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摘要：【目的】筛选具有拮抗病原真菌功能的固氮菌，研究菌株的固氮酶活性、nifH、生理生化特征、菌株

抗逆性与接种效果等，并对该菌株进行鉴定，为微生物肥料生产筛选菌种资源。【方法】采用无氮培养基富集、筛

选固氮菌，用对峙法筛选拮抗菌；乙炔还原法测定固氮酶活性，PCR扩增 16S rDNA和nifH；通过形态、生理生化

特征和 16S rDNA序列分析鉴定菌种；采用温室盆栽小白菜试验接种效果。【结果】筛选到 1株固氮菌GD812，该菌

株固氮酶活性达到 30.661 nmol C2H4/h·mg蛋白，同时具有拮抗麦类赤霉病菌（Gibberella zeae）和棉花黄萎病

菌大丽轮枝菌（Verticillium dahliae）功能，抑菌率分别达到 59.5%和 49.3%；根据形态、生理生化特征和 16S 

rDNA序列分析结果，GD812 被鉴定为类芽孢杆菌Paenibacillus sp.；该菌株的nifH基因长度 300 bp，与

Paenibacillus sp. Bs57 nifH基因序列相似性 98%；GD812可以利用 35种供试碳源中的 20种，耐酸碱pH4—11，

在 4—50℃均可生长，盆栽试验接种比对照小白菜鲜重增加 52%。【结论】固氮菌GD812 被鉴定为类芽孢杆菌，该

菌株利用碳源广泛，抗逆性强，具有较高的固氮酶活性和拮抗病原真菌能力，盆栽试验显示较好的接种效果，可

望进一步研发成为优良的固氮微生物肥料生产菌种。 
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A Nitrogen-Fixing Bacterium Paenibacillus sp. GD812   

Antagonistic Against Plant Pathogenic Fungi 
CHEN Qian, GAO Miao, HU Hai-yan, XU Jing, ZHOU Yi-qing, SUN Jian-guang 

(Institute of Agricultural Resources and Regional Planning, Chinese Academy of Agricultural Sciences/Key Laboratory of Crop 

Nutrition and Fertilization of Ministry of Agriculture, Beijing 100081) 

 

Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to screen nitrogen-fixing bacteria antagonistic against plant pathogenic 
fungi and research nitrogenase activity, nifH, physiological and biochemical characteristics, identification, stress resistance of the 
functional strains and inoculation effect on plant and to prepare strains for microbial fertilizer production. 【Method】 Nitrogen-free 
medium was used to isolate nitrogen-fixers and confrontation method was used to screen antagonistic bacteria against plant 
pathogenic fungus. Nitrogenase activity was determined with acetylene reduction assay. 16S rDNA and nifH were amplified with 
PCR. Strain identification was carried out based on the morphology, physiology, and biochemical test and 16S rDNA sequence 
analysis. Microbial inoculation effect on plant was tested with a pot culture in green house. 【Result】 One strain designated as 
GD812 was selected, which showed nitrogenase activity 30.661 nmol C2H4/h·mg protein, and strongly antagonistic against plant 
pathogenic fungi Gibberella zeae and Verticillium dahliae with the inhibition rate of 59.5% and 49.3%, respectively. nifH of GD812 
is 300 bp sharing 98% sequence identity with that of Paenibacillus sp. Bs57. GD812 was identified as Paenibacillus sp. based on the 
results of morphology, physiology and biochemical test and 16S rDNA sequence analysis. Further investigations showed that GD812 
could use 20 of the 35 tested carbon sources, could grow under temperature ranging from 4 to 50℃, and could grow in range of pH4 
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to11. Pot culture result showed that fresh weight of Chinese cabbage inoculated with GD812 increased by 52% compared with the 
control. 【Conclusion】 The newly selected Paenibacillus sp. GD812 showed high nitrogenase activity, strong antagonism against 
plant pathogenic fungi, extensive carbon source utilization, stress resistance and good inoculation effect, which is a candidate to be 
further developed for microbial fertilizer production.  

Key words: biological nitrogen fixation; Paenibacillus; strain screening; microbial fertilizer 
 

0  引言 

【研究意义】全球性能源缺乏使化学氮肥的生产

成本逐年增加, 固氮微生物肥料的研究与应用受到世

界各国政府的普遍重视。另一方面，中国农田土壤有

益微生物种群数量和生物活性普遍较低，特别是设施

农田有益微生物缺乏导致土传病害严重，迫切需要增

加有益微生物类群调节土壤微生态环境。菌种是微生

物肥料的技术核心，筛选高效、抗病、抗逆的固氮微

生物菌种是微生物肥料生产应用的技术关键。【前人

研究进展】具有生物固氮能力的微生物都是原核生物，

多为细菌，有 100 多个属，占到细菌系统发育分支的

一半以上[1]。高效固氮菌的分离与鉴定国内外均有大

量研究，国外不断有新种如Burkholderia nodosa[2]、

Gluconacetobacter kombuchae [3] 、 Novosphingobium 
nitrogenifigens[4] 、 Pseudacidovorax intermedius[5] 、

Phytobacter diazotrophicus[6]等被陆续发现，国内也有

相关报道[7-8]。【本研究切入点】对具有拮抗病原真菌

能力的固氮菌报道很少。【拟解决的关键问题】本研

究拟在分离、筛选高效固氮菌的基础上，采用平板对

峙法进一步筛选拮抗麦类赤霉病菌（Gibberella zeae）
和棉花黄萎病菌（Verticillium dahliae）的功能菌，同

时研究菌株的nifH、抗逆性、接种效果等，以期为微

生物肥料生产筛选菌种资源。 

1  材料与方法 

本试验于 2009 年 1 月至 2010 年 12 月在中国农业

科学院农业资源与农业区划研究所完成。 

1.1  菌株、样品与试剂 

1.1.1  菌株  圆褐固氮菌 Azotobacter chrooccum 
ACCC11103 来源于前苏联，是固氮微生物肥料生产常

用菌种，现保藏于中国农业科学院农业资源与农业区

划研究所微生物资源与利用研究室，在本研究中用作

阳性对照菌株。植物病原菌麦类赤霉病菌和棉花黄萎

病菌由中国农业科学院农业资源与农业区划研究所牛

永春研究员提供。 
1.1.2  样品与试剂  原始土样 70 份分别采自北京、 

内蒙古、河北、辽宁、山东、陕西、宁夏、广东、新

疆、福建、贵州、四川、黑龙江等 13 个省市自治区，

主要取自生长期大田作物根际。试剂购自 北京化学试

剂公司 和Sigma公司。 
1.2  固氮菌分离及固氮酶活性测定 

固氮菌的分离采用无氮培养基：蔗糖 10 g，NaCl 
0.12 g，K2HPO4·3H2O 0.5 g，CaCO3 1 g，MgSO4·7H2O 
0.2 g，蒸馏水 1 000 mL，pH7.2。固氮酶活性测定方

法详见文献[9]。 
1.3  拮抗病原真菌的固氮菌筛选 

采用两点对峙法[10]。在PDA平板上距离中心 2 cm
的两点上分别接种作物病原真菌（麦类赤霉病菌或棉

花黄萎病菌）和固氮菌菌株，每个筛选处理 3 个重复，

以只接病原真菌不接固氮菌的平板为对照。28℃恒温

培养，15 d后用毫米刻度尺测量对峙平板上病原真菌

沿被测固氮菌方向的菌落半径r1、及对照平板上病原

真菌的菌落半径r0。病原真菌生长抑制率（%）=（对

照半径r0－对峙培养病原真菌菌落半径r1）／对照半

径r0×100%。 
1.4  形态、生理生化特征测定及 16S rDNA序列分析 

形态及生理生化特征测定方法参考《常见细菌系

统鉴定手册》[11]和《微生物学实验》[12]。16S rDNA
测序与系统发育分析参考文献[7]，基因序列在线比对

采用EzTaxon和NCBI数据库，系统发育分析采用

MEGA软件系统。 
1.5  nifH基因扩增与同源性分析   

方法参考文献[13]。培养供试菌 18 h，挑取少许

菌落作为PCR模板。正向引物：5′-GGCTGCGATCC 
(CGA)AAGGCCGA(CT)TC(CGA)ACCCG-3′，反向引

物：5′- CTG(GCA)GCCTTGTT(CT)TCGCGGAT(CG) 
GGCATGGC -3′。反应体系：2×mixTaq 25 μL，引物

（20 μmol·L-1）2 μL，模板菌落，用水补到 50 μL体系。

反应程序：95℃变性 1 min、58℃退火 1 min、72℃
延伸 1 min，共 35 个循环。DNA序列分析及同源性分

析方法同 16S rDNA。 
1.6  菌株的碳源利用与抗逆性 

1.6.1  碳源利用  将碳源过滤灭菌后加到细菌基础 
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培养基[14]（(NH4)2SO4 2.0 g、MgSO4·7H2O 0.2 g、
NaH2PO4·H2O 0.5 g、CaCl2·2H2O 0.1 g、K2HPO40.5 
g、蒸馏水 1 000 mL、琼脂 20 g，pH 6.5）中，终浓度

为 1%，制成测试平板。培养收集供试菌株菌体，用

生理盐水离心洗涤 3 次，调整菌悬液OD600为 1.0，每

个平板接种 10 µL菌液，培养、观察记录生长情况。

供试碳源共 35 种，以葡萄糖为阳性对照，无碳培养基

为阴性对照，每个处理 3 次重复。  
1.6.2  温度适应性  采用无氮培养基，分别在 4、28、
37、60℃培养、观察、记录菌株的温度适应性，每个

处理 3 次重复。 

1.6.3  耐盐性  采用无氮培养基，调整 NaCl 浓度分

别为 2%、5%、7%、10%，每个处理 3 次重复，培养、

观察、记录菌株耐盐性。 

1.6.4  耐酸碱性  采用无氮培养基，调整 pH 分别为

3、4、5、6、7、8、9、10、11，每个处理 3 次重复，

培养、观察、记录菌株耐酸碱性。 

1.7  接种效果试验 

2010 年 5—6 月以盆栽方式在中国农业科学院农

业资源与农业区划研究所温室进行，方法同文献[7]。 

2  结果 

2.1  拮抗病原真菌的高效固氮菌筛选 
经过大量的富集培养和分离、纯化，共分离到能

够在无氮培养基上生长的分离物 103 株。经过固氮酶

活性测定和病原真菌对峙试验，从上述分离物中筛选

到固氮酶活性较高、拮抗病原真菌能力较强的菌株 1
株，编号为GD812。该菌株固氮酶活性高达 30.661 
nmol C2H4/h·mg蛋白，统计分析显著高于阳性对照菌

株圆褐固氮菌ACCC11103 的固氮酶活性（9.741 nmol 
C2H4/h·mg蛋白）。对峙试验结果表明，GD812 对麦

类赤霉病菌和棉花黄萎病菌均有明显的拮抗作用，抑

菌率分别达到 59.5%和 49.3%（图 1、图 2）。 
2.2  形态生理特征与菌种鉴定 

2.2.1  形态及生理生化特征  菌株 GD812 在无氮培

养基上菌落透明、表面光滑湿润、边缘整齐。菌体杆

状，1.2 μm×（2.5—6.0）μm，产芽孢，椭圆形孢囊，

具有较厚的荚膜，革兰氏染色阴性。生理生化特征如

表所示。 
2.2.2  16S rDNA 序列分析及菌种初步鉴定  菌株

GD812 的 16S rDNA 基因片段约 1.5 kb（图 3），与

NCBI 和 EzTaxon 数据库中已公开的 16S rDNA 序列

进行在线同源性比对，结果显示 GD812 与类芽孢杆菌 

 
 

图 1  GD812对麦类赤霉病菌抑制作用 

Fig. 1  Suppression of GD812 to Gibberella zeae 

 

 
 

图 2  GD812对棉花黄萎病菌抑制作用 

Fig. 2  Suppression of GD812 to Verticillium dahliae 

 

 
 
CK：阴性对照；1：GD812。图 5 同 
M: DNA marker; CK: Negative control; 1: GD812. The same as Fig.5 

 

图 3  菌株 GD812的 16S rDNA PCR扩增 

Fig. 3  16S rDNA PCR amplification of strain GD812 
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表  固氮菌 GD812的生理生化特征 

Table  Physiological and biochemical characteristics of strain GD812 

生理生化特征 
Physiological and biochemical characteristic 

试验结果 
Result 

 生理生化特征 
Physiological and biochemical characteristic 

试验结果 
Result 

接触酶反应 Catalase reaction ＋  糖醇类发酵产酸 Sugar fermentation  

氧化酶反应 Oxidase reaction －  D+葡萄糖 D+glucose ＋ 

VP 反应 VP test －  D+蔗糖 D+ sucrose ＋ 

吲哚实验 Idol test ＋  D+乳糖 D+ lactose ＋ 

明胶液化 Gelaune liquefaction ＋  D+半乳糖 D+ galactose ＋ 

淀粉水解 Starch hydrolization ＋  D+核糖 D+ribose ＋ 

卵磷脂酶 Lecithinase test －  L+阿拉伯糖 L+ arabinose ＋ 

硝酸盐还原 Nitrate Reduction ＋  D+果糖 D+ fructose ＋ 

甲基红 Methyl red test －  D+甘露醇 D+ mannitol ＋ 

石蕊牛奶反应 Litmus milk ＋  D+山梨醇 D+ sorbitol ＋ 

柠檬酸盐利用 Citrate test ＋  D+麦芽糖 D+ maltose ＋ 

苯丙氨酸脱氨酶 Phenylalanine deaminase －  D+纤维二糖 D+cellobiose ＋ 

产二羟基丙酮 Dihydroxyacetone test ＋  甘油 Glycerol ＋ 

葡萄糖产气 Gas production on glucose ＋    

pH 5.7 生长测定 Growth at pH5.7 ＋    

0.001%溶菌酶 Lysozyme test ＋    

“＋”表示阳性，“－”表示阴性  “＋”mean positive，“－”mean negative 

 
属 Paenibacillus polymyxa E681 （ GenBank 登录号

CP000154.1）[15]、Paenibacillus peoriae DSM 8320T

（ GenBank 登录号 AJ320494.1 ） [16] 、 Paenibacillus 
jamilae CECT 5266T（GenBank登录号AJ271157.1）[17]

的同源性均在 99％以上。选取同源性大于 95%的类芽

孢杆菌属内各种模式菌株的 16S rDNA序列，采用

MEGA软件构建 16S rDNA系统发育树（图 4）。从图

4 中可见，菌株GD812 与已报道的多粘类芽孢杆菌

Paenibacillus polymyxa E681 亲源关系最近，有 99.80%
的相似性。 

 

 

图 4  固氮菌 GD812的 16S rDNA系统发育树图 

Fig. 4  Phylogenetic tree of strain GD812 based on 16S rDNA sequences 

 GD812  

 01 Paenibacillus polymyxa E681 

 02 Paenibacillus peoriae DSM 8320T 

 03 Paenibacillus jamilae CECT 5266T 

 01 Paenibacillus polymyxa IAM 13419T 

 04 Paenibacillus brasilensis PB172T 

 05 Paenibacillus kribbensis AM49T 

 06 Paenibacillus taejonensis AM141T 

 07 Paenibacillus hunanensis FeL05T 

 08 Paenibacillus puldeungensis CAU 9324T 
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根据菌株的形态特征、生理生化特性，及 16S 
rDNA基因比对结果，参照《Bergey's Manual of 
Systematic Bacteriology》[18]和《常见细菌系统鉴定手

册》，菌株GD812 被鉴定为类芽孢杆菌Paenibacillus 
sp.。 
2.3  nifH及其同源性分析 

菌株 GD812 的 nifH 基因长度 300 bp（图 5），经

过 DNA 测序和 NCBI 数据库在线比对，该基因与

Paenibacillus sp. Bs57（GenBank 登录号 GU328708）
的 nifH 基因相似性达到了 98%。图 6 列出了与 GD812
菌 nifH 同源性较高的固氮菌菌株。 
2.4  菌株 GD812对碳源的利用及抗逆性 

 
 

图 5  菌株 GD812 nifH PCR扩增 

Fig. 5  nifH PCR amplification of strain GD812 

  

 

图 6  固氮菌 GD812 nifH基因系统发育树 

Fig. 6  Phylogenetic tree of strain GD812 based on nifH gene sequences 

 
2.4.1  碳源利用  菌株 GD812 的碳源利用能力较

强，在以 L-丙氨酸、γ-氨基丁酸、甘油、D-山梨醇、

D-木糖为唯一碳源的培养基上生长很好，菌落大于等

于以蔗糖为碳源的阳性对照；在以 L-阿拉伯糖、L-天
门冬酰胺、D-纤维二糖、D-果糖、D-半乳糖、肌醇、

α,D-乳糖、麦芽糖、D-核糖、蔗糖和 D-海藻糖为唯一

碳源的培养基上生长良好，菌落略小于以蔗糖为碳源

的阳性对照；在以糊精、D-甘露醇、D-甘露糖和 L-
鼠李糖为唯一碳源的培养基上弱生长，菌落明显小于

以蔗糖为碳源的阳性对照；在以柠檬酸、乙酸、L-天
门冬氨酸、木糖醇、D-葡萄糖醛酸、L-谷氨酸、L-苯

基丙氨酸、琥珀酸、D,L-乳酸、D,L-苹果酸、苯甲酸、

硼酸、溴代丁二酸、β-环式糊精和吐温 80 为唯一碳源

的培养基上不生长。 
2.4.2  抗逆性  菌株 GD812 抗逆性较强，可以在 4
—50℃环境下生长，耐酸碱 pH4—11，耐 2%NaCl。 
2.5  接种效果 

温室盆栽试验显示，小白菜接种固氮菌 GD812
后，植株生长健壮，叶片大，色泽浓绿，高于对照。

接种处理单株平均鲜重 2.68 g/株，对照组 1.76 g/
株，试验处理平均鲜重比对照组增加了 52%，差异

显著。 

 06 Stenotrophomonas maltophilia ISSDS-774(EF620508) 

 08 Paenibacillus polymyxa DSM 356(AJ224428) 

 09 Stenotrophomonas maltophilia ISSDS-759(EF620505) 

 10 Ralstonia sp. ISSDS-784(EF620512) 

 02 Paenibacillus sp. GJ46(DQ364796) 

 03 Paenibacillus sp. GJ9(DQ364795) 
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 05 Paenibacillus sp. Nz28(GU328699) 
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3  讨论 

肥料是农业生产最重要的生产资料，在 3 大类肥

料中，化学肥料浓度大，体积小，便于储存运输和使

用，可以为作物生长发育直接提供大量的营养元素，

是提供养分的主力，但需要好的土壤条件才能充分发

挥效能；有机肥料能够改善土壤结构，提高土壤活性，

通过土壤微生物的作用为作物提供长效营养，是提高

土壤综合肥力的主力，但体积大，养分少；微生物肥

料能够推动土壤中的物质转化，通过菌种的抗病作用

等功能营造有利于作物生长的根际环境，是提高土壤

活力、改善土壤生态环境的主力，但直接提供的养分

有限。所以，3 类肥料各有特点，它们的关系相辅相

成，相互不可替代，共同作用达到保证作物生产丰收

和维护土壤肥力稳定、提高。特别是微生物肥料所具

有的调节作物根际微生态环境、拮抗作物病原菌等非

养分作用对于保障作物生产、充分发挥化学肥料和有

机肥料的作用具有重要意义。 
麦类赤霉病菌无性世代为禾谷镰刀菌（Fusarium 

graminearum），是粮食作物的重要致病菌。中国小麦

赤霉病有 95%是麦类赤霉病菌引起的，是长江中下游

冬麦区和东北春麦区的重要病害，发病时经常造成

20%—30%的产量损失。此外，该菌还侵染玉米、水

稻、大麦等作物，引起苗枯、茎腐、基腐、穗腐等。

棉花黄萎病菌以土壤传播为主，寄主范围很广，除侵

染棉花引起黄萎病外，还侵染经济作物烟草、油料作

物大豆、花生、向日葵、芝麻、蔬菜作物马铃薯、茄

子、辣椒、番茄、黄瓜、西瓜，以及林木、花卉等，

危害严重，造成巨大经济损失。本试验筛选到的高效

固氮菌 GD812 对麦类赤霉病菌抑菌率达到 59.5%，对

棉花黄萎病菌抑菌率达到 49.3%，在增加作物氮素营

养的同时，还可以防止作物土传病害，具有重要意义

和应用前景。鉴于本试验结果都是来自实验室，菌株

GD812 对小麦、棉花等农作物的抗病、促生长作用的

研究和田间试验将是下一步要做的工作。 
典型非共生固氮微生物类群主要有固氮菌属

（Azoterbacter）、固氮单胞菌属（Azomonas）、拜叶

林克氏菌属（Beijerinckia）、德克斯氏菌属（Derxia）、

黄杆菌属（Xanthobacter）、固氮螺菌属（Azospirillum）、

水 生 螺 菌 属 （ Aquaspirillum ） 、 弯 曲 杆 菌 属

（Campylobacter）、克氏杆菌属（Klebsiella）、埃氏

杆菌属（Escherichia）、肠杆菌属（Enterobacter）、

芽孢杆菌属（Bacillus）、梭菌属（Clostridium）、甲

烷 八 叠 球 菌 属 （ Methanosarcina ） 、 硫 杆 菌 属

（Thiobacillus）、红螺菌属（Rhodospirillum）、红假

单 胞 菌 属 （ Rhodopseudomonas ） 、 红 硫 菌 属

（Chromatium）、绿硫菌属（Chlorobium）等[19]。近

年来研究发现[9]，从采自全国 13 个省市 13 种作物根

际的 70 份土样中分离到的 181 株固氮菌，其中有 65
株属于类芽孢杆菌，占测试菌株总量的 36%，52 株菌

属于芽孢杆菌属，占总量的 29%，两者合计达到 65%；

而且几乎从所有取样地区、所有作物根际都可以分离

到这 2 类固氮微生物，说明类芽孢杆菌和芽孢杆菌是

作物根际固氮微生物的主要类群，而且具有地域广泛

性和作物广泛性。近年来，大量具有固氮能力的类芽

孢 杆 菌 新 种 在 世 界 范 围 内 被 发 现 ， 如 P. 
donghaensis[20]、P. forsythiae[21]、P. sabinae[22]、P. 
taiwanensis[23]、P. zanthoxyli[24]、P. riograndensis [25]、

P. sophorae[26]、P. jilunlii [27]、P. sonchi[28]等，从另一

个方面印证了具有生物固氮功能的类芽孢杆菌在自然

界分布很广泛。固氮菌在土壤中的竞争适应能力对于

固氮菌剂的接种效果至关重要[7]，所以好的固氮菌不

仅要固氮酶活性高，而且还要竞争适应能力强，最具

竞争力的固氮生物肥料菌种应该出自类芽孢杆菌属和

芽孢杆菌属。 
本研究筛选到的固氮菌 GD812 可以利用 35 种供

试碳源中的 20 种，发酵多种糖醇类产酸，耐酸碱 pH4
—11，生长温度范围 4—50℃，环境适应能力很强。

nifH 基因分析和固氮酶活性测定结果分别从遗传型和

表型上证明了该菌株的固氮功能，拮抗病原真菌、鉴

定为类芽孢杆菌和接种试验结果都预示了 GD812 菌

株成为固氮生物肥料优良菌种的光明前景。 

4  结论 

筛选到 1 株固氮菌 GD812，该菌株固氮酶活性高，

对麦类赤霉病菌和棉花黄萎病菌均有抑菌作用；根据

细菌形态学特征、16S rDNA 基因比对结果和生理生

化特征，GD812 被鉴定为类芽孢杆菌 Paenibacillus 
sp.；该菌株 nifH 基因长度 300 bp，与 Paenibacillus sp. 
Bs57 相似性最高，支持鉴定结果；GD812 发酵糖醇能

力强，利用碳源广泛，适应酸碱和温度范围大，盆栽

试验显示较好的接种效果，可望进一步研发成为优良

的固氮微生物肥料生产菌种。 
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欢迎订阅 2012年《中国稻米》 

《中国稻米》是由农业部主管，中国水稻研究所主办，全国农业技术推广服务中心等单位协办的全国性水稻科学技术期

刊。设有“专论与研究”、“品种与技术”、“各地稻米”，“综合信息”等栏目，兼具学术性、技术性、知识性、信息性
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