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摘要:为后续研制叶面微生物菌肥提供优良固氮菌种,以辣椒为研究对象,利用选择性培养基分离、筛选辣椒叶

际固氮细菌,测定其固氮能力和植物病原菌的拮抗能力并对性能优良的菌株进行１６SrDNA分子生物学鉴定.
研究表明,从辣椒叶际共分离得到２株具有高效固氮性能的自生固氮菌 LJＧ１和 LJＧ２,分别鉴定为不动杆菌

(Acinetobactersp．)和根瘤菌(Rhizobiumsp．),固氮酶活性分别达９３．２６和１０２．２３U􀅰L－１.两株菌具有广谱抗

真菌活性和耐酸碱能力,对油菜菌核病菌、番茄灰霉病菌和棉花立枯病菌抑制效果可达５０％以上.因此,辣
椒叶际固氮菌LJＧ１和LJＧ２是具有固氮和生防作用的多功能细菌,可为进一步研发优良的叶际固氮菌肥提供

微生物资源.
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　　氮素是植物生长过程中需求量最大的营养元

素,也是农业生产的重要限制因子[１].目前,农作

物对氮素的需求主要依赖于化肥的施用,全球性

能源缺乏使化学氮肥的生产成本逐年增加,而多

年连续施用化肥会造成土壤板结、肥力下降等弊

端,因此固氮微生物肥料的研究与应用日益受到

重视[１Ｇ２].筛选高效、抗病固氮微生物菌种是微生

物菌肥生产应用的基础[２Ｇ４].植物叶际存在大量

的固氮微生物,能固定空气中的氮气为植物生长

提供氮素,还可拮抗植物病原菌提高植物的抗病

能力[３Ｇ６].叶际固氮菌具有非专一性,且不易受化

肥的影响,具有巨大的应用潜力.大量研究证实

叶际固氮菌具有促进作物增产增质的效果,如在

玉米叶面喷施固氮菌肥,可增产 ３０％ ~３７％,
与施用化肥相当,还可产生抗菌物质,降低玉米

大、小斑病的发病率,间接促进作物生长发育[２].
将多粘类芽孢杆菌微生物肥料喷施于茶树叶

面,可显著提高茶叶产量和品质[７].植物叶际固

氮菌 大 多 为 细 菌,目 前 已 分 离 出 固 氮 菌 属

(Azotobacter)、气杆菌属(Aerobaeter)、拜氏固氮

菌属(Beijerinekia)、黄杆菌属(Flavobaeterium)、
假单 胞 杆 菌 属 (Pseudomonas)、分 枝 杆 菌 属

(Myeobaeterium)、克氏杆菌属(Klebsiella)、螺菌

属(Spirillum)等[３Ｇ５].固氮菌被广泛用于生物肥

中,在取代氮肥的施用上具有广阔前景,但目前固

氮菌肥的研究主要集中于土壤基肥,对叶面固氮

菌肥研究较少.且植物叶际固氮菌的分离主要集

中在小麦、玉米、大豆、茄子、西红柿等农作物上,
对辣椒叶际固氮菌报道相对较少[２Ｇ６].本研究对

辣椒叶际固氮菌进行分离,筛选出具有高效固氮

和抗植物病害的功能菌,可为开发叶面生物菌肥

提供菌种资源.

１　材料与方法

１．１　材料

供试辣椒于２０２１年９月采自赣南师范大学

周边农民自种蔬菜园,每个样品随机选取５株植

株的地上叶片,所取叶片位于新叶与老叶之间,避
免沾染泥土引起试验误差,将采集到的叶片混合

放入无菌培养皿中,２４h内对叶片进行处理.
供试病原菌为棉花立枯病菌 (Rhizoctonia

solani)、棉花枯萎病菌(Fusariumoxysporum)、
番茄灰霉病菌(Botrytiscinerea)、油菜菌核病菌

(Sclerotiniasclerotiorum Lib)、苹 果 轮 纹 病 菌

(Botryosphaeriadothidea)、葡萄炭疽病菌(ColＧ
letotＧrichumgloeosporioides)、稻瘟病菌(MagＧ
naportheoryzae),均由赣南师范大学袁小勇老师

实验室提供.
１．２　方法

１．２．１　辣椒叶际固氮菌分离筛选　将取回的新

鲜叶片用自来水冲洗叶面,然后用无菌水漂洗
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１次,置于装有１００mL无菌磷酸缓冲液(pH７．０,
含０．１％ Tween)的锥形瓶中,保证溶液完全浸没

叶片,２５℃２００r􀅰min－１摇床震荡３０min,超声波

４０kHz超声５min,用镊子取出叶片,将其余的溶

液转移至５０mL离心管中,然后以１００００r􀅰min－１

离心１０min,倒掉上清,收集得到沉淀菌体.吸

取１００μL 稀释液平板涂布法均匀接种到固体

Ashby无氮培养基上,２８ ℃培养５d.根据菌落

形态选择长势较好、生长速度较快的不同菌落划

线纯化数次,直至出现有规则的单菌落.
１．２．２　菌株１６SrDNA 和nifH 基因的PCR扩

增　将筛选获得的固氮菌接种于LB液体培养基

中,于２８℃,２００r􀅰min－１的摇床中过夜培养,收
集菌体,用天根细菌基因组 DNA 提取试剂盒进

行基因组 DNA 提取,以细菌１６SrDNA 全序列

通用引物２７F/１４９２R[８]和固氮基因nifH 特定的

引物PolF/PolR[９]分别进行 PCR扩增,用１％琼

脂糖凝胶电泳进行验证.扩增的 PCR产物送至

北京擎科生物有限公司测序,使用 NCBI数据库

进行序列比对,利用 MEGA７．０软件采用最大似

然(ML)算法构建系统发育树.
１．２．３　固氮酶活性测定　挑取单菌落至 LB液

体培养基中２８ ℃,２００r􀅰min－１振摇培养至 OD
值约为０．６,以１％接种量转接至 Ashby无氮液

体培养基中,分别于２４,４８,７２和９６h取样,采用

微生物固氮酶(NITS)ELISA 试剂盒(上海羽朵

生物科技有限公司)进行固氮酶活性测定,３次

重复.
１．２．４　菌株培养特性研究　pH:取等量的细菌

培养液接种于pH 为５．０,６．０,７．０,８．０和９．０的

LB液体培养基中,置于２８℃下１８０r􀅰min－１恒温

振荡培养箱中培养４８h.测定菌液 OD６００的平均

值,确定菌株的最适生长pH,３次重复.
NaCl浓度:取等量细菌培养液接种到含 NaCl

质量分数为０％、１％、２％、３％和４％的LB液体培

养基中,置于２８℃下１８０r􀅰min－１恒温振荡培养箱

中培养４８h,测定其OD６００的平均值,３次重复,确
定菌株的耐盐性.

碳源:配制分别由麦芽糖、葡萄糖、淀粉和蔗

糖代替LB培养基中的碳源(酵母膏)的液体培养

基,取等量细菌培养液接种于上述培养基中,置于

２８℃ 下 １８０r􀅰min－１ 恒温振荡培养箱中培养

４８h,分别测定不同碳源下菌液 OD６００,３次重复.

１．２．５　固氮菌对植物病原真菌的抑制活性　采

用平板对峙法[１０]研究固氮菌对植物病原真菌的

抑制活性.将病原菌菌饼接种于PDA 琼脂平板

(d＝８．５cm)中央,在距离菌饼两侧３cm 处划线

接种菌株,将接种后的培养皿在２８℃恒温培养箱

中倒置培养 ５d,同时接种只含有病原真菌的

PDA琼脂平板作为对照.
菌丝生长抑制率(％)＝(对照菌落直径－对

峙板菌落直径)/对照菌落直径×１００
１．２．６　数据分析　采用 Origin２０２１和SPSS２０．０
软件对试验数据进行统计分析和图表处理,运用

MEGA７．０软件构建系统发育树.

２　结果与分析

２．１　固氮菌的分离及鉴定

从辣椒叶际分离得到２株能在 Ashby无氮

培养基上生长较快的菌株,编号为 LJＧ１和 LJＧ２.
经过５代的分离纯化后,菌株LJＧ１菌落为白色,边
缘整齐;菌株LJＧ２菌落为圆形半透明,边缘整齐,
表面湿润,在１００倍光学显微镜下观察均为棒杆状

(图１).通过扩增固氮酶基因nifH 进行复筛,
２株菌均能扩增得到固氮酶基因,片段大小约为

３６０bp左右,与预期结果一致(图２),说明２株细

菌均具有固氮能力.

图１　菌株LJＧ１和LJＧ２显微镜下的细胞形态
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M．DL２０００Marker;１．阴性对照;２．菌株LJＧ１;３．菌株LJＧ２.

图２　nifH 基因PCR扩增图

２．２　菌株１６SrDNA序列PCR扩增及系统发育分析
分别以２株叶际固氮菌的总DNA为模板,采用

１６SrDNA通用引物２７F和１４９２R进行PCR扩增,
得到大小约为１５００bp左右的基因片段,测序后序
列提交至 GenBank数据库,登记号为 ON７７８５６３．１
和ON７７８５６４．１.在数据库中进行BLAST比对发现
菌株LJＧ１和不动杆菌Acinetobactersp．LC４８４７９２．１
亲缘关系最近,聚为一支,序列相似度大于９９％,
因此将其命名为Acinetobactersp．(图３A);菌株

LJＧ２和根瘤菌Rhizobiumsp．MF４５８８７３．１,亲缘
关系最近,聚为一支,序列相似度为大于９９％,将
其命名为Rhizobiumsp．(图３B).

图３　基于１６SrDNA序列的固氮菌LJＧ１(A)和
LJＧ２(B)菌株的系统发育进化树

２．３　辣椒叶际固氮菌的固氮酶活性

固氮酶活性是评价固氮菌性能的重要指标.
菌株LJＧ１和LJＧ２均有较高的固氮能力,菌株LJＧ２
的固氮能力优于 LJＧ１.在 Ashby无氮液体培养

基中,菌株LJＧ１在培养４８h时固氮酶活性最高,
达到９３．２６U􀅰L－１,随着培养时间的增加,固氮酶

活性呈下降趋势.菌株 LJＧ２固氮酶活性随着培

养时间的增加而升高,在培养７２h达到最大值,
为１０２．２３U􀅰L－１,之后随着培养时间的延长,固
氮酶活性变化不大(图４).

图４　菌株LJＧ１和LJＧ２固氮酶活性

２．４　辣椒叶际固氮菌的培养特性

两株菌在初始pH 为５．０~９．０的培养条件

下均能生长,说明辣椒叶际分离得到的固氮菌具

有较强的适应能力,其中菌株LJＧ１的最适pH 为

８．０,LJＧ２的最适pH 为７．０(图５A).
菌株 LJＧ１在０％~４％ NaCl浓度下均能生

长,具有较广的盐度适应性.NaCl浓度对菌株

LJＧ２的生长影响显著,菌株的生长速率随 NaCl
浓度的增大而减小,在 NaCl浓度为０％和１％时

吸光值 OD６００相当,达到最大值２．５２,浓度为４％
时菌株LJＧ２几乎不生长,吸光值仅为０．１５,说明

该菌株对盐度敏感(图５B).
碳源对菌株生长的影响差异显著.菌株LJＧ１

对各碳源均能利用,其中以麦芽糖和蔗糖为碳源

时生长较差.碳源对菌株LJＧ２的生长影响较大,
当酵母粉被各碳源替代后生长量仅大约为LB培

养基的２５％,说明该菌株的碳源谱较窄(图５C).
２．５　固氮菌对植物病原真菌的抑制活性

辣椒叶际固氮菌LJＧ１和LJＧ２对多种植物病

原菌具有较好的抑制活性.其中菌株 LJＧ１ 对

油菜菌核病菌的抑制效果最好,其抑制率达到

７０􀆰５９％,其 次 是 番 茄 灰 霉 病 菌 (６２．５１％)和

棉花立枯病菌(５２．５５％),对苹果轮纹病菌抑制

率最低,仅 为 １８．７５％,对 其 他 供 试 病 原 菌 的

抑制活性均在２０％以上,具有广谱抗真菌活性.
菌株LJＧ２对番茄灰霉病菌和棉花立枯病菌抑制

率可达５０％以上,对苹果轮纹病菌无抑制活性,
总体抑菌活性低于菌株LJＧ１.与对照组相比,各
试验组的抑菌圈边界清晰,抑菌圈周围菌丝生长

缓慢.
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A．pH对菌株生长的影响;B．NaCl浓度对菌株生长的影响;
C．碳源对菌株生长的影响.

图５　pH、NaCl浓度和碳源对固氮菌株LJＧ１和LJＧ２
生长的影响

注:不同小写字母表示不同处理间在P＜０．０５水平差异显著.

表１　固氮菌株LJＧ１和LJＧ２对不同植物病原真菌的
抑制率

供试菌株
抑制率/％

LJＧ１ LJＧ２
棉花枯萎病菌 ２０．１８±２．１２ ２１．１１±３．７５
葡萄炭疽病菌 ４２．８６±４．３３ ３８．０５±４．３１
苹果轮纹病菌 １８．７５±２．１７ Ｇ
番茄灰霉病菌 ６２．５１±６．１２ ５５．７８±６．１８
油菜菌核病菌 ７０．５９±７．８８ ３５．２９±３．４３
棉花立枯病菌 ５２．５５±４．９７ ５０．４３±４．６５

稻瘟病菌 ２７．７８±３．２１ ３５．９３±２．２６
　　注:“Ｇ”表示无抑制性.

３　讨论

植物叶际营养物质丰富,存在大量固氮微生

物,目前已从多种植物叶际分离出多种高效固氮

微生物用于农业生物菌肥[３Ｇ６].如大豆喷施叶面

固氮菌的增产率可达１３％以上,玉米在苗期和孕

穗期喷施叶际固氮菌可增产１０％以上[６].自生

固氮菌因其不与植物形成宿主关系且适应能力

强,具有增加农作物产量以及绿色环保等优点,已
成为２１世纪新型肥料发展的重要方向之一.

本研究从辣椒叶际分离到２株自生固氮菌

LJＧ１和LJＧ２,经１６SrDNA序列比对分别鉴定为不

动杆菌(Acinetobactersp．)和根瘤菌(Rhizobiumsp．),
且具有高固氮酶活性,分别达９３．２６和１０２．２３U􀅰L－１.
其中不动杆菌有解钾、解磷和固氮作用的多功能

促生特性,已被大量分离研究[１１Ｇ１２].根瘤菌作为

广泛分布于土壤中一类固氮微生物,不但可以与

豆科植物共生,也可以作为植物内生菌存在于非

豆科植物体内,而且还可以在土壤中长期以腐生

菌的状态存在,目前根瘤菌作为生物菌肥已被开

发利用.此外,已有文献报道,根瘤菌可在植物内

部进行迁移,定殖于植物内部,并通过气孔进入叶

际表面,成为叶际附生微生物[１３Ｇ１４].罗娜等[１５]从

湖南省各地分离的辣椒内生固氮菌中鉴定为根瘤

菌,本研究也从辣椒叶际分离出具高效固氮能力

的附生根瘤菌.
在碳源的利用方面,本研究分离的不动杆菌

LJＧ１基本与同属细菌利用情况相似,在淀粉为碳

源或者无氮条件下都能生长良好,能耐受高浓度

的盐类,因此可在生产应用中简化培养条件并降

低生产成本;而根瘤菌LJＧ２对碳源和盐度适应范

围较窄,具体的发酵条件有待进一步优化.两株

菌都能够在pH５．０~９．０的环境下生长,与一般

的在酸性或碱性环境下难以生存的菌株形成差

异,在菌肥应用中能更好适用于不同酸碱度施用

环境,因此有望开发为微生物菌肥更广泛地应用

在农业生产中.
生防能力是评价微生 物 功 能 的 一 个 重 要

方面.本研究分离不动杆菌(LJＧ１)根瘤菌(LJＧ２)
具有广谱抗植物真菌病害作用,与已有的研究报

道基本一致[１１Ｇ１４].蔺经等[１１Ｇ１２]从樟树中分离的

鲍曼不动杆菌,抑制了梨黑斑病、轮纹病和炭疽病

等真菌性病害,起到了较好的防治作用.大量研

究报道根瘤菌在多种病原真菌有一定的抑制作

用,能够诱导作物产生系统抗病性,王媛媛等[１３]
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从大豆根瘤中分离的费氏中华根瘤菌对大豆胞囊

线虫和大豆根腐病菌等多种植物病害具有抑制作

用.因此,本研究从辣椒叶际筛选的２株叶际固氮

菌不仅具有固氮功能,还有拮抗病原真菌生防能

力,具有作为叶际固氮生物肥料优良菌种的光明前

景,可高效地应用于固氮菌剂中进行资源化利用.

４　结论

从辣椒叶际筛选到２株固氮菌LJＧ１和 LJＧ２,
经１６SrDNA基因比对结果和形态特征鉴定为不动

杆菌(Acinetobactersp．)和根瘤菌(Rhizobiumsp．).
两株菌具有固氮酶活性高,对油菜菌核病菌、番茄

灰霉病菌和棉花立枯病菌等多种植物真菌病害均

有抑菌作用,有望进一步研发优良的叶面固氮微

生物肥料.
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IsolationandScreeningofNitrogenＧFixingBacteriafromLeaves
ofPepperandAntifungalActivity

XINGChong１,WANGShuzhen２,WANGLong２,GUOQingyun２

(１．SchoolofMedicalandInformationEngineering,Gannan MedicalUniversity,Ganzhou３４１０００,China;

２．CollegeofLifeSciences,GannanNormalUniversity,Ganzhou３４１０００,China)

Abstract:InordertoprovideexcellentnitrogenＧfixingbacteriastrainsforthesubsequentdevelopmentofbiofertilizer,

theleavesofpepperweretakenastheresearchobjectandtheselectiveincubationculturemediumwasusedto
separateandscreenphyllospherenitrogenＧfixingbacteria,anddeterminetheirabilitytoNfixation,antagonistic
abilityagainstplantpathogenic．Thespeciesofstrainswereidentifiedbasedonmorphologicalcharacteristics
andthephylogeneticanalysisofpartial１６SrDNAsequence．TheresultsshowedthattwonitrogenＧfixing
strainsofLJＧ１(Acinetobactersp．)andLJＧ２ (Rhizobiumsp．)wereisolatedfromtheleavesofpepperandthe
nitrogenaseactivitywas９３．２６and１０２．２３U􀅰L－１,respectively．ThetwostrainshadbroadＧspectrumantifungal
activityandacidＧalkaliresistance,andtheinhibitoryeffectsagainstSclerotiniasclerotiorum,Botrytiscinerea,

Rhizoctoniasolaniweremorethan５０％．ThephyllospherenitrogenＧfixingstrainsLJＧ１andLJＧ２hadnitrogen
fixationandbiocontrolfunctions,whichcouldprovidemicrobialresourcesfordevelopmentofphyllosphere
nitrogenＧfixingbacteriafertilizer．
Keywords:pepper;phyllospherenitrogenＧfixingbacteria;isolationandscreening;cultureconditions;antifungal
activity
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