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　　摘要　将从毛竹根际分离的 2# 菌株(多粘芽孢杆菌) , 12# 、14# 菌株(地衣芽孢杆菌)和从浙江

淡竹根际分离的 7# 菌株(未最后确定种名) ,分别培养制成菌悬液,回接毛竹实生苗, 进行人工控制

条件下的无菌盆栽(沙培)试验。结果显示接菌能不同程度地提高毛竹幼苗成活率并促进其生长,尤

其是对根鲜质量增加明显,增幅为 44. 1%～76. 9% ,分别达到显著 ( 14# 菌)和极显著( 2# 、12#、7#

菌)水平。同时, 接种联合固氮菌明显提高苗木体内的氮素含量, 植株含氮量增幅达 22%～38. 1%。

另外, 统计分析表明 :在无土著菌生长和竞争的条件下,幼苗期接菌处理比种子发芽期接菌处理具

更显著的促进植株生长和提高植株含氮量的效果。
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　　禾本科( Gramineae)作物联合固氮研究由于涉及众多粮食作物的氮素供应,故一直为国

内外农学家们所重视。研究联合固氮菌的固氮特性及与植物间的相互作用以及田间的接种效

果,自然成为人们关注的热点。

1994年笔者首次证实并报道了竹类植物根际也存在着联合固氮作用[ 1] ,并将农业生态系

统中的联合固氮研究引入到森林植物的竹林生态系统以来,现已从毛竹( Phy llostachy s heter o-

cy cla var . pubescens ( M azel) Ohw i)、浙江淡竹( P . meyer i McClure)、青皮竹( Bambusa tex tilis

McClure)、麻竹 ( Dend rocalamop sis latif lorus Munr o )、吊丝球竹 ( D . beecheyana ( Munro )

Keng f . )等不同竹的根际分离到一批具较高固氮活性的菌株, 并对自毛竹和浙江淡竹根际分

离的菌株进行了鉴定。为了进一步研究联合固氮菌与竹类植物间的相互作用机理,选择适宜的

菌株建立高效的竹子-固氮菌联合固氮体系,将经筛选的固氮活性较高的并具代表性的菌株对

毛竹实生苗进行回接, 并就结果作分析讨论。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株

供试菌株为分离自毛竹根际编号 2# 的多粘芽孢杆菌( Bacillus p olymyxa Mac ) , 编号

12
#
、14

#
的地衣芽孢杆菌( Baci llus l ichenif ormis Chester )和分离自浙江淡竹根际的 7

#
菌株

(未最后确定种名)。

1. 2　供试植物

毛竹种子用 W = 0. 15%的升汞溶液消毒后, 用无菌水冲洗,播于经灭菌处理的培养皿中,
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置培养箱 25℃发芽待用。

1. 3　供试土壤

供试土壤为采自富春江的河沙,经 170℃、4 h高温灭菌后装入已经消毒灭菌的塑料杯中

( 300 g·杯
- 1
) ,再加无菌水 100 mL,经 2 d自然渗透后待用。其理化性质见表 1。

表 1　供试土壤的主要理化性质

供试土壤 pH
有机质 全 N 全 P 全 K 碱解 N 速效 P 速效K

/ g·k g- 1 / m g·kg- 1

河沙 7. 13 0. 54 0. 24 0. 15 42. 1 30 7. 74 49. 5

1. 4　试验设置

该试验设 2个区组,每区组设 1个对照 4种处理, 15次重复,同一区组苗木发芽和接种时

期相同。

1. 5　接种方法

经纯化并鉴定过的各种固氮菌分别接种于液体 Dobereiner 无氮培养基中培养 24 h,然后

离心收集菌细胞, 用 5 mL Dobereiner 无氮培养基加 45 mL 无菌水稀释至 50 mL 制成各种处

理接种用菌悬液(约每毫升 108个细胞)待用。对照用经高温高压灭活的上述菌悬液接种。接种

方法分 2种, 区组Ⅰ的接种方法为在培养皿中选取刚露白的种子置于塑杯沙中,吸取以上待用

的菌悬液2 mL 滴于种子上及周围沙中,覆沙1 cm。区组Ⅱ的接种方式为在培养皿中选取刚露

白的种子置于塑杯沙中覆沙 1 cm,待苗木长到 2 cm 左右高,已展开 2～3片叶时再在苗木根

系周围滴上述菌悬液 2 mL。

1. 6　苗木培养方法

培养苗木的塑杯无色透明,壁厚 1 mm,底直径 52 mm ,上口直径 80 mm, 高130 mm,底部

穿 2 mm 直径的孔 100个,以使沙中的水可自然渗漏。在此塑杯的上部和底部反扣和套一只有

孔塑杯,但孔已用透气膜封住, 使其只能透气但不能透水更不能透过细菌等, 且底部的塑杯口

小些,使其只能套在装沙塑杯的中部,下部空间用于盛接从沙中渗出的水。3只塑杯的接口也

用透气膜封住(以上操作均在无菌室中进行) ,给苗木创造一个内部通气透水,但于外界只通气

不透水的无菌的(只有接种菌)生长环境。苗木在室内经人工光照培养,光照时间为 14 h·d
- 1
。

从 3月上旬开始着手发芽处理, 3月下旬接种,直到 11月初进行各项指标的测定。

1. 7　测定方法

全氮用凯氏定氮法测定,固氮活性以离体根预温育法用气相色谱仪测定,其它用重量法和

常规法。

2　结果与分析

2. 1　接种联合固氮菌对毛竹实生苗成活的影响

苗木经约 7个月的培养后观察其成活率,植株全部枯黄的记为死亡,有一片或一片以上叶

仍保持部分或全部绿色的记为成活。从图1接菌与不接菌毛竹实生苗的成活率比较可以看出,

和无菌处理相比, 接种联合固氮菌的 4种处理均存在一定程度的提高苗木成活率的效果,幅度

为 14. 8%～18. 5%。从各处理毛竹实生苗的表观生长态势来看,接菌处理的也要优于无菌处

8 林 业 科 学 研 究　　　　　　　　　　　　　　　第 12 卷



图 1　接菌处理对毛竹实生苗成活率的影响

理, 具体表现在接菌植株叶色嫩绿、长势旺, 而

不接菌的植株即使未完全死亡叶色大多也已部

分枯黄。同时从不同时期对各处理苗木生长势

的调查来看,对照处理的苗木早期生长旺盛,后

期生长衰落, 推测对照处理早期主要是依靠种

子提供的养料,一旦种子的养料耗尽,沙中的养

料又不够,生长便受到影响,并停止生长。而接

种处理的苗木早期和固氮菌共同消耗种子的养

分,因此生长优势不明显,但后期由于固氮菌可

为苗木提供一定量的氮素, 因此苗木仍保持嫩绿,并展出新叶。

2. 2　接种联合固氮菌对毛竹实生苗生长的影响

联合固氮菌接种于毛竹实生苗后,调查显示对各生长因子均具有不同程度的促进作用(表

2)。表 2中的数据为各种处理每株苗木的平均值。

表 2　接菌处理对毛竹实生苗生长的影响

菌株
植株鲜质量 根鲜质量 苗地上部干质量 苗　　高 叶　片　数

/ m g 增长% / mg 增长% / mg 增长% /cm 增长% /张 增长%

2# 375. 1 aA 32. 0 177. 2 aA 66. 7 73. 5 aA 8. 4 14. 39 aA 30. 2 14. 9 aA 29. 2

12# 388. 9 aA 36. 9 188. 0 aA 76. 9 75. 5 aA 11. 4 13. 36 bB 20. 9 14. 1 aA 23. 0

14# 360. 7 bA 29. 9 153. 2 aB 44. 1 69. 5 aA 2. 5 12. 79 cB 15. 8 13. 5 aB 17. 4

7# 366. 1 bA 28. 9 161. 1 aA 51. 6 71. 5 aA 5. 4 11. 93 dC 8. 0 13. 4 aB 16. 8

CK 284. 1 bA 0 106. 3 bB 0 67. 8 aA 0 11. 05 dC 0 11. 5 bB 0

　　注:数据为区组Ⅰ、Ⅱ的平均。经邓肯氏新复极差检验,英文小写字母不同表示 t0. 05的显著性差异,大写字母不同表示

t0. 01的极显著性差异。

2. 2. 1　植株鲜质量　各菌株处理均表现出不同程度的增加, 与不接菌的对照相比, 增幅达

28. 9%～36. 9%,经邓肯氏新复极差检验结果表明, 2
#
、12

#
菌株接种与对照的差异达显著水

平。

2. 2. 2　根鲜质量　新复极差检验结果表明,各菌株处理比不接菌的对照,差异均达到了显著

水平,其中的 2#、12# 、7# 菌处理, 差异达到了极显著水平, 经联合固氮菌接种的毛竹实生苗根

系生长明显优于不接菌的对照,根系鲜质量增加 44. 1%～76. 9% ,这与国内外多数文献报道

的接种联合固氮菌能使植株根系形态发生变化,刺激侧根生长,根毛数目增多,根系发达的结

果相符[ 2, 3]。

2. 2. 3　苗地上部干质量　本次试验接种处理对苗地上部干质量的增加没有其余生长因子那

样明显,与不接菌处理相比,增幅为 2. 5%～11. 4%, 新复极差检验结果差异不显著。由此看

来,接种根际联合固氮菌在毛竹幼苗期首先是通过促进根的生长来影响幼苗对矿物盐和水分

的吸收。

2. 2. 4　幼苗高生长　接种联合固氮菌对幼苗高生长的增幅为 8%～30%, 检验结果表明 2#、

12# 、14#菌对实生苗高生长的增加均达到了极显著水平。

2. 2. 5　叶片数　各菌株接种处理对幼苗叶片数的影响, 经检验比对照均达到了显著增加的效
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果,其中 2#、12#菌的效果极显著,接种处理与对照相比,增幅为 16. 8%～29. 2%。

2. 3　接种联合固氮菌对植株含氮量的影响

图 2　接菌处理对毛竹实生苗植株含氮量的影响

试验结果(图 2)表明, 接种联合固氮菌的毛

竹实生苗与不接菌的相比, 植株含氮量明显增加,

增幅达 22. 0%～38. 1%。为了进一步了解植株含

氮量与菌株固氮作用的关系,我们利用离体根预

温育法测定了接种各种固氮菌后根系的固氮活

性,并与植株含氮量进行了相关分析,求得相关系

数 r= 0. 749 3, 经假设测验 t= 2. 771> t0. 05, 6 =

2. 447。表明植株含氮量( N% )与接种各种固氮菌

后根系的固氮活性存在显著的正相关关系, 根系

固氮活性愈高,植株含氮量也愈高。

2. 4　不同时期接种联合固氮菌对毛竹实生苗生长的影响

迄今为至,联合固氮菌对禾本科作物接种的研究及推广施用固氮菌肥时, 为解决根际竞

争,确保接种菌在宿主植物根际处于优势地位, 一般均采用菌液浸泡种子或种子包衣等方法,

以便于接种菌首先定殖,形成优势菌群。在本试验中,对不同时期接种的2个区组,各处理的各

项结果进行比较分析列于表 3、图 3。不难看出, 种子发芽期接种联合固氮菌的组(组Ⅰ)对毛竹

表 3　不同时期接菌处理对毛竹实生苗生长的影响

区

组

菌

株

植株鲜质量 根鲜质量 苗地上部干质量 苗　　高 叶　片　数

/ mg 增长% /mg 增长% / mg 增长% / cm 增长% /张 增长%

2# 384 bA 5. 2 143 bA - 10. 1 74 aA 4. 4 14. 58 aA 19. 0 15. 3 aA 16. 4

12# 462 aA 26. 6 213 aA 33. 9 73 aA 3. 7 13. 08 bA 6. 8 14. 2 bB 7. 6

Ⅰ 14# 379 bA 3. 8 153 bA - 3. 8 63 bA - 9. 6 12. 83 bA 4. 7 14. 0 bB 6. 3

7# 465 bA 11. 0 195 bA 22. 6 71 aA 0. 14 12. 10 bA - 1. 2 12. 0 bB - 8. 9

CK 365 bA 0 159 bA 0 71 aA 0 12. 25 bA 0 13. 2 bB 0

2# 456 aA 51. 5 189 aA 122. 4 73 a 14. 9 14. 17 aA 32. 6 14. 3 aA 31. 6

12# 432 aA 43. 5 171 aA 101. 2 78 a 22. 8 13. 28 bB 24. 2 13. 9 aA 27. 6

Ⅱ 14# 454 aA 50. 8 158 aA 85. 9 76 a 19. 6 12. 61 bC 18. 0 12. 9 aB 18. 4

7# 418 bA 38. 9 141 aB 65. 9 72 a 13. 6 11. 83 cC 10. 7 14. 2 aA 30. 6

CK 301 bA 0 85 bB 0 63 a 0 10. 69 cC 0 10. 9 bB 0

图 3　不同时期接种植株含氮量的增长率

实生苗生长的促进作用不及幼苗期追施固

氮菌肥的组(组Ⅱ)。具体表现在: ( 1)达到

统计意义上的具显著促进效应的处理数

少; ( 2)与对照相比的增幅小。

进一步将 2个区组各处理对生长的增

长率作显著性检验, 求得 t= 3. 637> t 0. 01

= 2. 861; 将 2个区组各处理对植株含氮量

的增长率作显著性检验, 求得 t= 3. 815>
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t0. 05= 3. 182。表明开始长叶时追施固氮菌肥比种子发芽期接菌具极显著促进植株生长的作用,

同时植株含氮量在统计意义上增加明显。究其原因,可能与发芽期接菌,由于菌的增殖需要消

耗一定的能源,而此时芽苗尚无法进行光合作用制造养分,造成固氮菌的增殖和芽苗的生长同

时消耗种子所带养分的局面,从而影响了种苗的生长有关。

3　讨　论

　　目前, 大量的实验结果表明接种固氮菌在各种环境和土壤条件下对牧草和谷物的生长是

有益的。然而, 一直来接种效应的机理却不完全清楚。Rao 等采用固氮螺菌( Az osp i rillum

spp. )接种水稻的田间试验表明,在低肥力的土壤条件下, 能使作物增产和氮素成分增加
[ 4]
。

Watanabe和 Lin 认为接种固氮螺菌的效应是微生物分泌激素的作用
[ 3]。通过本次采用多菌种

接种毛竹实生苗的试验研究认为:

( 1)本试验所使用的几株联合固氮菌对毛竹实生苗的生长具有明显的促进作用,尤其是根

鲜质量增加非常明显, 说明这几株菌具有较高的研究利用价值。一些文献报道根际接种联合固

氮菌对植物的生长特别是在幼苗期有明显的促进作用。主要是由于固氮螺菌产生的植物激素

影响了宿主根的呼吸速率、代谢、根毛和次生根的增多, 从而影响了接种植物对矿物盐和水分

的吸收
[ 2]
。良好的根系生长,为下一步有机物质的积累和幼苗分蘖生长,打下了良好的基础。但

是本试验中各处理菌株是否可刺激根系产生激素以及产生何种激素尚待研究。

( 2)接种联合固氮菌明显提高了植株含氮量,同时根系固氮活性与植株含氮量存在一定正

相关关系的结果说明, 本试验所使用的联合固氮菌对毛竹幼苗的氮素营养是有贡献的,这和一

些禾谷类作物接种其它联合固氮菌报道相符
[ 5]
。但要想进一步评价根际联合固氮作用对竹苗

氮素养分贡献的大小, 还需通过15
N 同位素稀释法进行进一步研究。

( 3)幼苗期追施联合固氮菌,效益明显优于发芽期接种固氮菌这一结果对选择合适的接种

时期及方法具指导意义。同时也可以推测接种上述固氮菌后固氮菌在根际是有增殖的,而这种

增殖和固氮是通过消耗种子及根系的养分(能量)而达到的,只要选择合适的接种方法及时期,

固氮菌和竹子之间的互惠互利体系是可以建立的。

( 4)不同菌株处理, 对促进毛竹实生苗的生长存在差异的结果说明,选择适宜的菌株是建

立高效的竹子-固氮菌联合固氮体系的基础。

( 5)由于本试验是在人工、无菌、沙培的特殊环境中进行的,在进入应用前还需研究诸如和

土著菌之间的竞争及外界环境条件等因素的影响等问题。
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Effects of Inoculating Associated Nitrogen Fixing

Bacteria to Moso Bamboo Seedlings Growth

Gu X iaop ing　Wu X iaoli
( The Research Ins t itu te of Sub tropical Forest ry, CAF, 311400, Fuyan g, Zhejiang , Ch ina)

　　Abstract　Four str ains, 2
# ( Bacillus p olymyxa) , 12

# , 14# ( B. l ichenif ormis) , isolated

fr om Phy l lostachy s heterocy cla var . pubescens rhizospher e, 7
# ( The species name have not

been determined finally) , isolated f rom P . meyer i rhizosphere w er e cul tured and prepared in-

to liquid inoculums and inoculated back to moso bamboo ( Phyl lostachys heter ocy cla var.

pubescens) seedling s. Pot ted culture ( sand culture) under art ificial and sterile conditions w as

then conducted. The results show ed that all of four st rains w ere, more or less, able to raise

the survival rate and promote the seedling g row th in various aspects. Especially fo r root

fr esh w eight w ere incr eased by 44. 1%～76. 9%, reaching signif icant level ( 14
#
) and remark-

able signif icant level ( 2
# , 12# , 7# ) respect ively. The nit rog en content of seedling s w as also

increased considerably , incr ease rate reach to 22%～38%. Meanwhile, stat ist ical analysis r e-

sults showed, under the condit ion of no indig enous bacteria, inoculat ing stag e w ill also influ-

ence the g row th of seedling, w hen inoculated on seedling stage the seedling s’growth and to-

tal nit rogen content w as bet ter and higher than that inoculated on seed germ inat ing stage, the

diversity reach to remarkable significant level.

　　Key words　moso bamboo; associated nitr ogen f ix at ion; nit ro gen f ixing bacter ia; inocu-

lation; seedling grow th
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