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研究报告 

3 种水稻土中 7 株固氮蓝细菌的分离与特征 
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摘  要：【背景】蓝细菌是水生和陆地生态系统中生物固氮的主要贡献者。【目的】增加对稻田土壤

固氮蓝细菌的了解，获得用于进一步研究的可培养固氮蓝细菌菌株。【方法】选择 3 种具有不同固氮

能力的水稻土，采用 BG11-N 培养基分离培养固氮蓝细菌菌株，对新分离菌株进行形态特征观察，

通过基因组 DNA 的 nifH 基因扩增明确其固氮潜力，进一步采用乙炔还原法和 15N2 示踪法定量测定

其固氮能力，通过基因组 DNA 的 16S rRNA 基因序列比对进行鉴定。【结果】在光照培养条件下，

采用 BG11-N 培养基共分离纯化得到自养菌株 7 株，细胞呈圆形或椭圆形、单列、无分枝、丝状和

念珠状，在固体培养基上形成团垫状菌落。新分离菌株在 BG11-N 培养基中生长状况良好，以基因

组 DNA 为模板可扩增出 nifH 基因，乙炔还原法和 15N2 示踪法测定结果显示具有较高固氮能力，同

时具有铁载体生成能力。结合 16S rRNA 基因序列比对和形态特征，7 株菌被初步鉴定隶属于念珠藻

科(Nostocaceae)。【结论】从水稻土中分离到在稻田生物固氮中发挥重要作用的蓝细菌(念珠藻科)菌

株，可培养固氮蓝细菌菌株固氮能力较高，兼具铁载体生成能力，可作为进一步深入研究的微生物

资源，具有潜在的研究应用价值。 

关键词：生物固氮，蓝细菌，念珠藻，乙炔还原法，15N2 示踪法 

Isolation and characterization of seven nitrogen-fixing 
cyanobacteria from three paddy soils 
JIN Haiyang1,2,3  WANG Hui1,3  ZHANG Yanhui1,3  HU Tianlong1,3  LIN Zhibin1,3 

LIU Benjuan1,3  LIN Xingwu1  XIE Zubin*1 

1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, 
Nanjing, Jiangsu 210008, China 

2 Wheat Research Institute, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou, Henan 450002, China 
3 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 

Abstract: [Background] Cyanobacteria are key contributors to biological nitrogen fixation in aquatic and 
terrestrial ecosystems. [Objective] To increase our knowledge of nitrogen-fixing cyanobacteria in paddy 
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soil and obtain culturable nitrogen-fixing cyanobacterial strains for further studies. [Methods] Three 
paddy soils with different nitrogen fixation capabilities were selected to isolate nitrogen-fixing 
cyanobacterial strains with BG11-N medium. The morphological characteristics of newly isolated strains 
were observed. The nifH gene amplification of genomic DNA was used to clarify their nitrogen fixation 
potential, acetylene reduction assay and 15N2 tracer method were used to quantitatively determine their 
nitrogen fixation activity. Preliminary identification of the newly isolated strains were determined through 
16S rRNA gene sequence comparison. [Results] Seven autotrophic strains were isolated and purified with 
BG11-N medium under light conditions. All cells were round or elliptical, uniseriate, unbranched, 
filamentous and moniliform, and formed mat-like colonies on solid medium. The newly isolated strains 
grew well in BG11-N medium, were positive for nifH gene amplification of genomic DNA, had high 
nitrogen fixation activity measured by acetylene reduction assay and 15N2 tracer method, and had 
capabilities of siderophore production. Through 16S rRNA gene sequence comparison and morphological 
features, all the seven strains could be preliminarily identified as belonging to Nostocaceae. [Conclusion] 
The cyanobacterial (Nostocaceae) strains that plays important role in biological nitrogen fixation were 
isolated from paddy soil. The culturable nitrogen-fixing cyanobacterial strains have high nitrogen fixation 
and siderophore production ability, which could be used as microbial resources for further studies and 
have potential research and application value. 

Keywords: biological nitrogen fixation, cyanobacteria, Nostocaceae, acetylene reduction assay,15N2 tracer 
method 

蓝细菌(Cyanobacteria)是一种古老的光合原核

生物。固氮蓝细菌可以与满江红、苏铁等植物共

生固氮，也可以进行自由生活的非共生固氮[1]，是

水生和陆地生态系统中生物固氮的主要贡献者[2]。

采用乙炔还原法估算水稻土生物固氮量的分析结

果显示，以蓝细菌为主要固氮微生物的表层土壤中

每克土壤每天的固氮量可达 8 μg[3]。田间 15N2 标记

技术测定水稻生长期内 70 d 生物固氮量的分析结果显

示，不施氮肥的植稻土壤至少能固定 45 kg-N/hm2，

不植稻的淹水土壤至少能固定 14 kg-N/hm2，其中

自养生物固氮(主要通过固氮蓝细菌)对总生物固氮

量的贡献分别为 51%和 67%[4]。前人利用高通量测

序技术研究表明，稻田生物固氮量与蓝细菌念珠

藻目(Nostocales)的丰度呈正相关[5-6]。除固氮作用

外，蓝细菌同时还具有改善淹水/灌溉稻田的土壤

理化特性和植物病原菌的生物防治等作用[7-8]。随

着人们对农业可持续发展的日益关注，固氮蓝细

菌逐渐成为重要的微生物资源。 

尽管非培养的分子生物学方法有助于揭示固

氮微生物群落结构[9-10]，分离培养工作仍然是微生

物系统分类学和菌种资源利用的必要前提[11]。与

异养固氮微生物相比，可培养固氮蓝细菌的分离

和表征研究相对较少。周宏斌等[12]从不同土壤样品

中分离到 4 株单细胞固氮蓝细菌菌株，并通过乙炔

还原法证实了其具有固氮活性。Zhang 等[13]从盐渍

化草地土壤中分离纯化 20 株能够在无氮培养基上

生长的蓝细菌菌株。蓝细菌分类命名的不系统

性，也与当前纯培养的菌株较少有关，更多可培

养蓝细菌菌株的分离有利于推进蓝细菌的系统分

类和应用研究。稻田土壤的淹水环境为蓝细菌提

供了较为适宜的生长条件[3,14]，可作为固氮蓝细菌

分离的重要来源。鉴于此，本研究试图从 3 种典型

水稻土中分离培养固氮蓝细菌菌株，以期为进一

步研究利用稻田生物固氮提供微生物材料。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品 

选用紫色土发育水稻土、下位砂姜土发育水

稻土、红壤发育水稻土 3 种水稻土类型作为固氮蓝

细菌的分离来源，土壤样品分别采自四川省盐亭

县(31°16′14′′N，105°28′27′′E)、江苏省扬州市江都

区 (32°35′48′′N ， 119°42′49′′E) 、 江 西 省 鹰 潭 市

(28°12′28′′N，116°56′13′′E)，代表我国水稻主产区
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的 3 种典型水稻土类型。Wang 等[6]研究表明，紫

色土发育水稻土固氮能力较强(42 d 生物固氮量

20.1 kg-N/hm2)，下位砂姜土发育水稻土固氮能力中

等(42 d 生物固氮量 9.4 kg-N/hm2)，红壤发育水稻土

固氮能力较低(42 d 生物固氮量 2.2 kg-N/hm2)。 

1.2  培养基 

自养固氮菌株的分离与培养选用 BG11-N 培养

基 (未添加 NaNO3)
[15]，固体培养基另加琼脂糖

10.0–15.0 g/L。 

1.3  主要试剂和仪器 

FastDNA Spin Kit for Soil，MP Biomedicals 公

司；Premix Taq、DL2000 DNA Marker，TaKaRa 公

司；SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒，生工生物工

程(上海)股份有限公司；BigDye Terminator V3.1 测

序试剂盒，Applied Biosystems 公司。 

激 光 共 聚 焦 显 微 镜 ， Zeiss 公 司 ； FastPrep 

Instrument，MP Biomedicals 公司；气相色谱仪，

Shimadzu 公司；Whatman 玻璃微纤维过滤器，GE 

Healthcare 公司；NanoDrop 1000、元素分析仪-同

位素比质谱仪，Thermo Scientific 公司；3730xl DNA 

Analyzer，Applied Biosystems 公司。 

1.4  固氮蓝细菌的分离与纯化 

取土壤 10 g 于 250 mL 无菌三角瓶中，加入含有

100 mg/L 环己酰亚胺(Cycloheximide)的液体 BG11-N

培养基至 100 mL，28 °C 恒温光照培养箱中光暗交

替(14 h:10 h)培养，培养 15−20 d 直至液面出现有

色菌团(绿色、褐色等)。转接 10 mL 菌液到 90 mL

新的液体 BG11-N 培养基中进一步富集培养，重复

继代 3−4 次后在固体 BG11-N 培养基上进行稀释涂

板。同时，在富集培养过程中用接种环挑取菌液

中肉眼可见的有色菌团于固体 BG11-N 培养基上划

线，28 °C 光暗交替(14 h:10 h)倒置培养 10−15 d，

然后用接种环挑取菌丝，平板划线法接种于新的

固体 BG11-N 培养基单独纯化培养，多次继代划线

培养直至得到纯化的菌株。将纯化菌株接种于 LB

培养基于黑暗条件下 28 °C 培养，检验是否含有伴

生细菌，若有则进一步纯化，直至得到以 N2 作为

唯一氮源的自养固氮菌株。 

多次划线纯化的菌株平板可暂存于 4 °C。菌

株接种于液体 BG11-N 培养基，28 °C 光暗交替

(14 °C:10 h)静置培养至 2 周龄，可在弱光下短时间

保存，定时进行继代培养，或加入等体积 30%无

菌甘油充分混匀后长期保存于−80 °C[16]。 

1.5  菌株细胞形态的显微观察 

载玻片上滴加 5 μL 无菌水，枪头挑取菌落涂

于水滴中铺开，加上盖玻片，利用激光共聚焦显

微镜在 40×物镜下观察自养菌株的细胞形态与排列

方式，同时在 561 nm 波长激发光下观察自发荧光。 

1.6  菌株的 nifH基因扩增 

取固体 BG11-N 培养基上培养 2 周的纯化菌

株，采用 FastDNA Spin Kit for Soil 和 FastPrep 

Instrument 提取细菌基因组 DNA。ddH2O 溶解洗脱

DNA。用 NanoDrop 1000 进行 DNA 样品的定量和

纯度检测。 

采用引物 Pol-F (5′-TGCGAYCCSAARGCBGA 

CTC-3′)和 Pol-R (5′-ATSGCCATCATYTCRCCGGA- 

3′)[17]对菌株基因组 DNA 的 nifH 基因进行 PCR 扩

增。PCR 反应体系：TaKaRa Premix Taq 25 μL，模

板 DNA 50−100 ng，正、反向引物(20 μmol/L)各  

1 μL，ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：94 °C   

5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 1.5 min，

30 个循环；72 °C 5 min。以 ddH2O 和大肠埃希菌

(Escherichia coli)基因组 DNA 作为阴性对照，阳

性对照为已进行全基因组测序含有 nifH 基因的 

褐 球 固 氮 菌 (Azotobacter chroococcum) ATCC 

9043T 基因组 DNA。PCR 扩增后进行 1%琼脂糖

凝胶电泳。 

1.7  菌株固氮能力的定量测定 

1.7.1  乙炔还原活性测定 

将对数生长中期(2 周龄)的菌液加入 125 mL 玻

璃瓶中，密封后用注射器将瓶内 10% (体积分数)的

空气置换为高纯乙炔[18-20]。28 °C 继续培养 24 h   

(14 h:10 h 光暗交替)，收集瓶内气体，用带有氢

火焰离子化检测器(Flame Ionization Detector，FID)
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的气相色谱仪分析乙烯浓度，色谱柱为 Porapak T     

4 mm×2 m 填充柱。色谱柱温度设置为 60 °C，进

样器温度设置为 120 °C，FID 检测器温度设置为

220 °C，载气为高纯氮气[21-22]。通过测定菌液的

叶绿素含量来表征其生物量[23]，超声波细胞破碎

仪破碎细胞，乙醇提取叶绿素，测定样品提取液

在 750 、 663 、 645 、 630 nm 的 吸 光 度 ，

Chlorophyll (μg/mL)=11.64×(OD663−OD750)−2.16× 
(OD645−OD750)+0.10×(OD630−OD750)。计算单位时

间、单位质量叶绿素的乙烯生成速率[nmol-C2H4/ 

(min·mg-chlorophyll)]。 

1.7.2  15N2示踪法测定固氮活性 

将对数生长中期(2 周龄)的菌液加入 125 mL

玻璃瓶中，密封后用注射器将瓶内 10% (体积分

数)的空气置换为高纯 15N2。28 °C 继续光暗交  

替(14 h:10 h)培养 24 h，通过 Whatman 玻璃微纤维

过滤器(GF/F)过滤收集细胞，烘干称重研磨后采

用元素分析仪-同位素比质谱仪测定氮含量与 15N

丰度[24]。 

1.8  菌株铁载体生成测定 

CAS 检测液：将 0.021 9 g 十六烷基三甲基  

溴 化 铵 (Hexadecyltrimethylammonium Bromide ，

HDTMA)溶于 50 mL 蒸馏水，将 1.5 mL 铁(Fe3+)溶

液(1 mmol/L FeCl3，10 mmol/L HCl)与 7.5 mL    

2 mmol/L 铬天青 S (Chromeazurol S)溶液混匀后，

加入至上述 HDTMA 溶液。称取 4.307 g 无水哌嗪

(Anhydrous Piperazine)溶解于约 30 mL 蒸馏水中，

加入 6.25 mL 12 mol/L HCl 制成缓冲液，将此缓冲

液转入上述 HDTMA 溶液中，并用蒸馏水定容至

100 mL。 

将菌株培养在液体 BG11-N 培养基(去铁)中，

28 °C 光暗交替(14 h:10 h)培养至稳定期(3 周)。将菌

液10 000×g 离心 10 min，取上清液加入等体积 CAS

检测液，28 °C 混匀反应 1 h。以蒸馏水为空白测定

OD630，未接菌培养基作为参比对照，铁载体活性

单位=[(对照吸光度−样品吸光度)/对照吸光度]，大

于 50%为较强[25]。 

1.9  菌株 16S rRNA 基因鉴定 

使用通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGG 

CTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACT 

T-3′)[26-27]对菌株基因组 DNA 的 16S rRNA 基因全长

序列进行 PCR 扩增。PCR 反应体系与条件同 1.6 节

nifH 基因。 

PCR 产物琼脂糖凝胶电泳目的条带切割后采

用 SanPrep 柱式 DNA 胶回收试剂盒回收目的 DNA

片段。使用 3730xl DNA Analyzer 进行 DNA 片段的

序列分析，测序使用 BigDye Terminator V3.1 测序

试剂盒。双向测序结果使用 SeqMan (DNASTAR 

Lasergene)进行拼接，得到接近全长的 16S rRNA基

因序列。 

使用 EzBioCloud Identify Service (https://www. 

ezbiocloud.net/identify)[28]和 NCBI Nucleotide BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)将 16S rRNA

基因序列结果与数据库中的 16S rRNA 基因序列进

行比对。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离与 BG11-N 培养基中的生长状态 

在光照培养条件下，采用 BG11-N 培养基从  

3 种水稻土中共分离纯化得到 7 株自养菌株(表 1)，

其中紫色土发育水稻土中分离得到 3 株(PB02、

PB06 和 PB10)，下位砂姜土发育水稻土中分离得

到2株(BB03和BB06)，红壤发育水稻土中分离得到

2 株(LRB02 和 LRB03)。新分离得到的 7 株自养菌株

在 BG11-N 培养基中生长状况良好，在固体培养基

上划线 28 °C 培养可在 2 周内形成团垫状菌落。 

表 1  水稻土中分离所得自养菌株 
Table 1  Autotrophic strains isolated from paddy soils 

菌株 Strain 来源土壤 Soil sample 

PB02 紫色土发育水稻土 Entisol 

PB06 紫色土发育水稻土 Entisol 

PB10 紫色土发育水稻土 Entisol 

BB03 下位砂姜土发育水稻土 Inceptisol 

BB06 下位砂姜土发育水稻土 Inceptisol 

LRB02 红壤发育水稻土 Ultisol 

LRB03 红壤发育水稻土 Ultisol 
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在固体培养基上，菌株呈不规则生长，沿接

种划线向周围蔓延 (图 1)。从颜色上看，菌株

PB02、BB06、LRB02 和 LRB03 为黄绿色或蓝绿

色，菌株 PB06、PB10 和 BB03 为褐色。从质地上

看，菌株 PB06、BB06 和 LRB02 菌落表面较干

燥，其余菌株菌落表面均呈湿润的黏液状。在液

体培养时，所有菌株在培养瓶底部和壁上形成生

物膜。 

2.2  菌株的细胞形态与排列方式 

新 分 离 菌 株 的 细 胞 形 态 特 征 均 非 常 相 似    

(图 2)。所有菌株细胞呈圆形或椭圆形、单列、无  

分枝、丝状和念珠状。通过荧光显微镜观察，在  

561 nm 波长激发光下有红色自发荧光，不同细胞

的荧光亮度不同。 
 

 
 

图 1  新分离菌株在固体 BG11-N 培养基上的生长状态 
Figure 1  Growth status of newly isolated strains on solid BG11-N medium 

 

 
 

图 2  新分离菌株的细胞形态与排列方式 
Figure 2  The cellular morphology and arrangement of newly isolated strains 
Note: Bar=5 μm. Bright-field (left), fluorescence (middle) and merged (right) images are shown 
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2.3  菌株的 nifH基因扩增 

编码固氮酶铁蛋白亚基的 nifH 基因在固氮微

生物中高度保守，通过检测新分离菌株基因组

DNA 的 nifH 基因可以明确其是否具有固氮潜力。

琼脂糖凝胶电泳后，阳性对照和 7 株菌基因组

DNA 的 nifH 基因 PCR 扩增产物在 250−500 bp 之间

均出现明亮条带(图 3)，而阴性对照 Escherichia 

coli 与 ddH2O 无明显条带， nifH 基因的多次 PCR

扩增检测结果一致。 

2.4  菌株的乙炔还原活性 

由于固氮酶同时具有乙炔还原活性，而且乙炔

比氮气具有更高的固氮酶亲和性，采用乙炔还原法

(Acetylene Reduction Assay，ARA)能够快速、简便地

定量测定菌株固氮能力。使用乙炔还原法测定了新

分离菌株在液体 BG11-N 培养基中的乙炔还原活

性，结果显示，新分离菌株在 10% (体积分数)乙炔

中培养期间具有较高乙烯生成速率(表 2)。在 7 株新

分离菌株中，菌株 BB06 的乙烯生成速率 高，为

340.12 nmol-C2H4/(min·mg-chlorophyll)，其次是菌

株 PB06 [264.88 nmol-C2H4/(min·mg-chlorophyll)]，

LRB03 的乙烯生成速率 低。 

2.5  菌株的固氮活性 
15N2 示踪法是菌株固氮能力定量测定的直接方

法，使用 15N2 示踪法测定了新分离菌株在液体

BG11-N 培养基中的固氮活性，结果与乙炔还原活

性测定结果较为一致(图 4)，7 株新分离自养菌株均

具有较高的固氮速率，其中菌株 BB06 的固氮速率

较高，为 62.07 nmol-N2/(min·mg-chlorophyll)。 

 
图 3  新分离菌株的 nifH基因 PCR 扩增结果 
Figure 3  nifH gene PCR amplification of newly isolated 
strains 
Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: ddH2O; 2: Escherichia coli; 3: 
Azotobacter chroococcum; 4: PB02; 5: PB06; 6: PB10; 7: BB03; 8: 
BB06; 9: LRB02; 10: LRB03 

表 2  新分离菌株的乙炔还原活性 
Table 2  Acetylene reduction activity of newly isolated 
strains 

菌株 

Strain 

乙烯生成速率 

Ethylene production rate 
[nmol-C2H4/(min·mg-chlorophyll)] 

PB02 175.51±13.08cd 

PB06 264.88±27.64b 

PB10 147.05±20.48cd 

BB03 142.16±26.53d 

BB06 340.12±35.14a 

LRB02 187.33±22.55c 

LRB03 92.14±20.72e 

注：表中数值代表平均值±标准差，相同字母表示差异未达显著

水平(P>0.05) 

Note: Values are means±standard deviations. Same letters indicate 
no significant differences at 0.05 level 
 

 
 

图 4  新分离菌株的固氮活性(15N2示踪法) 
Figure 4  Nitrogen fixation activity of newly isolated 
strains (15N2 tracer method) 
注：图中误差线代表标准差，相同字母表示差异未达显著水平

(P>0.05) 
Note: Error bars represent standard deviations. Same letters 
indicate no significant differences at 0.05 level 
 

2.6  菌株的铁载体生成 

铁载体的合成和释放是促生微生物的重要特

征之一，部分固氮微生物能够在铁限制条件下合

成铁载体。为充分了解新分离固氮蓝细菌菌株的促

生潜力，定量测定了其铁载体生成能力。结果表

明，7 株新分离菌株中，菌株 PB06、PB10、BB03

和 BB06 具有较强的铁载体生成能力，而菌株

PB02、LRB02 和 LRB03 的铁载体生成能力较弱 

(图 5)。产铁载体微生物能够在铁限制条件下促进

作物对铁的吸收，利于作物生长[29-30]，但铁载体 
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图 5  新分离菌株的铁载体生成 
Figure 5  Siderophore production of newly isolated strains 
注：图中误差线代表标准差，相同字母表示差异未达显著水平

(P>0.05) 
Note: Error bars represent standard deviations. Same letters 
indicate no significant differences at 0.05 level 
 

同时也是铜、镍、锌、铝等多种重金属的螯合剂[29]，

可能会提高土壤重金属的生物活性[31-32]，增加污

染地区重金属在作物体内的富集风险，进一步应

用时应根据土壤重金属含量水平综合评估。 

2.7  菌株的 16S rRNA 基因鉴定 

16S rRNA 基因是编码原核生物 rRNA 的基因

序列，基于其高度保守性和特异性，广泛运用于

原核生物的物种鉴定。通过测序获得了 7 株新分离

菌株的近全长 16S rRNA 基因序列，将序列提交到

GenBank 数据库中，获得登录号为 MW448691− 

MW448697。与数据库中的序列进行比对，16S 

rRNA 基因相似性高的有效命名菌株均为念珠藻科

(Nostocaceae)的物种(表 3)。除菌株 BB06 和 LRB03

外，其他 5 株菌均与 Aliinostoc morphoplasticum 

NOS 具有较高的相似性(95.84%−97.85%)。结合形

态特征，新分离的 7 株自养菌株经鉴定隶属于念珠

藻科(Nostocaceae)，属种水平的分类鉴定有待进一

步研究。 

3  讨论与结论 

稻田土壤的水土界面附生着大量的蓝细菌，

其中，念珠藻科(Nostocaceae)的鱼腥藻属(Anabaena)

和念珠藻属(Nostoc)是稻田土壤中主要的固氮蓝细

菌类群[33-35]，受土壤环境因子的影响，也有一些

稻田土壤中固氮蓝细菌丰度较低[36]。研究表明，蓝

细菌的物种组成分布与土壤pH、水分、养分、有机

质、可溶盐含量等土壤理化因子显著相关[37-38]，低

pH 值 和 低 磷 环 境 不 利 于 念 珠 藻 ( 如 Nostoc 

sphaeroides)的生长[39]，念珠藻相对丰度与土壤粘

粒含量、无定形铝和有效态铁含量呈负相关关系[6]。

在本研究中，3 种不同类型的水稻土中均分离出了

归类于念珠藻科的菌株，未观察到分离培养固氮

蓝细菌菌株与土壤理化性质的关联，可能与所用

培养基的选择性培养有关。 

基于田间 15N2 标记技术[4]和高通量测序技术的

前期研究表明，蓝细菌，尤其是念珠藻 Nostocales、

Nostocaceae 和 Nostoc 在稻田生物固氮中发挥着重

要作用 [ 5 - 6 ]，念珠藻目(Nostocales)和真枝藻目

(Stigonematales)是稻田生物固氮的主要贡献者[40]。

Pham 等[41]采用 BG11 培养基从越南水稻土中分离

鉴定了 13 株念珠藻(Nostoc)。Nayak 等[42]对来自印

度不同水稻土中的 67 株鱼腥藻(Anabaena)进行了

分离、形态表征和多样性分析。相比较而言，国 

 

表 3  新分离菌株的分类鉴定 
Table 3  Taxonomic identification of newly isolated strains 

菌株 

Strain 

大相似有效命名菌株 

Top-hit valid strain 

相似性 

Similarity (%) 

分类 

Affiliation 
PB02 Aliinostoc morphoplasticum NOS 95.84 Nostocaceae 

PB06 Aliinostoc morphoplasticum NOS 97.85 Nostocaceae 

PB10 Aliinostoc morphoplasticum NOS 97.19 Nostocaceae 

BB03 Aliinostoc morphoplasticum NOS 97.19 Nostocaceae 

BB06 Anabaena variabilis ATCC 29413 96.42 Nostocaceae 

LRB02 Aliinostoc morphoplasticum NOS 95.96 Nostocaceae 

LRB03 Desikacharya soli BHU2-PS 96.49 Nostocaceae 
 
 



3662 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

内学者根据不同的试验目的对温泉[43]、虾池[44]、

港口[45]、湖泊[46]等水体中的蓝细菌进行了较多的

分离表征工作，而稻田固氮蓝细菌资源的分离收

集和特性研究工作未见系统报道。与其他有益细

菌一样，蓝细菌在农业和环境中越来越多地被  

用作微生物接种剂[8]。研究表明，接种蓝细菌可

改善土壤物理性状，提高土壤肥力，促进植物生

长 [47-50]。与蓝细菌共接种可提高异养固氮菌和促

生菌的存活率[51]。另外，蓝细菌接种是干旱半干

旱地区生物土壤结皮形成的有效技术，可进一步

恢复生态系统[52]。本研究采用琼脂糖对培养基进

行固化以尽量创造无氮条件，分离得到 7 株念珠藻

科(Nostocaceae)固氮蓝细菌菌株，是前期研究中确

定的稻田生物固氮重要微生物[5-6]，可进一步用于

稻田生物固氮的微生物调控，具有较大的开发和

应用潜力。 

采用乙炔还原法测定菌液的乙炔还原活性是

间接表征菌株固氮能力的重要方法[53-54]。与 15N2示

踪法相比，乙炔还原法具有操作简便、分辨率

高、检测成本低的特点，但作为间接的方法，定

量计算时需要确定换算系数 R 值(乙烯生成速率/

固氮速率)，根据 C2H4 的生成速率来估计固氮速

率[55]。在以往的报道中，换算系数 R 值是高度可

变的[21,56]，从小于 1[19,55,57]到大于 20[58-59]、大于

30[60]，甚至在海洋浮游生物的固氮测定中出现过

大于 50 的报道[61]。本研究中，在同一条件下同时

采用乙炔还原法和 15N2 示踪法定量测定了 7 株蓝细

菌菌株的生物固氮能力，根据结果计算得到的乙

烯生成速率与固氮速率换算系数 R 值如表 4 所示。

系统发育关系较近的蓝细菌菌株之间的换算系数 R

值 大相差约 1 倍(5.25−11.52)。由此可知，乙炔

还原法和 15N2示踪法定量测定生物固氮能力的结果

具有相关性，但换算系数 R 值受很多因素的影响，

如果盲目使用理论换算系数，势必会高估或低估

生物固氮能力，在使用乙炔还原法定量测定生物

固氮能力的研究中需要谨慎，应通过试验明确该

条件下的换算系数 R 值。 

表 4  乙烯生成速率与固氮速率的换算系数 R值 
Table 4  The R ratio of ethylene production rate to N2 
fixation rate 

菌株 

Strain 

R 值(乙烯生成速率/固氮速率) 

R ratio (ethylene production rate/N2 fixation rate) 
PB02 5.57±0.39d 

PB06 5.25±0.53d 

PB10 10.05±1.39b 

BB03 11.52±2.01a 

BB06 5.49±0.55d 

LRB02 7.83±1.08c 

LRB03 7.23±1.50c 

注：表中数值代表平均值±标准差，相同字母表示差异未达显著

水平(P>0.05) 
Note: Values are means±standard deviations. Same letters indicate 
no significant differences at 0.05 level 
 

在大多数情况下，固氮酶活性与环境中的无

机氮含量呈负相关，较低的生物可利用氮有利于

生物固氮作用[62-63]。有研究表明，氮肥施用对稻

田固氮蓝细菌的生长具有一定的负面影响，与未施

肥稻田相比，施肥稻田中固氮蓝细菌显著减少[34]；

施加氮肥对生物固氮具有抑制作用[64]，35 年的施

肥处理使生物固氮下降约 50%[65]。也有研究发

现，在一定条件下，高浓度硝酸盐(800 µmol/L)对

固氮蓝细菌(Crocosphaera watsonii)的固氮活性没

有明显的抑制作用，与无机氮含量相比，固氮酶

活性更大程度上与碳氮比和氧浓度水平有关[66]。

因此，通过基因工程等途径解除固氮微生物的氮

抑制，通过田间管理措施进行稻田生物固氮的调

控，值得进一步深入研究[67]。 

由于在自然界中的表现类似藻类(Algae)，蓝

细 菌 初 通 常 被 认 为 是 藻 类 ， 被 称 为 蓝 藻

(Cyanophytes)或蓝绿藻(Blue-Green Algae)。 初作

为植物学家和生态学家的研究对象，蓝细菌的传

统分类基于其形态学和生态学特征[68]。然而，基

于形态学和生态学特征的分类结果与系统发育信

息很不一致，随着分子生物学技术的发展，蓝细

菌的分类正在进行广泛的修订[69-70]。作为原核生

物，尽管蓝细菌的分类命名理应遵循原核生物国

际命名规则(International Code of Nomenclature of 
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Prokaryotes ， 之 前 称 为 International Code of 

Nomenclature of Bacteria)在 1978 年已经被提议[71]，

蓝细菌的新物种命名依然同时遵循藻类、真菌和

植 物 国 际 命 名 规 则 (International Code of 

Nomenclature for Algae, Fungi and Plants，之前称为

International Code of Botanical Nomenclature)[72-74]。

细菌学和植物学的双重分类命名系统造成了当前

蓝细菌分类系统的混乱[75]。由于当前蓝细菌分类

命名的不系统性，很多广泛使用的名称依据原核

生 物 国 际 命 名 规 则 是 未 有 效 发 表 的 (Invalid 

Name)，如 Nostoc 等。考虑到当前细菌学和植物学

双重分类命名系统下蓝细菌分类系统的混乱[75]，

蓝细菌的系统分类势必会在不久的将来进行大规

模修订，因此本研究未进行新分离蓝细菌菌株的

物种水平鉴定，基于多相方法的物种鉴定尚需进

一步研究。 

综上所述，本研究以 3 种具有不同固氮能力的

水稻土为来源，分离得到在稻田生物固氮中发挥重

要作用的蓝细菌(念珠藻科 Nostocaceae)菌株，新分

离的可培养固氮蓝细菌菌株固氮能力较强，兼具铁

载体生成能力，可作为进一步深入研究的微生物资

源，具有潜在的研究应用价值。 
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