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植物根际促生菌对高原早熟禾根际土壤

氮素及固氮微生物的影响
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摘要：为研究植物根际促生菌对土壤氮素和固氮微生物含量的影响，通过 5株优良植物根际促生

菌接种高原早熟禾，研究它们对根际土壤全氮、速效氮含量，土壤脲酶活性、土壤固氮菌、土壤固氮菌

nifH基因相对丰度的影响。结果发现：植物根际促生菌对土壤氮素和固氮微生物含量有明显的提高作

用，不同菌株的作用效果不同。使用促生菌后，土壤全氮含量提高了 8. 3%~41. 67%，土壤速效氮的含

量提高了 3. 98%~45. 64%，土壤微生物量氮含量提高了 21. 27%~34. 28%，土壤脲酶活性提高了

20. 0%~28. 89%，土壤好气性自生固氮菌含量提高了 37. 98%~64. 52%，土壤嫌气性自生固氮菌含量

提高了 5. 56%~24. 6%，土壤固氮菌 nifH基因的相对丰度提高了 4. 64%~18. 5%。说明植物根际促生

菌能够促进土壤氮代谢，提高土壤固氮微生物的含量，对于土壤健康具有重要的作用。
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高原早熟禾（Poa alpigena）是重要的饲草作物，是

甘南草原高寒草地优势牧草之一［1］，具有重要生态及

经济价值，也是甘南地区退化草地人工补播的常用草

种之一，但作为禾本科植物，对氮、磷元素需求量较

大［2］，退化草地氮、磷素的缺乏直接影响了高原早熟禾

生存与和生态功能的发挥［3］。传统的草地建植中施肥

主要是依靠化肥，但化肥对草地土壤生态有不良影

响，且增加了草地建植成本。如张乐［4］的研究就表明：

化肥虽然可以在一定程度上提升草地生产力，但由于

化肥成本高，因此并不能产生更高的经济效益。化肥

不仅没有增加土壤养分积累，还造成了草地土壤有机

碳的损失。因此，寻找适宜于天然草地土壤肥力提高

的方法是一项迫切的任务。

研究表明，在植物的根际系统中定殖着一大类对

植物生长有益的细菌，被称为植物根际促生菌菌

（plant growth promoting rhizobacteria，PGPR），具有固

氮、溶磷、解钾、拮抗病原菌或产生植物激素等功能中

的一种或多种［5］。PGPR是宝贵的功能微生物资源，

也是微生物肥料和微生物农药的重要原料，对于农业

技术的提高和农业可持续发展具有重要的意义［6-10］。

研究表明，植物根际促生菌不仅可以促进植物的生

长，更能改良土壤质量、提高土壤肥力。对于解决退

化草地补播植物的生长问题和草地土壤肥力问题具

有积极意义，已有学者进行了此方面的尝试并取得了

富有价值的成果，如何敏［11］从藏北高原土著植物根际

分离筛选的促生菌可以提高植物对不良环境胁迫的

耐受能力，促进植物生长，并能改良土壤微生物群落

结构，提高土壤活性。马骢毓等［12］则从阿里地区高寒
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草地披碱草根际分离筛选了促生菌并将其制成菌剂，

结果表明该菌剂不仅能促进披碱草的生长，更能提高

披碱草的饲用价值。因此，利用植物根际促生菌进行

退化草地修复具有很强的可行性。

近些年关于植物根际促生菌的研究大多集中在

促生菌资源筛选和促生菌对植物生长的影响等方面，

但是有研究结果显示 PGPR 对于植物生长的促进作

用是通过改良土壤性质，增加土壤有效养分的含量来

实现的［12-14］。因此，要全面理解 PGPR 的机理，须研

究其在土壤元素循环以及土壤有益微生物的生长等

方面的作用机理。鉴于此，本试验以前期研究中分离

筛选的优良植物根际促生菌为材料，研究促生菌对高

原早熟禾根际土壤氮素及土壤固氮微生物的影响，以

期为全面的认识植物根际促生菌的作用机理提供理

论参考，也为进一步的应用实践奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试菌株 供试菌株是研究者前期研究中分

离自甘南草原高原早熟禾根际的优良促生菌株。

1. 1. 2 供试植物 供试植物种子为高原早熟禾（P.

alpigena）由研究者采集自甘南州夏河县桑科乡天然

草地。

1. 1. 3 供试土壤 供试土壤采挖自兰州市红古区花

庄镇农田。土壤基础特性为：有机质含量 14. 11 g/kg、
全N含量 0. 35 g/kg、全 P含量 0. 85 g/kg、速效 P含量

10. 21 mg/kg、速效K 含量 226. 63 mg/kg，pH 值 7. 8。
1. 2 方法

1. 2. 1 实验设计 挑选饱满、无皮损的高原早熟禾

种子，70%乙醇表面消毒 1 min，0. 1%的HgCl2溶液浸

泡消毒 2 min，无菌水冲洗 3~5次，用无菌滤纸吸干其

表面水分。25 ℃下催芽，选取发芽一致的种子播种于

花盆内，每盆 10株，出苗后 10天间苗，留下长势一致、

位置分布均匀的 5株幼苗进行进一步实验。间苗后用

移液枪往幼苗根部准确滴加待测菌液（待测菌株培养

液，所用培养液为 NA培养液，活菌浓度为 109 CFU/
mL），每株 2 mL，以不接菌的培养液为对照，每个处理

设置 4盆重复，培养 45 d后收集早熟禾根际土壤，根际

土壤的收集参照Hafeez等的方法［16］，并测定根际土壤

氮素及固氮微生物各指标。

1. 2. 2 土壤氮含量的测定 分别采用半微量凯氏定

氮法和KCl浸提法［17］测定土壤全氮和速效氮。

1. 2. 3 土壤微生物生物量氮（SMBN）测定 先用氯

仿熏蒸法［18］处理土样，然后用 0. 5 mol/L K2SO4溶液

提取，浸提液中氮采用凯氏定氮法测定，计算公式

如下：

土壤微生物量氮（mg/kg）＝（Ec-Ec0）/0. 54［19］。
式中，Ec为熏蒸土壤浸提液中有机氮量；Ec0为不

熏蒸土壤浸提液中有机氮量；0. 54为校正系数。

1. 2. 4 土壤脲酶活性的测定 脲酶活性测定采用靛

酚蓝比色法［20］。结果用 24 h后 1 g土壤中 NH3-N的

毫克数来表示。

1. 2. 5 土壤固氮菌的测定 （1）好气性自生固氮菌

的测定 采用改良阿须贝（Ashby）无氮培养基，平板

涂布法测定好气性自生固氮菌［21］。阿须贝无氮培养

基配方为：葡萄糖 10 g、K2HPO4 0. 2 g、MgSO4·7H2O
0. 2 g、K2SO4 0. 2 g、NaCl 0. 2 g、CaCO3 5 g、琼脂 18 g、
蒸馏水 1 000 mL。

（2）嫌气性自生固氮菌的测定 采用玉米面培养

基，平板涂布法测定嫌气性自生固氮菌［21］。培养基配

方为：玉米面 5 g、CaCO3 0. 5 g、自来水 1 000 mL。
1. 2. 6 土壤固氮菌 nifH基因的测定 采用 real⁃time

表 1 供试菌株的特性

Table 1 Characteristics of the tested strains

菌株

Pa⁃2

Pa⁃4

Pa⁃7

Pa⁃21

Pa⁃29

名称

枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）

蕈状芽孢杆菌（B. mycoides）

枯草芽孢杆菌（B. subtilis）

不动杆菌（Acinetobacter sp.）

荧光假单胞菌（Pseudomonas fluorescens）

特点

固氮、分泌 IAA、拮抗病原菌

固氮、溶磷

固氮、拮抗病原菌、溶磷、分泌 IAA

固氮、溶磷、拮抗病原菌、分泌 IAA

固氮、溶磷、拮抗病原菌、分泌 IAA
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PCR 方法测定土壤中固氮菌的含量相对于土壤总细

菌的量，以百分比表示［22］。

（1）基因组 DNA 的提取及检测 土壤总 DNA
的 提 取 釆 用 OMEGA Soil DNA isolation kit
（OMEGA，USA），步骤参照说明书。Total DNA 质

量及浓度检测使用紫外分光光度计（Beckman DU
640，USA）法测定。

（2）Real⁃time PCR 引物 土壤总细菌 16S rRNA
基因片段扩增采用的引物是 341F（5′⁃CCTACGGG
AGGCAGCAG ⁃3′）和 518R（5′⁃ATTACCGCGGC
TGCTGG⁃3′）［23］。固氮菌 nifH基因扩增所采用的引

物是的 Pol F（5′⁃TGCGAYCCSAARGCB GACTC⁃
3′）和 Pol R（5′⁃ATSGCCATCATYTCRCCGGA ⁃
3′）［27］。引物由上海派森诺生物科技有限公司合成。

（3）Real ⁃ time PCR 程 序 用 SYBR Premix Ex
TaqTM（TaKaRa Shuzo，Osaka，Japan）建 立 反 应 体

系，具体为：DNA模板 2 µL、上游和下游引物各 0. 5
µL、SYBR Green I 荧光染料预混试剂 10 µL、ddH2O
12 µL［22］。

扩增条件为：95 ℃预变性 30 sec，95 ℃变性 5 sec，
60 ℃退火和延伸 20 sec并采集荧光信号，45次循环。

（4）Real⁃time PCR数据分析 根据以下公式计算

土壤中固氮菌的含量相对于土壤总细菌的量：

目标菌（%总菌 16S rDNA）= 2-（Ct target - Ct total bacteria）

×100，Ct target为目标菌引物所测 Ct 值，Ct total bac⁃
teria为以总细菌为引物所得的 Ct值［22］。

1. 2. 5 数据分析 采用 Excel 2010整理数据，DPS v
7. 65软件进行统计分析。

2 结果与分析

2. 1 促生菌对土壤含氮量的影响

促生菌对土壤全氮和土壤速效氮含量均有明显

的提高作用，但不同菌株的作用效果不同，对土壤全

氮而言，作用效果最强的是 B. subtilis Pa⁃7菌株，根际

土壤全氮提高到了 0. 51 g/kg，其次是 P. fluorescens

Pa⁃29菌株，也高达 0. 49 g/kg，效果较弱的是 B. my⁃

coides Pa⁃4菌株，其全氮含量为 0. 42 g/kg。促生菌对

土壤速效氮含量的影响效果强于全氮，使用促生菌

后，根际土壤速效氮含量提高更为明显，效果最明显

的是 Pa⁃7菌株，速效氮含量高达 97. 00 mg/kg，其次是

Pa⁃29菌株，为 89. 99 mg/kg，Pa⁃21对速效氮的效果相

对较弱，为 69. 25 mg/kg（表 2）。

2. 2 促生菌株对土壤微生物量氮的影响

使用促生菌株能显著提高高原早熟禾根际土壤

微生物量氮，但不同菌株的效果不同，其中菌株 Pa⁃7
对土壤微生物量氮提升的效果最为明显，使用后根际

土壤微生物量氮提高了 34. 28%，其次是菌株 Pa⁃4，提
高了 31. 85%，菌株 Pa⁃2对微生物量氮的提高幅度最

低，提高了 21. 27%，其余菌株 Pa⁃21和菌株 Pa⁃29居
中（表 3）。

2. 2 促生菌株对土壤脲酶活性的影响

土壤脲酶是参与土壤氮素循环的重要活性物质，

脲酶活性反应的是土壤中的有机氮向有效氮转化的

能力和土壤无机氮的供应能力，是评价土壤质量的一

项重要指标。使用植物根际促生菌后，根际土壤中脲

酶活性均有明显提高，不同的菌株对脲酶活性影响不

同，增幅最为高的是菌株 Pa⁃7，其次是菌株 Pa⁃4和菌

株 Pa-21，增幅最小的是菌株 Pa⁃2（表 3）。

表 2 土壤全氮和土壤速效氮含量

Table 2 Soil total nitrogen and soil available nitrogen
contents

菌株

CK
Pa⁃2
Pa⁃4
Pa⁃7
Pa⁃21
Pa⁃29

土壤全氮/（g·kg-1）

0. 36 ±0. 01d

0. 46 ±0. 01b

0. 42 ±0. 01c

0. 51 ±0. 01a

0. 39 ±0. 01d

0. 49 ±0. 01b

土壤速效氮/
（mg·kg-1）

66. 60 ±0. 52f

81. 39 ±0. 56c

75. 50 ±0. 37d

97. 00 ±1. 26a

69. 25 ±0. 36e

89. 99 ±0. 70b

注：表中数据为平均数±标准误/标准差。同列后不同字

母表示经Duncan氏新复极差法检验在 P<0. 05水平差异显著。

下同

表 3 土壤微生物量氮含量和土壤脲酶活性

Table 3 Soil microbial biomass nitrogen and soil
urease activity

菌株

CK
Pa⁃2
Pa⁃4
Pa⁃7
Pa⁃21
Pa⁃29

土壤微生物量氮含量/
（mg · kg-1）

141. 08±0. 82e

170. 10±0. 80d

186. 01±0. 70b

189. 44±1. 18a

178. 54±0. 58c

176. 03±0. 97c

土壤脲酶活性/
（mg · g-1 · d-1）

0. 45±0. 01c

0. 54±0. 00b

0. 57±0. 01a

0. 58±0. 01a

0. 57±0. 01ab

0. 55±0. 00b
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2. 3 促生菌株对土壤固氮菌组成的影响

使用促生菌后，土壤中好气性自生固氮菌和嫌气

性自生固氮菌的相对含量都有了明显的提高，但好气

性自生固氮菌提高的幅度比嫌气性自生固氮菌更为

明显。使用菌株 Pa⁃7后，土壤中好气性自生固氮菌高

达 8. 95×104 cfu/g，比 CK提高了 64. 52%；其次是菌

株 Pa⁃4，为 7. 99×104 cfu/g，比 CK提高了 46. 87%；提

高幅度最低的是菌株 Pa⁃2，比 CK提高了 37. 98%。对

嫌气性自生固氮菌提高效果最明显的也是菌株 Pa⁃7，

提高了 24. 6%，效果相对最差的是菌株 Pa⁃29，提高了

5. 56%，其余菌株效果居中。

2. 4 不同菌株对土壤固氮菌 nifH基因的影响

nifH基因是固氮微生物固氮酶相关的基因，土壤

nifH基因的相对丰度是定量反应土壤微生物相对丰

度的指标。菌株 Pa⁃4对土壤 nifH基因的相对丰度的

影响最为明显，使用菌株 Pa⁃4后，nifH基因的相对丰

度提高了 18. 5%，其次是菌株 Pa⁃7，nifH基因的相对

丰度提高了 16. 55%，提升效果相对较弱的是菌株 Pa⁃

21，nifH基因的相对丰度提高了 4. 64%，其余菌株居

中（表 5）。

3 讨论

本研究的结果显示植物根际促生菌可以显著提

高土壤中氮素的含量，土壤中的全氮、速效氮以及微

生物量氮的含量都有了不同程度的提高，柴晓虹

等［24］、李永斌等［25］的研究也得出了相似的结论。当今

种植业中，氮肥是必不可少的，但是传统农业的氮肥

主要是化学肥料，近几十年来，随着农产品供应压力

的增大，化肥用量的不断增加，不合理施用等引发的

一系列农业环境质量问题日益凸现［26-31］，特别是土壤

酸化、土壤板结、土壤污染等与土壤质量有关的问题

逐渐引起关注。由于土壤在农业生态系统中不可替

代的基础性作用，可持续农业的前提就是土壤的可持

续性，因此土壤质量是重中之重。本研究的结果显

示，优良的促生菌尤其是具有较强固氮能力的菌株可

以有效增加土壤中氮素的含量，不仅如此，研究还发

现了使用促生菌后，土壤中的固氮微生物的相对丰度

有了明显的提高，土壤微生物是土壤中的活性成分，

可以反映土壤健康程度，是土壤可持续发展的重要指

标。促生菌不仅可以有效提高土壤氮素含量，还能有

效提高土壤微生物的活性。

本研究发现土壤自生固氮菌和 nifH基因的变化

规律能很好地吻合，目前发现的土壤固氮菌不仅有自

生固氮菌，还有共生固氮菌和联合固氮菌，分属于 59
个属，但它们都是原核生物［31］。所有的固氮菌都含有

固氮酶，该酶由 nifD和 nifK基因编码的钼铁蛋白和由

nifH基因编码的铁蛋白构成的［32］，即所有的固氮菌都

含有 nifH基因，另一方面，nifH基因也是长期进化过

程中最古老的功能基因，只存在于固氮微生物中［33］，

系统进化关系与 16S rDNA 相一致。因此，nifH基因

是研究固氮菌群落结构最好的标记基因，在不同自然

环境中的 nifH基因呈现出差异性和多样性，固氮菌的

群落结构也表现出明显的差异［34］，本研究验证了 nifH

基因在研究土壤肥力变化方面具有优势，是土壤质量

监控和研究工作中的有力工具。

本研究还发现，虽然所采用的 5株促生菌都是好

气性自生固氮菌，但是使用后不仅土壤中好气性自生

固氮菌的含量有了明显的增加，而且嫌气性自生固氮

菌的含量也有明显的增加，原因是促生菌的使用提高

了土壤质量，改善了土壤微生物的生存环境，因此土

表 4 土壤自生固氮菌含量

Table 4 Effects of PGPR on soil autogenous nitrogen-
fixing bacteria

菌株

CK
Pa⁃2
Pa⁃4
Pa⁃7
Pa⁃21
Pa⁃29

好气性自生固氮菌/
（×104 cfu/g）

5. 44±0. 09e

7. 49±0. 01d

7. 99±0. 01b

8. 95±0. 01a

7. 62±0. 01c

7. 54±0. 03cd

嫌气性自生固氮菌/
（×104 cfu/g）

1. 26±0. 01f

1. 54±0. 01b

1. 49±0. 01c

1. 57±0. 00a

1. 40±0. 02d

1. 33 ±0. 01e

表 5 土壤中 nifH基因相对丰度

Table 5 Influence of plant growth-promoting rhizobacte⁃
rium strains on the relative content of nifH gene in soil

菌株

CK
Pa⁃2
Pa⁃4
Pa⁃7
Pa⁃21
Pa⁃29

nifH基因相对丰度/103%

1. 51±0. 01d

1. 75±0. 01b

1. 79±0. 01a

1. 76±0. 01ab

1. 58±0. 01c

1. 75±0. 01b
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壤嫌气性自生固氮菌的含量也有所增加。

4 结论

植物根际促生菌对土壤氮素和固氮微生物含量

有明显的提高作用，使用促生菌后，土壤好气性自生

固氮菌和嫌气性自生固氮菌含量均增加，土壤固氮菌

nifH基因相对丰度提高。说明植物根际促生菌能够

促进土壤氮代谢，提高土壤固氮微生物的含量，对于

土壤健康具有重要的作用。
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Effects of plant growth-promoting rhizobacteria on
nitrogen and nitrogen-fixing microorganisms in rhi⁃

zosphere soil of Poa alpigena
ZHAO Shu-dong，WANG Chao，CHEN Jian-kun，HUANG Cai-cheng，

YANG Xiao-lei，LI Jian-hong
（College of Pratacultural Science，Gansu Agricultural University，Key Laboratory for Grassland Ecosystem of

Ministry of Education，Pratacultural Engineering Laboratory of Gansu Province，Sino-U. S. Centers for

Grazingland Ecosystem Sustainability，Lanzhou 730070，China）

Abstract：To investigate the effects of plant growth⁃promoting rhizobacteria（PGPR）on the contents of soil ni⁃
trogen and nitrogen⁃fixing microorganisms，five excellent PGPR strains which were obtained in previous study were
explored on their effects on soil total nitrogen，available nitrogen content，soil urease activity，soil nitrogen⁃fixing bac⁃
teria and soil nifH gene. The results showed that PGPR could significantly increase the contents of soil nitrogen and
nitrogen⁃fixing microorganisms，and the degrees of effect varied among the strains. After PGPR application，the soil
total nitrogen increased by 8. 3%~41. 67%，the soil available nitrogen increased by 3. 98%~45. 64%，the soil micro⁃
bial biomass nitrogen increased by 21. 27%~34. 28%，the soil urease activity increased by 20. 0%~28. 89%，the soil
aerobic autotrophic nitrogen⁃fixing bacteria increased by 37. 98%~64. 52%，the content of soil anaerobic autotrophic
nitrogen⁃fixing bacteria increased by 5. 56%~24. 6%，and the relative abundance of nifH gene in soil nitrogen⁃fixing
bacteria increased by 4. 64%~18. 5%. In this study，the effects of PGPR on soil were investigated from the perspec⁃
tives of soil nitrogen and nitrogen⁃fixing microorganisms. The results suggested that PGPR could play an important
role in soil health through promoting soil nitrogen metabolism，improve the soil nitrogen⁃fixing microorganisms.

Key words：plant growth promoting rhizobacteria；soil nitrogen；urease activity；nitrogen ⁃ fixing bacteria；nifH
gene
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