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一株红树林根际固氮菌的分离、鉴定以及固氮活性测定 
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摘要: 采用选择性无氮培养基从红树林根际土壤中分离出一株具有高效固氮活性的固氮细菌, 通过形态学, 生化

鉴定, G+C摩尔分数含量和 16S rRNA以及固氮基因 nif H的序列分析, 初步鉴定为短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus。

其特征是该菌为革兰氏阳性, 直杆状, 固体培养基上形成圆形白色菌落(直径 3—4mm), 与短小芽孢杆菌标准菌株

相比较, 它们在碳源利用, 水解以及生长温度盐度等方面具相似程度很高, G+C 摩尔分数含量为 44.6%, 以 16S 

rRNA为基础构建的系统进化树分析其与短小芽孢杆菌 B. pumilus B402的进化距离最近, 相似性为 99.6%, 利用乙

炔还原法对其固氮活性进行测定, 具有较高的固氮活性, 为 156.32nmol C2H4·H−1·mL−1。 
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Isolation and characterization of a N2-Fixing Bacterium from the mangrove 
rhizosphere and study on its nitrogen-fixing ability 
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Abstract: A bacterial strain H9 capable of nitrogen fixation was isolated from the mangrove rhizosphere using N-free medium. 
It was identified as Bacillus pumilus by type description, physiological and biochemical test, G+C Mole fraction (%), 16S 
rRNA sequence analysis and the nif H sequence analysis. It was a gram-positive, straight-rodded bacterium, which forms white 
colony with diameter of 3-4 mm on the solid agar medium. Compared with the standard strain of the species B. pumilus, there 
were high similarity in the carbon source utility, hydrolysis and the optimal growth temperature and salinity. The G+C content 
of the strain DNA was 44.6%. A phylogenetic tree was constructed by comparing validly published 16S rRNA sequences of the 
related strains in the Genebank, using the neighbor-joining method. It showed that the strain H9 and the strain B. pumilus B402 
have the highest similarity, which is 99.6%. The measurement of nitrogen-fixing ability by acetylene reduction was 156.32 
nmol C2H4·H−1·mL−1, indicating its high nitrogen-fixing ability. 
Key words: mangrove; nitrogen-fixing bacterium; 16S rRNA; nif H 
 

红树林是生长在热带、亚热带潮间带的木本植

物群落, 是我国海岸带湿地生态系统的重要类型之

一, 具有十分重要的生态意义。如通过网罗碎屑的

方式, 拦淤造陆, 促进土壤的形成、形成滨海湿地防
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护林、拦抗潮汐、为许多海洋生物提供栖息地、净

化海区污染物[1]、为近海海区提供有机碎屑, 形成近

海湿地生物高生产力的生态系统。但是近年来由于

人们的不合理的活动, 如围林养殖、围海造田、过

度砍伐, 放牧和家禽养殖、乱采滥挖取无脊椎动物

和过渡收集饵料等[2], 使得红树林的面积大大减少, 

因此红树林的有效保护、保育和生态恢复研究是迫

在眉睫的研究任务。虽然红树林中有机物含量较高, 

却通常被认为是营养较缺乏的生态系统, 尤其是氮

和磷[3−5]。氮素是植物正常生长的所必需的大量元素, 

有些生物可以利用空气中的氮气, 将其直接转化为

生物体可以利用的氮素 , 这个过程即为生物固氮

(Biological Nitrification), 可为全球的植物提供约

75%的氮素[6]。固氮微生物包括细菌, 放线菌和古生

菌等原核生物, 研究较多的是固氮细菌, 特别是共

生固氮菌, 因为它可以直接为植物提供氮源, 促进

其生长。 

红树林的保护和恢复工作是当前研究的热点 , 

国外关于红树林的固氮菌的研究报道有很多 [7–9], 

国内虽然也有关于红树林生态系统的研究报道[10−13], 

但相对于系统内的其它成分[14–16], 对固氮微生物的

研究还较为薄弱。在红树林的保护和促生方面, 其中

就有采取植物促生菌(PGPB)这一方法[17−18], 目前国

内用于该用途的固氮菌主要是从国外进口, 这就不

可避免产生了一个问题: 该进口菌是否可以在我国

红树林环境下正常生长并发挥其作用。红树林中孕

育着丰富的微生物资源如细菌、放线菌和丝状真菌

等, 细菌在 3大类群占 96%—99%以上, 它们在分解

落叶和固氮等方面具有重要的作用。 其中已经测定

的放线菌约 52.4%都可以进行生物固氮[1]。 而我国

具备一定面积的红树林, 这就充分说明了从我国红

树林中分离出具有高效固氮活性的固氮菌株是完全

具有可能性的。对此, 本实验以我国海南三亚红树

林根际土壤为研究对象, 用无氮培养基分离得到了

一株具有较高固氮酶活性的细菌H9, 并做了一系列

的鉴定工作, 如形态学, 生理生化鉴定, G+C摩尔分

数含量和 16S rRNA以及固氮基因 nif H的序列分析

等。初步鉴定为短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus, 且

该菌株为国内首次从红树林中分离出。关于短小芽

孢杆菌的作用有不少报道, 如可以产生抗肿瘤多糖, 

抗电离辐射性 , 多具芳香烃 (PAH)的降解等 [19−20], 

但是关于该菌具有生物固氮活性的报道不是很   

多[21–22]。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
1.1.1  样品 

样品采集于 2006年 9月, 地点在中国海南省三
亚市红沙河口的红树林区植株的根际土壤。 红树林
种类主要优势种为木榄 Bruguiera gymnorrhiza和红
海榄 Rhizophora stylosa, 根际土壤按标准方法取样
后装入灭菌的封口聚乙烯袋中, 带回实验室立即低
温保存(−20℃)。 

1.1.2   培养基 
Ashby 液体培养基的主要成分是 [23]: 甘露醇 

10.0g, KH2PO4·H2O 0.2g, MgSO4·7H2O 0.2g, NaCl 
0.2g, CaSO4 0.1g, CaCO3 5.0g, 定容至 1L, pH为 7.0。

改良 DÖbereiner 无氮液体培养基的主要成分 [24]: 

蔗糖 10g, 苹果酸 5.0g, K2HPO4·H2O 0.1g, KH2PO4·  
H2O 0.4g, MgSO4·7H2O 0.2g, NaCl 0.1g, Na2MOO4· 
H2O 0.002g, FeCl3 0.01g, 定容至 1L, pH为 7.0。LB

液体培养基: 蛋白胨 10g, 酵母提取物 5g, Nacl 10g, 

定容至 1L, pH 为 7.0。固体培养基中加入 1.8% 的

Agar, 半固体培养基中加入 0.2% 的 Agar, 其中液

体无氮培养基用 0.22um 的滤器进行抽滤灭菌, LB

液体培养基采用高温高压灭菌。 

1.2  菌株的分离筛选 
将样品混匀后取约 1g 于 200mL Ashby 无氮液

体培养基中, 30℃下 180rpm离心并进行恒温 48h进
行加富培养。从中取出 200µL 以涂布法接种于
Ashby固体培养基上, 30℃, 48h培养后选择典型的
单一菌落进一步纯化, 直至获得纯种, 将纯化的菌
接种至斜面培养基, 以检测固氮酶活性。 

1.3  固氮酶活性能力测定  
将已纯化的菌株接种于 10mL 液体改良 

DÖbereiner 培养基内, 于 30℃摇床振荡培养 72h, 
测定此时的 OD值, 并分别取 1mL于灭菌的 5mL小
瓶中, 盖上橡皮塞。瓶盖边缘以石蜡封口, 用注射器
将 1mL 的乙炔注入, 在同样条件下培养 24h, 并取
出其中 40μL 反应后气体, 采用气相色谱仪测固氮
菌的乙炔还原活性 (Acetylene— reducing Activity, 
ARA)。乙炔还原活性计算方法参见文献[25]:  

ARA(nmol−1·mL−1)=Vst ×Cst ×Asa ×Vtu /Vsa /Ast 
/H/22.4  

其中, Vst是注入标准气的体积(mL), Cst是标准
气的浓度, Vtu 是所用试管体积(mL), Asa 是样品乙
烯峰的面积(cm2), Vsa 是样品注入体积(mL), Ast 是
标准气峰面积(cm2), H是培养时间(h)。 
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1.4  菌种鉴定 
革兰氏染色后用光学显微镜观察细菌的形态和

大小, 扫描电镜来进行样品表面结构和鞭毛观察。
LB 固体培养基, 30℃培养, 观察 18—24h 菌龄的菌
落形态。 

生理生化鉴定其方法参考文献[26], API实验由广
东省微生物所测定完成。 

基因组 DNA 的(G+C)摩尔分数含量测定: 先按
照 Marmur J氏法[27]提取核酸, −20℃保存。将提取的 
DNA 用 RNaseA和 RNaseT1处理消化 RNA。将制
备好的 DNA用 1×SSC溶解, 具体步骤参见[28–29]。 

DNA 模板的提取, 细菌接种于 LB液体培养基
中, 37℃, 300rpm, 振荡培养过夜。取 1.5mL培养物
8000rpm离心收集菌体, 重悬于 1mL TE(pH8.0), 具
体实验步骤参考 Orsini[30]和徐平[31]。 

16S rRNA 和 nif H 基因 PCR 的扩增, 以总
DNA 为 模 板 , 16S rRNA 正 向 引 物 : 5’ —
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG—3’, 反向引物:  5’ 
—ACGGTTACCTTGTTACGACTT—3’[32]。 PCR扩
增条件 : 94℃预变性  5min, 接着进入 94℃变性
1min, 52℃退火 1min, 72℃延伸 3min, 30循环, 最
后 72℃延伸 5min。nif H基因 PCR的扩增采用固氮
细菌通用引物 [33], 其中正向引物 : 5’— TGCGA 
(C/T)CC (G/C)AA(A/G)GC(C/G/T)GACTC—3’, 反
向引物 : 5’ — AT(G/C)GCCATCAT(C/T)TC(A/G) 
CCGGA—3’, PCR扩增程序如下: 94℃预变性 5min, 
94℃变性 30s, 退火温度 55℃复性 30s, 72℃延伸 
30s, 进行 30个循环后 72℃延伸 10min。 

序列测序和分析, 16S rRNA 扩增产物经纯化

后 , 送交测序公司(拓谱)测序 , 将所得到序列利用

EditSeq 软件处理后, 在 NCBI 数据库中进行相似性

比对, 选取同源性比较高的典型菌株的 16S rRNA

序列作参比对象, 用 CLUSTAL X 软件进行多列比

对并计算供试菌株与参比菌株之间的序列相似性 , 

应用 MEGA 4软件采用邻位相接[34−36], 构建供试菌

与参比菌之间的系统化树, 其中用于检验支持率的

重复抽样次数为 1000次。 

2  结果与分析 

2.1  菌的分离、纯化与鉴定 
该菌为革兰氏阳性 ,  直杆状 ,  端圆 ,  通常为

0.5μm×1.0—3.0μm(图 1), 不运动, 无滑动或泳动, 
严格好氧。在固体培养基上生长时, 为圆形(直径 3—
4mm), 白色菌落 , 周围有放射长针状扩散和鞭毛 , 

 

图 1  菌株 H9的扫描电镜照片 
Fig. 1  Scanning Electron Microscopy of strain H9 
 
湿润稍褶皱, 不透明, 隆起或微隆起, 接触酶、氧化
酶均阳性, 不消化琼脂, 有机化能营养。 

2.2  生理生化鉴定 
生理生化测定一般是菌株本身某种代谢途径或

某种酶的特有表现, 其在一定程度上反映了菌株的

本质特征, 从而将不同类群的微生物分开。根据上

述形态学 , 生理生化与短小芽孢杆菌标准菌株

ATCC7601 比较的结果(表 1), 参照《常见细菌系统

鉴定手册》[26]。初步鉴定菌株 H9 为短小芽孢杆菌, 

生理生化特征为好氧菌, 厌氧条件下不生长, 接触

酶阳性, V-P测定反应为阳性, 且终产物的 pH<6, 可

以利用的碳源有 D-葡萄糖, L-阿拉伯糖, D-木糖, D-

甘露醇, 明胶水解和酪朊水解阳性, 利用柠檬酸盐, 

该菌的最适生长盐度 1‰, 盐度为 7‰时能生长, 最

适生长 PH为 7, PH为 5.7时能生长, 最适生长温度

为 37℃, 温度为 40℃时能生长。 

2.3  G+C摩尔分数含量 
经过 G+C摩尔分数含量测定, 得出 H9的 G+C

摩尔分数含量为 44.6%, 各个碱基 C, T, A, G含量面

积见图 2。 

2.4  固氮酶活性测定和固氮基因 nif H分析  
分析乙炔峰图和公式计算推导得出, 菌株 H9

乙炔还原速率为为 156.32nmol C2H4·H−1·mL−1, 通过

乙炔还原和生物固氮之间的转换 C: N 比值为 3︰1

或 4︰1, 可以计算出其固氮能力范围为 39.08—

51.11 nmol N2·H−1·mL−1; 通过OD值测定, 其细菌数

为 108cells·mL−1。电泳图如图 3 所示。细菌的基因

组 DNA, 16S rRNA, 固氮基因 nifH, 其中固氮基因
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nifH条带长度约为 360bp。 

2.5  16S rRNA序列分析 
菌株 H9 的 16S rRNA 序列测序结果已经提交

到 NCBI 的 Genebank 数据库中, Acession numbers 
是(EF202990)。通过图 4可以看出, 该菌株与芽孢杆
菌属的短小芽孢杆菌 B402 的进化距离最近, 相似
程度为 99.6%。这与生理生化鉴定结果较为一致。 
 
表 1  短小芽孢杆菌标准菌株和 H9 的生理生化特征 
Tab. 1  Physiological and biochemical characteristics of 
Bacillus pumilusT and H9 

特征 
短小芽孢杆菌标准菌

株的鉴定结果 
H9 

细胞直径>1μm — — 

芽孢圆形 — — 

孢囊膨大 — — 

伴孢晶体 — — 

接触酶 ＋ ＋ 

厌氧生长 — — 

V-P测定 ＋ ＋ 

V-P培养物终 pH<6 ＋ ＋ 

pH>7 — — 

硝酸盐还原 — — 

产酸: D-葡萄糖 ＋ ＋ 

L-阿拉伯糖 ＋ ＋ 

D-木糖 ＋ ＋ 

D-甘露醇 ＋ ＋ 

葡萄糖产气 — — 

水解: 明胶 ＋ ＋ 

淀粉 — — 

酪朊 ＋ — 

利用: 柠檬酸盐 ＋ ＋ 

丙酸盐 — — 

形成: 吲哚 — — 

需要尿囊酸和尿素盐 — d 

需要 NaCl和 KCl — — 

酪氨酸水解 — d 

苯丙氨酸脱氮酶 — — 

生长 pH: 6.8营养肉汤 ＋ ＋ 

5.7营养肉汤 ＋ ＋ 

生长 NaCl: 1% ＋ ＋ 

2% ＋ ＋ 

5% ＋ ＋ 

7% ＋ ＋ 

生长温度: 5℃ — — 

10℃ ＋ ＋ 

30℃ ＋ ＋ 

40℃ ＋ ＋ 

有溶菌酶时生长 d d 

H2+、CO2或 CO自养生长 — ND 

注: +表示≥90%菌株为阳性 —表示≥90%菌株为阴性  d表示 11%—
89%菌株为阳性; ND表示未测定; NG表示不生长。 

 
图 2  H9菌株基因的 C、G、T、A含量面积图 
Fig. 2  The C, G, T, A content of H9 
 

 
图 3  H9菌株的基因组DNA、16S rRNA以及固氮基因 nif H 
M1, M2为 Marker 

Fig. 3  The genomic DNA, 16S rRNA and nitrogen-fixing nif H 
 

 

图 4   16SrRNA系统进化树分析 
Fig. 4  Phylogenetic analysis of H9 based on the 16S rRNA 
sequences of related species 

3  结论 

本文是国内首次从红树林根际土壤中分离出可

培养固氮菌并加以系统学鉴定, 通过一系列的形态
学、生理生化鉴定及系统发育分析, 菌株 H9鉴定为
短小芽孢杆菌。关于该菌的具体描述以及生理生化
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特性为: 该菌为革兰氏阳性, 直杆状, 端圆, 通常为
0.5μm×1.0—3.0μm, 在固体培养基上生长时 , 为圆
形(直径 3—4mm), 白色菌落, 好氧菌, 厌氧条件下
不生长, 接触酶、氧化酶均阳性, V-P测定反应为阳 

性, 且终产物的 pH<6, 可以利用的碳源有D-葡萄糖, 
L-阿拉伯糖, D-木糖, D-甘露醇。明胶水解和酪朊水
解阳性利用柠檬酸盐。该菌的最适生长盐度 1‰, 最

适生长 PH为 7, 最适生长为 37℃, 具有较高的固氮
能力为 51.11 nmol N2·H−1·mL−1。 

菌株 H9 显示出了良好的固氮性能, 表明其在
自然红树林生态系统的恢复、可持续发展以及红树

植物的保育和繁殖中将具有较大的应用前景, 关于
该菌在人工接种红树植物后的具体促生作用及其实

际的对红树植株的固氮贡献有待进一步研究。 
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