7 12. 72 ZYY154 8. 41
ZYY10 38. 05 ZYY159 9. 42
ZYY11 8. 77 ZYY160 7. 07
ZYY37 4. 31 ZYY169 6. 42
ZYY40 7. 93 ZYY170 15. 41
ZYY41 5. 55 ZYY171 14. 52
ZYY43 11. 11 ZYY172 9. 52
ZYY56 18. 92 CK 0. 56
ZYY71 15. 14 ACCC10006 19. 17

Note :All data were derived from the laboratory determination．

0. 8: + + (中等);A /Ar:0. 8 － 1. 0: + (较弱)。从表
2 中可以看出，DX35 的 A /Ar 值为 0. 822，能产生铁
载体，但产铁载体能力较弱。
2. 4 分泌植物生长激素能力测定
2. 4. 1 分泌生长素性能定性检测:由于色氨酸是
IAA 合成的前体物质，因此在细菌产生 IAA 的过程
中，色氨酸发挥了重要作用，供试菌株需要有色氨酸
作为前提，检测 IAA 的合成。测定结果显示 DX35

不能够分泌生长素。
2. 5 菌种鉴定结果
2. 5. 1 16S rRNA 基因序列分析:DX35 16S rRNA

基因序列扩增，得到一条约1. 5 kb的单一条带。经
测序，并将测得的序列在 EzTaxon-e server 中进行比
对，比对结果显示菌株 DX35 属于 Herbaspirillum，与
H． seropedicae DSM 6445T 的 序 列 相 似 性 最 高
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(99. 48% )，在系统发育树中也与 DSM6445T聚在一 起 (图 2)。

表 2． DX35 铁载体、溶磷圈 HD /CD 值和分泌生长素能力检测
Table 2． Quantitative detection of siderophore、the HD /CD ratio and the ability to secrete IAA

of the different tested strains of DX samples
siderophore dissolving inorganic phosphorus dissolving Organophosphorus IAA

Qualitative Quantitate A /Ar HD CD HD /CD HD CD HD /CD Qualitative
+ 0. 822 0. 60 0. 40 1. 50 0. 32 0. 32 1. 00 －

Note:The reference standard of siderophore determination，A /Ar:0. 6 － 0. 8: + + (medium)，A /Ar:0. 8 － 1. 0: + (weak) ;HD:the diameter of dissolving
phosphorus circles，CD:the diameter of bacterium，HD /CD:the lager the better; IAA:“ －”without colour change．

图 2． 邻近法构建 DX35 的 16S rRNA 基因序列系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree based on 16 S rRNA sequences of DX35． Numbers in the parentheses indicate the GenBank

accession numbers; Numbers at branch points are percentage bootstrap ( values based on 1000 replicates) ; Bar 0. 005

corresponds to 0. 5% levels of the sequence divergence．

2. 5. 2 nifH 基因序列分析:DX35 经 nifH 基因序列
扩增得到一条 360 bp左右的条带。经测序并到
NCBI 中进行比对，挑选出序列相似性在 97% 以上
的不同属种的代表菌种，构建系统发育树，得到的结

果如下图所示，DX35 与 Herbaspirillum (草螺菌属)
聚在了一起(图 3)，这与 16S rRNA 基因分析结果相
一致，进一步说明 DX35 属于 Herbaspirillum。

图 3． 邻接法构建的 DX35 nifH 基因序列系统发育树
Figure 3． Phylogenetic tree based on nifH gene sequences of DX35． Numbers in the parentheses indicate the

GenBank accession numbers; Numbers at branch points are percentage bootstrap ( values based on 1000

replicates) ; Bar 0. 02 corresponds to 2% levels of the sequence divergence．
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2. 5. 3 脂肪酸组分分析:根据 MIDI 微生物鉴定系
统分析结果 ． 菌株 DX35 的细胞脂肪酸组成主要特
征峰值有第三特征峰值 ( C1 6:1 ω7c /C16:1 ω6c)、C16:0

和第八特征峰值(C18:1 ω7c 或 C18:1 ω6c)分别占全细

胞组分的 28. 3%、21. 8% 和 14. 7%。与 DSM6445T

和 KCTC12138T主要特征峰一致(表 3)。

表 3． DX35 菌株及近缘种脂肪酸的组成比较( ＞ 1%)

Table 3． Cellular fatty acid contents(% ) of strain DX35 and

type strains of closely related species of the

genus Herbaspirillum( ＞ 1% )
peak name 1 2 3
C12:0 3. 02 Tr Tr
C14:0 2. 69 4. 34 3. 82
C16:0 21. 8 22. 2 25. 73
C17:0 1. 38 Tr Tr
C18:0 3. 55 4. 26 2. 69
C19:0 1. 18 Tr Tr
C20:0 2. 65 Tr Tr
C12:0 2OH － 1. 99 1. 22
C14:0 anteiso 1. 95 1. 16 Tr
C15:0 anteiso 1. 19 Tr Tr
C16:1 2OH 1 Tr Tr
C17:0 cyclo Tr 1. 44 1. 32
C12:0 3OH 3. 28 3. 52 3. 06
C14:0 2OH 2. 82 1. 36 1. 18
Summed Feature 3 28. 03 32. 09 36. 33
Summed Feature 8 14. 7 18. 03 16. 5

Note: 1． DX35; 2． Herbaspirillum Seropedicae DSM6445T ; 3．
Herbaspirillum rubrisubalbicans 12138T ． “ － ”: not detectable， Tr:
Trace． Summed features are groups of two or three fatty acids that can not
be separated by GLC using the MIDI system． Summed feature 3 comprises
C16:1 ω 7c /C16:1 ω 6c and / or C16:1 ω 6c /C16:1 ω 7c，Summed feature 8 is
C18:1 ω 7c and / or C18:1 ω 6c．

3 讨论

笔者从湖南祁阳中国农业科学院红壤实验站具
有 30 年长期稻-稻-绿肥轮作定位试验田中水稻的
根部分离出一株具有高效固氮酶活的菌株 DX35。
经 16S rDNA 和 nifH 基因序列鉴定及脂肪酸组分分
析，确 认 其 归 属 于 赛 鲁 普 蒂 卡 草 螺 菌 属 ( H．
seropedicae)。经文献报道 H． seropedicae 是一种专
性内生固氮菌［1］，已报道有很多亚种，其固氮机理
的研究已经十分广泛和深入。H． seropedicae 的菌株
SmR1 已完成基因组测序，SmR1 基因组有 4804 个
基因。基因组序列分析表明 SmR1 是一株多功能微
生物菌株，具有高效的碳源和氮源代谢系统，并且还
具有能够指导 IAA 合成，磷溶解，铁载体分泌等的

基因［16］。 DX35 在 NCBI 中 Blast 结果表明，与
SmR1 有最高的序列相似性，相似度高达 99%。本
研究从 DX35 代谢产物的定性定量检测，证实了
DX35 为一株高效内生固氮菌，其固氮酶活性是参
比菌株圆褐固氮菌 ACCC10006 的 10 倍，固氮酶活
性达到了 181. 21 nmolC2H4 /(mg protein·h)。还证
实了该菌株具有一定的分泌铁载体的能力和溶磷特
性，但不具有分泌 IAA 的能力，其原因可能是因为
有些基因只有在特殊的环境胁迫下才会表达，也可
能是菌株间的差异。

秦宝军(2010)在高效固氮菌筛选与土壤培肥
研究中用乙炔还原法测定土壤中分离的 35 株固氮
菌，其酶活性在5 － 72 nmol C2H4 /(mg protein·h)之
间，参比菌株为圆褐固氮菌，固氮酶活性为15. 64 ±
2. 16 nmol C2H4 /(mg protein·h)，与本研究所得数
值较为接近。ACCC10006 是我国在微生物肥料生
产中应用最为广泛的固氮菌，因此，具有高固氮酶活
并见有分泌铁载体和溶磷能力的菌株 DX35 在固氮
菌肥开发方面具有非常大的应用潜力。

另外植物内生菌种类繁多，促生特性也不尽相
同，但用于实际生产的却少之又少。国外已有文献
报道将 H． seropedicae 与其他不同种类的内生菌联
合接种在植物体内，对番茄等植物具有更好的促生
能力［17］。国内草螺菌属已被报道多次，但大多是在
菌种多样性研究中被提到，在生产应用方面国内迄
今未见报道。我们针对这一问题首先对 DX35 的各
项促生特性进行了检测，为下一步如何促进 DX35
菌株的促生功能的高效表达以及投入生产应用做好
基础。在土壤环境恶化，优先发展生态农业的今天，
如何将像 DX35 这类具有多种促生功能的内生菌投
入生产中去是亟待解决的问题。
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Rice endogenous nitrogen fixing and growth promoting
bacterium Herbaspirillum seropedicae DX35
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Abstract:［Objective］ To screen efficient nitrogen fixation endophytes from rice and to analyze their growth-promoting
properties． ［Method］We isolated strains from the roots of rice in the field where it has a rice-rice-green manure rotation
system for 30 years． Efficient strains were screened by acetylene reduction assay． Phylogenetic analysis is based on 16S
rRNA gene，nifH gene and the composition of fatty acid． In addition，we also detected the ability of indole acetic acid
secretion through the Salkowski colorimetric method，measured the production of siderophore through the blue plate assay
and detected phosphate solubilization，to analyze the growth-promoting properties．［Result］ A total of 48 strains were
isolated，in which DX35 has the highest nitrogenase activity． It belongs to Herbaspirillum seropedicae after identification．
Its nitrogenase activity (181. 21 nmol C2H4 /(mg protein·h)) was 10 times as much as the reference strain Azotobacter
chroococcum ACCC10006． In addition，it also can secrete siderophore and solubilize phosphorus． ［Conclusion］ Strain
DX35，belonging to Herbaspirillum seropedicae，is an efficient nitrogen fixation endophytes．
Keywords: nitrogen fixation endophytes，nitrogenase activity，Herbaspirillum seropedicae，growth-promoting properties
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