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摘要：［目的］研究固氮功能菌株的生长特性，探索适地适菌原则。［方法］本研究以１０３株固氮功能细菌为研究对
象，以ｐＨ值及培养温度为考量指标，分别研究了８个温度梯度、１０个ｐＨ值梯度对菌株生长的影响。［结果］表明：
经检测，含有ｎｉｆＨ基因的菌株有１０３株；菌株的最适生长条件为温度２８℃、ｐＨ＝７，各菌株的温度适宜生长区为２０、
２８、３７℃，大量菌株生长的适宜ｐＨ值为４、５、７、８；在低温、碱性土中的适用菌株为６００３，在高温、碱性土中的适用菌
株有０９ｕｌ２７、１０１０、２０２４、２０２９、７００２、ｌｋ２１ｃ（２）和ｚｋ３１，在酸性及碱性土中均适宜生长的菌株为１０１２和２０２５。根据
菌群不同生长特性，对所有菌株进行非层次聚类，使用ＳＳＩ算法得出最优分类为９类，其中，第５类和第７类全部属
于伯克霍尔德属，第２类基本为芽孢杆菌属，其它类别中各菌属没有出现明显的聚类现象，且生长条件分类与菌种
的初步鉴定分类没有明显的相关性。［结论］固氮功能菌株的适宜生长环境较一致，最适宜的生长条件为温度

２８℃、ｐＨ＝７。筛选出适合在特殊环境生长的固氮功能细菌１０株，各菌株初步鉴定为枯草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、
巨大芽胞杆菌、Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｐｉｎｅｎｓｉｓ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｘｅｎｏｖｏｒａｎｓ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｈｙｍａｔｕｍ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｂａｎｎｅｎｓｉｓ。通过生长
条件聚类分析及所有菌株的１６ＳｒＤＮＡ鉴定比对得出，菌株的生长特性与其生物学特征不完全相关。
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　　自生固氮功能细菌是指在常温常压环境中可以
将空气中的氮气转化为植物可以吸收的铵态氮的一

类细菌，由其所执行的生物固氮过程是土壤中重要

的生态过程，也是生态系统最初的氮素来源［１］。功

能性细菌具有较高的研究价值，首先，固氮功能细菌

分布广泛，从温带生态系统到热带雨林均有分

布［２－３］；其次，自生固氮功能细菌不需要特定的寄

主，在微生物肥料的研究中被大量应用［４－５］。在生

产实践中，保障功能菌株发挥作用的重要前提是菌

株的良好生长，且符合适地适菌原则，所以，研究功

能菌株的生长特性具有重要意义。

本研究中，通过限氮培养基大量收集土壤中的

自生固氮功能细菌，根据菌落形态特征进行基础筛

选，并验证了菌种的 ｎｉｆＨ基因，共得到固氮功能细
菌１０３株。本研究以１０３株菌株为研究对象，以培
养基的 ｐＨ值及培养温度为考量指标，研究自生固
氮功能细菌的生长特性，并对各菌株进行１６ＳｒＤＮＡ
测序，初步进行菌种鉴定。本研究的目的为：探讨应

用各固氮功能菌株的适宜地域及季节，为固氮微肥

的使用提供指导；根据功能细菌生长指标的跨度分

析，筛选极端环境菌株；根据生长特性差异将自生固

氮菌株进行分类，并研究生长特性与菌株系统发生

位置的关系。

１　采样地概况
采样地位于江西省大岗山东北侧的山下林场

（２７°３０′ ２７°４５′Ｎ，１１４°３０′ １１４°４５′Ｅ），该地区属
低山丘陵地貌，母岩以千枚岩为主，土壤为黄、红壤，

地带性植被为常绿阔叶林。日最高气温３９．９℃，最
低气温－８．３℃，年均气温１７．９℃；年降水量１５９３．７
ｍｍ，集中在４—７月；无霜期２６８ｄ［６］。采样地土壤
本底情况为，有机质含量２５．３６ｇ·ｋｇ－１，全氮含量
１．２７ｇ·ｋｇ－１，速效磷含量４．６３ｍｇ·ｋｇ－１，速效钾
含量７８．１２ｍｇ·ｋｇ－１。试验区林木为 ４年生杉木

（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｉａｌａｎｃｅｏｌａｔａ（Ｌａｍｂ．）Ｈｏｏｋ．）幼龄林，
其平均树高４．３５ｍ，胸径５．３７ｃｍ，冠幅２．６ｍ，郁闭
度为０．３。

２　试验方法
采集试验区杉木林地中的土壤，通过限氮培养

基筛选出固氮功能细菌。为了验证各细菌的固氮功

能，所有培养过程均采用无氮培养基［７］。在菌株最

适ｐＨ值研究中，每菌株生长的 ｐＨ值梯度为：３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２，每处理３个重复，使用 ＮａＯＨ
和ＨＣｌ调节ｐＨ值，培养温度为２８℃；在菌株最适温
度的研究中，每菌株生长温度的梯度为：４、１０、２０、
２８、３７、４５、５０、６０℃、每处理３个重复，培养基的 ｐＨ
值为７。菌株 ｎｉｆＨ基因检测中使用的正向引物为
ｎｉｆＨ－１：５’ＡＡＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＴＣＣＧＧＴＧＧ３’；反向引
物为 ｎｉｆＨ２：５’ＧＴＴＣＧＧＣＡＡＧＣＡＴＣＴＧＣＴＣＧ３’。
ＰＣＲ体系为：９３℃ ３ｍｉｎ；９３℃ ４５ｓ，６２℃ ３２ｓ，７２℃
２ｍｉｎ，３３循环；７２℃ ７ｍｉｎ；４℃ ∞。使用 ＣＴＡＢ法
提取固氮功能细菌的ＤＮＡ，通过细菌通用引物（２７Ｆ
和１４９２Ｒ）进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物由华大基因使
用Ｓａｎｇｅｒ测序法测序［８］。结果序列拼接后在 ＮＣＢＩ
序列库中比对，将功能菌株进行基础的鉴定与分类。

使用Ｒ语言（版本３．０．０）进行热图制作及聚类
分析，使用ｓｐｓｓ进行标准差计算。

３　结果与分析

３．１　固氮功能菌株的分离与ｎｉｆＨ基因检测
采集试验区杉木林地中的土壤，通过限氮培养

基筛选出具有固氮功能的细菌菌株２２０株。对筛选
出的菌株进行初步的分离纯化，提取纯化菌株的

ＤＮＡ。对纯化菌株的 ＤＮＡ进行基因水平的检测
ｎｉｆＨ基因检测，根据电泳条带共得到固氮功能菌株
１０３株，其菌株编号分别为：１００１、１００２、１００３、１００４、
１００５、１００６、１００８、１００９、１０１０、１０１１、１０１２、１０１３、

９９
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１０１４、１０１５、１０１６、１０１７、１０１８、１０１９、１０２０、１０２１、
２００１、２００２、２００４、２００６、２００７、２０１０、２０１１、２０１２、
２０１３、２０１４、２０１５、２０１６、２０１８、２０１９、２０２０、２０２１、
２０２２、２０２３、２０２４、２０２５、２０２６、２０２７、２０２８、２０２９、
２０３０、２０３１、２０３２、２０３３、２１０７、３ａ、３ｂ、３ｃ、３ｄ、３ｅ、
３ｆ、３ｉ、３ｊ、３ｋ、３ｌ、３ｍ、３ｎ、３ｏ、３ｐ、３ｑ、３ｒ、３ｓ、

４００１、４００２、４００３、４００５、４００６、４００７、４００８、４０１０、
６００１、６００２、６００３、６００４、６００５、６００６、６００７、６００８、
６００９、６０１０、７００１、７００２、７００４、７００６、７００８、７００９、
７０１０、７０１２、７０１４、７０１５、ｚｋ３１、０９ｕｌ２７、０９ｕｌ８、ｌｋ３
３ｆｈ２、ｌｋ３１ｆｈ１、ｌｋ２１ｃ（２）、ｌｋ１２ａ（１）、ｌｋ１２ｆ、ｌｋｈｆｈ
（图１）。

注：第１排（从左到右）：３ｃ、２０１８、７００６、１００１、３ｑ、２０２４、６００５、０９ｕｌ２７、３ｆ、３ｌ、２０１２、７０１４、６０１０、６００９、１０１４、１００９、７００２、１００３、１００４、

２０２１、４００３、６００７、３ｐ、２０１３；第２排（从左到右）：ｌｋ３１ｆｈ１，２０２９、ｌｋ３３ｆｈ２、１０１５、１０１９、２００６、２０１０、２０２８、１０１６、２０２２、１００２、３ｉ、６００８、

２０３０、２０２０、３ｄ、７００１、３ｅ、７０１２、３ｍ、２０３２、３ｏ、４００６、６００３；第 ３排（从左到右）：２０２３、２０１５、２００１、１００５、３ａ、６００４、３ｓ、６００１、３ｂ、

０９ｕｌ８、２０１１、４００１、６００６、ｌｋｈｆｈ、２０２５、１０１１、２０２６、２０３１、１０１２、２０３３、２０１６、２０１４、１０１０、ｌｋ２１ｃ（２）；第４排（从左到右）：２１０７、４００２、１０２１、

１０２０、２０２７、１０１３、１００６、４００８、４００７、３ｎ、２００４、７００４、７０１５、１０１８、６００２、２０１９、４００５、７００８、３ｊ、ｌｋ１２ａ（１）、ｌｋ１２ｆ、２００７、７００９、２００２；第５排

（从左到右）：１０１７、３ｋ、４０１０、３ｒ、７０１０、ｚｋ３１、１００８

图１　筛选出的功能菌株的ｎｉｆＨ基因电泳条带

Ｆｉｇ．１　ｎｉｆＨｇｅｎｅｂａｎｄｓｏｆＦｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｔｒａｉｎｓ

３．２　固氮功能菌株的最适生长条件
各菌株的生长特性（图２）表明：２８℃、ｐＨ＝７为

大部分菌株的最适生长条件；各菌株适宜的生长区

温度为２０、２８、３７℃；大量菌株生长的适宜ｐＨ值为５

图２　各菌株在相同ｐＨ＝７不同温度和同一温度２８℃不同ｐＨ值下的生长热图

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｈｅａｔｍａｐｏｆｅａｃｈｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈｉｎｐＨ＝７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓａｎｄＴ＝２８℃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

００１



第４期 刘彩霞，等：杉木林土壤中固氮功能细菌的生长特性研究

７。研究还发现：部分菌株可以在高温（４５、５０℃）
或低温（１０℃）条件下生长良好，也有部分菌株可以
在极碱性环境（ｐＨ＝１１和１２）或酸性环境（ｐＨ＝３）
下生长。

３．３　特殊环境下生长良好的固氮功能细菌
由图２可知：在４℃培养时，菌株生长均极其缓

慢，培养后ＯＤ６００值均小于０．０５；１０℃培养后，ＯＤ６００
值大于０．１的菌株有２０株，而生长良好、ＯＤ６００＞０．２
的菌株有７株（表１）。在６０℃培养后，能生长的菌
株有１１株，ＯＤ６００＞０．１的有７株（表１）。在 ｐＨ＝３
的极酸性培养基中，ＯＤ６００＞０．１的菌株有２６株，而
生长良好、ＯＤ６００＞０．２的菌株有１１株；在ｐＨ＝１２的
极碱性培养基中，ＯＤ６００＞０．２的菌株有 ２６株（表
２）。由表１、２可知：在低温、碱性土中适用的菌株为
表１　在ｐＨ＝７、极端温度下菌株的生长情况（ＯＤ６００值）
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｓｐｅｃｉａｌｂａｃｔｅｒｉａｉｎｐＨ＝７ａｎｄ

ｅｘｔｒｅｍｅｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ＯＤ６００值）

菌株编号

Ｎｕｍｂｅｒ
１０℃

菌株编号

Ｎｕｍｂｅｒ
６０℃

１００８ ０．３３５±０．０６０ ０９ｕｌ２７ ０．１８８±０．０１３
３ｎ ０．６２１±０．０５６ １０１０ ０．１７３±０．０２１
３ｓ ０．４３９±０．０１１ ２０２４ ０．１０５±０．０１４
４００７ ０．５１８±０．０５８ ２０２９ ０．１５７±０．００２
６００３ ０．５２３±０．０９５ ７００２ ０．１１３±０．０１１
７０１５ ０．２６２±０．０２１ ｌｋ２１ｃ（２） ０．１０１±０．０１６
ｌｋ１２ｆ ０．４８０±０．０４７ ｚｋ３１ ０．１０６±０．００５

表２　在温度２８℃、极端ｐＨ值培养下菌株的
生长情况（ＯＤ６００值）

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｓｐｅｃｉａｌｂａｃｔｅｒｉａｉｎＴ＝２８℃ ａｎｄ
ｅｘｔｒｅｍｅｃｕｌｔｕｒｅｐＨｖａｌｕｅｓ（ＯＤ６００值）

菌株编号

Ｎｕｍｂｅｒ
ｐＨ＝３ ｐＨ＝１２

菌株编号

Ｎｕｍｂｅｒ
ｐＨ＝１２

１００２ ０．２０８±０．０２５ － ６００３ ０．４１４±０．０１２
１０１２ ０．３６１±０．０１２ ０．２１９±０．００９ ０９ｕｌ８ ０．５８７±０．０２０
２００４ ０．２９９±０．００１ － １０１４ ０．３８５±０．００５
２０１０ ０．４４２±０．０１７ － １０１７ ０．５６７±０．０８１
２０２５ ０．２４７±０．０１５ ０．２７５±０．０９０ １０２１ ０．２０１±０．０２８
２０２６ ０．２６７±０．０１５ － ２００２ ０．３２０±０．０１９
４００３ ０．３０７±０．０２４ － ２０３０ ０．４４３±０．００５
４００８ ０．２７４±０．００９ － ２１０７ ０．３８０±０．０２０
６００４ ０．２５６±０．０５０ － ３ｍ ０．２４６±０．０１４
６００５ ０．２０４±０．００６ － ３ｐ ０．３８５±０．０１７
７００４ ０．２３６±０．０３３ － ６００１ ０．２８８±０．００９
０９ｕｌ２７ － ０．２６８±０．０１５ ６００６ ０．５０２±０．０１０
１０１０ － ０．３７９±０．００３ ６００７ ０．２３３±０．００３
２０２４ － ０．３８４±０．０１４ ６０１０ ０．３０７±０．０５１
２０２９ － ０．２１４±０．０１２ ７００１ ０．２０８±０．００７
７００２ － ０．２０９±０．００８ ７００９ ０．４９９±０．０１１

ｌｋ２１ｃ（２） － ０．２９７±０．０１１ ｌｋ３３ｆｈ２０．２８１±０．０１０
ｚｋ３１ － ０．３２７±０．０１０

６００３，在高温、碱性土中适用的菌株有０９ｕｌ２７、１０１０、
２０２４、２０２９、７００２、ｌｋ２１ｃ（２）和 ｚｋ３１，在酸性及碱性
土中均适宜生长的菌株为１０１２和２０２５。

提取上述菌株的 ＤＮＡ，扩增后进行测序分析。
通过与 ＮＣＢＩ数据库中序列的 ｂｌａｓｔ比对，得出
０９ｕｌ２７、１０１０、２０２４、７００２四株菌株的序列相似性大
于９９％，极可能为ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＣｏｈｎ１８７２的不同
菌株。与 ６００３、２０２９、ｌｋ２１ｃ（２）、ｚｋ３１、１０１２、２０２５
相似性最高的菌株分别为：Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｘｅｎｏｖｏｒａｎｓ
Ｇｏｒｉｓｅｔａｌ．２００４、ＣｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｐｉｎｅｎｓｉｓＶ．Ｓａｎｇｋｈｏｂｏｌ
＆ Ｖ．Ｓｋｅｒｍａｎ１９８１、ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＦｒａｎｋｌａｎｄ＆
Ｆｒａｎｋｌａｎｄ１８８７、ＢａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍＤｄｅＢａｒｙ１８８４、
ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｈｙｍａｔｕｍＶａｎｄａｍｍｅｅｔａｌ．２００３、Ｂｕｒｋ
ｈｏｌｄｅｒｉａｂａｎｎｅｎｓｉｓＡｉｚａｗａｅｔａｌ．２０１１。
３．４　菌群的生长特性分类

根据菌群不同生长特性，对所有菌株进行非层

次聚类，使用 ＳＳＩ算法得出最优分类为９类（图３）。
通过Ｋｍｅａｎｓ及Ｋ中心点算法（ＰＡＭ）２种算法的轮
廓宽度检验、验证最优 Ｋ值（图 ４），其中，Ｋｍｅａｎｓ
的平均轮廓宽度为０．１５，而ＰＡＭ算法的平均宽度值
为０１，所以，最终确定最优分类方法为 Ｋｍｅａｎｓ算
法，最佳聚类数量为 ９类。第一类为：０９ｕｌ８、１０１６、
２０２８、２０２９、３ｆ、４０１０、６００６、７００８；第二类为：０９ｕｌ２７、
１００１、１０１１、２０２４、６００１、７０１０、７０１２、７０１５、ｌｋ１２ａ（１）、
ｌｋ１２ｆ、ｌｋ２１ｃ（２）、ｌｋ３３ｆｈ２、ｌｋｈｆｈ、ｚｋ３１、ｌｋ３１ｆｈ１；第
三类为：１００９、１０１３、１０１９、１０２０、２００４、２０１３、２０１４、
２０１６、２０２３、３ｑ、４００２、４００８、６００５、６００８；第四类为：
１０１２、１０１４、１０１７、１０１８、２０１０、２０１８、２０１９、２０３０、
２０３２、２０３３、３ｒ、４００６、６００２；第五类为：１００４、２００６、
２００７、２０１５、２０２２、２０２７、３ａ、３ｂ、３ｅ、３ｉ、３ｊ、３ｍ、３
ｓ、６０１０；第六类：１００３、１００８、１０１５、２０１２、２０２１、３ｃ、３
ｄ、３ｋ、３ｏ、４００１、４００３、６００４、７０１４；第七类：２０２５、
７００９；第八类：１００２、１００５、１００６、１０１０、１０２１、２００１、
２００２、２０２６、２０３１、２１０７、３ｌ、３ｎ、４００５、６００７、６００９、
７００１、７００２、７００４、７００６；第九类：２０１１、２０２０、３ｐ、
４００７、６００３。

将各菌株进行１６ＳｒＤＮＡ测序，检测结果表明：
与检测菌株相似性高于９７％的菌种有２７种，分别属
于 ＢｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａＹａｂｕｕｃｈｉｅｔａｌ．１９９２、ＢａｃｉｌｌｕｓＣｏｈｎ
１８７２、ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓＡｓｈｅｔａｌ．１９９４、ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａＣａｓｔｅｌ
ｌａｎｉ＆Ｃｈａｌｍｅｒｓ１９１９、ＡｇｒｏｂｏｅｔｅｒｉｕｍＣｏｎｎ１９４２、Ｐａｎ
ｔｏｅａＧａｖｉｎｉｅｔａｌ．１９８９、ＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒＣｏｎｎ＆Ｄｉｍｍｉｃｋ
１９４７、ＣｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａＶ．Ｓａｎｇｋｈｏｂｏｌ＆ Ｖ．Ｓｋｅｒｍａｎ
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１９８１、ＲｈｉｚｏｂｉｕｍＦｒａｎｋ１８８９、ＮｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍＢａｌｋｗｉｌｌ
ｅｔａｌ．１９９７、ＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓＹａｂｕｕｃｈｉ１９９０、Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓＭｉｇｕｌａ１８９４属，其中，根据生长条件分类的菌
株中，第五类和第七类全部属于 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ属，第

二类基本为Ｂａｃｉｌｌｕｓ属，其它类别中各菌属没有出现
明显的聚类现象，且生长条件分类与菌种的初步鉴

定分类没有明显的相关性（表３）。

图３　Ｋｍｅａｎｓ非层次聚类的分组数量

Ｆｉｇ．３　ＧｒｏｕｐｎｕｍｂｅｒｏｆＫｍｅａｎｓｎｏｎｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ

图４　最优Ｋ值检验

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｂｅｔｔｅｒＫｖａｌｕｅｔｅｓｔ

表３　各类别菌株的初鉴定分属情况
Ｔａｂｌｅ３　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓｉｎｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ

生长条件分类

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ
ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

该组别初鉴定菌株的属名

Ｔｈｅｎａｍｅｏｆｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓ
ｉｎｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ

１ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａ
２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
３ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
４ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ、Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａ
５ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ

６
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｎｔｏｅａ、
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ

７ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ

８
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ、Ａｇｒｏｂｏｅｔｅｒｉｕｍ、
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

９ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ

４　讨论
本研究中，试验区杉木林地的固氮功能菌株最

适宜的生长条件为：温度２８℃、ｐＨ＝７。较为适宜生
长区的温度为２０、２８、３７℃，ｐＨ值为５ ７。与前人
研究相比，菌株适宜生长的温度区域基本一致，但本

研究中大量菌株在 ｐＨ值为４、５时仍生长良好。刘
晓璐等［９］研究得出，烟草根际的固氮功能菌最适生

长条件为３０℃、ｐＨ＝７．５；郑红丽等［１０］认为，羊草根

际的固氮细菌适宜生长的温度为２５ ３５℃、ｐＨ值
为７ ８；杨艳红等［１１］认为，多功能芽孢杆菌的最适

温度为３７℃，初始ｐＨ值为７．０。菌株酸性环境生长
良好的原因可能为菌株是从江西省红壤区分离纯

化，其土壤为酸性土，本底土壤的 ｐＨ值为 ３．９７
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４８９。长期的酸性环境使当地筛选的菌株在酸性条
件中生长良好。

筛选出适合在特殊环境生长的固氮功能细菌

１０株，且适用于高温、碱性土的菌株均属于芽孢杆
菌属。这与前人的研究结果一致，李峰等［１２］从盐碱

地中分离出的芽孢杆菌耐碱性为 ｐＨ＝１１；闫国宏
等［１３］分离的食品中枯草芽孢杆菌可以耐１００℃左右
的高温。其原因可能为芽孢杆菌属菌株在不良环境

下可产生芽孢，而芽孢具有高含量的吡啶二羧酸，且

含有厚且含水量低的多层结构，所以，其对热、化学

剂和其他理化因素有较强的抵抗力［１３－１５］。土壤 ｐＨ
值是林木生长的重要指标，目前，很多极酸、极碱性

土均只能种植一些特定植被，且改良的花费大，效果

不理想，而该立地条件下较环保的微生物肥料也因

菌种生长条件的限制使用较少［１６－１７］。本研究还筛

选出了２株在 ｐＨ值为３ １２时均生长良好的菌
株，ｐＨ值跨度广解决了微生物的生长限制，使其在
各种本底土壤中发挥功能，并且由于其受 ｐＨ值变
化的影响不大，所以，在立地改良中仍可施用。

通过聚类分析得出，菌株的生长特性与其生物

学特征不完全相关。分类的第二组及第五组表明，

生长特性相似的菌株均为同一属，但其它类别中菌

属类别与生长条件不存在相关性，即菌株的生长特

性除与系统发生位置有关外，主要还是受其它因素

的影响。其原因可能为同一菌株在不同环境胁迫

下，基因调控及蛋白质的合成均会发生变化，从而导

致菌株脂类的组成、菌株对营养物质的吸收、菌株胞

外酶活性及代谢产物均表现出差异［１８－１９］。

５　结论
（１）试验区杉木林地中固氮功能菌株最适宜的

生长条件为，温度２８℃、ｐＨ＝７。
（２）筛选出适合在特殊环境（低温碱性、高温碱

性、ｐＨ大跨度）生长的固氮功能细菌１０株，各菌株
初步鉴定为 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｘｅｎｏｖｏｒａｎｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
ｓｕｂｓｐ．、Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａｐｉｎｅｎｓｉｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｈｙｍａｔｕｍ、Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｂａｎ
ｎｅｎｓｉｓ。

（３）通过生长条件聚类分析及所有菌株的１６Ｓ
ｒＤＮＡ鉴定比对得出，菌株的生长特性与系统发生位
置有一定关联，但主要还是受其它因素的影响。
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