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摘要　分析从广西不同地方、 不同品种的甘蔗分离到的甘蔗联合固氮菌若干株的固氮酶活性 , 并将这些菌株接

种甘蔗 , 分析接种了甘蔗联合固氮菌的甘蔗根组织的固氮酶活性 , 研究它们对甘蔗叶中氮、 磷、 钾及微量元素

含量的影响。
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Abstract　 Research bio-ni t rogen-fixing character and the af fected plant g row th by a zotobacter

associated wi th suga rcane and o ther cereals is a v ery important subject. In this paper , i t w ould

be analysed nit rog enase of some a zotobacter st rains in associa tion wi th sugarcane, w hich are

come from di fferent si tes o f Guangxi and di fferent v ariety of suga rcane as w el l. And inoculated

suga rcane by these strains, analysed th e ni t rogenase of the ro ot of bacterium-inoculated suga r-

cane analy sed the contents of Nit rog en, Pho spho rus, Po tassium and micronutrient o f sugarcane

leaves w hich af fected by a zo tobacter strains.
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　　大量的研究结果表明 ,在甘蔗、玉米等禾本科植

物的根际存在多种固氮微生物。由于这些存在于根际
的固氮菌与植物存在着相对的寄主专一性 , 因此 70

年代巴西学者 Dobereiner提出了联合固氮作用 ( As-

sociativ e Nit rog en Fixation) 的概念
[1 ]
。联合固氮是

介于自生固氮与共生固氮之间的类型。在联合固氮体
系中 , 固氮菌聚居于植物根际、根表 , 甚至有一部分

菌进入根内、根细胞中 [ 2] ,将固定的氮提供给植物 ,与

相应联合的植物具有较密切的相互关系。联合固氮的

研究引起了日益广泛的关注 ,特别是联合固氮菌对作

物的增产效应更是成为人们关注的热点 [ 3]。

甘蔗是我国南方的重要经济作物之一 ,糖业生产

已成为广西的经济支柱产业。广西年种植甘蔗 40万

hm
2以上 ,甘蔗生产在广西农业生产中具有重要的地

位。但是广西土地贫瘠 ,含氮量不足 ,致使单产较低。

施用高效甘蔗联合固氮菌将成为促进甘蔗增产的措

施之一 [ 4, 5] , 因此筛选固氮酶活性高的甘蔗联合固氮

菌 ,研究甘蔗联合固氮菌对甘蔗根组织的固氮酶活性

和叶中氮、 磷、 钾及微量元素的影响 , 对今后的联合

固氮理论研究和甘蔗联合固氮菌的应用具有十分重

要的意义。

1　材料与方法

1. 1　菌株和培养基

实验所用的菌种: P4 (美国菌种保藏中心 )、 P5

(美国菌种保藏中心 ) M J9701(广西宾阳台糖 10号 )、

M J9702 (广西宾阳台糖 10号 )、 M J9703 (广西宾阳

台糖 10号 )、 M J9704 (广西宾阳台糖 10号 )、 M J9705

(广西宾阳台糖 10号 )、 M J9706 (广西柳城 CP)、

M J9707 (广西柳城 , 台糖 16号 )、 M J9708 (广西南
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宁 , 桂糖 16号 )、 M J9709 (广西钦州 , 桂糖 16号 )。

固氮菌基础培养基Ⅰ (固体 ): 2%葡萄糖 , 0. 1%

K2 HPO4 , 0. 02% MgSO4 , 0. 05% CaCO3 , 0. 02% Na-

Cl, 0. 0005% NaM oO4 , 1. 5%琼脂 , H2O 1L, pH值

7. 2或 pH值 5. 0; 固氮菌基础培养基Ⅱ (液体 ):

0. 05%酵母膏 , 其它成分同培养基Ⅰ 。 培养温度为

30℃。

1. 2　固氮酶活性分析
将菌株接种于 10 mL液体的固氮基础培养基

Ⅱ , 于 30℃摇床振荡培养至 3 d和 7 d,分别取 1 mL

于灭菌的 5 mL小瓶中 , 盖上橡皮塞 , 瓶盖边缘以

Parafilm封口。 用注射器将 1 mL的乙炔注入其中 ,

于 30℃ 反应 1 h,然后取 40μL反应气体 ,以岛津 GC

- 9A气谱检测乙烯含量后 , 以下列公式计算固氮酶

活性。
　　固氮酶活性 ( nmolC2H4· mL菌液· min ) =

　
K· 样品乙烯峰高 ( mm) · 反应瓶体积 (μL)

1%乙烯峰高 ( mm) · 1%乙烯进样量 ( uL) · 反应时间 ( min)

标准乙烯为 1% , 当进样 10μL时 K= 4. 2, 当进样

20μL时 K= 8. 4, 依此类推 , 当进样 40μL时 K=

33. 6。

1. 3　接种甘蔗并测定根的固氮酶活性

将菌种接种入固氮基础培养基Ⅱ (液体 ) 100

m L, 30℃ , 振荡培养 5 d, 将甘蔗组织培养小苗 (二

级苗 )的根浸入菌液 , 20 min。取出小苗种于灭菌的

沙瓶中 , 45 d后取出 , 取 1 g根于灭菌小瓶中 , 盖上

橡皮塞。盖边缘以 Pa rafi lm封口。测定固氮酶活性 ,

方法同 1. 2。甘蔗品种为台糖 20号 ,二级组织培养小

苗。

1. 4　甘蔗叶中氮、 磷、 钾及微量元素的测定
将整株甘蔗苗的叶片剪下 ,烘干剪碎。用凯氏定

氮法测定氮的含量 ; 用比色法测定磷的含量 ; 用原子

吸收法测定钾、 钙及微量元素。

1. 5　数据处理

所测数据进行显著性方差分析
[ 6]
。

2　结果与分析

2. 1　固氮酶活性测定

分别以固氮基础培养基Ⅱ振荡培养 3 d和 7 d

后 , 测得固氮酶活性 (表 1)。在培养 3 d时 , 菌株

M J9701、 M J9705、 M J9706和 M J9708的固氮酶活性

比 P4的高 , P < 0. 01 ; M J9702、 M J9709为无差异 ;

M J9703、 M J9704则比 P4的低 ,分别是 P < 0. 01和

P < 0. 05。在培养第 7天时 ,除了 M J9701比对照低

( P < 0. 01 ) 以外 ; 其余菌株均比对照高 ( P <

0. 01)。从固氮酶活性和菌的生长量看 ,菌株 M J9701

生长快 ,第 3天显示出高生长量和高固氮酶活性 ,之

后生长继续而固氮酶活性降低 ,认为该菌液受污染或

该菌仅生长前期有固氮酶活性 ,还需继续研究。其它
菌株在第 7天均表现出高固氮酶活性 , 且生长量适

中 , 其中菌株 M J9705和 M J9708固氮酶活性最高。
表 1　菌株的固氮酶活性测定结果

Table 1　 The nitrogenase activity of azotobacter

菌株

St rain

72 h 168 h

OD600 固氮酶活性
Nit rogenas e

activi ty

OD600 固氮酶活性
Nitrogenase

activi ty

P4 0. 297 47. 127 1. 046 79. 751

P5

M J9701 1. 387 113. 037* * 2. 523 27. 593* *

M J9702 0. 757 40. 980 1. 409 136. 619* *

M J9703 0. 658 19. 185* * 1. 301 133. 927* *

M J9704 0. 750 28. 003* 1. 222 131. 908* *

M J9705 0. 548 167. 335* * 1. 232 190. 123* *

M J9706 0. 298 119. 525* * 1. 444 117. 775* *

M J9707 0. 256 37. 907

M J9708 0. 532 105. 182* * 1. 347 166. 568* *

M J9709

固氮酶活性单位: nmol C2 H4. m L菌株· min; 与 P4相比较: * P <

0. 05 , * * P < 0. 01。 Nit rog enase act ivity u ni t: nmolC2H4. mL cul-

tu ral. minute; Compared wi th s train P4, * P < 0. 05 , * * P < 0. 01。

2. 2　固氮菌对甘蔗根的固氮酶活性的影响
接种菌株后 ,甘蔗根的固氮酶活性测定结果见表

2。相对于对照 ,只有接种 P4、 M J9703和 M J9708菌

株的甘蔗根固氮酶活性比对照的高 ( P < 0. 01) ;

接种 M J9702、 M J9704的甘蔗根的固氮酶活性与对

照无差异 ( P > 0. 05 ) ; 接种 P4、 M J9705、 M J9706

及 M J9709菌株的甘蔗根固氮酶活性比对照的活性

低 , 差异显著 ( 0. 01 < P < 0. 05 )。
表 2　固氮菌对甘蔗根的固氮酶活性的影响

Table 2　 Ef fect of azotobactor on nitrogenase activity of sug-

arcane root

菌株

Strain

固氮酶活性

Nitr og ena se
ac tivity

菌株

Strain

固氮酶活性

Nit rog enase
activity

P4 169. 359* * P5 75. 119*

M J9701 M J9702 101. 069

M J9703 150. 238* * M J9704 92. 192

M J9705 79. 216 M J9706 80. 582

M J9707 M J9708 152. 287* *

M J9709 61. 461 CK 101. 069

固氮酶活性单位: nm olC2 H4. 克根组织 .分钟 ; 与对照 ( CK)相比较:

* P < 0. 05 , * * P < 0. 01。 Nit rog enase activi ty uni t:

nmolC2H4. gram root. minu te; Compared w i th CK, * P < 0. 05 , *

* P < 0. 01。

2. 3　固氮菌对甘蔗叶中氮、 磷、 钾、 钙和镁含量的

影响

接种固氮菌菌株后测定甘蔗叶片中的氮、磷、钾、
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钙和镁的含量 , 结果见表 3。 在氮的含量方面 ,

M J9702、 M J9703、 M J9704、 M J9705、 M J9708和

M J9709的含氮量高于对照 , 但无显著差异 , 以

M J9708的含量最高 ; P4、 P5和 M J9706的含氮量与

对照相当。接种固氮菌的甘蔗叶中磷、 钾、 钙和镁的

含量与对照差异也不显著。
表 3　甘蔗叶片中氮、 磷、 钾、 钙和镁的含量

Table 3　 The contents of nitrogen , phosphorus, potassium ,

calcium, magnesium of sugarcane leaves

菌株

Strain

元素含量 The cont ents o f elements ( mg /gFW)

N P K Ca Mg

P4 15. 1 1. 7 12. 5 4. 4 1. 2

P5 15. 5 1. 9 17. 1 4. 5 1. 0

M J9701

M J9702 17. 6 1. 8 14. 5 5. 5 1. 3

M J9703 16. 5 1. 6 15. 5 4. 9 1. 5

M J9704 17. 4 1. 5 15. 9 4. 3 1. 3

M J9705 17. 6 1. 4 16. 0 4. 1 0. 9

M J9706 15. 3 1. 5 12. 9 4. 7 0. 8

M J9707

M J9708 18. 0 1. 8 14. 8 4. 2 1. 2

M J9709 16. 1 2. 0 14. 5 4. 7 1. 3

CK 15. 3 1. 6 14. 0 5. 3 1. 0

2. 4　固氮菌对甘蔗叶中微量元素含量的影响

接种固氮菌菌株后测定甘蔗叶片中的铜、铁、锰

和锌的含量 ,结果见表 4。接种固氮菌的甘蔗叶中铜、
铁和锌的含量与对照无显著差异 ,但锰的含量则均比

对照的高 ( P < 0. 01)。
表 4　甘蔗叶片中微量元素的含量

Table 4　 The contents of micronutrients of sugarcane leaves

菌株

Strain

元素含量 The contents o f elem ents (μg /gFW )

Cu Fe Mn Zn

P4 2. 63 79. 79 139. 41* * 25. 43

P5 4. 93 93. 16 109. 28* * 24. 63

M J9701

M J9702 3. 46 77. 07 50. 23* * 19. 92

M J9703 3. 89 99. 49 98. 19* * 19. 90

M J9704 3. 47 62. 05 93. 73* * 17. 36

M J9705 2. 60 110. 99 65. 47* * 18. 64

M J9706 3. 49 85. 64 66. 08* * 23. 04

M J9707

M J9708 3. 93 86. 42 72. 90* * 21. 83

M J9709 3. 90 88. 46 102. 77* * 24. 71

CK 3. 90 107. 14 31. 97　 24. 19

* * 与对照 ( CK) 相比 , * P < 0. 01。 Compared w ith CK, * P <

0. 01 .

3　讨论

　　从表 2看 ,对照即未接种固氮菌的甘蔗根的乙炔

还原活性较高 , 甚至高于固氮菌 P5、 M J9705、

M J9706、 M J9709接种的甘蔗根的乙炔还原活性 ,且

差异显著。原因可能是甘蔗根部存在其它还原酶类产
生的乙炔还原活性 ;或是由于上述株菌与实验用的甘

蔗品种间存在菌- 寄主品种的不相匹配 ;或者其它因

素的影响等 , 还需进一步的研究。

　　 E. M. Avo lta
[ 7]
介绍了几个国家或地区提出的甘

蔗叶片主要养分的适宜含量 ,但每个国家提出的叶片

养分适宜含量的幅度较大 ,国家与国家间提出的叶片

适宜养分含量的数据间差别也较大 ,因此 , 所得结果

难于比较。无论如何 ,有效的固氮菌其自身应具有较

高的固氮酶活性 ,同时能提高寄主植物根的固氮酶活

性 ,增加寄主植物的氮的积累 [3 ]。综合上述测定结果 ,

认为菌株 M J9708是甘蔗的有效的联合固氮菌。

　　从微量元素的测定结果看 ,接种固氮菌的甘蔗叶

片中锰的含量有极显著的提高 ,与巴西提出的甘蔗叶

片主要养分的适宜含量中 [ 7] , 锰的含量为 100μg /

gFW～ 250μg /gFW相当或接近 ,而对照的甘蔗叶片

锰含量仅为 31. 97μg /gFW。接种固氮菌会显著地提
高甘蔗叶片中锰的含量 ,其原因和意义还有待于进一

步的研究。
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