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摘  要：【目的】以广西岑溪市野生稻保护区的药用野生稻为材料，分离纯化内生细菌，筛选

固氮酶活性较高和对作物促生效果较好的菌株。【方法】利用乙炔还原法检测固氮酶活性，采

用 SDS-PAGE 全细胞蛋白电泳和 IS-PCR 指纹图谱技术对分离到的固氮菌进行聚类。利用 16S 

rRNA 基因和 nifH 基因确定其系统发育地位。采用钼锑抗比色法、Salkowski 比色法和 CAS 检

测法分别测定菌株溶磷性、生长素的分泌能力和产铁载体能力。通过平板和盆栽试验检测其对

水稻的促生作用。【结果】共分离得到 35 株内生固氮菌，分为 6 个类群。其中 CX24 固氮酶活

性最高，经鉴定属于 Klebsiella variicola，其固氮酶活性为 298.64 μmol/(L·h)，为参比模式菌株

DSM15968 的 9 倍。另外该菌株还具有较高的溶磷性、分泌生长素和产铁载体能力，能够有效

地促进水稻的萌发和生长。【结论】菌株 CX24 属于 Klebsiella variicola，是一株高效内生固氮

菌，具有很好的生产应用前景。 
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Abstract: [Objective] To screen efficient nitrogen fixation and plant growth promoting endophytes 
from Oryza officinalis wall in Cenxi, Guangxi. [Methods] The nitrogen-fixation ability of the 
isolates was tested by acetylene reduction assay. The SDS-PAGE patterns of the whole-cell protein 
electrophoresis and IS-PCR DNA finger-printings were used to group these isolates. Phylogenetic 
analysis based on 16S rRNA gene and nifH gene was performed. The ability of indole acetic acid 
secretion and the production of siderophore were tested by the Salkowski colorimetric method and 
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the blue plate assay, separately, and the ability of phosphate solubilization also was detected. The 
property of plant growth promoting rice was tested by plate and potting. [Results] A total of 35 
endophytic diazotrophs were isolated and classified into 6 groups, in which CX24 belonging to the 
Klebsiella variicola showed the highest nitrogenase activity. The nitrogenase activity (298.64 
nmol/(mL·h)) was 9 times as much as the reference strain DSM15968. Besides the secreting 
siderophore, indole acetic acid and ability of solubilize phosphorus, the strain CX24 could also 
effectively promote the germination and growth of rice. [Conclusion] The strain CX24 belonging to 
Klebsiella variicola, was an efficient endophytic diazotroph and had a very good application 
prospect. 

Keywords: Endophytic diazotroph, Nitrogenase activity, Plant growth promotion 

植物内生固氮菌是指那些定殖在植物内部与

植物宿主联合固氮的固氮菌[1]。内生固氮菌的内生

固氮作用不形成特异化的结构，几乎可以在宿主植

物的各种营养器官内发挥固氮作用，为植物提供氮

源。此外，它们产生的次生代谢物，如生长素、铁

载 体 、 溶 磷 物 质 等 也 可 以 促 进 植 物 生 长 [2-3] 。

Klebsiella variicola 作为高效内生固氮菌，国内外对

其固氮机理的研究较多，但对于其促生特性的研究

还比较少。本研究以广西岑溪市野生稻保护区中的

药用野生稻为材料，分离纯化内生固氮菌，利用乙

炔还原法测定固氮酶活性，筛选固氮酶活性较高的

菌株。利用 16S rRNA 基因和 nifH 基因对该菌的分

类地位进行鉴定。并对该菌的溶磷性、产铁载体和

分泌生长素的能力以及对生产实践中的栽培稻的

促生效应进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试植物：样品采集于广西岑溪市药用野生

稻保护区中的药用野生稻，该保护区较偏僻，人为

破坏程度小，自然生态系统比较完好。 

水稻种子：籼型三系杂交水稻天优 998，由华

南农业大学农学院作物栽培学实验室提供。 

1.1.2  培养基：Döbereiner 改良无氮培养基(包括固

体和半固体)[4]，CCM 培养基(包括固体和半固体)[5]，

VM-Ethanol 固体培养基[6]，MKB 培养基[7]，PKO

无机磷培养基和蒙金娜有机磷培养基[8]。 

1.2  内生固氮菌的分离纯化 

采用乙醇-升汞结合消毒的方式，对野生稻的

根、茎、叶进行表面灭菌。将剪碎的组织材料接种

到 Döbereiner 改良无氮半固体培养基和 CCM 半固

体培养基中。结合乙炔还原法和平板划线法纯化菌

落，将纯化后的内生固氮菌保存于 15%甘油，−20 °C

保藏备用。 

1.3  固氮酶活性测定 

采用乙炔还原法对各菌株的固氮酶活性进行

测定。将保存的各菌株用 VM-Ethanol 固体培养基

活化，挑少量菌体于灭菌离心管中，用无菌水稀释，

按相同接种量接入装有 5 mL 相应半固体培养基的

10 mL 试管中，用橡胶塞密封。37 °C 培养 24 h 后，

注入 1/10 体积的 10%乙炔气体，继续培养 24 h，从

试管中抽取 0.5 mL 气体注入气相色谱仪(北京天普

分析仪器厂 SP-2100)，测定乙炔、乙烯的含量。按

下列公式计算固氮酶活性大小[9]： 

C=(hx×c×V)/(24.9×hs×t) 
其中，hx 为样品峰面积值；hs 为标准 C2H4 峰面

积值；c 为标准 C2H4 浓度(μmol/L)；V 为培养容器

体积(mL)；t 为样品培养时间(h)；C 为产生的 C2H4

浓度[μmol/(L·h)]。 

1.4  IS-PCR 指纹图谱扩增及分析 

采用 Insertion sequence-based PCR (IS-PCR)指

纹图谱方法，根据王春连等[10]的研究成果，选用单

引物 J3 (5′-GCTCAGGTCAGGTGGCCTGG-3′)为引

物，PCR 反应条件和体系参照文献[11]，反应体系

总体积改为 25 µL，其他条件相同。反应完毕，用

高分辨率的聚丙烯酰胺凝胶电泳进行聚类分析。 

1.5  SDS-PAGE 全细胞蛋白电泳聚类分析 

菌株全细胞蛋白的提取参照谭志远等[12]方法，

将提取的菌株蛋白放−20 °C 备用，用前于 95 °C 加
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热 10 min，并以 12 000 r/min 离心 5 min。选择 10%

分离胶、5%浓缩胶进行 SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝

胶(Dodecyl sulfate sodium salt-poplyacrylamide gel 

electrophoresis)电泳，电泳条件为 60 V 恒压 30 min，

30 mA 恒流跑完分离胶，方法参见文献[13]。 

1.6  菌种鉴定 

1.6.1  16S rRNA 基因序列分析：采用细菌通用引

物 25F (5′-AACTKAAGAGTTTGATCCTGGCTC-3′)

和 1492R [5′-TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACT 

T-3′]进行扩增。将扩增产物送中美泰和生物技术有

限公司测序。所得序列在 GenBank 数据库中进行比

对(BLAST)，寻找具有较高同源性的 16S rRNA 基

因序列，采用 TREECONW 软件进行多序列比对，

用临近法构建系统发育树，确定其发育地位。 

1.6.2  固氮酶 nifH 基因扩增与序列分析：利用 Zehr

等 [14] 设 计 的 简 并 引 物 ， 以 正 向 引 物 Zehrf1 

(5′-TGYGAYCCNAARGCNGA-3′) 和 反 向 引 物

Zehrr2 (5′-NDGCCATCATYTCNCC-3′)扩增 nifH 基

因片段。nifH 的 PCR 体系(25 μL)为：10PCR buffer 

2.5 μL, dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL，Zherf (25 μmol/L) 

0.5 μL，Zherr (25 μmol/L) 0.5μL，Taq 酶(3 U/μL)  

0.5 μL，DNA 模板 0.5 μL，ddH2O 20 μL。反应条件

为：97 °C 3 min；97 °C 1 min，55 °C 50 s，72 °C    

35 s，共 32 个循环；72 °C 5 min。将扩增产物送中

美 泰 和 生 物 技 术 有 限 公 司 测 序 。 所 得 序 列 在

GenBank 数据库中进行比对(BLAST)，寻找具有较

高同源性的 nifH 基因序列，初步确定其发育地位，

采用 TREECONW 软件进行多序列比对，用临近法

构建系统发育树。 

1.7  促生特性研究 

1.7.1  溶磷性测定：采用无机磷 Ca3(PO4)2 固体培

养基和蒙金娜有机磷固体培养基溶磷圈法进行定

性测定，采用钼锑抗比色法进行定量测定。 

1.7.2  分泌生长素性能测定：采用 Salkowski 比色

法[15]进行分泌生长素的测定。 

1.7.3  产铁载体能力测定：采用 CAS 法[16]进行铁

载体的测定。 

1.7.4  水稻促生试验：(1) 平板水培促生试验。水

稻种子先用 75%的酒精处理 3 min，再用 3%的次氯

酸钠表面灭菌 8 min，用无菌水反复冲洗后浸泡催

芽 2 d，放入菌株 CX24 的菌悬液(3×108 CFU/mL)

中浸泡 24 h (对照用无菌水)，倒掉菌液，放于装有

无菌水的平板中，培养 10 d 后测定水稻的株高(植

株茎基部至叶片顶端的垂直距离)及根长。数据分析

采用 SPSS 17.0 软件。 

(2) 盆栽试验。水稻种子先用 75%的酒精处理

3 min，再用 3%的次氯酸钠表面灭菌 8 min，用无菌

水反复冲洗后浸泡催芽 2 d，放入到菌株 CX24 的菌

悬液(3×108 CFU/mL)中浸泡 24 h (对照用无菌水)，

倒掉菌液，将已发芽的种子移入到装有 250 g 供试

土壤(已灭菌)的塑料杯中，每杯放 1 粒种子。一周

后再次接菌，每株水稻接入 5 mL 菌液。室外自然

生长 1 个月，测定分蘖数、株高和叶绿素含量。数

据采用 SPSS 17.0 软件进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  内生固氮菌分离结果 

从野生稻的根茎叶中共分离内生固氮菌 35 株，

其中从根中分离到 20 株，茎中 11 株，叶中 4 株。 

2.2  固氮酶活性测定结果 

固氮酶除了具有还原分子氮的能力以外，还可

以将乙炔还原成乙烯，从而建立了测定固氮作用的

乙炔还原分析方法。此方法快速、灵敏度高。在一

定条件下，固氮酶将乙炔还原成乙烯的量与固氮酶

活性的高低呈正相关[17]。表 1 为 35 株内生固氮菌

的固氮酶活性值，从表 1 可以看出，分离得到的内

生固氮菌的固氮能力有较大差异，其值分布在

23.06−298.64 μmol/(L·h)之间，大部分菌株活性较

低，在所测得的数值中菌株 CX24 固氮酶活性最高，

为 298.64 μmol/(L·h)，约为参比模式菌株 DSM15968

的 9 倍。 

2.3  IS-PCR 指纹图谱聚类分析 

通过 IS-PCR 指纹图谱分析，可以区分不同种

类的细菌。采用高分辨率的聚丙烯酰胺凝胶电泳对

IS-PCR 多态性指纹图谱检测，由图 1 可知，35 株

内生固氮菌共分为 6 个类群。 
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表 1  所分离菌株固氮酶活性 
Table 1  The nitrogenase activity of the isolates 

菌株 

Strains 

酶活性 

Nitrogenase activity 
(μmol C2H4/(L·h)) 

菌株 

Strains 

酶活性 

Nitrogenase activity 
(μmol C2H4/(L·h)) 

菌株 

Strains 

酶活性 

Nitrogenase activity 
(μmol C2H4/(L·h)) 

CX01 23.06 CX13 82.33 CX25 31.55 

CX02 51.19 CX14 57.61 CX26 176.44 

CX03 59.63 CX15 67.68 CX27 84.54 

CX04 73.89 CX16 152.40 CX28 98.02 

CX05 44.65 CX17 64.37 CX29 123.66 

CX06 92.14 CX18 42.68 CX30 201.23 

CX07 30.67 CX19 62.89 CX31 38.92 

CX08 50.58 CX20 35.33 CX32 65.34 

CX09 84.62 CX21 97.32 CX33 154.76 

CX10 104.34 CX22 104.55 CX34 29.28 

CX11 156.21 CX23 135.21 CX35 67.24 

CX12 93.76 CX24 298.64 DSM 15968 32.46 

 
 

 
 

图 1  35 株内生固氮菌 IS-PCR 指纹图谱 
Figure 1  Insertion sequence-based PCR patterns of 35 endophytic diazotrophs 

Note: A: GroupⅠ and GroupⅡ; B: Group Ⅲ; C: Group Ⅳ and Group Ⅴ; D: Group Ⅵ. 
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2.4  SDS-PAGE 全细胞蛋白电泳图谱 

根据图 1 的 IS-PCR DNA 指纹图谱聚类结果，

将各类群中的菌株集中一起，进行 SDS-PAGE 全细

胞蛋白电泳，从蛋白质水平上对聚类结果进一步确

证(图 2)。图 2 中，各类群菌株在分子量 14.4−   

116.0 kD 范围内蛋白质条带具有较高相似性，它们

分别构成相应的类群，35 株供试菌株的 SDS-PAGE

全细胞蛋白电泳聚类图与 IS-PCR 指纹图谱聚类结

果一致。 

2.5  菌种鉴定 

2.5.1  16S rRNA 基因序列分析：菌株 CX24 16S 

rRNA 基因序列扩增得到约 1 500 bp 的单一片段。

测序后，将测得的序列在 GenBank 数据库中进行比

对(BLAST)，寻找具有较高同源性的 16S rRNA 基

因序列，初步确定其发育地位，序列分析采用软件

CluStal X 进行比对后，再用软件 GeneDoc 进行人

工比对和格式转换，最后用 TREECONW 软件进行

临近法聚类分析并构建系统发育树。比对结果表

明，菌株 CX24 与 Klebsiella variicola 有 99%的相似

性，属于变栖克雷伯氏菌。代表菌株 CX24 在系统

发育树中的位置和遗传距离见图 3。 

2.5.2  nifH 片段的扩增：固氮酶有两部分构成，

一部分是铁蛋白，一部分是钼铝铁蛋白，其中编

码钼铝铁蛋白的基因有 nifD 和 nifK，编码铁蛋白

的基因是 nifH。nifH 基因是约 360 bp 的特异性条

带，有比较保守的区域，因此常用来鉴别固氮微

生物。在 DNA 分子水平上，对固氮酶 nifH 基因

的保守区域进行 PCR 扩增，结果如 4 图所示，

所得结果具有高度一致性，条带大小为 360 bp

左右。 

 

 
 

图 2  35 株内生固氮菌全细胞蛋白电泳图谱 
Figure 2  SDS-PAGE whole-cell protein patterns of 35 endophytic diazotrophs  

Note: A : Group  and Group ; B: Group ; C: Group Ⅰ Ⅰ Ⅰ Ⅰ and Group ; D: Group .Ⅴ Ⅴ  
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图 3  以菌株 CX24 的 16S rRNA 基因序列为基础的系统发育树 
Figure 3  Phylogenic tree based on 16S rRNA gene sequence of strain CX24 

注：括号中的序号代表序列 GenBank 登录号；分支点数字代表步长值；标尺代表序列间分歧度. 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled date sets. Bar 0.02 repsents sequence divergence. 

 

 
 

图 4  35 株内生固氮菌 nifH 基因片段 PCR 扩增产物电泳图 
Figure 4  nifH gene PCR amplification product electrophoretogram of 35 endophytic diazotrophs 

Note: 1.2% agarose electrophoresis. 1−35: Strain CX01−CX35. 
 

2.5.3  nifH 基因序列分析：经测序，将所得菌株

CX24 nifH 序列在 NCBI 中进行比对，挑选出序列

相似性在 98%以上的不同属种的代表菌种，构建系

统发育树，CX24 与 Klebsiella variicola 聚在了一起

(图 5)，这与 16S rRNA 基因分析结果相一致，进一

步说明 CX24 属于 Klebsiella variicola。 

2.6  促生特性研究 

2.6.1  溶磷能力测定：研究结果表明，具有溶磷能

力菌株的溶磷能力 HD/CD (菌落的溶磷圈直径与菌

落直径的比值)值介于 1.00−2.00，为溶磷能力中等

菌株[18]。试验菌株 CX24 在培养 2 d 后 HD/CD 不再 

发生明显变化，测定结果如表 2 所示。可以看出，

菌株 CX24 对有机磷和无机磷均能够溶解，且属于

中等溶磷能力菌株。 

2.6.2  分泌生长素性能测定：采用 Salkowski 比色

法，根据显色结果判断菌株是否分泌生长素。结果

表明，30 min 后菌株 CX24 的菌悬液可以与显色液

结合呈现粉红色，具有一定的分泌生长素能力。参

照 Riberio 等[19]的方法过对菌株 CX24 做分泌生长

素的定量测定，菌株 CX24 分泌生长素定量检测结

果见表 2。 
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2.6.3  产铁载体能力测定：产铁载体的菌株在其菌

落周围能够形成橙红色晕圈，检测结果非常直观。

菌株 CX24 培养 2 d 后，发现检测平板上有铁载体

产生。通常是以 OD630的 A/Ar值(A 和 Ar分别为接菌

和未接菌上清反应液在 630 nm 波长处的吸光值)来

确定菌株产铁载体的能力，A/Ar 比值越小，表明产

铁载体能力越大。菌株 CX24 的产铁载体定性及定

量检测结果见表 2。从表 2 中可以看出，菌株 CX24

的 A/Ar 值为 0.683，产铁载体能力中等。 

2.6.4  水稻促生试验：(1) 平板水培促生试验。将

分别接种 CX24 菌悬液与不接菌空白对照的水稻种

子置于 9 mm 的平板中培养 10 d，实验结果如表 3

所示。与空白对照相比，CX24 有效地促进了水稻

的萌发和生长。 

(2) 盆栽试验。与不接菌的空白对照盆栽水稻

相比，CX24 菌液显著地提高了水稻的分蘖数、株

高和叶绿素含量(表 4)，分蘖数的增加率达 70.67%，

株高的增加率为 19.34%，叶绿素含量的增加率为

49.34%。试验表明，菌株 CX24 是一株高效的内生

促生菌。 
 

 
图 5  菌株 CX24 nifH 基因系统发育树 

Figure 5  Phylogenic tree based on nifH sequence of strain CX24 

注：括号中的序号代表序列 GenBank 登录号；分支点数字代表步长值；标尺代表序列间分歧度. 

Note: Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap values on 
Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled date sets. Bar 0.02 repsents sequence divergence. 
 

表 2  菌株 CX24 溶磷圈 HD/CD 值、分泌生长素能力和铁载体能力检测 
Table 2  Detection of the HD/CD ratio, the ability to secrete IAA and siderophore of the strain CX24 

菌株 

Strain 

生长素  

IAA 

溶解无机磷 

Dissloving inorganic 
phosphorus 

溶解有机磷 

Dissloving organic 
phosphorus 

铁载体 

Siderophore 

Qualitative 
Quantitative 

(mg/L) 
HD 
(cm) 

CD 
(cm) 

HD/CD
HD 
(cm) 

CD 
(cm) 

HD/CD Qualitative 
Quantitative 

(A/Ar) 

CX24 + 19.12 1.06 0.86 1.23 1.70 0.70 2.43 + 0.683 

注：+：颜色变化. 

Note: +: Colour change. 
 

表 3  平板限菌条件下 CX24 菌液对水稻种子的促生作用 
Table 3  The promotive effect of the CX24 suspension on the rice seed under aseptic condition 

处理 

Treatment 

根数 

Root 
number 

增加率 

Increment rate 
(%) 

根长 

Root length 
(cm) 

增加率 

Increment rate 
(%) 

苗高 

Seeding height 
(cm) 

增加率 

Increment rate 
(%) 

无菌水 

Sterile water 
6±0.42a − 4.10±0.23a − 8.05±0.25a − 

CX24 菌液 

Suspension 
10±0.57b 66.7 5.60±0.31b 36.6 9.78±0.18b 21.4 

注：同列肩注不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 
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表 4  盆栽条件下 CX24 菌液对水稻的促生作用 
Table 4  The promotive effect of the CX24 suspension on the rice under the potted condition 

处理 

Treatment 

分蘖数 

Tiller number

增加率 

Increment rate 
(%) 

株高 

Plant height 
(cm) 

增加率 

Increment rate 
(%) 

叶绿素 

Chlorophyll 
(SPAD) 

增加率 

Increment rate 
(%) 

无菌水 

Sterile water 
3.75±0.25a − 44.73±1.65a − 30.32±1.18a − 

CX24 菌液 

Suspension 
6.40±0.51b 70.67 53.38±1.79b 19.34 45.28±1.23b 49.34 

注：同列肩注不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

Note: In the same column, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). 

 

3  讨论 

菌株分离结果与分离所采用的培养基成分、植

物种类、土壤类型等多种因素有关。在相同生长条

件下，本试验为了尽可能多地分离到多属种的内生

固氮菌，应用了 2 种无氮选择性培养基进行分离、

纯化，分离的菌株大部分来自茎和根，极少数来自

叶部，这与其他植物分离内生固氮菌结果[20]基本一

致。自从内生固氮菌发现以来，已有学者对内生固

氮菌在野生稻上的分布进行了研究，如谭志远等[21]

对来自 3 个不同地方的野生稻的内生固氮菌进行分

离纯化，通过 DNA 指纹图谱分析可划分为多个类

群。安千里等[22]对固氮菌 Klebsiella oxytoca SA2 在

水稻根内定殖并表达固氮酶活性进行了描述。沈德

龙等[23]对水稻内生优势菌-成团肠科菌进行了研究。

本文通过乙炔还原法对从野生稻中分离的菌株

CX24 固氮酶活性进行测定，发现其固氮酶活性约

为 参 比 模 式 菌 株 DSM 15968 的 9 倍 ， 达 到    

298.64 μmol/(L·h)。证实菌株 CX24 具有溶磷、产铁

载体和分泌生长素的特性，并且能够促进水稻幼苗

根的生长和促进水稻的分蘖。因此，菌株 CX24 在

研究固氮菌肥开发方面具有很大的应用潜力。 

关于植物内生菌的促生作用国内外已有较多

报道，如许明双等[24]对水稻内生菌 K12G2 菌株作

了鉴定及其促生特性研究，Zhang 等[25]从小麦中分

离得到根际促生菌并对其作了促生研究。Mayak

等 [26]研究了植物促生菌对马铃薯的耐盐拮抗作

用 ， Rodrigues 等 [27] 研 究 了 接 种 Azospirillum 

amazonense 对水稻的促生作用。本试验菌株 CX24

经 16S rRNA 基因和 nifH 基因序列鉴定，确认其属

于 变 栖 克 雷 伯 氏 菌 Klebsiella variicola 。 有 关

Klebsiella variicola 的研究国内外有过相关报道，

Rosenblueth 等 [28] 鉴 定 了 一 个 新 种 Klebsiella 

variicola，并扩增出了 nifH 基因，但没有研究其促

生特性。魏春燕等[29]将变栖克雷伯氏菌接种到甘

蔗根部，从氮代谢关键酶活性和硝态氮含量及矿质

元素吸收的影响研究了其促生效应。本文从高固氮

酶活性、产铁载体、溶磷性和分泌生长素以及接种

水稻等方面研究变栖克雷伯氏菌的促生效应，为后

期研究固氮菌肥等投入生产应用做好基础。 
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